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研究成果の概要： 

 PKCηを分子標的とした毛髪再生技術の確立を目指した。第 1 に、既知の PKCη活性化脂質

でであるコレステロール硫酸のナノ粒子化による発毛誘導実験を行った。第 2に、新規 PKCη

活性化剤・転写誘導剤の探索を FRET法を原理としたシステム、PKCηプロモーターを使用し

たレポーターシステムを用い行った。さらに、PKCηトランスジェニックマウスの解析を通じ

て、PKCηによる発毛誘導機構の解析を行った。 
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１．研究開始当初の背景 

 PKCeta の過剰発現により、マウス皮膚に著

しい発毛が生じた（毛髪再生方法  出願

日：平成１６年９月１０日）。そこで、新規

発毛誘導剤の同定を目的として PKCeta を分

子標的とした低分子化合物の新規スクリー

ニング系を確立した。また既知の PKCeta 特

異的活性化脂質として、コレステロール硫酸

（CS）、スルファチドに着目し、その毛髪再

生に対する作用を検討した。その結果、CS は

皮膚への浸透性が弱く、毛包の存在する真皮

層に有効にデリバリーされないという問題

点が生じた。 

 

２．研究の目的 
(1)既知 PKCη活性化脂質の経皮吸収素材によ
る高効率導入 
PKC ηに選択制の高い既知活性化脂質 CS,ス

ルファチドを、皮膚真皮層へ輸送するドラッ
グデリバリーシステムを確立する。皮膚特異
的吸収能を有するナノ分子キューブに CS を
充填し、マウス皮膚に投与し、その作用を検
討する。 
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(2) PKCηに対する新規活性化物質の探索 
 PKCηの酵素活性・転写活性を指標として、
放線菌や海洋生物由来の化合物を網羅的に
スクリーニングし、新規発毛促進物質の発見
を目指す。この際、生細胞中のPKC酵素活性
や転写活性を測定しうる新規スクリーニング系
を用いるのが特徴である。 

(3)PKC シグナル伝達経路の解明を通じた体
毛発生促進分子の同定 
 より広範に創薬を推進するために PKCηシ
グナル伝達経路の解明を進め、PKCηの下流に
位置する制御分子を同定し、新規の毛髪再生
法へと繋げる。  
 

３．研究の方法 
(1)ナノ粒子を用いた既知活性化脂質の経皮
吸収効率の向上と毛髪再生 
  コレステロール硫酸、スルファチドの溶
解性向上とナノチューブ・カプセルへの封入
を進める。溶媒として、低級アルコールを第
一選択として溶解性の向上を行う。これに n-
ヘキサン、サイクロヘキサン等非極性溶媒を
適切に加え、マンニトール等を用い乳化させ、
安定且つ有効なナノ粒子の作製を進める。ナ
ノ粒子の作製は ASPION 社との共同研究にて
行った。 
次に、作製された CS ナノ粒子を、C3H マウス
の背部皮膚に塗布し、体毛発生の有無を 
観察し、皮膚組織を採取し、病理組織学的解
析を行った。 
 (2) 新規 PKCη活性化剤の網羅的探索 
 放線菌や海洋生物由来の天然有機化合物
を材料として、PKCηの酵素活性や mRNA 転写
活性を指標として、新規活性化剤の探索を行
った。 
 酵素活性の測定には FRET 法を利用した細
胞内での酵素活性変化をモニターするシス
テムを用いた。また転写活性の測定には、ヒ
ト PKCηpromoter 配列を挿入したルシフェラ
ーゼレポーターシステムを利用した。 

(3) PKCηシグナル伝達経路の解析 

  PKCηトランスジェニックマウスや表皮ケ
ラチノサイトを用いて、発毛誘導に関わる分
子やシグナル経路を明らかにした。 
 

４．研究成果 
(1) ナノ粒子を用いた既知活性化脂質の経皮
吸収効率の向上と毛髪再生 

試験管内蛋白質リン酸化実験によって、

PKCeta 分子に特異性の高い活性化脂質とし

て、CS、サルファチドが見いだされた。特に

CS は、代表的な PKC の活性化脂質であるポス

ファチジルセリン、ホルボールエステルの共

刺激と同様の高い活性化を示す。そこで、休

止毛周期マウスの背部皮膚に対して、CS を投

与した。しかしながら、発毛誘導は認められ

なかった。 

この原因として CS は、代表的な極性･非極

性溶媒に対して、非常に溶解性が低く、粘性

で乾燥しにくくいため、皮膚への浸透度が極

めて低いことが考えられた。そこで、CS を皮

膚吸収性ナノ粒子に充填し、表皮の細胞間隙

を通過せしめ、真皮へと到達させることを試

みた。 

ナノ粒子の作製は既に実績のあるASPION社や
聖マリアンナ医科大・五十嵐博士の協力を頂
き、作製した。①Aspion社開発の方法により
、CSをヘキサン、エタノール混液 (30:25)に
溶解した上で、マンニトール溶液を加えて乳
化を行い、ナノ粒子としたもの、２）聖マリ
アンナ大・五十嵐博士のナノキューブ技術（
粒子径：約15nm）を適用したもの、計２種類
を作製した。このCSナノ粒子を休止期毛周期
マウスに作用させ、その効果を検討した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

しかしながら、発毛は見いだされることはな

かった。この原因として、以下のことが考え

られた。１）CS は極めて溶解性が低く、ナノ

粒子内の CS 濃度が低いこと、２）皮膚内に

高効率で導入されていないことが考えられ

た。 

また CS には PKCeta の活性促進と共に発毛誘

導を阻害する作用を有している可能性も推測

される。PKC の強力な活性化剤であり、発毛

誘導能を有するホルボールエステル(TPA)と

CS の作用は一部異なる点が存在する。最も重

要な点は TPA によって誘導される皮膚や表皮

ケラチノサイト内での炎症誘導作用や基底細

胞の増殖誘導が CS では認められない点であ

る。 

今後はCSに比べ、活性化能は劣るものの、溶

解性では優れるSulfatideを用いて、同様の

実験を行うことを検討している。 
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(2) 新規 PKCη活性化剤の網羅的探索 
 放線菌や海洋生物由来の天然有機化合物
を材料として、PKCηの酵素活性や mRNA 転写
活性を指標として、新規活性化剤の探索を行
った。 
YFP/CFPをPKCetacDNAに挿入したFRETプロー
ブをHela細胞に導入して、スクリーニングを
行った。しかしながらCFPの蛍光強度が低
い点、YFPと CFPの蛍光スペクトラムに
重複する部分が多いため、シグナルが
分離しづらい欠点があり、感度・安定
性の面でスクリーニングには不十分
であった。  

そこで PKCη蛋白質のN末端側に mChe
rry蛋白質（ Ex.580nm,Em610nm）を、C
末端側に AcGFP1（ Ex. 475nm, Em. 50
5nm）を挿入したベクターを構築した
。さらに感度と S/N比を向上させるた
めに、PKC-AcGFP1間にグリシンスペー
サーペプチド (G-spacer： GGSGG)を１
～６個挿入したベクターを構築した。
これにより GFPと PKC間の蛋白立体構
造の自由度を変化させることが可能
となる。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらのベクターを Hela、 COS-1、
HEK293、 CHO細 胞に 一過 性 に 導入 し 、
FRETの発生効率を検討した。その結
果、COS-1以外の細胞では、融合蛋白
質の凝集が生じ、細胞が死滅したり、
蛍光の発生量が極めて低い等の問題
が生じた。そこで COS-1に対象細胞を
限定し、：TPAに対する反応性を検討
した。その結果、 G-spacerを５個挿
入したコンストラクトが、10%以上の
FRET効率を示した。そこで、このベ
クターを導入した安定形質転換細胞
を構築し、スクリーニングを行って
いる。  
 

(3) PKCηシグナル伝達経路の解析 

 PKCeta による発毛誘導機構を解明するこ

とを目的として、PKCeta トランスジェニック

マウスを病理学的･分子生物学的に解析を行

った。内在性 PKCηとほぼ同一の発現パターン

を示す遺伝子：involucrin promoter を用い

たトランスジェニックマウス（inv-Tgη）の

解析を進めた。 

inv-Tgηマウスは、表皮基底細胞や毛包上皮

系細胞の増殖が著しく促進されていた。BrdU

取り込み実験や Ki67 染色から、細胞分裂が

生じているのは PKCηが発現していない基底

細胞のみであった。一方で、表皮角化層は激

しい肥厚を示し、分化マーカー:SPR1B, SPR2A, 

SPR2E, SPR2G, involucrin, 

transglutaminase-1 の発現上昇が確認され、

分化亢進が確かめられた。 

増殖促進のメカニズムを調べるために、

Realtime RT-PCR、免疫組織染色を行ったと

ころ、HB-EGF、epiregulin、TGF-αの発現上

昇が認められた。特徴的なことは、PKCηが発

現し、細胞分裂能を欠いた表皮顆粒層におい

てのみ、これらの増殖因子は発現していた。

このことから、これらの因子がパラクライン

的に基底細胞に作用し、増殖を促進させる一

方で、顆粒層細胞は分化誘導されることが考

えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



また真皮層には生後まもなくから顆粒球、T

細胞、マクロファージの著しい遊走が確認さ

れた。また表皮では、IL-1α、IL-6、TNFα、

GM-CSF 等の炎症性サイトカインや

MIP2,MIP3α等のケモカインの mRNA・蛋白質が

高い発現を示し、組織学的所見との一致が認

められた。また発毛促進因子として知られる

FGF2 や VEGF の発現上昇も認められた。さら

に PKCeta の下流シグナルとして

MKK6/p38alpha の経路が示唆された。 

今後さらに詳細なシグナル経路を明らかに

し、PKCeta による発毛誘導の分子メカニズム

を解明し、毛髪再生技術の確立に役立てたい。 
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