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研究成果の概要（和文）：EMTに関係すると推測した転写因子のうち、SOX9またはSOX10をマウス線維芽細胞に過
剰発現させると、神経堤細胞マーカー遺伝子P75、Foxd3、Pax3を発現し、神経細胞、グリア細胞、平滑筋細胞、
脂肪細胞、骨細胞に分化する神経堤様の細胞に直接転換することを明らかにした。
また、EMTに関係すると推測した転写因子のうち、4つの転写因子が角化細胞にEMTを起こすことを明らかにし
た。この4つの転写因子によるEMTと供にSOX10を過剰発現させて、角化細胞を神経堤様の細胞に直接転換できる
可能性も見い出した。

研究成果の概要（英文）：We revealed genes including transcription factors selectively expressed in 
epithelial-mesenchymal transition (EMT). Among these transcription factor genes tested, SOX10 and 
SOX9 were capable of converting mouse embryonic fibroblasts (MEFs) into SOX10-positive (SOX10+) 
cells. The SOX10+ cells were found to maintain the expression of the Neural Crest (NC) cell marker 
genes, P75, Foxd3 and Pax3, and were shown to differentiate into neurons, glial cells, smooth muscle
 cells, adipocytes and osteoblasts, suggesting that SOX10 and SOX9 directly converted MEFs into 
NC-like cells.
Furthermore, four transcription factors among the transcription factor genes expressed in EMT 
induced EMT in keratinocytes. Keratinocytes were converted into NC-like cells by overexpressing 
SOX10 concomitant with the EMT induction.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
 上皮-間充織転換（EMT）は上皮細胞が上
皮としての性質を捨て去り、間葉系細胞に転
換する現象であり、生物の組織や臓器の形成
に非常に重要なプロセスである。また、細胞
が幹細胞性を獲得する際や iPS化に際しても
EMTが非常に重要な働きをしている。EMT
現象に関与する分子は様々な解析が行われ
ているが、未だ不明なことが多く、EMT を
制御し引き起こすような分子の全貌は明ら
かにされていない。本研究では、EMT の典
型的なモデルである神経堤細胞発生を可視
化した独自の遺伝子改変マウスを用いて分
子レベルで EMTのメカニズムを明らかにす
ることをめざす。 
 
２．研究の目的 
 
 我々は Sox10-IRES-GFP マウスの神経堤
細胞の発現遺伝子の網羅的解析と比較解析
により、EMTで高発現している遺伝子群（約
2000 遺伝子）を明らかにした。さらにマウ
ス胎仔での発現パターンや Gene Ontology
による分子機能解析により、この遺伝子群か
ら EMTに強く関係すると推測される転写因
子遺伝子を選び出している。本研究では、in 
vitroの EMTモデルシステムを構築し、これ
らの候補の転写因子から実際に EMTを引き
起こす遺伝子を見つけ出す。さらに、これら
の転写因子が、 
1.どのようなメカニズムで EMT を起こして
いるのか？ 
2.そこから、新たな EMT発生メカニズムに
結びつくか？ 
を解明することをめざす。 
 
３．研究の方法 
 
本研究は、生体由来の細胞を用いた方法（研
究 1）と細胞株を用いた方法（研究２）で展
開した。 
 
研究1 Sox10-IRES-GFPマウス由来の細胞
を用いた EMTモデルシステムの確立 
 Sox10-IRES-GFP マウスから上皮系細胞
を採取し、それらに既知の EMT関連転写因
子を発現させて、EMT の発生を試験管内で
観 察 で き る モ デ ル を 確 立 す る 。
Sox10-IRES-GFP マウスから樹立した上皮
系細胞はEMTが発生すればGFPが発現する
ため、EMT 発生を容易に観察することがで
きる。利用する上皮系細胞としては、神経上
皮細胞を用いた。Sox10-IRES-GFPマウスか
ら摘出した神経上皮細胞にレトロウィルス
による遺伝子過剰発現を試み、EMT 発生の
有無を GFP の発現で判断する。この EMT
モデルシステムを利用して、EMT 発生に関
係する転写因子を探索する。 
 

研究２ マウス細胞株を用いた EMT現象に
関する遺伝子の探索 
 利用する細胞株として、上皮系細胞である
マウス角化細胞株 XB2を用いた。EMT現象
に関係すると推測した転写因子群を XB2 に
レトロウィルスを用いて過剰発現させて、
EMT現象の発生の有無を調べる。EMT発生
有無は、間葉系細胞のマーカーSca-1、
PDGFRの発現をフローサイトメーターで
解析し、さらに定量的 PCRで EMT関係遺伝
子の発現の変化を観ることで判断する。この
システムを利用して、転写因子のスクリーニ
ングを行う。 
 
４．研究成果 
 
研究成果１ Sox10-IRES-GFP マウスの神
経上皮細胞を用いた EMTモデルシステムの
確立・EMT関係遺伝子の探索 
 マウス胎仔神経管を利用した EMTモデル
システムの構築をめざして、胎齢 7.5〜14.5
日胚の神経管の摘出法と培養条件、レトロウ
ィルス感染法を検討した。高濃度の bFGF存
在下で胎仔神経管が培養できることを見出
し、さらに胎齢 8.5 日胚の神経管で顕著な
EMT現象が観察できたことから、8.5 日胚神
経管が本研究遂行に適していることがわか
った。一方、レトロウィルスを用いた遺伝子
過剰発現方法の検討では、様々な条件で胎齢
8.5 日胚の神経管へのレトロウィルスの感染
を試みたが、効果的な感染方法が見い出せず、
このシステムを用いた EMT 関係遺伝子の探
索はできなかった。 
 
研究成果２ マウス角化細胞株を用いた
EMT現象に関する遺伝子の探索 
 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株 XB2 にレトロウィル
スを用いて過剰発現させて、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
とで角化細胞から Sca-1、PDGFR両陽性細
胞が顕著に出現することがわかった。しかも、
Sca-1、PDGFR両陽性細胞では Vimentin
の発現が上昇し、E-Cadherin の発現が減少
するという典型的な EMT現象が発生してい
ることが観察された。フローサイトメーター
で単離した Sca-1、PDGFR両陽性細胞では
他の間葉系細胞マーカーCD105と CD49eの
発現も観察され、間葉系細胞分化培地で分化
誘導したところ、脂肪細胞への分化が観察さ
れた。以上より、Sca-1、PDGFR両陽性細
胞は角化細胞から EMTにより発生した間葉
系細胞であることが示唆された。今後は発生
した間葉系細胞の他の細胞系譜への分化（骨
細胞、軟骨細胞など）を調べるとともに、4
つの転写因子による EMT発生のメカニズム
も解明する予定である。 
 



一方、本研究から派生して、以下の研究成果
３と４を明らかにすることができた。 
 
研究成果３ 神経堤細胞へのダイレクトリ
プログラミング法の発見 
 これまでの研究で明らかにした遺伝子群
の中から特にEMTに関係すると思われた25
個の転写因子を選び出し、それらを
Sox10-IRES-GFP マウス由来の線維芽細胞
(MEF)にレトロウィルスを用いて過剰発現
させて、神経堤細胞へのダイレクトリプログ
ラミングを試みた。25 個の転写因子のうち、
SOX9 もしくは SOX10 を単独で過剰発現さ
せるだけでMEFから GFP（SOX10）陽性細
胞が発生することが判明した。この GFP
（SOX10）陽性細胞をフローサイトメーター
で採取して遺伝子発現を解析したところ、神
経堤細胞のマーカー遺伝子 P75、Foxd3、
Pax3等の発現が認められた。GFP（SOX10）
陽性細胞を分化培地で分化誘導すると、神経
細胞、グリア細胞、平滑筋細胞、脂肪細胞、
骨細胞への分化が観察され、さらにニワトリ
胚への移植実験により生体内の移動能も確
認できた。以上より、GFP（SOX10）陽性細
胞は神経堤細胞と同じ分化能と移動能を持
つことが認められ、SOX9 と SOX10 を過剰
発現することで、MEF を神経堤様の細胞に
ダイレクトリプログラミングできることが
明らかになった。ただ、この神経堤様の細胞
を長期間維持するためには SOX9 もしくは
SOX10 だけでは十分ではなく、同時に
c-MYC、KLF4の発現が必要だった。 
 
研究成果４ EMT 現象を用いた神経堤細胞
へのダイレクトリプログラミング 
 MEF以外の細胞でもSOX10の過剰発現を
行い、神経堤細胞へのダイレクトリプログラ
ミングを試みた。骨髄由来ストローマ細胞
ST2では SOX10の過剰発現により神経堤様
細胞に転換した。一方、角化細胞 XB2、ミエ
ローマ細胞 SE1では SOX10では転換できな
かった。そこで角化細胞に SOX10 の過剰発
現と供に上記の研究成果２で明らかした
EMT に関係する転写因子も過剰発現させる
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。フローサイトメー
ターで 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。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。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見い出され
た。 
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