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研究成果の概要（和文）：　ビタミンDは近年、皮膚組織をはじめとする上皮組織にも様々な作用をしているこ
とが明らかとなっている。そこで、われわれは、皮膚と同じ表皮外胚葉由来である角膜においても同様にビタミ
ンDが作用している可能性があると考え、ビタミンDの前眼部上皮における働きの解明を目指した。
　はじめに培養マウス角膜上皮細胞をより生体の角膜上皮に類似した重層上皮組織様にさせる培養法を開発し
た。次にこれに活性型ビタミンDを投与したところ、細胞増殖は抑制されたものの、部分剥離後の再被覆部で細
胞間結合タンパクや、F-アクチンの発現が変化していたことから、細胞間接着や細胞運動がビタミンDにより変
化していることが推測された。

研究成果の概要（英文）：Vitamin D plays a lot of roles not only on bones but also on many organs 
including several epithelial tissues. The main aim of this study was to evaluate the roles of 
vitamin D on the epithelial tissues on ocular surface.
First, we developed an method to culture mouse corneal epithelial cells to make stratified 3D tissue
 mimicking human corneal epithelium, which has microvilli and basement membrane. Then, we checked 
the effects of active form of vitamin D on it.  Although, the active form of vitamin D suppressed 
cell proliferation, in the recovery from partial peeling by scratching, re-epithelializing cells 
showed different expression patterns in cell adhesion molecules and intracellular F-actin, 
suggesting that vitamin D modifies cell adhesions and movements of corneal epithelial cells.

研究分野：発生学
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１．研究開始当初の背景 
 ビタミンDは脂溶性ビタミンの一種であり、
植物由来のビタミン D2と、動物由来のビタミ
ン D3に分けられる。これらは食物より摂取さ
れ、紫外線照射下の皮膚で活性型ビタミン D
となる。 
 活性型ビタミンDの主要な標的器官は骨や
腸管等であるが、次いで重要な標的器官が皮
膚である。皮膚において活性型ビタミンDは、
角化上皮や毛根の増殖、分化の調節とともに、
細胞接着分子や抗菌ペプチド等の発現調節
をおこなって、皮膚のバリア機能、免疫機能
等を調節しているものと考えられる。こうし
た働きから、活性型ビタミン Dは角化性皮膚
疾患の治療薬としても実用化されており、さ
らに、外傷や感染に対する効果についても臨
床研究が進められている。 
 角結膜、涙腺、マイボーム腺などの前眼部
上皮組織は、いずれも皮膚と同じ表皮外胚葉
由来であることから、ビタミン Dが同様に作
用していることが期待される。現状では前眼
部組織におけるビタミンDの作用に関する報
告は極めて少ないが、角膜へのビタミン D投
与でランゲルハンス細胞の遊走が抑制され
たとする報告（Suzuki ら, 2000）、上皮のバ
リア機能の増強が認められたとする報告
（Yin ら, 2011）や、角膜の緑膿菌感染に対
しビタミンD投与で炎症性サイトカインの産
生が抑制されたとする報告（Xue ら, 2002）
などがある。こうした報告から、眼球表面に
おいてもビタミンDが何らかの機能を果たし
ていることが強く示唆される。また、眼組織
ではないが、Lee ら(2012)はラット体表皮膚
由来の培養脂腺細胞にビタミンDを投与する
こ と で 抗 菌 ペ プ チ ド の 一 種 で あ る
cathelicidin の産生が増加したことを報告
している。このようなことが同様に皮脂腺の
一種であるマイボーム腺においても起こる
のであるならば、前眼部の細菌感染の制御に
ビタミン Dが有用である可能性が高い。 
 上記のような背景から、今回、われわれは、
このビタミンDの角膜上皮組織における作用
を検討し、その健常眼表面における生理機能
の解明に資することを目指す。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、角膜上皮細胞に対するビタミン
Dの影響を検討することを目的とする。すな
わち、ビタミン Dが角膜上皮細胞の増殖活性
や創傷治癒などに与える影響等を評価し、そ
の角膜上皮組織に与える有用性の有無を検
証するための基礎的知見を得ることを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス角膜上皮細胞の３次元培養に
よる角膜上皮様構造（重層上皮）の構築 
 はじめに、培養角膜上皮細胞を生体の角
膜上皮組織に模した重層上皮になるように、
培養条件を調整した。（図１） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ マウス角膜上皮細胞の重層培養法 
 
 この培養系を用いて、実験群では活性型ビ
タミン Dの一種である 22-oxacalcitriol を、
濃度 10-7M となるように培地に添加し、経上
皮電気抵抗の継時的測定と、電子顕微鏡によ
る微細構造の観察を行ない、対照群と比較し
た。経上皮電気抵抗は膜上で培養した細胞の
上下で抵抗値を測るもので、重層化や細胞接
着の強化で値が増加する。 
 
(2) ビタミンDが角膜再上皮化に与える影響 
 次に、ビタミン Dの角膜創傷治癒に与える
影響を調べるために、上記培養法でコンフル
エントになった時点で、ピペットチップで培
養面に掻き傷をつけ（図２）、その後の掻爬
部位の面積の縮小を継時的に定量した。 
 前項と同様、実験群では活性型ビタミン D
の一種である 22-oxacalcitriol を、濃度
10-7M となるように培地に添加した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 角膜上皮細胞の培養面の掻爬と再上
皮化 対照群のみを示している。A 掻爬直
後。B 掻爬 48 時間後。下段は上段の上皮
欠損部分を面積計測のため白に置換してあ
る。 
 
 さらに、この際、再上皮化の様子を両群で
さらに詳しく比較検討するため、上皮細胞内
のアクチンフィラメントをファロイジンで、
細胞接着因子の Zo-1 を免疫細胞化学的に染
色した。 
 
(3) 細胞接着因子とケラチン類の遺伝子発
現に関する網羅的解析 
 ビタミンDの角膜上皮細胞に対する影響の
検討として、関連遺伝子の発現変化の網羅的
観察を目的として、ビタミン D投与の有無の
２群で DNA マイクロアレイ解析を実施して、
ビタミンDによって影響を受ける上皮機能関
連因子の候補を絞った。 
 前述の培養方法と同様に、実験群では



22-oxacalcitriol を、濃度 10-7M となるよう
に培地に添加したのち、１週間培養し、その
後、両群の細胞から mRNA を抽出し、マイク
ロアレイ解析に供した。 
 
４．研究成果 
 
(1) マウス角膜上皮細胞の３次元培養によ
る角膜上皮様構造構造（重層上皮）の構築 
 TEM 像（図２A,B）では、対照群では３〜４
層に重層化し、ビタミン D添加群では増殖抑
制により重層性はやや低下していたが、基底
層の立方化が進み、より in vivo の角膜に近
い形態を呈した。SEM 像（図２C,D）では、対
照群では敷石状の上皮細胞表面に微絨毛が
見られた。ビタミン D 添加群では細胞間接
着がやや悪く、細胞表面の微絨毛も乱れてい
るように見えた。また、ビタミン D添加群で
は細胞表面に小粒状の分泌物が付着してい
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ A, B TEM 像、C, D SEM 像、A, C は対
照群、B, D はビタミン D添加群 
 
 経上皮電気抵抗は、ビタミン D添加群では
予想に反し増加が極めて緩徐であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ ビタミンD添加の添加の有無による経
上皮電気抵抗 （青線が対照群、赤線がビタ
ミン D添加群、黒線は細胞なし） 
 
(2) ビタミンDが角膜再上皮化に与える影響 
 上皮欠損部の面積計測から、ビタミン Dの
投与は、創傷治癒（再上皮化）を促進も遅延
もさせていなかった。しかしながら、この際、
上皮細胞内のActinフィラメントをファロイ
ジンで、細胞接着因子の Zo-1 を免疫細胞化
学的に染色したところ、両者の発現パターン
にビタミンD投与の有無で変化が生じている
ことを発見した。すなわち、ファロイジンは、

対照群で見られた lamellipodia に加えてビ
タミン D 投与群では fillopodia が観察され
た（図４）。また、Zo-1 は、対照群で観察さ
れた細胞境界における染色がビタミンD投与
群では減少していた。これらより、ビタミン
D 投与によって創傷治癒（再上皮化）に質的
変化が生じている可能性のあることが示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ ファロイジンによる F-アクチンの蛍
光染色（赤）。ビタミン D 添加群(B)では、
lamellipodia（＊）に加え filopodia（↓）
が観察された。 
 
(3) 細胞接着因子とケラチン類の遺伝子発
現に関する網羅的解析 
 マイクロアレイ解析の結果、ケラチン遺伝
子群 14種類のうち 11種類で低下が見られた。
そのほかにも複数の因子で変動が見られた
ため、これらの因子について改めて定量 PCR
を実施したところ、CK1 と CK14 の発現はビタ
ミン D投与によって３割程度に、CK10 が 300
分の一程度に抑制されていることがわかっ
た。細胞接着因子のうち Claudin5 と
Claudin14の発現も35％程度に減少していた。
一方、生体防御レクチンの一種であるフィコ
リン Aはビタミン D投与によって発現が約５
倍上昇した。 
 以上より、角膜上皮細胞に対してビタミン
D は、ケラチン遺伝子群の発現抑制の意義は
なお明らかではないが、異常角化を抑制して
いる可能性がある。また、フィコリン Aの発
現増加を介して細菌感染の抑制に働いてい
ることが示唆された。 
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