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⾃⼰紹介ー１
1. 履歴 1992年3⽉ 東京⼤学⼤学院理学研究科

博⼠課程化学専攻終了
（取得学位：博⼠（理学）

2. 職歴 1992年4⽉ ⽇本学術振興会特別研究員
（⼤阪⼤学蛋⽩質研究所物性部⾨）

1994年4⽉ ㈱蛋⽩⼯学研究所（第⼀研究部）
1995年4⽉ 愛媛⼤学理学部・助⼿
2001年4⽉ 愛媛⼤学遺伝⼦実験施設・助教授
2004年4⽉ 愛媛⼤学農学部・准教授
2015年12⽉ 城⻄⼤学理学部・教授（〜現在に⾄る）

⾃⼰紹介ー２

3. 専⾨ 構造⽣物学（タンパク質、核酸）
環境⽣理学（転写、翻訳、ストレス応答）

4. 対象⽣物 ヒト、マウス、爬⾍類、両⽣類、⿂類
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当研究室の場合

株式会社ホルス

城⻄⼤学・森⽥研

他⼤学

修⼠卒後
就職

博⼠取得後
研究者

有⽤タンパク質
⼤量⽣産

事例１

幹細胞培養上清液
の機能解析

⼊間

当研究室の場合

コーケンフード＆フレーバー株式会社

城⻄⼤学・森⽥研

柚⼦⽣産農家

桂⽊柚⼦の果実

事例２

桂⽊柚⼦果⾁の
有効利⽤技術開発

⽑呂⼭

本⽇の講演の⽬次

1. ⾃⼰紹介

2. ⼤学における共同研究とは

3. (株)ホルスとの共同研究の実際

4. ⼤学ー地域共同研究の将来

(株)ホルスとの共同研究体制
１．⽬的︓幹細胞培養上清液（⽑包など）の⽣理活性の学術評価。
２．研究に必要な機材（蛍光顕微鏡）の提供
３．研究環境並びに⼈的資材養成環境の提供
４．研究費の提供
５．研究成果の学術発表における企業貢献の保証

（論⽂発表における共著者等）
６．研究成果の産業応⽤における⼤学貢献の保証

（特許申請における発明者登録等）

分⼦分光学研究室 11

幹細胞

・⾃⼰複製能
・多分化能
・傍分泌作⽤（増殖因⼦やエクソソーム

などを周囲の細胞に拡散させる。）

背景①︓幹細胞について

幹細胞を培養して幹細胞を取り除いて得られる上清
(遠⼼分離と滅菌処理をした)

幹細胞培養上清液には多くの細胞活性化成分が含まれている。

分⼦分光学研究室 12

上清液

幹細胞

幹細胞を取り除く

培養液上清中(活性成分)

増殖因⼦
サイトカイン

エクソソーム

その他の分泌因⼦
酵素やホルモン、

細胞外マトリクス成分

背景②︓幹細胞培養上清液について

7 8

9 10

11 12
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分⼦分光学研究室 13

• ⽑髪の成⻑と再⽣
• ⾃⼰複製と多分化
• ⽑根組織の修復
• 増殖因⼦やホルモンの分泌

背景③：⽑包幹細胞について

男性型脱⽑症(AGA)︓成⼈男性特有の進⾏性の脱⽑症。
⽣え際や頭頂部の⽑髪が薄くなったりする

AGAの予防・改善に関わる

⽑包幹細胞の役割

分⼦分光学研究室

14

【⽬的】
「幹細胞培養上清液」による⽑包幹細胞の活性化の評価を
⽣細胞イメージング法を⽤いて⽣化学的に検証する。

細胞のミトコンドリア活性を誘導し、
ミトコンドリア膜電位を指標とした蛍光強度の定量解析を⾏う。

分⼦分光学研究室 15

⽑包幹細胞の活性評価
酸化的エネルギー産⽣を⾏うミトコンドリア膜電位を評価
ミトコンドリアは、細胞の中でATP産⽣の機能を持つ

膜電位差が⼤きいミトコンドリア 膜電位差が⼩さいミトコンドリア

酸化的エネルギー産⽣UP 酸化的エネルギー産⽣DOWN

蛍光強度が⾼い 蛍光強度が低い

分⼦分光学研究室 16

【実験⽅法】
①幹細胞培養

⽑包幹細胞は共同研究機関（株式会社 ホルス）から提供
接着細胞⽤の細胞培養プレート(9.6 cm2×6ウェル ︓WATSON)を⽤いて培養

⽑包幹細胞の⽣育 (37 ℃、5% CO2)
撮影︓All-in-one fluorescence microscope (BZ-X800, KEYENCE) 

Plan Fluorite 4x PH (NA0.13, BZ-PF04P, KEYENCE)

200 μm200 μm 200 μm

培地成分
• KBM ADSD-2

KOHJIN BIO
• UltraGRO ‐Advance

HELIOS
• Penicillin-Streptomycin Solution

FUJIFILM
0hr                                        20hr                                       40hr

分⼦分光学研究室 17

・PBSを⽤いて洗浄

・Trypsinを500μl添加 (細胞を解離)

5分後

・培地を加え、チューブに回収

• PBS(-) (FUJIFILM)
細胞の洗浄や希釈等に使⽤する

• KBM Trypsin AOF (KOHJIN BIO)
組織及び細胞単層の解離に使⽤する

【実験⽅法】
②幹細胞の植え継ぎ

分⼦分光学研究室 18

・遠⼼分離後上澄みを取り除く

・培地を加えたプレートに細胞を撒く 培地と
他家細胞培養液上清

培地のみ

培地と
⾃家細胞培養液上清

【実験⽅法】
③培養条件の制御

⾃家細胞培養液上清
添加対象の幹細胞を培養して得られた細胞培養液の上清細胞を培養して得られた上清

他家細胞培養液上清
添加対象の幹細胞とは異なるドナー由来の幹細胞を培養して得られた培養液の上清

13 14

15 16

17 18
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分⼦分光学研究室 19

幹細胞培養上清液の添加条件

15th(5thから連続投与)15th(単回投与)4th(単回投与)細胞世代

他家細胞⾃家細胞他家細胞⾃家細胞他家細胞⾃家細胞幹細胞培養
上清液

0%0%0%0%0%0%濃度
2.5%2.5%2.5%2.5%2.5%2.5%

5%5%5%5%5%5%
10%10%10%10%10%10%

分⼦分光学研究室 20

• Cell Count Normalization Kit (DOJINDO)
核染⾊ (⽣細胞数の選別)

• MT-1 MitoMP Detection Kit (DOJINDO)
ミトコンドリア膜電位を染⾊

【実験⽅法】
ミトコンドリアの活性評価

・Cell Count Normalization Kit
200μlで蛍光染⾊

30分後

・培地を⽤いて洗浄

30分後

・ MT-1 MitoMP Detection Kit
200μlで蛍光染⾊

統計的処理を増やすために24 wellで染⾊

・ Imaging Buffer で蛍光撮影

分⼦分光学研究室 21

【実験結果】
幹細胞培養上清液添加による細胞増殖の活性評価

15th 10% (5thから連続投与)15th 未添加

植え継ぎから60時間後までタイムラプス撮影
分⼦分光学研究室 22
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撮影：Keyence BZ-X800
Plan Fluorite 10X PHレンズ装着

解析︓Keyence BZ-H4C
ハイブリッドセルカウント

培養︓37℃ 5%CO2 16時間

染⾊： Cell Count Normalization Kit （⻘⾊）
（核DNA染⾊） DAPI
MT-1 MitoMP Detection Kit （⾚⾊）
（ミトコンドリア膜電位染⾊）Texas Red

細胞：ヒト頭⽪由来幹細胞 4th,15th

検体︓⽑包幹細胞培養液上清
(⾃家細胞・他家細胞)

各⽣育条件下での細胞の
蛍光画像

分⼦分光学研究室 23
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4th(単回投与) 15th(単回投与) 15th(連続投与)

⾃家細胞培養上清液
他家細胞培養上清液

各条件における0%を1としたときの相対値を⽰している。

0% 2.5% 5% 10% 0% 2.5% 5% 10%

1細胞あたりのミトコンドリア蛍光強度の相対比較

分⼦分光学研究室 24

• “幹細胞培養上清液”の添加濃度の上昇とともに、蛍光強度
の上昇（ミトコンドリア膜電位上昇）が確認できた。

• この効果は、第4世代、第15世代の継代細胞いずれの場合で
も確認できたことから、 “幹細胞培養上清液”の添加を継続
することで、⾼い細胞の代謝活性が維持できると結論した。

【まとめ】

19 20

21 22

23 24
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分⼦分光学研究室 25

“幹細胞培養上清液”の継続的添加が、⽼化の進⾏を遅らせる
かについて、複数の観点（テロメア⻑、ゲノムDNAへのダ
メージの蓄積等）から解析することを検討している。

【今後】

HFSC-CM 
10%

HFSC-CM 
(Exo-) 10％control時間(hr)

0.00.00.00
12.335.710.31
45.049.020.72
81.769.732.73
108.079.750.34
143.7108.063.75
177.7127.081.06
206.3138.0103.77
238.0152.3120.78
261.7168.7142.79
298.7198.0159.710
325.3227.3170.711
340.0249.0184.312
372.3274.0194.013
394.7292.3213.714

標準偏差平均No.3No.2No.1検体411.3317.3218.715
110.5387.74352354930%451.3362.0230.016
48.9539.0474592551Ev-10％513.0382.0243.317
80.9720.0716821623Ev+10％559.3401.0259.018

603.3425.0282.019
627.0454.7308.320
646.3478.3341.721
678.0491.7357.722

696.7516.7387.723

720.0539.0387.724

分⼦分光学研究室 26
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22’ドナー毛根幹細胞

23’ドナー毛根幹細胞

22’毛根幹細胞培養上清液

23’毛根幹細胞培養上清液

■他家細胞との相性について
撮影︓Keyence BZ-X800 ｘ4レンズ x20レンズ Texas Red
フィルター
解析︓Keyence BZ-H4C ハイブリッドセルカウント
培養︓37℃ 5%CO2 24時間
染⾊︓Mito Bright LT Red （ミトコンドリア膜電位蛍光染⾊試
薬）
細胞︓⽑根幹細胞（22ʼドナー、23ʼドナー）5継代⽬
検体︓⽑根幹細胞培養上清液10％ （22ʼドナー、23ʼドナー）

毛根幹細胞培養上清液は、自家細胞のみならず、他家細胞にもコンパチ
ビリティを持ち、ミトコンドリアを活性化させることが期待される

（A）control 未添加
培養

（B）23ʼHSC-CM 10％添加
培養

（A）に⽐べて（B）は、⼀つ⼀つの細胞が⼤きく育ち、細胞間のネットワークがつなが
りやすいことが確認された。⾚⾊蛍光の強度も強く、ミトコンドリアが活性化しているこ
とも確認された。

◎臓器移植や他家細胞を利用した再生医療では、免疫拒絶といったリスクが存在する。
非自己の細胞から生産される「幹細胞培養上清液」の安全性の証明や他家細胞における
有用性を評価するため、2種類の細胞での活性評価試験を実施した。

■老化細胞に対する効果

未添加培養 HSC-CM 10％添加培養

5
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毛根幹細胞培養上清液は、細胞分裂を繰り返した細胞
（老化した細胞）のミトコンドリア活性を高める働きが確認さ
れた。

16継代した毛根幹細胞は、初代細胞に比べ、増殖速度が遅くなった
り、接着力が下がる様子がみられた。
ミトコンドリア活性も低下している可能性があるため、毛根幹細胞培
養上清の効果が顕著に表れていると考えられる。

◎細胞分裂を繰り返した細胞（老化細胞）は、アポトーシス（緩やかな自然死）を引き起こすこと
が

知られる。また、細胞の機能や成長速度が低下することが体で起こる老化現象の原因となる。
老化細胞に対し、「幹細胞培養上清液」がどのように働くか評価することを目的とした。

■今後の実験について

◎毛根幹細胞を利用した発毛効果の評価試験

・細胞分裂の限界を確認中
・ミトコンドリア活性の試験確立済
有意差のあるデータを取る

・老化に関わる因子（βガラクトシダーゼ）などの
評価
・発毛に関わる因子（Shh）などの評価◎ケラチノサイト（角化細胞）を利用した

育毛効果の評価試験

・ケラチノサイトの培養方法の確立中
・まずはミトコンドリア活性の評価
・次に育毛に関与する指標成分の評価

◎メラノサイト（色素細胞）を利用し
た白髪改善効果の評価試験

・メラノサイトの培養方法調査中
・共培養など高度な技術を要する

※「毛根幹細胞」以外の検体について
・ケラチノサイトの培養方法が確立できれば、肌（角質層）への効果を評価できる。（8月開始予定）
（細胞遊走、美白、保湿、抗酸化など）

エクソソーム取り込み実験①

• 実験方法

①精製

0.22µmフィルターを用い、大きなタンパク質やマイクロベシクルなどを除去した「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」を調整し

エクソソーム精製キット（ExoIsolator Exosome Isolation Kit [Dojindo]）にて100～200nmサイズの粒子を回収した。

②エクソソーム染色

単離精製したエクソソームをエクソソーム脂質膜染色試薬（ExoSparkler Exosome Membrane Labeling Kit [Dojindo]）にて染色した。

③エクソソーム添加

27時間培養（37℃、5％CO₂）したヒト由来毛根細胞（7th）を調整し

②で染色したエクソソームを添加し、更に15時間培養を続けエクソソームを取込ませた。

④細胞膜染色

③で培養した細胞に対し、細胞膜染色試薬（PlasMem Bright Green [Dojindo]）を用いて細胞膜を染色した。

⑤撮影

細胞外の培養上清中に含まれる色素の残留物などを取り除き

蛍光顕微鏡（オールインワン蛍光顕微鏡BZ‐X800 [Keyence]）を用いて生細胞の様子およびエクソソーム局在を観察・記録した。

• 実験目的

蛍光顕微鏡を使用したエクソソームの可視化による、幹細胞における取り込みの観察。

25 26

27 28

29 30
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エクソソーム取り込み実験②

・「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」に含まれるエクソソームを蛍光染色することで可視化できた。

・「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」のエクソソームは、細胞に取り込まれることが観察された。

・細胞膜とエクソソームと重ね合わせた画像からも、細胞に内在することが示された。

• 実験条件

Texas Red（赤色）：エクソソーム膜を染色

GFP（緑色）：細胞膜を染色

撮影：オールインワン蛍光顕微鏡 BZ‐X800

レンズ倍率：100倍

培養条件：37℃、5％CO₂、42時間培養

細胞：ヒト由来毛根幹細胞 7th

検体：「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」

＜Fig1. （A）エクソソーム画像（B）細胞膜とエクソソームのオーバーレイ画像＞

(B)(A)

●結果

⇒今後は、エクソソームの取り込みをタイムラプス撮影で観察し、動画資料として活用したり

取り込み速度、細胞内での挙動について確認する。

細胞遊走モニタリング①

• 実験方法

①細胞染色

自然老化させたヒト由来毛根幹細胞（17th）を3時間培養（37℃、5％CO₂）し

細胞の動きを蛍光で観察するため、ミトコンドリア染色用色素（MitoBright LT Red [Dojindo]）にて染色した。

②エクソソーム除去

「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」からエクソソームを除去した「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム(Exo‐)」を作製し、①で生育した細胞に10%添加した。

同様に、「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」を10%添加した。また、未添加の細胞をcontrolとした。

③培養・タイムラプス撮影

②で各サンプルを添加した細胞を60時間培養（37℃、5％CO₂）し、1時間ごとの細胞の様子をタイムラプスで連続撮影した。

撮影および解析は、蛍光顕微鏡（オールインワン蛍光顕微鏡 BZ‐X800 [Keyence]）を用いた。

④動態追尾解析

③のタイムラプス撮影記録を元に、撮影開始～24時間後における一つの細胞の移動量を計測した。

移動量は、1時間ごとのＸ軸方向とＹ軸方向の移動距離の総和とした。同様の方法でランダムに3つの細胞を解析し、1時間ごとの移動量の平均値を積算した。

• 実験目的

タイムラプス顕微鏡を使用し、幹細胞の動態をモニタリングする。

「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」からエクソソームを取り除き添加し、老化した幹細胞の細胞遊走を確認する。

細胞遊走モニタリング②

control

（毛根幹細胞エクソソーム未添加

）

ホルス 毛根幹細胞エクソソーム(Exo‐) 10% ホルス 毛根幹細胞エクソソーム10％

• 実験条件

Texas Red（赤色）：細胞中のミトコンドリアを染色

撮影：オールインワン蛍光顕微鏡 BZ‐X800（Keyence）

レンズ倍率：10倍

タイムラプス設定：1時間間隔で60時間連続観察

培養条件：37℃、5％CO₂、63時間培養

細胞：ヒト由来毛根幹細胞 17th（自然老化している細胞）

検体：「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」10%

「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム(Exo‐)」10%

・controlに比べ、「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」を添加した細胞は、細胞遊走が活発であり

多くの細胞が広く移動し、その速度も早いことが確認できた。

・「ホルス 幹細胞エクソソーム(Exo‐)」は、「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」に比べ

細胞の移動量が減少する傾向がみられた。

●結果

＜Fig2. 毛根幹細胞の細胞遊走 60時間のタイムラプス動画＞

(A) (B) (C)

control ホルス 幹細胞エクソソーム(Exo‐) ホルス 幹細胞エクソソーム

少ない 多い
移動量

細胞遊走モニタリング③

contr

ol
（毛

根幹

細胞

エク

ソソ

ーム

未添

加）

ホル

ス

毛根

幹細

胞

エク

ソソ

ーム

10％

ホル

ス

毛根

幹細

胞

エク

ソソ

ーム

(Exo‐

)10%

撮影開始～24時間後における細胞の1時間ごとの移動量を積算した。

「ホルス毛根幹細胞エクソソーム」は3時間後から顕著に移動量が増えていた。

・動画で確認された細胞遊走を定量的に評価することができた。

・エクソソームを除去した「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム(Exo‐)」は「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」に比べ移動量が減ることから

「エクソソーム」の含有が細胞遊走の活性化に必要であることが示唆された。

(A) (B)

(C) ＜Fig4. 追跡した細胞の移動記録＞

＜Fig3. 時間経過による細胞の移動量の増加＞

●結果

画像中の線は、動態追尾した細胞の軌

道を記録したもので、24時間における

細胞遊走の軌跡を示す。

⇒今回使用した「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」は2nd細胞（若い細胞）から得られた幹細胞培養上清液であり

17th細胞（老化細胞）の遊走性を高めたことから、若い細胞由来のエクソソームが自然老化した細胞を活性化する可能性が期待できる。

エクソソームによる抗老化作用①

• 実験方法

①細胞培養

自然老化させたヒト由来毛根幹細胞（17th）を継代培養（37℃、5％CO₂）し、そこから更に老化させた幹細胞（20th）を作製した。

培養の間、「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」を10%添加し続けた細胞と、「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム(Exo‐)」を10%添加し続けた細胞、

また、何も加えず培養した細胞（control）を用意した。

②ミトコンドリア活性染色・β‐Gal染色

各検体を添加した細胞（20th）を18時間培養（37℃、5％CO₂）し、それぞれの組み合わせで蛍光染色した。

A：細胞数評価用核染色試薬（Cell Count Normalization Kit [Dojindo]）＋ミトコンドリア膜電位検出試薬（MT‐1 MitoMP Detection Kit [Dojindo]）

B：細胞数評価用核染色試薬（Cell Count Normalization Kit [Dojindo]）＋老化細胞検出試薬（Cellular Senescence Detection Kit ‐ SPiDER‐βGal [Dojindo]）

③撮影

蛍光顕微鏡（オールインワン蛍光顕微鏡 BZ‐X800 [Keyence]）を用いて蛍光画像を記録した。

得られた画像から蛍光強度を解析し、「蛍光強度の総積算値／細胞数＝細胞ひとつあたりの蛍光強度」として算出した。

グラフは、control（未添加細胞）を100％とした際の相対値で示した。

• 実験目的

自然老化させた幹細胞に対する、「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」の抗老化作用について検証する

。

control （未添加）

「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」10% 連続添加

「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム(Exo‐)」10% 連続添加

17th 20th

エクソソームによる抗老化作用②

・老化した幹細胞に「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」を添加することで

ミトコンドリア活性を上昇させることが示唆された。また、エクソソームを除去した

「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム(Exo‐)」は、controlと同等の活性であった。

・「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」は、老化因子の蓄積を抑制する傾向がみられた。

「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム(Exo‐)」も同様に抑制する傾向がみられた。

• 実験条件

DAPI（青色）：細胞核を染色

Texas Red（赤色）：ミトコンドリア膜電位を染色

SPiDER‐βGal（黄色）：蓄積したβGalを染色

撮影：オールインワン蛍光顕微鏡 BZ‐X800

レンズ倍率：10倍

培養条件：37℃、5％CO₂、18時間培養

細胞：ヒト由来毛根幹細胞 20th（自然老化している細胞）

検体：「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」10%

「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム(Exo‐)」10%

＜Fig5. （A）ミトコンドリア活性の比較 （B）老化因子(β‐Gal)の蓄積量の比較＞

(B)(A)

●結果

⇒ミトコンドリアの活性化に差がみられたが、老化因子の蓄積は差がみられなかった。

よって、エクソソームは「ミトコンドリアの活性化に働きかけるが老化因子の蓄積に影響しない」

もしくは、「老化の評価にβ‐Galが適していない」可能性が考えられるため追加の検証を実施する。
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エクソソームによる抗老化作用③

(B)

(A)

＜Fig6. （A）ミトコンドリア膜電位蛍光画像 （B）老化因子(β‐Gal)検出蛍光画像＞

蛍光強度を記録した画像を参考として示す。

（A）DAPI（青色）：細胞核を染色、Texas Red（赤色）：ミトコンドリア活性を染色

（B）DAPI（青色）：細胞核を染色、SPiDER‐βGal（黄色）：蓄積したβGalを染色

「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム」10% 「ホルス 毛根幹細胞エクソソーム(Exo‐)」10%control （未添加
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