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研究成果の概要（和文）：本研究では神経提細胞マーカーであるNestin陽性細胞の、皮膚における局在および分化運命
について解析したと共に、皮膚腫瘍における同細胞の挙動について解析した。その結果、毛乳頭や皮膚腫瘍周囲の真皮
には、Nestinを発現する紡錘形細胞ならびに血管周皮細胞が分布していることを証明した。また外毛根鞘細胞、ならび
にケラトアカントーマを構成する角化細胞が、Nestin陽性細胞の娘細胞により構成されることを証明した。これらの結
果は、nestinを発現する紡錘形細胞が角化細胞の増殖に関与している可能性、また毛包上皮や一部の皮膚腫瘍を構成す
る角化細胞が、神経堤幹細胞の娘細胞である可能性を示唆するものとなった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated distribution and differentiation potential of 
nestin-expressing cells in normal skin, cutaneous tumor and wounded skin. The nestin-expressing spindle 
cells and pericytes are distributed in dermal papilla, as well as dermis surrounding cutaneous epithelial 
tumor and wounded skin. In addition, we found that keratinocytes in outer root sheath cells, 
keratoacanthoma and wounded skin are daughter cells of nestin-expressing cells. These findings imply that 
nestin-expressing spindle cells contribute to keratinocyte proliferation, and some of keratinocytes in 
hair follicle and cutaneous epithelial tumors consist of daughter cells of the neural crest stem cells.

研究分野： 獣医学

キーワード： ネスチン

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 毛包における上皮系幹細胞の存在は既
知の事実であるが、その他にも神経堤幹細胞
マーカーである Nestin を発現した多能性幹
細胞が毛包に存在することが過去に報告さ
れている。Nestin プロモーターの下流に GFP
遺伝子を挿入したトランスジェニックマウ
スを用いた解析では、GFP 陽性細胞が毛包膨
大部の外毛根鞘に局在することが示されて
いる。 

一方でヒト毛包では、Nestin 陽性細胞が毛
包周囲の結合組織や毛乳頭に存在するのに
対し、上皮組織からは検出されないことが報
告されている。さらにイヌでは、毛包狭部に
分布する角化細胞が均一に Nestin を発現し
ていたことが報告されている。ここまでの報
告を総合した限りでは、哺乳動物における同
細胞の組織学的分布については、十分な統一
見解が得られているとはいえない。また毛包
に存在する神経堤幹細胞の分化運命につい
ても十分に解明されておらず、より詳細な解
析が求められている。 
 
(2)医学分野では、ヒトの外毛根鞘腫、パピ
ローマウイルス感染に伴うボーエン病やボ
ーエン癌において、腫瘍化した角化細胞が
Nestin を発現することが過去に報告されて
いる。これに対しヒト基底細胞癌では、腫瘍
化した角化細胞は Nestin を発現しないこと
が示されている。 

一方でヒトやイヌに発症した基底細胞癌
や有棘細胞癌において、腫瘍化した上皮細胞
が Nestin を発現するとする報告もあり、こ
れまでのところ十分な統一見解が得られて
いるとはいえない。また仮に腫瘍化した上皮
細胞が Nestin を発現していたとしても、そ
れらの腫瘍細胞が外毛根鞘細胞に由来する
のか、あるいは上皮系細胞である角化細胞が
神経堤細胞へと分化転換するのかについて
も十分に解明されておらず、より詳細な解析
が求められている。 

 
２．研究の目的 
(1)Nestin 陽性細胞およびその娘細胞が GFP
を発現するコンディショナルノックアウト
（CKO）マウスを作出し、同マウスの毛包に
おける GFP陽性細胞の組織内分布について解
析した。 
 
(2) CKOマウスの皮膚に化学発癌を惹起させ、
発癌過程における GFP陽性マウスの挙動につ
いて解析した。 
 
(3)健常イヌ皮膚、イヌに自然発症した上皮
性皮膚腫瘍、ならびにイヌ皮膚の全層欠損部
における Nestin 陽性細胞の組織内分布およ
び表現型について解析した。 
 
３．研究の方法 
(1)既報告において作出された NES-CRE マウ

ス(京都大学 景山龍一郎氏より譲渡)と
CAG-CAT-EGFP マウス(大阪大学 宮崎純一氏
より譲渡)を交配し、Nestin プロモーター遺
伝子の活性化において Cre-loxP 部位特異的
組換えにより GFPを発現する CKOマウスを作
出した。また同マウスの毛包における GFP 陽
性細胞の局在を、免疫組織化学染色及び蛍光
抗体法により解析した。 
 
(2)上述した CKO マウスの皮膚に 7,12- 
dymethilbenzanthracene(DMBA)および 12-o- 
tetradechanoylphorbol-13-acetate(TPA) を
塗布して化学発癌を惹起させ、腫瘍組織中
（n=3）における GFP 陽性細胞の局在を解析
した。 
 
(3)健常イヌ（n=3）の皮膚、イヌ上皮性皮膚
腫瘍（n=28）、ならびにイヌ皮膚全層欠損部
（n=3）における Nestin 陽性細胞の局在を解
析するため、抗 Nestin 抗血清を用いた免疫
組織化学染色を実施した。さらに同細胞の表
現型を確認するため、抗 keratinocyte 抗体
（AE1/AE3）、抗メラノサイト抗体（PNL1）、
抗 Vimentin 抗体、抗 von Willebrand Factor 
(vWF)抗体、抗 CD31 抗体、抗 Desmin 抗体な
らびに抗α-Smooth Muscle Actin (αSMA)抗
体を用いた二重蛍光染色法を実施した。 
 
４．研究成果 
(1)NES-CRE/CAG-CAT-EGFP CKO マウスの皮膚
では、成長期毛包の毛乳頭細胞、ならびに結
合組織鞘に分布する紡錘形細胞において GFP
の発現が認められた。また毛包上皮を構成す
る角化細胞のうち、成長期毛包の最外層にお
いて GFP の発現が認められたが、毛幹を構成
する角化細胞ならびに表皮角化細胞では GFP
の発現が認められなかった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．成長期毛包（左）および表皮（右）における
GFP の発現。毛包の最外層および表皮の角層
に緑色の蛍光が認められるが、毛幹ならびに表
皮角化生細胞には同様の蛍光が認められな
い。 
 
 続いて毛包最外層に分布する GFP陽性細胞
の組織学的局在について解析するため、抗
GFP 抗体、外毛根鞘細胞マーカーである
Keratin 14、内毛根鞘細胞マーカーである
Trichohyalin に対する抗体を用いた二重蛍
光染色法を実施した。その結果、上述の GFP
陽性細胞は Keratin 14 陽性であったのに対
し、Trichohyalinは陰性であった（図 2）。 

一方で抗 Nestin 抗血清を用いた免疫蛍光
染色では、毛乳頭細胞および結合組織鞘に分



布する紡錘形細胞において Nestin の発現が
認められたのに対し、外毛根鞘細胞には
Nestin の発現が確認できなかった。 
 以上の結果から、前述の CKO マウスでは
Nestin 陽性細胞が、成長期毛の毛乳頭および
結合組織鞘に分布することが示された。また
同細胞の娘細胞が、外毛根鞘に分布すること
が示された。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．Nestin, Keratin 14, Trichohyalin に
対する二重蛍光染色法所見。（左）Nestin（緑）
Keratin 14 （赤）、（右） Nestin（緑）
Trichohyalin（赤）。 Nestin 陽性細胞は
Keratin 14 陽性細胞と共在するのに対し、
Trichohyalin 陽性細胞とは共在しない。 
 
(2)前述した CKOマウスの皮膚に DMBAおよび
TPA を塗布したところ、ヒトおよびイヌ
keratoacanthoma に矛盾のない組織像をマウ
スの皮膚に再現することができた。 
 再現した腫瘍組織中における GFP陽性細胞
の局在を、抗 GFP抗体を用いた免疫組織化学
染色により解析した。その結果、腫瘍組織を
構成する角化細胞の一部が GFPを発現するこ
とを確認した（図 3）。さらに同組織の周囲に
存在した比較的小型の腫瘍における GFP陽性
細胞の局在を観察したところ、基底細胞の一
部、ならびに有棘細胞および顆粒細胞の多く
が GFP陽性であることを確認した（図 3）。 
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図 3．化学発癌により CKO マウスに発現した
keratoacanthoma の免疫組織化学染色所見
（抗 Nestin 抗血清）。（左）腫瘍組織の上皮
内に Nestin 陽性細胞が認められる。（右）
Nestin 陽性細胞は基底細胞の一部と有棘細
胞～顆粒細胞の大部分を構成している。 
 

一方で、抗 Nestin 抗血清を用いた免疫組
織化学染色では、上述の腫瘍組織における上
皮細胞中における Nestin の発現は確認でき
なかった。 

以上の結果より、前述の CKO マウスにおけ
る keratoacanthoma の発生過程においては、
腫瘍細胞の一部が外毛根鞘細胞に由来する
可能性が示唆された。 
 

(3)健常犬の皮膚では、Nestin 陽性細胞がマ
ウスと同様に毛乳頭および結合組織鞘に分
布することが確認された。また外毛根鞘のケ
ラチン陽性細胞や毛球部のメラノサイトは、
Nestin を発現していないことが確認された
（図 4）。さらに Nestin 陽性細胞は、間葉系
細胞マーカーである Vimentin を発現してい
ることが示された。 
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図 4．健常犬の毛包における Nestin, AE1/AE3
（Keratin：A）および PNL2(メラノサイト抗
原：B)の組織内分布。Nestin 陽性細胞は結合
組織鞘および毛乳頭に認められる。AE1/AE3
陽性細胞ならびに PNL2 陽性細胞は、Nestin
を共発現していない。 
 
 
 



 またイヌに自然発症した有棘細胞癌
（n=15）、毛包上皮腫（n=18）、毛芽腫（n=4）
ならびに皮内角化上皮腫（n=3）における、
Nestin 陽性細胞の組織学的局在を解析する
ため免疫組織化学的解析を実施した。その結
果、いずれの組織においても Nestin 陽性細
胞は、腫瘍周囲の間質中に認められた(図 5)。
二重蛍光染色法により、この Nestin 陽性細
胞はいずれも Keratin 陰性、メラノサイト抗
原陰性、Vimentin 陽性であることが示された。 
 各組織における Nestin 陽性間質細胞の頻
度は、有棘細胞癌で 93.3％（14/15）、毛包上
皮腫で 38.9％（7/18）、毛芽腫で 50.0％（2/4）、
皮内角化上皮種で 33.3％（1/3）であった。
一方で上述のイヌ腫瘍組織のいずれにおい
ても、角化細胞中に Nestin の発現は確認さ
れなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5．有棘細胞癌（SCC）および毛包上皮腫
（Trichoepithelioma）Nestin 陽性細胞の分
布。Nestin を発現する紡錘形細胞が、腫瘍周
囲の間質（d,i）および毛細血管壁（e,j）に
認められる。一方で腫瘍を構成する上皮細胞
中には、Nestin の発現は確認されない。 
 
 続いてイヌ皮膚腫瘍の結合組織に認めら
れる Nestin 陽性細胞のうち、毛細血管壁を
構成する細胞の表現型を二重蛍光染色法に
より解析した。その結果、同細胞が血管内皮
細胞マーカーである vWF や CD31 を発現する
細胞よりも周囲に分布し、血管周皮細胞マー
カーである Desmin や αSMA を共発現する事
を確認した(図 6)。 

さらにイヌに作出した皮膚全層欠損部に
おける、Nestin 陽性細胞の組織学的分布、経
時的挙動ならびに表現型について観察した。
その結果、受傷後 7 日目において創傷部直下
の結合組織に Nestin を発現する紡錘形細胞
が旺盛に発現し、18 日目には減少したものの
一部の細胞が管腔構造を形成していた(図 7)。
さらに同細胞の表現型を観察したところ、
Nestin とともに Desmin やαSMA を共発現す
る細胞の頻度が経時的に増加した。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6．イヌ有棘細胞癌の結合組織に分布する
毛細血管の二重蛍光染色法所見。Nestin 陽性
細胞は Vimentin 陽性で、血管内皮細胞マー
カーである vWF や CD31 を発現する細胞の周
囲に分布し、DesminやαSMA を共発現してい
る。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7．イヌ皮膚に作出した皮膚全層欠損部に
おける Nestin 陽性細胞の発現。Nestin 陽性
細胞は受傷後 7 日目で、創傷部直下の結合組
織に旺盛に認められる。受傷後 18 日目には
同細胞の頻度が減少しているものの、一部の
細胞が管腔構造を形成している。 

 
以上の結果より、イヌ皮膚においては

Nestin が毛乳頭細胞や腫瘍間質細胞など、増
殖の旺盛な角化細胞に隣接して局在するこ
とが確認された。さらにイヌ皮膚腫瘍および
皮膚全層欠損部においては、結合組織中に紡
錘形細胞が認められるとともに、同細胞の一
部が血管周皮細胞へと分化することが示さ
れた。この事実は、前述の結合組織中に分布
する Nestin 陽性細胞が、直接または血管周
皮細胞へと分化することで、角化細胞の増殖
を促進する役割を有する可能性を示唆する
ものと考えられた。 
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