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略字一覧 

AX ：Astaxanthin 

COX2 ：Cyclooxygenase 2 

DCT ：Dopachrome tautomerase 

DMEM ：Dulbecco's modified Eagle's medium 

DMSO ：Dimethyl Sulfoxide 

DTT ：Dithiothreitol 

END1 ：Endothelin1 

FBS ：Fetal bovine serum 

FM ：Fontana Masson 

GAPDH ：Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GM-CSF：Granulocyte macrophage colony stimulatory factor 

HEE ：Human epidermal equivalent 

HE ：Hematoxylin and eosin  

HM ：Human melanocyte 

HPK ：Human primary keratinocyte 

HPR ：Horseradish peroxidase 

IKK ：Inhibitor of kappa B Kinase 

IL-1α ：Interleukin-1α 

IL-6 ：Interleukin-6 

IL-8 ：Interleukin-8 

IκB ：Inhibitor of kappa B 

L-DOPA：3,4-Dihydroxy-L-phenylalanine 

LPS ：Lipopolysaccharide 

MAPK ：Mitogen activated protein kinase 

MBTH ：3-Methyl-2-benzothiazolinonehydrazone Hydrochloride 

MITF ：Microphthalmia-associated transcription factor 

MSK1 ：Mitogen- and stress- activated kinase 1 activated kinase 1 

PBS ：Phosphate-buffered saline  

PCR ：Polymerase chain reaction  

PFA ：Paraformaldehyde 

PGE2 ：Prostaglandin E2 

PMSF ：Phenylmethylsulfonyl fluoride 

PTCA ：Pyrrole-2,3,5-tricarboxylic acid 

PVDF ：Polyvinylidene difluoride membranes  

ROS ：Reactive oxygen species 

RT ：Reverse transcription  

SCF ：Stem Cell factor 

SDS-PAGE：Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

TGase1 ：Transglutaminase 1 
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TNFα ：Tumor necrotic factor-α 

TYRP1 ：Tyrosinase-related protein 1 

TYR ：Tyrosinase 

UVB ：Ultraviolet light B 

WFA ：Withaferin A 

siRNA ：Short interfering RNA 

αMSH ：αmelanocyte stimulating hormone 
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第1章 緒論 

第1節 紫外線 UVB がもたらす皮膚障害 

 

地球に降り注ぐ太陽光線は、生体リズムを整えるなど人類にさまざまな恩恵を与えている

反面、太陽光線に含まれる紫外線は健康被害を与えうることも周知の事実である。紫外線は

生物学的作用によって長波長紫外線 (UVA； 320~400nm) 、中波長紫外線 (UVB ；

280~320nm) 、短波長紫外線(UVC;190~290nm) 、真空紫外線(100~190nm)に分類され1)、

その中でも UVC はオゾン層で吸収され地上に到達しないが、地上に到達する最小波長であ

る UVB は皮膚炎症反応、色素沈着増強、光老化、皮膚がんなどを引き起こす生物学的作用

が強い。 

皮膚は紫外線やその他の外的要因からの侵襲を防ぎ生体を防御する役割を持っている。こ

の皮膚バリア機能の最重要部ともいえる角層を形成させる表皮には、表皮細胞であるケラチ

ノサイトが整然と配列し、角層細胞間はセラミドを主成分とする細胞間脂質で満たされ、水

分が保持されることにより正常な機能を保っている(Fig. 1)。紫外線に晒された皮膚では炎症

反応やメラニン産生の促進などが防御反応として誘発される。紫外線による皮膚の炎症はケ

ラチノサイトが分泌する炎症性サイトカインにより発赤・腫れ・痛みが生じる。色素沈着増

強反応も、紫外線(おもに UVB)に曝露されたケラチノサイトが産生する因子により、周辺に

存在するメラノサイト(表皮細胞の一つ)が活性化されることによって引き起こされる。生体

防御反応であるはずのこれらの反応も過剰になると皮膚障害となる(Fig. 2)。皮膚は生命維持

のための不可欠な器官であると同時に、人の外見的個性を決定づける器官でもあるゆえ、皮

膚障害の悩みは深刻であり予防や改善が切望されている。 

紫外線による皮膚障害の一番の予防策は紫外線に皮膚を晒さないことであるが、日常生活

において完全に紫外線を遮断するのは困難である。それゆえ有用性の高い化粧品や医薬部外

品・医薬品等の皮膚外用剤が求められる。化粧品及び医薬部外品の開発にあたり、動物愛護

の観点から動物実験廃止の動きが広がっている今、動物実験にとって代わる効果・効能・安

全性を評価できる実験系の構築が急がれる。 
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Figure 1. 健常な皮膚の構造 

 

 

 

Figure 2. 紫外線(UVB)曝露による皮膚障害 
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第1項 UVB 誘導の皮膚の炎症 

紫外線により誘発される炎症は、「日焼け(Sunburn)」と「光線過敏症」の 2 つがある。前

者は UVB により引き起こされ、後者は UVA 曝露と遺伝的要因あるいは薬剤などによる外因

要因により生じる。UVB に曝露された皮膚では、まず一次性炎症サイトカインである IL-1

α及び TNFαがケラチノサイトから分泌され2)3)、その刺激により炎症応答に関与する転写

因子 NF-κB が活性化され4)、種々の炎症メディエータが産生される。その炎症メディエー

タの一つである PGE2 や IL-8 は、血管拡張作用及び白血球遊走作用により、曝露 8～24 時

間後をピークとして熱感を伴う紅斑、高度の場合は腫脹、水泡の形成などの炎症兆候をもた

らす。 

PGE2 は細胞膜の構成脂質であるリン脂質からホスホリパーゼ A2 により遊離されたアラ

キドン酸を原料とし、律速酵素であるシクロオキシゲナーゼ (COX)によって産生される。定

常時では恒常的に発現する COX1 によって PGE2 が一定量産生されるが、炎症誘発因子によ

って活性化された NF-κB は COX2 の発現を増強させ、PGE2 分泌を亢進させる。 

第2項 UVB 誘導の角化亢進 

紫外線に曝露された皮膚では、皮膚表面がゴワゴワとした粗造化が見られ、角層肥厚や落

屑が生じることが知られている。これはケラチノサイトの細胞膜を裏打ちするコーニファイ

ドセルエンベロープ(CE)と呼ばれる膜周辺帯が分厚くなることが要因の一つと考えられる

が、詳細なメカニズムはまだ解明されていない。CE の主な構成要素は、有棘細胞が産生す

るインボルクリン及び顆粒細胞が産生するロリクリンであり、ケラチノサイトの分化 (角化)

の際、これらのタンパク質がトランスグルタミナーゼ 1(TGase1) などによって架橋され CE

が形成される(Fig. 3)5)。 

 

Figure 3. コーニファイドセルエンベロープ(周辺帯) 

(清水宏,あたらしい皮膚科学 第 2 版,ｐ9 より引用) 
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UVB による角化への影響について、Bernerd F et al.がおこなった ex vivo における UVB

曝露ヒト正常皮膚組織では、ロリクリン、インボルクリン、TGase1 のタンパク発現が UVB

により減少し、ケラチノサイト分化マーカーであるケラチン 10 やフィラグリンも減少する

としている6)。一方、Del Bino S et al.はヒト正常皮膚をヌードマウスに移植し、UVB 曝露

した in vivo で得られた知見は、Bernerd F et al.の報告とは逆にロリクリン、インボルクリ

ン、TGase1、K10 のタンパク発現は UVB により増強されるとしている7)。これらの結果の

不一致は、UVB の照射量の違いや UVB 曝露後に起きる分化フェーズの違いにより起きてい

ることが考えられる。 

第3項 UVB 誘導の色素沈着 

UVB 曝露から数時間後に炎症(sunburn)が起き、12～24 時間をピークとし消退後、色素沈

着(suntan)が認められるようになる。UVB に曝露されたケラチノサイトは IL-1αや TNFα

などの炎症性サイトカインを分泌し8)、そのオートクライン作用により色素沈着誘導因子が

産生・分泌され、その異種細胞間相互作用(パラクライン作用)によりメラノサイトはメラニ

ン産生し、最終的にケラチノサイトへのメラニン転送によって色素沈着として認識される。  

色素沈着誘導因子として basic fibroblast growth factor(b-FGF)9)、Endothelin-1 (EDN1) 

10)11)12)13)14)15)、αmelanocyte-stimulating hormone(α‐MSH)16)17)18)19)、Stem cell factor 

(SCF)10)20)、一酸化窒素(NO)21)が同定されたが、ラットやマウスを使用した実験系ではヒト

の色素沈着の作用機序と異なることや、ヒトメラノサイトを使用した実験系においてαMSH

は b-FGF の存在下かつ高濃度(100nM 以上)でしかメラニン産生を誘導しないこと、また

b-FGF は細胞内で生合成されるがシグナルペプチドを持たないためほとんど分泌されない

ことから、UVB で引き起こされるヒト表皮の色素沈着には EDN1 と SCF が主な色素沈着誘

導因子であると考えられている 10)22)23)。 

ケラチノサイトから産生される膜結合型 SCF及び EDN1はメラノサイト膜表面に存在する

それぞれの受容体 c-Kit(または CD117)及び Endothelin receptor B (EDNRB)と結合し、シ

グナル伝達が開始される。SCF－c-Kit シグナル経路において、受容体型チロシンキナーゼ

である c-Kit は SCF と結合すると二量体を形成し24)、そのチロシン残基の自己リン酸化によ

り活性化され、アダプタータンパクである Src homology domain (Shc)、Growth factor 

receptor binding protein 2(Grb2)、SOS をリクルートして一連のリン酸化を引き起こす25)26)。

会合したGrb2/SOSによりGTPase であるRasが活性型に変換され27)28)、Mitogen-activated 

Protein Kinase (MAP Kinase) カ ス ケ ー ド ： Raf1(MAPKKK) → MEK(MAPKK) →

ERK(MAPK) の活性化を経て、その下流にある Ribosomal S6 kinase (RSK)を介し、転写因

子である cAMP-response element binding proteins (CREB)がリン酸化され、それによりメ

ラニン産生に関与するマスター転写因子である Microphthalmia-Associated Transcription 

Factor (MITF)の発現が誘導される 22)29) (Fig. 4)。END1－EDNRB シグナル経路は、EDN1

が G タンパク質共役受容体である EDNRB に結合すると、G タンパク質が活性化され、近傍

の 細 胞 膜 上 に あ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ C γ (PLC γ ) が 活 性 化 さ れ る 。 PLC γ は

Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2)の加水分解により Diacylglycerol(DAG)を産

生し、DAG は protein kinase C(PKC)を細胞質から細胞膜への translocation を通じて活性

化させる30)31)。PKC は直接 Raf1 をリン酸化し32)、以降は SCF－c-Kit シグナル経路と同経
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路を経由する(Fig. 5)。各シグナル伝達経路を経て CREB より遺伝子発現した MITF は、タ

ンパク発現後メラニン合成関連タンパクである Tyrosinase33)、Tyrosinase-related protein-1 

(TYRP1)34)、Dopachrome tautomerase (DCT)35)、PMEL1735)、EDNRB36)、c-KIT37) の遺

伝子発現を促進させる。 

  

Figure 4. SCF-c-Kit シグナル伝達経路 Figure 5. EDN1- EDNRB シグナル伝達経路 

 

 メラニンの合成は、細胞内小器官であるメラノソームにて行われ、Tyrosinase により血中

から供給されるチロシンを DOPA に代謝させることで開始される。さらに Tyrosinase は

DOPA から DOPA quinone に変換させる。この Tyrosinase による代謝反応が起きなければ

メラニンは産生されない。メラニンには黒色～暗褐色の Eumelanin と黄色～赤褐色の

Pheomelanin の 2 種類が存在し、この 2 種が複合体となって皮膚や髪などに分布され、その

2 種の比率により色調が決定される。Eumelanin 合成経路は DOPA quinone の自動酸化に

より Leukodopachrome、Dopachrome となり、Tyrosinase、TYPR1、TYPR2(DCT)により

種々のインドール化合物に代謝され重合することで Eumelanin となる。また Pheomelanin

合成経路はシステインやグルタチオンの存在下で DOPA quinone は非酵素的に

Cysteinyldopa となり、それがさらに DOPA quinone により酸化されベンゾチアジン中間体

を経て Pheomelanin が生成する(Fig. 6)38)。 
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Figure 6.メラニン合成経路 

(Te-Sheng Chang, Int. J. Mol. Sci. 2009, 10, 2440-2475 より引用) 
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第2節 アスタキサンチン(AX)について 

第1項 AX の物性 

AX は藻類や鮭などに含まれる赤色の色素であり、キサントフィルカロテノイドに分類さ

れ、強力な抗酸化剤として知られる。AX はカロテノイドの中でも共役二重結合の数が最も

多く、両末端のβ－イオノン環にあるケト基と水酸基により疎水性と親水性を有する(Fig. 7)。

この構造により、細胞膜のリン脂質と親和性が高く、細胞膜を縦貫するようにして体内に取

り込まれ39)40)41) (Fig. 8)42)、細胞の内外で活性酸素種の除去効果を発揮できるものと考えら

れる。その他の抗酸化剤との比較では、ゼアキサンチン、ルテイン、カンタキサンチン、β

カロテンの 10 倍、α-トコフェロールの 100 倍の抗酸化効果があると報告されている43)44)。 

 

Figure 7. アスタキサンチンの構造 

 

Figure 8. アスタキサンチンの細胞内局在 

(Goto, S. Biochim. Biophys. Acta 2001, 1512, 251–258.より引用) 
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第2項 AX の抗炎症効果に関する知見 

本研究(第 2 章)では UVB 誘導の皮膚の炎症反応に対する AX の抑制効果についてヒトケラ

チノサイトを用い評価したが、本研究以前にその抗炎症効果は in vitro 及び in vivo ともす

でに皮膚以外で多数報告されている。in vitro の評価系において、エンドトキシン刺激下

RAW264.7 細胞では炎症メディエータである一酸化窒素(NO)及びその合成酵素(iNOS)の活

性抑制、PGE2 産生及び TNF-α産生に対し、AX の濃度依存的な抑制効果が認められ45)、LPS

刺激あるいは H2O2 刺激下 RAW264.7 細胞においても同様に、炎症性サイトカインの分泌亢

進を AX は抑制する46)。これら炎症メディエータおよび炎症性サイトカインの AX による抑

制は、その転写因子である NF-κB の核移行阻害、NF-κB の抑制因子の IκBα分解抑制、

IκB kinase (IKK)活性への阻害効果などからなり、NF-κB 経路の阻害作用をその主要な作

用と結論付けている(Fig. 9)。しかし、これらの研究では炎症誘発因子で細胞を刺激する前に

AX で処理しているため、強力な抗酸化剤である AX が活性酸素種を除去し、NF-κB の活性

化以前シグナル経路の抑制が推察され、NF-κB 経路周辺の抑制は 2 次的な作用である可能

性が考えられる。 

 

 

Figure 9. AX の抗炎症作用の作用機序 
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第3項 AX の色素沈着抑制効果に関する知見 

本研究(第 5 章)では AX の UVB で誘導されるパラクライン的色素沈着の抑制効果を評価し

た。AX の色素沈着抑制効果はヒト試験において経口投与により、UVB 曝露後の色素沈着を

有意に抑制したと報告されている47)。Nakajima H. et al.は色素沈着誘導サイトカインであ

る SCF 及び EDN1 刺激下のヒト色素沈着促進表皮モデルにおける色素沈着抑制効果を評価

しており、EDN1 誘導の色素沈着促進には効果が認められなかったが、SCF 誘導の色素沈着

促進に対しては SCF シグナル経路上流部(MEK) を抑制することにより、顕著な色素沈着抑

制効果を示すと報告している48)(Fig. 10)。メラニン合成はチロシナーゼによるチロシンの酸

化反応により開始されることから、一般に抗酸化剤はこの酵素反応を阻害しやすいが、興味

深いことに AX はチロシナーゼに対する直接阻害作用はもたないことが報告されている 48)。 

 

  

Figure 10. SCF 誘導色素沈着に対する AX の作用点 

AX は EDN1 シグナル経路を抑制しない。 
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第3節 ウィザフェリン A(WFA)について 

第1項 WFA の物性 

WFA は、インドで古くから伝統医薬として慣用されるインド原産の植物アシュワガンダ

(学名 Withania somnifera)(Fig. 11)49)の活性成分の一つであり、その構造はステロイド骨格

に不飽和ラクトン環を有する(Fig. 12)。 

 

第2項 WFA の薬理活性に関する知見 

WFA に関する研究は多く、in vitro においては様々な細胞種に対し、NF-κB 活性抑制50)51)52)、

アポトーシス誘導作用53)54)55)、抗血管新生作用56)57)58)、悪性種細胞増殖抑制59)60)61)などが知

られ、in vivo においても抗炎症作用62)63)64)、異種移植腫瘍モデルに対する治癒効果65)66)67)、

放射線増感作用68)69)、化学増感作用70)など主に抗ガン作用について報告されている。これら

の作用機序は WFA の構造により、SH 基を持ったタンパク質とアルキル化反応を起こし、

そのターゲットとなるタンパク質と WFA が結合することに起因している。細胞骨格タンパ

クの一つであるビメンチンはガン細胞に高発現することが知られ71)、WFA 処理によりビメ

ンチンと結合しビメンチンの分解へと誘導することでガン細胞増殖を抑える72)。LPS や TNF

などの炎症誘導サイトカインで刺激した種々の細胞(RAW264.7、HUVEC、HEK 細胞など)

においては、WFA 処理により NF-κB の上流にある IKK との結合によって、その活性を抑

制し炎症を抑えることが報告され73)74)75)76)、その他のキナーゼ(PKC、Akt など)に対しても

WFA の抑制作用によりアポトーシスが誘導されると報告されている77)78)79)80)。 

 

 

 

 

 

Figure 11. アシュワガンダ Figure 12. ウィザフェリン A の構造 

(Vanden W, Biochem Pharmacol. 2012 

Nov 15;84(10):1282-91 より引用) 

 

ラクトン環 

ステロイド骨格 
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WFA の様々な細胞に対する多くの研究知見の中で、メラノサイトにおける melanogenesis

に関連した研究報告はなく、本研究(第 4 章)では WFA による色素沈着抑制効果とそのメカ

ニズムの解析をおこなった。以前我々は WFA を含むアシュワガンダエキス(WSE :Withania 

Somnifera Extract)の SCF 及び EDN1 誘導の色素沈着抑制効果とそのシグナル抑制メカニ

ズムを解析しており、その作用機序はそれぞれのシグナル上流部である MEK81)あるいは

PKC82)の活性化を阻害することにより転写因子 MITF の産生を抑制しその下流のメラニン

合成関連酵素や蛋白の発現を抑制することで色素沈着が抑制されることを明らかにしている

(Fig. 13)。 

 

 

 

  

Figure 13. SCF 及び EDN1 誘導の色素沈着に対するアシュワガンダエキスの作用点 
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第4節 本研究の目的 

 

本研究では UVB により表皮で起こる皮膚障害―炎症・角化亢進・色素沈着に対する AX

及び WFA の抑制効果の有無について培養ヒト表皮細胞を用いて解析した。実際起こりうる

現象に沿って、刺激に対する反応―ストレスシグナル伝達を評価し、その作用機序を解明す

ることを目的とした。抑制の作用点が明確になれば安全で有用性の高い各種の皮膚障害抑制

剤となることが期待される。 

第 2章ではUVBで引き起こされる炎症に対するAXの抗炎症作用の評価を行うにあたり、

ヒトケラチノサイト(HPK)に対し、80mJ/cm2 の UVB を照射した。この照射量は個人差があ

るが日本人の平均の 1MED(照射 24 時間後、皮膚に紅斑を生じさせるのに要した最少光線量)

に相当し、真夏の日本の晴れた日に 20 分間日光浴したのに状況に近い。本研究ではこの照

射量の UVB で分泌促進される炎症サイトカイン PGE2 及び IL-8 に対する AX の抑制効果を

評価した。すでにある AX の抗炎症作用の評価方法では炎症誘導因子刺激前に AX で処理し

ているが、本研究では HPK に UVB を照射し、その後 AX で処理を行った。活性酸素種の消

去能を充分に発揮させない処理条件にもかかわらず、UVB で誘導される PGE2 及び IL-8 分

泌亢進を AX が抑制することを見出し、その抗炎症効果の作用機序を明らかにすることを目

的とした。 

第 3 章では、第 2 章で得た AX の特異的な作用様式を利用し、UVB で引き起こされる角化

亢進メカニズムについて解析を行った。本研究では紫外線誘導の角化亢進の作用機序を解明

する第一段階として、TGase1 に焦点をあて、UVB 曝露 HPK 及び HaCaT 細胞(ヒト表皮由

来の不死化細胞)におけるその発現への影響とシグナル伝達経路の解明を目的とした。周知の

通り TGase1 の架橋作用の基質蛋白であるインボルクリンやロリクリンなどの解析も重要で

あるが、これらの解析は次期の研究課題とした。 

第 4 章では、UVB 誘導の色素沈着評価系として、ヒト 3 次元培養モデル(HEE)及びヒト

メラノサイト(HM) を用い、SCF 誘導の色素沈着に対する WFA の抑制効果とその作用機序

の解明を行った。 

第 5 章では UVB が引き起こすケラチノサイトとメラノサイトのパラクライン作用により

誘導される表皮色素沈着モデルをセルインサート共培養を用い構築するとともに、AX 及び

WFA の色素沈着抑制効果の作用機序を明らかにすることを目的とした。 
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第2章 UVB 曝露 HPK 誘導 PGE2/IL-8 に対する AX の効果とその作用メカニズ

ム 

第1節 研究の目的 

 

日常生活において UVB は有害なレベルでの皮膚炎を誘発する主要な外的要因である。

UVB による ROS の発生を発端とし、ストレスシグナルである MAPK カスケードが活性化

されることが知られている83)。この活性化が炎症性サイトカインやケモカイン及びエイコサ

ノイドの発現を惹起していることが考えられ、その中でも代表的な血管拡張因子の PGE2 や

好中球の遊走因子の IL-8 はそれぞれ炎症反応を進行させる84)85)86)87)。近年、生体内の酸化還

元反応のバランス(レドックスバランス)の不均衡が細胞応答に大きく影響することが示され

88)、レドックスバランスは ROS や内因性の抗酸化剤であるグルタチオンなどにより制御さ

れていることが解明されてきている。ROS は MAPK カスケードを含む数種のシグナル伝達

経路の制御に関与しているが、MAPK カスケードにおいて ROS は直接的な影響というより

は副次的である可能性があり、レドックスバランスの変化がそのシグナルに強く影響してい

ることが考えられる。このことについて、MAPK は自身もリン酸化され活性化する一方で、

MAPK phosphatase により脱リン酸化され不活性化し89)90)91)92)、この活性化と不活性化に対

し抗酸化剤が ROS の有無にかかわらず、それぞれ阻害因子または刺激因子になることが根

拠として示されている。 

AX はキサントフィルカロテノイドで、主に藻類及び鮭やエビなどの海洋生物から発見さ

れ、強力な抗酸化剤として知られる93)94)95)。AX の効果効能に対する研究データは多く、特

に炎症において LPS 誘導 NF-κB 活性に対する IKK kinase 阻害、IκB 分解抑制による NF-

κB 核移行阻害により炎症関連因子の遺伝子発現を抑制すること96)97)など、AX が NF-κB

活性化を抑制することで抗炎症作用を有すると結論付けている。しかし、これらの研究結果

において AX が NF-κB に関与するシグナルを直接阻害しているのか、二次的な要素で NF-

κB の活性を抑制しているのか明らかではない。なぜならば、ROS 産生を誘導する LPS や

H2O2 などによる刺激の前に AX を加える実験系を用いているためであり、いままで MAPK

カスケードに対する AX の効果を評価した報告はなかった。 

本研究では、UVB で誘導される皮膚の炎症において、ケラチノサイトを用い UVB で誘導

されるシグナル伝達経路を解明するとともに、抗炎症剤としての AX の有用性を評価し、そ

の作用点を明らかにすることを目的とした。 
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UVB 誘導炎症シグナル伝達の概要 
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第2節 実験材料及び方法 

 

第1項 細胞培養 

正常ヒトケラチノサイト (Human primary keratinocyte:HPK,KURABO 社製 )は

Medium154S(GIBCO 社製)に HKGS(Human Keratinocyte Growth Supplement)(GIBCO

社製)を加えた培地にて培養した。 

 

第2項 UVB 照射 

SE fluorescent lamp (Clinical Supply 社製)を使用し、UVB radiometer photodetector 

(Torex 社製)で紫外線照射エネルギーを測定することで UVB 照射量を算出した。 

 

第3項 AX 含有培地調製 

AX(SIGMA ALDRICH 社製) と DMSO(Wako 社製) を混合し 8mM に調製した後、ヒ

ートブロックで 80℃・約 20 分間加熱し、完全に溶解させた。無血清培地に 1000 倍希釈

で加え 8µM AX 含有無血清培地を調製した。 

第4項 阻害剤調製 

各阻害剤はそれぞれ下記濃度になるよう DMSO で調製し、無血清培地に 1000 倍希釈

で加えた。  

阻害剤名 製品名 型番 メーカー 最終濃度 

NF-κB 阻害剤 JSH-23 481408 MERCK 5µM 

MSK1 阻害剤 H89 H0003 Calbiochem 5µM,10µM,15µM 

 

第5項 サイトカイン定量法(ELISA 法) 

回収した細胞上清から ELISA Kit： IL-8 (ThermoFisher Scientific 社製)、PGE2(Cayman 

Chemical 社製)を使用しプロトコールに従い定量した。 

 

第6項 ウエスタンブロット解析法 

細胞ライセートを BCA 法(BCA  Protein Assay Kit/Pierce 社製使用)によりタンパク定

量し一定濃度に調製した後、Sample buffer 混合後 95℃5 分加熱処理しこれをサンプルと

した。サンプルを SDS-PAGE により分離したタンパク質を PVDF 膜に転写し、下記 1 次

抗体(Can get signal solution1/TOYOBO 製で希釈)と反応させ洗浄後、下記 HRP 標識の 2

次抗体(Can get signal solution2/TOYOBO 製で希釈)と反応させた。バンドの検出には 

ECL 及び ECL plus(GE ヘルスケア社製)を用い、X 線フィルム(Hyperfilm ECL/GE ヘル

スケア社)と現像機(MAX RHEIN  MR-SE-2S/ニックス社製)を使用した。   
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1 次抗体名 希釈倍率 抗体の由来  分子量 ﾒｰｶｰ 型番 

CREB antibody 1/1000 Mouse 43 kDa Cell signaling Technology 9104 

Phospho-ser133 CREB 1/2000 Rabbit 43ｋDa Cell signaling Technology 9191 

ERK 1/5000 Rabbit 42,44kDa Cell signaling Technology 9102 

Phospho-ERK(p-p44/42MAPK) 1/1000 Rabbit 42,44kDa Cell signaling Technology 9101 

-actin 1/10000 Mouse 42ｋDa SIGMA ALDRICH A5316 

MSK1 1/1000 Rabbit 90kDa Cell signaling Technology 3489 

Phosho-MSK1(Ser360) 1/500 Rabbit 90kDa Cell signaling Technology 9594 

Phosho-MSK1(Ser376) 1/500 Rabbit 90kDa Cell signaling Technology 9591 

Phosho-MSK1(Thr581) 1/500 Rabbit 90kDa Cell signaling Technology 9595 

NF-kB p65 Antibody 1/1000 Rabbit 65kDa Cell signaling Technology 3034 

Phospho-NF-ｋB p65(Se276) 1/1000 Rabbit 65-80kDa Cell signaling Technology 3037 

p38 MAPK Antibody 1/1000 Rabbit 43ｋDa Cell signaling Technology 9212 

Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) 1/1000 Rabbit 43ｋDa Cell signaling Technology 9215 

SAPK/JNK 1/1000 Rabbit 46,54ｋDa Cell signaling Technology 9252 

p-SAPK/JNK(Thr183/Tyr185) 1/1000 Rabbit 46,54ｋDa Cell signaling Technology 9251 

 

2 次抗体名 希釈倍率 ﾒｰｶｰ 型番 

Anti-Rabbit IgG, HRP-Linked Whole Ab Donkey 1/10000 GE ヘルスケア NA934-1ML 

Anti-Mouse IgG, HRP-Linked Whole Ab Sheep 1/10000 GE ヘルスケア NA931-1ML 

 

第7項 リアルタイム RT-PCR 法 

Total RNA の抽出は RNeasy Mini Kit (Qiagen 社製）を用い、cDNA 合成には Rever 

Tra Ace qPCR RT kit(TOYOBO 社製)を用いた。下記配列の PCR プライマーと Power 

SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems 社製)を使用しリアルタイム RT-PCR

をした。   

 Forward  Reverse  

GAPDH 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3’ 5’-AGTCCTTCCACGATAACCAAAGTTG-3’ 

COX1 5’-ATGAGCAGCTTTTCCAGACG-3’ 5’-ATTGGAACTGGACACCGAAC-3’ 

COX2 5’-TGAGCATCTACGGTTTGCTG-3’ 5’'-AACTGCTCATCACCCCATTC-3’ 

IL-8 5’-AAGAGCCAGGAAGAAACCACC-3’ 5’-ATTGCATCTGGCAACCCTACA-3’ 

 

第8項 共焦点レーザー顕微鏡による解析 

3.5cm シャーレに滅菌したカバーグラスを一枚敷き、その上に細胞を  15 万個播種し培

養後 UVB 照射等の処理を行った。4%PFA で細胞を固定し PBS で洗浄、冷メタノール浸

漬 20 分処理し再度洗浄後、Signal Enhancer (Image-iT TM FX Signal Enhancer/ 

Invitrogen 製)と細胞を接触させて室温・30 分静置した。5%BSA でブロッキング後洗浄し、
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下記 1 次抗体溶液と細胞を接触させて 4℃・Over  night 反応させた。カバーグラス洗浄

後、下記 2 次抗体溶液と細胞を接触させて暗所・室温・1 時間反応させた。カバーグラス

を洗浄後、細胞播種面に封入剤(ProLong Gold antifade reagent with DAPI/ Invitrogen 製)

を滴下し、マニキュアでカバーグラスをシーリングしプレパラートを作製した後、共焦点

レーザー顕微鏡(LSM510-V3.2/ Carl Zeiss 社製)で核の検出は Laser Diode405nm 照射、

NF-κ B の検出は Argon2  488nm 照射にて行った。 

1 次抗体名 型番 抗体の由来 メーカー 希釈倍率 

NF-κ Bp65(E498)Antibody 3987 Rabbit Cell signaling 1/100 

 

  2 次抗体名 型番 抗体の由来 メーカー 希釈倍率 

Alexa Fluor 488 Donkey  

Anti-Rabbit IgG 

A-21206 Rabbit Invitrogen 1/400 

 

 

第9項 統計処理 

統計解析は JSTAT により実施した。一対比較の場合は Student's t-test または Welch's 

t-test、多重比較の場合は Tukey's test または Dunnett's test で解析し、P 値 0.05 未満を

統計的に有意とした。 
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第3節 実験結果 

第1項  UVB 誘導 PGE2 及び IL-8 分泌亢進に対する AX の効果 

HPK に UVB 80mJ/cm2 を照射後、培養上清中の PGE2 及び IL-8 の経時的分泌量を ELISA

法により測定したところ、 PGE2 は照射から 12 時間後以降、IL-8 では 24 時間以降から分

泌量が増加し、48 時間後までその増加が続いた(Fig. 1、2)。また UVB による PGE2 及び IL-8

分泌量の増強は、UVB 照射直後に添加した AX8μM により有意に抑制された(Fig. 1、2)。 

 

 

第2項  UVB 曝露 HPK の COX2 遺伝子・タンパク発現への AX の効果 

PGE2 産生の律速酵素である COX2 について、UVB 80mJ/cm2 曝露 HPK の遺伝子発現及

びタンパク発現を解析するとともに AXの効果を評価した。COX2遺伝子発現は照射から 3~6

時間後に有意に発現が増強し、UVB 照射直後添加の AX4、8μM によりその増強が抑制され

た(Fig. 3-A)。COX2 タンパク発現は照射から 3~24 時間で有意にその発現が増強され、UVB

照射直後添加の AX8μM によりその増強が抑制された(Fig. 3-B)。 
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第3項 UVB 曝露 HPK の IL-8 遺伝子発現への AX の効果 

UVB 80mJ/cm2 曝露 HPK の IL-8 遺伝子発現を解析するとともに AX の効果を評価した。

IL-8 遺伝子発現は照射から 6~12 時間後、有意に発現が増強し、UVB 照射直後添加の AX8μM

によりその増強が有意に抑制された(Fig. 4)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第4項  UVB 誘導 PGE2 及び IL-8 分泌亢進に対する NF-κB 阻害剤の効果 

NF-κB 核移行の阻害剤である JSH-23 を HPK に添加し 3 時間培養した後、UVB 80mJ/cm2

照射し、48 時間後の培養上清中の PGE2 及び IL-8 分泌量を測定したところ、JSH-23 添加に

より UVB で増強されるそれぞれの分泌量は有意に低下した(Fig. 5)。 
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第5項  UVB 誘導 MAPK 活性化に対する AX の効果 

HPK への UVB 80mJ/cm2 照射により、MAPK である p38、ERK、JNK のリン酸化が増

強され、UVB 照射前 AX 添加により p38 及び ERK は顕著にその増強が抑制されたが、JNK

のリン酸化の増強への抑制は認められなかった(Fig. 6-a)。また UVB 照射直後 AX 添加では

UVB 誘導の p-38、ERK、JNK のリン酸の増強は抑制されなかった(Fig. 6-b)。 

   

 

第6項  UVB 曝露 HPK の NF-κB 核移行に対する AX の効果 

UVB 80mJ/cm2曝露 HPKにおけるNF-κB核移行を共焦点レーザー顕微鏡で解析するとと

もに AX の効果を評価した。UVB 照射 15 分後、UVB により NF-κB 核移行が認められ、AX

の照射後直後の添加ではその核移行は阻害されなかった(Fig. 7)。 
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第7項  UVB 曝露 HPK における MSK1,CREB 及び NF-κB のリン酸化に対する AX の効

果 

MSK1 及び転写因子である CREB 及び NF-κB において、UVB 80mJ/cm2 曝露 HPK にお

けるこれらリン酸化酵素及び転写因子のリン酸化を解析するとともに AX の効果を評価した。

UVB 照射 15 分後 MSK1(ser376)のリン酸化が(Fig. 8-c)、UVB 照射 20 分後 CREB(ser133)

のリン酸化が(Fig. 8-b)、UVB 照射 30 分後 NF-κB (ser276)のリン酸化が増強され(Fig. 8-a)、

UVB 照射直後添加の AX4、8μM によりその増強は有意に抑制された(Fig. 8-a,b,c)。 
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第8項  UVB 誘導 PGE2 及び IL-8 分泌亢進に対する MSK1 阻害剤の効果 

HPK を UVB 80mJ/cm2 照射し、その直後に MSK1 阻害剤である H89 を添加し、48 時間

後に培養上清中の PGE2 及び IL-8 分泌量を測定したところ、H89 10、15μM 添加により UVB

で増強されるそれぞれの分泌量が有意に抑制された(Fig. 9)。 
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第4節 考察 

 

本研究の結果により、 UVB 曝露 HPK から分泌亢進される PGE2 及び IL-8 に対し、UVB

照射直後に AX 添加しても抑制することが明らかとなった(Fig. 1,2)(UVB 照射前 AX 添加に

よる PGE2 及び IL-8 分泌亢進抑制データは未発表)。これは UVB で誘導される、PGE2 産生

の律速酵素である COX2 の遺伝子/タンパク発現の抑制及び IL-8 遺伝子発現抑制に起因する

ことが判明した(Fig. 3,4)。次に UVB 誘導 PGE2 及び IL-8 分泌亢進に関わるシグナル伝達経

路の解明において、ケラチノサイトに対する UVB やその他の刺激により、MAPK である p38

や ERK が 活 性 化 し COX2 や IL-8 の 発 現 を 誘 導 す る と の 報 告 が あ る た め

98)99)100)101)102)103)104)105)、UVB 照射前または照射後に AX 添加し、MAPK に対する AX の効

果を評価した。その結果、UVB 照射前 AX 添加では UVB で誘導される p38 及び ERK のリ

ン酸化を抑制したのに対し(Fig. 6-a)、UVB 照射直後 AX ではその抑制効果は認められなか

った(Fig. 6-b)。このことから UVB 照射直後 AX 添加により抑制される PGE2 及び IL-8 分泌

亢進の抑制の作用点は、MAPK より下流で COX2/IL-8 遺伝子発現より前のどこかに存在す

ることが示唆され、次に COX2/IL-8 の転写因子として知られる NF-κB に対する AX の効果

を解析した。NF-κB 核移行阻害剤である JSH-23 は UVB 誘導 PGE2/IL-8 分泌亢進を抑制

したが(Fig. 5)、UVB 誘導の NF-κB の核移行に対し、AX の照射直後の添加による阻害作用

は認められなかった(Fig. 7)。いままで報告された AX の研究結果では、AX が IKK 活性を阻

害することで NF-κB の核移行を阻害すると結論づけていたが 14)、刺激前に AX 添加する実

験系ではこれらの阻害効果が ROS を消去したことによる副次的な作用であることが今回の

結果で明らかとなった。AX 照射直後添加では UVB 誘導の NF-κB 核移行を阻害しなかった

ため、NF-κB の DNA 結合活性に関わるリン酸化部位 Ser276 への AX の効果を評価したと

ころ、UVB で増強される NF-κB Ser276 のリン酸化は UVB 照射直後 AX 添加により抑制

されることが明らかとなった(Fig. 8-a)。NF-κB Ser276 は核移行後にリン酸化酵素である

MSK1 によって核内でリン酸化され106)、その MSK1 の活性化は p38 または ERK により

MSK1 の Ser360 及び Thr581 がリン酸化され107)、そのあと自己リン酸化部位である Ser376

がリン酸化されることで引き起こされる108)。そのため MSK1 Ser376 のリン酸化に対する

AX の影響を評価した結果、UVB で増強されるそのリン酸化は AX 照射直後添加で抑制され

ることが判明した(Fig. 8-c)。また MSK1 は CREB のリン酸化酵素でもあるため 26)、CREB  

Ser133 のリン酸化への AX の影響を評価したところ、UVB で増強される CREB Ser133 の

リン酸化に対する AX 照射直後添加による抑制効果が確認された(Fig. 8-b)。さらに AX が

MSK１の活性を阻害することにより UVB誘導 PGE2/IL-8 分泌亢進を抑制しているのかどう

かを確認するため、MSK1 の阻害剤である H89 を用い評価した結果、UVB 照射直後 H89

添加により UVB 誘導 PGE2/IL-8 分泌亢進を濃度依存的に抑制することが明らかとなった

(Fig. 9)。 

以上より UVB 照射直後に AX を添加する実験系において、Fig. 10 に示す通り AX の作用

点は MSK1 の活性化抑制にあると考えられ、その結果 NF-κB の DNA 結合活性を弱め

COX2/IL-8 遺伝子発現が抑制され、UVB 誘導の PGE2/IL-8 分泌亢進が抑えられるシグナル

伝達抑制メカニズムが示唆された。 
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Figure 10. UVB 照射前 AX 添加及び照射後 AX 添加の PGE2/IL-8 分泌抑制の作用点 
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第3章 UVB 曝露 HPK 誘導 TGase1 発現に対するシグナル伝達経路の解明 

第1節 研究の目的 

 

UVB 曝露により皮膚の炎症が起き、表皮基底細胞の分裂促進とそのあと角化が亢進され

ることが報告されている109)。角化亢進が起きた皮膚はザラツキやゴワツキのある粗造な皮

膚表面を特徴とし、これは Cornified cell envelope(CE)と呼ばれる角質細胞の辺縁帯が通常

より硬く分厚くなることによると考えられているが、詳細なメカニズムはまだ知られてい

ない。CE は Involucrin 及び Loricrin が主な構成タンパクであり、これらのタンパクを

Transglutaminase(TGase)が架橋することで形成される。本研究では UVB 曝露で生じる角

化亢進は、UVB による TGase 活性増強の結果引き起こされるとの仮説に基づき、このメカ

ニズムを解明することを目的とした。TGase は タンパク質をε- (γ-glutamyl) lysine 結合

により架橋する Ca 依存性の酵素で、4 種のアイソザイム(TGase1,2,3,X)が存在し、表皮な

どの上皮組織に恒常的に発現している110)111)。その中でも TGase1 及び 3 が表皮の角化に関

与しているとの報告があるが112)113)114)、TGase1 は膜結合型酵素として有棘層や顆粒層の表

皮上層部に圧倒的に多く発現しており115)116)、CE 形成に最も深くかかわっている可能性が

示唆されている117)118)。一方 TGase3 は分泌型酵素として角質細胞や毛包で発現しており119)、

TGase3 ノックアウトマウスのフェノタイプでは体毛が細く変化するが、皮膚への顕著な変

化は見られないことが報告されている120)。これらの知見から、表皮の角化には TGase1 が

最も影響する酵素と考えられる。 

表皮の TGase1 に対する UVB の影響について、HPK における TGase1 活性は UVB で

は誘導されないとの報告がある121)一方、UVB による TGase1 の過剰発現が表皮組織染色で

確認されており、この過剰発現によって表皮過形成(表皮の肥厚)が生じるとの報告もある

122)。TGase1 の活性には Cathepsin D あるいはその他のプロテアーゼによるプロセッシン

グを受けるなどいくつかの工程を必要としており、UVB による TGase1 への影響を評価す

るのに、前述の TGase1 の酵素活性測定や表皮組織の免疫染色だけでは不十分といえる。

このため、まず UVB より HPK の TGase1 遺伝子/タンパク発現が増強されるかどうか、ま

たそのシグナル伝達経路を解明することが UVB 曝露による角化亢進を理解するのに重要

と考えられる。 

本研究では UVB により誘導されるストレスシグナルに関わる阻害剤を使用し、TGase1

の発現の評価を行った。またこのシグナル伝達経路解明のためのアイテムの 1 つとして、

AX の UVB 照射前・照射直後添加による特異作用(第 2 章に記述)を利用した。
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紫外線誘導の角化亢進の仮説 
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第2節 実験材料及び方法 

第1項 細胞培養 

正常ヒトケラチノサイト (Human primary keratinocyte:HPK,KURABO 社製 ) は

Medium154S(GIBCO 社製)に HKGS(Human Keratinocyte Growth Supplement)(GIBCO

社製)を加えた培地にて培養した。ヒト表皮由来の不死化細胞である HaCaT 細胞（九州大

皮膚科・古江教授より供与）は 10％牛胎児血清(FBS) (Hyclone 社製)を含有した DMEM 培

地にて継代培養した。 

 

第2項 UVB 照射 

SE fluorescent lamp (Clinical Supply 社製)を使用し、UVB radiometer photodetector 

(Torex 社製)で紫外線照射エネルギーを測定することで UVB 照射量を算出した。 

 

第3項 AX 含有培地調製 

AX(SIGMA ALDRICH 社製) と DMSO(Wako 社製) を混合し 8mM に調製した後、ヒ

ートブロックで 80℃・約 20 分間加熱し、完全に溶解させた。無血清培地に 1000 倍希釈

で加え 8µM AX 含有無血清培地を調製した。 

 

第4項 阻害剤調製 

各阻害剤はそれぞれ下記濃度になるよう DMSO で調製し、無血清培地に 1000 倍希釈

で加えた。  

 

第5項 ウエスタンブロット解析法 

細胞ライセートを BCA 法(BCA  Protein Assay Kit/Pierce 社製使用)によりタンパク定

量し一定濃度に調製した後、Sample buffer 混合後 95℃5 分加熱処理しこれをサンプルと

した。サンプルを SDS-PAGE により分離したタンパク質を PVDF 膜に転写し、下記 1 次

抗体(Can get signal solution1/TOYOBO 製で希釈)と反応させ洗浄後、下記 HRP 標識の 2

次抗体(Can get signal solution2/TOYOBO 製で希釈)と反応させた。バンドの検出には 

ECL 及び ECL plus(GE ヘルスケア社製)を用い、X 線フィルム(Hyperfilm ECL/GE ヘル

スケア社)と現像機(MAX RHEIN  MR-SE-2S/ニックス社製)を使用した。   

阻害剤名 製品名 型番 メーカー 最終濃度 

p38 阻害剤 SB203580 559389 MERCK 10µM 

MEK 阻害剤 PD98059 513000 MERCK 20µM 

JNK 阻害剤 JNK InhibitorⅡ 420119 MERCK 1µM 

NF-κB 阻害剤 JSH-23 481408 MERCK 5µM 

MSK1 阻害剤 H89 H0003 Calbiochem 0.05µM,0.1µM,0.5µM 
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1 次抗体名 希釈倍率 抗体の由来  分子量 ﾒｰｶｰ 型番 

Transglutaminase 1 1/1000 Rabbit 89.8 kDa NOVUS NB100-1844 

CREB antibody 1/1000 Mouse 43 kDa Cell signaling Technology 9104 

Phospho-ser133 CREB 1/2000 Rabbit 43ｋDa Cell signaling Technology 9191 

ERK 1/5000 Rabbit 42,44kDa Cell signaling Technology 9102 

Phospho-ERK(p-p44/42MAPK) 1/1000 Rabbit 42,44kDa Cell signaling Technology 9101 

Phospho-c-Jun (Ser73) 1/1000 Rabbit 48ｋDa Cell signaling Technology 3270 

c-Jun (60A8) 1/1000 Rabbit 43,48ｋDa Cell signaling Technology 9165 

p-AKT(Thr308) 1/1000 Rabbit 60ｋDa Cell signaling Technology 9275 

Akt 1/1000 Rabbit 60kDa Cell signaling Technology 4691 

p-ATF2(Thr71) 1/1000 Rabbit 70ｋDa Cell signaling Technology 9221 

ATF2 1/1000 Rabbit 65-75ｋDa Cell signaling Technology 9226 

-actin 1/10000 Mouse 42ｋDa SIGMA ALDRICH A5316 

MSK1 1/1000 Rabbit 90kDa Cell signaling Technology 3489 

Phosho-MSK1(Ser360) 1/500 Rabbit 90kDa Cell signaling Technology 9594 

Phosho-MSK1(Ser376) 1/500 Rabbit 90kDa Cell signaling Technology 9591 

Phosho-MSK1(Thr581) 1/500 Rabbit 90kDa Cell signaling Technology 9595 

NF-kB p65 Antibody 1/1000 Rabbit 65kDa Cell signaling Technology 3034 

Phosho-NF-ｋB p65(Se276) 1/1000 Rabbit 65-80kDa Cell signaling Technology 3037 

p38 MAPK Antibody 1/1000 Rabbit 43ｋDa Cell signaling Technology 9212 

Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) 1/1000 Rabbit 43ｋDa Cell signaling Technology 9215 

SAPK/JNK 1/1000 Rabbit 46,54ｋDa Cell signaling Technology 9252 

p-SAPK/JNK(Thr183/Tyr185) 1/1000 Rabbit 46,54ｋDa Cell signaling Technology 9251 

IκBα (44D4) Rabbit mAb 1/1000 Rabbit 39kDa Cell signaling Technology 4812 

CK2α Antibody 1/1000 Rabbit 42kDa Cell signaling Technology 2656 

 

2 次抗体名 希釈倍率 ﾒｰｶｰ 型番 

Anti-Rabbit IgG, HRP-Linked Whole Ab Donkey 1/10000 GE ヘルスケア NA934-1ML 

Anti-Mouse IgG, HRP-Linked Whole Ab Sheep 1/10000 GE ヘルスケア NA931-1ML 

第6項 RNA 干渉法 

MSK1 に対する siRNA は Silencer® Select Pre-Designed siRNA(Life Technologies 社製)

を使用し、Lipofectamine2000(Invitrogen 社製)を用いて細胞に導入した。 

 

第7項 統計処理 

統計解析は JSTAT により実施した。一対比較の場合は Student's t-test または Welch's 

t-test、多重比較の場合は Tukey's test または Dunnett's test で解析し、P 値 0.05 未満を

統計的に有意とした。 



34 

 

第3節 実験結果 

第1項 UVB 曝露 HPK の TGase1 遺伝子・タンパク発現への影響 

HPK に UVB 80mJ/cm2 を照射し、24 時間後の TGase1 遺伝子発現(Fig. 1-A) 、48 時間後

のタンパク発現(Fig. 1-B)を解析したところ、UVB によって TGase1 遺伝子発現量およびタ

ンパク発現は有意に増強された。 

 

第2項 シグナル伝達阻害剤を用いた UVB 誘導 TGase1 タンパク発現への影響 

MAPK 阻害剤(p38/MEK/JNK inhibitor)及び NF-κB 核移行阻害剤(JSH-23)のシグナル伝

達経路に対する阻害剤を HPK に添加し、3 時間後に UVB 80mJ/cm2 を照射した。その 48

時間後の TGase1 タンパク発現を解析したところ、すべての阻害剤により UVB 誘導の

TGase1 タンパク発現は有意に抑制された(Fig. 2)。 
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第3項 AX を用いた UVB 誘導 TGase1 タンパク発現への影響 

AX(1~8μM)を HPK に添加し、3 時間後に UVB 80mJ/cm2 を照射した。その 48 時間後の

TGase1 タンパク発現を解析したところ、4~8μM AX により UVB 誘導の TGase1 タンパク

発現を有意に抑制された(Fig. 3-A)。また UVB 80mJ/cm2 照射直後に AX(1~8μM)を HPK に

添加し 48 時間後の TGase1 タンパク発現を解析した結果、興味深いことに UVB 照射後添加

でも AX(1~8μM)は UVB誘導の TGase1 タンパク発現を有意に抑制することが判明した(Fig. 

3-B)。 

 

第4項 UVB によるシグナル分子のリン酸化のタイムコースの測定 

シグナル分子 p38、ERK、JNK 及び AKT について、UVB 曝露 HaCaT におけるタイムコ

ースの測定を行った。UVB 80mJ/cm2 照射 0～30 分後、ERK 及び JNK は UVB 照射の有無

にかかわらず 15 分後にリン酸化が増強されたが、UVB 照射のほうがやや増強が強いもしく

は長くなる傾向があり、p38、ERK、JNK リン酸化のピークは 15 分後にあると考えられた

(Fig. 4-A)。また AKT のリン酸化は、UVB 照射 30 分後から増強が見られ、照射 6 時間後ま

で継続した(Fig. 4-B)。 
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第5項 UVB 誘導シグナル分子活性化に対する AX の効果 

UVB 曝露 HPK におけるシグナル分子への AX の効果は、UVB 照射前 AX 添加により UVB

で増強される p38 及び ERK のリン酸化 (照射から 15 分後)を抑えることができるが、UVB

照射直後 AX 添加では抑制されないことは前述した(第 2 章 Fig. 6-b)。ここでは HaCaT 細胞

に対し、同様に UVB 照射直後 AX を添加しシグナル分子への AX の効果を評価した。UVB 

80mJ/cm2 照射から 15 分後の p38、ERK、JNK において UVB 誘導のこれらのリン酸化増

強は AX によって抑制されず、HPK を使用した実験と同様の結果であった(Fig. 5-A)。また

そのほかのシグナル分子 c-Jun、ATF2 のリン酸化および c-Fos のタンパク発現への AX の効

果を評価したところ、UVB で誘導される c-Jun 及び ATF2 のリン酸化(照射から 0.5~6 時間

後)、c-Fos のタンパク発現増強(照射から 3~6 時間後)は、いずれも AX によって抑制されな

かった(Fig. 5-B、6、7)。 
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第6項 UVB 誘導 CK2 のリン酸化及び I-κB に対する AX の効果 

UVB 80mJ/cm2 照射直後に AX(4~8μM)を HaCaT 細胞に添加し、照射から 0.5~6 時間後の

CK2 のリン酸化と 0.5~72 時間後の I-κB タンパク発現を解析したところ、UVB によってリ

ン酸化されたと考えられる分子の出現に依存し、わずかに上方シフトした CK2 や UVB によ

る I-κB タンパク分解によるタンパクレベルの低下に対し、AX 照射後添加は影響しないこと

が明らかとなった(Fig. 8-A,B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第7項 UVB 誘導 NF-κB のリン酸化に対する AX の効果 

UVB 80mJ/cm2 照射直後に AX(4~8μM)を HaCaT 細胞に添加し、照射から 0.5~6 時間後の

NF-κB(ser276/536/468) リ ン 酸 化 を 解 析 し た と こ ろ 、 UVB で 増 強 さ れ る

NF-κB(ser276/536/468)リン酸化は、AX 照射後添加によって唯一 ser276 だけが抑制された

(Fig. 9)。 
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第8項 UVB 誘導 MSK1 のリン酸化に対する AX の効果 

UVB 80mJ/cm2 照射直後に AX(1~8μM)を HaCaT 細胞に添加し、照射から 0.5 時間後の

MSK1(Thr581,Ser376/360) リ ン 酸 化 を 解 析 し た と こ ろ 、 UVB で 増 強 さ れ る

MSK1(Thr581,Ser376/360)リン酸化は、すべて AX(4~8μM)照射後添加によって抑制された

(Fig. 10)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第9項 UVB 誘導 CREB のリン酸化に対する AX の効果 

UVB 80mJ/cm2 照射直後に AX(4~8μM)を HaCaT に添加し、照射から 0.5~3 時間後の

CREB(Ser133)リン酸化を解析したところ、UVB で増強される CREB(Ser133)リン酸化は、

AX(4~8μM)照射後添加によって抑制された(Fig. 11)。 
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第10項 MSK1 阻害剤を用いた UVB 誘導 NF-κB/CREB のリン酸化及び TGase1/COX2

タンパク発現への影響 

UVB 80mJ/cm2 照射直後に MSK1 の阻害剤である H89(0.05~0.5μM)を HPK に添加し、照

射から 0.5 時間後の NF-κB(ser276)及び CREB(Ser133)リン酸化と、照射から 48 時間後の

TGase1 及び COX2 タンパク発現を解析したところ、UVB で増強される NF-κB(ser276)及び

CREB(Ser133)リン酸化は H89(0.05~0.5μM)によって抑制され (Fig. 12-A)、TGase1 及び

COX2 タンパク発現も H89(0.1~0.5μM)照射後添加によって抑制された(Fig. 12-B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第11項 MSK1 siRNA を用いた UVB 誘導 TGase1 タンパク発現への影響 

HPK に MSK1 siRNA を導入し、UVB 80mJ/cm2 照射 48 時間後の TGase1 タンパク発現を解

析したところ、UVB によって増強される TGase1 タンパク発現は MSK1 siRNA により顕著に抑

制された(Fig. 13)。 
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第4節 考察 

 

本研究で初めて UVB曝露によって HPKの TGase1 遺伝子発現及びタンパク発現が増強さ

れることを明らかにした(Fig. 1)。この結果は UVB 曝露により生じる角化亢進や皮膚の落屑

が TGase1 発現増強により引き起こされる可能性を示唆している。また本研究では UVB で

惹 起 さ れ る 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お い て 、 ス ト レ ス シ グ ナ ル 上 流 部

MAPK(p38/ERK/JNK)の活性化(リン酸化)は照射 15 分後をピークとし(Fig. 4)、その下流に

あると考えられる NF-κB, IKK, CK-2/I-κBα, AP-1(c-Fos/c-Jun), ATF-2, MSK1 が活性化(リ

ン酸化)することを明らかにした(Fig. 6,7,8,9,10)。UVB 誘導 TGase1 発現に関わるシグナル

を特定するために使用した p38/ERK/JNK の各阻害剤は UVB 誘導の TGase1 発現を抑制し

(Fig. 2)、これら MAPK が TGase1 発現に関与していることを示した。UVB 曝露ケラチノサ

イトにおいて、IL-1α分泌のオートクライン作用あるいは p38 や ERK の活性を上流とし、

IKK の活性化及び IκB のリン酸化による NF-κB 核移行といった NF-κB シグナル伝達経

路の活性化123)メカニズムはよく知られているため、NF-κB 核移行阻害剤である JSH-23 を

使用し UVB 誘導 TGase1 発現への影響を評価した。JSH-23 添加により UVB 誘導 TGase1

発現はベースラインにまで抑制されたことから、TGase1 の発現は NF-κB の活性が必須で

あることが推察された。さらに UVB 誘導 TGase1 発現のシグナル伝達経路を絞り込むため、

AX の特異効果を利用することにした。第 2 章で述べたとおり、AX は UVB 照射前添加と照

射後添加でシグナルに対する作用点が違う124)。本研究では UVB 照射後 AX 添加によるシグ

ナル分子への影響をさらに広範囲に調べ、UVB で増強される TGase1 発現のシグナル伝達経

路を特定した。まず UVB 誘導 TGase1 発現増強は、UVB 照射前 AX 添加及び照射後 AX 添

加の両方で抑制されることを確認した(Fig. 3)。UVB 照射後 AX 添加において、UVB 誘導の

JNK/cJun のリン酸化及び cFos タンパク発現は抑制されず(Fig. 5,6)、また p38/ATF2 のリ

ン酸化も同様に AX では抑制されなかったため(Fig. 7)、UVB 誘導 TGase1 は cJun/cFos の

複合体からなる AP1 系統および ATF2 系統ではなく、NF-κB が転写因子となって発現する

ことが示唆された。ケラチノサイトにおける TGase1 発現は AP1 により調整されているとさ

れていたが125)126)127)128)、ここで初めてケラチノサイトの TGase1 発現において NF-κB シグ

ナル経路が関与していることを明らかにした。 

UVB 照射後 AX 添加よる UVB 誘導 TGase1 発現の抑制効果について、その作用点の特定

を行った。p38/CK2/I-κB/NF-κB のシグナル経路において、UVB 誘導のリン酸化による

CK2 上方シフトや I-κB タンパク分解に対し AX は影響しなかった(Fig. 8)。NF-κB の活性

に関わる 3 つのリン酸化部位(Ser276/536/486)に対し、UVB で増強されるリン酸化を AX 添

加により抑制できたのは唯一 NF-κB(Ser276)だけであった(Fig. 9)。Ser536 は NF-κB 核移

行に関わるリン酸化部位であり、AX は p38/CK2/I-κB/NF-κB(Ser536)や ERK/IKK/I-κ

B/NF-κB(Ser536)の経路を抑制せず、機能は不明だが Ser468におけるPI3K/Akt/GSK3/NF-

κB(Ser468)の経路129)も抑制しないことが示めされた。Ser276 は NF-κB の DNA 結合活性

に関わる部位で、核移行後 MSK1 によりリン酸化される130)131)132)133)。このため MSK1 活性

に関わる 3 つのリン酸化部位、Thr581,Ser376/360 における AX の効果を評価した結果、UVB

で誘導される MSK1 Thr581,Ser376/360 のリン酸化増強は、UVB 照射後 AX 添加で抑制さ

れることが明らかとなった(Fig. 10)。MSK1は p38による Thr581のリン酸化をはじめとし、
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その後 ERK による Ser360 のリン酸化や自己リン酸化部位である Ser376 がリン酸化される

ことによって活性化する134)135)136)。活性化した MSK1 は核内で NF-κB Ser276 及び CREB 

Ser133 をリン酸化することから、MSK1 活性化への AX の抑制効果が CREB 活性化の抑制

に連動していることを確認するため、UVB 照射後 AX 添加による CREB のリン酸化への影

響を評価した。その結果、UVB で誘導される CREB Ser133 のリン酸化を AX 添加により抑

制されることが確認された(Fig. 11)。これらの結果より、UVB 照射後 AX 添加による MSK1

のリン酸化阻害を基軸とし、NF-κB Ser276 のリン酸化が抑制され TGase1 発現が抑制され

ることが推察されたため、MSK1 の阻害剤である H89 添加及び MSK1 siRNA 導入により

UVB 誘導の TGase1 発現が抑制されるか評価した。UVB 照射後 H89 添加により NF-κB 

Ser276 及び CREB Ser133 のリン酸化が抑制されるとともに、TGase1 タンパク発現が抑制

されることが確認され (Fig. 12)、NF-κB シグナル経路で発現する代表的なタンパク COX2

の発現も H89 で同様に抑制されたこと(Fig. 12)は MSK1 による NF-κB Ser276 リン酸化が

NF-κB 活性に必須であることを示唆している。また MSK1 siRNA 導入により UVB 誘導の

TGase1 が有意に抑制されることも確認された(Fig. 13)。 

以上の結果から下図に示す通り、ヒトケラチノサイトにおける UVB 照射による TGase1

発現増強は NF-κB 転写因子とし、MSK1 による NF-κB Ser276 のリン酸化を必須として

いることが示唆された。 

 

UVB 誘導 TGase1 発現のシグナル伝達経路 
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第4章 HM における SCF 誘導色素沈着に対する WFA の効果とその作用メカニ

ズム 

第1節 研究の目的 

 

UVB は皮膚障害を引き起こす有害な外的因子の一つであり、その主たる障害には炎症や色

素沈着が挙げられる。UVB の曝露を受けた皮膚では、まず表皮に存在するケラチノサイトが

その刺激を受け、炎症性サイトカインである IL-1αを分泌し、そのオートクライン作用によ

り END1 や SCF などのサイトカインが産生される。ケラチノサイトで発現された膜結合型

SCF 及び分泌された END1 は、近隣に存在するメラノサイトの各々の受容体 c-Kit 及び

EDNRB と結合し、各経路のシグナル分子の活性化を通してメラニンの合成が促進される。

メラニン産生に関わるマスター転写因子である MITF はチロシナーゼ(TYR)、TRP1、TRP2、

DCT、Pmel17 などのメラニン合成関連タンパクを発現し、メラニン合成の場であるメラノ

ソーム内でチロシンを基質としメラニン合成が開始される。メラノソームは 4 つのステージ

で成熟しながらメラノサイトの樹枝状突起先端部に移動し、最終目的地であるケラチノサイ

トに受け渡される。受け渡されたメラノソーム(メラニン顆粒)はケラチノサイトの核の上部

を覆う(核帽子と呼ばれる)ようにして紫外線から核を保護すると同時に、皮膚の色素沈着と

して認識されるようになる。 

色素沈着抑制剤いわゆる美白剤の多くは、チロシナーゼ活性を直接阻害したり、チロシナ

ーゼタンパクを分解することでチロシナーゼ活性を低下させるタイプやメラノサイトからケ

ラチノサイトへのメラニン顆粒の受け渡しを阻害(PAR2 受容体の不活性化)するタイプなど

が挙げられる。このような抑制メカニズムで色素沈着を抑制した場合、この色素形成メカニ

ズムは正常な皮膚の色に維持にも寄与しているため、正常な皮膚色までも抜け落ち、いわゆ

る白斑を引き起こすおそれがある。美白剤に求められる効果は色素沈着部を薄くし、皮膚の

色調を明るく均一にすることであり、UVB などの刺激を受け過剰に産生されるメラニンをベ

ースラインまで抑え、行き過ぎないことが望ましい。この条件を満たす美白剤のデザインは

UVB などの刺激に応じて活性化するシグナル伝達経路を阻害することであると考えられる。 

我々はこの観点から美白剤になりうる素材を探し、アシュワガンダ (学名 Withania 

somnifera)といわれる植物の抽出液を見出した。アシュワガンダエキスは END1 及び SCF

で誘導されるメラニン産生に対し、シグナル上流部である PKC あるいは MEK を抑制する

ことでメラニン産生を阻害することが判明している 50)84)85)137)。また本エキスはチロシナー

ゼ直接阻害作用及び細胞毒性は持たないことを確認している。本研究ではアシュワガンダエ

キスの活性成分の一つである WFA を用い、SCF 誘導のメラニン産生に対する阻害効果を評

価し、そのメカニズムを解明することを目的とした。 
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UVB 誘導色素沈着のメカニズム 
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第2節 実験材料及び方法 

第1項 細胞培養 

正 常 ヒ ト メ ラ ノ サ イ ト (Human Epidermal melanocyte:HM, KURABO 社 製 ) は

Medium254 (GIBCO 社製)に HMGS(Human Melanocyte Growth Supplement) (GIBCO 社

製)を加えた培地にて培養した。 

 

第2項  3 次元培養表皮モデル(HEE)培養方法 

 新生児包皮由来ケラチノサイトと新生児包皮由来メラ

ノサイトを細胞比 10：1 で共培養し重層化された

LabCyte MELANO-MODEL(ジャパン・ティッシュ・エ

ンジニアリング社製)を使用した。HEE は D-MEM(0.5 

lg/ml hydrocortisone,5 ng/ml epidermal growth factor 

(EGF)を含む)で 14 日間培養した。 

 

第3項 WFA 含有培地調製 

WFA(SIGMA ALDRICH 社製) を DMSO(Wako 社製) に溶解させ 50μM に調製し、無血

清培地に 1000 倍希釈で加え、50nM WFA 含有無血清培地を調製した。 

第4項 チロシナーゼ活性測定 

チロシナーゼ活性測定は MBTH 法(Winder A. et al., 1991, Eur.J. Biochem. 198:317-326）

を 改 変 し 下 記 方 法 で 行 っ た 。 Lysis Buffer(0.5% sodium deoxycholate,0.5% 

TritonX-100,1mM PMSF)で細胞を回収し、その細胞ライセート 20μL と 100μL Assay 

buffer(100mM sodium phosphate buffer(pH7.1) 、4%N-N-dimethyl formamide)及び 50μ

L 5mM L-DOPA、50μL 20.7mM MBTH を混合し、37℃30 分間インキュベート後、505nm

の吸光度で測定した。 

 

第5項 ユーメラニン定量法 

PTCA をユウメラニンの指標する HPLC 法 (Ito S. et al., Anal Biochem. 1985 Feb 

1;144(2):527-36.参照)で定量を行った。 

 

第6項 ウエスタンブロット解析法 

細胞ライセートを BCA 法(BCA  Protein Assay Kit/Pierce 社製使用)によりタンパク定量

し一定濃度に調製した後、Sample buffer 混合後 95℃5 分加熱処理しこれをサンプルとした。

サンプルを SDS-PAGE により分離したタンパク質を PVDF 膜に転写し、下記 1 次抗体(Can 

get signal solution1/TOYOBO 製で希釈)と反応させ洗浄後、下記 HRP 標識の 2 次抗体(Can 

get signal solution2/TOYOBO 製で希釈)と反応させた。バンドの検出には ECL 及び ECL 
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plus(GE ヘルスケア社製)を用い、X 線フィルム(Hyperfilm ECL/GE ヘルスケア社)と現像機

(MAX RHEIN  MR-SE-2S/ニックス社製)を使用した。   

1 次抗体名 ﾒｰｶｰ 

Phospho-c-Kit abcam 

c-kit abcam 

CREB antibody Cell signaling Technology 

Phospho-ser133 CREB Cell signaling Technology 

ERK Cell signaling Technology 

Phospho-ERK(p-p44/42MAPK) Cell signaling Technology 

MITF Dr.D.E.Fisher(Harvard Medical School)から供与 

PMEL17(αPEP13) Dr.Hearing(NIH)から供与  

TYR Invitrogen 

TYRP1 Invitrogen 

DCT SantaCruz 

-actin SIGMA ALDRICH 

p38 MAPK Antibody Cell signaling Technology 

Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) Cell signaling Technology 

 MEK1/2 Antibody Cell signaling Technology 

Phospho-MEK1/2 (Ser217/221) (41G9) Rabbit mAb Cell signaling Technology 

Phospho-c-Raf (Ser338) Cell signaling Technology 

c-Raf Cell signaling Technology 

Shc Antibody Cell signaling Technology 

Phospho-Shc (Tyr239/240) Cell signaling Technology 

 

2 次抗体名 希釈倍率 ﾒｰｶｰ 型番 

Anti-Rabbit IgG, HRP-Linked Whole Ab Donkey 1/10000 GE ヘルスケア NA934-1ML 

Anti-Mouse IgG, HRP-Linked Whole Ab Sheep 1/10000 GE ヘルスケア NA931-1ML 

 

第7項 リアルタイム RT-PCR 法 

Total RNA の抽出は RNeasy Mini Kit (Qiagen 社製）を用い、cDNA 合成には Rever Tra 

Ace qPCR RT kit(TOYOBO 社製)を用いた。下記配列の PCR プライマーと Power SYBR 

Green PCR Master Mix (Applied Biosystems 社製)を使用しリアルタイム RT-PCR をした。   

 Forward  Reverse  

GAPDH 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3’ 5’-AGTCCTTCCACGATAACCAAAGTTG-3’ 

TYR 5’-CCTCAAAGCATGCACAAT-3’ 5’-GACGACCAGCAAGCTCACAAG-3’ 

MITF 5’-TCCGTCTCTCACTGGATTGGTG-3’ 5’-CGTGAATGTGTGTTCATGCCTGG-3 

TYRP1 5’-TCATCTATTCCTGAATGGAACAGG-3’ 5’-AATGAGTGCAACCAGTAACAAAGC-3’ 

DCT 5’-TCCGCTAGCCATGGGCTTGTGGGATGGGG-3’ 5’-ACCGTCGACTGGTAGGCTTCCTCCGTGTAT-3’ 
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PMEL17 5’-TCTGGGCTGAGCATTGGG-3’ 5’-AGACAGTCACTTCCATGGTGTGTG-3’ 

c-KIT 5’-GCTGAGCTTTTCTTACCAGGTGG-3’ 5’-TATGTCATACATTTCAGCAGGTGC-3’ 

 

第8項 統計処理 

統計解析は JSTAT により実施した。一対比較の場合は Student's t-test または Welch's 

t-test、多重比較の場合は Tukey's test または Dunnett's test で解析し、P 値 0.05 未満を

統計的に有意とした。 
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第3節 実験結果 

第1項 HEE における SCF 誘導色素沈着への WFA の効果 

SCF(5nM)刺激下の HEE では 14 日間培養で色素沈着が目視レベルで明瞭に確認でき、

WFA(50 nM)添加によりこの色素沈着形成は顕著に抑えられた(Fig. 1-a) 。HEE の切片を

HE 染色(表皮組織染色)及び FM 染色(メラニン顆粒染色)したところ、WFA による表皮組織

の変性は見られず、WFA 無添加と比較しメラニン顆粒量の減少が認められた(Fig. 1-b)。ま

た HPLC を用いてユーメラニン量を測定した結果、SCF(5nM)刺激により増加したユーメラ

ニン量は WFA(50 nM)添加によって有意に抑制され(Fig. 1-c)、MTT assay の結果では

WFA(50 nM)添加による細胞生存率への影響は認められなかった(Fig. 1-d)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1  
Inhibitory effects of WFA on the SCF-stimulated pigmentation of HEEs. a Visible pigmentation, b H&E and FM staining at 
days 0 and 14,c Eumelanin content (PTCA) of HEEs at day 14. d MTT assay at day 14. a HEEs were cultured at 37˚C for 14 
days in DMEM supplemented with 0 or 5 nM SCF and with or without WFA at concentrations of 12.5, 25 and 50 nM. The 
media containing PBS (as a control), SCF (at 0 nM) +WFA (at 50 nM), SCF(at 5 nM) and SCF (at 5 nM)+ WFA (at 12.5, 25 
and 50 nM) were exchanged every 2 days.b H&E and FM staining of HEEs were performed using paraffin sections at day 
14.c Chemical degradation and analysis of eumelanin were performed using homogenates of HEEs (treated with WFA at 50 
nM) at day 14 and was quantitated as described in the‘‘Materials and methods’’. Eumelanin content is expressed as ng 
PTCA/mg tissue. d HEEs were cultured for 14 days in DMEM supplemented with 5 nM SCF in the presence or absence of 
WFA at 50 nM after which cell viability was evaluated for the last 24 h using the MTT assay. Cell viability is expressed 
as % cell viability. Values are mean ± SD derived from three independent experiments. *p ＜ 0.05,**p ＜0.01 vs Control 
SCF- or SCF+ at day 14 
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第2項 HEE における SCF 誘導メラニン合成関連遺伝子発現への WFA の効果 

WFA による色素沈着抑制の作用機序を明らかにするため、リアルタイム RT-PCR により

メラニン合成関連遺伝子の発現に対する WFA の効果を評価した。SCF(5nM)刺激下 HEE で

のメラニン合成関連遺伝子(MITF、TYR、TYRP1、DCT、PMEL17、c-Kit)の発現ピーク 7

日目 81)82)において、SCF(5nM)誘導の各遺伝子発現増強は WFA(50 nM)添加によって有意な

抑制が認められた(Fig. 2-a,b,c,d,e,f) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2  
Abrogating effects of WFA on the SCF-stimulated levels of melanocyte-specific mRNAs of HEEs. WFA was added at 50 nM  
to HEEs 24 h prior to the SCF stimulation. The media containing SCF and WFA were exchanged every 2 days. HEEs at day 
7 of treatment were subjected to real-time RT-PCR. Results were normalized to GAPDH. Values are mean ± SD derived 
from three independent experiments. Control: 0 nM SCF at day 7, SCF: 5 nM SCF at day 7, SCF + WFA: 5 nM SCF+50 nM 
WFA at day 7, **p ＜0.01 vs.SCF or Control, a MITF, b TYR, c TYRP1, d DCT, e PMEL17, f c -KIT 
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第3項 HEE における SCF 誘導メラニン合成関連タンパク発現への WFA の効果 

Western Blotting によりメラニン合成関連タンパク発現に対する WFA の効果を評価した。

SCF(5nM)刺激下 HEE でのメラニン合成関連タンパク(MITF、TYR、TYRP1、DCT、PMEL17、

c-Kit)の発現ピーク 10 日目において、SCF(5nM)誘導の各タンパク発現増強は WFA(50 nM)

添加によって有意な抑制が認められた (Fig. 3)。SCF(5nM)誘導の MITF、TYR、TYRP1、

DCT、c-Kit のタンパク発現増強に対し、WFA12.5～50 nM の濃度依存的な抑制が認められ

(Fig. 4-a,b,c,d,f)、PMEL17 は WFA 12.5nM 以上で抑制が顕著に認められた(Fig. 4-e)。 
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Fig. 4  
Abrogating effects of WFA on the SCF-stimulated levels of melanocyte-specific proteins of HEEs at different 
concentrations. WFA was added at the indicated concentration to HEEs 24 h prior to the SCF stimulation. The media 
containing SCF and WFA were exchanged every 2 days. HEEs at day 10 of treatment were subjected to Western blotting. 
Protein expression levels in 5 nM SCF and 5 nM SCF + WFA (12.5, 25 and 50 nM) at day 10. Representative immunoblots 
from three independent experiments are shown. Values are mean ± SD from three independent experiments. *p＜0.05,**p
＜0.01. a MITF, b TYR, c TYRP1, d DCT, e PMEL17, f c-KIT  
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第4項 HM における細胞生存率への WFA の効果 

HM を WFA(50 nM)で 3 時間プレインキュベーションし、SCF(5nM)添加 72 時間培養後、

MTT assay にて細胞生存率への影響を評価したところ、SCF(5nM) 刺激の有無にかかわら

ず WFA 添加による細胞生存率及び細胞形状変化への影響は認められなかった  (Fig. 5-a,b)。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第5項 HM における SCF 誘導チロシナーゼ活性への WFA の効果 

HM を WFA(50 nM)で 3 時間プレインキュベーションし、SCF(5nM)添加 72 時間培養後

のチロシナーゼ活性を測定した結果、SCF 誘導のチロシナーゼ活性亢進を WFA 添加により

有意に抑制した(Fig. 6-a)。また HM の細胞 Lysate における SCF 誘導のチロシナーゼ活性

亢進に対して WFA 添加によるその抑制は認められなかったため(Fig. 6-b)、WFA はチロシ

ナーゼ直接阻害作用を有しないことが確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5  
Effects of WFA on the morphology and 
viability of NHMs. a Cell morphology, b 
MTT assay. NHMs were treated with 
WFA at a concentration of 50 nM for 3 h 
after which SCF was added at 5 nM. 
After 72 h of culture, cell morphology 
and cell viability were evaluated by 
phase contrast microscopy and MTT 
assay, respectively. Cell viability is 
expressed as % of cell viability 

Fig. 6  
Effects of WFA on TYR activity in SCF-treated NHMs a NHMs were cultured in the presence of WFA at a concentration of 
50 nM for 3 h, then were treated with SCF (5 nM) and maintained in culture for 72 h, after which cell lysates were 
prepared for the measurement of TYR activity. b NHMs were cultured in the absence of WFA for 72 h after SCF stimulation 
after which the cell lysates were prepared and TYR activity was measured after adding WFA at a concentration of 50 nM. 
TYR activity was measured as delta absorbance (505 nm)/μg protein and is expressed as relative to the control (0 nM SCF). 
Values are mean ± SD derived from three independent experiments. *p＜0.05 
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第6項 HM における SCF 誘導シグナル伝達経路への WFA の効果 

WFA の色素沈着抑制効果は MITF 遺伝子発現以前の上流に作用点があることが考えられ

たため、SCF 誘導 MITF 発現に関わるシグナル分子(ERK、MEK、Raf1、Shc、c-Kit)及び

転写因子(CREB) に対する WFAの影響を Western Blotting にて評価した。HM を WFA(12.5、

25、50 nM)で 3 時間プレインキュベーションし、SCF(5nM)添加から 15 分培養後の各因子

のリン酸化を評価した結果、SCF 誘導の各シグナル分子及び転写因子のリン酸化増強を

WFA(50 nM)添加によって有意に抑制することが確認された (Fig. 7-a,b,c,d,e,f,g)。 
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第7項 HM における WFA の SCF 誘導シグナル分子活性抑制に対する DTT の効果 

WFA は c-Kit の自己リン酸化部位である Tyr936 に対して、SCF で誘導されるこの部位の

リン酸化増強を抑制すること明らかとなった(Fig. 7-g)。また WFA は SH 基を活性部位に持

つプロテインキナーゼと結合し、その活性を制御する作用が知られおり138)、本研究の場合も

同様なメカニズムが働き c-Kit の自己リン酸化が抑制されているのかどうかを確認するため、

Dithiothreitol(DTT)を用い検証した。HM を WFA(50 nM)及び DTT で 3 時間プレインキュ

ベーションし、SCF(5nM)添加から 15 分培養後、c-Kit/CRBE/MITF のリン酸化を Western 

Blotting にて評価した。WFA(50 nM)により SCF 誘導 c-Kit/CRBE/MITF のリン酸化を抑制

するのに対し、WFA(50 nM) +DTT 処理によってその抑制効果が消失されることが明らかと

なった(Fig. 8)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8 DTT reverses the WFA-suppressed phosphorylation of c-KIT and the subsequent series of phosphorylations of 
signaling intermediates in SCF-treated NHMs. NHMs were co-treated with 250 μM DTT and 50 nM WFA for 1 h and were 
then treated with 5 nM SCF for 5 min. Lysates were harvested at 5 min after SCF or sham stimulation and were 
immunoblotted with antibodies to phosphorylated or non-phosphorylated c-KIT, CREB, MITF and -actin. Representative 
immunoblots from three independent experiments are shown 
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第8項 HM における WFA の SCF/c-Kit 結合性への影響 

WFA による SCF 誘導 c-KIT リン酸化の抑制効果は、SCF/c-Kit の結合性を阻害すること

に起因しているのかどうかを確認した。HM を 4℃下で WFA(50 nM)+SCF(5nM)添加 2 時間

培養後、4℃下で新しい培地でリンスした後、37℃の培地を添加し 5 分/10 分/15 分培養後、

c-Kit/ERK/CRBE/MITF のリン酸化を Western Blotting にて評価した。WFA 有無にかかわ

らず、どの時間帯においても SCF 添加により c-Kit/ERK/CRBE/MITF のリン酸化が誘導さ

れたため、WFAは SCF/c-Kit結合を阻害する作用を有しないことが示唆された(Fig. 9-a,b,c)。 
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第4節 考察 

 

本研究により 50nM という低濃度の WFA に SCF で誘導される HEE の色素沈着に対する

抑制効果が認められた(Fig. 1-a)。このとき SCF で増強されるメラニン合成関連タンパク

(MITF、TYR、TYRP1、DCT、PMEL17、c-Kit)の遺伝子発現(Fig. 2)、タンパク発現(Fig. 3,4)

の抑制効果が認められたため、WFA の作用点は MITF 遺伝子発現以前の上流にあることが

推察された。これを確認するため HM を用い、MITF 発現に関わるシグナル分子(ERK、MEK、

Raf1、Shc、c-Kit)及び転写因子(CREB) に対する WFA の効果を検証した。その結果、SCF

誘導の各シグナル分子及び転写因子のリン酸化増強を WFA(50 nM)は有意に抑制し(Fig. 7)、

SCF 受容体である c-Kit Tyr936(自己リン酸化部位)のリン酸化に対する抑制効果も認められ

た。ここで WFA の SCF 誘導色素沈着抑制効果における作用点として 3 つの可能性が考えら

れた。①Phosphatase を活性化し、リン酸化を抑制している。②c-Kit の活性をダイレクト

に抑制している。③SCF と c-Kit の結合を阻害している(アンタゴニストとして作用している)。

①の可能性において、WFA は Phosphatase に影響しない、もしくは不活性化に影響してい

るとの報告があり139)、除外できる。②の可能性において、活性部位に SH 基を有するプロテ

インキナーゼに対し、WFA はその SH 基と結合しキナーゼ活性を抑制することが報告されて

いるため 147)148)、受容体型チロシンキナーゼである c-Kit に SH 基の活性部位があり、そこ

に WFA が結合し c-Kit の活性を抑制していると仮定し、Dithiothreitol(DTT)を用い検証し

た。その結果、SCF 誘導の c-Kit リン酸化に対する WFA の抑制効果は DTT 処理により失効

された。つまり SH 基を 2 つ有する DTT と WFA が結合し、c-Kit の活性を阻害できなくな

った可能性が示された。③の可能性においては、シグナル伝達は一般に低温下でリガンドと

受容体の結合は起きるが、シグナルの活性化は起きないという温度依存性特性を利用し、

WFA が c-Kit のアンタゴニスト様作用を有するか検証した。4℃下で HM を WFA(50 nM)

と SCF で 2 時間培養後、培地でリンスし、37℃下で培地を加え 5～15 分培養した結果、WFA

添加の有無にかかわらず c-Kit のリン酸化が誘導されたため、WFA は SCF と c-Kit の結合

に対する阻害作用を有しないこと

が確認された。 

以上のことから右図に示す通り

SCF 誘導の色素沈着抑制効果に

対する WFA の作用点は c-Kit 活

性の阻害にあると考えられ、以降

のシグナル伝達を抑制することで

メラニン産生増強を抑制すること

が示唆された。また HEE及び HM

における WFA の細胞生存率への

影響 (Fig. 1-d,5)やチロシナーゼ

直接阻害作用(Fig.6-b)は認められ

ず、WFA は安全で有用性の高い

美白剤になりうると考えられる。 
SCF 誘導色素沈着に対する WFA の抑制作用機序 
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第5章 UVB 曝露 HPK-HM 共培養における色素沈着への AX 及び WFA の効果と

その作用メカニズム 

第1節 研究の目的 

 

紫外線に晒された皮膚はまず炎症が起き、その後色素沈着が認められるようになる。皮膚

の炎症は、ケラチノサイト内で紫外線により発生した ROS をトリガーとし数種類の炎症性

サイトカインが分泌されることにより引き起こされる 128)。一方、皮膚の色素沈着では紫外

線曝露したケラチノサイトから分泌される炎症性サイトカインをトリガーとし、そのあと産

生されるメラニン産生誘導サイトカインによって引き起こされる。つまり紫外線誘導の色素

沈着は、紫外線に曝露されたケラチノサイト同士による細胞間相互作用(オートクライン作

用)の後、ケラチノサイトとメラノサイトとの異種細胞相互作用(パラクライン作用)により引

き起こされる。UVB 誘導の色素沈着では、メラニン産生誘導サイトカインとして EDN1、

SCF、αMSH の関与が知られ 8)11) 14) 20)140)、UVA では GM-CSF141)がケラチノサイトから分

泌されることにより引き起こされる。これらのサイトカインの中でも EDN1 及び SCF は

UVB 誘導の色素沈着に最も影響しており、EDN1 と SCF は相乗的にメラノサイトの増殖及

びメラニン産生を増強させる 22)。 

本研究では UVB で誘導されるケラチノサイトからの液性因子とメラノサイトの相互作用

についてセルインサート共培養系を用い解析するとともに、UVB 誘導メラニン産生増強に対

する WFA 及び AX の効果とその作用メカニズムを解明することを目的とした。 
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第2節 実験材料及び方法 

第1項 細胞培養 

正常ヒトケラチノサイト (Human primary keratinocyte:HPK,KURABO 社製 ) は

Medium154S(GIBCO 社製)に HKGS(Human Keratinocyte Growth Supplement)(GIBCO

社 製 ) を 加 え た 培 地 に て 培 養 し た 。 正 常 ヒ ト メ ラ ノ サ イ ト (Human Epidermal 

melanocyte:HM, KURABO 社 製 ) は Medium254 (GIBCO 社 製 ) に HMGS(Human 

Melanocyte Growth Supplement) (GIBCO 社製)を加えた培地にて培養した。 

 

第2項 セルインサートによる共培養 

セルカルチャーインサート(BD Falcon 社製)のプ

レートにHMを、インサートにHPKを播種し各々

別々に培養後、UVB 照射した HPK を HM が播種

されているプレートにセッティングし共培養した。

このとき、HPK から分泌される液性因子がインサ

ート底部のメンブレンを透過することでHMに対

する刺激を誘発させた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第3項 AX 含有培地調製 

AX(SIGMA ALDRICH 社製) と DMSO(Wako 社製) を混合し 8mM に調製した後、ヒー

トブロックで 80℃・約 20 分間加熱し、完全に溶解させた。無血清培地に 1000 倍希釈で

加え 8µM AX 含有無血清培地を調製した。 

 

第4項 WFA 含有培地調製 

WFA(SIGMA ALDRICH 社製) を DMSO(Wako 社製) に溶解させ 50μM に調製し、無血

清培地に 1000 倍希釈で加え、50nM WFA 含有無血清培地を調製した。 
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第5項 チロシナーゼ活性測定 

チロシナーゼ活性測定は MBTH 法(Winder A. et al., 1991, Eur.J. Biochem. 198:317-326）

を 改 変 し 下 記 方 法 で 行 っ た 。 Lysis Buffer(0.5% sodium deoxycholate,0.5% 

TritonX-100,1mM PMSF)で細胞を回収し、その細胞ライセート 20μL と 100μL Assay 

buffer(100mM sodium phosphate buffer(pH7.1) 、4%N-N-dimethyl formamide)及び 50μ

L 5mM L-DOPA、50μL 20.7mM MBTH を混合し、37℃30 分間インキュベート後、505nm

の吸光度で測定した。 

 

第6項 サイトカイン定量法(ELISA 法) 

回収した細胞上清から ELISA Kit： Interleukin(IL)-1a, IL-6, IL-8, GM-CSF , TNFa 

(ThermoFisher Scientific 社製)、αMSH、END1 (免疫生物研究所社製)、PGE2(Cayman 

Chemical 社製)を使用しプロトコールに従い定量した。 

 

第7項 ウエスタンブロット解析法 

細胞ライセートを BCA 法(BCA  Protein Assay Kit/Pierce 社製使用)によりタンパク定量

し一定濃度に調製した後、Sample buffer 混合後 95℃5 分加熱処理しこれをサンプルとした。

サンプルを SDS-PAGE により分離したタンパク質を PVDF 膜に転写し、下記 1 次抗体(Can 

get signal solution1/TOYOBO 製で希釈)と反応させ洗浄後、下記 HRP 標識の 2 次抗体(Can 

get signal solution2/TOYOBO 製で希釈)と反応させた。バンドの検出には ECL 及び ECL 

plus(GE ヘルスケア社製)を用い、X 線フィルム(Hyperfilm ECL/GE ヘルスケア社)と現像機

(MAX RHEIN  MR-SE-2S/ニックス社製)を使用した。   

1 次抗体名 ﾒｰｶｰ 

CREB antibody Cell signaling Technology 

Phospho-ser133 CREB Cell signaling Technology 

ERK Cell signaling Technology 

Phospho-ERK(p-p44/42MAPK) Cell signaling Technology 

MITF Dr.D.E.Fisher(Harvard Medical School)から供与 

-actin SIGMA ALDRICH 

MEK1/2 Antibody Cell signaling Technology 

Phospho-MEK1/2 (Ser217/221) (41G9) Rabbit mAb Cell signaling Technology 

Phospho-c-Raf (Ser338) Cell signaling Technology 

c-Raf Cell signaling Technology 

 

2 次抗体名 希釈倍率 ﾒｰｶｰ 型番 

Anti-Rabbit IgG, HRP-Linked Whole Ab Donkey 1/10000 GE ヘルスケア NA934-1ML 

Anti-Mouse IgG, HRP-Linked Whole Ab Sheep 1/10000 GE ヘルスケア NA931-1ML 
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第8項 リアルタイム RT-PCR 法 

Total RNA の抽出は RNeasy Mini Kit (Qiagen 社製）を用い、cDNA 合成には Rever Tra 

Ace qPCR RT kit(TOYOBO 社製)を用いた。下記配列の PCR プライマーと Power SYBR 

Green PCR Master Mix (Applied Biosystems 社製)を使用しリアルタイム RT-PCR をした。   

 Forward  Reverse  

GAPDH 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3’ 5’-AGTCCTTCCACGATAACCAAAGTTG-3’ 

TYR 5’-CCTCAAAGCATGCACAAT-3’ 5’-GACGACCAGCAAGCTCACAAG-3’ 

MITF 5’-TCCGTCTCTCACTGGATTGGTG-3’ 5’-CGTGAATGTGTGTTCATGCCTGG-3 

TYRP1 5’-TCATCTATTCCTGAATGGAACAGG-3’ 5’-AATGAGTGCAACCAGTAACAAAGC-3’ 

 

第9項 EDN1 中和抗体処理 

Anti-Human END1 antibody (免疫生物研究所社製使用)を滅菌水で 100μg/mL に希釈後、

最終濃度が 0.1~10ng/mL になるよう培地に直接添加した。 

 

 

第10項 統計処理 

統計解析は JSTATにより実施した。一対比較の場合は Student's t-testまたはWelch's t-test、

多重比較の場合は Tukey's test または Dunnett's test で解析し、P 値 0.05 未満を統計的に

有意とした。 
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第3節 実験結果 

第1項 HPK-HM 共培養における UVB 曝露 HPK による HM のメラニン合成関連遺伝子

発現およびチロシナーゼ活性への影響 

HPK に UVB 80mJ/cm2 照射し HM と共培養後、メラニン合成関連遺伝子発現への影響を

リアルタイム RT-PCR によりを評価した結果、MITF は UVB 照射から 24 時間後有意にその

発現が増加し(Fig. 1-a)、TYR は 24～48 時間後に(Fig. 1-b)、TYRP1 は 36～72 時間後に(Fig. 

1-c)発現が増強された。チロシナーゼ活性は UVB 照射 40、60、80 mJ/cm2 曝露 HPK と HM

の共存培養 72 時間において、照射量に依存して増強が認められ(Fig. 2-a)、メンブレンポア

サイズ 1.0 及び 3.0μm には依存しないことを確認した(Fig. 2-b)。 
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第2項 UVB 曝露 HPK によるサイトカイン分泌への影響 

 HPK に UVB 80mJ/cm2 を照射し、0～72 培養後のサイトカインの分泌量を ELISA 法に

より定量した結果、IL-1α/TNF-α/IL-6/IL-8/EDN1 は 24～72 時間後有意に分泌亢進し、

PGE2/GM-CSF は 72 時間後に分泌亢進が認められたが、αMSH の分泌は認められなかった

(Fig. 3)。 
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第3項 UVB 曝露 HPK-HM 共培養における EDN1 中和抗体の効果 

UVB曝露 HPKからメラニン産生誘導サイトカインである EDN1分泌亢進が確認されたた

め、EDN1 中和抗体を使用し UVB 曝露 HPK-HM で誘導されるチロシナーゼ活性が抑制さ

れるか検証した。HPK に UVB 80mJ/cm2 照射し HM と共培養において、UVB 照射 0～24

時間後 EDN1 中和抗体を添加し、48 時間後のチロシナーゼ活性を測定した結果、照射 12 時

間後及び 24 時間後の EDN1 中和抗体添加により UVB 誘導のチロシナーゼ活性を有意に抑

制した。また HM 単独培養において、EDN1 添加 0～36 時間前に EDN1 中和抗体で前処理

し、EDN1 添加 48 時間後のチロシナーゼ活性を測定した結果、EDN1 添加直前および 12 時

間前の中和抗体添加により EDN1 により誘導されるチロシナーゼ活性の有意な抑制が認め

られた。HPK への UVB 照射直後の EDN1 中和抗体処理及び HM への EDN1 処理 24～36

時間前の EDN1 中和抗体の前処理ではチロシナーゼ活性が抑制されなかったのは、EDN1

中和抗体の前処理時間が長く、失活するためと考えられる。 
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第4項 UVB 曝露 HPK-HM 誘導チロシナーゼ活性に対する AX の効果 

UVB 曝露 HPK との HM 共培養で誘導されるチロシナーゼ活性に対する AX の効果を評価

した結果、UVB 照射直後 AX 添加により、UVB 曝露 HPK で誘導される HM のチロシナー

ゼ活性は AX(1、4、8μM)添加により有意に抑制されることが確認された (Fig. 5) 。 
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第5項 UVB 誘導サイトカイン分泌亢進に対する AX の効果 

UVB 曝露 HPK との HM 共培養によりチロシナーゼ活性が増強され、AX によりその増強

が抑制されることが確認された。このチロシナーゼ活性増強は UVB 曝露 HPK から分泌亢進

される EDN1 によるものと示唆されたため、UVB 曝露 HPK から分泌亢進される EDN1 や

その他のサイトカインに対する AX の効果について、HaCaT 細胞を使用し検証した。HaCaT

細胞に対し UVB 80mJ/cm2 照射直後に AX(4~8μM)を添加し 6～72 時間培養後の培養上清中

のサイトカインを ELISA 法により定量した結果、UVB により分泌亢進される EDN1(培養

12～72 時間)は、AX8μM 添加により有意な抑制が認められ、その他 IL-8/GM-CSF/IL-1α

/PGE2/IL-6(培養 72 時間)の UVB 誘導の分泌亢進に対し、すべて AX8μM 照射後添加により

抑制されたが、分泌亢進される TNF-αに対する AX の抑制効果は認められなかった (Fig. 

6) 。 
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第6項 UVB 曝露 HPK-HM 誘導チロシナーゼ活性に対する WFA の効果 

UVB 曝露 HPK との HM 共培養で誘導されるチロシナーゼ活性に対する WFA の効果を評

価した。HPK に対し WFA(12.5、25、50 nM)で 2 時間プレインキュベーションし、UVB 

80mJ/cm2 照射後、HM と共培養し 96 時間培養後のチロシナーゼ活性を測定した結果、UVB

曝露 HPK で誘導される HM のチロシナーゼ活性は WFA(12.5、25、50 nM)添加により有意

に抑制されることが確認された (Fig. 7) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第7項 UVB 曝露 HPK のサイトカイン分泌亢進に対する WFA の効果 

HPK に対し WFA(50 nM)で 2 時間プレインキュベーションし、UVB 80mJ/cm2 照射後、

12～72 時間培養後の培養上清中のサイトカインを ELISA 法により定量した結果、UVB に

より分泌亢進される EDN1(培養 24～48時間)は、WFA添加により有意な抑制が認められ(Fig. 

8-c)、その他 IL-6/ IL-8 の UVB 誘導の分泌亢進(培養 24～72 時間)に対し、WFA 添加により

抑制された (Fig. 8-a,b) 。 
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第8項 EDN1 誘導 HM チロシナーゼ活性に対する WFA の効果 

HM に対し WFA(50 nM)で 2 時間プレインキュベーション後、EDN1 添加 72 時間後のチ

ロシナーゼ活性を測定した結果、WFA(50 nM)添加により EDN１誘導のチロシナーゼ活性の

増強に対する有意な抑制が認められた。また HM ライセートに EDN1 添加で誘導されるチ

ロシナーゼ活性に対し WFA(50 nM)は抑制作用を示さなかったことより、WFA はチロシナ

ーゼ直接阻害作用を有しないことが確認された (Fig. 9) 。 
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第9項 EDN1 誘導 HM シグナル伝達経路に対する WFA の抑制効果 

WFA による EDN1 誘導 HM のチロシナーゼ活性抑制作用は、EDN1 刺激によるシグナ

ル伝達の阻害であることが推察されたため、EDN1 誘導の Raf/MEK/ERK/MITF/CREB の活

性化に対する WFA の効果を評価した。HM に対し WFA(12.5、25、50 nM)で 2 時間プレイ

ンキュベーションし、EDN1 添加 15 分後の各シグナル分子・転写因子のリン酸化を Western 

blotting で評価した結果、EDN1 で誘導される Raf/MEK/ERK/MITF/CREB のリン酸化を

WFA(50 nM)が有意に抑制することが確認された(Fig. 10) 。 
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第4節 考察 

 

表皮の色素沈着はケラチノサイト―メラノサイト及び真皮線維芽細胞―メラノサイトとの

サイトカインを介したパラクライン作用により引き起こされる。本研究では  UVB で惹起さ

れるケラチノサイト―メラノサイト間のパラクライン作用を介した色素沈着について、セル

インサートを用いた共培養系でチロシナーゼ活性を指標とし、この相互作用を解析するとと

もに、色素沈着抑制剤としての AX 及び WFA の効果とそのメカニズムを解明した。UVB で

曝露された HPK と HM を共培養すると、UVB 照射量に依存してチロシナーゼ活性の増強が

認められ(Fig. 2)、メラニン産生関連タンパク(TYR、TYRP1)やその転写因子(MITF)の遺伝

子発現が増強された (Fig. 1)。UVB 曝露 HPK-HM 共培養の上清から IL-1α /TNF-α

/IL-6/IL-8/EDN1/PGE2/GM-CSF の分泌亢進が認められたが、αMSH は全く検出されなかった 

(Fig. 3)。また UVB 曝露 HPK-HM 共培養系に EDN1 中和抗体で処理すると UVB で誘導される

チロシナーゼ活性の増強の抑制が認められ(Fig. 4)、UVB 曝露 HPK-HM 共培養系において HPK

より分泌される液性因子の中で EDN1 がメラニン産生を誘導する主要な因子であることが示唆

された。この結果は Imokawa G, et al. (J Biol Chem 1992)らが報告した UVB による色素沈

着誘導サイトカインの主要因子として EDN1 が同定されたことと一致しており、このセルイ

ンサートを用いた HPK-HM 共培養システムが新しい UVB 誘導色素沈着モデルになりうる

可能性が示された。 

次に HPK-HM 共培養システムを用い、UVB 誘導色素沈着に対する AX 及び WFA の効果

を評価した。UVB 曝露 HPK における WFA の照射前添加または AX の照射後添加によって

UVB で誘導されるチロシナーゼ活性の増強に対する抑制効果が認められた(Fig. 5、7)。AX

は UVB 曝露 HaCaT 細胞(HPK とほぼ同じ挙動を示すと考えられる)から分泌促進される

EDN1 の抑制効果が認められたが (Fig. 6)、EDN1 で誘導される HM のメラニン産生に関わ

るシグナル分子及び転写因子に対しての抑制効果は見られなかった(未発表データ)。WFA は

UVB 曝露 HPK から分泌促進される EDN1 の抑制効果(Fig. 8)が認められるとともに、EDN1

添加 HMにおける EDN1 誘導シグナル分子 Raf1/MEK/ERK/MITF/CREB のリン酸化増強が

有意に抑制された(Fig. 10)。 

 以上の結果より、セルインサートを用いた HPK-HM 共培養システムはパラクラインで作

用する液性因子の特定やその抑制作用の解析に有益な評価系といえ、パラクライン的色素沈

着抑制剤として AX 及び WFA は有効であることが示唆された。 
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第6章 総括 

 

一般に紫外線によるストレスシグナル伝達に応じた増減を定常状態に戻すことが安全で有

用性の高い化粧品及び医薬部外品になると考えられる。紫外線で惹起されるシグナル伝達経

路を特異的に抑制できれば、紫外線により起きる皮膚障害に対し、安全で理想的な抑制剤及

び予防剤になる可能性がある。この観点を基に、本研究では紫外線 UVB がもたらす皮膚障

害‐炎症・角化亢進・色素沈着に対する AX 及び WFA の抑制効果とその作用機序を明らか

にすることを目的とした。 

第 1 章では UVB で引き起こされる炎症・角化亢進・色素沈着の発症機序を解説した。ま

た AX 及び WFA のこれまでの研究についてまとめた。 

第 2 章では UVB 誘導の炎症に対し AX の抗炎症効果を評価するうえで、AX を UVB 照射

前または照射後とタイミングを変えて添加した。このタイミングの違いにより炎症に関わる

シグナル分子の阻害に対し AX の作用点が異なることを見出した。既に存在する AX の抗炎

症効果に関する知見では、LPS あるいは H2O2 などの刺激因子の添加前に AX で処理するた

め、AX の作用点は ROS 消去による初期炎症関連シグナル活性部位の阻害であるにもかかわ

らず、シグナル下流部の NF-κB 経路周辺の阻害という誤った結論が多く導き出されている。

本研究では UVB 照射後の AX 添加でも PGE2/IL-8 の分泌亢進を有意に抑えることを初めて

見出し、この炎症サイトカイン分泌亢進の AX による抑制作用は MSK1 の活性阻害に起因す

るという新たな知見を得ることができた。この効果は AX の抗酸化作用によるものかどうか

は不明だが、核内リン酸化酵素である MSK1 の活性を抑制することから、AX は核内もしく

は核膜にまで到達していることが予測され、UVB で起きるレドックスバランスの不均衡を調

節している可能性が考えられる。また AX は刺激を受けた後の処理においても、修復効果を

有する機能性の高い素材であることが示唆される。本研究では 1MED に相当する

UVB(80mJ/cm2) を照射したが、HPK にとって過酷な条件下であるため、アポトーシスに陥

ったケラチノサイト(サンバーン細胞)が見られ、DNA の損傷の中でも最も重篤な損傷である

DNA 二本鎖切断(double strand break)が生じている可能性がある。UVB 曝露ケラチノサイ

トにおける AX の DNA 損傷抑制効果の報告があるが、AX は UVB 照射前処理であるため、

照射後処理での AX の本効果の有無について今後の研究課題として評価を考えている。 

第 3 章の研究ではヒトケラチノサイトにおいて UVB 曝露により TGase1 発現が増強され

ることを初めて明らかにした。また UVB 誘導の TGase1 は UVB 照射前 AX 添加及び照射後

AX 添加でも抑制されたことから、第 2 章の研究で得た AX のシグナル分子阻害の特性を利

用し、UVB 誘導の TGase1 発現のシグナル伝達経路を明らかにした。ケラチノサイトにおけ

る TGase1 発現は AP1 系統により起きるとの報告はあるが、本研究での UVB 誘導 TGase1

発現は NF-κB 系統であることが新しい知見として得られた。AX を用いることで UVB 誘導

の TGase1 発現には NF-κB と MSK1 の活性化が必須であることが示され、これらの活性部

位の制御が UVB 曝露による角化亢進の治療に応用できる新たなターゲットになりうること

が期待されるが、今後角化に関わるロリクリン、インボルクリンなどの細胞周辺帯構成タン

パクや分化マーカーの UVB による影響も評価する必要があり、今後の研究課題としたい。 

第 4 章では UVB 誘導の色素沈着モデルとして HEE 及び HM を用い、UVB 誘導のメラニ

ン産生誘導サイトカインである SCF で刺激し、色素沈着抑制剤としての WFA の効果を評価
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した。WFA は 50nM という低濃度で SCF 誘導の色素沈着を抑制し、チロシナーゼ直接阻害

作用や細胞生存率への影響がなく、安全で有用性の高い色素沈着抑制剤になりうることが示

唆された。WFA による SCF 誘導色素沈着に対する抑制効果は、SCF の受容体である c-Kit

の活性を抑制することが作用点になっている。これは c-Kit は SH 基部に活性ドメインを有

し、WFA の分子構造内に有するラクトン環が SH 基部と結合しその活性を阻害していること

が考えられる。この新たな知見が今後の SCF 誘導色素沈着における c-Kit の不活性化素材の

スクリーニングに有益な情報となることが考えられる。 

第 5 章ではケラチノサイト－メラノサイト間のパラクライン作用を介した UVB 誘導の色

素沈着に対する抑制剤の評価系として、セルインサート共培養システムを構築した。HPK に

UVB を照射し HM と共培養すると、チロシナーゼ活性やメラニン合成関連タンパクの遺伝

子発現の増強が認められ、UVB 曝露 HPK から分泌されるチロシナーゼ活性増強を誘発する

因子は EDN1 であることを確認した。この結果は Imokawa G, et al. (J Biol Chem 1992)ら

が報告した、UVB 誘導色素沈着における HPK-HM 間のパラクライン因子が EDN1 である

と同定したことと一致しており、セルインサート共培養系を用いたこのシステムがパラクラ

イン的色素沈着の阻害剤評価に有効であることが示された。この評価システムにより、AX

及び WFA は UVB 曝露 HPK の EDN1 分泌亢進を抑制し、さらに WFA は EDN1 で活性化

されるシグナル上流部(Raf1 のリン酸化)も抑制することがわかった。第 4 章で使用した HEE

は、ヒト正常皮膚に近い構造を持つ HPK－HM 共培養であり、目視で色素沈着を確認するこ

とができるなど利点も多いが、実際の UVB 曝露実験では色素沈着増強を再現性よく観察で

きないため、この試験には向かない。本研究のセルインサート共培養系を用いた HPK-HM

共培養では、HPK 単独での UVB 曝露や液性因子の分泌の解析、HM 単独での遺伝子発現・

タンパク発現の解析等ができるため、より幅広くより詳細にパラクライン的色素沈着抑制の

作用点の特定が可能である。しかし UVB 曝露 HPK で産生増強される SCF は HPK の細胞

膜上にのみ発現し分泌されないため、セルインサート底面のメンブレンを透過せず、メラノ

サイトへのパラクライン作用を評価できない欠点があり、HEE 評価系との使い分けが必要と

なる。また今後の研究課題としては、UVB 曝露 HPK から分泌亢進される END1 の AX 及び

WFA の抑制機序を明らかにするとともに、SCF/c-Kit シグナル経路と END1/EDNRB シグ

ナル経路に及ぼす AX の作用様式の違いを解明することが考えられる。 

以上、本研究により AX 及び WFA が紫外線 UVB で引き起こされる皮膚障害の予防剤及び

抑制剤として有用であることを示した。また本研究での表皮細胞を用いた in vitro 評価方法

は、化粧品及び医薬部外品の開発において動物実験にとって代わる有用性の高い実験系とし

て貢献できることが大いに期待できる。 
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