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摘要

真皮乳突位於毛囊的根部，於胚胎期毛囊的發生學中（Philpott M, Paus R，1998）及再生毛囊的分化誘導（Horne KA. Jahoda CA. Oliver RF，1986；Jahoda CA. Horne KA. Oliver RF.，1984＆1993）過程中，均扮演極重要的啟動者角色。因此瞭解真皮乳突細胞的特性及培養方式，為本次毛囊再生誘導的進修研究中，不可或缺的基礎。之後，我們將研究如何將大量培養好的真皮乳突細胞，製作成類似天然真皮乳突構造的球狀物，希望它同樣具有毛囊分化誘導的能力，藉以取代天然的真皮乳突。另外，在此次研修中，我們嘗試製造一個擬天然毛髮生長環境的發毛模型，以作為培養真皮乳突細胞於發毛誘導能力之評估。最後，我們將採用一特殊染色系統來確認誘導毛囊的細胞來源，藉以瞭解毛囊再生誘導的過程。
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1、 目的

人體毛髮雖然不屬於生命維持的器官，但卻影響患者精神社交層面甚鉅。因此對於一些毛髮喪失的患者，如禿頭或眉毛缺失，如何重建其喪失的毛囊當前皮膚治療學上重要的努力目標。目前，醫學上對於禿髮的治療，主要是內科的藥物醫療及外科的植髮治療。內科的藥物醫療，至前為止，對於預防落髮較有成效，但毛髮的再生對於落髮已久的禿髮區往往效果不彰；而外科的植髮手術對於末期廣泛圍禿髮的病患，又因為病患自身無法提供足夠量的毛髮，而無法得到良好的治療效果。因此，如何使毛髮能『無中生有』的再生，成為皮膚科再生研究領域的重要課題。日本東京國立國際醫療中心研究所成立于昭和49年，主要目的是利用國際醫療的協力合作，以解決免疫過敏、感染及多因子疑難雜症之醫療問題。而其下由大河內人志教授所主持的再生醫學研究部便是想利用分化潛力強的胚胎幹細胞或組織幹細胞的再生分化，以達成治療之目的。而該研究部的研究課題之一便是利用毛囊真皮乳突細胞來誘導毛囊的再生分化。因此，本人決定於民國95年7月前往該研究所，在大河內人志教授的指導下，學習並進行毛囊再生誘導之研究。
2、 過程
1、 毛囊真皮乳突細胞的擷取及培養

目的：根據目前我們對於毛髮發生及再生的研究資料顯示，位於毛根部的真皮乳突在毛髮再生中扮演極重要的關鍵角色。因此，我們選定毛囊乳頭做為我們研究毛囊再生的素材。為了能夠得到充分的細胞作為研究的來源，熟悉真皮乳突細胞的擷取及增殖培養是實驗不可或缺的基本技術。

細胞來源：在本實驗中，我們所使用的真皮乳突細胞是取自Rosa 26型小鼠、及Fisher 大白鼠的觸鬚部毛髮之毛囊乳頭。選擇此部位此部位的真皮乳突的原因乃在於此部位的毛囊真皮乳突較大，易於擷取，且此部位的毛髮較粗，便於日後進行毛髮再生實驗的觀察。

細胞培養液的調配：將細胞基礎培養液Dulbecco’s modified essential medium (DMEM)，加入10％的fetal bovine serum (FBS)調配成真皮乳突細胞的基礎培養液10％FBS-DMEM。另外我們加入10ng/ml的fibroblast growth factor 2(FGF2)以促進真皮乳突細胞的生長及增殖。（Osada A, Iwabuchi T, Kishimoto J, Hamazaki TS, Okochi H,2007）
真皮乳突細胞的擷取及培養步驟：首先我們取下小鼠或大白鼠的觸鬚部皮膚，於Hank’s 溶液將之翻轉，去除掉覆蓋在觸鬚毛囊上的脂肪組織及神經纖維。這時可以看到一株一株的觸鬚毛囊，這是我們用鑷子將其毛囊，連毛拔起置入另一含有Hank’s溶液的培養皿，然後利用26號針頭的注射針，將毛囊乳頭分離出來。（見附圖1～7）。真皮乳突分離出來後，將其移置於帶有FGF2的10％FBS-DMEM真皮乳突細胞培養液。並用26號針頭將其固定於培養皿底部。
然後將此培養皿放入含有5％CO2的37oC Incubator中培養。每週更換培養液兩次。約4～5天後可見毛囊乳頭細胞爬出。約兩週後將增殖的真皮乳突細胞用0.25％的trypsin-EDTA擷取下來，置入另一含有10％FBS─EDTA的培養皿中進行繼代培養。之後我們取第三代或第四代之真皮乳突細胞作為真皮乳突球狀物之製作。
[image: image20.jpg]



附圖1：摘取老鼠觸鬚部之皮膚 （黑圈處）
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附圖2：將皮膚翻轉，可見皮下組織及神經纖維
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附圖3：去除掉脂肪組織及神經纖維，顯露出一株一株的毛囊
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附圖4：擷取下來一株一株的觸鬚毛囊
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附圖5：劃破毛囊壁後，可見毛根部內部的真皮乳突（白圈內成淚滴狀構造）
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附圖6：利用26號針頭於真皮乳突劃一小壓痕，將其固定於培養皿底部
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附圖7：一週後，真皮乳突細胞增殖的情況

2、 真皮乳突球狀物的製作
目的：在真皮乳突細胞的培養過程中，我們發現其本身具有細胞凝集的能力（Jahoda CA. Oliver RF，1984）。因此，本實驗我們嘗試製作出擬似真皮乳頭球狀物，作為日後取代真皮乳突的發毛誘導物，在此我們嘗試了兩種方法來製作。
實驗方法：
· 方法一、沈澱凝集法(Inamatsu M, Tochio T, Makabe A, Endo T, Oomizu S, Kobayashi E, Yoshizato K, 2006)：將上述培養好的真皮乳突細胞，以0.25% trypsin-EDTA 擷取下來，並以10％FBS─DMEM配製成細胞濃度每毫升含有105 個細胞的單細胞懸浮液. 之後取此細胞懸浮液置入96格之低細胞結合培養皿的小格中，每一小格置0.1毫升。2～3天後可見真皮乳突細胞逐漸沈澱凝集成濃縮之球狀構造。（見附圖8～9）此方法的好處在於可控制每一真皮乳突球狀物之細胞數。但缺點是此法形成之球狀物結構較鬆散，細胞易散開。
· 方法二、懸浮聚合法 (Kawase Y. Yanagi Y. Takato T. Fujimoto M. Okochi H. 2004)：將上述培養好的真皮乳突細胞，以0.25% trypsin-EDTA 擷取下來，並以 DMEM/F12 懸浮細胞培養液清洗兩次後，以此懸浮培養液泡製成細胞濃度每毫升含有3x104 個細胞的單細胞懸浮液，之後取此細胞懸浮液置入6格之低細胞結合培養皿中，每一圓格置入5毫升。並加入B27,EGF，FGF等細胞生長因子。約5～7天後可見真皮乳突球狀構造之形成。（見附圖10～11）。此法的好處在於可形成大量結合緻密之球狀物。但缺點是球狀物的大小及所含細胞數不等。
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附圖8：以沈澱凝集法製作真皮乳突球，一日後可見細胞已開始沈澱凝集。
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附圖9：以沈澱凝集法製作真皮乳突球，三日後可見每一小格均有細胞凝集而成的濃縮球狀物。
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附圖10：以懸浮聚合法製作細胞球，7日後可見已有大量不等大小之真皮乳突球狀物形成
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附圖11: 真皮乳突球狀物之放大圖
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