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研究成果の概要（和文）：　本研究では、インスレーターの働きを解除するためARID3A遺伝子の発現を抑制することに
より、ゲノムのリプログラミングを促進し、ヒト線維芽細胞を骨細胞に直接分化転換（ダイレクト・リプログラミング
）することを試みた。ヒト繊維芽細胞にARID3A遺伝子に特異なsiRNAを導入した後、幹細胞化を促進・維持する小分子
化合物・増殖因子を様々な組み合わせで添加した。ヒト線維芽細胞から骨・脂肪細胞への分化転換を指標に機能的なス
クリーニングをおこなった結果、siRNAの導入をおこなわなくとも、ヒト線維芽細胞を骨・脂肪細胞に直接分化転換で
きる小分子化合物・増殖因子の組み合わせを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to inhibit insulator functions by siRNA-mediated ARID3A 
silencing and thereby facilitate reprogramming. In order to convert human fibroblasts into osteocytes, we 
tested the effects of siRNA-mediated ARID3Asilencing and various combinations of small chemical compounds 
and growth factors on epigenetic reprogramming of fibroblasts. We found a combination of small chemical 
compounds and growth factors that directly converted fibroblasts into osteocytes and adipocytes without 
using siRNA-mediated ARID3A silencing.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 分化転換　リプログラミング　インスレーター　骨細胞　ARID3A　繊維芽細胞　間葉系幹細胞　再生医
療

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 分化転換の効率を上げるためには、ゲ

ノムのリプログラミングを効率的におこ

なうことが必要である。リプログラミン

グには、塩基配列の変化を伴わずに遺伝

子の発現を活性化あるいは不活性化する

エピジェネティック（後生的修飾）な制

御を解除する必要がある。核内のゲノム

は多数の領域に区画化されることにより、

それぞれの領域に固有のエピジェネティ

ックな遺伝子の発現制御がおこなわれて

いる。インスレーターは、ゲノム区画の

境界に存在し、隣接するエンハンサーや

不活性化クロマチンの影響を遮断する

「仕切り」としての作用があることが知

られている。 

 核マトリクス結合因子 ARID3A は、特

異的な DNA 塩基配列に結合する性質を

もつことが知られている。最近、（１）

ARID3A をノックダウンするとヒト胎児

腎細胞由来 293 細胞の形質が胚性幹細胞

（ES）細胞様に変化することが報告され

た。申請者らは、（２）ARID3A の DNA

結合配列を同定し、それらがインスレー

ターの近傍に多数存在することを見出し

た。（３）さらに ARID3A の発現抑制する

ことにより、インスレーターによって制

御されている遺伝子の発現が変化するこ

と、（４）広範囲なクロマチン構造の変化

がおこることを示唆する結果を得た。以

上の知見は、ARID3A の抑制が、広範囲

なゲノムのリプログラミングを促進する

ための有効な手段の一つであることを示

唆している。 

 

２．研究の目的 

 人工多能性幹細胞（iPS 細胞）を介さず

に直接必要な細胞に変化させる技術は直

接分化転換（ダイレクト・リプログラミン

グ）と呼ばれ、再生医療の新しい手法とし

て大きな注目を集めている。しかしながら、

現状では分化転換効率が低いため、臨床へ

の応用には多くの課題が残されている。本

研究は、（１）核マトリクス結合因子

ARID3A の発現を人為的に抑制し、エピジ

ェネティック制御に重要なインスレータ

ー（ゲノムを区画化する仕切り）による区

画化を解除する。これにより、効率的かつ

広範囲なゲノムのリプログラミングを促

進することを試みる。（２）さらにゲノム

の区画化の解除と同時に、目的の細胞を誘

導するマスター制御遺伝子の導入するこ

とにより、繊維芽細胞から骨細胞への効率

的な直接分化転換を目指した。 

 

３．研究の方法 

（１） ヒト線維芽細胞の分化転換 

①  ゲノムのリプログラミングを促進する

ため、ARID3A 特異的 siRNA を導入し、

ゲノムの区画化に関与するインスレータ

ーによるエピジェネティックな発現制御

を解除する。 

②  次に当初の計画では、アデノウイルス

ベクターを用いて目的の細胞を誘導する

ために必要なマスター制御遺伝子

(RUNX2、OCT4 など)を組み合わせて導

入し、ゲノムをリプログラミングする予

定であった。ところが、研究の結果、幹

細胞化を促進・維持することが報告さ

れている小分子化合物・増殖因子を添

加することによっても同様の結果が得

られることが分かったため、小分子化

合物・増殖因子のスクリーニングをお

こなった。 

③  上記で得られた細胞を分化誘導培地で

培養することにより、骨細胞に直接分化

転換させることを試みた。 

（２）エピジェネティック制御の変化 

①  定量 RT-PCR 法などにより、RUNX2

が制御する骨分化関連遺伝子（Osterix



など）の発現誘導を指標に骨分化に有

効な導入遺伝子および培養条件を検討

した。 

②  以上の結果として起こるエピジェネ

ティックな修飾（DNA 塩基のメチル化

およびヒストンの化学修飾）の変化を

クロマチン免疫沈降（ChIP）法および

バイサルファイトシークエンス法等に

より解析した。 

 

４．研究成果 

 研究代表者らは、ARID3A の機能解析を

おこなってきたが、その過程で ARID3A の

発現を抑制すると、細胞のエピジェネティ

ックな制御が部分的に改変されること、し

かしながら、ARID3A 単独の発現抑制では、

ヒト正常細胞の形質を変化させるには不

十分であることを見出した。そこで、

ARID3A の発現抑制に加えて、幹細胞化を

促進・維持する小分子化合物・増殖因子に

ついて機能的な検索をおこなった。 

 ヒト線維芽細胞から骨・脂肪細胞への分

化転換を指標に機能的なスクリーニング

をおこなった結果、当初の予想に反して、

特定の遺伝子の発現抑制やマスター制御

遺伝子の導入をおこなわなくとも、ヒト線

維芽細胞を骨・脂肪細胞に分化転換できる

小分子化合物・増殖因子の組み合わせを見

出した。 

 以上の結果は、特定の小分子化合物・増

殖因子を組み合わせることによって、ヒト

線維芽細胞の分化転換が可能であること

を示唆している。 

 一方、研究代表者らは、上記の線維芽細胞

を用いた実験の対照として、骨・軟骨・脂肪

細胞に分化することが知られている骨髄由

来間葉系幹細胞を用いた実験を平行してお

こなった結果、以下に述べる興味深い知見を

得た。 

 間葉系幹細胞は再生医療に有望な細胞の

供給源であると期待されている。しかしなが

ら、高い多分化能を保った間葉系幹細胞を長

期間、大量に増やすことは困難であった。研

究代表者らは前述と同様の手法を用いて

種々の増殖因子や小分子化合物をスクリー

ニングした結果、高い多分化能を保ったヒト

間葉系幹細胞を大量に長期間培養できる方

法を見出した。さらにこの方法は、60 歳以上

の高齢者から採取した間葉系幹細胞の大量

培養にも有効であった。現在さらに最適な培

養条件の検討をおこなっている。 

 以上の成果は、これまでにない新しい細胞

培養法の開発と硬組織の再生医療への応用

につながる可能性がある。 
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