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研究成果の概要（和文）：これまでに作製してきた角化細胞を培養し、脱細胞化処理により得た細胞外マトリッ
クス(dECM)上では、特に継代数の少ない細胞由来のdECMに関して、複製ストレス(継代培養)および酸化ストレス
による細胞老化を抑制できることを見出した。また本dECM上において培養表皮を形成できることを確認できた
が、生細胞数の維持効果は見られなかった。dECM上で培養された角化細胞のLRIG1(表皮幹細胞マーカー)の発現
量が低下したことから、培養表皮中の生細胞の減少は表皮幹細胞数の減少によるものであると推察された。

研究成果の概要（英文）：Decellularized extracellular matrix (dECM) has been developed by the culture
 of keratinocytes and decellularization technique. The dECM which is prepared by keratinocytes with 
younger passage number can suppress cellular senescence induced by replicative (passage culture) and
 oxidative stresses. Also, the dECM allow the formation of an in vitro epidermis layer. However, the
 viable cells were not maintained on the dECM after the long culture. LRIG1 (an epidermal stem cell 
marker) expression was decreased in the keratinocytes cultured on the dECM, indicating that the dECM
 could not maintain epidermal stem cells and decreased viable cells. 

研究分野：生体材料学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
化粧品の開発において動物実験はほぼ禁止されている。したがって、動物試験の代替法が開発されているが、培
養皮膚においては長期間維持できないため、皮膚の修復など、長期間の現象について評価することが困難であっ
た。細胞老化を抑制することにより、試験の長期化および安定した試験結果の取得が見込まれるが、長期化につ
いては細胞老化の抑制に加え、表皮幹細胞の維持も重要であった。一方で培養基板の改良による培養皮膚の長期
維持はあまり行われておらず、本研究において長期間維持できる培養皮膚を作製するための培養基板の必要要件
を見出すことができた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

動物福祉の問題から動物実験は禁止、縮小の傾向にあり、特に化粧品業界においては世界的に
動物実験が禁止された。動物実験を代替できる実験法が開発されつつあるが、角化細胞を用いた
培養表皮モデルもその 1 つである。この培養表皮モデルの利用により短期的な安全性、有効性
評価が可能になったが、一方で細胞数や角化機能が低下してしまい、皮膚の修復などの長期間の
評価ができない。その原因は、(a)培養系中の表皮幹細胞数の低下に伴う増殖能の低下、(b)表皮
幹細胞の分化能の低下、(c)角化細胞の細胞老化による細胞増殖能、角化機能の低下が挙げられ
る。 

 細胞機能は生体内においては細胞外マトリックス(ECM)によっても制御されている。一方で、
細胞外マトリックスを用いた培養表皮モデルの改良はあまり試みられていない。その理由とし
て、ECM は多種類の分子により構築され、一般的な化学的手法により再構築するのは困難であ
ったためであった。そのため、ECM を生体外で再構築するためには脱細胞化技術と呼ばれる、
組織体から細胞だけを除去し ECM を得るという方法が用いられる。 

 特に培養細胞を脱細胞化することで得た脱細胞化 ECM(dECM)は幹細胞の維持効果、細胞老
化の抑制効果が報告されているが、角化細胞に対する効果はわかっていない。 

 

２．研究の目的 

 上記を踏まえ、角化細胞由来の dECM を用いることで、ターンオーバーし長期間維持できる
皮膚モデルの開発を試みた。特に本研究では、細胞老化の抑制、表皮幹細胞の維持に注目して検
討を進め、培養表皮モデルの形成を試みた。 

 

３．研究の方法 

 
３．１．角化細胞由来の dECM の作製 
市販の角化細胞(3継代目および 5継代目)を組織培養用プレート(TCOS)上で 1週間培養するこ

とにより、細胞直下に ECM を形成させ、その後、EDTA により細胞間接着を弱くした後に、界面
活性剤処理および核酸分解酵素処理により脱細胞化を行った。それぞれの dECM を P3-dECM、P5-
dECM とした。 
 
３．２．細胞機能の評価 
 細胞増殖：ヘキスト 33342 により細胞核を染色後、顕微鏡観察下で細胞核数を計測することに
より評価した。 
細胞老化：過酸化水素に 24 時間暴露あるいは継代操作を 2 回繰り返すことにより、酸化スト

レスあるいは複製ストレスを与えた。その後、細胞の投影面積を、細胞形態をトレースすること
により計測することで、細胞老化の指標である細胞サイズの増大について評価した。さらに細胞
老化の指標の一つである老化随伴-ガラクトシダーゼ(SA--Gal)活性を染色により検出し、SA-
-Gal 活性陽性細胞率を測定した。 
細胞内 ROS レベルの測定：角化細胞を 1 日培養後、過酸化水素を添加し、酸化ストレスを付与

した。過酸化水素暴露後、ROS に反応する蛍光プローブ H2DCFDA を添加し、蛍光量を測定した。
その後、蛍光量を全タンパク質量でノーマライズした。また、抗酸化に関する遺伝子の発現量を
リアルタイム PCR 法により測定した。 
培養表皮の形成：角化細胞増殖培地と 10%血清含有 DMEM 培地を 1:1 で混合後、1.8 mM CaCl2

を添加した培地(気液界面培養培地)を調製した。セルカルチャーインサート上に角化細胞を高
密度で播種し、コンフルエントにした後、高濃度カルシウムを含む角化細胞増殖培地でさらに培
養後、気液培養培地を用いて、気液界面培養を行うことで培養表皮を形成した。その後、組織切
片をヘマトキシリン-エオジン(HE)染色後に観察した。 
 表皮幹細胞の評価：高濃度カルシウム存在下、非存在下において角化細胞を培養後、表皮幹細
胞マーカーの一つである LRIG1 の発現量をリアルタイム PCR 法により測定することで評価した。 



 
４．研究成果 
４．１．dECM 上での角化細
胞の増殖 
 dECM 上で角化細胞が増
殖するか確認するために、
実際に角化細胞の増殖培
養を行った。その結果、培
養日数に伴い、角化細胞数
は増加していったことか
ら、本 dECM 上でも角化細胞
の増殖培養は可能である
と示された。さらに dECM 上
における角化細胞の増殖
能を比較したところ、dECM
上よりも TCPS 上のほうが
多く細胞が観察された(図
1)。この原因として、1)細胞接着数が dECM 上では少ない、2)表皮幹細胞数が少ないことが考え
られた。 
 
４．２．dECM 上での細胞老化 

dECM が細胞老化に与える影響を調べるために、細胞老化を誘導する酸化ストレス(図 2)およ
び複製ストレス(表 1)を与えたときの細胞老化を評価した。細胞老化の指標として、SA--Gal 陽
性細胞率の測定を行った。また酸化ストレスへの影響の評価に際しては細胞サイズ(投影面積)
の測定も行った。その結果、P3-dECM 上において、SA-b-Gal 陽性細胞率、細胞サイズの低下がみ
られた。本結果は、P3-dECM 上で細胞老化が抑制されることを示している。 

 
 
 
 

 

図 1：dECM 上での角化細胞の増殖 
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図 2：3 継代目の角化細胞に酸化ストレスを付与した際の細胞老化 
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【投影面積】
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表 1：2 継代目の角化細胞を 2 回継代した際の SA--Gal 陽性細胞率 

 

P-valuesTCPSP3-dECM

0.00230.7±1.821.7±3.6#1

0.0000837.4±2.227.1±2.2#2

0.00228.7±2.121.8±2.8#3



４．３．dECM 上での細胞内活性酸素種(ROS)レベルの評価 

 細胞老化

が生じる原

因の一つと

して酸化ス

トレスが挙

げられる。

そこで、本

研 究 で は

dECM上で抗

酸化能が上

昇している

のではない

か と 考 え

た。dECM 上

での角化細

胞内の ROS

レベルを測

定したとこ

ろ、細胞内 ROS レベルが顕著に低下した(図 3)。また抗酸化に関する酵素の発現量も増大してい

た。そのため、dECM 上で細胞老化が抑制される原因の一つとして、細胞内での抗酸化能の上昇

が考えられた。一方で、細胞老化の抑制効果は P3-dECM の方が強いため、抗酸化能の亢進以外の

機序の存在も考えられた。 

 

４．４．dECM 上での培養表皮の形成 

 P3-dECM のほうが細

胞老化を強く抑制し

たため、P3-dECM 上で

培養表皮を形成する

ことができるか確認

した。その結果、培養

7 日後には重層化した

培養表皮が認められ、

dECM 上でも培養表皮

の形成が可能である

ことが示された。一

方、10 日後には dECM

上では剥離が見られ、

またヘマトキシリン

で染色される生細胞

層が薄くなっていた

(図 4)。 

 

 

 

 

 

 

４．５．dECM 上での表皮幹細胞マーカーの発現 

 培養表皮中の生細胞層が dECM 上で早く薄くなる原因を調べるために、表皮幹細胞マーカーで

ある LRIG1 の発現量を評価した。その結果、分化誘導の有無に関わらず、dECM 上のほうが LRIG1

の発現量は TCPS 上よりも低下していた(data not shown)。間葉系幹細胞(MSC)から作製した dECM

上では MSC の幹細胞性が維持されることが報告されている(R. Rakian et al., Stem Cell Res. 

Ther. 2015, 6, 235)。角化細胞の中には表皮幹細胞が存在しているため、表皮幹細胞の幹細胞

性も維持できるのではないかと期待されたが、角化細胞と MSC では異なっており、角化細胞およ

び表皮幹細胞への応用にはさらに工夫が必要であることがわかった。 

 

 

 

図 3：dECM 上での細胞内 ROS レベル 

【P3-NHEK：酸化ストレス条件下】
2日間培養後、100 mMの過酸化水素を含む培地
中で評価した。
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3日間培養後、過酸化水素を添加しない培地中で
評価した。
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図 4：dECM 上での培養表皮の HE 染色像 
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