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略語一覧 

略語 正式名称 

•O2
- superoxide anion radical 

•OH hydroxyl radical 

1O2 singlet oxygen 

4-HNE 4-hydroxynonenal 

AD atopic dermatitis 

AGEs advanced glycation end-products 

AhR aryl hydrocarbon receptor 

AKR azdo-keto reductase 

AP-1 activator protein 1 

ARE antioxidant response element 

BSA Bovine serum albumin  

CCN-1/CYR61 cysteine-rich protein-61 

CE cornified cell envelope 

COX cyclooxygenase 

COX2 cyclooxyganese-2 

CP carbonylated proteins 

CYP1A1 cytochrome P450-1A1  

DMPO 5,5-Dimethyl-1-pyrroline N-oxide 

DSG-1 desmoglein-1 

DTNB 5,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) 

DTPA diethylenetriamine-N,N,N’,N’’-pentaacetic Acid 

ECM extracellular matrix 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

EGF epidermal growth factor-like 

EGF-R epidermal growth factor receptor 

EMILIN-1 elastin microfibril interfacer 1 

ERK extracellular signal-regulated kinase1/2 

ET-1 endothelin-1 

FTSC fluorescein-5-thiosemicarbazide 

GAG glycosaminoglycan 

-GCS -glutamyl cysteine synthetase 



略語 正式名称 

GM-CSF  granulocyte macrophage colony-stimulating factor 

GPx glutathione peroxidase 

GR glutathione reductase 

GRe glucocorticoid receptor 

GSH glutathione 

GST glutathione S-transferase 

H₂DCFDA 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate 

HO-1 heme oxygenase-1 

HP hematoporphyrin 

HPLC high performance liquid chromatography 

HPX hypoxanthine 

IL-1 α interleukin-1α 

IL-6 interleukin-6 

IL-8 interleukin-8 

JNK c-Jun N-terminal kinase 

Keap-1 kelch-like ECH-associated protein 1 

LCE lipid cell envelope 

LOO• lipid peroxyl radicals 

LOX lysyl oxidase 

LTBP-4 latent TGF-β binding protein 

MAGPs microfibril associated glycoproteins 

MAPK mitogen-activated protein kinases 

MES 2-morpholinoethanesulfonic acid monohydrate  

MFAP-4 microfibrillar-associated protein-4 

MMP-1 matrix metalloproteinase-1 

MS melanosome 

NAC N-acetyl-L-cysteine 

NADPH nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate 

NEP neutral Endopeptidase 

NF-κB  nuclear factor-kappa B 

NHDF Normal Human Dermal Fibroblast 

 

 



略語 正式名称 

NQO1 NAD(P)H-quinone oxidoreductase-1  

Nrf2 nuclear factor erythroid 2-related factor 2 

OC ocimum basilicum 

PAHs polycyclic aromatic hydrocarbon 

PGE2 prostaglandin E2 

POMC proopiomelanocortin 

RA rosmarinic acid 

ROS reactive oxygen species 

RPTPs receptor type protein tyrosine phosphatases 

SDF-1 stromal cell-derived factor 1  

sicontrol random sequence siRNA 

SL solar lentigos 

SLS sodium lauryl sulfate 

SOD superoxide dismutase 

SOD 3 superoxide dismutase-3 

SPRP small proline-rich protein 

SPT serine palmitoyltransferase 

SQSTM1 sequestosome-1 

t-BuOOH tert-butyl hydroperoxide 

TEWL transepidermal water loss 

TJ tight junction 

TMPD 2,2,6,6-tetramethyl-4-piperidone hydrochloride 

TNXRD1 thioredoxin reductase  

TRPA1 transient receptor potential subtype ankyrin 1 

TYR tyrosinase 

UV ultraviolet 

UVA ultraviolet A 

UVB ultraviolet B 

xCT cystine/glutamate anionic amino acid transporter 

ZO zonula occludens 

α-MSH α-melanocyte-stimulating hormone 

β-NADPH β-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
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序論 

 

1. 皮膚の機能と構造 

皮膚は、生体内部と外環境の境界に位置することにより、生体内内部を外部刺激や異物侵

入から保護することにより、生体内の機能の恒常性を維持する重要な臓器である。故に、皮

膚は外環境因子の影響を強く受け、その影響に対応しながら恒常性を維持する稀な臓器で

もある。外環境因子の一つである太陽光が曝露された皮膚では急性反応が惹起され、慢性的

に曝露された皮膚では機能変化に伴う構造の変化が生じる 1)。 

一方、皮膚の外観は、相対する人々に多くの印象を与える。具体的には皮膚の色素斑、シ

ワ、タルミのような色調の不均一性や形態変化は、その人の認知年齢に強い印象を与える。 

本章では、本論文の主旨の理解を高めるため、このような生体防御およびヒトの認知印象

に関わる皮膚がどのような構造であるかについて紹介する。 

皮膚は、大きく表皮、真皮、皮下組織の三層により構成されている。まずは、表皮の機能

およびその機能を具現化している構造を紹介する。 

1.1.  表皮 

表皮は、ケラチノサイト (keratinocyte) と呼ばれる細胞で構成され、一般的な組織に認め

られる細胞外マトリックスの存在は少ない。ケラチノサイトは分化に伴い、基底層、有棘層、

顆粒層、角層の 4 層を形成する。基底層に存在するケラチノサイトのみ分裂能を有し、基

底層で分裂したケラチノサイトは、分化過程を経て順次、皮膚表面に向かって上がってゆき

有棘細胞、顆粒細胞、角層細胞となる。 

細胞としての代謝を行っているのは顆粒細胞までであり、角層に入ると細胞は劇的な変

化を遂げ死細胞となる。よって、このように計画された細胞死により、ケラチノサイトの分

化過程はアポトーシスとも考えられている。 

表皮の基本的な機能は、内成分の生体外への漏出、外来成分の生体内の侵入を防ぐバリア

としての機能である。 

このバリア機能は、死細胞である角層細胞と角層細胞間に存在する脂質ラメラ層、顆粒層

第二層に存在するタイトジャンクション (TJ; tight junction) により具現化されている。 

皮膚最外層に存在する角層細胞は、脂質で構成される細胞膜がなくなり、細胞膜の代わり

に角層細胞の内部から裏打ちタンパク構造が形成される。この裏打ちタンパク構造体をコ

ーニファイドセルエンベロープ (CE; cornified cell envelope) と呼ぶ 2)。CE は有棘細胞によ

り合成されるインボルクリン、顆粒細胞にて合成されるロリクリン、フィラグリン、small 

proline-rich protein (SPRP) などがトランスグルタミナーゼ 1 (TGM-1; transglutaminase-1) に

より架橋されることで形成される 2)。また、角層細胞の表面には ω-ヒドロキシセラミドの 

ω-ヒドロキシ基がインボルクリンのカルボキシル基とエステル結合した脂質辺縁層 (LCE; 

lipid cell envelope) が存在し角層細胞に疎水的な性質を付与している。このエステル結合形
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成にも TGM-1 が関与している。さらに、CE は界面活性剤であるドデシル硫酸ナトリウム 

(SDS; Sodium dodecyl sulfate) 水溶液中で煮沸処理しても溶解しないほどの強い構造を持つ

3)。この強靱な構造を有する角層細胞が顆粒層以下の生細胞層を覆うことにより外部からの

物理的、化学的な刺激に対して抵抗性を発揮することができる。 

角層細胞間に存在する細胞間脂質ラメラ層は、セラミド、遊離脂肪酸、コレステロールお

よびコレステロール硫酸で構成され脂質二重膜構造を形成した脂質膜が角層細胞間に層を

作り存在している。このような構造は、角層細胞をレンガと見立て、細胞間脂質ラメラ層を

セメントと見立てた、ブリックス-モルタル構造として説明されている。これら脂質は、合

成された後に顆粒細胞内の層板顆粒内に前駆脂質として蓄えられ、層板顆粒が顆粒細胞の

上部の細胞膜と融合することにより脂質は細胞外へ分泌される。細胞間脂質ラメラ層の形

成には、前述の LCE が足場として働くことが報告されている。 

TJ は顆粒層の第 2 層目の顆粒細胞の細胞膜垂直面に存在し、occuludin や claudin、

zonula occludens (ZO) タンパクなど複数の構造タンパクを隣り合う顆粒細胞が提供し接着

因子としての構造を形成している。TJ は、Ca2+、Mg2+ のようなイオンおよび水のような低

分子化合物の顆粒層以下への移動を制限している。Ca2+ はケラチノサイトの分化誘導イオ

ンであることから、表皮内での Ca2+ の濃度勾配を調節することにより表皮の分化を制御し

ている 4)。 

 

 

1.2.  真皮 

真皮は表層から、乳頭層、網状層に分かれており、膠原線維 (コラーゲン線維)、弾性線

維、プロテオグリカンにより構成される細胞外マトリクス (ECM; extracellular matrix) 内に

真皮線維芽細胞 (NHDF; Normal Human Dermal Fibroblast) が存在する組織である。NHDF は 

ECM 構成成分の母細胞として働き、これら構成成分の生合成を行う 5)。 

コラーゲン線維は真皮層の 70% を占め真皮の骨格線維としての役割をはたしている。

真皮に存在するコラーゲンの中では type I コラーゲンが最も多く 6)、type III コラーゲンと 

type V コラーゲンは真皮乳頭層に多く含まれ、比較的細い線維を形成する。コラーゲン線

維の形成は、NHDF 内で合成されたコラーゲンペプチドのリジン残基とプロリン残基がプ

ロリンヒドロキシラーゼ、プロリル-4-ヒドロキシラーゼによって水酸基が導入される 7) こ

とによりトリプルへリックス構造をとり、プロコラーゲントリプルヘリックスとなり細胞

外へ分泌される 8) ことから始まる。次いで、プロコラーゲンペプチダーゼによりプロコラ

ーゲントリプルヘリックスの N 末端と、C 末端部分が切断され、トロポコラーゲントリプ

ルヘリックスとなる 9)。トロポコラーゲントリプルヘリックスは自己凝集し、コラーゲンマ

イクロフィブリルを形成する 9)。コラーゲンマイクロフィブリルが、銅依存性酵素であるリ

ジルオキシダーゼ (LOX; lysyl oxidase) によりリジン由来の架橋を形成する 10) ことにより

コラーゲン線維が形成される。 
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弾性線維は、トロポエラスチンが自己凝集する過程を経て不溶化したエラスチン 11) がマ

イクロフィブリル上に沈着、架橋することにより線維が形成される。 

弾性線維はオキシタラン線維、エラウニン線維、エラスチン線維に分けられ、弾性線維の

主成分はマイクロフィブリルとエラスチンである 12)。弾性線維の種類における違いはマイ

クロフィブリル上に沈着するエラスチンの量的な違いである。乳頭層を皮膚表面に対して

水平に走るエラスチン線維から皮膚表面に向かってエラウニン線維、オキシタラン線維と

伸びオキシタラン線維の末端は基底膜に結合していると考えられている。 

マイクロフィブリルを構成しているタンパク質は主にシステインを多く含むグリコプロテ

インであるフィブリリン 1 (fibrillin-1) とフィブリリン 2 (fibrillin-2) であり、microfibrillar-

associated protein-4 (MFAP-4) によって線維状に組織化される 13)。その他のマイクロフィブ

リルタンパクである microfibril associated glycoproteins-1 (MAGPs)、も同様に、 fibrillin-1 と 

fibrillin-2 と共局在する 14)。さらに、fibrillin-1 と結合するタンパク質として、elastin 

microfibril interfacer 1 (EMILIN-1) がある 15)。また、fibrillin はカルシウム結合コンセンサス

である、上皮細胞成長因子様 (EGF; epidermal growth factor-like) モチーフを含んでいるため、

マイクロフィブリルの線維化と整合性にはカルシウムが重要な役割を担っている 16)。 

トロポエラスチンの自己凝集は lysyl oxidase (LOX)、フィブリン-4 (fibulin-4) により触媒

される 14,17,18)。自己凝集したトロポエラスチンは、カルシウム依存性でありエラスチン線維

の表面に位置するフィブリン-5 (fibulin-5) と結合し 19)、fibulin-5 は fibrillin-1 の C と N-

末端と弱い親和性と latent TGF-β binding protein (LTBP-4) に存在するシステインドメインと

結合する。fibulin-5 によって、エスチンはマイクロフィブリル上へ球状に凝集することなく、

直鎖状に沈着し 20) 線維が形成される。 

プロテオグリカンはコラーゲン線維とエラスチン線維の間を埋める成分であり、酸性ム

コ多糖であるヒアルロン酸、デルマタン硫酸、コンドロイチン硫酸、ケラタン硫酸、ヘパラ

ン硫酸などのグリコサミノグリカン (GAG; glycosaminoglycan) とコアタンパクが結合した

構造をとる。 

真皮の機能としては、皮膚の力学的な強度と弾力性の保持である。皮膚の力学的な強度は

コラーゲン線維により保持され 5,21)、弾力性は弾性線維により保持されている 1)。 

 

2. 皮膚における ROS (reactive oxygen species) の生成と消去 

細胞内および組織内において過剰に生成される活性酸素種 (ROS) により酸化ストレス

は発生する。特に、皮膚は外環境との境界に位置することから内的要因のみならず外的刺激

によっても ROS の生成は亢進される。そこで、ROS の種類と皮膚内での ROS 生成経路

について述べる。 

2.1.  ROSとは 

ROS は酸素分子 (O2) の反応性が亢進された分子種であるが、本来、O2 は空軌道を有し

ビラジカル構造を持つことから反応性に富んだ分子である。ROS は大きくラジカル性の分
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子種と非ラジカル性の分子種に分けられる。ラジカル性の分子種には、O2 が一電子還元さ

れたスーパーオキシドアニオンラジカル (•O2
-; superoxide anion radical)、さらに二電子還元

されたヒドロキシラジカル (•OH; hydroxyl radical)、これらの活性種が脂質分子のアリル位

からラジカル引き抜く反応により生成されるラジカルと O2 の反応により生成される脂質

過酸化ラジカル (LOO•; lipid peroxyl radicals) などがある。一方、非ラジカル性の分子種には

•O2
- が一電子還元された過酸化水素 (H2O2) と一重項酸素 (1O2; singlet oxygen) がある。1O2

は、3O2 の電子スピンが同一方向を向いているのに対して励起され電子スピンが逆スピンと

なり、親電子性が高まることによりさらに酸化反応性が高くなった分子種である。 

 

 

2.2.  生体内における ROS 生成 

•O2
- は nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate (NADPH) オキシダーゼやキサンチンオ

キシダーゼの酵素反応とミトコンドリアによる呼吸鎖反応の副生成物、あるいは type I光増

感反応生成物として生成される 22-24)。NADPH オキシダーゼは、NADPH から電子を受け取

り、O2 を 1 電子還元することにより •O2
- を生成する 23)。また、キサンチンオキシダーゼ

はキサンチンを尿酸に変換する酵素であり、変換過程において •O2
- が生成される 24)。 

ミトコンドリアの呼吸鎖反応では、呼吸鎖複合体 I、III において •O2
- が副生成物として

生成される 25)。呼吸鎖複合体 I では NADH、複合体 II ではコハク酸をそれぞれ酸化する

ことで、ユビキノンを還元してユビキノールにする。複合体 III でユビキノールを酸化する

ことでシトクロム c が還元され、複合体 IV でシトクロム c が酸化され、酸素分子に電子

を伝達することにより水に還元される。この電子伝達の過程において、複合体 I や複合体 

III において、O2 が一電子還元され、•O2
- が生成される。皮膚において type I光増感反応を

起こす増感剤としては、リボフラビンやトリプトファンのような低分子化合物があり、糖化

反応最終生成物 (AGEs; advanced glycation end-products) やカルボニル化タンパク質 (CP; 

carbonylated proteins) も type I光増感反応を起こす。 

H2O2 は •O2
- がスーパーオキシドジスムターゼ (SOD; superoxide dismutase) との不均化

反応することにより生成され 22)、また、•O2
- の自発的な反応においても生成される。H2O2 

は Fe2+、Cu+ の存在下でフェントン反応し、•OH を生成する 26,27)。•OH は紫外線 (UV; 

ultraviolet) による H2O2 の均等開裂反応においても生成する。•OH はアラキドン酸代謝に

おけるシクロオキシゲナーゼ (COX; cyclooxygenase) および、リポキシゲナーゼが関与する

経路においても生成される 28)。 

白血球などでは、ミエロペルオキシダーゼ (myeloperoxidase) が H2O2 と細胞内塩素イオ

ン (Cl-) により次亜塩素酸 (HOCl) を生成し、HOCl が H2O2 と反応することにより 1O2 は

生成される。一方、皮膚では UVA (ultraviolet A) による type II 光増感反応により 1O2 は生

成される。光増感物質として、皮膚表面ではニキビ菌である Propionibacterium acnes が産生

するコプロポルフィリン 29) があり、細胞内ではリボフラビンやフラビンタンパクなどがあ
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る。 

 

 

2.3.  ROSのフットプリント 脂質過酸化反応最終生成物 CP 

CP は酸化タンパク質の一つであり、タンパク質が本来有していないアルデヒド基がアミ

ノ酸側鎖に導入されたタンパク質の総称である。タンパク質のカルボニル化は、メチオニン

やシステインの酸化と比較し、容易に誘導されず、リジン残基の酸化によるアリシン 

(allysine; 2-aminoadipic semialdehyde) や、アルギニン残基の酸化による γ-グルタミルセミア

ルデヒドなどのアミノ酸残基の直接的な酸化により生成される経路 30,31) と、ROS とスクア

レンや不飽和脂肪酸などとの反応により生成される過酸化脂質由来の活性アルデヒド化合

物とアミノ酸の遊離アミノ基との反応により生成される経路がある 32)。脂質過酸化反応で

は、ROS がアリル位の電子引き抜き反応を引き起こすことにより開始され、脂質過酸化ラ

ジカルを経由して開裂後にアルデヒド化合物が生成される。生成されるアルデヒド化合物

にはアクロレインやクロトンアルデヒド、 4-ヒドロキシノネナール  (4-HNE; 4-

hydroxynonenal) などがある。タンパク質のリジン残基、アルギニン残基のアミノ基とアル

デヒド化合物がシッフ塩基を形成し、CP が生成される。確認されている CP の特徴的なフ

ラグメントにはピロール付加体、マイケル付加体、フォルミルデヒドロピペリジノ付加体が

ある 33-35)。 

 

 

2.4. ROS生成刺激因子 

2.4.1. UV 

皮膚における ROS の生成刺激因子として UV がある。UV の刺激により、紅斑、色素

沈着、皮膚の光老化が生じる。UVB (ultraviolet B) および UVA はケラチノサイト内の Ca2+ 

を増加させ NADPH オキシダーゼを活性化することにより •O2
- の生成を増加させる 36), 37)。

UVA は、•O2
-
 に加えて、1O2 を生成する。皮膚に存在するフラビンやポルフィリンなどの 

UVA 領域の光を吸収するクロモフォアの光増感反応を介して 1O2 は生成される 29)。 

また、CP は長波長 UVA からブルー領域の可視光線を吸収し type I 光増感反応を介し

て酸素分子へ電子移動を起こし •O2
- を生成することが報告されている 38)、また、AGEs へ

の UVA 照射も、CP と同様に type I 光増感反応を介して •O2
- が生成されることが報告さ

れている 39)。このように、皮膚に存在する酸化タンパクが UVA からブルー領域の可視光

線のクロモファーとして作用し ROS の生成源となる。 

 

2.4.2. 大気汚染物質 

大気汚染物質に含まれる多環芳香族炭化水素 (PAHs; polycyclic aromatic hydrocarbon) は

ケラチノサイト内において、aryl hydrocarbon receptor (AhR) のリガンドとなり、PAHs の代
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謝を行うため cytochrome P450-1A1 (CYP1A1) の発現を誘導する。CYP1A1 は PAHs の代

謝過程において ROS を生成する 40,41)。また、2,3,7,8‑tetrachlorodibenzo‑p‑dioxin による心筋

細胞における CYP1A1 の発現誘導はミトコンドリア活性の低下と細胞内における ROS 

の生成亢進を誘導することが報告されている 42)。このように大気汚染物質に含まれる PAHs 

やダイオキシンも細胞内 ROS の生成亢進を引き起こす。 

 

2.4.3. 界面活性剤などの化学物質 

洗浄剤に配合されるアニオン性の界面活性剤 (SLS; sodium lauryl sulfate) も細胞内 ROS

の生成亢進を誘導する。ヒトケラチノサイトにより構築されたヒト再構成表皮モデルへの

角層表面からの SLS 処理は、処理 15 分後にモデル内の ROS の生成亢進を誘導する。こ

の ROS 生成は、SLS による細胞膜の流動性が増加を介した細胞内 Ca2+ の濃度の増加が要

因となり細胞内 ROS とミトコンドリア内の ROS が生成を促進することが報告されてい

る 43)。このように細胞膜の構造変化を惹起するような両親媒性化合物も細胞内 ROS の生

成亢進を誘導する可能性が考えられる。 

 

 

2.5.  生体内の ROS 消去機構 

生体内、細胞内における ROS は、抗酸化物質である アスコルビン酸、トコフェロール 、

カロチノイド 44) や、生体内で合成される還元型グルタチオン (GSH; glutathione)、抗酸化酵

素群により消去され、生体内のレドックスバランスが維持されている。 

生体の抗酸化酵素として、SOD、カタラーゼ (catalase)、グルタチオンペルオキシダーゼ 

(GPx; glutathione peroxidase)、ビリルビンの生成に関わる酵素であるヘムオキシゲナーゼ-1 

(HO-1; heme oxygenase-1) がある。SOD は、•O2
- を O2 と H2O2 に不均化する酵素であり、

主なものとして細胞質に存在する Cu/Zn-SOD とミトコンドリア内膜に存在する Mn-SOD 

の 2 種がある。カタラーゼはペルオキシゾームに存在すると考えられており、H2O2 を O2 

と H2O に変換する反応を触媒する酵素である。また、細胞質やミトコンドリアに存在する 

GPx は、GSH を基質として H2O2 を O2 と H2O に分解する 45)。HO-1 により生成される

ビリルビンは、抗酸化作用を有する 46) ことが報告されている。 

これらの抗酸化酵素群の多くは Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2)/Keap1 (kelch-

like ECH-associated protein 1) シグナルにより調節されている 47,48)。Nrf2 は Keap1 と複合体

を形成し細胞質に存在している 49)。しかし、細胞内のレドックスバランスが酸化型へ傾く

ことにより Keap-1 の酸化センサーであるシステイン残基が酸化される。この結果、Keap-

1 の高次構造の変化に伴い Nrf2 がリリースされ、細胞質から核内へ移行し、遺伝子の上流

に存在する ARE (antioxidant response element) に結合する。この結果、その下流にコードさ

れている遺伝子群の発現が高まる。ARE 下流にコードされている抗酸化系酵素群は第二相

薬物代謝酵素群とも呼ばれ、HO-1、NAD(P)H-quinone oxidoreductase-1 (NQO1)、-glutamyl 
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cysteine synthetase (-GCS)、 glutathione S-transferase (GST)、 glutathione reductase (GR)、

thioredoxin reductase (TNXRD1)、ferritin、sequestosome-1 (SQSTM1)、aldo-keto reductase (AKR)、

cystine/glutamate anionic amino acid transporter (xCT) などがある。これら、抗酸化酵素が消去

できる ROS を Table 1にまとめた。  

 

Table 1 抗酸化酵素 

  

antioxidative enzyme Corresponding ROS

SOD •O2
-

catalase H2O2

GPx H2O2

HO-1 1
O2, •O2

-
, •OH, LOO•, NO

NQO1 •O2
-

γ-GCS H2O2

GST LOOH

GR H2O2

TNXRD1 H2O2

ferritin •OH
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3. ROS が惹起する皮膚障害 

皮膚を構成する細胞の恒常性の低下により、様々な皮膚障害が生じる。恒常性の低下によ

る皮膚障害の要因は、内因性と外因性の刺激に大別され、内因性の刺激として、遺伝子疾患、

加齢や精神的なストレス、外因性の刺激として、太陽光線、大気汚染、化学物質が挙げられ

る。これらの刺激の多くは、皮膚組織内において ROS 生成の増加に伴う酸化ストレスを誘

導する。その結果、皮膚の恒常性維持が妨げられる。本項では、ROS および ROS の増加

に伴い生じる酸化ストレスが皮膚の恒常性維持に与える影響について、表皮のバリア機能、

色素斑の形成、ECM 構造の変化に注目して紹介する。 

3.1.  ROS および酸化ストレスが表皮バリア機能に及ぼす影響 

皮膚のバリア機能は TEWL (transepidermal water loss) 値により評価される。コラーゲン誘

発関節炎のモデルである DBA/1JJmcSlc マウスの皮膚は高い TEWL 値を示し、バリア機能

が低下している。このモデルマウスでは、血中の ROS が高いこと、NAC (N-acetyl-L-cysteine) 

の投与により、TEWL 値の改善が確認されたことから、バリア機能の低下に ROS が関与

している可能性が強く示唆される 50)。また、ヒト疫学調査においても ROS の最終生成物

である角層の CP と TEWL 値が正の相関を示すことが報告されている 51,52)。 

このような事実から、皮膚バリア機能は ROS および酸化ストレスにより大きな影響を受

けることが考えられる。 

皮膚のバリア機能は、前述のように角層細胞、角層細胞間脂質のラメラ構造体、TJ によ

って発揮されることから皮膚のバリア機能に関わる各因子における ROS および酸化スト

レスの影響について以下にまとめた。 

3.1.1. 角層形成への ROS の影響 

ストレスホルモンであるコルチゾールとケラチノサイトで生成される ROS との関係は

未だ明らかとなっていないが、他臓器由来の細胞において、コルチゾールと同様のグルココ

ルチコイドであるデキサメタゾンが ROS を増大させること 53)、コルチゾールはグルココ

ルチコイド受容体 (GRe; glucocorticoid receptor) を介して ROS を増大させる 54) ことが報

告されている。 

連続的な可視光とラジオノイズ環境下で飼育することにより精神的ストレスを亢進させ

たヘアレスマウスは、ケラチノサイトの分化マーカーであるインボルクリン、ロリクリンの

減少、脂肪酸、セラミドといった脂質の合成能低下を伴う TEWL の増加、表皮基底細胞数

の減少と、コルネオデスモソームを構成するタンパク質であるデスモグレイン-1 (DSG-1; 

desmoglein-1) の発現量の低下によるコルネオデスモソームの密度の低下が観察されている 

55,56)。この TEWL の高値には、角層細胞間の脆弱な接着性が寄与している可能性が示唆さ

れ、ROS が角層形成に影響を及ぼす可能性が考えられる。 

 

3.1.2. 細胞間脂質の低下と ROS の関係性 

細胞間脂質の主成分であるセラミドは、角層のバリア機能に重要な役割を担っている。バ
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リア機能の低下が認められる疾患であるアトピー性皮膚炎 (AD; atopic dermatitis) の患者で

は、角層のセラミド 1、セラミド 3 量の低下が認められ、TEWL の有意な亢進も確認され

ている 57,58)。また、AD 患者の疾患部位の角層では ROS の最終生成物である CP の有意な

増加も確認されていることから 59)、細胞間脂質合成に対する ROS の影響が示唆される。 

セラミドは、セリンとパルミイトイル CoA を出発物質として、スフィンゴシン合成酵素

である SPT (serine palmitoyltransferase) の触媒により 3-ケトスフィンガニンが合成され、そ

の後、ceramide synthaseにより脂肪酸が結合されセラミドが合成される 60)。このスフィンゴ

シン合成段階が、セラミド合成の律速段階となり de novo 合成される。表皮ケラチノサイ

トに H2O2 を曝露すると SPT 遺伝子の発現量の低下が認められる 61) ことから、H2O2 が細

胞間脂質の合成を低下させる原因であることが示唆される。 

 

3.1.3. TJ 機能の低下と ROS の関係性 

UVB は皮膚およびケラチノサイト内の ROS 生成を増加させることが知られており、

ROS の生成刺激因子の一つである。一般的に UVB の単回照射は TEWL の増加と皮膚表

面の水分量を低下させることが知られている 62)。生体皮膚における TJ の機能は、マーカ

ー Sulfo-NHS-LC-Biotin の皮膚内分布により確認することができる。TJ の機能が正常の場

合は、皮下注射した、あるいは真皮側から投与された Sulfo-NHS-LC-Biotin は occuludinお

よび ZO-1 が存在する顆粒層でその拡散は留められる。再生表皮モデルでは TJ の構造破

壊を誘導するカプリン酸処理により Sulfo-NHS-LC-Biotin の角層への拡散が確認されてい

る 63)。再生表皮モデルへの UVB 照射は、真皮側から投与された Sulfo-NHS-LC-Biotin の

角層への拡散を誘導し、UVB による TJ 構造の破壊を示唆している。 

一方、UVB 照射はケラチノサイトの TJ 構成タンパク質である occludin の発現量の低

下を引き起こし、この低下は TEWL の回復に伴い回復することが確認されている 64,65)。 

さらに、ラットのケラチノサイト (REK) を用いた研究では、UVB を照射された REK

は TJ を構成するタンパクである、claudin-1、claudin-4、occludin が細胞膜周辺ではなく細

胞質に存在することが観察されている 65,66)。また、ケラチノサイトより構築した TJ が構

築されている細胞シートへの UVB 照射は、TJ により生じる細胞シート表面と培養液間

の電気抵抗値の低下、高分子デキストランの細胞シートの通過を引き起こす 66)。以上の事

実から、ROS の生成刺激因子である UVB 照射は TJ 構造を破壊することが示唆される。 

ROS である H2O2 による TJ 構造破壊についても報告されている。H2O2 を REK に暴

露した場合も同様に、TJ 構成タンパク質が細胞質に局在すること、電気抵抗値の低下、デ

キストランの透過性の亢進が認められている 66)。UVB 照射による TJ 構造破壊は、UVB 

照射前に GSH を投与することにより改善されることから UVB 照射による TJ 構造破

壊に ROS の関与が示唆される 66)。 
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3.2.  色素沈着と ROS の関係 

UVB 曝露は、急性的な皮膚反応として曝露から数時間後に炎症 (sunburn) を生じ、12 ~ 

24 時間後をピークとして消退後、数日後に色素沈着 (suntan) が生じる。よって、UVB は 

ROS 生成刺激因子であり、且つ、色素沈着発生因子でもある。UVB 誘発色素沈着のメカニ

ズムは、これまでの多くの研究により明らかにされている。 

UVB に曝露されたケラチノサイトは IL-1α (interleukin-1α) などの炎症サイトカインやメ

ラノサイト活性化因子を分泌する 67,68)。IL-1αは、ケラチノサイトへオートクリン的に作用

し、endothelin-1 (ET-1) を合成し分泌する。ET-1 は、endothelin B receptorを介してメラノサ

イトの増殖、およびメラノソーム (MS; melanosome) 内でのメラニン合成を活発化させる

69,70)。この、UVB による IL-1α の分泌亢進は抗酸化物質であるビタミン C 前駆体を処理

することにより抑制される 71) ことから、細胞内 ROS の増加が IL-1 αの分泌亢進の要因で

あることが考えられる。また、ET-1 は UVB 照射によりメラノサイトにおいても合成され、

その合成は SOD 3 (superoxide dismutase-3) の処理によって抑制され、結果としてメラニン

合成も抑制される 70)。 

また、UVB 照射によりケラチノサイトから合成・分泌される prostaglandin E2 (PGE2) は、

メラノサイトの樹状突起の伸長を亢進する。また、PGE2 はメラノサイトの増殖も促進させ、

色素沈着を促進させる 72)。UVB 照射によりケラチノサイト内にて生成が増加した ROS は

アラキドン酸の酸化酵素である cyclooxyganese-2 (COX2) の遺伝子発現を伴うタンパク合

成を促進し、PGE2 の合成・分泌を増加させる 73)。 

さらに、α-Melanocyte-stimulating hormone (α-MSH) は UVB 照射を行ったケラチノサイト

から合成・分泌され、メラノサイトのメラノコルチン 1受容体に結合することにより cyclic 

AMP シグナルを介してメラノサイトの増殖、チロシナーゼ (TYR; tyrosinase) や TYR 関連

酵素の合成促進を引き起こす。また、ケラチノサイトへのオートクライン的な作用により 

MS の貪食を亢進する。その結果、α-MSH は色素沈着を誘導する。α-MSH はプロオピオメ

ラノオコルチン (POMC; proopiomelanocortin) が、段階的にプロセシングされることにより

生成される。UVB 照射によりケラチノサイト内において産生が促進される POMC による

α-SMH の分泌は、抗酸化成分である NAC の前処理によって抑制される 74)。 

また、近年、太陽光線の慢性的な曝露により発生する老人性色素斑 (SL; solar lentigos) 部

位では老化の形質を有する線維芽細胞が多く存在することが報告されている。線維芽細胞

は stromal cell-derived factor 1 (SDF-1) を分泌することにより、メラノサイトのメラニン合成

に抑制的に作用しているが、老化の形質を有する線維芽細胞では SDF-1 の合成・分泌が低

下することによりメラノサイトのメラニン合成に対する抑制力が低下することが SL の発

生の要因であると報告されている 75)。線維芽細胞の老化形質獲得には高酸化状態が寄与し、

実験的には H2O2 の複数回暴露により老化形質が線維芽細胞に発現する 76)。 

以上の報告から、UVB により生じる色素沈着には多くのケースに ROS が関与し、SL の

ような色素斑の発生に対しても ROS が関与してることが示唆される。 
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3.3. ECM 変性と ROS の関係 

加齢、あるいは光老化皮膚の形態的な皮膚の変化としてシワやタルミが挙げられる。光老

化皮膚の発生には真皮乳頭層におけるコラーゲン線維の減少と弾性線維の細線維であるオ

キシタラン線維の消失が大きく寄与していると考えられている 77)。 

そこで、太陽光および ROS がこれら線維の変化与える影響について、コラーゲン線維と

オキシタラン線維について紹介する。 

3.3.1. コラーゲン線維の合成と分解 

真皮乳頭層における type I collagen 線維の減少のメカニズムは ROS がトリガーとなる

ことが、これまでの研究により以下のように明らかにされている。 

ROS は epidermal growth factor receptor (EGF-R) シグナルを活性化させる。具体的には、

定常状態においても EGF-R は、リン酸化されるが、receptor type protein tyrosine phosphatases 

(RPTPs) により脱リン酸化され EGF-R シグナルの下流シグナルは不活化されている。ROS 

は、RPTPs のシステイン残基を酸化することにより、phosphatase 活性は不活化され、EGF-

R シグナルの下流シグナルは活性化される。EGF-R シグナルの下流には mitogen-activated 

protein kinases (MAPKs) の一つである c-Jun N-terminal kinase (JNK) が存在し、JNK の活性

化により c-Jun のリン酸化は促進する。一方、ROS は nuclear factor-kappa B (NF-κB) を活

性化させ、IL-1α、interleukin-6 (IL-6) を介したシグナルにより extracellular signal-regulated 

kinase1/2 (ERK) を活性化し  c-Fos をリン酸化する。c-Jun と  c-Fos は複合体である 

activator protein 1 (AP-1) を形成し、その応答エレメントに結合することにより下流遺伝子の

転写活性を高める 78)。 

AP-1 の シ グ ナ ル の 下 流 に は  cysteine-rich protein-61 (CCN-1/CYR61) と  matrix 

metalloproteinase-1 (MMP-1) が存在している。皮膚への UV 照射は CCN-1/CYR61 発現量

を増加させることが確認されている 79)。CCN-1/CYR61 はコラーゲンペプチド合成抑制因子

であり、CCN-1/CYR61 の発現量の増加とともに type I collagen の発現量の減少が真皮線維

芽細胞に UV を照射した場合に観察されている 79)。 

一方、コラーゲン線維の分解は MMP-1 により開始される。AP-1 転写の下流には MMP-

1 遺伝子もコードされており ROS により MMP-1 の発現が亢進する。具体的には、UVA 

照射により生成される 1O2 が、線維芽細胞内の IL-1α の分泌を増加させ、オートクライン

的に作用し IL-6 分泌を介して MMP-1 が増加することが報告されている 80)。 

以上のことから、UV 照射により生じた ROS が AP-1 の核内移行を促進し、CCN-1 お

よび MMP-1 の発現の増加を介して真皮乳頭層におけるコラーゲン線維の減少を引き起こ

していることが、現状では皮膚の光老化の一因と認識されている。 

3.3.2. オキシタラン線維の分解 

光老化皮膚では基底膜から垂直に伸びる弾性線維の一つであるオキシタラン線維の消

失が観察されている。オキシタラン線維の分解は  neutral endopeptidase (NEP) である

neprilysin と好中球エラスターゼにより行われる 81)。NEP は膜結合型エラスチン分解作用
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を有するプロテアーゼであり、UVB 照射によりケラチノサイトから分泌される IL-1α、

granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) により線維芽細胞の NEP の産生

が増加する 82)。また、線維芽細胞への UVA 照射も NEP の産生を亢進させる。 ROS は、

NF-κB シグナルを活性化し IL-1α および interleukin-8 (IL-8) の合成・分泌を増加させる。

このことから、UVB 照射により細胞内に生成した ROS が IL-1α を介して 線維芽細胞の 

NEP の発現を亢進させ、さらに UVA 照射により生成した ROS が IL-8 を介して線維芽

細胞の NEP の発現を亢進させる可能性が考えられる 82)。 

 

4. オリーブエキスおよび Ocimum basilicum エキスの抗酸化作用および皮膚に及ぼす作

用 

本研究では、オリーブ果実圧搾残渣から調製されたオリーブ果実圧搾残渣エキスおよび

ロズマリン酸を含有している Ocimum basilicum エキス (OC) の細胞内 ROS 消去作用およ

び光老化皮膚の予防改善効果について明らかにした。そこで、これらエキスの ROS 消去作

用および皮膚に及ぼす作用に関する先行研究について紹介する。 

4.1. オリーブ果実に含まれているヒドロキシチロソール 

オリーブ果実にはポリフェノールであるヒドロキシチロソールが含まれており、廃棄さ

れるオリーブ果実圧搾残渣から調製したエキスにも同様に含有されていることが報告され

ている 83)。 

ヒドロキシチロソールの抗酸化に関する研究は多くあり、その一部を紹介する。 

ヒドロキシチロソールは、ヒト肝癌由来細胞株である HepG2細胞において t-ブチルヒド

ロペルオキシドによる細胞内 ROS の増加を抑制すること、また、ヒト腸管細胞株である 

Human Caco-2 細胞においてヒドロキシチロソールが細胞内の ROS の増加を抑制すること

が報告されている 84,85)。さらに、ヒドロキシチロソールは、リポタンパク質を処理したマク

ロファージ J774 A.1 細胞の細胞内 GSH 量の減少を抑制すること 86)、メチル水銀を処理し

たヒト腹部神経芽細胞腫である IMR-32 細胞の GR、GST の mRNA の発現低下を抑制す

ること 87)、ラット副腎髄質褐色細胞腫である PC12 細胞の HO-1、NQO1 の mRNA 発現

を高め、細胞内 GSH 量を増加させること 88) が報告されている。また、ヒドロキシチロソ

ールは UVB 照射ヒト皮膚不死化角化細胞株である HaCaT 細胞内に過剰に生成される

ROS を低減させること 89)、UVB による細胞のアポトーシスを抑制することが報告されて

いる 90)。さらに、ヒドロキシチロソールは UVA 照射による HaCaT 細胞内の ROS の増

加を抑制することが報告されている 91)。このようにオリーブ果実に含まれているヒドロキ

シチロソールは、細胞内酸化ストレスを低減することが明らかとなっている。 

ヒドロキシチロソールの抗酸化作用メカニズムについて以下のような報告が多数ある。

ヒドロキシチロソールはマクロファージにおいて Nrf2 の核内移行を誘導すること 92)、

HepG2 細胞においても Nrf2 の核内移行が促進され抗酸化酵素である GPx の活性が増加

する 93) ことが明らかとなっている。さらに、網膜色素上皮細胞である ARPE-19 細胞にお
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いて、ヒドロキシチロソールは α、β 不飽和アルデヒドであるアクロレインによる Nrf2 の

核内移行の低下を改善し、Nrf2 シグナルの下流にコードされている HO-1、NQO1 の低下

を抑制することが報告されている 94)。 

以上の先行研究を Table 2-1, 2-2 にまとめた。 

  



14 

 

Table 2-1 先行研究におけるヒドロキシチロソールの酸化作用 

細胞 濃度 プロトコール 効果 ref 

 

 

HepG2 cell 

 

 

10 - 40 

µM 

ヒドロキシチロソールを  

20 時間添加し、 t-ブチルヒド

ロペルオキシド を 3 時間添加 

 

GSH 量の低下を抑制した 

 

 

84) 

 ヒドロキシチロソールを  

20 時間添加し、t-ブチルヒド

ロペルオキシド を  

90 分添加 

 

細胞内の ROS の増加を

抑制した 

Human 

Caco-2 細胞 

5 - 40 

µM 

ヒドロキシチロソール  

(5-40 µM) を 4 時間添加 

細胞内の ROS が低下した 85) 

マクロファ

ージ J774 

A.1 

 

 

3 µM 

 

 

リポタンパク質とヒドロキシチロ

ソールを 

同時に添加 (24 時間) 

 

リポタンパク質による細胞

内の 

 H2O2 と・O2
-の増加を抑制

した 

リポタンパク質添加に 

よる細胞内 GSH 量の 

減少を抑制した 

 

86) 

 

IMR-32 

神経芽細胞

腫 

5 µM ヒドロキシチロソールを 

処理した後 

メチル水銀を処理 

GSH、SOD、GST の減少

を抑制した 

 

 87) 

 

PC12 細

胞 

 

10-50 µM 

 

ヒドロキシチロソールを 

 24 時間添加 

GSH 量が増加した 

GPx、GR、GST mRNA 増

加した 

 

88) 

HaCaT 細

胞 

50 - 100 

µM 

UVB を 45 mJ/cm2 照射し、 

ヒドロキシチロソールを添加 

細胞内の ROS の増加が

抑制された 

89) 

HaCaT 細

胞 

20 µM ヒドロキシチロソール  

6 時間添加 

アポトーシスを生じた細

胞数が減少した 

90) 

 

HaCaT 細

胞 

 

200-1000  

µM 

 

ヒドロキシチロソール  

50 µM を 6 時間添加 

UVA 照射による 

細胞内 ROS の増加が抑制

された 

 

91) 

マクロフ

ァージ 

Raw264.7 

10 µM リポポリサッカライド  

(1 µg/ml) と 

ヒドロキシチロソールを同時に 

18 時間添加 

 

Nrf2 が核内移行した 

92) 
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Table 2-2 先行研究におけるヒドロキシチロソールの抗酸化作用 

細胞 濃度 プロトコール 効果 ref 

HepG2 0.5 - 10 

µM 

ヒドロキシチロソール  

6 時間、20 時間添加 

核内の Nrf2 が増加  

(6 時間) 

GPx の活性が増加  

(20 時間) 

93) 

 

 

 

ARPE-19 

細胞 

 

 

 

100 µM 

 

 

ヒドロキシチロソール  

100 µM を 

 48 時間添加し 

アクロレインを 75 µM  

24 時間添加 

アクロレインにより低下

した Cu/Zn SOD, Mn SOD 

mRNA を 

ヒドロキシチロソールは 

抑制した 

 

 

 

 

94) 

アクロレインにより Nrf2 

の核内移行が 

低下したがヒドロキシチロ

ソールにより Nrf2 の核内移

行の低下が抑制された 

アクロレインによる  

γ-GCL, NQO1, HO-1 の 

低下がヒドロキシチロソ

ールにより抑制された 

 

4.2. Ocimum basilicum エキスに含まれているロズマリン酸 

Ocimum basilicum エキス (OC) に含まれているロズマリン酸の抗酸化作用に関する先行

研究を Table 3 にまとめた。先行研究において、ロズマリン酸はヒドロキシラジカルとスー

パーオキシドアニオンラジカル消去能を示し、抗酸化物質として作用することが報告され

ている 95)。また、ロズマリン酸は UVB 照射 HaCaT 細胞内の ROS の増加を抑制すること

95)、や H2O2処理による細胞内 ROS の増加を抑制すること 96)、H2O2 処理正常ヒト真皮線

維芽細胞の細胞内 ROS の増加を抑制することが報告されている 97)。このことから、ロズ

マリン酸は細胞内の ROS を消去する作用を有することも明らかとなっている。さらに、ロ

ズマリン酸は UVA 照射 HaCaT 細胞の細胞内 GSH 量の低下を抑制したことから 98)、細

胞内抗酸化機構を刺激・亢進させる作用を有することが示唆されている。 

また、Table 4に示したようにマウスやラットを用いた in vivo研究では、OC は腎臓の CP

の増加を抑制する作用 99) や精巣において抗アポトーシス作用 100) を有することが報告され

ている。さらに、ヒト使用研究において OC を含有したクリームの塗布により、TEWL が

低下すること、シワ幅が軽減されることが報告されている 101)  
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Table 3 先行研究におけるロズマリン酸の抗酸化作用 

細胞 濃度 プロトコール 効果 ref 

 

 

HaCaT  

細胞 

 

 

2.5 µM 

ロズマリン酸を 1 時間 

前処理し、 

 UVB を 30 mJ/cm2 照射 

UVB 照射による細胞内の 

ROS の増加を 

抑制した 

 

 

95) 

ESR を用い、ロズマリン

酸のヒドロキシラジカルと

スーパーオキシドアニオン

ラジカル消去能を検討 

ヒドロキシラジカル 

消去能と 

スーパーオキシドアニオ

ンラジカル消去能を有する 

HaCaT  

細胞 

13.8 - 138 

µM 

過酸化水素 100 µM とロ

ズマリン酸を 

混合し 24 時間添加 

細胞内の ROS の増加を 

抑制した 

96) 

 

NHDF 

 

30 µM 

過酸化水素 600 µM を添

加する 

12 時間前にロズマリン酸

を添加 

過酸化水素による細胞内 

ROS の 

増加を抑制した 

 

97) 

HO-1 mRNA の発現量を 

増加させた 

HaCaT  

細胞 

50 µM UVA 20 J/cm2 を照射し

た直後にロズマリン酸を添

加 

UVA 照射による GSH 量の

低下を抑制した 

98) 

 

Table 4 先行研究における OC の作用 

動物 投与量 プロトコール 効果 ref 

CD 1  

マウス 

500 mg/kg/体重 免疫抑制剤投与した 

マウスに 2 週間 

OC を摂取させた 

腎臓の CP の増加が抑

制された 

99) 

アルビノ

ラット 

20 mg/kg /体重 カドミウムの摂取後, 

OC を 5 日/週, 

8 週間摂取させた 

カドミウム誘発の精巣の 

アポトーシスが抑制された 

100) 

 

5. 本研究の目的 

これまでの研究から皮膚組織において生成が亢進される ROS は、多くの皮膚トラブル

の原因となることが明らかにされている。皮膚組織内で ROS の亢進は、主には太陽光線

に含まれる紫外線曝露により生じる。また、外環境因子のみならず近年の高ストレス社会

では、精神的なストレスも生体内の ROS の生成を誘導することが明らかにされている。 
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皮膚内部での ROS 生成亢進に伴う酸化ストレスは、角層細胞形成不全を伴う表皮バリ

ア機能を低下させ、さらには皮膚老化の特徴である色素斑形成やシワ、タルミの発生をも

誘導、加速することが明らかにされている。そこで、本研究は ROS により惹起される皮

膚トラブルの原因を取り除くことにより人々の皮膚の健康維持に貢献することを目的とし

て実施した。 

 

 

6．本研究の概要 

第一章では、近年の健康志向により摂取が増加したオリーブ油の圧搾残渣の ROS 消去

作用を確認し、その消去メカニズムを明らかにした。現状、オリーブ油は未熟な緑果より

圧搾された油と成熟した黒果より圧搾された油がある。よって、その圧搾残渣には未熟果

実由来のものと、成熟果実由来のものとある。本章では、まず、未熟果実圧搾残渣から抽

出されたエキスと成熟果実圧搾残渣から抽出されたエキスの細胞内 ROS 消去能の違いを

検討し、未熟果実圧搾残渣から抽出されたエキスにより高い ROS 消去効果を認めた。こ

の未熟果実圧搾残渣から抽出されたエキスの ROS 消去メカニズムは、化学的な ROS 消

去能のみではなく細胞内の ROS に対する防御システムを活性化し、細胞内抗酸化成分で

ある GSH 合成を促進することがその本質であることを見出した。また、結果は産業廃棄

物として処分されるオリーブ油圧搾残渣の有効な再利用法の提案につながった。 

さらに未熟果実圧搾残渣から抽出されたエキスは精神的ストレスにより分泌されるコル

チゾールによる細胞内 ROS の生成亢進を抑制することを見出した。よって、未熟果実圧

搾残渣から抽出されたエキスは ROS により惹起、増強される皮膚トラブルを改善する可

能性が示唆された。 

第二章では、光老化皮膚の特徴である真皮乳頭層におけるコラーゲン線維の減少に注目

した。私達の皮膚における光老化は、繰り返し太陽光線を浴びることにより発生する。また、

太陽光線 UV の中で UVA は真皮まで侵入し、直接、線維芽細胞に影響を及ぼす。そこで、

そのコラーゲン線維の減少を培養細胞系で再現するため、真皮線維芽細胞へ UVA の複数

回照射を実施した。UVA 複数回照射は、真皮線維芽細胞のコラーゲン線維形成を低下させ

ることが明らかとなった。そこで、UVA 複数回照射による線維芽細胞のコラーゲン線維形

成の低下に対する改善策を探索し、ロズマリン酸を含む Ocimum basilicum エキスにコラー

ゲン線維形成の低下の改善効果を見出した。この事実は、ロズマリン酸を含む Ocimum 

basilicum エキスが光老化皮膚の特徴であるシワあるいはタルミの予防・改善に有効に働く

可能性を示している。 

本論文は、ROS により惹起、増強される皮膚トラブルに対する対策として、オリーブ油

圧搾残渣抽出物とロズマリン酸を含む Ocimum basilicum エキスの効果を明らかにした。こ

れらの素材を用いたスキンケアが人々の健やかな皮膚の維持につながるものと考える。 
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第 1 章 オリーブ果実圧搾残渣より抽出したエキスの表皮細胞に

おける抗酸化作用 

 

1.1. 緒言 

太陽光線のような外環境因子の刺激により皮膚の細胞内で生成される ROS は主に

NADPH オキシダーゼの活性化により生成される •O2
- である。•O2

- は、細胞内に存在する 

SOD による不均化反応や自発的な変換反応により  ROS の中では比較的安定性が高い 

H2O2 へ還元され、H2O2 による細胞内のタンパク質や脂質の酸化により代謝機能の低下が

生じる。H2O2 は Fe2+ や Cu+ の存在下において、フェントン反応により反応性の高い ・

OH となる。•OH は、脂質から電子引き抜きアルキルラジカルを生成し、そのアルキルラ

ジカルが酸素分子と反応し脂質過酸化ラジカルを経てアルデヒド化合物を生成する。アル

デヒド化合物は細胞内タンパク質のリジン残基、アルギニン残基と反応し CP を生成する。

CP が細胞内機能を低下させることが報告されている 102,103) ことから、CP を生成するトリ

ガーである細胞内の ROS を効率よく消去することは細胞の機能低下を抑制する上で有効

な手段である。 

ROS およびその最終生成物である CP により誘導される変化として、紫外線紅斑反応を

惹起する PGE2 の合成亢進 104)、その合成亢進によるメラノサイトの活性化 105)、痒みの亢

進 106)、皮膚保湿機能の低下 51,61) といった皮膚トラブルが報告されている。 

また、近年は、精神的ストレスと皮膚生理との関連性が研究されるようになり、高い心理

的ストレスが TEWL の増加やバリア機能の低下、皮膚のかゆみといった皮膚トラブルを引

き起こすことが報告されている 55,56,107,108)。精神的ストレスにより分泌が亢進されるコルチ

ゾールは、ストレスホルモンとして知られているが、このような皮膚トラブルとコルチゾー

ルの因果関係についての研究はさほど多くはない。序論にも紹介したように多くの皮膚ト

ラブルは ROS により惹起されることから、コルチゾールにより細胞内 ROS 生成が亢進す

る可能性が考えられる。しかしながら、コルチゾールが細胞内の ROS 生成を亢進するか否

かは HaCaT 細胞では明らかにされていない。そこで、本章では HaCaT 細胞内の ROS へ

のコルチゾールの影響を明らかにし、精神的なストレスによる皮膚トラブルにも ROS の消

去が重要な手段となるかを検証した。 

一方、ROS の低減効果を期待する成分として植物由来の phytochemicals の作用が盛んに

研究されている。植物に含まれるポリフェノールは抗酸化作用があることから 109-111)、皮膚

においても酸化ストレスの抑制素材としての効果が期待される。そこで、本章ではヒドロキ

シチロソールやオレウロペインといったポリフェノールを含有するオリーブ果実に着目し

た 112,113)。オリーブ果実はオイルを圧搾した後、圧搾残渣として廃棄されるが、その残渣に

から抽出したエキスにもヒドロキシチロソールが含有されていることが報告されている。 
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そこで、産業廃棄物の有効利用による社会貢献と皮膚の健康維持を目的としてオリーブ

果実の圧搾残渣残渣より抽出したエキスの HaCaT 細胞における抗酸化作用を評価した。 

オリーブ果実の成熟度は 8 段階に分類される 114)。成熟度の低い果実（若い果実）と成熟度

の高い果実から圧搾されたオリーブ果実が市場にある。また、オリーブ果実は成熟に伴い抗

酸化効果が期待されるフェノール性化合物が徐々に減少することが報告されている 115,116)。

そこで、本章ではオリーブ果実の成熟度の違いによる抗酸化作用を含めた検討を行った。 

 

1.2. 実験方法 

1.2.1. 試薬 

試薬は以下の物を使用した。ダルベッコ変法イーグル MEM 培地 (DMEM), Ca2+ および 

Mg2+ 含有ハンクス緩衝液 (HBSS(+)) は日水製薬株式会社 (東京, 日本) より購入した。ト

リプシン (ブタ膵臓由来)、30% H2O2、L-ascorbic acid、DL-α tocopherol、Xanthine oxidase (XOD)、

10% Formaldehyde neutral buffer solution、Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) はナカライテ

スク (京都, 日本) より購入した。Iron (II) perchlorate (Fe(ClO₄)₂)、4- Amino antipyrine、

Hypoxanthine (HPX) は FUJIFILM 和光純薬 (大阪, 日本) より購入した。5,5-Dimethyl-1-

pyrroline N-oxide (DMPO)、tert-Butyl Hydroperoxide (t-BuOOH)、Phenol、Diethylenetriamine-

N,N,N’,N’’-pentaacetic Acid (DTPA)、Hydrocortisone は東京化成工業 (東京、日本) より購入

した。5,5’-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB)、2-morpholinoethanesulfonic acid monohydrate 

(MES) は同仁化学研究所 (熊本、日本) より購入した。Peroxidase、RevaTra Ace qPCR Master 

Mix は東洋紡 (大阪、日本) より購入した。Triton-X-100、Bovine serum albumin (BSA) は 

Sigma-Aldrich (Missouri, USA) より購入した。 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate 

(H₂DCFDA) は Merck (Darmstadt, Germany) より購入した。BCA protein assay kit、Dylight 488 

conjugated Streptavidin、 Lipofectamine RNAiMAX Transfection Reagent は  Thermo Fisher 

Scientific (Massachusetts, USA) より購入した。Rabbit anti-Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2) polyclonal antibody、Biotin-conjugated goat anti-rabbit IgG (H+L) antibody、Hoechst 33342、

Fluorescein-5-thiosemicarbazide (FTSC) は Invitrogen Corporation (California, USA) より購入し

た。β-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (β-NADPH)、Glutathione Reductase (GR) は

オリエンタル酵母工業 (東京, 日本) より購入した。Nrf2-small interfering RNA、random 

sequence siRNA は Santa Cruz Biotechnology (Texas, USA) より購入した。RNeasy Mini kit は 

Qiagen (Venlo, Netherlands) より購入した。  

 

1.2.2. 細胞培養 

ヒト表皮角化細胞株 (HaCaT 細胞) (Boukamp, P., 1988) は 5% の FBS を含む DMEM 

を用いて、37 ℃、5% CO2 条件下で培養した。0.25% トリプシンおよび 0.02% EDTA を含

有する PBS(-) を用いて細胞を剥離し、細胞培養用 96 ウェルマイクロプレート (Iwaki, 静

岡, 日本) に 3.5 × 104 cells/well あるいは 1.0 × 104 cells/well の密度で細胞を播種し実験を
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行った。 

 

1.2.3. オリーブ果実圧搾残渣エキスの調製 

未成熟果実と成熟果実のオリーブ果実圧搾残渣は、株式会社蒼のダイヤ (香川, 日本) か

ら提供された。オリーブ果実圧搾残渣は、EG-45 grinder (Kalita, 横浜, 日本) を用いて粉砕

後、22.5 g を 450 mL の 50% エタノールに室温下、1 週間浸漬した。浸漬後、抽出液と搾

りかすを濾別した。抽出液は、ロータリーエバポレーター (NAJ-160 rotary evaporator, 東京

理科器械, 東京, 日本) を用いて 50% エタノールを留去、濃縮した後、乾固させた。真空ポ

ンプを用いて、完全に溶媒を除去した後、得られた固形物を 50% エタノールに 100 mg/mL 

の濃度で溶解し冷凍保存した。未成熟果実、成熟果実から得られたこれらの抽出物をそれぞ

れ未成熟果実の搾りかすエキス (YE)、成熟果実の搾りかすエキス (ME) とし以下の実験に

供した。 

 

1.2.4. YE、ME の化学的 ROS 消去作用 

YE、ME の化学的 ROS 消去作用を測定した。ROS 消去作用は各種 ROS を 50% 消去

する濃度、IC50 を用いて表した。対象とした ROS は H2O2、•O₂-、•OH、LOO• である。H2O2 

消去能は、H2O2 とエキスをインキュベートした後の残存 H2O2 量を求めることにより測定

した。5 mM H2O2 と YE あるいは ME あるいは陽性コントロール試料として用いた L-ア

スコルビン酸を各濃度 37℃ で 30 分間反応させた。反応液を、0.8 mM 4-Amino antipyrine、

4 mM Phenolと 725 µg/mL Peroxidase 共存下で反応させ、4- amino antipyrine と Phenol の酸

化縮合体であるキノンイミンの生成を 550 nm の吸光度を用いて測定した。サンプル無添

加試料の 550 nm の吸光度に対する、各試料、各濃度の吸光度の比率から IC50 を算出した。 

•O2
-、•OH、LOO• の消去能は ESR スピントラップ法を用いて測定した。ESR スペクト

ロメーターは、RFR-30 spectrometer (Radical Research, 東京, 日本) を用いた。各ラジカルの

強さは外部の基準として使用した Mn2+ のシグナル強度に対する比、シグナル/Mn2+ の比で

算出した。各ラジカルの消去能は、IC50 にて算出した。 

•O2
- 消去能は、1.14 mM DTPA と試料共存下、0.19 U/mL XOD、0.45 mM HPX にて生成

させた ・O2
- を 90 mM DMPO を用いてスピントラップし、ラジカル強度、および Mn2+ の

シグナル強度を測定した。陽性コントロール試料として L-アスコルビン酸を用いた。 

•OH 消去能は、試料共存下、0.16 mM H2O2、0.04 mM Fe (ClO4)2 にて生成した ・OH を

90 mM DMPO を用いてスピントラップし、ラジカル強度、および Mn2+ のシグナル強度を

測定した。陽性コントロール試料として L-アスコルビン酸を用いた。 

•LOO 消去能は、1.18 mM DTPA と試料共存下、1.9 mM t-BuOOH、0.12 mM Fe (ClO4)2 に

て生成させた BuOO• を 90 mM DMPOを用いてスピントラップし、ラジカル強度、および 

Mn2+ のシグナル強度を測定した。陽性コントロール試料として DL-αトコフェロールを用

いた。  
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ESR シグナルは以下の条件で測定した 

Output power: 4.0 mW 

Scanning field: 336.5 ± 7.5 mT  

Modulation frequency: 0.25 mT  

Response time: 0.03 s 

 

1.2.5. 過酸化水素添加による HaCaT 細胞内の ROS 消去能の測定 

細胞培養用 96 ウェルマイクロプレートに 3.5 × 104 cells/well の細胞密度で HaCaT 細胞

を播種し 24 時間培養した。その後、HaCaT 細胞を YE あるいは ME を含有した 5% FBS

含有  DMEM を用いて  24 時間培養した。細胞を  PBS(-) を用い  2 回洗浄した後、 

HBSS(+) に溶解した 20 µM の H2DCFDA を細胞と 30 分間インキュベートし H2DCFDA 

を細胞内へ取り込ませた。洗浄後、HBSS(+) にて調製した 500 µM の H2O2 と細胞を 15 

分間インキュベートした。PBS(-) で細胞を 2 回洗浄し、細胞内に残存した H2O2 量を細胞

内の蛍光強度 (F.I.) (励起波長; 485 nm、蛍光波長; 530 nm) として測定した。さらに、0.5% 

Triton-X-100 含有 PBS(-) を用いて細胞を溶解し、溶解液のタンパク量を BCA assay kit を

用いて測定した。細胞内に残存する H2O2 量の値を F.I./µg protein 値として算出した。YE 

および ME の外来 H2O2 の消去能を、無処理 HaCaT 細胞の F.I./µg protein を 1.0 として、

それぞれの F.I./µg protein を規格化した値を用いて表した。 

 

1.2.6. YE による Nrf2 の核内移行 

細胞培養用 96 ウェルマイクロプレートに 1.0 × 104 cells/well の細胞密度で HaCaT 細胞

を播種し 24 時間培養した。500 µg/mL の YE を含有した 5% FBS 含有 DMEM を用いて 

HaCaT 細胞を 5 時間培養した後、4% パラホルムアルデヒドを室温下、10 分間処理し、細

胞の固定を行った。その後、1% BSA にて室温下、1 時間ブロッキングを行い、Rabbit anti-

Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) polyclonal antibody (2 µg/mL) を 4℃ にて一晩

反応させた。0.05% PBST にて洗浄後、細胞を Biotin-conjugated goat anti-rabbit IgG (H+L) 

antibody (0.5 ng/mL) と室温下にて、2 時間反応させた。0.05% PBST にて洗浄後、DyLight 

488 conjugated streptavidin (1 ng/mL) を室温下にて、1 時間暗室で反応させた。さらに、4 µM 

Hoechst 33342 を用いて核を染色し、BZ-X810 fluorescence microscope (Keyence, 大阪, 日本) 

にて蛍光画像の撮影を行い Nrf2 の核内移行の観察を実施した。 

 

1.2.7. Nrf2 シグナルの下流に存在する γ-GCS mRNA の発現量 

細胞培養用 96 ウェルマイクロプレートに 3.5 × 104 cells/well の細胞密度で HaCaT 細胞

を播種し 24 時間培養した。500 µg/mL の YE を含有した 5%FBS 含有 DMEM を用いて 

HaCaT 細胞を 6 時間培養した。総 RNA を RNeasy Mini Kit を用いて抽出した。その後、

ReverTra Ace qPCR RT Master Mix を用いて  cDNA の合成を行い  SYBR Green Gene 
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Expression Assay を使用し γ-GCS mRNA 発現量を Eco Real- Time PCR System を用いて測

定した。γ-GCS、house keeping として使用した GAPDH のプライマーの情報は以下の通り

である。 

γ-GCS forward, 5’-TTGCAGGAAGGCATTGATCA-3’, γ-GCS reverse, 5’-

GCATCATCCAGGTGTATTTTCTCTT-3’, GAPDH forward, 5’-TGCACCACCAACTGCTTAGC-

3’, GAPDH reverse, 5’-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3’。 

結果は ΔΔ Ct 法を用いて GAPDH で補正した。 

 

1.2.8. YEによる細胞内の総 GSH 量 

細胞培養用 96 ウェルマイクロプレートに 3.5 × 104 cells/well の細胞密度で HaCaT 細胞

を播種し 24 時間培養した。500 µg/mL YE を含有した 5% FBS 含有 DMEM を用いて 

HaCaT 細胞を 24 時間培養した。細胞内の GSH 量はグルタチオンリダクターゼリサイク

リング法を用いて定量を行った。100 µL の 0.5% Triton-X 含有 PBS(-) を添加し細胞を溶

解した。25 µL の細胞溶解液と 125μL の 0.1 M リン酸緩衝液 (PB緩衝液) (pH 7.6)、25 μL

の 2 mM NADPH 含有 5% NaHCO3 を混合し、さらに 25 μL の GR 含有 PB 緩衝液を添

加し 37 ℃ にて 10 分間インキュベートした。その後、この混合液に 25 μL の 10 mM 

DTNB 含有 PB 緩衝液を加え、37 ℃ にて 30 分インキュベートした。混合液を 450 nm の

吸光度にて測定した。総 GSH は、既知濃度の酸化型グルタチオンを用いて作製した検量線

より求めた。 

さらに、細胞溶解液のタンパク質量を BCA assay kit を用いて定量した。細胞内総 GSH

量は、単位タンパク質あたりの総 GSH 量 (GSH (pmol)/µg protein) として表した。 

 

1.2.9. Nrf2 ノックダウン細胞の調製 

HaCaT 細胞を 1.0 × 104 cells/well の密度で細胞培養用 96 ウェルマイクロプレートに播

種し 24 時間培養した後、Nrf2-small interfering RNA (siNrf2) またはコントロールとして 

random sequence siRNA (sicontrol) を  100 nM に  Lipofectamine RNAiMAX Transfection 

Reagent を用いて調製し 48 時間添加した。 

 

1.2.10. HaCaT 細胞における cortisol による ROSに対する YE の効果 

細胞培養用 96 ウェルマイクロプレートに 3.5 × 104 cells/well の細胞密度で HaCaT 細胞

を播種し 24 時間培養した。500 µg/mL の YE を含有した 5% FBS 含有 DMEM を用いて 

HaCaT 細胞を 24 時間培養した。細胞を PBS(-) を用い 2 回洗浄した後、HBSS(+) に溶解

した 20 µM の H2DCFDA を細胞と 30 分間インキュベートし H2DCFDA を細胞内へ取り

込ませた。さらに、100 µM cortisol を含有した 5% FBS 含有 DMEM を用いて HaCaT 細

胞を 24 時間培養した。PBS (-) で細胞を 2 回洗浄し、細胞内 ROS 量を細胞内の蛍光強度 

(F.I.) (励起波長; 485 nm、蛍光波長; 530 nm) として測定した。さらに、0.5% Triton-X-100 含
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有 PBS(-) を用いて細胞を溶解し、溶解液のタンパク量を BCA assay kit を用いて測定した。

細胞内に残存する ROS の値を F.I./µg protein 値として算出した。無処理 HaCaT 細胞の 

F.I./µg protein を 1.0 として、それぞれの F.I./µg protein を規格化した値を用いて表した。 

 

1.2.11. 統計解析 

測定値は平均値 ± 標準偏差で表し、Student の t 検定によって有意差検定を行った。p 値 

0.05 未満を統計学的に有意とした。 

 

1.3. 結果 

1.3.1. YE、ME の前処理を行った HaCaT 細胞の ROS 消去能 

YE と ME の前処理を行った HaCaT 細胞の ROS 消去能を検討することを目的として、

HaCaT 細胞へ YE と ME を 24 時間添加した後、H2O2 を 15 分間曝露し、細胞内の H2O2 

量を測定した。YE、ME 添加により濃度依存的な細胞内の H2O2 の減少が認められた (Fig. 

1-1)。さらに、その作用を ME と比較したところ、YE により強い細胞内の H2O2 量の減少

作用が確認された。 

 

(a) (b) 

 

Fig. 1-1 Biological scavenging of the YE and the ME against extracellular exposure to H2O2. 

HaCaT keratinocytes were cultured in the presence or absence of YE (a) or the ME (b) for 24 hours. After loading with 20 μM 

H2DCDFA for 30 min, keratinocytes were exposed to 500 μM H2O2 for 15 min. The fluorescence intensity (F.I.) (Ex; 485 nm, Em; 

530 nm) derived from H2DCDFA oxidized by the remaining H2O2 was then measured. Intracellular ROS levels are expressed as means 

± standard deviations of fold changes against F.I./µg protein of keratinocytes cultured without the sample and H2O2 (n = 5). 

Significance; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. 
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1.3.2. YE、MEの化学的 ROS 消去作用 

YE、ME の化学的 ROS 消去作用として、H2O2、•O₂-、•OH、LOO• の消去能を選択し測

定した。結果を Table 1-1 にまとめた。LOO• を除く、H2O2、•O₂-、•OH について、陽性コ

ントロール試料の IC50 値と比較し YE、ME ともに IC50 値が高値を示した。さらに、YE 

と比較し ME は H2O2 への IC50 値が有意に高値を示した。H2O2 消去能は ME と比較し 

YE の方が高いことが明らかとなった (Table 1-1)。 

以上の結果から、YE、ME ともに化学的な ROS 消去能は一般的な抗酸化剤である L-ア

スコルビン酸、あるいは DL-α トコフェロールと比較して高くはないことが確認された 

(Table 1-1)。 

 

Table 1-1 Scavenging capabilities of YE and ME against ROS in the chemical aspect. 

 

Positive control: L-ascorbic acid was used for •O2
-, H2O2 and •OH, DL-α-tocopherol was used for LOO•. Significance p1; between 

positive control and YE or ME, p2; between YE and ME, *** p < 0.001, N.S. not significance. IC50 are expressed as means ± standard 

deviations (•O2
-, •OH, LOO•; n = 3, H2O2; n = 4). 

 

1.3.3. YEの ROS 消去能亢進メカニズムの解析 

1.3.1 および 1.3.2 の結果を総合的に考察した場合、1.3.1 で得られた生物学的な ROS 消

去能は化学的な ROS 消去能に依存しているよりも抗酸化機構の亢進に依存していること

が考察された。 

一般的には、細胞内に存在する ROS に対する防御作用は Nrf2/Keap1 シグナルに由来す

ることが知られている。そこで、YE の ROS消去能の亢進の作用機序に、Nrf2/Keap1 経路

が関与している可能性を検討することを目的として、YE による Nrf2 の核内移行について

検討した。YE 共存下で 5 時間培養した HaCaT 細胞は、YE 未処理 control 細胞と比較し

て Nrf2 が核内移行している細胞が多く認められた (Fig.1-2 (a))。このことから、YE によ

り Nrf2 の経路が活性化されていることが考えられた。そこで、Nrf2 経路の下流である γ-

GCS mRNA の発現およびその最終生成物である GSH を測定した。その結果、YE 未処理 

control 細胞の γ-GCS mRNA 発現量と比較し YE 共存下で培養した HaCaT 細胞に有意に

高い γ-GCS mRNA 量が確認された (Fig. 1-2 (b))。さらに、YE 未処理 control 細胞の細胞
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内 GSH に比較して YE 共存下で培養した HaCaT 細胞は高い細胞内 GSH 量を示した 

(Fig. 1-2 (d))。 

また、siNrf2 を用い Nrf2 のノックダウンを行った (Fig. 1-2 (c))。Nrf2 のノックダウンを

行った HaCaT 細胞では YE による総 GSH 量の増加の消失が確認された (Fig. 1-2 (d))。 

 

(a)                                                 (b) 

 

 

 

 

(c)                         (d) 

 

Fig. 1-2 Activation of Nrf2 signaling by the YE. 

(a) Representative images of Nrf2 translocation into nuclei. HaCaT keratinocytes were cultured with or without the YE for 5 hours. 

Scale bars: 100 μm. (b) mRNA expression levels of γ-GCS in HaCaT keratinocytes cultured with or without the YE for 6 hours 

quantified by real time-PCR. mRNA expression levels are expressed as means ± standard deviations (n = 3). Significance; * p < 0.05. 

(c) The Nrf2 mRNA knockdown efficiency. HaCaT keratinocytes were cultured with 100 nM a random sequence siRNA (sicontrol) 

using Lipofectamine or 100 nM siNrf2. The expression of Nrf2 mRNA in sicontrol or siNrf2 quantified by real time-PCR. mRNA 

expression levels are expressed as means ± standard deviations (n = 3). (d) GSH levels of HaCaT keratinocytes treated with or without 

the knock-down by Nrf2 siRNA. HaCaT keratinocytes were cultured with the siNrf2 or sicontrol. GSH levels are expressed as means 

± standard deviations (n = 6) of pmol GSH normalized to protein levels. Significance; * p < 0.05, ** p < 0.01. 
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1.3.4. cortisol による HaCaT 細胞内の ROS, CP に対する YE の抑制効果 

精神的ストレスにより増加するコルチゾール共存下で 24 時間培養した HaCaT 細胞は

有意な細胞内 ROS 量の増加を認めた (Fig. 1-3 (a))。また、24 時間 YE を前処理した 

HaCaT 細胞は、コルチゾールによる細胞内 ROS の増加を有意に抑制した (Fig. 1-3 (a))。さ

らに、細胞内 ROS の最終生成物である CP の生成も有意に抑制した(Fig. 1-3 (b), (c))。 

 

 

(a) 

 

(b)                                   (c) 
 

 

Fig. 1-3 Reduction capability of the YE against intracellular ROS and CP elevated by cortisol. 

(a) Intracellular ROS levels are expressed as means ± standard deviations of fold changes against F.I./µg protein of cells cultured 

without the YE and cortisol (n = 5). (b) Intracellular CP were quantified by the analysis of images fluorescence labeling with FTSC. 

Expressed as means ± standard deviations of fold changes against the green fluorescence derived from CP in keratinocytes cultured 

without the YE and cortisol (n = 5). (c) Representative images of cells. Scale bars: 100 μm. Significance; * p < 0.05. 
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1.4. 考察 

本章ではオリーブ未成熟果実と成熟果実のオリーブ果実圧搾残渣抽出物の中で未成熟果

実抽出物 (YE) が、成熟果実抽出物 (ME) と比較して細胞内酸化状態亢進に対し高い抑制

効果を有することを明らかにした。YE および ME の化学的な ROS 消去能を評価したと

ころ、ROS 消去能は一般的な抗酸化剤に比較して弱く、細胞内酸化状態亢進に対する抑制

効果はYE および ME の化学的な ROS 消去能に由来することに加え細胞内抗酸化メカニ

ズムの亢進に由来するものであることが示唆された。 

一般的に、細胞内抗酸化防御システムは  Nrf2 (nuclear factor E2-related factor-2)/Keap1 

(Kelch-like ECH-associated protein 1) シグナルの活性化により亢進される 48)。通常、Nrf2 は 

Keap1 と複合体を形成し細胞質に存在する。Keap1 のシステイン残基は酸化センサーであ

り、細胞内酸化状態が高まることにより SH 基が SS 結合へ酸化され 117) Keap1 と Nrf2 が

解離する。乖離した Nrf2 は核内移行し、その応答エレメントに結合することにより、応答

エレメントの下流にコードされている抗酸化系遺伝子群である γ-GCS、HO-1、NQO1 の転

写活性が高まる 48)。このような機序で、抗酸化系酵素および抗酸化系物質の合成が促進さ

れることにより細胞内高酸化状態は改善される (Fig. 1-4)。 

細胞内酸化状態亢進に対する YE の高い抑制効果は、Nrf2/Keap1 シグナルの活性化に基

づく可能性を考え、Nrf2 の細胞内の局在を確認したところ、YE の添加により Nrf2 が核内

移行した細胞が高い頻度で確認された。 

GSH は細胞内抗酸化剤の一つであり、その作用は GPx の基質として H2O2 の消去に作

用するのみならず、システイン残基由来の SH 基がプロトンドナーとして ROS に対する

還元作用を発揮することにより ROS を消去する 118)。GSH は -GCS とグルタチオン合成

酵素 (glutathione synthase) による 2 段階反応で合成されるが 118)、-GCS が合成の律速酵

素 45,119) であり、且つ、Nrf2/Keap1 シグナルの下流にコードされている 119)。 

YE の添加は、-GCS mRNA 発現の亢進と細胞内総 GSH の増加を示し、さらに Nrf2 の

ノックダウンを行った HaCaT 細胞ではその効果は消失した。 

以上の結果をまとめると、細胞内で抗酸化物質として作用する機構に加え、GSH 合成を

行う γ-GCS の遺伝子発現を促進させる Nrf2/Keap1 シグナルを介して細胞内抗酸化防御

システムを亢進させる作用により、YE は細胞内の ROS を消去することが示唆された。 

現時点では YE が Nrf2 を活性化させる本質についての知見はない。先行研究では、ヒ

ドロキシチロソールが Nrf2 の経路を活性化、また Nrf2 経路の下流にある抗酸化酵素の発

現量を増加させることが報告されている 120-122)。また、80% エタノールにて抽出したオリー

ブ果実圧搾残渣エキスにも同様にヒドロキシチロソール、ルテオリン、ルチンといったポリ

フェノールが含有されている 83) ことが報告されている。Keap-1のレドックスセンサーであ

る SH 基が酸化されることにより Nrf2が Keap-1と解離し、核内移行後、AREへ結合し下流

の抗酸化系酵素および抗酸化系物質の遺伝子発現が亢進する。ヒドロキシチロソールはカ

テコール構造を有していることから、むしろ還元的に働き Nrf2 の活性化を引き起こすこと



28 

 

は考えにくい。しかしながら、ヒドロキシチロソールは実際に Nrf2 の活性化を起こすこと

から、その作用機序は以下のように説明されている。ヒドロキシチロソールのカテコール構

造は酸化され o-キノンになることにより求電子性を示し Nrf2 と Keap-1 を解離させる。

YE にも同様のポリフェノールが含まれ、これらポリフェノールが Nrf2 の経路を活性化し

た可能性が考えられる。また、YE の添加により Nrf2 の核内移行が増加した機序として、

プロテアソーム系による Nrf2 の分解が YE の添加により抑制されたことが考えられるが、

さらなる検討が必要である。 

さらに本章では精神的ストレスにより分泌が亢進されるコルチゾールが HaCaT 細胞の

細胞内 ROS の生成を亢進することが見出された。このメカニズムは以下のように考察され

る。 

コルチゾールは Nrf2 依存性の細胞内抗酸化防御システムを低下させるとの報告がある

123)。また、肝臓の細胞である H4IIE 細胞において、コルチゾールの添加により細胞内 H2O2 

が増加した 123) との報告もある。これらの事実は、HaCaT 細胞においても同様に、コルチゾ

ールが細胞内 H2O2 量を増加させることを支持している。このメカニズムについて、既報文

献から考察すると HaCaT 細胞においても Nrf2 依存性の細胞内抗酸化防御システムをコ

ルチゾールが低下させることにより、定常状態で生成される •O2
- 由来の H2O2 が消去され

ず、細胞内 H2O2 が残存している可能性が考えられる。 

さらに、YE はコルチゾールの刺激による HaCaT 細胞内の ROS 生成亢進を抑制し、

ROS の最終生成物である CP の細胞内蓄積に対する緩和効果も示すことが明らかとなっ

た。 

ROS により惹起される皮膚トラブルには以下のようなものが報告されている。紫外線照

射後には NADPH オキシダーゼの活性化により生成された •O2
- から変換された H2O2 が

増加し、PGE2 の合成を亢進し紫外線紅斑反応が惹起される 124-126)。また、H2O2 から生じる 

•OH は脂質過酸化ラジカルを生成し、尋常性座瘡により生じる炎症を助長する 127)。さらに、 

ROS の最終生成物である CP は尋常性乾癬やアトピー性皮膚炎患者の角層内で増加して

おり 59,128)、角層の水分量と負の相関がある 51) ことから皮膚保湿機能を低下させる。また、

H2O2 は transient receptor potential subtype ankyrin 1 (TRPA1) の活性化を介した皮膚の痒みを

マウス皮膚において誘導する 106) ことが報告されている。 

YE の添加は HaCaT 細胞内の ROS と CP 量を減少させたことから、 YE は上記の皮

膚トラブルを緩和する効果が期待できる。 
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Fig. 1-4 Nrf2-Keap1 signaling under oxidative stress or treatment of polyphenols. 
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第 2 章 真皮線維芽細胞において複数回の UVA 照射によるコラ

ーゲン線維量の低下に対する Ocimum basilicum エキスの改善効果 

 

2.1. 緒言 

光老化皮膚の特徴は、真皮乳頭層におけるコラーゲン線維の減少 129) である。したがっ

て、コラーゲン線維の減少の抑制、および再生促進は皮膚の光老化の予防、改善につなが

る。光老化皮膚は慢性的な太陽光線曝露により形成される。また、太陽光線の中で、UVA 

は真皮層まで到達し、線維芽細胞へ直接作用することが知られている。UVA を照射した 

NHDF ではコラーゲン分解酵素である MMP-1 の発現量の増加 130) と type I collagen の

発現量の低下が確認されている 131-133)。また、UV によるコラーゲンの合成の低下と、分解

酵素の増加は 正常ヒト真皮線維芽細胞 (NHDF) 内の ROS の増加に起因することが報告

されている 134)。そこで、慢性的な太陽光線曝露状況を in vitroにおいて再現することを考

えた。 

NHDF への UVA の複数回は、NHDF のコラーゲン線維形成およびコラーゲン線維分解

に関して光老化皮膚で観察される結果を誘導する可能性が期待された。そこで、UVA 複

数回照射 NHDF のコラーゲン関連タンパクおよびその遺伝子変化、コラーゲン線維形成

を検討した。その結果、UVA 複数回照射した NHDF ではコラーゲン分解酵素である 

MMP-1 の発現量の増加と type I collagen の発現量の低下を伴うコラーゲン線維形成の低

下が確認された。 

一方、UV によるコラーゲンの合成の低下と、MMP-1 の増加は NHDF 内の ROS の増

加に起因することが報告されている 134) ことから、 ROS の低減効果を有する植物エキス

が NHDF におけるコラーゲン線維量の減少を抑制すると考えられる。 

ROS の低減効果が期待される植物由来成分としてロズマリン酸が報告されている 135)。 

ロズマリン酸は HaCaT 細胞において UVB 照射、H2O2 による ROS の生成を抑制する

95,96) ことから、ロズマリン酸を含むバジルの一種 Ocimum basilicum エキス (OC) につい

ても UVA を照射した NHDF 内 ROS の生成量の増加を抑制し、コラーゲン線維量の減

少を抑制する効果が期待される。 

そこで、本章では、細胞内の酸化ストレスに注目してロズマリン酸を含有する OC のコ

ラーゲン線維形成能低下に対する改善効果について検証し、報告する。 

 

2.2. 実験方法 

2.2.1. 試薬 

試薬は以下のものを使用した。ダルベッコ変法イーグル MEM 培地 (DMEM), Ca2+ およ

び Mg2+ 含有ハンクス緩衝液 (HBSS (+)) は日水製薬株式会社 (東京, 日本) より購入した。
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トリプシン (ブタ膵臓由来)、30% H₂O₂、L-ascorbic acid、DL-α tocopherol、Xanthine oxidase 

(XOD)、Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) はナカライテスク株式会社 (京都, 日本) 

より購入した。Iron (II) perchlorate (Fe(ClO₄)₂)、Hypoxanthine (HPX) は FUJIFILM 和光純薬 

(大阪, 日本) より購入した。2,2,6,6-Tetramethyl-4-piperidone hydrochloride (TMPD)、tert-Butyl 

hydroperoxide (t-BuOOH) は 東 京 化 成 工 業  ( 東 京 , 日 本 ) よ り 購 入 し た 。 2-

Morpholinoethanesulfonic acid, monohydrate (MES) は同仁化学研究所 (熊本, 日本) より購入

した。Peroxidase、RevaTra Ace qPCR Master Mix は東洋紡 (大阪, 日本) より購入した。Triton-

X-100、Bovine serum albumin (BSA) は  Sigma-Aldrich (Missouri, USA) より購入した。

H₂DCFDA は Merck (Darmstadt, Germany) より購入した。BCA protein assay kit は Thermo 

Fisher Scientific (Massachusetts, USA) より購入した。Biotin-conjugated goat anti-rabbit IgG anti-

rabbit IgG (H+L) secondary antibody、Hoechst 33342、Fluorescein-5-thiosemicarbazide (FTSC) は 

Invitrogen Corporation (California, USA) より購入した。RNeasy Mini kit は Qiagen (Venlo, 

Netherlands) より購入した。Hematoporphyrin (HP) は MP Biomedicals (California, USA) より

購入した。Anti-MMP-1 antibody (goat polyclonal) は Gene Tex (California, USA) より購入し

た。Anti-collagen type I antibody conjugated to biotin (rabbit polyclonal) は Rockland Scientific 

(Victoria, Canada) より購入した。Anti-goat IgG antibody conjugated to HRP、Streptavidin 

conjugated to HRP は R&D Systems (Minnesota, USA) より購入した。Ez WestBlue は ATTO 

(東京, 日本) より購入した。Anti-rabbit IgG (H+L), F(ab’)2 fragment (Alexa Fluor 594 conjugate) 

は Cell Signaling (Massachusetts, USA) より購入した。 

 

2.2.2. 細胞培養 

正常ヒト真皮線維芽細胞 (NHDF) は 5% FBS を含む DMEM を用いて、37 ℃、5% CO₂ 

条件下で培養した。0.25% トリプシンおよび 0.02% EDTA を含有する PBS (-) を用いて細

胞を剥離し、培養細胞用 96 ウェルマイクロプレート (Iwaki, 静岡, 日本) に 2.0 × 104 

cells/well の密度で播種し実験を行った。 

 

2.2.3. 光源 

UVA の照射は、ピークの波長が 352 nm である UVA 光源 (FL20/BLB fluorescent lamp; 

Toshiba, 東京, 日本) を用いて行った。照射強度は、紫外線照射計 (UVP UVX Radiometer; 

fisher scientific; California, USA) を用い測定した。 

 

2.2.4. コラーゲン線維量の減少した細胞の作製 

細胞培養用 96 ウェルマイクロプレートに 2 × 104 cells/well の細胞密度で NHDF を

播種し 24 時間培養した。洗浄後、培養液を HBSS(+) に置き換え、NHDF へ 10 J/cm2 の

UVA を照射した。この操作を 1 日 1 回、3 日間連続で実施し複数回の UVA 照射を行っ

た。最終照射の 2 週間後に type I コラーゲンの免疫組織染色を行った。各ウェルに 4% ホ
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ルムアルデヒドを添加し 15 分間静置し細胞および形成された線維の固定を行った。PBS(-) 

にて洗浄後、1% BSA を用い、1 時間室温でブロッキングを行った。PBS (-) にて洗浄を行

い、Anti-type I collagen antibody (1:500) を添加し 4 ℃、一晩反応させた。0.05% PBST にて

洗浄を行った後、Anti-rabbit IgG (H+L) antibody-conjugated to Alexa Fluor 594 (1:1000) を 2 時

間室温にて反応させた。PBS(-) にて洗浄後、2 µM Hoechst 33342 を添加し、37 ℃ にて 5 

分間インキュベートし核染色を行った。Floid Cell imaging Station を用いて画像を撮影した。

また、コラーゲン線維量を定量するために、corneocytometry software (CIEL, 東京, 日本) を

用い定量を行った。具体的には、取得画像内のコラーゲン線維の部分の面積率を算出するこ

とによって、コラーゲン線維量の指標とした。 

 

2.2.5. UVA 照射による NHDF 内 ROS に対する OC、ロズマリン酸の効果 

細胞培養用 96 ウェルマイクロプレートに 2 × 104 cells/well の細胞密度で NHDF を

播種し 24 時間培養した。細胞を PBS(-) を用い、2 回洗浄した後、HBSS(+) に溶解した 20 

µM の H2DCFDA を細胞と 30 分間インキュベートし、H2DCFDA を細胞内へ取り込ませ

た。洗浄後、培養液を HBSS(+) に置き換え、NHDF へ 10 J/cm2 の UVA を照射した。そ

の後、NHDF と HBSS(+) にて調製した OC あるいはロズマリン酸と 6 時間インキュベー

トした。HBSS(+) にて細胞を洗浄後、細胞内に生成された ROS を細胞内の蛍光強度 (F.I.) 

(励起波長; 485 nm、蛍光波長; 530 nm) として測定した。さらに、0.5% Triton-X-100 含有 

PBS(-) を用いて細胞を溶解し、溶解液のタンパク量を BCA assay kit を用いて測定した。細

胞内に残存する ROS 量の値を F.I./µg protein 値として算出した。細胞内 ROS 量は、UVA 

無照射、OC あるいはロズマリン酸無処理 NHDF の F.I./µg protein を 1.0 として、それぞ

れの F.I./µg protein を規格化した値を用いて表した。 

 

2.2.6. Ocimum basilicum エキス (OC) の調製 

Ocimum basilicum エキスは ABResearch srl Via dell’Impresa (Brendola (VI), Italy) から提供

された。また、ロズマリン酸 (FUJIFILM 和光純薬, 大阪, 日本) をポジティブコントロール

として使用し、5% FBS を含む DMEM を用いてそれぞれの濃度に希釈し、細胞培養の実験

を行った。 
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2.2.7. OC 内のロズマリン酸の確認 

OC 内のロズマリン酸の含有量を  high performance liquid chromatography (HPLC) 

(NANOSPACE SI-2 , 資生堂, 東京, 日本) を用いて測定した。OC、ロズマリン酸を精製水に

溶解し、それぞれの濃度に調製し HPLC を実施した。 

HPLC の測定条件を以下に記した。 

カラム: CAPCELL PAK C18 MG II 5 µm 250 mm x 2.0mm (Osaka Soda, 大阪, 日本)  

カラム温度: 40 ℃ 

流速: 0.4 mL/分 

注入量: 2 µL  

検出波長: 330 nm 

移動相: CH3CN : 10 mM KH2PO4 = 25 : 75 

 

2.2.8. OC とロズマリン酸の化学的 ROS 消去能 

OC、ロズマリン酸の ROS 消去能を測定した。ROS 消去作用は各種 ROS を 50% 消去

する濃度である IC50 を用いて表した。対象とした ROS は、•O₂-、•OH、H2O2、LOO•、1O2 

である。H2O2 消去能は、H2O2 とエキスをインキュベートした後の残存 H2O2 量を求めるこ

とにより測定した。5 mM H2O2 と OC あるいはロズマリン酸あるいは陽性コントロール試

料として用いた L-アスコルビン酸を各濃度 37℃ で 30 分間反応させた。反応液を、0.8 

mM 4-Amino antipyrine、4 mM Phenolと 725 µg/mL Peroxidase 共存下で反応させ、4- amino 

antipyrine と Phenol の酸化縮合体であるキノンイミンの生成を 550 nm の吸光度を用いて

測定した。サンプル無添加試料の 550 nm の吸光度に対する、各試料、各濃度の吸光度の比

率から IC50 を算出した。•O₂-、•OH、LOO•、1O2 消去能は ESR スピントラップ法を用いて

測定した。ESR スペクトロメーターは、RFR-30 spectrometer (Radical Research, 東京, 日本) 

を用いた。各ラジカルの強さは外部の基準として使用した Mn2+ のシグナル強度に対する

比、シグナル/Mn2+ の比で算出した。各ラジカルの消去能は、IC50 にて算出した。 

1O2 消去能は、UVA 照射下で 25mM の TMPD、0.1 mM の HP、0.1M Tris/HCl (pH. 8.5) 

で溶解した試料共存下、UVA を照射し 1O2 を生成させ 1O2 を TMPD を用いてスピントラ

ップし、ラジカル強度、および Mn2+ のシグナル強度を測定し、IC50 値を算出した。陽性コ

ントロール試料としてアジ化ナトリウムを用いた。 

•O2
- 消去能は、1.14 mM DTPA と試料共存下、0.19 U/mL XOD、0.70 mM HPX、7 µM の 

DTPA にて生成させた ・O2
- を 90 mM DMPO を用いてスピントラップし、ラジカル強度、

および Mn2+ のシグナル強度を測定した。陽性コントロール試料として L-アスコルビン酸

を用いた。 

•OH 消去能は、試料共存下、0.16 mM H2O2、0.04 mM Fe(ClO4)2 にて生成した ・OH を 90 

mM DMPO を用いてスピントラップし、ラジカル強度、および Mn2+ のシグナル強度を測

定した。陽性コントロール試料として L-アスコルビン酸を用いた。 
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LOO・ 消去能は、1.18 mM DTPA と試料共存下、1.9 mM t-BuOOH、0.48 mM Fe (ClO4)2に

て生成させた BuOO• を 90 mM DMPO を用いてスピントラップし、ラジカル強度、および 

Mn2+ のシグナル強度を測定した。陽性コントロール試料として DL-αトコフェロールを用

いた。 

ESR シグナルは以下の条件で測定した。 

Output power: 4.0 mW 

Scanning field: 336.5 ± 7.5 mT  

Modulation frequency: 0.25 mT  

Response time: 0.03 s 

 

2.2.9. 複数回 UVA 照射と試料処理 

細胞培養用 96 ウェルマイクロプレートに 2 × 104 cells/well の細胞密度で NHDF を

播種し 24 時間培養した。洗浄後、培養液を HBSS(+) に置き換え、NHDF へ 10 J/cm2 の

UVA を照射した。照射終了後、NHDF を 250 µg/mL の OC あるいは 62.5 µg/mL (174 µM)

のロズマリン酸を含有した 5% FBS 含有 DMEM を用いて 24 時間培養した。複数回照射

は、この操作を 3 日間連続で実施した。 

 

2.2.10. UVA 単回および複数回照射による NHDF 内の CP の生成に対する OC とロズ

マリン酸の効果 

最終照射の 24 時間後に、NHDF を冷メタノールにて固定し、20 µM FTSC 含有 0.1 M 

MES Na buffer (pH. 5.5) を添加し室温下、1 時間暗所にて反応させ CP を蛍光ラベルした。

その後、NHDF を PBS(-) にて 2 回洗浄した後、HBSS(+) を用いて調製した 2 µM Hoechst 

33342 を添加し、37 ℃ にて 5 分間インキュベートし核染色を行った。NHDF を PBS(-) で

洗浄後、蛍光マイクロプレートリーダー  (SpectraMax Germini EM Microplate Reader; 

Molecular Devices, CA, USA) にて CP 由来の FTSC の蛍光強度 (励起波長; 465 nm、蛍光波

長; 535 nm) と核由来の Hoechst 33342 の蛍光強度 (励起波長; 350 nm、蛍光波長; 461 nm) 

を測定した。細胞内 CP 値は、FTSC/Hoechst の蛍光強度比とし、UVA 無照射、OC あるい

はロズマリン酸無処理 NHDF の CP 値を 1.0 として各処理細胞の CP 値を規格化した値

で表した。さらに、NHDF 内の CP は Floid Cell imaging station (Life Technology, CA, USA) 

を用いて蛍光画像を撮影した。 

 

2.2.11. type I collagen、MMP-1 mRNA 発現量 

最後の UVA 照射の 24 時間後、PBS(-) にて細胞を 2 回洗浄後、ReverTra Ace qPCR RT 

Master Mix を用いて cDNA の合成を行い SYBR Green Gene Expression Assay を使用し 

COL1A1 mRNA、MMP-1 mRNA 発現量を Eco Real Time PCR system を用いて測定した。

COL1A1 mRNA、MMP-1 mRNA、house keeping として使用した GAPDH のプライマーの情
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報は以下の通りである。 

COL1A1 forward, 5’-CCCGGGTTTCAGAGACAACTTC-3’, COL1A1 reverse, 5’-TCCACA 

TGCTTTATTCCAGCAATC-3’, MMP-1 forward, 5’-AAGGTGGACCAACAATTTCAGA-3’, 

MMP-1 reverse, 5’-TGAAGGTGTAGCTAGGGTACATCAA-3’, GAPDH forward, 5’-

GCACCGTAAGGCTGAGAAC-3’, GAPDH reverse, 5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’。 

結果は ΔΔ Ct 法を用いて GAPDH で補正した。 

 

2.2.12. MMP-1 タンパク発現量 

最終 UVA 照射の 24 時間後、5% の FBS を含む DMEM に培地を置換し、さらに 24 

時間培養を行った。上清を回収し、1000 RPMの回転数にて、4℃、5 分間遠心分離し、細胞

培養上清を回収した。上清 10 µL と Sample buffer solution (FUJIFILM 和光純薬, 東京, 日

本) 10 µL を混合し、ドライブロックバス EB-303 (アズワン, 大阪, 日本) を用いて 95 ℃、

5 分間煮沸したサンプルを 10% SDS-PAGE に 10 µL アプライし、電気泳動を行った。電

気泳動終了後、PVDF メンブレン (Bio-Rad Laboratories, California, USA) に転写を行った。

メンブレンを 0.05% PBST にて 5 分間洗浄した後、1% BSA を用い、1 時間、室温にてブ

ロッキングを行った。0.05% PBST にて 5 分間、3 回洗浄後、Anti-MMP-1 antibody (goat 

polyclonal) (1:1000) をメンブレンに浸漬し、一晩、4 ℃ にて反応させた。0.05% PBST にて

洗浄後、Anti-goat IgG antibody conjugated to HRP (1:1000) を 2 時間、室温にてメンブレンに

浸漬した。0.05 % PBST を用いてメンブレンを洗浄し、Ez WestBlue にて MMP-1 のバンド

を検出した。さらに、Image J software を用いて解析し、UVA 無照射、OC あるいはロズマ

リン酸無処理細胞の上清中に含まれる MMP-1 の発現量を 1.0 として、発現量を算出した。 

 

2.2.13. type I collagen タンパク発現量 

最終 UVA 照射の 24 時間後、5% の FBS を含む DMEM に培地を置換し 24 時間培養

を行い、培養上清を回収した。回収した上清を ELISA プレート (H-plate, Sumitomo Bakelite, 

東京, 日本) に 4 ℃ にて一晩、吸着させた。PBS (-) を用いプレートを洗浄後、1% BSA に

てブロッキングを 1 時間、室温環境下で実施した。0.05% PBST にてプレートを洗浄後、

Anti-collagen I antibody conjugated biotin (1:5000) を 4 ℃、一晩反応させた。0.05% PBST に

て 2 回洗浄後、Streptavidin-HRP (1:500) を室温、暗所にて 1 時間反応させた。その後、0.05% 

PBST (-) にて 2 回洗浄し、0.5 mg/mL ABTS 含有 0.1 M Phosphate citrate buffer (pH.4.0) と、

適量の 30% H2O2 を混合した溶液を 20 分間反応させ、405 nm の吸光度を測定し type I 

collagen の量を定量した。さらに、0.5% Triton-X-100 含有 PBS (-) を用いて細胞を溶解し、

タンパク質量測定した。タンパク質定量は、細胞溶解液と BCA assay kit を混合した後、増

加した 550 nm の吸光度を測定し、同時に作成した検量線からタンパク質量算出した。type 

I collagen タンパク量を pg type I collagen/µg protein として算出した。 
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2.2.14. type I collagen 線維量低下に対する OC とロズマリン酸の作用 

複数回の UVA を照射し、OC、ロズマリン酸を 24 時間添加した NHDF は、新鮮な 5% 

FBS を含む DMEM に培地を用いてさらに 2 週間培養を行った。各ウェルを洗浄後、4% 

ホルムアルデヒドを用い室温にて 15 分間静置し細胞および形成された線維の固定を行っ

た。PBS(-) にて洗浄後、1% BSA を用い、1 時間室温でブロッキングを行った。さらに、

0.05% PBST を用い洗浄後、0.3 % BSA 含有  PBS(-) にて調製した  Anti-type I collagen 

antibody (1:500) を添加し 4 ℃、一晩インキュベートした。PBS(-) にて洗浄後、0.3% BSA 含

有 PBS(-) にて調製した Anti-rabbit IgG (H+L) antibody-conjugated to Alexa Fluor 594 (1:1000) 

を遮光下、2 時間室温にてインキュベートした。0.05% PBST にて洗浄後、2 µM Hoechst 33342 

を添加し、37 ℃ にて 5 分間インキュベートし核染色を行った。PBS(-) にて洗浄後、Floid 

Cell imaging Station を用いて画像を撮影した。また、コラーゲン線維量は、専用ソフトウェ

アである corneocytometry software (CIEL, 東京, 日本) を用い定量を行った。具体的には、取

得画像内のコラーゲン線維の部分の面積率を算出することによって、コラーゲン線維量の

指標とした。 

 

2.2.15. 統計解析 

測定値は平均値 ± 標準偏差で表し、Student の t 検定によって有意差検定を行った。p 値 

0.05 未満を統計学的に有意とした。 

 

2.3. 結果 

2.3.1. 複数回 UVA 照射による type I collagen 線維量 

NHDF において、複数回の UVA 照射により type I collagen 線維量が未照射と比較し有

意に減少した (Fig.2-1)。このことから、NHDF に対して複数回の UVA 照射を実施するこ

とによってコラーゲン線維量の減少に着目し、OC とロズマリン酸の作用を検証することが

可能となった。 
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Fig. 2-1 An effect of repetitive UVA irradiation on type I collagen fiber formation. 

NHDF ware irradiated single or repetitive UVA. NHDF were further cultured for 2 weeks after the final irradiation. After fixation 

with 4% formaldehyde, collagen fibers were immunostained with anti-type I collagen antibody and anti-rabbit IgG (H+L) antibody-

conjugated Alexa Fluor 594. (a) Areas of type I collagen fibers were digitalized with corneocytometry. (n = 4). Areas of type I collagen 

fibers are expressed as means ± standard deviations. UVA irradiation is abbreviated as UVA R. ⃞; Sham-UVA R, ■; UVA R. 

Significance; *** p < 0.001. (b) Images of collagen fibers. Scale bars: 100 µm.  

 

 

2.3.2. OC 内のロズマリン酸の含量率 

本研究で使用した OC 内におけるロズマリン酸の含有率を測定することを目的とし、

HPLC を実施した。ロズマリン酸と OC のクロマトグラムを Fig. 2-2 に示した。クロマト

グラムの保持時間から OC に認められたピークがロズマリン酸であることを同定した。OC 

中のロズマリン酸の存在量は、面積比から 38.01 w/w% であった。 
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(a)                    (b) 

 

Fig. 2-2 HPLC analysis of Rosmarinic acid in OC. 

The analysis of Rosmarinic acid was carried out by HPLC. OC and Rosmarinic acid were dissolved with deionized water. 

CAPCELL PAK C18 MG II 5 µm 250 mm x 2.0mm was obtained from Osaka Soda (Osaka, Japan) was used in the HPLC analysis 

as a column. ABS at 330 nm was used for the detection. Elution was carried out at a flow rate of 0.4 mL/min at 40 ℃. Eluent was 

CH3CN : 10 mM KH2PO4 = 25 : 75 and infection volume at 2 µL. (a) Rosmarinic acid 200 µg/mL, (b) OC 1000 µg/mL. 

 

 

2.3.3. 単回 UVA 照射による細胞内 ROS に対する OC とロズマリン酸の効果  

OC およびロズマリン酸は、UVA 単回照射により増加した NHDF 内 ROS を濃度依存

的に抑制した (Fig. 2-3 (a))。 

 

2.3.4. UVA 単回および複数回照射による NHDF 内の ROS および CP の生成に対する 

OC とロズマリン酸の効果 

NHDF へ 10 J/cm2の UVA を単回照射し OC、ロズマリン酸を 24 時間添加した後、細

胞内の ROS 量、CP の生成量を測定した結果、OC およびロズマリン酸は単回 UVA 照射

により増加した細胞内 ROS 量と CP の生成量の増加を抑制した。さらに、複数回 UVA 照

射による細胞内 CP の生成量の増加についても OC およびロズマリン酸は有意に抑制し

た (Fig. 2-3 (b), (c), Fig. 2-4)。 
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Fig. 2-3 Suppressive effects of OC and Rosmarinic acid on intracellular levels of ROS and CP elevated by  

a single UVA irradiation. 

(a) After loading with H₂DCFDA, NHDF were irradiated with UVA at a dose of 10 J/cm² and were then cultured in the presence 

or absence of OC or Rosmarinic acid for 6 hours. Intracellular ROS levels were determined by measuring fluorescence intensity (F.I.), 

and were calculated by dividing F.I. by the protein content of cells (F.I./µg protein). Intracellular ROS levels are expressed as fold 

changes normalized with intracellular ROS levels of untreated Sham-UVA irradiated NHDF. Data are expressed as means ± standard 

deviations (OC; n = 3, Rosmarinic acid; n = 4). UVA irradiation is abbreviated as UVAR. □; Sham-UVA R, ■; UVA R. (b) After 

UVA irradiation, cells were cultured for 24 hours in the presence or absence of OC or RA. Intracellular CP levels were quantified by 

measuring F.I. after fluorescence labeling with FTSC, and were calculated as value of the F.I. divided by the F.I. of nuclei stained 

with Hoechst 33342. Intracellular CP levels are expressed as fold changes normalized with intracellular CP of untreated Sham-UVA 

irradiated NHDF. Data are expressed as means ± standard deviations (n = 4). □; Sham-UVA R, ■; UVA R. (c) Representative 

images of intracellular CP. Scale bars: 100 µm. significance; * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001. 

Rosmarinic acid (µg/ml) OC (µg/ml) 

Rosmarinic acid (µg/ml) OC (µg/ml) 

Rosmarinic acid (µg/ml) OC (µg/ml) 
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 (a)                                 (b) 

Fig. 2-4 Suppressive effects of OC and Rosmarinic acid against intracellular CP in NHDF exposed to repetitive 

UVA irradiation. 

NHDF were irradiated with UVA at a dose of 10 J/cm² once a day for 3 successive days. NHDF were cultured in the presence or 

absence of OC (250 µg/mL) or Rosmarinic acid (62.5 µg/mL) after each UVA irradiation, and were further cultured for 24 hours after 

the final irradiation. After fixation with cold methanol, intracellular CP and nuclei were detected by fluorescence labeling with FTSC 

and Hoechst 33342, respectively. (a) Intracellular CP levels were quantified by measuring F.I. after fluorescence labeling with FTSC, 

calculated as the value of F.I. divided by the F.I. of nuclei stained with Hoechst 33342. Intracellular CP levels are expressed as fold 

changes normalized with intracellular CP of untreated Sham-UVA irradiated NHDF. UVA irradiation is abbreviated as UVA R. Data 

are expressed as means ± standard deviations (n = 5). □; Sham-UVA R, ■; UVA R. (b) Representative images of intracellular CP. 

UVA irradiation is abbreviated as UVA R. Scale bars: 100 µm. significance; *** p < 0.001. 

 

2.3.5. OC とロズマリン酸の化学的 ROS 消去作用 

OC、ロズマリン酸の •O₂-、H2O2、•OH、LOO•、1O2 に対する化学的消去作用を Table 2-

1 にまとめた。•O₂-、•OH、H2O2 について陽性コントロール試料 L-アスコルビン酸の IC50 

値と比較して、OC、ロズマリン酸ともに IC50 値が高値を示した。また •O₂-、•OH、H2O2 に

おいて OC の IC50 値はロズマリン酸と比較し有意に高値を示した。1O2 については、ロズ

マリン酸は陽性コントロール試料アジ化ナトリウムの IC50 値と同程度の IC50 値を示した

が、OC の IC50 値はアジ化ナトリウムより高値を示した。一方、LOO• に対しては陽性コ

ントロール試料 DL-α トコフェロールの IC50 値と比較し、OC、ロズマリン酸ともに低い 

IC50  値を示した。 

以上の結果から、OC、ロズマリン酸ともに化学的な ROS 消去能は、LOO• に対する消去

能は高く、•O₂-、•OH、H2O2、1O2 の消去能は高くはないことが明らかとなった。 

  

control              OC        Rosmarinic acid 

control      OC           Rosmarinic acid 
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Table 2-1 Chemical scavenging profiles of OC and RA against various ROS. 

 

Positive control: L-ascorbic acid was used for • O2
- , H2O2 and •OH, DL-α-tocopherol was used for LOO• and Sodium azide (NaN₃) 

was used for 1O2 (n = 3). Significance p1; against positive control and p2; against Rosmarinic acid. * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p 

< 0.001. N.D., not significance. 

 

2.3.6. コラーゲン合成、分解、コラーゲン線維量に対する OC とロズマリン酸の作用 

複数回の UVA 照射によるコラーゲンタンパク合成および MMP-1 合成・分泌に対する 

OC、およびロズマリン酸の作用を検討した。その結果、OC、およびロズマリン酸ともに、

複数回 UVA 照射による type I collagen タンパク質の発現低下を有意に回復した (Fig. 2-5 

(b))。さらに、OC、およびロズマリン酸は複数回 UVA 照射による MMP-1 mRNA および

培養液へ分泌された MMP-1 タンパク質の増加を有意に抑制した (Fig. 2-6)。また、複数回 

UVA 照射による type I collagen の線維形成量の減少を OC およびロズマリン酸は抑制し

た (Fig. 2-7 (a), (b))。 
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(a)                                             (b) 

Fig. 2-5 Restorative effects of OC and Rosmarinic acid on type I collagen altered by repetitive UVA irradiation. 

NHDF were irradiated with UVA at a dose of 10 J/cm² once a day for 3 successive days. NHDF were cultured in the presence or 

absence of OC (250 µg/mL) or Rosmarinic acid (62.5 µg/mL) after each UVA irradiation, and were further cultured for 24 hours 

(mRNA) or 48 hours (protein) after the final irradiation. (a) mRNA expression levels of type I collagen induced by UVA irradiation 

are expressed as means ± standard deviations. (n = 4). UVA irradiation is abbreviated as UVA R. □; Sham-UVA R, ■; UVA R. 

(b) Protein levels of type I collagen were quantified with ELISA, and are expressed as means ± standard deviations (n = 4). □; Sham-

UVA R, ■;UVA R. Significance; * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001. 

 

(a)                                        (b)  

Fig. 2-6 Restorative effects of OC and Rosmarinic acid on MMP-1 altered by repetitive UVA irradiation. 

NHDF were irradiated with UVA at a dose of 10 J/cm² once a day for 3 successive days. NHDF were cultured in the presence or 

absence of OC (250 µg/mL) or Rosmarinic acid (62.5 µg/mL) after each UVA irradiation, and were further cultured for 24 hours 

(mRNA) or 48 hours (protein) after the final irradiation. (a) mRNA expression levels of MMP-1 induced by UVA irradiation in NHDF. 

mRNA expression levels are expressed as means ± standard deviations. (n = 3). UVA irradiation is abbreviated as UVA R. □; Sham-

UVA R, ■; UVA R. (b) Representative images of western blotting of MMP-1 proteins secreted from NHDF irradiated with UVA. 

(c) MMP-1 levels were digitalized from images of western blotting with Image J, and are expressed as means ± standard deviations. 

(n = 3). □; Sham-UVA R, ■; UVA R. Significance; * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001. 

 control         OC     Rosmarinic acid  control         OC     Rosmarinic acid 

control      OC      Rosmarinic acid control        OC     Rosmarinic acid 

(c) 
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(a)                                    (b) 

 

Fig. 2-7 Effects of OC and Rosmarinic acid on type I collagen fiber formation by repetitive UVA irradiation. 

NHDF were irradiated with UVA at a dose of 10 J/cm² once a day for 3 successive days. NHDF were cultured in the presence or 

absence of OC (250 µg/mL) or Rosmarinic acid (62.5 µg/mL) after each UVA irradiation and then were further cultured for 2 weeks. 

After fixation with 4% formaldehyde, collagen fibers were immunostained with Anti-type I collagen antibody and Anti-rabbit IgG 

(H+L) antibody-conjugated Alexa Fluor 594. (a) Representative images of collagen fibers, (b) Areas of type I collagen fibers were 

digitalized with corneocytometry. (n = 3). Scale bars: 100 µm. Areas of type I collagen fibers are expressed as means ± standard 

deviations. UVA irradiation is abbreviated as UVA R. ⃞; Sham-UVA R, ■; UVA R. Significance; *** p < 0.001. 

 

2.4. 考察 

本章では、光老化の特徴であるコラーゲン線維量の減少に対する Ocimum basilicum エキ

ス (OC) の効果を検証することを目的とした。まず、皮膚が光老化する過程と同じ過程を培

養 NHDF に適用しコラーゲン再生および分解おける遺伝子、タンパク発現を明らかとし、

その最終産物であるコラーゲン線維形成能の変化を明らかにした。光老化皮膚の真皮に存

在する線維芽細胞は、慢性的に UVA に曝露されている。UVA の 3 回照射は未照射と比

較してコラーゲン線維の再生能の低下と分解を示す形質を発現し、MMP-1 mRNA、タンパ

ク発現量の増加 (Fig. 2-6)と、type I collagen の発現量の低下を示した (Fig. 2-5 (b))。複数回

の UVA 照射による MMP-1 mRNA の発現の増加は、二日のインターバルで 3 回の UVA 

照射を行っている先行研究の結果 136) と一致を示した。さらに、UVA の 複数回照射は光老

化皮膚の真皮に蓄積が確認される CP の線維芽細胞の細胞内増加を誘導した (Fig. 2-4)。こ

の事実は 、UVA 照射により細胞内にて過剰生成された ROS に起因すると考えられる。事

実、UVA 単回照射により細胞内 ROS の生成増加が確認されている(Fig. 2-3)。 

この現象は、光老化皮膚に見られる状況を再現していることが確認された (Fig. 2-1)。こ

のことから、UVA を 複数回照射することによりコラーゲン線維量の減少に着目し、OC の

効果を検証することが可能となった。 

さらに、本章では OC と Ocimum basilicum エキスに含まれるロズマリン酸が、単回 UVA 

照射により NHDF 内で生成される ROS、およびその最終生成物である CP の生成を抑制

することが明らかとなった。また、その抑制作用は複数回 UVA 照射した NHDF 内の CP 

の増加に対しても確認された。この結果は、OC およびロズマリン酸が以下に示した作用に

control         OC    Rosmarinic acid 
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より UVA 照射により増加する細胞内 ROS を減少させた可能性が考えられる。一つは、OC 

およびロズマリン酸の化学的な ROS 消去作用であり、他方は細胞の生理的な作用を介した

細胞内抗酸化防御システムの亢進による作用 117) である。 

そこで、OC およびロズマリン酸の細胞内 ROS の制御作用およびその最終生成物である 

CP の生成抑制作用を明らかにすることを目的として、OC およびロズマリン酸の化学的な 

ROS 消去能を評価した。OC およびロズマリン酸ともに •O2
-、•OH、H2O2 に対する化学的

消去能はポジティブコントロールと比較して低いあるいは同等にも関わらず、複数回 UVA 

照射による細胞内 CP の生成を抑制したことから、OC およびロズマリン酸には化学的な

抗酸化作用に加え細胞内抗酸化防御システムを亢進させる作用を有する可能性が示唆され

る (Table 2-1、Fig. 2-3)。 

一方、LOO• の消去能は OC およびロズマリン酸ともに陽性コントロールである DL-α-

トコフェロールの消去能と比較して、高いことが確認された。この結果は、ロズマリン酸に

は LOO• に対する消去能があると報告している先行研究 135) と一致した。 

CPは、脂質過酸化物から生成されるアルデヒド化合物により合成される 32)。したがって、

OC およびロズマリン酸による単回および複数回 UVA 照射による細胞内 CP 増加の抑制

は、OC およびロズマリン酸の化学的な LOO• 消去能に由来している可能性が考えられる。 

OC およびロズマリン酸の UVA 照射による細胞内 ROS の上昇抑制は細胞内抗酸化防

御システムの亢進作用 95,98)、CP の生成量の増加抑制は細胞内抗酸化防御システムの亢進作

用と化学的な LOO• の消去により発現されている可能性が考えられた。 

しかしながら、本研究における OC およびロズマリン酸の細胞内抗酸化防御システムの

亢進作用についてはさらに詳細な検討が必要である。 

線維芽細胞内 ROS とコラーゲン分解タンパク発現、 type I collagen タンパク発現につい

ては、序論で紹介したように多くの先行研究により、そのプロセスが明らかとなっている。

コラーゲン合成の制御タンパクである CCN1/Cyr61 とコラーゲン分解酵素である MMP-1 

は、転写因子 AP-1 の下流にコードされている 137)。AP-1 は c-Jun と c-Fos のヘテロダイ

マー であり 138)、c-Jun と c-Fos の細胞内 ROS により合成の促進が以下の経路で進行する。

細胞膜に存在する EGF 受容体を ROS が活性化させ 139)、その下流に位置する JNK の活

性化により c-Jun は合成される 140)。一方、c-Fos は ROS により活性化した NF-κB/IL-1/IL-

6 シグナル 141) を介した ERK1/2 の活性化により合成される 142)。また、MMP-1 の合成は 

ROS のみではなく ROS により生成される脂質過酸化物によっても合成が促進される 143-

145)。 

このように細胞内 ROS はコラーゲン合成の抑制、コラーゲン分解の促進といったコラー

ゲン合成と分解のバランスを崩すことにより真皮乳頭層におけるコラーゲン線維の減少を

誘導する。そのため、UVA 照射による NHDF 内の ROS の上昇を抑制する OC およびロ

ズマリン酸には光老化皮膚で見られる真皮乳頭層におけるコラーゲン線維の減少を予防、

改善する作用が期待される。 
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そこで、OC およびロズマリン酸のコラーゲン分解と合成のバランスの崩れ、コラーゲン

線維量に対する防御・改善作用を評価した。 

UVA 複数回照射による type I collagen タンパク質発現の低下と MMP-1 mRNA および 

MMP-1 タンパク質の増加に対して、OC およびロズマリン酸ともに有意な改善効果を示

した。さらに、UVA 複数回照射により生じた NHDF の type I collagen 線維量の減少を 

OC およびロズマリン酸ともに抑制した (Fig.2-7)。 

以上の結果をまとめると、OC およびロズマリン酸は複数回 UVA 照射した線維芽細胞

のコラーゲン代謝バランスの崩れを改善し、皮膚の光老化の進行の予防および改善効果を

有する可能性が示唆された。 

OC 内のロズマリン酸の含量から考えると、この作用の本質は OC に含まれるロズマリ

ン酸以外の成分が寄与している可能性は低いと考えられるが、さらなる検証が必要である。 
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第 3 章 総括 

 

皮膚組織において生成が亢進される ROS による酸化ストレスの増大は、角層細胞の形成

不全を伴う表皮バリア機能の低下、皮膚老化の特徴である色素班形成やシワ、タルミの発生

の誘導や尋常性座瘡による皮膚炎症の悪化といった多くの皮膚トラブルを惹起する要因で

ある。 

本研究は、皮膚トラブルの原因となる皮膚の組織内で生成される ROS を取り除く素材を

探索することで人々の皮膚の健康維持に貢献することを目的として実施した。 

 

第 1 章では、健康志向により消費が増加したオリーブオイルを精製する際に生じるオリ

ーブ果実の圧搾残渣に着目し、産業廃棄物の利用法と皮膚組織内で生成される ROS を取り

除く素材としての検討を行った。オリーブ果実には、抗酸化作用のあるヒドロキシチロソー

ルが含有されており、オリーブ果実圧搾残渣エキスにも同様にヒドロキシチロソールが含

有されている。また、現在、オリーブ果実には成熟度の低い果実と成熟度の高い果実から圧

搾されたオリーブ果実が上市されており、その 2 種類の残渣が産業廃棄物として破棄され

ている。そこで、本研究では未成熟果実と成熟果実それぞれの圧搾残渣エキスを調製し、抗

酸化作用の評価を生物学的および化学的 ROS 消去作用を用いて実施した。 

生物学的 ROS 消去作用評価を行った結果、未成熟果実圧搾残渣エキス (YE)、成熟果実

圧搾残渣エキス (ME) ともに細胞内の ROS 消去能を有し、その作用は YE が強いことが

明らかとなった。YE、ME の化学的な ROS 消去能を評価したところ、ROS 消去能は一般

的な抗酸化物質と比較し低く、細胞内の ROS 消去作用は化学的な ROS 消去能のみではな

く細胞内抗酸化機構の亢進に由来している可能性が考えられた。そこで、抗酸化作用の高か

った YE に着目し、YE の抗酸化機構への影響を検討した。その結果、YE は Nrf2 の核内

移行を促進し、γ-GCS の転写を促進し、細胞内の GSH 量を増加させることが明らかとな

った。 

Nrf2 の核内移行は Nrf2/Keap-1 シグナルの亢進により生じる。Keap-1 のレドックスセン

サーであるシステイン残基の SH 基は、キノンなどのポリフェノール酸化物と反応するこ

とにより Keap-1 と Nrf2 が乖離し Nrf2 の核内移行が誘導されることが報告されている。

また、先行研究においてオリーブ果実圧搾残渣には Nrf2/Keap-1 シグナルを活性化させる

ポリフェノールであるヒドロキシチロソールが含有されていることが報告されている。以

上のことから、本研究で用いた YE にも同様の成分が含まれ、それらにより抗酸化機構で

ある Nrf2/Keap-1 シグナルが亢進した可能性が考えられるが、YE に含まれる成分に関して

詳細な検討が必須であり、今後の課題としたい。 

さらに本章では生体内の他の細胞種において ROS の生成を促進するコルチゾールが 

HaCaT 細胞においても同様に ROS およびその最終生成物 CP の生成を増加させるか否
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かについて検討した。その結果、コルチゾールの添加により HaCaT 細胞の細胞内 ROS、

CP の生成が亢進し、YE はこれらの生成の増加を抑制することが明らかとなった。コルチ

ゾールより生体内で増加した ROS は Nrf2/Keap-1 シグナルを低下させること、さらに細

胞内の H2O2 を増加させることが報告されている。以上のことから、本研究においても同様

のメカニズムでコルチゾールの曝露により表皮細胞内で ROS の生成が亢進したことが考

えられる。コルチゾールは精神的なストレスにより分泌が亢進することから、YE には精神

的なストレスによる皮膚トラブルの原因となりうる ROS の生成に対する消去効果を有す

ることが明らかとなった。 

ROS、CP が誘発する表皮の皮膚トラブルとして、紫外線紅斑、乾燥、痒みが挙げられ、

YE はそれらを緩和する効果が期待でき、さらに廃棄物を減らすことで皮膚の健康維持を目

的とした素材となるだけではなく環境に配慮した素材となることが期待できる。 

 

第 2 章ではシワ、タルミといった光老化皮膚の特徴である真皮乳頭層のコラーゲン線維

量の減少を改善する素材を評価することを目的とし研究を実施した。光老化は繰り返し太

陽光を浴びることにより進行する。太陽光の中でも、UVA はコラーゲン線維の存在する真

皮層まで到達し光老化の進行に、より直接的に関与していることが考えられる。そこで、

UVA の複数回照射を正常ヒト真皮線維芽細胞 (NHDF) に行い、コラーゲン線維形成への

影響を確認した。その結果、複数回照射は未照射と比較し、type I collagen 線維量の減少が

認められた。このことから、本研究で用いた複数回の UVA 照射は光老化皮膚で認められ

るコラーゲン線維形成の低下を明確に再現できることが明らかとなった。 

また、複数回 UVA 照射により COL1A1 mRNA、type I collagen タンパク質発現量が未照

射と比較し低下し、MMP-1 mRNA、MMP-1 タンパク質分泌が未照射と比較し増加している

ことが確認された。UVA 照射による type I collagen の発現量の低下は ROS の増加により

生じる AP-1 の核内移行による TGF-β -Smadシグナルの抑制因子である Smad7の増加とコ

ラーゲン合成フィードバックタンパク CCN1/Cyr61 の増加に由来する。一方、 UVA 照射

による MMP-1 の発現量の増加は ROS の増加による AP-1 の核内移行による MMP-1 の

転写促進が原因であるとされる。以上のことから、本章において、コラーゲンの恒常性とコ

ラーゲン線維形成量の低下は UVA 照射による ROS の生成により引き起こされた可能性

が考えられる。 

そこで、コラーゲン線維量の減少に対する改善策の探索を目的に、抗酸化物質であるロズ

マリン酸を含有する Ocimum basilicum エキス (OC) に着目し、UVA 照射による細胞内 

ROS 消去能の評価を行った。その結果、単回の UVA 照射による NHDF 内の ROS の生成

の増加を OC、ロズマリン酸ともに抑制することが確認された。さらに、UVA の単回と複

数回照射により生じた ROS の最終生成物である CP の生成増加に対しても、OC、ロズマ

リン酸は抑制する効果が認められ、OC およびロズマリン酸の化学的な ROS 消去作用ある

いは細胞内の抗酸化機構の亢進作用を有することが考えられる。そこで、OC および ロズ
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マリン酸の化学的な ROS 消去能を確認した結果、OC およびロズマリン酸ともに •O2
-、

•OH、H2O2 に対する化学的消去能は陽性コントロールである L-アスコルビン酸と比較し低

く、1O2 消去能はポジティブコントロールであるアジ化ナトリウムと同等あるいは低いこと

が明らかとなった。一方で、LOO• の消去能は OC、ロズマリン酸ともに脂溶性抗酸化剤で

ある DL-α-トコフェロールよりも高い消去能を有することが確認された。CP は脂質化酸化

反応において生成されるアルデヒド化合物によるタンパク質のアミノ基修飾よって合成さ

れることから、OCおよびロズマリン酸の UVA 照射による細胞内の ROS の上昇抑制は化

学的な ROS 消去作用に加え、細胞内抗酸化機構の亢進、CP の増加の抑制は細胞内抗酸化

機構の亢進と、化学的な LOO• の消去能に由来している可能性が示唆された。先行研究で

は、HaCaT 細胞において UVB の照射による ROS の生成をロズマリン酸が Nrf2/Keap-1 

シグナルを介して消去したと報告されており、本研究においても Nrf2/Keap-1 シグナルの

関与を検討することが必須であり、今後の課題としたい。 

OC、ロズマリン酸に細胞内 ROS 消去作用が認められたことから、ROS によるコラーゲ

ン恒常性とコラーゲン線維形成量の低下を予防・改善する効果が期待される。そこで複数回

の UVA 照射におけるコラーゲンの恒常性とコラーゲン線維形成量に対する OC、ロズマ

リン酸の作用を評価した。その結果、複数回 UVA 照射による type I collagenタンパク質発

現の低下と MMP-1 mRNA および MMP-1 タンパク質の分泌の増加に対して、OC および 

ロズマリン酸ともに有意な改善効果を示した。さらに、複数回 UVA 照射により生じた 

NHDF の type I collagen の線維量の減少を OC およびロズマリン酸は抑制する作用を認め

た。以上のことから、OC およびロズマリン酸は複数回の UVA 照射を実施した NHDF の

コラーゲン合成と分解のバランスの崩れを回復し、コラーゲン線維形成の低下の予防・改善

を行い、皮膚の光老化の進行の予防・改善効果を有する可能性が示唆された。 

 

本研究の結果は、未成熟オリーブ果実圧搾残渣抽出物が主に Nrf2 シグナルを介して細

胞内 ROS 消去機能を発揮すること、ロズマリン酸を含む Ocimum basilicum エキスが 

UVA 照射により増加する細胞内 ROS の低減、および CP の低減と UVA による線維芽

細胞のコラーゲン線維形成能の低下を抑制することを見出した。本研究より見出された素

材は、ROS により惹起、増強される皮膚トラブルである、紫外線による紅斑反応、表皮バ

リア機能の低下、乾燥、痒み、皮膚老化に対して有用な効果を発揮する可能性が示唆され

た。 

本研究の成果は、これらの素材を用いたスキンケアが皮膚トラブルを予防・改善し、健や

かな皮膚の維持につながり、人々の QOL を高めることに貢献するものと考える。 
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