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略語一覧 

ACs: aldehyde compounds 

AD: atopic dermatitis 

AFM: atomic force microscope 

AhR: aryl hydrocarbon receptor 

BSA: bovine serum albmin 

BaP: benzo[a]pyrene 

BCA: bicinchoninic acid 

CE: cornified cell envelope 

CP: carbonylated proteins 

CYP1A1: cytochrome P450-1A1 

DACM: N-(7-dimethylamino-4-methyl-3-coumarinyl)maleimide 

DMSO: dimethyl sulfoxide 

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle medium 

DTT: dithiothreitol 

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid 

ELISA: enzyme-linked immunoassay 

ESR: electron spin resonance 

FBS: fetal bovine serum 

F.I.: fluorescence intensity 

FLG: filaggrin 

FTSC: fluorescein-5-thiosemicarbazide 

GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

HA: hyaluronic acid 



HBSS: hanks buffered saline solution 

HaCaT: immortalized human keratinocytes 

H2DCFDA: 2’, 7’-dichlorodihydrofluorescin diacetate 

IL-1α: interleukin-1α 

IL-1RA: interleukin-1 receptor antagonist 

MeOH: methanol 

MES: a-morpholinoethanesulfonic acid 

NBD-H: 4-hydrazino-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole hydrazine 

NMF: natural moisturizing factor 

PAHs: polycyclic aromatic hydrocarbons 

PBS: phosphate buffered saline 

PBS-T: phosphate buffered saline-Tween 20 

PM2.5: particulate matter 2.5 

RHEEs: reconstructed human epidermal equivalents 

ROS: reactive oxygen species 

RT-qPCR: real-time quantitative polymerase chain reaction 

SACRAN: a sulfated polysaccharide isolated from Aphanothece Sacrum (Suizenji-nori) 

SC: stratum corneum 

SLS: sodium lauryl sulfate 

SWC: skin surface water content 

SS: disulfide 

SH: thiol 

TEM: transmission electron microscope 

TEWL: transepidermal water loss 



1,3-BG: 1,3-butyleneglycol 

2-ME: 2-mercapto-ethanol 

5-DSA: doxyl stearic acid 
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序論 

 

皮膚の構造と機能 

ヒトの体全体を覆う皮膚は成人で面積が 1.6m2、重量は体重の約 16%を占める人体で最

大の器官であり、体内と外界の環境を隔て人体内部を保護し、人体の恒常性を維持するため

の様々な機能を持つ重要な組織である。その機能とは、①人体内部からの水分の喪失や透過

の抑制、②微生物や物理化学的な刺激からの生体の保護、③体温の調節、④感覚器としての

役割など必要不可欠なものである。この中で最も重要な保護機能はバリアとしての機能で

ある。これを機能実現するために皮膚は複雑な構造を有している。皮膚は最外層から表皮

（epidermis）、真皮（dermis）、皮下組織（subcutaneous tissue）の 3 層構造を形成してい

る。皮膚のバリアとしての機能は表皮において形成され、最も外側に位置する角層（stratum 

corneum；SC）がバリア機能発現において最も重要な役割を果たす。表皮の厚さは平均約

0.2 mm で、存在する細胞の 95%は角化細胞（keratinocyte）で構成され、残り 5%は色素細

胞（melanocyte）やランゲルハンス細胞（langerhans cell）などである。角化細胞は表皮の

最下層の基底層（stratum basale）においてのみ分裂し、成熟に伴い有棘層（stratum 

spinosum）、顆粒層（stratum granulosum）、そして最外層の角層へと分化していく。この分

化のプロセス（角化）において生態保護のためのバリア機能を獲得する 1-3)。従って、外環

境の変化に物理的にも生理的にも柔軟に対応しながら表皮は基底細胞が分裂して生まれた

娘細胞が有棘細胞、顆粒細胞、角層細胞と分化し、表皮表面から脱落する過程（ターンオー

バー）を繰り返している。それ故、環境因子の変化に柔軟に対応し機能的にも美容的にも健

康な状態を維持するために表皮バリア機能を補強、改善する日常的なスキンケアが大切で

ある。 
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表皮バリア機能 

バリア機能とは、外部からの刺激や異物の侵入に対する障壁として働く機能と、体内から

の色々な物質の体外への漏出を防止する二つの機能を意味する。外部からの刺激や異物と

しては温度、湿度、圧力、紫外線、化学物質、細菌やウイルスなどの病原体や病原体由来の

毒素などがある。体内から漏出する物質の最も大切なものは水である。バリア機能は、体外

への水の漏出を抑え、且つ、適度な水分量を角層に維持することにより皮膚の柔軟性を保っ

ている。 

皮膚バリア機能は、角層細胞間脂質が形成するラメラ構造体が角層細胞間隙に充填され

ることで発揮される。約 50％を占めるセラミドとコレステロール、遊離脂肪酸などによっ

て構成される角層細胞間脂質は、顆粒層に存在する層板顆粒（Lamellar granule：LG）にセ

ラミドはスフィンゴミエリンおよびグルコシドセラミドとして集積される 4)。これらの脂質

が細胞膜のような脂質二重膜（シート状）を形成し、脂質二重膜が 10～20 層程度積み重な

った層状構造体が角層細胞間隙に存在している 5)。皮膚表層に向かって顆粒細胞が移行する

過程において細胞は劇的な変化を遂げ角層細胞が生成される。角層細胞は、核および細胞内

小器官が消失し、細胞膜の代わりに内部から裏打ちタンパク構造体であるコーニファイド

セルエンベローブ（CE）が形成されている 6)。CE の外部には、-ヒドロキシセラミドが共

有結合で角層細胞に結合した疎水性の脂質辺縁体が存在し、その脂質辺縁層を足場として

細胞間脂質のラメラ構造が構築されると考えられている。バリア機能を発現する仕組みと

して、もう一つよく知られているものにタイトジャンクション（TJ）がある 7)。顆粒層は通

常 3 層存在し、TJ は表層側から 2 層目の顆粒細胞の垂直な細胞膜に存在する。TJ は低分子

化合物や Ca2+や Mg2+のような金属イオンの有棘層以下への侵入に対する障壁として働く。 

一方、生理学的なバリア機能も存在し、生理的なバリア機能は物理的な障壁を乗り越えて

皮膚内部へ侵入してきた物質や病原体に対応して生体を保護する機能である。この役割を

担うものとしてランゲルハンス細胞と抗菌ペプチド（Antimicrobial peptides：AMPs）があ
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げられる 8)。このように、皮膚には外部環境からの刺激に対応するためのバリア機能が備わ

っており、私たちの体は守られている。 

 

表皮バリア機能異常を引き起こす因子と皮膚障害 

表皮バリア機能が低下する要因と結果は様々である。例えば、最も身近で日々使用する洗

剤（界面活性剤：石鹸）も表皮バリア機能低下の要因の１つに挙げられる。 

皮膚表面の pH が様々な要因によって弱酸性に保たれていることは、皮膚バリア機能構

築・維持において非常に重要な意味を持つと考えられている。石鹸などの洗剤による過度の

皮膚洗浄は、皮膚のアルカリ中和能を低下させ、角層表面の高い pH が長時間維持される。

角層 pH が上昇すると、スフィンゴミエリンあるいはグルコシルセラミドからセラミドを生

成する過程で働く酸性スフィンゴミエリナーゼやβ－グルコセレブロシダーゼの活性を低

下させ、角層細胞間脂質のラメラ構造体の形成が阻害されると考えられている 9)。また、高

い pH を至適 pH とするセリンプロテアーゼの活性化が生じ、酸性スフィンゴミエリナーゼ

やβ－グルコセレブロシダーゼの分解促進、protease-activated receptor 2 (PAR-2)の活性化、

角層細胞の接着に重要なコルネオデスモソームの分解促進、活性型 IL-1αの産生亢進、抗

菌ペプチドの分解促進などが生じる 10)。また、角層 pH の上昇が、皮膚における黄色ブドウ

球菌の増殖を促進することも知られている 10)。このようにバリアが破壊されると、バリア

修復に必要な因子であるインターロイキン（IL）-1α、TNF-α、IL-6 などのサイトカイン

が表皮より放出される。一方、バリア破壊の程度が高度である場合は、これらのサイトカイ

ンが過剰に産生、分泌され皮膚の炎症が生じ、さらにアレルゲンの皮膚内部への侵入が容易

となりアトピー性皮膚炎（AD）の増悪や接触アレルギー反応の惹起につながる。 

以上のように、界面活性剤による表皮バリア機能の破壊は、皮膚の化学物質等の外来性物

質に対する感受性を高め皮膚の健康を害することにつながる可能性を有している。一般的

に、スキンケア化粧品に配合されている界面活性剤の皮膚への影響を懸念する声も多くな
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っており、界面活性剤フリーのスキンケア製品の消費者への提供が皮膚の健康維持におい

て望まれている。 

 

スイゼンジノリから抽出されるサクラン 

スイゼンジノリ（Aphanothece sacrum (Sur.) Okada）とは、日本固有の淡水生食用藍藻

であり、1872（明治 5）年に、オランダの植物学者・スリンガーが水前寺・江津湖（熊本市）

において発見し、新属新種の藍藻として『日本藍藻図鑑』の中で世界に紹介したものである

11)。食用として用いられてきた歴史は学術的な発見よりもはるかに古く、1600 年代（江戸

時代）には細川藩（熊本）では「清水苔」、秋月藩（福岡）では「寿泉苔」の名称で幕府へ

の献上品として大切に保護・育成され高級郷土料理の素材として珍重されてきた。 

これまで、スイゼンジノリは阿蘇山の岩盤からの湧水が流れ込む河川がある地域に限定

してその生育が確認されていた。しかしながら、近年の水質汚染によりその生育領域は狭ま

り、現在ではスイゼンジノリは熊本県と福岡県の一部でしか生育が確認されておらず絶滅

危惧種に指定されている 11)。スイゼンジノリは、緑褐色ないし茶褐色の寒天質の塊（Fig. 1a）

であり、寒天質の中には多数の繭型細胞（Fig. 1b）が散在し、二倍体分裂時に細胞外に粘性

物質を分泌する。この寒天質の細胞外マトリックスから抽出された新規多糖類が「サクラン」

であり（Fig. 1c）、2006 年に北陸先端科学技術大学院大学の岡島らの研究チームが発見、抽

出に成功したものである 11, 12)。 

 

Fig. 1 スイゼンジノリとサクラン 
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サクランの性質 

サクランの分子量は 1600～2900×10⁴、分子鎖長 10 μm 以上の天然物からの抽出物と

しては史上最大級の超巨大分子である 12)。抽出にアルカリを使用するため分子鎖が切れて

しまうことが予想されるが、抽出後の大きさから比較的強固で化学的には容易に切断され

にくい構造であることが考えられる。構成単糖は硫酸化ムラミン酸という新規糖を含め 11

種類と非常に多く、官能基もアミノ基、カルボキシ基、硫酸基（糖残基当たりの硫酸基は

12mol%）などを含むグリコサミノグリカンとも類似したアニオン性多糖である 13)。また原

子間力顕微鏡（AFM）と透過電子顕微鏡（TEM）の観察によりサクランはらせん構造を取

る分子であることもわかっているが 13)、その大きさ故に詳細な構成成分や構成糖の配列な

どのサクラン全構造は未だ解明されていない。それにも関わらず非常にユニークな物理的

特性が分かっている。 

サクランは自重の 6100 倍もの水を保持する高い保水性を示し、その保水力はヒアルロン

酸の約 5 倍になる。また一般的に塩の添加によって水溶性高分子の保水力は低くなるが、

サクランは各種塩の存在下においてもヒアルロン酸よりも高い保水力を維持しており、単

純に分子量の大きさだけではなく分子構造あるいは分子間にて形成される組織体構造の作

用など複雑な要因が考えられた。水溶液は 100,000 cps（1 wt%）もの高粘性と高いチキソ

トロピー性を示し、塩を添加すると動的粘弾性や静的粘度が大きくなることも観察されて

いる 14, 15)。これはサクラン分子内の会合状態が塩添加によって変化・促進された結果と思

われる。さらにサクラン水溶液は 0.5%以下の低濃度でネマチック液晶を示し、被膜形成能

を有することも明らかになっている 15, 16)。 

また生理学的特性についても様々な研究が行われている。アトピー性皮膚炎患者に対す

るサクラン水溶液の臨床試験のアンケート調査では、サクラン水溶液使用により痒みや湿

疹が軽減し、アトピー性皮膚炎の症状が改善したことが報告されている 17, 18)。また in vitro

実験において、発がん性物質刺激によるマクロファージの炎症性サイトカインの分泌とア
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レルギー免疫応答で亢進される肥満細胞のβ－ヘキソダミダーゼの分泌を抑制する作用も

報告されている 17)。これらの報告から、サクランには刺激物質に対する皮膚応答性を低減

しアレルギー反応を抑制する可能性が期待される。以上のような様々な特性から、サクラン

は予防医療における化粧品や医薬品への様々な応用が期待される。 

 

本研究の目的 

本研究は、スイゼンジノリ細胞外多糖体サクランの皮膚に対する効果をヒト使用試験、さ

らには培養細胞を用いた研究において明らかにし、その物理化学的特性を検証することに

より皮膚に対する作用メカニズムと化粧品製剤への応用の可能性を議論することを目的と

した。また、本研究の成果は未だ全構造が解明されていないサクランの構造に対する情報提

供にもつながり全構造解明の一助となることも期待している。 

そこで第 1 章では、サクラン製剤のスキンケア効果（バリア機能改善効果）を検証し、ア

トピー性皮膚炎（AD）罹患歴のある健常人の皮膚機能改善効果を有することを確認した 19)。

第 2 章では、サクランは未成熟な SC では表皮生細胞層まで浸透し、自身の分子マトリック

ス内に刺激物質をトラップすることで細胞保護作用を発揮している可能性を明らかにした

20)。続いて第 3 章では、サクランのトラップ効果をより実践的に検証するため、環境汚染物

質の一例としてタバコの煙に対するサクラン被膜のトラップ効果とタバコの煙で引き起こ

される様々な酸化ストレスへのサクランの緩和作用を評価した。その結果、サクランはタバ

コの煙に含まれる水溶性のアルデヒド化合物も油溶性のベンゾピレンも 100％近くトラッ

プすることでタバコの煙による細胞傷害性や酸化ストレスを低減することを明らかにした

21)。最後に第 4 章では、サクランの物理化学的性質の検証として、サクランをポリオール類

と組み合わせたときのユニークな被膜形成能と乳化能の検証を行った。サクランは保湿剤、

増粘剤、被膜形成剤と乳化剤の 4 つの役割を果たし得る機能性素材であることを明らかに

した 22)。 
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本論文は、スイゼンジノリ細胞外多糖体サクランの皮膚保護効果とそのメカニズムの解

明、また天然水溶性高分子としての物理化学的特性の検証を介してスキンケア成分として

の可能性を明らかにした。これを化粧品に利用することで、健常人の日々のスキンケアだけ

ではなく、AD や敏感肌、乾燥肌のような皮膚障害に悩むすべての人々の QOL 向上につな

がることを期待する。 
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第 1 章 

サクラン保湿液のヒト皮膚への有用性 

-サクランの角層細胞のバリア機能改善効果- 

 
1-1．緒言 

近年の不順な気候や、過剰な日光、刺激性化学物質、および大気汚染物質などの環境スト

レス要因の皮膚への曝露が、ヒトの皮膚への悪影響を及ぼすことが懸念されている。皮膚バ

リア機能障害を持つ人々は、このような環境要因に対して過度に反応することから、近年で

は敏感肌やアトピー性皮膚炎（AD）を発症頻度が世界中で増加している 23)。人体の最外層

である角層（SC）は、環境刺激に対する防御に重要な役割を果たしていることはよく知ら

れている。すべての刺激物質やアレルゲンは、SC を通過して皮膚内部に浸透した結果、様々

な症状を引き起こす。例えば、アレルギー性皮膚疾患である AD は、アレルゲンが表皮に浸

透することによりランゲルハンス細胞の活性化を介して感作を成立させ炎症反応を惹起さ

せる。これまで、フィラグリン（FLG）遺伝子の機能不全が AD の素因となることが報告さ

れている 24, 25）。実験的にも、FLG mRNA の発現量減少が SC バリア機能の低下につながる

ことが実証されている 26, 27)ことから、フィラグリン（FLG）遺伝子の機能不全がアトピー

性皮膚炎の素因となることもうなずける。また SC バリア機能は体外からの外来性因子の侵

入を防ぐのみならず、体内からの色々な物質の体外への漏出、特に水の蒸散を防止する役割

を担っている。このことから、SC バリア機能の低下は皮膚を乾燥状態に誘導してしまう。 

一般的に皮膚の保湿状態を表すパラメーターとして皮膚表面水分量（SWC）と経表皮水

分蒸散量（TEWL）がある。SWC には TEWL が大きく影響を及ぼすが、それ以外に角層内

部に存在する天然保湿因子（NMF）による水分保持機能も SWC に関与している。また、角

層の水分状態は、その下層に存在する表皮細胞の分化状態にも大きく影響を及ぼす 28)。一

般的に表皮細胞の分化状態は角層細胞由来のパラメーターを用いて議論することができる。
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角層細胞由来パラメーターには角層細胞の皮膚表面での滞留時間（ターンオーバー速度）や

角層細胞成熟を反映する角層細胞面積、多重剥離度、遊離 SH 基とジスルフィド結合（SS）

の比（SH/SS）、インボルクリンの染色とナイルレッドの染色の比、また炎症パラメーター

である炎症性サイトカインであるインターロイキン１レセプターアンタゴニストとインタ

ーロイキン－１αの比（IL-1RA/IL-1α）、酸化ストレスの指標となるカルボニルタンパク

（CPs）などがある。 

角層細胞面積は角層細胞が皮膚表面に滞留する時間を示すパラメーターであり、角層細

胞面積は角層のターンオーバーの状態を表す指標と考えられている。一般に皮膚内部に微

弱炎症反応が生じている場合は、角層ターンオーバー速度が速くなり、その結果、角層細胞

面積は小さくなる。角層細胞面積から皮膚代謝および皮膚内部での微弱炎症を議論するこ

とができる 29)。 

また、多重剥離は乾燥性皮膚でよく観察される乾燥と落屑異常の指標となる。乾燥性皮膚

では角層細胞の剥離過程が均一ではなく、均一であればテープストリップによる角層採取

時に角層細胞が一層ずつ剥離されてくるところが、多層に重なって剥離される。角層細胞は

コルネオデスモソームにより接着されており、カリクレインやカテプシン D などのタンパ

ク分解酵素がコルネオデスモソームを消化することにより角層の落屑が進行する 30, 31)。多

重剥離が発生する詳細なメカニズムは解明されていないが、角層内水分の分布による角層

下層部位でのタンパク分解酵素の不均一な活性化が原因となり部分的なコルネオデスモソ

ームの消化が進行している可能性が指摘されている。 

さらに、角層細胞の成熟度を表す指標として遊離 SH 基と SS 結合の比（SH/SS）とコー

ニファイドセルエンベローブ（CE）の状態を反映するインボルクリンの染色とナイルレッ

ドの染色の比 32)が用いられる。表面からの角層内深部から表面に向けて、SH/SS 比率が低

下してくる。これは、角層細胞が表面に現れてくるに従い、タンパク質の遊離 SH 基がスル

ホヒドリルオキシダーゼにより SS 架橋されていくことによる 33)。一方、CE は種々の分化
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関連タンパクがトランスグルタミナーゼ－１（TGM-1）により架橋されて形成される。分

化マーカータンパクの一つにインボルクリンがあり、インボルクリンが TGM-1 により完

全に CE に組み込まれることによりインボルクリンの免疫染色性は消失する。CE には-ヒ

ドロキシセラミドが共有結合されることにより形成される脂質辺縁層が存在する。このこ

とから、CE の脂質辺縁層は油溶性の蛍光色素であるナイルレッドに染色される。このナイ

ルレッドによる染色強度を用いてインボルクリンの染色強度を規格化した値がインボルク

リンの染色とナイルレッドの染色の比となる。つまり、SH/SS 比率およびインボルクリン

の染色とナイルレッドの染色の比の値が大きくなるに従い、角層細胞の CE が未成熟である

ことを示している。 

皮膚内部で繰り返されている微弱炎症の指標となるのが角層細胞より抽出される炎症性

サイトカインの一つである IL-1RA と IL-1αの比（IL-1RA/IL-1α）である。この比は、UVB

曝露皮膚角層や乾燥性皮膚の角層において高くなることが知られている 34, 35)。加えて、カ

ルボニルタンパク（CPs）は酸化ストレスを受けた角層細胞に高頻度で観察される脂質過酸

化反応の最終生成物である。皮膚は常に、細胞内外において生成される活性酸素種（ROS）

などの酸化源に曝露されて構成成分が酸化される。これまでの疫学的調査では、角層内 CPs

は皮膚保湿機能との関連性が報告されており 36)、角層内 CPs が多くなると皮膚表面水分量

の低下と TEWL の上昇が生じる。よって、角層細胞由来各パラメーターを解析することで、

SC バリア機能の状態および表皮細胞の分解状態を議論することができる。 

2006 年に金子らにより発見され、抽出に成功したスイゼンジノリ（Aphanothece Sacrum）

の細胞外マトリックスに含まれる Sacran（サクラン）は、構成単糖 11 種類からなる平均分

子量 1.6～2.9×107、分子鎖長 10µm 以上の超高分子量の天然多糖体である 12)。構成単糖に

は官能基として硫酸基、カルボキシル基、アミノ基を含んでいることから水に対する親和性

が高く、ヒアルロン酸の保水力の 5 倍もの保水力をもつ新たなスキンケア成分（保湿成分）

として注目されている 12, 13)。これまでの研究で、AD 患者に対するサクラン水溶液の臨床試
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験のアンケート調査では、サクラン水溶液使用により痒みや湿疹が軽減し、AD の症状が改

善したことが報告されている 17)。またサクラン水溶液の局所適用によって、AD 患者の

Eczema Area and Severity Index（EASI）や Dermatology Life Quality Index（DLQI）のス

コアが改善したという報告もある 18)。これらの報告から、サクランは肌を保護し皮膚感作

性を低減しアレルゲンなどによる炎症などを抑えるバリアとして働くと考えられた。そこ

で本章では、バリア病とも呼ばれる AD の罹患歴のある健常人を対象に、健康な皮膚に対

するサクランの作用を検証するためにサクラン製剤の 1 か月間連用試験を行った。アンケ

ートや保湿パラメーターだけでなく実際に角層細胞を採取し、各種角層細胞由来パラメー

ターにどのような変化が生じるか検証した。 

 

1-2．実験方法 

1-2-1．試薬 

サクラン保湿液／プラセボ製剤：サクラン（sacran）；大東化成工業株式会社（大阪）、グリ

セリン（glycerin）；花王株式会社（東京）、1,3-ブチレングリコール（1,3-butyleneglycol、

1,3-BG）；KH ネオケム株式会社（東京）、ペンチレングリコール（pentyleneglycol）； Symrise

（Holzminden, Germany) 

角層転写：キシレン（xylene）；ナカライテスク株式会社（京都） 

細胞面積／多重剥離：ゲンチアナバイオレット（Gentian Violet R）, ブリリアントグリー

ン（Brilliant Green）；和光純薬工業株式会社（大阪） 

SH/SS 染色：エチレンジアミン四酢酸二水素二ナトリウム二水和物 (EDTA), ジチオスレ

イトール（DTT）；ナカライテスク株式会社（京都）、Dylight 633 maleimide；Thermo Fisher 

Scientific（Waltham, MA USA）, N-(7-Dimethylamino-4-methyl-3-coumarinyl)maleimide

（DACM）；コスモバイオ株式会社（東京） 

インボルクリン染色：抗インボルクリン抗体（Novocastra Lyophilized Mouse Monoclonal 
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Antibody Involucrin）；ライカマイクロシステムズ株式会社（東京)、ビオチン結合抗マウス

IgG-1 抗体（Biotin-conjugated anti-mouse IgG1 antibody）；トミーデジタルバイオロジー

株 式 会 社 （ 東 京 ）、 Dylight 405 結 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ Dylight 405-conjugated 

streptavidin）；フナコシ株式会社（東京）、ナイルレッド（Nile Red）；和光純薬工業株式会

社（大阪） 

IL-1α/IL-1RA：DLA50 and DY280 ELISA kits；R&D Systems, Inc. (Minneapolis, USA)、

ウシ血清アルブミン(BSA)；Sigma-Aldrich（東京） 

カルボニルタンパク染色：4-Morpholineethanesulfonic acid, sodium salt（4-MES）；和光純

薬工業株式会社（大阪）、Fluorescein-5-Thiosemicarbazide（FTSC）；Sigma Aldrich（東京）、

Dimethyl Sulfoxide（DMSO）；ナカライテスク株式会社（京都 ） 

 

1-2-2．ヒト皮膚連用試験 

1-2-2-1．被験者 

アトピー性皮膚炎の履歴があり表皮バリア機能の低下している男性 5 名、女性４名（年

齢：22～36 歳）の計９名を被験者とした。 

1-2-2-2．試験期間 

2015 年 12 月 16 日から 2016 年 1 月 19 日に実施した。 

1-2-2-3．試験試料および塗布方法 

試験試料は、0.04％のサクランと 15％のポリオール類（1,3-BG とグリセリン、ペンチレ

ングリコール）を含んだ保湿液(サクラン保湿液)を用いた。プラセボ製剤として、サクラン

を除く、試験製剤と同様のポリオールを含む保湿液を用いた。試料塗付部位は二重盲検にて

割り付けを行った。試験試料は、両前腕の屈側部位から手首までの範囲に全体的に朝と夜の

1 日 2 回塗布した。試験期間は、1 か月間とした。 
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1-2-3．皮膚表面水分量（SWC）と経表皮水分蒸散量（TEWL）の測定 

測定部位の右手の前腕屈側部位から手首までを所定の洗顔料で洗った後、20±3℃、湿度

15%～20％の環境に 15 分間馴化させた。その後、被験部位を 5 か所測定した。測定機器は

Multi probe Adapter MPA システム（MPA Corneometer CM825 用皮膚水分測定プローブ、

MPA Tewameter Triple TM300 用経皮水分蒸散量測定プローブ）を使用した。 

 

1-2-4．角層細胞の採取とスライドガラスへの転写 

テープストリッピングしたテープを一度クラフト粘着テープ(紙製のガムテープ)の非粘

着面に移した。(非粘着面は合成樹脂によってラミネート加工されているため、水や油を弾

く性質がある。) その後、6 mm の穴あけパンチでガムテープごと角層付きテープを抜き取

った。ピンセットを用いてスライドグラスに 6 mm に取った角層付きテープのみを貼り付

けた。キシレンに一晩つけてセロハンテープの粘着剤のみを溶解し、その後風乾することで

スライドグラスに角層細胞のみを転写した。 

 

1-2-5．角層細胞の BG 染色 

0.5 g/ 100 mL のブリリアントグリーン、1 g/ 100 mL のゲンチアナバイオレットを含む

水溶液を BG 染色液とした。スライドグラスに転写した角層細胞を BG 染色液に室温で 15

分間浸漬後、水道水の流水で染色した角層細胞以外の BG 染色液を洗浄した。風乾し、光学

顕微鏡（IMT-2 オリンパス）で画像を取り込み角層計測プログラム：株式会社 CIEL）にて

画像解析を行った。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

 

1-2-6．角層細胞中の SH/SS の蛍光ラベル 

 スライドガラスに転写した角層細胞中の遊離 SH 基を蛍光標識するために、2 μg/mL 

DyLight 633 マレイミドを含む 0.1 M TAS buffer（pH6.8）に 25℃の暗所下で 2 時間浸漬し
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た。水ですすいだ後、角層細胞を 37℃で 10 分間、0.1 M TAS 緩衝液（pH 6.8）中の 40 mM 

DTT および 0.5 mM EDTA と反応させて、ジスルフィド（SS）結合を減少させた。 すす

ぎ後、25℃の暗所下で 3 分間、TAS 緩衝溶液（pH6.8）中の 10 μM DACM で角層細胞を

標識した。蛍光顕微鏡（Floid Cell Imaging Station、Life Technologies Corp.、NY、USA）

を用いて、角層中の遊離 SH 基（赤色）および SS 結合（青色）を観察し蛍光画像を取得し

た。Corneocytometry を用いて蛍光画像を解析し、遊離 SH 対 SS の比を定量した。 

 

1-2-7．角層細胞中のインボルクリンの免疫染色 

 スライドガラスに転写した角層細胞を液体ブロッカーでマーキングした後、PBS（-）で

5 分間水和させた。Block Ace（Bio Rad Laboratories Ltd.、CA、USA）を用いて 1 時間ブロ

ッキングした後、角層細胞を抗インボルクリン抗体（1：100）と共に 1 時間インキュベー

トした後、ビオチン結合抗マウス IgG-1 抗体（1：100）で 1 時間処理した。PBS-T で洗浄

した後、角層細胞を Dylight 405 結合ストレプトアビジン（1：100）と共に 25 ℃、1 時間

暗所でインキュベートした。脂質辺縁体を 75％グリセロール中 3 μg/mL を含むナイルレ

ッド色素溶液で染色し、カバーガラスで囲んだ。インボルクリンおよび脂質辺縁体（ナイル

レッド）は、蛍光顕微鏡（Floid Cell Imaging Station）を用いてそれぞれ青色および赤色蛍

光として観察した。Corneocytometry を用いて得られた各蛍光画像の蛍光強度を測定し、イ

ンボルクリンの免疫染色性を、インボルクリン対ナイルレッドの比として表した。 

 

1-2-8．角層 IL-1α・IL-RA の定量 

テープ（1 cm×1.5 cm）に付着した状態の角層細胞を遠心管に入れ、氷上で 2 時間、300 

μL の 0.05％ Triton X-PBS（-）中で攪拌した。得られた溶液を、1000 rpm、4 ℃で 10 分

間の遠心分離し、分離後の IL-1α、IL-1RA、および角層細胞タンパク質の測定に使用した。

IL-1α および IL-1RA を、DLA50 および DY280 ELISA キットでそれぞれ定量した。 
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1-2-9．角層細胞中のカルボニルタンパク質の蛍光ラベル 

 スライドガラスに転写した角層細胞を、20 μM FTSC を含む 0.1M MES-Na 溶液（pH5.5）

に、25℃の暗所で 1 時間浸漬した。 水ですすいだ後、蛍光顕微鏡（Floid Cell Imaging Station）

を用いて画像を得た。Corneocytometry を用いて、各蛍光画像におけるカルボニル化タンパ

ク質の蛍光強度をカルボニルタンパクレベルとして定量した。 

 

1-2-10．統計処理 

全ての研究データを箱ひげ図で表した。Wilcoxon 符号付順位検定で p 値を決定し、0.05

未満の p 値を統計的に有意とみなした。 

 

1-3．結果 

1-3-1．皮膚の生理的パラメーターに及ぼすサクランの影響 

4 週間のサクラン保湿液適用後の平均 SWC は、Wilcoxon 符号順位検定を用いて評価し

た結果、プラセボ群と有意な差は確認できなかったが、プラセボ群のベースライン平均
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（25.0±9.5 A.U）よりも高かった（32.7±10.1 AU）。プラセボを適用した被験者の平均 SWC

は、ベースライン値から変化しなかった（Fig. 1-1a）。4 週間のサクラン保湿液およびプラ

セボの両方の適用部位における平均 TEWL は、試験前のベースライン値と比較して低い値

を示したが、サクラン保湿液とプラセボ群の間に有意差を確認できなかった（Fig. 1-1b）。 

 

1-3-2．角層細胞の成熟に及ぼすサクランの影響 

 角層細胞の成熟に及ぼすサクラン保湿液の効果を実証するために、角層細胞面積、角層多

重剥離度、SH/SS の比およびインボルクリンの免疫染色性を解析した。プラセボ適用部位

での角層細胞面積は変化しなかったが、サクラン保湿液適用部位における角層細胞の平均

面積は、適用 4 週間後に 521.8±61.8 μm2 から 747.5±76.2 μm2 に有意に増加し（Fig. 1-

2）、角層多重剥離度は、27.8±5.5％から 9.8±2.4％に有意に減少した（Fig. 1-3）。プラセボ

適用部位では、角層多重剥離度に変化は見られなかった（Fig. 1-3）。SH/SS 比は、サクラン
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保湿液を適用すると、適用 4 週間後に 2.3±0.5 から 0.7±0.1 に有意に減少した（p <0.01）

が、プラセボ適用部位では変化は見られなかった（Fig. 1-4）。サクラン保湿液適用部位にお

ける CE の状態を反映するインボルクリンの免疫染色性、インボルクリン対ナイルレッドの

比は、プラセボ適用部位と比較して0.37±0.06 から0.61±0.10 に有意に低下した（p <0.01）

（Fig. 1-5）。これらの結果を総合すると、サクラン保湿液は角層細胞の未成熟状態を改善す

ることを示唆している。 

 

1-3-3．表皮の紅斑性炎症に対するサクランの影響 

乾燥した皮膚や日光に曝された皮膚では、IL-1RA/IL-1α の比率が高いことが良く知ら

れている 37, 38)。角層細胞における IL-1RA/IL-1α の比は、皮膚における炎症の程度を反映

するパラメーターとして受け入れられている 39)。サクラン保湿液適用部位は、プラセボ適

用部位と比較した場合、IL-1RA/IL-1α の比が有意に低下していた（Fig. 1-6）。この結果は、
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サクラン保湿液が表皮における炎症を抑制することを示している。 
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1-3-4．角層（SC）タンパク質のカルボニル化に対するサクランの影響 

SC 中のカルボニル化タンパク質（CP）は、冬季の乾燥性皮膚で増加することが報告され

ている 40）ため、角層細胞におけるカルボニル化タンパク質のレベルに対するサクラン保湿

液およびプラセボの効果を測定した。サクラン保湿液の適用部位は、プラセボの適用部位の
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平均 CP レベル（34.3±21.8 F.I.）よりも有意に低い値となった（21.0±17.1 F.I.）。CP は、

活性酸素種（ROS）によって始まる脂質過酸化の最終生成物である 41）。この結果は、サク

ラン保湿液が表皮における酸化ストレスを減少させることを示している（Fig. 1-7）。 

 

1-4．考察 

 これまでの研究で、AD 患者に対する治験アンケート調査では、サクラン水溶液の塗布で

AD 患者の皮膚のざらつきや顔面発疹が軽減されること、2,4,6-トリニトロクロロベンゼン

による感作後のアレルギー反応の発症が抑制されることが報告されている 23, 42）。また、サ

クランは被膜形成能があるにも関わらず、角層形成の未熟な再生表皮モデルでは表皮生細

胞層まで浸透することも確認されている。これらの報告では、サクランが AD などのアレ

ルギー疾患に罹患した皮膚に対して生理学的に有効に働き、皮膚アレルギー反応の発症を

予防・抑制することが示されている。しかしながら、今まで健康な皮膚に対するサクランの

効果は不明であった。従って、本章では正常な皮膚状態を有するボランティアではあるが、

皮膚生理学的パラメーターおよび核細胞パラメーターに焦点をあてて過去に AD の病歴を

有するボランティアにおけるサクランの影響を評価した。 

連用試験では、まず SWC と TEWL を測定し、サクランが皮膚の水分に及ぼす影響を調

べたが、ベースラインと比較して、これらの 2 つのパラメーターのいずれかにもサクラン

の納得のいく改善効果を見出すことができなかった。ただ興味深いことに、SWC の値を

TEWL の値で除した値（SWC/TEWL）では、サクラン保湿液の使用により有意な保湿機能

の改善効果が確認された（Table 1-1, Fig. 1-8）43)。これは被験者全体で SWC、TEWL の測

定結果を考察するのではなく、被験者個人の結果のバラツキをなくして比較した結果であ

る。各個人の結果として見ると、皮膚保湿機能も改善されることが確認できた。 

ここで、SWC/TEWL の値も含めたサクラン保湿液とプラセボ保湿液それぞれの適用前

後の群間比較の解析結果を Table 1 に示す。インボルクリン免疫染色性を除いて、試験前の
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サクラン保湿液塗布部位とプラセボ保湿液塗布部位間に有意差はなく、試験後には有意差

が認められた。各パラメーターの改善効果については以下で述べる。 

 

次に健康な皮膚に対するサクランの影響を正確に検証するために角層細胞由来のパラメ

ーターの解析を行った。乾燥した皮膚や損傷した皮膚では、未熟な角層細胞が頻繁に観察さ
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れる。角層細胞の大きさは表皮のターンオーバーに依存し、皮膚内部の微弱炎症によって小

さくなる 29, 44)。AD に見られるような炎症を起こした皮膚でも、健康な皮膚よりも皮膚表面

でより小さい角層細胞面積を示すことが報告されている 45）。連用試験において、サクラン

保湿液を適用するとプラセボに比べて細胞面積が有意に大きくなり、炎症パラメーターで

ある IL-1RA/IL-1αの値も有意に低下することが確認されている（Table 1-1, Fig. 1-2, 6）。

サクラン保湿液の連用で皮膚内部での炎症が軽減された結果、ターンオーバーが正常化し

た可能性が示唆される。また乾燥時に頻繁に観察される多重剥離だが、その原因にカリクレ

インおよびカテプシン D の作用によって調節される角層細胞の落屑に欠陥があることが示

唆されている 46, 47)。サクラン保湿液の適用は多重剥離の割合を減少・改善したことから

（Table 1-1, Fig. 1-3）、落屑プロセスを正常化すると仮説が立てられる。 

一般的に、成熟した角層細胞では小さくなる SH/SS の値とインボルクリンの免疫染色性

が、今回のサクラン保湿液の連用試験でにおいて試験前およびプラセボと比較して有意に

減少し、また SH/SS の値と SWC との間に負の相関が認められた（データは示さない）。以

上よりサクラン保湿液の適用は、プラセボ群と比較して有意な角層細胞面積の拡大、多重剥

離の減少、SH/SS 値およびインボルクリン／ナイルレッドの値の低下をもたらした（Table 

1-1, Fig. 4, 5）。まとめると、サクランは角層細胞の成熟を促進し乾燥状態を改善すること

を示している。 

乾燥した皮膚や日光に曝された皮膚では、IL-1RA に対する IL-1α の比率が高いことが

多い 37, 38)。IL-1α は促進型の炎症性サイトカインであり、IL-1RA はその受容体アンタゴニ

ストである。損傷した皮膚における IL-1RA に対する IL-1αの高い比率は、上昇した IL-1α

合成に応答して増加する IL-1RA の発現に起因する。したがって、角層細胞において、IL-

1RA/IL-1α の値は、表皮における炎症を反映するパラメーターとして使用される。サクラ

ン保湿液はプラセボ群と比較して、被験者の IL-1RA/IL-1α 値を有意に減少させた（Table 

1-1, Fig. 1-6）。これは、サクランが表皮における炎症を減少させる可能性を示した。 
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最後に、CPs は ROS によって開始され、乾燥した皮膚の角層細胞において頻繁に観察さ

れる脂質過酸化反応の最終生成物である 41, 48)。IL-1α は、IL-1α 受容体との相互作用によ

って活性化されるインターロイキン-1 受容体関連キナーゼ-1 を含むシグナル伝達経路を介

して ROS を生成することが報告されている 49)。この機構は、IL-1α の増加がケラチノサイ

トにおいて高い酸化状態を誘発し、角層細胞中の CPs のレベルがより高くなることによっ

て起こる。これらの結果は、サクランが IL-1α の減少を通じて細胞内酸化を減少させるこ

と、SWC および TEWL によって測定される皮膚保湿機能と CPs との間に負の相関がある

ことを示している（Table 1-1, Fig. 1-7）。つまり、サクラン保湿液の適用によって酸化スト

レスが減少することで CPs が有意に低下、皮膚保湿機能の強化につながったと推測できる。 

皮膚状態の解析結果を総合的に考察すると以下のようになる。健康な皮膚では、サクラン

は角層細胞が成熟する環境を整え、酸化状態となる環境を改善していることが示唆された。

この作用メカニズムとして、皮膚表面にサクランが被膜を形成することで物理的障壁とし

て肌からの水分蒸散を抑制し、皮膚保湿機能を改善している可能性が考えられた。 
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第 2 章 

外部刺激に対するサクランの角層保護効果とそのメカニズム 

 
2-1．緒言 

 肌荒れは、低い皮膚表面水分量（SWC）、高い経表皮水分蒸散量（TEWL）を特徴とし、

時には角層の落屑の頻発による粉吹き状態が見られる。季節的には低温でかつ低湿度状態

にある冬季に多く発生し、さらに洗剤などの過剰使用による外的要因、および皮膚の内的要

因など、様々な要因が複雑に組み合わさることにより発生する。肌荒れは、アニオン性界面

活性剤のラウリル硫酸ナトリウム（SLS）の局所適用によって実験的に再現することができ

る 50)。皮膚に SLS を繰り返し適用することにより、SWC の低下と TEWL の上昇、加えて

皮膚の落屑が観察される 51, 52)。また角層細胞由来のパラメーターの変化として、SLS 誘導

の肌荒れでは高いインターロイキン（IL）-1α受容体アンタゴニスト（IL-1RA）に対する

IL-1αの比率と IL-8 の高レベルでの発現が観察されている 53)。また、冬季の乾燥肌では、

角層細胞にカルボニルタンパク質（CP）が高い割合で存在することも明らかになっている。

最近の研究では、SLS が表皮生細胞層まで容易に浸透し、SLS が細胞内の活性酸素種（ROS）

の生成亢進および IL-1αの分泌を増加、さらには IL-1αが株化ヒト皮膚角化細胞（HaCaT

細胞）の ROS 生成を増加させることも明らかになっている 54)。 

 一方、アトピー性皮膚炎（AD）はアレルギー性疾患ではあるが、AD 患者の生理学的皮

膚パラメーターの示す特徴は、冬季の乾燥性の肌荒れと共通する表皮バリア機能の低下を

示す 24, 25)。また、健康な皮膚においても、大気汚染物質など外部因子の影響を受けること

により、感覚刺激に対する高い感受性を示す敏感肌となるリスクが考えられている 8)。敏感

肌を自称するパネルの TEWL は高い状態にある 55, 56)。 

以上のことから、外来性因子による肌荒れ発生に対する対応には表皮バリア機能の改善

あるいは皮膚保護膜の形成が重要であることが強く示唆される。 
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本研究第 1 章において、サクランとポリオールを含む保湿液は、AD 罹患歴のある健常人

の皮膚状態を改善することが確認された 19)。先行研究において、サクランが AD 患者の炎

症を含めた皮膚状態を改善することも報告されている 17, 18, 42)。これらの事実を総合すると、

サクランは皮膚表面で人工バリアとして働くだけでなく生きた表皮細胞に浸透して皮膚の

状態を改善すると考えられた。つまり、サクランが皮膚状態を維持または改善するために表

皮内部でも何らかのバリアとして作用することができると仮定した。 

従って本章では、サクランの皮膚への浸透性、および内部に浸透した場合の刺激物質から

の皮膚保護効果とそのメカニズムについて検討を行った。サクランの皮膚への浸透性につ

いては、ビオチン化サクランを用いてヒト再生表皮モデル（RHEE）内の局在について確認

した。外来性刺激物質として SLS を用い、SLS 誘導肌荒れの改善作用を HaCaT 細胞に対

する SLS 曝露および SLS 曝露によって誘導される IL-1α の影響に対するサクランの効果

を検証することにより評価した。また、この効果を化粧品に汎用される同じアニオン性多糖

類であるヒアルロン酸ナトリウムとの比較も行い、サクランの作用の優劣についても評価

した。 

 

2-2．実験方法 

2-2-1．試薬 

サクラン（sacran）；大東化成工業株式会社（大阪）、ヒアルロン酸ナトリウム（Sodium 

hyaluronate；HA）, トリプシン（from Hog panceas）, ラウリル硫酸ナトリウム（SLS）, 

トコフェロール（α-tocopherol）, 大豆レシチン（lecithin from soybeans）, コレステロー

ル（cholesterol）；ナカライテスク株式会社（京都）、ダルベッコイーグル変性培地（Dulbecco’s 

modified Eagle medium, DMEM）, ハンクス平衡塩液（Ca2+ and Mg2+含有Hanks’ Balanced 

Salt solution, HBSS)；日水製薬株式会社（東京）、 ウシ胎児血清（FBS）；Invitrogen (Carlsbad, 

CA, USA)、BCA Protein Assay Reagent kit；Pierce Chemical Co. (Rockford, IL, USA)、IL-
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1α and IL-1α ELISA Quantikine kits, ストレプトアビジン（streptavidin-HRP）；R&D 

Systems (Minneapolis, MN, USA)、5-Doxyl stearic acid（5-DSA)、4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-

triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chloride, 2’.7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate 

(H2DCFDA)；Sigma (St Louis, MO, USA)、ヒト再生表皮モデル（LabCyte EPI-MODEL, 

reconstructed human epidermal equivalents, RHEEs）および培養培地；株式会社ジャパン・

テ ィ ッ シ ュ ・ エ ン ジ ニ ア リ ン グ （ 愛 知 ）、 6-[6-(Biotinylamino)hexanoylamino] 

hexanoylhydrazine（biotin-AC5-hydrazide）, Hoechst33342 solution；同仁化学研究所（熊

本）、DyLight650標識ストレプトアビジン（DyLight650-labeled streptavidin）； Thermo 

Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)、2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 

acid)diammonium salt（ABTS）；和光純薬工業株式会社（大阪） 

 

2-2-2．サクラン／ヒアルロン酸水溶液の調製 

 サクラン：2L ビーカーにサクラン 2.5 g を量り取り、イオン交換水を添加し 1000 g とし

たものをウォーターバスで 60℃まで加温した。ウォーターバスで加温して 60 ℃を保った

ままホモミキサー（MARK II 2.5 型、Primix 社製）で 10,000rpm の回転数で 1 時間攪拌溶

解したもの密閉容器に移し、室温まで戻したものを実験に供した。ヒアルロン酸：200mL ビ

ーカーに 99 g のイオン交換水を量り取りディスパーミキサーで攪拌しておく。別に計量し

ておいたヒアルロン酸ナトリウムを少量ずつ添加していき、全量添加後に 3,000 rpm まで

回転数を上げ 30 分間攪拌溶解させた。 

 

2-2-3．サクラン／ヒアルロン酸（HA）のビオチン化 

 サ ク ラ ン 及 び HA を 20 mg/ mL の 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-

methylmorpholinium chloride の存在下で、2 mg/ mL の biotin-AC5-hydrazide と反応させ

た ピリジンで 5 時間処理した。 ビオチン結合多糖を脱イオン水に対する透析により精製
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した。 

 

2-2-4．サクランとヒアルロン酸ナトリウム（HA）のヒト再生表皮モデル（RHEE）中での

局在の確認 

 0.05 w/v％のビオチン化多糖類水溶液（サクランまたは HA）を RHEE の角層表面側に処

理し、37 ℃で 24 時間培養した。24 時間培養後の各培地を回収し、RHEE を透過したビオ

チン化多糖類の定量を行った。一方、RHEE は 2 つに切断し、1 つは RHEE 内に留まって

いるビオチン化多糖類の定量を、もう 1 つは染色し組織学的解析を行った。RHEE 切片抽

出液は以下の手順で調製した。500 μL のリン酸緩衝生理食塩水（PBS(-)）に浸漬した RHEE

切片を μT-12 ビーズクラッシャー（Taitec Corp.、Saitama、Japan）を用いて 2,700 rpm で

10 分間ホモジナイズした。さらに 4 ℃、15,000 rpm で 5 分間遠心分離を行い、その上清を

RHEE 切片抽出液とした。 

 競合 ELISA 法を用いて、以下のようにビオチン化多糖類を定量した。各培地または切片

抽出液を等量のストレプトアビジン-HRP（1：1,000）と混合し、37 ℃で 1 時間インキュベ

ートした。得られた混合物をサンプルとして ELISA アッセイに使用した。ELISA プレート

の各ウェルにビオチン化ウシ血清アルブミン（B-BSA）をコートするために、各ウェルに

150μL の B-BSA を入れた後、プレートを 37℃で 1 時間インキュベートした。200 μL の

PBS-T で 5 分間 3 回すすいだ後、プレートを 150 μL のブロッキング溶液とともに 37 ℃

で 1 時間インキュベートした。試料（100μL）をウェルに入れ、37℃で 2 時間インキュベ

ートした。100μL の着色溶液（300 μg/mL の ABTS、10 μL の H2O2）を添加した後、プ

レートを 20 分間室温下の暗所で反応させた。マイクロプレートリーダー（Spectra Max 

Gemini、Molecular Devices、CA、USA）を用いて、得られた溶液の 405nm における吸光

度を測定した。 

組織学的解析としては、RHEE の凍結切片中のビオチン化多糖類を DyLight 650 標識ス
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トレプトアビジンで染色することによって視覚化し、核を Hoechst33342 で同時に染色し

た。Floyd Cell Imaging Station（Thermo Fisher Scientific）を用いて蛍光画像を撮影した。 

 

2-2-5．細胞培養 

ヒト表皮角化細胞株（HaCaT）は 5％の FBS を含む DMEM を用いて、37℃、5％ CO2

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

を剥離し、96 穴培養細胞用マイクロプレート（旭硝子株式会社）に 3.5×10⁴ cells/well の

密度で再播種して各実験に供した。 

 

2-2-6．細胞生存率の測定 

 HaCaT を様々な濃度の SLS（0、6.25、12.5、25、50、100 μg/ｍL）を添加した培地で

24 時間培養した後の細胞傷害性は、Neutral Red 法を用いて細胞生存率として評価した。33 

μg/mL のニュートラルレッドを含む DMEM 中で細胞を 2 時間さらに培養し、PBS(-)で洗

浄後、生細胞に取り込まれたニュートラルレッドを 30％メタノール水溶液で抽出した。得

られた溶液の 550nm における吸光度をマイクロプレートリーダーで測定し、コントロール

（0％処理）を生存率 100％として算出した。また 0.02 w/v％のサクランまたは HA、さら

には代表的な抗酸化剤である 200 μM のα-トコフェロールと SLS を混合した培地で 24 時

間培養し、SLS の細胞傷害に対する緩和作用について評価した。 

 

2-2-7．細胞内ROSレベルの測定 

 マイクロプレートに播種した HaCaT に HBSS(+)を用いて 20 μM に調製した ROS 反

応性蛍光プローブ H2DCFDA を 30 分間処理し、細胞内に取り込ませた。HBSS(+)で細胞

を洗浄後、5％FBS を含有する DMEM を用いて調製した 0-100μg/ｍL の SLS または

50ng/mL IL-1αを添加し、24 時間培養後 PBS-T で細胞を溶解しマイクロプレートリーダ
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ーによって蛍光強度を測定した（励起波長：485 nm、蛍光波長：560 nm）。その後、定法に

従って BCA protein assay kit にてタンパク質量を測定し（測定波長：560 nm）、蛍光強度を

タンパク質量で除して細胞内 ROS レベルを算出した。また 0.02 w/v％のサクランまたは

HA を SLS または IL-1αを混合して培養し、細胞内 ROS レベル上昇に対する抑制効果につ

いて評価した。 

 

2-2-8．生体膜流動性の評価 

 リポソーム膜および HaCaT の細胞膜流動性の変動は、ESR スピンラベル剤である 5-doxyl 

stearic acid（5-DSA）を用いた ESR スピンラベル法によって評価した 57, 58)。リポソームは

バンガム法に従い大豆レシチンとコレステロール比を 2：1 として調製した 59)。リポソーム

および HaCaT（1.0×106 cells）をそれぞれ 1 mM 5-DSA または 10mM 5-DSA 共存下でイ

ンキュベートすることにより、生体膜内にスピンラベル剤を取り込ませた。この時、リポソ

ーム分散液、HaCaT に対して 0.02 w/v％のサクランを添加して、膜流動性にサクランが及

ぼす影響を観察した。生体膜の流動性における SLS の作用は ESR スペクトルを元に次式

（式 1）によって算出されるオーダーパラメーター（S）を用いて評価した。また ESR スペ

クトルは、ESR 測定装置（RFR-30 Electron Spin Resonance, Radical Research Inc.）を用い、

37℃において Table 1 に示す設定条件で測定した。 

 

S = (A//-A⊥) / [Azz - 1/2(Axx + Ayy)]     （式 1） 

 (Axx: 0.63 mT Ayy: 0.58 mT Azz: 3.36 mT) 

 

2-2-9．統計処理 

 測定値は平均値±標準偏差で表し、one way ANOVA の Dunnett's 検定によって有意差検

定を行った。p 値 0.05 未満を統計学的に有意とした。 
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Table 1 Conditions for ESR study 

Items Value 

Modulation frequency 100 kHz 

Modulation amplitude width 0.1 mT 

Scanning field 338.1±5 mT 

Receiver gain 200 

Response time 0.03 

Sweep time 8 min 

Output powder 4 mW 

 

2-3．結果 

2-3-1．ビオチン化多糖類の RHEE への浸透・局在 

 未熟な角質層（SC）または成熟 SC を有するモデルとして、6 日間および 12 日間培養し

た RHEE を用いて、多糖類（サクラン、HA）が SC に浸透するか検証した。ビオチン化サ

クランまたは HA 由来の赤い蛍光は、12 日間培養した成熟モデルでは表面に局在しており

（Fig. 2-1a）、ELISA 法での定量でも培地中には浸透しておらずほぼ 100％SC 内に留まっ

ていた（Fig. 2-1b）。一方、6 日間培養の未成熟モデルでは、SC 内全体的に赤く染まってお

り、定量では約 5 割近くが SC 内を浸透して培地中へ移行していることが明らかになった

（Fig. 2-1a, b）。この結果は、サクランや HA のような高分子化合物でもバリア機能が弱っ

た SC には浸透する可能性を示している。 
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2-3-2．SLS による細胞傷害に対する多糖類の保護効果 

 SLS は代表的な刺激剤であり、肌荒れを引き起こすことがよく知られている。 HaCaT を

用いて、50, 100 μg/ mL の SLS によって誘導された細胞毒性に対するサクランおよび HA

の緩和効果を調べた。 サクランおよび HA の両方とも SLS に誘導される細胞損傷を緩和し

た（Fig. 2-2）。代表的な酸化防止剤である α-トコフェロールもまた、SLS による細胞損傷
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を緩和した。サクランの保護効果は、HA よりもα-トコフェロールよりも優れていた。ま

た HaCaT に対する SLS による細胞損傷と細胞内 ROS レベルとの関係を明らかにするため

に、様々な濃度の SLS を処理した。SLS によって誘導された細胞損傷は濃度依存的に高ま

り、細胞内 ROS レベルとの高い相関関係が見出された（Fig. 2-3）。つまり ROS が SLS に

よって誘発された細胞損傷の原因であると考えられる。 

 

2-3-3．SLS／IL-1αによって誘導された ROS 生成に対する多糖類の抑制効果 

 HaCaT では、SLS によって ROS の生成と IL-1αの分泌が上昇すること、IL-1αによっ

て ROS の生成が誘導されることが明らかになっている。そこで SLS または IL-1αによっ

て HaCaT で誘導される ROS 生成に対するサクランと HA の抑制効果を調べた。HaCaT は

50μg/mL SLS 処理によって細胞内 ROS のレベルが 4.04±0.22 F.I./μg protein から

17.92±1.47 まで、また 50 ng/mL IL-1α 処理では 7.65±0.95 F.I./μg protein まで（コン

トロールと比較して 4 倍または 2 倍変化）上昇した（Fig. 2-4）。この SLS および IL-1α に

よる ROS レベル上昇に対して、サクランと HA の両方とも抑制効果を示すことが確認でき

た。またサクランは、HA に比べて優れた抑制効果を示した。 
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2-3-4．SLS に誘導される細胞傷害に対するサクラン前処理の抑制効果 

サクランは、SLS によって誘導される細胞損傷に対してどのように HaCaT を保護してい

るのか、そのメカニズムを決定するために、SLS へ曝露の前に細胞をサクランで前処理する

場合の保護効果を調べた。サクランによる前処理は、様々な濃度の SLS によって誘導され

た細胞損傷に対して保護効果を示さなかった（Fig. 2-5）。 
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2-3-5．サクランと脂質二重膜との相互作用 

サクランと細胞膜が相互作用する可能性を探るために、大豆レシチンとコレステロール

で調製したリポソーム膜、または HaCaT 細胞膜の膜流動性を ESR スピンラベリング法に

て測定した（Fig. 2-6）。まずサクランのみを混合した場合、リポソーム膜および HaCaT 細

胞膜においてオーダーパラメーター（S）値がほぼ同じ値を示していることから、サクラン

と脂質二重膜が相互作用しないことが明らかになった。相互作用する場合は、膜流動性に影

響するため値も大きく変化する。一方 SLS のみを混合した場合は、リポソーム膜および

HaCaT 細胞膜の両方において S の値が有意に低くなったので、脂質二重層構造との相互作

用のために膜流動性を増加させたと考えられる。しかしサクランと SLS を混合した場合は、

S の低下を完全に回復していることから、サクランは SLS とリポソーム膜および HaCaT 細

胞膜の脂質二重層との相互作用を妨害すると推測できた。つまりサクランは脂質二重膜よ

りも刺激物質である SLS と相互作用することが示唆された。 

 

2-4．考察 

 第 1 章におけるヒト試験において、サクラン配合製剤を適用すると健常者の皮膚状態を
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改善することが確認されている 19）。サクランの分子量から考えると、この作用はサクラン

が皮膚表面における保護膜形成に由来している可能性が考えられた。一方、サクラン水溶液

が AD 患者の炎症や痒みを改善することが明らかになっている 42)。これらの結果から、サ

クランが SC に浸透して効果を発揮することもまた考えられた。そこで、サクランが皮膚に

浸透するかどうか、また浸透したときの皮膚状態改善メカニズムを議論するために以下の

実験を行った。 

 角層未成熟（6 日培養）および角層成熟（12 日培養）の RHEE に対するサクランの浸透

性を検証したところ、サクランは未成熟な角層にのみ浸透することが確認された。これは化

粧品に汎用される代表的なアニオン性多糖類である HA も同様の浸透挙動を示した（Fig. 2-

1）。サクランおよび HA 共に、バリア機能の低下した未成熟な SC を浸透することにより、

SC において機能することを示唆している。また代表的な陰イオン界面活性剤で皮膚刺激を

引き起こすことで知られている SLS を用いて、これらの多糖類が SLS によって誘導される

細胞傷害の緩和効果を検証した。 

初めに SLS によって誘導される細胞傷害に対する ROS の役割を明らかにするために、細

胞生存率と細胞内 ROS レベルの関係、およびα-トコフェロールの細胞傷害を緩和する効

果を確認した。細胞内 ROS レベルは細胞生存率と高い相関を示し（Fig. 2-3）、抗酸化剤で

あるα-トコフェロールも SLS 誘導性の細胞傷害に対して有意な緩和効果を示した。一方、

サクランと HA 共に SLS による細胞傷害を抑制し、サクランは HA とα-トコフェロールと

比較しても優れた細胞傷害抑制効果を示した（Fig. 2-2）。サクランも HA もいかなる抗酸化

作用は持たないが、SLS による細胞傷害を緩和することから、ROS の除去以外の異なる機

構で細胞傷害を抑制している可能性が考えられた。 

これまでに SLS が Ca2 +流入の刺激を通じて細胞内 ROS の生成を促進するという報告が

ある 54)。また、IL-1α は IL-1R 関連キナーゼ-1 シグナル伝達による NADPH オキシダー

ゼの活性化を介して ROS を生成する 60)。また、肌荒れの初期段階である乾燥性皮膚の角層
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パラメーターとして、IL-1RA に対する IL-1αの高い比率と高いカルボニル化タンパク質

（CPs）レベルが報告されている 61)。タンパク質のカルボニル化は、不飽和脂質および ROS

の過酸化反応によって生成されたアルデヒド化合物によって開始される 62)。よって、SLS お

よび IL-1α によって誘導される ROS 生成に対する多糖類の抑制効果を調べた。サクラン

および HA は、SLS と IL-1α によって亢進される細胞内 ROS の生成抑制を示した。また、

サクランは HA に比較してより高い細胞内 ROS の生成抑制効果を示した（Fig. 2-4）。 

ここまでの結果をまとめると、多糖類は外部刺激によって惹起される悪影響を抑制する

ことが確認された。また、その抑制作用は HA と比較するとサクランの方が優れた効果を示

した。しかしながら、これまでの結果からサクランと HA の効果の違いを議論することは困

難である。 サクランと HA の違いは分子量とアニオン性官能基にある。本実験に供した HA

の分子量は 1.0×106 Da であり、サクランの分子量は 1.6～2.9×107 Da と報告されている。

また、アニオン性官能基は、HA はカルボキシル基のみであるがサクランにはカルボキシル

基と硫酸基が存在する。効果の違いか分子量の違いか、あるいはアニオン性官能基の違いに

起因するのかどうかについてはまだ明らかではない。この差異についてのメカニズムを解

明するためには、保護効果と多糖類の分子量、官能基との関係に焦点を当ててさらなる研究

が必要である。 

これまでの知見により、多糖類が SLS により誘導される細胞傷害を緩和し、細胞内 ROS

の亢進を抑制するメカニズムとして以下の 2 つの仮説を考えた。①多糖類は細胞膜へ吸着

することにより SLS あるいは IL-1α との細胞との接触を抑制する。②多糖類が形成するマ

トリックスが SLS あるいは IL-1αを捕捉することによって細胞との相互作用を減少させる。

①については、多糖類はレクチンを介して細胞膜と結合する可能性があるため、サクランが

細胞表面へ結合・吸着することで、細胞膜と外部刺激の相互作用をバリアのように妨害する

と考えた。②についてはこれまでの第 1 章での研究結果に基づいてマトリックス内への補

足作用を考えた。これらの仮説を検証するために SLS を用いて以下の検討を行った。 
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まず①の仮説を検証するために、サクランを 24 時間前処理した HaCaT 細胞の SLS によ

って誘導される細胞傷害を検証した。しかしながら、サクラン前処理は SLS 誘導細胞傷害

の緩和は確認されなかった（Fig. 2-5）。また、リン脂質にて調製したリポソームおよび

HaCaT 細胞の膜流動性にサクランは影響を及ぼさなかったこと、さらにサクラン処理した

リポソームおよび HaCaT 細胞への SLS 添加は無処理と同様に膜流動性が上昇したことか

ら（Fig. 2-6）、サクランは細胞膜へ吸着しないことが考えられた。 

さらに②の仮説を検証するため、サクランが刺激物質と相互作用する可能性を調べるた

めに、サクランの存在下において SLS を処理したときの膜流動性の変化を検証した。その

結果、サクランは、SLS に起因する膜流動性の上昇を共存することにより抑えることが確認

された（Fig. 2-6）。 

 

以上の結果から、サクランは SLS および IL-1αをそのマトリックス内に捕捉することで、

SLS による細胞傷害や IL-1α による ROS 生成上昇を抑制したと考えられる（Fig. 2-7）。SLS

は、典型的なアニオン性界面活性剤であり、カチオン性バイオポリマーであるキトサンと相
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互作用することが知られている 63)。これまで、解明されているサクランの保有官能基は硫

酸基およびカルボキシル基のアニオン性官能基である。HA も同様にカルボキシル基を持つ

アニオン性多糖類である。アニオン性の SLS とサクラン、HA とは電荷反発からイオン的

相互作用を補足メカニズムとして考えることは困難である。しかしながら、程度の差はある

がサクラン、HA ともに SLS の細胞への作用を抑制した。また、IL-1α のような高分子物質

の細胞への作用についても抑制作用を示した。現時点では、サクランのこれら分子に対する

補足メカニズムの解明に関する知見はなく、補足メカニズムの解明には今後の研究が必要

である。 
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第 3 章 

サクラン被膜によるタバコの煙に含まれる有害物質のトラップ効果

と酸化ストレス低減効果 

 
3-1．緒言 

 近年、世界的に PM2.5 や揮発性有機化合物、窒素酸化物、多環式芳香化合物（PAHs）な

どさまざまな大気汚染物質の人間の健康に対する悪影響について大いに懸念されている。

特に、インド、中国、サウジアラビア、アフリカ諸国や東南アジアなどの地域では大気汚染

の拡大が深刻化している 64)。呼吸器系からの大気汚染物質の体内への取込みによる影響は

容易に想像できるが、常に大気汚染物質に曝されている皮膚および皮膚からの大気汚染物

質の悪影響についても大いに関心を集めている。これまでの研究で、大気汚染物質が表皮細

胞の DNA 損傷などを引き起こすこと、皮脂の酸化や細胞内酸化ストレスを亢進することに

より正常な細胞および皮膚機能を干渉していることが報告されている 65-73)。大気汚染物質

の恒常的曝露は、皮膚の老化、皮膚癌発症やアトピー性皮膚炎（AD）、乾癬患者への重篤な

影響をもたらす 74, 75)。一般に、ダイオキシン類や PAHs は、アリールハイドロカーボン受

容体（AhR）シグナル伝達経路を活性化することによって炎症を誘導することが明らかにさ

れている 75)。AhR は外因性の化学物質に応答し、有毒化学物質の解毒作用を持ついくつか

の遺伝子の発現を誘導または抑制する化学受容体である 76）。AhR の活性化がシトクロム

P450-1A1（CYP1A1）の過剰発現を誘導し PAHs の代謝を行い、その過程において過剰な

活性酸素種（ROS）を生成することが明らかにされている 76-78）。 

日常生活では、身近な大気汚染物質の一種としてタバコの煙や排気ガスに皮膚が恒常的

に曝されており、その影響の発現に対する懸念も以前からある 79-81)。これらタバコの煙や

排気ガスには反応性の高いアルデヒド化合物（AC）、ベンゾ[a]ピレン（BaP）および他の化

学物質が多く含まれている 82, 83)。AC は皮膚のタンパク質のカルボニル化を引き起こし、カ
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ルボニル化タンパク質（CP）を生成する。CP は、青色光を吸収することによりタイプ I の

光増感反応を行い、スーパーオキシドアニオンラジカル（•O2
-）を生成することが報告され

ている 61)。•O2
-は脂質過酸化反応を介して AC を生成することから、AC は皮膚に CP を蓄

積する酸化ループを開始することが示唆される。一方、工場などの燃焼過程で生成される代

表的な PAHs である BaP は、AhR シグナルの活性化により誘導される過剰の ROS 生成を

介して、ヒト表皮ケラチノサイトから炎症性サイトカインの分泌を亢進させる 84)。大気汚

染物質、PAHs や AC などの皮膚への浸透を防止・抑制する効果的なアプローチを開発する

ことは、皮膚の健康を維持するうえで非常に重要である。 

本研究第 2 章において、サクランは成熟した角層（SC）のモデルである 12 日培養のヒト

再生表皮モデル（RHEE）では浸透せず表面に留まっていたことから、皮膚表面において人

工的なバリアとなる可能性がより具体的に示唆された。第 1 章で明らかになったサクラン

の皮膚保護効果は、高分子化合物に期待される被膜形成により発現されたことが考えたら

れる。これらの事実から、サクラン外用は環境因子により惹起される刺激に対するバリア効

果を発揮することが期待された。そこで、本章では、環境因子として大気汚染物質を考え、

大気汚染物質から皮膚を保護する作用の検証を試みた。本章では大気汚染物質としてタバ

コの煙を用いて、サクランのトラップ効果を中心に大気汚染物質に起因する皮膚損傷の軽

減作用を酸化ストレスの観点から明らかにした。また前章に引き続き、ヒアルロン酸ナトリ

ウム（HA）との効果の比較を行った。 

 

3-2．実験方法 

3-2-1．試薬 

サクラン（sacran）；大東化成工業株式会社（大阪）、ヒアルロン酸ナトリウム（Bio-sodium 

hyaluronate；HA）；SK Bioland（Chungam, South Korea）、トリプシン, DMSO；ナカライ

テスク株式会社（京都）、DMEM, HBSS(+)；日水製薬株式会社（東京）、FBS；Invitrogen 
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(Carlsbad, CA, USA)、BCA Protein Assay Reagent kit；Pierce Chemical Co. (Rockford, IL, 

USA) 、 ア ク ロ レ イ ン （ acrolein monomer ） , NBD-hydrazine (4-hydrazino-7-

nitrobenzofurazan-hydrazine) , 4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium 

chloride；東京化成工業株式会社（東京）、Fluorescein-5-thiosemicarbazide (FTSC), 2’.7’-

dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA), ベンゾピレン（BaP）； Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, USA)、4-Morpholineethanesulfonic acid, sodium salt（4-MES）；和光純薬

工業株式会社（大阪）、メルカプトエタノール（2-Mercapto-ethanol, 2-ME）, SYBR® Green 

Real-Time PCR Master Mix for real-time PCR analysis；Thermo Fisher Scientific (Kanagawa, 

Japan)、 RLT buffer, RNeasy Mini Kit；Qiagen (Hilden, Germany) 

 

3-2-2．サクラン／ヒアルロン酸水溶液の調製 

 サクラン：2L ビーカーにサクラン 2.5 g を量り取り、イオン交換水を添加し 1000 g とし

たものをウォーターバスで 60 ℃まで加温した。ウォーターバスで加温して 60 ℃を保った

ままホモミキサー（MARK II 2.5 型、Primix 社製）で 10,000rpm の回転数で 1 時間攪拌溶

解したもの密閉容器に移し、室温まで戻した。ヒアルロン酸：200mL ビーカーに 99 g のイ

オン交換水を量り取りディスパーミキサーで攪拌しておく。別に計量しておいたヒアルロ

ン酸ナトリウムを少量ずつ添加していき、全量添加後に 3,000 rpm まで回転数を上げ 30 分

間攪拌溶解させた。0.25 wt％サクラン水溶液と 1.0 wt％HA 水溶液から 0.05 wt%水溶液を

調製し、実験に供した。 

 

3-2-3．タバコの煙 

 タバコの煙源としてセブンスター（Seven Stars®; 14 mg, 1.2 mg, 日本たばこ産業株式会

社）を用いた。 
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3-2-4．タバコの煙に対する多糖類フィルムのトラップ効果 

 多糖類のフィルムを通してタバコの煙を PBS(-)中に吹き込み、PBS(-)中に含まれる AC

および BaP を蛍光法を用いて定量し、多糖類のタバコの煙に対するトラップ効果を検証し

た。1 mL の多糖類水溶液をメンブレンフィルター（10μmJH、Merck Millipore）に滴下し、

50℃で乾燥させて多糖類フィルムとした。この多糖類フィルムまたは未処理のフィルムに 1

本分のタバコの煙を通過させた後、スターラーで攪拌している 10 mL の PBS(-)に吹き込ん

だものをサンプルとした。各 PBS(-)サンプルを 0.05％トリフルオロ酢酸の存在下、暗所で

30 分間、25 μM NBD-ヒドラジンと反応させて、マイクロプレートリーダー（Spectra Max 

Gemini、Molecular Devices、CA、USA）で蛍光強度（Ex; 470 nm, EM; 550 nm）を測定し

AC を検出した。AC の標準物質としてアクロレインを用いて作製した検量線を用いて、蛍

光強度より AC を定量した。BaP は自身の蛍光強度（Ex; 360nm、Em; 450nm）を測定し、

検量線も作成して定量した。トラップ効果は、未処理フィルターの値に対する百分率として

表した。 

 

3-2-5．細胞培養とタバコの煙への曝露 

 ヒト表皮角化細胞株（HaCaT）は 5％の FBS を含む DMEM を用いて、37℃、5％ CO2

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

を剥離し、96 穴培養細胞用マイクロプレート（旭硝子株式会社）に 3.5×10⁴ cells/well の

密度で再播種して各実験に供した。トラップ効果と同様の方法でタバコの煙を導入した

PBS(-)サンプルを DMEM 培地に混合し、24 時間培養した。 

 

3-2-6．RT-qPCR 

 タバコの煙を曝露した HaCaT における CYP1A1 mRNA の発現レベルを、リアルタイム

PCR 分析を用いて評価した。ウェルから培地を除去し PBS(-)で洗浄後、3.5μL の 2-ME を
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含む 350μL の RLT buffer を添加し細胞溶解液を得た。RNeasy Mini Kit を用いて細胞溶解

液から total RNA を抽出した。続いて PrimeScript RT Master Mix を用いて反応液を調製

し、T100 サーマルサイクラー（Bio-Rad Laboratories、CA、USA）を使用して、total RNA

から一本鎖 cDNA を合成し前処理を終了した。リアルタイム PCR は、Applied Biosystems 

StepOne Real-Time PCR System（Thermo Fisher Scientific）を用いて各サンプルにつき 1μL

の cDNA と 10 µM のプライマーを用いて行った。SYBR Green Real-Time PCR Master Mix

を用いて生成物を検出した。プライマーは、CYP1A1 とグリセルアルデヒド-3-リン酸脱水

素酵素（GAPDH）（NM_002046.5, NR_045089.1；TAKARA BIO INC, Shiga, Japan）を用

いた。各試料中の cDNA の相対量を GAPDH で標準化し、融解曲線を用いて特異性を確認

した。 

 

3-2-7．HaCaT に対するタバコの煙の悪影響 

 タバコの煙の HaCaT に対する影響を細胞生存率、細胞内 ROS レベルと細胞内 CP レベ

ルを用いて検証した。 

3-2-7-1．細胞生存率の測定 

タバコの煙に曝露して 24 時間培養後の細胞を、ニュートラルレッドを 33 μg/mL に調

製した 5％ FBS を含有する DMEM で 2 時間培養した。PBS(-)で洗浄後、生細胞に取り込

まれたニュートラルレッドを 30％メタノール水溶液で抽出した。得られた溶液の 550 nm

における吸光度をマイクロプレートリーダーで測定し、コントロール（0％処理）を生存率

100％として算出した。 

3-2-7-2．細胞内 ROS レベルの測定 

マイクロプレートに播種した HaCaT に HBSS(+)を用いて 20 μM に調製した ROS 反

応性蛍光プローブ H2DCFDA を 30 分間処理し、細胞内に取り込ませた。HBSS(+)で細胞

を洗浄後、タバコの煙に曝露した。24 時間培養後 PBS-T で細胞を溶解し、マイクロプレー
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トリーダーによって蛍光強度を測定した（励起波長：485 nm、蛍光波長：560 nm）。その

後、定法に従って BCA protein assay kit にてタンパク質量を測定し（測定波長：560 nm）、

蛍光強度をタンパク質量で除して細胞内 ROS レベルを算出した。 

3-2-7-3．CP レベルの測定 

FTSC を用いたアルデヒド基の蛍光標識により CP の細胞内レベルを決定した。培地を捨

て冷 MeOH で 10 分間細胞を固定した後、20 μM FTSC を含む 0.1M MES-Na 溶液（pH5.5）

に 25℃の暗所で 1 時間反応させた。蛍光顕微鏡（Thermo Fisher Scientific Inc.、Waltham、

MA、USA）を用いて画像を取得し、Corneocytometry（CIEL, Tokyo, Japan）を用いて、各

蛍光画像におけるカルボニル化タンパク質の蛍光強度をカルボニルタンパクレベルとして

定量した。 

 

3-2-8．ex-vivo test 

 多糖類の角層への吸着性とバリア機能を検証するため、多糖類を処理した角層細胞がタ

バコの煙に曝された後の CP レベルを測定した。 

3-2-8-1．角層細胞の採取とスライドガラスへの転写 

テープストリッピングしたテープを一度クラフト粘着テープの非粘着面に移した。その

後、6mm の穴あけパンチでガムテープごと角層付きテープを抜き取った。ピンセットを用

いてスライドグラスに 6mm に取った角層付きテープのみを貼り付けた。キシレンに一晩つ

けてセロハンテープの粘着剤のみを溶解し、その後、風乾することでスライドグラスに角層

細胞のみを転写した。 

3-2-8-2．角層細胞の多糖類処理とタバコの煙への曝露 

スライドグラスに転写した角質細胞を室温で 10 μL の多糖類水溶液を 10 分間処理した。

流水で 5 分すすぎ乾燥させた後、スライドガラスごと各層細胞をタバコ煙で満たされた箱

の中に室温で 2 時間置いた。 さらに 37℃で 24 時間インキュベートした後、FTSC を用い
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たアルデヒド基の蛍光標識により角層細胞の CP の細胞内レベルを決定した。 

 

3-2-9．統計処理 

測定値は平均値±標準偏差で表し、Wilcoxon 符号付順位検定で p 値を決定し、0.05 未満

の p 値を統計的に有意とみなした。 

 

3-3．結果 

3-3-1．アルデヒド化合物（AC）とベンゾピレン（BaP）トラップ効果 

 多糖類フィルムのタバコの煙に対するトラップ効果を検証した。サクランフィルムを通

過してから PBS(-)に導入された AC と BaP の比率を確認すると、PBS(-)中にはほとんど透

過していなかった（Fig. 3-1）。サクランフィルムは AC および BaP の両方に対する優れた

トラップ効果が確認された。一方、HA フィルムも未処理のフィルムと比較すると AC と

BaP に対するトラップ効果を示し、特に BaP に対して強いトラップ効果が確認された。サ

クランも HA も AC および BaP に対するトラップ効果を有するが、サクランは HA に比べ

て優れた効果を示した。 
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3-3-2．タバコの煙による CYP1A1 mRNA 発現誘導に対する多糖類の抑制効果 

 タバコの煙を未処理フィルターに通過させて処理した Control(+)では、タバコ未処理の

Control(-)と比較して急激な CYP1A1 mRNA レベルの上昇が確認された。一方、サクラン

および HA フィルターを通過させてタバコの煙を処理した場合、タバコの煙による発現誘

導が抑制されていた。サクランと HA を比較すると、サクランの方がより CYP1A1 mRNA

発現レベルの抑制に効果的であることが確認できた（Fig. 3-2）。 

 

3-3-3．タバコの煙の有害作用に対する多糖類の改善効果 

 タバコの煙の処理によって HaCaT 細胞の細胞生存率は低下し、細胞内 ROS レベルと CP

レベルは上昇していた（Fig. 3-3~5）タバコの煙によって細胞傷害が起こり、ROS レベルの

上昇による酸化ストレスで CP が増えるという結果となった。サクランおよび HA フィル
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ターを通過させたタバコの煙では、HaCaT 細胞に対する毒性と酸化ストレスを有意に低下

していた。細胞障害性の改善については、サクランは HA よりも有意に高い細胞障害性の低

下効果を示した（Fig. 3-3）。サクランは細胞内 ROS レベルと CP レベルの上昇を有意に抑

制したが、HA では細胞内 ROS レベルは低下させた一方、CP レベルを有意に抑制するこ

とができなかった（Fig. 3-4, 5）。 

 

3-3-4．多糖類の角層への吸着とタバコの煙に対するバリア効果 

 テープストリッピングした角層に多糖類を処理して、タバコの煙に暴露する ex-vivo 試験

を行った。タバコの煙に暴露した角層細胞では有意に CP レベルを上昇させた。サクランと
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HA を処理した角層細胞は、タバコの煙に暴露後の CP レベルを有意に低下したが、サクラ

ンの方がより低い CP レベルを示した（Fig. 3-6）。 
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3-4．考察 

 本研究第１、第２章では、サクランが皮膚上で人工的なバリアとなり得る可能性、外来成

分の細胞への作用を緩和したことから外来成分のトラップ効果を有する可能性について明

らかにした。これらの効果は、サクランのもつ物理化学的にユニークな特性に起因する外部

刺激に対する皮膚の保護効果に基づくと考えられた。本章では、大気汚染物質としてタバコ

の煙を用いてサクランのアンチポリューション効果を検証することを目的とした。さらに

は RHEE を用いたサクランの SC での局在を検証した結果、サクランは成熟した SC では内

部に浸透せずに表面に留まることが確認された 20)。したがって、サクランは大気汚染物質

に対する保護効果も期待された。 

まず、皮膚表面で被膜を形成したサクランが有害物質の外部からの浸透に対する障壁と

して機能するかどうかを調べるために、サクランまたは HA を処理したフィルターを通し

て、タバコの煙を吹き込んだ PBS(-)中の AC および BaP の量を比較した。サクランと HA

は、共に PBS(-)中の AC と BaP の割合を低下させること、サクランフィルターの方が強い

トラップ効果を持つことが明らかになった（Fig. 3-1）。また、テープストリッピングした角

層細胞をタバコの煙への曝露による CP レベルの上昇を指標としてトラップ効果を評価し

た。サクランと HA は、角層細胞への吸着を含めてその効果を確認するため、処理後に流水

で除去を行った。タバコの煙へ曝露した角層細胞は CP レベルの有意な上昇を示したが、曝

露前にサクランあるいは HA を角層細胞へ処理すると、CP レベルの上昇を抑制することが

確認された（Fig. 3-6）。この作用は、HA よりもサクランの方が強い効果を示した。これら

の結果をまとめると、サクランは角層とより強く相互作用することで表面に留まりやすく、

タバコの煙に含まれる AC や BaP などの有害物質をトラップすることで皮膚への悪影響を

低減することができるものと考えられた（Fig. 3-7）。また、この効果が HA よりも強いこと

を示している。 
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次に生物学的観点からサクランの影響を評価するために、HaCaT 細胞に対するタバコの

煙の影響を検証した。一般的に、BaP は AhR シグナル伝達の活性化を介して CYP1A1 の転

写を活性化することが知られている。CYP1A1 は、BaP などの多環式芳香化合物を解毒す

るためにヒドロキシル基を導入する。この過程において副生成物としてスーパーオキシド

アニオンラジカルが合成されることが報告されている 75-78)。従って、HaCaT 細胞における

CYP1A1 mRNA 発現レベルと細胞内 ROS レベルについて検証し、タバコ煙に対するバリ

アとしてのサクランの効果を評価した。サクランは、タバコの煙によって誘導された

CYP1A1 の mRNA 発現レベル上昇を抑制し（Fig. 3-2）、さらにタバコの煙の細胞毒性とタ

バコ煙によって亢進される細胞内 ROS 生成および細胞内 CP の上昇を抑制した（Fig. 3-

3~5）。HA も抑制効果を示したが、サクランの方がより強い抑制効果を示すことが確認され

た。以上の結果から、サクランの有害物質トラップ効果が生物学的にも有効であることが確

認された。 

サクランは、11％の硫酸基と 22％のカルボキシ基を含む 11 種類の単糖類で構成された

ユニークな藍藻由来の硫酸化多糖だが、詳細な構造は同定されていない 11, 12)。これまでの

結果から、サクランと HA で程度に違いはあるが共通しているトラップ効果のメカニズム

を考察すると、多糖類自身のマトリックスの中に BaP や AC を捕捉することが考えられる。

サクランと HA には硫酸基の有無という大きな違いがあるが、予備実験で行った硫酸化多
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糖類であるカラギーナンはトラップ効果を示さなかったことから（データは示さない）、硫

酸基の有無で BaP や AC に対するサクランと HA のトラップ効果の違いを説明するのは困

難である。特に、BaP の極性は AC と比較して低いことから多糖体分子内の解離基の多寡

で議論することはできないが、サクランの分子マトリックス中には非極性化学物質を保持

する疎水性ドメインが存在する可能性が示唆される。BaP についてはその疎水性ドメイン

にトラップされた可能性が考えられる。しかしながら、AC のトラップ効率は HA に比較し

てサクランに強いことが確認されている。この結果を、疎水性ドメインや硫酸基の有無だけ

で説明することは困難である。サクランの BaP および AC のトラップメカニズムの解明に

は、分子量および形成される組織体構造を含めた詳細な研究が必要であると考えられる。 
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第 4 章 

サクラン－ポリオール複合体の基礎化粧品への配合の可能性 

-化学的、物理的側面からのアプローチ- 

 
4-1. 緒言 

高分子化学の進歩は、繊維、紙、容器、磁気フィルム、建築材料、農業関連製品や化粧品

など幅広い分野で、新しい機能を有する多くの新素材を提供してきた。化粧品分野において、

高分子化合物は、増粘、ゲル化、整髪、撥水、コンディショニング、乳化／分散、被膜形成、

保湿、経皮吸収促進といった機能が期待され化粧品へ配合されている。さらに、さまざまな

機能を求めて高分子自体を粉体化してメイクアップ製品へ使用されている。 

近年の化粧品原料のトレンドは天然由来原料へ大きくシフトし、近い将来には化学合成

原料の使用を控えることを決定した欧米企業もある。このような状況下において環境にや

さしく持続可能な「天然由来の」機能性化粧品原料の開発が求められている今、多くの天然

機能性多糖類の化粧品原料への展開のための応用研究が盛んに行われている。 

サクランは、構成単糖 11 種類からなる平均分子量 1.6～2.9×107、分子鎖長 10µm 以上の

超高分子量の天然多糖体であり、ユニークな特性を持つ 12)。まずサクラン水溶液は

100,000cps（1 wt%）もの高粘性と高いチキソトロピー性を有する 14, 15)。一般的に高分子ゲ

ル化剤は、化粧品製剤中で塩の影響を受け分子が収縮して粘度低下を起こすことがありし

ばしば製品安定性の観点から問題になるが 85, 86)、サクランは塩の影響も受けにくく塩共存

下においても粘度低下を示さないことから増粘・ゲル化剤としての機能においても大いに

期待される。また水溶液を乾かすだけで被膜になる被膜形成能も確認されている。 

皮膚は生体の最外層に位置し、物質浸透および漏出のバリアとして働いている。バリアと

しての機能が損なわれた皮膚は、高濃度の乳化剤により調製された製剤の経皮浸透を容易

にし、炎症性のサイトカイン分泌を誘導し皮膚刺激性を高頻度で発現することが知られて
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いる 87)。このような皮膚刺激性を緩和あるいは防止するためには、物理的障壁として皮膚

表面にフィルムを作ることは非常に効果的な手段である。 

本研究の第 1～3 章において、サクランの皮膚保護効果と刺激物質のトラップ効果を明ら

かにした。サクランは被膜を形成することにより皮膚表面において人工バリアとして働く

ことが期待された。また、化粧品製剤調製時に配合される低分子乳化剤は皮膚一次刺激性を

発現する可能性があることから低分子乳化剤の化粧品製剤への配合濃度は必要最小量とな

っている。サクランは硫酸基、カルボキシル基を有することによりアルコール、ポリオール

の水酸基と水素結合を形成することによりサクランのマトリックス内に疎水性ドメインを

提供できる可能性が考えられた。 

そこで本章では、サクランの基礎化粧品への配合の可能性を明らかにするために、ポリオ

ールと共存させたときのサクランの被膜形成能および乳化剤としての評価を行った。 

 

4-２．実験方法 

4-２-1．試薬 

サクラン（sacran）；大東化成工業株式会社（大阪）、羊毛由来ケラチン（keratin）；株式会

社成和化成（大阪）、カルセイン（Bis[N,N-bis(carboxymethyl)aminomethyl]fluorescein）；

同仁化学研究所 

ポリオール類：1,2-プロパンジオール（1,2-propanediol ）；株式会社 ADEKA（東京）、グリ

セリン（glycerin: 1,2,3-propanetriol）；花王株式会社（東京）、1,2-ブタンジオール（1,2-

butandiol）, 1,4-ブタンジオール（1,4-butanediol）, 1,2-ヘキサンジオール（1,2-hexanediol）, 

1,6-ヘキサンジオール（1,6-hexanediol）, 1,2-オクタンジオール（1, 2-octanediol）；東京化

成工業株式会社（東京）、1,3-ブチレングリコール（1,3-butanediol；1,3-BG）；KH ネオケム

株 式 会 社 （ 東 京 ）、 ペ ン チ レ ン グ リ コ ー ル （ 1,2-pentanediol ）；  Symrise AG

（Holzminden, Germany) 
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乳化試験に使用した油剤：スクワラン（Squalane）；Sophim（Provence, France）、流動パラ

フィン（mineral oil）；カネダ株式会社（東京）、水添ポリブテン（hydrogenated polyisobutene）, 

ベヘニルアルコール（behenyl alcohol）；日油株式会社（東京）、イソステアリルアルコール

（Isostearyl alcohol）；高級アルコール工業株式会社（千葉）、オクチルドデカノール

（octyldodecanol）；花王株式会社（東京）、トリ（カプリル酸／カプリン酸）グリセリル

（Caprylic/Capric Triglyceride）, リンゴ酸ジステアレート（diisosteryl malate）, ヒドロキ

システアリン酸エチルヘキシル（2-ethylhexyl hydroxystearate）；日清オイリオグループ株式

会社（東京）, ワセリン（petrolatum）；日興理化株式会社（東京）、ラノリン（lanolin）；

クローダジャパン株式会社（東京）、パラフィンワックス（paraffin wax）, マイクロクリス

タリンワックス（microcrystalline wax）；日本精蝋株式会社（東京）、セチルアルコール（cetyl 

alcohol）；日光ケミカルズ株式会社（東京）、ジメチコン（dimethicone; KF-96L-2cs）, シク

ロメチコン（cyclopentasiloxane; KF-995）；信越化学工業株式会社（東京）、ポリパーフルオ

ロ メ チ ル イ ソ プ ロ ピ ル エ ー テ ル （ polyperfluoromethylisopropyl ether ）； Solvey 

Solexis(Arizona, USA) 

 

4-2-2．サクラン水溶液の調製 

 2L ビーカーにサクラン 2.5 g を量り取り、イオン交換水を添加し 1000 g としたものをウ

ォーターバスで 60℃まで加温した。ウォーターバスで加温して 60 ℃を保ったままホモミ

キサー（MARK II 2.5 型、Primix 社製）で 10,000rpm の回転数で 1 時間攪拌溶解したもの

密閉容器に移し、室温まで戻した。これを 0.25 wt%サクラン水溶液として本章実験に用い

た。         

 

4-2-3．サクランゲル状シート（GS）形成試験 

0.25 wt%サクラン水溶液に Table 4-1 に記載したポリオール類を添加し、イオン交換水で
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サクランの濃度を調整した。これを 1,000 rpm の回転数のディスパーミキサーで 1 分間攪

拌し、サクランと 1,3-BG の混合水溶液とした。所定の濃度に調整したサクランと 1,3-BG

の混合水溶液をバランスディッシュ（As One 製）に流しいれ、50 ℃で一晩乾燥させた。サ

クランの濃度は 0.05、0.1、0.15、0.2 wt％とし、ポリオール濃度は 0、1、3、5、7、9、10 

wt％とした。サクランの GS 形成は、乾燥後のフィルムを再度水に浸漬した後にピンセット

などでフィルムの形状を保ったまま持ち上げられるかどうか、水への溶解性を確認するこ

とで判断した。また 1,2-オクタンジオールは油溶性のため使用しなかった。 

 

4-2-4．外部からの化学物質の侵入に対するサクランの効果 

4-2-4-1．ケラチンフィルムの調製 

9 g のウール（ケラチン）を 8 M urea、0.26 M SDS、1.66 M 2-ME を含む水溶液 100 mL

に浸漬し、振盪しながら 50 ℃において 16 時間インキュベートした。透析の外液を予め調

製し、4 ℃にて保管した。その溶液を 50mL の遠沈管に分注し、トップスピード（2,700rpm）

で 10 分間遠心分離し、上澄みをステンレスメッシュ、もしくはナイロンフィルタで濾過し、

不溶化物を濾別する。ろ液を透析膜に移し、3 L の脱気したイオン交換水（d.H₂O）を透析

外液とし、毎日交換しながら 3 日間透析を行った。透析内液を 4,000 rpm で 10 分間遠心し

て、上清を回収してオリを除去し、タンパク質量を定量した（4 ℃保管可能）。タンパク質

濃度 20 mg/mL となるように精製水で希釈したものを、3 cm×3 cm の非帯電バランスディ

ッシュに流し込み、50 ℃で一晩乾燥させたものをケラチンフィルムとして用いた。 
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4-2-4-2．疑似角層モデルを使用したカルセイン透過度の評価 

高さ 2 cm､直径 5 mm のプラスチックの筒に調製したケラチンフィルムを接着剤（コニシ

株式会社 ボンドクイック 30）で貼り付けた。ケラチンフィルムをヒトの疑似角層に見立て、

0.5 wt％サクラン水溶液（SACRAN-05、大東化成工業(株)）、20 wt％の 1,3-BG を含む 0.5％

サクラン水溶液（SACRAN-05BG,大東化成工業(株)）を 200 μL 添加し、一晩 50 ℃で乾

燥させてケラチンフィルム上に GS を形成させた。サクランの GS ができたプラスチックの

筒に 1 mM に d.H₂O で希釈したカルセイン水溶液を 300 μL 添加した。その筒を PBS の

入った 48 well プレートに設置し､カルセイン水溶液の透過度を蛍光強度（Ex/Em：495/520 

nm）の測定により評価した。測定は 10 分間隔で 60 分まで行った。この時 BG のみでは被

膜が形成されないため、同様の効果がないと考えられコントロールは GS なしとした。 

 

4-2-5．皮膚内部からの水分蒸散に対するサクランの効果 

サクラン GS の水分透過性は、湿度センサーを改良した湿度計を用いてセンサー環境内の

湿度変化を指標として測定した（Fig. 4-1）。センサーは閉鎖型とした。サクラン GS はカル

セインの透過試験と同様の濃度のサクラン単独と 1,3-BG との組み合わせのものを調製し

て用いた。穴の開いたプラスチックの板に GS をはさみ、d.H₂O を入れたビンの蓋にはめ込

み、このビンを 37 ℃のお湯の上に設置し、プラスチックの穴の部分からの水分の蒸散を湿

度変化として測定した。この測定は湿度を一定にしたプラスチックの箱の中で行った。測定

は 1 分間隔で 1 時間行った。コントロールはカルセインの透過の実験と同様に GS なしで

行った。 

Gel sheet

Apparatus modified 
hygrometer (TR-72Ui)

Circulating 37 ̊ C 
of water

Plastic plate

PC

Hole

Measuring humidity

Fig.-1 Method for measurement of water evaporation property
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4-2-6．サクランの乳化特性 

0.25 wt％に調製したサクラン水溶液とポリオール類（Table 4-1）を dH2O で所定の濃度

に調製し、室温下でホモミキサー（HM-310、AS One 製）を用いて 8,000 rpm の回転数で

10 分間攪拌混合した。そこへ油剤を 3 wt％添加し、ホモミキサー（8,000 rpm）で 15 分間

乳化保持した。1,2-オクタンジオールは油溶性のため、油に混合して乳化に用いた。乳化プ

ロフィールを作成する際は、油はスクワランを使用し室温下で乳化保持を行った。様々な油

に対する乳化能を検証する際は、80℃に加熱したサクラン－1,2-ペンタンジオール混合水溶

液（サクラン 0.2%、1,2-ペンタンジオール 10%）に 80℃に加熱した各種油剤を添加し、乳

化保持を行った。15 分間の乳化保持後、水に乳化物を浸けながら攪拌棒で手攪拌しながら

室温へ戻した。油剤は Table 4-1 に示したものを使用した。 

 また様々な pH によるサクラン－ポリオール（ペンチレングリコール）の乳化性能を検証

した。0.25 wt％に調製したサクラン水溶液を 1.5 wt％アルギニン水溶液と 1.5 wt％酢酸水

溶液を用いて pH4～11 に調整してから 1,2-ペンタンジオールを添加し、油剤にスクワラン

を用いて前述した方法と同様に乳化物を調製した。 

乳化状態は、乳化直後、3 日後、7 日後の目視判定と粘度測定（TVB 10M、東機産業株式

会社製）、乳化滴の粒径測定（Microtrac MT3300EX II、日機装株式会社製）により判断し

た。 

 

4-2-7．統計処理 

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

が 0.05 未満を統計学的に有意とした。 

 

4-3．結果 

4-3-1．サクランゲル状シート（GS）の形成特性 
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 サクラン単独の水溶液は、どの濃度においても水を飛ばすだけで硬い被膜になったため、

サクランは被膜形成能を持つことが確認された。サクランとポリオール類の混合水溶液を

乾燥して得た被膜は、水に難溶でかつ含水し水を保持することができるためゲル状シート

（GS）と名付けた。このサクラン－ポリオール混合水溶液からの GS の形成傾向は、組み

合わせるポリオール分子中の炭素鎖の数および水酸基の置換位置とその混合比率によって

異なっていた。GS 形成プロフィールを Fig. 4-2 に示した。Fig. 4-2 のプロフィールからも

わかるように 3 つ水酸基をもつグリセリンでは GS 形成が確認されず、2 つの水酸基を構造

内に持つジオール類に GS 形成が確認された。ブタンジオールでは、2 つの水酸基の置換位

置が 1 位と 2 位あるいは 1 位と 3 位ではほぼ同等の範囲で GS の形成は確認されたが、1 位

と 4 位になると GS 形成は狭くなることが確認された。また、ジオールのアルキル鎖が 3 か

ら 6 に増えるにしたがって GS 形成領域が広くなることが確認された。以上の結果から、今
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回実験に用いたポリオール類の中で GS 形成能を発揮するために必要な化学構造の特徴は、

水酸基が 2 つ必要で、水酸基の結合位置はアルキル鎖の末端と隣接する 1 位と 2 位のジオ

ール構造を有し、且つアルキル鎖長が長いことであった。 

 

4-3-2．サクランゲル状シート（GS）の皮膚保護作用 

 GS 形成プロフィールの結果から、グリセリンに次いで化粧品に広く配合される 1,3-BG

を用いて調製した GS の物理化学的性質について皮膚保護作用の観点から評価した。まず皮

膚の外部からの化学物質の皮膚への浸透に対する GS の作用を明らかにするため、カルセイ

ンの透過性を検証した。皮膚の代替膜として羊毛のケラチンタンパクより再生したケラチ

ンフィルムを用い、ケラチンフィルム上に GS を調製し、その上部よりカルセイン溶液を添

加した。サクランと 1,3-BG を用いた GS のカルセイン透過は、サクランのみで調製した GS

と比較して有意に低いことが確認された（Fig. 4-3）。 

次に皮膚内部からの水分蒸散に対する作用を明らかにするため、Fig. 1 に示したシステムを

用いて GS を透過する水分量を測定した。サクランのみで調製した GS と比較して、サクラ

ンと 1,3-BG を用いた GS は水分透過性を有意に抑制することが確認された（Table 4-2）。

これらの結果をまとめると、皮膚表面においてサクランとポリオールにより調製された GS

が形成されることにより、皮膚内部からの水分蒸散と皮膚外部からの化学物質の皮膚内部
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への侵入を抑制する効果が期待された。 

 

4-3-3．サクラン－ポリオールの乳化性能 

サクランとポリオールの水に難溶な GS の形成から考え、サクランとポリオールは複合体

を形成し、その内部に親水性ドメインと疎水性ドメインが存在する可能性が考えられた。疎

水性ドメインが存在すると、その内部に油を保持できる乳化能を持つことが期待できた。そ

こで、サクランと各ポリオールの混合体の乳化能を油性成分としてスクワランを用いて検

証した。結果を Fig. 4-4 に乳化状態プロフィールを示す。サクランは単独でもスクワランを

保持し O/W エマルションを形成できたが、ポリオール類を添加することでより安定化し

た。サクランとポリオールの乳化性能は、GS 形成能と概ね一致し、サクランとの混合によ

り安定な乳化性能を発揮する本実験で使用したポリオールは分子内に 2 つの水酸基を持つ

ジオールであること、水酸基の結合位置はアルキル鎖の末端と隣接する 1 位と 2 位であり、

アルキル鎖長が適度に長いことを特徴とした。 

 ここで GS 形成の結果を考慮すると、1,2-ペンタンジオールはサクランと最も優れた相互

作用性を示し、親水－疎水バランスがサクランの分子に適していると考えられた。乳化粒子

径を比較すると 1,2-ペンタンジオールの粒子径が一番小さく安定していた（Fig. 4-5a）。ま

たサクラン－ポリオール複合体中の油を保持するために、1,2-ペンタンジオールのアルキル

鎖の長さが最良の立体配座を与えることができると考えた。そこで 10％の 1,2-ペンタンジ
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オールを添加した 0.2％サクラン水溶液を用いて、サクランの乳化性能を評価した。 

まずスクワランを用いて乳化限界量について検証したところ、6 wt％まで安定に乳化する

ことができた。次に油の極性の影響を調べた。 油の極性は、サクラン－ポリオール（1,2-ペ

ンタンジオール）の乳化に影響しないことが分かった。低極性で分子量の少し大きい油など

一部乳化できない油も存在したが、幅広い種類の油を乳化できる乳化系であることが確認
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できた（Table 4-3）。さらに pH の影響を検証した。乳化物の粘度はアルカリ性／酸性条件

下でも低下したが、エマルションの粒子径は、酸性条件下で大きくなるという結果であった

（Fig. 4-6）。この結果は、酸性条件下ではサクラン－ポリオールのインタラクションが影響

を受ける可能性を示した。 

 

4-４．考察 

 本検討では、サクランがポリオールの存在下で GS を形成すること、特に組み合わせるポ

リオールが 1，2 位を水酸基置換されたジオールであると、サクランと優れた相互作用を示

すことを見出した（Fig. 4-2）。また 1,3-BG を使用したサクラン GS は、サクランのみで調

製した GS よりもカルセインの浸透と水分の蒸散を抑制した（Fig. 4-3、Table 4-2）。この結

果からサクランとポリオールは相互作用することで複合体を形成すると考えられた。そし

てサクラン―ポリオール複合体は油の極性に依存しない乳化能を持つことも示した（Fig. 4-
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4, 5）。 

これらの結果は、サクランとポリオールの複合体内に親水性ドメインと疎水性ドメイン

が存在していることを強く示唆し、疎水性ドメインの形成にはサクランの構成糖の持つ硫

酸基およびカルボキシ基に対するポリオールの水酸基の水素結合の寄与が考えられた。 

そこで、サクランとポリオールの混合体による乳化時の pH を変化させたところ、硫酸基

およびカルボキシ基の解離が抑えられる酸性 pH 領域において、乳化滴が大きくなる乳化性

能の低下が確認された（Fig. 4-6）。また、サクラン－ポリオール複合体の乳化メカニズムを

考察するため、他の多糖類の 0.2%の水溶液を調製し 10％の 1,2-ペンタンジオールを併用し

た乳化能について同様に検討した。硫酸基を持たないヒアルロン酸ナトリウムやアルギン

酸についても 1,2-ペンタンジオールを添加することにより乳化能が確認された（データは

示さない）。さらに硫酸基を持つフコイダンやカラギーナンについても乳化能は認められ、

1,2-ペンタンジオールの添加により乳化の安定化が確認された（データは示さない）。1,2 位

に水酸基を持つジオールと組み合わせることで、分子内にアニオン性官能基を有する多糖

類では乳化能を発揮・安定化することが確認された。 

これらの事実から、サクラン－ポリオール複合体内の疎水性ドメイン形成においてはサ

クランのアニオン性官能基とポリオール水酸基間の水素結合の寄与の可能性が非常に高く、

Fig. 4-7 に示したようなサクラン－ポリオール複合体の乳化様式が考えられた。サクラン分

子中に含まれるカルボキシ基を主としてポリオールの水酸基が水素結合することにより、

ポリオールのアルキル鎖に由来する疎水性ドメインが形成され、その疎水性ドメイン内へ

油滴を安定に保持することで乳化能を発揮している可能性が考えられた。 

また、分子内の硫酸基は疎水性コンプレックスとは異なる機序で乳化を補助している可

能性もあり、硫酸基の有無と分子量が、乳化物の安定性に寄与すると考えられた。さらに GS

形成におけるメカニズムも同様であると考えられる。油が存在しない場合、ポリオールのア

ルキル鎖は互いに疎水性相互作用によりラメラ構造の様になることでゲルシート構造の強
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化、つまりバリア機能の強化をもたらす。 

 

 一方、このサクラン－ポリオール複合体による乳化は、活性剤なしに乳化物を調製できる

ものでもあった。一般的に、乳化に必要なラウリル硫酸ナトリウムなどの低分子界面活性剤

はその乳化能に由来する両親媒性構造を持つことで、角層細胞間脂質のラメラ構造体に影

響を及ぼし、皮膚一次刺激を惹起する場合があることが知られている 88)。そして近年増加

している大気汚染物質によって、皮膚感受性を増大してしまう可能性もある。様々な原因に

より皮膚バリア機能は損なわれてしまうが、さらに刺激してしまわないために界面活性剤

を含まないスキンケア製品を使用することは良い治療法になる。つまりサクラン－ポリオ

ール複合体を用いればより低分子界面活性剤を用いない乳化製剤の提供が可能であり、化

粧品乳化製剤による刺激低減につながる可能性が大いに期待できる。また本実験ではポリ

オール類を 2 種類以上サクランと組み合わせたデータは載せていないが、1,3-BG と 1,2-ペ

ンタンジオール、グリセリンを混合して乳化物を調製した場合でも乳化能に影響がないこ

とから、ポリオール類を混合してもサクラン－ポリオール複合体に影響しないことが考え

られる。さらに 1,2-オクタンジオールは、本研究で行った濃度領域（1~10％）以下で優れ

た乳化能を示すことが分かっている（データは示さない）など、サクラン－ポリオール複合

体の基礎化粧品への配合の可能性が非常に高いことが示された。つまり本章では、サクラン
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は増粘剤、保湿剤、被膜形成剤、乳化剤の 4 つの役割を果たし得る機能性素材であることを

明らかにした。 
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第 5 章 

総括 

 

現代社会において、科学の発展は全く新しいものや技術を生み出し、人々の暮らしをより

快適にしている。しかしながら、この技術の進歩が人の健康を害する原因となり得るケース

もある。近年では、技術進歩の過程で生じた副生成物が種々の問題を発生させている。エネ

ルギー産生時の燃焼に伴う CO2 の増加が気温の上昇や気候の変化を、フロンガスによるオ

ゾン層破壊が地上への放射紫外線量の増加を引き起こしている。また、工場廃棄物による大

気汚染物質などが人々の平穏な暮らしを脅かしている。さらに、技術進歩により生成された

物質が人体に対して悪影響を及ぼす刺激性化学物質となるケースも散見される。 

これらの悪影響は、人体の最外層で生体保持を担い直接接触する皮膚において強く発現

されることが予想される。具体例として、敏感肌やアトピー性皮膚炎（AD）を発症する人

の数は世界中で増加している 23)。これらの症状の発症は、大きく環境が変化することに対

する皮膚の順応性の低下、あるいはアレルゲンが増加することにより皮膚内部への侵入頻

度が高くなることに由来しているものと考えられる。この要因のひとつとして皮膚バリア

機能の低下が考えられる。事実、欧州および日本においても皮膚バリア機能に関連するフィ

ラグリン遺伝子の機能不全が AD の発症素因となっていることが報告されている 26, 27)。AD

については 2000～2002 年度に実施された厚生労働科学研究による全国調査で、小学生以下

の有病率が 10％以上であることが報告されており、成人でも増加の一途を辿っている 89)。

AD などの皮膚疾患は、人の外観的印象に著しく影響を与え、掻痒を伴うことにより精神的

にも苦痛が大きく QOL を損なう。これまでにも医薬品や化粧品などさまざまな方法で皮膚

バリア機能の改善が試みられてきているが十分ではなく、皮膚を健やかに保つための新た

な方法を提案することが必要である。 

これまでの研究結果から、サクランは外部刺激に対する皮膚応答性を緩和する作用を有
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することが示唆されていた。また、サクランは保湿増粘効果や被膜形成能があり、化粧品に

配合される高分子化合物に期待される乳化効果など、化粧料へ配合したときに有効な物理

的化学的特性を持つ可能性も示唆された。 

そこで本研究は、スイゼンジノリ細胞外多糖体サクランの皮膚に対する効果をヒト使用

試験、培養細胞を用いた研究において明らかにし、その物理化学的特性を検証することによ

り皮膚に対する作用メカニズムと化粧品製剤への応用の可能性を議論することを目的とし

た。さらに、本研究の成果は未だ全構造が解明されていないサクランの構造に対する情報提

供にもつながり全構造解明の一助となることも期待される。 

第 1 章では、サクラン－ポリオール複合体を用いた製剤のスキンケア効果（バリア機能

改善効果）を検証するために、アトピー性皮膚炎罹患歴のある健常人に対して 0.04％のサ

クランと 15％のポリオール類を配合した保湿液の１か月間連用試験を行い、皮膚機能の改

善に対する効果の評価を行った 19）。その結果、皮膚表面水分量（SWC）および経皮水分蒸

散量（TEWL）のそれぞれに対する有意な効果は確認されなかったが、SWC の値を TEWL

の値で規格化した値（SWC/TEWL）では、サクラン保湿液の使用により有意な保湿機能の

改善効果が確認された。SWC/TEWL 値は被験者の個人差を補正し、肌状態を反映する角層

パラメーターと相関し、皮膚保湿機能を表現する有効なパラメーターであることが報告さ

れている 43）。以上の結果から、サクラン保湿液は皮膚保湿機能を改善することが確認でき

た。またサクラン保湿液使用により角層成熟度を表す角層パラメーターの有意な改善が確

認された。さらに、サクラン保湿液使用による炎症パラメーターである IL-1RA／IL-1αや

脂質過酸化の最終産物である角層カルボニルタンパク（CP）レベルの改善も確認された。

乾燥性皮膚では角層 CP が高いレベルで存在すること 40）、また、再生表皮モデルの表皮表

面を低湿度環境に曝露することにより表皮モデル内 CP の増加が確認されている 90）。この

事実は、低湿度環境に曝された皮膚内部では高い活性酸素の産生を伴う酸化状態が亢進し

ていることを示唆している。よって、サクラン保湿液の適用による CP の有意な低下は皮膚
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保湿機能の改善により表皮内酸化ストレスが減少することに由来するものと考えられる。

以上の結果から、サクラン配合製剤には皮膚保湿機能を改善することにより角層細胞が成

熟する環境を整えている可能性が示唆された。 

これらの事実を総合すると、サクランは皮膚表面上の人工バリアとして働くだけでなく、

生きた表皮細胞に浸透して皮膚の状態を改善すると考えられた。つまり、サクランが皮膚状

態を維持または改善するために表皮内部でも何らかのバリアとして作用することが期待さ

れる。 

そこで第 2 章では、サクランが皮膚に浸透するかどうか、また皮膚内部へ浸透したとき

の皮膚状態改善効果とそのメカニズムについて議論した 20）。サクランは成熟した角層（SC）

では角層表面に留まり、未成熟な SC のみ浸透することが確認された。これは化粧品に汎用

される代表的なアニオン性多糖類であるヒアルロン酸ナトリウム（HA）も同様の浸透挙動

を示した。サクランおよび HA 共に、バリア機能の低下した未成熟な SC を浸透することに

より、SC において機能することを示唆している。続いて代表的な陰イオン界面活性剤で皮

膚刺激を引き起こすことで知られているラウリル硫酸ナトリウム（SLS）50）を用いて、これ

らの多糖類が SLS によって誘導される細胞傷害と酸化ストレスの緩和効果を検証した 20）。

サクランは、HA と比較して細胞障害性や活性酸素種の生成を有意に抑制することが確認さ

れた。さらにこの作用は、HaCaT 細胞へサクランを前処理した場合は確認されず、サクラ

ンと SLS を混合して HaCaT 細胞に処理した場合においてのみ抑制効果が確認された。こ

のことから、サクランは SLS をサクランの分子マトリックス内にトラップすることにより

細胞保護作用を発揮している可能性が示唆された。一方、成熟した SC では内部に浸透せず

に表面に留まることも確認されたことから、皮膚表面において人工的なバリアとなること

がより具体的に示唆された。したがって、サクランは大気汚染物質に対する保護効果も期待

された。 

第 3 章では、サクランのトラップ効果をより検証するため、最も身近な環境汚染物質の
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ひとつであるタバコの煙に対して調製したサクラン被膜の保護作用について議論した 21）。

サクラン被膜は、タバコの煙に含まれる水溶性のアルデヒド化合物、および油溶性のベンゾ

ピレンを被膜内にトラップすることが確認され、そのトラップ作用により HaCaT 細胞に対

するタバコの煙による細胞傷害性や酸化ストレスを低減することを明らかにした。また、テ

ープストリッピングした角層細胞のタバコの煙への曝露による CP レベルの上昇を指標と

してさらにバリア効果を評価した。多糖類は、角層細胞への吸着を含めてその効果を確認す

るため、処理後に流水にて多糖類の除去を行った。曝露前に角層細胞へ行ったサクランの処

理は CP レベルの上昇を抑制することが確認され、この作用は、HA よりもサクランの方が

強い結果となった。これらの結果をまとめると、サクランは角層とより強く相互作用するこ

とで表面に留まりやすく、タバコの煙中の AC や BaP などの有害物質をトラップすること

で皮膚への悪影響を低減するアンチポリューション効果をもつと考えられた。 

第 4 章では、サクラン物理化学的性質の検証として、ポリオール類と組み合わせたとき

の被膜形成能と乳化能の評価を行った 22）。サクラン水溶液は乾燥させるだけで被膜を形成

するが、この被膜形成過程に化粧品に汎用されるポリオール類を共存させることにより、水

に対して難溶の含水性シート、「ゲル状シート（GS）」となることを確認した。さらに 1,3-

BG を用いて調製した GS の物理化学的性質について皮膚保護作用の観点から評価した。GS

は皮膚内部からの水分蒸散と皮膚外部からの化学物質の皮膚内部への侵入を抑制する作用

が期待できることを明らかにした。本研究第 1 章のサクラン配合保湿液のスキンケア効果

は、ポリオール類と組み合わせていることも有意な改善効果を得た一因であると考えられ

る。 

このようにサクランとポリオールが共存すると水に難溶な GS を形成することから、サク

ランとポリオールの混合物は複合体を形成し、その複合体内に疎水性ドメインと親水性ド

メインが存在する可能性があると考えられた。これは、サクラン－ポリオール複合体が乳化

能も持つことを示唆した。そこでスクワランや様々な油を用いてサクランの乳化性能を検
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証したところ、ポリオールが共存すると油の極性に左右されない安定な乳化性能を示すこ

とが確認された 22）。これは、サクランとポリオールのみで乳化物を調製することができる

という新たな知見であった。一般的に、乳化に必要な低分子界面活性剤は皮膚内部へ浸透し

皮膚一次刺激を惹起する場合が報告されている 50)。サクランは、高分子化合物であること

から皮膚内部へは浸透性は低いことが考えられる。サクランとポリオールの混合物を用い

ることにより低分子界面活性剤を用いない乳化製剤の提供が可能であり、化粧品乳化製剤

による刺激の低減につながる可能性が期待された。以上の結果は、サクランが増粘剤、保湿

剤、被膜形成剤そして乳化剤の 4 つの役割を果たし得る機能性素材であることを明らかに

した。 

以上、本研究ではサクランの機能性素材としてのスキンケアへの配合の可能性をバリア

機能改善効果と化学物質のトラップ効果、そしてポリオール類と組み合わせたときに発揮

するユニークな被膜形成能と乳化能から検証し、ヒト皮膚保護効果とそのメカニズムを明

らかにした。サクランは皮膚表面において被膜を形成し、SC と相互作用することで表面に

留まり人工的なバリアとなる。このときポリオールが存在することによりその効果は強く

なり、皮膚内部からの水分蒸散および環境からの色々な成分・因子の皮膚内部への侵入を抑

えることができる。その結果、角層細胞の成熟を補助し表皮バリア機能を正常に発現できう
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る状態を提供すると考えられた（Fig. 5-1）。またこの効果はこれまで保湿剤として汎用され

てきた HA よりも高いことが確認された。この事実は、サクランを化粧品製剤へ配合するこ

とにより、これまで提供されていた化粧品よりも皮膚保護効果の高い化粧品を提供できる

ことを示唆した。 

本研究の成果は、皮膚恒常性をより良く維持するための新規な手段として、サクランとい

う新しい素材を用いたスキンケアの効果を明らかにしたものであり、人々の生活に高い

QOL を提供するものである。 
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