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研究成果の概要（和文）：哺乳類の胎仔の皮膚に実験的に傷をつけても、胎生期のある時期までは傷は素早く、そして
瘢痕を残すことなく治癒し、皮膚は完全に元通りに再生する。われわれは、胎生13日までのマウス胎仔の皮膚に創傷を
作成しても完全に再生するが、胎生14日以降の胎仔は再生せず傷跡を残すことを発見した。これをもとに、組織切片か
らレーザーマイクロダイセクションを用いて、胎生１３日と１５日の創傷部の表皮、真皮別にRNAを採取して、正常皮
膚と比較することで、胎仔皮膚再生のメカニズムに迫った。

研究成果の概要（英文）：Fetuses, to some developmental stages, have an ability to regenerate skin.
We discovered that until embryonic day (E) 13, skin regenerate completely, but after E14, visible mark is 
left. Based on these data, we compared E13 and E15 wounds using laser micro dissection system and 
microarray.

研究分野：形成外科
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の胎仔の皮膚に実験的に傷をつけ
ても、胎生期のある時期までは傷は素早く、
そして瘢痕を残すことなく治癒し、皮膚は完
全に元通りに再生する。われわれはこれまで
の研究で、胎生 13 日までのマウス胎仔の皮
膚に創傷を作成しても完全に再生するが、胎
生 14 日以降の胎仔は再生せず傷跡を残すこ
とを発見した。一方で、組織切片からレーザ
ーマイクロダイセクションを用いて数個の
細胞から RNA を採取して、発現遺伝子を解析
する技術は飛躍的に進歩し、さまざまな疾患
で研究が行われてる。本研究は、最新のレー
ザーマイクロダイセクションと解析技術を
用いて、マウス胎仔皮膚再生のメカニズムに
迫ることを目的とした。 
 
２．研究の目的 
 さまざまな瘢痕抑制の研究は、どの程度線
維化が抑制されたかという点に主眼が置か
れ、その結果明瞭な結果が出ないことが多い。
その中で、胎仔の皮膚再生の研究は、発生の
途中で皮膚が完全に再生する時期からしな
い時期に変化するので、瘢痕・再生モデルと
しては理想的である。われわれは独自に開発
したマウス胎仔創傷モデルを用いて、胎生 13
日と 14 日のわずか 1 日で、創傷後の皮膚が
再生する状態から再生しない状態に切り替
わることを見出し、切り替わりの前後を比較
検討することで、皮膚の再生メカニズムに迫
る研究を行っている。 
 その中で、マウス胎生 13 日と胎生 14 日の
胎仔の創傷部位から顕微鏡下に採取した組
織から、マイクロアレイで発現遺伝子を比較
することで、それぞれの創傷治癒過程での特
異的な発現パターンを示す遺伝子を知るこ
とができた。この中から特定できた一部の遺
伝子をノックダウンすることで、胎生 13 日
と 14 日それぞれの創傷治癒が妨げられるこ
とを示した。しかし、これらの遺伝子を発現
の調整を行っても、成獣で創傷作成後に、皮
膚を跡形なく再生を引き起こすには至って
いない。この原因は、当初の研究で組織の採
取が実体顕微鏡下に行われたため、各組織で
の遺伝子発現に対する詳細な比較ができて
いなかったためと思われる。一方で、ここ数
年で組織切片から採取した組織を用いた遺
伝子解析技術は、機器や試薬が飛躍的に進歩
し、廉価で正確な解析が可能となってきて、
他分野の研究で多用されるようになってい
る。本研究では、創傷後に皮膚が完全に再生
するマウス胎生 13 日の創傷部位の、表皮お
よび真皮細胞別に、レーザーマイクロダイセ
クションシステムを用いて、組織切片から
RNA を採取する。また、同じマウス胎仔の創
傷部位とは反対側の正常部位の表皮および
真皮細胞を同様にレーザーマイクロダイセ
クションを用いて組織別に回収し、創縁と正
常部位の表皮どうし、真皮どうしをマイクロ
アレイを用いて、網羅的に比較する。同様の

検索を、皮膚の傷跡が残る胎生 15 日の創傷
部位で行うことを目的とした。さらに、胎生
13 日の創傷部位、もしくは胎生 15 日の創傷
部位でのみ発現の増強が確認された遺伝子
の発現が確かなものか否かを、詳細に検討し、
その後、胎生 13 日および胎生 15 日のマウス
胎仔創傷後、さまざまな時間に創縁の表皮ま
たは真皮を採取し、同時に反対側正常皮膚か
ら同様に表皮または真皮をレーザーマイク
ロダイセクションで採取し、採取検体から
RNA を抽出し、cDNA に変換した後 real time 
PCR で定量的に、また継時的に発現の変化を
観察する。さらに遺伝子発現の局在を in 
situ hybridizationを用いて局在の確認作業
を行う。さらに、他の発生段階の創傷部位で
も同じ傾向を示すか否かを検索すべく、また
胎生 17 日の創傷治癒や成獣でも、胎生 15 日
の創傷部位と同様の発現パターンが認めら
れるかを確認する。またこれら発現遺伝子を、
siRNA試薬を用いて、in vitro および in vivo
でノックダウンを試み、それぞれの創傷治癒
の変化を観察する。発現が厳密に確認できた
遺伝子につき、逐次遺伝子改変マウスを用い
た解析を行うことを目的とした。 

  

３．研究の方法 
 ICR マウス胎生 13 日と 15 日の胎仔に胎仔
手術を施し、側胸部に長軸方向に長さ約２ｍ
ｍの、皮膚肉様筋に至る皮膚全層切開創を作
成した。創作成後 24 時間に動物を安楽死さ
せ、体幹部を創を含めて輪切りにしたのち組
織を OCT コンパウンドに包埋し、急速冷凍し
-80℃で保存する。清潔にしたクライオスタ
ットで、凍結標本から厚さ 20μmの凍結切片
を作成し、RNAse free のスライドグラスで組
織切片を回収する。直後にレーザーマイクロ
ダイセクションシステム PALM MicroBeam（カ
ールツァイスマイクロイメージング社）を用
いて、創辺縁部の表皮、真皮、反対側正常体
幹部の表皮、真皮を別々にモニター上で切り
出し、光ピンセットを用いて回収し、total 
RNA を回収する。胎生 14日に作成した創傷に
関しても同様の処置を行った。このようにし
て回収した表皮 4検体、真皮 4検体のＲＮＡ
から reverse transcriptase を用いて cDNA
に変換する。その後、マイクロアレイ Mouse 
Genome 430 2.0 Array(Affymetrix 社)を用い
て、全発現遺伝子に対して網羅的検索を行っ
た。全検体に対して各々2 回マイクロアレイ
による解析を行った。 
 網羅的観察により、胎生 13 日創傷部の辺
縁と正常部位の表皮、胎生 15 日創傷部辺縁
と正常部位の表皮の4点を比較することで得
られた、胎生 13 日創傷部位でのみ発現して
いる遺伝子、または胎生 15 日の創傷部での
み発現している遺伝子の発現が正しいか否
かを、real time PCR により確認した。上記
と同様に、胎仔手術施し、様々な時間ののち
に創傷部を含めた組織を採取し、RNA を採取、
発現とその変化を定量的に調べた。また、同



様に４％パラフォルムアルデヒドで固定し
たサンプルから、パラフィン切片を作成し、
in situ hybridization で発現の局在と、確
かに表皮細胞で発現しているか否かを確認
した。次に、siRNA 試薬（Dharmacon 社）を
用いて胎生 13 日、15 日の胎創傷部位に発現
している当該遺伝子のノックダウンを行っ
た。胎生 13日および 15 日の胎仔に胎仔手術
を施し、直後に羊水内にsiRNA試薬を注入し、
遺伝子発現の抑制を行った。その後、皮膚を
再生させる遺伝子、皮膚の再生を阻害する遺
伝子につき、確実に発現の確認でき、さらに
siRNA 試薬の投与により、形態に変化が生じ
た遺伝子に関して、遺伝子改変マウスの対し
て、それぞれノックアウトマウスを入手し、
解析を行った。 
 
４．研究成果 
 胎生 13 日と胎生 15 日の創傷作成後 24 時
間の創傷部と正常の表皮、同様に真皮の組織
を採取し、RNA を抽出し、増幅後にマイクロ
アレイを施行した。正常部の表皮に比べて
Fold change>2 のデータと胎生 15日の正常部
の表皮が創傷部の表皮に比べて Fold 
change>2 のデータに共通する遺伝子は、137
遺伝子存在した。胎生 13 日の創傷部の真皮
が正常部の真皮に比べて Fold change>2 のデ
ータと胎生 15 日の正常部の真皮が創傷部の
真皮に比べて Fold change>2 のデータに共通
する遺伝子は、26 遺伝子存在した。その他、
胎生 13 日の正常部の表皮が創傷部の表皮に
比べて Fold change>2 のデータと胎生 15 日
の創傷部の表皮が正常部の表皮に比べて
Fold change>2 のデータに共通する遺伝子は
約 700 あり、胎生 13 日の正常部の真皮が創
傷部の真皮に比べて Fold change>2 のデータ
と胎生 15 日の創傷部の真皮が正常部の真皮
に比べて Fold change>2 のデータに共通する
遺伝子は約 2500 あった。 
 この中から、皮膚の再生に関与していると
考えられる遺伝子につき、発現・機能解析を
行った。まず、in situ hybridization 法で、
発現を調べ、再生する時期からしなくなる時
期の前後での変化を調べた。また、変化のあ
った遺伝子についてはレーザーマイクロダ
イセクションを用いて、凍結切片から局所の
組織を採取し、リアルタイム定量 PCR 法で定
量化を行った。なお、リアルタイム定量 PCR
法の結果は、同じ胎仔の正常部位と比較した
際の創傷部位での相対発現量を示している。
胎生 13 日の真皮で発現が増強していた、遺
伝子Ａは発生各段階の真皮に特異的に発現
していた。真皮の中では表皮に近づくにつれ
て発現が増強している傾向があった。また、
創傷部との関係では、胎生 13 日では創辺縁
の発現が強く、逆に胎生 15 日、17 日では創
辺縁に近づくに従って発現が減弱している
傾向が見られた。 遺伝子Ｂも同様に、マウ
ス発生の各段階で真皮に特異的に発現し、同
様に表皮に近づくにつれて発現が増強して

いた。また、創傷部との関係では、胎生 13
日では創辺縁の発現が強く、逆に胎生15日、
17 日では創辺縁に近づくに従って発現が減
弱している傾向があった。遺伝子Ｂにつき、
レーザーマイクロダイセクションで、真皮の
みに限局して組織を採取し、リアルタイム定
量 PCR 法により定量化を行った。その結果、
in situ hybridization の結果と同様に、胎
生 15 日、17 日では創傷部位辺縁の真皮が正
常部位に比べて発現量が減少していたのに
対し、胎生 13 日では正常真皮に比べて創傷
部位辺縁の真皮で発現量が増加していた。皮
膚が完全に再生する胎生 13 日で発現量が増
加していたため、皮膚再生と関連しているこ
とが示唆された。 
遺伝子Ｃの発現を観察したところ、遺伝子Ｃ
はマウス各発生段階の真皮層に発現してい
た。特に毛包周囲は発現が増強していた。創
傷部との関係では、胎生 13 日では創辺縁で
発現が増強しているように観察されたため、
レーザーマイクロダイセクションを行い皮
膚再生との関連を検討した。リアルタイム定
量 PCR 法の結果、胎生 13 日、17 日では正常
部と比べ創傷部位辺縁で発現量が増加して
いた。しかし、胎生 15 日では創傷部位辺縁
で正常部位に比べて発現量が減少していた。
次に、遺伝子 D,E,F につき観察を行った。遺
伝子 Dは、マウス各発生段階の真皮層および
毛包周辺での発現が認められた。しかし、レ
ーザーマイクロダイセクションで局所の組
織を採取し、リアルタイム定量 PCR 法で発現
量を検討したところ、有用な CT 値が得られ
なかった。発現量が極めて少ないことが考え
られた。遺伝子 Eは、毛包での発現が観察さ
れた。遺伝子 Eのリアルタイム定量 PCR 法の
結果。胎生 15 日、17 日では創傷部位辺縁が
正常部位に比べて発現量が減少していたの
に対し、胎生 13 日では正常部位に比べて創
傷部位での発現量が 3 倍以上増加していた。
皮膚が完全に再生する胎生 13 日で発現量が
増加していたため、皮膚再生と関連している
ことが示唆された。遺伝子 Fは毛包のみに限
局して発現していた。毛包発生が起きていな
い胎生 13 日での発現は確認できなかった。
また、胎生 15 日では、創傷部と正常部で差
が認められなかったものの、胎生 17 日では
創傷部が正常部より発現が増強していた。 
遺伝子 F のリアルタイム定量 PCR 法の結果、
in situ hybridization の結果と同様に胎生
13 日では発現が確認できなかった。また胎生
15 日では正常部と創傷部に差がなかったも
のの、胎生 17 日では創傷部が正常部に比べ 2
倍以上の発現量が確認できた。真皮構造が再
生される時期の変化と相関があったため、さ
らなる追加実験を行い検討した。遺伝子Eは、
マウスの各発生段階の毛包で発現が観察さ
れた。創傷部位との関連は観察されなかった。 
遺伝子Fはマウスの各発生段階で毛包に限局
して発現していた。胎生 15 日では、創傷部
と正常部で差が認められなかったものの、胎



生 17 日では創傷部が正常部より発現が増強
していた。遺伝子 E のリアルタイム定量 PCR
法の結果。胎生 15 日、17 日では創傷部位辺
縁が正常部位に比べて発現量が減少してい
たのに対し、胎生 13 日では正常部位に比べ
て創傷部位での発現量が3倍以上増加してい
た。遺伝子 Fのリアルタイム定量 PCR 法の結
果、胎生13日では発現が確認できなかった。
また胎生 15 日では正常部と創傷部に差がな
かったものの、胎生 17 日では創傷部が正常
部に比べ 2倍以上の発現量が確認できた。次
に遺伝子 G は、In situ hybridization の結
果、マウス各発生段階の表皮真皮境界部に特
異的に発現していることが確認された。遺伝
子 Hは、マウス各発生段階の真皮層全体での
発現が確認され、また毛包でも特異的に発現
していた。遺伝子 Iは真皮層での発現が確認
された。特に胎生 13 日では発現が増強し、
胎生 15 日、17 日では創傷部に比べ正常部で
発現が増強しているように観察された。遺伝
子Jは、胎生13日から17日で遺伝子ＪのmRNA
レベルでの発現は認められなかった。リアル
タイム定量 PCR 法の結果、遺伝子Ｋの胎生 17
日では創傷部位辺縁が正常部位に比べて発
現量が減少していたのに対し、胎生 13 日、
15 日では正常部位に比べて創傷部位での発
現量が増加していた。遺伝子Ｊは胎生 13 日
では創傷部での発現が減少し、胎生 15 日で
は正常部と創傷部に差がなかったものの、胎
生 17 日では正常部の方がやや発現量が増加
していた。遺伝子 K は胎生 15 日、17 日では
創傷部位辺が正常部位に比べて発現量が減
少していたのに対し、胎生 13 日では正常部
位と創傷部位で発現量に差が見られなかっ
た。胎生 15 日以降で発現量が減少し、胎生
13 日での発現量に差が見られなかったため、
皮膚再生と関連していることが示唆された。
遺伝子 L は、胎生 13 日では創周辺の表皮基
底層に、胎生 15 日、17 日では真皮層全体で
の発現が認められた。しかし、レーザーマイ
クロダイセクションで局所の組織を採取し、
リアルタイム定量PCR法で発現量を検討した
ところ、有用な CT 値が得られなかった。発
現量が極めて少ないことが理由であると考
えられるため、今後はより DNA 量を増幅して
検討を行っていきたい。以上のデータをもと
に、胎仔皮膚再生や創傷治癒に関連している
と思われた遺伝子の中で、遺伝子 C、遺伝子
Ｆについてより深く検討していくべく免疫
組織染色におけるタンパクレベルでの発現
を確認した。遺伝子 C は 、 in situ 
hybridization の結果と同様に、マウス各発
生段階の真皮に特異的に発現し、また表皮に
近づくにつれて発現が増強していた。創傷部
との関係では、胎生 15 日、17 日では創傷部
位が正常部位に比べて発現量が減少してい
るのに対し、胎生 13 日では正常部位に比べ
て創傷部位で発現が増加している傾向にあ
った。遺伝子 F は、in situ hybridization
の結果と同様に胎生 13 日では正常部・創傷

部ともに発現は認められなかった。また胎生
15 日では、mRNA レベルでは毛包周囲に発現
していたのに対し、タンパクレベルでは毛包
のみならず、表皮基底層全体に分布していた。
胎生 17 日でも表皮基底層全体に分布してお
り、さらに創周辺の真皮の細胞に遺伝子 Fを
多く発現している細胞が観察された。また in 
situ hybridization の結果と同様に、正常部
位に比べ、創傷部で発現が増強している傾向
にあった。遺伝子 Fと分化と分裂の関係を調
べるために、Ki67, P63, Keratin10, loricrin
の免疫組織染色も行った。遺伝子 Fを多く発
現している毛包では、細胞分裂が活発に起き
ていることがわかった。また分化が進行した
表皮では、遺伝子 Fの発現と相関しなかった
ため、遺伝子 Fは細胞増殖との関連が示唆さ
れた。遺伝子 F と Twist2 の機能解析を行う
べく、siRNA 試薬を用いて検討した。まず羊
水内に直接 siRNA 試薬を投与することで、ノ
ックダウンが可能か否かを検討するために、
予備実験として house keeping gene である F 
VII (1377501, Invitrogen)に対する siRNA
試薬を、蛍光色素 Block-it と共に、胎生 15
日のマウス胎仔に創傷を作成した直後に羊
水内に投与した。48 時間後に回収し組織を回
収し、蛍光顕微鏡で確認するとともに、リア
ルタイム定量 PCR 法で発現量を比較した。こ
の結果、胎仔皮膚内に siRNA 試薬が取り込ま
れ、適切にノックダウンされていることが示
された。遺伝子 Fに対する siRNA 試薬を胎生
15 日のマウス胎仔の創傷作成後、羊水内に投
与し、72時間後に回収した。Negative Control
に比べ、創傷部位が明らかであり、創傷治癒
が抑制されていた。組織を観察すると、遺伝
子Fをノックダウンすることで創傷部辺縁の
毛包が消失または減少した。また、明らかに
再上皮化が遅延していることが観察された。
遺伝子 Cは、胎生 13 日および 15 日の胎仔に
対してノックダウンを試みた。通常、胎生 13
日ではキメを含め皮膚が完全に再生するの
に対し、siRNA 試薬を投与したマウス胎仔で
は皮膚再生が乱れ、キメが再生されなかった。 
組織を観察すると、胎生 13 日の創傷部では
毛包の再生が消失し、胎生 15 日の創傷部で
は毛包の再生が減弱していることが確認さ
れた。この差異は、毛包の形態形成時期の変
化によるものと考えられた。遺伝子Ｃに対す
るノックアウトマウスを Jackson lab から入
手した。増殖を行い、胎仔手術を行ったとこ
ろ、通常なら完全に皮膚が再生する胎生 13
日のマウスで、瘢痕を伴って治癒した。この
ことから、皮膚の再生には、遺伝子 Cが管益
していることが考えられた。 
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