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その増悪因子に関する研究
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Normal human epidermal melanocytes became swollen and more dendritic with an increase 
in the amount of tyrosinase activity and immunoreactive tyrosinase-related protein 1 (TRP-1) 
when they were cultured for 2days with each one of [Nle4, D-Phe 7] a melanocyte-stimulating 
hormone(a MSH), follicle-stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH). Estradiol, 
estriol, progesterone and ACTH affected the melanocyte morphology and the amount of TRP-
1, but did not increase the tyrosinase activity. These data suggest that all of those hormones, 
especially a MSH, FSH and LH, may be respe!hsible for the induction of facial hyperpigmentation 
such as chloasma. 

1 緒 言

多くの日本人女性は、中年になると顔面の色素

沈着、 いわゆる
“

しみ
”

に悩まされる。 この顔面

の色素沈着の大部分は、肝斑と呼ばれる、眼周囲や

頬部の褐色の色素増加で、 早い女性で30歳前後よ

り出現する。 この肝班の発症機序は不明であるが、

妊娠時には増悪すること 1) 、 女性により月経時に

も濃くなること2) 、 閉経後の女性に肝斑が見られ

ないこと、 避妊用のピルにより肝斑が誘発される

こと3) 、 そして男性には極めてまれであることな

どから、黄体形成ホルモン、 卵胞剌激ホルモン、

卵胞ホルモン、黄体ホルモンなどの女性ホルモン

が肝斑の発症および増悪に関与していることが推

察される。

さてこれらの女性ホルモンが直接に色素細胞に

働いて、 メラニン色素の増加をもたらすのか否か

は、 肝斑の発症機序を知る上で重要であるにも関
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わらず、 ヒト色素細胞を用いてこれらのホルモン

種々の女性ホルモンの効果を、 細胞形態の変化、

メラニン生成に関与する酵素の増加を指標にして

調ぺた。

2 実 験

2·1 材料

実験に使用した主な試薬は以下のとおりである。

phorbol-12-rnyristate-13-acetate (PMA), insulin, 

hydrocortisone, N6, 0 2 -dib utryl cyclic 

adenosine3', 5'-rnonophosphate (dbcAMP) , 

[Nle 4 , D-P he 7 ] a rne lanocyte-stirnulating 

hormone (以下単にaMSHと略す）， follicle

stimulating hormone (FSH)以上はSigma製。

fimelanocyte-stimulating hormone ({JMSH) 

(Bachem Co.), luteinizing hormone (LH)(UCB 

bioproducts), MCDB153 (極東製薬）， epidermal

growth factor (EGF) (湧永製薬）， bovine

pituitary extract (Clonetics Co.), human 

b asic fibrob last growth factor (bFGF) 

(Amer sham社）。

2·2 色素細胞の培養

色素細胞の培養は、 以前に我々が開発した吸引

水疱を用いた方法によって行った 4) 。 簡単にその



方法を述べる。健常人男性（年齢20-24オ）の前

の直接作用を調べた報告はいまだにない。 そこで

本研究において、培養ヒト正常色素細胞に対する

腕をヒビテンで消毒後、抗真菌剤ビフォナゾ ール

含有クリー ムを滅菌ヘラで塗布する。20mlのディ

スボサプル注射筒の外筒を4ヶ所または8ヶ所皮膚

に密着し、陰圧(300-350mmHg)で、1時間-2時

間吸引すると表皮と真皮が遊離し、吸引水疱が形

成される。表皮全層よりなる水疱蓋を無菌的に切

除し、それを0. 25% I、リプシンEDTA/PBS液で37℃、

30分処理して、表皮細胞をバラバラに分離する。

これら表皮細胞の大部分は角化細胞で、色素細胞

は数％しか含まれていないが、 後述の培地にて培

養を続けると、角化細胞は増殖せず分化をとげ死

滅し、いずれ色素細胞のみとなる。

色素細胞の形態とチロシナ ー ゼ活性および

チロシナ ー ゼ関連蛋白量の測定

単離した色素細胞を20ng/mlPMA、 ウシ脳下垂体

抽出液含、EGF、インシュリンとハイドロコルチゾ

ンを含む10%FCS/MCDB153培地で4日間培養後、
10%FCS/MCDB153のみの培地に交換し、さらに3'

日間培養した。この初代培養ヒト色素細胞に種々

のホルモンを添加し、二日間培養した後にメタノ
ー ル／アセトンで固定した。 これを抗チロシナ ー

ゼ関連蛋白1抗体 (TMH-1)5> とFITC抗ラットlgG

抗体で染色し、個々の細胞の一個あたりの相対蛍

光強度を測定して、 チロシナ ー ゼ関連蛋白1

(tyrosinase-related protein 1、TRP-1) 量

の相対変化を調べた。また蛍光顕徹鏡で写真を撮

り、色素細胞の形態変化（樹状突起の数、細胞周

囲長、細胞面積）を イメ ー ジスキャナ ー を用い、

すでに報告した方法 6) で測定した。またチロシナ
ー ゼ活性を前田らの方法 ” で定量した。

2·3 

統計的処理

個々の色素細胞30個について蛍光強度、 樹枝状

突起の数、周囲長、面積の それぞれの平均値と標

準偏差を算出した。 有意差検定にはStudent's
t-testを用いた。

2·4 

3·1 下垂体ホルモンのTRP-1への影響

まず下垂体前葉から分泌される性ホルモンであ

る黄体形成ホルモン(LH)、卵胞刺激ホルモン(FSH)

について、同じ下垂体から分泌されるACTHと、 f3

色素細胞刺激ホルモン(/3 MSH)とともに比較検討

した。またすでに色素細胞にたいする刺激効果が

報告されているa色素細胞刺激ホルモン (aMSH) 

8, 9) を、陽性コントロー ルとして加えて検討した。

/3MSH、aMSH、ACTH、FSH、LH について、 それぞ

れ終濃度がlng/rnl、lOng/rnl、100ng/rnl、lµg

/rnlになるように培地へ加えて培養した後、色素

細胞中のTRP-1の相対量を測定し、 それぞれの平

均値土SDを図1に示した。
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図1. 下垂体ホルモンによる色素細胞内チロシナ ー ゼ関連
蛋白1への影響
0.001µ,g/mlから1.0µ,g/mlまでの濃度の種々のホ
ルモンを培地に添加して 、 色素細胞を2日間培養し
た後 、 細胞を固定し 、 チロシナ ー ゼ関連蛋白 1 (TRP-

1)の相対岳（細胞1個当たりの平均値＋／一標準偏差）
を測定したr

MSHはfimelanocyte-stimulating hormone色素細胞刺
激ホルモンを 、 p MSHは[NI e', D-Phe'] a me I anocy te
stimulating hormoneを 、 ACTHは副腎皮質刺激ホルモ
ンを 、 FSHはfol I icle-stimulating hormone卵胞剌激
ホルモンを 、 LHはluteinizing hormone黄体形成ホル
モンを示すく

TRP-1は、メラニン生成の場であるメラノソ ー

ムに局在し、 チロシナ ー ゼとともにメラニン生成

に関与している 1
0) 。したがって、TRP-1の増加は、

メラニン生成機能の充進を意味している。
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a MSH、 ACTH、 FSH、 LHにおいて、lng/mlか

ら 1µg/mlで濃度依存的にTRP-1 の増加が認めら

た。 特に、lOOng/mlとlµg/mlのFSHでは著しい

増加を認めた。 一方、 /3MSHは lµg/mlを除き、

図 l 中の無添加のNoneとほほ同し値を示し、TRP-1

巌の増加を認めなかった。

下垂体ホルモンの細胞形態への影響

生体表皮基底層に散在する色素細胞は、紫外

線などの刺激により、 メラニン生成か充進し、か

つまた周囲の角化細胞ヘメラニン頻粒を盛んに転

送することは周知の事である。 その際、色素細胞

は樹枝状突起を増加させ、かつそれらを延長させ

たり、細胞自体が大きくなったりする II) 。 従っ

て細胞形態の変化も色素細胞の活動性の指標にな

ると考え測定した。 細胞形態の測定として、細胞

1個あたりの樹枝状突起の数、細胞周囲長（複数の

樹枝状突起の長さの和を反映するものとして）、

細胞面積のそれそれについて定量した。

LHのみか、細胞周囲長に有意の増加を示さなか

ったことを除けば、全てのホルモンが多少の違い

があっても、いすれも細胞形態を変化させた （図

2-4)。 特に /3MSHと aMSHは、 0. 01-1. Oµg/ml

3·2 
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図2 下垂体ホルモンによる色素細胞の樹枝状突起数への
里�·迎月／芦

実験条件は図1と同様 ，、 グラフは細胞1個あたりの平
均突起数十／一標準偏差を示す』 図中のMSHはf3 me I a
nocyte-stimulat,ng hormone色素細胞剌激ホルモン
を 、 pMSHは[Nie', D-Phe'] amelanocyte-stimulating 
hormoneを 、 A_CTHは副腎皮質剌激ホルモンを 、 FSHは
fol I I c I e-st ,mu I at i ng hormone卵胞剌激ホルモンを 、

LHはluteinizing hormone黄体形成ホルモンを示す C

において樹枝状突起数、細胞周囲長、細胞面積の

全てについて著しい増加を示した。
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下垂体ホルモンによる色素細胞の周囲長への影響
実験条件は図1と同様C グラフは細胞1個あたりの平
均周囲長＋／一標準偏差を示すぐ

図中のMSHは(3melanocyte-st1mulating hormone色素
細胞剌激ホルモンを 、 p MSHは[Nie', D-Phe'J o:mela
nocyte-st imulat ing hormoneを 、 ACTHは副腎皮質剌
激ホルモンを 、 FSHはfol I icle-stimulating hormone 
卵胞剌激ホルモンを 、 LHはluteinizing hormone黄体
形成ホルモンを示すぐ
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図4. 下垂体ホルモンによる色素細胞の胞体の大きさ（面積）
への影響
実験条件は国と同様 C グラフは細胞1個あたりの平
均面積＋／ 一標準偏差を示すc 図中のMSHは/3 me I a-
nocyte-stimulating l1ormone色素細胞刺激ホルモン
を 、 pMSHは[Nie', D-Phe'] o:melanocyte-st imulat ing 
hormone. を 、 ACTHは副腎皮質刺激ホルモンを 、 FSHは
fol I icle-stimulat1ng hormone卵胞刺激ホルモンを 、

LHはluteinizing hormone黄体形成ホルモンを示す C
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3·3 性ホルモンのTRP- 1への影響

卵巣から分泌される女性ホルモンとして、 エス

トラジオ ール、 エス トリオ ール、 プロジェス テロ

ン 、 17(0H)ー プロジェステロン について検討した。

エ ス トラ ジ オ ー ルとエ ス トリオ ー ル で は、

0. 001-1. 0µMにおいて、 またlµMプロジェステロ

ンに、 TRP-1 量の増加が有意 (p<O. 001) に認め

られた（図5)。
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図5. 女性ホルモンによる色素細胞中チロシナ ー ゼ関連蛋
白1への影愕

0. 001µ.Mから1. 0µMまでの濃度の図中に示すホルモ
ンを培地に添加して 、 色素細胞を2日間培養した後 、

細胞を固定し 、 チロシナ ー ゼ関連蛋白1(TRP-1) の相
対岳（細胞1個当たりの平均値＋／一標準偏差）を測定
したr

性ホルモンの細胞形態への影響

エストラジオ ール、 エ ス トリオ ー ル、 プロジェ

ステロン 、 17(0H) -プロシェス テロンの細胞形態

に対する影孵を下垂体ホルモンの場合と同様に調

べた（図6-8)。

17(0H) — プロジェス テロンの樹枝状突起数と細

胞周囲長に対して有意の影態を示さなかった事を

除けは、 いずれの性ホルモンも細胞形態へ強い影

密を与えていた。 エストリオ ー ルにおいては、

lnMから10µMま定濃度依存性に効果が強まったが、

エストラジオ ールでは0.01と0.1µMで強い効果を

示し、 それより高濃度のlと10µMでは逆に効果が

減少を示している（図6-8)。
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図6. 女性ホルモンによる色素細胞の樹枝状突起数への
影智

実験条件は図5 と同様C グラフは細胞1個あたりの平
均突起数十／一標準偏差を示すぐ
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図7. 女性ホルモンによる色素細胞の周囲長への影啓

実験条件は図5 と同様， グラフは細胞1個あたりの平
均周囲長十／一標準偏差を示すぐ

ホルモンのチロシナ ー ゼ活性に対する影響

本研究で用いたホルモン全てについて、 色素細

胞中のチロシナ ー ゼ活性に対する影勝を検討した。
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4 考 察

図8. 女性ホルモンによる色素細胞の胞体の大きさ（面積）
への影界
実験条件は図5と同様で グラフは細胞1個あたりの平
均面積＋／一標準偏差を示す C

図9に示すように、高濃度の/3MSH、aMSH、FSH、

LH、において、チロシナ ー ゼ活性の増加が認めら

れた。 エストラジオ ー ル、エストリオ ー ル、プロ

ジェステロン、17(0H) ー プロジェステロンにおい

ては、有意の増加か認められなかった。
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 図9. 種々ホルモンによる色素細胞内チロシナーゼ活性岳
への影恕
0.001µ.g/mlから 1. 0µ. g/m I までの浪度のMSH(色素
細胞刺激ホルモン）、 pMSHA([Nle', D-Phe'] a me la
nocyte-stimulating hormone) 、 ACTH(副腎皮質刺激
ホルモン）、 FSH(卵胞刺激ホルモン） 、 LH(黄体形成ホ
ルモン）を、また0. 001 Mから 1.OMまでの濃度の図中の
女性ホルモンを培地に添加して 、 色素細胞を2日間培
蓑した後、細胞を固定し 、 チロシナーゼ活性を測定し
たr グラフは細胞1個当たりの活性平均値＋／一標準
偏差を示す で

日本人をはじめ黄色人種の中年女性に多い肝班

の発症機序は、現在不明である。 妊娠時の婦人の

皮府の色素が増加すること l) 、月経周期の終り頃

に眼周囲の色素が増加すること 2) が知られている。

また皮I胄科の日常診療で気付くことであるが、閉

経後の女性には肝斑が減少していくことからも女

性ホルモンと肝斑との関係をうかがわせる。 月経

時あるいは妊娠時にはMSHのほかにLH(黄体形成ホ

ルモン）、FSH(卵胞剌激ホルモン）、エストロシェ

ン（卵胞ホルモン）、フロジェステロン （黄体ホル

モン） なとの女性ホルモンの血中濃度か増加する

ことから、これらのホルモンが色素沈着に関与し

ていると考えられる。 またアメリカでは避妊用の

ピルを内服している女性の約29%に肝斑が発症す

ると報告されていること a) などから、ピルに含ま

れるエストロジェンやブロジェステロンか肝斑の

発症に関わっ．ていると推測される。

Snellら l
2) の動物実験の結果でも、卵巣を摘除

したモルモットにエストロジェンを投与すると、

皮団のメラニンを増加させることか観察されてい

る。 その場合、少量のプロジェステロンはややメ

ラニンを増加させるものの、大量のプロジェステ

ロンは逆にメラニンを減少させるとい う。Sne11

らの動物実験以来、女性ホルモンの色素生成に対

する影態をみた研究の報告は見当らない。

ところで 、魚類、両生類においては、MSHが

色素細胞に直接作用して、皮府色の調節に関与し

ている事は、あまりにも有名である。 このMSHが、

ヒトの肝斑の発症に関与するのではないのかと考

え 、肝斑患者の血中MSH量の測定が行われたよ

うであるが、positive dataが得られていない。

例えば、 ビルにより発症し た 肝斑患者の血中

MSHは決して高くはなかった 3) 。 そんな訳で現

在ではMSHが肝斑 の発症に関係しているとは考

えられていない。 しかし培養ヒト色素細胞では、

MSHによって細胞内のcAMPが増加することが知

られており、またチロシナ ー ゼ活性の増加も報告

されている l
3) 。そこで本研究では、このMSHを女
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性ホルモンの効果を比較する上ての、 positive

controlとして加えた。

本研究において、検討した3つのバラメ ー タ ー 、

すなわちは細胞形態の変化とTRP-1そしてチロシ

ナ ー ゼは、いすれも表皮での色素増加に関係する

パラメ ー タ ーである。 つまり紫外線照射により皮

府のメラニンが増加するが、このとき表皮基底層

に散在する色素細胞が大きくなり、そして樹枝状

突起が著しく延長し、 周囲の角化細胞にメラニン

顕粒を盛んに配送することが観察されている I l) 0 

またチロンナ ー ゼはメラニン生成の律速酵素、つ

まりメラニン生成で一番重要な酵素であることは

あまりにも有名である。 TRP-1は褐色のメラニ

ン生成に関与する蛋白として知られていたが、メ

ラニン生成経路の下流で働< dihydroxyindole

carboxylic acid oxidase (DHICA oxidase)であ

ることか最近判明した l
O) 。 従ってチロシナ ー

ゼとTRP-1の増加は、 色素細胞内でのメラニン

生成の冗進を意味しており、また色素細胞の樹枝

状突起の延長は、増加したメラニン頼粒の配達の

増加を意味していると考えて良い。

結果に示したように、LHの細胞周囲長とプロジ

ェステロンの細胞面積に対して有意の効果を示さ

なかった事を除き、今回調べた全てのホルモンが

色素細胞に剌激を与え細胞形態の変化を誘導した。

TRP-1も/3-MSHとプロジェステロンを除き、他の

ホルモンで大なり小なりの反応を示した。 特に

FSH、LH、 エ ストラジオ ールにおいては、著しい増

加を示した。 しかしチロシナ ー ゼ活性はaおよび

/3-MSH、FSH、LHで有意の増加を示したのみてあっ

た。 細胞形態の変化とTRP-1そしてチロシナ ー ゼ

の増加の3つのパラメー タ ーは、 今回調べたホル

モンの刺激にいつも平行して反応する訳ではない

ので、これらはそれぞれ異なった、 レセプタ ー と

シグナル伝達系を持っているようてある。 それで

もa-MSH、FSHそしてLHの3者は、細胞形態変化、

チロシナ ー ゼ活性、TRP-1最の3つのバラメ ー タ
ーを増加させた事から、生体内の色素細胞に対し

ても直接に作用する可能性を強く示している。

ところで、前にも述べたように閉経後の女性に
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は肝斑が見られなくなる。 閉経後のホルモン動態

を見ると' .:L ストロー ジェンが著しく減少するの

に対して、そのnegative feedbackとしてFSH、LH

が著しく増加する l 4 J。 もしFSHとLHか肝斑野出現

に関与しているとすると、 閉経後のFSHとLHの

増加と肝斑の消失は矛盾してくる。 ホルモンの動

態からみると、むしろエストロジェンやプロジェ

ステロンが肝斑の形成に関与しているように見え

る。 しかし今回のin-vitroの実験結果では、 エス

トロジェンやプロジェステロンは、色素細胞の形

態変化に対して直接刺激効果をそれなりに示して

はいるが、 TRP-1やチロシナ ー ゼに対しては有

意な作用を示さす、強力な肝斑を引き起こす犯人

とするには、もの足らない。 たがエ ストロジェン

あるいはプロジェステロンかある細胞に作用して、

その細胞か色素生成促進因子を産生して、その結

果肝斑が生ずる可能性かある。 今後この点に関し

ての検討を進める必要がある。
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