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要旨 
 
【背景と⽬的】 成⻑の完了した組織が損傷を受けると、発⽣期の遺伝⼦発現プログ
ラムが再活性化し、組織を修復する。しかし、発⽣期にある成⻑段階の組織損傷がど
のように修復されるかは不明であった。また、従来の創傷治癒アッセイに⽤いられる
⽪膚全層創傷モデルでは、⽪膚付属器を含む上⽪成分が創床から失われるため、創傷
治癒と発⽣の両者を同時に観察することは不可能であった。本研究の⽬的は、発⽣期
のマウスの表⽪下⽔疱モデルを⽤いて、表⽪の選択的損傷が⽪膚の発⽣に与える影響
を調べることである。 
【材料と⽅法】 サクションブリスター法を新⽣仔マウスの背部⽪膚に応⽤し、創傷
部に発⽣期の⽑包を含む表⽪下⽔疱モデルを作成した。野⽣型マウス、Col17a1-/-マウ
ス（17 型コラーゲンノックアウトマウス）、Col7a1-/-マウス（７型コラーゲンノックア
ウトマウス）などの遺伝⼦改変マウス、CaCl2を⽔疱内に投与したマウス、ヒトの⽔疱
検体の表⽪下⽔疱の治癒過程を免疫蛍光染⾊、免疫組織化学、電⼦顕微鏡を⽤いて詳
細に観察した。RNA シーケンシングを⽤いて、表⽪下⽔疱の再⽣上⽪における発⽣に
関わる遺伝⼦群の発現変化を解析した。系統追跡実験、細胞増殖標識、数理モデルを
組み合わせ、接合部⽑包幹細胞および⽑包間表⽪幹細胞の動態を解析した。 
【結果】 野⽣型マウスの表⽪下⽔疱では⽔疱部の真⽪内に発⽣期の⽑包が残存し、
創傷治癒と⽑包付属器の発⽣の同時観察に適したモデルであることを確認した。電⼦
顕微鏡で表⽪下⽔疱の⽔疱蓋にはヘミデスモソームが、⽔疱底には lamina densa が観
察され、lamina lucida で裂隙が形成されていた。⽔疱形成の 1⽇後には 1-2 層の再⽣
上⽪が確認でき、3 ⽇後には顆粒層を伴って上⽪化が完了した。表⽪下⽔疱の再⽣上
⽪の RNA シーケンシングでは、Wnt シグナル、メラニン形成、Hedgehog シグナル
などの⽑包の発⽣に関わる遺伝⼦の発現の低下が⾒られた。⽔疱形成の 3⽇後の病変
部ではステージ 5 または 6の発⽣段階の⽑包が観察されたが、正常⽪膚の⽑包にはス
テージ 7 の⽑包も観察されいることから、⽔疱形成によって⽑包の成⻑は遅延するこ
とが判明した。これと⼀致して、また、Wntレポーターマウスでは⽔疱部の⽑包にお
ける Wnt シグナル活性が低下していた。⽔疱部における増殖細胞は、⽑包⾓化細胞お
よび⽔疱辺縁部の表⽪⾓化細胞に豊富であり、⽑包および⽔疱辺縁部から遊⾛する⾓
化細胞が観察された。⽔疱形成の 1 ⽇後および 3 ⽇後の⽔疱部に浸潤する免疫細胞
（CD3、F4-80、Ly6G で標識）は、正常部⽪膚と⽐較して同程度であった。野⽣型マ
ウスの表⽪下⽔疱の系統追跡法では、再上⽪化には Lrig1（Leucine-rich repeats and 
immunoglobulin-like domains 1）で標識された接合部⽑包幹細胞の系譜細胞が⼤きく
寄与し、K14（ケラチン 14）で標識された⽑包間表⽪幹細胞の寄与は⽔疱辺縁部の上
⽪化のみに留まった。Col17a1-/-マウスに表⽪下⽔疱を作成したところ、野⽣型マウス
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と同様、裂隙は lamina lucida で形成されたが、⽔疱部からほとんどの⽑包が剥離し
た。⽑包の減少に伴って上⽪化は遅延し、対照マウスで上⽪化が完了する⽔疱形成の
3⽇後には顆粒層の再⽣が⾒られなかった。Col17a1-/-マウスにおけるヒト COL17 の
過剰発現によるトランスジェニックレスキューでは、⽔疱形成の 3⽇後の再⽣上⽪に
顆粒層の再⽣が確認でき、⽔疱治癒を改善していた。Col17a1-/-マウスの表⽪下⽔疱の
系統追跡法では、⽔疱辺縁の K14 で標識された⽑包間表⽪幹細胞の系譜細胞が上⽪化
に⼤きく寄与した。Col7a1-/-マウスに表⽪下⽔疱を作成したところ、野⽣型マウスや
Col17a1-/-マウスとは対照的に、裂隙形成は基底膜下で⽣じていた。さらに、Col17a1-
/-マウスとは対照的に⽑包が真⽪内に残存した。⽔疱部の⽑包の増殖細胞数は対照マウ
スと同程度であったが創傷治癒は遅延しており、再⽣上⽪の⾓化細胞の遊⾛における
扁平化が対照マウスと⽐較して⼩さく、創傷治癒遅延と相関していた。CaCl2 投与マ
ウスの表⽪下⽔疱では⽔疱形成 1⽇後の再⽣上⽪が対照マウスより少なく、創傷治癒
が遅延していた。⽔疱部の⽑包の増殖細胞数は対照マウスと同程度であったが、再⽣
上⽪の⾓化細胞の遊⾛における扁平化が対照マウスと⽐較して⼩さく、創傷治癒遅延
と相関していた。野⽣型マウス、Col17a1-/-マウス、Col7a1-/-マウスおよびCaCl2投与
マウスの in vivo の創傷治癒過程における細胞増殖や細胞形態の扁平化率等のデータ
を⽤い、数理モデルで可視化し、表⽪下⽔疱における接合部⽑包幹細胞および⽑包間
表⽪幹細胞の動態を再現、⽐較した。ヒトの⽔疱検体でも⽔疱部の⽑包から再上⽪化
していることを確認した。 
【考察】 本研究では、これまで詳細にわかっていなかった創傷治癒と組織発⽣の関
わりにおける重要な細胞メカニズム、および in vivo の創傷治癒における遊⾛細胞の形
態学的変化の重要性を解明した。我々のサクションブリスターモデルは、上⽪のみを
剥離することによって in vitro の創傷治癒アッセイにも類似し、in vivo の創傷治癒に
おける上⽪細胞の観察に⾮常に有⽤である。また、表⽪⽔疱症、類天疱瘡群、熱傷、
スティーブンス・ジョンソン症候群/中毒性表⽪壊死症などの疾患と病理学的に同等
の表⽪化⽔疱を再現できるため、これらの疾患の病態の解明に寄与する可能性がある。
また、特に Col17a1-/-マウスおよび Col7a1-/-マウスの⽔疱形成は、それぞれヒトの接
合部型および劣性栄養障害型の表⽪⽔疱症表⽪⽔疱症の創傷モデルマウスとなり得る。
さらに、⽔疱内投与実験は⽔疱内への直接の薬剤投与を可能にする。本研究の成果は、
⽔疱性疾患の病態解明、治療開発に繋がることが期待される。 
【結論】 我々は、成⻑段階の⽪膚において、接合部⽑包幹細胞の系譜細胞が⽑包の
成⻑を犠牲にして表⽪下⽔疱を治癒させることを⾒出した。また、再⽣上⽪における
細胞の扁平化は創傷治癒を促進させる重要な因⼦である。 
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略語表 
 
本⽂中および図中で使⽤した略語は以下の通りである。 
 
AP Alkaline phosphatase 
BM Basement membrane 
COL17 Type XVII collagen 
COL7 Type VII collagen 
COL4 Type IV collagen 
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 
FITC  Fluorescein isothiocyanate 
H&E Hematoxylin and eosin 
ITGA6 a6 integrin 
K10 Keratin 10 
K14 Keratin 14 
LOR Loricrin 
Lrig1 Leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains 1 
L332 Laminin 332 
PCK Pan-cytokeratin 
PH3 Phospho-Histone H3 
PI Propidium iodide 
P1 Postnatal day 1 
WT Wild type 
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諸⾔ 
 

ヒトの組織が損傷に反応する際、その細胞成分と細胞外マトリックスを恒常状態か
ら再⽣状態に変換する。損傷した組織は通常、上⽪において胎⽣期の遺伝⼦発現プロ
グラムを再活性化して組織再⽣を加速する（Fernandez Vallone et al., 2016; Miao et al., 
2019; Nusse et al., 2018; Yui et al., 2018）。しかし、損傷より以前に胎⽣期の遺伝⼦発
現プログラムが活性化している発⽣期の組織の損傷においても、この現象が当てはま
るかどうかは不明である。 
表⽪は⽪膚の重層扁平上⽪であり、体の表⾯に位置して外部からの刺激や微⽣物に
対するバリアとして機能する（Natsuga, 2014）。表⽪の幹細胞が存在する表⽪基底層
における細胞増殖と分化は、表⽪の完全性を維持するために微調整される（Donati and 
Watt, 2015）。表⽪は、表⽪基底膜領域のタンパクを介して真⽪に付着し（McMillan et 
al., 2003）、表⽪基底膜領域タンパクは表⽪幹細胞のニッチとして機能する（Watt and 
Fujiwara, 2011）。このため、a6インテグリン（a6 integrin; ITGA6）、b1 インテグリ
ン、17 型コラーゲン（type XVII collagen; COL17）などのタンパクが失われると、表
⽪幹細胞の維持機構が不安定となり、⼀過性の表⽪増殖が⽣じる（Brakebusch et al., 
2000; Niculescu et al., 2011; Watanabe et al., 2017）。 
⽑は触覚装置として知覚神経の補助的役割を持つほか、外⼒や光線からの保護、低温
や⾼温からの保温を担っている。⽑包は⽑を取り囲む多層の⾓化細胞で構成され、⽪
膚⾯から斜めに陥⼊し、表⽪から真⽪、⽪下脂肪織に位置する。⽑や⽑包を維持する
幹細胞は、⽑包の様々な部位に異なる細胞群として存在し（図A）、⽑器官の維持に関
わるだけでなく、脂腺や表⽪などへの多分化能を有する（Dekoninck and Blanpain, 
2019）。 
⽪膚の創傷は全⼈類が経験するものであり、疼痛を伴うとともに細菌感染の⺟地と

なる。⽪膚の創傷を修復する細胞の供給源については、実験動物を⽤いて広く調べら
れてきた（Dekoninck and Blanpain, 2019; Rognoni and Watt, 2018）。結果として、⽑
包、表⽪付属器、線維芽細胞、および免疫細胞が協調して創傷治癒に関わり、各成分
の寄与の度合いはアッセイによって結果が異なることがわかっている（Garcin et al., 
2016）。興味深いことに、成体⽪膚の創傷は、SOX11およびSOX4 を含む、表⽪の発
⽣を調節する遺伝⼦の発現を誘導することが報告されている（Miao et al., 2019）。 
従来、⽪膚創傷アッセイとして、表⽪、表⽪付属器、真⽪、および⽪下脂肪組織を含

むすべての⽪膚成分が除去される全層⽪膚創傷が⽤いられてきた。従来の全層⽪膚創
傷とは対照的に、表⽪下⽔疱によって例⽰されるような表⽪剥離は、表⽪下の構造に
影響を及ぼさない点で特徴的である。熱傷（Chetty et al、1992）、表⽪基底膜タンパク
の先天性⽋損（表⽪⽔疱症）（Fine et al., 2014; Vahidnezhad et al., 2019）、これらのタ
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ンパクに対する⾃⼰免疫（類天疱瘡群）（Schmidt and Zillikens., 2013）、およびスティ
ーブンス・ジョンソン症候群/中毒性表⽪壊死症などの重症薬疹（White et al., 2018）
など疾患で表⽪は真⽪から剥離し、表⽪が選択的に損傷を受ける。全層⽪膚創傷の修
復に寄与する細胞群については先⾏研究で同定されているが（Aragona et al., 2017; 
Dekoninck and Blanpain, 2019; Donati et al., 2017; Gonzales and Fuchs, 2017; Ito et al., 
2005; Kang et al., 2020; Page et al., 2013; Park et al., 2017; Sada et al., 2016）、表⽪下⽔
疱の治癒における細胞動態は全くわかっていない。さらに、全層⽪膚創傷は、発⽣期
の⽪膚に適⽤される場合、組織の再⽣と発⽣を区別することができない。対照的に表
⽪下⽔疱では、同じ創床における⽪膚再⽣（表⽪の再上⽪化）と形態発⽣（⽑包の発
⽣）の両⽅を同時に観察することが可能である。 
本研究の⽬的は、マウスの発⽣期の⽑包を含む表⽪下⽔疱の治癒過程を詳細に観察

することで、⽪膚の発⽣と再⽣のバランスのメカニズムを明らかにし、治癒に関わる
幹細胞群を同定することである（図B）。さらに、表⽪下⽔疱を呈する疾患の治療、創
薬に繋がることを期待する。 
本研究では、表⽪下⽔疱モデルを利⽤し、発⽣組織への損傷の影響について実験を進

めた。表⽪下⽔疱では、再⽣上⽪における組織形態発⽣に関与する遺伝⼦の発現が低
下し、⽑包間表⽪幹細胞よりも主に接合部⽑包幹細胞を誘導して⽑包の発⽣を停⽌さ
せながら創傷を治癒すること、⽑包幹細胞が減少した場合には⽑包間表⽪幹細胞が代
償的に創傷を治癒することを⾒出した。また、再⽣上⽪における⾓化細胞の形態学的
変化が再上⽪化に重要な因⼦であることを明らかにした。さらに、数理モデルを⽤い
て表⽪下⽔疱の創傷治癒過程のシミュレーションを可能にした。 

 
図A ⽪膚における上⽪幹細胞の分布 
ケラチン 14（K14）陽性の⽑包間表⽪幹細胞、Lrig1（Leucine-rich repeats and 
immunoglobulin-like domains 1）陽性の接合部⽑包幹細胞、K15陽性の⽑包バルジ幹
細胞などがある。 
図B 本研究の⽬的 

A B 
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⽅法 
 

【実験動物】 
C57BL/6マウスは Clea（東京、⽇本）から購⼊した。Ins-Topgal +マウスは理研バ

イオリソース（つくば、⽇本）から（Moriyama et al., 2007）、 K14CreER（K14; keratin 
14）、Lrig1CreER（Lrig1; Leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains 1）、
およびR26R-confetti マウスは、ジャクソンラボラトリー（Bar Harbor, Maine, USA）
から、R26R-H2B-mCherry マウスは、理研（神⼾、⽇本）から購⼊した。Col17a1-/-

および hCOL17+;Col17a1-/-マウスは、既報告通り作成した（Nishie et al., 2007）。 
Col7a1-/-マウスは、Jouni Uitto教授から供与された（Heinonen et al., 1999）。 以下の
動物実験は北海道⼤学⼤学院医学研究科の機関審査委員会の承認を得て北海道⼤学動
物実験に関する規程に従って⾏った。 
 
【サクションブリスター法】 
注射器とコネクターチューブを⽤いて⽣後 1⽇⽬（P1; postnatal day 1）の新⽣仔マ

ウスの背部⽪膚に陰圧をかけて表⽪下⽔疱を作成した。⽪膚にかかる陰圧は
523.4±1.3mmHg であった（Ex Pocket Pressure Indicator PM-281（AS ONE、⼤阪、
⽇本）で評価した）。⽪膚に取り付けた注射器の孔の直径は 4mm であり、典型的な⽔
疱のサイズは直径 3mm であった。 
 
【組織学】 
マウスの背部⽪膚検体をホルマリンで固定、脱⽔後にパラフィンに包埋、または

optical cutting temperature compound に包埋してドライアイス上で凍結した。凍結切
⽚は、4％パラホルムアルデヒドまたは冷アセトンで固定、あるいは固定せずに染⾊に
使⽤した。ホルマリン固定パラフィン包埋切⽚は、脱パラフィン後、クエン酸バッフ
ァー（pH 6.0）または EDTAバッファー（pH 9.0）による抗原賦活化を⾏った。これ
らの切⽚に⼀次抗体を加え、4℃で⼀晩インキュベートした。リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔で
洗浄した後、切⽚を FITC（fluorescein isothiocyanate）、Alexa 488、Alexa 647、また
は Alexa 680 の結合した⼆次抗体とともに室温で 1 時間インキュベートした。核染⾊
にはヨウ化プロピジウム（propidium iodide; PI）または 4',6-diamidino-2-phenylindole
（DAPI）を⽤いた。染⾊された免疫蛍光標本は、共焦点レーザー⾛査顕微鏡（FV-1000
（オリンパス、東京、⽇本）または LSM-710（Zeiss, Oberkochen, Germany））を使
⽤して観察した。 
免疫組織化学には、horseradish peroxidase 付き⼆次抗体を使⽤した。切⽚を過酸化

⽔素でブロッキングし、抗体で標識してヘマトキシリンで対染⾊した。形態解析のた
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めに、脱パラフィンした切⽚を従来の⽅法でヘマトキシリンおよびエオジン
（hematoxylin and eosin; H＆E）で染⾊した。アルカリホスファターゼ染⾊は、StemAb 
Alkaline Phosphatase Staining Kit II（Stemgent, San Diego, California, USA）を使⽤し
て⾏った。免疫組織化学および H＆E およびアルカリホスファターゼ（Alkaline 
phosphatase; AP）で染⾊した切⽚を BZ-9000顕微鏡（キーエンス、東京、⽇本）で
撮影した。 
ホールマウント染⾊では、マウスの背部⽪膚サンプルを 4％パラホルムアルデヒドで
固定し、免疫標識または Alkaline Phosphatase Staining Kit II で染⾊した。 ins-Topgal+
マウス⽪膚のX-gal染⾊には、Beta-Galactosidase Staining Kit（タカラバイオ、滋賀、
⽇本）を使⽤した。背部⽪膚サンプルを 4％パラホルムアルデヒドで 4℃、1 時間で固
定し、染⾊液に室温で⼀晩インキュベートした。組織は Mowiol溶液で封⼊した。LSM-
710、FV-1000 または BZ-9000顕微鏡で画像を観察した。 
⽑包のステージ分類は以下の⽂献を⽤いて評価した（Paus et al., 1999; Saxena et al., 

2019）。 定常状態あるいは再⽣上⽪における⾓化細胞の⻑軸の⻑さは、K14 で染⾊し
た切⽚で ImageJ（NIH, Bethesda, Maryland, USA）を⽤いて測定した。特定のマーカ
ーで標識された細胞の定量化は、複数の病変部から ImageJ を⽤いて⾏った（Natsuga 
et al., 2016）。 
 
【抗体】 
本研究では以下の抗体を使⽤した。抗BrdU（bcam, Cambridge, UK; BU1/75, Dako; 

M0744）、抗リン酸化ヒストン H3（Ser10）（Merck Millipore, Billerica, Massachusetts, 
USA）、抗ロリクリン（Covance, Princeton, New Jersey, USA）、FITC 結合抗 CD3e
（BioLegend, San Diego, California, USA; 145-2C11）、Alexa Fluor488結合抗F4 / 80
（Affymetrix, Santa Clara, California, USA; BM8）、FITC 結合抗 Ly-6G（Beckman 
Coulter, Brea, California, USA; RB6-8C5）、抗COL4（Novus Biologicals, Centennial, 
Colorado; NB120-6586）、抗COL7（homemade (Iwata et al, 2013)）、抗COL17（Abcam; 
ab186415）、抗 ITGA5（Abcam; EPR7854）、抗 ITGA6（BD Biosciences Pharmingen, 
San Diego, California, USA; GoH3）、抗ラミニン 332（laminin 332; L332）（Abcam; 
ab14509）、抗ラミニンb1（Abcam; ab44941）、抗パンサイトケラチン（pan-cytokeratin; 
PCK）（PROGEN, Wieblingen, Heidelberg, Germany; PRGN-10550）、抗ケラチン 10
（keratin 10; K10）（Biolegend; Poly19054）、抗サイトケラチン 14（keratin 14; K14）
（ThermoFisher, Waltham, Massachusetts, USA; LL002）。 
 

【BrdU標識】 
増殖解析のため、マウスを安楽死する 4 時間前に 1個体あたり 10μg の BrdU（BD 



 9 

Biosciences Pharmingen）を腹腔内投与した。 
 
【電⼦顕微鏡】 
サンプルは、サクションブリスターを⾏った直後の C57BL/6マウス背部⽪膚（P1）

から採取した。5％グルタルアルデヒド溶液で固定し、1％OsO4で後固定し、脱⽔して
Epon812 に包埋した。包埋したサンプルを光学顕微鏡⽤に 1µm の厚さに切断し、電
⼦顕微鏡⽤に薄切⽚にした（70 nm厚）。 薄切⽚を酢酸ウラニルとクエン酸鉛で染⾊
し、透過型電⼦顕微鏡（H-7100; ⽇⽴、東京、⽇本）で観察した。 
 
【系統追跡法】 
P0 の K14CreER:R26R-H2B-mCherry 、 Lrig1CreER:R26R-H2B-mCherry 、

K14CreER:R26R-confetti、Lrig1CreER：R26R-confetti マウスに 0.5 mg のタモキシフ
ェン（T5648; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA）を腹腔内投与した。P1 でサク
ションブリスター法を⽤いて背部⽪膚に表⽪下⽔疱を作成し、P4 サンプルを採取し
た。 
 

【RNA シーケンシングと解析】 
表⽪遺伝⼦発現への概⽇リズムの影響を除外するため（Janich et al., 2013）、サクシ

ョンブリスター検体とコントロール検体を同じ時刻に P2 で採取した。⽪膚サンプル
を 0.25％トリプシン EDTA により、4℃でオーバーナイト処理した。⽔疱部表⽪と再
⽣上⽪を真⽪から剥離して収集し、メスで細かく刻んで 10％FCS/DMEM に懸濁し
た。細胞懸濁液を 70µm径のフィルターでろ過し、細胞ペレットを回収した。ライブ
ラリーの調製は、Illumina TruSeq RNA prep kit を使⽤した。TRIzol抽出と化学的断
⽚化の後、mRNA をオリゴ dT が付いた磁気ビーズで単離し、cDNA に逆転写した。
DNAポリメラーゼ I と RNAse H を使⽤して second strand DNA を合成し、得られ
た cDNA に末端修復、A テーリング、アダプターライゲーションを⾏った。精製と
PCR による濃縮を⾏い、ライブラリーを AMPure XPビーズで精製し、NextSeq500 
Illumina シーケンサーで解析した。 
品質管理を⾏った後、raw read を NCBIm37 マウスリファレンスゲノム（mm9）に

アラインメントした。遺伝⼦発現レベルは、RefSeq 遺伝⼦アノテーションと
featureCounts（Liao et al., 2014）を使⽤して定量化し、TPM として正規化した。発
現差異解析は、edgeR（Robinson et al., 2010）を使⽤して⾏った。低発現遺伝⼦（2つ
未満のサンプルで 100万リードあたり 1カウント）をフィルターで除去した後、⽔疱
群と対照群を⽐較した（Robinson et al., 2010）。遺伝⼦発現プロファイルの階層クラ
スタリングには、ユークリッド距離と完全連結法のみを使⽤し、発現差のある遺伝⼦
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に対して⾏った。clusterProfiler R/Bioconductor（Yu et al., 2012）を使⽤し、発現差の
ある遺伝⼦の GO term、KEGG経路エンリッチメント解析、およびGO termネット
ワークの視覚化を⾏った。エンリッチメントされた経路を検証するために、GSEA解
析を⾏った。 
 
【⽔疱内投与】 
10µl のリン酸緩衝⾷塩⽔に希釈した 1.8mM または 9.0mM CaCl2を、サクションブ

リスター法による⽔疱作成の直後に⽔疱内に注射器を⽤いて投与した。 
 
【統計】 
統計解析は、GraphPad Prism（GraphPad Software, La Jolla, California, USA）を使⽤

して⾏った。P値は、t 検定または⼀元配置分散分析（ANOVA）を⾏った後に Tukey
検定を使⽤ し て決定し た 。 P 値は * 0.01<P<0.05 、 ** 0.001<P<0.01 、 *** 
0.0001<P<0.001、**** P<0.0001 として⽰した。グラフは平均±標準誤差（standard 
errors; SE）、バイオリンプロット、または個々のマウスの値を線分で繋いで図⽰した。 
 
【数理モデル】 
表⽪細胞の動態を表す数理モデル（Kobayashi et al., 2016; Kobayashi et al., 2018）を

表⽪創傷治癒のシミュレーションのために応⽤した。このモデルでは、表⽪基底細胞
は、直径が 10 µm の球状粒⼦として表される。⽑包間表⽪幹細胞として指定された細
胞とその系譜細胞は、基底膜上で分裂することができる。細胞分裂は、最初は完全に
重なり合っていた 2つの粒⼦が、徐々に 2つの異なる粒⼦に分離するプロセスとして
表現した。新しく作られた細胞が他の細胞に完全に囲まれていない場合、再⽣上⽪で
あると判断し、実験データに合わせて⻑軸が2倍（野⽣型マウス）または1.5倍（Col7a1-
/-マウス及びCaCl2投与マウス）に増加した扁球状に変化させた。その際、体積は⼀定
に保たれるように設定した。同じ分裂率がすべての増殖細胞に割り当てられ、平均分
裂時間は 57.6 [arb. unit]とした。細胞に加えられる⼒は、他の細胞や基底膜との接着
と排除体積相互作⽤から⽣じる。幹細胞は基底膜と結合して分離できないが、幹細胞
から⽣まれた系譜細胞の基底膜への結合は弱いため、周囲の圧⼒によって基底膜から
分離する。基底膜から分離した細胞はシステムから除去される設定とした。基底膜は
硬い平らな⾯であると⾒なし、その形状は時間の経過とともに変化しないものとした。
シミュレーション領域は、周期境界条件を⽤いて⽔平⽅向に 600 µm x 600 µm に設定
した。表⽪下⽔疱治癒のシミュレーションの初期条件を⽤意するために、初めに幹細
胞を基底膜に配置し、系譜細胞が表⾯全体を覆うまでシミュレーションを実⾏した。
次に、系譜細胞を⾮増殖性に設定し、場の中央部の直径 480 µm の円内の範囲にあっ
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た細胞を除去することで表⽪⽋損を作成した。 
 
【ヒト検体】 
先天性または⾃⼰免疫性表⽪⽔疱症患者⽪膚の H＆E 染⾊標本（表⽪⽔疱症 73 検
体、⽔疱性類天疱瘡 180 検体）から、以下の組織学的基準を満たすサンプルを選択し
た：（1）表⽪下⽔疱または表⽪真⽪接合部での⽪膚剥離 （2）その領域に再上⽪化が
⾒られる（3）⽔疱底に⽑包が存在する。⽔疱性類天疱瘡 3 検体がすべての基準（Blister-
1、2、3）を満たし、Keyence BZ-9000顕微鏡で観察した。北海道⼤学⼤学院医学研
究科の施設内倫理審査委員会によって、上記のすべてのヒト研究を承認された（ID：
13-043 および 15-052）。 この研究は、ヘルシンキ宣⾔に従って実施した。参加者ま
たはその法定後⾒⼈に書⾯によるインフォームドコンセントを得た。 
 

【データの利⽤】 
本研究で作成されたデータセットは、次のデータベースで利⽤できる。 

 
-RNA シーケンシングデータ：Gene Expression Omnibus GSE154871 
（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE154871） 
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結果 
 

1. 表⽪下⽔疱の形成とその治癒過程 
サクションブリスター法は、真⽪から表⽪を選択的に除去するために半世紀以上前

に開発され（Kiistala＆Mustakallio, 1964, 1967）、ヒトの⽪膚⽋損を修復するための移
植に⽤いる表⽪⽚の採取に利⽤されてきた。我々は、サクションブリスター法を新⽣
仔マウスに応⽤することで、⽑包、真⽪、⽪下脂肪組織を創傷内に維持しながら表⽪
のみを除去し、創傷と⽪膚の発⽣との直接的な関係を調べることができると考えた。
そこで、C57BL/6野⽣型（wild type; WT）マウスの新⽣仔の背部⽪膚に⼀定の陰圧
を加え、表⽪下⽔疱を作成した（P1、図 1）。 

 
図 1A サクションブリスター法による⽔疱形成と検体採取の模式図 
P1 の野⽣型マウス背部⽪膚に表⽪下⽔疱を作成し、P1-4 の検体を採取した。WT: 

wild type, BM: basement membrane。 
  



 13 

組織学的に⽪膚の剥離は、表⽪真⽪接合部のレベルで⽣じていた（図 1B(a)-(d)）。ア
ルカリホスファターゼ染⾊（AP）陽性の真⽪乳頭の位置によって⽰されるように、⽑
包は⽔疱の真⽪側に残存した（図 1B(c)）。パンサイトケラチン（PCK）陽性の表⽪⾓
化細胞は⽔疱蓋側に、⽑包⾓化細胞は真⽪側に観察され、サクションブリスター法に
よって表⽪が剥離していることを確認した（図 1B(d)）。真⽪および⽪下組織は、⽔疱
形成後も残存していた（図 1B(a)(b)）。 
 

 

 
図 1B 野⽣型マウスの⽔疱形成 
(a) P1 の野⽣型マウスの⽔疱の H&E染⾊の弱拡⼤像。星：⽔疱。Scale bar: 500µm。 
(b) (a)の強拡⼤像。星：⽔疱。Scale bar: 100µm。 
(c) （左）P1 の野⽣型マウスの⽔疱の AP染⾊。星：⽔疱。Scale bar: 500µm。（右）
強拡⼤像。Scale bar: 100µm。 
(d) P1 の野⽣型マウスの⽔疱の PCK染⾊。星：⽔疱。Scale bar: 100µm。 

  

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 



 14 

ヘミデスモソーム構成タンパクであるa6インテグリン（ITGA6）が⽔疱蓋に観察さ
れたのに対し、表⽪基底膜の主成分である IV 型コラーゲン（COL4）、およびラミニ
ン 332（L332）が⽔疱底部に観察された（図 1C(a)(b)）。これらの免疫蛍光染⾊の結
果と⼀致して、電⼦顕微鏡ではヘミデスモソームは⽔疱蓋に、lamina densa（基底膜）
は⽔疱底に観察された（図 1C(c)(d)）。これは、ヒトやマウスでの既報告と同様の結
果であった（Kiistala＆Mustakallio, 1967；Krawczyk, 1971）。 
 

   

   
図 1C 野⽣型マウスの⽔疱の裂隙のレベル 
(a) 野⽣型マウスの⽔疱（P1）の a6インテグリン（ITGA6、⽮頭）および IV 型コ

ラーゲン（COL4、⽮印）染⾊（左）。ラミニン 332（L332、⽮印）染⾊（右）。星：
⽔疱。Scale bar: 100µm。 
(b) (a)の強拡⼤像。#：⽑包。Scale bar: 100µm(左), 50 µm（右）。 
(c) 野⽣型マウスの⽔疱（P1）の電⼦顕微鏡像。⽩⽮頭：ヘミデスモソーム。⽮印：

lamina densa。星：⽔疱。Scale bar: 1µm。 
(d) (c)の強拡⼤像。Scale bar: 10µm（左）、1µm（右）。 

  

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 
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次に、表⽪下⽔疱の治癒過程の特徴を調べた。⽔疱形成の 1⽇後には⽔疱底に再⽣
上⽪が観察され（P2、図 1D(a)(b)）、パンサイトケラチン（PCK）陽性の 1〜2 層の
⾓化細胞が確認できた（図 1D(c)）。また、その再⽣上⽪では、表⽪真⽪接合部の
ITGA6の発現が回復していた（図 1D(d)(e)）。 
 

 

                        

図 1D 野⽣型マウスの⽔疱形成の 1⽇後の再⽣上⽪ 
(a) P2 の野⽣型マウスの⽔疱の H&E染⾊の弱拡⼤像。⽮頭：再⽣上⽪。星：⽔疱。

Scale bar: 500µm 
(b) (a)の強拡⼤像。Scale bar: 100µm。 
(c) P2 の野⽣型マウスの⽔疱の PCK（⽮頭）染⾊。星：⽔疱。Scale bar: 100µm。 
(d) P2 の野⽣型マウスの⽔疱の ITGA6（⽮頭）染⾊。星：⽔疱。Scale bar: 200µm。 
(e) (d)の強拡⼤像。Scale bar: 100µm。 
 

  

(a) 

(b) 

(c) (d) 

(e) 
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正常⽪膚の基底層の⾓化細胞の形状は、⽴⽅体または円柱状であった（P2、⾮病変部
のケラチン 14（K14）陽性細胞、図 1E(a, b)左）。対照的に、⽔疱部の再⽣上⽪の⾓化
細胞は、⽴⽅体から楔状あるいは平坦な形状に変化した（P2、病変部の K14 陽性細
胞、図 1E(a, b)右）（Krawczyk, 1971）。⽔疱形成の 2⽇後（P3）、重層の上⽪はほとん
ど回復したが（図 1E(c)）、病変部では、適切な表⽪分化の特徴であるロリクリン
（loricrin; LOR）陽性の顆粒層が再⽣していなかった（図 1E(d)）。 
 

 

図1E 野⽣型マウスの⽔疱形成の 1⽇後の再⽣上⽪⾓化細胞の形態と 2⽇後の再⽣
上⽪ 
(a) P2 の野⽣型マウスの⽔疱の⾮病変部（Nonlesional）および病変部（Lesional area）

の K14（緑）およびK10（マゼンタ）染⾊。星：⽔疱。挿⼊図：拡⼤像。Scale bar: 30µm。 
(b) P2 の野⽣型マウスの⽔疱の⾮病変部（Nonlesional）および病変部（Lesional area）

のホールマウントの K14染⾊。⽮印：⽑孔。Scale bar: 30µm。 
(c) P3 の野⽣型マウスの⽔疱の H&E染⾊。星：⽔疱。Scale bar: 200µm。 
(e) P3 の野⽣型マウスの⽔疱の LOR染⾊。Scale bar: 200µm。 
 

  

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 
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⽔疱形成の 3⽇後（P4）、再上⽪化は完了し（図 1F(a)(b)）、表⽪分化の最終段階で
あるロリクリン（LOR）陽性の顆粒層の形成が⾒られた（図 1F(c)）。表⽪下⽔疱の治
癒過程の蛍光抗体染⾊のデータを表 1 に要約する。これらの結果は、新⽣仔の表⽪下
⽔疱が、発⽣段階における⽑包や他の真⽪成分に損傷を与えることなく、創傷治癒を
視覚化するためのモデルとして有⽤であることを⽰すものである。 
 

 
図 1F 野⽣型マウスの⽔疱形成の 3⽇後の再⽣上⽪ 
(a) P4 の野⽣型マウスの⽔疱の H&E染⾊。Scale bar: 200µm。 
(b) P4 の野⽣型マウスの⽔疱（P4）のパンサイトケラチン（PCK）染⾊。Scale bar: 

200µm。 
(c) P4 の野⽣型マウスの⽔疱の LOR染⾊。Scale bar: 200µm。 
 
表 1 野⽣型（WT）マウスの⽔疱における蛍光免疫染⾊の結果のまとめ 

 
PCK：パンサイトケラチン、K14：ケラチン 14、K10：ケラチン 10、LOR：ロリクリ
ン、ITGA6：a6インテグリン、COL4：4 型コラーゲン、L332：ラミニン 332 
  

(a) (b) (c) 
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2. ⽪膚の発⽣を犠牲にして表⽪を修復する 
新⽣仔の⽪膚に対する⽔疱形成の影響を解明するため、⽔疱形成の 1 ⽇後の再⽣上

⽪および⽔疱蓋の RNA シーケンシングを⾏った（P2、図 2A(a)(b)）。 
 

        
図 2A 表⽪下⽔疱治癒に関する RNA シーケンシング 
(a) P2 の病変部表⽪と対照マウスの表⽪の間で発現差のある遺伝⼦のヒートマップ
（ピアソンの相関）。n=3。 
(b) P2 の病変部表⽪と対照マウスの表⽪の間で発現差のある遺伝⼦を⽰すボルケーノ
プロット。有意に発現上昇あるいは発現低下した遺伝⼦（| LogFC |> 1;FDR <0.05）
を、それぞれ⾚と⻘で⽰す。 
  

(b) (a) 
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予期せぬことに、Wnt シグナル、メラニン形成、Hedgehog シグナルなどの⽑包の発
⽣に関与する遺伝⼦の発現は、有意に発現低下していた（図 2B(a)-(e)）。 
 

 

 
図 2B 野⽣型マウスの表⽪下⽔疱の再⽣上⽪において発現差のある遺伝⼦ 
(a) P2 の野⽣型マウスの⽔疱の再⽣上⽪で発現差のある遺伝⼦群の GO解析。 
(b) 発現上昇あるいは発現低下された遺伝⼦群の KEGGパスウェイ/GSEAエンリッ
チメント解析。正規化されたエンリッチメントスコア（NES）、P値、FDR を⽰す。 
(c) 再⽣上⽪で発現差のある遺伝⼦の散布図。⾚：発現上昇した遺伝⼦。⻘：発現低
下した遺伝⼦。 
点線：| logFC |>1。 

(b) (a) 

(c) 
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(d) Wnt シグナル伝達経路、Hedgehog シグナル伝達経路、メラニン形成の KEGG 遺
伝⼦パスウェイ/GSEAエンリッチメント解析。 
(e) それぞれの GOカテゴリ（⽣物学的プロセス、分⼦機能、細胞成分）における上
位 10個の発現上昇/低下された（FDR <0.05）GO タームクラスターのネットワーク
視覚化。ノードサイズは、各GO タームのエンリッチメントされた遺伝⼦の数を表す
（下のパネルは遺伝⼦数）。ノードは、それぞれの GO タームで発現低下（⻘）およ
び発現上昇（⾚）した遺伝⼦の割合を円グラフで⽰す。線分の太さは GO ターム間で
共有される遺伝⼦の数を反映している。 
  

(d) 

(e) 
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⽑包は個体が⼦宮内での胎児期のみならず、出⽣後にも発⽣段階にある（図2C）（Paus 
et al., 1999; Saxena et al., 2019）。マウスの⽪膚では、⽑包の発⽣は 9つの段階に分類
される（⽑包の下⽅成⻑を伴わない表⽪⾓化細胞の核の凝集（ステージ 0）、⽑包が下
⽅に成⻑して近位部が真⽪内に存在する（ステージ 1-5）、⽑包近位部が⽪下組織内に
存在（ステージ6-8））（Paus et al., 1999）。⽑包の発⽣に関わる遺伝⼦が発現低下した
（図 2B）という結果から、我々は表⽪の損傷が組織の発⽣を調整して⽔疱の治癒を促
進するという仮説を⽴てた。 

 
図 2C サクションブリスター実験と⽑包の発⽣および⽑周期の概略図 
⽑包は出⽣後に発⽣段階（Morphogenesis）にあり、その後、退⾏期（Catagen）、休
⽌期（Telogen）、成⻑期（Anagen）のサイクルを繰り返す。本研究では、発⽣段階の
⽑包を有する⽪膚で⽔疱作成、検体採取を⾏った。 
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この仮説と⼀致して、発⽣後期（ステージ6-8）でのみ観察される（Paus et al., 1999）
⽑孔（表⽪と内⽑根鞘遠位部の管状の接続部）の数は、病変部で減少していた（図
2D(a)-(e)）。P4 の再⽣上⽪の⽑包は、ステージ 5（内⽑根鞘が⽑包の中間に位置、図
2D(b)）またはステージ6（⽑幹の先端が⽑孔に到達していない段階、図 2D(c)）に分
類され、成⻑が遅延していた。⼀⽅、⽔疱周囲の⾮病変部⽪膚または同腹仔対照の正
常⽪膚は、ステージ 7（⽑幹の先端が内⽑根鞘を離れて⽑孔に⼊る段階、図 2D(d)）
の⽑包を有していた（図 2D(f)）。病変部の⽑包の⼤きさは周囲の⾮病変部⽪膚と⽐較
して⼩さく、Wntレポーターマウス（ins-Topgal+）の LacZ陽性領域によって⽰され
る Wnt シグナルの減弱が⾒られた（P2、図 2D(g)）。 
 

 

       

 
図 2D 野⽣型マウスの⽔疱における⽑包発⽣段階 
(a) P4 の野⽣型マウスの⽔疱の H&E染⾊。アスタリスク：⽑孔。Scale bar: 300µm。 
(b) ステージ 5 の⽑包。(c)ステージ6の⽑包。(d) ステージ 7 の⽑包。((a)の拡⼤像)。 
(e) P4 の野⽣型マウスの病変部（Lesional area）、⾮病変部（Non-lesional area）、同腹
仔対照マウス⽪膚（Littermate control）の⽑孔数の定量化（n=5）。データは平均±標
準誤差あるいは個々のマウスを⽰す線で接続している。＊0.01 <P <0.05、⼀元配置分
散分析後に Tukey の検定を⾏った。 
(f) P4 の病変部、⾮病変部、同腹仔対照マウス⽪膚における⽑包発⽣段階（n=5）。 
(g) P2 の ins-Topgal+マウスの⽔疱部⽪膚のホールマウント画像。Wnt シグナル活性
が LacZ陽性の⻘⾊で⽰される。 

(b) 

(a) 

(d) (c) 

(e) (g) (f) 



 23 

興味深いことに、サイトカイン-サイトカイン受容体相互作⽤およびケモカイン、
TNF、IL-17、および JAK-STAT シグナル伝達経路に関与する遺伝⼦の発現も、再⽣
上⽪で増強していた（図 2B(a)-(c)）。これらの経路は、免疫細胞の刺激・遊⾛に関わ
る。しかし、⽔疱形成の 1⽇後の 1〜2 層の再⽣上⽪に覆われた病変部真⽪では、好
中球、リンパ球、マクロファージの数は増加していなかった。（P2、図 2E(a)-(c)）。上
⽪化が完了した P4 においてもこれらの免疫細胞の明らかな増加はなかった（図
2E(a)-(c)）。これらの結果は、免疫細胞の⽔疱治癒に与える影響が少ないことを⽰唆
する。しかし、免疫細胞またはそれらが分泌する分⼦（⽑包新⽣を誘導するgdT 細胞
由来の Fgf9 など（Gay et al., 2013））の関与を完全に除外することはできず、これら
が⽑包の成⻑に影響を与える交絡因⼦として作⽤する可能性は残る。 
これらのデータは、⽪膚の発⽣時期において、表⽪下⽔疱が⽑包の成⻑を犠牲にして

治癒することを⽰唆している。 
 

 
図 2E 野⽣型マウスの⽔疱に浸潤する免疫細胞 
P2（n=4）およびP4（n=3）の野⽣型マウスの⽔疱部および同腹仔対照マウス⽪膚の
真⽪における免疫細胞（(a)CD3、(b)F4-80、(c)Ly6G）の定量化 
（n=3）。データは平均±SE として⽰す。* 0.01 <P <0.05、スチューデント t 検定。
NS：有意差なし。 
  

(b) (a) (c) 
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3. 接合部⽑包幹細胞の系譜細胞が⽔疱治癒に主に寄与する 
創傷が⽪膚の完全性を回復するためには上⽪細胞の増殖と遊⾛を必要とする。そこ

で我々は、⽔疱治癒における表⽪および⽑包の⾓化細胞の動態を調べた。⽔疱形成の
1⽇後（P2）、BrdU陽性細胞は⽑包および⽔疱に隣接する⾮病変部表⽪に豊富に存在
していた（図 3A(a)(b)）。⾓化細胞の遊⾛のマーカーであるa5 インテグリン（ITGA5）
陽性の細胞（Aragona et al., 2017）は、病変部の⽑包と、病変部と⾮病変部の境界部
（表⽪⾆）に⾒られた（ 図 3A(c)）。再⽣上⽪では⽑包の成⻑が遅延し（図 2D）、病
変部の⽑包では増殖細胞が豊富であったため（図 3A(a)(b)）、⽑包⾓化細胞は⽑包の
発⽣よりも表⽪の再⽣に関与すると推測した。 
 

    
図 3A 表⽪下⽔疱における⾓化細胞の増殖と遊⾛ 
(a) P2 の野⽣型マウスの⽔疱部の BrdU標識。⽮印：BrdU陽性細胞。星：⽔疱。Scale 
bar: 100µm。 
(b) P2 の野⽣型マウスの⽔疱部の表⽪（(a)左）と⽑包（(a)右）の BrdU陽性細胞の
定量化（n=4）。データは平均±SE として⽰す。* 0.01<P<0.05、⼀元配置分散分析後
に Tukey の検定を⾏った。NS：有意差なし。 
(c) P2 の野⽣型マウスの⽔疱部の ITGA5染⾊（左上：切⽚の⽔疱辺縁、右上：ホー
ルマウントの⽔疱辺縁、下：切⽚の⽔疱中央）。⽮頭：⽔疱辺縁の再⽣上⽪（表⽪⾆）。
⽮印：⽑包からの再⽣上⽪。星：⽔疱。Scale bar: 100µm。 
  

(b) 

(a) (c) 
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この仮説を確かめるため、サクションブリスターモデルにおいて短期間の系統追跡
法を⽤いた（図 3B(a)）。K14系統追跡細胞（K14CreER:R26R-H2B-mCherry または
K14CreER:R26R-confetti）は、主に⽑包間表⽪幹細胞の系譜細胞であるが、再⽣上⽪
において少数のみ観察された（図 3B(b)(c)）。 
 

  
                   

図 3B 系統追跡法の概略と⽑包間表⽪幹細胞の⽔疱治癒への寄与 
(a) 系統追跡法の概略図。 
(b) （上）P4 の K14CreER:H2B-mCherry マウスの切⽚。Scale bar: 100µm。（下）
mCherry陽性細胞の定量化（n=3）。個々のマウスのデータを線で接続している。スチ
ューデントの t 検定。NS：有意差なし。 
(c) （左）P4 の K14CreER:R26R-confetti マウスの⽔疱のホールマウント画像。Scale 
bar: 200µm。（右）P4 の K14CreER:R26R-confetti マウス⽪膚の⽔疱部。 Scale bar: 
100µm。 
  

(b) 

(a) 

(c) 
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対照的に、再⽣上⽪の細胞の多くは、接合部⽑包幹細胞の系譜細胞である Lrig1
（ Leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains 1 ）系統追跡細胞
（Lrig1CreER:R26R-H2B-mCherry または Lrig1CreER:R26R-confetti）であった（図
3C(a)(b)）。 
 

 
図 3C 接合部⽑包幹細胞の⽔疱治癒への寄与 
(a) （上）P4 の Lrig1CreER:H2B-mCherry マウスの切⽚。Scale bar: 100µm。（下）
mCherry 陽性細胞の定量化（n=3）。個々のマウスのデータを線で接続している。* 
0.01<P<0.05、スチューデントの t 検定。NS：有意差なし。 
(b) （左）P4 の Lrig1CreER:R26R-confetti マウスの⽔疱のホールマウント画像。Scale 
bar: 200µm。（右）P4 の Lrig1CreER:R26R-confetti マウス⽪膚の⽔疱部。Scale bar: 
100µm。 
 
  

 
(a) 

(b) 



 27 

これらの結果と⼀致して、増殖マーカーであるリン酸化ヒストン H3（phospho-
Histone H3; PH3）陽性細胞が、P2のLrig1系統追跡細胞で観察された（図3D(a)(b)）。
再⽣上⽪における K14およびLrig1系統追跡細胞は P1（⽔疱形成時）から P4（サン
プリング時）でともに増加したが、Lrig1系統追跡細胞の増加がより顕著であった（図
3D(c)）。これに対して、P2 の再⽣上⽪の RNA シーケンシングでは、Lrig1 遺伝⼦の
発現はアップレギュレーションされていなかった。以上のデータから、病変部の真⽪
側の⽑包接合部が⽑包の発⽣を停⽌しながら、表⽪下⽔疱治癒のための⾓化細胞を供
給することを⽰す。なお、接合部以外の⽑包部位由来の⾓化細胞も⽔疱治癒に関与す
る可能性は、完全に否定できない。 
 

 

 
図 3D 接合部⽑包幹細胞の系譜細胞の増殖 
(a) P2 の野⽣型マウスの⽔疱部⽪膚の PH3染⾊。星：⽔疱。Scale bar: 100µm。 
(b) P2 の Lrig1CreER:R26R-H2B-mCherry マウスの⽔疱部の PH3染⾊（⽮頭）。Scale 
bar: 100µm。 
(c) 系統追跡法における mCherry陽性細胞の定量化（n=3）。データは平均±SE とし
て⽰す。 
  

(a) (b) 

(c) 
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4. ⽔疱底の⽑包の減少は⽑包間表⽪幹細胞の系譜細胞の⽔疱治癒への寄与を促進す
る 

⽔疱治癒に接合部⽑包幹細胞の系譜細胞が寄与するという結果から、⽔疱底に⽑包
がない場合に表⽪がどのように再⽣するかを調べることにした。17 型コラーゲン
（type XVII collagen; COL17）は、⽑包間表⽪だけでなく⽑包のバルジ領域にも発現
している（図 4A(a)）（Liu et al., 2019; Matsumura et al., 2016; Natsuga et al., 2019; 
Tanimura et al., 2011; Watanabe et al., 2017）。COL17 は COL17A1 遺伝⼦によってコ
ードされており、その⽋損は接合部型表⽪⽔疱症を引き起こす（McGrath et al., 1995）。
サクションブリスター法によって Col17a1-/-マウス（Nishie et al., 2007）の新⽣仔背部
⽪膚に⽔疱を作成すると、野⽣型新⽣仔マウス（図 1C(a)(b)）の場合と同様に、ITGA6
と COL4/L332 の間で裂隙が観察された（図 4A(b)(c)）。 

 

  

図 4A Col17a1-/-マウスの⽔疱の裂隙形成のレベル 
(a) P1 の野⽣型マウスの背部⽪膚の COL17（マゼンタ）およびラミニンb1（LAMB1、
緑）染⾊。⽮頭：バルジ領域。Scale bar: 100µm。 
(b) P1 の Col17a1-/-マウス背部⽪膚の⽔疱部の （左）ITGA6（⽮印)および COL4(⽮
頭)染⾊、（右）L332 染⾊(⽮印)。星：⽔疱。Scale bar: 100µm。 
(c) (b)左の拡⼤像。左：ITGA6。右：COL4。Scale bar: 200µm。 
 
  

(a) (b) 

(c) ITGA6 COL4 



 29 

興味深いことに、Col17a1-/-マウスの⽔疱部では、ほとんどの⽑包が真⽪から剥離し
た（P1、図 4B(a)）。この発⾒と⼀致して、Col17a1-/-マウスの⽔疱蓋側に⽑乳頭細胞
（アルカリホスファターゼ（AP）陽性）が観察されたが、対照マウスの⽔疱蓋にはこ
れらの細胞が観察されなかった（P1、図 4B(b)(c)）。 
 

 

 
図 4B Col17a1-/-マウスの⽔疱形成 
(a) P1 の Col17a1-/-マウスの背部⽪膚の表⽪下⽔疱の H&E染⾊。⽮印：真⽪からの
⽑包の剥離。Scale bar: 500µm。 
(b) P1 の Col17a1-/-マウス（右）および同腹仔対照マウス（左）の⽔疱蓋表⽪のホー
ルマウント AP染⾊。Scale bar: 500µm。 
(c) P1 の Col17a1-/-マウス（右）および野⽣型マウス (左)の⽔疱部の切⽚の AP染⾊。
Scale bar: 100µm。 
  

(a) (b) 

(c) 
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⽔疱形成 1⽇後の Col17a1-/-マウスでは再⽣上⽪は⾒られなかったが、対照マウスで
はa6インテグリン（ITGA6）の発現を伴う上⽪の再⽣が⾒られた（P2、図 4C(a)(b)、
表 2）。Col17a1-/-マウスは、⽔疱形成の 3⽇後に再⽣上⽪でのロリクリン（LOR）の
発現が遅れていた（P4、図 4C(c)、表 2）。 
 

 
図 4C Col17a1-/-マウスの⽔疱の再⽣上⽪ 
(a) P2 の Col17a1-/-マウス（下）および同腹仔対照マウス（上）の⽔疱の H&E染⾊。
⽮頭：再⽣上⽪。星：⽔疱。Scale bar: 200µm。 
(b) P2 の Col17a1-/-マウス（下）および同腹仔対照マウス（上）の⽔疱の ITGA6染⾊。
⽮頭：再⽣上⽪。星：⽔疱。Scale bar: 200µm。 
(c) P4 の Col17a1-/-マウス（下）および同腹仔対照マウス（上）の⽔疱の LOR染⾊。
Scale bar: 200µm。 
  

 

(a) (b) (c) 
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表 2 野⽣型（WT）マウス（表 1）と Col17a1-/-マウスの⽔疱における蛍光免疫染⾊
の結果のまとめ 
PCK：パンサイトケラチン、K14：ケラチン 14、K10：ケラチン 10、LOR：ロリクリ
ン、ITGA6：a6インテグリン、COL4：4 型コラーゲン、L332：ラミニン 332 
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⽑包が創床から減少した際に、どこから⾓化細胞が供給されるかを調べるために
BrdU アッセイと系統追跡実験を⾏った。P２のCol17a1-/-マウスの⽔疱におけるBrdU
陽性細胞は、対照群の場合と同様に⽔疱に隣接する表⽪に豊富に存在していた（図
3A(a)(b)、4D(a)）。系統追跡実験（K14CreER:R26R-H2B-mCherry:Col17a1-/-マウス）
では、⽑包間表⽪幹細胞の系譜細胞が P4 の再⽣上⽪の⼤部分に存在していた（図
4D(b)(c)）。 
 

 
図 4D Col17a1-/-マウスの⽔疱における⾓化細胞の増殖と⽑包間表⽪幹細胞の治癒へ
の寄与 
(a)（左）P2 の Col17a1-/-マウスの⽔疱の BrdU標識。Scale bar: 100µm。 (右)⽔疱辺
縁の表⽪における BrdU陽性細胞の定量化（n=3（対照マウス)、n=4（Col17a1-/-マウ
ス）)。データは平均±SE として⽰す。スチューデントの t 検定。NS：有意差なし。 
(b) P4 の K14CreER:R26R-H2B-mCherry:Col17a1-/-マウスの系統追跡実験。Scale bar: 
100µm。 
(c) (b)の再⽣上⽪における mCherry陽性細胞の定量化（n=3）。個々のマウスのデー
タは線で接続している。*0.01<P<0.05、スチューデントの t 検定。 
  

(a) 

(b) 

(c) 
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ヒト COL17 を過剰発現させることによる Col17a1-/-マウスのトランスジェニックレ
スキュー（hCOL17+;Col17a1-/-マウス）（Nishie et al., 2007）では、⽔疱形成の 3⽇後
に軽度のロリクリン（LOR）の再⽣を伴う上⽪化が⾒られ、⽔疱治癒が改善した（P4、
図 4E、表 3）。以上のデータから、ほとんどの⽑包が真⽪から剥離する状態では、⽑
包間表⽪由来の⾓化細胞が接合部⽑包幹細胞の⽋如を補って創傷を修復することが⽰
された。 
 

 

図 4E  hCOL17+;Col17a1-/-マウスの⽔疱の治癒 
P4 の Col17a1-/-マウスのヒト COL17過剰発現によるトランスジェニックレスキュー
（hCOL17+;Col17a1-/-マウス）の⽔疱の H&E（左）、PCK（中）、LOR染⾊（右）（n=4）。
Scale bar: 500µm。 
  



 34 

 
表 3 野⽣型（WT）マウス（表 1）、Col17a1-/-マウス（表 2）、hCOL17+;Col17a1-/-マ
ウスの⽔疱における蛍光免疫染⾊の結果のまとめ 
PCK：パンサイトケラチン、K14：ケラチン 14、K10：ケラチン 10、LOR：ロリク

リン、ITGA6：a6インテグリン、COL4：4 型コラーゲン、L332：ラミニン 332 
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5. 再⽣上⽪⾓化細胞の平坦化障害は⽔疱治癒の遅延につながる 
(1)  Col7a1-/-マウスの⽔疱治癒過程 
我々はさらに、表⽪下⽔疱の治癒を調節する因⼦を特定しようと考えた。初めに、

COL7A1 によってコードされる７型コラーゲン（type VII collagen; COL7）に注⽬し
た。COL7 は係留線維を形成し、表⽪真⽪接合部（図 5A(a)）では基底膜の直下に位
置する（Shimizu et al., 1997; Watanabe et al., 2018）。COL7 の⽋損は栄養障害型表⽪
⽔疱症を引き起こす（Christiano et al., 1993; Hilal et al., 1993）。従来の全層⽪膚損傷
による創傷治癒実験では、COL7低形成マウスで創傷治癒が遅延すると報告されてい
る（Nystrom et al., 2013）。そこで我々は、Col7a1-/-マウス（Heinonen et al., 1999）に
サクションブリスター法を応⽤して表⽪下⽔疱の治癒過程を観察した。野⽣型および
Col17a1-/-マウスの⽔疱（図 1C(a)-(d)、4A(b)(c)）とは対照的に、Col7a1-/-マウス背部
⽪膚では⽔疱蓋に COL4 と L332 が存在し、⽪膚の裂隙は基底膜下のレベルで⽣じて
いた（P1、図 5A(b)-(e)）。 
 

 

  

(a) 

(b) 

(c)  

 

(d) (e) ITGA6 COL4 
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図 5A Col7a1-/-マウスの⽔疱の裂隙形成のレベル 
(a) P1 の野⽣型マウス背部⽪膚切⽚の COL7染⾊。Scale bar: 200µm。 
(b) P1 の Col7a1-/-マウスの⽔疱の ITGA6/COL4（左、⽮印)およびL332（右、⽮印)
染⾊。Scale bar: 100µm。 
(c) 野⽣型マウス、Col17a1-/-マウス、Col7a1-/-マウスの⽪膚裂隙の模式図。 BM：基
底膜。 
(d) (b)左の ITGA6の拡⼤像。Scale bar: 200µm。 
(e) (b)左の COL4 の拡⼤像。Scale bar: 200µm。 
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Col7a1-/-マウスでは⽔疱形成の 1⽇後に表⽪⽋損は修復されなかったが、対照群の病
変部では再⽣上⽪が⾒られ（P2、図 5B(a)(b)、表 4）、これは COL7低形成マウスの
全層⽪膚⽋損モデルの治癒遅延の結果と⼀致していた（Nystrom et al., 2013）。この結
果は、COL7⽋損⾓化細胞が培養条件において正常⾓化細胞よりも速く遊⾛するとい
う事実とは対照的であった（Chen et al., 2002; Chen et al., 2000）。 
 

 
図 5B Col7a1-/-マウスの⽔疱の裂隙形成のレベル 
(a) P2 の Col7a1-/-マウス（下）および同腹仔対照マウス（上）の⽔疱の H&E染⾊ (そ
れぞれ n=4、n=3)。星：⽔疱。Scale bar: 100µm。 
(b) P2 の Col7a1-/-マウス（下）および同腹仔対照マウスの⽔疱の、K10/K14 (病変部
の弱拡⼤像、左)およびK14 (強拡⼤像、⾮病変部（中）および病変部（右）)染⾊。星：
⽔疱。Scale bar: 30µm。 

(a) (b) 
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表 4 野⽣型（WT）マウス（表 1）、Col17a1-/-マウス（表 2）、hCOL17+;Col17a1-/-マ
ウス（表 3）、Col7a1-/-マウスの⽔疱における蛍光免疫染⾊の結果のまとめ 
PCK：パンサイトケラチン、K14：ケラチン 14、K10：ケラチン 10、LOR：ロリク

リン、ITGA6：a6インテグリン、COL4：4 型コラーゲン、L332：ラミニン 332 
 

  



 39 

⽑包が⽔疱の治癒に⼤きく寄与するというこれまでの結果（図 3A-D）から、Col7a1-
/-マウスの創傷治癒遅延を説明するためにまず⽑包に着⽬した。しかし、Col17a1-/-マ
ウスとは対照的に、Col7a1-/-マウスの⽔疱底には⽑包が存在していた（P1、図 5C(a)）。
さらに、⽑包のBrdU陽性細胞の数はCol7a1-/-マウスと対照マウスで同等であり（P2、
図 5C(b)(c)）、⽑包⾓化細胞の増殖では Col7a1-/-マウスの⽔疱治癒の遅延を説明でき
ないことが⽰唆された。 
 

 
 
図 5C Col7a1-/-マウスの⽔疱部の⽑包の増殖能 
(a) （上）P1 の Col7a1-/-マウス（右）および同腹仔対照マウス（左）の⽔疱の H&E
染⾊。星：⽔疱。Scale bar: 200µm。（下）P1 の Col7a1-/-マウス(右) およびその同腹
⼦コントロール (左) の⽔疱蓋表⽪のホールマウント AP染⾊。Scale bar: 200µm。 
(b) P2 の Col7a1-/-マウス（下）および同腹仔対照マウス（上）の⽔疱の BrdU 標識 
(それぞれ n=4、n=3)。星：⽔疱。Scale bar: 100µm。 
(c) (b)の⽑包の⻑さ 1µm あたりの BrdU 陽性細胞の定量化（対照マウス 3 匹から
n=55 本の⽑包、Col7a1-/-マウス 4匹から n=143 本の⽑包)。データはバイオリンプロ
ットとして⽰す。スチューデントの t 検定。NS：有意差なし。 
  

(a) (b) 

(c) 

Control 

Col7a1-/- 
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これは、⽑包⾓化細胞の増殖以外に⽔疱の治癒を調節する要因があることを強く⽰
唆している。⽔疱の治癒過程で、⾓化細胞は楔状に形態が変化し（図 1E(a)(b)）、こ
れは、再⽣上⽪でアクチン細胞⾻格の調節に関与する遺伝⼦群の発現が減少している
という RNA シーケンシングのデータにも反映されている（図 2B(a)-(c)）。楔状ある
いは平坦な⾓化細胞は、表⽪の⽋損を被覆するという点で⽴⽅体あるいは円柱状の⾓
化細胞よりも優れていると考えられる。これらのデータから、細胞の形態の変化が⽔
疱の治癒遅延と関連している可能性を考えた。⾮病変部の⽪膚では、Col7a1-/-マウス
の基底層の⾓化細胞の形態は、対照群の⾓化細胞の形態と類似していた（P2、図
5D(a)(b)の⾮病変部）。図 1F に⽰すように、再⽣上⽪は対照群では形態が楔状ある
いは平坦であったが、Col7a1-/-マウスの再⽣上⽪の⾓化細胞は、対照群の⾓化細胞ほ
ど平坦とはならず⽴⽅体状であり（P2、図 5D(a)(b)の病変領域）、⽔疱治癒遅延と
相関していた。 
 

 
図 5D Col7a1-/-マウスの再⽣上⽪⾓化細胞の形態 
(a) 図 5B(b)より再掲。P2 の Col7a1-/-マウス（下）および同腹仔対照マウスの⽔疱の
K14 (強拡⼤像、⾮病変部（左）および病変部（右）)染⾊。星：⽔疱。Scale bar: 100µm。 
(b) (a)の再⽣上⽪⾓化細胞（対照マウスの病変部 244細胞、Col7a1-/-マウスの病変部
132細胞、それぞれ４個体）および⽔疱周囲の正常表⽪⾓化細胞(基底細胞; 対照マ
ウスの⾮病変部 200細胞、Col7a1-/-マウスの⾮病変部 299細胞、それぞれ 4個体)の
⻑軸の⻑さ。NL：⾮病変部。L：病変部。 データはバイオリンプロットで⽰す。
****P< 0.0001、⼀元配置分散分析後に Tukey の検定。NS：有意差なし。 
  

Control 

Col7a1-/- 

(a) (b) 
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(2)  CaCl2投与マウスの⽔疱治癒過程 
次に、野⽣型マウスの⽔疱内へのカルシウム投与実験を⾏った。細胞外カルシウムは、
培養⾓化細胞の増殖と遊⾛の強⼒な阻害剤であり、分化の誘導因⼦でもある
（Hennings et al., 1980; Magee et al., 1987）。従来の in vitro アッセイと⼀致して、⽔
疱形成直後の CaCl2（1.8mM または 9.0mM）の⽔疱内投与によって上⽪の再⽣を遅
延した（P2、図 5E(a)(b)、表 5）。分化の阻害が創傷治癒を妨げた可能性を考えたが、
K10 で標識される分化した⾓化細胞は⽔疱蓋でのみ観察され、⽔疱底には存在しなか
った（P2、図 5E(b)）ことから、分化は治癒遅延に関与していないと考えられた。 
 

 
図 5E CaCl2投与マウスの再⽣上⽪⾓化細胞の形態 
(a) P2 の CaCl2投与マウス（中、下）およびPBS 投与同腹仔対照マウス（上）の⽔疱
の H&E染⾊(n=3)。星：⽔疱。Scale bar: 100µm。 
(b) P2 の CaCl2投与マウス（中、下）およびPBS 投与同腹仔対照マウス（上）の⽔疱
の、K10/K14 (病変部の弱拡⼤像、左)およびK14 (強拡⼤像、⾮病変部（中）および
病変部（右）)染⾊。星：⽔疱。Scale bar: 30µm。 
 

(a) (b) 
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表 5 野⽣型（WT）マウス（表 1）、Col17a1-/-マウス（表 2）、hCOL17+;Col17a1-/-マ
ウス（表 3）、Col7a1-/-マウス（表 4）、CaCl2投与マウスの⽔疱における蛍光免疫染⾊
の結果のまとめ 
PCK：パンサイトケラチン、K14：ケラチン 14、K10：ケラチン 10、LOR：ロリク

リン、ITGA6：a6インテグリン、COL4：4 型コラーゲン、L332：ラミニン 332  
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 Col7a1-/-マウスの⽔疱と同様に、⽑包の BrdU陽性細胞の数は、CaCl2投与マウスの
⽔疱では減少しなかった（P2、図 5F(a)(b)）。 
 

 
図 5F Col7a1-/-マウスの⽔疱部の⽑包の増殖能 
(a) P2 の CaCl2投与マウス（中、下）およびPBS 投与同腹仔対照マウス（上）の⽔疱
の BrdU標識(n=3)。星：⽔疱。Scale bar: 100µm。 
(b) (a)の⽑包の⻑さ 1µm あたりの BrdU 陽性細胞の定量化（それぞれ 4 個体から
n=83 ⽑包（PBS群）、95 ⽑包（1.8mM CaCl2群）、97 ⽑包（9mM CaCl2群））。デー
タはバイオリンプロットとして⽰す。⼀元配置分散分析後に Tukey の検定。NS：有意
差なし。  

(a) 

(b) 
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Col7a1-/-マウスと同様に、CaCl2投与マウスの⾮病変部の⽪膚では、基底層の⾓化細
胞の形態は、対照群の⾓化細胞の形態と類似していた（P2、図 5G(a)(b)の⾮病変部）。
しかし、再⽣上⽪の⾓化細胞は対照群の⾓化細胞ほど平坦ではなく⽴⽅体状であり
（P2、図 5G(a)(b)の病変領域）、⽔疱治癒遅延と相関していた。 
 

  
図 5G CaCl2投与マウスの再⽣上⽪⾓化細胞の形態 
(a) 図 5E(b)より再掲。P2 の CaCl2投与マウス（中、下）およびPBS 投与同腹仔対照
マウス（上）の⽔疱の、K14 (強拡⼤像、⾮病変部（左）および病変部（右）)染⾊。
星：⽔疱。Scale bar: 30µm。 
(b) (a)の再⽣上⽪⾓化細胞（PBS群の病変部 433細胞、1.8mM CaCl2群の病変部 451
細胞、9mM CaCl2群 425細胞、それぞれ４個体）および⽔疱周囲の正常表⽪⾓化細胞
(基底細胞; PBS群の⾮病変部 311細胞、1.8mM CaCl2群の⾮病変部 279細胞、9mM 
CaCl2群の⾮病変部 302細胞、それぞれ 4個体)。NL：⾮病変部。L：病変部。 デー
タはバイオリンプロットで⽰す。****P< 0.0001、⼀元配置分散分析後に Tukey の検
定。NS：有意差なし。 
  

(a) (b) 
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6. 数理モデルは⽔疱治癒過程を再現する 
以上の実験動物を⽤いたデータから、⽑包の発⽣停⽌中の⽑包及び⽑包間表⽪の細
胞増殖および再⽣上⽪細胞の形態変化が、表⽪下⽔疱治癒の動態を再現できるのでは
ないかと仮説をたてた。この仮説に答えるために、我々は数理モデルを利⽤した。数
理モデルとして、エージェントベースモデル（Kobayashi et al., 2016; Kobayashi et al., 
2018）を採⽤した。このモデルでは、⾓化細胞が回転楕円体によって表され、細胞分
裂は回転楕円体の複製として表現される。このモデルによって、表⽪基底層の動態を
視覚化し、基底膜上に表⽪⽋損を作出した。実験動物データから、⽑包と⽑包間表⽪
⾓化細胞の BrdU陽性細胞数の⽐（表⽪の⻑さの単位あたり約 7：1; 図 3A(a)）およ
び再⽣上⽪と正常⾓化細胞の⻑軸の⻑さの⽐（2：1; 図 5D(b)、5G(b)）に関する結果
を利⽤した。系統追跡実験（図 3B-D）で⾒られたように、⽑包由来細胞を表す表⽪
⽋損内の幹細胞（⾚）は、⽑包間表⽪幹細胞（⻩）よりも創傷治癒に⼤きく寄与した
（図6A(a)(b)）。  
 

 
図6A 野⽣型マウスの表⽪下⽔疱の数理モデル 
(a) 基底層での表⽪下⽔疱治癒の粒⼦ベースモデル。細胞分裂しない表⽪基底細胞（⻘）
が基底膜（灰）上に配置される。幹細胞（緑）は、表⽪⽋損内あるいは周囲の表⽪に
系譜細胞を供給する(⽑包由来細胞：⾚、⽑包間表⽪由来細胞：⻩）。時間[arb. unit]。 
(b) 表⽪⽋損内または辺縁表⽪のそれぞれの系譜細胞の表⽪下⽔疱治癒への寄与。初
めの表⽪⽋損に対するそれぞれの系譜細胞が占める⾯積の⽐率として計算される。 
  

(a) (b) 
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表⽪⽋損内に幹細胞が存在しないモデルは、創傷部における⽑包の減少を再現する
ものであり、Col17a1-/-マウスの創傷治癒過程の結果（図 4B-D）と⼀致して治癒遅延
を⽰した（図6B(a)(b)）。 
 

 
図6B Col17a1-/-マウスの表⽪下⽔疱の数理モデル 
(a) 表⽪⽋損内に幹細胞が存在しない表⽪下⽔疱治癒のモデル。 
(b) コントロール（図6A(a)）および幹細胞が存在しないモデル（図6B(a)）における
表⽪下⽔疱治癒の時間経過。 
 
  

(a) (b) 
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 Col7a1-/-及びCaCl2投与マウスの⽔疱治癒過程（再⽣上⽪⾓化細胞と正常⾓化細胞の
⻑さの⽐ 1.3-1.6：1; 図 5H、5K）を再現する、再⽣上⽪⾓化細胞の平坦化が障害さ
れるモデルでは、上⽪の再⽣が遅延した（図6C (a), (b)）。 
 

 
図6C Col7a1-/-マウスおよびCaCl2投与マウスの表⽪下⽔疱の数理モデル 
(a) 表⽪再⽣における⾓化細胞の平坦化障害の影響。再⽣上⽪と周囲⽪膚のおける基
底層の⾓化細胞の直径 (回転楕円体の⻑軸)の⽐は 1.5:1 として計算した (図 6A(a)で
は 2:1)。 
(b) コントロール（図6A(a)）および細胞の平坦化が⼩さいモデル（図6C(a)）におけ
る表⽪下⽔疱治癒の時間経過。 
 
  

(a) (b) 
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幹細胞の初期分布により、結果が左右される可能性を否定するために、種々の分布で
の⽔疱治癒をシミュレーションした（図6D(a)）。いずれの初期幹細胞分布においても
図 6C の結果を再現できし、平坦化の⼩さいモデルでは上⽪化が遅延した （図
6D(b)(c)）。以上の数理モデルの結果は、⽑包幹細胞の系譜細胞の寄与と再⽣上⽪⾓化
細胞の形態変化が、in vivo での表⽪下⽔疱治癒を再現するのに⼗分であることを⽰し
ている。 
 

 

 
図6D 表⽪下⽔疱治癒の扁平率と幹細胞配置への依存性 
(a) t=0 での表⽪⽋損内の幹細胞の配置 (分散、2細胞群、4細胞群、8細胞群)。 
(b) 異なる⾓化細胞の平坦化率（1.0-2.0）における表⽪下⽔疱治癒の時間経過。それ
ぞれ(a)の 4種類の幹細胞配置で⾏った。 
(c) 異なる⾓化細胞の平坦化率の完全回復（100%上⽪化）までの時間(4 種類の幹細
胞配置の平均)。データは平均±SD として⽰す。  

(a) 

(b) 

(c) 



 49 

最後に、マウスにおける表⽪下⽔疱治癒への⽑包の寄与が、ヒトでも同様に⾒られる
か検討した。ヒトの⽑包はマウスより密度が低いが、サイズは著明に⼤きい。（表 6）
（Otberg et al., 2004; Slee J, 1962; Yano et al., 2001; Saxena and Savant, 2017; Azar et 
al., 2015）。ヒトの表⽪下⽔疱検体を調べたところ、⽑包からの再上⽪化が観察できた
（図6E）。これらの所⾒はマウスのデータと⼀致する。 
 
 Human (adult, body) Mouse (P1, dorsal skin) 
HF density 14-32/cm2 12-19/1.2 mm epidermis 
HF diameter 80-170 µm 40 µm 
HF depth 1-4 mm 100 µm 

表 6 ヒトとマウスの⽑包の⽐較 
 

 
図6E ヒトの表⽪下⽔疱の治癒 
再上⽪化領域が⾒られるヒト表⽪下⽔疱検体の H&E染⾊（Blister-1、2、3）。星：⽔
疱。⽮印：⽑包からの再⽣上⽪。Scale bar: 300µm。 
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考察 
 

近年の研究では、損傷を受けた成体組織が胎⽣期に類似した状態に移⾏すると報告
されているが、組織の再⽣が発⽣にどう影響するかについて不明であった。本研究で
は、⽔疱による創傷を新⽣仔マウスの背部⽪膚に作出することで、組織再⽣の条件下
では接合部⽑包幹細胞の系譜細胞が⽑包の成⻑よりも創傷治癒に寄与することを⽰し
た（図 7）。 
 

 

図 7 ⽑包の発⽣と創傷治癒の関係 
（上）⽑包の発⽣。（左下）発⽣期の⽑包に表⽪下⽔疱（表⽪の損傷）を⽣じると、（右
下）⽑包が⽔疱の治癒に寄与して発⽣が遅延する。 
 
マウス⽪膚の運命決定と創傷実験を組み合わせたこれまでの研究では、創傷治癒に
おける上⽪、間葉、免疫細胞の関与が⽰されてきた（Dekoninck and Blanpain, 2019; 
Rognoni and Watt, 2018）。しかし、全層⽪膚創傷は、新⽣仔の⽪膚に適⽤された場合
でも、すべての⽪膚成分を除去するため、創傷が発⽣に与える影響を観察することは
困難であり、逆もまた同様である。我々の⽔疱による創傷は、表⽪のみが⼀定の陰圧
によって除去され、他の⽪膚成分と基底膜が創傷部に保存されるという点で、従来の
⽪膚創傷研究よりも優れている。これにより、発⽣期の「純粋な」表⽪創傷治癒過程
を調べることが可能となった。我々の研究は、創傷に誘発された胎⽣遺伝⼦発現（Miao 
et al., 2019）、成体マウスの全層⽪膚創傷における⽑包新⽣（Ito et al., 2007; Osaka et 
al., 2007）、新⽣仔マウスにおける⽑包新⽣（Rognoni et al., 2016）とは対照的である。
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これまでのところ、我々の研究では、Wnt シグナル伝達の低下が⽑包発⽣の遅延の原
因なのかあるいは結果なのか判別できない。この問題点の解決には今後のさらなる研
究が必要である。 
過去の研究では、ヒトのサクションブリスター法による⽔疱における、再上⽪化

（Lane et al., 1991）、⽪膚裂隙部の細胞外マトリックス変化（Hertle et al、1992; Leivo 
et al、2000）に⽑包が関与している可能性が⽰唆されてきた。他の⽑包細胞集団の関
与を完全に除外することはできないが、今回我々は、接合部⽑包幹細胞の系譜細胞が
主に表⽪下⽔疱を修復することを⽰した（図 3C、6A）。これに対して、⽑包間表⽪は、
ほとんどの⽑包が真⽪から剥離した際に表⽪⽋損を修復するための⾓化細胞を供給す
る（図 4D）。⽔疱治癒への⾓化細胞の 2つの供給源の寄与がどのように調節されるか
は不明だが、⽑包は⽔疱底に密に分布するため、接合部⽑包幹細胞の⽔疱治癒に対す
る寄与は理解しやすい。対照的に、⽑包間表⽪幹細胞の系譜細胞は、数理モデルによ
って⽰されるように、⽔疱の辺縁からのみ治癒に寄与することができる（図 3B、6A）。
接合部⽑包幹細胞の⽔疱治癒に対する貢献は、Wnt シグナル関連分⼦の発現低下（図
2A-D）と、再⽣上⽪における⽑包の成⻑遅延によっても裏付けられる。これらの結果
は、組織発⽣と創傷治癒との間に協調的なバランスが存在することを⽰している。ま
た、RNA シーケンスのデータで表⽪再⽣部位の IL-17 関連遺伝⼦群の発現が上昇し
ていたが、免疫細胞の動員は⽔疱形成の 1⽇後または 3⽇後には明らかではなかった
（図 2E）。最近、IL-17 シグナル伝達は、創傷治癒および腫瘍形成において Lrig1系統
追跡細胞の動員を促進すると報告された（Chen et al., 2019）。したがって、我々の研
究において観察された IL-17 関連遺伝⼦の発現上昇は、Lrig1 系統追跡細胞が⽑包か
ら移動して表⽪⽋損を修復するのに作⽤している可能性がある（図 3C）。 
細胞⾻格の変化は、細胞形態と遊⾛能に直接影響する（Tang＆Gerlach, 2017）。これ

までの研究では、遊⾛細胞の前縁（Uroz et al、2019）、あるいは創傷治癒過程の再⽣
上⽪の⾓化細胞で（Krawczyk、1971; Paladini et al、1996）、細胞が楔状あるいは平坦
に形態変化することが知られている。我々の研究では、Col7a1-/-マウスおよびCaCl2投
与マウスでの⽔疱形成実験と数理モデルを通じて、⾓化細胞の形態変化が in vivo の創
傷治癒に重要な影響を及ぼすことを明らかにした（図 5D、5G、6C）。ただし、⾓化
細胞の形態学的変化は、⽔疱の治癒の促進に直接影響するのではなく、表⽪の再⽣を
助ける他の主要な原因と単に相関している可能性が残る。また、Col7a1-/-の⽔疱底部
の機能的な基底膜の喪失は、細胞遊⾛のための⾜場となる基質が不⾜していることに
よって⽔疱治癒を遅延させる可能性がある。我々が本研究で提起した仮説をさらに検
証して確証付けるには、更なる基礎的な研究が必要である。 
我々の実験動物を⽤いた⽔疱作出実験は、表⽪下⽔疱が表⽪の創傷であるため、細胞

⽣物学の分野で数⼗年にわたって使⽤されてきた培養細胞における創傷治癒アッセイ
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（例えば、scratch wounding など）を模倣している。特に、細胞外カルシウム投与（図
5E）に例⽰されるような薬物の⽔疱内投与は、scratch wounding アッセイの代替とな
り得る。 
我々のサクションブリスターモデルは、表⽪⽔疱症、類天疱瘡群、熱傷、スティーブ

ンス・ジョンソン症候群/中毒性表⽪壊死症などの重症薬疹で⾒られる、ヒトの病理学
的表⽪剥離を再現できる。COL17A1（McGrath et al., 1995）および COL7A1
（Christiano et al., 1993; Hilal et al., 1993）の機能喪失型変異は、それぞれヒトの接合
部型および劣性栄養障害型の表⽪⽔疱症を引き起こす。したがって、Col17a1-/-マウス
およびCol7a1-/-マウスの⽔疱形成は、表⽪⽔疱症の創傷モデルである。ヒト COL17A1
変異による接合部型表⽪⽔疱症の顕著な脱⽑は、Col17a1-/-マウスで⾒られる⽔疱底か
らの⽑包の減少を反映しており（図 4B）、⼀⽅で劣性栄養障害型表⽪⽔疱症の脱⽑は
それほど重度ではなく（Tosti et al., 2010）、Col7a1-/-マウスの⽔疱底の真⽪において⽑
包が維持される結果と⼀致している（図 5C(a)）。特に劣性栄養障害型表⽪⽔疱症にお
いては、繰り返す⽔疱形成が⽑包幹細胞の貯蔵を枯渇化し、⽔疱の治癒遅延と瘢痕化
につながる可能性がある。我々の表⽪下⽔疱治癒の実験結果から、表⽪⽔疱症および
他の⽔疱性疾患の治療標的として⽑包が注⽬される。 
我々の研究にはいくつか⽋点があり、これらは主にマウスとヒトの種間の違いに起
因する。まず、ヒトにおいてはエクリン汗腺が⽪膚の創傷治癒に寄与することが報告
されている（Rittie et al., 2013）。マウスの背部⽪膚には汗腺が存在しないため、我々
の研究ではヒトでみられるような汗腺の創傷治癒への寄与を推定することができない。
第⼆に、ヒトの劣性栄養障害型表⽪⽔疱症の⽪膚の裂隙は、我々の研究でみられた
Col7a1-/-マウスの⽔疱と同様、lamina densa（基底膜）の直下にあるが、ヒト劣性栄養
障害型表⽪⽔疱症のサクションブリスター法による⽔疱では、ヘミデスモソームと
lamina densaの間のlamina lucidaで⽪膚が剥離すると報告されている（Tidman＆Eady, 
1984）。さらに我々の研究では、表⽪⽔疱症に関する先⾏研究で⽰されている間葉系
細胞の⽔疱治癒への寄与（Chino et al., 2008; Fujita et al., 2010; Iinuma et al., 2015; 
Tamai et al., 2011; Tolar et al., 2009; Webber et al., 2017）について解析していない。⽔
疱治癒における間葉系細胞の役割を解明するためにはさらなる研究が必要である。 
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結論 
 

我々の研究では以下の知⾒が得られ、⽪膚の表⽪下⽔疱における発⽣と創傷の再⽣
の間の不均衡および再⽣上⽪の形態変化の重要性を明らかにした。 
 
・サクションブリスターモデルは表⽪の創傷治癒過程の観察に⾮常に有⽤であり、ま
た、表⽪下⽔疱内に発⽣期の⽑包が存在するため、創傷における発⽣と再⽣の両者を
評価することができる。 
・同モデルの表⽪下⽔疱の治癒過程においては、⽑包の発⽣を犠牲にしながら上⽪を
再⽣する。 
・表⽪下⽔疱の上⽪化には接合部⽑包幹細胞の寄与が⼤きく、⽑包間表⽪幹細胞は⽔
疱の辺縁の上⽪化にわずかに寄与するのみである。 
・表⽪下⽔疱部の⽑包が減少すると創傷治癒は遅延し、⽑包間表⽪幹細胞の寄与が⼤
きくなる。 
・再⽣上⽪の遊⾛における形態学的変化は、再上⽪化の促進のための重要な因⼦であ
る。 
・表⽪下⽔疱内への薬剤投与実験が可能である。 
・我々の表⽪下⽔疱治癒モデルは数理モデルによるシミュレーションが可能である。 
 
 本研究はさらに、数理モデルを⽤いて創傷治癒過程のより詳細な経時的変化を予測
することが可能であり、表⽪下⽔疱治癒における上⽪細胞の形態解析、機能解析を組
み合わせることでさらに詳細な創傷治癒メカニズムを調べることができる。また、系
統追跡法を⽤いて他の幹細胞集団の創傷治癒への寄与を評価することで、様々な幹細
胞集団の役割を解明することも可能である。加えて、他の⽔疱症モデルマウスへの応
⽤、ヒトの⽔疱治癒過程の詳細な観察によって、⽔疱性疾患の病態解明に寄与し、⽔
疱内への薬剤投与実験などを組み合わせることによって、詳細なメカニズムの解明や
治療介⼊への道を開くものである。 
 汗腺の創傷治癒への寄与を無視できないヒトの創傷治癒への応⽤、ヒト表⽪⽔疱症
とマウスモデルにおける⽔疱の裂隙レベルの違いの理由の解明、免疫細胞や間葉系細
胞の創傷治癒への寄与の解明などが今後の課題である。 
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