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研究成果の概要（和文）：神経分化抑制因子Restは、神経の分化制御以外にも、受精卵や胎児期などの幹細胞で
発現し、その分化に影響するが、成体の組織幹細胞におけるRestの機能は不明な点が多い。申請者は、神経堤細
胞から色素幹細胞への分化にRestが寄与することを報告したが、生涯にわたり毛色や皮膚色に影響する成体色素
幹細胞でのRestの機能は解明されていない。
本研究では、加齢性白髪化の実験モデルとRestの発現を制御できる遺伝子改変マウスを用い、成体マウスの毛包
で維持される色素幹細胞をモデル系としてRestの役割を解析し、これまでに解明されていない成体幹細胞での
Restの機能を解明することを目指した。

研究成果の概要（英文）：The neural differentiation inhibitor Rest has various functions other than 
regulation of neural differentiation, and is involved in maintenance of homeostasis, stress 
response, carcinogenesis, etc. Rest  is expressed in the stem cells in embryos and affects their 
differentiation, but the function of Rest in adult tissue stem cells is unclear. We previously 
reported that Rest contributes to the differentiation of neural crest cells into melanocyte stem 
cells. However, the function of Rest in adult melanocyte stem cells, which influences hair and skin 
color throughout life, has not been elucidated.
In this study, we analyzed the role of Rest in melanocyte stem cells using an experimental model of 
age-related hair-graying model and genetically modified mice that can regulate the expression of 
Rest, and made efforts aimed to elucidate the function of Rest as a differentiation regulator of 
melanocyte stem cells. 

研究分野：幹細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
白髪化は、色素幹細胞やそのニッシェである毛包幹細胞の何らかの異常により生じるが、その発生頻度の高さや
心理的な影響の大きさにも関わらず、有効な改善法や効果的な予防法は確立されていない。また、早期白髪化な
どでの特定の遺伝子が原因である場合を除き、加齢性の白髪化では、その発生や進行、頻度に個人差や人種差が
大きく、遺伝的な要因と環境要因などの影響を受けていると思われる。
転写調節因子RestによるMitfを介した色素幹細胞への作用には、エピジェネティックな要因も関連しており、本
研究で示された可能性は、将来的な白髪化の予防や改善に貢献する手がかりとなると思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）Rest(RE-1-silencing transcription factor)は神経関連遺伝子の発現を抑制する master 
negative regulator として発見され、神経幹細胞や非神経細胞において発現し、エピジェネテ
ィックな機構も動員して神経でない細胞が神経へ分化するのを抑制している興味深い転写調節
因子である１−３）。近年、Rest は胚性幹細胞、始原生殖細胞、受精卵などでも発現することが報告
され４−６）、これらの幹細胞の維持や分化にも関与するだけでなく、恒常性の維持、ストレス応答、
発ガンに関与するなど、神経の分化制御以外にも多彩な機能が報告されている。 
（２）Rest は加齢性神経変性疾患や神経発達障害にも関与し、アルツハイマー患者の脳では加
齢に伴う Rest の発現の増加が観察されず、ストレスに対する神経保護作用が脆弱となり症状が
重症化する７）。Rest の減少は、外因性の障害に対する神経幹細胞の分裂を低下させ、細胞死の誘
導を重篤化する８）。成体での神経幹細胞の維持や分化における Rest の機能に関する報告は多い
が、神経幹細胞以外の成体の組織幹細胞における Rest の機能は不明な点が多い。 
（３）Rest 欠損マウスは胎生致死となるため、我々は条件付き Rest 欠損マウスを作製した。中
枢神経特異的 Rest 欠損マウスは致死的な表現型を示さないが３）、神経堤細胞特異的 Rest 欠損マ
ウスは神経堤に由来する細胞の機能異常と思われる症状を呈し新生時期に致死となる９）。神経堤
細胞特異的 Rest ヘテロ欠損マウスは致死性を示さないが、消化管や心臓、血管などで神経堤細
胞由来の神経の異常を連想させる障害が加齢に伴って重篤化する。これは、アルツハイマー患者
の脳やそのモデルマウスでの、Rest の発現と神経変性症状の重症化７）を連想させる。しかしな
がら、この現象が神経に限定されるのか、それとも、幹細胞に共通した Rest による制御機構の
一端を示しているのかは解明されていない。 
 
２．研究の目的 
（１）Rest の異常は、報告されているだけでも胚性幹細胞（ES 細胞）、神経（幹）細胞、心筋、
骨格筋、血管平滑筋、内膜、間葉系幹細胞、神経堤細胞、始源生殖細胞などのさまざまな細胞に
影響する。そのため、Rest は個々の細胞種で特異的な機能に重要な役割を果たすだけでなく、
多くの細胞種で幹細胞の運命を調節していると考え、幹細胞における Rest の機能を統一的に理
解することが本研究の目的である。しかしながら、成体で維持される神経以外の組織幹細胞やそ
のニッシェ細胞の加齢性変化に関する Rest の研究は少なく、Rest の寄与は解析されていない。
そのため、老化における加齢変化と Rest の発現異常により加齢に伴い重篤化する症状での、さ
まざまな組織幹細胞の挙動や分化した細胞の機能を解析し、Rest の発現とこれらの表現型との
関連を確立する。そして、成体で維持される組織幹細胞やそのニッシェ細胞での Rest の機能を
解明する。 
（２）組織幹細胞の加齢変化を解明するために、幹細胞維持因子とニッシェの性質、およびその
分子的実体が詳細に解析されている色素細胞に注目し、色素幹細胞およびそのニッシェ細胞で
Rest の発現量を変化させ、幹細胞の維持・分化・老化が受ける影響を、Rest 遺伝子改変マウス
や色素幹細胞及びそのニッシェ細胞との共培養系などを用いて解析し、Rest が幹細胞の
stemness へ与える影響を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）本研究では、時間的・空間的に Rest の発現を誘導あるいは欠損できる Rest 遺伝子改変マ
ウス（Rosa-rtTA; Col1A1-tetOP-Rest あるいは Rosa-rtTA; Col1A1-TetOP-Cre; Restfloxed/floxedな
いしは Promoter-Cre; Restfloxed/floxed）を用い、白髪化の程度を評価することで、色素幹細胞にお
ける Rest の機能を評価する。実際の加齢変化に伴う白髪化の観察に加え、加齢性白髪化と同様
の発生機序で白髪化を生じる放射線誘導白髪化モデル１０）を用い、白髪化の誘導の前後、あるい
は、毛包バルジに存在する色素幹細胞ないしはそのニッシェを構成する毛包幹細胞で特異的に
Rest の発現を変化させる。色素幹細胞とそのニッシェ細胞の機能的変化を毛色に注目して解析
し、色素幹細胞の維持における Rest の必要性を検証する。色素細胞の増殖や機能不全の有無に
加え、組織幹細胞の自己再生能の喪失あるいはニッシェの破綻による幹細胞の枯渇など成体幹
細胞システムの異常を解析する。 
（２）Rest は抑制性の転写調節因子であるため、色素細胞の分化や増殖を直接抑制するのでは
なく、何らかの因子を介した間接的な関与が予想される。この因子を特定するために、色素幹細
胞ないしはそのニッシェを構成する毛包幹細胞を分取し、放射線照射により発現の変化する遺
伝子をマイクロアレイや二次元タンパク電気泳動などを行いて検出する。Rest 欠損 ES 細胞や
Rest 欠損神経幹細胞を用いたマイクロアレイで、Rest の有無で発現が変動した遺伝子と比較す
ることで、直接的な標的遺伝子と間接的な標的遺伝子を探索し、色素細胞関連の因子や幹細胞に
重要な因子、ニッシェ因子などが含まれるかを解析する。 
 
４．研究成果 
（１）Rest は単独で体細胞初期化を促進することはできないが、ES 細胞の初期分化で細胞運命



を修飾でき、広範な転写制御を介して細胞分化に関与することを、我々は独自に作製した Rest
遺伝子改変マウスや ES細胞により発見した３、６）。神経堤細胞では、Wnt シグナルにより Rest（神
経分化の master regulator）と Mitf（色素細胞分化の master regulator）が同時に制御され、
神経と色素細胞の分化が調節される１１）。発生過程で神経堤細胞特異的に Rest を欠損すると色
素細胞の発生が障害されることから、Rest は胎児期の神経堤細胞から色素細胞への分化に寄与
する１２）。そのため、少なくとも発生過程で Rest の寄与が示されている神経堤細胞に由来する非
神経系細胞である色素幹細胞を解析した。神経堤細胞特異的な Rest 欠損マウスは新生児致死で
あるため、神経堤細胞特異的な Rest ヘテロ欠損マウス（Wnt1-Cre; Restfloxed/＋）と、神経堤を
派生する神経管を含む中枢神経特異的な Rest 欠損マウス（Sox1-Cre; Restfloxed/floxed）を用いて、
７〜８週齢の成体に放射線を照射した。白髪化の程度は、マウスの毛色の観察と、分光測色計で
毛の明度を L✳値として数値化し評価した。いずれのマウスでも、Rest を欠損しないコントロー
ルマウスと Rest 欠損マウスの白髪化に有意な影響はできなかった。これは、神経堤細胞から派
生する色素細胞における Rest の欠損が、成体での白髪化に影響しないことを示すが、神経堤細
胞特異的な Rest 欠損マウスはヘテロ欠損であるため、致死性を回避して、ホモ欠損で解析する
必要がある。 
（２）Rest 欠損マウスは胎生致死であるため、予備実験で Rest ヘテロ欠損マウス用い放射線誘
導白髪化への影響を観察したところ、放射線誘導白髪化は重症化する傾向を示した。この再現性
と有意性を調べるため、検体数を増やしたが、有意差は検出されなかった。Rest の白髪化への
影響を確定するには、致死性を回避し、ホモ欠損で解析する必要がある。そこで、時間的に特異
的に Rest のホモ欠損を誘導できる Rosa-rtTA; Col1A1-TetOP-Cre; Restfloxed/floxedマウスを作製
し、白髪化への影響を検証した。放射線照射の前日から１週間、Rosa-rtTA; Col1A1-TetOP-Cre; 
Restfloxed/floxedマウスにドキシサイクリンを飲水投与し、Rest をホモ欠損させ、白髪化における
Rest 欠損の効果を調べた。Rest を欠損しないコントロールマウスと比較して、Rest ヘテロ欠損
マウスでは放射線照射による白髪化が重症化する傾向があるものの有意差は検出されなかった
が、Rest をホモ欠損する Rosa-rtTA; Col1A1-TetOP-Cre; Restfloxed/floxedマウスでは、有意な差
を持って白髪化が重症化することを発見した。Rest の欠損が放射線ストレスに対しても脆弱と
なることは、最近報告された高齢者の脳での Rest の神経保護作用やアルツハイマー病の高齢者
の脳での Rest の喪失７）、Rest 欠損に伴う加齢性の神経変性の発症８）などの結果と一致する。 
（３）色素細胞は神経堤細胞に由来し全身に移動する細胞で、生後のマウスの皮膚では毛包にの
み存在する。色素幹細胞はバルジと呼ばれる毛包幹細胞で構成された領域をニッシェとして維
持され、毛周期に応じて増殖・分化し、毛髪に色素を供給する１３）。放射線誘導白髪化では色素
幹細胞自身が障害される前に、そのニッシェ機構が破綻し白髪化を生じる１４）。そこで、色素幹
細胞を含む色素細胞系譜で特異的に Rest の欠損を誘導できる Tyr-Cre; Restfloxed/floxedマウスと
毛包幹細胞を含むケラチのサイトで特異的に Rest の欠損を誘導できる K14-Cre; Restfloxed/floxed

マウスを用い、Rest の欠損が白髪化を重症化する標的細胞の特定を試みた。これにより、成体
の毛包で維持される色素幹細胞とそのニッシェである毛包幹細胞での加齢性変化に関する Rest
の寄与を分けて解析できる。予想に反して、いずれの場合にも、Rest を欠損しないコントロー
ルマウスと比較して、これらのマウスで白髪化への有意な影響は観察できなかった。これは、こ
れらのマウスでは、胎児期からそれぞれの細胞系譜で Rest が欠損した状態が維持され、成体で
は既に転写調節機構が安定しているためかもしれない。そのため、これらの細胞系譜で、放射線
障害時に Rest を欠損させ、白髪化を解析する必要がある。 
（４）加齢性変化は不可逆的であり、幹細胞も不老ではない。幹細胞の加齢変化のモデルとして
白髪化を評価し、幹細胞の老化と加齢関連変化の発症原理を Rest を中心とした視点から検証す
るため、Rest の過剰発現が白髪化に及ぼす影響を解析した。Rest の過剰発現を誘導できる Rosa-
rtTA; Col1A1-tetOP-Rest マウスを用い、（２）と同じ条件でドキシサイクリンを放射線照射の
前日から１週間投与し、Rest の発現を誘導して白髪化における Rest の効果を調べた。Rest を過
剰発現しないドキシサイクリン未投与のコントロールマウスと、Rest を過剰発現するドキシサ
イクリン投与マウスの白髪化に、有意な差は観察できなかった。そこで、ドキシサイクリンを放
射線照射の１０日前から放射線照射の１週間後まで投与した。コントロールマウスと比較して、
Rest 過剰発現マウスで、有意な差はないものの、白髪化が抑制される傾向を示した。Rest は白
髪化の過程に間接的に作用している可能性があるため、Rest が作用しやすいドキシサイクリン
の投与時期を精査する必要がある。 
（５）Rest と共同して色素細胞の分化や増殖に作用する因子を特定するため、色素幹細胞とそ
のニッシェを構成する毛包幹細胞を分取し、放射線照射による Rest の発現の変化に伴って発現
が変化する遺伝子をマイクロアレイや二次元タンパク電気泳動などを行いて検出することを試
みた。そのため、Rosa26R-YFP を（３）で用いたマウスに導入し、色素幹細胞や毛包幹細胞をラ
ベルした。蛍光を指標に FACS でこれらの細胞を分取する手法を確立するため、条件を検討した。
しかしながら、実験（１）〜（４）より、Rest の発現制御に伴う放射線誘導白髪化に有意な差を
見出せなかったため、幹細胞の加齢変化を制御する可能性のある候補因子を探索することで、幹
細胞システムの破綻や抗老化システムの破綻を予防することを目指した取り組みを行った。 
白髪化は、見た目の印象を大きく左右するため、審美的・心理的な影響も大きく、生活の質に影
響する。それにもかかわらず、白髪化は毛髪や皮膚の生理的な老化に伴って増え続ける加齢現象



として捉えられるため、その発生頻度の高さにもかかわらず、疾患として扱われない。白髪化の
遺伝的な要因はごく一部しか解明されておらず、包括的な分子機構も未解明で、原因論に基づい
た有効な改善法や予防のための効果的な対処法は確立されていない。そこで、白髪化を抑制しう
る天然由来成分として、ヒトで白髪化の予防効果が示されているヤーバサンタに注目した１５）。
ヤーバサンタには２種類の亜種があるが、アングスティフォリウムという亜種が、白髪化を抑制
する１６）。アングスティフォリウムは、色素幹細胞と毛包幹細胞に作用し１７）、その有効成分とし
て、ステルビン、ルテオリン、ヒドロキシゲンクワニンなどを特定した１８、１９）。これらの作用
機序として、色素細胞の分化や増殖に重要な、エンドセリンシグナル、Kit シグナル、Wnt シグ
ナル、Mc1r シグナルなどへの作用を解析している。 
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