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[Ⅰ] 本研究の背景と目的 

組織幹細胞は、生涯にわたって自分自身を維持しながら、分化細胞を作り出す能力を持つ特別な細胞

である。このような細胞が、私たちの体の中の色々な場所に存在するので、古い細胞が失われても、日々

新しい細胞を作り出すことができる。近年、加齢に伴う組織の機能低下の一因として、分化細胞の供給源

である幹細胞の老化（ステムセルエイジング）が提唱されている。しかし幹細胞の老化に関する知見の多

くは、特定の組織や分子に着目した個別研究であり、幹細胞老化を統合的に理解するための基盤が不足

している。 

私たちの体の最も表層に位置する上皮（表皮、口腔粘膜、角結膜）は、水分の蒸発を防ぐとともに、外

部刺激や異物の侵入から体内を保護する役割を果たす。上皮のバリア機能は加齢とともに低下し、刺激

に弱くなり、乾燥や炎症が起こりやすくなる。上皮は、本来高い再生能を持つが、損傷修復能は加齢とと

もに低下する。上皮性の皮膚がん、口腔がんは、高齢者に多発する。上皮は、加齢の影響が外観にも現れ

やすいことから、一般的にも老化に強い関心が持たれる組織でもある。上皮は、再生医療の観点からもニ

ーズが高い。1980年代、ヒト表皮幹細胞の体外培養と自家移植による熱傷治療が世界で初めて成功して

以来、皮膚に関連する再生医療は大きく発展してきた。細胞の入手が容易である口腔粘膜上皮は、角膜等

の上皮組織再生のための優れた材料として注目されている。しかし原材料となるヒト組織から単離した

上皮細胞の状態は、年齢によって品質がばらつき、特に幹細胞の数や質は、細胞シートの形成や生着率を

左右する大きな要因となっている。このような加齢に伴う上皮組織の機能低下や病変は、組織の恒常性

維持や再生を担う上皮幹細胞の老化に起因する可能性が考えられるが、幹細胞を特異的に同定し解析す

るためのマーカーやツールが未確立であったことから、加齢に伴う上皮の機能低下と、幹細胞レベルで

起こる変化を結びつけ、実験的に検証することが困難であった。 

皮膚の上皮組織は、毛包と毛包間表皮から主に構成され、それぞれの細胞系譜を生む幹細胞が、恒常的

なターンオーバーと損傷からの再生を担う。毛包間表皮は多層構造をとり、表皮幹細胞を含む増殖細胞

は最深部の基底層に位置する。基底細胞は、上層へ移行するとともに増殖能を失い、分化を開始する。分

化へと進んだ細胞は、有棘層、顆粒層、角質層を経て、最終的に皮膚の表層から剥がれおちる。このよう

な表皮の分化形式は、正常角化と呼ばれ、マウス背部をはじめとする皮膚の多くの部位で見られる。一

方、マウス尾部の表皮では、正常角化と不全角化とが混在している。不全角化を示す表皮では、顆粒層を

欠き、角質層の細胞も核を保持する。マウス尾部を注意深く眺めると、魚の鱗のような規則的な円状構造

が肉眼でも確認できる。この円状領域をスケール、スケールとスケールの間の領域をインタースケール

と呼ぶ。マウス尾部の皮膚では、毛包が３つずつクラスターとなって規則正しく並んでおり、インタース

ケール領域で、毛髪が表皮を貫通している。インタースケールの表皮は正常角化を示すが、スケールの表

皮は不全角化を示す。両者でケラチンやその他の遺伝子の発現パターンにも違いがみられる(3)。毛包を

産生する幹細胞については比較的研究が進んでいるが、表皮幹細胞については、特異的な分子マーカー

が同定されていなかったため、どの細胞が真の幹細胞であるか長年議論であった(3-5)。 

古典的なモデルにおいて、組織幹細胞は細胞分裂頻度を低く抑えることで、DNA損傷・テロメア短縮等

の影響を最小限にし、老化やがん化を防ぐと考えられてきた(1, 2)。一方、活発に分裂する細胞はTA細胞

と呼ばれ、幹細胞能力を持たないとされていた。このような概念は、「階層的幹細胞/TA細胞モデル」と



して提唱され、ショウジョウバエ生殖巣や、マウス毛包など、多くの幹細胞システムに当てはまる。我々

はこれまでに、分裂頻度の異なる細胞を可視化・単離することが可能なTet-Offマウスの系(6)を用い、階

層的幹細胞/TA細胞モデルを、マウス表皮で検証した。その結果、マウス表皮では、分裂頻度の低い細胞

だけでなく、活発に分裂する細胞も幹細胞として働くことを発見した(7)。マウス尾部においては、Dlx1

陽性の分裂頻度の低い表皮幹細胞はインタースケール領域に、Slc1a3陽性の分裂頻度の高い表皮幹細胞

はスケール領域に局在し、異なる種類の分化細胞を産生する能力を保持していた。この結果を踏まえ、①

活発に分裂する幹細胞はより早く老化するのか、それとも②活発に分裂する幹細胞は、生涯にわたる分

裂の繰り返しに耐え、幹細胞の品質を維持する特有の抗老化システムを備えているのかという疑問から、

本研究の着想に至った。 

本研究では、申請者が独自に確立した分裂頻度の異なる上皮幹細胞のマーカーや解析ツールを用い、

幹細胞の加齢変化を皮膚、口腔、眼の３つの上皮組織で比較解析することで、幹細胞老化に関わる普遍的

な標的因子や作用機序を解明することを目的として遂行した（図）。 

 

[Ⅱ] 方法と結果 

野生型老年マウスと老化促進モデルマウスSAMP1/P8を用いた加齢マウス表皮の表現型解析 

始めに、分裂頻度の異なる幹細胞間で老化表現型に違いが見られるかを明らかにするため、分化、アポ

トーシス、増殖、基底細胞マーカーの発現解析を行った。この解析には、２ヶ月齢（若年）と２歳齢（加

齢）の野生型C57BL6マウスから採取した尾部表皮を用いた。ホールマウント免疫染色の結果から、加齢マ

ウスでは、分裂頻度の低い表皮幹細胞の局在領域において、分化マーカー（K10）の発現低下が見られた

が、アポトーシス（活性型Caspase3陽性細胞）やDNA損傷、基底細胞マーカーの発現は若年マウス表皮と

同程度であった。細胞増殖は分裂頻度の高い表皮幹細胞の領域において有意に減少した（発表論文１）。

マウスの性別によって、上記の表現型に違いは見られなかった。 

さらに、老化促進モデルマウスSAMP1、SAMP8においても、野生型加齢マウスと同様の解析を行った。老

化促進モデルマウスSAMP8では、野生型老年マウスで見られる表現型が時期尚早に現れることから、表皮

幹細胞の老化プロセスを解析する新たなツールとしての可能性を示した（発表論文１, 学会発表3）。 

 

表皮幹細胞の加齢変化の細胞・分子レベルでの解析（未発表） 

老化によって幹細胞ダイナミクスがどのような影響を受けるかを明らかにするため、細胞系譜解析を

遂行した。本解析には、先行研究にて同定した分裂頻度の低い表皮幹細胞で特異的に発現するDlx1-CreER

マウスと、分裂頻度の高い表皮幹細胞で特異的に発現するSlc1a3-CreERマウス、およびCreレポーターで



あるRosa-tdTomatoマウスを使用した。それぞれのCreERとCreレポーターを持つマウスに、タモキシフェ

ンを投与することで、Creリコンビネーションが誘導され、幹細胞が蛍光標識される。幹細胞に導入した

標識は子孫細胞に受け継がれるため、幹細胞の細胞運命を長期にわたって追跡することが可能である。

このシステムを用い、標識された細胞由来のクローンの数（＝幹細胞の数）、クローン内に含まれる基

底・分化細胞の数（＝幹細胞の自己複製・分化能）、局在パターン（＝幹細胞のニッチへの応答性）の変

化を、タモキシフェン投与から２年にわたって、経時的・定量的に解析する。本研究では、タモキシフェ

ンの投与量を調整することで、異なるCreER間で同じ数の幹細胞がラベルされる条件を最適化するととも

に、２歳齢までの解析を完了させた。また、異なる上皮組織における幹細胞ダイナミクスを比較する目的

で、皮膚、口腔、眼上皮を採取し、同様の細胞系譜解析を行った（学会発表5）。 

 次に、若年・老年マウスの皮膚から分裂頻度の異なる上皮幹細胞を単離し、RNAシークエンス解析を行

った。現在までに、分裂頻度の異なる上皮幹細胞に特異的な細胞表面抗原マーカーは同定されていない

ため、幹細胞の単離にはH2B-GFP Tet-offシステムを使用する(7)。この系では、ドキシサイクリン非存在

下で、上皮細胞特異的なK5プロモーターの下流でGFPが転写され、GFPタンパク質が細胞内に蓄積する。マ

ウスにドキシサイクリンを投与するとGFPの転写が抑制され、細胞内のGFPタンパク質が細胞分裂ごとに

半減する。よって、活発に分裂する細胞はGFPを徐々に失うが、分裂頻度の低い細胞は長期にわたってGFP

を高レベルに保持し、Label-retaining cellとして検出される。RNAシークエンス解析は、RNA単離からデ

ータ取得まで、筑波大学iLaboratory（つくば臨床検査教育・研究センター）に委託した。得られた遺伝

子リストから、①加齢に伴い発現が変化する遺伝子群（→上皮幹細胞老化のコア原因因子・分子マーカー

の同定）、および②分裂頻度の異なる幹細胞間で特異的に発現が変化する遺伝子群（→幹細胞の分裂頻度

と老化との関係、制御メカニズムの解明）を抽出した。また、幹細胞制御因子の一つとして、分裂頻度の

高い表皮幹細胞で発現する細胞外マトリクスFibulin-7が、幹細胞の増殖抑制や領域化の制御を介して抗

老化に働く可能性を示す予備データを得ている（学会発表1, 2, 4）。 

 

[Ⅲ] 考察 

本研究では、分裂頻度の異なる幹細胞に着目し、野生型老年マウスを用いた加齢表皮の表現型解析を

行った。その結果、分裂頻度の高い表皮幹細胞では加齢に伴い顕著に増殖能が低下すること、一方で分裂

頻度の低い表皮幹細胞は分化マーカーの発現が低下することを見出した。 

本研究で得られる成果は、老化した幹細胞やその制御因子を標的とした新たな治療戦略・創薬標的・診

断マーカーの創出へとつながり、医療シーズ、社会貢献の観点から、以下の貢献が期待される。 

１）高齢者で見られる皮膚、口腔、眼の各種トラブル（乾燥、炎症、脆弱性等）や加齢関連疾患に対する

原因究明と幹細胞レベルでの治療介入 

２）組織・幹細胞の老化度を測定するための分子マーカーの確立による予防医療への貢献 

３）科学的なエビデンスに基づいたアンチエイジングサプリメント、化粧品等の開発 

４）年齢による幹細胞の品質のばらつきを管理・抑制し、より安定した再生医療を実現 
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