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研究成果の概要（和文）：表皮の色素細胞で産生されたメラニン色素は、のちに隣接する角化細

胞へと輸送されることで表皮に沈着して全身を紫外線から守る。本研究では、新規表皮ライブ

イメージング法により見出した“メラニン色素が色素細胞の細胞膜に包まれて放出されたのち

角化細胞に輸送される”という観察結果に基づいて、メラニン色素輸送の３過程:１）膜小胞出

芽、２）放出そして３）膜小胞が角化細胞に取り込まれる過程について理解を深めた。 
 
研究成果の概要（英文）：Melanin granules are produced in melanocytes, and are eventually 
transferred to the neighboring keratinocytes during skin pigmentation. So far we have 
succeeded in direct visualization of melanin-transfer by live imaging analyses using 
a skin tissue of chicken embryos cultured ex vivo. Melanin granules are transferred 
to the keratinocytes via the membrane vesicles. In this study, we understood the 
mechanisms underlying processes of the melanin-transfer: 1) vesicle budding 
(membrane blebbing), 2) vesicle release from the melanocytes, and 3) uptake of 
membrane vesicles by the keratinocytes. 
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１．研究開始当初の背景 
表皮の色素細胞で産生されたメラニン色素

は、のちに隣接する角化細胞へと輸送される

ことで表皮に沈着して全身を紫外線から守る。

メラニン色素の細胞間輸送メカニズムを解明

することは、基礎生物学のみならず色素疾患

などの臨床の面でも極めて重要であるが、分

子機構はおろかどのようにメラニン顆粒が表

皮細胞に輸送されるかすら明らかにされてい

なかった。申請者は、トリ胚での色素細胞の

長期標識法（所属研究室で開発したTol2 トラ

ンスポゾン法による）とライブイメージング
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法を新規に確立し、メラニン顆粒が色素細胞

の細胞膜に包まれて角化細胞に輸送されるこ

とを初めて明らかにした。また経時的な観察

から１）色素細胞が膜ブレッブ（小胞出芽）

を起こす、２）メラニン顆粒が色素細胞の細

胞膜に包まれて放出される、３）膜小胞が角

化細胞に取り込まれるという一連の輸送過程

を明らかにした。 

 
２．研究の目的 
本研究はこれらの観察結果に基づいて、メ

ラニン色素輸送の分子機構の解明を目指し、

「背景」で述べたメラニン輸送の 3過程につ

いて以下の点を明らかにする。 

１）色素細胞から出芽するメカニズム（膜

ブレッブ）：色素細胞内のメラニン顆粒の細

胞内輸送と膜ブレッブの関係を探るととも

に、種々の分子に注目し膜ブレッブの分子機

構を探索する。 

２）色素細胞から膜小胞が放出される機

構：主に膜小胞の放出と周囲の角化細胞の関

係に注目して探索する。 

３）膜小胞が角化細胞により取り込まれる

機構：主に取り込み様式を明らかにする。 

 
 
３．研究の方法 
 
１）色素細胞から出芽するメカニズム（膜ブ

レッブ）：およそメラニン顆粒が色素細胞内

に形成される時期に膜ブレッブが起こるこ

とからメラニン顆粒が膜ブレッブを誘導す

る可能性を検証し、そして他の細胞種におい

て膜ブレッブに関わるとの報告がある分子

を中心として色素細胞の膜ブレッブに関与

する分子の探索を試みた。前者については、

メラニン顆粒の形成や細胞膜への接触など

を遺伝子操作により阻害することで検証を

試みた。後者については Tol2 Tet-ON システ

ムを用いて膜ブレッブが起こる時期に時期

特異的に候補分子の機能阻害を行い、膜ブレ

ッブに与える影響を調べた。 
 
２）色素細胞から膜小胞が放出される機構：

主に周囲の角化細胞との相互作用に注目し

て解析を進めた。当初、レーザー照射により

周囲の角化細胞を除去することにより膜小

胞の放出における角化細胞の必要性を検鏡

する予定であったが、技術的な問題により色

素細胞をトリ胚表皮に移植することにより

同様のことを検証した。加えて、候補分子の

絞り込みを行い、これらの分子を角化細胞に

おいて過剰発現させることにより膜小胞の

放出を誘導する分子を探索する。 

 

３）膜小胞が角化細胞により取り込まれる機

構：申請者の観察により、メラノソームを含

んだ膜小胞が角化細胞に取り込まれること

が明らかになった。そこで角化細胞による膜

小胞の取り込みが貪食によるものなのか、そ

れとも膜小胞と角化細胞の膜融合を介した

エキソサイトーシスなのかを明らかにする。 

具体的には、膜小胞を緑蛍光（膜局在型 EGFP）

によって、そして表皮細胞を赤色蛍光により

染色して膜小胞の取り込みを観察した。 

 
 
４．研究成果 

 

１）色素細胞の膜ブレッブには低分子量 Gタ

ンパク質“RhoA”が重要である。 

 解析を行うにあたり、はじめに正常な色
素細胞における膜小胞の出芽頻度を統計的
に解析し、機能解析を行うための基盤を整
えた（図１A）。次に、研究実施計画に則り、
色素細胞内におけるメラニン顆粒の輸送と
出芽の関係を探るために、細胞内輸送を停
止させるなどの操作を行い、膜小胞の出芽に

及ぼす影響を調べた。この結果、メラニン顆

粒の細胞内輸送を抑制する Rab27 dominant 

negative により操作した場合においても、膜

ブレッブが抑制されないことが分かった。 

 そこで次に、細胞骨格を制御する因子に注

目して出芽メカニズムの探索を行った。これ

図１. 膜ブレッブには RhoA の活性が必
要である。 A. 正常胚の表ににおける膜ブ
レッブと膜小胞の放出頻度の推移。B. RhoA
の活性を阻害したときの膜ブレッブ頻度（胚
発生９日目において観察した）。 



までに他の細胞種において膜ブレッブに関

係が認められる RhoA, Arf6, PKC, Src, Erk

などついて検証を行った。この結果、RhoA 

dominant negative や Rho 阻害酵素（C3）を

色素細胞に発現させることにより、膜ブレッ

ブを起こす色素細胞の割合が統計的に有意

に減少することが明らかとなった（図１B）。

加えて、RhoA の下流分子である Rock（Rho キ

ナーゼ）の阻害においても同様の結果が観察

された。さらに膜ブレッブを起こしている色

素細胞に Rock 阻害剤を滴下した場合、数秒

で完全に膜ブレッブが停止する。以上の結果

から、色素細胞の膜小胞放出に先立って起こ

る出芽（膜ブレッブ）に RhoA の活性が必要

であることを明らかにした。 

 

２）膜小胞の放出膜される機構について；小

胞の放出機構を明らかにするため、周囲の角

化細胞との相互作用に注目して解析を進めた

。初めに移植などの手法を用いて、色素細胞

の成熟度合やメラニン合成量に関わらず、膜

小胞の放出タイミングが周囲の環境に依存す

る可能性を見出した。表皮に発現する遺伝子

を探索した結果、ヒトの日焼け時の表皮にお

いて発現する分子群が、トリ胚表皮において

も発現することが明らかになった。さらにこ

れらの遺伝子の発現は、色素輸送が開始する

胚発生10日目に向けて上昇することが示され

るなど、膜小胞の放出に関わる分子の実態が

徐々に明らかになりつつある（図２）。これ

らの分子により角化細胞を遺伝子操作するた

めに、これまでに開発した角化細胞への遺伝

子導入法の導入効率を大幅に改善し、解析可

能な段階となった。現在、これら全ての分子

について観察を行っているが膜小胞の放出量

の測定はこれからである。 

３）角化細胞による膜小胞の取り込みについ

て；膜小胞が貪食および膜融合のどちらによ

って取り込まれるのかを明らかにするため

に、膜小胞を緑蛍光（膜局在型 EGFP）によっ

て、そして表皮細胞を赤色蛍光により染色し

て膜小胞の取り込みを観察した(図３)。もし

も、膜融合の場合は両蛍光が混ざり、貪食の

場合は緑色の膜小胞が角化細胞の中に観察

されると予想される。共焦点顕微鏡により光

学断層撮影を行った結果から、膜小胞が貪食

により取り込

まれることを

明らかにした

（図３）。 

以上、本研究

から色素輸送

の３過程につ

いて理解を深

めることがで

きた。これら

の研究成果は

基礎生物学の

みならず化粧

品開発などの

応用分野にお

いても意義深

い。 

 

４）今後は本研究の研究成果を活かして、引

き続き膜小胞の放出の引き金を引く角化細

胞からの因子を同定に努める。加えて、角化

細胞が膜小胞をどのように認識して貪食す

るのかを明らかにする。近い将来、膜小胞に

よる色素輸送の分子機構の全貌を明らかに

する。さらに紫外線を受けたとき、トリの羽

と表皮、そしてトリとヒトなど、異なる状況

下において色素輸送が違うのかを検証する

ことにより、細胞間輸送について理解を深め

たいと考えている。 
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