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緒　言

　皮膚の毛包の毛球部に存在する毛乳頭細胞（dermal papilla cells、DP 細胞）は、Sox2、Klf4、c-Myc、ALP を内因
性に発現する特殊な組織幹細胞であり、Oct3/4 のみ遺伝子導入すると初期化可能であることが報告されている１）。近
年、遺伝子導入せず化合物等を用い初期化する試みが報告されているが、DP 細胞を用いると初期化の可能性が高まる
のではないかと予想される。しかし DP 細胞を一旦培養系で維持すると、組織幹細胞としての特性を急速に失ってしま
うという点が解決すべき課題である。本研究では、遺伝子細胞を伴わない DP 細胞の初期化を目指し、組織幹細胞とし
ての特性を維持可能な DP 細胞の培養法の確立を試みた。最初に、生体内で DP 細胞が置かれる環境に着目し、ECM
タンパクとしてラミニン 511 上で幹細胞培地を用い培養することで、組織幹細胞としての特徴を維持した状態で増殖可
能であることを明らかにした。次に培地へ FGF-2 や BMP4,ルテオリンを添加することで、遺伝子導入を伴わずに
Oct3/4、Nanog 発現量が増加することを確認した。

方法および結果

１．ラミニン 511 による DP 細胞の増殖効果
　毛乳頭に存在する DP 細胞は、ALP を発現する特殊な組織幹細胞である（図 1A）。初代 DP 細胞（C-12071,
PromoCell）を in vitro で培養すると、継代に伴い ALP 発現陽性細胞数は減少し、10 継代（P10）では ALP 陽性細胞
数は 10％未満へ低下した（図 1B）。この結果は、一般的に DP 細胞に使用される培地（DMEM, 10% FCS, FGF-2）、
DP 細胞に特に有用とされる培地（AmniomaxC-100）いずれも同様だった。一方、幹細胞培地（MEF-CM）を用いる
と、ALP 陰性細胞の増殖は抑制され、ALP 陽性細胞が比較的高率に維持された。しかし DP 細胞の増殖は緩徐であっ
た（図 1C）。そこで、ヒト毛乳頭部にはラミニン 511 発現が多く（図 1D）豊富な細胞外基質（ECM）中に DP 細胞が
存在する点に着目し、ラミニン 511 コーティング上で幹細胞培地を用い培養したところ、良好な増殖を認めた（図 1E、
F）。以上の結果から、ラミニン 511 上で幹細胞培地を用いると ALP 陽性の DP 細胞を効率よく培養可能であることが
判明した。
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図 1． ラミニン 511 による DP 細胞の増殖効果
（A）マウス皮膚組織における DP 細胞（紫：ALP 陽性細胞）。（B）継代に伴い ALP 発現
（紫）陽性細胞数は減少する。（C）異なる培地で 4 日間培養した P4 の DP 細胞。幹細胞培
地（MEF-CM）では高い ALP 発現を維持しているが増殖は乏しい。（D）ヒト毛乳頭部に
おけるラミニン 511 の発現（矢印、抗ラミニン α5 鎖抗体を用いた染色）。（E）幹細胞培地
を用い、ラミニン 511 コーティング上で培養した DP 細胞。ALP 陽性細胞が増殖している。

（F）幹細胞培地を用い各種コーティング基質上で培養した DP 細胞の増殖。ラミニン 511
（L511）上で培養した細胞が最も増殖能が高い。スケールバー：200μm（B, C, E）、80μm
（D）。

２．ラミニン 511 による DP 細胞の増殖機序
　幹細胞培地を用いラミニン 511 上で培養した DP 細胞を蛍光体法で免疫染色すると、活性型 β1 インテグリン、リン
酸化 FAK（p-Y397）、Vinculin の発現が亢進していた（図 2A）。活性型 β1 インテグリンはラミニン 511 と結合後、
FAK、AKT のリン酸化シグナル伝達経路を介し細胞増殖を来すことが知られている。そこで各種 ECM タンパク上で
DP 細胞を培養し解析したところ、ラミニン 511 上で培養した DP 細胞細胞では、レトロネクチンや I 型コラーゲン上
で培養した際に較べ、リン酸化 FAK（p-Y397）と AKT（p-S472）の増加を認めた（図 2B）。次に、β １インテグリ
ンとラミニン 511 の結合程度を明らかにする目的で、抗 β １インテグリン機能阻害抗体を用い、DP 細胞と基質との
結合能を評価した。その結果、レトロネクチンおよび I 型コラーゲンと β １インテグリンとの結合は機能阻害抗体で
ブロックされたが、ラミニン 511 との結合は抗 β １インテグリン機能阻害抗体では阻害されなかった（図 2C）。同様
に、siRNA を用い DP 細胞での β １インテグリンをノックダウンしても、ラミニン 511 との接合は阻害されなかった

（提示せず）。これらの結果から、DP 細胞とラミニン 511 との結合は β1 インテグリン以外の分子も関与している可能
性が推測された。その他の可能性として、ラミニン 511 と β1 インテグリンの結合が機能阻害抗体や siRNA を用いた
ノックダウンではブロックできないほど強固である可能性が予想された。
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図 2． ラミニン 511 上で培養した DP 細胞の β1 インテグリンと関連シグナル分子の発現
（A）ラミニン 511 上で幹細胞培地を用い培養した DP 細胞。活性型 β1 インテグリン、リ
ン酸化 FAK（p-Y397）、Vinculin が発現している。（B）FAK（p-Y397）と AKT（p-S472）
のリン酸化を認める。レーン１：コーティング無し、２：ラミニン 511、３：レトロネクチ
ン、４：I 型コラーゲン。（C）抗 β １インテグリン機能阻害抗体（Ha2/5）を用いた細胞
接着競合。レトロネクチンと I 型コラーゲン上では DP 細胞は β1 インテグリンを介し細
胞接着していることが解るが、ラミニン 511 上では機能阻害抗体では細胞接着は阻害され
ない。

３．In vivo における培養 DP 細胞による毛包誘導能の評価
　次に培養した DP 細胞が組織幹細胞としての機能を維持していることを確認する目的で、CellTracker（CM-Dil,
Molecular Probes）を用い赤色蛍光標識した 2×105 の DP 細胞を（図 3A）、2×106 の新生仔マウス表皮基底細胞と共
に免疫不全マウス皮下へ移植した。移植 2 週後に観察したところ、投与マウス皮下において多数の新生毛を認めた（図
3B）。移植部を病理組織学的に観察したところ、毛乳頭部に一致して赤色蛍光を認め、培養 DP 細胞が実際に in vivo
皮下で新規毛包を誘導可能であることを確認した（図 3C）。
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図 3． In vivo 皮下における培養 DP 細胞の発毛能
（A）CellTracker（CM-Dil, Molecular Probes）を用い赤色蛍光標識した培養 DP 細胞。ス
ケールバー：100μm、（B）新生仔マウス表皮基底細胞と赤色標識した DP 細胞を混合し免
疫不全マウス皮下へ移植 2 週後、多数発毛を認める。スケールバー：400μm。（C）移植し
た細胞の組織学所見。毛乳頭部に一致して赤色蛍光を認める。スケールバー：100μm。

４．遺伝子導入を用いない DP 細胞リプログラミングの試み
　組織幹細胞としての機能を維持可能な DP 細胞の培養条件を用い、遺伝子導入を用いないリプログラミングを試み
た。ラミニン 511 コーティング上で FGF-2 に加え、歯根膜細胞において Oct3/4 発現を増強することが知られている
BMP4 ２）、ルテオリン３）を含む幹細胞培地（MEF-CM）で DP 細胞を培養し、各種幹細胞マーカーの RNA 発現量を解
析した（Human Pluripotent Stem Cell Assessment Primer Pair Panel Kit, R&D）。その結果、MEF-CM では DMEM
を用いた通常の培養条件（DMEM）に比較し、Nanog や Oct3/4 発現の増加を認めた。形態学的には明らかな幹細胞
様のコロニーは生じなかった。
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図 4． DP 細胞における幹細胞マーカーの発現
ラミニン 511 コーティング上で FGF-2、BMP4、ルテオリンを含む幹細胞培地で DP 細胞を
培養すると（MEF-CM）、DMEM を用いた通常の培養条件（DMEM）に比較し、Nanog
や Oct3/4 の発現が増加している。

考　察

　皮膚の毛包の毛球部に存在する DP 細胞は、山中 4 因子のなかで Oct3/4 のみ発現を欠く特殊な組織幹細胞である。
従って、Oct3／4 のみ発現誘導させることでリプログラミング可能であり１）、近年、研究が進められている遺伝子導入
を用いない初期化の試みに有用と考えられる。しかし DP 細胞を一旦培養系で維持すると、組織幹細胞としての特性を
急速に失ってしまうため、遺伝子導入を用いない初期化へ応用するためには、組織幹細胞としての特性を維持可能な培
養手法の確立が必須である。本研究では、最初に生体内で DP 細胞が置かれる環境に着目し、ラミニン 511 上で幹細胞
培地を用い培地することで、組織幹細胞としての特性を維持可能であることを明らかにした。次に、特定の細胞で
Oct3/4 等の幹細胞マーカー発現を増加することが知られている BMP4 やルテオリンを添加すると、5 回継代した DP
細胞の Oct3/4、Nanog 発現量が増加することを確認した。今回の検討では、iPS 細胞に類似したコロニーの出現には
至らなかったが、今後、培養条件を更に最適化し、遺伝子導入を伴わない DP 細胞のリプログラミングを目指していき
たい。
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