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研究成果の概要（和文）：
本研究では、N-cadherin に着目し、角膜上皮幹細胞の未分化性維持機構の解明を試みた。そ

の結果、N-cadherin は角膜上皮幹細胞に特異的に発現し、分化に伴い速やかに失われることが
明らかとなった。また、特定の培養条件において、N-cadherin をより長期間維持することが可
能であったが、一方で、角膜上皮分化マーカーの発現も高い傾向を示した。N-cadherin は角膜
上皮幹細胞の未分化性のみでなく、角膜上皮特異的分化に寄与している可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：
In the present study, we have attempted to clarify the mechanism of corneal

epithelial stem cell niche. The result showed that N-cadherin was specifically
expressed in the intracellular region of the corneal epithelial stem cells and the
expression was rapidly lost during the differentiation of corneal epithelial cells. In
certain culture condition, N-cadherin expression could be maintained for short period.
Interestingly also in that condition, the expression of Keratin 12; differentiation
marker for corneal epithelium, was increased. These results indicated that N-cadherin
has important roles in not only the maintenance of “stemness” but also the corneal
epithelial differentiation.
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１．研究開始当初の背景
組織（体性）幹細胞は骨髄、表皮、毛包、

腸管上皮、脳、精巣、角膜上皮など数多くの
成体組織中に存在していることが知られて
いる。これらの組織幹細胞は多分化能および
自己複製能を有していることから、障害を受

けた組織に対する再生医療のための細胞源
として注目されている。

組織幹細胞の中でも、骨髄の造血幹細胞、
さらに表皮、腸管上皮、角膜上皮などの上皮
系幹細胞は最も詳細に研究されている幹細
胞モデルである。表皮においては、表皮幹細
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胞は毛包部のバルジと呼ばれる特異的部位
に存在していることが知られている 。同様
に、角膜上皮においても、角膜上皮幹細胞は
角膜と結膜の間にある輪部と呼ばれる組織
の上皮基底部に存在することが知られてい
る。

角膜上皮幹細胞モデルは、未分化な角膜上
皮幹細胞が存在する輪部上皮領域と、より分
化した TA 細胞や分化角膜上皮細胞が存在す
る角膜中央部上皮が空間的に明瞭に分かれ
て存在していることから、上皮系幹細胞の研
究用モデルとして広く利用されている。我々
はこれまでに、角膜上皮幹細胞 phenotype と
して、side population cell (SP 細胞)を見出し、
その特性を明らかとした。また、細胞表面抗
原 の integrin 6 お よ び CD71(Transferin
receptor)を用いて、FACS により容易に角膜上
皮幹細胞・前駆細胞を単離する方法を確立し
ている（図 1.R Hayashi, et al. Biochem Biophys
Res Commun. 2008）。しかし一方で、これまで
に角膜上皮幹細胞の局在や性質は明らかに
されているものの、角膜上皮幹細胞維持機構、
つまり「角膜上皮幹細胞ニッチ」についての
詳細は明らかではない。

幹細胞ニッチとは“幹細胞維持に必要な特
異的微細環境”であり、その概念は、1978 年
に Schofield らにより初めて提唱された。幹細
胞ニッチ内においては、幹細胞は未分化性を
維持することが可能であるが一度、ニッチか
ら離れると、幹細胞は分化に向かい未分化性
は失われると考えられる。幹細胞ニッチの構
成要素としては、液性因子、細胞外基質、細
胞間接着分子などの因子が関わっており、こ
れらが複合的に作用することで、幹細胞の未
分化性が維持されると考えられる。

近年、マウス造血幹細胞ニッチ形成には、
造血幹細胞と骨芽細胞との N-cadherin を介し
た細胞接着が重要な役割を果たしているこ
とが示された（J. Zhang, et al. Nature. 2003）。
N-cadherin は細胞間接着を担う classical
cadherin family の ひ と つ で あ る 。 こ の

N-cadherin に よ る 細 胞 間 接 着 が 、
angiopoietin-1/Tie-2 シグナルの構築を介して、
幹細胞の未分化性維持機構に深く関与して
いるとされている。これらの報告から、造血
幹細胞のニッチ形成には、N-cadherin を介し
た「骨芽細胞－造血幹細胞」の細胞間接着が
大きな役割を果たしていると推測された。
さらに、N-cadherin が細胞間接着分子であ

ることから、上皮幹細胞・前駆細胞と接着し
て存在する細胞（ニッチ細胞）の探索を行な
ったところ、メラノサイトが N-cadherin を介
して角膜上皮幹細胞・前駆細胞と接着して存
在していることを見出した。この事実は、
N-cadherin を介したメラノサイトと上皮幹細
胞との接着が、上皮幹細胞の未分化性維持に
関与していることを強く示唆している。我々
の報告は角膜上皮幹細胞ニッチにおいても
N-cadherin が発現していることを初めて示す
と同時に、ヒト組織幹細胞モデルにおける
N-cadherin の関与を初めて示した点におい
ても大きな意義がある。すなわちこの報告に
より、N-cadherin を介した細胞間接着は造血
幹細胞のみでなく、角膜上皮幹細胞を初め他
のヒト組織幹細胞ニッチ形成に共通する因
子である可能性が示唆される。しかしながら
現時点では、角膜上皮幹細胞の未分化性維持
に寄与する因子や詳細な分子メカニズムに
ついては不明である。

２．研究の目的
そこで本研究では、N-cadherin を介した細胞
間接着が幹細胞ニッチ形成に必須な因子で
あるという仮説に基づき、N-cadherin の関与
する角膜上皮幹細胞の未分化性維持機構を
解明し、in vitro における幹細胞ニッチの再構
築を目的とする。つまり、幹細胞ニッチを構
成する因子のうち、特に「細胞間接着」に着
目し、その有力候補としての「N-cadherin を
介した細胞間接着」について特に詳細に検討
する。

３．研究の方法
a) N-cadherin 発現の確認
in vivo および in vitro の角膜輪部上皮細

胞における N-cadherin の詳細な局在につい
て、免疫染色による検討を行う。

b) 角膜上皮細胞のフィーダー培養における

N-cadherin 接着阻害の効果

角膜輪部上皮は、3T3 細胞や脂肪由来間葉
系幹細胞（MSC）などをフィーダー細胞に用
いて共培養することで、未分化上皮細胞を増
殖させることが可能であることが知られて
いる(Sugiyama H, et al. 2008)。これまでの我々
の検討により、これらフィーダー細胞の多く
が N-cadherin を発現していることを明らかと
なっている。そこでまず、フィーダー細胞の

図 1. FACS による角膜上皮幹細胞の単離



N-cadherin 発現が角膜上皮の未分化性に及ぼ
す影響について検証するため、フィーダー細
胞のN-cadherinを siRNAもしくは中和抗体で
阻害することによる輪部上皮細胞のコロニ
ー形成能に対する効果について検討を行う。
c) 輪部上皮由来メラノサイトの単離、培養法
の確立および特性解析
方法としては、ヒト研究用輸入角膜の輪部上
皮をディスパーゼおよびトリプシン処理に
より、上皮層を回収する。回収した細胞につ
いて、メラノサイト用培養用培地（Kurabo:
無血清）に懸濁し、コラーゲンタイプ I でコ
ーティングした培養皿上に播種し初代培養
を行う。メラノサイト用無血清培地では上皮
細胞は殆ど増殖出来ないため、継代を 2-3 回
繰り返すことで輪部メラノサイトを純化す
る。培養輪部上皮メラノサイトの性質につい
て、in vivo 輪部上皮メラノサイトとの差異を
確認するために、N-cadherin 発現やメラノサ
イトマーカー発現などを RT-PCR および免疫
染色法により検討する。
d) 表皮および輪部上皮由来メラノサイトと
角膜上皮幹細胞の共培養

メラノサイトは細胞接着により幹細胞の
未分化性維持を担っていると考えられるが、
メラノサイトが産出するサイトカイン等の
液性因子も関わっていると考えられる。そこ
で、culture insert (6 well)を用いた共培養系も
しくは conditioned medium を用いて、メラノ
サイトの接着と液性因子を分けて評価する。

e) in vitro 角膜上皮幹細胞ニッチ機能の検証

ここまでの研究結果により明らかとされ
た、in vitro 環境で角膜上皮未分化性維持に寄
与すると考えられる因子を用いて、in vitro で
の幹細胞ニッチの再構築を行う。再現した in
vitroニッチ機能が in vivoと同等であるか否か
を検証するために、角膜上皮幹細胞・前駆細
胞あるいは既に未分化性が失われている輪
部上皮 N-cadherin 陰性細胞を培養し、未分化
性の維持もしくは回復が可能か否か指標と
してニッチ機能の検証を行う。

４．研究成果
本研究では、N-cadherinに着目し、角膜上

皮幹細胞の未分化性維持機構の解明を目指し
ている。まずN-cadherinの詳細な局在の検討
を免疫染色で行った。その結果、N-cadherin
は上皮幹細胞マーカーのK15と発現が一致し
ており、N-cadherinはK15陽性角膜上皮幹細胞
間に局在していることが示された（図２）。
次に、N-cadherin抗体を用いたN-cadherin

結合阻害実験を行った。その結果、中和抗体
による角膜上皮幹細胞コロニーの生育に顕著
な差異は認められなかった。これは、
N-cadherin抗体の濃度が十分でない、または
、N-cadherin抗体が中和抗体として機能して

いない可能性が考えられた。そこで、フィー
ダー細胞（3T3細胞）側のN-cadherin発現を

siRNAにてknock downすることによる、角膜上
皮前駆細胞の生育への影響を検討した。その
結果、N-cadherin発現を低下させた3T3フィー
ダー上では、上皮前駆細胞のコロニー数が減
少した。また、培養中におけるN-cadherin発
現の経時変化を検討したところN-cadherinは
他の幹細胞マーカーに先駆けて、培養後速や
かに発現は失われ、Day3以降においてほぼ消
失することが明らかとなった（図３）。

以上のことから、角膜上皮前駆細胞の生育
阻害は、培養初期のN-cadherin接着阻害に起
因している可能性が示唆された。さらに
N-cadherin発現を指標として、培養条件の検
討を行ったところ、特定の条件において、
N-cadherinの発現を維持することが可能な培
養系が存在した。さらに興味深いことに、
N-cadherinを維持可能な培養条件においては
、同時に角膜上皮特異的マーカーK12発現の維
持も認められた（図４）。

メラノサイトに関しては、皮膚上皮および
輪部上皮に由来するメラノサイトについて、
連続継代を行うことにより単離・培養するこ
とに成功した。さらに、これらの培養メラノ
サイトの大部分において、N-cadherinを発現
していることを明らかとした。そこで培養し

図 3．角膜輪部上皮細胞の培養期間中に

おける幹細胞マーカー発現の推移

図 2. 輪部における

N-cadherin/K15の2

重染色



たメラノサイトをフィーダーに用いた場合の
角膜上皮幹細胞・前駆細胞の生育についてコ

ロニーアッセイによる検証を行った。その結
果、メラノサイトフィーダー上において角膜
上皮前駆細胞はコロニーを形成しないのに対
し、一方でメラノサイトの培養上清を角膜上
皮前駆細胞培養系（3T3フィーダー）に添加す
ることで、コロニー数およびコロニーサイズ
の有意な増加が認められた(図５)
以上の結果から、N-cadherin を介した細胞接
着（3T3-上皮）、メラノサイトとの細胞間接
着および液性因子が角膜上皮幹細胞・前駆細
胞の維持・増殖に寄与している可能性を示し

た。
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