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研究成果の概要（和文）：Keratin 12プロモーターによりGFPの発現するK12-Cre-ZEGマウスを用いた皮膚上皮から角膜
上皮細胞への形質転換モデルにおける免疫染色では、角膜中央部ではK10を、角膜輪部ではK10,K12両方の発現が認めら
れた。表皮Side population(Sp)細胞と角膜輪部実質細胞との共培養においてGFP陽性細胞が認められ、RT-PCRによりK1
2遺伝子の発現が確かめられた。マウス角膜中心部と輪部実質の線維芽細胞に対するトランスクリプトーム解析の結果
、輪部実質細胞において、Wntシグナル関連因子mRNAの高発現が認められた。

研究成果の概要（英文）：We have established the mouse model for trans-differentiation from epidermal cell 
to corneal epithelial cell using K12-Cre-Zeg mouse in which green fluorescein protein (GFP) is expressed d
riven by Keratin 12 promoter. We first examined immunohistochemical staining, and results showed that K 10
 was expressed in the center of the cornea and K10 and K12 were expressed in the limbus of the cornea in t
he trans-differentiation model. When side population cells (Sp cells) isolated from epidermis were co-cult
ured with cornel keratocyte isolated from corneal limbus, GFP positive cells were detected. RT-PCR results
 also showed positive for K 12.  We then employed transcriptome analysis between the keratocytes isolated 
from central and limabal cornea. The results showed high expression of Wnt signal related mRNA were detect
ed. 
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１．研究開始当初の背景 
1) 再生医療の進歩は著しく iPS 細胞を使った
臨床応用に向けての研究が盛んに進められ
ている。角膜上皮細胞の再生医療は他分野
に先駆けて臨床応用が行われ良好な臨床成
績が報告されているにもかかわらず、角膜上
皮細胞の幹細胞の特異的マーカーの同定は
いまだなされていない。今後、iPS 細胞又は、
他臓器の幹細胞を角膜上皮細胞に形質転換
させ、臨床応用するうえで角膜上皮幹細胞マ
ーカーの同定は必須である。 
 
2) 我々は、マウス角膜上皮細胞の分離培養,
角 膜 上 皮 細 胞 特 異 的 マ ー カ ー で あ る
Keratin12 の発現、さらに、Keratin12 プロモー
ターにより GFP の発現する K12-Cre-ZEG マ
ウスを作製している。そして、マウス皮膚上皮
細胞の角膜上皮細胞への誘導実験をにおい
て、角膜輪部上で特異的に形質転換が行わ
れるという結果を得ている。 
 
２．研究の目的 
K12-Cre-ZEG マウスを用いたマウス皮膚上
皮細胞の角膜上皮細胞への形質転換モデル
を用いて角膜上皮幹細胞マーカーの同定を
行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1)免疫組織学的形質転換モデルの検討 
皮膚および角膜に発現する各種ケラチンに
ついて免疫組織学的に検討を追おこなった。 
2)マウス表皮 Side population（sp）細胞の
単離 
生直後の K12-Cre-ZEG マウスより採取した皮
膚 dispase および、trypsin 処理にて単一細胞
とし、Hoechst 33342 にて染色後、cell sorter 
(Beckman Coulter)により分離を行った。 
3)表皮 sp 細胞と角膜輪部実質由来線維芽
細胞との共培養による検討 
K12Cre/ZEG マウスより表皮 sp 細胞を単離
し、角膜輪部実質由来線維芽細胞との共培
養にて角膜上皮様細胞への形質転換を試み
た。 
4)角膜中心部実質と輪部実質由来の線維芽
細胞のトランスクリプトーム解析 
マウス角膜中心部実質と輪部実質由来の線
維芽細胞に対してトランスクリプトーム解
析を行った。 
 
４．研究成果 
1)免疫組織学的形質転換モデルの検討 
角膜周辺から中央部にかけて上皮様細胞層
を 認 め 、 こ れ ら の 細 胞 は サ イ ト ケ ラ チ ン
（AE12/AE3）陽性であった。また、表皮特異
的ケラチン K10 と角膜上皮特異的ケラチン
K12 の免疫染色結果では、角膜中央部では
K10 の発現を認めたが K12 の発言は認めず、
角膜輪部では K10,K12 両方の発現が認めら
れた。 
2)マウス表皮 Side population（sp）細胞の

単離 
マウス（ P0 ）の表皮細胞を CnT-07
（CELLnTEC）にてコンフルエントまで培
養後トリプシン処置にて回収し、Hoechst 
33342で染色、FACSによりspを分取した。
また、この細胞群は ABC トランスポータ
ー阻害剤（ベラパミル）の添加により消失
した。FACS で得られた sp 細胞の培養によ
りコロニーの形成が認められた。 
3)表皮 sp 細胞と角膜輪部実質由来線維芽
細胞との共培養による検討 
表皮 sp 細胞と輪部線維芽細胞の共培養に
おいて GFP 陽性細胞が認められ、RT-PCR に
より K12 遺伝子の発現が確かめられた。 
4)角膜中心部実質と輪部実質由来の線維芽
細胞のトランスクリプトーム解析 
輪部実質由来の線維芽細胞において、Sfrp2
を始めとする複数の Wnt シグナル関連因子
mRNA の高発現が認められることが分かっ
た。Wnt シグナルは、種々の遺伝子発現を
調節することが知られるシグナル伝達経路
であり、輪部における上皮細胞の分化制御
に関与している可能性がある。 
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