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研究成果の概要（和文）：本申請では、Human Dermal Fibroblasts（HDF細胞）からリプログラミング物質の同定を目
的とした。乳酸菌を超音波破砕処理後、クロマトグラフィーを繰り返し、細胞塊形成能を持つ分画を同定した。その分
画を用いて、MALDI-TOF-MS解析を行い、リプログラミング物質の同定を試みた。
　私たちは、リプログラミング物質の同定に成功し、これをHDF細胞に作用させると乳酸菌を用いた時と同様に細胞塊
を形成した。これらの細胞塊は脂肪細胞、骨細胞、神経細胞などへと分化したことから、乳酸菌由来リプログラミング
物質は、宿主HDF細胞の遺伝子発現をコントロールしていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Previously, we demonstrated the generation of multipotential cells from adult 
human dermal fibroblast (HDF) cells by incorporating lactic acid bacteria (LAB) (Ohta et al., PLOS ONE 
e51866, 2012). LAB-incorporated cell clusters differentiated into endodermal, mesodermal, and ectodermal 
cells in vivo and in vitro.
 Next, we purified the LAB-derived materials from the homogenized LAB through ion-changed and 
gel-filtration chromatography by observing their cell clusters forming activity. We applied the peak 
fraction to MALDI-TOF-MS analysis and determined the LAB-derived reprogramming material. When we applied 
the LAB-derived material to HDF cells, they formed cell clusters and differentiated into cells derived 
from three germ layers. LAB-derived material was incorporated into the cells by endocytosis and they 
localized not only in the cytoplasmic region but also in the nucleus．Thus, LAB-derived material 
reprograms the host cells and modify their gene expression patterns.
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１．研究開始当初の背景 
乳酸菌は糖を分解して乳酸を生成する細菌
類の総称であり、自然界に広く分布し、ヒ
トの腸内では善玉菌として健康の維持に働
く。私たちはヒト皮膚細胞に乳酸菌を取り
込ませると、アルカリホスファターゼ染色
陽性の細胞塊が形成され、リプログラミン
グの誘導がおこり、３胚葉由来の細胞に分
化できる多能性細胞が作製できることを報
告した（Ohta et al., 2012）。 
 
２．研究の目的 
私たちのグループは乳酸菌のホモジネー
トからある分子量のフラクションに細胞
塊形成を引き起こす活性があることを見
出しており、本申請では、乳酸菌由来リ
プログラミング因子の同定を目的とした。 

 
３．研究の方法 
申請者は乳酸菌によるヒト皮膚細胞（Human 
Dermal Fibroblasts: HDF）のリプログラミ
ングの条件をさらに解析した。その結果、HDF
細胞に死菌を取り込ませると、HDF 細胞は細
胞塊を形成し、多能性を獲得した。また、細
胞破砕液でも同様の活性があることを確認
した。本申請では HDF 細胞培養液に乳酸菌を
添加後、数日で結果が判明する細胞塊形成活
性を指標にしながら、生化学的手法および網
羅的解析法を組み合わせ、リプログラミング
を誘導する物質（Factor X）の同定を試みた。
活性を維持した状態で Factor X を精製する
ために、クロマトグラフィー（FPLC）を用い
た粗精製を行った。イオン交換、ゲルろ過ク
ロマトグラフィーを数回繰り返し、限外ろ過
を組み合わせることで、できる限り候補分子
を絞り込んだ。 
 SDS-PAGE の後、クマシーブルー染色を行っ
たところ、１０数本のバンドが認識されたた
め、これらを用いて MALDI-TOF-MS 解析を行
い、全てのタンパク質を同定した。同定され
たタンパク質を用いて、細胞塊形成能を調べ
た。 
 
４．研究成果 
最終的に、乳酸菌由来のリプログラミング誘
導物質の同定に成功した。このリプログラミ
ング誘導物質を HDF 細胞に作用させると、乳
酸菌を用いた時と同様に細胞塊を形成し、こ
れらの細胞塊は脂肪細胞、骨細胞、神経細胞
などへと分化した。今後は、乳酸菌由来のリ
プログラミング誘導物質がどのようにして
細胞内に取り込まれ、どのようにして宿主で
あるHDF細胞の遺伝子発現に影響を与えるの
かを分子レベルで解析を行いたい。 
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