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をまじめに

ヒ ト皮膚表面 は不飽 和結合を有す る皮

脂 に覆われ てお り, 外 的な環境因子 で あ る

紫外線や大気 汚染物 質 の 暴露 あ る い は

種々 の薬剤塗布等 に より ､ 容易に過 酸化脂

8 q u al e n e (C 30 H 5.)

質が生成されやす い場所で あ る｡ ヒ ト皮表脂質の 組成は D o Ⅵ一i n g らの分析 によ

ると ､ トリ グリ セ ライ ドが 4 1 % ､ ワ ッ ク ス エ ス テ ル が 2 5 % ､ 脂肪酸が 1 6 . 4 % ､

ス ク ア レ ン s q u a l e n e ( C 3 ｡口5｡
,
以下 S q と略す) が 1 2 % ､ コ レ ス テ ロ

ー

ル ､ およ

び コ レ ス テ ロ ー

ル エ ス テ ル が 3 - 5 % を占め て い る こ とが報告され て い る
1)
｡ こ

の うち ､ 紫外線照射 で酸化を受 ける不飽和 二 重結合を持 っ て い る もの は ､ オ レ

イ ン酸 の ような月旨肪酸 ､ ス ク ア レ ン ､ コ レ ス テ ロ ー ル が あげられ る ｡ とりわ け､

s q は 1 分子中に 6 箇所 の 不飽和 二 重結合を有 して おり ､ 酸化 されやす い 構造 に

な っ て い る
2 )
0

S q は皮脂 の 主成分と して皮膚 か らの 水分蒸散を防ぎ皮膚に滑 らか さを与 え､

化粧 品原料と して も使用 され て い るが ､ s q 自らが酸 化され て皮膚表面 の酸化を

防御する抗酸化剤的な働きがあ る物質で も ある｡ しか し､ 我 々 は新鮮で な い S q

原料に は皮膚刺激性があり細胞毒性を発現す る こ とを確か めてお り
3)
､ 酸化 され

た S q ( S q 過酸化物) は皮膚に対 して何らか の 生理的 ･ 毒性的な作用を有 して い

る こ とが推察された｡

近年 ､ ヒ ト皮膚 - の 紫外線照射時に ､ 皮脂中の T B A 陽性物質 (チ オ パ ル ピ

ッ - ル 酸反応物質) の 主 な起源物質は､ S q 過酸化物に 由来す る とい うこ とが 明

らか に され て い る
4 - 6)

｡ 皮膚表面 の 過酸化脂質は､ 皮膚の 老化とともに総脂質量
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に対す る過酸化脂質量が増加す る こ と
7 )
､ また女子顔面黒皮症 ､ 肝斑 ､ ア ト ピ

ー

性皮膚炎等 の皮膚疾患患者中の皮脂 で も増加 して い る こ とが報告され て い る こ

とか ら
8
,
9 )
､ こ れ ら過酸化脂質の多くが s q 過酸化物由来だとす る と､ 皮膚 の 老

化兆候や様々 な皮膚疾患 ( ア トピ ー

性皮膚炎 ､ 肝斑 ､ ニ キ ビ ､ 脂漏性皮膚炎等)

に S q 過酸化物 が関与 して い る可能性が推察され てく る ｡

S q 過酸化物 の皮膚 - の作用に 関 して は ､ 皮膚刺激性 1
0)
､ 皮膚培養細胞毒性

10 ･ 1 1)
､

コ メ ドの誘発
1 2
,
13)
､ 日焼 け誘発

14)
､ 皮膚枇糠疹 - の 関与

15)
､ 光毒性薬剤 の皮膚

毒性作用 - の 関与
1 6
,
17)
､ ある い は表皮内 A TP 陽性細胞 の減少 に伴う接触感作性

の減弱作用
18)
とい っ た様 々 な皮膚生理活性を持 つ 物質群で ある こ とが報告され

て い る｡ 更 に ､ S q 過酸化物 の皮膚 - の 作用 点は皮膚表面 に とどま らず ､ 長期的

な暴露 で は皮膚内部 - の 量 的質的変化 をも引き起 こ し､ 皮膚 の加齢変化 に関与

して い る可能性 も推察され る ｡

こ の ように S q 過酸化物が ヒ ト皮膚に と っ て 非常に身近な過酸化脂質 で あり ､

容易に ヒ ト皮膚 に酸化 的 ス トレ ス を与 え っ づ け る物質 で あり なが ら､ 実際の 皮

膚 - の 詳細な影響に つ い て 十分に把握され て い るとは言 い難 い ｡ そ の 理由 と し

て ､ 従来 の報告例は ､ S q 過酸化物 をT B A 陽性物質と して 大雑把 に捉 え ､ しか

も S q 過酸化物 の調製法が非現実的な条件下 で 調製され ､ 様々 な物質群か らなる

過酸化物 の 混合試料を用 い て評価 して い る例が多く ､ 作用物質 レ ベ ル で の 解析

が不十分で あ っ た こ とが上げられる｡

S q 過酸化物 の分析法に 関 して ､ 最近 ､ 河野 らは化学発光 一 液体ク ロ マ トグラ フ

ィ
ー ( C L -

fiP L C) 法を開発 し､ ヒ ト皮表脂質中の 過酸化 の第
一

タ
ー ゲッ トは S q

で あ り , 初 期 生成 物 の ス ク ア レ ン モ ノ ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド ( S q u al e n e

- 7 -



m o n oh y d r o p e r o x i d e ､ 以下 S q
-

0 0 H と略す) が過酸化物 の 主要生成物質の 一

つ で

ある こ とを明らか に した
19)
o こ の S q

-

0 0H は､ 皮膚上 で 日常 レ ベ ル で の 紫外線照

射で容易に形成され ､ 皮脂中の過酸化脂質で ある T B A 陽性物質と して 皮膚に何

らか の影響を与えて い る こ とが推察された｡ また ､ S q を酸化させ るもの は紫外

線 の みな らず､ 8 -

m e t h o 芸y P S O r a l e n
16)
､ c hl o r p r o m a z i n e

17)
､ とい っ た光増感作用

の あ る薬剤や､ 皮膚常在菌で ニ キ ビ 菌と言 われ て い る ある P T O P l
'

o D 1

'

b a c t e r 1
'

u m

a c B e S が産 生 す る コ プ ロ ポ ル フ ィ リ ン と い っ た光増感物質に よ る過 酸化反 応

2 0
･
2 1)
､ ある い は頭皮常在菌 p 1

'

tJ T O S P O m m O Z h
'

c u l a r e に よ る酸化反応 で も S q 過

酸化物 生成が報告され てお り
15)
､ s q

-

o o日 生成と皮膚 - の 作用と の 関連性 に興味

が持たれ て い る o 最近 で は ､ タ バ コ の煙と い っ た環境汚染物質で S q
-

0 0H が皮膚

上 で 生成され る こ と
2 2)
､ ある い は加齢臭の 原因物質の 一

つ と言 われ て い る n
-

ノ

ネナ - ル が ､ 皮表脂質パ ル ミ トオ レイ ン酸と S q
-

0 0H との反応 に より生成され る

こ とが報告されて い る
23)
｡ そ の 他､ ヒ トの皮膚年齢と の由係や皮膚疾患 ( ア ト

ピ ー 皮膚炎 ､ 乳児月旨漏性皮膚炎等) との 関係 で ､ S q
-

0 0H 分析が行 われて お り､

皮膚の 抗酸化機能や防御機構 に S q
-

0 0 H が 関与 して い る こ とが推察され て い る 2 4) 0

こ の ように ､ S q 過 酸化物 ､ とりわ けS q -

0 0 H は ､ ヒ ト皮膚に対 して様々 な現象

に 関与 し､ 皮膚 に絶えず酸化 ス ト レ ス を与 え続けて い る身近な物質で ある に も

か かわ らず ､ s q
-

o oH 白身の 皮膚 - の 作用 に つ い て の 報告例は ほとん ど見当たら

ない の が現状 で あ っ た ｡ そ こ で ､ 日常生活紫外線 レ ベ ル で形成され る S q
-

0 0 H を

効率よく分取する方法を構築 し ､ 得られ た S q -

0 0 H が m o n o h y d o p e r o x y 体で あ る

こ と を確認するととも に ､ そ の 主要成分に つ い て構造解析を行 っ た｡ そ して ､

S q
-

0 0H の皮膚 - の毒性作用を ､ 皮膚刺激性 ､ 培養細姫毒性 ､ コ メ ド形成 ､ およ

び皮膚表面形態変化に つ い て検証 を行 っ た｡ また ､ S q
-

0 0 日 に より誘発 される皮

膚変化 の機能的 ･ 形態 的 な特性 を明確 にするた 捌 こ ､ S q -

0 0H と 同様 な有機

- 8 -



m o n oh y d r o p e r o x i d e で あ る t e r t
-

b u t y l h y d r o p e r o x i d e ( B 肝 と略) や c u m e n e

h y d r o p e r o x i d e ( C 肝 と略) と の 比較 ､

および皮膚に酸化 ス ト レ ス を与 えシ

ワ 形成作用が知られ て い る紫外線照

射に よ る皮膚変化 に つ い て S q -

0 0 H と

の 比較 を行 っ た. 更 に ､ S q -

0 0 H の 局

所塗布 は皮膚内部 - の 酸化 的 ス ト レ

C H 3

l
C H 3

- C -

c H 3

J
O O H

t e r t - b u t yl h y d r o p er o x id e

@ H P)

c H 391 H 3
c u m e n e b y d r o p e r o x id e

( C壬伊)

ス を与 えて い る こ とか ら､ 皮膚内在性抗酸化物質の グル タチオ ン に着目 し､ 細

胞 ･ 組織 レ ベ ル で の グル タチ オ ン量 の 変動 や グル タ チ オ ン 関連酵素 - の影 響に

つ い て も検討 した の で こ こ に報告す る ｡

- 9 -



Ⅰ .
ス ク ア レ ン モ ノ ヒ ド ロ ペ ル オキ シ ドの 生成と分解

緒言

S q は非 常に酸化されやすく ､ 紫外線照射や酸素暴露 で容易に酸化され ､ 実験

条件 の違 い に より多種多様な過酸化轡や副産物を生成す る .
L
s q の紫外線照射 で

生成する初期生成物 で ある s q u al e n e m o n o h y d r o p e r o x id e (S q
-

00 H) の 皮盾 - の

影響 を調 べ る為に は ､ S q
-

0 0 H を未反応 の S q や副産物 か ら分離 しなが ら調製す る

必 要がある ｡ 従来 ､ S q の過 酸化物 を生成させ るに は ､ 酸素暴露
2 5 - 27)

､ 中波紫外

線 u v B 照 射
1 4
,
28)
､ 長波紫外線 u v A 照射

29
,
3 0)

､ 光増感剤
3 1
,
32)
､ 活性酸素発生剤

33)

を用 い た 方法等 が報告され て い るo これ らの 中 で ､ S q -

0 0H の 大量調製方法と し

て は ､ S q を有機溶媒 に溶 か しメ チ レ ン ブル
ー

を用 い た光増感酸化反応 で調製 し､

肝 L C で分離精製す る方 法が多く の論 文で採用 され て い る
3 1
,
3 4)
0

しか しなが ら､ 調製条件と し て光増感剤 (
一

重項酸素発生剤) を使用す る と､

m o n o 体 の みな らず､ 通常の 皮膚に はほ とん ど存在 して い な い d 卜 ､ t r 卜 体が生

成される強力な過酸化条件下で あり ､ 多数 の 分解物 を含む S q 過酸化物が得られ

てく る
34)
｡ そ こ で ､ 皮表脂質や s q に 日常生活 レ ベ ル の長 波長紫外線照射 した時 ､

初期 の 生成物をメ タノ ー

ル移動相 で OD S カ ラ ム を痛 い て H P L C 分析 した｡ また､

より現実 に近 い環境 で 生成され る S q
-

0 0H を作製す る に は､ S q に直接紫外線を生

活紫外線 レ ベ ル で 短 時間照射 し ､ 生成す る過酸化物を溶媒で完全 に抽出す る方

法が適 して い ると考えた ｡

そ こ で ､ は じめに光源と して は長波長紫外線 u v
-

A 照射 を採用 し ､ 日常生活 レ

ベ ル の 紫外線照射量(U V -

A 光源 で照射強度 5 0 0 0 〟W / c m
2
1 時間照射) で生成 して

くる S q 過酸化物 の ピ ー ク物質 (S q
-

0 0H 分画物 ､ s q
-

0 0 H f r a c t i o n) の 生成 を高

速ク ロ マ トグラフ ィ ー (IiP L C) で確認 した｡ また ､ 化学発光 - 高速ク ロ マ トグ

- 1 0 -



ラ フ イ
- ( C L

-

fiP L C) を 用 い て S q
-

0 0 H を分 析 し S q か ら紫 外線照射 で

h y d r o p e r o j;i d e 体が生成 して い る こ とを確認す る ととも に ､ 紫外線照射 した後 の

皮膚表面 に生成す る S q
-

0 0 H 量 を ヒ ト前腕内側部皮膚に て 測定 した｡ また ､ 大量

の S q
-

0 0H を調製す るため に ､ 紫外線照射 s q か ら効率的に Sd
-

0 0 H を分敬す る方

法 を検討 し､ 分離され た S q
-

0 0 H の 構造解析を m a s s 分析 と N M R で分析 した . ま

た ､ S q
-

0 0 H は生成とともに分解も同時 に起きて い る の で ､ S q
-

0 0H の 分解性 に つ

い て I1
'

D V 1
'

t T O で検討 し種 々 の 分解活性物質に つ い て検証 した｡

1 . 紫外線照射 された ヒ ト皮表脂質中で の ス クア レ ン ヒ ド ロ ペ ル

オキ シ ドの生成

ヒ ト皮膚表面に ある皮脂をカ ッ プ法 で 分取 し､ P y r e x 試験管に
一

定量 を コ ー ト

して か ら､ 長 波長紫外線 (u v
-

A) を経時的 に照射 し､ 得 られ た皮脂 をメ タノ
ー

ル で抽出 したも の を 肝 L C で分析 した . また ､ 実際の ヒ ト皮膚上 で の S q
-

0 0H の

存在量 を C L
一

日P L C で 定量 した｡

1
-

1 . 実 験材料お よび方法

･ ヒ ト皮表脂質 - の 紫外線照射

s q は Si g m a 社製 ､ ヒ ト皮表脂質 佃s L) は ､ 前腕内側部 よりア セ トン溶媒を用

い たカ ッ プ法 に て 分散 した も の を用 い た ｡ 1 0 m L の ス ク リ ュ ウ キ ヤ ッ プ付 き

p y r e x ガ ラ ス 試験管の 内側 に ､ ア セ トン溶媒を窒素ガ ス で留去 させ た約 3 . 2 m g

重量相当の S q ある い は H S L を薄く試験管に コ
ー

トして か ら紫外線を照射 した｡

光照射条件は ､ 長波長紫外線 (東芝 F L
-

2 0B LB ラ ンプ) 5 本を室温 下で ､ 5 0 00 jl

w / c m
2
の 照射強度で 0 - 4 5 分間照射 した｡
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｡ 過酸化脂質 (L P O) 測定

デタ ミナ -

L P O キ ッ ト ( 協和 メディク ス 製) を用 い た
35)
｡ 被験溶液の 0 . 1 血 に

前処理溶液を 1 m L 添加 し､ 3 0 ℃ で 5 分間放置後 ､ 発色反応液を2 mi . 添加 し､

更に 1 0 分間イ ン キ エ ペ -

卜す る｡ 6 7 5 n m の 吸光度を測定 し､ 標準液(5 0 n m o l e / 血

の ク メ ン ヒ ドロ ペ ル オ キ シ ド溶液) か ら L P O 値を算出 した｡

｡

U V i IP L C に よる分析

紫外線照射された S q ある い は B S L の コ ー トされ た試験管に 0 . 5 血 の メ タ ノ

ー

ル を入れ て 1 0 分間振 とう後 ､ 3 0 0 0 r p m で遠心 した上清を HP L C に 注入 した .

装置 は H i t a c h i 6 5 5 型 H P L C シ ス テ ム を用 い ､ 使用 カ ラ ム は S h o d e 文 一

O D S カ ラム

(F -

4 11 , サイ ズ 4 . 6 Ⅹ 1 5 0 m m , 昭和電 工) ､ 移動相は 6 0/. ミリ Q/ メ タノ ー

ル で 流

速1 . 2 血 ､ 検出は 2 1 0 n m で 分析 した ｡

･

C L
-

H P L C を用 い た S q
-

0 0tI 定 量

S q
-

0 0 H は
､ 宮津らの 開発 した C L I

H P L C 装置 で 定量 した
36)
｡ 測定波長 は 2 1 0 n m

の 吸収 で O D S 系 C
-

1 8 カ ラム(I n e r t s i l O D S -

8 0A , サイ ズ 4 . 6 Ⅹ 2 5 0 皿
,
G L サイ

エ ン ス) を用 い て 分析 した｡ 移動相は 1 0 0 % メ タノ ー

ル , 流速は 1 . 1 m L / m i n と

し
, 化学発光 用試薬は 5 0 m M の ホ ウ酸 バ ッ フ ァ ー ( p H 9 . 3) に 1 0 F L g / m L の チ ト

ク ロ
ー

ム C と 1 〃 g / 血 の ル ミ ノ
ー

ル を溶か したもの を流速1 . 0 m L / m i n で 流 し

た. cL 検出器 (8 2 5 -

C L
, J A S C O) の 感度は A T T 8 で測定 した ｡

･ ヒ ト皮膚上 の S q
-

0 0 H 濃度 の測定

皮膚表面を石鹸で洗浄後 ､ 紫外線(u v -

A) を 15 分間 と 60 分間 2 5 0 0 LE W / c m
2

照射 した o そ して ､ 皮膚 の 一

定面積に つ い て ア セ トン を湿 ら した脱脂綿棒 で清

拭 し､ 付着 した皮表脂質を n
-

b u t a n o l に 可溶化 し､ 河野 らの 方法 に準 じて S q -

0 0H

を C L
-

H P L C で分析 した
34)
｡ また ､ 皮膚表面上 の S q 量 を

一

定にする為に ､ 皮膚洗

浄後s q を 4 0 〃 g / c m
2 皮膚となる ように塗布 して か ら ､ 紫外線を 1 時間照射 し､

同様に C L -

H P L C 分析 した ｡

-

12
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1
-

2 . 結果

･ 紫外患を席射 した ES L 中の S q 過酸化物 の生成

F i g . 1 は ､ 紫外線 を照射 した I7SL の H P L C チャ ー トで あ る｡ U V r A 照射時間とと

もに 保持 時間 10 分付近 に , 2 1 0
'

n n の 吸収 ピ ー

ク が増加 し､ 一

方 ､
3 2 分前後 の

s q ピ
ー ク が減少 して い る こ とが霞 め られ たo

局

名

4)

■0.
音
忠
-1 0

暑

屯

･農句

盆泣 面 昏甘⊥p 革･ q t‾p /g 畢p ¢ 8 q 叫 蔓e■z1■8

主車主軸

廟膏s

岳t 浪 曲 ¢ 1

ヰ5.-z A i 血

刃 zzl手強

1 き 叫 ?

昏 軽 舟

良
,
右 8 エe)

il t i 8 血 t まy L B
5 9

F ig .1 C h a TLg e S i n ch r o 皿 at O g r a m S O E m eth a n ol c d r a ct s f r o T n 耳S L i r r a di &t ed wi t b

IT V - A f o r 0 , 1 5 , 3 0 , a n d 4 5 m i n tlt e S .
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こ の ピ ー ク物質は ､ 高 い L P O 値を有 し､ また S q か ら調製された S q
-

0 0H とほ ぼ

同 じ保持時間を有 して い る こ とか ら､ H S L 中の S q が U V
-

A 照射に より生成 した

s q
-

o oH 分画物 で ある こ とが示 された . S q に 同様な照射条件で 肝L C 分析 した場

合でも ､ 保持時間 1 0 分前後に H S L で見 られたも の と同様の ピ
ー クが検出され た｡

一 ヒ ト皮膚上 で の ス ク ア レ ン ペ ル オ キ シ ドの 生成

c L
-

肝 L C 法は ､
.
S q

-

0 0H を特異的 に検出で きる分析法で あり
■
､ p m o l e オ

ー ダ ー で

の 分析 が可能で あ っ た. F i g . 2 は 1 n m o l e の S q
-

0 0 H 分画 の 分析結果 で あ る.

S q
- 0 0 H

A エ ･ 斡

j き
エ ー 0 0

一

書

貰
*

Cr . 写 ¢

○ - 0 (I

B

S q 血 e n e

○一 ○

普 . 軸j

1 I 与○

葛
J
E N

5 i _ 触

#

O . S O

¢ ▲ 0 0

l写 , ○
m i n t J t e S

1 5 . 0 之¢ _ ○

¢ - ○ 5 , O
r

1 舟 - 0 1 ぎ . O

7T li t 7 L r t 空 ぎ

之匂 ■○

F ig ･2 C I I Ⅱ P L C d l r O m at O g r a m S Of 1 n m ol e of S q
- 0 0 Ⅱ fr a ctio n ･

A : 2 1 0 n m d et e cti o n . B : C h e m il u m irL e S C e n C e d et e cti o n .

c L - H P L C c o n diti o n s : C olu m n : I n e rt sil O D S - 8 0 A ( 5 J l r n , 4 . 6 m m I . D 冗 2 5 0 m m) ･ El u e nt:1 0 0 %

m e th a n ol . Fl o w ra;t e: 1 , 1 m L/ m i n . P o st - c olu m n ch e mi 1u m i n e s c e n t r e ag e d : 1 0 LL g/hiL cy t o ch r o m e C

aJld 1 .0 ”g/ m L L u m i n ol in 5 0 m M b o r at e b u 飴r (p H 9 ･3) I Fl o w r 紙e: 1 ･O LL g/hiL ･

I nj e cti o n v olu m e: l o l l I/ m L . D et e ct o r: U V 2 1 0 n m ( H 血 chiL 7 4 0 0) ･ C L : (J A S C O 8 2 5 - C L)

-

1 4
-



こ の機器条件下 で ､ 対象者 3 名 で 実際の ヒ ト皮膚前腕内側部か らア セ トン で 採

取 した皮脂中の S q - 0 0H を様 々 な条件下 で測定 し､ S q
-

0 0 H 濃度は皮膚単位面積あ

たり の S q
-

0 0 H 濃度で表 した｡ そ の結果 ､ 洗浄直後は平均 6 . 3 p m o l e / c m
2
で あ っ

たが ､ 紫外線 u v -

A の 2 5 0 0 LL W/ c m
2
を 1 5 分間照射す る だけで 8 2 p m o i e/･c m

2
とな

り ､ 1 時 間照 射 で は 1 5 0 p m ol e/ c m
2
とな っ た (F i g . 3) ｡ また ､ 皮膚洗浄後に ､ 通

常の 皮膚 s q 濃度で あ る 4 0 〝 g / c m
2
となるように予 め S q を塗布 して か ら､ 紫外

線 u v -

A の 2 5 0 0
.L L W/ c m

2
を 1 時 間照射 した結果 ､ 平均 4 9 8 p m ol e / c m

2
､ 最も高い

被検者 c で は ､ 9 2 1 p m o l e/ c m
2
の 値を示 した｡

;≡

_3 <
u)

N

∈
O

＼

d)

l〇

∈

C L

1 0 0 0

9 0 0

8q O

7 0 0

6 0 0

5 0 0

4 0 0

3 0 0

2 0 0

1 0 0

0

e S u bj e c t A

閤 S u bj e c t B

血 S u bj e c t C

A

%

◎

C o n t U V
,
1 5 m i n U V

,
1 h r S q ＋U V ,1 h r

E x p e ri m e n t al c o n diti o n

酌g ･ 3 C o n t e n ts o f S q
- 0 0 ‡‡in h - a n s ki n s u rf a c e 正pid s wi th tJ V

- A

e 革p 0 S Ⅶ r e ･

-

1 5
-
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3 . 考察

紫外線照射された H S L の最も大きな変化 柱 ､ S q -

0 0日 と思 われる ピ
ー

ク ( 保 持

時 間1 0 分前後) の 物質群の 生成 で ある ｡ こ の物質は S q 由来 の 過酸化物で あり ､

ヒ ト皮膚上 に も通常数 1 0 か ら数 1 0 0 p m o l e / 皮膚面積 c m 2 ぐらい 存在 して い る こ

とが確 か められ た｡

今回 の ヒ トの デ ー

タ結果が示すように ､ ヒ ト皮表脂質中の S q
-

0 0日 量は ､ 非常

に個人差が大きレ
､

､ こ とが分か る . もともと ､ ヒ ト皮脂量 は個人差が大 きく ､ 年

齢､ 季節､ 性差等 の変動要因は多い の で ､ 実際は皮膚単位面積あたりの S q -

00 H

量 では なく ､
′ 分取 された S q に対 す る S q -

0 0H の 割合 (s q
-

o oH 変換率) で表 す論

文も多い
19)

,
2 2)

,
2 4)

,
3 4)
. 前腕内側部 の S q -

0 0 H の ば らつ きに 関 して ､ 最近 ､ フ ラ ン

ス の D ･ M a e s らは ､ 健常人前腕皮膚上 の S q
-

O o宕/ S q に つ い て 季節変動と 日内変

動を 1 4 名 の ボ ラ ンテ ィ ア を用 い て検討 した
37)
｡ そ の 結果 ､ 10 月 に 比 べ 7 月 で は

約 5 倍高い値が観察され ､ また ､ 一

日の 中で は朝 8 時が最も低く ､ 日光を浴び

た後 の午後 8 時 で は ､ 朝 の 3 倍以上 の S q - 00 H 濃度が観察された｡ こ の ように ､

S q
-

00 H の 量 的変化は ､ 個人差 は勿論 の こ と､ 日内変動や季節変動もあり ､ 皮脂

の採取法 ､ 抽出溶媒 (抗酸化剤 の有無) ､ 測定部位 ､ 等 の多く の 変動因子 もあ る

ため ､ 評価試験系と して 使用 す る場合 は ､ これ らの こ とを考慮に入れ る必要 が

ある だ ろう｡

ヒ ト皮膚上で の S q -

0 0 H の 定量 に関 して ､ 正確な S q -

00 H 濃度は現在の と こ ろ

得られ て い な い し､ 文 献上 で も絶対値を発表 して い る報告は少な い ｡ しか し､

S q
-

0 0H 変換率で は ､ 加齢に よる変化 に つ い て T B A 値と同様に ､ 2 0 歳代が最も低

く ､ 乳児 で 高 い傾向 を示す こ とが報告され て お り 24) ､ 皮膚 の酸化 に対する防御

作用 ､ 抗酸化作用が 2 0 歳代で完成 し､ そ の 後は衰えて いく こ とが推察された ｡

また ､ 皮膚疾患に つ い て は ､ ア トピ ー

性皮膚炎 では 正常人 の 1 0 倍以上 の 高い 変

- 16 -



換率を示す報告例もあ っ た 2 4' o こ れ らの 報告内容か ら､ 健常皮膚の S q
-

0 0 日/ S q

比 は通 常1 - 5 % ぐら い で あり ､ 病的な皮膚 の 場合に は 2 0% ぐらい に上昇す る可

能性が 示 され て い た ｡

S q 量 は額部 の洗顔 1 2 時 間後 で約 3 0 - 4 0 〟 g / c m
2
と した時 ､ 屋外 では S q

の 1 0 0 分子 あた り 1 分子 の 割合 で過酸化が認 め られ る こ とが報告されて い る 1
9)
｡

した が っ て ､ 過酸化物濃度 は ､ 理論的に は最高で 約 1 n m o l e / ｡ m
2
と計算され た｡

今回 の デ ー

タ か ら､ c L
-

H P L C 分析で ヒ ト前腕上 で の S q -

0 0H 分析 の 結果 ､ 通常は

皮脂洗浄後 は 1 0 p m o l e 前後で あ るが ､ 紫外線照射に より S q
-

0 0 H 生成量 が上昇

し､ 特 に S q 塗布皮膚 で は ､ 最高で 9 2 1 p m o l e / c m
2
濃度の S q

-

0 0 H が検出された

こ と か ら ､ 健常 ヒ ト皮膚上 で の S q
-

0 0 H 濃度は最高で約 1 n m o l e / ｡ m 2 前後は到 達

可能 で あ る と推測 した｡ 従 っ て ､ 健常 ヒ ト皮膚で は約 1 n m ｡1 e / ｡ m
2
､ 紫外線に

長期暴露された場合や ､ 病的な皮膚 で はそ の 1 0 - 2 0 倍 の 存在量に もなる可能性

が考えられた ｡

-
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2 .
ス ク ア レ ン モ ノ ペ ル オキ シ ドの調製法と構造解析

S q の 紫外線照射に より ､ S q
-

0 0 H を含む分画物を調製 し､ S q
-

0 0 H の 簡略 な分取

方法 に つ い て検討 した . また ､ 分取 され たS q -

0 0H が m o n o h y d r o p e r o xi d e 体で あ

る こ との 確認と ､ 更 に精製された S q -

0 0 Ⅲ の 主要な物質 の構造解析 に つ い て m a s s

分析 とN M R 分析 を行 っ た .

2 - 1 実匪材料お よび方法

S q は S i g m a 製 ( 純度 9 9 %) を用 い た｡ 抽 出溶媒はす べ て和光純薬製を用 い た｡

2
-

t h i o b a r b i t u ri c a c i d ( T BA) 試薬は ､ M e r c k 社製を用 い た.

｡ 紫外線 を照射 した ス クア レ ン 中 の T B A 反応物質 の抽出

S q l g を P y r e x 製 15 m L の 試験管に入れ ､ 紫外線u v -

A を 5 0 0 0 p W/ c m
2
で 1

時間照射 したも の ､ および照射 s q にメ タノ
ー

ル 1 m L を添加 し振とう抽出 した

残り の S q に つ い て ､ T B A 値 を求 め た. 方法は ､ 検体 o ･ 1 g に 8 . 1 % の s o di u m l a ur y l

s u l f a t e ( SL S) 0 . 1 血 ､ 2 0
0

/.酢酸バ ッ フ ァ ー

( p H 3 . 5) 1 . 5 m L ､ 0 . 8
0

/. TB A 試薬 1 , 5

m L をそれぞれ加 え ､ 9 5 ℃ 水浴槽 で 1 時 間加熱後 ､ 冷却 して か ら n -

b u t a n o l を 5 m L

添加 し､ 生成され る マ ロ ン ジア ル デ ヒ ド (”D A) を抽出 し 5 3 2 n m の 吸光度で 測

定 した｡ 標準 品と して テ トラ エ トキ シプ ロ パ ン を置き ､ 各 S q の T B A 値を M D A

n m o l e/ 0 . 1 g S q で表 した｡

･ ス クア レ ン モ ノ ペ ル オ キ シ ドの調製法

直径 6 c m の シ ャ ー レ 一 に S q を 1 0 g 入れ ､ U V
-

A ラ ン プ (T o s h ib a B L B ラ ンプ)

の 5 本並列 したも の を光源と し､ 5 0 0 0 LL W / c m
2
の エ ネ ル ギ ー

量セ 1 時間照

射 した. そ して ､ 1 5 mL の メタ ノ
ー

ル で 2 回抽出して か ら､ -

2 0 ℃ で
一

昼夜静置

し､ 析 出 した沈漆 (S q) を除い た上清液を窒素ガ ス 噴射で メ タノ ー

ル を留去 し

-

18
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て濃縮 したも の を S q -

0 0 日抽出物 (s q
-

o o H 分画物) と した (F i g . 2 の 分析チ ャ

ー

ト参照) ｡ 更 に精製す る必要 があ る場合に は ､ 分析チャ ー トで保持時間 8 分 -

9 分の 主 ピ
ー

ク物質を分取用 の 逆相 oI)S カ ラ ム (C a p c e l l p ak C
-

1 8 , 1 0 m ¢ ×

2 5 0 m m ､ 資生堂 ､ 移動相は 1 0 0 % メ タノ ー

ル) を用 い て集 め､ ･ 濃縮 したも の を

S q
-

00 E と した.

更 に ､ N M R 分析用 に S q
-

0 0B を精製す るために は ､ S q
-

0 0H を N aB H 4 で還元 した

S q
-

OH に つ い て順相系 の シリカカ ラ ム (L i c h r o s o r b S i 6 0 , 2 5 0 ×1 0 m m , h4 e r c k)

を用 い て メ タノ
ー

ル : - キサ ン (1 : 9 9) 流速 2 m L で流 し､ 保持 時間 2 0 分付 近

の最大 ピ ー ク分画 を分散 した精製s q -

o H を分析 に供 した.

I L C
-

M S ､ D I
一

班S 分析

S q
-

O O H をそ の ま ま L C
-

M S (l i q u i d c h r o m a t o g r a p h y
-

m a s s s p e c t r o m e t r y) で分

析 したo 装置 は W a t e r s 6 1 6 H P L C に接続 したサ ー

モ ク エ ス ト社製の T SQ 7 0 0 0 トリ

プル Q U A D R U P OL E M S を使用 し ､ イ オ ン モ ー ド E S I ( p o s i t i v e) 4 . 5 E V ､ キ ヤ ピ

ラリ
ー

温度 25 0 ℃ で測定 した｡ カ ラム は ､ S h od e x OD S F
-

41 1 A ( 4 . 6 m m i d X 15 0 m m)

で移動相はメ タ ノ ー ル : 水 : T F A ( 9 0 : 1 0 : 0 . 0 1) ､ 流速 1 m L/ m i n ､ 2 1 0 n m 検出 で

分析を行 っ た . S q - O H 体は ､ 定法 に従 っ て TM S 化 し､ D トM S (d i r e c t i nl e t -

m a s s)

分析 を実施 した. 装置 は M -

8 0 B ( 日立) ､ EI ( 7 0 eV) ､ 温度 1 0 0 -

3 0 0 ℃ で 分析 し

た｡

N M R 分析

S q
-

0 0H を N aB H 4 で 還元 した S q
-

OH に つ い て定法 に従 っ て T M S 化 し C
-

1 3 N M R

に て解析 した｡ s q
-

O H は重 ク ロ ロ ホ ル ム (A l d r i c h 製) に溶か し､ プ ロ トン完

全デカ ッ プリ ン グ法 に て測定t , た. 使用 N M R 機琴は ､ JE OL G X
-

4 0 0 型 の 1 0 0 M H z

で測定 した｡

- 19 -



1
-

2 . 結果

･ 紫外線を照射 した ス クア レ ン中 の T B A 反応物質 の抽出

紫外線照射に て過酸化された S q は 多数の T B A 反応物質を含み ､ こ の 物質が過

酸化物量 の指標と して 評価され て い る｡ そ こ で ､ こ の T B A 反応物質を紫外線を

照射 s q か ら抽出で き る溶媒を種 々 検討 した｡ そ の結果 ､ メ タノ ー ル 溶媒 で抽出

した と =
.

ろ､ 1 時間 U V
-

A 照射 された S q 中の T B A 反応物質が完全に抽出され る

こ とが示 され た (F i g . 4) . こ の 抽出物を C L
-

B P L C 分析す ると F i g . 2 に示 された

ように ､ 主に S q
-

0 0 H と S q を含む分画物で あ っ た｡

1 8

1 6
(

T3

h D

1 4
0

E 1 2
`=
)

① 1 0
く)

i=

眉 8
J ユ

諾 6
α

孟 4
ト

2

0

S q U V
-

A ir r a di at e d S q U V -

A ir r a di at e d S q r e sid u e

F ig . 4 E ff e c t of w a s h ig wi t h m et h a n ol o n t h e l e v el of T B A v al u e

i n tT V - A i r r a d i at e d sq tl al e n e .

一

方 ､ エ タ ノ
ー ル

､ ブタノ
ー

ル の よ うな溶媒を用 い ると ､ S q
-

0 0 H は抽出され

るが ､ 同時 に S q も溶解 して しまう の で ､ S q
-

0 0 H との 分離が難 しく ､ 抽出溶媒と

して は不適当 で あ っ た ｡

紫 外線 照射 ス ク ア レ ン か ら ス ク ア レ ン ペ ル オ キ シ ド分画物 ･( S q
-

0 0H

f r a c t i o n) の 分取法 の検討

メ タ ノ ー ル 溶媒 で抽出する ことに より ､ 紫外線頗射 s q か ら S q
-

0 0 Ⅲ を効率よく

- 2 0 -



分取す る こ とが できる こ とがわ か っ た の で ､ 紫外線に 1 時間照射 した S q を用

い て 大量 に S q
-

0 0 H の抽 出を試み た｡ こ の 時 ､ 紫外線照射時間は 1 時 間が最も適

当 で あり ､ 2 時間以上 当て ると S q
-

0 0 B の 分解反応も同時に起 こ る ため副産物 が

多数生成され ､ 純度良く S q
-

0 0 H を分取 で きなか っ た｡ また ､ メ･タ ノ
ー

ル で抽 出

した潅液は低温 (通 常は
-

2 0 ℃ 以下) で
一

昼夜以上静置する こ と で ､ 抽出され

たメ タノ ー

ル 中 の過 飽和 な S q が沈殿 してく る の で ､ そ の 上清を集め る こ とで ､

比較的 S q 含量 の 少 な い S q
-

0 0H 分画を分取す る こ とが可能とな っ た｡ また ､ 最

後 は ア ル ゴ ン ガ ス あ る い は 窒素ガ ス で メ タノ ー

ル を留去 しなが ら濃縮する こ と

で ､ S q が残 渡 と して沈 殿す る の で ､ 上清を分取す る こ とで より高濃度の S q
-

0 0 H

分画物 を調製す る こ とが可能 で あ っ た｡

･ ス ク ア レ ン ペ ル オ キ シ ド分画物 か らス ク ア レ ン ペ ル オ キ シ ドの 精製と構造

解析

紫外線照射 s q か らメ タ ノ
ー

ル で抽出され た S q
-

00 H 分画物は S q -

0 0H と S q が

混在 した分画物 (F i g . 2) な の で ､ S q
-

0 0H の み を分取 す るた め に ､ 更 に移動相

1 0 0% メ タ ノ
ー

ル で分取用 OI)S カラ ム を用 い た H P L C で S q
-

0 0日 とな る単 一 ピ ー ク

物質を分取 した｡ そ して ､ 分取 され た S q
-

0 0H の 分子量 を推定す る ため に L C
-

M S

分析を実施 した｡

そ の 結果 ､ L C -

M S の カ ラム 分離条件で は ､ プ ロ トン付加 の[M H
＋
] : m / z は 4 4 3 ､

そ の脱水 ピ ー

ク[M H
-

H
2
0] : 帆/ z は 4 2 5 ､ 更 に[M H -

H
2
0
2] : m/ z は 4 09 とな っ た

(F i g . 5) . こ れ ら の チ ャ
ー

ト値か ら ､ S q
-

0 0H の 分子 量は C 3 ｡ H 5 ｡ 0 2 に対応 する

4 4 2 とな り ､ S q に
-

0 0 H 基が
一

つ 挿入 した m o n o h y d r o p e r o x y 体 で あ る こ とが考え

られた｡

- 2 1 -
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更 に ､ こ の S q
-

0 0fI は単 一 物質 で は なく ､ s q u a l e n e の 6 個 の 二重結合 に
-

0 0 H･

基が
-

箇所導入 され た s q u a l e n e m o n o h y d r o p e r o x i d e 異性体の集 まりで あ る こ と

が推察された｡ そ こ で ､ S q -

0 0 H の 中か ら主要 な構成物質を構造解析す るため

に ､ 1 0 0 % メ タノ ー ル を移動相と して逆相系 で単 一

な ピ
ー

クとな っ た S q
-

0 0 H を

安定化するために ､ N a B H ｡ で還元 した S q
-

O H を調製 し､ 更 に シリカ順相系 カ ラ ム

を用 い て それぞれ分離 し､ そ の 主要物質 の分取 を試みた｡ そ の 結果 ､ F i g . 6 に示

したように最も ピ ー ク 面積 の 大き い ⑧s q
-

0日 を分離する こ とがで きたの で ､ こ の

物質に つ い て C
-

1 3 N M R 分析 を行 っ た ｡ S q
-

O H の シ リカ順相系 で の 分析で は , F i g . 6

で示 され たように 1 0 本以 上 の ピ ー クが分離可能で あ っ た｡ こ の 内① - ⑲まで を

分敬 して D I -

M S 分析 した結見 いずれ の物質も分子イオ ン ピ
ー
■
ク ( M H

＋
) は 4 2 6

で , 脱水 された M H -

1 8 の 4 0 8 が高い 強度と して検出された｡ こ の こ とか ら分子

- 22 -



F i g ･ 7 は最も高い ピ -

ク を示 したF i g . 6 ⑧の D 卜旭S の チャ ー トを示 した｡
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Fig ･ 7 D I
- M S s p e c t m m o f S q u a l e n e m o n o h y d r o x id e (S q - O H , P e a k N o ㊨ i n F ig . 6 )

更 に こ の⑧ の S q
-

OH を C -

13 N M R で分析 したと こ ろ末端炭素c -

1 , C
-

2 5 の ケ ミ

カ ル シ フ トア サイ メ ン トが 2 9 . 9 p p m , C
-

2 が 7 0 . 6
,
C -

3 が 1 3 9 . 3 p p 恥 C
-

4 が 1 2 5 . 4 8

p p m , C
-

5 が 4 2 . 4 p p m を示 した (F i g . 8 の 下図) ｡ これ らの 値はS a m らが報告
3 8)

して い る s q u a l e n e
-

2
-

h y d r o 町 体の 文献値と合致 して い た (F i g . 8 上図) 0
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量 4 2 6 で あり , s q u a l e n e に水酸基が 一

つ 付加 した S q
-

O H 構造体で ある可能性

が考えられた｡
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以上 の分析結果より､ S q
-

0 0 H の 主要成分は S q に -

0 0 H 基が - 箇所導入 され た構

造 (例 えばF i g . 9 の ( A) や

≒さ. .

ノ≠

O H

も ､

O H

!ヽ. . モゝ
､

s q u al e n e ( C 3 0 H 50 )

㌔

ら, ､

＼J ク

O H

さヽ､

㌔

(A) (B)

s q ll a l e n e m o n o b y 血o p e r o xi d e (S q
-

0 0 H)

もゝ ら.
_ ≒さ. . モヒ､

2 - b y 血o p e r o x y
-

s q u al e n e

F ig ･ 9 C h e mi c al st r Ⅶct tl r e O f S q
- 0 0 Ⅱ ･

ミさ..

( B)) を有 して おり ､ 更 に ､

文献健か ら推測 して ､ 2 位 の

炭素に -

00 H 基が導入 した

2
-

h y d r op e r o x y s q u al e n e で

ある可能性 が示唆された

(F i g . 9) 0

2 - 3 . 考察

今回 の結果 か ら ､ ①紫外線照射された ヒ ト皮脂中で ､ 経時的に 2 1 0 n m 紫外部

吸収 の 物質群が増加す る こ と､ ② こ の 物質群が s q 過酸化物に 由来する もの で あ

る こ と ､ ③今回 の ような弱 い照射条件で は ､ そ の 生成物の ほ とん どが s q -

o o日 で

ある こ と ､ が判 明 した｡ こ れ らの 知見は ､ 河野 らが報告 して い る皮脂の過酸化

物の初期生成物が s q に 由来する S q
-

00 H で ある こ と
19)
､ と

一 致 した結果で あ っ

た｡ しか し､ 構造に関 して は ､ 河野 らはS q の 二 重結合 6 箇の それぞれ 1 2 箇所

に等価に活性酸素付加が起 こ る こ と を報告 して い るが
3 4)
, 今回 の 結果 か らは

S q
-

0 0H は等価 ではなく ､ S a m らが提唱 して い るように ､ 最も反応 しやすい末端

-

2 6 -



二 重結合 - の 酸素付加 が優先され , 2 -

h y d r o p e r o x y 体が選択的に 生成され て い

る こ とが示唆された｡ 立体構造的 に見 て ､ S q の 分子構造は比較的中心部はバ ル

キ
ー

な形 を取 っ て い るた め に ､ 末端 の 二 重結合か ら水素の引き抜きが起 こ り ､

1
o 2 によ り酸化 されて い る様式 の ほうが起 こ りやす い と考えられたo S q

-

00 H の 調

製方法 に お い て ､ 今回 は弱 い 酸化状態で S q
-

0 0 H を調製 したが ､ 河野 らが用 い た

色素増感法 は ､ 強力 な酸素付加が起き て , 反応部位に選択性がなくなり多く の

付加体が ほ ぼ等価 に生成 した結果 で あると考えられた ｡

S q
-

0 0 H の 生成様 式 に 関 して は ､ 以下 の ように分類され る｡

直接光酸化

S q 自身が光を吸収 しラジ カ ル鹿起分子となり､
3
o 2 と反応す る｡

S q
→ S q

･ ＋ H ･

S q
･ ＋

3
o 2

- S q
-

0 0
･

S q
-

0 0
･ ＋ S q → S q

-

0 0 H ＋ S q
･

光増感酸化

T y p e I 励 起 した光増感剤 (s e n s) が s q か らH を引き抜き ､ ラ ジカ ル を生

じ､ 連鎖反応 で S q -

0 0 H を生成す る｡

S e n s → S e n s
･

S q ＋ S e n s ･ → S q
･ ＋ S e n s -

H

S q
･ ＋

3
o 2

- S q
-

0 0 ･

S q
-

0 0 ･ ＋ S q
→ S q T O O H ＋ S q

T y p e Ⅱ 励起 した光増感剤 (s e n s) が
3
o 2 か ら

1
o 2 (

一

重項酸素) を形成 し ､

1

2 7
-



S q に 付加す る e n e 反 応で 生成す る｡

S e n s → S e n s ･

S e n s ｡ ＋
3
o
2

- S e n s ＋
1
o 2

S q ＋
1
o 2

- S q
-

0 0 H ＋ S q
･

S q
-

0 0 H の 生成 に関 して は ､ S q は 6 個の 二 重結合を有 して い るが ､ ビ ス ア リ ル

水素を持たな い ために フ リ ー ラ ジカ ル連鎖の 酸化反応 (直接光酸化や光増感酸

化 T y p e I ) は ､ T y p e Ⅱ に 比 べ て 起 こ り にく い か も しれ ない ｡ 主反応 は
一

重 項酸

素に よる エ ン 反応 で S q ヒ ドロ オキ シ ドが皮脂 中で生成 した とも考えられ る

(T y p e Ⅱ) o c -

C - C ＋
1
o
2

- サ C - C
-

C
-

0 0 H ( e n e 反 応)

実際 の 皮膚上 で光増感作用物質と して働き ､ S q を酸化 す るもの と して は ､ 微

生物 が産 生 す る ポ ル フ ィ リ ン 化合物
2 1)
や 種 々 の 活 性 酸素を発 生させ る薬剤

(8 -

m e t h o x y p s o r al e n
1 6)
, c h l o r p r o m a z i n e

17)
, ある種の サイ ア ザイ ド系利尿薬

39)
)

が あり､ S q
-

0 0 H の 形成に 関係 して い る こ とが示唆された｡ 他 にも ､ 様 々 な皮膚

光毒性物質の作用機作に S q -

0 0fi が関与 して い る可能性が あり ､ 皮膚上 で紫外線

照射を受ける物質で 一

重 項酸素発生能 が ある化粧 品､ 皮膚外用剤等の皮膚 - の

作用 を考察する上 で ､ S q
-

0 0日 の 生成 は重要 で あると考えられた｡

- 2 8 -



3 ｡ ス ク ア レ ン モ ノ ヒ ド ロ ペ ル オキ シ ドの分解性

S q 過酸化物は ､ 皮膚上 で生成され る と同時に分解も起き て い る と考えられ て

おり ､ S q
-

0 0fI の 場合 ､ 皮膚表面 で は紫外線照射に より更 に低分子 ｡ 高極性 の 物

質群 へ と シ フ ト して いく こ とが紫外線照射分解物 の T L C ･

肝 L C 分析で観察され

て い る
1 1)
o また ､ 皮膚内部 にお い て は グル タ チオ ン (G S H) や ア ス コ ル ビ ン酸 を

始めとす る皮膚内在性抗酸化物質や抗酸化酵素群 によ るS q
-

0 0 H の 修飾も可能性

と して考えられ ､ S q
-

0 0 日 の 分解様式 を理解す る こ とは ､ S q
-

0 0 H の 皮膚 へ の 生理 一

毒性作用を把握する上 で有益な情報とな る｡

可能性 と して ､ S q
-

0 0H が他 の 脂質 h y d r o p e r o x i d e と同様に ､ 分解され て いく

過程で脂質ラジ カ ル や活性酸素 ( 一

重項 酸素､ ス ー パ ー

オ キ シ ドア ニ オ ン 等)

が発 生 し ､ ラ ジカ ル 伝播に より皮膚内の 蛋白 ･ 脂質成分を修飾 し ､ 様 々 な生体

反応を引き起 こ して い る こ とが推察されたo そ こ で ､ l
'

1 ” 1
･

tT O で様々 な物質 に

よる S q
-

0 0 H の分解性 を検討 した｡ また ､ s q
-

o ofI が分解 して発生す る活性酸素種

を調 べ る ため に ､ 典型的な分解例と して h e m a t i n 分解系
40)
を検討 し､ 発生す る

活性酸素種をウミ ホ タ ル ･ ル シ フ ェ リ ン 誘導体 M C LA -

c h e m i l u m i n e s c e n c e 法
4 1)

に て 同定す る こ とを試み た｡

3 - 1
. 実験材料お よび方法

ZD P 7
'

t T O で の S q
-

0 0 H の分解物質

●

C L
-

H P L C を用 い た s q
-

oo Ⅱ 分解活性測定法 (前述 した宮津らの方 法 に

準 じた
3 6)
0)

反応系 は, 2 0 0 iL M の S q
-

0 0 H メ タノ ー

ル溶液 o . 1 m L ＋被験物質溶液/ 精製水

0
･ 2 mi J ＋ p E 5 ･ 8 の M E S B u f f e r( 0 . 0 1 % T w e e n -

8 0) 0 . 1 m L の 総量 0 . 4 mi , と し,I

3 7 ℃
､ 3 0 分間イ ン キ ュ ,

ベ -

シ ョ ン 後ク ロ ロ ホ ル ム 1 m L で S q
-

0 0fI を抽出 した ｡

そ して
, 窒素ガ ス で ク ロ ロ ホ ル ム を留去 して か ら 0 . 1 m L の メ タノ ー

ル に 再溶解

-

29
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させ , ガ
ー

ドカ ラ ム を通 した溶液の 1 0 〃 L を注入 した｡ 結果 は ､ 被験物質未

添加 の 対照 を 1 0 0 と した時の チ ャ ー ト面積比 か ら S q -

0 0 H の 分解性 を評価 した.

I

G S H
-

p e r o x i d a s e を用 い た S q
1

0 0 H の 分解活性

酵素を用 い た S q
-

0 0H の 分解例 と して ､ G S H -

p e r o xi d a s e の基質と して 作用 させ

た時 の分解性 に つ い て ､ B H P ､ C 肝 との 比較を行 っ た｡

反 応 系 は ､ 分光光度計 の 1 c 皿角 の 石 英 セ ル 中 に ①1 mM T ri s -

H C l/ 5 m M

ED T A (p 日 8 ･ 0) を 1 0 0 LL L ､ ②0 . 1 姐 の G S H 溶液を 2 0 LL L ､ ③GS H -

r e d u c t a s e ( 1 0

u n i t/ m L) を 1 0 0 FL L ､ ④ 2 m M の N A D P Ⅲ 液を 1 0 0 iL L ､ 酵素液 ( ウサギ耳介皮

膚 の ホ モ ジ ュ ネ -

ト液) 1 0 〃 L ､ ⑤水 6 6 0 〃 L を全て 入れ て か ら ､ 3 7 ℃ で 2 分

間プ レイ ン キ ュ ベ
-

シ ョ ン して か ら､ 基質と して S q
1

0 0臥 B H P ､ CH P の 7 . 5 h M

を素早く入 れ て 撹拝 し､ 経時的 な3 4 0 n m の 吸光度を測定 ス キ ャ ン して ス ロ ー プ

を 求 め ､ 別 途 に 測定 し た酵 素液 の 蛋 白 定 量 値 を用 い て ､ n m ｡ 1 e N AI)P H

o x i d i z e d/ 机i n/ m g p r o t e i n 値 を求め た ｡ 分解反応 性は ､ それぞれ の過酸化物 を

基質と した時 の 酵素の 比活性 で 評価 した｡

一

班C L A
-

ch e m i l u m i n e s c e n c e 法 を用 い た活性酸素種 の 同定
4 1)

試薬 は ､ 化学発光プ ロ ー ブ の ウミ ホ タ ル ･ ル シ フ ェ リ ン誘導体 2 -

m e t h y l
-

6

[p
-

m e t h o jt y P h e n y l] 3 , 7 -

d i h y d r o i m i d a z o [1 , 2
-

a] p y r a z i n l 卜o n e , M C LA ( 東京 化成

工業) ､ h e m a t i n ( b o v i n e b l o o d 由来､ s i g m a) ､ S OD ( b o v i n e e r y t h r o c y t e , S i g m a) ､

s o di u m a z i d e ( N a N 3 , 和 光純薬) を使用 した ｡ c h e m il u m i n e s c e n c e 測定装置 は ､

M L3 00 0 M i c r o t i t e r P l a t e L u m i n o m e t e r ( D y n a t e c h L a b o r a t o r i e s , V A , ロSA) を用

い た｡

方法 1 ( 一 重項酸素発生 の検出)

9 6 ク エ ル の M i c r ol i t e T M I F l a t B o t t o m M i c r o t i t e r P l a t e ( D y n a t e c h

- 3 0 -



L a b o r a t o r i e s , V A , U S A) を用 い ､ 1 ウ ェ ル に 0 . 2 姐 酢酸バ ッ フ ァ ー (p 日 4 . 5)

5 0 LL L ､ 2 0 jL M の H e m a t i n を 2 0 L L L ､ 精製水 を5 0 FL L ､ そ して O . 0 1 - 1 0 0 m M

の N aN 3
･

を 2 0 L L L を入れ ､ L mi n o m e t e r にセ ッ トす る ｡ そ して ､ S q
-

0 0 H の 6 1 7 n

M を 5 0 p L と 2 0 0 FL M の M C L A を 1 0 jl L を擾拝 しなが ら各 ウ ニ ル に添加 し､ 直

ちに L u m i n o m e t e r で 4 分間の 総発光量( △R L U ､ r e l a t i v e l i g h t u ni t) を測定 し

た ｡

方法 2 ( ス パ ー オ キ シ ドア ニ オ ン の検出)

9 6 ウ ニ ル の M i c r o l i t e T M I F l a t B o t t o m M i c r o t i t e r P l a t e (D y n a t e ｡ h

L a b o r a t o r i e s , V A , U S A) を用 い ､ 1 ウ ニ ル に 0 . 2 M 酢酸バ ッ フ ァ ー ( p H 4 . 5) 5 0 [ L L ､

精製水 を 5 0 〃 L ､ 2 0 〃 M の h e m a t i n を 2 0 〃 L ､ そ して S OD の 各 ユ ニ ッ トあ る

い は対照 と して精製水 2 0 iL L を入れ ､ L u m i n o m e t e r に セ ッ トす る. そ して ､ S q
-

0 0 H

の 6 1 7 n M を 5 0 FL L と 2 0 0 L L M の M CL A を 1 0 L L L を擾拝 しながら各 ウ ニ ル に添

加 し､ 直ちに L u m i n o m e t e r で 4 分間の 総発光量( △R L U) を測定 した ｡ .

三卜2 . 結果

･

S q
-

0 0 H の分解 活性

C L
-

H P L C を用 い た l
'

D V l
'

t T O 系 で の 探索 で は､ S q
-

0 0 H の 化学発光強度は ､ S†= ヒ

合物 ( c y s t e i n e) ､ v i t a m i n e C ､ 還元剤 (N aB H 4 ､ t r i p h e n y l p h o s p h i n e) ､ 金属塩

(F e
2 ＋

) ､ h e m o g l o b i n ､ h e m a t i n ､ 等で 減弱 した ｡ 尚､ 2 1 0 n m の 吸収 ピ ー ク も同

時に減弱 した が ､ 今回 の HP L C 分析条件で は ､ S q
-

0 0 H の 吸収と S q -

0 0 H が還元 さ

れた s q
-

o H の 吸収 と の保持時間が重なるため､ S q -

0 0H の 定量的な分解活性値と

して は使用 で き なか っ た ｡

-

3 1
-



F i g ･ 1 0 は ､ 例と して ､ c y s t e i n e (C y s) と t r y p t o p h a n ( T r p) を結合さ せ た

L
-

c y s t ei n y 卜t r y p t o p h a n ( C y s -

T r p ) を合成 し
4 2)
､ s q

-

o oH 分解作用 を C L 一

肝L C

チャ
ー トで表 した｡

申
也
■

一O

卸 印旺 如 F
l
二

締迫 田¢互由 ･

I

I

l
l - 1

～

｢
■ー‾‾

,

ヰ 時s l鯛

中

崎
＋

t q

手 C 粁 T r p 皇舶

也

1 b
>

1 b

Fig ･ 1 0 】) e c o m p o sitio n of S q
- 0 0 正 b y C y st ei n e a n d C y s

- T rp ･

分解様式 は ､ 還元 に よ る S q
-

O H 生成 の パ タ ー

ン と､ 更 に分解 して高極性物質

へ と移行する パ タ ー

ン の 二種類があり ､ 還元性 の 化合物は前者の S q
-

O H 生成 と

なり ､ 金属や h e m a t i n の 場合は高極性 - の 分解が主で あ っ た｡

また ､ 皮膚酵素に よ る分解も考えられたの で ､ 皮膚組織の G S H -

p e r ｡ Ⅹi d a s占

の 反応系 で評価 した o そ の 結果､ s q
-

o o H を基質と した場合 の活性 は 1 0 . 7 ユ ニ ッ

ト( p m ol e N A D P H o 由 di z e d/ m i rl/ m g p r o t e i n) を示 し､ 明 らか に分解活性が認め
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られた.
一

方 ､ B H P を基質と した場合は 1 5 . 4 ユ ニ ッ トを示 し､ S q
-

0 0 H より は

高い活 性値を示 した が ､ cfP を基質と した場合の 活性 1 0 . 1 ユ ニ ッ トと S q
1

0 0 H と

は ､ ほ ぼ同等 で あ っ た ｡

こ れ らの 結果 か ら､ S q
-

0 0H は様々 の物質に より還元 ･ 分解 を受ける物質で あ

る こ とが示 され た｡ また ､ 生体内の 抗酸化酵素で ある G SH -

p e r o xi d a s e の 基質

となりうる こ とも示 された ｡

｡ h e m a t i n 分解 による S q
-

0 0H か らの活性 酸素種 の 同定

S q
-

0 0 H は h e m a t i n 処 理 で 急 激 な 分 解 を 受 け る o そ こ で ､ M C L A
-

c h e m i l u m i rl e S C e n C e 法 を用 い て ､ S q
-

0 0H 分解か ら発生す る活性酸素種 ( 一

重項

酸素､ ス ー パ ー オ キ シ ドア ニ オ ン) を同定する こ とを試みた.

F i g . 1 1 は
一

重項酸素の ク エ ン チ ン グ作用 を観察 した結果で あるが ､ ア ジ化 ソ

ー

ダの 添加濃度に依存 した化学発光強度の 低下が観察された｡

5 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0

= I
+
α

A

O m M 0 .0 1 m M 0
.
1 m M l m M I O m M I O O m M

N a N 3 C O n C e n t r a t; o n

F ig ･ 1 1 N a N 3
- d e p e n d e nt M C I J A c h e mi h 1 mi n e s c e n s e i n th e S q - O o f - h e m ati n

Lq V .St e m .

-
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通常､
一

重項酸素が発生 した場合､ 重水 (D 2 0) 中で の 寿命延長 に より ､ 発 光

強度がより増強する こ とが知 られて い る｡ そ こ で ､ F i g . 1 1 の 系 で反応 系 中の水

を重水 に置き換えて化学発光強度を測定 した｡ そ の 結果 ､ 化 学発光強度の増加

が認 め られ な か っ た こ とか ら ､ こ の M C L Å法 で は､ S q
-

0 0 日 か ら
一

重項酸素の 発 生

は証 明でき なか っ た ｡

一

方 ､ F i g ･ 1 2 は S O D 添加 の 影響を調 べ たも の で あるが ､ s o D の 添加量 に依存

した化学発光強度 の低下が認められ ､ S q
-

00 R の 分解時に ス ー パ ー オ キ シ ドア ニ

オ ン の 発 生が起き て い る可能性が示唆された｡

3 0 0 0 0 0

20 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0

= )
+
∝

く】

S O D O U S O D 3 .1 U S O D 31 U S O D 3 1 0 U

F ig ･ 1 2 S O D - d ep e n d e 且t M C L A c h e mi lu mi n e s c e n s e i n th e S q
- 0 0 Ⅱ

- h e m ati n s y st e m .

3 -

3 . 考察

S q
-

0 0 H は ､ メ タノ ー ル ( エ タノ ー

ル) 中 で は極 めて安定で あり ､ 低温

( -

2 0 ℃) 保存下 で 長期保存が可能あ っ た｡ しか し､ S q
-

00 H は､ 皮膚上 で は他

の脂質を酸化させ (例､ p al m i t o l e i c a c id との 反応 で加齢臭 n o n e n a l を生成

2 3)
) ､ 皮膚 の 中 - は ラジカ ル伝播が起きて ､ 皮膚内の 様々 な成分と相互作用 を

持 っ て い る こ とが推察されて い る ｡

1
'

D V l
'

t T O 反応系 で は ､ 還元性物質や金属に より容易に S q
-

0 0H が分解され る
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こ とが判明 した ｡ また ､ 抗酸化酵素で有機 h y d r o p e r o x id e の 代謝 に関与 して い

る G S H
-

p e r o x i d a s e の 基質に もなり得る こ とか ら､ 生体内 で は S q
-

0 0H は 様々

な形 で代謝 ･ 分解 され ､ s q ラジ カ ル ､ ある い は活性酸素の発生 が起き て い る

こ とも予想 され た｡

想 定 できる S q
-

0 0 H の分解様式と して は ､ 以下 の こ とが考えられた｡

① 還元分解 (N a B H 4 ､ C y S t e i n e ､ v i t a m i n . C)

S q
-

0 0 H → S q
-

O H

② 金属接触分解 (遷移金属イオ ン に よる r e d o x 分解 ､ F e
2 ＋
)

S q
-

0 0 H ＋ M → S q
-

0 . ＋ M
'

＋ H O ‾

( s q
-

o oH ＋ M
n ＋

- S q
-

0 ･ ＋ M
( n ＋ 1 ) ＋

＋ H O I

S q
1

0 0H ＋ M
( n ＋ 1 ) ＋

- s q
-

o ･ ＋ M
n ･
＋ H

＋

③ 酵素 ( GS H -

p e r o 由 d a s e , G S H - t r an s f e r a s e )

S q
-

0 0 H ＋ 2 G S H ) S q
-

O H ＋ H 2 0 ＋ G S S G

④ - ム 分解 (h e m o bl o bi n ､ c y t o c h r o m e C ､ m y o g l o bi n)

h e m a t i n 分解

S q
-

0 0 H - S q
- O O ･ → 2 S q

-

0 0 1 - ･ 1 o
2
＋ S q

-

O H ＋ S q
= 0 -

0
2 ∴

･

O H ( ? )

⑤ そ の他 (光 ､ 熱分解)

S q
-

0 0 H → S q
- (0 0 H) n ､ エ ポ キ シ体､ ア ル デヒ ド類 ､ 等 .

今回実施 した S q
-

0 0H の 分解に は h e m a t i n を使用 し､ S q
-

0 0 H 分析の C L -

H P L C に

は h e m o g l ob i n を使用 して い る｡ これ らは ､ ④の よう.な分解様式 に より各種 の ラ

ジカル や活性酸素が発生 し ､ M C LA との 化学発光､ C L -

H P L C 分析時の ル ミノ ー

ル

と化学発光が引き起 こ され て い る と考えられるが ､ 詳細な分解様式は不明 で あ
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つ た｡ 但 し､ こ の反応 (R u s s e l l 反応) は ､ 第
一

お よ び第 ニ ペ ル オキ シ ドで起

こ り ､ C 肝 の ような第三 ペ ル オキ シ ドで は 1 o 2 が発生 しない こ とが ､ 化学発光検

出法 で確認され てお り 4 3) ､ s q
-

o o H が c 肝 と同様な第三 ペ ル オ キ シ ドで あり ､ 重

水 中で の反 応増強も観察されなか っ た こ とか ら､ S q
-

0 0 H か らの
1
o
2 発生 の 可能 性

は低 い こ とが考察された｡

実際の 皮膚上 で は ､ ①②⑤が起き る可能性がある. 皮膚中で は ､ S q
-

0 0H が代

謝分解され ､ ① - ④の 様式 で 分解が起き て い る可能性 が考えられた｡ 皮膚内 で

は､ 様 々 な抗酸化物質あ る い は 抗酸化酵素の作用 に より ､ S q
-

0 0H の 無毒化 ･ ク

エ ンチ ン グ化 が起き て い るの かも しれな い ｡ 生成され た S q
-

0 0H の 多くは他 の皮

脂成分とともに 洗浄除去されたり古い 角質 (垢) とと も に皮膚か ら脱落 し て い

く と思 われ る ｡ しか し ､ 皮膚上 に残存した s q
-

o o H や皮膚内 で 処理 しきれ な い

S q
-

0 0 Ⅲ は､ 皮膚 の 蛋白 ･ 脂質に直接作用 して ､ 皮膚 に様々 な作用を及ぼ し て い

る こ とが推察された｡

- 3 6 -



5 . 小 括

ヒ ト皮表脂質あ る い は そ の 組成物 で ある S q を 1
'

D V l
'

t T O で 日常 レ ベ ル の 長波

長紫外線 (u v -

A) 照射 して得られ る過酸化物は T B A 陽性物質で あり ､ メ タノ

ー

ル 溶媒 を用 い る こ とで全 て抽出する こ とが 可能 あ っ た｡

こ の抽 出物 を H P L C で 経時的に モ ニ タ ー

す ると ､ s q
-

o o 日 ピ ー ク の 急激な増加

が観察された｡ 逆相系 H P L C カ ラ ム で は 単
一

の ピ ー ク と して 検出される こ の

S q
-

0 0 H tま､ 更に 順相系カ ラ ム で分離す る と10 本 以上 の ピ ー

ク物質か らなり ､

こ れ らは S q l 分子 に -

0 0H 基が 1 個導入 され た s q u a l e n e m o rl O h y d r o p e r o x i d e

( s q
-

O OH) で あ る こ とが M a s s 分析で 明らかと な っ た ｡

･ 通 常の生 活紫外線量 で U V -

A 照射 され た s q か らメ タノ
ー

ル 溶媒抽出とセ ミ分

取fiP L C を組み合わせ る こ とによ り､ 簡易に S q
-

00 H を調製す る方法 を構築 した .

得られ た S q
-

0 0 H は ､ L C
-

M S で分析 し､ m o n o h y d r o p e r o x i d e 体で あるキとが確認

された｡

I S q
-

0 0 H の 化 学構造と し て は ､ M S や N M R の 結果や s q
-

oo H 関連の 文献デ ー タ か

ら､ そ の 主要 な生成物の 一

つ と して S q の 末端 二 重結合の - 箇所に -

0 0 日 基が 1

個導入され た 2 -

h y d r o p e r o x y s q u a l e n e で あ る こ とが推察された｡

_ i

O H

≒さ､ ら .
. ち .. も ､

､
ミさ . .
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･ 実 際の ヒ ト皮膚上 で は ､ S q
-

0 0 日 生成は 日常生活 の紫外線量 U V -

A 照射 で

起 こり ､ 個体差が大き い もの の ､ 皮膚 1 c m
2
当 たり数 1 0 p m o l e か ら最高で約 1

n m o l e 程度存在 して い る こ とが確認された｡

I S q
-

0 0 H の分解は ､ 光 照射の ほ か熱や金属触媒 ､ ある い は還元物質に より容易

に起き る こ とが l
'

D V l

'

t T O で確認 されたo h e m a t i n 分解に よりス ー パ ー オ キ シ ド

ア ニ オ ン の よ うな活性酸素種も検出され て い る可能性 があり ､ こ れ ら活性酸素

が S q
-

0 0 H E こより皮膚内外 で発 生 し､ 様 々 な皮膚生理 ( 毒性) 作用を引き起 こ し

て い る こ とが推察された ｡ そ して ､ 後述す る皮表角化 の克進 に よる コ メ ド形成､

皮膚表 面 形態変化 ､ 皮膚内酸化 ス ト レ ス の発 生 ､ また真皮で は コ ラ ー ゲ ン の 減

少 と シ ワ の発 生等 の 様 々 な皮膚 - の 作用に ､ S q
-

0 0 H 由来 の 活性酸素が関与 して

い る可能性 が示唆された ｡

-

38
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韮 ｡
ス ク ア レ ン モ ノ ヒ ド ロ ペ ル オキ シ ドの 皮膚毒性作用

緒言

S q は 酸化 されやすく ､ 化粧 品原料の S q は新鮮な ロ シ ト原料に 比 べ 時 間の 経 っ

た ロ ッ トの S q に は ウサギ皮膚
一

次刺激性があり ､ 細胞毒性も出現 して く る こ と

を見 出 した
3)
o s q 過 酸化物 臥 健常皮膚上に存在す る過酸化物 で あるが ､ 紫外

線暴露 に より過剰に存在 した場合 ､ あ る い は慢性 的な暴露 に よ る累積的な酸化

的 ス ト レ ス に よ り ､ 皮膚に 対 して も何 らか の 作用 を示す こ とが 推察され るが ､

明確 なデ ー タ は得 られ て い な い o そ こ で ､ S q
-

0 0 H の皮膚に対す る毒性ポテ ン シ

ャ ル を調 べ る為 に ､ 動物皮膚に 対す る皮膚
一

次刺激性と累積刺激性お よび コ メ

ド誘発性 に つ い て検討 した ｡ また ､ 累積塗布 に より皮膚表面 に シ ワ 形成が観察

された の で ､ 皮膚表面 形態観察を角層テ - プス トリ ッ ビン グ法に より評価 したo

また細胞 レ ベ ル で の 毒性評価を調 べ る為に ､ 皮膚培養細胞を用 い た細胞毒性 に

つ い て も検討 した｡

1 . 皮膚刺激性

S q
- 0 0 H の 皮膚 - の 刺激性評価をウサギ皮膚

一

次刺激性 ､ モ ル モ ッ ト皮膚累積

刺激性試験､ 並び に - ア レ ス マ ウ ス 累積塗布試験を実施 し､ S q -

0 0H の皮膚刺激

性を評価 した ｡

1
･

1 . 実験材料および方法

･ 検体

精製s q ( シ グ マ 社製) 1 0 g を シ ヤ - レ 一 に入れ ､ 紫外線蛍光灯 ラ ン プ(B LB -

2 0 ､
･

東芝) 5 本を光源と し ､ . エ ネル ギ ー

強度 5 0 0 0 LL W / c m
2
で 1 時間照射 した｡ 酸

化 S q は､ メ タノ 1 L , 1 5 m L で 2 回抽出後､ 窒素ガ ス で濃縮 して か ら溶媒を エ タ

-

3 9
-



ノ ー

ル に置換 した もの を S q 過 酸化物 (s q
-

O OH) と した(1 章 l -

1 参照) 0 BfiP , Clip

は ､ 市販 の S i g m a 社製試薬をそ の まま エ タノ ー

ル で 希釈 し て用 い た｡

｡

ウサ ギ皮膚
一

次刺激性

日本白色種ウサギ (J ･ W ､ 雄) を用 い た皮膚
一

次刺激性試験を実施 した｡ 各濃

度に調製された S q
-

0 0 H ( メ タ ノ ー

ル 溶媒) を毛刈りされた健常皮膚 ( 塗布 面積

2 ･ 2 5 c m
2
) に 0 ･ 1 m L 開放塗布 したo 判定は塗布後 2 4 , 4 8 , 72 時間目に肉眼判定

した o 判定基準は ド レイ ズ法 4 4' に従 っ て 判定 し点数化 し､ 皮膚刺激指数p ri m a r y

l r r i t a t i o n l n d e x ( P , Ⅰ. Ⅰ) で 表 した ｡

･ 累積刺激性

H a r t l e y ♀ モ ル モ ッ ト腹側 部 (塗布面積 1 c m
2
) に検体 o . 1 m L を連 日開放塗

布 し､ 翌 日肉眼判定 し ス コ ア 化 した｡ 判定基準は ､
■
反応な し -

0 点 ､ わず か な

紅斑 - o ･ 5 点 ､ 明らか な紅斑 - 1 点 ､ 紅斑 ＋ 浮腫 - 2 点で ､ 点数 を算出 した｡

ヘ ア レ ス マ ウ ス を用 い た累積試験 で は ､ 3 週 間連続塗布 した場合の皮膚変化

を肉眼判定 した｡ - ア レ ス マ ウス の 背部皮膚全面 (約 2 0 c 皿
2
) に検体を o . 2 m L

( 正 中線 をは さん で ､ 左右に 0 ･ 1 m L ず つ) の 開放塗布 を行 っ た. 塗布 臥 1

日 1 回塗布 で 3 週 間連続塗布 した｡ 溶媒対照群と して は ､ エ タノ ー

ル の み を･

同様に塗布 した ｡ 判定は ､ シ ワ の程度を0 ( 無 し) - 3 点 ( 深 い シ ワ) の 4 段

階で ス コ ア 化 し､ C u m u l a t i v e S k i n l r r i t a t i o n を算出 した｡

･ 角層テ ー プ ス トリ ッ ビ ン グ法 に よる皮膚表面形態観察 45)

S q
-

0 0 H の 各濃度( 1 - 3 0 m M) を - ア レ ス マ ウ ス 皮膚に 3 週 間開放塗布 し(累

積塗布 の動物を使用) ､ セ ロ ハ ン粘着テ ー プ ( ニ チ バ ン ､ 幅 1 8 m m) で角質細胞

をテ ー プ ス トリ ッ ビ ン グ法で採取 し､ 染色 して顕微鏡観察により判定 した｡ 被
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検部位に粘着テ ー プ を圧着 し ､ 皮膚表面細胞 を採取する｡ こ の テ ー プ をス ライ

ドガ ラ ス 上 に圧着して角質細胞 を転写する . そ して ､ キシ レ ン に
一

昼夜浸漬さ

せた後 ､ キ シ レ ン を乾燥させて か ら､ ブリリア ン トグリ ー

ン 0 . 5%
-

ゲ ンチ ア ナ

バ イ オ レ ッ ト 1 % の 混合液で 1 0 分間染色 し､ 乾燥させ て か ら顕微鏡観察を行 っ

た｡ 判定基準は ､ 配列不規則性 (i r r e g u l a r i t y) , 重層剥離 ( t h i ck a b r a si o n) ,

核 ゴ ー ス ト ( n u c l e a r g h o s t) 有核細胞 ( n u c l e a t e d c o r n e o c y t e) に つ い て 0 点

( ほ とん ど正常) - 3 点 (変化 が大 き い) まで の 4 点 ス コ ア 法 で算出 し ､ 動物群

の 平均 で 表 した (橿淵ら の規準
4 6)
に準拠) 0 1 標本あたり 5 0 偶の 細胞 を無作為

に選び判定基準に従 っ て ス コ ア化 した｡

1
-

2 . 結果

･ 皮膚
一

次刺激性

- - ← S q
-

0 0 H ♯ C H P ‥

☆ - B H P

×
4

名 3 .5
i =

= 3
1B 2 .5

.B 2
i

上
1 .5

富 1
･喜 o .5
c L
o

1 1 0 1 00 1 00 0 1 0 0 0 0

c o n c e n t r ati o n ( n m ol e / c m
2
)

F ig .1 3 C o m p a ri s o n o f p 皿 a r y S k i n i r ri t a ti o n
■

c a u s e d b y v a ri o tl S m O n O h y d r o p e r o x id e s ･

ウサギ皮膚で は S q
-

0 0 Ⅲ の場

合 ､ 1 0 0 n m o l e ぐらい か ら 一

次

刺 激 性 が 出現 し は じ め ､ 3 00

n m o l e 付近 で は浮腫 を伴 っ た血

管透過性 の 克進が認 められた

.(F i g . 1 3) . こ れ に 対 し､ C 肝

や B H P は S q
-

0 0 H よりも明 らか

に低 い皮膚 一

次 刺激性を示 し

た ｡

･ 累積刺激性

モ ル モ ッ ト皮膚 に対 し S q
-

0 0日 の 1 0 0 n m o l e 以下の 濃度で累積刺激性を検討 し

- 4 l -



た｡ そ の結果 ､ 3 7 , 5 n m o l e で塗布 2 日 目か らわずか な紅斑が出現 し始め , 低濃

度 9 . 4 n m o l e 塗布 で も､ 繰り返 し塗布 する こ とで刺激性が出現 し (F i g . 1 4) ､ 累

積刺激性を有 して い る こ とが明 らかとな っ た ｡

1 .4

.萱 1
.
2

空 .

雪B:二;
'

j =

i; 0 ･4

≡

a O ･2

- ＋ - 3 7 .5 n m o [e / c m
'

ー 1 8 .8

- -

9 .4

I - 0

I

J*
.

/
/

/

0 1 2 3 4

D a y

Fig . 1 4 C u m t Ll ati▼e s kil l i mi t aio n of S q
- 0 0 且 t o th e G t ti n e a p lg ･

( N = 3)

累積 に 関 して は , - ア レ ス マ ウス を用 い た 累積試験も実施 し､ 紅斑以下甲濃度

(s u b -

e r y t h e m a -d o s e) で あ る 1 0 m M の S q
-

0 0fI を 3 週間塗布 した結果 ､ 皮膚表

面形 態が 明 らかに変化 し､ シ ワ 様 の 皮膚が観察され た (F i g . 1 5) 0

( A) E t h a n ol t r e a t m e n t ( B) S q 1 0 0 H t m a t n e n t

F ig .1 5 S ki n s tl rf a c e of h ai rl e s s n o tLS e t r e at e d wi th eth a TL Ol o r S q
- 0 0 Ⅱ ･

A 二 E th a n d t r e atJ n e n t B : S q
- 0 0 E tr B 血 1 00 t .
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･ - ア レ ス マ ウス の皮h にお ける累積刺資性

s q
-

oo H を - ア レ ス マ ウス に 3 週間､ 1 ､ 3 ､ 1 0 ､ お よび 30 d 濃度で連続塗布 し

た時の果横刺激性 を経時的に 肉眼判定 した ｡ そ の結果 ､ 濃度 1 0 m 臥 3 0 m W で ､

塗布開始 5 日目か ら シ ワ形成が認められた (Fi g , 1 6) ｡ 溶媒と して メ タノ
ー ル を

用 い た場合､ エ タ ノ ー ル とほ ぼ同等 の作用 で あ っ たo 3 m M では 1 0 日目か ら シ ワ

形成が認められ ､ 1 m W で は肉眼的な シ ワ帝発 は観察されな か っ たo

○

:≡

壱
i
t

S
O
O

也
O

(⊃

D a y

M･__
5 年丁 /･ H 舶

M 脚 O 貯 Eth i rt

ち
.
岬 ′室車

O Or V

≡師b t
.
顛 O O H

1■T d M■革軒 O
pO

N 噛

a 由
÷

qJ

Fig .1 6 W d tlkl e fo r Ⅱla ti o n of h ai rl e s s 皿 O q S e S ki n t r e at ed wi th S q 1 0 0 耳 .

I S q- Ⅷ 塗布皮膚 の テ
ー プ ス トリ ッ ビ ン グ法による皮Jf 表面形態観察

肌荒れ時に は 角層 の タ ー

ン オ ー バ ー が元進 し､ 不全角化が起 こ り核が残存す

る有核細胞が角層中に 認 め られ , 酉己列 の乱れ と重層剥離も観察され るo そ こ で ､

テ ー プ ス トリ ッ ビ ン グ法 によ る皮膚表面形態観察を行い 以下 の 結呆を得た｡

ー4 3
-



T a ble ･ 1 瓦ffe ct o f S q
- 0 0 濫 a p plic aiio n f o r 3 w e ek s o n e x f oli ati v e cyt olo g y i n h ai rl e s s

m o ⅦS e C O r n e O C yt e .

S a m p l e I r r e g u l a r i t y T h i c k a b r a s i o n Gh o s t N u c l e a t e d

N o
-

t r e a t o . 6 j = 0 . 5

C o n t r o l 0 . 8 ± 0 . 4

S q
-

O OF 1 m班 0 . 8 ± 0 . 4

3 m M 1 . 8 ± 0 . 4

10 m M 2 . 6 ± 0 . 5

3 0 m M 3 . 0 ± 0 . 0

1 . 0 ± 0 . 7

1 . 0 ± 0 . 7

1 . 6 ± 0 . 5

2 . 8 ± 0 . 4

3 . 0 ± 0 . 0

2 . 8 ± 0 . 4

1 . 6 ± 0 . 9

1 . 2 ± 0 . 8

2 . 0 ± 1 . 0

1 . 8 ± 0 . 8

1 . 4 ± 0 . 5

1 . 2 ± 0 . 4

0 . 0 ± 0 . 0

0 . 0 ± 0 . 0

0 . 0 ± 0 . 0

0 . 6 ± 0 . 9

1 . 6 ± 0 . 5

1 . 6 ± 0 . 5

M e a n ±S . D . ( N - 5 ) c o n t r o l : E t h a n ｡ 1

そ の 結果 ､ T ab l e ･ 1 で示 した ように 3 週 間 の S q
-

0 0 H 連続塗布 で配列不規則性

と有核細胞 の増加が s q -

o ofI の 塗布濃度依存的 に認 め られ ､ 重層剥離の 程度も対

照とな る エ タノ ー

ル 塗布部位 に比 べ て有意に多く観廃され た ｡ こ の 結果 か ら､

S q
-

OO E 塗布 は表皮層の 肥厚化 と過角化 を生 じさせ る ととも に t u r n ｡ v e r 速度 を

速め､ 表皮細胞 の核が完全 に 消失 しな い 内に角質層 - 押 し上げ られ る不全角化

が起き て い る こ とが 明らか とな っ た｡

卜3
. 考察

S q 過酸化物の皮膚刺激性に つ い て は ､ ヒ ト
10) やウサ ギ

3)
の 報告が あり ､ ウサ

ギの 場合 ､ 新鮮 なs q は皮膚刺激指数 (p . Ⅰ. Ⅰ) が o . 8 3 で ある の に対 し､ 酸化 し

た S q の P ･ Ⅰ･ Ⅰ は 2 . 8 9 を示 し､ S q は明 らか に酸化 に よる刺激性克進が観察され

たo 今 臥 再度s q
-

o oH で検討 した結果 ､ 同様 に 明 らかな刺激性が認 め られた ｡

動物実験 の場合 ､ s q
-

o oH が単位皮膚 c m
2

当たり数1 0 n m o l e 量で ､ 動物皮膚 に

何らか の 作用 を示す こ とが示 され た｡ 特 に 累積される こ とで ､ 低濃度で も何ら

か の皮膚所見が観察された｡ 実際の ヒ ト皮膚上で の S q
-

0 0 H 最大存在濃度が約 1

-

4 4 -



n m o l e 前後とすると､ そ の 1 0 倍濃度か ら皮膚に 対 して刺激性が出現す る こ とが

明 らか に な っ たo 動物皮膚は ヒ ト皮膚 に比 べ て感受性が高い の で _

. 実際の 皮膚

上 どの 程度 の S q 過酸化物が存在す ると ､ 皮膚に影響を与えて い るか判断するの

は ､ 今回 の デ ー タ だ けか ら判断する の は難 しい ｡ しか し､ ヒ ト皮膚上 で常時生

成され て い る こ とを考える と､ S q 1

0 0 H が皮膚に何 らか の 作用 を与えて い る可能

性 は十分に推測する こ とが考えられた｡

皮膚上 で は ､ 生成 された S q 過酸化物のうち､ ある もの は洗浄除去され ､ 汗や

他 の皮膚上 の 油と ともに除かれ て しまう で あろう
46)
｡ しか し､ 河野 らは残 っ た

S q
-

0 0Ii が他 の脂質ク ラ ス に連鎖的反応 で ラ ジカ ル を伝播 して い る可能性 を報告

した
47)
｡ しか しなが ら､ S q

-

0 0H の 他 の 脂質との反応 性を考える と､ 直接的な反

応 は 起 こ り にくく ､ む しろ S q
- 0 0 H その ままの 形 で経皮吸収され て ､ 代謝されて

分解 し毒性が発現 して い る可能性も考えられた ｡ S q
-

0 0Ⅲ の 作用 に比 べ ､ 還元 さ

れ た S q
-

O H に は全く刺激性が認 め られな い こ とを考える と､ -

o o H 基 を有す る過

酸化脂質由来の ラ ジカ ル に起 因 した (酵素蛋 白 ･ 核酸 の 変性 によ る) 皮膚刺激

性 の 可能性が考えられた｡

S q
-

0 0 H が皮膚に 累積塗布され る と､ 明らか な表皮肥厚が病理所見 で得られ る

(第Ⅲ章 の 1 参照) と同時に ､ 皮膚 t u r n o v e r - の影響も考えられた｡ 中山らは ､

正 常人 の腹部皮膚に S q
-

0 0 H を ､ 実際の 見た目で は紅斑や浮 腫の ような炎症反応

が観察されな い濃度で塗布 し ､ t u r n o v e r 速度 (表皮細胞 が角質細胞と して 剥離

す る速度) を測定 した結果 ､ 対照部位 の ア ル コ ー

ル 塗布部位に 比 べ て有意に速

くな っ て い る こ とを報告 した
4 8)
. s q

-

o oH 塗布 で の皮膚 t u r n o v e r の 克進作用 は ､

- ア レ ス マ ウス 皮膚 でも 明ら かとなり ､ 実際の ヒ ト皮膚と同様な現象が起きて

い ると考えられた｡

- 4 5 -



2 . コ メ ド形成作用

コ メ ド ( c o m e d o) と 臥 ニ キ ビ発症初期時に形成され る面魔 の こ と で あり ､

ウサ ギ の 耳介内側皮膚に連続 して被験物質を塗布す る こ とで ､ 面頗形成能を容

易に検出す る こ とが でき る o 今まで に ､ 多種類の 化学薬品 4
9
,
5 0'
や化粧 品原料

5 1,

で コ メ ド誘発物質が認 め られ ､ 最近 で は皮膚ガ ン誘発物質に強力 な コ メ ド誘発

性があ る こ と か ら ､ 皮膚発 ガ ン物質 の短期 ス クリ ー

ニ ン グ系と して コ メ ド誘発

性が注 目され て い ろ
52)
o また ､ ヒ ト皮脂 の 連続塗布 で も ､ コ メ ドが形成す る こ

とが知 られ てお り
5 3)

､ 含有す る トリ グリ セ ライ ドか らの 遊離脂肪酸 で ある オ レ

イ ン酸や ラ ウリ ン 酸に よ る表皮の 過形成に よる もの
4 9)

､ ある い は分子内に不飽

和 二 重結合を有す る S q やオ レイ ン酸の 過酸化物に よ る もの 54) 等が報告され て い

る｡ しか しなが ら､ s q 過酸化物 の 報告例 で は ､ 過剰 の 紫外線照射により現実 の

皮膚上 で は存在 し得な い濃度 で コ メ ド形成が評価され て い た 54'
｡ そ こ で ､ こ こ

で は S q の 紫外線照射物を 日常 レ ベ ル の U V I

B 照射操作で調製 して コ メ ド藤成を

評価 し､ 更 に ､ 初期生成物 で ある S q -

0 0= に つ い て 同様 に コ メ ド形成に つ い て評

価 した
5 5)
｡

2
-

1 . 実験材料および方法

･ 検体

精製 s q( シ グ マ 社製) 1 0 g を シ ャ
ー

レ 一 に入れ ､ 紫外線蛍光灯ラ ン プ(B L B -

2 0 ､

東芝) 5 本を光源と し､ エ ネ ル ギ ー

強度 5 0 0 0 〟 W / c m
2
で 1 - 3 時間照射 した ｡

過 酸化 S q は ､ 更 にメ タノ ー

ル 15 血 で 2 回抽出後､ 窒素ガ ス で濃縮 して か ら溶

媒を エ タ ノ ー

ル に 置換 したも の をS q 過 酸化物(s q
-

O O H) と した(1 章 1 -

1 参照) 0

また ､ 別途に最高5 0 m M 濃度 の L P O 値を有する過酸化 S q の メ タノ ー

ル 抽出液を

調製 し､ コ メード試験に供 したo s q -

o 馴ま､ N a B H 4 を用 い て冷メ タノ
ー

ル 中で S q
-

0 0 H

-

4 6
1



を還元 し ､ 蒸留水 を添加後 ク ロ ロ フ ォ ル ム で抽出 したもの を用 い た｡ 還元 体の

確認 は C L -

H P L C 分析 を用 い た. BfP , C壬肝 は ､ 市販 の S i g m a 社製試薬をそ の ままメ

タノ
ー

ル で 希釈 して 用 い た｡

｡ コ メ ド誘発 性

著者らが開発 した D e r m a s c o p e を用 い る計測法
56)
にて ､ 形成された コ メ ドの

直径を求め ､ コ メ ド誘発性 を評価 した｡

方法 は ､ ウサギ耳介内側皮膚中央部に ､ 1 . 5 c m 角 の 窓を開けた パ ッ チテ ス ト

用粋創膏テ ー プ (リ バ ー テ ー プ製薬製) を F i g . 1 7 の よう に貼付 し､ 検体を検体

0 ･ 1 m L を開放塗布 し､ 週 3 回 で 2 週 間 (計 6 回) 開放塗布す る｡ 判定は塗布 2

週 間後 に 形成された毛包 開 口部 の皮疹 を ､ フ レ キ シ ブ ル マ イ ク ロ ス コ ー プ

(D e r m a s c o p e Y D S -

9 0 ､ ( 樵) ヤ ヨ イ) を接続 したテ レ ビ モ ニ タ ー 上 で 2 0 0 倍

に 拡大 し､ 1 箇所 の塗布部位あたり 1 0 個の コ メ ドを選び ､ その 直径 をデジ タ ル

ノ ギ ス ( ミ ツ トヨ 製) で計測 し､ 平均値を求めた｡

円e xib1 8

p r ob o

盟
匝】

/
I[

冗 2 0 0
⊂]

D 8 r m a S 00 p e vid e o r n o nilo r
M od el Y ･ D S9 0

ロ
⊂= コ ロ

Ⅵd e o r 8 C O rd e r

VTId e o p d nt 8r

F ig ･ 1 7 S d l e m a Of t h e a p p a r at tl S f o r th e c o m e d og e mi c t e st .

-
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2 ･

2 . 結果

･ 紫外線照射 s q の コ メ ド誘発 性

0 .3 5

言Z芸
竜 o .2 0

o
g
o .1 5

0

t

8 o
.
1 0

層 o .o 5

･

Q
g O ･0 0

D 1 h r 2 h r 3 h r

U V -

ir r a d ia t e d ti m e

F i g ･1 S C o m e d o g e n i cit y o f tT V
- A -i r r a di a t e d s q u al e n e

( *: p く0 .0 5
,
t l e st )

過酸化 S q そ の も の の

± メ ド活 性 を検討 した

とこ ろ ､ t Ⅳ
-

B 照射時 間

に依存 して ､ S q に コ メ

ド誘発 活 性 の 上昇が 認

め られ た｡ 特 に ､ 2 時間 ､

3 時間 で有意に コ メ ド径

の 増 加 が 観察 さ れ た

( Fig .1 8) .

｡ メ タ ノ ー

ル に よる コ メ ド誘発活性 の抽出

過酸化された S q か ら極性物質を抽出す る為に ､ メ タノ ー

ル溶媒で抽出 した S q

に つ い て コ メ ド活 性 を調 べ た｡ そ の 結果 ､ メ タ ノ ー

ル で 抽出洗浄された残漆 の

′
一
ヽ

≡
≡
ヽ■ .J

■

O
｢ コ
q)

≡
0
0

L >

0

L

q )
●トJ

a)

≡
【ロ

i5

0
.6

0 .5

0 .4

0 .3

0 .2

0 .1

( N - 3)

S q u aJ e n e U V l
'

r r a d i a t e d M e 廿1 a n O[

S q u a le n e w a sh e d
-

U V

ir T a di at e d S 匂u a J e n e

F ig .1 9 E ffe ct of M eth a n ol e xt r a ctio n o n

c o m e d o g e n i city o f IT V
-i r r a d i at e d S q tL al e n e
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S q に は､ コ メ ド

活 性 は 認 め ら

れず､ コ メ ド活

性 物質 の ほ と

ん ど は メ タ ノ

ー

ル 溶 液 に て

抽 出 され た こ

と が 示 さ れ た

(F ig .1 9) o



｡ 過 酸化 S q か らの メタ ノ ー

ル 抽出液お よび s q -

o o E の コ メ ド誘発活性

過酸化 S q か らメ タノ ー ル 抽出 し L P O 値が 2 , 1 0 , お よび 5 0 m M 濃度の溶液を調

製 し コ メ ド活 性 を測定 した結果 ､ 濃度依存的な活性増加が観察された(F i g . 2 0) 0

また､ こ の メ タ ノ ー

ル 溶液か ら H P L C で 分離精製 した S q
-

0 0 H の 1 , 3 , および 1 0 m M

0 .4 5

0 .4 0

0 .3 5

∈

5 0 .3 0

0

召 0 .2 5
E

8 o .2 0
L ト
0

旨 0 ･1 5
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.壁
C )
o .o 5

0 .0 0

O m M 2 m M 1 O m M 5 0 m M

( M et h a n e( o n一y) ( N = 3)

Fig 12 0 D o s e -d e p e n d e n t c o m e d og e n ie a c ti viti e s

o f m e th a n o l e .¥ t r a r .t s f m m T T V _ ]

'

T
･

r 3I d l
'

如 e d

0 .4 5

0 .4

0 .3 5

o
O ･ 3

｢ コ

芦 o ･ 25
⊂)

ヱ o .2
0

旨 0 .1 5
J J

¢

忘 0 ･l

a
-

o .o 55

0

0 m M l m M 3 m M I O m M

( M et h a n ol o n(y)
C o n c e n r a ti o n o f S q

1

0 0 H

F ig ･ 2 1 D o s e - d e p e n d e n t c o m ed o g e n i c a cti v iti es of S q - 0 0 H .

の検体に つ い て コ メ ド活性 を計謝 した結果 ､ 1 m M 濃度で も有意な コ メ ド活性 が

観察された (F i g . 2 1) 0

･

S q
-

O O H 還元対処理 による影響

S q
-

0 0 日 を N aB 日4 で 還 元 し た

s q u al e n e
-

m o n o h y d r o o 由 d e (S q
-

O H)

に つ い て コ メ ド誘発 活性 を測定 し

た｡ そ の 結果､ 1 0 m M の S q
-

0 0H k 比

べ て ､ 明 らか に コ メ ド誘発括性が消

失 し て い る 結 果 が 得 ら れ た

(F i g . 2 2) 0

0 .4

i
o

;:
5

3
0
'

てI

萱
o ･2 5

a 0 .2
0

a o .1 5
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･

s q
1

0 0 江 と他 の過 酸化物と の 比較

s q 1 0 0fT と同様 な m o n o h y d r o p e r o x i d e で ある B H P と CI肝 に つ い て ､
コ メ ド誘発括

性を比較 した. そ の 結果 ､ BI 肝 や

c w は S q - 0011 が明らか に コ メ ド誘

発性を示す 1 0 地 溝度で は ､ 全く

コ メ ド誘発 活性 が 認 め られ なか っ

た (F i g . 2 3) o

･ コ メ ドの病理写真

s q - o o H の 1 0 m M を 2 週 間塗布 し

ウサギ耳介内側皮膚 の病理標本写

真をF i g . 24 に示 した｡

g

局
≡

8
LH

0

麿
畠
I
a

30

2 5

2 0

1 5

1 0

0 5

0 0

M e th a n oI S q1 0 0 H B H P C H P

( 1 0 m M )

Fig . 2 3 C o m p a ri s o n o f c o n e d o g e Jli c a ct
iv iti e s

c a tIS ed b y v a ri o t IS h y d r o p e r o l id e s ･

F ig ･2 4 Ⅱist ol o gic al r
l ILdi 皿g O f t h e r a bt)it e a r 写ki n t r e at ed wi th l O 皿 M S q

- 0 0 Ⅱ･

A : M et h a n o l ( V e h l Cl e c o 血 o1) B : 1 0 m M S q
1 0 0 tl t re 8t n e n t . ( × 9 S) . T h e p h o t o B s h o w e d m a r k e d h y p e r pl a si a a n d

b y p e [k e r at o si s o f ep 血 elll m i n th e f olll C 血 i n fu n d ib 血 皿 , a n d m o d e r a te i 曲 a t
1 0 Z1 0 f i n A 紅 Ⅲ 血 o r y G e n s i n th e

d 亡r m i s .

対照部 位 (A) に 比 べ て (B) は ､ 毛包 部周 囲の 表皮 の 過形成と過 角化 が顕著

で あり､ 真皮で は 中程度 の炎症性細胞 の浸潤が観察されたo

- 5 0 -



2
-

3 . % *

紫外線照 射 された S q に コ メ ド誘発活性が 知 られて い るが 5 4' ､ 実験に用 い た S q

過酸化物 は過剰な紫外線照射 により調製され て い るた め ､ S q
-

0 0 日 以外 に ア ル デ

ヒ ド類､ e p o x i d e 等の 低分子化合物や ､ s q の d 卜 ､ t r i - O o H 体が混合 した s q 過

酸化物 で検討 したも の で あ っ たo そ の 為､ ヒ ト皮膚上 で実際に存在す る S q 過 酸

化物 で の コ メ ド誘発作用 に つ い て は 報告 されて お らず ､ また ､ s q の紫外線照射

により生成され る初期生成物 s q
-

o ofI の 活性 に つ い て も全く知 られ て い なか っ た.

そ こ で ､ 日常生活 下 で も被照射可能な エ ネル ギ ー 量 で 生成され る物質 に つ い

て 検討す るた 軌 5 0 0 0 LE W / c 皿
2
の エ ネル ギ ー

量 で 1 - 3 時間照射 した S q 過酸化

物に つ い て ､ そ の コ メ ド誘発 活性成分を調 べ たo そ の結果 ､ S q
-

0 0 H 8こ強 い 活性

が認 め られ ､ そ の 作用 は 0 0H 基が還元 された O H 基 で は発現 しない こ とか ら､

S q
‾

0 0日 の 分解され た ラ ジカ ル ､ ある い は活性酸素に よる作用 で ある こ とが推察

された｡ また ､ 同様 な o o H 基 を有す る BfiP や cH P に は 1b m M 濃度で は誘発活 性

が認 められ な か っ た こ とか ら､ s q
-

o o H E こ特異的な作用 で ある こ とも考えられた｡

経度 吸収性や分解様式 ､ 皮膚刺激性や累積性等 の違 い が これ ら の 差異とな っ て

い る の か も しれ な い ｡

S a i n t
-

L e g e r らは
5 7)
､
ニ キ ビ患者 の皮膚 コ メ

､

ドか ら取り出され た高極性脂質

(C 叩 p O u n d D) が s q の 過酸化物質で あり ､ コ メ ド誘発物質で ある こ とを報告 し

て い るが ､ T L C 分析 の R f 値か ら類推 して こ の 物質群は S q
-

0 0 日 で ある可能性が高

く ､ 今回 の 結果を支持す るも の で あ っ た｡ 実際の ヒ ト皮膚上 で の コ メ ド形成 に

S q
-

0 0 H が深く関わ っ て い る可能性が示唆された｡

今回 の 結果 か ら､ s q
-

o o 告 が最低 1 m M 濃度で も 2 週間塗布すれば コ メ ドが誘発

する こ とが 明 らか とな っ た ｡ 実際の皮膚単位面積あたり の濃度 に換算すると約

4 0 F L m O l e / c m
2
で あり ､ 皮脂中の S q 濃度(約 4 0 Jl g / c m

2
) か ら考えて かなり高濃で

ある ｡ しか し､ S q
- 0 0 H の 累積作用を考慮す ると ､ 長期間の 局所的な s q

-

o oH によ

-
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る酸化 ス ト レ ス は ､ 病理所見 で見 られ るような表皮肥厚や皮脂腺 の拡大を引き

起 こ し､ 結果的に皮膚に コ メ ドを形成す ると考えられた｡

ウサ ギ耳介皮膚 の コ メ ド形成 の病理学的特長 は ､ 表皮の 肥厚 と角化克進 ､ そ

れ に好塩基性細胞 ･ リ ン パ 球 を主 とす る細胞浸潤を伴う炎症性 の 反応 が主で あ

り､ 毛孔 は へ マ トキ シ エ オジ ン に好染色 の 角栓が充満 し て い る 組織像を呈 して

い たo s q
-

o o H の 酸化 ス トレ ス に より ､ 表皮か らは炎症性サイ トカイ ン が遊離さ

れ ､ 角化 が克進 しt u r n o v e r の 進 ん だ状態で 角化物が毛孔 に栓塞 して い る こ とが

類推された ｡ 皮脂腺 - の 作用 は比較的緩和 で あり､ ヘ ア レ ス マ ウ ス へ の 1 0 m M

の 累積塗布 に よ る作用 の ほうが ､ 皮脂腺の 拡大作用 に関 しては 大きか っ た｡

以 上 の こ とか ら､ s q
-

o oH は紫外線照射s q の コ メ ド誘発物質の 一

つ で あり ､ 実

際の ヒ ト皮膚上 に存在す る物質に よ る作用 で ある こ とを考える と ､ ヒ ト皮膚 -

の影響 の 一

つ と して S q
-

0 0H の作用 を考察 して い く上 で重要 で ある と考えられた｡

3 . 培養皮膚に対する細胞毒性

S q
-

0 0 H の 毒性 パ ラメ ー

タ の 一

つ と して ､ 細胞 レ ベ ル で の 毒性ポテ ン シ ャ ル を

検討す る為に ､ 培養細胞を用 い た s q
-

o o H の 1
･

B V l
･

t r o ,*m 胞 毒性試験を実施 した ｡

3 ･

1 . 実験材料および方法

･ ウサ ギ皮膚線維芽細胞 の調製

細胞は E x p l a n t c ul t u r e 法 に従 っ て ウサ ギ耳介皮膚 か ら初代培養の皮膚線維

芽細胞 を調製 したo すなわち ､ ネ ン ブタ -

ル 過剰麻酔下 で ウサ ギ耳介皮膚中央

部を切除 し､ 7 0 % エ タ ノ ー

ル で消毒後､ ピ ン セ ッ トで軟骨上 の真皮上部皮膚を

剥離するo 再度､ 7 0 % エ タノ ー ル で 消毒後 ､ 直径 6 m m の パ ン チ で 円形に打ち

-

5 2
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抜くo こ れ を洗浄溶媒 (1 0 0 u n i t の ペ ニ シ リ ン と ス トレ プ トマ イ シ ン ､ 0 . 2 5 〟

g / m L の フ ァ ン ギ ゾ ン入 りの E a g l e M E班 培養液) にて 良く洗浄 して か ら､ コ ラ ー

ゲ ン コ
ー

トした培養 di sh ( C ol l a g e n C e ll m a t r i x T y p e 卜 P ､ 新田ゼ ラチ ン)

に こ の皮膚片を載せ ､ 1 5 % 牛胎児血清(F C S) 含有 E a g l e M EM 培地 を満た し､ 9 5 %

炭酸ガ ス イ ン キ ュ ベ ー

タ
ー

内で培養 し､ 2 週間後 に皮膚組織か ら遊走 して い る線

椎芽細胞 を 0 ･ 2 5 % トリ プ シ ン で 剥離 して 集 めた｡ そ して ､ セ ル カ ウ ン トして

-

8 0 ℃凍結保存 し ､ 使用 時に融解 して 大量 に培養 して か ら使用 した｡

･ 毒性試 験法

9 6 ク ェ ル の マ イ ク ロ プ レ ー

トを使用 し､ 1 ク ェ ル あたり 1 0
4
細胞/ 0 . 1 m L を

10
0

/oF C S 含有 E a g l e 培地 で播種 し4 8 時 間後 に D M S O ､ ある い は メ タ ノ ー ル で各種

濃度に 調製 した s q
-

O O H , B 肝 , C 肝 / 培地 を細胞 に接触させ ､ 更 に 2 4 時間培養後､

細胞毒性 をN R ( n e u t r a l r ed 色素) 法 に て 評価 した｡ 最終の D M S O メ タノ ー

ル 濃

度は ､ それぞ れ 1 % に調整 したo 細胞 シ ー

トは P h o s p h a t e b u f f e r s a l i n e ( PB S ト))

で洗浄後 ､ 5 0 L L g / m L の N R を含む E a g l e 培地 を 0 . 1 m L 添加 し 3 時 間 3 7 ℃ の 炭

酸ガ ス フ ラ ン 器 内で培養 して か ら､ 培養上清を除き細胞 に取 り込まれた N R を測

定 したo すなわ ち ､ 固定液 ( 1 % フ ォ ル マ リ ン -

1 % 塩化 か レ シ ュ ウム) で細

胞 シ ー

トを洗浄 し､ 1 % の 酢酸 を含む 5 0% エ タノ ∵ ル 溶液を o . 1 血 添加 して 室

温に 1 5 分間放置後プ レ ー

トミ キ サ
ー で撹拝する. そ して ､ 抽出され た N R 溶液

を マ イ ク ロ プ レ ー

トリ ー ダ ー

の 波長 5 4 0 n m で 吸光度測定 し､ 対照ク ェ ル (培地

接触の み) を 1 0 0 % と したとき の 割合 ( % o f c o n t r o l) を算出 し､ 毒性 の 指標

と した｡
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3
-

2 . 結果

F i g ･ 2 5 は S q
-

0 0 H の 皮膚線推芽細胞 - の 毒性作用をD M S O 溶媒で調 べ た結果 で

ある ｡
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5 0 0 LL M 以上 で は完全 に t o x i c で あり ､ こ の 試験系 で の I C 5. 値 (N R の 取 り込み

量が対照ウ ニ ル の 5 0% となる試験濃度) は 1 0 3 〃 M で あ っ た｡

一 方 ､ F i g . 2 6 は S q
-

00 H
,
B H P , C B P の 三 つ の m o n o h y d r o p e r o x i d e を比較 した結

果を示 した . 毒性 は ､ 皮膚
一

次刺激性と同様 に S q
-

0 0 朗ミ最も毒性が強く ､ 以下

B H P
､ CfiP の 順で毒性が減弱 し て い っ た｡

-
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三卜3
. 考察

今回 の結果 か ら, S q
-

0 0 H に は皮膚 一 次刺激性と培養細胞毒性 の 発現が n m ｡ 1 e

レ ベ ル の オ ー

ダ
ー で 認め られ た. 皮膚 一 次刺激性 に関 して は , 実際の皮膚上 で

の生成量との 関係に つ い て 考察 して いく必要 がある｡. 皮 膚中に は , S q
-

0 0H を分

解す る物質や酵素系 (例 えば G S H -

p e r o x i d a s e 等) が存在す る の で , 過酸化物自

身 の皮膚 一

次刺激性 は予想 して い たよりは , 低 い もの で あ っ た｡ また , s q
-

O O H

が皮膚上 で絶えず生成され つ づ ける とす ると , 長期的 な皮膚累積刺激性 に つ い

て も検討を要する か も しれ な い ｡

細胞毒性 に つ い て は , 培地 中に含まれ る血清の 影響が大きく, S q
-

0 0fI の無 毒

化 へ 作用 して い る可能性があり, 絶対値的 に見 た場合 ､ 中程度の 細胞毒性 しか

示 さな か っ た ｡ 無血清培地 で の 細胞毒性 , ある い は検体接触時 に血清を含まな

い 状態で イ ン キ ュ ベ ー

卜すれば , 毒性検出感度は上昇す る か も しれな い ｡ また､

過酸化物 の溶剤と して D M S O とメ タノ ー

ル を使用 した時 で は ､ S q - 0 0fI の E C 5. 値が

異な り ､ メ タノ ー

ル を使用 した時 の ほうが毒性 は高く発現 して い た｡ こ の こ と

か ら､ 培地中で の 溶解性 ･ 分散性 によ っ て も毒性結果 は左右され る結果で あ っ

た
｡

- 5 5
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唾. 小括

I

S q 過酸化物 の皮膚 - の 刺激性 (毒性) を調 べ る為に ､ S q -

0 0H の ウサ ギおよび

モ ル モ ッ ト皮膚
一

次刺激性 ､
モ ル モ ッ ト皮膚累積刺激性を検討 した. S q 過 酸化

物は皮膚上 で生成され , 皮膚に何らか の 作用 を及 ぼ して い る こ とが考えられる｡

紫外線を照射 s q に つ い て は, 皮膚
一

次刺激性 培養細胞毒性 コ メ ド誘発性等

が報告され て い る｡ しか し, こ れ らの 検体は 過剰 の紫外線照射 した過酸化物 が

更 に 二 次 的に分解 し生成 した多数の低分子 ･ 揮発 性物質を含む混合物 で あり ,

実際の 皮膚上 で は生成 して い な い 物質で の 毒性評価 で あ っ た ｡ 皮膚上 で は, む

しろ穏やか な条件 で生成され る S q
-

0 0 日 が形成され , 更 に分解 して 二次的な分解

終末物質 に変わり , こ れ らの 混合物 に より様々 な毒性 を呈 して い る可能性が考

えられた ｡

･ そ こ で , 日常生活 レ ベ ル で暴露 され る 5 00 0 〟W/ c m
■2
の 照射量 で紫外線照射 し､

生成 され た S q
-

0 0 H の生体 - の影響 を考える為に , ウサギ皮膚 一

次刺激性及 び培

養細胞毒性を検証 した｡ そ の 結果 ､ 単位面積 (c 皿
2
) 当たりの LP O 濃度 ( n m ｡ 1 e)

で 比 較す ると ､ ウサ ギ で は 1 0 0 n m ol e ぐらい か ら 一 次刺激性が出現 し､ モ ル モ

ッ ト皮膚累積刺激性 で は､ 約 1 0 n m o l e の 低濃度で も､ 繰り返 し塗布す る こ とで

刺激性が出現 した｡ 以上 の 結果 か ら ､ 数 1 0 n m o l e オ ー ダ ー

で動物皮膚に何 らか

の作用 を示す こ とが示 され た｡ また､ S q
-

0 0H の 皮膚
一

次刺激性や培養細胞毒性

は ､ 類似 した m o n o h y d r o p e r o x y 体 で ある B 肝 や c 肝 よりも強 か っ た｡

･ コ メ ド誘発性 にお い て は ､ S q 過酸化物に活性が認 め られ ､ そ の 活性 はメ タノ

ー

ル で抽 出され ､ 活 性本体が s q
-

o oH で ある こ とが D e r m a s c o p e を用 い た コ メ 下

誘発試験 で明 らか とな っ た｡
一 方､ B H P-や c 肝 に は コ メ ド誘発 性は認 められず､

S q
-

0 0Ii に 特異的な反応で あっ た｡

-
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･ ヘ ア レ ス マ ウ ス 皮膚 - の連続塗布 で は ､ S q
-

0 0 H が肌荒れ (皮膚表面形態の 悪

化) ､ 皮膚水分低下作用 ､ および縮緬 シ ワ ( c r i nk l e) 形成作用を有 して い る こ

とを見 出 した ( 詳細はⅢ 章を参照) o これ らの 作用 も､ 同様な m o n o h yd r o p e r o x y

体で ある B H P や cfiP で は認 められず ､ また還元体の Sd
-

oH で も全く認 め られず､

S q
-

0 0 H iこ特徴的な作用 で あ る こ とが判明 したo
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Ⅲ
｡
ス クア レ ン モ ノ ペ ル オキ シ ド累積塗布 による シ ワ 形成

作用

緒言

Ⅱ章 1 で 示 され たように ､ S q
-

0 0 H の - ア レ ス マ ウ ス 皮膚 - の 累積塗布試験 で

明瞭な シ ワ様皮膚が出現す る結果が得られた｡ そ こ で ､ こ の 現象を更 に詳細に

検討す る為に ､ S q -

0 0H を 3 週 間累積塗布 した皮膚の 形態変化 (肌荒れ ､ シ ワ 形

成) を画像解析法に より定量化 し､ 肌荒れ シ ワ 様皮膚 の 程度をB 肝 ､ C 肝 ､ あ る

い は皮膚
一

次刺激性物質を累積塗布さ せた場合 の皮膚と比較 した｡ また､ 繰り

返 しの 紫外線照射 は ､ シ ワ皮膚を誘発させ る こ とが知 られ て い る の で ､ S q -

0 0 H

誘発 の シ ワ 皮膚と形態的 ･ 病理組織的変化 に つ い て比較 し､ S q
-

0 0日誘発 シ ワ の

特性 に つ い て 検討 した｡ また ､ シ ワ 形成の誘 因と して 皮膚真皮 マ トリ ッ ク ス 成

分の変化 ､ とりわ け コ ラ
ー

ゲ ン と酸性 ム コ 多糖 の 量的変化と皮膚表皮細胞 か ら

分泌され るサイ トカイ ン に着目 し､ S q
-

0 0 H 塗布 と紫外線照射に よる シ ワ 発生 メ

カ ニ ズ ム の 違 い に つ い て 考察 して みた｡

1 ･
ス ク ア レ ン モ ノ ペ ル オキ シ ド累積塗布に よる皮膚変化に つ い て

S q
-

0 0 H の皮膚累積塗布 に よ る肌荒れや シ ワ 様皮膚 に つ い て ､ 画像解析装置

を用 い て定量 し､ S q
-

O O H の 皮膚表面形態 - の作用 に つ い て検討 した｡ 更 に ､ 角

層水分含量 の測定と病理検査を実施 し ､ S q
-

0 0 H の皮膚累積刺激性 に つ い て詳細

に検討 した｡

卜1 . 実験材料お よび方法

･ 使用動物

ヘ ア レ ス マ ウス (H o s : h r -

1) 雌性 を日本 エ ス エ ル シ ー

( 樵) より 7 週令で入

- 5 8 -



荷し､ 2 週 間 の 予備餌育後､ 9 週令か ら検体塗布を開始 した｡ 動物数は
一

群 5

匹と し､ 無処置群 ､ 溶媒対照群 ( エ タノ ー

ル 単独群) を設置 した｡

｡ 塗布検体

精製 s q ( シ グ マ 社製) 1 0 g をシ ャ
ー

レ 一 に入れ ､ 紫外線蛍光灯 ラ ン プ

(B LB -

2 0 ､ 東芝) 5 本を光源と し ､ エ ネル ギ ー

強度 5 0 0 0 〃 W / 皿
2
で 1 時間

照射 した ｡ 酸化 S q は ､ メ タノ ー

ル 1 5 m L で 2 回抽出後 ､ 窒素ガ ス で濃縮 して

か ら溶媒を エ タノ ー

ル に置換 したもの をS q
-

0 0B 分画物と した ( 1 章 2 参照) o

更に H P L C で精製 した s q 1

0 0H に つ い て も
-

部の 実験 で使用 した｡ 過酸化物濃度

は ､ L P O キ ッ ト (協和 メデイク ス) で測定 して 3 0 LL m Ol e / m L エ タノ ー

ル 濃度 の

検体を調製 した ｡ 検体 の 希釈 は エ タノ ー

ル を用 い て 1 , 3 , 1 0 〟 m o l e / m L に調製

した ｡

B H P , C H P は ､ 市販 の S i g m a 社製試薬をそ の ま ま主タ ノ ー ル で希釈 して 用 い た.

還元 体s q
-

o 馴ま､ エ タノ
-

ル 中 で等モ ル の t r i p h e n y l p h o s p h i n e を添加 して作

製 した. 皮膚
一

次刺激性物質と して は s o di u m l a u r y l s u l f a t e (S LS) ､ お よ び

S q
-

0 0 E と 同様に c o m e d o g e n i c な作用物質 ( c o m e d o g e n) で ある n
-

t e t r a d e c a n e

に つ い て 0 . 5 % 濃度 で 実施 した ｡

･ 検体塗布法

ヘ ア レ ス マ ウ ス の 背部皮膚全面 (約 2 0 c 皿
2
) に検体を 0 . 2 m L ( 正中線 を

は さん で ､ 左右 に 0 . 1 m L ず つ) の 開放塗布 を行 っ た｡ 塗布 は ､ 1 日 1 回塗布 の

3 週間連続で塗布 した ｡ 溶媒対照群と して は ､ エ タノ ー

ル の年を同様に塗布 し

た｡

- 5 9 -



｡ 皮膚表面形態計謝

肌荒れ の各種 パ ラメ ー

タ (皮溝 ･ 皮丘数 ､ 水 平距離 ､ 及び不規則性) を計測

した. 皮膚の レ プリカ作製は ､ 即乾性 の シ リ コ ン ゴ ム (S I L F L O ､ F l e x i c ｡

D e v e l o p m e n t s) を用 い ､ ネガティブ レ プリカ を - ア レス マ ウス の 右側腹部皮膚

か ら検体塗布直前と屠殺直前 に採取 した ｡ ス ン プ 台紙 に貼付された レ プリ カ は ､

画像解析装置に より上記 の 各種 パ ラメ ー

タ を計測 した｡

方法 は ､ 曽根 らが 開発 した画像解析法
5 9) に準拠 し､ 皮膚表面立体画像 シ ス テ

ム 3 D Sk i n S c a n n e r (
一

丸 フ ァ ル コ ス) と A S P E C T ソ フ トウ エ ア ( 三谷商事) を使

用 した o す なわ ち､ 採取 され た レ プリ カ をに照 明装置 (L G 軒-

10 0
､ オリ ン パ

ス) に 3 0 度 の照射角度 で 光線を照射 し､ そ の 凹凸 に応 じた陰影 を実体顕微鏡

(S Z 6 0 4 5 T r p t ､ オ リ ン パ ス) に接続 した CC D カメ ラ (T ト2 3 A , N E C) で撮影後 ､

画像を白黒反転 して か ら画像解析装置 (I M M 2 5 6 V 8 ､ 三谷 商事) に入力 した.

そ して ､ 得 られたデ ー タ を 1 c m
2
あたり 2 5 6 分割され た領域中で Ⅹ (縦)

-

Y

( 棉)
-

z ( グ レイ レ ベ ル) にデ ジタ ル 化 し､ 3 D Sk i n S c a n n e r にて皮溝 ･ 皮 丘

数､ 水 平距離､ 及 び不規則性 の各パ ラメ ー

タ を算出 した ｡

･ 角層水分含量測定

高周波伝導度測定装置 (S K I C O N -

2 0 0 ､ I B S) を用 い て皮表角層の コ ン ダク タ

ン ス 値 を測定 し､ 1
'

B V l
'

v o で の 角層水分含量と した｡ 測定値は､ 同 一

部位 を最

低 5 回計測 し ､ そ の 平均値と した｡

･ 病理検査

S q
-

0 0 H 分画物を 3 週 間塗布 した - ア レ ス マ ウス 皮膚片を1 0 % 緩衝 ホ ル マ リ

ン (p H 7 ･ 1) に て 固定
I

L ､ 定法 に従 っ て パ ラ フ ィ ン包埋 して か ら6 - 1 0 LL m の

厚さに 薄切 し ､ - マ トキ シ リ ン ･ エ オ ジン (H . E) 染色後に顕微鏡観察を行 っ

-

6 0 -



た
｡

卜2 . 結果

･ 肉眼観察所見

S q
1

0 0 H 分画物 の 最高濃度で あ る 3 0 LL m O l e / m L 濃度で 臥 塗布 直後 か ら皮

膚炎症反応が出現 し ､ 5 日日頃 より鱗屑も認められ ､ 明らか な皮膚刺激性が

観察されたo ま た､ 同時に皮膚表面形態変化 ( とりわけ皮溝 ･ 皮丘) が顕著

となり､ 3 週 間継続塗布 した場合､ 強 い 皮膚表面 の 荒れと シ ワ の 形成が明瞭

で あ っ た ｡ 1 0 〟 m o l e / 血 濃度で も ､ 塗布 後 4 日間は僅か に紅班様反応 が 出

現 したが ､ それ以降は減弱 し ､ 代 わりに塗布 5 日 日頃より､ 明瞭な皮膚表面

形態の変化ととも に ､ シ ワ の 形成が観察され は じめ ､ 3 週間 で は 明瞭 で あ っ

た (F i g ･ 2 7) o 1 0 〃 m ol e 群 の 肌荒れ ･

シ ワ の 形成 は ､ 3 週 間目で は 3 0 〟

m ol e 群 と変わ らな い 程に 強 い 作用 が認 め られ た｡ 尚､ 溶媒の 比較の た め に ,

エ タ ノ ー

ル溶媒 とともに 1 0 LL m O l e 群 で はメ タ ノ 1 t, 溶媒に つ い て も実施 し

たo そ の 結泉 メ タノ ⊥ ル溶媒群の ほうがやや皮膚所見 で は 全般 的に エ タ ノ

ー

ル 溶媒群に 比 べ て 強 い皮膚反応が 出現 して い た｡

一

方 ､ 低濃度群 の 1 及 び 3 〃 m o l e 群 で は ､ 3 週 間の 塗布期間を通 じて 全く

紅班 は認 め られ無 か っ た o しか し､ 3 〟 m ol e 群 で は皮膚表面形態の変化が

2 週 間目頃 か ら目立 ち始め ､ また ､ 1 0 日日 ごろよ り シ ワ の 形成も認められ ､

1 0
,
3 0 〃 m o l e 群より は弱 い も の の ､ 明 らか な肌荒れ冗進が観察された ｡ 尚､

全動物とも塗布期間中で の 体重変動は ほ とん ど無く ､ 検体塗布 によ る体重 へ

の影響 は 認 められ なか っ た｡

-
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｡ 皮膚表面 の 形態変化 ､ 特に肌荒れ パ ラメ ー

タ変化

3 週 間目 の 肌荒れ の パ ラメ ー

タ と して ､ 皮膚 レ プリカ の 画像解析に より､ 皮

溝 ㌧変丘 の 数 ､ ピ ー

ク 間 の水 平距離 ( 間隔) ､ 及 び不規則性 ( 間隔 の標準偏

差) を測定 した結果をF i g ･ 2 8 に示 した｡ 塗布前後 に おける各動物 の パ ラメ ー

タ に つ い て 対応 の あ る t 検定 を実施 した とこ ろ､ 3 - 3 0 〟 m o l e 群 で検体塗布 に

より塗布前に 比 べ て皮溝 ･ 皮丘 の数 の減少 ､ ピ ー ク 間の 水平距離の延長 ､ 及 び

不規則性 の増加が有意に観察されたo 1 p m o l e 群で も統計的に は有意差は認

め られ な い も の の ､ 傾向は他 の 高濃度群と同様 で あ っ た｡ これ らの こ とか ら､

S q
-

0 0 H の 累積塗布 に よ り､ - ア レ ス マ ウ ス 皮膚上 で肌荒れ現象が濃度依存的に

発現 して い る こ とが明 らかに な っ た｡

･ S q 過 酸化物 の 特異性

同様な試験系 で ､ 精製 された S q -

0 0H に つ い て も検討 した. そ の結果 ､ S q
-

0 0 H

分画物 よ りやや強 い傾向を示 したが
､ 同様な皮膚表面形態パ ラメ -

タ
-

の 変

動が観察された (F i g ･ 2 9) o また､ 還元 したs q
-

o 引 こつ い て も同様 に検討 した

結果 ､ 全く皮膚表面形態に塗布前後で の 差 は認 め られ なか っ た｡

そ こ で ､ 類似 した有機 h y d r o p e r o x i d e で ある B B P と c 馴 こ つ い て 1 0 〃 m o l e

/ m L の濃度 で検討 した . その 結果 ､ S q
-

0 0 H に 比 べ ､ これ らh y d r o p e r o x i d e 体

は ほ とん ど皮膚表面形態の変化が認められなか っ た (F i g . 3 0) ｡ また ､ 皮膚 一

次刺激物質と して使用される界面活性剤 の S L S と強力な c o m e d o g e n で ある n -

t e t r a d e c a n e に つ い て ､ 表中 の塗布濃度 で検討 した場合は ､ S q -

0 0H と周 様 に累

積塗布 したが ､ 皮膚表面形態パ ラメ ー

タ の 変動は認 められ なか っ た｡

- 6 3 -
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次に ､ 皮膚角層水分含量 でそれぞれ の 比較を した結果 ､ S q -

0 0 H は塗布濃度 1 0

m M と 3 0 m M で ､ 5 日間塗布 で 明らか な角層水分含量 の低下が認められ ､ 角

層 バ
.
リ ア - の損傷が起きて い た (F i g . 3 1 (A) ) 0

一 方 ､ s L S の よう な 一

次刺激性物質はS q
-

0 0B と同様 に角層水分含量を低下さ

せ ､ n
-

t e t r a d e c a n e も低下傾向を示 したが
､
s q

-

o oH の 還元体 s q
-

o日 や B H P に は ､

角層水分含量 の低下作用 は認 められ なか っ た (F i g . 3 1 ( B) ) 0

角層水分含量を低下させ ､ 角層バ リ ア ー 機能 を破漬する こ とが 知 られて い る

S L S に は ､ S q
-

0 0 H の ような シ ワ 形成作用が無 い こ とか ら､
一

次刺激性物質が 必

ず しも シ ワ 形成能がある ､ とは言 えな い こ とが明らか とな っ た ｡

･ 病理所見

Fi g ･ 3 2 は ､ A が ヘ ア レ ス マ ウス 皮膚に溶媒の エ タノ ー

ル を 3 週 間塗布 した

もの ､ B が s q
-

o ofI 分画物を 3 週 間塗布 したも の で ある. 明らか な差と して は ､

A に比 べ て B で表皮 の肥厚 と皮脂腺 の肥 大傾向が認められたが､ そ の 他 の部位

では ､ 大 きな差異は観察されなか っ た｡

-
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卜3
. 考察

s q 過酸化物 の皮膚 - の 刺激作用と して , こ れまで皮膚 一

次刺激性や コ メ ド誘

発性を調 べ て きたが
, 実際の 皮膚上 で絶え間なく生成され暴露されて い る こ と

を考える と , む し ろ累積塗布された場合の皮膚 - の 作用が重 要 で ある と言 え る｡

健常 ヒ ト皮膚上 で の S q -

0 0 H 濃度が 1 n m o l e / mL とす ると (第 Ⅰ章 1 参照) ,

ヘ ア レ ス マ ウ ス の 塗布面積を 2 0 c m 2 と した場合､ 1 〃 n o l e 群 で は ヒ ト皮膚上

の 約 1 0 倍 の 濃度に相 当 し､ シ ワ の 形成が出現 しは じめた 3 p m o l e 群 で は ､ ヒ

ト皮膚上 の 約 3 0 借 の 濃度に相当 したo これ らの S q
-

0 0H 量は過剰に紫外線が照

射された皮膚や病的な皮膚 の 上 に存在す る こ とが可能な濃度 で あ っ た ｡ 今回 の

結果 か ら､ s q
-

o oH が 正 常の 数 1 0 倍 の濃度存在すれば､ 皮膚に何 らか の 作用

(肌荒れ ･

シ ワ 形成) の ポテ ン シ ャ ル を有 して い る こ とが 示 され ､ 健康 な皮膚

を維持す る ス キ ン ケア を考え て い く上 で S q -

0 0 H の 排除 ･ 分解の 重要性 が認識

され るデ ー タとな っ た ｡

皮膚表 面形態変化 に つ い て は , 明らか に 3 p m o l e 群で 有意な肌荒れ の克進が

観察され, 1 〃 m o l e 群 で もそ の傾 向が認 められた. こ の こ とか ら, s q
-

o oE の

皮膚上 で の蓄積は, 皮膚の 正 常な タ ー

ン オ ー バ ー

を乱 し; 高濃度では 角層の バ

リア ー

を破壊 して水分を減少させる作用 の ある こ とが推測された｡ しか も, 皮

膚表面 の みな らず, s q -

o o = 由来 の ラ ジカ ル が発生 し, 近縁 の脂質を過酸化する

ととも に皮膚内部に ラジカ ル が伝播 して , 皮膚真皮層 - の 作用が今回 の シ ワ 形

成反応 の誘発と して 捉 えられた の か も しれ ない ｡

一 般に , 有機 m o n oh y d r o p e r b xi d e (BfiP や cH P) は表皮細胞 により代謝を受け

て al k y l 体や a lk o x y l 体の ラ ジカ ル が生成される こ とが, T a ff e ら 6 0) ,

-

7 0 -



T i m m i n s ら
6 1)
により報告され て い る｡ S q - 0 0H が皮膚中で これ らの 有機ラ ジカ ル

を形成 して い る か否 かは 不明 で あるが , 活性酸素や有機ラ ジカ ル の発 生が シ ワ

形成に関与 して い る 可能性が推察された｡ こ の実験結果 は ､ 従来の 紫外線照射

法 で は なく過酸化脂質 の 累積塗布というラジカル 形成の 手段 を用 い る こ とで皮

膚表面変化が活性酸素 ･ フ リ ー ラジ カ ル の 作用 と密接 に関係 して い る こ とを検

証す るも の で あり ､ こ の 現象が過酸化物に特異的な作用 で ある か否 か に つ い て

更 に検討 して いく 必要が あ っ た . そ こ で ､ S q -

0 0H の還元体 s q -

oH で検討 して み

たが､ 全く皮膚表面変化が認 め られず ､ 今回 の作用 が
-

o o H 基 に依存 した反応

で ある こ とが示唆された. s q
-

o o H の皮膚 で の作用 は ､ 発生す る ラジカ ル や活性

酸素に起因す る可能性 が高 い の で ､ 発生する ラ ジカ ル 種 ､ 活 性酸素の 同定や皮

膚成分との相互作用を解析 し て いく こ とが､ これ ら皮膚表面形態変化と結び つ

く こ とが考えられた｡

以上 の 結見 S q -

0 0H の 皮膚 - の 作用 と し て , 皮膚角質バ リア
ー

の 損傷と皮膚

表面形態 の変化 (肌荒れや シ ワ の 形成) が新たな作用と して 認 められ た｡ しか

しなが ら､ 病理所見 で も分か る ように ､ 大き な s q
-

o oH に よ る皮膚内部 - の 作

用は表皮 の肥 厚 と皮脂腺の拡大傾向がある の み で ､ S q -

0 0H 誘発 の 皮膚表面 の シ

ワ は ､ 表皮性 の 小 ジ ワ で ある こ とが考えられた｡ 皮膚内部 - の 作用 に つ い て は ､

さ らに長期間 の S q -

0 0H 塗布 が必要 で ある と考えたo

-
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2 ･
ス ク ア レ ン モ ノ ヒ ドロ ペ ル オキ シ ド長期塗布と紫外線照射によ

る シ ワ皮膚 の 比較

S q
-

0 0 H が ヘ ア レ ス マ ウス 皮膚に紅琴刺激以下 の濃度で 3 逸聞累積塗布 した結

果 ､ ①皮膚表面形態変化 ( 肌荒れ の誘発 ､ シ ワ形成) ②皮膚水分含量 の著明な

低下 (角層 バ リ ア ー

の 損傷) ③病理組織学的変化 (表皮肥厚 ､ 皮脂腺の 肥大)

を引き起 こ し､ 肌荒れや皮膚 シ ワ形成の新たな試験系 モ デ ル とな る可能性が 示

唆された
5 8)
o そ こ で ､ S q

-

0 0= の皮膚 - の 累積作用 の 特徴を更に 明確 にす る為に ､

1 5 週 間 の 長期塗布実験をS q -

0 0臥 お よび対照品と して B H P や cfiP に つ い て 実

施す る と共 に ､ 同様な シ ワ誘発法 で ある紫外線照射法 に よる シ ワ 形成試験と の

比較に つ い て 検討 した
6 2)
0

また ､ s q
-

o o日 の シ ワ形成 の特 性を調 べ る ため に ､ - ア レ ス マ ウ ス 皮膚にお け

る S q
-

0 0 H 塗布 と紫外線照射との 反応性 の 違い に つ い て ､ 病理組織検査 ( コ ラ

ー ゲ ン の 染色 と ム コ 多糖染色) ､ お よび真皮成分で ある コ ラ ー

ゲ ン とム コ 多糖

(G l y c o s a m i n o g l y c a n ( GA G) ) の 量 をそれぞれ H P とウ ロ ン酸 の 量 で表 した
6 2)
0

また ､ 酸化 ス ト レ ス に よ る シ グナ ル伝達 により ､ 様 々 な酵素誘導をは じめ遺伝

子発現 ､ サイ トカイ ン の 分泌促 進 が誘発され る ことが知られ て い る ｡ とりわ け､

皮膚に お い て は表皮細胞 か ら分泌され るサイ トカイ ン で ある I L l α ､ I L -

6 ､ お

よび T N F -

α は ､ 紫外線照射された酸化 ス ト レ ス 状態 の 時に表皮細胞 か ら分泌さ

れ ､ 真皮 マ トリ ク ス - の 作用 と して コ ラ ー ゲン の 合成と分解 に関与 して い る こ

とが知 られ て い る
63)
o そ こ で ､ S q

-

0 0H と紫外線 u v -

B 照射に よる真皮 コ ラ ー ゲ

ン量 - の 差異が ､ こ れ らサイ トカイ ン の 分泌量 の 違い に起因 して いろ可能性が

考えられた の で ､ 正常 ヒ ト表皮角化細胞を用 い て ､ 紫外線照射および S q
-

0 0日

接触 した時 の細胞 か らの サイ ･

トカイ ン の 分泌 の違 い に つ い て検討 した｡

- 7 2
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2
-

1 . 実験材料お よび方法

｡ 使用動物

ヘ ア レ ス マ ウス (H o s : h r -

1) 雌性 を日本 エ ス エ ル シ ー ( 樵) より 7 週令で入

荷 し､ 2 週 間 の 予備飼育後 ､ 9 週令か ら検体塗布 を開始 した. 動物数は通常
一

群 5 匹 と し､ 無 処置群 ､ 溶媒対照群 ( エ タノ ー

ル 単独群) を必要に応 じて設 置

した｡

｡ 塗布検体

3 章 1 に記載 した方法 に準 じ､ S q -

00 日 は メ タノ ー ル抽出物 を使用 した｡

｡ 検体塗布法

ヘ ア レ ス マ ウ ス の背部皮膚全面 (約 2 0 c m 2) に検体を 0 . 2 m L ( 正 中線 を

は さん で ､ 左右 に 0 ･ 1 mi J ず っ) の 開放塗布 を行 っ たo 塗布 臥 1 日 1 回塗布 で

土 日を除く週 5 回 の割合 で 1 5 週 間ま で塗布 した｡

｡ 紫外線照射法 (K i s s らの 方 法
6 4)
)

光源 は T o s h i b a F L -

2 0 S E ラ ン プ を 5 本並列 に したもの を使用 し､ 照射距

離は約 2 0 c m ( エ ネル ギ ー

量は 0 ･ 5 3 m W / c m
2

) と した｡ 予 め ､ こ の 照射条件で

マ ウ ス 皮膚 の M E D ( 最小紅斑量) を測定 した結果は4 0 秒で あ っ た (約 2 1 . 5

mJ / c m
2
) o そ こ で ､ 1 週目 は 1 M E D ､ 2 週 目が 2 M E D ､ 3 週目が 3 M E D ､ 4 週 目

以降が 4 M E D で計 1 5 週 間照射 したo 照射は ､ 週 3 回 (月 ､ 水 ､ 金) と した｡

総頗射 エ ネ ル ギ ー

量 は 3 . 4 8 ∫ / c m
2
で あ っ た｡

皮膚表面肉眼判定ス コ ア

無処置対照群皮膚 ､ ある い は溶媒対照 ( エ タノ ー

ル 単独) 群の皮膚と比較観

-
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察し､ 以下 の 判定基準 で点数化 した｡

0 点 : 全く対 照群皮膚と同等｡ 1 点 : 何らか の 変化 を認 める｡

2 点 : 僅か な シ ワ形成を認め る｡ 3 点 : 明らか な深 い シ ワ形成が認 められる ｡

･ 皮膚肥厚度計謝

マ ウ ス 背中の中央部を指で摘み上げ､ ダイ ア ル ゲ ー ジ付き の ノ ギス

(p E A C O C K 製) で 計測 した .

･ 皮膚表面形態計謝

肌荒れ パ ラメ ー タ (皮溝 ･ 皮丘数 ､ 水 平距離 ､ 及 び不規則性) は ､ 第 Ⅲ章

の 1 - 1 と同様に して 求 めた｡ シ ワ 形成 の パ ラメ ー

タ ( シ ワ 面積比率 ､ R a t i o o f

W r i n k l e d A r e a , R W A) は ､ 以下 の 手順で計測 した
65)

o

皮膚の レ プリカ作製は ､ 即乾性 の シリ コ ン ゴ ム (商品名 S I LF L O ､ F l e x i ｡ ｡

D e v e l o p m e n t s) を用 い ､ ネガティブ レ プリカ を - ア レ ス マ ウ ス の 右側腹部皮膚

か ら検体塗布直前と屠殺直前に採取 した ｡ ス ン プ台紙 に貼付された レ プリカ は ､

画像解析装置 に より R W A パ ラ メ ー タ を計測 した｡ 方法は ､ 曽根らが開発 した画

像解析法に 準拠 し､ 皮膚表面立体画像 シ ス テム 3I) S k i n S c a n n e r ( 一

丸フ ァ ル コ

ス) と A S P E C T ソ フ トウ エ ア ( 三谷商事) を使用 した｡ す なわち､ レ プリカ に照

明装置 (L G W I O O ､ オリ ン パ ス) により 3 0 度の 照射角度 で光線を照射 し ､ そ の

凹凸に応 じた陰影を実体顕微鏡 (s z 6 0 4 5 T r p t ､ オリ ン パ ス) に接続 した C C D カ

メ ラ (T I 1

2 3 A , N E C) で撮影後 ､ 画像 を白黒反転 して か ら画像解析装置 (IM M 2 5 6

V 8
､ 三谷商事) に 入力 した｡ そ して ､ 得られ たデ ー タ を 1 c 皿

2
あたり 2 5 6 分割

された領域中で Ⅹ ( 縦) i ( 棉)
-

z ( グ レイ レ ベ ル) にデジタ ル化 し､ シ ワ 形
一

成 の 指標となる RW A を1 A S P E CT ソ フ トウ エ ア を用 い て 二値化 し､ 得られたデ ー

タ か ら陰影領域を抽出 して シ ワ の 量を 1 . 3 3 c m
2
あたり の% 値で表 した ｡

-
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｡ 病理組織学的検査

処置された皮膚 は ､ 1 0 % 緩衝 ホ ル マ リ ン にて 固定 しパ ラフ ィ ン 包埋後 ､ 日. E

染色並び に コ ラ ー

ゲ ン線椎 を調 べ る為に ワ ン ギ - ソ ン染色 を ､ ム コ 多糖 を調

べ る為に コ ロ イ ド鉄染色 (M ul l e r
-

M o w r y 法) を実施 し､ 光顕 にて観察 した｡

･

H P 含量謝 定

パ ン チ (6 m m ¢) で 打ち抜 い た 背部皮膚切片を試験管に い れ ､ 6 N 塩酸 1 血

添加後 1 1 0 ℃ で 4 8 時間加熱 し加水分解する｡ それ か ら､ 窒素ガ ス で溶液 を蒸

発乾固させ て か ら 0 . 5 m L の 蒸留水 に再溶解させ ､ 適宜希釈 (通 常は 2 0 0 倍)

して か ら､ ヒ ドロ キ シ プ ロ リ ン の 含量 をE i v i r i k k o らの 方法
6 6)
に準 じて 定量 し

た｡ す なわち ､ ネ ジ付き遠心管に試験溶液 2 m L を入れ結晶K Cl を添加 して 飽

和状態と し ､ 1 0 % の ア ラ ニ ン溶液とp H 8 . 7 の ホ ウ酸緩衝液を加え室温 で 3 0

分間放置す る ｡ そ し て ､ ク ロ ラ ミ ン T 溶液 を0 . 5 m L を添加 し 25 分間放置後

3 ･ 6 M チ オ硫酸ナ トリウム 溶液 1 . 5 血 と トル エ ン 2 . 5 止 を添加 し､･ 密栓 して

5 分間振 とう後 1 5 0 0 r p m で 5 分間遠 心 しトル エ ン層を除去す る｡ 再び密栓 して

か ら 1 0 0 ℃ の 3 0 分間ウォ
ー タ ー バ ス で加熱 して か ら､ 流水 で冷却後トル エ ン を

更 に 2 ･ 5 m L 添加 し密栓 し て 5 分間振とう して か ら 15 0 0 r p m で 5 分間遠'卜す る ｡

こ の トル エ ン層 を1 m L 正確に小試験管に分取 し､ p
- ジメ チル ア ミノ ベ ン ズ ア

ル デヒ ド溶液 o . 4 m L を加 え室温 3 0 分後 に測定波長 5 6 0 n m で 吸光度を測定 し

た｡ 検量線用 に H P 標 準溶液 (1 . 2 5 - 1 0 〃 g / 血) を検体溶液と して 同時 に測

定 した ｡

･ ウ ロ ン酸含量測定

実際 の皮膚中の G A G 量は ､ そ の構成糖で あるウ ロ ン酸換算で算出で きる . そ

こ で ､ 皮膚中の タ ロ ン酸 をS c h w a r t z の方法
6 7) に準 じて 定量 した｡
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1 ･ 5 × 1 ･ 5 c m の皮膚を切り取り ､ 脂肪 を取り除い て か ら皮膚を細かく切 り刻

みア セ トン : エ ー テ ル (1 : 1) で 1 時間脱脂 し､ 乾燥させ る ｡ そ して ､ 0 . 0 0 5

M の E D TA ＋ 0 ･ 0 0 5 M の C y s t e i n e 塩酸塩含有の 0 . 1 旭 の リ ン酸緩衝液 (p H

6 ･ 5) 1 m L で懸濁液を超音波ホ モ ゲナイザ - で 3 0 秒 蘭で調製す る｡ そ して ､ パ

パ イ ン (2 ･ 4 I U / 血 ､ 和光純薬) を含む 5 m L 消化液で 2 4 時間 6 5 ℃ で分解させ

る ｡ 蒸留水 で 4 0 血 に メ ス ア ッ プ し､ 1 2 0 0 0 r p m で 2 時間遠心 (4 ℃) 後 ､ そ

の 上清 に 1 % 濃度 の c e t y l p y r i d i ni u m c hl o r i d e ( C P C) 溶液を沈殿が生 じる

まで少 しず つ 添加 し､ 4 ℃ で 一

昼夜放置す る｡ そ して 1 2 0 0 0 r p m で 1 時間遠心

(4 ℃) して得られ た沈 澱物 を3 0 0 〟 L の n プ ロ パ ノ ー

ル と 75 〟 L の 1 % C P C

溶 掛 こ溶解す る ｡ さ らに 5 m L の蒸留 エ タノ ー

ル と飽和酢酸ソ ー ダ溶液 (8 0 〟

L) を加 えて 沈澱 させ ､ 沈 澱物 を0 . 5 m L 蒸留 エ タノ ー

ル と 0 . 5 m L エ
ー テ ル で

洗浄 し ､ 風乾後 1 m L の 蒸留水 で溶解 し検体とす る ｡ そ して ､ 溶液中の ウ ロ ン

酸 をカ ル バ ゾ -

ル 法
68) に て 定量 した｡

･ 正 常ヒ ト表皮角化細胞を用 い たサイ トカ イ ン の 遊離に つ い て

細胞 は市販 の 正常ヒ ト表皮角化細胞 (N H E E 細胞 ､ ク ラボウ製) を用 い ､ 無血

清合成培地 (H u M e d i a -

K G 2 ､ ク ラボウ製) で培養 し ､ 継代 3 代 目の 細胞 を本実

験 に供 した ｡

･ 検体

S q
-

0 0 馴ま定法 に従 っ て調製 し､ 溶媒をジメ チ ル ス ル フ ォ オ キ シ ド (D M S O) に

置換も の を実験に用 い た｡
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｡ サイ トカイ ン潮定

細胞 に S q
-

0 0H を 2 4 時間接触後 ､ あ る い は紫外線照射2 4 時間後に培養上清

を分取 し ､ それぞれ の E L I S A 系 (B I O T R A K , A m e r s h a m P h a r m a c i a Bi ｡ t e c h

製) を用 い て 定量 した｡ なお ､ ⅠL
1

6 と TN F
-

α は高感度用 の E L I SA キ ッ トを使

用 した｡

3 ･ 6 × 1 0
4
細胞 を 1 2 穴 の マ ル チ プ レ ー トに播種 し､ 4 日間の 前培養を行 い ､

サブ コ ン フ ル エ ン トな状態で ある 5 日目に 5 0 LL M - 1 0 0 0 〟M の S q
-

0 0 H を接触

し ､ 2 4 時間後に培養液を分散 し､ E L I S A 用検体と した｡ 紫外線照射 の場合は ､

4 日間 の 前培養後 ､ 培地 を p B S ト) に置 き換え､ 紫外線照射装置 3 1 2 n m U V

ラ ン プ (V I L B E R L OU RM A T 社製) を使用 し､ 約 1 0 秒 間照射 した. こ の 時 の U V -

B エ ネ ル ギ ー 量は 9 0 m J/ c m
2
で あ っ た｡ そ して 無血清培地で更 に 2 4 時 間培養 し ､

上清を E L I S A 用検体と した｡ 実験は N = 3 で 2 回線り返 し､ その 平均値で表 した｡

2 - 2 . 結果

｡ 肉眼 所見 の 比較

S q
-

0 0H は塗布 開始 1 週 間目 か ら変化が認 め られた の に対 し､ 紫外線照射 で は

3 週 目 か ら変化が認められ ､ 1 2 週 間目 で S q
-

0 0 H とほ ぼ同等 の 程度とな っ た

(F i g . 3 3) o 全般的に は ､ S q
-

00 H の ほうが早期に皮膚変化が観察され ､ しかも

常に紫外線よりも高い ス コ ア を示す傾向 で あ っ た｡

F i g . 3 4 は ､ S q
-

0 0 H ある い は 紫外線照射を 1 5 週 間処置後の皮膚表面形態の シ

ワ形成 に つ い て背中側 ､ 側腹部､ およびそ の レプリカ像の 写真で ある｡ シ ワ の

特徴は ､ 紫外線照射皮膚が 正中線に直角な方向で背部か ら腹部
.
に向か っ て太 い

シ ワ が縦走 して い る の に対 し､ S q
-

0 0H 塗布 では全方位的は様々 な太さ ( 比較的

細 い も の が多い) の 三角 ､ 菱形状の シ ワ が網状に観察された｡ s q
-

o o 日が比較的

小 ジワ誘発 で あるの に 対 し､ 紫外線で は大 ジワ を誘発 して い る傾向を示 した｡
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また ､ S q
-

0 0H の 場合 ､ 発生部位 は頚部皮膚や腰部皮膚で も シ ワ 形成が顕著で

あ っ た ｡

紫外線照射皮膚 で は皮膚全体が肥厚気味で あり ､ 背部皮膚の 厚 さを皮膚を緒

ん で ノ ギ ス で 計測 した結果 ､ 明 らか に 肥厚 が見 られ た (F i g . 3 5) 0

S q
-

0 0 H 塗布皮膚も僅か に肥 厚 して い たが紫外線法 ほ ど顕著で は無く ､ 他 の 有機

h y d r o p e r o x i d e では全く肥厚 が認 め られ なか っ た (F i g . 3 5) 0

･ 皮膚 シ ワ変化 の 比較

S q
-

0 0H 塗布 の 場合は ､ 皮溝 ･ 皮丘数､ 水平距離､ および不規則度に つ い て検

討 した結果 ､ 前述 の 3 週 間塗布 (第 3 章 卜 2) と同様 に これ ら肌荒れ パ ラメ ー

タ の 悪化が ､ 塗布期間 に応 じて 進行 して い た (F i g . 3 6) 0

一

方 ､ 紫外線照 射群 は 15 週 間目にお い て は ､ S q
-

0 0 H 塗布群と同等の 肌荒れ

パ ラ メ
ー タ変化 で あ っ た (F i g . 3 7) ｡ 他 の 有機 m o n o h y d r o p e r o x i d e で ある B 肝

や cH P に は ､ 1 5 週 間塗布 して も 1 0 m M 濃度で は 全く肌荒れ パ ラメ ー タの 変化 は

認 め られ な か っ た ｡

次に ､ シ ワ 形成 の パ ラメ ー タ と して ､ シ ワ 面積比 率 (R WA) を画像処理法 で

計測 し ､ それぞれ の皮膚表面 の シ ワ を定量化 した｡ そ の結果 をF i g . 3 8 に示 し

た様に ､ 0 過 と比較 して S q
-

0 0 H 群と紫外線照射群 の みに有意な R WA の 上昇が観

察され ､ ほ ぼ 同程度 の値を示 した｡
一

方 ､ B H P や c B P には 1 5 週 間塗布 して も

R W A の 変化は認 め られ なか っ た｡

以上 の結果､ シ ワ の 程度を画像解析に よる数値化 で見 ると ､ Sq
-

0 0日 と紫外線

で ほぼ 同程度の シ ワ誘発作用 で あ っ た｡, しか しなが ら､ 形態 的に は大きく異な

り ､ S q
-

0 0 E 塗布に よ り特徴的な皮膚表面形態を呈する こ とが示され た｡

- 8 0 -



1 . 8 0

1 .6 0

1 .4 0
(

≡
≡

芯 l ･2 0
の

q )

毒 1 . 0 0
_ =
- トJ

芸 o ･8 0
5 =

誘 0 .6 0

0 .4 0

0 . 2 0

0 .0 0

E t h a n ol
a
S q

- 0 0 H B H P C H P N o l r e a t U V - B

Fig ･3 5 S kin f old t hi c k n e s s of h ai rl e s s m o Ⅶs e t r e a t ed wi t h S q
- 0 0 Ⅱ

,
B W

,

o r C 淀 P a p p li c a ti o n , o r 町Ⅴ
+ B ir r a diati o n f o r 1 5 w e ek s .

a: v ehi cl e c o n tr ol , E a c h v al tl e e x p r e s s e d a s m e an S D o f 5 an i m al s/g r o u p ･

- 8 1 -



6 0

5 0

4 0
1

雷3 01
C L

2 0

1 0

A v e r a g e n 血 b e r o f 蝕r r o w s a n d c r e sts

1 0 1 5

□ E t h a n of

噺 S q
- 0 0 H

A v e r a g e d is t a n c e b et w e e n 鮎 r r o w a n d n e x t c r e st
7

6

5
q)

=

o
4

何

.B 3
⊂1

2

1

0

1 0 1 5

St a n d a r d d e vi a ti o n o f di st a n c e

D u r a ti o n
6
( w e e k)

1 0 1 5

4
A
A , J
'

B 3
コ

評2
ヒ
H

l

F ig ･ 3 6 C h a n g e s i n s ki n r o tl gh n e s s p a r a m e t e r s i n d tl C e d b y S q - O o f( f r a cti o n .

- 8 2 -



口 B ef o r e 題 A f t e r

7 0

6 0

5 0

･3 '

n
40

£ 3 0

2 0

1 0

0

* *
* *

E th a n o S q
- 0 0 H B H P C H P U V N o - t r e a t

F r c

7

6

5
( D

=

o

4
q

.B 3
⊂ユ

2

0

* * 虫 ⊃k

E t h a n o S c r O O H B H P

F r c

.

J J! 4
1 _

(ロ

忘3

g 2
■
■ ■■
l

C H P U V N o
-

t r e a t
1

ー+
* *

E t h a n o[ S c r O O H B H P C H P U V N o - t r e a t

F r c

Fig ･ 3 7 C o m p a ris o n of s ki n r o tl g h n e s s p ar a m e t e r s a m o I唱 th e v a ri o一1S

hy d r o p e r o xid e s I

E a c h t e st s am pl e w a s ap pli e d f o r 15 w e ek s , o r U V
-ir r adi ati o n f o r 1 5 w e e k s .

辛
: p <0 .
0 5 ,
* *
: p < 0 .O l

,

* * *
: p < 0 .00 5 (p ai r e d i t e s t)

- 8 3 -



1 2

1 0

* *

喜

<

蔓
a:

□ O w e e k @ 1 5 w e e k s

E th a n oJ
a

S q
-

0 0 H B H P C H P

* *

N o
- t r e a t U V - B

Fig ･ 3 8 C o m p a ris o n of w ri n kl e p a r a m et e r of h airle s s m o tl S e S ki n t r e at
e d

wi th S q
- 0 0 丑

,
B I W I O r C 荘p a p pli c ati o n , O r 町Ⅴ

- B ir r a di atio n f o r 1 5 w e e k s ･

a : v e hicl e c o ntr ol E a ch v al u e e x p r e s s e d a s m e a n j = S D o f 5 a ni m
als / gr o u p ･

S t u d e nt p ai r e d t -t e s t u s e d to c al c ul at e s lg nl fl C a n t difFe r e n c e s ･

* *
: p
< 0

･0 1 c o m p a r ed t o b efわre ap pli c a土i o n (0 w e e k) .

- 8 4
-



･ 病理組蘇学的変化

S q
-

0 0 H の 3 週 間連続塗布 で は ､ 表皮肥厚が認 め られ たが真皮 へ の作用 は全く

認 め られ なか っ た (第 Ⅲ章 1) ｡ そ こ で ､ 今回は 1 5 週 間塗布 した時の 皮膚病理

組織 へ の 作用 に つ い て検討 した｡ そ の 結果 ､ 表皮 - の 肥厚 は 3 週 間塗布 と同様

に 1 5 週 間塗布 で も顕著な肥厚が認 め られ た ｡ 真皮の 肥厚 に 関 して 臥 S q -

0 0H

塗布 は対照 の エ タノ ー

ル 塗布 の みに比 べ て ほ とん ど違 い が認 め られな か っ た｡

一

方 ､ 紫外線照射皮膚で は ､
S q

-

0 0 H より も強 い表皮肥厚が観察され ､ 真皮 の 肥

厚も顕著で あ っ た ｡

皮膚表面 の シ ワ に 関 して は ､ 皮膚真皮層 - の 変化が大き い と考え､ コ ラ ー

ゲ

ン と ム コ 多糖類 - の 作用 を 中心に病理検査を行 っ たo F i g . 3 9 は ､ S q
-

0 0fi 塗布

と紫外線照射皮膚 の コ ラ ー

ゲ ン - の 影響をワ ン ギ -

ソ ン染色 で調 べ た病理写真

で あ る ｡ 各群に つ い て ､ 真皮 コ ラ ー

ゲ ン の 走行性お よび染色性 に つ い て 所見 を

とると ､ 以下 の ① - ④ように評価された｡

① コ ラ ー ゲ ン線推 の 走行性 の乱れ ( -

: 無, ± : 僅か に , ＋ : 明瞭)

エ タ ノ ー

ル群 で は ト : 4/ 5 ､ ± : 1/5) ､ 無処置群で は ( -

: 5/ 5) で 陰性

で あ っ た｡ 紫外線照射群で は ( ＋ : 5 /5) ､
S q

-

0 0 H 儲 で は陽性 ( ＋ : 4/ 5) が認

められた｡ 明らか に ､ 紫外線照射群 の ほうが真皮上層に か けて 走行性 の 乱れ が

顕著 で あ っ た ｡

② コ ラ
ー

ゲ ン線推 の 染色性 の 低下 (
-

: 無, ± : 僅 かに , ＋ : 明晩 十＋ : 強度)

エ タ ノ ー

ル群 で は ( -

: 5/ 5) ､ 無処置群 では ( - -
: 5/ 5) で 陰性で あ っ た｡

紫外線照射群は真皮上層部の 広 い 範囲で･( ＋＋ : 5/ 5) 陽性 で あ っ た｡ s q
-

o o H 群

は真皮上層部 ､ 表皮直下及び皮脂腺周囲で ( ＋ : 3/ 5) 顕著に認 められ た｡
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③真皮上層 で の コ ロ イ ド鉄染色 ( -

: 無 ± : 僅か に , 十 : 明瞭, 十十 : 強度)

真皮 ム コ 多糖の 局在性 に つ い て は ､ コ ロ イ ド鉄染色 で の 病理所見 を調 べ た｡

真皮上層 : エ タノ ー

ル群 では ( -

: 4/ 5 ､ ± : 1/ 5) ､ 無処置群 で は ( -

‥

5/ 5) で 陰性 で あ っ た ｡ 紫外線照射群で は ( ＋十 : 5/ 5) 0
S q

-

0 0H 群で は細胞 間に

陽性 ( ＋ : 3/ 5) が認 め られた.

④表皮内で の コ ロ イ ド鉄染色 ( -

: 魚 ± : 僅か に , ＋ : 明瞭, ＋十 : 強度)

表皮 内で は ､
エ タノ

ー

ル 群 で は ( -

: 4/5) ､ 無処置群 で は ( -

: 5/ 5) で 陰性

で あ っ た ｡ 紫外線照射群は広 い 範囲 で ( ＋ = 2/ 5 ､ 十＋3/ 5) 陽性 で あ っ た. 一

方 ､

S q
-

O OH 群は ( ＋ : 3/ 5) に認 め られた ｡

こ れ らの 結果 をまとめ る と､ コ ラ ー

ゲ ン変性は S q
1

0 0 H と紫外線照射 の 両群

で認 め られ るが ､ 変性 の 程度は紫外線照射 の ほうが 強か っ た｡ ム コ 多糖の 染色

性 で も ､ 紫外線照射群で は染色性が高く ､ 表皮内で も染色 して い たが ､ s q -

O O H

群 で は染色 性は高ま るも の の ､ 程度は弱 か っ た ｡

･ 皮膚中の h y d r o x y p r o l i n e (H P) 含量

病理所見 に て コ ラ ー

ゲ ン線維 へ の 作用が確認されたの で ､ 実際の皮膚中の コ

ラ ー

ゲ ン含量を測定 した｡ その 結果 ､ 塗布 6 週 目と 15 週目に お い て皮膚単位

面積あたり ､ 重量 あたりの いずれ の 分母 にお い ても ､ 野 合量 は S q
-

0 0 H 塗布 に

より対照の溶媒 ( エ タ ノ ー

ル 塗布) 群と比 べ て有意に低 下 して い た (F i g . 4 0) 0

一

方 ､ 紫外線照射群 で は重 量比 あたり の H P は減少 して い たが ､
.
単位面積あた

りで は有意な差は認 め られ なか っ たo また ､ B 肝 や cH P 塗布 で も､ 野 合量 の 増

減は観察されなか っ た｡

-
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｡ 皮膚中 の ウ ロ ン酸含有量

病理所見 にお い て ､ 紫外線照射群で は非常に顕著な沈着が観察され ､ ウ ロ ン

酸定量に お い て も ､ 重量 あたり面積あたり の何れ の単位で も有意なウ ロ ン 酸量

の 増加 が認 められ ､ 病理所見 と 一 致 した結果が得られた (F i g . 4 1) 0

こ れ に対 し､ S q
-

0 0 H 塗布群で は 1 5 週 間目にお い て 単位面積あたりの ウ ロ ン

酸量が有意に増加 して い たが ､ 増加 の 程度は顕著 で は なく病理所見 で得 られ た

結果と
一

致 して い た.
･

B H P や c H P 塗布 で は ､ ウ ロ ン酸含量 の増減は観察されな

か っ た｡

･ 表皮培養細胞 か ら の サイ トカ イ ン蓬離

S q
1

0 0 H 接触後 ある い は紫外線照射後 の N E EK 細胞 か らの I L -

1 α ､ I L
-

6 ､ およ

び T N F
-

α の 遊離 をE L I S A 法 に て 測定 した結果をF i g . 4 2 に示 した.

そ の 結果 ､
S q

-

0 0 日接触 した細胞 で は I L -

1 α が ､ 紫外線照射 で は I L -

6 と T N F

-

α が対照 に 比 べ て顕著に遊離 して い る こ とが確認された｡ なお ､ S q
-

0 0 H は

2 0 0 LL M 以上 で ニ ュ
ー

トラ ル レ ッ ド (N R) の取 り込 み阻害が観察されたが ､ 形

態的に は 正常で あ っ た｡ また ､ 紫外線量は s u b - 1 e t h a l な照射量 で あり ､ 細胞

- の 形態的 な影響は見られな か っ た｡
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s q - o o Ⅱ と紫外線康射誘発 シ ワ の 肉眼的 ･ 生化学的 ･ 病理組蘇的違 い

マ ウス に お ける S q - 0 0 H 長期塗布皮膚 と紫外線照射皮膚と の違 い に つ い て ま

とめたも の を､ 下記 T a bl e . 2 に示 した o

T a ble . 2 S

肌売れパ ラメ ー

タ変化

シ ワ穣皮膚の形成

形態上の分類

シワ方向性

シ ワ太さ

シ ワ局在性

皮鹿肥厚度

水分含量

病理所見 表皮肥厚

真皮肥厚

コ ラ
ー

ゲン像

G A G の局在

成分分析 コ ラ ー ゲ ン量

G A G 量

顕著な肌荒れ

明I療なシ ワ

縮緬ジワ

全方位性

様 々

比政的均
一

肥厚 (表皮)

低下

肥厚

やや肥厚

走行性の舌La l

真皮上層に散見

減少

増加 (面積比)

顕著な肌荒れ

明瞭なシ ワ

線状
･

図形 シワ

正中線に対 し直角方向

太い もの が多い

背中から腹部に集中

強度の肥厚 (表皮真皮)

低下

強度の 肥厚

強度の肥厚

走行性の乱れ､ 線維間

隙の増大

表皮内と真皮に多量

減少(重量比)

に 加

こ れ らの 結果 か ら､ s q - o oll 塗布皮膚が従来 の紫外線席射 シ ワ モ デ ル と は異 な

り ､ より生理 的老化 に 近似 した新た な シ ワ 発生 モ デ ル と して利 用 可能 で ある こ

とが 示 され た｡
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2
-

3 . 考察

S q
-

0 0 H 分画物 の 累積塗布 で は ､ 3 週 間よりも 6 , 1 0 , 1 5 週 間とより長期 に塗布

す る ほ ど皮膚表面形態は変化 し､ 肌荒れパ ラメ ー タが悪化 して い た｡ また ､ 3

週 間塗布 で は表皮の 肥厚 旺認 め られ たが､ 真皮 - の 作用はほ とん ど見 られず ､

形成され た シ ワ皮膚も塗布 を中止 す る と回復する可逆的なもの で あ っ た｡ しか

しなが ら､ 1 5 週 間塗布す ると形成された シ ワ は 固定化 され ､ 真皮成分 - の影響

も十分に推測されたo シ ワ 形成に お い て は ､ 真皮 マ トリ ッ ク ス の 変化 が重要 な

因子 に な っ て い るo 紫外線照射皮膚部位 の真皮 マ トリ ッ ク ス 変化 と して は ､ ①

コ ラ ー

ゲ ン ( 勝原線椎) 量 ､ ② ェ ラ ス チ ン ( 弾力線推) 量 ､ そ して ③プ ロ テ オ

グリ カ ン ( デル マ タ ン硫酸 ､ - パ ラ ン硫酸) ､ グリ コ サ ミノ ダリカ ン ( ヒ ア ル

ロ ン 酸) の 量に つ い て 報告 され て い る ｡

①の コ ラ ー

ゲ ン量 に つ い て は ､ ヒ ト光加齢皮膚 で は減少す る こ とが K l i g m a n

に より報告
6 9'
されて い る が ､ - ア レ ス マ ウ ス 皮膚に つ い て は+ 紫外線照射 によ

り不変
70 , 7 1)
の 結果と､ 減少

7 2
,
73)
の 結果が報告されて い る｡ 今回 の紫外線照射

実験 で は ､ 1 5 週 間 で は H P 含量 ( 単位面積あたり) は不変で あ っ た｡
一 方､ s q

-

0 0日 塗布 は 肝 含量 の 有意な減少 を示 し､ 紫外線皮膚とは異なる傾向を示 した ｡

紫外線は 照射すると皮膚が大幅に肥厚 して い る為､ 単位面積当たり で は上昇す

る が皮膚重量単位で は減少す る こ とが あり
74'

､ デ ー タ解釈 には慎重さが必要 で

あるo S q
-

0 0 H 塗布 で は ､ 紫外線照射 の ような真皮成分の 大 きな増加は認められ

な い為 ､ 皮膚重 量単位と単位面積の 両方 で解析が可能で あ っ た｡

② の 土 ラ ス チ ン に つ い て は ､ 今回 の 1 5 週照射実験でも ､ 特 に エ ラ ス チ ン へ

の 大き な作用は認められな か っ た ■( デ ー タ未発表) ｡ シ ワと の 関連で は ､ 皮膚

表面形態に と っ て ､ エ ラス チ ン の変性は大きな因子となるが ､ 病理組織変化で

-
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はそ の質的な変化を捉える に は限界が あり ､ 更に検出感度の高い成分分析が必

要 で あろう｡

③ の グ ル コ サ ミノ グリカ ン ( ム コ 多糖 ､ 例 えば ヒ ア ル ロ ン 酸) の量 に つ い て

は ､ 紫外線照射皮膚部位 で は病理検査やウ ロ ン酸 の 分析か ら､ 著明に増加 して

い る こ とが報告されて い る
75
,
76)

o 今回 の 1 5 週 間の 紫外線照射 で も病理所見 で

は著明な G A G 沈着が真皮上層 の みな らず表皮内に も散見された｡ 一

方 ､ s q
-

O O H

塗布部位 で も同様 な G A G の 存在が対照部位に 比 べ て 明らか に多く ､ 紫外線照射

ほ どの強度 で は な い が ､ 真皮 マ トリ ッ ク ス 中で の 多糖合成に S q -

0 0H が影 響を

及 ぼ して い る こ とが推察されたo そ こ で ､ S q
-

0 0 B 塗布皮膚にお い て ウ ロ ン 酸 の

定 量 を試み ､ 単位面積あたり の ウ ロ ン酸含量 が s q -

o o日 塗布 で上昇 して い る こ

とを確認 したが ､ そ の 程度は紫外線照射皮膚に比 べ ると低 い もの で あ っ た ｡

第 Ⅰ 章3 に記述 したように ､ S q
-

0 0 H の 分解にお い て ､ 活性酸素 ( ス ー パ ー オ

キ シ ドア ニ オ ン ､ 0 2
‾) を発 生す る可能性 が示唆された｡ 田中らは線推芽細胞

を用 い た 1
'

D V l
'

t T O 実験で ､ 0 2
‾

が真皮 マ トリ ッ ク ス 系 - の影響と して ､
コ ラ ー

ゲ ン産 生 の 低下 と GA G 合成 の克進 を認 め て おり
77'
､ 今回 の 1 5 週 間 S q

1

0 0 H 塗布

した場合と同様な結果を表 して い たo 実際の皮膚にお い て ､ S q -

0 0 H の 分解と発

生 して く る活性酸素種は 不明 で あるが ､ s q -

o o H を用 い た l
･

D V l
･

v o 系 で も同様な

活性酸素によ る真皮 マ トリ ッ ク ス - の影響が起き て い る可能性が示唆された ｡

病理所見 で は ､ 対照群とく ら べ 凱r O OH 塗布群で は真皮層 の肥厚 が認 められ

るも の め軽微で あ っ た｡ コ ラ
ー

ゲン 走行性は多方向に袴曲 した形態を取 っ て い

た｡ 染色性につ い て は 正 常な染色性 を呈 して い る繊維 は比較的多い が ､ 表皮直

下 ､ 特 に皮脂腺周囲に染色性の低下が顕著で あ っ た｡ こ の こ とか ら､ 真皮 にお

-
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い て 収縮および歪み等 の 正常とは異なる繊維 の緊張状態が生 じて い る こ とが明

らか で あり ､ 皮膚表 面形態の変化 (菱形 の シ ワ横棒造) は こ の コ ラ ー

ゲ ン変性

が影響 して い る 可能性が示唆された｡ また ､ こ の ような コ ラ ー ゲ ン線椎 の 変化

は真皮層 の炎症症状に ともなう変化と いう よりはむ しろ表皮側 か ら浸透 してき

た S q
-

0 0Ii また はそ の 代謝分解物に よる影響の 可能性が考えられた. 一

方 ､ 紫

外線照射群 で は真皮上層部の 広範囲にわた っ て繊維自体の染色性 の低下ととも

に ､ コ ラ ー ゲ ン線推が細く繊維間にすき間が生 じ縞状の形態 を示 した｡ また ､

真皮層の 肥厚 が顕著で あり ､ 皮膚の 弾力性 ､ 柔軟性 に乏 しい 状態 で あ っ た ｡ 真

皮 の 組織変化 は コ ラ ー

ゲ ン線維 に注目 した場合 ､ s q
-

o o H 群と紫外線照射群 で は

明ら かな形態的違 い が生 じ ､ こ れ らの 結果 が皮膚表面 で の シ ワ の発生 の 差異に

影響 して い る こ とが考えられた｡

コ ラ
ー

ゲ ン 量 は合成量と分解酵素 ( コ ラ ゲナ ー ゼ) およびそれ に対す るイ ン

ヒ ビ タ ー の バ ラ ン ス に よ っ て 調節され て い る ｡ そ して ､ 皮膚の 真皮 マ トリ ッ ク

ス 代謝に つ い て は ､ サイ トカ イ ンネッ トワ ー クに よ っ て制御されて い る こ とは

周知 の こ とで あ る｡ 皮膚細胞 に紫外線を照射す ると ､ 表皮細胞や線維芽細胞 か

らは I L
-

1 α ､ I L
-

6 ､ T N F
-

α 等の 炎症性サイ トカイ ン が分泌され る こ とが知 ら

れ て い る｡ 具体的に は ､ I L
-

1 α ､ T N F
-

α は コ ラ ー ゲ ン生成量 を増加させ る - 方

で ､ c o l l a g e n a s e を活性化 させ
7 8)

､ I L
-

6 は GA G の 合成を促進す る こ と
63)
が知 ら

れ て い る. S q
-

0 0 H 暴露され た表皮細胞 で は ､ 細胞毒性 レ ベ ル で も T N F -

α や I L -

6 の 分泌が認 められ なか っ た点は ､ 紫外線に よるサイ トカイ ン 分泌パ タ ー

ン と

異な る点で あ っ た o s q -

o o H 処置に よる真皮 コ ラ ー ゲン 量 の減少は ､ こ の I L -

1

α と T 肝 -

α の 量的な差が紫外線照射皮膚と異なる こ とに起因 して い るの か も し

れ な い . U V
-

A 紫外線照射 の 場合 ､ 一

重項酸素を介 したI L l α や I L -

6 の m R N A

活性化が起 こ り ､ c ol l a g e n a s e が活性化される こ とが 1
'

D V 1
'

t r o で報告され て

- 9 5 -



い る が
7 9)

､ s q
-

o o H の 場合 は 一

重項酸素よりもむ しろ ス ー パ ー オキ シ ドが発生 し

て い る可能性が高い こ と ( 第Ⅰ章3 参照) か ら､ 活性酸素種 の違い がサイ トカ

イ ン 産生 の 差異とな っ て い る可能性も考えられた｡

こ の ように ､ S q
-

0 0H 処置 に よ る - ア レ ス マ ウス 皮 膚中の fiP 減少 の 理由 と し

て ､ Ⅰレ 1 α の ような炎症性サイ トカ イ ン の産 生量が関与 して い る こ とが考えら

れた.
一

方 ､ 紫外線照射は T N F -

α とともに I L
-

6 を分泌 させ る こ と で G A G 合成

促進 し､ ウ ロ ン酸 の 増加や GA G の沈着増強が より強く認 め られたと考えられた｡

実 際の皮膚上 にお い て は ､ S q
-

0 0 H の 作用 と紫外線 によ る作用とが混在 した状

態 で ､ 活性酸素が発生 し､ 種 々 の サイ トカイ ン が遊離され ､ 結果的に皮膚表面

形態 - の 変化や真皮 マ トリ ッ ク ス - の 作用が発 現 して い るもの と推察された ｡

-
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3 . 小括

｡

S q 過酸化物 の皮膚 - の長期的暴露によ る影響を検討す る為に ､ ヘ ア レ ス マ ウ

ス 皮膚 に 2 1 日間 の 累積塗布を実施 した｡ そ の 結果 ､ 用量依存的に皮膚表面形

態 の変化 (皮溝 ･ 皮丘数の減少 ､ 水平距離の 延長 ､ 不規則 性 の増加) や皮膚水

分低下作用が認 め られ ､ 肉眼的観察で は ､ 不規則 の 高い 明瞭な縮緬 シ ワ

(c r i nk l e) が認 め られたo これ らの 変化 は ､ S q -

0 0 H に特異的な作用 で あり ､

還元 体の S q
-

O H や他 の h y d r op e r o x i d e ( B H P , C H P) で は観察されなか っ た｡

･ 更 に長期 間の S q
-

0 0 H 分画物の 連続塗布 を実施 し､ シ ワ 形成 と真皮 - の 作用 ､

および紫外線照射 によ る シ ワ 皮膚と ､ 形態的変化 と シ ワ 形成能 に つ い て 比較 し

たo そ の 結果 ､ 皮膚表面形態の変化 ･ 表皮肥厚 ととも に ､ S q
-

0 0 H 連続塗布 で は

真皮 コ ラ ー

ゲ ン量 の 指標となる H P の 減少 が 認 め られ た｡ 同様 な シ ワ発生 系 の

動物モ デル で ある紫外線照射法 によ る シ ワ皮膚との 形態的 ･ 生化学的 ･ 病理 的

な特徴の差異に つ い て比較検討 し､ S q
-

0 0 H 塗布皮膚が従来の紫外線照射 シ ワ卓

デル とは異な っ た新たな シ ワ藤生 モ デ ル と し て利用 可能で ある こ とが示 され た｡

･ シ ワ皮膚の 作用メ カ ニ ズ ム と して は ､ 皮膚上 で 生成 した s q
-

o o H が皮膚上 あ

る い は 内部で分解され ､ 活性酸素 (例えば ス ー パ ー オ キ シ ド, 0 2
-

) や s q ラ ジ

か レ発生 によ る酸化的ス トレ ス 作用 と､ こ れ らに随伴す る各種 の サイ トカ イ ン

遊離により ､ 表皮増殖性 の冗進と表皮肥厚化が無秩序 に起き る と考えられた ｡

そ の結果 ､ 表皮角化が冗進 ､ 皮膚表面 で は縮緬ジワ が形成され ､ 真皮 で は コ ラ

ー

ゲ ン 量低下と酸性 ム コ 多糖の増加に伴う変性 に より､ 皮膚表 面で特徴的な シ

ワ形成が起きたと考えられた
｡

-
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Ⅳ .
ス ク ア レ ン モ ノ ヒ ド ロ ペ ル オキ シ ドの 皮膚グル タチ オ

ン - の 作用

緒言

グ ル タチ オ ン はほ とん どの 晴乳動物細胞 に認 め られ る トリ ペ プチ ドの 抗酸化

物質 で あり ､ 毒性物質の代謝 に寄与 し､ また活性酸素か らの 酸化 ス ト レ ス に 対

して 細胞 を保護す る抗酸化的な作用が知 られ て い るo そ こ で ､ S q
1

0 0 H に より酸

化 ス ト レ ス を受 けた時 の 皮膚中の グル タチ オ ン ( 還元型 と酸化型) の 量 的な変

化 に つ い て ､ ウサギ耳介皮膚お よび培養皮膚細胞を用 い て検討 した
80)
｡ また ､

グ ル タ チ オ ン と S q
-

0 0 H と め 相 互 作用 を明確 に す る た め に ､ G S H 枯渇 剤

(D L -b u t h i o n i n e -

S , R
-

s u l f o 由 m i n e 以下 B S O と略 ､ di e t h y l m al e a t e 以下 D E M と

略) で 前処置 した場合 の S q
-

0 0 H の 作用 を ､ コ メ ド誘発性 と培養細胞毒性 - の 影

響の 面 か ら検証 した
8 O)
｡ 更 に ､ S q

-

0 0 H の 皮膚 G S B 関連療素系 - の影響を調 べ る

た め に ､ 抗酸化酵素系 で あ る G S H -

p e r o x i d a s e ､ c a t al a s e ､ 抱合解毒酵素系 の

GS H
-

S
-

t r a n s f e r a s e ､ そ して GS S G か ら G S H - 還元す る G S H
-

r e d u c t a s e の 各酵素

活性 に及 ぼす S q
-

00 H の影響に つ い て ウサ ギ耳介皮膚を用 い て検討 した｡

1
. 皮膚内グル タチ オ ン - の 作用

S q
-

0 0 H 塗布 によ る GS H の 質的量的変化 に つ い て ウサ ギ耳介皮膚を用レ｢ て 検

証す るた めに ､ 皮膚内の G SH と G S S G を同時 に計測可能なB PL C 法
8 1)
を用 い て ､

s q
-

o oH の 皮膚 - の 酸化 ス ト レ ス に よ るグル タチオ ン の 変動に つ い て検討 した｡

卜 1 . 実験材料お よび方法

･ 試薬

G SH
,
G S S G は S i g m a 製 を使用 し､ 4 -( a m i n o s ulf o n yl) -7 - n u o r o - 2

,
1
,
3 -b e n z o x adi a z ol e

-
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( A B D - F) と 7 - fl u o r o - 2
,
1
,
3 -b e n z o x adi a z ol e 4 s ulfb n at e ( S B D -F) は 同仁化学か ら購入

した ｡

｡ ス クア レ ン過酸化物 の調製

Ⅰ章 2 の 調製法に準 じ ､ UV
-

A 照射法 により ス ク ア レ ン過 酸化物を作製 し､

H P L C で精製分離後に L P O 値 をデタ ミナ -

L P O キ ッ ト(協和メディ ク ス 製) で測

定 し､ メ タ ノ
ー

ル で各濃度 (1 , 3 , 1 0 m M) の S q
-

0 0H を調製 した ｡

･ 動物

日本白色ウサギ (J W ､ 体重 2 - 3 K g ､ 北 山ラ ベ ス) の - ル シ ー グ レ ー ドを使

用 し､ 餌 は市販 の R C 4 ( オリ エ ン タル 酵母製) を与 えた ｡

･ 検体塗布法および皮膚切片分取

各動物 の片耳内側 に検体 1 m L ( 対照は メ タ ノ ー

ル) を耳介皮膚に均 一 に開

放塗布 し､ 最終塗布 2 4 時間後に p e n t o b a r b i t al
-

N a 塩 を耳静脈 に過剰投与す

る ｡ 安楽 死 させ て か ら ､ 耳介内側 の 中央部 を手術用メ ス で切 り取 り ､ ピ ン セ

ッ トを用 い て 表皮側 を軟骨部分か ら剥離 し､ 氷 上 で冷却 しながら余分な皮下

脂肪を除去 し ､ 重量測定後 -

8 0 ℃ の フ リ ー ザ ー に使用直前まで冷凍保存 した｡

･

G S H と G S S G の謝定

皮膚組織は ､ 3 . 3 % の 5 -

ス ル フ ォ サリチル 酸 -

E D TA 溶液で ホ モ ジネ ー

トし､

そ の 0 . 3 m L に 2 M の ク エ ン 酸液o . 2 m L 加 え､
■
G SH 測定溶液と した｡ 勘定は

T o y o o k a らの 開発 した G S H と G S S G が同時定量 で きる蛍光 -

B P L C 法 (A B D -

F と

S B D
-

F 試薬法) - に準 じた
8 1)
｡ すなわち､ 組織ホ モ ジ ュ ネ -

ト液に 1 m M の ED TA

含有ホ ウ酸緩衝液 ( p 日9 . 3) を溶媒と したA BI) -

F 溶液で 6 0 ℃水浴中で 5 分間

加熱 し ､ 冷却後未反応 の A B D -

F を酢酸 エ チ ル で 洗浄する . 水 層 を分取 し

-
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T r 卜 n
-

b u t y l p h o s p h i n e 存在下 S B D -

F 溶液添加 で 60 ℃ ､ 2 0 分間加熱 し､ 冷却

後そ の 水相溶液を逆相カ ラ ム ー 蛍光検出器 (E x . 38 0 n m ､ E m . 5 1 0 n m) の 肝 L C

で分析 し､ G S 日 と G S S G を同時定量 した｡

1
-

2 . 結果

Fi g . 43 は ､ 1 , 3 , 1 0 m M の S q
-

0 0 H を塗布 し 3 0 後 の皮膚内 GSモⅠと G S S G 量 を

表 したも の で あ る｡
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∽
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t h e c e n t e r o f
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普

Si 卯 並c a n tl y di 飽 r e n t fr o m c o n t r ol g r o u p a t p l e s s t h a 皿 0 .0 5 ( p ai r e d t
･

t e s t) .

1 m M の S q
-

0 0H で は G S H , G S S G とも に差は無い が ､ G S S G 濃度に関 して は

3 m M か ら増加傾向を示 し ､1 o m M で は有意な増加が観察された. G S H 濃度は ､

-

1 0 0 -



i O m M の S q
-

0 0 H 塗布 で も変化無か っ た. これ らの 結果 を GS B /G S S G の比 で表

すと以下 Fig ･ 44 の ように表され ､ 3 m 班 と 1 0 m 凹 の S q
-

0 0H で 明らか に低下 し

てお り ､ 酸化 ス ト レ ス が皮膚中で起 きて い る こ とが示され た｡
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こ の 変化 は ､ しか し持続的な作用 で は なく 1 0 m 姐 濃度で 単回塗布後 3 時間目 ,
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2 4 時間目 で は G S S G

量 の 増加 が見 られ

なく なり ､ S q
-

0 0H

塗布 に よる GS S G の

増加 は 一

過 性 の 作

用 で あ る こ とが示

され た (Fig .4 6) .

一

方 ､ 1 - 1 0 血4

濃度で S q -

0 0H を週

3 回 の割合で 2 週

間塗布 した場合で

疫､ わずか 1 m M 濃

度 の S q
-

0 0 H で も

有意な G S S G 量 の

増加 が観察された

( Fig .4 7) ｡ こ の 時 ､

G SⅠ寸/ G SS G 比 で み る

と､ 対照群 2 3 . 4 で

あ る の に 対 し ､

S q
1

0 0H 塗 布 で は

1 2 . 4 - 1 8 . 2 を示 し ､

明 らか に GS H よりも G S S G が増加 して い るデ ー タが得 られた｡ ･

尚､ BI 刑 こ つ い て も 同様に検討 したが ､ s q
1

0 0 H の ような作用は､ ウサ ギ耳介

皮膚で
■

は認 められ な か っ た｡

-

1 0 2
-



1 1

3 . 考察

実際 の 1
'

D V l
'

v o 皮膚酸化 ス ト レ ス で G SH 量が 変動 する例と して は ､ 紫外線単

回照射 8 2 , 83 や p uv A ( 8 -

M O P と U V -

A 頒射)
84)
で の 作用 が報告 されて い るが ､ いず

れ も
ー

過 性 で あり ､ 皮膚で は 急激な回復作用が認 め られ て おり ､ 酸化 ス ト レ ス

に対 する防御的な生体恒常性が皮膚に は備わ っ て い る こ とが わ か る｡ 今回 の 結

果 で も ､ ･1 回塗布 で は 3 0 分後 に G S S G の増加 は認 め られたも の の ､ 3 時間目 で は

回復 し て い た ｡ しか しなが ら､ 6 回塗布 で は僅か 1 m M 濃度の S q 1

0 0H で G S S G

が増加 し G SfI/ G SS G も低下 した こ とか ら､ たと え低濃度の 累積的な s q
-

oo 日 暴露

で も ､ 恒常的な酸化 ス ト レ ス 状態が皮膚局所 で 発生 して い る 可能性 が推察され

たo 長期的な過酸化物の暴露 によ り慢性的な G S H の 低減 した皮膚で は､ 種 々

の 酸化 ス ト レ ス ( 例 えば紫外線 によ る損傷) に 対す る抵抗力が低下 して い る こ

とが考えられ ､ 皮膚真皮 で の コ ラ ー

ゲ ン の 重合化やメ ラ ニ ン 生成 ､ ある い は 光

老化 に も影響する こ とが推察された｡

一

般 に ､ 細胞質内 G S H プ ー

ル の 代謝回転は速く ､
一

過性 の G S H の減少 で は皮

膚 - の 視覚的な作用 は ほ とん ど認 め られな い の か も しれ な い ｡ しか し､ 皮膚 中

の 還元型 G S H か ら酸化 型 の GS S G - の 変換が起 き る こ と
､
で ､ 酸化 ス トレ ス に起因

した シ グナ ル伝達が生体内 の抗酸化系やタ ン パ ク質誘導 ､ 遺伝子発現 に まで関

係 し てく る可能性が ある と考えられた｡

長期的か つ 持続的な酸化 ス ト レ ス 作用 臥 皮膚の抗酸化能 にも影響する こ と

が考えられるo 河野 らは ､ S q
-

0 0H /S q 比が 2 0 才代 の皮膚抗酸化能が完成 して い

る時期がも っ とも低く ､ 乳児 の ような調節機構 の未熟な場合や加齢ととやに皮

膚 の酸化防止能力が低下 した場合に ､ S q
-

0 0 a / S q 比 が高く なる傾向を示 した
24,
.

こ の こ とは ､ S q
-

0 0 H の 酸化 ス トレ ス に対する防御的な生体恒常性は年齢と共 に

変化 し､ 虜膚 の 抗酸化能と して の G S H 濃度や GS H T P e r O X i d a s e の ような抗酸化酵

-

1 0 3 -



素とs q
-

o oH の皮膚 - の 感受性 が密接に 関係 して い る こ と を示 し て い る の かも し

れ ない ( Ⅳ 章 4 参照) 0

2 . 細胞内グル タチオ ン - の 作用

S q
-

0 0H の 酸化 ス トレ ス 作用 を培養細胞 レ ベ ル で検証す るために ､ ウサ ギ耳介

皮膚か ら調製 した線推芽細胞を用 い て ､ 細胞 内 GS H , GS S G レ ベ ル の 変動 を検討 し

た ｡

2 -

1 . 実験材料お よび方法

｡ 培養細胞 の調製

Ⅱ章 3 で記述 したウサギ耳介内側皮膚の E x p l a n t 培養法
85)
に より､ 遊走 して

く る線椎芽細を集 め ､ 初代培養 3 代 目を本 実験 に供 した｡ す なわち､ ネ ン ブタ

-

ル 過剰麻酔下で ウサ ギ耳介皮膚中央部を切除 し､ 7 0 % ェ タ) -

ル で 消毒後 ､

ピ ン セ ッ トで 軟骨上 の真皮上部皮膚を剥離す る｡ 再度 ､ 7 0 % エ タノ ー

ル で消 毒

後 ､ 直径 6 m m の パ ン チ で 円形 に打ち抜く ｡ こ れ を洗浄溶媒 (1 00 u n i t の ペ ニ

シ リ ン と ス ト レ プ トマ イ シ ン ､ 0 . 2 5 〃 g / ml の フ ア ン ギゾ ン入り の E a g l e M E M

培養液) に て 良く 洗浄 して か ら ､ コ ラ
ー

ゲ ン コ ー トした培養 di s h ( C o l l a g e ｡

C e l l m a t r i x T y p e I
-

P ､ 新 田ゼ ラ チ ン) に こ の皮膚片を載せ ､ 1 5 % 牛胎児血

宿 (F C S) 含有 E a g l e M E 姐 培地 を満た し､ 95 % 炭酸ガ ス イ ン キ ュ ベ ー タ ー

内 で

培養 し､ 2 週 間後 に皮膚組織か ら遊走 して い る線椎芽細胞を o . 2 5 % トリプ シ ン

で 剥離 して集 め た｡ そ して ､
セ ル カウ ン ト して

-

8 0 ℃凍結保存 し､ 使用 時に融

解 して 大量 に培養 して か ら使用 した｡

･ G SH と G S S G の潮定

細胞 は ､ ラバ ー ポリ ー ス マ ン で かき集め ､ 3 . 3 % の 5 -

ス ル フ ォ サリチ ル 酸

- 1 0 4 -



- E i) T A 溶液 で ホ モ ジネ ー

卜 し､ そ の 0 . 3 m L に 2 M の ク エ ン酸液 0 . 2 m L 加

え ､ G S H 測定溶液と した
8 2)
｡ 測定 は T o y o o k a らの 開発 した G S H と G SS G が 同時定

量 で きる蛍光
-

E PL C 法 (A B D -

F と S B D -

F 試薬法) に準 じた
81)
o 単位は ､ シ ャ ー

レ 一

当たり の 細胞数をカウン トし ､ 細胞 1 0 0 万個あたりの G S 臥
.

G SS G 濃度で表

した｡

･ s q
-

o ofI の接触

直径 6 c m の 培養 シ ャ ー レ 一 に 4 00 0 0 個の 細胞 を播種 し､ 4 m L の 10% F C S 含有

E a g l e M EM 培地 で 4 日間の 前培養を行 い ､ コ ン フ ル エ ン トな状態 にな っ た とこ

ろ で ､ S q
-

0 0H を接触 させ た｡ 培地 を除い て か ら､ H a n k s 緩衝液 に S q
-

0 0 H を D M S O

に て 可溶化 させ たも の を接触させ た (I)M S O の最終濃度は 0 . 5 % 以下) o

3 0 分間 ､ 炭酸ガ ス イ ン キ ュ ベ ー タ ー の 中 で培養 して か ら､ 検体を除き H a n k s 緩

衝液 で洗浄 して か ら ラバ ー

ポリ ー ス マ ン で かき集め ､ 遠心操作 (1 0 0 0 回転 5 分

間) 後 ､ 細胞 ペ レ ッ トを 3 . 3 % の 5 - ス ル フ ォ サリチ ル酸 -

E D TA 溶液で ホ モ ジ

ネ ー

卜 し､ グル タ チ オ ン分析を行 っ た｡

2
-

2 . 結果

S q
-

0 0 H の 濃度は ､ 今回の接触条件で は細胞毒性が全く出な い濃度 o . 5 m M と

s u トt o x i c d o s e で ある 2 . 5 m M の 2 濃度 で接触 させ た｡ その 結果､ G S H は濃度と

共 に減少 し､ G S S G は増加 す る傾向を示 し､ 典型的な細胞内 G S H -

d e p l e t i o n ( 袷

渇作用) が観察された (Fi g .4 8) 0

-

1 0 5
-
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2
-

3 . 考察

細胞 レ ベ ル で S q
-

O O F- 暴露後の G S H/ G S S G を検討 した結果 ､ 実際の 皮膚 の結果

とは異なり ､ G S S G の 増加 と共 に G SH と総 グル タチオ ン 量の 減少が認 められ ､ 明

瞭な グル タチ オ ン枯渇作用が観察された｡ 皮膚で は ､ 局所の G S H 減少 が起 こ る

-

1 0 6 -



と､ 周 り の 組織か ら グル タチ オ ン が動員されるとともに G S壬i 合成酵素の 活性化

がお こ り ､ G S 日 て e d u c t a s e に よ る G S S G か ら G S H - の 還元 再生反応 が急速に 起 こ

る. 同様 な現象は ヒ ト線推芽細胞 に対す る C 肝 の 暴露 でも観察され
87)
､ 短期暴

露 で は グ ル タ チ オ ン 量 が減少するが長期暴露で は 回復 し､ こゐ反応 は ペ ン ト -

ス リ ン酸経路を介 した N A D P H の 消費を伴う反応 で あ る こ とが報告されて おり ､

S q
-

0 0 H の 場合 も同様な機作が考えられた. また､ GS H / G S S G の 変動 は ､ 細胞毒性

が誘発 され る以 下 の 濃度で も認 め られ ､
レ ドッ ク ス 状態が大きく変化 し細胞 内

抗酸化能が急激 に 低 下する こ とで ､ 様々 な シ グナ ル伝達 ( タ ン パ ク誘導 ､ 酵素

活性化 ､ サイ トカイ ン 分泌 ､ 転写調節因子 N F -

FC B の 活性化等) が起きて い る こ

とが予想 され た｡

G SfI 枯渇作用 の あ る物質と し て は ､ 以下 の 種類が知られ て い る
86)
0

①G S H -

t r a n s f e r a s e の 基質とな るも の(D E M や p h o r o n e の ような α ､ β不飽和かげ

ニル体で 弱 い親 電子 化合物 で GS H と結合す る もの ､ あ る い は 卜 c hl o r o
-

2 , 4
- d i n i t r o

b e n z e n e の ような芳香族 ハ ロ ゲ ン化合物､ 2 -

c h l o r o e t h a n ol の ようなアリルハロゲン体､

s t y l e n e o x i d e の よう な ェ ポ キサイ ド体)

②チ トク ロ ー

ム P
-

4 5 0 依存 の M o n o o x y g e n a s e 活性 に て形成され る親電子化合物

(p h e n o b a r b i t a l , 3
-

m e t h y l c h ol a n t h r e n e の ような誘導剤 ､ a c e t o a m i n o p h e n e の

ような代謝され て で き るも の)

③ チ オ ー

ル 酸 化 物 質 ( d i a m i d e の よ う な酸化剤 ､ CⅢP や B 肝 の よ う な

GS H
-

p e r o j d d a s e の 基質とな る有機h yd r o p e r o 由d e)

④そ の 他( a m i n o p y r i n の ような酸化的な d e m e t h y l a t i o n を受 ける化合物 ､
H CH O

､

a s p i r i n ､ g l y c y l g l y c i n e ､ m a l e a t e)

⑤ G S H 生合成阻害 (B S O の ような γ
-

g l u t a m y l c y s t e i n e 合成酵素阻害剤)

- 1 0 7
-



S q
-

0 0 日 は ､ ③の 有機 h y d r o p e r o x i d e と して G S H -

p e r o x i d a s e の 基質となり GS H

の 低下 を誘発する か (第Ⅰ章 3 参照) ､ あ る い は ､ S q
-

0 0H 分解物との直接的な作

用 で ､ G S H の 還元が起き て い る可能性 が考えられた (例 ､
G SH ＋ S q O O

-

- G S ･

＋ S q
-

0 0 H , G S
･ ＋G S ･ - GS S G)

また ､ S q 過 酸化物中に は紫外線照射分解物と して 6 -

M e t h y ト5
-

h e p t e n
-

2
-

o n e

を介 した α ､ β不飽和 カ ル ポ ニ ル 体が生成す る こ とが報告され て おり
28)
､ ①の メ

カ ニ ズ ム に より ､ 皮膚中の GS H に影響する可能性も考えられた｡ しか しなが ら､

肝 L C 分 析 の 結果 ､ 日 常生 活 レ ベ ル で の 紫外線照射 で は S q 過 酸 化物 か ら

6 十鮎 th y 卜5
-

h e p t e n
-

2
-

o n e は生成 して い な か っ たの で ､ こ の可能性 は否定 された｡

GS H は生体内抗酸化物質と して ､ 生体内に か なり高濃度で広く分布 し､ 細胞 の

還元 ポテ ン シ ャ ル の 維持や多く の G SH 関連酵素の補酵素と して 極め て重要 な役

割を果た して い る ｡ また ､ 脂質 h y d r o p e r o x i d e の 解毒作用 に関与 して い る こ と

が知 られ て おり ､ G S H
-

p e r o 由 d a s e を介する抗酸化系､ G S H -

t r a n s f e r a s e の 抱合

解毒作用 ､ ある い は 直接的な活性酸素の 消去系 に 関与 して い ると考えられ る｡

そ の 為 ､ s q
1

0 0 H の ような有機 h y d r o p e r o x i d e に つ い て も CH P や BftP と同様に ､

GS H に よ る解毒が起 こ りうる こ とが予測され ､ G S H/ G S S G や GS H 関連酵素の変動

が起 こ る可能 性が考えられた ｡ 例 えば ､ 皮膚ケラチノ サイ トに有機過酸化物(c 肝

や B 肝) を接触 させ る と有意な G S H -

p e r o x i d a s e の減少 が観察され
88)
､ 総 G SH 畳

の枯渇作用やGS H / G S S G 比 の 減少も報告されて い る
89)
｡ 有機 h y d r o p e r o x i d e( C H P ､

B H P ､ e t h y l
-
h y d r o p e r o x i d e) は マ ウ ス 角化細胞中で分解され て ､ 各種 の ラ ジカ

ル が生成され る こ とが 1
'

D V 1
'

t T O 虜で報告され て い る
60)
0 s q

-

o o H も､ 皮膚中で 同

様な代謝分解が起 こ れば s q
-

o o
･ や s q ･ が発生 し ､ それ らが更に逐次的に分解 し

て種 々 の 活性酸素種が生成 し､ 皮膚中の G S H と相互作用を有する こ とも考えら

れた｡

-

1 0 8
-



3 . グ ル タチ オ ン枯渇による毒性増強作用

S q
-

0 0 H の皮膚 - の 作用 の 一

つ と し て グル タ チオ ン - の 関与が認 め られた . そ

こ で ､ こ の現象を明確にす るた為に G S H 枯渇剤 を用 い て皮膚組織ある い は細胞

内の G S H 濃度を低減させ て か ら､ S q -

0 0 H の 皮膚 - の 作用 であ る コ メ ド形成作用

と皮膚細胞毒性を実施 し､ GS H 量 と S q -

0 0H の 作用 との 関係に つ い て 考察 した｡

計1 . 実験材料および方法

･ 試薬

GS H 枯渇剤と して は ､ 皮膚組織用 には di e t h y l m a l e a t e (D EW , 東京化成) ､ 培養

細胞用 に は D L
-

b u t h i o n i n e
-

S , 氏
-

s u l f o x i m i n e (B S O , S i g m a) を使用 した｡

S q
-

0 0‡= ま､ 定法に 従 っ て 調製 しB P L C で精製 したも の を使用 した 0

･ コ メ ド誘発 性

コ メ ド誘発性試験系は ､ ウサ ギ耳介内側皮膚を用 い ､ 過 3 回検体を開放塗布

し 2 週 間後 に D e r m a s c o p e で形成され た コ メ ドの 直径 を計測す る方法 を採用 し

た ｡ 片方 の 耳皮膚 の中央部 に D E M の 1 F L M 溶液/ ア セ トン溶液 o . 5 mL を広 く塗

布 し､ 3 0 分後に ス ク ア レ ン過酸化物を2 × 2 c 血 の範囲に 0 . 1 血 開放塗布 した｡ 反

対側 の 耳 は､ アセトン 0 . 5 m L の み塗布 し 3 0 分後 ､ 同様に S q
-

0 0 H を塗布 した｡ こ の

操作を週 3 回で 6 回塗布 し､ 塗布 開始 2 週間後に D r m a s c o p e で コ メ ドの 直径 を

測定 した｡

･ 細胞毒性試験

用 い た細胞は ､ ウサギ耳介皮膚をメ ス で切 り取 り ､ ピ ン セ ッ トで 軟骨か ら皮

膚 ス ライ ス を剥離 し､ コ ラ - ゲ ン コ ー トした シ ヤ
-

レ
- に E x p l a n t

-

c u l t u r e 法

に て 培養 し ､ 遊走 してく る繊維芽細胞を T r y p s i n 処理 して集 め､ 凍結 した細胞

-

1 0 9
-



を用 い た( Ⅱ章 3 参照) 0 9 6 ウ エ ル マ ル チ プ レ ー

トを使 用 し､ 1 ウ ニ ル 当たり 2

× 1 0
4
個 の細胞 を播種 し､ 2 4 時間前培養 し て か ら各濃度の S q -

0 0 H を 4 8 時間接触

さ せた . 溶剤 と して は ､ ジメ チル ス ル フ ォ オ キ シ ド (D M S O) を使用 し､ 培地中

最高で 1 % 以下 に な る ように添加 した. B S O は ､ 前培養時 に 1 0 0 LL 姐 濃度に調製

したも の を接触させ た o 細胞 毒性 の 評価は ､ ニ ュ
ー

トラ ル
.
レ ッ ドの 取 り込み法

(N R 法) に より c e l l v i a b i l i t y を求め ､ % o f c o n t r ol と して 表 したo

3 -

2 . 結果

･ D E M 処置に よ る ウサギ皮膚内 G S Ⅱ 枯渇 に つ い て

各濃度 (1 0 - 1 0 0 m M) の D E M を開放塗布 3 0 分後 ､ 皮膚 中の 練グル タ チ オ ン

量 を漸定す る と ､ 急激な G S H 枯渇作用が認 め られ た (F ig .4 9) 0

遥 4 0 0
∽

帆

i 3 0 0
g
呂 2 0 0
く⊃

:ヨ

i 1 0 0
T -

b J)
T

B

LS o

ロ D E M (
-

) 肉 D E M (＋)

1 0 3 0 1 0 0

D E M c o n c e n tr a ti o n (血 M )

Fig ･ 4 9 D E M
- 血 b c e d gl u t 血 o n e d ep l e ti o n ･ E a c h c o n c e n 地 i o n o f D E M w a s ap p li ed

t o pi c ally t o th e r abbit e a r sk in ( N
- 3) . A 鮎 r 3 0 mi L u t e S Of ap pli c a ti o n , t o t al gl u t a 血 o n e

(G S H ＋ G S S G) w a s m e a s ur e d by H P L C m e th o d .

･ S 町 0 0 E 誘発 コ メ ド形成 に対する D E M 前処置 の影響

1 0 - 5 0 0 m M 濃度 の D E M 前処置 した皮膚に S q
-

00 H を塗布 し､ コ メ ド形成 - の影

響に つ い て 検討 した｡

- 1 1 0 -



Fig ･ 5 0 は 3 m M の S q
-

0 0H を塗布 した試験系 に , 前処置 と して 3 0 分前 に D E 班 を

0 . 4

0 .
3 5

言 o ･3

竜o .2 5

∈

3 o .2
く}

○

査 0 . 1 5
O

.星 o . 1
⊂〕

0 . 0 5

口 C o nt ( A c et o n e) 団 D E M 辛

団 3 血 M S q
- 0 0 H 歯 D E M ＋ S q

- O O F [

A
i I

I

1 0 3 0 1 0 0 5 0 0

D E M C o n c e n tr ati o n ( 血M )

F i g ･ 5 0 E ff e ct o f gl u t a t h i o n e d e p l e ti o n b y p r e t r e a t m e n t

w it血 D E M o n t h e c o m e d o g e n i c a c ti v iti e s b y 3 m M

S q
- 0 0 H t o t h e r a b b it e a r s k i n ( N - 4) . E a c h c o n c e n t r a ti o n o f

D E M a n d 3 m M S q
- 0 0 H w e r e a p p li e d t o t h e r a b b it e a r s k i n f o r 3

d a y s p e r w e e k f o r 2 c o n s e c u t i v e w e e k s ･

*
: S ig n i fi c a n tl y d if f e r e n t

fr o m S q
- 0 0 H g r o u p a t p l e s s t h a n 0 .

0 5 ( p ai r e d i - t e s t) .

- l i l
-

塗布 した影響を コ メ ド

の 直径で計測 したも の

で あ る｡ 塗布 2 週 間後

で は 3 血岨 濃 度 の

S q
-

0 0 日 塗布 で 明 ら か

な コ メ ドが形成された｡

そ し て ､ D EM を前処置

した場合 ､ 3 0 m M 以上

の 濃度で S q -

00 H の コ

メ ド形成が増加傾向に

あり､ 5 0 0 m M 濃度 で は ､

S q
-

0 0 H 群 と
.
s q

-

o o H ＋

D E M 群間で有意な コ メ

ド形成の克進が認 め ら

れ たo なお , D EM 塗布

の み で は コ メ ド反応は

観察されなか っ た｡



S q
-

0 0 H の細胞毒性に対す る G S H 枯渇期 B S O 処置 の髪響

1 2 0

一o o

8 0

0
L

J J

=
.

∂ 6 0
tJ _

0

#

40

2 0

0

簡

I

正 ⑳ ) B S O ト)

♯ B S O( ＋)

～

%
I

､

も
I

由

0 1 6 3 1 6 3 1 2 5 2 5 0 5 0 0

S q
- 0 0 H C o n c e n t r a ti o n ( LL M )

Fi g ･ 5 1 は B S O 処置 に よる グル タチ オ ン枯渇

細胞に 対す る S q
-

ObH の 毒性 の 増強 をみ た

も の で ある ｡ 毒性評価をI C 5 ｡ 値 で表 す と ､

S q
-

0 0H で は 1 0 3 j L M で ある の に対 し､ B S O

処置細胞 で は 4 5 L L 姐 となり ､ 約 2 倍 の 毒性

増強が観察された｡

F ig 15 1 E ff e ct o f gl ut at h i o n e d e p l eti o n u si n g B S O

t r e a t m e n t o n cy t o t o xi city o f S q
- O o f i n s ki n

rlb r o b l a st s ･ F ib r obl a st s p r etr e at e d wi th 1 0 0 LL M B S O

w e r e e x p o s ed t o v ario u s c o n c e nt r ati o n s o f S q
- 0 0 H fo r

2 4 h o u r s ･ T h e c ell vi ability w as e sti m at ed by N R a s s ay ･

3
-

3 . 考察

B S O 処置 され た G S H 枯渇状態な皮膚線椎芽細胞 で ､ S q
-

0 0日 の 細胞毒性が増強

して い る こ とが 明ら かとな っ た｡ また ､ I)E M 処置 で ､ S q
-

00 H の コ メ ド形成が促

進 され て い る こ とも判明 した. これ らの 結果か ら ､ s q -

o oH は毒性が発現 しな い

( 肉眼的 な皮膚 - の影響が少な い) 状態でも ､ 皮膚中の G S H 量 を変動させ る ポ

テ ン シ ャ ル を有 して おり ､ 長期間の累積塗布 に より肌荒れ ･ ニ キ F の 増悪や種 々

の S q
-

0 0 H/ S q 変換率 の高い皮膚疾患に影響を及ぼ して い る可能性が推察された o

皮膚 は G S日 枯渇状態に なると ､ 紫外線照射に て発生す る活性酸素 ( ス ー パ ー オ

卑シ ドア ニ オ ン) に より マ ウ ス 表皮内 s u nb u r n c e l l 数が増加する こ と 90) ､ 更 に ､

-

1 1 2 -



ヒ トメ ラノ ー

マ 細胞 の T y r o s i n a s e 活性が G S H 枯渇 で 上昇する こ と 9 1, が 報告され

て い る こ とか ら､ 紫外線に よ る皮膚感受性や シ ミ の発 生増軌 こつ い て も ､ S q -

0 0 H

の 関与 が推察された｡

一 方､ 皮膚 グル タ チ オ ン は ヒ ト庚膚 - の S q
-

0 0 = によ る毒性作用を保護 し､ あ

る い は 毒性 の 低減化 に寄 与 して い る可能性 が考えられた｡ 最近 ､ 江川 らは ､ タ

バ コ の煙 に よ る S q -

0 0H 生成が ､ GS = 処置 に より強力 に抑制され る こ とを報告 し

て おり
22)
､ 皮膚内 の S = 化合物 ､ とりわ け抗酸化成分と して の グル タチ オ ン が ､

S q
-

0 0H の作用 を低減 して いく上 で重要 な役割を示 して い る こ とが推察された.

4 ･ グル タチオ ン関連皮膚酵素 - の 作用

S q
-

0 0 H が皮膚に 酸化 ス ト レ ス を与 え､ 細胞 内 G S H 枯渇作用 ､ 皮膚内 GS S G 量 の

増加 が観察された こ と か ら ､ G S H 関連 の 抗酸化酵素 で ある G S H -

p e r o x i d a s e ､

c a t a l a s e ､ 抱合解毒酵素系 の G S H I

S
-

t r a s f e r a s e ､ そ して GS S G か ら G S H へ 還元す

る G SH て e d u c t a s e の 各酵素活性 に及 ぼす s q
1

0 0H の影 響に つ い て ウサギ耳介皮膚

を用 い た塗布試験系 で検討 した｡

4
-

1 . 実験材料および方法

･ ス ク ア レ ン過酸化 物 の調製

第 Ⅰ章 2 の 調製法 に準 じ､ U V I

A 照射法に より ス ク ア レ ン過酸化物 を作製 し､

1 0 m M 濃度 の S q
-

0 0 H メ タノ
ー

ル 溶液を調製 した .

動物

日本白色ウサギ (J W ､
･

体重 2 - 3 K g ､ 北山ラ ベ ス) の - ル シ ー

グ レ ー

ドを使

用 し､ 餌は市販 の R C 4 ( オリ エ ン タ ル 酵母製) を与 えた｡

- 1 1 3 -



S q
-

0 0 H の 塗布 と皮膚採取

塗布方法は ､ コ メ ド形成試験と同様 に実施 した(第Ⅱ章2 参 照) ｡ す なわ ち､

ウサ ギ耳介内側皮膚を用 い ､ 一

日おきに 2 臥 3 回 ､ 6 回の 割合で片方 の 耳 に

3 m M 濃度の S q -

0 0 H を耳介皮膚の 中央部2 × 2 c m の範由に 0 , 1 m l 開放塗布 し ､

反 対側 は対照 と し て溶媒 で あるメ タノ ー

ル を o . 1 ml 塗布 した ｡ そ して 最終塗

布 2 4 時間後に皮膚片を採取 し､ 軟骨か ら皮膚を剥離 し秤量後､ 測定 日ま で -

8 0 ℃ のフリザ
一

に て保 存 した ｡ 酵素液は､ それぞれ の 指定 され た反応 系 の バ ッ

フ ァ
ー

で ホ モ ジ ュ ネ - ト液を超音波(A s t r a s o n ul t r a s o n i c p r o c e s s o r , l e v e l . 3

で 3 0 秒) で 調製 し､ 3 0 0 0 r p m の遠) L 後 の 上清を酵素液と した o

酵素測定法

細胞 工学別冊 1 9 9 4 年版｢活性酸素実験プ ロ トコ ー

ル+ (谷 口 直之監修､ 秀潤

社) に 記載の酵素活性法 に準拠 して測定 した｡

G SI 十p e r o x i d a s e は ､ BI 肝 を基質と し ､ NA DP H の 吸収 (3 4 0 n m) の 減少 か ら活

性 を求 め た. c a t a l a s e は ､ 過酸化水素 H 2 02 の 紫外部吸収 2 40 n m の傾き か ら活

性 を求めた. G S H -

S
-

t r a s f e r a s e は ､ 卜 c h l o r o
-

2 , 4
-

d i n i t r o b e n z e n e( C D N B) を基

質と し､ 3 4 0 n m の 吸収 か ら活性 を求 めた｡ G St h e d u c t a s e は N A D P H の 吸収 (3 4 0

n m) の減少 か ら活性 を求めた . 反応 は全 て 分光光度計u v -

1 6 0 A ( 島津製作所)

の 保 温セ ル ホ ル ダ
ー

で t i m e s c a n m o d e で測定 した ｡ 蛋 白量 は ､ b i o て a d 社の

B CA p r o t e i n A s s a y キ ッ トで測定 した｡

4
-

2 . 結果

ウサ ギ耳介皮膚 に S q -

0 0 H を単回塗布 して 3 0 分後､ 2 4 時間後の 各種酵素活性は ､

対照 の 溶媒塗布部位と活性に差が認められなか っ た ｡ しか し､ Fi g .5 2 に示 したよ

うに ､ S q
-

0 0 H 塗布 2 ､ 3 ､ および 6 回塗布 した後 2 4 時間目 の皮膚に つ い て酵素

- 1 1 4 -



活性を検討 した結果 ､ c a t a l a s e と G S H -

p e r o x id a s e で対照部位に比 べ て 有意な活

性上昇が観察された ｡
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4
-

3 . 考察

S q
-

0 0 H の ような有機 h y d r o p e r o x i d e は G SH 関連酵素の G S H p e r o xi d a s e の 基質

と して働く こ とが可能で あり ､ 皮膚内で の S q
-

0 0 H の 代謝分解に 関与 して い る可

能性が考えられた (第Ⅰ 章3) ｡ また ､ u v -

B 紫外線照射の ような酸化 ス ト レ ス に

対 して も ､ 皮膚 の G S E p e r o x i d a s e や G S H r e d u c t a s e は､ 照射直後 には活性低下

が起 こ るが ､ そ の後活性が増加する こ とが報告されて い る 8 2) 0

そ こ で ､ 3 m 姐 の S q
-

0 0 H 連続塗布 の試験系 で ､ 各 G S B 関連酵素の活性を検討

した ｡ そ の 結果 ､ c a t al a s e と G SH p e r o x i d a s e で有意な酵素活性 の 上昇が認めら

れた o こ れ ら の酵素は直接､ ある い は間接的に S q -

0 0 H の代謝に関係 して い る可

- 1 1 5 -



能性があり ､ S q
-

0 0 日 の 皮膚 - の 塗布 が GS H の 量的変化をもたらすとともに ､ こ

れ ら抗酸化酵素 の 活性 に も影響を与えて い る こ とが示 された｡ 今回 の 酵素活性

- の影響は ､ S q
-

0 0 H の皮膚内で の代謝分解に よりラ ジカ ル や活性酸素に より､

皮膚内 の 抗酸化成分で ある グ ル タチ オ ン が消費され ､ 酵素活 性 に影響 したた め

と考えられた｡ しか しなが ら､ 酵素活性 の 変動 は刺激 の 程度や刺激後 の 時 間 に

よ っ て も異な る こ とが あり ､ 今回は あく までも 3 m 瓦4 濃度 (顕著に コ メ ドが形

成されな い濃度) の 為 ､ 酵素活性 と酸化 ス ト レ ス との 関係を明確にす るに は ､

更 に種 々 の 塗布濃度 で詳 細な経時的変動を調 べ て い く必要 があ る の か も しれな

い ｡
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5 . 小括

･ 通 常､ 酸化 的 ス ト レ ス に対す る生体 の防御作用と して は､ 抗酸化的な物質に

よ る防御と抗酸化酵素系 に よ る防御作用 が知 られて い る ｡ そ こ で ､ 今回 は生体

中の 重要 な抗酸化物質で あ る とと
.

b に ､ 過酸 化物質 の廟毒代謝 に大きく顕与 し

て い る グル タチオ ン に つ い て ､ S q
-

0 0 日 をウサギ皮膚に塗布 した場合の 皮膚 - の

作用 を検討 した｡

･ その 結果 ､ 皮膚単回塗布 3 0 分後 で は ､ 総 G S 日 量に 大きな変動 は認め られ なか

つ たが ､ G S H の 還元型 と酸化型 の 比 (G S 日/ G S S G) が有意に低下 し､ 酸化 的ス ト

レ ス が短時 間 で皮膚局所 に発生 し て い た. しか しなが ら､ そ の 反応 は 一

過 性 で

あり ､ 酸化 ス ト レ ス に対 し G S H を介 した防御的な生体恒常性が皮膚に は備わ っ

て い る こ と示 して い た
｡
こ の ような作用は ､ 同様 な m o n o h y d r o p e r o x i d e で ある

BH P で は観察す る こ とが で きず ､ s q
-

o oH に 特異 的な作用 で ある こ とも判 明 したo

･ また ､ s q
-

o o H を 2 週 間 で 6 回塗布 した場合で は ､ GS H と G S S G の 量が塗布濃

度依存的に上昇 し て い たが ､ G S H/ G S S G で は や はり低下 して い た. そ こ で ､ 皮膚

中の G S H を D E M 塗布 で 9 0 % 以上枯渇 させ た酸化 ス ト レ ス 状態 で ､ S q
-

0 0 H の 毒性

を コ メ ド形成能 で検討 したと こ ろ ､ D E M 前処置 で 明らか な コ メ ド形成の増強作用

が認められた｡

･ ウサギ耳介内側皮膚由来の 正常繊維芽細胞を用 い た 1
'

D V l
･

t r o の細胞毒性 で も､

BS O 処置 に よる GS H 枯渇状態で S q
-

0 0 H の細胞毒性が増強 して い a
,
こ とが確認さ

れた ｡

･ そ こ で ､ 皮膚中の GS H 関連抗酸化酵素に つ いて S q
-

0 0 日塗布 の影響を調 べ た結

- l 1 7 -



果､ c a t a l a s e と G SH p e r o xi d a s e にお い て ､ S q
-

0 0H 塗布 に よ る酵素活性 の 上昇

が認められた ｡

･

以上 の 結果 か ら､ S q
-

0 0H は 皮膚局所 に塗布す る こ と で酸化型 G S H の 増加 (酸

化 的 ス ト レ ス) を与 える ととも に ､ そ の 毒性は G S H 枯渇状態に よ る酸化 ス ト レ

ス 状態で増強す る こ とが明瞭となり､ 細胞 内抗酸化成分 で ある グル タチ オ ン類

の ような抗酸化成分 の存在が s q
-

o o H の 毒性 を抑制す る因子 と して働 い て い る こ

とが示唆され ､ また S q
-

0 0 H に よる酸化 ス ト レ ス が G S H 関連の 抗酸化酵素活性 に

も影響を与えて い る こ とが明 らか とな っ た｡

-
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Ⅴ . 総括

･ ヒ トの 皮表脂質 に長波長紫外/* uv
-

A を照射す ると ､ s q 過酸化物が顕著に 生成

され ､ 日常生活照射 レ ベ ル の 紫外線で生成される S q 過酸化物は ､ メ タ ノ ー

ル

溶媒 で完全 に抽出された ｡ そ こ で ､
.

メ タノ
ー

ル 溶媒抽出と
一
分取fiP L C を組み合

わせ る こ とによ り ､ 簡易に S q
-

0 0 H を調製す る方法 を構築 した｡

･ 多く の構 造異性体を含む S q
-

0 0 H は ､ メ タノ
ー

ル を移動相とす る逆相カ ラ ム

肝L C 分析 で は m o n o h y d r o p e r o x y 体の 単 一 ピ ー

ク と して 捉 えられ るが ､ 更 に順

相カ ラ ム で 肝 L C 分析す ると 1 0 本以上 の ピ ー

ク物 質と して分離可能 で あ っ た ｡

そ こ で ､ それぞ れ の ピ ー ク物質を分析 した結果 ､ m o n o h y d r o p e r o x i d e の 存在

ノ≠ も､ ら.. も､ ら ..

2 - h y d r o p e r o x y s q u al e n e

C Ⅲ 3

f
C H
3

-

C -

c ‡‡3

1
0 0 E

te r t -b u t yl h yd r o p e r o x id e

( B H P)

c H 391 H 3
c u m e n e b y dr o p e r o x id e

( C H P)

ら..

が確認 され ､ そ の 内の 主要 な

ピ ー ク物質 を分析 した結果 ､

S q の 末端 二重結合に -

0 0H 基

が 導 入 し た 2 -

h y d r o p e r o x y

s q u a l e n e で ある こ とが判明

した ｡

そ こ で ､ こ の S q
-

00 H の

皮膚 - の酸化 ス ト レ ス 作用

を類似 した m o n o h y d r o p e r o x i d e

体 で あり ､ 酸化 ス ト レ ス の モ デル 物質と して使用され る B H P と CfiP との 比較 ､

ある い は ､ 紫外線照射に よる作用との 比較を行 い ､ S q
-

0 0 H の 皮膚 - の 作用 の 特

性 に つ い て検討 した｡

･ s q
-

o o H の皮膚 - の 刺激作用 と して ､ 皮膚
一

次刺激性や累積刺激性を確認 した｡

皮膚 一

次刺激性は､ 類似 した m o n o h y d r o p e r o x y 体で あ る B 肝 や cH P よりも強
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か っ た｡ ま た ､ 細胞毒性をウサギ耳介皮膚由来 の線推芽細胞 で評価 した結果

C HP や B 肝 よりも S q
-

0 0H に 強 い細胞毒性が認 め られた o コ メ ド誘発性 にお い

て は ､ S q 過酸化物に 活性 が認 められ ､ そ の 活性 はメ タノ ー ル で抽出され ､ 宿

性本体が S q
-

0 0日 で あ る こ とがI) e r m ? s c o p e を用 い た コ メ ド誘発試験で 明 らか

とな っ た｡ B 肝 や cH P に は コ メ ド誘発性 は認 め られ なか っ た｡

･ - ア レ ス マ ウ ス 皮膚 - の 連続塗布 に より ､ S q
-

00 H が肌荒れ (皮膚表面形態 の

悪 化) ､ 皮膚水分低下作用 ､ および縮緬 シ ワ ( c ri nk l e) 形成作用を有 して い

る こ とを見 出 した . こ れ らの 作用は B H P や c 肝 ､ また還元体の S q -

OH で も全く

認 め られず､ S q -

0 0 H に特徴的な作用 で あ る こ とが判明 した.

I - ア レ ス マ ウ ス 皮膚 - の長期 間 S q
1

0 0 H 皮膚塗布 で ､ 皮膚表面形態 の 変化 ･ 表

皮肥厚 とと もに ､ 真皮 コ ラ ー

ゲ ン量 の 指標 となる 肝 の減少 が認 められ た｡ 同

様な シ ワ 発 生系 の 動物 モ デ ル で あ る紫外線照射法 に よ る シ ワ皮膚との 形態

的 ･ 生化学的 ･ 病理的 な特徴の差異に つ い て 比較検討 し､ S q
-

0 0 H 塗布皮膚が

従来 の紫外線照射 シ ワ モ デル と は異 な っ た新たな特徴を持 っ た シ ワ 発生 モ デ

ル で ある こ とが示 され た｡

･ シ ワ 皮膚 の 作用メ カ ニ ズ ム と して は ､ 皮膚上 で生成 した S q -

0 0 H が皮膚上 ある

い は内部 で分解され ､ 活性酸素 (例 えばo 2
") や s q ラジカ ル 発生に よる酸化

的ス トレ ス 作用 と､ こ れ らに随伴する各種 c y t ok i n e 遊離 (例えばI L 卜 α) に

より ､ 表皮増殖性 の克進と表皮肥厚化が起 こ り無秩序な増殖が起きると考え

られた ｡ そ の 結果 ､ 表皮角化冗進と皮脂腺 の拡大 により コ メ ドが形成され ､

皮膚表面 で は縮緬ジ ワ を形成 し､ 真皮 で は コ ラ ー ゲ ン 量低下 と酸性 ム コ 多糖

の増加 に伴う変性 に よ り､ 皮膚表面 で特徴的な深 い シ ワ 形成が起きたと考え
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られた ｡

･ s q
-

o oH の皮膚 - の 酸化的ス ト レ ス の 結果 と して ､ ウサギ耳介皮膚を用 い た
一

過 性 の 皮膚内 G S H / G S S G の低下 ､ 1
'

17 V 1
'

t r o で は培養線推奏細胞内 GS H の枯渇

作用が確認された ｡ BⅠ肝 には ウサギ皮膚 で の G S H/ G SS G 低下作用 は認 め られな

か っ た｡ また ､ S q
-

0 0 H は ウサ ギ耳介皮膚 - の 塗布 で G SB 関連 の 抗酸化酵素

( c a t al a s e ､ G S王トp e r o xi d a s e) - め影響も示唆され ､ S q
-

0 0H 誘発 の 酸化 ス ト

レ ス 作用 に 対 して , 皮膚内 の 抗酸化物質 で ある グル タ チ オ ン が皮膚細胞 レ ベ

ル で の 酸化 ス ト レ ス に対 して 保護的に働き ､ 細胞毒性や コ メ ド形成を抑制 し

て い る こ とを見 出 した ｡ 皮膚内 G S H - の 作用も S q ラジ カル 伝播に よ る急激な

GS H の 消費が皮膚局所で の 酸化的 ス ト レ ス 状態を引き起 こ し､ GS H 関連抗酸化

酵素 - の 活 性に も影響を与えて い る ､ と推察された｡

皮膚各部位 で の S q -

0 0 H の 作用 に つ い て まと め ると ､ 以下 の ようにな っ た｡

皮膚表面 皮膚紅斑形成 ､ 皮膚表面形態 (皮溝 ･ 皮丘) 変化､ シ ワ 形成 ､

皮膚内部 炎症 の 惹起 ､ 抗酸化能低下 (G S S H/ GS H †) ､ G S H 関連酵素の変動 ､

s q
-

o oH の 分解と ラジ カ ル ･ 活性酸素の 発生

角層 ハ
寸

T)ア損傷 ､ 不全角化 ､ 水分量 の 低下

過 形成 ､ 角栓形成

表皮 肥厚
･ 角化克進 ､ サイ トカイ ン の 分泌

皮脂腺 拡大 (機能克進)

⇒ 肌荒れ誘発

-〉 コ メ ド形成

⇒ 肌荒れ誘発

⇒ コ メ ド形成

真皮 コ ラ
ー

ゲ ン変性 ( 染色性J ､ H P 量 の低下) ､

G A G の 増加 ( ウ ロ ン 酸の増加) ⇒ シ ワ 形成
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こ の ように ､ ヒ ト皮膚表面 で生成され る S q
-

0 0 H は ､ B 野
･

CfiP や紫外線照射 には

見 られ な い様々 な特徴的な作用を有 して い る こ とが判明 した｡ これ らの 作用 は ､

相 互 に 関連を持ちながら皮膚 の 生理機能 (表皮細胞 の 角化調節機能 ､ 抗酸化機構

等) に 影響を与え､ 皮膚に過剰 に働い た場合 ､ 肌荒れ (乾燥 ､ 炎症 ､ 皮膚表 面変

化) や ニ キ ビ ( コ メ ド形成) の誘発要因に なる と考えられた. 更 に S q
-

0 0 日 の長期

的か つ 持続的な酸化 ス トレ ス は ､ シ ワ形成 の誘発
■

にお い て も重 要な役割を演 じて

い る と考えられた ｡

-
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8 ･ 上 田宏他 : ア ト ピ ー

性皮膚炎 に お け る皮膚過酸化脂質の意義. 日度会誌 .

8 1
,
7 3 6

-

7 3 7 ( 1 9 7 1)

9 ･ 早川 律子 : 皮脂中の 過酸化脂質と皮膚疾患 臨床皮膚 2 9 , 1 8 卜1 92 (1 97 5)

1 0 ･ 清水美津子 , 設楽唐草, 長井透, 宮入宏之 , 猪股成晃 佐藤良夫 : ス ク ア レ

ン過酸化物の皮膚刺激性に関する研究､ 日度会誌 ､ 9 0 , 1 9 4 ( 1 98 0)

1 1 ･ 千葉勝由, 遠 山清 : s q u a l e n e 過 酸化物の 生成と毒性 日皮会誌 . 1 0 1 , 6 6 9

( 1 9 9 1)

-

1 2 4
-



1 2 . 0 . M i l l s , 班. F o r t e a n d A . K l i g m a n : E n h a n c e m e n t o f c o m e d o g e n i c s u b s t a n c e s

b y ul t r a v i o l e t r a di a t i o n . B r i t . ∫. D e r m a t ol . 98 , 1 4 5
-

1 5 0 ( 1 9 7 8) .

1 3 ･ 瓦. M o t o y o s h i : E n h a n c e d c o m e d o f o r m a t i o n i n r a b b i t e a r s k i n b y s q u a l e n e

a n d ol e i c a c i d p e r o x i d e s . B r i t . J . D e r m a t o l . 1 09
,
1 9 1

-

1 9 8 (1 9 83)

1 4 . A . O h s a w a , T . W a t a n a b e , 氏. M a t s uk a w a , Y . Y o s h i m u r a an d a . I m a ed a : T h e

p o s s i b l e r o l e o f s q u a l e n e a n d i t s p e r o x i d e o f t h e s e b u m i n t h e o c c u r r e n c e

o f s u n b u r n a n d p r o t e c t i o n f r o m t h e d a m a g e c a u s e d b y U V i r r a d i a t i o n .

J . T o x i c o l . S c i . 9
,
1 5 卜1 5 9 ( 1 9 8 4)

1 5 . M . N a z z a r o
-

p o r r o , S . P a s s i , 班. P i c a rd , 氏. M e r c a n t i n i a n d A . B r e a t h n a c h :

Li p o x y g e n a s e a c t i v i t y o f p i t y r o s p o r u m i n vi t r o a n d i n v i v o .

J . I n v e s t . D e r m a t o l . 8 7 , 1 0 8
-

1 1 2 , ( 1 9 8 6)

1 6 , a . Y o s h i n o a n d I . M a t s u o : S q u a l e n e p e r o x i d e f o r m a t i o n b y t ⅣA i r r ad i a t i o n

w i t h o r w i t h o u t 8
-

M O P . J p n . I . D e r m a t ol . 91
,
5 5

-

5 7 (1 9 8 1)

1 7 . H . F uj i t a , I . M a t s u o
,
班. Ok a z a k i

,
a . Y o-s hi n o an d M . Oh k i d o :

Ch l o r p r o m a z i n e
-

s e n s i t i z e d p h o t o o x id a t i o n o f s q u a l e n e . A r c h . D e r m a t o l .

R e s . 2 7 8
,
2 2 4

-

22 7 ( 1 9 8 6)

1 8 . 班. P i c a rd o , C . Z o m p e t t a , C . D e L u c a , A . A m a n t e a , A . F a g g i o n i , 臥

N a z z a r o
-

p o r r o a n d S . P a s si : S q u a l e n e p e r o 由 d e s m a y cムn t r i b u t e t o

u l t r a v i o l e t l i g h 卜i n d u c e d i m m u n o l o g i c a l e f f e c t s . P h o t o d e r m a t o l .

P h o t o i m m u n o l , P h o t o m e d . 8
, 1 0 5

-

1 1 0 ( 1 9 9 1)

1 9 . 河野善行 , 阪本興彦 , 富田健
一

, 堀井和泉, 宮津陽夫 : 化学発光検出器

を用 い た H P L C に よ る ヒ ト表皮にお ける過酸化脂 の定量 . 油化学. - 4 0
,

7 1 5
-

7 1 8 ( 19 9 1)

2 0 . I) . S a i n 卜 L e g e r , A . B a q u e , E . C o h e n a nd 肌 C h i v o : A p o s s ib l e r o l e f o r

s q u a l e n e i n t h e p a t h o g e n e s i s o f a c n e Ⅱ . B r i t . ∫. D e r m t ol . 1 1 4 , 5 3 5
-

5 5 2

-

1 2 5
-



( 1 98 6)

2 1 . 笠明美, 荒金久美, 林千賀子 , 増永卓司, 新本浩
一

, 長野哲雄 , 鹿部雅昭 ,

益子信郎P r o p i o n i u m b a c t e r i u m a c n e s 由来 ポル フ ィ リ ン に よ る
一

重項酸素の

産生 と皮表脂質 の過酸化 . 香粧会誌 .

'

1 9 , 卜6 ( 1 9 95)

2 2 . 班. E g a w a , Y . K o h n o a n d Y . K u m a n o : 0 Ⅹi d a t i v e e f f e c t s o f c i g a r e t t e s m o k e

o n t h e h u m a n s k i n : I n t . ∫. C o s m e t . S °i . 2 1 , 8 3
-

98 (1 9 9 9)

2 3 . 合津陽子 , 土師信
一 郎, 中村祥 二 , 河野善行 , 福井寛, 熊野可丸, 沢野清仁 ,

大 田英明 , 山崎
一

雄 : 加 齢臭発生機序に基ずく対処商品 の 開発 . J . S o c .

C o s m e t . C h e m . J p n . 3 2 , 3 7 9
-

3 8 6 (2 0 0 0)

2 4 . 河 野善行 , 高橋 元次: 皮膚に お け る過酸 化反応 とそ の 制御 . 油化 学. 4 4
,

2 4 8
-

2 5 5 (1 9 9 5)

2 5 . T . W i t a s a n d J . W e d z i n s k a : T h e d e t e r m i n a t i o n m e t h o d o f m al o n a l

g e n e r a t i o n d e g r e e o f o x i di z e d s q u去1 e n e . D i e N a t h r u n g . 2 3
,
5 8 9 - 5 9 5 (1 9 7 9)

2 6 . 氏. R o b e r t a n d J . M e a d : S m a ll h y d r o c a rb o n s f o r m e d b y t h e p e r o xi d a t i o n

o f s a u a1 6 n e . C h e m i s t r y a n d P h y s i c s o f Li p i d s 4 6 , 1 1 7
-

1 2 0 (19 8 8)

2 7 . 河野恵宣 , 塩盛弘
一 郎, 芝原敦, 孫偉, 馬場由成, 三谷博明, 幡手泰雄 : ス

ク ア レ ン酸化劣化挙動 . 油化学 4 6 , 1 3 6 1
-

1 3 6 7 ( 1 9 97)

2 8 . H . C . H . Y e o a n d T . S h i b a m o t o : F o r m a t i o n o f f o r 由 一1 d e h y d e a n d

m al o n a l d e h y d e b y p h o t o o x i d a t i o n o f s q u al e n e .
L i p i d s 2 7 , 5 0

-

5 3 (1 9 9 2)

2 9 . 吉野和虞: 皮表脂質中の過酸化脂質, 皮表過酸化脂質の 定量法 ならび に 口V A

照射時に お ける生成促進因子 に つ い て . 日皮会誌 9 0 , 1 0 8 1 -

1 08 7 (1 9 8 0)

3 0 . I ｡ M a t s u o , K . Y o s h i n o a nd 班. O hk i d o : M e c h a n i s m o f sk i n s u r f a c e l i p i d

p e r o xi d a t i o n . C u r r . P r o b ュ. D e r m a t o l . l l , 1 3 5
-

1 4 3 (1 9 8 3)

3 1 . 福沢健治, 寺尾 純二 : 脂 質過酸化反応実験法 , 広川書店 p3 3 (1 9 9 0)

3 2 . 吉野和慶, 松尾車朗 : U V A 単独照射および 8 瑚 O P ＋U V A 照射に よる ス タア レ

- 1 2 6 -



ン 過酸化物の 生成 . 日皮会誌 9 1 , 5 3 -

5 7 (1 9 8 1)

3 3 ･ M ･ N ak a n o
,
Y ･ R a m b a y a s h i , B . T a t s u z a w a , T . K o m i y a m a a nd E . F uj i m o r i :

U s e f u l lo
2 g e n e r a t o r , 3

- ( 4
'

-

m e 七h y l - ll
'

-

n a p h t h y l) -

p r o p i o n i c a ci d ,

1
'

, 4
'

-

e rld o p e .r o xi d e (N E P O) , f o r di o j'y g e n e r a t i o n o f s q u al e n e ( a s k i n

s u r f a c e l i p i d) i n a n o r g a n i c s ol v e n t a n d b a c t e r i al k i l l i n g i n a q u e o u s

m e d i u m . F E 古S L e ℃t . 43 2 , 9
-

1 2 (1 99 8)

3 4 ･ 河野善行 , 阪本興彦 , 中村哲治, 宮津陽夫: 化学発光検出器を用 い た H P L C に

よ る ヒ ト皮表脂質過酸化物 の 定量(第 2 報) . 油化学 4 2 , 2 0 4 -

2 0 9 (1 9 93)

3 5 ･ N ･ O h i s h i , H ･ O hk a w a , A ･ M i ik e
, T ･ T a t a n o a n d E . Y a g i : A n e w a s s a y m e t h o d

f o r l i p i d p e ‡
･

o X i d e s u s i n g a m e t h y l e n e b l u e d e r i v a t i v e . B i o c h e m . I n t .

1 0 , 2 0 5
-

2 1 1 ( 1 9 85)

3 6 ･ T ･ M i y a z a w a , K ･ Y a s u d a a n d K . F u j i m o t o : C h e m i l u m i n e s c e n c e
-

h i g h

p e r f o r m a n c e l i q ui d c h r o m a t o g r a p h y o f p h o s p h a t i d y l c h o l i n e

h y d r o p e r o x i d e . An a l . L e t t . 2 0
,
9 1 5

-

9 2 5 (1 9 8 7) .
･

3 7 ･ D ･ W a e s , T ･ M a m m o n e , M . A . M ck e e v e r
,
E . P e l l e , C . F t h e n ak i s , L . D e c l e r c o

,

P ･ U ･ Gi a c o m o n i a n d K ･ M a r e n u s : N o n i n v a s i v e t e c h n i q u e s f o r m e a s u r i n g

o x i d a t i o n p r o d u c t s o n t h e s u r f a c e o f h u m a n s k i n . M e t h . E n z y m o l .

3 1 9 , 6 1 2
-

6 2 2 ( 2 0 0 0)

3 8 . T . W . S a m a nd E . T . G u a m : P o l y e n e o x i d a t i o n . P a r t Ⅱ . M o n o
-

al c o h o l s f r o m

t h e s q u a l e n e
-

s i r唱1 e t o x y g e n r e a c t i o n . ∫. N a t . R u b b . R e s . 3 , 8 卜8 9 (1 9 88)

3 9 ･ I ･ M a t s u o , H . F uj i t a , K . 日a y ak a w a a n d M . O h k i d o : L i p id p e r o xi d a t i v e

p o t e n c y o f p h o t o s e n s i t i z e d t h i a z i d e d i u r e ti c s . J . I n v e s t . D e r m a t o l . 37 ,

6 3 7
-

6 4 1 ( 1 9 8 6)

4 0 . S . K o g a , ”. N a k a n o a nd A . U eh a r a : M e ch a ni s m f o r t h e g e n e r a t i o n o f

s u p e r o xi d e a n i o n a n d s i n g l e t o x y g e n d u r i n g h e m e c o 町 O u nd
-

c a t al y z ed

-

1 2 7 -



1 i n o l e i c a c i d h y d r o p e r o x i d e d e c o 町P O S i t i o n . A r c h . B i o c h e m . B i o p h y s . 2 8 9
,

2 2 3
-

2 2 9 (1 9 9 1)

4 1 . 班. Ⅳa k a n o : D e t e c t i o n o f s u p e r o x i d e r a di c a l a n d s i n g l e t o x y g e n b a s e d o n

c h e m i l u m i n e s c 9 n C e O f l u c i f e r i rl a n去1 o g s . M e t h . E n z y m ol . (L . P a c k e r a n d

A . N . G l a z e r . E d s) 1 8 6 , 5 85
-

5 9 1 (1 9 9 0)

4 2 . 千葉勝由, 池和治夫, 宮崎幸司 : ジペ プチ ド及 び これ を含有す る化粧料 . 特

開平 6
-

3 4 5 7 9 7 .

4 3 . 中野稔 : 活性酸素の 化学発光 に よ る検出 . 蛋白質 核酸 酵素 臨時増刊 . 3 3 ,

2 6 9 9
-

2 7 0 7 ( 1 9 8 8)

4 4 , I . H . D r a i z e : D e r m a l t o x i c o l o g y . I n A p p r a i s a l o f t h e S a f e t y o f C h e m i c a l

i n F o o d , D 工
･

u g a n d C o s m e t i c s . E di t e d b y t h e a s s o c i a t i o n o f f o o d a nd d r u g

o f f i c i al s o f t h e U n i t e d S t a t e s , A u s t i n , T X . P 4 6 . (1 95 9)

4 5 . 橿淵陽夫 : 皮膚の 形態学的評価の 為の 改良された剥離角質細胞診断法 . J .

S o c . C o s m e t . C h e m . J a p . 2 3
,
1 4 3

-

1 5 4 (1 9 8 9)

4 6 . 遠藤 正行 ,
､
鷺谷 広道, 真知 田宏 : 角層中にお ける過酸化脂質及び皮表脂質の

分布と洗浄に よ る除去 . 油化 学 4 0 , 4 2 2 - 4 2 6 ( 1 9 9 1)

4 7 . 河野善行, 萩野滋延, 森最輝, 阪本興彦 , 中村 哲治 , 高橋 元次 : ヒ ト表皮

に お ける脂質過酸化反応 . J . S o c . C o s m e t . Ch e m , J a p a n 2 7 , 33
-

4 0 (1 9 9 3)

4 8 . 中山靖久 : 環境影響の制御 に果 たす ス キ ン ケア の役割 . 皮膚の 健康科学, 石橋

康 正 , ∫. A . P a r r i s h 監修. 南山堂, 1 3 4
-

1 4 4 ( 1 9 9 4)

4 9 . P . K an a a r : F o l l i c ul a r k e r a t o g e ni c p r o p e r t i e s o f f a t t y a c i d s i n t h e

e x t e r n al e a r c a n al o f t h e r a b b i t ･ D e r m a t ? 1 o g i c a 1 4 2 , 1 4
-

22 (1 9 7 1)

5 0 . K . M o t o y o s h i : Th e c o r r e l a t i o n b e t w e e n s u r f a c e m i c r o s c o p y a n d d e r m a l

h i s t o l o g y i n t e t r a d e c a n e
-

i n d u c e d c o m e d o n e s i n r a bb i t e a r s k i n . B r i t .

J . I) e r m a t o l . 1 0 8 , 5 7 3
-

5 7 9 ( 1 9 8 3)

-

1 2 8
-



51 . ∫. E . F u l t o n : C o m e d o g e n i c i t y a n d i r r i t a n c y o f c o m m o n l y u s e d i n g r e di e n t s

i n s k i n c a r e p r o d u c t s . ∫. S o c . C o s m e t . Ch e m . 4 0 , 3 2 1
-

3 3 3 (1 9 8 9)

5 2 . A , ”. K l i g m a n a n d L . 日. E l i g m a n : C a r c i n o g e n s s h o w c o m e d o g e n i c a c t i v i t y ･

Å p o t e n t i a l a中m a l s c r e e n f o r t u m o r
'

i g e n i c s u b s t a n c e s ･ C a n c e r l e t t ･ 8 7 ,

1 7 1
-

1 7 8 ( 1 9 9 4)

5 3 . A . M . K l i g m a n : P a t h o g e n e s i s o f a c m e v u l g a r i s . II , H i s t o p a t h o l o g y o f

c o m e d o n e s i nd u c e d i n t h e r a b bi t e a r s b y h u m a n s e b u m . A r c h s D e r m a t o l .
9 8

,

5 6
-

6 6 (1 9 8 6)

5 4 . K . M o t o y o s hi : E n h a n c e d c o m e d o f o r m a t i o n i n r a b bi t e a r s k i n b y s q u a l e n e

a n d o l e i c a c i d p e r o x i d e s . B ri t . ∫. D e r m a t o l . 1 0 9 , 1 9 卜1 9 8 ( 1 98 3)

5 5 . a . C h i b a , 瓦. Y o s h i z a w a
,
Ⅰ. M a k i n o , a . E a w ak a m i a n d ”. O n o u e :

c o m e d o g e n i c i t y o f s q u a l e n e m o n o h y d r o p e r o x i d e i n t h e s k i n a f t e r t o p i c a l

a p p l i c a t i o n . ∫. T o x i c o l . S °i . 2 5
■
, 7 7

-

8 3 ( 2 0 0 0)

5 6 . 千葉勝由, 吉津和彦 , 牧野育代, 角将
-

, 尾上 正 治 , 遠山清: ウサ ギ耳介

皮膚を用 い た コ メ ド誘発性試験 の改良法 . 香粧誌 1 7 , 6 5 -

7 2 (1 99 3)

5 7 . D . S a i n t
- l e g e r , A . B a g u e , E . C oh e n a n d 班. C h i v o t : A p o s si bl e r ol e f o r

s q u al e n e i n t h e p a t h o g e n e s i s o f a c n e ･ Ⅰ ･ I n v i t r o s t u d y o f s q u a l e n e

o x i d a t i o n . B r i t . ∫. D e r m a t o l . 1 1 4 , 5 35
-

5 42 ( 1 98 6)

5 8 . a . C h i b a , T . S o m e , A . K a w a k a m i a n d ”. O n o u e : S k i n r o u g h n e s s a n d w r i n k l e

f o r m a t i o n i n d u c ed b y r e p e a t e d a p p l i c a t i o n o f s q u a l e n e

m o n o h y d r o p e r o x i d e t o t h e h ai r l e s s m o u s e . E x p ･ D e r m a t o l ･ 8
,
4 7 卜47 9

( 1 9 9 9)

5 9 . T . S o m e
,
班. I c h i o k a a n d T . Y o k ok u r a : A s t u d y o f s e a s o n a l c h

'

a n g e s i n sk i n

s u r f a c e c o n fi g u r a t i o n a nd r o u g h s k i n b y i m a g e a n al y s i s . ∫. J p n . C o s m e t ･

s c i . S o c . 1 5 , 6 0
-

6 5 ( 1 9 9 1)

-

1 2 9
-



6 0 . B . G . T a f f e , N . T a k a h a s h i , T . W . E e n s l e r a n d R . P . M a s o n : G e n e r a t i o n

o f f r e e r a d i c a l s f r o m o r g a n i c h y d r o p e r o x i d e t u m o r p r o m o t e r s i n i s o l a t e d

m o u s e k e r a 七i n o c y t e s . F o r m a t i o n o f a lk y l a n d a lk o x y l r a di c a l s f r o m

t e r t
-

b u t y l h y d r o p e r o 由 d e a n d c u m e n e
'

h y d r o p e r o x i d e . J . B i o l .
C h e m ･ 2 6 2 ,

1 2 1 4 3
-

1 2 1 4 9 ( 1 9 8 7)

6 1 . G . S . T i m m i n s a n d M . J . D a v i e s : F r e e r ad i c a l f o r m a t i o n i n i s o l a t e d m u r i n e

k e r a t i n o c y t e s t r e a t e d w i t h o r g a n i c p e r o x i d e s a n d i t s m o d u l a t i o n b y

a n t i o x i d a n t s . C a r c i n o g e n e s i s 1 4 , 1 6 1 5
-

1 6 2 0 ( 1 9 9 3)

6 2 . a . C h i b a , a . K a w a k a m i , T . S o m e a n d ”. O n o u e : C h a r a c t e r i s t i c s o f s k i n

w r i n kl i n g a n d d e r m a l c h a n g e s i n d u c e d b y r e p e a t e d a p p l i c a t i o n o f
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