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研究成果の概要（和文）：本研究の目的はメラノサイトを導入したヒト皮膚モデルを組織工学、再生医療の手法を用い
て改良して、肝斑の病態をシミュレーションしうる皮膚モデル作製に挑むことである。このモデルを用いて肝斑の治療
法としてよく行われているレーザートーニング、Intense Pulsed Light (IPL)治療、ハイドロキノン、レチノイン酸、
トラネキサム酸、ビタミンＣの作用機序を探り、またその至適治療条件のスクリーニングを行った。
さらに表皮内のみにメラノサイトを含む今までの肝斑皮膚モデルを改良して、新たに真皮層内にもメラノサイトが落ち
込んだ深在性肝斑皮膚モデルの作製法を確立して知的財産権の申請を行った。

研究成果の概要（英文）：Melasma is an irregular brown or grayish-brown facial hypermelanosis, and the most
 common hyperpigmentation disorder in middle-aged women, especially those living in intense UV areas such 
as Asian and Pan-Pacific lesions. The etiology of melasma is not only related to photodamage but genetics 
and hormonal factors. Chemical peels, laser toning, and intense pulsed light (IPL) therapy have been used 
to treat melasma.
This study challenged to create a novel artificial skin model using some methods of tissue engineering, wh
ich could simulate the behavior of human skin with melisma. The model was applied for three patents , mode
l its own, process of manufacture and applications of the model. We also search for the best conditions an
d parameters of the treatment for malasma using this model. In conclusion, this new artificial skin model 
with melanocyte can mimic the behavior of human skin after treatments for melisma.
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１．研究開始当初の背景 
 
本研究を申請するに至る典型的な肝斑の症
例を提示する。 
 
患者： 45 歳、女性。妊娠、出産を契機に顔
面のシミ、くすみが出現した。40 歳頃から両
側頬部を中心に不整形のシミの増強を認め
た。 

 
治療法： 
トラネキサム酸、ビタミンＣ内服 
→内服への不安 
レーザートーニング、IPL 治療 
→自費診療であり経済的負担 
ハイドロキノン、レチノイン酸外用 
→どの程度の濃度をどのくらいの期間必要
か 
 
患者の想い→いつまでこの症状が続くのか。
予防法は無いのか。現在受けている治療法は
私に合っているのか。 
 
医師の考え→結果的に改善しているが、何で
効いているのかよくわからない。今の照射条
件が適切なのか不安。現在行っている治療法
の選択は正しいのか。研究のためには病理組
織を採取したいが、肝斑治療目的できている
患者からの採取は難しい。 
 
肝斑の治療を考える上で基礎的な研究、治療
条件のスクリーニング、治療法同士の比較は
重要であるが、これらを行うのに十分なモデ
ルは存在していない。治療法開発の遅れにつ
ながっている。 
 
２．研究の目的 

 
肝斑皮膚モデルの作製 
メラノサイトを導入したヒト皮膚モデルを
組織工学、再生医療の手法を用いて改良して、
肝斑の病態をシミュレーションしうる皮膚
モデル作製に挑む。 
 
各治療法の至適条件の検索このモデルを用
いて肝斑の治療法としてよく行われている
レーザートーニング、Intense Pulsed Light 
(IPL)治療、ハイドロキノン、レチノイン酸、
トラネキサム酸、ビタミンＣの作用機序を探
り、またその至適治療条件のスクリーニング
を行う。 
これにより既存の治療法の効果の比較を行
うことができるようになり、肝斑治療の標準
的なプロトコールの確立、新たな治療法の開
発、評価法の確立につなげる。 
 
３．研究の方法 
(1).メラノサイトを含むヒト皮膚モデルを
作製する。 
①新生児由来のヒト線維芽細胞とブタ皮膚
由来のタイプⅠコラーゲンを混合して 24 穴
プレートに入れる。深在性肝斑のモデルを作
製するときには、この時にメラノサイトも混
合する。インキュベーター内で 37℃、CO2 濃
度５%にて 24時間培養してコラーゲンの固化
を待ち真皮層を作製する。 
 
②①で作製した人工真皮の上に新生児由来
のヒト角化細胞とメラノサイトを培養液中
に懸濁させプレート内の固化した真皮層上
に播種して表皮層を作製しヒト皮膚モデル
とする。 
 
③このヒト皮膚モデルを培養液と空気の境
界に引き上げ表面を空気にさらしながら(以
下気相液相境界培養法)、同様の環境にてさ
らに４－5 日間培養を続け、表皮層の重層化
と角化を待って以下の実験に供用する。 
 
(2).ヒト皮膚モデルで作用過程を調べる。 
(1). で作製したヒト皮膚モデルに各種の肝
斑治療を様々な条件で作用させたのち、培養
を継続する。必要に応じて培養液内にも薬剤
またはその阻害剤を付加して真皮層からの
浸潤により持続的に作用させ、決められた時
点で標本をハーベストして以下の評価を行
う。 
 
① 光学顕微鏡による組織構造の精査 
ホルマリン固定しパラフィンに包埋した標
本の組織構造の精査ならびにメラノサイト
の個数、形態の観察を行う。 
 
② 免疫組織化学染色による精査 
標本に対して各種モノクロナール抗体によ
る免疫組織化学染色を行い、メラノサイト、
表皮角化細胞の遊走、増殖、分化を調べる。 



 
③ 細胞数および産生メラニンの定量 
まず各種治療法の標本へのダメージを検討
する目的で標本内の細胞数、コラーゲン量を
定量する。さらに治療法の効果を判定するた
めにメラノサイト数と各種メラニン量を定
量し経時的な変化を調べる。 
 
④ 遺伝子発現の精査  
メラノサイトが活性化または抑制されたと
きに発現が認められる各種因子の標本から
の分泌を定量 PCR 法、RT-PCR 法を用いて調べ
る。 
 
４．研究成果 
 
初年度は肝斑皮膚モデルの作製法を確立す
るために、今までに確立した表皮内にメラノ
サイトを含む肝斑皮膚モデルを改良して、新
たに真皮層内にもメラノサイトが落ち込ん
だ深在性肝斑皮膚モデルの作製法を確立し
た。これについては知的財産権の申請を行っ
た。 
さらにMTTアッセイ法による標本内の細胞数
の計測と各種コラーゲン量の定量、各種メラ
ニンの定量法を本実験の評価方法として確
立した。 
同時に光干渉断層画像診断装置（Optical 
Coherence Tomography：以下 OCT）による評
価法を確立することに注力したが、OCT 機器
の解像度が十分ではなくさらなる改良が必
要となっている。 
また最終年度は改めてこれを用いた試料を
作成しての追加実験を行うこととして、従来
からの病理学的手法とは直接関係のない定
量 PCR 法、RT-PCR 法による各種増殖因子、各
種コラーゲンの遺伝子発現評価法を試みた。 
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