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研究成果の概要（和文）：非分節型（汎発型）白斑患者の非白斑皮膚におけるメラノサイトを検証した。白斑患
者の非白斑皮膚から皮膚メラノサイトを単離し培養することを試みた。しかし徐々に成長が鈍くなり、充分な細
胞数の獲得に繋がらない。そこで培養液にRho関連タンパク質キナーゼ（ROCK）阻害薬を添加すると、primary 
human skin melanocytesの樹立が成功できた。この melanocytesは、小眼球症関連転写因子(MITF)発現低下、
E-cadherinなどのメラノサイト関連細胞接着因子発現低下を発見した。非分節型（汎発型）白斑患者の非白斑皮
膚から獲得したメラノサイトは、正常ではないことが確認された。

研究成果の概要（英文）：Adding Rho-associated protein kinase (ROCK) inhibitor to the culture medium 
dramatically increased the yield of pure melanocytes. RT-qPCR analysis of vitiligo-derived primary 
melanocytes revealed significantly decreased mRNA levels of microphthalmia-associated transcription 
factor (MITF) compared to normal melanocytes. In contrast, mRNA expression levels of stem cell 
factor (SCF) were significantly higher in co-culture of vitiligo-derived primary melanocytes and 
normal keratinocytes than in co-culture of normal melanocytes and normal keratinocyte. RT-qPCR 
analysis of melanocyte related adhesion molecules in vitiligo-derived primary melanocytes revealed 
significantly decreased mRNA levels compared to normal melanocytes. Based on these findings, we 
suggested that human primary melanocytes from non-depigmented skin in a patient with non-segmental 
vitiligo could be not normal melanocytes. 

研究分野：皮膚科

キーワード： メラノサイト　白斑　悪性黒色腫

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、ヒトiPS細胞由来メラノサイトを使用して、白斑・悪性黒色腫など関連疾患を検討することである。
ヒトiPS細胞をadvanced iDMMで培養することで、2週間で成熟ヒトメラノサイトが完成できる。この細胞を使用
することで、白斑におけるメラノサイトの脆弱性や悪性黒色腫におけるメラノサイトの発癌性を解明できる。ま
た、白斑治療では、欠損や機能不全になったメラノサイト病変部へ大量の良質メラノサイトを供給できる、悪性
黒色腫治療では、患者本人からヒトiPS細胞由来メラノサイトを作成し、試験管レベルでどの免疫チェックポイ
ント阻害薬がどの段階で有効かが把握でき、より適切な治療が確立できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 白斑や脱色素斑は、皮膚メラノサイトが表皮から消失・メラニン色素生成の機能不全した疾患
である。活性型ビタミン D3外用、ステロイド軟膏、紫外線療法等の現状治療は、効果が不十分
で色素の回復に至らない。外科的治療では、患者正常皮膚を採取しメラノサイトを分離し培養増
殖させ、浮遊培養状態のメラノサイトとして白斑や脱色素斑に移植する（移植時には白斑皮膚を
アブレージョン）治療が試みられている。しかし、皮膚採取部位と移植時アブレージョンで創傷
が広い範囲に残る、メラノサイトの単独培養増殖には時間がかかる、など問題点も多い。メラノ
サイトが癌化した悪性黒色腫は、免疫チェックポイント阻害薬が開発された。しかし充分な予後
改善に至っておらず、より有効な治療法の確立が求められている。美白化粧品ロドデノールの薬
害は、過度な美白効果から白斑を発症してしまった。美白物質への正しい評価試験開発への期待
が高まっている。 
 これまでマウス胎仔神経管由来の様々な分化段階の皮膚メラノサイト細胞株を樹立し、メラ
ノサイト分化・増殖・遊走能、メラニン色素生成機序を検討してきた。マウス神経冠細胞に抗
TGFβ1抗体を添加したところ、細胞増殖は抑制し Kit発現も抑制した(Kawakami T, et al. J 
Invest Dermatol, 2002)、活性型ビタミン D3には直接的なメラノサイト分化誘導作用とエンド
セリン B レセプター発現を介したメラノサイト分化増殖作用がある(Kawakami T, et al. J 
Dermatol Sci, 2014)、BMP4が Kit発現を誘導、最幼若分化段階でメラノサイトの分化を制御
する（Kawakami T, et al. J Invest Dermatol, 2008）、最幼若分化段階で BMP4が Retを抑制
する（Kawakami T, et al. J Dermatol Sci，2011）等の重要な新知見を提示した。採血により獲
得した血液 Tリンパ球から作成したヒト iPS 細胞を使い、メラノサイトへの誘導をより正確に
より効率大量に増殖させる独自の条件設定が完成した（Kawakami T, et al. J Invest Dermatol, 
2018）。実験動物を使用し生成されたメラノサイトの正常性を確認した。 
 皮膚生検からメラノサイトを分離し培養で大量産生されることは、困難な技術とされている。
白斑の治療でヒトメラノサイトを白斑皮膚に移植するためには、広範囲の皮膚からでないと大
量のメラノサイトが獲得できない。メラノサイトが癌化した悪性黒色腫の発症機序が不明であ
る一因は、ヒトメラノサイトの培養が困難で細胞レベルでの検証がなされていないことが挙げ
られる。美白化粧品の成分を開発する際に行われる評価試験で、最も重要なデータとなるのがヒ
トメラノサイトに対する効果である。その対象となるヒトメラノサイト株は購入できるが、日本
人由来のものがなく白人や黒人由来である。さらにロット毎にメラノサイト株を採取されたヒ
トが異なる。従って実験データのばらつきが多く安定性に欠ける。そのため開発時の評価試験デ
ータを信頼し過ぎると、実臨床での効果を見誤ってしまう可能性がある。本研究テーマにおける
学術的「問い」に応えるのは、実臨床に活用できるオーダーメイドの正常メラニン色素を産生す
るメラノサイトを大量に培養することである。 
 
 
２．研究の目的 
 
ヒト iPS細胞由来メラノサイトを独自の条件設定で、効率よく分化・増殖させ、大量産生に成
功した（特許取得）。本研究は、この細胞のさまざまな臨床応用へのステップである。 
(1)メラノサイトの欠如・機能不全疾患である尋常性白斑や脱色素斑への移植を含めた再生医療。 
(2)メラノサイト癌化した悪性黒色腫の機序解明に使用、重要因子発見と有意義な治療法の開発。 
(3)美白化粧品主成分物質のメラノサイトへの効果を検証する美白化粧品開発に利用。 
 
 今までのメラノサイト関連研究の多くはマウスであった。本研究の対象はヒト細胞であり、治
療を最終目標とした研究として最適である。しかも、採血で獲得した T 細胞から作成されたヒ
ト iPS 細胞を使用し、安全性が高い無血清で生体物質のみの独自開発した培地を使用して、ヒ
トメラノサイトを産生することに成功した。採血であるので比較的容易に対象患者から採取で
きる、無血清かつ生体物質のみの使用であるので iPS 細胞の癌化の危惧を払拭できる、といっ
た実際の臨床応用を想定した場合、好都合である条件下で研究をすすめている。過去の報告に比
較して、メラノサイトへの分化誘導期間が短く、成熟度が高い。すでにヒト iPS細胞から色素細
胞へ分化させた報告がある（Ohta S et al. 2011；Nissan X et al. 2011）。しかし、両論文ともヒ
ト iPS 細胞誘導色素細胞が、正常ヒトメラノサイトと比較して、各種関連因子の発現等が 70-
80％程度であり、充分な分化を誘導していない。さらに移植に必要なメラノサイトを大量培養で
きる技術ではない。 
  
 
３．研究の方法 
 



皮膚メラノサイト（色素細胞）は、メラニン色素を産生することで、ヒトの皮膚に色をつけて
いる。そして紫外線から体を防御している。われわれは、ヒトの血液 1 滴から iPS 細胞を樹立
し、独自の条件設定で、メラノサイトを効率よく分化・増殖させ、大量に iPS細胞メラノサイト
を産生することに成功した（特許取得）。この特許を獲得した独自培地（Human iPS cell-derived 
melanocyte medium；iDMM)は、数週間でヒト iPS細胞から成熟したヒトメラノサイトが産生
される。開発はすすみ、advanced iDMMが完成し、ヒト iPS細胞を advanced iDMM で培養
することで、たった 2週間でメラノサイトに分化誘導することに成功した。本研究の中心は、こ
の短期間で大量に産生できるヒト iPS 細胞由来メラノサイトの使用である。併行して、病変皮
膚から直接、培養した皮膚由来メラノサイトを使用した研究を行う。 
われわれは、このヒト iPS 細胞由来メラノサイトをヌードマウス皮膚に注射し、皮膚に青～
黒の色素が産生され、注射量に比例して色調が濃くなることを確認した。色素が産生された注射
部位に一致して、病理組織にて正常ヒトメラノサイトが検出され、表皮にも達していた。ヒトメ
ラノサイトをコントロールし、皮膚の“色”を自由に操れる技術である。 
(1) 白斑は全人口の約 1%が罹患し、皮膚の色が消えてしまう、白くなってまだら状となる等、
患者の精神的な負担は想像以上であり、QOLが著しく低下している。本研究で確立した白斑や
脱色素斑への新規治療法は、有効な治療法がない現在の医療に、大きな貢献を及ぼすことが予想
できる。 
(2) 悪性黒色腫患者本人からヒト iPS 細胞由来メラノサイトを作成し、試験管レベルでどの免
疫チェックポイント阻害薬がどの段階で有効かが把握でき、より適切なオーダーメイド治療法
が確立できる。さらに、発癌機序解明・新薬開発には、正常ヒトメラノサイトの定期的な大量培
養が肝要である。本研究のヒト iPS 細胞由来メラノサイトは、定期的に大量培養が可能である
のでここに貢献できる。 
(3) これまで、ヒトメラノサイトの産生は、美白化粧品開発試験に使用する量に増殖すること
が困難で良質でないことから、データのばらつきが多く、結果として実際の使用時の信憑性に欠
けてきた。美白化粧品のより安全で適切な製品を希望する患者に対して、上記方法から短期間に
正常のメラニン色素を産生する患者独自のメラノサイト大量培養が可能となる。美白化粧品の
開発時における評価試験で、この細胞を使用すれば、試験データが信頼できる。すなわち、患者
オーダーメイドの美白化粧品を開発できる。 
 
 
４．研究成果 
  
美白化粧品で有名なコウジ酸をヒト iPS 細胞由来メラノサイトに添加したところ、コウジ酸
はフェオメラニンを増加させて、黒色を淡く見せる効果があることがわかった。さらに、ヒト
iPS細胞由来メラノサイトとケラチノサイトの共培養系を確立（Kawakami T et al. J Dermatol 
2021）した。加えて、白斑患者から単離培養されたメラノサイト（primary melanocytes）の脆
弱性と ROCK阻害薬添加の重要性、さらに新たな概念である melanocytorrhagyなどを概説し
た（Kawakami T et al. J Dermatol 2022）。 
一見、健常皮膚色にみえる非分節型（汎発型）白斑患者の非白斑皮膚におけるメラノサイトを
検証した。白斑患者 6症例の非白斑皮膚から皮膚メラノサイトを単離し培養することを試みた。
この単離培養細胞は、primary human skin melanocytes と呼ばれる。6例中 3例は、メラノサ
イトの単離培養施行中、突然の細胞死が生じるなどで樹立が困難であった。残りの 3例は、培養
可能であった。しかし、培養をすすめていくと、徐々に成長が鈍くなり、充分な細胞数の獲得に
繋がらない。そこで培養液に Rho 関連タンパク質キナーゼ（ROCK）阻害薬を添加すると、
primary human skin melanocytesの樹立が成功できた。この非分節型（汎発型）白斑患者由来
primary human skin melanocytesを使用して、販売されている正常メラノサイトとの相違を検
証した。評価には RT-qPCR 法を用いた。小眼球症関連転写因子(MITF)発現低下、E-cadherin
などのメラノサイト関連細胞接着因子発現低下を発見した。また、販売されている正常ケラチノ
サイトと非分節型（汎発型）白斑患者由来 primary human skin melanocytesの共培養では、正
常ケラチノサイトと正常メラノサイトの共培養と比較して、幹細胞増殖因子（SCF）発現増加、
同様の細胞接着因子発現増加を認めた。以上から、非分節型（汎発型）白斑患者の非白斑皮膚か
ら獲得したメラノサイトは、正常ではないことが確認された。 
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