
JP 6033023 B2 2016.11.30

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
真皮層及び表皮層を有する色素含有人工皮膚であって、
該真皮層は細胞外マトリックス及び真皮繊維芽細胞を有し、
該表皮層は角化細胞及び角質層並びに基底層を有し、
該基底層は前記真皮層と接する側に載置され、
該角質層は前記基底層の前記真皮層と接する側の反対側に接して載置され、
前記基底層及び前記真皮層にメラノサイトを含む
色素含有人工皮膚。
【請求項２】
色素斑疾患モデル皮膚である請求項１に記載の色素含有人工皮膚。
【請求項３】
色素斑疾患が、雀卵斑、扁平卵斑、肝斑、日光性色素斑、炎症後色素沈着症、固定薬疹、
リール黒皮症、後天性真皮内メラノサイトーシス、大田母斑、及び青色母斑からなる群よ
り選択される、少なくとも１つである請求項２に記載の色素含有人工皮膚。
【請求項４】
以下の工程１～３を含む、請求項１～３のいずれか１項に記載の色素含有人工皮膚の製造
方法（但し、担体としてコラーゲンＣＡＧキトサンを用いる方法を除く）；
（１）担体としてコラーゲンと真皮線維芽細胞とを混合して培養し、真皮層を作製する工
程１、
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（２）上記工程１にて作製した真皮層の上部に、メラノサイトを播種して培養する工程２
、
（３）上記工程２の後に、真皮層の上部に表皮角化細胞を播種して培養し、表皮層を作製
する工程３。
【請求項５】
請求項１～３のいずれか１項に記載の色素含有人工皮膚の、色素斑疾患の治療方法を探索
するためのインビトロでの使用。
【請求項６】
色素斑疾患が、雀卵斑、扁平卵斑、肝斑、日光性色素斑、炎症後色素沈着症、固、薬疹、
リール黒皮症、後天性真皮内メラノサイトーシス、大田母斑、及び青色母斑からなる群よ
り選択される、少なくとも１つである請求項５に記載のインビトロでの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、色素含有人工皮膚、色素含有人工皮膚の製造方法、色素斑疾患の治療方法を
探索するための色素含有人工皮膚の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　特許文献１に示すように、人工皮膚を製造するための技術は、既に確立している。これ
に対して更に、色素を産生するメラノサイトを含む人工皮膚が知られている。このような
人工皮膚として、ＭＡＴ　Ｔｅｃｈ社から、ＭＥＬ－３００ＦＴキット（Ｂｌａｃｋ　ｄ
ｏｎｏｒ）なる商品が発売されている。
【０００３】
　この方法は、予め作製した真皮層上に、表皮角化細胞とメラノサイトを混合した懸濁液
を播種して表皮層を作製するものである。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特開２００９－２２６２０７
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　従来法で作製されたメラノサイトを含む人工皮膚は、メラノサイトが基底層に固着し難
く、得られた人工皮膚を培養開始してからほぼ２週間でメラノサイトが存在しなくなって
しまう。
【０００６】
　このような人工皮膚は、主に化粧品としての美白剤の効果判定や、毒性を試験するため
の用途としては十分に使用できるものではあるが、色素斑疾患の治療方法を探索するには
、有効に用いる事ができないという欠点を有している。
【０００７】
　なぜならば、また、色素斑疾患は、メラニンや、それを産生するメラノサイトが皮膚の
基底層やそれより深部の真皮層において存在しているものであり、このような疾患のモデ
ル皮膚として用いるには、長期間上述の位置にメラニンやメラノサイトが存在し続けてい
る必要があるからである。
【０００８】
　だからといって、色素斑疾患の有効な治療法を探索するために、斯かる患者から、病理
組織を採取する事は現実的には困難である。況や、斯かる患者に被験者として協力を求め
る事も非常に難しい。
【０００９】
　そして、色素斑疾患の動物モデルも学術的には確率しておらず、近年の動物愛護の観点
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からも、色素斑疾患の有効な治療方法を模索する上で、動物モデルを採用する事は有効な
手段とは言えない。
【００１０】
　以上のことから、本発明の課題は色素斑疾患の治療を探索するのに有効なモデルとなる
人工皮膚を作製する事である。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者は、上記課題を解決するために、鋭意研究を重ねた結果、特定の工程でメラノ
サイトを含む人工皮膚を作製したところ、基底層又はそれよりも深部の真皮層でメラニン
、メラノサイト等が存在する人工皮膚を得る事に成功した。また、このようなメラニン、
メラノサイト等は、培養から２週間経過した後であっても、基底層又はそれよりも深部に
存在していることも明らかとなった。
【００１２】
　本発明は、このような知見に基づいて完成されたものであり、下記に示す広い態様の発
明を包含するものである。
【００１３】
　項１　以下の工程１～３を含む、色素含有人工皮膚の製造方法；
（１）担体と真皮線維芽細胞を混合して培養し、真皮層を作製する工程１、
（２）上記工程１にて作製した真皮層の上部に、メラノサイトを播種して培養する工程２
、
（３）上記工程２の後に、真皮層の上部に表皮角化細胞を播種して培養し、表皮層を作製
する工程３。
【００１４】
　項２　色素含有人工皮膚が色素斑疾患モデル皮膚である上記項１に記載の製造方法。
【００１５】
　項３　色素斑疾患が、雀卵斑、扁平卵斑、肝斑、日光性色素斑、炎症後色素沈着症、固
定薬疹、リール黒皮症、後天性真皮内メラノサイトーシス、大田母斑、及び青色母斑から
なる群より選択される、少なくとも１つである上記項２に記載の製造方法。
【００１６】
　項４　上記項１に記載の方法によって得られる色素含有人工皮膚。
【００１７】
　項５　真皮層及び表皮層を有する色素含有人工皮膚であって、
該真皮層は細胞外マトリックス及び真皮繊維芽細胞を有し、
該表皮層は角化細胞及び角質層並びに基底層を有し、
該基底層は前記真皮層と接する側に載置され、
該角質層は前記基底層の前記真皮層と接する側の反対側に接して載置され、
前記基底層又は前記真皮層にメラノサイトを含む
色素含有人工皮膚。
【００１８】
　項６　色素斑疾患モデル皮膚である上記項４又は項５に記載の色素含有人工皮膚。
【００１９】
　項７　色素斑疾患が、雀卵斑、扁平卵斑、肝斑、日光性色素斑、炎症後色素沈着症、固
定薬疹、リール黒皮症、後天性真皮内メラノサイトーシス、大田母斑、及び青色母斑から
なる群より選択される、少なくとも１つである上記項６に記載の色素含有人工皮膚。
【００２０】
　項８　上記項４～７の何れか１項に記載の色素含有人工皮膚の、色素斑疾患の治療方法
を探索するための使用。
【００２１】
　項９　色素斑疾患が、雀卵斑、扁平卵斑、肝斑、日光性色素斑、炎症後色素沈着症、固
定薬疹、リール黒皮症、後天性真皮内メラノサイトーシス、大田母斑、及び青色母斑から
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なる群より選択される、少なくとも１つである上記項８に記載の使用。
【発明の効果】
【００２２】
　以下に本発明の効果について記載する。ただし、本発明は以下に示す全ての効果を発揮
する発明に限定されず、少なくとも１つの効果を発揮すればよい。
【００２３】
　本発明の色素含有人工皮膚の製造方法は、従来の人工皮膚の製造方法と同様の材料、機
材等を用いて簡便に色素含有人工皮膚を作製する事が可能である。
【００２４】
　本発明の色素含有人工皮膚は、メラニン、メラノサイトが４週間近く残留するので、色
素斑疾患のモデル皮膚として有効に用いることができる。
【００２５】
　本発明の色素含有人工皮膚を色素斑疾患の治療方法を探索するための使用することは、
患者に対する負担を与える事が無く（特に人権的な取りあつかいに考慮する必要が無い点
）、動物愛護の点に影響を与えることなく（動物実験を行う必要ながない点）、色素斑疾
患の治療方法を探索する事に有用に用いられる。
【００２６】
　特に、動物や患者に対しては適用できないような過酷な条件での治療方法の探索を行う
事ができ、経時時間当たりの効果を容易にサンプリングできる点においても非常に優れて
いる。
【００２７】
　また、本発明に係る色素含有人工皮膚を用いれば、同時に多数の候補薬剤に関して色素
斑疾患の治療方法の効果を確認する事が可能であるために、治療方法の開発等においては
スピードアップできる効果が見込める。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】本発明に係る色素含有人工皮膚を説明する写真。図中、１はステンレスグリッド
；２はフィルター；３は、本発明の色素含有人工皮膚；４は角質；５は、表皮角化細胞；
６はメラノサイト；７は、真皮繊維芽細胞；８は、細胞外マトリックスを示す。
【図２】本発明に係る色素含有人工皮膚を培養した際の性質を示す写真。人工皮膚の培養
から７日目まで、基底層にメラノサイトが残存しており、真皮内にメラニン顆粒は存在し
ないことを示している。
【図３】本発明に係る色素含有人工皮膚を培養した際の性質を示す写真。人工皮膚の培養
から１０日目以降に真皮内へのメラニン顆粒の存在している事を示している（矢印）。ま
た、人工皮膚の培養から２１日目以降メラノサイトと思われる細胞の真皮内へ落ち込んで
いる事も示している。（矢印）。
【図４】本発明に係る色素含有人工皮膚にレーザートーニング処理を施した結果を示す写
真。図上段は未処理のサンプル、図下段は処理したサンプルをそれぞれ示す。処理直後に
メラニン顆粒は分散しており、処理後３日目の照射群のメラニン顆粒は減少していること
を示す。
【図５】本発明に係る色素含有人工皮膚にレーザートーニング処理を施した結果を示す写
真。図上段は未処理のサンプル、図下段は処理したサンプルをそれぞれ示す。処理後５日
目及び７日目において、基底層のメラノサイトが減少していることを示している。
【図６】本発明に係る色素含有人工皮膚にレーザートーニング処理を施した結果を示す写
真。図上段は未処理のサンプル、図下段は処理したサンプルをそれぞれ示す。処理後１０
日目及び１４日目において、基底層のメラノサイトがほとんど見られなくなり、表皮層全
体のメラニン顆粒も減少していることを示している。
【図７】本発明に係る色素含有人工皮膚にレーザートーニング処理を施した結果を示す写
真。図上段は未処理のサンプル、図下段は処理したサンプルをそれぞれ示す。処理後２１
日目及び２８日目において、基底層のメラノサイトが見られなくなり、表皮層全体のメラ
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ニン顆粒もほとんどないことが示されている。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
色素含有人工皮膚の製造方法
　以下に、本発明について詳細に説明する。なお、本発明を実施するために使用される様
々な技術は、当業者であれば、特にその出展を明示して技術を除き、公知の文献等を参照
することで、容易に実施することができる。
【００３０】
　このような公知文献として、例えば　例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅ
ｌｌ，“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡ
Ｌ”，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ，　２００１；Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ． “Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ”，Ｊｏｈｎ　Ｗ
ｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，．ＮＹ；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｅｌｌ　５Ｅ：Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　Ｅｄｉｔｉｏｎ　Ｂｒｕｃ
ｅ　Ａｌｂｅｒｔｓ、Ａｌｅｘａｎｄｅｒ　Ｊｏｈｎｓｏｎ、Ｊｕｌｉａｎ　Ｌｅｗｉｓ
、　Ｍａｒｔｉｎ　Ｒａｆｆ；Ｂａｓｉｃ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｏｌｏｇｙ　１２／Ｅ（ＬＡＮＧＥ　Ｂａｓｉｃ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）ｂｙ　Ｂｅｒｔｒａ
ｍ　Ｋａｔｚｕｎｇ，Ｓｕｓａｎ　Ｍａｓｔｅｒｓ　ａｎｄ　Ａｎｔｈｏｎｙ　Ｔｒｅｖ
ｏｒ（Ｄｅｃ　１３，２０１１）等の文献を参照すればよい。
【００３１】
　また、細胞培養分野に関しては、Ｂａｓｉｃ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ：Ａ　Ｐｒａ
ｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，２ｎｄ　ｅｄ．ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｓ　ｔｅｃｈ
ｎｉｑｕｅｓ　ｏｆ　ｇｒｅａｔ　ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ　ｉｎ　ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ，Ｊ．Ｄａｖｉｓ，ｅｄ．，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，
２００２． 、Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　Ｃｅｌｌｓ，２ｎｄ　ｅ
ｄ．Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ　ａｎｄ　Ｍ．Ｇ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，ｅｄ．，Ｗｉｌｅ
ｙ－Ｌｉｓｓ，２００２等の文献を参照すればよい。
【００３２】
　そして、色素斑疾患、その治療方法等に関しては、Ｄｅｒｍａｔｏｌｏｇｉｃ　Ｓｕｒ
ｇｅｒｙ：　Ｓｔｅｐ　ｂｙ　Ｓｔｅｐ，Ｃｈａｐｔｅｒ　３９　Ｌａｓｅｒ　Ｔｒｅａ
ｔｍｅｎｔ　ｆｏｒ　Ｐｉｇｍｅｎｔｅｄ　Ｌｅｓｉｏｎｓ　（ｐａｇｅｓ　３０４-３
０６）Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｌｔｄ，２０１２、Ｃｏｎｇｅｎｉ
ｔａｌ　ｍｅｌａｎｏｃｙｔｉｃ　ｎｅｖｉ：Ｗｈｅｒｅ　ａｒｅ　ｗｅ　ｎｏｗ？：Ｐ
ａｒｔ　ＩＩ．Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｐｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ａｐｐｒｏａｃｈ　ｔｏ
　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，Ｏｍａｒ　Ａ．Ｉｂｒａｈｉｍｉ，Ａｌｉ　Ａｌｉｋｈａｎ，Ｄ
ａｎｉｅｌ　Ｂ．Ｅｉｓｅｎ，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ａｃ
ａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｄｅｒｍａｔｏｌｏｇｙ，６７，２０１２，５１５．ｅ１-５１５．
ｅ１３等の文献を参照すればよい。
【００３３】
本発明に係る色素含有人工皮膚の製造方法
　本発明に係る色素含有人工皮膚の製造方法は、以下の３つの工程を含むものである。
【００３４】
（１）担体と真皮線維芽細胞を混合して培養し、真皮層を作製する工程１、
（２）上記工程１にて作製した真皮層の上部に、メラノサイトを播種して培養する工程２
、
（３）上記工程２の後に、真皮層の上部に表皮角化細胞を播種して培養し、表皮層を作製
する工程３。
【００３５】
＜工程１について＞
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　本発明の色素含有人工皮膚の製造方法における工程１は、担体と真皮線維芽細胞を混合
して培養し、真皮層を作製する工程である。
【００３６】
　工程１における培養における真皮繊維芽細胞は、特に限定はされないが、例えば、ヒト
由来、マウス由来、ラット由来、サル由来、チンパンジー等の動物種に由来する真皮繊維
芽初代培養細胞、市販のライン化された真皮繊維芽細胞等から適宜選択して使用すればよ
い。このような真皮繊維芽細胞は、一種類のみを用いる事に限定されず、数種類を組み合
わせて用いてもよい。
【００３７】
　工程１における培養における真皮繊維芽細胞の使用量は、特に限定はされないが、通常
は、２．０×１０４細胞／ｃｍ２～２．０×１０６細胞／ｃｍ２程度の真皮線維芽細胞を
用いればよい。
【００３８】
　工程１における培養にて用いる培地は、市販の培地を適宜用いればよい。なお、斯かる
培地には適宜、ＦＢＳやＦＣＳといった血清、ペニシリン、ストレプトマイシン等の抗生
物質が含まれていてもよい。
【００３９】
　工程１において真皮繊維芽細胞と混合する担体は、特に限定はされないが、例えばフィ
ブリン糊、マトリゲル（登録商標）、同種真皮マトリックス、ペプチドハイドロゲル、１
型コラーゲン等が挙げられる。工程１における培地に含まれる担体は、これらのうちの１
種類以上を、適宜併用してもよい。これらの担体は、市販のものを適宜入手して使用すれ
ば良い。
【００４０】
　工程１における培養条件は、特に限定はされず一般的な細胞培養条件又は、人工皮膚を
作製する際の三次元培養条件を基に、適宜選択すればよい。例えば、３７℃で５％のＣＯ

２存在下でインキュベートする方法が挙げられる。
【００４１】
　工程１における培養時間は、特に限定はされないが、通常は３時間～４８時間程度とす
ればよい。
【００４２】
　工程１における培養終了後に、コラーゲンを固化する工程が含まれていてもよい。具体
的には、培養終了後の真皮層を５％のＣＯ２存在下で３７℃から温度を可能な範囲で上昇
させてインキュベートする工程、培地のｐＨを変更してインキュベートする工程などがあ
げられる。
【００４３】
＜工程２について＞
　本発明の色素含有人工皮膚の製造方法における工程２は、上記工程１にて作製した真皮
層の上部に、メラノサイトを播種して培養する工程である。
【００４４】
　工程２における培養におけるメラノサイトは、特に限定はされないが、例えば、ヒト由
来、マウス由来、ラット由来、サル由来、チンパンジー等の動物種に由来するメラノサイ
トの初代培養細胞、市販のライン化されたメラノサイト等から適宜選択して使用すればよ
い。このようなメラノサイトは、一種類のみを用いる事に限定されず、数種類を組み合わ
せて用いてもよい。
【００４５】
　工程２における培養におけるメラノサイトの使用量は、特に限定はされないが、通常は
、２．０×１０３細胞／ｃｍ２～２．０×１０５細胞／ｃｍ２程度のメラノサイトを用い
ればよい。
【００４６】
　工程２における培養にて用いる培地は、市販の培地を適宜用いればよい。なお、斯かる
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培地には適宜、ＦＢＳやＦＣＳといった血清、ペニシリン、ストレプトマイシン等の抗生
物質が含まれていてもよい。
【００４７】
　工程２における培養条件は、特に限定はされず一般的な細胞培養条件又は、人工皮膚を
作製する際の三次元培養条件を基に適宜選択すればよい。例えば、３７℃で５％のＣＯ２

存在下でインキュベートする方法が挙げられる。
【００４８】
　工程２における培養時間は、メラノサイトが工程１にて作成した真皮層に固着する範囲
であれば、特に限定はされないが、通常は１日～５日程度とすればよい。より好ましくは
。３～５日程度である。なお、固着の度合いは、例えば、顕微鏡などの観察によって確認
すればよい。
【００４９】
＜工程３について＞
　本発明の色素含有人工皮膚の製造方法における工程３は、上記工程２の後に、真皮層の
上部に表皮角化細胞を播種して培養し、表皮層を作製する工程である。
【００５０】
　工程３における培養における表皮角化細胞は、特に限定はされないが、例えば、ヒト由
来、マウス由来、ラット由来、サル由来、チンパンジー等の動物種に由来する表皮角化初
代培養細胞、市販のライン化された表皮角化細胞等から適宜選択して使用すればよい。こ
のような表皮角化細胞は、一種類のみを用いる事に限定されず、数種類を組み合わせて用
いてもよい。
【００５１】
　工程３における培養における表皮角化細胞の使用量は、特に限定はされないが、通常は
、２．０×１０４細胞／ｃｍ２～２．０×１０６細胞／ｃｍ２程度の表皮角化細胞を用い
ればよい。
【００５２】
　工程３における培養にて用いる培地は、市販の培地を適宜用いればよい。なお、斯かる
培地には適宜、ＦＢＳやＦＣＳといった血清、ペニシリン、ストレプトマイシン等の抗生
物質が含まれていてもよい。
【００５３】
　工程３における培養条件は、特に限定はされず一般的な細胞培養条件又は、人工皮膚を
作製する際の三次元培養条件を基に適宜選択すればよい。例えば、３７℃で５％のＣＯ２

存在下でインキュベートする方法が挙げられる。
【００５４】
　工程３における培養時間は、通常は１２時間～３６時間程度。とすればよい。
【００５５】
　工程３における培養終了後に、表皮層の角化を促進させるための工程（角化促進工程）
が含まれていてもよい。具体的には、表皮層の表面を空気に曝す状態にして、培養する工
程が挙げられる。
【００５６】
　角化促進工程における培地及び培養温度の条件は、工程３における条件と同様にすれば
よく、培養時間は、通常２日～７日程度とすればよいとすればよい。
【００５７】
色素含有人工皮膚
　本発明に係る色素含有人工皮膚は以下に示す真皮層及び表皮層といった２層構造を有す
る。
【００５８】
＜真皮層について＞
　本発明に係る色素含有人工皮膚に含まれる真皮層は、細胞外マトリックス及び真皮繊維
芽細胞を有する。細胞外マトリックス及び真皮繊維芽細胞は、上記本発明に係る色素含有
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人工皮膚の製造方法の＜工程１＞にて詳述したものと同様である。
【００５９】
　また、真皮層にはメラノサイト又はメラニンが含まれていてもよい。メラノサイトとは
、上記本発明に係る色素含有人工皮膚の製造方法の＜工程２＞にて詳述したものと同様で
ある。
【００６０】
　メラニンにはユウメラニン、フェオメラニンなどが含まれ、これらは酸化体であっても
よく、重合体であってもよい。
【００６１】
　なお、上記真皮層には、皮脂腺、汗腺、血管、或いは毛母細胞は含まない。
【００６２】
＜表皮層について＞
　本発明に係る色素含有人工皮膚に含まれる表皮層は角化細胞及び角質層並びに基底層を
有する。
【００６３】
　基底層は前記真皮層と接する側に載置され、角質層は前記基底層の前記真皮層と接する
側の反対側に接して載置される。
【００６４】
　また、表皮層にはメラノサイト又はメラニンが含まれていてもよい。より具体的には、
表皮層の角質層以外の部位に含まれていることが好ましく、最も好ましくは基底層にメラ
ノサイト又はメラニンが含まれる事である。
【００６５】
　このようなメラノサイト又はメラニンは、＜真皮層＞において上述したものと同様とで
ある。
【００６６】
　なお、上記真皮層には、皮脂腺、汗腺、血管、或いは毛母細胞は含まない。
【００６７】
　本発明に係る色素含有人工皮膚の製造方法は、公知の方法を用いる事によって適宜作製
する事が可能であり、特に限定はされないが、例えば、上記本発明に係る色素含有人工皮
膚の製造方法を採用して作製する事が好ましい。
【００６８】
　本発明に係る色素含有人工皮膚は、培養から２週間程度もの間、培地等にメラノサイト
が流出しないといった効果を発揮する。特に、本発明に係る色素含有人工皮膚は、基底層
に比較的長期間メラノサイトが滞留し続けるといった作用も発揮する。
【００６９】
　以上のことから、本発明に係る色素含有人工皮膚は、メラノサイトの存在に起因する色
素斑疾患、特に基底層或いは真皮層にメラノサイトが存在することに起因する色素斑疾患
の治療法を探索する上で用いる、色素斑疾患モデル皮膚として有効である。
【００７０】
　色素斑疾患とは、特に限定はされないが、基底層又は真皮層にメラノサイト又はメラニ
ンが存在し続けることに起因する疾患であり、例えば、雀卵斑、扁平卵斑、肝斑、日光性
色素斑、炎症後色素沈着症、固定薬疹、リール黒皮症、後天性真皮内メラノサイトーシス
、大田母斑、青色母斑等が挙げられる。
【００７１】
色素含有人工皮膚の使用
　本発明に係る色素含有人工皮膚の使用は、色素斑疾患の治療方法を探索するための使用
である。
【００７２】
　色素含有人工皮膚とは、上述した本発明に係る色素含有人工皮膚である。
【００７３】
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　色素斑疾患とは、上記色素含有人工皮膚にて詳述したとおりである。
【００７４】
　これらの色素斑疾患の治療方法としては、特に限定はされないが、例えば、トラネキサ
ム酸、ビタミンＣ、ビタミンＥ等を内服する方法；ハイドロキノン、レチノイン酸等を外
用する方法；レーザートーニング、Ｉｎｔｅｎｓｅ　Ｐｕｌｓｅｄ　Ｌｉｇｈｔ（ＩＰＬ
）、ケミカルピーリング等を用いた物理的な施術を用いた方法等が挙げられる。　
【実施例】
【００７５】
材料、試薬、試料等
　材料としてヒト表皮角化細胞（Ｌｏｎｚａ社製）、ヒト表皮メラノサイト（Ｌｏｎｚａ
社製）とヒト真皮線維芽細胞（Ｌｏｎｚａ社製）を使用した。
【００７６】
　表皮角化細胞はＫＧＭ－２（Ｌｏｎｚａ社製）を、メラノサイトはＭＧＭ－４（Ｌｏｎ
ｚａ社製）を培養液とし、真皮線維芽細胞は１０％ＦＢＳ（ＨｙＣｌｏｎｅ社製）を添加
したＤＭＥＭ（ＬＩＦＥ　ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＩＥＳ社製）を培養液として継代培養を行
った。
【００７７】
　表皮角化細胞とメラノサイトは４～５継代、真皮線維芽細胞は８～１０継代の細胞を使
用した。
【００７８】
色素含有人工皮膚の作製
　７．５ｍＬの５倍濃縮ＤＭＥＭと３．７５ｍＬのｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｂｕ
ｆｆｅｒ（和光純薬工業株式会社製）の混合液に、２６．３ｍLのコラーゲン（新田ゼラ
チン株式会社製）を加え、水酸化ナトリウムにてｐＨ調整を行い、コラーゲン液を作製し
た。
【００７９】
　そこへ１０％のＦＢＳを添加したＤＭＥＭと、線維芽細胞を加えて懸濁液を作製し、２
４ウェルプレートの一穴に１．５ｍＬずつ入れ、一穴の線維芽細胞が４．０×１０５細胞
となるようにした。
【００８０】
　その後３７℃、５％のＣＯ２条件下のインキュベーターに２時間入れ、コラーゲンを固
化させて真皮層を作製した。
【００８１】
　次いで、作製した真皮層上に、ＭＧＭ－４にて懸濁したメラノサイトを２４ウェルプレ
ートの１穴に０．５ｍＬずつ播種し、一穴の表皮角化細胞が４．０×１０４細胞となるよ
うにした。
【００８２】
　これを３晩培養してメラノサイトが真皮層により強く固着するようにした。さらにこの
上に、ＫＧＭ－２にて懸濁した表皮角化細胞を２４ウェルプレートの一穴に０．５ｍＬず
つ播種し、一穴の表皮角化細胞が４．０×１０５細胞となるようにして表皮層を作成した
。これを一晩培養した。
【００８３】
　次に、直径６cm×高さ１．５ｃｍのシャーレ内に滅菌済みの金網（Ｓｃｒｅｅｎｓ　ｆ
ｏｒ　ＣＤ－１；ｓｉｚｅ：４０ｍｅｓｈ：Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社）を置き、混
合培養液（ＤＭＥＭ：ＫＧＭ－２＝１：１）でシャーレを満たした後、金網上にフィルタ
ーを重ならないように３枚ずつ置いた。
【００８４】
　２４ウェルプレートより培養した標本をすくい取り、フィルター（ＦＩＬＴＥＲ　ＴＩ
ＰＥ：３．０μｍ；ｗｈｉｔｅ　ＳＳＷＰ；２５ｍｍ：ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ社）上に1つ
ずつ乗せ、表皮層を空気にさらすようにした。これを4日間培養し、表皮層の角化を促進
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【００８５】
　得られた色素含有人工皮膚の組織標本を作製した。具体的には、得られたサンプルを、
２０％中性緩衝ホルマリン（Ｆｏｒｍａｌｉｎ　Ｎｅｕｔｒａｌ　Ｂｕｆｆｅｒ　Ｓｏｌ
ｕｔｉｏｎ；和光純薬工業株式会社）にて固定を行ったのちに脱水処理を行い、低温パラ
フィンにて包埋し、組織標本を作製した。ついで、得られた標本をマッソン・フォンタナ
染色法に従って染色し、顕微鏡観察した。
【００８６】
　なお、病理組織包埋用パラフィンとして、Ｐａｔｈｏｐｒｅｐ５４６（和光純薬工業株
式会社）、中間脱パラフィン透徹剤として、ティシュー・クリア（サクラファインテック
ジャパン株式会社）を使用した。
【００８７】
　図１のＢに示すように、得られた人工皮膚は従来法によって作製される人工皮膚にはな
い、メラノサイトが基底層に存在することが明らかとなった。この人工皮膚を公知の条件
で培養し続けた結果、図２及び図３に示すように、メラノサイトが基底層に残存し続けて
いる事が明らかとなった。また、２１日後には、真皮層にまでメラノサイトが落ち込んで
いる事が明らかとなった。このような形態は、特に重篤な色素斑疾患の病態を示すものと
よく一致する。
【００８８】
レーザートーニング
　ＱスイッチＹＡＧレーザー（メドライトＣ３、ＨＯＹＡ株式会社製）にトーニング用ハ
ンドピースを装着して以下の条件で上述の色素含有人工皮膚モデルに照射した。照射直径
は４ｍｍとし、人工皮膚モデルの全体に４．４ｍＪで各部分が１回だけ照射されるように
数発の照射を行った。
【００８９】
　ＱスイッチＹＡＧレーザー照射後、標本を混合培養液にて培養し、照射直後および照射
後所定の期日ごとに２８日目まで、それぞれ３枚ずつ取り出した。それらを上述の方法と
同様に組織標本を作製した。ついで、得られた標本をマッソン・フォンタナ染色法に従っ
て染色し、顕微鏡観察によってメラニン局在の評価を行った。
【００９０】
　結果を図４～７に示す。その結果、レーザーの処理後直後にメラニン顆粒は分散してお
り、処理後３日目の照射群のメラニン顆粒は減少していることが明らかとなった。また、
５日目及び７日目において、基底層のメラノサイトが減少していることも明らかとなった
。
【００９１】
　そして、処理後１０日目及び１４日目において、基底層のメラノサイトがほとんど見ら
れなくなり、表皮層全体のメラニン顆粒も減少していることも明らかとなり、処理後２１
日目及び２８日目においては、基底層のメラノサイトが見られなくなり、表皮層全体のメ
ラニン顆粒もほとんどないことが明らかとなった。
【００９２】
　以上のことから、本実施例にて作製した色素含有人工皮膚を用いて、基底層又は真皮層
にメラノサイト又はメラニンが存在し続けることに起因する色素斑疾患の治療法として、
上述のレーザー処理を行う事が有効である事が強く示唆された。
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