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研究成果の概要：本研究課題では、様々な組織幹細胞システムの制御機構における共通分子基

盤の解明を目的とし、Spred-1 に着目して造血幹細胞と色素幹細胞システムを中心に解析を行

なった。Spred-1 欠損マウスの解析から、血液系では Spred-1 はサイトカインである幹細胞因

子(SCF)による刺激を抑制的に制御することによって造血幹細胞とその維持・分化の場所である

ニッチとの親和性を調節していることが示唆された。一方色素系でも同様に Spred-1 欠損マウ

スを用いた解析を行なった結果、色素細胞が過剰に増殖していることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

我々の体を構成・維持している様々な臓
器・組織の中には、組織特異的幹細胞が存在
して幹細胞システムを構築し、組織における
細胞のターンオーバーを行なうことによっ
て恒常性を維持していることが知られてい
る。これら組織特異的幹細胞は、幹細胞それ
自身を維持する能力（自己複製能）を持ちな
がら組織を構成する機能的な細胞（分化細
胞）を供給する能力も同時に持っている。こ
のような能力を持つ組織幹細胞は、それを取
り巻く微小環境であるニッチと呼ばれる場

所に存在し、ニッチによって自己複製能と分
化細胞の供給が調節されると考えられてい
る。このような現象は、血液・皮膚・腸・精
巣などでの詳細な解析により共通して見ら
れることが知られているため、それを制御し
ている共通のメカニズムや分子基盤が存在
していることが考えられるが、その存在につ
いてはあまり理解されていないのが現状で
ある。 

本研究では組織幹細胞システムの制御機
構における共通のメカニズムを解明するこ
とを目指している。そこで研究代表者は、古



くからの遺伝学的研究から知られている
stem cell factor (SCF・幹細胞因子)/c-Kit
レセプター・チロシンキナーゼシステムの重
要性に着目した。このシステムは造血幹細
胞・色素幹細胞・生殖幹細胞の発生・維持・
分化に必須であることが知られている。研究
代表者は、SCF/c-Kit シグナルを細胞内で制
御している Spred-1 に着目し、Spred-1 を通
して各組織幹細胞システムの共通性を明ら
かにできるのではないかと考え、本研究課題
を着想するに至った。 
 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、これまで造血幹細胞で明らか
にしてきた Spred-1 による制御機構が、色素
幹細胞システムにおいてもその共通性が存
在するかどうかを明らかにすることを目的
としている。 

研究代表者はこれまで、Spred-1 欠損マウ
スを用いて造血幹細胞の制御機構における
Spred-1 の役割を解析してきた。その結果、
Spred-1 欠損造血幹細胞ではニッチとの親和
性が高くなっていることが示唆された。その
分子メカニズムとしては、Ras/Raf/Erk シグ
ナルの活性化や RhoA シグナルの亢進がこれ
までの報告から考えられたが、造血幹細胞に
おいては活性型 RhoA の蓄積が示唆された。
これまでの報告では SCF/c-Kit シグナルと
RhoA シグナルとの関係はほとんど報告され
ていなかったため、本研究ではまず、Spred-1
がそれら 2つのシグナル経路を結び付けてい
るかどうかを調べるために、Spred-1 の有無
によって SCF/c-Kit シグナルが RhoA シグナ
ルを亢進するかどうかを確認することを目
的とした。 

またこれらのことが色素幹細胞システム
においても見られるかどうかを明らかにす
るために、血液系と同様に Spred-1 欠損マウ
スの皮膚を用いて解析を行なうことを目的
とした。 
 
 
 
３．研究の方法 

SCF の刺激を受けた細胞において Spred-1
による RhoA 活性化の制御が見られるかどう
かを検討するために、SCF 刺激後の活性型
RhoA の pull down assay を行なった。方法と
しては、c-Kit と Spred-1 の両方を発現して
いる MC9 細胞にレトロウイスルを用いて
control GFP、wild type Spred-1、ドミナン
トネガティブ Spred-1 を強制発現させた。こ
れらの MC9 細胞を７時間飢餓状態にした後、
SCF を添加した。SCF 添加後 0, 5, 10, 15, 30
分で細胞を回収し、タンパク質を採取した。

これらのタンパク質は RhoA 活性検出キット
を用いて pull down し、ウエスタンブロッテ
ィング法により活性型 RhoA の定量を行なっ
た。 

色素幹細胞システムにおいても Spred-1
の役割を解析するため、通常の Spred-1 欠損
マウスを用いた。さらに色素細胞を標識する
ために、Dct プロモーターの制御下に LacZ 遺
伝子を発現するトランスジェニックマウス
と Spred-1 欠損マウスを交配することで、
Spred-1欠損マウスにおいて色素細胞を LacZ
標識したマウスを作製した。また、ヒト型皮
膚を持つマウスを作製するために、上記のマ
ウスとケラチン14プロモーター制御下にSCF
を発現するトランスジェニックマウスを交
配し、Spred-1 変異を持つヒト疾患の皮膚モ
デルマウスを作製した。 

Spred-1 変異ヒト疾患モデルマウスにお
けるカフェオレ・スポットの有無を調べるた
めに、マウス背中を毛周期の休止期で定期的
に抜毛することで観察した。 

まずこれらのマウスの皮膚を詳細に観察
するために皮膚組織切片を作製した。そのサ
ンプルはヘマトキシリン・エオジン染色を行
ない、組織学的解析を行なった。 

分子レベルでの解析を行なうために、マウ
ス皮膚サンプルの凍結切片・パラフィン切片
を作製し、色素細胞マーカーである c-Kit 抗
体、角化細胞基底層のマーカーであるケラチ
ン 15 抗体やα6 インテグリン抗体、さらに
Ki67 抗体、リン酸化 Raf 抗体、リン酸化
p44/p42 MAPK 抗体、p53 抗体、p63 抗体等を
用いて免疫染色を行なった。また色素細胞を
検出するために LacZ 染色を行なった。さら
に FACS を用いて Spred-1 欠損マウス皮膚に
おける各細胞集団の解析を行なった。 

追加実験として、Spred-1 欠損マウスと癌
抑制遺伝子を欠損した p53 欠損マウスや
p16Ink4a/p19Arf 欠損マウスとの交配を行なっ
た。 
 
 
 
４．研究成果 

Spred-1がSCF/c-Kitシグナルの下流にお
いて細胞骨格や細胞運動の制御に関わる
RhoA シグナルを制御しているかどうかの検
討を行なうために、細胞に SCF 刺激を与えた
後の活性型 RhoA の量について pull down 
assay 法により解析を行なった。その結果、
野生型細胞に比べて Spred-1ノックダウン細
胞において RhoA の活性化が亢進しているこ
とが明らかとなった。また Spred-1 欠損造血
幹細胞では、SCF の刺激によって接着性が亢
進すると思われる細胞形態に変化すること
を見出した。これらのデータは造血幹細胞の
ニッチの獲得・維持において SCF の存在と幹



細胞の形態の変化が重要な役割を果たして
いることを示唆しており、今後の幹細胞とニ
ッチの制御機構の解明において重要な知見
を与えるものである。 

一方、色素幹細胞システムにおいても
Spred-1 による制御機構が存在するかどうか
を検討するために、Spred-1 欠損マウス皮膚
での解析を行なった。他グループによって
Spred-1 遺伝子に変異を持つ患者の皮膚には
カフェオレ・スポットが存在することが報告
されたことから Spred-1欠損マウスの外観を
観察したところ、野生型に比べ Spred-1 欠損
マウスではヒトの皮膚構造に近いマウス尾
や耳、足の裏の皮膚において色が黒くなって
おり、色素細胞の増加あるいは色素産生が亢
進していることが示唆された。そこで皮膚組
織サンプルを作製しヘマトキシリン・エオジ
ン染色により組織学的解析を行なったとこ
ろ、耳、尾、足蹄部において色素を産生して
いる細胞数の増加が認められた。さらに免疫
組織染色により色素細胞のマーカーである
c-Kit の発現を調べたところ c-Kit 陽性細胞
の数が増加しており、色素細胞の数が増加し
ていることが示唆された。この色素細胞の増
殖状態について Ki67 抗体を用いた免疫染色
を行なったところ、野生型との大きな差は認
められなかった。この解析は adult において
行なったため、マウスの発生あるいは成長過
程において増殖していることが考えられた。 

また、特に色素細胞の増殖という表現型が
顕著であった部位がマウスの足蹄部であっ
た。ヘマトキシリン・エオジン染色により組
織学的解析を行なったところ、汗腺部分に特
異的に色素細胞の増殖が観察された。一方野
生型マウスでは、このような表現型は認めら
れなかった。手のひらや足の裏のような無毛
部における症状は Spred-1遺伝子に変異を持
つ患者において報告もなく、また実験動物を
用いた解析においても無毛部における色素
幹細胞の存在場所についてはこれまでに報
告されていなかった。そのため今回得られた
結果は、無毛部においても有毛部と同様に色
素幹細胞のニッチが存在している可能性が
あることを新たに示唆している重要なデー
タである。 

一方、当初の計画では想定していなかった
が、色素細胞の解析を行なうのと同時に色素
細胞を取り囲む皮膚の角化細胞や表皮基底
細胞にも着目し解析を行なった。基底細胞の
マーカーであるケラチン15抗体とα6インテ
グリン抗体で免疫染色を行なった結果、これ
らの陽性細胞も増加している傾向にあった。
これらの c-Kit陽性色素細胞や基底細胞の増
加という結果は、免疫染色法だけでなく FACS
を用いた解析によっても同様の結果が得ら
れた。さらに FACS 解析では、CD34+/α6 イン
テグリン+毛包幹細胞の増加も明らかにした。

このことから、Spred-1 は色素細胞だけでな
く角化細胞の制御にも関与していることが
示唆された。研究開始当初は色素細胞側のみ
の解析予定であったが、今後は色素幹細胞と
毛包あるいは表皮幹細胞の両方から解析を
進める必要性が出てきた。この結果は、
Spred-1 がより広く様々な組織幹細胞制御機
構に関与していることを期待させるデータ
である。 

このような色素細胞と角化細胞で観察さ
れた表現型の分子メカニズムを理解するた
めに、Ras/Raf/Erk シグナル経路の活性化状
態について解析を行なった。Spred-1 遺伝子
に変異を持つ患者皮膚のカフェオレ・スポッ
トにおいて、Raf/Erk シグナル経路の活性化
が亢進していることが報告されている。その
ため、リン酸化 Raf 抗体、リン酸化 p44/p42 
MAPK 抗体を用いて免疫染色を行なったが、現
在までのところ Spred-1欠損マウスと野生型
マウスとの間で差を見出すことはできてい
ない。また、最近 p53 の発現亢進によりダー
クスキンの表現型を持つマウスについての
報告がされたことから Spred-1欠損マウスに
おいても p53 の発現量について検討したが、
野生型マウスとの間で差は見られなかった。
今後、分子メカニズムの解析に関して、マウ
スの解析時期や解析手段を検討しなければ
ならないと考えている。 

Spred-1 欠損マウスの解析を進める中で、
当初の計画には無かったが Spred-1とカフェ
オレ・スポットやメラノーマとの関係を調べ
ることの重要性が高まったため、これらの解
析準備も進めた。 

Spred-1 とカフェオレ・スポットとの関係
における解析については、ケラチン 14 プロ
モーター制御下に SCFを発現するトランスジ
ェニックマウスと Spred-1欠損マウスを交配
することで Spred-1変異を持つヒト疾患の皮
膚モデルマウスを作製した。このマウスはさ
らに、Extension 変異マウスを導入して毛色
を黄色にすることで観察し易くしている。こ
のマウス背中を、毛周期の休止期において定
期的に抜毛を行なうことで皮膚の状態の観
察を行なった。その結果、Spred-1 欠損マウ
ス皮膚においてはカフェオレ・スポットのよ
うなものが観察された。その部分の皮膚組織
を採取し LacZ 染色を行なって色素細胞の状
態を観察したところ、表皮において LacZ 陽
性色素細胞の増加が認められた。カフェオ
レ・スポットの発生メカニズムに関しては、
医学的にも詳細に理解されていないのが現
状である。今後、今回観察されたものがカフ
ェオレ・スポットとして確定できるかどうか
更なる詳細な解析が必要であるが、もしカフ
ェオレ・スポットとして判定できれば、これ
までに報告の無いカフェオレ・スポットモデ
ルマウスとなる。またカフェオレ・スポット



はレーザーによって治療を行なった後も再
発することが経験的に知られている。それは
カフェオレ・スポットを形成する色素細胞を
どこからか供給している細胞が存在してい
る可能性を示唆しており、Spred-1 と色素幹
細胞の関係、色素幹細胞とカフェオレ・スポ
ットとの関係を理解する上でこのモデルマ
ウスは有効なツールになり得る。さらにこの
ような切り口から解析を行なうことによっ
て、Spred-1 による色素幹細胞制御機構の解
明が進展することが期待される。 

Spred-1 とメラノーマとの関係における
解析については、さらなるモデルマウスの作
製を試みている。日本人におけるメラノーマ
患者でその発症部位についての統計をとる
と、比較的高い割合で足の裏に発症すること
が知られている。さらにヒト足の裏や手のひ
らにおけるメラノーマは、汗腺の存在する皮
丘部に発症し、現在ではこれがメラノーマの
診断基準の１つとなっている。今回 Spred-1
欠損マウスにおいて発見した汗腺で特異的
に起こる色素細胞の増殖によって引き起こ
される足蹄部のダークスキン現象は、これま
でのモデル動物では報告されていない極め
て重要な発見である。このことから Spred-1
欠損マウスは、足の裏に発症するメラノーマ
の重要なモデルマウスになることが期待さ
れた。ヒトのメラノーマにおいては、B-RAF, 
p16INK4A/p19ARF, p53 などの遺伝子に変異があ
ることが多いことから、Spred-1 欠損マウス
とp16INK4A/p19ARF欠損マウスあるいはp53欠損
マウスとの交配を開始し、現在これらのマウ
ス作製を進めている。 

今回得られた成果をもとに、今後は色素幹
細胞制御機構における Spred-1の役割を理解
するために Spred-1欠損マウスの解析を行な
うだけでなく、今回報告したモデルマウスを
用いて、カフェオレ・スポットやメラノーマ
の解析という切り口からのアプローチが必
要であると考えられる。今回の Spred-1 欠損
マウスの観察だけからでは分子メカニズム
について深く追求することができなかった
が、カフェオレ・スポットやメラノーマとい
った疾患部位を調べることによって、より解
析が進むことが期待される。また現在行なっ
ているマウスモデルの作製が進めば、これま
で不明であった色素幹細胞、カフェオレ・ス
ポット、メラノーマの関係が明らかになるも
のと思われる。今後は、今回得られた色素幹
細胞制御機構の解析結果をより発展させな
がら他の組織幹細胞システムとの共通原理
の解明をより一層進めるとともに、Spred-1
変異による疾患やメラノーマ発症のメカニ
ズム・治療法開発へと発展させていくことを
目指したい。 
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