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研究成果の概要（和文）：Versicanの分解産物であるversikine(DPEAAE)は、免疫染色においてanagen期の毛乳頭に発
現を認め、catagen期には発現が見られなかった。また毛乳頭細胞でAdamts-1,4,5のmRNAの発現を認め、versikineを培
養細胞に添加すると細胞増殖能が促進された。
これらの結果から、versikineが毛乳頭細胞の増殖促進作用を持ち、毛周期に関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Versikine was detected in anagen of dermal papilla, but not in catagen by 
immunohistochemistry. Adamts-1,4,5 were shown in dermal papilla cells by RT-PCR.
Versikine was produced in dermal papilla from cleavage of versican by ADAMTSs.
From our data, versikine has an effect to promote dermal papilla cells and play an important role in hair 
cycles.

研究分野：皮膚創傷治癒
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１．研究開始当初の背景 
1999 年に細胞外マトリックスの versican
がマウスの毛における間葉凝集や毛髪誘導
に重要な役割を果たすことが報告され
(Kishimoto et al., PNAS)、その後人でも同様
の 報 告 が な さ れ た (Kishimoto et. al. 
JID,2005)。2008 年にも人の毛における
versican の発現パターンの重要性が報告さ
れ（Malgouries et. al. Br. J. Dermatol.）ヒ
ト毛乳頭細胞の versican をノックダウンす
るとその凝集能が落ちることが報告される
(Feng et.al. Clin Exp Dermatol. 2011)など
その重要性が注目されている分子である。 
しかし、具体的な機能発現などを解明し
た論文はなく、versican の分解産物に着目
した我々の研究は、独創的で可能性を秘め
る研究として、研究の着手に至った。 
 
２．研究の目的 
１．で述べた背景をもとに本研究は、毛周
期での versican の分解を検討することで、
versicanがどのような作用機序で毛周期・毛
髪誘導に機能発現をもたらすのかを解明す
ることを目的とした。Versican は Adamts 
(a disintegrin and metalloproteinase with a 
thrombospondin motifs)というメタロプロテア
ーゼにより分解され、その分解産物である
versikine(G1-DPEAAE)は、発生期に趾間の
apoptosis に関与しているという報告があり
(McCulloch DR et al. Dev. Cell. 2009)、この
versikine が毛周期に関与している可能性を
検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 各毛周期におけるversicanの分解につい
ての検討 
 
① Adamts ノックアウトマウスを用いた検
討  

Versicanの分解酵素であるAdamtsの毛周
囲における局在を検討するために、
Adamts-1及び-9ノックアウトを用い、生後
1 日目の新生仔マウス背部皮膚のパラフィン
切片を作成した。作成した切片を使用し、
LacZ染色を行い、局在を検討した。 
 
② マウス毛周期における versican の分解
産物-versikineの局在検討 
 成獣マウス BL6 の髭の凍結切片を作成し
た。作成した切片を用い versicanの分解産物
である versikineの蛍光免疫染色を行った。 
 
(2)  マウス毛乳頭細胞における Adamtsの
発現の検討 
 
① 成獣マウスの髭を explant 法で培養、3
継代目の細胞をフローサイトメトリー法で
分析した。 
 
② ①で得られた 3 継代目の細胞から、

mRNA の抽出を行い、RT-PCR 法にて
Adamts-1,4,5,9の発現を検討した。 
 
 
(3) Versikineの毛乳頭細胞に与える影響 
 
① versikine 過剰発現細胞を培養し、その
細胞上清を回収した。ウェスタンブロット法
にて培養上清中の versikine の発現を確認し
た。 
 
② ①で得られた培養上清を毛乳頭細胞に
添加し、xCELLigence を用い細胞増殖能を
コントロールと比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 各毛周期における versican の分解につ
いての検討 
 
① Adamts ノックアウトマウスを用いた検
討  

LacZ染色で、ADAMTS-1,9ともに毛乳頭
細胞に陽性像が認められ、その発現が確認さ
れた(Fig 1.)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig 1. Adamts-1,9ノックアウトマウスを用
いた LacZ染色像 
 
② マウス毛周期における versican の分解
産物-versikineの局在検討 
 Versikineの免疫染色では、anagen期の毛
乳頭で陽性像が認められ、catagen 期では発
現が認められなかった。この結果は、これま
での versicanの発現報告と一致していた。 
 
 (2) マウス毛乳頭細胞におけるAdamtsの
発現の検討 
 
① 成獣マウスの髭を explant 法で培養、3
継代目の細胞をフローサイトメトリー法で
分析したところ、CD133陽性の毛乳頭細胞の
存在が示された(Fig 2.)。 
 
Fig 2. 
右上の枠内が CD133 陽性の毛乳頭細胞であ
る。 
 



 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 

 
 
② 3 継代目の細胞を用い、RT-PCR 法にて
Adamts-1,4,5,9の発現を検討したところ、培
養毛乳頭細胞で、Adamts-1,4,5の発現が認め
られた(Fig 3.)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig 3. 培養毛乳頭細胞で、Adamts-1,4,5 の
発現が認められた。 
 
(4) Versikineの毛乳頭細胞に与える影響 
 
① ウェスタンブロット法にて versikine 過
剰発現細胞の培養上清中には versikine の発
現を確認できたが、コントロールのvector 細
胞の培養上清では versikine の発現は認めら
れなかった(Fig 4.)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 4. 培養上清に Versikine(G1-DPEAAE)
の発現が認められている。 
 

② ①で得られた培養上清を毛乳頭細胞に
添加し、xCELLigence を用い細胞増殖能を
コントロールと比較検討したところ、有意に
versikine 含有培養上清添加群で細胞増殖能
が促進された。 
 
Versican が ADMATS というメタロプロテ
アーゼにより分解された分解産物である
versikineは、発生期に趾間の apoptosisに関
与しているという報告があり (McCulloch 
DR et al. Dev. Cell. 2009)、この versikine
が毛周期に関与している可能性を検討した。 
    
我々の得られた結果では、versikineは、免
疫染色において、anagen 期の毛乳頭に発現
を認め、catagen 期には発現がほとんど見ら
れなかったことは、これまでの報告の
versicanの発現パターンに類似していた。ま
た Adamts-1,9 ノックアウトを用いた LacZ
染色像では、versican の局在に一致して、
Adamts-1,9 の発現が認められた。BL6 成獣
マウスの髭から分離した細胞が CD133 陽性
細胞の毛乳頭細胞の存在することを確認し、
毛乳頭細胞でのAdamts-1,4,5のmRNAの発
現を確認することができた。これら、一連の
結果から、毛乳頭における versican を
ADAMTSが分解し、versikineを産生してい
ることが示された。versikine を培養細胞に
添加すると、細胞増殖能が促進された。これ
らの結果から、versikine が毛乳頭細胞の増
殖促進作用を持ち、毛周期に関与しているこ
とが示唆された。 
 
今後、in vivoでの versikineの影響を検討
するために、versicanや ADAMTSノックア
ウトマウスを用い、その凝集能や毛関連の
マーカーの免疫染色などを行うことで、毛
の発生や毛周期を検討する予定である。毛の
発生や毛周期における versican の機能解析
が進めば、育毛剤や毛髪再生などの臨床応用
に役立つ可能性があると考えられる。 
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