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研究成果の概要（和文）：皮膚潰瘍局所に存在する間葉系細胞から上皮細胞への直接的な転換を惹起することにより、
周辺上皮細胞の遊走によらない潰瘍面からの直接的な上皮化をきたす新しい治療方法開発を目的として、直接転換候補
因子の検索、候補因子の遺伝子導入によって線維芽細胞におきる変化を調べた。マイクロアレイデータ、文献検索、バ
イオインフォマティクス解析によって55転写因子、30マイクロRNAを選択し、これらをヒト線維芽培養に導入し、ケラ
チノサイト培養条件に継代したところ、遺伝子導入後1-2週程度で、ケラチノサイトに類似の形態、増殖動態を呈する
細胞群を得るにいたった。

研究成果の概要（英文）：In order to develop new therapeutic strategies for cutaneous ulcers, way for direc
t conversion of fibroblasts to keratinocytes are searched. Direct transdifferentiation to keratinocytes ma
y enable de novo epithelialization from bottom of ulcers. Using microarrays and bioinformatic analysises, 
candidates factors for direct conversion to keratinocytes are selected. We picked up 55 transcription fact
ors and 30 micro RNAs as candidates. Using lentiviral vectors, these factors are transduced to primary fib
roblasts and obtained cells similar to keratinocytes in its form and proliferation kinetics.
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１．研究開始当初の背景 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

３．研究の方法 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(1) 皮膚潰瘍は、外傷、熱傷や、褥瘡、糖尿
病性潰瘍など、さまざまな外因、内因性要因
で生じる。通常、潰瘍周囲に存在する上皮細
胞の増殖、遊走によって周縁から上皮化し治
癒するが、広い潰瘍面では治癒が遷延し、感
染、低栄養、血行障害、知覚障害などの素因
が加わると難治となる 

(2) 一方、発生の過程で、ひとたび細胞系譜
の定まった体細胞は、同一細胞系譜内で増
殖、分化を継続する。対して、Davis, Weintraub
らは 1 遺伝子(MyoD)の強制的な発現により
皮膚線維芽細胞が筋細胞へ変わることを示
した (Davis et al. Cell 1987;51:987-1000)。こ
のような、生理的には認められない細胞系譜
の転換を直接転換（Direct conversion）とよび、
Takahashi, Yamanaka による、人工多能性幹細
胞(Induced pluripotent stem cells :iPS 細胞)誘
導 方 法 の 発 見 (Takahashi et al. Cell 
2006;126:663-76)を契機に急速に研究が進み
つつある。実際、神経細胞(Vierubuchen et al. 
Nature 2010;463:1035-41)、心筋細胞(Ieda et al. 
Cell 2010;142:375-86 )、肝細胞(Sekiya et al. 
Nature 2011;475:390-3)、血液幹細胞(Szabo et 
al. Nature 2010;468:521-6)など、その障害が全
身状態に大きな影響を及ぼし、研究の対象と
されやすい細胞系譜への直接転換について
はすでに文献的報告がなされており、各種細
胞系譜間の遺伝子導入による直接転換が、技
術的に可能であることを裏付けている。 

(3) 生理的に「上皮は上皮からしか再生しな
い」ため、潰瘍の治癒促進には、通常植皮術、
皮弁移植術などの外科的治療を介して、身体
他部位から上皮組織を供給することが必要
となるが、全身熱傷のように絶対的に自己上
皮組織が不足する場合には救命すら困難で
ある。また、褥瘡や糖尿病性潰瘍などの患者
においては、外科的侵襲が全身状態に及ぼす
影響によって致命的な転機をたどることも
あり、外科的治療の適応になりにくい皮膚潰
瘍患者数も増加しつつある。皮膚難治性潰瘍
は形成外科領域において今後解決するべき
大きな問題点であった。 

従来の方法では治療が困難であった皮膚潰
瘍患者に広く適応可能な革新的新規治療を
提供し、難治性潰瘍治療に関わる問題を解決
するため、皮膚潰瘍において、潰瘍底に豊富
に存在する間葉系細胞の上皮細胞への直接
転換を誘導し潰瘍面からの直接的な上皮化
をはかる、新しい創傷治療法の開発を目的と
し、in vitro におけるヒト線維芽細胞からケラ
チノサイトへの直接転換方法の開発に取り
組んだ。 

(1) ヒト初代培養細胞の遺伝子発現解析によ
る直接転換候補因子の検索 

① マイクロアレイ解析：網羅的遺伝子解析
遺伝子導入によるヒト線維芽細胞からケラ
チノサイトへの直接転換を達成するため、同
一ドナー皮膚組織由来の線維芽細胞、ケラチ
ノサイトの初代培養を確立し、マイクロアレ
イ(SurePrint G3 Human GE マイクロアレイキ
ット Ver2.0）および micro RNA マイクロアレ
イ(SurePrint G3 Human miRNA マイクロアレ
イキット Rel.16.0）を用いて、発現遺伝子の
網羅的解析を行った。 
 ② データベース解析：NCBI の既存のデータ
ベースより、初代皮膚線維芽細胞、ケラチノ
サイトの発現遺伝子情報を入手し、解析を行
った。また、直接転換因子候補の取捨選択の
ため、ケラチノサイト分化に伴う網羅的遺伝
子データを用いて、分化に伴って大きく変動
する因子を同定した。 

③ バイオインフォマティクス解析：上記デ
ータに加え、BIOBASE 社のデータベースを
用いて upstream/ cascade 解析を行った。また、
Gene expression reversal 解析(Heinäniemi M et 
al. Nat Methods. 2013;10:577-83.)を行い、さら
に候補因子の検索を行った。 

(2) 遺伝子導入実験 
 ① レンチウイルスベクターのクローニング 
レンチウイルスベクター構築、レンチウイル
ス作成には System Biosciences 社のシステム
（Lenti-miR precursor clone、miRZip anti-micro 
RNA construct）と INVITROGEN 社のシステ
ム(pLenti7.3 /V5–DEST Gateway® Vector)を用
い た 。 導 入 転 写 因 子 の ク ロ ー ン は
NBRC(Biological Resource Center, NITE)より
分譲をうけた。 
 ②  レンチウイルス
ベクターで遺伝子導
入後の線維芽細胞
は、線維芽細胞・ケ
ラチノサイト双方が
増殖可能で、初代培
養ケラチノサイトを
一時的に不死化する
conditionally 
reprogramming 
condition を 使 用
（Chapman et al. J 
Clin Invest. 
2010;120:2619-26））
で培養した。（右図） 



４．研究成果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

(1) micro RNA によるアプローチ 

遺伝子導入によって
高発現を容易に得や
すい micro RNA によ
るアプローチから開
始した。同一皮膚検
体から採取した初代
培養線維芽細胞とケ
ラチノサイトの発現
micro RNA を micro 
RNA マイクロアレ
イを用いて解析（右
図）、ケラチノサイト
に特異的に発現して
いる 7cluster 17micro 
RNA と、線維芽細胞
に特異的に発現して
いる 9 micro RNA を
同定した。 
 

① 特異的 micro RNA の同定 

② micro RNA 導入による直接転換実験 
個々の micro RNA ベ
クター導入および複
数の導入を試みた。
複数の micro RNA の
overexpression/ 
knockdown に よ っ
て、上皮様の形態を
得ることはできた
が、マーカー発現強
度、増殖能に欠いた
（右図は全ベクター
導入時の外観像およ
びマーカー発現）。 

(2) 発現強度で選択した転写因子を加えたア
プローチ 
① 特異的転写因子の同定 
NBCI データベース
上 の デ ー タ (GEO 
DatasetsAccession:G
DS1505）を用いて
（右図）線維芽細胞
に比較してケラチノ
サイトにおいて強く
発現している遺伝子
（転写因子）を選択 

した。 
さらに、文献データ(Shalom-Fuerstein et al. 
Cell death and differentiation 2011;18:887-896 
)からマウスの胚性 11.5 日、14.5 日の表皮
組織の発現遺伝子の比較を行い、ケラチノ
サイトへの直接転換候補因子の検索を進
めた。 

② 転写因子を加えた直接転換実験 

1 群の転写因子を追加することによって、
かなり上皮様の形質が強く、クロナール
な細胞増殖能をもつ細胞群を得ることが
できるようになったが、形態、培養動態
からいうとケラチノサイトには遠い状態
だった。 

iPS 作成過程同様（（Li, 
et al. Cell stem cell 
2010;2:51-63）ケラチノ
サイトへの直接転換過
程においては、上皮間
葉転換がボトルネック
となっているのではな
いかという仮説に基づ
き、特に CDH1 の発現
に留意しながら個々の
導入因子によるケラチ 

① 発現マーカー解析による取捨選択 

ノサイトマーカー発現を realtime PCRにて
評価し（右図）、因子選択の指標とした。 

② ケラチノサイト分化に伴う発現変動
による取捨選択 

NBCI データベース上のデータ (GEO 
Datasets Accession:GPL6244-24073）から
ケラチノサイト分化に伴う候補因子の発
現変動を調べ、候補因子取捨選択の指標
とした（下図）。 

③ 直接転換実験 
 
取捨選択した候補因子をレンチウイルス
ベクターにて導入、継代後 10-14 日後に
はケラチノサイトの類似の形態を呈する
細胞のコロニーが得られるようになった
（次頁図）。 

(3) 転写因子の取捨選択 
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① UPSTREAM/CASCADE 解析 

(4) バイオインフォマティクス解析によ
るアプローチ 

細胞系譜を特徴づける転写因子の新しい
解析手法である Gene expression reversal 解
析 （ Heinäniemi M et al. Nat Methods. 
2013;10(6):577-83.）で、あらたに 17 転写因
子を候補因子として選択した（下図）。 

前項までの取り組みにより、十分に高い
マーカー発現が得られるようになったも
のの、継代維持時の細胞形態、分化傾向
など不足する形質が認められたため、よ
り定量性に優れたマイクロアレイを用い
た解析結果より、UPSTREAM/ CASCADE
解析を行い、線維芽細胞とケラチノサイ
トの差異の 53 上流遺伝子、カスケード上
クロスリンクの認められる 183 遺伝子を
同定した。 
 

③ 直接転換実験 

申請書作成現在、これらの因子を部分的
に取り入れ、転換実験を行ったところで
ある。遺伝子導入後 1-2 週間の間に現れて
くるコロニーの中には、低密度(下図左)、
高密度(下図右)、それぞれの状態において
ケラチノサイトにかなり類似した形態、
増殖様態の細胞群が得られるようになっ
た。 

② Gene expression reversal 解析 
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