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研究成果の概要（和文）：皮膚癌幹細胞に由来する癌組織の生物学的特性を明らかにし、病理学

的にどのように分類されるかを検討するため毛包幹細胞特異的に PTEN をノックアウトした

マウスを作製した。すなわち毛包幹細胞で発現されるケラチン 15 のプロモーターで Cre 酵素

を発現するマウスと loxP 配列で PTEN 遺伝子を挟まれたマウスを交配して作製した。約 1 年

間マウスを観察したがコントロールマウスと比べて明らかな腫瘍発生の増加を認めなかった。 
 
研究成果の概要（英文）：To investigate biological specificity and pathological classification of 
skin cancer stem cell derived tumor, hair bulge stem cell specific knockout mice were made. 
The transgenic mice that express Cre recombinase via keratin 15promoter were mated 
with loxP-flanked PTEN mice and hair bulge stem cell specific PTEN knock-out mice were 
made. Although we analyzed these mice up to one year, no apparent difference was 
observed between control and knockout mice in terms of tumor progression. 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) 癌研究の重要性と治療の課題 
 
我が国において癌は死因の第１位を占め、癌
克服に向けて新たな知見を見いだし新規治
療の創出を目指すことが強く望まれている。
癌の治療は外科的切除、放射線による局所治

療が基本となる。残存腫瘍あるいは進行癌に
対しては化学療法が行われ多くの場合、一定
の治療効果が得られる。しかし化学療法抵抗
性の腫瘍細胞が残存し癌組織が再生するこ
とがしばしば起こる。そのため薬剤抵抗性を
克服することは癌治療に進歩をもたらすと
考えられている。 
 近年注目されているのは癌幹細胞の存在
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である。幹細胞は多分化能と自己複製能を持
つ細胞として定義され、癌幹細胞は幹細胞に
突然変異が生じる結果幹細胞が癌化すると
考えられている（図 1）。癌幹細胞の定義につ
いてはまだ議論がなされているが、その特徴
の 1つとして薬剤排出能が高いことがあげら
れフローサイトメトリーでサイドポピュレ
ーションとして同定される。 
 
 
(2)皮膚癌細胞と癌遺伝子 
 
ヒト皮膚悪性腫瘍において癌幹細胞に関す
る詳細は不明な点が多い。色素性幹細胞の維
持に必須である Microphthalmia-assiciated 
transcription factor (MITF) が悪性黒色腫
において増加を認め発癌との関連が示唆さ
れている。また悪性黒色腫の発癌初期段階で
は癌抑制遺伝子が消失し癌化が促進される
ことも明らかになってきている。PTEN は
PIP3 (ホスファジルイノシトール-3,4,5-三燐
酸)を主な基質とするホスファターゼで、PI3
キナーゼのシグナルを負に制御する癌抑制
遺伝子である。実際、培養悪性黒色腫細胞に
おいて複数の株で PTEN の消失が明らかに
なっている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 
 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 
 
(1) 皮膚癌幹細胞に由来する腫瘍モデルマウ
スの作製 
 
皮膚の代表的な幹細胞は毛包バルジ領域に
存在すると報告されている。この毛包幹細胞
は細胞骨格をになう中間径線維であるケラ
チン 15 を発現する。そのため K15 プロモー
ターでCreリコンビナナーゼを発現するトラ
ンスジェニックマウスと loxP 配列で PTEN
遺伝子を挟まれた loxP-flanked PTEN マウ
スを交配し毛包幹細胞特異的に PTEN を欠
損したマウス(K15-CrePGR/PTENΔ/Δ)を作製
し、皮膚癌幹細胞に由来する癌組織の生物学
的特徴を明らかにし、病理学的な特性を検討
することを目的とした。さらに皮膚癌細胞に
おいてもニッシェすなわち幹細胞を維持す
る微小環境が腫瘍毛細血管として存在する
のか調べることを目的とした。 
 
(2)腫瘍血管を標的とした癌治療の評価 
 
K15-CrePGR/PTENΔ/Δ マウスに生じた腫瘍
における血管新生を組織学的に評価する。ま
た血管新生阻害剤による抗腫瘍効果、さらに
癌幹細胞に対する効果を判定することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) K15-CrePGR (C57BL/6)の作製 
 
K15-CrePGR マウスの系統を統一するため
にあらかじめ C57BL/6 と交配を続けて新た
な系統 K15-CrePGR (C57BL/6)を作製した。 
 
(2) Cre-loxP システムによる毛包のバルジ 
特異的 PTEN コンディショナル・ノックアウ
トマウス(K15-CrePGR/PTENΔ/Δ)の作製 
 
K15-CrePGR (C57BL/6)マウスと loxP 配列
で PTEN 遺伝子を挟まれた loxP-flanked 
PTEN (C57BL/6)マウスを交配した。 
 
K15-CrePGR/PTEN+/Δ（コントロール）及び
K15-CrePGR/PTENΔ/Δを得るために図 2 に
示すごとく交配を繰り返した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) Creリコンビナーゼ発現誘導 
 
K15-CrePGR マウスはプロゲストロン拮抗
阻害剤 RU486 を皮膚に塗布することにより
Cre リコンビナーゼの発現誘導が可能である。
生後 8週齢のマウスに 5日間にわたりRU486
を塗布した。 
 
(4) 自然発癌誘導 
 
すでに報告されているK5-Cre/PTENΔ/Δ マウ
スでは自然経過で扁平上皮癌を生じるため
本計画においても自然発癌を念頭に観察し
た。  
 
 
 
４．研究成果 
 
ま ず 交 配 を 続 け 系 統 K15-CrePGR 
(C57BL/6)を確立した。 
 続いて loxP-flanked PTEN (C57BL/6)マ
ウスと K15-CrePGR (C57BL/6)を交配し、
K15-CrePGR/PTEN+/Δ（コントロール）及び
K15-CrePGR/PTENΔ/Δ 

を作製した。 
 PCR にてジェノタイプを確認後、 
生後 8週齢のマウスに 5日間にわたりRU486
を塗布しCreリコンビナーゼの発現誘導を行
った。その後約 1年間自然発癌の有無につい
て観察を行ったがコントロールマウスと比
べてノックアウトマウスでは明らかな異常
を認めなかった。 
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