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培養 マ ウ ス 表皮細胞 の デス モ ソ
ー ム 形成 に 対する

1 a ，
2 5 －d ih y d r o x y v it a m i n D 3 の 作用

金沢 大学医学部皮 膚科学講座 く主任 二 広根孝衛教授I

山 本 善 明

く昭 和6 1年1 2 月10 日受付1
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表皮細胞 の細胞膜の 分化 に 対す る 1 a
，
25 － dih yd r o x y v it a m i n D 3 く1 a

，
2 5くO Hl 2 D ，l の作用 を検討

す る た め
，

マ ウ ス 新生仔 か ら得 られ た 表皮細胞 を1 此
，
2 5くO Hう2 D 3 く12 n 抽 添加高カ ル シ ウム およ び低 カ

ル シ ウ ム 培養液 中で 24 時間旋回培養 し， 培養表皮細胞 に お い て新た に 形成され るデ ス モ ソ ー ム を定量的に

検索 した ．
1 庇

，
2 5く0 日う2 D 3 添加高 カ ル シ ウ ム 培養液 中で培養さ れ た表皮細胞で は， 細胞表面に 形成さ れ る

デ ス モ ソ
ー ム の 数は培養時間の 延長と とも に 増加 したが ， 細胞表面の単位長当り の デ ス モ ソ

ー ム 数は 1 仔
，

2 5くO Hう2 D 3 未 翻口高 カル シ ウム 培養液 中で培養 され た表皮細胞 く対日割 に お け る値と有意に 異な ら なか っ

た
．

しか し
， 培養 5 時間後か ら24 時間後 ま で

，
ス テ

ー

ジ 工デ ス モ ソ
ー ム の比率 は対応す る対照値よ り有意

に 低 く
，

ス テ
ー

ジm デ ス モ ソ ー ム の比率 は有意に 高か っ た ． 低 カ ル シ ウ ム 培養液中で培養さ れた 表皮細胞

で は ，
1 ぽ ，

25く0 拙 2 D 3 を添加 した場合も添加 し なか っ た場合 も
，

デ ス モ ソ
ー ム の形成 は全く認 め られ な

か っ た
． 得 られ た成績か ら，

1 ぽ
，
2 5く0王iう2 D 3 は培養表皮細胞に お け るデ ス モ ソ ー ム 形成の初発機構 の誘導

に は関与 しな い が
，

デ ス モ ソ ー ム の発達過程 に は促進的に 作用 す る こ と が示 唆さ れ た ．

K e y w o r d s l a ，
25 － dih y d r o x y vit a m in D 3 ，

e P id e r m al c ell
，
d e s m o s o m e

皮膚が ど タミ ン D 3 合成の 場 と して重 要で あ る こ とは

よ く知 られ て い る ． 表皮で は
， 紫外線照射 に よ り プ ロ

ビタ ミ ン D 3 く7 －d e h y d r o ch ol e s t e r o ll が プ レ ビタ ミ ン

D 3 を経 て どタ ミ ン D 3 くc h ol e c al cif e r o ll へ と転換 さ

れ る り
．
ビタ ミ ン D 結合蛋白と結合 した ビ タミ ン D 3 は

皮 膚 か ら循 環血 中に 移行 し
，

肝 で 水 酸化 さ れ て 25 －

h y d r o 甲 Vit a m i n D 3 く25 0 H D 31 と な り
，

次い で 腎で水

酸化 され て 1 a
，
2 5 － dih yd r o x y v it a m i n D 3 く1 a

，
2 5

くO Hう2 D 3つ と なる
21

． 近年，
1 庇

，
2 5く0 即 2 D 3 と特異的

に 結合す る レ セ プ タ
ー の 存在 が皮膚

臣 6
や 他の種 々の

組織
7 ト 1 11 で 証明さ れ

，
これ ら の 組織が こ の ホル モ ン の

タ ー ゲ ッ ト で あ る こ とが示 唆さ れ た
．

それ と並 行 して

その 生物学的作用 も検討され
，
1 此

，
2 5くO H 1 2 D 3 は若干

の 腫瘍細胞系の 増殖 と分化に 関与す る こ とが報告さ れ

た
1 2 卜 川

． また 最嵐 1 ぽ
，
2 5くO H う2 D 3 が皮膚の細胞 の 増

殖 と分化 に 関与す る こ とも 示唆 され て い る
．

C l e m e n s

ら封は
，
i n v i t r o で正 常 ヒ ト皮膚の線推芽細胞の 増殖に

対す る1 此
，
2 5くO H1 2 D 3 お よび 25 0 H D a の 作用 を検討

し
， 前者は著明な増殖抑制作用を示 す の に 対 して

， 後

者は前者の レ セ プ タ
ー に 対す る親和性も低く

， 増殖抑

制作用も 弱い こ とを示 した
．
さ らに

，
H o s o m i ら

川 お よ

び S m it h ら
1 引 は

，
培養表皮細胞の分化に 対す る 1 a

，
2 5

くO Hう2 D 3 の 促進 的作用 を示 唆す る 実験成績 を報告 し

て い る
．

そ こ で
，
著者は ， 表皮細胞 を 1 戊 ，

25くO Hう2 D 3 添加高

カ ル シ ウ ム お よ び低 カ ル シ ウ ム 培養液中で 旋 回培養

し
， 細胞膜 の 分化 ， 特 に デス モ ソ

ー ム 形成に 対す る 1 ぽ
，

25くO Hう2 D 3 の 影響 を検討 し た
．

材料お よ び方法

工
． 表皮細胞培養法

B A L BI c マ ウ ス の 新 生仔数匹 か ら採取 した 皮膚片

A b b r e vi a ti o n s ニ A N O V A
，

a n al y si s of v a ri a n c e i C a
＋＋

， C al ci u m ニ1 a ， 25くO H l 2
D

3 ，
1 a

，
2 5 －

dih y d r o x y vit a m in D
3 芸 3 H － T d R

， 3 H ．th y m id in e d e o x y rib o s e 三 M E M ， m i ni m u m e s s e n ti al

m e diu m i M g
＋ ＋

， m a g n e Si u 町 P B S ， p h o sp h a t e b uff e r e d s alin e i 光顕， 光学顕微軌 電顕， 電

子 顕微鏡．
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を C a
十＋

． M g
＋ 十

を含ま な い D ul b e c c o リ ン 酸緩衝塩 類

溶液 くP B S
， P H 7 ． 2J で 洗浄 した の ち

，
0 ．0 2 ％ E D T A

含有 P B S に 室温で5 へ 1 0 分間温風 次 に 0 ． 2 5 ％ トリ

プ シ ン くDif c ol 含有 P B S に 4
9

C で 1 針 － 2 0 時間浸潰

し
， 表皮 を真皮か ら剥離 した ． 剥離表皮 を培養液中で

強く振遺 して 表皮細胞 を分散 させ た の ち
，
75 メ上 m ス テ

ン レ ス メ ッ シ ュ で 濾過 して単離表皮細胞浮遊液を調製

した ． なお
，

浮遊液中の 細胞が す べ て単離細胞で ある

こ と を位相差顕微鏡で確認 し たの ち
，

こ れ を培養に 供

した
．

培養に は， 高カル シ ウ ム お よ び低 か レシ ウム 培養液

を用 い た
． 高カ ル シ ウム 培養液 は

，
ペ ニ シ リ ン く50

u ni tsl m ll
，

ス ト レ プ ト マ イ シ ン く50 FE gノm り，
ウ シ 胎

児血清 く20 ％1 を加 えた H a n k s
，

1i q ui d M E M くM ． A ．

B i o p r o d u c t sJ で
，

そ の C a
＋ ＋

濃 度 は 1 ． 8 m M で あ っ

た
． 低 カル シ ウム 培養液は

，
C a

＋ 十
． M g

＋ ＋
を含ま な い

H an k s
，

b a l a n c ed s al t s ol u ti o n くM ． A ． Bi o p r o d u c t sl

を 用 い て 作 っ た H a n k s
，

1iq u id M E M に
，

0 ． 3 M

M g S O ． を加 えて M g
十＋ 濃度 を高カ ル シ ウム 培 養液 の

それ と 同 じ に 調整 し
，

こ れ に ペ ニ シ リ ン く50 u n it sJ
，

m lフ
，

ス トレ プ ト マ イ シ ン く50 声gノm り，
お よ び カル シ

ウム を除去 した ウ シ胎児血清 く20 ％I を加え たの ち
，

0 ．3 M C a Cl ， を添加し
，

C a
＋ 十 濃度 を 0 ． 0 9 m M に 調整

した ． ウシ 胎児血清か らの カ ル シ ウ ム 除去は
，
B r e n n a n

ら
1 9
切 方法 に 従 い

，
C h el e x l O O くBi o － R a d ，

2 0 0 －4 0 0

メ ッ シ ュう を用 い て行 っ た ． 使用直前に こ れ らの 培養

液 に 1 a
，
2 5くO H l 2 D 3 くH o ff m a n n － L a R o c h el エ タ

ノ ー ル 液 を加 え， そ の 濃度 を 12 n M ほ ． O n gノm りに 調

整 した ． な お
， 対照の培養液 に は同量の エ タ ノ ー ル を

添加 した ．

旋回培養は M o s c o n a
2 0

切 方法 に 準 じて お こ な っ た
．

す なわ ち1 培養液 3 ． 5 r nl 中に 単離表皮細胞 5 x l O
6 個

を 分散 し
，

こ れ を シ リ コ ン で コ
ー

ティ ン グ し た マ イ

ヤ ー フ ラス コ く30 m l 容量1 内 に 入れ ，
5 ％炭酸ガ ス 添

加空気で 封入 し， 遮光 して培養 した
． 培養 に は恒温槽

付旋回培養装置 く池本理化工 業つ を使用 し
， 旋 回直径

を25 m m
，
旋回速度 を 60 r p m

， 恒温槽 の 温度 を 37
0

C

と した
． 培養1

， 3 ， 5 ， 8 ， 12
，

1 8
，
2 4 時間後， 旋

回 培養に よ り形成さ れた表皮細胞塊 を電子顕微錬的に

検 索した ．

工工 ． 電子 顕微鏡法

旋 回 培 養 に よ り 形成 さ れ た 表 皮 細 胞 塊 く直 径

0 ． 1 へ 0 ． 4 m m コ を遠心 管に 移 し， 0 ． 1 M カ コ ジル 酸塩

頒 衝3 ％グル タ ル ア ル デ ヒ ド液 くp H 7 ． 4うに 4
0

C で 2

へ 4 時間固定， 0 ． 2 M 蕉糖添加 カ コ ジ ル 酸塩緩衝 液で

数 回洗浄後 ，
3 ％寒天 くド

一

夕イ ト ． アガ ロ
ー

ス 工
，

同仁化学う に 包埋 した ． 表皮細胞塊 を含む寒天 の 小片

を切 り出 し
，

こ れ を ベ ロ ナ ー ル 酢酸塩緩衝 2 ％オス ミ

ウム 酸 くp王1 7 ． 4I に 4
0

C で 2 時間固定， ア セ トン 系列

で 脱水後 エ ボ ン 8 12 に 包埋 し た ． L K B V 型 ウ ル ト ラ

ト
ー ム で 作製し た切片 を酢酸 ウラ ニ ル お よ び ク エ ン 酸

鉛 で 染色後， 日本電子J E M l O O B 型 お よ び 日 立 H ．6 0 0

型 電子顕微 鏡 く電顕う で 検索 した ． 電顕写 真は表皮細

胞塊 1 個 に つ い て 30 枚 を無作為 に 撮影 した ． 写真 は

900 0 ま た は 10 0 0 0 倍で撮影 し，3 0 0 0 0 倍で 焼付 け した ．

王王王． 推計学的 方 法

各培養 時間に お け る デ ス モ ソ
ー

ム の 数 は い ず れ も細

胞表面の 長 さ 1 ノ上 皿 当 りの 数 で表わ した ． 細胞表面の

長さ は マ ッ プ メ ジ ャ ラ
ー

を用 い て 測定し た ． ま た ， デ

ス モ ソ ー ム の ス テ ー ジ 別比 率 を 各ス テ ー ジの デ ス モ

ソ ー ム 数 の デス モ ソ ー ム 総数に 対す る百 分率 で表わ し

た
．

デ ス モ ソ ー ム の 総数お よ び ス テ
ー

ジ別デ ス モ ソ ー

ム の 比 率 に つ い て
， 各培養時期の 1 ど

，
2 5く0 即 2 D 3 添加

群 の 値 と対応す る対照 値と の 差は
，

二 元配置分散分析

に よ り検定 し
， 次 に S ch eff e の 多重比較法に よ り検定

した ． な お
，

ス テ ー ジ別デ ス モ ソ ー ム の 比 率は P r o b it

変換後の 値 を用い た ．

成 績

工 ． 1 此
，
2 5く0 即 2 D 3 未 添加高カ ル シ ウ ム 培養液 中

に お け る 培養表皮細胞

培養液中に 分散さ れ た表皮細胞 は
， 培養 1 時間後 に

は集合 し て直径 0 ． 1 へ 0 ．4 m m 細 胞塊 を形成 した
． 電

顕下 で
， 表皮細胞 は す べ て 類 円形 を呈 し

， 互 い に 狭 い

空隙を隔 て て隣接 して い た
． 表皮細胞 の 形質膜 に は

，

ト リプ シ ン 処理 に よ り生 じた半 デス モ ソ ー ム 様構造と

新 しく形成さ れ た デ ス モ ソ ー ム が 不規則 に 存在 し てい

た ． そ の 後， 半デ ス モ ソ ー ム 様構造は減少 し， 種々 の

発 達段階の デ ス モ ソ ー ム が増加 した
． 微細構造上 デス

モ ソ ー ム の 発達段階 に は次 の 3 期が識別さ れ た ． す な

わ ち
，

ス テ ー ジ 工 デス モ ソ
ー

ム で は
， 相対す る 2 枚の

形質膜が 約25 n m の 狭 い 間隙を隔て て 平行 に 並 び
，

そ

の 間隙内 に は低電子 密度 の 細胞間物質が み られ た く図

1 う
． 細胞 間物質 は無構造で あ る が ， 時に 間隙 を横切 る

細線維状物 が少数認め られ た
．

ス テ ー ジH デ ス モ ソ
ー

ム では
，細胞 間物質内に より 多く の 細線推状物が存 し

，

細線推状物 の 中点 を結 ぶ 層状構造， す なわ ち細胞 間接

着層が み られ た ． さ ら に
，

形 質膜内実の 内面に 密接 し

て 存在 す る接着板 が認 めら れ た く図2 フ． ス テ
ー

ジI工げ

ス モ ソ ー ム では
， 細胞間接着 層も 接着板も よ り明 瞭で

あ り
，

ま た接着板 の 内面に 種 々の 数の ト ノ フ ィ ラ メ ン

トが係留 され て い る像が み られ た く図3 I ．

種 々の ス テ
ー ジ の デス モ ソ

ー

ム の 総数は培養時間の

延長 と とも に 増加 した く図4 ユ． す なわ ち
， 細胞表面の



1 戊
．

，
2 5くO H 1 2 D 3 と 表皮細胞 の デス モ ソ ー ム 形成

e pi d e r m al c ell s c u lt u r e d f o r l h o u r i n hi gh

C a l ci u m m ed i u m ． X 2 0 0
，
0 0 0 ．

F i g ． 2 ． S t a g e II d e s m o s o m e s e e n i n a dj a c e n t

e pid e r m al c ell s c ult u r e d f o r 8 h o u r s i n h i gh

c a l ci u m m e di u m ．
X 1 5 0

，
0 00 ．

Fi g ． 3 ． S t a g e III d e s m o s o m e s e e n i n a dj a c e n t

e pid e r m al c ell s c ult u r e d f o r 2 4 h o u r s i n h i gh

c al ci u m m e di u m ．
X 1 5 0

，
0 0 0 ．

9 9 3

長 さ 1 月 m 当 りの デ ス モ ソ
ー ム 数 は， 1 時間後 に は

0 ．0 8 個で あっ たが
，

そ の後急速に 増加 して 1 2 時間後

に は 0 ． 2 1 個 と な り
，
以後徐々 に 増加 して 24 時間後 に

は0 ． 2 4 個と な っ た ．
ま た

，
各ス テ

ー

ジの デ ス モ ソ ー ム

の 割合 も培養時間の 延長 に 伴う変動を示 した く表1
，

図 5I ．
す な わ ち

，
1 時間後に はス テ ー ジ工

，
Il デ ス モ

ソ
ー

ム が それ ぞ れ 67 ． 5 ％，
3 2 ． 5 ％で

，
ス テ

ー ジ工I げ ス

モ ソ
ー ム は まだ 認め られ な か っ た ．

3 時間後に ス テ
ー

ジm デス モ ソ
ー

ム が ごく 少数出現し
，

その 後培養時間

の進行と と も に ス テ
ー ジ工 デ ス モ ソ ー ム の比率は減少

し， 他方ス テ ー ジ m デ ス モ ソ ー ム の 比率が増加 した ．

2 4 時間後 に ス テ
ー ジ 工

，
H デ ス モ ソ ー ム の比 率は それ

ぞ れ 8 ． 4 ％，
4 0 ． 1 ％とな っ た

．

工工 ． 1 ぽ
，
2 5く0 机 2 D 3 添加高カ ル シ ウム 培養 液中 に

お け る培養表皮細胞

1 ぽ
，
2 5く0王1 h D 3 添加高カ ル シ ウム 培養液中で 培養

され た表皮細胞は
，
1 仔

，
2 5く0 即 2エフ3 未添加高カ ル シ ウ

ム 培養液 中で培養 され た表皮細胞 く対照1 と同様に
，

1 時間後 に は集合 して 細胞塊 を形成 し， 個々 の表皮細

胞の 表面に は新 しく形成され た 早期の デ ス モ ソ
ー ム が

少数み られ た ．
その 後， 培養時間の延長と と も に種々

の 発達段階の デ ス モ ソ
ー ム が増加した く図 41 ． 細胞表

面の 長 さ 1 声m 当り の デス モ ソ ー ム 数は
，

1
，
1 2

，
2 4 時

間後そ れ ぞれ 0 ． 1 1
，
0 ．2 3

，
お よ び 0 ． 2 6 個で， 培養期間

中ほ と ん ど常 に 対応す る 対照僅よ りも よ り高 か っ た

王

ぎ
ヱ

8
D

こ
コ

ご
一

3
－

O

E

そ
冨
E
O
S

O

E
S

名
－

O

J

芸
E
コ

Z

0

0 6 1 之 t 8 2 ヰ

Ti 爪 色 qfI l r 亡u ttiv q H o n t h り

Fi g ． 4 ． F r e q u e n c y o f d e s m o s o m e f o r m a ti o n i n

e pid e r m al c ell s c u lt u r ed i n h i gh c al ci u m m ed i u m

i n th e p r e s e n c e くcl o s e d ci r cl el o r ab s e n c e くo p e n

ci r cl el o f l a
，
2 5くO m 2 D 3 at 1 2 n M ． V a l u e s

r e p r e s e n t th e m e a n o f f o u r s a m pl e s 士S ． D ．
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が， 有意の 差は認め られ な か っ た
． 各 ス テ

ー

ジの デ ス

モ ソ ー ム の 割合 も経 時的に 変動 し， 培養時間の 延 長 と

と も に ス テ
ー

ジ 工 デ ス モ ソ
ー

ム の 比 率 は減少 し
，

ス

テ ー ジH王デ ス モ ソ
ー ム の 比 率 は 増加 し た く表 1

， 図

5 ン
． 興味深い こ とに

，
1 ぼ

，
2 5く0 壬iI 2 D 3 添加高カ ル シ

ウ ム 培養液中で培養さ れ た表皮細胞 で は
，

ス テ ー

ジ工

デ ス モ ソ
ー

ム の比 率は 5 時間後か ら 24 時間後 まで
，
ス

テ ー ジH デ ス モ ソ
ー

ム の比 率 は 8 時 間後 か ら 24 時間

後 ま で
，

い ずれ も 対応 す る対照値 よ り有意に 低く ，
ス

テ
ー

ジm デ ス モ ソ ー ム の 比率 は 5 時 間後 か ら 24 時間

T a bl e l ． T h e r el a ti v e n u m b e r s of d iff e r e n t s ta g e s o f d e s m o s o m e s i n e pid e r m al c ell s

c ult u r e d i n h ig h c al ci u m m e di u r n wi th a n d wi th o u t l cF
，
2 5くO Hl2 D 3

C u lt u r e

p e ri o d
M e di u m

R el a ti v e n u m b e r s o f d e s m o s o m e s く％ of t o t a ll

S t a g e I S t a g e E S t a g e m

wi th l a
， 2 5 くO H12 D 3 6 5 ．5 士1 ．8 3 4 ． 5 士1 ．8 0 士O

w ith o u t l a
， 2 5 く0 叩2 D 3 6 7 ．5 士2 ．1 3 2 ．5 士2 ．1 0 士0

wi th l a
，
2 5 くO Hl2 D 3 5 4 ．8 士L 2 4 4 ，7 士1 ．4 0 ．6 士0 ．8

wi th o u t l cr
，
2 5 く0 印2 D 3 5 4 ．3 士2 ．3 4 5 ．3 士2 ．2 0 ．4 士0 ，5

w ith l a
，
2 5 く0 叩2 D 3 3 4 ．4 士1 ．0 醸 5 5 ．8 士0 ．7 窄 9 ．8 士1 ．1

ホ

W ith o u t l a
，
2 5 くO H12 D 3 4 6 ．0 士1 ．2 5 1 ．1 士1 ．5 2 ．9 士1 ，1

wi th l cr
，
2 5 くO Hl2 D 3 1 1 ．7 士1 ．6 ヰ 5 8 ．2 士0 ．9

ホ
3 0 ．1 士1 ．4 ホ

W ith o u t l oE
，
2 5 くO Hl2 D 3 2 1 ．2 士2 ．4 6 8 ．2 士2 ．0 1 0 ．7 士1 ．6

W ith l ぽ
，
2 5 く0 叩2 D 3 9 ．7 士0 ．7 ヰ 5 3 ．2 士1 ．5

ホ
3 7 ．1 士1 ．1 輝

W ith o u t l a
， 2 5 くO Hl2 D 3 1 6 ．1 士1 ．0 6 4 ，2 士1 ．3 1 9 ．7 士0 ．4

1 8 h r
w 監 t 詔描雛 1去二喜喜2二喜

掌

喜吉二塁喜ミニ芸
ホ

芸喜ニ三重壬二塁
傘

W itb l 戊
，
2 5 くO H12 D 3 0 ，6 士0 ．2 ホ 4 5 ．7 士1 ．5 ホ 5 3 ．7 士l ．4 ホ

W ith o u t l cY
，
2 5 くO H12 D 3 8 ．4 士2 ．3 51 ．5 士2 ．5 4 0 ．1 士2 ．1

V al u e s r e p r e s e n t th e m e a n o f f o u r s a m pl e s 土S ． D ． T h e d a t a w e r e a n aly s e d f o r

St a ti sti c al sig nifi c a n c e b y 2 －W a y A N O V A f oll o w e d b y S c h e ff e
，

s m ulti pl e c o m p a ri s o n

t e st ．

ホ

p く0 ．01 v s ． wi th o u t ．

ハ

L

エ

ソ

巴
コ

エ
コ
U

ニ

心

じ

ち
S

名
0

て
む

m

さ

5

8

2

8

0 5 0 1 0 0

R el Qfi v e n u m b e r s of

d e s m o s o m e s く％1

二

三

巴
コ

エ
コ

U

ニ

8

芯
S

名
0

て
む

d

3

5

8

2

8

0 5 0 t O O

R e l q Ii v e n u m b e r s of

d e s m o s o m e s く％I

Fi g ． 5 ． C o m p a ri s o n o f th e m e a n v al u e s o f th e r el a ti v e n u m b e r s of d iff e r e n t s t a g e s o f

d e s m o s o m e s f o r m e d i n h i gh c al ci u m m e di u m i n th e p r e s e n c e くri g 叫 a n d a b s e n c e く1 e ftl o f

l a
，
2 5く0 印 2 D 3 ． 口こ S t a g e I

， 田ニ S t a g e II
， 囚ニ S t a g e III d e s m o s o m e ．



1 ぽ
，
2 5くO H う2 D 3 と表皮細胞の デス モ ソ ー ム 形成

後 ま で 対応 す る対照値 より も有意に 高 か っ た ． 2 4 時間

後 に は， ほ と ん どす べ ての デ ス モ ソ ー ム は ス テ ー ジ工工
，

IIl で あ っ た ．

1工工． 1 此
，
2 5く0 鋸 2 D 3 添加ま た は未添加低カ ル シ ウ

ム 培 養液中 に お け る 培養表皮細胞

低カ ル シ ウム 培嚢液中で の 培養で は，
1 ぽ

，
2 5くO H う2

D 3 を添加 した場合 も添加 しな か っ た 場合 も
， 表皮細胞

は小塊状 に 集合 したが
， 培養期間中隣接細胞が 新し く

形成さ れ た デ ス モ ソ ー ム に よ り互 い に 接合さ れる像 は

認 め られ な か っ た
．

考 察

表皮細胞は
，

それ が基底層か ら角質層 へ 移行し つ つ

分化す る過程で， ケ ラ チ ン 線経 と線推間物質 を合成 し
，

肥 厚 した細胞被膜 を形成 し
，
核 を含む細胞小 器官 を喪

失す る ．
これ ら の 特徴的な変化 のう ち

， 細胞被膜 の肥

厚 は， デ ス モ ソ ー ム の 形成 とそ の 変化と と も に
，
表皮

細胞の 細胞膜分化 の 過程に お ける主 要 な問題 と して 従

来研究さ れ ， 情報も蓄積され て き た
． 電顕的に

，
肥厚

し た細胞被膜 は表皮細胞の 分化の最終段階で ある 角質

細胞 で認め ら れ ， そ れ は 3 層構造の 形質膜と そ の 内案

の 内面 く細胞質側の 面うに 沿っ て走る
，
1 0 へ 1 6 n m の 厚

さ の
，
均質な帯状構造か ら成る ． 帯状構造 はデ ス モ ソ ー

ム の 接着仮に 接続 し
， 結果と して細胞の 全周 に連続的

な層を形成す る ． この 帯状構造 は， 周辺帯 くm a r gi n al

b a n dl 2 り
ま た は p e ri ph e r al d e n s e b a n d

2 21 と呼 ばれ
，

ヒ

トの 正 常表皮で は通常角質層の 細胞 でみ ら れ るが
， 異

常 な角化を示 す 若干 の 皮膚疾患の 病巣 で は角質層直下

の 顆粒細胞 で も 時に 認 めら れる
2 封

． 他方
，
周辺帯の 主成

分は不溶性蛋白で あ り
，

そ の 不 溶性 蛋白 を安定化さ せ

る 8
－くy

．

gl u t a m yl1 1 y si n e c r o s s
－1i n k i n g b o n d の 形成

に は架橋酵素 epid e r m al t r a n s gl u t a m i n a s e が関与す

る こ と が
，

生化学的 に証明さ れ て い る
2 41

．

こ の よう な 表皮細胞の 分化に 関与す る 因子 の
一

つ と

し て
， 最 近 1 ぽ

，
2 5く0 即 2

D 3 が 注 目 さ れ て き た
．

R o s o m i ら
川 は

，
シ ャ

ー レ 内で分散培養さ れ た マ ウ ス

表皮細胞に 1 ぽ
，
2 5くO H1 2 D 3 を添加す る と

， 表皮細胞の

重 層化が著明 に 促進 され る と とも に 核 を失 っ た角質細

胞 が増加す る こ と を光顕的に 観察 した ． ま た ， ドデ シ

ル 硫酸ナ トリ ウ ム お よ び斤－ メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル 処

理 後細胞融解を起 こ す こと な く残存 す る細胞 を肥厚 し

た 細胞被膜 を有す る細胞 と見な し ， そ の よう な細胞 は

1 庇
，
2 5くO Hフ2 D 3 の 濃度 に 依存 的に 増加 した と 述 べ て

い る
．

次 い で S m ith ら
1 8J

は ，
ヒ ト表皮細胞 を 1 a

，
2 5

く0 壬iJ 2 D 3 く1 0－1 0 M 旬 1 0－6
M ン 添加 培養頼 中で 2 週 間

培養 し
，

基 底細胞の 減少な ら びに 肥厚 した細胞被膜を

有 す る角質細胞 の 増加が 1 ぽ
，
2 5くO Hう2 D a の 濃度お よ

995

び培養時間に 依存 的に 進行す る こ とを形態学的 に 示 し

た ． ま た ， 培養表皮細胞 へ の
3
H － T d R 取り込 み の 有意

の 減少と
，
t r a n S gl u t a m i n a s e 活性の 濃度依存的克進を

生化学的 に 検証 した ．
これ らの 成績 に 基づ い て

，
彼ら

は， 1 此 ，
2 5 く0 即 2 D 3 は表皮細胞 に対す る有力な増殖抑

制因 子 で あ り ， また そ の分化の 最終段階に 対す る刺激

物質で あ ろう と述 べ て い る
．

これ ら の実験成績 に つ い

て 興味深い こ とは
，
1 庇 ，2 5く0 即 2 D 3 の存在下 で 培養表

皮細胞 の t r a n s gl u t a m i n a s e 括性が冗進す る こ とで あ

り，
また 肥 厚した細胞被膜を有す る角化細胞が 増加 す

る こ と で あ る ． それ は恐ら く
，
t r a n S gl u t a m i n a s e 活性

の 冗進に よ り周辺 帯の 形成が促進され
，

その 結果 と し

て細胞被膜 の 肥厚が 促進され る もの と考え られ る ．

こ の 実験 で
， 著者 は 12 n M l ぱ

，
25く0 拙 2 D 8 添加高

カ ル シ ウ ム 培養液中 で マ ウ ス 表皮細胞 を 24 時間培養

し， 新 しく 形成 され る デ ス モ ソ
ー ム の 数は対照値と有

意 に 異な らな い が
，
培養5 旬 2 4 時間後で は

，
ス テ

ー

ジ

工 デ ス モ ソ ー ム の 比率 は対応する 対照値よ りも有意 に

低 く，
ス テ ー ジm デス モ ソ

ー ム の 比率 は有意 に 高い こ

と を観察 した
． 著者の 観察 は

，
培養表皮細胞 に お け る

デス モ ソ ー ム 形成の 初発機構 は レ セ プ タ
ー と結合 した

1 ぽ
，
2 5く0 抑 2 D 3 に よ る誘導を受 けない が

，
デ ス モ ソ ー

ム が 未熟 な形か ら完全な形に ま で 発達す る過程 は1 庇
，

2 5くOfi1 2 D 3 に よ り促進 され る こと を示唆 して い る ．

デ ス モ ソ ー ム の 接着板 は表皮細胞の 分化の 最終段階

で周辺 帯と接続 して連続的 な層を形成 する こ と
2 3l

，
ま

た 周辺 帯の 主 成 分で あ る不溶性蛋白の ペ プ チ ド間の

e
－くy

－ gl u t a m y り 1 y si n e c r o s s
－1i n k i n g b o n d の 形成を

触媒す る e pi d e r m al t r a n s gl u t a m i n a s e の 活性 は1 a
，

2 5く0 抑 2 D 3 の 存在下で 冗進す る こ と1 削が す で に 示 さ

れ て い る が
，

こ れ ら の 知見 を考慮 に 入 れ る な ら ば ，

e pid e r m al t r a n s gl u t a m i n a s e が 接着板形成 に 関与す

る こ と を示 す直接的な証拠 はま だ ない が
，
周辺 帯形成

に 対 す る と 同 様 に
，

1 a
，
25くO H l 2 D ， が e pid e r m a l

t r a n s gl u t a m i n a s e を介 し て接着板形成 に 促進的 に 作

用 す る 可能性が推測され る
． 著者の 実験 に お い て ， 培

養5 へ 24 時間後で ス テ
ー

ジ 工 デ ス モ ソ ー ム の 比 率が

対応す る対照値よ りも低 か っ た こと は
， 接着板 形成の

促進 に よ る ス テ ー ジ工 の 時間的短 縮を示 唆する よう に

思わ れ る
．

イ オ ン 化 した カ ル シ ウム が表皮細胞 の 増殖 と分化に

大 き い 影 響 を与 える こ と は 既に よ く知 られ て い る
．

シ ャ
ー レ 内で 培養さ れ た マ ウ ス 表皮細胞 は

，
低 カ ル シ

ウム く0 ．0 2 句 0 ． 1 m M う培養液中で 急速に 増殖 し， 数カ

月後 で も 単層で 重層せ ず， 細胞間隙は広く
， 細胞表面

に 多数の 微絨毛 を出し
，
デ ス モ ソ

ー

ム を形成 しな い が
，

高カ ル シ ウム く1 ．2 へ 1 ． 8 m M l 培養液中で は細胞は 2
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時間以内 に急速に接着 してデ ス モ ソ
ー ム を形成 し

，
1

へ 2 日で重層 し
，

3 句 4 日 で最終段階の 分化 を示 し，

細胞 は シ ャ
ー

レ か ら離れ て 浮上 す る 細
一

印
． 同様 の現象

は培養 ヒ ト表皮細胞で も報告され て い る
281 29j

． H o s o m i

ら
1 7
りま， 低 カ ル シ ウム 培養液中の培養 マ ウス 表皮細胞

に 対 する 1 ぽ
，
25くO Hう2 D 3 の 影響 を検討 し

， 角化 した無

核細胞 は生 じなか っ たが
， 肥厚 した細胞被膜 の形成 が

1 ぽ
，
25くO m 2 D 3 の 濃度依存的 に増加 した と 述 べ て い

る
．

しか し， その細胞被膜の肥厚が 周辺帯形成に よ る

か 否か を電顕的に 確認し てい な い 点に 問題が 残さ れ て

い る ． 著者の 実験で は
，
1 仔

，
2 5く0 即 2 D 3 添加低 か レシ

ウム 培養液 中で は
， 末添加低 カ ル シ ウ ム 培養液中に お

け る と同様 に
，

デ ス モ ソ ー ム の 形成は全く 認め られ な

か っ た
．

こ の 所見 は，
レ セ プタ ー と結合 した 1 庇

，
2 5

亡O Hう2 D 3 が デ ス モ ソ ー ム 形成 の初 発機構 の誘 導に 関

与 しな い こ と を示 唆す る もの と解釈 され た ．

結 論

マ ウ ス 新 生 仔 か ら 得 ら れ た 表 皮細 胞 を 1 ぽ
，
2 5

くO m 2 D 3 添カロ高カ ル シ ウム お よ び低 カ ル シ ウ ム 培養

液 中で 24 時間旋 回培養 し， 新 た に形成 さ れ た デ ス モ

ソ ー ム を定量的 に検索 した
． 得ら れ た成績は次の よ う

である
．

1 ． 1 ぽ
，
2 5くO m 2D き未添加高 か レシ ウム 培養液中で培

養された表皮細胞では
， 細胞表面に デス モ ソ

ー

ム が 形成 さ

れ ， その 数 は培養時間の 延長と と も に 増加 した ． な お
，

こ れ らの デ ス モ ソ ー ム は発達段階 に 従い 3 期 に 分け ら

れ た
．

2 ■ 1 ぽ
，
2 5く0 即 2 D 3 添加高 か レシ ウ ム 培 養液 中で

培養か れ た表皮細胞でも
， 細胞表面に 形成さ れ る デ ス

モ ソ
ー

ム の数は培養時間の延長と と も に 増加 したが ，

細 胞表面 の 単位 長当 りの デ ス モ ソ
ー ム 数 は 1 ぽ

，
2 5

く0 印 2 D 3 未添加高 か レシ ウ ム 培 養液 中で培養 さ れ た

表皮細胞 く対照1 に お ける値 と有 意に 異 な らな か っ た ．

しか し
， 培養5 時間後か ら 24 時間後 まで

，
ス テ ー ジ工

デ ス モ ソ ー ム の比 率は対応 す る 対照 債 よ り有 意 に 低

く，
ス テ

ー

ジI工げ ス モ ソ ー ム の 比率 は有意に 高か っ た ．

3 ． 低 か レシ ウム 培養液中で培養 され た表皮細胞 で

は
，
1 庇

，
2 5くO H う2 D 8 を添加 した場合 も添加 しな か っ た

場合も， デス モ ソ
ー

ム の形成は全 く認め られ なか っ た ．

以上 の 成凄か ら ， 1 此
，
2 5くO m 2 D 3 は培養表皮細胞 に

お けるデ ス モ ソ ー ム 形成の 初発機構 の誘導 に は 関与 し

な い が
，

デ ス モ ソ
ー

ム が 未熟 な形か ら完全な 形に まで

発達 す る 過程 に は 促進的に 作用する ことが推測された
．
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d e s m o s o m e f b r m a ti o n i n e pi d e r m al c el ls c ul t u r e d i n h i g h c al ci u m w i th l a
，
2 5くO H l 2

D
3 り2 n 叫

i n c r e a s e d r a p i d ly ft o m l t o 2 4 h rs
，
t h e v al u e s d i d n o t d i 飴r sl g n in c a n tl y fr o m t h o s e i n c ell s

i n c u b a te d i n th e m edi u m wi t h o u t l a
，
2 5くO H l 2

D
3 くc o n tr oI sl ． H o w e v e r

，
d u ri n g th e p e ri o d ft o m

5 t o 2 4 h r s
，
t h e r el a ti v e n u m b e r s of th e e a rl y くS ta g e り d e s m o s o m e s w e r e sig n i n c a n tl y l o w e r th a n

t h o s e i n t h e c o r r e s p o n di n g c o n t r oI s
，

a n d th e r el a ti v e n u m b e r o f th e fu 11 y d e v el o p e d くst a g e IIり
d e s m o s o m e s w e r e sl g ni丘c a n tly h i g h e r th a n t h o s e i n t h e c o r r e s p o n d i n g c o n t r o Is ． N o d es m o s o m e

fb r m a ti o n w a s s e e n i n t h e c u l t u r e s i n l o w c al ci u m m ed i u m wi th a n d w i th o u t l a
，
2 5くO Hl 2

D
3

．

T h e r es ults o bt ai n e d s u g g e s t th at l a
，

2 5くO H l 2 D 3 a C C el e r at e s t h e d e v el o p m e n t al p r o c e s s of

d e s m o s o m e s
，

al th o u gh i t d o e s n o t i n d u c e t h e i n iti a ti o n o f th e d e s m o s o m e fb r m a ti o n ．


