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研究成果の概要（和文）： 
マウス神経冠細胞(NCC)に由来した NCC primary culture 培養系を介して、NCCmelan5(NCC
由来成熟メラノサイト細胞株 )、NCCmelb4(NCC 由来メラノサイト前駆細胞株 )、
NCCmelb4M5(NCC 由来未熟メラノサイト細胞株）を確立し使用した。BMP4 が Kit の発現

を誘導し、メラノサイトの分化を制御している可能性を示した。BMP4 はそのシグナル伝達系

を介して、最も幼若な分化段階のメラノサイトで Kit 発現に関与している。さらに、

NCCmelb4M5 細胞で Ret 蛋白が発現、NCCmelb4 細胞、NCCmelan5 細胞は陰性で、

NCCmelb4M5 細胞 Ret は、BMP4 添加で減少した。Mel-Ret 細胞と比較すると癌メカニズム

に BMP と Ret が関連していることが推測された。 
研究成果の概要（英文）： 
We previously established three distinct cell populations of mouse neural crest (NC) 
cells, NCCmelb4, NCCmelb4M5 and NCCmelan5. BMP4 is activated and is involved in the 
regulation of Kit expression on most immature melanocyte precursors. We further 
investigated the influence of BMP4 in vitro using primary NC cells cultured from 
wild-type mice. Addition of BMP4 to the medium increased the number of Kit-positive 
cells compared to untreated controls. We have identified BMP4 as an important factor 
for prepubertal Kit-negative melanoblasts just prior to entering the Kit-dependent 
cycle of melanogenesis. Western blotting revealed expression of the Ret protein in 
NCCmelb4M5 and in Mel-Ret cells, but in contrast, there was no expression of the Ret 
protein in NCCmelb4 or NCCmelan5 cells. Immunostaining revealed that NCCmelb4M5 and 
Mel-Ret cells are positive for Ret, but NCCmelb4 and NCCmelan5 cells are negative 
for Ret. Thus, Ret protein is expressed in most immature melanoblasts, while 
melanocytes are negative for Ret. Based on these findings, the combined effects of 
Ret and BMP4 might provide important clues towards understanding the roles and working 
mechanisms in melanocyte development. 
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１．研究開始当初の背景 
マウス皮膚メラノサイトはマウス神経冠

細胞（neural crest cells, NCC）に由来し、
胎生 9日頃、神経管から皮膚に向かい遊走し、
胎生 12 日頃に表皮に到達するといわれてい
る。この胎生期の NCC から成熟メラノサイ
トに至るにはいろいろな因子が関与する。こ
の NCC から NCC primary culture培養系を
介して、NCCmelan5(NCC 由来成熟メラノ
サイト細胞株)、NCCmelb4(NCC 由来メラノ
サイト前駆細胞株)、NCCmelb4M5(NCC 由
来未熟メラノサイト細胞株）を確立し、メラ
ノサイトの分化や増殖、メラニン色素生成の
検討に活用している。NCCmelb4M5 は Kit
陰性を呈し、チロシナーゼ関連蛋白（Trp-1、
Trp-2/DOPA クロムトウトメラーゼ;Dct）陽
性で、チロシナーゼ、Ednrb、DOPA 反応は
陰性である。一方、NCCmelb4はKit、Trp-1、
Dct 陽性であるが、チロシナーゼ、Ednrb、
DOPA 反応は陰性を呈する。NCCmelan5 は
Kit、Trp-1、Dct、チロシナーゼ、Ednrb、
DOPA すべてが陽性を示す。電子顕微鏡によ
り、NCCmelb4、NCCmelb4M5 ともにメラ
ノソームは stageⅠ、電顕 DOPA 陰性、チロ
シナーゼ活性陰性を示す。以上より、
NCCmelb4M5 株は最も幼弱なメラノサイト
であり、移動することのない神経上皮細胞か
ら活発に移動する NCC 細胞（後のメラノサ
イト）への最初の段階に相当すると推測され
る。NCCmelb4 は Kit 発現があることから、
NCCmelb4M5 がより分化した次の段階にあ
たる。NCCmelan5 は成熟したマウスメラノ
サイト細胞株といえる。 

Kit は神経管からメラノサイト前駆細胞が
離れる時期に発現し分化を誘導していく。わ
れわれは、Kit/Kit ligand (KL) 情報伝達はメ
ラノサイト前駆細胞が皮膚へ遊走するある
一定の必須時期で、TGFβは Kit/KL 伝達系
も含めたより広い範囲で増殖、分化に関与し
ていることなどを報告してきた。 

BMP は、TGFβスーパーファミリーの一
つであり、生体の発生や形態形成、アポトー
シスに重要な役割をする。初期発生に始まり、
その後のほとんど全ての器官形成に関与す
る。BMP は NCC が神経上皮細胞から活発に
移動しメラノサイトへ分化していくのを調
整する。この発生初期段階で、腹側に位置す
る細胞が分泌する BMP に対し、背側細胞は
神経誘導因子である Noggin を分泌し BMP
と拮抗的かつ相互的に働く。BMP は NCC が
遊走能をもち、分化している時期に発現し、
影響を及ぼす。BMP がヒト皮膚のメラノサ
イトに関与していることが示された。われわ
れは、BMP が Kit の発現を誘導し、メラノ
サイトの分化を制御している可能性を示し
た。 

色素細胞の分化・増殖を制御する遺伝子が

小眼球症関連転写因子(Mitf)である。Mitf は
マスター遺伝子としてメラノサイト全体を
総括し、メラノサイトの分化や増殖、メラニ
ン色素形成に重要な役割をなす。その機能異
常はメラノサイトの色素異常症ともいえる
白斑や老人性色素斑、白髪などと関連する。 

Ret は多発性内分泌腫瘍症(MEN)2A 型、
MEN2B 型 、 家 族 性 甲 状 腺 髄 様 癌 、
Hirschsprung 病といった複数の遺伝性疾患
の原因遺伝子である。その後、Ret のリガン
ドが神経栄養因子 Glial Cell Line-Derived 
Neurotrophic Factor (GDNF)であることが
明らかとなった。この Ret を導入した新系統
の MT/RET-トランスジェニックマウスが樹
立された。Ret トランスジェニックマウスで
は、生下時より全身の皮膚黒色症を呈し、生
後 3-4 ヶ月後に良性メラノサイト系腫瘍を発
し、生後 10-12 ヶ月後に高率に悪性黒色腫を
発症する。そしてリンパ節と肺に転移をおこ
す。 

抗リン脂質抗体であるカルジオリピンや
ホスファチジルセリンは細胞膜内側に存在
し、細胞膜表面にはでていない。ところが、
細胞にアポトーシスが生じると、カルジオリ
ピンやホスファチジルセリンは細胞膜表面
にでている。ここに、抗カルジオリピン抗体
や抗ホスファチジルセリン・プロトロンビン
複合体抗体が抗原抗体反応を起こし、局所に
炎症を起こす。 
 
２．研究の目的 

上記のいろいろな分化段階をもつ NCC 由
来培養細胞や Mitf ミュウタントマウスを用
いて、メラノサイトの分化・増殖及び遊走能、
メラニン合成に関わる BMP、Mitf、Ret など
の関連物質の役割や効果、作用を明らかにし
たい。加えて、NCC primary culture 培養系
を用い、より生体に近い状況で同様の関連物
質の相互作用を検討する。 
さらに、マウス悪性黒色腫由来細胞株であ

る Mel-Ret 細胞、色素幹細胞等を使用し、
BMP、Mitf、Ret などの役割と関連を検討し
たい。色素幹細胞は白斑の治療に発展性が期
待できる。抗リン脂質抗体を関連させて悪性
黒色腫細胞にアポトーシスを起こさせられ
れば、癌細胞を除去することが可能となる。 
これらの結果が、実際の臨床で、メラノサ

イトによる色素異常症といえる白斑や老人
性色素斑、白髪及びメラノサイトの悪性腫瘍
である悪性黒色腫の病因や進展メカニズム、
治療を解明する上でも重要な位置づけにな
ると思われる。 
 
３．研究の方法 
メラノサイトの発生を研究する際、胎生マ

ウスより採取した NCC primary culture 培
養系を用いるが、培養系自体が不安定で、か



 

 

つ多彩な因子が関連してしまい、実験系に限
界があった。それに比べ、われわれが用いる
3系統の分化段階が異なる培養細胞株は取り
扱いが簡便であり、より広範囲の検索が可能
である。特に Kit 発現が生じる発生初期段階
のモデルともいえるNCCmelb4(NCC由来メ
ラノサイト前駆細胞株)、
NCCmelb4M5(NCC 由来未熟メラノサイト
細胞株）を使用し比較することで、BMP、
Mitf、Ret との関係を in vitroで調べられる。
反対に、この結果を踏まえ、in vivoにより
近い NCC primary culture 培養系を用いた
実験の条件設定などが容易に進行できる。 
 
４．研究成果 

NCCmelb4M5(NCC 由来未熟メラノサイ
ト細胞株）は BMP 添加により形態学的にも
NCCmelb4M5 から NCCmelb4 への変化を
認めた。NCC primary culture 培養系で、
BMP 添加は Kit 陽性細胞を増加させた。
BMP は NCC が遊走能をもち、分化している
時期に発現し、影響を及ぼす。BMP がヒト
皮膚のメラノサイトに関与していることが
示された。われわれは、BMP が Kit の発現
を誘導し、メラノサイトの分化を制御してい
る可能性を示した。BMP はそのシグナル伝
達系を介して、最も幼若な分化段階のメラノ
サイトで Kit 発現に関与していることが示唆
された。さらに、NCCmelb4M5 細胞で Ret
蛋白が発現、NCCmelb4 細胞、NCCmelan5
細胞は陰性であった。この NCCmelb4M5 細
胞で Ret 蛋白が発現は、BMP 添加で減少し
た。Mel-Ret 細胞と比較すると癌メカニズム
に BMP と Ret が関連していることが推測さ
れた。 
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