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研究成果の概要（和文）：マウス表皮細胞から角膜上皮細胞への形質転換に及ぼす輪部実質由来因子の関与を検
討した。輪部実質細胞(MLSF)のトランスクリプトーム解析により、複数のWnt阻害因子がMLSFで高発現すること
が明らかとなった。Wnt阻害因子(sFRP2)添加後の表皮細胞において、K12, PAX6遺伝子発現量の増加傾向を認
め、Wntシグナルの形質転換への関与が示唆された。輪部実質細胞を含むゲル上で表皮sp 細胞を培養する三次元
培養モデルにおいてもK12遺伝子の発現を認めた。Wntシグナル調節に同時に複数の因子が関与することも考えら
れ、今後これら因子の組み合わせについて、培養モデルを用いた詳細な検討が必要である。

研究成果の概要（英文）：The effect of limbal stromal cell-derived factors on the 
transdifferentiation of mouse epidermal cells (MECs) into corneal epithelial cells was examined. The
 transcriptome analysis of mouse limbal stromal fibroblast (MLSF) showed several Wnt-related factors
 were highly expressed in MLSF. The effect of Wnt-related factors on primary cultured MECs was 
examined, and it was shown a tendency to increase the expression of K12 and PAX6 genes by addition 
of sFRP2. On the other hand, the K12 gene expression was observed in mouse epidermal sp cells that 
were cultured in a three-dimensional culture model using limbal fibroblast embedded collagen-gel, 
and it was shown that the culture model was an useful tool for studying the interaction between 
epithelial and stromal cells in transdifferentiation. Since multiple factors might simultaneously be
 involved in the regulation of Wnt signaling, it was considered that detailed study using the 
culture model was necessary for combinations of these factors.

研究分野： 眼科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
角膜上皮細胞の再生医療は他分野に先駆け
て、培養角膜上皮シート（培養口腔粘膜上皮
シート）移植が開発、臨床応用され、比較的
良好な治療成績が報告されている。さらに自
己角膜上皮細胞移植を目指して、iPS 細胞を
使った臨床応用に向けて研究が進められて
いる。しかしながら、遺伝子導入を伴う iPS
細胞の臨床応用には超えなければならない
問題点が多くある。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り、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。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、我々は、遺伝子導入を行
わず、皮膚上皮細胞を角膜上皮細胞に形質転
換させ、臨床応用するという計画を進めてい
る。 
 
２．研究の目的 
我々はすでにマウスモデルにおいて、遺伝子
操作を必要とせず、環境因子のみで皮膚上皮
細胞を角膜上皮細胞に形質転換することを
見出している。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。本研究では、特定の因
子添加で表皮細胞から角膜上皮細胞への形
質転換を行うことを目的に、角膜輪部実質細
胞由来因子の関与について検討を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス表皮細胞 
生直後のC57BL/6マウスの背部より採取した
皮膚全層を PBS で洗浄後、dispase 処理
（250U/mL Dispase II, 4℃, 16h）を行い表
皮 を 剥 離 、 TrypLE Express （ Life 
Technologies）にて処理（37℃, 10 min）し、
単一細胞とした（マウス表皮細胞）。マウス
表皮細胞の初代培養には上皮前駆細胞用培
地（CnT-Prime, CELLnTEC）を用い、コラー
ゲンコート培養プレート（IWAKI）で培養し
た（37℃, 2% CO2） 
 
（２）マウス表皮 side population（sp）細
胞 
マウス表皮細胞を 2% FBS および 10 mM HEPES
を含む HBSS に 1x106 cells/ml の密度で懸濁
し、Hoechst 33342 (5 µg/ml)を加えて、37℃
で 90 分間、暗下で染色を行った。遠心分離
（1,000 rpm, 5min）後、5x106 cells/ml に
なるよう再懸濁し、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、
上皮前駆細胞用培地（CnT-Prime）に懸濁し
た（1x104 cells/ml） 
 

（３）輪部実質由来因子の解析 
マウスの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 について角膜輪部実質由来線維芽
細胞（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。 
 
（４）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
表皮細胞を上皮前駆細胞用培地（CnT-Prime）
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。 
 
（５）三次元培養 
輸入角膜の角膜上皮をディスパーゼ処理に
より除去し、内皮をピンセットでデスメ膜ご
と取り除いた後、角膜輪部実質（2 mm 幅）と
角膜実質を切り分けた。実質組織は 2 mm 角
に切った後、10% FBS を含む DMEM で培養した
（37℃, 2% CO2）。線維芽細胞の増殖が、直径
1 cm 程度の範囲に広がった時点で継代、サブ
コンフルエントまで培養し、2 継代目の細胞
をコラーゲンゲルの作製に用いた。 
ヒト角膜実質線維芽細胞（HCF）またはヒト
輪部実質線維芽細胞（HLF）を 1x105 cells/ml
の密度で I型コラーゲン（終濃度 0.8 mg/ml、
新田ゼラチン）と混和し、Ascorbic acid (50 
μg/ml) および 10% FBS を含む DMEM で 5 日
間培養した。収縮後のコラーゲンゲル上にマ
ウス表皮細胞（1x106 cells/cm2）または表皮
sp 細胞（1x104 cells/cm2）を播種した。マウ
ス表皮細胞の培養に当たっては、上皮前駆細
胞用培地（CnT-Prime） で 2日間培養した後、
2%FBS を含む上皮分化溶媒値（CnT-Prime 2D）
で 3 日間培養した。表皮 sp 細胞の培養には
5% FBS を含む DMEM/F12(1:1)を用い、3日、7
日、または 14 日間の培養後、培養組織を半
分に分け、一方はパラホルムアルデヒド
（PFA）にて固定し、残りの組織からは上皮
細胞を回収、上皮及およびコラーゲンゲル



（線維芽細胞）から RNA を抽出、cDNA の合成
を行い、K10 および K12 の発現について、リ
アルタイム PCR による検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１）形質転換に及ぼす輪部実質由来因子の
影響 
マウスモデルでの検討の結果、表皮由来細胞
から角膜上皮様細胞への形質転換は、角膜輪
部において認められ角膜中心部では見られ
ないこと、さらに、凍結融解後の輪部実質上
では形質転換が見られなくなることから、形
質転換に輪部実質細胞の存在が必要である
ことが示されている。そこで、角膜輪部での
形質転換に関与する候補因子について検討
することを目的に、MCSF と MLSF のトランス
クリプトーム解析を行い、MLSF で有意に高発
現を認めた因子を調べた結果、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。 
本研究ではまず、角膜輪部で特に高発現を認
め た Wnt 関 連 因 子 で あ る secreted 
frizzled-related protein 2（sFRP2）また
は dickkopf homolog 3（DKK3）添加後のマウ
ス表皮細胞における K12 遺伝子および PAX6
遺伝子の発現について検討した。その結果、
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、角膜輪部における形質転換に
Wnt シグナルが関与する可能性が考えられた。
（図 1）一方で、DKK3 添加後のマウス表皮細
胞では、K12 遺伝子発現量の増加は認められ
ないことが分かった。 
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、
Wnt/β-catenin signalingの活性化は角膜上
皮細胞の増殖を促進し、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。このように、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、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。 
sFRP2およびDKK3はいずれもWnt阻害因子と
して知られるが、sFRP は Wnt リガンドに結合
し、Wnt の受容体への結合を阻害するのに対
し、DKK は LRP と特異的に結合することで、
Wnt シグナルを阻害することが知られている。
sFRP2 と類似の Wnt シグナルのアンタゴニス
トには sFRP1-5、WIF-1 等が知られており、
我々は、WIF-1 についても角膜輪部で高発現
する因子の 1 つとして同定している。一方、
Wnt シグナルの調節には、これら因子が同時
に働くことが考えられることから、複数因子
の組み合わせを含めた詳細な検討が必要で

あると考えられる。 
 

図 1．マウス表皮細胞の K12, PAX6 遺伝子発
現に及ぼす Wnt 阻害因子の影響 
 
（２）三次元培養モデルの検討 
 我々は、ヒト線維芽細胞を I型コラーゲン
と混合して培養したコラーゲンゲル上で角
膜上皮細胞を培養することで、正常角膜と類
似した三次元培養角膜モデルを作製するこ
とに成功し、角膜上皮の重層化過程における
液性因子を介した上皮-実質間の相互作用に
ついて研究を行い、この培養系における上皮
-線維芽細胞間の相互作用が、上皮細胞の分
化に必須であることを報告した（Kobayashi, 
et al. Exp Eye Res. 2015. 135:109-17.）。
この三次元培養モデルを応用し、角膜上皮細
胞への形質転換における上皮-実質間相互作
用を検討するため、マウス表皮細胞を、ヒト
角膜輪部実質線維芽細胞（HLF）を含むコラ
ーゲンゲル上に播種し、培養後の K10 および
K12遺伝子の発現を調べた。（図2）この結果、
I 型コラーゲンでコートしたプラスチック上
での培養と比べ、K10 遺伝子の発現量に大き
な違いは認められなかったが、三次元培養モ
デルにおけるK12遺伝子発現量はプラスチッ
ク上での培養の約 5倍であり、角膜上皮様細
胞への形質転換に、輪部実質由来細胞の因子
が関与する可能性が示唆された。しかしなが
ら、本培養モデルでは、種々の分化段階の細
胞が含まれており、より未分化な細胞を用い
た培養モデルを作製するため、表皮 sp 細胞
の使用について検討を行った。 
 Side population（sp）細胞は Hoechst で
染色した時の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 で染色したマウ
ス表皮細胞から低蛍光の約 2%の分画を FACS
により分取し、1 匹当たり約 1x104 cells の
sp 細胞を得ることができた。得られた表皮
sp 細胞はプラスチック上での培養で細胞サ
イズの小さなコロニーを形成した。 
 



図 2．角膜輪部実質線維芽細胞（HLF）を含む
コラーゲンゲルを用いた三次元培養モデル
における K10, K12 遺伝子の発現 
 
そこで、マウス表皮 sp 細胞を、ヒト角膜輪
部実質線維芽細胞（HLF）を含むコラーゲン
ゲル上に播種し、培養後の K10 および K12 遺
伝子の発現を、経時的に調べた。（図 3）K10
遺伝子の発現は、培養 3 日目に比べて、7 日
目以降では減少した。一方で K12 遺伝子の発
現は、培養 3日目では検出されなかったのに
対し、7日目および 14 日目に検出されること
が分かった。このように、ヒト角膜輪部線維
芽細胞を含むコラーゲル上でマウス表皮 sp 
細胞を培養することでK12遺伝子の発現が認
められたことから、角膜上皮細胞への形質転
換における上皮-実質間相互作用を検討する
上で有用なツールであると考えられた。 

 
図 3．マウス表皮 sp 細胞から角膜上皮様細胞
への分化誘導 

 
（３）得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト 
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
れるようになり、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（Gao, et al. Sci China C Life 
Sci. 2007. 50:101-10., Yang, et al. Cell 
Biol Int. 2009. 33:861-6., Blazejewska, et 
al. Stem cells. 2009. 27:642-52.）。我々
もまた、表皮細胞を角膜上皮細胞に形質転換
させ、臨床応用するため、マウスモデルを用
いた研究を進めてきた。本研究では、Wnt 阻
害因子（sFRP2）が角膜上皮様細胞への分化
誘導に関与する可能性を示唆する結果が得
られた。一方で、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。 
角膜上皮細胞の分化誘導、恒常性の維持に上
皮-実質間相互作用が重要な働きをしている
と考えられており、角膜再生医療の分野にお
いても、上皮細胞の分化制御機構における実
質の働きを解明することは重要課題の一つ
である。我々は、ヒト線維芽細胞を I型コラ
ーゲンと混合して培養したコラーゲンゲル
上で角膜上皮細胞を培養することで、正常角
膜と類似した三次元培養角膜モデルを作製
することに成功し、角膜上皮の重層化過程に
おける液性因子を介した上皮-実質間の相互
作用について研究を行い、この培養系におけ
る上皮-線維芽細胞間の相互作用が、上皮細
胞の分化に必須であることを報告した
（Kobayashi, et al. Exp Eye Res. 2015. 
135:109-17.）。また、この三次元培養モデル
を応用し、ヒト角膜輪部線維芽細胞を含むコ
ラーゲル上でマウス表皮 sp 細胞を培養する
ことでK12遺伝子の発現が認められることが
明らかとなった。これらの成果は、形質転換
および角膜上皮の分化誘導における分子機
構の解明を促進するものと考えられ、表皮幹
細胞を用いた角膜上皮再生医療、さらに、人
工多能性幹細胞（iPS 細胞）等を用いた次世
代の再生医療の実現に貢献できると考えら
れる。 
 
（４）今後の展望 
本研究の成果から、角膜輪部の Wnt シグナル
が表皮由来細胞から角膜上皮様細胞への形
質転換に関与する可能性が示唆された。しか
しながら、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、これら
の因子の組み合わせについても詳細な検討



が必要であると考えられた。一方で、ヒト角
膜輪部線維芽細胞をI型コラーゲンと混合し
て培養したコラーゲンゲル上でマウス表皮
sp 細胞を培養する三次元培養モデルにおい
てK12遺伝子の発現が認められることが明ら
かとなり、形質転換における上皮-実質間相
互作用を検討する上で有用なツールである
と考えられた。この技術を応用することで、
今後、Wnt 関連因子を始めとする輪部実質細
胞由来因子が形質転換に及ぼす影響を詳細
に検討することが可能である。 
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、Wnt シグナル関連
因子をはじめとする輪部実質由来因子の検
討をさらに進め、上皮細胞の分化における働
きの解明を目指す。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。 
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