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研究成果の概要（和文）：新しいメラノサイト-ケラチノサイト共培養法を用いて，メラノサイトからケラチノサイト
へのメラノソーム転送を解析した．メラノサイトとケラチノサイトの境界でのメラノソーム転送を電子顕微鏡，光学顕
微鏡を用いて観察し，さらに，転送されたメラニン量を計測することができた．この系を用いることにより，各種メラ
ニン合成阻害剤のメラノソーム転送への影響を解析することが可能であることが明らかとなった．また，臨床応用とし
て，色素性乳房パジェット病における表皮メラニン分布について解析し，腫瘍細胞に転送されたメラノソームが受動的
に経表皮性排泄されることを示し，ダーモスコープがその診断に有用であることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：A new co-culture method for melanocytes and keratinocytes has been developed. By u
sing this method, melanosomal transfer from melanocytes to keratinocytes could be visualized with electron
 and optical microscopes and the melanin content of transferred melanosomes could be analyzed. The effect 
of inhibitors of melanin synthesis on melanosomal transfer could also be analyzed. To apply the result for
 clinical practice, the melanin distribution in the nipple skin of patients with pigmented mammary Paget's
 disease was examined with histopathology, immunohistochemistry and dermoscopy. It was suggested that tumo
r cells transferred melanin from reactive melanocytes are subject to passive elimination from the epidermi
s and form characteristic dermoscopic patterns. This finding is useful in diagnosing pigmented mammary Pag
et's disease.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
ヒトの皮膚にはメラニンが存在し，表皮角

化細胞（ケラチノサイト）の紫外線，酸化ス
トレスなどからの防御に重要な役割を果た
している．メラニンは表皮基底層に散在する
メラノサイト内の細胞小器官であるメラノ
ソーム内で産生，貯蔵され，成熟したメラノ
ソームは細胞質内を遠心性に移動し，樹状突
起先端部を経由して周囲のケラチノサイト
へ転送される．転送されたメラノソームは，
ケラチノサイト細胞質内を求心性に移動し
て核近傍に集合し，あたかも細胞核を保護す
るかのように supranuclear cap を形成する． 
メラノサイトおよびケラチノサイト内での
メラノソームの輸送については，キネシンや
ダイニンなどの分子モーターと微小管・アク
チン線維を介した細胞内輸送機構が解明さ
れつつあるが，メラノサイト－ケラチノサイ
ト間の転送機構については，いまだ解明され
ていない．仮説としては，①メラノソームを
含むメラノサイト樹状突起がケラチノサイ
トに取り込まれる（サイトファゴサイトーシ
ス），②細胞外に一度分泌されたメラノソー
ムがケラチノサイトのファゴサイトーシス
で取り込まれる（エクソサイトーシスとファ
ゴサイトーシス），③メラノサイトとケラチ
ノサイトの細胞膜がフィロポディアを介し
て一時的に融合しメラノソームが転送され
る，の３つが想定されている．現在まで，メ
ラノサイト・ケラチノサイト共培養や，細胞
の蛍光標識，メラノソームの蛍光標識など，
様々なアプローチで研究されてきたが，成功
に至っていない． 
 
２．研究の目的 
 
ケラチノサイトとメラノサイトの共培養

法を用いて，各細胞間の相互作用，特にメラ
ノソームの転送機構を解明する．この共培養
法により，第一に両細胞の接触環境を電子顕
微鏡で観察し，形態学的な解析を行う．次に
共培養後に両細胞を分離し，細胞内メラニン
量の測定等の生化学的解析を行う．さらに，
培養液への各種増殖因子の添加，紫外線照射
を行って培養環境を変化させ，それに伴うメ
ラニン転送の質的，量的変化を解析する．従
来の単層培養条件下での共培養では，細胞同
士が密集し，異なる細胞同士の接触点を観察
することが容易でなく，また共培養後にそれ
ぞれの細胞を分取することが困難であった．
本研究では，メラノサイト，ケラチノサイト
の樹状突起を介した接触点のみを観察する．
共培養後の細胞分取が容易で，分離後にそれ
ぞれの細胞を単独で培養継続することも可
能なため，例えば，共培養期間中にケラチノ
サイトが受容したメラニンを定量的に解析
することができる． 
本研究は様々な色素異常症の病態解析，治

療に応用することができる．皮膚色素異常症

には，メラニン量が増加するもの（カフェオ
レ斑，肝斑，雀卵斑など，いわゆる“しみ”）
と，減少するもの（チロシナーゼ陽性白皮症，
伊藤白斑，脱色素性母斑など）が存在する．
これらの病態解明と治療には，メラノサイト
内でのメラノソーム形成過程のみならず，メ
ラノソーム輸送機構の解明が必須であるた
めである． 
一方，本研究は皮膚悪性腫瘍の臨床にも関

連する．非メラノサイト系の上皮性皮膚腫瘍
において，腫瘍細胞のメラニン取り込み増加
が起こることが知られている．例えば，基底
細胞癌，有棘細胞癌，パジェット病は皮膚科
診療で高頻度に遭遇する悪性腫瘍であるが，
これらは黒褐色を呈することがある．特に基
底細胞癌は，日本人においてその多くが黒色
調を呈する．これらの腫瘍細胞は元来色素を
有さないが，正常メラノサイトが腫瘍内に取
り込まれ活発なメラニン産生を行い，メラノ
サイト内および周囲の腫瘍細胞にメラノソ
ームが蓄積することによって肉眼的に黒色
調となる．本研究は，腫瘍細胞と正常細胞間
の細胞内小器官の転送という，より広義のメ
カニズムの解明につながり，これは悪性腫瘍
治療における drug delivery にも重要な概念
である． 
 
３．研究の方法 
 
1) メラノサイト・ケラチノサイト共培養系
の確立：メラノサイトは C57BL6 マウス由来
の株化細胞 melan-a を，ケラチノサイトには
マウス奇形腫由来のケラチノサイト株XB2を
使用する．まず共培養条件の決定と安定化を
行い，両細胞の培養条件（細胞数，培養期間）
を最適化する．細胞増殖を停止させる手段と
して，接触阻害やマイトマイシン処理を利用
する． 
 
2）形態学的観察：走査および透過電子顕微
鏡を用いて形態学的にメラノソーム転送を
観察する．従来の共培養と異なり，メラノサ
イトとケラチノサイトの接触箇所を観察す
ることができ，転送機構解析に有用な情報が
得られることが予想される． 
 
3) 生化学的解析：一定期間の共培養後に細
胞を分取し，生化学的解析，メラニン量測定
を行う． 
 
4) メラニン転送の促進・阻害：メラニン合
成促進物質，メラニン合成阻害物質を培養液
に添加することで，メラニン転送の変化，お
よび，ケラチノサイト内に転送されたメラノ
ソームの形態学的，機能的変化を検討する． 
 
5) ヒト細胞を用いた解析：共培養系を応用
し，ヒトの皮膚におけるメラノソーム転送を
解析する．ヒト正常メラノサイトやヒト正常
ケラチノサイトを用いて共培養系による解



析を行い，また，皮膚癌モデルを用いて解析
する． 
 
6) メラニンによる皮膚色・毛色の調節機構
の解析：本研究の臨床応用として，皮膚色や
毛色のメラニン調節機構を解析する．とくに
色素異常症の皮膚の解析や，色素性皮膚悪性
腫瘍におけるメラノソーム転送障害につい
て解析する．  
 
４．研究成果 
 
1) メラノサイト・ケラチノサイト共培養系
の確立：当初の計画通り，C57BL6 マウス由来
の株化細胞 melan-a，マウス奇形腫由来のケ
ラチノサイト株XB2を用いて共培養系の最適
化を行った．各種細胞は 20～25 継代の細胞
を使用し，XB2 についてはマイトマイシン C
処理による増殖抑制を行った．培養環境の最
適化を行い，培養液 RPMI1640，10％ CO2環境
下での培養条件を整備し，最適な培養日数の
設定を行った． 
 
2) 形態学的観察：上記の培養条件にて，電
子顕微鏡でメラノソームの転送を解析した．
電子顕微鏡試料の作成には，通常のペレット
とは異なる手技が必要であることが判明し
た．以下にメラノソーム転送を捉えた結果を
示す． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 走査電子顕微鏡観察．melan-a（右）か
ら XB2（左）にフィロポディアを介してメラ
ノソームが転送されている． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 透過電子顕微鏡観察．XB2 内に取り込ま
れたメラノソームの集合体． 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
図3 共培養後に分取したXB2の位相差像（左）
と明視野像（右）．メラノソームの取り込み
が観察される． 
 
3) メラニン合成阻害剤を用いた共培養：共
培養期間に各種阻害剤を用いてメラニン転
送にどのような影響がみられるかを検討し
た．阻害剤 B，阻害剤 C ではメラニン転送の
低下が観察されたが，阻害剤 Aではむしろメ
ラニン転送が増加することが明らかとなっ
た． 
 
 
 

 
図 4 メラニン阻害剤によるメラニン転送の
変化．左から対照，阻害剤 A，阻害剤 B，阻
害剤 C，共培養していない対照． 
 
4) 遺伝性色素異常症におけるメラニン生成
の解析：眼皮膚白皮症 4型におけるメラニン
生成阻害を分子生物学的に検討した．この疾
患では，メラノソーム膜に存在する SLC45A2
の遺伝子変異により，メラノソーム内の pH
が変化し，チロシナーゼ活性が低下する病態
が想定されている．この疾患の患者について，
ゲノム DNA，mRNA の解析を行ったところ，新
たな SLC45A2 発現異常が確認された． 
 
5) 色素性乳房パジェット病（pigmented 
extramammary Paget’s disease, PMPD）に
おける病変部メラニン転送の解析：乳房パジ
ェット病は乳癌の一亜系であり，腫瘍細胞が
乳頭部の乳腺開口部周囲に広がったもので
ある．通常，病変部皮膚はびらん，紅斑など
を呈するが，稀にメラニンの沈着を伴うこと
がある（PMPD）．4 例の PMPD について，臨床
的，病理組織学的に解析した．ダーモスコー
プを用いた観察で，リング状の色素線条や小
斑が観察されることが多く，この所見が本疾
患の診断に有用であることが判明した．この
色素パターンが起こる機序として，病変部メ
ラノサイトから腫瘍細胞へ転送されたメラ
ノソームが，受動的に経表皮性排泄を受ける
ことが原因であることが示唆された． 
 
6）研究のまとめと今後の展望：本研究によ
り，新しいメラノサイト-ケラチノサイト共
培養法が確立され，メラノソーム転送を容易
に観察することが可能となった．さらに，こ



の系を用いることにより，メラニン合成阻害
剤のメラノソーム転送への影響を計測でき
ることが明らかとなった．これらの結果から，
今後のメラニン合成阻害剤の分析，新規開発
への応用が期待される．転送されたメラニン
の定量的解析については，扱える細胞数が限
られるため十分な解析を行うことができな
かった．この点については今後の検討課題で
ある．また，本研究では臨床への応用として，
眼皮膚白皮症でのメラニン生成，色素性乳房
パジェット病でメラニン転送を解析した．  
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