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(57)【要約】
皮膚内に注射した場合に毛嚢形成を誘導することができ
る、真皮乳頭細胞および真皮鞘細胞を含めた発毛性真皮
細胞を同定する方法が提供される。発毛性真皮細胞、す
なわち毛嚢形成を誘導することができるものを、検出、
同定、および非発毛性皮膚細胞から識別するために使用
することができるバイオマーカーが発見されている。富
化された発毛性真皮細胞の集団は、開示したバイオマー
カーを発現する真皮細胞について選択および富化するこ
とによって、産生することができる。これらの富化され
た発毛性真皮は、毛嚢形成の誘導に使用することができ
る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　皮膚細胞の集団を、セルグリシン（ＳＲＧＮ）、Ｓｒｃ様アダプター－コードポリペプ
チド３（ＳＬＡ）、トロンボモジュリン（ＴＨＢＤ）、Ｒｕｎｔ関連転写因子２（ＲＵＮ
Ｘ２）、Ｒｕｎｔ関連転写因子３（ＲＵＮＸ３）、プロトカドヘリン１７（ＰＣＤＨ１７
）、リンパ球抗原７５（ＬＹ７５）、胎盤増殖因子（ＰＧＦ）、アミロイドベータ（Ａ４
）前駆体タンパク質結合性ファミリーＡメンバー２（ＡＰＢＡ２）、プロスタグランジン
Ｅ合成酵素（ＰＴＧＥＳ）、ミオシンＩＦ（ＭＹＯ１Ｆ）、Ｇタンパク質共役型受容体８
４（ＧＰＲ８４）、転写延長因子Ａ（ＳＩＩ）様２（ＴＣＥＡＬ２）、コラーゲンＸＸＩ
ＩＩ型アルファ１（ＣＯＬ２３Ａ１）、ＳＴ８アルファ－Ｎ－アセチル－ノイラミニドア
ルファ－２，８－シアリルトランスフェラーゼ４（ＳＴ８ＳＩＡ４）、マトリックスメタ
ロペプチダーゼ８（ＭＭＰ８）、発生多能性関連４（ＤＰＰＡ４）、内皮細胞特異的分子
２（ＥＣＳＭ２）、またはその組合せに特異的な結合部分と接触させるステップと、
　該皮膚細胞上の該結合部分の存在についてアッセイするステップであって、該皮膚細胞
上での該結合部分の検出が、該皮膚細胞が発毛性真皮細胞であることの指標であるステッ
プと
を含む、発毛性真皮細胞を検出する方法。
【請求項２】
　前記結合部分が抗体またはその抗原結合断片である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記結合部分を、検出可能な標識で標識する、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記検出可能な標識が、放射性同位元素、フルオロフォア、または酵素からなる群から
選択される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記結合部分が、免疫学的検出、分光測光法、蛍光分光法、または質量分析法を用いて
検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記発毛性真皮細胞を、細胞分取法を用いて単離する、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記細胞分取法が、蛍光標示式細胞分取（ＦＡＣＳ）または磁気ビーズ細胞分取（ＭＡ
ＣＳ）である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記発毛性真皮細胞を、磁気ビーズ単離を用いて単離する、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　皮膚細胞の集団からの核酸試料を、ストリンジェントな条件下で配列番号１、２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１
９、２０、または２１の核酸配列、またはその相補体からなるオリゴヌクレオチドとハイ
ブリダイズするオリゴヌクレオチドプライマーまたはプローブと接触させるステップと、
　該オリゴヌクレオチドプライマーまたはプローブと該核酸試料とのハイブリダイゼーシ
ョンを検出するステップであって、ハイブリダイゼーションの検出が、発毛性真皮細胞が
該皮膚細胞集団に存在することの指標であるステップと
を含む、皮膚細胞集団の発毛性真皮細胞を検出する方法。
【請求項１０】
　前記皮膚細胞の集団が、真皮乳頭（ＤＰ）細胞、真皮鞘（ＤＳ）細胞、またはその組合
せの培養物に由来する、請求項１から９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　不均一な皮膚細胞集団を提供するステップと、
　該皮膚細胞集団から、セルグリシン（ＳＲＧＮ）、Ｓｒｃ様アダプター－コードポリペ
プチド３（ＳＬＡ）、トロンボモジュリン（ＴＨＢＤ）、Ｒｕｎｔ関連転写因子２（ＲＵ
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ＮＸ２）、Ｒｕｎｔ関連転写因子３（ＲＵＮＸ３）、プロトカドヘリン１７（ＰＣＤＨ１
７）、リンパ球抗原７５（ＬＹ７５）、胎盤増殖因子（ＰＧＦ）、アミロイドベータ（Ａ
４）前駆体タンパク質結合性ファミリーＡメンバー２（ＡＰＢＡ２）、プロスタグランジ
ンＥ合成酵素（ＰＴＧＥＳ）、ミオシンＩＦ（ＭＹＯ１Ｆ）、Ｇタンパク質共役型受容体
８４（ＧＰＲ８４）、転写延長因子Ａ（ＳＩＩ）様２（ＴＣＥＡＬ２）、コラーゲンＸＸ
ＩＩＩ型アルファ１（ＣＯＬ２３Ａ１）、ＳＴ８アルファ－Ｎ－アセチル－ノイラミニド
アルファ－２，８－シアリルトランスフェラーゼ４（ＳＴ８ＳＩＡ４）、マトリックスメ
タロペプチダーゼ８（ＭＭＰ８）、発生多能性関連４（ＤＰＰＡ４）、内皮細胞特異的分
子２（ＥＣＳＭ２）、またはその組合せを発現する細胞を選択し、それによって、発毛性
真皮細胞について富化された第２の細胞の集団を形成するステップと
を含む、富化された発毛性真皮細胞の集団を産生する方法。
【請求項１２】
　前記発毛性真皮細胞が、真皮乳頭細胞、真皮鞘細胞、またはその組合せである、請求項
１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記発毛性真皮細胞を、ＳＲＧＮ、ＳＬＡ、ＴＨＢＤ、ＲＵＮＸ２、ＲＵＮＸ３、ＰＣ
ＤＨ１７、ＬＹ７５、ＰＧＦ、ＡＰＢＡ２、ＰＴＧＥＳ、ＭＹＯ１Ｆ、ＧＰＲ８４、ＴＣ
ＥＡＬ２、ＣＯＬ２３Ａ１、ＳＴ８ＳＩＡ４、ＭＭＰ８、ＤＰＰＡ４、またはＥＣＳＭ２
に対する抗体を用いて、蛍光標示式細胞分取器または磁気ビーズを介して選択する、請求
項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記不均一な皮膚細胞集団が、真皮乳頭細胞、真皮鞘細胞、またはその組合せの培養物
に由来する、請求項１１に記載の方法。
【請求項１５】
　請求項１０に記載の方法によって産生される発毛性真皮細胞の集団。
【請求項１６】
　請求項１４に記載の発毛性真皮細胞および表皮細胞を含む皮膚細胞集団。
【請求項１７】
　前記表皮細胞が、被験体に投与した場合に毛嚢形成を誘導するのに有効な、表皮細胞対
真皮細胞の比で存在する、請求項１６に記載の皮膚細胞集団。
【請求項１８】
　細胞培養物または輸送容器内にある、請求項１６に記載の皮膚細胞集団。
【請求項１９】
　前記細胞を前記皮膚の開口部に注射するデバイス内にある、請求項１６に記載の皮膚細
胞集団。
【請求項２０】
　前記真皮細胞がヒト真皮細胞である、請求項１６から１９のいずれか一項に記載の皮膚
細胞集団。
【請求項２１】
　前記表皮細胞がヒト表皮細胞である、請求項２０に記載の皮膚細胞集団。
【請求項２２】
　被験体に毛嚢形成を誘導する方法であって、該被験体に、有効量の請求項１４から２０
のいずれか一項に記載の細胞を投与するステップを含む方法。
【請求項２３】
　前記細胞を、毛髪脱落を経験している前記被験体上の部位に、毛嚢形成を誘導するのに
有効な量で投与する、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記毛髪脱落が、男性ホルモン性脱毛症、創傷、外傷、瘢痕、休止期脱毛、遺伝型禿頭
症が原因である、または毛髪成長を減少させるもしくは毛髪の脱落を引き起こすホルモン
障害に伴う、請求項２３に記載の方法。
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【請求項２５】
　前記被験体に投与する前記細胞が、自己細胞または同種異系細胞である、請求項２２か
ら２４のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願への相互参照
　本願は、２００９年７月２３日に出願された米国仮特許出願第６１／２２７，９６４号
の利益を主張し、この米国仮特許出願の全体の内容は、本明細書中に参考として援用され
る。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、一般に、毛髪移植の分野に関し、より詳細には、真皮乳頭（ＤＰ）細胞およ
び真皮鞘（ｄｅｒｍａｌ　ｓｈｅａｔｈ）（ＤＳ）細胞などの発毛性真皮細胞を同定およ
び／または単離するためのバイオマーカーおよび方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　発明の背景
　毛髪脱落または脱毛症は、その年齢にかかわらず、男性および女性のどちらにも、共通
の問題である。男性ホルモン性脱毛症、円形脱毛症、休止期脱毛、全身性の医学的問題、
たとえば、甲状腺疾患、有害な薬物作用および栄養障害状態が原因の毛髪脱落、ならびに
頭皮または毛髪の外傷、円板状エリテマトーデス、扁平苔癬および構造的毛幹異常が原因
の毛髪脱落など、数種類の毛髪脱落が存在する。（非特許文献１）。男性ホルモン性脱毛
症が毛髪脱落の最も一般的な原因であり、毛髪脱落の強力な家族歴を有する個体の約５０
％に影響を与える。男性ホルモン性脱毛症は、３つの相互に依存する要因、すなわち、男
性ホルモンのジヒドロテストステロン（ＤＨＴ）、遺伝的素因および加齢によって引き起
こされる。ＤＨＴは、毛嚢が分解され、さらに大きさが縮小されることが生じる結果、弱
い毛髪をもたらす。また、ＤＨＴは、毛嚢成長サイクルの成長期相を短縮させる。時間と
共に、より多くの毛髪が脱落し、毛髪がより薄くなる。
【０００４】
　脱毛症を処置するための可能な選択肢には、人工毛髪、手術および局所／経口薬物適用
が含まれる。（非特許文献２）。ミノキシジル、フィナステリドおよびデュタステリドな
どの薬物は、男性型毛髪脱落の管理において顕著な進展を表しているが、その作用が一時
的であり、治療を停止した後に毛髪が脱落するという事実が、依然として大きな制限であ
り続ける（非特許文献３、非特許文献４）。これに鑑みて、型禿頭症（ｐａｔｔｅｒｎ　
ｂａｌｄｎｅｓｓ）を処置する恒久的な方法は手術的毛髪修復および組織工学のみであり
得る。手術的毛髪移植からの結果は変動する場合があり、初期のパンチ技法は、しばしば
、受皮部に非常に不自然な「人形の頭髪の外観」または「水田のような外観」をもたらし
た。手術的毛髪移植は、たとえば１ｍｍのパンチを用いた単一小胞の植毛を使用すること
により、進歩しているが、手順には時間がかかり、高価であり、最も重要なことに、所定
の患者上のドナー小胞の数には制限がある。
【０００５】
　毛髪脱落を処置するための組織工学には、毛嚢形成および続く毛幹形成を誘導するため
に、ある領域内に細胞を移植することが含まれる。理論的には、この単純であるが有効な
組織工学の方法は、様々な疾患、症候群、および傷害が原因の毛髪脱落を処置するために
用いてよく、組織および臓器工学への顕著な見識を提供し得る。毛嚢の誘導および成長は
、活性かつ連続的な上皮および間葉の相互作用を含む（非特許文献５）。胚中では、最初
の毛嚢は、真皮細胞から生じるシグナルによる原始表皮の肥厚から成長する。成体げっ歯
類の毛嚢を用いた初期の研究（非特許文献６）により、切開した毛嚢、小胞性または真皮
乳頭の深部間葉部分は、成体の表皮の下に移植した場合に、新しい毛嚢を誘導することが
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示された。この強力な誘導特性は、乳頭中の細胞および小胞の基部周辺、すなわち真皮鞘
の独特な特性に基づく（非特許文献７）。したがって、成体の毛嚢からの真皮乳頭（ＤＰ
）細胞および真皮鞘（ＤＳ）細胞は、新しい毛嚢を再生するために使用することができる
、すなわち発毛性真皮細胞である。非特許文献８による後の研究により、培養ＤＰ細胞も
毛嚢形成を誘導することができることが実証されており、培養ＤＰ細胞および／または培
養ＤＳ細胞を、男性ホルモン性脱毛症および他の毛髪脱落障害の美容上または治療上の処
置における毛髪の再生または修復に使用することができるという可能性が高まった。
【０００６】
　しかし、毛髪再生に有効となるためには、培養ＤＰ細胞および／または培養ＤＳ細胞は
その毛髪誘導能力を維持する必要がある。非特許文献８、非特許文献９、非特許文献１０
および非特許文献１１によって記載されているように、培養中のＤＰ細胞および／または
ＤＳ細胞は、特別な培養条件を用いない限りはこの能力を失う。もはや毛髪誘導能力を有
さないＤＰ細胞および／またはＤＳ細胞は、毛髪誘導をすることができるＤＰ細胞および
／またはＤＳ細胞と見かけ上同一の形態特性および成長特性を有するため、毛髪誘導能力
の損失は、培養物の大まかな検査では決定することができない。
【０００７】
　現在、ＤＰ細胞および／またはＤＳ細胞の培養物が毛髪誘導能力を有するかどうかを決
定するために利用可能な方法は、ｉｎ　ｖｉｖｏ移植方法のみであり、これは、典型的に
は、細胞をげっ歯類に移植して、毛髪が形成されるかどうかを決定するというものである
。これらの方法は多数の細胞を必要とし、実施に数週間かかり、毛髪誘導の効力の定量的
な測定を与えない。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】ＨｏｇａｎおよびＣｈａｍｂｅｒｌａｉｎ、Ｓｏｕｔｈ　Ｍｅｄ　Ｊ、
９３巻（７号）：６５７～６２頁（２０００年）
【非特許文献２】ＨｏｇａｎおよびＣｈａｍｂｅｒｌａｉｎ、２０００年、Ｂｅｒｔｏｌ
ｉｎｏ、Ｊ　Ｄｅｒｍａｔｏｌ、２０巻（１０号）：６０４～１０頁（１９９３年）
【非特許文献３】Ｂｏｕｈａｎｎａ、Ｄｅｒｍａｔｏｌ　Ｓｕｒｇ、２８巻：１３６～４
２頁（２００２年）
【非特許文献４】Ａｖｒａｍら、Ｄｅｒｍａｔｏｌ　Ｓｕｒｇ、２８巻：８９４～９００
頁（２００２年）
【非特許文献５】ＳｔｅｎｎおよびＰａｕｓ、Ｐｈｙｓｉｏｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ、８１巻
：４４９～４９４頁（２００１年）
【非特許文献６】Ｃｏｈｅｎ、Ｊ　Ｅｍｂｒｙｏｌ　Ｅｘｐ　Ｍｏｒｐｈｏｌ、９巻：１
１７～１２７頁（１９６１年）
【非特許文献７】ＭｃＥｌｗｅｅら、Ｊ　Ｉｎｖｅｓｔ　Ｄｅｒｍａｔｏｌ、１２１巻：
１２６７～１２７５頁（２００３年）
【非特許文献８】Ｊａｈｏｄａら（１９８４年、Ｎａｔｕｒｅ、３１１巻：５６０～５６
２頁）
【非特許文献９】Ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ（１９８４年、Ｂｒ　Ｊ　Ｄｅｒｍａｔｏｌ、１１
０巻：６８５～６８９頁）
【非特許文献１０】Ｍａｔｓｕｚａｋｉら（１９９６年、Ｈａｉｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　
ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｎｅｘｔ　Ｍｉｌｌｅｎｉｕｍ、Ｖａｎ　ＮｅｓｔｅおよびＲａｎｄａ
ｌｌ（編）、Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、４４７～４５１頁
）
【非特許文献１１】Ｋｉｓｈｉｍｏｔｏら（２０００年、Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ、１４巻：
１１８１～１１８５頁）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
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【０００９】
　したがって、本発明の一目的は、毛嚢形成を誘導することができるＤＰ細胞およびＤＳ
細胞などの真皮細胞（すなわち発毛性真皮細胞）を同定および富化するためのバイオマー
カーを提供することである。
【００１０】
　本発明の別の目的は、発毛性真皮細胞について富化された細胞集団を提供することであ
る。
【００１１】
　本発明の別の目的は、被験体において毛髪脱落を処置するための方法および組成物を提
供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　皮膚内に注射した際に毛嚢形成を誘導することができる真皮細胞を同定する方法が提供
される。セルグリシン（ＳＲＧＮ）、Ｓｒｃ様アダプター－コードポリペプチド３（ＳＬ
Ａ）、トロンボモジュリン（ＴＨＢＤ）、Ｒｕｎｔ関連転写因子２（ＲＵＮＸ２）、Ｒｕ
ｎｔ関連転写因子３（ＲＵＮＸ３）、プロトカドヘリン１７（ＰＣＤＨ１７）、リンパ球
抗原７５（ＬＹ７５）、胎盤増殖因子（ＰＧＦ）、アミロイドベータ（Ａ４）前駆体タン
パク質結合性ファミリーＡメンバー２（ＡＰＢＡ２）、プロスタグランジンＥ合成酵素（
ＰＴＧＥＳ）、ミオシンＩＦ（ＭＹＯ１Ｆ）、Ｇタンパク質共役型受容体８４（ＧＰＲ８
４）、転写延長因子Ａ（ＳＩＩ）様２（ＴＣＥＡＬ２）、コラーゲンＸＸＩＩＩ型アルフ
ァ１（ＣＯＬ２３Ａ１）、ＳＴ８アルファ－Ｎ－アセチル－ノイラミニドアルファ－２，
８－シアリルトランスフェラーゼ４（ＳＴ８ＳＩＡ４）、マトリックスメタロペプチダー
ゼ８（ＭＭＰ８）、発生多能性関連４（ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　ｐｌｕｒｉｐｏｔ
ｅｎｃｙ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　４）（ＤＰＰＡ４）、および内皮細胞特異的分子２（
ＥＣＳＭ２）の発現を、発毛性真皮乳頭（ＤＰ）細胞および／または真皮鞘（ＤＳ）細胞
を非発毛性皮膚細胞から検出、同定、および識別するためのバイオマーカーとして使用で
きることが見出されている。
【００１３】
　したがって、発毛性ＤＰおよび／またはＤＳ細胞について富化された細胞の集団は、開
示したバイオマーカーのうちの１つ以上を発現する皮膚細胞について選択および富化する
ことによって、生成することができる。一部の実施形態では、１つ以上のバイオマーカー
は、タンパク質として検出される。一部の実施形態では、１つ以上のバイオマーカーは、
核酸として検出される。したがって、開示したバイオマーカーのうちの１つ以上を発現す
る、ＤＳ細胞および／またはＤＰ細胞などの発毛性真皮細胞について富化された細胞の集
団も提供される。また、富化された発毛性真皮細胞の集団を毛嚢形成の誘導に使用する表
皮細胞と組み合わせて含有する皮膚細胞集団も提供される。
【００１４】
　また、毛嚢形成を誘導する方法も提供される。これらの方法は、被験体に、ＳＲＧＮ、
ＳＬＡ、ＴＨＢＤ、ＲＵＮＸ２、ＲＵＮＸ３、ＰＣＤＨ１７、ＬＹ７５、ＰＧＦ、ＡＰＢ
Ａ２、ＰＴＧＥＳ、ＭＹＯ１Ｆ、ＧＰＲ８４、ＴＣＥＡＬ２、ＣＯＬ２３Ａ１、ＳＴ８Ｓ
ＩＡ４、ＭＭＰ８、ＤＰＰＡ４、ＥＣＳＭ２、またはその組合せの発現について富化され
た発毛性真皮細胞の集団を投与するステップを含むことができる。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】図１は、発毛性バイオマーカーに特異的な抗体を用いた、真皮乳頭（ＤＰ）細胞
の免疫磁気単離の方法論を示す模式図である。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　Ｉ．定義
　本開示の理解を容易にするために、以下の定義を提供する。
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【００１７】
　用語「発毛性細胞」とは、毛嚢形成を誘導する皮膚細胞をいう。毛嚢の誘導は直接的ま
たは間接的であり得る。
【００１８】
　用語「皮膚」とは、動物の外被層をいう。一般に、皮膚には表皮および真皮が含まれる
。皮膚細胞には、線維芽細胞、ケラチノサイト、メラニン形成細胞、真皮乳頭細胞、真皮
鞘細胞、および外毛根鞘細胞を含めた、毛嚢中またはその周辺の細胞が含まれ得る。
【００１９】
　用語「発毛性真皮細胞」とは、毛嚢形成を誘導する、真皮乳頭（ＤＰ）細胞および真皮
鞘（ＤＳ）細胞などの真皮細胞をいう。
【００２０】
　用語「有効量」とは、毛嚢形成を誘導するために必要な細胞の量をいう。
【００２１】
　用語「個体」、「宿主」、「被験体」、および「患者」とは、本明細書中で互換性があ
るように使用され、それだけには限定されないが、ネズミ、サル、ヒト、哺乳動物の家畜
、哺乳動物のスポーツ動物、および哺乳動物のペットを含めた、哺乳動物をいう。
【００２２】
　用語「バイオマーカー」とは、その発現または存在がＤＰ細胞またはＤＳ細胞などの発
毛性真皮細胞の指標である、核酸またはタンパク質をいう。代表的なバイオマーカーには
、それだけには限定されないが、セルグリシン（ＳＲＧＮ）、Ｓｒｃ様アダプター－コー
ドポリペプチド３（ＳＬＡ）、トロンボモジュリン（ＴＨＢＤ）、Ｒｕｎｔ関連転写因子
２（ＲＵＮＸ２）、Ｒｕｎｔ関連転写因子３（ＲＵＮＸ３）、プロトカドヘリン１７（Ｐ
ＣＤＨ１７）、リンパ球抗原７５（ＬＹ７５）、胎盤増殖因子（ＰＧＦ）、アミロイドベ
ータ（Ａ４）前駆体タンパク質結合性ファミリーＡメンバー２（ＡＰＢＡ２）、プロスタ
グランジンＥ合成酵素（ＰＴＧＥＳ）、ミオシンＩＦ（ＭＹＯ１Ｆ）、Ｇタンパク質共役
型受容体８４（ＧＰＲ８４）、転写延長因子Ａ（ＳＩＩ）様２（ＴＣＥＡＬ２）、コラー
ゲンＸＸＩＩＩ型アルファ１（ＣＯＬ２３Ａ１）、ＳＴ８アルファ－Ｎ－アセチル－ノイ
ラミニドアルファ－２，８－シアリルトランスフェラーゼ４（ＳＴ８ＳＩＡ４）、マトリ
ックスメタロペプチダーゼ８（ＭＭＰ８）、発生多能性関連４（ＤＰＰＡ４）、および内
皮細胞特異的分子２（ＥＣＳＭ２）が含まれる。
【００２３】
　用語「富化された」とは、参照皮膚細胞集団と比較して所定の細胞の百分率が増加した
細胞の集団をいう。たとえば、本明細書中で使用する「富化された発毛性真皮細胞」とは
、少なくとも３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９７
％、９８％、９９％または１００％の、毛嚢形成を誘導することができるＤＰ細胞および
／またはＤＳ細胞を含有する細胞の集団をいう。
【００２４】
　用語「単離した」とは、真皮細胞を毛嚢から分離することなどによって、細胞が天然に
存在する環境とは異なる環境にある、たとえばその天然の環境から分離された細胞をいう
。
【００２５】
　用語「パーセント（％）配列同一性」とは、最大のパーセント配列同一性を達成するた
めに配列をアラインメントし、必要な場合はギャップを導入した後の、参照核酸配列にお
けるヌクレオチドまたはアミノ酸と同一である候補配列におけるヌクレオチドまたはアミ
ノ酸の百分率として定義される。パーセント配列同一性を決定する目的のためのアライン
メントは、当分野の技術範囲内にある様々な方法、たとえば、ＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ－
２、ＡＬＩＧＮ、ＡＬＩＧＮ－２またはＭｅｇａｌｉｇｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ）ソフトウェ
アなどの公的に利用可能なコンピュータソフトウェアを用いて、達成することができる。
比較する配列の完全長にわたる最大のアラインメントを達成するために必要な任意のアル
ゴリズムを含めた、測定アラインメントの適切なパラメータは、公知の方法によって決定
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することができる。
【００２６】
　本明細書中の目的のために、所定の核酸配列Ｄへの、それとの、またはそれに対する所
定のヌクレオチドまたはアミノ酸の配列Ｃの％配列同一性（これは、代わりに、所定の配
列Ｄへの、それとの、またはそれに対する特定の％配列同一性を有するまたは含む所定の
配列Ｃとしても述べることができる）は、以下のように計算する：
　　１００×分数Ｗ／Ｚ
［式中、Ｗは、そのプログラムのＣとＤとのアラインメントにおいて、配列アラインメン
トプログラムによって同一一致としてスコア付けされたヌクレオチドまたはアミノ酸の数
であり、Ｚは、Ｄ中のヌクレオチドまたはアミノ酸の合計数である］。配列Ｃの長さが配
列Ｄの長さに等しくない場合は、Ｃ対Ｄの％配列同一性はＤ対Ｃの％配列同一性と等しく
ならないことを理解されたい。
【００２７】
　本明細書中で使用する用語「核酸」は、単一のヌクレオチドまたは１つのヌクレオチド
の３’位のリン酸基によって別のヌクレオチドの５’末端に連結した２つ以上のヌクレオ
チドを含む、天然または合成の分子をいうために使用し得る。核酸は長さによって制限さ
れず、したがって、核酸にはデオキシリボ核酸（ＤＮＡ）またはリボ核酸（ＲＮＡ）が含
まれ得る。
【００２８】
　本明細書中で使用する「ポリペプチド」とは、任意のペプチド、オリゴペプチド、ポリ
ペプチド、遺伝子産物、発現産物、またはタンパク質をいう。ポリペプチドは連続的なア
ミノ酸からなる。用語「ポリペプチド」には、天然に存在するまたは合成の分子が包含さ
れる。
【００２９】
　用語「オリゴヌクレオチド」とは、相補的配列を含有する第２の一本鎖核酸ポリマーと
塩基対合することができる、定義された配列の一本鎖核酸ポリマーをいう。
【００３０】
　用語「相補的」および「相補性」とは、ワトソン－クリックの塩基対合の規則をいう。
たとえば、Ａ（アデニン）はＴ（チミン）またはＵ（ウラシル）と結合し、Ｇ（グアニン
）はＣ（シトシン）と結合する。たとえば、ＤＮＡは、そのセンス鎖に相補的なアンチセ
ンス鎖を含有する。したがって、ＤＮＡアンチセンス鎖に９５％同一である核酸は、ＤＮ
Ａセンス鎖に９５％相補的である。
【００３１】
　本明細書中で使用する用語「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」とは、
プローブと標的配列との間に少なくとも９５％、好ましくは少なくとも９７％の配列同一
性が存在する場合に、ハイブリダイゼーションが一般に起こることを意味する。ストリン
ジェントなハイブリダイゼーション条件の例は、５０％のホルムアミド、５×ＳＳＣ（１
５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭのクエン酸三ナトリウム）、５０ｍＭのリン酸ナトリウム
（ｐＨ７．６）、５×デンハート溶液、１０％の硫酸デキストラン、および２０μｇ／ｍ
ｌのサケ精子ＤＮＡなどの変性した剪断したキャリアＤＮＡを含む溶液中で終夜インキュ
ベーションすること、次いで、ハイブリダイゼーション支持体を０．１×ＳＳＣ中、約６
５℃で洗浄することである。他のハイブリダイゼーションおよび洗浄条件は周知であり、
Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｍａｎｕａｌ、第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．（１９８
９年）、特に第１１章に例示されている。
【００３２】
　用語「ベクター」とは、別のＤＮＡセグメントをそれ内に挿入して、挿入したセグメン
トの複製をもたらし得る、プラスミド、ファージ、またはコスミドなどのレプリコンをい
う。ベクターは発現ベクターであり得る。
【００３３】
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　用語「発現ベクター」とは、１つ以上の発現制御配列が含まれるベクターをいう。
【００３４】
　用語「発現制御配列」とは、別のＤＮＡ配列の転写および／または翻訳を制御および調
節するＤＮＡ配列をいう。たとえば、原核生物に適した制御配列には、プロモーター、必
要に応じてオペレーター配列、リボソーム結合部位などが含まれる。真核細胞はプロモー
ター、ポリアデニル化シグナル、およびエンハンサーを利用することが公知である。
【００３５】
　用語「プロモーター」とは、典型的には遺伝子またはタンパク質コード配列の上流（５
’）に位置し、様々なエレメントと併せて、遺伝子またはタンパク質のコード配列の発現
の調節を司っている調節核酸配列をいう。
【００３６】
　用語「作用的に連結した」とは、核酸と別の核酸配列との機能的関係をいう。プロモー
ター、エンハンサー、転写および翻訳の停止部位、ならびに他のシグナル配列が、他の配
列と作用的に連結した核酸配列の例である。たとえば、ＤＮＡと転写制御エレメントとの
作用的な連結とは、ＤＮＡを特異的に認識し、それと結合し、転写するＲＮＡポリメラー
ゼによって、そのようなＤＮＡの転写がプロモーターから開始されるような、ＤＮＡとプ
ロモーターとの物理的および機能的な関係をいう。
【００３７】
　核酸に関する用語「内因性」とは、宿主中に通常存在する核酸をいう。
【００３８】
　ＩＩ．発毛性真皮乳頭細胞および真皮鞘細胞
　Ａ．発毛性ＤＰ細胞およびＤＳ細胞のバイオマーカー
　依然として毛髪形成を誘導する能力を有する培養ＤＰ細胞および／またはＤＳ細胞では
発現されるが、もはや毛髪形成を誘導することができない培養ＤＰ細胞および／またはＤ
Ｓ細胞によって発現されない、バイオマーカーが提供される。したがって、ＤＰ細胞およ
び／またはＤＳ細胞などの発毛性真皮細胞によって示差的に発現されるバイオマーカーが
提供される。皮膚細胞における開示したバイオマーカーの発現は、毛髪誘導能力、すなわ
ち発毛性と相関する。したがって、一部の実施形態では、これらのバイオマーカーは、毛
嚢形成を誘導する能力を失った培養ＤＰ細胞もしくはＤＳ細胞などの非発毛性真皮細胞に
、または線維芽細胞もしくはケラチノサイトなどの他の皮膚細胞によって検出可能でない
。他の実施形態では、これらのバイオマーカーは、非発毛性細胞と比較して発毛性真皮細
胞での発現が増加している。
【００３９】
　毛髪誘導と相関するバイオマーカーを使用して、そのような発毛性真皮細胞を、たとえ
ば細胞培養物中で迅速に同定することができる。また、開示した生物学的マーカーを使用
して、細胞の試料中の発毛性真皮細胞の数を定量化し得る。また、開示した生物学的マー
カーを使用して、培養中の毛髪誘導能力の維持について細胞の試料を監視し得る。また、
開示した生物学的マーカーを使用して、毛髪脱落を被っている患者からの試料中の発毛性
細胞を検出し得る。また、開示した生物学的マーカーを使用して、検出された発毛性真皮
細胞を単離し得る。その後、この単離した細胞を毛髪修復に使用し得る。一部の実施形態
では、単離した細胞を培養して、発毛性真皮細胞を含有する細胞の集団を産生する。発毛
性細胞は、細胞培養中にその発毛性を失う場合がある。したがって、これらの実施形態で
は、開示したバイオマーカーを使用して、発毛性細胞および非発毛性細胞をどちらも含有
する培養細胞の集団から発毛性真皮細胞をさらに単離することができる。
【００４０】
　発毛性ＤＰ細胞および／またはＤＳ細胞の単離した集団は、開示した１つ以上のバイオ
マーカーを当業者に公知の様々な単離方法と組み合わせて使用して得られ得る。
【００４１】
　一部の実施形態では、発毛性ＤＰ細胞および／またはＤＳ細胞は、被験体から単離した
皮膚細胞の集団から単離する。これらの実施形態では、発毛性真皮細胞は、線維芽細胞ま
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胞は、非発毛性真皮細胞から単離することもできる。
【００４２】
　他の実施形態では、発毛性ＤＰ細胞および／またはＤＳ細胞は、培養ＤＰ細胞および／
またはＤＳ細胞の集団から単離する。これらの実施形態では、培養中に発毛性が維持され
たＤＰ細胞および／またはＤＳ細胞は、毛嚢形成を誘導する能力を失った細胞から単離す
る。
【００４３】
　発毛性を示すバイオマーカーには、セルグリシン（ＳＲＧＮ）、Ｓｒｃ様アダプター－
コードポリペプチド３（ＳＬＡ）、トロンボモジュリン（ＴＨＢＤ）、Ｒｕｎｔ関連転写
因子２（ＲＵＮＸ２）、Ｒｕｎｔ関連転写因子３（ＲＵＮＸ３）、プロトカドヘリン１７
（ＰＣＤＨ１７）、リンパ球抗原７５（ＬＹ７５）、胎盤増殖因子（ＰＧＦ）、アミロイ
ドベータ（Ａ４）前駆体タンパク質結合性ファミリーＡメンバー２（ＡＰＢＡ２）、プロ
スタグランジンＥ合成酵素（ＰＴＧＥＳ）、ミオシンＩＦ（ＭＹＯ１Ｆ）、Ｇタンパク質
共役型受容体８４（ＧＰＲ８４）、転写延長因子Ａ（ＳＩＩ）様２（ＴＣＥＡＬ２）、コ
ラーゲンＸＸＩＩＩ型アルファ１（ＣＯＬ２３Ａ１）、ＳＴ８アルファ－Ｎ－アセチル－
ノイラミニドアルファ－２，８－シアリルトランスフェラーゼ４（ＳＴ８ＳＩＡ４）、マ
トリックスメタロペプチダーゼ８（ＭＭＰ８）、発生多能性関連４（ＤＰＰＡ４）、内皮
細胞特異的分子２（ＥＣＳＭ２）、またはその組合せが含まれる。
【００４４】
　開示したバイオマーカーは、オリゴヌクレオチドマーカーまたはポリペプチドマーカー
であり得る。したがって、開示した生物学的マーカーは、配列番号１～２１のうちの任意
の核酸配列を有するオリゴヌクレオチドマーカー、または核酸マーカーの変異体もしくは
断片であり得る。開示した生物学的マーカーは、配列番号２２～４６のうちの任意のアミ
ノ酸配列を有するポリペプチドマーカー、またはポリペプチドマーカーの変異体もしくは
断片であり得る。
【００４５】
　セルグリシンとは、ヒトにおいてＳＲＧＮ遺伝子によってコードされるタンパク質であ
る。セルグリシンは、造血細胞顆粒プロテオグリカンである。多くの造血細胞の分泌顆粒
中に保管されているプロテオグリカンは、プロテアーゼ耐性のペプチドコアも含有し、こ
れは加水分解酵素の中和に重要であり得る。このコードされるタンパク質は、顆粒媒介性
アポトーシスの媒介物質として役割を果たし得る、グランザイムとパーフォリンとの巨大
分子複合体に関連していることが見い出されている。ヒトＳＲＧＮは以下の核酸配列を有
する：
【００４６】
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【化１】

【００４７】
【化２】

　ヒトセルグリシンは以下のアミノ酸配列を有する：
【００４８】
【化３】

　Ｓｒｃ様アダプター（ＳＬＡ）とは、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）シグナル伝達を負に調節
するアダプタータンパク質である。ＳＬＡは、活性化されたＴ細胞の核因子の、Ｔ細胞抗
原受容体誘導性の活性化を阻害する。ＳＬＡはＴ細胞の陽性選択および有糸分裂の負の調
節に関与している。ＳＬＡは、ＺＡＰ７０などのシグナル伝達タンパク質をＣＢＬと連結
させることによって作用して、シグナル伝達タンパク質のＣＢＬ依存性の分解をもたらし
得る。ヒトＳＬＡは以下の核酸配列を有する：
【００４９】
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【００５０】
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【化５】

　ヒトＳＬＡはいくつかのアイソフォームを有する。ヒトＳＬＡの１つのアイソフォーム
は以下のアミノ酸配列を有する：
【００５１】
【化６】

　ヒトＳＬＡの別のアイソフォームは以下のアミノ酸配列を有する：
【００５２】
【化７】
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　ヒトＳＬＡのさらに別のアイソフォームは以下のアミノ酸配列を有する：
【００５３】
【化８】

【００５４】

【化９】

　トロンボモジュリン（ＣＤ１４１またはＢＤＣＡ－３）とは、内皮細胞の表面に発現さ
れる内在性膜タンパク質である。ヒトでは、トロンボモジュリンはＴＨＢＤ遺伝子によっ
てコードされる。トロンボモジュリンは、トロンビンと１：１の化学量論的な複合体を形
成することによって、抗凝固経路におけるプロテインＣのトロンビン誘導性の活性化の補
因子として機能する。これは、プロテインＣの活性化の速度を１０００倍上げる。トロン
ボモジュリンと結合したトロンビンは、凝固促進効果を有さない。また、ＴＴ複合体は、
トロンビンで活性化可能の線維素溶解阻害因子（ＴＡＦＩ）をその活性型へと切断するこ
とによって、線維素溶解も阻害する。ヒトＴＨＢＤは以下の核酸配列を有する：
【００５５】
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【００５６】
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【化１１】

　ヒトトロンボモジュリンは以下のアミノ酸配列を有する：
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【００５７】
【化１２】

【００５８】
【化１３】

　Ｒｕｎｔ関連転写因子２（ＲＵＮＸ２）とは、ヒトにおいてＲＵＮＸ２遺伝子によって
コードされるタンパク質である。ＲＵＮＸ２は、転写因子ＲＵＮＸファミリーのメンバー
であり、Ｒｕｎｔ　ＤＮＡ結合ドメインを有する。それは、骨芽細胞の分化および骨格形
態形成に必須であり、骨格遺伝子発現に関与している核酸および調節因子の足場として作
用する。このタンパク質は、単量体として、またはより高い親和性を有して、ヘテロ二量
体の複合体のサブユニットとしての両方で、ＤＮＡと結合することができる。様々なタン
パク質アイソフォームをコードしている遺伝子の転写変異体は、選択的プロモーター（ａ
ｌｔｅｒｎａｔｅ　ｐｒｏｍｏｔｅｒ）ならびに選択的スプライシングの使用の結果生じ
る。ヒトＲＵＮＸ２は以下の核酸配列を有する：
【００５９】
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【００６０】
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【００６１】
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【化１６】

　ヒトＲＵＮＸ２はいくつかのアイソフォームを有する。ヒトＲＵＮＸ２の１つのアイソ
フォームは以下のアミノ酸配列を有する：
【００６２】
【化１７】

　ヒトＲＵＮＸ２の別のアイソフォームは以下のアミノ酸配列を有する：
【００６３】
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【化１８】

【００６４】
【化１９】

　ヒトＲＵＮＸ２のさらに別のアイソフォームは以下のアミノ酸配列を有する：
【００６５】
【化２０】

　Ｒｕｎｔ関連転写因子３（ＲＵＮＸ３）とは、ヒトにおいてＲＵＮＸ３遺伝子によって
コードされるタンパク質である。ＲＵＮＸ３は、転写因子のｒｕｎｔドメイン含有ファミ
リーのメンバーである。このタンパク質とベータサブユニットとのヘテロ二量体は、いく
つかのエンハンサーおよびプロモーターに見出されるＤＮＡ配列と結合する複合体を形成
し、転写を活性化または抑制することができる。また、これは他の転写因子とも相互作用
する。これは腫瘍抑制因子として機能し、この遺伝子は、癌においてしばしば欠失または
転写サイレンシングされている。様々なアイソフォームをコードしている複数の転写変異
体がこの遺伝子で見つかっている。ヒトＲＵＮＸ３は以下の核酸（ａｍｉｎｏ　ｎｕｃｌ
ｅｉｃ）配列を有する：
【００６６】
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【００６７】
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【００６８】
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　ヒトＲＵＮＸ３は少なくとも２つのアイソフォームを有する。ヒトＲＵＮＸ３の１つの
アイソフォームは以下のアミノ酸配列を有する：
【００６９】
【化２４】

　ヒトＲＵＮＸ３の別のアイソフォームは以下のアミノ酸配列を有する：
【００７０】
【化２５】

　プロトカドヘリン１７（ＰＣＤＨ１７）とは、ヒトにおいてＰＣＤＨ１７遺伝子によっ
てコードされるタンパク質である。この遺伝子は、カドヘリンスーパーファミリーのサブ
ファミリーであるプロトカドヘリン遺伝子ファミリーに属する。コードされるタンパク質
は、古典的なカドヘリンのものとは異なる、６個の細胞外カドヘリンドメイン、１個の膜
貫通ドメイン、および１個の細胞質側尾部を含有する。コードされるタンパク質は、脳に
おける特異的な細胞間連結の確立および機能に役割を果たし得る。ヒトＰＣＤＨ１７は以
下の核酸配列を有する：
【００７１】
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【化２７】

【００７３】
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【化２８】

【００７４】
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　ヒトＰＣＤＨ１７は以下のアミノ酸配列を有する：
【００７５】
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【化３０】

【００７６】
【化３１】

　リンパ球抗原７５（ＬＹ７５）は、捕捉された抗原を細胞外空間から特化された抗原処
理区画へと向かわせるための、エンドサイトーシス受容体として作用する。ＬＹ７５はＢ
リンパ球の増殖の減少を引き起こす。ヒトＬＹ７５は以下の核酸配列を有する：
【００７７】
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【００７８】
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【００７９】
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【００８０】
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【化３５】

　ヒトＬＹ７５は以下のアミノ酸配列を有する：
【００８１】
【化３６】

　胎盤増殖因子（ＰＧＦ）は、ＶＥＧＦ（血管内皮増殖因子）サブファミリーのメンバー
である。ヒトアテローム性動脈硬化性の病変内でのＰＧＦの発現は、プラーク炎症および
血管新生性成長に関連している。妊娠中のＰＧＦの主な供給源は、胎盤栄養芽層である。
また、ＰＧＦは、絨毛栄養芽層を含めた多くの他の組織でも発現される。ヒトＰＧＦは以
下の核酸配列を有する：
【００８２】
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【化３７】

　ヒトＰＧＦは以下のアミノ酸配列を有する：
【００８３】

【化３８】

　アミロイドベータ（Ａ４）前駆体タンパク質結合性ファミリーＡメンバー２（ＡＰＢＡ
２）とは、ヒトにおいてＡＰＢＡ２遺伝子によってコードされるタンパク質である。ＡＰ
ＢＡ２は、Ｘ１１タンパク質ファミリーのメンバーである。これは、アルツハイマー病の
アミロイド前駆タンパク質（ＡＰＰ）と相互作用する神経アダプタータンパク質である。
これは、ＡＰＰを安定化させ、アルツハイマー病患者の脳内に沈積するＡベータペプチド
を含めたタンパク質分解性のＡＰＰ断片の産生を阻害する。ＡＰＢＡ２は、シグナル伝達
プロセスに関与していると考えられている。また、これは、シナプス小胞の開口分泌を神
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経細胞接着に結合させる潜在性を有する複合体を形成することができる、脳内の推定上の
小胞輸送タンパク質としてもみなされている。ヒトＡＰＢＡ２は以下の核酸配列を有する
：
【００８４】
【化３９】

【００８５】
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　ヒトＡＰＢＡ２は少なくとも２つのアイソフォームを有する。ヒトＡＰＢＡ２の１つの
アイソフォームは以下のアミノ酸配列を有する：
【００８６】
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　ヒトＡＰＢＡ２の別のアイソフォームは以下のアミノ酸配列を有する：
【００８７】
【化４２】

【００８８】
【化４３】

　プロスタグランジンＥ合成酵素（ＰＴＧＥＳ）とは、ヒトにおいてＰＴＧＥＳ遺伝子に
よってコードされる酵素である。ＰＴＧＥＳは、グルタチオン依存性プロスタグランジン
Ｅ合成酵素である。この遺伝子の発現は、炎症性サイトカインのインターロイキン１ベー
タ（ＩＬ１Ｂ）によって誘導されることが示されている。また、その発現は、腫瘍抑制タ
ンパク質ＴＰ５３によっても誘導される場合があり、ＴＰ５３誘導性アポトーシスに関与
している可能性がある。マウスにおけるノックアウト研究により、この遺伝子がコラーゲ
ン誘導性関節炎の病因に寄与しており、炎症反応中の急性疼痛を媒介している可能性が示
唆されている。ヒトＰＴＧＥＳは以下の核酸配列を有する：
【００８９】
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【００９０】
【化４５】

　ヒトＰＴＧＥＳは以下のアミノ酸配列を有する：
【００９１】
【化４６】

　ミオシンＩＦ（ＭＹＯ１Ｆ）とは、ヒトにおいてＭＹＯ１Ｆ遺伝子によってコードされ
るタンパク質である。ヒトＭＹＯ１Ｆは以下の核酸配列を有する：
【００９２】
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　ヒトＭＹＯ１Ｆは以下のアミノ酸配列を有する：
【００９４】
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【００９５】
【化５０－１】

　Ｇタンパク質共役型受容体８４（ＧＰＲ８４）とは、ヒトにおいてＧＰＲ８４遺伝子に
よってコードされるタンパク質である。ヒトＧＰＲ８４は以下の核酸配列を有する：
【００９６】
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【化５０－２】

　ヒトＧＰＲ８４は以下のアミノ酸配列を有する：
【００９７】
【化５１】

　転写延長因子Ａ（ＳＩＩ）様２（ＴＣＥＡＬ２）とは、ヒトにおいてＴＣＥＡＬ２遺伝
子によってコードされるタンパク質である。ＴＣＥＡＬ２は、転写延長因子Ａ（ＳＩＩ）
様（ＴＣＥＡＬ）遺伝子ファミリーのメンバーである。このファミリーのメンバーはＴＦ
Ａドメインを含有し、プロモーターコンテキストに依存性の様式で転写を調整する核リン
タンパク質として機能し得る。複数のファミリーメンバーはＸ染色体上に位置する。ヒト
ＴＣＥＡＬ２は以下の核酸配列を有する：
【００９８】
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　ヒトＴＣＥＡＬ２は以下のアミノ酸配列を有する：
【００９９】
【化５３】

　コラーゲンＸＸＩＩＩ型アルファ１（ＣＯＬ２３Ａ１）とは、ヒトにおいてＣＯＬ２３
Ａ１遺伝子によってコードされるタンパク質である。コラーゲンＸＸＩＩＩは、１個のア
ミノ末端細胞質ドメイン、１個の膜貫通領域、および短い非コラーゲンドメインが隣接す
る３個のコラーゲンドメインからなるＩＩ型膜タンパク質であると予測されている。コラ
ーゲンＸＸＩＩＩは、膜貫通コラーゲンファミリーの新しいメンバーであり、膜貫通コラ
ーゲンＸＩＩＩおよびＸＸＶとの構造的相同性を示す。ヒトＣＯＬ２３Ａ１は以下のアミ
ノ酸配列を有する：
【０１００】
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【０１０１】
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【化５５】

　ヒトＣＯＬ２３Ａ１は以下のアミノ酸配列を有する：
【０１０２】
【化５６】

　ＳＴ８アルファ－Ｎ－アセチル－ノイラミニドアルファ－２，８－シアリルトランスフ
ェラーゼ４（ＳＴ８ＳＩＡ４）（参照配列番号ＮＭ＿００５６６８）とは、ヒトにおいて
ＳＴ８ＳＩＡ４遺伝子によってコードされる酵素である。この遺伝子によってコードされ
るタンパク質は、神経細胞接着分子（ＮＣＡＭ１）の接着特性のモジュレーターであるポ
リシアル酸の合成に必要なアルファ－２，８－連結シアル酸の重縮合を触媒する。グリコ
シルトランスフェラーゼファミリー２９のメンバーである、コードされるタンパク質は、
ゴルジ体中に存在し得るＩＩ型膜タンパク質である。異なるアイソフォームをコードして
いる２つの転写変異体がこの遺伝子で見つかっている。
【０１０３】
　ヒトＳＴ８ＳＩＡ４は以下のアミノ酸配列を有する：
【０１０４】
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【化５７】

【０１０５】
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【０１０６】
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【化５９】

　ヒトＳＴ８ＳＩＡ４は少なくとも２つのアイソフォームを有する。ヒトＳＴ８ＳＩＡ４
の１つのアイソフォームは以下のアミノ酸配列を有する：
【０１０７】
【化６０】

　ヒトＳＴ８ＳＩＡ４の別のアイソフォームは以下のアミノ酸配列を有する：
【０１０８】

【化６１】

　マトリックスメタロペプチダーゼ８（ＭＭＰ８）とは、ＭＭＰ８遺伝子によってコード
されるタンパク質である。ＭＭＰ８は、ほとんどの哺乳動物の結合組織中に存在するコラ
ーゲン切断酵素である。マトリックスメタロプロテイナーゼ（ＭＭＰ）ファミリーのタン
パク質は、胚発生、生殖、および組織再構築などの正常な生理的プロセス、ならびに関節
炎および転移などの疾患プロセスにおいて、細胞外基質の分解に関与している。ほとんど
のＭＭＰは、不活性のプロタンパク質として分泌され、細胞外プロテイナーゼによって切
断された場合に活性化される。しかし、この遺伝子によってコードされる酵素は、好中球
内の二次顆粒中に保管されており、自己分解切断によって活性化される。その機能は、Ｉ
、ＩＩおよびＩＩＩ型コラーゲンの分解である。ヒトＭＭＰ８は以下のアミノ酸配列を有



(49) JP 2013-500474 A 2013.1.7

10

20

30

40

50

する：
【０１０９】
【化６２】

【０１１０】
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【化６３】

　ヒトＭＭＰ８は以下のアミノ酸配列を有する：
【０１１１】
【化６４】

　発生多能性関連４（ＤＰＰＡ４）とは、ＤＰＰＡ４遺伝子によってコードされるタンパ
ク質である。ヒトＤＰＰＡ４は以下のアミノ酸配列を有する：
【０１１２】
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【０１１３】
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　ヒトＤＰＰＡ４は以下のアミノ酸配列を有する：
【０１１４】

【化６７】

　内皮細胞特異的分子２（ＥＣＳＭ２）とは、ＥＣＳＭ２遺伝子によってコードされるタ
ンパク質である。ヒトＥＣＳＭ２は以下のアミノ酸配列を有する：
【０１１５】
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【化６８】

【０１１６】
【化６９】

　ヒトＥＣＳＭ２は以下のアミノ酸配列を有する：
【０１１７】
【化７０】

　開示したバイオマーカーは、以下の核酸配列（ＧｅｎＢａｎｋ受託番号ＡＡ３９３０３
２．１）を有する遺伝子の発現産物であり得る：
【０１１８】
【化７１】

　したがって、開示したバイオマーカーは、配列番号１３のｍＲＮＡまたは配列番号１３
によってコードされるタンパク質であり得る。
【０１１９】
　開示したバイオマーカーは、以下の核酸配列（ＧｅｎＢａｎｋ　ｍＲＮＡ　ＩＤ：ＡＫ
０２６３７９）を有する遺伝子であり得る：
【０１２０】
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【化７２】

【０１２１】
【化７３】

　開示したバイオマーカーは、配列番号１４によってコードされるタンパク質であり得る
。
【０１２２】
　開示したバイオマーカーは、以下の核酸配列（ＧｅｎＢａｎｋ　ｍＲＮＡ　ＩＤ：ＡＩ
２７１４２７）を有する遺伝子であり得る：
【０１２３】
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【化７４】

　開示したバイオマーカーは、配列番号１８によってコードされるタンパク質であり得る
。
【０１２４】
　１つより多い生物学的マーカー、たとえば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、もしくは２１の核酸（
ｎｕｃｌｅｉｃ）マーカー、および／または２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１
１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４
、もしくは２５個のポリペプチドマーカーを、検出または決定し得る。
【０１２５】
　Ｂ．バイオマーカーのタンパク質検出
　一部の実施形態では、ＤＰ細胞およびＤＳ細胞などの発毛性真皮細胞は、タンパク質発
現を検出するアッセイで検出、同定、および富化することができる。ＤＰ細胞およびＤＳ
細胞などの発毛性真皮細胞は、それだけには限定されないが、免疫学的アッセイ、分光測
光アッセイ、蛍光測定アッセイ、および比色定量（ｃｏｌｏｒｍｅｔｒｉｃ）アッセイを
含めた様々な慣用技術を用いて検出、同定、および富化することができる。
【０１２６】
　一部の実施形態では、ＤＰ細胞およびＤＳ細胞などの発毛性真皮細胞を、本明細書中に
開示した１つ以上のバイオマーカーと特異的に結合する抗体を用いて検出する。セルグリ
シン（ＳＲＧＮ）、Ｓｒｃ様アダプター－コードポリペプチド３（ＳＬＡ）、トロンボモ
ジュリン（ＴＨＢＤ）、Ｒｕｎｔ関連転写因子２（ＲＵＮＸ２）、Ｒｕｎｔ関連転写因子
３（ＲＵＮＸ３）、プロトカドヘリン１７（ＰＣＤＨ１７）、リンパ球抗原７５（ＬＹ７
５）、胎盤増殖因子（ＰＧＦ）、アミロイドベータ（Ａ４）前駆体タンパク質結合性ファ
ミリーＡメンバー２（ＡＰＢＡ２）、プロスタグランジンＥ合成酵素（ＰＴＧＥＳ）、ミ
オシンＩＦ（ＭＹＯ１Ｆ）、Ｇタンパク質共役型受容体８４（ＧＰＲ８４）、転写延長因
子Ａ（ＳＩＩ）様２（ＴＣＥＡＬ２）、コラーゲンＸＸＩＩＩ型アルファ１（ＣＯＬ２３
Ａ１）、ＳＴ８アルファ－Ｎ－アセチル－ノイラミニドアルファ－２，８－シアリルトラ
ンスフェラーゼ４（ＳＴ８ＳＩＡ４）、マトリックスメタロペプチダーゼ８（ＭＭＰ８）
、発生多能性関連４（ＤＰＰＡ４）、および内皮細胞特異的分子２（ＥＣＳＭ２）の抗体
が、たとえば、Ａｂｃａｍ（マサチューセッツ州Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ）、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓ
ｔｅｍｓ（ミネソタ州Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ）、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ（カリフォルニア州Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ）、およびＳｉｇｍａ－Ａｌｄ
ｒｉｃｈ（モンタナ州Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ）から市販されている。
【０１２７】
　抗体は、蛍光標識、化学発光標識、発色団、抗体、酵素マーカー、放射性同位元素、親
和性タグおよび光反応基などの検出可能な標識で標識することができる。
【０１２８】
　Ｃ．バイオマーカーの核酸検出
　一部の実施形態では、ＤＰ細胞およびＤＳ細胞などの発毛性真皮細胞は、ｍＲＮＡ発現
などの核酸発現を検出するアッセイで検出、同定、および富化することができる。全試料
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またはポリ（Ａ）ＲＮＡ試料中の特定のｍＲＮＡの存在量を検出および決定するための、
いくつかの幅広く使用されている手順が存在する。たとえば、ノーザンブロット分析、ヌ
クレアーゼ保護アッセイ（ＮＰＡ）、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション、または逆
転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）、およびマイクロアレイ分析を用いて、特定
のｍＲＮＡを検出することができる。
【０１２９】
　理論的には、これらの技法のそれぞれを用いて、特定のＲＮＡを検出し、その発現レベ
ルを正確に決定することができる。一般に、ノーザン分析は、転写物の大きさに関する情
報を提供する唯一の方法であり、他方で、ＮＰＡは、複数のメッセージを同時に検査する
ための一方法である。ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションは、特定の遺伝子の発現を
組織または細胞型内で局在化させるために使用し、ＲＴ－ＰＣＲは遺伝子発現を検出およ
び定量する最も高感度な方法である。
【０１３０】
　相対的定量ＲＴ－ＰＣＲは、内部対照を目的の遺伝子と同時に増幅することを含む。内
部対照を用いて試料を正規化する。正規化した後、特定のｍＲＮＡの相対的存在量の直接
比較を試料にわたって行うことができる。すべての実験試料にわたって一定の発現レベル
を有する（すなわち、実験処置によって影響を受けない）内部対照を選択することが重要
である。一般的に使用される内部対照（たとえば、ＧＡＰＤＨ、β－アクチン、シクロフ
ィリン）はしばしば発現が変動し、したがって、適切な内部対照でない場合がある。さら
に、最も一般的な内部対照は、研究中のｍＲＮＡよりもはるかに高いレベルで発現される
。相対的ＲＴ－ＰＣＲの結果が有意義であるためには、ＰＣＲ反応のすべての産物を増幅
の直線範囲内で分析しなければならない。これは、広く異なるレベルの存在量の転写物で
は困難となる。
【０１３１】
　競合的ＲＴ－ＰＣＲを絶対的定量に用いる。この技法は、大きさまたは配列のわずかな
相違によって内因性の標的から識別することができる競合相手のＲＮＡの設計、合成、お
よび正確な定量を含む。公知の量の競合相手のＲＮＡを実験試料に加え、ＲＴ－ＰＣＲを
行う。内因性標的からのシグナルを競合相手からのシグナルと比較して、試料中に存在す
る標的の量を決定する。
【０１３２】
　ＲＮＡなどの核酸を検出する方法は、一般に、標的核酸とハイブリダイズするオリゴヌ
クレオチドプライマーまたはプローブの使用を含む。したがって、開示した生物学的マー
カーのうちの１つ以上を検出するためのプライマーまたはプローブとして使用するための
、オリゴヌクレオチドも提供される。開示したオリゴヌクレオチドは、配列番号１、２、
３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８
、１９、２０、もしくは２１に記載のもの、またはその相補体などの、開示した核酸バイ
オマーカーのうちの１つ以上の断片であり得る。たとえば、オリゴヌクレオチドには、配
列番号１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１
６、１７、１８、１９、２０、もしくは２１に記載の少なくとも６、７、８、９、１０、
１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０、３５、４
０、４５、５０、６０、７０、８０、９０、１００個の連続的な核酸、またはその相補体
が含まれ得る。さらに、オリゴヌクレオチドには、配列番号１、２、３、４、５、６、７
、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、もし
くは２１と少なくとも６５％、７０％、７１％、７２％、７３％、７４％、７５％、７６
％、７７％、７８％、７９％、８０％、８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６
％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６
％、９７％、９８％、もしくは９９％の配列同一性を有する核酸配列の少なくとも６、７
、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５
、３０、３５、４０、４５、５０、６０、７０、８０、９０、１００個の連続的な核酸、
またはその相補体が含まれ得る。したがって、オリゴヌクレオチドには、ストリンジェン
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トな条件下で配列番号１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、
１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、もしくは２１の核酸配列からなるオリゴヌ
クレオチドとハイブリダイズする核酸配列の少なくとも６、７、８、９、１０、１１、１
２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２５、３０、３５、４０、４５
、５０、６０、７０、８０、９０、１００個の連続的な核酸、またはその相補体が含まれ
得る。
【０１３３】
　また、開示したオリゴヌクレオチドのうちの１、２、３、４、５、６、７、８、９、１
０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、または２１個を含
有する、マイクロアレイなどのアレイも提供される。これらのアレイを使用して、複数の
バイオマーカーを同時に検出することができる。
【０１３４】
　Ｄ．ＤＰ細胞およびＤＳ細胞について富化された細胞集団
　また、ＤＰ細胞およびＤＳ細胞などの発毛性真皮細胞について富化された皮膚細胞の集
団も提供される。皮膚細胞の集団は、本明細書中に開示した１つ以上のバイオマーカーを
発現する細胞について、少なくとも約５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、
３５％、または４０％富化され得る。最初の皮膚細胞集団は、哺乳動物被験体から、好ま
しくはヒトから得ることができる。最初の皮膚細胞集団は、ＤＰおよび／またはＤＳ細胞
を含有する細胞培養物から得ることができる。最初の皮膚細胞集団は、たとえば、ＤＰ細
胞、ＤＳ細胞、線維芽細胞、メラニン形成細胞、およびケラチノサイトを含有することが
できるという点で、不均一であり得る。最初の皮膚細胞集団は、たとえば、発毛性および
非発毛性の真皮細胞をどちらも含有することができるという点で、不均一であり得る。好
ましい実施形態では、富化された発毛性真皮細胞集団は、発毛性ＤＰ細胞および／または
ＤＳ細胞などの発毛性真皮細胞のみを含有するという点で、均一である。
【０１３５】
　タンパク質発現に基づいて細胞集団を富化する方法は当分野で公知であり、それだけに
は限定されないが、フローサイトメトリーおよび免疫学的分離技法が含まれる。ＤＰ細胞
およびＤＳ細胞を富化するための好ましい技法では、ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎのＣＥＬＬｅ
ｃｔｉｏｎ（商標）ビオチン結合剤キットなどの市販の試薬を使用する。一般に、１つ以
上の開示したバイオマーカーに対する、ビオチン標識した抗体を皮膚細胞の懸濁液に加え
る。次に、ストレプトアビジンをコンジュゲートさせたビーズを懸濁液に加え、１つ以上
のバイオマーカーに対して陽性の細胞と結合した、ビオチン標識した抗体と結合させる。
その後、磁石を使用してＤＰ細胞および／またはＤＳ細胞を他の皮膚細胞から分離し、そ
れにより２つの細胞集団を形成する。一方の集団はＤＰ細胞および／またはＤＳ細胞が富
化されており、他方の集団は顕著に低下した数のＤＰ細胞および／またはＤＳ細胞を有す
る。
【０１３６】
　また、表皮細胞と組み合わせた、ＤＰ細胞および／またはＤＳ細胞などの富化された発
毛性真皮細胞の皮膚細胞集団も提供される。表皮：真皮は、約０：１、１：１、１：２お
よび１：１０の比で懸濁液中に存在することができる。発毛性真皮細胞および表皮細胞の
懸濁液には、メラニン形成細胞などの追加の細胞型がさらに含まれていることができる。
【０１３７】
　また、富化された発毛性真皮細胞および表皮細胞の凝集体も提供される。表皮：真皮は
、約０：１、１：１、１：２および１：１０の比で凝集体中に存在することができる。発
毛性真皮細胞および表皮細胞の凝集体には、メラニン形成細胞などの追加の細胞型がさら
に含まれていることができる。細胞は、非粘着組織培養皿中での懸濁液の成長によって、
または培養細胞の遠心分離によって凝集させることができる。特定の実施形態では、適切
な凝集増強物質を、移植の前、または移植時に細胞に加え得る。適切な凝集増強物質には
、それだけには限定されないが、フィブロネクチン（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｏｎ）または
グリコサミノグリカン、デルマタン硫酸、コンドロイチン（ｃｈｏｎｄｒｏｉｔａｎ）硫
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酸、プロテオグリカン、ヘパリン硫酸およびコラーゲンなどの糖タンパク質が含まれる。
【０１３８】
　Ｃ．キット
　また、ＤＰ細胞および／またはＤＳ細胞などの発毛性真皮細胞を検出、同定または富化
するために使用する、本明細書中に開示した１つ以上のバイオマーカーと選択的に結合す
る抗体を含有する容器が含まれるキットも提供される。
【０１３９】
　また、ＤＰ細胞および／またはＤＳ細胞などの発毛性真皮細胞を検出するための、本明
細書中に開示した１つ以上の核酸バイオマーカーとハイブリダイズするオリゴヌクレオチ
ドを含有する容器が含まれるキットも提供される。
【０１４０】
　また、キットには、核酸バイオマーカーを検出するための試薬も含まれ得る。あるいは
、キットは、タンパク質バイオマーカーと結合する抗体を含有することができる。抗体は
、好ましくは検出可能な標識で標識されている。
【０１４１】
　ＩＩＩ．ＤＰおよび／またはＤＳ細胞を同定および単離する方法
　本明細書中に開示した１つ以上のバイオマーカーを使用して、毛嚢形成を誘導する能力
を有する、すなわち発毛性である細胞を同定することができる。したがって、本明細書中
に開示した１つ以上のバイオマーカーを使用して、ＤＰ細胞および／またはＤＳ細胞など
の発毛性真皮細胞を同定することができる。一般に、細胞は、動物、たとえばマウスまた
はヒトから収集する。細胞は自己または同種異系由来のものであり得る。組織、好ましく
は頭皮組織を、ヒトの胎児、小児、または成人などの被験体から得て、当分野で公知の技
法を用いて処理して、解離した（ｄｉｓｓｏｃｉａｔｅｄ）細胞を得る。細胞は、ＤＰお
よび／またはＤＳ細胞ならびに線維芽細胞およびケラチノサイトなどの他の皮膚細胞を含
有する、細胞の混合集団であり得る。一部の実施形態では、細胞の混合集団には、真皮細
胞および表皮細胞がどちらも含まれる。一部の実施形態では、細胞の混合集団には、発毛
性真皮細胞および非発毛性真皮細胞がどちらも含まれる。
【０１４２】
　皮膚細胞の混合集団中のＤＰおよび／またはＤＳ細胞などの発毛性真皮細胞は、細胞を
、本明細書中に開示した１つ以上のバイオマーカーの発現についてアッセイすることによ
って、同定することができる。たとえば、バイオマーカーは、セルグリシン（ＳＲＧＮ）
、Ｓｒｃ様アダプター－コードポリペプチド３（ＳＬＡ）、トロンボモジュリン（ＴＨＢ
Ｄ）、Ｒｕｎｔ関連転写因子２（ＲＵＮＸ２）、Ｒｕｎｔ関連転写因子３（ＲＵＮＸ３）
、プロトカドヘリン１７（ＰＣＤＨ１７）、リンパ球抗原７５（ＬＹ７５）、胎盤増殖因
子（ＰＧＦ）、アミロイドベータ（Ａ４）前駆体タンパク質結合性ファミリーＡメンバー
２（ＡＰＢＡ２）、プロスタグランジンＥ合成酵素（ＰＴＧＥＳ）、ミオシンＩＦ（ＭＹ
Ｏ１Ｆ）、Ｇタンパク質共役型受容体８４（ＧＰＲ８４）、転写延長因子Ａ（ＳＩＩ）様
２（ＴＣＥＡＬ２）、コラーゲンＸＸＩＩＩ型アルファ１（ＣＯＬ２３Ａ１）、ＳＴ８ア
ルファ－Ｎ－アセチル－ノイラミニドアルファ－２，８－シアリルトランスフェラーゼ４
（ＳＴ８ＳＩＡ４）、マトリックスメタロペプチダーゼ８（ＭＭＰ８）、発生多能性関連
４（ＤＰＰＡ４）、内皮細胞特異的分子２（ＥＣＳＭ２）、またはその組合せであり得る
。
【０１４３】
　一実施形態では、１つ以上の発毛性バイオマーカーの発現について富化された細胞の集
団は、ＣＥＬＬｅｃｔｉｏｎ（商標）ビオチン結合剤キットを用いた細胞分取によって得
られる。直接的および間接的な方法をどちらも用いることができる。基本的に、ビオチン
標識した抗バイオマーカー抗体を、細胞試料に１μｇ／１００万個の細胞で加える（間接
方法）、またはストレプトアビジンでコーティングしたビーズに２μｇ／２５μｌのビー
ズで加え（直接方法）、４℃で終夜インキュベーションする。ストレプトアビジンでコー
ティングしたビーズは、磁石を用いて動かすことができる。次に、バイオマーカー陽性細
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胞が、ビオチン標識した抗バイオマーカー抗体を介してストレプトアビジンでコーティン
グしたビーズに結合するように、ストレプトアビジンでコーティングしたビーズおよび細
胞試料を一緒に混合する。その後、ビーズと結合した細胞を磁石によって他の細胞から分
離する。その後、バイオマーカー陽性細胞を磁気ビーズから遊離させる。その後、磁石を
用いてビーズを除去する。発毛性バイオマーカーに特異的な抗体を用いて細胞を富化する
方法の模式図には、図１を参照されたい。
【０１４４】
　別の実施形態では、バイオマーカーの発現はＧｕａｖａ分析器によって検出される。手
短に述べると、最初に、細胞を、フィコエリスリンをコンジュゲートさせた抗バイオマー
カー抗体と共に、４℃で０．５時間インキュベーションする。その後、細胞を、ウシ血清
アルブミン（０．１％のＢＳＡ）と抗生物質（クリンダマイシン、アクチノマイシン、ス
トレプトマイシン）を含むダルベッコリン酸緩衝食塩水（ＤＰＢＳ）で２回洗浄する。バ
イオマーカーの発現レベルをＧＵＡＶＡ分析器によって測定する。
【０１４５】
　一部の実施形態では、本方法は、本明細書中に開示した１つ以上の核酸バイオマーカー
をコードしている核酸を細胞中で検出することを含むことができる。たとえば、バイオマ
ーカーは、ＳＲＧＮ、ＳＬＡ、ＴＨＢＤ、ＲＵＮＸ２、ＲＵＮＸ３、ＰＣＤＨ１７、ＬＹ
７５、ＰＧＦ、ＡＰＢＡ２、ＰＴＧＥＳ、ＭＹＯ１Ｆ、ＧＰＲ８４、ＴＣＥＡＬ２、ＣＯ
Ｌ２３Ａ１、ＳＴ８ＳＩＡ４、ＭＭＰ８、ＤＰＰＡ４、ＥＣＳＭ２、またはその組合せで
あり得る。核酸またはタンパク質バイオマーカーを同定する方法は当分野で公知である。
定量的リアルタイムＰＣＲ、フローサイトメトリーおよび免疫学的技法が好ましい。
【０１４６】
　ＩＶ．富化されたＤＰおよびＤＳ細胞の使用方法
　ＤＰ細胞および／またはＤＳ細胞などの発毛性真皮細胞の集団は、毛髪を置き換える、
増大させる、または修復するために使用することができる。１つ以上のバイオマーカーの
発現について選択または富化された、開示した発毛性真皮細胞は、発毛性について選択も
富化もされていない真皮細胞を用いた従来技術の方法を超える改善を表す。したがって、
開示した富化された発毛性真皮細胞は、新しい毛嚢の形成を誘導するために皮下または皮
内注射することができる。新しい毛嚢は新しい毛幹を生じる。したがって、富化された発
毛性真皮細胞は、新しい毛幹を生じる新しいまたは追加の毛嚢の形成を誘導することによ
って、既存の毛嚢を置き換えるまたは増大させることができる。あるいは、ＤＰ細胞およ
び／またはＤＳ細胞などの富化された発毛性真皮細胞の集団は、既存の毛嚢を誘導して新
しい終毛を生じるようにするために、皮下または皮内注射することができる。たとえば、
富化された発毛性真皮細胞の集団は、軟毛を生成する１つ以上の既存の毛嚢に隣接して注
射することができる。その後、富化された発毛性真皮細胞は、軟毛の毛嚢を誘導して終毛
を生成するようにする。富化された発毛性真皮細胞集団を使用するこれらの方法は、以下
により詳細に記載されている。
【０１４７】
　Ａ．毛嚢の誘導
　開示したバイオマーカーのうちの１つ以上を発現する、ＤＰ細胞および／またはＤＳ細
胞などの富化された発毛性真皮細胞を使用して、被験体において新しい毛嚢を生じさせる
ことができる。典型的には、富化された真皮細胞集団は自己または同種異系由来のもので
ある。
【０１４８】
　富化された発毛性真皮細胞を移植する被験体には、皮膚のある部位または領域で不十分
な量の毛髪または不十分な毛髪成長速度を有する任意の被験体が含まれる。富化された発
毛性真皮細胞を使用して、男性ホルモン性脱毛症、創傷、外傷、瘢痕、休止期脱毛、遺伝
型禿頭症から生じる毛髪脱落、または毛髪成長を減少させるもしくは毛髪の脱落を引き起
こすホルモン障害に伴う毛髪脱落を処置することができる。被験体は、遺伝的、行動性も
しくは環境的な素因または他の要因に基づいて、これらの状態を有するか、またはこれら
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の状態を発生する危険性にあり得る。他の適切な被験体には、毛髪成長の減少または毛髪
の脱落を引き起こす、化学療法または放射線などの処置を受けた被験体が含まれる。また
、富化された発毛性真皮細胞を使用して、毛嚢を必要とする皮膚の領域を生じる、頭皮も
しくは毛髪の外傷、構造的毛幹異常、または皮膚移植などの外科的処置も処置することが
できる。
【０１４９】
　特定の実施形態では、開示したバイオマーカーのうちの１つ以上を発現するＤＰ細胞お
よび／またはＤＳ細胞などの富化された発毛性真皮細胞の集団を、被験体に移植する前に
、表皮細胞と組み合わせる。好ましい移植の位置には、それだけには限定されないが、被
験体の頭皮または顔面を含めた、身体の皮膚が含まれる。一実施形態では、富化された発
毛性真皮細胞を単独で注射する。
【０１５０】
　好ましい実施形態では、富化された発毛性真皮細胞および表皮細胞は、移植前に培養お
よび拡大して、新しい毛嚢を形成させるために宿主の複数の部位に移植するために適した
、十分に多数の細胞を得る。細胞は、真皮細胞の発毛活性が維持されるような様式で培養
する。解離した真皮細胞および表皮細胞を培養する方法は当分野で公知である。真皮細胞
は、表皮細胞とは別々に培養し得るか、または表皮細胞と同時培養し得る。真皮細胞を培
養する例示的な方法は、Ｒｏｈら、Ｐｈｙｓｉｏｌ．　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ、１９巻：２０
７～１７頁（２００４年）およびＭｃＥｌｗｅｅら、Ｊｏｕｒ．　Ｉｎｖｅｓｔ．　Ｄｅ
ｒｍａｔｏｌ．、１２１巻（６号）：１２６７～７５頁（２００３年）に提供されている
。
【０１５１】
　適切な細胞培養培地には、ダルベッコ変法イーグル培地／栄養素混合物Ｆ－１２（ＤＭ
ＥＭ／Ｆ－１２）、ＲＰＭＩ－１６４０およびハムＦ１０（Ｓｉｇｍａ）などの市販の培
地が含まれる。培地には、適宜、血清（ウシ胎仔血清、仔ウシ血清またはウマ血清など）
、ホルモンまたは他の増殖因子（インスリン、上皮増殖因子、Ｗｎｔポリペプチド、また
はトランスフェリンなど）、イオン（ナトリウム、クロライドまたはカルシウムなど）、
緩衝剤（ＨＥＰＥＳなど）、ヌクレオシドもしくは微量元素を補充し得る。
【０１５２】
　被験体に移植する細胞は、自己、同種異系または異種（ｘｅｎｏｇｅｎｉｃ）由来のも
のであり得る。一実施形態では、開示したバイオマーカーのうちの１つ以上を発現する、
ＤＰ細胞および／またはＤＳ細胞などの富化された発毛性真皮細胞、ならびに表皮細胞は
、単一の同種異系ドナーからの皮膚切片から得る。別の実施形態では、発毛性真皮細胞お
よび表皮細胞は、複数のドナーからの皮膚切片から得る。たとえば、富化された発毛性真
皮細胞があるドナーに由来し、表皮細胞が別のドナーに由来し得る。好ましい実施形態で
は、移植する細胞は自己由来のものである。
【０１５３】
　富化された発毛性真皮細胞および表皮細胞は、被験体に移植する前に適切な比で組み合
わせることができる。表皮：真皮の比は、０：１、１：１、１：２および１：１０の範囲
である。真皮細胞および表皮細胞は、移植前に、メラニン形成細胞などの追加の細胞型と
さらに組み合わせることができる。移植する富化された発毛性真皮細胞および表皮細胞は
、移植部位内での細胞の凝集を誘導および／または維持するために、移植前に物理的およ
び／または生化学的な凝集に供することができる。たとえば、細胞は、非粘着組織培養皿
中での懸濁成長によって、または培養細胞の遠心分離によって凝集させることができる。
特定の実施形態では、適切な凝集増強物質を、移植の前、または移植時に細胞に加え得る
。適切な凝集増強物質には、それだけには限定されないが、フィブロネクチンまたはグリ
コサミノグリカン、デルマタン硫酸、コンドロイチン硫酸、プロテオグリカン、ヘパリン
硫酸およびコラーゲンなどの糖タンパク質が含まれる。
【０１５４】
　開示したバイオマーカーのうちの１つ以上を発現する、ＤＰ細胞および／またはＤＳ細
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胞などの富化された発毛性真皮細胞は、当分野で公知のルーチン的な方法を用いて被験体
に移植し得る。様々な投与経路および様々な部位を使用することができる。たとえば、細
胞は、処置部位で真皮と外皮層の表皮との間に直接導入することができる。これは、処置
部位の皮膚上に水疱を生じさせ、細胞を水疱の流体内に導入することによって、達成する
ことができる。また、細胞は、表皮を通って下に真皮まで伸びる適切な切開部内に導入し
てもよい。切開部は、ルーチン的な技法を用いて、たとえばメスまたは皮下注射針を用い
て作製することができる。切開部は、一般に、切開の両側で表皮に直接近接するレベルま
で、細胞で満たし得る。好ましい実施形態では、細胞は、Ｐｒｕｉｔｔらに対する米国特
許出願公開第２００７／０２３３０３８号に記載のデバイスを用いて送達する。
【０１５５】
　注射する細胞の用量は、典型的には、約１００万～約４００万個の細胞／ｃｍ２である
。
【０１５６】
　別の実施形態では、複数の小さなレシピエント部位、たとえば、１０、５０、１００、
５００または１０００箇所以上を、細胞を移植する皮膚に形成する。それぞれの穿孔部を
複数の細胞で満たすことができる。穿孔部の大きさおよび深さは変更することができる。
皮膚における穿孔部はルーチン的な技法によって形成することができ、皮膚切開機器、た
とえば、メスまたは皮下注射針またはレーザー（たとえば低出力レーザー）の使用が含ま
れる。あるいは、複数の間隔があけられた穿孔部を皮膚に同時に形成するために形成およ
び配置された、複数の間隔があけられた切刃を有する、複数穿孔器具を使用することがで
きる。細胞は、皮膚の複数の穿孔部に同時に導入することができる。
【０１５７】
　それぞれの穿孔部に導入される細胞の数は、様々な要因、たとえば、開口部の大きさお
よび深さならびに細胞の全体的な生存度および発毛活性に依存して変動する場合がある。
一実施形態では、約５０，０００～約２，０００，０００個の細胞を１回の注射あたり送
達する。細胞の濃度は、約５，０００～約１，０００，０００個の細胞／μｌ、典型的に
は約５０，０００個の細胞／μｌ～約７５，０００個の細胞／μｌであり得る。１回の注
射あたり送達される細胞の代表的な体積は、約１～約１０μｌ、好ましくは約４μｌであ
る。一実施形態では、１～１００回の注射／ｃｍ２、典型的には１～３０回の注射／ｃｍ
２を、皮膚、好ましくは頭皮に行う。
【０１５８】
　表皮細胞、真皮細胞、またはその組合せは、食塩溶液、リン酸緩衝食塩水、ダルベッコ
リン酸緩衝食塩水（「ＤＰＢＳ」）、ＤＭＥＭ、Ｄ－ＭＥＭ－Ｆ－１２またはＢｉｏＬｉ
ｆｅＳｏｌｕｔｉｏｎｓ（ワシントン州Ｂｏｔｈｅｌｌ）のＨＹＰＯＴＨＥＲＭＯＳＯＬ
－ＦＲＳなどの薬理学的および／または生理学的に適切なキャリア、または、それだけに
は限定されないが、ラクトビオン酸カリウム、リン酸カリウム、ラフィノース、アデノシ
ン、アロプリノール、ペンタデンプン、プロスタグランジンＥ１、ニトログリセリン、お
よび／もしくはＮ－アセチルシステインと混合した蒸留水もしくは脱イオン水が含まれる
溶液などの保存溶液と、溶液内で組み合わせ得る。典型的には、注射する細胞は、細胞を
培養するために使用する細胞培養培地に懸濁させる。用いる保存溶液は、ＢｉｏＬｉｆｅ
Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ（ワシントン州Ｂｏｔｈｅｌｌ）のＨＹＰＯＴＨＥＲＭＯＳＯＬ－Ｆ
ＲＳなどの、標準の臓器および生物学的組織の保存用の水性の冷貯蔵溶液に類似であり得
る。
【０１５９】
　細胞およびキャリアを組み合わせて、注射に適した懸濁液を形成し得る。それぞれの注
射には、典型的には約１．０μｌ～約１０μｌの組成物または懸濁液が含まれる。注射は
、任意の適切な針、シリンジまたは他の機器を用いて行い得る。組成物または懸濁液を充
填した、２５ゲージの針を備えたシリンジを使用し得る。あるいは、無ハブのインスリン
シリンジを用いて、組成物を哺乳動物の皮膚内に注射してもよい。また、懸濁液は、皮膚
の表面の切開上に組成物または懸濁液を塗布すること、または組成物もしくは懸濁液を人
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工的に作製した創傷内にピペットで移すことなどの、他の適切な方法によっても送達し得
る。
【０１６０】
　同種異系源に由来する真皮細胞および／または表皮細胞の使用は、移植した細胞の拒絶
を防止するために、免疫抑制剤の投与、組織適合抗原の改変、または障壁デバイスの使用
を必要とし得る。細胞は、単独で、またはレシピエント被験体における移植した細胞に対
する免疫応答を阻害もしくは低下させるための障害物（ｂａｒｒｉｅｒ）もしくは薬剤と
併せて投与することができる。たとえば、被験体の正常の応答を阻害または妨害するため
に、免疫抑制剤を被験体に投与することができる。免疫抑制剤は、被験体においてＴ細胞
／またはＢ細胞の活性を阻害する免疫抑制性薬、またはＴ細胞に対する抗体であり得る。
適切な免疫抑制薬は市販されている。免疫抑制剤は、所望の治療効果（たとえば細胞の拒
絶の阻害）を達成するために十分な用量で被験体に投与することができる。
【０１６１】
　一部の実施形態では、毛髪成長を増強するために、細胞を移植する前、それと同時に、
および／またはその後に、被験体を、局所的および／または全身的に、毛髪成長促進物質
で処置する。適切な毛髪成長促進物質には、たとえば、すべて市販されている、ミノキシ
ジル、シクロスポリン、および天然または合成のステロイドホルモン、ならびにそのエン
ハンサーおよびアンタゴニスト、たとえば抗アンドロゲンが含まれ得る。
【０１６２】
　Ｂ．終毛の誘導
　別の実施形態は、軟毛が終毛となるように誘導する方法を提供する。軟毛とは、小児お
よび成人の身体を覆う、細い、色素のない毛髪である（ピーチファズ（ｐｅａｃｈ　ｆｕ
ｚｚ））。終毛とは、発達した毛髪であり、より短くより細い軟毛よりも、一般により長
く、より粗く、より太く、より色が濃い。軟毛の成長はホルモンによって影響を受けない
一方で、終毛の成長はホルモンによって影響を受ける。また、軟毛は男性型禿頭症にも存
在する。
【０１６３】
　一実施形態では、開示したバイオマーカーのうちの１つ以上を発現するＤＰ細胞および
／またはＤＳ細胞などの、発毛性真皮細胞について富化された皮膚細胞の集団を、上記の
ように皮膚に注射する。富化された発毛性真皮細胞を上記のように得て、これらは典型的
には自己細胞または同種異系細胞である。細胞を、軟毛または軟毛の毛嚢に隣接して注射
する。可能な限り多くの軟毛の毛嚢が終毛の毛嚢となるように誘導するために、富化され
た発毛性真皮細胞の複数回の注射を、軟毛を含有する皮膚の領域に送達することができる
。注射の回数および注射する細胞の体積は、当業者によってルーチン的に決定できること
が理解される。
【０１６４】
　別の実施形態では、富化された発毛性真皮細胞は、毛嚢の形成を誘導し、軟毛の毛嚢が
終毛の毛嚢となるように誘導するのに有効な量で、皮膚に注射する。一実施形態では、注
射する細胞の数は、約２週間～約１２週間の期間に毛嚢形成を誘導するのに有効である。
別の実施形態では、注射した細胞は、約２週間～約１２週間の期間に軟毛からの終毛の形
成を誘導する。
【実施例】
【０１６５】
　（実施例１）
毛髪誘導能力を有するおよび毛髪誘導能力を有さない遺伝子マーカーの同定
　毛髪誘導能力を有するおよび毛髪誘導能力を有さない遺伝子マーカーの同定は、２つの
部分で行った。第１に、ＤＰ／ＤＳ細胞で発現され、線維芽細胞またはケラチノサイトで
は発現されない遺伝子を同定した。マイクロアレイ分析を用いて遺伝子発現をこれらの細
胞型において比較した。第２に、ＤＰ／ＤＳ細胞中で発現される選択された遺伝子をさら
にスクリーニングして、毛髪誘導能力を有するおよび毛髪誘導能力を有さないＤＰ／ＤＳ
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細胞間のＲＮＡ発現を比較した。リアルタイム定量的ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）分析を用いて遺
伝子発現をこれらの細胞型で比較した。
材料および方法
マーカーの同定に使用した方法論
　全ＲＮＡを９個の細胞培養試料および３個の新しく単離した組織試料から調製した。１
２個の試料は以下の群に分けられた：
　　第１群：３人の独立したドナーからの培養したヒト真皮線維芽細胞（ＨＤＦ）、
　　第２群：３人の独立したドナーからの、培養したヒトケラチノサイト（ＨＫ）
　　第３群：３人の独立したドナーからの培養した真皮乳頭細胞（ＤＰ細胞）、および
　　第４群：３つの独立したドナーのプールからの新しく単離した真皮乳頭（ＤＰｆｒ）
。
【０１６６】
　ＲＮＡの抽出、精製、分析、標識、マイクロアレイ上のプロファイリングおよび一次マ
イクロアレイデータ分析は、ＡＬＭＡＣ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ（米国ノースカロライ
ナ州Ｄｕｒｈａｍ）によって、マイクロアレイ実験に関する最小情報（Ｍｉｎｉｍｕｍ　
Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　Ａｂｏｕｔ　ａ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎ
ｔ、ＭＩＡＭＥ）の標準に従って行った（Ｂｒａｚｍａら、２００１年、Ｎａｔｕｒｅ　
Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、２９巻：３６５～３７１頁およびＭＧＥＤ　Ｓｏｃｉｅｔｙのウェブ
サイトｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｇｅｄ．ｏｒｇ／Ｗｏｒｋｇｒｏｕｐｓ／ＭＩＡＭＥ／
ｍｉａｍｅ＿２．０．ｈｔｍｌを参照）。
【０１６７】
　１２個のＲＮＡ試料を、分光測光法およびＡｇｉｌｅｎｔ　Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ分
析によって品質について評価した。高品質のＲＮＡ試料を使用して標識した核酸試料を作
製し、これらをＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘヒトゲノムＵ１３３　Ｐｌｕｓ２アレイ上でプロフ
ァイリングした。核酸調製物を、ＮｕＧＥＮ（商標）Ｏｖａｔｉｏｎ（商標）ＲＮＡ増幅
システムＶ２を用いて増幅した（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｕｇｅｎｉｎｃ．ｃｏｍ／ｎ
ｕｇｅｎ／ｉｎｄｅｘ．ｃｆｍ／ｐｒｏｄｕｃｔｓ／ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ－ｓｙ
ｓｔｅｍｓ／ｏｖａｔｉｏｎ－ａｍｐ－ｖ２／？ｋｅｙｗｏｒｄｓ＝３１００－１２を参
照）。その後、増幅したｃＤＮＡを、ＦＬ－Ｏｖａｔｉｏｎ（商標）ｃＤＮＡビオチンモ
ジュールＶ２を用いて標識した（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｕｇｅｎｉｎｃ．ｃｏｍ／ｎ
ｕｇｅｎ／ｉｎｄｅｘ．ｃｆｍ／ｐｒｏｄｕｃｔｓ／ｔａｒｇｅｔ－ｐｒｅｐ－ｍｏｄｕ
ｌｅｓ／ｆｌ－ｏｖａｔｉｏｎ－ｂｉｏｔｉｎ－ｖ２１／？ｋｅｙｗｏｒｄｓ＝４２００
－１２を参照）。
【０１６８】
　生じた標識されたｃＤＮＡをＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＧｅｎｅＣｈｉｐ（登録商標）ア
レイ上にハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼーション後、アレイを適切なフルイディ
クススクリプトを使用したＧｅｎｅＣｈｉｐ（登録商標）フルイディクスステーション４
５０を用いて洗浄および染色した後、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ自動ローダー回転ラック内に
挿入し、ＧｅｎｅＣｈｉｐ（登録商標）スキャナー３０００を用いて走査した。
【０１６９】
　Ｒｏｓｅｔｔａ　Ｒｅｓｏｌｖｅｒ遺伝子発現分析システムをマイクロアレイのデータ
分析に用いた。データの品質管理には、データ配布プロット分析、階層的クラスタリング
、およびデータ整理分析が含まれており、主成分分析（ＰＣＡ）をデータに適用して主成
分として公知の１組の発現パターンを生成した。域外値は検出されず、１２個すべての試
料をデータ分析に使用した。
【０１７０】
　データ分析
　複数の試験補正（ＦＤＲを調整したＰ＊値＜０．００１および事後ｐ値＜０．００１）
を用いた統計分析（ＡＮＯＶＡ）を使用して、バックグラウンド補正および３×標準偏差
（＞７．９４）および比誤差（ｒａｔｉｏ　ｅｒｒｏｒ）ｐ値＜０．０１のフィルターを
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ＤＰ細胞対ＤＰｆｒ、ＨＤＦ、およびＨＫ）のための「ストリンジェントな遺伝子リスト
」を作成した。
候補の妥当性確認
　ストリンジェントな遺伝子リストからの１０８個の候補を、以下にプロファイリングさ
れた遺伝子発現の相対的レベルに基づきさらなる妥当性確認のために選択した：
　　１．ＤＰｆｒ＞ＤＰ細胞＞（ＨＤＦおよびＨＫ）
　　２．ＤＰ細胞＞ＤＰｆｒ＞（ＨＤＦおよびＨＫ）。
【０１７１】
　このさらなる妥当性確認は、標準の方法を用いたＱＰＣＲによって行った。妥当性確認
を増幅したおよび増幅していないＲＮＡ試料の両方で行なったところ、結果は非常に類似
しており、これは、ＲＮＡ増幅が試料において顕著な変動性を導入しなかったことを示し
ていた。
【０１７２】
　ストリンジェントな遺伝子リストからの合計８０個の候補が、上記１または２における
所望の遺伝子発現プロファイルに当てはまる。それぞれの候補転写物は、特異的なヌクレ
オチド配列（標的配列）に対応する、１つ以上の特異的なＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘプローブ
ＩＤによって同定する。
ＱＰＣＲを用いたさらなるスクリーニング
　全ＲＮＡを、３人の独立したドナーからの毛髪誘導能力を有するＤＰ細胞および３人の
独立したドナーからの毛髪誘導能力を有さないＤＰ細胞から調製した。
【０１７３】
　Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ標的ヌクレオチド配列が由来するヌクレオチド配列に基づいて、
８０個の候補遺伝子のＱＰＣＲプライマーを設計した。ＱＰＣＲ分析は、標準の方法を用
いたＱＰＣＲによって行った。
結果
　毛髪誘導性のＤＰ細胞および／またはＤＳ細胞で発現され、非誘導性のＤＰ細胞および
／またはＤＳ細胞では発現されなかったいくつかの配列を同定した。表１は、毛髪誘導性
ＤＰ／ＤＳ細胞で優先的に発現されるこれらのオリゴヌクレオチドマーカー配列のリスト
を、様々な公的データベースによって使用されている関連する配列識別子と共に含有する
。
【０１７４】
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【表１－１】

【０１７５】
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【表１－２】

　本明細書中で提供する特定のオリゴヌクレオチドマーカーは、本発明によるポリペプチ
ドマーカーとして使用することができる１つ以上のポリペプチドをコードしている。具体
的には、これらのポリペプチドマーカーは配列番号２２～４６である。表２は、これらの
ポリペプチドマーカー配列のリストを、様々な公的データベースによって使用されている
関連するオリゴヌクレオチド配列の識別子と共に含有する。表２から認めることができる
ように、様々なオリゴヌクレオチドマーカーは、オリゴヌクレオチドマーカーのｍＲＮＡ
スプライシングの変動が原因で、１つを超えるポリペプチドをコードしている。
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【０１７６】
【表２－１】
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【０１７７】
【表２－２】

　別段に定義しない限りは、本明細書中で使用したすべての技術用語および科学用語は、
開示した発明が属する当業者によって一般的に理解されるものと同じ意味を有する。本明
細書中で引用した出版物およびそのために引用した材料は、具体的に参考として組み込ま
れている。
【０１７８】
　当業者は、本明細書中に記載した本発明の具体的な実施形態の多くの均等物を認識する
、または日常的な範囲の実験を用いて確認することができるであろう。そのような均等物
は、以下の特許請求の範囲によって包含されることを意図する。

【図１】
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