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Ⅰ ． 序 論  

1 . 背 景  

 一 酸 化 窒 素 (NO) は 生 体 内 に お い て 血 管 内 皮 細 胞 由 来 弛 緩 因 子

( endo the l ium-der ived  re lax ing  fac tor )と し て 働 く 極 め て ラ イ フ サ イ

ク ル の 短 い ガ ス 状 メ デ ィ エ ー タ ー で あ る こ と が 発 見 さ れ た 1 ) , 2 )。 現 在

に 至 る ま で 、慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、気 管 支 喘 息 、ク ロ ー ン 病 や イ ン ス リ

ン 依 存 性 糖 尿 病 等 、生 体 の あ ら ゆ る 組 織 に お い て 生 理 学 的 、病 理 学 的

に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と が 明 ら か と な っ て き て い る 3 )。皮 膚

に お い て も NO は 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ と が 分 か っ て い る 。乾 癬

4 ) , 5 )、ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 等 の 皮 膚 疾 患 6 ) , 7 )、紫 外 線 に よ っ て 誘 発 さ れ る

紅 斑 8 ) , 9 )、 免 疫 反 応 等 の ホ メ オ ス タ シ ス の 過 程 に 関 与 す る こ と が 報 告

さ れ て い る 。さ ら に 、血 管 内 皮 増 殖 因 子 や コ ラ ー ゲ ン 合 成 を 促 進 す る

こ と が 報 告 さ れ 1 0 )、血 管 新 生 や 創 傷 治 癒 に お い て も N O の 働 き が 重 要

で あ る こ と が 明 ら か に な っ て き た 。 N O は N O 合 成 酵 素 ( N O S )に よ り

L -ア ル ギ ニ ン か ら 産 生 さ れ る 。N O S は 少 な く と も 3 つ の ア イ ソ フ ォ ー

ム が 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 1 1 ) , 1 2 ) 。 内 皮 型 N O S ( e N O S )と 脳 型

N O S ( b N O S )は 構 成 的 に 発 現 し て お り 、 そ の 活 性 は C a 2 + -カ ル モ ジ ュ リ

ン に 依 存 し て い る 。 一 方 、 誘 導 型 N O S ( i N O S ) は C a 2 + 非 依 存 的 で

i n t e r f e r o n - 、 t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r -、 l i p o p o l y s a c c h a r i d e の よ う な 炎 症

性 サ イ ト カ イ ン に よ り 発 現 が 誘 導 さ れ る 1 3 ) - 1 6 )。  

 紫 外 線 を 皮 膚 に 照 射 し た と き に 皮 膚 中 に N O が 産 生 さ れ る こ と を 示

す い く つ か の 報 告 が あ る 。 紫 外 線 照 射 で 惹 起 さ れ る 紅 斑 が N O S 活 性

阻 害 剤 の 投 与 に よ り 低 減 さ れ た 報 告 は 皮 膚 中 に N O が 産 生 さ れ て い る

こ と を 示 し て い る 1 7 ) ,  1 8 )。 ま た 培 養 ケ ラ チ ノ サ イ ト に 紫 外 線 を 照 射 し

た と き に N O が 産 生 さ れ る こ と を 示 し た 報 告 も あ る 1 9 ) , 2 0 )。一 方 、紫 外
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線 が 皮 膚 に あ た る と 、メ ラ ノ サ イ ト 内 の チ ロ シ ナ ー ゼ お よ び チ ロ シ ナ

ー ゼ 関 連 酵 素 の 働 き に よ り メ ラ ニ ン 生 成 が 増 加 し 色 素 沈 着 が 生 じ る

こ と は 良 く 知 ら れ た 現 象 で あ る 。紫 外 線 に よ り 色 素 沈 着 が 起 き る メ カ

ニ ズ ム は 、紫 外 線 に 暴 露 さ れ た ケ ラ チ ノ サ イ ト 等 の 細 胞 か ら 放 出 さ れ

る 種 々 の メ ラ ノ サ イ ト 刺 激 因 子 に よ る こ と が 主 要 因 で あ る と 考 え ら

れ て い る 2 1 )。こ れ ら の メ ラ ノ サ イ ト 刺 激 因 子 と し て は 、副 腎 皮 質 刺 激

ホ ル モ ン 、  - m e l a n o c y t e  s t i m u l a t i n g  h o r m o n e  ( - M S H )  2 2 ) ,  2 3 )  、

e n d o t h e l i n - 1  ( E T- 1 )  2 4 ) , 2 5 )、プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 2 6 )、チ ミ ジ ン・ジ ヌ ク

レ オ チ ド 2 7 )、 ヒ ス タ ミ ン 2 8 )な ど が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら は チ ロ シ ナ

ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 を 上 昇 さ せ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 例 え ば 、

 - M S H は cyc l i c  adenos ine  monophosphate  ( c A M P )  シ グ ナ ル 経 路 2 9 )、

E T- 1 は p r o t e i n  k i n a s e  C  ( P K C )  シ グ ナ ル 経 路 2 5 )と そ れ ぞ れ 異 な る 経 路

を 通 し て チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 に 働 い て い る 。  

近 年 、 紫 外 線 照 射 に よ る メ ラ ニ ン 生 成 に N O が 関 与 し て い る こ と が

報 告 さ れ た 。 紫 外 線 に よ り 皮 膚 内 で 産 生 さ れ た N O が メ ラ ノ サ イ ト を

刺 激 し メ ラ ニ ン 生 成 が 増 大 す る こ と が 色 素 沈 着 の 原 因 の １ つ で あ る

可 能 性 が 示 さ れ て い る 3 0 )。し か し な が ら 詳 細 な メ カ ニ ズ ム に つ い て は

未 だ 不 明 な 部 分 が 多 く 残 っ て い る 。  

 メ ラ ニ ン 生 成 を 制 御 す る こ と は 紫 外 線 で 誘 導 さ れ る 皮 膚 の 色 素 沈

着 を 抑 制 す る 効 果 的 な 方 法 で あ る 。メ ラ ニ ン 生 成 を 抑 制 す る 方 法 と し

て は 、炎 症 の 抑 制 や メ ラ ノ サ イ ト の 周 り の 細 胞 か ら 放 出 さ れ る メ ラ ノ

サ イ ト 刺 激 因 子 の 抑 制 、メ ラ ノ サ イ ト 刺 激 因 子 の 各 レ セ プ タ ー の ブ ロ

ッ ク 、チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 の 阻 害 が あ げ ら れ 3 1 )、こ れ ま で そ れ ら の 作 用

を 持 つ 有 効 物 質 が 皮 膚 の 局 所 に 使 用 さ れ て い る 。一 方 、生 体 には元来

紫 外 線 等 の 害 か ら 身 を 守 る た め の 生 体 防 御 物 質 が 備 わ っ て い る 。
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生体内抗酸化物質としては、チオール基を持つアミノ酸を含むペ

プチド、タンパク質としてグルタチオン、チオレドキシン、メタ

ロチオネインといった物質、また抗酸化酵素としてグルタチオン

ペルオキシダーゼ、カタラーゼ、スーパーオキシドディスムター

ゼといった酵素が良く知られている。その中でもメタロチオネイ

ンはラジカルスカベンジ作用が強い物質だといわれている。メタ

ロチオネインは分子量約 7kDa のシステイン残基を多く含む、熱

安定性をもつ多機能性金属結合タンパク質で、主な生理作用とし

てはラジカルスカベンジ作用の他に重金属の解毒作用、生体必須

微量金属の代謝調節、免疫反応作用等が知られている 3 2 ) - 4 0 )。ヒ

トでの存在分布は主に肝臓、腎臓といった臓器に多く存在するこ

とが知られている。また、メタロチオネインには NO をブロック

する作用があることも報告されている 4 1 )。皮膚においては、ケラ

チ ノ サ イ ト 中 に 誘 導 さ れ た メ タ ロ チ オ ネ イ ン が サ ン バ ー ン セ ル

形成を抑制することが報告されている 4 2 )。  

 

2 . 目 的  

本研究の目的は、 紫 外 線 に よ り 皮 膚 内 で 産 生 さ れ た N O に よ る メ

ラ ニ ン 生 成 の 増 大 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 色 素 沈 着 の 詳 細 な メ カ ニ ズ

ム を 明 ら か に す る こ と で あ る 。さ ら に そ の 色 素 沈 着 を 抑 制 す る 方 法 と

し て 生 体 内 に 存 在 す る 抗 酸 化 物 質 メ タ ロ チ オ ネ イ ン を 利 用 し て 抑 制

す る こ と を 試 み た 。  

 

3 . 論 文 の 構 成  

 本 目 的 を 達 成 す る た め に 、 第 １ 章 で は 紫外線照射による NO 産生
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のメカニズムを明らかにするため、どの NOS アイソフォームが

関与しているのか、培養ケラチノサイトを用いて UVB 照射後の

bNOS と iNOS の発現を検討した。  

 第２章では培養メラノサイトで NO 刺激することにより上昇す

る メ ラ ニ ン 生 成 に チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 が 関 与 す る か 検 討

した。  

 第 ３ 章 で は メ ラ ノ サ イ ト に お い て メ タ ロ チ オ ネ イ ン が 存 在 し

発現誘導できることを確認し、メラノサイトでメタロチオネイン

量を増やすことで NO 刺激で上昇したメラニン生成を抑制できる

か検討した。  
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Ⅱ ． 本 論  

第 １ 章  紫 外 線 に よ る 一 酸 化 窒 素 の 産 生  

1 . 1 緒 言  

 一 酸 化 窒 素 ( N O )は 血 管 内 皮 細 胞 由 来 弛 緩 因 子 と し て 認 識 さ れ て お

り 1 ) , 2 )、さ ま ざ ま な 生 理 学 的 活 性 を 持 つ こ と が 示 さ れ て い る 3 ) - 1 0 )。N O

は N O 合 成 酵 素 ( N O S )に よ り L -ア ル ギ ニ ン か ら 産 生 さ れ る 。 N O S は 少

な く と も 3 つ の ア イ ソ フ ォ ー ム が 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 1 1 ) , 1 2 )。

内 皮 型 N O S ( e N O S )と 脳 型 N O S ( b N O S )は 構 成 的 に 発 現 し て お り 、 そ の

活 性 は C a 2 + -カ ル モ ジ ュ リ ン に 依 存 し て い る 。一 方 、誘 導 型 N O S ( i N O S )

は C a 2 + 非 依 存 的 で i n t e r f e r o n -  、 t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r - 、

l i p o p o l y s a c c h a r i d e の よ う な 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン に よ り 発 現 が 誘 導 さ

れ る 1 3 ) - 1 6 )。  

 N O は 乾 癬 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 接 触 性 皮 膚 炎 と い っ た 皮 膚 病 に 重

要 な 役 割 を し て い る 可 能 性 あ る こ と が 複 数 報 告 さ れ て い る 1 7 ) , 1 8 )。 紫

外 線 B 波 ( U V B )に よ り 誘 導 さ れ る 紅 斑 に は N O 産 生 の 増 加 が 関 与 し て

い る と 考 え ら れ て い る 1 9 ) , 2 0 )。 培 養 ケ ラ チ ノ サ イ ト や 培 養 メ ラ ノ サ イ

ト の 増 殖 や 分 化 は N O に よ り 調 節 さ れ て い る こ と が 報 告 さ れ て い る

2 1 ) , 2 2 )。ま た 、紫 外 線 に よ り 皮 膚 に お い て N O が 産 生 さ れ る こ と が 報 告

さ れ て い る 。 こ の よ う な 紫 外 線 に よ る 表 皮 の 肥 厚 や 色 素 沈 着 は N O の

産 生 に よ り 調 節 さ れ て い る の か も し れ な い 。 皮 膚 に お い て N O S の 発

現 は U V B の 影 響 に よ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 誘 導 型 N O S ( i N O S )は

健 全 な 皮 膚 に U V B 照 射 2 4 時 間 か ら 4 8 時 間 後 ま で 誘 導 が 確 認 さ れ て

い る 2 3 )。 U V B に よ る N O S 発 現 へ の 影 響 に つ い て 培 養 ケ ラ チ ノ サ イ ト

を 用 い て 調 べ ら れ て い る 。 R o mé r o - G r a i l l e t ら は U V B に よ り 脳 型

N O S (bNOS)も i N O S も 発 現 が 上 昇 し な い こ と を 報 告 し た 2 4 )。 一 方 、
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Kang -Rotondo ら は b N O S の 発 現 が 上 昇 す る こ と を 示 し た 2 5 )。 N O に

よ る 様 々 な 現 象 は N O S の 発 現 に よ り 説 明 す る こ と が 可 能 で あ る こ と

か ら 、 本 報 告 で は 、 培 養 ケ ラ チ ノ サ イ ト に U V B 照 射 す る こ と で N O S

の 発 現 に 影 響 す る の か 、ま た 影 響 す る 場 合 に は い ず れ の ア イ ソ フ ォ ー

ム が 関 与 す る の か を 明 ら か に す る た め U V B 照 射 後 の b N O S と i N O S の

発 現 に つ い て 検 討 し た 。  

 

1 . 2 実 験 方 法  

1 . 2 . 1   細 胞 培 養  

 Yu s p a ら に よ り 確 立 さ れ た マ ウ ス 由 来 ケ ラ チ ノ サ イ ト 細 胞 系

( P a m 2 1 2 )は 2 6 )、D u l b e c c o ’s  m o d i f i e d  E a g l e ’s  m e d i u m  ( D M E M )に 1 0 % f e t a l  

b o v i n e  s e r u m  ( F B S )お よ び 1 0 0  U / m l ペ ニ シ リ ン 、 1 0 0   / m l ス ト レ プ ト

マ イ シ ン を 含 む 培 地 を 用 い 3 7℃ 、 5 % C O 2 雰 囲 気 下 で 培 養 し た 。 生 細

胞 数 の 測 定 は M T T 法 を 用 い て 評 価 し た 2 7 )。  

 

1 . 2 . 2 U V B 照 射 方 法  

 U V B 照 射 の た め 細 胞 を p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  ( P B S )で 洗 浄 後 、

P B S の 存 在 下 で f l u o r e s c e n t  s u n  l a m p  F L 2 0 S E  ( To s h i b a )を 用 い て U V B 照

射 し た 。U V B の 照 度 は U V- R A D I O M E T E R  U V R - 3 0 5 / 3 6 5 D ( I I )  ( TO P C O N )

で 測 定 し た 。U V B 照 射 後 は F B S お よ び フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 不 含 の D M E M

培 地 を 用 い て 培 養 し た 。  

 

1 . 2 . 3 N O 産 生 量 測 定 方 法  

 N O 産 生 量 の 測 定 は N O の 安 定 代 謝 物 で あ る 亜 硝 酸 塩 の 量 を 測 定 す

る こ と に よ り 評 価 し た 。 U V B 照 射 し た ケ ラ チ ノ サ イ ト を 6、 1 2、 2 4、
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4 8 時 間 培 養 後 、 培 地 中 の 亜 硝 酸 塩 の 濃 度 を f l u o r o m e t r i c  n i t r a t e / n i t r i t e  

a s s a y  k i t  ( C a y m a n )を 用 い て 測 定 し た 。  

 

1 . 2 . 4 ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析  

 P o l y ( A ) + R N A の 抽 出 は O l i g o t e x T M - d T < S u p e r >  m R N A P u r i f i c a t i o n  

K i t  ( Ta k a r a )を 用 い て 行 な っ た 。 P o l y ( A ) + R N A ( 0 . 5g )を 1 %ア ガ ロ ー ス

(含 0 . 4 M ホ ル ム ア ル デ ヒ ド )ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 展 開 し 、ナ イ ロ ン メ ン

ブ レ ン に R N A を 転 写 し た 。 メ ン ブ レ ン を 8 0℃ 、 2 時 間 イ ン キ ュ ベ ー

ト し た 後 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 R N A プ ロ ー ブ を 添 加 し た ハ イ ブ リ ダ

イ ゼ ー シ ョ ン b u f f e r  [ 7 % s o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e  ( S D S )、 5 0 %ホ ル ム ア ミ

ド (関 東 化 学 )、 5× s a l i n e  s o d i u m  c i t r a t e  b u f f e r  ( 5×S S C、 p H 7 . 0 )、 2 %  

b l o c k i n g  r e a g e n t  ( R o c h e ) 、 5 0 m M  p h o s p h a t e  b u f f e r ( p H 7 . 0 ) 、 0 . 1 %  

N - l a u r o y l  s a r c o c i n e、 5 0g / m l  y e a s t  t o t a l  R N A ( R o c h e ) ]中 で 少 な く と も

6 8℃ 、 2 4 時 間 以 上 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 R N A プ ロ ー ブ は D I G  R N A 

L a b e l i n g  K i t  ( S P 6 / T 7 )  ( R o c h e )を 用 い c D N A を i n  v i t ro  転 写 す る こ と に

よ り 合 成 し た 。b N O S お よ び g l y c e r a l d e h y d e - 3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  

( G 3 P D H )  R N A プ ロ ー ブ は そ れ ぞ れ マ ウ ス の b N O S  お よ び G 3 P D H と ク

ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 報 告 さ れ て い る ヒ ト の b N O S  c D N A 

( p o s i t i o n  3 9 0 1 - 4 3 1 2 ) 2 8 ) お よ び G 3 P D H  c D N A ( C l o n t e c h )よ り 作 製 し た

R N A プ ロ ー ブ を 用 い た 。ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 メ ン ブ レ ン を 2×

S S C、 0 . 1 % S D S 溶 液 で 室 温 、 1 5 分 間 洗 浄 後 、 0 . 1×S S C、 0 . 1 % S D S 溶 液

で 6 8℃ 、 1 5 分 間 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 D I G  w a s h  b u f f e r  [ 0 . 1 %  b l o c k i n g  

r e a g e n t、0 . 1 M マ レ イ ン 酸 、3 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 ( p H 8 . 0 ) ]で 洗 浄 後 、

a l k a l i n e  p h o s p h a t e  c o n j u g a t e d  抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗 体 ( R o c h e )を 添 加 し

た D I G  w a s h  b u f f e r で 3 0 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。D I G  w a s h  b u f f e r で
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洗 浄 後 、基 質 に C D P - St a r  ( R o c h e )を 用 い て a l k a l i n e  p h o s p h a t e 活 性 を 可

視 化 し て 検 出 し た 。  

 

1 . 2 . 5 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析  

 ケ ラ チ ノ サ イ ト を セ ル ス ク レ ー パ ー で 集 め P B S 中 で ソ ニ ケ ー シ ョ

ン 後 、 遠 心 上 清 を タ ン パ ク 質 抽 出 液 と し た 。 タ ン パ ク 質  ( 3 0g )を 2 -

メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル で 処 理 後 7 . 5 % S D S - p o l y a c r y l a m i d e  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  ( S D S - PA G E )に よ り 展 開 し 2 9 )、 p o l y v i n y l i d e n e  d i f l u o r i d e  

( P V D F )メ ン ブ レ ン に 転 写 し た 。 メ ン ブ レ ン を ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 [ 5 %ス

キ ム ミ ル ク 、0 . 1 % Tw e e n 2 0 を 含 む P B S ]で 1 時 間 洗 浄 後 、抗 b N O S 抗 体

( Tr a n s d u c t i o n  L a b . )を 添 加 し た ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 中 で 、室 温 1 時 間 イ ン

キ ュ ベ ー ト し た 。 尚 、 使 用 し た 抗 b N O S 抗 体 は e N O S お よ び i N O S に

は 反 応 し な い こ と は 確 か め ら れ て い る 。 0 . 1 % Tw e e n 2 0 を 含 む

P B S ( P B S - T )で 洗 浄 後 、 h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  c o n j u g a t e d 抗 マ ウ ス I g G

抗 体 ( D A K O )を 添 加 し た ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 中 で 、 室 温 1 時 間 イ ン キ ュ

ベ ー ト し た 。再 び P B S - T で 洗 浄 後 、p e r o x i d a s e 活 性 を 基 質 と し て S u p e r  

S i g n a l  We s t  D u r a  E x t e n d e d  D u r a t i o n  S u b s t r a t e  ( P I E R C E )を 用 い て 可 視

化 し て 検 出 し た 。  

 

1 . 2 . 6 RT- P C R 解 析  

 To t a l  R N A の 抽 出 は R N e a s y  M i n i  K i t  ( Q i a g e n 製 )を 用 い て 行 な っ た 。

RT- P C R ( r e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n - p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n ) 解 析 は R N A 

P C R  K i t  ( A M V )  v e r. 2 . 1  ( Ta k a r a )を 用 い て 行 な っ た 。 F i r s t  s t r a n d  c D N A

は To r a l  R N A ( 1g )か ら A M V r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  X L と o l i g o - d T を 用

い 合 成 し た 。c D N A の 増 幅 は Ta q  p o l y m e r a s e を 用 い P C R 反 応 を 1 サ イ
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ク ル 9 4℃ : 1 分 間 、 6 2℃ : 2 分 間 、 7 2℃ : 2 分 間 を 4 0 サ イ ク ル 行 な っ た 。

P C R 反 応 に 用 い た プ ラ イ マ ー を 以 下 記 載 す る 。  

i N O S ( s e n s e )  5 ’ - G G A C G A A C T C A G T G G  G C A G G - 3 ’、  

（ a n t i s e n s e） 5 ’ - G G A G G G  G T C  G TA AT G  T C C  A G - 3 ’；5 3 7 b p ) 3 0 ) , 3 1 )、

G 3 P D H ( s e n s e : ) 5 ’ - C C A A G G  T C A T C C  AT G  A C A A C - 3 ’、  

（ a n t i s e n s e）  5 ’ - T TA C T C  C T T G G A G G C  C AT G T- 3 ’； 5 2 7 b p ) 3 2 ) , 3 3 )  

 

1 . 2 . 7 統 計 処 理  

 各 々 の 実 験 は n = 3 で 行 な っ た 。統 計 解 析 は 分 散 分 析 後 D u n n e t ’s 検 定

を 行 な っ た 。 有 意 差 は  * p<0 .05 ,  ** p<0 .01  で 示 し た 。  

 

1 . 3 結 果  

1 . 3 . 1 培 養 ケ ラ チ ノ サ イ ト に お け る U V B に よ る N O 産 生  

 培 養 ケ ラ チ ノ サ イ ト に 未 照 射 お よ び U V B を 2 ,  5  m J / c m 2 照 射 し 、 培

養 4 8 時 間 後 ま で ケ ラ チ ノ サ イ ト が 産 生 す る N O 量 を 測 定 し た 。そ の 結

果 を F i g .  1 に 示 し た 。 U V B 照 射 6 時 間 以 降 、 未 照 射 の も の と 比 べ N O

産 生 量 が 有 意 に 増 加 し て お り 、 そ の 増 加 は 4 8 時 間 後 ま で 続 い た 。 N O

産 生 の 増 加 量 は U V B 照 射 量 に 依 存 し て い た 。ま た 細 胞 数 の 測 定 よ り 、

U V B 照 射 2 ,  5  m J / c m 2 で は ケ ラ チ ノ サ イ ト へ の ダ メ ー ジ は 見 ら れ ず 、

2 0  m J / c m 2 以 上 の 照 射 で 細 胞 ダ メ ー ジ が 観 察 さ れ た 。  

 

1 . 3 . 2 U V B 照 射 に よ る b N O S の 発 現 に 与 え る 影 響  

U V B 照 射 に よ る b N O S の 発 現 に 与 え る 影 響 を 見 る た め に 、培 養 ケ ラ

チ ノ サ イ ト に 未 照 射 お よ び U V B を 2 ,  5  m J / c m 2 照 射 し 培 養 4 時 間 後 の

m R N A 発 現 量 を ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 調 べ た 。そ の 結 果 を F i g .  2 に
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示 し た 。 b N O S の m R N A 量 は 未 照 射 の も の と 比 べ U V B 照 射 5  m J / c m 2

で 明 ら か な シ グ ナ ル の 増 加 が み ら れ た 。ま た 内 部 標 準 と し て 同 時 に 検

出 し た G 3 P D H の m R N A シ グ ナ ル は U V B 照 射 に よ り 変 化 は 見 ら れ な か

っ た 。 ま た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り U V B 照 射 1 2 時 間 後 の b N O S

の タ ン パ ク 質 量 を 調 べ た 。 そ の 結 果 を F i g .  3 に 示 し た 。 b N O S の タ ン

パ ク 質 量 は 未 照 射 の も の に 比 べ シ グ ナ ル の 増 加 が 観 察 さ れ た 。 ま た 、

S D S - PA G E に よ り 各 サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 量 が 同 じ で あ る こ と を 確 か

め た 。  

 

1 . 3 . 3 U V B 照 射 に よ る i N O S の 発 現 に 与 え る 影 響  

U V B 照 射 に よ る i N O S の 発 現 は ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 で は 検 出 が で き な

か っ た た め 、 培 養 ケ ラ チ ノ サ イ ト に 未 照 射 お よ び U V B を 5  m J / c m 2 照

射 し 培 養 4、1 2、2 4 時 間 後 の m R N A 発 現 量 は RT- P C R 法 に よ り 調 べ た 。

そ の 結 果 を F i g .  4 に 示 し た 。未 照 射 の ケ ラ チ ノ サ イ ト に お い て P C R 反

応 を 4 0 サ イ ク ル ま で 増 幅 す る こ と に よ り i N O S の m R N A を 検 出 で き

た 。 し か し な が ら U V B を 5  m J / c m 2 照 射 し た ケ ラ チ ノ サ イ ト で は 培 養

4、1 2 時 間 後 で は 未 照 射 の も の と 比 べ て m R N A の シ グ ナ ル は 抑 制 さ れ

て い た 。P C R 産 物 は D N A 配 列 解 析 を す る こ と に よ り i N O S の も の で あ

る こ と を 確 認 し た 。ケ ラ チ ノ サ イ ト に お い て i n t e r f e r o n - の 刺 激 に よ り

i N O S の 発 現 が 誘 導 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て お り 3 4 )、 本 実 験 系 に お い

て も 発 現 の 誘 導 が 確 認 で き た 。 ま た 内 部 標 準 と し て 同 時 に 検 出 し た

G 3 P D H の m R N A シ グ ナ ル は U V B 照 射 に よ り 変 化 は 見 ら れ な か っ た 。 

 

1 . 4 考 察  

 U V B 照 射 に よ り 正 常 な 皮 膚 や 培 養 ケ ラ チ ノ サ イ ト で は N O S 活 性 が
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制 御 さ れ N O が 産 生 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る 3 5 )。U V B 照 射 に よ り

影 響 さ れ る N O S は 3 つ の ア イ ソ フ ォ ー ム の う ち い ず れ で あ る か 、 い

く つ か の 報 告 が さ れ て い る が 矛 盾 し た 結 果 で あ る 。 We l l e r ら は  3 6 )、

正 常 な ヒ ト の 皮 膚 に お い て U V B 照 射 2 4 時 間 後 に i N O S の 発 現 が 上 昇

す る こ と を RT- P C R 法 で 確 認 し た  2 3 )。 こ れ に 対 し 、 K a n g - R o t o n d o ら

は 培 養 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト に お い て U V B 照 射 後 b N O S タ ン パ ク 質 が

誘 導 さ れ る こ と を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で 示 し た 2 5 ) 。 さ ら に 、

R o mé r o - G r a i l l e t ら は 培 養 ケ ラ チ ノ サ イ ト の N O 産 生 量 の 増 加 は i N O S

の 発 現 誘 導 に よ る も の で は な い こ と を 示 し た 2 4 )。  

 本 研 究 で は 、 培 養 マ ウ ス ケ ラ チ ノ サ イ ト 株 ( P a m 2 1 2 )を 用 い U V B 照

射 に よ る b N O S お よ び i N O S の 発 現 へ の 直 接 的 な 影 響 を 調 べ た 。 培 養

ケ ラ チ ノ サ イ ト を U V B 照 射 す る こ と に よ り 6 時 間 後 に は す で に N O

は 産 生 さ れ て い る こ と が 観 察 で き た ( F i g . 1 )。 一 般 的 に b N O S の 発 現 は

構 成 的 で あ る と い わ れ て い る が 、 培 養 ケ ラ チ ノ サ イ ト に U V B 照 射 す

る こ と に よ り b N O S の m R N A お よ び タ ン パ ク 質 の 量 が と も に 増 加 す る

こ と を 確 か め た ( F i g . 2、 3 )。 こ れ ら の 結 果 は U V B 照 射 に よ る N O 産 生

量 の 増 加 の 要 因 と し て b N O S の 発 現 誘 導 が か か わ っ て い る か も し れ な

い こ と を 示 し て い る 。そ の 他 の 要 因 と し て b N O S の 酵 素 活 性 の 上 昇 に

よ る こ と も 考 慮 に 入 れ る 必 要 が あ る 。こ の 点 に 関 し て 、R o mé r o - G r a i l l e t

ら は ケ ラ チ ノ サ イ ト へ の U V B 照 射 に よ り b N O S の 酵 素 反 応 の コ フ ァ

ク タ ー 、 例 え ば カ ル シ ウ ム 、 N A D P H、 t e t r a h y d r o b i o p t e r i n（ 6 - B H 4） が

ケ ラ チ ノ サ イ ト で b N O S の 酵 素 活 性 を 制 御 し て い る た め で で は な い か

と 考 察 し て い る 2 4 )。通 常 U V B に よ っ て 誘 発 さ れ る 紅 斑 は 、 U V B 照 射

の 3 時 間 後 に は 認 識 で き る 2 0 )。し か し 、b N O S の m R N A と タ ン パ ク 質

量 の 増 加 に は 数 時 間 以 上 の 時 間 を 必 要 と す る 。 こ の よ う に 、 b N O S の
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酵 素 活 性 の 上 昇 が 早 い 段 階 で 形 成 さ れ る 紅 斑 に 重 要 で あ る の か も し

れ な い 。  

 i N O S 発 現 へ の 影 響 を 調 べ る た め に ノ ザ ン お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ

ト 法 を 試 み た が 検 出 で き な か っ た こ と か ら 、 RT- P C R 法 で の 検 出 を 試

み た 。 RT- P C R 法 に よ り U V B 未 照 射 の ケ ラ チ ノ サ イ ト で i N O S の 発 現

を 検 出 す る こ と が で き た 。し か し な が ら 、U V B 照 射 し た ケ ラ チ ノ サ イ

ト で は 予 想 に 反 し 、む し ろ 逆 に i N O S の 発 現 は 抑 制 さ れ て い た ( F i g . 4 )。

細 胞 を 用 い て U V B 照 射 に よ り i N O S の 発 現 を 示 す 研 究 と 正 常 ヒ ト 皮 膚

に お い て U V B 照 射 2 4 時 間 後 に i N O S の 発 現 を 示 す 研 究 が 報 告 さ れ て

い る 2 3 ) , 3 6 )。 ま た 、 こ れ ら の 報 告 は 本 研 究 の 培 養 マ ウ ス ケ ラ チ ノ サ イ

ト を 用 い た 実 験 結 果 と 矛 盾 す る 結 果 で あ る 。こ の 矛 盾 の 説 明 と し て は 、

用 い た ケ ラ チ ノ サ イ ト の 細 胞 種 の 違 い に よ る も の か も し れ な い 。別 の

説 明 と し て 、 U V B 照 射 後 に 生 体 内 で 観 察 さ れ る i N O S の 発 現 上 昇 は 、

ケ ラ チ ノ サ イ ト の 周 り に あ る 他 の 細 胞 か ら 放 出 さ れ る 各 種 の 炎 症 性

サ イ ト カ イ ン に よ っ て 制 御 さ れ て い る の か も し れ な い 。い く つ か の 炎

症 性 疾 患 で 、 i n t e r f e r o n - 、 t u mo r  n e c r o s i s  f a c t o r -の よ う な サ イ ト カ イ

ン が 放 出 さ れ て 、i N O S の 発 現 を 上 昇 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 3 7 ) , 3 8 )。

ま た 、 i n t e r f e r o n - 、 t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r -に よ り i N O S 発 現 が 上 昇 し

た 培 養 ケ ラ チ ノ サ イ ト に U V B 照 射 す る こ と に よ り i N O S 発 現 が 抑 制 さ

れ る こ と が 報 告 さ れ て い る 3 9 )。以 上 、こ れ ら の 結 果 か ら 判 断 し て 、正

常 な ヒ ト の 皮 膚 に お い て 観 察 さ れ る U V B 照 射 に よ り 誘 導 さ れ る i N O S

発 現 は 皮 膚 中 で 放 出 さ れ る サ イ ト カ イ ン に よ っ て 間 接 的 に も た ら さ

れ る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。  
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1 . 5 結 語  

本 研 究 に お い て 、 我 々 は マ ウ ス ケ ラ チ ノ サ イ ト を 用 い て U V B 照 射

に よ り N O 産 生 を 増 加 さ せ る こ と を 確 か め た 。 そ し て b N O S の m R N A

お よ び タ ン パ ク 質 の 発 現 が 上 昇 し 、 そ し て i N O S  m R N A の 発 現 は 直 接

的 に は 若 干 抑 制 す る こ と を 示 し た 。こ れ ら の 結 果 は 、培 養 ケ ラ チ ノ サ

イ ト に U V B 照 射 し た 後 に 見 ら れ る N O 産 生 の 増 加 は b N O S の 発 現 の 上

昇 が か か わ っ て い る こ と で 説 明 で き る か も し れ な い こ と を 示 し て い

る 。  
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1 . 6 図  
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第 ２ 章  一 酸 化 窒 素 に よ る メ ラ ニ ン 生 成 の 誘 導  

2 . 1 緒 言  

 皮 膚 は 紫 外 線 照 射 す る こ と に よ り メ ラ ニ ン の 生 成 が 起 こ り 色 素 沈

着 を 生 じ る 。メ ラ ニ ン は メ ラ ノ サ イ ト で 発 現 し て い る 特 異 的 な 酵 素 チ

ロ シ ナ ー ゼ お よ び チ ロ シ ナ ー ゼ 関 連 酵 素 に よ っ て 生 成 さ れ る 。皮 膚 に

紫 外 線 照 射 し た 後 、メ ラ ノ サ イ ト の 周 り に あ る ケ ラ チ ノ サ イ ト や そ の

他 の 細 胞 か ら い く つ か の メ ラ ノ サ イ ト 刺 激 因 子 が 放 出 さ れ る こ と が

報 告 さ れ て い る 。こ れ ら の メ ラ ノ サ イ ト 刺 激 因 子 と し て は 、副 腎 皮 質

刺 激 ホ ル モ ン 、  - m e l a n o c y t e  s t i m u l a t i n g  h o r m o n e  ( - M S H ) 1 ) , 2 )  、

e n d o t h e l i n - 1  ( E T- 1 )  3 ) , 4 )  、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 5 )、 チ ミ ジ ン ・ ジ ヌ ク

レ オ チ ド 6 )、 ヒ ス タ ミ ン 7 )な ど が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら は チ ロ シ ナ ー

ゼ 遺 伝 子 の 発 現 を 上 昇 さ せ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。例 え ば 、 - M S H

は cyc l i c  adenos ine  monophosphate  ( c A M P )シ グ ナ ル 経 路 8 )、 E T- 1

は p r o t e i n  k i n a s e  C ( P K C )シ グ ナ ル 経 路 4 )と そ れ ぞ れ 異 な る 経 路 を 通 し

て チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 に 働 い て い る 。  

 近 年 、紫 外 線 照 射 に よ る メ ラ ニ ン 生 成 に 一 酸 化 窒 素 ( N O )が 関 与 し て

い る こ と が 報 告 さ れ て い る 。紫 外 線 照 射 は 正 常 な 皮 膚 や 培 養 ケ ラ チ ノ

サ イ ト の N O 合 成 酵 素 ( N O S )を 制 御 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 9 ) - 1 2 )。

ま た N O は メ ラ ノ サ イ ト と ケ ラ チ ノ サ イ ト の 共 培 養 系 を 用 い た 実 験 で

メ ラ ニ ン 生 成 を 増 大 さ せ る こ と が 示 さ れ た 1 2 )。 B r o w n ら は b i c y c l i c  

m o n o t e r p e n e  d i o l s が N O 生 成 を 誘 導 す る こ と で 色 素 沈 着 を 起 こ す こ と

を 示 し た 1 3 )。ま た 、i n  v i v o 実 験 系 に お い て 紫 外 線 照 射 に よ る 色 素 沈 着

が N O S 阻 害 剤 の 塗 布 に よ り 低 減 さ れ る 報 告 も さ れ て い る 1 4 )。 こ の よ

う に 、 N O は 紫 外 線 照 射 に よ っ て 誘 発 さ れ る 過 剰 な 色 素 沈 着 に 重 要 な

役 割 を し て い る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。  
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 N O に よ り 誘 導 さ れ る メ ラ ニ ン 生 成 に 関 し て 、 培 養 メ ラ ノ サ イ ト を

N O 供 与 体 で 毎 日 4 日 間 刺 激 す る こ と で チ ロ シ ナ ー ゼ の 活 性 と タ ン パ

ク 質 量 の 両 方 が 増 加 す る こ と が 報 告 さ れ た 1 2 ) , 1 5 )。N O に よ る メ ラ ニ ン

生 成 は cyc l i c  guanos ine  monophosphate  ( c G M P )シ グ ナ ル 経 路 を 通

る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 し か し 、 N O に よ る チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の

発 現 へ の 関 与 は ま だ 明 ら か に な っ て い な い 。 一 方 、 P C 1 2 の よ う な 他

の 細 胞 に お い て 、 N O は メ ラ ノ サ イ ト の チ ロ シ ナ ー ゼ と 同 じ チ ロ シ ン

か ら ド ー パ へ の 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 チ ロ シ ン ハ イ ド ロ キ シ ラ ー ゼ を

活 性 化 す る こ と が 示 さ れ て い る 1 6 ) , 1 7 )。本 報 告 で は N O に よ る 単 回 刺 激

に よ る 2 4 時 間 以 内 で の メ ラ ニ ン 生 成 に お け る チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の

発 現 の 誘 導 に つ い て 調 べ た 。  

 

2 . 2 実 験 方 法  

2 . 2 . 1 細 胞 培 養  

 正 常 ヒ ト メ ラ ノ サ イ ト ( ク ラ ボ ウ ) は M C D B 1 5 3 に 1 % h u m a n  

m e l a n o c y t e  g r o w t h  s u p p l e m e n t  ( H M G S )を 含 む 培 地 を 用 い 3 7℃ 、 5 % C O 2

雰 囲 気 下 で 培 養 し た 。 評 価 実 験 時 に は M C D B 1 5 3 に 1 0 % f e t a l  b o v i n e  

s e r u m  ( F B S )お よ び 3 0g / m l  b o v i n e  p i t u i t a r y  e x t r a c t  ( B P E )を 含 む 培 地 に

置 き 換 え て 培 養 し た 。 N O 刺 激 は N O 供 与 体 で あ る S - n i t r o s o - N - 

a c e t y l p e n i c i l a m i n e  ( S N A P :  半 減 期 4 . 6 時 間 )  ( R e s e a r c h  B i o c h e m i c a l s  

I n t e r n a t i o n a l )を ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド に 溶 解 し た も の を 培 地 に 添 加 し

た 。  

 

2 . 2 . 2 チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 測 定 方 法  

 細 胞 抽 出 物 の ド ー パ オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 は M a e d a ら の 方 法 に 従 っ て
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行 な っ た 1 8 )。 メ ラ ノ サ イ ト を 2 4 w e l l プ レ ー ト に 1 0 5 c e l l s / m l で 播 種 し

種 々 試 薬 を 添 加 し て 培 養 し た 細 胞 を p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  ( P B S )で

洗 浄 し 、1 %  Tr i t o n X - 1 0 0 を 含 む P B S 中 で ソ ニ ケ ー シ ョ ン し て 細 胞 抽 出

物 を 得 た 。 細 胞 抽 出 液 ( 1 8 0 l )を 9 6 w e l l プ レ ー ト 入 れ 、 そ こ に 1 0 m M  

L - D O PA を 2 0 l 加 え て 3 7℃ 、 6 0 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 メ ラ ニ ン の

吸 収 を 示 す 4 7 5 n m の 吸 光 度 を 測 定 し た 。  

 生 細 胞 中 の チ ロ シ ン ハ イ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 は I m o k a w a ら の 方 法

に 従 っ て 行 な っ た 3 )。 メ ラ ノ サ イ ト を 2 4 w e l l プ レ ー ト に 1 0 5 c e l l s / m l

で 播 種 し 種 々 試 薬 お よ び 1 . 0C i / m l  [ 3 H ]  t y r o s i n e を 添 加 し 、 培 地 中 に

放 出 さ れ る ト リ チ ウ ム 水 の 量 を 測 定 し た 。 5 0 0 l の 培 地 に 2 0 %活 性 炭

を 含 む 1 0 %ト リ ク ロ ロ 酢 酸 溶 液 (活 性 炭 溶 液 )を 5 0 0 l 加 え 混 合 し 、

1 0 , 0 0 0 g、1 0 分 間 遠 心 し た 。遠 心 上 清 7 5 0 l に 再 び 活 性 炭 溶 液 を 5 0 0 l

加 え 混 合 し 、 1 0 , 0 0 0 g、 1 0 分 間 遠 心 し た 。 培 養 上 清 1 m l の 放 射 活 性 を

シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。  

 

2 . 2 . 3 ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析  

 ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析 は 第 １ 章 1 . 2 . 4 と 同 様 に 行 な っ た 。  

 チ ロ シ ナ ー ゼ R N A プ ロ ー ブ は ヒ ト の チ ロ シ ナ ー ゼ  c D N A ( p o s i t i o n  

2 1 7 - 5 6 4 ) 1 9 )を i n  v i t ro  転 写 に よ り 合 成 し た 。  

 

2 . 2 . 4 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析  

 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析 は 第 １ 章 1 . 2 . 5 と 同 様 に 行 な っ た 。  

抗 チ ロ シ ナ ー ゼ 抗 体 は M a d a c 社 よ り 購 入 し た も の を 用 い た 。  
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2 . 2 . 5 c G M P 量 測 定 方 法  

 氷 冷 し た 6 5 %エ タ ノ ー ル を 用 い て メ ラ ノ サ イ ト を 処 理 後 、抽 出 液 を

乾 燥 し 細 胞 内 の c G M P 量 を c G M P e n z y m e - i m m u n o a s s a y  ( E I A )  s y s t e m 

( A m e r s h a m )を 用 い て 測 定 し た 。  

 

2 . 2 . 6 統 計 処 理  

 各 々 の 実 験 は n = 3 で 行 な っ た 。統 計 解 析 は 分 散 分 析 後 D u n n e t ’s 検 定

ま た は Tu k e y ’s 検 定 を 行 な っ た 。有 意 差 は  *p<0 .05 ,  **p<0 .01  で 示 し

た 。  

 

2 . 3 結 果  

2 . 3 . 1 N O に よ る チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 に 与 え る 影 響  

N O 供 与 体 ( S N A P )を 培 養 メ ラ ノ サ イ ト の 培 地 中 に 添 加 し て チ ロ シ ナ

ー ゼ m R N A を ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り 検 出 し た 。 そ の 結 果 を

F i g . 1 に 示 す 。N O 刺 激 2 時 間 後 に チ ロ シ ナ ー ゼ m R N A 発 現 の 誘 導 が 観

察 さ れ た 。 そ し て そ の 発 現 誘 導 は 1 2 時 間 後 で 最 大 に な っ た 。 一 方 、

溶 媒 だ け を 加 え た コ ン ト ロ ー ル の メ ラ ノ サ イ ト で は 変 化 は な か っ た 。

ま た 、N O 刺 激 後 2 4 時 間 ま で の 間 、メ ラ ノ サ イ ト の 増 殖 能 や 細 胞 数 に

変 化 は な か っ た 。  

 

2 . 3 . 2 チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 お よ び タ ン パ ク 質 量 に 与 え る 影 響  

 チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 は ド ー パ オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 お よ び チ ロ シ ン ハ イ

ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 の ２ つ の 方 法 に よ っ て 測 定 し た 。そ の 結 果 を F i g . 2

に 示 す 。 ド ー パ オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 は 、 N O 刺 激 1 2 時 間 後 か ら 2 4 時 間

後 ま で 時 間 依 存 的 に 上 昇 し た 。N O 刺 激 後 2 4 時 間 後 で の 活 性 の 比 率 は
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コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 1 . 3 倍 と わ ず か な 増 加 を 観 察 し た 。 活 性 の 上

昇 は 繰 り 返 し 行 っ た 3 回 の 実 験 で 同 様 に 観 察 さ れ た 。 N O 刺 激 後 の チ

ロ シ ン ハ イ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 は コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 、2 4 時 間 後

に 1 . 5 倍 に 増 加 し て い た 。 チ ロ シ ナ ー ゼ の タ ン パ ク 質 量 は 、 ウ エ ス タ

ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り 調 べ た 。 そ の 結 果 を F i g . 3 に 示 す 。 チ ロ シ

ナ ー ゼ タ ン パ ク 質 量 は 2 4 時 間 後 で 約 1 . 3 倍 増 加 し 、チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性

の 増 加 す る レ ベ ル と 一 致 し て い た 。  

 

2 . 3 . 3 チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 へ の c G M P シ グ ナ ル 経 路 の 関 与  

 R o m é r o - G r a i l l e t ら は 、 N O 刺 激 に よ る チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 の 上 昇 は

c G M P - d e p e n d e n t  p r o t e i n  k i n a s e  ( P K G )に 制 御 さ れ て い る こ と を 報 告 し

た 1 4 )。 N O 刺 激 に よ り 培 養 メ ラ ノ サ イ ト 内 の c G M P 量 の 変 化 を 測 定 し

た 。 そ の 結 果 を F i g . 4 に 示 す 。 N O 刺 激 後 に 直 ち に c G M P 量 が 上 昇 し 、

4 時 間 後 に 最 大 に な る こ と を 確 認 し た 。F i g . 1 に 示 す よ う に N O 刺 激 に

よ る チ ロ シ ナ ー ゼ m R N A が 上 昇 す る こ と に c G M P / P K G 経 路 が 関 与 し

て い る か を 確 か め る た め 、 P K G イ ン ヒ ビ タ ー に よ る 影 響 を 調 べ た 。

F i g . 5 に 示 す よ う に 、 チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 の 上 昇 は P K G イ ン ヒ

ビ タ ー で あ る K T 5 8 2 3 の 添 加 に よ り で 抑 制 さ れ た 。 ま た 、 以 前 に

R o m é r o - G r a i l l e t ら に よ っ て 報 告 さ れ た よ う に 1 4 )、 K T 5 8 2 3 に よ り チ ロ

シ ナ ー ゼ 活 性 が 抑 制 さ れ る こ と も 確 認 で き た 。  

 

2 . 4 考 察  

 N O 刺 激 に よ る メ ラ ニ ン 生 成 の 上 昇 は チ ロ シ ナ ー ゼ の 活 性 と タ ン パ

ク 質 量 の 増 加 に よ る も の で 、そ の 増 加 に c G M P / P K G シ グ ナ ル 経 路 が 関

与 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る 1 2 ) , 1 5 )。 こ の 報 告 は メ ラ ノ サ イ ト を
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毎 日 4 日 間 連 続 し て N O 刺 激 し て メ ラ ニ ン 生 成 が お き る 実 験 系 を 使 用

し た 結 果 で あ る 1 2 ) , 1 5 )。 し か し 、 チ ロ シ ナ ー ゼ の 遺 伝 子 発 現 に 関 し て

は 調 べ ら れ て い な か っ た 。  

 本 研 究 で は 、 メ ラ ノ サ イ ト を N O 供 与 体 で 単 回 刺 激 し 、 刺 激 直 後 か

ら 2 4 時 間 後 ま で の チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 に つ い て 調 べ た 。 チ ロ

シ ナ ー ゼ m R N A 発 現 の 上 昇 は N O 刺 激 の 2 時 間 後 か ら 見 ら れ 、1 2 時 間

後 に 最 大 に な っ た ( F i g . 1 )。こ の チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 の 上 昇 に 従 い 、

ド ー パ オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 の 増 加 が 時 間 依 存 的 に 2 4 時 間 後 ま で 観 察 さ

れ た ( F i g . 2 A )。 2 4 時 間 刺 激 後 の ド ー パ オ キ シ ダ ー ゼ と チ ロ シ ン ハ イ ド

ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 の 増 加 の 割 合 は 無 刺 激 の 細 胞 と 比 べ そ れ ぞ れ 1 . 3 倍 、

1 . 5 倍 で あ り ( F i g . 2 )、 チ ロ シ ナ ー ゼ タ ン パ ク 質 量 の 増 加 の 割 合 ( 1 . 3 倍 ;  

F i g . 3 )と 一 致 し て い た 。 観 察 さ れ た 増 加 は 明 確 で は な か っ た が 有 意 差

は 認 め ら れ た 。 さ ら に 、 メ ラ ノ サ イ ト を 毎 日 4 日 間 連 続 し て N O 刺 激

し た 時 、 チ ロ シ ン ハ イ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 は 約 2 倍 の 上 昇 が 見 ら れ 、

R o m é r o - G r a i l l e ら の 報 告 1 2 ) , 1 5 )と 一 致 し た 結 果 に な る こ と を 確 認 し た 。

N O 刺 激 に よ る チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 、 タ ン パ ク 質 量 の 増 加 と 一 致 し て チ

ロ シ ナ ー ゼ m R N A 量 の 上 昇 が 見 ら れ た 本 実 験 結 果 は 、 N O 刺 激 に よ る

メ ラ ニ ン 生 成 の 誘 導 が チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 の 上 昇 を 通 し て お き

る こ と を 示 唆 し て い る 。  

 メ ラ ノ サ イ ト の 適 切 な N O 刺 激 方 法 の 実 験 条 件 を 決 定 す る た め に い

く つ か 試 み を 行 っ た 。 利 用 す る こ と の で き る N O 供 与 体 は い く つ か あ

り 、そ れ ぞ れ 半 減 期 は 異 な っ た 試 薬 で あ る 。瞬 時 に N O を 放 出 す る N O

供 与 体 で あ る S N P ( s o d i u m  n i t r o p r u s s i d e )に よ る 刺 激 に よ り 、 チ ロ シ ン

ハ イ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 酵 素 活 性 は 有 意 に 増 加 し た 。 し か し 、 同 じ N O

供 与 体 で あ る S N A P (半 減 期 : 4 . 6 時 間 )の 刺 激 に よ り 得 ら れ る 活 性 の 上
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昇 に 比 べ 低 か っ た 。 ま た 、 D E A / N O  ( 1 , 1 - d i e t h y l - 2 - h y d r o x y - 2 -  

n i t r o s o h y d r a z i n e  s o d i u m  s a l t :半 減 期 2 分 )に よ る 刺 激 で は チ ロ シ ン ハ イ

ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 の 有 意 な 上 昇 は 観 察 で き な か っ た 。こ れ ら の 結 果

は お そ ら く S N P と D E A / N O の 非 常 に 短 い 寿 命 に よ り 長 時 間 刺 激 が 細

胞 に 伝 わ ら な か っ た た め と 考 え て い る 。S N P と D E A / N O の 寿 命 が 非 常

に 短 く 、取 り 扱 い も 困 難 な こ と か ら 、実 験 に 用 い る N O 供 与 体 は S N A P

を 使 用 す る こ と と し た 。 S N A P 刺 激 に よ る メ ラ ニ ン 生 成 を 上 昇 さ せ る

濃 度 に お い て メ ラ ノ サ イ ト の 増 殖 能 や 細 胞 数 に 影 響 し な か っ た 。こ の

チ ロ シ ン ハ イ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 の 上 昇 が S N A P の 不 活 性 副 産 物 に よ

る も の で は な い こ と は 、S N A P を 添 加 し て 2 4 時 間 経 過 し て N O の 発 生

が 終 わ っ た 培 地 で メ ラ ノ サ イ ト の チ ロ シ ン ハ イ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性

が 上 昇 し な い こ と で 確 認 し て い る 。  

 い く つ か の メ ラ ノ サ イ ト 刺 激 因 子 に つ い て 、そ の シ グ ナ ル 経 路 は す

で に 報 告 さ れ て い る 。 た と え ば  - M S H は c A M P 経 路 8 )、 E T- 1 は P K C

経 路 4 )を 通 し て チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 を 上 昇 す る こ と が 報 告 さ れ て

い る 。 一 般 に 、 N O は グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ の 活 性 化 そ し て 細 胞 内

c G M P 量 の 増 加 を 通 し て そ の 効 果 を 引 き 出 す 2 0 )。本 研 究 の お い て も メ

ラ ノ サ イ ト 内 の c G M P 量 が N O 供 与 体 に よ る 刺 激 の 直 後 に 上 が り そ の

増 加 が 少 な く と も 4 時 間 後 ま で 続 く こ と を 確 認 し た 。 さ ら に

R o m é r o - G r a i l l e t ら に よ っ て 報 告 さ れ た よ う に 1 5 )、 P K G イ ン ヒ ビ タ ー

( K T 5 8 2 3 )に よ り チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 の 上 昇 の 抑 制 が 観 察 さ れ た 。  

ま た 、N O 刺 激 に よ る チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 の 誘 導 が P K G イ ン ヒ

ビ タ ー の 添 加 に よ り 抑 制 さ れ る こ と を 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 N O

刺 激 に よ り 誘 導 さ れ る メ ラ ニ ン 生 成 に は 、 c G M P 経 路 を 通 し た チ ロ シ

ナ ー ゼ m R N A 発 現 の 上 昇 が 主 要 な メ カ ニ ズ ム で あ る 可 能 性 を 示 し て
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い る 。P K G を 通 し た チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 の 上 昇 は こ れ ま で 報 告 が

な く 、そ し て 詳 細 な メ カ ニ ズ ム は 未 だ 解 明 さ れ て い な い 。P K G を 通 し

た メ カ ニ ズ ム に つ い て 、他 の 細 胞 で の 興 味 深 い 報 告 が あ る 。ラ ッ ト 胎

仔 線 維 芽 細 胞 と 脈 管 平 滑 筋 細 胞 で は 、 P K G が 転 写 因 子 A P - 1 ( a c t i v a t o r  

p r o t e i n  1 )を 活 性 化 さ せ る こ と が 報 告 さ れ て い る 2 1 ) , 2 2 )。 さ ら に 、 マ ウ

ス メ ラ ノ ー マ 細 胞 で は 、 c A M P に よ り 誘 導 さ れ る メ ラ ニ ン 生 成 の 際 に

A P - 1 が 活 性 化 さ れ て い る 2 3 )。 こ れ ら の 報 告 か ら 、 N O は P K G に よ る

A P - 1 の 活 性 化 を 通 し て メ ラ ノ サ イ ト の チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 を 誘

導 す る こ と が 考 え ら れ る 。こ の メ カ ニ ズ ム へ の 更 な る 研 究 は 必 要 で あ

る 。  

 

2 . 5 結 語  

本 研 究 に お い て 、メ ラ ノ サ イ ト に お い て N O 刺 激 後 2 4 時 間 以 内 で の

チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 を 調 べ た 。チ ロ シ ナ ー ゼ m R N A 発 現 の 上 昇 は

N O 供 与 体 添 加 2 時 間 後 に 確 認 さ れ た 。 チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 の 上 昇 は 2 4

時 間 ま で の 間 で 時 間 依 存 的 に 認 め ら れ た 。そ し て そ の 活 性 上 昇 は 、チ

ロ シ ナ ー ゼ タ ン パ ク 質 の 増 加 を 伴 っ て い た 。チ ロ シ ナ ー ゼ m R N A 発 現

の 上 昇 は P K G イ ン ヒ ビ タ ー に よ っ て 抑 制 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、

c G M P 経 路 を 通 し た チ ロ シ ナ ー ゼ 遺 伝 子 発 現 の 上 昇 が N O に よ り 誘 導

さ れ る メ ラ ニ ン 生 成 の 主 要 な メ カ ニ ズ ム で あ る 可 能 性 を 示 唆 し て い

る 。  
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2 . 6 図  
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第 ３ 章  生 体 内 抗 酸 化 物 質 に よ る メ ラ ニ ン 生 成 の 抑 制  

3 . 1 緒 言  

紫 外 線 照 射 に よ り 表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト で N O が 産 生 さ れ る こ と 、 そ

し て N O の 刺 激 に よ り メ ラ ノ サ イ ト の メ ラ ニ ン 生 成 が 増 加 す る こ と お

よ び そ の メ ラ ニ ン 生 成 は メ ラ ノ サ イ ト 内 で グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ の

活 性 化 か ら c G M P / p r o t e i o n  k i n a s e G ( P K G )シ グ ナ ル 経 路 を 通 し て 起 き る

こ と を 第 １ 、 ２ 章 で 明 ら か に し て き た 1 ) - 4 )。  

メ ラ ニ ン 生 成 を 制 御 す る こ と は 紫 外 線 で 誘 導 さ れ る 皮 膚 の 色 素 沈

着 を 抑 制 す る 効 果 的 な 方 法 で あ る 。メ ラ ニ ン 生 成 を 抑 制 す る 方 法 と し

て は 、炎 症 の 抑 制 や メ ラ ノ サ イ ト の 周 り の 細 胞 か ら 放 出 さ れ る メ ラ ノ

サ イ ト 刺 激 因 子 の 抑 制 、メ ラ ノ サ イ ト 刺 激 因 子 の 各 レ セ プ タ ー の ブ ロ

ッ ク 、 チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 の 阻 害 が あ げ ら れ 5 )、 こ れ ま で そ れ ら の 作 用

を 持 つ 有 効 物 質 が 皮 膚 の 局 所 に 使 用 さ れ て い る 。 一 方 、 N O は 活 性 酸

素 種 の 一 つ で あ り 、ま た メ ラ ニ ン の 生 成 に は 酸 化 反 応 が 関 与 し て い る

こ と か ら 、メ ラ ニ ン 生 成 を 抑 制 す る た め に 細 胞 の 生 体 内 抗 酸 化 物 質 を

利 用 す る と い う 考 え が 可 能 で あ る と 思 わ れ る が 、こ れ ま で に そ の よ う

な 報 告 は な い 。 生 体 内 抗 酸 化 物 質 は 生 体 内 で 様 々 な 要 因 に よ り 発

生する活性酸素種を制御することが知られている。その中でもメ

タ ロ チ オ ネ イ ン は ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ 作 用 が 強 い 誘 導 型 生 体 内 抗

酸 化 物 質 で NO を ス カ ベ ン ジ す る こ と も 報 告 さ れ て い る 。  

メ タ ロ チ オ ネ イ ン は 低 分 子 量 (約 7 k D a )の 金 属 結 合 能 を も っ た 高 シ

ス テ イ ン タ ン パ ク 質 で 、肝 臓 や 腎 臓 な ど 多 く の 組 織 に お い て 存 在 が 知

ら れ て い る 細 胞 内 で 誘 導 さ れ る 生 体 内 抗 酸 化 剤 で あ る 。ま た 、メ タ ロ

チ オ ネ イ ン は 有 害 な 金 属 を 解 毒 す る 役 割 を 持 ち 、金 属 の ホ メ オ ス タ シ

ス に 関 与 す る こ と も 知 ら れ て い る 6 ) - 1 4 )。皮 膚 組 織 に お い て も そ の 発 現
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は ケ ラ チ ノ サ イ ト と 線 維 芽 細 胞 で 観 察 さ れ て い る 。皮 膚 を 細 胞 傷 害 か

ら 守 る た め に メ タ ロ チ オ ネ イ ン を 利 用 す る い く つ か の 試 み が 報 告 さ

れ て い る 。H a n a d a ら は メ タ ロ チ オ ネ イ ン が 表 皮 に お い て 紫 外 線 照 射 に

よ る サ ン バ ー ン セ ル の 生 成 を 妨 げ る こ と を 示 し た 1 5 )。S c h w a n z ら は メ

タ ロ チ オ ネ イ ン が N O を ス カ ベ ン ジ す る こ と に よ り 、 N O 刺 激 に よ り

起 き る 細 胞 毒 性 や D N A ダ メ ー ジ を 保 護 す る こ と を 見 出 し て い る 1 6 )。

メ ラ ノ サ イ ト で は メ タ ロ チ オ ネ イ ン の 存 在 お よ び そ の 機 能 の 報 告 は

な い 。 こ れ ら の 報 告 よ り N O に よ っ て 誘 導 さ れ た メ ラ ニ ン 生 成 を 抑 制

す る た め に メ タ ロ チ オ ネ イ ン の 量 を 増 や す こ と で 効 果 を 発 揮 す る 可

能 性 が あ る と 考 え た 。  

本 報 告 で は 、メ ラ ノ サ イ ト に お い て メ タ ロ チ オ ネ イ ン が 存 在 し 発 現

誘 導 で き る こ と 、そ し て メ ラ ノ サ イ ト で メ タ ロ チ オ ネ イ ン を 誘 導 す る

こ と で N O 刺 激 で 上 昇 す る メ ラ ニ ン 生 成 が 抑 制 さ れ る か を 調 べ た 。 ま

た こ の 抑 制 効 果 が 他 の メ ラ ノ サ イ ト 刺 激 因 子 に よ る メ ラ ニ ン 生 成 に

も 影 響 す る か を 調 べ た 。  

 

3 . 2 実 験 方 法  

3 . 2 . 1 細 胞 培 養  

正 常 ヒ ト ケ ラ チ ノ サ イ ト ( ク ラ ボ ウ ) は M C D B 1 5 3 に 0 . 1 n g / m l  

e p i d e r m a l  g r o w t h  f a c t o r、5g / m l  i n s u l i n、0 . 5M  h y d r o c o r t i s o n e、0 . 2 m M  

e t h a n o l a m i n e 、 0 . 1 m M  p h o s p h a t i d y l e t h a n o l a m i n e 、 5 0g / m l  b o v i n e  

p i t u i t a r y  e x t r a c t を 含 む 培 地 を 用 い 3 7℃ 、5 % C O 2 雰 囲 気 下 で 培 養 し た 。

ヒ ト 線 維 芽 細 胞 ( D e t r o i t 5 5 1 ,  AT C C  C C L 11 0 )は E a g l e ’s  m i n i m u m  m e d i u m  

に 1 0 % f e t a l  b o v i n e  s e r u m  ( F B S )を 含 む 培 地 を 用 い 3 7℃ 、 5 % C O 2 雰 囲 気

下 で 培 養 し た 。  
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H e L a 細 胞 は E a g l e ’s  m i n i m u m  m e d i u m  に 1 0 % F B S を 含 む 培 地 を 用 い

3 7℃ 、 5 % C O 2 雰 囲 気 下 で 培 養 し た 。  

正 常 ヒ ト メ ラ ノ サ イ ト ( ク ラ ボ ウ ) は M C D B 1 5 3 に 1 % h u m a n  

m e l a n o c y t e  g r o w t h  s u p p l e m e n t  ( H M G S )を 含 む 培 地 を 用 い 3 7℃ 、 5 % C O 2

雰 囲 気 下 で 培 養 し た 。 メ ラ ノ サ イ ト の 評 価 実 験 時 に は M C D B 1 5 3 に

5g / m l  i n s u l i n、 0 . 5M  h y d r o c o r t i s o n e、 3 n g / m l  b a s i c  f i b r o b l a s t  g r o w t h  

f a c t o r を 含 む 培 地 に 置 き 換 え て 培 養 し た 。  

 

3 . 2 . 2 ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析  

 ノ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析 は 第 １ 章 1 . 2 . 4 と 同 様 に 行 な っ た 。   

 

3 . 2 . 3 RT- P C R 解 析  

 To ta l  RNA は RNeasy  Min i  Ki t  (Qiagen 製 )を 用 い て 抽 出 後 DNase  

I 処 理 を 行 な い RT-PCR(reverse  t ranscr ip t i on -po lymerase  cha i n  

re ac t i on )解 析 に 使 用 し た 。 Firs t  s t rand  cDNA は Tora l  RNA (1g )か

ら SuperScr ip t I I  ( Inv i t ro gen )と o l igo -dT を 用 い 合 成 し た 。 cDNA の

増 幅 は Ampl iTaq  DNA po lymerase  (Roche )を 用 い 、 PCR 反 応 は 1 サ

イ ク ル 94℃ : 30 秒 、 55℃ : 30 秒 、 72℃ : 90 秒 を 15 ま た は 30  サ イ ク ル

行 な っ た 。 PCR 反 応 に 用 い た プ ラ イ マ ー を 以 下 記 載 す る 。  

MT-I A ,  ( se nse )  5 ’ - ( 16 )  TGCGCCTTATAGCCTCTCAA (35 )  - 3 ’ ,  

( ant i sense )  5 ’ - ( 350 )  ATACAGTAAATGGGTCAGGG (331 ) -3 ’  

MT- IB ,  ( sense )  5 ’ - ( 16 )  TGCCCT GACTTCTCATATCT (35 ) -3 ’ ,  

( ant i sense )  5 ’ - ( 340 )  GTAGCAAACCGGTCAGGTAG (321 ) -3 ’  

MT- IE ,  ( sense )  5 ’ - ( 11 )  CCAACTGCCTGACTGCTTGT (30 ) -3 ’ ,  

( ant i sense )  5 ’ - ( 350 )  GAAATG CAGCAAATGGCTCA (331 ) -3 ’  
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MT- IF,  ( s ense )  5 ’ - ( 21 )  CACTGCTTCTTCGCTTCTCT (40 ) -3 ’ ,  

( ant i sense )  5 ’ - ( 360 )  CACAGGAAAAGGAATGTAGC (341 ) -3 ’  

MT- IG ,  ( sense )  5 ’ - ( 31 )  TTCCCTTCTCGCTTGGGAAC (50 ) -3 ’ ,  

( ant i sense )  5 ’ - ( 350 )  GTAGCAAAGGGGTCAAGATT (331 ) -3 ’  

MT- I I ,  ( s ense )  5 ’ - ( 31 )  GTGTACAACCTGTCCCGA CT (50 ) -3 ’ ,  

( ant i sense )  5 ’ - ( 340 )  ACGTCAGGGTCAGGGTTGTA (321 ) -3 ’ ;  

MT- I I I ,  ( s ense )  5 ’ - ( 11 )  GCGTCCAGTTGCTTGGAGGA (30 ) -3 ’ ,  

( ant i sense )  5 ’ - ( 350 )  CACACTTCACCACAGGCATA (331 ) -3 ’ ;  

MT- IV,  ( sense )  5 ’ - ( 35 )  TTTCGGAC ACCTGGACCATG (54 ) -3 ’ ,  

( ant i sense )  5 ’ - ( 380 )  GAATGTGACCAACACCACAT (361 ) -3 ’  

 

3 . 2 . 4 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析  

  ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析 は 第 １ 章 1 . 2 . 5 と 同 様 に 行 な っ た 。  

抗 メ タ ロ チ オ ネ イ ン ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は h o r s e  k i d n e y 由 来 メ タ ロ

チ オ ネ イ ン ( S i g m a )を ウ サ ギ に 免 疫 し ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト ガ ラ フ

ィ ー す る こ と で 作 製 し た 1 7 )。 抗 チ ロ シ ナ ー ゼ 抗 体 は M a d a c 社 よ り 購

入 し た も の を 用 い た 。  

 

3 . 2 . 5 チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 測 定 方 法  

 生 細 胞 中 の チ ロ シ ン ハ イ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 は 第 ２ 章 の 2 . 2 . 2 と 同

様 に 行 な っ た 。  

細 胞 抽 出 物 の チ ロ シ ン ハ イ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 活 性 は I m o k a w a ら 7 )お よ

び F u l l e r ら 1 8 ) の 方 法 を 改 良 し て 行 な っ た 。 メ ラ ノ ソ ー ム 分 画 物 を

p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  ( P B S )で 洗 浄 し 、 1 % Tr i t o n X - 1 0 0 を 含 む P B S

中 で ソ ニ ケ ー シ ョ ン し て 抽 出 物 を 得 た 。 抽 出 液 に 0 . 1 m M  L - t y r o s i n e、
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1 0 m M  L - D O PA、 2 . 0C i / m l  [ 3 H ]  t y r o s i n e を 添 加 し た P B S 反 応 液 ( 5 0 0 l )

を 3 7℃ 、 2 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、放 出 さ れ る ト リ チ ウ ム 水 の 放 射 活

性 を シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。  

 

3 . 2 . 6 メ ラ ノ ソ ー ム 画 分 調 製 方 法  

 メ ラ ノ ソ ー ム 画 分 の 調 製 は P o t t e r f ら の 方 法 に 従 っ て 行 な っ た 1 9 )。

培 養 メ ラ ノ サ イ ト を ト リ プ シ ン で 回 収 し 氷 冷 し た 0 . 2 5 M  s u c r o s e を 含

む 1 0 m M  H e p e s  b u f f e r  ( p H 7 . 0 )で 洗 浄 後 、 4℃ 、 1 0 分 間 、 7 0 0 g で 遠 心 し

た 。 沈 殿 物 を 0 . 2 5 M  s u c r o s e を 含 む 1 0 m M  H e p e s  b u f f e r  ( p H 7 . 0 )に 懸 濁

後 ホ モ ゲ ナ イ ズ し 、4℃ 、1 0 分 間 、7 0 0 g で 遠 心 し た 。遠 心 上 清 を 4℃ 、

3 0 分 間 、 1 7 , 0 0 0 g で 遠 心 し 沈 殿 物 を メ ラ ノ ソ ー ム 分 画 物 と し た 。  

 

3 . 2 . 7 統 計 処 理  

各 々 の 実 験 は n = 3 で 行 な っ た 。統 計 解 析 は 分 散 分 析 後 D u n n e t ’s 検 定

あ る い は Tu k e y ’s 検 定 を 行 な っ た 。 有 意 差 は **p<0 .01  で 示 し た 。  

 

3 . 3 結 果  

3 . 3 . 1 メ ラ ノ サ イ ト に お け る メ タ ロ チ オ ネ イ ン 遺 伝 子 発 現 と 誘 導  

皮 膚 由 来 培 養 ケ ラ チ ノ サ イ ト 、メ ラ ノ サ イ ト と 線 維 芽 細 胞 に お い て 、

メ タ ロ チ オ ネ イ ン 遺 伝 子 発 現 を 調 べ た 。ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ る 解 析

で は メ タ ロ チ オ ネ イ ン ( M T- I I )  m R N A は 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト と 線 維 芽 細

胞 で は 検 出 で き た が メ ラ ノ サ イ ト で は 明 確 に 検 出 さ れ な か っ た

( F i g . 1 A )。 そ こ で RT- P C R 法 に よ る 検 出 を 試 み た と こ ろ 、 メ ラ ノ サ イ

ト に お け る m R N A 発 現 は P C R 反 応 3 0 サ イ ク ル の 増 幅 に よ り 検 出 可 能

に な っ た ( F i g . 1 B )。 次 に 、 メ ラ ノ サ イ ト の メ タ ロ チ オ ネ イ ン 発 現 が 上
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昇 す る か メ タ ロ チ オ ネ イ ン の 誘 導 剤 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 塩 化

亜 鉛 を 添 加 し て 、 m R N A と タ ン パ ク 質 の 量 を 調 べ た 。そ の 結 果 、メ ラ

ノ サ イ ト の メ タ ロ チ オ ネ イ ン 遺 伝 子 の 発 現 は 塩 化 亜 鉛 添 加 6 時 間 後 に

添 加 濃 度 依 存 的 な 上 昇 が 見 ら れ た ( F i g . 2 A )。ま た 、 G 3 P D H  m R N A の 変

化 は 観 察 さ れ な か っ た 。メ タ ロ チ オ ネ イ ン の タ ン パ ク 質 の 誘 導 は 塩 化

亜 鉛 添 加 2 4 時 間 後 か ら 増 加 が 観 察 さ れ た ( F i g . 2 B )。こ れ は 遺 伝 子 発 現

が 誘 導 さ れ た 後 に タ ン パ ク 質 が 合 成 さ れ て い る こ と を 示 し て い る 。ま

た 、別 の メ タ ロ チ オ ネ イ ン 誘 導 剤 で あ る デ キ サ メ タ ゾ ン を 添 加 し た 際

に も 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。メ ラ ノ サ イ ト で 発 現 さ れ る メ タ ロ チ オ ネ

イ ン の ア イ ソ タ イ プ を 調 べ る た め に 、 RT- P C R 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、

M T- I A、 - I E、 - I F、 - I G、 そ し て 、 - I I は 1 5 サ イ ク ル の P C R 増 幅 後 、 そ

し て M T- I B、- I I I は 3 0 の サ イ ク ル の P C R 増 幅 後 、発 現 が 確 認 さ れ た 。

し か し 、 M T- I V 発 現 は ど ち ら の 条 件 で も 検 出 さ れ な か っ た ( F i g . 1 C )。  

 

3 . 3 . 2 N O 刺 激 に よ る メ ラ ニ ン 生 成 へ の メ タ ロ チ オ ネ イ ン 誘 導 の 効 果  

 N O 供 与 体 で あ る S - n i t r o s o - N - a c e t y l p e n i c i l a m i n e  ( S N A P )の 添 加 に よ

り チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 の 上 昇 が 観 察 さ れ た 。S N A P 添 加 の 2 4 時 間 前 に 塩

化 亜 鉛 を 添 加 し メ タ ロ チ オ ネ イ ン を 誘 導 す る こ と に よ り N O 刺 激 に よ

る チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 の 上 昇 を 塩 化 亜 鉛 の 添 加 濃 度 依 存 的 に 抑 制 さ れ

る こ と が 観 察 さ れ た ( F i g . 3 A )。 ま た 別 の メ タ ロ チ オ ネ イ ン 誘 導 剤 で あ

る デ キ サ メ タ ゾ ン の 添 加 に よ っ て も N O 刺 激 に よ る チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性

の 上 昇 が 抑 制 さ れ た ( F i g . 3 B )。 メ ラ ノ サ イ ト が N O に 刺 激 さ れ て い な

い と き は 、塩 化 亜 鉛 お よ び デ キ サ メ タ ゾ ン の 添 加 に よ り チ ロ シ ナ ー ゼ

活 性 に は 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た ( F i g . 3 A、 3 B )。 さ ら に 、 チ ロ シ ナ ー ゼ

m R N A お よ び タ ン パ ク 質 の 量 は 塩 化 亜 鉛 添 加 に よ り 減 少 し な か っ た
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( F i g . 3 C、 3 D )。 こ れ は N O 刺 激 に よ る チ ロ シ ナ ー ゼ 発 現 上 昇 が メ タ ロ

チ オ ネ イ ン に よ っ て 抑 制 さ れ な い こ と を 示 し て い る 。  

 

3 . 3 . 3  種 々 メ ラ ノ サ イ ト 刺 激 因 子 に よ る メ ラ ニ ン 生 成 へ の メ タ ロ チ

オ ネ イ ン 誘 導 の 効 果  

 メ ラ ノ サ イ ト を N O と は 別 の シ グ ナ ル 経 路 で チ ロ シ ナ ー ゼ 発 現 を 誘

導 す る メ ラ ノ サ イ ト 刺 激 因 子 で あ る  - M S H お よ び E T- 1 刺 激 に よ り 上

昇 し た メ ラ ニ ン 生 成 は メ タ ロ チ オ ネ イ ン 誘 導 に よ り 抑 制 さ れ た

( F i g . 4 A )。ま た 、 - M S H お よ び E T- 1 刺 激 時 に お い て チ ロ シ ナ ー ゼ タ ン

パ ク 質 の 量 は 塩 化 亜 鉛 添 加 に よ り 影 響 さ れ な か っ た 。 ( F i g . 4 B )。 予 め

 - M S H 刺 激 に よ り 上 昇 し た チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 は 塩 化 亜 鉛 の 添 加 1 2 時

間 後 か ら 7 2 時 間 後 ま で 段 階 的 に 減 少 を 示 し た ( F i g . 5 )。 こ れ は F i g . 2 B

で 示 し た メ タ ロ チ オ ネ イ ン タ ン パ ク 質 の 増 加 の タ イ ム コ ー ス と 一 致

し て い る 。  

 

3 . 3 . 4  メ タ ロ チ オ ネ イ ン 誘 導 に よ る チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 抑 制 の メ カ ニ

ズ ム  

 当 初 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン を 増 加 さ せ る こ と に よ る N O の ス カ ベ ン ジ

作 用 に よ り N O 刺 激 に よ る メ ラ ニ ン 生 成 の 上 昇 を 抑 制 す る と 考 え て い

た 。し か し な が ら 、メ タ ロ チ オ ネ イ ン の 誘 導 は チ ロ シ ナ ー ゼ の 発 現 に

は 影 響 を 与 え ず ( F i g . 3 )、  - M S H お よ び E T- 1 刺 激 に よ り 上 昇 す る メ ラ

ニ ン 生 成 も 抑 制 し た ( F i g . 4 )。そ れ ゆ え 、メ タ ロ チ オ ネ イ ン に よ る チ ロ

シ ナ ー ゼ の 直 接 阻 害 の 可 能 性 に つ い て 調 べ た 。種 々 薬 剤 を 添 加 し て 培

養 し た メ ラ ノ サ イ ト か ら メ ラ ノ ソ ー ム 画 分 を 分 画 し 、分 画 物 の チ ロ シ

ナ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た と こ ろ 、 - M S H 刺 激 し た 分 画 物 で は チ ロ シ ナ ー
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ゼ 活 性 は 上 昇 し た が 、塩 化 亜 鉛 添 加 後  - M S H 刺 激 し た 分 画 物 で は 活 性

が 抑 制 さ れ た 。こ の 分 画 物 に 抗 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 抗 体 を 添 加 し て チ ロ

シ ナ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た と こ ろ チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 の 減 少 が 解 除 さ れ

た 。非 特 異 的 抗 体 の 添 加 で は チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 の 減 少 の 解 除 は 見 ら れ

な か っ た ( F i g . 6 A )。 さ ら に 、 精 製 さ れ た メ タ ロ チ オ ネ イ ン を 0 . 0 2 %お

よ び 生 体 内 抗 酸 化 物 質 グ ル タ チ オ ン 1 %を メ ラ ノ ソ ー ム 分 画 物 に 添 加

し た と こ ろ チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 が 抑 制 さ れ た 。メ ラ ノ サ イ ト 特 異 的 タ ン

パ ク 質 S - 1 0 0 ( A f f i n i t y  R e s e a r c h  P r o d u c t s 社 )  (約 1 0 k D a )の 添 加 で は 活

性 は 抑 制 さ れ な か っ た ( F i g . 6 B )。  

 

3 . 4 考 察  

 本 研 究 に お い て 、メ ラ ノ サ イ ト で 生 体 内 抗 酸 化 物 質 メ タ ロ チ オ ネ イ

ン の 存 在 と 誘 導 、 そ し て メ タ ロ チ オ ネ イ ン が N O 刺 激 に よ る メ ラ ニ ン

生 成 を 抑 制 す る こ と を 調 べ た 。そ の 結 果 、メ ラ ノ サ イ ト で も メ タ ロ チ

オ ネ イ ン が 存 在 し て お り 、メ タ ロ チ オ ネ イ ン 誘 導 剤 で あ る 塩 化 亜 鉛 に

よ り 誘 導 さ れ る こ と を 示 し た ( F i g . 1、 2 )。加 え て 、 N O 刺 激 に よ る メ ラ

ニ ン 生 成 は 予 め メ タ ロ チ オ ネ イ ン を 誘 導 し て お く こ と に よ り 抑 制 さ

れ た ( F i g . 3 A、 3 B )。 こ の 抑 制 メ カ ニ ズ ム は 予 想 し て い た メ タ ロ チ オ ネ

イ ン に よ る N O の ス カ ベ ン ジ 作 用 よ り も む し ろ メ タ ロ チ オ ネ イ ン 誘 導

に よ る メ ラ ノ ソ ー ム 内 で の 直 接 的 な チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 阻 害 で あ る と

考 え ら れ た ( F i g . 6 )。 そ れ は 、 N O 刺 激 に よ る メ ラ ニ ン 生 成 時 に み ら れ

る チ ロ シ ナ ー ゼ m R N A お よ び タ ン パ ク 質 の 発 現 上 昇 が メ タ ロ チ オ ネ

イ ン の 誘 導 に よ り 阻 害 さ れ ず ( F i g . 3 C、 3 D )、 ま た メ タ ロ チ オ ネ イ ン 誘

導 に よ り 他 の メ ラ ノ サ イ ト 刺 激 因 子 に よ り 上 昇 す る メ ラ ニ ン 生 成 も

抑 制 し た こ と か ら 説 明 で き る （ F i g . 4）。 メ タ ロ チ オ ネ イ ン は i n  v i t ro
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系 で チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 阻 害 す る 報 告 が あ り 2 0 ) , 2 1 )、 本 研 究 で も 確 認 し

た ( F i g . 6 B )。 紫 外 線 照 射 し た ケ ラ チ ノ サ イ ト で メ タ ロ チ オ ネ イ ン は 細

胞 質 か ら 核 へ 移 行 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 2 2 )。 こ れ ら の こ と か ら 、

メ タ ロ チ オ ネ イ ン が 細 胞 内 で メ ラ ノ ソ ー ム へ 移 動 す る 可 能 性 を 本 研

究 結 果 は 示 し て い る こ と は 重 要 な こ と で あ る 。更 な る 検 討 に よ り 、メ

タ ロ チ オ ネ イ ン の 局 在 の 詳 細 な メ カ ニ ズ ム 確 か め る 必 要 が あ る 。  

 - M S H や E T- 1 の よ う な 他 の メ ラ ノ サ イ ト 刺 激 因 子 に よ る メ ラ ニ ン

生 成 も ま た 塩 化 亜 鉛 の 添 加 に よ り 抑 制 さ れ た 。メ タ ロ チ オ ネ イ ン 誘 導

時 に N O 刺 激 に よ る メ ラ ニ ン 生 成 は 抑 制 さ れ た が 、 チ ロ シ ナ ー ゼ タ ン

パ ク 質 の 増 加 は 抑 制 さ れ な か っ た ( F i g . 4 )。ま た 、塩 化 亜 鉛 と  - M S H は

不 溶 性 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 知 ら れ て い る た め 、 - M S H 刺 激 に よ る

メ ラ ニ ン 生 成 に お い て 、培 地 に 塩 化 亜 鉛 を 添 加 す る こ と で  - M S H と 不

溶 性 複 合 体 を 形 成 し 沈 降 す る こ と で メ ラ ニ ン 生 成 を 抑 制 す る か も し

れ な い 。し か し な が ら そ の 可 能 性 は 低 く 、 - M S H 刺 激 メ ラ ニ ン 生 成 時

の 細 胞 内 c A M P 量 は 塩 化 亜 鉛 の 有 無 で 変 化 は な く 、塩 化 亜 鉛 と  - M S H

を 含 む 培 地 を 遠 心 分 離 さ ら に フ ィ ル タ ー ろ 過 し 不 溶 性 物 を 除 い た 培

地 で チ ロ シ ナ ー ゼ タ ン パ ク 質 の 増 加 も 見 ら れ な か っ た 。 一 方 、 i n  v i v o

実 験 で は 皮 膚 に メ タ ロ チ オ ネ イ ン を 誘 導 す る こ と で 紫 外 線 照 射 に よ

る サ ン バ ー ン セ ル の 形 成 が 抑 制 さ れ た こ と が 報 告 さ れ て い る 1 5 )。メ タ

ロ チ オ ネ イ ン は ま た 、細 胞 内 で ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ 作 用 を も つ こ と が

報 告 さ れ て い る 6 ) - 1 4 )。本 研 究 の 結 果 は 、メ タ ロ チ オ ネ イ ン の 誘 導 に よ

り N O だ け で な く  - M S H や E T- 1 刺 激 に よ っ て 起 こ る メ ラ ニ ン 生 成 を

抑 制 す る こ と を 示 し た 。メ タ ロ チ オ ネ イ ン は 正 常 な 皮 膚 で は わ ず か に

検 出 さ れ る が 、メ タ ロ チ オ ネ イ ン 誘 導 剤 で 処 理 し て 誘 導 す る こ と は 紫

外 線 照 射 に よ る 細 胞 ダ メ ー ジ や 色 素 沈 着 な ど 皮 膚 に 対 し 、新 し い 生 理
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学 的 な 利 点 を 提 供 す る か も し れ な い 。  

RT- P C R 法 を 使 用 し て 、 メ ラ ノ サ イ ト で メ タ ロ チ オ ネ イ ン が 発 現 し

て い る こ と を 示 し た が 、ケ ラ チ ノ サ イ ト や 線 維 芽 細 胞 で は ノ ザ ン ブ ロ

ッ ト 法 で 検 出 で き る こ と を 考 え る と 、メ ラ ノ サ イ ト で の メ タ ロ チ オ ネ

イ ン 発 現 は 他 の 細 胞 に 比 べ 弱 い と を 思 わ れ る ( F i g . 1 A、 1 B )。 メ タ ロ チ

オ ネ イ ン の ア イ ソ タ イ プ は 4 つ の 属 と 1 6 の ア イ ソ タ イ プ に 分 類 さ れ

る 。 他 の 細 胞 で は ア イ ソ タ イ プ M T- I A、 - I B、 - I E、 - I F、 - I G、 - I I の 発

現 が 報 告 さ れ て お り 2 3 ) - 2 7 )、 本 研 究 に お い て も 塩 化 亜 鉛 処 理 で メ ラ ノ

サ イ ト で も 発 現 が 確 認 で き た ( F i g . 1 C )。 M T- I I I は メ ラ ノ サ イ ト と 同 様

に 神 経 冠 か ら 派 生 分 化 し た 脳 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る が 2 8 ) , 2 9 )、

メ ラ ノ サ イ ト に お い て も 発 現 が 確 認 さ れ た ( F i g . 1 C )。 M T- I V は 上 皮 の

分 化 の 際 に 亜 鉛 代 謝 の 制 御 に 関 係 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る 3 0 )。

今 回 の 実 験 で は 、 メ ラ ノ サ イ ト で 検 出 さ れ な か っ た ( F i g . 1 C )。  

 

3 . 5 結 語  

 本 研 究 に お い て 、メ ラ ノ サ イ ト で メ タ ロ チ オ ネ イ ン が 発 現 し て お り 、

メ タ ロ チ オ ネ イ ン 誘 導 剤 で あ る 塩 化 亜 鉛 に よ り 誘 導 さ れ る こ と を 示

し た 。 そ し て 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン の 誘 導 は N O だ け で な く  - M S H や

E T- 1 刺 激 に よ り 起 き る メ ラ ニ ン 生 成 の 上 昇 を 抑 制 す る 効 果 的 な 方 法

で あ る こ と を 初 め て 示 し た 。 こ れ ら の 抑 制 効 果 は 、 N O を ス カ ベ ン ジ

す る よ り も メ ラ ノ ソ ー ム 内 で チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 を 直 接 阻 害 し て い る

た め で あ る と 示 唆 さ れ た 。  
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Ⅲ ． 結 論  

 一 酸 化 窒 素 (NO)は 生 体 内 に お い て 血 管 内 皮 細 胞 由 来 弛 緩 因 子 と し

て 働 く こ と が 発 見 さ れ 、現 在 に 至 る ま で 生 体 の あ ら ゆ る 組 織 に お い て

生 理 学 的 、病 理 学 的 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と が 明 ら か と な っ

て き て い る 。皮 膚 に お い て も NO は 様 々 な 生 理 学 的 機 能 を も つ こ と が

分 か っ て い る 。 紫 外 線 に よ っ て 誘 発 さ れ る 紅 斑 に N O が 関 与 す る こ と

が 報 告 さ れ て い る 。ま た 、紫 外 線 に よ り 皮 膚 内 で 放 出 さ れ る メ ラ ノ サ

イ ト 刺 激 因 子 が メ ラ ノ サ イ ト を 刺 激 す る こ と に よ っ て 皮 膚 に 色 素 沈

着 を 起 こ す こ と は 良 く 知 ら れ た 現 象 で あ り 、 培 養 メ ラ ノ サ イ ト で N O

に よ り メ ラ ニ ン 生 成 が 誘 導 さ れ る こ と が 報 告 さ れ た 。 し か し な が ら 、

紫 外 線 に よ る 皮 膚 内 で の N O 産 生 の メ カ ニ ズ ム に 関 し て は 様 々 な 報 告

が あ り 、 未 だ 正 し い メ カ ニ ズ ム は 不 明 の ま ま で あ る 。 ま た N O に よ る

メ ラ ニ ン 生 成 に 関 し て も 、メ ラ ノ サ イ ト の 刺 激 因 子 と し て 働 い て い る

十 分 な 報 告 は さ れ て い な い 。  

 本 報 告 で は 、 培 養 ケ ラ チ ノ サ イ ト を 用 い て 紫 外 線 照 射 に よ る N O 産

生 に か か わ る N O 合 成 酵 素 ( N O S )の ア イ ソ フ ォ ー ム の 発 現 を 検 討 し た

結 果 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト に 紫 外 線 照 射 し た と き み ら れ る N O 産 生 の 増 加

は 誘 導 型 の i N O S の 発 現 で は な く 構 成 的 に 発 現 し て い る b N O S の 発 現

の 上 昇 が か か わ っ て い る こ と を 示 し た 。ま た 、培 養 メ ラ ノ サ イ ト を 用

い て N O 刺 激 に よ る チ ロ シ ナ ー ゼ の 発 現 を 調 べ た 結 果 、 c G M P シ グ ナ

ル 経 路 を 通 し た チ ロ シ ナ ー ゼ m R N A お よ び タ ン パ ク 質 の 発 現 上 昇 を

伴 っ て チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 を 増 加 さ せ る こ と を 示 し た 。  

N O は 生 理 学 的 、 病 理 学 的 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 一 方 、 活 性

酸 素 の 一 種 と し て も 知 ら れ て お り 、脂 質 の 過 酸 化 作 用 の ほ か 、タ ン パ

ク 質 の 変 性 や D N A の 障 害 も 引 き 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る ラ ジ カ ル
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で も あ る 。 N O を 消 去 す る こ と が で き れ ば N O に よ る メ ラ ニ ン 生 成 を

は じ め と す る 様 々 な 作 用 を 制 御 で き る と 考 え ら れ る 。野 菜 な ど の 食 品

は ビ タ ミ ン C や ポ リ フ ェ ノ ー ル 類 、フ ラ ボ ノ イ ド 類 な ど の 活 性 酸 素 を

消 去 す る 能 力 を 持 つ 物 質 を 持 っ て い る 。 N O を 消 去 す る 方 法 と し て こ

の よ う な 物 質 を 利 用 す る こ と が 考 え ら れ る 。  

 

一 方 、 生 体 に は 元 来 紫 外 線 等 の 害 か ら 身を 守 る た め の 生 体 防 御

物質が備わっている。生体内抗酸化物質は生体内で様々な要因に

より発生する活性酸素種を制御することが知られている。その中

でもメタロチオネインはラジカ ルスカベンジ作用が強い 誘 導 型 生

体 内 抗 酸 化 物 質 で NO を ス カ ベ ン ジ す る こ と も 報 告 さ れ て い る 。メ ラ

ノ サ イ ト で は メ タ ロ チ オ ネ イ ン の 存 在 お よ び そ の 機 能 の 報 告 は な い

が 、 メ ラ ノ サ イ ト の メ タ ロ チ オ ネ イ ン の 量 を 増 や す こ と が で き れ ば 、

N O 刺 激 に よ る メ ラ ニ ン 生 成 を 抑 制 す る こ と が で き る 可 能 性 が あ る と

考 え た 。  

本 報 告 で は 、 培 養 メ ラ ノ サ イ ト で メ タ ロ チ オ ネ イ ン の 発 現 と 誘 導 、

そ し て NO 刺 激 に よ る メ ラ ニ ン 生 成 の 抑 制 効 果 に つ い て 調 べ た 。そ の

結 果 、 メ ラ ノ サ イ ト で メ タ ロ チ オ ネ イ ン を 増 や す こ と が で き 、 N O 刺

激 に よ る メ ラ ニ ン 生 成 の 抑 制 効 果 を 発 揮 す る こ と を 示 し た 。し か し な

が ら メ タ ロ チ オ ネ イ ン 誘 導 に よ る メ ラ ニ ン 生 成 の 抑 制 は NO を ス カ ベ

ン ジ す る 作 用 で は な く メ ラ ノ ソ ー ム 内 で チ ロ シ ナ ー ゼ 活 性 を 直 接 阻

害 す る た め で あ る こ と が 分 か っ た 。  

  

本 研 究 は 、 近 年 メ ラ ノ サ イ ト を 刺 激 す る こ と が 報 告 さ れ た N O に よ

る メ ラ ニ ン 生 成 を メ カ ニ ズ ム か ら 明 ら か に し 、さ ら に メ ラ ニ ン 生 成 を
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抑 制 す る こ と を 目 指 し た 。培養細胞を用いた実験により、紫 外 線 に

よ り N O が 産 生 さ れ 、 そ の N O に よ り メ ラ ニ ン 生 成 が 上 昇 す る メ カ ニ

ズ ム を 推 測 し 、メ ラ ノ サ イ ト 内 に 生 体 内 抗 酸 化 物 質 メ タ ロ チ オ ネ イ ン

を 誘 導 す る こ と で 、 N O を は じ め と す る 様 々 な 刺 激 に よ る チ ロ シ ナ ー

ゼ 活 性 の 上 昇 を 抑 制 で き る こ と を 明 ら か に し た 。 本 研 究 成 果 に よ り 、

紫 外 線 に よ り 皮 膚 で お き る 色 素 沈 着 を 効 率 的 に 抑 制 す る 新 し い 方 法

の １ つ を 提 案 す る こ と が で き た 。  
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Summary  

 

Ni t r i c  ox ide  (NO) ,  o r i g ina l l y  ident i f i ed  as  an  endo the l ium-  

de r ive d  re lax ing  fa c to r,  has  be en  sho wn  to  have  a  var i e ty  o f  

phys io l o g i ca l  ac t i v i t i e s ,  inc lud ing  an  impor tant  ro l e  in  sk in  

d i seases .  Erythe ma induce d  by  u l t rav io l e t  B  (UVB)  i s  co ns idered  

to  be  med ia ted  in  par t  by  increased  NO generat i on .  Fur thermore ,  

NO,  a  me lano gen ,  has  been  re po r ted  to  be  invo lved  in  UV- induce d  

melano ge nes i s .  These  f ind ings  imply  the  invo lvement  o f  NO 

produc t i on  in  sk in  induce d  by  UVB rad ia t i o n  and  in  UVB- induced  

p igmenta t i on .  Ho we ve r,  no  s tudy  has  been  presente d  showing  the  

process  o f  in c reased  NO produc t i on  nor  has  i t  been  de te rmined  

whe the r  NO i s  an  impo rtant  fa c to r  in  p igmenta t i on .  

The  present  s tudy  de monst ra ted  that  UVB rad ia t i on  inc reases  

NO pro duct i on ,  and  up - regu la te s  bra in  NO synthase  (bNOS)  

express i o n  a t  bo th  the  mRNA and  pro te in  l e ve l s ,  whi l e  i t  d i r e c t l y  

suppre sses  the  e xpress io n  o f  induc ib l e  NO synthase  ( iNOS)  mRNA 

in  kera t inocy tes  t o  some  de gree .  Fur the rmo re ,  our  re su l t s  

sugges t  that  enhanceme nt  o f  t y ros inase  ge ne  express ion  v ia  the  

cGMP pathway  i s  a  pr imary  me chani sm fo r  NO- induced  

melano ge nes i s  in  me lano cytes .  

On  the  o ther  hand ,  be cause  NO i s  a  type  o f  re ac t i ve  oxyge n  

spe c i es ,  an  a l te rnate  co nce pt  i s  poss ib l e ,  in  whi ch  an  incre ase  in  

endogeno us  ant i ox idants  suppre sses  NO- induced  me lanogenes i s ,  

though  there  are  no  kno wn re po r ts .  Me ta l l o th ione in  (MT)  



73 
 

funct i ons  as  an  induc ib le  in t race l lu lar  ant i ox idant  and  has  been  

re po r ted  to  s cavenge  NO.  A l though  there  a re  no  s tud ie s  showing  

the  ex i s tence  o f  MT in  o r  i t s  func t i on  w i th  me lanocytes ,  the  

abo ve  f ind ings  l ed  us  t o  examine  the  e f f e c t s  o f  MT induct i on  t o  

suppre ss  NO- induced  melanoge nes i s .  

Our  resu l ts  demo nst ra ted  that  MT i s  e xpressed  in  me lanocyte s ,  

and  that  i t s  induct i o n  may  be  e f f e c t i ve  t o  suppress  me lano gene s i s  

s t imula ted  by  NO as  we l l  as  o the r  me lano ge ns .  These  suppre ss ive  

e f f e c t s  may  be  due  to  d i re c t  inh ib i t i on  o f  t y ros inase  ac t i v i ty  in  

me lanosomes ,  ra ther  than  a  s caveng ing  e f f e c t  o f  NO.  

We  a l so  sought  t o  c la r i f y  the  me chan ism and  suppress io n  o f  

NO- induced  me lano ge nes i s .  UVB rad ia t i on  increase d  NO 

produc t i on  in  cu l tured  ke rat inocyte s ,  sugges t ing  a  mechanism fo r  

NO- induced  melano genes i s  in  me lano cytes .  In  add i t i o n ,  i t  was  

demonstrate d  that  MT induct i on  suppresses  me lano ge nes i s  

s t imula ted  by  NO as  we l l  as  o the r  me lano gens .  To ge ther,  our  

resu l ts  sugges t  a  no ve l  me thod  t o  e f f e c t i ve ly  suppress  

UV- induced  p igmenta t i on  in  sk in .  
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