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略語 

 

ABC : avidin-biotin complex 

APS : ammonium peroxodisulfate 

BSA : bovine serum albumin 

DAB : 3, 3’-duanubibenzudune 

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

ELISA : enzyme linked immuno sorbent assay 

FBS : fetal bovine serum 

FITC : fluorescein isothiocyanate 

GlcA : glucuronic acid 

GlcNA : N-acetylglucosamine 

HA : hyaluronan 

HA4 : hyaluronan tetrasaccharide 

HABP : hyaluronic acid binding protein 

HAS : hyaluronan synthase  

HE : hematoxylin-eosin 

hEGF : human epidermal growth factor 

HRP : horseradish peroxidase 

K10: keratin 10 

K5 : keratin 5 

L-HA : low molecular weight hyaluronan 

MMP : matrix metalloproteinase 

MTT : 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
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NF-κB : nuclear factor-kappa B 

NMF : natural moisturizing factor 

O.C.T. : optimal cutting temperature 

PET : polyethylene terephthalate 

pCD44 : phosphor-CD44 

PVDF : polyvinylidene difluoride 

SC : stratum corneum 

TEMED : tetramethylethylenediamine 

TEWL : transepidermal water loss 

TGase : transglutaminase 

TLR4 : toll like receptor 4 
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緒言 

 

 皮膚は体表を覆う器官であるため、紫外線の影響を強く受ける。皮膚は個体

の老化を如実に映し出す鏡であり、老化に対する防御や改善には機能のみなら

ず美容改善が要求されることから、紫外線による光老化や生理学的な老化によ

るシワや弛みなどの改善にヒアルロン酸が頻繁に用いられている。化粧品とし

ては、ヒアルロン酸は皮膚の乾燥を防ぎ潤いのある肌を保つ目的で配合される

など、美容分野で幅広く用いられている。また、ヒアルロン酸は極めて高い保

水能力や粘弾性を示すため、化粧品のみならず、変形性関節症や関節リウマチ、

眼科領域などの治療において大変重要な役割を担っている。このように、ヒア

ルロン酸は様々な分野で応用されているが、まだ未解明なことは多い。したが

って、ヒアルロン酸の機能を解明することは重要である。 

ヒアルロン酸は、1934年にウシの眼の硝子体から発見され 1)、分子量が 107 Da

にも及ぶ高分子多糖で、D-グルクロン酸 (glucuronic acid、GlcA) と N-アセチ

ル-D-グルコサミン (N-acetylglucosamine、GlcNA) が交互に直鎖状に結合して

いるグリコサミノグリカンである (Fig. 1) 2)。ヒアルロン酸は水を内包した生体

内ゲルとして存在し、細胞空間・浸透圧の維持と共に、水、イオン、栄養素な

どの保持・移動、高分子成分の移動阻害などに関わることができる。さらに、

生体内では恒常的にその合成が認められており、皮膚や関節などに高濃度に存

在し、非共有結合により様々なタンパク質と相互作用して細胞移動や分化・増

殖などの幅広い生理現象に関わっている。 

ヒアルロン酸は、分子量 (糖鎖長) の違いによって様々な作用を示す。例えば、

低分子ヒアルロン酸は炎症および細胞外基質破壊に関与するサイトカインやケ

モカインなどの誘導 3-5)、血管新生の促進作用などがある 6)。一方、高分子ヒア 
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Fig. 1.  Chemical structure of hyaluronan 

 

 

ルロン酸は炎症性サイトカインおよびマトリックスメタロプロテアーゼ

(matrix metalloproteinase、MMP) の産生、NF-κB (nuclear factor-kappa B) 

活性の抑制 7-11)、血管新生抑制作用 12)などの作用を示す。ヒアルロン酸の研究

は高分子量のものから始まり低分子量へと進み、昨今、ヒアルロン酸科学に携

わる多くの研究者は、低分子ヒアルロン酸よりさらに糖鎖の短いヒアルロン酸

オリゴ糖に関する生物学的・生化学的研究を行っている。この分野における最

初の研究では、1974 年に Hascall と Heinegard がアグリカンに結合する最小の

ヒアルロン酸は 10 糖であることを報告している 13)。炎症や癌の組織においては、

活性化されたヒアルロニダーゼにより低分子化されたヒアルロン酸がサイトカ

インなどを誘導し、炎症や細胞の浸潤・移動などを亢進する。これは高分子ヒ

アルロン酸では認められない作用であり、ヒアルロン酸は低分子化されると新

たな機能や活性を獲得することを示している。この低分子ヒアルロン酸やヒア

ルロン酸オリゴ糖は、高分子ヒアルロン酸では認識できない特異的なタンパク

質を認識する可能性が考えられている。現在、多くのヒアルロン酸結合タンパ

ク質や受容体が見つかっており、様々な報告がある 14-16)。また、ヒアルロン酸

オリゴ糖は、内因性ヒアルロン酸のヒアルロン酸結合タンパク質への結合を阻

害すること 17,18)からも、研究上で、ヒアルロン酸の分子量 (糖鎖長) およびヒア



5 
 

ルロン酸の結合タンパク質や受容体の役割が重要なツールとなると考えている。

近年では、ヒアルロン酸は癌や創傷治癒との関係が注目されている。ヒアルロ

ン酸は腫瘍進行の過程で異常に蓄積し、結合部位である CD44 などが腫瘍中で

亢進され、これらが腫瘍形成において協同して働いている可能性が考えられて

いる。また、ヒアルロン酸が細胞をコートすることがわかり、このコートによ

って創傷治癒に必要な細胞の増殖と再構成を促進することも明らかとなり 19,20)、

ヒアルロン酸の臨床応用が進んでいる。皮膚では、2010 年に線維芽細胞や表皮

細胞にグルココルチコイドを添加することで、ヒアルロン酸合成酵素の発現が

抑制されることが報告された 21)。また、表皮細胞において高分子ヒアルロン酸

により分化が誘導されることも報告されている 22)。ヒアルロン酸オリゴ糖に関

しては、軟骨細胞に六糖ヒアルロン酸オリゴを添加することで、toll-like-4 受容

体 (TLR4) および CD44 を介して炎症が誘導されるという報告もある 23)。 

多様な作用が報告されているヒアルロン酸は、現在も美容や医療などの様々

な分野で研究が行われている。しかし、ヒアルロン酸オリゴ糖の皮膚での機能

解析はほとんど報告がない。そこで、ヒアルロン酸の最小単位である 4 糖から

成るヒアルロン酸オリゴ糖 (hyaluronan tetrasaccharides、HA4) に注目し、

皮膚での機能解析を行うことにより、美容や医療の分野での新規適応法を見出

すことを大きな目的とした。本研究では、HA4 の皮膚透過性を検討し、マウス

を用いた in vivo 皮膚適用における皮膚機能を評価すること、また、HA4 の線

維芽細胞および表皮細胞における生理作用を調べ、分子レベルでそのメカニズ

ムを明らかにすること、これらを、一般的な高分子ヒアルロン酸との違いを含

め、有用性を比較検討することを目的とした。 

第 1 章では、HA4 の皮膚透過性と皮膚機能に及ぼす影響として、まず、HA4

の受動拡散における皮膚透過性を検討した。また、in vivo での HA4 皮膚適用
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における、皮膚計測機器を用いた皮膚機能評価を行った。 

第 2 章では、HA4 による線維芽細胞のヒアルロン酸生成に及ぼす影響として、

HA4 のヒアルロン酸合成酵素遺伝子発現に及ぼす影響を調べた。また、in vivo

での HA4 皮膚適用における、皮膚内ヒアルロン酸の組織学的観察および定量を

行った。 

第 3 章では、HA4 による表皮細胞の分化に及ぼす影響として、HA4 の分化マ

ーカー発現に及ぼす影響および分化誘導とリン酸化 CD44 の関係を検討した。 

以下に、得られた結果を報告する。 
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第 1 章 HA4 の皮膚透過性と皮膚機能に及ぼす影響 

 

第第第第 1111 節節節節    緒論緒論緒論緒論    

皮膚の最外層に位置する角層は、体内からの水分の蒸散を防ぎ、体内への異

物やウイルスなどの侵入を防ぐ強固なバリアであり、生命を維持するために重

要である。したがって、化合物を皮膚から送達する上では、角層が大きな障壁

となる。化合物を皮膚に適用したとき、通常、受動拡散による物質の皮膚透過

は角層のバリアを通る。一般的に、脂溶性化合物の皮膚透過性は水溶性化合物

よりも高く、分子量も化合物の皮膚透過には重要な因子である。一般的に、分

子量が 500 Da 以下であれば、皮膚透過を制御することができる 24)。しかし、

アトピー性皮膚炎のような皮膚のバリア機能に障害がある場合、アトピー性皮

膚炎の治療薬であるタクロリムス (分子量 804 Da) は、皮膚へ浸透することが

報告されている 25)。このことからも、分子量が 500 Da 以上であっても、皮膚

を透過する可能性はある。 

 地球上に到達するUVAの照射量はUVB照射量の約 20倍で、太陽からのUVA

は光老化や紫外線による発癌に関与している。皮膚への UVB 照射によって、紅

斑の誘導や表皮細胞の過剰増殖、皮膚バリア機能の変化など、様々な反応が誘

導される。UV は、皮膚の透過性バリア機能を破壊する。この皮膚の透過性バリ

ア機能の減少は、UVB および UVA-UVB、UVC によっても引き起こされる。

その結果、UV 照射により、ヒトやラット皮膚からの物質の経皮吸収を増加させ

ることが知られている 26)。 

 ヒアルロン酸は、分子量が 10 万を越える高分子の非硫酸グリコサミノグリカ

ンである。ヒアルロン酸は水と強く結合することから、化粧品や医薬品原料と

して広く使用されている。化粧品に配合されているヒアルロン酸は、皮膚表面
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に膜を形成することで皮膚からの水分の蒸散を防ぐ。また、ヒアルロン酸注入

は、加齢によるシワやライン、瘢痕、その他の外傷性または生まれつきの傷瘢

など、皮膚の外見を改善するために用いられていることは、よく知られている。

しかし、ヒアルロン酸は水溶性が高く、通常は高分子量での分子量分布を持つ

ことから、経皮的に皮膚内に送達させることは困難である。 

そこで本章では、ヒアルロン酸の中でも分子量の小さい HA4 に注目し、in 

vitro 皮膚透過試験を行い、HA4 皮膚透過の基礎的検討を行った。また、in vivo

での HA4 皮膚適用における、皮膚計測機器を用いた皮膚機能評価を行った。 
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第第第第 2222 節節節節    実験方法実験方法実験方法実験方法    

2222----1111．実験材料．実験材料．実験材料．実験材料    

HA4 (99.14%) (776.3 Da) は糖質科学研究所 (東京、日本) より、高分子ヒア

ルロン酸 Na (hyaluronan、HA) (平均分子量 1,200 kDa) および低分子ヒアル

ロン酸 Na (low molecular weight hyaluronan、L-HA) (平均分子量 33 kDa) は

資生堂リサーチセンター (横浜、神奈川、日本) より供与された。ヒアルロン酸

測定キットは生化学バイオビジネス (東京、日本) より購入した。その他の試薬

は、市販の特級もしくは HPLC 用のものを、和光純薬工業 (大阪、日本) より

購入した。 

 

2222----2222．．．．実験実験実験実験動物動物動物動物    

雄性ヘアレスマウス (HR-1、7 週令、体重：23 - 30 g) は、株式会社星野試験

動物飼育所 (坂東、茨城、日本) より購入した。12 時間ごとに明暗サイクル 

(on-off 時間：7:00 - 19:00) を設定した部屋で飼育し、水と餌は自由に摂取可能

とした。なお、動物実験は城西大学動物実験管理委員会の承諾を得て、「城西大

学動物実験規定」に従い行った。 

 

2222----3333．皮膚透過サンプルの調製．皮膚透過サンプルの調製．皮膚透過サンプルの調製．皮膚透過サンプルの調製    

HA4 水溶液は、精製水で 0.02、0.1、0.5%の濃度のものを調製した。HA4 水

溶液の pH 調整には、ギ酸および 1.5 M ギ酸アンモニウムを使用した。HA お

よび L-HA 水溶液は、精製水で 0.5%の濃度のものを調製した。 

 

2222----4444．皮膚透過膜の準備．皮膚透過膜の準備．皮膚透過膜の準備．皮膚透過膜の準備    

 ヘアレスマウス (8 - 10 週令) を頸椎脱臼し、腹部の正中線を避けるように皮
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膚を摘出して、真皮側の脂肪を丁寧に取り除いた。In vitro 皮膚透過試験には、

全層皮膚およびテープストリッピングにより角層を取り除いた角層剥離皮膚の

二種類を用いた。角層剥離皮膚は、皮膚を摘出する前にニチバンのカートンテ

ープ No.640 (東京、日本) で角層を全て取り除いて作成した。 

 

2222----5555．．．．IIIIn vitron vitron vitron vitro 皮膚透過試験皮膚透過試験皮膚透過試験皮膚透過試験    

 摘出した皮膚は、有効透過面積 1.77 cm2 (直径：1.5 cm) の縦型拡散セルに、

表皮をドナー側、真皮をレシーバ側にして装着した。ドナー側に各濃度の HA4

水溶液 1 mL を、レシーバ側に精製水 5 mL を適用した。拡散セル内は 32 ºC に

保ち、スターラーで攪拌した。経時的にレシーバ液 300 µL をサンプリングし、

その都度、同量の精製水を補充した。レシーバ液中の HA4 を定量し、希釈分を

補正して皮膚累積透過量を算出した。 

 

2222----6666．．．．HA4HA4HA4HA4 の分析の分析の分析の分析    

 各サンプルをメタノールと 1：1 で混合し、15,000 × g、4 ºC、10 分の条件で

遠心分離 (テーブルトップマイクロ冷却遠心機 3500) (KUBOTA、東京、日本) し

て上清を回収した。上清中の HA4 は、LC/MS/MS で測定した。LC/MS システ

ムは、イオントラップ型タンデム質量分析装置 (LCQ DECA XP plus) (Thermo 

Fisher Scientific Inc.、Waltham、MA、USA) およびポンプ (Paradigm MS4) 

(Microm Bioresources Inc.、Auburn、CA、USA)、オートインジェクター (CTC 

HTS-PAL) (Microm Bioresources Inc.)、カラム (TSK-gel ODS-80Ts、2.0 ×150 

mm) (TOSOH、東京、日本) から成り、移動相は 10 mM 酢酸アンモニウム水

溶液：メタノール (8：2)、流速を 100 µL/min とし、ネガティブイオン化モー

ドで検出した。 
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2222----7777．．．．ヒアルロン酸ヒアルロン酸ヒアルロン酸ヒアルロン酸の定量の定量の定量の定量    

HA および L-HA は、ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay) 法 (競

合法) を利用したヒアルロン酸測定キット (測定範囲：12.5 - 400 ng/mL) を使

用して測定した。ヒアルロン酸固相化マイクロプレートは、各ウェルあたり 300 

µL ずつの洗浄液で 3 回洗浄した。検体には、HA および L-HA の透過試験 24

時間後のレシーバ液を用いた。反応緩衝液をブランク (0 ng/mL)、各濃度のヒ

アルロン酸標準溶液 (6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 ng/mL) を検量線作成の

ため調製した。この検体およびヒアルロン酸標準溶液を、それぞれのウェルに

50 µL ずつ添加した。次に、ビオチン標識 HABP (hyaluronic acid binding 

protein) 溶液を各ウェルあたり 50 µL ずつ添加し、プレートミキサーを用いて

1 分間混和後、37 ºC で 60 分間静置した。反応後、全てのウェル内の溶液を除

去し、各ウェルあたり 300 µL ずつの洗浄液で 3 回洗浄した。全てのウェルに

HRP (horseradish peroxidase) 標識ストレプトアビジン溶液を 100 µL ずつ添

加し、プレートシートで封をして 37 ºC で 60 分間静置した。全てのウェル内の

溶液を除去し、各ウェルあたり 300 µL ずつの洗浄液で 5 回洗浄した。全てのウ

ェルに酵素基質溶液を 100 µL ずつ添加し、アルミホイルで遮光した。常温 (15 

- 25 ºC) で 30 分間静置後、全てのウェルに反応停止溶液を 100 µL ずつ添加し

た。プレートミキサーで数秒間混和し、30 分以内にマイクロプレートリーダで

吸光度 (測定波長 : 429 nm、対照波長 : 630 nm) を測定した。 

 

2222----8888．．．．    IIIIn vivon vivon vivon vivo 実験実験実験実験    

 ヘアレスマウス (7 - 8 週令) を UVA 未照射群および照射群に分け、さらに、

未 処 理 群  (Normal/UVA(-)) お よ び 溶 媒 塗 布 群  (Control/UVA(-) 、

Control/UVA(+)) 、 HA 塗布群  (HA/UVA(-) 、 HA/UVA(+)) 、 HA4 塗布群 
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(HA4/UVA(-)、HA4/UVA(+)) の計 7 群 (n=3) に分けて検討を行った (Table 1)。

溶媒として 70% エタノールを用い、HA および HA4 は各々0.1%の溶液を調製

した。UVA 照射群には、高性能 UV トランスイルミネータ UVP® (フナコシ、

東京、日本)を用いて、背部皮膚に UVA を 22.3 J/cm2/day 照射した。UVA 照射

は 1 週間に 5 回、計 3 週間行った。UVA 照射後に、角層水分量および TEWL、

粘弾性を測定し、各サンプルを 50 µL ずつ塗布した。 

 

Table 1.  In vivo experimental groups 

Group Sample 
UVA irradiation 

(22.3 J/cm2) 

Normal － － 

Control/UVA(-) 70% ethanol － 

HA/UVA(-) 0.1% HA (70% ethanol) － 

HA4/UVA(-) 0.1% HA4 (70% ethanol) － 

Control/UVA(+) 70% ethanol ＋ 

HA/UVA(+) 0.1% HA (70 % ethanol) ＋ 

HA4/UVA(+) 0.1% HA4 (70% ethanol) ＋ 

 

 

2222----9999．皮膚機能の測定．皮膚機能の測定．皮膚機能の測定．皮膚機能の測定    

角 層 水 分 量 お よ び 粘 弾 性 の 測 定 に は 、 Cutometer® MPA 580 

(Courage+Khazaka、Mathias-Brüggen-Str.、Köln、Germany) を使用した。

TEWL の測定には、VAPO SCAN AS-VT100RS (株式会社アサヒテクノラボ、

横浜、神奈川、日本) を使用した。角層水分量および TEWL の測定は、1 週間

に 5 回、計 3 週間行った。粘弾性の測定は、1 週間に 1 回、計 3 週間行い、測

定時には 12 倍に希釈したペントバルビタールナトリウムを 0.1 mL /100 g で腹

腔内に投与し、麻酔下で測定した。粘弾性の評価には、吸引法による R0、R2、

R7 の値を用いた。R0 (Uf) は最大吸引の高さで皮膚の伸展能を表し、やわらか
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さの指標となる。R2 (Ua/Uf) は測定終了時の戻り率、R7 (Ur/Uf) は開放後 0.1

秒時の戻り率で、粘弾性のうち弾性の部分を反映しやすい (Scheme 1)。本検討

では、陰圧状態 (250 mbar) で 2 秒間、開放後に 2 秒間、計 4 秒間、皮膚の変

異を測定した。なお、全ての測定値は各皮膚を 3 回測定し、平均の値で評価し

た。 

 

 

Scheme 1 吸引法による皮膚の変異挙動例 

 

 

2222----10101010．皮膚の組織学的観察．皮膚の組織学的観察．皮膚の組織学的観察．皮膚の組織学的観察    

 実験最終日にヘアレスマウスからサンプル塗布部位の皮膚を摘出し、ドライ

アイスで急速冷却しながら O.C.T. (optimal cutting temperature) コンパウン

ドに包埋し、凍結切片を作成した。凍結切片はミクロトーム Leica CM 3050 S 

(Leica Microsystems, Inc.、Wetzlar、Hessen、Germany) を使用し、10 µm の

薄 切 切 片 を 作 成 し た 。 薄 切 切 片 は 、 ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン 

(hematoxylin-eosin、HE) 染色を行い、皮膚組織形態を観察した。 

 薄切切片を 10% ホルマリン溶液に 30 分ほど浸漬し、組織の固定を行った。
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水洗後、100、90、80、70% エタノールに順次浸け、脱水した。水洗後、ヘマ

トキシリン液に10分間浸漬した。再度水洗後、酢酸を含んだエオシン液に浸け、

直ぐに色出しのため水洗した。次に、70、80、90、100% エタノールに順次浸

け、3 回キシレンに浸けて透徹後、封入を行い顕微鏡で観察した。 

 

2222----11111111．表皮厚の計測．表皮厚の計測．表皮厚の計測．表皮厚の計測    

 HE 染色を行った皮膚切片を、倒立型リサーチ顕微鏡 IX71 (OLIMPUS、東

京、日本) を使用して観察した。表皮厚は、組織切片ごとに約 50 ヶ所以上測定

し、平均の厚みで評価した。 

 

2222----11112222．データ解析．データ解析．データ解析．データ解析    

 SAS 統計解析システム ver. 9.2 (SAS Institute、Cary、NC、USA) を使用し、

p 値を算出した。統計解析法には、Tukey の多重検定を用いた。 
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第第第第 3333 節節節節    結果結果結果結果    

3333----1111．全層皮膚および角層剥離皮膚を用いた．全層皮膚および角層剥離皮膚を用いた．全層皮膚および角層剥離皮膚を用いた．全層皮膚および角層剥離皮膚を用いた HA4HA4HA4HA4 の皮膚透過の皮膚透過の皮膚透過の皮膚透過    

 HA4 の受動拡散における皮膚透過性を、全層皮膚および角層剥離皮膚を用い

て評価した。まず、0.5% HA4 水溶液の皮膚透過に対する角層の有無による影響

を検討した。その結果、8 時間後の HA4 累積透過量は、全層皮膚で 0.8±0.3 

µg/cm2、角層剥離皮膚で 2109.6±175.8 µg/cm2と、全層皮膚と比べて角層剥離

皮膚で約 2600 倍増加した (Fig. 2)。Flux および透過係数も、全層皮膚と比べて

角層剥離皮膚で高い値を示した (Table 2)。 

 
Fig. 2.  Passive permeation of HA4.  Cumulative amount of HA4 

permeated through full-thickness skin and SC-stripped skin.  Each point 

represents the mean ± S.D. of 3 to 5 determinations.  Symbols: 

Full-thickness skin (�) and SC-stripped skin (●). 

 

Table 2....  In vitro skin permeation of HA4 through full-thickness skin and SC-stripped 

skin 

 Cumulative 

amount of HA4  

(µg/cm2) 

Flux  

(µg/cm2/h) 

× 10-7 P  

(cm/s) 
ER 

Full-thickness skin 0.8±0.3  0.2±0.1 0.1±0.1 - 

SC-stripped skin 2109.6±175.9  418.0±30.6 232.2±17.0 2587.5 

ER = Enhancement ratio = cumulative amount of HA4 through SC-stripped skin / 

cumulative amount of HA4 through full-thickness skin 
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 次に、0.02、0.1、0.5% HA4 水溶液を全層皮膚および角層剥離皮膚に適用し、

HA4 皮膚透過量の濃度依存性を調査した。その結果、全層皮膚における 8 時間

後の HA4 累積透過量は、0.02% HA4 水溶液で 0.1±0.1 µg/cm2、0.1% HA4 水

溶液で 0.2±0.1 µg/cm2、0.5% HA4 水溶液で 0.8±0.3 µg/cm2であった (Fig. 3a)。

角層剥離皮膚における 8 時間後の HA4 累積透過量は、0.02% HA4 水溶液で 58.3

±10.7 µg/cm2、0.1% HA4 水溶液で 392.4±44.3 µg/cm2、0.5% HA4 水溶液で

2364.8±46.5 µg/cm2であった (Fig. 3b)。Flux および透過係数も、濃度が濃く

なるにつれて増加した (Table 3)。 

 

 
Fig. 3.  Effect of HA4 concentrations on the in vitro skin permeation of 

HA4 through full-thickness skin and SC-stripped skin.  Cumulative 

amount of HA4 permeated through full-thickness skin (a) and SC-stripped 

skin (b).  Each point represents the mean ± S.D. of 3 to 5 determinations.  

Symbols: 0.02 (▲), 0.1 (�) and 0.5% (●) HA4 solutions. 
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Table 3.  In vitro skin permeation of HA4 through and full-thickness skin and SC-stripped skin 

from it different concentrations 

 HA4 

concentration 

(%) 

Cumulative 

amount of HA4 

(µg/cm2) 

Flux 

(µg/cm2/h) 

× 10-7 P  

(cm/s) 
ER 

Full-thickness 

skin 

0.50 0.8±0.3 0.2±0.1 0.1±0.05 67.9 

0.10 0.2±0.1 0.003±0.001 0.009±0.003 1.9 

0.02 0.1±0.1 0.003±0.002 0.03±0.02 - 

 HA4 

concentration 

(%) 

Cumulative 

amount of HA4 

(µg/cm2) 

Flux 

(µg/cm2/h) 

× 10-7 P 

(cm/s) 
ER 

SC-stripped skin 

0.50 2364.8±46.5 461.6±10.0 256.4±5.6 40.6 

0.10  392.4±44.3 76.8±6.9  213.3±19.2 6.7 

0.02  58.3±10.7 12.0±2.2  166.7±31.0 - 

ER = Enhancement ratio = cumulative amount of HA4 / cumulative amount of 0.02% HA4 
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3333----2222．．．．pHpHpHpH 変化における変化における変化における変化における HA4HA4HA4HA4 の皮膚透過の皮膚透過の皮膚透過の皮膚透過    

 0.5% HA4 水溶液の、皮膚透過に及ぼす pH による影響を検討した。pH 4 お

よび pH 7 の HA4 水溶液を全層皮膚に適用した結果、8 時間後の HA4 累積透

過量は、pH 4 の HA4 水溶液で 0.78±0.37 µg/cm2、pH 7 の HA4 水溶液で 0.07

±0.01 µg/cm2となった (Fig. 4)。pH 7 の HA4 水溶液と比べて pH 4 の HA4 水

溶液では、HA4 累積透過量は約 11 倍増加した。Flux および透過係数も、pH 7

と比べて pH 4 の HA4 水溶液の方が高い値を示した (Table 4)。 

 

 
Fig. 4.  Effect of pH on the in vitro skin permeation of HA4.  Cumulative 

amount of HA4 permeated through full-thickness skin.  Each point 

represents the mean ± S.D. of 3 to 5 determinations.  Symbols: pH 4 (●) 

and pH 7 (�) HA4 solutions. 

 

Table 4.  In vitro skin permeation of HA4 through full-thickness skin from different pH 

solution 

pH 
Fraction 

Unionized 

Cumulative amount 

of HA4 (µg/cm2) 

Flux 

(µg/cm2/h) 

× 10-7 P 

(cm/s) 
ER 

4 0.09 0.8±0.4 0.2±0.1 0.12±0.06 11.3 

7 0.0001 0.1±0.01 0.03±0.004 0.01±0.01 - 

Fraction un-ionized = 1 / (1 + antilog (pH – pKa)). 

ER = Enhancement ratio = cumulative amount of HA4 at pH 4 / cumulative amount of 

HA4 at pH 7 
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3333----3333．分子量の違いによるヒアルロン酸の皮膚透過量の比較．分子量の違いによるヒアルロン酸の皮膚透過量の比較．分子量の違いによるヒアルロン酸の皮膚透過量の比較．分子量の違いによるヒアルロン酸の皮膚透過量の比較    

 0.5% HA4、L-HA、HA 水溶液を全層皮膚に適用し、様々な分子量のヒアル

ロン酸の皮膚透過量の違いを調査した。その結果、24 時間後の累積透過量は、

HA4 水溶液で 2402.4±770.1 µg/cm2、L-HA 水溶液で 26.9±14.9 µg/cm2、HA

水溶液で 0.9±0.3 µg/cm2であった (Fig. 5)。 

 

 

Fig. 5.  Effect of molecular weight on the in vitro skin permeation of HA4, 

L-HA and HA.  Cumulative amount of each samples permeated through 

full-thickness skin over 24 h.  Values were the mean ± S.D of three 

experiments. 
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3333----4444．．．．HAHAHAHA およびおよびおよびおよび HA4HA4HA4HA4 塗布における角層水分量および塗布における角層水分量および塗布における角層水分量および塗布における角層水分量および TEWLTEWLTEWLTEWL、粘弾性の変化、粘弾性の変化、粘弾性の変化、粘弾性の変化    

 In vivo 皮膚適用における HA および HA4 の皮膚に及ぼす影響を、角層水分

量および TEWL、粘弾性から評価した。その結果、UVA 未照射群では、

Control/UVA(-)群および HA/UVA(-)群と比べて HA4/UVA(-)群で角層水分量が

増加した (Fig. 6a)。一方、Control/UVA(-)群と HA/UVA(-)群の間では変化はみ

られなかった。TEWL および粘弾性は、全ての群で変化はみられなかった (Fig. 

7a, 8a-c)。UVA 照射群では、Normal/UVA(-)群と比べて Control/UVA(+)群で、

角層水分量は低下し、TEWL は増加した。一方、HA4/UVA(+)群では、

Control/UVA(+)および HA/UVA(+)と比べて角層水分量は増加し (Fig.6b)、

TEWL は減少した (Fig. 7b)。粘弾性は、Control/UVA(+)群および HA/UVA(+)

群と比べて HA4/UVA(+)群で R0 が増加した (Fig. 8d)。UVA 未照射群および照

射群共に、体重に変化は認められなかった (Fig. 9)。 
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Fig. 6.  Changes in water content in the SC after HA4 treatment.  Water 

content in the SC was measured for 0-21 days in non-UVA-irradiated mice 

(a) and UVA-irradiated mice (b). Values were the mean ± S.D of three 

experiments.  *p < 0.05, **p < 0.01 (versus control), #p < 0.05, ##p < 0.01 

(versus HA), Tukey’s post-hoc multiple comparison test.  Symbols: normal 

(△), control (�), HA (●) and HA4 (■) groups. 
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Fig. 7.  Changes in TEWL after HA4 treatment.  TEWL was measured 

for 0-21 days in non-UVA-irradiated mice (a) and UVA-irradiated mice (b).  

Values were the mean ± S.D of three experiments.  *p < 0.05, **p < 0.01 

(versus control), #p < 0.05, ##p < 0.01 (versus HA), Tukey’s post-hoc 

multiple comparison test.  Symbols: normal (△), control (�), HA (●) and 

HA4 (■) groups. 
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Fig. 8.  Changes in skin viscoelasticity after HA4 treatment.  Skin 

viscoelasticity was measured for 0-21 days in non-UVA-irradiated mice 

(a-c) and UVA-irradiated mice (d-f). Values were the mean ± S.D of three 

experiments.  *p < 0.05 (versus control), #p < 0.05 (versus HA), Tukey’s 

post-hoc multiple comparison test.  Symbols: normal (△), control (�), HA 

(●) and HA4 (■) groups. 
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Fig. 9.  Changes in body weight after HA4 treatment.  Body weight was 

measured for 0-21 days in non-UVA-irradiated mice (a) and 

UVA-irradiated mice (b). Values were the mean ± S.D of three experiments.  

Symbols: normal (△), control (�), HA (●) and HA4 (■) groups. 
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3333----5555．．．．HAHAHAHA およびおよびおよびおよび HA4HA4HA4HA4 塗布における表皮厚の変化塗布における表皮厚の変化塗布における表皮厚の変化塗布における表皮厚の変化    

In vivo 皮膚適用における HA および HA4 の皮膚に及ぼす影響を組織学的に

評価するため、HE 染色を行い、皮膚組織の観察および表皮厚を測定した。その

結果、UVA 未照射群では、Normal/UVA(-)群と比べて Control/UVA(-)群でわず

かに表皮の肥厚が観察された  (Fig. 10c, d)。一方、HA4/UVA(-)群は、

Normal/UVA(-)群とほとんど変わらない皮膚組織が観察された (Fig. 10c, f)。表

皮厚を測定した結果、Normal/UVA(-)群で 24.2±1.3 µm、Control/UVA(-)群で

36.4±3.8 µm、HA/UVA(-)群で 29.5±2.4 µm、HA4/UVA(-)群で 22.8±5.1 µm

であった  (Fig. 10a) 。 UVA 照射群では、 Normal/UVA(-) 群と比べて

Control/UVA(+)群および HA/UVA(+)群で表皮の肥厚が観察された (Fig. 10c, g, 

h)。一方、HA4/UVA(+)群は、Normal/UVA(-)群により近い皮膚組織が観察され

た (Fig. 10c, i)。表皮厚を測定した結果、Control/UVA(+)群で 177.3±34.6 µm、

HA/UVA(+)群で 108.6±20.3 µm、HA4/UVA(+)群で 62.5±39.4 µm であった 

(Fig. 10b)。 
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Fig. 10.  Changes in epidermal thickness and skin morphology after HA4 

treatment.  Epidermal thickness and skin morphology were treated for 21 

days in non-UVA-irradiated mice (a, d-f) and UVA-irradiated mice (b, g-i).  

Skin samples were fixed and stained with HE.  HE-stained sections were 

photographed, and epidermal thickness was assessed (a, b).  

Non-UVA-irradiated skin specimens of normal (c), control (d), HA (e), and 

HA4 (f) groups after each sample treatment. UVA-irradiated skin 

specimens of control (g), HA (h), and HA4 (i) groups after each sample 

treatment and irradiation. Bar = 50 µm.  Values were the mean ± S.D of 

three experiments.  N.D., not determined.  *p < 0.05, **p < 0.01, Tukey’s 

post-hoc multiple comparison test.  
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第第第第 4444 節節節節    考察考察考察考察    

 ヒアルロン酸は水溶性で平均分子量が 10 万を越える高分子であるため、皮膚

へ浸透しないとされている。そこで本章では、ヒアルロン酸の最小単位である

HA4 の皮膚透過性について検討した。その結果、HA4 は受動拡散で皮膚を透過

することが明らかとなった。一方、L-HA (33 kDa) および HA (1200 kDa) は、

受動拡散では皮膚をほぼ透過しないことが確認できた。 

 薬物の皮膚透過経路には、毛包や汗腺などの付属器官を介する経付属器官経

路と、角層実質を透過する経表皮経路がある。経付属器官経路による皮膚透過

は皮膚実質を通るより速やかであるが、皮膚表面積に対する付属器官の割合が

0.1%程度であるため、定常状態における付属器官からの薬物透過の寄与は小さ

い。したがって、薬物を皮膚内へ送達させるためには角層を透過させることが

重要である。角層を除いた皮膚では、FITC (fluorescein isothiocyanate)-デキス

トラン (FD10) (分子量 9.6 kDa) のような高分子物質でも皮膚を透過するこ

とが報告されている 27)。このことからも、薬物の皮膚透過には角層バリアが律

速となることがわかる。本研究で、全層皮膚における 8 時間後の HA4 累積透過

量は 0.8 µg/cm2、透過係数は 0.1 × 10-7 cm/s 、lag time は 4.6 h であった。一

方、角層剥離皮膚における 8 時間後の HA4 累積透過量は 2109.6 µg/cm2、透過

係数は 232.2 × 10-7 cm/s 、lag time は 2.9 h であった (Fig. 2, Table 2)。全層

皮膚における 8 時間後の HA4 累積透過量は、角層剥離皮膚と比べて約 2600 倍

小さいが、HA4 は受動拡散で皮膚を透過することが明らかとなった。角層剥離

皮膚で HA4 の透過量が大幅に増加したことから、HA4 の皮膚透過には角層が

大きな律速となっていることが考えられる。それにも関わらず、全層皮膚と比

べて角層剥離皮膚でも lag time は急激に増加していないことから、HA4 は皮膚

への分配および拡散の両方が遅いことが考えられる。 



28 
 

全層皮膚での8時間後のHA4累積透過量は、0.02% HA4水溶液と比べて0.1% 

HA4 水溶液で約 2 倍、0.1% HA4 水溶液と比べて 0.5% HA4 水溶液で約 37 倍

と、濃度依存性はみられなかった (Fig. 3a)。そして、flux および透過係数にも

濃度依存性はみられなかった (Table 3)。一方、角層剥離皮膚での 8 時間後の

HA4 累積透過量は、0.02% HA4 水溶液と比べて 0.1% HA4 水溶液で約 6 倍、

0.1% HA4 水溶液と比べて 0.5% HA4 水溶液で約 7 倍と、濃度依存的に皮膚を

透過することが示された (Fig. 3b)。全層皮膚では角層が存在することで、低濃

度の場合は定状状態に達するまでに時間がかかり、0.02 および 0.1% HA4 水溶

液では、試験時間が 8 時間では不十分であったことが考えられる。しかし、0.5% 

HA4 水溶液で、24 時間定期的にサンプリングを行い皮膚透過量を評価したとこ

ろ、8 時間で定状状態に達していることを確認している。これらの結果より、

HA4 は濃度が高いほど、皮膚透過性が高くなることが示された。なお、0.1 お

よび 0.5% HA4 水溶液の pH はほぼ変化しなかったことから、HA4 の濃度依存

的に皮膚透過量が増加したのは、pH の影響ではなく濃度変化によることが考え

られる。 

 一般的に、薬物の経皮吸収は pH 分配仮説に従い、分子型が多いほど皮膚を透

過する。サリチル酸の flux は溶媒の pH に依存し、透過量はサリチル酸のイオ

ン化の程度に関与することが報告されている 28)。ヒアルロン酸の pKa は 3 であ

る 29, 30)。Henderson-Hasselbalch の式より、pH 4 のときのヒアルロン酸の分

子型分率は 9.09%、pH 7 のときの分子型分率は 0.01%と計算され、pH 7 と比

べて pH 4 で分子型の割合が多い。HA4 の皮膚透過も pH 分配仮説に従い、pH 7

のHA4水溶液と比べてpH 4のHA4水溶液でHA4累積透過量が増加した (Fig. 

4)。 

アルロン酸は水溶性が高く分子量が大きいため、皮膚を透過しないといわれ



29 
 

ている。これを確認するために、低分子量の L-HA および高分子量の HA の皮

膚透過試験を行った。その結果、L-HA および HA は、ほぼ皮膚を透過しないこ

とが示された (Fig. 5)。わずかにヒアルロン酸量が確認されたが、ドナー液を適

用せずに透過試験を行った際のレシーバ液からもヒアルロン酸が検出されたこ

とから、皮膚内のヒアルロン酸が溶出したものであることが考えられる。ここ

までの結果より、HA4 は皮膚適用で皮膚内に浸透し、生理活性を示す可能性が

あることが示唆された。 

 HA4 が受動拡散で皮膚を透過したことから、次に、in vivo での皮膚適用にお

ける HA4 の皮膚に及ぼす影響を調査した。その結果、HA4 は UVA 照射後の皮

膚機能改善に関与することが明らかとなった。 

 ヘアレスマウス皮膚に UVA を照射すると、角層の水分量が減少する 31)。また、

ヘアレスマウス背部皮膚に UVB を長期間照射すると TEWL が増加するという

報告がある 32, 33)。TEWL とは皮膚からの水分の蒸散量を表しており 34)、皮膚の

重要な機能の一つであるバリア機能の指標に用いられている。本研究で、UVA

未照射群では、Normal/UVA(-)群と比べて HA4/UVA(-)群で、早い時期から角層

水分量が増加した (Fig. 6a)。ヒアルロン酸は水分保持機能が高く、HA4 は皮膚

適用することで皮膚内へ浸透し、HA4 がわずかながら水分を保持することで角

層水分量が増加したと考えられる。UVA 照射群では、Normal/UVA(-)群と比べ

て Control/UVA(+)群で角層水分量は減少し (Fig. 6b)、TEWL は増加した (Fig. 

7b)。一方、HA4/UVA(+)群は Control/UVA(+)群および HA/UVA(+)群と比べて、

角層水分量および TEWL の回復が顕著であった (Figs. 6b, 7b)。また、粘弾性

の評価では、UVA 未照射群内の変化は認められず、UVA 照射群では、

HA4/UVA(+)群は Control/UVA(+)群および HA/UVA(+)群と比べて、やわらかさ

の指標である R0 が増加した (Fig. 8d)。ヘアレスマウスに慢性的に UVA を照射
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すると、皮膚の厚みが増加することが報告されている 35)。本研究でも、UVA 照

射により表皮の厚みが増加し、Normal/UVA(-)群と比べて Control/UVA(+)で約

7.3 倍、表皮の厚みが増加した。一方、HA4/UVA(+)群は Control/UVA(+)群およ

び HA/UVA(+)群と比べて、表皮の肥厚が小さかった (Fig. 10b)。また、UVA 未

照射群でも、Normal/UVA(-)群と比べて Control/UVA(-)で約 1.5 倍、表皮の厚

みが増加した。一方、HA4/UVA(-)群および HA4/UVA(+)群共に、表皮の厚みは

Normal/UVA(-)群と有意な差は認められなかった (Fig. 10a)。 

第 1 章より、HA4 は受動拡散で皮膚を透過するが、皮膚への分配・拡散は遅

いことが示された。しかし、水溶性高分子であるヒアルロン酸の中でも、分子

量の小さい HA4 は皮膚を透過することが明らかとなった。また、HA4 は UVA

照射による皮膚機能損傷を改善することが示された。このことから、HA4 は

UVA 照射後の、皮膚機能改善プロセスに関与することが示唆された。本章の結

果より、HA4 は皮膚内で何らかの生理活性を示すことが考えられる。例えば、

高分子のヒアルロン酸は表皮細胞の分化を誘導することが報告されていること

から 36)、HA4 も表皮細胞分化を誘導する可能性が考えられる。これにより、表

皮バリア機能が回復し、TEWL や表皮の肥厚が改善したと考えられる。また、

真皮の線維芽細胞には細胞周囲のヒアルロン酸の状況の変化に反応して、自ら

のヒアルロン酸生成量を制御する機構を有している。線維芽細胞の表面のヒア

ルロン酸を分解 (低分子化)・除去することで、ヒアルロン酸生成が亢進するこ

とが報告されていることから 37, 38)、HA4 もヒアルロン酸生成を亢進する可能性

が考えられる。これにより、表皮細胞や線維芽細胞のヒアルロン酸生成を刺激

したことで皮膚内ヒアルロン酸量が増加し、角層水分量が改善したと考えられ

る。また、表皮細胞分化を誘導していたとすれば、セラミドや天然保湿因子 

(natural moisturizing factor、NMF) が増加して角層水分量が改善した可能性
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も考えられる。ヒト皮膚に UV を照射すると角層中セラミド量は増加し、この

増加はバリア機能改善に関与していると考えられている。実際に本研究におい

て、UVA 照射ヘアレスマウスの角層中セラミド量は、Normal/UVA(-)群と比べ

て Control/UVA(+)群で増加し、さらに HA4/UVA(+)群では Control/UVA(+)群よ

りも角層中セラミド量が増加した結果が得られている。このことからも、HA4

が示す様々な生理作用が、UVA 照射により損傷した皮膚の改善に関与している

ことが考えられる。 

次章からは、皮膚内における HA4 の生理作用を解明するために、in vitro お

よび、または in vivo による検討を行った。 
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第 2 章 HA4 による線維芽細胞の 

ヒアルロン酸生成に及ぼす影響 

 

第第第第 1111 節節節節    緒論緒論緒論緒論    

 ヒアルロン酸は細胞外マトリックスの主成分であり、生体内では恒常的にそ

の発現が認められ、特に皮膚や関節滑液、眼の硝子体、肺、肝臓、腎臓、脳、

筋肉に高濃度に存在している。生体内で最も多くヒアルロン酸が存在する皮膚

では、コラーゲンやエラスチンといった線維が混在している基質の形成、細胞

外組織の安定化などの生物学的機能、皮膚の水分保持以外にも弾力性の維持な

どの物理的役割を担っている。 

 ヒアルロン酸はヒアルロン酸合成酵素 (hyaluronan synthase、HAS) によっ

て生成され、細胞外へ分泌される。HAS は真皮に存在する線維芽細胞および表

皮に存在する表皮細胞で発現し、ヒト 39-42)およびマウス 42, 43)で同定されている。

ヒトでは少なくとも 3 種類の HAS (HAS1、HAS2、HAS3) が存在し、HAS は

単独でヒアルロン酸合成および分泌活性を持つことがわかっている 44-46)。ヒア

ルロン酸の生成は細胞増殖期に最大となり、静止期には減少する 47-51)。また、

培養細胞へのヒアルロン酸添加により、細胞増殖は促進することが知られてい

る 48, 49)。各 HAS の酵素としての比活性は HAS3 > HAS2 > HAS1 の順で、HAS3

が最も高活性を有している 52)。また、HAS1 と HAS2 は平均分子量 3×105 ～2

×106 Da の高分子のヒアルロン酸を合成するのに対し、HAS3 は平均分子量 2

×105～3×105 Da と、HAS1 および HAS2 と比べて比較的低分子のヒアルロン

酸を合成することが報告されている 53)。しかし、表皮細胞においてサイトカイ

ンやレチノイン酸により HAS3 を特異的に誘導して生成されたヒアルロン酸を
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評価したところ、HAS1 および HAS2 と変わりなく高分子ヒアルロン酸が生成

されたとの報告がある 54, 55)。このことから、3 種の HAS がヒアルロン酸分子を

造り分けるのではなく、組織や細胞によって種々の異なる HAS 発現の制御を通

してヒアルロン酸生成量をコントロールしているとも考えられている。 

 第 1 章にて、HA4 は皮膚を透過することが明らかとなったため、皮膚内で何

らかの作用を示す可能性がある。そこで本章では、HA4 による線維芽細胞のヒ

アルロン酸生成に及ぼす影響として、ヒアルロン酸合成酵素遺伝子発現に及ぼ

す影響を調べた。また、in vivo での HA4 皮膚適用における、皮膚内ヒアルロ

ン酸の組織学的観察および定量を行った。 
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第第第第 2222 節節節節    実験実験実験実験方法方法方法方法    

2222----1111．．．．実験実験実験実験材料材料材料材料    

HA4 (99.14%) (776.3 Da) は糖質科学研究所 (東京、日本) より、HA (平均分

子量 1200 kDa) および L-HA (平均分子量 33 kDa) は資生堂リサーチセンタ

ー (横浜、神奈川、日本) より供与された。ウシ胎児血清 (fetal bovine serum、、、、

FBS) は株式会社ニチレイバイオサイエンス (東京、日本) より、ダルベッコ

MEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium、DMEM) は和光純薬工業 (大阪、

日本) より購入した。RNAiso Plus および PrimeScriptⓇ RT reagent Kit、

SYBRⓇ Premix Ex TaqTMはタカラバイオ株式会社 (草津、滋賀、日本) より、

Primer は invitrogen  (東京、日本) より、ヒアルロン酸測定キットは生化学バ

イオビジネス (東京、日本) または R&D Systems (Minneapolis、MN、USA) の

ものを使用した。HABP は HOKUDO (札幌、北海道、日本) より購入した。そ

の他の試薬は、市販の分子生物学用または生化学用、特級のものを和光純薬工

業 (大阪、日本) より購入した。 

 

2222----2222．使用細胞．使用細胞．使用細胞．使用細胞    

包皮皮膚由来正常ヒト皮膚線維芽細胞は、倉敷紡績株式会社 (大阪、日本) よ

り新生児男性のものを購入した。腹部由来正常ヒト皮膚表皮細胞は Biopredic 

International (Rennes、France) より成人女性のものを、株式会社ケー・エー・

シー (大阪、日本) 経由で購入した。 

 

2222----3333．細胞培養．細胞培養．細胞培養．細胞培養    

線維芽細胞は 100 mm ディッシュに 1 × 105 cells/dish で播種し、培養を行っ

た。線維芽細胞は、10% FBS を含む DMEM で、37 ºC、5% CO2条件下でイン
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キュベートした。表皮細胞は100 mmディッシュに2 × 105 cells/dishで播種し、

培養を行った。表皮細胞は、表皮角化細胞基礎培地に培地中最終濃度として

insulin を 10 µg/mL、hEGF (human epidermal growth factor) を 0.1 ng/mL、

hydrocortisone を 0.5 µg/mL、抗菌剤として gentamicin を 50 µg/mL、

amphotericin B を 50 ng/mL、BPE を 0.4% v/v になるように加えた表皮角化

細胞増殖用培地 (HuMedia-KG2) で、37 ºC、5% CO2条件下でインキュベート

した。 

共培養には、ポアサイズが 0.4 µm、ポア密度が 1.0 × 108 pores/cm2の PET 

(polyethylene terephthalate) メンブレンで構成された BD FalconTMセルカル

チャーインサート (Becton, Dickinson and Company、Lincoln Park、NJ、USA) 

を用いた。線維芽細胞を 6-well プレートに 0.2 × 105 cells/well で播種し、表皮

細胞はセルカルチャーインサートに 0.2 × 105 cells/well で播種し、培養を行っ

た。線維芽細胞は 10% FBS を含む DMEM で、表皮細胞は HuMedia-KG2 で、

37 ºC、5% CO2条件下でインキュベートした。 

 

2222----4444．サンプル添加．サンプル添加．サンプル添加．サンプル添加    

HA および L-HA、HA4 は各々0.1 µg/mL の濃度のものを調製した。単層培

養系では、線維芽細胞を 60 mm ディッシュに 0.3 - 0.5× 105 cells/dish で播種し

1 日培養後、コントロールは培地のみ、HA および L-HA、HA4 は各々調製した

サンプルを添加した。共培養系では、線維芽細胞 (プレート側) を 0.2 × 105 

cells/well で、表皮細胞 (インサート側) を 0.2 × 105 cells/well で播種し 1 日培

養した。ノーマルは単層培養系で線維芽細胞に培地のみ、コントロールおよび

HA、HA4 は共培養系で表皮細胞 (インサート側) と線維芽細胞 (プレート側) 

に、培地または各々の条件で調製したサンプルを添加した。また、内因性ヒア
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ルロン酸分解には、1 units/mL  Streptomyces hyalurolyticus 由来ヒアルロニ

ダーゼ (StrepH) を添加して 4 時間培養後、細胞を PBS で洗浄して各々調製し

たサンプルを添加した。 

 

2222----5555．．．．MTTMTTMTTMTT 試験による細胞毒性の評価試験による細胞毒性の評価試験による細胞毒性の評価試験による細胞毒性の評価    

 MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) を

PBS で 5 mg/mL の濃度になるように調製し、ろ過滅菌をした。培地と MTT 溶

液を 9：1 で混合し、細胞に添加して 3 時間、37 ºC でインキュベートした。細

胞を PBS で洗浄後、0.04 mol/L HCl/isopropyl alcohol を添加し、生成されたホ

ルマザンを溶解した。マイクロプレートリーダ (SpectraMax M2e) (日本モレキ

ュラーデバイス、東京、日本) で吸光度 (570 nm) を測定し、HA および HA4

による細胞毒性を評価した。 

 

2222----6666．セルカウントによる細胞増殖の評価．セルカウントによる細胞増殖の評価．セルカウントによる細胞増殖の評価．セルカウントによる細胞増殖の評価    

 細胞をトリプシンによりディッシュから剥がして回収後、培地に再懸濁した。

細胞懸濁液をマイクロチューブに分取し、同量のトリパンブルー溶液と混合し

て血球計算板により細胞数をカウントした。全細胞数を算出し、HA および HA4

による細胞増殖を評価した。 

 

2222----7777．．．．RNARNARNARNA 抽出抽出抽出抽出    

 培地を除き、細胞を PBS で洗浄した。RNAiso Plus を 1 mL 加え、ピペッテ

ィングをして細胞を壊し、マイクロチューブに移した。クロロホルムを 200 µL 

加えて攪拌し、室温で 2～3 分間放置した。12,000 × g、4 ºC で 15 分間遠心し、

上層を別のチューブに取り、再びクロロホルムを 200 µL 加えて攪拌し、12,000 
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× g、4 ºC で 15 分間遠心した。上層を別のチューブに取り、冷イソプロパノー

ルを 500 µL 加えて攪拌し、室温で 5～10 分間放置して、12,000 × g、4 ºC で

10 分間遠心した。得られた RNA (沈殿物) に冷 70%エタノールを 500 µL 加え

て軽く攪拌し、12,000 × g、4 ºC で 15 分間遠心して RNA を洗浄した (この操

作は 2 回行った)。エタノールを吸い取り、マイクロチューブのふたを開けて放

置し、RNA が半透明になるまで乾燥させた。RNase free 水を 7 µL 加え、氷中

で 15 分間放置した。軽く攪拌し、1 µL 取って RNase free 水で 100 倍に希釈

し、マイクロプレートリーダ (SpectraMax M2e) で吸光度 (260 nm、280 nm) 

を測定して総 RNA 濃度を算出した。また、OD 260/280で DNA やタンパク質の

混在、RNA の断片化が起こっていないかを確認した。 

 

2222----8888．．．．Real time PCRReal time PCRReal time PCRReal time PCR    

 PrimeScriptⓇ RT reagent Kit を使用して逆転写を行った。5×PrimScriptⓇ 

Buffer を 2.0 µL、PrimScriptⓇ RT Enzyme Mix を 0.5 µL、Oligo dT Primer

を 0.5 µL、Random 6-mers を 0.5 µL で混合し、8 連チューブに 3.5 µL ずつ分

注した。各々の RNase free 水に溶解した総 RNA がチューブ当り 0.5 µg となる

ように加え、RNase free 水が合計 6.5 µL となるように不足分の RNase free 水

を加えた。軽く遠心を行い、泡を取り除いてサーマルサイクラー (Veriti) 

(Applied Biosystems、Foster City、CA、USA) で逆転写反応を行った。 

リアルタイム PCR は SYBRⓇ Premix Ex TaqTMを使用して行った。SYBRⓇ 

Premix Ex TaqTM (2×) を 10 µL、10 µM PCR Forward Primer (Table 5) を 0.4 

µL、10 µM PCR Reverse Primer (Table 5) を 0.4 µL、ROX Reference Dye II 

(50×) を 0.4 µL、滅菌蒸留水を 6.8 µL で混合し、8 連チューブまたは 96 ウェル

チューブに 18 µL ずつ分注し、希釈をした cDNA を 2 µL 加えて全量 20 µL と
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した。軽く攪拌し、ABI PRISMⓇ 7500 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems) でリアルタイム PCR を行った。 

リアルタイム PCR は SYBRⓇ Green I を用いた検出方法であるインターカレ

ーション法を利用し、増幅する cDNA 量をリアルタイムに検出、測定した。ま

た、評価は ∆∆CT 法を用いた相対定量で行った。 

 

Table 5.  Primer sequences 

Primer Sequence 

GAPDH 
Forward 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3’ 

Reverse 5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’ 

HAS1 
Forward 5’-ACGTGCGGATCCTTAACCCT-3’ 

Reverse 5’-AGGCCTAGAGGACCGCTGAT-3’ 

HAS2 
Forward 5’-GTCATGGGCAGAGACAAATCAG-3’ 

Reverse 5’-CGTTACGTGTTGCGAGCTTTC-3’ 

HAS3 
Forward 5’-GGGCATTATCAAGGCCACCTA-3’ 

Reverse 5’-CAGATTTGTTGATGGTAGCAATGG-3’ 

 

 

2222----9999．細胞上清中ヒアルロン酸量の定量．細胞上清中ヒアルロン酸量の定量．細胞上清中ヒアルロン酸量の定量．細胞上清中ヒアルロン酸量の定量    

培地中に生成されたヒアルロン酸量は、ELISA 法 (競合法) を利用したヒア

ルロン酸測定キット (測定範囲：12.5 - 400 ng/mL) (生化学バイオビジネス) を

使用して測定した。第 1 章の 2-7.と同様の方法で行い、検体にはセルスクレーパ

により細胞を浮遊させた上清を用いた。 
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2222----10101010．．．．In vivoIn vivoIn vivoIn vivo における皮膚サンプルの作成における皮膚サンプルの作成における皮膚サンプルの作成における皮膚サンプルの作成    

 第 1 章の 2-8.と同様に Normal/UVA(-)および Control/UVA(+)、HA/UVA(+)、

HA4/UVA(+) の 4 群に分け、各々の処理を行った。処理 21 日後に皮膚を剥離

して 8 mm 生検パンチにより皮膚サンプルを回収し、マイクロチューブに入れ

て-30 ºC で凍結保存した。また、第 1 章の 2-10.と同様に凍結切片を作成した。 

 

2222----11111111．皮膚内ヒアルロン酸の抽出．皮膚内ヒアルロン酸の抽出．皮膚内ヒアルロン酸の抽出．皮膚内ヒアルロン酸の抽出    

 凍結保存をしておいた皮膚サンプルに、メタノールを 300 µL 加え、眼科用ハ

サミで細かく刻んだ。20 分間超音波処理を行い、18,000 × g で 15 分間遠心し、

上清を 200 µL 回収した。窒素気流下で乾固し、蒸留水を 100 µL 加えて残留物

を溶解し、-30 ºC で凍結保存した。 

 

2222----12121212．．．．    皮膚内ヒアルロン酸量の定量皮膚内ヒアルロン酸量の定量皮膚内ヒアルロン酸量の定量皮膚内ヒアルロン酸量の定量    

 皮膚内ヒアルロン酸量は、ELISA 法  (サンドイッチ法 ) を利用した

QuantikineⓇ Hyaluronan ELISA Kit (測定範囲：0.625 - 40 ng/mL) (R&D 

Systems) を用いて測定した。キット内のプレートをセットし、各ウェルに

Assay Diluent RD1-14 (タンパク質溶解緩衝液) を 50 µL 加えた。あらかじめ調

製しておいたヒアルロン酸標準液 (0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 ng/mL) および本

章の 2-11.で作成したサンプルを 50 µL 加え、室温で 2 時間振盪した。適応濃度

に調製した Wash Buffer でウェル内を 5 回洗浄し、各ウェルに Hyaluronan 

Conjugate (HRP標識ヒトアグリカン) を 100 µL加え、室温で 2時間振盪した。

Wash Buffer でウェル内を 5 回洗浄し、Substrate Solution (Color Reagent A : 

Color Reagent B = 1 : 1) を 100 µL 加えて遮光し、室温で 30 分間静置した。

Stop Solution を 100 µL 加え、マイクロプレートリーダで吸光度 (測定波長 : 
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450 nm、対照波長 : 540 nm) を測定した。 

 

2222----13131313．．．．    HABPHABPHABPHABP 染色染色染色染色    

 凍結切片はミクロトーム Leica CM 3050 S を使用し、6 µm の薄切切片を作

成した。薄切切片は HABP 染色を行い、皮膚内のヒアルロン酸を観察した。 

 薄切切片をチャンバー内で PBS に浸けて 5 分間超音波処理を行い、余分な水

分を拭き取り湿箱にセットした。中性ホルマリン溶液で調製した 0.5% 塩化セ

チルピリジニウムをスライドガラス状の薄切切片に滴下し、室温で 10 分間静置

した。薄切切片を 20 mM Tris-HCl (pH 8) に 5 分間浸し、これを 3 回行い洗浄

した。余分な水分を拭き取って 20 mM Tris-HCl (pH 8) を滴下し、37 ºC で 15

分間静置した。余分な水分を拭き取って 20 mM Tris-HCl (pH 8)で調製した 1 

U/mL コンドロイチナーゼ ABC (avidin-biotin complex) を滴下し、37 ºC で 2

時間静置した。室温で 5 分間、PBS で 3 回洗浄し、余分な水分を拭き取った。

以下、洗浄は同様の操作を行った。アビジンを滴下し、室温で 20 分間静置した。

洗浄後、ビオチンを滴下して室温で 20 分間静置した。洗浄後、0.3% H2O2を滴

下して室温で 20 分間静置した。洗浄後、1% BSA (bovine serum albumin) を

滴下し、室温で 1 時間静置した。余分な水分を拭き取り、1% BSA で調製した 2 

µg/mL HABP を滴下し、室温で 1 時間静置した。洗浄後、HRP-streptavidin

を滴下して室温で 15 分間静置した。DAB (3, 3’-duanubibenzudune) を滴下し、

顕微鏡で観察をしながら色の染まり具合を決め、染色後は直ぐに PBS で洗い流

し、さらに洗浄を行った。細胞核を染色するために、チャンバー内でヘマトキ

シリン染色を行い、70、80、90、100% エタノールに順次浸け、3 回キシレン

に浸けて透徹後、封入を行い顕微鏡で観察した。 
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2222----14141414．データ解析．データ解析．データ解析．データ解析    

 SAS 統計解析システム ver. 9.2 (SAS Institute) を使用し、p 値を算出した。

統計解析法には、Tukey または Dunnett の多重検定を用いた。 
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第第第第 3333 節節節節    結果結果結果結果    

3333----1111．線維芽細胞における．線維芽細胞における．線維芽細胞における．線維芽細胞における HAHAHAHA およびおよびおよびおよび HA4HA4HA4HA4 の細胞毒性と細胞増殖への影響の細胞毒性と細胞増殖への影響の細胞毒性と細胞増殖への影響の細胞毒性と細胞増殖への影響 

 HA および HA4 の細胞毒性を調べるために、線維芽細胞に 0.1 µg/mL HA、

HA4 を添加し、24 時間後に MTT 試験を行った。その結果、HA、HA4 共に細

胞毒性は認められなかった (Fig. 11a)。次に、細胞増殖への影響を調べるために、

HA、HA4 添加 24 時間後、細胞を回収してセル数を算出した。その結果、HA、

HA4 共に細胞増殖率は増加した (Fig. 11b)。 

 

 

Fig. 11.  Effect of HA and HA4 treatment on the cell viability and 

proliferation of fibroblasts.  Cell viability was determined by the MTT 

assay, and proliferation was determined by cell count.  Fibroblasts were 

treated for 24 h with 0.1 µg/mL HA and HA4.  Values were the mean ± 

S.D. of three experiments.  **p < 0.01, Dunnett’s post-hoc multiple 

comparison test. 
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3333----2222．線維芽細胞における．線維芽細胞における．線維芽細胞における．線維芽細胞における HAHAHAHA およびおよびおよびおよび HA4HA4HA4HA4 添加による添加による添加による添加による HASHASHASHAS 遺伝子発現量とヒア遺伝子発現量とヒア遺伝子発現量とヒア遺伝子発現量とヒア

ルロン酸生成量の比較ルロン酸生成量の比較ルロン酸生成量の比較ルロン酸生成量の比較    

 線維芽細胞にコントロールとして培地のみ、0.1 µg/mL HA および HA4 を添

加した。24 および 48 時間培養後、HAS1 - 3 遺伝子発現量を測定した。その結

果、HA および HA4 を添加することで、HAS1 遺伝子発現量は 24 時間後で各々

1.7、1.6 倍、48 時間後で各々3.4、2.0 倍と、経時的に増加した (Fig. 12)。次に、

培地中に生成されたヒアルロン酸量を ELISA 法により測定した。その結果、ヒ

アルロン酸生成量に変化はみられなかった (Fig. 13)。 
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Fig. 12.  Effects of HA and HA4 treatment for 24 and 48 h on HAS1, 

HAS2 and HAS3 mRNA expression in fibroblasts.  HAS1, HAS2 and 

HAS3 mRNA expression was determined by quantitative real-time PCR.  

Fibroblasts were treated for 24 h (a) and 48 h (b) with 0.1 ug/mL HA and 

HA4.  Values were normalized against GAPDH housekeeping gene levels 

and were compared with untreated controls.  Values were means ± S.D. of 

three experiments.  *p < 0.05, **p < 0.01, Tukey’s post-hoc multiple 

comparison test.  

 

 

Fig. 13.  Effects of HA and HA4 treatment for 24 and 48 h on hyaluronan 

contents in fibroblasts.  Hyaluronan contents were determined by ELISA.  

Fibroblasts were treated for 24 h (a) and 48 h (b) with 0.1 ug/mL HA and 

HA4.  Values were compared with untreated controls.  Values were 

means ± S.D. of three experiments.  
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3333----3333．線維芽細胞．線維芽細胞．線維芽細胞．線維芽細胞----表皮細胞の共培養における表皮細胞の共培養における表皮細胞の共培養における表皮細胞の共培養における HAHAHAHA およびおよびおよびおよび HA4HA4HA4HA4 添加による添加による添加による添加による HASHASHASHAS

遺伝子発現量とヒアルロン酸生成量の比較遺伝子発現量とヒアルロン酸生成量の比較遺伝子発現量とヒアルロン酸生成量の比較遺伝子発現量とヒアルロン酸生成量の比較 

 細胞を用いてより皮膚に近い状態で評価を行うため、線維芽細胞と表皮細胞

の共培養を行い、HAS1 - 3 遺伝子発現量およびヒアルロン酸生成量を比較した。

単層培養した線維芽細胞に培地のみ添加したものをノーマル、線維芽細胞およ

び表皮細胞の共培養に各々の培地のみ添加したものをコントロールとした。0.1 

µg/mL HA、HA4 は表皮細胞の上側のみに添加、または、線維芽細胞および表

皮細胞の両側に添加した。その結果、表皮細胞のみに HA および HA4 を 24 時

間添加することで、HAS1 遺伝子発現量が各々6.6、5.0 倍増加した (Fig. 14a)。

また、線維芽細胞および表皮細胞の両側に HA および HA4 を添加することで、

HAS1 遺伝子発現量が各々1.9、3.4 倍増加した (Fig. 14b)。次に、線維芽細胞側

の培地中に生成されたヒアルロン酸量を ELISA 法により測定した。その結果、

表皮細胞のみ、または、線維芽細胞および表皮細胞の両側に HA、HA4 を添加

してもヒアルロン酸量に変化はみられなかった (Fig. 15)。 
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Fig. 14.  Effect of HA and HA4 treatment for 24 h on the HAS1, HAS2 and 

HAS3 mRNA expression in co-culture of fibroblasts and keratinocytes.  

HAS1, HAS2 and HAS3 mRNA expressions were determined by 

quantitative real-time PCR.  Keratinocytes (a) or both keratinocytes and 

fibroblasts (b) were treated with 0.1 µg/mL HA and HA4 for 24 h.  Values 

were normalized to GAPDH housekeeping gene levels and compared with 

untreated controls.  Values were the mean ± S.D. of three experiments.  

*p < 0.05, **p < 0.01, Dunnett’s post-hoc multiple comparison test.  

 

 

Fig. 15.  Effect of HA and HA4 treatment for 24 h on the hyaluronan 

contents in co-culture of fibroblasts and keratinocytes.  Hyaluronan 

contents were determined by ELISA.  Keratinocytes (a) or both 

keratinocytes and fibroblasts (b) were treated with 0.1 µg/mL HA and HA4 

for 24 h.  Values were compared with untreated controls.  Values were 

the mean ± S.D. of three experiments.   
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3333----4444．線維芽細胞における．線維芽細胞における．線維芽細胞における．線維芽細胞における LLLL----HAHAHAHA 添加による添加による添加による添加による HASHASHASHAS 遺伝子発現量とヒアルロン酸遺伝子発現量とヒアルロン酸遺伝子発現量とヒアルロン酸遺伝子発現量とヒアルロン酸

生成量の変化生成量の変化生成量の変化生成量の変化    

低分子ヒアルロン酸はヒアルロン酸生成量を増加させることが知られている

ことから、次に、線維芽細胞における L-HA 添加での HAS 遺伝子発現およびヒ

アルロン酸生成量を、HA および HA4 と比較した。その結果、HA、L-HA、HA4

を添加することで HAS1 遺伝子発現量は各々1.6、1.6、1.7 倍増加した (Fig. 16a)。

しかし、ヒアルロン酸生成量はコントロールと比較して HA および HA4 添加で

は変化はみられず、L-HA 添加により増加した (Fig. 16b)。 

 

 
Fig. 16.  Effects of HA, L-HA and HA4 treatment for 24 h on the HAS1, 

HAS2 and HAS3 mRNA expression and hyaluronan concentration in 

NHDFs.  HAS1, HAS2 and HAS3 mRNA expression was determined by 

quantitative real-time PCR (a).  Hyaluronan concentration were 

determined by ELISA (b).  NHDFs were treated with 0.1 ug/mL HA, L-HA 

and HA4 for 24 h.  Each value was compared with untreated controls.  

Values were means ± S.D. of three experiments.  *p < 0.05, **p < 0.01, 

Tukey’s post-hoc multiple comparison test. 
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3333----5555．．．．HAHAHAHA およびおよびおよびおよび HA4HA4HA4HA4 塗布における皮膚内ヒアルロン酸量の変化塗布における皮膚内ヒアルロン酸量の変化塗布における皮膚内ヒアルロン酸量の変化塗布における皮膚内ヒアルロン酸量の変化 

 HA および HA4 の in vivo におけるヒアルロン酸量を、UVA 照射ヘアレスマ

ウスを用いて評価した。ヘアレスマウス背部皮膚に、UVA 照射および HA また

は HA4 塗布を 1 週間に 5 回、計 3 週間行った。その後、皮膚を摘出してヒアル

ロン酸を抽出し、皮膚中ヒアルロン酸量を ELISA で評価した。その結果、コン

トロールと比べて HA4 塗布により皮膚中ヒアルロン酸量は増加した (Fig. 17a)。

また、皮膚切片を作成して HABP 染色を行い、皮膚内ヒアルロン酸を観察した。

その結果、コントロールと比べて HA4 塗布で、ヒアルロン酸陽性部位の増加傾

向が観察された (Fig. 17b and c)。 

 

 

Fig. 17.  Changes in hyaluronan content in skin after HA4 treatment.  

Hyaluronan was extracted for UVA-irradiated mice skin.  Hyaluronan 

concentration was determined by ELISA (a).  Skin samples were fixed 

and stained with HABP. UVA irradiated skin specimens of control (b) and 

HA4 (c) group after each sample treatment.  Bar = 50 µm.  Values were 

the mean ± S.D of three experiments.  *p < 0.05, Dunnett’s post-hoc 

multiple comparison test. 
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第第第第 4444 節節節節    考察考察考察考察    

 本章では、HA4 による線維芽細胞のヒアルロン酸生成に及ぼす影響として、

HA4 の HAS 遺伝子発現に及ぼす影響、および HA4 の in vivo 皮膚適用におけ

る皮膚内ヒアルロン酸量の変化を検討した。その結果、in vitro での線維芽細胞

の単層培養および線維芽細胞と表皮細胞の共培養において、HAS1 遺伝子発現

量が増加した。しかし、細胞上清中のヒアルロン酸量に変化は認められなかっ

た。一方で、in vivo における皮膚内ヒアルロン酸量は、HA4 塗布によって増加

した。 

 まず、線維芽細胞における HA および HA4 の、細胞毒性および細胞増殖への

影響を調べた。その結果、0.1 µg/mL HA および HA4 に細胞毒性はみられず、

また、細胞増殖は促進した (Fig. 11)。ヒアルロン酸は細胞増殖を促進すること

が知られており、HA4 にもその作用があることが示された。この結果より、HA4

は 0.1 µg/mL であれば細胞毒性がないと判断し、以下の研究に用いた。 

 線維芽細胞は、真皮でのヒアルロン酸生成を調節している。線維芽細胞の周

囲に低分子ヒアルロン酸が増加することでヒアルロン酸生成が増加することか

ら、HA4 添加によりヒアルロン酸生成が増加すると考えた。しかし、線維芽細

胞にHAおよびHA4を添加することで、HAS1遺伝子発現量が増加したが (Fig. 

12)、その増加に伴うヒアルロン酸生成への影響は認められなかった (Fig. 13)。 

線維芽細胞と表皮細胞の共培養におけるHAS1遺伝子発現量は、表皮細胞 (イ

ンサート側) のみ、および表皮細胞 (インサート側) および線維芽細胞 (プレー

ト側) に HA、HA4 を添加することで増加した (Fig. 14)。表皮細胞に EGF 

(epidermal growth factor) を添加することで、HAS 発現が増加することが報告

されている 56)。このことから、単層培養系と比較して共培養系で HAS1 遺伝子

発現量が増加したのは、線維芽細胞と表皮細胞を共培養することで表皮細胞か
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ら増殖因子が発現し、線維芽細胞を刺激したことで HAS1 遺伝子発現量が増加

したことが考えられる。また、ノーマル (単層培養) とコントロール (共培養) で

HAS 遺伝子発現量にほとんど変化がみられないことから、表皮細胞を培養する

際に放出されている可能性のある増殖因子による線維芽細胞での HAS 遺伝子

発現に影響はないと考えた。このことから、HA および HA4 の刺激によって表

皮細胞 (インサート側) から増殖因子などが放出され、その増殖因子と HA また

は HA4 の両方が線維芽細胞 (プレート側) を刺激したことで、線維芽細胞の単

層培養系と比べて共培養系において HAS1 遺伝子発現量が増加したことが考え

られる。また、共培養系において、表皮細胞 (インサート側) のみに HA、HA4

を添加時 (Fig. 14a) と比べて表皮細胞 (インサート側) および線維芽細胞 (プ

レート側) に HA、HA4 の添加時 (Fig. 14b) で HAS1 遺伝子発現量の増加の割

合が小さいのは、HA および HA4 濃度が濃くなったためだと考えている。その

理由として、以前、線維芽細胞の単層培養で HA4 の濃度検討を行った際に濃度

依存性は認められなかったが、濃度が濃くなると HAS 遺伝子発現量の増加の割

合が小さくなったことから、共培養系でインサートメンブレンを HA、HA4 が

通過し、結果的に HA、HA4 濃度が濃くなったことが考えられる。次に、表皮

細胞と線維芽細胞の共培養系において、線維芽細胞の単層培養系よりも HAS1

遺伝子発現量が増加したため、線維芽細胞 (プレート側) 上清中のヒアルロン酸

量を測定した。その結果、表皮細胞 (インサート側) のみに HA、HA4 を添加し

たときも、表皮細胞 (インサート側) および線維芽細胞 (プレート側) に HA、

HA4 を添加したときも、共に細胞上清中のヒアルロン酸量に変化は認められな

かった (Fig. 15)。また、ヒアルロン酸に特異的であり、コンドロイチンおよび

コンドロイチン硫酸に対しては活性を示さない StrepH によって内因性のヒア

ルロン酸を分解した後に HA、HA4 を添加しても、細胞上清中ヒアルロン酸量
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に変化は認められなかった。さらに、HA、HA4 添加によって HAS1 遺伝子発

現量が増加しているにも関わらずヒアルロン酸生成量に影響がなかったことか

ら、発現している遺伝子量ではヒアルロン酸生成に影響を及ぼさない可能性が

考えられた。線維芽細胞には細胞周囲のヒアルロン酸の状況変化に反応して自

らのヒアルロン酸生成量を制御する機構を有し、生体内で細胞周囲に低分子量

のヒアルロン酸が増加するとヒアルロン酸生成が増加する。そこで、線維芽細

胞の単層培養に L-HA を添加し HAS 遺伝子発現量を HA および HA4 と比較し

たところ、L-HA および HA、HA4 共に同程度の HAS1 遺伝子発現量が得られ

た (Fig. 16a)。しかし、HA および HA4 とは異なり、L-HA を添加したときで

はヒアルロン酸生成量が増加した (Fig. 16b)。このことから、HA および HA4

添加による HAS1 遺伝子発現量は十分量であることが示された。本検討におい

てヒアルロン酸生成量に変化がみられなかったのは、HA の場合は負のフィード

バックが働いたことでヒアルロン酸生成が抑えられたことが考えられる。しか

し、HA4 による作用は不明である。 

細胞実験でのHAおよびHA4 添加によるヒアルロン酸生成への影響は認めら

れなかった一方で、in vivo における UVA 照射ヘアレスマウスでの皮膚内ヒア

ルロン酸量は、HA4 塗布によって増加した (Fig. 17a)。第 1 章より、HA4 は受

動拡散で皮膚を透過し、UVA 照射ヘアレスマウス皮膚に HA4 を塗布すること

で皮膚機能が改善することを明らかにしている。このことから、UVA 照射ヘア

レスマウス皮膚に HA4 を塗布することで皮膚内へ HA4 が浸透し、細胞に作用

してヒアルロン酸合成能が上昇したことが考えられる。いくつかの成長因子や

サイトカインが、各々の細胞膜受容体を介して HAS アイソザイムの発現を制御

していることが報告されている 57-62)。また、ヒアルロン酸が認識する受容体の

中には、HA4 は結合できない受容体が存在する。In vitro 細胞実験では変化は
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なかったが、in vivo 動物実験でヒアルロン酸量が増加したのは、表皮細胞や線

維芽細胞またはそれ以外の細胞や組織から発現する、または皮膚内に存在する

何らかの物質が関与して、HA4 の刺激を補助または増強している可能性が考え

られる。この何らかの物質は結合タンパク質で、HA4 が結合できない受容体に

結合することを補助しているかもしれない。この何らかの物質は、HA4 の刺激

を増強しているかもしれない。 

In vitro 細胞実験では変化はなかったが、in vivo 動物実験でヒアルロン酸量

が増加していた詳細なメカニズムは不明である。しかし第 2 章より、HA4 を塗

布することで、非侵襲的に皮膚内ではヒアルロン酸量を増加させることができ

ることが示された。現在、美容分野や医療において、ヒアルロン酸注入療法が

盛んに行われている。美容分野では、シワや瘢痕の治療に用いられ、医療では

関節リウマチなどの治療に用いられている。このことから、HA4 を皮膚適用す

ることで、シワや関節痛の予防に役立つかもしれない。今後、HA4 による皮膚

内ヒアルロン酸量の増加メカニズムの解明を期待する。 
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第 3 章 HA4 による表皮細胞の分化に及ぼす影響 

 

第第第第 1111 節節節節    緒論緒論緒論緒論    

表皮を構成する細胞の約 95%は表皮細胞であり、表皮は深部から基底層、有

棘層、顆粒層、角層に分類される。皮膚の最外層に位置する角層は生体と環境

の境界にあり、生体内からの水分損失を抑え、また、外部からの異物に対する

防御を行う。表皮では幹細胞が分裂して生まれた娘細胞が、表皮層を上へ移動

し、脱核により角層となる。角層は 15～20 層存在し、約一日で一枚表面から剥

がれ落ちる。この過程を分化と呼び、基底層から顆粒層までを約 14 日間、角層

で脱落するまで約 14 日間かかるといわれている。通常の哺乳類の表皮は、細胞

分裂と基底層でのケラチン K5/K14、続いて K1/K10、ケラチンを束ねるフィラ

グリン、そしてインボルクリンやロリクリンがトランスグルタミナーゼなどに

よって変換され、コーニファイドエンベロープが発現する 63, 64)。哺乳類の表皮

細胞の最終分化では、コーニファイドエンベロープに取り巻かれるクロスリン

クしたケラチンタンパク質と死んだ細胞を多く含む角層形態になる。分化の過

程で、フィラグリンは有棘層上層から発現する 65)。フィラグリンの前駆体であ

るプロフィラグリンは、顆粒層から角層に分化する過程でプロテアーゼにより

フィラグリンを遊離し、Calpain I や Caspase14 などによって断片化される。

この断片化フィラグリンは、ブレオマイシン水解酵素によって水分保持機能の

高いアミノ酸 (NMF) を遊離する 66, 67)。インボルクリンはコーニファイドエン

ベロープを形成する前駆タンパク質として、有棘層から顆粒層で発現する 68, 69)。

インボルクリンはトランスグルタミナーゼによりコーニファイドエンベロープ

に組み込まれ、セラミドなどの細胞間脂質と結合して皮膚バリア機能を形成す

る 70-72)。トランスグルタミナーゼは主にタンパク質とタンパク質をつなぐ架橋
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活性を持ち、皮膚表面の物理的強度を強める役割を担っている 73, 74) (Fig. 18)。 

 

 

Fig. 18.  Epidermal differentiation.  The epidermis is the outermost 

layer of the skin and is separated from the underlying dermis by the 

basement membrane.  Keratinocytes, which compose the epidermis, 

proliferate within the basal cell layer.  As differentiation proceeds, 

keratinocytes progress upwards through the different epidermal layers 

(the spinous layer, granular layer and cornified layer or stratum corneum), 

becoming anucleated and increasingly compacted in size, before being 

eventually lost from the skin surface by desquamation (shedding of the 

outer layers of skin).  Each stage of epidermal differentiation is 

characterised by the expression of specific proteins, and examples of these 

are listed on the figure.  

 

CD44 はヒアルロン酸受容体や、細胞‐細胞、細胞‐細胞間基質 (ヒアルロン

酸やコラーゲンなど) を接着させる接着分子のひとつである。細胞凝集、細胞外

マトリックスの保持、受容体を介したヒアルロン酸の取り込み･分解、そしてマ

トリックス‐細胞間のシグナル伝達などに関与する。さらに、腫瘍転移や創傷
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治癒、炎症部位での白血球の血管外遊出を含む様々な生理的、そして病態生理

的に重要である 75)。また、CD44 は最も知られているヒアルロン酸受容体でも

ある 76)。ヒアルロン酸と CD44 の結合能力は常に調節されており、CD44 は結

合していない不活性型やリガンドに結合した活性型で存在する。ヒアルロン酸

の生体に及ぼす様々な効果は、分子サイズや CD44 といった受容体などの様々

な要因に依存して複雑に変化する。ヒアルロン酸と CD44 の相互作用により、

正常角層構造や表皮バリア機能に必須な表皮細胞分化やコレステロール合成、

ラメラ形成に関与することが報告されている 77, 78)。培養細胞では、CD44 は細

胞質尾部でセリン/スレオニン残基が構造的にリン酸化される 79-81)。また、ヒア

ルロン酸と CD44 の相互作用は、PKNγキナーゼ活性依存的 Rac1 が PLCγ1 リ

ン酸化やコルタクチンのリン酸化に働き、細胞接着や分化といった表皮細胞機

能に必須である PLCγ1 介在 IP3産生や細胞内 Ca2+濃度上昇につながる 78) (Fig. 

19)。このように、ヒアルロン酸と CD44 の相互作用により、様々なシグナルが

働くことが近年明らかとなってきた。 

 

Fig. 19.  A proposed model for the interaction 

between hyaluronan/CD44 mediated Rac1-PKNγ 

activation and PLCγ1 regulated Ca2+ signaling 

during keratinocyte cell-cell adhesion and 

differentiation.  Hyaluronan-CD44 interaction 

with Rac1 dependent PKNγ kinase activation 

promotes phosphorylation of PLCγ1 

phosphorylation, leading to the onset of 

PLCγ1-mediated IP3 production/Ca2+ signaling 

required for keratinocyte function. 
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そこで本章では、HA4 の表皮細胞の分化に及ぼす影響を調査し、分化を誘導

することが報告されている高分子ヒアルロン酸と比較した。また、CD44 遺伝子

発現量および CD44 のリン酸化タンパク質量、細胞内 Ca2+濃度を測定し、HA4

による細胞内シグナルについて評価した。 
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第第第第 2222 節節節節    実験実験実験実験方法方法方法方法    

2222----1111．．．．実験実験実験実験材料材料材料材料    

HA4は糖質科学研究所 (東京、日本) より、HAは資生堂リサーチセンター (横

浜、神奈川、日本) より供与された。その他は、第 2 章と同様の試薬を用いた。 

 

2222----2222．使用細胞．使用細胞．使用細胞．使用細胞    

腹部由来正常ヒト皮膚表皮細胞は Biopredic (Rennes、France) より成人女性

のものを、株式会社ケー・エー・シー (大阪、日本) 経由で購入した。 

 

2222----3333．細胞培養．細胞培養．細胞培養．細胞培養    

表皮細胞は100 mmディッシュに2 × 105 cells/dishで播種し、培養を行った。

表皮細胞は HuMedia-KG2 で、37 ºC、5% CO2条件下でインキュベートした。 

 

2222----4444．サンプル添加．サンプル添加．サンプル添加．サンプル添加    

HA および HA4 は各々1 µg/mL の濃度のものを調製した。表皮細胞を 60 mm

ディッシュに 2 × 105 cells/dishで播種し 1日培養後、コントロールは培地のみ、

HA または HA4 は各々調製したサンプルを添加した。なお、サンプル添加は、

適用期間中毎日行った。 

 

2222----5555．．．．MTTMTTMTTMTT 試験による細胞毒性の評価試験による細胞毒性の評価試験による細胞毒性の評価試験による細胞毒性の評価    

 第 2 章の 2-5.と同様の方法で行った。 

    

2222----6666．セルカウントによる細胞増殖の評価．セルカウントによる細胞増殖の評価．セルカウントによる細胞増殖の評価．セルカウントによる細胞増殖の評価    

 第 2 章の 2-6.と同様の方法で行った。 
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2222----7777．．．．RNARNARNARNA 抽出抽出抽出抽出    

 第 2 章の 2-7.と同様の方法で行った。 

 

2222----8888．．．．Real time PCRReal time PCRReal time PCRReal time PCR    

 第 2 章の 2-8.と同様の方法で行った。プライマーは、以下の配列のものを使

用した (Table 6)。 

 

Table 6.  Primer sequences 

Primer Sequence 

GAPDH 
Forward 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3’ 

Reverse 5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’ 

Keratin 5 (K5) 
Forward 5’-GAGCTGAGAAACATGCAGGA-3’ 

Reverse 5’-TCTCAGCAGTGGTACGCTTG-3’ 

Keratin 10 (K10) 
Forward 5’-CCATCGATGACCTTAAAAATCAG-3’ 

Reverse 5’-GCAGAGCTACCTCATTCTCATACTT-3’ 

Involucrin 
Forward 5’-TGCCTGAGCAAGAATGTGAG-3’ 

Reverse 5’-TTCCTCATGCTGTTCCCAGT-3’ 

Profilaggrin 
Forward 5’-CCATCATGGATCTGCGTGG-3’ 

Reverse 5’-CACGAGAGGAAGTCTCTGCGT-3’ 

Transglutaminase 

(TGase) 

Forward 5’-TCTTCAAGAACCCCCTTCCC-3’ 

Reverse 5’-TCTGTAACCCAGAGCCTTCGA-3’ 

CD44 
Forward 5’-GACACCATGGACAAGTTTTGG-3’ 

Reverse 5’-CGGCAGGTTATATTCAAATCG-3’ 
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2222----9999．タンパク質抽出．タンパク質抽出．タンパク質抽出．タンパク質抽出    

 ディッシュから培地を除き、細胞を PBS で洗浄した。細胞溶解液 (62.5 mM 

Tris-HCl (pH 6.8)、2% w/v SDS、10% glycerol) を 1 mL、10 mM オルトバナ

ジン酸ナトリウムを 100 µL、10 mM ベンジルスホニルフルオリドを 100 µL 添

加し、セルスクレーパを用いて細胞を破壊してマイクロチューブに回収した。

15,000 × g、4 ºC で 15 分間遠心して上清を回収し、100 µL ずつ分注をして-80 ºC

で保存した。また、タンパク質濃度は Lowry 法 82)により測定し、算出した。 

 

2222----10101010．ゲルの作成．ゲルの作成．ゲルの作成．ゲルの作成    

 ゲル板を組立て、10% 分離ゲル (精製水 9.13 mL、30% アクリルアミド/ビ

ズ 7.6 mL、1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 5.7 mL、10% SDS 227 µL、10% ペルオ

キソ二硫酸アンモニウム (ammonium peroxodisulfate、APS) 76 µL、N,N,N’,N’

‐テトラメチルエチレンジアミン (tetramethylethylenediamine、TEMED) 

11.3 µL) を流し入れ、その上に水飽和 1-ブタノールを乗せて約 1 時間静置し、

ゲルを固めた。精製水で水飽和 1-ブタノールを洗い流し、余分な水分を拭き取

った。濃縮ゲル (精製水 3.85 mL、30% アクリルアミド/ビズ 1.1 mL、0.5 M 

Tris-HCl (pH 6.8) 1.7 mL、10% SDS 67 µL、10% APS 22.7 µL、TEMED 6.7 µL) 

を流し入れ、コームを挿入して約 40 分間静置し、ゲルを固めた。 

 

2222----11111111．泳動サンプルの調製．泳動サンプルの調製．泳動サンプルの調製．泳動サンプルの調製    

 本章の 2-9.で抽出したタンパク質を、全て同じ濃度になるように精製水で調

製した。必要量のサンプルバッファー (精製水 3.55 mL、0.5 M Tris-HCl (pH 

6.8)、グリセロール 2.5 mL、10% SDS 2.0 mL、0.5% ブロモフェノールブルー 

0.2 mL) にβ-メルカプトエタノールを 1/20 量加え、タンパク質溶液に同量 (1：
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1) 加えた。95 ºC で 4 分間加熱し、これをサンプルとした。 

 

2222----12121212．．．．    Western blottingWestern blottingWestern blottingWestern blotting    

 ゲル板を電極アッセンブリに装着し、泳動槽にセットした。U 字ガスケット

内を泳動バッファー (Tris 3.03 g、グリシン 14.4 g、1 g SDS を、精製水で全量

1 L に調製) で満たして気泡を除き、泳動槽の規定の位置まで泳動バッファーを

入れた。泳動槽を電源 (パワーパック HC) (BioRad、Hercules、CA、USA) に

繋ぎ、200 V、3.00 A、300 W の条件で泳動を行った。Criterion トランスブロ

ットセルのタンクに転写バッファー (Tris 3.0 g、グリシン 14.4 g、メタノール

150 mL を、精製水で全量 1 L に調製) を半分入れ、アイスブロックをセットし

た。セルセッティングブロックでゲルおよび親水化処理を行った PVDF 

(polyvinylidene difluoride) メンブレンをセットし、トランスブロットセルには

めた。転写バッファーを規定の位置まで入れ、100 V、3.00 A、300 W の条件で

30 分間転写を行った。転写後、パラフィルムで作成した舟にメンブレンの表を

上側にしてセットした。TBS-T (TBS (1 M Tris-HCl 20 mL、塩化ナトリウム 8 g

を精製水に溶解し、pH 7.6 に調製後に全量 1 L に調製) 1 L、Tween 20 1 g) で

調製したブロッキングバッファー (5% スキムミルク) を入れてメンブレンを

浸し、4 ºC でオーバーナイトまたは室温で 1 時間振盪した。メンブレンを TBS-T

ですすぎ、TBS-T に浸して振盪した (5 分 × 2、10 分 × 1)。TBS-T で調製した

5% スキムミルクで各種一次抗体 (Table 7) を希釈し、メンブレンを浸して 1

時間室温で振盪した。メンブレンを TBS-T ですすぎ、TBS-T に浸して振盪した 

(5 分 × 2、10 分 × 1)。TBS-T で調製した 5% スキムミルクで各々由来の各種

二次抗体を希釈し、メンブレンを浸して 1 時間室温で振盪した。メンブレンを

TBS-T ですすぎ、TBS-T に浸して振盪した (5 分 × 2、10 分 × 1)。ラップ上に
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ブロット面が上になるようにメンブレンを置き、全体を覆うように検出試薬 

(ECL Prime Western Blotting Detection Reagent, Bio-Rad) を添加し、室温で

5 分間静置した。ルミノイメージアナライザーシステム (LAS-1000) (富士フィ

ルム) を使用してタンパク質のバンドを検出し、定量を行った。 

 

Table 7.  Antibody 

Antibody Isotype Moleculae weight 

Keratin 10 (K10) Rabbit 57 kDa 

Involucrin Rabbit 69 kDa 

Filaggrin Rabbit 40 kDa 

CD44 Rabbit 43-48 kDa 

Phospho-CD44 (pCD44) Rabbit 85 kDa 

β-Actin Rabbit 45 kDa 

 

 

2222----13131313．細胞内カルシウム濃度測定．細胞内カルシウム濃度測定．細胞内カルシウム濃度測定．細胞内カルシウム濃度測定    

 細胞内カルシウム濃度の測定には、Calcium Kit II-Fura 2 (同仁化学研究所、

上益城、熊本、日本) を使用した。96 ウェルプレートに 1.5 × 104 cells/well で

播種し 1 日培養後、HA および HA4 を 100 µL 添加した。前準備で、Fura 2-AM 

50 µg に Dimethylsulfoxide 50 µL 加え、溶解した。Quenching Buffer 5 mL に、

Hank’s HEPES Buffer (10×) 500 µL、5% Pluronic® F-127 160 µL (最終濃度 

0.04%)、250 mM Probenecid 100 µL (最終濃度 1.25 mM) を添加し、全量が

10 mL となるように精製水を加えて混合した。これに Fura 2-AM の

Dimethylsulfoxide 50 µL を添加して混合溶解し、Loading Buffer とした。培地
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は取り除かず、各ウェルに調製した Loading Buffer を 100 µL 加え、37 ºC で 1

時間インキュベートした。マイクロプレートリーダ (SpectraMax M2e) で吸光

度 (λex = 340 nm / 380 nm、λem = 510 nm) を測定し、HA および HA4 によ

る細胞内カルシウム濃度変化を評価した。Fura2-AM は細胞内に取り込まれる

と、酵素反応により Fura2 が生成される。Fura2 は細胞内でカルシウムイオン

と錯体を形成し、その錯体を測定することで細胞内カルシウム濃度を相対的に

定量する (Fig. 20)。 

 

 
Fig. 20.  Measurement principle of intracellular calcium concentration 

 

 

2222----14141414．データ解析．データ解析．データ解析．データ解析    

 SAS 統計解析システム ver. 9.2 (SAS Institute) を使用し、p 値を算出した。

統計解析法には、Tukey の多重検定を用いた。 
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第第第第 3333 節節節節    結果結果結果結果    

3333----1111．表皮細胞における．表皮細胞における．表皮細胞における．表皮細胞における HAHAHAHA およびおよびおよびおよび HA4HA4HA4HA4 の細胞毒性と細胞増殖への影響の細胞毒性と細胞増殖への影響の細胞毒性と細胞増殖への影響の細胞毒性と細胞増殖への影響    

 HA および HA4 の細胞毒性を調べるために、表皮細胞に 1 µg/mL HA、HA4

を添加 24 時間後に、MTT 試験を行った。その結果、HA、HA4 共に細胞毒性

は認められなかった (Fig. 21)。次に、細胞増殖への影響を調べるために、HA、

HA4 添加 24 時間および 48 時間後、細胞を回収してセルカウントを行った。そ

の結果、24 時間後では細胞数に変化はみられなかったが、48 時間後では、HA

および HA4 添加により細胞数が減少した (Fig. 22)。 

 

 
Fig. 21.  Effect of HA and HA4 treatment on the cell viability of 

keratinocytes.  Cell viability was determined by the MTT assay.  

Keratinocytes were treated for 24 h with 1 µg/mL HA and HA4.  Values 

were the mean ± S.D. of three experiments.  
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Fig. 22.  Effect of HA and HA4 treatment on the cell proliferation of 

keratinocytes.  Proliferation was determined by cell count.  

Keratinocytes were treated for 24 h (a) and 48 h (b) with 1 µg/mL HA and 

HA4. Values were the mean ± S.D. of three experiments.  *p < 0.05, **p < 

0.01, Tukey’s post-hoc multiple comparison test.  

 

 

3333----2222．表皮細胞における．表皮細胞における．表皮細胞における．表皮細胞における HAHAHAHA およびおよびおよびおよび HA4HA4HA4HA4 添加による分化マーカー遺伝子発現量添加による分化マーカー遺伝子発現量添加による分化マーカー遺伝子発現量添加による分化マーカー遺伝子発現量

の比較の比較の比較の比較    

 表皮細胞にコントロールとして培地のみ、1 µg/mL HA および HA4 を添加し

た。4、8、24、72、216 時間培養後、K5 および K10、インボルクリン、プロ

フィラグリン、トランスグルタミナーゼ遺伝子発現量を測定した。その結果、

HA および HA4 添加により、各々の分化マーカー遺伝子発現量は時間経過と共

に増加した。HA および HA4 添加 4、8、24 時間後、各分化マーカー遺伝子発

現量に変化はみられなかった。添加 72 時間 (3 日) 後、HA4 を添加することで

インボルクリンおよびプロフィラグリン、トランスグルタミナーゼ遺伝子発現

量は、コントロールと比較して各々1.3、1.3、1.5 倍増加した (Fig. 23)。添加

216 時間 (9 日) 後、HA および HA4 を添加することで、共に各分化マーカー遺

伝子発現量は増加した。特に、後期分化マーカーであるインボルクリンおよび

プロフィラグリン、トランスグルタミナーゼ遺伝子発現量は有意に増加した。
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HA 添加によるインボルクリンおよびプロフィラグリン、トランスグルタミナー

ゼ遺伝子発現量は、コントロールと比較して各々1.2、1.6、1.6 倍増加した。HA4

添加によるインボルクリンおよびプロフィラグリン、トランスグルタミナーゼ

遺伝子発現量は、コントロールと比較して各々1.3、1.5、1.6 倍増加した (Fig. 24)。 

 

 
Fig. 23.  Effect of HA and HA4 treatment for 3 days on each 

differentiation marker mRNA expression in keratinocytes.  K5 (a), K10 

(b), involucrin (c), profilaggrin (d), and TGase (e) mRNA expressions were 

determined by quantitative real-time PCR.  Keratinocytes were treated 

with 1 µg/mL HA and HA4 for 3 days.  Values were normalized to GAPDH 

housekeeping gene levels and compared with untreated controls.  Values 

were the mean ± S.D. of three experiments.  *p < 0.05, Tukey’s post-hoc 

multiple comparison test. 
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Fig. 24.  Effect of HA and HA4 treatment for 9 days on each 

differentiation marker mRNA expression in keratinocytes.  K5 (a), K10 

(b), involucrin (c), profilaggrin (d), and TGase (e) mRNA expressions were 

determined by quantitative real-time PCR.  Keratinocytes were treated 

with 1 µg/mL HA and HA4 for 9 days.  Values were normalized to GAPDH 

housekeeping gene levels and compared with untreated controls.  Values 

were the mean ± S.D. of three experiments.  *p < 0.05, **p < 0.01, Tukey’s 

post-hoc multiple comparison test. 
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3333----3333．表皮細胞における．表皮細胞における．表皮細胞における．表皮細胞における HAHAHAHA およびおよびおよびおよび HA4HA4HA4HA4 添加による分化マーカータンパク質量添加による分化マーカータンパク質量添加による分化マーカータンパク質量添加による分化マーカータンパク質量

の比較の比較の比較の比較    

 表皮細胞にコントロールとして培地のみ、1 µg/mL HA および HA4 を添加し

た。72、216 時間培養後、K10 およびインボルクリン、フィラグリンタンパク

質量を測定した。その結果、添加 72 時間 (3 日) 後、HA、HA4 を添加するこ

とでK10タンパク質量は、コントロールと比較して各々1.2、2.2倍増加した (Fig. 

25)。後期分化マーカーのインボルクリンおよびフィラグリンタンパク質は発現

していなかった。添加 216 時間 (9 日) 後、HA および HA4 を添加することで、

共に各分化マーカータンパク質量は増加した。HA 添加によるインボルクリンお

よびフィラグリンタンパク質量は、コントロールと比較して各々1.4、1.4 倍増

加した。HA4 添加によるインボルクリンおよびフィラグリンタンパク質量は、

コントロールと比較して各々2.0、1.2 倍増加した (Fig. 26)。 
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Fig. 25.  Effect of HA and HA4 treatment for 3 days on each 

differentiation marker protein evaluation in keratinocytes.  K10 (a), 

involucrin (b), and filaggrin (c) proteins were determined by western 

blotting.  Keratinocytes were treated with 1 µg/mL HA and HA4 for 3 

days.  Values were normalized to b-actin housekeeping protein levels and 

compared with untreated controls.  Values were the mean ± S.D. of three 

experiments.  N.D., not determined.  *p < 0.05, Tukey’s post-hoc multiple 

comparison test.  

 

 

Fig. 26.  Effect of HA and HA4 treatment for 9 days on each 

differentiation markers protein evaluation in keratinocytes.  K10 (a), 

involucrin (b) and filaggrin (c) protein were determined by western 

blotting.  Keratinocytes were treated with 1 µg/mL HA and HA4 for 9 

days.  Values were normalized to the b-actin housekeeping protein levels 

and compared with untreated control.  Values were the mean ± S.D. of 

three experiments.  *p < 0.05, Tukey’s post-hoc multiple comparison test.  
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3333----4444．表皮細胞における．表皮細胞における．表皮細胞における．表皮細胞における HAHAHAHA およびおよびおよびおよび HA4HA4HA4HA4 添加による添加による添加による添加による CD44CD44CD44CD44 遺伝子発現量の比較遺伝子発現量の比較遺伝子発現量の比較遺伝子発現量の比較    

 表皮細胞にコントロールとして培地のみ、1 µg/mL HA および HA4 を添加し

た。4、8、24、216 時間培養後、CD44 遺伝子発現量を測定した。その結果、

HA4 添加で CD44 遺伝子発現量が増加した。特に、添加 216 時間 (9 日) 後に

はコントロールと比べて CD44 遺伝子発現量は 1.5 倍増加した (Fig. 27)。 

 

 

Fig. 27.  Effect of HA and HA4 on the CD44 mRNA expression in 

keratinocytes.  CD44 mRNA expression was determined by quantitative 

real-time PCR.  Keratinocytes were treated with 1 µg/mL HA and HA4 for 

4 h, 8 h, 24 h, and 216 h (9 days).  Values were normalized to GAPDH 

housekeeping gene levels and compared with untreated controls.  Values 

were the mean ± S.D. of three experiments.  **p < 0.01, Tukey’s post-hoc 

multiple comparison test.  
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3333----5555．表皮細胞．表皮細胞．表皮細胞．表皮細胞におけるにおけるにおけるにおける HAHAHAHA およびおよびおよびおよび HA4HA4HA4HA4 添加による添加による添加による添加による CD44CD44CD44CD44 およびリン酸化およびリン酸化およびリン酸化およびリン酸化 CD44CD44CD44CD44

タンパク質量の比較タンパク質量の比較タンパク質量の比較タンパク質量の比較    

 表皮細胞にコントロールとして培地のみ、1 µg/mL HA および HA4 を添加し

8時間培養後、CD44およびリン酸化CD44タンパク質量を測定した。その結果、

HA、HA4 共に CD44 タンパク質量およびリン酸化 CD44 タンパク質量は増加

し、特に HA4 添加により有意に増加した (Fig. 28)。 

 

 
Fig. 28.  Effect of HA and HA4 on the CD44 and CD44-phosphorylated 

protein evaluation in keratinocytes.  CD44 (a) and CD44-phosphorylated 

(b) protein were determined by western blotting.  Keratinocytes were 

treated with 1 µg/mL HA and HA4 for 8 h.  Values were normalized to 

β-actin housekeeping protein levels and compared with untreated controls.  

Values were the mean ± S.D. of three experiments.  *p < 0.05, **p < 0.01, 

Tukey’s post-hoc multiple comparison test. 
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3333----6666．表皮細胞における．表皮細胞における．表皮細胞における．表皮細胞における HAHAHAHA およびおよびおよびおよび HA4HA4HA4HA4 添加による細胞内カルシウム濃度の変添加による細胞内カルシウム濃度の変添加による細胞内カルシウム濃度の変添加による細胞内カルシウム濃度の変

化化化化    

 表皮細胞にコントロールとして培地のみ、1 µg/mL HA および HA4 を添加し

た。1、4、6、8、12 時間培養後、細胞内カルシウム濃度を測定した。その結果、

添加 4 時間後ではコントロールおよび HA と比べて、HA4 添加により、細胞内

カルシウム濃度は有意に増加した (Fig. 29)。 

 

 
Fig. 29.  Effect of HA and HA4 on the intracellular calcium level in 

keratinocytes.  Intracellular calcium level was determined by make an 

indirect measurement of calcium complex.  Keratinocytes were treated 

with 1 µg/mL HA and HA4 for 1 h (a), 4 h (b), 6 h (c), 8 h (d) and 12 h (e).  

Values were compared with untreated controls.  Values were the mean ± 

S.D. of three experiments.  *p < 0.05, **p < 0.01, Tukey’s post-hoc 

multiple comparison test. 
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第第第第 4444 節節節節    考察考察考察考察    

 第 1 章にて、HA4 は受動拡散で皮膚を透過し、ヘアレスマウス皮膚に塗布す

ることで UVA 照射による皮膚機能を改善することを明らかにした。この皮膚改

善プロセスを解明するために、表皮細胞における HA4 の表皮細胞分化に及ぼす

影響について調査した。その結果、HA4 は表皮細胞分化を増強することが示さ

れた。 

インボルクリンやフィラグリンは後期分化マーカーであり、特に顆粒層に発

現している 83)。インボルクリンの遺伝子発現やタンパク質レベルは、表皮細胞

分化を調節する因子やカルシウム、ハイドロコルチゾン、レチノイン酸、ビタ

ミン D といった様々な物質によって調節されることが知られている 84-86)。また、

ヒアルロン酸によって表皮細胞分化が誘導されることが報告されている 77)。本

研究で、添加 216 時間 (9 日) 後で、HA、HA4 共に後期分化マーカーのインボ

ルクリンおよびプロフィラグリン、トランスグルタミナーゼ遺伝子発現量が増

加し (Fig. 24)、インボルクリンおよびフィラグリンタンパク質量が増加した 

(Fig. 26)。また、HA4 は添加 72 時間 (3 日) 後で K10 タンパク質量が増加して

いたことから、HA と比べて表皮細胞分化を速く誘導することが示された (Fig. 

25)。このことから、HA4 は HA と同じく表皮細胞分化を誘導し、さらに、早い

時期から分化を誘導することが示唆された。HA および HA4 添加による細胞増

殖評価において、48 時間後に細胞数が減少した (Fig. 22b)。細胞の増殖と分化

は逆相関の関係にあり、ハイドロコルチゾンは表皮ヒアルロン酸の減少に伴い

表皮細胞の増殖を抑制し、分化を増強させることが報告されている 87)。このこ

とから、HA および HA4 添加により細胞増殖が抑えられていたのは、分化に働

いていた可能性が考えられる。 

 次に、HA4 による分化誘導メカニズムについて調査した。表皮細胞膜上の主
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要なヒアルロン酸受容体は CD44 である。ヒアルロン酸と CD44 の相互作用に

より、細胞接着や細胞遊走、細胞増殖、形態形成の修復、創傷治癒を抑制する

細胞内シグナルカスケードが誘発される 88-91, 78, 92, 93)。また、ヒアルロン酸は

CD44 との相互作用により、正常角層構造や表皮バリア機能に必須である表皮細

胞の分化やコレステロール合成、ラメラ形成に関与することが報告されている

77, 78)。そこで、HA4 も HA と同様、CD44 を介して表皮細胞分化を誘導してい

ると予想し、検討を行った。表皮細胞に HA4 を添加することで、CD44 遺伝子

発現量は 8 時間で 1.2 倍、24 時間で 1.5 倍、216 時間 (9 日) で 1.6 倍増加した 

(Fig. 27)。また、HA および HA4 の添加 8 時間で、CD44 およびリン酸化 CD44

タンパク質量は増加し、CD44 は各々1.2、1.5 倍、リン酸化 CD44 は各々1.7、

6.5 倍増加した (Fig. 28)。表皮細胞の CD44 に結合するヒアルロン酸の最小単

位は 10 糖であると報告がある 94)。このことから、HA4 によるリン酸化 CD44

タンパク質量増加は、HA4 が直接 CD44 に結合したことによるリン酸化なのか、

異なる受容体またはタンパク質などに結合したことで CD44 が間接的にリン酸

化されたのか、何らかのタンパク質などに結合した後に CD44 へ結合したこと

によるリン酸化なのかなど、詳細は不明であるが、いずれにせよ HA4 添加によ

り CD44 はリン酸化されることが示された。また、CD44 およびリン酸化 CD44

タンパク質量は 8 時間で増加したにも関わらず、CD44 遺伝子発現は 8 時間以

降にもさらに増加している。このことから、HA4 添加による CD44 遺伝子発現

量とリン酸化 CD44 タンパク質の増加は直接的には関与しておらず、リン酸化

CD44 タンパク質量増加に伴い分化が促進し、遅れて増加した CD44 遺伝子発

現は二次的な作用に関与するかもしれない。 

ヒアルロン酸と CD44 の相互作用は PKN γキナーゼ活性依存的 Rac1 が

PLC γ1 リン酸化やコルタクチンのリン酸化に働き、表皮細胞の機能である細胞



74 
 

接着や分化に必須な PLC γ1 介在 IP3 産生／Ca2+シグナリングや、コルタクチ

ン介在につながる 78)。本研究で HA4 添加によりリン酸化 CD44 タンパク質量

が増加していたことから、次に細胞内カルシウム濃度を測定した。その結果、

HA および HA4 添加により細胞内カルシウム濃度は増加し、さらに HA4 では

HA と比べて有意に増加した (Fig. 29)。HA4 添加によりリン酸化 CD44 タンパ

ク質量および細胞内カルシウム濃度が増加したことから、HA4 は細胞接着や分

化に関与することが考えられる。これらより、HA4 は直接的または間接的に

CD44 のリン酸化を介して、表皮細胞分化を誘導することが示された。 

 第 3 章より、HA4 は HA と同様に表皮細胞分化を誘導し、その誘導は HA と

比べて早いことが示された。また、HA4 による表皮細胞分化の誘導は直接的ま

たは間接的に CD44 がリン酸化され、様々なシグナルが働き、細胞内カルシウ

ム濃度が上昇したことによる作用であることが示唆された。第 1 章において、

HA4 は UVA 照射後の皮膚機能改善に効果があることが示されており、この改

善効果はHA4により表皮細胞分化が誘導されたことが要因の一つかもしれない。

また、フィラグリンの遺伝子発現量に対してタンパク質量の増加が小さかった

ことは、フィラグリンが分解されて NMF が生成されている可能性が考えられる。

そこで、フィラグリンの分解に働くブレオマイシン水解酵素の発現を調べた。

その結果、表皮細胞に HA4 を添加することでブレオマイシン水解酵素遺伝子発

現量が増加することが明らかとなった。このことから、HA4 は表皮細胞分化を

誘導し、さらに NMF の生成にも関与することが示唆された。 

 

  



75 
 

結論 

 

 ヒアルロン酸は、皮膚の乾燥を防ぎ潤いのある肌を保つ目的で配合され、化

粧品などとして美容分野で幅広く用いられている。また、極めて高い保水能力

や粘弾性を示すため、化粧品以外でも、変形性関節症や関節リウマチ、眼科領

域療法などの治療において大変重要な役割を担っている。ヒアルロン酸は GlcA

と GlcNA の二糖を構成単位とするグリコサミノグリカンの一種で、非常に単純

な構造にも関わらず、細胞空間や浸透圧の維持、水およびイオン、栄養素など

の保持･移動、皮膚の水分保持や弾力性の維持といった多様な生理的･物理的特

徴を持つ。これは、ヒアルロン酸の分子量 (糖鎖長) に大きく関係している。近

年では、ヒアルロン酸の中でも分子量の小さいヒアルロン酸オリゴ糖が注目さ

れており、様々な分野で研究が行われている。高分子および低分子ヒアルロン

酸は幅広い分子量分布での作用が報告されている一方で、ヒアルロン酸オリゴ

糖はその分子量 (糖鎖長) 特異的で、高分子および低分子ヒアルロン酸にはない

作用が多く報告されている。 

 ヒアルロン酸は水溶性の高分子ムコ多糖であるため、経皮適用では皮膚内へ

の送達は困難である。そのため、現在、美容や医療の分野では、加齢によるシ

ワやライン、瘢痕、その他の外傷性または生まれつきの傷瘢など、皮膚の外見

を改善する目的でヒアルロン酸注入療法が盛んに行われている。ヒアルロン酸

の注入部位周辺では、コラーゲン生成が増加することも報告されている 95)。医

療分野では、変形性膝関節症や五十肩などの治療に関節内ヒアルロン酸注入が

行われており、疼痛改善に有用である。また、声門閉鎖不全に対して、声帯内

へのヒアルロン酸注入も行われている。 

長年研究され続けているヒアルロン酸は、近年、様々な疾患等に使用可能な
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多糖体の医薬品を目指した開発が進められている。しかしヒアルロン酸オリゴ

糖の機能については作用や結合部位など、いまだ未解明なことが多い。そこで

本研究では、ヒアルロン酸の最小単位である HA4 に注目し、皮膚透過性の検討

および皮膚における機能解析を行った。 

 第 1 章では、HA4 の皮膚透過性と皮膚機能に及ぼす影響として、HA4 の皮膚

透過の基礎的検討を行い、さらにヘアレスマウスに HA4 を皮膚適用することに

よる角層水分量および TEWL、粘弾性への影響を検討した。その結果、HA4 は

受動拡散で皮膚を濃度依存的に透過することが明らかとなった 96)。また、HA4

の皮膚透過は、pH 分配仮説に従うことが示された。さらに、HA4 を UVA 照射

ヘアレスマウス皮膚に塗布することで、UVA 照射により悪化した角層水分量お

よび TEWL、粘弾性 (R0) が改善し、さらに、ノーマル群と近い皮膚形態が観

察された 96)。このことから、HA4 は UVA 照射による皮膚損傷の改善に関与す

ることが示された。また、正常なヘアレスマウス皮膚でも、HA4 を塗布するこ

とでノーマルと比べて角層水分量が増加した。本研究より、HA4 は皮膚を透過

することが in vitro 皮膚透過試験により明らかになり、in vivo での皮膚適用で

皮膚機能に影響を及ぼしたことから、HA4 は非侵襲的に皮膚内へ送達すること

ができ、さらに皮膚内における生物学的作用を示すことが想定された。加えて、

皮膚を透過したことから、HA4 は真皮にも作用していることが予想され、線維

芽細胞におけるヒアルロン酸生成に影響を与えている可能性が考えられた。ま

た、角層水分量や TEWL が改善したことから、表皮細胞への影響として表皮細

胞分化やセラミド生成、NMF 生成の関与が予想された。これらの考察より、第

2 章および第 3 章では、in vitro および、または in vivo による検討を行った。 

 第 2 章では、HA4 による線維芽細胞のヒアルロン酸生成に及ぼす影響として、

線維芽細胞の単層培養および線維芽細胞と表皮細胞の共培養における線維芽細
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胞での HAS 遺伝子発現、および in vivo 動物実験での HA4 の皮膚適用における

皮膚内ヒアルロン酸量の変化を検討した。その結果、HA および HA4 添加によ

り HAS1 遺伝子発現量が増加し、線維芽細胞の単層培養と比べて表皮細胞との

共培養で HAS1 遺伝子発現量がさらに増加した 97)。しかし、それに伴うヒアル

ロン酸生成量に変化はみられなかった。一方、UVA 照射ヘアレスマウス皮膚に

HA4 を塗布することで、皮膚内ヒアルロン酸量の増加が認められた。また、著

者はすでに、線維芽細胞に HA4 を添加することでビタミン C 誘導体存在下で I

型コラーゲン (COL1A1) 遺伝子発現量が増加することを報告している 97)。これ

らのことから、HA4 を塗布することで非侵襲的に皮膚内ヒアルロン酸量を増加

させることができ、さらにコラーゲン生成にも影響することが示唆された。し

かし、in vitro 細胞実験においてヒアルロン酸生成量に変化はなかったが、in 

vivo 動物実験でヒアルロン酸量が増加していた詳細なメカニズムは不明である

ため、今後、HA4 による皮膚内ヒアルロン酸量の増加メカニズムの解明を期待

する。 

 第 3 章では、HA4 による表皮細胞の分化に及ぼす影響として、HA4 添加よる

分化マーカー発現、およびメカニズムとしてリン酸化CD44との関係を調べた。

その結果、HA4 は HA と同様に表皮細胞分化を誘導し、さらに、HA4 は HA と

比べて分化マーカーが早くに発現することが明らかとなった。また、HA4 によ

る分化誘導メカニズムは、直接的または間接的に CD44 がリン酸化されたこと

で様々なシグナルが働き、最終的に細胞内カルシウム濃度が上昇したことによ

る作用であることが示唆された 98)。第 1 章において、UVA 照射ヘアレスマウス

皮膚に HA4 を塗布することで、UVA 照射により悪化した TEWL および角層水

分量が改善した。これは、表皮細胞分化の誘導により、障害された角質細胞が

排泄されてバリア機能が正常に近づいたことで TEWL が回復し、セラミドなど
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の角層間脂質が生成されたことで角層水分量が回復したことが考えられた。 

 

以上の結果より、HA4 が線維芽細胞および表皮細胞に及ぼす影響は、HA と

類似していることが示された。ヒアルロン酸は皮膚を透過しないとされている

ため、美容や医療の分野でヒアルロン酸注入療法が盛んに行われている。本研

究で、ヒアルロン酸の最小単位であるHA4は、受動拡散で皮膚を透過すること、

皮膚内でのヒアルロン酸生成や表皮細胞分化に影響を与ることが明らかとなっ

た。これら本研究で見出した結果より、HA4 は非侵襲的に皮膚内へ送達できる

ことから、日々のスキンケアやヒアルロン酸注入療法の代替法に応用できるこ

とが示唆された。今後、 HA4 のさらなる生理作用が解明され、美容や医療での

応用を期待する。 
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