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研究成果の概要（和文）：動物実験に変わるin vitro評価系として、培養皮膚モデルが注目を集めている。本研
究では、従来モデルに欠けていた”毛包”を備えた培養皮膚モデルの構築を目的とした。成果として、毛髪再生
能を有する上皮系細胞と間葉系細胞の自己組織化に適した培養環境を整えることで、培養皮膚内に毛包を備えた
組織の構築に成功した。この培養皮膚モデルに毛髪形成に関わる因子を投与し、動物実験と同様の応答を示すこ
とも確認している。本培養皮膚モデルは、新たな動物実験代替モデルとして期待できる。

研究成果の概要（英文）：In vitro skin models have been expected as an alternative to animal 
experiments. In this study, we developed a method for the preparation of skin models containing hair
 follicles via self-organization of epithelial and mesenchymal cells. The effects of hair generation
 factors could be accurately determined using in vitro model. This in vitro platform will have a 
transformative impact on the development of new drugs and hair regeneration technologies as an 
alternative model to animal experiments.

研究分野： 生物工学、組織工学

キーワード： 培養皮膚　毛髪再生　in vitroモデル　自己組織化

  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モデルは、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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
培養皮膚モデルは、培養細胞を用いた試験で実現できなかった薬物応答を簡潔に予測で

きる画期的なツールとして利用されている。しかし現在のモデルは、皮膚に存在すべき毛髪
や皮脂腺などの皮膚附属器をもたないために、スクリーニングの予測精度や評価できる項
目が少ないことが課題である。つまり、皮膚附属器を有する培養皮膚モデルが求められてい
る。近年、申請者は、皮膚附属器の 1 つである毛包の原基を大量調製する技術を開発し、こ
の原基を長期培養することで生体外で毛髪を再生することに成功した。本研究では、この独
自技術をもとに、生体外で毛包を備えた培養皮膚モデルの構築を目指した。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、毛包を備えた培養皮膚モデルを構築することである。毛髪再生能を有す

る上皮系細胞と間葉系細胞をセルカルチャーインサートに播種し、各種培養条件（細胞数、
培地成分、細胞外マトリクスなど）を最適化することで、生体外で皮膚モデル内に毛包を再
生する手法を開発した。また、この皮膚モデルが毛髪に対する薬剤応答を評価するモデルと
して利用できる可能性を検討した。 

 
 
３．研究の方法 
 
 毛髪再生能を評価する動物実験に hair reconstruction assay がある。この方法では、マウス
皮膚に直径 1 cm 程度の傷口を作製し、そこに毛髪再生能を有する上皮系細胞と間葉系細胞
を移植する。移植した細胞はホストからの栄養を受けながら増殖・分化することで、毛包を
有する皮膚を形成する（図 1）。 
 

図 1 Hair reconstruction assay  
上皮系細胞と間葉系細胞を混合し、ヌードマウスの皮膚欠損部に貼り付ける。移植 21 日
後には、毛髪を有する皮膚が再生する（写真）。 

 
 
我々はこの動物実験を in vitro で再現することで毛髪を有する皮膚組織が再生できないか

と考えた。そこで、C57BL/6 マウスの E18 胎児皮膚から上皮系細胞および間葉系細胞を酵素処
理により単離し、これらの細胞を細胞比 1: 1 となるように混合後、96 well のセルカルチャーイ
ンサート内で 14 日間培養した（図 2）。この際、総細胞数を 2×104、10×104、20×104 cells/well の
3 条件で、培地に添加するマトリゲルの濃度を 0、1、2、5、10 v/v%の 5 条件で最適化すること
で、毛髪再生に適した条件を決定した。最適化した条件で皮膚モデルを作製し、毛髪再生阻害効
果のある PI3k/Akt pathway inhibitor、LY294002 に対する薬剤応答を hair reconstruction assay の結
果と比較した。 
 

図 2 開発した毛包付き培養皮膚モデルの作製方法 
マトリゲルを含む培地でインサート培養を行うことで毛包を有する皮膚が形成される。培養 14
日後には、毛髪様組織の形成がみられる（写真）。 
 



４．研究成果 
 
セルカルチャーインサート内で上皮系細

胞と間葉系細胞の培養を行うと、2 種類の細
胞が自己組織化によりコロニー状の構造を
形成し、そこから毛髪様組織が伸長する様子
が観察された (図 3A)。この毛髪様組織はマ
トリゲルの濃度に依存して増加し、10 v/v%
のマトリゲル添加時でピークを迎えた (図
3B)。毛髪様組織の長さは平均 250 μm であっ
た。しかし、この組織の断面を染色すると、
表皮がメンブレン側、真皮が培養液側とな
り、予想される層配置とは逆転することがわ
かった (図 3C,D)。組織構造としては、いま
だ完全とは言えないものの、本手法は 2 種類
の細胞をインサートに播種するだけで、高効
率（～100%）で毛包を有する培養皮膚モデル
を構築できる。このシンプルでスケーラブル
なプラットフォームは、動物実験の代替モデ
ルとして利用価値が高いと考えられる。 
 続いて、このモデルの薬剤応答性を評価し
た。PI3k/Akt pathway は、毛包の発生と再生
に重要な役割を果たしており、動物実験での
PI3k/Akt pathway 阻害は、毛髪形成を阻害す
る。我々の皮膚モデルの細胞を LY294002（0、
50、100μM）で処理し、毛髪様組織の本数を
観察すると、平均再生本数が有意に減少する
様子が観察された（図 4）。この結果は、我々
の培養皮膚モデルでの薬剤応答が動物実験
の結果を反映していることを示している。 
 本研究において、in vitro で毛包を有する皮
膚を構築したことは注目に値するものの、皮
膚の層配置など、生体とは異なる部分も多く
存在する。今後、in vivo と in vitro の皮膚の違
いを探り、培養皮膚モデルの質をさらに向上
させる必要があるだろう。また本研究では、
組織工学技術の確立のために毛髪再生効率
が高いマウスの細胞を使用したが、今後はヒ
ト細胞に置き換え同様の検証を行う必要も
ある。これらの課題を 1 つずつ解決し、ヒト
細胞からなるよりリアルな毛包付き皮膚モ
デルの構築を目指していきたい。 
 
 

 

図 3 作製した毛包付き皮膚モデル 

A：培養 14 日目の顕微鏡写真、B: マトリゲ

ル濃度を変更した際に再生した毛髪様組織

の数、C: 皮膚モデル断面の HE 染色像、D: 

皮膚モデル断面の免疫染色像（K5：緑） 

 

図 4 LY294002 への薬剤応答 

A: 実験プロトコル、B: LY294002 処理後の

毛髪様組織の数 
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