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紫外線誘発メラニン合成への
スフィンゴシン 1-ホスフェートの抑制効果の検討

神戸大学大学院医学系研究科応用分子医学講座皮膚科学
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	 Melanin	 content	 in	pigment	 cells	 is	 regulated	by	multiple	mechanisms.	We	have	previously	 shown	 that	
melanogenesis	 in	mouse	B16	melanoma	cells	 is	 inhibited	by	activation	of	phospholipase	D	through	ubiquitin	
proteasome-mediated	degradation	of	tyrosinase.	Further,	we	have	recently	found	that	sphingosine	1-phosphate,	a	
lipid	messenger	that	is	implicated	in	the	regulation	of	a	wide	variety	of	important	cellular	events	acting	through	
intracellular	as	well	as	extracellular	mechanisms,	suppresses	melanin	content	 in	B16	cells.	 In	 this	study,	 the	
involvement	of	phospholipase	D	and	sphingosine	kinase,	a	key	regulator	of	intracellular	sphingosine	1-phosphate	
level,	 in	ultraviolet	B-induced	skin	pigmentation	and	sphingosine	1-phosphate-induced	suppression	of	melanin	
content	 in	B16	cells	was	examined.	Neither	phospholipase	D	activity	nor	sphingosine	kinase	activity	 in	B16	
cells	was	affected	by	ultraviolet	B,	suggesting	 that	 these	enzymes	are	not	 involved	 in	ultraviolet	B-induced	
pigmentation.	We	next	investigated	the	involvement	of	phospholipase	D	and	sphingosine	kinase	in	the	sphingosine	
1-phosphate-induced	suppression	of	melanin	content.	 sphingosine	1-phosphate	did	not	activate	phospholipase	
D	 in	B16	cells,	 indicating	 that	phospholipase	D	activation	 is	not	 involved	 in	 the	 sphingosine	1-phosphate-
induced	suppression	of	melanin	content.	However,	treatment	of	B16	cells	with	the	sphingosine	kinase	inhibitor	
dimethylsphingosine	resulted	in	an	increase	in	melanin	content	without	affecting		tyrosinase	activity.	Melanosomes	
were	highly	aggregated	 in	 the	cells	 treated	with	dimethylsphingosine.	Furthermore,	 sphingosine	kinase	co-
localized	with	the	aggregated	melanosomes.	These	results	suggest	that	sphingosine	1-phosphate,	that	is	derived	
from	sphingosine	in	the	melanosome	membrane	through	the	catalytic	activation	of	sphingosine	kinase,	regulates	
melanin	content	through	melanosome	distribution.
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１．緒　言

　哺乳動物のメラニンは、色素細胞に存在する特殊な細胞
内小器官であるメラノソーム内で合成される。メラノソー
ムにおいて、メラニン合成はチロシナーゼによるチロシン
の酸化反応を始めとする多段階のステップを経て遂行され
る。メラニンはこのステップの中で生じた色素を有する
様々な生体高分子の混合物である。メラニンで満たされた
メラノソームは色素細胞の樹状突起内を突起端まで運ばれ、
色素細胞の周囲に存在する角化細胞に移送され、紫外線か
らの皮膚の防御、種々の毒物・化学物質の吸収、肌色の違
いの原因等に重要な役割を果たしている。
　我々は色素細胞内メラニン量調節機構の研究過程で、マ
ウス黒色腫由来 B16 細胞をスフィンゴシン 1- ホスフェー
ト（S1P）処理した際、細胞内メラニン量が減少すること
を見い出した。S1P は生体膜スフィンゴ脂質由来の代謝産
物で、細胞内セカンドメッセンジャーとして、あるいは細
胞膜表面レセプターを介するリガンドとして働く新規の情
報伝達脂質として注目されている１）。細胞内 S1P レベル

は大部分スフィンゴシンキナーゼ（SPHK）によるスフィ
ンゴシン代謝により制御されている。SPHK には SPHK1、
SPHK2 の 2 つの分子種が存在する。一方、我々は細胞膜
情報変換酵素であるホスホリパーゼ D（PLD）活性化が
同じく B16 細胞においてチロシナーゼのユビキチン−プ
ロテアソーム系分解を促進した結果、メラニン生成抑制を
起こすことを見い出し報告している２）。ある種の細胞では
S1P により細胞内 PLD が活性化されることが報告されて
いる３, ４）。
　本研究において我々は、皮膚の色素沈着を起こす紫外線
および色素細胞内メラニン量を減少させる S1P それぞれ
の作用への SPHK、PLD 活性化の関与を検討した。

２．実　験

１）細胞
　マウス黒色腫由来 B16 細胞を使用し、継代および実験
には 10%FCS を含む Eagle’s minimal essential medium を
用いた。
２）SPHK アッセイ
　SPHK アッセイは、細胞溶解液とスフィンゴシンを 32P
で標識された ATP 存在下で反応させ、生成した S1P を
薄層クロマトグラフィーにより分離し、S1P 中に含まれ
る 32P をバイオイメージング分析器（BAS2000, Fuji Photo 
Film）により測定することにより行った。
３）PLD アッセイ
　PLD 活性は、14C で標識されたリゾホスファチジルコリ
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ンで標識した細胞をエタノール存在下で S1P で 30 分刺激
したあと、ホスファチジル基転移反応によって生成された
ホスファチジルエタノール中の 14C 放射能が脂質中に取り
込まれた全放射能に占める割合で表した。
４）メラニン定量およびチロシナーゼアッセイ
　これまでに我々が用いた方法２）で行った。
５）免疫染色及び観察
　細胞の固定は３％パラホルムアルデヒド／ PBS で 20
分行った。0.2％ Triton X-100 処理および BSA によるブ
ロッキング後、抗メラノソーム抗体（HMB45）および抗
SPHK1 抗体にて反応させ、２次抗体にて発色後、共焦点
顕微鏡にて観察した。

３．結　果

３. １　紫外線が SPHK、PLD 活性に及ぼす影響
　B16 細胞に紫外線 B を 5、10、30mJ/ ㎠照射したとき
の PLD、SPHK 活性を測定したが、どの照射量の場合も
SPHK、PLD 活性には影響を与えなかった（データ省略）。

３. ２　S1P が細胞内のメラニン量、PLD 活性に及ぼ
す影響

　B16 細胞を 10µM S1P で処理すると 72 時間後には細胞
内のメラニン量はコントロールに比べて減少していた（図
1A）。しかし、10µM S1P 処理により B16 細胞内の PLD
は活性化されなかった（図 1B）。

３. ３　SPHK 阻害剤が細胞内のメラニン量、メラノ
ソームの局在に及ぼす影響

　B16 細胞には S1P レセプターが発現していることは示

されている５）が、S1P による B16 細胞内メラニン量減少は、
細胞膜 S1P レセプターを刺激するのに用いられる S1P 濃
度に比べて高い濃度を要するため、S1P は細胞内に直接入
って効果を現わしている可能性を考え、細胞内の S1P レ
ベルを制御する SPHK の関与について検討することにし
た。B16 細胞を SPHK 阻害剤である dimethylsphingosine

（DMS）（３µM）で処理したところ、72 時間後にはコン
トロールに比べて細胞内メラニン量は増加していた（図
2A）。しかし、チロシナーゼ活性は DMS 処理細胞とコ
ントロール細胞で差がなかった（図 2B）。DMS 処理した
B16 細胞内における SPHK1 の局在をメラノソームの局在
と比較したところ、DMS 処理によりメラノソームは凝集
し（図 3）、このときメラノソームと SPHK1 の局在はよく
一致していた（図 4）。

４．考　察

　紫外線 B は PLD、SPHK 活性には影響を与えなかった
ため、紫外線による皮膚色素沈着機序への PLD、SPHK
活性変化の関与は否定的と考えられた。次に我々は、S1P
による B16 細胞内メラニン量減少機序への PLD、SPHK
活性の関与を調べた。まず、S1P が B16 細胞表面のレセ
プターを介して PLD 活性化を起こし、その結果我々が以
前報告した機序１）、すなわちチロシナーゼのユビキチン−
プロテアソーム系分解促進により細胞内メラニン量が減少
する可能性を考えたが、B16 細胞内のメラニン量を減少さ
せる濃度の S1P による PLD 活性化は起こらず、この S1P
が PLD 活性化を介してメラニン量を減少させる可能性を
否定した。次に、S1P が細胞内に入って効果を発揮する可
能性を考え、細胞内の S1P 量を制御する SPHK の 阻害剤
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図 1　AS1P 処理による B16 黒色腫細胞内メラニン量の変化
B16 細胞を 10µM S1P 処理し、72 時間後のメラニン量を
コントロール（0.1％エタノール：EtOH）細胞とともに測定
した。BS1P 処理による B16 黒色腫細胞内 PLD 活性変化：
B16 細胞に 14C で標識されたリゾホスファチジルコリンを取
り込ませ、エタノール存在下で 10μM S1P で 30 分刺激し、
PLD 活性をコントロール（0.1％エタノール：EtOH）細胞
とともに測定した。PLD 活性は、ホスファチジル基転移反
応によって生成されたホスファチジルエタノール（PtdEtOH）
中の 14C 放射能が、脂質中に取り込まれた全放射能に占める
割合で表した。

図 2　A DMS 処理による B16 黒色腫細胞内メラニン量の変化
B16 細胞を 3µM DMS 処理し、72 時間後のメラニン量をコ
ントロール（0.1％エタノール：EtOH）細胞とともに測定し
た。B DMS 処理による B16 黒色腫細胞内チロシナーゼ活
性変化：B16 細胞を 3µM DMS 処理し、72 時間後のチロシ
ナーゼ活性をコントロール（0.1％エタノール：EtOH）細胞
とともに測定した。
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である DMS で細胞を処理したところ、B16 細胞のメラニ
ン量は増加した。よって SPHK 活性化によって生じる細
胞内 S1P はメラニン量制御因子として働く可能性が示唆
された。DMS によるメラニン量増加はチロシナーゼ活性
増加を伴わないことから、S1P はメラニン生成を促進する
という機序以外の機構により細胞内のメラニン量を制御す
ると推定した。そこで DMS 処理した細胞を顕微鏡で観察
したととろ、メラノソームの著明な凝集が起っていた。こ
の結果より、SPHK により産生された S1P はメラノソー
ムの凝集・拡散を制御していると考えられ、DMS による
メラニン量増加はメラノソームの凝集過多の結果、拡散し
て細胞外に分泌されるメラノソームが減少した結果である
と推定した。さらに、メラノソームと SPHK1 は局在がよ
く一致したことから、SPHK1 はメラノソーム膜のスフィ
ンゴシンからの S1P 産生を制御することによりメラノソ
ームの凝集・拡散を調節していると推定した。細胞内で生
じた S1P がどのような機序でメラノソームの凝集・拡散
を制御しているかは現時点では不明であるが、その機序の
解明は色素細胞のメラニン量制御機構およびメラニン分泌
機構の理解に大きく役立つと期待される。
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図 3　DMS 処理による B16 黒色腫細胞内のメラノソーム局在
の変化
B16 細胞を 3µM DMS 処理し（DMS（+））、72 時間後、
DMS 処理を行わなかった細胞（DMS（-））とともに抗メラ
ノソーム抗体（anti-melanosome）を用いて免疫染色を行い
共焦点顕微鏡にて観察した。

図 4　ADMS 処理した B16 黒色腫細胞内のメラノソームと
SPHK1 の局在
B16 細胞を 3µM DMS 処理し、72 時間後、抗メラノソーム
抗体（anti-melanosome）および抗SPHK1抗体（anti-SPHK1）
で免疫染色を行い共焦点顕微鏡にて観察した。


