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研究成果の概要：前年度までの本研究により、メラノサイト前駆細胞株（NCCmelb4M5）からMitf

のみならずTyrp1をノックダウンするとFasの劇的な増加が起こり、細胞死に至った。メラニ

ンの生合成に働く酵素であるTyrp1がメラノサイト前駆細胞の生存に関与する事は新しい知見

であるが、本年度の研究では、既知のTyrp1ではなくintron 2の配列を含む新規アイソフォー

ムがその役割をになっている可能性を見い出した。現在RACE法により全配列の決定を試みてい

る。 
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１．研究開始当初の背景 

メラノサイトの初期の発生に関わる
因子のうち、Mitfはメラニン生合成に働
くチロシナーゼやtyrosinase related 
protein 1(Tyrp1)の転写因子である事が
明らかとなっているが、Mitfの重要なも
う一つの役割は発生初期のメラノサイ
ト前駆細胞の生存の維持と考えられて
いる。しかし、その作用機序に関する報
告はほとんどない。 

作用機序の解明を目的にこれまでの
本研究において、神経冠細胞由来メラノ
サイト前駆細胞株（本研究で樹立した

NCCmelb4M5）からMitfをノックダウンし
た。すると、Fasの発現が上昇し細胞死
に至ることが観察できたが、さらに
Tyrp1をノックダウンしてもMitfより不
完全だが細胞死が誘導された。また、以
前の本研究でMitfのミュータントマウ
スの神経冠培養系にTPAとコレラトキシ
ンを加えると、本来培養されないはずの
メラノサイト前駆細胞が現れた。この細
胞はチロシナーゼやtyrosinase related 
protein 2 は陰性であったが、Tyrp1は
陽性であった。Kitはごく僅かの細胞で
陽性だった。 
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以上の結果から、Tyrp1は Mitfと同様に
メラノサイト前駆細胞の生存に重要な
役割を果たすと考えられた。  
 
２．研究の目的 
当初の目的は、以前の本研究で樹立した分化
段階の異なる 3 種類のメラノサイト前駆細胞
株を用いて、Mitf がどの分化段階のメラノサ
イトの生存にその役割を果たすのか検討す
る予定であったが、Tyrp1 がメラニン合成の
みならずメラノサイト前駆細胞の生存に関
与する事実は新しい知見であるため、その説
得力ある証明をする事の方が重要と考えた。 
 
予備的な実験結果から、Tyrp1 の intron2
の配列で設計した siRNA がより強く細
胞死を誘導した事や導入試薬の濃度に
より若干陰性コントロールも細胞死が
起こる事から、ノックダウンの実験条件
の再設定をする事、及び Tyrp1 の新規ア
イソホームの全配列を決定する事に目
的を変更した。  
 
３．研究の方法 
 
(1) RNA interference 
  siRNA をキットを用いて合成し、siRNA
導入試薬を用いてメラノサイト前駆細胞
(NCCmelb4M5)  内に導入し、経時的に形態
的変化、ダウン効率、Fas およびメラノサイ
ト関連の遺伝子の発現量の変化をリアルタ
イム PCR で測定する。 
 
○1  導入試薬の細胞毒性を起こさない濃度
をみつける。 
 
○2  陰性コントロール(GL3)のsiRNAが細胞
毒性を起こさない濃度をみつける。 
 
○3  条件が決定したら GL3、Mitf および
Tyrp1（exon2, intron2, exon4）の siRNA
について本実験を行う。 
 
(2)  RACE 法にて新規アイソフォームの全
配列を決定する。 
 
４．研究成果 
 
(1)マウス神経冠初代培養 
以前の研究で説得力ある写真が得られ
なかったので再度行った。Mitfのミュー
タントマウスの神経冠培養系に TPA と
コレラトキシンを加え培養 15 日目の免
疫染色の結果。  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
上は拡大の違う同一視野の顕微鏡写真。
Mitfのミュータントマウスの神経冠培
養系に TPA とコレラトキシンを加え培
養 15 日目の免疫染色の結果で、免疫染
色により赤く染まっているのはTyrp1陽
性細胞である。本来培養されないはずの
メラノサイト前駆細胞の出現を再確認
し、また説得ある写真が得られた。 
 
(2) RNA interference 
 
Tyrp1 の exon2 の配列で設計した siRNA を
用いて行った前回のノックダウンの結果。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
上 は メ ラ ノ サ イ ト 前 駆 細 胞 株
(NCCmelb4M5)にsiRNAを添加５日後の位
相差顕微鏡写真。Mitfの siRNAを添加し
たものは、無添加の（-）や陰性コントロ
ールの GL3に比べ細胞数が激減し、細胞
死が誘導された。既知のTyrp1のexon2の
配列で設計した siRNA の場合も、Mitf程で
はないがやはり細胞死が誘導された。  
 
以上の結果は Tyrp1は Mitfと同様にメ
ラノサイト前駆細胞の生存に重要な役
割を果たす事を示唆するものである。 
 
ノックダウンの実験条件の再設定と本
実験  
 
○1  RNAi に使用する導入試薬について、細
胞毒性を起こさない濃度を検討した結果、導
入時間 12 時間で 0.6％以下であった。 
 
○2  導入試薬の濃度 0.67％で陰性コントロ

（—） GL3-siRNA 

Tyrp1(exon2)-siRNA Mitf-M-siRNA 



 

 

ール(GL3)のsiRNAが細胞毒性を起こさない
濃度は導入時間12時間の時40nM であった。 
 
○3  決定した条件による GL3、Mitf および
Tyrp1（ intron2, exon4）の siRNA につ
いて本実験の結果。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
上は、メラノサイト前駆細胞(NCCmelb4M5)
に siRNA を添加後 5 日目の位相差顕微鏡像。 
GL3は陰性コントロール。intron2は既知の
Tyrp1には存在しないintron2の配列で設計
した siRNA。exon4は既知のTyrp1のexon4
の配列で設計した siRNA（従来から Tyrp1
を検出する際に用いているプライマーの配
列を含む）。nega-siRNA は intron 2 および
Mitf の siRNA の配列のそれぞれの塩基の数
を変えずに順番だけ変えたスクランブルド
ネガコン。GL3 とこれらのネガコンに比べ、
intron 2 の siRNA は Mitf の siRNA と同程
度に劇的に増殖を抑制した。既知のTyrp1の
exon4の siRNA は抑制しなかった。 
 
 
○4 siRNA 添加 48 時間後の mRNA の発現量
をリアルタイム PCR にて測定した結果。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MitfおよびTyrp1-intron 2のmRNAがダウン
していることが確認でき、その時Fas mRNA
が増加していた。以上の結果は、Mitf およ
び intron 2 の配列を含む、新規アイソフォー
ムがメラノサイトの生存に関与している事
を強く示唆している。 
 
一方、RNA interference の結果の最初に示し

た通り、exon2の配列で設計したsiRNAは
Mitfより弱いが細胞死を誘導したのに対し、
exon4の配列で設計したものは殆ど誘導でき
なかったことから推察すると、既知のTyrp1
とは別のもの、すなわちexon2とintron2（一
部？）を含むがexon4は含まない、アイソフ
ォームが存在する可能性が考えられる。 
 
ではなぜ、intron2に設計したsiRNAはMitf
と同程度の細胞死を誘導したのにexon2では
弱い誘導効果しか発揮できないのか疑問が
残る。 
 
その理由として考えられるのは、仮に
NCCmelb4M5細胞において既知のTyrp1の
mRNAの発現量がアイソフォームのmRNAのそ
れよりはるかに多かった場合、exon2は両者
に共通に存在する配列であると考えられる
ので、exon2のsiRNAは両者をダウンするの
に使われるため、十分な量をアイソフォーム
をダウンするのに使う事ができないのでは
ないか。 
 
そこで、リアルタイムPCRにてNCCmelb4M5
細胞における既知のTyrp1とアイソフォーム
の発現量の比較をした。 
 
既知のTyrp1の増幅に使用するプライマーは
通常Tyrp1の検出に使用しているもので、5
‘側のプライマーは exon4の配列を使用し、
3’側のプライマーはexon7の配列を使用し
た。 
 
アイソフォームの増幅に使用するプライマ
ーは、5‘側のプライマーをexon2、3’側の
プライマーはsiRNA作成に使用した配列の下
流に設計したプライマーを使用した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
予想通り、既知のTyrp1の発現量はアイソフ
ォームのそれより 200倍発現量が多かった。 
 
 
(3)RACE法による新規アイソフォームの全配
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列の検索。 
 
ノックダウンの結果から、新規アイソフォー
ムはexon2とintron2を含むと考えられるの
で、RACE法に使用するgene specific primer 
(GSP) は、intron2のsiRNAを設計した配列
の近くに設計した。 
 
Cap構造をターゲットにmRNAのみにキット附
属のオリゴの配列をつないで、cDNAに変換す
る方法でRady Race cDNAを作成。 
 
GSPとRace primerを用いて5’側と3’側の
PCRを行った。 
 
バンドが得られないので、次にNested PCR
を行った。 
 
3’Raceのみバンドが得られ、シークエンス
の結果はintron2に存在するpoly19Aの手前
までの配列が確認できた。しかし、それは単
にpoly19Aにアニールしただけで、mRNAtail
ではない可能性もあるため、より長いバンド
を探してみたが、非特異バンドと同じサイズ
しか得られなかった。 
 
バンドカットせずPCR産物をダイレクトにク
ローニングしたが、得られたのは同じ
poly19Aの手前までの配列ばかりだった。 
 
5’Raceもやはりバンドが得られないので、
仕方なくバンドカットせずPCR産物をダイレ
クトにクローニングした。その結果、exon1
からexon2そしてsiRNAの配列を含んでGSP
の配列迄確認できた。しかし得られたコロニ
ーのなかに、5’の開始位置が3種類見つか
ったため、まだ確定には至っていない。 
 
一方、PCRの酵素を変えて見たところ、バン
ドが得られたので、これからの解析に期待で
きる。現在検索継続中である。 
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