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研究成果の概要（和文）：マウス皮膚色素細胞（メラノサイト）の分化研究から、MITF、チロシナーゼ関連蛋白（Trp-
1、DOPAクロムトウトメラーゼ）、Kit、チロシナーゼ、エンドセリンBレセプター、DOPAといった物質が重要であるこ
とが確認できた。Tyrp1は、MITFと関連のない系でも重要な因子として色素細胞に作用している。また、BMP4はメラノ
サイト分化最初期に影響している因子であり、メラノサイトの癌化したメラノーマでは、Retとの関連が推測できた。
こうしたデータは、今後、研究対象としているヒトiPS細胞からの色素細胞誘導の条件設定の参考となっている。

研究成果の概要（英文）：Western blotting revealed expression of the Ret protein in NCCmelb4M5 and in Mel-R
et cells, but in contrast, there was no expression of the Ret protein in NCCmelb4 or NCCmelan5 cells. Immu
nostaining also revealed that NCCmelb4M5 and Mel-Ret cells are positive for Ret, but NCCmelb4 and NCCmelan
5 cells are negative for Ret. Thus, Ret protein is expressed in most immature melanoblasts, while melanocy
tes are negative for Ret. BMP-4 was added to the medium and incubated for 3 days at varying concentrations
. After incubation with 10 ng/ml BMP-4 for 3 days, Ret protein expression was decreased, and disappeared c
ompletely when BMP-4 was added at 20 ng/ml. Ret protein expression in NCCmelb4M5 cells showed a dose-depen
dent decrease in expression elicited by BMP-4. Based on these findings, the combined effects of Ret and BM
P-4 might provide important clues towards understanding the roles and working mechanisms in melanocyte dev
elopment.
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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 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、BMP 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。 
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。 
尋常性白斑は、メラノサイト（色素細胞）

が表皮から消失したり、皮膚メラノサイトの
メラニン色素形成機序が機能しない疾患で
ある。その発症機序は不明な点が多く、従っ
て治療方法も十分ではない。活性型ビタミン
D3 外用やステロイド軟膏、紫外線療法等の
現状治療の多くが、色素の完全な回復には至
っていない。外科的治療として、患者正常皮
膚を採取し、実験室で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（Yu-Fu Chen, et al. J Am Acad 
Dermatol，2004）。しかし、皮膚採取部位と
移植時アブレージョンで創傷が残り、培養増
殖時間がかかり、移植後も色素が均等に出ず、
まだら状になってしまったりしている。 
 遺伝性対側性色素異常症は常染色体優性
遺伝の色素異常症で、原因遺伝子が 2 本鎖
RNA 特異的 adenosine deaminase 遺伝子
(ADAR1)と同定され診断法が確立した。 
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

イトの悪性腫瘍である悪性黒色腫やメラノ
サイトが欠損した白斑や遺伝性対側性色素
異常症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。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。 
 
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。 
転写因子 MITF は、発生初期の色素細胞の

生存維持に大きな役割をしている。そこで、
MITF の影響を除外する目的で、MITF を突然
変異させた Mitfmi-ewマウスを用いた。このマ
ウスの神経冠初代培養系を施行した。そこに、
TPA とコレラトキシンを加え分化の刺激をす
ると、多くのTyrp1陽性細胞が出現してきた。
また、NCCmelb4M5 細胞を使用した。マウスメ
ラノブラスト NCCmelb4M5 細胞は、Tyrp1 の
RNA 干渉によって、細胞死を起こしてしまう。
そこで、NCCmelb4M5 細胞、Tyrp1 の siRNA 導
入後に Bax と Fas の発現を調べてみると、
mRNA 量が増加し、アポトーシスの関与が推測
できた。一方、NCCmelb4M5 細胞より分化段階
が上の NCCmelb4 細胞と NCCmelan5 細胞は、
Tyrp1 の RNA 干渉を行っても、正常に増殖し
細胞死はない。ここから、Tyrp1 は、MITF や
BMP4、Ret と関連のない、より未分化な状況
で、重要な因子として何らかの作用を行って
いる可能性が高い。 
細胞増殖能をみる実験系 Alamar blue 法に

て、マウスメラノブラストと活性型ビタミン
D3 との変化をみた。NCCmelb4M5 細胞は、活
性型ビタミン D3 10－9Ｍ以上の濃度で細胞増
殖を阻害された。やや分化の進んだ NCCmelb4
細胞は、10－8Ｍ以上で阻害された。さらに、
NCCmelan5 細胞は、10－7Ｍ以上で阻害された。
ここから、より未分化なマウスメラノブラス
ト程、活性型ビタミン D3 の影響をうけてい
ることが明らかとなった。 
48 歳、男性の遺伝性対側性色素異常症の診

断としてADAR1遺伝子のシークエンス検査を
行い、c.3203G>T,p.G1068V の変異をもつこと
が確認された。さらに、ミニグラフト術を施
行し、色素をおこすことに成功した。 
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