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研究成果の概要（和文）：自己の表皮細胞から形質転換させた角膜上皮細胞を用いることが可能となれば、角膜上皮再
生医療の臨床効果は飛躍的に改善されると推測される。本研究では、マウス表皮細胞、表皮sp細胞を用い、マウス強角
膜片を用いた器官培養ならびに輪部線維芽細胞との共培養による細胞シート作製を検討し、これらの培養系にて角膜上
皮様細胞への形質転換が誘導される可能性を示した。さらに、実質細胞の働きに着目しトランスクリプトーム解析を行
い、形質転換に関与する可能性のある複数の因子を見出した。これら実質由来因子の検討をさらに進めその働きを解明
することで、器官培養およびフィーダー細胞を必要としない培養法の開発が可能になると考えられる。

研究成果の概要（英文）：It is considered that the clinical efficacy of regenerative medicine of corneal 
epithelium is improved by use of corneal epithelial cell sheet constructed by transdifferentiation of 
autologous epidermal cells. In this study, culture method of transdifferentiated cells from mouse 
epidermal cells (MECs) or side population (sp) cells was examined. And, to examine the factors that have 
possibility to influence the transdifferentiation, transcriptome analysis was performed for mouse limbal 
stromal fibroblasts (MLSFs). When MECs or sp cells were cultured on limbal stroma or MLSF feeder cells, 
K12 expression was observed in the epithelial cells. The transcriptome analysis revealed the high-level 
expression of some Wnt inhibitors. Further study is necessary to reveal the role of these factors on the 
transdifferentiation.

研究分野： 眼科学
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１．研究開始当初の背景 
iPS 細胞を始め、再生医療の進歩には目覚ま
しいものがある。中でも角膜上皮の再生医療
は他分野に先駆け臨床応用が行われ、良好な
成績が報告されている。しかしながら、現状
ではalloの角膜上皮または自家口腔粘膜上皮
を用いた培養上皮細胞移植にとどまり、臨床
的効果は限定的である。自己の細胞（表皮細
胞）から形質転換させた角膜上皮細胞を用い
ることが可能となれば、臨床的効果は飛躍的
に改善されると推測される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞源として表皮細胞、表皮 sp
細胞を用い、マウス強角膜片を用いた器官培
養ならびに輪部由来線維芽細胞（MLSF）と
の共培養により細胞シートを作製、サイトケ
ラチン 12（K12）を発現する角膜上皮様細胞
への形質転換による角膜上皮再建のための
培養方法について検討を行った。さらに、ど
のような環境あるいは因子が形質転換に必
要かについて検討するため、角膜実質細胞の
働きに着目し、トランスクリプトーム解析を
行い、形質転換に関与する因子の解析を試み
た。 
 
３．研究の方法 
（１）K12Cre/ZEG マウスおよび K12Cre/RTG
マウス 
検討には、角膜上皮特異的分化マーカーであ
る K12 の発現により GFP を発現する
K12Cre/ZEGマウス由来の細胞を用いた。本マ
ウスは、K12 遺伝子の下流に Cre リコンビナ
ーゼを導入した K12Cre 遺伝子およびレポー
ター遺伝子である ZEG 遺伝子を持ち、K12 を
発現した細胞ではCreリコンビナーゼの働き
で、ZEG 遺伝子の緑色蛍光タンパク質（GFP）
遺伝子上流の切り出しが行われ、GFP が発現
する。また、ドナー由来の K12 未発現細胞を
可視化するため、ROSA26 membrane-tagged 
tdTomato-membrane-tagged EGFP レポーター
（RTG）を用いた K12Cre/RTGマウスを作製し
た。本マウスの細胞は K12 未発現細胞におい
て tdTomato の発現が見られ、K12 を発現した
細胞において GFP を発現する。 
 
（２）マウス表皮細胞、マウス表皮 side 
population（sp）細胞の採取と培養 
生直後の K12Cre/ZEG マウスより採取した皮
膚全層からdispase処理（250U/mL Dispase II, 
4℃, 16h）にて表皮を剥離、trypsin 処理
（0.25% Trypsin, 37℃, 10 min）にて単一
細胞とした（マウス表皮細胞）。表皮 sp細胞
は、trypsin 処理により得た単一細胞（マウ
ス表皮細胞）を Hoechst 33342 (5 µg/ml, 90 
min)にて染色後、fluorescence activated 
cell sorting (FACS, Beckman Coulter)によ
り分離を行った。FACS による sp 細胞の分離
に当たっては、低蛍光の 2%の分画を分取した。 
 

（３）マウス強角膜片を用いた器官培養 
K12Cre/ZEG マウスまたは K12Cre/RTG マウス
より単離培養した表皮細胞 (1st passage) 
を、ディスパーゼ処理にて上皮を除去した野
生型マウスの強角膜片上に播種 (1x105/cm2)、
supplemented hormone epithelial medium
（SHEM, 5%FBS）で７日間培養した。また、
実質細胞の働きについて検討するため、凍結
融解により実質細胞を死滅させた強角膜片
を作製し、同様に上皮細胞を播種し培養を行
った。 
 
（４）輪部由来線維芽細胞（MLSF）との共培
養 
マウス（12W, C57BL/6, female）の眼球を
Dispase にて処理（15 mg/ml, 4℃, o/n）、上
皮を剥がし強角膜片を作製、内皮を除去した
後、角膜実質を（約 4 mm 径）を切り取った。
角膜中心部をトレパン（2 mm）で切除、輪部
実質をコラーゲナーゼ溶液（ 1 mg/mL 
collagenase A）中にてインキュベート（37℃, 
90 min）した後、細胞を回収、サブコンフル
エントまで培養 した（10%FBS/DMEM, 5 days）。
マイトマイシン処理（4 µg/ml, 2h）を行っ
た後、培養表皮細胞（CnT-07, 1st passage）
またはマウス表皮sp細胞を播種（1x105/cm2）、
SHEM（5%FBS）で 7 日間培養した。 
 
（５）免疫染色 
細胞シートを 4% パラホルムアルデヒド
（PFA）で固定し、免疫組織学的検討を行っ
た。PFA 固定試料よりパラフィン切片（5 μm）
スライド を作製し、脱パラフィン後、ヘマ
トキシリン・エオシン（HE）染色または免疫
染色を行った。 免疫染色に用いる試料は、
クエン酸緩衝液を用いてマイクロウェーブ
(20 分間)にて抗原賦活化を行った。一次抗
体は抗サイトケラチン抗体（AE1/AE3, 
mouse-monoclonal IgG, Vector）、抗 K12 抗
体（mK12[420-436], 抗マウス K12 ウサギ抗
血清）、または抗 GFP 抗体（DyLightTM549 標
識 抗 GFP 抗 体 , goat-polyclonal IgG, 
ROCKLAND）を用いた。一次抗体反応後 (4℃, 
o/n) 、サイトケラチンおよび K12 の染色に
は FITC 標識二次抗体を反応させた。DAPI に
よる核染色を行った後、蛍光顕微鏡にて蛍光
および微分干渉像を取得し重ね合わせ画像
を作成した。 
 
（６）マウス輪部実質由来線維芽細胞（MLSF）
のトランスクリプトーム解析 
角膜輪部および角膜中心部実質をコラーゲ
ナーゼ処理後、細胞を回収しサブコンフルエ
ントまで培養（10%FBS/DMEM, 5 days）、RNeasy 
Mini Kit（Qiagen）を用いて 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 MLSF と角膜中心部実質由来線維芽細胞



（MCSF）の比較を行った。2 回のトランスク
リプトーム解析の結果において輪部で２倍
以上の発現を認めた遺伝子の中から分泌タ
ンパク質または細胞外マトリクスの構成タ
ンパクをコードする遺伝子、またその可能性
の高い遺伝子を選択し、Real-time PCR によ
る確認を行った。 
 
（７）表皮由来細胞の分化に及ぼす Wnt 関連
因子の影響 
MLSF のトランスクリプトーム解析により高
発現を認めたWnt関連因子が上皮細胞の分化
に及ぼす影響について検討するため、マウス
表皮細胞を無血清培地（CnT-PR, CELLnTEC）
にて培養、sFRP2（10 nM）または DKK3（10 nM）
を添加後 24 時間培養した。RNeasy Mini Kit
（Qiagen）を用いて total RNA を抽出し、
SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis Kit
（Life Technologies）にて cDNA を合成、
real-time PCR により、K12 遺伝子、pax6 遺
伝子発現量を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）研究の主な成果 
① 器官培養ならびに MLSF との共培養によ
る細胞シートの作製 
K12Cre/ZEG マウスまたは K12Cre/RTG マウス
由来の表皮細胞を播種したマウス強角膜片
上において、GFP 陽性細胞が認められた。こ
こで見られた GFPの発現は K12の発現を示し
ていると考えられる。一方で、凍結融解によ
り実質細胞を死滅させた強角膜片上では、
GFP 陽性細胞は認められなかったことから、
上皮細胞のK12発現誘導に実質細胞由来の因
子が関与した可能性が示唆された。これらの
細胞シートに対し、免疫組織学的検討を行っ
たところ、角膜周辺部から角膜中心部にかけ
て上皮様細胞層が認められ、これらの細胞は
サイトケラチン（AE1/AE3）陽性であった。
しかしながら、角膜上皮細胞の分化マーカー
である K12 陽性細胞および GFP 陽性細胞は、
角膜輪部でのみ見られ、角膜中心部では認め
られなかった。また、角膜中心部においては
単層の細胞層が見られたのに対し、角膜輪部
では重層化した細胞層が見られることが分
かった。また、実質細胞を死滅させた強角膜
片上の細胞は、細胞のサイズが大きく
myofibroblast-like な形態であり、実質細胞
の存在が上皮細胞の分化に重要な働きを持
つと考えられた。 
表皮 sp 細胞はヘキスト染色による低蛍光の
細胞群として得られ、幹細胞を比較的高い割
合で含むことが報告されている。Hoechst 
33342で染色後のマウス表皮細胞から2%の分
画を FACS により回収することで、1匹当たり
約 1x104 cells の sp 細胞を得ることが出来、
プラスチック上での培養で小型の細胞から
なるコロニーを形成することを確認した。そ
こで、K12Cre/RTG マウス表皮から sp 細胞を
FACS により分取し、マイトマイシン処理した

MLSF と共培養を行ったところ、GFP 陽性細胞
が見られた。しかしながら、GFP 陽性細部は
一部に限局して認められたことから、形質転
換に必要な環境または因子についてのさら
なる検討が必要であると考えられた。 
 
② MLSF のトランスクリプトーム解析 
角膜中心部実質由来線維芽細胞（MCSF）と
MLSF のトランスクリプトーム解析を行った
ところ、MLSF で 2倍以上の発現量が見られた
ものは 762 遺伝子、4 倍以上の発現量が 169
遺伝子であった。さらに、2 回のトランスク
リプトーム解析の結果、2回共に MLSF で 2倍
以上の高発現が認められた遺伝子の内、分泌
タンパク質または細胞外マトリクスの構成
タンパクをコードする遺伝子、またその可能
性の高い遺伝子の中から、候補遺伝子を選択
し、real-time PCR による確認を行ったとこ
ろ、MLSF で有意に高発現を認めた因子の中に、
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１） 

図１．角膜輪部実質特異的因子の解析 



 
③ マウス表皮由来細胞の分化に及ぼす Wnt
関連因子の影響 
MLSF のトランスクリプトーム解析により高
発現を認めた Wnt阻害因子である sFRP2 また
はDKK3添加後のマウス表皮細胞におけるK12
遺伝子および pax6 遺伝子の発現を調べたと
ころ、統計的有意差は認めなかったものの、
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
傾向を示した。 
 
（２）得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト 
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った。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。
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もの
の、そのメカニズムについては不明な点が多
い［Nan, et al., 2007, Yang, et al., 2009, 
Blazejewska, et al., 2009］。 
本研究では、マウス強角膜片を用いた器官培
養において、K12Cre/ZEG マウス表皮細胞の
GFP 発現を認め、角膜上皮様細胞（K12 陽性
細胞）へ形質転換し得ることが示された。さ
らに、K12 陽性細胞および GFP 陽性細胞は角
膜輪部に限局して認められ、角膜輪部の環境
が形質転換に重要であることが示唆された。
さらに、輪部の基質だけでは GFP 陽性細胞を
認めなかったこと、マイトマイシン処理した
輪部実質由来線維芽細胞との共培養により
GFP 陽性細胞を認めたことなどから、角膜輪
部の実質細胞由来の因子が形質転換に関与
すると考えられた。そこで MCSF と MLSF のト
ランスクリプトーム解析を行い、候補遺伝子
を選択し、real-time PCR による確認を行っ
たところ、MLSＦで有意に高発現する複数の
因子が明らかとなった。これら因子には、5
種類のWntシグナルに関連する因子を含む分
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、
Wnt/β-catenin signalingの活性化は角膜上
皮細胞の増殖を促進し［Nakatsu, et. al., 
2011］、一方で、Wnt 阻害因子のノックアウト
マウスでは角膜上皮において表皮特異的分
化マーカーの発現、皮脂腺および毛包の形成

が起こることが知られている［Mukhopadhyay, 
et. al., 2006］。また、輪部上皮における Wnt
関連因子の発現は報告されているものの、実
質における発現はほとんど調べられていな
いのが現状である。種々の実質由来の液性因
子（サイトカイン）が paracrine に働き、角
膜上皮細胞の恒常性維持に関与することは
よく知られ、実質由来の Wnt 因子もまた同様
に角膜上皮細胞の分化制御に関与している
と考えられる。本研究においては、MLSF で高
発現を認めた Wnt 関連因子はその多くが、
sFRP2 や DKK3 などの Wnt 阻害因子であった。
Wnt 阻害因子のノックアウトが角膜上皮の表
皮様分化を促進することからも、これらによ
るWntシグナルの調節が角膜上皮の分化に関
与する可能性が考えられる。MLSF のトランス
クリプトーム解析により高発現を認めた Wnt
阻害因子である sFRP2 または DKK3 が上皮細
胞の分化に及ぼす影響について予備的検討
行ったところ、sFRP2 添加後のマウス表皮細
胞において、K12 遺伝子および pax6 遺伝子発
現量の増加傾向を認めた。Wnt シグナルの調
節には同時に複数の因子が関与することも
考えられることから、今後これらの因子の組
み合わせも含めさらなる検討が必要である
と考えられる。 
 
（３）今後の展望 
本研究では、マウス表皮細胞またはマウス表
皮 sp 細胞を、マウス強角膜片上で培養、ま
たは MLSF と共培養することで細胞シートを
作製し、これらの培養系において角膜上皮様
細胞への形質転換（K12 遺伝子発現）が誘導
される可能性を示し、さらに形質転換に関与
する可能性のある複数の因子を見出すこと
が出来た。我々の最終目標は、重症角膜輪部
機能不全症候群への臨床応用であり、今後、
本研究で見出されたWntシグナル関連因子を
含む輪部実質細胞由来因子の検討をさらに
進め、上皮細胞の分化における働きを解明す
ることで、器官培養およびフィーダー細胞を
必要としない培養方法の開発が可能になる
と考えられる。また、これら輪部因子に関す
る知見は、細胞移植のみならず、失われた輪
部機能を再生するための遺伝子治療または
薬物治療の新たなターゲットとしても大い
に期待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
再生医療においても、目的とする細胞への安
定的な分化誘導は基本的な技術的課題の一
つであり、ここで得られる形質転換に関する
知見が利用可能であると考えられ、当分野に
おいて多大な貢献ができると期待するもの
である。 
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