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研究成果の概要：CD200と呼ばれる細胞表面のタンパクを目印に、ヒトの毛嚢のもととな
る幹細胞を多く含んだケラチノサイト（皮膚の細胞）をヒト頭皮から分離・培養した。ま

た、毛嚢を形作るシグナルを送る能力（毛誘導能）を維持したままヒト毛乳頭細胞を培養

する技術を開発した。得られた CD200 陽性の毛嚢細胞（バルジ細胞）と毛誘導能を有す
る毛乳頭細胞を組合せて免疫不全マウスの体内に移植し、ヒト毛嚢に類似した構造体を得

ることができた。 
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１． 研究開始当初の背景 
毛嚢は毛周期による自己再生を繰り返すこ
とから毛嚢独自の幹細胞が存在すると考え
られてきた。マウスを用いて毛嚢の幹細胞が
外毛根鞘の最外層の中央部、立毛筋付着部で
あるバルジ領域に存在することが明らかに
された。その後、マウスのバルジ細胞が毛嚢
だけでなく、表皮、脂腺も再生する多分化能
を有することが示されたことから、ヒト毛嚢
バルジ幹細胞も同様の再生能を有すると期

待された。マウスでは通常のケラチノサイト
と毛乳頭細胞を免疫不全マウスに混合移植
することにより毛嚢再生が可能であるが、ヒ
トでは同法による毛嚢再構成は困難である。
しかし、通常のヒトケラチノサイトに替えて、
ヒトバルジ幹細胞を用いれば同様の方法で
毛嚢を再生できる可能性がある。しかし、生
きたヒトバルジ細胞を分離する技術が存在
しなかった。 
 本研究申請前に申請者らによりCD200をは
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じめとするヒトバルジ細胞の表面マーカー
が同定され、それにより幹細胞に富んだバル
ジ細胞生きたまま分離することが可能とな
った。この時点から、ヒト毛嚢幹細胞を利用
したヒト再生毛嚢実現のための研究が可能
になった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、申請者が新しく同定した表
面マーカーの一つである CD200 を用いて幹
細胞に富んだバルジ細胞をヒト毛嚢から分
離し、毛誘導能を有する中胚葉由来細胞と組
合せることでヒト毛嚢を再生することであ
る。つまり、成人の毛嚢に存在する幹細胞を
利用し毛嚢を再生する基礎的技術の確立を
目指す。 
 
３．研究の方法 
本研究は大きく下記の４段階からなる。 
 
(1)ヒト毛嚢からの CD200陽性バルジ細胞の
分離・培養 
ヒト頭皮から効率よく CD200 陽性バルジ細
胞を分離培養する。また、毛嚢再構成実験に
は大量の細胞が必要となることから、継代培
養が CD200 陽性バルジ細胞の増殖能、分化
度などについていかなる影響を与えるか検
討し、毛嚢再構成に必要な細胞の備蓄を行う。 
 
(2)免疫不全マウスへの毛嚢由来細胞混合移
植による毛嚢再構成系の確立 
ヌードマウスを用いた in vivo の毛嚢再構成
系は手術操作、器官培養など高度な技術を必
要とする。マウス、さらにヒトに近いイヌの
毛嚢を用いて毛嚢由来細胞混合移植による
毛嚢再構成実験を施行し、技術の安定化をは
かる。 
 
(3)毛誘導能を維持するヒト毛乳頭細胞の培
養方法の最適化 
毛嚢の発生・再生には毛乳頭細胞からの毛誘
導シグナルが必要である。毛嚢再構成実験に
必要とされるヒト毛乳頭細胞の数が多く、培
養操作による増幅が必要となるが、毛誘導能
を含む毛乳頭細胞の生物学的特性は培養操
作により失われる。この特性を維持する培養
条件を毛誘導能関連遺伝子の発現をモニタ
リングすることで最適化する。 
 
(4)In vivoでのヒト毛嚢再構成 
上記(1)、(3)により理論的に最適な毛誘導条件
を備えたヒト毛嚢バルジ細胞と毛乳頭細胞
を様々な条件で組合せ、 (2)で確立した毛嚢
再構成系に導入しヒト毛嚢再生を試みる。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト毛嚢からの CD200陽性バルジ細胞の

分離・培養 
 
申請者らにより CD200 を用いて生きたバル
ジ細胞をヒト毛嚢から分離する方法が確立
された（図１）。また、分離されたバルジ細
胞が短期培養のもとでは高いコロニー形成
能を示すことが明らかになった。しかし、
CD200 陽性バルジ細胞を用いてヒト毛嚢を
再生するには大量の CD200 陽性細胞を培養
し、準備する必要がある。そのために今まで
明らかではなかった長期培養、継代操作が
CD200 陽性細胞の特性に与える影響を評価
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
短期初代培養では、バルジ細胞は小型で未分
化な形態を有し、高い増殖能を示した（図２
右）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に長期継代培養を試みたところ、CD200陽
性バルジ細胞は５代を超えても高いコロニ
ー形成能を維持したことから、CD200陽性バ
ルジ細胞の増殖能は長期の培養でも保たれ
ることが示された（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 本研究においてヒト毛嚢より磁
気ビーズ法で分離された CD200陽性バ
ルジ細胞（矢印） 

CD200- CD200+ 

図２ CD200陰性細胞（左）と比較して
ヒト CD200陽性バルジ細胞（右）は高
い増殖能を示した（短期初代培養） 

CD200+ CD200- 

図３ CD200陽性バルジ細胞（右）は５
継代を超えて高い増殖能を維持した。 



 

 

 
しかし、次第に扁平で大型の分化したケラチ
ノサイトの形態を有する細胞の割合が増え、
またCD200の発現も培養とともに失われるこ
とが明らかになった（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の所見から、CD200陽性バルジ細胞は増
殖能こそ長期培養しても維持するものの、そ
の生物学的特性は失うことが示唆された。こ
の結果を踏まえ、ヒト毛嚢再生実験に使用す
るCD200陽性バルジ細胞の培養による増幅は
継代２−３代までとすることとし、ヒト頭皮
検体からのCD200陽性バルジ細胞の分離・培
養・備蓄を行った。 
 
(2)免疫不全マウスへの毛嚢由来細胞混合移
植による毛嚢再構成系の確立 
 
毛嚢の発生・再生には毛嚢ケラチノサイトと
中胚葉由来の毛乳頭細胞の相互作用が必要
である。In vivoの環境にこれらの細胞を混
合移植し、毛嚢を再構成する系はいくつか過
去に報告があるが、いずれも高度な技術を必
要とし、安定化させるのが困難とされる。ま
た、ヒト毛嚢細胞を用いた同様の実験は限ら
れた報告しかないのが現状である。そこで、
まずマウス・ラットの細胞を用いて毛嚢再構
成系を遂行する技術の確立を試み、毛嚢の再
構成の効率・必要とされる細胞数等につき比
較検討した。 
毛嚢再構成系としてはチェンバー法（図５）、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

パッチ法（図６）、サンドイッチ法（図７）
を用いた。図５−７に示すようにいずれの手
法にても毛嚢構造を再構成できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
検討の結果、毛誘導能を最も直接的に評価で
きるのは無毛部に毛嚢構造を誘導するサン
ドイッチ法だが、器官培養、複雑な手術手技
を必要とし、実際の実験ではCD200バルジ細
胞から表皮シートを作成しマウス表皮と置
換する必要があるなど技術的ハードルが高
いことが判明した。また、チェンバー法は生
理学的に正しい位置に毛嚢を再構成できる
が（図５）、1x107個程度のケラチノサイトが
必要であり数に限りのあるヒト細胞を用い
るには適さないと考えられた。パッチ法は最
低 5x105個から施行可能で、手技も容易であ
った。以上から、毛嚢再構成系としてはパッ
チ法が最も実用的であると考えられた。 
 
(3)毛誘導能を維持するヒト毛乳頭細胞の培
養方法の最適化 (特願 2008-213845） 
 
毛嚢の発生・再生には中胚葉由来の毛乳頭か
らケラチノサイトへの毛誘導能シグナルが
必要である。数の限られたヒト毛嚢由来細胞
を用いて実験的に毛嚢を再生するには毛乳
頭細胞も培養し増幅しておく必要がある。従
来から報告されている方法でヒト毛乳頭細
胞を培養したところ、毛乳頭細胞の毛誘導す
る能力と密接に関連する遺伝子（毛誘導能関
連遺伝子）の発現が培養操作後に失われてい

CD200 
図４ CD200陽性バルジ細胞にも長期
培養すると分化したケラチノサイト
（矢印）が増える（左）。また、CD200
の発現は失われる。 

図５ チェンバー法による毛嚢再構成
実験。 

ヌードマウスの背部にシリコンチャン
バー（矢印）を移植し、ケラチノサイト
と毛乳頭細胞を混合移植すると（左）、
背部に毛嚢が新たに再生された（右）。 

図６ パッチ法による毛嚢再構成実験。ヌ
ードマウスの背部皮下にケラチノサイトと
毛乳頭細胞を混合移植すると嚢腫が形成さ
れる（左、矢印）。嚢腫の中には毛嚢が新た
に再生された（右。矢印）。 

図７ サンドイッチ法による毛嚢再構成実
験。ヌードマウスの背部皮下に毛乳頭細胞
を皮下に移植した無毛部マウス皮膚（手掌）
を移植する（左）。毛乳頭により無毛部に毛
嚢様構造が誘導された（右。矢印）。 



 

 

ることが明らかとなった（図８）。 
「 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、培養操作がヒト毛乳頭細胞に与える
影響をさらに詳細に検討するため、４名の異
なる提供者の新鮮分離毛乳頭(DP)、培養毛乳
頭細胞(CulDP)、線維芽細胞(Fibro)から RNA
を抽出し、それぞれからマイクロアレイを作
成し、網羅的遺伝子解析を行った。特に組織
の分化・発生に重要な役割をはたすシグナル
伝達系に注目し解析したところ、WNT、BMP、
FGFシグナル伝達系に関与する遺伝子群の発
現が低下していることが明らかとなった。こ
の結果より、これらのシグナル伝達系を活性
化する因子を外から毛乳頭細胞培養系に加
えることによりヒト培養毛乳頭細胞におけ
る毛誘導能関連遺伝子の発現が維持しうる
可能性が示唆される。 
実際、それぞれのシグナル系を活性化する因
子の添加にて培養ヒト毛乳頭細胞における
毛誘導能関連遺伝子の発現が一部上昇した。
また、発現が上昇する遺伝子は活性化するシ
グナル系により異なっていた（図９）。この
結果より、添加する因子を組み合わせれば、
それぞれの遺伝子発現増強効果を補足しあ
い生体内における毛乳頭に近い生物学的特
性を有する培養毛乳頭細胞が作成可能なの
ではないか考えられた。しかし、添加する因
子によっては、濃度により遺伝子発現の観点
からは良好な効果を示しても、増殖速度が著
しく阻害される場合があった。そこで、ALPL、
NOGに代表されるいくつかの毛誘導能関連遺
伝子の発現をモニタリングしつつ、WNT、BMP、
FGFシグナル経路の活性化因子３つを様々な
濃度で組合せ培養条件の最適化を行った（図
１０）。最終的に最適化された培養条件
（WNT-BMP-FGF条件：WBF条件と略す）では
従来法で培養した毛乳頭細胞と比較して多
くの毛誘導能関連遺伝子の発現が高く維持
されており（図１１）、とくに ALPL、WNT5A
などについては新鮮分離ヒト毛乳頭と発現
のレベルがほぼ同じに維持されていた。 

以上より、この最適化したWBF条件で培養さ
れたヒト毛乳頭細胞を用いてヒト毛嚢再構
成実験を施行することとした。 
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図８ 培養操作がヒト毛乳頭細胞の毛誘導
能関連遺伝子の発現に与える影響。
Alkaline phosphatase (ALPL)、Noggin (NOG)
とも遺伝子の発現レベルは毛乳頭細胞の毛
誘導能と正に相関する。ヒト頭皮から分離
したばかりの毛乳頭(DP)と比較して培養し
た毛乳頭細胞(CulDP)また線維芽細胞
(Fibro)では発現が低下している。 
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図９ 各因子が培養ヒト毛乳頭細胞の毛誘
導能関連遺伝子の発現に与える影響。
WNT(BIO)、BMP、FGFそれぞれのシグナル系を
刺激する因子をヒト毛乳頭細胞培養条件に
加えるとCulDPと比較してALPL、NOG、WNT5A
などの毛誘導能関連遺伝子の発現が高く維
持される。濃度によっては DPと同じレベル
に維持されうる。 

図１０ 濃度を変えた３因子組合せのバリエ
イションが毛誘導関連遺伝子の発現に与える
影響。横軸に毛誘導能関連遺伝子。縦軸が遺伝
子発現強度を示す。従来法による培養ヒト毛乳
頭細胞における各遺伝子の発現の強さをヒト
ライトブルーのバーで示す。最適化された培養
条件であるWBF条件（紫のバー）では各遺伝子
の発現が良好である。 



 

 

(4)In vivoでのヒト毛嚢再構成 
１）−３）までの成果により、ヒト毛嚢再生
実験の遂行に必要な材料と実験系を準備す
ることができた。次にそれを用いて In vivo
でのヒト毛嚢再構成を試みた。実験系として
はチャンバー法、サンドイッチ法を試みたが
有意な結果を得ることができなかったので、
ここではパッチ法による毛嚢再構成実験の
結果について述べる。 
実験には、ケラチノサイトとしてヒト頭皮サ
ンプルより得られた毛嚢より分離した CD200
陽性バルジ細胞の継代２代目の形態学的に
未分化なもの（図１１左）、毛乳頭細胞とし
て３）で最適化したWBF条件で培養したヒト
毛乳頭細胞（図１１右、初代培養）を使用し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
それぞれ 5x105個のケラチノサイトとヒト毛
乳頭細胞を、サポートとしての線維芽細胞と
混合し、２）で確立したパッチ法の手法に従
いヌードマウスの皮下に移植した。３週間の
後、マウス皮下に形成されたパッチ（嚢腫）
を解析したところ、線維芽細胞のみを移植し
たコントロール群では線維性の嚢腫被膜を
認めるのみであったが（図１２）、ケラチノ
サイトと毛乳頭細胞を移植した群では図に
示すようなに毛嚢類似構造を認めた（図１
３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5)得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト・今後の展望 
 
毛嚢を再生する技術は、毛嚢に作用する薬剤
の開発や、再生医学による難治性脱毛症の治
療という観点からも重要であるが、上皮系細
胞と間葉系細胞の相互作用による小器官形
成の機構の解明にも有用である。マウスで確
立された毛嚢再構成系を用いたヒト成人毛
嚢細胞による毛嚢構造の再生の試みは今ま
で極めて限られた報告しかなく、一般に困難
とされてきた。その一因として、ヒト成人毛
嚢細胞は分化しており、組織再構成のための
可塑性に富んではいないことが想定されて
きた。多分化能をもつケラチノサイト幹細胞
に富んだ CD200 陽性バルジ細胞と毛誘導能
を最適化した(特願 2008-213845)毛乳頭細胞
を用いて毛嚢再構成を行うという本研究の
アプローチは未だ試みられたことがなく独
創的で、将来のヒト毛嚢再生技術確立に向け
ての一助となると思われる。 
現在のところ本技術では完全な毛嚢構造の
再現は実現できていない。今後、さらに再現
実験を繰り返し技術の安定化をはかる必要
がある。また、ヒト由来の細胞を用いた研究
では利用可能な細胞数がどうしても限られ
る。実験の遂行に必要な細胞数を確保するた
めには培養操作が必須である。今後は、ヒト
毛乳頭細胞の培養条件のさらなる適正化を
試みるとともに、本研究で用いたアプローチ
を利用して、CD200バルジ細胞の特性を維持
する培養条件を確立することが必要となる。
また、毛嚢立体構造の再現は、現在のところ
細胞のもつ組織再構築力にたよっているが、
ヒト毛嚢はマウスに比べ大きく複雑な構造
をもつため、バイオマテリアルの足場を利用
するなど立体構築の再現にも今後工夫が必
要であろう。 

図１１ 免疫不全マウスへの細胞混合移植
に用いた CD200陽性バルジ細胞（左）と最
適化された条件で培養されたヒト毛乳頭細
胞（右） 

Control 

図１２ パッチ法によるヒト毛嚢再構成実
験のコントロールの所見。マウス皮下には
線維性の嚢腫被膜（パッチ）を認めるのみ
である。 

図１３ パッチ法によるヒト毛嚢再構成実
験で認められた毛嚢類似構造。CD200陽性バ
ルジ細胞と WBF条件で培養したヒト毛乳頭
細胞を混合しヌードマウスの皮下に移植し
たところ毛嚢類似の構造（矢印）を認めた。 
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