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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　毛乳頭細胞または毛乳頭細胞を含む真皮細胞および表皮細胞と、これらの細胞に対して
外来のメラノサイトとの組み合わせからなり、当該外来のメラノサイトが毛乳頭細胞また
は毛乳頭細胞を含む真皮細胞および表皮細胞とは異種の起源に由来する、毛包を再構成す
るための組成物。
【請求項２】
　外来のメラノサイトがヒト由来であり、そして毛乳頭細胞または毛乳頭細胞を含む真皮
細胞および表皮細胞が同一種の同一または異なる動物系統に由来し、かつ、該動物がマウ
ス、ラットからなる群より選ばれる請求項１記載の組成物。
【請求項３】
　外来のメラノサイトがヒト由来であり、毛乳頭細胞を含む真皮細胞がＩＣＲ系統のアル
ビノマウスおよびメラノサイト欠損系統のマウスからなる群より選ばれるマウス由来であ
り、そして表皮細胞がＩＣＲ系統のアルビノマウスおよびメラノサイト欠損系統のマウス
からなる群より選ばれるマウス由来である請求項１または２記載の組成物。
【請求項４】
　レシピエント動物に請求項１～３のいずれかに記載の組成物が移植され、こうして再構
成毛包を担持することになったヒトを除くキメラ動物。
【請求項５】
　レシピエント動物が免疫系の抑制された動物であり、外来のメラノサイトがヒト由来で
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ある請求項４記載のキメラ動物。
【請求項６】
　レシピエント動物がヌードマウス、スキッドマウス、ヌードラットからなる群より選ば
れる免疫系が抑制された動物である請求項４または５記載のキメラ動物。
【請求項７】
　外来のメラノサイトがヒト由来であり、毛乳頭細胞を含む真皮細胞がＩＣＲ系統のアル
ビノマウスおよびメラノサイト欠損系統のマウスからなる群より選ばれるマウス由来であ
り、そして表皮細胞がＩＣＲ系統のアルビノマウスおよびメラノサイト欠損系統のマウス
からなる群より選ばれるマウス由来である請求項６記載のキメラ動物。
【請求項８】
　請求項４～７のいずれかに記載のキメラ動物を被験動物として用意し、該被験動物をあ
る一定の手段で処置し、こうして処置された被験動物の再構成毛包におけるメラノサイト
の活性をモニターし、未処置対象に対する該活性の変化の程度または差異を該手段による
メラノサイトの活性化能と関連付けることを特徴とする、ある一定の手段のメラノサイト
の活性化能の評価方法。
【請求項９】
　メラノサイトがヒト由来であり、メラノサイトの活性の変化の程度が再構成毛包からの
毛髪または該毛包近傍の表皮におけるメラニン色素量の多寡により決定される請求項８記
載の評価方法。
【請求項１０】
　メラノサイトの活性化能が抗白髪性である請求項９記載の評価方法。
【請求項１１】
　該手段が化学物質または薬物である請求項８～１０のいずれかに記載の評価方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、毛包再構成系を担持する実験動物、ならびにその作出のための細胞系および使
用に関する。
【０００２】
【従来の技術】
特定の目的に向けられた動物反応を安定に再現することのできる多種多様のキメラ動物ま
たはトランスジェニック動物は、主として、特定の疾患のモデルとして、または特定の疾
患の病因を解明するために開発されている。例えば、毛髪再構成アッセイ用として、毛芽
（特殊なケラチノサイト集塊として新生仔マウスの皮膚に存在する毛包前駆細胞）が、毛
髪誘発性の毛乳頭細胞（ラットのヒゲ由来）と一緒に移植されたヌードマウスが開発され
ている（Ｌｉｃｈｔｉ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔ　Ｄｅｒｍａｔｏｌ　１０１：１
２４－１２９，１９９３）。
【０００３】
また、新生仔マウスの毛芽に由来する培養ケラチノサイトと毛乳頭細胞とが移植されたマ
ウスでは、その移植領域の組織学的な解析により完全に組織化された上皮と毛包の再構成
が確認されている（Ｋａｍｉｍｕｒａ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔ　Ｄｅｒｍａｔｏ
ｌ　１０９：５３４－５４０，１９９７）。かような再構成毛包はｉｎ　ｖｉｖｏでの毛
髪の誘発についての信頼のおける機能性のアッセイに使用されうることが示唆されている
。
【０００４】
他方、毛髪の誘発と相俟って言及することのできる事象として毛の色調を挙げることがで
きるであろう。毛の色調は多くの場合、毛母細胞（ｈａｉｒ　ｍａｔｒｉｘ）の近傍に存
在するメラノサイトによって産生され、毛を形成する細胞に与えられるメラニンによりも
たらされるものとみなされている。白髪になるのは、かようなメラノサイトがメラニンを
産生しなくなるか、メラニンを産生しても極めて少量であるか、またはメラノサイトが減
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少ないしは消滅することが主要な原因であるといわれている。しかし、毛周期に関連して
考慮する場合、退行期（毛の増殖が止まり、毛包の短縮および棍毛の形成）および休止期
を通じて毛包から激減または消失したメラノサイトは、次期成長期においてどのように補
充され、そして毛の色調を整えることができるのか（どこから来るのか）、等については
明らかでない。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】
したがって、毛の色調を整えることのできる手段、換言すれば、ある一定の手段が白髪の
防止もしくは抗白髪作用を奏するか否かを評価できるイン・ビボの評価系を提供すること
は価値があろう。こうして、本発明の目的は、かかる評価系を提供することにある。なお
、本明細書にいう、「抗白髪性」または「抗白髪作用」とは、例えば、メラノサイトの増
殖促進、遊走能力促進、分化能促進、生存能力の増進、メラニン産生能等からなる群より
選ばれる一種以上の活性で評価できる白髪化を抑制しうる特性であり、毛の色によりそれ
らの活性が示される性質を意味する。
【０００６】
【課題を解決するための手段】
本発明者らは、上記目的を達成すべく検討してきたところ、上述の毛包の再構成が確認さ
れている、所謂、再構成毛包が、同種または異種のいずれの外来のメラノサイトを加えて
も再構成でき、しかもこうして構成された毛包のメラノサイトは活性な状態に維持できる
ことを見出した。
【０００７】
したがって、本発明によれば、毛乳頭細胞および表皮細胞と、これらの細胞に対して外来
のメラノサイトとの組み合わせからなる毛包を再構成するための系が提供される。
【０００８】
別の態様の本発明として、レシピエント動物に上記系が移植され、こうして再構成毛包を
担持するキメラ動物が提供される。
【０００９】
また、別の態様の発明として、上記キメラ動物を被験動物として用意し、該被験動物をあ
る一定の手段で処置し、こうして処置された被験動物の再構成毛包におけるメラノサイト
の活性をモニターし、未処置対象に対する該活性の変化の程度を該手段のメラノサイトの
活性化能と関連付けることを特徴とする、ある一定の手段のメラノサイトの活性化能の評
価方法も提供される。
【００１０】
【発明の具体的な態様】
本明細書において、「毛乳頭細胞（ｄｅｒｍａｌ　ｐａｐｉｌｌａｅ）」（以下、ＤＰと
いう場合あり）は、本発明の目的に沿う限り、広く毛包最下部にある毛乳頭細胞およびそ
の周辺の細胞および組織を包含する概念を表わすものとして使用されている。このような
組織としては毛乳頭細胞を含有する真皮を挙げることができる。限定されるものでないが
、このような細胞は、マウスに由来する細胞を例にすれば、バーシカンプロモーターの下
流に適当なレポーター遺伝子（例えば、ＬａｃＺ遺伝子、グリーン蛍光タンパク質（ＧＦ
Ｐ）の構造遺伝子）をつないだ発現ベクターを導入したトランスジェニックマウス（Ｖｅ
ｒ－ＬａｃＺ）から生まれた新生仔（生後４日以内に使用）から、レポーター遺伝子の発
現を目印にして取得することができる。また、毛乳頭細胞を含有する真皮としては、皮膚
から通常の調製方法によって取得される真皮が、一般に、毛乳頭細胞を含むので、そのま
ま、本発明の毛乳頭細胞として使用することもできる。
【００１１】
他方、「表皮細胞」は、皮膚の表皮または上皮の大部分を構成する細胞であり、真皮に接
する１層の基底細胞から生じる。マウスを例にすると、かような表皮細胞としては新生仔
（もしくは胎児）に由来する表皮細胞が好ましく使用できるが、ケラチノサイトの形態に
ある細胞の培養物であってもよい。かような細胞は、それ自体公知の方法により所望のド
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ナー動物の皮膚から調製することができる。
【００１２】
上記の毛乳頭細胞または毛乳頭細胞を含む真皮細胞と表皮細胞は、レシピエント動物に移
植可能であれば、それらのドナー動物の種を問うことなく使用できるが、レシピエント動
物と同種の動物に由来するものが好ましい。限定されるものでないが、レシピエント動物
がマウスである場合、上記両細胞はいずれもマウス由来であることができ、他方、両細胞
が同じマウスの系統に由来するものでなくてもよい。したがって、毛乳頭細胞または毛乳
頭細胞を含む真皮細胞を、その確認が容易な上述のいずれかのトランスジェニックマウス
（例えば、Ｖｅｒ－ＬａｃＺ系統）から取得し、他方、表皮細胞を、例えば、アルビノ（
チロシナーゼの遺伝的欠陥を有する）の性質をもつＩＣＲ系統およびメラノサイト欠損系
統（例えば、Ｗsh／Ｗshマウス）からなる群より選ばれるマウスから取得したものを使用
してもよい。本発明に従えば、かようなアルビノもしくはメラノサイト欠損の性質をもつ
動物由来の表皮細胞の使用が、後述する外来のメラノサイトの挙動をより容易にモニター
できるので好ましい。また、上記のトランスジェニックマウスもＩＣＲ系統およびメラノ
サイト欠損系統からなる群より選ばれるマウス由来であることもできる。
【００１３】
本明細書の「外来のメラノサイト」における「外来」とは、毛乳頭細胞または表皮細胞の
起源と起源が異なることを意味する。したがって、メラノサイトには、毛乳頭細胞または
表皮細胞の起源と異種動物に由来するもののみならず同種同系統であっても毛乳頭細胞ま
たは表皮細胞を採取した個体と異なる個体に由来するものをも包含する。このことは、仮
りに、毛乳頭細胞または表皮細胞調製物に生来のメラノサイトが混在する場合であっても
、かようなメラノサイト以外の追加のメラノサイトが、目的の系に必ず含められることを
意味する。
【００１４】
しかし、限定されるものでないが、毛乳頭細胞または表皮細胞がマウス由来である場合、
メラノサイトは、マウス以外の動物、例えばヒト由来であることが好ましい。このような
好ましい組み合わせを用いると、再構成毛包において、メラノサイトの分化状態に関わり
なくメラノサイトの分布をトレースすることができる（例えば、ヒトメラノサイトに対す
る抗体もしくはヒトに対する特異的抗体またはヒトの特異的遺伝子配列もしくはヒトメラ
ノサイトの特異的遺伝子配列の使用）。本発明に従えば、毛乳頭細胞（マウス）、表皮細
胞（マウス）およびメラノサイト（ヒト）からなる、所謂、キメラ再構成毛包において、
メラノサイトがその活性（例えば、メラニン産生活性）を維持しうることにも特徴がある
。また、後述する評価方法においてはヒトメラノサイトに作用しうる手段を探索できる点
も本発明に備わる特徴である。
【００１５】
本発明で用いることのできるメラノサイトは、本発明の目的に沿って、メラニン色素の産
生能を有するものであれば、いかなる種の動物に由来するものであってもよいが、上記の
ような特徴を活かすには、上述のとおり、ヒト由来のメラノサイトが好ましい。メラノサ
イトは、適当な組織、例えば表皮、さらに包皮、等からそれ自体公知の方法で調製するこ
とができる。また、市販品を使用することもできる。例えば、ヒト由来の培養メラノサイ
トは、ＮＨＥＭ細胞の名称の下にＣａｓｃａｄｅ社またはクラボウ社等から入手できる。
【００１６】
他方、以上の毛乳頭細胞および表皮細胞は、上述のとおり、それらのレシピエント動物と
同種の動物に由来するものが好ましく、本発明の目的上、かかる動物の具体的なものとし
ては、マウス、ラットを挙げることができる。
【００１７】
本発明の「毛包を再構成するための系」は、上記の毛乳頭細胞および表皮細胞と、外来の
メラノサイトとの組み合わせからなる。かような「組み合わせからなる・・・・・系」と
は、上記の各細胞を一体として含む場合だけでなく、将来一体として使用する目的で各細
胞が個別に保存されるように、例えば、個別の容器に入れられている形態をも包含する意
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味を有する。したがって、それらが上記の系を再構成する目的で使用される限り、本発明
の範囲内にある。また、「毛包を再構成する」とは、レシピエント動物において、発毛ま
たは育毛を支持しうる器官として役立ちうる再構成毛包（またはキメラ毛包）をもたらし
うることを意味する。このような器官には、毛乳頭細胞、毛母細胞、毛包上皮系細胞・組
織（例えば、毛根鞘）、脂腺、毛包をとりまく結合組織等が含まれるであろう。
【００１８】
本発明に従う、上記の系は、適当なレシピエント動物に移植した場合に、再構成毛包を担
持するキメラ動物を提供しうる。かかるキメラ動物は、毛包内に活性な（好ましくは、異
種動物由来）メラノサイトを有するので、メラノサイトの機能またはメラノサイトの活性
に影響を及ぼしうる手段（薬物および環境等を含む）の評価をする上で有用である。レシ
ピエント動物は、該動物に移植される系に含まれる各細胞の起源に拘わりなく、免疫系が
抑制された動物であることが好ましい。また動物種としては、実験動物として使用しうる
ものであり、本発明の目的に沿うものである限り、いかなる動物であってもよいが、好ま
しくは、マウス、ラット等を挙げることができる。このような動物のうち、免疫系が抑制
されているものとしては、マウスを例にすれば、ヌードマウスのように、胸腺欠損のごと
き形質をもつものが挙げられる。なお、本発明の目的を考慮すれば、特に好ましいレシピ
エント動物としては、市販のヌードマウス（例えば、Ｂａｌｂ－ｃ　ｎｕ／ｎｕ系統）、
スキッドマウス（例えば、Ｂａｌｂ／ｃ－ＳＣＩＤ）、ヌードラット（例えば、Ｆ３４４
／Ｎ　Ｊｃｌ－ｒｎｕ）を挙げることができる。このようなレシピエント動物を使用し、
そして表皮細胞としてアルビノの性質を持つマウス（例えば、ＩＣＲ系統）またはメラノ
サイト欠損マウス（例えば、Ｗsh／Ｗsh）由来のものを使用して得られる再構成毛包は、
該毛包に含まれるメラノサイトの活性のトレースが容易である点で特に好ましい。
【００１９】
本発明に従えば、上記のメラノサイトがヒト由来であっても、上記の特に好ましいレシピ
エント動物、表皮細胞を使用することによって、再構成毛包からメラニン色素を含む毛が
誘発および発育する。また、毛包の周辺領域にもメラニン色素の産生が観察できる。さら
に、移植後６週目の毛の実体顕微鏡観察によると、その間に毛の色が、例えば灰色から白
に変わることはなく、メラニンを産生するメラノサイトが長期間、再構成毛包に存在して
いることが確認されている。さらにまた、移植に際して、ヒト由来のメラノサイトの混合
量が多いと毛の色が、一般に、濃くみえることから、再生された毛の色は毛乳頭細胞周囲
のヒト由来のメラノサイトのメラニン産生量に依存するものとみなされる。
【００２０】
かような、本発明に従う、毛包を再構成するため系をレシピエント動物に移殖する方法は
、それ自体公知の移殖方法によることができる。例えば、ヌードマウスの背部に該系を移
殖する場合、その背部の直径約１ｃｍの円に対し、毛乳頭細胞は、約５０万～１０００万
個、好ましくは約１００万～約４００万個、マウス表皮細胞は、約１００万～４０００個
、好ましくは約１０００万～約２０００万個使用し、培養ヒトメラノサイト（ＤＡＲＫ）
は、約５０万～１０００万個、好ましくは、約１００万個～５００万個、使用することが
できる。
【００２１】
以上のような再構成毛包を担持するキメラ動物は、再構成毛包から、長期にわたってメラ
ニンを含む毛を誘発し、そして育成しうるので、毛の成長および毛の色を濃くするのに関
与する細胞もしくは組織、または器官、例えば、メラノサイト、毛乳頭、毛母細胞等が正
常に働いているものとみなされる。したがって、本発明に従うキメラ動物は、
１）メラノサイトを活性化させることにより、毛の色を濃くする作用のある薬物のスクリ
ーニング、
２）毛乳頭を活性化させることにより、毛の成長を促し、毛全体の色を濃くする作用のあ
る薬物のスクリーニング、
３）毛母細胞を刺激することにより毛の成長を促し、毛全体の色を濃くする作用のある薬
物のスクリーニング、
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４）毛乳頭を刺激することにより毛包内のメラノサイトを活性化させ、毛の色を濃くする
作用のある薬物のスクリーニング、
５）毛母細胞を刺激することにより毛包内のメラノサイトを活性化させ、毛の色を濃くす
る作用のある薬物のスクリーニング、
６）上記の作用のうちいずれか、あるいは全体の組み合わせにより、毛の色を濃くする作
用のある薬物およびその組み合わせ作用を有する薬物のスクリーニング、等に使用できる
。なお、本発明に従うメラノサイトの活性化薬物または化学物質の範囲には、メラノサイ
トの成長、分化、増殖、生存、運動能力のうちのいずれかまたは、いずれかの活性のうち
いくつか、あるいはすべてを刺激し活性化することにより、毛の色を濃くする作用を持つ
薬物であり、毛の色によりその活性が示されるものが包含される。
【００２２】
このような使用態様に係る発明の一態様としては、
（Ａ）上述のキメラ動物を被験動物として用意する段階、
（Ｂ）該被験動物をある一定の手段で処置し、こうして処置された被験動物の再構成毛包
におけるメラノサイトの活性をモニターする段階、
（Ｃ）未処置対象（例えば、段階（Ｂ）の処置を行っていない被験動物の再構成毛包にお
けるメラノサイトの活性）に対する段階（Ｂ）の活性の変化の程度を該手段によるメラノ
サイトの活性化能と関連付ける段階、
を含んでなるメラノサイトの活性化能の評価方法が挙げられる。
【００２３】
かような評価方法でメラノサイトの活性化能を、再構成毛包からの発毛のメラニン色素の
多寡によって評価できる。また、発毛および毛の成長の程度により、毛乳頭、毛母細胞の
いずれか一方または両方に、段階（Ｂ）の手段がいかに影響を及ぼしうるか、を評価でき
るであろう。かような手段としては、被験動物が置かれる環境、例えば、ストレス環境、
それに対立するリラクセーションが図れる環境等、ならびに、被験動物の再構成毛包に塗
布されるか皮下注入される薬物もしくはあらかじめメラノサイトを処理しておく薬物、あ
るいは経口投与される薬物を挙げることができる。また、薬物は再構成毛包を担持するキ
メラ動物を作出する際に、上記の毛包を再構成するための系に添加してもよい。
【００２４】
また、上記メラノサイトの活性のモニターは、ヒト由来メラノサイトを使用して再構成毛
包を確立した場合には、メラニン生合成経路のいずれかの酵素それら自体、またはそれら
の酵素をコードするＤＮＡ、ｍＲＮＡ等について、それ自体公知のアッセイを使用して検
出してもよい。別法として、キメラ動物の毛を抜去もしくは剪毛した後、新たに生えてく
るかまたは成長してくる毛、あるいは毛の周期を繰り返して新たに生じた毛におけるメラ
ニン含量を測定してもよい。
【００２５】
【実施例】
以下、具体例を挙げて本発明をより具体的に説明するが、これらは本発明の理解を容易に
する目的で提供するものであり、本発明の範囲を限定するものでない。
【００２６】
Ｉ．各種細胞の調製例
例１：マウス由来毛乳頭細胞
（１－１）　バーシカン（Ｖｅｒｓｉｃａｎ）プロモーター下流に適当なマーカータンパ
ク（例；ＬａｃＺ）の構造遺伝子をつないだ発現ベクターを導入したトランスジェニック
マウスから生まれた新生仔（生後４日以内に使用）のうち、ＬａｃＺ陽性の個体を選別す
る。
（１－２）　各個体をエタノールと適当な洗浄液（例；リン酸緩衝生理食塩水。ＰＢＳと
呼称）で洗浄後、背部皮膚を剥離し、０.２５％トリプシン／ＰＢＳ中で４℃下で一晩静
置する。
（１－３）　翌日、ピンセットなどにより表皮と真皮を分離し、真皮側を０.３５％コラ
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ゲナーゼ／ＤＭＥＭ（ダルベッコ変法イーグル最少培地。以下ＤＭＥＭと呼称。）などに
より３７℃下で約１時間ほど処理する。
（１－４）　（１－３）を念入りに懸濁操作を行なったのち、７０μメーターのポアサイ
ズを持つセルストレーナーに通し、次いで遠心分離器によって細胞を集める。
（１－５）　集めた細胞を適当なセルソーターを用いて、ＬａｃＺ遺伝子の発現した細胞
のみ回収し、適当な培養液（例；ＤＭＥＭに１０％のウシ胎児血清（ＦＢＳと呼称））で
培養するか、使用前日まで通常の細胞凍結溶液で凍結保存する。
（１－６）　使用前日までに細胞を適当な培養条件（例；ＤＭＥＭ＋１０％中で５％ＣＯ

2存在下、３７℃など）におき、翌日手術直前にトリプシンなどにより調製する。
【００２７】
例２：マウス由来表皮細胞
（２－１）　手術前日、アルビノの性質を持つマウス（例；ＩＣＲ系統）の新生仔より（
１－１）、（１－２）と同様の方法により皮膚をトリプシン処理する。
（２－２）　ピンセットなどにより表皮部分のみ剥離し、細切後、適当な培養液（例；ケ
ラチノサイト用培養液、以下ＫＧＭと呼称。）中で４℃で約１時間懸濁処理する。
（２－３）　７０μメーターのポアサイズを持つセルストレーナーを通した（２－２）を
遠心分離器にかけて表皮細胞を回収する。
（２－４）　レシピエント動物１個体あたり、２匹の新生仔由来に相当する量の表皮細胞
を手術に用いる。相当量の細胞をＫＧＭで懸濁して、使用直前まで氷上に静置する。また
、回収した細胞は凍結保存した後、使用前に解凍して用いることもできる
例３：マウス由来真皮細胞
（３－１）　手術前日、アルビノの性質を持つマウス（例；ＩＣＲ系統）の新生仔より（
１－１）、（１－２）と同様の方法により皮膚をトリプシン処理する。
（３－２）　ピンセットなどにより表皮部分を剥離し、残った真皮を細切後、０.３５％
のコラゲナーゼを含んだ適当な培養液（例；ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳなど）中で３７℃で
約１時間懸濁処理する。
（３－３）　１００μメーターのポアサイズを持つセルストレーナーを通した（２－２）
を遠心分離器にかけて真皮細胞を回収する。
【００２８】
レシピエント動物１個体あたり、２匹の新生仔由来に相当する量の真皮細胞を手術に用い
る。これと単離毛乳頭細胞を同時に用いることはない。相当量の細胞をＤＭＥＭ＋１０％
ＦＢＳなどで懸濁して、使用直前まで氷上に静置するか、または凍結保存する。
【００２９】
例４：ヒト由来培養メラノサイト
（４－１）　市販の包皮由来メラノサイトを（例；Ｃａｓｃａｄｅ社の販売している、Ｎ
ＨＥＭ細胞など。）メラノサイト用培養液（例Ｃａｓｃａｄｅ社のＭ１５４ｓ培地など）
で培養する。手術当日までにレシピエント動物１個体あたり５０万から１０００万個に相
当する量まで増殖させる。
（４－２）　使用直前に、０.０５％トリプシン処理により培養器からはがし、培養液中
に懸濁して、使用直前まで氷上に放置する。
【００３０】
例５：マウス由来メラノサイト
（５－１）　手術一週間以上前に新生仔マウス（実施例においては、Ｃ５７Ｂｌａｃｋ／
６系統を使用）より（１－１）、（１－２）に準ずる方法により皮膚を単離し、トリプシ
ン処理する。
（５－２）　表皮を剥離後、０.０２％ＥＤＴＡを含んだＰＢＳ中に剥離表皮を浮かべる
。
（５－３）　穏やかに混合した後、３７℃中で約８分間振とうする。
（５－４）　７０μメーターのセルストレーナーに通した後、細胞を遠心分離器により回
収し、メラノサイト用の培養液中で培養する。培養条件は、細胞の状態による。
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（５－５）　使用直前に、０.０５％トリプシン処理により培養器からはがし、培養液中
に懸濁して、使用直前まで氷上に放置するか、または凍結保存する。
【００３１】
ＩＩ．毛包再構成方法（動物への移植方法）
例ＩＩ－１：マウス由来毛乳頭細胞を用いる場合
用意するもの；下記ＩＩ－（１－１）、（１－２）、（１－３）を適当量混合し、「再構
成毛包作成手順」の「細胞懸濁液」として用いる。
ＩＩ－（１－１）　Ｖｅｒｓｉｃａｎプロモーター下流に適当なマーカータンパク（例；
ＬａｃＺ）の構造遺伝子をつないだ発現ベクターを導入したトランスジェニックマウスの
新生仔真皮から調製した毛乳頭細胞（Ｄｅｒｍａｌ　Ｐａｐｉｌａ；以下ＤＰと呼称）。
再構成手術を行なう前日以前に調製し、手術当日にトリプシン処理により回収する。
ＩＩ－（１－２）　マウス由来表皮細胞。手術前日、アルビノの性質を持つマウス（例；
ＩＣＲ系統）の新生仔より、皮膚を採取し、手術当日トリプシン処理により調製。こうし
て調製された細胞は凍結保存後に使用することもできる。
ＩＩ－（１－３）　培養メラノサイト。（ＡまたはＢを用いる）
Ａ．ヒト由来メラノサイト。市販の包皮由来メラノサイトを継代培養したもの（例；Ｃａ
ｓｃａｄｅ社の販売している、ＮＨＥＭ細胞など。）。手術当日トリプシン処理により調
製。こうして調製された細胞は凍結保存後に使用することもできる。
【００３２】
Ｂ．マウス由来メラノサイト。新生仔マウス（実施例においては、Ｃ５７Ｂｌａｃｋ／６
系統を使用。）より手術一週間以上前に単離し、培養系に移して継代培養したもの。手術
当日トリプシン処理により調製。こうして調製された細胞は凍結保存後に使用することも
できる。
【００３３】
例ＩＩ－２：マウス真皮を用いる場合
前記ＩＩ－（１－１）に変わり、手術前日アルビノの性質を持つマウス（例；ＩＣＲ系統
）の新生仔より、皮膚を採取し、手術当日コラゲナーゼ処理により調製したものを用いて
「細胞懸濁液」を作成する。こうして調製された細胞懸濁液は凍結保存後に使用すること
もできる。
【００３４】
＜再構成毛包作成手順＞
用意するもの：
レシピエント動物（例；Ｂａｌｂ－ｃ　ｎｕ／ｕｎ系統ヌードマウス。５週齢以上）、
シリコン製の直径１センチ程度のドーム状キャップ（以下バルブと呼称）、
麻酔薬、
手術用ハサミ、ピンセット、縫合器
マイクロピペッター
「細胞懸濁液」：メラノサイト、表皮細胞、真皮細胞あるいは毛乳頭細胞からなる。各細
胞の調製方法は上述参照。細胞を培養液（ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳなど）約１５０μｌ程
度に懸濁し氷上に静置したものまたは凍結保存したものから手術直前に調製する。
【００３５】
＜手順＞
（ｉ）　　ヌードマウスを麻酔。
（ｉｉ）　背部皮膚を直径１センチ弱に切り取る。
（ｉｉｉ）傷口にバルブを挿入し、縫合器で固定する。
（ｉｖ）　バルブ内に、細胞懸濁液をピペッターを用いて注入する。
（ｖ）　　そのまま約１週間飼育し、バルブをはずす。
（ｖｉ）　１～２週間後、かさぶたが取れた跡に、再構成毛包の生育を観察することがで
き、メラノサイトを懸濁液に入れた場合には、本来アルビノの純白の毛色であるはずが灰
色に変色することを観察できる。
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（ｖｉｉ）この毛色がメラニン色素由来であることは、組織学的観察により明確にされる
。
【００３６】
結果
以上、上記の各細胞および上記の手順に準じて作出した再構成毛包担持動物の具体的な条
件（毛包を再構成するための系；＋印が含まれる細胞である。）および毛の色および移植
皮膚色について下記表－１にまとめて記載する。また、実験番号２、５、６、７、８およ
び１０で作出された動物の背部の状態を表す図面に代わる写真を図１として添付する。
【００３７】
【表１】
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【００３８】
例ＩＩＩ　抗白髪性薬物の評価
例ＩＩ－２の＜手順＞に従い実験番号７の毛包を再構成するための系をヌードマウスへ移
植し、約３～４週後に再構成された毛を抜去した。抜去後、それぞれ、幹細胞因子（以下
、ＳＣＦと略記する）、α－メラニン細胞刺激ホルモン（以下、ＭＳＨと略記する）、お
よびｐ－アミノ安息香酸（以下、ＰＡＢＡと略記する）を含有する溶液（それぞれ、動物
の体重１ｇ当たり、ＳＣＦの３０ｎｇ、ＭＳＨの１ｐｍｏｌおよびＰＡＢＡの５０ｎｇ）
、またはリン酸緩衝溶液（ＰＢＳ：比較）を動物の皮下に毎日注射し、これを１週間繰り
返した。
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【００３９】
その後、再び再生される毛が十分成長した後（約３週間後）、再生毛を剪みにより刈り取
り集めた。毛を溶解後、吸光度によりメラニン含量を定量した。結果を図２に示す。図よ
り、各種因子の添加により再生毛中のメラニン含量が有意に増加することがわかる。した
がって、本発明のキメラ動物は、少なくとも抗白髪性薬物のスクリーニングに使用できる
。
【図面の簡単な説明】
【図１】例ＩＩ－２で作出されたキメラマウスの背部の状態を表す図面に代わる写真であ
る。図中の数字は、それぞれ実験番号を表す。
【図２】例ＩＩＩにより数種の因子の作用下における本発明に従うキメラマウスの再生毛
中のメラニン含量の変化を示すグラフである。

【図１】 【図２】



(12) JP 4373652 B2 2009.11.25

10

20

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ          　　　　　

(72)発明者  常長　誠
            神奈川県横浜市都筑区早渕２－２－１　株式会社資生堂　リサーチセンター
(72)発明者  出田　立郎
            神奈川県横浜市都筑区早渕２－２－１　株式会社資生堂　リサーチセンター

    審査官  柴原　直司

(56)参考文献  国際公開第９９／０４５７７０（ＷＯ，Ａ１）
              特表平０８－５００５９５（ＪＰ，Ａ）
              J. Invest. Dermatol., (1993), 100, [3], p.229-236
              Prog. Neuropsychopharmacol. Biol. Psych., (2000), 24, [6], p.925-938
              Blood, (1994), 83, [12], p.3509-3516
              J. Invest. Dermatol., (1998), 111, [5], p.767-775
              Exp. Gerontol., (2001.01), 36, [1], p.29-54
              Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1988), 85, [20], p.7739-7742

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              C12N  15/00-15/90
              C12N   1/00-7/08
              A01K  67/027
              JSTPlus/JMEDPlus/JST7580(JDreamII)
              PubMed


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

