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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】毛包間葉系幹細胞の単離方法ならびに治療および予防ならびに美容整形術のため
のその使用方法を提供する。
【解決手段】ａ）活力のある毛髪を調製する工程と、ｂ）工程ａ）で調製した毛髪を分割
する工程と、ｃ）真皮毛乳頭と共に杯状様物質付着毛杯を単離する工程と、ｄ）前記毛杯
から真皮毛乳頭を分離する工程と、ｅ）工程ｄ）で得た毛杯を培養する工程と、ｆ）コン
フルエントな細胞をプールする工程とを含む、毛包間葉系幹細胞の単離方法。および治療
、予防、および美容整形術のための手段としての毛包間葉系幹細胞の使用。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ）活力のある毛髪を調製する工程と、
　ｂ）工程ａ）で調製した毛髪を分割する工程と、
　ｃ）真皮毛乳頭と共に杯状様物質付着毛杯を単離する工程と、
　ｄ）前記毛杯から真皮毛乳頭を分離する工程と、
　ｅ）工程ｄ）で得た毛杯を培養する工程と、
　ｆ）コンフルエントな細胞をプールする工程とを含む、毛包間葉系幹細胞の単離方法。
【請求項２】
　前記毛包が哺乳動物に由来する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記哺乳動物がマウス、ラット、ウサギ、モルモット、ヤギ、ブタ、ウシ、またはヒト
である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　請求項１～請求項３のいずれかに記載の方法によって得ることができる、毛包間葉系幹
細胞。
【請求項５】
　完全に新規の毛包を形成する特徴と、既存の毛乳頭に移動する特徴と、真皮結合組織被
覆物の一部を形成する特徴と、真皮乳頭細胞よりも低いアルカリホスファターゼ活性を有
する特徴とを有する、毛包間葉系幹細胞。
【請求項６】
　治療、予防、および美容整形術のための手段としての請求項４または５に記載の毛包間
葉系幹細胞。
【請求項７】
　脱毛症の治療もしくは予防または遺伝子治療のための手段を調製するための請求項４ま
たは５に記載の毛包間葉系幹細胞の使用。
【請求項８】
　前記脱毛症が、円形脱毛症、男性型脱毛症、萎縮性脱毛症、毛孔性扁平苔癬、紅斑性狼
瘡、先天性貧毛症、および無毛症による脱毛症、代謝疾患に関するびまん性脱毛、火傷も
しくは外傷後の脱毛症、または化学療法後の脱毛症である、請求項７に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、毛包間葉系幹細胞の単離方法ならびに治療および予防ならびに美容整形術の
ためのその使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　粘膜、手のひら、および足の裏を除いて、毛包は、ヒトの外皮全体で見られ、毛包は内
蔵型の複雑な機能的構成要素（小型器官）に相当する。局所解剖学的－解剖学的に、以下
の４つの部分に区別されている。ａ）毛包漏斗部：毛包口と皮脂腺と毛管（ｈａｉｒ　ｃ
ａｎａｌ）との交点との間の部分；ｂ）峡部：皮脂腺の交点と立毛筋の挿入部との間の部
分；ｃ）毛包漏斗下部（ｉｎｆｒａｉｎｆｕｎｄｉｂｕｌｕｍ）（毛球上部）：立毛筋の
挿入部から毛球までの部分；およびｄ）毛包真皮乳頭を含む毛球（毛球）。頭皮は頭皮上
に３～５本の毛包群（いわゆる毛包単位）中に分散した約１００，０００個の末端毛包を
含むと評価されている。これらの毛包単位をコラーゲン線維網が取り囲み、境界コラーゲ
ン線維によって互いに分離されている。
【０００３】
　タマネギ状の毛球は、毛包成長の近接端部を形成し、末端毛の場合、皮下脂肪組織に及
ぶ（図２ａ、ボックス）。毛球中に存在する毛基質細胞が分化し、それによって毛幹が形
成される。基質細胞は、いわゆる「一過性増殖細胞」（すなわち、高増殖性成長期後に死
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滅する細胞集団）である。神経および血管の繊細な網によって供給される毛包真皮乳頭（
図２ｂおよびｃ）は、近位毛球（ｐｒｏｘｉｍａｌ　ｈａｉｒ　ｂｕｌｂ）に湾曲し、典
型的にはタマネギ状である。毛真皮乳頭は、その組成に関して基底膜と類似する細胞外基
質内に埋没しているという点で真皮と異なる。したがって、毛包の増殖期（いわゆる成長
期）の間、毛真皮乳頭の１つの線維芽細胞は、細胞付属物（ａｐｐｅｎｄｉｃｅｓ）を介
して基質ケラチノサイト（ｋｅｒａｔｉｎｏｚｙｔｅｓ）に直接接触することができる。
真皮乳頭の先端上に存在するメラノサイトは、毛周期に依存して退行期（後退期）の開始
まで成長期のＩＶ期からメラニン産生活性を示す。基質ケラチノサイトの活性は、特殊化
した乳頭細胞を用いた形態形成シグナルおよび細胞分裂誘発シグナルによって制御される
。毛包のこの部分で機能障害が起きた場合、増殖期（成長期）は中断し、毛包が後退期（
退行期）に入る。これは、基質ケラチノサイトおよび重複突出部分を破壊するプロセスに
より、不可逆的な脱毛に至る一方で、毛乳頭細胞の機能にのみ影響を与える病毒により乳
頭のサイズおよび形成されるべき毛幹の厚みを決定することができることを示す。したが
って、顎鬚の末端毛包には最も大きな毛真皮乳頭が見られ、頭皮毛包に影響を与える男性
ホルモン性脱毛においては、次第に小さくなっていく毛真皮乳頭が見られる。
【０００４】
　毛包の真皮鞘（ｄｅｒｍａｌ　ｓｈｅａｔｈ）（ＤＳ）は線維芽細胞様細胞および膠原
線維の二層からなり、内層は毛幹周囲に環状に配向している。間葉系毛根鞘のより厚い外
側の部分は、毛幹と平行に存在するコラーゲン線維および弾性線維を含む。さらに、基底
膜（硝子膜）上に広がる神経線維の環状網が見られるが、これは毛髪の触覚機能を示す。
間葉系ＤＳは、近位、毛球、末端で毛包真皮乳頭に合流する。
【０００５】
　毛幹は陥入した上皮毛根鞘に取り囲まれたジャケット様物質（ｊａｃｋｅｔ－ｌｉｋｅ
）である。毛包内毛幹形成および着色の長さでは、断面で内毛根鞘（ＩＲＳ）および外毛
根鞘（ＯＲＳ）を容易に定義することができる。ＩＲＳは、外側のほとんどが二層のヘン
レ層、中間の多層ハクスレイ層、およびＩＲＳ毛小皮によって形成される。３つ全ての層
は、毛球の外縁に存在する基質細胞から出現する。ＯＲＳが連続的に表皮の基底細胞層と
なり、ＩＲＳはほぼ毛包漏斗部レベルで終焉する。したがって、毛包口の表皮被覆物への
末端移行は表皮角化を示す。皮脂腺孔のすぐ下でＯＲＳはＩＲＳと隣接する。ＯＲＳの１
つの重要な位置は、立毛筋の挿入点（いわゆる毛隆起部）である。この領域およびその近
くでは、毛包の上皮幹細胞は、その座部（ｓｅａｔ）を有すると推測される。峡部レベル
での横断面により、硬毛をＩＲＳ断面と比較してそのより厚い毛幹によって認識し、軟毛
を小断面直径と比較してＩＲＳよりも薄い毛幹によって認識することができる。
【０００６】
　毛包は、２つの初代細胞種から構成される。第１の細胞種は毛包形態形成の開始時に外
胚葉／表皮から漸増し、他は中胚葉から漸増する。毛包の上皮幹細胞は毛包のいわゆる毛
隆起部（毛隆起筋（ｈａｉｒ　ｂｕｌｇｅ　ｍｕｓｃｌｅ）の挿入点）内またはそれに隣
接して有意に存在し、これは間葉系幹細胞が真皮乳頭中に存在する有効な学説であった。
これに関して、前の分析では、調製された真皮乳頭を皮膚の脱毛部分に移植することがで
き、これにより毛包形成が誘導されることを示している（Ｏｌｉｖｅｒ，１９７０，Ｊａ
ｈｏｄａ　ｅｔ　ａｌ．，１９８４，Ｒｅｙｎｏｌｄｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９）。そ
れにより、毛乳頭細胞の除去位置により、形成される毛髪の型が決定される（例えば、頬
髯／鼻毛毛乳頭によりマウス耳中に頬髯／鼻毛が再度誘導される）。細胞数を増加させる
ために毛包真皮乳頭（ＤＰ）を栄養培地に置くこともできる。これらの培養ＤＰ細胞を、
皮膚の脱毛領域（例えば、手のひら）に移植することができ、さらに新規の毛包の形成を
誘導することができる（Ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ，１９８４）。ＤＰ細胞は、実際、毛髪を誘
導することができるが、ＤＳＣ領域またはＤＳ領域を再生しない。ＤＳＣは、「真皮鞘杯
（ｄｅｒｍａｌ　ｓｈｅａｔｈ　ｃｕｐ）」を意味し、本発明の細胞の位置を示す。さら
に、ＤＰ細胞によって形成された毛髪は寿命が短い。
【０００７】
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　一方では、脱毛は加齢の一部（老人性脱毛症）であり、男性ホルモン性脱毛症、円形脱
毛症、および瘢痕性／外傷性脱毛症の場合のように、能動的な病理学的機構の結果である
か、他方では、化学療法の後遺症などの損傷に反応した結果である。脱毛は、一般に、社
会において否定的に捕らえられている。脱毛を予防するか毛髪を元に戻す治療への強い要
求により複数の異なる医薬品、製品、および技術が発達した。生物学的毛髪研究では、毛
包構成要素内のＤＰは、胚形成時の毛包の発達および分化を決定し、毛髪線維の成長およ
び毛包周期を調節する重要な構造として同定された。ほとんどの一般的な男性ホルモン性
脱毛を含む多数の脱毛疾患の場合、ＤＰは外因性要因に影響を受け、ＤＰは毛包の活力を
維持することができないという事実に至る。１つには、これはＤＰ由来の細胞のサイズの
減少および喪失の結果であるかもしれない。ＤＰサイズの減少は、毛包サイズの減少に直
接関係する。
【０００８】
　単純化した方法では、毛髪疾患を、「過剰な」毛髪（多毛症／多毛）または「過少な」
毛髪（全ての脱毛症型（円形脱毛症、男性ホルモン性脱毛症、萎縮性脱毛症、毛孔性扁平
苔癬、紅斑性狼瘡、先天性貧毛症および無毛症（（丘疹状無毛症など）による脱毛症、代
謝疾患（例えば、甲状腺の機能障害など）の場合のびまん性脱毛、火傷または外傷後の脱
毛症、化学療法または他の病毒による脱毛症などが含まれるがこれらに限定されない））
として定義することができる。これらの異なる脱毛症のうち、男性ホルモン性脱毛症のみ
について２つの承認活性成分（フィナステリド、ミオキシジル）のみを利用可能である。
有効成分は幹細胞に影響を与えず、全ての症例において美容的に許容可能な発毛を保証す
ることができる有効成分は存在しない。多毛症の治療は、本質的に物理的に行われる（す
なわち、レーザー治療または電気分解法による毛包の破壊）。この場合、幹細胞機能の阻
害がより有効である。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　したがって、過少な発毛の治療手段が求められるのはもっともなことである。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明の問題を、特許請求の範囲に記載の主題によって解決する。
【００１１】
　以下の図面は、本発明を例示する。
【００１２】
　本発明は、新規の毛包ＤＰの完全な形成、既存の毛乳頭（ＤＰ）への移行、真皮結合組
織（ＤＳＣおよびＤＳ）被覆物（ｃｏａｔｉｎｇ）の一部の形成、およびＤＰ細胞よりも
アルカリホスファターゼ活性が低いことを特徴とする成体毛包間葉系幹細胞（ＤＳＣ）に
関する。好ましくは、本発明の細胞は、哺乳動物、特にマウス、ラット、ウサギ、モルモ
ット、ヤギ、ブタ、ウシ、またはヒトに由来する。本発明の細胞は、毛包結合組織被覆物
（ＤＳ）および毛真皮乳頭（ＤＰ）細胞と異なり、より大きく且つ太い毛髪を産生するた
めに新規の毛包を完全に形成するか既存の毛乳頭に移行する能力または特徴を有する。さ
らに、これらの細胞は、それぞれ、真皮結合組織被覆物の一部を形成する能力または特徴
を有する。これら２つの特徴は、ＤＳ細胞やＤＰ細胞で示されない。本発明の成体毛包間
葉系幹細胞（以下でＤＳＣ幹細胞またはＤＳＣ細胞とも呼ばれる）は、杯状の配置で毛球
（以下でヘアボウル（ｈａｉｒ　ｂｏｗｌ）または毛杯（ｈａｉｒ　ｃｕｐ）とも呼ばれ
る）の下方の棒状部（ｐｏｌｅ）周囲で見出され、真皮鞘杯細胞（ＤＳＣ）と称されてい
る。間葉系幹細胞と関連して本明細書中で使用される、用語「成体」は、間葉系幹細胞は
胚幹細胞ではなく、成体生物から単離された間葉系幹細胞であることを意味する。
【００１３】
　本発明の細胞を生化学的に特徴付けることができる。したがって、そのアルカリホスフ
ァターゼ発現を利用した。ＤＰ細胞と異なり、ＤＳＣ細胞は、限定的なアルカリホスファ
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ターゼ活性しか示さない。ＤＰ細胞は、全毛周期で顕著なアルカリホスファターゼ活性を
示すという事実によって特徴付けられる。アルカリホスファターゼ活性は、ＤＳＣ細胞で
あまり顕著ではない。ＤＳ細胞は、いかなるアルカリホスファターゼ活性も示さない。
【００１４】
　本発明に関して、低アルカリホスファターゼ活性は、ＤＳＣ細胞の活性がＤＰ細胞と比
較して約１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、または５
０％低いことを意味する。さらに、低アルカリホスファターゼ活性は、ＤＳＣ細胞の活性
がＤＰの明白なアルカリホスファターゼ活性よりも少なくとも約１０％、好ましくは少な
くとも約１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、または５０％低い
ことを意味する。
【００１５】
　本発明は、ａ）活力のある毛髪を調製する工程と、
　ｂ）工程ａ）で調製した毛髪を分割する工程と、
　ｃ）真皮毛乳頭と共に杯状様物質（ｃｕｐ　ｓｈａｐｅ－ｌｉｋｅ）付着毛杯（ｈａｉ
ｒ　ｃｕｐ）を単離する工程と、
　ｄ）前記毛杯から真皮毛乳頭を分離する工程と、
　ｅ）工程ｄ）で得た毛杯を培養する工程と、
　ｆ）コンフルエントな細胞をプールする工程とを含む、毛包間葉系幹細胞の単離方法に
関する。
【００１６】
　好ましくは、毛包は、哺乳動物、特にマウス、ラット、ウサギ、モルモット、ヤギ、ブ
タ、ウシ、またはヒトに由来する。さらに、本発明は、本発明の方法によって得ることが
できる毛包間葉系幹細胞に関する。
【００１７】
　ＤＳＣ細胞を、以下の方法によって単離することができる。第１に、毛包を以下のよう
に顕微解剖によってその一部分に分割する。それにより、活力のある毛髪（例えば、無傷
の成長期毛髪）を解剖顕微鏡下で調製する。着色毛髪の場合、その上方棒状部の毛髪を貫
く断面切断を行い（図３ｂ、矢印）、杯状様ＤＳＣを毛真皮乳頭（ＤＰ）と共に剥離する
（図３ｃ）。この組織部分をめくり返し（図３ｄ）、毛真皮乳頭（図３ｅ）を毛杯（図３
ｆ）から分離する。この方法は、毛包間葉系幹細胞の調製に使用することができるだけで
なく、爪および咀嚼器官の間葉系幹細胞の調製にも適応させることができる。本方法を、
全ての真核生物（例えば、哺乳動物、特にヒト）で使用することができる。
【００１８】
　得られた毛杯（ＤＳＣ）を、標準的な条件を使用した細胞培養液で増殖させる。例えば
、以下のように培養することができる。培地として、ＡｍｎｉｏＭａｘＣ１００基礎培地
（ギブコ）およびＡｍｎｉｏＭａｘＣ１００補助物質を使用する。第１に、ＤＳＣを滅菌
および標準的な条件下（３７℃、５％ＣＯ2、５００μｌ培地）においてこの培地を含む
２４ウェル培養フラスコ（ファルコン、フランクリンレークス、ニュージャージー州、ア
メリカ合衆国）中で培養する。数日後、細胞は自発的に成長し、コンフルエント培養付近
に到達後（全細胞の検出後に１ウェルあたり２６０μｌＡｍｎｉｏｍａｘ培地でのトリプ
シン処理で停止）に１ウェルあたり２００μｌのトリプシン－ＥＤＴＡで分離し、２５ｍ
ｌ培養フラスコ（グライナー、フリッケンハウゼン、ドイツ）に移す。これについて、細
胞をプールし、１０００Ｕ／分で１０分間遠心分離し、上清を破棄し、細胞を５ｍｌのＡ
ｍｎｉｏｍａｘに再懸濁する。培地を３日毎に交換する。得られた細胞が本発明の間葉系
幹細胞であることを決定するために、アルカリホスファターゼ検出を行うことができる。
これについて、実施例に記載のように、細胞を滅菌カバーガラス上で培養し、アセトン中
で固定し、分析することができる。記載の実施例のインビトロ検出のインキュベーション
の時間は、標準的な条件下で約３０分～約１．５時間、好ましくは約１時間である。
【００１９】
　同一の方法を使用して、爪および咀嚼器官の間葉系幹細胞を単離および増殖することが
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できる。
【００２０】
　本発明の細胞を細胞培養によって増やすことができ、細胞培養物を数世代にわたり培養
することができる。ＤＳＣ細胞は、一方で形態学的特徴を、他方で生物学的特徴を示し、
互いに明確に区別することができる。真皮結合組織被覆物（ＤＳ）の線維芽細胞は、魚の
鱗状のパターンを連想させる形態学的に典型的な成長パターンを示す。ＤＳＣ細胞はより
密集して成長し、これらの魚の鱗状の構造を形成せず、いわゆる偽毛乳頭を形成する傾向
があり、これは細胞培養フラスコ中に形態学的に毛真皮乳頭（ＤＰ）を連想させる小細胞
蓄積を構築することを意味する。既に記載のように、毛包結合組織被覆物（ＤＳ）の線維
芽細胞はいかなるアルカリホスファターゼ活性を発現せず、ＤＳＣ細胞はほんの少し発現
し、ＤＰ細胞はインビトロおよびインビボで強力なアルカリホスファターゼ活性を示す。
【００２１】
　結合組織鞘の下方棒状部における結合組織細胞（いわゆる毛杯細胞（ＤＳＣ））は、真
皮によって形成される毛包単位の全ての関連構造を再生することができる。この特徴のた
めに、これらにより小さなＤＰの集団によって新規の発毛またはより太い毛髪の形成が可
能である。この場合、新規に形成された毛髪の寿命は制限されないが、原則的に寿命まで
であろう。対照的に、ＤＰ細胞移植後のこのような一生涯の再生能力は記載されていない
。ＤＰ細胞を用いた全ての試みは一過性でしかない故に、一生涯の増殖能力を有する真の
幹細胞を、ＤＳＣ細胞の移植によって皮膚に導入する。
【００２２】
　本発明は、治療および予防ならびに美容整形術のための手段としての本発明の毛包間葉
系幹細胞に関する。さらに、本発明は、脱毛症の治療もしくは予防または遺伝子治療のた
めの手段の調製のための本発明の幹細胞の使用に関する。
【００２３】
　本発明の方法によって得ることができる細胞を、脱毛症、とくに円形脱毛症、男性ホル
モン性脱毛症、萎縮性脱毛症、毛孔性扁平苔癬、紅斑性狼瘡、先天性貧毛症および無毛症
による脱毛症、代謝疾患に関するびまん性脱毛、火傷または外傷後の脱毛症、または化学
療法後の脱毛症の治療ならびに遺伝子治療に使用することができる。例えば、細胞を含む
溶液（例えば、生理食塩水）の注射または移植（すなわち基質（例えば、コラーゲン）へ
の埋め込みまたはリポソームへの封入）によって使用することができる。単回の注射また
は移植で十分でない場合、後療法（反復治療）が可能である。単一の皮膚領域について一
定の適用様式が好ましい場合、それに応じて本発明の細胞を投与することができる。
【００２４】
　爪および咀嚼器官の各間葉系幹細胞は、それぞれの特徴を有する（Ｃｈｕｏｎｇ　ｅｔ
　ａｌ．，２００１，Ｔｈｅｓｌｅｆｆ，２０００）。これについての１つの理由が、こ
れらが進化において祖先を共有し、胚形成時に実質的な形態学的構造が再現されるので、
爪および歯の場合にも毛包の間葉系幹細胞の位置が見出されるという事実に存在する可能
性がある。したがって、球周囲の毛包および咀嚼器官の培養細胞を用いて歯も再生するこ
とができるかもしれない。形態学的特徴の使用により、毛髪と同様に新規またはより厚い
爪または歯を誘導することができる。したがって、本発明は、さらに、治療および予防の
ための手段としての爪および咀嚼器官の間葉系幹細胞、ならびに爪または咀嚼器官の疾患
の治療および予防ならび遺伝子治療のための薬物の調製のための幹細胞の使用に関する。
【００２５】
　したがって、ＤＳＣ細胞の新規の毛包を形成するか、もしくは既に存在する真皮毛包に
付加する能力によって、全ての脱毛タイプおよび毛髪微細化タイプを治療することが可能
である。これに加えて、本発明によってＤＳＣ細胞の寿命が延長され、問題なく移植され
る能力があり、これによりにより完全な機能性が保たれる。分泌物質の産生が必要な場合
、毛包、爪または咀嚼器官のＤＳＣ細胞を、遺伝子治療においても使用することができる
。例えば、トランスフェクション後に細胞が所望の産物を分泌する能力を持つようにこれ
らの細胞を遺伝子操作することができる。皮膚を介して、血液によって産物を全身に分散
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させることができる。例として、インスリン遺伝子のＤＳＣ細胞へのトランスフェクショ
ンを挙げることができる。これらの新規のインスリン産生細胞の移植後、真性糖尿病の治
療が可能である。分泌産物欠乏についての多数の他の例（ホルモン、タンパク質、サイト
カイン、ケモカイン、成長因子、リポメディエーター）が公知である。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】毛包末端の略図である。
【図２】図２Ａは組織学的切片中の成長期の毛髪を示す。フレームは、図２ＢおよびＣに
示す切片を示す。ＤＳＣは、「真皮鞘杯」を意味し、本発明の細胞の位置を示す。ＤＳＣ
細胞を毛包内の位置による解剖学的－局所解剖学的様式で明白に定義し、これらは杯状様
式で毛球を取り囲む位置で毛球の下方の棒状部（ｐｏｌｅ）に存在する。ＤＰは「真皮乳
頭」を意味する。ＤＳは「真皮鞘（ｄｅｒｍａｌ　ｓｈｅａｔｈ）」を意味する。
【図３】真皮鞘杯（ＤＳＣ）を得るための解剖計画の単一ステージを示す。無傷の成長期
毛（ａ）を立体顕微鏡下で準備する。（ｂ）の拡大図は解剖レベルを示す。着色領域の上
方棒状部で毛髪を横断面に沿って切断して、結合した杯状の毛髪剥離物質（ＤＳＣ）をＤ
Ｐ（ｃ）に沿って除去することができる。この組織部分をめくり返し（ｄ）、ＤＰ（ｅ）
をＤＳＣ（ｆ）から分離し、毛包の上皮部分（ｈ）および結合組織被覆物（ｉ）＝真皮鞘
＝ＤＳを残す。
【図４】マウスの耳のＤＳＣ細胞移植の結果の図を示す。単離したＤＳＣ組織を細胞培養
液中で増殖させ、細胞をマウスの耳に移植した。右耳への頬髯ＤＳＣ細胞の移植後、この
マウスの耳から頬髯が成長する。左の未処置の耳では頬髯の成長は見られなかった。図４
ｂおよび４ｃは各拡大図を示す。
【図５】アルカリホスファターゼ活性を示す図である。この図は、毛真皮乳頭中のアルカ
リホスファターゼの強力な発現を示す一方で、ＤＳＣ細胞は弱い発現しか示さない。発現
は、ＤＳＣからＤＳへの移行時に突然終焉する（図３ｂおよびｃ、図５ａ～ｃ）。ＤＰ（
図５ｆ）およびＤＳＣ（図５ｅ）の培養細胞はインビトロで同一の成長パターンを示し、
いわゆる偽毛乳頭を形成する傾向がある。ＤＳ細胞は、非常に細長い細胞が魚の鱗状の配
置になるような成長パターンを示す傾向がある（図５ｄ）。ＤＰ細胞（図５ｆ）は、強力
なアルカリホスファターゼ活性を示し、ＤＳＣ細胞（図５ｅ）は弱いアルカリホスファタ
ーゼ活性を示し、ＤＳ細胞（図５ｄ）はアルカリホスファターゼ活性を示さない。
【図６】ＤＳＣ細胞の移植後に誘導および再生された毛真皮乳頭を示す図である。ＴｇＮ
－ＧＦＰＸマウス由来の蛍光ＤＳＣ細胞を本明細書中に記載のように培養し、ＳＣＩＤマ
ウスの耳に移植した。６ヵ月後、新規の発毛が認められた（図４）。移植後、共焦点レー
ザー顕微鏡によってＤＰ領域およびＤＳＣ領域中に蛍光細胞が発見され、ＤＳ内にも一部
発見された（ａ、ｂ）。新規に形成された全毛乳頭細胞は蛍光を示し、他の細胞は蛍光お
よび非蛍光細胞のキメラ集団（ｃ、ｄ）を示し、これは、ＤＳＣ細胞がこれらを用いてよ
り太い毛髪を形成するために既存の毛乳頭と集団を形成するかもしれないという事実を示
す。
【図７】ＭＳＰのウェスタンブロットの結果を示す図である。培養ＤＰ細胞（細胞質ゾル
＝レーン１、膜結合＝レーン４）、ＤＳＣ（細胞質ゾル＝レーン２、膜結合＝レーン５）
、および毛包線維芽細胞（細胞質ゾル＝レーン３、膜結合＝レーン６）由来のＭＳＰ抽出
物をクロマトグラフィで分離し（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ：１２％ポリアクリルアミド）、ナイ
ロンメンブレン（Ｈｙｂｏｎｄ　ＥＣＬ，アマシャム　バイオサイエンス　ＧｍｂＨ，フ
ライブルグ、ドイツ）上にブロッティングした。メンブレンを５％脱脂粉乳および０．５
％　Ｔｗｅｅｎ２０（シグマ－アルドリッチ，ＧｍｂＨ，ミュンヘン、ドイツ）でブロッ
キングし、ＰＢＳで洗浄した。製造者の説明書にしたがってＭＳＰに対するポリクローナ
ルヤギ抗ヒトＭＳＰ抗体（ＨＧＦＬ（Ｎ－１９），ｓｃ－６０８８，サンタクルズ）をＥ
ＣＬ検出システム（アマシャム）で使用した。特にＤＰ細胞で５６ｋＤの強力なバンドを
はっきりと確認することができる。
【実施例】
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【００２７】
　以下の実施例は本発明を例示するが、本発明の範囲を限定すると理解すべきではない。
【００２８】
　顕微解剖：マウス由来の頬髯／鼻毛の毛包を、最初に顕微解剖によってその一部に分離
した。図３ａに示すように、解剖顕微鏡下でまず最初に無傷の成長期の毛髪を調製した。
着色毛髪の場合、色素領域の上方棒状部の毛髪を貫く断面切断を行い（図３ｂ、矢印）、
杯状様物質付着ヘアボウル（ＤＳＣ）を毛真皮乳頭（ＤＰ）と共に剥離する（図３ｃ）。
この組織片をめくり返し（図３ｄ）、ＤＰ（図３ｅ）をＤＳＣ（図３ｆ）から分離する。
解剖後、上皮毛根鞘（図３ｈ）および結合組織被覆物（図３ｉ）が残った。
【００２９】
　細胞培養：続いて、解剖したＤＳＣを細胞培養液中で増殖させた。培地として、Ａｍｎ
ｉｏＭａｘＣ１００基礎培地（ギブコ）およびＡｍｎｉｏＭａｘＣ１００補助物質を使用
した。第１に、ＤＳＣを滅菌条件および標準的な条件下（３７℃、５％ＣＯ2、５００μ
ｌ培地）において前記培地を含む２４ウェル培養フラスコ（ファルコン、フランクリンレ
ークス、ニュージャージー州、アメリカ合衆国）中で培養する。数日後、細胞は自発的に
成長し、コンフルエント培養液に到達後（全細胞の剥離後に１ウェルあたり２６０μｌＡ
ｍｎｉｏｍａｘ培地でトリプシン処理で停止）に１ウェルあたり２００μｌのトリプシン
－ＥＤＴＡで分離し、２５ｍｌ培養フラスコ（グライナー、フリッケンハウゼン、ドイツ
）に移した。これについて、細胞をプールし、１０００Ｕ／分で１０分間遠心分離し、上
清を除去し、細胞を５ｍｌのＡｍｎｉｏｍａｘに再懸濁した。培地を３日毎に交換した。
培地として、ＡｍｎｉｏＭａｘＣ１００基礎培地（ギブコ）およびＡｍｎｉｏＭａｘＣ１
００補助物質を使用した。まず最初に、ＤＳＣを滅菌条件下において前記培地を含む２４
ウェル培養フラスコ（ファルコン、フランクリンレークス、ニュージャージー州、アメリ
カ合衆国）中で培養する。数日後、細胞は自発的に成長し、増殖させ、標準的な方法を使
用して２５ｍｌ培養フラスコ（グライナー、フリッケンハウゼン、ドイツ）で継代培養す
ることができる。
【００３０】
　アルカリホスファターゼの検出：インビボ分析のために、組織を急速冷凍し、ＯＣＴ試
薬（Ｔｉｓｓｕｅ　ｔｅｃ，Ｓａｋｕｒａ，Ｚｏｅｔｅｒｗｏｕｎｄｅ，オランダ）に包
埋し、６μｍ厚の凍結切片を調製した。製造者の説明書に従ってｐＨ８．１でアルカリホ
スファターゼ「ｆａｓｔ　ｒｅｄ　ＴＲ」基質溶液（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｏｍｐａｎｙ，ロ
ックフォード，イリノイ州，アメリカ合衆国：供給量として１０ｍｇのｆａｓｔ　ｒｅｄ
　ＴＲ、１０ｍｌ基質緩衝液、供給量として１．５ｍｌナフトールＡＳ－ＭＸリン酸濃縮
物）を使用してアルカリホスファターゼを検出した。レバミゾールの非存在下で３０分間
発色させた。インビトロでのアルカリホスファターゼの検出のために、滅菌スライドガラ
ス上で細胞を培養し、アセトン中で固定し、アルカリホスファターゼの測定について記載
のように試薬を使用した。インキュベーション時間は１時間であった。
【００３１】
　発毛の誘導：数回の細胞継代後、細胞は依然として新規の毛髪を誘導することができる
。小さな損傷（擦り傷）後、マウスの耳の真皮に３～５×１０6細胞を含む０．１ｍｌの
ＰＢＳを滅菌１６ゲージニードルを使用して創傷から約２ｍｍのところに注射した。これ
らの実験のために、動物を１．６６ｍｌの塩酸キシラジン（ロンプン、バイエルウィタル
、レーファークーゼン、ドイツ）を含む１０ｍｌの塩酸ケタミン（ヘクサル、ホルツキル
ヒェン、ドイツ）で麻酔した。この後、新規の発毛が認められる場合には、数週間観察を
行った。２ヵ月後、ＤＰおよびＤＳＣの移植後に発毛が認められたが、ＤＳ細胞の移植後
では認められなかった。６ヶ月間発毛が認められ、これらの臨床所見は一過性の現象では
ないことを示す。さらに、移植後に既存の毛髪がより太くなることが認められた（図６）
。
【００３２】
　共焦点レーザー顕微鏡：ＤＳＣ細胞による発毛誘導の生物学的特徴に加えて、移植後異
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４Ｎａｇｙ）の３つの記載の形態学的毛髪領域（ＤＰ、ＤＳ、ＤＳＣ）由来の組織を調製
した。これらのマウスの細胞を含む全ての核が緑色蛍光タンパク質を含むので、これらの
マウスを選択した。これらの組織由来の細胞を培養し、６週間にわたり継代した。３つの
異なる細胞型を免疫インコンピテントＣｂｙＳｍｍ．ＣＢ１７－Ｐｒｋｄｃscid／Ｊマウ
スの耳に注射した。さらに、非蛍光のＧＦＰ　ＳＴＯＣＫ　ＴｇＮ（ＧＦＰＸ）４Ｎａｇ
ｙ，Ｃ３Ｈ／ＨｅＪマウスおよびＰＶＧ／ＯｌａＨｓｄラット由来の細胞を同一の様式で
注射した。新規に発毛するか既存の毛髪が太くなる場合には観察を行った。２～６ヵ月後
、動物を屠殺し、耳を包埋した。これについて、組織を４％パラホルムアルデヒド（シグ
マ、ダイゼンホーフェン、ドイツ）を含むＰＢＳ-/-中で２時間固定し、その後ＰＢＳ-/-

で数回リンスした。組織を室温で「Ｔｉｓｓｕｅ－Ｔｅｋ」に包埋し、暗所の４℃で２４
時間保存した。その後、セルロースを詰めたポリスチレンボックス中で組織をゆっくり－
７０℃に冷却した（いわゆる「緩慢凍結技術」）。最初に、組織ブロックを３０分間－２
０℃まで加温した。その後、低温保持装置を使用して２０μｍと４０μｍとの間の切片を
作製し、１％ポリ－Ｌ－リジン（シグマ、ダイゼンホーフェン、ドイツ）で前処理した顕
微鏡スライド上に置いた。室温で乾燥させた。その後、切片をＰＢＳ-/-で１回リンスし
、その後切片をＰＢＳ-/-または被覆媒体（例えば、グリセロール）を含む水でカバーし
た。この後、アルゴン－クリプトンレーザーを使用したツァイス社（ゲッティンゲン、ド
イツ）のレーザー顕微鏡（ＬＳＭ４１０型）（励起は４８８ｎｍ、発光波長５００～５２
０ｎｍ、Ｚ軸の間隔２μｍ）を使用して組織を分析した。
【００３３】
　その後、連続切片（２０～４０μｍ）を行い、共焦点レーザー顕微鏡を使用してＧＦＰ
（＝緑色蛍光タンパク質）発現細胞の存在について分析した。これらの実験により、ＤＰ
細胞の移植によって新規の発毛が可能であることおよび移植細胞のみが新規の毛髪を形成
する一方で、ＤＳ細胞の移植では毛髪は形成されないが、共焦点顕微鏡を使用した場合、
拡散するにつれて真皮中にＧＦＰ発現細胞集団が認められるという予備的調査を確認する
ことができた。ＤＰ細胞の移植は、単に新規の毛真皮乳頭の形成をもたらしたが、毛包結
合組織被覆物の形成には至らなかった。対照的に、ＤＳＣ細胞により新規のＤＰおよび毛
包結合組織（ＤＳ）被覆物の一部の両方が形成された。ＤＳＣ細胞により全ての真皮構造
を再構築することができる一方でＤＰ細胞はこれを行うことができないという事実により
、、ＤＳＣはあまり分化せず、ＤＰ細胞よりもより多能性であると推測することができる
。この理由のために、ＤＳＣ細胞は毛包の成体間葉系幹細胞である。図４は、ＤＳＣ細胞
の誘導特性を示す。まとめると、結果として、ＤＳＣ細胞はＤＰおよび毛包結合組織鞘が
形成される推定上の幹細胞であることが観察された。
【００３４】
　ＤＳＣの移植後に新規の毛髪が形成し、移植ＤＳＣ細胞が新規のＤＰおよび新規の結合
組織被覆物（ＤＳ）の両方を形成することを示すことができた。これは、ＤＳＣおよびＤ
Ｐ領域ならびに結合組織鞘（ＤＳ）の両方で緑色蛍光によって共焦点顕微鏡で視覚可能で
あった。細胞注入後６ヶ月間行った分析により、ＧＦＰ発現細胞は依然として関連毛包構
造に存在することが示された。注入された細胞は幹細胞に典型的な非常に遅い細胞周期を
有し、再生能力を示す。宿主の一部で非ＧＦＰ発現真皮細胞は漸増しなかった。さらに、
既存の毛髪中に１つの緑色蛍光細胞が観察されたが、これは移植されたＤＳＣ細胞が既存
のＤＰにコロニーを形成し、それによってより太い毛髪を誘導することを示す。
【００３５】
［引用文献］
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【手続補正書】
【提出日】平成25年10月2日(2013.10.2)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　より太い毛髪を産生するために、完全に新規の毛包を形成する特徴、及び/又は既存の
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毛乳頭に移行する特徴を有する真皮鞘杯細胞群を取得する方法。
【請求項２】
　ａ）既に調製された、成体生物から単離された活力のある毛髪を分割する工程と、
　ｂ）真皮毛乳頭と共に、付着した真皮鞘杯を単離する工程と、
　ｃ）前記真皮鞘杯から真皮毛乳頭を分離する工程と、
　ｄ）工程ｃ）で得た真皮鞘杯から単離された細胞を培養する工程と、
　ｅ）真皮鞘杯細胞群を取得する工程と
を含む、真皮鞘杯細胞群を取得する方法。
【請求項３】
　前記毛包が哺乳動物に由来する、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記哺乳動物がマウス、ラット、ウサギ、モルモット、ヤギ、ブタ、ウシ、またはヒト
である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　請求項１～４のいずれか１項に記載の方法によって得られた、成体生物から単離された
真皮鞘杯細胞群。
【請求項６】
　より太い毛髪を生成するために、完全に新規の毛包を形成し、既存の毛乳頭に移行する
特徴と、真皮結合組織被覆物の一部を形成する特徴と、真皮乳頭細胞よりも低いアルカリ
ホスファターゼ活性を有する特徴とを有する、成体生物から単離された真皮鞘杯細胞群。
【請求項７】
　治療、予防、および美容整形術のための手段としての請求項５または６に記載の成体生
物から単離された真皮鞘杯細胞群。
【請求項８】
　脱毛症の治療もしくは予防または遺伝子治療のための手段を調製するための請求項５ま
たは６に記載の成体生物から単離された真皮鞘杯細胞群の使用。
【請求項９】
　前記脱毛症が、円形脱毛症、男性型脱毛症、萎縮性脱毛症、毛孔性扁平苔癬、紅斑性狼
瘡、先天性貧毛症、および無毛症による脱毛症、代謝疾患に関するびまん性脱毛、火傷も
しくは外傷後の脱毛症、または化学療法後の脱毛症である請求項８に記載の使用。
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