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研究成果の概要（和文）：本研究では癌細胞株Aの移植によりヌードマウスの発毛が促進することを見出した。発毛を
促進する因子を同定するために、癌細胞株Aの腫瘍抽出物により発現が変化する遺伝子を網羅的に解析したところ、ミ
トコンドリア、細胞内のカルシウムの恒常性に関する遺伝子の発現が上昇し、細胞死に関する遺伝子発現が低下してい
ることが明らかになった。これらは発毛や脱毛の抑制にとって重要な因子である。また、癌細胞株Aの培養上清がヒト
毛乳頭細胞の増殖を促進することを見出した（分担者の成果）。

研究成果の概要（英文）：The hair growth promotion in nude mouse by transplanting cancer cell line A was 
observed in this research. Global analysis of gene expression was performed using iTRAQ to identify hair 
growth factors, and expression altered genes by supplement of tumor cell extract were categorized based 
on gene ontology using DAVID Bioinformatics Resources. Upregulated genes were categorized into group 
related to mitochondria and calcium homeostasis. On the other hand, downregulated genes were categorized 
into group related to cell death. These factors play an essential role in hair growth and suppression of 
hair loss. Furthermore, culture supernatant of cancer cell line A promoted significantly to proliferation 
in human dermal papilla cells.

研究分野： 分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 申請者は癌研究の手法として、種々の培養
癌細胞を用いて,in vitro での実験を行うと
ともに、癌細胞をヌードマウス皮下に移植し、
in  vivo での増殖機構解明、増殖抑制法の
開発などを行っている。最近、胸膜浸潤性の
培養ヒト肺腫瘍細胞をヌードマウス(Balb C 
nu/nu, オス４−６週齢)皮下に移植する実験
を進めている過程できわめて興味深い現象
を見いだした。皮下移植腫瘍の増殖が進むと
ともに、無毛のヌードマウスに体毛が出現し、
全身に体毛が密生した。再現性を確認するた
め、１５匹のヌードマウスに腫瘍を移植した。
マウスにより体毛出現の程度に差はあるも
のの、全てのマウスに同様の現象が出現した。
このことより腫瘍から発毛を促進する因子
が分泌されている可能性が強く示唆された。 
 
２．研究の目的 
 癌細胞は自らが増殖するために種々の成
長因子が分泌している。それらの成長因子は
癌細胞以外の細胞においても増殖を誘導す
ることが知られている。申請者はヌードマウ
スの皮下に癌細胞株を移植した際にヌード
マウスにおいて発毛が促進することを見い
だした。本研究は、癌細胞株をヌードマウス
の皮下に移植した際に出現した発毛現象の
作用機序を解明するとともに、癌細胞株より
分泌される発毛促進因子を同定することを
目的とする。発毛促進因子の精製・同定進め
るにあたり必要な癌細胞株Aによる発毛促進
効果の指標となる遺伝子の探索を行った。ま
た、ヌードマウスは FOXN1 遺伝子が欠損する
ことによって無毛と胸腺欠損の両方の形質
を発現する。そこで癌細胞株 Aの FOXN1 シグ
ナル経路への影響を検討し、発毛と胸腺の関
係を明確にすることを試みた。さらに毛髪の
発生や成長を促す毛乳頭細胞の増殖への癌
細胞株 Aの影響について検討した。 
 
３．研究の方法 
（1）ヌードマウスの発毛への影響 
3 種類の癌細胞株（A、B、C）をヌードマウ

スの皮下に移植して発毛の様子を観察した。
その後、発毛効果が観察された癌細胞株と発
毛効果が観察されなかった細胞株をそれぞ
れ 6匹のヌードマウスの皮下に移植し、長期
間（2 ヶ月）にわたり発毛の様子を比較観察
した。 
 

（2）FOXN1 シグナル経路への影響 
 各種細胞株（皮膚由来細胞 3株、メラノー
マ細胞 1 株、腎臓由来細胞 1 株、肺癌細胞 1
株）を至適条件下でコンフレントな状態まで
培養した後、無血清培地に置換し、癌細胞株
A の腫瘍抽出物を添加して 24 時間培養した。
培養終了後直ちに RIPA バッファーでタンパ
ク質を回収した。回収したタンパク質はウェ
スタンブロットに供じ、FOXN シグナル経路の
遺伝子（FOX-1、PLC-δ1、kRTHA3B）の発現

を調べた。 
 
（3）網羅的発現解析 
 ヒト皮膚由来細胞株を至適条件下でコン
フレントな状態まで培養した後、無血清培地
に置換し、癌細胞株 Aの腫瘍抽出物を添加し
て 24 時間培養した。培養終了後直ちに RIPA
バッファーでタンパク質を回収した。回収し
たタンパク質は-80℃で凍結した。凍結した
タンパク質は BioGARAGE に発送し、iTRAQ に
て網羅的にタンパク質の発現を測定した。
iTRAQ は、タンパク質のトリプシン処理によ
り得られたペプチドを標識し、MS 解析するこ
とにより、複数のサンプル間においてタンパ
ク質の網羅的な比較定量を行う技術である。
iTRAQ 測定結果から独立した 2 回の実験で腫
瘍抽出物により発現が2倍以上となった遺伝
子のリスト、もしくは 1/2 以下となった遺伝
子のリストを作成した。それぞれの遺伝子リ
ス ト は The Database for Annotation, 
Visualization and Integrated Discovery
（DAVID：https://david-d.ncifcrf.gov/）
により解析し、リストに濃縮されている遺伝
子群を遺伝子オントロジーに基づき分類し
た。 
 
（4）癌細胞株 Aの分泌サイトカイン解析 
 癌細胞株 Aと癌細胞株 B至適条件下でコン
フレントな状態まで培養した後、無血清培地
に置換し、24 時間培養した。培養終了後、培
養上清を回収した。回収した培養上清中の炎
症系のサイトカイン（IL1B, IL4, IL6, IL10, 
IL12, IL17A, IFNγ, TNFα, TGFβ1, MCP-1, 
MIP-1a, MIP-1b）を ELISA により測定した。 
 
（5）ヒト毛乳頭細胞の増殖への影響 
 ヒト毛乳頭細胞を癌細胞株Aの培養上清を
用いて培養した場合と通常の培地を用いて
培養した場合で増殖を比較した。 
 
（6）発毛促進因子の同定 
 癌細胞株Aの培養上清を陰イオン交換樹脂
で 2分画に分類し、ヒト毛乳頭細胞の増殖へ
の影響を観察した。また、増殖促進効果が観
察された分画において、ヒト毛乳頭細胞の増
殖促進効果が知られている既知の成長因子
（TGF-β、VEGF、b-FGF）を ELISA で解析し
た。 
 
４．研究成果 
（1）ヌードマウスの発毛への影響 
 発毛効果の高い癌細胞株を見いだすため
に、発毛を誘導する候補となる癌細胞株 Aと
癌細胞株 C、発毛を誘導しないことが確認さ
れている細胞株 Bをヌードマウス（1匹ずつ）
の皮下に移植し、発毛の経過を観察した。移
植後 19 日目に癌細胞株 A を移植したヌード
マウスにおいて、癌細胞株 B、C を移植した
ヌードマウスや癌細胞を移植していないヌ
ードマウスと比較して明確な発毛の促進が



観 察 さ れ た
（図 1）。そこ
で癌細胞株 A
と癌細胞株 B
を各 6 匹のヌ
ードマウス移
植し、長期間
（2ヶ月間）に
わたり発毛の
様子を比較観
察した。全て
のヌードマウ
スで発毛は観
察され、発毛
部位が頭部か
ら 臀 部 へ と
徐々に移動す
るサイクルが
繰り返された。この際、癌細胞株 Aを移植し
たヌードマウスでは、毛髪の長さが全体的に
長く、他のマウスでは脱毛している部位にお
いても発毛が観察された。以上のことから癌
細胞株 Aは発毛を促進するとともに、脱毛を
抑制していることが示唆された。 
 
（2）FOXN1 シグナリグ経路への影響 
 ヌードマウスはFOXN1遺伝子の欠損によっ
て無毛と胸腺欠損の両方の形質が発現する。
このため癌細胞株 Aの分泌物は FOXN1 シグナ
ル経路を活性化し、発毛を促進している可能
性が考えられる。FOXN1 シグナル経路への癌
細胞株 Aの影響を検討するために、癌細胞株
Aの腫瘍抽出物を各種細胞株（皮膚細胞3株、
メラノーマ細胞 1株、腎臓癌細胞 1株、肺癌
細胞 1 株）に添加し、FOXN1 シグナル経路の
遺伝子（FOX-1、PLC-δ1、kRTHA3B）の発現
変化をウェスタンブロットにより観察した。
いずれの細胞においても腫瘍抽出物の添加
によるFOXN1シグナル経路の遺伝子の発現変
化は観察されなかった。以上のことから癌細
胞株 A による発毛促進効果には、FXON1 シグ
ナル経路以外の経路が関与していることが
推察される。 
 
（3）網羅的発現解析 
 癌細胞株Aによる発毛促進の作用機序解明
や発毛促進因子を同定する際のマーカー遺
伝子の探索のために、癌細胞株 Aの腫瘍抽出
物による発現変化を網羅的に解析した。癌細
胞株Aの腫瘍抽出物を添加した条件と添加し
ない条件でヒト皮膚由来細胞株を培養し、そ
のヒト皮膚由来細胞株から回収したタンパ
ク質の発現を iTRAQ により測定し、発現比較
解析を行った。2 度の独立した実験で発現が
2倍以上となった遺伝子のリスト（71遺伝子）、
1/2以下となった遺伝子のリスト（49遺伝子）
を作成し、それぞれのリストを DAVID により
解析した。癌細胞株 Aの腫瘍抽出物により発
現が増加した遺伝子リストには、ミトコンド
リアやカルシウムの恒常性に関する遺伝子

が濃縮されており(図 2)、癌細胞株 A の腫瘍
抽出物により発現が低下した遺伝子リスト
には、細胞死に関する遺伝子が濃縮されてい
た。発毛にはミトコンドリアの活性化やカル
シウム恒常性の維持が重要であること、また
アポトーシスなどの細胞死が脱毛に関与す
ることが知られており、DAVID による解析結
果は、癌細胞株 Aによる発毛促進を支持する
ものであった。また、これらの発毛との関連
性が示唆された遺伝子の中で発現量が多く、
発現変化が大きい遺伝子をマーカーとし、発
毛促進因子のスクリーングを行える可能性
が考えられる。 

 
（4）癌細胞株 Aの分泌サイトカイン解析 
 炎症系サイトカイン（IL1B, IL4, IL6, IL10, 
IL12, IL17A, IFNγ, TNFα, TGFβ1, MCP-1, 
MIP-1a, MIP-1b）が脱毛を誘導することが知
られている。癌細胞株 Aによる発毛促進効果
と炎症系サイトカインの関連性を検討する
ために、発毛促進効果が観察された癌細胞株
A と発毛促進効果が観察されなかった癌細胞

A) 

B) 

図 1 ヌードマウスにおける 
発毛の様子（19 日目） 

A) 癌細胞株 A B) 移植なし 

図 2 DAVID 解析により形成されたクラスタ－ 
 癌細胞株 A の抽出物により発現が上昇した遺伝子 
を DAVID により解析した。 
A) ミトコンドリアに関連するクラスター 
B) 細胞の恒常性に関連するクラスター 

A) 

B) 



株 B において炎症系サイトカインの分泌を
ELISA により比較した。癌細胞株 Aでは 12 種
類の炎症系サイトカインのうち 11 種類が検
出限界以下で、検出された TGFβ1 の分泌も
癌細胞株 Bの 1/3 以下であった。以上のこと
から、癌細胞株 Aは、脱毛を誘導する炎症系
サイトカインの分泌が少なく、発毛促進効果
が現れやすい環境であることが推察される。 
 
（5）ヒト毛乳頭細胞の増殖への影響 
 （分担者の成果） 
癌細胞株Aの分泌物がヒト毛乳頭細胞の増

殖に及ぼす影響を検討するために、ヒト毛乳
頭細胞を癌細胞株Aの培養上清を用いて培養
した場合と通常の培地を用いて培養した場
合で増殖を比較した。ヒト毛乳頭細胞の培養
に癌細胞株 Aの培養上清を用いることで、ヒ
ト毛乳頭細胞の増殖が促進することが明ら
かになった。このことから、癌細胞株 Aの分
泌物がヒト毛乳頭細胞の増殖を介して発毛
促進効果に関与している可能性が示唆され
た。 
 
（6）発毛促進因子の同定（分担者の成果） 
 癌細胞株Aの培養上清からヒト毛乳頭細胞
の増殖を促進する因子を同定するために、培
養上清を陰イオン交換樹脂で 2分画（A、B）
に分類し、ヒト毛乳頭細胞の増殖への影響を
観察した。B 分画において増殖を促進する効
果が観察された。そこで、ヒト毛乳頭細胞の
増殖促進効果が知られている既知の成長因
子（TGF-β、VEGF、b-FGF）を ELISA で解析
した。いずれの成長因子も検出限界以下であ
った。このことから、B 分画には新規の成長
因子が含まれる可能性が示唆された。 
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