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研究成果の概要（和文）：本研究は、遺伝性皮膚難病である表皮水疱症における剥離表皮の再生

に骨髄由来間葉系細胞が寄与しているという我々の見出した実験的観察事実を基にして、生体

内における骨髄由来間葉系細胞の上皮転換（mesenchymal to epithelial transition: MET）メカニズ

ム解明を進め、その成果を新たな再生医療法開発へと応用することを目的とした。平成 22年度

は、損傷皮膚が血中に放出する high mobility group box 1 (HMGB1) が骨髄内の

Lin-/PDGFR+/c-kit-間葉系細胞（L-P+K-細胞）を刺激して血中動員すること、L-P+K-細胞はケ

モカイン SDF-1の受容体 CXCR4 を発現し、損傷皮膚血管内皮の発現する SDF-1の作用によ

り損傷部皮膚特異的に集積すること、さらに損傷部皮膚の深部毛包内で MET により表皮細胞

へと分化することを明らかにした。平成 23年度は、骨髄内 L-P+K-細胞分画内でMET活性を持

つ細胞の特異マーカーの探索を進め、L-P+K-細胞内の SSEA3陽性細胞がMET活性を持つ間葉

系幹細胞であること、L-P+K-細胞の SDF-1/CXCR4による皮膚への集積阻害により表皮水疱症

における剥離表皮再生が破綻することが明らかとなった。平成 24年度は、HMGB1全身投与に

より L-P+K-細胞を血中動員して損傷部皮膚への集積を誘導し、L-P+K-細胞の持つ抗炎症作用、

組織再生誘導作用により損傷皮膚の再生を強く誘導する、いわゆる再生誘導治療が可能である

ことを明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：Previously, we had shown that bone marrow-derived mesenchymal 

stem/progenitor cells contribute regeneration of detached epithelia in the skin of  epidermolysis bullosa 

(EB), a intractable genetic skin disease. With such background, in this study, we aimed to investigate 

precise mechanism of mesenchymal to epithelial transition (MET) of bone marrow-derived 

mesenchymal cells in the EB skin, and to apply the obtained results for developing novel regenerative 

medicine. In 2012, we found that injured epithelia of EB skin release abundant high mobility group box 

1 (HMGB1) to stimulate and mobilize lineage-/PDGFR+/c-kit- (L-P+K-) bone marrow cells into the 

circulation, and the circulating L-P+K- cells are then accumulate to the injured skin via CXCR4/SDF-1 

axis to provide bone marrow-derived epithelial cells by MET. In 2013, we further investigated particular 

cell surface marker for identifying MET-capable cell in L-P+K- population, and clarified that SSEA3 is 

an exclusive maker for specifically identifying the MET-capable cells in the L-P+K- cell population. We 

also proved that L-P+K- bone marrow-derived cells are essential for regeneration of EB skin by 

blocking accumulation of those cells by systemic inoculating CXCR4 antagonist in EB mouse model, 

resulting in persistent severe cutaneous injury. In 2014, we examined efficacy of systemic administration 

of HMGB1 on regeneration processes of cutaneous injury, and found that HMGB1 administration 

significantly accelerate tissue regeneration by inducing accumulation of L-P+K- cells in the injury, 

which then provide potent anti-inflammatory molecules and regenerate the injured epithelia by MET.    
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１．研究開始当初の背景 

 

研究開始当初の背景として、既に我々は長

年にわたり、軽微な外力で表皮・真皮間に水

疱や難治性皮膚潰瘍を形成する遺伝性水疱

性皮膚疾患「先天性表皮水疱症」の病態解明、

遺伝子診断、遺伝子治療のための研究を進め

ていた。申請当時、我々は栄養障害型表皮水

疱症モデルマウス（VII 型コラーゲンノック

アウトマウス）の胎仔循環に green fluorescent 

protein (GFP)トランスジェニックマウス(GFP

マウス)由来骨髄細胞を移植することにより、

出生後の皮膚病態が改善されることを明ら

かにしていた。具体的には、GFPマウスの骨

髄細胞を VII 型コラーゲンノックアウトマウ

ス胎仔循環に移植した結果、出生後のマウス

皮膚内に移植 GFP 陽性骨髄細胞由来皮膚線

維芽細胞が多数存在すること、GFP陽性線維

芽細胞の近傍基底膜部に VII 型コラーゲンが

供給されていること、その結果、表皮水疱症

マウスの皮膚病態、死亡率が著明に改善する

ことを明らかにした。この研究成果は、骨髄

細胞移植により表皮水疱症の治療が可能で

あることを世界で初めて明らかにした研究

成果である。その後、米国の研究グループは、

骨髄細胞移植による表皮水疱症治療臨床試

験を実際に進めて、治療効果を明らかにして

いる。 

我々は、平成 19 年～21 年度までの科学研

究費補助金研究（基盤 B）「骨髄由来表皮細胞

による表皮再生誘導に関する基礎研究」にお

いて、VII 型コラーゲンノックアウトマウス

における剥離表皮の再生過程で、水疱から血

中に PDGFR陽性骨髄細胞を動員する因子

が放出されること、この因子により骨髄から

血流中に動員された PDGFR陽性骨髄細胞

は水疱部に集積し、再生表皮内で表皮角化細

胞へと分化していることを見出していた。こ

の PDGFR陽性骨髄細胞は、骨髄内から採取

して培養すると間葉系幹細胞として増殖す

る。即ち、表皮水疱症における剥離表皮の再

生過程では、水疱部皮膚に動員された骨髄由

来間葉系幹細胞の間葉-上皮転換（MET）機序

が寄与していると考えられる。 

一方申請者は、平成 21 年度の科学研究費

補助金研究（挑戦的萌芽研究）「骨髄間葉系

および上皮系前駆細胞の高効率回収法開発

と難治性皮膚疾患治療への応用」において、

PDGFR陽性骨髄細胞動員因子を充填したシ

リコンチューブをマウス皮下に移植するこ

とにより、チューブ内に PDGFR陽性骨髄細

胞を効率的に回収する方法論を確立した。こ

の方法を応用することにより、骨髄血採血と

いう侵襲的手技を用いずに、皮下挿入チュー

ブから容易かつ頻回に PDGFR陽性骨髄由

来細胞を採取し、難治性皮膚潰瘍などの再生

医療に応用することが可能となる。 

これらの研究成果を背景として、我々は本

研究を 3年間実施した。 

 

２．研究の目的 

 

本研究は、表皮水疱症皮膚再生過程にお
ける骨髄由来間葉系幹細胞の MET 機序に
関わる分子基盤を解明し、これを応用して
骨髄由来培養表皮細胞作製法を確立して皮
膚再生医療へと応用することを目的とした。 
 

３．研究の方法 

 

１）骨髄由来細胞の細胞表面マーカー探索： 

 GFP 骨髄移植マウス背部に表皮水疱症モ
デルマウス（VII 型コラーゲンノックアウト
マウス）新生仔皮膚あるいは健常マウス新生
仔皮膚を移植した後、これら皮膚に集積する
骨髄由来 GFP 陽性細胞を移植皮膚片から
FACSソートにより回収後、flow cytometry に
てその表面マーカーを探索した。また同様に、
マウス骨髄および末梢血から単核球を分離
し、flow cytometryにて表面マーカーを探索し、
皮膚集積骨髄由来細胞の表面マーカーと比



較検討した。 

 

２）皮膚における SDF-1発現細胞の探索： 

SDF-1プロモーター下に GFP 遺伝子が挿
入された SDF-1プロモーター/GFP ノックイ
ンマウス新生仔皮膚を同系マウス背部皮膚
に移植し、GFP 蛍光を指標に皮膚内 SDF-1a

発現細胞を探索した。 

 

３）骨髄由来 PDGFR陽性細胞の損傷皮膚集
積機序での CXCR4/ SDF-1の寄与解明： 

 GFP 骨髄移植マウス背部皮膚に新生仔マ
ウス皮膚を植皮した後、CXCR4 アンタゴニ
ストである AMD3100 を浸透圧ポンプを利用
して全身性に持続投与して、GFP陽性骨髄由
来 PDGFR陽性細胞細胞の皮膚への集積程
度変化を経時的に免疫染色および flow 

cytometryにて解析した。 

 

４）骨髄由来 PDGFR陽性細胞分画内に存在
するMET活性細胞の同定： 

FACS ソートにより分収した PDGFR陽性
細胞を培養した後、種々の表面マーカーを用
いて再度 FACSソートにより細分画し、それ
ぞれの細胞分画を培養して MET 活性をケラ
チン５の発現を指標に評価した。 

 

５）HMGB1の再生誘導活性評価： 

 マウス背部皮膚に表 VII 型コラーゲンノッ
クアウトマウスおよび正常マウスの新生仔
皮膚を移植した後、組み換え HMGB1を尾静
脈より投与し、経時的に皮膚の炎症程度、再
生程度を組織学的および遺伝子発現レベル
で解析した。 

  

４．研究成果 

 

１）平成 22年度 

平成 22年度は、(１）血中動員されたMSC

が健常部皮膚ではなく損傷部皮膚特異的集
積するメカニズム解明、(２）骨髄 MSC の中
で 表皮 角化 細胞 へと 間葉 - 上皮 転換
(mesencyamal-epithelial transition, MET）する
細胞分画の同定、を進めた。（１）血中動員
された MSC の損傷部皮膚特異的集積機構：
GFP 骨髄移植マウス背部に移植した皮膚片
に GFP 陽性骨髄由来細胞が集積して骨髄由
来表皮細胞を形成するメカニズムを探索し
た。その結果、以下の事実を明らかにした。
①移植皮膚片は低酸素環境によりケモカイン
CXCL12（SDF-1）を産生すること、②骨髄
内 MSC は細胞表面に CXCL12 の受容体であ
る CXCR4 を発現していること、骨髄由来培
養MSCは、損傷組織が放出する high mobility 

group box 1 (HMGB1)刺激により CXCR4発現
を増強すること、HMGB1刺激MSCは非刺激
MSC に比較して CXCL12 に対するより強い

遊走活性を示した。CXCR4阻害剤はMSCの
植皮部位への特異的集積を抑制した。以上の
結果から、血中動員された骨髄 MSC の損傷
部皮膚特異的集積は CXCR4-CXCL12 により
得られていることが明らかとなった。（２）
MET活性の高い骨髄MSC内分画の同定：骨
髄内 MSC の中で、さらにケラチン 5（K5）
陽性上皮細胞へと分化する細胞分画の探索
を進めた。その結果、骨髄内 lineage陰性、c-kit

陰性、PDGFR陽性細胞（L-K-P+細胞）が K5

陽性骨由来上皮細胞の起源であることが明
らかとなった。 
 

２）平成23年度 

平成23年度は、（１）表皮細胞分化能を持

つ骨髄間葉系細胞の表面マーカー特定、（２

）損傷部皮膚に集積した骨髄間葉系細胞の組

織再生寄与評価、に関する研究を進めた。（

１）表皮細胞分化能を持つ骨髄間葉系細胞の

同定： 昨年までの研究で、骨髄内の

Lin-/PDGFR+/c-kit-細胞が表皮分化能を持つ

ことが明らかになった。平成23年度は、骨髄

内Lin-/PDGFR+/c-kit-細胞をさらに細分画し、

表皮細胞特異的K5を発現する細胞に特異的

に発現する細胞表面マーカーを探索した。そ

の結果、骨髄内PDGFR+/Sca-1+細胞中で、さ

らに培養後にSSEA3発現が誘導される細胞分

画からK5陽性上皮細胞が高頻度に出現する

ことが明らかとなった。（２）損傷部皮膚に

集積した骨髄間葉系細胞の組織再生寄与評価

：昨年度までの研究で、マウス背部に移植し

た皮膚片に骨髄由来PDGFR+細胞が集積す

ること、その集積には移植皮膚片の血管内皮

が産生するケモカインCXCL12と、PDGFR+

細胞表面に発現するCXCL12受容体CXCR4の

相互作用が寄与していることが明らかとなっ

た。そこで平成23年度は、CXCR4のアンタゴ

ニストAMD3100を投与して移植皮膚片への

PDGFR+細胞集積を抑制し、植皮片再生過程

におけるPDGFR+細胞の寄与を評価した。皮

膚移植後7日目の植皮片内に存在する骨髄由

来PDGFR+細胞は植皮片内全細胞のおよそ

1.4%程度であった。一方AMD3100投与マウス

では、移植7日目の植皮片で骨髄由来

PDGFR+細胞は存在せず、移植皮膚片内には

著明な壊死が観察された。骨髄由来PDGFR+

細胞の組織再生寄与が示された。 

 

３）平成24年度 

平成 24 年度は、GFP 骨髄移植マウス背部

皮膚への植皮モデルを利用して、植皮片へと

集積した骨髄由来間葉系幹細胞の皮膚再生

における役割を検討した。その結果、損傷部

皮膚に集積した骨髄間葉系幹細胞は血管新



生因子 Ang1、炎症抑制因子 TSG-6 を産生・

放出するとともに、表皮細胞へと分化して剥

離表皮の再生を誘導していることが明らか

になった。そこで、骨髄間葉系幹細胞血中動

員促進因子である high mobility group box 1 

(HMGB1)を静脈内投与したところ、植皮片へ

の骨髄由来間葉系幹細胞集積が有意に増加

するとともに、皮膚炎の軽減、再生促進効果

が確認された。 
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