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研究成果の概要（和文）：ヒト表皮角化細胞の性質を理解することは、表皮の恒常性維持や創傷治癒に対する新たな治
療法の開発、さらに表皮角化幹細胞を用いた再生医療にも直結している。本研究では、ヒト表皮角化幹/前駆細胞と一
過的にのみ増殖するTA細胞では、細胞内アクチン繊維の配向性が異なること、また、このアクチン繊維配向性の違いが
Rac1タンパク質の活性の違いによるものであることを明らかにした。さらに、Rac1はヒト表皮幹細胞の維持に必須であ
り、細胞運動性と増殖性に相関関係が見られた。以上の結果から、細胞内張力やそれに関与する細胞内骨格の制御がヒ
ト表皮角化細胞の増殖に関与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Understanding of the nature of human epidermal keratinocytes is significant for ad
vances in therapies for disregulation of epidermal homeostasis and wound healing, and also in keratinocyte
 stem cell biology and regenerative medicine for burns. In this study, we revealed that the actin filament
s was differently organized in keratinocyte stem/progenitor cells and transient amplifying (TA) cells, whi
ch was due to differetial activity of Rac1 proteins in each type of keratinocytes. Furthermore, Rac1 was e
ssential for maintenance of human epidermal keratinocyte stem cells. We also found that cell motility whic
h is associated with intracelluar tension was correlated with proliferation of human epidermal keratinocyt
es.These results indicate that cytoskeletal organization and intracellular tension are involved in prolife
ration of humam epidermal keratinocytes. 
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１．研究開始当初の背景 
 
表皮角化細胞の性質を理解し、その増

殖・分化および遊走を制御することは、表
皮の恒常性維持や創傷治癒に対する新たな
治療法の開発、さらに培養表皮シートを用
いた再生医療など、皮膚科学領域のみなら
ず幹細胞生物学・再生医療研究にも直結し
ている。 
最近、我々は培養ヒト表皮角化細胞にお

いて、アクチン・ミオシン収縮系が強く働
いている細胞集団と、収縮系の働きが弱い
細胞集団の２種類が存在することを明らか
にした。アクチン細胞骨格系が角化細胞の
増殖・分化に関与することを示した研究は
あるものの(Connelly et al., Nat. Cell 
Biol., 2010)、通常培養条件下で上記のよ
うな２種類の細胞集団の存在は、これまで
全く知られていない。さらに、アクチン・
ミオシン収縮系の角化細胞における役割を
解析するため、アクチン・ミオシン収縮系
を阻害する低分子化合物をヒト表皮角化細
胞培養系に添加する実験を行った。その結
果、収縮力を低下させると、角化細胞の増
殖能力が大きく亢進することを見出した。
また、我々はヒト表皮角化細胞の増殖能力
の異なるクローンを単離して解析を行った
結果、③増殖能力の低下したクローンにお
いてもアクチン・ミオシン収縮活性を阻害
することで、増殖能力の回復を確認した。
これらの実験結果は、アクチン・ミオシン
骨格系による収縮力が低い（＝細胞内張力
が低い）細胞集団こそが、角化幹/前駆細胞
であり、人為的に細胞内張力を低下させる
ことで、分化角化細胞を角化幹/前駆細胞へ
リプログラミングできることを示唆してい
る。 
 
２．研究の目的 
 
 これまでの我々の研究から、アクチン・
ミオシン骨格系による細胞内張力と角化細
胞の増殖能力に相関性があることが示唆さ
れる。本研究では、上記のことを証明する
ことを目的とし、以下の４つの実験を行っ
た。（１）アクチン・ミオシン収縮系にとっ
て重要な要因であるアクチン繊維の配向性
と角化細胞の増殖能の関連を証明する。ま
た、（２）アクチン繊維の配向性を規定する
分子を同定する。さらに（３）アクチン・
ミオシン収縮系が規定する細胞の運動性と
幹細胞性の相関性を証明する。最終的に、
（４）低分子化合物による細胞内張力制御
によって、角化細胞の増殖を促進し、創傷
治癒の促進や培養表皮シート作製の迅速化
を実現する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）培養ヒト表皮角化幹細胞におけるアク

チン繊維配向性と幹細胞性の関係 
マウス3T3細胞をフィーダー細胞としてヒト
表皮角化細胞は細胞のコロニーを形成する。
コロニー形態より、そのコロニーが幹細胞/
前駆細胞由来、または一過的のみ増殖する
Transient amplifying cells（TA 細胞）由来
かを判別することができる。そこで、アクチ
ン繊維を特異的に可視化する分子プローブ、
ローダミン・ファロイジンを用いて実験を行
った。 
 
（２）培養ヒト表皮角化幹細胞におけるアク
チン繊維配向性を規定する因子の同定 
 低分子化合物による活性阻害、及びレンチ
ウイルスを用いた誘導型shRNA発現系を利用
したアクチン繊維制御に関わる因子のノッ
クダウンを行い、角化細胞におけるアクチン
繊維制御因子の同定を行った。またこの因子
が幹細胞性に影響を与えるかもコロニー形
成実験によって解析した。 
 
（３）角化細胞の運動性と幹細胞性の相関性 
培養ヒト表皮角化細胞をフィーダー細胞

上に播種し、角化細胞の運動性の指標と、そ
の後の増殖能に関して相関解析を行った。 
 
（４）若年及び中年患者由来の表皮角化細胞
に対するアクチン・ミオシン収縮系阻害の効
果 
 我々はアクチン・ミオシン収縮系を阻害す
る低分子化合物がヒト表皮角化細胞の増殖
性を亢進することを見出した。この結果が、
新生児由来の角化細胞だけでなく、加齢した
角化細胞でも再現できるかを、若年及び中年
患者由来の表皮角化細胞を用いて評価した。 
 
４．研究成果 
 
（１）培養ヒト表皮角化幹細胞におけるアク
チン繊維配向性と幹細胞性の関係 
幹細胞/前駆細胞由来コロニーとTA細胞由来
コロニーでアクチン繊維の配向性が明確に
異なることを見出した。特に、幹細胞/前駆
細胞由来コロニーでは、アクチン繊維は細胞
核に対して放射状に配向しているのに対し、
TA 細胞由来コロニーでは、アクチン繊維は、
細胞の形質膜に平行に配向していた。以上の
結果は、幹細胞とＴＡ細胞でアクチン繊維の
配向性が大きく異なることを示している。 
 
（２）培養ヒト表皮角化幹細胞におけるアク
チン繊維配向性を規定する因子の同定 
 低分子化合物及びshRNAによるノックダウ
ン実験から、低分子 Rho ファミリーの一員で
ある Rac1 が幹細胞のアクチン繊維配向に必
須であることが分かった。さらに Rac1 は幹
細胞の自己複製能の維持に必須であること
も明らかとなった。以上の結果は、Rac1 によ
って規定されるアクチン繊維の配向性が、幹
細胞維持に関与していることを示している。 



 
（３）角化細胞の運動性と幹細胞性の相関性 
 ヒト角化細胞を４分の１量のフィーダー
細胞上に播種することで、個々の角化細胞が
１回分裂してできる２細胞コロニーを観察
することが出来た。さらに、このコロニーの
細胞回転速度が増殖能力と相関しているこ
とを見出した。コンピューターを用いたシミ
ュレーション実験から、角化幹細胞由来のコ
ロニーは、個々の細胞の移動速度が最大とな
ることが予測されたので、通常培養条件下で、
約数百個の細胞からなるコロニー内の細胞
移動速度の平均値と、幹細胞性を比較したと
ころ、予測どおり、角化細胞の移動速度の最
大のものが幹細胞由来コロニーであった。以
上の結果は、細胞の運動性というアクチン・
ミオシン収縮系によって制御される要因と、
幹細胞性に密接な関係があることを示して
いる。 
 
（４）若年及び中年患者由来の表皮角化細胞
に対するアクチン・ミオシン収縮系阻害の効
果 
 ５ヶ月齢及び５５歳の患者由来の表皮角
化細胞培養系に、アクチン・ミオシン収縮系
阻害活性のある低分子化合物を添加したと
ころ、どちらの角化細胞においてもその増殖
性の亢進が確認できた。以上の結果は、アク
チン・ミオシン収縮系を阻害することで、加
齢した患者由来の角化細胞の増殖性も亢進
可能であり、本方法が再生医療に応用できる
ことを示している。 
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