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抄　　録

近年，遺伝子の導入を避け，低分子化合物のみを用いて，体細胞から再生医療用細胞をダイレクトリ

プログラミング（直接誘導）する試みが報告され始めている．患者本人の線維芽細胞から，低分子化合

物を用いて腫瘍化のリスクがより低いと想定される細胞をダイレクトリプログラミングすることにより，

神経損傷，神経変性疾患，心筋梗塞，肝硬変，糖尿病などの治療のため，自家細胞移植への利用が期待

されている．現在までに低分子化合物を用いて，神経細胞，神経幹細胞，褐色脂肪細胞，心筋細胞と

いった分化細胞の他に，内胚葉前駆細胞，肝前駆細胞，間葉系幹細胞などの体性幹細胞が直接誘導され

ている．臨床応用のためには，マウス胎児線維芽細胞からだけでなく，ヒト成人由来線維芽細胞からこ

れらの細胞が再現性よく誘導されることが重要である．低分子化合物を用いたダイレクトリプログラミ

ングの技術は，細胞移植治療のための細胞のリソースとしてだけでなく，創薬やオーダーメイド医療へ

の利用を含め，今後の再生医療における主流の一つとなる可能性がある．

キーワード：ダイレクトリプログラミング，再生医療，細胞移植治療，低分子化合物，シグナル伝達経路

Abstract

The direct lineage reprogramming from one somatic cell type into another can be performed by using a

combination of chemical compounds without the use of transgenes. Induced pluripotent stem cells (iPSCs)

provide an essential cell source for transplantation therapy, while the direct reprogramming rapidly prepares

different cell types by bypassing the pluripotent state. These reprogramming techniques generally require

forced expression of multiple transcription factors, which has raised safety concerns such as genetic 

integration of exogenous genes, genomic instability, and a consequent risk for tumorigenesis. Chemical 
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は　じ　め　に

移植以外有効な治療法のない種々の疾患・損

傷に対し，主として人工多能性幹細胞（iPS細
胞）から分化した細胞の利用が期待されている．

iPS細胞は，ほぼすべての細胞に分化可能であ
り，適切に分化した細胞は，生体内の細胞と比

較して遺伝子発現が近く機能的にも遜色がない

ことが知られている．しかし，個々の患者の体

細胞から臨床応用可能な iPS細胞を作製するに
は，少なくとも数ヶ月以上の期間がかかり，自

身の iPS細胞を治療に用いることは現実的に困難
である1）．そのため現在では，免疫拒絶反応をな

くすことを目的に，患者とヒト白血球型抗原

（HLA: Human Leukocyte Antigen）の型が同一の
iPS細胞を移植のため準備している．しかし，約
30％の場合において免疫拒絶反応が生じる可能

性が指摘されており2），これは，他家（他人）の

iPS細胞由来の細胞を移植した際，拒絶反応を注
意深く観察する必要があることに加え，可能で

あれば自家（自身）の細胞を使用することが望

ましいことを示唆している．また，iPS細胞への
リプログラミング（初期化）の際，外来遺伝子

の導入が必要であり，腫瘍化のリスクが増加す

る可能性がある．このような背景から，臨床応

用により適した細胞移植治療のためには，患者

自身の細胞を用いて腫瘍化のリスクの低い細胞

が短期間に調製されることが望ましい．

近年，線維芽細胞にウイルスベクターを用い

て複数の転写因子を同時に過剰発現させること

により，iPS細胞のような多能性の状態を経ず，

特定の細胞に直接誘導可能であることが相次い

で報告されている．この手法により，患者自身

の細胞を用いて短期間に目的細胞を誘導するこ

とが可能であるが，一般的に多数の遺伝子を共

発現させる必要があるため誘導効率が低いとい

う問題が存在する．また，外来遺伝子の導入に

より，予期しないゲノムDNAの変異や挿入が起
こる可能性は避けられず，腫瘍化のリスクが高

まる恐れがある．

このような安全性を損ねる遺伝子の導入を避

けるため，種々のシグナル伝達経路やヒスト

ン／DNA修飾酵素の活性を制御する低分子化合
物を用いて，腫瘍化のリスクがより低いと想定

される細胞を直接誘導する試みが広がっている

（図1）．神経幹細胞，心筋細胞，肝細胞，膵β細

胞といった細胞は，いずれも今後の再生医療に

なくてはならない細胞であるが，特にヒト成人

の体細胞から遺伝子の導入を経ずに直接誘導す

る手法はまだ確立されていない．個々の患者か

ら迅速にこれらの細胞を誘導することができれ

ば，移植治療だけでなく，創薬やオーダーメイ

ド医療にも利用可能であると考えられる．本稿

では，再生医療に重要な細胞種における低分子

化合物を用いたダイレクトリプログラミングに

ついて概説する．

神　経　細　胞

高齢化とともにアルツハイマー病やパーキン

ソン病といった神経変性疾患の患者は年々増加

しているが，これらの患者から病態の解明や創

薬研究のため十分な量の神経細胞を得ることは

compound-based direct reprogramming is a promising approach to reduce the risk for tumor formation after

transplantation. Accumulating evidence suggests that the combination of chemical compounds and a specific

culture medium can convert dermal fibroblasts into desired cell types such as neurons, neural stem cells,

brown adipocytes, cardiomyocytes, and somatic progenitor cells. These cells converted from each patient-

derived fibroblast can be applied for their own transplantation therapy to avoid immune rejection. This review

covers recent progress on chemical compound-based direct reprogramming in each specific cell type and

includes discussion of future prospects for the clinical applications.

Key Words: Direct reprogramming, Regenerative medicine, Cell transplantation therapy, Chemical com-

pounds, Cellular signaling pathways
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図1 低分子化合物を用いたダイレクトリプログラミングによる再生医療用細胞の誘導

図2 A:低分子化合物によるヒト線維芽細胞から低分子化合物誘導性褐色脂肪細胞ciBAsへのダイレクトリプログ

ラミング，B: 免疫染色によるciBAsのUCP1の発現と細胞内ミトコンドリアの増加の様子
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困難であるため，これまで精力的に他の細胞か

らヒト神経細胞の誘導が試みられてきた．2010

年にVierbuchenらは，マウス胎児線維芽細胞
（MEF）に3種類の神経細胞特異的な転写因子
Brn2，Ascl1，Myt1（BAM）を共発現させるこ
とによって，神経細胞へ直接誘導することに初

めて成功した3）．その後，多くのグループがマウ

スだけでなくヒトの線維芽細胞を用いて，BAM
と各神経細胞サブタイプに特異的な転写因子を

組み合わせることによって，ドーパミンニュー

ロンや運動ニューロンなどを直接誘導すること

に成功している．

2015年3月，我々の研究室は世界に先駆け，

遺伝子の導入を行わず低分子化合物のみを用い

て，ヒト線維芽細胞から神経細胞を直接誘導す

ることに成功した（表1）4）5）．この神経細胞を，

CiN細胞（CiNCs: Chemical compound-induced
Neuronal Cells）と名付け，年齢や性別の異な
る複数のヒト皮膚由来線維芽細胞から，いずれ

も約80％以上の高効率で誘導が可能であること

を報告した．また2～3週間という比較的短期間

での誘導が可能なため，自家の線維芽細胞を用

いた細胞移植治療が可能であると期待されてい

る．特に，脊椎損傷はその失った神経細胞を移

植によって補填するために効果的な期間が，受

傷後数週間以内の亜急性期に限られており，現

在このCiN細胞を用いて霊長類の脊椎損傷モデ
ルへの効果を検証している．

我々の発表から数ヶ月後，2つのグループに

よって，それぞれマウスおよびヒトの線維芽細

胞から，低分子化合物を用いた神経細胞の直接

誘導が報告された6）7）．これらの神経細胞はいず

れも，グルタミン産生ニューロン（興奮性

ニューロン）とGABA産生ニューロン（抑制性
ニューロン）が混在している状態であり，他の

神経細胞サブタイプは生じていなかった．また，

家族性アルツハイマー病患者の皮膚由来線維芽

細胞から，低分子化合物のみで直接誘導された

神経細胞は，アルツハイマー病の原因物質であ

るアミロイドβたんぱく質（Aβ42）が異常な
蓄積を示していた．このことより，低分子化合

物によるダイレクトリプログラミングが，神経

表1 低分子化合物による神経細胞および神経幹細胞のダイレクトリプログラミング4,6-11）
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細胞における病態モデルの構築においても有用

である可能性が示された．

神 経 幹 細 胞

神経幹細胞は，2014年にChengらによって
MEF細胞から，低酸素状態下（5％ O2下）に3

種 類 の 低 分 子 化 合 物 （ VPA, CHIR99021,
RepSox）を添加することによって誘導された
（表1）8）．低酸素状態は，iPS細胞のリプログラミ
ング時にもその効率を大きく上げることが知ら

れている．その後，さらにMEF細胞を用いたい
くつかの報告を経て，2016年にカリフォルニア

大学のSheng Dingらのグループが，8種類の低
分子化合物とbFGFを用いた効率的な神経幹細
胞の誘導に成功している11）．この低分子化合物

誘導性神経幹細胞は，生体内の神経幹細胞と同

じようにニューロン，アストロサイト，および

オリゴデンドロサイトへの分化能を有していた．

特に，bFGFにより活性化されるMAPKシグナ
ル経路とHh-Ag1.5により活性化される Sonic
hedgehogシグナル経路のそれぞれ下流に位置す
る転写因子，Elk1とGli2の両方が神経幹細胞に
最も重要な転写因子であるSox2のプロモーター
領域に結合しており，これが直接誘導メカニズ

ムの一端であることが示された．これらの報告

はいずれもMEF細胞を用いたものであり，臨床
応用のためにはこれらの低分子化合物の組み合

わせを参照し，ヒト線維芽細胞から神経幹細胞

を直接誘導することが重要である．

褐色脂肪細胞

褐色脂肪細胞は，脂肪を蓄えるための細胞で

はなく脂肪を燃焼し熱を産生する脂肪細胞とし

て知られ，肥満防止や糖尿病の予防に重要な役

割を果たしている．2009年にカリフォルニア大

学の梶村らは，MEF細胞にPRDM16とC/EBP-β
を共発現させることにより褐色脂肪細胞が直接

誘導されることを初めて報告した12）．また最近，

本学免疫学教室の岸田らは，ヒト皮膚線維芽細

胞へC/EBP-βとC-MYCを共発現させることに
より，機能的な褐色脂肪細胞を直接誘導可能な

ことを報告している13）．

Sheng Dingらのグループは，褐色脂肪細胞の
祖先細胞に近いマウス筋芽細胞株（C2C12）を
用いて低分子化合物のスクリーニングを行い，

褐色脂肪細胞を誘導する化合物としてRetinoid X
receptor（RXR）のアゴニストBexaroteneを同
定した（表2）14）．Bexaroteneをマウスに経口投
与すると，体内の褐色脂肪細胞の総量が上昇し，

特に皮下白色脂肪組織（subcutaneous WAT）
において褐色脂肪細胞が現れる，いわゆる褐色

化（Browning）の現象が起こっていた．そし
て，体内の褐色脂肪細胞の増加により，高脂肪

食による体重増加が抑制されたり，グルコース

表2 低分子化合物による褐色脂肪細胞および心筋細胞のダイレクトリプログラミング14-17）
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およびインシュリン耐性などが増加することが

判明した．

我々の研究室では最近，脂肪細胞用培地に5

種類の低分子化合物 SB431542，LDN193189，
Dorsomorphin，Forskolin，Rosiglitazoneを添加
し，ヒト線維芽細胞を3～4週間培養すること

で，褐色脂肪細胞を直接誘導する方法を開発し

た（図2）15）．この低分子化合物誘導性褐色脂肪

細胞 ciBA（chemical compound-induced brown
adipocyte）は，年齢や性別の異なる複数のヒト
皮膚由来線維芽細胞から直接誘導が可能であっ

た．ciBAは，生体内の褐色脂肪細胞と同じくβ
アドレナリン受容体の刺激を受けて熱産生遺伝

子であるUcp1（Uncoupling protein 1）遺伝子
の発現が上昇し，またミトコンドリアの増加に

伴う酸素消費量の増加が確認された．このダイ

レクトリプログラミングには，TGFβシグナル
経路およびBMPシグナル経路の阻害と同時に，
cAMP-PKA経路および核内受容体であるPPARγ
の活性化が重要であると考えられる．遺伝子の

導入を行わずに誘導されるこのciBAは，安全性
が高いことが想定され，今後ヒトへの臨床応用

を考える上で大きなメリットとなる．また，褐

色脂肪細胞が体内で作られる仕組みの解明や，

エネルギー消費亢進型の抗肥満薬の開発，オー

ダーメイド医療などへの利用が期待される．

心　筋　細　胞

心筋細胞の移植治療は，心筋梗塞などで失っ

た細胞を補って心機能を回復させるために重要

である．2009年に，現慶應義塾大学循環器内科

の家田らによって，マウス心筋線維芽細胞に3

種類の転写因子Gata4，Mef2c，Tbx5を共発現
させることで心筋細胞が直接誘導されることが

報告された18）．その後，マウスだけでなくヒト

の心筋および皮膚由来線維芽細胞からも心筋細

胞がダイレクトリプログラミングされている．

また，誘導効率を上げるため他の転写因子や

microRNA，成長因子などの組み合わせが報告さ
れており，特に低分子化合物に関しては，

CHIR99021（WNTシグナル経路の活性化剤），
SB431542（TGFβシグナル経路の阻害剤），

Forskolin（cAMP-PKA経路の活性化剤），Y-
27632（Rho-associated kinaseの阻害剤）など
が，心筋細胞の誘導効率を上昇させることに重

要であると報告されている．

臨床応用のためには，遺伝子の導入による腫

瘍化リスクの増大は可能な限り避けるべきであ

ることから，低分子化合物のみによる心筋細胞

の直接誘導が期待されている．2015年にFuら
は，すでに報告されていた低分子化合物の組み

合わせによる iPS細胞のリプログラミングを試み
ていた時，MEF細胞から偶然自発的に収縮する
細胞を発見した（表3）16）．このダイレクトリプ

ログラミングでは，計6つの低分子化合物のう

ちCHIR99021よるWNTシグナル経路の活性化，
RepSoxによる TGFβシグナル経路の阻害，
ForskolinによるcAMP-PKA経路の活性化が特に
重要であった．その後，2016年に Sheng Ding
らのグループによって，ヒト皮膚線維芽細胞か

ら低分子化合物による心筋細胞の直接誘導が報

告されている17）．しかしその成熟化には，多能

性幹細胞から分化した心筋細胞の培養上清が必

須であり，この成熟化のステップなしには心筋

細胞に特異的な遺伝子の発現が観察されていな

い．このような培養条件は，不明確な液性因子

を必要としており，またコストや労力の面でも

臨床応用のため心筋細胞を大量に調製するには

向かず，そのプロトコールおよび低分子化合物

の組み合わせには改良の余地があるものと考え

られる．

肝細胞および膵臓β細胞

種々の肝臓疾患のうち，肝硬変や肝癌のよう

な慢性肝不全の治療・根治には，肝臓移植以外

に有効な治療法がないため，これまで種々の方

法で肝細胞の誘導が試みられてきた．2011年に，

九州大学生体防御医学研究所の鈴木らにより，

MEF細胞に肝細胞特異的な転写因子である
Hnf4αとFoxa 1-3のいずれかを共発現させるこ
とによって，肝細胞のダイレクトリプログラミ

ングが初めて報告された19）．しかし，同様に外

来遺伝子の導入によって感染や腫瘍化のリスク

が高まるという懸念から，導入する遺伝子の数
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を減らす，あるいはそれにとって代わる試みが

なされている．最近，2つの異なるグループから

一因子の遺伝子導入（Hnf4αあるいはFoxa1-3の
いずれか）と低分子化合物の組み合わせによって

MEF細胞から肝細胞が直接誘導されている20）21）．

現在のところ，低分子化合物のみで肝細胞が直

接誘導された報告はないが，これらの報告によ

ればMEF細胞から肝細胞の誘導に必要な2つの
転写因子（Hnf4αとFoxa）の効果が，それぞれ
低分子化合物によって置き換わることが示され

ているため，近い将来に成功する可能性がある．

一方，先天的にインスリンがほとんど分泌で

きない1型糖尿病の患者にとって，その症状の

軽減および根治のためには，膵臓移植あるいは

表3 低分子化合物による体性幹細胞および多能性幹細胞のダイレクトリプログラミング28-34）
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膵島の移植が有効な治療法である．また，2型糖

尿病の患者は国内外で今後さらに増加し，医療

費高騰の原因となることが予測されるが，イン

スリンを分泌する膵β細胞の移植は有効な治療

法となり得る．そのため，膵β細胞の再生医療

に果たす役割はまた大きく，様々な細胞種から

誘導が試みられている．β細胞に特異的な転写

因子であるPdx1，Ngn3，MafAの組み合わせを
基本とし，膵臓α細胞，膵腺房細胞（Acinar cell），
膵管腺細胞（Ductal cell），小腸腺窩細胞
（Intestinal crypt cell），および肝細胞といったい
ずれも発生学的に系統の近い内胚葉に属する細

胞から直接誘導が報告されている．また，マウ

スおよびヒトの線維芽細胞に4つのリプログラ

ミング因子（Oct4，Sox2，Klf4とc-Mycあるいは
P53 shRNA）を一時的に発現させ，中間体を経た
複雑な工程のもとβ細胞が誘導されている22）23）．

このような研究背景から，遺伝子導入によらず

低分子化合物を用いて，線維芽細胞からβ細胞

を直接誘導することは挑戦的な試みである．

骨芽細胞および軟骨細胞

本学免疫学教室の山本らは，レトロウイルス

を用いてヒト歯肉線維芽細胞へRunx2，Osterix，
Oct4，L-Myc（RXOL）を共発現させることによ
り，約80％の効率で骨芽細胞を直接誘導した24）．

また軟骨細胞では，マウスおよびヒトの線維芽

細胞からc-Myc，Klf4，Sox9の転写因子の組み
合わせによるダイレクトリプログラミングが報

告されている25）26）．これらの細胞は，遺伝子の導

入を経ず間葉系幹細胞から分化誘導培地によっ

て分化可能であるが，間葉系幹細胞はドナーの

年齢や細胞の継代数とともに増殖率が低下し，

特に骨芽細胞への分化能が減少することが知ら

れており27），移植治療のため十分の数の細胞を

準備できない可能性がある．線維芽細胞から，

遺伝子の導入を経ず直接誘導が行われた例は報

告されていないが，線維芽細胞は比較的採取し

やすく増殖可能なことから，低分子化合物を用

いた直接誘導が可能になれば，その臨床応用に

有用であると考えられる．

体性幹細胞および多能性幹細胞

近年，胃から採取した胃上皮細胞（GECs:
Gastric epithelial cells）から，胃上皮下筋線維
芽細胞（GSEMFs: Gastric subepithelial myofi-
broblasts）を臓器特異的なフィーダー細胞とし，
4種類の低分子化合物を用いて内胚葉前駆細胞

（EndoPCs: Endoderm progenitor cells）への部分
的なリプログラミングに成功したことが報告さ

れている（表3）28）．この内胚葉前駆細胞は増殖

可能であることに加え，肝細胞，膵臓内分泌細

胞，小腸上皮細胞に分化可能であることから，

今後の再生医療の戦略の一つとして重要であろ

う．また，国立がん研究センターの勝田らは，

マウスの初代肝細胞を3種類の低分子化合物，

CHIR99021，A83-01，Y-27632を添加して培養す
ることで，生体外で増殖可能な肝前駆細胞CLiPs
（Chemically-induced Liver Progenitors）に誘導
されることを報告した30）．CLiPsは，増殖可能か
つもとの肝細胞または胆管上皮細胞の両方へ分

化する能力を持っていた．特徴として，CLiPs
を四塩化炭素による慢性肝炎モデルマウスへ移

植したところ，75～90％という高い効率で肝臓

に生着し，機能的な幹細胞として肝臓を構築し

た．今後，低分子化合物を用いてヒトの初代肝

細胞からこのような増殖可能なCLiPsへリプロ
グラミングするというアプローチが重要である

が，この3種類の低分子化合物ではCLiPsへの変
化は観察されておらず，マウスの初代肝細胞と

は異なる条件や化合物が必要であると予想され

る35）．

造血幹細胞は，免疫や血球細胞の供給といっ

た機能性の高さのため，線維芽細胞，内皮細胞，

血球系細胞などの細胞から遺伝子の導入による

ダイレクトリプログラミングが精力的に進めら

れてきた36）37）．しかし，その生着や分化能の維持

には骨芽細胞や血管内皮細胞からなる造血幹細

胞ニッチと呼ばれる微少環境が重要であること

が知られており，これはダイレクトリプログラ

ミングによる造血幹細胞の誘導効率を上げるた

めにも必要である38）39）．他の細胞と同様に，遺伝

子の導入によらず，低分子化合物のみで造血幹
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細胞の直接誘導に成功すれば，より簡便で安全

性の高い細胞移植治療の実現が期待される．

2013年に，MEF細胞から低分子化合物のみ
で，iPS細胞と同等の分化能を持つ低分子化合物
誘導性多能性幹細胞 CiPSCs（Chemical ly -
induced pluripotent stem cells）がリプログラミ
ングされた（表3）32）．この研究グループは以前，

低分子化合物VC6T（VPA，CHIR99021，RepSox，
Parnate）の組み合わせによって，Oct4の遺伝子
導入のみでリプログラミング可能であることを

報告していた．Oct4の発現の効果がForskolinに
よって代替可能であることが判明したことから，

VC6Tの組み合わせに Forskolin を加えた
VC6TFによってCiPSCsへのリプログラミング
に成功した．

2015年に同じ研究グループによって，この低

分子化合物によるリプログラミングが，胚外内

胚葉細胞（XEN: extraembryonic endoderm）様
の細胞を中間体としていることが報告された33）．

このXEN様細胞は，多能性に重要な転写因子で
あるSall4とLin28aを発現しており，これらの豊
富な発現が iPS細胞への完全なリプログラミング
を促進しているものと推測される．このような

中間体は，転写因子によるリプログラミングで

は観察されていないため，低分子化合物による

特異的な分子機構の存在が示唆された．また，

いくつかの化合物を検討し加えることによって，

以前の報告より約1,000倍の効率でCiPSCsを誘
導している．さらに最近，MEFからのみでなく
マウスの神経幹細胞や小腸上皮細胞からも，ほ

ぼ同様な化合物の組み合わせによってCiPSCsへ
リプログラミングされており，細胞種間で同様

な低分子化合物によるリプログラミングの分子

機構が存在していることが提案されている34）．

今後，これらの低分子化合物の組み合わせが参

照され，ヒトの体細胞からCiPSCsへリプログラ
ミングされることが期待される．しかし，マウ

スとヒトの iPS細胞間では，いくつかの性質や多
能性維持の分子機構が異なっていることが知ら

れており40），マウスの場合とは異なった低分子

化合物の組み合わせが必要である可能性が高い．

終　わ　り　に

低分子化合物を用いたダイレクトリプログラ

ミングの研究はマウス胎児線維芽細胞を用いて

報告されていることが多く，臨床応用のために

は，年齢や性別によらないヒト成人由来線維芽

細胞から目的の細胞が直接誘導されなければな

らない．また，再現性や汎用性の観点から，同

じ研究グループからの報告だけでなく，独立し

た研究グループから同様な実験に基づいた再現

の報告が必要である．低分子化合物を用いたダ

イレクトリプログラミングは，安全性の他に簡

便性や再現性に優れていると考えられ，世界中

のどの研究室や病院であっても同様に目的の細

胞を誘導できることが期待される．個々の患者

から短期間に上記のような細胞を誘導すること

ができれば，移植治療の他に，創薬やオーダー

メイド医療などに応用可能であると考えられる．

今後，低分子化合物による新規な細胞種への直

接誘導法の開発とともに，臨床応用を進めるた

め基礎研究を発展させていくことが課題である．
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