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第1章　緒論

　トコフェリルリン酸ナトリウム（TPNa）はα一トコフェロール（α一Toc）のク

ロマン環の水酸基をリン酸エステル化した化合物であり（Fig．1）、1940年に

Karrerらによって合成された1）。親化合物のα一Tocは脂溶性ビタミンに属し、

淡黄色で粘稠性の油状物質で、生体内において抗酸化作用を示す。α一Tocは有

機溶媒によく溶けるが水に溶けないこと、及び酸化剤によって容易に酸化され

不安定であることから、取り扱いが難しい化合物であった。そこで、α一Tocを

リン酸エステル化することで安定化し、Na塩にすることで水溶性にしてTPNa

が開発された。TPNaは、わが国では2004年に医薬部外品主剤（肌あれ予防）、

その後医薬部外品添加剤（酸化防止剤）として厚生労働省から認可を受け、機

能性化粧品原料として使用されている。

　Gianelloらは2005年に、微量のα一トコフェリルリン酸（TP）（Fig．1）が生体

内で生成し、肝臓や皮下脂肪組織に存在することを確認した2）。それと前後し

て同じ研究グループにより、ヒト単球性白血病細胞におけるスカベンジャー受

容体CD36の発現抑制作用3）や動脈硬化巣の減少効果が見出され4）、　TPの細胞

情報伝達系に関与する可能性が報告された5）。しかし、その作用メカニズムの

詳細は解明途上にある。一方、親化合物であるα一Tocの生理作用も注目され、

1990年頃から、既知の活性酸素・ラジカルを消去するというメカニズムのほか

に、細胞内シグナル伝達や遺伝子発現調節への作用が報告されるようになった。

例えば、5一リポキシゲナーゼの活性の阻害、リン酸化タンパク質脱リン酸酵素

及びジアシルグリセロールキナーゼの活性化、スカベンジャー受容体発現の抑

制など多種多様明らかにされているが6）、現在も作用メカニズムの解明が続け

られている。

　皮膚は生体の最外層に位置する組織で、表層から順に、角層，表皮層，真皮

層の順に3層構造をとっている。これによって皮膚は、傷害や乾燥から生体を

守り、刺激に対して体温及び水分調節などの機能を担っている。角層は、約10

～ 15層の層状に積重なった角質細胞と、その細胞間の間隙を埋めるように存在

する細胞間脂質とから構成されており、外界環境に対するバリアとして機能し

ているほか、水分を保持し皮膚に柔軟性や潤いを与えている。これらの機能に
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2



寄与しているのは天然保湿因子（NMF，　natural　moisturizing血ctor）のアミノ酸

類，尿素，乳酸などと、細胞間脂質のセラミド，コレステロール類，遊離脂肪

酸などである。表皮層は、表皮最下層の基底膜の部分で分裂して生じる表皮角

化細胞から主に成っている。表皮角化細胞は有棘細胞・穎粒細胞と分化・成熟

しながら表層へ移動して角質細胞となり、その過程で角層の主成分となるケラ

チン線維，天然保湿因子，細胞間脂質などを産生する。また、外因性，内因性

の様々な刺激により各種サイトカインを産生する。真皮層は、基底膜の下部に

存在する組織で、線維性組織を形成する間質成分と，その産生細胞などからな

る細胞成分により構成されている7）。

　このような構造の皮膚を健やかとするには、表皮層の恒常性を保ち、正常な

機能を有する角層を形成し、維持することが重要であると考えられている。近

年、地球環境と生活環境の変化や人口構造の高齢化により、紫外線，ストレス，

乾燥などによる皮膚のトラブル、即ち角層や表皮層の恒常性の乱れが増加して

いる。それらを予防・改善する機能が医薬部外品や化粧品に求められ、機能性

原料開発の主要な課題として認識されている。

　トコフェロール類の抗炎症作用に関して、Leeらはヒト肺がん細胞を用い、

コハク酸トコフェロールのプロスタグランジンE2（PGE2）産生阻害作用を明

らかにした8）。0’Learyらはヒト大腸がん細胞を用い、α一Tocとその同属体のγ一

トコフェロール（γ一Toc）が、炎症メディエーターのひとつであるPGE　2の合成

酵素であるシクロオキシゲナーゼ2（Cox－2）の活性を阻害することを示した9）。

また、Maaloufらは、酢酸トコフェロールによって紫外線照射によるマウス表

皮角化細胞のアポトーシス及びNF－KBの誘導が抑制されることを明らかにし

たlo）。さらに、　Yoshidaらのマウス皮膚を用いた検討では、γ一Tocジメチルグリ

シン誘導体によるPGE2の産生抑制作用及びCox－2の発現抑制作用が明らかと

なった1り。

　トコフェロール類の保湿作用に関して、Gehringらはヒトに酢酸トコフェロ

ールを配合したエマルジョンを塗布し保湿性が向上すること12）、Tambricらは

α一Tocの長期間投与による保湿性改善を明らかとした13）。しかしながら、いず

れの研究においても保湿性改善のメカニズムについては全く言及していない。

　TPNaの生理作用に関して、　Nakayamaらはマウス皮膚への紫外線照射による

　　　　　　　　　　　　　　　　　　3



過酸化脂質の生成やSunburn　cellの形成を抑制することを報告した14）。また

Tanakaらはのヒト脳毛細血管内皮細胞におけるテロメアの短縮予防効果15）、

Rezkらは骨肉種細胞の増殖抑制とアポトーシス誘導作用を明らかとした16’17）。

Negisらはウサギを用い、抗アテローム性動脈硬化の予防作用とスカベンジャ

ー受容体CD36の発現抑制作用を報告した4）。　OhmoriらはTPNaのNF－KBを介

した炎症の抑制作用18）、表皮頼粒層における細胞結合のタイトジャンクション

の機能維持18）を、Nakamaらは活性窒素種の生成抑制19）などを提唱したが、そ

れらに関する詳細な報告はない。

　本研究では、抗酸化作用以外の機能が期待されるTPNaに着目し、皮膚の抗

炎症作用とそのメカニズムの解明、及び、皮膚水分保持機能改善作用とそのメ

カニズムの解明を目的とした。そこでまず、TPNaの抗炎症作用をPGE2産生抑

制とCox－2発現抑制を指標として汎用の医薬部外品主剤と比較し、これらの作

用メカニズムについて検討した。次に、TPNaによる」ηvjvoでの皮膚水分保持

機能の改善と角層セラミドの増加を確認し、肋v〃oでセラミド合成酵素の発現

解析と、その作用メカニズムの解明を行った。
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第2章　TPNaの抗炎症効果の検討

　TPNaは皮膚トラブルの一種である肌荒れを予防する医薬部外品主剤である。

肌荒れは紫外線の照射や乾燥などが原因となって起り、皮膚の乾燥や、きめの

乱れ、発赤などが具体的症状である。発赤は、表皮における炎症反応が原因で

発症するとされTPNaにはその予防効果が認められているが18）、作用メカニズ

ムに関する詳細な報告は無い。

　そこで、本章では、TPNaの抗炎症効果とその作用メカニズムについて検討

した。比較対照化合物としては、肌荒れ予防効果を示す医薬部外品主剤で、化

粧品に汎用されている酢酸トコフェロール（TA）とグリチルリチン酸ニカリウ

ム（G2K）を用いた（Fig．2－1）。
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第1節　TPNaのヒト3次元培養モデル皮膚への浸透とα一Tocへの変換

　TPNaの3次元培養モデル皮膚への浸透とα一Tocへの変換について調べるため

に、汎用のトコフェロール誘導体であるTA（Fig．2－1）と比較して検討した。

TPNaまたはTAの2％溶液100μ1をモデル皮膚表面に添加し、37°Cで4，16，24

時間培養した後、モデル皮膚内で変換されて生じたα一Tocの量をそれぞれ測定

した。

　Fig．2－2に示すように、　TPNaを添加した場合、培養4時間目以降にTPNaか

ら変i換により生じたα一Tocが検出され、その濃度は経時的に増加し、培養24時

間後には4時間後の約4．5倍となった。各時間のα一Tocの量は浸透したTPNaの

約2％であった。一方、TAの添加4時間後のα一Toc量はTPNaの約5分の2で

あり、その後の経時的な増加は認められなかった。

　この結果から、TPNaのほうがTAよりもα一Tocへの変i換速度が速いことが明

らかとなった。
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Fig．2－2　Permeation　ofTPNa　and　TA　and　conversion　toα一Toc．

Permeation　of　TPNa　and　TA　and　conversion　toα一Toc　were　determined．　Solutions　of

TPNa（圏）or　TA（□）（2％，100μ1）were　applied　onto　the　skinsurface　in　the

3D－model．　The　skin　was　incubated　at　370C　fbr　4，16，　and　24　h　and　then

homogenized．　Intradermal　concentrations　of　released　Toc　were　determined　by　HPLC．

Each　bar　represents　the　mean　of　at　least　three　measurements．
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第2節　TPNaの紫外線B波による損傷からの防護効果

　次に3次元培養モデル皮膚への紫外線B波（UVB）照射に対するTPNaの防

護効果を検討した。モデル皮膚表面にUVB（80　mJ／cm2）を照射した後に2％

TPNaを2時間処理し、さらに22時間培養後、組織を固定し、ヘマトキシリン

ーエオジン染色を行って組織標本を作成した。そして顕微鏡下で細胞観察を行い、

UVB損傷細胞の数を計測した。

　Fig．2－3に示すように、　UVBを照射しなかった場合では（Fig．2－3a）、核の部

分が濃く染色された損傷細胞がほとんど認められないが、UVBを照射した場合

には（Fig．2－3b）、損傷細胞がUVBを照射しなかった場合に比べて約4倍多く認

められた。uvB照射後直ちにTPNa処理を行った場合には（Fig．2－2c）、損傷細

胞の数が有意に減少していた。

　この結果から、TPNaはUVBによる細胞の損傷を防護，減少させることが明

らかとなった。
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a

b

C

Treatments Damaged　cells／
epidermis（0．5　mm）

a　None　　　　　　　　6．8±2．7★★

b　UVB　　　　　　　　　25．9±7．5

c　UVB＋TPNa　　　15．9±2．8★★

Fig．2－3．　Protective　ef飴cts　ofTPNa　against　UVB　irradiation．

Protective　effξcts　of　TPNa　against　UVB　irradiation　were　examined．　Specimens　of　the

model　skin　irradiated　by　UVB（80　mJ／cm2）without　or　with　post－treatment　using　2％

of　TPNa　were　fixed　and　stained　with　1％　hematoxylin　and　eosin，　and　then

UVB－damaged　cells　were　counted　under　a　microscope．　Arrows　indicate

UVB－damaged　cells．　Values　represent　the　mean　of土SD　of　each　group．＊＊ρ＜0．Ol

versus　UVB　compared　by　Student’sτ一test．
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第3節　紫外線B波によるPGE2産生に対する抑制効果

　前節の結果より、TPNaはUVBによる細胞の損傷を防護することが明らかと

なった。そこで次に、3次元培養モデル皮膚にUVB照射した際のTPNaの抑制

効果を、炎症メディエーター物質であるPGE2の産生を測定することにより検

討した。UVB（80　mJ／cm2）を照射した後に2％TPNaを2時間処理し、さらに22

時間培養した後、培地中のPGE2を定量した。

　Fig．2－4に示すように、　UVBを照射すると、未照射のときと比較して約5倍

のPGE2が産生されたが、照射後にTPNa処理することでPGE2の産生量が約40％

抑制された。また、UVB未照射時にTPNaを処理するだけでも、UVB未照射時

に比べて生成PGE2量は約4分の1に減少した（Fig．2－4，右端）。

　この結果から、TPNaはUVB照射によるPGE2産生を抑制することによりUVB

照射による炎症反応から皮膚を防御する可能性が示唆された。
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Fig．2－4　Suppressive　effects　ofTPNa　on　PGE2　generation　in　model　skin．

Suppressive　effects　ofTPNa　on　PGE2　generation　in　skin　are　shown．　Model　skins　were

irradiated　with　UVB（80　mJ／cm2）and　then　incubated　without　or　with　2％TPNa．　The

amounts　of　PGE2　in　the　medium　were　determined　as　described　in　the“Materials＆

Methods”．　Each　bar　represents　the　mean土SD．＊ρ＜0．05　versus　UVB　irradiation　in　the

absence　ofTPNa　compared　by　Student’sτ一test．
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第4節　各種トリガーによるPGE2産生に対する抑制効果

　前節の3次元培養モデル皮膚を用いた研究の結果より、TPNaはUVB照射に

よるPGE2産生を抑制し、それにより炎症反応から皮膚を防御する可能性が明

らかとなった。そこで、正常ヒト表皮角化細胞を用い、UVB照射、炎症トリガ

ーのインターロイキンー1β（IL－1β）及び過酸化物の’♂一ブチルヒドロペルオキシ

ド（tBHP）と過酸化水素（H202）によるPGE2産生に対するTPNaの抑制効果を

検討した。この際、抗炎症物質であるTAとG2Kを比較対象として用いた。

　まず、正常ヒト新生児表皮角化細胞（NHEK（F））を各被験物質（TPNa，　TA，

G2K）の0～2μMで処理し、24時間培養した後、UVB（60　mJ／cm2）照射（A），IL－1β

（10ng／ml）処理（B），0．5　mM　tBHP処理（C），　l　mM　H202処理（D）をそれぞれ

行った。各24時間培養後、培地中のPGE2量を定量した（Fig．2－5）。

　Fig．2－5Aに示すように、　uvB照射によりPGE2産生量は未照射の約10倍に

増加したが、TPNa処理によりその増加が濃度依存的に有意に抑制された。　TA

にもPGE2産生抑制効果が認められたが、　TPNaより弱かった。これに対しG2K

ではほとんど効果は認められなかった。Fig．2－5Bに表すように、ILIβ刺激によ

りPGE2産生量は未処理の約5倍に増加したが、　TPNa，　TA、　G2K添加により濃

度依存的に増加が抑制された。TPNaとTAの効果はほぼ同等であったが、　G2K

の効果はそれらに比較して低かった。Fig．2－5Cに示すように、　tBHP処理によ

りPGE2産生量は未処理の約10倍に増加したが、その増加がTPNa添加により

濃度依存的に顕著に抑制された。TAには2μM添加のときのみ有意な抑制効果

が認められたが、G2Kには2μM添加でもほとんど効果がなかった。　Fig．2－5D

に表すように、H202処理によるPGE2産生増加は、0．1～2μM　TPNaによって約

50％，2μMTAによって約25％，05～2μMG2Kによって約40％抑制された。

　これらの結果より、TPNaはUVB照射，IL－1β及び過酸化物の刺激によるPGE2

産生増加に対して、TAやG2Kよりも強力に阻害することから、これらの薬剤

よりも効果的に、炎症反応を抑え皮膚を防御することが示唆された。

13



（A）　　　　　　　　　　　（C）
＿　　600
」
∈

、　500
e
　め
山1　400
0
正
・◎　　300
8
＄　200
る

　　　　100

0

600

500

400

300

200

100

0
Compound　　N　O　O．10．520．10．520」0．52　　　　　N　O　O．10．520．10．520．10．52

　　（μM）　　　L＿正些L＿工全＿＿≦迷」　　　　L＿工一」
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　UVB　stimulated　　　　　　　　　　　　　　tBHP　stimulated

（B）　　　　　　　　　　　（D）
　　　300

コ
∈　250

b9
　　　200

ゴ
臣15・

で
8　100
墨

躍　50

0

300

250

200

150

100

50

0
Compound　　N　O　O・10・520・10・520・10・52　　　　　N　O　O・10・520・10・520・10・52

　　（μM）　　　L＿≡一巴」　　　　L＿工一丘一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　lL－1βstimulated　　　　　　　　　　　　　　H202　stimulated

Fig．2－5　Effects　ofTPNa　on　PGE21evels　in　NHEK（F）．

NHEK（F）（105　cells／ml）were　incubated　with　TPNa，　TA　and　G2K　at　concentrations

丘om　O　to　2μM　fbr　24　h．（1）Cells　were　irradiated　with　UVB（60　mJ／cm2）（A）or

stimulated　with　IL－1β（10ng／ml）（B）and　then　post－cultivated　fbr　24　h　as　described　in

the“Materials＆Methods”．（2）After　replacing　the　medium，　cells　were　treated　with

O．5mM　tBHP（C）or　l　mM　H202（D）fbr　O．5　h，　transfbrred　to　f㌔esh　medium，　and

incubated　fbr　24　h．　The　amollnts　ofPGE2　in　the　medium　were　determined　as　described

in　the“Materials＆Methods”．　Each　bar　represents　the　mean土SD．＊＊ρ＜0．Ol　and＊ρ

＜0．05versus　each　stimulant　in　the　absence　of　compounds　compared　by　Student’s

τ一test．
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第5節　Cox－2遺伝子の発現抑制効果

　Cox－2はPGE2の合成に関わり炎症反応を促進する酵素である。そこで、正常

ヒト表皮角化細胞を用い、UVB照射、炎症トリガーのIL－1β及び過酸化物の

tBHPとH202によるCox－2遺伝子発現に対するTPNaの効果を検討した。

NHEK（F）に0～0．5μM　TPNaを24時間添加培養した後、UVB（60　mJ／cm2）照射

（A）、IL－1β（10ng／ml）処理（B）、0．5　mM　tBHP処理（C）、　l　mM　H202処理（D）を

それぞれ行い、3時間培養後、細胞を回収した。各細胞からtotal　RNAを抽出し、

Cox－2遺伝子の発現をReal－time　PCR法で測定した。

　Fig．2－6に示すように、　cox－2遺伝子の発現レベルは未処理と比較して、　uvB

照射で約1．6倍，IL－1β処理で約1．2倍，　tBHP処理で約4．7倍，　H202処理で約

3．3倍となったが、0．5μMTPNa処理により、H202以外の3種のトリガー（UVB

照射，IL－1β，　tBHP）による増加は有意に抑制された。

　この結果は、TPNaによる炎症防護効果の一因がCox－2遺伝子発現の抑制に

伴うPGE2の産生抑制によるものであることを示唆した。
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Fig．2－6　Suppressive　effbcts　of　TPNa　on　Cox－2　mRNA　expression　in　NHEK（F）caused

by　UVB　irradiation，　IL－1βand　peroxides．

NHEK（F）（105　cells／ml）were　incubated　with　TPNa　at　concentrations　of　O　and　O．5μM

負）r24　h．　After　replacing　with　D－PBS（一）medium　lacking　TPNa，　cells　were　irradiated

with　UVB（60　mJ／cm2）or　treated　with　lOng／ml　IL　1βfbr　3　h，　or　O．5　mM　tBHP　for　O．5

hor　l　mM　H202　fbr　O．5　h，　respectively．　After　stimulation，　cells　were　post－cultivated

R）r3hand　collected．　Cox－2　mRNA　expression　was　determined　by　Rea1－time　PCR

methods　as．described　in　the“Materials＆Methods”．　Each　bar　represents　the　mean±

SD．＊ρ＜0．05　versus　each　stimulant　in　the　absence　of　TPNa　compared　by　Student‘s

t－test．
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第6節　p38　MAPK活性化に対する抑制効果

　MAPキナーゼ（MAPK）ファミリーの分子は外界刺激を伝達するシグナルと

して働く。その中のc－Jun　N－terminal　kinase（JNK）とp38は、ストレス応答性の

分子で、いずれもリン酸化されることによって活性化される20）。MAPKはCox－2

遺伝子発現を誘導して化学発癌に関与することが知られている21・22）。また、

UVB照射によりヒト表皮角化細胞のp38と細胞外シグナル調節キナーゼ（ERK，

extracellular　signal－regulated　kinase）の活性が顕著に増加することや23・24）、ヒト

表皮角化細胞へのUVB照射により誘導されるCox－2遺伝子発現のシグナル伝

達経路において、p38は重要な役割を果たしているという報告がある25）。一方、

炎症性サイトカインや物理化学的ストレスにより活性化される分子及び、Cox－2

遺伝子の発現を促進する転写因子としてNF－KBも知られている26・27）。そこで、

UVB照射によりNHEK（F）を刺激したときのPGE2産生増加に、　MAPK或いは

NF－KBのいずれのシグナル伝達経路が関与しているかを検討するためMAPK

とNF－KBの阻害剤（Bay　l　l－7082，　NF－KB；SB203580，　p38；SP600125，　JNK）を用い

て確認した。

　NHEK（F）に2μMのBay　l　l－7082，　sB203580またはsP600125を前処理した

後、UVBを照射して培養し、24時間後の培地中のPGE2を定量した（A）。同様

に0～0．5μMTPNaを前処理した後、　UVBを照射を行い、24時間後の培地中の

PGE2を定量した（B）。

　Fig．2－7Aに示すように、　uvB照射によりPGE2量は未照射の約2．7倍に増加

した。阻害剤の前処理により、Bay　l1－7082で約9％、　SB203580で約73％、

SP600125で約33％のPGE2産生抑制が認められた。特にp38の阻害剤である

SB203580の効果が他の阻害剤に比べて顕著であった。同時にTPNaの効果を検

討したところ、添加濃度に依存したPGE2産生抑制効果が認められた（Fig．2－7B）。

　これらの結果は、NHEKに対するUVB照射によるPGE2産生増加が、主にp38

MAPKを介して発現していることを示唆していた。また、　TPNaがSB203580と

同様の抑制効果を示していたことより、TPNaがp38　MAPKを阻害する可能性

が示唆された。
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Fig．2－7　Effξcts　of　inhibitor　ofMAPK　and　TPNa　on　PGE21evels　in　NHEK（F）．

（A）NHEK（F）（105　cells／ml）were　incubated　with　Bay　11－7082，　SB203580，0r

SP600125　at　2μM　concentration，　and　then　irradiated　with　UVB（60　mJ／cm2）as

described　in　the　“Materials＆Methods”．（B）NHEK（F）（105　cells／ml）were

incubated　with　TPNa　at　the　indicated　concentrations，　and　then　irradiated　with　UVB　as

described　in　the“Materials＆Methods”．　The　amounts　of　PGE2　in　the　medium　were

measured．　Each　bar　represents　the　mean±SD．＊＊ρ＜0．Ol　versus　UVB　irradiation　in　the

absence　of　compounds　compared　by　Student’sτ一test．
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　続いて、NHEK（F）に05μM　TPNa、あるいは2μM　SB203580の処理を行い、

UVB照射した後0．5時間培養した細胞から抽出したタンパク質に対し、イムノ

ブロッティング法を行うことで、p38　MAPKの発現解析を行った（Fig．2－8）。

即ち、抗リン酸化p38抗体と抗p38抗体を用いて、　UVB照射した細胞のp38タ

ンパク質のリン酸化レベルを調べ、TPNaのp38リン酸化への影響を確認した。

その結果Fig．2－8に示すように、2μM　SB203580及び0．5μM　TPNaで処理する

とリン酸化p38の発現が、　UVB照射した対照と比べて明らかに減少していた。

　この結果は、TPNaによるPGE2産生抑制効果が、　p38のリン酸化の阻害によ

り仲介されている可能性を示した。

　さらに、NHEK（F）に0．5μM　TPNaを添加したときの細胞内TPNaとTocの存

在量を調べた。Fig．2－9に示すように、24時間処理した後のTPNaとTocの量

は順に1．05nmol／mg　protein、0．38　nmol／mg　proteinであった。

　この結果は、TPNaによる作用は、　TPNa及び／或いはα一Tocによることを示

していた。
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Fig．2－8　Suppression　ofp38　phosphorylation　by　pre－treatment　with　TPNa．

NHEK（F）（105　cells／ml）were　incubated　without／with　O．5μM　TPNa，　or　treated

without／with　2μM　SB203580．　Cells　were　irradiated　with　UVB　and　post－cultivated　for

O．5h．　Cellular　proteins　were　prepared　and　analyzed　by　immunoblotting　as　described

in　the“Materials＆Methods”．　Each　bar　represents　the　mean土SD．＊＊ρ＜0．Ol　and＊ρ

＜0．05versus　UVB　irradiation　in　the　absence　of　compounds　compared　by　Student’s

τ一test．
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NHEK（F）（105　cells／ml）were　incubated　with　O．5μM　of　TPNa，　and　the　amounts　of

TPNa　and　oし一Toc　were　analyzed　by　HPLC　as　described　in　the“Materials＆Methods”．

Each　bar　represents　the　mean士SD．
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第7節　UVB照射によるPGE2産生に対するTPNaとビタミンC誘導体の相乗

的抑制効果

　アスコルビン酸（AsA，ビタミンC）は水溶性の抗酸化物質として知られ、

α一Tocを破壊するフリーラジカルの捕捉や、α一トコフェリルラジカルをα一Toc

に再生する作用を持つ28・29）。よって、α一Tocの作用にAsAが影響を及ぼす可

能性がある。そこで、TPNaとAsAがUVB照射によるヒト株化ケラチノサイ

ト（SVHK）のPGE2産生抑制に対し、相乗効果を示すかを検討した。このとき

AsAの供給源として、化学的に安定で培地のpHに対する影響が少ないリン酸

アスコルビルマグネシウム（APM）を用いた。　SVHKに0～10μMのTPNaを24

時間処理した。培地をD－PBS（一）に置換してUVB（30　mJ／cm2）を照射した後、0

或いは30μMのAPMを含む培地で24時間培養し、培地中のPGE2を定量した。

　Fig．2－10に示すように、　uvB照射によりPGE2は未照射の場合に比べ約2倍

に増加した。これに対し、30μMAPM処理単独ではPGE2産生抑制効果は認め

られなかったが、5μMまたは10μMTPNaと30μM　APMを併用した場合には、

TPNa処理単独の時と比べて、それぞれ約70％のPGE2レベルにまで抑制され

た。併用して10μMTPNaと30μM　APMを添加した場合（Fig．2－10，右端）では、

UVB未照射とほぼ同等のPGE2レベルとなっていた。

　TPNaを前処理しAPMを後処理するとPGE2産生抑制効果が相乗的に増強さ

れたことから、APMはUVB照射によるPGE2産生を直接抑制するのではなく、

TPNaの抗炎症作用促進に効果を及ぼすことが示唆された。
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Fig．2－10．　Synergistic　effξcts　ofTPNa　in　combination　with　APM　on　PGE2　synthesis　in

human　keratinocytes．

Synergistic　ef飴cts　of　TPNa　in　combination　with　APM　on　PGE2　synthesis　in　human

keratinocytes　caused　by　UVB　irradiation。　Human　keratinocytes（SVHK，5x104

cells／ml）were　incubated　with　TPNa　at　concentrations　of　O～10μM　for　24　h。After

replacing　to　D－PBS（一），　cells　were　irradiated　with　UVB（30　mJ／cm2）．　Cells　were

post－cultivated　for　24　h　in　medium　with　or　without　30μM　APM，　and　the　amounts　of

PGE2　secreted　into　the　medium　were　determined　by　ELISA　methods　as　described　in

the“Materials＆Methods”．　Each　bar　represents　the　mean±SD．＊ρ〈0．05　versus　UVB

irradiation　done　in　the　absence　of　APM　with　TPNa　treatment　compared　by　Student’s

τ一test．
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第8節　本章のまとめ・考察

　本章ではTPNaのPGE2産生抑制を指標とした抗炎症効果について検討した。

　TPNaをヒト3次元培養モデル皮膚に経皮投与すると、TPNaは浸透して皮膚

内でα一Tocに変換されることを確認した（Fig．2－2）。また、uvB照射による損傷

細胞の形成を抑制し（Fig．2－3）、同時に炎症性物質であるPGE2の産生を抑制す

ることを確認した（Fig．2－4）。

　次に、TPNaのPGE2産生抑制効果を、ヒト表皮角化細胞であるNHEK（F）を

用いて、抗炎症物質として知られているTA及びG2Kと比較して検討した。炎

症誘発因子としてUVB照射，　IL－1β，　tBHP及びH202を用いた場合、全てにお

いてTPNaはPGE2の産生を抑制し、その効果はTAやG2Kよりも顕著で大き

かった（Fig．2－5）。

　以上より、TPNaは様々な炎症誘発因子により誘導されるPGE2産生に関わる

炎症反応を抑制することを明らかとした。

　次に、PGE2産生酵素であるCox－2のmRNA発現へのTPNaの前処理による

影響をNHEK（F）を用いて検討したところ、TPNaはCox－2　mRNA発現も抑制し

た（Fig．2－6）。また、　NHEK（F）にuvB照射した際のPGE2産生はp38　MAPK経

路を介していることを見出し、Cox2　mRNAの発現制御に関わるp38　MAPKの

リン酸化をTPNaが抑制していることを明らかとした（Fig．2－7）。これらの結果

はTPNaによるPGE2産生抑制の結果とよく相関していた。

　さらに、TPNaのPGE2産生抑制効果がAsA誘導体であるAPMと併用すると

増強することを確認した（Fig．2－8）。

　これらの結果は、TPNaが試験した抗炎症物質のうち最もPGE2産生抑制効果

に優れることと、p38　MAPKリン酸化に関連するさまざまな炎症反応を抑制す

ることを示唆した。

　TPNaがUVB照射による損傷細胞の形成やDNA劣化及び脂質過酸化を抑制

する効果を持つことは、ヘアレスマウス皮膚器官培養を用いて示した報告があ

る14）。しかしながら、TPNaの炎症反応の抑制メカニズムや他の抗炎症物質と

の比較については、示されていない。

　TAについては、ヘアレスマウスの皮膚にUVB照射前にTAを塗布すると、
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PGE2産生及びCox－2遺伝子発現を抑制するが、照射後添加では抑制効果が得ら

れないとの報告ll）がある。本研究において、　TAを前投与した後UVB照射し

たNHEK（F）のPGE2産生を顕著に抑制することを示した（Fig．2－5）。よってマ

ウス皮膚を用いた∫ηvivo試験とNHEK（F）を用いた」〃vj’ro試験という点が異な

っているが、TAの結果はほぼ一致している。しかし、　TAの効果はTPNaの効

果に比べて非常に弱かった。本研究はTPNaのほうがTAよりも優れた抗炎症

物質であることを示した。

　G2Kは抗炎症剤として有用な漢方薬の主成分29’30）で、抗脂質異常，抗酸化

31），抗ウイルス32）やインターフェロン誘導33）の効果など、さまざまな生理活性

がヒトで確認されている。しかしG2Kの生化学的機能は依然として不明である

34’37）。ラット腹腔活性化マクロファージにおけるPGE2産生を、10μg／mL（12．1

μM）より高い濃度のG2Kで容量依存的に阻害するという報告がある36）。本研

究は、ヒト皮膚細胞をUVB照射，　IL－1β，　tBHP及びH202で刺激した際に産生

するPGE2へのG2Kの効果を初めて示した。G2K（2μM）はNHEK（F）において、

UVB照射とtBHPで誘導されるPGE2は抑制しなかったが、　IL－1βとH202に

より誘導されるPGE2を抑制した（Fig．2－5）。しかしながら、そのG2Kの効果は

TPNaより弱いことが明らかとなった。

　TPNaによるPGE2産生抑制効果のメカニズムを解明するために、　TPNa処理

によってPGE2生成酵素であるCox－2のmRNA発現量が変動するかを調べた。

その結果NHEK（F）へのTPNaの前処理によって、H202以外のさまざまな（UVB

照射，IL－1β，　tBHP）トリガーによるCox－2　mRNA発現増加が抑制された（Fig．

2－5）。さらに、TPNaは全てのトリガー（UVB照射，　IL－1β，　tBHP，　H202）処理

によるNHEK（F）のPGE2産生の増加を阻害した（Fig．2－5）。これらの結果は、

Cox－2　mRNA発現の抑制がPGE2合成抑制と関連していることを示唆している。

一方、以前の研究において、大腸ガンCaco2細胞を10μMのα一TocとTAで処

理してもCox－2のmRNA発現に対する抑制効果は無いが、α一TocにはCox－2の

活性を阻害するという報告がある9）。ガン細胞へのTPNaの効果を確認したこ

とはないが、Cox－2の発現抑制効果を含めたTPNaのガン細胞への薬理作用を

評価することはとても興味深いので、今後の検討課題としたい。

　MAP　kinaseはセリン／スレオニンキナーゼのファミリーに属し、ガン遺伝子の
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発現誘導シグナル伝達経路の制御に重要な役割を果たす酵素である38’40）。UVB

照射は培養ヒト表皮角化細胞においてp38とERKを活性化すると報告されてい

る23’24）。一方で、ヒト表皮角化細胞で、p38はUVB照射で誘導されるCox－2

遺伝子発現において重要な役割を持っが、ERKはこの過程には関与していない

という報告がある25）。これらの報告より、紫外線による発ガンにおいてCox－2

発現は重要な役割を担うことが示され、p38は皮膚ガンの化学的予防の分子タ

ーゲットとなる可能性が大いに考えられる。ビタミンE類縁体のトコトリエノ

ール、その中でも特にγ一T3は、表皮角化細胞においてPGE2産生，炎症因子の

遺伝子発現及びUVBで誘導されるCox－2タンパクの発現とp38のリン酸化を

抑制することが知られている41）。本研究で、TPNaはPGE2産生抑制において最

も効果が高く，Cox－2発現とp38リン酸化の抑制にも働いていることを明らか

とした（Fig．2－8）。これらの結果は、　p38のリン酸化を介してcox－2遺伝子発現

を抑制してPGE2産生を阻害するγ一T3やTPNaが、抗炎症物質、さらにはガン

に対する予防物質として有効である可能性を示唆している。

　細胞膜の脂質過酸化抑制作用はα一Tocの主要な機能である。一方、細胞質に

おいてAsAはα一Tocを分解するようなフリーラジカル種を直接スカベンジす

るか、もしくは、α一トコフェリルラジカルをα一Tocに再生する働きを持つ28・42）。

肝細胞のプライマリーカルチャーや43・44）皮膚線維芽細胞において45）、α一Tocと

AsAの濃度は時間経過と共に減少するが、この減少の原因は酸化ストレスに起

因することが報告されている44）。H411Eラット肝細胞の培養において、　AsAの

添加はα一Toc濃度を維持し、　AsAとα一Toc両方の添加により細胞膜の脂質過酸

化が減少することが報告されている46）。これらの結果は、AsAの添加によって

細胞のトコフェロールが再生され、酸化ストレスによる脂質過酸化的損傷が予

防されることを示している。本研究において、APMは相乗的に、　TPNaによる

PGE2産生の阻害効果を促進した（Fig．2－10）。この結果は、APMから生じたAsA

がTPNaから生じたα一Tocの再生に作用したことによると言える。

　以上まとめると、本研究の結果は、TPNaが医薬部外品や化粧品で汎用され

るTAやG2Kのような既知の抗炎症物質よりも優れた抗炎症物質である可能性

を示している。また、TPNaはUVB照射及び過酸化物といった外因性刺激や炎

症性サイトカインといった内因性刺激による炎症反応を予防し、皮膚組織を健
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やかに保つ物質であることを示唆している。その作用メカニズムは、TPNaが

p38のリン酸化を抑制することによりCox－2遺伝子発現を抑制してPGE2産生を

抑制するというものである。TPNaは化学的に安定なトコフェロール誘導体と

して、他に比べ優れた作用を現して皮膚を保護し、皮膚ガンをも予防する可能

性をもっことから、極めて有用な物質と考えられる。
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第3章　TPNaの皮膚水分保持機能改善効果の検討

　前章において、TPNaの抗炎症効果とその作用メカニズムについて明らかと

した。

　TPNaは皮膚トラブルの一種である肌荒れを予防する医薬部外品主剤で、皮

膚の乾燥やきめの乱れを防ぐ効果を有しており、角層の保湿機能とバリア機能

の低下を予防・改善している可能性が示唆されるが、その詳細と作用メカニズ

ムに関する報告は無い。

　そこで、本章では、角層の保湿機能に着目し、TPNaの皮膚水分保持機能改

善効果とその作用メカニズムについて検討した。
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第1節　ヘアレスマウスにおける皮膚水分保持機能改善効果

　TPNaの皮膚水分保持機能改善効果を検討するため、ヘアレスマウスを用い

て試験した。

　先ず、1％及び2％TPNaを含む水中油型（0／W）乳液とTPNaを含まないプ

ラセボ乳液を、週5日、4週間経皮投与し、角層の水分保持能が向上するかを

水負荷試験により調べた。

　測定部位の角層水分量は、皮膚表面の電気伝導度を測定して定量した。水負

荷処理前の測定値を初期値、処理30秒後の測定値より吸水能を、続けて30秒

ごとに処理120秒後まで測定を繰り返して水分保持能を、計測した。測定結果

は、初期値に対する相対値で経時的に示した。

　Fig．3－1Aに示すように、水負荷処理30秒後に角層の水分量が増加し、その

後経時的に角層の水分が消失していく様子を確認した。

　Fig．3－IB左側のグラフに示すように、皮膚吸水能の指標となる水負荷処理30

秒後の角層水分量は、無塗布及びプラセボ塗布群では水負荷前の約4倍となっ

た。これに対し、1％及び2％TPNaを塗布した群では約6倍となった。

　Fig．3－IB右側のグラフに示すように、水分保持能の指標となる水負荷60秒

後の角層水分量は、1％及び2％TPNaを塗布した群では、無塗布，プラセボ塗

布群と比べて約1．5倍高くなり、水負荷90秒後も同様の傾向を示した。

　これらの結果は、TPNaを含む乳液を連続で皮膚に塗布すると、皮膚角層の

吸水能と保水能が向上することを示した。
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Fig．3－l　Effects　ofTPNa　on　hygroscopicity　and　water　holding　capacity　in　mouse　SC

Mouse　skin　was　treated　without　or　with　TPNa　topically　once　daily，5times　a　week．

After　4　weeks，　water　sorption－desorption　tests　were　perfbrmed　as　described　in　the

“Materials＆Methods”．（A）Overall　view　of　the　water　sorption－desorption　test，（B）

Skin　surface　hydration　as　hygroscopicity　at　a　time　point　of　30　seconds　（1eft　panel）or

water　holding　capacity　at　a　time　point　of　60　seconds（right　panel）　after　loading　water

onto　skin．　Each　bar　represents　the　mean士SE．＊ρ＜0．05　and＊＊ク＜0。01　versus　placebo

compared　by　Student’sτ一test．　None（◇），　placebo　（◆），1％TPNa（○），2％TPNa

（●）．
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第2節ヘアレスマウスにおける皮膚角層セラミド増加効果

　前節の結果より、ヘアレスマウスの背部皮膚にTPNaを含む乳液を連続で4

週間塗布すると角層の吸水能と保水能が向上することが明らかとなった。角層

は、角化した表皮細胞とそれを取り囲む細胞間脂質により層構造を形成してい

る47）。細胞間脂質は角層重量の10％程度であるが水分保持能には必須であり、

その半分近くを占めるのがセラミドである48’49）。そこで、ヘアレスマウスの背

部皮膚に、TPNaを含む乳液を連続で4週間塗布した際の、角層のセラミド量

の変化を調べた。

　水負荷試験終了時の皮膚をテープストリッピングで採取し、脂質を抽出して

塩酸加水分解した後、セラミド由来のスフィンゴ脂質をfluorescamineで蛍光誘

導体化し、セラミドを定量した。

　Fig．3－2に示すように、無塗布，プラセボ群と比較して1％及び2％TPNa塗

布群ではセラミドが約1．7倍に増加していた。しかしながら、この条件では1％

TPNa塗布群と2％TPNa塗布群とでセラミド量に差違はなく、濃度依存的な差

は認められなかった。

　この結果から、TPNaの経皮投与により角層セラミド量が増加することが確

認された。
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Fig．3－2　Effbcts　ofTPNa　on　the　amount　of　ceramide　in　mouse　SC．

The　SC　of　mouse　skin　treated　without　or　with　TPNa　topically　fbr　4　weeks　was

stripped　using　adhesive　tapes。　Lipids　on、　the　adhesive　tapes　were　extracted　and

ceramide　was　determined　as　described　in、　the“Materials＆Methods”．　Each　bar

represents　the　mean圭SE．＊ク＜0．05　and＊＊ρ＜0．01　versus　placebo　compared　by

lStudent’sτ一test．
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第3節　皮膚表皮角化細胞におけるセラミド産生促進作用

　前節の結果より、ヘアレスマウス皮膚にTPNaを含む乳液を塗布すると角層

セラミド量が増加し、角層の吸水量、保水量が向上する可能性が明らかとなっ

た。そこで、このTPNaによるヘアレスマウス皮膚におけるセラミド量の増加

が、セラミド産生促進によるものかを検討するため、まずNHEK（F）において

もTPNaを投与することによりセラミド量が増加するかを調べた。

　NHEK（F）を0，10，50μM　TPNaで処理し、24時間培養した後、回収した細胞

から抽出した脂質を塩酸加水分解し、セラミド由来のスフィンゴ脂質を蛍光誘

導体化し、セラミドを定量した。

　Fig，3－3に示すように、10μM、50μM　TPNaを処理した細胞のセラミド量は、

未処理に比べそれぞれ約1．5倍、1．8倍と、投与濃度依存性的に増加した。

　この結果から、TPNa処理により表皮角化細胞のセラミド量が増加すること

が明らかとなった。
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Fig．3－3　Effξcts　of　TPNa　on　ceramide　levels　in　NHEK（F）．

NHEK（F）（105　cells／m1）cultured　to　selniconflueIlt（80％）were　incubated　without

（control）and　with　TPNa　at　concentrations　of　l　OμM　or　50μM　fbr　24　h，　Cells　were

harvested，　and　the　amount　of　ceramide　was　determined　as　described　in　the“Materials

＆Methods”．　Each　bar　represents　the　mean土SE．＊〆0．05　and＊＊ρ＜0．01　versus

control　compared　by　Student’s’－test．
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第4節　皮膚表皮角化細胞におけるセラミド合成関連酵素の発現促進作用

　前節の結果より、TPNaがNHEK（F）のセラミド量を増加させることが明らか

となった。そこで、TPNaがセラミド合成関連酵素の遺伝子発現を促進するか

否かを検討した。また、同時にセラミド分解酵素の遺伝子発現についても検討

した。

　NHEK（F）に0，10，50μM　TPNaを処理し、24時間培養した後、回収した細胞

からtotal　RNAを抽出して、各種遺伝子の発現をReal－time　PCR法で測定した。

　Fig．3－4に示すように、50μM　TPNaを投与した細胞では、セラミド合成関連

酵素であるセリンパルミトイルトランスフェラーゼ（SPTLC　I，　SPTLC2）の遺

伝子発現量は未処理細胞に比べ、それぞれ約1．3倍、約2．2倍高くなった。一

方、TPNaはセラミド分解酵素である酸性セラミダーゼ（ASAHI），アルカリセ

ラミダーゼ（ACERI）の発現量には影響しなかった。

　この結果から、表皮角化細胞におけるTPNaによるセラミド量の増加は、TPNa

のセラミド合成関連酵素の発現促進によるものであることが明らかとなった。

またこのときセラミド分解酵素の発現には影響していないことから、TPNaに

よるセラミド量の増加は分解阻害による増加ではないことも明らかとなった。

よって、TPNaはセラミド合成関連酵素の発現を促すことによりセラミド産生

を促進し、細胞内セラミド濃度を高くしていることが判った。
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Fig．3－4　Effbcts　of　TPNa　on　mRNA　expression　of　serine　palmitoyltransfbrase

（SPTLCl，SPTLC2）and　ceramidase（ASAH1，ACERl）in　NHEK（F）．

NHEK（F）（105　cells／ml）cultured　to　semiconfluent（80％）were　incubated　without

（control）and　with　TPNa　at　concentrations　of　10μM　or　50μM　fbr　24　h．　Total　RNA

was　isolated　f士om　cells　and　mRNA　expression　levels　of　SPTLC1，SPTLC2，　ASAHI　or

ACERI　were　determined　by　real－time　PCR　analysis　as　described　in　the“Materials＆

Methods”．　Each　bar　represents　the　mean士SE．＊ρ＜0．05　and＊＊ク＜0．Ol　versus　control

compared　by　Student’sτ一test．
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第5節　皮膚表皮角化細胞における分化関連因子の発現促進作用

　前節の結果より、表皮角化細胞にTPNaを投与すると、セラミド合成関連酵

素の発現が増えることでセラミドの産生を促し、セラミド量が増加することが

明らかとなった。セラミドは表皮角化細胞の角化、即ち分化の過程で表皮の有

棘層や頼粒層に存在する種々の酵素によって生成される。そこで、TPNa処理

によって、表皮角化細胞の分化の過程で発現促進することが報告されている酵

素や構造タンパクの遺伝子の発現・挙動が変化するか否かを検討した。

　NHEK（F）に0、50μM　TPNaを処理し、24時間培養した後、回収した細胞か

らtotal　RNAを抽出して、各遺伝子の発現をReal－time　PCR法で測定した。

　Fig．3－5に示すように、50μM　TPNa投与により、トランスグルタミナーゼ1

（TGM　1）で約2．5倍、ケラチン10（KRT　10）で約2．2倍、インボルクリン（IVL）で

約3．3倍、ロリクリン（LOR）で約25倍の発現促進が認められた。これに対し、

ケラチン1（KRT　1）とフィラグリン（FLG）の発現には、有意な変化は認められ

なかった。

　この結果から、未分化状態の表皮角化細胞へのTPNaの投与は、分化を促進

する可能性が示唆された。
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Fig．3－5　Effbcts　ofTPNa　on　mRNA　expression　ofdiffbrentiation　markers　in　NHEK（F）．

NHEK（F）（105　cells／ml）cultured　to　semiconfluent（80％）were　incubated　without

（control，口）and　with　50μM　TPNa（圏）fbr　24　h．　Total　RNA　was　isolated　from　the

cells　and　mRNA　expression　levels　of　TGMI，KRT1，KRT10，　IVL，　LOR　or　FLG　were

determined　by　real－time　PCR　analysis　as　described　in　the“Materials＆Methods”．

Each　bar　represents　the　mean±SE．＊ρ＜0．05　and＊＊ク＜0．01　versus　control　compared

by　Student’sτ一test．
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第6節　皮膚表皮角化細胞における細胞内カルシウム濃度増加作用

　前節の結果より、表皮角化細胞にTPNaを投与すると表皮角化細胞の分化の

過程で発現が高くなる酵素や構造タンパク質の遺伝子の発現量が増加すること

が分った。即ち、TPNaには表皮角化細胞の分化誘導促進効果があることが示

唆された。そこで、表皮角化細胞の分化誘導因子の一つであるカルシウムイオ

ンの細胞内濃度がTPNaの投与により変動するか否か、その挙動を調べた。

　NHEK（F）を（1）0．05　mMカルシウムイオンと0，25，50，75μM　TPNaを含む

緩衝液で1時間、（2）1．15mMカルシウムイオンと0，10，50μM　TPNaを含む培

地で24時間処理した後、細胞に取り込まれたカルシウムイオンと特異的に結合

して蛍光を呈するFura　2を用いて、細胞内カルシウムイオン濃度の変化を測定

した。

　Fig．3－6Aに示すように、　TPNa投与1時間後の、細胞内カルシウムイオン濃

度は、TPNa濃度依存的に増加することが明らかとなった。またFig．3－6Bに示

すようにTPNa処理24時間後の細胞内カルシウムイオン濃度も持続して増加し

ていることが明らかとなった。

　この結果から、TPNaは表皮角化細胞内のカルシウムイオン濃度を増加させ

る作用により、分化誘導を促進していることが示唆された。
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Fig．3－6　Effect　ofTPNa　on　Ca2＋levels　in　NHEK（F）．

NHEK（F）（105　cells／ml）cultured　to　semiconfluent（80％）were　incubated　without

（control）and　with　various　concentrations　of　TPNa　fbr　l　h（A）or　24　h（B），and　then

with　Fura　2－AM　fbr　l　h．　Intracellular　Ca2＋levels　were　determined　as　described　in　the

“Materials＆Methods”．　Each　bar　represents　the　mean士SE．＊ク＜0．05　versus　control

compared　by　Student’sτ一test．
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第7節　表皮角化細胞への取り込みと変換

　前節の結果より、TPNaは表皮角化細胞内のカルシウムイオン濃度を増加さ

せることで表皮角化細胞の分化の過程で発現が促進する酵素や構造タンパクの

遺伝子の発現を促進することが分った。即ちTPNaには表皮角化細胞の分化誘

導促進効果があることが示唆された。そこで、NHEK（F）をTPNaで処理した際

の細胞への取り込みと、α一Tocへの変換率を調べた。

　Table　3－1に示すように、10，50μMのTPNaを含む培地で24時間培養した後

のTPNaの細胞内濃度はα一Toc濃度の約20倍、約31倍であり、95％以上はTPNa

のままであった。

　この結果から、TPNaからα一Tocへの変換はゆっくりとした反応であること

が確認された。

Table　3－1　Concentration　ofα一Toc　and　TPNa　in　NHEK（F）after　24h　administrationa

Dose（μM）　　　　α一Toc　　　　　　　　　　TPNa

O　　　　　　　ND　　　　　　　　　　ND
10　　　　　　　　17±0．4　（4．8％）　　　　34．0±7．4　（95．2％）

50　　　　　　　4．7±0．3　（3．1％）　　　147．8±0．8　（96．9％）

aConcentrations　are　given　in　nmol／mg　Protein
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第8節本章のまとめ・考察

　本章では、TPNaの皮膚水分保持機能改善効果について検討した。

　TPNaを皮膚に投与すると、皮膚角層の水分保持能が増強する（Fig．3－IA）。

水負荷試験によって、皮膚吸水能（Fig．3－1B，左側のグラフ）と保水能（Fig．

3－1B，右側のグラフ）が向上することがわかった。この試験の際に採取した皮

膚角層を調べたところ、セラミド含量が増加していた（Fig．3－2）。また、表皮角

化細胞にTPNaを投与した際にもセラミド量が増加した（Fig．3－3）。このとき、

セラミド分解酵素の遺伝子発現には変化が無いが、セラミド合成関連酵素の遺

伝子の発現が充進していることを確認した（Fig．3－4）。同時に、表皮角化細胞の

分化マーカー酵素及びタンパク質の遺伝子発現について調べたところ、TGMI，

KRTIO，　IVLで発現の充進を認めた（Fig．3－5）。また、　TPNaを処理すると、細

胞内カルシウムイオン濃度が増加した（Fig．3－6）。

　これらの結果は、TPNaが、セラミド合成関連酵素の発現を促し、角層のセ

ラミドを増加させた結果、皮膚水分保持能を改善させることを示唆していた。

また同時に、TPNaが表皮角化細胞内のカルシウムイオン濃度を増加させ、分

化誘導することにも起因している可能性を示した。

　局所適用による角層のセラミド量の増加に関しては、Sake　concentrate，　Ethyl

α一D－glucoside50），　Nicotiamide51），　Lactic　acid52），ユーカリエキス53），　Musk－T54），

Ursolic　acid55）などの報告がある。それぞれの物質を局所適用した際の角層のセ

ラミド量は、以下の通りである。ヘアレスマウスの皮膚にSake　concentrate（10％）、

α一EG（1％v／v）を4週間、Musk－T（1％w／v）を30時間投与したところ、基剤投

与と比較してそれぞれのセラミド量は約L6倍，約1．1倍，約1．3倍になった。

また、ヒトボランティアにNicotinamide（2％），　Lactic　acid（4％）を4週間投与し

たところ、基剤投与と比較してそれぞれ約1．4倍になった。ユーカリエキス

（1％）を4日間、Ursolic　acid（0．3％，1％）をll日間それぞれ投与したところ＼

基剤投与と比較してそれぞれ約1．8倍，約1．3倍になった。これらの報告には、

皮膚バリア機能を充進するとの記載はあるが、皮膚水分保持能に関しては記載

されていない。今回の研究により、1％及び2％TPNaの局所適用は、角層セラ

ミドの量を約2倍に増やすことを確認し（Fig．3－2）、同様に角層の吸水性と保水
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性が向上していることが明らかとなった（Fig．3－1）。

　一方、↓ηv〃m試験では、表皮角化細胞を、Nicotiamide（1～30μM），　Lactic　acid

（20mM），ユーカリエキス（0．0001，0．0005，0．001％），　Ursolic　acid（1％）で処理す

ると、それぞれのセラミド量はコントロールと比べて、順に6日間で約4．1～5．5

倍、24時間で約4．3倍、3日間で約1．2倍、6日間で約2．2～3倍となった。これ

に対し、10μM，50μMTPNaでは、24時間処理で、セラミド量はそれぞれ約1．5，

1．8倍になっていた（Fig．3－3）。トコフェロール類及びトコフェロール誘導体に

ついては以前に報告が無く、本研究で初めて、TPNaがセラミド合成増強作用伽

vjvo，」ηvjぴo）と皮膚水分保持機能改善効果を有することを示した。

　セラミドは角層の細胞間脂質の約30～40％を占めるスフィンゴ脂質で、皮膚

の水分保持やバリア機能に関与する47）。表皮角化細胞の角化（分化）の過程で、

セラミドは、3つのサブユニット（LCI，　LC2，　LC3）を有するSerine

palmitoyltransferase（SPT）により合成されるケトスフィンガニンを前駆体とし

て、種々酵素によって生成される。その後グルコシルセラミドやスフィンゴミ

エリンに変換されて穎粒細胞に蓄積した後、加水分解されて再びセラミドとな

って角層に配し、セラミダーゼ（酸性もしくはアルカリ性）で加水分解を受け

てスフィンゴシンとなる56）。角層及び表皮角化細胞のセラミド量を増加させる

物質の、セラミド代謝酵素の遺伝子発現への影響に関しては、Nicotiamide51）及

びユーカリエキスの活性本体であるMacrocarpal　A53）の報告がある。　Nicotiamide

（10μM，4日間）では、Human　SPT（LCBIとLCB2）の発現量が約1．8倍に増加

していた。また、Macrocarpal　A（10　nM，2日間）では、　SPTLCIの発現量が約

LO8倍なのに対し、分解酵素の遺伝子発現への影響は認められなかった。

　本研究で、TPNa（50μM，24時間）はSPTLCIとSPTLC2の発現量をそれぞ

れ約1．2倍、約2．2倍に増加させ、分解酵素に対しては全く影響しないことを

見出した（Fig．3－4）。これは、　TPNaがMacrocarpal　Aの報告前例と同様の効果を

持つことを示している。

　セラミドの合成は、表皮角化細胞の分化と関係が深い。セラミドは、表皮角

化細胞が基底層から有棘層、穎粒層を経て角層に分化していく過程で合成、変

換、再合成され細胞間脂質の主たる構成成分となる。セラミドはインボルクリ

ンを構成要素とするコーニファイドエンベロープのタンパクと共有結合して角
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質層の骨格を形成し、また角質層の細胞間脂質の主要構成成分として、角層細

胞と共にレンガモルタル構造を作り、水分保持とバリア機能を司る。

　皮膚セラミドの合成に関する上記の知見、及びTPNaの投与でセラミド合成

関連酵素遺伝子の発現が促進しセラミド量が増加した本研究の結果から、TPNa

には表皮角化細胞の分化を促進する働きがあると推測した。

　一方、カルシウムイオンが表皮角化細胞の分化誘導因子であることはよく知

られいている57・58）。表皮角化細胞を高カルシウムイオン濃度で培養すると分化

し、その際にさまざまな分化マーカー（TGM1，　KRT　1，　KRT　I　O，　IVL，　LOR，　FLG）

の発現が促進するとの報告がある59’60）。

　TPNaにより角層セラミド、セラミド合成酵素の遺伝子発現、表皮角化細胞

分化マーカータンパク質の発現及び細胞内カルシウムイオン濃度がそれぞれ増

加したという本研究の知見は、トコフェロール誘導体では初めての報告である。

NHEK（F）における、TGM1，　KRT10，　IVLとLORの遺伝子発現、及び細胞内カ

ルシウムイオン濃度の増加は、TPNa（50μM，24時間）処理により、それぞれ

約2．6倍，約2．2倍，約3．3倍，約2．7倍、及び約1．4倍となった（Fig．3－5）。　TPNa

と同様の効果を持つものとして、Lysophospholipids類のLysophosphatidic　acid

（LPA）の報告がある61）。本研究とは実験条件が異なるため、結果の直接比較は

困難であるが、TPNaとLPAは分化の誘導によりセラミド合成を促進して、保

湿とバリア機能向上に寄与するという見解では一致している。

　細胞内にカルシウムイオンを供与するカルシウムイオノフォアとしては、イ

オノマイシン62）やA2318763）が知られている。これらは2価カチオンと安定な

複合体を形成してイオンキャリアーとして作用し、細胞膜を通した2価カチオ

ンの輸送を増加させる。表皮角化細胞のカルシウムイオン濃度を増加させる点

で（Fig．3－6）、　TPNaはカルシウムイオノフォアと類似の作用を示すと考える。

しかし、細胞毒性や刺激性が高い抗生物質であるイオノマイシンやA23187と

は異なり、TPNaは作用が緩和で安全性が高い薬剤である。

　TPNaによる細胞内カルシウムイオン濃度の増加作用については、　Fig．3－7の

ような機構を推定している。皮膚浸透したTPNaの一部は、　Naが表皮角化細胞

外に存在するCaイオンと交換したTPCaの形となって存在し、これが細胞に取

り込まれることで細胞内Caイオン濃度が上昇する。取り込まれたTPCaはフォ
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スファターゼによって加水分解されTocに変換されTPNaと同様の代謝過程を

経るというものである。

　つまり、TPNaのセラミドの増加による皮膚水分保持機能改善効果は、　TPNa

が皮膚浸透し表皮角化細胞に取り込まれてTocに代謝される一連の現象のなか

で、一部が一時的にCaイオンキャリアーとして作用していることにより発現

するものである推定している（Fig．3－7）。

　以上まとめると、TPNaは、表皮角化細胞へのカルシウムイオンの供給を促

進し分化を誘導した結果、セラミド合成関連酵素の発現を促し、表皮角化細胞

のセラミド量を増加させた。そして、これらメカニズムによって皮膚角層のセ

ラミドを増加させ、角層の吸水能、保水能を向上するという作用機構が解明さ

れた。

　TPNaは化学的に非常に安定で、肌荒れ予防、抗酸化、抗炎症などの作用だ

けでなく、皮膚自らの水分保持能を改善する効果を持ち、保湿剤として有用な

化合物であることが明らかとなった。
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第4章　総括

本研究にて得られた成果は次の通りである。

1．表皮角化細胞においてTPNaは、紫外線照射、炎症性サイトカイン（IL－1β）

　過酸化物（tBHP，　H202）をトリガーとする炎症のメディエーターである

　PGE2の産生を抑制した。その効果は、既存の抗炎症物質として知られてい

　るTAやG2Kよりも優れていることを確認した。

2．TPNaは、　PGE　2の生合成に関与する酵素であるCox－2の発現を抑制した。

3．TPNaは、　Cox－2の発現に関わるシグナル伝達系のうち、主にp38　MAPKの

　　リン酸化を阻害した。

4。TPNaのPGE2産生の阻害効果は、　APMによって相乗的に増強された。

　以上の結果から、TPNaはp38　MAPKを阻害することでCox－2の発現を抑制

し、炎症性メディエーターPGE2の産生を減少させることによって、炎症反応を

抑えることが明らかとなった。TPNaは既知の化合物に比べてより優れた抗炎

症物質であり、UVB照射や過酸化物といった外因性刺激からヒト皮膚組織を守

る有用な物質であることが分った。

加えて、

5．TPNaは経皮投与することにより、皮膚角層の吸水能及び保水能を向上させ、

　投与部位の角層セラミド含量を増加させた。

6．TPNaは、表皮角化細胞に対し、セラミド分解酵素の阻害ではなく、セラミ

　　ド合成関連酵素の発現を促進することにより、セラミド量を増加させた。

7．TPNaは、表皮角化細胞において、分化に際して発現する酵素及びタンパク

　の発現を促進した。

8．TPNaは、表皮角化細胞内のカルシウムイオン濃度を増加させた。

　以上の結果から、TPNaは表皮角化細胞へのカルシウムイオンの供給を促進

することにより分化を誘導し、セラミド合成関連酵素の発現を促し、表皮角化
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細胞のセラミド量を増加させて、皮膚水分保持能を向上させることが明らかと

なった。

　TPNaは水溶性の化学的に安定な化合物であることからα一Tocに比べ取り扱

いが容易である。また、肌荒れ予防や抗酸化だけでなく抗炎症剤として有効で、

他のトコフェロール誘導体に比べ優れている。さらに、皮膚自らの水分保持能

を改善する効果を持ち、保湿剤としても有用な成分である。以上の事から、TPNa

は健康な皮膚の維持において優れた化合物であり、皮膚の予防薬、医薬部外品

主剤としての利用が大いに期待される。
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第5章　実験の部

（1）TPNaの抗炎症効果の検討（第2章）

1．ヒト皮膚3次元モデルの培養とUVB照射

　ヒト皮膚3次元モデルは、東洋紡績株式会社（Osaka，　Japan）のTESTSKINTM

LSE－highを用いた。培地はLSEアッセイ培地（東洋紡績株式会社）を用い、製

品取扱説明書に従って5％CO2存在下37°Cで培養した。ヒト皮膚3次元モデル

の表皮側に、UVクロスリンカー（CL－1000M，302　nm，　UVP　LLC，　Upland，　CA，

USA）を用いて80　mJ／cm2のUVBを照射した。その後、2％のTPNa水溶液を表

皮側に添加し、5％CO2存在下37°Cで2時間培養した。　TPNaを含む水溶液を

除去し、皮膚モデルを5％CO2存在下37°Cで22時間培養した。

2．UVB照射による損傷細胞の組織化学的検出

　顕微鏡観察用切片を作成するため、ヒト3次元モデル皮膚を10％中性緩衝

ホルマリン液で固定後、エタノールで脱水してパラフィンに包埋した。薄切し

た切片を、ヘマトキシリン液とエオシンY液で染色して標本とした。顕微鏡下

で標本を観察して写真を撮影し、周辺の細胞よりも濃く染色されている細胞及

び核の凝縮が認められた細胞をUVB損傷細胞と判定した。表皮0．5　mm範囲を

1視野として、8または12視野分を観察して、UVB損傷細胞を計測した。

3．細胞培養

a）正常ヒト表皮角化細胞

　　正常ヒト表皮角化細胞は倉敷紡績株式会社（Osaka，　Japan）の正常ヒト新生

　児包皮表皮角化細胞（NHEK（F））を購入した。培地は正常ヒト表皮角化細胞

　増殖用培地であるHuMedia－KG2（倉敷紡績株式会社）を用い、5％CO2存在下

　37°Cで培養、継代した。

　　SV40　transformed　human　keratinocyte（SVHK）は、多島信吾教授（防衛医科大

　学校）より譲受した。培地は10％FBS添加ダルベッコ改変イーグル培地一低グ
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ルコース（DMEM－low　glucose）を用い、5％CO2存在下37°Cで培養、継代し

た。

4．UVBの照射、　IL1βまたは過酸化物による細胞処理

　HuMedia　KG－2を用いて希釈して細胞初期濃度を105　cells／mlとしたNHEK（F）

を細胞培養マルチウェルプレートに分注し、セミコンフルエントとなるまで5％

CO2存在下37°Cで培養した。その後、0，0．1，05，2μMのTPNa，　TA，　G2Kを含

む新鮮な培地に交換し、5％CO2存在下37°Cで24時間培養した。

a）UVB照射

　　培地を除去し、細胞をD－PBS（一）で洗浄した後、　D－PBS（一）存在下、　UVク

　ロスリンカー（CL－1000M，302nm，　UVP　LLC，　Upland，　CA，　USA）を用いて60

　mJ／cm2のUVBを照射した。その後、新鮮な培地に置き換えて5％CO2存在下

　37°Cで24時間培養し、培養上清をPGE2測定に用いた。

b）匹』1処理

　　培地を除去し、細胞をD－PBS（一）で洗浄した後、10ng／mlのIL－1βを含む新

　鮮な培地に置き換えて5％CO2存在下37℃で24時間培養し、培養上清を

　PGE2測定に用いた。

c）過酸化物

　　培地を除去し、細胞をD－PBS（一）で洗浄した後、0．5　mM　tBHPまたはlmM

　H202を含む新鮮な培地に置き換えて5％CO2存在下37°Cで0．5時間培養した。

　その後、培地を除去しD－PBS（一）で洗浄し、新鮮な培地に置き換えて5％CO2

　存在下37°Cで24時間培養し、培養上清をPGE2測定に用いた。

5．PGE　2の測定

　培地中のPGE2量は、エンザイムイムノアッセイ法により測定し、　PGE2　EIA

キット（Cayman　Chemicals，　Ann　Arbor，　MI，　USA）を使用した。

6．α一Toc濃度の測定

　ヒト皮膚3次元モデルまたはNHEK（F）（106　cells）に50　mM　HEPES緩衝液

（pH　7．2）を0．5　ml加え、超音波破砕機（US－10K，株式会社エスエヌディ，Nagano，
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Japan）を用いてホモジネートを作成した。ホモジネート（15　mg／ml）の0．4　ml

をガラスねじ口試験管に入れ、10nmol／mlδ一Toc一エタノール溶液（0．1ml）、5％

ピロガロールーエタノール溶液（0．5ml）、濃塩酸（0．05　ml）を加えてよく撹枠

した。n一ヘキサン／酢酸エチル（9：1）（2．5ml）を加えてよく撹拝し、720xg（2，000

rpm）で5分間遠心を行って分離して抽出した。上層を回収し、遠心濃縮機で乾

固後、残渣にHPLC移動相（200μ1）を加えて溶解し、フィルターろ過した。こ

れを試料とし、HPLCカラムに10μ1注入して、定量解析を行った。

　トコフェロール及びTPNaの分析には、昭和電工株式会社（Tokyo，　Japan）の

逆相クロマグラフィー用カラム（Shodex　Cl8M　4E）と、島津製作所（Kyoto，

Japan）のHPLCシステム（Prominence　20）を使用した。移動相は0．03　M酢酸と

0．03M酢酸ナトリウムを含むメタノール／アセトニトリル（7：3，　v／v）、流速は

1．O　ml／min、カラム温度は40°C、検出は蛍光検出器を用い、検出波長は励波長

290nm、蛍光波長325　nmとした。この条件での保持時間は、TPNaでは約7分、

α一Tocでは約13分であった。

7．Real－time　PCRによる遺伝子発現量の測定

　4－a）に示した方法でUVB照射処理し、5％CO2存在下37°Cで3時間培養し

たNHEK（F）、4－c）に示した方法で過酸化物処理し、5％CO2存在下37°Cで3

時間培養したNHEK（F）及び4－b）に示した方法でIL－1β処理をした後3時間培

養したNHEK（F）をtotal　RNA回収のための試料とした。細胞は、RNAprotect　Cell

reagent（QIAGEN，　Valencia，　CA，　USA）で回収して凍結保存した。　total　RNAは

RNeasy　Plus　Mini　Kit（QIAGEN）を用いて抽出し、逆転写反応によるcDNA合成

にはPrimeScriptTM　RT　reagent　Kit（Perfect　Real　Time，タカラバイオ株式会社，

Shiga，　Japan）を用いた。　Real－time　PCR反応はRoche　Light　Cycler（Roche

Diagnostics　GmbH，　Mannheim，　Germany）を用いて行い、検出にはSYBR　Premix

Ex　Taqキット（Perfect　Real　Time，タカラバイオ株式会社）を用いた。プライマ

ーは、タカラバイオ株式会社のCox－2遺伝子用（HAO33050）、グリセルアルデ

ヒドー3一リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）用（HAO31578）をそれぞれ用いた。

増幅産物は蛍光波長530nmで検出し、解析にはLightCyclerの付属解析ソフト

ウェアを使用した。PCRによる発現量の結果はGAPDHの発現量でノーマライ
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ズして示した。

8．Westem　blotting

　HuMedia　KG－2を用いて希釈して細胞初期濃度105　cells／mlとしたNHEK（F）

を細胞培養マルチウェルプレートに分注し、セミコンフルエントとなるまで5％

CO2存在下37°Cで培養した。培地を除去し、0，0．5μM　TPNaを含む新鮮な培

地に交換して5％CO2存在下37°Cで24時間培養した後、　D－PBS（一）で洗浄し

た。その後、3種類の阻害剤（Bayll－7082［NF－KB阻害剤］、　SB203580［p38MAPK

阻害剤］、SP600125［JNK　MAPK阻害剤］）をそれぞれ含む培地に置き換えて、5％

CO2存在下37℃で1時間培養した。阻害剤は、細胞の生存率に影響を与えな

い2μMの濃度で使用した。培地を除去し細胞をD－PBS（一）で洗浄した後、D－PBS

（一）存在下、60mJ／cm2のUVBを照射した。その後、新鮮な培地に置き換えて

5％CO2存在下37°Cで0．5時間培養し、培地を除去後D－PBS（一）で洗浄して細胞

を回収した。細胞は、Buf£er　A（25　mM　Tris－HCI，　pH　8．0，150　mM　NaCl，0．5％NP－40，

ホスファターゼ阻害剤カクテル，プロテアーゼ阻害剤カクテル）で溶解し、

13，000xg，20分間遠心した。得られた上清中のタンパク質を、10％SDS－PAGE

により分離後、ゲル中のタンパク質をpolyvinylidene　di刊uoride（PVDF）膜に転

写溶液（25mM　Tris，192　mMグリシン，10％メタノール）を用い、セミドライ

トランスファー装置（MODEL　BE－300，株式会社バイオクラフト，Tokyo，　Japan）

で、50mA、14時間転写した。転写後のPVDF膜をブロックエース（DSファー

マメディカル株式会社，Osaka，　Japan）2ml中、室温で2時間インキュベーショ

ンしてブロッキングした。次に、このPVDF膜をTBS－T（10mM　Tris－HCl（pH　7．6），

150mM　NaCl，0．1％Tween　20）で希釈した抗p38　MAPK又は抗リン酸化p38

MAPKの抗体（Cell　Signaling　Technology．　Inc．，　Denvers，　MA，　USA）溶液中、室温

で2時間放置した。この膜をTBS－Tで洗浄後、HRP標識anti－rabbit　IgG（Southern

Biotech　Assosiates　Inc．，　New　Orleans，　LA，　USA）と室温で1時間インキュベーシ

ョンした。膜をTBS－Tで洗浄後、　ECL　plus　Western　Blotting　Detection　System（GE

Hearthcare　UK　Ltd，　Bucks，　UK）を説明書に従い使用し、可視化した。
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9．TPNaとAPMの相乗効果の確認

　NHEK（F）を10％FBS含有DMEM－low　glucoseを用いて希釈して細胞初期濃

度を5×104cells／mlとした。このNHEK（F）を細胞培養マルチウェルプレート

に分注し、セミコンフルエントとなるまで5％CO2存在下37°Cで培養した。そ

の後、TPNaを0，5，10μM含む新鮮な培地に交換し、5％CO2存在下37°Cで24

時間培養した。培地を除去し細胞をD－PBS（一）で洗浄した後、D－PBS（一）存在下、

UVクロスリンカー（CL－1000M，302　nm，　UVP　LLC，　Upland，　CA，　USA）を用いて

30mJ／cm2のUVBを照射した。その後、　APMを0，30μM含む新鮮な培地に交

換して5％CO2存在下37°Cで24時間培養し、培養上清をPGE2測定に用いた。

10．試薬及び機器

　TPNaは、昭和電工株式会社（Tokyo，　Japan）のものを使用した。　TPNaの純度

は98％以上で、トコフェロール及びトコフェロール誘導体は2％以下であっ

た。tBHP、　H202、　TA、　G2K、　SB203580、　SP600125、ダルベッコリン酸緩衝液

Ca，　Mg不含（D－PBS（一））は和光純薬工業株式会社（Osaka，　Japan）のものを使用

した。DMEM－low　glucoseはSigma－Aldrich　Co．（St．　Louis，　MO，　USA）、　Bay－11－7082

は、Calbiochem　Inc（San　Diego，　CA，　USA）のものを使用した。抗p38　MAPKと

抗リン酸化p38　MAPKの抗体はCell　Signaling　Technology，　Inc（Denvers，　MA，

USA）のものを用いた。　HPLC移動相に用いたメタノール、アセトニトリルは

高速液体クロマトグラフ用（純正化学工業株式会社，Tokyo，　Japan）を使用した。

上記以外の試薬は、市販の特級品を使用した。

　細胞培養用フラスコ、マルチウェルプレートは、BD　Falcon　Co．（Franklin　Lakes，

NJ，　USA）のものを使用した。光学顕微鏡ECLIPSE　80iはNikon（Tokyo，　Japan）、

マイクロプレートリーダーInfinite　M200はTecan（Mannedor£Switzerland）のも

のを用いた。

11．統計学的解析

　試験区ごとに平均値と標準偏差を求め、等分散性の検定（F検定）を行った。

等分散の場合はStudentのτ検定、等分散性が認められなかった場合は

Aspin－Welchの検定を用いて対照群と各被験物質投与群との間で平均値の差の
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検定を行った。危険率5％未満を有意差ありとした。

（2）TPNaの皮膚水分保持機能改善効果の検討（第3章）

1．動物

　ヘアレスマウス（Hos：HR－1，7週令）は株式会社星野試験動物飼育所（Ibaragi，

Japan）から購i入し、管理環境下（周辺温度22±3°C，相対湿度50±20％，

明期12時間／暗期12時間の周期）で飼育した。マウス（メス，85週令）には市

販飼料（Lab　Diet＃5002，　PMI　Nutrition　International，　Brentwood，　MO，　USA）と水

を継続して与えた。動物の取り扱いは、「動物実験の適正な実施に向けたガイド

ライン」　（2006年6月1日，日本学術会議）に基づいて行った。

2．TPNa製剤とその局所投与

　TPNaの皮膚投与濃度は1％または2％（w／w）で、水，多価アルコール，シリ

コンオイル，増粘剤，高分子乳化剤を含む水中油型（0／W）乳液に配合した。プ

ラセボは乳液のみとした。TPNaを含む或いは含まない乳液50μ1をヘアレスマ

ウス背部腰部皮膚（2x3cm2）に1日1回，週5回、4週間投与した。

3．水負荷試験

　水負荷試験は田上らの方法64）に従って行った。角層の水分量は、皮表水分量

測定装置（Skicon－200，アイ・ビイ・エス株式会社，　Shizuoka，　Japan）で高周波正

弦電流を皮膚に流し、電気伝導度を測定することで定量した。

　まず、測定部位の電気伝導度を測定し水負荷前の初期値（prehydration　state）

とした。次に、精製水500μ1を滴下した不織布（BEMCOT　M－3，旭化成せんい

株式会社，Osaka，　Japan）を腰部皮膚に10秒間置き、それを除いた後、皮膚上

に残った水滴をスポンジで吸い取った。水負荷処理の30秒後の電気伝導度を測

定して吸水能（hygroscopicity）とし、この値が高い場合は吸水能が高いと判断

した。続けて、2分後まで30秒ごとに測定を繰り返し、初期値への戻りを確認

し、水分保持能（water　holding　capacity）とした。水分保持能は初期値への戻り

が遅いほど高いと判断した。得られた結果は、初期値に対する相対値で示した。
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相対吸水能（relative　hygroscopicity）は、マウス個体ごとの水負荷処理30秒後

の測定値を個体ごとの初期値で除した値とした。相対水分保持能（relative　water

holding　capacity）はマウス個体ごとの水負荷処理後60，90，120秒後の測定値を

個体ごとの初期値で除した値とした。個体ごとに得られたデータは、統計解析

を行った。

4．細胞培養

　正常ヒト表皮角化細胞は倉敷紡績株式会社（Osaka，　Japan）の正常ヒト新生児

包皮表皮角化細胞（NHEK（F））を購i入した。培地は正常ヒト表皮角化細胞増殖

用培地；HuMedia－KG2（倉敷紡績株式会社，　Osaka，　Japan）を用い、5％CO2存在

下37°Cで培養、継代した。

5．セラミド定量

　TPNaを含む又は含まない乳液を4週間背部腰部皮膚に投与したマウスの角

層を、粘着テープ（PPSテープ，ニチバン株式会社，　Tokyo，　Japan）でストリッピ

ングして採取した。角層の付着したテープは分析まで一20°Cで保存した。粘着

テープ上の脂質の抽出はBligh－Dyer法65）で行った。

　HuMedia　KG－2を用いて希釈して細胞初期濃度を105　cells／mlとしたNHEK（F）

を細胞培養ディッシュに分注し、セミコンフルエントとなるまで5％CO2存在

下37°Cで培養した。その後、0，50μMのTPNaを含む新鮮な培地に交換後、5％

CO2存在下37°Cで24時間培養した。培地を除去しD－PBS（一）で洗浄後、スク

レーパーを用いて細胞を回収した。細胞（106cells）は超音波破砕器　（US－10K，

株式会社エスエヌディ，Nagano，　Japan）を用いてホモジナイズし、脂質の抽出を

Bligh－Dyer法で行った65）。

　セラミドの検出はKisicらの方法で行った66）。抽出した脂質サンプルは3N塩

酸（0．05ml）中で、100°Cで2時間加水分解し、その後遠心濃縮器（SpeedVac，

Thermo　Fisher　Scientific　Inc．，　Waltham，　MA，　USA）で塩酸を除去した。残渣に対し、

酢酸エチル（0．6ml）、0．1M酢酸緩衝液（pH3．7，0．75　ml）を加えて混合し、さら

にnuorescamine溶液（7　mg／25　mlアセトン，0．15　ml）を加えて振とう混合し、

2，000xgで3分間遠心した。酢酸エチル層のnuorescamineの蛍光強度を測定
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することによりセラミドを定量した。検出波長は励起波長410nm，蛍光波長

490nmとした。

6．Real－time　PCR

　HuMedia　KG－2を用いて希釈して細胞初期濃度を105　cells／mlとしたNHEK（F）

を細胞培養ディッシュに分注し、セミコンフルエントとなるまで5％CO2存在

下37°Cで培養した。その後、0，50μMのTPNaを含む新鮮な培地に交換し、

5％CO2存在下37°Cで24時間培養したNHEK（F）を、　RNAprotect　Cell　reagent

（QIAGEN，　valencia，　cA，　usA）で回収し、凍結保存した。total　RNAはRNeasy　Plus

Mini　Kit（QIAGEN）を用いて抽出し、逆転写反応によるcDNA合成には

PrimeScriptTM　RT　reagent　Kit（Perfect　Real　Time，タカラバイオ株式会社，　Shiga，

Japan）を用いた。　Real－time　PCR反応はRoche　LightCycler（Roche　Diagnostics

GmbH，　Mannheim，　Germany）を用いて行い、検出にはSYBR　Premix　Ex　Taqキッ

ト（Perfect　Real　Time，タカラバイオ株式会社）を用いた。プライマーはタカラ

バイオ株式会社の、セリンパルミトイルトランスフェラーゼ（SPT）遺伝子

（SPTLC　I，HAO42580、　SPTLC2，　HAI21961）、酸性セラミダーゼ（ASAH　1）遺伝子

（HAI27474）、アルカリセラミダーゼ（ACER1）遺伝子（HAO57790）、トランス

グルタミナーゼ1（TGM1）遺伝子（HAO32140）、ケラチン1（KRTI）遺伝子

（HAO42147）、ケラチン10（KRT　10）遺伝子（HAO93630）、インボルクリン（IVL）

遺伝子（HAIO3446）、ロリクリン（LOR）遺伝子（HAO98302）、フィラグリン

（FLG）遺伝子（HAI27774）、グリセルアルデヒドー3一リン酸脱水素酵素（GAPDH）

遺伝子（HAO31578）用をそれぞれ用いた。増幅産物は蛍光波長530　nmで検出

し、解析にはLightCyclerの付属解析ソフトウェアを使用した。　PCRによる発現

量の結果はGAPDHの発現量でノーマライズして示した。

7．細胞内カルシウムイオン濃度変化の測定

a）HuMedia　KG－2を用いて希釈して細胞初期濃度105　cells／mlとしたNHEK（F）

　を細胞培養ディッシュに分注し、セミコンフルエントとなるまで5％CO2存

　在下37°Cで培養した。その後、BufBer　B（10mM　HEPES　pH　7．4，145　mM　NaCl，

　5mM　KCI，1mM　MgCl2　and　10mM　glucose）で洗浄し、0．05　mM　Ca2＋と0，25，
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　50，75μMのTPNaを含むBuffer　Aに交換し、5％CO2存在下37°Cで1時間培

　養した。

b）HuMedia　KG－2を用いて希釈して細胞初期濃度105　cells／mlとしたNHEK（F）

　を細胞培養ディッシュに分注し、セミコンフルエントとなるまで5％CO2存

　在下37°Cで培養した。その後、0，10，50μMのTPNaを含む新鮮なHuMedia

　KG－2に交換し、5％CO2存在下37°Cで24時間培養した。

　a）b）それぞれの処理・培養を行った細胞をBuffer　Bで洗浄し、3μM　Fura

2－acetoxymethyl　ester（Fura　2－AM，株式会社同仁化学研究所，　Kumamoto，　Japan）

を含むBuf£er　Bに交換し、5％CO2存在下37°Cで1時間培養した。　Fura　2－AM

を含むBuffer　Bを除去し、　Buf£er　Bで洗浄した細胞を0．5％TritonX－100，pC

（Sigma－Aldrich，　St．　Louis，　MO，　USA）を含むBuffer　Bで溶解し、細胞内Ca2＋濃

度をFura－2の蛍光強度を測定することで測定した。検出波長は励起波長，340　nm、

380nm，蛍光波長，510　nmとし、測定はマイクロプレートリーダー（Infinite

M200，　Tecan，　Mannedor£Switzerland）を用いた。得られた結果は、340　nmの測

定値と380nmの測定値の比を取り、細胞溶解液のタンパク量で除して示した。

タンパク量は、DC　Protein　Assay（Bio－Rad，　Hercules，　CA，　USA）を用いて定量し

た。

8．試薬及び機器

　TPNaは、昭和電工株式会社（Tokyo，　Japan）のものを使用した。　TPNaの純度

は98％以上で、トコフェロール及びトコフェロール誘導体の含有量は2％以

下であった。上記以外の試薬は、市販の特級品を用いた。

　細胞培養用フラスコ、マルチウェルプレート、ディッシュは、BD　Falcon　Co．

（Franklin　Lakes，　NJ，　USA）のものを使った。マイクロプレートリーダーInfinite

M200は、　Tecan（Mannedor£Switzerland）のものを使用した。

9．統計学的手法

　試験区ごとに平均値と標準偏差を求め、等分散性の検定（F検定）を行い、等

分散の場合はStudentのτ検定、等分散性が認められなかった場合は

Aspin－Welchの検定を用いて対照群と各被験物質投与群との間で平均値の差の
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検定を行った。危険率5％未満を有意差ありとした。
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