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(57)【要約】
【課題】人工皮膚モデルを製造可能な新たな方法を提供
する。
【解決手段】細胞外マトリックス成分を含む被膜２で細
胞３の表面が被覆された被覆細胞１を準備すること、被
覆細胞１を培養し、被覆細胞１が積層された真皮組織層
７を形成すること、及び、真皮組織層７上に表皮細胞８
を配置して表皮層１２を形成することを含む、人工皮膚
モデルの製造方法。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
細胞外マトリックス成分を含む被膜で細胞の表面が被覆された被覆細胞を準備すること、
前記被覆細胞を培養し、前記被覆細胞が積層された真皮組織層を形成すること、及び、
前記真皮組織層上に表皮細胞を配置して表皮層を形成すること、を含む、人工皮膚モデル
の製造方法。
【請求項２】
前記被覆細胞の準備は、細胞を、ＲＧＤ配列を有する第１物質と、前記第１物質と相互作
用する第２物質とに交互に接触させ、前記細胞表面に前記第１物質を含む被膜と前記第２
物質を含む被膜とを含む細胞外マトリックス成分を含む被膜を形成することを含む、請求
項１記載の製造方法。
【請求項３】
前記第１物質は、フィブロネクチン、ビトロネクチン、ラミニン、カドヘリン、ポリリジ
ン、エラスチン、ＲＧＤ配列を結合させたコラーゲン、ＲＧＤ配列を結合させたゼラチン
、キチン、及びキトサンからなる群から選択され、前記第２物質は、ゼラチン、デキスト
ラン硫酸、ヘパリン、ヒアルロン酸、グロブリン、アルブミン、ポリグルタミン酸、コラ
ーゲン、及びエラスチンからなる群から選択される、請求項２記載の製造方法。
【請求項４】
前記真皮組織層内に、組織付属器官を形成することを含む、請求項１から３のいずれかに
記載の製造方法。
【請求項５】
前記真皮組織層の形成は、前記被覆細胞を培養して前記被覆細胞が積層された細胞層を形
成すること、前記細胞層上に組織付属器官を構成する細胞を配置すること、及び前記組織
付属器官を構成する細胞が配置された細胞層上に前記被覆細胞を配置し、培養して前記被
覆細胞が積層された細胞層を形成することを含む、請求項１から４のいずれかに記載の製
造方法。
【請求項６】
前記真皮組織層の形成は、前記被覆細胞が少なくとも２層以上積層されるように、前記被
覆細胞を配置することを含む、請求項１から５のいずれかに記載の製造方法。
【請求項７】
細胞外マトリックス成分と積層された細胞とを含む真皮組織層と、
前記真皮組織層上に形成された表皮層とを含み、
請求項１から６のいずれかに記載の製造方法により製造される人工皮膚モデル。
【請求項８】
前記表皮層において、隣接する表皮細胞間にタイトジャンクションが形成されている、請
求項７記載の人工皮膚モデル。
【請求項９】
前記真皮組織層に形成された組織付属器官を含む、請求項７又は８に記載の人工皮膚モデ
ル。
【請求項１０】
請求項７から９のいずれかに記載の人工皮膚モデルを用いた被検物質の皮膚に対する刺激
性を評価する方法であって、
前記被検物質を前記人工皮膚モデルと接触させること、及び、
前記被検物質の接触による刺激に対する応答を測定することを含む、評価方法。
【請求項１１】
被検物質の刺激性の評価キットであって、請求項７から９のいずれかに記載の人工皮膚モ
デルを含む、評価キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、人工皮膚モデルの製造方法、及びその方法により製造される人工皮膚モデル
に関する。
【背景技術】
【０００２】
　化粧品、医薬品及び医薬部外品等といったヒトに直接適用される物質の研究開発におい
て、薬効試験、薬理試験及び安全性試験等といった物質の評価試験は重要である。これら
の試験は、従来、マウスやラット等の動物を用いて行われているが、近年、動物愛護の観
点から動物実験の見直しが求められ、これまでに動物実験に代わる様々な方法が提案され
ている。その方法の１つとして、培養皮膚モデルを用いたin vitro試験等がある。
【０００３】
　また、移植医療や再生医療の分野において、培養皮膚は、火傷や創傷の治療のための被
覆材として用いられている。
【０００４】
　このような理由から、培養表皮や培養皮膚等の研究開発が広く行われており、様々な提
案がなされている。例えば、表皮細胞をコラーゲンゲル上で三次元的に培養した培養表皮
（例えば、特許文献１）、線維芽細胞を埋め込んだコラーゲン上に上皮を除去した羊膜を
配置し、その上で正常ヒト角化細胞を分化誘導して表皮層を形成した、真皮と表皮とを含
む培養皮膚等がある（例えば、特許文献２、非特許文献１等）。また、その他には、細胞
外マトリックス成分と細胞とを含む細胞培養液を循環培養する経路内にメッシュ部材と液
流制御部材とが配設されたリアクターを用いて高密度真皮様組織を作製し、ついで細胞成
長因子とコラーゲン結合ドメインとを組み合わせた組換えタンパク質及び表皮細胞を用い
て表皮層を形成する方法がある（例えば、特許文献３）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特許２７７３０５８号
【特許文献２】ＷＯ２００５／０８７２８６
【特許文献３】特開２０１０－１７２２４７号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】K. Hashimoto et al., Cell Tissue Res. 2006, 69, 326.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　しかしながら、特許文献１及び２並びに非特許文献１のように、支持体としてコラーゲ
ンゲルを用いた場合、コラーゲンゲルの収縮や分解に伴い、長期安定性に劣るという問題
や表皮層と真皮層との接着性が不安定であるという問題がある。また、特許文献３の方法
では、真皮層形成のために特別な装置が必要であるという問題や、表皮層形成のために細
胞成長因子とコラーゲン結合ドメインとを組み合わせた組換えタンパク質が必要であると
いう問題がある。このため、人工皮膚モデルを製造可能な新たな方法が求められている。
【０００８】
　そこで、本発明は、人工皮膚モデルを製造可能な新たな方法を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、細胞外マトリックス成分を含む被膜で細胞の表面が被覆された被覆細胞を準
備すること、前記被覆細胞を培養し、前記被覆細胞が積層された真皮組織層を形成するこ
と、及び、前記真皮組織層上に表皮細胞を配置して表皮層を形成することを含む人工皮膚
モデルの製造方法に関する。
【発明の効果】
【００１０】



(4) JP 2012-205516 A 2012.10.25

10

20

30

40

50

　本発明によれば、例えば、人工皮膚モデルを製造可能な新たな方法を提供できる。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】図１は、本発明の人工皮膚モデルの製造方法の一例を示す模式図である。
【図２】図２Ａは、播種した細胞数と積層された細胞の層数との関係を示すグラフの一例
であり、図２Ｂは、播種した細胞数と収率との関係を示すグラフの一例である。
【図３】図３Ａは、培養日数とＤＮＡ量との関係を示すグラフの一例であり、図３Ｂは、
培養日数と三次元組織の厚みとの関係を示すグラフの一例である。
【図４】図４Ａは、実施例１の人工皮膚モデルの分化誘導前の顕微鏡写真の一例であり、
図４Ｂは、人工皮膚モデルの顕微鏡写真の一例である。
【図５】図５Ａは、実施例２の人工皮膚モデルの分化誘導前の顕微鏡写真の一例であり、
図５Ｂは、人工皮膚モデルの顕微鏡写真の一例である。
【図６】図６Ａは、実施例３の人工皮膚モデルの分化誘導前の顕微鏡写真の一例であり、
図６Ｂは、人工皮膚モデルの顕微鏡写真の一例である。
【図７】図７は、比較例１の培養皮膚の顕微鏡写真の一例である。
【図８】図８Ａは、参考例１の培養皮膚の分化誘導前の顕微鏡写真の一例であり、図８Ｂ
は、培養皮膚の顕微鏡写真の一例である。
【図９】図９Ａは、人工皮膚モデル又は培養皮膚の培養日数と経皮電気抵抗（ＴＥＲ）と
の関係を示すグラフの一例であり、図９Ｂは、真皮組織層における細胞の層数とＴＥＲと
の極大日との関係を示すグラフの一例である。
【図１０】図１０は、実施例５の人工皮膚モデルの共焦点レーザー走査顕微鏡（ＣＬＳＭ
）画像の一例である。
【図１１】図１１は、実施例６の人工皮膚モデルの共焦点レーザー走査顕微鏡（ＣＬＳＭ
）画像の一例である。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　本発明は、細胞外マトリックス成分を含む被膜で細胞の表面が被覆された被覆細胞を培
養して真皮組織層を形成し、その真皮組織層上に表皮層を形成すれば、例えば、細胞積層
のための支持体としてコラーゲンゲルや、特別な装置及び組換えタンパク質等を使用しな
い場合であっても、人工皮膚モデルを得ることができる、という知見に基づく。なお、本
発明においてこれらの特別な装置及び又は細胞成長因子とコラーゲン結合ドメインとを組
み合わせた組換えタンパク質を使用することを排除するものではなく、本発明の製造方法
においてこれらを使用してもよいし、使用しなくてもよい。
【００１３】
　本発明の製造方法によれば、真皮組織層の形成に被覆細胞を使用するため、例えば、簡
単かつ短時間で真皮組織層を形成できる。また、本発明の製造方法によれば、真皮組織層
の形成に被覆細胞を使用するため、積層構造の長期安定性に優れる真皮組織層を形成する
ことができる。このため、本発明の製造方法によれば、簡単かつ短時間で、長期安定性に
優れる人工皮膚モデルを製造することができる。本発明の製造方法によれば、真皮組織層
上に表皮層を直接形成できるため、真皮組織層と表皮層との接着性に優れる人工皮膚モデ
ルを製造することができる。
【００１４】
　本発明の製造方法によれば、経皮電気抵抗（ＴＥＲ）を測定可能な、真皮組織層と表皮
層とを含む人工皮膚モデルを製造することができる。このため、本発明の人工皮膚モデル
によれば、例えば、in vivoにより近い状態で皮膚（表皮層）のバリア機能の評価を行う
ことができる。本発明の製造方法により製造される人工皮膚モデルがＴＥＲを測定できる
メカニズムは定かではないが、以下のように推測される。すなわち、被覆細胞を培養する
ことにより形成された真皮組織層上で、表皮細胞の分化誘導を行うことにより、表皮層に
おける緻密性が向上し、隣接する表皮細胞同士が密着し、かつそれらの間にタイトジャン
クションが形成されるものと考えられる。但し、本発明はこれらのメカニズムに限定して
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解釈されなくてもよい。
【００１５】
　すなわち、本発明は、
[１] 細胞外マトリックス成分を含む被膜で細胞の表面が被覆された被覆細胞を準備する
こと、前記被覆細胞を培養し、前記被覆細胞が積層された真皮組織層を形成すること、及
び、前記真皮組織層上に表皮細胞を配置して表皮層を形成することを含む人工皮膚モデル
の製造方法；
[２] 前記被覆細胞の準備は、細胞を、ＲＧＤ配列を有する第１物質と、前記第１物質と
相互作用する第２物質とに交互に接触させ、前記細胞表面に前記第１物質を含む被膜と前
記第２物質を含む被膜とを含む細胞外マトリックス成分を含む被膜を形成することを含む
[１]記載の製造方法；
[３] 前記第１物質は、フィブロネクチン、ビトロネクチン、ラミニン、カドヘリン、ポ
リリジン、エラスチン、ＲＧＤ配列を結合させたコラーゲン、ＲＧＤ配列を結合させたゼ
ラチン、キチン、及びキトサンからなる群から選択され、前記第２物質は、ゼラチン、デ
キストラン硫酸、ヘパリン、ヒアルロン酸、グロブリン、アルブミン、ポリグルタミン酸
、コラーゲン、及びエラスチンからなる群から選択される[２]記載の製造方法；
[４] 前記真皮組織層内に組織付属器官を形成することを含む[１]から[３]のいずれかに
記載の製造方法；
[５] 前記真皮組織層の形成は、前記被覆細胞を培養して前記被覆細胞が積層された細胞
層を形成すること、前記細胞層上に組織付属器官を構成する細胞を配置すること、及び前
記組織付属器官を構成する細胞が配置された細胞層上に前記被覆細胞を配置し、培養して
前記被覆細胞が積層された細胞層を形成することを含む[１]から[４]のいずれかに記載の
製造方法；
[６] 前記真皮組織層の形成は、前記被覆細胞が少なくとも２層以上積層されるように、
前記被覆細胞を配置することを含む[１]から[５]のいずれかに記載の製造方法；
[７] 細胞外マトリックス成分と積層された細胞とを含む真皮組織層と、前記真皮組織層
上に形成された表皮層とを含み[１]から[６]のいずれかに記載の製造方法により製造され
る人工皮膚モデル；
[８] 前記表皮層において、隣接する表皮細胞間にタイトジャンクションが形成されてい
る、[７]記載の人工皮膚モデル；
[９] 前記真皮組織層に形成された組織付属器官を含む[７]又は[８]に記載の人工皮膚モ
デル；
[１０] [７]から[９]のいずれかに記載の人工皮膚モデルを用いた被検物質の皮膚に対す
る刺激性を評価する方法であって、前記被検物質を前記人工皮膚モデルと接触させること
、及び、前記被検物質の接触による刺激に対する応答を測定することを含む、評価方法；
[１１] 被検物質の刺激性の評価キットであって[７]から[９]のいずれかに記載の人工皮
膚モデルを含む評価キット;
に関する。
【００１６】
　本明細書において「人工皮膚モデル」とは、ヒトの皮膚の構造、特に表皮と真皮とを含
む部分の構造及びその環境を再現又は模倣したものをいう。また、人工皮膚モデルは、好
ましくは被検物質の皮膚に対する薬効試験、薬理試験及び安全性試験等といった薬剤評価
のために利用可能な実験又は試験ツールとなりうるものを含み、より好ましくは本発明の
製造方法により製造された人工皮膚モデルを含む。人工皮膚モデルは、例えば、皮膚に含
まれる組織付属器官及び又はそれを構成する細胞等を含んでいてもよい。組織付属器官と
しては、例えば、血管、リンパ管、脂腺、汗腺、毛、及び毛嚢等が挙げられる。組織付属
器官を構成する細胞としては、例えば、血管内皮細胞、リンパ管内皮細胞、免疫細胞、メ
ラニン細胞、樹状細胞、ランゲルハンス細胞、毛胞細胞、毛乳頭細胞、皮脂腺細胞、及び
脂肪細胞等が挙げられる。また、人工皮膚モデルは、上記以外のその他の細胞を含んでい
てもよい。その他の細胞としては、例えば、癌細胞、癌周辺に存在する又は存在しうる細
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胞等が挙げられる。
【００１７】
　本明細書において「被覆細胞」とは、細胞外マトリックス成分を含む被膜と細胞とを含
み、その細胞表面が該被膜によって被覆されている細胞をいう。細胞としては、例えば、
線維芽細胞、上皮細胞、血管内皮細胞、リンパ管内皮細胞、神経細胞、組織幹細胞、胚性
幹細胞、及び免疫細胞等の接着性細胞が挙げられる。細胞は、一種類でもよいし、二種類
以上を用いてもよい。
【００１８】
　本明細書において「真皮組織層」とは、細胞と細胞外マトリックス成分との集合体で構
成されるものであって、被覆細胞が三次元に積層されたものをいい、好ましくは皮膚の真
皮の形態及び又は環境に類似及び又は模したものをいう。真皮組織層は、上記の組織付属
器官及び又はそれを構成する細胞を含んでいてもよい。
【００１９】
　［人工皮膚モデルの製造方法］
　本発明の人工皮膚モデルの製造方法は、細胞外マトリックス成分を含む被膜で細胞の表
面が被覆された被覆細胞を準備すること、前記被覆細胞を培養し、前記被覆細胞が積層さ
れた真皮組織層を形成すること、及び前記真皮組織層上に表皮細胞を配置して表皮層を形
成することを含む。
【００２０】
　［被覆細胞］
　被覆細胞は、細胞の表面に細胞外マトリックス成分を含む被膜を形成することにより調
製できる。本明細書において「細胞外マトリックス成分」とは、生体内で細胞の外の空間
を充填し、骨格的役割、足場を提供する役割、及び又は生体因子を保持する役割等の機能
を果たす生体内物質をいう。また、細胞外マトリックス成分は、さらに、in vitro細胞培
養において骨格的役割、足場を提供する役割及び又は生体因子を保持する役割等の機能を
果たしうる物質を含んでいてもよい。
【００２１】
　細胞外マトリックス成分を含む被膜は、形成作業の容易性、厚みの調整の容易性、及び
細胞培養効率の観点から、ＲＧＤ配列を有する第１物質（以下、「第１物質」ともいう）
を含む膜と、前記第１物質と相互作用する第２物質（以下、「第２物質」ともいう）を含
む膜とを含むことが好ましく、隣接する被覆細胞間の接着性向上の観点から、これらの膜
が交互に積層されていることがより好ましい。細胞外マトリックス成分を含む被膜におい
て、隣接する被覆細胞間の接着性向上の観点から、細胞表面に隣接して形成された膜及び
又は最外層の膜であることが好ましく、より好ましくは少なくとも最外層の膜が第１物質
を含む膜であり、さらにより好ましくは細胞表面に隣接する膜及び最外層の膜が第１物質
を含む膜である。第１物質を含む膜は、実質的に第１物質からなる膜であることが好まし
く、第２物質を含む膜は、実質的に第２物質からなる膜であることが好ましい。また、Ｒ
ＧＤ配列を有する第１物質は、正の電荷を有する第１物質であってもよく、第１物質と相
互作用する第２物質は、負の電荷を有する第２物質であってもよい。
【００２２】
　（ＲＧＤ配列を有する第１物質）
　ＲＧＤ配列を有する第１物質とは、細胞接着活性を担うアミノ酸配列である「Ａｒｇ－
Ｇｌｙ－Ａｓｐ」（ＲＧＤ）配列をするタンパク質又は高分子をいう。本明細書において
「ＲＧＤ配列を有する」とは、元来ＲＧＤ配列を有するものでもよいし、ＲＧＤ配列が化
学的に結合されたものでもよい。ＲＧＤ配列を有する第１物質は、生分解性であることが
好ましい。
【００２３】
　ＲＧＤ配列を有するタンパク質としては、例えば、従来公知の接着性タンパク質、又は
ＲＧＤ配列を有する水溶性タンパク質等が挙げられる。接着性タンパク質としては、例え
ば、フィブロネクチン、ビトロネクチン、ラミニン、カドヘリン、又はコラーゲン等が挙
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げられる。ＲＧＤ配列を有する水溶性タンパク質としては、例えば、ＲＧＤ配列を結合さ
せたコラーゲン、ゼラチン、アルブミン、グロブリン、プロテオグリカン、酵素、又は抗
体等が挙げられる。
【００２４】
　ＲＧＤ配列を有する高分子としては、例えば、天然由来高分子、又は合成高分子が挙げ
られる。ＲＧＤ配列を有する天然由来高分子としては、例えば、水溶性ポリペプチド、低
分子ペプチド、α－ポリリジン又はε－ポリリジン等のポリアミノ酸、キチン又はキトサ
ン等の糖等が挙げられる。ＲＧＤ配列を有する合成高分子としては、例えば、直鎖型、グ
ラフト型、くし型、樹状型、又は星型等のＲＧＤ配列を有するポリマー又は共重合体が挙
げられる。ポリマー又は共重合体としては、例えば、ポリウレタン、ポリカーボネート、
ポリアミド、又はこれらの共重合体、ポリエステル、ポリ（Ｎ－イソプロピルアクリルア
ミド－ｃｏ－ポリアクリル酸）、ポリアミドアミンデンドリマー、ポリエチレンオキサイ
ド、ポリε－カプロラクタム、ポリアクリルアミド、又はポリ（メタクリル酸メチル－γ
－ポリメタクリル酸オキシエチレン）等が挙げられる。
【００２５】
　第１物質は、これらの中でも、フィブロネクチン、ビトロネクチン、ラミニン、カドヘ
リン、ポリリジン、エラスチン、ＲＧＤ配列を結合させたコラーゲン、ＲＧＤ配列を結合
させたゼラチン、キチン、又はキトサンが好ましく、より好ましくはフィブロネクチン、
ビトロネクチン、ラミニン、ポリリジン、ＲＧＤ配列を結合させたコラーゲン、又はＲＧ
Ｄ配列を結合させたゼラチンである。
【００２６】
　（相互作用する第２物質）
　相互作用する第２物質とは、ＲＧＤ配列を有する第１物質と相互作用するタンパク質若
しくは高分子をいう。本明細書において「相互作用する」とは、例えば、静電的相互作用
、疎水性相互作用、水素結合、電荷移動相互作用、共有結合形成、タンパク質間の特異的
相互作用、及び又はファンデルワールス力等により、化学的及び又は物理的に第１物質と
第２物質とが結合、接着、吸着又は電子の授受が可能な程度に近接することを意味する。
相互作用する第２物質は、生分解性であることが好ましい。
【００２７】
　第１物質と相互作用するタンパク質としては、例えば、コラーゲン、ゼラチン、プロテ
オグリカン、インテグリン、酵素、又は抗体等が挙げられる。第１物質と相互作用する高
分子としては、例えば、天然由来高分子、又は合成高分子が挙げられる。第１物質と相互
作用する天然由来高分子としては、例えば、水溶性ポリペプチド、低分子ペプチド、ポリ
アミノ酸、エラスチン、ヘパリン、ヘパラン硫酸又はデキストラン硫酸等の糖、及びヒア
ルロン酸等が挙げられる。ポリアミノ酸としては、例えば、α－ポリリジン又はε－ポリ
リジン等のポリリジン、ポリグルタミン酸、又はポリアスパラギン酸等が挙げられる。第
１物質と相互作用する合成高分子としては、例えば、直鎖型、グラフト型、くし型、樹状
型、又は星型等のＲＧＤ配列を有するポリマー又は共重合体が挙げられる。ポリマー又は
共重合体としては、例えば、ポリウレタン、ポリアミド、ポリカーボネート、又はこれら
の共重合体、ポリエステル、ポリアクリル酸、ポリメタクリル酸、ポリエチレングリコー
ル－グラフト－ポリアクリル酸、ポリ（Ｎ－イソプロピルアクリルアミド－ｃｏ－ポリア
クリル酸）、ポリアミドアミンデンドリマー、ポリエチレンオキサイド、ポリε－カプロ
ラクタム、ポリアクリルアミド、ポリ（メタクリル酸メチル－γ－ポリメタクリル酸オキ
シエチレン）等が挙げられる。
【００２８】
　第２物質は、これらの中でも、ゼラチン、デキストラン硫酸、ヘパリン、ヒアルロン酸
、グロブリン、アルブミン、ポリグルタミン酸、コラーゲン、又はエラスチンが好ましく
、より好ましくはゼラチン、デキストラン硫酸、ヘパリン、ヒアルロン酸、又はコラーゲ
ン、さらに好ましくはゼラチン、デキストラン硫酸、ヘパリン、又はヒアルロン酸である
。
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【００２９】
　第１物質と第２物質との組み合わせは、特に制限されず、相互作用する異なる物質の組
み合わせであればよく、いずれか一方がＲＧＤ配列を含む高分子又はタンパク質であり、
他方がこれと相互作用する高分子またはタンパク質であればよい。第１物質と第２物質と
の組み合わせとしては、例えば、フィブロネクチンとゼラチン、フィブロネクチンとε－
ポリリジン、フィブロネクチンとヒアルロン酸、フィブロネクチンとデキストラン硫酸、
フィブロネクチンとヘパリン、フィブロネクチンとコラーゲン、ラミニンとゼラチン、ラ
ミニンとコラーゲン、ポリリジンとエラスチン、ビトロネクチンとコラーゲン、ＲＧＤ結
合コラーゲン又はＲＧＤ結合ゼラチンとコラーゲン又はゼラチン等が挙げられる。中でも
、フィブロネクチンとゼラチン、フィブロネクチンとε－ポリリジン、フィブロネクチン
とヒアルロン酸、フィブロネクチンとデキストラン硫酸、フィブロネクチンとヘパリン、
又はラミニンとゼラチンが好ましく、より好ましくはフィブロネクチンとゼラチンである
。なお、第１物質及び第２物質は、それぞれ一種類ずつでもよいし、相互作用を示す範囲
で二種類以上をそれぞれ併用してもよい。
【００３０】
　（正の電荷を有する第１物質）
　正の電荷を有する第１物質とは、正の電荷を有するタンパク質又は高分子をいう。正の
電荷を有するタンパク質としては、例えば、水溶性タンパク質が好ましい。水溶性タンパ
ク質としては、例えば、塩基性コラーゲン、塩基性ゼラチン、リゾチーム、シトクロムｃ
、ペルオキシダーゼ、又はミオグロビン等が挙げられる。正の電荷を有する高分子として
は、例えば、天然由来高分子及び合成高分子が挙げられる。天然由来高分子としては、例
えば、水溶性ポリペプチド、低分子ペプチド、ポリアミノ酸、キチン又はキトサン等の糖
等が挙げられる。ポリアミノ酸としては、ポリ（α－リジン）、ポリ（ε－リジン）等の
ポリリジン、ポリアルギニン、又はポリヒスチジン等が挙げられる。合成高分子としては
、例えば、直鎖型、グラフト型、くし型、樹状型、又は星型等のポリマー又は共重合体が
挙げられる。前記ポリマー又は共重合体としては、例えば、ポリウレタン、ポリアミド、
ポリカーボネート、又はこれらの共重合体、ポリエステル、ポリジアリルジメチルアンモ
ニウムクロライド、ポリアリルアミンハイドロクロライド、ポリエチレンイミン、ポリビ
ニルアミン、又はポリアミドアミンデンドリマー等が挙げられる。
【００３１】
　（負の電荷を有する第２物質）
　負の電荷を有する第２物質とは、負の電荷を有するタンパク質又は高分子をいう。負の
電荷を有するタンパク質としては、例えば、水溶性タンパク質が好ましい。水溶性タンパ
ク質としては、例えば、酸性コラーゲン、酸性ゼラチン、アルブミン、グロブリン、カタ
ラーゼ、β－ラクトグロブリン、チログロブリン、α－ラクトアルブミン、又は卵白アル
ブミン等が挙げられる。負の電荷を有する高分子としては、天然由来高分子及び合成高分
子が挙げられる。天然由来高分子としては、例えば、水溶性ポリペプチド、低分子ペプチ
ド、ポリ（βリジン）等のポリアミノ酸、又はデキストラン硫酸等が挙げられる。合成高
分子としては、例えば、直鎖型、グラフト型、くし型、樹状型、又は星型等のポリマー又
は共重合体が挙げられる。前記ポリマー又は共重合体としては、例えば、ポリウレタン、
ポリアミド、ポリカーボネート、及びこれらの共重合体、ポリエステル、ポリアクリル酸
、ポリメタクリル酸、ポリスチレンスルホン酸、ポリアクリルアミドメチルプロパンスル
ホン酸、末端カルボキシ化ポリエチレングリコール、ポリジアリルジメチルアンモニウム
塩、ポリアリルアミン塩、ポリエチレンイミン、ポリビニルアミン、又はポリアミドアミ
ンデンドリマー等が挙げられる。
【００３２】
　正の電荷を有する第１物質と負の電荷を有する第２物質との組み合わせとしては、例え
ば、ε－ポリリジン塩とポリスルホン酸塩、ε－ポリリジンとポリスルホン酸塩、キトサ
ンとデキストラン硫酸、ポリアリルアミンハイドロクロライドとポリスチレンスルホン酸
塩、ポリジアリルジメチルアンモニウムクロライドとポリスチレンスルホン酸塩、又はポ
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リジアリルジメチルアンモニウムクロライドとポリアクリル酸塩等が挙げられ、好ましく
はε－ポリリジン塩とポリスルホン酸塩、又はポリジアリルジメチルアンモニウムクロラ
イドとポリアクリル酸塩である。なお、正の電荷を有する第１物質及び負の電荷を有する
第２物質は、それぞれ、一種類ずつでもよいし、相互作用を示す範囲で二種類以上をそれ
ぞれ併用してもよい。
【００３３】
　細胞外マトリックス成分を含む被膜の厚みは、例えば、１ｎｍ～１×１０3ｎｍが好ま
しく、より好ましくは２ｎｍ～１×１０2ｎｍ、被覆細胞がより密に積層された真皮組織
層が得られるという理由から、３ｎｍ～１×１０2ｎｍがさらに好ましい。細胞外マトリ
ックス成分を含む被膜の厚みは、例えば、被膜を構成する膜の数によって適宜制御するこ
とができる。細胞外マトリックス成分を含む被膜は、特に制限されず、１層であってもよ
いし、例えば、３、５、７、９、１１、１３、１５層又はそれ以上の多層であってもよい
。なお、被膜の厚みは、実施例に記載の方法により求めることができる。
【００３４】
　被覆細胞は、例えば、細胞を、細胞外マトリックス成分に接触させることにより調製で
き、真皮組織層において隣接する被覆細胞間の接着性が向上され、被覆細胞がより密に積
層された真皮組織層が得られるという理由から、第１物質と第２物質とに交互に接触させ
て調製することが好ましい。これにより、細胞表面に、第１物質を含む膜と第２物質とを
含む膜が交互に積層された被膜を形成することができる。接触させる順序は、特に制限さ
れず、被覆細胞がより密に積層された真皮組織層が得られるという理由から、最初に第１
物質と接触させた後、第２物質と接触させることが好ましく、この順序で第１物質と第２
物質とを交互に接触させることがより好ましく、さらに好ましくはこの順序で第１物質と
第２物質とを交互に接触させた後、最後に第１物質と接触させることである。
【００３５】
　以下に、最初に第１物質と接触させた後、第２物質と接触させ、この順序でこれらを交
互に接触させる方法を例にとり、被覆細胞の調製方法を説明する。
【００３６】
　まず、細胞を第１物質と接触させる。これにより、細胞表面に第１物質を含む膜が形成
され、細胞表面が第１物質を含む膜によって被覆される。細胞と第１物質との接触は、例
えば、第１物質を細胞に塗布又は添加すること、第１物質含有液に細胞を浸漬させること
、第１物質含有液を細胞に滴下又は噴霧すること等により行うことができる。中でも、操
作が容易であるという理由から、第１物質含有液に細胞を浸漬させることにより、細胞と
第１物質とを接触させることが好ましい。
【００３７】
　接触条件は、例えば、接触方法、第１物質及び又は細胞の種類、及び含有液の濃度等に
応じて適宜決定できる。接触時間は、例えば、３０秒～２４時間であり、好ましくは１分
～６０分、より好ましくは１分～１５分、さらに好ましくは１分～１０分、さらにより好
ましくは１分～５分である。接触時の雰囲気温度及び又は含有液の温度は、例えば、４～
６０℃であり、好ましくは２０～４０℃、より好ましくは３０～３７℃である。
【００３８】
　第１物質含有液は、第１物質を含んでいればよく、好ましくは第１物質と溶媒又は分散
媒体（以下、「溶媒」ともいう）とを含む。第１物質含有液における、第１物質の含有量
は、例えば、０．０００１～１質量％が好ましく、より好ましくは０．０１～０．５質量
％、さらに好ましくは０．０２～０．１質量％である。溶媒としては、水、リン酸緩衝生
理食塩水（ＰＢＳ）及び緩衝液等の水性溶媒が挙げられる。緩衝液としては、例えば、Ｔ
ｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液等のＴｒｉｓ緩衝液、リン酸緩衝液、ＨＥＰＥＳ緩衝液、クエン酸
－リン酸緩衝液、グリシルグリシン－水酸化ナトリウム緩衝液、Ｂｒｉｔｔｏｎ－Ｒｏｂ
ｉｎｓｏｎ緩衝液、又はＧＴＡ緩衝液等が挙げられる。溶媒のｐＨは、特に制限されず、
例えば、３～１１であり、好ましくは６～８、より好ましくは７．２～７．４である。
【００３９】
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　第１物質含有液は、さらに、塩を含有してもよく、必要に応じて、例えば、細胞成長因
子、サイトカイン、ケモカイン、ホルモン、生理活性ペプチド、疾患の治療剤、予防剤、
抑制剤、抗菌剤、又は抗炎症剤等の医薬組成物等を含有してもよい。塩としては、例えば
、塩化ナトリウム、塩化カルシウム、炭酸水素ナトリウム、酢酸ナトリウム、クエン酸ナ
トリウム、塩化カリウム、リン酸水素ナトリウム、硫酸マグネシウム、コハク酸ナトリウ
ム等が挙げられる。塩は、一種類でもよいし二種類以上含有していてもよい。第１液及び
第２液の双方が塩を含有していてもよいし、いずれか一方が塩を含有していてもよい。第
１物質含有液中の塩濃度は、特に制限されないが、例えば、１×１０-6Ｍ～２Ｍであり、
好ましくは１×１０-4Ｍ～１Ｍ、より好ましくは１×１０-4Ｍ～０．０５Ｍである。
【００４０】
　ついで、第１物質を含む膜の形成に使用されなかった第１物質を除去する。第１物質の
除去は、細胞と第１物質との接触を第１物質含有液に細胞を浸漬させて行った場合、例え
ば、遠心分離によって細胞と第１物質含有液とを分離し、上澄みを取り除くことによって
行うことができる。これにより、第１物質を含む膜で被覆された細胞を得ることができる
。また、第１物質の除去は、例えば、ろ過等によって行ってもよい。
【００４１】
　第１物質の除去に加えて、上記の溶媒を用いた洗浄を行ってもよい。洗浄は、例えば、
遠心分離又はろ過等により行うことができる。遠心分離を用いた方法としては、例えば、
上澄みを除去後に溶媒を添加し、遠心分離及び上澄みの除去を行う方法が挙げられる。洗
浄に用いる溶媒は、第１物質含有液に用いた溶媒と同じであることが好ましい。
【００４２】
　ついで、第１物質を含む膜で被覆された細胞を第２物質と接触させる。これにより、第
１物質を含む膜表面に第２物質を含む膜が形成され、第１物質を含む膜で被覆された細胞
表面が第２物質を含む膜によって被覆される。第２物質との接触は、接触させる物質を第
２物質にする以外は、上記の第１物質との接触と同様に行うことができる。
【００４３】
　第１物質又は第２物質と細胞との接触とを交互に繰り返し行うことにより、細胞表面全
体に、第１物質を含む膜と第２物質を含む膜とが交互に積層された細胞外マトリックス成
分を含む被膜を形成することができる。第１物質又は第２物質と細胞との接触を行う回数
は、例えば、形成する細胞外マトリックス成分を含む被膜の厚み等に応じて適宜決定でき
る。
【００４４】
　［真皮組織層］
　真皮組織層は、三次元に積層された被覆細胞を含む。真皮組織層の厚み及び真皮組織層
において積層される細胞の数（層数）は特に制限されない。真皮組織層において積層され
る細胞の数（層数）は、例えば、ヒト等の生体組織とより同等の性質及び又は機能を発揮
させる観点から、３層以上が好ましく、より好ましくは４層以上、さらに好ましくは５層
以上、さらにより好ましくは６層以上である。積層される細胞数の上限は特に制限されな
いが、例えば、１００層以下、５０層以下、４０層以下、２０層以下、又は１０層以下等
である。
【００４５】
　真皮組織層の形成は、被覆細胞を培養することにより行う。細胞外マトリックス成分を
含む被膜で表面が被覆された被覆細胞を培養することにより、被覆細胞が集積され、さら
には細胞外マトリックス成分を含む被膜を介して隣接する被覆細胞同士が接着することに
より、被覆細胞が三次元に積層された真皮組織層を形成することができる。
【００４６】
　被覆細胞の培養は、例えば、基材上に被覆細胞を播種し、一定時間インキュベーション
することにより行う。このインキュベーションにより、細胞外マトリックス成分を含む被
膜を介して隣接する被覆細胞が互いに接着し、被覆細胞が三次元に積層されるとともに、
隣接する被覆細胞同士の間隔が密になり、緻密な構造の真皮組織層が形成される。インキ
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ュベーションの条件は、特に制限されず、細胞に応じて適宜決定できる。インキュベーシ
ョン温度は、例えば、４～６０℃、好ましくは２０～４０℃、より好ましくは３０～３７
℃である。インキュベーション時間は、例えば、１時間～１６８時間、好ましくは３時間
～２４時間、より好ましくは３時間～１２時間である。培地は、特に制限されず、細胞に
応じて適宜決定でき、例えば、Eagle's MEM培地、Dulbecco's Modified Eagle培地(DMEM)
、Modified Eagle培地(MEM)、Minimum Essential培地、RDMI、GlutaMax培地、又は無血清
培地等が挙げられる。
【００４７】
　播種時の被覆細胞の密度は、例えば、形成する真皮組織層に含まれる細胞層数等に応じ
て適宜決定でき、例えば、１×１０2個／ｃｍ3～１×１０9個／ｃｍ3であり、好ましくは
１×１０4個／ｃｍ3～１×１０8個／ｃｍ3、より好ましくは１×１０5個／ｃｍ3～１×１
０7個／ｃｍ3である。
【００４８】
　被覆細胞の培養は、表皮細胞の分化誘導のための気液培養の準備や取扱が容易となると
いう理由から、メンブレンフィルタ上で行うことが好ましく、より好ましくはメンブレン
フィルタを備える培養プレート、さらに好ましくはハウジング部と基底部とを備え、基底
部がメンブレンフィルタである培養プレートを用いて行う。ハウジング部は、透明である
ことが好ましい。該培養プレートは、市販品を使用してもよい。市販品としては、例えば
、トランスウェル（登録商標）、セルカルチャーインサート（商品名）等が挙げられる。
【００４９】
　メンブレンフィルタの孔径は、培養した細胞がメンブレンフィルタ上に保持可能な範囲
であれば特に制限されず、例えば、０．１μｍ～２μｍであり、好ましくは０.４μｍ～
１.０μｍである。また、メンブレンの材質は、例えば、ポリエチレンテレフタレート（
ＰＥＴ）、ポリカーボネート、又はポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）等が挙げら
れる。
【００５０】
　このようにして形成された真皮組織層は、例えば、真皮組織層の形成後、例えば、２週
間以上、好ましくは３週間以上、より好ましくは４週間以上、さらに好ましくは５週間以
上、さらにより好ましくは６週間以上保存した場合であっても細胞の積層構造が保持でき
、長期安定性に優れうる。真皮組織層の形成は、１回であってもよいし、複数回繰り返し
行ってもよい。複数回繰り返し行うことにより、より多くの細胞が積層された多層の真皮
組織層を形成することができる。
【００５１】
　［表皮層］
　表皮層は、真皮組織層上で表皮細胞を培養した後、気液培養して表皮細胞を分化誘導さ
せることによって形成することができる。表皮細胞としては、例えば、表皮角化細胞が使
用できる。
【００５２】
　表皮細胞の培養は、例えば、真皮組織層上に被覆細胞を播種し、一定時間インキュベー
ションすることが好ましい。インキュベーションの条件は、特に制限されず、細胞に応じ
て適宜決定できる。インキュベーション温度は、例えば、４～６０℃、好ましくは２０～
４０℃、より好ましくは３０～３７℃である。インキュベーション時間は、例えば、１日
～３日、好ましくは１日～２日である。
【００５３】
　培地は、特に制限されず、細胞に応じて適宜決定でき、表皮細胞の増殖に用いられる培
地が好ましい。表皮細胞の増殖に用いられる培地としては、例えば、無血清培地が挙げら
れる。無血清培地としては、例えば、MCDB153培地、EpiLife（登録商標）培地、これらの
培地のアミノ酸組成等が改変された培地、又はDulbecco's Modified Eagle培地(DMEM)と
ハムF-12培地とを所定の割合で混合した培地等が挙げられる。MCDB153培地のアミノ酸組
成が改変された培地としては、MCDB153培地のアミノ酸比率を、Ｌ－アスパラギン酸（塩
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）を１．５～４倍、Ｌ－イソロイシン（塩）を２２～２６倍、Ｌ－グルタミン（塩）を１
．５～３倍、Ｌ－グルタミン酸（塩）を１．１～２倍、Ｌ－チロシン（塩）を３～６倍、
Ｌ－トリプトファン（塩）を５～７倍、Ｌ－バリン（塩）を０．４～０．７倍、Ｌ－ヒス
チジン（塩）を２～４倍、Ｌ－プロリン（塩）を０．４～０．７倍、Ｌ－フェニルアラニ
ン（塩）を４～７倍、Ｌ－メチオニン（塩）を４～６倍、Ｌ－リジン（塩）１．１～２倍
になるようにし、総アミノ酸中のＬ－グルタミン（塩）の含有量を６５重量％以上にした
MCDB153改変培地等がある（例えば、特開2005-269923号公報）。なお、MCDB153培地のア
ミノ酸組成は表１の通りである。
【００５４】
【表１】

【００５５】
　培地は、例えば、塩類、又はビタミン類等を含んでいてもよい。塩類としては、例えば
、塩化カリウム、塩化ナトリウム、塩化マグネシウム、リン酸一水素二ナトリウム等が挙
げられる。ビタミン類としては、例えば塩化コリン、シアノコバラミン、ニコチン酸アミ
ド、Ｄ－パントテン酸又はその塩、塩酸ピリドキシン又は塩酸ピリドキサール、Ｄ－ビオ
チン、塩酸チアミン、リボフラビン、葉酸、ＤＬ－α－リポ酸、又はミオ－イノシトール
等が挙げられる。
【００５６】
　播種時の表皮細胞の密度は、例えば、１×１０2個／ｃｍ2～１×１０9個／ｃｍ2であり
、好ましくは１×１０4個／ｃｍ2～１×１０8個／ｃｍ2、より好ましくは１×１０5個／
ｃｍ2～１×１０7個／ｃｍ2である。
【００５７】
　気液培養は、培地を角化培地に培地交換した後、表皮細胞の表面を空気に曝した状態で
インキュベーションすることによって行う。インキュベーション温度は、例えば、４～６
０℃、好ましくは２０～４０℃、より好ましくは３０～３７℃である。インキュベーショ
ン時間は、例えば、１日～４０日、好ましくは５日～３０日、より好ましくは７日～１０
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日である。角化培地（重層化培地）は、上記表皮細胞の増殖に用いた培地に、例えば、カ
ルシウム、及び又はウシ胎仔血清を添加した培地等が使用できる。培地のカルシウム濃度
は、例えば、約０．４ｍＭ～２．０ｍＭとすることが好ましい。
【００５８】
　表皮細胞の播種に先立ち、真皮組織層上に細胞外マトリックス成分で形成された膜を形
成することが好ましい。これにより、真皮組織層と表皮層との接着性をより向上させるこ
とができる。細胞外マトリックス成分で形成された膜は、上記の第１物質含有液と第２物
質含有液とを交互に真皮組織層に接触させることにより形成できる。第１物質含有液及び
第２物質含有液の接触は、例えば、塗布、浸漬、滴下、又は噴霧等により行うことができ
る。
【００５９】
　本発明の人工皮膚モデルの製造方法は、真皮組織層内に組織付属器官を形成することを
含んでいてもよい。組織付属器官の形成は、例えば、真皮組織層の形成において、組織付
属器官を構成する細胞を、真皮組織層を構成するための被覆細胞（例えば、線維芽細胞等
）と混合させて培養すること、あるいは、組織付属器官を構成する細胞を、真皮組織層を
構成するための被覆細胞が積層された細胞層間に配置して培養すること等により行うこと
ができる。細胞層間への組織付属器官を構成する細胞の配置は、例えば、被覆細胞が積層
された細胞層上に組織付属器官を構成する細胞を配置し、必要に応じて所定の期間培養し
た後、その上に被覆細胞を配置すること等により行うことができる。このため、本発明の
人工皮膚モデルの製造方法は、真皮組織層の形成において、被覆細胞を培養して被覆細胞
が積層された細胞層を形成すること、細胞層上に組織付属器官を構成する細胞を配置する
こと、及び組織付属器官を構成する細胞が配置された細胞層上に被覆細胞を配置し、培養
して被覆細胞が積層された細胞層を形成することを含んでいてもよい。
【００６０】
　組織付属器官として血管及びリンパ管といった網の目のように組織内に形成される器官
を形成する場合、組織付属器官の形成は、組織付属器官を構成する細胞を被覆細胞が積層
された細胞層で挟んだ状態で培養することにより行うことが好ましい。このように、細胞
層間に挟まれた状態で組織付属器官を構成する細胞を培養することにより、ヒトの生体内
により近い緻密な血管網又はリンパ管網が形成されうる。組織付属器官として血管を形成
する場合、組織付属器官を構成する細胞は血管内皮細胞を使用すればよく、組織付属器官
としてリンパ管を形成する場合は、組織付属器官を構成する細胞はリンパ管内皮細胞を使
用すればよい。
【００６１】
　組織付属器官を構成する細胞は、上記のとおりである。また、組織付属器官を構成する
細胞に加えて又は替えて、組織付属器官を構成する細胞の幹細胞及び又は前駆細胞を使用
してもよい。組織付属器官を構成する細胞は、真皮組織層の形成に用いる被覆細胞と同様
に、細胞表面に細胞外マトリックス成分を含む被膜を形成したものを使用してもよいし、
表皮層の形成と同様に、被膜を形成することなくそのまま使用してもよい。作業効率の向
上の観点からは、細胞表面に細胞外マトリックス成分を含む被膜が形成された細胞が好ま
しい。播種する細胞の数、及び培養条件等は、組織付属器官を構成する細胞等に応じて適
宜決定できる。細胞外マトリックス成分を含む被膜の形成は、上記の被覆細胞と同様に行
うことができる。
【００６２】
　以下に、本発明の人工皮膚モデルの製造方法を、メンブレンフィルタを備えるプレート
（セルカルチャーインサート）を基体として用いた形態を例にとり、図面を用いて説明す
る。図１は、本発明の人工皮膚モデルの製造方法の一例を示す模式図である。
【００６３】
　まず、細胞外マトリックス成分を含む被膜２で細胞表面３が被覆された被覆細胞１をセ
ルカルチャーインサート４内に播種し、ついでセルカルチャーインサート４が配置された
ウェル５内に培地６を添加し、その状態で所定の期間培養を行う。図１（ａ）に示すよう
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に、培養開始初期の時点では、被覆細胞１はセルカルチャーインサート４内の培地６中に
分散された状態となっている。培養を行うことにより、被覆細胞１はセルカルチャーイン
サート４の底面に集積され、隣接する被覆細胞１同士が被膜２を介して接着される。これ
により、図１（ｂ）に示すように、被覆細胞１が三次元に積層された真皮組織層７が形成
される。
【００６４】
　ついで、真皮組織層７上に表皮細胞８を播種し（図１（ｃ））、所定の期間培養を行う
。この培養を行うことにより、表皮細胞８が、真皮組織層７上に積層された状態で配置さ
れる（図１（ｄ））。表皮細胞の播種に先立ち、真皮組織層上に細胞外マトリックス成分
を含む膜を形成しておくことが好ましい（図示せず）。これにより、真皮組織層と表皮細
胞との接着性を向上させることができる。
【００６５】
　そして、培地を角化培地９に培地交換し、所定の期間気液培養を行う。気液培養は、例
えば、図１（ｅ）に示すように、セルカルチャーインサート４のメンブレンフィルタ部分
が気液界面に位置するようにセルカルチャーインサート４をろ紙１０が配置された台１１
上に配置し、その状態でインキュベーションすることにより行うことができる。真皮組織
層７上に配置した表皮細胞のうち表面付近に位置する表皮細胞が空気に曝された状態でイ
ンキュベーションすることにより、表面の表皮細胞が分化誘導され、角化され角質層１３
となり表皮層１２が形成される（例えば、図１（ｆ））。
【００６６】
　［人工皮膚モデル］
　本発明は、その他の態様として、本発明の製造方法により製造される人工皮膚モデルに
関する。本発明の人工皮膚モデルは、細胞外マトリックス成分を含む被膜で細胞の表面が
被覆された被覆細胞を含む真皮組織層と、真皮組織層上に形成された表皮層とを含む。本
発明の人工皮膚モデルによれば、例えば、実際の皮膚に近い環境で、被検物質の薬効試験
、薬理試験及び安全性試験等の評価を行うことができる。また、本発明の人工皮膚モデル
は、例えば、火傷や創傷の治療のための被覆材として用いることもできる。
【００６７】
　表皮層において、例えば、隣接する表皮細胞間にタイトジャンクションが形成されてい
ることが好ましい。表皮層においてタイトジャンクションが形成されていることにより、
例えば、ＴＥＲを測定することによる表皮層のバリア機能等を評価することができる。
【００６８】
　本発明の人工皮膚モデルは、真皮組織層に形成された組織付属器官を含むことが好まし
い。これにより、実際の皮膚により近い環境、被検物質の薬効試験、薬理試験及び又は安
全性試験等の評価を行うことができる。
【００６９】
　真皮組織層において積層される細胞の数は、特に制限されず、ヒト等の皮膚とより同等
の性質・機能を発揮させる観点から、３層以上が好ましく、より好ましくは４層以上、さ
らに好ましくは５層以上、さらにより好ましくは６層以上である。積層される細胞数の上
限は特に制限されないが、例えば、１００層以下、５０層以下、４０層以下、２０層以下
、又は１０層以下等である。
【００７０】
　［評価方法］
　本発明は、さらにその他の態様として、本発明の人工皮膚モデルを用いた被検物質の皮
膚に対する刺激性を評価する方法に関する。本発明の評価方法によれば、例えば、従来の
方法と比較して実際の皮膚に近い環境で被検物質の評価を行うことができるという効果を
奏しうる。また、本発明の評価方法は、例えば、新薬の創出（スクリーニング）等におけ
る各種分子量の薬物の動態評価、化粧品や医薬部外品等の開発における評価において極め
て有用なツールとなりうる。
【００７１】
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　本発明の評価方法は、例えば、被検物質を前記人工皮膚モデルと接触させること、及び
、被検物質の接触による刺激に対する応答を測定することにより行うことができる。応答
の測定は、例えば、ＴＥＲを測定すること等によって行うことができる。被検物質は、評
価対象となる物質のことをいい、例えば、無機化合物及有機化合物等が挙げられる。
【００７２】
　［評価キット］
　本発明は、さらにその他の態様として、被検物質の刺激性の評価キットに関する。本発
明の評価キットは、本発明の人工皮膚モデルを含む。本発明の評価キットによれば、例え
ば、本発明の評価方法をより簡便に行うことができる。
【００７３】
　評価キットは、所定の検査に用いる試薬、材料、用具、及び装置、並びに、その評価に
ついての説明書（取扱説明書）の少なくとも１つを含む製品をさらに含んでいてもよい。
【００７４】
　［人工皮膚モデル製造キット］
　本発明は、さらにその他の態様として、人工皮膚モデル製造用キットに関する。本発明
の人工皮膚モデル製造用キットは、例えば、細胞外マトリックス成分を含む被膜の形成に
用いる試薬、及び本発明の人工皮膚モデルの製造方法が記載された説明書を含むことが好
ましい。本発明の人工皮膚モデル製造用キットによれば、より簡便に本発明の人工皮膚モ
デルを製造することができる。
【００７５】
　本発明の人工皮膚モデル製造用キットは、さらに、真皮組織層が形成された基材を含ん
でいてもよい。これにより、真皮組織層が形成された基材を含むことにより、例えば、よ
り簡便に短時間で本発明の人工皮膚モデルを製造することができ、さらには組織付属器官
を形成するまでの時間を短縮できる。
【実施例】
【００７６】
　被覆細胞の被膜の厚み、及び三次元組織の厚みは、以下のように測定した。
　［被膜の厚み］
　細胞表面に形成された細胞外マトリックス成分を含む被膜の厚みは、別途、基材上に被
膜の形成を行い、水晶発振子マイクロバランス（ＱＣＭ）測定法を用いて、行った処理（
ステップ）数と形成される厚みとを測定し、その結果から細胞表面への被膜形成時に行っ
たステップ数に応じて算出した。ＱＣＭ測定法を用いた測定は以下のように行った。ＱＣ
Ｍ水晶センサをピランハ溶液で１分間洗浄してから、０．２ｍｇ／ｍＬフィブロネクチン
（以下、「ＦＮ」ともいう）の５０ｍＭトリス緩衝液（ｐＨ７．４）に３７℃で１分間浸
漬し、５０ｍＭトリス緩衝液（ｐＨ７．４）で洗浄して風乾した後、振動数シフトを測定
した（ステップ１）。ついで０．２ｍｇ／ｍＬゼラチン（以下、「Ｇ」ともいう）の５０
ｍＭトリス緩衝液（ｐＨ７．４）に３７℃で１分間浸漬し、５０ｍＭトリス緩衝液（ｐＨ
７．４）で洗浄して風乾した後、振動数シフトを測定した（ステップ２）。このステップ
１及び２を交互に繰り返すことによりＱＣＭ水晶センサに被膜を形成すると共に、振動数
シフトの測定を行った。得られた振動数シフトに基づき、ステップの数とそれにより形成
される被膜の厚みとを得た。
　［三次元組織（真皮組織層）の厚み］
　三次元組織の厚みは、三次元組織（真皮組織層）の切片を作製し、作製した切片をヘマ
トキシリン－エオジン（ＨＥ）染色した後、顕微鏡で観察することで測定した。
【００７７】
　（実験例１）
　［播種細胞数と積層細胞数又は収率との関係］
　細胞外マトリックス成分を含む被膜で細胞の表面が被覆された被覆細胞を調製し、得ら
れた被覆細胞を培養して被覆細胞が積層された三次元組織を形成した。播種した細胞数と
積層される細胞の数との関係、及び収率を評価した。
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　［被覆細胞の調製］
　細胞外マトリックス成分を含む被膜として、第１物質を含む膜と第２物質を含む膜とが
交互に積層された膜を形成した。第１物質としてフィブロネクチン　ウシ血漿由来（商品
コード：Ｆ４７５９、シグマアルドリッチ製）、第２物質としてゼラチン（商品コード：
０７７－０３１５５、和光純薬工業社製）、細胞としてヒト線維芽細胞（正常ヒト皮膚線
維芽細胞（ＮＨＤＦ）、Ｃａｍｂｒｅｘ社製）を準備した。
【００７９】
　５×１０6個のヒト線維芽細胞に、０．２ｍｇ／ｍＬフィブロネクチンの５０ｍＭトリ
ス緩衝液（ｐＨ７．４）を１ｍＬ加え、３７℃で１分間インキュベートした後、２０００
ｒｐｍで２分間遠心分離を行い、上澄みを除去した。ついで、５０ｍＭトリス緩衝液（ｐ
Ｈ７．４）を１ｍＬ加えて１分間洗浄した後、２０００ｒｐｍで２分間の遠心分離を行い
、上澄みを除去した。０．２ｍｇ／ｍＬゼラチンの５０ｍＭトリス緩衝液（ｐＨ７．４）
を加え、３７℃で１分間インキュベートした後、２０００ｒｐｍで２分間遠心分離を行い
、上澄みを除去した。５０ｍＭトリス緩衝液（ｐＨ７．４）を１ｍＬ加えて１分間洗浄し
た後、２０００ｒｐｍで２分間の遠心分離を行い、上澄みを除去した。この、フィブロネ
クチン含有液でのインキュベート、洗浄、ゼラチン含有液でのインキュベート、及び洗浄
を１ステップとし、４ステップ行った後、フィブロネクチン含有液でのインキュベート及
び洗浄を行った。これにより、５層のフィブロネクチンからなる膜と４層のゼラチンから
なる膜とを含み、これらの層が交互に積層された被膜（（ＦＮ／Ｇ）4ＦＮ膜）をヒト線
維芽細胞表面に形成した。細胞表面に形成された被膜の厚みは、６ｎｍであった。
【００８０】
　［三次元組織の作製］
　まず、６ウェル培養プレートに配置したセルカルチャーインサート（カタログ番号：３
５３０９０、ベクトンディッキソン社製；ポアサイズ：０.４μｍ、表面積：４．２ｃｍ2

）のメンブレンフィルタ上に、（ＦＮ／Ｇ）4ＦＮ膜が形成されたヒト線維芽細胞を１×
１０6個播種し、１０重量％ウシ胎仔血清を含むＥａｇｌｅ’ｓ　ＭＥＭ培地を添加して
３７℃で１日培養した。これによりヒト線維芽細胞が８層積層された三次元組織（厚み：
３５μｍ）が得られた。
【００８１】
　播種する細胞の数を０．１×１０6個、０．５×１０6個、２×１０6個、３×１０6個、
４×１０6個、５×１０6個、又は１０×１０6個とした以外は、上記と同様の条件で培養
を行い、三次元組織を作製した。得られた三次元組織に基づき、播種した細胞数と、積層
される細胞の層数及び収率との関係を下記表２及び図２に示す。なお、収率（％）は、得
られた三次元組織から回収された生細胞数と播種細胞数とに基づき下記式から算出した。
収率（％）＝（三次元組織から回収された生細胞数／播種細胞数）×１００
三次元組織からの細胞の回収及び生細胞数の計測は、下記のように行った。まず、得られ
た三次元組織に、０．１％トリプシンを含むＰＢＳを１ｍＬ添加し、５分程度静置して細
胞を単離した後、遠心分離により回収した。回収された細胞に、３％トリパンブルーを含
むＰＢＳを添加し、位相差顕微鏡にて血球計を用いて生細胞の数を計測した。
【００８２】
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【表２】

【００８３】
　図２Ａは、播種した細胞数と積層された細胞の層数との関係を示すグラフであり、図２
Ｂは、播種した細胞数と収率との関係を示すグラフである。表２及び図２Ａに示すように
、播種した細胞の数が２×１０6個以下の範囲では、播種した細胞の数に応じて積層され
て形成される細胞層の数が増加した。また、表２及び図２Ｂに示すように、播種した細胞
の数が３×１０6個以下の範囲では、９０％以上の収率を示した。
【００８４】
　（実験例２）
　［三次元組織構造の安定性］
　実験例１と同様にして被覆細胞の準備及び三次元組織の作製を行い、ＮＨＤＦが１層、
２層又は５層積層された三次元組織を作製した。得られた三次元組織を、１０％ウシ胎仔
血清を含むＤＭＥＭ培地で３７℃で２８日間培養し、三次元組織中のＤＮＡ量及び三次元
組織の厚みを測定した。その結果を図３に示す。なお、ＤＮＡ量は、DNeasy Blood&Tissu
e Kit（商品名、QIAGEN製）で測定した。
【００８５】
　図３Ａは、培養日数とＤＮＡ量との関係を示すグラフであり、図３Ｂは、培養日数と三
次元組織の厚みとの関係を示すグラフである。図３Ａ及びＢにおいて、三角のマーカーが
１層のＮＨＤＦ層を含む三次元組織の結果を示し、四角のマーカーが２層のＮＨＤＦ層を
含む三次元組織の結果を示し、丸のマーカーが５層のＮＨＤＦ層を含む三次元組織の結果
を示す。図３Ａ及びＢに示すように、三次元組織を製造してから１ヶ月経過しても、細胞
の積層構造が保持されていることが確認された。
【００８６】
　（実施例１）
　ＮＨＤＦが８層積層された真皮組織層上に表皮層が形成された人工皮膚モデルを作製し
た。
【００８７】
　［真皮組織層の形成］
　播種する（ＦＮ／Ｇ）4ＦＮ膜が形成されたＮＨＤＦの数を２×１０6個とした以外は、
実験例１と同様の条件で培養を１日行い、ＮＨＤＦが８層積層された真皮組織層を形成し
た。
【００８８】
　［表皮層の形成］
　得られた真皮組織層の表面に、０．２ｍｇ／ｍＬフィブロネクチンの５０ｍＭトリス緩
衝液（ｐＨ７．４）と０．２ｍｇ／ｍＬゼラチンの５０ｍＭトリス緩衝液（ｐＨ７．４）
とを交互にそれぞれ４回添加した後、さらに０．２ｍｇ／ｍＬフィブロネクチンの５０ｍ
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Ｍトリス緩衝液（ｐＨ７．４）を添加し、（ＦＮ／Ｇ）4ＦＮ膜を形成した。（ＦＮ／Ｇ
）4ＦＮ膜が形成された真皮組織層表面にケラチノサイト（ＫＣ）を６×１０5個を播種し
、３７℃で２日間培養した。ついで、培地を角化培地（重層化培地）に交換し、セルカル
チャーインサートのメンブレンフィルタが角化培地の気液界面に位置するようにセルカル
チャーインサートを配置した。その状態で１０日間気液培養することにより分化誘導を行
い、人工皮膚モデルを作製した。気液培養は３７℃で行った。また、培養開始から１日ご
とに培地交換を行った。
【００８９】
　得られた人工皮膚モデル及びその分化誘導（播種して２日間培養）前の三次元培養体を
それぞれＨＥ染色し、それを顕微鏡観察して得られた写真を図４に示す。図４Ａは分化誘
導前の顕微鏡写真であり、図４Ｂは得られた人工皮膚モデルの顕微鏡写真である。図４Ｂ
に示すように、本発明の方法により、ＮＨＤＦが積層された真皮組織層と、その表面に形
成された表皮層とを含む人工皮膚モデルを作製することができた。
【００９０】
　（実施例２）
　真皮組織層形成において、播種するＮＨＤＦの数を１×１０6個とし、真皮組織層にお
いて積層されるＮＨＤＦの層数を４層とした以外は、実施例１と同様にして人工皮膚モデ
ルを作製した。得られた人工皮膚モデル及びその分化誘導前（播種して２日間培養）のＨ
Ｅ染色後の顕微鏡写真を図５に示す。図５Ａは分化誘導前の顕微鏡写真であり、図５Ｂは
人工皮膚モデルの顕微鏡写真である。
【００９１】
　（実施例３）
　真皮組織層形成において、播種するＮＨＤＦの数を０．５×１０6個とし、真皮組織層
において積層されるＮＨＤＦの層数を２層とした以外は、実施例１と同様にして人工皮膚
モデルを作製した。得られた人工皮膚モデル及びその分化誘導前（播種して２日間培養）
のＨＥ染色後の顕微鏡写真を図６に示す。図６Ａは分化誘導前の顕微鏡写真であり、図６
Ｂは人工皮膚モデルの顕微鏡写真である。
【００９２】
　（比較例１）
　コラーゲンゲルを支持体として使用し、コラーゲンゲル上に表皮層を形成して培養皮膚
を作成した。まず、Ｃｅｌｌ　ｍａｔｒｉｘ　ｔｙｐｅ　Ｉ－Ａ（新田ゼラチン製と２０
％ウシ胎仔血清とを含むＤＭＥＭ溶液（溶液Ｉ）を作製し、約０．２５ｍＬをセルカルチ
ャーインサートに注ぎ、インキュベーターに５分間静置した。５×１０5個／ｍＬの濃度
でＮＨＤＦを添加した溶液Ｉを約０．７５ｍＬ、上記セルカルチャーインサートに加え、
インキュベーターに３０分間静置してゲル化した。ついで、ＮＨＤＦを含むコラーゲンゲ
ルを、アスコルビン酸を含むＤＭＥＭにて５日間培養した後、コラーゲンゲル表面に実施
例１と同様の方法でケラチノサイトを播種接着させ、分化誘導して培養皮膚を得た。得ら
れた培養皮膚の写真を図７に示す。
【００９３】
　コラーゲンゲルを支持体として使用して表皮層を形成した場合、図７に示すように、コ
ラーゲンゲルの収縮に起因して、セルカルチャーインサート外縁部におけるコラーゲンゲ
ルの剥離や、コラーゲンゲル上に表皮細胞が存在していない部分が観察された。これに対
し、本発明の方法は、支持体としてコラーゲンゲルを使用しないため、コラーゲンゲルの
収縮に起因する細胞の偏りが生じることもなく、細胞が均一に配置された人工皮膚モデル
を作製することができた。
【００９４】
　（参考例１）
　真皮組織層を形成することなく、セルカルチャーインサートのメンブレンフィルタ上に
、ケラチノサイトを６×１０5個を播種した以外は、実施例１と同様にして表皮層を形成
した。得られた培養皮膚及びその分化誘導前（播種して２日間培養）ののＨＥ染色後の顕



(19) JP 2012-205516 A 2012.10.25

10

20

30

40

50

微鏡写真を図８に示す。図８Ａは分化誘導前の顕微鏡写真であり、図８Ｂは人工皮膚モデ
ルの顕微鏡写真である。
【００９５】
　（実施例４）
　［バリア機能の評価］
　実施例１～３の人工皮膚モデル、並びに比較例１及び参考例１の培養皮膚について、経
皮電気抵抗（ＴＥＲ）を測定することによりバリア機能の評価を行った。
【００９６】
　人工皮膚モデル又は培養皮膚が配置されたセルカルチャーインサートを、リン酸緩衝溶
液（ｐＨ７．４）を添加されたウェル内に配置した。セルカルチャーインサートの内部と
外部（ウェル内）にそれぞれ電極を配置し、電極間に電圧をかけることによって抵抗を測
定し、得られた抵抗値をＴＥＲ（Ω）とした。なお、得られた人工皮膚モデル及び培養皮
膚の培養は、角化培地で３７℃で行った。ＴＥＲの測定は、培養開始から１日ごとに行っ
た。その結果を図９のグラフに示す。
【００９７】
　図９Ａは、人工皮膚モデル又は培養皮膚の培養日数とＴＥＲとの関係を示すグラフであ
り、図９Ｂは、真皮組織層におけるＮＨＤＦの層数とＴＥＲとの極大日との関係を示すグ
ラフである。図９Ａにおいて、ひし形のマーカーが実施例１（ＮＨＤＦ８層＋ＫＣ）、四
角のマーカーが実施例２（ＮＨＤＦ４層＋ＫＣ）、三角のマーカーが実施例３（ＮＨＤＦ
２層＋ＫＣ）、バツのマーカーが参考例１（ＫＣのみ）、丸のマーカーが比較例１（コラ
ーゲンゲル＋ＫＣ）の結果を示す。図９Ａに示すように、実施例１～３の人工皮膚モデル
は、コラーゲンゲル上に表皮層が形成された比較例１の培養皮膚に比べてＴＥＲが高かっ
た。このことから、実施例１～３の人工皮膚モデルは、表皮層において隣接する表皮細胞
間にタイトジャンクションが形成されているといえる。したがって、本発明によれば、皮
膚のバリア機能を評価可能な人工皮膚モデルを提供できうることが示唆された。
【００９８】
　また、図９Ｂに示すように、真皮組織層におけるヒト皮膚繊維芽細胞の層数の増加に伴
い、ＴＥＲの極大日が増加した。このことから、真皮組織層に積層するヒト皮膚繊維芽細
胞の層数を増加させることにより、生体皮膚のターンオーバー（分化時間、２８日）に近
づくことが示唆された。
【００９９】
　なお、真皮組織層のみの三次元組織では、積層されたＮＨＤＦの層数に関らずＴＥＲは
ほとんど０であった（date not shown）。
【０１００】
　（実施例５）
　血管網を含む人工皮膚モデルを作製した。血管内皮細胞としては、ヒト臍帯静脈内皮細
胞（ＨＵＶＥＣ）を使用した。
【０１０１】
　まず、（ＦＮ／Ｇ）4ＦＮ被膜が形成されたＮＨＤＦと、（ＦＮ／Ｇ）4ＦＮ被膜が形成
されたＨＵＶＥＣを準備した。（ＦＮ／Ｇ）4ＦＮ被膜が形成されたＨＵＶＥＣは、ＮＨ
ＤＦに替えて、ＨＵＶＥＣを使用した以外は、実験例１と同様の手順でＨＵＶＥＣ表面に
（ＦＮ／Ｇ）4ＦＮ被膜を形成した。なお、（ＦＮ／Ｇ）4ＦＮ被膜が形成されたＮＨＤＦ
は、緑色蛍光色素（商品名：Cell TrackerTM Green Fluorescent Probe、製品コード：Ｐ
Ａ－３０１１、タカラバイオ製、）で着色した。
【０１０２】
　つぎに、（ＦＮ／Ｇ）4ＦＮ被膜が形成されたＮＨＤＦを１×１０6個播種し、実験例１
と同様にして３７℃で１日間培養し、ＮＨＤＦが４層積層された第１の真皮組織層を形成
した。得られた第１の真皮組織層の表面に、実施例１の表皮層の形成と同様にして、（Ｆ
Ｎ／Ｇ）4ＦＮ膜を形成し、その上に（ＦＮ／Ｇ）4ＦＮ被膜が形成されたＨＵＶＥＣを２
×１０5個播種した。３７℃で１日間培養し、真皮組織層上にＨＵＶＥＣ層を１層形成し
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た。ＨＵＶＥＣ層表面に、実施例１の表皮層の形成と同様にして、（ＦＮ／Ｇ）4ＦＮ膜
を形成し、その上に（ＦＮ／Ｇ）4ＦＮ被膜が形成されたＮＨＤＦを１×１０6個播種し、
実験例１と同様にして３７℃で１日間培養し、ＮＨＤＦが４層積層された第２の真皮組織
層を形成した。そして、第２の真皮組織層表面に、実施例１と同様にして表皮層を形成し
た。表皮層を形成後、角化培地中で３７℃で７日間培養し、人工皮膚モデルを得た。つい
で、得られた人工皮膚モデルについてmonoclocal mouse anti-human CD31抗体（製品コー
ド：ＪＣ７０Ａ、Ｄａｋｏ製）とGoat anti-mouse Alexa Fluor546-conjugated IgG抗体
（製品コード：Ａ１１００１、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ製）とを用いたＨＵＶＥＣに対する
免疫染色を行った。
【０１０３】
　得られた人工皮膚モデルの共焦点レーザー走査顕微鏡（ＣＬＳＭ）画像の一例を図１０
に示す。図１０は、得られた人工皮膚モデルのＣＬＳＭ画像であって、図１０Ａは、赤で
染色されたＨＵＶＥＣの画像であり、図１０Ｂは、緑で染色されたＮＨＤＦの画像である
。
【０１０４】
　ＨＵＶＥＣ層を第１の真皮組織層と第２の真皮組織層との間にはさみこんだ状態で培養
を行うことにより、培養前には、敷石状の形態で第１の真皮組織層表面に位置していたＨ
ＵＶＥＣ由来の細胞が、キャピラリー状に形態変化した。さらに７日間の培養を行うこと
によって、ＨＵＶＥＣ由来の細胞が、チューブ構造を形成するようになり、かつそれらが
連結することによって、図１０に示すように、人工皮膚モデル内にチューブ構造を有する
血管網が形成された。また、形成された血管網は、緻密であり、人工皮膚モデルを横方向
（平面方向）に切断した断面で観察した場合、その面において血管網が占める面積の割合
は４５～６０％程度であり、互いに隣接する血管網の間隔は５０～１００μｍであった。
【０１０５】
　また、ＨＵＶＥＣ層を真皮組織層間にはさみこんだ状態で培養を行うことにより、ＨＵ
ＶＥＣとＮＨＤＦとを混合した状態で培養した場合と比較して、非常に緻密な血管網が形
成されることが確認できた（date not shown）。
【０１０６】
　（実施例６）
　ヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）に替えてリンパ管内皮細胞（ＬＥＣ）を用いた以
外は、実施例５と同様にして、リンパ管網を含む人工皮膚モデルを作製した。
【０１０７】
　得られた人工皮膚モデルの共焦点レーザー走査顕微鏡（ＣＬＳＭ）画像の一例を図１１
に示す。図１１は、得られた人工皮膚モデルのＣＬＳＭ画像であって、図１１Ａは、赤で
染色されたＬＥＣの画像であり、図１１Ｂは、緑で染色されたＮＨＤＦの画像である。
【０１０８】
　ＨＵＶＥＣを用いた実施例５と同様に、ＬＥＣを用いた場合においても、ＬＥＣ層を第
１の真皮組織層と第２の真皮組織層との間にはさみこんだ状態で培養を行うことにより、
培養前には、敷石状の形態で第１の真皮組織層表面に位置していたＬＥＣ由来の細胞が、
キャピラリー状に形態変化し、さらに７日間の培養を行うことによって、図１１に示すよ
うに、人工皮膚モデル内にチューブ構造を有するリンパ管網が形成された。
【０１０９】
　実施例５及び６の結果から、血管網やリンパ管等の組織付属器官を含む、より生体の皮
膚に近い新たな人工皮膚モデルを提供できることが示唆された。
【産業上の利用可能性】
【０１１０】
　本発明によれば、被検物質の透過性や、それに伴う微小応答等が評価可能な人工皮膚モ
デルを提供できる。このため、本発明は、例えば、化粧品、医薬、製薬等の分野において
有用である。
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