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　従来の方法では治療が困難であった皮膚潰瘍患者に広
く適応可能な革新的新規治療を提供し，難治性潰瘍治療
に関わる問題を解決するため，皮膚潰瘍において，潰瘍
底に豊富に存在する間葉系細胞の上皮細胞への直接転換
を誘導し潰瘍面からの直接的な上皮化をはかる，新しい
創傷治療法の開発を目的とし，in vitroにおけるヒト線維
芽細胞からケラチノサイトへの直接転換方法の開発に取
り組んだ。

【方　法】
　ヒト初代培養細胞の遺伝子発現解析による直接転換候
補因子の検索を目的として，以下の解析を行った。
①マイクロアレイ解析：網羅的遺伝子解析遺伝子導入に
よるヒト線維芽細胞からケラチノサイトへの直接転換
を達成するため，同一ドナー皮膚組織由来の線維芽細
胞，ケラチノサイトの初代培養を確立し，マイクロア
レイ（SurePrint G3 Human GEマイクロアレイキット
Ver2.0）およびmicro RNAマイクロアレイ（SurePrint 
G3 Human miRNAマイクロアレイキットRel. 16.0）を
用いて，発現遺伝子の網羅的解析を行った。

②データベース解析：NCBIの既存のデータベースより，
初代皮膚線維芽細胞，ケラチノサイトの発現遺伝子情
報を入手し，解析を行った。また，直接転換因子候補
の取捨選択のため，ケラチノサイト分化に伴う網羅的
遺伝子データを用いて，分化に伴って大きく変動する
因子を同定した。

③バイオインフォマティクス解析：上記データに加え，
BIOBASE社のデータベースを用いてupstream/cascade
解析を行った。また，Gene expression reversal解析
（Heinäniemi M et al. Nat Methods. 2013; 10: 577―83.）を
行い，さらに候補因子の検索を行った。

　上記により，候補とした因子について以下のように遺

伝子導入実験を行った。
①レンチウイルスベクターのクローニング：レンチウイ
ルスベクター構築，レンチウイルス作成にはSystem 
Biosciences社のシステム（Lenti-miR precursor clone，
miRZip anti-micro RNA construct） と INVITROGEN社
のシステム（pLenti7.3/V5-DEST Gateway® Vector）を
用いた。導入転写因子のクローンはNBRC（Biological 
Resource Center, NITE）より分譲をうけた。
②遺伝子導入：レンチウイルスベクターで遺伝子導入後
の線維芽細胞は，線維芽細胞・ケラチノサイト双方が
増殖可能で，初代培養ケラチノサイトを一時的に不死
化 す る conditionally reprogramming conditionを 使 用
（Chapman et al. J Clin Invest. 2010; 120: 2619―26））で培
養した。

【結　果】
（1）micro RNAによるアプローチ
①　特異的micro RNAの同定
　遺伝子導入によって高発現を容易に得やすいmicro 
RNAによるアプローチから開始した。同一皮膚検体か
ら採取した初代培養線維芽細胞とケラチノサイトの発現
micro RNAをmicro RNAマイクロアレイを用いて解析，
ケラチノサイトに特異的に発現している7cluster 17micro 
RNAと，線維芽細胞に特異的に発現している9 micro 
RNAを同定した。
②micro RNA導入による直接転換実験
　個々のmicro RNAベクター導入および複数の導入を試
みた。複数のmicro RNAのoverexpression/knockdownに
よって，上皮様の形態を得ることはできたが，マーカー
発現強度，増殖能に欠いた。
（2）発現強度で選択した転写因子を加えたアプローチ
①特異的転写因子の同定
　NBCIデータベース上のデータ（GEO DatasetsAccession: 
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GDS1505）を用いて，線維芽細胞に比較してケラチノサ
イトにおいて強く発現している遺伝子（転写因子）を選
択した。さらに，文献データ（Shalom-Fuerstein et al. 
Cell death and differentiation 2011; 18: 887―896）からマウ
スの胚性11.5日，14.5日の表皮組織の発現遺伝子の比較
を行い，ケラチノサイトへの直接転換候補因子の検索を
進めた。
②転写因子を加えた直接転換実験
　1群の転写因子を追加することによって，かなり上皮
様の形質が強く，クロナールな細胞増殖能をもつ細胞群
を得ることができるようになったが，形態，培養動態か
らいうとケラチノサイトには遠い状態だった。
（3）転写因子の取捨選択
①発現マーカー解析による取捨選択
　iPS作成過程同様（（Li, et al. Cell stem cell 2010; 2: 51―
63）ケラチノサイトへの直接転換過程においては，上皮
間葉転換がボトルネックとなっているのではないかとい
う仮説に基づき，特にCDH1の発現に留意しながら個々
の導入因子によるケラチノサイトマーカー発現を
realtime PCRにて評価し，因子選択の指標とした。
②ケラチノサイト分化に伴う発現変動による取捨選択
　NBCIデ ー タ ベ ー ス 上 の デ ー タ（GEO Datasets 
Accession: GPL6244―24073）からケラチノサイト分化に
伴う候補因子の発現変動を調べ，候補因子取捨選択の指
標とした。
③直接転換実験
　取捨選択した候補因子をレンチウイルスベクターにて
導入，継代後10―14日後にはケラチノサイトの類似の形
態を呈する細胞のコロニーが得られるようになった。
（4）バイオインフォマティクス解析によるアプローチ
①UPSTREAM/CASCADE解析
　前項までの取り組みにより，十分に高いマーカー発現
が得られるようになったものの，継代維持時の細胞形
態，分化傾向など不足する形質が認められたため，より
定量性に優れたマイクロアレイを用いた解析結果より，
UPSTREAM/CASCADE解析を行い，線維芽細胞とケラ
チノサイトの差異の53上流遺伝子，カスケード上クロ
スリンクの認められる183遺伝子を同定した。
②Gene expression reversal解析
　細胞系譜を特徴づける転写因子の新しい解析手法であ
るGene expression reversal解 析（Heinäniemi M et al. Nat 
Methods. 2013; 10(6): 577―83.）で，あらたに17転写因子
を候補因子として選択した。
③直接転換実験
　申請書作成現在，これらの因子を部分的に取り入れ，
転換実験を行ったところである。遺伝子導入後1―2週間
の間に現れてくるコロニーの中には，低密度（下図左），
高密度（下図右），それぞれの状態においてケラチノサ
イトにかなり類似した形態，増殖様態の細胞群が得られ

るようになった。
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