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正常組織由来色素細胞と母斑組織由来色素細胞の

E-cadherinに お け る細 胞 遊 走 能 の差 異

慶晒義塾大学医学部形成外科学教室

　　　(指導:中 島龍夫教授)

さつ　　　だ

松　田
なる　　ひと

就　人

(r=成15年7月9日 受 付)

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ABSTRACT

E-cadherin　 is　a(actor　 that　 determines　 the　 migration　 ability　 of　pigmented　 cells

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Naruhlto　 Mauuda

Department　 of　Plastic　 and　 Reconstructive　 surgery,　 School　 of　Medicine,　 Keio　 University

Both　 nevus　 cells　 and　 melanocytes　 are　 derived　 from　 the　 neural　 crest.　 The　 etiology　 of　 giant　 congenital　 nevus

cell　 nevus(GCNN}is　 thought　 to　 be　 the　 cloned　 proliferation　 of　 melanoblasts,　 the　 precursors　 of

melanocytes,　 during　 development　 and　 distribution　 in　 a　 restricted　 area.　 If　the　 proliferation　 mechanism　 is

triggered　 at　 an　 early　 developmental　 stage,　 the　 area　 of　 distribution　 is　 large　 and　 GCNN　 is　 produced.

Melanocytes,　 on　 the　 other　 hand,　 usually　 migrate　 into　 the　 epidermis　 and　 settle　 there,　 and　 they　 are　 reported

to　 strongly　 express　 E-cadherin　 during　 the　 migration　 process.　 Nevus　 cells,　 however,　 are　 unable　 to　 migrate

into　 the　 epidermis,　 and　 many　 of　 them　 remain　 in　 the　 dermis.　 We　 used　 cultured　 epidermis・derived　 pigment

cells(EDPCs)and　 cu塵tured　 dermis・derived　 pigment　 ceUs(DDPCs)obtained　 from　 tissues　 collected　 from　 23

patients　 with　 GCNN　 and　 investigated　 the　 migration　 of　 DDPCs　 inリ ゴ'm　 after　 forced　 expression　 of　 E・cadherin.

Immunocytochemistry,　 Western　 blotting,　 and　 RT-PCR　 showed　 that　 the　 EDPCs　 expressed　 E-cadherin,　 but

the　 DDPCs　 did　 not.　 An　 experiment　 using　 a　Boyden　 chambershowed　 that　 migration　 of　 both　 pigmented　 cells

depends　 on　 the　 presence　 of　 E・cadherin.　 Based　 on　 these　 findings,　 E・cadherin　 expression　 appeared　 to　 be　 nec・

essary　 for　 pigment　 cells　 to　 move　 from　 the　 dermis　 into　 the　 epidermis,　 and　 ceUs　 that　 express　 E・cadherin　 ap・

peared　 Io　 be　 capab且e　 of　 moving　 into　 epidermis　 where　 E・cadherin　 is　expressed.

Key　 Word:Ecadherin,　 pigmented　 cell,　migration,　 Boyden　 chamber,nevus

　母斑細胞とメラノサイ トは,と もに神経堤由来である.

先天性巨大色素性母斑は胎生期にメラノサイトの前駆細

胞であるメラノブラストが,皮 膚に分布していく過程で

外的,内 的因子の影響を受けて増殖能の高いクローンが

生じるために,一 定領域に色素細胞が分布することによっ

て生じる.こ の増殖機構が早期に起これば,そ の分布領

域は広 くなり,先 天性巨大色素性母斑が生じる.一 方,

メラノサイ トは通常,奥 皮内には留まらず表皮内に移動

し定着する。 この移動の過程で細胞接著因子であるE一

カ ドヘリンを強 く発現することが報告されている.と こ

ろが,趾 斑細胞の多くは表皮内に移動できず,真 皮内に

留まっている.我 々は23人 の先天性巨大色素性母斑の

患者から採取 した組織より得た培養表皮由来色素細胞,

ならびに培養真皮由来色素細胞を用いて,E一 カ ドヘ リ

ンの有無による培養真皮由来色素細胞の表皮への遊走能

の変化 を 加vitroで 検討 した.結 果は免疫 染 色,
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Western　 blotting,　 RT・PCRに お い て 培 養 表 皮 由 来 色

素 細 胞 はE一 カ ドヘ リ ンを 発 現 して お り,培 養s皮 由 来

色 素 細 胞 はE一 カ ドヘ リ ン を 発 現 して い な か っ た.

Boyden　 chamberに お い て は,　E一 カ ドヘ リンの有 無 に

よ り細 胞 遊 走 能 に違 いが み られ た.本 研 究 の 結 果 よ り真

皮 に 存在 す る色 素細 胞 は,S'4皮 か ら表 皮 に移 動 す るた め

に は,E一 カ ドヘ リンの 発 現 が 必 要 で,　E一カ ドヘ リ ンは

色 素 細 胞 の 局 在 を 決定 す る可 能 性 が 示 唆 され た.

　 メ ラノ サ イ トは胎 生 期 の 神経 冠 に由 来 す る,メ ラ ノサ

イ トの 前駆 細 胞 で あ る メ ラ ノ ブ ラ ス トと して,背 部 か ら

腹 部 へ 向 か って 間 葉 組 織 中 を 移 動 し,胎 生10週 頃 ま で

に は表 皮 内 へ 侵 入 し定 着 す る.こ の 過 程 で メ ラノ ブ ラ ス

トの 移動 と増 殖 に は,SCFとKIT,エ ン ドセ リ ンBと

エ ン ドセ リ ン レ セ プ ターBな ど が 関 与 す るi.v.一 方,

母斑 細 胞 は胎 生 期 に メ ラ ノサ イ トの 前 駆 細 胞 で あ る メ ラ

ノ ブ ラス トが,皮 膚 に分 布 して い く過 程 で 外 的,内 的 因

子 の 影響 を受 け て増 殖 能 のjujい ク ロー ンが 生 じる と,そ

の 分 布 領域 に は 多数 の メ ラ ノサ イ トが 到 達 す る ことに な

る.こ の増 殖 機 構 が 早 期 に起 これ ば,そ の 分 布 領 域 は広

くな り先 天性 巨 大 色素 性 母斑 は生 じ る と され て い る.し

か し,メ ラ ノ ブ ラス トが 異常 増 殖 を きたす 分 子 機 構 は ま

だ 不 明 で あ る 鋤.ま た,メ ラ ノサ イ トは 真 皮 か ら表 皮

に 移 動 す る 直 前 に表 皮 角化細 胞 に 発現 して い る細 胞 接 着

因 子 で あ るE一 カ ドヘ リ ンを 発現 し,こ の分 子 を 介 して

周 囲 の 表 皮 角 化 細胞 か らの制 御 を受 け,表 皮 内 に定 着 す

る こ と が 報 告 され て い るS6.一 方,母 斑 細 胞 の 多 くは

真 皮 内か ら表皮 内 に移動 で きず,真 皮 内 に留 ま って い る.

この 分 子 機 構 も まだ 不 明 で あ る.我 々は 母斑 細 胞 が 真 皮

内 に数 多 く留 ま る こ とが,先 天 姓 巨 大 色素 性 母斑 の 治 療

(外 科 的 切 除 術1:,sari術tllやtissue　 expander法9iの 併

胤curettage法10.11:,レ ー ザ ー治 療82'な ど)を 難 渋 さ

せ る 原 因 の1つ だ と考 え た.そ こ で 何 らか の方 法 で 真

皮 内 に存 在 す る母 斑 細 胞 を表 皮 内 へ 移動 させ る こ とが で

きれ ば,先 天 性 巨大 色 素性 母斑 の 治 療 は容 易 にな る もの

と思 わ れ,E一 カ ドヘ リ ンに着 目 し今 回,　in　vitroに お け

る培 養 表 皮 由 来 色 素 細 胞 と培 養 真 皮 由 来 色 素 細 胞 のE一

カ ドへ1,ン 発 現 の 差 異,及 びE一 カ ドヘ リ ン発 現 の有 無

に よ る それ ぞ れ の 色 素 細 胞 のE一 カ ドヘ リ ンへ の遊 走 能

に つ き検討 した.

材料と方法

1,細 胞 培 養

　 培 養 表皮 由 来 色素 細 胞 と培 養 真 皮 由 来 色 素 細 胞 は,そ

れ ぞ れ 母 斑 切 除 術 の 際 生 じ た 正 常 皮 膚 と 母 斑 組 織

か ら採 取 し た,こ れ ら組 織 を3-5mm'に 細 切 してl

mMCaCI2(rluka社)を 加 え た ト リプ シ ン液(1×)

(Sigma社)に 浸 し,4℃ に て 且8～zn時 間 浸 漬 し表 皮

と貞 皮 に分 け た,正 常 皮 膚 由 来 表 皮 と母 斑 組 織 由 来 真 皮

を コ ラゲ ナ ー ゼlmg/mt(和 光 純 薬 社)とim41CaCl,

添 加 トリプ シ ン液 を1;1に 混 和 した溶 液 に浸 し,37℃,

40分 間.保 温 し たII.そ の 後,2倍 猷 の 細 胞 培 養 液

Nam's　 F-12,10%ウ シ胎 児11117‾1,　L%ス トレプ トマ イ

シ ン,　b・FGF　 3　ng/ml,　 ボ ル ボ ー ル 且2一ミ リ ス ター ト

且3一ア セ タ ー ト10ng/mi(Sigma社),コ レ ラ トキ シ ン

且NS/m!(Calbiochem社)を 加 え,1mMCaCI:添 加

ト リプ シ ン液 の 反 応 を 中 和 し,ピ ペ ッ テ ィ ン グ し,

1000rpm,5分 間 遠 心 し,細 胞 を回 収 した.細 胞 培 養

液 にi'F.遊させIOcm'の ブ ラ スチ ィッ ク デ ィ ・ソシ}に そ

れ ぞ れ播 種 し,37℃,5%CO,　 rf't』ドに て 培 養 した.表

皮 角 化 細 胞 や 線 維 芽 細 胞 の 混 入 を除 去 す る た め に 約50

%の コ ン フ ル エ ン トに な った段 階 で ジ ェ ネ テ ィシ ン100

NS/m1(Sigma社)を 細胞 培 養 液 に加 え7-10日 程 度

培 養 した.そ の 後,も との細 胞 培 養 液 で 培 養 し,表 皮 由

来 色 素 細 胞 と 真 皮 由 来 色 素 細 胞 を 作 製 し た,継 代 は1

mMCaCI:添 加 ト リプ シ ン液 処 理 に て 行 い,3～5継 代

目の 細 胞 を 以 下 の実 験 に 用 い た/1.1$'.,

2.免 疫 細 胞 化掌 的 検 索

　 ス ラ イ ドガ ラ ス上 で そ れ ぞ れ の細 胞 を培 養 し,細 胞 が

接 着 した 時 点 で 室 温 に て 且0分 間 ア セ トン固 定 し,is

分 間 室 温 に て 風 乾 さ せ た 。 一 次 抗 体 はHachisuka　 H

el　al,やPa】azza　 J　et　al.らの 方 法 を 参 考 に して,ヒ ト

と の交 叉 反 応 が あ る こ とを 確 認 した ウ サ ギ ポ リク ロー ナ

ル抗 ウ シS-100蛋 白抗 体(Dako社),ウ サ ギ ポ 「,クロー

ナ ル 抗 ラ ッ トNSE抗 体(Polysciences社),二 次 抗 体

は ビオ チ ン化 抗 ウサ ギIgG抗 体(Vector社)を 用 い て

免 疫 染 色 を 行 ったisire.　E-cadherinの 免 疫 染 色 は 一 次

抗 体 と して マ ウ スモ ノ クロ ーナ ル抗 ヒ トE-cadherin抗

体(BD　 Biosciences(tt),二 次 抗 体 は ピ オ チ ン化 抗 マ

ウ スIgG抗 体(Vector社)を 用 い て 免疫 染 色 を 行 った.

細 胞 の 発 色 に は3ア ミノ9エ チ ル カ ル パ ゾ ー ル(AEC)

を 用 い,赤 色 に発 色 さ せ た.

　材料は先天性巨大色素性母斑患者1ケ 月～12歳 の計

23名 より本人,ま たはその家族の1司意を得て,切 除簡

出 した母斑組織を用いた.

3.Western　 blotting

　培養表皮由来色素細胞と培養真皮由来色素細胞か らの

タンパク質の抽出方法は,培 養表皮由来色素細胞 と培養
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真 皮由 来色 素 細 胞 の タ ンパ ク質 固 定 を 行 う た め,10%

TCA(Sisma#t)溶 液 を 用 い て 室 温 で30分 間 静 置 し

た.そ の 後,間 定 した細 胞 を 剥 が し,4℃,3000rpm

で 且0分 間 遠 心 し沈 殿 物 の み 回 収 し,PBSIm1と

100%TCA】Oo　 Ntを 混 和 した 溶 液 を加 え.氷 巾 で30

分 悶 静 置 し さ ら に タ ンパ ク 質 の 固 定 を 行 っ た.4℃,

15000rpmで10分 間 遠 心 し沈 殿 物 の み 回 収 した.完

全 にTCA溶 液 を 取 り除 いた 後,サ ンプ ル バ ッ フ ァ ーを

加 え,4℃,13000rpmで10分 間 遠 心 し,上 清 液 の み

をlljl収した.

　 ま た,細 胞 膜 上のE一 カ ドヘ リンは0.25%ト リプ シンー

EDTA液(Sigma社)処 理 に よ り 破 壊 さ れ る が,　 l

mMCaChを 添 加 した トリプ シ ン液 で 処 理 を して も破 壊

され な い と報 告 され て い るIPI.こ れ を確 認 す るた め に 培

費 表 皮 由 米 色 素 細 胞 に 対 し,PBSで 洗 浄 後,0.25%ト

リプ シ ンーEDTA液 と1mMCaCI:添 加 ト リプ シ ン液 を

そ れ ぞ れ の細 胞 に 加 え,37℃,10分 間 保 温 し,1000

rpm,5分 間 遠 心 し上 清 液 を捨 て,残 った 沈 殿 物 を.ヒ述

と同 様 の 手ratで タ ンパ ク質 の抽 出 を 行 い,　s一 カ ドヘ リ

ンの 有 無 をWestern　 blottingで 確 認 した.

　 一次 抗 体 はTBSで2500倍 希釈 した マ ウ スモ ノ クロ ー

ナ ル抗 ヒ トE一 カ ドヘ リ ン抗 体(BD　 Biosciences社)を

用 い,二 次 抗 体 以 降 はVectastain　 Elite　 ABC　 Ki[

(Vector社)の 手 順 に 従 って 行 った.

4.　 RT・PCR

　 培 養表 皮 由来 色素 細 胞 と培 養 真 皮 由 米 色 素 糊 胞 か らそ

れ ぞ れ の 全RNAの 単 離 は ア イ ソゲ ン(和 光 純 薬 社)を

用 い て 行 った.培 養 表 皮 由 来 色 素 細 胞 と培 養 真 皮 由 来 色

素 細 胞 の そ れ ぞ れ か ら 単 離 した 全RNAと,　 RT・PCR

kit(Takara酒 造 社)を 用 い て,　RT・PCRを 行 っ た.

サ イ クル数 は,ア ニ ー リ ングの 時 間 が60秒,伸 長 反 応

の 温 度 と時 間 が72℃,90秒 を1回 と し40回 行 った,

それ ぞ れ の 合 成 され たcDNA長,ア ニ ー9ン グの温 度,

プ ライ マ ーの 塩 基 配 列 は以 下 の通 りで あ る191,

　 E一カ ドヘ リ ン:653bp。60℃,forward:5'・AGCCATG

GGCCCTTGGAG・3',　 reverse:5'・CCAGAGGCTCTGT

CACCTTC・3'.　 a一カ テ ニ ン　 300　by,50℃,　 forward:5「 ・

GTCATTCACGTAGTCACCTCA-3',　 reverse:5'一TTC

TGACATCAAAATCCTCTGTC・3',　 P一カ テ ニ ン;668

bp,60℃,forward:5'・AAGGTCTGAGGAGCAGCTTC,

3',reverse:5㌔TGGACCATAACTGCAGCCTT・3㌦soy

den　 chamber

　 孔 の大 き さ が8ｵmの 膜(Millpore社)を 用 い て,

膜 の 上 側 にPBSでioo倍 希 釈 した マ トリゲ ル(Becton

Dickinson　 Labware社)を,底 面 に100ｵ[/m1+2

mMCaCI:に 調 整 し た リ コ ン ビナ ン ト ヒ トE一 カ ドへi)

ン蛋 白(R&DSystems社)を それ ぞ れ37℃,30分 悶

保 温 し コ ー テ ィ ング し た.lower　 chamberに 細 胞 培 養

液 を200NI入 れ,コ ー テ ィ ン グ し た 膜 を の せupper

chamberを 取 り付 け,　 upper　 chamberにlmMCaCI_

添 加 ト リプ シ ン液 で 処 理 した細 胞 を回 収 し,1000rpm,

5分 間 遠 心 し.上 清 液 を捨 て細 胞 数 が105個/200μ!に

な る よ う に細 胞 培 養 液 で 調 整 して,zoo,,入 れ た.そ

の 後,37℃,6時 間 保 温 し,膜 を取 り出 しis側 の 遊 走 し

な か った 細 胞 を綿 棒 で 拭 き取 り,PBS　 2　m'で 洗 浄 後,

20%ホ ル マ リ ンim!で30分 間 室 温 固 定 した.蒸 留 水

2m1で 洗 浄 し,ギ ムザ 染 色 を行 ったam.

　 膜 底 面 を りaン ビナ ン トヒ トE一 カ ドヘ リン出 白 で コー

テ ィ ング した場 合 と して い な い場 合 の培 養 表 皮 由来 色 素

細胞 及 び,培 養 真 皮 由 来 色 素 細 胞 のE一 カ ドヘ リ ン側 へ

の細 胞 遊 走 能 を 観 察 す る と と もに,1mMCaCI:添 加 ト

リプ シ ン液 処 理 で 細 胞 膜 上 のE一 カ ドヘ リ ンを 温 存 した

場 合 と0.25%ト リブ シ ンーEDTA液 処 理 で細 胞 膜 上 の

E一 カ ドヘ リ ンを 破 壊 した 場 合 の 培 養 表 皮 由 来 色 素 細 胞

に っ い て もE一 カ ドヘ リ ン側 へ の 細 胞 遊 走 能 を観 察 した.

結　　果

　 表 皮 由来 色 素 細 胞 と真 皮 由 来 色 素 細 胞 は.1'.記条 件 下 で

良 好 に培 獲 可 能 で あ った.培 養 表 皮 由来 色 素細 胞 と培 養

真 皮 由 来 色 素 細 胞 の 両 方 でS-100蛋 白 とNSEが95%

以 上 の細 胞 で 赤 色 に 染 ま り陽 性 で あ った.こ の こ とに よ

り,培 獲 した 細 胞 が 色 素 細 胞 で あ る こ とが 示 唆 され た

(第 五図A,B,C,D.E.F.G,H).　 E一 カ ドヘ リ ンに つ い

て は,培 獲表 皮 由 来 色 素 細 胞 で細 胞 が 赤 色 に染 ま り発現

して いたが,培 養 真皮 由来 色 素細 胞 で は発 現 して いな か っ

た(第1図1,」).

　 Western　 blotting及 び,　 RT・PCRに お い て も,培 鍵

表 皮 由 来 色 素 細 胞 でE一 カ ドヘ リ ン は発 現 して い た が,

培 養 真 皮 由 来 色 素 細 胞 で はE一 カ ドヘ リ ンは発 現 して い

なか った(第2図A,B).

　 a一カ テ ニ ン及 びP一 カ テ ニ ンは,培 養 表 皮 由 来 色 素 細

胞 と培 養 真 皮 由 来 色 素 細 胞 の 両 方 で 発 現 して い た(第2

図C,D).

　 この こ とか ら培 盤 真 皮 由 来 色 素 細 胞 はE一 カ ドヘ リ ン

の み 欠 落 して いて,そ れ 以 降 の 刺 激 伝 達 に必 要 な α一カ

テ ニ ン及 びD一 カ テ ニ ン は温 存 され て い る こ と が わ か っ

た.

　 次 にBoyden　 chamberで 膜 底 面 を リコ ン ビ ナ ン トヒ
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松Ill　 E-cadhcrinの 有 無 に よ る 色素 細 胞 遊 走能 の 変 化
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第4図 　 (A)培 養 表 皮 由来 色 素 細 胞 の1mMCaCl2添 加 ト リプ シ ン液 処 理 と0.25%ト リブ シ ンーEDTA液 処 理 に よ る

　 Western　 blottingの 結 果 で あ る.継 胞 膜 上 のE一 カ ドへ1,ン は0.25%ト リプ シ ンーEDTA液 処 理 に よ り破 壊 さ れ た.

　 (B)培 養 表皮 由 来 色 素 細 胞 のlmMCaCI:添 加 ト リプ シ ン液 処 理 と0.25%ト リブ シ ンーEDTA液 処 理 に よ るBoyden

　chamberの 桔 果 で あ る.0.25%ト リブ シ ンーEDTA液 処 理 に よ り細 胞 股 上 のE一 カ ドヘ リ ンを 破 壊 され た培 養 表 皮 由

　 来 色 素 細 胞 は,lmMCaCI:添 加 ト 「,ブシ ン液 処 理 に よ り細 胞 膜 上 のE一 カ ドヘ リ ンを 温 存 さ れ た 培 養 表 皮 由 来 色 素 細

　 胞 に 比 べ て 有 意 に纈 胞 遊 走能 が 減 少 した.Pく0,0且,卜 検 定,統 計 学 的fi意 差 あ り.す べ て の 結 果 は 異 な る3検 体 を

　 そ れ ぞ れ3回 ず っ 行 って,平 均 玄 原 準 偏 差 で 表 した.(C)1mMCaC』 添 加 ト リプ シ ン液 処 理 した 培 養 表皮 由 来 色 素

　 細 胞 のBoyden　 chamber,(D)0.25%トi)ブ シ ンーEDTA液 処 理 した 培 養 表 皮 由 来 色 素 細 胞 のBoyden　 chamberで

　 あ る.TCは 且mMCaCI:添 加 ト1,プ シ ン液 で 処 理 した培 養 表皮 由来 色 素 細 胞,　TEは0,25%ト リブ シ ンーEDTA液 で

　 処 理 した 培 養 表皮 由 来 色素 細 胞 で あ る.矢 印 は それ ぞ れ の 細 胞 で あ る.横 線 は50ｵmで あ る.

第3図 　 (A)E一 カ ドヘ リンの コーテ ィ ングの 有無 によ る培 養麦皮 由来色素細 胞 と培 喪真皮 由来邑 素細 胞のBoyden

　chamberの 桔 果である.培 養表皮由米色 素細胞 で膜底面 に リコンビナ ン トヒ トE一カ ドヘ リン蛋白 を コーテ ィ ングし

　 た場 合は,膜 底面 に リコンビナ ン トヒ トE一カ ドヘ リン蛋 白を コーティ ング してい ない場 合に比 べ有意 に細 胞遊 逆能

　 が増 大 した.膜 底面 に リコンビナ ン トヒ トE一カ ドヘ リン蛋自を コーテ ィングした場 合の培養表 皮由 来色素細胞 と培

　 餐貞皮由 来色素細胞 では,培 養真皮由来色素紐胞が培 養表皮由来色素細胞に比べ有意 に細胞遊走能 が減少 して いた.

　 Eは 培養表皮 由来色素細胞.Dは 培 養真皮由来 色素細 胞で ある..Pくo.oi.ヒ ー検定,統 計学 的有意 差あ り.す べての

　精 果は異 な る3検 体をそれぞれ3回 ずつ 行 って,乎 均 ±標準偏差で表 した.膜 底 面 に リコ ンビナ ン トヒ トE一カ ドヘ

　 リン蛋白を コーテ ィング した場合 の(B)培 養表皮 由来色素細胞 は細胞遊走数が 多かyた.コ ーテ ィング していr;い

　場 合の(C)培 幾衷皮 由来色素細胞 の網胞遊走数 は,〔B)に 比 べてほんの少 しであ った.膜 底面 に りコ ンビナ ン トヒ

　 トE一カ ドヘ リン蛋白を コーテ ィング した場 合の(D)培 養臭皮 由来色素細胞 の細胞 遊走 数は少 なか った.コ ー ティ ン

　 グして いfjい 場 合の(E)培 養 真皮 由来色素 細胞 も(D)と 同撮.細 胞遊 遣数は少 なか った.矢 印 はそれぞれ の細胞

　 である.横 線 はすべ て50Nm'Cあ る.
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卜E一 カ ドヘ リ ン蛋 白で コ ー テ ィ ン グ し,E一 カ ドヘ リ ン

方 向 へ の 各細 胞 の遊 走 能 を解 桁 した.リ コ ン ビナ ン トヒ

トE一 カ ドヘ リン蛋 白 を 膜 底 面 に コー テ ィ ン グ しな い場

合 は,各 細 胞 と も膜 底 面 へ は ほ と ん ど遊 走 しな か った

(第3図A.B,C).リ コ ン ビ ナ ン トヒ トE一 カ ドヘ リ ン

蛋 白 の 膜 底 而 へ の コ ー テ ィン グに よ り,培 養 表 皮 由 来 色

素 細 胞 は膜 底 面 のE一 カ ドヘ リ ン方 向 へ の 細 胞 遊 走 数 が

有 意 に増 大 した(第3図A,C,　 E).培 養 真 皮 由 来 色 素

細 胞 で は膜 底 面 のE一 カ ドヘ リ ン方 向 へ の 細 胞 遊 走 数 が

培 養 表 皮 由 来 色 素 細 胞 に 比 べ 有 意 に 少 な か った(第3

図A,D,E).

　 ま た,培 養 表 皮 由 来 色 素 細 胞 を0.25%ト7プ シ ンーE

DTA液 とlmMCaCh添 加 トリプ シ ン液 の 各 々 で 処 理

した 後,Western　 blottingを 行 っ た結 果,0.25%ト リ

プ シ ンーEDTA液 で 処 理 した培 養 表 皮 由 来 色 素 細 胞 は

E一カ ドヘ リンが 破壊 され た,し か し,lmMCaCI,添 加

ト リプ シ ン液 で処 理 した 培 盤 表 皮 由来 色 素 細 胞 はE一 カ

ドヘ リ ンが 温 存 され た(第4図A).

　 この0.25%ト1,プ シ ンーEDTA液 処 理 に よ る細 胞 膜 上

のE一 カ ドヘ リ ンの 破 壊 に よ り,培 養 表 皮 由来 色 素 細 胞

は 膜 底 面 のE一 カ ドヘ リ ン方 向 へ の 細 胞 遊 走 数 が有 意 に

減 少 した(第4図B,C,　 D).デ ー タ で は 記 載 して い な

い が,トIJブ シ ン+EDTA処 理 後 に細 胞 を 免 疫 染 色 で

12時 間 まで 確 認 した と こ ろE一 カ ドヘ リ ンは 破 壊 され た

ま ま で あ り,爾 構成 さ れ て は い なか っ た.ト リプ シ ン+

EDTA処 理 した 細 胞 は,直 ち にWestern　 blottingや

Boyden　 chamberに 用 い たの でE一 カ ドヘ リンが 再 構 成

さ れ て い る可 能 性 はな い と思 われ た.

考　　察

　メラノサイトの起源は神経堤由来である.神 経堤は生

体発生のごく初期に形成され,神 経板および神経溝の発

生直後に外胚葉と神経板との境界に出現する対称性の細

胞集団で,こ れらは顔や首,心 臓の 且部を構成する間

質や骨raど の間葉系細胞,末 梢神経系細胞,色 素細胞

(メラノサイ ト),副 腎髄質などの内分泌器官構成細胞な

どさまざまな細胞に分化する.神 経塊より発生 したメラ

ノサイトはメラノブラストと呼ばれ,ま だ未分化な細胞

であり,背 外側を移動 しながら真皮内にたどり着き,貞

皮内か ら表皮内へ移動 しメラノサイトに分化する.母 斑

細胞の起源には諸説がある]1-331が,現在ではメラノサイ

トと同様,神 経堤を起源とする説が有力である9,

　我々は,母 斑細胞はメラノサイ ト同撮に貞皮までは分

化,増 殖,移 動をしてくるが,真 皮内に停滞することが

多 い 母斑 細 胞 は,爽 皮 内 か ら衷 皮 内 に 移 動 す る過 程 で メ

ラ ノサ イ トと比較 して遊 走能 に何 らか の 違 い が あ るの で

はな い か.と 考 え た.メ ラノ サ イ トは真 皮 内 か ら表皮 内

へ の 移 動 の 際 にE一 カ ドヘ リ ンの 発現 が 特 にz要 で あ り,

真 皮 内 か ら表 皮 内 に 侵 入 す る直 前 に,今 まで 発現 して い

なか ったE一 カ ドヘ リ ンを強 く発 現 し,同 じ くE一 カ ドヘ

リ ンを 発 現 して い る表 皮 に侵 入 す る こ とが 報 告 さ れ て い

る61.ま た 悪 性 黒 色 腫細 胞 はE一 カ ドへ1」ンの 発 現 の減 弱

ま た は,消 失 す る こ とに よ り,表 皮 内 か ら逸 脱 し転 移能

をM'f'rす る とい う報 告 もあ るz●asi.これ らの ことか ら我 々

は 表皮 由 来 色 素 細 胞 と真 皮 由 来 色 素細 胞 に お い てE一 カ

ドヘ リ ンに 着 目 し,研 究 を行 った.E一 カ ドヘ リ ンは 竹

市 らに よ り1983年 に 発 見 され た 古 典的1型 カ ドヘ リ ン

フ ァ ミ リー に属 す る分 子 量 約120kDの 細 胞 膜 且回 貫 通

型 の糖 タ ンパ ク質 で,5っ の 細 胞 外 ドメ イ ンを 持 ち,そ

こに カル シ ウムが 結 合す る こ とに よ り同 一 細 胞 膜 面 上 に

あ るE一 カ ドヘ リ ン と二 量 体 を 形 成 し,さ らに 翼 な る細

胞 膜 一Lにあ るE一 カ ドへ りン と基 本 的 に は ホ モ フ ィ リ ッ

ク な精 合 をす るCa2+依 存性 の細 胞 接 着 因 子 で あ る2臥2L.

さ らに,細 胞 内 領 域 の う ちC末 側 に はP一 カ テ ニ ンあ る

い は γ一カ テ ニ ンが 繕 合 し,こ れ らの カ テ ニ ン分 子 に は.

a一カテ ニ ンが 結 合 す る.さ ら にa一 カテ ニ ン は,細 胞 骨

格 蛋 白で あ る ア ク チ ン フ ィ ラ メ ン トと連 結 し.E一 カ ド

ヘ リ ンを介 した細 胞 間 接 着性 は調 整 され るStll.

　 我 々の 実 験 で培 穫 表 皮 由来 色 素 細胞 はE一 カ ドヘ リ ン

を 発 現 し,培 養 真 皮 由来 色素 細 胞 はE一 カ ドヘ リ ンを 発

現 して い な か った.Boyden　 chamberは 堀 川 らのinva・

sion　assayに 従 って 行 ったNI.　 E一カ ドヘ リ ンを 発現 し

て い る培 養 表 皮 由 来 色 素 細 胞 は,E一 カ ドヘ リ ン方 向 へ

の 細 胞 遊 走 能 が 有 意 に高 ま うた.E一 カ ドヘ リ ンを 破 壊

したkn　 表 皮 由 来 色 素 細 胞 は,　E一 カ ドヘ リ ン方 向 へ の

細 胞 遊 走 能 が 有 意 に減 少 した.E一 カ ドヘ リ ンを 発 現 し

て い な い 培 養 真 皮 由来 色 素 細 胞 は,E一 カ ドヘ リ ン方 向

への 細 胞 遊 走 能 は ほ とん どな か った.ま た,膜 上 部 に マ

トリゲル を コ ー テ ィ ン グ しな いで 同 様 の実験 を行 ったが,

各細 胞 は膜 底 面 に現 れ なか った.マ トリゲル は ラ ミニ ン,

4型 コラ ー ゲ ンを巾 心 と した基 底 膜 成 分 よ り成 って い る

の で,E一 カ ドヘ リ ン陽 性 の色 素 細 胞 がE一 カ ドヘ リ ン蛋

白 側 に遊 走 す る に は,基 底 膜 成 分 との 接 葛 が必 要 で あ る

こ とが 示唆 され た.こ れ まで に,色 素 細胞 の遊 走 能 を決

定 す る因 子 と して のE一 カ ドヘ リ ンの 報 告 は な い.こ の

こ と か ら,色 素 細 胞 は 真 皮 内 か ら表 皮 内 へ の 移 動 にE一

カ ドヘ リ ンの 発現 が 必 要 で,E一 カ ドヘ リ ンを 発 現 して

い る細 胞 はE一 カ ドヘ リ ンが 発 現 して い る表 皮 に移 動 で

きる と考 え られ た.逆 を 言 え ば,表 皮 に細 胞 が 定 着 す る
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にはE一 カ ドヘ リンの発現が必要であると考え られ,E一

カ ドヘ リンの有無により色素細胞の局在が決まる可能性

が示唆された.我 々の実験で用いた培養表皮由来色素細

胞と培養真皮由来色素細胞には,そ れぞれの細胞が混在

している可能性があり,こ れは否定できない.ま た,現

時点でメラノサイ トと母斑細胞を特異的に分離するマー

カーは存在しないため証明はできない.し か し,我 々の

主な目的は,真 皮内の母斑細胞を表皮内に移動させ,治

療が困難な先天性巨大色素性母斑の治療を確立させるこ

とであり,厳 密にメラノサイ トと母斑細胞を分けて認識

する必要はないと考えている.今 後,母 斑細胞の特異的

マーカーが見っかれば,そ れをもとに母斑細胞にE一 カ

ドヘリンを強制発現させるζとで,母 斑細胞を真皮内か

ら表皮内へ移動させることができると思われ,そ の時は,

先天性巨大色素性母斑の治療を確立させることができる

と考えられる.
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