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研究成果の概要（和文）：臓器の線維化は、線維芽細胞の増殖により誘導され、臓器機能を低下させる。しか
し、線維化した臓器を正常化する根治療法はない。そこで我々は、線維芽細胞を血管の細胞に転換する戦略で、
臓器を脱線維化できるかを検討した。今回は、血管内皮細胞の遺伝子発現を調節する転写因子とDNAメチル化制
御因子の改変体を活用し、線維芽細胞を高効率に血管内皮細胞に転換する技術を開発し、これらの線維化疾患モ
デルマウスへの効果を検証した。

研究成果の概要（英文）：Organ fibrosis is caused by the proliferation of fibroblasts and results in 
a decline in organ function. However, there is currently no curative treatment to reverse fibrosis 
and restore normal organ function. Therefore, we investigated a strategy to reverse fibrotic organs 
by converting fibroblasts into vascular cells. In this study, we developed a technique to 
efficiently convert fibroblasts into vascular endothelial cells by utilizing transcription factors 
and modified DNA methylation regulators that control endothelial cell-specific gene expression, and 
tested its effects on mouse fibrotic disease models.

研究分野： 血管生物学

キーワード： 線維化疾患　ダイレクトリプログラミング　血管内皮細胞　線維芽細胞　転写因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
臓器は炎症などで繰り返しダメージを受けると、線維芽細胞が増加し線維化する。線維化は臓器機能を低下させ
るが自然治癒しないため、患者の生活の質は生涯にわたり低下したままになる。現在の線維化疾患治療法の多く
は、線維化の進行を抑える現状維持の戦略であり、線維化した臓器を元に戻す根治戦略はない。本研究は、血管
を活用する新しい概念で、線維化疾患の根治を目指す点で、学術的・社会的意義を有する。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
臓器は障害を受けると創傷治癒等の過程を経て修復される。しかし、臓器が、繰り返し障害を

受けると修復が正常に行われず、線維化が誘導される。臓器の線維化は、線維芽細胞の活性化と
増殖、それに続く細胞外マトリックスの過剰な産生により誘導され、臓器の構造と機能の異常を
誘導する。現在の線維化疾患の治療戦略のほとんどは、線維化の進行を遅らせ、現状維持を目指
すものである。例えば、治療薬として用いられる TGF-βや FGF シグナルの阻害薬は、線維芽
細胞の増殖やコラーゲン産生を抑制し、線維化進行を抑える。しかし、この治療薬は線維化病態
の増悪を抑制できるものの、線維化した臓器を元通りに修復できない。 
 
近年、線維化臓器を修復する治療戦略として、ダイレクトリプログラミングを活用した治療法

が注目されている。つまり、線維化した臓器の線維芽細胞を、実質細胞に転換することで、臓器
の修復を目指す戦略であり、これまでに臓器内で線維芽細胞を肝細胞や心筋細胞に転換できる
ことや、心機能を回復できることが報告されている。しかし、実質細胞への転換は、特定臓器に
しか適用できず汎用性が低いこと、特定臓器の細胞を別臓器に誘導してしまうリスクなどが問
題となる。そこで我々は、線維芽細胞を血管内皮細胞に転換し、臓器を脱線維化する方法を考え
た。つまり、線維芽細胞を内皮細胞に転換し、内因性の血管正常化機構を介して、転換後の細胞
を除去する手法である。内皮細胞は、全ての臓器に存在する細胞であるため、理論上あらゆる臓
器に適用できる。 
 
２．研究の目的 
 血管内皮細胞特異的遺伝子の発現を制御する転写因子 ETV2 と DNA 脱メチル化誘導因子
TET2 を活用し、線維芽細胞を高効率に血管内皮細胞に転換する技術を開発する。また得られた
因子をマウス繊維症モデルに投与する。 
 
３．研究の方法 

ETV2 と TET2 の二因子を活用し、線維芽細胞を高効率に内皮細胞に転換する技術を確立す
る。細胞の転換には、両因子を線維芽細胞に効率よく発現させる必要があるが、TET2 は分子量
が大きく、発現効率が低いことが問題となった。そこで低分子量の TET2 改変体を創製し、転換
効率を高めることを目指した。 
 
４．研究成果 
(1) 低分子量 TET2 改変体の創製と内皮細胞マーカー遺伝子発現の誘導能 
 複数の低分子量の TET2 改変体を設計し、アデノウイルスベクターを用いてヒト皮膚線維芽細
胞（NHDF）に導入した。導入細胞における、血管内皮細胞特異的遺伝子の DNA 脱メチル化割合の
解析から、最も強い脱メチル化活性を有する改変体ΔIC を取得した。ΔIC は ETV2 と TET2 の二
因子導入時以上の脱メチル化活性を有していた。次に、ΔIC と ETV2 の共発現が、内皮細胞マー
カーの発現に与える影響を解析した。ETV2 とΔIC を線維芽細胞に感染させ、遺伝子発現量を解
析したところ、ETV2 と TET2 の共発現時以上に、内皮細胞マーカーを効率よく誘導できることが
示された。また、ETV2 とΔIC を導入した線維芽細胞のフローサイトメトリーによる解析から、
ΔIC が野生型 TET2 以上の効率で、ETV2 と協調的に内皮細胞遺伝子の発現を誘導することが示
された。 
 
(2) ETV2 とΔICがマーカー遺伝子発現に与える影響 
ここまでの検討から、ETV2 とΔIC の共発現により、線維芽細胞に内皮細胞遺伝子を誘導でき

ることが示された。そこで、本手法で、先行研究の ETV2 のみを用いた細胞転換より効率的にマ
ーカー発現を誘導できるのかを解析した。まず、ETV2 とΔICを共発現させると、ETV2 単独発現
時より Robo4 と VE-cadherin 発現が強く誘導された。さらに同条件下で、他の内皮細胞マーカー
遺伝子を解析したところ、ETV2 とΔIC の共発現は ETV2 単独発現時に比べ CD31 を強く、Tie2 を
同等に誘導した。これらの発現は、正常血管内皮細胞（HUVEC）と同等以上であった。これらの
結果から、ETV2 とΔICの共発現により、ETV2 単独発現時より、高効率に線維芽細胞に内皮細胞
マーカーを発現させられることが示された。また、フローサイトメトリーを用いて VE-cadherin
と CD31 を発現する細胞の割合を解析したところ、ETV2 単独導入時と、ETV2 とΔIC 共発現時の
両方で、VE-cadherin 陽性細胞の割合は約 90%であった。一方で、CD31 陽性細胞の割合は、ETV2
単独導入時に比べ、ETV2 とΔIC共発現時に増加していた。これらの結果から、ETV2 とΔIC の共
発現により、ETV2 単独発現時より高効率に内皮細胞マーカーの発現を誘導できることが示され
た。また、ETV2 とΔIC が線維芽細胞マーカーの発現に与える影響を解析したところ、ETV2 とΔ
IC は、ETV2 の単独発現時と同様に、COL1A1 と FSP-1 両遺伝子の発現を抑制した。この結果から、
ETV2 とΔIC の発現は、ETV2 と同等に、線維芽細胞のマーカー遺伝子発現を抑制することが示さ
れた。以上の結果から、ETV2 とΔICの共発現は、ETV2 単独発現時より、効率的にマーカー遺伝



子発現を制御できることが示された。 
さらに、TGF-β1 で活性化した線維芽細胞に ETV2 とΔICを導入したところ、ETV2 単独時より

強く Robo4 発現が誘導され、ETV2 単独時と同等に COL1A1 発現が抑制された。これらの結果か
ら、ETV2 とΔIC は、活性化された線維芽細胞においても、内皮細胞と線維芽細胞のマーカー遺
伝子の発現を制御できることが示された。 
 
(3) ETV2 とΔICを導入した線維芽細胞と血管内皮細胞の類似性の解析 
ETV2 とΔIC を導入した線維芽細胞が、内皮細胞の形質を有するのかを、細胞の形態と機能の

観点から解析した。まず、ETV2 とΔIC を導入することで、線維芽細胞は細長い形態から、丸い
内皮細胞様の形態に変化した（図 1A）。次に、免疫蛍光染色により、VE-cadherin の発現が、タ
ンパク質レベルで確認できた（図 1B）。また、ETV2 とΔIC 導入細胞が内皮細胞の機能を持つか
を、Ac-LDL 取り込み能と管腔形成能の観点で評価した。まず、ETV2 とΔICを導入した線維芽細
胞に Ac-LDL を処理したところ、内皮細胞と同様に Ac-LDL の取り込みが確認された（図 1C）。ま
た、同細胞をマトリゲル上に播種したところ、内皮細胞と同様に管腔が形成された（図 1D）。こ
れらの結果から、ETV2 とΔIC を導入した線維芽細胞は、内皮細胞の形態と機能を有することが
示された。以上の結果から、ΔICと ETV2 を用いて高効率に線維芽細胞を内皮細胞に転換する技
術を確立できた。現在、両因子をマウス線維化疾患モデルに投与し、臓器の脱線維化効果を検証
している。 
 
 

 

  

図１ ETV2 とΔIC 導入細胞が有する血管内皮細胞の形態と機能 
（A）ETV2 とΔIC 導入細胞の位相差像。（B）ETV2 とΔIC 導入細胞における VE-cadherin 発現。
VE-cadherin（赤）、核（青）。 （C）ETV2 とΔIC 導入細胞の Ac-LDL 取り込み。Ac-LDL（赤）、核
（青）。（D）ETV2 とΔIC 導入細胞のマトリゲル中の管腔形成能の評価。 
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