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緒　言

　従来、神経変性疾患や精神神経疾患に関する研究は神経細胞を中心に行われてきた。しかし、近年中枢神経系を構成
する細胞群で神経細胞よりも多く存在するグリア細胞が特定の疾患の発症機転において重要な役割をすることが明ら
かとなっている。すなわち、神経細胞に対する異常アストロサイトの細胞非自律的な作用が中枢神経変性疾患の病態の
一翼を担うと考えられ、疾患概念が変わりつつある１）。一方、iPS 細胞技術の確立により、ヒト由来の疾患感受性細胞
の利用が可能となっており、特により簡便な手法として線維芽細胞から直接的に特定の細胞へと分化転換を促す手法の
確立が盛んに試みられている。現在までに神経細胞、肝細胞、心筋細胞、造血系細胞などへの直接分化誘導法が確立さ
れており、新規治療法や新規疾患モデル作製が期待される２）。しかし、直接分化誘導の分子メカニズムは未だ明らかで
はなく、また直接分化誘導技術の開発が期待される細胞群も存在する。
　本研究ではグリア細胞の中でもアストロサイトと呼ばれる細胞集団に着目し、アストロサイト誘導性の転写因子群の
同定を試みた。その結果、ヒト線維芽細胞をアストロサイト様細胞へと直接分化誘導可能な３つの転写因子（AIF1-3:
Astrocyte Inducing Factor1, 2 ,3）を同定した。さらに、この分子メカニズムを明らかとするためにこれら３つの因子
に対する抗体を用いた ChIP-seq を行った。その結果、これら３つの因子のうち、少なくとも AIF1、AIF2 に関しては
協調的に作用していることが明らかとなった。さらに、また、線維芽細胞に３つの因子を導入後に、1 細胞 RNA-seq
を実施した。その結果、線維芽細胞からアストロサイトへと分化転換する過程は４つに分類することが可能であり、全
ての細胞がアストロサイト様の遺伝子発現を示すわけではなく、遷移状態にある細胞集団が存在し、AIFs に対して抵
抗性を有する細胞集団が存在することが明らかとなった。従ってアストロサイトへの直接誘導に対するバリア機構が
線維芽細胞に存在し、その制御が効率的なアストロサイトへの直接誘導を可能とすることが示唆された。

方法および結果

　アストロサイト様細胞への直接誘導を実施するにあたり、ヒト線維芽細胞に対してレンチウイルスまたはレトロウイ
ルスにより、候補因子を導入した。遺伝子発現パターンや既知の報告等から絞り込んだ 7 つの因子を線維芽細胞に同時
に導入することによりアストロサイト選択的マーカー GFAP の発現が見出された。GFAP の発現を指標として７つの
因子から一つずつ因子を除外し、GFAP の発現が誘導できなくなった因子を３つ絞り込み Astrocyte Inducing Factors

（AIFs）とした（図 1）。
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図 1． AIFs による線維芽細胞からアストロサイトへの直接誘導
（左）AIF 単独では直接誘導できず、３因子の共存下でのみ直接誘導が可能であった。（右）レンチウイルスに
よる AIFs 導入により得られたアストロサイト様細胞。スケールバー=100μm。

　次にこれら３つの因子の標的遺伝子を見出すために、３つの因子に異なるタグを付加し、このタグに対する抗体を利
用したクロマチン免疫沈降法シーケンス（ChIP-seq）を実施した。ChIP-seq で得られたデータを MACS2 のプログラ
ムを利用し、ピークの数を解析したところ AIF1 から３でそれぞれ 5 万から 10 万近くのピークが存在することが明ら
かとなった。次に、これらのピークの存在場所を全遺伝子の転写開始部位からの距離で計算し、解析したところ図２の
ような結果となった。

図 2． AIFs のゲノム上の結合部位
AIF １、２、３のゲノム上の結合部位を模式的に示した。
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　その結果これら３つの因子は比較的類似したゲノム上の分布を示すことが明らかとなった。次に３つの因子の結合
配列をモチーフ解析したところ AIF2 のモチーフ解析の結果が AIF1 のモチーフと同様であることが明らかとなった。
AIF2 の既知の標的配列と本研究で実施した ChIP-seq の解析結果が異なったことから、線維芽細胞に AIF を単独で導
入した試料と３つを同時に導入した試料を利用し、それぞれの因子の標的配列を調べると興味深いことに、３因子が同
時に存在する場合において AIF2 が AIF1 と同様の場所に存在する例が多く見られた（図 3）。

図 3． AIFs の結合様式の協調的作用
AIF1、2 の結合様式の一例。AIF1 と AIF2 を単独で導入した場合と 3 因子同時導入時における AIF1 と AIF2
の結合部位の変化。AIF1 の結合場所は変化しないが、AIF2 の結合部位は３因子存在下では AIF1 と類似した
結合様式を示した。

　このことから少なくとも AIF1 は AIF2 と協調的に作用することが示唆された。近年、直接分化誘導において
pioneer factor の存在が想定されており３）、アストロサイトへの直接分化誘導においては AIF1 がこれに相当する役割
を果たしていることが示唆された。
　また、線維芽細胞からアストロサイト様細胞への直接分化誘導過程における詳細を明らかとするために、AIFs を導
入した線維芽細胞を用いた１細胞 RNA-seq を実施した。
　公共データベースを利用可能とするために、国際的に利用されている Lonza より購入した線維芽細胞、Sciencell か
ら購入したヒトアストロサイトを利用した。線維芽細胞に対しては AIF を導入し、２週間後に試料を回収することと
した。これら３群の細胞を用いて１細胞分取を行ったのち、Quartz-seq ４）を施行した。合計 300 細胞弱の RNA-seq デ
ータを現在解析中である。PCA 解析（＊）を行うと図 4 のように、線維芽細胞とアストロサイトはまず大きく離れた
集団となり、iA（アストロ様細胞）に関しては線維芽細胞とアストロサイトの亜集団と近傍にある集団および線維芽
細胞ともアストロサイトとも離れた集団に分かれた。

　＊PCA 解析：主成分解析。高次元のデータを低次元に圧縮するための手法であり、遺伝子発現の違いから
　　細胞の類似性や差異を描出するための手法。
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図 4． １細胞 RNA-seq による直接分化誘導の記載
（A）線維芽細胞、アストロサイト様細胞（iA）、アストロサイトを用いた 1 細胞 RNA-seq の結果をもとに作成
した PCA 解析後の図。GroupI から IV に分類可能であった。（B）線維芽細胞からアストロサイトへ直接分化誘
導過程の模式図。

　Single cell RNA-seq のデータより①iA 誘導により線維芽細胞としての形質の消去②アストロサイトとしての形質
獲得の二つの機構が示唆されたが、アストロサイトの形質獲得に関してはアストロサイト内における細胞の
heterogeneity があり、アストロサイト内においても細胞の階層の存在が示唆された。現在 GroupII から GroupIII を制
御する因子の同定を試みている。

考　察

　本研究ではヒト線維芽細胞からアストロサイトへの直接誘導をモデルとして ChIP-seq による直接誘導関連因子の
標的領域の探索および１細胞 RNA-seq を用いた直接分化誘導過程の記載を実施した。ChIP-seq の解析より、直接誘導
関連因子同士の相互作用による直接分化誘導の促進が示唆された、今後詳細な標的遺伝子の解析をすることにより細胞
の形質変換に関与する分子機構が明らかとなることが期待される。また、１細胞 RNA-seq では直接分化誘導過程の記
載を実施したが、ヒト線維芽細胞からアストロサイトへの直接誘導過程においては複数の段階があることが明らかとな
った。今後は、これら各階層における特徴的な遺伝子発現パターンを明らかとすることにより直接誘導の効率化が実現
されると期待される。
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