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研究成果の概要（和文）：発毛現象の解明には、細胞動態をリアルタイムで観察可能な系が求められる。その実現に向
けて、発毛の鍵となる2つの細胞（皮膚上皮幹細胞EpSCsと毛乳頭細胞DPCs）の長期的培養法の確立と、それらを用いた
新生毛の誘導（in vitro発毛システム）を検討した。
EpSCsを種々のWntにより培養したところ、Wnt-3aのみが長期的な培養を可能にし、その多分化能（毛包細胞への分化能
）も維持された。またDPCsは、Wnt-10bが特異的に長期培養を可能にすることが明らかとなった。EpSCs／DPCsの混合培
養により毛包様構造が生じ、それらの誘導にWntシグナルが関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Observation of real-timely cell dynamics is needed for evaluation of 
trichogenesis. In this study, I developed long-term cultivation method of two type cells, epithelial stem 
cells (EpSCs) and dermal papilla cells (DPCs), which are essential for trichogenesis by using Wnt 
proteins. EpSCs proliferated markedly in the presence of Wnt-3a, maintained undifferentiated epithelial 
cell marker expression, and promoted hair follicle development in vivo. DPCs cultured with Wnt-10b were 
promoted their proliferation and maintained their hair follicle induction ability. These results strongly 
suggested the important roles of specifical Wnts in the maintenance of EpSCs and DPCs. Furthermore, 
mixtures of EpSCs and DPCs differentiated into the structures with immature hair in vitro.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 発毛　Wntシグナル　幹細胞　上皮　毛乳頭　再生医学　細胞移植

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 これまでに、完全なる in vitro で、成熟
毛包を新生・再生させた報告はない。In vivo
での発毛を実現している既報（Toyoshima KE 
et al., Nature Commun., 2012 など）から判
断すると、未熟な毛包由来細胞や幹細胞を用
いて“成体内移植すること”が、毛包組織構
築には必要条件である。しかしながら、これ
らの条件では実験動物と成体への移植実験
が必要であり、大量スクリーニングに適さな
いなどデメリットも多い。しかし、発毛プロ
セスを完全に in vitro で実現することがで
きれば、その解析も容易になり、発毛過程を
リアルタイムで観察することさえも可能に
なると予想される。そこで、発毛に必要な細
胞材料（上皮系細胞・間葉系細胞）を用いる
ことで、完全なる in vitro での発毛を実現
できる系の開発が望まれた。その実現には、
毛包組織内に存在する 2種の細胞（皮膚上皮
幹細胞：epithelial stem cells; EpSCs、毛
乳頭細胞：dermal papilla cells； DPCs）
を採取し、長期的に維持可能な系を確立する
ことが必須である。 
 また、Wnt シグナル伝達系は、種々の発生・
分化に関わるシグナル伝達系として、近年注
目されており、発毛発生においても例外では
ない。私はこれらの細胞（EpSCs と DPCs）を
維持可能な因子として着目し、種々の Wnt を
用いて長期培養系の確立および維持メカニ
ズムについて精査し、それらを用いて in 
vitro で発毛を実現するシステム「in vitro
発毛システム」の開発に着手することとした。 
 
 
２．研究の目的 
In vitro 発毛システムの開発を念頭に、その
細胞源となる皮膚上皮幹細胞（EpSCs）と毛
乳頭細胞（DPCs）の長期培養系を確立し（①）、
それらの細胞における種々の Wnt応答性を精
査し（②）、それらの細胞を用いて in vitro
発毛システムにより新生する毛を創生する
（③）、以上の 3 点について検討することを
本研究計画の目的とした。 
 
 
３．研究の方法 

(1) EpSCs の単離・培養 

EpSCs の単離は、成体マウスの背中皮膚を

トリプシン処理にて真皮と上皮に分離し、上

皮細胞分画を、CD34, CD49f 抗体により免疫

染色後、ソーター（FACSAria）により単離し

た。単離後の EpSCs は、基本培地として上皮

細胞培地 Epilifeを用いて接着培養を行った。

解析は、細胞増殖、遺伝子発現、免疫染色等

により行い、その未分化性を確認した。 

(2) DPCs の単離・培養 

成体マウス口髭からマイクロダイセクシ

ョンにより毛乳頭を単離し、培養後に増殖し

た細胞を回収することで、実験に供した。単

離後の DPCs は、DMEM を基本培地として接着

培養を行った。解析は、細胞増殖、遺伝子発

現、免疫染色等により行った。さらに、DPCs

の細胞活性は、マーカーとされる versican

のプロモーターを用いた Tg マウスから単離

した毛乳頭を用いることでリアルタイムに

評価した。 

(3) In vivo 移植実験 

ヌードマウス（BALB/C –nu/nu）にグラフ

トチャンバー法、あるいは Patch 法を用いて

EpSCs／DPCs を移植し、移植後組織解析する

ことで、EpSCs と DPCs の多分化能、発毛誘導

能を評価した。 

(4) In vitro 発毛システム 

継代培養された EpSCs と DPCs を用いて in 
vitro での発毛を試みた。浮遊系あるいは接

着系培養により新生する毛包を評価した。 

 
 
４．研究成果 

(1) In vitro 培養 EpSCs に対する Wnt の影響 

 単離後の EpSCs を種々の Wnt により培養し
たところ、Wnt-3a のみが未分化分画を維持可
能なことが明らかとなった（図 1）。また、種々
の Wnt シグナルの影響を詳細に調べた結果、
Wnt-3a による未分化状態の維持は、特異的で
あることが明らかとなった。 

 
図 1 

 

(2) EpSCs の長期的 in vitro 培養系の確立 

 EpSCs は、Wnt-3a 添加によって in vitro
培養が可能であることが明らかとなったた
め、長期的な培養を試みた。その結果、15 回
の継代後（150 日間）も EpSCs の特性を保持
可能であった（図 2）。また、Wnt-3a による
EpSCs の維持には、TOPFLASH assay により
canonical signal pathway が関わっているこ
とも明らかとなった（図 3）。 

 
図 2 
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(3) In vitro 培養 DPCs に対する Wnt の影響 

 DPCs の長期的な in vitro 培養は、Wnt-10b

を添加した培養系で、10継代（100 日間）に

渡る長期培養が可能であり、その発毛誘導能

も維持可能であることを我々は報告してい

る（Cell Transplant., 2012）。そこで、DPCs

に対する他の Wnt に関する情報を得るため、

DPCs に種々の Wnt を添加培養したところ、

Wnt-10b が特異的に増殖活性を亢進させた

（図 4）。更に、Versican-Tg マウス由来 DPCs

を用いた実験により、その活性が維持されて

いることが実証された（図 5）。 

 

 
図 4 
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(5) In vitro での発毛と解析 

成体マウス由来 EpSCs および DPCs を単離・

培養後、共培養（接着・浮遊培養）を行った

結果、毛様構造体が出現した（図 6）。ただし、

成体由来毛包構造と比較して、未熟な構造体

であり、更なる条件検討が必要と考えられた。 

 

接着系        浮遊系 
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(6) 結論と今後の展望 

 In vitro 発毛システムに必須の細胞材料

（EpSCs と DPCs）の単離に成功し、長期的な

in vitro 培養には、Wnt シグナルの特異的な

作用が存在することが明らかとなった。また、

EpSCs では、Wnt-3a が、DPCs に対しては

Wnt-10b が長期培養維持を可能にした。更に、

長期的に培養したこれらの細胞を用いて in 
vitro 発毛システムにより発毛新生を試みた

結 果 、 毛 様 構 造 体 が 出 現 し た た め 、

EpSCs/DPCs 培養系による発毛誘導が実証さ

れた。これらの成績は、発毛細胞材料源の維

持や特性についての重要な知見を与えるば

かりでなく、完全なる in vitro での発毛を

実現する基礎的なデータとして十分意義あ

るものと考えられた。 

今後は、EpSCs と DPCs を用いた in vitro
発毛システムによる新生毛の出現条件を更

に検討し、より成熟毛に近い環境の創生、な

らびに出現プロセスを解明することで、発毛

現象を解明し、更に種々の Wnt シグナルによ

り発毛の促進・抑制効果を調べることで、発

毛再生医療への応用を目指したいと考えて

いる。 
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