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研究成果の概要（和文）：特定の転写因子の組合せを遺伝子導入することによりiPS細胞を経由せず皮膚線維芽
細胞を特定の細胞へと直接分化誘導させるダイレクトリプログラミング法は、次世代の医療技術の一つとして期
待されている。本研究では、軟骨組織を蛍光ラベルしたレポーターマウスを用いたスクリーニングシステムを開
発し、軟骨細胞のダイレクトリプログラミングを可能にする転写因子セットの候補を４つ選別した。４つの転写
因子セットを皮膚線維芽細胞に導入するとⅡ型コラーゲン、アグリカンの発現が顕著に増加することを見出し
た。今後は、本研究をさらに進展させ、効率の良い軟骨再生治療の確立を目指す。

研究成果の概要（英文）：Direct reprogramming is a promising strategy for cartilage regeneration. We 
have established the cloning strategy to identify directreprogramming factors of chondrocyte using 
reporter mice in which chondrocytes were fluorecently labelled with Venus gene. We have identified  
four transcription factors including Sox9. Forced expression of four transcription factors into 
dermal fibroblasts isolated from reporter mice induced Venus positive chondrogenic cells. Also, 
these sets of transcription factors dramatically increased Col2a1, Col11a2 and Aggrecan mRNA 
expression.These results suggest that our strategy of direct reprogrammming may contribute to the 
development of regenerative medicine of cartilage.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
軟骨組織をはじめとする様々な臓器の再生においてiPS細胞を用いた再生医療が注目されている。しかしなが
ら、iPS細胞を用いた場合、低い軟骨細胞分化誘導能など様々な問題点が指摘されている。これらの問題点を解
決する手法として期待されているのが、特定の転写因子の組合せを遺伝子導入し、皮膚線維芽細胞からiPS細胞
を経ずに目的の細胞へと直接分化誘導させるダイレクトリプログラミングである。本研究で発見した軟骨細胞の
ダイレクトリプログラミング因子の候補遺伝子に関する研究をさらに進展させることにより、効率の良い軟骨再
生治療の確立を目指していきたい。



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

軟骨組織は鼻や耳の形を保ったり、関節のなめらかな運動を維持したりするために重要

な組織である。したがって、口唇口蓋裂といった先天性疾患、また変形性関節症など老化

に伴う軟骨疾患により軟骨組織に欠損や変形が起きると、日常生活に著しい不自由を生じ

る原因となる。しかし、血管に乏しい軟骨組織は自然治癒力が極端に低いため、軟骨組織

の再生を可能にする治療法の確立が強く望まれている。 

近年、軟骨組織をはじめとする様々な臓器の再生において注目されているのがダイレク

トリプログラミングである。ダイレクトリプログラミングは、iPS 細胞を用いる手法と比較

して移植後の腫瘍発生の危険性が低い、短時間で作成可能、生体内局所でのリプログラミ

ンが可能など多くの利点を有しており、様々な臓器においてその開発が望まれている。例

えば、Ieda らは αMHC 遺伝子プロモーターを用いた心筋細胞特異的 GFP 発現マウスを用

いた解析から心筋細胞のダイレクトリプログラミング因子の同定と、心筋細胞の再生に成

功している(Ieda M et al Cell 2010)。したがって、軟骨細胞のダイレクトリプログラミング

法が樹立されれば、軟骨組織の再生医療分野のみならず軟骨疾患モデルおよび創薬研究な

ど、将来の革新的医療を担う新しい技術へと研究を発展させることが可能であり、その波

及効果は非常に高い。 

軟骨細胞においては、Hiramatsu らは軟骨細胞分化に必須の転写因子 Sox9、Klf2 および

c-Myc の３つを使用する方法を報告している。しかし、c-Myc を使用する方法は腫瘍化の問

題点が指摘されており、臨床への応用は不可能である。そのため、c-Myc を用いることなく

皮膚線維芽細胞から軟骨細胞への分化誘導を可能にする、安全性の高い転写因子の新たな

組合せの開発が望まれている。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、皮膚線維芽細胞から軟骨細胞への分化誘導を可能にするために、c-Myc

を含まない特定の転写因子の組合せ、すなわちダイレクトリプログラミング因子を選別し、

軟骨組織再生へと応用することである。 

 

３．研究の方法 

①生理的条件下の軟骨細胞に特異的に発現する遺伝子のスクリーニング  

申請者が過去の樹立した、Ⅱ型コラーゲン遺伝子のプロモーターを用いて改良型 GFPで

ある Venus 遺伝子を軟骨細胞特異的に発現させたトランスジェニックマウス

(Col2a1-Venus-Tg)を用いて実験を行った (Yoshida M. Nature Commun 2015)。軟骨組織形

成が活発な胎生期12.5日齢Col2a1-Venus-TgマウスよりFACSを用いて軟骨細胞回収し、

遺伝子プロファイリングを行うことにより軟骨細胞特異的な転写因子を選別した。 

  

②軟骨細胞ダイレクトリプログラミング因子の絞り込み 

 軟骨細胞において高発現している上位 20個の転写因子をリストアップし、過去の文献に



よる選定（KOマウスの報告など）やファミリー遺伝子の重複による絞り込みを行い、ダイ

レクトリプログラミング因子の候補遺伝子を絞り込む。選別された転写因子を様々な組み

合わせで Col2a1-Venus-Tg より採取された初代培養皮膚線維芽細胞に遺伝子導入し、Ⅱ型

コラーゲンの発現および Venus 遺伝子の発現を指標に転写因子の組合せをで絞り込んでい

く。 

 

４．研究成果 

１．レポーターマウスを用いた軟骨細胞特異的転写因子の検索 

胎生期 12.5 日齢 Col2a1-Venus-Tg マウスから採取した Venus 遺伝子陽性軟骨細胞の

RNAと Venus遺伝子陰性細胞の RNAを用いてマイクロアレイ解析を行った。Venus陰

性の細胞群と比較してVenus陽性の軟骨細胞で高発現している上位 20個の転写因子をリ

ストアップした。過去の文献により遺伝子欠損マウスで骨格形成に異常が生じる遺伝子を

選別し、さらにファミリー遺伝子として重複している遺伝子を削除した結果、11 個の遺

伝子をダイレクトリプログラミング因子の候補転写因子としてスクリーニングした。 

 

２．軟骨細胞ダイレクトリプログラミング因子の絞り込み 

 Col2a1-Venus-Tgマウスから初代培養皮膚線維芽細胞を採取し、上記 11個の転写因子

をレンチウィルスシステムにより遺伝子導入した。Col2a1-Venus-皮膚線維芽細胞に 11個

すべての転写因子を遺伝子導入したところ、Venus遺伝子が発現し緑色蛍光を認める細胞

の出現が観察された。この結果に一致して、11個の遺伝子を全て導入すると Col2a1および

アグリカンなどの軟骨細胞分化のマーカー遺伝子の発現誘導が認められた。 

11個の遺伝子をさらに絞り込むために、11個の転写因子から 1つずつ遺伝子を減らすこ

とにより 10種類の転写因子を遺伝子導入する組み合わせ（11通り）を用いて同様の検討を

行った結果、4種類の遺伝子（Sox9の他 3種類）を単独で減らすと Col2a1、Col11a2およ

び Aggrecan遺伝子の発現が顕著に減少することを見出した。 

そこで、この 4種類の遺伝子のみを

Col2a1-Venus-皮膚線維芽細胞に遺伝

子導入したところ、Col2a1、Col11a2

および Aggrecanの発現が著明に促進

された。また、この軟骨細胞分化遺伝

子の発現誘導作用は、4つの転写因子

のうち 1つでも欠けると減弱した。ま

た、4つの転写因子による Col2a1遺伝

子の発現誘導は、ヒトの皮膚線維芽細胞においても観察されたが、その誘導作用はマウス

の皮膚線維芽細胞に比較して弱かった。  

 次に FACS解析により軟骨細胞の分化誘導効率を計測を行った。遺伝子導入効率のマ

ーカーとして赤色蛍光遺伝子である tdTomatoと 4遺伝子を同時に遺伝子導入し、赤色蛍光



を示す細胞を遺伝子導入効率とし

て、緑色蛍光を示す細胞を軟骨細胞

分化誘導効率の指標として計測し

た。その結果、tdTomato陽性の遺

伝子導入された細胞が 40.9%、

Venus遺伝子を発現した細胞が

1.9%であった。したがって、4遺伝

子による軟骨細胞分化誘導効率は

約 2.5％と推察された。 
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