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論文内容要旨

第一章序論

 哺乳類の色素細胞であるメラノサ・イトには,メラノソームと呼ばれる色素顆粒が含まれて1、・る。

 'ド等脊椎動物ではメラノソームを始め何種類かの色素顆粒が,様々な刺激に反応して細胞内を移

 動することが知られており,それに関する報告は多い(B躍ra撮=mdH麟leめコ73)。しかし哺

 乳類のメラノサィトについては,メラノソームの移動に関する報告は少ない。Jimh∩wら('76)1ま

 ヒト皮膚に紫外線を照射してメラノソームの挙動を観察し,樹状突起(デンドラ・イト)の形成と,

 メラノソームの移送に10nmフィラメント(いオ)ゆるhltefm側i郎efiiこ血menl,)が関仁1していると

 報告している。またハツカネズミ表皮メラノサィト(Hir∩be,コ78)や培養ヒ!・表皮メラノ→+イト

 (喜多野,'74)に色素細胞刺激ホルモンやテオフィリンなどの処理を行った実験では,デンドラゴ

 トの伸長とメラノソームの遠心的移動が事行して観察されており,両者が密接に関連していると考

 えられている。

 一方ハッカネズ'ミには多くの突然変異が知られており,種々の形質の遺伝子支配を調べるのに利

 用されている。色素形成に関係する遺伝子の中にはメラノサィトの形態とメラノソームの細胞内分

 布に異一、幣を生ずるものがある(Si]vers,'79)。そのうち最もよく調べられているのは,旦遺伝

 チ座である。、亘/盆ホモ接合体メラノサィトでは,メラノソームは核付近に凝縦し,デントラ・イト

 は細く少数で」)るため,毛色に対し希釈効果を'1くす(、hrkerllしndSilvers,う56)。d遺伝」二

 座はメラノサィト内で発現していると考えられているが(Gerson主thdS撚b6,=681Reed、

 '381ReedとtrldHenders∩n,'40),神経系でも何か機能を持っている可能性がある(Kell`}tI

 andRauch,'62)。ル/豆ホモ接合体メラノサィトの形態的観察からは,メラノソームの凝集の

 原因として,メラノソームどおしやメラノソームと核の付着(Mnyer,166)や,ゲントライトの

 不十分な発達による空間的制約(R三ll.enh【)11se,'68)などが考えられ、ている。

 このように哺乳類のメラノサィトでは、細胞内でのメラノソームの挙動に関する報告は少なく,

 その理解は不十分で〃)る。またd遺伝子座とメラノサィトの形態,メラノソ・一ムの挙動との関係も

 1一分明らかではない。本研究は,ノラノソームの細胞内移動を支配する機構と、その機構の中での

 旦遺伝■チ座の役割をll月らかにすることを目的として行われた。

 第二章メラノソームの移送,分布を観察するための細胞培養

 メラノソームの挙動を観察するためには,細胞を培養し,二次元に反、げて観察する方法が有用で

 ある。そ乙でハツカネズミ新生児の背皮膚より初代培養されノ,声メラノサィトと,培養細胞として確

 立されたメラノーーマ紳1胞を培養し使用した。背皮1耐よりの初代培養は,背皮膚小片をトリプシン処

 理により表皮と真皮に分離し,史に表皮のみをトリフ'シン処理後,解離するノ7法により成功した、,
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 第三章細胞培養における亘突然変異体メラノサイトの観察

 ハツカネズミの系統のうち,C57BL/6J(遺伝子型琶/紘lB/BlD/D)とDBA/2」

 (廿/邑lb/bld/d),および両系統のF1にDBA/2」をくり返し,もどし交配して得たN6

 “/巳lb/blD/dおよび邑/はlb/blfi/諭)を使用した。これらハツカネズミの新生児背皮膚

 より.ノラノサイトを初代培養し,各遺伝子型と微細構造の関係を調べたところ7旦/⊇ホモ接合体メラノ

 サィトおよびD/dヘテロ接合体メラノサィトでは,メラノソームは細胞周辺に尚在し,ミトコン

 トリアや小胞体は,内側寄りに分布する乙とが多かった。デンドラィト内には,微小管や10m]1フ

 ィラメントが比較的分散して含まれていた。これに対しd,/dホモ接合体ノラノサィトでは,メラ

 ノソームの大部分は核付近に凝集していた、,細いデンドラィト内には,メラノソームはほとんど含

 まれず,小胞体,ミトコンドリアそれに多数の徹小管と10nmフィラメントが含まれていた。デン

 ドラィト内にメラノソームを含まない空間が見られることは,メラノソームの凝集が単にデンドラ

 ィトの不十分な発達による空間的制約によるのではないことを,ポしていると同時に,デンドラィト

 の伸長とメラノソームの移送とが独立の現象である可能性を,'Jlしている。

 第四章メラノーマ細胞を用いたメラノソーム移送の誘導

 培養メラノーマ細胞内でメラノソームが細胞周辺に局在することは,以前から知られており

 (Hllet巳i.,164),その様子は,皮膚から初代培養されたメラノサィ」・内でのメラノ'ノー・ムの

 分布に類似している。そこで実験が容易な培養メラノーマ細胞にサイトカラシンB(CB)と

 dimethylform毛mllde(DMF)処理を行ってメラノソーム移送を誘導し、メラノソームが局在化す

 る」過程を観察した。

 B16マウスメラノーマのSllblineNCでは,デンドラィトの形成と,メラノソームの細胞周辺へ

 の局在が顕著である。2μ9、!mlCBで処理すると30分以内にメラノソーームが局所的に凝集し,更

 に求心的移動を開始した。その結果メラノソームは核付近に凝集するが,この際ミトコンドリアや

 小胞体の分侑には大きな変化は無かった。対照区(O.2%dimcthジSulf賦ide処理)では1メラ

 ノソームの凝集は全く見られなかった。CBで24時撒壁1駿,IE常な培唐皮に移すと,核付近に凝

 集していたメラノソームは遠心的移動を開始した。乙の際,メラノソームは細胞周辺に位置してい

 た。また個々のメラ.ノソームは,微小管や10nmフィラメントと直接に撫しており,己れらを囲む

 ように断片様の小胞休が見られた。微小管とメラノソームの閻にはひげ状構造が見られることが」)

 る。

 一一方SuhlineNでは,メラノソームは核付近に片寄って分布して〔,・る。1彩DMFで処理すると

 3～4日でメラノソームが周辺に局在するようになり,〔の効し田よ6～9Hの処理で顕著となった、

 DMF処理後の細胞内には,微小管やIOnmフィラ.メントが多数見られるようになり,これらの構

 造とメラノソームの間にはひげ状構造や網目状構造が見られた。,
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 以上,CBとDMF処理による実験から,メラノーマ細胞内には,求心および遠心方向にメラノ

 ソームの移送機構があること,およびその移送は,ミトコンドリアや小胞体の分布とは独立して働

 きうるという意味で,メラノソーム特異的であることが示唆される。特に遠心的移送については,

 微小管や10nmフィラメントの関与が示唆される。

 第五章メラノーマ細胞における遺類似突然変異株の観察

 培養メラノーマ細胞のsllbhneag・m(邑駅regal.edmel呂nosomes)はメラニン合成が盛んであ

 りながらメラノソームは核付近に凝集しており,デンドラィトは細長く,メラノソームを含まない

 という変異株である。これらの形質は」/亘ホモ接合体メラノサィトに類似している。そこでagnl

 の細胞を観察し,d/dホモ接合体メラノサィトと対比,検討した。

 agmの細胞では,メラノソームが核付近に凝集するのみでなく,ミトコンドリアと小胞体も核

 付近に片寄る傾向があった。特に凝集が顕著な細胞では,微小管や10nmフィラメントも核を取巻

 くように分布していた。一方デンドラィト内にはミトコンドリアと小胞体が見られ,多数の微小管

 や10nmフィラメントが束を形成していた。特に,微小管の多いデンドラィトは,旦・磁ホモ接合体

 メラノサィトのそれに類似しており,断片様の小胞体や外側に押出されたミトコンドリアが見られ

 た。

 以上の観察は,微小管と10nmフィラメントの伸展と方向性は,三次ノ己的配置とは別に,調節され

 うる乙とを示している。すなわちデンドラィトのような非対称性突起を形成する細胞では,デンド

 ラィトが形成される乙と自体は,その細胞の微小管と10mnフィラメントの系がiTi常であることを

 必ずしも意味しない。むしろその三次元的配膳に注目する必要があると思われる。

第六章論議

 今回の実験により,メラノーマ細胞内でメラノソームが遠心的および求心的移動を行うこと,史

 にその移動がメラノソーム特異的であることが示唆された。特に遠心的移動には,微小管と10ηm

 フィラメントが密接に関連していると思われる。一方ugm変異細胞では,微小管と10nmフィラメ

 ントの三次元的配置に異常がありながら細長いデンドラィトが形成される。その微細構造はd/d

 ホモ接合体メラノサィトのデンドラィトに類似していることから,d/dホモ接合体メラノサィトの

 異常も,これら細胞骨格に関係した異常であると推定される。
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 論文審査の結果の要旨

 小山洋一提出の学位論文はハツカネズミの色素細胞(メラノサィト)における色素顆粒(メラノ

 ソーム)の移送機構に関する研究である。両生類や魚類においてはメラノソームの細胞内移動は顕

 著な現象であり,その機構に関する解析も進んでいるが,哺乳類においてはメラノソームの移動は

 人為的に誘導できず,その機構を論ずることは困難であった。この1論文では,まず培養条件におい

 てメラノソームの細胞内移動を観察するための,色素細胞培養法を開発し,解離された色素細胞の

 細胞培養を行った。次に旦(dihlt.ion)遺伝子をもち,淡色となるハツカネズミの新生児皮膚と野

 生型のハツカネズミ皮膚からメラノサィ陸禰館養し,電子顕微鏡観察を行った.その糊↓,駈
 ホモ接合体では樹枝状突起が形成されているにも拘らず,樹枝状突起にメラノソームが移動せず核

 イ」近に凝集している乙とが観察された.、亡の結果は樹枝状突起の形成とメラノソームの移送とが独

 立である乙とを示している。

 一方,がん化した色素細胞であるメラノーマ細胞においてメラノソームの移動を人為的に誘導す

 る試みを行い,メラノソームが核付近に集合している細胞においてはd韮methン1fnrm鵡mide(DMF)

 による拡散が,又メラノソームが細胞縁辺に局在している細胞においてはcytod蝋齢inB((〕B)

 によって凝集が誘導されることを明らかにした。この際,遠心的移動を行っている細胞ではメラノ

 ソームが微小管や10nm一フ`ラぜントと緩しており,メラノソームと微小管の間にはひげ状構造

 が観察された。このことから.■'ソームの移送には微小管と10nm一フィラメントの関与が示唆

 された。また,メラノ・'一∫・乾'.」沖動とこトコンドリアや小胞体など他の細胞内器官の移動には直接

 の関係のない乙とが朋一、なった。

 また,培養メラノーマ細胞において,メラノソームが核付近に凝集している変異体(agm)を分

 離し,乙の細胞がd/dホモ接合体のメラノサィトに類似する乙とを認めた。この場合も細胞骨骼を

 もつ樹枝状突起は観察されたカ∫,その微小管や10nm一フfラメントの配置には異常があった。

 以上,小山洋・一提出の、漁文は哺乳類の色素細胞にもメラノソーム移送の機構があり,その機構に

 は微小管と10nm一フィラメントが関与し,遺伝子の支配ドにあることを明らかにしたものであり,

 色素細胞の機能に関する新しい知見である。また本論文は小山洋・一が自立して研究活動を行うに必

 要な高度の研究能力と学識を有することを示している。

 よって,小山洋一提出の論文は理学博■1』の学位1論文として含綿と認める。
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