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研究成果の概要（和文）： 
簡便な三次元培養皮膚作製法を開発する目的で表皮幹細胞と羊膜に注目した。角化細胞の幹細

胞としては SP 細胞について解析した。至適条件を検討したところ、ヘキスト 33342 の濃度は

10μg/ml で 37度、60分の染色がもっともよいことが明らかとなった。そこで継代数の異なる

細胞を同時に培養し、SP 細胞の比率について検討したところ、継代をかさねると SP 細胞の比

率が低下することが明らかとなった。すなわち幹細胞を用いた培養皮膚作製については継代の

少ない細胞集団から SP細胞を分離する必要があることが明らかとなった。真皮成分に相当する

材料として羊膜に着目し、簡便な三次元培養皮膚の作製が可能であるかどうか検討した。正常

ヒト線維芽細胞をコラーゲンゲル中で培養し、羊膜をゲルの上に密着させ、角化細胞を播種し

た。２日後に空気に曝露することにより重層化させた。病理組織所見では、基底細胞がコンパ

クトであり、その配列は正常皮膚により近いものであった。免疫組織学的検索では、羊膜付き

三次元皮膚では基底膜成分は良好に発現しており、正常皮膚に非常に近いものであった。羊膜

を用いることで良好な培養皮膚の作製が可能であった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
In order to develop an easy method for constructing a three-dimensional cultured skin, 
we focused on epidermal stem cells and amnion membrane. We analyzed the condition 
for side population cells as stem cells, and clarified that ten microgram per ml of 
Hoechst dye, 60 min treatment at 37 degree are best for side population staining. Then 
we examined side population cell rate among different passaged cells, and 
demonstrated that side population cell ratio decreased along with passaging. Next we 
analyzed about amnion membrane. Amnion membrane was overlaid on type I collagen 
gel embedded with fibroblasts; then, normal human keratinocytes were seeded on the 
epithelial side of the amnion membrane. When the keratinocytes reached confluence, 
the three-dimensional cultured skin was lifted to the air-liquid interface and cultured 
for up to 3 weeks. Samples were harvested at different times and manipulated for 
morphological, immunohistochemical, and ultrastructural investigation. In the 
three-dimensional cultured skin with amnion, the epidermis was better stratified, with 
more compact, polarized, columnar basal cells, and the expression of differentiation 
and proliferation markers was more similar to that of normal human skin than was 
that of the three-dimensional cultured skin without amnion membrane. A more 
continuous basement membrane and better-developed hemidesmosomes were found in 
the three-dimensional cultured skin with amnion. It is possible to construct a better 
cultured skin using amnion membrane. 
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１．研究開始当初の背景 
我々は過去１０年以上にわたり表皮角化細

胞の生物学、培養方法などについて研究を行

ってきた。その結果、表皮角化細胞の無血清

培養法を確立し、動物由来材料を用いない培

養法を開発、さらにこの培養法を用いた培養

表皮シートを作製し臨床応用を行い良好な

成績を示してきた。これらの研究において培

養表皮シートは創傷治癒促進の効果は優れ

ているが、生着性に問題があることが判明し

た。組織学的検索にて、培養表皮シートは角

層を有しないこと、基底膜の構成成分をほと

んど有していないことが明らかとなった。角

層を有する培養皮膚として三次元培養皮膚

が開発されているが、臨床応用は予想外に遅

れている。この原因としてはその作製方法が

複雑であること、大量作製が困難であること

などによる。この点を改良することにより、

多くの患者への還元が期待できる。 
 
２．研究の目的 

本研究の具体的な目的は、表皮幹細胞と羊膜

を応用することにより、簡便かつ大量作製可

能な三次元培養皮膚作製法を確立すること

である。簡便な方法を確立することができれ

ば、当然大量作製法につながると予想される。

三次元培養皮膚では真皮に相当する部分に

コラーゲンゲルを用いることが多いが、コラ

ーゲンゲルを使用しなければならないため

に、作製過程が複雑にならざるをえない。そ

こで、我々は真皮成分に相当する材料として

羊膜に着目し、簡便な三次元培養皮膚の作製

が可能であるかどうかについて研究を行う

ことを目的とした。さらに表皮幹細胞を分離

培養し、大量に表皮細胞を増殖させることに

より、容易かつ大量に三次元皮膚を作製でき

るかについて検討を行う。表皮の幹細胞とし

て side population 細胞が候補としてあげら

れており、この細胞と従来の分離法であるマ

ーカーを用いた分離法で比較検討する。 

 
３．研究の方法 

三次元培養皮膚作製時での羊膜併用の効

果：ブタ腱由来Ⅰ型コラーゲン液に線維芽細

胞を加えてカルチャーインサートに添加し、

ゲル化させる。その後 10%FCSDMEM を適量イ

ンサートの内と外に添加し、５日間 5%CO2, 

37℃で培養する。５日後にはゲルは収縮して

いる。ゲルの表面に羊膜を密着させ、数時間

静置する。あらかじめ培養しておいたヒト表

皮角化細胞を剥離し、羊膜の上に播種する。

２日間培養後、空気曝露を行い重層化させる。

経時的にサンプルを回収し、HE 染色、免疫染

色、電子顕微鏡にて検索する。具体的には HE



染色にて形態学的な特徴を解析し、免疫染色

にて基底膜構成成分（ラミニン５，Ⅳ型コラ

ーゲン、Ⅶ型コラーゲン、64インテグリ

ン）、細胞間接着因子（E カドヘリン、デスモ

グレイン１，３，2 インテグリン）、細胞骨

格（ケラチン 5,14, 1, 10）、分化マーカー（イ

ンボルクリン、ロリクリン、トランスグルタ

ミナーゼ）などの発現を比較する。電子顕微

鏡では特に基底膜の構成について詳細に検

討を加える。 

SP 細胞を利用したヒト表皮幹細胞の分離：手

術時の余剰ヒト皮膚をディスパーゼにて剥

離し、トリプシン処理にて細胞を分離・分散

する。ヘキスト 33342を用いて細胞を染色し、

セルソーターにてヘキストブルー陰性・ヘキ

ストレッド陰性の分画を採取する。ヘキスト

33342 の濃度、反応時間、染色法については

すでにマウスで確立しており、若干の検討が

必要である。同時にベラパミル処理した細胞

で、この分画が消失することを確認する。そ

の分画の細胞を無血清培養法にて培養し、そ

の増殖能力を従来の培養法と比較検討する。 

SP 細胞における幹細胞マーカーの発現の検

討：SP 細胞が幹細胞として有用であるかにつ

いて、従来報告されているマーカーの発現を

検討する。従来は β1 インテグリン、α6イ

ンテグリンの強発現細胞が幹細胞としての

マーカーであるとされているが、SP細胞がこ

のマーカーをどの程度発現しているかにつ

いて、二重染色を行い、セルソーターを用い

て解析し比較検討する。さらには、これらの

マーカーを組み合わせて、細胞を分離し、増

殖能を検討することにより、さらに効率のよ

い幹細胞の分離法を確立する。 

 

４．研究成果 

正常ヒト線維芽細胞をコラーゲンゲル中で

培養し、５日間静置培養した。５日目に足場

となる羊膜をゲルの上に密着させさらに１

日間静置培養した。翌日、正常ヒト角化細胞

を羊膜の上に播種した。２日後に空気に曝露

することにより重層化させた。経時的にサン

プルを採取し、組織学的に検討した。すなわ

ち、ＨＥ染色にて形態を観察し、免疫染色に

て基底膜、表皮細胞間蛋白、ケラチンの発現

を検討した。さらに基底膜部を電子顕微鏡に

て観察した。ＨＥ染色所見では、従来の三次

元培養皮膚は基底細胞が不揃いで、角化細胞

の形態が分化しやすい傾向が見られた。新し

い三次元培養皮膚は基底細胞がコンパクト

であり、その配列は正常皮膚により近いもの

であった。また、この形態は空気曝露後 21

日まで維持されていた。免疫組織学的検索で

は、羊膜付き三次元皮膚はケラチン 10 の発

現は弱く、ケラチン 6はほぼ全層に発現して

いた。E-カドヘリン、デスモグレイン 1, デ

スモグレイン 3 は良好に発現しており、正常

皮膚と比較すると遜色なく発現していた。４

型コラーゲン、７型コラーゲン、ラミニン５，

インテグリン α６，インテグリン β４は羊

膜付き三次元皮膚では基底膜部に線状に発

現し、その発現は正常皮膚に非常に近いもの

であった。電子顕微鏡所見では羊膜付き三次

元皮膚は線状に lamina densa が観察された

が、従来の三次元皮膚では線状の lamina 

densa はほとんど認めなかった。 

凍結保存していた 2継代目の角化細胞を播種

し、無血清培養にて培養した。継代繰り返し、

6 代目までで適宜保存した。2-6 代の細胞を

同じ濃度で播種し、培養 5日目にトリプシン

を用いて細胞を回収し、ヘキスト 33342にて

染色した。至適条件を検討したところ、濃度

は 10μg/ml、37度 60分の染色が細胞へのダ

メージが少なく、染色も良好であった。角化

細胞における SP細胞の比率は 5％前後であっ

た。３代目以降の細胞では SP の比率は徐々

に低下し、６代目では１％以下であった。数



種類の角化細胞を用いて同様の検討をおこ

なったところ、継代がすすむにつれて SP の

比率は低下した。 
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