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1. 序章

動物の体表を覆っている皮膚は体の中で最大の臓器であり，微生物や化学

物質などの外的因子の侵入や，紫外線や放射線などから体を守る重要な役割を

果たしている．哺乳類の皮膚は体表から順に，表皮，真皮，皮下組織の三層か

ら成る．表皮は主にケラチノサイトとメラノサイト，真皮は主に線維芽細胞・

繊維・ 血管，皮下組織は主に筋肉組織と脂肪組織で構成される 1．表皮は上皮の

一種であり，その最下層は活発に分裂・ 増殖するケラチノサイトから成る基底

層である．そこからケラチノサイトの分化に伴い体表に向かって有棘層，顆粒

層，角質層（ 角層），を構成し，最終的には垢として剥離する．この一連の過程

は表皮のターンオーバーと呼ばれる 1．外界との境界にある皮膚は常に紫外線

（ UV） や乾燥などの環境ストレスに曝露されている．特に日光を浴びる機会の

多い顔面などの皮膚では，そうでない部位の皮膚に比べてシミ，シワ，タルミ

などの老徴が促進される．シミは表皮部分にメラニン色素が沈着している色素

沈着異常であり，代表的なものとして日光性色素斑と肝斑が知られている．

メラニンは表皮基底層に10細胞に1細胞の割合で存在するメラノサイトに

より作られる．メラノサイトは神経冠（ 堤）由来の細胞である．神経冠細胞が，

神経管から背側および側方経路を移動しながらメラノサイトの前駆細胞である

メラノブラストとして皮膚へと移動し，表皮または毛球メラノサイトとして皮

膚または毛髪へメラニン色素を供給するようになる 2．

メラノサイト内でのメラニン産生（ メラノジェネシス） はメラノソームと

いう特殊な細胞内小器官で行われる．メラノジェネシスのステップは，メラノ

ソームに取り込まれたアミノ酸チロシンに酵素チロシナーゼ（ TYR） が働く こ

とから開始される．メラニンには黒色～黒褐色のユウメラニンと赤褐色～黄色

のフェオメラニンがあり，実際には両者がさまざまな割合で混じった混合型メ

ラニンが形成される 3．メラニンの役割は，皮膚色の決定のほかに，温度制御，

抗菌作用，毒性の薬剤や化学物質の吸収，フリーラジカルの吸収などがあるが，

ヒト皮膚におけるもっとも重要な役割は，表皮細胞を紫外線から保護すること
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である．実際メラニン色素の少ない白色人種では皮膚癌の発生率が高いことが

知られている．

メラノジェネシスを終えたメラノソームは周囲の30～40個のケラチノサイ

トに受け渡される．ケラチノサイトのターンオーバーに伴い表皮全体にメラニ

ンが行き渡り，肉眼的に皮膚の色素沈着が確認できるようになる 2．メラノサイ

トからケラチノサイトへメラノソームが受け渡されるメカニズムは，従来はメ

ラノソームが樹状突起の先端に集められたあとにケラチノサイトに受け渡され

ると考えられており，大きく分けて 3つの経路（ 1） メラノソームを含んだメラ

ノサイトの樹状突起の先端がケラチノサイトに貪食される経路，（ 2） メラノソ

ームがメラノサイトの外に放出されてからケラチノサイトに貪食される経路，

（ 3） メラノサイトとケラチノサイトの膜融合が起こってメラノソームが移行さ

れる経路，が提唱されていたが4，最近メラノソームは樹状突起の先端に集めら

れる前に樹状突起のさまざまな部位でパッキングされて細胞外に放出されてケ

ラチノサイトに取り込まれるという説も出てきており 5，メラノソームのケラチ

ノサイトへの受け渡しのメカニズムは未だ完全には解明されていない．

これまで皮膚の色素沈着異常のメカニズムならびに対処方法について，数

多く の研究がなされてきた．上述のメラノサイト内でのメラノジェネシスに関

する研究はもとより，ケラチノサイトからメラノサイトへの情報伝達も重点的

に研究され， Stem Cell Factor（ SCF） 6やEndothelin-1（ ET-1） 7など数多くのケ

ラチノサイト 由来のメラノサイト 刺激物質が発見されてきた．近年では

Dickkopf-Related Protein 1（ DKK1） 8やNeuregulin-19など真皮因子との関係も明

らかになってきた．

本研究は，メラニン産生・ 皮膚色素沈着に関する 5 つの研究より構成され

る．第 1の研究 10ではメラノサイト内でのメラノジェネシスのメカニズムに着

目した． Elephantopus moll is H.B. and K .の抽出物がマウスB16メラノーマ細胞に

おいてメラノジェネシス抑制効果を示すことを発見し，その作用メカニズムか

らメラノサイト内でのメラノジェネシスを抑制する有効な対処法の示唆を得た．

第 2 の研究 11ではメラノサイトからケラチノサイトへのメラニンの受け渡しに
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着目した．メラニンのレシピエントであるケラチノサイトが転写因子 Foxn1 に

よりメラノサイトを誘引し，色素沈着パターンを決定している可能性を示した．

第 3の研究 12は真皮由来因子の色素沈着への影響に着目した．真皮線維芽細胞

由来因子である Keratinocyte Growth Factor（ KGF） が，日光性色素斑および肝斑

の表皮に蓄積していることが，色素沈着異常が消失しない原因になっている可

能性を示した．第4の研究13は第3の研究で着目したKGFのメラノサイトに対

する影響を in vitroで検討したものであり，KGFがメラノサイトの増殖や分化に

重要な役割を果たしていることを示した．第 5の研究 14は真皮の血管系と色素

沈着の影響に着目した．日光性色素斑では真皮の血流の増加・ 血管系の亢進が

みられ，また炎症状態であることも明らかになり，これらの色素沈着への関与

が示唆された．

本研究の結果から，色素沈着異常のメカニズムの更なる解明，並びに有効

な対処法の提供に繋がることが期待される．
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2. Elephantopus mollis H .B. and K .の抽出物は，B16マウスメラノーマ細胞にお

いて，M icrophthalmia-Associated Transcription Factor発現を抑制すること

によりメラノジェネシスを抑制する

要旨

本研究では，Elephantopus moll is H.B. and K .（ E. moll is） 抽出物がB16メラノ

ーマ細胞におけるメラノジェネシス抑制効果を有することを示し，またその作

用機序について検討した． B16細胞のメラニン量はE. moll is抽出物添加によっ

て減少していたが，それに伴いチロシナーゼ（ Tyr） およびチロシナーゼ関連タ

ンパク 1（ Trp1） のタンパク量が減少していた．さらには，TyrやTrp1といった

メラノジェネシスに関わる酵素の遺伝子発現を制御する主要な転写因子である

microphthalmia-associated transcription factor（ M itf） の発現量の減少が，ウェスタ

ン・ブロッティング並びに定量RT-PCRにより確認された．これらの結果により，

E. moll is抽出物はMitfの発現を減少させ，その結果として TyrやTrp1の発現を

減少させることによりメラノジェネシスを抑制していることが示唆された．加

えて，M elanocortin-1受容体（ M c1r） の発現がE. moll is抽出物により減少してい

たこともわかった． この事実は E. moll is 抽出物により処理された細胞の

α-M elanocyte-Stimulating Hormone（ α-M SH） 刺激に対する応答性が減弱している

ことを示唆している．

序論

メラニンはその光学および化学特性により皮膚を紫外線（ UV） による傷害

から守り 1，効率的に活性酸素，毒性のあるフリーラジカルや金属イオンを除去

する一方2，メラノジェネシスが異常に亢進することにより皮膚への色素沈着が

亢進し 3，しばしば美容上の問題を生じる．従って効果的にメラノジェネシスを

抑制することは皮膚の色素沈着を制御する上で重要である 4,5．
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メ ラノ ジェネシスは紫外線， X 線， -M elanocyte-Stimulating Hormone 

(-M SH)6のほか化学物質などの細胞外からの刺激により起こる反応である．Tyr

遺伝子ファミリーである Tyr， Tyr 関連タンパク 1（ Trp1）， Tyr 関連タンパク 2

（ Trp2） はメラニン産生に必須の酵素である 7-11．

Tyrは，黒色～黒褐色のユウメラニン，赤褐色～黄色のフェオメラニンの両

タイプのメラノジェネシスの鍵酵素である 12．Tyrは，チロシンをヒドロキシル

化し 3,4-dihydroxyphenylalanine（ DOPA） を生じる反応， DOPA を酸化し DOPA

キノンを生じる反応の，メラノジェネシスの最初の 2 ステップの反応を触媒す

る．メラノジェネシスのステップはその反応のあと 2 つの経路に分かれ，それ

ぞれユウメラニン・フェオメラニンに至る．Trp2はDOPA-chrome tautomerase（ Dct）

としても知られる 13． Trp1 と Dct はフェオメラニンよりもユウメラニンの生合

成に，より関わっている 14,15．

転写因子M icrophthalmia-associated Transcription Factor（ M itf） はメラノサイ

トの分化，メラノジェネシス，増殖，生存に関わり 16,17， Tyr遺伝子ファミリー

の主要な転写制御因子でもある 11,18．Tyr，Trp1，Dct遺伝子のプロモーター領域

にはE-box と呼ばれるコンセンサス配列が存在する 19,20．M elanocortin-1受容体

（ M c1r） に結合する生理的リガンドである-M SHは，環状アデノシン一リン酸

（ cAM P） レベルを上昇させることにより M itf 発現を上昇させ，その結果 Tyr

などのメラノジェネシス関連酵素の発現が亢進し，最終的にはメラニン量が増

加する 21．

キク科植物Elephantopus mollis H.B. and K .は台湾の民話で“ peh-teng-khia-u”と

して知られ薬草療法に用いられてきた 22．日本では小笠原や沖縄に見られる 23．

本研究ではE. moll is抽出物のB16メラノーマ細胞におけるメラノジェネシスに

与える影響とそのメカニズムを検討した．

材料と方法

植物素材
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インドネシアで認証栽培され，2004年10月に収穫されたE. moll isの葉をも

とに試験試料を調製した．

試験試料の調製

空気乾燥させたE. moll isの葉（ 10 g） を粉砕し，室温にて 1,3-ブタンジオー

ル（ 150 ml） により 1週間抽出し濾過した．濾液は活性炭（ 300 mg） とエタノー

ル（ 100 ml） で室温・ 2時間処理し脱色した．活性炭とエタノールの除去後，残

液を 5°Cで 3日間静置したのち，再び濾過した．この濾液に1,3-ブタンジオール

を加えることにより 100 gの試験試料を得た．

細胞培養

B16マウスメラノーマ細胞は，5% CO2・ 37°Cの条件下，10% ウシ胎児血清

（ M P Biomedicals，米国） を加えたイーグル最少必須培地（ 日水製薬, 日本） に

より単層培養した．

細胞生存試験およびメラニン量測定

B16マウスメラノーマ細胞を100-mmディッシュに1 × 106細胞／ディッシ

ュの密度で播種した．オーバーナイト培養したのち，試験試料を含む培地に交

換した．それから 3日間培養後，培地を除去し 10%のアラマーブルー（ Invitrogen，

米国）溶液に置換しさらに培養した．30分後，培養上清100 l をとって 96穴プ

レートに移し蛍光を測定した（ 544 nmにて励起， 590 nmを測定）．メラニン量

の測定のため，ディッシュよりアラマーブルー溶液を除去し，1%のTriton X -100 

（ ナカライテスク，日本） を加えたリン酸緩衝生理食塩水で 10分間細胞を溶解

した．細胞溶解液を回収し 13,000 rpmで 10分間遠心した．上清を除去しペレッ

トを空気乾燥した．ペレットに1 M NaOH（ 和光純薬工業，日本） 溶液を加え，

475 nmの吸光度を測定した．

抗体
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一次抗体として，抗Tyr 抗体（ H109； Santa Cruz Biotechnology，米国)，抗

Trp1抗体（ PEP1； Dr. Vincent Hearing（ NIH, Bethesda, M D） より），抗M itf抗体

（ C5； Thermo Scienti f ic，米国），および 抗-actin抗体（ C4； M ill ipore，米国）

を用いた．西洋ワサビ由来ペルオキシダーゼを結合させた二次抗体は GE 

Healthcare（ 米国） より購入した．

ウェスタン・ ブロッティング

試験試料を含んだ培地で 48時間培養後，細胞に細胞溶解バッファー（ 50 mM

Tris-HCl（ pH 7.5）（ Sigma，米国），150 mM NaCl（ 和光純薬工業），1% Triton X -100，

100 M Na3VO4，およびタンパク分解酵素阻害剤カクテル（ ナカライテスク））

を加え氷上で 10分静置し溶解した． 15,000 rpm・ 4°Cで 10分間遠心した上清を

細胞抽出液として用いた．タンパク濃度はBCA protein assay kit（ Pierce，米国）

により求めた．細胞抽出液に， 5%の2-メルカプトエタノール（ 和光純薬工業）

を加えたLaemmliサンプルバッファー（ 2×; Bio-Rad Laboratories，米国）を加え，

95°C で 5 分間処理した．各細胞抽出液から総タンパク量 10 g を， 7.5%ゲル

（ Bio-Rad Laboratories） を用い SDS-PAGE にかけ， Immobilon-P メンブレン

（ M ill ipore） に転写した．メンブレンはその後SNAP i.d. Protein Detection System

（ M ill ipore） の説明書に従い処理した．簡単には， SNAP i.d. systemにメンブレ

ンを挟んだホルダーをセットし，ブロッキングバッファー（ 20 mM Tris-HCl（ pH 

7.5）， 150 mM NaCl， 0.1% Tween 20（ ナカライテスク），および0.5%スキムミル

ク（ 和光純薬工業）） を加え，直ちに引圧を加えた．ブロッキングバッファー中

に 3:2,000 に希釈した一次抗体をホルダーに加え室温にて 10分間静置した．引

圧を加えメンブレンを Tris-buffered sal ine（ 20 mM Tris-HCl（ pH 7.5），150 mM NaCl，

および0.1% Tween 20 （ TBST）） により 3回洗浄した．圧を解いたのち，ブロッ

キングバッファー中に3:2,000に希釈した二次抗体をホルダーに加え室温にて10

分間静置した．引圧を加えメンブレンを TBST により 3 回洗浄した．ホルダー

からメンブレンを取出し ECL Plus Western Blotting Detection System（ GE 

Healthcare） の説明書に従いインキュベートし化学発光を検出した．
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定量RT-PCR

試験試料を含んだ培地で 24時間培養後，QIAshredderおよびRNeasy M ini K it

（ Qiagen，ドイツ） の説明書に従いRNA を抽出した． 250 ngのトータルRNA

を用いSuperScript II  Reverse Transcriptase（ Invitrogen） の説明書に従い逆転写反

応を行った．QuantiTect SYBR Green PCR M aster M ix（ Qiagen）を用いStepOnePlus 

Real-Time PCR System（ A pplied Biosystems，米国） により定量RT-PCRを行い，

Tyr，Mitf，およびMc1rの遺伝子発現を確認した．内部標準には-actinを用いた．

PCRプログラムは95°C・ 10分ののち， 95°C・ 15秒～60°C・ 1分を 40サイクル

行った．プログラムの最後に融解曲線解析を行った．プライマーは次の配列の

ものを各1.5 Mで用いた． Tyr_F 5′-CCA GAA GCC A AT GCA CCT AT-3′; Tyr_R 

5′-ATA ACA GCT CCC ACC A GT GC-3′; Mitf_F 5′-CTA GAG CGC ATG GA C TTT 

CC-3′; Mitf_R 5′-AAG TTG GAG CCC ATC TTC CT-3′; Mc1r_F 5′-TGA CCT GAT 

GGT AAG TGT CAG C-3′; Mc1r_R 5′-ATG AGC ACG TCA ATG AGG TTG-3′; 

-actin_F 5′-TGT ACC CAG GCA TTG CTG AC-3′; -actin_R 5′-CTG CTG GA A 

GGT GGA CAG TG-3′．遺伝子発現は2-∆∆CT 24を計算することにより解析した．

実験は3回行った．

統計

平均値の有意差検定はStudentのt検定（ 両側検定） を行った．

結果

E. moll is抽出液のB16マウスメラノーマ細胞のメラノジェネシスに対する効果

まずE. moll is抽出物のB16マウスメラノーマ細胞への細胞毒性を確認する

ため細胞生存試験を行った． Fig. 1A に示したとおり， E. moll is抽出物は試験し

た濃度範囲でB16マウスメラノーマ細胞に72時間の培養において毒性を示さな

かった．次にE. moll is抽出物のB16マウスメラノーマ細胞のメラノジェネシス
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に対する効果を検討した．細胞あたりのメラニン量を定量した結果， E. moll is

抽出物は顕著にB16マウスメラノーマ細胞のメラニン量を減少させていた（ Fig. 

1A）． 0.3%のE. moll is抽出物は72時間の培養後，メラニン量を 40%減少させて

いた．メラニン量の減少は0.05%のE. moll is抽出物を用いたときにも認められて

いた．この定量結果はFig. 1Bに示す外観とも一致するものであった．これらの

結果はE. moll is抽出物がB16マウスメラノーマ細胞に対して細胞毒性を示さな

い濃度範囲でメラニン抑制効果を有することを示している．

E. moll is抽出液のTyr およびTrp1発現に対する効果

E. moll is 抽出物を添加した細胞でメラノジェネシスが抑制されるメカニズ

ムを調べるため，メラノジェネシス関連タンパクである TyrおよびTrp1の発現

量をウェスタン・ ブロッティングにより検討したところ，E. moll is抽出物の添加

により顕著に減少していた（ Fig. 2A）．なお， Tyr， Trp1 ともにバンドがブロー

ドであるが，これはこれらのタンパクが糖タンパクであり，成熟したタンパク

になるまで糖鎖の付加とプロセッシングを受けるため，成熟途上の様 な々分子

量のタンパクを検出していることによる．

このタンパクの減少が，それぞれのmRNA 量の減少によるものか否かを調

べるために， Tyr  mRNA 量を定量RT-PCRにより検討したところ， E. moll is抽出

物の添加により Tyr  mRNA 量が濃度依存的に減少していることがわかった（ Fig. 

2B）．なお， E. mollis抽出物無添加のコントロールに対して， 0.1%および 0.2%

のE. moll is抽出物はそれぞれ0.49倍および0.71倍のTyr  mRNA量を減少させて

いた．

E. moll is抽出物のMitfおよびMc1r 発現に対する効果

M itfはメラノジェネシス関連遺伝子である Tyr，Trp1，およびTrp2の転写活

性化因子である． Fig. 3A に示すとおり， E. moll is抽出物はM itfのタンパク量を

減少させていた．これはE. moll is抽出物添加により M itf タンパク量が減少し，

その結果としてTyrおよびTrp1の発現量が減少したことを示唆している．なお，
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M itfはリン酸化を受け活性化するタンパクであり，2本のバンドはそれぞれリン

酸化されていないもの（ 下） とリン酸化されたもの（ 上） に相当する．

さらに定量 RT-PCR の結果，Mitf mRNA 量も減少していることがわかった

（ Fig. 3B）．なお， E. moll is抽出物無添加のコントロールに対して， 0.1%および

0.2%のE. mollis抽出物はそれぞれ0.12倍および0.37倍のMitf mRNA 量を減少

させていた．

更にMc1r  mRNA 量を定量RT-PCRにより調べたところ，Fig. 3Bに示すとお

り Mc1r  mRNA も E. mollis抽出物により減少していた．これらの結果により，

E. moll is抽出物はMitf発現に影響を及ぼし，その結果としてMc1r発現も影響を

受けていることが示唆される．

考察

本研究により，E. moll is抽出物がB16メラノーマ細胞においてメラノジェネ

シス抑制効果を有することが示された．E. moll is抽出物は0.3%までの濃度でB16

マウスメラノーマ細胞に対する細胞毒性を示さず，かつその濃度でメラニン量

を 40%減少させた（ Fig. 1A）． E. moll is抽出物濃度が0.05%でも有意にメラニン

量を減少させていた．

メラノジェネシスの最初の2ステップはTyr酵素により介在される． Tyrは

メラノジェネシスに関わる主要な酵素であり，Tyr酵素量の減少はメラニン量の

減少として反映される 25．E. moll is抽出物のメラノジェネシス抑制メカニズムを

検討するため， Tyrおよびその関連遺伝子Trp1の遺伝子発現を確認した． Fig. 2

に示したとおり， E. moll is抽出物の抗メラノジェネシス効果はTyr および Trp1

の遺伝子発現の減少によるものであることが示された．Tyr発現が抑制されてい

ることは， Tyr 発現を直接制御している転写因子 M itf の抑制を示唆している．

M itfはbasic hel ix-loop-helix-leucine-zipper（ bHLH-LZ） 構造を有する転写因子フ

ァミリーのひとつで， Tyr や Trp1 のプロモーター領域にあるコンセンサス配列

M -boxやE-boxに結合する 20,26,27．M itfはリン酸化されて活性型になるタンパク
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であるが，E. moll is抽出物はMitfの発現量そのものを減少させ（ Fig. 3），これに

よってM itfの下流に位置する TyrやTrp1の発現が抑制されていたものと考えら

れる．Mitf発現が抑制されている度合い以上にTyr発現が抑制されていたが（ Fig. 

2および3），これはE. moll is抽出物がMitf発現量の如何に関わらない直接的な

Tyrへの作用（ Tyr タンパク変性やTyr  mRNA の不安定化など） も有している可

能性を示している．

加えて，E. moll is抽出物は-M SH 受容体であるMc1rの発現も抑制していた

（ Fig. 3B）．Mc1rはリガンドである-M SHが結合することでメラノサイト細胞

内でのcAM Pを上昇させ，その結果としてメラノジェネシスが亢進する 21．Mc1r

遺伝子の5’側上流領域の塩基配列解析の結果，E-boxが転写開始位置のすぐ上流

に位置していることが明らかになっている 28,29． E-box の存在は，Mc1r 遺伝子

発現も TyrやTrp1と同様M itfの制御を受けていることを示唆している 28．つま

り，M itf はメラノジェネシスに関わる酵素とレセプター，両方の発現を制御し

ている．E. moll is抽出物はM itf発現を抑制することにより，Tyr遺伝子ファミリ

ーの発現を抑制するのみならず， α-M SH 刺激に対する応答性を減弱させること

により，抗メラノジェネシスの正のフィードバックメカニズムを発揮している

ことが考えられる（ Fig. 4）．

アジアでは，伝統的な考え方もあり肌を白くするために化粧品を使う習慣が

根付いている．アルブチン（ hydroquinone--D-glucopyranoside） やコウジ酸など

数多くのメラノジェネシス抑制剤が開発され化粧品に配合されてきた 30-33が，

更に効果のある美白剤が求められ続けている．本研究結果により E. mollis抽出

物が少なく とも B16 メラノーマ細胞においては細胞毒性なく メラノジェネシス

を抑制する，有用な美白剤候補であることが示された．
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図の説明文

Figure 1. E. mollis 抽出物のB16マウスメラノーマ細胞におけるメラノジェネシ

ス抑制効果

A. B16細胞に 0.05%， 0.1%， 0.2%，および0.3%のE. moll is抽出物を添加し 72

時間培養した．細胞生存率およびメラニン量を「 材料と方法」 に記載した方法

に従い測定した．棒グラフはメラニン量を，折れ線グラフは細胞生存率を示し，

それぞれ3回の実験の平均値±標準偏差で示した．コントロールに対して統計的

有意差のあるもの（ P < 0.05） に*印を付した． B. NaOHに溶解したメラニンペ

レットの外観．

Figure 2. E. mollis 抽出物のB16マウスメラノーマ細胞における TyrおよびTrp1

発現抑制効果

A. B16細胞に0.1%および0.3%のE. moll is抽出物を添加し 48時間培養した．タ

ンパク質を抽出したのち， Tyr， Trp1，および-actinの発現量をウェスタン・ ブ

ロッティングにより確認した．B. B16細胞に0.1%，および0.2%のE. mollis抽出

物を添加し 24時間培養したのち，RNA を抽出し定量RT-PCRを行った．結果は

3 回の独立した実験の平均値±標準偏差で示した．コントロールに対して統計的

有意差のあるものに* *印（ P < 0.01） もしくは* * *印（ P < 0.001） を付した．

Figure 3. E. mollis 抽出物の B16 マウスメラノーマ細胞における M itf および

M c1r発現抑制効果

A. B16細胞に0.1%および0.3%のE. moll is抽出物を添加し 48時間培養した．タ

ンパク質を抽出したのち，M itf および-actin の発現量をウェスタン・ ブロッテ

ィングにより確認した．B. B16細胞に0.1%，および0.2%のE. moll is抽出物を添

加し 24時間培養したのち，RNA を抽出し定量RT-PCRを行った．結果は3回（ Mitf）

もしく は2回（ Mc1r） の独立した実験の平均値±標準偏差で示した．コントロー

ルに対して統計的有意差のあるもの（ P < 0.05） に*印を付した．
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Figure 4. E. mollis 抽出物によるメラノジェネシス抑制モデル

E. moll is抽出物はMitfを抑制，それがTyr発現抑制，メラノジェネシス抑制へと

繋がる．それに加えてE. moll is抽出物はMc1r発現を抑制し，それにより α-M SH

刺激に対する応答性を減弱させられ，さらにM itf 発現が抑制されることへと繋

がる．
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Fig. 4 
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3. 表皮の色素レシピエント細胞が，色素沈着のパターンを決める

要旨

哺乳類は色素産生細胞により体表の彩色を生み出すが，どのようにして配色

のパターンが決まっているのかについてのメカニズムの大部分はわかっていな

い．本研究では，配色パターンは色素のレシピエント細胞によって決められて

いることを，マウスをモデルとして用いて示した．これら色素のレシピエント

の表皮細胞はメラノサイトを自らの近傍に呼び込み，メラニンの受け渡しを誘

導する．本研究では転写因子 Foxn1 をこの「 色素のレシピエントの phenotype」

活性化因子として， また成長因子かつ Foxn1 のターゲット である塩基性

Fibroblast Growth Factor (bFGF)をレシピエントから放出されるシグナルとして同

定した．Foxn1の（ つまりはレシピエント細胞の）皮膚内での分布が変化すると

新しい色素沈着パターンが形成された．この結果は，レシピエント細胞が，メ

ラノサイトに対してどこに色素を配置すべきかガイドする皮膚の色素沈着パタ

ーンの鋳型か青写真とも言えるものをもっていることを示している．

序論

体表の彩色は，カモフラージュ，光傷害からの防御，体温の制御，交尾の成

立のような社会的相互行為など，動物の生存や繁殖に関わることはよく知られ

ている．このような様々 な機能に同調するように彩色そのものも様 で々あり，

生物集団の色素生産の量も配色のパターンも多様である．何世紀にも渡りこの

多様性は人類の興味を引き続けてきたが，この数十年で色素の産生については

多く のことがわかってきた．それにも関わらず色素のパターン，特にどのよう

に組織だって色素パターンが配色されるかについては依然としてよく 分かって

いない．

哺乳類は，色素のドナーとレシピエント，二種類の細胞から成るシステムに
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よりほとんどの体色を作り出している 1．色素のドナー細胞はメラノサイトであ

り，メラノソームという特殊な細胞内小器官でメラニンを合成する．色素のレ

シピエント細胞は表皮細胞であり，大部分の皮膚のメラニンを受け取り保持す

る機能を有する．メラノサイトは樹状突起を伸長し，その樹状突起を経てメラ

ノソームが周囲で接触している複数の表皮細胞に移送される．ドナー細胞はレ

シピエント細胞と直接的に繋がり，メラニンは正確な位置に配置される．ヒト

では色素は表皮と毛にターゲットされるが，マウスでは表皮にはメラノサイト

が存在しないためメラニンがなく ，体毛に大部分のメラニンがターゲットされ

る．表皮細胞に受け渡されたメラニンは部位特異的な生理的役割（ ヒト表皮で

言えば紫外線防御） を果たす．このように哺乳類の皮膚における色素形成のタ

スクは，色素を作る細胞と色素を使う細胞に明確に切り分けられている．

メラノサイトはメラノソームと樹状突起により，色素の産生と供給に高度に

特化した細胞である．では表皮細胞は，つまり色素のレシピエント細胞は，色

素のドナー細胞のカウンターパートとして特化しているのであろうか．皮膚が

彩色パターンを作り上げるにあたり，メラニンを有する表皮細胞とそうでない

表皮細胞が出てく る．形態的なレベルでは，表皮細胞に色素沈着を促進したり

抑制したりするような構造的な違いはみられない．機能的なレベルでは，色素

のレシピエントについての情報がほとんどなく ，メラニンを受け取っていない

細胞から区別できる特徴は知られていない．従って，表皮細胞がメラノサイト

のように色素形成の機能に特化しているのか否かについては未だかつて結論を

見ていない．さらに，表皮細胞の色素形成の際の相互作用における役割につい

てはほとんど知られていない．特に，表皮細胞がもともと「 reactive」 つまりメ

ラノサイトにメラニンを渡されることに反応するだけのものなのか，もしく は

「 proactive」つまり自らメラノサイトを呼び込み色素の受け渡しを誘導するのか，

についてはこれまでまったく示されていない．皮膚内でどのようにメラノサイ

トと表皮細胞が色素形成の単位をつく り，ひいては色素をどこに配置するかの

決定因子は何なのであろうか．

Foxn1（ Whn，Hfh11） はメラノサイトを含むいくつかの表皮組織の発生に必
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須なマウスの遺伝子である．その遺伝子産物は転写因子であり，配列特異的な

DNA結合ドメイン 2,3および負に帯電したトランス活性化ドメイン 3,4,5を有する．

齧歯類ではFoxn1の機能欠損はヌード表現型である 2,6．Nudeは，体毛が観察さ

れず7，異常な表皮8,9，乳腺の発生障害10，爪の分化異常11，胸腺の欠失12，な

どを特徴とする phenotypeである．ヒトのFOXN1はマウスと 86%の相同性があ

り 13， FOXN1のナンセンス突然変異は免疫不全，先天性脱毛，爪ジストロフィ

ーなどを伴う 14．つまり FOXN1活性の欠失はnude phenotypeに類似の疾病に繋

がっており， Foxn1が機能的に保存されていることを示している．

本研究では，色彩の創出における Foxn1と表皮細胞の新規な機能を同定した．

皮内の特定の場所で，表皮細胞が Foxn1 を用い，メラノサイトを呼び込んで自

分のためだけに色素を産生させていた．つまり Foxn1 は皮膚内で色素のターゲ

ットを制御する細胞群を特徴づけている因子であると言うことができる．

材料と方法

トランスジェニックマウスと作成コンストラクト

導入遺伝子はコーディング領域の完全長（ 塩基97-2135）2を含むマウスFoxn1

cDNA を発現する．Kozak配列と Flagタグを翻訳開始位置に付加した 15．コンス

トラクトは5’から 3’の向きにヒトケラチン 5プロモーター（ 0.9 kb） 16，ウサギ

-グロビンイントロン（ 0.75 kb） 17， Foxn1 cDNA，ヒトケラチン 15ポリアデニ

ル化部位（ 0.5 kb） 18を有する．

コンストラクトは直線化し，CBRC Transgenic Core Facil ityにおいてDBA ×

C57BL/6 F1 マウスの受精卵母に注入した．トランスジェニック動物は尾から

DNA を採取し，Foxn1 cDNA の塩基774-796および1449-1470に相当するプライ

マーにより PCRを行い確認した．トランスジェニックラインを確立し，C57BL/6

マウスと戻し交配させて維持した．すべての動物実験はIACUCに承認されたプ

ロトコールのもと実施した．
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組換えアデノウィルス

Foxn1を発現するアデノウィルスはAdEasy Vector System（ MP Biomedicals，

米国） および AD-293 細胞株（ Stratagene，米国） を用いて作成した．ウィルス

コンストラクト（ Ad-Foxn1） はKrt5-Foxn1導入遺伝子と同様にFlagタグのつい

たFoxn1 cDNA を発現する．ウィルスはAdEasyの説明書に従って調製した．ウ

ィルスは塩化セシウム濃度勾配で 2回遠心して純化し，PD-10カラム（ Amersham 

Biosciences，英国） を用いて脱塩した．

ケラチノサイトの初代培養と操作

ケラチノサイトは新生マウスから調製し，最少必須培地（ 50 mM CaCl2，4% 

chelex処理ウシ胎児血清，および2.5 ng/ml表皮成長因子） 中33.5°Cでコンフル

エントまで培養した．トランスジェニックラインから培養する場合は，皮膚か

ら細胞を採取する前に遺伝子型を調べ確認した．

組換えアデノウィルスはSwiss Webster由来のケラチノサイトに対して用い

た．感染は最低限量の無血清ケラチノサイト培地中で約1000 m.o.i . (multipl icity 

of infection)で行い， 1時間後に完全培地を加えた．ウィルスの産生する GFPか

ら出る蛍光を感染効率の指標とし確認したところ，各実験において，95%–100%

の細胞が感染していた．

組織解析，蛍光免疫染色，および Tyr アッセイ

メラニンはフォンタナ・ マッソン技法により染色した 19． Nuclear fast redを

カウンター染色に用いた．

蛍光免疫染色には，凍結切片をメタノール：アセトン=1:1（ Foxn1およびTyrp1

染色） もしくは1%のメタノールフリー緩衝フォルマリン液（ bFgf） で固定した
20．染色反応にはヤギポリクローナル Foxn1 抗体（ WHN G-20； Santa Cruz 

Biotechnology，米国），ウサギポリクローナル bFgf 抗体（ H-131； Santa Cruz 

Biotechnology），もしくはウサギポリクローナルTyrp1抗体（ PEP1，Dr. Vincent 

Hearing（ NIH，Bethesda，M D） より） 21を用いた．Foxn1は，ブロッキング溶液
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（ 5%ウシ血清アルブミン（ BSA） ／リン酸緩衝生理食塩水（ PBS）） を加える前

に切片を 0.1% NP-40／PBSで親水化したことを除いて，Weiner と Green（ 1998）
22の方法で染色した．

Tyramide-based Tyrアッセイ（ TTA）はホルムアルデヒド固定した凍結切片を

用いて行った 20．

バイオプシーはすべて背部有毛部皮膚から採取した．

タンパク量およびRNA量解析

bFgf タンパクは初代培養ケラチノサイトの培地上清中，固相ELISA により

定量した．培地上清は細胞を無血清ケラチノサイト培地で 1 回洗浄したのち無

血清ケラチノサイト培地で 24時間培養して得た．培地を回収し，細胞の残渣を

遠心（ 200×g， 5 分間， 4°C） および濾過（ 0.45 mm SFCA syringe f i l ter（ Corning, 

Inc.，米国）） して除いた．その培地を分子量カットオフ 5 K のA micon Ultra-15 

Centri fugal Fil ter Unit（ M ill ipore，米国） で濃縮した．バッファー交換のため，濃

縮液をフィルターユニット中PBSで 2回洗浄した．サンプルは濃縮・ 洗浄のス

テップにおいて 4°Cに保持した．最終的な容積は最初の培地容積の1/50であっ

た．濃縮液は-80°C で保存し， Bradford アッセイによりタンパク量を一定にし，

直接ELISA にかけた． ELISA はQuantikine HS Fgf basic Immunoassay K it（ R& D 

Systems，米国） を用いた．

bFgf mRNAは定量RT-PCRにより解析した．トータルRNAをRNeasy M ini K it

（ QIAGEN，ドイツ）を用いて抽出し，oligo-dTプライマーと SuperScript I I I  First 

Strand Synthesis System for RT-PCR（ Invitrogen，米国） を用いて cDNA に逆転写

した．逆転写反応液をエタノール沈殿させたのち 1× PCR Gold Buffer（ Applied 

Biosystems，米国） に再溶解させた．リアルタイムPCRは iCycler-M yiQ System

（ Bio-Rad Laboratories，米国） を用いた． PCR産物を 6-FAM およびBHQ1で二

重標識されたプローブで定量した．標準化のためbFgf発現と並んでHprt発現を

定量した． bFgfの反応液は0.24-3.8 gのRNA からのcDNA を含んでいた．他

方Hprtの反応液は30-500 ngのRNA からのcDNA を含んでいた．bFgfプローブ
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は5’ -CAC TCC CTT GAT AGA CAC AAC TCC TC-3’，プライマーは5’ -GAG AAG 

AGC GAC CCA CAC GTC-3’および5’ -GCC A GC AGC CGT CCA TCT TCC-3’であ

った． Hprtプローブは5’ -CTG GCC TGT ATC CAA CAC TTC GAG AG-3’，プラ

イマーは5’ -CTT TCC CTG GTT A AG CAG TAC AG-3’および5’ -CAT ATC CAA 

CAA CAA ACT TGT CTG G-3’であった． PCR反応はAmpliTaq Gold（ Applied 

Biosystems）， 0.6 M プライマー， 0.25 Mプローブを用い， 3ステップのサイク

ルプログラム（ アニーリング58°C，伸長68°C） で行った．両プライマーセット

は特異的な cDNA を増幅するようイントロンを挟んで設計した．

皮内bFgfの中和

マウスにウサギポリクローナル抗ウシ bFgf抗体（ R& D Systems），ヤギポリ

クローナル抗ヒト bFgf 抗体（ R& D Systems）， 正常ウサギ IgG（ Upstate 

Biotechnology，米国），もしくは溶媒コントロールのPBSを，背部皮下に1回あ

たり抗体1 mg相当を 0.1 mlの容積で，生誕の日から 1日1回， 6日連続で注入

した（ P0-P5）．P6に背部皮膚を採取し 1%メタノールフリーホルムアルデヒド緩

衝液で固定した．サンプルはO.C.T.コンパウンドに凍結包埋し，切片を作成し，

TTA によりメラノサイトを解析した 20．

二つのbFgf抗体ともに1-2 mg/mlのND50を示した．

クロマチン免疫沈降

クロマチンは組換えアデノウィルスを感染させた野生型初代培養ケラチノ

サイト（ ~107細胞） から調製した．感染から 18時間後，メタノールフリーホル

ムアルデヒド（ Polysciences, Inc.，米国） を，終濃度1%となるよう直接培地に加

えた．室温で 10分静置後， 125 mMのグリシンで 5分間処理し， PBSで 2回洗

浄し，液体窒素上で凍らせ， -80°Cで保存した． Lahiri と Ge（ 2000） 23の方法を

改編した方法で核を抽出した．簡単には，接着している細胞にタンパク分解酵

素阻害剤カクテル（ Roche A pplied Science，ドイツ）を加えたバッファーA（ 10 mM

HEPES pH 7.9，10 mM KCl，0.1 mM EDTA pH 8.0，0.1 mM EGTA pH 8.0，1 mM DTT）
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を加え氷上・ 15分静置した．NP-40を，10%から終濃度0.1%となるよう加えた．

細胞を培養皿から剥がし，核を遠心（ 18,400×g， 5分， 4°C） によりペレットに

した．上清を除去後，核にタンパク分解酵素阻害剤カクテル（ Roche Applied 

Science） を加えたRIPA バッファー（ 50 mM Tris-HCl pH 8.0， 150 mM NaCl， 1% 

NP-40， 0.5% sodium deoxycholate， 0.1% SDS） を加え静かに攪拌した．再度懸濁

されたクロマチンにSonif ier 250（ Branson，米国） で超音波をかけた．次に溶解

液にCaCl2 を 2.5 mMになるよう加え，核酸を micrococcal nuclease（ 終濃度100 

units/ml； Takara Biomedicals，日本）） およびRNase A（ 終濃度300 μg/ml； Fisher 

Scientif ic，米国） により断片化した．室温・ 15分後， EGTA を 10 mMになるよ

う加えた．この消化・ 超音波の組み合わせにより平均サイズ500-1000 bpのクロ

マチン断片が得られた．不溶性のデブリは遠心（ 840×g，10分，4°C） により除

いた．

溶解液を protein G-agarose beads（ Roche Applied Science） で前処理した．使

用前にビーズはRIPA bufferにBSA（ 200 g/ml）と細断化された魚精子DNA （ 200 

g/ml； Roche A pplied Science） 中で 4°C ・ 0.5-1時間インキュベートしておく ．

次にビーズを溶解液とインキュベート（ 4°C ・ 0.5-1時間） し，遠心（ 840×g，2

分， 4°C） し除く ．上清を一部（ 全容量の4-5%） とり DNA 定量に用いた．残り

に抗Flag M 2-アガロースアフィニティゲル（ Sigma-A ldrich, Inc.，米国）を加え 4°C

でオーバーナイトインキュベートした．抗 Flag 樹脂抗体は使用前に BSA と魚

DNA で同様に処理した．溶解液とインキュベートしたのち，抗Flag樹脂抗体を

RIPA で 2回，高塩濃度バッファー（ 100 mM Tris-HCl pH 7.4，500 mM NaCl） で 2

回，TBS（ 50 mM Tris-HCl pH 7.4，150 mM NaCl）で 2回洗浄した．20 mM Tris-HCl 

pH 6.8， 2% SDSで 2回，クロマチンを樹脂から溶出した．各溶出は室温で 15

分ずつかけて，静かに揺すりながら行った．2回の溶出液を合わせ，すべてのク

ロマチンサンプルを 1% SDS および 300 mM NaCl に合わせた．タンパクを

proteinase K（ 250 g/ml） で 37°Cで最低5時間消化して除いた．消化液を 65°C

でオーバーナイトインキュベートし，クロスリンクを元に戻した．フェノール：

クロロフォルムで抽出し， lock gel（ Eppendorf AG，ドイツ） を用いて水層を単
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離した．グリコーゲンを各サンプルに50 gずつ加え， DNA をエタノール沈殿

し 1× PCR Gold Bufferに再溶解した．

コントロールとして，抗 Flag 樹脂抗体の代わりに正常マウス IgG（ Upstate 

Biotechnology） を用いた．溶解液とオーバーナイトでインキュベートしたのち，

IgGを BSA と魚DNA で処理した protein G-agarose beadsで沈殿させた．

ChIPアッセイ産物は定量PCRで評価した．さまざまなプローブ／プライマ

ーセットを用いて，bFgfのcisに位置するさまざまなDNA断片の量を評価した．

評価した断片は次のカテゴリーに分類された．１） bFgf コアプロモーター近く

のもの，２） ヒト bFGFで保存（ 少なく とも 100 bpで 70%の相同性） されてい

る非コード領域 24．保存非コード領域はVISTA により同定した 25-27．最終的に

bFgfの37の異なるクロマソーム領域（ コアプロモーター近く 2つ，非コード領

域35） を確かめた．バックグラウンドはGapdのコード配列の短い（ 169 bp） 断

片に相当するプローブ／プライマーセットにより定量した．部位 1 に対するプ

ローブは5’ -CTG TCT CCC GCA CCC TAT CCT TAC AC-3’，プライマーは5’ -GGC 

TCT TAC GTG TTG AGG ACT C-3’および5’ -CAG TCC CGT AGA GCA CAA GCT 

G-3’であった．部位2に対するプローブは5’ -CTG TAG ATA CAA TTA ACA AAC 

TAT GAC CAA G-3’，プライマーは5’ -CAC A AC ATC CAT TAT GTA ACC AGA C-3’

および5’ -CAC TGT GAA CGT TCA TTT GCA AGC-3’であった．Gapd断片のプロ

ーブは5’ -CTG TAG CCG TAT TCA TTG TCA TAC CAG-3’，プライマーは5’ -CTG 

CGA CTT CAA CAG CAA CTC C-3’および5’ -CCA GGG TTT CTT ACT CCT TGG 

AG-3’であった．

結果

マウス皮膚における Foxn1 

マウスでは，皮膚をはじめ胸腺，乳腺，眼などさまざまな臓器で Foxn1の発

現がみられ，皮膚では発現は表皮細胞に限定されている 6,9．表皮のFoxn1発現

は細胞が分裂能力を失い終末分化をする段階になって誘導される 9,15．毛包でも
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同様に， Foxn1は細胞が増殖から分化に移行する段階で活性化する 9．表皮細胞

において， Foxn1 タンパクは転写因子として核に局在している 15．  Foxn1 活性

は表皮が成熟する際の組織のダイナミクスを反映していると言える．表皮の発

生とともに多くの細胞が Foxn1 を発現するようになり，出生後組織が薄くなり

細胞分裂が減弱しメラノブラストが消失するにつれ減少する 9．毛周期において

も似たようなことが起こっている 9,28． Foxn1発現は成長期にピークに達し，退

行期と休止期には減少する．

Fig. 1に，毛が成熟した毛包から成長している際のFoxn1免疫蛍光染色像を

示した．Foxn1は主に分裂中の毛皮質（ 毛幹の主な構造的支持体であり，メラノ

サイトから色素を受け取る） の前駆体にみられる．このFoxn1の局在は，Foxn1

のプロモーター活性9， Foxn1 mRNA 発現9,28，毛母における Foxn1遺伝子座増

幅29などの過去の研究と一致する．

色素沈着と Foxn1機能獲得

Foxn1の表皮形態形成における役割を調べるため，ケラチン 5（ KRT5； Fig. 2A）
16プロモーターから完全長 Foxn1 を発現するトランスジェニック動物を作成し

た．このプロモーターは皮内の増殖能はあるが分化はしていない表皮細胞にお

いて活性がある．つまり導入遺伝子は表皮の前駆体集団の中で Foxn1 を異所的

に発現することになる．

一般所見ではKrt5-Foxn1トランスジェニックは健康的で繁殖能もあったが，

まれに発育不良・かさかさの皮膚・まばらな毛の個体が戻し交配から生まれた．

たいていのマウスは導入遺伝子によって何ら害は受けているようには見えない

ものの，足蹠や鼻など毛が全く無いかほとんど無い部位の皮膚が黒く ，野生型

からは明らかに見分けることができた（ Fig. 2B）．この色調変化はメラノジェネ

シスを示唆しているため，フォンタナ・ マッソン染色によりメラニンを染色し

たところ，黒く なった皮膚にはメラニンが存在していた（ Fig. 2C–2F）．なおほ

とんどの色素が基底層に局在しており，基底層上のケラチノサイトもメラニン

を有していたがそのメラニン量は少なかった．真皮の色には変化はなかった．
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このことから，導入遺伝子が特異的に表皮ケラチノサイトのメラニン化を促進

し，表皮の色素沈着を促していると言える．

次にメラノサイトとその前駆体を TTA を用いて染色した（ Fig. 2G-2H）．野

生型の表皮が出生後速やかに色素細胞を消失していくのに対して，トランスジ

ェニックの表皮は生誕後も色素細胞を消失しなかった．トランスジェニックの

皮膚が成熟するにつれ，数多くのメラノサイトが毛包表面領域同様表皮に残っ

たままであった．これらの色素細胞は主に基底層に局在していた．このメラノ

サイトの分布は独立した 3 つのトランスジェニックラインで観察された．この

ことは導入遺伝子そのものがphenotypeを生み出していることを示している．更

にそのphenotypeは導入遺伝子の発現パターンと相関していた．若いトランスジ

ェニックでは，Foxn1陽性細胞は表皮基底層全体，毛包漏斗，皮脂腺に観察され

た（ Fig. 2J）．皮脂腺が導入遺伝子発現の見られたもっとも深い場所であり，導

入遺伝子が特異的に Foxn1 を皮膚表面近くにターゲットしていると言える．野

生型では過去の報告 9,15,30,31のとおり Foxn1はあまり発現していなかったが，ト

ランスジェニックではFoxn1発現細胞群が広範囲に存在していた（ Fig. 2I）．

Foxn1と色素沈着の経時変化

トランスジェニックマウスが成長するにつれ，導入遺伝子を発現する細胞は

減り，表皮のFoxn1（ Fig.3，赤色） はまばらになった．Foxn1の分布が変化する

と，メラノサイト（ Fig. 3，緑色）の分布も変化していた．メラノサイトはFoxn1

陰性の領域からは消失しており，居残っている Foxn1 陽性の基底細胞近傍に局

在していた．色素は Foxn1 陰性のケラチノサイトよりも導入遺伝子を発現する

Foxn1陽性のケラチノサイトに優先して受け渡されていた（ Fig. 3）．このように

基底層が Foxn1 陽性ケラチノサイトと陰性ケラチノサイトの混成になると，メ

ラノサイトとその産生する色素は Foxn1 陽性細胞にターゲットされるようにな

る．Foxn1陰性になった領域は色素のない正常状態に戻り，表皮の色素沈着はま

るで導入遺伝子の活性状態をあらわすかのようにスポット状になった．
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ヒト皮膚でのFOXN1 

ヒトでは色素のレシピエントに大きく分けて 4つのクラスが存在する．メラ

ノサイトが密に接する 2 タイプの表皮細胞（ 基底層のものと，基底層の一層上

のもの32），および2タイプの毛包細胞（ 毛皮質と毛髄質の前駆細胞33）である．

ヒト毛母細胞はFOXN1を発現することで知られており 14，FOXN1変異で無毛に

なることと一致する．表皮のFOXN1活性を調べるため，正常ヒト皮膚で FOXN1

の蛍光免疫染色を行った（ Fig. 4）． FOXN1は多くの基底層の一層上の層は一様

に陽性であるなど基底層より上のケラチノサイトに見られたほか，基底層のケ

ラチノサイトの一部にも見られた．このようにヒトでもマウス同様， FOXN1は

色素のレシピエント細胞群と関連していた．

Foxn1と bFgf 

表皮の色素沈着を更新させるために Foxn1 は表皮細胞からメラノサイトに

向けて何らかのシグナル因子を放出させていると考えられる．多くのタンパク

の中でも正常のメラノサイトからは産生されないが，メラノサイトの挙動に対

しては影響する塩基性Fibroblast Growth Factor（ bFgf） 34はひとつの有力な候補

と考えられた．培養環境中ではbFgf は，実験系によって色素細胞の増殖 35-38，

分化 39-41，生存 35,42,43，メラニン産生活性 44,45，遊走 46など，多くの「 前色素沈

着」 的な細胞反応を引き起こす．動物の彩色における役割はあまり知られてい

ないが， bFgf は両生類の胚においてメラノブラストの誘引物質として働く 47．

このことはbFgfが色素産生システム構築に働いていることを示唆している．更

に，培養系ではケラチノサイトがメラノサイトにbFgf を介してシグナルを送る

こと，そのシグナルがメラノサイトの分裂と生存を促進することが知られてい

る 34．発生中の皮膚では， bFgf は表皮基底層の上の層および毛乳頭直上の分裂

中の毛幹に存在するなど 48，その発現パターンは Foxn1 の発現パターンと重な

る．そこで， bFgf がFoxn1により活性化されるシグナルの一つであるかどうか

を調べた．蛍光免疫染色によって，トランスジェニックの表皮において Foxn1

はbFgf を強く誘導することがわかった（ Fig. 5A , 5B）．この表皮のbFgfは主に
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導入遺伝子が発現している基底層に存在していた． ELISA によって，トランス

ジェニックのケラチノサイトは野生型のものに比べ6倍のbFgf を培地中に放出

していることがわかった（ Fig. 5C）．これは皮膚でのbFgfの亢進と一致する結果

であった．つまり Foxn1の発現はbFgfの量の増加と放出を促していた．

多くの遺伝子がFoxn1の下流にあることが知られているが4,15,16,30,31,49,50，直

接のターゲットはこれまで報告されていない．ターゲット遺伝子は転写因子に

対して短時間で反応するものと考え，Foxn1を発現するアデノウィルスを初代培

養ケラチノサイトに感染させてから早い時間のうちにbFgf を測定した． Fig. 5D

に示したとおり， Foxn1はbFgf mRNA を強く誘導していた．またその誘導は感

染8時間後以降に確認可能であった．このようにFoxn1の増加がbFgf転写産物

の速やかな増加を引き起こしていたことは，直接的な活性化メカニズムを示唆

していた．そこで Foxn1がbFgfのcisエレメントに結合するかどうかを確認す

るため，クロマチン免疫沈降（ ChIP） により， bFgf遺伝子座のFoxn1結合スク

リーニングを行った．このスクリーニングはbFgf転写産物が発現誘導された条

件と同じ条件でウィルスを感染させたケラチノサイトを用いて実施した．非コ

ード領域で転写開始位置近傍領域もしくは遠隔領域ではあるがヒト bFGF と高

い相動性（ 100 bp以上で 70%以上） を有する領域，全部で 37部位について調べ

たところ，2部位がFoxn1タンパクを結合した（ Fig. 5E, 5F）．部位1はコアプロ

モータのすぐ上流，残る 1 部位はヒトでも保存されているイントロン領域にあ

った．この結果はbFgfがFoxn1のターゲット遺伝子であることを示している．

bFgf が Foxn1 の色素沈着に関与しているかを調べるため， Krt5-Foxn1 マウ

スにおいて bFgf機能を抑制した．メラノサイト細胞系譜が表皮を離れ毛包に移

行する時期にあたる生誕後1週間のうちにbFgf抗体を皮下に注入した．ともに

bFgf活性を中和することのできる 2種類の異なる bFgf抗体を用いたが， 2種類

とも同様の結果を得た． bFgf 中和後，トランスジェニックの表皮からは顕著に

メラノサイトが減少した（ Fig. 5G, 5H）．このようにbFgf を抑制することにより

メラノサイトが表皮から消失し，トランスジェニックの皮膚が野生型の皮膚に

近くなるなど，トランスジェニックのphenotypeが部分的に元に戻った．この結
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果はbFgfがFoxn1の色素沈着制御のエフェクターとして働いていること，さら

にはbFgf量が（ 少なく とも部分的には） メラノサイト保持を決定していること

を示唆している．

考察

色素の生合成について色素のドナー細胞側の研究は多くなされてきたが，本

研究は色素のレシピエント細胞の発生を促進するタンパクの最初の報告である．

皮膚の特定の場所で， Foxn1 は， Foxn1 を有する細胞のメラニン化を誘導する．

Foxn1が無い場合，これらの細胞はまるで周りのメラノサイトがその存在を無視

しているかの如く ，色素を受け渡されないままである．これらの結果は色素形

成の際の相互作用の形態形成メカニズムを示唆している．また，Foxn1が表皮細

胞に誘導させるシグナルの一つとして bFgf を同定した．これらのシグナルの結

果，メラノサイトは Foxn1 陽性細胞をターゲットとして認識し，これらのター

ゲットに樹状突起を介して接続し，色素を受け渡す．従って，Foxn1は色素のレ

シピエントにあり，色素のドナーを引き寄せ，色素形成の単位さらには色素沈

着した表皮をつく り上げる．つまり， Foxn1 は細胞に，「 色素レシピエントの

phenotype」 という，細胞が自分自身の色素沈着を制御するという特別な特性を

与えると結論付けられる．色素のレシピエントは，ドナーのメラノサイトのカ

ウンターパートとして存在しているのである．

Foxn1はレシピエントのphenotypeの活性化因子として最初に報告されたが，

他にもこのような因子があると考えて良いと思われる．正常状態のマウスとヒ

トにおいて，Foxn1は色素を受け取る表皮細胞の約半分に存在する．ヒト表皮で

はFOXN1 は基底層の上の層のレシピエント細胞には存在するが，（ すべてでは

ないが） たいていの基底層のレシピエント細胞には存在しない（ Fig. 4）．では

Foxn1 陰性のレシピエント細胞はどのようにして色素を受け取るのであろうか．

ひとつの可能性は，それらの細胞はKitl（ Kit リガンド） を用いているのではな

いかということである．マウスでは，Kitlの産生はケラチノサイトの色素沈着を
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引き起こすことから 51，K itlがFoxn1と協働してもしくはFoxn1の代わりに色素

受け取りの phenotype を活性化している可能性が考えられる．レシピエントの

phenotypeは，さまざまな環境において動物表皮の色素沈着を促進するNog，Egfr，

F2rl1，および Pomc1の誘導体の作用を通じても発現し得る 52-56． Foxn1陽性細

胞が特異的な因子を使ってそれ自身の色素沈着を上げるように，Foxn1陰性だが

色素を受け取る細胞も同じような機構を有している可能性がある．

色素のレシピエント細胞の特性に基づけば，レシピエントのphenotypeは色

素生成システムの発生において二つの役割を果たしていると推測される．一つ

は色素形成の際の相互作用に特異性をもたせることである．このphenotypeによ

り多くの表皮細胞と接しているメラノサイトがターゲットを間違えることなく

色素を受け渡すことができる．もう一つは色素沈着の鋳型となるパターンの形

成である．本研究によって色素沈着パターンが Foxn1 分布を反映していること

が示された．Foxn1が不活化されると彩色パターンは単純になり，活性化される

とより複雑になる．メラノサイトは自分自身を，レシピエント細胞群を反映す

るように配置し，レシピエント細胞群が指示したとおりに色素を送り込む．レ

シピエント phenotypeは皮内でメラノサイトにどこに色素を配置すべきか導く と

いうシンプルな機能を果たしていると言える．

最後に，Foxn1はいくつもの表皮組織の発生を促進していること，したがっ

て Foxn1-bFgf 経路は別の目的も果たしているかもしれないことに触れておきた

い． Foxn1 自体は増殖でなく分化に働くにも関わらず， nude 変異において表皮

細胞の増殖と分化が損なわれていることが知られている 4,9,15,19．また，分化して

いる細胞が Foxn1 を過剰発現すると，隣接する細胞が過剰増殖する 15．これら

の知見から，Foxn1は2面性の効果をもつと考えられる．つまり表皮細胞の終末

分化を促進すると同時に，隣接する細胞の分裂を促進するような成長因子の放

出を誘導する．

Foxn1経路は表皮組織がそれ自身の発達，分化，色素沈着を調製するメカニ

ズムを提供する．この機構は，異なる種類の細胞がどのように協働し複雑な

phenotypeを作り上げるかを理解するモデルになり得ると考える．
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図の説明文

Figure 1. Foxn1は毛包のメラノサイトのターゲット細胞に発現している

出産後9日（ P9） の野生型マウス毛包．Foxn1（ 赤） を蛍光免疫染色した．DNA

（ 青） を Hoechst dye 33258で染色した． PC，毛皮質の前駆細胞； FP，毛乳頭細

胞．スケールバーは20 mを表す．

Figure 2. 表皮でのFoxn1発現により表皮に色素沈着が誘導される

A. Krt5-Foxn1導入遺伝子の構造． B. 野生型（ WT） およびトランスジェニック

（ TG） のP14の顔と足蹠の皮膚． C–F. P10の野生型（ CおよびE） およびトラ

ンスジェニック（ DおよびF） の皮膚のフォンタナ・ マッソン染色．メラニンは

黒褐色に染色される．GおよびH . P4の野生型（ G） およびトランスジェニック

（ H） のTTA 解析． Tyr陽性細胞が赤で示される． I およびJ. P9の野生型（ I）

およびトランスジェニック（ J）の皮膚の蛍光免疫染色．Foxn1が赤で示される．

G－JではDNA が青で染色される． C－Jの矢頭は真皮－表皮境界を示す． SC，

角質層； IF，漏斗部； SG，皮脂腺； HS，毛幹．スケールバーは，C と Dでは15 

m， E と Fでは50 m，G－Jでは20 mを表す．

Figure 3. Foxn1はメラノサイトのターゲット部位となる

2 週齢の Krt5-Foxn1 マウスの表皮およびその下の組織を示した．すべて同一部

位．A. 蛍光顕微鏡像．Foxn1（ 赤）と Tyrp1（ 緑）を蛍光免疫染色し，DNA（ 青）

をカウンター染色した．B. 明視野像．メラニン（ 黒褐色）．フォンタナ・ マッソ

ン染色はしていない． C. Bの反転イメージ．メラニンが白で表される． D. A と

C のマージ像．矢頭は基底層 Foxn1 陽性領域と陰性領域の境界．スケールバー

は25mを表す．

Figure 4. FOXN1はヒトのメラノサイトのターゲット細胞で発現している

正常なヒト成人皮膚で FOXN1（ 赤） を蛍光免疫染色し，DNA（ 青） をカウンタ
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ー染色した．矢頭は真皮－表皮境界を示す．スケールバーは25mを表す．

Figure 5. Foxn1はbFgfを介してメラノサイトの挙動を制御する

A およびB. P4の野生型（ A） とトランスジェニック（ B） の皮膚の免疫蛍光染

色． bFgfが赤で示される． C. ELISA による分泌タンパク量の測定．グラフは野

生型（ WT） およびトランスジェニック（ Krt5-Foxn1） の初代培養ケラチノサイ

ト培地中のbFgf量．独立した4回の実験からの結果．D. リアルタイムRT-PCR

による転写産物量の測定．y軸は組換えアデノウィルスを感染させたケラチノサ

イト中のbFgf mRNA 量． x軸は感染開始からの経過時間．独立した3回の実験

からの結果．E. Foxn1-DNA 複合体のChIP解析．グラフはbFgf遺伝子座につい

ての outcome を示す．正常 IgG を用いたコントロール実験では定量限界以下の

僅かな量の部位1および 2 を沈降したのみであった．独立した 4回の実験から

の結果． F. マウス bFgf．部位1と部位2を示した． D と E ではAdは空ウィル

スベクター， Ad-Foxn1は完全長Foxn1 タンパクを産生する．G およびH . bFgf

中和後のメラノサイト局在を TTA で解析．トランスジェニックの表皮およびそ

の下の組織を示した． Tyr陽性細胞を赤で示した．動物に溶媒のみ（ G） または

bFgf 抗体（ H） を注入．正常 IgG を注入した場合も溶媒のみと同じ結果が得ら

れた． A， B，G， H では， DNA が青で示され，矢頭は真皮－表皮境界を示す．

またC－Eでは，データは平均値 ± SDで表される．スケールバーは，A と Bで

は20 m，G と H では25 mを表す．



44 

図

Fig. 1 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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Fig. 4 
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4. K eratinocyte Growth Factorはヒトの顔面の日光性色素斑と肝斑の両方の色

素沈着が消失しにくい原因となっている可能性がある

要旨

紫外線（ UV） への曝露による急性の色素沈着のメカニズムはこれまでの研

究で多くのことがわかっているが，日光性色素斑や肝斑のような色素沈着異常

において色素沈着が消失しにく い原因はよくわかっていない．従ってこのよう

な色素沈着異常に対して化粧品などでどのように対処すれば良いかは依然とし

て大きな課題である．

本研究において，ヒトの顔面の日光性色素斑と肝斑の両方の色素沈着が消失

しにくい原因がKeratinocyte Growth Factor（ KGFである可能性があることが示さ

れた．顔面の日光性色素斑と肝斑の両方の表皮で顕著にKGFが蓄積されている

ことが，長さあたり，および面積あたりの二通りの定量評価によって示された．

本結果は真皮由来因子である KGFの表皮での蓄積が，顔面の日光性色素斑と肝

斑の両方の色素沈着が消失しにく い原因となっている可能性を示唆している．

この結果をもとにこれら色素沈着異常に対する新しい対処方法が見出されるこ

とが期待される．

序論

日焼けなどの急性の色素沈着は，UV に曝露されることにより皮膚のメラニ

ン量が増加するためであり，そのメカニズムについてはこれまでの研究で多く

のことがわかっている．UV によりケラチノサイト由来の遺伝子産物の発現が亢

進し，皮内でメラノジェネシスの亢進およびメラニンのメラノサイトからの移

送を活性化するパラクリン因子として働く 1．急性の色素沈着は時間の経過とと

もに消失するが，そばかす，日光性色素斑（ 老人性色素斑とも呼ばれる），肝斑

のような色素沈着異常は，化粧品や医薬品の皮膚外用もしくはレーザー治療な
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ど，患者が何の対処も行わない限り，なかなか消失しない．

日光性色素斑は，顔面，手の甲，背中上部や肩など，日光に曝露されやすい

部位に現れる暗褐色のシミである 2．日光性色素斑がたく さん出現するといかに

も加齢した印象を与えてしまう．UV 照射履歴の蓄積が日光性色素斑の原因と考

えられている．従って日光性色素斑によるシミは光老化の指標として捉えられ

る．肝斑は皮膚の日光露光部に，正中を挟んで左右対称に現れる色素沈着であ

り，特に東洋人の女性によくみられる 3．主な原因として，遺伝的背景， UV へ

の曝露，性ホルモンなどが挙げられている．しかし，日光性色素斑や肝斑のよ

うな色素沈着が消失しにくいメカニズムについては多くはわかっていない．

KGF（ もしくはFGF-7 とも） はFGF ファミリーのメンバーである 4． KGF

は，皮膚や消化管由来の間質系の細胞である線維芽細胞の培養液中に分泌され，

また in vivoでは表皮の細胞では発現されないが真皮の細胞で発現することが確

認されている 5．加えて，このパラクリン的に作用する成長因子はメラノジェネ

シス 5,6を亢進することも知られている．過去に日光性色素斑5例においてKGF

量が高かったという報告があり， KGF が真皮から表皮に浸透し，そのため日光

性色素斑が消失しにく く なっているのではないかと考えられている 6．本研究で

は，顔面の日光性色素斑と肝斑，ふたつの主な色素沈着異常について表皮にお

ける KGFの蓄積を定量的に解析し，これらの色素沈着異常における統計的有意

なKGFの蓄積の増加を見出した．

材料と方法

患者

医師により新たに日光性色素斑と診断された 24人，および肝斑と診断され

た13人の韓国人女性から検体を提供頂いた．各患者から，皮膚サンプリングを

行う前に書面による承諾を得た．本研究はA jou大学病院倫理委員会の承認を得

ている（ No. M ED-KSP-12-171）．
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免疫組織学および画像解析

各患者の顔面の病変部位および周辺正常部位の皮膚から局所麻酔下のバイ

オプシーにより皮膚サンプルを得た．周辺正常部位は病変部位の境界から約 1 

cm離れた部位とした．日光性色素斑24対および肝斑13対の組織を， 10%フォ

ルマリンで固定し免疫組織学的解析に供した．メラニン色素はフォンタナ・ マ

ッソン染色により可視化した．

病変部位と周辺正常部位の皮膚のパラフィン包埋切片（ 4 μm） を抗KGFモ

ノクローナル抗体（ Abcam，米国）（ 希釈率 1:100） で染色した（ 48°C， 20分）．

病変部位と周辺正常部位について表皮面積に対する染色された面積（ SA/EA）お

よび真皮乳頭間隆起長あたりの染色された面積（ SA/1R） を算出した．観察は一

定の顕微鏡倍率下で行い，画像解析にはImage Pro Plus ver. 4.5（ Medical Cybertics 

Inc.，米国） を用いた．グラフは箱ひげ図で表示した．

統計解析

病変部位と周辺正常部位のSA/EAおよびSA/1Rの比較は対応のあるStudent

のt検定（ 両側検定） を行った． P値が0.05未満を統計的有意とした．

結果

顔面の日光性色素斑と肝斑における KGFの蓄積

顔面の日光性色素斑および肝斑両方において KGF タンパクの蓄積を調べた．

病変部においては日光性色素斑と肝斑ともに表皮においてKGF染色に対し明ら

かな免疫陽性反応があったが，周辺正常部位では弱い免疫反応が確認されたの

みであった（ Fig. 1）．周辺正常部位のSA/EA は日光性色素斑で 0.184 ± 0.139，

肝斑で 0.134 ± 0.071，病変部位では日光性色素斑で 0.237 ± 0.107，肝斑で 0.210 ± 

0.084であり，統計的に有意な差があった（ 日光性色素斑でP = 0.014，肝斑でP

= 0.016）（ Fig. 2A）．周辺正常部位のSA/1Rは日光性色素斑で 10.216 ± 7.194，肝

斑で 8.699 ± 4.923，病変部位では日光性色素斑で 19.350 ± 8.744，肝斑で 13.172 ± 
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4.709であり，これも統計的に有意な差があった（ 日光性色素斑でP = 0.000035，

肝斑でP = 0.014）（ Fig. 2B）．

考察

本研究において，顔面の日光性色素斑と肝斑の両方の表皮において KGF タ

ンパクの蓄積が増加していることが示された．解析には二通りの方法を用いた．

一つはKGFの染色面積を表皮面積で標準化する方法，もう一つはKGF の染色

面積を，表皮の厚さに依存しない真皮乳頭間隆起長で標準化する方法である．

どちらの解析方法においても，顔面の日光性色素斑と肝斑の両方において，周

辺正常部位と病変部位の間に統計的に有意な差が見出された．本研究において

は患者数の関係上，日光性色素斑や肝斑の，発症からの期間やステージを考慮

に入れた解析までは行っていないが，これらの要素も結果を左右する要因であ

ることは考えうる．さまざまなステージや期間の日光性色素斑や肝斑を有する

多数の患者を集めた試験を行うことが出来れば， KGF タンパクの蓄積量とそれ

ら指標との相関も明らかにできるのではないかと期待される．

過去の研究により，真皮－表皮境界領域にあるへパラン硫酸が分解されるこ

とにより，表皮と真皮の間で行き来する成長因子を制御する基底層の機能が損

なわれることが明らかになっている 7．さらには，真皮－表皮境界領域にあるへ

パラン硫酸がヒト背部の日光性色素斑において減少していること，皮膚再構成

培養モデルにおいてへパラン硫酸を分解するとメラノジェネシスが亢進するこ

とも明らかにした．加えて最近の肝斑の組織学的解析を行った研究により，肝

斑の病変部位において，基底膜の構造が破壊されているような変化がみられる

ことが報告されている 8,9．このような日光性色素斑における真皮－表皮境界領

域のへパラン硫酸の分解や，肝斑における基底膜の喪失は， KGF のような真皮

由来の因子の表皮への浸透を促進させる可能性が考えられる．つまり，本研究

の結果わかった顔面の日光性色素斑や肝斑などの色素沈着異常において表皮に

KGFが蓄積しているという事実から，真皮由来のKGFが，生理機能や物理機能
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を喪失した基底膜を通過して表皮に浸透し，そこで蓄積し，その結果としてこ

れら色素沈着が消失しないという仮説を考えることができる．従って本研究に

より，化粧品や医薬品の皮膚外用によって真皮由来のKGFそのもの，もしくは

KGF の表皮への浸透を高める基底膜の生理的・ 物理的機能の喪失に対処するこ

とが，色素沈着異常に有効である可能性が示唆されたと考えられる．
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図の説明文

Figure 1. 抗K GF抗体による免疫染色像

周辺正常部位に比べ顕著な量のKGF タンパクが，日光性色素斑（ A） および肝

斑（ B） の病変部位に蓄積していた．（ 倍率： ×400）

Figure 2. 免疫染色の定量解析

KGFに対する免疫組織化学解析を，日光性色素斑（ AおよびC） および肝斑（ B

およびD） に対して二通りの方法SA/EA（ A およびB） およびSA/1R（ C およ

びD） で定量化した．病変部位と周辺正常部位に統計的有意差のあるものに*印

（ P < 0.05） もしくは* * *印（ P < 0.001） を付した．  
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5. K eratinocyte Growth Factorの培養ヒトメラノサイトの増殖および分化に与

える影響

要旨

ケラチノサイト由来因子はヒト表皮メラノサイトの増殖と分化を促進する

ことは知られているが，真皮由来因子の影響についてはあまり多くは知られて

いない．本研究では真皮由来因子のひとつであるKeratinocyte Growth Factor（ KGF）

がヒトメラノサイトの増殖や分化を制御しているかどうかについて調べた．

ヒト表皮のメラノブラスト・メラノサイトをケラチノサイト共存下／非共存

下で，無血清培地に KGF を添加して培養し，増殖や分化に与える KGF の影響

を検討した．KGFはDibutyryl cAM P（ DBcA MP），塩基性Fibroblast Growth Factor

（ bFGF）， Transferrin（ Tf），および Endothelin-1（ ET-1） の存在下，メラノブラ

ストの増殖を亢進させた． KGFはケラチノサイトの非共存下でも DBcAM P, Tf, 

およびET-1の存在下でメラノサイトの分化，メラノジェネシス，樹状突起伸長

を促進させたが，メラノサイトの増殖を促進するにはケラチノサイトとの共存

が必要であった．これらの結果は真皮由来のKGFがcAM P， bFGF，Tf，および

ET-1 と協働してヒトメラノブラストの増殖を， cAM P， Tf，およびET-1 と協働

してメラノサイトの分化を， cAM P， Tf， ET-1，および未知のケラチノサイト由

来因子と協働してメラノサイトの増殖を促進することを示唆している．

序論

哺乳類の色素産生細胞メラノサイトは TY R・ TRP1・ TRP2 の活性があるこ

と，メラノソームという細胞内小器官や樹状突起を有することを特徴とし，皮

膚では表皮，真皮，毛球部などに存在する 1-6．メラノサイトは神経冠（ 神経堤）

由来で，メラノブラストという前駆体から分化することが知られている 7．メラ

ノサイトの発生過程は，神経冠細胞の誕生，その分化と遊走，神経冠細胞から
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メラノサイト細胞系譜への運命決定，メラノブラストの増殖と遊走，メラノブ

ラストからメラノサイトへの分化，メラノサイトの増殖，メラノサイトの成熟

（ TYR・ TRP1・ TRP2活性の増加およびメラノソームの形成と成熟），周辺ケラ

チノサイトへの成熟したメラノソームの受け渡し，メラノサイト幹細胞の再増

殖と再分化，細胞老化，細胞死，と，多くのステップより成っている 3-5, 7-12．こ

れらのステップを制御するメカニズムはin vivoおよび in vitroでメラノブラスト

やメラノサイト幹細胞が同定され確立されているマウスではある程度知られて

いるが8-14，メラノブラストやメラノサイト幹細胞についての知見の少ないヒト

ではメラノサイトの増殖や分化のメカニズムはあまり知られていない．ヒトの

皮膚に存在するメラノサイト前駆細胞が非常に少ない，メラノサイトはあまり

活発に分裂する細胞でない 15，遺伝子導入実験が難しい，などの理由から in vivo

でヒトのメラノサイト前駆細胞を同定する研究には困難がつきまとう．そこで

多くの細胞を扱うことのできる in vitro培養系，特に無血清のものが研究方法と

して有益である 16．マウスのメラノブラストおよびメラノサイトを増殖培養する

ことのできる無血清培地はすでに開発されている 17．メラノサイト増殖培地

（ M DM D） はHam's F-10培地に Insul in， Bovine Serum A lbumin， Ethanolamine，

Phosphoethanolamine， Sodium Selenite，および Dibutyryl Adenosine 30:50-cycl ic 

M onophosphate（ DBcAM P） を加えて調製し，マウスメラノサイトの増殖や分化

に使われる 17．メラノブラスト増殖培地（ M DM DF） はM DM D に bFGFを加え

て調製し，未分化のメラノブラストの増殖に使われる 17．本研究ではマウスメラ

ノブラストやメラノサイトの培養に使われる M DM DF やMDM D がヒトのメラ

ノブラストやメラノサイトの培養にも使うことができることを明らかにした．

In vivoやin vitroのこれまでの研究結果から， ET-118,19， SCF20-23，Hepatocyte 

Growth Factor（ HGF） 24-26， Granulocyte-M acrophage Colony-Stimulating Factor

（ GM CSF） 27-29，およびLeukemia Inhibitory Factor（ LIF） 30などのケラチノサイ

ト由来因子が哺乳類の表皮メラノサイトの増殖や分化を促進することが明らか

にされてきた．真皮の線維芽細胞もメラノサイトの機能制御に重要であること

が知られている．bFGF31，酸性FGF31，Transforming Growth Factor-132，KGF32,33，
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SCF33， HGF33,41， Interleukin（ IL） -132， IL -132，およびPlatelet-Derived Growth 

Factor35など，多くのパラクリン因子が同定されている．これらの因子はUV 照

射後の皮膚の色素沈着を制御している 36,37．ヒト皮膚で背中側に比べて掌蹠の色

素沈着が少ないのは真皮線維芽細胞由来因子DKK1による制御のためである 38．

真皮線維芽細胞がヒト表皮の色素沈着を制御していることも報告されている

39,40．最近の研究で，ヒトの黒い色の皮膚由来の線維芽細胞で高く 発現される

Neuregulin-1が，再構成皮膚モデルならびに培養ヒトメラノサイトの色素沈着を

亢進させることが報告された 41．しかしながら線維芽細胞由来因子が哺乳類の真

皮メラノサイトの増殖や分化を制御しているかどうかについてはまだ明らかに

なっていない点が多い．また無血清培地で培養されたヒトメラノサイトが線維

芽細胞由来のパラクリン因子に反応するかどうかもわかっていない．

KGF（ FGF-7） はFGFファミリーメンバーであり 42，上皮細胞の増殖や分化

を促進することが知られている 43． KGF は皮膚および消化管由来の培養間質線

維芽細胞から分泌される．In vivoでは表皮ではなく真皮で発現されている 44．こ

のパラクリン的に働く成長因子はメラノジェネシス 44,45およびヒトメラノサイ

トからケラチノサイトへのメラノソームの受け渡し 46を亢進することも知られ

ている．しかしながら KGFのメラノサイトの増殖と分化における役割は知られ

ていない．線維芽細胞由来因子K GFが，M DM DFやM DM D を用いた培養系で

ヒトメラノサイトの増殖や分化を制御するかどうかを調べることを目的に本研

究を行った．

材料と方法

メラノサイトの培養

アフリカンアメリカン新生児包皮由来二次培養由来ヒト正常表皮メラノサ

イトはクラボウ（ 日本） より購入した．すべての実験は同一ロットのメラノサ

イトを用いた．特記無い限りすべての試薬はSigma Chemical Co.（ 米国） より購

入した．分化ヒトメラノサイトはM DM D（ 10 g/ml Insulin（ ウシ）， 0.5 mg/ml 
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Bovine Serum A lbumin（ fraction V），1 M Ethanolamine，1 M Phosphoethanolamine，

10 nM Sodium Selenite， 0.5 mM DBcAM P， 100 U/ml Penici l lin G,， 100 g/ml 

Streptomycin Sulfate， 50 g/ml Gentamicin Sulfate，および0.25 g/ml Amphotericin 

Bを添加したHam's F-10 medium（ Gibco，米国）） 17で培養した．メラノブラス

ト とごく 薄く 色素沈着したメラノサイト （ 分化したてのメラノサイト ） は

M DM DF（ 2.5 ng/ml ヒト組換え bFGF（ Invitrogen，米国） を添加したM DM D） 17

で培養した．本研究での培地への添加試薬はすべて同一ロットのものを用いた．

実験によっては培養の最初から M DM D と M DM DFに Transferrin（ Tf）， ET-1，

ヒト組換えKGFを添加した．

細胞懸濁液をもとに血球計算板で細胞数を計測し， I 型コラーゲン（ Becton 

Dickinson，米国） でコート 17したディッシュに， 2 × 104細胞／35 mmディッ

シュ（ 2.08 × 103 細胞／cm2） の密度で播種した． 5% CO2（ pH 7.2）・ 37°C環

境で培養した． 1週間に3回の頻度で培地交換を行った． 7日後，成長因子を添

加したM DM DF で培養したサブコンフルエントもしくはコンフルエント状態の

メラノブラストおよびごく薄く色素沈着したメラノサイトを，Ca2+，M g2+フリー

のリン酸緩衝生理食塩水（ CM F-PBS）中の濃度で 0.05%トリプシン（ T； Difco，

米国），および 0.02%エチレンジアミン四酢酸（ EDTA） で 37°C で 10分処理し

た．T処理したものに2,000 U/mlの大豆由来T阻害剤を加え，細胞懸濁液を 800

×g で 5分遠心した．遠心後細胞ペレットを M DM DFに再懸濁し，コラーゲン

コートした 35 mmディッシュに同じ細胞密度で播種した． 2時間後，ほとんど

の細胞がディッシュに接着・伸展した段階で，培地を Tf（ 100 g/ml），ET-1 （ 10 

nM），および KGF（ 0，1，10，10 ng/ml） を添加したM DM DFまたはM DM Dに

交換しさらに7日間培養した．

ケラチノサイトの培養

新生児包皮初代培養由来ヒト正常表皮ケラチノサイトはクラボウより購入

した．すべての実験は同一ロットのケラチノサイトを用い，メラノサイトとケ

ラチノサイトは同一ドナー由来のものを用いた．無血清のHuM edia-KG2（ クラ
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ボウ，日本） に10 g/ml insulin， 0.1 ng/ml ヒト組換えEpidermal Growth Factor

（ EGF），0.5 g/ml Hydrocortisone，0.4%ウシ脳下垂体抽出液，50 g/ml Gentamicin 

Sulfate，および50 ng/ml Amphotericin Bを添加した培地で培養した．ケラチノサ

イトは I 型コラーゲンでコートしたポリスチンレンディッシュ 47に 2 × 104 細

胞／35 mmの密度で播種し， 5% CO2・ 37°C環境で培養した． 7日培養しサブコ

ンフルエントになった二次培養ケラチノサイトを CMF-PBS 中の濃度で 0.05% 

T，および0.02% EDTA で 37°Cで 10分処理した．細胞を回収し遠心したのち，

同じ細胞密度で播種した．この操作を繰り返した．

ケラチノサイト とメラノサイトの1:1共培養

ケラチノサイトを Tではがし，新しいコラーゲンコートディッシュにKG

培地で 2 × 104細胞／35 mmの密度で播種した． 2時間後（ ほとんどのケラチ

ノサイトがディッシュに接着・伸展した段階），成長因子を添加したM DM DFで

培養したメラノブラストおよびごく薄く色素沈着したメラノサイトも同様に T

ではがし，培養したケラチノサイトの上から M DM DFで 2 × 104細胞／35 mm

ディッシュの密度で播種した．2時間後（ ほとんどのメラノブラストおよびごく

薄く 色素沈着したメラノサイトがディッシュに接着・ 伸展した段階）， KG2 と

M DM DFの1:1混合培地を除去し，成長因子を添加したM DM DまたはM DM DF

でさらに培養した．

メラノブラストおよびメラノサイトの増殖アッセイ

35 mm ディッシュあたりのメラノサイトの細胞数は位相差および明視野顕

微鏡による直接計測で決定した 17．位相差および明視野顕微鏡を用いた計算は無

作為に選んだ10視野の平均値に基づく ．位相差顕微鏡観察による二極化，三極

化，樹状突起，多角形，上皮様細胞で，明視野顕微鏡観察により茶色から黒の

色素顆粒を有する細胞を，分化したメラノサイトと定義した．それらの細胞は

DOPA（ 和光純薬工業，日本） 反応に陽性であった．それに対して，位相差顕微

鏡観察による二極化，三極化，樹状突起，多角形の細胞で，色素を有さずDOPA
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反応陰性（ ＝TYR 活性がない） の細胞を，メラノブラストと定義した．これら

の細胞は DOPA-プレメラニン反応（ DOPA-アンモニア性硝酸銀二重染色） 17,48

で染色された．この染色によって，TYRを有する分化したメラノサイトに加え，

第I期および I I期メラノソームを有し TY R活性のないメラノブラストも計測す

ることができる 48,49．アンモニア硝酸銀染色はメラノサイト内のメラニン化して

いないメラノソーム同様メラニン化したメラノソームも特異的に染色すること

ができる 48,49．メラノブラストはTRP1およびTRP2抗体でも染色できた 50．メ

ラノブラストは第I期および／またはII期メラノソームを有し TYR活性のない，

色素をもたない細胞と定義した．

DOPA反応

メラノサイトカルチャーをCMF-PBS中の5%フォルマリンで2°Cで30分固

定後，蒸留水で洗浄し， PBS（ pH6.8） 中の0.1% L-DOPA 溶液で 37°Cで 1.5時

間インキュベートした．それらを 10%フォルマリンで 25°Cで 1時間固定後，蒸

留水で洗浄し，空気乾燥させた．顕微鏡観察または写真撮影の前にディッシュ

に蒸留水を加えた．

統計

コントロール群と実験群のメラノブラストおよびメラノサイト数の統計的

有意差検定はStudentのt検定（ 両側検定） を行った．

結果

KGFのメラノサイトの増殖と分化に与える影響

メラノブラストおよびごく薄く色素沈着したメラノサイトを M DM D + Tf + 

ET-1で培養したときの，メラノサイト増殖に対する影響を調べた．KGFを 0，1，

10， 100 ng/ml添加したが，細胞数は増加しなかった（ Fig. 1A） が，メラノサイ

トをケラチノサイトと共培養させた場合はKGFは1， 10 ng/mlの濃度でメラノ
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サイトの増殖を促進することがわかった（ Fig. 1B）．これらの結果から，  K GF

はそれ単独ではメラノサイトの増殖に影響を与えないが，ケラチノサイト由来

の因子と協働的にメラノサイトの増殖を促進することが示唆される．

次にKGFのメラノサイト分化に対する影響を調べた（ Table 1）．  KGFが存

在しない場合は7日後のメラノサイトの割合は6割であったが，KGF（ 10 ng/ml）

の添加によりほぼ 9 割がメラノサイトに分化していた．また細胞の樹状突起の

数，長さ，ともに KGFの添加により増加していた．これらの結果はKGF がメ

ラノサイトの分化を促進していることを示唆している．Fig. 2にケラチノサイト

との共存下での， KGF（ 10 ng/ml） のメラノサイトの分化への影響を示した． 3

日間の培養（ Fig. 2A , B） 後， KGFを添加したもの（ Fig. 2B） では，無添加のも

の（ Fig. 2A） に比べて樹状突起が伸長しており，またその樹状突起はケラチノ

サイトに向かって伸長している様子が観察された． 7日間の培養（ Fig. 2C, D）

後には， KGFを添加したもの（ Fig. 2D） では，無添加のもの（ Fig. 2C） に比べ

てメラニンを有する分化したメラノサイトの数，細胞あたりのメラニン含有量

ともに増加しており， KGF がケラチノサイト共存下でもメラノサイトの分化を

促進することが示された．

KGFのメラノブラストの増殖に与える影響

メラノブラストおよびごく薄く色素沈着したメラノサイトを M DM DF + Tf 

+ ET-1で培養したときの，メラノブラスト増殖に対する影響を調べた．Fig. 3に

ケラチノサイトとの共存下で 3日間の培養したときの，KGF（ 10 ng/ml） のメラ

ノブラストの増殖への影響を示した． KGFを添加したもの（ Fig. 3B） では，無

添加のもの（ Fig. 3A） に比べてメラノブラストおよびごく薄く色素沈着したメ

ラノサイトが増殖している様子が観察された．一方，分化したメラノサイトは

ほとんど観察されなかった． Fig. 4に定量的な結果を示した． KGF（ 10 ng/ml）

によって，メラノブラストおよびごく薄く 色素沈着したメラノサイトの細胞数

がコントロール（ KGF添加無し） に比べて 2倍以上増加していた．これらの結

果より， KGF はメラノサイトのようにケラチノサイトの存在に依存せずメラノ
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ブラストの増殖を促進することが示された．

考察

本研究では，線維芽細胞由来因子KGFが培養系において未分化のヒトメラ

ノブラストまたはごく薄く 色素沈着したメラノサイトの増殖を促進することを

示した．またKGFは培養系においてヒトメラノサイトの増殖および分化も促進

することが示された．これらの結果はKGFがヒトメラノサイトの増殖および分

化の制御に重要な役割を果たしていることを示唆している．なおメラノサイト

の増殖促進にはKGFに加えてケラチノサイトの存在が必要であったが，メラノ

ブラストはKGFのみで増殖が促進した．メラノサイトの増殖に使用した基本培

地M DM D とメラノブラストの増殖に使用した基本培地M DM DFでは，M DM DF

に 2.5 ng/ml のbFGFが添加されている点が異なる．この結果はbFGFがメラノ

ブラストの増殖に重要な役割を担っていることを示していると同時に，MDM DF

での培養では分化したメラノサイトがほとんど観察されないことから（ Fig. 3），

メラノサイトの増殖には bFGF 以外のケラチノサイト由来因子が重要や役割を

担っていることを示唆している．

KGF はメラノサイトの機能を制御する重要な線維芽細胞由来因子のひとつ

であると考えられる．事実， KGF はメラノサイトのメラノジェネシス 44,45，ヒ

トメラノサイトからケラチノサイトへのメラノソームの受け渡し 46を促進する

ことが報告されている．本研究ではこれらの報告結果を確認し，さらにKGFが

cAM P， bFGF， Tf，およびET-1の存在下でメラノブラストおよびごく薄く色素

沈着したメラノサイトの増殖を促進するという新しい知見を加えた．また KGF

はcAM P，Tf，およびET-1の存在下で分化，樹状突起形成，細胞体容積の拡張，

樹状突起のケラチノサイトへの伸長，およびメラノソームの受け渡しを促進す

ることも示された．さらにKGFはcAM P， Tf， ET-1，およびケラチノサイト由

来因子の存在下，分化したメラノサイトの増殖を促進することも示された．KGF

は M DM D で培養されたマウス表皮メラノサイトの増殖や分化は促進しないこ
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とが報告されている 51．現時点ではなぜK GFがマウスメラノサイトの増殖や分

化を促進しないかについては不明だが，マウスメラノサイトがK GFのレセプタ

ーを有していない可能性が考えられる．

KGFおよびそのレセプターはUVB波（ UV B）曝露後に亢進することが報告

されている 44,45．またUVB曝露後の真皮－表皮境界領域でのへパラン硫酸の分

解が表皮でメラノジェネシスを促進することが報告されている 52．従って，KGF

のような線維芽細胞由来因子の表皮への移行が増殖，分化，樹状突起形成，メ

ラノソームの受け渡しを促進させている可能性が考えられる．ヘパラナーゼに

よって引き起こされる真皮－表皮境界領域でのへパラン硫酸の分解は，線維芽

細胞由来の増殖因子やメラノジェネシス亢進因子などの真皮由来因子の表皮へ

の流入を加速させるのかも知れない 52．へパラン硫酸は，正常およびUVBに曝

露したヒト皮膚において線維芽細胞由来因子の真皮から表皮への流入を制御す

る重要な因子である可能性がある． Kim らは血管の数や大きさが肝斑では増大

していること，またそのような部位ではVascular Endothelial Growth Factor（ VEGF）

の発現が亢進していることを報告した 53．これらの結果は真皮の環境がヒト皮膚

の色素沈着制御に重要な役割を担っていることを示唆している．
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表

表1. K GFの培養メラノサイトの分化と樹状突起形成に対する影響

培地
メラノサイトの

割合

樹状突起の数 総樹状突起長

（ m）

M DMD+Tf+ET-1 59.92±3.65 2.24±0.05 81.17±2.67

M DMD+Tf+ET-1+KGF 90.25±3.00* * * 2.79±0.10* * * 128.62±4.06* * *

メラノブラストおよびごく薄く色素沈着したメラノサイトを MDM D＋Tf（ 100 

g/ml） ＋ET-1（ 10 nM） ＋KGF（ 0, 10 ng/ml） で 7日間培養した．樹状突起が形

成されたメラノサイトが分化誘導され，その数は増加した．樹状突起の形成に

ついては樹状突起の数および長さ（ N = 100） を測定することにより評価した．

データは3回の実験の平均値±標準誤差で示した．各実験は異なる継代培養にて

行った．統計的有意差のあるものに*印（ P < 0.05），* *印（ P < 0.01）もしくは* * *

印（ P < 0.001） を付した．
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図の説明文

Figure 1. KGFのメラノサイトの増殖に与える影響の定量結果

ヒトメラノブラストおよびごく 薄く 色素沈着したメラノサイトを MDM D＋Tf

（ 100 g/ml） ＋ET-1（ 10 nM） ＋KGF（ 0， 1， 10， 100 ng/ml） で，ケラチノサイ

ト非共存（ A） もしくは共存（ B） 下7日間培養，細胞数を 1， 4， 7日目に計測

した．結果は 3 回の実験の平均値，バーは標準誤差（ 各データの印よりも値が

大きい場合のみ表示）．各実験は異なるサブカルチャーで行った．コントロール

に対して統計的有意差のあるものに*印（ P < 0.05） を付した．

Figure 2. KGFのメラノサイトの分化に与える影響

ヒトメラノブラストおよびごく 薄く 色素沈着したメラノサイトを MDM D＋Tf

（ 100 g/ml）＋ET-1（ 10 nM）に，KGF無添加（ A, C） もしくはKGF（ 10 ng/ml）

を添加（ B, D）し，ケラチノサイト非共存下3日間（ A, B）および7日間（ C, D）

培養した．ABは位相差顕微鏡像，CDは明視野像．スケールバーは100 mを表

す．

Figure 3. KGFのメラノブラストの増殖に与える影響

ヒトメラノブラストおよびごく薄く色素沈着したメラノサイトを M DM DF＋Tf

（ 100 g/ml） ＋ET-1（ 10 nM） に， KGF無添加（ A） もしくはKGF（ 10 ng/ml）

を添加（ B） し，ケラチノサイト非共存下3日間培養した．位相差顕微鏡像．ス

ケールバーは100 mを表す．

Figure 4. KGFのメラノブラストの増殖に与える影響の定量結果

ヒトメラノブラストおよびごく薄く色素沈着したメラノサイトを M DM DF＋Tf

（ 100 g/ml） ＋ET-1（ 10 nM） ＋KGF（ 0， 1， 10， 100 ng/ml） で，ケラチノサイ

ト非共存下7日間培養，細胞数を 1， 4， 7日目に計測した．結果は3回の実験

の平均値，バーは標準誤差（ 各データのシンボルよりも値が大きい場合のみ表
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示）．各実験は異なるサブカルチャーで行った．コントロールに対して統計的有

意差のあるものに*印（ P < 0.05），もしくは* *印（ P < 0.01） を付した．
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6. 日光性色素斑部位における血流および血管形成の亢進

要旨

日光性色素斑は紫外線（ UV）による光老化の典型的な特徴である．UV によ

る色素沈着に血管系が関与している可能性がさまざまな研究により示されてい

る．本研究では，日光性色素斑部位の血管系に変化がみられるかどうかを調べ

た．顔面に日光性色素斑を有する 25 名の女性に対してその皮膚色測定（ 測色）

および血流測定を実施したところ，日光性色素斑部位では周辺正常部位に比べ

て赤みが増しており，また血流量が亢進していた．また，顔面に日光性色素斑

を有する別の24名の女性について免疫組織学的研究を行ったところ，血管密度

とともにVascular Endothelial Growth Factor（ VEGF） 量が増加していることがわ

かった．またCD68の免疫反応が顕著に高かった．このことは日光性色素斑部位

にマクロファージが浸潤していることを示唆している．このように日光性色素

斑は血流量および血管系の増加を特徴とすることがわかった．これらの結果は

日光性色素斑の発生に血管系が関与していることを示唆している．

序論

日光性色素斑は色素沈着異常の中でもっともよく知られたものである． UV

への慢性的な曝露による皮膚の光老化は日光性色素斑の発生の主要な病理的原

因と考えられている．

紫外線により引き起こされる皮膚の色素沈着はメラノサイトと，周辺のケラ

チノサイトや線維芽細胞との相互作用により制御されている 1,2．日光性色素斑

や肝斑のような UV により引き起こされる色素沈着異常の発生に線維芽細胞が

重要な役割を果たしていることが示唆されている 3-5．線維芽細胞に加えて，色

素沈着への血管系の関与も近年示唆されている 6-9．UV への曝露により真皮で血

管新生が起こり血管の透過性が高くなる 6,7．また UV への曝露によりマクロフ
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ァージが皮膚に誘引され，UV により誘導されるメラノジェネシスに対して決定

的な役割を果たしているという報告もある 8．さらにはつい最近，皮膚の色素沈

着に内皮細胞が関与しているという報告もなされた 9．これらの発見すべてが，

UV に関係する色素沈着異常の発生に微小血管系が役割を果たしていることを

示唆している．しかしながら血管系が日光性色素斑で亢進しているか否かに関

しては詳細には知られていない．

本研究では，日光性色素斑における血流および血管系の変化の有無を調べた．

また，マクロファージの浸潤についても調べた．

材料と方法

患者およびバイオプシー

新たに顔面の日光性色素斑と診断された 25人の日本人女性について，皮膚

色測定（ 測色） ならびに血流測定を実施した．患者年齢は 39歳から 58歳に分

布していた．本研究は資生堂リサーチセンターの倫理委員会の承認を得ている

（ No. C00705）．

また，顔面の日光性色素斑のバイオプシーについての遡及研究を， 24 人の

女性に対して行った．すべての被験者はフィッツパトリックのスキンタイプ II I

もしくはIV の韓国人女性で，平均年齢は46.5歳であった．皮膚バイオプシーは

病変部位ならびに周辺正常部位から採取した．本研究はA jou大学病院倫理委員

会の承認を得ている（ No. M ED-KSP-12-171）．

測色

日光性色素斑の測色には，M exameter-18（ Courage+Khazaka Electronic GmbH，

ドイツ） および CM -2600d 分光光度計（ コニカミノルタ，日本） を使用した．

M exameterではメラニン指標（ M elanin Index，M I）および紅斑指標（ Erythema Index，

EI） を，分光光度計では明るさと赤さの指標として L*値およびa*値を得ること

ができる．また分光光度計での測色結果から， CM -SA ソフトウェア（ コニカミ
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ノルタ） を用いてヘモグロビン（ Hb） 指標を算出した．

血流

血流測定にはレーザースペックル血流計（ オメガウェーブ，日本） を使用し

た．本機器は皮膚表面から反射されるレーザー光をリアルタイムで取得する．

シグナルの変化は血流容積に比例する．

免疫組織染色

皮膚サンプルは次の抗体で染色した：抗CD31（ Leica Biosystems，ドイツ），

抗D2-40（ Cell M arque，米国）， 抗V EGF-A（ Thermo Fisher Scienti f ic，米国），

および抗CD68（ Leica Biosystems）．血管関連の指標として，真皮1 mm2あたり

の血管数，平均血管サイズ，および血管の占める相対面積を，CD31またはD2-40

染色像（ 倍率200×） をもとに算出した．それぞれ真皮－表皮境界領域から 200 

µmの深さについて評価した． V EGFおよびCD68抗体での染色について病変部

位と周辺正常部位を比較するため，表皮面積または真皮面積に対する染色され

た面積（ SA/EA またはSA/DA）を算出した．画像解析にはImage Pro Plus（ M edia 

Cybernetics, Inc.，米国） を使用した．VEGFおよびCD68の二重染色細胞の検出

には蛍光顕微鏡（ Carl Zeiss，ドイツ） を使用した．

統計

病変部位と周辺正常部位の比較は対応のある Studentの t検定（ 両側検定）

を行った． P値が0.05未満を統計的有意とした．

結果

日光性色素斑部位での色の赤みと血流の増加

日光性色素斑部位を測色した結果，周辺正常部位よりも色が黒く ，かつ赤み

が強かった（ Table 1）．また分光光度計による測定結果からの計算により得られ



79 

る Hb指標も病変部位では周辺正常部位に比べて高かった．日光性色素斑部位に

おける赤みの増加が血流量の増加と相関があるかを調べるため，レーザースペ

ックル血流計で血流量の測定を行ったところ，病変部位では周辺正常部位に比

べて血流量が高いことが明らかになった（ 8.587 ± 1.824 対 7.923 ± 1.626， P 

=0.0001）（ Fig. 1）．

日光性色素斑部位での血管系とマクロファージ浸潤の増加

日光性色素斑の血管系について， 24 例の顔面の日光性色素斑について免疫

組織学的にさらに検討した（ Fig. 2A）． CD31の免疫染色により日光性色素斑部

位で血管系が増加していることがわかった．日光性色素斑では血管の密度およ

び血管の占める面積が有意に増加していることがわかった（ 血管サイズ，68.13 ± 

34.14 μm2対80.07 ± 28.06 μm2，P = 0.167； 血管密度，27.30 ± 17.58 mm2対45.14 ± 

25.60 mm2，P = 0.001；血管面積，0.17 ± 0.18%対0.32 ± 0.26%，P = 0.016）（ Fig. 2B）．

一方，D2-40免疫染色により，リンパ管には病変部位と周辺正常部位の差は検出

されなかった（ リンパ管面積，0.003 ± 0.002%対0.003 ± 0.001%，P = 0.676）（ Fig. 

2C）．皮膚での主要な血管新生因子である VEGFの発現についても調べた．VEGF

免疫反応は病変部位表皮では周辺正常部位表皮よりも高く （ SA/EA， 18.21 ± 

14.09対5.27 ± 5.09，P = 0.002），VEGFが日光性色素斑における血管系増加の原

因となっていることが示唆された（ Fig. 2D）． VEGF発現の増加は真皮の血管周

辺部位でも認められた．マクロファージの数を調べるため，CD68免疫染色を行

った．日光性色素斑の病変部位では周辺正常部位に比べてCD68陽性マクロファ

ージが有意に多く（ SA/DA，0.006 ± 0.002対0.005± 0.002，P = 0.037），日光性色

素斑ではマクロファージが浸潤していることが示唆された（ Fig. 2E）． VEGFと

CD68の二重免疫蛍光染色によって，真皮の血管周辺部位にV EGFを発現するマ

クロファージが存在することがわかり，マクロファージも日光性色素斑におけ

る血管系の増加に寄与していることが示唆された（ Fig. 2F）．

考察
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本研究により，日光性色素斑部位では血管系が増加していることが明らかに

なった．日光性色素斑を測色すると， EI やa*値が有意に高いことがわかった．

赤みが増していることは血流の増加に相関があり，またCD31免疫染色により日

光性色素斑では血管が増加していることが確認された．日光性色素斑ではVEGF

発現が増加していることから，血管系の増加は UV への曝露の結果であること

が考えられる．慢性的な日光曝露がケラチノサイトからの VEGF 分泌を促進す

ること，および VEGFはUV に曝露した皮膚での主要な血管新生因子であるこ

とが知られている 7．日光に曝露した真皮では血管新生が起こり，また透過性が

亢進している特徴がある 6,7．

日光性色素斑において血管系が亢進している意義については不明だが，過去

の報告により UV に関連する色素沈着異常の病因に血管系が関与していること

が示されている．例えば肝斑において血管系の亢進が示され10,11，肝斑において

血管系をターゲットとした対処方法が良好な臨床成績を示している 12,13．トラネ

キサム酸の経口摂取により表皮の色素沈着が減少し，同時に血管数も減少する

12．血管へのレーザー照射によって色素沈着が改善することも示されている 13．

内皮細胞がメラノジェネシスを亢進させるという in vitroの結果9から，皮膚の

血管形成が色素沈着において役割を果たしていること，ならびに血管系を減少

させることでメラノサイトへの刺激も減弱されるであろうことが考えられる．

これらの発見は日光性色素斑の発達に血管系の亢進が影響しているであろうこ

とを示唆している．

本研究では，日光性色素斑においてマクロファージが浸潤しているという興

味深い事実も発見された．おそらく血管系の亢進によるものと考えられる．血

管は急性および慢性の炎症において明確な役割を担っていることが示されてい

る 14．炎症した皮膚では，血管の透過性が高くマクロファージなどの炎症性細胞

の浸潤が促進されている．また，光老化皮膚ではペリサイトで覆われた血管数

が減少し，血管機能が損なわれ，その結果として炎症が起こっているという報

告がある 15．興味深いことに，マクロファージがUV により引き起こされるメラ
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ノサイトの増殖に関与しているという報告もある 8．また本研究より， VEGFを

発現するマクロファージが日光性色素斑での血管系の増加に寄与していると考

えられた．今後さらなる研究により，マクロファージの日光性色素斑の発達に

おける機能とメカニズムが明らかになることが期待される．

本研究においては患者数の関係上，日光性色素斑の，発症からの期間やステ

ージ，患者の年齢，（ 特にサンスクリーンのような） 化粧品使用履歴の有無など

を考慮に入れた解析までは行っていないこと，また，本研究は遡及研究である

ことを付記しておく ．

本研究により，日光性色素斑では血流量および血管系が増加していることが

明らかになった．血管系をターゲットとすることが，日光性色素斑のような色

素沈着異常への対処方法として有効であることを示唆している．
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表

Table 1. 日光性色素斑の病変部位と周辺正常部位の測色

指標 周辺正常部位 病変部位

M I (Melanin index) 131.7 ± 27.0 195.7 ± 48.9* * *  

EI (Erythema index) 210.5 ± 57.2 276.6 ± 64.6* * *  
L*  61.95 ± 2.50 59.52 ± 2.91* * *  
a*  7.503 ± 1.998 8.576 ± 2.164* * *  

Hb指標 1.113 ± 0.339 1.216 ± 0.371*  
M I およびEIはM exameterにて測定． L*値（ 明るさ） およびa*値（ 赤
み）は分光光度計にて測定．Hb指標は分光光度計の測定結果からコニ
カミノルタの CM -SA ソフトウェアにより算出．統計的有意差のある
ものに*印（ P < 0.05），もしくは* * *印（ P < 0.001） を付した．
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図の説明文

Figure 1. 日光性色素斑での血流量の増加

A. レーザースペックル血流系により血流量を測定．代表的な取得画像として被

験者番号 19番（ 上のパネル） と 34番（ 下のパネル） を示した．日光性色素斑

を丸で囲んだ．矢頭は，明視野（ 左） と血流画像（ 右） の照合のため被験者の

顔面に貼付したシール． B. 定量解析．

Figure 2. 日光性色素斑における血管系の亢進とマクロファージの浸潤

A. 被験者番号 2 番の写真．日光性色素斑の病変部位（ L） および周辺正常部位

（ N） についてバイオプシーをした場所を丸で囲んだ．B. CD31免疫染色により

日光性色素斑の真皮上部で血管系が亢進していることがわかった．コンピュー

ター解析により，日光性色素斑では血管密度および血管面積が有意に増加して

いることが示された．C. D2-40免疫染色では差は検出されなかった．D. 日光性

色素斑ではVEGF発現が亢進していた．画像解析により SA/EA を計測し，箱ひ

げグラフで示した．E. CD68免疫反応は日光性色素斑で有意に高かった．画像解

析により SA/DA を計測し，箱ひげグラフで示した． F. VEGFと CD68の二重免

疫蛍光染色により， VEGF， CD68 ともに陽性の細胞が血管周囲に存在すること

がわかった．
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7. 総合考察

ヒトの色素沈着異常の代表として日光性色素斑および肝斑が挙げられる．日

光性色素斑は，顔面，手の甲，背中上部や肩など，日光に曝露されやすい部位

に現れる暗褐色のシミであり，UV 照射履歴の蓄積が日光性色素斑の原因と考え

られている．従って日光性色素斑によるシミは光老化の指標として捉えられて

おり，日光性色素斑が多く出現するといかにも加齢した印象を与えてしまう．

肝斑は皮膚の日光露光部に，正中を挟んで左右対称に現れる色素沈着であり，

特に東洋人の女性によくみられる．主な原因として，遺伝的背景，UV への曝露，

性ホルモンなどが挙げられている．しかし，日光性色素斑や肝斑のような色素

沈着が消失しにく いメカニズムについては多くはわかっていない．これまでメ

ラノサイト内でのメラノジェネシスのメカニズムやケラチノサイトからの情報

伝達によるメラノジェネシスの亢進メカニズムを中心に，色素沈着異常のメカ

ニズム研究がなされてきたが，まだまだ未解明なことが多いのが現状である．

また，特にアジアでは伝統的な考え方もあり肌を白くするために化粧品を使う

習慣が根付いており，アルブチンやコウジ酸など数多く のメラノジェネシス抑

制剤が開発され化粧品に配合されてきたが，現状では万人に対して満足のいく

効果を示しているとは言い難く ，更に効果のある美白剤が求められ続けている．

本研究は，メラニン色素沈着異常のメカニズム解明ならびに対処方法の示唆

を得る目的で 5つの研究を行ったものである．

第 1 の研究ではメラノサイト内でのメラノジェネシスのメカニズムに着目

し， E. moll is抽出物がマウス B16 メラノーマ細胞においてメラノジェネシス抑

制効果を示すことを発見し，その作用メカニズムからメラノサイト内でのメラ

ノジェネシスを抑制する有効な対処法の示唆を得た． E. moll is抽出物は0.3%ま

での濃度で B16 マウスメラノーマ細胞に対する細胞毒性を示さず，かつその濃

度でメラニン量を 40%減少させ，0.05%でも有意にメラニン量を減少させていた．

また，E. moll is抽出物はメラノジェネシスの鍵酵素である Tyrの遺伝子発現を減
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少させること，さらにその転写因子である Mitf の遺伝子発現量を減少させるこ

とを明らかにした．加えて， E. moll is抽出物は-M SH 受容体である Mc1r の発

現も抑制していた．Mc1r遺伝子の5’側上流領域にはM itfが結合する E-boxが存

在していることが明らかになっており， E. moll is抽出物はM itf発現を抑制する

ことにより，Tyr遺伝子ファミリーの発現を抑制するのみならず，α-M SH刺激に

対する応答性を減弱させることにより，抗メラノジェネシスの正のフィードバ

ックメカニズムを発揮している可能性が考えられた．

第 2 の研究ではメラノサイトからケラチノサイトへのメラニンの受け渡し

に着目，メラニンのレシピエントであるケラチノサイトが転写因子 Foxn1 によ

りメラノサイトを誘引し，色素沈着パターンを決定している可能性を示した．

色素の生合成について色素のドナー細胞側の研究は多く なされてきたが，本研

究は色素のレシピエント細胞の発生を促進するタンパクの最初の報告である．

皮膚の特定の場所で， Foxn1 は， Foxn1 を有する細胞のメラニン化を誘導する．

Foxn1が無い場合，これらの細胞はまるで周りのメラノサイトがその存在を無視

しているかの如く ，色素を受け渡されないままである．これらの結果は色素形

成の際の相互作用の形態形成メカニズムを示唆している．また Foxn1 が表皮細

胞に発させるシグナルの一つとして bFgf を同定した． bFgfにより，メラノサイ

トは Foxn1 陽性細胞をターゲットとして認識し，これらのターゲットに樹状突

起を介して接続し，色素を受け渡す．従って，Foxn1は色素のレシピエントにあ

り，色素のドナーを引き寄せ，色素形成の単位さらには色素沈着した表皮をつ

く り上げる．つまり，Foxn1は細胞に，「 色素レシピエントのphenotype」という，

細胞が自分自身の色素沈着を制御するという特別な特性を与えると結論付けら

れる．

第3の研究は真皮由来因子の色素沈着への影響に着目，真皮線維芽細胞由来

因子である KGFが，日光性色素斑および肝斑の表皮に蓄積していることが，色

素沈着異常が消失しない原因になっている可能性を示した．過去の研究より日

光性色素斑における真皮－表皮境界領域のへパラン硫酸の分解や肝斑における

基底膜の喪失が明らかになっている． KGF のような真皮由来の因子がこのよう
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な生理機能や物理機能を喪失した基底膜を通過して表皮に浸透し，そこに蓄積

し，その結果としてこれら色素沈着が消失しないという仮説を考えることがで

きた．

第4の研究は第3の研究で着目したKGFのメラノサイトに対する影響を in 

vitroで検討， KGFがメラノサイトの増殖や分化に重要な役割を果たしているこ

とを示した． KGF が培養系において未分化のヒトメラノブラストまたはごく薄

く色素沈着したメラノサイトの増殖を促進すること，ヒトメラノサイトの増殖

および分化も促進することが示された．第 3 の研究で明らかになった，日光性

色素斑や肝斑のような色素沈着異常の表皮にKGFが蓄積していることが，それ

ら色素沈着が消失しない原因になっていることが示唆された．

第5の研究は真皮の血管系と色素沈着の影響に着目，日光性色素斑では真皮

の血流の増加・ 血管系の亢進がみられ，また炎症状態であることも明らかにな

り，これらの色素沈着への関与が示唆された．本研究および過去の研究から，

皮膚の血管形成が色素沈着において役割を果たしていること，ならびに血管系

を減少させることでメラノサイトへの刺激も減弱されるであろうことが考えら

れる．これらの発見は日光性色素斑の発達に血管系の亢進が影響していること

を示唆しており，血管系をターゲットとすることが，日光性色素斑のような色

素沈着異常への対処方法として有効であることを示唆している．

本研究においては 2 つのメラノサイトへのパラクリン因子， bFGF と KGF

について重要な知見が得られた．

bFGFについては，第2の研究においてメラノサイトがFoxn1陽性細胞をタ

ーゲットとして認識するために Foxn1 陽性細胞から発せられているシグナル分

子がbFgf であること，第4の研究において in vitroでヒトメラノブラストの増殖

にbFGFが重要な役割を果たしていることが明らかになった．しかしながらヒト

の日光性色素斑や肝斑などの色素沈着異常に bFGF が直接関与している可能性

は示されていない．第 3 の研究の考察において，ヒトの日光性色素斑および肝

斑の病変部位表皮へのKGF の蓄積は，本来KGF を結合しているはずの真皮－
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表皮境界領域のへパラン硫酸が分解したり喪失したりすることにより，真皮由

来の KGF が表皮へ浸透しやすくなっているためであるという可能性を述べた．

へパラン硫酸には bFGF も結合する可能性があるという報告があり， bFGF も

KGF と同様に，ヒトの日光性色素斑や肝斑が消失しにくい原因となっている可

能性を有していることが考えられる．

KGFについては，第3の研究においてKGFの表皮での蓄積がヒトの日光性

色素斑および肝斑が消失しにくい原因になっている可能性があること，第 4 の

研究において in vitroでヒトメラノサイト・ メラノブラストの増殖・ 分化にKGF

が重要な役割を果たしていることが明らかになった． 第2の研究において，メ

ラノサイトが Foxn1 陽性細胞をターゲットとして認識することを明らかにした

が，本研究はFoxn1 を過剰発現させた実験結果であり，そもそもなぜFoxn1陽

性細胞が出現するのかについては明らかになっていない．Foxn1陽性細胞にメラ

ニンが受け渡されることから，ヒトの日光性色素斑や肝斑などの色素沈着異常

部位においては Foxn1 陽性細胞が多く存在している可能性が考えられる．ヒト

の日光性色素斑と肝斑の表皮でKGFが蓄積していることがFoxn1陽性細胞の出

現に関与している可能性もじゅうぶんに考えられることができ，今後の研究の

進展が期待される．

本研究により，色素沈着異常のメカニズムについて，メラノサイト内，メラ

ノサイトを取り囲みメラニンを受け取るケラチノサイトとのメラノサイトの関

係，真皮由来因子，真皮の血管系の関与，と言った重要かつ多面的な手掛かり

が得られた．本研究結果から，色素沈着異常のメカニズムについて更なる解明

が進むこと，並びに有効な対処法の提供に繋がることが期待される．



95 

8. 謝辞

本論文を作成し千葉大学融合科学研究科にて学位審査を受けさせて頂く に

あたり，広部知久博士，放射線医学総合研究所人材育成センター 根井充セン

ター長，千葉大学融合科学研究科 松浦彰教授には，丁寧なご指導を賜りまし

た．心より感謝の意を表します．また 2 報の既公表論文について共同研究を実

施し論文作成をご指導下さった韓国 Ajou 大学病院・ 医学研究科の Hee Young 

Kang教授にも心より感謝の意を表します．研究をサポートして下さった関連研

究者の皆様，ならびに日々 の生活の支えであった家族にも感謝の意を表します．


