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研究成果の概要（和文）：男性型脱毛患者および正常コントロールの血液サンプルを収集した。

目標予定症例数 350 人であり、現在も男性型脱毛患者および正常コントロールの血液サンプル

収集中である。よって現在は解析には至っていない。 収集した血液サンプルから DNA を抽

出し、アンドロゲンレセプターのプロモーター領域を PCR 法にて増幅し DNA 断片を抽出収集

している。毛乳頭細胞のサンプル収集は症例数が少なく進んでいない。 

 
研究成果の概要（英文）：We collected the blood sample, a patient of pattern of hair loss and 

normal control. The number of the aim plan cases is 350 people. However, we do not yet 

reach the aim numbers, so we have been continued sample collection. And the plan does not 

yet reach analysis. We extract DNA from the blood sample which I collected. And we 

amplified the promoter domain of the androgen receptor by PCR method and extract a DNA 

fragment afterwards. There is little number of the cases, and the sample collection of 

dermal papilla cells does not advance. 
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１． 研究開始当初の背景 （１） 近年、男性型脱毛の治療薬が次々に



開発され、多くの男性の需要を獲得している。

また、脱毛疾患は人との関わりが億劫になっ

たり、外出がストレスになりコミュニケーシ

ョンを阻害したり、Quality of Life の点にお

いても重要な要素となり、精神的なサポート

を要する疾患であるといえる。 

 
（２） 男性型脱毛（以下 AGA）の発症に

はアンドロゲンの作用が不可欠であるが、

AGA の患者と AGA でない男性において、血

中アンドロゲン濃度に優位な差が見られな

いと報告されている。しかしながら、男性ホ

ルモンは AGA の前頭部や頭頂部においては

毛の成長を阻害し毛胞のミニチュア化を引

き起こすも、鬚においては毛の成長を促進し、

後頭部においては毛の成長に影響を与えな

いといった、部位特異的な作用を示すことが

知られている。 

 
（３） 一方で、最近、プロモーターの DNA

メチル化が遺伝子発現調節に重要な働きを

していることが明らかとなっている。遺伝子

のプロモーターにある CG の豊富な DNA 領

域は、一般に、転写が活発な遺伝子は低メチ

ル化状態にあり、不活発な遺伝子は高度にメ

チル化されているといわれている。AGA 患

者と健常者の間で何らかの DNA メチル化調

節機構の差異があり、その結果アンドロゲン

レセプターの発現に差が生じている可能性

が考えられた。 
 
２．研究の目的 

男性型脱毛の発症にはアンドロゲンの

レセプターを介した作用が不可欠である。男

性型脱毛患者と健常者ではアンドロゲンレ

セプターの発現量に違いがあることが明ら

かになっている。また、AGA は遺伝する傾

向があることはよく知られている。以上を考

え合わせると、アンドロゲンレセプター遺伝

子の発現調節が遺伝的素因で決定されてお

り、これが AGA の罹患性に関わっているの

ではないかと考えられる。研究代表者は、ア

ンドロゲンレセプターの発現制御が男性型

脱毛発症の原因の一つであると仮説を立て

た。遺伝的素因を含んだ発現調節メカニズム

としては、まず、プロモーター領域の遺伝子

多型が考えられる。末梢血の白血球細胞より

DNA を回収し、PCR 法にてアンドロゲンレ

セプターのプロモーター領域を増幅させシ

ークエンスする。これにより遺伝的素因との

関係を明らかにする。一方で、最近、プロモ

ーターの DNA メチル化が遺伝子発現調節に

重要な働きをしていることが明らかとなっ

ている。遺伝子のプロモーターにある CG の

豊富な DNA 領域は、一般に、転写が活発な

遺伝子は低メチル化状態にあり、不活発な遺

伝子は高度にメチル化されているといわれ

ている。AGA 患者と健常者の間で何らかの

DNA メチル化調節機構の差異があり、その

結果アンドロゲンレセプターの発現に差が

生じている可能性が考えられる。そこで、本

研究計画では、AGA の患者と AGA でない患

者より採取した毛乳頭細胞の DNA を用いて、

バイサルフェイトーシークエンス法にてア

ンドロゲンレセプター領域のメチル化状態

を解析する。以上、二つの観点から男性型脱

毛発症とアンドロゲンレセプター遺伝子プ

ロモーター環境との関連について検討を行

う。 

 
３．研究の方法 
AGAの患者およびAGAでない男性の末梢血

とアンドロゲンに感受性のある領域、すなわ

ち前頭部または頭頂部とアンドロゲンに感

受性のない後頭部の組織を採取し、毛乳頭細

胞を分離し初代培養する。継代 4～6 の細胞

が増殖したら、その DNA を回収し、PCR 法



にてアンドロゲンのプロモーターを増殖さ

せ、シークエンスする。そこで、遺伝的素因

との関係を明らかにする。また DNA メチル

化の方は、細胞の DNA をバイサルフェイト

－シークエンス法にてプロモーター領域の

メチル化状態を解析する。 

 
（１）初代培養 

20～70 歳の頭部皮膚腫瘍切除術を受ける患

者に同意を得た上で、切除組織内の正常皮膚

組織片を入手し、実体顕微鏡下にて毛胞下部

を切離し、1mg/ml Collagenase（和光純薬）

に 5 時間、37℃にて反応させる。培養液

（DMEM, 10% FBS）追加後、ピペッティン

グにて毛乳頭を分離する。分離した毛乳頭を

回収後、上記培養液にて初代培養を行う。継

代 4～6 を実験に使用する。 

 

（２）DNA 抽出 

患者末梢血白血球あるいは、培養毛乳頭細胞

から DNeasy Tissue Kit（QIAGEN）を用い

て、ゲノム DNA を抽出する。 

 

（３）PCR 

アンドロゲンレセプターの 5’末端側の翻訳

されないプロモーター領域を PCR 法によっ

て増幅する。増幅した DNA 断片は、1.4%の

agarose gel にて電気泳動により可視化する。 

 
（４）DNA断片のクローニング、シークエン

ス 

３のゲルより増幅した DNA 断片を抽出し、

これをプラスミドベクターに組み込む。この

プラスミドを常法にて大腸菌コンピテント

セル DH5αにトランスフォームし、X-gal に

よる染色判定により選択したクローンを培

養し、QIAprep Spin Plasmid Kit（QIAGEN）

を用いてプラスミドを回収する。T7 primer

を用いてシークエンス反応後、ABI PRISM 

310 Genetic Analyzer(Perkin Elmer 
Applied Biosystems)にてシークエンスし、遺

伝子解析ソフト Genetyx を用いて遺伝子多

型を解析する。 

 
（５）バイサルフェト－シークエンス法によ

るメチル化解析 

２で抽出したDNAをバイサルファイト化

する。バイサルファイト化したDNAをサンプ

ルにrTaq polymeraseを用いてPCRを行う。

増幅したDNA断片は、気泳動により可視化す

る。増幅したDNA断片をpTA2ベクターに組

み込む。プラスミドを回収後、シークエンス

を行う。断片中に含まれる19カ所のCpG配列

のメチル化状態を解析する。 

 

４．研究成果 

平成 20 年、21 年度はサンプルである AGA

の患者と正常コントロールの末梢血の採取

をおこない、これらの細胞よりＤＮＡを回収

し、サンプル収集に努めた。目標予定症例数

は３５０人であり、よって現在も解析には至

っていない。  

AGA 患者数は増加傾向にあるも、サンプル

収集には時間を要する。今後も引き続きサン

プル収集を継続し、母数の蓄積を目指す。 
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