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研究成果の概要（和文）：皮膚の上皮組織は高度に区画化されており、毛包間表皮、毛包、皮脂腺を生み出す幹
細胞が、異なる領域で固有の機能を果たしている。さらに我々は、均一だと考えられてきた表皮基底層の中に、
分裂頻度の異なる２種類の独立した幹細胞集団が、規則的なパターンを持って、領域特異的に局在することを明
らかにしてきた。しかし、なぜ異なる幹細胞集団が上皮組織の中で領域化しているのか、その意義や形成過程、
制御機構は不明であった。本研究では、表皮幹細胞の領域化のin vitro再構築およびin vivoにおける制御因子
の同定に取り組み、表皮幹細胞制御における細胞外環境の重要性を提唱した。

研究成果の概要（英文）：The epithelial tissue of the skin is highly compartmentalized, and is 
performing specific functions at different tissue regions. We have shown that two distinct stem cell
 populations with different cell division frequencies localize in a regular pattern and in a 
region-specific manner within the epidermal basal layer; however, the significance, formation 
processes and regulatory mechanisms of epidermal stem cell compartment remain unclear. In this 
study, we aimed the in vitro reconstruction of epidermal stem cell patterning in vitro and the 
identification of regulatory factors in vivo, and proposed the importance of the extracellular 
environment in epidermal stem cell regulation.

研究分野：皮膚再生老化学
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的環境

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに幹細胞不均一性をin vitroで再構築することは技術的に困難であったが、今回凹凸を保持した足場を
用いた新しい三次元培養系の確立に成功した。さらに、表皮幹細胞の領域化が加齢と共に乱れることを見出し、
その制御因子としてfibulin-7を介した幹細胞の微小環境制御の重要性を提唱した。本研究で得られた知見は、
将来的に、表皮幹細胞の不均一性や領域化が破綻する皮膚の老化や炎症性皮膚疾患の理解と克服につながる可能
性があり、基礎・応用の両面において意義が大きい。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 
１―１．皮膚組織に存在する上皮幹細胞コンパートメント 
皮膚の最も表面に位置する表皮は、外界から身体を守るバリアとして働くほか、水分量の調節

や損傷治癒など、生命維持に必須の役割を果たす。皮膚の上皮組織は、毛包間表皮と表皮の付属

器（毛包、皮脂腺等）に大きく分けられ、それぞれが固有の幹細胞集団によって維持されている。

毛包間表皮、毛包、皮脂腺の幹細胞は、恒常状態では独立して働くが、損傷に応答して、分化運

命を転換し、異なる細胞系譜へと寄与する能力を保持する。我々や他のグループの先行研究によ

り、皮膚の異なる幹細胞集団は、上皮組織の中で各々の区画（コンパートメント）を作り、高度

に領域化して局在することが示されてきた。細胞系譜解析や数理モデル、トランスクリプトーム

解析などにより、皮膚に存在する異なる幹細胞集団の挙動や性質の理解は進んでいるが、①幹細

胞の領域化がどのように形成・維持され、②どのような重要性を持つのかは不明であった。 
 
１―２．分裂頻度の異なる表皮幹細胞の領域化 
古典的なモデルにおいて、組織幹細胞は、分裂頻度を低く抑えることで、DNA 損傷・テロメ
ア短縮等の影響を最小限にし、老化やがん化を防ぐと考えられてきた。一方、活発に分裂する細

胞は、幹細胞能力を持たない前駆細胞であるとされていた。代表者・佐田は近年、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、マウス毛包間表皮では、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報告した（Nat Cell Biol 2016）。これら２種類の表皮幹細胞は、組織の中で
規則的、かつ領域化した局在パターンを示した。さらに分裂頻度の異なる幹細胞の領域化は、マ

ウス皮膚だけでなく、ヒト皮膚や口腔、眼の角結膜、膣など、外胚葉由来の上皮組織において共

通に見られ、普遍的なシステムである可能性を見出している。しかし、上皮幹細胞コンパートメ

ントを制御する因子や、上皮幹細胞が領域化していることの機能的役割は不明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、皮膚などの上皮組織に存在する不均一な幹細胞集団の領域化に着目し、制御メカニ

ズムを組織―細胞―分子レベルで解明することを目的として以下２つの柱で実施した。 
① In vitroにおいて、領域化された幹細胞局在や挙動のパターンを再構築するため、組織の凹

凸構造＝力学的環境を模倣したマイクロパターンゲル培養を確立する。 
② 表皮幹細胞の領域化を規定する遺伝子候補を欠損または過剰発現させ、領域化の乱れが幹

細胞や組織の機能不全を引き起こすかを調べることで、幹細胞が領域化していることの機

能的重要性を理解する。 
 
３．研究の方法 
３―１．In vitro幹細胞領域化モデルの確立 
分担者・泉との連携により、上皮脚の凹凸構造を模倣したマイクロパターンをコラーゲンゲル

に転写した足場を作成する。本培養系はヒト口腔ケラチノサイトにおいて三次元培養が可能で

あることが確認されており、本研究ではマウスおよび皮膚ケラチノサイトにおける最適条件（凹

凸構造の間隔、大きさ、深さ、ゲルの硬さ等）を検討した。さらに、老化した上皮脚を再現する

ため、平坦化した凹凸構造をデザインし、同様の実験を行った。 
 
３―２．幹細胞領域化に働く遺伝子群の同定と機能解析 
若年、加齢マウス表皮から単離した分裂頻度の異なる表皮幹細胞を用いた RNAシークエンス

解析により、網羅的な遺伝子発現プロファイリングを行った。幹細胞領域化に働く遺伝子候補を

RNA-seq解析より選定し、分担者・柳沢との連携のもと、細胞外マトリクス Fibulin-7について、
ノックアウトマウスを用いた表現型解析、細胞系譜解析、遺伝子発現プロファイリングを実施し

た。さらに、Fibulin-7の免疫沈降を行い、Fibulin-7が結合すると想定される目的バンドを切り出

し、質量分析を行った。候補タンパク質は、固相結合アッセイ法を用い、Fibulin-7との相互作用



を検証するとともに、Fibulin-7の有無による局在・機能の変化を調べた。 
 
４．研究成果 
４―１．In vitro幹細胞領域化モデルの確立 
本研究では、ヒト皮膚や口腔粘膜上皮で見られる組織の凹凸構造を in vitroで再構築すること

で、表皮幹細胞制御への影響を検討した。ヒト皮膚ケラチノサイトを用いて、培養条件の検討を

行い、マイクロパターン上で安定的に培養を行う条件を確立した。マイクロパターンゲルと平坦

なゲルを比較し、凹凸構造の付与により厚みをもった表皮組織が形成されることを見出した。ま

た凹凸構造（力学的環境）によって表皮幹細胞集団の増殖不均一性が一部再現できることを発見

した（投稿準備中）。さらに、今まで単離・培養法の確立されていなかったマウス口腔ケラチノ

サイトの培養法を確立し、責任著者として論文発表した（Ngo et al., J Vis Exp, 2021）。 
 
４―２．幹細胞領域化に働く遺伝子群の同定と機能解析 
本研究は、皮膚などの上皮組織に存在する不均一な幹細胞集団の領域化を制御するメカニズ

ムの解明を目的に実施した。若年、加齢マウス表皮から単離した分裂頻度の異なる表皮幹細胞を

用いた RNAシークエンス解析により、網羅的な遺伝子発現プロファイリングを行った。その結

果、分裂頻度の低い幹細胞と高い幹細胞では、細胞外マトリクス、細胞骨格や移動、代謝関連因

子等、何千もの遺伝子群が異なる発現パターンを示すことを見出した。 
上皮幹細胞の領域化を担う候補因子として細胞外マトリクス fibulin-7 の解析を行った。マウ
ス皮膚において、２年間にわたる細胞系譜解析を行ったところ、加齢とともに Slc1a3 陽性の分

裂頻度の高い表皮幹細胞が徐々に失われることを見出した。細胞外マトリクス Fibulin-7 を欠損

すると、Slc1a3 陽性の高分裂表皮幹細胞クローンの減少促進、創傷治癒の遅延、炎症関連遺伝子

の上昇が見られ、皮膚老化様の表現型を示すことが分かった。Fibulin-7をマウス初代培養表皮幹

細胞にレンチウイルスを用いて過剰発現させることで、分裂速度が遅くなり、炎症性サイトカイ

ンに対して保護作用を持つことが示唆された。興味深いことに、表皮幹細胞の増殖と分化の制御

は fibulin-7 タンパク質の異なるドメインに依存している可能性が示唆された。 
Fibulin-7 の生化学的な機能を

明らかにするために、fibulin-7と
結合するタンパク質をアフィニ

ティークロマトグラフィーと質

量分析により同定したところ、基

底膜構造タンパク質、増殖調整因

子、マトリセルラータンパク質、

マトリクス分解酵素が含まれて

いた。Fibulin-7は基底膜構造タン

パク質である Collagen IV などと
相互作用を示し、fibulin-7 欠損マウスでは基底膜の不規則な肥厚パターンや発現異常が生じてい

た。以上の結果より Fibulin-7 は、表皮幹細胞周囲の微小環境をつくりだすことで、幹細胞の老

化を防ぐ鍵となるマトリクスであることが示された。以上の結果は、責任著者として論文発表し

た（図、Raja et al., EMBO Rep, 2022）。 
 
４―３．本研究の意義 
 これまでに幹細胞不均一性を in vitroで再構築することは技術的に困難であったが、今回凹凸

を保持した足場を用いた新しい三次元培養系の確立に成功した。さらに、表皮幹細胞の領域化が

加齢と共に乱れることを見出し、その制御因子として fibulin-7 を介した幹細胞の微小環境制御

の重要性を提唱した。本研究で得られた知見は、将来的に、表皮幹細胞の不均一性や領域化が破

綻する皮膚の老化や炎症性皮膚疾患の理解と克服につながる可能性があり、基礎・応用の両面に

おいて意義が大きい。 
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