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研究成果の概要（和文）：二光子励起顕微鏡を用いた掌蹠膿疱症水疱環境におけるバイオイメージングを行い、
三次元的に病変環境の観察に成功した。透明化剤を併用した新規ソルバトクロミック色素による二光子顕微鏡観
察方法を確立したことにより、既存HE染色病理組織像と比較しても形態学的に遜色のない詳細な三次元組織像を
得ることができるようになった（前年度報告済み）。当該技術は、通常のHEによる病理組織作成並びに診断まで
の時間と当該新規観察方法による診断までの所要時間が劇的に時間短縮されたこと（１－２週間→３日）、染色
方法が極めて簡便でかつ特殊な染色器具などを要しないことなどが特筆される。

研究成果の概要（英文）：Bioimaging in the blister environment of palmoplantar pustulosis using 
two-photon excitation microscopy was successfully performed to observe the lesion environment in 
three dimensions. By establishing a two-photon microscopic observation method using a new 
solvatochromic dye in combination with a transparency agent, we were able to obtain a detailed 
three-dimensional histological image that is morphologically comparable to existing HE-stained 
histopathological images (reported in the previous year). The new technique dramatically shortened 
the time required to prepare and diagnose pathology using conventional HE staining (from 1-2 weeks 
to 3 days), and the staining method is extremely simple and does not require any special staining 
equipment.

研究分野：皮膚科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
透明化剤と新規ソルバトクロミック色素による新規蛍光組織染色方法を考案し、二光子顕微鏡による観察方法を
組み合わせることで、これまで見ることのできなかった組織三次元構築を既存病理組織染色方法と同レベルで描
出することに世界で初めて成功した。さらにin vitroのみならずin vivoでもこの観察方法が応用できる可能性
が明らかとなり、さらに技術の発展性が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



  

１．研究開発当初の背景 

難治性皮膚疾患である掌蹠膿疱症の病変が表皮内汗管に生じること、免疫学的エクリン
汗システム異常によるものであることを明らかとしてきた。しかし未だに、「何故表皮内汗
管にこのような病変が生じるのか」という根本的な掌蹠膿疱症の発生メカニズムの詳細は
不明である。現時点でも掌蹠膿疱症のマウスモデルは存在しないため、患者組織から得られ
る情報が最も重要であるが、通常の病理組織学的検索方法では、病変部を三次元で観察する
ことは極めて困難であった。さらなる形態学的検索を進めるために、我々は二光子励起顕微
鏡による詳細なヒトサンプル内エクリン汗腺三次元イメージングのための至適条件検討を
行い、in vivo/vitroでエクリン汗腺を三次元的に観察するこ、並びに当該技術を生かして掌
蹠膿疱症の三次元観察ならびに病態解析を着想した。 

 

２．研究の目的 

本研究では掌蹠膿疱症が発症する際に、最も初期に出現する水疱形成環境下でのエクリン
汗管細胞及び周囲角化細胞に焦点をあて、微小環境での形態学的変化などを詳細に検討し、
さらにエクリン汗腺細胞三次元モデルを用いた汗管閉塞現象（水疱形成機序）の再現を試み
た。以下の二点が主目的となる。①二光子励起顕微鏡を用いた掌蹠膿疱症水疱環境における
バイオイメージングを行い、三次元的に病変環境の観察と発生病態に関与する物質を網羅
的に検索する。②三次元ヒト由来エクリン汗腺細胞培養を用いた汗管閉塞（障害）現象の誘
導の試み（実験モデルによる初期水疱形成環境再現の試み）。 

 

３．研究の方法 

（１）二光子励起顕微鏡を用いた掌蹠膿疱症水疱環境のイメージング： 

健常人ヒト正常部組織（手指・手掌・足底）により検討されたエクリン汗管の三次元イメー
ジングの実験プロトコルをベースに、愛媛大学医学部附属病院で得られた患者病理検体を
用いて、掌蹠膿疱症（初期）水疱、非病変部汗管を観察する。HE染色組織像では“好酸性角
栓様構造物”が汗管内に観察され、表皮内汗管の閉塞が強く示唆されていたが、我々は三次
元的に汗腺内に脂溶性物質の充填を見出し、その仮説を支持するデータを得ている（図 5・
未発表データ）。水疱周囲微小環境で生じているイベントを解析するために、炎症性サイト
カイン (IL-8, 17, 23など)、単球マクロファージ遊走因子 (MCP1, MIP-1αなど) 、角層剥
離酵素(KLK, LEKTI, CDSNなど) などの蛍光免疫染色を行い、二光子励起顕微鏡を用いて
蛍光多重染色を行い、三次元的にこれら物質の共発現などの局在性を観察し病態を考察す
る 

（２）三次元ヒト由来エクリン汗腺細胞（独立・混合）培養系（モデル）の樹立： 

多指症症例の指腹からエクリン汗腺細胞を分離・培養を行い、腺管細胞および腺房細胞をそ
れぞれ独立して培養、あるいは共培養する。Sub confluentになったところで、マトリジェ



ル培養系 (Li X et al., J Mol Hist 2017)を用いてエクリン汗腺構造構築を形成する。コロニ
ー形成が確認された時点で、汗腺幹細胞と目されている筋上皮細胞には αSMA、
CD29CD49f を、暗調細胞および明調細胞分化マーカーしては、CEACAM5、CHRM3、
NKCC1、ANO1/TMEM16A、AQP5を、汗腺幹細胞と目されている筋上皮細胞にはαSMA、
CD29CD49fを用いて確認をし、汗管培養系、腺管培養系を獲得する。 

 

4. 研究成果 

（１）二光子励起顕微鏡を用いた掌蹠膿疱症水疱環境のイメージング： 

掌蹠膿疱症の発症環境である皮膚表皮内の構造物（エクリン汗管、表皮内水疱、表皮内膿
疱など）を通常の HE 染色病理組織で観察するために、非常に多くの連続切片を作成し観
察を行ったとしても、CT画像のように水平方向の情報を得ることは難しい。得られた画像
を CG 合成し３D 画像の作成を試みても、そもそも薄切された多くの切片から再構築され
た画像ゆえ、組織構造の詳細な関係などについて観察することは困難であった。 

我々は、新規ソルバトクロミック色素・透明化試薬を組み合わせた二光子顕微鏡観察法に
よって、三次元及びディープイメージングを行うことに世界で初めて成功した(Acta 

Histochem Cytochem 2020)。 

図１：当該観察方法外用並びに表皮内エクリン汗管の三次元構造。 

 

当該観察方法により、表皮内汗管の微細構造を三次元で確認することが可能となり、これ
までの HE 染色を用いた組織切片による観察方法では得られることのできなかった組織構
築を立体的に上下左右のいずれの方向からも観察することが可能となった（図１）。 

 



 

当該観察方法が確立されたことにより、表皮内汗管に病態の主座をおく掌蹠膿疱症の
病変部組織を三次元的に観察することが可能となった。実際のヒト病変部から、わずか2mm

のパンチ生検材料を採取し、これを当該観察方法を用いて、掌蹠膿疱症の水疱・膿疱を観察
したところ、掌蹠膿疱症水疱の三次元構造の描出に世界で初めて成功し、あらためて水疱・
膿疱とエクリン汗腺の直接的な関連性が三次元画像にて確認・証明された（J Dermatol Res 

2021）。 

図 2：掌蹠膿疱症水疱膿疱部。角層(a)から表皮下層(h)への連続画像。矢印はエクリン汗
管。(f)ではエクリン汗管の一部が欠損し、水疱膿疱との直接連続が示されている。 

その後、透明化剤を使用せずに表皮内汗管構造を観察できる、高輝度高感度なソルバトク
ロミック色素の開発にも成功し、掌蹠膿疱症病態観察を in vitroから in vivoへ展開するた
めの準備に取り掛かっている。 

 

（２）三次元ヒト由来エクリン汗腺細胞（独立・混合）培養系（モデル）の樹立： 

三次元ヒト由来エクリン汗腺細胞（独立・混合）培養系（モデル）を樹立し、①で得られ
た結果の再現を試みたが、やはり既報の追試・再現は非常に困難であることが明らかとなり、
残念ながら我々が提案した実験方法では、期待した汗腺組織を構築することは不可能であ
った。新たな実験戦略としては、エクリン汗腺マウスモデルの作成へ方向転換し、マウス指
汗管をターゲットとしたライブイメージングの開発に取り掛かっている。 
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