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研究成果の概要（和文）：正常ヒトケラチノサイトをカルシトリオールで刺激し、タイトジャンクション関連タ
ンパク質の発現をqPCRおよび免疫蛍光、ウェスタンブロットで解析を行った。その結果、カルシトリオールは　
claudin-4、claudin-7、 occludin および ZO-1の発現を大きく促進することが示唆された。タイトジャンクシ
ョンのバリア機能はCellZscopeを使用した経上皮電気抵抗によって測定されました。カルシトリオールで刺激さ
れた細胞は、経上皮電気抵抗値の大幅な増加を示します、この結果から、カルシトリオールがタイトジャンクシ
ョン関連タンパク質を誘導し、皮膚バリア機能を強化することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Normal human keratinocytes were stimulated with calcitriol and the 
expression of tight junction-related proteins was analyzed by qPCR, immunofluorescence, and Western 
blot. As a result, it was suggested that calcitriol promotes the expression of claudin-4 claudin-7, 
occludin and ZO-1. The barrier function of tight junctions was measured by transepithelial 
electrical resistance using CellZscope. Cells stimulated with calcitriol showed a significant 
increase in transepithelial electrical resistance, suggesting that calcitriol induces tight 
junction-related proteins and enhances skin barrier function.

研究分野：皮膚科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
カルシトリオールは活性型ビタミンD3であり、その欠乏は糖尿病、結核、早期破水等の多数の疾患と関連してい
る。最近、カルシトリオールの作用によりケラチノサイトが様々な抗菌ペプチドを産生することが報告されてい
る。従って、糖尿病性潰瘍患者等の創傷治癒遅延患者において、皮膚にカルシトリオールを使用することは、頑
固な感染を防御し、創傷治癒を促進する可能性がある。カルシトリオールによるタイトジャンクションの構造や
創傷治癒の調節作用を理解することは、糖尿病を含む皮膚バリアを伴う疾患の新たな治療ターゲット探索への貢
献となり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
カルシトリオールは活性型ビタミン D3 であり、その欠乏は糖尿病、結核、早期破水等の多数

の疾患と関連している。最近、カルシトリオールの作用によりケラチノサイトが様々な抗菌ペプ

チドを産生することが報告されている。従って、糖尿病性潰瘍患者等の創傷治癒遅延患者におい

て、皮膚にカルシトリオールを使用することは、頑固な感染を防御し、創傷治癒を促進する可能

性がある。また、カルシトリオールが腸管上皮と眼のタイトジャンクションの構造を調節してい

ることを裏付けるエビデンスが存在している。ケラチノサイトがカルシトリオールに応答する

ことによって、カテリシジン LL-37 やヒトβ-ディフェンシンなどの皮膚由来抗菌ペプチドが産

生され、これらの抗菌ペプチドは皮膚を病原体感染から防御し、皮膚バリア機能を維持・強化や

創傷治癒を促進する。カルシトリオールが皮膚タイトジャンクションバリア機能の調節に寄与

し、抗菌ペプチドの産生を誘導することはすでに知られている。しかし現在までに、皮膚におい

てカルシトリオールがタイトジャンクションの構造を調節しているのか否かは不明である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究ではヒト初代培養ケラチノサイトを用いて、カルシトリオールがタイトジャンクション

関連タンパク質を誘導し、皮膚バリア機能を強化するか否かを検討する。また、カルシトリオー

ルが作用するメカニズムを明らかにする。さらに、糖尿病性潰瘍に対する治療法として、カルシ

トリオールを使用することが可能であるかを糖尿病モデルマウスを用いて検討する。 
 
３．研究の方法 
 

① 正常ヒトケラチノサイトを低濃度グルコース（通常培地）または高濃度グルコース培地で培

養し、カルシトリオールで刺激する。これらのケラチノサイトを用いて、定量リアルタイム

PCR、ウェスタンブロット、免疫染色などの方法で、カルシトリオールのタイトジャンクシ

ョン関連タンパク質（claudin、occludin、 zonula occludens(ZO)など ）の発現に対する

作用を検討する。 

② CellZscope を用いて、ケラチノサイトの経上皮電気抵抗と細胞間透過性を測定し、タイト

ジャンクションのバリア機能を評価する。さらに、その作用メカニズムを分子レベルで明ら

かにする。 

③ 糖尿病モデルマウスを用いて、タイトジャンクションバリア機能に対するカルシトリオー

ルのin vivoにおける役割を検討する。また、カルシトリオールがそれらのモデルマウス由

来ケラチノサイトにおけるタイトジャンクション関連タンパク質の発現に及ぼす作用を検

討する。 

 
 
４．研究成果 
 

正常ヒトケラチノサイトをカルシトリオールで刺激し、タイトジャンクション関連タンパク質

の発現を定量リアルタイム PCR および免疫蛍光、ウェスタンブロットで解析を行った。その結

果、カルシトリオールは抗菌ペプチドである LL-37 と比較して claudin-1、claudin-3、claudin-

4、claudin-7、occludin および ZO-1 の mRNA 発現を大きく促進することが示唆された (Figure 

1)。 



 
Figure 1. カルシトリオールはヒトケラチノサイトにおけるタイトジャンクション関連タン

パク質発現を誘導する。 

その結果、カルシトリオールはケラチノサイトにおける PKC、Rac-1、PI3K、Akt、のリン酸化

を大きく促進することが示唆された（Figure 2）。 

 

Figure 2. カルシトリオールは aPKC ζ、Rac1、PI3K、AKT 経路を活性化する。 

タイトジャンクションのバリア機能は CellZscope を使用した経上皮電気抵抗によって解析し

た。カルシトリオールで刺激されたケラチノサイトは、経上皮電気抵抗値（TER）の大幅な増加

を示し(Figure 3)、この結果から、カルシトリオールがタイトジャンクション関連タンパク質を

誘導し、皮膚バリア機能を強化することが示唆された。タイトジャンクションバリア機能に関与

するシグナル伝達経路として、非定型プロテインキナーゼ C（PKC）、Ras 関連 C3ボツリヌス毒素

基質 1（Rac1）、ホスファチジルイノシトール 3-キナーゼ（PI3K）、セリン/スレオニンキナーゼ

Akt などが報告されている。そこで、カルシトリオールの作用メカニズムを明らかにするため、

正常ヒトケラチノサイトをカルシトリオールで刺激し、これらのシグナル伝達経路が活性化さ

れているかをウェスタンブロットで解析した。 



 

Figure 3. カルシトリオールはタイトジャンクションバリア機能の指標である TER を増加させ

る。 

糖尿病モデルマウスの皮膚バリア機能を評価するため、Tewameter を用いて経表皮水分蒸散量

（TEWL）を測定した。 その結果、カルシトリオールで処置された刺糖尿病モデルマウスでは、

TEWL の大幅な減少がみとめられた（Figure 4）。また、これらのマウスの皮膚を採取し、定量リ

アルタイム PCR、ウェスタンブロット、免疫染色などの方法で、カルシトリオールによるバリア

機能に対する役割を検討した結果、カルシトリオールは claudin-4、claudin-7、occludin およ

び ZO-1 の発現を大きく促進することが示唆された。 

Figure 4. カルシトリオール治療は、糖尿病マウスの皮膚バリア機能障害を軽減しました。 

本研究の結果から、カルシトリオールがタイトジャンクション関連タンパク質の発現を誘導し、

皮膚バリア機能を強化することが示唆された。カルシトリオールによるタイトジャンクション

バリア機能調節や創傷治癒の調節作用を理解することは、糖尿病を含む皮膚バリア機能障害を

伴う疾患の新たな治療ターゲット探索への貢献となり得る。 
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