
岐阜大学・大学院医学系研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３７０１

基盤研究(B)（一般）

2018～2016

色素細胞幹細胞のニッシェ因子の解明

Analysis of niche factors for melanocyte stem cells

３０２０５１０８研究者番号：

國貞　隆弘（KUNISADA, Takahiro）

研究期間：

１６Ｈ０５３６７

年 月 日現在  元   ６ １８

円    13,200,000

研究成果の概要（和文）：X線照射後のケラチノサイトで発現が低下する遺伝子をDNAアレーとプロテオーム解析
の結果から探索し，HMBG2遺伝子を色素細胞幹細胞（MSC）のニッシェ因子の候補遺伝子とした。HMGB2ノックア
ウトマウスは5GyのX線照射により、同量を照射した野生型マウスよりも白毛化が促進されること、培養ヒトケラ
チノサイトでHMGB2をノックダウンすると放射線照射後の細胞死が増加し、DNAダメージも蓄積すること、抗酸化
作用が減弱することなどからHMGB2が毛包ケラチノサイトが発現するニッシェ因子としてMSCの維持に必要な遺伝
子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：HMBG2 gene has been identified as a novel MSC niche factor as a result of 
the following results. HMGB2 knockout mice did not show any increase in white hair compared to 
wild-type even when reared for a long time under normal rearing conditions, however, by 5 Gy X-ray 
irradiation, hair graying was significantly promoted in comparison with the irradiated controls. In 
addition, immunostaining of the epidermis of HMGB2 knockout mice after irradiation revealed the 
increase of γH2X, a marker for DNA damage of keratinocytes. It was also confirmed that knockdown of
 HMGB2 in cultured human keratinocytes increased cell death after irradiation, accumulated DNA 
damage, and further attenuated the antioxidant activity measured by mitochondrial activity. These 
results suggest that HMGB2 plays an important antioxidant role in cells, which is important for 
maintenance of MSC under stress environment, and serve as a MSC niche factor of the folliclar 
keratinocyte. 

研究分野： 発生生物学、幹細胞生物学、再生医学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
色素細胞幹細胞（MSC）のニッシェの実体を機能的に解明することで，色素細胞の分化制御が可能になり，白髪
や白斑症の証拠に基づいた治療・予防が可能になる。さらに、我々が探索する分子は成体のケラチノサイトにお
いて放射線により発現が明確に変化する分子であり，その機能を遺伝子破壊により確かめることで培養細胞によ
る従来の放射線の評価実験では明らかにできなかった放射線の新しい生物効果を解明できる可能性がある。
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1.研究開始当初の背景 

色素細胞幹細胞（MSC）を含む組織幹細胞は生体組織の恒常性を維持するために厳密にその増

殖が制御されており，その主役はメラノサイトを取り囲んでいる細胞により形成されるニッシ

ェと呼ばれる環境である（1）。MSC のニッシェは同じく幹細胞であるケラチノサイト幹細胞で

あると予想され，個々のニッシェ因子も明らかにされつつある(2, 3)。ただ，ケラチノサイトか

ら提供され MSC あるいはメラノサイトに作用する因子は数十も報告されており(4), 実際それ

らの多くが様々な程度で MSC のニッシェ因子として寄与していることが血液幹細胞のニッシ

ェ研究からも予想される。本研究では，MSC ニッシェの全貌をシステマティックに明らかにす

るための戦略として，ニッシェ因子の候補を表現型に基づいて探索する。 

 

2.研究の目的 

皮膚由来の細胞を適切な条件で培養するとケラチノサイトをニッシェとして皮膚 MSC 由来の

色素細胞のコロニーが形成されるが，マウスで白毛化が誘導される５Gy の X 線を照射した皮膚

細胞の培養では，色素細胞のコロニーが形成されなくなる。さらに、X 線を照射した皮膚細胞は

X 線を照射していない皮膚細胞の色素細胞コロニー形成を阻害することから、X 線照射された皮

膚の表皮ケラチノサイトでニッシェ能力が失われていることをが示された（7）。これらの実験に

基づき，表皮ケラチノサイトで発現する MSC のニッシェ因子の探索を行うことを計画した。表

皮ケラチノサイトは X 線照射でニッシェ能力を失う，つまりニッシェを構成する機能分子の発

現が低下すると予想される。それらの候補分子は、マウス表皮ケラチノサイトに発現する mRNA

あるいはタンパク分子を X 線照射前後で網羅的に比較することで同定可能であると考え，既に

候補遺伝子のリストを得ている。本申請では，それらの MSC ニッシェ候補遺伝子を破壊したク

ローンマウスを樹立し，白毛化が促進される表現型を確認すること MSC でニッシェ因子である

ことを確定させる。 

 

3.研究の方法（CRISP-Cas9 によるノックアウトマウスの樹立、組織や細胞の免疫組織化学染色

は標準的な方法であるため省略した） 

(1) 放射線照射と表皮採取 

C57BL/6 系統マウスは体毛抜去後、24 時間後に放射線照射（50keV、20mA、5GyX 線）した。

照射 24 時間後に背面皮膚を採取した（0Gy N=3、5Gy N=4）。皮膚は 60℃に温めた PBS に 30

秒浸して表皮と真皮を剥離した。PBS をできる限り除去し、表皮のみを-80℃で凍結保存した。 

（2）タンパク質抽出・定量・サンプル調整 

凍結表皮を融解後に MCL-1（SIGMA-Aldrich 社）を 250μl 添加してペッスルでホモジナイズ

し、氷中に静置した。30 分程度静置後、遠心（15,000rpm、5min、4℃）して固形物を沈殿させ

再度ホモジナイズすることを 3 回程度、固形物がなくなるまで繰り返した。遠心（15,000rpm、

15min、4℃）後上清のみを採取し、2D Quant Kit （GE Healthcare 社）を用いてタンパク質定

量を行った。2 次元電気泳動にて泳動するタンパク質量は 50μg を基本とした。精製後のタンパ
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ク 質 に 膨 潤 液 ;DeStreak Rehydration Solution140μl （ GE Healthcare 社 ）、 IPG Buffer3-

10NL0.7μl（膨潤液の 0.5％量）（GE Healthcare 社）を加え溶解した。 

 

4.研究成果 

(1) 白髪化に伴ってケラチノサイトで発現が低下する MSC ニッシェ遺伝子の同定 

X線照射後に表皮ケラチノサイトで発現が低下する遺伝子産物をプロテオーム解析により探索

することは，申請者らによる共同研究で既に実行されており，いくつかの候補遺伝子を特定し

ている。試験の結果、放射線照射によってマウス表皮中のHMGB2量が有意に多くなっていた

（student t-test）。他にも黒髪維持に関連しそうなタンパク質は存在したが、HMGB2は①皮

膚・毛髪での研究はされていない点、②老化で減少するタンパク質である点、③既知の

HMGB2 KOが致死でない点、④放射線抵抗性のタンパク質である点から、HMGB2をKOした

マウスに放射線を照射した際、最も興味深い表現型が期待できると考えた。 

(2) HMGB2はNHEKの放射線照射による細胞死を有意に抑制する 

NHEK に siHMGB2 をトランスフェクションすることで HMGB2 の発現量（タンパク質量を

19.8％にまで減少させたところ、siHMGB2 は放射線による細胞死が促進されると共に（図２）、

活性酸素量が増加し（図３）、その結果ミトコンドリアの傷害性が増加することで（図４）DNA

損傷をより多く受けていることがわかった（図５）。 

(3) HMGB2KO マウスは放射線による白髪化を促進する 

HMGB2 KO マウスに 5Gy の放射線を照射した。照射１か月後の写真と回収した毛の L*値を図

１a、b に示す。HMGB2 KO に放射線を照射することで白髪化が有意に促進されることが分か

った。 

 

 

(4) HMGB2 KO マウスは放射線による毛包幹細胞の DNA 損傷が有意に増加していた 

HMGB2 KO マウスに 5Gy の放射線を照射した際の毛包幹細胞の DNA 損傷を検討した。試験

の結果、HMGB2 KO に放射線を照射することで毛包幹細胞（CD34 陽性細胞）の DNA 損傷が
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同配子（Littermate）に比べて有意に多いことが分かった（図２a、b）。 
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