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研究成果の概要（和文）：新薬開発における薬剤スクリーニング法として、生体を模した培養皮膚モデルを構築
する手法が注目を集めている。特に、毛包は皮膚を代表する附属器であり、これを備えた培養皮膚は、従来モデ
ルで課題であったスクリーニングの予測精度や評価項目の少なさを改善できる可能性がある。本研究では、胎児
期における毛髪の発生過程を生体外で再現することで、上皮と間葉の細胞の自己組織化により毛包組織を調製す
る技術を開発し、これを培養皮膚に組み込むことで毛包を有する培養皮膚を再生する技術を開発した。

研究成果の概要（英文）：Engineering a skin model containing hair follicles in vitro may be useful 
for screening of drug candidates. During embryonic development, hair follicle morphogenesis is 
triggered by the formation of hair follicle germs (HFGs) via interactions between the epidermal and 
mesenchymal layers. In this study, we demonstrated that HFGs can be prepared in vitro through the 
self-organization of mesenchymal and epithelial cells, thereby efficiently generating hair follicles
 even in in vitro cultures. We also fabricated skin model containing hair follicles using in vitro 
cultured hair follicles.

研究分野：組織工学、生物工学

キーワード： 毛包原基　培養皮膚　毛髪再生　マイクロウェルアレイチップ　オルガノイド

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により構築した毛包を有する培養皮膚は、ヘルスケアや医薬部外品の新規評価モデルとしての応用や附属
器を有する移植用皮膚開発への多大なる貢献が期待される。また、本技術によって確立される新たな組織工学的
手法は、上皮－間葉の相互作用により形成する多くの臓器・組織の生体外構築に適用できる可能性もあり、再生
医療の中核技術の１つとして新しい治療法の進歩に貢献することが期待できる。

※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 
 
我々の体表面を覆う皮膚は、表皮と真皮、毛包や皮脂腺などの皮膚附属器により構成され、表
皮のバリア機能に加え、毛髪による紫外線からの保護や皮脂や汗による水分調節など様々な器
官が関わって機能している。再生医療の分野では、表皮と真皮の 2 層構造を生体外で再現した
培養皮膚と呼ばれる組織構築技術が開発され、薬物の透過性や刺激などを簡潔に予測できる画
期的なツールとして製薬企業などで利用されてきた。しかし、従来の培養皮膚は備わるべき血管
や神経、皮膚附属器が存在せず、構造が不完全であるため、創薬試験において大きな制約となっ
ていた。近年では、バイオマテリアルや 3Dプリンティング技術の発展により、血管や神経を組
み込んだ培養皮膚の開発は世界中で進められているものの、いまだ毛包を含む培養皮膚モデル
の作製には至っていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
皮膚には、膨大な数の毛包が存在するため、毛包を有する培養皮膚を構築するには、数百～千
個の均質な毛包組織を調製する技術が必要であり、培養皮膚内でこの毛包組織が機能するよう
に組み立てる技術の開発が不可欠である。近年、我々は、細胞の自発的な分離現象を発見し、こ
れを応用して独自の細胞培養器を開発することで附属器の 1 つである毛包の原基を大量調製す
る技術を確立してきた (T. Kageyama et al., Biomaterials, 154, 291-300, 2018) 。本研究では、
この毛包原基を培養し毛包として成熟させた組織を培養皮膚に組み込み生体外で培養すること
で、皮膚附属器を有する培養皮膚を作製する。この際、発生過程で皮膚を構成する細胞が自己組
織化して複雑な皮膚構造を形成するプロセスを生体外で再現することで、毛包の細胞周囲環境
を精密に構築し、革新的培養皮膚の構築を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
  
（1）毛髪モデルの生体外構築 
 
ボールエンドミルを用いてオレフィン樹脂に直径 1 mm，深さ 500 μmの丸底微小ウェルを
規則的に切削し、これをエポキシ樹脂に転写後、さらにポリジメチルシロキサン（PDMS）に転
写することで、小さなウェルが培養器底面に高密度に設置された培養デバイスを作製した。この
培養器に、マウス胎児から採取した上皮系細胞と間葉系細胞の混合液を播種した後、２３日間培養を行
った。培養後に形成した組織は、電子顕微鏡によってその構造を解析した。 
 
（2）毛髪モデルの薬剤応答試験 
 
上記(1)の培養系において、毛幹様構造の形成と伸長を指標とすれば、発毛・育毛剤のスクリ
ーニングが可能ではないかと考えた。この可能性を検討するため、美容クリニックで発毛剤とし
て使用されている Fibroblast growth factor 2（FGF-2）を培養液に添加して評価した。 
 
（3）毛包組織を含む培養皮膚の構築 
 
マウス胎児から採取した上皮系細胞と間葉系細胞の混合液を培養デバイスに播種した後、3 日間培
養することで形成した毛包原基を表皮角化細胞と真皮線維芽細胞を含む細胞懸濁液に混合し、セルカ
ルチャーインサートに播種し、1 日培養することで毛包原基を含むシート状組織を作製した。この組織を、
ヌードマウスの背部皮膚を切除して作製した移植床に移植し、経時的に観察を行った。移植 4 週後の
皮膚を採取し、組織切片の染色像により、形成した構造を解析した。 
 
（4）細胞外マトリクスを含む毛髪モデルの生体外構築 
 
 発生過程で毛包の形成が生じる際の毛包周囲環境の再現は、生体外で毛髪を効率よく再生す
るために重要と考えられる。そこで、基底膜由来の細胞外マトリクスを上皮系細胞と間葉系細胞
の培養時に加えた条件で、毛髪モデルの形成効率が向上するかを評価した。作製した組織は、電
子顕微鏡および組織切片の免疫染色により、その構造を解析した。 
 
（5）毛包組織を含む培養皮膚の生体外構築 
 
 上記(4)で再生した毛髪モデルを組み込んだ培養皮膚を再生するため、上皮系細胞と間葉系細
胞の混合液を 96 ウェル型セルカルチャーインサートに播種して、長期培養を行った。形成した
組織は、組織切片の染色像によりその構造を解析するとともに、形成した培養皮膚のバリア機能を
TEER 測定により評価した 



４．研究成果 
 
（1）毛髪モデルの生体外構築 
 
2 種類の細胞の混合懸濁液を作製した PDMS
製（酸素透過性）の培養デバイスに注ぐと、細
胞は各ウェル内にほぼ一定の細胞数で播種さ
れたのち、数時間後には、均一な粒径を持つ凝
集塊を形成した。そして、培養 3日目には細胞
の自己組織化により、すべてのウェル内で毛包
原基の形成が確認された。つまり、培養デバイ
スに細胞懸濁液を播種するといった簡便な操
作のみで、一度に大量（5,000 個まで実証済み）の毛包原基を調製することが可能であった。興
味深いことに、同様の構造を持つアクリル製（非酸素透過性）の培養デバイスを用いて同様に大
量培養を行ったところ、毛包原基は形成されなかった。したがって、培養器底面からの酸素供給
が毛包原基の大量調製に重要であることを示唆している。また、培養 3日間で形成された毛包原
基をそのまま長期間培養すると、培養系において毛幹様の構造が徐々に伸長してくる様子が観
察された（図 1左）。培養 23 日目の毛幹様構造の電子顕微鏡像からは，生体の毛幹の基本的な構
造であるコルテックスも確認されている（図 1右）。 
 
（2）毛髪モデルの薬剤応答試験 
 
美容クリニックで発毛剤として使用されている
Fibroblast growth factor 2（FGF）を培養液に添加し
て評価したところ、FGF-2 を添加した場合は添加しな
かった場合と比べて、毛幹様構造の形成効率が約 6 倍
向上することが分かった（図２）。この結果は、従来の
PCR 法を用いた発毛関与遺伝子（Versican）の発現と
相関した（図２）。ヒト毛包由来の 2種類幹細胞を用い
てこの実験を再現する必要があるものの、毛幹形成を
指標とした薬剤評価やこれが形態形成に及ぼすメカニ
ズムを詳細に解析できる可能性が示唆された。 
 
（3）毛包組織を含む培養皮膚の構築 
 
 表皮角化細胞、真皮線維芽細胞、毛包原基
を混合した懸濁液を播種し、シート状にした
組織をマウス背部に移植すると、表皮層と真
皮層に加え、毛髪や皮脂腺などの皮膚附属器
を有する皮膚が再生した（図３）。さらに、こ
のような皮膚附属器を備えた培養皮膚を生体
外で作製できれば、毛包に直接作用する薬剤
のみならず，毛髪周囲の細胞活性を向上させ
ることで連鎖的に発毛効果を示す薬剤につい
ても，評価が可能になると考えられる． 
 
（4）細胞外マトリクスを含む毛髪モデル 
 
上記(1)-(3)の検討において、生体外で毛幹
様構造の形成およびマウス皮膚欠損部に毛包
組織を含む皮膚を再生できることを示した。
しかし、培養条件が確立していないために、
毛幹の形成確率は 1/300 程度と非常に低く、
マウスへの移植なしでは毛包を含む皮膚の再
生は困難であった。そこで、基底膜由来の細
胞外マトリクスを培養液に混合し、上皮系細
胞および間葉系細胞の三次元培養を行った。
2種類の細胞は、数時間で 1つの凝集体を形成した後、3日間の培養中に各種細胞が自発的に分
離することで毛包原基を形成し、培養 4-6 日目に毛包様組織を形成した。さらに培養を行うと、
約 9割以上の非常に高い確率で黒色の毛髪が伸長する様子が観察され（図 4A, B）、形成した毛
髪は特徴的なキューティクル構造を有していた（図 4C）。培養後の組織切片の免疫染色像より、
バルジの形成と毛根部でのメラノソームの輸送が確認された。このように再生した毛包組織は、
生体再現性が非常に高く培養皮膚に組み込む毛包の再生方法として適していると判断した。 

 

図 1毛包原基の長期培養で形成した毛幹 

 

図 2毛髪モデルの FGF への応答 

(A)Versican 遺伝子発現、(B)生体
外培養での毛髪再生効率 

 

図 3毛包組織を含む皮膚の再生 

（左）再生した毛髪（右）切片の HE染色像 

 

図 4生体外で再生した毛髪モデル 

（A）培養デバイス内で形成したモデル、（B）
黒色の毛髪の再生、(C)キューティクルの形
成 



 
（5）毛包を含む培養皮膚の生体外構築 
 
培養皮膚を生体外で再生する方法とし
て、セルカルチャーインサートを利用し
た積層培養が一般に用いられる。そこで、
2 種類の細胞をセルカルチャーインサー
ト内で長期培養すると、約 2週間の培養
により、毛包と皮膚が同時に誘導され、
皮膚内に毛包を含む組織体が形成された
（図 5）。本研究では、毛包を有する培養
皮膚を生体外で構築するための基盤技術
を開発した。今後、この培養皮膚を創薬
の分野に応用するためには、細胞をマウ
スからヒトに置き換えても、同様に組織が形成できるかを確認する必要がある。この際、どのよ
うな幹細胞を利用するか、幹細胞の機能維持培養をどのように行うか、ヒトの毛包形成に必要な
因子として何を加えるかなど、検討すべき項目は多岐にわたるだろう。これらの課題を１つずつ
解決することで、ヒト細胞由来の毛包を含む培養皮膚を構築し、皮膚疾患に対する新薬を開発す
るためのツールとして展開できるよう努力していきたい。 
 

 
図 5 毛包を有する培養皮膚 

（A）培養皮膚内で形成した毛髪、（B）作製した

皮膚組織の切片の HE染色像 
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