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研究成果の概要（和文）：iPS細胞を誘導するために使われる4種類の遺伝子が全て転写因子であることからもわかるよ
うに、転写因子は幹細胞を未分化状態に保つのに必須の役割を果たしている。本研究では、転写因子PTTG1が、表皮角
化細胞の幹細胞としての未分化な形質を保つ上で重要な役割を果たしていることを見出した。すなわち、PTTG1遺伝子
を導入し、恒常的にPTTG1を強発現する表皮角化細胞を用いて、3次元培養を行ったところ、構成された表皮組織は肥厚
し、個々の角化細胞の増殖能は亢進していた。さらに、表皮組織における分化マーカーの発現は減弱し、未分化マーカ
ーの発現が亢進していた。

研究成果の概要（英文）：PTTG1 is the transcription factor involved in the control of cell growth, differen
tiation, and apoptosis. The present study was performed to examine the role of PTTG1 in proliferation and 
differentiation of keratinocytes with formation of a stratified epidermoid structure in air-liquid interfa
ce 3-dimensional culture. PTTG1 was expressed specifically in undifferentiated normal keratinocytes and do
wnregulated during differentiation. The constitutive overexpression of PTTG1 in keratinocytes during air e
xposure-induced differentiation resulted in an undifferentiated phenotype, i.e., thickening of the stratif
ied layers, suppression of differentiation marker expression, and retention of proliferative activity with
 activation of cell cycle regulatory proteins in the S and G2/M phases. These findings suggested that PTTG
1 may play an important role in maintenance of the undifferentiated phenotype of keratinocytes. 
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１．研究開始当初の背景 
生体組織は、その機能や恒常性を維持するた
めに、常に未熟な幹細胞から分化し、機能的
にコミットした成熟細胞となり、やがて役割
を終えて脱落するというターンオーバーを
繰り返している。表皮は、生体の最外層にあ
って外界から生体内を保護するバリア機能
を担う重要な臓器であるが、表皮もこのよう
なターンオーバーにより恒常性を保ってい
る代表的な臓器である。表皮は主として角化
細胞（ケラチノサイト）から構成され、最も
下層の未分化な基底細胞から、上層の有棘細
胞、顆粒細胞へ分化し、最終的に強力なバリ
ア機能を形成する角層細胞に分化し、やがて
外界へ脱落してゆく。すなわち、表皮の角化
とは、機能層である角層を形成するためのケ
ラチノサイトの分化過程そのものである。表
皮の角化過程の理解は、幹細胞システムや細
胞の分化・増殖・癌化などの現代医学生物学
のメインテーマの理解に直接つながるもの
であり、表皮角化に関する研究は、細胞・組
織分化・増殖のモデルとして皮膚科学のみな
らず医学生物学全体に貢献し、高いインパク
トを与えうる研究である。 
 
２．研究の目的 
これまで表皮ケラチノサイトの分化を分子
生物学的に研究し、特に転写因子がケラチノ
サイトの幹細胞性をどのように維持してい
るか、さらには、転写因子がケラチノサイト
分化をどのように制御しているかを解析し
てきた。この研究過程で、最近 cDNA クロー
ニングされた転写因子で、ケラチノサイトで
その発現が未知であり、Ca 依存性に発現が
ダイナミックに変化する転写因子で、且つ一
般的にも機能が未確定の分子を探索した。そ
の結果、いくつかの新規転写因子がスクリー
ニングされてきたが、その中でも PTTG1 は、
培養正常ケラチノサイトにおいて、Ca 
switch による分化誘導の前後で 20 倍という
劇的な発現増強が得られた。また、プレリミ
ナリーな正常表皮の免疫組織学的染色では、
PTTG1 は基底層には発現がほとんどなく、
有棘層以上、特に顆粒層と角層の最終分化細
胞で強い発現が検出された。さらに、最近の
海外の研究により、PTTG1 は幹細胞誘導に
深く関わっていることが示唆されており、ケ
ラチノサイトでも従来知られている機序と
は全く異なる分子機構でケラチノサイトの
幹細胞性・細胞分化を制御していることが予
想される。本研究では、このケラチノサイト
分化特異的な発現を示す PTTG1 が、ケラチ
ノサイトの発生・分化・増殖をどのように制
御しているかを明らかにすることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
ヒト線維芽細胞を、タイプ Iコラーゲンジェ
ル（Cellmatrix IA、新田ゼラチン）に混入
し、6well プレート（3mL/well）に注ぎ、37℃

で 30 分インキュベートした。その後、HaCaT
細胞をゲル上に均一に撒き、一晩おいた。使
用する培地は、MCBD153 と DMEM を 1:1 で混合
した上で、抗生剤や 10%FBS、10ng/mLEGF な
どを混合し作製した。翌日、培養ゲルを滅菌
された注射針でプレートから分離させ、ゲル
が適当な大きさに収縮するまで、2 日に 1 回
の培地交換を 1週間から 2週間続けた。その
後、セル・ストレイナーを逆にセットし、収
縮したゲルをメッシュ上に置いた。培地はゲ
ルの下端に触れる程度で、表面は空気に触れ
る状態とした。細胞は、3D 培養に使用した
HaCaT 細胞に PTTG1 を形質導入し、PTTG1 蛋
白が過発現したものを使用した。行った実験
は、結果で得られた表皮肥厚の程度を実測で
評価し、ウエスタン・ブロッティング法や免
疫組織染色を用い、分化マーカーの発現状況
を調べた。また、細胞分裂能の変化を評価す
るために、MTT 法、セルカウント法、BrdU 取
り込み法を用いた。 
 
４．研究成果 
(1)図 1 に示したように、上列のコントロー
ルは時間経過とともに、層状構造を構築し、
表皮構造に擬態している状態を示した。4-7
日では 3層程度であったものの、徐々に肥厚
し 14 日目では 7-8 層となった。分化過程を
経るにつれ、基底細胞層は立方的な形態を示
し、表層の細胞はより扁平な形状となり、角
化を示した。他方、PTTG11 を過発現している
HaCaT 細胞の 3D 培養組織は、著しく増殖し、
表皮肥厚を示しました(図 1下列)。実測では、
コントロールと比較して約3倍以上の表皮肥
厚を示しました。 

図1:コントロールとPTTG1過発現HaCaT細胞
の 3D 培養組織による比較 
 
(2) 表皮ケラチノサイトの分化における
PTTG1 の影響を評価するために、免疫ブロッ
ト法を利用して、分化マーカーの評価を行っ
た。未分化な表皮ケラチノサイトで発現する
マーカーである K5、分化の初期段階で発現す
る K1、K10 を抗体として使用しました。図 2
で示すように、分化段階で発現するマーカー
遺伝子である K1 と K10 は、コントロールと
比較して PTTG1 が過発現している HaCaT 細胞



で著しく減少した。 

図 2: PTTG1 過発現が HaCaT 細胞の分化マー
カー遺伝子に与えるの影響 
 
(3)各層での表皮ケラチノサイトの分化状況
を評価するために、免疫組織染色を利用して、
分化マーカーの評価を行った。使用した分化
マーカーは図 2と同じ K1,K10、K14 を抗体と
して使用した。K14 は両者とも染色されてい
たが、PTTG1 を過発現した細胞がほぼ全層で
染色されていたのに対し、コントロールでは
基底層付近で強く染まっていた。コントロー
ルでは K10、K1 が表皮上層のそれぞれ本来発
現する層で染まっていた(図 3上列)のに対し、
PTTG1 を過発現した細胞ではごく弱くしか染
色されなかった(図 3下列)。 

図 3:3D 培養を用いた PTTG1 が各層の分化に
与える影響を免疫組織染色にて評価 
 
(4)表皮の著明な肥厚は、細胞増殖能の増加
を示唆する。そこで PTTG1 による細胞増殖へ
の影響を調べるために、単層の HaCaT 細胞に
よる BrdU 取り込み分析とセルカウント法を
行った。図４上段で示すように PTTG1 を過発
現させた HaCaT 細胞は、コントロールと比較
して、10倍以上高いBrdU取り込みを示した。

また、4日目の 3D 培養組織を細胞増殖のマー
カー である Ki-67 で染色し、コントロール
は基底層付近で染色したのに対し、PTTG1 で
は全層で細胞増殖が亢進していた（図４下
段）。これらの結果により、PTTG1 が分化過程
の初期に表皮ケラチノサイト増殖を促進し
ていることが明らかとなった。 
 

図4:セルカウントによるPTTG1がHaCaT細胞
の増殖能に与える影響と細胞増殖マーカー
Ki-67 による組織染色 
 
(５) 細胞増殖や細胞周期に関与するセルシ
グナル関係のタンパク質発現量をウエスタ
ン・ブロッティングにて評価した。図 5に示
すように、コントロールと比較すると、PTTG1
を過発現しているHaCaT細胞は細胞周期の進
行が阻害され、細胞分裂の G2/M 期の促進因
子であるサイクリン B1、CDK1,c-Myc の発現
が増加していた。以上より、PTTG1 により細
胞分裂と増殖が起こりやすい状態にあるこ
とが明らかとなった。 
 
 

 
図 5: 細胞周期・分裂能に対する PTTG1 の影
響の評価 
 
以上の結果より、PTTG1 が表皮ケラチノサイ
トを幹細胞に特徴的な未分化な状態に維持
するために重要な役割を果たしていること



が明らかとなった。 
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