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序論

日本をはじめとする先進諸国は、医学の進歩による寿命の延びや少子化に

より急速に高齢化社会に突入している。高齢化社会において、人々が長年に

わたり充実した生活を送るためには、健康維持ばかりでなく外面の若さを保

つこと、すなわち皮膚老化を防くやことが重要である。しわなどの顔面の皮膚

老化を防ぎ、外面の若さを維持することにより精神的に若く健全になり、高

齢者の QOL(Quality of Life=生活の質)を向上させることができると思わ

れる。そのため、安全で効果が高い皮膚アンチエイジング技術の開発が期待

される。

皮膚老化は、年齢を重ねることによる生理的老化と紫外線 (ultraviolet:UV) 

により引き起こされる光老化が組み合わさって進行する 1)。特に、日常的に

太陽光に曝されている顔面のしわなどの皮膚老化は、 UVによる光老化が大

きく関与している。近年、フロンガスなどによるオゾン層の破壊が進行して

おり、世界の各地で地上に到達する UV量の増加が報告されており 2)、一層

UVによる光老化に対処していくことが必要である。

UVに暴露された皮膚において、炎症反応の結果紅斑が生じ 3，4)、続いて表

皮バリア機能が低下し、皮膚内部から水分が蒸散する、すなわち経表皮水分

蒸散量 (tran8epidermalwater 1088: TEWL) が上昇して、乾燥や肌荒れを生じ

る 5-8)。さらに、表皮及び真皮の肥厚久 10)や、真皮コラーゲンの産生能低下

及びコラーゲンの架橋化により、表皮及び真皮は柔軟性を失い硬直化するこ

とで、しわが生じる 11-14) (図序・1)。また、エラスチンとフィブリリンか

ら構成される弾性繊維も変性を受ける 15)。従って、特に顔面の皮膚老化の進

行は、 UVによって誘導される表皮及び真皮の両方での光老化を防ぐことに

よって効果的に抑制される。
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図序-1.紫外線による皮膚老化

近年、中高年女性の美容意識の高まりにより、美容食品/飲料/サプリメ

ントの市場が拡大している中、様々な成分の経口摂取による皮膚への影響に

関する研究報告がある 。コラーゲンを変性させたゼラチンの経口摂取は、動

物試験において骨塩量が著しい増加を示し 16，17)、更にコラーゲンペプチド

の経口摂取は、豚皮膚で皮膚コラーゲン原線維を強化し 18)、へアレスマウス

実験において、 UVにより誘発された皮膚水分量の減少、表皮肥厚と可溶性

I型コラーゲンの減少を抑制した 19)。ヒアルロン酸の経口摂取は、ヒト試験

において皮膚の乾燥と荒れで大きな改善効果を示した 20，21)。大豆イソフラボ

ンの経口摂取は、マウス皮膚で UVによって誘発された苧トリ ックスメタロ

プロテアーゼ発現と次に続くコラー ゲン分解を抑制した 22)。 また、緑茶ポ

リフェノールの経口摂取は、 UVB によ って誘発された タンパク 質酸化とマ

ウス皮膚のマトリックスメタロプロテアーゼ発現を抑制した 23)。しかしこの

2 



ような研究の歴史は浅く、真に光老化を抑制する新たな成分あるいは作用機

序の探索は重要である。

一方、プロテオグリカンは、一つの核となるコアタンパク質に、 1本ある

いは複数の糖鎖が共有結合した糖タンパク質の一種であり 24，25)、コラーゲン

やヒアルロン酸に並ぶ軟骨や皮膚の主要成分である。糖鎖は直鎖状で、硫酸

基やウロン酸といった酸により負に荷電している。糖鎖の例としては、コン

ドロイチン硫酸、へパラン硫酸、ケラタン硫酸、デルマタン硫酸などが挙げ

られる。プロテオグリカンは、様々な構造のものが存在し、糖鎖の種類ある

いは糖鎖の数により分類されている。たとえば糖鎖の数による分類では、糖

鎖が 1本のデコリン、糖鎖が 2本のパイグリカン、糖鎖が複数のシンデカン

やアグリカンなどがある(図序-2)。

この中でアグリカンは、多数の糖鎖が結合しており、プロテオグリカンの

中で最大の分子量サイズであり、牛軟骨のプロテオグリカンのほとんどはア

グリカンである。アグリカンは、分子量約 20万のコアタンパク質に、糖鎖

として分子量約 2万のコンドロイチン硫酸が約 100本と、分子量が約 6，000

のケラタン硫酸が 30"-'60本共有結合した約 250万の巨大な生体内高分子で

あることが報告されている 24，26-28)。コアタンパク質の N 末端領域には、ヒ

アルロン酸に高い親和性を持つレクチン様結合サイトを含み、)生体内では多

数のアグリカンが、ヒアルロン酸の軸に非共有的に結合し、結合部分は分子

量 45k Daのリンクタンパクで安定化され、巨大な複合体となっている 29・35)。

さらにコラーゲンと共にネットワーク構造を形成し(図序-3)、組織の保水

能維持や物理的な刺激を和らげるクッションの役割などを果たしている 36)。

3 



デコリン パイグリカン シンデカン アグリカン

図序-2. 糖鎖の数による分類の主なプロテオグリカン

コラーゲン線維

図序-3.生体内でのアグリカンのネットワ ー ク構造
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また近年の糖鎖研究の進展により、プロテオグリカンは組織構築に寄与す

るだけではなく、様々な生理活性を持っと考えられるようになった。ヨアタ

ンパク質には、特異的な配列をもっドメインが存在し、線維芽細胞増殖因子

(Fibroblast growth factor: FGF) を始めとする様々なタンパク質と選択的に

結合することにより、多様な生物機能が発揮されると想定され、あるいは、

糖鎖部 分及びコアタンパク質部分を介して多様な分子群を結集し

( scaffolding機能)、細胞外の様々なシグナル伝達因子の受容環境を設定し

ていると考えられる 37，38)。しかし、生体からの抽出・精製が困難であったた

め、これまで詳細な生理活性は解明されていなかった。

このような中、 2001年に弘前大学医学部 高垣啓一教授により、鮭鼻軟骨

から食酢を用いた抽出法が開発された 39)。それまでのプロテオグリカンは牛

の気管支軟骨などを原料とし、強力なタンパク変性剤であるグリコール酸を

用いて抽出されており製造工程も煩雑であったが、これまで廃棄されていた

鮭頭部を原料に使い、安全性の高い食酢による抽出で製造工程も簡略化でき

ることから、飛躍的に低コストでプロテオグリカンの製造が可能となった。

さらに 2007年に、弘前大学教育学部 加藤陽治教授により、鮭鼻軟骨から

タンパク変性剤や酸・アルカリあるいは酵素などの抽出を用いず、脱脂、粉

砕及び水抽出により調製されたプロテオグリカンを豊富に含む鮭鼻軟骨抽

出物 (SalmonNasal Cartilage Extracts: SNCE) が開発された 40)。粗精製であ

るが抽出によるプロテオグリカンの変性や分解がなく、プロテオグリカン本

来の構造を保持している特徴があり、さらなる低コスト製造が可能となった。

このような革新的なプロテオグリカンの製造方法の開発により、プロテオグ

リカンの産業への応用の道が聞かれた。またこれを機に、弘前大学を中心に

鮭鼻軟骨プロテオグリカンの様々な生理機能研究や構造解析研究がスター

トした。生理機能研究においては、鮭鼻軟骨プロテオグリカンは軟骨細胞の

5 



増殖を促進し、その分化を維持する機能を有することが報告され 41)、また鮭

鼻軟骨プロテオグリカンに明らかな線維芽細胞増殖促進効果がある、ことか

ら、鮭鼻軟骨プロテオグリカンに上皮細胞増殖因子 (Epidermalgrowth factor: 

EGF)様活性があることが示された 42)。さらに鮭鼻軟骨プロテオグリカンが、

動物実験において経口投与により大腸炎の進行を抑制することが確認され

た 43-45)。構造解析研究においては、これまで牛気管支軟骨などの晴乳類のプ

ロテオグリカンは構造解析が進んでいるが、鮭鼻軟骨プロテオグリカンの構

造は解明されてこなかった。最近になり、弘前大学医学部 柿崎育子准教授

らは、ナノ LC品目川1Sを使用した鮭鼻軟骨プロテオグリカンのコアタンパ

ク質の分析によって、鮭鼻軟骨プロテオグリカンの大部分がアグリカンであ

ることを示し、鮭鼻軟骨アグリカンのコアタンパク質と結合した糖鎖がコン

ドロイチン硫酸であり、コアタンパク質に存在するコンドロイチン硫酸の結

合領域は 46箇所あることを報告した 46)。このことから、コンドロイチン硫

酸の鎖長などの詳細分析はまだであるが、鮭鼻軟骨アグリカンは 100万~

150万程度の分子量であることが推測されている。

本研究において、様々な生理活性が秘められていると考えられるプロテオ

グリカンが皮膚に対しても重要な生理活性を担っていると考えられたため、

鮭鼻軟骨プロテオグリカンの飲用による皮膚老化への影響を検証すること

とした。鮭鼻軟骨プロテオグリカンは、プロテオグリカン本来の構造を保持

しており、食品原料としても利用が可能である SNCEを用いることとした。
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第 1章 UVB誘導皮膚老化モデ、ルマウス評価系の構築

1-1 緒言

序論に記載したとおり、顔面などの皮膚老化は UVによる光老化が大きく

関与する。経口摂取による皮膚老化への影響を調べるためには、皮膚老化モ

デル動物を使った invivo評価系をまず構築する必要がある。これまで、へ

アレスマウスに UVを繰り返し照射して光老化を起こさせる研究が数多く報

告されており 5ル12，19，22，23，47)、1980年代に紫外線 A+B(UVA+UVB) でマウス

皮膚にシワが生じることが証明されている 11，48)。

UVは、 UVA(400-320 nm)、UVB(320・290nm)、UVC(290-100 nm) に分

けられる。 UVCはオゾン層によりほとんど吸収され、地表には届かない。

UVB もオゾン層でかなりの部分が吸収され、一部が地表に到達する。 UVA

はオゾン層にほとんど吸収されずに地表に到達する 49)。へアレスマウスに照

射する UVとしては、 UVCは毒性が強いため、 UVA、UVBあるいは UVAと

UVBの混合が使用されているが、 UVAはエネノレギーが低く、 UVB単独が比

較的早く光老化を再現することができることから、最もよく使用されている。

これらの報告を参考とし、へアレスマウスに繰返し UVBを照射して皮膚の

光老化を再現できる照射条件を検討し、 UVB誘導皮膚老化モデ、ルマウス評

価系を構築することとした。

なお、本研究で実施した全ての動物実験は、弘前大学農学生命科学部実験
J 

動物飼育室内において、弘前大学動物実験に関する規程に基づき実施した。
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1・2 実験材料と器具

1-2-1 へアレスマウスへの UVB照射

へアレスマウス Hr-/Kud♂(九動(株))、 UVBランプ GL15E(15 W、436

mmx25.5 mm， 310 nm) (三共電気(株))を 6列備えた UVB照射装置(図 1)、

UVB強度計 UVXRadiometer & Radiometer Sensor UVX-31 (310 nm) (UVP 

LLC)、UVB照射用ケージ(図 2)

図 1.UVB照射装置

(A) UVBランプ (GL15E(15 W、436mmx25.5 mm、310nm)(三共電気(株)) 

を 6列備えた UVB照射装置。 UVB強度計 (UVXRadiometer (UVP LLC)、

Radiometer Sensor、UVX-31、310nm(UVP LLC)) のセンサ一部分を照射台

にセットし、 UV強度が1.0mW!cm2になるように UVBランプの高さを調整

した(照射位置~UVB ランプ: 38 cm) 0 (B) UVB遮光のため、内側を黒のペ

イントスプレイで塗りつけ、前面部に UVB照射用ケージを出し入れできる

ような扉を設けたダンボール箱で覆って使用。
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図 2.UVB照射用ケージ

市販のキッチン用スプーン立て(幅 12cmx4 cm、高さ 10cm) 6個を一体化。

底板を上部から 3cmの位置に固定(1匹のマワスの収容スペース:幅 12cmx4 

cm、高さ 3cm)。上部をステンレス網 2枚で押さえ、ダブルクリップでとめ

てふたをする 。6匹まで収容可能。

1・2-2 へアレスマウスへの累積 UVB照射における皮膚表面評価

マ ルチプロープ式皮膚計測器 MPA5 および各種プローブ(Mexameter， 

Tewameter， Corneometer) (Courage + Khazaka Electronic GmbH) )、デ、ジタノレカ

メラ (IXYDIGITAL) (キャノン(株))、

ト2-3 へアレスマウスへの累積 UVB照射における皮膚物理的特性評価

マルチプロープ式皮膚計測器 MPA580 およびプロープ(Cutometer) 

(Courage + Khazaka Electronic GmbH)) 
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1-2-4 へアレスマウスへの累積 UVB照射における皮膚内部評価

1・2・4・1 酸可溶性コラーゲン定量

細胞破砕装置(オートミノレ TK-AM5)((株)トッケン)、真空乾燥機 VC-360

(タイテック(株))、回転式撹持機 MTR-I03(アズワン(株))、遠心分離機

H・15FR((株)コクサン)、マイクロプレートリーダー iMARK(バイオラッ

ドラボラトリーズ(株))、コラーゲン定量キット SircolSoluble Collagen Assay 

(Biocolor Ltd.)、無水酢酸(試薬特級) (関東化学(株))、プロテアーゼイ

ンヒピターカクテル錠(コンプリートミニ EASYPack) (Roche Diagnostics 

GmbH) 

1-2-4-2 表皮・真皮肥厚測定

自動パラフィン固定装置 tissueprocessor (サクラファインテックジャパン

(株))、パラフィン包埋装置 (THERMALCONSOLE， DISRENSING CONSOLE、

CRYO CONSOLE (サクラファインテックジャパン(株)) )、ミクロトーム

MODEL 1516 (ライカマイクロシステムズ(株))、シランコートスライドグ

ラス(松浪硝子工業(株))、パラフィン切片転写用フィルム(川本法)Paraffin 

Transfer Film ((株)ファインテック)、パラフィン転写フィルム密着用具セ

ット((株)ファインテック)、恒温水槽 (T-72パラフィン水溶伸展器)((株)

高島商庖)、パラフィン伸展器 MODELPS-C2 (サクラファインテックジャパ

ン(株))、染色篭・染色パット、光学顕微鏡 CKX41 (オリンパス(株))、

デジタルカメラ CAMEDIAC・7070(オリンパス(株))、ホルマリン固定液(テ

ィシュー・テックユフィックス) (サクラファインテックジャパン(株))、

ジエチルエーテノレ(関東化学(株))、パラフィンワックス II60 (サクラファ

インテックジャパン(株))、マイヤーヘマトキシリン溶液 (MERCKKGaA)、
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エオシン Y(Waldeck GmbH & Co. KG)、キシレン (Sigma-AldrichCo. LLC.)、

99度エチルアルコール(日本アルコール販売(株))、封入剤 Entellan(MERCK 

KGaA) 

1・3 実験方法

1-3-1 へアレスマウスへの UVB照射

本研究に用いた動物は、皮膚への UVB照射を行なうため、体毛のないへ

アレスマウス Hr・/Kudを用いた。また、雌では生理周期により血流が変動し、

皮膚状態に影響を与えることが懸念されたため、雄を用いた。

まず、雄へアレスマウス Hr-/Kudの UVB照射での最小紅斑線量 (Minimal

Erythema Dose: MED) を測定した。 8匹のへアレスマウスそれぞれに、段階

的に異なる照射量の UVBを照射し、 24時間後に肉眼判定により紅斑が生じ

る最小の照射量 (MED)を判定した。その結果、 MEDは 60mJ/cm2であった。

次に照射量検討として、 UVB照射用ケージにへアレスマウスを入れ、 UVB

照射装置内に入れて、 5 回/週の頻度で UVB照射を行なった。 1日あたり

の UVB照射量を l週目は 60mJ/cm2 (1 MED) とし、 2週目:120 mJ/cm2 (2 

MED)、3週目:180 mJ/cm2 (3 MED) と段階的に UVB照射量を上げていき

背中皮膚を観測した。その結果、経時的に背中皮膚の紅斑が強くなり、 3週

目 (180mJ/cm2 (3 MED)) で炎症が激しくやけど様になった(図 3)。やけ

ど様の損傷が生じれば、正しい皮膚老化改善が評価できないことから、 UVB

照射量は 1日あたり 120mJ/ cm2 (2 MED)を超えない範囲.にする必要がある

ことが判明した。
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(A) ( B) 

図 3.UVB未照射及び UVB180 mJ/cm2 (3 MED) 照射後の背中皮膚状態。

(A) UVB未照射の背中皮膚状態。(B)5回/週の頻度で、l日あたりの UVB

照射量を l週目:60 mJ/cm2 (1 MED)、2週目:120 mJ/cm2 (2 MED)、3週目

180 mJ/cm2 (3 MED) として照射した後 の背中皮膚状態。

次に、繰返し UVB照射により皮膚光老化を再現できる期間(回数)を検

討した。照射量検討を踏まえ UVB照射条件は、 5 回/週の頻度で、最初の

1週間は 60mJ/cm2 (1 MED) とし、 2週間目以降は 120mJ/cm2 (2 MED) に

固定し、 10週間 UVB照射を続け(図 4)、皮膚老化に関わる様々な評価を 1

週間ごとに行な った。へアレスマウスは 6週齢を購入し、 1週間の予備飼育

の後、 UVB照射用ケージに UVB照射群のへアレスマウスを入れ、 UVB照射

装置内に入れて UVB照射を行った。UVB未照射群、 UVB照射群それぞれ 5

匹ずっとした。

なお、実験動物飼育室内は、 12 時間の明暗サイクルで、 22土2
0Cの温度環

境であり、餌(実験動物用飼料 MF(オリエンタル酵母工業(株))及び水は

自由に摂取させた。
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lW 2W 3W 4W 5W・6W 7W 8W 9W 

UVB照射σ回/週)(数字は、 1回当たり照射量 (mJ/cm2))

120 

総照射量 =5.7J/cm2 

図 4.UVB照射スケジュール

1-3・2 へアレスマウスへの累積 UVB照射における皮膚表面評価

ト3-2-1 紅斑量

マルチ プロ ープ 式皮 膚計 測器 (MPA580 (Courage + Khazaka Electronic 

GmbH) )の Mexameterにより、紅斑量を週 l回の頻度で測定を行った。各マ

ウス背部下半分 5ヶ所を測定し、平均値及び標準偏差を算出した。また、デ

ジタルカメラを用いて、週 l回の頻度で背部の撮影を行った。

1・3-2・2 経表皮水分蒸散量 (TEWL)

マルチ プロ ープ 式皮 膚計 測器 (MPA580 (Courage + Khazaka Electronic 

GmbH) )の Tewameterにより、経表皮水分蒸散量 (TEWL) を週 l回の頻度

で測定し、皮膚バリア機能を評価した。各マワス背部下半分 3ヶ所を測定し、

平均値及び標準偏差を算出した。

1-3・2-3 角層水分量

マルチプローブ式皮膚計測器 (MPA580 (Courage + Khazaka Electronic 

GmbH) )の Corneometerにより、角層水分量を週 l回の頻度で測定した。各

マウス背部下半分 10ヶ所を測定し、平均値及び標準偏差を算出した。
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ト3-3 へアレスマワスへの累積 UVB照射における皮膚物理的特性評価

マ ルチプロープ式皮膚計測器 (MPA580 (Courage + Khazaka Electronic 

GmbH) )の Cutometerにより、皮膚柔軟性・弾力性を週 l回の頻度で測定し

た。各マウス背部下半分 4ヶ所を測定し、柔軟性及び弾力性それぞれの平均

値及び標準偏差を算出した(図 5)。
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図 5.Cutometerの原理と測定ノfラメーター

皮膚表面を陰圧でプローブ開口部に吸引し、開口部に引き込まれた皮膚の高

さ(Uf) と陰圧を開放したときの皮膚高さの戻り (Ua) をプリズムを用いて

測定する 。

柔軟性 (RO) =Uf、弾力性 (R2) = Ua/Uf 
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1-3-4 へアレスマウスへの累積 UVB照射における皮膚内部評価

1・3・4・1 皮膚採取

UVB照射 10週間後に、背部の皮膚組織採取を行った。 ジェチルエーテル

を充満させたデシケーターにマウスを入れ、動かなくなったら取り出し、背

中皮膚を水を含んだ脱脂綿で l回拭き、水を含まない脱脂綿で l回拭いた。

解剖用ハサミで、図 6に示した Aの部分(背部下半分の中央部 3""-'4mm幅

の四角形)を 4ヶ所採取し、ホルマリン固定液の入った 10mL容バイアルピ

ンに入れて、ホルマリン固定を行った(皮膚組織切片作成用)。引き続き図 6

に示した B部分(背部の下半分)を採取(重量 0.6""-'1.0 g) し、 5mL容チュ

ーブに入れてドライアイス中で冷却保管した(酸可溶性コラーゲン定量用)。

全てのマウスの皮膚採取が終了した後、酸可溶性コラーゲン定量用皮膚組織

は、・20
0

Cにて凍結保存した。

A:切片作成用

B:酸可溶性コ

ラーゲン定量用

図 6. 皮膚組織採取箇所
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ト3・4-2 酸可溶性コラーゲン定量

・20
0

Cにて凍結保存された皮膚組織を取り出し、液体窒素中で凍結させ、

細胞破砕装置(オートミル TK田 AM5) により粉砕 (1200rpm， 4 min) して凍

結粉末化し、真空乾燥機により凍結乾燥させた(凍結乾燥背中皮膚粉末)。

必要量の 0.5M 酢酸を調製し、プロテアーゼインヒピターカクテル錠(コ

ンプリートミニ EASYPack (Roche Diagnostics GmbH)) を入れ (0.5M 酢酸

10 mLに対し 1錠)、溶解させた。凍結乾燥背中皮膚粉末 3mgをエッベンチ

ューブに精秤し、上記 0.5M 酢酸(プロテアーゼインヒピター入り)を 1mL 

加え、回転式撹持機にセットして低温庫 (4
0
C) にて 24時間撹枠した。撹持

後、遠心分離 (12，000rpm， 20 min) を行い、上清部(酸可溶性コラーゲン抽

出液)を採取した。コラーゲン定量キット (SircolSoluble Collagen Assay) 

(biocolor Ltd.) を用いて、マニュアノレに基づき上記酸可溶性コラーゲン抽

出液のコラーゲン量を測定した。

< Sircol Soluble Collagen Assay (biocolor Ltd.) の測定原理>

陰イオン性の色素である SiriusRedは、三重らせん構造の天然コラーゲン

に存在する塩基性アミノ酸の側鎖基に反応し、不溶性のコラーゲンー色素複

合体を形成する(三重らせん構造ではないゼラチンでは、親和性は著しく低

下する)。酸可溶性コラーゲン抽出液に SiriusRedを反応させ、コラーゲン

一色素複合体を遠心分離により沈殿回収し、アルカリ溶解剤で溶解させて、

吸光度測定 (540nm) により酸可溶性コラーゲンを定量する。
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1・3・4・3 表皮・真皮肥厚測定

ホルマリン固定された組織切片を取り出し、水道水に 5分間漬けた後、自

動パラフィン固定装置 tissueprocessorにセットし、脱水・脱脂→パラフィン

浸透を行なった(所要時間約 15時間)。パラフィン浸透が完了した皮膚組織

を取り出し、パラフィン包埋装置 (THERMAL CONSOLE， DISRENSING 

CONSOLE， CRYO CONSOLE) を用いて、パラフイン包埋ブロックを作成し

た。

組織切片作成方法は、専用のパラフィン切片転写用フィルムを用いる川本

法に従った 50)。ミクロトームにパラフイン包埋ブロックをセットし面出しを

行い、予めブロック面より一回り大きく切った切片支持用粘着フィルム(川

本法 Paraffin Transfer Film)をパラフィン包埋ブロックの切削面に貼り付け、

密着用具で転写フィルムを密着させて、薄切幅 3μmで切削した。切片が密

着した転写フィルムをシランコートスライドグラスに貼り、水温を 40'"'-'50
0

C

に設定した恒温水槽にスライドグラスと切片の聞に水が入るようにつけて

ゆっくり引き上げ、切片が密着した転写フィルムをスライドグラスに密着さ

せた。さらに、フィルムの上からローラーをかけてフィルムとスライドグラ

スの聞の水を押し出して密着させ、 45'"'-'50
0

Cに設定したパラフィン伸展器の

上に載せて 6'"'-'12時間乾燥させた。乾燥後、ピンセットで転写フィルムの第

1フィルムを取り剥がし、水に約 3秒間漬けて第 2フィルムを取り除いた後、

45'"'-' 50
0

Cに設定したパラフィン伸展器に載せて、水滴を乾燥させた。

予め、エオジン Y 1.0 gに 0.2%酢酸水 100mLを混ぜ合わせて、 80% エ

タノールと混合してエオジン溶液を作成した。切片が密着・したスライドグラ

スを染色篭に並べて入れて、下記の手順で各液の入った染色パットに順次浸

漬処理を行った。 (10枚 1セット)
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<H&E染色 浸漬 処理 手順 >

キシレン① 5 min 流水(水道水) 10min 

キシレン② 5 min 蒸留水 軽く

キシレン③ 5 min エオジン溶液 5 min 

キシレン④ 5 min 蒸留水 軽く

100%エタノール① 5min 70%エタノール 軽く
f 

100%エタノール② 3min 80%エタノール 軽く

90%エタノール② 3min 90%エタノール 軽く

80%エタノール② 3min 100%エタノール① 3min 

70%エタノール② 3min 100%エタノール② 3min 

蒸留水 軽く キシレン① 3 min 

Hematoxylin 10min キシレン② 3 min 

上記浸漬処理後、再度キシレン中に浸潰し、 1枚ずつ取り出して封入剤

CEntellan) を切片上に 1滴垂らして、上からカバーガラスを載せて自然乾

燥させた。

乾燥後、光学顕微鏡にて倍率x40で観察し、デジタルカメラにて画像を保

存した。得られた画像を画像解析ソフトウエア Ado'bephotoshop CS3 

CAdobe Systems Inc.) の‘ものさしツール'を用いて、表皮層及び真皮層の

それぞれ 10ヶ所の長さを測定し、表皮層及び真皮層の厚さを求めた 10)。
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1-3-5 統計解析

数値データは、平均値土標準偏差として示した。有意差検定は、スチュー

デントト検定を使用した。 p< 0.05は、統計学的に有意であり p< 0.1は、

有意傾向であると判断した。

1-4 実験結果

1-4-1 へアレスマウスへの累積 UVB照射における皮膚表面評価

1-4-1-1 紅斑量

UVB照射 0""'10週間後での背中皮膚の外観変化を図 7に、紅斑変化を図 8

に示す。外観変化は、 UVB照射群では 2週間後以降背中全体に紅斑が観察

され、 8週間後以降は、皮膚が柔軟性を失い硬くなる変化が認められた。紅

斑量測定においては、UVB照射 2週間後まで急激に紅斑量は有意に上昇し、

以降はほぼ横ぱいに有意性を保ったまま推移した。
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UVB照射

10W 8W  6W  4 W  2W  OW  

7. UVB照射 0""'10週間後の背中皮膚の外観変化図

5匹中 l匹の 写真を示す。UVB照射群を 2週間ごとに 写真撮影。
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8. UVB照射 0""'10週間後の紅斑量変化図

週 l回の頻の Mexameterによりマルチプロープ式皮膚計測器 (MPA580)

UVB照射群:・5匹)。(UVB未照射群:5匹、度で、紅斑量を測定

Q，UVB未照射群 ;.， UVB照射群

*** p < 0.001; *本 p< 0.01; * p < 0.05; + P < 0.1 
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(TEWL) 経表皮水分蒸散量l剛 4但 1-2

9に示す。 1"-'10UVB照射 0"-'10週間後での背中皮膚の TEWL変化を、図

2 UVB未照射群とは有意な TEWLの上昇が見られた。週間の全てにおいて、

9週間後以降再び3"-'8週間後はやや低下するものの週間目で極大となり、

上昇した。
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9. UVB照射 0"-'10週間後の TEWL変化図

週 1回の頻の Tewameterによりマノレチプロープ式皮j脅計測器 (MPA580)

(TEWL)を測定 (UVB未照射群:5 iLC、 UVB照射群:度で経表皮水分蒸散

5匹)。

Q，UVB未照射群;.A， UVB照射群

*** p < 0.001;ネ*p<O.Ol;キpく 0.05;+ P < 0.1 
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1-4-1-3 角層水分量

UVB照射 0""'10週間後での背中皮膚の角層水分量変化を、毘 10に示す。

1""'10週間後の全てにおいて、 UVB未照射群とは有意な角層水分量の低下が

見られた。 2週間後で極小となり、 4""'5週開後はやや由復するものの 6週間

後以降再び低下した。
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本卒中
キ 牢本申

串本本卒中本 中本 牢牢牢

34567  

UVB照射期間(週)
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鴎 10.UVB照射 0""'10週間後の角層水分量変化

|二立|

マノレチプロープ式皮膚計測器 (MPA580) の Corneometerにより週 l回の頻

度で角層水分量を測定 (UVB未照射群:5匹、 UVB照射群:5匹)。

Q.UVB未照射群;...， UVB照射群

*** pく 0.001;*ネ p< 0.01; * P < 0.05; + P < 0.1 
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へアレスマウスへの累積 UVB照射における皮膚物理的特性評価1-4-2 

11に示UVB照射 6'"10週間後の背中皮膚の柔軟性・弾力性の変化を、図

柔軟性・弾力性の再方において 9週間後以蜂で低下が見られた。す。
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0.2 (2)
起
訴
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7 6 

弾力性
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(
円
以
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製
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器

0.4 

0.2 

0 

5 10 9 8 

UVB照射期間(週)
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11. UVB照射 6'"10週間後の背中皮膚の柔軟性・弾力性の変化密

適 I回の頻の Cutometerにより、マノレチプロープ式皮膚計測器 (MPA580)

UVB照、射群:5匹)。(UVB未照射群:5匹、度で柔軟性・弾力性を測定

O，UVB未照射群;...， UVB照射群

*** p < 0.001; *ネ pく O.Ol;*pく 0.05;+ P < 0.1 
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ト4-3 へアレスマウスへの累積 UVB照射における皮膚内部評価

1-4-3-1 酸可溶性コラーゲン定量

コラーゲンは、真皮の主要な構成タンパク質であり、 3重らせん構造で分

子量は約 26万である 33)。線維芽細胞により産生され、コラーゲン同士会合

し線維化が起こり成熟していく。線維化する前の未成熟なコラーゲンは酸可

溶性を示し、成熟が進むと不溶性となる。すなわち酸可溶性コラーゲン量は、

コラーゲン産生能を反映する。

10遣問の UVB照射終了後の皮膚組織を採取して、粉末乾燥化した背中皮

膚中の酸可溶性コラーゲン量瀦定結果を図 12に示す。 UVB照射により、酸

可溶性コラーゲン量が低下する傾向 (p<O.l)が認められた。すなわち、 UVB

照射により、真皮コラーゲン産生能が低下し、コラーゲンの老化が進行する

ことを示唆する。
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図 12.UVB照、射 10週間後の背中皮膚(乾燥)の酸可溶性コラーゲン比率

採取した背中皮膚組織 (UVB未照射群:5匹、 UVB照射群:5匹)を液体

窒素中で凍結させ、細胞破砕装置(オートミノレ TK-AM5)により粉砕 (1200

rpm， 4 min) して凍結乾操した。凍結乾燥背中皮膚粉末 3mgに 0.5M 酢酸

(プロテアーゼインヒゼター含有)を 1mL加え、4
0

Cにて 24時間撹持した。

撹持後、遠心分離 (12，000rpm， 20 min) を行い、上清部(酸可溶性コラー

ゲン抽出液)を採取した。酸可溶性コラーゲン定量キット (SircolSoluble 

Collagen Assay) を用いて、マニュアノレに基づき、上記酸可溶性コラーゲン

抽出液のコラーゲン量を測定した。

-UVB， UVB未用、射群; +UVB， UVB照射群

*** pく 0.001;** P < 0.01; * pく 0.05;+ P < 0.1 

25 



ト4-3-2 表皮・真皮肥厚測定

10週間の UVB照射終了後の背中皮膚の表皮・真皮の組織観察を図 13、

表皮・真皮の厚さ測定結果を表 lに示す。 UVB照射により、表皮及び真皮

の著しい肥厚が観察された。

UVB未照射

表皮

200μm 

UVB照射
. 4・・圃・・・・白圃-且a .

・ ョ.. 開・圃 -ーと温--司""'"'"，・o#，.~‘刊と J叫， 、 、~_.

M ~".r璽].忠夫と村明

200μm 

図 13.UVB照射 10週間後の背中皮膚断面 (H&E染色)

ホルマリン固定された組織切片 (UVB未照射群:5匹、 UVB照射群:5匹)

を取り出し、自動パラフィン固定装置 tissueprocessorにより パラフィン浸

透を 行い 、パ ラフ ィン 包埋装置 (THERMAL CONSOLE、 DISRENSING

CONSOLE、CRYOCONSOLE) を用いて、 パラフィン包埋ブロックを作成し

た。専用のパラフィン切片転写用フィルムを用いる川本法 50) を用いてミク

ロトームにより組織切片を作成し、 H&E染色後、光学顕微鏡にて倍率x40

で観察し、デジタルカメラにて撮影した (bar= 200μm)。
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表 1.UVB照射 10週間後の表皮及び真皮の厚さ測定

H&E染色された組織切片の画像 (UVB未照射群:5匹、 UVB照射群:5匹)

を画像解析ソフトウエア Adobephotoshop CS3の‘ものさしツール'を用い

て、表皮層及び真皮層のそれぞれ 10ヶ所の長さを測定し、表皮層及び真皮

層の厚さを求めた 10)。

UVB 表皮 真皮

照射 厚さ (μm) t-検定 厚さ (μm) t -検定

18.8 + 3.0 292 + 28 
**企 士官士

+ 72.1 + 2.0 467 + 20 

村吉，p<0.Q01 

1-5 考察

UVB誘導皮膚老化モデ、ノレマウス評価系の構築のため、雄へアレスマウス

Hr-/Kudに 10週間の累積 UVB照射を行い、経時での皮膚表面及び皮膚内部

への影響を評価した。

皮膚表面において、紅斑量の上昇は過剰な炎症反応を反映し、 TEWLの上

昇は表皮バリア機能低下を示し 51，52)、角層水分量の低下は皮膚の乾燥が進む

ことを意味する。これら紅斑、 TEWLおよび角層水分量は、いずれも同様な

挙動を示し 2週間後で大きな変化を示した。皮膚表面は、直接 UVが照射す

ることから影響を受けやすく、結果より炎症反応→表皮ノ〈リアの崩壊→乾燥

の流れで皮膚に悪影響を与えていることが示唆された。 2週間後以降は、い

ずれの評価もやや回復するが、 TEWLと角層水分量は、 7"'9週間後以降で再
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び悪化した。皮膚の修復機能により一旦良化するが、繰り返される UVB照

射により修復が間に合わなくなり再び悪化するものと思われる。

皮膚内部において、皮膚内部の物理的特性を反映する皮膚柔軟性・弾力性

は、表皮と比べて UVBの影響は遅いが、 9週間後で有意な柔軟性の低下及

び弾力性の低下傾向が見られた。繰返し UVB照射は、確実に皮膚内部に到

達し、皮膚老化を起こすことが確認された。 UVB照射 10週間後において、

UVB照射により酸可溶性コラーゲン量の低下、すなわちコラーゲンの老化

が進行することを確認し、著しい表皮及び真皮の肥厚が観察された。このコ

ラーゲンの老化及び表皮・真皮の肥厚は、皮膚組織を硬直化させ、しわが発

生する原因となる。このように、 5回/週の頻度で 10週間程度の UVB照射

は、皮膚表面及び内部に影響を及ぼし、皮膚老化を再現することができた。

以上より、 UVB誘導皮膚老化モデ、ルマウス評価系での繰返し UVB照射条

件は、 1週間目を 60mJ/cm2、2週間目以降を 120mJ/cm2とし、 5回/週の頻

度で 10週間(総照射量=5.7 J/cm2) あるいは 6回/週の頻度で 8週間(総照

射量 =5.4 J/cm2
) に設定した。
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第 2章 鮭鼻軟骨抽出物 (SalmonNasal Cartilage Extracts: SNCE) の経口投

与による皮膚抗老化評価

2-1 緒言

2007年に、弘前大学教育学部 加藤陽治教授が開発した鮭鼻軟骨抽出物

(Salmon Nasal Cartilage Extracts: SNCE) は、鮭鼻軟骨からタンパク変性剤

や酸・アルカリあるいは酵素などの抽出を用いない低コスト調製法であり、

粗精製ながら、プロテオグリカンを豊富に含み、プロテオグリカン本来の構

造を保持している特徴がある。製造方法として、まず鮭鼻軟骨脱脂粉末を調

製し、鮭鼻軟骨脱脂粉末を水抽出して SNCEを得た。鮭鼻軟骨脱脂粉末は、

加藤研究室で調製されたものを恵与していただき使用した。鮭鼻軟骨脱脂粉

末の製造手順を下記に示す。

<鮭鼻軟骨脱脂粉末調製方法>

①鮭頭部をスライスし、鮭鼻軟骨を取り出す。

②鮭鼻軟骨をコンパクトチョッパー MKBC・22 (増幸産業(株))を用いて

3 mm角のミンチに粉砕。

③粉砕された鮭鼻軟骨 100gに蒸留水 200gを加え、均一に分散するまで撹

枠し、遠心分離 (8ラ000rpm、30min、4
0

C)。

④残濯を取り出し、再度蒸留水 200gを加え、均一に分散するまで撹梓し、

遠心分離 (8，000rpm、30min、4
0

C)。

29 



⑤回収した残澄を凍結乾燥し、粉砕機 MKA-2J(スクリーンメッシュ:0.7 

mm) (増幸産業(株))を用いて粉末化。

⑥粉末化された残澄に対し、 10倍量のエタノールを加え、均一撹持後遠心

分離 (3，000rpm、15min、室温)し、残濯を回収。この操作を 2回繰り

返す。【脱脂工程】

⑦脱脂後風乾し、鮭鼻軟骨脱脂粉末を得る。

本章においては、第 l章に記載した UVB誘導皮膚老化モデルマウス評価

系を用いて、 SNCEの経口投与による皮膚抗老化効果を評価した。皮膚表面

評価として、紅斑量、 TEWL、角層水分量、皮膚内部評価として表皮・真皮

肥厚を評価した。また、近年、健康食品あるいは美容食品に応用されている

素材としてヒアルロン酸及びコンドロイチン硫酸を対照サンプルとして比

較評価を行ない、 SNCEの摂取量違いについても評価した。

2-2 実験材料と器具

2-2-1 SNCEの調製

鮭鼻軟骨脱脂粉末(弘前大学教育学部 加藤陽治教授より恵与)、マグネ

ット式スターラーSR100(アドパンテック東洋(株))、冷却遠心分離機 SCR205

(日立工機(株)、真空乾燥機 VC-360 (タイテック(株)) 

2-2-2 ゲルろ過カラムクロマトグラフィー

ゲノレろ過クロマトグラフィー用担体 SepharoseCL-2B (GE Healthcare 

Bio-Sciences AB)、カラム(エコノカラム φ1x 50 cm) (バイオラッドラボラ

トリーズ(株))、低圧クロマトグラフィーシステム BioLogicLP (バイオラ
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ッドラボラトリーズ(株))、フラクションコレクターBioLogicBiofrac (バイ

オラッドラボラトリーズ(株))、リン酸二水素ナトリウム・二水和物(特級

試薬) (ナカライテスク(株))、リン酸水素二ナトリウム・無水(特級試薬)

(和光純薬工業(株))、塩化ナトリウム(試薬特級) (ナカライテスク(株)) 

2・2-3 グルクロン酸測定(カルパゾール硫酸法)

カノレパゾール(試薬一級) (和光純薬工業(株))、四ほう酸ナトリウム十

水和物(試薬特級) (ナカライテスク(株))、 D-グルクロン酸(試薬特級)

(ナカライテスク(株))、メタノール(試薬特級)(ナカライテスク(株))、

濃硫酸(試薬特級) (ナカライテスク(株))、ガラス試験管、 96・wellマルチ

プレート(旭硝子(株))、マイクロプレートリーダー iMARK(バイオラッ

ドラボラトリーズ(株)) 

2-2-4 比較試料と試料の強制経口投与

ヒアルロン酸((株)中原)、コンドロイチン硫酸(サケ PG-20) ((株)マ

ルハニチロ) (賦形剤としてデキストリン 50%を含む)、胃ゾンデ

2-2-5 へアレスマウスへの UVB照射

r 1-2-1 へアレスマウスへの UVB照射Jに記載のとおり。

2・2-6 皮膚表面評価(紅斑、 TEWL、角層水分量)

r 1-2-3 へアレスマウスへの累積 UVB照射における皮膚表面評価j に記

載のとおり。
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2・2-7 皮膚内部評価(表皮・真皮肥厚)

r 1・2-4-2 表皮・真皮肥厚測定」に記載のとおり。

2-3 実験方法

2・3・1 SNCEの調製

鮭鼻軟骨脱脂粉末(弘前大学教育学部 加藤教授より恵与)が 2%となる

よう蒸留水を加え、マグネット式スターラーで 30分間撹祥後、遠心分離

(15，000 rpm、30min、4
0

C) し、上清を回収し凍結乾燥して SNCEを得た。

2-3-2 ゲルろ過カラムクロマトグラフィー

予め、 0.2M 塩化ナトリウムを含む 0.1M リン酸緩衝液 (pH7.1) (以下、

0.1 M リン酸緩衝液と略す)を調製する。ゲ、ルろ過クロマトグラフィー用担

体 SepharoseCL-2Bをカラム(エコノカラム φ1x 50 cm) に 48cmの高さに

充填し、低圧クロマトグラフィーシステム BioLogicLPにセットし、 0.1M 

リン酸緩衝液で平衡化する。 4mgの SNCEあるいは 8mgのコンドロイチン

硫酸(サケ PG司 20) を 1mlの 0.1M リン酸緩衝液に溶解し、 SepharoseCL・2B

カラムにアプライして、 0.15 mLlminの流速で溶出し、フラクションコレク

ターBioLogicBiofracにより 1mLずつフラクションを採取した。ゲルろ過カ

ラムクロマトグラフィーは 40Cで実行した。

2-3-3 グルクロン酸測定(カルパゾール硫酸法) 53，54) 

予め、四ほう酸ナトリウム十水和物 0.95gを濃硫酸 100mLに溶解させた

試薬 (A) と、カルバゾーノレ 125mgをメタノールに溶解させた試薬 (B) を

調製する。試薬 (A) 1.0 mLを試験管にとり氷冷する。これに試料 200μL
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を静かに重層し、室温以上にならないように水冷しながらよく混ぜる。ガラ

ス球(ビー玉)を試験管の口に載せてふたをし、沸騰湯浴中で 10分間加熱

し、その後室温まで水冷する。これに試薬 (B) を 40μL加えて混合し、さ

らに 15分間沸騰湯浴中で加熱する。室温まで水冷し、 200μLを 96・wellマ

ルチプレートに移し、マイクロプレートリーダーにより 530nmで吸光度を

測定する。ブランクは蒸留水 40μLを用いる。同時に D・グ、ノレクロン酸を用い

て検量線を作成し、試料中のグノレクロン酸量を求める。

2-3-4 経口投与及び UVB照射

2-3-4-1 実験① ヒアルロン酸との比較評価

試験群は、 l群 6匹を Iケージに入れ、計 4ケージとした(表 2)。

表 2. 実験① 試験群

試験試料

蒸留水(コントロール)

蒸留水(コントロール)

SNCE 

ヒアルロン酸 (HA)

摂取量 UVB照射
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へアレスマウス Hr-/Kudは、 6適齢を購入し 1週間の予備飼育の後、胃ゾ

ンデを用いて 5回/週の頻度で試験終了まで経口投与を続けた。 SNCE及びヒ

アルロン酸の 1日あたりの投与量は、 3.5mgとし、 0.5mLの蒸留水に溶かし

て経口投与した。コントローノレ群 (UVB未照射群及び UVB照射群)は、蒸

留水 0.5mLを経口投与した。 UVB照射は、経口投与 5週目より開始した。
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最初の 1週間は 60mJ/cm2 (1MED)、2週間目以降は 120mJ/cm2 (2MED) と

し、 5回/週の頻度で計 10週間照射した(図 14)。実験動物飼育室内は、 12 時

間の明暗サイクルで、 22土2
0Cの温度環境であり、餌(実験動物用飼料 MF(オ

リエンタル酵母工業(株)) )及び水は自由に摂取させた。

lW 2W  3W  4W I5W  6W :7W  :8W 9W  lOW:llW:J2W:13W:J4W  

-ーー四国一四回目}一回一」ー-_.~ーー戸田園田} : : e : 』ーー]園田A
ゾンデによる強制経口投与 (5田/週)3.5 mg/ 0.5 mL/ day 

UVB照射 (5回/週)

数字は、 1回当たり照射量 (mJ/cm2)

総照射量 5.7J/cm2 

図 14.実験① 経口投与及び UVB照射スケジュール

2・3・4・2 実験② SNCEの摂取量違い及びコンドロイチン硫酸との比較

評価

試験群は、 l群 6匹を 1ケージに入れ、計 6ケージとした(表 3)。

表 3. 実験② 試験群

試験試料

蒸留水(コントロール)

蒸留水(コントロール)
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摂取量 UVB照射
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へアレスマウス Hr・/Kudは、 6週齢を購入し 1週間の予備飼育の後、胃ゾ

ンデを用いて 6回/週の頻度で試験終了まで経口投与を続けた。 SNCEの 1日

あたりの投与量は、 3.5mg、0.875mg、0.175mgの 3つの投与量違いとし、

コンドロイチン硫酸の 1日あたりの投与量は 3.5mgとして、それぞれ 0.5mL 

の蒸留水に溶かして経口投与した。なお、コンドロイチン硫酸(マルハ PG・20)

は、デキストリンが 50%含有されているため、マルハ PG-207.0 mgを 0.5mL 

に溶かして調製した。コントロール (UVB未照射群及び UVB照射群)は、

蒸留水 0.5mLを経口投与した。 UVB照射は、経口投与 4週間目より開始し

た。 1日あたりの UVB照射量として、最初の 1週間は 60mJ/cm2 (1MED)、

2週間目以降は 120mJ/cm2 (2MED) とし、 5回/週の頻度で計 8週間照射し

た(図 15)。実験動物飼育室内は、 12 時間の明暗サイクルで、 22土2
0Cの温

度環境であり、餌(実験動物用飼料 MF (オリエンタル酵母工業(株)) )及

び水は自由に摂取させた。

lW 2 W  3 W  14W  5W  6W  7W  8W  9W  lOW ll ~ 
ゾンデによる強制経口投与 (6回/週) 司

lW 2W  3W  4W  5W  6W  7W  

UVB照射 (6回/週)I 60 120 

数字は、 1回当たり照射量(mJ/cm2)

総照射量 5.4J/cm2 

図 15. 実験② 経口投与及び UVB照射スケジュール
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2-3・5 皮膚表面評価(紅斑、 TEWL、角層水分量)

「ト3-2 へアレスマウスへの累積 UVB照射における皮膚表面評価」に記

載のとおり。

2-3-6 皮膚内部評価(表皮・真皮肥厚)

繰返し UVB照射終了後に、背部の皮膚組織採取を行った。ジエチルエー

テルを充満させたデシケーターにマウスを入れ、動かなくなったら取り出し、

水を含んだ脱脂綿で背中皮膚を 1回拭き、水を含まない脱脂綿で 1回拭いた。

解剖用ハサミで、背部下半分の中央部 3"-'4mm幅の四角形状に 4ヶ所採取

し、ホルマリン固定液の入った 10mL容パイアノレピンに入れて、ホルマリン

固定を行った。

以降は r1・3-4-3 表皮・真皮肥厚測定」の記載のとおり

2-3・7 統計解析

数値データは、平均値士標準偏差として示した。有意差検定は、スチュー

デントト検定を使用した。 p< 0.05は、統計学的に有意であり p< 0.1は、

有意傾向であると判断した。

2-4 実験結果

2-4-1 ゲルろ過カラムクロマトグラフィー

鮭鼻軟骨プロテオグリカンの糖鎖はコンドロイチン硫酸であり、コンドロ

イチン硫酸はグルクロン酸と N-アセチノレーDーガラクトサミンの 2糖が反復

する糖鎖に硫酸が結合した構造を持ことから、グルクロン酸量は、コンドロ

イチン硫酸量あるいはプロテオグリカン量を反映する。カルパゾール硫酸法
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53，54)により、 SNCEのグルクロン酸量を測定した結果、 20.8%であった。公益

財団法人 日本健康・栄養食品協会が定めた試験法によれば、グルクロン酸

量に係数 2.593を乗ずるとコンドロイチン硫酸量が算出される 55)ことから、

SNCEは、 54%のコンドロイチン硫酸を含むことが分かった。

次に、 SNCE及びコンドロイチン硫酸のゲ、ルろ過カラムクロマトグラフィ

ーによって得られたそれぞれのフラクション (1mL)のグルクロン酸濃度を、

カルパゾール硫酸法により測定した。 SNCE及びコンドロイチン硫酸のゲ、ル

ろ過カラムクロマトグラムを図 16に示す。使用した SepharoseCL-2Bの分

画範囲は、デキストランの場合 100，000-----20，000，000の分子量範囲である。

SNCEのグルクロン酸量で示された分子量分布は、ボイドボリューム (Vo)

付近に偏っており、コンドロイチン硫酸の分子量分布と比較して、圧倒的に

分子量が高い割合が多い。このことから、 SNCE中の 54%を占めるコンドロ

イチン硫酸のほとんどは、アグリカンを構成していることが示唆される向。
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図 16.SNCE及びコンドロイチン硫酸のゲルろ過カラムクロマトグラム(上

段、 SNCE;下段、コンドロイチン硫酸)

カラム : Sepharose CL・2B (φ1 x 48 cm) 

: 0.2 M塩化ナトリウムを含む O.IMリン酸緩衝液 (pH7.1) 

量与供

媒

料

速

溶

試

流 : 4 mg 

: 0.15 mLlmin 

フラクション 16 mL 

Vo， void volume ， Vi， inner volume 
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ヒアルロン酸との比較評価実験①2-4-2 

皮膚表面評価2-4-2-1 

皮膚表面評価として、 UVB照射 7週間後と 10週間後の紅斑量測定、 TEWL

測定及び角層水分量測定を行なった。

17に示す。 SNCEは UVB照射 7週間後において、 UVB紅斑量の結果を図

ヒアルロン酸は、

，DVB照射 10W、

10週間のいずれも増加の抑制は見られなかった。

，DVB照射 7W、

照射による紅斑の増加を抑制する有意傾向が認められた。

未照射

UVB照射 7週間、

未照射
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召
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ω
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主
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+UVB 

SNCE 

+UVB 

Contro1 

+UVB 
Contro1 

-UVB 

。
HA 
+UVB 

SNCE 

+UVB 
Contro1 

+UVB 

Con廿01

-UVB 

。

10週間後の紅斑量測定17. UVB照射 7週間後、図

の Mexameterにより、 UVB照射 7マノレチプロープ式皮膚計測器 (MPA580)

(各試験群:6匹)。10週間後の紅斑量を測定週間後、

ヒアルロン酸;コントロール;SNCE，鮭鼻軟骨抽出物;HA，Control， 

+UVB， UVB照射

*** pく 0.001;** pく 0.01;* p < 0.05; + P < 0.1 
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UVB照射 10週間後において、UVB18に示す。 SNCEはTEWLの結果を図

UVB照射 7週ヒアルロン酸は、

10週間後のいずれも増加の抑制は見られなかった。

照射による TEWL増加を有意に抑制した。

間後、

rUVB照射 10W、来照射rUVB照射 7W，未照射
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+UVB 
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10週間後の TEWL測定18. UVB照射 7週間後、図

により、 UVB照射 7の Tewameterマルチプロープ式皮膚計測器 (MPA580)

10週間後の紅斑量を測定(各試験群:6匹)。週間後、

ヒアルロン酸;コントローノレ;SNCE，鮭鼻軟骨抽出物， HA， Control， 

+UVB， UVB照射

*** pく O.OOI;**pく 0.01;* p < 0.05; + Pく 0.1
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10週間のいずれにUVB照射 7週間、19に示す。角層水分量の結果を図

UVB照射による角層水分量の低ヒアルロン酸の両方共、おいても、

下を抑制する効果は認められなかった。

未照射 ，UYB照射7W，

SNCE、

，UVB照射 10W，未照射
80 80 
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Control 

+UVB 

Control 

-UVB 

。
HA 

+UVB 

SNCE 

+UVB 

Control 

+UVB 

Control 

-UVB 

。

10週間後の角層水分量測定19. UVB照射 7週間後、図

の Corneometer により、 UVB照射マルチプロープ式皮膚計測器 (MPA580)

(各試験群:6匹)。10週間後の紅斑量を測定7週間後、

ヒアノレロン酸;コントローノレ;SNCE，鮭鼻軟骨抽出物， HA， Control， 

+UVB， UVB照射

*** pく 0.001;** P < 0.01; * Pく 0.05;+ Pく 0.1
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2-4-2-2 皮膚内部評価(表皮・真皮肥厚)

皮膚内部評価として、 UVB照射 10週間後の表皮・真皮の厚さを測定し肥

厚を評価した。背中皮膚断面の H&E染色写真を図 20、表皮及び真皮の厚さ

測定結果を図 21に示す。 SNCEは、表皮においては有意ではないが、 UVB

照射による肥厚を抑制する傾向があると思われる。真皮においては、肥厚を

有意に抑制した。ヒアルロン酸は、表皮、真皮の両方で有意差はないが、肥

厚を抑制する傾向があると思われた。
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Control-UVB 

SNCE+UVB 

Control + UVB 
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白書-沼海1[
HA+UVB 
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図 20.UVB照射 10週間後の背中皮膚断面 (H&E染色)

ホノレマリン固定された組織切片(各試験群 :6匹)を取り 出 し、自動パラフ

イン固定装置 tIssueprocessorによりパラフィン浸透を行い、パラフィン包

埋装置 (THERMAL CONSOLE、DISRENSINGCONSOLE、CRYOCONSOLE) 

を用いて、パラフイン包埋ブロックを 作成した。専用 のパラフィン切片転

写用 フィルムを 用いる 川本法 50)を用いてミクロト ームにより組織切片 を作

成し、 H&E染色後 、光学顕微鏡にて倍率x40で観 察し 、デジタルカメラに

て撮影した (bar= 200μm)。

Control，コン トロール;SNCE，鮭鼻軟骨抽出物，HA，ヒアルロン酸;

-UVB， UVB米照射; +UVB， UVB照射

*** p < 0.001; ** pく O.OI;*pく 0.05;+ Pく 0.1
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真皮厚さ表皮厚さ
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21. UVB照射 10週間後の表皮及び真皮の厚さ測定図

画像解析ソフトウエをH&E染色された組織切片の画像(各試験群:6匹)

を用いて、表皮層及び真皮層‘ものさしツーノレ'ア Adobephotoshop CS3の

のそれぞれ 10ヶ所の長さを測定し、表皮層及び真皮層の厚さを求めた 10)。

ヒアノレロン酸;コントローノレ;SNCE，鮭鼻軟骨抽出物， HA， Control， 

+UVB， UVB照射

*** pく 0.001;キ*p<0.01;*pく 0.05;+ Pく 0.1

-UVB， UVB未照射;

の摂取量違い及びコンドロイチン硫酸との比較評SNCE 実験②

価

2-4・3

皮膚表面評価2-4-3-1 

TEWL 皮膚表面評価として、 UVB照射 4週間後と 8週間後の紅斑量測定、

濃UVB照射 4週間後において、

測定及び角層水分量測定を行なった。

SNCE I士、
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22に示す。紅斑量の結果を図



0.875 mg/dayで有意に UVB照射による紅斑量3.5、度依存的に効果が高く、

も有意な抑制効果をmg/day) コンドロイチン硫酸 (3.5の増加を抑制した。

示した。 UVB照射 8週間後は、 SNCE、CSのいずれも抑制効果は見られなか

った 56)。
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8週間後の紅斑量測定22. UVB照射 4週間後、図

UVB照射 4の Mexameterにより、マルチプロープ式皮膚計測器 (MPA580)

(各試験群:6匹)。8週間後の紅斑量を測定週間後、

コンドロイチン硫酸;コントロール;SNCE，鮭鼻軟骨抽出物， CS， Control， 

+UVB， UVB照射

*** pく 0.001;** pく 0.01;* p < 0.05; + Pく 0.1
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8週間の両方UVB照射 4週間とSNCE は、23に示す。TEWLの結果を図

mg/dayで UVB照射による TEWL0.175 3.5、濃度依存性はなく、において、

UVB照射は、コンドロイチン硫酸 (3.5mg/day) 

4週間及び 8週間で有意な抑制効果は示さなかった 56)。

の増加を有意に抑制した。
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8週間後の TEWL測定23. UVB照射 4週間後、図

により、 UVB照射 4の Tewameterマルチプロープ式皮膚計測器 (MPA580)

8週間後の紅斑量を測定(各試験群:6匹)。週間後、

コンドロイチン硫酸;コントロール;SNCE，鮭鼻軟骨抽出物， CS， Control， 

+UVB， UVB照射

*** pく 0.001;** p < 0.01; * p < 0.05; + Pく 0.1
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角層水分量の結果を図 24に示す。 SNCEは、UVB照射 4週間後において、

3.5 mg/dayのみ UVB照射による角層水分量低下を有意に抑制した。コンド

ロイチン硫酸 (3.5mg/day) に抑制効果は見られなかった 56)。
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図 24.UVB照射 4週間後、 8週間後の角層水分量測定

マノレチプロープ式皮膚計測器 (MPA580) の Corneometer により、 UVB照

射 4週間後、 8週間後の紅斑量を測定(各試験群:6匹)。

Control，コントロール;SNCE，鮭鼻軟骨抽出物， CS，コンドロイチン硫酸;

-UVB， UVB未照射; +UVB， UVB照射

*** p < 0.001; ** Pく 0.01;* P < 0.05; + Pく 0.1
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2-4-3-2 皮膚内部評価(表皮・真皮肥厚)

皮膚内部評価として、 UVB照射 8週間後の表皮・真皮の厚さを測定し肥

厚を評価した。

背中皮膚断面の H&E染色写真を図 25、表皮及び真皮の厚さ測定結果を図

26に示す。 SNCEは濃度依存性はなく、 3.5、0.875、0.175mg/dayのいずれ

も UVB照射による表皮及び真皮の肥厚を有意に抑制した。コンドロイチン

硫酸 (3.5mg/day) は、表皮、真皮のいずれも肥厚抑制効果は認められなか

った 56)。
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Control -UVB Control + UVB SNCE (3.5 mg) + UVB 

200μm 

図 25.UVB照射 8週間後の背中皮膚断面 (H&E染色)

ホノレマリン固定された組織切片(各試験群:6匹)を取り出し、自動ノ号ラフ

イン固定装置 tissueprocessorによりパラフィン浸透を行い、パラフィン包

埋装置 (THERMALCONSOLE、DISRENSINGCONSOLE、CRYOCONSOLE) 

を用いて、パラフィン包埋ブロックを作成した。 専用のパラフィン切片転

写用フィルムを用いる川|本法 50)を用いてミクロトームにより組織切片を作

成し、 H&E染色後、光学顕微鏡にて倍率x40で観察し、デジタルカメラに

て撮影した (bar=200μm)。

Control，コントロール;SNCE，鮭鼻軟骨抽出物， CS，コンドロイチン硫酸;

-UVB， UVB未照射ラ +UVB，UVB照射
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26. UVB照射 8週間後の表皮及び真皮の厚さ測定図

画像解析ソフトウエをH&E染色された組織切片の画像(各試験群 :6匹)

を用いて、表皮層及び真皮層‘ものさしツール'ア Adobephotoshop CS3の

表皮層及び真皮層の厚さを求めた 10)。のそれぞれ 10ヶ所の長さを測定し、

コンドロイチン硫酸;コントロール;SNCE，鮭鼻軟骨抽出物， CS， Control， 

+UVB， UVB照射

**ネ pく 0.001;** Pく 0.01;* Pく 0.05;+ P < 0.1 
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2・5 考察

SNCEのゲ、ルろ過カラムクロマトグラフィーの結果、 SNCEは分子量が高

いプロテオグリカンが約 54%含有されていることを確認した。 SNCEの製造

工程は、タンパク変性剤や酸、アルカリあるいは酵素を全く使用しないため、

SNCEに豊富に含まれるプロテオグリカンは、分解を受けない本来の構造を

維持していることが示唆される。

この SNCEの経口摂取による効果を、近年美容食品に汎用されているヒア

ルロン酸及びコンドロイチン硫酸との比較評価を、 UVB誘導皮膚老化モデ

ルマウス評価系において経口投与試験により行なった。 SNCEの経口投与は、

2回の評価を通して、皮膚表面における紅斑抑制効果・表皮バリア崩壊抑制

効果・角層水分量低下抑制効果が認められ、皮膚内部においては表皮・真皮

の肥厚抑制効果が認められ、皮膚老化抑制効果を再現性良く実証した。また、

マウス経口投与試験の摂取量としては、通常数 mg/day以上であるが、 SNCE

は 0.175mg/dayの摂取量においても優れた表皮バリア崩壊抑制と表皮・真皮

肥厚抑制効果を発揮した。一方、ヒアルロン酸やコンドロイチン硫酸は、一

部評価で UVB照射による影響を抑制する傾向が見られたが、 SNCEと比べ

て UVB照射による皮膚老化を抑制する効果は小さかった。本結果より、

SNCEは UV照射による光老化を効果的に抑制する美容食品への応用が期待

される。

しかしながら、 SNCEはプロテオグリカン以外の成分が半分近く含まれて

おり、示された皮膚抗老化作用はプロテオグリカンによる・ものと断定できな

い。そこで、 SNCEからプロテオグリカンを分画し、得られたプロテオグリ

カン画分を用いて、再度 UVB誘導皮膚老化モデルマワス評価系での経口投

与試験を行なうこととした。
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第 3章 SNCEから分画した分子量別プロテオグリカン画分の経口投与によ

る皮膚抗老化評価

3-1 緒言

プロテオグリカンの分画方法としては、プロテオグリカンの糖鎖部分(コ

ンドロイチン硫酸)の硫酸基の存在による、強い負電荷を利用したイオン交

換カラムクロマトグラフィーが有効である。溶媒として 7 M尿素緩衝液を用

いてプロテオグリカンを非会合状態とし、同溶媒中の塩化ナトリウムの直線

勾配で溶離すると、塩化ナトリウム濃度 0.1M でタンパク質、 0.2M でヒア

ルロン酸、 0.35M でへパラン硫酸プロテオグリカン、 0.5M でコンドロイチ

ン硫酸プロテオグリカンの順で溶離される 57.59)。鮭鼻軟骨プロテオグリカ

ンは、コンドロイチン硫酸プロテオグリカンであるので、塩化ナトリウム濃

度 0.5M のフラクションを採取することでプロテオグリカンが分画される。

また、 SNCEのグルクロン酸(プロテオグリカン量を反映)の分子量分布(図

16 上段)は幅広く複数ピークが存在する。そのため、分画したプロテオグ

リカンをさらにゲ、ルろ過カラムクロマトグラフィーにより、分子量別に分画

することとした。 UVB誘導皮膚老化モデ、ノレマウス評価系において、得られ

た分子量別プロテオグリカン画分の経口投与試験を行い、 SNCEの皮膚抗老

化効果の活性成分を探索した。

3-2 実験材料と器具

3-2-1 グルクロン酸測定(カルパゾーノレ硫酸法)

r 2-2-3 グルクロン酸測定(カノレパゾール硫酸法)Jに記載のとおり。
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3・2・2 デキストラン測定(フェノール硫酸法)

フェノール(試薬特級) (ナカライテスク(株))、濃硫酸(試薬特級) (ナ

カライテスク(株))、 96・wellマルチプレート(旭硝子(株))、マイクロプ

レートリーダーiMARK(バイオラッドラボラトリーズ(株)) 

3-2-3 SNCEからの分子量別プロテオグリカンの分画(イオン交換カラム

クロマトグラフィ一、ゲルろ過カラムクロマトグラフィー)

イオン交換カラムクロマトグラフィー用担体 DEAE Sephacel (GE 

Healthcare Bio-Sciences AB)、ゲルろ過クロマトグラフィー用担体 Sepharose

CL・2B(GE Healthcare Bio-Sciences AB)、カラム(エコノカラム φ5x 20 cm) 

(バイオラッドラボラトリーズ(株))、カラム(エコノカラム φ5x 50 cm) 

(バイオラッドラボラトリーズ(株))、低圧クロマトグラフィーシステム

BioLogic LP (バイオラッドラボラトリーズ(株))、フラクションコレクター

BioLogic Biofrac (バイオラッドラボラトリーズ(株))、尿素(特級試薬)(ナ

カライテスク(株))、トリス(ヒドロキシメチル)アミノメタン(特級試薬)

(ナカライテスク(株))、塩酸(特級試薬) (関東化学(株))、リン酸二水

素ナトリウム・二水和物(特級試薬) (ナカライテスク(株))、リン酸水素

二ナトリウム・無水(特級試薬) (和光純薬工業(株))、塩化ナトリウム(試

薬特級) (ナカライテスク(株))、デキストラン (Dextranfrom Leuconostoc 

mesenteroides、分子量 5，000，000-40，000，000) (Sigma Aldrich Co.)、デキス

トラン (DextranStandard 1，400，000 from Leuconostoc mesenteroides、分子量

1，400，000) (Sigma Aldrich co.)、デキストラン (DextranStaIldard 270，000 from 

Leuconostoc mesenteroides、分子量 270，000) (Sigma Aldrich Co.)、限外ろ過

装置 StirredUltrafiltration Cell 8400 (Millipore Corporation)、限外ろ過膜(Filter 

Code: PLGC、Dla:76 mm、NMWL:10，000) (Millipore Corporation)、真空乾
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燥機 VC・360 (タイテック(株)) 

3-2-4 へアレスマウスへの UVB照射

r 1・2・1 へアレスマウスへの UVB照射」に記載のとおり。

3-2-5 皮膚表面評価(紅斑、 TEWL、角層水分量)

r 1-2-3 へアレスマウスへの累積 UVB照射における皮膚表面評価」に記

載のとおり。

3-2-6 皮膚内部評価(表皮・真皮肥厚)

r 1-2-4-2 表皮・真皮肥厚測定Jに記載のとおり。

3-3 実験方法

3-3-1 グルクロン酸測定(カルパゾール硫酸法) 53，54) 

r 2-2-3 グルクロン酸測定(カノレパゾール硫酸法)Jに記載のとおり。

3-3-2 デキストラン測定(フェノール硫酸法) 54，60) 

予め、フェノール 5gを蒸留水に溶かして、 100mLとした 5%フェノール

水溶液を調製する。

試料 200μLを試験管にとり、 200μLの 5%フェノール水溶液を加えてよく

混合する。これに、 1mLの濃硫酸を加えよく混合する。室温に 30"""'40分放

置後、 200μLを 96-wellマルチプレートにとりマイクロプレートリーダーに

より 490nmで吸光度を測定する。

54 



3・3・3 SNCEからのプロテオグリカン分画(イオン交換カラムクロマトグ

ラフィー)

予め、下記の 2つの溶媒(移動相)を調製する。

<溶媒>

溶媒 A:7M尿素 -50mMトリス一塩酸緩衝液 CpH7.4) 

尿素 1，429.4gに蒸留水を加えて 3，315mLにメスアップして均一

溶解し、 2M トリス(ヒドロキシメチル)アミノメタン 85mLを

加え撹枠しながら塩酸を適量加え pH7.2に調整する。

溶媒 B:7M尿素 -50mMトリス一塩酸緩衝液 CpH7.4'， 0.75 M 塩化ナト

リウム含有)

尿素 1，429.4gと塩化ナトリウム 149.0gに蒸留水を加えて 3，315

mLにメスアップして均一溶解し、 2M トリス(ヒドロキシメチ

ノレ)アミノメタン 85mLを加え撹梓しながら塩酸を適量加え pH

7.2に調整する。

イオン交換カラムクロマトグラフィー用担体 DEAESephace1をカラム(エ

コノカラム φ5x 20 cm) に 15cmの高さで充填し、低圧クロマトグラフィ

ーシステム BioLogicLPにセットし、溶媒 Aで平衡化する。 200mgの SNCE

を溶媒 Aに溶解し、 DEAESephace1カラムにアプライして、溶媒の流速を 2

mLlminとし、 BioLogicLP システムの予めプログラムされた 2液混合モジュ

ールにより、溶出開始から 1120mLの溶出の聞に、溶媒 Bを 0・100% に直線
ーノ

勾配的に置換させ、溶媒中の塩化ナトリウム濃度を 0→0.75M に変化させ

た。また溶出の問、 BioLogicLPシステムの電気伝導度モジューノレにより常
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に電導度を測定し、クロマトグラム作成時に、予め測定した溶媒 A(塩化ナ

トリウム oM)と溶媒 B(塩化ナトリウム 0.75M)の電導度測定値に基づき、

電導度を塩化ナトリウムの濃度に変換した。溶出液は、フラクションコレク

ターBioLogicBiofracにより 16mLずつのフラクションとして採取した。イ

オン交換カラムクロマトグラフィーは、 4
0
Cで実行した。

<イオン交換カラムクロマトグラフィ一条件>

カラム : DEAE Sephacel (φ5cmxl5cm) 

溶媒 :7M尿素-5"0 mMトリス一塩酸緩衝液 (pH7.4) (NaCl: 

0→0.75 M) 

グラジエント条件

List Volume(ml) 

01 0 - 1120 

01 1120 - 1440 

B uffer 

0%溶媒 A→100%溶媒 B

溶媒 B

n
 

m
 

，，， m
 2.0 

2.0 

流速 : 2.0 mLlmin 

フラクション 16 mL 

イオン交換カラムクロマトグラフィー終了後、フラクション (16mL) 中

のグルクロン酸量をカルパゾール硫酸法 53，54) により測定した。

横軸にフラクション No.、縦軸にグルクロン酸と塩化ナトリウムの 2軸を

重ね合わせたクロマトグラムにおいて、塩化ナトリウム濃度 0.5M 付近のグ

ルクロン酸のピーク部分に相当するフラクションを集め、限外ろ過による脱

塩を行なった後凍結乾燥し、プロテオグリカン画分を得た。
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3-3-4 分子量別プロテオグリカン分画(ゲルろ過カラムクロマトグラフイ

分子量別に分画するため、分子量マーカーとして下記の 3つの分子量違い

デキストランを用意した。

<デキストラン分子量マーカー>

• D1 :デキストラン (Dextranfrom Leuconostoc mesenteroides、分子量

5，000，000 -40，000，000) (Sigma Aldrich Co.) 

• D2 :デキストラン (Dextran Standard 1，400，000 from Leuconostoc 

mesenteroides、分子量 1，400，000) (Sigma Aldrich Co.) 

. D3 :デキストラン (Dextran Standard 270，000 from Leuconostoc 

mesenteroides、分子量 270，000) (Sigma Aldrich Co.) 

予め、 0.2M塩化ナトリウムを含む 0.1M リン酸緩衝液 (pH7.1) (以下、

0.1 M リン酸緩衝液と略す)を調製する。ゲルろ過クロマトグラフィー用担

体 SepharoseCL・2Bをカラム(エコノカラム φ5x 50 cm) に 45cmの高さで

充填し、低圧クロマトグラフィーシステム BioLogicLPにセットし、 0.1M 

リン酸緩衝液で平衡化する。 150mgのプロテオグリカン画分、あるいは 50mg 

のデキストラン分子量マーカー (D1、D2，D3) を 20mlの 0.1M リン酸緩

衝液に溶かし、 SepharoseCL-2Bカラムにアプライして、 2.0mLlminの流速

で溶出し、フラクションコレクターBioLogicBiofracにより 16mLずつフラ

クションを採取した。ゲルろ過カラムクロマトグラフィ ι は、 40Cで実行し

た。
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<ゲルろ過クロマトグラフィ一条件>

カラム

溶媒

流速

: Sepharose CL-2B (φ5 x 45 cm) 

: 0.2M塩化ナトリウムを含む 0.1M リン酸緩衝液 (pH7.1) 

: 2.0 mLlmin 

フラクション:16 mL 

次に、プロテオグリカン画分の各フラクション No.の分子量を推定するた

め、 3つのデキストラン分子量マーカーそれぞれのフラクション中のデキス

トラン量をフェノール硫酸法 54，60)により測定し、検量線を作成した。手順

としてまず、 D1、D2、D3のそれぞれについて、横軸にフラクション No.、

縦軸にデキストラン量 (490nm吸光度)のクロマトグラムを作成した。最

も分子量が高い D1 (分子量 5，000，000-40，000，000) のクロマトグラムにお

いて、ボイドボリューム (Vo) に相当するフラクション No.を求め、これを

Sepharose CL-2Bのデキストラン分画範囲(100，000""'20，000，000) の上限で

ある分子量 20，000，000とした。 D2(分子量 1，400，000)、D3(分子量 270，000)

は、クロマトグラムの 2等分する位置のフラクション No.をそれぞれ分子量

1，400，000、270，000とした。このように求めた分子量 20，000，000、1，400，000、

並びに 270，000と、それに相当するフラクション No.から検量線を作成した。

プロテオグリカン画分のフラクション中のグルクロン酸量は、カルパゾー

ル硫酸法により測定した。横軸にフラクション No.、縦軸にグノレクロン酸の

クロマトグラムを作成し、グルクロン酸のピークごとにフヲクションを集め、

それぞれ限外ろ過による脱塩を行なった後凍結乾燥し、分子量別プロテオグ

リカン画分を得た。
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3・3・5 分子量別プロテオグリカン画分の経口投与及び UVB照射

試験群は、 l群 6匹で、 UVB未照射のコントロール、 UVB照射のコント

ロール、 UVB照射の SNCE経口投与群及び UVB照射の分子量別プロテオグ

リカン画分とした。

へアレスマウス Hr-/Kudは、 6週齢 を購入し 1週間 の予備飼育の後、胃ゾ

ンデを用いて 6 回/週の頻度で試験終了まで経口投与を続けた。第 2章の

SNCE経口投与の投与量違いでの結果、 0.175mg/day以上で効果を示した。

SNCEのプロテオグリカン含有量は約 54%であるため、プロテオグリカン量

としては約 0.1mg/dayである 。そこで、本実験での SNCE及び分子量別プロ

テオグリカン画分の l日あたりの投与量は、ブロテオグリカン量として 0.1

mgを含有する量とし、 0.5mLの蒸留水に溶かして経口投与した。 コントロ

ール (UVB未照射、 UVB照射)は、蒸留水 0.5mLを経口投与した。UVB

照射は、経口投与 4週間目より開始した。最初の 1週間は 60mJ/cm2 (lMED)、

2週間目以降は 120mJ/cm2 (2MED) とし、 6回/週の頻度で計 8週間照射し

た(図 27)。実験動物飼育室内は、 12 時間の明暗サイクルで、 22土2
0

Cの温

度環境であり、餌(実験動物用飼料 MF (オリエンタル酵母工業(株)) )及

び水は自由に摂取させた。

lW 2W 3W 14 4 こ二L三L二Lよ IOW 11 W 

ゾンデによる強制経口投与 (6回/週)

lW 2W 3W 4W 

UVB照射 (6回/週)I 60 
数字は、 1回当たり照射量(mJ/cm2)

総照射量 5.4J/cm2 

図 27. 経口投与及び UVB照射スケジュール
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3-3-6 皮膚表面評価(紅斑、 TEWL、角層水分量)

11-3-2 へアレスマウスへの累積 UVB照射における皮膚表面評価」に記

載のとおり。

3-3-7 皮膚内部評価(表皮・真皮肥厚)

12-3-6 皮膚内部評価(表皮・真皮肥厚)Jに記載のとおり。

3-3-8 統計解析

数値データは、平均値土標準偏差として示した。有意差検定は、スチュー

デントト検定を使用した。 pく 0.05は、統計学的に有意であり p< 0.1は、

有意傾向であると判断した。

3-4 実験結果

3・4・1 SNCEからのプロテオグリカン分画(イオン交換カラムクロマトグ

ラフィー)

SNCEのイオン交換カラムクロマトグラムを、図 28に示す。塩化ナトリ

ウム濃度 0.5M の位置に、単一のグノレクロン酸のピークが確認できた。すな

わち、このピークはコンドロイチン硫酸プロテオグリカンであることを示す。

このピークに相当するフラクションを集めて限外ろ過による脱塩を行なっ

た後、凍結乾燥し、プロテオグリカン画分を得た 61)。

へアレスマウスへの経口投与試験に用いる量を確保す石ため、上記のイオ

ン交換カラムクロマトグラフィーを 12回繰り返した。 SNCE2，400 mg (200 

mg x 12回)から 1085.5mgのプロテオグリカン画分が得られた。
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28. SNCEのイオン交換クロマトグラム図

: DEAE Sephacel (φ5 cm x15 cm) カラム

(pH 7.4) (NaCl: トリス一塩酸緩衝液: 7 M 尿素 50 mM  溶媒

0→0.75 M) 

: 200 mg 試料供与量

: 2.0 mLlmin 流速

-・，塩化ナトリウム濃度 (M)

回収したプロテオグリカンフラクション
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3-4-2 分子量別プロテオグリカン分画(ゲルろ過カラムクロマトグラフ

ィー)

イオン交換カラムクロマトグラフィーにより得られた、プロテオグリカン

画分のゲルろ過カラムクロマトグラムを図 29に示し、デキストラン分子量

マーカー (Dl、D2，D3) のゲ、ルろ過カラムクロマトグラフィーにより作成

された、フラクション No.と分子量の検量線を図 30に示す。

200 
Dex仕組 1，400，000

V。 Dextran 270，000 

140 PG-2 

'〈sEA 120 
PG・1 PG-3 

60 

40 

20 

。
。10 20 30 40 50 60 70 80 

Fraction No. 

図 29. プロテオグリカン画分のゲルろ過カラムクロマトグラム

カラム : Sepharose CL-2B (φ5 x 45 cm) 

溶媒 : 0.2 M 塩化ナトリウムを含む 0.1M リン酸緩衝液 (pH7.1) 

試料供与量 : 150 mg 

流速 : 2.0 mLlmin 

フラクション : 16 mL 

Vo， void vo1ume; ，回収したフラクション
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のゲルろ過カラムクロD3) D2、(Dl、デキストラン分子量マーカー30. 図

No.と分子量の検量マトグラフィーにより作成されたフラクション

線

分子量mesenteroides， Leuconostoc from ( Dextran トランデキスDl， 

(Dextran デキストラン5，000，000-40，000，000) (Sigma Aldrich Co.) ; D2， 

1，400，000 ) 分子量mesenteroides， Leuconostoc from 1，400，000 Standard 

(Dextran Standard 270，000 from 

270，000) (Sigma Aldrich co.) 

デキストラン

Leuconostoc mesenteroides，分子量

(Sigma Aldrich Co.) ; D3， 

におい29) (図プロテオグリカン画分のゲ、ノレろ過カラムクロマトグラム

つのグルクロン酸のピークが重なって存在していたことより、3 大きくて、

つのピークに相当するフラクション3 このに示すように、29の・ーーー図

それぞれPG-3とした。PG-2、分子量の大きい順に PG・1、をそれぞれ集め、

それぞれの分子量は、

PG-3 ~j: 

また、

PG-2は 40万'"'-'500万、

凍結乾燥を行なった。

PG・1は 500万以上、
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限外ろ過により脱塩し、

30の検量線より、図



40万以下と推定された 61)。ただしこれはプロテオグリカンの分子量マーカ

ーがなく、代用としてデキストラン分子量マーカーを用いて得た推定値であ

る。

へアレスマウスへの経口投与試験に用いる量を確保するため、上記のゲ、ル

ろ過カラムクロマトグラフィーを 6回繰り返した。イオン交換クロマトグラ

フィーにより得られたプロテオグリカン画分 900mg (150 mg x 6 回)から、

PG・1:199.0mg、PG・2:445.7 mg、PG-3:152.8 mgが得られた。

3-4-3 皮膚表面評価

皮膚表面評価として、UVB照射 4週間後と 7週間後において紅斑量測定、

TEWL測定、及び角層水分量測定を行なった。

紅斑量の結果を図 31に示す。分子量別プロテオグリカン画分において、

PG-1はUVB照射 4週間後に有意に UVB照射による紅斑量の増加を抑制し、

UVB照射 7週間後においても増加抑制の有意傾向を示した。 PG・2は、 UVB

照射 4週間後に増加抑制の有意傾向を示した。 PG-3においては、 UVB照射

4週間、 7週間のいずれにおいても、増加抑制は見られなかった。 UVB照射

による紅斑量増加抑制効果は、 PG-1、PG-2で認められ、特に PG-1で効果が

高かった 61)。
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-UVB +UVB -UVB +UVB 

図 31.UVB照射 4週間後、 7週間後の紅斑量測定

マルチプロープ式皮膚計測器 (MPA580) の Mexameterにより、 UVB照射 4

週間後、 7週間後の紅斑量を測定(各試験群:6匹)。

Control，コントロール;SNCE，鮭鼻軟骨抽出物;PG-1，プロテオグリカン

画分(分子量:500万以上) ; PG・2，プロテオグリカン画分(分子量:40万

""'-' 500万); PG-3，プロテオグリカン画分(分子量:40万以下);ーUVB，UVB

未照射; +UVB， UVB照射

*** p < 0.001; ** p < 0.01;キ pく 0.05;+ P < 0.1 
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分子量別プロテオグリカン画分において、に示す。32 の結果を図TEWL 

ポジティブコンPG-lは UVB照射 4週間後において、有意な差ではないが、

UVB照射による TEWLの増加をトロールである SNCEと同様の値を示し、

増加抑制のUVB照射 7週間後においては、抑制する傾向があると判断し、

有意傾向を示した。 PG-2は、 UVB照射 4週間後において、有意差はないが、

UVB とほぼ同じ値で増加を抑制する傾向があると判断した。PG-l SNCEと

PG-3におい増加抑制効果は認められなかった。照射 7週間後においては、

UVB照射 4週間、 7週間のいずれにおいても、増加抑制は見られなかては、

PG-lで高く PG-2にも効果があると考えらTEWLの増加抑制効果は、

れた 61)。

った。
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Control Control SNCE PG・1
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7週間後の TEWL測定32. UVB照射 4週間後、図

の Tewameterにより、 UVB照射 4マノレチプロープ式皮膚計測器 (MPA580)

(各試験群:6匹)。7週間後の紅斑量を測定週間後、

コントローノレ; SNCE，鮭鼻軟骨抽出物;PG-l，プロテオグリカンControl， 

プロテオグリカン画分(分子量:40万画分(分子量:500万以上) ; PG-2， 

-UVB， UVB プロテオグリカン画分(分子量:40万以下); ""'-' 500万);PG田 3，

十UVB，UVB照射

*** pく 0.001;** Pく 0.01;* Pく 0.05;+ Pく 0.1

66 

未照射;



角層水分量の結果を図 33に示す。分子量別プロテオグリカン画分におい

て、 PG-lは UVB照射 7週間後で、 UVB照射による角層水分量低下を抑制す

る有意傾向を示した。 PG・2及び PG-3は、 UVB照射 4週間、 7週間のいずれ

においても、低下抑制は見られなかった。最も分子量が高い PG-lが、 UVB

照射による角層水分量低下を抑制する効果があると考えられた 61)。
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図 33.UVB照射 4週間後、 7週間後の角層水分量測定

マルチプロープ式皮膚計測器 (MPA580) の Corneometer により、 UVB照

射 4週間後、 7週間後の紅斑量を測定(各試験群 :6匹)。

Control，コントローノレ; SNCE，鮭鼻軟骨抽出物， PG-l，プロテオグリカン

画分(分子量:500万以上) ; PG・2，プロテオグリカン画分(分子量:40万

'"'-' 500万); PG-3，プロテオグリカン画分(分子量:40万以下); -UVB， UVB 

未照射; +UVB， UVB照射

*** pく 0.001;*キ pく O.OI;*pく 0.05;+ Pく 0.1
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3-4・4 皮膚内部評価(表皮・真皮肥厚)

皮膚内部評価として、 UVB照射 8週間後の背中皮膚断面の H&E染色によ

る肥厚観察、及び表皮・真皮の厚さを測定し肥厚を評価した。

背中皮膚断面の H&E染色写真を図 34、表皮及び真皮の厚さ測定結果を図

35に示す。分子量別プロテオグリカン画分において、 PG・1は表皮、真皮の

両方で UVB照射による肥厚を有意に抑制した。 PG・2は表皮の肥厚を抑制す

る有意傾向を示し、真皮は、値のばらつきが大きく有意差は得られなかった

が、 PG-lの値に近く、肥厚を抑制する効果があるものと考えられた。 PG-3

は、表皮、真皮の両方において肥厚を抑制する効果は認められなかった。 UVB

照射による表皮・真皮の肥厚抑制は、 PG-l及び PG・2で認められ、特に PG-l

の効果が高い 61)。
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Control -UVB Control + UVB SNCE +UVB 

PG-l +UVB PG-2 +UVB PG-3 +UVB 

200μm 

図 34.UVB照射 8週間後の背中皮膚断面 (H&E染色)

ホルマリン闇定された組織切片(各試験群 :6匹) を取り出し 、自動パラフ

イン固定装置 tissu巴 processorによりパラフィン浸透 を行い、パラフィン包

埋装置 (THERMAL CONSOLE、DISRENSINGCONSOLE、CRYOCONSOLE) 

を用いて、パラフィン包埋ブロックを作成した。専用のパラフイン切片転

写用フィルムを用いる 川本法 50) を用いてミクロト ー ムにより組織切片を

作成し、 H&E染色後光学顕微鏡にて倍率 x40で観察 し、デジタノレカメラに

て撮影した (bar= 200μm)。

Control，コントローノレ;SNCE，鮭鼻軟骨抽出物;PG-l，プロテオグリカン画

分(分子量:500万以上) ; PG・2，プロテオグリカン画分(分子量:40万~

500万) ; PG-3，プロテオグリカン画分(分子量 :40万以下) ; -UVB， UVB 

未照射; +UVB， UVB照射
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35. UVB照射 8週間後の表皮及び真皮の厚さ測定図

画像解析ソフトウを、H&E染色された組織切片の画像(各試験群:6匹)

を用いて、表皮層及び真皮‘ものさしツーノレ'エア Adobephotoshop CS3の

層のそれぞれ 10ヶ所の長さを測定し、表皮層及び真皮層の厚さを求めた 10)。

プロテオグリカン画コントローノレ;SNCE，鮭鼻軟骨抽出物;PG-1， Control， 

プロテオグリカン画分(分子量:40万~分(分子量:500万以上) ; PG・1

-UVB， UVB プロテオグリカン画分(分子量:40万以下) ; 500万) ; PG-3， 

+UVB， UVB照射

*** p < 0.001; ** pく 0.01;* pく 0.05;+ Pく 0.1
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3-5 考察

イオン交換クロマトグラフィーにより SNCEからプロテオグリカンを分

画し、さらにゲルろ過クロマトグラフィーにより 3つの分子量別プロテオグ

リカンを分画した。これらの画分 (PG-1、PG-2、PG-3) の分子量は、デキ

ストラン分子量マーカーによる検量線により、 PG-1は 500万以上、 PG-2は

40万""'500万、 PG・3は 40万以下であると推定された。

UVB照射皮膚老化モデルマウス評価系での分子量別プロテオグリカン画

分の経口投与試験を行い、皮膚表面評価である紅斑・ TEWL・角層水分量、

皮膚内部評価である表皮・真皮肥厚の評価を行なった結果、 PG-1、PG-2は

UVB照射による光老化を抑制する効果があり、特に最も分子量が高い PG・1

の効果が高いことが判明した。このことから、プロテオグリカンの経口摂取

による光老化抑制効果は、分子量依存的に高分子量が高いほど皮膚抗老化効

果が高く、分子量が 40万以下では全く効果がないことを見出した。

同じプロテオグリカンでありながら、分子量の違いで効果が違うのは、そ

の構造の違いによるものと思われる。序論で述べたように、鮭鼻軟骨プロテ

オグリカンのほとんどを占めるアグリカンは、 100万""'150万程度の分子量

であることが推測されている 46)。すなわち、 PG・2画分は、ほとんどがアグ

リカンであると考えられる。 PG-3は、分子量が 40万以下であることから、

アグリカンの分解物やその他のプロテオグリカンが考えられる。 PG-1 は、

アグリカンの分子量よりはるかに大きい (500万以上)ことから、ヒアルロ

ン酸あるいはコラーゲンとのアグリカン複合体であることが推測される。 7

M 尿素緩衝液によるイオン交換クロマトグラフィーは、尿素によるタンパク

変性効果によりプロテオグリカンを非会合状態にして分画する方法である

が 57-59)、7M尿素によっても会合状態を維持したアグリカン複合体が残存し
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ていたためと思われる。

そこで考察のための追加実験として、 PG-l，PG-2， PG-3のそれぞれについ

て、ヒアルロン酸及びコラーゲンの含有量を測定した。コラーゲン量測定は、

PG・1、PG-2、PG-3の水溶液を調製し、コラーゲン定量キット SircolSoluble 

Collagen Assay (Biocolor Ltd.) を用いてマニュアルに基づき測定した。ヒ

アルロン酸測定は、まず、プロテオグリカンを非会合状態にさせるため、強

力なタンパク変性剤であるグアニジン塩酸塩の水溶液に溶解させ 59)、ヒアル

ロン酸測定キット(生化学バイオビジネス(株))を用いてマニュアルに基

づき測定した。各画分に含まれるヒアルロン酸及びコラーゲンの含有量を図

36に示す。
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分子量別プロテオグリカン画分のヒアルロン酸及びコラーゲン含有

量測定

36. 図

トリス.塩酸緩衝ヒアルロン酸含有量測定:4 M グアニジン塩酸塩-50mM  

PG-3) PG-2、各分子量別プロテオグリカン画分 (PG・1、で、液 (pH8.0) 

(生化学バイオピジネヒアノレロン酸測定キットの 1mg/mL溶液を調製し、

各分画物に含まれるヒアを用いてマニュアノレに基づき測定し、(株)) ス

を算出した。(%) ルロン酸含有量

PG・2、コラーゲン含有量測定:各分子量別プロテオグリカン画分 (PG-l、

コラーゲン定量キット SircolSoluble の 4mg/mL水溶液を調製し、PG-3) 

(Biocolor Ltd.)を用いてマニュアルに基づき測定し、各分

を算出した。(%) 画物に含まれるコラーゲン含有量
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ヒアルロン酸測定の結果、 PG-2、PG-3には、ほとんど含有されず、 PG・1

のみに特異的に含有されている。含有量は約 0.1%で少ないが、ヒアルロン

酸は、ブラシの毛のように巨大なアグリカンを多数結合できるため 33)、少量

で多くのアグリカンの複合体形成が可能である 。コラー ゲン測定では、 PG-1，

PG-3 に比べ PG-2は特異的に少な かった。この ことより、 PG-1は、アグリ

カンとヒアルロン酸の会合体にコラーゲンが組み合わさった複合体である

ことが示唆された(図 37)。コラーゲンは、アグリカン ーヒアルロン酸間の

結合より弱い結合と考えられるため、イオン交換カラムクロマトグラフィー

によるプロテオグリカン分画の後、アグリカン ーヒアルロン酸ーコラ ーゲン

複合体から外れたコラーゲンが、ゲルろ過カラムクロマトグラフィーの聞に

PG-3に混入した ものと考えられる。

以上 より、アグリカンの経口投与は、優れた光老化抑制効果があり、さら

にアグリカンはヒアルロン酸やコラ ーゲンと複合体を形成することにより、

光抑制効果が増強されると考えられる。またアグリカンが分解されるとその

効果はなくなることが示唆される 。

アグリカン コラーゲン線維 アグリカン

戸

PG-1 PG-2 PG-3 

図 37.分子量別プロテオグリカン画分 (PG・1、PG-2、PG-3) の構造(仮説)
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第 4章 皮膚抗老化メカニズムの検証

4・1 緒言

序論で述べた、ゼラチン(熱変性コラーゲン)やコラーゲンペプチドの経

口摂取での生理機能研究に基づくその作用メカニズムの研究の結果、ゼラチ

ンやコラーゲンペプチドは、小腸でトリペプチド (Gly-Pro-Hyp) に消化され、

さらに小腸の吸収上皮細胞の上部に存在する刷子縁膜において、ジペプチド

(Pro-Hyp) に分解されて吸収され、吸収されたジペプチド (Pro-Hyp)が生理

活性を示すと報告されている 62，63)。これまでの評価で、アグリカンの構成成

分であるコンドロイチン硫酸の効果は小さかったことと、分子量依存的に高

分子量プロテオグリカンの効果が高いことを考慮すると、高分子量プロテオ

グリカンが分解され体内に吸収されて効果を発揮することは考えにくい。ま

た、巨大な分子サイズの高分子量プロテオグリカンは、そのまま体内吸収さ

れることは考えられない。一方、サケ鼻軟骨プロテオグリカンが、マウス・

マクロファージおいて大腸菌に対する炎症性サイトカイン産生を調節する

との報告がある 64)。これらのことから類推すると、経口投与された高分子

量プロテオグリカンは、腸管免疫に作用して炎症性サイトカイン産生を調節

し、 uv照射による炎症を抑制し、皮膚アンチエイジング効果を発揮するこ

とが考えられた。この仮説を検証するため、分子量別プロテオグリカン画分

経口投与後の、 uv誘導皮膚老化モデルへアレスマウスの血清及び背中皮膚

を採取し、それぞれの炎症性サイトカイン及び抗炎症性サイトカインを測定

した。さらに詳しく、分子量別プロテオグリカン画分の炎症性サイトカイン

への影響を調べるため、マウス・マクロファージ細胞株 (RAW264.7)培養

系において、各分子量別プロテオグリカン画分の炎症性サイトカイン産生へ
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の影響を検証した。

4-2 実験材料と器具

4-2-1 血清採取、背中皮膚の採取・乾燥粉末化

微量採血管 (BDMicrotainer SST、REF365963) (Becton、Dickinsonand 

Company)、遠心分離機 H-15FR((株)コクサン)、細胞破砕装置(オートミ‘

ル TK-AM5) ((株)トッケン)、真空乾燥機 VC-360(タイテック(株))、ポ

リオキシエチレン (10) オクチルフェニルエーテル (TritonX-100) (生化学

用試薬)(和光純薬工業(株))、ダノレベツコリン酸バッファー (D-PBS)(Sigma 

Aldrich Co.)、プロテアーゼインヒピターカクテル錠(コンプリートミニ

EASY Pack) (Roche Diagnostics GmbH)、回転式撹持機 MTR・103 (アズワン

(株))、遠心分離機 H-15FR((株)コクサン)

4-2・2 分子量別プロテオグリカン画分のマウス・マクロファージ培養系へ

の添加実験

マウス・マクロファージ細胞株 (RAW264.7) (大日本製薬(株))、ダノレベ

ッコリン酸バッファー (D圃 PBS) (Sigma Aldrich Co.)、ダルベッコ変法イー
:;:u 

グル培地 (DMEM)(Sigma Aldrich Co.)、RPMI-1640培地 (SigmaAldrich Co.)、

硫酸ストレプトマイシン(明治製菓(株))、ペニシリン Gカリウム(明治製

菓(株))、ワシ胎児血清 (FBS) (MP Biomedicals、LLC)、Lipopolysaccharide

(LPS) (Sigma Aldrich Co.)、3.5cm組織培養ディッシ:::1...' (Greiner Bio-One 

BVBA/SPRL) 
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4-2-3 炎症性サイトカイン及び抗炎症性サイトカイン測定

マウス TNF-u用エライザキット (QuantikineMouse TNF -u Immunoassay) 

(R&D Systems Inc.)、マウス IL-1s用エライザキット(Quantikine Mouse IL-1 s 

Immunoassay) (R&D Systems Inc.)、マウス IL・6用エライザキット(Quantikine 

Mouse IL-6 Immunoassay) (R&D Systems Inc.)、マウス IL-10用エライザキッ

ト (QuantikineMouse IL-10 Immunoassay) (R&D Systems Inc.)、マイクロプ

レートリーダー iMARK(バイオラッドラボラトリーズ(株)) 

4-3 実験方法

4-3-1 血清採取、背中皮膚採取・乾燥粉末化

第 3章 (SNCEから分画した分子量別プロテオグリカン画分の経口投与に

よる皮膚抗老化評価)での経口投与・ UVB照射 (8週間)実験終了後のへア

レスマウスより、血清及び背中皮膚を採取した。すなわち、エーテルを充満

させたデシケーター中に、へアレスマウスを入れ昏睡状態にした後、解剖用

ハサミで首を切り、微量採血管に血液を採取した。そして、第 3章で用いる

ための組織切片用の背史皮膚採取後に、さらに背中皮膚を採取(約 2x3cm) 

した。血液を採取した微量採血管は 10回転倒混和し、 2時間"-'2時間半静置

後、遠心分離(10，000 rpm， 10 min， 200
C) を行い、上清の血清をエッベンチ

ューブに回収し、 -80
0
Cにて保管した。採取した背中皮膚は、液体窒素によ

り凍結させ、細胞破砕装置(オートミル TK-AMS)により凍結粉末化を行っ

た後、真空乾燥機 VC-360により凍結乾燥させた。凍結乾燥粉末は、 -20
0

Cに

て保管した。
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4-3-2 血清及び背中皮膚中の炎症性サイトカイン及び抗炎症性サイトカ

イン測定

予め、 0.05%Triton X-I00水溶液を調製し、 10mLにつき 1錠のプロテア

ーゼインヒピターカクテル錠(コンプリートミニ EASYPack) を溶解させて

おく。各試料を経口投与された皮膚老化モデルヘアレスマウスの背中皮膚凍

結乾燥粉末を 15mg精秤し、 1mLのプロテアーゼインヒピター入り 0.05%

Triton X-I00水溶液を加え、回転式撹持機 MTR-I03により 30分間、室温に

て撹持する。撹搾後、遠心分離 (12，000rpm， 30 min， 40
C) を行い、上清を回

収し背中皮膚抽出液とする。

マウス TNF-a、マウス IL-Is、マウス IL-6、マウス IL-I0それぞれのエラ

イザキットを用いて、マニュアルに基づき血清及び背中皮膚抽出液中の炎症

性サイトカイン (TNF-a、 IL-Iß 、 IL~6) 及び抗炎症サイトカイン (IL-I0) を、

測定した。

4-3-3 分子量別プロテオグリカン画分のマウス・マクロファージに対する.

炎症性サイトカイン産生への影響

3.5 cm組織培養ディッシュに 2mLの血清入り培地 (DMEM+10% FBS 

十100μg/mL硫酸ストレプトマイシン +100μg/mLペニシリン Gカリウム)

を入れ、マウス・マクロファージ細胞株 (RAW264.7) を 2.0x105 Cel1ずつ

播種した。細胞の接着を確認後 (6h後)、 D-PBSで l回洗浄し、血清入り培

地 (DMEM+10% FBS +100μg/mL硫酸ストレプトマイシン +100μg/mLペ

ニシリン Gカリウム)を lml加え、各分子量別プロテオグ・リカン画分 (PG-l，

PG-2， PG・3)を 10μg/mlになるように添加した。コントロールは無添加とし、

それぞれのサンプル群は N=3とした。 24時間培養後 D-PBSで 2回洗浄し、

無血清培地 (PRMI・1640) を 1ml加え、 LPSを 100ng/mlになるように添加
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した。 コントロールは、 LPS無添加群と LPS添加群を用意した。24時間培

養後培地を回収し、マウス TNF・α用、マウス IL-1s用、マウス IL-6用の各

エライザキットにより炎症性サイトカイン (TNF-aラ IL-1s，IL-6) を測定した

(図 38)。

図 38.分子量別プロテオグリカン画分のマウス・マクロファージ培養系へ

の添加実験手順

4・3-4 統計解析

数値データは、平均値土標準偏差として示した。有意差検定は、スチュー

デントト検定を使用した。p< 0.05は統計学的に有意であり、 p< 0.1は有意

傾向であると判断した。

4-4 実験結果

4・4・l 血清及び背中皮膚中の炎症性サイトカイン及び抗炎症性サイトカ

イン測定

UVB照射 8週間後の血清中の炎症性サイトカイン測定結果を図 39に、背

中皮膚中の炎症性サイトカイン測定結果を図 40に示す。炎症性サイトカイ
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ンとしては、 TNF-a、IL-Is、IL・6を測定した。血清及び背中皮膚において、

TNF-α、IL-Is、IL・6の全てで UVB照射により有意に上昇した。これは、 UVB

照射により炎症が高まることを示す。これに対して、分子量別プロテオグリ

カン画分投与群においては、全体的に有意な差ではないが、血清と背中皮膚

で同様な挙動を示し、 PG-l、PG・2は、 UVB照射による炎症性サイトカイン

産生の上昇を抑制する傾向を示した。 PG-3 は、いずれのサイトカインにお

いても上昇抑制は見られなかった 61)。再試験を実施した結果、同様に明らか

な有意差は得られなかったが、 PG-l、PG-2投与群において、 UVB照射によ

る炎症性サイトカイン産生の上昇を抑制する傾向を示し、再現性を確認して

いる。

r 

ノ
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39. UVB照射1週間後の血清中炎症性サイトカイン測定図

中の炎症性サイトカイン(各試験群:6匹)各試験群から採取された血清

マウス IL・6それマウス IL-Is、マウス TNF-α、を、(TNF・α，IL・1s， IL・6)

マニュアルに基づき測定した。ぞれのエライザキットを用いて、

プロテオグリカンコントローノレ;SNCE，鮭鼻軟骨抽出物;PG-l， Control， 

プロテオグリカン画分(分子量:40万画分(分子量:500万以上) ; PG・1

-UVB， UVB プロテオグリカン画分(分子量 :40万以下); ，...，__ 500万);PG・1

+UVB， UVB照射

*** p < 0.001; ** P < 0.01; * Pく 0.05;+ Pく 0.1
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図 40.UVB照射 8週間後の背 中皮膚中炎症性サイトカイン測定

各試験群から採取された背中皮膚凍結乾燥粉末 15mgに、 1mLのプロテア

ーゼ、インヒピタ一入り 0.05%Triton X-I00水溶液を加え、 30分間、室温に

て撹枠後遠心分離 (12，000rpm， 30 min， 4
0
C) を行い、上清を回収し、背中

皮膚抽出液とする。背中皮膚抽出液(各試験群 :6匹)中の炎症性サイトカ

イン (TNF-a、IL-Is、IL・6) をマウス TNF-α、マウス IL-ls、マウス IL・6

それぞれのエライザキットを用いて、マニュアルに基づき測定した。

Control，コントロール;SNCE，鮭鼻軟骨抽出物;PG-l，プロテオグリカン

画分(分子量:500万以上) ; PG-2，プロテオグリカン画分(分子量:40万

""'500万) ; PG-3，プロテオグリカン画分(分子量:40万以下) ; -UVB、

UVB未照射; +UVB， UVB照射

*** pく 0.001;** pく 0.01;* pく 0.05;+ P < 0.1 
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UVB照 射 8週間後の背中皮膚中の抗炎症性サイトカイン測定結果を図 41

に示す。炎症性サイトカインとしては、 IL-I0を測定した。 UVB照射による

IL-I0 の変動は見られなかった。また、 SNCE及び分子量別プロテオグリカ

ン画分経口投与群においても変動は見られなかった。
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図 41.UVB照 射 8週間後の背中皮膚中抗炎症性サイトカイン測定

各試験群から採取された背中皮膚凍結乾燥粉末 15mgに、 1mLのプロテア

ーゼインヒピター入り 0.05%Triton X-I00水溶液を加え、 30分間、室温に

て撹持後遠心分離 (12，000rpm， 30 min， 40
C) を行い、上清を回収し、背中

皮膚抽出液とする。背中皮膚抽出液(各試験群 :6匹)中の抗炎症性サイト

カイン(IL-I0) をマウス IL・10のエライザキットを用いて、マニュアルに

基づき測定した。

Control，コントロール;SNCE，鮭鼻軟骨抽出物;PG-l，プロテオグリカン画

分(分子量:500万以上) ; PG・2，プロテオグリカン画分(分子量:40万~

500万); PG開 3，プロテオグリカン画分(分子量:40万以下); -UVB， UVB 

未照射; +UVB， UVB照射

*** p < 0.001; ** P < 0.01; * Pく 0.05;+ Pく 0.1
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4-4-2 分子量別プロテオグリカン画分のマワス・マクロファージに対す

る炎症性サイトカイン産生への影響

マウス・マクロファージ細胞株 (RAW264.7) に各分子量別プロテオグリ

カン画分 (PG-し PG-2，PG-3) を添加した後、 LPS刺激を行い、炎症性サイ

トカイン量 (TNF-α，IL-l s， IL-6) を測定した(図 42)0 TNF-a測定の結果、

LPS添加により著しく上昇した TNF-aを PG-l、PG司 2、PG-3のいずれも極め

て強く抑制した。 IL-Isは、 PG-lに影響は見られなかったが、 PG-2で抑制

の傾向が見られた。 PG:..3は、むしろ産生を促進させた。 IL-6においては、
日

~ 

PG-l、PG・2で有意な抑制が見られ、 PG-3は産生を促進させた。本実験は 2

回実施し、再現性を確認している。 3つのサイトカイン測定で、挙動は異な

るが、総合すると PG・2、PG-lの順で産生抑制効果は高く、 PG・3は IL・ls、

IL-6において逆に産生促進効果が認められた。
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42. 図

各分(RAW 264.7) 2.0x105 Cell/mLのマウス・マクロファージ細胞株

を 10μgImlになるよPG-3) PG・2、子量別プロテオグリカン画分 (PG-1、

LPS 1ml加え、を(D-MEM) 無血清培地24時間培養後、うに添加した。

エライ24時間培養後培地を回収し、100ng/mlになるように添加した。を

を測定した。IL・6)
、
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(TNF・α、ザキットにより炎症性サイトカイン

プロテオグリカン画分(分子量 :500万以上); コントローノレ;PG-1， Control， 

プロテオ(分子量:40万.-_，500万) ; PG・1プロテオグリカン画分PG・2，

UVB +UVB、UVB未照射;-UVB、グリカン画分(分子量:40万以下) ; 

照射

*** p < 0.001; ** P < 0.01; * Pく 0.05;+ P < 0.1 
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4-5 考察

分子量 40万.-._，500万の高分子量プロテオグリカン画分の経口摂取は、UVB

照射による光老化を抑制する効果が認められることから、光老化が強く影響

するしわなどの皮膚老化を効果的に抑制することが示唆された。また、分子

量 40万.-._，500万のプロテオグリカン画分より、分子量 500万以上のプロテ

オグリカン画分でさ:らに効果が高かった。この作用メカニズムとして、腸管

免疫を介した抗炎症作用であることが仮説として考えられた。

炎症は通常、細菌や異物が体内に侵入した時の免疫反応の結果として生じ

るが、皮膚が UV照射を受けた場合にも TNF-a、IL-lや IL-6などの炎症性

サイトカインが誘導される 65-71)0 UV照射により、表皮のケラチノサイトや

真皮の線維芽細胞から炎症性サイトカインである TNF-a、IL-lsや IL・6が産

生され、さらにマクロファージの浸潤を誘発して連鎖的な炎症反応が起こる。

この結果、血液中でも炎症性サイトカイン濃度が上昇する 69)。

UVB照射による炎症の蓄積は、初期段階で紅斑を生じ 3，4)、表皮バリア機

能を低下させ乾燥や肌荒れを起こす 5-8)、その後表皮及び真皮を肥厚させ久 10)、

表皮及び真皮は硬直化してしわを生じさせる 11・13)。すなわち UV照射による

過剰な炎症を抑制することは、皮膚老化を防ぐ上で重要であと考えられる。

一方、抗炎症性サイトカインである IL-I0は、自己免疫あるいは炎症性疾患

で CD4+CD25+T細胞によって誘発される免疫学的抑制の媒介となり 72，73)、

実験的な炎症モデルにおいてマクロファージ、滑膜細胞、 T細胞からの

TNF-aと IL開 1などの炎症性サイトカインの産生を抑制す・ることが報告され

ている 74)。

そこで、分子量別プロテオグリカン画分を経口投与した皮膚老化モデルヘ

アレスマウスから血清と背中皮膚を採取し、それらの炎症性サイトカイン量
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及び抗炎症性サイトカイン量を測定し、分子量別プロテオグリカン画分の経

口投与による抗炎症作用を検証した。その結果、 PG-l、PG-2で UVB照射に

よる炎症性サイトカインの上昇を低下させることが確認され、 PG-3 にその

効果は見られなかった。この結果は、腸管免疫を介した抗炎症作用であると

する仮説を支持した。炎症性サイトカインを下方制御する IL-I0については、

高分子量プロテオグリカン経口投与による影響は見られなかったことによ
ノF _ 

り、 IL-I0の充進による炎症性サイトカイン抑制の可能性は低いと考えられ

る。

また、マウス・マクロファージを用いた invitro実験において、マウス・

マクロファージに分子量別プロテオグリカン画分を添加した後、 LPSを添加

した結果、 PG-lと PG-2に炎症性サイトカイン産生を抑制する生理活性が再

確認された。しかし、 PG-lより PG-2で産生抑制効果が高かったことは、へ

アレスマウス投与試験で PG・1が最も光老化抑制効果が高いことと一致しな

い。 invivoのへアレスマウス経口投与試験と invitroのマウス・マクロフア

ージ培養系試験で大きく違う点は、 invivoは経口投与から腸管までの聞に胃

酸や消化酵素などにより構造変化を受ける可能性があることである。このこ

とから推測すると、アグリカンである PG-2が腸管免疫への作用が強いが、

アグリカンそのものを経口摂取すると、胃酸や消化酵素によって分解される

可能性がある。一方、アグリカンーヒアノレロン酸ーコラーゲン複合体 (PG-l) 

は、そのものが自己カプセルとなって、胃酸や消化酵素によるアグリカンの

分解を抑えるために、 invivoの経口投与試験では最も効果が高くなったので

はないかと考えられた。
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総合考察

弘前大学で開発された鮭鼻軟骨プロテオグリカン抽出物(SNCE) は、タ

ンパク変性剤や酸・アルカリあるいは酵素を用いない製法により、プロテオ

グリカンの構造を維持し、また極めて低コストで製造できることより、産業

への応用の道が聞かれた。本研究では、まだ生理機能が充分解明されていな

いプロテオグリカンの生理機能研究として、 SNCEの経口皮膚抗老化効果に

ついて研究を行なった。

第 1章では、 SNCEの経口摂取による皮膚抗老化の検証のため、 UVB照射

による皮膚老化モデルマウス評価系を構築した。へアレスマウスに繰返し

UVB照射を行なうことにより、紅斑(炎症)の発生、表皮バリア機能低下、

角層水分量低下、皮膚柔軟性及び弾力性の低下、真皮コラーゲン産生能低下、

表皮及び真皮の肥厚が生じ、皮膚光老化を再現することを確認した。

第 2章では、構築した UVB誘導皮膚老化モデ、ルマウス評価系を用いて、

SNCEの経口投与による皮膚抗老化効果を評価した。評価の結果、 SNCEの

経口投与は、 UVB照射による紅斑増加、表皮バリア機能低下、表皮・真皮

の肥厚を著しく抑制する結果となり、 SNCEの経口投与は、皮膚の光老化を

抑制する効果があることを確認した。この光老化抑制効果は、現在美容食品

で汎用されているヒアルロン酸やコンドロイチン硫酸と比べて高く、またマ

ウス経口投与試験の摂取量としては、通常数 mg/day以土であるが、 SNCE

は 0.175mg/dayの少量摂取量においても優れた光老化抑制効果を発揮した。

本結果より、 SNCEは UV照射による光老化を効果的に抑制する美容食品へ

の応用が期待される。
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第 3章では、皮膚抗老化の活性成分を確認するため、イオン交換カラムク

ロマトグラフィーとゲノレろ過カラムクロマトグラフィーを用いて、 SNCEか

ら 3~の分子量別プロテオグリカンを分画し、第 2 章に準じた UVB 誘導皮

膚老化モデルマウス評価系を用いて、これらの 3つの画分の経口投与試験を

行なった。その結果、高分子量のプロテオグリカン画分である PG-1、PG・2

で皮膚光老化抑制効果があり、効果は分子量依存的で、分子量 500万以上の

プロテオグリカン画分 (PG・1) でより強い効果が認められた。一方、分子量

40万以下のプロテオグリカン画分 (PG-3) は、皮膚光老化抑制効果は認め

られなかった。各画分の構造を考察した結果、分子量が 40万'"'-500万であ

る PG・2画分のほとんどはアグリカンであり、分子量 40万以下である PG・3

は、アグリカンの分解物やその他のプロテオグリカンであると考えられた。

アグリカンの分子量よりはるかに大きい分子量 500万以上の PG-1は、ヒア

ノレロン酸及びコラーゲンが特異的に検出されたことから、ヒアノレロン酸ある

いはコラーゲンとの複合体であることが推定された。すなわち、経口摂取に

よる皮膚抗老化の本質的な活性成分はアグリカンであり、アグリカンが分解

されると活性はなくなる。一方アグリカンのヒアルロン酸あるいはコラーゲ

ンとの複合体は、皮膚抗老化を増強させることが推定された。

第 4章では、高分子量プロテオグリカンの皮膚抗老化メカニズムについて

検証した。分子量別プロテオグリカン画分経口投与後の UV誘導皮膚老化モ

デルヘアレスマウスの血清及び背中皮膚を採取し、それぞれの炎症性サイト

カインを測定した結果、高分子量のプロテオグリカン画合である PG・1 と

PG・2に、 UVB照射による炎症性サイトカイン産生の抑制効果が確認され、

PG-3による抑制効果は認められなかった。このことより、経口投与された

高分子量プロテオグリカンは腸管免疫に作用して、 UV照射による炎症を抑
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制し、皮膚アンチエイジング効果を発揮することが示唆された。また、マウ

ス・マクロファージを用いた invifro実験において、 PG-lと PG-2に炎症性

サイトカイン産生を抑制する生理活性が再確認され、 PG-3 には抑制効果は

認められなかった。しかしながら、 invivoでのへアレスマウス投与試験と異

なり、 PG-lより PG・2の方が抑制効果は顕著であった。このことより、アグ

リカンが本質的に炎症性サイトカイン抑制効果を持ち、経口摂取の場合、ア

グリカンーヒアルロン酸ーコラーゲン複合体は、胃酸や消化酵素からアグリ

カンの分解を抑えることで、効果を発揮していることが考えられた。

弘前大学で開発され、本研究で用いた SNCEは、タンパク変性剤や、酸・

アルカリあるいは酵素を用いない製法により、結果的に組織中に存在するア

グリカンーヒアルロン酸ーコラーゲ、ン複合体がそのまま抽出されているこ

とが考えられ、そのことが経口摂取により優れた光老化抑制効果が発揮され

る。そのため SNCEは、精製したプロテオグリカンより経口摂取での皮膚抗

老化効果に優れていることを見出した。また、低コストで製造できることか

ら、皮膚抗老化素材として非常に優れている。またこれまで廃棄されていた

鮭頭部を有効利用できるメリットもある。この“SNCE"が美容食品などの産

業に応用され、高齢者の皮膚抗老化に寄与し、QOLを向上させることにより、

高齢化社会でも活発な社会の実現に繋がることを願う。

また、プロテオグリカンはまだ謎の多い成分である。本研究において、高

分子量プロテオグリカンが経口摂取により皮膚抗老化効果を示し、その作用

メカニズムは腸管免疫を介する抗炎症効果であることを示したことは、プロ

テオグリカンの生理機能研究において新たな知見となる。本研究が今後のプ

ロテオグリカンの生理機能研究が進展する一助になり、さらに新たな生理機

能が見出されることを期待する。
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