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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞間接着シグナルを利用した全く新しいダイレクト・リプログラミング法を
開発し、分化転換の効率と精度の飛躍的向上を目指した。我々は、細胞間接着分子クローディン-6 (Cldn6)が胚性幹細
胞の上皮分化を誘導することを見出した。そこで、ヒトCldn1/2/3/4/5/6遺伝子を単離し、それらのレンチウイスル発
現ベクターを作製した。ヒト・マウス線維芽細胞に各Cldn分子を単独であるいは組み合わせて導入したが、上皮様細胞
への分化転換は認められなかった。また各Cldn分子は、肝細胞への分化転換が報告されている転写因子群による分化転
換効率を向上させなかった。今後、更なる工夫を試みる予定である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we are trying to develop a novel direct reprogramming method using 
cell adhesion signal to improve the efficiency and accuracy of transdifferentiation. We discovered that a 
cell adhesion molecule claudin-6 (Cldn6) triggered epithelial differentiation of embryonal stem cells. 
Therefore, we isolate human Cldn1/2/3/4/5/6 genes and constructed their expression vectors. When human 
and mouse fibroblasts were transfected with either each Cldn vector or their combination, epithelial 
differentiation was not observed. Although the specific combination of transcription factors indeced 
direct reprogramming from fibroblasts to hepatic cells as reported previously, expression of Cldns did 
not improve the efficienty of hepatic transdifferentiation. Further study is required to apply cell 
adhesion signal for direct reprogramming.

研究分野：実験病理学
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１．研究開始当初の背景 
皮膚線維芽細胞などの体細胞に特定の
組み合わせの転写因子を導入することに
よって、目的の機能細胞を作り出す『ダイ
レクト・リプログラミング』が注目されて
いる。本手法は迅速性に優れ、がん化リス
クも低いため、新たなテーラーメイド医療
や再生医療の切り札として期待されてい
る。しかし、その分化転換の効率と精度の
改善が重大な課題として残されている。例
えば現状では、本法で得られた心筋様細胞、
神経様細胞、マクロファージ様細胞では、
分化の指標となるマーカー分子の発現が
不十分であり、転換前の線維芽細胞マーカ
ーの発現が残存していることが知られて
いる。 
我々は、最近、胎生期上皮組織で最も早
期に発現する細胞間接着分子クローディ
ン-6 (Cldn6)に着目し、この単一の細胞間接
着分子が胚性幹細胞の上皮分化を誘導す
ることを突き止めた。そこで本研究では、
細胞間接着シグナルを利用した全く新し
いダイレクト・リプログラミング法を開発
し、分化転換の効率と精度の飛躍的向上を
目指そうという着想に至った。 

 
 
２．研究の目的 
 本研究課題の申請時における当初の研究
目的は、細胞間接着シグナルを利用して、こ
れまでにないダイレクト・リプログラミング
法を創出することであった。具体的には、以
下の二点を目的とした。 
(1) 特定の転写因子によるダイレクト・リプ
ログラミングの効率と精度が、細胞間接
着分子の共発現によって、飛躍的に改善
されるかを in vitroと in vivoで明らかにす
る。 

(2) 細胞間接着シグナルと内因性・外因性転
写因子とのクロストーク機構を解明する。  

 
 
３．研究の方法 
(1) ヒトCldn1, Cldn2, Cldn3, Cldn4, Cldn5, 

Cldn6 cDNAを単離した。 
 

(2) これらの分子の N 末に GFP または
Cherry を融合させた発現ベクターを作
製した。また、これらの分子の N 末に
3xHA tag を付加した発現ベクターも構
築した 
 

(3) (2)で作製した発現ベクターを HEK293T
に導入し、各 Cldn 分子の発現を確認し
た。 
 

(4) マウス・ヒト線維芽細胞への発現導入を
目的に、各分子のレンチウイルスベクタ
ーを作製した。 

 

(5) 作製したレンチウイルスベクターとウイ
ルス粒子構造タンパク質を発現するベク
ターを HEK293T に導入した。 
 

(6) ヒト・マウス線維芽細胞を培養し、(4)
で得られた各 Cldn 分子を発現するウイ
ルス液を感染させた。 

 
(7) 肝細胞へのダイレクト・リプログラミン
グ が 報 告 さ れ て い る 転 写 因 子 群
（HNF1alpha, HNF4alpha, FoxA3）を
クローニングし、ウイルス発現ベクター
を構築した。これらの発現ベクターをヒ
ト線維芽細胞に導入した。 

 
(8) 上記転写因子発現ベクターと Cldn 発現
ベクターを組み合わせて導入し、肝細胞
へのダイレクト・リプログラミングへの
影響を検討した。 

 
 
４．研究成果 
(1) ヒトCldn1, Cldn2, Cldn3, Cldn4, Cldn5, 

Cldn6 cDNAを単独であるいは組み合わ
せて、ヒト・マウス線維芽細胞に導入し
たが、上皮様細胞への分化転換は観察さ
れなかった。 
 

(2) HNF1alpha, HNF4alpha, FoxA3をどに
ゅうしたヒト線維芽細胞では既報通り、
上皮様細胞への形態変化が認められた。 

 
(3) 各 Cldn 分子は、上記転写因子による分
化転換効率を向上させなかった。 
 
  図 1. Cldn1/2/3分子のダイレクト・リプ 
  ログラミングの影響 
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