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(57)【要約】
【課題】培養細胞を用いる再生医療が実現することを課題とする。
【解決手段】移植部の皮膚を１００ミクロンから４００ミクロンの分層で剥離し、その分
層皮膚を薬剤処理して表皮部分と真皮部分に分離して、表皮部分のみを使用し、真皮部分
は廃棄する。分離した表皮部分は、採皮部の露出した残りの真皮の上に移植するが、その
際に毛乳頭細胞もしくは組織を真皮の上に移植し、その上から表皮を移植することによっ
て、上記課題が解決された。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　表皮シートを含む毛髪再生剤であって、該表皮シートは、真皮部分が細胞分離剤で処理
して削除されたものである、毛髪再生剤。
【請求項２】
前記細胞分離剤は、ディスパーゼ、コラゲナーゼ、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）
およびトリプシンから選択される、請求項１に記載の毛髪再生剤。
【請求項３】
前記表皮シートは、皮膚を真皮部分で切り取って調製されたものである、請求項１に記載
の毛髪再生剤。
【請求項４】
前記表皮シートは、皮膚を表皮部分より下で、かつ、皮下組織より上で剥離して調製され
たものである、請求項１に記載の毛髪再生剤。
【請求項５】
前記表皮シートは、皮膚を１００～４００μｍ剥離して調製されたものである、請求項１
に記載の毛髪再生剤。
【請求項６】
　真皮部分が細胞分離剤で処理して削除された表皮シートと、細胞、移植組織および薬剤
からなる群より選択される少なくとも１つの毛髪再生促進成分とを含む毛髪再生剤。
【請求項７】
前記細胞分離剤は、ディスパーゼ、コラゲナーゼ、トリプシンおよびＥＤＴＡから選択さ
れる、請求項６に記載の毛髪再生剤。
【請求項８】
前記毛髪再生促進成分は、毛包形成細胞である、請求項６に記載の毛髪再生剤。
【請求項９】
前記毛包形成細胞は、培養毛乳頭細胞、非培養毛乳頭細胞、培養表皮角化細胞、非培養表
皮角化細胞、培養表皮基底細胞、非培養表皮基底細胞、培養表皮幹細胞、非培養表皮幹細
胞、培養毛包幹細胞および非培養毛包幹細胞からなる群より選択される少なくとも１種類
の細胞を含む、請求項８に記載の毛髪再生剤。
【請求項１０】
前記毛髪再生促進成分は、移植組織である、請求項６に記載の毛髪再生剤。
【請求項１１】
前記移植組織は、毛包組織、毛乳頭組織、および毛包形成細胞を含む毛包誘導コンストラ
クトからなる群より選択される少なくとも１種類の組織を含む、請求項１０に記載の毛髪
再生剤。
【請求項１２】
前記組織は、足場材を含むものである、請求項１１に記載の毛髪再生剤。
【請求項１３】
前記足場材は、ポリ乳酸、コラーゲンおよびゼラチンからなる群より選択される少なくと
も１つの材料を含むものである、請求項１２に記載の毛髪再生剤。
【請求項１４】
前記毛髪再生促進成分は、薬剤である、請求項６に記載の毛髪再生剤。
【請求項１５】
前記薬剤は、骨形成たんぱく質（ＢＭＰｓ）、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦｓ）、上皮増
殖因子（ＥＧＦ）、血管上皮増殖因子（ＶＥＧＦ）、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、
ビタミンＤ（ＶｉｔＤ）、インスリン様増殖因子（ＩＧＦ）、ケラチノサイト増殖因子（
ＫＧＦ）、Ｗｎｔｓ、トランスフォーミング増殖因子（ＴＧＦｓ）、表皮角化細胞培養上
清、およびそれらを徐放化した製剤からなる群より選択される、請求項１２に記載の毛髪
再生剤。
【請求項１６】
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前記毛包形成細胞は、スフィア、懸濁またはシートの状態にあるものである請求項８に記
載の毛髪再生剤。
【請求項１７】
前記表皮シートは、皮膚を真皮部分で切り取って調製されたものである、請求項６に記載
の毛髪再生剤。
【請求項１８】
前記表皮シートは、皮膚を表皮部分より下で、かつ、皮下組織より上で剥離して調製され
たものである、請求項６に記載の毛髪再生剤。
【請求項１９】
前記表皮シートは、皮膚を１００～４００μｍ剥離して調製されたものである、請求項６
に記載の毛髪再生剤。
【請求項２０】
　毛髪再生に使用するための表皮シートを調製する方法であって、
　Ａ）真皮層を含む剥離された皮膚を提供する工程；および
　Ｂ）該皮膚を細胞分離剤で処理して真皮部分を消化する工程
を包含する、方法。
【請求項２１】
前記細胞分離剤は、ディスパーゼ、コラゲナーゼ、ＥＤＴＡおよびトリプシンから選択さ
れる、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
前記皮膚は、表面から１００～４００μｍの深さの層のものである、請求項２０に記載の
方法。
【請求項２３】
　毛髪再生に使用するための表皮シートを調製するためのデバイスであって、
　真皮層を含む剥離された皮膚を提供することができる手段を備える、デバイス。
【請求項２４】
前記皮膚は、表面から１００～４００μｍの深さの層のものである、請求項２３に記載の
デバイス。
【請求項２５】
前記手段は、皮むき機、髭剃りまたはカンナの形状をしているものである、請求項２３に
記載のデバイス。
【請求項２６】
　毛髪を再生するための方法であって、
　Ａ）真皮層を含む１００～４００μｍの剥離された皮膚を提供する工程；
　Ｂ）該皮膚を細胞分離剤で処理して真皮部分を消化する工程；
　Ｃ）毛包形成細胞を毛髪再生が所望される真皮の上に載せ、その上に消化された該皮膚
を載せる工程；および
　Ｄ）毛髪再生に十分な期間培養する工程
を包含する、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞治療、再生医療の分野に関する。
【背景技術】
【０００２】
　脱毛症患者は非常に多く、その原因は遺伝、加齢、ホルモン、外傷、瘢痕など多岐にわ
たるが、特効治療がいまだに存在しない。現状は、義髪、人工毛移植、自家植毛、育毛剤
（内服、外用）などであるが、十分な対処方法がないにもかかわらず、２０００億円の市
場を形成する需要があり、特効治療が開発されれば数倍の潜在市場が開拓されることが予
想される。



(4) JP 2010-82339 A 2010.4.15

10

20

30

40

50

【０００３】
　非特許文献１および３はチャンバーを使用した毛髪再生技術を開示する。非特許文献２
は、細胞注入による毛髪再生技術を開示する。しかし、いずれも、毛包の再生にはいたら
ず、毛髪の再生は成功していない。
【０００４】
　特許文献１は、深さ３ｍｍで皮膚全層を除去し、その穴に移植細胞を置く移植方法を開
示し、特許文献２は、中空ワイヤー管挿入による真皮・皮下組織破壊を伴う毛髪再生方法
。新生児マウス細胞使用を開示し、特許文献３は、皮膚の創傷を利用した毛髪再生方法を
字開示している。しかし、特許文献１の手法ではうまく毛髪の再生が生じない。また、特
許文献２および３は、創傷を利用するものであり、治療方法としては妥当性に欠ける。
【非特許文献１】Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｖｅ　Ｄｅｒ
ｍａｔｏｌｏｇｙ　１００（３）：２２９－２３６（１９９３）Ｗｅｎｄｙ　Ｃ　ｅｔ　
ａｌ
【非特許文献２】Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｖｅ　Ｄｅｒ
ｍａｔｏｌｏｇｙ　１２４：８６７－８７６（２００５）Ｙｉｎｇ　Ｚ　ｅｔ　ａｌ
【非特許文献３】Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｖｅ　Ｄｅｒ
ｍａｔｏｌｏｇｙ　１２７（９）：２１０６－２１１５（２００７）Ｅｈａｍａ　Ｒ　ｅ
ｔ　ａｌ
【特許文献１】国際公開第2005/053763号パンフレット
【特許文献２】国際公開第2006/020958号パンフレット
【特許文献３】国際公開第2007/047707号パンフレット
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　自家植毛は後頭部から毛包を移植するが、存在する毛包を１対１で犠牲にするため治療
効果は極めて限定的である。培養細胞を用いる再生医療が実現できれば、大量の毛包を供
給することが可能となる。しかし、毛乳頭組織や細胞を単純に移植しても毛包の再生は起
こらない。
【０００６】
　したがって、培養細胞を用いる再生医療が実現することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　毛乳頭細胞は表皮基底層と接触することにより最も効率的に表皮幹細胞に毛包誘導を行
うことができる。しかし、その表皮と毛乳頭細胞は血行の良好な環境に置かれなければ毛
包再生が起こらない。したがって、この２つの条件を満たし、かつ臨床上実行可能な移植
法として、本移植概念が開発された。
【０００８】
　しかるに、本発明者らは、毛乳頭細胞を移植する場合に正常な毛包再生が最も効率的に
実現する移植法を考案、開発した。移植部の皮膚を１００μｍから４００μｍの分層で剥
離し、その分層皮膚を薬剤処理して表皮部分と真皮部分に分離して、表皮部分のみを使用
し、真皮部分は廃棄する。分離した表皮部分は、採皮部の露出した残りの真皮の上に移植
するが、その際に毛乳頭細胞もしくは組織を真皮の上に移植し、その上から表皮を移植す
る。
【０００９】
　本発明はまた、以下に関する。
【００１０】
　培養細胞を用いた毛包再生治療の実現に向けて解決すべき問題点は大きく分けて三点あ
る。第一点はヒト毛乳頭細胞の毛包誘導能が培養によって失われること、第二点は上皮系
細胞の供給源をいずれに求めるのかということ、第三点は移植細胞をいかなるコンストラ
クトにして、さらにいかに禿髪部位の移植床に移植すれば毛包再生が効率的に起こりうる
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かということである。第一点では、ヒト培養毛乳頭細胞の毛包誘導関連因子を網羅的に検
索しＴＧＦｂ２が培養毛乳頭細胞に特異的に発現しており、動物実験においてＴＧＦｂ２
シグナルを抑制すると毛包誘導が抑制されたことから、ＴＧＦｂ２が毛包誘導因子の１つ
として機能していることが示唆された。またＴＧＦｂ２発現を増強する因子の刺激により
毛乳頭細胞からＷｎｔ１０ｂ、アルカリフォスファターゼなどの毛包誘導関連因子の発現
が亢進することがわかった。近年ＢＭＰなどいくつかの因子が毛包誘導能維持に有用であ
ることが報告されている。第２点では、毛包上皮系幹細胞の局在およびバイオマーカーを
解析し、Ｋ１５およびＣＤ２００、ＣＤ３４、ＣＤ２７１の発現様式により異なる２種類
の幹細胞集団があることが示された。それぞれの幹細胞集団を単離すると高いコロニー形
成能を有する細胞集団がそれぞれ５％前後の割合で得られ、これら少数の細胞が毛包再生
に関わっていることが示唆された。第３点では、培養毛乳頭細胞をスフィア・細胞懸濁液
・シートなどの状態にして移植することが可能であり、なおかつ上皮系幹細胞を移植しな
い方法でも移植床に存在する上皮系幹細胞から毛包を誘導できることがわかった。しかし
、単純な注射などでの方法では適切な場所への移植が不可能であり、そのためにはいかに
血行を維持してしかも表皮幹細胞と接触した状態で移植することが可能かを追求する必要
がある。ヒト禿髪部を想定した独自の動物実験モデルを開発して移植法の最適化を行い、
治療法の有効性を総合的に確認している。
【００１１】
　したがって、本発明は以下をも提供する。
（１）　表皮シートを含む毛髪再生剤であって、該表皮シートは、真皮部分が細胞分離剤
で処理して削除されたものである、毛髪再生剤。
（２）前記細胞分離剤は、ディスパーゼ、コラゲナーゼ、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤ
ＴＡ）およびトリプシンから選択される、項１に記載の毛髪再生剤。
（３）前記表皮シートは、皮膚を真皮部分で切り取って調製されたものである、項１また
は２に記載の毛髪再生剤。
（４）前記表皮シートは、皮膚を表皮部分より下で、かつ、皮下組織より上で剥離して調
製されたものである、項１～３のいずれかに記載の毛髪再生剤。
（５）前記表皮シートは、皮膚を１００～４００μｍ剥離して調製されたものである、項
１～４のいずれかに記載の毛髪再生剤。
（６）　真皮部分が細胞分離剤で処理して削除された表皮シートと、細胞、移植組織およ
び薬剤からなる群より選択される少なくとも１つの毛髪再生促進成分とを含む毛髪再生剤
。
（７）前記細胞分離剤は、ディスパーゼ、コラゲナーゼ、トリプシンおよびＥＤＴＡから
選択される、項６に記載の毛髪再生剤。
（８）前記毛髪再生促進成分は、毛包形成細胞である、項６～７のいずれかに記載の毛髪
再生剤。
（９）前記毛包形成細胞は、培養毛乳頭細胞、非培養毛乳頭細胞、培養表皮角化細胞、非
培養表皮角化細胞、培養表皮基底細胞、非培養表皮基底細胞、培養表皮幹細胞、非培養表
皮幹細胞、培養毛包幹細胞および非培養毛包幹細胞からなる群より選択される少なくとも
１種類の細胞を含む、項８に記載の毛髪再生剤。
（１０）前記毛髪再生促進成分は、移植組織である、項６～９のいずれかに記載の毛髪再
生剤。
（１１）前記移植組織は、毛包組織、毛乳頭組織、および毛包形成細胞を含む毛包誘導コ
ンストラクトからなる群より選択される少なくとも１種類の組織を含む、項１０に記載の
毛髪再生剤。
（１２）前記組織は、足場材を含むものである、項１１に記載の毛髪再生剤。
（１３）前記足場材は、ポリ乳酸、コラーゲンおよびゼラチンからなる群より選択される
少なくとも１つの材料を含むものである、項１２に記載の毛髪再生剤。
（１４）前記毛髪再生促進成分は、薬剤である、項６～１３のいずれかに記載の毛髪再生
剤。
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（１５）前記薬剤は、骨形成たんぱく質（ＢＭＰｓ）、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦｓ）
、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、血管上皮増殖因子（ＶＥＧＦ）、血小板由来増殖因子（ＰＤ
ＧＦ）、ビタミンＤ（ＶｉｔＤ）、インスリン様増殖因子（ＩＧＦ）、ケラチノサイト増
殖因子（ＫＧＦ）、Ｗｎｔｓ、トランスフォーミング増殖因子（ＴＧＦｓ）、表皮角化細
胞培養上清、およびそれらを徐放化した製剤からなる群より選択される、項１２に記載の
毛髪再生剤。
（１６）前記毛包形成細胞は、スフィア、懸濁またはシートの状態にあるものである項８
に記載の毛髪再生剤。
（１７）前記表皮シートは、皮膚を真皮部分で切り取って調製されたものである、項６～
１６のいずれかに記載の毛髪再生剤。
（１８）前記表皮シートは、皮膚を表皮部分より下で、かつ、皮下組織より上で剥離して
調製されたものである、項６～１７のいずれかに記載の毛髪再生剤。
（１９）前記表皮シートは、皮膚を１００～４００μｍ剥離して調製されたものである、
項６～１８のいずれかに記載の毛髪再生剤。
（２０）　毛髪再生に使用するための表皮シートを調製する方法であって、
　Ａ）真皮層を含む剥離された皮膚を提供する工程；および
　Ｂ）該皮膚を細胞分離剤で処理して真皮部分を消化する工程
を包含する、方法。
（２１）前記細胞分離剤は、ディスパーゼ、コラゲナーゼ、ＥＤＴＡおよびトリプシンか
ら選択される、項２０に記載の方法。
（２２）前記皮膚は、表面から１００～４００μｍの深さの層のものである、項２０～２
１のいずれかに記載の方法。
（２３）　毛髪再生に使用するための表皮シートを調製するためのデバイスであって、
　真皮層を含む剥離された皮膚を提供することができる手段を備える、デバイス。
（２４）前記皮膚は、表面から１００～４００μｍの深さの層のものである、項２３に記
載のデバイス。
（２５）前記手段は、皮むき機、髭剃りまたはカンナの形状をしているものである、項２
３～２５のいずれかに記載のデバイス。
（２６）　毛髪を再生するための方法であって、
　Ａ）真皮層を含む１００～４００μｍの剥離された皮膚を提供する工程；
　Ｂ）該皮膚を細胞分離剤で処理して真皮部分を消化する工程；
　Ｃ）毛包形成細胞を毛髪再生が所望される真皮の上に載せ、その上に消化された該皮膚
を載せる工程；および
　Ｄ）毛髪再生に十分な期間培養する工程
を包含する、方法。
【００１２】
　従って、本発明のこれらおよび他の利点は、添付の図面を参照して、以下の詳細な説明
を読めば、明白である。
【発明の効果】
【００１３】
　従来達成できなかった、成体を用いて、培養毛乳頭によって、毛髪が実際に生え出すこ
とが確認されたのは、従来になく画期的である。従来は、生え出しした論文は全て胎児細
胞の使用であり、成体細胞使用における成果によって、実用化がほぼ可能になったといえ
る。また、本治療法は人種差の影響を受けることはない、また人種を問わず、脱毛症に悩
む人口が存在することから、幅広い応用が期待される。
【００１４】
　なお、過去にいくつかの移植方法が公開されている。しかし、本治療法は過去に開発さ
れた移植法よりも、はるかに毛包再生の効率が高い、ヒトにおいて実現が容易であり、ほ
とんど瘢痕を残さない、成人の細胞を用いても毛包再生が可能である、という大きな利点
を持つ。
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【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
　以下、本発明を説明する。本明細書の全体にわたり、単数形の表現は、特に言及しない
限り、その複数形の概念をも含むことが理解されるべきである。従って、単数形の冠詞ま
たは形容詞（例えば、英語の場合は「ａ」、「ａｎ」、「ｔｈｅ」など）は、特に言及し
ない限り、その複数形の概念をも含むことが理解されるべきである。また、本明細書にお
いて使用される用語は、特に言及しない限り、当該分野で通常用いられる意味で用いられ
ることが理解されるべきである。したがって、他に定義されない限り、本明細書中で使用
される全ての専門用語および科学技術用語は、本発明の属する分野の当業者によって一般
的に理解されるのと同じ意味を有する。矛盾する場合、本明細書（定義を含めて）が優先
する。
【００１６】
　（用語の定義および基本的な技術の説明）
　本明細書において、「毛髪再生剤」とは、毛髪が生えていない身体の場所に毛髪を生え
させることができる組成物などの物質をいう。
【００１７】
　本明細書において、「表皮」とは、動物の皮膚（あるいは粘膜）の上皮の一般的な呼称
であり、外胚葉起原のものをいう。脊椎動物では，多層上皮性で，その下にある結合組織
性の真皮と合して皮膚を形成する。
【００１８】
　本明細書において、「表皮シート」とは、皮膚を剥離し、酵素処理が終わったものをい
う。本発明の目的において、切り取っただけのものとは異なることに留意すべきである。
【００１９】
　本明細書において、「真皮」とは、脊椎動物の表皮の下にある組織をいう。表皮ととも
に皮膚を形成する。皮は中胚葉性の緻密結合組織で，多量の膠原繊維のほか，弾性繊維・
血管・神経・平滑筋繊維などが混じている。真皮の下に疎性結合組織からなる皮下組織が
存在する。哺乳類では，表皮に接する面に，多数の小突起すなわち真皮乳頭（ｐａｐｉｌ
ｌａ）を形成して，表皮－真皮間の接触面積を増す傾向があり，この乳頭をもつ真皮の浅
層を乳頭層（ｓｔｒａｔｕｍ　ｐａｐｉｌｌａｒｅ，　ｐａｐｉｌｌａｒｙ　ｌａｙｅｒ
），より深層を網状層（ｓｔｒａｔｕｍ　ｒｅｔｉｃｕｌａｒｅ，　ｒｅｔｉｃｕｌａｒ
　ｌａｙｅｒ）とよぶ。
【００２０】
　本明細書において、「皮下組織」とは、脊椎動物の真皮とその下にある骨や筋肉との間
の比較的繊維の粗な疎性結合組織の部分をいう。
【００２１】
　本明細書において、「細胞分離剤」とは、細胞を分離させる任意の薬剤をいい、代表的
には、ディスパーゼ、コラゲナーゼ、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）およびトリプ
シンを用いることができる。
【００２２】
　本明細書において、「細胞」とは、一般に用いられるのと同じ意味で用いられる。代表
的に毛包形成細胞が用いられる。
【００２３】
　本明細書において「毛包」とは、表皮の陥入によって生じたもので，毛髪の周囲を囲み
，底部から毛が成長する部分をいう。
【００２４】
　本明細書において、「毛包形成細胞」とは、表皮の陥入によって生じた毛包（ｆｏｌｌ
ｉｃｕｌｕｓ　ｐｉｌｉ，ｈａｉｒ　ｆｏｌｌｉｃｌｅ，ｈａｉｒ　ｓａｃ，毛嚢）を形
成する任意の細胞をいう。代表的には、培養毛乳頭細胞、非培養毛乳頭細胞、培養表皮角
化細胞、非培養表皮角化細胞、培養表皮基底細胞、非培養表皮基底細胞、培養表皮幹細胞
、非培養表皮幹細胞、培養毛包幹細胞および非培養毛包幹細胞を挙げることができる。
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【００２５】
　本明細書において、「毛包組織」とは、毛包を形成する任意の組織を言う。
【００２６】
　本明細書において、「毛乳頭組織」とは、毛乳頭部、それに続く真皮鞘を含む間葉系組
織全体を言う。毛穴の一番下の部分にある毛細血管から運ばれた栄養を取り込んで毛の成
長をつかさどる部分をいう。
【００２７】
　本明細書において、「毛包誘導コンストラクト」とは、毛包を誘導することができる任
意の構造体をいう。代表的には、毛包形成細胞を含む毛包誘導コンストラクトが用いられ
る。
【００２８】
　本明細書において、「移植組織」とは、移植すべき組織状のものをいう。代表的には、
毛包組織、毛乳頭組織、および毛包形成細胞を含む毛包誘導コンストラクトを挙げること
ができる。
【００２９】
　本明細書において、「薬剤」とは、毛髪再生に直接または間接に効果のある任意の薬剤
をいう。たとえば、代表的には、骨形成たんぱく質（ＢＭＰｓ）、線維芽細胞増殖因子（
ＦＧＦｓ）、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、血管上皮増殖因子（ＶＥＧＦ）、血小板由来増殖
因子（ＰＤＧＦ）、ビタミンＤ（ＶｉｔＤ）、インスリン様増殖因子（ＩＧＦ）、ケラチ
ノサイト増殖因子（ＫＧＦ）、Ｗｎｔｓ、トランスフォーミング増殖因子（ＴＧＦｓ）、
表皮角化細胞培養上清、およびそれらを徐放化した製剤を挙げることができる。
【００３０】
　本明細書において、「毛髪再生促進成分」とは、毛髪再生促進をする任意の成分をいう
。本発明では、たとえば細胞、毛包誘導コンストラクト、薬剤などを代表例として挙げる
ことができる。
【００３１】
　本明細書において、「足場材」とは、細胞、組織などが固定または安定するために必要
とされる部材をいう。たとえば、代表的には、ポリ乳酸、コラーゲンおよびゼラチンなど
を使用することができる。
【００３２】
　本明細書において「真皮層を含む剥離された皮膚を提供することができる手段」とは、
真皮層を含む剥離された皮膚を生産するにおいて適した任意の手段を言う。代表的には、
皮むき機、髭剃りまたはカンナの形状をしたものが使用される。
【００３３】
　本明細書において「毛髪再生に十分な期間」とは、本発明を使用したときに所望のレベ
ルの毛髪再生が生じるに十分な時間を言う。そのような時間は、所望のレベルの毛髪量を
肉眼で観察することによって計測することができる。　
【００３４】
　（本発明の詳説）
　以下に本発明の好ましい実施形態を説明する。以下に提供される実施形態は、本発明の
よりよい理解のために提供されるものであり、本発明の範囲は以下の記載に限定されるべ
きでないことが理解される。従って、当業者は、本明細書中の記載を参酌して、本発明の
範囲内で適宜改変を行うことができることは明らかである。
【００３５】
　１つの局面において、本発明は、表皮シートを含む毛髪再生剤であって、該表皮シート
は、真皮部分が細胞分離剤で処理して削除されたものである、毛髪再生剤を提供する。本
発明の方法は、成体においても毛髪を再生させることに成功した点において注目されるべ
きである。
【００３６】
　本発明の表皮シートを含む毛髪再生剤の製造は、たとえば、皮膚を細胞分離剤で適宜処
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理して真皮部分を削除することによって実施されうる。より具体的には、下記のような本
発明において用いられる毛包形成細胞のシートのような生産方法を例示することができる
。
【００３７】
　本発明の表皮シートを含む毛髪再生剤の使用法としては、たとえば、培養毛乳頭シート
を皮膚切除部の真皮上に乗せ、表皮シートをもどし、縫合する方法を用いて毛髪を再生す
ることができる。
【００３８】
　本発明の表皮シートを含む毛髪再生剤は、皮膚を真皮部分で切り取って調製されたもの
である、より好ましくは、皮膚を表皮部分より下で、かつ、皮下組織より上で剥離して調
製されたものである、すなわち、おおよそ皮膚を１００～４００μｍ剥離して調製された
ものである限り、使用することができる。本発明を実施するためには、少なくとも切り取
る皮膚の最下層が真皮内であることが通常最低条件であることが判明している。
【００３９】
　そのようなものの調製には、細胞分離剤で適宜処理して真皮部分を削除することが好ま
しい。細胞分離剤としては、たとえば、ディスパーゼ、コラゲナーゼ、エチレンジアミン
四酢酸（ＥＤＴＡ）およびトリプシンなどを挙げることができる。好ましくは、ディスパ
ーゼが用いられる。
【００４０】
　別の局面において、本発明は、真皮部分が細胞分離剤で処理して削除された表皮シート
と、細胞、移植組織および薬剤からなる群より選択される少なくとも１つの毛髪再生促進
成分とを含む（組み合わせ）毛髪再生剤を提供する。
【００４１】
　本発明における真皮部分が細胞分離剤で処理して削除された表皮シートは、上記のとお
り製造および使用することができる。また、任意の好ましい実施形態を採用することがで
きる。したがって、細胞分離剤としては、ディスパーゼ、コラゲナーゼ、トリプシンおよ
びＥＤＴＡなどを使用することができ、表皮シートは、皮膚を真皮部分で切り取って調製
されたものが使用されることが理解される。
【００４２】
　そして、本発明の毛髪再生剤において使用される細胞、移植組織および薬剤などの毛髪
再生促進成分は、表皮シートとともに使用することによって、その毛髪再生効果を増強す
ることができる。
【００４３】
　本発明において使用される毛髪再生促進成分は、代表的には、毛包形成細胞である。こ
のような毛包形成細胞としては、培養毛乳頭細胞、非培養毛乳頭細胞、培養表皮角化細胞
、非培養表皮角化細胞、培養表皮基底細胞、非培養表皮基底細胞、培養表皮幹細胞、非培
養表皮幹細胞、培養毛包幹細胞および非培養毛包幹細胞などを挙げることができ、１種ま
たは複数種使用することができる。
【００４４】
　別の実施形態において、本発明において使用される毛髪再生促進成分は、移植組織であ
る。この移植組織は、毛包組織、毛乳頭組織、および毛包形成細胞を含む毛包誘導コンス
トラクトなどを挙げることができ、１種または複数種使用することができる。
【００４５】
　この組織は、好ましくは、足場材を含むものであり、この足場材は、ポリ乳酸、コラー
ゲンおよびゼラチンなどを挙げることができ、１種または複数種使用することができる。
なお、足場材に入れる細胞は前出の全ての細胞に可能性があり、毛包形成細胞を使った毛
包誘導コンストラクトが使用されることが理解される。なお、毛包組織から外側の上皮系
細胞層を取り除くと毛乳頭組織になる。
【００４６】
　別の実施形態では、本発明において使用される毛髪再生促進成分は、薬剤である。この
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薬剤は、骨形成たんぱく質（ＢＭＰｓ）、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦｓ）、上皮増殖因
子（ＥＧＦ）、血管上皮増殖因子（ＶＥＧＦ）、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、ビタ
ミンＤ（ＶｉｔＤ）、インスリン様増殖因子（ＩＧＦ）、ケラチノサイト増殖因子（ＫＧ
Ｆ）、Ｗｎｔｓ、トランスフォーミング増殖因子（ＴＧＦｓ）、表皮角化細胞培養上清、
およびそれらを徐放化した製剤などを挙げることができ、１種または複数種使用すること
ができる。
【００４７】
　なお、本発明において用いられる毛包形成細胞としては、代表的に、スフィア、懸濁ま
たはシートの状態にあるものが使用される。
【００４８】
　スフィア状のものを生産するには、以下の手順を使用する。
【００４９】
　＊毛乳頭を６ｃｍディッシュの底面へ注射針（２７Ｇ）及び５番鑷子を用いて張り付け
る（Ｅｘｐｌａｎｔ）。これら毛乳頭細胞（ＤＰＣ）の培養には５０％　ＣＭ＊を用いる
（Ｐ０）。３７℃、５％ＣＯ２下にてインキュベートする。
【００５０】
　＊５０％　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ　Ｍｅｄｉｕｍ（５０％　ＣＭ；　ヒト表皮ケラチ
ノサイトを１０％ヒト血清／ＦＡＤ培地によりＦｅｅｄｅｒ法で培養した際の上清を１０
％ヒト血清／ＤＭＥＭ培地と１：１で混合）
　＊上記のＤＰＣが８０％程度のコンフルエントに増殖した後、それらを３００μＬの０
．２５％　Ｔｒｙｐｓｉｎ－ＥＤＴＡにてＤＰＣを分散する（３７℃，　５ｍｉｎ）。分
散したＤＰＣを低接着用丸底９６ｗｅｌｌタイタープレートに１ｘ１０４個／　ｗｅｌｌ
ずつ播種し、５０％　ＣＭにて２日間培養を行うことにより、細胞塊がｓｐｈｅｒｅを形
成する（Ｐ１）。
【００５１】
　懸濁状のものを生産するには、以下の手順を使用する。
【００５２】
　＊毛乳頭を６ｃｍディッシュの底面へ注射針（２７Ｇ）及び５番鑷子を用いて張り付け
る（Ｅｘｐｌａｎｔ）。これら毛乳頭細胞（ＤＰＣ）の培養には５０％　ＣＭ＊を用いる
（Ｐ０）。３７℃、５％ＣＯ２下にてインキュベートする。
【００５３】
　＊５０％　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ　Ｍｅｄｉｕｍ（５０％　ＣＭ；　ヒト表皮ケラチ
ノサイトを１０％ヒト血清／ＦＡＤ培地によりＦｅｅｄｅｒ法で培養した際の上清を１０
％ヒト血清／ＤＭＥＭ培地と１：１で混合）
　＊シャーレ上のＤＰＣを分散する。その後１０ｃｍディッシュにＤＰＣを１ｘ１０５個
ずつ播種し、５０％ＣＭにて培養する（Ｐ１）。移植直前に、１０００μＬの０．２５％
　Ｔｒｙｐｓｉｎ－ＥＤＴＡにてＤＰＣを分散する（３７℃，　５ｍｉｎ）。分散したＤ
ＰＣを遠心チューブに集積（８００ｇ，　５ｍｉｎ）した後、５０％　ＣＭにて２×１０
７　ｃｅｌｌｓ／　ｍＬの細胞密度の細胞懸濁液に調製する。
【００５４】
　シート状のものを生産するには、以下の手順を使用する。
【００５５】
　＊毛乳頭を６ｃｍディッシュの底面へ注射針（２７Ｇ）及び５番鑷子を用いて張り付け
る（Ｅｘｐｌａｎｔ）。これら毛乳頭細胞（ＤＰＣ）の培養には５０％　Ｃｏｎｄｉｔｉ
ｏｎｅｄ　Ｍｅｄｉｕｍ（ＣＭ）＊を用いる（Ｐ０）。３７℃、５％ＣＯ２下にてインキ
ュベートする。
【００５６】
　＊５０％　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ　Ｍｅｄｉｕｍ（５０％　ＣＭ；ヒト表皮ケラチノ
サイトを１０％ヒト血清／ＦＡＤ培地によりＦｅｅｄｅｒ法で培養した際の上清を１０％
ヒト血清／ＤＭＥＭ培地と１：１で混合）
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　＊シャーレ上のＤＰＣを分散する。その後６ｃｍディッシュに６ｘ１０４個ずつ播種し
、ＤＰＣが積層状態に至るまで５０％　ＣＭにて培養を行う（Ｐ１）。この細胞を移植直
前に、セルスクレーパーを用いて物理的に細胞を剥離し、シート状のものを移植に供する
。
【００５７】
　（表皮シートの生産方法）
　別の局面において、本発明は、毛髪再生に使用するための表皮シートを調製する方法で
あって、Ａ）真皮層を含む剥離された皮膚を提供する工程；およびＢ）該皮膚を細胞分離
剤で処理して真皮部分を消化する工程を包含する、方法を提供する。
【００５８】
　本発明の表皮シートは、皮膚を真皮部分で切り取って調製されることができ、より好ま
しくは、皮膚を表皮部分より下で、かつ、皮下組織より上で剥離して調製されることがで
き、すなわち、おおよそ皮膚を１００～４００μｍ剥離して調製されることができる。
【００５９】
　そのようなものの調製には、細胞分離剤で適宜処理して削除することが好ましい。細胞
分離剤としては、たとえば、ディスパーゼ、コラゲナーゼ、エチレンジアミン四酢酸（Ｅ
ＤＴＡ）およびトリプシンなどを挙げることができる。好ましくは、ディスパーゼが用い
られる。
【００６０】
　（表皮シート製造デバイス）
　別の局面において、本発明は、毛髪再生に使用するための表皮シートを調製するための
デバイスであって、真皮層を含む剥離された皮膚を提供することができる手段を備える、
デバイスを提供する。
【００６１】
　本発明の表皮シート製造デバイスは、皮膚を真皮部分で切り取って調製し、より好まし
くは、皮膚を表皮部分より下で、かつ、皮下組織より上で剥離して調製し、すなわち、お
およそ皮膚を１００～４００μｍ剥離して調製することができるデバイスである限り、ど
のようなものであっても、使用することができる。
【００６２】
　代表的にはこの手段は、皮むき機、髭剃りまたはカンナの形状をしているものであるが
用いられるが、これらに限定されない。
【００６３】
　（毛髪再生法）
　別の局面において、本発明は、毛髪再生法、または毛髪再生に使用するための方法であ
って、Ａ）真皮層を含む１００～４００μｍの剥離された皮膚を提供する工程；Ｂ）該皮
膚を細胞分離剤で処理して真皮部分を消化する工程；Ｃ）毛包形成細胞を毛髪再生が所望
される真皮の上に載せ、その上に消化された該皮膚を載せる工程；およびＤ）毛髪再生に
十分な期間培養する工程を包含する、方法を提供する。
【００６４】
　（Ａ）および（Ｂ）の工程について、上記のように本明細書に記載された任意の手法を
用いることができる。
Ｃ）毛包形成細胞を毛髪再生が所望される真皮の上に載せ、その上に消化された該皮膚を
載せる工程について、移植培養毛乳頭細胞が懸濁液の場合、培養細胞の漏出を防止するた
め、懸濁液の用量を3～5μLとすることが好ましいが、これに限定されない。
【００６５】
　Ｄ）毛髪再生に十分な期間培養する工程を包含するについては、毛髪再生を観察しなが
ら、毛髪再生が所望のレベルに達するまで適宜培養を継続することができることに留意す
べきである。たとえば、そのような期間は、数日から数ヶ月でありうる。
【００６６】
　本明細書において引用された、科学文献、特許、特許出願などの参考文献は、その全体
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が、各々具体的に記載されたのと同じ程度に本明細書において参考として援用される。
【００６７】
　以上のように、本発明の好ましい実施形態を用いて本発明を例示してきたが、本発明は
、この実施形態に限定して解釈されるべきものではない。本発明は、特許請求の範囲によ
ってのみその範囲が解釈されるべきであることが理解される。当業者は、本発明の具体的
な好ましい実施形態の記載から、本発明の記載および技術常識に基づいて等価な範囲を実
施することができることが理解される。本明細書において引用した特許、特許出願および
文献は、その内容自体が具体的に本明細書に記載されているのと同様にその内容が本明細
書に対する参考として援用されるべきであることが理解される。
【実施例】
【００６８】
　以下に実施例を示して本発明をさらに詳しく説明するが、この発明は以下の例に限定さ
れるものではない。動物実験は、東京大学において承認された倫理規定および動物愛護規
定に基づいて行った。ヒトのサンプルは、提供者のあらかじめの同意を得た上で実験に使
用した。実験に使用した試薬類は、和光純薬などから入手した。動物材料は、(株)日本生
物材料センターから入手した。
【００６９】
　（実施例１：ラット髭毛乳頭細胞　採取・培養）
　本実施例では、毛髪再生に使用される髭毛乳頭細胞の採取を行った。
【００７０】
　１　Ｆ３４４ラット（オス）の髭組織からピンセットとハサミを用いて毛球部を取り出
し、周囲組織を取り除き、毛乳頭のみを採取した。
【００７１】
　２　採取した毛乳頭を６ｃｍディッシュの底面に針とピンセットで張り付け、ＤＭＥＭ
／１０％ＦＢＳ培地（ニッスイ）をゆっくり添加後、３７℃、５％ＣＯ２下で培養した。
細胞数が増えるまで３日おきに培地を交換した。
【００７２】
　３　細胞が増えたら１０ｃｍディッシュに継代培養した。
【００７３】
　（結果）
　結果を図１に示す。培養開始５日後の培養細胞の写真が示されている。移植に耐える程
度の生物学的活性を保っていることがわかる。
【００７４】
　（実施例２：表皮シートの作製および移植片の調製）
　表皮シートは、以下のようにして作製する。表皮シートは、以下のように作製しすぐに
移植することもでき、あるいは、別途作製し保存することもできる。
【００７５】
　（ラット足裏移植方法における表皮シートの作製）
　以下の１、２、３の手順が表皮シートの作製方法である。
【００７６】
　表皮シートの作成は移植工程の一部ともいえ、移植片準備の段階ということもできるが
、別途取り出すこともできる。
１　Ｆ３４４ラット（オス）、またはヌードラット（オス）を麻酔し、足裏に０．００１
％ボスミン液（第一製薬）を注射した後、３ｍｍＢｉｏｐｓｙＰｕｎｃｈ（ＫＡＩｍｅｄ
ｉｃａｌ，ＢＰ３０Ｆ）を足裏皮膚組織に軽く押し付け皮膚表面上にスリットを作製した
。
２　スカルペル（ＫＡＩ　ｍｅｄｉｃａｌ，５１１－Ａ）で真皮層を残すように薄切し皮
層を分離した。
３　分離した皮膚を１０００ＰＵ／ｍＬディスパーゼＩＩ（三光純薬）で３７℃、２０分
間処理し真皮層を取り除き、表皮シートを作製した。
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【００７７】
　（移植準備）
　次に、移植に使用されるラット髭毛乳頭細胞　移植片準備を行った。
【００７８】
　移植当日、４ｍｍ　Ｂｉｏｐｓｙ　Ｐｕｎｃｈ（ＫＡＩ　ｍｅｄｉｃａｌ，ＢＰ４０Ｆ
）とピンセットを用いて、ディッシュ底面から毛乳頭細胞をシート状に物理的に剥がした
（直径４ｍｍの円状に剥がれたシートが採取される）。１箇所に１枚の毛乳頭細胞シート
を移植した。ラット足裏移植方法）。
【００７９】
　Ｆ３４４ラット（オス）、またはヌードラット（オス）を麻酔し、足裏に０．００１％
ボスミン液（第一製薬）を注射した後、３ｍｍＢｉｏｐｓｙＰｕｎｃｈ（ＫＡＩ　ｍｅｄ
ｉｃａｌ，ＢＰ３０Ｆ）を足裏皮膚組織に軽く押し付け皮膚表面上にスリットを作製した
。
【００８０】
　スカルペル（ＫＡＩ　ｍｅｄｉｃａｌ，５１１－Ａ）で真皮層を残すように薄切し皮層
を分離した。
【００８１】
　分離した皮膚を１０００ＰＵ／ｍＬディスパーゼＩＩ（三光純薬）で３７℃、２０分間
処理し真皮層を取り除き、表皮シートを作成した。
培養毛乳頭シートを皮膚切除部の真皮上に乗せ、表皮シートをもどし、縫合した。
【００８２】
　以上の模式図は、図２に示す。
【００８３】
　（結果）
　図３は、ラットの足裏皮膚（毛および毛包組織は無い）を用いて、成獣ラット培養毛乳
頭細胞移植を行ったものの結果である。図３は、移植細胞から生え出した毛の写真であり
、下はＨＥ染色写真である。図３の結果から明らかなように、移植部分から毛髪が生え出
した。
【００８４】
　（実施例３：ヒト毛乳頭細胞　採取・培養）
　本実施例では、毛髪再生に使用されるヒト毛乳頭細胞　の採取を行った。
１　ヒト後頭部から３ｍｍＢｉｏｐｓｙＰｕｎｃｈ　（ＫＡＩｍｅｄｉｃａｌ，ＢＰ３０
Ｆ）でくり抜いた皮膚組織を採取し、ピンセットとハサミを用いて毛球部を取り出した後
、周囲組織を取り除き毛乳頭のみを採取した。
２　採取した毛乳頭を６ｃｍディッシュの底面に針とピンセットで張り付け、５０％ＣＭ
培地（ヒト表皮ケラチノサイト培養上清（ＦＡＤ／１０％ヒト血清　Ｇｉｂｃｏ）とＤＭ
ＥＭ／１０％ヒト血清（ニッスイ）を１：１で混合した培地。）をゆっくり添加後、３７
℃、５％ＣＯ２下で培養する。細胞数が増えるまで３日おきに培地を交換した。
【００８５】
　（結果）
　結果を図４に示す。培養開始１１日後の培養細胞の写真が示されている。毛乳頭細胞が
十分採取されたことがわかる。
【００８６】
　（実施例４：ヒト毛乳頭細胞移植片準備）
　次に、移植に使用されるヒト毛乳頭細胞移植片準備を行った。
【００８７】
　移植当日、セルスクレーパー（ＳＵＭＩＬＯＮ）を用いて、ディッシュ底面から毛乳頭
細胞をシート状に物理的に剥がし、ピンセットで細切した。１箇所に１枚の毛乳頭細胞シ
ートを移植した。
【００８８】
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　（結果）
　結果を図５に示す。図５には、ヌードラットの足裏皮膚（毛および毛包組織は無い）を
用いて、ヒト培養毛乳頭細胞移植を行ったもの結果を示す。ヒト培養毛乳頭細胞移植の場
合でも、はっきりとした毛包構造が形成されていることがわかる。
【００８９】
　（実施例５：細胞分離剤として、コラゲナーゼ、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）
およびトリプシンを利用した例
　分離したラット足裏皮膚を、０．０５％コラゲナーゼで４℃一晩、または５０ｍＭ～２
００ｍＭ　ＥＤＴＡで４℃一晩、または０．２５％トリプシン／ＥＤＴＡで３７℃　４０
－５０分処理し表皮シートを作製する。作成した表皮シートを観察すると、ディスパーゼ
処理同様に真皮層の細胞が除去されており、いずれも表皮シート作成に有効であることが
分かる。
【００９０】
　以上のように、本発明の好ましい実施形態を用いて本発明を例示してきたが、本発明は
、特許請求の範囲によってのみその範囲が解釈されるべきであることが理解される。本明
細書において引用した特許、特許出願および文献は、その内容自体が具体的に本明細書に
記載されているのと同様にその内容が本明細書に対する参考として援用されるべきである
ことが理解される。
【産業上の利用可能性】
【００９１】
　毛乳頭細胞は培養して増殖させる必要があるが、それによりごく少数の毛包から無数の
毛包を再生する治療法の実現が可能となる。毛包誘導能力を維持した毛乳頭細胞を本移植
法により移植することにより、毛包再生が可能となる。脱毛症による外観を愁訴とする患
者は非常に多く、関連産業はすでに国内だけで数千億円の市場が、形成されており、有効
な治療法が開発されることにより、さらに潜在的な市場が開拓されることが予想され、産
業上も大きな利用価値がある。
【図面の簡単な説明】
【００９２】
【図１】図１は、実施例１：ラット髭毛乳頭細胞を採取・培養した培養開始５日後の培養
細胞の写真を示す。
【図２】図２は、本発明の毛髪再生法の模式図である。左側は処理前である。中央では処
理時が記載される。右は、実際の移植処置時の段階である。処理時には、１）皮膚を真皮
層を含め１００－４００μｍ剥離し、２）剥離後にディスパーゼ等で処理をして真皮部分
を消化する。模式図では、上の部分の表皮に少しついた真皮が処理の対象である。右パネ
ルでは、３）真皮上に培養毛乳頭細胞をのせて、酵素処理した表皮を戻す。
【図３】図３は、ラットの足裏皮膚（毛および毛包組織は無い）を用いて、成獣ラット培
養毛乳頭細胞移植を行ったものの結果である。図３は、生の写真であり、矢印の先に生え
だした毛が観察できる。左右（ａ，ｂ）は、アングルの異なった写真を示す。下はヘマト
キシリン・エオシン（ＨＥ）染色写真である。左上、左下および中央および右側に合計４
枚（ｃ，ｄ，ｅ，ｆ）のＨＥ染色写真図３の結果から明らかなように、移植部分から毛髪
が生え出した。
【図４】図４は、実施例３のヒト毛乳頭細胞の採取・培養したものを示す。培養開始１１
日後の培養細胞の写真が示されている。
【図５】図５には、ヌードラットの足裏皮膚（毛および毛包組織は無い）を用いて、ヒト
培養毛乳頭細胞移植を行ったもの結果を示す。ヒト培養毛乳頭細胞移植の場合でも、はっ
きりとした毛包構造が形成されていることがわかる。左右（ａ，ｂ）は異なる移植片の組
織像である。
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