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研究成果の概要（和文）：本研究は、これまで申請者らが行ってきたマウス胎仔の皮膚再生現象

の解析、マウス線維芽細胞の非接着培養による毛包誘導能の獲得の研究で得られた知見を基に、

ヒト由来培養線維芽細胞およびヒト由来培養表皮角化細胞を用いて、皮膚付属器を含めた完全

なヒトの皮膚を再生させることを目的とした。毛包、皮膚付属器を含めた完全な皮膚を再生さ

せる至適培養条件を確立し、また、その分子機構についての解明を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：The purpose of the present study is to regenerate complete skin 
including hair follicles and appendages using human fibroblasts and keratinocytes based 
on our previous study using mice. Also, the proper condition of cultivation for regeneration 
was determined, and molecular mechanisms were studied. 
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１． 研究開始当初の背景 

ある発生段階までの哺乳類の胎仔は、皮膚

を再生させる能力を有している。申請者らは、

これまでにマウス胎仔の創傷モデルを用い

て、皮膚再生現象の研究を行ってきた。その

中でマウス胎仔の真皮の間葉系細胞が、胎仔

の皮膚再生の中心的な役割を果たしていて、

免疫不全マウスの皮膚全層欠損創に表皮細

胞と共に混合移植すると、皮膚付属器を伴っ

て完全な皮膚が再生することを発見した。し

かし、真皮由来細胞は通常の接着培養で培養

を介すると皮膚再生能が完全に消失してし

まった。その後、真皮の幹細胞と考えられる

Skin-derived precursors (SKPs)の培養方法

で、マウス胎仔真皮細胞を培養すると、細胞

が凝集塊を形成し、数継代経過してもアポト

ーシスを起こさずに生存することを確認し

た。そこで申請者らはマウス胎仔皮膚から
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SKPs を培養し、上記と同様に免疫不全マウ

スの背部皮膚欠損創で皮膚の再構築を試み

たところ、５継代培養した後も脂腺、毛根な

どの付属器を含めた皮膚が再生されること

を発見した。申請者らは、この細胞凝集塊を

形成するという現象が原因なのか、結果なの

かという疑問に至った。前者の観点から申請

者らは、細胞が培養皿底面に接着しないよう

に、超親水性の培養皿を用いることでマウス

間葉系細胞に強制的に細胞凝集塊を形成さ

せて、毛包誘導の有無を確認した。そうする

と、線維芽細胞を非接着性培養皿で培養を行

うことで、成獣皮膚由来の線維芽細胞を用い

て確認することが出来た。 

このことは、つまり細胞が底面に接着せず、

細胞凝集塊を形成させることで、表皮に反応

して毛包を誘導できる状態、いわば未分化な

状態に近い性質を持つに至ったのではない

かと考えられる。驚くべきことに、この毛包

誘導能は真皮由来線維芽細胞のみならず、10

継代以上培養を行った肺由来線維芽細胞を

用いても可能であった。 

 一方でこれまで、多くの研究者が毛包再生

の研究を行ってきたが、臨床につながる結果

は未だに得られていない。その中で、最近毛

乳頭細胞に細胞凝集塊を形成させると、培養

後も毛包誘導能が向上するという報告がな

されるようになってきた。申請者らは、これ

までの胎仔の皮膚再生の研究、SKPs を用い

た毛包誘導、非接着培養の培養期間の延長に

よる毛包誘導効率の上昇という偶然の産物

から、線維芽細胞を用いても毛包誘導が高率

に可能であることを発見した。 

申請者らは SKPs の性質を鑑みた際に真

皮の中に特殊な幹細胞が存在するというよ

りは、真皮の細胞が培養皿底面に接着せず細

胞凝集塊を形成することが、毛包誘導を引き

起こす原因ではないかという大胆な仮説を

立てた。これは、ES 細胞、SKPs, neurosphere、

さらには表皮幹細胞が存在するバルジや、毛

乳頭細胞が細胞集塊を形成しているという

形態的特徴や、非接着性培養皿や旋回培養を

用いて、細胞同士を接着させると細胞は 2 次

元培養と違った動態を示すという報告に基

づいている。 

 
２．研究の目的 

 本研究では、ヒト由来の培養真皮由来線維

芽細胞、培養表皮角化細胞を用いて、免疫不

全マウス背部皮膚全層欠損創へ混合移植す

ることで、毛包、皮膚付属器を含めた完全な

皮膚を再生させる至適培養条件を確立し、ま

た、その分子機構についての解明を行うこと

を目的とする。 

 
３．研究の方法 

ＲＩＫＥＮより使用に制限のないヒト由

来線維芽細胞２種類の譲渡を受け、10％ＦＢ

Ｓ入りＤＭＥＭ培地で、10-15 継代した後に、

非接着培養により細胞凝集塊を形成させる。

非接着性培養皿上での培地は、HamF-12, 

EGF(20ng/ml),bFGF(40ng/ml)の混合溶液を

用いる。非接着培養皿としては、スミロンセ

ルタイトＸ（住友ベークライト社）を用いて、

3 週間の培養を行い、細胞凝集塊を形成させ

る。酵素処理により回収したマウス新生仔表

皮細胞とともに、免疫不全マウス背部皮膚全

層欠損層へ混合移植を行い、毛包誘導が可能

か否かを検討する。 

これまでのマウスを用いた研究の知見で

は、１ｘ１０７個の線維芽細胞の凝集塊を形

成し 3 週間の培養を行った後に、１ｘ１０７

個の表皮角化細胞とともに混合移植を行い

良好な結果を得ていた。本研究では、培養期

間を１週から６週まで変動させ、細胞数を１

０4～１０8まで変化させ、毛包誘導率が最も



優れている条件を確認する。各々10 か所の免

疫不全マウス皮膚欠損創に移植を行い、至適

条件が決定した後に、その条件で再度 30 か

所で移植を行い、毛包誘導効率の再確認を行

なう。 

表皮角化細胞をヒト由来の細胞に変えて、

ヒト表皮角化細胞―ヒト線維芽細胞の混合

移植で、毛包誘導を確認する。表皮角化細胞

は、クラボウから市販されている正常ヒト表

皮角化細胞を用いたが、この際継代は 1 回の

み行ったものを用いた。 

決定された至適培養条件で、ヒト表皮角化

細胞―ヒト線維芽細胞の組み合わせで、20 例

の患者から得られた培養表皮角化細胞、培養

線維芽細胞を用いて毛包誘導の確認を行い、

その差異の有無を検討する。 

これまでのマウス細胞を用いた研究で、非

接着培養皿で培養を開始すると、培養開始 1

週間で Wnt シグナルと N カドヘリンの発現

が増強することが示された。Wnt は毛乳頭の

毛包誘導能を維持する働きがあり、毛包形成

の中心的な役割を果たしている。非接着培養

皿の培養を行うと N-カドヘリンの増強とと

もに、β-カテニンも劇的に増加し、核への集

積も認められた。古典的 Wnt シグナルは、

β―カテニンの増加と核移行を介してシグ

ナルが伝達されることを考えると、非接着培

養皿の培養により、N-カドヘリンの発現が増

強し、それに伴い古典的経路の Wnt シグナ

ルが活性化され、毛包誘導能を獲得できたと

考えられる。 

さらに非接着培養による毛包誘導獲得の

その他のメカニズムに迫るために、毛包誘導

に関係していると考えられている、さまざま

な因子につき、２次元培養と非接着培養での

発現の差異を RTPCR で観察その機能を解析

する。 

移植後 1 か月から 12 か月まで経時的に再

生皮膚を回収し、組織像から毛周期を観察す

る。また、フィラグリン、ロリクリン、ケラ

チン 10、トランスグルタミナーゼ、p63、

Ki-67 などに対する抗体を用いることで、正

常ヒト頭髪組織と比較して、表皮、毛包の正

常な分化、分裂が起きているか否かを確認す

る。 

 

４．研究成果 

 毛包の発生では胎生期に表皮と真皮の相

互作用により真皮凝集塊が形成され、この真

皮凝集塊がその後毛乳頭細胞となり、毛包を

誘導する。 

マウスを用いて毛乳頭細胞と表皮細胞を混

合移植することで毛包誘導が可能であった

という報告は存在する。しかし毛乳頭細胞を

通常の 2 次元培養で培養すると、毛包誘導効

率が急速に悪化する。一方で、毛乳頭細胞に

凝集塊を作らせると、毛包誘導効率が維持で

きるという報告がなされている。 

Skp や、ES 細胞、神経幹細胞は、培養下で

凝集塊を形成している。in vivo では、表皮幹

細胞が存在するバルジや、毛乳頭細胞もそれ

ぞれ凝集塊を形成している。これらの特徴か

らわれわれは、細胞が培養下で接着せず、細

胞同士が凝集塊を形成することが、未分化な

状態を維持し、毛包誘導に関与しているので

はないかという仮説を立てた。 

この仮説をもとに、マウス胎仔および新生仔

の皮膚由来の線維芽細胞を用いて毛包誘導

が可能かどうか検証した。まずマウス背部皮

膚より採取した細胞を接着培養により数継

代培養した後、非接着性の培養皿を用いて、

細胞凝集塊を作成した。3 週間培養を行った

のち、マウス胎児および新生児の表皮細胞を

採取し、作成した真皮線維芽細胞凝集塊とと

もに、免疫不全マウス背部皮膚欠損創へ混合

移植を行った。 



そすうると非接着培養で得られた真皮線維

芽細胞凝集塊と、表皮細胞を混合移植した群

では、移植後 4 週で、移植した C57bl の黒い

毛包の再生を確認できた。一方で、通常の接

着培養を行った線維芽細胞と表皮細胞を混

合移植した群や、表皮細胞のみを移植した群

では、毛包の再生を認めなかった。再生した

皮膚では、脂腺を含めた、ほぼ正常な毛包の

形成が認められ、Loricrin、Filaggrin、

Keratin10、 および Transglutaminase が陽

性であり、正常な表皮および毛包の分化が示

された。同様の実験を、GFP マウス由来真皮

線維芽細胞を用いて行ったものでは、再生し

た毛包の毛乳頭が、GFP 陽性細胞で形成され

ていることが認められた。 

 ヒト皮膚由来の線維芽細胞を用いて、毛包

の誘導が可能であるか否かを検討した。細胞

は、RIKEN より使用に制限のない 3 種類の

ヒト皮膚由来線維芽細胞を使用した。その後、

非接着性培養皿を用いて、3 週間培養を行っ

た。表皮は、胎生 17 日から新生児の C57bl/6J

マウス皮膚から採取した表皮細胞を用い、得

られた細胞凝集塊と混合し、scid 背部皮膚欠

損創へ移植した。移植細胞は、各々1x107 個

を使用した。 

非接着培養で得られたヒト真皮線維芽細胞

凝集塊と、マウス表皮細胞を混合移植した群

では、白い scid mouse の皮膚の中に黒い毛

包の再生を認めた。一方で、通常の接着培養

を行った線維芽細胞と表皮細胞と混合移植

した群では、毛包の再生を認めなかった。 

ヒト線維芽細胞凝集塊を用いて再生した皮

膚では、脂腺を含めたほぼ正常な毛包の形成

が認められた。 

再生した皮膚は、正常皮膚と同様に Loricrin、

Filaggrin、Keratin10 が陽性であり、正常な

表皮の分化が示された。  

Versican は、毛乳頭細胞で発現していること

が報告されているが、再生した皮膚で

Versican の発現を調べたところ毛乳頭およ

び結合織性毛包において細胞と細胞間質が

陽性に染色されていた。 

 その後、クラボウからヒト培養表皮角化細

胞を購入し、培養後に前述の培養線維芽細胞

とともに、scid mouse および NOG マウスへ

の移植を試みた。NOG mouse は飼育環境で

良好に成育することは可能であったが、手術

侵襲に弱く、10 匹行った移植手術で、すべて

術後早期に死亡した。scid mouse への移植も

行ったが、購入した培養表皮角化細胞は色素

細胞を有していなかったため、再生毛包とマ

ウス由来毛包の区別が困難であった。その後 

明らかな毛包を有していない nude mouse へ

の移植を行ったが、nude mouse の環境下で

は、ヒト培養角化細胞とヒト皮膚由来線維芽

細胞の組み合わせで毛包再生は見られなか

った。 

非接着培養皿で培養を開始すると、ヒト線

維芽細胞においても Wnt シグナルと N カド

ヘリンの発現が増強することが示された。ま

た N-カドヘリンの増強とともに、β-カテニ

ンも劇的に増加し、核への集積も認められた。 
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