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研究成果の概要（和文）：ヒト皮膚検体より、浮遊培養にて真皮由来多能性幹細胞（sphere）を採取した。増殖培地を
用いて接着培養にて継代増殖させ、ふたたび浮遊培養にて再sphere化し、すべての細胞で神経、骨、脂肪への多分化能
が確認され、mRNAで幹細胞マーカーの発現が確認された。液体窒素保存により、真皮由来多能性幹細胞のバンクを作成
した。コラーゲンスポンジ上で培養した同細胞のヌードマウスへの移植実験では、皮膚付属器官である脂腺組織への分
化傾向がみられ、通常の線維芽細胞と比較すると、より厚い真皮様組織が形成された。

研究成果の概要（英文）：Skin derived precursor cells (sphere) were collected from human skin samples in 
suspension culture. The cells were passaged and proliferated using growth medium in adherent culture, 
then turned into re-sphere in suspension culture. The pluripotency of the cells were confirmed by neural, 
adipogenic and osteogenic differentiation assay. Expression of stem cell markers was confirmed in the 
mRNA.In the transplantation experiment of the cells that were cultured on collagen sponge to nude mice, 
the trend of differentiation to the sebaceous gland that are appendages of the skin was observed. When 
compared to the fibroblasts, thicker dermis-like tissue was formed.

研究分野：皮膚再生
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 
ヒト皮膚（真皮）には真皮由来幹細胞（以下
SKPs = Skin derived precursor cells）とい
う多能性の幹細胞が存在する。皮膚という比
較的容易に採取できる組織から採取できる
ため、より臨床応用に適している。しかし、
一般的にそのような前駆細胞は組織中にわ
ずかしか存在せず、また採取後も培養・増殖
させることが困難な場合も多い。移植治療実
現のためには、治療に必要な細胞数をどのよ
うに確保するかという問題がある。そのため、
効率的な採取方法、培養増殖方法の検討が必
須である。 
われわれはこれまでの研究で、ヒト顔面の真
皮から他部位の真皮よりも「良質」な多能性
細胞をより効率よく採取できることを見出
した（Yoshikawa et al. Biochem Biophys 
Res Commun. 2013;431(1):104-110）。 
SKPs は分化の最終段階にある線維芽細胞よ
りも未分化な細胞であるので、細胞治療に用
いることができれば、線維芽細胞よりも、よ
り創傷治癒を促進し、瘢痕を少なく治癒させ
る可能性がある。現在、表皮細胞や真皮細胞
の培養や移植は可能となっているが、皮膚付
属器を含めた完全に正常な皮膚を再生する
ことは未だ実現していない。すなわち、毛が
生えず、汗や脂の分泌が無く、乾燥しがちで
弾力性の乏しい皮膚しか再生できない。毛根
や脂腺、汗腺などの皮膚付属器は表皮（外胚
葉）と真皮（中胚葉）の相互作用により形成
されるとされている。真皮から分離培養され
る SKPsは、神経という外胚葉系と、脂肪や
骨という中胚葉系の両系統に分化する多能
性を持つ。 
以上の点から、本プロジェクトでは、SKPs
が創傷治癒におよぼす影響、また付属器再生
の可能性を探ることを背景に、実際の細胞治
療、臨床応用を念頭に、SKPsの分離・培養、
細胞の分化能の検討、細胞の効率的増幅方法
について検討を行う。 
 
２． 研究の目的 
 
SKPs の効率的増幅方法の検討および SKPs
の創傷治癒への影響、皮膚再生の可能性を探
る。 
 
３． 研究の方法 
 
①ヒト SKPs の分離・培養 
インフォームドコンセントを得た患者を対
象とし、手術の際に生じる余剰皮膚を検体と
して用いた。得られた皮膚検体から脂肪組織
を除去し、鋏刀等で細切後、ディスパーゼ
（1000U/ml）にて処理し、表皮組織を除去し、
真皮組織を 1～2mm 角に細切後、0.5%コラゲ
ナーゼ溶液で振盪しながら 37℃で 90 分間反
応させた。2度の遠沈操作で洗浄後、40um セ
ルストレイナーにて濾過し、得られた細胞を

sphere 形成培地（DMEM/F12 に抗生剤、抗真
菌剤、EGF、bFGF、B27 を添加）を用いて、非
接着プレートで浮遊培養を行った。 
②細胞の増幅 
非接着プレートを用いた浮遊培養にて得ら
れた SKPs の細胞塊（sphere）を、接着プレ
ートに移し、増殖培地（DMEM/F12, 10%また
は 20%FBS, 40ng/ml FGF, 20ng/ml EGF）で接
着培養を行った。継代増殖させた後に、トリ
プシン処理、遠心分離にて細胞を回収し、再
び非接着プレート、sphere 形成培地に戻して、
再 sphere 化した。 
③増殖細胞の多分化能の確認、PCR 
再 sphere 化により得られた sphere を、間葉
系幹細胞用脂肪分化培地（Differentiation 
Media BulletKits-Adipogenic, CAMBREX）に
移し、約 3 週間、37℃、5%CO2 下で培養して
脂肪分化を誘導した。Oil Red O 染色にて分
化を確認した。また sphere を間葉系幹細胞
用骨分化培地（ Differentiation Media 
BulletKits-Osteogenic, CAMBREX）に移し、
約 3 週間、37℃、5%CO2 下で培養して骨分化
を誘導し、アルカリフォスファターゼ染色に
て分化を確認した。また神経分化培地
（NeuroCult NS-A Differentiation Medium, 
StemCell Technologies）に移し、神経分化
を誘導し、βⅢtublin、Nestin の免疫蛍光染
色にて分化を確認した。増殖、再 sphere 化
により得られた sphere より mRNA を採取し、
多能性細胞のマーカー遺伝子について、その
発現の有無や発現量の差異を PCR, real time 
PCR で確認した。 
④脂肪、骨への分化度の定量 
脂肪への分化度を測るために中性脂肪の定
量を行った。中性脂肪の定量には、Serum 
Triglyceride Determination Kit (SIGMA) と
Glycerol Standard Solution (SIGMA) 、
Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo) を
用いた。骨への分化度を測るためにアルカリ
フォスファターゼ（ALP）の定量を行った。
ALP の定量には、SensoLyte pNPP Alkaline 
Phosphatase Assay Kit (ANA SPEC) を用い
た。上記の方法で増殖、分化させた細胞を用
いて、計測した。 
 
⑤動物への移植 
SKPs および通常の線維芽細胞をコラーゲン
スポンジ上で培養し、ヌードマウスの背部へ
の移植実験を行った。経時的に観察し、顕微
鏡を用いた組織観察により組織の性状を検
討した。 
 
 
４． 研究成果 
 
ヒト皮膚検体より、浮遊培養にて真皮由来多
能性幹細胞（sphere）を採取した(図１)。増
殖培地を用いて接着培養にて継代増殖させ
（図 2）、ふたたび浮遊培養にて再 sphere 化
し（図 3）、すべての細胞で神経、骨、脂肪へ



の多分化能が確認され、mRNA で幹細胞マーカ
ーの発現が確認された。液体窒素保存により、
真皮由来多能性幹細胞のバンクを作成した。 
老人性眼瞼下垂手術時に切除した眼瞼皮膚
組織より sphere を作成した。増殖培地にて
接着培養を行い増殖させた。10%FBS, 20%FBS
のいずれの条件下でもすみやかに増殖し、
20%FBS 添加培地の方がより効率よく増殖し
た。増殖した細胞を再 sphere 化し、細胞を
回収し PCR 実験を行ったところ、真皮幹細胞
マーカーの発現は確認できた。再 sphere 化
した細胞を脂肪分化培地、骨分化培地に移し
分化を誘導したところ、oil red O 染色、ALP
染色にてそれぞれの分化が確認できた。しか
し、中性脂肪と ALP の定量実験においては、
脂肪分化、骨分化ともに分化効率が悪かった
（図 4、5）。 
SKPs をコラーゲンスポンジ上で培養し（B27
添 加 DMEM/F12, 10%FBS, 20ng/ml EGF, 
40ng/ml FGF）、ヌードマウスの背部への移植
そ行うと、SKPs は皮膚付属器官である脂腺組
織への分化傾向がみられ、通常の線維芽細胞
と比較すると、より厚い真皮様組織が形成さ
れた。 
SKPs は増殖させても多能性を保っており、臨
床応用に必要な細胞数の確保は可能である。
また皮膚付属器官の1つである脂腺組織への
分化傾向を示しており、付属器をともなう皮
膚の再生の可能性が示唆された。 
 
 

図１ 
浮遊培養にて分離培養したヒト真皮由来多
能性細胞 
 

図２ 
増殖培地により接着培養中の SKPs 

 

図３ 
増殖後に再 sphere 化した SKPs 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ 
トリグリセリド測定結果 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５ 
アルカリフォスファターゼ測定結果 
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