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研究成果の概要（和文）：体細胞を別の機能細胞に直接転換するダイレクト リプログラミングは間葉系細胞で
は容易に起こるが、それ以外の体細胞では容易に起こらない。本研究では、様々な体細胞でダイレクト リプロ
グラミングを可能にするための方法として、上皮-間葉系転換（EMT）を利用したダイレクト リプログラミング
法の開発を試みた。角化細胞を用いた検討により、EMTを起こす転写因子を明らかにし、これによってEMTを起こ
した角化細胞に神経堤細胞発生マスター転写因子SOX10を発現させることによって角化細胞を神経堤様の細胞に
直接転換させることに成功した。また、同様の方法で乳腺上皮細胞も神経堤様の細胞に直接転換させることに成
功した。

研究成果の概要（英文）：Direct reprogramming, whereby cells are directly converted into another 
functional cell types, occurs primarily in mesenchymal cells but not readily in other somatic cells.
 In this study, our objective was to develop a direct reprogramming approach utilizing 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) for various somatic cells. We identified transcription 
factors that induce EMT in keratinocytes, and demonstrated that the expression of SOX10, along with 
EMT induction, directly converted keratinocytes into neural crest-like cells. Additionally, we 
successfully converted mammary epithelial cells into neural crest-like cells using this method. 

研究分野： 発生学　幹細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
線維芽細胞以外の細胞種では容易に起こらないダイレクト リプログラミング法を角化細胞や乳腺上皮細胞で可
能にした本研究の成果は、あらゆる体細胞のダイレクト リプログラミングへの応用が期待でき、この技術の基
礎研究を超えた大きな発展につながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 体細胞を多能性細胞に転換する iPS 化と同様に、全く別の機能細胞に直接転換するダイレク
ト リプログラミング法が明らかになっている。この二つの現象は全く異なるメカニズムで起こ
るが、両者には共通して間葉系状態が関係している。iPS 化は転換の初期に上皮-間葉系転換
（EMT）が起こり、間葉系状態を経由する。一方、ダイレクト リプログラミングは間葉系細胞
以外では容易に起こらない。この二つの転換現象が共通して間葉系状態を経由して成り立って
いることは、間葉系状態が、元の細胞の拘束性を失った非常に柔軟性を持った状態であると考え
られ、その状態に外的に何らかの情報を与えてやれば、容易に他の細胞に転換するものと思われ
る。本研究では細胞に上皮-間葉系転換（EMT）を起こし間葉系状態にすることで、あらゆる細
胞でダイレクト リプログラミングを可能にする方法の探索を行った。 
 
２．研究の目的 
 
 EMT を起こすことによって、あらゆる体細胞でダイレクト リプログラミングを可能にする
ことをめざし、体細胞として角化細胞と乳腺上皮細胞を選び、以下の研究を行った。 
研究１ 角化細胞に EMT を起こす転写因子は何か 
研究２ EMT を起こした角化細胞でダイレクト リプログラミングが起こるか 
研究３ 角化細胞以外の体細胞で EMT を起こす転写因子は何か 
研究４ EMT 起こした角化細胞以外の体細胞でもダイレクト リプログラミングが起きるか 
 
３．研究の方法 
 
研究１ 角化細胞に EMT を起こす転写因子の探索 
 マウス角化細胞 XB2 に EMT に関係すると思われる転写因子群をレトロウィルスを用いて過
剰発現させ、EMT 現象の発生の有無を観察し、角化細胞で EMT を発生させる転写因子の探索
を行った。EMT発生の判断はフローサイトメーターによる間葉系細胞マーカーの発現の観察と、
定量的 PCR による EMT 関係遺伝子の発現とその変化を調べることで行った。 
 
研究２ EMT を起こした角化細胞でダイレクト リプログラミングが起こるか 
 EMT を起こした角化細胞に対して、神経堤細胞発生のマスター転写因子 SOX10 を発現させ
ることで神経堤細胞へのダイレクト リプログラミングを試みた。神経堤細胞転換の評価は、神
経堤細胞マーカーP75 の発現をフローサイトメーターで解析して行った。また、P75 陽性細胞
を採取し、神経堤細胞培養条件下での自己複製と増殖能を評価し、さらに分化条件下で培養し、
神経堤細胞の分化能（神経細胞とグリア細胞への分化）を免疫染色と RT-PCR で調べた。 
 
研究３ 角化細胞以外の体細胞で EMT を起こす転写因子は何か 
 角化細胞以外の体細胞としてマウス乳腺上皮細胞 NMuMG を選び、この細胞で EMT を起こ
す転写因子を探索した。EMT に関係すると思われる転写因子群をレトロウィルスを用いて
NMuMG 細胞に過剰発現させ、フローサイトメーターで間葉系細胞マーカーの発現を解析し、
さらに EMT 関係遺伝子の発現を定量的 PCR で解析することで EMT 発生を判断し、転写因子
を探索した。 
 
研究４ EMT 起こした角化細胞以外の体細胞でもダイレクト リプログラミングが起きるか 
 EMT を起こした乳腺上皮細胞に対して SOX10 による神経堤細胞へのダイレクト リプログ
ラミングを試みた。神経堤細胞転換の評価は研究２と同様に神経堤細胞マーカーP75 の発現を
フローサイトメーターで解析し、さらに P75 陽性細胞を採取し、神経堤細胞培養・分化条件で
の増殖能と分化能を免疫染色と RT-PCR で調べた。 
 上記の研究が成功したため、神経堤細胞以外の細胞へのダイレクト リプログラミングも試み
た。EMT を起こした乳腺上皮細胞 NMuMG に色素細胞マスター転写因子を発現させて色素細
胞への転換を試みた。色素細胞への転換の評価は、細胞形態とメラニン合成酵素の発現を RT-
PCR で調べて行った。 
 
４．研究成果 
 
研究成果１ 角化細胞に EMT を起こす転写因の探索 
 EMT 現象に関係すると推測した転写因子群をマウス角化細胞 XB2 にレトロウィルスを用い
て過剰発現させ、EMT 現象の発生の有無をフローサイトメーターと定量的 PCR で調べた。ス
クリーニングした転写因子のうち、4 つの転写因子を同時に発現することで角化細胞に間葉系の



マーカー分子である Sca-1、PDGFRaが顕著に発現し、さらに Vimentin の発現の上昇と E-
Cadherin の発現の減少が観察され、典型的な EMT 現象が起きる事が判明した。 
 
研究成果２ EMT現象を用いたマウス角化細胞の神経堤細胞へのダイレクトリプログラミング 
 研究 1の結果から EMT を用いた角化細胞 XB2 の神経堤細胞へのダイレクトリプログラミン
グを試みた。神経堤細胞へのダイレクトリプログラミングは、マウス線維芽細胞(MEF)では
SOX10 の過剰発現のみで起こるが、この方法では XB２細胞は全く転換しないことを既に我々
はあきらかにしている。XB2 細胞に研究１で明らかした EMT に関係する 4 つの転写因子(4 
TFs)を過剰発現させ EMT を起こし、同時に SOX10 を過剰発現とさせると、約 10日で神経堤
細胞のマーカーP75 を発現する細胞が発生した（Fig. 1 a）。フローサイトメーターでこの P75
陽性細胞を採取し RT-PCR を行ったところ、神経堤細胞のマーカー遺伝子 Foxd3、Pax3 の発現
が認められた（Fig. 1 b）。さらに単離した P75 陽性細胞を神経堤細胞の分化条件で培養したと
ころ、約 3週間後に TuJ-1 陽性の神経細胞と GFAP 陽性のグリア細胞に分化し、神経堤細胞と
同様の分化能を持つことが確認された。しかし、観察された神経細胞はごく少数でしかなく大多
数がグリア細胞であり、転換して発生した神経堤細胞は、グリア細胞に運命が傾いている事が示
唆された（Fig. 1 c)。 
 一方、4 TFs の過剰発現で XB2 細胞に EMT を起こし、その 10日後に SOX10 を過剰発現さ
せ、さらに 10日培養しても、P75 陽性細胞が発生することが観察された（Fig. 2 a）。この P75
陽性細胞でも Foxd3、Pax3 の発現が認められ（Fig. 2 b）、単離した P75 陽性細胞からは GFAP
陽性グリア細胞ともに多数の TuJ-1 陽性神経細胞が分化する事がわかった（Fig. 2 c)。以上より
角化細胞は、EMT を経由すれば神経堤様の細胞にダイレクトリプログラミングできることがわ
かった。また、EMT 発生とダイレクトリプログラミングに用いるマスター転写因子の発現のタ
イミングを制御することで転換される目的細胞の性質が変わることが明らかになった。 
 
a                                     b              c 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1 SOX10 と 4 TFs の過剰発現による XB2 細胞の P75 陽性細胞への転換 
a: フローサイトメーター解析、b: RT-PCR、c: P75 陽性細胞から分化した GFAP 陽性グリア細
胞（緑）と TuJ-1 陽性神経細胞（赤） 
 
a                                      b            c 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2 4 TFs による EMT後に SOX10 の過剰発現させた XB2 細胞の P75 陽性細胞への転換 
a: フローサイトメーター解析、b: RT-PCR、c: P75 陽性細胞から分化した GFAP 陽性グリア細
胞（緑）と TuJ-1 陽性神経細胞（赤） 
 
研究成果３ マウス乳腺上皮細胞に EMT を起こす転写因子の探索 
 角化細胞以外でも EMT 現象を用いたダイレクトリプログラミング法が利用できるか検証す
るために、マウス乳腺上皮細胞 NMuMG で EMT を起こす転写因子の探索を行った。研究 1と
同様の検討の結果、角化細胞で用いた 4 TFs が乳腺上皮細胞でも EMT を起こすことがわかっ
た。 
 
研究成果４ EMT現象を用いたマウス乳腺上皮細胞の神経堤細胞へのダイレクトリプログラミ
ング 
 乳腺上皮細胞 NMuMG に研究３で明らかにした 4 TFs を過剰発現させ EMT を起こした後、
神経堤細胞発生のマスター転写因子 SOX10 を発現させることで神経堤細胞への転換を試みた。
遺伝子発現後 10日で P75 陽性細胞が発生し（Fig. 3 a）、この P75 陽性細胞を神経堤細胞分化
条件で培養すると TuJ-1 陽性神経細胞や GFAP 陽性グリア細胞に分化することが観察された
（Fig. 3 b）。これにより、乳腺上皮細胞でも EMT 発生と SOX10 によって神経堤細胞様の細胞
へ直接転換できることが明らかになった。一方、EMT 発生因子である TGFβ添加による EMT
発生でも神経堤細胞へ直接転換できるかどうか試みた。NMuMG細胞にTGFβを添加してEMT

   

   
 



を起こした後、SOX10 を発現させても 4 TFs による EMT 発生のときと同様に P75 陽性細胞が
発生した。この P75 陽性細胞も GFAP 陽性グリア細胞と TuJ-1 陽性神経細胞に分化することが
わかり、TGFβによる EMT でも神経堤細胞様の細胞にダイレクトリプログラミングできるこ
とがわかった。以上の結果は、EMT 現象自体が本研究のダイレクトリプログラミングに重要で
あることを示し、EMT が細胞に柔軟性を持った状態を付与しているとした研究当初の仮説を示
唆しているものと思われる。 
 
a                                              b             
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 4 TFs による EMT後に SOX10 の過剰発現による NMuMG 細胞の P75 陽性細胞への
転換   a: フローサイトメーター解析、b: GFAP 陽性グリア細胞と TuJ-1 陽性神経細胞 
 
研究成果５ EMT現象を用いたマウス乳腺上皮細胞の色素細胞へのダイレクトリプログラミン
グ 
 本研究のダイレクトリプログラミング法を様々な細胞種への転換にも利用したいと考え、マ
ウス乳腺上皮細胞 NMuMG の色素細胞への直接転換をこの方法で試みた。EMT 関連転写因子
と色素細胞発生のマスター転写因子を NMuMG 細胞に発現させ 17 日間培養すると、樹状形態
をもつ細胞に転換した。RT-PCR によりこの細胞に色素細胞マーカー遺伝子 Kit、Mitf、Trp-1、
Trp-2、Tyrosinase、S100bが発現していることがわかり、NMuMG 細胞が色素細胞に転換した
可能性が示された。また、同様の方法でマウス角化細胞 XB2 も色素細胞に転換している可能性
が示され、EMT を経由すれば様々な細胞にダイレクトリプログラミングできる可能性が示唆さ
れた。 
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