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研究報告

免疫 器官 としての皮膚 に対す る

活性型 ビタ ミンD3の 作用

神戸大学医学部皮膚科 谷 昌 寛

目 的

活 性 型 ビ タ ミ ンDs〔1α,25‐dihydroxyvitaminps,

以 下1a25(OH)2D3〕 は 従 来 か ら知 られ て い た カ ル

シ ウ ム代 謝 に 対 す る 作 用 以 外 に 、 細 胞 の 分 化 誘 導 促 進

作 用 や 免 疫 調 節 作 用 も有 す る事 が 最 近 明 ら か に な っ て

き て お り、 特 に 免 疫 調 節 物 質 と し て のla,25

(OH)zD3の 役 割 が 注 目 さ れ て き て い る 。 一 方 、 種 々 の

皮 膚 疾 患 に お い て 皮 膚 表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ トがMHC

CIass皿 抗 原 を発 現 し1こ の 抗 原 の 発 現 は イ ン タ ー フ ェ

ロ ンー γ(IFN一 γ)で 誘 導 さ れ る事 が 知 ら れ て い る 。

今 回 、 我 々 は 〔1〕la、25(OH)2D3が マ ウ ス 接 触 過

敏(CHS)反 応 のafferentphaseお よ びefferentphase

に ど の よ う な 影 響 を 与 え る か 、 〔H〕 マ ウ スrecorn-

binantlFN-Y(rlFN一 γ)に よ るPam212ce11{BALB/

cマ ウ ス 由 来spontaneouslytransformedkeratinoeyte

cemine)のIa抗 原 発 現 が1α,25(OH)2D3に よ っ て ど

の よ う な 影 響 を 受 け るか 、 〔皿〕Pam212cel1のpros・

taglandinEz(PGE2)の 生 産 に1α,25(OH)2D3が ど の

よ う な 影 響 を 与 え る か に つ い て 検 討 し た。

方 法

1.1α,25(OH)zD:iの 外 用 がCHS反 応 のafferent

phaseに 及 ぼ す 影 響 を 検 討 す る た め に、1α.25

(OH)2D3(0.05お よ び0.005,ug/mの をA/Jマ ウ ス 背

部 に4日 間 連 続 外 用 し、 同 外 用 部 位 か ら5%trinit-

rochlor。benzene(TNCB)を 用 い て 経 皮 感 作 を行 い 、 感

作6日 後 に 耳 に1%TNCBを 塗 布 す る事 に よ りCHS

反 応 の 誘 発 を 行 っ た 。 一 方 、efferentphaseへ の 影 響

を 検 討 す る た め に 、 背 部 皮 膚 に て5%TNCB塗 布 に

よ る 経 皮 感 作 を行 い 、5%TNCB塗 布 後2日 目 よ り

4日 間 連 続1α,25(OH)2D3(0.05お よ び0,005μg/mの

を 耳 に 外 用 し、5%TNCB塗 布 に よ る感 作6日 後 に1

a ,25(OH)2D3を 外 用 した 耳 へ の1%TNCB塗 布 に よ

るCHS反 応 の 誘 発 を行 っ た 。 い ず れ の 場 合 も、1%

TNCB塗 布 に よ る 誘 発24時 間 後 に 耳 の 腫 脹 の 計 測 を

行 っ た。

皿.Pam212cellを 各 種 濃 度 のrlFN一 γお よ び1α,

25(OH)zp:iの 存 在 下 あ る い は 非 存 在 下 で72時 間 培 養

後 、 抗1-Ad抗 体 を 用 い て 蛍 光 染 色 後FACScanを 用

い て1-Ad陽 性Pam212cel1の 解 析 を 行 っ た 。 又 、

cyclooxygenaseのinhibitorで あ るindomethacin(1

m/mの の 存 在 下 お よ び非 存 在 下 に お い て も上 記 と 同

様 の 実 験 を行 っ た 。

㎜,pam212cellを 各 種 濃 度 のrlT'N--Yお よ びi≪,

25(OH)2D3の 存 在 下 あ る い は非 存 在 下 で72時 間 培 養

し、 そ のconditionedmedium中 のPGEzをradioim-

munoassay法 を用 い て 定 量 した 。

結 果

1.la,25(OH)2D3の 外 用 はCHS反 応 のafferent

phaseに はY何 ら影 響 を与 え な か っ た が(Table工)、

誘 発 部 位 に 事 前 に1α,25〈OH)2D3を 外 用 す る 事 に よ

り、そ の 反 応(efferentphase>が コ ン トロ ー ル群 〔24,

25(OH)2D3外 用 群 〕に 比 して 有 意 に 増 強 さ れ た(Tab且e

m。1α,25{OH)2D3のefferentphaseの 増 強 作 用 が

単 な るla,25(OH)zDs外 用 に よ る刺 激 作 用 で あ っ た

可 能 性 は、1α,25(OH)2D3外 用 前 後 の 耳 の 厚 さ の 計

測 や 、 組 織 学 的 検 索 の結 果 等 か ら有 り得 な い と考 え ら

れ た 。 又 、la25(OH)2D3の 外 用 が 表 皮 内 ラ ンゲ ル

ハ ンス 細 胞 やThy-lpositivedendriticepidermalcel1

の 数 お よ び 形 態 に与 え る影 響 に つ い て は コ ン トロ ー ル

群 と比 較 して 、 特 に 差 は認 め られ な か っ た 。

U.Pam212cellを20あ る い は100U/meのrlFN一

γの存 在 下 で72時 間 培 養 した と こ ろ 、 いず れ の場 合 も

約50%のPam212ce11に1-A〃 抗 原 の 発 現 を 認 め た。

一 方 、rlFN一 γ と 同 時 に10-8Mあ る い は10-loMの1

a25(OH)2D3を 培 養 液 中 に 添 加 し た 場 合Pam212

cellの1-Aα 抗 原 の 発 現 は10-8Mお よ び10-10Mの い

ず れ の場 合 に も約1/5(約10%のPam212ce11が1-A

α抗 原 陽 性)に 抑 制 さ れ た(T
ableIE)。 コ ン トロ ー

ル と して ユα,25(OH)2D3の か わ りに10-8Mの24,25

(OH)2D3を 添 加 した 場 合 に はPam212cellの1-Ad
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TableI。Effectofb,25(OH)2D30ninductionofC1{SresponsetoTNCB

TreatmentIncreaseinEar

Group'beforeSensitization°Challenge`'Thickness"pValuef

Sensitization°tmmX10.2iSD}

iln,25(OH)2D3++10.63±1.64一

躍24,25(OH)2D:i++11.14」142NS

皿ethano上++10.70・1・1.54NS

四1R,25(OH)D,;・ 一+2.55ナ0.50く0.01

V1醜,25(OH)7y:r+-0.05・10.b4〈0.01

轟Flvemlcepergroup ・Daヒafromarepresentativeofthreeseparateexperimentsatthe

concentTationofO.05P91n,25(oH)2D3and24,25(oH},Da!m1,

`'20Plofln
,25(OH)7,R:3,24,25(OH)ap30rethanolalonewasapPliedtothedorsa1しrunkofthe

miceondaysQto3priortosensitization.

°Sensitizationwasdoneonday4bypaintingSOｵ10f5%TNCBinaceton
eonthe1,25{OH),D;,,

24っ25(bH)2Dご 輩orethanolalonetreatedsite.一;acetonealone.

A卜9icewerechallengedwith5}110f}%TNCBinacetonetobothsurfacesofeachearonday10
.

一;acetonealone .

Earsweremeasuredbeforeand24hrafterchallenge.Increaseinearthickness=mean

thicknessat24hrminusthicknessbeforechallenge.

rGroup!comparedtogroupsO
,』,NandV;Studenピst-test.NS;natsignificant.

TableQEffectofIn,25(OH)2D30nelicitationofCHSresponsetoTNCB

Treatment

GroupSensitization°before

ChalleugeC

Challenge"

IncreaseinEar

Thicknesse

(mmx102±SD)

Increment`pValue

i

皿

酔

厚

V

"

+

+

+

+

十

1p,25{OH),D,

24,25(OH),D,

ethanol

ln,25(ax)2D3

{onabdomen}

1n,25(OH),D,

ra,?5(oH),D3

+

+

+

+

14.63,f1.82

10.37{0.98

10.40-11.39

11.0313.11

2.43.11.03

0.sb±0.52

41

40

33

<0.01

く0.0}

<0.OT

<o.oi

〈0.01

aFivemicepergroup
.DataarefromarepresentativeofthreeseparateexperimentsatO.05pg

1酊,25(O}{)2D3and24,25(oH》,D3/ml.

t'Dorsaltrunkwastreatedwith50ulofSXTNCBinacetoneondayO
.一;acetonealone.

°iOplofln
,25(OH),D3,24,25{OH),DIorethanolalonewaspaintedonbothsurfacesofeachear

excepしgroup陀fromday52Co5・Ingroup配,20ド10fln,25{OH)2D3wereapPIiedtoabdomen

fromdays2to5.

dChallengewasperformedbypainting5}110f1%TNCBinacetoneonbothsurface'sofe
achearon

day6.一;acetonealone.

"Earsweremeasuredbeforeand24hrafterchallenge
.Increaseinearthickness=mean

thicknessat74hrminusthicknessbeforechallenge.

f%increment=100(netincreaseof1砺25(oH)
2D3treatedmice!netincreaseofcontrolmice

-1).

gGroupIcomparedtogroupsL皿
,配,Vand咽;Student,st-test.
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TableID.Inhibitoryeffectofln,25(OH)2D30nrlFN-qinductionof

1-AdantigenexpressioninPam212cells

OfPam212ce115positiveforI-Adantigens

VitaminD3Derivatives Medium 2QU/mlrlFN-r 100u!mlrlEN-7

Medium

10'曽8Mla,25(OH)2D3

×0-10Mln,25(OH},D3

10-BM24,25(OH)2D3

0.5

1邑1

0.4

1.0

49.0

11.1

11.1

47.8

47.7

11.3

×0.3

48.5

Note.Pam212cells(1x105)wereculturedfor72hrinthepresenceofeitherrIFN-r・

1A,5(OH),D3,24,25(OH)293,0rcombinationsofrlFN_rwitheitherofthevitaminD3

derivativesatthevariousconcentrationsshown.Pam212cellswerestainedwithanti-1-Ad

antibodyandFITC-conjugatedgoatF(abノ)2anti-mouseIgGantibodybyindirectlltl1RllllO-

fluorescence,andthenanalyzedbyFACScananalyzer.

抗 原 の 発 現 の 抑 制 は 認 め られ な か っ た。10-12M以 下

の1α,25(OH)2D3で は 上 記 抑 制 効 果 は 認 め ら れ な

か っ た 。 又 、10あ る い は50U/meのrlFN一 γの 存 在 下

で も、1α,25(OH)2D3は 、 同 様 に1-Ad抗 原 の 発 現 の

抑 制 を示 した 。 一 方 、 マ ウ ス ・マ ク ロ フ ァ ・一ジ に お い

て はPGE2等prostaglandinでIa抗 原 の 発 現 が 抑 制 さ

れ る 事 が 知 ら れ て い るの で 、cyclaaxygenaseのinhibi-

torで あ るindomethacin(1μg/mの を 培 養 液 中 に 添

加 し 同 様 の 実 験 を 行 っ た 。la,25(OH)2D3に よ る

Pam212cellの1-Ad抗 原 発 現 の'抑制 はindomethacin

Table騨.Effectof indomethacinoninhibitionofrIFN-y-inducedPam

I-Adantigenexpressionby

の 添 加 に よ っ て影 響 を 受 け な か っ た(TableIV)。

皿.Pam212cel}培 養 液 中 に1α,25(OH)2D3を 添

加 す る事 に よ り、Pam212cellのPGE2産 生 が 濃 度 依

存 性 に 増 強 さ れ た(TableV)。10あ る い は50U/mε の

rlFN一 γ の 培 養 液 中 へ の 添 加 は 、Pam212ceUの

PGE2産 生 に 影 響 を 与 え な か っ た 。 又 、1a,25

(OH)2D3(ユ0-8、10-'° あ る い はlr12M) ,とrlFN-Y

(10あ る い は50U/mの と を 同 時 に 培 養 液 中 に 添 加 し

て も、la125(OH)2D3に よ るPam212cellのPGE2

産 生 の 増 加 に は 影 響 を与 え な か っ た 。

212cell

la,25(OH)2D3

OfFay212cellspositivefori-A°antigens

1n,25(OH32D3

Indomethacin

凹edium50u!mlrIFN-7

+Indomethacin

Medi㎝50u!mlrlFN-7

Medium

10-10M

1.4

0.9

21.5

4.6

0.5

1

18.2

6.2

Note.Pam212

50U/mlrlFN-r

indomethacin,

cells(1xlOy}

and!orlo'10卜 彊

andthenanalyzedbyFACScananalyzeras

sereculturedfor72hrinthemediacontaining

1註,25(oH)2D3inthepresenceorabsenceofl"91ml

describedforTable皿.
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TableV.Effectofh,25(ox)2D30nPGE2productionbyPam212cells

CultureTreatment PGE,Levels(ng±SDfml}

10-6

10"8

10'0

10'且2

10-'

1

1σ`亘o

M1捜,25(OH)ρD3

M1π,25(OH)2D3

Mla,25(OH)2D3

Mlll,25{ax),D3

M1α,25(OH)2n3

M24,25(OH)2D3

M24,24(QN)2D3

Medi㎜alone

2.

1.893

1.313

0.949

0.90

0.876

0.701

0.708

165幽 ±

十

一

十

「

⊥
⊥

±

十

㎜

十

一

十

一

Q.115

0・TVL

O.300

0.159

0.180

11'i

O.114

1f・:

Note..Pam212cells(1x105)wereculturedfor72hrinMEMwith2蒐

HI-FCScontainingvaryingconcentrationsofeither1α,25(OH)2D30r

24,25(OH)2D3.ConditionedmediawereaspiratedandPGE21eve15were

measuredbyaRSA.DataarefromarepresentativeoftwoSeparate

experiments,eachdoneintriplicate.BasalPGE21evelofMEM

containing21HI-FCSwasO.4b$±0.039ng/mlwhenPam212cellswere

absent.

結 語

la,25(OH)2D3がinvitroば か りで な くinVIVOに

お い て も免 疫 調 節 物 質 と して作 用 す る 可 能 性 な ら び に

免 疫 担 当 細 胞 と して の 表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ トに 対 し て

も、1a25{OH)2D3が 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性 を示 唆 し

た 。

本研究の一部は昭和61年 度社団法人神緑会助成金に

よって行 われた ものである。
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