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研究成果の概要（和文）：角膜上皮細胞と病的上皮のモデルである表皮角化細胞のマイクロアレイデータを解析
し候補薬剤を選択した。CMapを用いて、角膜上皮細胞で高発現している遺伝子を増強させる低分子化合物を8877
選択した。そのうち、Scoreが90以上となり角膜上皮細胞で高発現となる候補低分子化合物を13種類、一方で、
Scoreが-90以下となり角膜上皮細胞で低発現となる候補低分子化合物を48種類選択した。薬剤の投与期間、投与
種類を様々な方法で検討したが、薬剤のみで角膜上皮細胞へリプログラミングできる薬剤を認めなかった。

研究成果の概要（英文）：We firstly, analyzed mircroarray data of corneal epithelial cells and 
epidermal keratinocyte, which is a model showing the pathological condition on the severe ocular 
surface disorders, such as Stevens-Johnson syndrome, ocular cicatricial pemphigoid, and severe 
thermal/chemical injury, and 8877 of small molecular compounds, which enhanced the corneal related 
genes, were selected. Using CMap data base, candidate compounds were narrowed down. Among them, 13 
candidate were found with more than 90 of score, and 48 candidates were observed with less than 90 
of score, indicating the possible induction of corneal-related gene expression profile. However, no 
small molecule compounds were capable of reprogramming into corneal epithelial cells was found, 
although the treatment period and the combination of compounds were tested by various conditions,
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、網羅的遺伝子発現のデータを用いて、低分子化合物で角膜上皮細胞へのリプログラミングを可能と
する薬剤開発を目指したが、結果的に本法では有力な候補薬剤を同定することはできなかった。しかし、本研究
から得られたデータによって、化合物スクリーニング方法の改善など、さらなる研究の発展に貢献することがで
きる。

※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 
 
受精卵から各細胞への分化は一方向で、一旦分化した細胞は元の細胞に逆戻りできないと考え

られてきた。しかし、2006年の iPS細胞の発見で、細胞の特異的な分化の鍵となる転写因子群

（コア転写因子）を導入する事でリプログラミングができることがわかった。さらに最近では細

胞特異的なコア転写因子を用いる事で、心筋、神経、肝細胞などの様々な分化細胞を直接誘導で

きることが報告されている。 

 
２．研究の目的 
角膜上皮は、重層化した角膜上皮細胞によって構成されている透明性と高いバリア機能を特徴

とする眼表面の組織である。角膜上皮幹細胞疲弊症では幹細胞疲弊に伴う結膜および血管侵入

に加えて眼表面上皮の分化異常が生じる。その結果、正常上皮が角化（皮膚化）して高度の角膜

混濁をきたし、著明な視力低下を引き起こす。申請者はこれまでに角膜上皮細胞の細胞特異性を

決める６つの転写因子を同定し、皮膚線維芽細胞から角膜上皮細胞へのダイレクトリプログラ

ミングに成功した。本研究では角膜上皮のコア転写因子の相互作用機序を解明し、さらに低分子

化合物を用いて角膜上皮細胞へのダイレクトリプログラミングを可能とする薬剤を探索するこ

とを目的とする。 

 
３．研究の方法 
1) 低分子化合物による薬剤スクリーニングを始める前に、申請者がこれまでに同定してきた転

写因子のうちの１つである KLF4 の作用機序について検討した。そのために、CRISPR/Cas9 で KLF4

をノックアウトしたヒト角膜上皮細胞を作成し、遺伝子発現変化に注目し解析を行った。 

 

2)次に、眼のマスター遺伝子である PAX6 との協調性について遺伝子発現解析を行った。 

 

3) 角膜上皮細胞へのダイレクトリプログラミングが可能な薬剤開発の可能性を探るために、角
膜上皮細胞と病的上皮のモデルである表皮角化細胞のマイクロアレイデータを解析し候補薬剤

を選択した。 
 
4)選択候補薬剤を皮膚繊維芽細胞、および表皮角化細胞に加えて遺伝子発現変化を検討した。 
 
４．研究成果 

１）CRIPR/Cas9 で KLF4 をノックアウトしたヒト角膜上皮細胞では、上皮系遺伝子の発現が低下

し、間葉系遺伝子の発現が上昇した。このことは、KLF4 がヒト角膜上皮細胞において上皮関連

遺伝子を制御することで分化を維持している事を示す。また、マイクロアレイによる解析では角

膜上皮特異的遺伝子であるケラチン３およびケラチン１２を含むケラチン関連の遺伝子発現が

大きく低下した。 

 

2)次に、PAX6 と KLF4 を同時に CRIPSR/Cas9 でノックアウトしたヒト角膜上皮細胞を作成した。

PAX6 単独のノックアウトでは、角膜上皮関連遺伝子であるケラチン 1およびケラチン 10の発現

が上昇したのに対し、PAX6 および KLF4 同時のノックアウトではこれらの発現がすべて低下し

た。つまり、KLF4 が PAX6 の上流にあり、ケラチンを含む角膜上皮関連遺伝子の発現を広く制御

していることを示唆する。このことは、非角化上皮細胞である角膜上皮細胞と、角化上皮細胞で

ある表皮細胞との制御にはこれらの転写因子の発現が重要であることがわかった。 



 

3) 次に薬剤スクリーンニングを行うために、角膜上皮細胞と病的上皮のモデルである表皮角化

細胞のマイクロアレイデータを解析し候補薬剤を選択した。CMapを用いて、角膜上皮細胞で高
発現している遺伝子を増強させる低分子化合物を 8877選択した。そのうち、Scoreが 90以上と
なり角膜上皮細胞で高発現となる候補低分子化合物を 13種類、一方で、Scoreが-90以下となり
角膜上皮細胞で低発現となる候補低分子化合物を 48種類選択した。 
 

４）皮膚繊維芽細胞、および表皮角化細胞に候補薬剤を加えて遺伝子発現変化を検討した。角膜

上皮細胞の様々な培地、および様々な細胞外マトリックスも併用して検討を行った。また薬剤の

投与期間、複数の化合物の混合についても検討したが、薬剤のみで角膜上皮細胞へリプログラミ

ングできる薬剤を認めなかった。 
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