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原　著

紫外線防御機構におけるメラノサイト, ケラチノサイトの
エンドセリン-1 / 幹細胞因子を介した相互作用

赤　坂　英二郎1）　　 中　野　　　創1）　　 神　　　可　代1）　　 木　村　一　之1）

六　戸　大　樹1）　　 芋　川　玄　爾1，2）　　澤　村　大　輔1）

抄録　皮膚の紫外線防御において中心的な役割を担っているのはメラニンである．エンドセリン-1（ET-1），幹細胞因子
（SCF）は UVB 照射時にケラチノサイトから分泌され，メラニン合成を促進する．本研究では正常ヒトメラノサイト（NHM）
において ET-1，SCF によりUVB 照射による細胞死が減少することを解明し，そのメカニズムについて検討した．ET-1，
SCF 添加によりNHM において生体防御因子の一つであるヘムオキシゲナーゼ-1（HO-1）発現が誘導された．ET-1/SCF は
メラニン産生を介してケラチノサイトを防御し，HO-1 を介してメラノサイトの紫外線防御にも関与しており，皮膚紫外線
防御機構には ET-1/SCF を介したメラノサイト，ケラチノサイトの相互作用があると考えられた．
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THE INTERACTION OF PHOTOPROTECTIVE EFFECTS BETWEEN 
KERATINOCYTES AND MELANOCYTES VIA ENDOTHELIN-1/STEM CELL 

FACTOR SIGNALINGS

Eijiro Akasaka1），Hajime Nakano1），Kayo Sato-jin1），Kazuyuki Kimura1），
Daiki Rokunohe1），Genji Imokawa1，2） and Daisuke Sawamura1）

Abstract　Ultraviolet （UV） radiation is one of the important etiologic factors for skin cancer. Pigmentation of 
the skin is the major photoprotective mechanism against UV radiation on human skin. Pigmentation depends on 
the function of melanocytes, which produces melanin and transfers melanosomes to surrounding keratinocytes. 
Endothelin-1 （ET-1）, and stem cell factor （SCF） are cytokines secreted by UVB-exposed kerationcytes, playing 
pivotal roles in regulating the melanogenesis in normal human melanocytes （NHM）. In this study, we demonstrated 
that treatment with ET-1 and/or SCF not only stimulated melanogenesis but also significantly suppressed the UV-
induced cell death in NHM. In addition, we revealed that expression of heme oxygenase-1 （HO-1）, an anti-oxidative 
protein, is up-regulated by ET-1 or SCF in NHM. Taken together, ET-1/SCF, secreted by UV-irradiated keratinocytes, 
increases HO-1 expression, thereby protecting melanocytes from UV-induced apoptosis, and stimulates melanin 
synthesis in melanocytes to protect keratinocytes from UV-induced cell damage. It can be regarded as the interaction 
of photoprotective effect between keratinocyte and melanocyte.
 Hirosaki Med．J． 62：138―143，2011
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緒　　　言

　紫外線照射は皮膚悪性腫瘍の発症の重要な危険
因子であり，紫外線障害に対する皮膚の防御機構
の解明は，皮膚悪性腫瘍の発症を制御するうえで
極めて重要である．
　皮膚の紫外線防御において中心的役割を果たし
ているのがメラニンである．メラノサイトで産生
されたメラニンはケラチノサイトに転送され，核
上方にメラニンキャップを形成し，ケラチノサイ
トを紫外線照射による DNA 障害から防御してい
る1，2）．
　紫外線照射時にケラチノサイトからメラニン産
生を促進する様々なサイトカインが分泌される．
その中でエンドセリン-1（Endothelin-1, ET-1），幹
細胞因子（Stem cell factor, SCF）， -メラノサイト
刺激ホルモン（ -melanocyte stimulating hormone, 
-MSH）はメラニン産生においてきわめて重要な

役割をはたしている3～6）．さらに， -MSH はメラ
ニン産生を促進するのみならず，メラノサイトに
様々な防御因子を誘導し，メラノサイトの紫外
線防御機構に関与している7～9）．しかし，ET-1 や
SCF に関しては，メラノサイトの紫外線防御機構
に関与しているか否か，詳細な検討がほとんどな
されていない．
　本研究でわれわれは ET-1，SCF も何らかの生
体防御因子を誘導して紫外線防御に関与している
可能性があると考え，種々の検討を行った．

材料および方法

試薬
　正常メラノサイト用培地 Medium 254，増殖因子
加培地添加物 HMGS は Kurabo 社より，ET-1 は
Sigma Aldrich 社より，リコンビナントヒトSCFは
PEPROTECH 社より，CellTiter-Glo Luminescent 
Cell Viability Assayは Promega 社より，RNeasy 
Mini KitはQIAGEN 社より，ReverTra Ace- -, KOD 
plus polymeraseはToyobo 社より，iQ SYBER Green 
PCR supermixは Calbiochem 社より，またその他
の試薬はすべて Nacalai Tesque 社より購入した．
細胞培養
　正常ヒトメラノサイト（Normal Human Melanocyte, 

NHM）は0.2%V/N ウ シ 下 垂 体 抽 出 物（BPE），
0.5%V/N ウシ胎仔血清（FBS），3 ng/ml ヒト線
維芽細胞増殖因子-B（hFGF-B），0.5 mM ヒドロ
コーチゾン，5 mg/ml インスリン，5 mg/ml ト
ランスフェリン，10 ng/ml フォルボール-12-ミリ
スチン酸-13-アセテート（PMA），および3 mg/ml
ヘパリンを含む HMGS を添加した培地 Medium 
254 で培養した．ET-1，SCF を用いた実験では，
細胞をリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で洗浄したの
ち，増殖因子である BPE，FBS，hFGF-B およ
び PMA を除去した Medium254 で24時間スター
ベーションし，その後 ET-1，SCFを添加した．
すべての培養は37ºC， 5 % CO2，95%空気，湿潤
環境のインキュベーター内で行った．
定量的リアルタイムRT-PCR
　RNeasy Mini Kitを用いて，培養細胞よりRNAを
抽出した．ReverTra Aceをもちいて下記の条件で
逆転写しcDNAを精製した（ステージ1：30℃，10
分，ステージ2：42℃，20分，ステージ3：99℃，
5 分，ステージ 4：4 ℃，5 分）．mRNA 発現量
は iQ SYBR Green PCR supremix，Opticon2 をも
ちいてリアルタイムRT-PCRを行い定量化した．ヘ
ムオキシゲナーゼ-1（Heme oxygenase-1, HO-1）お
よ び glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase

（GAPDH）のプライマーは下記の通りデザインした．
HO-1-forward （5’-GAGACGGCTTCAAGCTG-3’），
HO-1-reverse（5’-GTGTGTAGGGGATGACC-3’），
GAPDH-forward
（5’-GCCATCAATGACCCCTTCATT-3’），
GAPDH-reverse
（5’-TTGACGGTGCCATGGAATTT-3’）．PCRの
反応は下記条件で行った（ステージ1：95℃，3
分，ステージ 2：95℃，15秒，ステージ 3：HO-1 
60℃および GAPDH 61℃，30秒（アニーリング），
ステージ 4：72℃，30秒，ステージ 2-4 は40サイ
クル行い，ステージ 5： 4 ℃，10分）．
生存細胞数の測定
　NHM を96ウェルプレートで20,000細胞 / ウェ
ルの細胞密度で培養し，24時間スターベーショ
ンした．その後，ET-1（10 nM）および SCF（10 
nM）を添加して 8 時間培養し，培地を除去して
PBS を加え UVB（30 mJ/cm2）を照射した．UVB
照射後，PBS を除去し，再び ET-1，SCF を加えた
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培地で24時間培養し，CellTiter-Glo Luminescent 
Cell Viability Assay を用いて生存細胞数を計測
した．

結　　　果

ET-1 および SCFはUVB照射によるメラノサ
イトの細胞死を抑制する
　ET-1 および SCF が UVB 照射によるメラノサ
イトの細胞障害に対する防御機構に，どのように
関与しているか検討するため，NHM を ET-1（10 
nM），SCF（10 nM）で 8 時間前処置したのち，30 
mJ/cm2の UVB を照射し，24時間後に生存細胞
数を CellTiter-Gro Cell Viability Assay を用いて
測定した．
　UVB 照射により細胞死が起こり，メラノサイ
トの生存細胞数は減少したが，ET-1，SCF で前
処置したメラノサイトでは UVB 照射による細胞
死は有意に抑制され,生存細胞数が増加していた．
また，ET-1 と SCF を同時に添加することによ
り，ET-1，SCF を単独で添加した場合と比較し

て有意に UVB 照射時の生存細胞数が増加してお
り，相加的な細胞死抑制効果が認められた（図 1 ）．
ET-1 およびSCFはNHMにおいてHO-1 mRNA
発現を上昇させる
　次に，ET-1 および SCF による紫外線照射によ
る細胞死抑制にどのような生体防御因子が関与し
ているか検討するため，メラノサイトにおいて
ET-1，SCF 刺激で発現が上昇する防御因子を検
索した．
　HO-1 は生体防御タンパク質のひとつでヘム
代謝の律速酵素である10）．HO-1 は種々の細胞に
おいて,紫外線照射を含む様々なストレス刺激に
より誘導されることが知られている11～15）．HO-1
発現が ET- 1 および SCF 刺激で増加するか否
か検討するため，NHM に ET-1（10 nM），SCF

（10 nM）を添加して 2 時間後に細胞を回収して
mRNA を抽出し，リアルタイム PCR にて HO-1
の mRNA 発現を定量的に検討した．
　ET- 1 および SCF 添加により HO-1 mRNA 発
現は有意に上昇した．さらに，ET-1 と SCFの同
時刺激により，ET-1，SCF 単独で投与した場合
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図 1．ET-1 および SCF は紫外線照射による NHM の細胞死を抑制し，生存数を増加させる．NHM を ET-1（10 nM），SCF
（10 nM）で 8 時間前処置した後，UVB（30 mJ/cm2）を照射し，24時間後に生存細胞数を Cell-Titer cell viability assay 
を用いて測定した．結果は 3 回行った実験の 1 つである（Student t 検定．**P<0.01，*P<0.05 vs. UVB 照射 ET-1/SCF 
未処置 NHM．##P<0.01 vs. UVB 照射 ET-1 加 NHM）．
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と比較して有意に HO-1 の mRNA 発現が上昇し
ており，相加的な発現上昇が認められた（図 2 ）．

考　　　察

　紫外線防御において，ケラチノサイトの観点か
らすると，紫外線障害から自己の DNA を防御す
るためには，まずメラニンを供給するメラノサイ
トを防御する必要がある．したがってケラチノサ
イトから分泌されるサイトカインには，メラニン
産生を促進する作用のみならず，メラノサイトを
紫外線障害から防御する何らかの作用があると考
えられる．
　本研究の結果より，ET-1 および SCF にも，
UVB 照射によるメラノサイトの細胞死を抑制
する効果があることが明らかになった（図 1 ）．
ET-1，SCF はメラノサイトの細胞増殖を促進す
るが6），本研究で使用した濃度（ET-1（10 nM）お
よび SCF（10 nM））ではメラノサイトの有意な細
胞増殖起こさないことがわれわれの実験で明らか
になっており（未発表データ），この ET-1 や SCF

添加による生存細胞数減少の抑制効果は，細胞増
殖促進効果によるものではなく，ET-1 や SCF が
UVB 照射による細胞死を抑制した結果と考えら
れる.
　この ET-1，SCF による紫外線防御作用の詳細
なメカニズムは不明であるが，本研究で ET-1，
SCF が生体防御因子のひとつである HO-1 発現
を上昇させることが明らかになり（図 2 ），HO-1
が ET-1，SCF による紫外線防御に関与している
可能性が示唆された．しかし，図 1 に示したよ
うに ET-1，SCF 添加による UVB 照射時の細胞
死抑制効果は部分的なものであり，メラノサイト
の紫外線防御には HO-1 発現上昇以外のメカニズ
ムも存在すると考えられるが，それを詳細に検討
するのは今後の研究課題である．
　ケラチノサイトとメラサイトは，メラニンの転
送以外にも，お互いの機能，増殖，分化などを調
整する機構が存在している．本研究の結果より,
紫外線照射時にケラチノサイトから分泌されるサ
イトカインのうち ET-1 および SCF には，メラ
ニン産生を促進するのみならず，HO-1 発現上昇
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図 2．NHM における HO-1 に対する ET-1 および SCF の相加的効果．NHM は ET-1（10 nM）と SCF（10 nM）の一方，また
は両方で 2 時間刺激した後，全 RNA を抽出しリアルタイム RT-PCR を行った．結果は 3 回行った実験の平均値 ±標
準偏差である（**P<0.01 vs. コントロール．##P<0.01 vs. UVB 照射 ET-1 処置 NHM）．
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を介してメラノサイトの細胞死を抑制する作用が
あると考えられた．すなわち，皮膚紫外線防御に
おいて，メラノサイトはメラニン産生によりケラ
チノサイトを防御し，ケラチノサイトはサイトカ
イン分泌によりメラノサイトを防御するという相
互作用が存在していることが示唆された（図 3 ）．
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図 3．ケラチノサイトおよびメラノサイト間の光防御における相互作用．UVB を照射されたケラチノサイトは ET-1，SCF
あるいは -MSH を含むメラニン産生促進因子を生成分泌する．これら促成因子によりメラノサイトはメラニン合成を
促進し，周囲のケラチノサイトにメラノソームを供給する．ケラチノサイトの核上すなわち表皮外層側ではメラニン
がメラニンキャップ（核帽）を形成し，UVB による DNA の損傷を防いでいる．さらに，メラノサイトは ET-1，SCF あ
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