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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトiPS細胞から誘導した細胞を用いて作製した立体構造に、胎生期の
器官発生で重要なシグナル系の活性化因子を作用させ３次元培養下で皮膚付属器、特に毛包の再生を試みた。皮
膚のシート状構造のみを模倣した培養系では困難であったが、コラーゲンゲルにヒトiPS細胞から誘導した間葉
系細胞塊を埋め込み、その上にヒトケラチノサイトを射出し毛包の大まかな形態を構築した後、活性化因子を作
用させることでiPS細胞由来細胞から特異的なマーカーを発現する毛包様立体構造を作製し得た。本研究は実験
器具内でヒトiPS細胞を用いて複雑な構造と生理機能を有する立体構造体を作成するための基盤技術確立の一助
となりうる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to regenerate skin appendages, represented by 
the hair follicle (HF), in vitro by exposing three-dimensionally assembled human iPS cell (hiPSC)
-derived cell composites to activators of embryonic organogenesis signaling pathways.
  Technical hurdles were noted, when conventional sheet-like 3D skin reconstruction approach was 
adopted. However, by developing a new approach of constructing HF-like structures in collagen gel by
 embedding hiPSC-derived dermal papilla equivalents and placing cylindrically moulded keratinocytes 
onto them, the structures recapitulating some biological properties of HF were obtained. Exposure of
 regenerated HF-like structures to the mixture of organogenesis-associated signaling activators 
further enhanced HF biomarker expression in regenerated structures in vitro. 
  These findings suggested the strategy for regenerating functional miniorgans, such as skin 
appendages, with complicated morphology by the application of hiPSC technology.

研究分野：皮膚科学　再生医学

キーワード： ヒト皮膚再生　ヒトiPS細胞　付属器再生　毛包　分化誘導

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでヒト皮膚付属器再生は、専ら毛包を主題に、元の組織由来の細胞を免疫不全マウスの体内環境などにお
き細胞の自律的な再構成能力に依存する方法で試みられてきた。そのため、素材の量的制約、再生構造のサイズ
の限界、異種成分の混入などの問題があった。本研究により、ヒトiPS細胞から形態、機能を再現した小器官を
再生する際の技術的問題点の一端が明らかになり、また、今までの皮膚付属器再生の課題の解決につながる可能
性のある方法論が示された。さらなる技術改良により脱毛症をはじめとする皮膚付属器疾患の再生医療、また治
療薬創成のプラットフォームを提供しうる点、また動物愛護の観点からも意義のあるものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）皮膚付属器の再生技術の必要性 
毛包、汗腺、脂腺など皮膚付属器は、外的刺激からの個体の防御や体温調節、皮脂による保湿
など個体の恒常性維持に重要である。脱毛症、無汗症に対する治療手段、または創薬のプラッ
トフォームとして皮膚付属器の再生には大きなニーズがある。 
 
（２）付属器の発生と再生技術の問題点 
胎生期において皮膚付属器は幼若な上皮系組織と、その直下に位置する間葉系組織とが器官形
成シグシグナル系伝達因子や成長因子などを介して相互作用（epidermal-mesenchymal 
interaction; EMI）し形成される 1。実験的な付属器の再生技術は毛包をモデルに確立された。
その基本原理は上皮系のケラチノサイト（keratinocyte；KC）と間葉系細胞、特に毛を誘導す
る能力のある毛乳頭細胞（dermal papilla cell; DPC）などを混合し、免疫不全マウスなどの体
内環境に移植し毛包の形成に必要な EMIを生じさせるというものである 1。しかし、ヒトでは
採取可能な細胞の数は限られる。また、異種の体内の産物を直接治療には応用しにくい。 
 
（３）ヒト iPS細胞の皮膚付属器再生への応用への利点 
ヒト iPS 細胞（hiPSC）は理論的には無限の増殖能をもち、どのような系統の細胞にも分化で
きる。ある細胞の系統に分化する際に、胎生期の発生の過程を経るため組織幹細胞や前駆細胞
の特性をもつ細胞の供給源となりうる。実際に hiPSCから誘導した細胞はヒト KCや DPCに
類似した器官形成能を上記の細胞共移植による in vivo毛包再生系で示していた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、hiPSC 由来細胞を用いて胎生期の皮膚を模した３次元立体培養系を確立し、さら
に器官形成シグナル活性化因子を作用させて器官発生を促し異種環境に頼ることなく in vitro
（培養環境）で皮膚付属器を再生する方法を、主に毛包を題材に開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）フィーダーフリー化した hiPSCからの上皮、間葉系細胞の誘導 
フィーダーフリー化し維持した hiPSC（201B7, WD39、RPChiPS771-2の３ライン）を用い、上
皮系細胞（induced KC; iKC）へ誘導にはレチノイン酸（RA）と組換え BMP4の添加にて分化誘
導した 2。間葉系細胞として２種類の異なる分化度の細胞を作成した。多分化能を有するヒト
間葉系細胞(induced mesenchymal stem/stromal cell; iMSC) へは PDGF、TGFβ、bFGF 3を、より分
化した線維芽細胞（induced fibroblast; iFB）にはアスコルビン酸、TGFβ、ITS-A 4をそれぞれ各
hiPSC ラインに作用させ分化誘導した。分化誘導の確認は細胞分画ごとに特徴的なマーカーの
発現を評価した。 
 
（２）ヒトケラチノサイトと間葉系細胞を用いた３次元培養皮膚の作成 
ヒト成人正常線維芽細胞（fibroblast: FB）をⅠ型コラーゲンゲルに混入し、その上に KCを播種
しシート状の構造をもつ３次元培養皮膚を作成した。KC により被覆された面を気層に暴露し
つつ培養し２週間後に作成した構造体を回収した。 
 
（３）３次元培養皮膚に対する器官形成シグナル活性化因子の影響の検討 
皮膚付属器の発生に関与する器官形成シグナル系のうち特に重要なWNT、SHH、ectodysplasin A 
(EDA)シグナルに注目し、活性化因子としてそれぞれ 2μM の濃度の CHIR99021、
2μMpurmorphamine、10ng/ml EDA組換えを使用した。３次元培養皮膚にこれらの活性化因子を
単独、あるいは組み合わせて３次元培養皮膚に作用させた。 
 
（４）hiPSC由来細胞を用いた３次元培養皮膚作成とシグナル活性化因子の影響の評価 
iKC、iMSC、iFBと正常 KC、FBと組み合わせ、あるいはヒト iPS細胞由来細胞同士の組みあ
わせで、３次元培養皮膚の作成を試み、かつシグナル活性化因子を作用させた。 
 
（５）コラーゲンゲルを鋳型とした in vitro付属器立体構造作成法の開発 
３次元培養皮膚の系で生じた技術的問題を回避するためコラーゲンゲルを鋳型とした異なる立
体培養系の確立を試みた。培養ヒト DPCを細胞低接着マイクロプレートに播種し毛乳頭様細胞
塊を作成した。これをマトリゲルに埋没させた後、下端が DPC細胞塊と接するように KCを円
柱状にゲル内に射出し立体構造を構築し 2週間培養し立体培養毛包類似構造を得た。 
                                
（６）hiPSC由来細胞を用いた立体毛包類似構造体作成とその３次元培養 
iMSCに RAとWNT、BMP、FGFシグナル系の活性化因子を作用させ毛乳頭様細胞(induced DPC; 
iDPC)を誘導した後、細胞塊を作成し KC、iKCと組合せマトリゲル内に立体構造を構築した。 
 
（７）立体毛包類似構造体の３次元培養への器官形成シグナル活性化因子の添加の影響の検討 
前述の活性化因子を立体毛包類似構造体に作用させ、毛包関連マーカーの発現を検討した。 



４．研究成果 
（１）hiPSCからの上皮、間葉系細胞の誘導 
hiPSC からの iKC、iMSC の誘導は先行研究（基盤
研究 B25293246：研究代表者 大山 学）にて確立
されたプロトコール 2, 3に従って行った。iFBは iMSC
と比較しより紡錘形の形態を示し（図１a）、CD10、
CD73、COL1A など線維芽細胞関連のマーカーを強
く発現する傾向があり（図１b）、MSC関連マーカー
の CD271や CD90の発現が iMSC より減弱（図１c）
あるいは均一でないなどの特徴を持ち、異なった分
化度の間葉系細胞集団であることが示唆された。 
 
（２）ヒト KCと FBによる３次元培養皮膚の作成 
作成した３次元培養皮膚は正常ヒト皮膚同様、表皮
ではケラチン 14（KRT14）が表皮基底層側に、角層
側に KRT10が発現しており真皮には線維芽細胞に 
vimentin（VIM）の発現がみられた（図２）。 
 
（３）３次元培養皮膚への器官形成シグナル活性化因子の影響 
胎生期の皮膚付属器誘導に特に重要な、WNT、SHH、EDAシ
グナル系の活性化因子を３次元培養皮膚に作用させ検討した。   
 各因子単独添加では、個々に異なった作用を示した（図３）。
WNT、SHHの添加では組織学的に過角化を呈しながら KCは
島状に凝集し、毛包発生の初期の毛盤様の構造を示し
た。また、EDAの添加では表皮は網状になり組織学的
には軽度の過角化を伴っていた。毛盤形成時に発現さ
れる DKK4 また FGF205は、コントロール群では、そ
れぞれ表皮、真皮に発現しているが、WNT 刺激にて
DKK4の染色性が広範囲となり FGF20の染色性は減弱、
SHH、EDA刺激では強度は異なるが両者とも染色性が
増強した。（図 3））。つまり各活性化因子は３次元皮膚
における器官形成関連マーカーの発現様式に異なっ
た影響を与えることが示唆された。 
 次いで複数の活性化因子を組合せて検討した。添
加因子ごとに３次元培養皮膚の KC:FB 比が一定と
ならない問題を解決するため、組織中の KC、FBの
組成率を、それと相関する KRT14、VIMの発現強度
で補正した（図 4）。 
 WNT と SHH、WNT と EDAの２つの活性化因子
の組み合わせでは前者で上皮系、後者では間葉系の
器官発生関連マーカーが増強される傾向がみられた
（図５）。この結果を受け、３因子を組み合わせ３次
元培養皮膚に作用させたところ、上皮系、間葉系双
方のいくつかの器官発生関連マーカーの発現増強が
みられ異なる作用を有する器官形成シグナル活性
化因子を組み合わせることで相補的に器官形成の
ための EMIを増強しうることが示された。 
 しかし、このように活性化因子を組み合わせ 
ていくと３次元培養皮膚の真皮部分が菲薄化し
ていくことが明らかとなった（図３、５）。胎生
期における皮膚付属器の器官形成は表皮が真皮
に EMI によって陥入することによりなされる。
３次元培養皮膚の真皮部分では空間的余裕が少
なく、正常胎生期同様の器官発生を達成するこ
とは困難であると考えられた。 
 
（４）hiPSC 由来細胞を用いた３次元培養皮膚
作成とシグナル活性化因子の影響の評価 
iKCまたは iMSC、iFBを用いて in vitroで３次
元培養皮膚を作成可能か否かについて検討した。 
 まず、分化誘導直後の iKCと、それを KCの
培養条件下で継代したものとを FB とコラーゲ
ンゲルからなる真皮相当部分に播種し３次元培養皮膚を作成した。継代操作後 iKC における

図 1. ヒト iPS 細胞から異なった分化
度の二種の間葉系細胞の誘導 

図 2. 3 次元培養皮膚の組織
所見（茶色が陽性染色） 

図 3. 3次元培養皮膚に器官形成シグナル
系活性化を個別に作用させた際の変化 

図 4. KC:FB組成率補正のための上皮/間
葉系マーカー発現強度との相関の検証 

図 5. ２種の活性化因子添加が器官形成関連シ
グナルの発現強度に与える影響の検討 



KC マーカーの発現が増強しており KC 分化が
進んでいた。継代の有無を問わず正常皮膚の特
徴を有する３次元培養皮膚の作成は可能であっ
たが、形態学的特徴、部位特異的マーカーの発
現強度からは、継代後の iKCを用いた構造体の
安定度が高いと考えられた（図 6）。 
 次に KCと iMSC、iFBを用いて３次元培養皮
膚を作成したしたところ iMSCより iFBを用いた場合に
良好な３次元培養皮膚を作成することができた（図 7）。 
 これらの結果は、安定した３次元培養皮膚の作成には
より分化度の高いヒト iPS 細胞由来細胞の使用が適して
いることを示唆していた。これは胎生期＝分化度の低い
細胞を iPS細胞から作成し、in vitroで器官誘導させると
いう本研究の作業仮説を支持しないものであった。   
 また、iKC と iFB の双方を用いた場合では安定した３
次元培養皮膚の作成が困難であった。さらに iKC と FB
で作成した３次元培養皮膚に 1-5μM の濃度の
CHIR99021を作用させたところ、iKCが真皮内に
胞巣を形成し、連続した表皮構造を得ることは困
難であった（図 9）。iKCの真皮内への侵入は、器
官形成の一部を模倣しているとも捉えうるが本研
究の方向性とは合致しない。 
 ここで、予期しなかった技術的問題の解決のた
めのアプローチを模索する必要が生じた。 
 
（５）コラーゲンゲルを鋳型とした in vitro付属器立体構造作成法の開発 
３次元培養皮膚に替わる評価系の確立を試みた。
特に、１）真皮方向に向けた器官形成のための
空間を確保 ２）EMIの強度を集中して惹起す
工夫 に注力した。 
 これらを解決するため、毛包再生にフォーカ
スし立体培養系の構築を目指した。まず EMI
を支える基質をマトリゲルとし可塑性を高め、
ゲルの深度を確保した。また予め、間葉系細胞
（毛包では DPC）を凝集させ上皮細胞（毛包で
は KC）と“面”ではなく“点”で相互作用さ
せるよう工夫した。結果的に、DPC塊の上に円
柱状の KC構造体を射出しする形となり、毛包
発生の初期段階にみられる毛包類似構造を３次
元培養する系となった（図 9a）。 
 この構造体を２週間培養すると肉眼的・組織学
的にヒト毛包に類似した構造体となった（図 9b、
c）。再生された構造体ではヒト毛包と同様のケラ
チン（KRT）発現様式を示し、本体の外側でKRT14、
内側で KRT13の発現がみられ、毛髪特異的 KRT40
を発現する（◀）細胞索が VIM 陽性の毛乳頭様構
造と KCの接する部分から伸びていた（図 10）。 
 さらに再生された構造体では正常培養ヒト KC 
と比較して毛包内・外毛根鞘特的な KRT遺伝子の
発現がみられ少なくとも in vitro でヒト毛包の特
徴を再現した構造体を再生したことが示唆された。 
 
（６）hiPSC 細胞由来細胞を用いた立体毛包類似構造
体作成とその３次元培養 
次いで、確立した毛包類似構造作成法を用いて hiPSC
由来細胞による毛包類似構造の作成を試みた。 
 毛乳頭は毛包の下端に位置した DPC よりなる細胞
塊であり毛包の器官形成、再生の司令塔となる重要な
コンポーネントである。培養 DPCは特性が損なわ
れているが凝集させる（図 11）ことで特性の少な
くとも一部を回復できる 1。hiPS 細胞から iMSC
を誘導し、さらに WNT、BMP、FGF シグナル系

図 6. KC培地への継代前後の iKCと FB
を用いた３次元培養皮膚の違い 

図 7. iMSC・iFBと KCを用い
て作成した３次元培養皮膚 

図8. 2μM CHIR99021を作用させた iKC
と FBから作成した３次元培養皮膚 

図 9. 新たに確立した３次元培養による毛包
類似構造再生系 (b の構造体の中心は形状
維持のためのナイロンファイバー) 

図 10. KCとDPC塊による再生立体毛包
類似構造体におけるケラチン発現パタ
ーン  

図 11. ヒト iPS細胞由来細胞からの毛
乳頭類似構造（iDPC塊）作成過程 
（iDPCは DPCより凝集しにくい） 



活性化因子 3を作用させDPCの特性をも
つ細胞（iDPC）を作成した。iDPC は完
全に DPC の特性を再現している訳では
なく凝集塊を作成することは困難であ
ったが、培地などの工夫により凝集可能
になった（図 11）ことから、本研究で確
立した毛包類似構造体作成系への応用
が可能になった。細胞凝集の効率は
WD39が最も良好であったことから、以
後の毛包類似構造体作成の実験はWD39
を専ら用いて行った。 
 iDPC 塊と KC を用いて毛包類似構造
体を作成したところ、形態学的には KCと DPC
塊を用いて作成したものとほぼ同様の構造体を
得ることができた。免疫組織化学的に検討した
ところケラチンの発現様式もパターンもヒト毛
包に類似していた（図 12））。 
 また、上皮系、間葉系それぞれの毛包のバイ
オマーカーの遺伝子発現をヒト培養 KC をコ
ントロールとして比較したところ、いくつかの
代表的な遺伝子群で iDPC 塊を用いて作成した
毛包類似構造体（KC-iDP）における発現レベル
が DPC塊を用いて作成した構造体（KC-DP）に
おけるそれより高い傾向がみられた(図 13)。 

 
（７）立体毛包類似構造体の器官形成シグナ
ル活性化因子の添加の影響の検討 
３次元培養皮膚の実験結果から器官形成シ
グナルの活性化因子のうち WNT 単独あるい
は WNT、SHH、EDA の活性化因子を組み合
わせて立体毛包構造体に作用させた。KC-DP
構造体における毛包特異的ケラチン、毛乳頭
バイオマーカーの発現は、無添加時 ＜ WNT
活性化因子添加時 ＜ WNT、SHH、EDA
活性化因子添加時の順に増強する傾向
が見られた。KC-iDP 構造体では若干
KC-DP構構造体より弱いが同様の発現の増強がみられた（図 14）。 
 
（８）研究成果の解釈 
hiPSC 由来３次元培養表皮系を用いた研究では未分化な細胞で作成したものが不安定であるこ
と、器官形成シグナル活性化因子を作用させると真皮は収縮し器官発生は空間的に困難となる
こと、など計画遂行前には予期しなかった事態に遭遇した。しかし、新たな実験系を立ち上げ
ることで、胎生期の器官発生シグナルによる EMIの増強を模倣し、hiPSCを用いて in vitroで
皮膚付属器再生させるという本研究計画のもととなる発想の実現可能性を示すことはできた。
本知見は hiPSCを用いた皮膚付属器再生法の技術的基盤確立の一助となると考えられる。 
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図 12. iDPC塊と KCを用いて作成した毛包類似構
造体における毛包同様の KRT発現パターン 

図 13. 代表的毛包関連バイオマーカーの毛
包類似構造における発現レベル 

図 14. KC-iDP構造体での器官形成シグナル活性化
因子添加が毛包関連マーカーの発現に与える影討 
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