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研究成果の概要（和文）：哺乳動物から非侵襲的または極低侵襲的に培養細胞を入手し、凍結保存できることを
示すことが目的である。結果、極低侵襲的に抜去した毛根（まゆ毛、ひげ、体毛）に由来する細胞を、採取した
6種類の哺乳動物（ヒト：成人男女のボランティア7人、マウス、アカネズミ、シリアンハムスター、ジャンガリ
アンハムスター、ハリネズミ）の全ての場合において、正常細胞の培養と凍結保存に成功した。得られた培養細
胞の形態は、繊維芽細胞様、上皮細胞様、間葉細胞様、神経芽細胞様など多様であった。つぎに、ヒト及びハリ
ネズミ由来の細胞に初期化を誘導するエピソーマルベクターを導入したところ、アルカリフォスファターゼ陽性
の細胞集団が得られた。

研究成果の概要（英文）：Using the eyebrow hair roots that could be easily removed by 7 adult 
volunteers themselves under informed consent, fibroblast-like normal cells were obtained with 
regardless of age or gender. By the same method, normal cells of other 5 species were cultured and 
stocked. To obtain normal cells as bio-resource from whisker or body hair of other mammals, we 
examined mouse, djungarian hamster and Japanese field mouse (Apodemus speciosus), syrian hamster and
 four toed hedgehog as model animals, then most of cultured cells were fibroblastic shape, but some 
morphological variation were observed. We also clarified the most suitable condition to obtain 
normal cells of these mammals. We cultured and freeze-stocked normal cells by a simple and minimally
 invasive way from the hair root of 6 species of mammals. These stocked normal cells will be 
deposited to the cell bank as valuable bio-resources.

研究分野： 動物細胞工学
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１．研究開始当初の背景 
動物の培養正常細胞は多様な研究の材料

として有用であるが、近年 iPS 細胞の作製技
術が確立されるに至り、バイオリソースとし
ての重要性が増している。特に、種々の遺伝
的背景を有する培養正常細胞のライブラリ
ーは、難病の原因解明や治療法の開発に貢献
するものと期待されている。これらの培養正
常細胞は、主に侵襲的に得られた皮膚組織を
材料とすることが多い。しかし、この方法は
多少とも苦痛が伴うので、ヒトが対象である
場合はボランティアの確保と事前の十分な
インフォームドコンセントの実施が容易で
はない。実験動物についても、動物福祉の観
点から苦痛を伴う侵襲的な組織採取は極力
避けるべきである。毛は成長と脱落をくり返
すが、毛包中には幹細胞を含む種々の細胞が
存在しており、毛包を皮膚組織とともに採取
して培養することによって、色々な特性を持
った培養細胞が得られ、その中には分化多能
性を有して神経細胞などに分化できるもの
があることが知られている。毛包由来細胞の
採取も、当初は毛包を含む皮膚を侵襲的に採
取して培養する方法が行われたが、後に極め
て低侵襲的な手技で得られる抜去毛を用い
てもケラチノサイトを主とする正常培養細
胞が得られることが示された。この場合、ヒ
ト後頭部の毛髪を抜去して Dispase で処理後
に、ケラチノサイト用の無血清培地で培養す
る方法が用いられている。そこで我々は、老
若男女誰でもが自分自身で抜去しやすいま
ゆ毛を対象として、培養正常細胞を得ること
を試みた。また、ケラチノサイトではなく、
培養正常細胞の中で最も培養しやすく、iPS
細胞培養の際の支持細胞層としても頻用さ
れる繊維芽細胞の培養を目指した。 
さらに、上記の成果を生かして、哺乳動物

のひげや体毛を材料として培養正常細胞を
得ることを着想した。現在、日本だけでも 80
種以上の哺乳動物がレッドリストに記載さ
れているという危機的な状態にある。種々の
保全対策が必要であるが、万一絶滅してしま
った場合のことも考えておく必要がある。そ
こで、それらの動物の正常細胞を凍結保存し
ておくという戦略が考えられる。しかし、絶
滅が危惧される希少哺乳動物については、皮
膚や血液を侵襲的に採取することは現実的
ではないので、容易に採取可能なひげや体毛
を採取し、毛根由来の培養正常細胞を凍結保
存しておく。将来その動物が絶滅した場合に
は、凍結保存してあった正常細胞を解凍して
培養後に初期化し、「未来の最先端技術」で
生殖細胞に分化させ、体外受精及び近縁動物
種の子宮への移植を経て、絶滅した哺乳動物
を復活させるという提案である。万一の絶滅
を想定して、受精卵を凍結保存しておくこと

は有効な方法であるが、絶滅危惧動物から受
精卵を採取することは困難である。また、仮
に受精卵を凍結保存できても、少数の個体か
ら得た受精卵では、遺伝的多様性の確保が不
十分であると想定されるので、未来の絶滅動
物復活プロジェクトに寄与するには心許な
い。ひげや体毛であれば同じ動物種であっ
ても遺伝的背景が多様な多数の個体から正
常細胞を容易に確保できる。 
 
２．研究の目的 
本研究ではまず、まゆ毛を用いて、毛根由

来細胞の培養条件の最適化を種々検討した
上で、野生哺乳動物のモデルとしてアカネズ
ミを用い、そのひげと体毛を材料にして細胞
培養を試み、培養条件の最適化を探索した。
アカネズミは、日本の固有種であるが、北
海道から九州まで分布しており、福山大学
敷地内やその周辺でも実習や研究用に比較
的容易に採取されているので、ひげや体毛
を採取するには好適な野生動物である。こ
れらの研究の成果を、畜養動物のモデルと
して、マウス、ジャンガリアンハムスター、
シリアンハムスター、ユツユビハリネズミ
にも適応することとした。また、得られた
正常培養細胞は凍結保存するとともに、エ
ピソーマルベクターを導入することで、初
期化することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1)毛の抜去 60%イソプロパノールを含

んだ脱脂綿で、抜去する部分の毛を逆立てる
ように消毒する。クリーンベンチ内で、滅菌
した毛抜きを用いて抜去し、標準の 5倍濃度
の抗生物質-抗真菌剤混合溶液と FBS10%を含
む HBSS に投入する。この際、長い毛は滅菌
したハサミで 5mm 程度に切断する。予め
FBS20%添加DMEM培養液を1ウエル当たり150
μL ずつ分注してある滅菌済みコラーゲンタ
イプⅠコート 12 ウエルプレートへ、毛根部
分が底面につくように滅菌したピンセット
で移す。この上から、滅菌したφ18mm 丸形ス
ライドガラスを被せる。 
 
(2)細胞培養  2 日ごとに、各ウエルの古い

培養液を除去し、新鮮な FBS20%添加 DMEM 培
養液又は DEF-CS などの培養液を 150μLずつ
添加する操作を繰り返す。適宜、顕微鏡観察
して毛根部分から細胞の増殖・遊出が認めら
れたら、培養液を150μLずつ毎日添加する。
ウエル中の培養液の量が1mL程度になったら、
2日ごとに、古い培養液を半量除去し、同量
の新鮮な培養液を加える。細胞がウエル底面
の１/２以上まで増殖したら、剥離して滅菌
済みコラーゲンタイプ１コートシャーレ（φ
60mm）へ移す。細胞の剥離は、以下の手順で
行う。細胞が十分増殖したシャーレ又はウエ



ルの培養液を除き、0.02%EDTA 含有 DPBS－で
リンスする。TrypLE 溶液を加えて 37℃、3分
間、80rpm で振盪後、ピペッティングして剥
離した細胞を遠心管へ移してから遠心分離
で細胞を回収し、沈殿した細胞を新しい培養
液と混和してシャーレ又はウエルに播種す
る。 
 
(3)凍結保存 細胞がコンフルエントにな

る直前のシャーレを選んで細胞を剥離後、遠
心分離して細胞を回収する。2～5×105個／mL
になるように凍結保護液に懸濁し、凍結保存
チューブに 1mL ずつ分注する。これを、-80℃
フリーザー中の発泡スチロール容器に移し
て徐冷凍結したのち、液体窒素中の冷凍保存
コンテナへ入れる。 
 
(4)初期化 5×105 個の細胞をエピソーマ

ルベクターを含む反応液107.5μLに懸濁し、
NucleofectorプログラムU-023でエレクトロ
ポレーション後、FBS20%添加 DMEM 培養液で
培養する。その後、DEF-CS 培地を 2日ごとに
交換して培養する。コロニーが形成されたら、
アルカリフォスファターゼ生細胞染色を行
い、陽性細胞集団を検出する。 
 

４．研究成果 
(1)まゆ毛由来正常細胞の作製 インフォ

ームドコンセントされたボランティア7人か
らまゆげ毛根由来細胞（MUG 細胞）が得られ
た（図１）。12 ウエルプレートで培養したま
ゆ毛から、細胞が増殖・遊出する割合は、
1/12(8.3％)～11/22(50.0)%であり、平均の
遊出率は 26.2%であった。また、適切な培養
条件を種々検討して OPTIPRO SFM と WME 又は
ASF104N を等量混合した場合が、MUG 細胞の
無血清培養に最も適していることが明らか
となった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ まゆ毛から増殖した細胞 

（スケールバーは、500μm） 
 

(2)野生及び畜養哺乳動物の毛根由来正常
細胞の作製 ヒトの場合と同様の方法を適
用し、野生動物のモデルとしてアカネズミ
（図 2）、畜養動物のモデルとしてマウス、ジ

ャンガリアンハムスター、シリアンハムスタ
ー、ヨツユビハリネズミのひげ及び体毛由来
の正常細胞を得た。培養条件については、無
血清培養液である DEF-CS 培養液を用いて 5%
０2の環境で培養する場合が最も良く、約 10%
の毛根から正常培養細胞の増殖・遊出が認め
られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ アカネズミのひげから増殖した細胞

（スケールバーは、500μm） 
 
(3)MUG 細胞の特性 MUG/１細胞（59歳男性
由来）及び MUG/５細胞（21 歳男性由来）を
コラーゲンコートシャーレに５×１０4 個播
種し、コンフルエント状態に増殖したら剥離
して希釈し、改めて５×１０4個で播種すると
いう継代培養を繰り返した。継代ごとに、集
団倍加時間Tdを算出した結果を図３に示す。
継代数８までは MUG/１細胞と MUG/５細胞で
Td 値にほとんど差は見られない。しかし、継
代数９になると、MUG/１細胞の Td 値が急激
に大きくなって増殖が悪くなり、これ以上の
継代培養ができなくなった。一方、MUG/５細
胞では継代数 10 でも、徐々に Td 値が増加し
ているのみである。 
 

図３ MUG 細胞の継代数と集団倍化時間 
 
この結果から、MUG 細胞は有限増殖性を示

す正常細胞であり、細胞増殖の限界は、由来
するボランティアの年齢に依存することが
示唆された。 
 
(4)初期化 MUG 細胞細胞に、iPS 細胞作製
用のエピソーマルベクターを Nucreofector
を用いたエレクトロポレーション法で導入
したところ、既知の iPS 細胞の形態に類似し



たアルカリフォスファターゼ陽性の細胞集
団が得られた。また、ヨツユビハリネズミ毛
根由来細胞に同じエピソーマルベクターを
同様に導入したところ、小型のドーム状でア
ルカリフォスファターゼ陽性の細胞集団が
得られた。 
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