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研究成果の概要（和文）：再生医療にも用いられる培養上皮中に、生体と同様の、ゆっくり増殖する未分化細胞
が存在するか検討した。コンフルエント直前の初代培養角膜輪部上皮細胞にEdUを3日間連続投与後、コンフルエ
ントのまま6ヶ月間培養し、ゆっくり増殖する細胞をLabel retaining cells (LRCs)として検出した。EdU陽性率
は標識直後の58.8%から追跡後は8.8%まで有意に減少したが、未分化細胞マーカーK15陽性細胞塊では34.8%、K15
陰性細胞では6.0%で、K15陽性細胞で高い傾向にあるものの有意差は認められなかった(p=0.09)。結果は研究協
力者の論文で発表した。

研究成果の概要（英文）：To confirm whether the cultured epithelial sheets contain slow cycling cells
 as like in vivo tissue, the researcher labeled proliferating cells in limbal epithelial cells 
around confluence by serial 3 day feeding of EdU, and cultured confluent sheets for additional 6 
months. Although EdU rate was significantly decreased from 58.8% to 8.8%, EdU rate in 
undifferentiated epithelial cells (K15+ cell clusters) was 34.8%, was not significantly different 
from the rete 6.0% in K15 negative differentiated cells (p=0.09), due to its high variance. We 
published our data including this study in Scientific Reports on 2017, 10.1038/srep43557.
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１．研究開始当初の背景 
 
 生体の角膜輪部上皮等の重層上皮におい
ては、ゆっくり増殖する幹細胞、一過性に激
しく増殖する TA 細胞、最終分化細胞からな
る増殖秩序が存在する。一方、体外でもこれ
ら重層上皮の未分化細胞を増殖させること
ができ、培養上皮シートとして臨床応用され
ている。研究開発当初、研究代表者の所属す
るグループは培養上皮を継代無しのコンフ
ルエントのシートのままで長期間（1 年間）
維持できる型を確立した。ここから、この培
養上皮シート中にも生体と同様の増殖秩序
が存在するのではないかと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、コンフルエント状態の培養上
皮シートにおける増殖秩序の解析を目的と
し、既存の核酸標識・長期追跡を組み合わせ
ることで、ゆっくり増殖する細胞を Label 
retaining cells(LRC)として検出した。併せ
て、激しく増殖する細胞を通常の核酸パルス
標識で検出した。 
 
３．研究の方法 
 
 ヒト角膜輪部上皮細胞の初代培養は、我々
の 研 究 室 で 確 立 し た 方 法 で 行 っ た
（Miyashita H et al., 2013, Stem Cells 
Transl. Med.）。具体的には、6 well plate
の底にヒト間葉系幹細胞を播種、コンフルエ
ントでMMC処理してフィーダー細胞とした後、
ウェル上に競るカルチャーインサートを用
意し、米国アイバンクドナー角膜の輪部から
dispase 処理で回収した上皮細胞を播種した。
培地には DMEM/F12, FBS (4%), insulin, T3, 
hydrocortisone, isoproterenol, 抗生剤、
KGF, Y-27632 を用い、コンフルエント後は毎
日培地交換を行った。 
 
 LRC 検出実験では、セミコンフルエント状
態の初代培養角膜輪部上皮細胞に対し、1 uM
の核酸アナログ EdUで 3日間連続標識した後、
EdU を含まない培地で 6 ヶ月間培養した。こ
の処理により、セミコンフルエントで増殖す
る多くの細胞が DNA 内に EdU を取り込むが、
6 ヶ月間培養する間に増殖する細胞では EdU
が希釈され、またターンオーバーで脱落する
細胞は培養上皮シートからそのまま脱落す
るため、ほとんど増殖せずかつ上皮シートか
ら脱落しない細胞のみが EdU を維持する LRC
として検出できる。 
 
 併せて、コンフルエントで長期培養中の上
皮シートに対して 24 時間のみ EdU（10uM）で
標識を行い、この間に増殖した細胞を検出し
た。 
 
 EdU の検出は、固定後に市販キットを用い

て whole mount staining で行った。またこ
のとき、未分化上皮細胞マーカーである
KRT15 も併せて蛍光免疫染色で検出した。 
 
４．研究成果 
 
 LRC検出において、EdUの陽性率は58.8% ± 
9.6% (平均± 標準偏差)から8.8%±3.1%まで
有意に低下した(n=4, p<0.01)。LRC はまとま
って分布する傾向にあり、既報と同様に培養
上皮シートにもゆっくり増殖する細胞があ
る事が示唆された。 
 
 次に未分化上皮特異的ケラチンK15との二
重染色を行ったところ、培養 6ヶ月で上皮シ
ートは K15陰性細胞と K15陽性細胞塊に分か
れるが、K15 の分布と LRC は必ずしも一致し
なかった。K15 陰性細胞の LRC 率が 6.0% ± 
3.9%に対して K15 強陽性細胞の LRC 率は
34.8% ± 20.6 %で、多い傾向にあるものの
ばらつきが大きく、有意差はなかった(n=4, 
p=0.09)。むしろ LRC は K15 陽性細胞塊を含
む広い範囲に広がっており、基底層から表層
細胞にまで連続するLRCの流れも観察された。
なお、平行して Flow cytometry による解析
も試みたが、K15 の FCM 解析が難航し、結果
を得ることはできなかった。 

図 1：培養上皮シートにおける LRC。連続標
識直後および 6ヶ月追跡後の K15陽性細胞と
EdU 陽性細胞。この実験において、6 ヶ月追
跡後のEdU陽性細胞は、ほとんど増殖せずEdU
標識を失わなかった細胞を示す。矢印は K15
陰性の LRC。この写真では K15 陽性細胞塊に
LRC が集中しているように見えるものの、実
際には角膜輪部組織ロットや上皮シートの
部分によってもばらつきが大きく、n=4 での
有意差は認められなかった。 
 
 平行して、上皮シート内で激しく増殖する
細胞を EdU の pulse labeling (10uM, 24hr)
で検出したところ、培養 1ヶ月で K15 陽性細
胞塊の EdU 陽性率が 2.1% ± 2.8%に対して
K15 陰性細胞で 1.8% ± 2.2% (n=4)、培養３
ヶ月で K15 陽性細胞塊の EdU 陽性率が 1.5% 
± 1.0%に対して K15 陰性細胞で 1.9% ± 
2.0% (n=4)であり、ばらつきが大きく有意差
は認められなかった（p=0.44, p=0.49）。 



 

 
図 2：培養 1 ヶ月目および培養 3 ヶ月目の培
養上皮シートにおける増殖細胞。この実験に
おける EdU 陽性細胞は、標識 24 時間の間に
増殖して EdU を取り込んだ細胞を示す。矢印
は K15, EdU 二重陽性細胞。この写真では培
養 1 ヶ月と培養 3 ヶ月で増殖する細胞が K15
陽性細胞からK15陰性細胞に置き換わってい
る様に見えるが、実際には K15 陽性率も減少
するため、K15 陽性細胞自体の EdU 陽性率（増
殖細胞率）は K15 陰性細胞の EdU 陽性率と有
意差が認められなかった。 
 
 
 なお、想定外の結果として、LRC 解析用の
上皮シートをメラノサイトマーカーである
MELANA および PMEL でも染色したところ、上
皮シート内のメラノサイトの一部もEdU陽性
の LRC であった。 

 
図３：培養上皮シート内のメラノサイトと増
殖。メラノサイトマーカーPMEL 陽性細胞の一
部は連続 EdU 標識で EdU を取り込み、6 ヶ月
追跡後も標識を維持する。矢印は PMEL, EdU
二重陽性細胞。 
 
 これらの結果の一部を研究協力者の宮下
英之や榛村重人のデータとともに論文にま
とめ、2017 年 2 月の Scientific reports 誌
で発表した。 
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