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緒緒  言言  

 
1980 年代、ヒト表皮幹細胞の体外培養と自家移植による熱傷治療が世界で初めて成功して以来、皮膚に関する再生

医療は大きく発展してきた。2017 年には、遺伝性難病である表皮水疱症患者に対し、遺伝子導入幹細胞を含む表皮シ

ートを移植することで、全身の約8割以上の皮膚再生に成功したことが報告された［1］。しかし、臨床的な有用性が示

されているのは、組織の最も表層にある「表皮」の再建にとどまり、結合組織も含めた複雑な皮膚の構造を完全に再生

することは技術的に困難である。現在、真皮に及ぶ皮膚欠損に対しては、培養真皮を移植後に表皮を移植する方法や、

真皮と表皮を結合させた培養皮膚の移植等が試みられているが、安定した成果が得られていない。 
ヒト皮膚において、表皮と真皮の境目は平坦ではなく、上皮脚と呼ばれる表皮が真皮に入り込んだ凹凸構造をとるこ

とが知られている。組織学的・病理学的観察により、上皮脚は、①表皮幹細胞の局在と関係すること、②皮膚の加齢や

病変により形状が変化すること、が示唆されている。しかし、マウス皮膚には上皮脚が存在しないこと、表皮幹細胞マ

ーカーが長年未同定であったことから、幹細胞制御や皮膚の機能に対する上皮脚構造の役割を実証するのは困難であっ

た。 
筆者はこれまでに、新たに同定した分子マーカー（Dlx1、Slc1a3）と、分裂頻度の違いによって細胞を可視化する

H2B-GFP tet-offシステムを用い、マウス表皮では、分裂頻度の低い細胞と高い細胞が2種類の独立した幹細胞として

働くことを見出した［2］。さらに、マウスで唯一上皮脚を持つ組織である口腔粘膜上皮に着目し、in vivoにおいて組織

構造、幹細胞局在・挙動を解析したところ、分裂頻度の異なる2種類の上皮幹細胞が、組織の凹凸構造と対応し、規則

的かつ領域化した局在パターンを示すことを発見した（未発表）。近年、F Wattらの研究グループにより、シリコーン

の一種であるPDMS 上にヒト表皮幹細胞を播種すると、凹凸構造に対応し幹細胞のパターニングが起こることが報告

され、幹細胞制御における力学的環境の重要性が示唆されている［3］。しかし、PDMS はヒト皮膚や口腔において移

植目的での利用は難しく、不均一な上皮幹細胞を制御する環境因子についての基盤情報も不足しているため、立体構造

を保持した上皮組織の構築には至っていない。 
細胞外マトリクスは、臓器や組織の構築に不可欠な非細胞成分である。Fibulin-5（遺伝子名：Fbln5）は、弾性繊維

の形成に不可欠な fibulin ファミリーの細胞外マトリクスタンパク質である［4］。弾性繊維形成の機能に加え、インテ

グリン結合を介した細胞接着、増殖や移動の制御や活性酸素の産生の抑制等に働く［5］。Fibulin-5 欠損マウスは、全

身の弾性線維形成不全により皮膚に弛みが生じ、老化様の表現型を示すが、fibulin-5を介した微小環境の制御が、表皮

幹細胞の不均一性に及ぼす影響は分かっていない。 
本研究では、組織の凹凸構造と上皮幹細胞局在を三次元的に捉え、表皮幹細胞のパターニングや増殖・分化に最適な

環境因子を同定することで、より生体に近い臓器再生に向けた基盤をつくる（図右）。研究計画 1 では、柳沢裕美（筑

波大学）との共同研究により、2種類の表皮幹細胞の不均一性を制御する環境因子として fibulin-5に着目し、ノックア

ウトマウスの表現型解析を行った。研究計画2では、泉健次（新潟大学）との共同研究により、凹凸構造を保持した足

場であるアロダームおよびマイクロパターンゲル培養を用い、in vitro で上皮組織を構築する条件の検討と、表皮幹細

胞不均一誘導の評価を行った。 
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方方  法法  

 
11．．FFiibbuulliinn--55欠欠損損ママウウススのの表表現現型型解解析析  
全ての動物実験は、熊本大学の動物実験委員会のガイドラインに従って実施した。実験には、以前に樹立したFbln5

欠損マウス［6］を使用した。増殖性の違いを調べるため、0.8 mg/mlの濃度のBrdU（5-Bromo-2’-deoxyuridine、Sigma-
Aldrich、B5002）を飲料水で2 日間投与した。Fbln5欠損マウスとコントロールであるFbln5野生型マウスから、生

後 2、6 ヶ月齢で尾部および背部皮膚、口腔組織を採取後、OCT コンパウンドに包埋し、急速凍結した。10μm の厚

みで皮膚切片を作製し、4％ PFAで固定後、免疫染色を行った。ホールマウント染色は、尾部皮膚または口腔組織から

EDTA 処理によって上皮シートを採取したものを用いた。上皮シートを、4％ PFA で固定後、免疫染色を行った。     
一次抗体は以下の希釈率で用いた：ウサギ抗K14（1：1,000、BioLegend、905304）、ラット抗BrdU（1：300、Abcam、

ab6326）、マウス抗K10（1：500、Abcam、ab9026）、モルモット抗K31（1：100、PROGEN Biotechnik、GP-hHa1）。
抗BrdU抗体で染色するために、組織切片はブロッキング後、1N HClで37℃、1時間インキュベートし、洗浄後、染

色を行った。全ての二次抗体（Alexa 488またはAlexa 546、Invitrogen）は1：300希釈で使用した。マウス一次抗体

はMOMキット（Vector Laboratories）でブロッキングした。全てのサンプルはHoechst（Sigma、B2261）で核染色

し、蛍光褪色防止剤入りの封入剤で封入した。染色後のスライドは、共焦点蛍光顕微鏡（Zeiss、Axio Imager.Z2、NIKON 
A1 HD25）を用いて観察・画像化した。画像の明るさとコントラストは、Adobe Photoshopを使用して、異なるマウ

スグループ間で等しい強度に調整した。 
22．．皮皮膚膚・・口口腔腔ケケララチチノノササイイトトをを用用いいたた三三次次元元培培養養  
マウスからの皮膚ケラチノサイトの単離は、既報の方法に従った［7］。新生児皮膚から酵素（Accutase）を用い、表

皮を真皮から剥離した。インキュベート後、細胞を単離し、洗浄・フィルター後、培地に懸濁し、フィーダー細胞の上

に播種した。成体マウスからの口腔ケラチノサイトの単離・培養方法については、確立された方法がなかったため、自

らプロトコルを確立し、論文発表した［8］。マウス口蓋組織を採取し、0.04％ Trypsin（Gibco R001100）で室温16時

間インキュベートした。トリプシン阻害剤（DTI、Gibco、R007160）で反応を止め、細胞を組織から掻き出し、フィ

ルター・遠心後、Epilife（Gibco、MEPI 500CA）に懸濁した。コラーゲンコートした 24 穴プレートに播種し、カル

シウムを除いたウシ胎児血清を20％含むEpilife培地中で培養を行った。 
ヒト皮膚のケラチノサイトは、株式会社ケー・エー・シーより購入したものを使用した。ヒト組織由来製品の倫理・

安全性委員会に、ヒト組織由来研究用試薬提供についての同意書を提出し、承認を受けた。三次元培養の足場として、

アロダーム（無細胞ヒト真皮）または共同研究者の泉健次（新潟大学）らが開発したマイクロパターンゲル（魚うろこ

由来コラーゲンゲルにマイクロパターンを転写した足場）［9］を使用した。EpiLife培地中で培養後、気相液相培養を

行い、ケラチノサイトの分化と重層化を誘導した。三次元培養皮膚の免疫染色は、1と同様の方法で行った。ケラチノ

サイトの免疫染色は、細胞をカバーガラスの上に播種し、4％ PFAで固定後、1と同様の方法で行った。幹細胞マーカ

ーとしてp63抗体（1：500、Abcam、ab124762）、K14抗体（1：1,000、BioLegend、905304）、a6インテグリン抗

体（1：100、BD Biosciences、553745）、口腔分化マーカーとしてK13抗体（1：100、Abcam、ab92551）、線維芽細

胞のマーカーPDGFRα抗体（1：100、R&D Systems、AF1062）を使用し、ケラチノサイトの性質を評価した。ケラ

チノサイトの分化は、培地中のカルシウム濃度を、0.06 mMから1.2 mMに上げることで誘導した。 
 

結結  果果  

 
11．．研研究究計計画画１１．．組組織織のの凹凹凸凸構構造造やや幹幹細細胞胞亜亜集集団団のの制制御御因因子子FFiibbuulliinn--55のの機機能能解解析析 
上皮幹細胞を制御する環境因子として、柳沢裕美（筑波大学）との共同研究により細胞外マトリクス fibulin-5 に着

目し、欠損マウスの表現型解析を行った。Fbln5 欠損マウスでは、以前の報告［4］と一致して、皮膚に老化様の弛緩

が認められたが、脱毛や白髪は観察されなかった。2、6ヶ月齢のマウスにおいて、BrdU染色により増殖の変化を調べ

たところ、Fbln5野生型と欠損マウスの皮膚および口腔で、顕著な差は見られなかった。一方、分化マーカーであるK10、
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K31を染色したところ、Fbln5欠損マウスではK31陽性の領域が狭くなり、K10陽性の領域が広がる傾向が見られた。

K31 陽性の分化細胞は高分裂の表皮幹細胞に、K10 陽性の分化細胞は低分裂の表皮幹細胞に由来することから［2］、
Fbln5欠損マウスは、分裂頻度の異なる2種類の幹細胞集団のバランスが乱れている可能性が示唆された。 
口腔組織においても、2、6 ヶ月齢のマウスにおいて同様な表現型解析を行ったが、Fbln5 野生型と欠損マウスで明

らかな差は認められなかった。皮膚と口腔では、上皮組織の下に位置する組織の硬さや細胞種に違いがあり、組織特異

的な機能を果たす可能性が考えられる。 
22．．研研究究計計画画２２．．アアロロダダーームムととママイイククロロパパタターーンンゲゲルルをを用用いいたた iinn  vviittrroo上上皮皮脚脚モモデデルルのの確確立立    
泉健次（新潟大学）との共同研究により、凹凸構造を模倣したマイクロパターンゲルとアロダームを用い、上皮幹細

胞のパターニングを誘導する最適な力学的環境（凹凸構造の間隔、大きさ、深さ、傾斜、ゲルの硬さ等）と培養条件に

ついて検証を行った。ゲル上に、マウス皮膚、マウス口腔から単離したケラチノサイト、またはヒト皮膚ケラチノサイ

トを播種し、高カルシウムおよび気相液相界面培養により分化・重層化を誘導した。 
ヒト皮膚ケラチノサイトを用いた培養では、アロダームの足場上で、重層化が誘導でき、培養日数や、培地成分が適

切であることが確認できた。一方、マイクロパターンゲルを用いた培養では、ゲルに細胞が生着しない、培養途中でゲ

ルから上皮シートが剥離してしまう、凍結切片が上手く作製できないなどの複数の課題が見つかり、現在までに培養条

件の確立に至っていない。また、マウス皮膚ケラチノサイトは、マイクロパターンゲルへの生着が特に悪く、培養条件

を変えても改善が見られなかった。マウス皮膚ケラチノサイトに比べ、増殖が早く、幹細胞性が高いとされるマウス口

腔ケラチノサイトを代わりに使用しようと考えたが、マウス口腔ケラチノサイトは細胞の単離・培養法が確立されてい

なかったため、培養プロトコルの検討を行った。その結果、Epilife にケレックス処理をしたウシ胎児血清を 20％加え

ることで、大幅に細胞の増殖・生存を改善することができ、マウス口腔ケラチノサイトの単離・培養に成功した。この

方法はビデオプロトコルとして論文発表した［8］。成体マウスの口蓋組織（図1a）から単離したケラチノサイトは、ケ

ラチノサイトに特徴的な多角形の形態を示し、単離後 1～2 週間程度でクラスターを作って増殖する様子が認められた

（図1b）。さらに、口腔ケラチノサイトの免疫染色を行ったところ、p63陽性、K14陽性、a6インテグリン陽性、K13
陰性、PDGFRα陰性であることから、未分化状態を維持していることが確認された（図 1c）。確立されたマウス口腔

ケラチノサイトを用い、マイクロパターンゲル培養を行ったところ、マウス皮膚ケラチノサイトと比べ、顕著な細胞接

着の改善が見られた。一方、高カルシウム濃度および気相液相培養により、ケラチノサイトの分化・重層化を誘導した

が、分化マーカーの発現上昇は見られるものの、ヒト皮膚ケラチノサイトで誘導されるような重層化は見られず、細胞

は1層のままゲル上にとどまっていた。 
以上のことから、マイクロパターンを用いた三次元培養系の確立には、さらなる培養条件の検討が必要と結論づけた。 
 

図1．単離したマウス口腔ケラチノサイトの性質の解析 
a） 成体マウス口蓋組織の実体顕微鏡写真。 
b） 成体マウス口蓋組織からケラチノサイトを単離し、培養5日、2週間培養した細胞の形態。 

スケールバー：400μm。 
c） マウス口腔ケラチノサイトを培養後、免疫染色により基底細胞マーカー（K14、a6インテグリン）の

発現を確認したもの。核染色にはHoechstを用いた。スケールバー：100μm。 
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考考  察察  

 
筆者はこれまでに、マウス表皮では分裂頻度の低い細胞だけでなく、活発に分裂する細胞も幹細胞として働くことを

見出し、さらにこれらの表皮幹細胞が皮膚組織の中で高度に領域化しているという現象を発見した［2］。本研究は、マ

ウスにおける知見をもとに、立体組織としての皮膚再生に向け、不均一な表皮幹細胞集団とそれを支える環境因子の理

解を目指して実施した（図2）。本研究では、細胞外マトリクス fibulin-5の欠損により2種類の表皮幹細胞のバランス

が崩れる可能性を見出し、新たな環境因子としての役割を示した。今後は、fibulin-5がどのようにして、表皮幹細胞の

制御に働くのか分子機構の解明をさらに進めていきたい。皮膚・口腔ケラチノサイトを用いた三次元培養では、実験条

件のさらなる検討が必要ではあるものの、凹凸構造が表皮幹細胞に及ぼす影響を直接検証する上で重要な新たな培養モ

デルの構築が期待される。組織幹細胞を制御する機構として、力学的環境や細胞外マトリクスの重要性が示唆されてい

るが、それらを in vitro、in vivoで解析する実験系が不足しており、本研究で得られた成果は幹細胞制御の基礎的理解

へつながる重要な一歩であると考えられる。 

 
図2．本研究の全体構想 

皮膚、口腔の上皮組織において分裂頻度の異なる上皮幹細胞は凹凸構造と相関して局

在する。このような上皮幹細胞の分裂不均一性を再現した in vitro モデルを開発する

ことで、将来的に再生医療や創薬プラットフォームとしての利用が期待される。 
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