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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　脱毛を予防し、育毛を刺激するための組成物であって、
　８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞、または前記小サイズの幹細
胞の馴化培地を活性成分として備え、
　前記組成物は、８μｍ超の直径を有する大サイズの幹細胞及び前記大サイズの幹細胞の
馴化培地を含まない、
　組成物。
【請求項２】
　８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する前記小サイズの幹細胞は、骨髄由来、臍帯血由
来、脂肪由来、血液由来、肝臓および腸由来、皮膚由来、消化管由来、胎盤由来、神経由
来、副腎由来、表皮由来、および子宮由来のヒト成体幹細胞、並びに胚性幹細胞から成る
群から選択される少なくとも１つを含む、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する前記小サイズの幹細胞は、骨髄、臍帯血または
脂肪由来である、請求項２に記載の組成物。
【請求項４】
　８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する前記小サイズの幹細胞は、前記臍帯血由来であ
る、請求項３に記載の組成物。
【請求項５】



(2) JP 6367372 B2 2018.8.1

10

20

30

40

50

　８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する前記小サイズの幹細胞は、臍帯血由来の間葉系
幹細胞である、請求項４に記載の組成物。
【請求項６】
　前記臍帯血はヒト由来である、請求項４に記載の組成物。
【請求項７】
　前記馴化培地はケラチノサイト‐無血清培地（Ｋ‐ＳＦＭ）を含む、請求項１に記載の
組成物。
【請求項８】
　８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する前記小サイズの幹細胞または前記幹細胞の前記
馴化培地は、毛包幹細胞を活性化する、請求項１に記載の組成物。
【請求項９】
　８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する前記小サイズの幹細胞または前記幹細胞の前記
馴化培地は、
　（ｉ）毛周期における休止期から成長期への転換のための時間を低減する、
　（ｉｉ）毛周期制御を正常化する、および
　（ｉｉｉ）乳頭細胞の生成を増加させる、
　機能を有する、請求項８に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記組成物は、医薬組成物または化粧品組成物である、請求項１に記載の組成物。
【請求項１１】
　８μｍ超の大サイズの幹細胞及び前記大サイズの幹細胞の馴化培地を使用しない、育毛
を刺激し、脱毛を予防するための組成物の製造のための、８μｍまたは８μｍ未満の直径
を有する小サイズの幹細胞または前記小サイズの幹細胞の馴化培地の使用。
【請求項１２】
　８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する前記小サイズの幹細胞は臍帯血由来である、請
求項１１に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　［関連出願の相互参照］
　本願は、２０１４年７月７日に出願された米国特許出願第６２／０２１，３６２号およ
び２０１４年９月１９日に出願された米国特許出願第６２／０５２，６３５号に基づく優
先権の利益を主張し、当該出願の開示は参照により本明細書にその全体が組み込まれる。
本発明は小サイズの幹細胞、特に８μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹
細胞、または当該幹細胞の馴化培地を活性成分として含有する、脱毛を予防し、育毛を刺
激するための組成物、当該組成物を調製する方法並びに当該組成物の使用に関する。本発
明は８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞の育毛刺激機能を利用する
組成物の使用に関し、休止期における毛包幹細胞の活性を大きく高める。
【背景技術】
【０００２】
　産業の発達、環境汚染、ストレスおよび高齢化の進行に伴い、脱毛症または薄毛が徐々
に進行しており、生活の質および外観への関心がウェルビーイング世代において高まりつ
つある。
【０００３】
　頭皮からの毛の損失である脱毛症は、例えば、遺伝子構成若しくは男性ホルモンの作用
、日々の生活における精神的ストレス等の内部原因および頭皮の過酸化脂質の蓄積等の外
部原因といった様々な原因により発生する。脱毛の症状は、非常に複雑なプロセスによっ
て引き起こされることが知られている。
【０００４】
　禿頭症とは、毛が抜け落ちることによる毛の欠如を意味するのではなく、徐々に薄毛に
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なり、毛がより細く、より柔らかくなることによる毛の欠如を意味し、禿頭症の進行に伴
い、毛根内の真皮乳頭がより小さくなっていく。真皮乳頭がより小さくなるにつれ、毛は
より細くなり、毛周期はより短くなり、新たに成長している毛はさらに細くなる。禿頭症
が継続的に進行すると、毛はより柔らかくなり、毛周期はさらに短くなり、毛は少し成長
し、その後抜け落ちる。また、円形脱毛症は自己免疫疾患により引き起こされることが知
られており、内分泌障害、栄養不足、薬または出産等の物理的または精神的ストレスの後
、一時的な脱毛が発生することも注目を集めている。
【０００５】
　最近、男性型脱毛および肥満女性の脱毛を含む脱毛が、より若い世代に徐々に広がりつ
つある。２００９年に国民健康保険公団の保健福祉政策のための韓国機関（Ｋｏｒｅａｎ
　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏｒ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｗｅｌｆａｒｅ　Ｐｏｌｉｃｙ
　ｏｆ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｉｎｓｕｒａｎｃｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏ
ｎ）により発行された参考資料によると、２００８年に国内の脱毛患者数は２００１年の
それと比べ６０％以上増加し、子供および若者の脱毛患者数は２００６年から２０１１年
の５年間にわたり、２１，６４３から２３，０２５へと約６．４％増加した。
【０００６】
　このような脱毛を改善するために、様々な種類の育毛ソリューションが市販されている
。現在、Ｅｃｏｎｏｍｙ２１のリサーチによると、韓国のヘアケアサービス市場規模は８
０％が化粧品およびサニタリー補助用品で、２０％が医薬であり、このうち、病院に来る
脱毛患者数は５％のみである。現在、ヘアケア製品のユーザのうち、不満を持つユーザは
７２．７％である。しかしながら、米国食品医薬品局（ＦＤＡ）により承認された薬は、
およそ１５年前の１９９８年に発売されたミノキシジルおよびフィナステリドといった２
つしかないので、脱毛症の様々な原因は、２つの薬のみでは完全には克服できない。特に
、フィナステリド（登録商標）から作られたプロペシア（登録商標）は、抗脱毛製剤であ
るが、育毛ソリューションではない。プロペシア（登録商標）は、ＤＨＴの生成を阻害す
る５‐αレダクターゼをブロックし、男性型脱毛を可能な限り長く遅延させる。
【０００７】
　市場における育毛ソリューション（例えば、ミノキシジル（登録商標）およびフィナス
テリド（登録商標））は、ホルモン薬の適用により引き起こされる副作用を有し、毛根が
活性化されている部分においてのみ効果的であるので、それらは脱毛の予防に効果的では
あるが、長期間の休止期における育毛にはわずかな効果しかなく、また継続的に摂取また
は塗布する必要がある。従って、脱毛症または薄毛に対する経済的で安定した技術の開発
が必要である。韓国では、先進諸国と比較して、脱毛症のための薬の研究開発が技術的に
不十分であり、脱毛の予防に関する研究開発、育毛の刺激、および毛の再生は非常に緊急
性のある課題である。一方、脱毛に関する研究として、毛の再生および毛根に関する文献
は、１９５０年以来報告されているが、再現性がないことにより、毛の再生は、過去５０
年間不可能であると考えられてきた。
【０００８】
　しかしながら、１９９０年に、毛包幹細胞が初めて発見され（１９９０年、Ｃｅｌｌ）
、ヒト由来の毛包幹細胞が初めて単離され（２００６年、Ｊ．　Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ
）、実現不可能であった毛包の再生可能性の結果がペンシルベニア大学医学部のＣｏｓｔ
ａｒｅｌｉｓ教授によって報告（２００７年、Ｎａｔｕｒｅ）され、その結果、禿頭症の
根本的な治療の研究の可能性が開かれた。
【０００９】
　最近、遺伝子を使用する脱毛症の治療方法および幹細胞を使用する脱毛症の治療方法が
開発中である。本発明の背景技術として、韓国特許第１０‐０７７１１７１号（２００７
年１０月２９日）には、毛包幹細胞を単離および増殖し、当該幹細胞を毛包細胞に分化さ
せる方法並びに脱毛を治療するための組成物が開示されている。韓国特許公開公報第１０
‐２００８‐００９７５９３号（２００８年１１月６日）には、脂肪由来の幹細胞と毛包
細胞とを好適に混合することによって製造される細胞治療生成物が開示されている。また



(4) JP 6367372 B2 2018.8.1

10

20

30

40

50

、韓国特許第１０‐１２１８１０１号（２０１３年１月３日）には、活性成分として羊水
内の胎児の間葉系幹細胞の馴化培地を含有する育毛を刺激するまたは脱毛を予防するため
の組成物が開示されている。
【００１０】
　しかしながら、小サイズの幹細胞による明白な有効性という観点から優れた効果を示す
、育毛を刺激するまたは脱毛を予防するための組成物は報告されていない。
【００１１】
　よって、発明者らは間葉系幹細胞が培養される場合、一般的に様々なサイズの細胞が採
取されることを確認した。また発明者らは細胞のサイズによる効果の可能性に基づき、様
々な組織に由来する間葉系幹細胞のサイズによる毛包幹細胞の活性化により引き起こされ
る育毛刺激能力を比較することによって、特定サイズまたは当該特定サイズ未満の直径を
有する幹細胞が育毛を刺激する非常に優れた効果を示すことを見出し、その結果、本発明
は完成された。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１２】
【特許文献１】韓国特許第１０－０７７１１７１号（２００７年１０月２９日）
【特許文献２】韓国特許第１０－１４２２５５９号（２０１４年７月１７日）
【特許文献３】韓国特許公開公報第１０－２０１３－０００９１１７号（２０１３年１月
２３日）
【特許文献４】韓国特許公開公報第１０－２０１４－０１２５７３５（２０１４年１０月
２９日）
【特許文献５】韓国特許公開公報第１０－２００８－００９７５９３号（２００８年１１
月６日）
【特許文献６】韓国特許第１０－１２１８１０１号（２０１３年１月３日）
【非特許文献】
【００１３】
【非特許文献１】Ｙｏｏ、ＹＫ　Ｓｅｏ、ＪＫ　Ｐａｒｋその他によるＥｆｆｅｃｔ　ｏ
ｆ　Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ　Ｃｅｌｌｓ　ｏｎ　Ｈｕｍａｎ　Ｈａｉｒ　Ｇｒｏｗｔｈ
　ａｎｄ　Ｄｅａｔｈ。Ｋｏｒｅａｎ　Ｊ．　Ｃｈｅｍ．　Ｅｎｇ．，２５（２），２９
５（２００８）
【非特許文献２】ＶＡ　Ｂｏｔｃｈｋａｒｅｖ、Ｊ　ＫｉｓｈｉｍｏｔｏによるＭｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｆ　ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ　
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ　ｄｕｒｉｎｇ　ｈａｉｒ　ｆｏｌｌｉｃｌｅ　ｃｙｃｌｉｎ
ｇ。Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔ　Ｄｅｒｍａｔｏｌ．Ｓｙｍｐ．Ｐｒｏｃ．，８（１），４６（２
００３）
【非特許文献３】Ｄ　Ｆｉｓｚｅｒ、Ｍ　Ｋｕｒｐｉｓｚ、Ｔ　Ｓｉｍｉｎｉａｋによる
Ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ　ｔｈｅｒａｐｙ　ａｓ　ｔｈｅ　ｒｅｉｎｆｏｒｃｅｍｅｎｔ　ｏ
ｆ　ｏｒｇａｎ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ。Ａｒｔｉｆ．Ｏｒｇａｎｓ．，２９（５）
，３６６（２００５）
【非特許文献４】Ｈ　Ｏｓｈｉｍａ、Ａ　Ｒｏｃｈａｔ、Ｃ　Ｋｅｄｚｉａその他、Ｙ　
ＢａｒｒａｎｄｏｎによるＭｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓ　ａｎｄ　ｒｅｎｅｗａｌ　ｏｆ
　ｈａｉｒ　ｆｏｌｌｉｃｌｅｓ　ｆｒｏｍ　ａｄｕｌｔ　ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ　ｓ
ｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ。Ｃｅｌｌ，１０４（２），２３３（２００１）
【非特許文献５】ＫＳ　Ｓｔｅｎｎ、Ｇ　ＣｏｔｓａｒｅｌｉｓによるＢｉｏｅｎｇｉｎ
ｅｅｒｉｎｇ　ｔｈｅ　ｈａｉｒ　ｆｏｌｌｉｃｌｅ：　ｆｒｉｎｇｅ　ｂｅｎｅｆｉｔ
ｓ　ｏｆ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ。Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌ．，１６（５），４９３（２００５）
【非特許文献６】Ｓ　Ｔｉｅｄｅ、ＪＥ　Ｋｌｏｅｐｐｅｒ、Ｅ　Ｂｏｄｏその他による
Ｈａｉｒ　ｆｏｌｌｉｃｌｅ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ：Ｗａｌｋｉｎｇ　ｔｈｅ　ｍａｚ
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ｅ。Ｅｕｒ．Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．，８６（７），３５５（２００７）
【非特許文献７】Ｋ　Ｋａｔａｏｋａ、ＲＪ　Ｍｅｄｉｎａ、Ｔ　Ｋａｇｅｙａｍａその
他によるＰａｒｔｉｃｉｐａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｄｕｌｔ　ｍｏｕｓｅ　ｂｏｎｅ　ｍａ
ｒｒｏｗ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｋｉｎ。Ａｍ．
Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．，１６３（４），１２２７（２００３）
【非特許文献８】Ｃ　Ｂｌａｎｐａｉｎ、ＷＥ　Ｌｏｗｒｙ、Ａ　Ｇｅｏｇｈｅｇａｎそ
の他によるＳｅｌｆ－ｒｅｎｅｗａｌ，　ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｃｙ　ａｎｄ　ｔｈｅ　
ｅｘｉｓｔｅｎｃｅ　ｏｆ　ｔｗｏ　ｃｅｌｌ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｗｉｔｈｉｎ
　ａｎ　ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ　ｎｉｃｈｅ。Ｃｅｌｌ，１１８（
５），６３５（２００４）
【非特許文献９】ＭＪ　Ｈｏｏｇｄｕｉｊｎ、Ｅ　Ｇｏｒｊｕｐ、ＰＧ　Ｇｅｎｅｖｅｒ
によるＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈａｉｒ　
ｆｏｌｌｉｃｌｅ　ｄｅｒｍａｌ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　ｂｏｎｅ　ｍａｒｒ
ｏｗ　ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ。Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　Ｄｅｖ
．，１５（１），４９（２００６）
【００１４】
　本明細書中、様々な論文および特許文献が参照され、それらの引用が記載されている。
引用される論文および特許文献の中で開示される内容は、参照により本明細書にそれら全
体が組み込まれる結果、本発明が属する技術分野のレベルおよび本発明の内容がより明確
に説明されることになる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　本発明は、毛包幹細胞の活性を刺激する、非常に優れた育毛刺激機能を有するあるサイ
ズの幹細胞を使用するものである。本発明は８μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有する小
サイズの幹細胞または当該幹細胞の馴化培地を活性成分として含有する、脱毛を予防し、
育毛を刺激するための組成物を提供することを対象とする。
【００１６】
　本発明はまた当該組成物を使用した脱毛を予防し、育毛を刺激する方法を提供すること
も対象とする。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　当該目的を解決するため、本発明は育毛を刺激する、小サイズの直径を有する幹細胞の
機能および当該幹細胞の様々な使用を提供する。
【００１８】
　本発明の一例示的な実施形態として、８μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有する小サイ
ズの幹細胞、または当該幹細胞の馴化培地を活性成分として含有する、脱毛を予防し、育
毛を刺激するための組成物が提供される。
【００１９】
　８μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞または当該幹細胞の馴化培
地は、毛包幹細胞を活性化する機能を有し、より具体的には（ｉ）毛周期における休止期
を成長期に転換する時間を低減する、（ｉｉ）毛周期制御を正常化する、および（ｉｉｉ
）乳頭細胞の生成を増加する効果を有するので、脱毛を予防し、育毛を刺激する効果が得
られる。
【００２０】
　本明細書では、８μｍまたは８μ未満の直径を有する小サイズの幹細胞は、骨髄由来、
臍帯血由来、脂肪由来、血液由来、肝臓および腸由来、皮膚由来、消化管由来、胎盤由来
、神経由来、副腎由来、表皮由来、および子宮由来のヒト成体幹細胞並びに胚性幹細胞か
ら成る群から選択される少なくとも１種類の幹細胞であってよく、好ましくは、骨髄由来
、臍帯血由来または脂肪由来であり、より好ましくは臍帯血由来の成体幹細胞であり、最
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も好ましくは臍帯血由来の間葉系幹細胞である、さらにヒト由来の臍帯血が最も好ましく
使用される。
【００２１】
　また、馴化培地は、基礎培地として動物細胞の培養に好適な任意の培地であってよく、
非限定的な一例として、最小必須培地（ＭＥＭ）、ダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥ
Ｍ）、ロズウェルパーク記念研究所培地（ＲＰＭＩ）またはケラチノサイト‐無血清培地
（Ｋ‐ＳＦＭ）が使用されてよい。好ましくは、α‐ＭＥＭ培地が使用される。
【００２２】
　組成物は、医薬組成物または化粧品組成物の形態で調製されることによって提供されて
よい。
【００２３】
　一方、本発明の別の例示的な実施形態において、８μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有
する小サイズの幹細胞または当該幹細胞の馴化培地を活性成分として含有する、脱毛を防
止し、育毛を刺激するための組成物を使用する方法が提供される。
【００２４】
　本発明の別の例示的な実施形態において、８μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有する小
サイズの幹細胞または当該幹細胞の馴化培地を活性成分として使用する脱毛の治療方法も
提供される。
【００２５】
　それらの方法において、幹細胞または当該幹細胞の組成物は、注射を使用する経皮投与
により投与されることが最も好ましい。ここではシリンジ針の穴を上向きに置くことによ
り、組成物が対象の真皮に投与される方法によって注射は有効に行われる。
【００２６】
　よって、本発明は様々なサイズの幹細胞が混在する従来の不均一の細胞と比較して、８
μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞、または当該幹細胞の馴化培地
は脱毛を予防し、育毛を刺激する効果について最も優れた能力を有することを見出すこと
に基づいて完成された。本発明は毛包幹細胞の活性化により、脱毛を予防し、育毛を刺激
する、８μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞による優れた効果およ
び当該幹細胞の様々な使用を提供する。
【００２７】
　本発明の複数の例示的な実施形態が、添付図面を参照して以下に詳細に記載される。本
発明は、本発明に係る例示的な実施形態に関し図示および記載されるが、当業者には本発
明の精神および範囲から逸脱することなく、様々な修正がなされ得ることは自明であろう
。
【００２８】
　本明細書で使用される用語について以下定義する。
【００２９】
　「育毛の刺激」または「脱毛の予防」とは、類似の意味を有し、当該技術分野において
使用される、発毛の刺激若しくは育毛の促進および毛の弱体化若しくは脱毛の予防といっ
た別の用語も含む。
【００３０】
　「幹細胞」とは、あらゆる組織に発達可能な細胞を意味する。反復分裂により、自己を
作成する自己複製、および環境により特定の機能を有する細胞に分化する多性能という２
つの基本的な特性がある。
【００３１】
　「間葉系幹細胞」とは、ヒトまたは哺乳類の組織から単離された未分化の成体幹細胞の
一種であり、様々な組織に由来してよい。成体幹細胞の中でも、造血幹細胞は通常非接着
性であるが、間葉系幹細胞は通常接着性である。特に、間葉系幹細胞は臍帯由来の間葉系
幹細胞、臍帯血由来の間葉系幹細胞、骨髄由来の間葉系幹細胞、脂肪由来の間葉系幹細胞
、筋肉由来の間葉系幹細胞、神経由来の間葉系幹細胞、皮膚由来の間葉系幹細胞、羊膜由
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来の間葉系幹細胞、または胎盤由来の間葉系幹細胞であってよく、好ましくは臍帯血由来
の間葉系幹細胞であってよい。各組織から幹細胞を単離する技術は当該技術分野において
既知である。
【００３２】
　「幹細胞の馴化培地」とは、幹細胞を培養することによって得られる、培地に含まれる
成分を含有する材料であり、馴化培地を調製するために、任意の種類の幹細胞が限定なく
使用されてよい。例えば、馴化培地を調製するための幹細胞は、胚性幹細胞、または成体
幹細胞であってよい。さらに、成体幹細胞はあらゆる組織に由来してよい。本発明の一例
示的な実施形態において、馴化培地は臍帯血由来の成体幹細胞を使用して調製される。
【００３３】
　「分化」とは、分裂時、増殖時、および成長時に細胞の構造または機能を特殊化する現
象を意味し、すなわち、独自の役割を行うための生物の細胞または組織の形態または機能
における変化である。一般に、それは比較的単純な系を少なくとも２つの質的に異なる部
分的な系に分裂する現象である。
【００３４】
　細胞の「増殖」または「培養」という用語は、分裂による同種の細胞の増幅、すなわち
、一般に多細胞生物における細胞の数の増加を指す。増殖（増幅）により、細胞の数が一
定のレベルに到達すると、一般に特性が変化（分化）し、同時に制御される。
【００３５】
　「培地」とは、生物から取り出した細胞を培養および増殖させるための混合物を意味し
、例えば糖類、アミノ酸、様々な種類の栄養素、血清、成長因子およびミネラル等の細胞
の培養および増殖に使用される必須要素を含有する。特に、本発明の培地は、幹細胞の培
養および増殖のための培地である。
【００３６】
　「基礎培地」とは、必須の糖類、アミノ酸、水等、細胞の生存に要求されるものを含有
する混合物であり、栄養物質および様々な種類の成長因子を除いた混合物である。本発明
の基礎培地として、人為的に合成された培地または市販の調製済み培地を使用してよい。
市販の調製済み培地としては限定はされないが例えばダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭ
ＥＭ）、内皮分化培地（ＥＤＭ）、最小必須培地（ＭＥＭ）、イーグル基礎培地（ＢＭＥ
）、ＲＰＭＩ　１６４０、Ｆ‐１０、Ｆ‐１２、α‐最小必須培地（α‐ＭＥＭ）、グラ
スゴー最小必須培地（Ｇ‐ＭＥＭ）、またはイスコブ改変ダルベッコ培地であってよい。
【００３７】
　「治療」とは、有益なまたは例示的な臨床結果を得るためのアプローチを意味する。本
発明の目的として、有益なまたは例示的な結果とは、症状の緩和、病気範囲の低減、病状
の安定化（すなわち、悪化しない）、病気の進行の遅延または病気の進行速度の低減、病
状の改善または一時的緩和および低減（部分的または全体的）を無制限に含み、それらは
検出可能なものまたは検出不可能なものを含む。「治療」は、すべての治療療法、および
防止的または予防的方法を意味する。治療とは、障害の予防および既発の障害のために要
求される治療を含む。病気の「緩和」／「緩和している」とは、病状の範囲および／また
は非典型的な臨床症状が低減され、並びに／または病気の進行の時間的経過が遅延または
延長されることを意味する。
【００３８】
　「有効量」とは、有益な若しくは例示的な臨床的または生化学的な結果に影響を及ぼす
好適な量である。有効量は、一回またはそれより多く投与されてよい。有効量とは、病気
の進行を一時的に緩和、改善、安定化、回復、または遅延させるために好適な量である。
本発明において有効量とは、脱毛の進行を低減若しくは遅延させるため、または育毛を刺
激するために好適な量である。特定の動物が組成物の投与に持ちこたえる場合、または組
成物が当該動物への投与に適切である場合、それは組成物が「医薬的または生理学的に利
用可能」であることを意味する。投与されることになる組成物の量が生理学的に重要であ
る場合、調製が「治療上の有効量」で管理されていると言える。調製があることにより、
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特定の患者に生理学的に検出可能な変化がもたらされる場合、当該調製は生理学的に有意
である。
【００３９】
　用語「約」とは、３０、２５、２０、１５、１０、９、８、７、６、５、４、３、２、
または１％分変動する参考量、レベル、値、数、頻度、パーセント、寸法、サイズ、分量
、重量または長さを示す。
【００４０】
　本明細書中、文脈が別途の要求をしていない限り、「含む（ｉｎｃｌｕｄｅ）」および
／または「含み（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」並びに「備える（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」および
／または「備え（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」は、段階若しくは要素または段階若しくは要
素から成る群の存在を指定するが、１または複数の他の段階若しくは要素、または当該段
階若しくは要素から成る群の存在または追加を除外しないことを理解されたい。
【００４１】
　以下に、本発明について詳細に記載する。
【００４２】
　［幹細胞］
【００４３】
　本発明は、脱毛を予防し、育毛を刺激するための小サイズの直径を有する幹細胞の使用
に関する。
【００４４】
　幹細胞とは、自己複製能力および少なくとも２つの細胞に分化する能力を有する細胞で
ある。発生源に応じ、胚性幹細胞または成体幹細胞が使用されてよく、本発明においては
、好ましくは、様々なソース（ｓｏｕｒｃｅ）から生ずる様々な組織由来の成体幹細胞が
使用されてよく、例えば脂肪、子宮、骨髄、筋肉、胎盤、臍帯血または表皮等の組織に由
来する幹細胞が使用されてよい。より具体的には、幹細胞は間葉系幹細胞（ＭＳＣ）であ
る。間葉系幹細胞は一般に造血を助ける間質であり、骨、軟骨、脂肪および筋肉の細胞を
含む、様々な中胚葉細胞に分化する能力を有し、未分化状態を維持しつつ容易に増殖する
。本発明の例示的な一実施形態において、脂肪由来、骨髄由来および臍帯血由来の間葉系
幹細胞（ＭＳＣ）が使用される。
【００４５】
　最も好ましくは、臍帯血由来の間葉系幹細胞が使用される。
【００４６】
　臍帯血とは、出産後に臍帯から生成される血液であり、白血球および赤血球並びに血小
板を形成する造血幹細胞および内皮前駆細胞を大量に含む。また、臍帯血は軟骨および骨
、筋肉、および神経を形成する間葉系幹細胞も含んでおり、故に医療分野において非常に
貴重である。臍帯血は、骨髄または末梢血の造血幹細胞より造血幹細胞の濃度が高く、成
熟度が低い。従って、骨髄に存在する造血幹細胞と比較して、臍帯血内の造血幹細胞はよ
り優れた増殖能力、自己複製能力および分化能力を示す。また、臍帯血は簡易な医療手順
によって、破棄された臍帯から取得可能であり、臍帯は所定量よりはるかに多くの造血幹
細胞および幹細胞を含むので、本発明の一態様において、ヒト臍帯血から単離された間葉
系幹細胞が使用される。
【００４７】
　特に、臍帯血由来の間葉系幹細胞は、（ｉ）細胞療法製品に使用される場合、他の組織
由来の幹細胞とは異なり、多くの場合免疫拒絶反応を回避できる、（ｉｉ）一般的に破棄
される胎盤および臍帯から取得可能であるので、幹細胞が生成される際、ドナーは何ら苦
痛を有さない、（ｉｉｉ）適用時に、病変に直接投与可能である。ここで、幹細胞が該当
する病変に実際に移植されると、パラクリン作用が活性化されて、病変を治療、再生また
は回復させることのできるセクレトーム因子（蛋白質、サイトカイン）が分泌され、その
結果、病変が治癒される。一方で、本発明による幹細胞は当該技術分野において既知の方
法によって増殖および培養されてよい。
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【００４８】
　好適な培地としては、動物細胞、特に哺乳類の細胞を培養するために作成された任意の
ものであってよく、または動物細胞の培養に要求される、例えば同化可能な炭素、窒素お
よび／または微量栄養素等の好適な成分を用いてインビトロで調製可能な任意のものであ
ってよい。
【００４９】
　培地は、動物細胞の培養のために好適な任意の基礎培地であってよく、非限定的な一例
として、最小必須培地（ＭＥＭ）、ダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）、ロズウェ
ルパーク記念研究所培地（ＲＰＭＩ）、またはケラチノサイト‐無血清培地（Ｋ‐ＳＦＭ
）が、細胞の培養のために使用される基礎培地として一般的に使用されてよい。これ以外
にも当該技術分野において使用される任意の培地が限定なく使用されてよい。好ましくは
、培地は、αＭＥＭ培地（ＧＩＢＣＯ）、Ｋ‐ＳＦＭ培地、ＤＭＥＭ培地（Ｗｅｌｇｅｎ
ｅ）、ＭＣＤＢ　１３１培地（Ｗｅｌｇｅｎｅ）、ＩＭＥＭ培地（ＧＩＢＣＯ）、ＤＭＥ
Ｍ／Ｆ１２培地、ＰＣＭ培地、Ｍ１９９／Ｆ１２（ｍｉｘｔｕｒｅ）（ＧＩＢＣＯ）、お
よびＭＳＣ　ｅｘｐａｎｓｉｏｎ培地（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ）から成る群から選択されてよ
い。
【００５０】
　炭素、窒素、微量栄養素の同化可能なソース、および非限定的な一例としての血清源、
成長因子、アミノ酸、抗生剤、ビタミン、レダクターゼ、および／または糖類源がそのよ
うな基礎培地に添加されてよい。しかしながら、様々な組織由来の幹細胞に最も好適な複
数の培地が選択可能または組み合わせ可能であり、幹細胞は当業者によって好適に培養可
能であることは自明である。例示的な一実施形態において、αＭＥＭ培地またはＫ‐ＳＦ
Ｍ培地が使用される。
【００５１】
　幹細胞は当業者によって、当該技術分野における従来知識に基づいて、好適な培養環境
、時間、温度といった諸条件を制御することによって培養可能であることも自明である。
【００５２】
　例示的な一実施形態において、間葉系幹細胞は約８０から９０％、好ましくは約９０％
の細胞コンフルエンスを有するよう、α‐ＭＥＭ培地で培養および増殖され、例えばＰＢ
Ｓを用いて洗浄され、その後、約２０～２５時間、好ましくは２４時間、Ｋ‐ＳＦＭ培地
でさらに培養された。
【００５３】
　用語「コンフルエンス（％）」とは、面積当たりの細胞密度（飽和度）を表すために当
該技術分野で従来使用されており、細胞培養における単位面積当たりの細胞の数（細胞密
度）を相対的に表すために当業者によって実験で通常使用される単位である。本発明はま
た、８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞および当該幹細胞の馴化培
地を調製する方法を含む。
【００５４】
　一方で、方法はさらに、本発明により培地で培養された幹細胞をトリプシンで処理する
工程を含む。培養された幹細胞がトリプシンで処理される場合、単一細胞タイプの幹細胞
が得られてよく、ここでトリプシンは、細胞間の凝集を阻害し、単一細胞タイプの幹細胞
を有するように処理される。トリプシンは、細胞間の凝集の形成を阻害可能な材料で置き
換えられてよい。
【００５５】
　幹細胞の培養は、従来既知のコンテナで行われてよい。例えば、幹細胞は３次元バイオ
リアクタまたはスピナーを使用して、または一般的な接着コンテナの中で培養されてよい
。
【００５６】
　［育毛を刺激する機能］
【００５７】
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　本発明は、１０μｍまたは１０μｍ未満、最も好ましくは８μｍまたは８μｍ未満の直
径を有する小サイズの幹細胞の脱毛を予防および育毛を刺激するための特に優れた機能の
使用に関する。
【００５８】
　８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞の脱毛を予防および育毛を刺
激するための機能は、毛周期の正常化によって引き起こされ、毛包幹細胞の活性を刺激す
ることによって毛包の数および厚みを増やし、毛周期における休止期から成長期への転換
のための時間を低減し、乳頭細胞の生成を増やす。
【００５９】
　人間の毛は、成長期、退行期および休止期のサイクルが繰り返されるプロセスを経て、
毛の抜け落ちおよび再生が行われ、毛周期はホルモンまたは様々な成長因子を制御するこ
とによって操作される。毛は皮膚の中に埋設され、表皮および真皮によって覆われており
、毛包と呼ばれる。毛包には毛を制御する組織である真皮乳頭が存在し、毛母細胞が真皮
乳頭のすぐ上に毛を形成し、分裂しながら新しい毛を生成し、毛を上向きに押し出す。真
皮乳頭細胞は、細胞の成長が活性化されている成長期、退化が開始する退行期、および休
止期から成るサイクルを有する。休止期後に隣接する細胞からシグナルを受信すると、そ
の細胞は成長期に再び入り、細胞の再生が行われ、その結果、新しい毛が生成される。
【００６０】
　毛包は哺乳類のみの皮膚器官であり、表皮と間葉との間の相互作用によって出生前段階
から生成される。
【００６１】
　出生前段階における毛包の生成は、真皮からのシグナルに応答して開始し、それにより
表皮は厚くなり、プレート状に形成される。厚い表皮プレートから発生する表皮シグナル
は、間葉由来の皮膚細胞の凝集を誘起し、真皮シグナルが再度、形成された凝集体から発
生する。このシグナルは表皮細胞の増殖を刺激し、表皮細胞の真皮への入り込みを誘起し
て凝集物を囲む結果、真皮乳頭が形成される。従って、第１の毛包構造が形成され、次に
表皮細胞の増殖および分化が発生し、毛を生成する成熟した毛包の発達へと導く。成熟し
た毛包内で、毛包の基底膜を通して、毛母細胞と真皮乳頭細胞との間の相互作用によって
、毛母細胞の専門分化が起こる結果、毛が生成され、成長する。また、当該相互作用によ
って、毛包のサイクルがもたらされ、器官が維持され、毛の厚みおよび形態等の生物学的
特性を決定する。
【００６２】
　毛包内の生物学的特性を制御する２つの重要な要因は、毛包表皮である外毛根鞘（ＯＲ
Ｓ）細胞および間葉由来の皮膚乳頭（ＤＰ）であり、毛は毛周期の繰り返しを通して成長
し、抜け落ちる。
【００６３】
　角質層および毛は、それぞれ皮膚表面および毛包の増殖および分化を通して生成され、
抜け落ち、それらを継続的に補い、維持し、再生する基礎細胞源が幹細胞である。毛包は
膨張部分に表皮幹細胞のコンテナを有しており、当該コンテナは毛包の維持並びに皮脂腺
および毛幹表皮の再生に関与することが知られている。また、毛包の下の真皮鞘（ＤＳ）
の中には、成長期の毛包の真皮乳頭を維持するための間葉由来のＴＡ細胞があり、間葉由
来のＴＡ細胞は、生合成皮膚の真皮の成分、すなわち線維芽細胞を交換可能な細胞源とし
て知られており、研究対象となっている。従って、脱毛は、本発明の休止期における毛包
幹細胞を活性化する方法によって効果的に治療可能であることが理解できる。
【００６４】
　特に、本発明の８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞は、毛周期に
おける休止期から成長期への転換のための時間を大幅に低減する。すなわち、毛周期の制
御は休止期の毛包幹細胞の活性を刺激することによって正常化される。
【００６５】
　以下に、本発明の８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞の脱毛を予
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防し、育毛を刺激するための機能に関する特性について記載する。
【００６６】
　（ｉ）本発明の８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞は、乳頭細胞
の生成に関与する幹細胞および毛の長さを伸ばすことに関与する幹細胞を活性化する。
【００６７】
　育毛を可能にする従来のソースは、育毛を誘発するために必要な様々な要因のうちの一
部のみに影響することが報告されている。例えば、既知の先行技術文献では、育毛に関与
する毛包幹細胞の活性化とは、真皮乳頭（ＤＰ）の生成に関与する幹細胞または毛の長さ
を伸ばすことに関与する幹細胞の活性化である。
【００６８】
　対照的に、本発明によると、当該２種類の幹細胞に加え、毛髪に関連する毛包幹細胞の
多くが活性化されるので、毛包の数および厚みが増え、組織の厚みも増える。すなわち、
本発明は様々な要因に同時に影響を及ぼすソースを提供し、それは脱毛および育毛の刺激
のための組み合わされた治療に使用される。
【００６９】
　（ｉｉ）本発明の８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞は、毛周期
における休止期から成長期へと転換するための時間を大きく低減する。
【００７０】
　従って、本発明の８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞は、ホルモ
ンに対する一時的な効果ではなく、毛周期制御を正常化することにより、永久的な育毛効
果を示す。
【００７１】
　ミノキシジル（登録商標）を含む従来の薬は、永久的な治療なしに、脱毛の進行を遅延
させ、または成長期にある現在の毛の維持を助ける。故に薬の使用が停止されると、直ち
に脱毛が発生する。
【００７２】
　しかしながら、本発明の小サイズの幹細胞は、毛周期の正常化により、毛包の数および
厚みが増加し、真皮乳頭（ＤＰ）の生成が増加するので、永久的な育毛効果に基づき、脱
毛を根本的に治療可能である。
【００７３】
　本発明の例示的な一実施形態において、小サイズの臍帯血由来の間葉系幹細胞は、成長
期への転換のための最短時間を有することが確認されている。さらに、育毛のための薬と
して広く知られるミノキシジル（登録商標）およびＰＲＰと比較して、小サイズの臍帯血
由来の間葉系幹細胞は、毛包の数および厚みをさらに大幅に増加させ、すなわち、育毛へ
の最も高い効果を示す。
【００７４】
　また、様々なサイズの幹細胞が混在する従来の不均一の幹細胞と比較して、本発明の８
μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞または当該幹細胞の馴化培地は
、毛包幹細胞を活性化させることにより育毛を刺激する高い効果を示すことが確認されて
いる。
【００７５】
　従来知られているように、間葉系幹細胞が培養されるとき、様々なサイズ分布を有する
幹細胞が混在される。しかしながら、本発明においては、本発明の８μｍまたは８μｍ未
満の直径を有する小サイズの細胞のみが培養のために抽出される場合、育毛を刺激する効
果が大きく示される。
【００７６】
　すなわち、脱毛を予防し、育毛を刺激する効果については、幹細胞の「サイズ」が非常
に重要な要因であり、８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞は、脂肪
、骨髄または臍帯血等の幹細胞が由来する組織の種類に関わらず、メラニンを低減する優
れた効果を有しており、特に、８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する小サイズの臍帯血
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由来の幹細胞が最も優れた効果を有する。
【００７７】
　［組成物および当該組成物の使用］
【００７８】
　従って、一態様において、本発明は８μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有する小サイズ
の幹細胞、または当該幹細胞の馴化培地を活性成分として含有する育毛を刺激するための
組成物、当該組成物を調製する方法、当該組成物を使用する脱毛を防止し、育毛を刺激す
る方法を提供する。
【００７９】
　幹細胞は、１０～３０％（ｖ／ｖ）、好ましくは１５～２５％（ｖ／ｖ）、最も好まし
くは２０％（ｖ／ｖ）の細胞毒性を示さない範囲の有効濃度において含有されてよいが、
本発明はその点において限定されない。
【００８０】
　本発明の一例示的な実施形態として、本発明の組成物は、医薬組成物および／または化
粧品組成物を含む。
【００８１】
　［医薬組成物］
【００８２】
　別の態様において、本発明は８μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細
胞または当該幹細胞の馴化培地を活性成分として含有する、脱毛を予防し、または育毛を
刺激するための医薬組成物を提供する。
【００８３】
　脱毛または脱毛症は大きくは瘢痕性脱毛症および非瘢痕性脱毛症に分類され、非瘢痕性
脱毛症は先天性脱毛症、男性型脱毛症および円形脱毛症を含み、本発明においては、すべ
ての種類のものが含まれるが、本発明はこの点において限定されない。
【００８４】
　本発明の医薬組成物内に含まれる医薬的に利用可能なキャリアは、調製において従来使
用されるキャリアであり、当該キャリアとしては限定はされないが、ラクトース、ブドウ
糖、スクロース、ソルビトール、マンニトール、澱粉、アカシアゴム、リン酸カルシウム
、アルギン酸塩、ゼラチン、ケイ酸カルシウム、微結晶性セルロース、ポリビニルピロリ
ドン、セルロース、水、シロップ、メチルセルロース、ヒドリキシ安息香酸メチル、ヒド
ロキシ安息香酸プロピル、タルク、ステアリン酸マグネシウムおよびミネラル油が含まれ
る。本発明の医薬組成物は上記の成分に加え、さらに潤滑剤、湿潤剤、甘味剤、香味剤、
乳化剤、懸濁液、または防腐剤を含んでよい。
【００８５】
　本発明の医薬組成物の好適な投与量は、調製方法、投与方法、患者の年齢、体重、性別
、病気の重症度、食事、投与時間、投与経路、排せつ率および反応感度等の諸要因により
異なり、当業者は所望の治療に対する有効量を容易に判断してよく、医薬組成物の有効量
を処方してよい。一方、本発明の医薬組成物の投与量は、限定はされないが、一日当たり
０．０１～２０００ｍｇ／ｋｇ（体重）であってよい。
【００８６】
　本発明の医薬組成物は経口または非経口で投与されてよく、非経口投与の場合、医薬組
成物は静脈注射、皮下注射、筋肉注射、腹部注射、または経皮投与によって投与されてよ
く、非経口投与が好ましい。本発明の医薬組成物の投与経路は、医薬組成物が適用される
病気の種類により判断されてよい。
【００８７】
　例えば、本発明の医薬組成物は皮膚への局所塗布による投与が最も好ましい。本発明の
組成物の適用可能な領域は、頭皮に加え、育毛を必要とする身体の任意の領域であってよ
い。例えば、医薬組成物は、怪我により生じた傷痕に起因して毛が損傷された領域、また
は広い額若しくはＭ字額、単なる美容効果のためにまつげ若しくは眉に使用されてよく、
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無毛の症状を改善する。
【００８８】
　最も好ましくは、本発明の組成物は注射による経皮投与によって投与される。 
【００８９】
　ここで、皮膚内の真皮への十分な拡散の後、毛細血管を通して組成物を流すために、す
なわち、十分拡散することなく真皮をすぐに通過し、身体に直ちに流入することを防ぐた
めに、組成物はシリンジ針の穴を上向きに置き注入されてよい。
【００９０】
　［化粧品組成物］
【００９１】
　さらなる別の態様において、本発明は８μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有する小サイ
ズの幹細胞または当該幹細胞の馴化培地を活性成分として含有する、脱毛を予防し、また
は育毛を刺激するための化粧品組成物を提供する。
【００９２】
　本発明の化粧品組成物は、当該技術分野において従来的に調製される、例えばエマルジ
ョン、クリーム、フェースローション、パック、ファンデーション、ローション、流体ま
たは頭髪用化粧品といった任意の製品形態で調製されてよいが、本発明はこの点において
限定されない。
【００９３】
　当該組成物はシャンプー、ヘアリンス、ヘアトニック、ヘアジェル、ヘアローション、
ヘアパック、ヘアスプレー、ヘアムース、ヘアトリートメント、ヘアカラー、ヘアコンデ
ィショナー、それらの混合物、例えばシャンプーおよびリンスの混合物、リンスおよびト
リートメントの混合物といった種類で調製されてよい。または従来の添加物を添加するこ
とにより育毛を刺激するリキッドタイプの育毛ソリューション、およびエアロゾルタイプ
の組成物も含まれてよい。
【００９４】
　本発明の化粧品組成物の製品形態がペースト、クリームまたはゲルの場合、キャリア成
分して、動物油、植物油、ワックス、パラフィン、澱粉、トラガカント、セルロース誘導
体、ポリエチレングリコール、シリコーン、ベントナイト、シリカ、タルクまたは酸化亜
鉛が使用されてよい。本発明の化粧品組成物の形態がパウダーまたはスプレーの場合、キ
ャリア成分として、ラクトース、タルク、シリカ、水酸化アルミニウム、ケイ酸カルシウ
ムまたはポリアミド粉末が使用されてよく、特に、本発明の化粧品組成物の形態がスプレ
ーの場合、クロロフルオロ炭化水素、プロパン／ブタンまたはジメチルエーテル等の推進
剤が追加的に含まれてよい。本発明の化粧品組成物の形態がソリューションまたはエマル
ジョンの場合、キャリア成分として、例えば、水、エタノール、イソプロパノール、炭酸
エチル、酢酸エチル、ベンジルアルコール、安息香酸ベンジル、プロピレングリコール、
１，３‐ブチルグリコールオイル、グリセリン脂肪酸エステル、ポリエチレングリコール
またはソルビタン脂肪酸エステル等の溶媒、可溶化剤または乳化剤が使用されてよい。本
発明の化粧品組成物の形態が懸濁液の場合、キャリア成分として、水、エタノールまたは
プロピレングリコール等の液相の希釈剤、エトキシル化イソステアリルアルコール、ポリ
オキシエチレンソルビトールエステル、またはポリオキシエチレンソルビタンエステル、
微結晶性セルロース、水酸化アルミニウム、ベントナイト、寒天またはトラガカント等の
懸濁液が使用されてよい。本発明の化粧品組成物の形態が界面活性剤を含有するクレンザ
ーの場合、キャリア成分として、脂肪族アルコール硫酸塩、脂肪族アルコールエーテル硫
酸塩、スルホコハク酸モノエステル、イセチオン、イミダゾリウム誘導体、メチルタウリ
ン、サルコシネート、脂肪酸アミドエーテル硫酸塩、アルキルアミドベタイン、脂肪族ア
ルコール、脂肪酸グリセリド、脂肪酸ジエタノールアミド、植物油、ラノリン誘導体また
はエトキシル化グリセロール脂肪酸エステルが使用されてよい。
【００９５】
　本発明の化粧品組成物に含有される成分は化粧品組成物に従来的に使用される成分が含
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まれてよく、それらは活性成分に加え、例えば抗酸化剤、スタビライザー、可溶化剤、ビ
タミン、顔料および香料、並びにキャリアを含む従来のアジュバントである。
【００９６】
　化粧品組成物は従来使用される任意の方法により調製されてよい。
【００９７】
　脱毛を予防し、育毛を刺激するための化粧品組成物は直接的な塗布または頭皮若しくは
毛への注射等の経皮投与によって使用されてよい。
【００９８】
　本発明の組成物に含有される活性成分である混合抽出物の適用量は、４０ｍｇ／ｋｇま
たは４０ｍｇ／ｋｇ未満、好ましくは成人を基準に２０～４０ｍｇ／ｋｇであってよい。
【００９９】
　当該技術分野において既知の組成物を皮膚に適用するすべての方法が使用されてよい。
本発明の化粧品組成物は、一回または繰り返しの塗布によって使用されてよく、または塗
布のみ若しくは別の化粧品組成物と組み合わせて使用されてよい。また、本発明による優
れた皮膚保護効果を有する化粧品組成物は、従来の方法により使用されてよく、使用回数
は皮膚の状態またはユーザの好みにより変更されてよい。
【０１００】
　さらに異なる観点から、本発明は８μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有する小サイズの
幹細胞、または当該幹細胞の馴化培地を活性成分として使用して脱毛を治療する方法にも
関する。
【０１０１】
　上記方法において、使用される幹細胞または当該幹細胞の組成物は、前述したものと同
一である。
【０１０２】
　脱毛を治療する方法において、特に幹細胞または当該幹細胞の組成物は、注射を使用す
る経皮投与を介して投与されることが好ましい。ここで、皮膚の真皮への十分な拡散の後
、毛細血管を通して組成物を流すために、すなわち、十分拡散することなく真皮をすぐに
通過し、身体に直ちに流入することを防ぐために、組成物はシリンジ針の穴を上向きに置
き注入されてよい。
【０１０３】
　上記のとおり、本発明による８μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細
胞、または当該幹細胞の馴化培地は医薬組成物および化粧品組成物に基づいて記載された
が、本発明は８μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞または当該組成
物の馴化培地を活性成分として含有する、脱毛を予防し、育毛を刺激する効果を有する様
々な種類の組成物および当該組成物を使用する方法を含むことが当業者には自明である。
【０１０４】
　すなわち、本発明による８μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞ま
たは当該組成物の馴化培地は、毛包幹細胞の活性を刺激し、毛周期における休止期から成
長期への転換のための時間を短縮し、乳頭細胞の生成を増やし、結果的に脱毛を予防し、
育毛を刺激する非常に優れた効果を有し、本発明はまたそのような効果に基づく様々な使
用を含む。
【０１０５】
　［有利な効果］
【０１０６】
　本発明によると、８μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞または当
該幹細胞の馴化培地が、毛包幹細胞の活性を刺激し、毛周期における休止期から成長期へ
の転換のための時間を低減し、乳頭細胞の生成を増加させ、それにより、非常に優れた脱
毛予防および育毛刺激効果を示すので、適用可能な分野において非常に有用である。
【図面の簡単な説明】
【０１０７】
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　本発明の例示的な実施形態について添付図面を参照して詳細に記載することで、本発明
の上記目的および他の目的、特徴、並びに利点が当業者にとってより明らかになるであろ
う。
【図１】毛包を観測するためにマウスの組織が取得される際、毛包の長さまたは数を効果
的に観測するための切断片を製造する方法を示す概略図である。
【図２】肉眼で観測される、コントロールおよびｈＵＣＢ‐ＭＳＣの複数のグループのＣ
３Ｈマウスの育毛効果を示すイメージである。
【図３】コントロールおよびｈＵＣＢ‐ＭＳＣの複数のグループのＣ３Ｈマウスの皮膚組
織における毛包の数および長さ並びに皮膚厚みの比較を示す顕微鏡イメージである。
【図４】コントロール、および脂肪由来の間葉系幹細胞、骨髄由来の間葉系幹細胞、臍帯
血由来の間葉系幹細胞から単離した小サイズの細胞のＣ３Ｈマウスにおける育毛効果を比
較するイメージであり、第５週から第７週にかけて肉眼で観測されたものである。
【図５】コントロール、および脂肪由来の間葉系幹細胞、骨髄由来の間葉系幹細胞、臍帯
血由来の間葉系幹細胞から単離した小サイズの細胞のＣ３Ｈマウスにおける育毛効果（第
７週での）についての動物組織学的解析の結果の組み合わせを示すイメージである。
【図６】コントロール、および脂肪由来の間葉系幹細胞、骨髄由来の間葉系幹細胞、臍帯
血由来の間葉系幹細胞から単離した小サイズの細胞の馴化培地のＣ３Ｈマウスにおける育
毛効果（第８週での）についての動物組織学的解析の結果の組み合わせを示すイメージで
ある。
【図７】時間経過によるＨａＣａＴ細胞増殖に対する小サイズのｈＵＣＢ－ＭＳＣの効果
を確認するためのＣＣｋ‐８実験結果を示すグラフである。
【図８】生／死染色によるコントロール、脂肪由来の間葉系幹細胞、骨髄由来の間葉系幹
細胞、臍帯血由来の間葉系幹細胞における真皮乳頭（ＤＰ）細胞の増殖効果を示すイメー
ジである。
【発明を実施するための形態】
【０１０８】
　［本発明を実施するためのベストモード］
【０１０９】
　以下に、実施例を参照しつつ本発明についてさらに詳細に記載する。実施例は本発明を
説明するために提供されているにすぎず、当業者にとっては、本発明の範囲は実施例に限
定されると解釈されないことは自明である。
【０１１０】
　発明者らは、有毛細胞の成長への効果を観測し、育毛を刺激する効果を確認すべく、様
々な組織に由来する様々なサイズの幹細胞を単離した。小サイズの幹細胞は細胞の老化を
遅延させること、細胞は年を取るにつれ、細胞のサイズが大きくなり、増殖速度が低くな
るという事実に基づく。
【０１１１】
　［材料および方法］
　１．幹細胞の調製
　（１）幹細胞の単離
【０１１２】
　本発明においては、メディポスト社（韓国）から提供されたヒト臍帯血由来の間葉系幹
細胞が使用された。幹細胞は臍帯血を取得し、臍帯血から間葉系幹細胞を単離し、幹細胞
を培養することにより取得可能である。工程についての詳細な説明は以下の通りである。
【０１１３】
　臍帯血を取得する工程では、正常の経膣分娩において、出産後胎盤がまだ子宮内に残っ
ている間に、抽出された臍静脈から臍帯血が取得される。または帝王切開においても、出
産後胎盤が子宮から抽出される間にも臍帯血は臍静脈から取得される。
【０１１４】
　本発明において、臍帯血が出産後の子宮から抽出される臍静脈から取得される場合、出
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産後無菌操作法により、胎盤と胎児を繋ぐ臍静脈から取得されてよい。まず、臍静脈が取
得された後、臍帯血が収集針を使用して抗凝固剤が入った臍帯血ポーチに入れられる。
【０１１５】
　取得された臍帯血からの間葉系幹細胞を単離および培養する方法は、従来使用される任
意の方法であってよく、それらには韓国特許第１０－０４９４２６５号（Ｐｉｔｔｉｎｇ
ｅｒ　ＭＦ、Ｍａｃｋａｙ　ＡＭその他によるＳｃｉｅｎｃｅ、２８４：１４３‐７,１
９９９；Ｌａｚａｒｕｓ　ＨＭ、Ｈａｙｎｅｓｗｏｒｔｈ　ＳＥその他によるＢｏｎｅ　
Ｍａｒｒｏｗ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ、１６：５５７‐６４,１９９５）内に開示される
方法が含まれる。
【０１１６】
　取得された臍帯血から遠心分離により単球が単離され、数回洗浄されてデブリが除去さ
れ、培養コンテナに好適な密度で播種され、培養された。細胞が単層に増殖した後、位相
差顕微鏡を使用してコロニーの形態に増殖された均一の紡錘状細胞が間葉系幹細胞として
識別された。また、細胞がコンフルエントになるまで培養されたとき、細胞は二次培養に
より必要な細胞数に増殖された。
【０１１７】
　一方、コントロールとして使用された様々な細胞は、ＨＥＫ２９３細胞、脂肪細胞（Ａ
ＴＣＣ、米国）、骨髄（ロンザ、米国）、ｈＤＰＣ、およびＨａＣａｔ（中央大学校によ
り提供）であった。
【０１１８】
　（２）馴化培地の調製
【０１１９】
　馴化培地がｈＵＣＢ‐ＭＳＣ、ＢＭ‐ＭＳＣ、および脂肪‐ＭＳＣから調製された。貯
蔵状態（ＬＮ２タンクに貯蔵された）にある細胞は解凍され、５％ＣＯ２を含有するイン
キュベータ内で３７℃で培養され、α‐ＭＥＭ（ＧＩＢＣＯ）培地内で約９０％の細胞コ
ンフルエンスを有するように増殖された。
【０１２０】
　その後、細胞はリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）を用いて３回洗浄され、フェノールレ
ッドが添加されていないケラチノサイト‐無血清培地（Ｋ‐ＳＦＭ）内で２４時間インキ
ュベーションされ、馴化培地を得た。上記手順が３日間繰り返された。また、得られた馴
化培地はろ過（トップフィルタシステム、Ｎｕｎｃ）された後、冷蔵庫に貯蔵され、凍結
された。
【０１２１】
　２．共培養
【０１２２】
　ｈＵＣＢ‐ＭＳＣ（５０００、１０，０００、１５，０００、２０，０００細胞数／上
部チャンバ）がトランズウェルチャンバ（ファルコン、米国）内の毛関連細胞、ＤＰおよ
びＨａＣａｔと共に上部チャンバ（ポアサイズ：１μｍ）で共培養された。
【０１２３】
　３．小サイズの細胞の単離
【０１２４】
　貯蔵状態（ＬＮ２タンクに貯蔵された）にある細胞は解凍され、５％ＣＯ２のインキュ
ベータ内で３７℃で培養され、小サイズの幹細胞が、８および２０μｍのメンブレンフィ
ルタを使用して単離、取得された。
【０１２５】
　ここで、８～２０μｍの直径を有する細胞が２０μｍのメンブレンフィルタを使用した
後、８μｍのメンブレンフィルタを使用して取得された。
【０１２６】
　また、幹細胞はそれらをグループ１、グループ２、グループ３を含む３つのグループに
分割することによってテストされた。グループ１は単離前に様々なサイズの幹細胞が混在



(17) JP 6367372 B2 2018.8.1

10

20

30

40

50

していたヘテロな幹細胞から成り、グループ２は８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する
幹細胞から成り、グループ３は２０μｍまたは２０μｍ超の直径を有する幹細胞から成る
。
【０１２７】
　４．育毛を観測するためのＣ３Ｈマウスの準備
【０１２８】
　実験場所として、メディポスト社（ＩＲＢ承認番号：１３１０２１－１）および京畿道
バイオセンター（ＩＡＣＵＣプロジェクト番号：ＩＡＣＵＣ２０１４－４－１０）が使用
された。Ｃ３ＨマウスはＳａｅｒｏｎｂｉｏ社から購入され、ジャクソン研究所で用意さ
れた。
【０１２９】
　特に、本発明の実験で使用されたＣ３Ｈマウス（ジャクソン研究所、日本）は、育毛有
効性モデルとして使用されたマウスモデルであり、毛が除去されると休止期が開始され、
他の種類とは異なり、成長期に転換するのに非常に長期間かかる。すなわち、他の種類の
マウスとは異なり、Ｃ３Ｈマウスは、非常に長期の休止期のために、休止期を誘発させる
薬を扱わなくても、育毛効果を確認できる優れた動物モデルである（Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏ
ｆ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｖｅ　Ｄｅｒｍａｔｏｌｏｇｙ（２００５）１２４，２８８
－２８９）。
【０１３０】
　Ｃ３Ｈマウスの皮膚の表面は、毛が成長している成長期では黒くなり、退行期ではピン
クになるので、育毛時はマウスの皮膚の色を観測することによって検出できる。
【０１３１】
　発明者らは、生後７週のＣＨ３マウスを取得し、マウスは１週間の順化を通して環境に
順応された。また、発明者らは、臍帯血由来の間葉系幹細胞をマウスモデルに注入するこ
とによって、毛周期の休止期から成長期への転換時を観測する意図であった。この例では
、ＰＢＳが注入されたマウスモデルがネガティブコントロールとして使用された。
【０１３２】
　一方、毛を剃るため、マウスは麻酔された。５ｍｌのゾレチル（バーコード＃３ＵＨＣ
、韓国）に３．３６ｍｌのロンプン（バイエルコリア、２０９４Ｌ、韓国）を混合し、７
．４７ｍｌの生理食塩水（ＪＷ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ、ＲＥＧ＃　１００５５
、韓国）を添加することによって、１５．８３ｍｌの溶液が麻酔薬として調製され、マウ
スは２０μｌの当該溶液を用いて麻酔された。
【０１３３】
　また、麻酔後、マウスはヘアトリマーを使用して毛を剃られた。マウスはクリーンペー
パーの上に置かれ、まず毛は育毛方向とは逆方向に剃られた。マウスは２４時間維持され
た後、残りの毛を除去すべく再チェックされた。
【０１３４】
　５．本発明の幹細胞の注入
【０１３５】
　本発明の幹細胞が皮膚内の真皮を通してマウスの体内に直接流入するのを防止すべく、
シリンジ針の穴が上向きになるよう置かれ、麻酔されたマウスの真皮に入れられ、十分な
拡散なく真皮をすぐに通過して、体内に直ちに流入することを防止した。ここで、臍帯血
由来の間葉系幹細胞が注入されるとき、幹細胞が外部に漏れないよう皮膚はしっかりつか
まれ、皮膚をこすりながら針を皮膚から抜くことによって幹細胞が完全に注入された。
【０１３６】
　６．マウスの組織の取得
【０１３７】
　本発明による効果をチェックするために、臍帯血由来の間葉系幹細胞が注入されたマウ
スから皮膚組織が取得された。
【０１３８】
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　６‐ウェルプレート、鉗子、手術用はさみ、クリーンペーパーおよびヘアリムーバーが
準備され、まずマウスの既に成長済みの毛が除去された。頭部に最も近い背中の皮膚が鉗
子を使用して選定され、手術用はさみを使用して皮膚組織が切開され、切り取られた組織
がペーパー上に貼り付けられ、六角形の形状に再度切開された。ここで、写真撮影される
ことになる組織の部分を損傷しないよう切開は注意深く行われ、互いに容易に付着し合う
よう、ペーパーを組織の端部にぴったり合わせつつ行われた。
【０１３９】
　図１は、毛包の長さおよび厚みを観測するための切断片を作成する方向（上）および毛
包の数およびサイズを観測するための切断片を作成する方向（下）を示す概略図である。
これらの方向に組織が取得されると、毛包の長さ方向の断面および数に関する断面が観測
可能である。
【０１４０】
　７．Ｈ＆Ｅ染色
【０１４１】
　取得された組織は－８０℃で貯蔵され、観測のためにＰＢＳを用いて１５分間洗浄され
、４％スクロースを含有するＰＢＳを用いて１５分間、再度３回洗浄された。その後、結
果物は３０％スクロースを含有するＰＢＳと４℃で一晩反応させた。翌日、結果物は３０
％スクロースが溶解された水性洗浄物を用いて１５分間再度３回洗浄され、皮膚組織は厚
み１０μｍで切開された。
【０１４２】
　調製された組織は２５℃で３０秒間、ハリスヘマトキシリンで染色され、水で１０分間
洗浄された。また、得られた組織は２５℃で１分間、エオシンで染色され、２５℃で１０
秒間、９５％アルコールを用いて２回洗浄された。その後、組織は１００％アルコールを
用いて１０秒間、２回洗浄され、２５℃で２分間、キシレンと反応させ、顕微鏡（ニコン
、ＥＣＬＩＰＳ　Ｅ６００Ｗ、日本）を使用して観測された。毛包の形態はＨ＆Ｅ染色に
より観測可能であり、育毛サイクルが確認された。
【０１４３】
　８．免疫組織化学
【０１４４】
　試料は、２５℃で１５分間、４％パラホルムアルデヒド（ＰＦＡ、シグマ、米国）との
反応によって固定された。免疫抗体が容易に試料内に浸透するように、１５分後、試料は
冷ＰＢＳを用いて洗浄され、ＰＢＳを使用して０．３％トリトンＸ‐１００（シグマ、米
国）が添加され、２５℃で１０分間試料と反応させた。
【０１４５】
　次に、試料は５分間、三回洗浄され、２５℃で１時間、１％ＢＳＡを含有するＰＢＳで
ブロックされた。その後、ウサギＫｉ‐６７（１：２５０、アブカム、英国ケンブリッジ
）およびマウスＰＣＮＡ（１：２５０、アブカム、英国ケンブリッジ）の一次抗体を当該
試料と４℃で一晩反応させた。また、ウサギＣｙ３（１：４００、ジャクソン研究所、米
国カリフォルニア州）およびマウスＡｌｅｘａ４８８（１：４００、ジャクソン研究所、
米国カリフォルニア州）の二次抗体が追加され、２５℃で１時間３０分、追加の反応が行
われた。
【０１４６】
　その後、二次抗体が破棄され、光にさらされないよう、暗所でＰＢＳを用いて３回洗浄
された。試料の核が１μｇ／ｍｌのＤＡＰＩ（１：１０００；シグマアルドリッチ、米国
ミズーリ州セントルイス）を用いて２５℃で５分間染色され、観測のため、蛍光顕微鏡（
ニコン）および共焦点顕微鏡（ツァイス、ＬＳＭ７００／ドイツ、ニコンエクリプス　Ｔ
Ｅ２０００‐Ｕ／日本）の各々に載せられた。
【０１４７】
　９．ＣＣＫ８解析
【０１４８】
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　細胞増殖を検出するために、４００μｌの培地およびセルカウンティングキット（ＣＣ
Ｋ‐８、ドージンドウ、米国）の４０μｌの試薬が、５％ＣＯ２下、３７℃で１時間処理
され、培地は９６‐ウェルプレートに移されて、４５０ｎｍでの光学密度（ＯＤ）を、分
光光度計を用いて検知した。
【０１４９】
　１０．生／死染色を使用する定量解析
【０１５０】
　生／死染色は、２色の蛍光プローブを使用して生細胞および死細胞を染色する方法であ
る。死細胞はエチジウムホモダイマー（ＥｔｈＤ）により５６５～６０５ｎｍのチャネル
波長において赤で示され、生細胞はカルセインにより４４０～４８０ｎｍのチャネル波長
において緑で示される。
【０１５１】
　馴化培地の上清が除去され、ペレットがＰＢＳを用いて１回または２回洗浄された後、
２ｍＭのＬｉｖｅ／Ｄｅａｄ　Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ／Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙキット（
インビトロゲン）の試薬、２０μｌのＥｔｈＤ‐１および５μｌの４ｍＭカルセインＡＭ
が、１０ｍｌのＰＢＳに混合された混合剤を用いて、室温で３０分間染色された。
【０１５２】
　染色が使用され、Ｉｎｃｕｃｙｔｅ（商標）ＦＬＲ（エッセンバイオサイエンス社、米
国、ツァイス、ＬＳＭ　５１０　ＭＥＴＡ）蛍光イメージにより生細胞または死細胞が観
測された。
【０１５３】
　実施例１：ヒト臍帯血由来の間葉系幹細胞（ｈＵＣＢ‐ＭＳＣ）の育毛に対する効果
　１‐１　肉眼による育毛の観測
【０１５４】
　休止期がＣ３Ｈマウスで誘起され、ＰＢＳがネガティブコントロールとしてマウスの背
中の半分に注入された。ｈＵＣＢ‐ＭＳＣ　３グループおよびＨＥＫ２９３細胞グループ
がそれぞれ１×１０６細胞／１００μｌおよび５×１０５細胞／１００μｌで、マウスの
背中のもう半分の１か所に１回、試験グループとして注入された。
【０１５５】
　その後、マウスの育毛が５週間にわたり観測され、結果は図２に示されている。
【０１５６】
　図２からわかる通り、ｈＵＣＢ‐ＭＳＣグループにおいてのみ、Ｃ３Ｈマウスは毛周期
を休止期から成長期へと転換することにより、育毛を示した。ここにおいて、１×１０６

細胞で注入された場合と比較して、細胞が５×１０５細胞で注入された、グループ２の８
μｍまたは８μｍ未満の直径を有する幹細胞の場合に、毛がより長く、より広範囲に成長
した。すなわち、８μｍまたは８μｍ未満の直径を有するｈＵＣＢ‐ＭＳＣが５×１０５

細胞／１００μｌで注入された場合に、最も優れた育毛効果が示された。
【０１５７】
　１‐２　毛包の観測
【０１５８】
　次に、発明者らはｈＵＣＢ‐ＭＳＣの育毛に対する効果およびＣ３Ｈマウスの組織状態
における育毛に関与する毛包の観測を試みた。
【０１５９】
　この目的のため、上記方法により組織切断片が作成され、毛包の数および長さ並びに皮
膚組織の厚みを観測するためにＨ＆Ｅ染色により染色された。
【０１６０】
　結果、図３に示される通り、本発明によりｈＵＣＢ‐ＭＳＣが注入されたグループにお
いて、かなり多数の毛包が観測された。毛包の長さは長く、皮膚組織の厚みは２倍以上厚
かった。ここで、８μｍまたは８μｍ未満の直径を有するｈＵＣＢ‐ＭＳＣが５×１０５

細胞注入された場合に、最も多い数および最も長い毛包並びに最も厚い皮膚厚みが得られ
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た。
【０１６１】
　１‐３　馴化培地の育毛効果の観測
【０１６２】
　上記方法（調製例１‐（２））により調製された馴化培地が上記方法によってマウスに
投与され、８週間後にマウスの育毛が観測された。結果は図６に示されている。
【０１６３】
　ｈＵＣＢ‐ＭＳＣのマウスおよび毛包イメージを示す図６からわかる通り、特に、２０
μｍまたは２０μｍ超の直径を有するｈＵＣＢ‐ＭＳＣの馴化培地と比較し、８μｍまた
は８μｍ未満の直径を有するｈＵＣＢ‐ＭＳＣの馴化培地が投与された場合に、優れた育
毛効果が示された。また、毛包イメージから毛包の数および長さにおいてかなりの違いが
存在したこともわかる。この結果によると、８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する幹細
胞および当該幹細胞の馴化培地は、最も優れた育毛効果を有したことが確認できる。
【０１６４】
　実施例２　様々な元の組織による幹細胞の育毛効果
　２‐１　肉眼による育毛の観測
【０１６５】
　発明者らは、脂肪由来の間葉系幹細胞（脂肪‐ＭＳＣ、ＡＤ‐ＭＳＣ）、骨髄由来の間
葉系幹細胞（骨髄‐ＭＳＣ、ＢＭ‐ＭＳＣ）および臍帯血由来の間葉系幹細胞（ｈＵＣＢ
‐ＭＳＣ）の育毛効果を比較して、幹細胞の元の組織の育毛に対する影響を調べた。
【０１６６】
　この目的のために、Ｃ３Ｈマウスに休止期が誘起された後、ＡＤ‐ＭＳＣ、ＢＭ‐ＭＳ
ＣおよびｈＵＣＢ‐ＭＳＣが一か所に一回５×１０５細胞の量で注入され、育毛が５週目
、６週目、および７週目で観測された。
【０１６７】
　結果は図４に示されている。
【０１６８】
　図４に示される通り、ｈＵＣＢ‐ＭＳＣが注入されたＣ３Ｈマウスが最も優れた育毛効
果を有した。まず第５週で育毛現象が観測され、少なくとも第７週で、ＵＣＢ‐ＭＳＣが
注入されたグループで、マウスの全部位の９０％以上において毛が成長する現象が観測さ
れた。
【０１６９】
　また、ポジティブコントロールとして使用されるミノキシジル（登録商標）グループお
よびＰＲＰグループと比較して、ｈＵＣＢ‐ＭＳＣが注入された場合に、はるかに高い育
毛効果が観測された。
【０１７０】
　２‐２　毛包の観測
【０１７１】
　また、追加の細胞移植後の第８週において、Ｃ３Ｈマウスの皮膚組織内の毛包が観測さ
れた。
【０１７２】
　図５に示される通り、Ｈ＆Ｅ染色による毛包の数および長さ並びに皮膚組織の厚みの解
析の結果、ＡＤ‐ＭＳＣおよびＢＭ‐ＭＳＣと比較して、ｈＵＣＢ‐ＭＳＣが使用された
場合に、最も多い数および最も長い毛包が観測され、皮膚組織の厚みは２倍以上厚かった
。
【０１７３】
　２‐３　他の組織由来の幹細胞の馴化培地
【０１７４】
　上記方法（調製例１‐（２））により調製された馴化培地が、上記方法と同一方法によ
ってマウスに投与され、第８週目において育毛が観測された。結果は図６に示されている
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。
【０１７５】
　図６のイメージからわかる通り、ＡＤ‐ＭＳＣ馴化培地およびＢＭ‐ＭＳＣ馴化培地と
比較し、ｈＵＣＢ‐ＭＳＣ馴化培地が使用された場合に、最も多い数および最も長い毛包
が観測され、皮膚組織の厚みはより厚かった。
【０１７６】
　実施例３　真皮乳頭細胞の生成の観測
【０１７７】
　育毛は真皮乳頭（ＤＰ）部分の細胞増殖と深い関連があることは既に知られている。こ
の事実に基づいて、発明者らはＰＣＮＡ抗体およびＫｉ６７抗体を使用して、ＤＰ部分の
細胞増殖を確認する意図であった。
【０１７８】
　結果、図５に示される通り、様々なソースに由来する成体幹細胞の中でも、ｈＵＣＢ‐
ＭＳＣが注入された場合に、ＤＰ部分で大きな細胞増殖効果が観測された。
【０１７９】
　また、図６に示される通り、様々なソースに由来する成体幹細胞の馴化培地の中でも、
ｈＵＣＢ‐ＭＳＣが注入された場合に、ＤＰ部分で大きな細胞増殖効果が観測された。
【０１８０】
　上記結果により、様々な組織に由来する間葉系幹細胞の中でも、臍帯血由来の間葉系幹
細胞および当該幹細胞の馴化培地が、最も高い育毛効果を示すソースである。
【０１８１】
　比較例１　小サイズのｈＵＣＢ-ＭＳＣの育毛効果
　（１）インビトロ実験
【０１８２】
　サイズによる幹細胞の育毛効果を比較するために、８μｍまたは８μｍ未満の直径を有
する小サイズのｈＵＣＢ‐ＭＳＣ、２０μｍまたは２０μｍ超の直径を有する大サイズの
ｈＵＣＢ‐ＭＳＣ、様々なサイズの細胞が混在したヘテロな細胞が解析に使用された。Ａ
Ｄ‐ＭＳＣおよびＢＭ‐ＭＳＣが不均一な細胞状態で調製された。ミノキシジル（登録商
標）およびＰＲＰがポジティブコントロールとして使用され、ＨＥＫ２９３細胞および未
処理の培地がネガティブコントロールとして使用された。
【０１８３】
　また、ＤＰ細胞およびＨａＣａＴ細胞の増殖に対する効果を観測するために、上記細胞
は共培養システムを使用してインビトロで、上部チャンバで処理された。上記細胞は合計
９６時間観測のため処理され、ＣＣＫ‐８での細胞増殖は２４時間ごとの細胞数計測によ
って検出された。結果は図７および図８に示されている。
【０１８４】
　ＤＰおよびＨａＣａＴ細胞の増殖レベルは７２時間の時点で最も高く、ｈＵＣＢ‐ＭＳ
Ｃはヘテロな細胞よりも２倍以上の細胞増殖を示したことが確認された。
【０１８５】
　また、ｈＵＣＢ‐ＭＳＣのサイズによる増殖の差異の点においては、８μｍまたは８μ
ｍ未満の直径を有する小サイズのｈＵＣＢ‐ＭＳＣでは、ＤＰ細胞の増殖はコントロール
グループ（図７）のそれより４．８倍以上であった。
【０１８６】
　また、共培養システムの上部チャンバで播種された幹細胞は５００細胞から２００，０
００細胞の様々な数で培養され、幹細胞数が１５，０００であった場合に、最も高い細胞
増殖が示された（図８）。
【０１８７】
　また、生／死染色により、８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する小サイズのｈＵＣＢ
‐ＭＳＣが最も高いＤＰ細胞増殖効果（図８）を有したことが確認された。
【０１８８】
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　（２）インビボ実験
【０１８９】
　細胞サイズにより育毛が観測された上記インビトロ結果と同様、細胞をＣ３Ｈマウスに
注入することにより、インビボで育毛効果を確認することによって得られた結果が図５お
よび図６に示されている。
【０１９０】
　Ｈ＆Ｅ染色により得られた結果により、８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する小サイ
ズのｈＵＣＢ‐ＭＳＣおよびその馴化培地は、毛包の数および長さ並びに皮膚厚みにおい
て優れた効果を示した。ＰＣＮＡおよびＫｉ６７の蛍光染色を使用して調べた比較により
同一の結果が得られた。
【０１９１】
　このような結果によると、８μｍまたは８μｍ未満の小さな直径を有する幹細胞、特に
８μｍまたは８μｍ未満の直径を有する小サイズの臍帯血由来の幹細胞および当該幹細胞
の馴化培地は、ＤＰ細胞増殖および毛包の成長、結果として育毛を刺激し、それにより脱
毛の予防および育毛の刺激において最も優れた機能を示し、従来例で示されるサイズ別に
単離されず、不均一の幹細胞が単に培養された場合と比較し、特に傑出した効果を示した
。
【０１９２】
　また、２０μｍまたは２０μｍ超の直径を有する大サイズの細胞および当該細胞の馴化
培地が使用された場合、育毛の刺激に対し、有意な効果はなく、故に幹細胞に係る脱毛の
予防および育毛の刺激は、幹細胞のサイズによって大きく影響されることがわかった。
【０１９３】
　本発明によると、８μｍ若しくは８μｍ未満の直径を有する小サイズの幹細胞または当
該幹細胞の馴化培地が、毛包幹細胞の活性を刺激し、毛周期における休止期から成長期へ
の転換のための時間を低減し、乳頭細胞の生成を増加させ、それにより、非常に優れた脱
毛予防および育毛刺激効果を示すので、適用可能な分野において非常に有用である。
【０１９４】
　本発明の精神または範囲から逸脱することなく、本発明の複数の例示的な実施形態に対
し様々な変形がなされ得ることは当業者に自明であろう。故に、そのような変形が添付の
特許請求の範囲およびその均等内容の範囲に属する場合、本発明はそのようなすべての変
形に及ぶ意図である。
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