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研究成果の概要（和文）：表皮構造を模倣できる立体細胞培養では、分化の開始時に空気暴露という特殊な操作
を施す。この際に細胞ではどのような機構が関与して分化が開始されるのかは不明であり、本研究では分子細胞
生物学手法で空気暴露の有無での比較解析を行った。その結果、低酸素応答機構がその制御を担うことが判明
し、新たな分化のための転写制御機構を提唱できた。また酸素濃度を制御して、空気暴露が無い状態での分化を
達成できた。一方、空気暴露がない子宮の環境を考えて、羊水中に表皮細胞分化促進因子を求め、小動物の羊水
から分化能を指標にタンパク質因子としての候補を精製した。

研究成果の概要（英文）：Epidermal structure can be reproduced by three-dimensional cultured system. 
In this case, air-exposure treatment is inevitable for keratinocyte differentiation. However, the 
mechanism by which air/liquid culture system enables the stimulation. We investigated gene and 
protein expression patterns between the air-exposure and the submerged cultures, by biochemical and 
molecular biological analyses. Then we clarified the HIF (hypoxia-inducible factor) is responsible 
for differentiation. We revealed its higher transcriptional activity hampers differentiation 
although the higher levels of protein expression is observed in the case of air-exposure culture. 
 In parallel, we assumed the keratinocyte differentiation factor exits in the amniotic fluid because
 embryo skin formation was achieved without air-exposure. By purification from goat, mice, and 
chicken egg amniotic fluid, we identified proteins that enable differentiation. Biochemical analyses
 of these proteins are in progress.

研究分野： 応用分子生命科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　表皮立体培養系は、皮膚表皮構造を模倣できるため、再生医療や創薬、化粧品研究などでも用いられている。
しかしこのシステムの空気暴露を必須とする理由はまだ不明である。今回その機構について多くの知見を得た結
果、従来の液性因子に加えて低酸素応答機構の関与を示した。この点を考慮して空気暴露が無い状態での再生系
を確立し、様々な成長因子の添加や表皮に本来存在する細胞の共存培養の可能性を示した。羊水中から多数の表
皮分化促進能を持つタンパク質画分を精製し、候補分子を同定した。本研究の成果は、表皮形成の応用生物化学
的な解析による基本的知見の蓄積に加え、産業応用や畜産学研究にも資するものである。

※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。



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

 皮膚表皮は体内の外界からのバリアとして機能するのみでなく、水分蒸散を防ぐなど多様な

役割を担う組織である。そのため皮膚表皮形成を in vitro で再現する優れた実験系を確立するこ

とは、表皮の基礎的知見を始め、再生医療、創薬研究や化粧品など様々な産業応用分野でも注目

をされる研究と言える。表皮形成を再現するモデルは 30 年以上も前から確立され、その後改良

を加えられつつ商業的にも得られる状況である。すなわちここでは増殖段階にある細胞（未分化

な基底細胞）を分化させ、最終的に 4 つの層からなる表皮同様の形成を果たし、角化へと至らせ

る。しかしこの立体培養系には特異な培養環境を必須とする。それは、培地を高カルシウム濃度

を含有させることに加え、二重培養容器において、細胞を空気暴露させることである。この場合、

二重容器で浸潤状態を維持しつつも、この操作が行われて何らかの刺激が表皮細胞分化を促す。

しかしながら、長年この特異な操作について「なぜ」「どのような」分化への刺激が行われてい

るのかは全く不明であった。 

 研究代表者はこれまで、表皮分化過程におけるタンパク質架橋化酵素（トランスグルタミナー

ゼ）の機能発現について研究する過程で、この実験系と遭遇し、空気暴露がいかにして分化刺激

となりうるのかに興味を持った。同時にまた空気暴露のない組織としての子宮では、胎児で皮膚

表形成が生じる。このことは羊水中に、空気暴露の刺激に代替する何らかの分化制御因子の存在

が想定される。 

そこで本課題の予備的検討としての挑戦的研究（萌芽）への採択（2017 年～2019 年）と同時

に、培養系についての詳細な解析やマウス羊水における因子の存在について検討を加えた。遺伝

子レベルでの変動解析の結果、主に低酸素応答関連因子の変動が観察された。また、マウスでの

羊水中に表皮細胞の分化マーカータンパク質の発現を変動させるものが存在することを確認し

た。これらで得た知見を基に本研究課題の申請採択と遂行に当たった。 
 
２．研究の目的 

表皮細胞分化を再現できる立体培養系において、空気暴露（気相培養）という通常では行わな

いような操作が分化に向けた刺激をあたえる。この分化促進に必須である現象に着目して、それ

がなぜ分化を引き起こすのか、変動する遺伝子やタンパク質群を広く深く追求することを本研

究での目的のひとつとしてきた。ひいては、このメカニズムの解明から、表皮に留まらず単なる

液性因子以外の環境因子等と細胞分化との関連性を追求したいと考えた。   

本研究ではこれまでの研究から明らかにしてきた、低酸素誘導因子の働きが具体的にどのよ

うに表皮分化を制御するのか、その存在量と転写促進活性などの影響を調べることを目的とし

た。つまり人為的に低酸素誘導因子の変動を引き起こして、立体培養において実際の表皮形成能



にどのような差をもたらすのかを明らかにすることを目的としたすなわち低酸素誘導因子の発

現に影響を与える薬剤の添加、種々の関連因子の関与についても遺伝子工学的手法により調査

することもめざした。表皮は上皮組織の一部であり、細胞（組織）によっては同様の分化刺激を

受け取る可能性もあるので、表皮以外の上皮組織形成での働きの可能性も探ることとした。その

ため、上皮特異的に遺伝子破壊や修飾タンパク質の発現が可能なモデル生物、モデル細胞の開発

も行うことも視野に入れた。具体的にはマウスやメダカなどにゲノム編集法を用いて、表皮特異

的タンパク質や上皮特異的タンパク質の発現異常を施せるような系の確立をめざした。 

これらの課題に並行して、空気に暴露されずに表皮形成が行われる胎児に着目すると、その生

育環境としての羊水中には、空気暴露刺激を補える何らかの物理化学的な支配要因があること

を想定し以下のような目的についても実施を並行した。すなわち研究分担者（名古屋大学・生命

農学研究科・大蔵聡、および同・村井篤嗣）より入手の可能な動物の羊水（マウス、ヤギ、トリ）

を対象にして、表皮細胞の分化マーカー発現促進を指標に、影響を与える分子群の精製同定と性

状解析を目的とした。この過程での精製手法を工夫する中で、有効因子の生化学的な性質から、

既知の成長因子も該当するかどうかを明らかにしていきたい。得られる成分の性状解析に加え

て、動物細胞系での遺伝子組換えによる生産もめざし、これらが表皮細胞の分化増殖に及ぼす効

果を明らかにしようと実施した。 
 
 
３．研究の方法 
二重皿（いかだ培養）で表皮細胞培養を行って、表皮層を再現するシステムを用いて行う。こ

こでは増殖させた細胞に対して分化用の培地（高カルシウム培地）に置き換えると同時に、培地

を除いた（下面からの液体で浸潤する）状態で培養することが必要になる。ここで対象とするの

はヒトの初代培養細胞、または不死化されつつ初代細胞とほぼ同じ形質を有する細胞株（Ker-

CT）を対象にした。研究実施の方法は、「なぜ空気暴露が必要で低酸素誘導因子が関与するのか」

を追求する課題（１）と、空気に触れずとも表皮形成が起こす胎児生育環境としての羊水に分化

制御因子の同定をめざす課題（２）の二つを別々に実施した。またこの他、上皮組織特異的に遺

伝子欠損を引き起こせるモデル系開発のため、マウスやメダカなどの個体を用いてゲノム編集

などの技術により作製をめざした。 

（１）この培養系で、空気暴露を行った細胞と行わない（通常の沈めた状態での）液相培養細胞

群を比較した。日にちを変えて回収し、形態的な観察をはじめとして、発現している遺伝子およ

びタンパク質の状態を比較した。細胞培養をすすめると通常は表皮細胞が角化とよばれる、終末

分化が完了した状態には通常 2－3 週間で達成されるのでこの間の比較を行った。また、より長

期に培養した場合にどのようになるか、電子顕微鏡レベルでの解析も併せて検討した。 

発現に差異のあるタンパク質や差異のある遺伝子・タンパク質の性状と分化促進効果を検証

した。その結果、既知の転写因子としてその中で低酸素誘導因子（HIF）に支配される遺伝子群

が最も影響することを見出したので、それらの抗体を取得し、かつ自身で取得することも行った。

同時にこの低酸素状況を模倣や抑制させる薬剤の使用、および遺伝子工学的手法により、細胞内

に誘導発現させたり、欠損（抑制）させたりすることによって、表皮分化の様子を解析した。 

また低酸素状況の解除が表皮分化を促進する現象を鑑みて、振とう培養を始めとした酸素供

給で、空気暴露の無い状況下でも分化が促進されないか、を酸素の吹込みを始め、振とう装置で

の培養継続を行ってその状況を確かめた。 

 



 

（２）羊水を取得する対象動物の胎児皮膚形成が最も進行する時期の妊娠状態を基準に、マウス、

ヤギ、トリの羊水を対象に検討した。そのため胎児の皮膚表皮形成の度合いをタンパク質架橋化

酵素（TG1, TG3）などの活性や発現量で評価した。マウスについては、妊娠 13 日めの妊娠マウ

スから羊水を、また研究分担者と共同で、トリ（受精された卵）やより大量の給原としてヤギの

羊水についても対象とした。まず未精製の羊水について、表皮細胞培養系に適量を加えて、TG1, 

TG3, ロリクリン、SPR（small proline rich protein）などの発現量を評価項目として検討し、

分化に対する効果を評価した。その結果、いずれの羊水においても、分化を促進する活性を持つ

ことが判明した。 

そこで。これらの羊水および相当する液体成分を精製した。イオン交換クロマトグラフィー、

ConA（糖鎖修飾）クロマトグラフィー、サイズクロマトグラフィーなどによって、タンパク質

分画を行った。これらを通常の培養した初代表皮分化細胞（または細胞株 Ker-CT）に１－５％

を加えて培養を続け、上記に記した分化マーカータンパク質を指標に、分画、添加、活性の評価

を繰り返し、羊水中の有効な分子を同定した。活性のある画分を得て、質量分析装置にて、含ま

れる成分を解析し、ヤギとマウスで共通するタンパク質を初めとしていくつかの候補分子を絞

った。 
 
４．研究成果  

（１）空気暴露が表皮立体培養において分化促進するメカニズムの解析 

空気暴露の有無でのトランスクリプトーム解析から、低酸素応答に関わる転写因子 HIF

（hypoxia-inducible factor）で支配される遺伝子群の変動が最も顕著であった。そこで、各種

支配下タンパク質の抗体、分化マーカータンパク質などの抗体を用いて、空気暴露有無の状態で

の、それぞれの立体培養における表皮細胞の分化状態、低酸素応答状態を詳細に解析した。トラ

ンスクリプトームの結果どおり、液体培養（非空気暴露）時には低酸素応答遺伝子が多く発現し

ていた。また、このことはルシフェラーゼアッセイとして、HIF の転写活性を直接測定した場合

でも確認され、低酸素の状態であることが分化の抑制状態につながっていることが明らかにな

った。しかしながら興味深いことに、HIF の発現量（タンパク質量）自体は分化の進行する空気

暴露において高く、核内での存在比についても同様であった。これについては表皮層での HIF の

発現分布をはじめ、HIF の転写活性を

上昇・抑制させる化学物質の添加、抑

制 RNA（shRNA）を用いて HIF 量を変

動させることによっても確認した。

現在、空気暴露時においては、HIF は

従来の低酸素関連遺伝子に結合する

のではなく、新たな分子と相互作用

などを行って別の DNA 結合配列への

作用をしているのではないかとの仮

説にたって研究を進めている（図）。

これは HIF の新規な転写活性制御機

構を提唱するものと考えている。 



 一方また、低酸素状況を解除することで分化が進行するのではないかとの考えのもと、幾つか

の方法を試した。その結果、簡易な振とう培養機器で培養系を揺らして生育させると、液相培養

であっても、分化マーカータンパク質の発現亢進、および構造的に角化した表皮構造物が得られ

た。この結果が低酸素応答のみによるのかどうかは、振とう培養の有無も含めて、トランスクリ

プトーム解析などで、主に HIF の有する転写活性の制御であることを示した。さらに、低酸素チ

ャンバーで人為的に低酸素環境下において一連の培養実験を行って、これが酸素濃度のコント

ロールによって行われていることを

確認した。このことは、空気暴露を

行わずとも立体培養で表皮形成がで

きることを示すものであり、今後は

本来表皮に存在する細胞（ランゲル

ハンス細胞、色素細胞）などの共存

や、有効と考えられる分化増殖因子

の添加などが可能になるので、より

進化した形での表皮培養系を開発す

る道筋が開けたと考えられる。 

 

（２）羊水中に存在する表皮分化制御因子の精製と解析 

 まず入手の容易なマウス羊水を対象にして、胎生時期の異なる羊水を妊娠マウスから採取し

た。これらを未分化な表皮細胞に添加して培養し、細胞形態や分化マーカータンパク質の発現量

などを解析した。この時、各胎生段階の胎児の表皮形成についてもトランスグルタミナーゼの活

性やバリア機能の変動などを解析した。その結果、表皮バリア能形成や本酵素の発現が盛んにな

り始める胎生 13 日をピークに、表皮細胞を分化させる成分が含まれていることが判明した。そ

こで、大量の羊水をマウスから得て、これをイオン交換、糖鎖固定化、サイズ分画の各クロマト

グラフィーによってタンパク質を分画し、表皮分化能を指標にして有効な因子の精製を進めた。

その結果、幾つかの分画において明確に表皮分化を促進するものを得られたので、質量分析によ

って、含まれるすべてのタンパク質について同定した。質量分析は高感度なため、相当数の分子

が得られることになり、再現性を求めてマウスについては合計 4回の精製を行った。 

 これとともに、研究分担者・大蔵聡との共同作業で、ヤギ羊水からの精製を 2度行った。その

結果、同様の操作によって有効な分画を得た。こちらについても同様に質量分析に供し、含まれ

るタンパク質を同定して、すでに得られているマウスの有効成分因子と比較した。当面、共通す

るいくつかの分子について、組換えタンパク質を作製してその効果を検証することを予定して

いる。 

 この他に、将来的な精製給源としての活用も見据えて、トリ（受精卵）についても研究対象と

した（研究分担者・村井篤嗣との共同）。胚としての表皮バリア能を評価しつつ、胎生日数の異

なる受精卵からの羊水に相当する液体成分を解析した。その結果、表皮分化を支配する転写因子

群のいくつかの発現調節を行える分子の存在を確認して、現在詳細な解析を進めている。 

 またこれらの他、個体レベルでの表皮形成・上皮形成に重要な因子を特異的に欠損させてその

表現型から機能解析をすることを見据えて、これらの組織特異的な遺伝子欠損を行える個体の

作製にも挑戦した。ゲノム編集技術を活用して、メダカにおいてケラチンおよびペリプラキン

（上皮特異的タンパク質）の遺伝子プロモーターおよび Cre-recombinase を用いて作製に成功

した。 
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