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研究成果の概要（和文）：本研究では、マウス表皮sp細胞から角膜上皮様細胞への形質転換の比較検討に利用可
能な三次元培養モデルを用いて、表皮sp細胞での角膜上皮分化マーカー遺伝子の発現を定量的に解析出来ること
を明らかにした。さらにWnt関連因子を始めとする輪部実質細胞由来因子が角膜上皮細胞への形質転換に及ぼす
影響について明らかにするため、輪部実質由来因子のトランスクリプトーム解析を行い、上皮細胞の分化誘導に
関与する可能性のある角膜輪部特異的因子の候補遺伝子について解析を進めた結果、候補遺伝子は分泌タンパク
質のコード遺伝子（21種）、細胞外マトリクスの構成タンパク質のコード遺伝子（15種）であった。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we employed three-dimensional culture model including 
mouse epidermal sp cells, human corneal stromal fibloblasts, and human corneal limbal stromal 
fibloblasts and demonstrated the quantitive analysis of corneal epithelial differentiation markers 
expressed in the mouse epidermal sp cells. Furthermore, to elucidate the effect of corneal limbal 
stromal factors including Wnt related factors for trans-differentiation from mouse epidermal cells 
to corneal epithelial cells, we performed tras-criptome analysis of corneal limbal stromal 
fibloblasts. We analyzed candidate factors that can be related to trans-differentiation to the 
corneal epithelial cells, and found 21 secreted proteins and 15 extracellular matrices genes.

研究分野：角膜
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られた成果は、形質転換および角膜上皮の分化誘導における分子機構の解明を促進し、表皮幹細胞を
用いた角膜上皮再生医療の実現に貢献できると考えられる。さらに、人工多能性幹細胞（iPS細胞）等を用いた
次世代の再生医療の実現に向けても、本研究で得られる知見が利用可能であり、当分野において多大な貢献がで
きると考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

培養角膜上皮移植が開発、臨床応用されるようになり、かつて難治とされた瘢痕性角結膜疾患

においても、良好な治療成績が報告されている。一方、組織幹細胞の多分化能または可塑性

（plasticity）に関する研究が盛んに報告されるようになり、角膜分野においても、表皮に含ま

れる幹細胞（毛包幹細胞）から角膜上皮様細胞への形質転換が可能であることが示されている。

皮膚はヒトの持つ最大の器官であり、細胞の採取も比較的容易であることから、表皮由来細胞か

ら形質転換した角膜上皮様細胞を用いることが可能となれば、限られた細胞源しかない角膜上

皮の再生治療に非常に有用となると考えられる。 

 

２．研究の目的 

角膜上皮細胞の分化誘導、恒常性の維持に上皮-実質間相互作用が重要な働きをしていると考

えられており、角膜再生医療の分野においても、上皮細胞の分化制御機構における実質の働きを

解明することは重要課題の一つである。申請者等は、表皮細胞からの角膜上皮細胞への形質転換

についての研究を行ってきており、マウス表皮細胞から角膜上皮様細胞（K12 陽性細胞）への形

質転換が可能であること、さらに形質転換には輪部実質細胞の存在が必要であることを明らか

にしてきた。本研究では、マウス表皮 side popuration (sp) 細胞と角膜実質線維芽細胞また

は輪部実質線維芽細胞を含むコラーゲンゲルを用いた三次元培養モデルを用いて、輪部実質細

胞由来因子が形質転換に及ぼす影響について検討する。 

 

３．研究の方法 

（１）マウス表皮 sp細胞、HCF、HLF、HDF、RCE の調製 

生直後の C57BL/6 マウスより表皮 sp 細胞の分離,輸入角膜の角膜よりヒト角膜実質線維芽細

胞（HCF）または輪部実質線維芽細胞（HLF）の分離, ウサギ角膜よりウサギ角膜上皮細胞(RCE)

の分離、皮膚科手術による余剰皮膚よりヒト皮膚線維芽細胞（HDF）の分離を行った。 

 

（２）三次元培養 

 形質転換モデルは表皮―実質は相互作用が重要な働きをしていると考えられていることより、

HCF または HDF をコラーゲン中で培養し、コラーゲンゲル上に RCE を播種して三次元培養を行い

3日、5日、または 9日間の培養後、実質内の線維芽細胞を回収して各種サイトカインの発現に

ついてリアルタイム PCR および免疫組織化学的検討を行った。すでに作成してある角膜上皮特

異的因子であるケラチン 12 が発言すると蛍光色素を発する Krt12Cre/+/ZEG マウスより分離した

表皮 sp 細胞を表皮をすべて剥離したマウス角膜上皮に播種し、各種ケラチンの発現について免

疫組織化学的検討を行った。 

 

（３）輪部実質由来因子の解析 

マウス角膜輪部および角膜中心部実質より回収した細胞をサブコンフルエントまで培養後

total RNA を抽出した。Agilent Expression Array（SurePrint G3 Mouse GE 8x60K Microarray 

Kit）にてトランスクリプトーム解析を行い、39,430 遺伝子および 16,251 lincRNAs について角

膜輪部実質由来線維芽細胞（MLSF）と角膜中心部実質由来線維芽細胞（MCSF）の比較を行った。 

 

（４）輪部細胞由来因子の絞り込み 

 輪部線維芽細胞で高発現を認めた複数の候補因子について、三次元培養モデルにおける輪部



実質線維芽細胞での発現をリアルタイム PCR により調べる。HLF を含むコラーゲル上で表皮 sp

細胞を培養することで K12 遺伝子の発現が認められることが既に明らかになっていることから、

本培養モデルを用いて、形質転換に関連する因子をさらに絞り込むことが可能であると考えら

れる。 

 

４．研究成果 

（１）三次元培養モデルによる表皮―実質は相互作用の検討 

上皮細胞の形質転換には実質細胞からの液性因子が重要な働きをしていると考えられる。そこ

で、角膜実質細胞（HCF）、皮膚実質細胞（HDF）から分泌される増殖因子(EGF,TGFα,TGFβ1,TGF

β2,TGFβ3,SCF.NGF,HGF,FGF7)の発現につい

て、培養皿での培養、三次元培養（上皮細胞との

共培養あり、なし）3、5，9日後に採取して real-

time PCR にて発言を検討した、その結果、HDF と

HCF の増殖因子発現は培養皿上では全く異なる

発現プロファイルを示し、コラーゲンゲル内（上

皮細胞との共培養なし）でもその発現は同様の

傾向であった。しかしながらコーラーゲン上に

上皮細胞を培養した三次元培養を行うと、HDF と

HCF の増殖因子発現プロファイルはほぼ一致し

た傾向を示し、培養皿上での発現プロファイル

からは大きく変化していた。この結果は、角膜表

皮―実質間に重要な相互作用があることを示し

ていた。（図 1） 

 

（２）器官培養による表皮―実質は相互作用の検討 

我々は、角膜輪部が皮膚―角膜上皮の形質転換に重

要な働きをしていると考えているが、Krt12Cre/+/ZEG 

マウスより分離した表皮 sp 細胞を用いて、角膜輪

部を含めた実質上で培養した時のケラチンの発現

について検討した。その結果 7日間培養したところ

AE1/AE3, K10 の発現は輪部、角膜中央のどちらで

も認めたが、角膜輪部上でのみ K12 の発現を認め、

輪部実質細胞の液性因子が皮膚―角膜上皮形質転

換に作用している可能性が示唆された。（図 2） 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

（３）輪部実質由来因子の解析 

マウス角膜輪部および角膜中心部実質細胞のトランスクリプト

ーム解析を行い、39,430 遺伝子および 16,251 lincRNAs につい

て比較を行った。結果、分泌タンパク質のコード遺伝子が 21 種、

細胞外マトリクスの構成タンパク質をコードする遺伝子が 15

種含まれていることが明らかとなった。また、分泌タンパク質

のコード遺伝子の内、5 種類は Wnt シグナルに関連する因子で

あった。（図 3） 

 

（４）輪部細胞由来因子の絞り込み 

 輪部線維芽細胞で高発現を認めた複数の候補因子について、

三次元培養モデルにおける輪部実質線維芽細胞での発現をリア

ルタイム PCR により検討中であるが、現在のところ角膜輪部で

特に高発現を認めた Wnt 関連因子である secreted frizzled-

related protein 2（sFRP2）または dickkopf homolog 3（DKK3）

添加後のマウス表皮細胞における K12 遺伝子および PAX6 遺伝

子の発現について検討した。その結果、sFRP2 添加群ではコン

トロールに比べ、K12 遺伝子発現量が 1.5 倍、PAX6 遺伝子発現

量が 1.6 倍であり、両遺伝子ともに発現量増加の傾向を示し、角膜輪部における形質転換に Wnt

シグナルが関与する可能性が考えられた。 
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