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研究成果の概要（和文）：上皮間葉細胞塊を形成して分化誘導する再生モデルを利用することで、毛包・汗腺へ
の分化を決定づけるメカニズムや因子を探索することを目的とした。上皮間葉細胞塊の形成により、背部皮膚由
来の上皮間葉細胞塊は毛包への分化を示したが、足底皮膚由来の上皮間葉細胞塊、spheroidからは汗腺への分化
は観察できなかった。構成する細胞として表皮芽が伸長し始める時期の細胞が適していたが、分化に関わる間葉
系細胞の数による分化の差は乏しかった。汗腺の再生には表皮芽を形成する十分な細胞数の上皮系細胞が必要で
ある可能性、上皮-間葉細胞の相互作用以外にもキーファクターとなる成長因子の関与がある可能性が考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, the mechanism and factors involved in the development of hair
 follicles or sweat glands were explored by using an in-vitro model. This model induced the 
differentiation in hair follicles or sweat glands by forming condensed “epithelial-mesenchymal cell
 mass” or “spheroid”. The epidermal-mesenchymal cell mass derived from mouse dorsal skin showed 
differentiation into hair follicles, while the differentiation into sweat glands was not observed in
 the epidermal-mesenchymal cell mass/spheroid derived from mouse footpad skin. Constituent cells 
were preferably collected at the time of neonatal when epidermal buds started to grow, and the 
differentiation seemed independent of the number of mesenchymal cells involved. Regeneration of 
sweat glands may require a sufficient number of epithelial cells purified from epidermal buds, and 
may involve key growth factors in addition to epithelial-mesenchymal cell interactions.

研究分野： 皮膚科学

キーワード： 汗腺　毛包　上皮間葉細胞塊　スフェロイド
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究からは、汗腺の再生には表皮芽を形成する十分な細胞数の上皮細胞が必要である可能性、上皮-間葉細胞
の相互作用以外にもキーファクターとなる成長因子などの関与がある可能性が考えられた。毛包分化に比較して
汗腺への分化の誘導効率は高くないと考えられ、これらの上皮細胞の採取方法や、上皮間葉細胞の相互作用以外
の成長因子が明らかになることで、汗腺組織の再生に応用出来る可能性、あるいはその方法を確立できる可能性
がある。また、臨床的な意義として、その機序に関与する分子や経路の促進物質あるいは阻害分子を研究するこ
とにより、無汗症や多汗症の治療薬の開発につながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
汗腺や毛包の発達の程度は動物種や皮膚の部位により異なるが、各々の皮膚付属器への分化や
その分布を運命づけるメカニズムの詳細は不明である。胎児期の組織発生過程において、毛包や
汗腺などの外胚葉系器官の形成は、その発生予定領域の上皮が肥厚した Bud（芽）が間葉細胞側
に陥入することで開始する。続いて、その上皮系細胞の凝集塊が周囲の間葉系組織との間で相互
の分化を誘導し、外胚葉系器官が完成する。毛包および汗腺の形成は、ともに一見同じに見える
表皮芽（Bud）から生じるが、その後に形成される器官が分岐するメカニズムの詳細は不明であ
る。上皮細胞の分化方向は、上皮細胞にあらかじめプログラムされている可能性、あるいは各分
化段階における間葉系細胞からのシグナルが分化の方向性を規定している可能性が考えられる
が、その詳細は明らかにされていない。 
 
外胚葉系器官の発生モデルとして、上皮間葉細胞塊を作成して分化を誘導するモデルがある。こ
の分化誘導法は生体内における組織発生過程を模倣して組織再生を誘導する方法である(1)。成
体の標的組織から分離した上皮性幹細胞と間葉系幹細胞を緊密な接触が維持されるよう、小さ
なコラーゲンゲル滴内に区画化して配置する。数時間以内に細胞は上皮-間葉相互作用を開始し、
幼若組織として器官原基が再生する。これまで、この手法を用いて歯・毛包・唾液腺などの外胚
葉系器官の組織再生が達成されている(2, 3)。そこで、本研究では、上皮間葉細胞塊を形成するこ
とによる毛包、汗腺の再生モデルを利用して、毛包・汗腺への分化を決定づけるメカニズムや因
子を探索することを目的として開始した。 
 
1) Nakao K, Morita R, Saji Y et al. The development of a bioengineered organ germ method. Nature 
methods 2007;4:227-30. 
2) Toyoshima KE, Asakawa K, Ishibashi N et al. Fully functional hair follicle regeneration through the 
rearrangement of stem cells and their niches. Nature communications 2012;3:784. 
3) Ogawa M, Oshima M, Imamura A et al. Functional salivary gland regeneration by transplantation of a 
bioengineered organ germ. Nature communications 2013;4:2498. 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、上皮間葉細胞塊を形成することにより分化誘導する in-vitro の毛包・汗腺の再生モ
デルを利用して、毛包、汗腺への分化を決定づけるメカニズムや因子を探索することを目的とし
た。まず In-vitro で皮膚から採取した上皮系および間葉系細胞を、上皮間葉細胞塊として毛包・
汗腺に誘導し、各組織分化に関連する分子を同定することを目指した。次に、幼弱マウスにおけ
る毛包・汗腺の各発生段階で検討し、毛包・汗腺組織への分化を運命づける分子やメカニズムを
探索することを目標とした。 
 
 
３．研究の方法（図 1） 
C57BL/6 マウス足底皮膚あるいは背部皮膚を酵素処理することにより、上皮系細胞、間葉系細胞
を分離した。採取した細胞をコラーゲンゲル内にお互いに接触する状態で配置し上皮間葉細胞
塊を作成した。あるいは、採取した上皮系細胞と間葉系細胞の懸濁液を非接着性プレートに播種
して spheroid を作成した。作成した上皮間葉細胞塊、あるいは spheroid を in-vitro で 1 週間程度
の期間培養した。 
 
3 次元培養の実験には、1 週間程度培養した spheroid を使用し、培養プレート上のコラーゲンゲ
ルに spheroid を包埋して 3 次元で増殖できる状態で培養した。3 次元培養にはフィーダーとして
マイトマイシン C 処理した線維芽細胞を共培養した。 
 
分化誘導した細胞の移植実験では、培養した上皮間葉細胞塊あるいは spheroidを回収し、C57BL/6
マウス腎皮膜下に移植した。あるいは、免疫不全マウス BALB/c-nu の皮内に移植した。数週間
後に移植した組織を採取した。 
 
分化誘導した細胞あるいは組織を回収し汗腺組織への分化を評価した。汗腺組織への分化は、形
態的観察、汗腺分化マーカーの定量 PCR、免疫染色、ウェスタンブロット法で評価した。汗腺マ
ーカーとして CK18、毛包マーカーとして CK17、併せてその他の汗腺分化シグナルを指標とし
て用いた。 
 



（図 1） 

 
 
４．研究成果 
（１）上皮-間葉細胞塊からの汗腺分化誘導 
マウス胎児（胎生 18 日, E18）の背部皮膚および足底皮膚から、上皮細胞（Epi）、間葉系細胞（Mes）
を採取し、コラーゲンゲルに配置することで上皮-間葉細胞塊を作成して培養した。汗腺分化に
関連した分子の mRNA 発現は培養時間と共に低下、あるいは経過を通じて十分な発現を認めな
かった。そこで、マウス背部皮膚、あるいは腎被膜下に上皮間葉細胞塊を移植して in-vitro での
分化能を検証した。皮膚/腎被膜下に、背部由来の上皮-間葉細胞塊を移植すると、毛包組織の構
築が検出され、毛包マーカーCK17 で染色される組織が観察された（図 2）。足底由来上皮-間葉
細胞塊を移植した場合には汗腺組織を認めず、汗腺マーカーCK18 で染色される組織は観察され
なかった。 
 
（２）spheroid からの汗腺分化誘導 
上皮-間葉細胞混濁液から作成した spheroid からの汗腺分化誘導も検討した。作成した spheroid
の汗腺・毛包マーカーの mRNA 発現は、上皮-間葉細胞塊と同様に汗腺分化マーカーは時系列で
発現が低下し、汗腺分化シグナルは経過を通じて十分な発現はなかった。マウス背部皮膚、およ
び腎被膜下に spheroid を移植したが、皮膚へ移植したものでは両 spheroid ともに汗腺あるいは毛
包を形成しなかった。腎被膜下への移植では、上皮-間葉細胞塊の場合と同様に背部由来 spheroid
の移植で毛包の形成を認めたが、足底由来 spheroid を移植したものでは汗腺の形成はなかった。 
 
（３）細胞採取時期および上皮-間葉細胞率による分化誘導の差異 
コラーゲンゲル内に上皮-間葉細胞塊を作成する方法と、上皮-間葉細胞混濁液から spheroid を作
成して分化誘導する方法では汗腺分化の誘導に関して優劣を認めなかった。一方、spheroid を用
いた手法の方が大量の細胞塊を得ることが出来た。そのため、spheroid からの汗腺分化誘導法を
中心に分化誘導法を確立するために、細胞採取時期および混合する上皮細胞-間葉細胞の割合を
検討した。 
 
まず、マウス足底皮膚を採取する時期が、汗腺組織への分化のしやすさに影響する可能性を検証
するために、胎生（E）および出生後（PN）の日数が複数（E14,E18,PN3,PN6）のマウスから採
取した足底皮膚を用いて spheroid を作成した。CK18 の mRNA および蛋白発現を解析したとこ
ろ、表皮芽が伸長しはじめる PN3 マウスで作成した spheroid で mRNA の発現が上昇し、免疫染
色では CK18 の発現が検出できた。 
 
次に、spheroid に混合する上皮系細胞、間葉系細胞の割合が、汗腺への分化に影響する可能性を
検討した。種々の割合（Epi:Mes 1:1～30:1）で、上皮細胞と間葉細胞を混合して作成した spheroid
を培養して、CK18 遺伝子発現を絶対定量 qPCR で測定した。E18 由来 spheroid は間葉系細胞が
少ないものでCK18発現量が多く、上皮細胞単独で最もCK18発現量が多かった。出生 3日（PN3）
由来 spheroid では間葉細胞数による差なく、上皮細胞単独と同程度の CK18 発現を認めた（図
3）。ウェスタンブロットでは上皮間葉細胞を等量混合した PN3 由来 spheroid で CK18 蛋白発現
が多かった。 
 
（４）３次元培養による汗腺分化 
3 次元培養よる分化を検討するために上皮系および間葉系細胞を 1：1 で作成した spheroid をコ
ラーゲンゲル中で 3 次元培養した。PN3 由来 spheroid では、3 日後に spheroid 周囲に上皮様胞巣
が伸長し、6 日後には嚢腫状の構造を形成した（図 4）が、E18 由来 spheroid の形態変化はなか
った。PN3 由来 spheroid では、フィーダー細胞数を調整することで CK18 遺伝子が発現した。 
 



（図 2） 
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