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研究成果の概要（和文）：細胞の自己組織化現象を利用した毛包原基大量調製法を確立し、毛髪再生医療に有用
であることを示した。具体的には、上皮系細胞と間葉系細胞の懸濁液を混ぜて1つの凝集体を形成させ、培養初
期は2種類の細胞がバラバラの状態で凝集体内に存在するものの、培養3日間のうちにそれぞれの細胞が自発的に
分離して、毛包原基が形成されることを発見した。この方法で大量の毛包原基を作製するため、酸素透過性シリ
コーンゴムに微細加工した大量培養器を設計・開発した。また、この自己組織化現象がカドヘリンの種類の違い
により引き起こされていることを示した。さらに、ヒト毛包由来細胞を用いて、この手法がヒトへ応用できる可
能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a large-scale preparation approach based on 
self-organization of two types of cells and demonstrated that this approach is beneficial for hair 
regenerative medicine. We mixed two types of hair follicle derived cells and let them form an 
aggregate. They are initially randomly distributed in the aggregate but then spontaneously separated
 each other during 3 days of culture, resulting in the formation of hair follicle germs. 
Furthermore, we developed a microdevice in which a large number of hair follicle germs were formed 
through this self-organization. We demonstrated that this approach is applicable to human hair 
follicle derived cells as a proof of concept. 

研究分野： 生物工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 
脱毛症は生命維持には関係しないものの、

ヒトの見た目の印象に大きく影響する。病気
やけが、先天的要因、抗がん剤使用後の再生
不全など、様々な要因で毛髪の悩みを抱えて
いる人は多く、国内だけでも薄毛に悩む人は
1,000 万人以上と推定されている。脱毛症の
現在の治療法は、植毛による治療、薬による
治療の大きく２つに分けられる。植毛治療は、
患者自身の後頭部の毛髪を毛包組織ごと引
抜き、脱毛部に移植することで、治療する手
法である。移植した毛髪は、正常な毛の生え
かわり（毛周期）を再び繰り返すが、後頭部
から取り出せる毛髪本数に限りがあり、実際
は毛の位置を移し替えているのみであるた
め、頭部全体では毛髪数を増やすという根本
的な問題解決には至らない。また、薬による
治療は、有効な薬剤も開発されてきており、
早期治療を行えば、脱毛の進行を抑制するだ
けでなく、発毛も期待できる。しかし、治療
効果の維持には内服又は塗布を続ける必要
があること、症状が進行した患者への効果は
限定的であること、更には勃起不全などの副
作用の可能性があることなどが、発毛・育毛
薬には課題が多い。 
近年、再生医療技術の急速な発展に伴い、

細胞そのものを用いた毛髪の再生医療が、脱
毛症の新たな治療法として注目を集めてい
る。既往の研究では、毛の発生期に生じる毛
包原基を生体外で構築する技術を開発し、こ
れをヌードマウスに移植することで毛包を
新たに効率的に生み出すことに成功してい
る。この方法では、毛包細胞を増殖させ、こ
れを用いて毛包原基を作製することで、毛髪
数を増加させることができるため、末期の脱
毛症を含む幅広い患者を治療できる画期的
な方法である。しかし、この実現には、ヒト
の治療に必要な数千個の毛包原基を大量に
調製できる技術が必要であるが、これまでに
そのような技術は確立されておらず、技術的
な大きなハードルとなっていた。 
 
２． 研究の目的 
 
既往の研究（理化学研究所、辻ら）では、

毛包原基は上皮系細胞と間葉系細胞のペレ
ットを遠心機でそれぞれ作製し、ゲル内に隣
接するように配置する必要がある。つまり、
数万本の毛髪を再生することを考えると多
大な労力が必要となる。 
申請者らは、上皮系細胞と間葉系細胞の懸

濁液を混ぜて 1 つの凝集体を形成させると、
培養初期は 2 種類の細胞がバラバラの状態で
凝集体内に存在するものの、培養 3 日間のう
ちにそれぞれの細胞が自発的に分離して、毛
包原基が形成されることを発見した（図１）。
この手法は、2 種類の細胞懸濁液を混合して
播種するといった非常に簡便な操作のみで
毛包原基が構築できるため、大量調製に適し

た手法といえる。本研究では均一な性質の毛
包原基を簡易かつ大量に構築する基盤技術
を開発し、毛髪再生医療への有用性を示すこ
とを目的とした。  

  
３．研究の方法 
 
(１) 毛包原基アレイデバイスの作製 
申請者らの毛包原基調製法は、上皮系細胞

と間葉系細胞を混合した球状組織を構築す
るプロセスから始まる。そのため、毛包原基
の大量調製には、球状組織を大量に調製する
培養器があれば良い。特に，毛包原基の作製
に利用する際には、球状組織の粒径を均一に
制御することが、再現性の高い毛髪再生に重
要である。また、大量培養中の毛包原基への
酸素供給は、当然ながら培養液中の酸素濃度
勾配の影響を受けるため、隣接する球状組織
との距離や培養液と空気の気液界面の大き
さや球状組織までの距離、培養液の流動の有
無も重要である。 
以上を踏まえて，微細加工を用いてシリコ

ーンゴムからなる独自の培養容器（毛包原基
アレイデバイス）を作製した。オレフィン樹
脂に直径 1.0 mm、深さ 500 μmの丸底微小ウ
ェルを約 100 wells/cm2の規則的間隔で切削
した。これをエポキシ樹脂に転写後、さらに
酸素透過性シリコ－ンゴムであるポリジメ
チルシロキサン（PDMS）に転写することで、
酸素透過性に優れた微小ウェルアレイデバ
イスを作製した（図２）。 

 
(２) 毛包原基の大量調製 
胎齢 18日齢の C57BL/6マウス胎児より採取
した上皮系細胞と間葉系細胞を 1：1 の割合
で混合した懸濁液を、細胞非接着処理を施し
た毛包原基アレイデバイスに播種し、3 日間
培養することで毛包原基の大量調製を検討
した。培地は間葉細胞培養培地（DMEM
（Sigma）＋10％ウシ胎児血清＋1％ペニシ

 

図２ 毛包原基アレイデバイスの作製 

 

図１ 自発的な毛包原基形成 



リン）と上皮細胞培養培地（KG-2（クラボウ））
の 1：1 混合培地を用いた。 
 
(３) 毛包原基の移植 
調製した毛包原基の毛髪再生能を評価す

るため、ヌードマウスの皮下に毛包原基を移
植し、経過観察を行った。具体的には、ヌー
ドマウスにイソフルラン吸引麻酔を施し、背
部をイソジン液で消毒したのち、V ランスマ
イクロメス（日本アルコン社製）を用いて皮
膚表皮層から真皮層下部に至る移植創を形
成し、毛包原基を各移植創に 1 つずつ注入し
た。移植 3 週後に再生した毛髪は、毛髪移植
部の皮膚切片の HE 染色、免疫染色 (バーシ
カン：毛乳頭細胞マーカー、CD34：毛包上
皮幹細胞マーカー)、アセチルコリンを用いた
立毛試験により生体毛髪と比較した。 

 
(４) ヒト細胞を用いた毛包原基の大量調製 
毛髪再生医療の細胞源には、患者本人の毛

包から間葉系細胞である毛乳頭細胞および
上皮系細胞である毛包上皮幹細胞を分離し
て用いるアプローチが最も有力である。先述
した実験は、マウスの細胞を用いており、今
後のヒト臨床を考えると、当然ながらこれを
ヒト成人細胞に置き換えて再現する必要が
ある。そこでまず、2 種類の細胞のうち 1 種
類をヒト毛乳頭細胞に置き換え、再現性が得
られることを確認した。つまり、マウス上皮
系細胞とヒト毛乳頭細胞を 1：1 の割合で混
合した懸濁液を、細胞非接着処理を施した毛
包原基アレイデバイスに播種し、3 日間培養
することで毛包原基の大量調製を検討した。
培地は毛乳頭細胞培養培地（PromoCell 社
製）と上皮細胞培養培地（KG-2（クラボウ社
製））の 1：1 混合培地を用いた。また、調製
した毛包原基の毛髪再生能を評価するため、
ヌードマウスの皮下に毛包原基を移植し、経
過観察を行った。 

 
(５) 血管付き毛包原基の調製 
毛髪再生効率の向上を目的として、内部に

血管網を形成した毛包原基を調製した。つま
り、マウス上皮系細胞とヒト毛乳頭細胞とヒ
ト血管内皮細胞を 4：4：1の割合で混合した
懸濁液を、細胞非接着処理を施した毛包原基
アレイデバイスに播種し、3 日間培養するこ
とで毛包原基の大量調製を検討した。培地は
毛乳頭細胞培養培地（PromoCell 社製）と上
皮細胞培養培地（KG-2（クラボウ社製））と
血管内皮細胞増殖培地の 1：1：１混合培地を
用いた。また、調製した毛包原基の毛髪再生
能を評価するため、ヌードマウスの皮下に毛
包原基を移植し、経過観察を行った。 

 
 

４．研究成果 
 
（１）毛包原基アレイデバイスの作製 
微細加工技術により作製したモールドを

用いて毛包原基アレイデバイスを作製した
（図３）。この培養容器は、ウェルの間隔を
頭部の毛髪と同じ密度で配置しているため、
毛髪再生部位と同じ面積の培養器で移植用
の毛包原基を調製できる。そのため、インキ
ュベータさえあれば、複雑な装置や実験者の
技量が必要ないことも実用化に向けた大き
な利点といえる。 

 
(２) 毛包原基の大量調製 
毛包原基アレイデバイスに上皮系細胞と

間葉系細胞の細胞懸濁液を播種すると、細胞
は重力により、各ウェル内にほぼ均一に入り、
数時間で自発的に均一な粒径をもつ細胞凝
集体を形成した。その後、3 日間の培養でそ
れぞれの細胞種が自発的に分離し、すべての
ウェル内で毛包原基を形成した（図４iii）。
作製したデバイスは，培地表面からの酸素供
給に加えて，酸素透過性の高い PDMS 膜を介
した底面からも酸素供給が生じる（図４i）。
このため、培養液中の酸素濃度勾配の変化が
最小限に抑えられ、大量培養で問題となる細
胞の低酸素障害が抑えられ、毛包原基の大量
調製の実現に繋がったと考えられる。実際に、
毛包原基の形成は同様の構造を持つアクリ

 

図３ 毛包原基アレイデバイス（A）とマ

イクロウェル構造（B） 

 

 

図 4 毛包原基アレイデバイスの酸素供給

と毛髪再生への影響,（i, ii）酸素供給の状

態,（iii, iv）形成した毛包原基,（v, vi）移

植後の毛髪再生 



ル製デバイス（非酸素透過性、図４ii）を用
いた場合は見られず（図４iｖ）、PDMS 製デバ
イスでのみ観察され、また発毛も PDMS 製デ
バイスを用いた場合のみ観察された（図４ｖ, 
ｖi）。 
 
（３）毛包原基アレイデバイスの作製 
 
次に、毛包原基アレイデバイスで作製した

毛包原基を移植し、形成された毛包の組織切
片を作製して免疫染色したところ、毛包領域
の毛乳頭細胞とバルジ領域の毛包上皮幹細
胞が観察された（図５Ａ，Ｂ）。これらはい
ずれも毛髪サイクルにおいて重要な役割を
果たす細胞である。また実際に、毛髪サイク
ルを観察したところ、毛髪の成長と脱毛が繰
り返される様子が観察された。再生した毛髪
は毛髪特有のキューティクル構造が観察さ
れた（図５Ｃ）。また再生毛髪は刺激に応答
し、立毛することが観察されたことから、立
毛筋との接続がなされていることも確認さ
れた（図５Ｄ）。以上の結果より、本手法を
用いて再生した毛包および毛髪は生体に近
い構造および機能を有していることが示さ
れた。 

 
 
（４）ヒト細胞を用いた毛包原基の大量調製 
 
 さらに、ヒト培養毛乳頭細胞とマウス上皮
系細胞を毛包原基培養器に播種し、マウス細
胞を用いた場合と同様に毛包原基が自発的
に形成されること、ヌードマウス皮下へ移植
すると毛髪が再生することを確認した。再生
した毛髪は毛の生え変わりを繰り返し、組織
学的にも正常な毛包を形成している様子が
確認された。極最近のデータでは、2 種類と
もヒト毛乳頭細胞、ヒト上皮幹細胞を用いて
も毛包原基の構造が形成されることも確認
している。 
 
 
（５）血管付き毛包原基の調製 

 
毛包のニッチ環境を再現するアプローチ

として、血管内皮細胞の導入が毛包原基の生
着率向上に貢献することを見出した。上皮系
細胞と間葉系細胞と血管内皮細胞の細胞混
合液を播種したところ、各細胞がすべてのウ
ェル内で自発的に 1つの凝集体を形成した後、
3 日間の培養で上皮系細胞と間葉系細胞がそ
の内部で分離し、なおかつ血管内皮細胞が間
葉系細胞の凝集体内で毛細血管を形成した
（図６Ａ，Ｂ）。この毛包原基を、ヌードマ
ウスの皮膚に移植すると、血管を持たない毛
包原基よりも発毛効率が向上した（図 6Ｃ）。 

以上より、高い酸素透過性を有する PDMS で
作製した毛髪再生アレイデバイスを用いる
ことで、大量細胞培養で課題となる細胞の低
酸素障害を抑え、毛包原基の大量培養を実現
することができた。 
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