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要旨 

ピリドキシン (Pyridoxine, PN) は、ビタミン B6 様活性を有する vitamers (ビタマ

ー) の 1 種である。PN が不足すると皮膚トラブルや脂漏性皮膚炎を引き起こし、臨床

的に PN がニキビや肌荒れの治療に用いられる。しかしながら、表皮・角層の機能に

対する PN の作用機序は詳細には明らかになっていない。そこで本研究では、表皮・

角層の機能に対する PN の作用を明らかにするために、正常表皮細胞 (以下 NHEKs) お

よび株化表皮細胞 (以下 HaCaT 細胞) を用いて検討した。また、PN は水溶性であるた

めに脂溶性の高い角層に移行しにくく、経皮塗布で十分な効果が発揮されにくいと考

えられることから、PN 誘導体 (トリスヘキシルデカン酸 PN, 以下 VB6-IP と略す) の三

次元培養ヒト皮膚モデル (以下 3D Skin と略す)およびヒト皮膚に対する作用を検討し

た。 

第一章では、PN の NHEKs に対する作用を検討した結果を述べている。PN は

NHEKs における表皮分化マーカーの中で、プロフィラグリン mRNA 発現のみを増加

させた。また、PN 処理は NHEKs のフィラグリンタンパク質産生量も濃度依存的に増

加させた。一方、NHEKs に P2X 受容体アンタゴニストである pyridoxal phosphate-6-azo 

(benzene-2,4-disulfonic acid) tetrasodium salt hydrate, 以下 PPADS) および 2′,3′-O-(2,4,6-

Trinitrophenyl) adenosine 5′-triphosphate tetrasodium salt (以下 TNP-ATP) を処理すると、

PN と効果と同様にフィラグリンタンパク質量が増加した。さらに、PN により増加し

たフィラグリンタンパク質は ATP (P2X 受容体のアゴニスト) によって抑制された。以

上のことより、PN はフィラグリン遺伝子発現とタンパク質産生を増加させること、ま

た、PN 誘導性フィラグリンタンパク質産生増加作用は P2X 受容体を介した作用であ

ることが示唆された。 

第二章では、PN の HaCaT 細胞に対する作用を検討した結果を述べている。PN

は HaCaT 細胞のプロフィラグリン mRNA 発現を増加させたが、フィラグリンタンパ
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ク質産生量は変化させなかった。また、PN によって増加したプロフィラグリン mRNA

に対し、ATP 処理で抑制されなかった。以上より、HaCaT 細胞と正常表皮細胞で PN

によるフィラグリンへの作用は異なることが示唆された。 

第三章では、VB6-IP の 3D skin およびヒト皮膚に対する作用を検討した結果を

述べている。VB6-IP は、NHEKs のプロフィラグリン mRNA 発現およびタンパク質産

生量を増加させ、PN と同様の作用を有していた。また、1.5mM の VB6-IP を 3D skin

の角層側から処理し、フィラグリンタンパク質に対する免疫組織化学を実施したとこ

ろ、3D Skin の顆粒層上層および角層の一部にフィラグリンタンパク質産生が誘導され

た。VB6-IP と同じ条件で PN を 3D skin に処理した結果、誘導されたフィラグリンタン

パク質産生の局在は、顆粒層の一部に限定され、VB6-IP により誘導されたフィラグリ

ン産生領域よりも狭かった。また、フィラグリンタンパク質に由来する蛍光強度は、

PN 処理条件よりも VB6-IP 処理条件で高かたった。以上のことから、3D skin における

フィラグリンタンパク質産生増加作用は PN よりも VB6-IP の方が顕著であった。さら

に、ヒトで 3 %の VB6-IP を配合した製剤を皮膚に 4 週間使用した結果、VB6-IP 配合製

剤はプラセボ製剤と比較して有意に皮膚表面水分量が増加していた。VB6-IP による皮

膚表面水分量の増加は、VB6-IP がヒト皮膚表皮細胞に作用しフィラグリンタンパク質

産生を増加させ、その後角質細胞に分化する過程でアミノ酸に分解されることで保湿

作用が増加したためであることが示唆された。 

本研究により、PN が NHEKs のプロフィラグリン mRNA 発現とタンパク質産生

を増加させること、また、P2X 受容体アンタゴニストに PN と同様の作用があること

が明らかになった。このことは、PN が P2X 受容体に対し拮抗的に作用することを示

唆しており、PN は ATP に誘導されたサイトカインやケモカインの産生と放出を抑制

することでフィラグリンを増加させた経路の可能性が示唆される。また、角層移行性

の高い VB6-IP は、ヒト皮膚の表皮細胞におけるフィラグリンタンパク質産生を増加さ
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せることで、皮膚角層水分量の増加をもたらしたと考えられるため、VB6-IP は経皮投

与して効果を発揮するフィラグリン増加成分として期待される。 
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序論 

ビタミン B6 (VB6) は、1930 年代に Rudolf Petersが報告したチアミンとリボフラ

ビンのみの栄養源で生育したラットが発症する先端疼痛症 (重大な皮膚病変伴う) を改

善する因子として発見された。その後、VB6 活性を有する物質としてピリドキシン 

(PN)、ピリドキサール (PL)、ピリドキサミン (PM) が同定された。PN、PL そして PM

は、細胞内でピリドキサール-5 リン酸に代謝され、補酵素としての活性を有し、アミ

ノ酸代謝、脂質代謝、糖新生などの反応を仲介する [1]。皮膚科学分野では、ヒトで

PN が不足すると脂漏性皮膚炎 [2]や口内炎 [3]が誘発されること、また、脂漏性皮膚炎

に対し 1～2 %の PN を配合した軟膏を用いたところ、1～2 週間で、紅斑、落屑、痂皮

が改善し、3 週間後に全快したという PN 軟膏の効果 [4]が示されている。このように

PN は古くから皮膚炎や口内炎などに臨床応用されているが、症状改善のメカニズムの

詳細はよくわかっていない。そこで、本研究では、PN がヒト正常表皮細胞 (NHEKs) 

や表皮株化細胞である HaCaT 細胞に対する作用機序を明らかにすることを目的とし

た。 

ヒト皮膚の表皮層は基底側から、基底層、有棘層、顆粒層と層状に細胞が並ん

で構成されており、最外層に角層が存在している [5]。基底層の細胞のみが分裂し、細

胞は分化を始めると増殖活性を失い、細胞接着特性が変化して基底層から離脱し、角

層側へと押し上げられる。その間、表皮細胞内では分化プロセスが進行し、皮膚バリ

アを形成するために必要な酵素やタンパクの産生、脂質の貯留などが起こる [6-9]。顆

粒層までは生細胞から成っているが、角質細胞は死細胞であり、角層は外界と体内環

境を隔てる皮膚バリアとして機能している。 

皮膚バリアは、角質細胞とその細胞間が脂質で埋められた構造をしており、し

ばしば煉瓦とモルタルモデルとして説明され [10]、その機能は①周辺帯によるバリ

ア、②角質細胞内アミノ酸・有機酸によるバリア、③角質細胞間脂質によるバリアで
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ある。周辺帯は、有棘細胞で産生する周辺帯関連タンパク質が細胞膜領域に集まり、

顆粒細胞を経て角質細胞へと分化していく過程の中で、周辺帯関連タンパク質がトラ

ンスグルタミナーゼにより架橋され、構造体を形成し、角質細胞を裏打ちすることに

より形成される [11]。周辺帯を形成する主要なタンパク質は、インボルクリン、ロリ

クリン、エラフィン、スモールプロリンリッチプロテインであり、周辺帯は、角質細

胞の物理的な強度を維持することに加えて、角質細胞間脂質のラメラ構造の足場とし

て機能する [12]。 

角質細胞内には、遊離アミノ酸やウロカニン酸などの有機酸が存在し、バリア

機能を担っている。角層表層の角質細胞に存在する吸湿性アミノ酸は、水分を保持す

ることにより角層の湿度を維持し [13]、柔軟な皮膚組織構造を維持している。また、

ヒスチジンが代謝されて生成されるウロカニン酸は紫外線吸収性能を有し、紫外線防

御としてのバリアとして機能している [14]。さらに、グルタミンから生成されるピロ

リドンカルボン酸 (PCA) などの有機酸により皮膚表面の pH は弱酸性に保たれる。弱

酸性に保たれた皮膚表面の pH は、抗微生物効果を発揮し [15]、セラミド代謝酵素の活

性化などに関与していることが報告されている [16]。 

角質細胞間脂質は、角質細胞の細胞間スペースに充填されている脂質のこと

で、その主成分は、セラミド、遊離脂肪酸、コレステロールである。これらの脂質

は、表皮顆粒細胞内で合成された後に小胞に貯留され、角層直下で内容物が細胞外に

分泌される [17]。分泌された脂質は脂質ラメラ構造を形成しており、これまでに結晶

構造の詳細な解析が行われている。結晶構造の違いにより、角層の物質透過性が変化

するなど、脂質ラメラ構造とバリア機能の関係性の詳細が明らかになっている [18]。 

以上の皮膚バリア機能の本質と考えられている、周辺帯、アミノ酸・有機酸、

角質細胞間脂質の構成因子は、一連の表皮分化プロセスで表皮細胞内に連続的に発現

する。また、何らかの要因により皮膚バリア機能が低下すると皮膚内部で炎症が発生
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することから、PN の皮膚炎改善作用は、フィラグリンをはじめとする皮膚バリア機能 

(表皮細胞の分化) に影響を与えているのではないかと仮説を立て、研究を行った。 
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第一節 緒言 

PN は、アミノ酸や脂質代謝に関与し、生体内のホメオスタシス維持に必須の成

分である。皮膚では、PN の欠乏は脂漏性皮膚炎 [2]、口内炎 [3]を引き起こし、これら

の病変に PN を経皮塗布することで症状が改善されることが示されている [19]。また、

ニキビや肌荒れ改善剤として PN が治療薬として使用されることもある。上記の臨床

知見は、PN が表皮・角層の機能維持に重要な役割を果たしていることを強く支持して

いるが、その作用機序の詳細については未だ明らかになっていない。 

フィラグリンは、表皮細胞の最終分化段階で、角質細胞の中でケラチン繊維の

凝集に関与している凝集タンパク質として発見された [20]。フィラグリンは、表皮顆

粒細胞のケラトヒアリン顆粒の中で、巨大分子のプロフィラグリン (>350 kDa) として

合成される [21]。プロフィラグリンには、フィラグリンモノマーが複数含まれており 

[22]、そのセリン残基が高度にリン酸化されているため、ケラチンを凝集することが

できない [22, 23]。プロフィラグリンは顆粒細胞から角質細胞へと移行する際に、脱リ

ン酸化と数段階のタンパク質分解を経て、フィラグリンモノマーに代謝される [21, 22, 

24]。フィラグリンモノマーは角質細胞でケラチンフィラメントを束ね、角質細胞のさ

らなる成熟化過程でペプチダーゼによる分解を受け、ポリペプチドを経てアミノ酸や

有機酸などに分解される [25, 26]。角層表層の角質細胞に存在する吸湿性アミノ酸は、

水分を保持することで角層の湿度を維持し [13]、柔軟な皮膚組織構造を形成してい

る。また、ヒスチジンが代謝されて生成されるウロカニン酸は紫外線吸収性能を有

し、紫外線防御バリアとして機能している [14]。さらに、グルタミンから生成される

ピロリドンカルボン酸 (PCA) などの有機酸は皮膚表面の pH を弱酸性に保ち、抗微生

物効果や [15]、セラミド代謝酵素の活性化などに関与していることが報告されている 

[16]。 
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一方、表皮剥離性角質増殖症 (epidermolytic hyperkeratosis) や葉状魚鱗癬 

(lamellar ichthyosis) などの皮膚疾患では、プロフィラグリンタンパク質がフィラグリン

タンパク質に分解されずに皮膚中に蓄積しており、表皮の機能維持にフィラグリンタ

ンパク質が重要な機能を担っていることが示唆される [27]。また、アトピー性皮膚炎

患者では病変部位、非病変部位に関わらず皮膚組織中のフィラグリンタンパク質産生

量が低下している [28]ことや、アイルランド人のアトピー性皮膚炎およびスコットラ

ンド人のアトピー性皮膚炎と喘息合併例におけるフィラグリン遺伝子変異に相関関係

が示され、アトピー性皮膚炎とフィラグリンの関連性も示唆されている [29]。 

表皮最終分化段階では、フィラグリンタンパク質はセリンプロテアーゼやリパ

ーゼなどの脂質代謝酵素や [30]、周辺帯を形成するために必要なタンパク質と共に顆

粒細胞で産生される [31]。表皮最終分化段階で産生される転写因子の機能や調節メカ

ニズムについては、例えば、P63 欠損マウスの皮膚は、発生初期段階で発生が進ま

ず、皮膚の重層化が欠落し、分化マーカーの発現が認められない [32]ことや、Notchシ

グナルは分化の最終段階に関与し [33]、胚発生時の表皮において亢進されていること

が報告されている [33, 34]。一方、フィラグリン遺伝子の転写調節メカニズムは十分に

理解されていない。そこで、PN の表皮機能に対する作用を明らかにするために、はじ

めに PN による NHEKs の表皮分化マーカーmRNA 発現の検討を行った。次に、PN に

よるプロフィラグリン mRNA 発現とフィラグリンタンパク質産生を検討した。さら

に、フィラグリンタンパク質産生における P2X 受容体の関与を調べた。 
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第二節 材料と方法 

 

 細胞培養 

正常ヒト新生児表皮角化細胞 (NHEKs) および MCDB153-modified specific 

medium HuMedia KG-2 (以下、KG2 と表記する) はクラボウから購入した。NHEKs は、

KG2 を用い、37 °C、5 % CO2環境下で培養した。NHEKs に添加した試薬 (PN, ATP, 

PPADS, TNP-ATP) は、ウシ下垂体抽出物 (bovine pituitary extract, BPE) を含有しない

KG2 (以下、KG2(-BPE)と表記する) に溶解し孔径 0.22 µmの PVDF メンブレン (マイク

レス, SLGV33RS) を用いて滅菌したものを用いた。 

 

 試薬 

ピリドキシン塩酸塩 (PN, P9755)、アデノシン 5'-三リン酸二ナトリウム水和物 

(ATP, A2383)、ピリドキサールリン酸-6-アゾ(ベンゼン-2,4-ジスルホン酸) 四ナトリウム

塩 水和物 (PPADS, P178)、2′,3′-O-(2,4,6-Trinitrophenyl) adenosine 5′-triphosphate 

tetrasodium salt (TNP-ATP, SML0740)、フェニルメチルスルホニルフルオリド (PMSF, 

P7626)、カルシウムイオノフォア A23187 (C7522) は Sigma (St. Louis, MO, USA) から購

入した。Triton X-100 (A16046) は、和光純薬 (東京、日本) から購入した。Fura-2-AM 

(細胞内カルシウムイオン測定試薬, F015) は同仁化学研究所 (熊本、日本) から購入し

た。塩化カルシウム溶液 (16973-64) はナカライテクス (京都、日本) から購入した。

TaqMan™ Gene Expression Cells-to-CT™ Kit (AM1728) , TaqMan® Fast Universal PCR 

Master Mix (4352042), TaqMan® Gene Expression Assay, TaqMan® Endogeneous Controls お

よび PierceTM BCA Protein Assay kit (23227) は、サーモフィッシャー (神奈川、日本) か

ら購入した。抗ヒトフィラグリン抗体 (Anti-filaggrin antibody (sc-80609, Lot. C2817)) 

は、サンタクルーズバイオテクノロジー (Dallas, TX, USA) から、ホースラディッシュ

ペルオキシダーゼ標識ポリクローナル抗マウス Ig-G (ヒストファインシンプルステイ
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ン MAX-PO(M), 424131) は、ニチレイバイオサイエンス (東京、日本) から、電気化学

発光試薬 (Lumi-Light Western blotting substrate, 12015200001) は Roche Diagnostics 

(Indianapolis, IA, USA)から購入した。 

 

 表皮細胞特異的分化マーカー発現に対する PN の作用 

NHEKs は、KG2 を用いて 96 穴マイクロプレートに 1.5×104 cells/well の細胞密

度で播種した (100 µL / well)。KG2(-BPE) に PN を 200 µMとなるように溶解し孔径

0.22 µmの PVDF メンブレン (マイクレス, SLGV33RS) を用いて滅菌したものを 1 well

あたり 100 µL ずつ添加し 24 時間培養した。24時間培養後、定量 PCR の項に示した手

順でプロフィラグリン (FLG), セリンパルミトイルトランスフェラーゼ (SPTLC), ケラ

チン 10 (K10) インボルクリン (INV), コルネオデスモシン (CDSN) およびロリクリン 

(LOR) mRNA 発現に対する定量 PCR を実施した。 

 

 プロフィラグリン mRNA 発現に対する PN の作用 

NHEKs は、KG2 を用いて 96 穴マイクロプレートに 1.5×104 cells/well の細胞密

度で播種した (100 µL / well)。KG2(-BPE) に PN を 200 µMとなるように溶解し、孔径

0.22 µmの PVDF メンブレン (マイクレス, SLGV33RS) を用いて滅菌したものを 1 well

あたり 100 µL ずつ添加した。6、12、24 あるいは 48 時間培養した後、定量 PCR の項

に示した手順で FLG mRNA 発現に対する定量 PCR を実施した。 

 

 細胞内カルシウムイオン流入に対する PN の作用 

NHEKs は、KG2 を用いて 96 穴マイクロプレートに 2.0×104 cells/well の細胞密

度で播種した (100 µL / well)。Fura-2-AM を 3 mM となるように DMSO に溶解したもの

を Fura-2-AM のストック溶液とした。20 mM HEPES (pH 7.4) (以下 HEPES と表記する) 

に Fura-2-AM ストック溶液を 1000 倍希釈して加えワーキング溶液とした (Fura-2-AM
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濃度は 3 µM)。播種後の NHEKs に対し Fura-2-AM ワーキング溶液を 1 well あたり 100 

µL ずつ添加後、1 時間培養した。細胞を 1 well あたり 200 µLの PBS(-) にて洗浄後、

0.03 mM 塩化カルシウムを含有した HEPES に所定濃度の PN を溶解したもの、あるい

は陽性対照としてカルシウムイオノフォア A23187 を 1µg/mL となるように溶解したも

のを 1 well あたり 100 µL ずつ添加し、さらに 1 時間培養した。続いて細胞を 1 well あ

たり 200 µLの PBS(-) にて洗浄後、0.5 % 無蛍光 Triton X-100 を含有した HEPES を 1 

well あたり 100 µL ずつ添加し 37 °C で 30 分間静置して細胞を溶解した。溶解液の蛍光

強度 (Ex=340 nm, Em=510 nm) をマイクロプレートリーダー (EnSpire 2300, パーキンエ

ルマー) で測定した。また、細胞溶解液のタンパク質量を PierceTM BCA Protein Assay kit

を用いて定量した。具体的な手順は以下の通りである。細胞溶解液および BSA 標準溶

液それぞれ 100 µL に対し、PierceTM BCA Protein Assay kit のプロトコールに従って調整

した BCA Reagent を 100 µL ずつ添加し混合した後、37 °C で 30 分間反応させ、混合液

の 550 nm吸光度をマイクロプレートリーダー (EnSpire 2300, パーキンエルマー) で測定

した。細胞内に流入したカルシウムイオン量は、単位タンパク量当たりの蛍光強度に

換算し、未処理細胞の値を 100 とした相対値 (インデックス) で表した。 

 

 細胞増殖と形態に対する PN の作用 

NHEKs は、KG2 を用いて 12 穴プレートに 4.2×104 cells/well の細胞密度で播種

した (1 mL / well)。KG2(-BPE) に PN を 200 µM となるように溶解し、孔径 0.22 µmの

PVDF メンブレン (マイクレス, SLGV33RS) を用いて滅菌したものを 1 well あたり 1 mL

ずつ添加し 72 時間培養した。陽性対照として KG2(-BPE) に塩化カルシウムを 1.8 mM

となるように溶解し、孔径 0.22 µmの PVDF メンブレン (マイクレス, SLGV33RS) を用

いて滅菌したものを調整し、1 well あたり 1 mL ずつ添加し 72 時間培養した。72 時間

培養後の細胞数は以下の手順で計測した。0.025 %トリプシン/ 0.01 % EDTA を 1 well あ
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たり 500 µL 添加し 37 °C で 5 分間処理し、処理後 FBS を 1 %含有する PBS を 1 well あ

たり 500 µL ずつ添加し酵素反応を止め軽くピペッティングを行い、細胞懸濁液を得

た。細胞懸濁液の細胞数は血球計算板を用い計測した。また 72 時間培養後の NHEKs

の形態は光学顕微鏡 (Axiovert S100、ZEISS) を用いて観察し、デジタルカメラ (DS-

Ri1、Nikon) を用いて写真撮影を行った。 

 

 フィラグリンタンパク質産生に対する PN の作用 

NHEKs は、KG2 を用いて 96 穴マイクロプレートに 1.0×104 cells/well の細胞密

度で播種した (100 µL / well)。KG2(-BPE) に所定濃度の PN を溶解し、孔径 0.22 µmの

PVDF メンブレン (マイクレス, SLGV33RS) を用いて滅菌したものを 1 well あたり 100 

µL ずつ添加し 72 時間培養した。細胞を 1 well あたり 200 µLの PBS(-) にて洗浄後、

Triton X-100 を 0.5 %と PMSF を 2 mM となるように PBS に溶解したものを 1 well あた

り 100 µL ずつ添加し、プローブ式ソニケーション (ULTRASONIC HOMOGENIZER, 

SMT company) を用い 1 well あたり 10 秒間細胞破砕処理し細胞溶解液を得た。その後

ドットブロットの項に示した手順でフィラグリンタンパク質産生に対するドットブロ

ットを実施した。 

 

 フィラグリンタンパク質産生に対する P2X 受容体アンタゴニストの作用 

NHEKs は、KG2 を用いて 96 穴マイクロプレートに 1.0×104 cells/well の細胞密

度で播種した (100 µL / well)。KG2(-BPE) に所定濃度の P2X 受容体アンタゴニスト 

(PPADS, TNP-ATP) を溶解し、孔径 0.22 µmの PVDF メンブレン (マイクレス, 

SLGV33RS) を用いて滅菌したものを 1 well あたり 100 µL ずつ添加し 72 時間培養し

た。細胞を 1 well あたり 200 µL の PBS(-) にて洗浄後、Triton X-100 を 0.5 %と PMSF を

2 mM となるように PBSに溶解したものを 1 well あたり 100 µL ずつ添加し、プローブ

式ソニケーション (ULTRASONIC HOMOGENIZER, SMT company) を用い 1 well あたり



17 
 

10 秒間細胞破砕処理し細胞溶解液を得た。その後ドットブロットの項に示した手順で

フィラグリンタンパク質産生に対するドットブロットを実施した。 

 

 PN によって増加したフィラグリンタンパク質産生に対する ATP の作用 

NHEKs は、KG2 を用いて 96 穴マイクロプレートに 1.0×104 cells/well の細胞密

度で播種した (100 µL / well)。KG2(-BPE) に PN を 200 µMとなるように溶解し、孔径

0.22 µmの PVDF メンブレン (マイクレス, SLGV33RS) を用いて滅菌したものを 1 well

あたり 100 µL ずつ添加し 72 時間培養した。72時間培養後、KG2(-BPE) に所定濃度の

ATP を溶解しフィルター滅菌したもので培地交換し (1 well あたり 100 µL) さらに 24 時

間培養した。細胞を 1 well あたり 200 µL の PBS(-) にて洗浄後、Triton X-100 を 0.5 %と

PMSF を 2 mM となるように PBS に溶解したものを 1 well あたり 100 µL ずつ添加し、

プローブ式ソニケーション (ULTRASONIC HOMOGENIZER, SMT company) を用い 1 

well あたり 10 秒間細胞破砕処理し細胞溶解液を得た。その後ドットブロットの項に示

した手順でフィラグリンタンパク質産生に対するドットブロットを実施した。 

 

 PN によって増加したプロフィラグリン mRNA 発現に対する ATP の作用 

NHEKs は、KG2 を用いて 96 穴マイクロプレートに 1.5×104 cells/well の細胞密

度で播種した (100 µL / well)。KG2(-BPE) に PN を 200 µMとなるように溶解し、孔径

0.22 µmの PVDF メンブレン (マイクレス, SLGV33RS) を用いて滅菌したものを 1 well

あたり 100 µL ずつ添加し 24 時間培養した。24時間培養後、KG2(-BPE) に ATP を 100 

µM となるように溶解しフィルター滅菌したもので培地交換し (1 well あたり 100 µL) 

さらに 24 時間培養した。その後定量 PCR の項に示した手順で FLG mRNA 発現に対す

る定量 PCR を実施した。 
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 フィラグリンタンパク質産生に対する ATP の作用 

NHEKs は、KG2 を用いて 96 穴マイクロプレートに 1.0×104 cells/well の細胞密

度で播種した (100 µL / well)。KG2(-BPE) に所定濃度の ATP を溶解し、孔径 0.22 µmの

PVDF メンブレン (マイクレス, SLGV33RS) を用いて滅菌したものを 1 well あたり 100 

µL ずつ添加し 72 時間培養した。細胞を 1 well あたり 200 µLの PBS(-) にて洗浄後、

Triton X-100 を 0.5 %と PMSF を 2 mM となるように PBS に溶解したものを 1 well あた

り 100 µL ずつ添加し、プローブ式ソニケーション (ULTRASONIC HOMOGENIZER, 

SMT company) を用い 1 well あたり 10 秒間細胞破砕処理し細胞溶解液を得た。その後

ドットブロットの項に示した手順でフィラグリンタンパク質産生に対するドットブロ

ットを実施した。 

 

 ドットブロット 

細胞溶解液を孔径 0.45 µmのニトロセルロースメンブレン (BIO-RAD, 162-0145) 

に 2 µL ずつ直接ブロットし、室温で一晩乾燥させた。細胞溶解液がブロットされたメ

ンブレンをブロッキング溶液 (1% ウシ血清アルブミン含有 PBS) に浸漬し室温で振と

うしながら 1 時間ブロッキングした。その後メンブレンを 0.1 % Triton X-100 を含む

PBS(-)で室温 10 分間洗浄し、PBS(-)で 4000 倍希釈した抗ヒトフィラグリン抗体を室温

で 1 時間反応させた。メンブレンを 0.1 % Triton X-100 を含む PBS(-)で室温 10 分間 2

回洗浄し、PBS(-)で 100 倍希釈したホースラディッシュペルオキシダーゼ標識ポリク

ローナル抗マウス Ig-G を室温で 1時間反応させた。メンブレンを 0.1 % Triton X-100 を

含む PBS(-)で室温 10 分間 2 回洗浄し、電気化学発光試薬をインストラクションに従っ

て調整しメンブレン上に滴下し室温で 5 分反応させた。試薬反応後のメンブレンはラ

イトキャプチャー (CoolSaver AE-955, ATTO) を用いて発光輝度を検出した。また、細

胞破砕液のタンパク質量を PierceTM BCA Protein Assay kit を用いて定量した。具体的な

手順は以下の通りである。細胞破砕液および BSA 標準溶液それぞれ 100 µL に対し、



19 
 

PierceTM BCA Protein Assay kit のインストラクションに従って調整した BCA Reagent を

100 µL ずつ添加し混合した後、37 °C で 30 分間反応させ、混合液の 550 nm吸光度をマ

イクロプレートリーダー (EnSpire 2300, パーキンエルマー) で測定した。フィラグリン

タンパク質量は、単位タンパク量当たりの化学発光強度に換算し未処理細胞の値を

100 とした相対値 (インデックス) で表した。 

 

 定量 PCR 

細胞は 1 well あたり 200 µL の PBS(-) にて洗浄したのち、TaqMan® Gene 

Expression Cells-to-CTTM Kit のプロトコールに従い cDNA を作成した。具体的な手順は

以下の通りである。1 well あたり 30 µL の DNase 1 を含む Lysis solution を加えプレート

シェーカーにて室温 1 分溶解処理を行い、さらに室温で 4 分間静置した。1 well あたり

3 µL の stop solution を加えタッピング混和し室温にて 2 分間静置したものを細胞溶解

液とした。10 µL の細胞溶解液に対し 40 µL の RT Master Mix solution を加えボルテック

ス混合後、サーマルサイクラー (T3 Thermocycler, Biometra) を用いて RT 反応を行い

cDNA を得た。RT 反応は 37 °C で 60 分間行い、その後酵素活性失活のために 95 °C で

5 分間反応させた。得られた cDNA を鋳型として、TaqMan® Fast Univ. Gene Expression 

Master Mix および TaqMan® Gene Expression Assays を用いプロトコールに従って各遺伝

に対する定量 PCR を実施した (StepOnePlusTM Real Time PCR System (Thermo Fisher 

Scientific))。4 µL の cDNA に対し、16 µL の PCR Cocktail を加えボルテックス混合した

後、StepOnePlusTM Real Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) を用いて、95 °C で

20 秒、95 °C で 1 秒、62 °C で 20 秒とし、40 サイクルの条件で定量 PCR を実施した。

解析対象の各遺伝子は TaqMan® Gene Expression Assays の KRT10 (Hs00166289_m1), 

FLG (Hs00856927_g1), SPTLC (Hs00272311_m1), IVN (Hs00902520_m1), CDSN 

(Hs00169911_m1), LOR (Hs01894962_s1) を用い、コントロールのハウスキーピング遺
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伝子は TaqMan® Endogeneous Controls (Applied Biosystems) の Cyclophillin A (PPIA, 

Hs04194521_s1) を用いた。解析はΔΔCT 法を用いて実施し、未処理細胞の値を 1 とし

た相対値で表した。 

 

 統計解析 

すべてのデータは平均±標準誤差で表した。データ解析には、GraphPad Prism 5 

software (GraphPad Software Inc., CA, USA) を用いた。統計解析は、2 群間比較ではスチ

ューデント t 検定を実施し、3 群以上の比較では一元配置分散分析に続いてターキーの

多重比較検定を実施し、p < 0.05 を統計的有意とした。 
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第三節 結果 

 

 表皮細胞特異的分化マーカー発現に対する PN の作用 

   NHEKs に対し 200 µM PN を 24 時間処理した結果、プロフィラグリン mRNA の

発現量は未処理と比較して 1.24 倍に有意に増加した。一方、SPTLC、K10、INV、

CDSN および LOR mRNA の発現量は PN によって変化しなかった (図 1)。 

 

 PN の NHEKs 分化に対する作用 

PN は NHEKs においてプロフィラグリン mRNA のみを有意に増加させ、その他

の分化マーカーmRNA の発現量を変化させなかったため (図 1)、PN は表皮分化の進行

に影響を与えていないことが示唆された。カルシウムイオンにより表皮分化が開始さ

れ、分化が進行すると表皮細胞の増殖活性が失われ、細胞形態が変化することが報告

されている[35]。そこで、PN の表皮分化に対する影響を調べるために、NHEKs 細胞内

カルシウムイオン流入に対する PN の影響と細胞増殖と形態に対する PN の作用を検討

した。 

NHEKs にカルシウムイオノフォアである A23187 を処理したところ、細胞内カ

ルシウム流入量は 125.5 %となり、有意に増加していた。一方、NHEKs での PN によ

るカルシウムイオンの流入を検討した結果、50 µM、100 µM および 200 µM の PN は細

胞内カルシウム流入量を変化させなかった (図 2)。 

PN による細胞増殖への効果を検討した結果、未処理条件では細胞播種時の細胞

数が 72 時間で 4.2 倍に、200 µM PN 処理の 72 時間後では 3.9 倍に増加した。塩化カル

シウム処理では 72 時間後の細胞数は 3.2 倍に増加したが、未処理及び PN 処理と比較

して塩化カルシウム処理では有意に細胞数は少なかった (図 3A)。光学顕微鏡による観

察では、塩化カルシウム処理により細胞形態の平坦化が見られたが、PN 処理の細胞は

平坦化しておらず、未処理条件と同様の細胞形態であった (図 3B)。 
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 プロフィラグリン mRNA 発現に対する PN 処理時間の検討 

   プロフィラグリン mRNA 発現に対する PN 処理時間の影響を定量 PCR により評

価した。その結果、PN で 24 時間処理すると、プロフィラグリン mRNA 発現量を有意

に増加させた。その他の処理時間 (6 時間、12 時間、48 時間) ではプロフィラグリン

mRNA 発現量に変化は見られなかった (図 4)。 

 

 フィラグリンタンパク質産生に対する PN の作用 

   NHEKs に対する PN のフィラグリンタンパク質産生に対する作用をドットブロ

ットにより評価した。その結果、50 µM ではフィラグリンタンパク質量の変化は見ら

れなかったが、100 µM PN 処理ではフィラグリンタンパク質産生量は未処理と比較し

1.31 倍に有意に増加した。 (図 5)。 

 

 フィラグリンタンパク質産生に対する P2X 受容体アンタゴニストの作用 

P2X 受容体アンタゴニストである PPADS を NHEKs に処理した結果、40 µM と 

80 µM の PPADS 処理ではフィラグリンタンパク質産生量に変化が見られなかった

が、160 µM PPADS 処理で 1.27 倍の有意なフィラグリンタンパク質産生増加を示した 

(図 6A)。また、別の P2X 受容体アンタゴニストである TNP-ATP を処理した結果、3 

µM と 6 µM の TNP-ATP 処理でフィラグリンタンパク質産生量に変化は見られなかっ

たが、12 µM TNP-ATP 処理で 1.24 倍の有意なフィラグリンタンパク質産生を増加さ

せた (図 6B) 

 

 PN 誘導性プロフィラグリン mRNA 増加に対する ATP の作用 

PN によって増加したプロフィラグリン mRNA に対する ATP の作用を定量 PCR

によって評価した。200 µM PN は、ATP 非存在下においてプロフィラグリン mRNA を
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未処理と比較して 2.0 倍に有意に増加させた。一方、200 µM PN 処理後に 100µM ATP

を添加すると、200 µM PN によって増加したプロフィラグリン mRNA は 100 µM ATP

により有意に抑制された (図 7)。 

 

 フィラグリンタンパク質産生に対する ATP の作用 

200 µM PN は、ATP 非存在下と 25 µM ATP 存在下においてフィラグリンタンパ

ク質を未処理と比較して有意に増加させた。一方、100µM ATP 処理は、200 µM PN に

よって増加したフィラグリンタンパク質量を 200 µM PN + 0µM ATP 条件と比較して

86.0 %に減少させた (p=0.042) (図 8A)。 

また、PN を処理せずに NHEKs に対し ATP を処理したところ、フィラグリンタ

ンパク質産生量は変化しなかった (図 8B)。 
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第四節 考察 

 

PN の NHEKs に対する作用について 

PN の表皮機能に対する作用を明らかにするために、はじめに、NHEKs におけ

る PN の表皮マーカーmRNA 発現に対する作用を調べた。先行研究では、プロフィラ

グリン mRNA は、皮膚組織においてプロフィラグリン以外の表皮分化マーカーと連動

して発現することが報告されている [36] [37]。また、in vitro のカルシウムイオン分化

誘導刺激によって、分化に関連する複数の分化マーカーの遺伝子発現およびタンパク

質産生が促進される [38]。本研究では、NHEKs において PN が特異的にプロフィラグ

リン mRNA を増加させた一方、PN はプロフィラグリン以外の分化マーカーである

SPTLC、K10、INV、CDSN および LOR mRNA を増加させなかった。また PN は

NHEKs 細胞内カルシウムイオン流入を促進させなかった。加えて、PN の NHEKs 増殖

の程度や分化に関する影響を細胞数計測および細胞形態観察により検討した結果、PN

処理した NHEKs が未処理と同程度の増殖活性を有しており、PN 処理は表皮分化に特

徴的な細胞形態に変化させなかった。以上の結果は、PN が表皮分化ではなくフィラグ

リン遺伝子転写活性を上げた可能性を支持している。 

 

フィラグリンタンパク質産生の調節の意義 

2006 年に Colin N A Palmer らは、フィラグリン遺伝子における二つの独立した

機能喪失型遺伝子変異 (R510A と 2282del4) が非常に強いアトピー性皮膚炎素因であ

ることを報告した  [29]。さらに、中程度から重症度のアトピー性皮膚炎のほとんど

すべての症例でフィラグリンタンパク質産生量が減少していることが認められてい

る [39]。これらの知見は、フィラグリンをアトピー性皮膚炎創薬ターゲットにする

ことが治療や予防に対して有効な戦略になる可能性を示しており、フィラグリンを

標的にアトピー性皮膚炎に対する薬剤が開発されている。Th2型サイトカインであ
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る IL-4 および IL-13 による JAK-STAT3 経路の活性化は表皮分化を阻害し、JAK 阻害

剤によるこの経路の抑制がプロフィラグリン mRNA 発現およびフィラグリンタンパ

ク質産生を増加させることで皮膚バリア機能を改善することから [40]、JAK 阻害剤

がアトピー性皮膚炎の治療に用いられている [41, 42]。また JAK-STAT3 シグナル伝

達経路は、IL-31 によるかゆみの誘発 [43]や IL-5 による好酸球の分化の誘導 [44]、

IL-22 による表皮細胞の増殖 [45]など、アトピー性皮膚炎の病態形成に関わる複数の

サイトカインのシグナル伝達において重要な役割を担っていることから、JAK 阻害

剤はフィラグリン発現/産生増加以外の作用点も有し、オルミエント錠、コレクチム

軟膏などの薬剤は中等症から重症のアトピー性皮膚炎患者を対象に有効性が確認さ

れている。一方、リゾホスファチジン酸 (Lysophosphatidic acid、以下 LPA と略す) と

LPA 受容体 (LPAR1 と LPAR5) の選択的アゴニストが LPA 受容体を介し表皮分化を

促進させ、プロフィラグリン mRNA 発現とフィラグリンタンパク質産生を増加させ

たことが示され、乾燥肌やアトピー性皮膚炎のバリア機能を改善する治療薬として

期待されている [46]。また大塚らは、NHEKs のプロフィラグリン mRNA 発現促進作

用を有する JTC801 (ノシセプチン受容体に対する選択的アンタゴニスト) が、表皮細

胞分化を進行させることなくプロフィラグリン mRNA とフィラグリンタンパク質産

生を増加させ、NC/Nga マウスのアトピー性皮膚炎様の皮膚炎発症を抑制したことを

報告しており、JTC801はアトピー性皮膚炎治療の薬剤候補となっている [47]。 

以上をまとめると、フィラグリン増加をターゲットとしたアトピー性皮膚炎の

改善には、(1) JAK 阻害剤によるアトピー性皮膚炎の病態形成に関わる様々なサイト

カインシグナル伝達を抑制して改善するもの、(2) プロフィラグリン mRNA および

フィラグリンタンパク質産生を増加させてアトピー性皮膚炎を改善するもの、とい

う先行報告がある。前述したように、(1) で示されている JAK 阻害剤は、アトピー性

皮膚炎の病態形成に関わる様々なサイトカインシグナル伝達を抑制する薬剤で、中
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等症から重症のアトピー性皮膚炎患者で効果が確認されているものである。一方、

本研究の結果より、PN がプロフィラグリン mRNA 発現とタンパク質産生を増加さ

せることが示され、PN による表皮バリア機能の改善と角層保湿作用の向上が見込め

る。PN は JAK 阻害剤と異なり、アトピー性皮膚炎において不足しているフィラグ

リンタンパク質のみを特異的に増加させるため、PN がアトピー性皮膚炎の軽微ない

し軽度な状態を維持する目的で行われるスキンケアに用いることとのできる有望な

化合物であることが示唆された。 

 

フィラグリンタンパク質産生増加に対する P2X 受容体の機能 

P2 受容体は、イオンゲートチャネルである P2X 受容体と G タンパク共役型受

容体の P2Y 受容体に分類され、P2X 受容体は 7つのサブタイプが [48]、P2Y 受容体は

8 つのサブタイプが [49, 50]同定されている。P2X 受容体および P2Y 受容体のリガンド

は ATP であるが、細胞内で産生された ATP は Pannexin-1 [51] や Connexin32, 43 [52]な

どを介して細胞外に放出されオートクライン、パラクライン的に作用する。ATP は、

ウサギ大動脈内皮細胞、ウサギ気道上皮細胞、ウサギ膀胱上皮細胞など多種の細胞か

ら放出される [53-55]。一方、神経細胞から放出される ATP は、神経細胞の興奮やシナ

プス伝達を調節することが示されている [56, 57]。皮膚では P2X2, P2X3, P2X5, P2X7 が

表皮分化に [58, 59]、P2Y1, P2Y2 は細胞増殖に関連していることが報告されている [49, 

50]。本研究では、NHEKs に対する P2X 受容体アンタゴニストのフィラグリンタンパ

ク質産生に対する作用を検討し、PN と同様に P2X 受容体アンタゴニストはフィラグ

リンタンパク質産生量を増加させること、また PN が誘導したフィラグリンタンパク

質産生量は ATP により抑制されることを明らかにした。P2X 受容体として PPADS と

TNP-ATP を用い検討を行った結果、フィラグリンタンパク質産生量を増加させた濃度

はそれぞれ、160 µM と 12 µM であったことから、TNP-ATP の方がフィラグリンタン
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パク質量を増加させる作用が強いことが示唆された。NHEKs での PPADS と TNP-ATP

の IC50 を検討した報告はないが、皮膚組織における PPADS と TNP-ATP の作用強度の

差については、テープストリッピングで破壊した皮膚組織に PPADS と TNP-ATP を適

用し、バリア回復をみた先行研究では、PPADS および TNP-ATP の有効濃度はそれぞ

れ 1mM と 100 nM であり [60]、本研究で示唆された、NHEKs の P2X 受容体に対する

アンタゴニストの作用強度が PPADS よりも TNP-ATP の方が高いことをサポートして

いる。 

先行研究では、100 µMの ATP は NHEKs の IL-6、IL-20、CXCL1 mRNA 発現お

よびそれらのタンパク質産生を増加させ、CXCL1 を介した好中球の遊走と STAT3 シグ

ナル経路の活性化を伴う炎症応答を惹起することが示されている [61]。これは、ATP

が NHEKs からサイトカインやケモカインを放出し、アトピー性皮膚炎の要因の一つで

ある JAK-STAT3経路を活性化することを示唆している。一方、NHEKs からは低濃度

の ATP (17 nM) が恒常的に細胞外に放出されている [50]。この濃度は、ATP が実験的

にカルシウムイオンを細胞内に導入する有効濃度である 10 µM と比べ低いため生理学

的な炎症と定義することは議論の余地があるが、培養表皮細胞からは一定量の低濃度

ATP が放出され、P2X 受容体が活性化されサイトカインやケモカインが産生、放出さ

れている可能性がある。NHEKs で産生、放出されたサイトカインやケモカインの自己

分泌により STAT3 経路が活性化されプロフィラグリン mRNA 発現およびタンパク質産

生が抑制されている可能性が考えられる。したがって、P2X 受容体アンタゴニストは

サイトカインやケモカインの産生および放出を減少させ、STAT3 経路を抑制すること

でフィラグリンタンパク質産生増加を誘導したのではないかと考えられる。 

P2X 受容体による ATP 認識の分子機構は、P2X 受容体が ATP のアデニン塩基内

に存在するアミジン (1つの炭素に二重結合で窒素原子が 1つ、単結合で窒素原子が 1

つ付いている構造) を特異的に認識し、受容体の Trh189 アミノ酸残基のカルボニル酸
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素とアデニン塩基の窒素原子との間に水素結合を形成し結合している [62]。この水素

結合の存在は、リガンドと P2X 受容体との結合力と相関があることも示されている 

[62]。本研究で用いた P2X 受容体アンタゴニストである PPADS および TNP-ATP はそ

の分子内にアミジンを含む [63]。一方、分子内にアミジン構造を有していないピリド

キサール 5リン酸が、ラット迷走神経や輸精管において P2X 受容体のアンタゴニスト

として機能することが報告されている [64]。PN の窒素原子付近の分子構造はピリドキ

サール 5 リン酸と類似していることから、PN がフィラグリンタンパク質産生を増加さ

せたのは、P2X 受容体アンタゴニストと同様の機序であることが考えられる。しかし

ながら、PN のフィラグリンタンパク質産生増加に対する P2X 受容体の関与を明らか

にするためには、さらなる研究が必要である。たとえば、NHEKs において P2X 受容体

を活性化あるいは不活性化することにより誘導されるサイトカインやケモカインの産

生評価やその下流のシグナル伝達系の評価、フィラグリン発現抑制に寄与する P2X 受

容体のサブタイプの解明が必要である。 

第一章では、PN が NHEKs に対し、表皮分化を促進せずにプロフィラグリン

mRNA 発現およびタンパク質産生量を増加させることを示した。また、フィラグリン

タンパク質産生量を増加させる作用は P2X 受容体のアンタゴニストにも確認された。

NHEKs から恒常的に放出される低濃度 ATP により活性化された P2X 受容体シグナル

経路が P2X 受容体アンタゴニストで阻害されることにより、ATP に誘導されたサイト

カインやケモカインの産生と放出が抑制され、それにより STAT3 経路が抑制され、フ

ィラグリンタンパク質産生が増加したと考えられる。PN は、P2X 受容体に認識される

部位であるアミジンに類似した構造を有していることから、PN は P2X 受容体に対し

拮抗的に作用することでフィラグリンタンパク質産生を増加する作用を示した可能性

が示唆される。 
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 第二章 HaCaT 細胞における PN の作用検討 
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第一節 緒言 

HaCaT 細胞は、1988 年に Boukamp らによって樹立された成人男性皮膚由来の不

死化角化細胞株である [65]。HaCaT 細胞以前に樹立されていたヒト角化細胞は SV40

感染や DNA トランスフェクションによって得られたものであり、分裂活性を有するも

のの、通常の角化 (分化) 能が低下した細胞であった [66-68]。これに対し、HaCaT 細胞

は、培養温度と Ca2+濃度を調節することにより自然発生的に不死化を誘導することで

樹立され (140 以上の継代)、ヌードマウスに移植すると分化能を発揮したことが確認さ

れている [65]。HaCaT 細胞は分裂活性と分化能を有し、コンタクトインヒビション 

[69]や培養液中の Ca2+濃度を上昇させること [65]により分化が進行することが報告され

ており、皮膚研究のモデル細胞として広く用いられている。さらに NHEKs と同様に外

部応答刺激に対して応答することから、紫外線照射応答 [70, 71]やサイトカイン刺激に

よる応答性 [72]が評価されている。 

UVB 照射や Epidermal Growth Factor (EGF) 刺激による c-Jun N-terminal kinase 1 

(JNK1) 活性を検討した実験では、NHEKs と HaCaT 細胞では JNK1 を最大に活性化す

る UVB 照射後の培養時間や EGF 処理時間が異なることに加えて、同一照射条件、処

理条件でも JNK1 活性増加倍率が異なることが示されており、UVB や EGF に対する

NHEKs と HaCaT 細胞の感受性の違いが考察されている [70]。また、HaCaT 細胞はプ

ロフィラグリン mRNA 発現促進作用を有する薬剤スクリーニングに利用され、NHEKs

で効果の再検証をした結果、HaCaT 細胞でプロフィラグリン mRNA 発現を増加させた

7 薬剤の中で NHEKs に対してもプロフィラグリン mRNA 発現増加作用を示した薬剤

は 2 薬剤のみ (Scriptaid; Histone deacetylase inhibitor, JTC801; ORL1 antagonist) であった 

[47]。このように同じ薬剤処理や外部刺激であっても、細胞種が異なると応答性が異

なることが複数示されている。 
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NHEKs は、皮膚組織内での細胞の性質が比較的よく保たれていることが長所と

なるが、培養や維持が難しくロット間で性質の変動もある。一方、HaCaT 細胞は細胞

株であるためこれらの問題点が克服されていることから、PN によるフィラグリン増加

作用機序解明のための安定的な研究モデル細胞として HaCaT 細胞を利用することを考

え、第二章では、HaCaT 細胞に対する PN のフィラグリン増加作用について検証し

た。 
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第二節 材料と方法 

 

   細胞培養 

HaCaT 細胞は Professor Kuroki T. , Showa Universityより供与を受けた。

MCDB153-modified specific medium HuMedia KG-2 (KG2) はクラボウから購入した。

HaCaT 細胞は、KG2 を用い、37 °C、5% CO2環境下で培養した。HaCaT 細胞に処理し

た試薬 (PN, ATP) は、ウシ下垂体抽出物 (bovine pituitary extract, BPE) を含有しない

KG2 (以下、KG2(-BPE)と表記する) に溶解し孔径 0.22 µmの PVDF メンブレン (マイク

レス, SLGV33RS) を用いて滅菌したものを HaCaT 細胞に処理した。 

 

 試薬 

ピリドキシン塩酸塩 (PN, P9755)、アデノシン 5'-三りん酸二ナトリウム水和物 

(ATP, A2383)、フェニルメチルスルホニルフルオリド (PMSF, P7626) は Sigma (St. Louis, 

MO, USA) から購入した。Triton X-100 (A16046) は、和光純薬 (東京、日本) から購入し

た。TaqMan™ Gene Expression Cells-to-CT™ Kit (AM1728) , TaqMan® Fast Universal PCR 

Master Mix (4352042), TaqMan® Gene Expression Assay, TaqMan® Endogeneous Controls お

よび PierceTM BCA Protein Assay kit (23227) は、サーモフィッシャー (神奈川、日本) か

ら購入した。抗ヒトフィラグリン抗体 (Anti-filaggrin antibody (sc-80609, Lot. C2817)) 

は、サンタクルーズバイオテクノロジー (Dallas, TX, USA) から、ホースラディッシュ

ペルオキシダーゼ標識ポリクローナル抗マウス Ig-G (ヒストファインシンプルステイ

ン MAX-PO(M), 424131) は、ニチレイバイオサイエンス (東京、日本) から、電気化学

発光試薬 (Lumi-Light Western blotting substrate, 12015200001) は Roche Diagnostics 

(Indianapolis, IA, USA)から購入した。 
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 プロフィラグリン mRNA 発現に対する PN の作用 

HaCaT 細胞は、KG2 を用いて 96 穴マイクロプレートに 1.5×104 cells/well の細

胞密度で播種した (100 µL / well)。KG2(-BPE) に所定濃度の PN を溶解し孔径 0.22 µm

の PVDF メンブレン (マイクレス, SLGV33RS) を用いて滅菌したものを 1 well あたり

100 µL ずつ添加し 24 時間培養した。24 時間培養後、定量 PCR の項に示した手順でプ

ロフィラグリン (FLG) mRNA 発現に対する定量 PCR を実施した。 

 

 フィラグリンタンパク質産生に対する PN の作用 

HaCaT 細胞は、KG2 を用いて 96 穴マイクロプレートに 1.0×104 cells/well の細

胞密度で播種した (100 µL / well)。KG2(-BPE) に所定濃度の PN を溶解し孔径 0.22 µm

の PVDF メンブレン (マイクレス, SLGV33RS) を用いて滅菌したものを 1 well あたり

100 µL ずつ添加し 72 時間培養した。細胞を 1 well あたり 200 µL の PBS(-) にて洗浄し

たのち、Triton X-100 を 0.5 %と PMSF を 2 mM となるように PBS に溶解したものを 1 

well あたり 100 µL ずつ添加しプローブ式ソニケーション (ULTRASONIC 

HOMOGENIZER, SMT company) を用い 1 well あたり 10 秒間細胞破砕処理し細胞溶解

液を得た。その後ドットブロットの項に示した手順でフィラグリンタンパク質産生に

対するドットブロットを実施した。 

 

 PN によって増加したプロフィラグリン mRNA に対する ATP の作用 

HaCaT 細胞は、KG2 を用いて 96 穴マイクロプレートに 1.5×104 cells/well の細

胞密度で播種した (100 µL / well)。KG2(-BPE) に PN を 1000 µM となるように溶解し孔

径 0.22 µmの PVDF メンブレン (マイクレス, SLGV33RS) を用いて滅菌したものを 1 

well あたり 100 µL ずつ添加し 24 時間培養した。24 時間培養後、KG2(-BPE) に ATP を

100 µM となるように溶解しフィルター滅菌したもので培地交換し (1 well あたり 100 
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µL) さらに 6 時間培養した。その後定量 PCR の項に示した手順でプロフィラグリン 

(FLG) mRNA 発現に対する定量 PCR を実施した。 

 

 ドットブロット 

細胞を 1 well あたり 200 µL の PBS(-)にて洗浄したのち、Triton X-100 を 0.5 %と

PMSF を 2 mM となるように PBS(-)に溶解したものを 1 well あたり 100 µL ずつ添加し

プローブ式ソニケーション (ULTRASONIC HOMOGENIZER, SMT company) を用い 1 

well あたり 10 秒間細胞破砕処理し細胞溶解液を得た。細胞溶解液を孔径 0.45 µmのニ

トロセルロースメンブレン (BIO-RAD, 162-0145) に 2 µL ずつ直接ブロットし、室温で

一晩乾燥させた。細胞溶解液がブロットされたメンブレンをブロッキング溶液 (1% ウ

シ血清アルブミン含有 PBS) に浸漬し室温で振とうしながら 1 時間ブロッキングした。

その後メンブレンを 0.1 % Triton X-100 を含む PBS(-)で室温 10 分間洗浄し、PBS(-)で

4000 倍希釈した抗ヒトフィラグリン抗体を室温で 1 時間反応させた。メンブレンを

0.1 % Triton X-100 を含む PBS(-)で室温 10 分間 2 回洗浄し、PBS(-)で 100 倍希釈したホ

ースラディッシュペルオキシダーゼ標識ポリクローナル抗マウス Ig-G を室温で 1 時間

反応させた。メンブレンを 0.1 % Triton X-100 を含む PBS(-)で室温 10 分間 2 回洗浄

し、電気化学発光試薬をインストラクションに従って調整しメンブレン上に滴下し室

温で 5 分反応させた。試薬反応後のメンブレンはライトキャプチャー (CoolSaver AE-

955, ATTO) を用いて発光輝度を検出した。また、細胞破砕液のタンパク質量を

PierceTM BCA Protein Assay kit を用いて定量した。具体的な手順は以下の通りである。

細胞破砕液および BSA 標準溶液それぞれ 100 µL に対し、PierceTM BCA Protein Assay kit 

のインストラクションに従って調整した BCA Reagent を 100 µL ずつ添加し混合した

後、37 °C で 30 分間反応させ、混合液の 550 nm 吸光度をマイクロプレートリーダー 

(EnSpire 2300, パーキンエルマー) で測定した。フィラグリンタンパク質量は、単位タ
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ンパク量当たりの化学発光強度に換算し未処理細胞の値を 100 とした相対値 (インデッ

クス) で表した。 

 

 定量 PCR 

細胞は 1 well あたり 200 µL の PBS(-) にて洗浄したのち、TaqMan® Gene 

Expression Cells-to-CTTM Kit のプロトコールに従い cDNA を作成した。具体的な手順は

以下の通りである。1 well あたり 30 µL の DNase 1 を含む Lysis solution を加えプレート

シェーカーにて室温 1 分溶解処理を行い、さらに室温で 4 分間静置した。1 well あたり

3 µL の stop solution を加えタッピング混和し室温にて 2 分間静置したものを細胞溶解

液とした。10 µL の細胞溶解液に対し 40 µL の RT Master Mix solution を加えボルテック

ス混合後、サーマルサイクラー (T3 Thermocycler, Biometra) を用いて RT 反応を行い

cDNA を得た。RT 反応は 37 °C で 60 分間行い、その後酵素活性失活のために 95 ℃で

5 分間反応させた。得られた cDNA を鋳型として、TaqMan® Fast Univ. Gene Expression 

Master Mix および TaqMan® Gene Expression Assays を用いプロトコールに従って各遺伝

に対する定量 PCR を実施した (StepOnePlusTM Real Time PCR System (Thermo Fisher 

Scientific))。4 µL の cDNA に対し、16 µL の PCR Cocktail を加えボルテックス混合した

後、StepOnePlusTM Real Time PCR System (Thermo Fisher Scientific)) を用いて、95 °C で

20 秒、95 °C で 1 秒、62 °C で 20 秒とし、40 サイクルの条件で定量 PCR を実施した。

解析対象の各遺伝子は TaqMan® Gene Expression Assays の FLG (Hs00856927_g1) を用

い、コントロールのハウスキーピング遺伝子は TaqMan® Endogeneous Controls (Applied 

Biosystems) の Cyclophillin A (PPIA, Hs04194521_s1) を用いた。解析はΔΔCT 法を用い

て実施し、未処理細胞の値を 1 とした相対値で表した。 

 



36 
 

 統計解析 

すべてのデータは平均±標準誤差で表す。データ解析には、GraphPad Prism 5 

software (GraphPad Software Inc., CA, USA) が用いられた。統計解析は、2群間比較では

スチューデント t 検定を実施し、3 群以上の比較では一元配置分散分析に続いてターキ

ーの多重比較検定を実施し、p < 0.05 を統計的有意とみなした。 
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第三節 結果 

 

 プロフィラグリン mRNA 発現に対する PN の作用 

定量 PCR を実施するために、1.5×104 cells/well の播種密度で播種した HaCaT 細

胞に対し細胞内タンパク質量を指標とした細胞毒性試験を行った結果、24 時間処理で

細胞毒性を示さない PN 濃度は 1000 µM であった (播種密度と処理時間は NHEKs の実

験条件と同様)。従って HaCaT 細胞におけるプロフィラグリン mRNA 発現に対する定

量 PCR は、1000 µMを最大処理濃度として検討を行った。その結果、1000 µM の

PN24 時間処理により、プロフィラグン mRNA 発現量の増加が認められ、未処理と比

較して 1.8 倍の有意な増加が認められた。一方、500 µM の PN は、プロフィラグリン

mRNA 発現量を変化させなかった(図 9)。 

 

 フィラグリンタンパク質産生に対する PN の作用 

ドットブロットを実施するために、1.0×104 cells/well の播種密度で播種した

HaCaT 細胞に対し細胞内タンパク質量を指標とした細胞毒性試験を行った結果、72 時

間処理で細胞毒性を示さない PN 濃度は 250 µMであった (播種密度と処理時間は

NHEKs の実験条件と同様)。従って HaCaT 細胞におけるフィラグリンタンパク質産生

量に対するドットブロットは、250 µM を最大処理濃度として検討を行った。その結

果、250 µM の PN はフィラグリンタンパク質産生量を未処理と比較し変化させなかっ

た (図 10)。 

 

 PN によって増加したプロフィラグリン mRNA に対する ATP の作用 

HaCaT 細胞に 1000 µM PN を 24 時間処理したところ、ATP 非存在下において有

意にプロフィラグリン mRNA を増加させた。一方、1000 µM の PN で 24 時間処理した

後に 100µM の ATP を 6時間処理した結果、1000 µM の PN によって増加したプロフィ

ラグリン mRNA 発現量に ATP は影響を与えなかった(図 11)。 
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第四節 考察 

 

細胞毒性を示さない最大処理濃度が NHEKs と HaCaT 細胞と異なったことについて 

細胞内タンパク質量を指標とした細胞毒性試験を実施し、毒性を示さない PN

最大処理濃度を NHEKs と HaCaT 細胞で比較した結果、処理時間が 24時間 (定量 PCR

での処理時間) の場合、NHEKs に対する細胞毒性を示さない PN の最大処理濃度は 200 

µM であった一方、HaCaT 細胞に対する PN 最大濃度は 1000 µM であった。また、処理

時間が 72 時間 (ドットブロットでの処理時間) の場合、NHEKs に対する細胞毒性を示

さない PN の最大処理濃度は 100 µM であった一方、HaCaT 細胞に対する PN 最大濃度

は 250 µMであった。以上の結果は、PN の HaCaT 細胞に対する毒性を示さない PN 濃

度は、NHEKsより高くなることを示している。NHEKs と HaCaT 細胞との間での有効

な薬剤濃度の違いに関する先行研究では、細胞増殖を停止させるタンパク質である

p21 を HaCaT 細胞で誘導するには 5-10mM の細胞外カルシウムが必要 [73]であった一

方、NHEKs の場合は、1.5 mM であり、HaCaT 細胞の方が高ったことから、HaCaT 細

胞が細胞株化を通じて細胞外カルシウム濃度に対する感度が低くなったと考察されて

いる [74]。このことから、PN の毒性を示さない濃度が NHEKs よりも HaCaT 細胞で高

くなった理由は、HaCaT 細胞が細胞株化を通じて PN に対しても感度が低くなったた

めであると考えられる。 

 

HaCaT 細胞のフィラグリンタンパク質量に対する PN 作用が NHEKs と異なったこと

について 

PN により HaCaT 細胞内のフィラグリンタンパク質産生量が変化しなかったこ

とは、フィラグリンタンパク質の翻訳調節と異化作用のバランスが NHEKs と HaCaT

細胞でそれぞれ異なることが原因の一つと考えられる。フィラグリンタンパク質は表

皮細胞の最終分化の過程でポリペプチドを経てアミノ酸まで分解される。アミノ酸は
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天然保湿因子として角質細胞内で水分維持に寄与する。この異化作用の主要なステッ

プとして peptidylarginine deiminase (PAD) による脱イミノ化がある。フィラグリンタン

パク質は脱イミノ化されると等電点が塩基性から中性あるいは酸性にシフトし、タン

パク質の折り畳みやイオン相互作用が変化し、ケラチンなど中間径フィラメントを凝

集していたフィラグリンモノマーがフィラメントから離脱しさらなる酵素分解を受け

る [75]。フィラグリンの脱イミノ化反応を触媒する PAD 活性や発現量が HaCaT 細胞と

NHEKs で異なっている直接の報告は存在しないが、大腸上皮組織においては PAD 発

現量の違いとその生理学的意義が考察されている。PAD は正常な大腸上皮組織で高発

現する一方、がん組織と大腸がん由来の細胞株では PAD2 mRNA、タンパク質量とも

に発現及び産生量が低下していたことが報告されており、この報告では PAD2 による

脱イミノ化タンパク質が大腸上皮細胞の増殖を抑制していることを考察している 

[76]。今回の結果は、PN 刺激により HaCaT 細胞でフィラグリンタンパク質量が変化し

なかったことを示したが、これは、PN が HaCaT 細胞でフィラグリンタンパク質の異

化作用を促進させた可能性を示唆している。一方、PN は HaCaT 細胞のプロフィラグ

リン mRNA を増加させ、フィラグリン遺伝子転写に関する応答は NHEKs と一致した

ことから、PN のフィラグリン転写活性促進の作用機序解析に HaCaT 細胞を使用でき

る可能性が示唆される。今後は HaCaT 細胞における PAD の活性や発現量に対する検

討を行いその生理学的意義を明らかにすることが必要である。 
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 第三章 PN 誘導体の正常表皮細胞からヒト皮膚への作用検討 
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第一節 緒言 

皮膚中のフィラグリンタンパク質量の低下が原因で引き起こされる皮膚疾患と

して、表皮剥離性角質増殖症 (epidermolytic hyperkeratosis)、葉状魚鱗癬 (lamellar 

ichthyosis)、アトピー性皮膚炎などがある。表皮剥離性角質増殖症や葉状魚鱗癬の病変

部位ではプロフィラグリンがフィラグリンに分解されずに皮膚中に蓄積していること

が報告されている [27]。また、アトピー性皮膚炎患者の皮膚では病変部位、非病変部

位に関わらずフィラグリンタンパク産生量の低下が認められている [28]。 

アトピー性皮膚炎の薬物療法では個々の皮疹重症度に応じてステロイド外用薬

が選択され、部位により異なる剤型が使い分けられる [77]。ステロイド外用薬の吸収

率には部位差が存在し、前腕伸側の吸収率を 1 とした場合に頬は 13.0、頭部は 3.5、頸

部は 6.0、陰嚢 42 となっており [78]、高い薬剤吸収率を持つ部位ではステロイド外用

薬による局所副作用が懸念されるため、長期間の連用を避けるべきとされている。そ

のためアトピー性皮膚炎の治療は、症状をなくすあるいは軽微な状態に達するまで薬

物療法を継続し、その後は軽度な状態を維持することを目標に行われている [77]。 

アトピー性皮膚炎では、皮膚バリア機能と保湿因子が低下していることから、

角層内の水分含有量が低下することでアトピー性皮膚炎に特徴的なドライスキンとな

る。ドライスキンが要因となり、刺激による皮膚のかゆみが生じやすく、種々のアレ

ルゲンの侵入が容易になり皮膚炎を惹起しやすいと考えられている [77]。そこで、ア

トピー性皮膚炎で低下している角質層の水分含有量を改善し、皮膚バリア機能を回

復・維持することを目的として保湿外用剤 (保湿剤・保護剤) が使用され、これにより

アレルゲンの侵入予防、皮膚炎の再燃予防、及びかゆみの抑制が報告がされている 

[79] [77]。保湿剤には、皮膚表面の保湿性を補うために親水性軟膏 (例としてヘパリン

類似物質含有親水性軟膏など) が、保護剤としては皮膚に対して保護作用がある油脂性

軟膏 (例として白色ワセリンなど) が選択される。以上のように、アトピー性皮膚炎の
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軽微ないし軽度な状態を維持するために行われるスキンケアは、皮膚の保湿と保護を

目的としたものである。一方、アトピー性皮膚炎の原因の一つがフィラグリンタンパ

ク質量低下であること、また第一章で述べたとおり、PN が NHEKs のフィラグリンを

遺伝子レベルおよびタンパク質量レベルで増加させたことから、PN 配合製剤が不足し

たフィラグリンを増加させ、既存のスキンケア製剤と異なった作用機序で軽微ないし

軽度な状態を保つことができるのではないかと考えた。しかしながら、経皮投与で薬

剤の効果を発揮させるためには、脂溶性の高い角質層へ成分を移行させる必要がある

ため、一般的に水溶性成分の皮膚透過性は著しく低く、経皮投与で十分な効果が発揮

されにくいと考えられている [80]。第三章では、PN の油溶性誘導体を用い、効果的に

経皮投与で使用すること目的として油溶性の PN 誘導体のフィラグリン増加作用につ

いて、NHEKs、3D Skinおよびヒトを対象として検討を行った。 
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第二節 材料と方法 

 

   細胞培養 

正常ヒト新生児表皮角化細胞 (NHEKs) および MCDB153-modified specific 

medium HuMedia KG-2 (以下、KG2 と表記する) はクラボウから購入した。NHEKs は、

KG2 を用い、37 °C、5 % CO2環境下で培養した。NHEKs に処理した試薬 (PN, VB6-IP) 

は、ウシ下垂体抽出物 (bovine pituitary extract, BPE) を含有しない KG2 (以下、KG2(-

BPE)と表記する) に溶解し、孔径 0.22 µmの PVDF メンブレン (マイクレス, 

SLGV33RS) を用いて滅菌したものを NHEKs に処理した。再構築表皮モデル (以下、

3D Skin と表記する) は、テストスキン TM を東洋紡から購入した。3D Skin は、キット

に添付されたアッセイ培地を用い、37 °C、5 % CO2環境下で培養した。 

 

 試薬 

ピリドキシン塩酸塩 (PN, P9755)、フェニルメチルスルホニルフルオリド (PMSF, 

P178) は Sigma (St. Louis, MO, USA) から購入した。トリスヘキシルデカン酸ピリドキ

シン (PN 誘導体) (VB6-IP, 050928) は日光ケミカルズ株式会社 (東京、日本) から供与を

受けた。Triton X-100 (A16046) は、和光純薬 (東京、日本) から購入した。TaqMan™ 

Gene Expression Cells-to-CT™ Kit (AM1728) , TaqMan® Fast Universal PCR Master Mix 

(4352042), TaqMan® Gene Expression Assay, TaqMan® Endogeneous Controls, PierceTM BCA 

Protein Assay kit (23227)および FITC 標識抗マウス IgG 抗体 (Rabbit anti-Mouse IgG (H+L) 

Secondary Antibody, FITC, 31561) は、サーモフィッシャー (神奈川、日本) から購入し

た。抗ヒトフィラグリン抗体 (Anti-filaggrin antibody (sc-80609, Lot. C2817)) は、サンタ

クルーズバイオテクノロジー (Dallas, TX, USA) から、ホースラディッシュペルオキシ

ダーゼ標識ポリクローナル抗マウス Ig-G (ヒストファインシンプルステイン MAX-

PO(M), 424131) は、ニチレイバイオサイエンス (東京、日本) から、電気化学発光試薬 
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(Lumi-Light Western blotting substrate, 12015200001) は Roche Diagnostics (Indianapolis, IA, 

USA)から購入した。O.C.T compound は、SAKURA Fine technical (東京、日本) から購入

した。マリノール (マリノール 750cps, 20091) は、武藤化学株式会社 (東京、日本) から

購入した。 

 

 プロフィラグリン mRNA 発現に対する VB6-IP の作用 

NHEKs は、KG2 を用いて 96 穴マイクロプレートに 1.5×104 cells/well の細胞密

度で播種した (100 µL / well)。100 % エタノールに VB6-IP を 20 mM となるように溶解

し VB6-IP のストック溶液とした。VB6-IP ストック溶液を KG2(-BPE) で 100 倍希加し

たものを 1 well あたり 100 µL ずつ添加した。24 時間培養した後、定量 PCR の項に示

した手順でプロフィラグリン mRNA 発現に対する定量 PCR を実施した。 

 

 フィラグリンタンパク質産生に対する VB6-IP の作用 

NHEKs は、KG2 を用いて 96 穴マイクロプレートに 1.0×104 cells/well の細胞密

度で播種した (100 µL / well)。100 % エタノールに VB6-IP を 20 mM となるように溶解

し VB6-IP のストック溶液とした。VB6-IP ストック溶液を KG2(-BPE) で 100 倍希釈し

たものを 1 well あたり 100 µL ずつ添加し 72 時間培養した。細胞を 1 well あたり 200 

µL の PBS(-) にて洗浄した後、Triton X-100 を 0.5 %と PMSF を 2 mM となるように PBS

に溶解したものを 1 well あたり 100 µL ずつ添加しプローブ式ソニケーション 

(ULTRASONIC HOMOGENIZER, SMT company) を用い 1 well あたり 10秒間細胞破砕処

理し細胞溶解液を得た。その後ドットブロットの項に示した手順でフィラグリンタン

パク質に対するドットブロットを実施した。 
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 3D Skin におけるフィラグリンタンパク質産生に対する作用 

東洋紡から購入した 3D Skin キットには、カルチャーインサートの中で表皮細

胞が 3 次元に再構築された皮膚膜が 12 個と、アッセイプレート (12 穴プレート) とア

ッセイ培地が含まれていた。添付されたアッセイプレートの 1 well あたりに、アッセ

イ培地を 0.6 mL ずつ分注し、輸送用培地から取り出したカルチャーインサートをアッ

セイ培地が分注されたアッセイプレートの 1 穴あたりに 1 個ずつ移し、一晩馴化培養

した。馴化培養後、PBS(-) に PN を 1.5 mM となるように溶解したものおよびトリ (カ

プリル·カプリン酸) グリセリルに VB6-IP を 1.5 mM となるように溶解したものを角層

側から、カルチャーインサート 1 個当たり 50 µL 適用し、3 日おきに試料交換をしなが

ら 7 日間培養した。今回使用した PBS(-)およびトリ (カプリル·カプリン酸) グリセリル

は、3D Skin 細胞生存率を変化させないことを事前に確認した。7 日間培養後、適用し

た試験試料をマイクロピペッターを用いて除去し、3D Skin の角層表面を 5 mL マイク

ロピペッターを用い PBS(-) で十分に洗浄した。3D Skin の皮膚膜をメスを用いてカル

チャーインサートから取り外し、未固定の状態で O.C.T compound に浸漬した後液体窒

素で凍結包埋し凍結ブロックを作成した。得られた凍結ブロックはクリオスタット (サ

ーモサイエンティフィック) を用いて 5 µm厚に薄切し得られた組織切片はシランコー

ティングされたスライドガラスに貼付し免疫組織化学までマイナス 20 °C で保存し

た。 

 

 ドットブロット 

NHEKs を 1 well あたり 200 µL の PBS(-)にて洗浄したのち、Triton X-100 を

0.5 %と PMSF を 2 mM となるように PBS(-)に溶解したものを 1 well あたり 100 µL ずつ

添加しプローブ式ソニケーション (ULTRASONIC HOMOGENIZER, SMT company) を用

いて 1 well あたり 10 秒間細胞破砕処理し細胞溶解液を得た。細胞溶解液を孔径 0.45 

µmのニトロセルロースメンブレン (BIO-RAD, 162-0145) に 2 µL ずつ直接ブロットし、
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室温で一晩乾燥させた。細胞溶解液がブロットされたメンブレンをブロッキング溶液 

(1% ウシ血清アルブミン含有 PBS) に浸漬し、室温で振とうしながら 1 時間ブロッキン

グした。その後、メンブレンを 0.1 % Triton X-100 を含む PBS(-)で室温 10 分間洗浄

し、PBS(-)で 4000 倍希釈した抗ヒトフィラグリン抗体を室温で 1 時間反応させた。メ

ンブレンを 0.1 % Triton X-100 を含む PBS(-)で室温で 10 分間 2回洗浄し、PBS(-)で 100

倍希釈したホースラディッシュペルオキシダーゼ標識ポリクローナル抗マウス Ig-G を

室温で 1 時間反応させた。メンブレンを 0.1 % Triton X-100 を含む PBS(-)で室温で 10

分間 2 回洗浄し、電気化学発光試薬をメンブレン上に滴下し室温で 5 分反応させた。

試薬反応後のメンブレンはライトキャプチャー (CoolSaver AE-955, ATTO)  を用いて発

光輝度を検出した。また、細胞破砕液のタンパク量を PierceTM BCA Protein Assay kit を

用いて定量した。細胞破砕液および BSA 標準溶液それぞれ 100 µL に対し、PierceTM 

BCA Protein Assay kit のインストラクションに従って調整した BCA Reagent を 100 µL

ずつ添加し混合した後、37 °C で 30 分間インキュベートし、混合液の 550 nm吸光度を

マイクロプレートリーダー (EnSpire 2300, パーキンエルマー) で測定した。フィラグリ

ンタンパクレベルは、単位タンパク量当たりの化学発光強度に換算し未処理細胞の値

を 100 とした相対値 (インデックス) で表した。 

 

 定量 PCR 

細胞は 1 well あたり 200 µL の PBS(-) にて洗浄したのち、TaqMan® Gene 

Expression Cells-to-CTTM Kit のプロトコールに従い cDNA を作成した。具体的な手順は

以下の通りである。1 well あたり 30 µL の DNase 1 を含む Lysis solution  を加えプレー

トシェーカーにて室温 1分溶解処理を行い、さらに室温で 4分間静置した。1 well あた

り 3 µL の stop solution を加えタッピング混和し室温にて 2 分間静置したものを細胞溶

解液とした。10 µL の細胞溶解液に対し 40 µL の RT Master Mix solution を加えボルテッ
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クス混合後、サーマルサイクラー (T3 Thermocycler, Biometra) を用いて cDNA を得た。

RT 反応は 37 °C で 60 分間行い、その後酵素活性失活のために 95 ℃で 5分間反応させ

た。得られた cDNA を鋳型として、TaqMan® Fast Univ. Gene Expression Master Mix お

よび TaqMan® Gene Expression Assays を用いプロトコールに従って各遺伝に対する定量

PCR を実施した (StepOnePlusTM Real Time PCR System (Thermo Fisher Scientific))。4 µL

の cDNA に対し、16 µL の PCR Cocktail を加えボルテックス混合した後、

StepOnePlusTM Real Time PCR System (Thermo Fisher Scientific)) を用いて、95 °C で 20

秒、95 °C で 1 秒、62 °C で 20 秒とし、40 サイクルの条件で定量 PCR を実施した。解

析対象の各遺伝子は TaqMan® Gene Expression Assays の FLG (Hs00856927_g1) を用い、

コントロールのハウスキーピング遺伝子は TaqMan® Endogeneous Controls (Applied 

Biosystems) の Cyclophillin A (PPIA, Hs04194521_s1) を用いた。解析はΔΔCT 法を用い

て実施し、未処理細胞の値を 1 とした相対値で表した。 

 

 ヘマトキシリン・エオジン染色 

凍結切片を室温に戻し、アセトンに 2 分間浸漬しその後約 5分間風乾させ組織

を固定した。風乾後ヘマトキシリン液に 10 分間浸漬し流水洗浄を 30 分間行った。そ

の後、エオジン液に 10分間浸漬し、DW にて 10 秒間洗浄後に 15 分間風乾させた。そ

の後、マリノールで封入を行い、光学顕微鏡 (Axiovert S100、ZEISS) にて観察を行

い、デジタルカメラ (DS-Ri1、Nikon) で写真撮影を行った。 

 

 免疫組織化学染色 

凍結切片を室温に戻し、アセトンに 2 分間浸漬しその後約 5分間風乾させ組織

を固定した。組織切片に対し 1% BSA を含有する PBS(-)によるブロッキングを室温で

1 時間行った後、PBS(-)洗浄を 5 分間 1 回行った。抗ヒトフィラグリン抗体を PBS(-)に

50 倍希釈して溶解したものを一次抗体液とし、1 組織切片当たり 50～100 µL 滴下し室
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温で湿潤な環境で 1 時間反応させた。PBS(-)洗浄を 5 分間 3 回行ったあと、1% BSA を

含有する PBS(-)に FITC 標識抗マウス IgG 抗体を 20 倍希釈して溶解したものを二次抗

体液とし、1 組織切片当たり 50～100 µL 滴下し室温で湿潤な環境で 1 時間反応させ

た。PBS(-)洗浄を 5 分間 3 回行った後、DW 洗浄を 5 分行い、グリセリンを用いて封入

を行い、蛍光顕微鏡 (Axiovert S100、ZEISS) にて観察を行いおよびデジタルカメラ 

(DS-Ri1、Nikon) で写真撮影を行った。 

 

 臨床試験 

平均年齢 35.8 歳の健常男性 10 名を被検者とし、ランダム化二重盲検法で実施さ

れた。被験部位である顔面に対し、指定された側に指定された製剤 (3 % VB6-IP 配合

製剤あるいはプラセボ製剤) を 4 週間連続使用した。塗布時間と頻度は朝晩の洗顔後に

1 日 2 回とした。皮膚表面水分量は SKICON-200EX (株式会社ヤヨイ) を用い測定し、

測定回数は 5 回 (開始時、1 週間後、2週間後、3 週間後および 4 週間後) とした。皮膚

表面水分量測定値は、初期値を 100 %とした相対値 (インデックス) で表した。 

測定方法詳細は以下の通りである。被検者は指定洗浄料にて顔面を洗浄した後

タオルにて水分を払拭し、恒温恒湿室 (温度 22°C、相対湿度 50 %) に入室した。15 分

間恒温恒湿室環境下で馴化した後、顔面の皮膚表面水分量を Skicon 200 EX を用い測定

した。 

臨床試験の実施に際しては、ヘルシンキ宣言に基づき、㈱コスモステクニカル

センター社内倫理委員会の承認を経て、被検者のインフォームドコンセントを得た

後、実施した。 

 

 統計解析 

すべてのデータは平均±標準誤差で表した。データ解析には、GraphPad Prism 5 

software (GraphPad Software Inc., CA, USA) を用いた。統計解析は、2 群間比較ではスチ
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ューデント t 検定を実施し、3 群以上の比較では一元配置分散分析に続いてターキーの

多重比較検定を実施した。臨床試験のデータ解析は、二元分散分析に続いてボンフェ

ローニ補正 (Bonferroni post-test) を実施した。p < 0.05 を統計的有意とした。 
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第三節 結果 

 

 NHEKs におけるプロフィラグリン mRNA 発現に対する VB6-IP の作用 

   200 µM の VB6-IP の 24 時間処理は、プロフィラグリン mRNA 発現量を有意に

増加させ、コントロールと比較して 1.8 倍であった。100 µM の VB6-IP 処理は、プロ

フィラグリン mRNA 発現量に変化を与えなかった (図 12)。 

 

 NHEKs におけるフィラグリンタンパク質産生に対する VB6-IP の作用 

   100 µM の VB6-IP の 72 時間処理により NHEKs で産生されたフィラグリンタン

パク質産生量は有意に増加し、未処理コントロールと比較して 1.9 倍であった。50 µM

の VB6-IP 処理は、フィラグリンタンパク質産生量に変化を与えなかった (図 13)。 

 

 3D Skin におけるフィラグリンタンパク質産生に対する作用 

VB6-IP のフィラグリンタンパク質産生量増加作用が角層を有する 3D Skin にお

いても認められるかを確認するために、3D Skinでのフィラグリンタンパク質産生を、

免疫組織化学法を用いて評価した。1.5 mM の VB6-IP を角層側から 7 日間処理した結

果、3D Skin の顆粒層上層全体および角層の一部に、フィラグリンタンパク質陽性シグ

ナルの増加が認められた。特に、顆粒層上層においてフィラグリンタンパク質陽性シ

グナル蛍光強度が強く検出された。同濃度の PN を角層側から 7 日間処理した結果、

顆粒層の一部に弱い蛍光が検出された。VB6-IP 処理により増加したフィラグリンタン

パク質陽性シグナル強度は、PN 処理により増加したシグナルより染色された領域が広

く、また顕著に強いシグナルを示した(図 14)。 

 

 ヒト皮膚に対する VB6-IP 配合製剤の保湿作用 

VB6-IP を 3%含有する製剤を顔面に 4 週間連測使用し、経時的に被験部位の皮

膚表面水分量を測定した。塗布 4 週間後の皮膚表面水分量相対値について、3 % VB6-
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IP 配合製剤は塗布開始前に比べて皮膚表面水分量が 3.0 倍増加し、プラセボ製剤は塗

布開始前に比べて、皮膚表面水分量が 1.7 倍に増加した。塗布 4 週間後の 3 % VB6-IP

配合製剤塗布部位とプラセボ製剤塗布部位を比較すると、3 % VB6-IP 配合製剤塗布部

位でプラセボ製剤塗布部位と比較した有意な皮膚表面水分量相対値の増加が見られ

た。(図 15)。 
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第四節 考察 

 

VB6-IP の NHEKs でのフィラグリン増加作用 

VB6-IP は、水溶性である PN を脂溶性の高い角層に移行させるために PN の 3

個の水酸基にイソパルミチン酸をエステル結合させて得られた脂溶性化合物である。

PN は水に対して可溶であるが、VB6-IP は水に対して不溶であり油剤に対して可溶で

ある。従来の油溶性ビタミン B (ジカプリル酸ピリドキシン、ジパルミチン酸ピリドキ

シン) は室温で結晶であり、製剤化後にビタミン B 誘導体が結晶化して析出するため

製剤安定化の課題があったが、VB6-IP は室温で無色透明の液状の物性を有しているた

め、製剤調整後に VB6-IP が結晶析出する懸念がなく、製剤安定化の面で改良されてい

る。 

本検討の結果、VB6-IP は PN と同様に NHEKs のプロフィラグリン mRNA 発現

およびタンパク質産生の増加作用を示した。これらの結果から、角層移行性を高める

設計で合成された VB6-IP にも PN が有していたフィラグリン増加作用は維持されてお

り、経皮塗布で十分な効果が発揮されることが期待された。NHEKs でのプロフィラグ

リン mRNA およびタンパク質増加の作用機序は、VB6-IP が PN や P2X 受容体アンタゴ

ニストと同様に、P2X 受容体の細胞外ドメイン (ATP 結合能を有するドメイン) [81]に

結合し P2X 受容体をアンタゴナイズすることによりフィラグリン増加作用を発揮した

と考えられる。しかしながら、P2X 受容体の ATP 結合ドメインに PN や VB6-IP が結合

するかについてはさらなる検討が必要である。 

 

VB6-IP の 3D Skin でのフィラグリン増加作用 

角層は角質細胞とその間隙に角質細胞間脂質が充填された構造をとっており脂

溶性が高い[10]。角層に塗布された薬剤が血中に吸収されるためには、皮膚内での拡

散性の観点から分子量が 500 ダルトン以下であること[82] [83]、脂溶性の高い角層への
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移行と脂溶性の低い表皮真皮層での拡散の観点から適度に脂溶性が高い (油水分配係数

が 1 から 4) 物質であることが条件とされている[84-86]。したがって分子量が 500 ダル

トン以上の高分子薬剤は経皮吸収されず生きた表皮細胞層には到達しないことが通説

であるが、分子量 914.17 の薬剤が角層を通過し、角層下皮膚に到達して表皮細胞に作

用する例としてシロリムスの in vitro でのヒト皮膚透過性試験の報告がある。この報告

ではフランツ型水平セルの透過セルにヒト皮膚を装着し、シロリムスゲル 0.0025g /cm2

を適用したときのシロリムス皮膚透過量および皮膚中存在量を測定した。その結果、

適用後 24 時間までレセプター液にシロリムスは検出されず、シロリムスの経皮吸収性

は低いことが示された。また、角層には適用量の 2.80%、角層下皮膚には適用量の

0.42%が検出され、シロリムスは角層バリアを透過することが示された。VB6-IP の分

子量は 884.4 であることから、3D Skin の角層側に適用した VB6-IP は皮膚膜を透過せ

ずに (角層から生きた表皮層を透過して培地へ移行せずに) 角層に高濃度に貯留してい

ることが考えられる。角層と直下の表皮層の VB6-IP 濃度勾配が高まるほど表皮層に

VB6-IP が拡散し表皮細胞に到達し、フィラグリンタンパク質増加の効果を発揮したと

考えられる。また、PN の 3D Skin でのフィラグリンタンパク質増加作用が、VB6-IP よ

りも小さかった理由については、PN は分子量が 178 で 500 ダルトン以下であるが、水

溶性成分であり角層移行性が VB6-IP よりも低いため、VB6-IP と比較すると表皮細胞

に到達した物質量が少なく、フィラグリンタンパク質増加作用が VB6-IP よりも小さか

ったと考察される。 

 

VB6-IP のヒト皮膚に対する保湿作用 

VB6-IP を 3%配合した製剤を顔面に 4 週間連用使用した結果、塗布 4 週後の被

験部位の皮膚表面水分量はプラセボ製剤塗布部位よりも有意に上昇した。本研究にお

いて、VB6-IP が NHEKs に対しプロフィラグリン mRNA 発現量およびフィラグリンタ
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ンパク質産生量を増加させたこと、また角層を有する 3D Skin でも VB6-IP によるフィ

ラグリンタンパク質産生量増加が認められたことから、VB6-IP 配合製剤の連続使用に

よるヒト皮膚表面水分量増加は、VB6-IP がヒト皮膚表皮細胞に作用し、フィラグリン

タンパク質量を増加させたことによると考えられる。また、VB6-IP により顆粒層で増

加したフィラグリンタンパク質が角層への分化過程でアミノ酸にまで分解され、角質

細胞に含まれるアミノ酸量の増加を伴ったヒト皮膚表面水分量が有意に増加するのに

4 週間要することが示唆される。 

 

VB6-IP がフィラグリン低下症に対する新しい作用機序のスキンケアになる可能性につ

いて 

第三章の結果から、VB6-IP 配合製剤はアトピー性皮膚炎などフィラグリン低下

症に対し、不足しているフィラグリンタンパク質量を増加させ、角層の保湿力を改善

できることが期待される。アトピー性皮膚炎の薬物療法は、症状をなくすあるいはあ

っても軽微な状態に達するまで薬物療法を継続し、その後は急な悪化を起こさず軽微

ないし軽度な状態を維持することを目標に行われ、薬物治療後に行われるスキンケア

は親水性軟膏による保湿と油脂性軟膏による保護である[77]。いずれも製剤中の保湿

剤による保水作用や、油脂膜による保護作用によるものである一方、VB6-IP 配合製剤

はヒト皮膚表皮細胞に作用しフィラグリンタンパク質量を増加させる作用を有してお

り、既存のスキンケアとは機序が異なる。現存する軟膏は、皮膚上に存在することで

物理的に保湿力やバリア機能を強化し、アトピー性皮膚炎の悪化を引き起こさないも

のであるが、VB6-IP はアトピー性皮膚炎で低下しているフィラグリンを増加させる作

用を有し、既存の軟膏よりも機能的である一方、使い続けてもステロイド製剤のよう

な副作用の懸念は少なく安全である。このことは、VB6-IP 配合製剤が従来のスキンケ
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アでは対応できなかった保湿効果の持続性や皮膚状態の改善を促すことを示唆してお

り、アトピー性皮膚炎のスキンケアの新しい提案につながる可能性を示している。 
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 総括 

PN (PN) は、ビタミン B6 様活性を有する物質で、補酵素としてアミノ酸代謝、

脂質代謝、糖新生などの反応を仲介する。皮膚科学分野では、PN が不足すると脂漏性

皮膚炎や口内炎が誘発されることが報告されており、PN がニキビや肌荒れの治療に用

いられているが、表皮・角層の機能に対する PN の作用機序の詳細については未だ明

らかになっていない。そこで本研究では、表皮細胞内で発現しケラチン繊維を凝集し

た後にアミノ酸に代謝され、角質細胞内で保湿因子として機能するフィラグリンに着

目し、NHEKs と HaCaT 細胞において PN 処理によりフィラグリンがどのように変化す

るかの検討を行った。また、PN は水溶性であるために、脂溶性の高い角層への移行性

は低く、経皮塗布で十分な効果が発揮されないことが考えられたため、油溶性 PN 誘

導体である VB6-IP の作用について、3D Skin およびヒト皮膚に対する作用を検討し

た。 

第一章では、PN の NHEKs の表皮分化マーカーmRNA 発現に対する作用を検討

した。その結果、PN はプロフィラグリン mRNA 発現のみを増加させ、その他の表皮

分化マーカーmRNA 発現を増加させないことを明らかにした。さらに PN は、NHEKs

へのカルシウムイオン流入を促進させず、NHEKs の細胞増殖や細胞形態に対して無影

響であったことからも、PN は表皮分化を進行させずにフィラグリン遺伝子転写のみを

活性化させている可能性が示された。また PN は、NHEKs のフィラグリンタンパク質

産生量を増加させ、この作用は P2X 受容体アンタゴニストである PPADS および TNA-

ATP にも認められ、さらに、PN が誘導したフィラグリンタンパク質産生量は ATP に

より抑制されることを明らかにした。 

第二章では、PN によるフィラグリン増加作用機序解明のための安定的な研究モ

デル細胞として、成人男性皮膚由来の不死化角化細胞株である HaCaT 細胞を利用する

ことを考え、HaCaT 細胞に対する PN のフィラグリン増加作用について検証した。そ
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の結果、PN は HaCaT 細胞のプロフィラグリン mRNA 発現量を増加させ、フィラグリ

ンタンパク質産生量は変化させなかった。PN のフィラグリン遺伝子転写に関する作用

は NHEKs と HaCaT 細胞とで一致したことから、PN のフィラグリン遺伝子転写活性促

進作用機序解析に HaCaT 細胞を用いることができる可能性が示唆された。 

第三章では、PN のフィラグリンタンパク質産生量増加作用を、経皮投与で応用

するために、脂溶性を向上させた PN 誘導体である VB6-IP のフィラグリン増加作用に

ついて、NHEKs、 3D Skin およびヒトを対象として検討を行った。その結果、VB6-IP

は NHEKs のプロフィラグリン mRNA 発現量とフィラグリンタンパク質産生量を増加

させ、NHEKs に対し PNと同様の作用を有していることを確認した。さらに、VB6-IP

を 3D Skin の角層側から添加し、3D Skin 内で発現しているフィラグリンタンパク質量

を免疫染色で検出した結果、同濃度の PN と比較し VB6-IP 処理により 3D Skin の顆粒

層に強いフィラグリンタンパク陽性シグナルが検出されたことを明らかにした。ま

た、VB6-IP を 3%含有する製剤とプラセボ製剤を顔面に 4 週間連続使用し、皮膚表面

水分量を比較した結果、4 週間後の VB6-IP 製剤塗布部位の皮膚表面水分量は、同じ時

期のプラセボよりも有意に高いことが示された。 

本研究では、PN が NHEKs でプロフィラグリン mRNA 発現のみを増加させ、フ

ィラグリンタンパク質量も増加させること、VB6-IP を 3D Skin の角層側から添加して

フィラグリンタンパク質量を増加させ、実際にヒトに使用すると皮膚表面水分量が増

加することが明らかになった。皮膚中でフィラグリンタンパク質量が減少するフィラ

グリン低下症に対するスキンケアや治療の開発に対し、本研究で明らかになった PN

および VB6-IP のフィラグリン増加作用に関わる知見が貢献すると考えている。 
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 図 

 

図 1. NHEKs における表皮細胞特異的分化マーカーmRNA 発現に対する PN の作用 

図 2. PN の NHEKs 内へのカルシウムイオン流入に対する作用 

図 3. PN の NHEKs 増殖および形態に対する作用 (A) (B) 

図 4. NHEKs におけるプロフィラグリン mRNA 発現に対する PN 処理時間の検討 

図 5. NHEKs におけるフィラグリンタンパク質産生に対する PN の作用 

図 6. NHEKs におけるフィラグリンタンパク質産生に対する P2X 受容体アンタゴニス

トの作用 (A) (B) 

図 7. PN によって増加したプロフィラグリン mRNA 発現に対する ATP の作用  

図 8A. フィラグリンタンパク質産生に対する ATP の作用 

図 8B. フィラグリンタンパク質産生に対する ATP の作用 

図 9. HaCaT 細胞におけるプロフィラグリン mRNA 発現に対する PN の作用 

図 10. HaCaT 細胞におけるフィラグリンタンパク質産生に対する PN の作用 

図 11. PN によって増加したプロフィラグリン mRNA 発現に対する ATP の作用 

(HaCaT 細胞)  

図 12. NHEKs におけるプロフィラグリン mRNA 発現に対する VB6-IP の作用 

図 13. NHEKs におけるフィラグリンタンパク質産生に対する VB6-IP の作用 

図 14. 3D Skin におけるフィラグリンタンパク質産生に対する VB6-IP の作用 

図 15.ヒト皮膚に対する VB6-IP 配合製剤の保湿作用 
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図1. NHEKsにおける表皮細胞特異的分化マーカーmRNA発現に対す
るPNの作用
200 µM PNを24時間処理をした結果、FLG mRNA発現のみが増加し
た。200 µMのPNは、その他の遺伝子発現に変化を与えなかった。
n=4; **p<0.01 vs. control
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図2. PNのNHEKs内へのカルシウムイオン流入に対する作用
50 µM, 100 µM, 200 µMのPNは、NHEKs内へのカルシウムイオン流
入量を変化させなかった。陽性対照のカルシウムイオノフォア
A23187は、カルシウムイオン流入を有意に促進した。
n=6; ***p<0.001 vs. control
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図3. PNのNHEKs増殖および形態に対する作用
200 µM PNを72時間処理した後の細胞数は、未処理群と同水準で
あった。一方、1.8 mM塩化カルシウムを72時間処理した結果、未
処理と比較して有意な細胞数の減少が認められた。
*p<0.05 vs. control (A)。
72時間後の細胞形態を比較した結果、塩化カルシウム処理により
細胞の平坦化が見られた一方、PN処理条件では平坦化は観察され
ず、未処理群と同様の形態が観察された (B)。
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図4. NHEKsにおけるプロフィラグリンmRNA発現に対するPN処理時
間の検討
6時間、12時間、48時間の処理時間ではプロフィラグリン遺伝子発
現の変化は認められなかった。一方、24時間のPN処理はプロフィ
ラグリンmRNA発現を有意に増加させた。n=6; *p<0.05 vs. control



図5. NHEKsにおけるフィラグリンタンパク質産生に対する
PNの作用
50 µM PN処理では、フィラグリンタンパク質産生量に変化はな
かった。100 µM のPNを72時間処理した結果、フィラグリンタンパ
ク質産生量が有意に増加した。n=10; *p<0.05 vs. 0 µM PN

0 50 100
0

50

100

150 *

  

%
 o

f c
on

tr
ol

 (I
nt

en
si

ty
/µ

g 
pr

ot
ei

n)

PN concentration (µM)



0 40 80 160
0

50

100

150 *

PPADS conc (µM)

%
 o

f c
on

tr
ol

 (I
nt

en
si

ty
/µ

g 
pr

ot
ei

n)

0 3 6 12
0

50

100

150
*

TNP-ATP conc (µM)

%
 o

f c
on

tr
ol

 (I
nt

en
si

ty
/µ

g 
pr

ot
ei

n)

図6. NHEKsにおけるフィラグリンタンパク質産生に対するP2X受容
体アンタゴニストの作用
40 µMと80 µMのPPADSではフィラグリンタンパク質産生量に変化
は認められなかった。160 µMのPPADSを72時間処理した結果、
フィラグリンタンパク質産生量は有意に増加した (A)。
3 µMと6 µMではフィラグリンタンパク質産生量に変化は認められ
なかった。 12 µMのTNP-ATPを72時間処理した結果、フィラグリン
タンパク質産生量は有意に増加した (B)。
n=5-10; *p<0.05 vs. 0 μM
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図7. PNによって増加したプロフィラグリンmRNA発現に対するATP
の作用
200 µM PNは、ATP非存在下でプロフィラグリンmRNA発現量を有意
に増加させた。100µM ATP処理は、200 µM PNによって増加したプ
ロフィラグリンmRNA発現量を有意に抑制した。
n=6; *p<0.05
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図8A.フィラグリンタンパク質産生に対するATPの作用
200 µM PNは、ATP非存在下と25 µM ATP存在下において有意にフィ
ラグリンタンパク質産生量を増加させた。一方、100 µM ATP処理
は、 200 µM PN + 0µM ATP条件と比較してフィラグリンタンパク質
産生量の抑制傾向を示した (p=0.042)。
n=10; *p<0.05 vs. PN 0 μM and ATP 0µM
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図8B.フィラグリンタンパク質産生に対するATPの作用
6.25 µMと12.5 µMのATPを処理した結果、フィラグリンタンパク質
産生量は変化しなかった。
n=5
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図9. HaCaT細胞におけるプロフィラグリンmRNA発現に対するPNの
作用
HaCaT細胞にPNを24時間処理すると、濃度依存的にプロフィラグ
リンmRNA発現量を増加させた。
n=3; *p<0.05 vs. 0 μM



図10. HaCaT細胞におけるフィラグリンタンパク質産生に対するPN
の作用
250 µM PNを72時間処理した結果、HaCaT細胞のフィラグリンタン
パク質産生量は変化しなかった。
n=6; 
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図11. PNによって増加したプロフィラグリンmRNA発現に対する
ATPの作用 (HaCaT細胞)
1000 µMのPNは、ATP非存在下でプロフィラグリンmRNA有意にを
増加させた。一方、100µMのATP処理は、1000 µM PNによって増
加したプロフィラグリンmRNA発現量を変化させなかった。
n=3; *p<0.05 vs. PN 0 μM and ATP 0µM, **p<0.01 vs. PN 0 μM and ATP 
0µM
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図12. NHEKsにおけるプロフィラグリンmRNA発現に対するVB6-IPの
作用
VB6-IPはNHEKsのプロフィラグリンmRNA発現量を濃度依存的に増
加させた。
n=8; **p<0.01 vs. 0 μM



図13. NHEKsにおけるフィラグリンタンパク質産生に対するVB6-IP
の作用
VB6-IPは、NHEKsにおいてフィラグリンタンパク質産生量を増加さ
せた。n=5; ***p<0.001 vs. 0 μM
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図14. 3D Skinにおけるフィラグリンタンパク質産生に対するVB6-IP
の作用
1.5 mMのVB6-IPを角層側から7日間処理した結果、3D Skinの顆粒層
上層においてフィラグリンタンパク質陽性シグナル蛍光強度が特
に強く検出された。同濃度のPNを角層側から7日間処理した結果、
顆粒層の一部に弱い蛍光が検出された。
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図15.ヒト皮膚に対するVB6-IP配合製剤の保湿作用
連用4週間後において、3 % VB6-IP配合製剤塗布部位は、プラセボ
製剤塗布部位と比較し有意に皮膚表面水分量の増加が認められた。
n=10; **p<0.01 vs. Placebo


	要旨
	序論
	第一章　NHEKsにおけるPNの作用検討
	第一節　緒言
	第二節　材料と方法
	細胞培養
	試薬
	表皮細胞特異的分化マーカー発現に対するPNの作用
	プロフィラグリンmRNA発現に対するPNの作用
	細胞内カルシウムイオン流入に対するPNの作用
	細胞増殖と形態に対するPNの作用
	フィラグリンタンパク質産生に対するPNの作用
	フィラグリンタンパク質産生に対するP2X受容体アンタゴニストの作用
	PNによって増加したフィラグリンタンパク質産生に対するATPの作用
	PNによって増加したプロフィラグリンmRNA発現に対するATPの作用
	フィラグリンタンパク質産生に対するATPの作用
	ドットブロット
	定量PCR
	統計解析

	第三節　結果
	表皮細胞特異的分化マーカー発現に対するPNの作用
	PNのNHEKs分化に対する作用
	プロフィラグリンmRNA発現に対するPN処理時間の検討
	フィラグリンタンパク質産生に対するPNの作用
	フィラグリンタンパク質産生に対するP2X受容体アンタゴニストの作用
	PN誘導性プロフィラグリンmRNA増加に対するATPの作用
	フィラグリンタンパク質産生に対するATPの作用

	第四節　考察

	第二章　HaCaT細胞におけるPNの作用検討
	第一節　緒言
	第二節　材料と方法
	細胞培養
	試薬
	プロフィラグリンmRNA発現に対するPNの作用
	フィラグリンタンパク質産生に対するPNの作用
	PNによって増加したプロフィラグリンmRNAに対するATPの作用
	ドットブロット
	定量PCR
	統計解析

	第三節　結果
	プロフィラグリンmRNA発現に対するPNの作用
	フィラグリンタンパク質産生に対するPNの作用
	PNによって増加したプロフィラグリンmRNAに対するATPの作用

	第四節　考察

	第三章　PN誘導体の正常表皮細胞からヒト皮膚への作用検討
	第一節　緒言
	第二節　材料と方法
	細胞培養
	試薬
	プロフィラグリンmRNA発現に対するVB6-IPの作用
	フィラグリンタンパク質産生に対するVB6-IPの作用
	3D Skinにおけるフィラグリンタンパク質産生に対する作用
	ドットブロット
	定量PCR
	ヘマトキシリン・エオジン染色
	免疫組織化学染色
	臨床試験
	統計解析

	第三節　結果
	NHEKsにおけるプロフィラグリンmRNA発現に対するVB6-IPの作用
	NHEKsにおけるフィラグリンタンパク質産生に対するVB6-IPの作用
	3D Skinにおけるフィラグリンタンパク質産生に対する作用
	ヒト皮膚に対するVB6-IP配合製剤の保湿作用

	第四節　考察

	総括
	謝辞
	引用文献
	図
	スライド番号 1
	スライド番号 2
	スライド番号 3
	スライド番号 4
	スライド番号 5
	スライド番号 6
	スライド番号 7
	スライド番号 8
	スライド番号 9
	スライド番号 10
	スライド番号 11
	スライド番号 12
	スライド番号 13
	スライド番号 14
	スライド番号 15
	スライド番号 16

