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研究成果の概要（和文）：本研究では、実際に表皮再生医療で用いられているヒト表皮角化幹細胞培養系を用い
て、表皮角化幹細胞が分裂を繰り返しながら、多層化した培養表皮シートを形成する過程を、タイムラプスイメ
ージングの手法を用いて詳細に観察し、その細胞動態を抽出、数理モデル化とシミュレーションによって、どの
ような細胞動態が角化幹細胞コロニーの成長や培養表皮シートの形成に必須であるかを検証した。その結果、角
化細胞の運動性が表皮再生原理をの主要な要因の一つであることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed time-lapse imaging of the growth of human 
keratinocyte colonies from its stem cells. This observation strongly suggested that symmetrical cell
 division and cell motility drive the keratinocyte colony growth. Therefore, we modeled the 
keratinocyte behavior and simulated the growth of keratinocyte colonies with a variety of kinetic 
parameters. The numerical calculations confirmed that cell motility is required for symmmetrical 
cell division and the subsequent keratinocyte colony growth. This study revealed that cell motility 
is one of essential elements for keratinocyte colony growth and epidermal regeneration. 

研究分野： 幹細胞生物学

キーワード： 表皮角化幹細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、表皮組織が再生される際の細胞動態の基本原理が明らかとなった。これは、培養表皮シートに
よる表皮再生医療の更なる技術開発や創傷治癒の促進による慢性皮膚潰瘍の治療につながる成果である。また、
本研究成果は組織再生の細胞動態の基本原理として、他の上皮組織の再生や他の細胞シート形成にも適応可能で
ある。したがって、本研究成果は、培養表皮シートによる再生医療や糖尿病患者での創傷治癒の促進だけでな
く、iPS細胞から誘導される角膜などの各種の細胞シートの作製や、他の多くの臓器疾患治療に応用できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

患者自身の表皮角化幹細胞を用いた培養表皮シートの作製と移植は、30 年以上の歴史を持ち、

すでに多く患者の命を救ってきた再生医療の先駆けとして知られているが (Green, Bioeassys 

2008)、その陰で、培養表皮シート移植を必要とする患者の約半数がシートの完成を待たずに死

亡し、さらに、移植後の成功率は５～６割という事実がある。また糖尿病に併発する難治性皮膚

潰瘍や高齢者の褥瘡（床ずれ）は未だに解決していない。これは、表皮角化幹細胞や分化にコミ

ットした前駆細胞、さらには分化細胞のどのような振る舞いが、組織損傷後の表皮再生や培養表

皮シートの形成に必須であるかという角化細胞動態の基本的な理解が不十分であることが一因

である。 

これまで、マウスを用いた実験において、表皮角化細胞に EGFP などの蛍光タンパク質を発現

させ、それを長期間ライブイメージングすることで、表皮組織内での細胞集団の動態が明らかに

されたが (Clayton et al., Nature 2007; Mascre et al., Nature 2012)、その際に角化幹細

胞や角化前駆細胞が、どのように振る舞い、多層化や創傷治癒に関与するかは全く明らかにされ

ていない。また、最近、二光子顕微鏡を用いて生体マウスにおける表皮細胞の恒常性を明らかに

した研究が発表されたが (Rompolas et al., Science 2016)、この研究においても、時間分解

能の低さから、上下の細胞移動と細胞分裂周期の測定が中心であり、恒常性維持や創傷治癒の際

の詳細な角化細胞動態は未だに不明である。 

最近、申請者らは、ヒト表皮角化幹細胞が 2個の細胞から構成される 2細胞コロニーを形成し

た際に、特徴的な回転運動を示すことを見出した (下図：Nanba et al., J. Cell Biol., 2015)。

この運動は前駆細胞や分化細胞では見られない。また、申請者らは、以前に幹細胞と前駆細胞に

おいて、角化細胞の増殖や運動に関与する EGFR シグナルの作用が異なることを見出している 

(Nanba et al., EMBO Mol. Med. 2013)。つまり、角化幹細胞や前駆細胞、分化細胞それぞれに

特異的な細胞分裂様式や細胞運動様式などの細胞動態の形式が存在し、それらが協調的に作用

することで、自発的な培養表皮シ

ートの形成や創傷治癒での表皮再

生が可能になると考えられる。し

たがって表皮の再生現象における

角化細胞の細胞動態を定量的に解

析することで、表皮再生における

細胞動態の基本原理を明らかにす

ることが出来る。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、①培養表皮シートの形成過程や正常及び糖尿病罹患ヒト皮膚片からの角化細胞遊

走において、細胞動態（分裂周期、分裂角度、分裂後細胞運命、移動速度）の定量解析を行う。

②さらに、これらの過程を全て数理モデル化し、表皮再生現象の in silico 再構成を行う。③最

後に、角化細胞においてその増殖能や運動能に大きく関与する EGFR シグナル伝達経路を人為的

に操作することで、表皮再生現象のメカニズムを、分子のレベルから細胞・組織レベルまで階層

的に理解する。 

 

３．研究の方法 

 

（１）培養表皮シート形成におけるヒト表皮角化細胞のライブイメージング 

 フィーダー細胞を用いたヒト表皮角化幹細胞培養系では、角化幹細胞が自発的に多層化した

コロニーを形成する。我々はすでに角化幹細胞コロニーの成長過程を 5分間隔で 60 時間以上連



続観察を行い、個々の細胞を追跡することで、その細胞系譜を解析することに成功している（右

図）。この方法を用いて、シート形成時における細胞分裂周期や細胞移動速度や方向などを解析

する。 

 

（２）正常および糖尿病罹患ヒト皮膚組織片からの角化細胞遊走のライブイメージング 

 皮膚片からの角化細胞の遊走現象は、創傷治癒における再上皮化のモデルとして研究されて

いる（右図：Mazzalupo et al., J. Invest. Dermatol., 2002 より転載）。我々も同様の手法を

確立しており、正常および糖尿病ヒト皮膚組織片を用いて、この過程における細胞動態を位相差

顕微鏡によるライブイメージングで明らかにする。 

 

（３）細胞動態の数理モデル化と数値計算による表皮再生に必須な細胞動態の基本原理の抽出 

 平成 29 年度に得られた細胞分裂や細胞運動などの細胞動態パラメーターの数理モデル化を行

う。具体的には細胞分裂周期や分裂方向、さらには移動速度から類推される回転運動の大きさと

方向などである。これらを全て導入したプログラムを作製し、計算機内で表皮再生現象を再構成

する。完成したプログラムを用い、様々な細胞動態パラメーターを変化させ、数値計算によって

最も効率よく表皮再生（培養表皮シート形成や皮膚片からの角化細胞遊走）が起こるパラメータ

ー条件を見出し、表皮再生に必須な細胞動態の基本原理を抽出する。 

 

４．研究成果 

 

（１）培養表皮シート形成におけるヒト表皮角化細胞のライブイメージング 

ヒト表皮角化幹細胞培養系をもちいて、角化細胞コロニーが成長していく過程をタイムラプス

イメージングによって観察（下図 a）し、成長過程での細胞系譜解析を行い、幹細胞コロニーで

は、以下のように角化細胞が対象分裂を繰り返すことを明らかにした（下図 b）。 

 

（２）正常および糖尿病罹患ヒト皮膚組織片からの角化細胞遊走のライブイメージング 
糖尿病患者由来の皮膚片を explant 法で培養し、皮膚片から角化細胞が遊走してくる過程をタ
イムラプスイメージングによって観察した。健常者は入手することは出来なかったが、糖尿病患
者でも、皮膚片からの角化細胞の遊走が観察され、またその遊走は、角化細胞コロニーの成長と
非常に類似していた（下図 c）。以上のことから、角化細胞コロニーの成長を詳細に解析するこ
とで、表皮再生原理が解明できることが強く示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



（３）細胞動態の数理モデル化と数値計算による表皮再生に必須な細胞動態の基本原理の抽出

表皮角化細胞コロニーの成長過程の詳細な観察から、我々は細胞動態を数理モデル化し、数値計

算を行ったところ、表皮角化細胞の運動性が角化細胞コロニーの持続的な成長に必須であるこ

とが明らかとなった。角化細胞の運動性を 3段階に分け、シミュレーションを行ったところ、ま

ず二次元的なコロニーの成長には運動性が必須であることが明らかとなった（下図 d）。運動性

が低い角化細胞からなるコロニーでは、コロニーが平面的でなく立体的に成長することも予測

された（下図 e）。以上のシミュレーション結果と同様のコロニー形態が、培養系で観察される

ことから、本数値計算実験によって得られた結果は、実際のヒト表皮角化幹細胞培養系でも起こ

っていると考えられ、表皮組織の再生には角化細胞の運動性が重要なパラメーターとして機能

していることが強く示唆された。 
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