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略語表 

4MU : 4-methylumbelliferone 

4MU-α-NAG : 4-methylumbelliferyl N-acetyl-α-D-glucosaminide 

4MU-β-NAG : 4-methylumbelliferyl N-acetyl-β-D-glucosaminide 

BPE: bovine pituitary extract 

DMEM: Dulbecco's modified Eagle’s medium 

dsDNA: double-stranded DNA 
EGF: epidermal growth factor 

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay 

FBS: fetal bovine serum 

FLG: filaggrin 

GlcUA : glucuronic acid 

H&E: hematoxylin and eosin 

HA: hyaluronan 

HABP: HA-binding protein 

HAS: HA synthase 

HEPES : 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethane sulphonic acid 

HPLC: high-performance liquid chromatography 

KGF: keratinocyte growth factor 

LC-MS/MS: liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

NAG : N-acetylglucosamine 

NAG-6P : N-acetylglucosamine-6 phosphate 

NAGK: NAG kinase 

NAGase : N-acetylglucosaminidase 

PBS: phosphate-buffered saline 

PCNA, proliferating cell nuclear antigen 

PUGNAc : o-(2-acetamido-2-deoxy-D-glucopyranosylidene) amino N-phenylcarbamate 

RA : All-trans retinoic acid 

RPLP0: ribosomal protein lateral stalk subunit P0 

St-HAase: Streptomyces hyaluronidase 

TGM1 : transglutaminase 1 

UDP: uridine diphosphate 

siRNA : small interfering RNA 

α-NAG2 : 1-ethyl-α-N-acetylglucosaminide 

β-NAG2: 1-ethyl--N-acetylglucosaminide 
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序論 
ヒアルロン酸 (HA) は、N-アセチルグルコサミン (NAG) とグルクロン酸 (GlcUA) が交

互に直鎖状に結合した、分子量が 107 kDa にも及ぶ非常に分子量の大きい多糖である (Figure 

1)。糖自体が保有する水和能に加え、鎖の様な構造が組織中に網目状に広がって存在し、水
和ゲルとして水を保持する能力に優れた生体分子である。生体内においては、関節、硝子体、
皮膚をはじめとしてあらゆる組織に広く存在しているが、その絶対量の 50%以上を皮膚が
占めている[1]。皮膚の真皮において、HA は細胞外マトリックスの主要な構成成分として組
織全体に存在しており、他の細胞外マトリックス成分であるコラーゲンやエラスチンと相
互作用している (Figure 2) [2]。その機能としては、水分保持の他、粘弾性や進展性という
物理的な特徴から、空間を満たして皮膚に弾力性を付与するなど、真皮の構造や機能の維持
において重要な役割を果たしている[1]。一方、皮膚における HA は⻑らく真皮層に限局さ
れていると考えられていたが、1988 年に HA 特異的な結合タンパク質を利用した HA の検
出方法が開発され、表皮層にも HA が存在することが明らかとなった[3]。HA 以外のグリコ
サミノグリカンは、コアタンパク質を有するプロテオグリカン分子として生合成されるが、
コアタンパク質を有していない HA は、ユニークな方法で生合成される。すなわち細胞膜上
に存在する HA 合成酵素 (HAS, HA synthase) が、細胞内に存在する 2 種類の基質である
uridine diphosphate (UDP)-NAG と UDP-GlcUA を交互に結合し、細胞外へ直接伸⻑させてい
く(Figure 1) [4]。HAS には 3 種類のアイソザイム (HAS1-3) が存在し、互いに高い相同性を
有するが、組織によってその発現パターンには違いがあり、また合成される HA の分子量サ
イズや合成活性にも違いがあると報告されている[5-9]。Sayo、Kakizaki らは、ヒトの真皮線
維芽細胞においては主に HAS1 および HAS2 が HA 合成を担っているのに対し、表皮細胞で
は HAS3 が主要な HA 合成酵素であることを報告している[10-13]。 

 

     
    Figure 1. Scheme of hyaluronan synthesis in keratinocytes. 
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Figure 2. Structure of the skin. Modified from [14] 
 

表皮では、基底層で増殖した表皮細胞が、有棘層、顆粒層、角層と移動しながら、その形
や性質を変えていく分化を繰り返すターンオーバーによって構造や機能が維持されており、
外界からの刺激を防ぐと共に、生体内の水分環境を守るバリアとして重要な役割を果たし
ている (Figure 2) [14]。皮膚に存在する HA のうち、表皮に含まれる HA の絶対量は真皮よ
りも圧倒的に少ないものの、基底層から顆粒層にかけて高濃度に存在し、細胞と細胞の間の
限られた空間では 2 mg/ml を超えることが示されている[3]。その機能として、組織の水分
環境を保つことに加え、血管の通わない重層化した細胞同士の空間を維持し、栄養や代謝物
の拡散に寄与すると考えられている[1]。加えて、表皮 HA は表皮ターンオーバーに関わる
ことが報告されているが[15-18]、その詳細は十分に明らかにされていない。例えばレチノイ
ン酸 (RA) やレチノールなどのレチノイドは、HAS 遺伝子発現の誘導を介して表皮 HA を
産生促進すると同時に、細胞増殖を亢進させ、細胞分化を低下させることが報告されている
[19, 20]。また epidermal growth factor (EGF) や keratinocyte growth factor (KGF) などの増殖因
子も、表皮 HA を増加させると同時に、細胞増殖を亢進させた一方、細胞分化は低下させた
[16, 21]。加えて、HA 合成阻害剤 4-methylumbelliferone (4MU) は、ラット表皮細胞の細胞増
殖を阻害し[22]、また 3 次元ヒト表皮モデルでも細胞増殖を低下させる[23]など、レチノイ
ドや増殖因子の作用と矛盾しない結果が報告されている。一方、HA 特異的な分解酵素であ
る Streptomyces hyaluronidase (St-HAase) で 3 次元ヒト表皮モデルにおける表皮 HA を低下さ
せた場合、細胞の増殖・分化に変化は認められないことが報告された[23]。さらに HA 受容
体 CD44 のノックアウトマウスでは、表皮 HA の減少と同時に、細胞の分化も低下した[17]。
以上の様に、表皮 HA と表皮細胞の増殖・分化との関連性については相反する結果も報告さ
れており、その原因としては、例えばレチノイドや増殖因子はいずれも表皮細胞の機能や活
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性に直接影響を及ぼす可能性があるなど、その特異性に課題があると考えられた。また、高
分子 HA (>1,000 kDa) は抗血管新生および抗炎症効果を有しているのに対し、低分子 HA (10-

250 kDa) は血管新生および炎症性細胞を強く誘導するなど[24, 25]、HA はその分子量サイ
ズに応じて細胞機能へ及ぼす影響に違いがあると報告されているが、上述の報告では HA の
分子量サイズまでは十分調べられていなかった。そこで本論文では、表皮 HA の生理機能の
解明を目的とし、表皮の HA 産生を選択的に制御する方法を開発し、さらに HA の分子量の
変化を調べることで、表皮 HA の量や分子量の変化と表皮ターンオーバーとの関係性を詳
細に調べた。 

これまでに Sayo らは、HA の構成糖の 1 つである NAG が、表皮細胞において優れた HA

産生促進効果を有することを見出している[13]。NAG による HA 産生促進は、表皮細胞内
において HA の直接の基質である UDP-NAG へと変換され、自らが HA に取り込まれること
による。またその際、NAG を構成糖とする硫酸化グリコサミノグリカンの産生を促進せず、
さらにグルコースや GlcUA は表皮 HA 産生を促進しなかったことから、NAG は表皮 HA 産
生促進において高い選択性を有しており、表皮 HA が表皮機能へ及ぼす影響を調べる上で
有用であると考えられた。しかしながら NAG は還元糖であるため、メイラード反応により
褐変化を生じるなど、最終的に化粧品などへ配合して活用することを考えた場合、その安定
性に課題があった。そこで、メイラード反応の原因となっている還元末端にエチル基を導入
した 1-エチル-β-N-アセチルグルコサミニド (β-NAG2) を新たに開発した。β-NAG2 が NAG

と同様なメカニズムにて選択的に HA 産生を促進することができれば、表皮 HA が表皮の生
理機能へ与える影響を調べる上で、最適なツールになると考えられる。そこで、まずは β-

NAG2 の有効性を調べた上で、表皮の増殖・分化への影響を調べることとした。 

また、表皮の HA は加齢に伴って減少することが報告されている[26, 27]。加齢に伴う表
皮の変化としては、細胞増殖能の低下や[28]、それに起因すると考えられる表皮の菲薄化が
挙げられる[29]。もし、表皮 HA が細胞の増殖・分化といった基本的な細胞機能に関与する
場合、表皮 HA の減少は皮膚機能の低下にも関わると考えられる。これまでに、皮膚の老化
の改善を目的とした検討において、表皮 HA 産生を促進するレチノイドがシワの改善など
に有効であることが報告されている[30, 31]。しかしながらレチノイドは、HAS を含む様々
な遺伝子発現誘導など多様な作用があり、また製剤中での安定性や皮膚への刺激性などの
課題も存在する。そこで、β-NAG2 がシワなどの皮膚の老化に伴う症状に及ぼす影響につい
ても調べ、表皮 HA の皮膚の抗老化における重要性を検証した。 

本論文では、HA 産生を特異的に制御することにより、表皮の構造や恒常性維持における
表皮 HA の生理機能と、抗老化における表皮 HA 産生促進の有効性を示すことを目的とし
た。 

第 1 章では、β-NAG2 が正常ヒト表皮細胞において HA を選択的に産生促進するメカニズ
ムを示した。 

第 2 章では β-NAG2 を用い、表皮 HA 産生促進が、表皮細胞の増殖・分化に促進的に働く
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ことを示した。 

第 3 章では、HAS3 遺伝子のノックダウンによる HA 産生の低下が、表皮細胞の増殖・分
化に抑制的に働くことを示した。 

第 4 章では β-NAG2 による表皮 HA の産生促進がシワなどの皮膚老化の改善に有効な手
段であり、表皮 HA は抗老化の重要な標的分子となり得ることを示した。 
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第 1 章 β-NAG2 の選択的な HA 産生促進メカニズム 

 

1-1 小序 

これまでに Sayo らは、NAG (Figure 3) が HAS3 遺伝子発現に影響を与えず、HA の前駆体
である細胞内 UDP-NAG を増加させることにより、培養正常ヒト表皮細胞の HA 産生を促
進することを見出している[13]。しかしながら還元糖である NAG は、メイラード反応を生
じさせるなど、その安定性に課題があった。そこで、NAG の還元末端にエチル基を導入し
て安定性を高めた β-NAG2 (Figure 3) を新たに開発した。本章では、NAG、β-NAG2 および
β-NAG2 の立体異性体である 1-エチル-α-N-アセチルグルコサミニド (α-NAG2) (Figure 3) を
直接比較することで、β-NAG2 の選択的な HA 産生メカニズムを詳細に調べた。その結果、
β-NAG2 は表皮細胞に取り込まれると、内在性の β-N-acetylglucosaminidase (β-NAGase) によ
って NAG へと変換され、その後、UDP-NAG となり、最終的に自らが HA に取り込まれる
ことにより表皮細胞の HA 産生を促進することが示された。 

 

  
 

Figure 3. Chemical structures of N-acetylglucosamine (NAG), 1-ethyl--N-acetylglucosaminide 
(-NAG2), and 1-ethyl--N-acetylglucosaminide (-NAG2).  
 

 

1-2 材料および実験方法 
1-2-1 試薬 

 α-NAG2 と β-NAG2 は T. Hasegawa Co., Ltd (Tokyo, Japan) から入手した。NAG は Tokyo 

Chemical Industry から購入した。Uridine 5’-diphospho-N-acetylglucosamine sodium salt、4-

methylumbelliferyl N-acetyl-β-D-glucosaminide (4MU-β-NAG) と  o-(2-acetamido-2-deoxy-D-

glucopyranosylidene) amino N-phenyl carbamate (PUGNAc) は Sigma-Aldrich (MO, USA)から購
入した。4-Methylumbelliferyl N-acetyl-α-D-glucosaminide (4MU-α-NAG) は Toronto Research 

Chemicals (Toronto, Canada) から購入した。All-trans retinoic acid (RA) は Wako Pure Chemical 

Industries (Osaka, Japan) から購入した。 
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1-2-2 正常ヒト表皮細胞の培養 
 正常ヒト表皮細胞 (Kurabo, Osaka, Japan) は、サプリメントとして 5 mg/L insulin、180 µg/L 

hydrocortisone、6.1 mg/L 2-aminoethanol、14.1 mg/L o-phosphorylethanolamine、100 ng/L EGF お
よび 0.4% (vol/vol) bovine pituitary extract (BPE) (Kurabo) を添加した Ca2+濃度 0.1 mM の
MCDB153HAA2 培地 (Wako Pure Chemical Industries) にて播種した。サブコンフルエントに
達した後、BPE 濃度を 0.04% (vol/vol) に変更し、その翌日から 10 mM α-NAG2、β-NAG2、
NAG もしくは 10 nM RA を添加した MCDB153HAA2 培地にてさらに培養した。β-NAGase

の阻害剤である PUGNAc[32]は、α-NAG2、β-NAG2 もしくは NAG と同時に添加した。 

 

1-2-3 HA 量の測定 
 培養上清の HA 量は、QnE Hyaluronic Acid (HA) enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

Assay Kit (Biotech Trading Partners, CA, USA) を用い、添付のプロトコールに従って定量した。 

 

1-2-4 リアルタイム定量 PCR 法 

 正常ヒト表皮細胞から、RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) を用いて total RNA を
抽出し、NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) により濃度を測定した。cDNA

への逆転写には High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, CA, USA) 

を用いた。cDNA 中の標的遺伝子の発現量は、TaqMan real-time quantitative PCR assay 

(StepOnePlusTM Real-Time PCR System, Applied Biosystems) にて解析した。HA synthase 1-3 

(HAS1-3)、NAG kinase (NAGK)、-N-acetylglucosaminidase (ENGASE) および内部標準遺伝子
である ribosomal protein lateral stalk subunit P0 (RPLP0) の発現量は、以下に示す Taqman Gene 

Expression Assay ID の primers と probe のセット (Applied Biosystems)により求めた。結果は、
CT 法にて相対定量した。 

 

Gene name Gene symbol TaqMan Gene Expression Assay ID 

hyaluronan synthase 1 HAS1 Hs00758053_m1 

hyaluronan synthase 2 HAS2 Hs00193435_m1 

hyaluronan synthase 3 HAS3 Hs00193436_m1 

N-acetylglucosamine kinase NAGK Hs00895033_m1 

endo-beta-N-acetylglucosaminidase ENGASE Hs00224267_m1 

ribosomal protein lateral stalk subunit P0 RPLP0 Hs99999902_m1 

 
1-2-5 細胞内 UDP-NAG の定量 
 正常ヒト表皮細胞に 10 mM α-NAG2、β-NAG2 もしくは NAG を添加し、さらにそれぞれ
について 0.05 mM PUGNAc を添加もしくは添加していない培地にて 24 時間培養した。細胞
を 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethane sulphonic acid (HEPES) buffer にて 2 回洗浄後、trypsin
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処理した細胞を 3,000 回転で 5 分間遠心分離して回収し、蒸留水に再懸濁した。細胞懸濁液
を 5 分間沸騰させた後、速やかに氷冷した。凍結融解により細胞を破砕し、得られた細胞
粗抽出液を Whatman 13 mm GD/X filter (GE-Healthcare, WI, USA) にてろ過した。細胞粗抽出
液中の UDP-NAG 濃度は、high-performance liquid chromatography (HPLC) システムである
10AVP series (Shimadzu, Kyoto, Japan) を用い、CAPCELL PAK C18 column (4.6 mm × 250 mm, 

5 µm particle size) (Osaka Soda, Osaka, Japan) にて測定した。カラムオーブン温度は 40℃とし、
0.2% triethylamine (Junsei Chemical, Tokyo, Japan) を添加した 0.1% formic acid (Wako Pure 

Chemical Industries) にて 1 mL/min の流速で溶出し、260 nm で検出した。 

 

1-2-6 NAGase 活性の測定および NAG の定量 
 正常ヒト表皮細胞を phosphate-buffered saline (PBS) 中にてホモジナイズおよびソニケー
ションし、遠心分離にて上清を回収して細胞粗抽出液を得た。細胞粗抽出液中の α-N-

acetylglucosaminidase (α-NAGase) もしくは β-NAGase 活性を次に示す方法にて測定した。細
胞粗抽出液 50 µl に対し、25 µl の 2 mM 4MU-α-NAG もしくは 4MU-β-NAG 水溶液および
25 µl の 0.2 M acetate buffer (pH 4.3) を混合し、37℃にて 2 時間インキュベートした。0.5 M 

glycine-NaOH buffer (pH 10.3) を添加することにより反応を停止させ、HPLC システムに mass 

spectrometry を装着した liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)にて、1-

2-7 に示す方法で 4MU-α-NAG もしくは 4MU-β-NAG の分解産物である NAG 濃度を測定し
た。細胞粗抽出液のタンパク濃度は、DC Protein Assay Kit (Bio-Rad, CA, USA) にて測定し
た。 

 

1-2-7 NAG および β-NAG2 の定量 

 NAG および β-NAG2 の定量は、HPLC システム LC-1200 series (Agilent Technology, CA, 

USA) に mass spectrometry 3200 Q TRAP (Sciex, MA, USA) を装着した LC-MS/MS にて実施
した。HPLC では PC HILIC column (2.0 mm × 150 mm, 5 µm particle size) (Osaka Soda) を使用
し、カラムオーブン温度は 40℃とした。0.1% formic acid/acetonitrile = 20/80 の均一溶媒にて
0.2 mL/min の流速で溶出した。Mass spectrometry では、electrospray イオン化および negative 

ion mode を用いた。Characteristic fragment ions として、それぞれ NAG では m/z 220 → 59.1、
β-NAG2 では m/z 248 → 100 のピーク面積から、細胞粗抽出液中の NAG および β-NAG2 を
定量した。 

 

1-2-8 統計解析 

 統計的有意差検定は、Microsoft® Excel® software (Office 365) (WA, USA)もしくは IBM® 

SPSS® Statistics 25.0 (NY, USA) を用い、Dunnett’s test、Tukey’s multiple comparison test もしく
は Student’s t-test を実施した。なお、p 値が 0.05 未満を統計学的有意とした。 
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1-3 結果 
1-3-1 正常ヒト表皮細胞における α-NAG2 および β-NAG2 の HA 産生促進 

 培養正常ヒト表皮細胞における β-NAG2 (Figure 3) の HA 産生への影響について、添加濃
度および培養期間依存的な変化を調べた。Figure 4A に示す通り、β-NAG2 は 2 mM から 10 

mM において添加濃度依存的に HA 産生を促進し、添加濃度 10 mM においては、添加 1 日
後にコントロールと比較して HA 量を 2.4 倍に増加させた。経時的な変化については、10 

mM β-NAG2 処理後 1 日目から、コントロールと比較して HA 産生が促進し、その効果は 4

日目においても持続していた (Figure 4B)。続いて、正常ヒト表皮細胞を 10 mM の β-NAG2、
α-NAG2、NAG (Figure 3) もしくは 10 nM RA で処理し、HA 産生量を比較した。Figure 5A

に示す通り、10 mM β-NAG2 は 10 mM NAG および 10 nM RA とほぼ同程度に HA 産生を促
進したが、10 mM α-NAG2 にはその様な効果は見られなかった。この時、β-NAG2、α-NAG2

もしくは NAG 処理によって正常ヒト表皮細胞数に変化はなく、細胞に対する細胞毒性は認
められなかった (Figure 5B)。以上の結果から、β-NAG2 は添加濃度および培養期間依存的に
正常ヒト表皮細胞の HA 産生を促進し、その効果は NAG および RA と同程度だった。 

 

 
 
Figure 4. Effect of β-NAG2 on HA production in cultured normal human epidermal 
keratinocytes. (A and B) The dose- and time-course dependent HA production in β-NAG2-treated 

keratinocytes. (A) The cells were treated with β-NAG2 (0, 2, 4, 6, 8, or 10 mM) for 1 day, and ELISA 

quantified HA concentrations in the media. Values represent mean ± SD (n = 3) and are shown as 

ng/ml. Dunnett's test was used for statistical analysis. **, p < 0.01; ***, p < 0.001. (B) The cells were 

cultured in the absence (Control) or presence of 10 mM β-NAG2 for 1, 2, 3, or 4 days, and HA 

concentrations in the media were quantified by ELISA. Values represent mean ± SD (n = 3) and are 

shown as ng/ml. The Student’s t-test was used for statistical analysis. *, p < 0.05; ***, p < 0.001.  
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Figure 5. Effect of β-NAG2, α-NAG2, NAG, and all-trans retinoic acid (RA) on HA production 
in cultured normal human epidermal keratinocytes. (A) Effect of β-NAG2, α-NAG2, NAG, and 

RA on HA production. Keratinocytes were cultured in the absence (Control) or presence of 10 mM β-

NAG2, α-NAG2, or NAG or 10 nM RA for 24 h, and HA concentrations in the media were quantified 

by ELISA. Values represent mean ± SD (n = 3) and are shown as ng/ml. Dunnett's test was used for 

statistical analysis. ***, p < 0.001. (B) Effect of β-NAG2, α-NAG2, and NAG on the number of 

keratinocytes. Keratinocytes were cultured in the absence (Control) or presence of 10 mM β-NAG2, 

α-NAG2, or NAG for 24 h, and the number of cells was counted. Values represent mean ± SD (n = 3) 

and are shown as 105 cells/dish.  
 

1-3-2 β-NAG2 が HAS3 遺伝子発現および細胞内 UDP-NAG 量へ与える影響 

 これまでに Sayo らは、NAG は培養正常ヒト表皮細胞の HAS3 遺伝子発現に影響を与えず
HA 産生を促進するのに対し、RA は HAS3 遺伝子の発現誘導により HA 産生を促進するこ
とを示している[10, 11, 13]。そこで、β-NAG2 の HA 産生促進メカニズムを明らかにするこ
とを目的とし、まず、10 nM RA、10 mM NAG、α-NAG2 および β-NAG2 が正常ヒト表皮細
胞の HAS3 遺伝子発現に及ぼす影響を調べた。その結果、RA は HAS3 遺伝子発現を有意に
上昇させたのに対し、NAG、α-NAG2 および β-NAG2 ではその様な変動は認められなかった 

(Figure 6A)。次に、NAG、α-NAG2 および β-NAG2 が、HA の前駆体である UDP-NAG の細
胞内プールサイズに及ぼす影響を調べたところ、β-NAG2 および NAG は UDP-NAG 量を有
意に増加させたのに対し、α-NAG2 ではその様な変化は見られなかった (Figure 6B)。なお、
この結果は HA 産生量 (Figure 5A) の変動と良く一致していた。以上の結果から、NAG と
同様、β-NAG2 は正常ヒト表皮細胞の HAS3 遺伝子発現に影響を与えず、細胞内 UDP-NAG

量を増加させることにより HA 産生を促進することが示唆された。 
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Figure 6. Effect of β-NAG2, α-NAG2, NAG, and RA on HAS3 mRNA expression and 
intracellular UDP-NAG in cultured normal human epidermal keratinocytes. (A) Effect of β-

NAG2, α-NAG2, NAG, and RA on HAS3 mRNA expression. Keratinocytes were cultured in the 

absence (Control) or presence of 10 mM β-NAG2, α-NAG2, or NAG or 10 nM RA for 24 h, and 

mRNA expression of HAS3 was measured by quantitative real-time PCR analysis. Values are 

expressed as mean ± SD (n = 3) and shown as a -fold increase in mRNA expression relative to control 

cells. Dunnett's test was used for statistical analysis. ***, p < 0.001. (B) Effect of β-NAG2, α-NAG2, 

and NAG on intracellular UDP-NAG content. Keratinocytes were cultured in the absence (Control) or 

presence of 10 mM β-NAG2, α-NAG2, or NAG for 24 h, and the amount of UDP-NAG in the cells 

was measured by HPLC. Values are expressed as mean ± SD (n = 3) and shown as nmol/ml. Dunnett's 

test was used for statistical analysis. ***, p < 0.001.  

 

1-3-3 正常ヒト表皮細胞に内在する β-NAGase 活性と β-NAG2 から NAG への変換 

 これまでの結果より、β-NAG2 は細胞内において NAG へ変換されることで、HA 産生を
促進すると推測された。そこで、糖タンパク質の β-1,4-グリコシド結合を切断する-NAGase

活性に着目し[33, 34]、それが正常ヒト表皮細胞内に存在するか、そしてその活性が β-NAG2

による HA 産生促進に関与するか、β-NAGase の阻害剤を用いて調べることとした。β-NAGase

の薬理学的阻害剤である PUGNAc は、NAG のアナログとして働くことで β-NAGase を阻害
する[32]。まず、PUGNAc を β-NAG2 あるいは NAG と同時に添加した結果、PUGNAc は正
常ヒト表皮細胞において β-NAG2 による HA 産生促進 (Figure 7A) と細胞内 UDP-NAG 量の
増加を抑制したのに対し (Figure 7B)、NAG による HA 産生および UDP-NAG 量の増加には
影響を与えなかった。このことから、PUGNAc の阻害効果が β-NAG2 に特異的であり、β-

NAG2 が β-NAGase により NAG へ変換されることが示唆された。次に合成基質を用い、正
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常ヒト表皮細胞内における β-NAGase および α-NAGase 活性の有無を検討した。4MU-β-NAG

および 4MU-α-NAG は、それぞれ β-NAGase および α-NAGase により、4MU と NAG に分解
されることが分かっている。Figure 8A に示す通り、正常ヒト表皮細胞粗抽出液と 4MU-α-

NAG もしくは 4MU-β-NAG をインキュベートした結果、4MU-α-NAG からは NAG は放出さ
れなかったのに対し、4MU-β-NAG からは NAG が放出された。加えて、β-NAG2 と細胞粗
抽出液をインキュベートした場合にも、NAG の放出が認められた (Figure 8B)。また、正常
ヒト表皮細胞を β-NAG2 で処理した場合、4 時間から 24 時間後において、細胞内 NAG 量が
コントロールと比較して有意に増加した (Figure 8C)。さらに、β-NAG2 単独では細胞内 β-

NAG2 量の増加はごくわずかだったが、β-NAG2 と PUGNAc を組み合わせた場合、細胞内
に β-NAG2 の蓄積が認められた (Figure 8D)。これらの結果より、正常ヒト表皮細胞には内
在性の β-NAGase 活性が存在しており、β-NAG2 から NAG への変換に関与することが強く
示唆された。なお、NAG から UDP-NAG への代謝経路において NAG を NAG-6 リン酸にリ
ン酸化する NAG kinase の遺伝子発現量をリアルタイム定量 PCR で調べたところ、平均 Cт

値は 27.44 ± 0.130 (平均 Cт 値 ± SD, n = 3) であり、ENGAGE (β-NAGase) 遺伝子発現量の 

30.67 ± 0.327 (平均 Cт 値 ± SD, n = 3) より顕著に高かった。以上の結果より、β-NAG2 は内
在性 β-NAGase の作用によってエチル基の切断を受けて NAG に変換され、さらに NAG 

kinase により NAG-6 リン酸に変換後、最終的に UDP-NAG となり、HA へ取り込まれると
考えられた (Figure 9)。 

 

 

 

Figure 7. β-NAGase activity and effect of PUGNAc on β-NAG2-induced UDP-NAG content and 
HA production in cultured normal human epidermal keratinocytes. (A and B) Effect of β-NAG2, 
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NAG, and PUGNAc on the intracellular HA production (A) and UDP-NAG content (B) in cultured 

keratinocytes. The cells were treated with 10 mM β-NAG2 or NAG in the absence or presence of 0.05 

mM PUGNAc for 24 h, followed by ELISA for HA production or HPLC analysis for intracellular 

UDP-NAG content. Values represent mean ± SD (n = 3) and are shown as nmol/ml for UDP-NAG 

content and ng/ml for HA production. Tukey’s multiple comparison test was used for statistical 

analysis. ***, p < 0.001.  

 

 
 

Figure 8. β-NAGase activity and effect of PUGNAc on β-NAG2-induced UDP-NAG content and 
HA production in cultured normal human epidermal keratinocytes. (A) α-NAGase and β-

NAGase activities in cultured keratinocytes. Different protein concentrations of keratinocyte lysates 

were incubated with 100 nmol 4MU-α-NAG (open circles) or 4MU-β-NAG (closed circles) for 2 h, 

and LC-MS/MS quantified the fractionated NAG. (B) Conversion of β-NAG2 to NAG by keratinocyte 

lysates. Different protein concentrations of keratinocyte lysates were incubated with 100 nmol β-

NAG2 for 24 h, and LC-MS/MS quantified the fractionated NAG. (C) Conversion of β-NAG2 to NAG 

in cultured keratinocytes. The cells were cultured in the absence (Control) or presence of 10 mM β-
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NAG2 for 4, 8, or 24 hours, and the intracellular NAG content was quantified by LC-MS/MS. Values 

represent mean ± SD (n = 3) and are shown as nmol/ml. The Student’s t-test was used for statistical 

analysis. ***, p < 0.001. (D) Effect of β-NAG2 and PUGNAc on the intracellular β-NAG2 content. 

The cells were treated with 10 mM β-NAG2 in the absence or presence of 0.05 mM PUGNAc for 24 

h; LC-MS/MS measured the intracellular β-NAG2 content. Values represent mean ± SD (n = 3) and 

are shown as nmol/ml. N.D., not detected. Tukey’s multiple comparison test was used for statistical 

analysis. ***, p < 0.001. 

 

 

HA, Hyaluronan 

HAS, HA synthase 

NAG, N-acetylglucosamine 

NAG-6P, N-acetylglucosamine-6 phosphate 

-NAG2, 1-ethyl--N-acetylglucosaminide 

-NAGase, -N-acetylglucosaminidase 

UDP, uridine diphosphate 

 

 

Figure 9. Scheme of β-NAG2-mediated HA synthesis. Schematic diagram of HA synthesis in β-

NAG2-treated keratinocytes. β-NAG2 is converted to NAG by intracellular β-NAGase, and then 

metabolized to UDP-NAG via NAG-6P, which is one of the substrates of HA. PUGNAc is an inhibitor 

of β-NAGase. 

 

 

1-4 考察 

 本章では、正常ヒト表皮細胞には β-NAG2 を NAG へ変換する内在性の β-NAGase が存在
しており、この β-NAGase 活性の阻害により、β-NAG2 から NAG への変換も阻害されるこ
とを示した。これまでに、β-NAGase は細胞質にも存在するエンドグリコシダーゼであり、
N,N’-diacetylchitobiose core における β-1,4-グリコシド結合を切断することにより、糖タンパ
ク質から N-結合型糖鎖を放出することが報告されている[33, 34]。本検討の結果から、β-

NAGase は、NAG の還元末端に存在する分子量的に小さいエチル基の β-グリコシド結合も
切断し得る活性を有することが示された。また今回、α-NAG2 と β-NAG2 の 2 種類の 1-ethyl-

N-acetylglucosaminide 立体異性体のうち、β-NAG2 のみが正常ヒト表皮細胞において HA 産
生を促進した。その理由として、正常ヒト表皮細胞粗抽出液には β-NAGase 活性が検出され
たのに対し、α-NAGase 活性は欠如していたことに起因していると考えられた。これまでに
β-NAGase と α-NAGase は異なる組織分布パターンが報告されている。ヒトでは β-NAGase



14 
 

は、胸腺、脾臓、脳、胎盤、骨格筋、心臓、腎臓、膵臓、肝臓を含む様々な組織での発現が
報告されているが[33]、皮膚においては正常真皮線維芽細胞において α-NAGase の発現が報
告されている[35]。このことから、組織や細胞における α-NAGase もしくは β-NAGase 活性
の有無により、α-NAG2 と β-NAG2 は異なる作用分布を示す可能性があり、真皮線維芽細胞
においては α-NAG2 が HA 産生促進効果を示す可能性がある。 
 今回、β-NAG2 は正常ヒト表皮細胞内の UDP-NAG 量の増加を伴い HA 産生を促進するこ
とを示した。UDP-NAG は哺乳類の細胞において最も豊富に存在する糖ヌクレオチドであり
[36]、その細胞内プールサイズは、もう 1 つの HAS の基質となる UDP-GlcUA よりも大きい
[37, 38]。一方で、HAS1-3 に対する UDP-NAG のミカエリス定数 (Km) の値は UDP-GlcUA

よりも大きく、酵素と基質の親和性が低いことが示されている[39]。そのため、細胞内 UDP-

NAG 量が正常ヒト表皮細胞における HA 産生の律速段階となり得る可能性があり、すなわ
ち高濃度の細胞内 UDP-NAG が HAS による効率的な HA 合成において必要と考えられる。
このことは、表皮細胞における HA 産生が、細胞内 UDP-NAG プールサイズを減少させるマ
ンノースによって阻害され[40]、また UDP-NAG の生合成に関与する glutamine fructose-6-

phosphate-amidotransferase を siRNA によりノックダウンした場合においても HA 産生が減少
する[41]という報告とも一致する。一方、UDP-NAG は HA 産生以外にも O-linked NAG とし
てタンパク質の糖鎖修飾に使用されるという報告もある。さらには、HAS2 タンパク質の安
定性が細胞内 UDP-NAG によって増加し[42]、O-linked NAG 修飾が HAS3 の細胞内輸送、エ
ンドサイトーシスおよびリソソーム分解に関与することも報告されている[43]。従って、β-

NAG2 から代謝されて生じた UDP-NAG が、O-linked NAG 修飾を介して HAS の活性もしく
は安定性に寄与し、それが HA 産生に影響を与えている可能性も考えられ、さらなる検証が
必要である。 

 本章では、β-NAG2 が表皮細胞内において、NAG に変換され、最終的に HA の基質の１
つである UDP-NAG 量を増加させることにより HA 産生を選択的に促進することを示した。
また β-NAG2 の代謝経路においては β-NAGase による NAG への変換が必須であり、表皮細
胞にはこの反応を担う内在性の β-NAGase 活性が存在することを示した。以上より、β-NAG2

は表皮細胞において、選択的な HA 産生促進剤として有用であると考えられた。 
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第 2 章 表皮 HA の選択的な産生促進と表皮ターンオーバーとの関係性 
 
2-1 小序 
 第 1 章の結果より、β-NAG2 は正常ヒト表皮細胞の HA 産生を選択的に促進することか
ら、表皮 HA の生理機能を調べる上で適した HA 産生促進剤であると考えられた。本章で
は、ヒト皮膚器官培養系、3 次元培養ヒト皮膚モデルおよび培養正常ヒト表皮細胞を用い、
表皮における HA の産生、分子量サイズおよび組織内分布に β-NAG2 が及ぼす影響を調べ
た後、細胞の増殖・分化 (ターンオーバー) との関連性を検討した。 

 

 

2-2 材料および実験方法 

2-2-1 試薬 

 β-NAG2 は T. Hasegawa Co., Ltd から入手した。PUGNAc は Sigma-Aldrich から購入した。 

 

2-2-2 ヒト皮膚組織の器官培養 

 正常ヒト皮膚は、健常日本人女性 3 名 (40 代) の腹部手術検体の余剰皮膚組織から採取
した。得られた皮膚組織を直径 8 mm のバイオプシーパンチで切り出し、Netwell™ Inserts 

(CORNING, NY, USA) 上に設置した。その後、0.04% (vol/vol) BPE (Kurabo) および第 1 章に
示すサプリメントを添加した Ca2+濃度 1.4 mM の MCDB153HAA 培地 (Wako Pure Chemical 

Industries) にて培養した。皮膚組織の採取は、東海大学病院および花王株式会社の倫理審査
委員会によって承認され、手術前に全ての被験者からインフォームドコンセントを入手し
た。 

 

2-2-3 器官培養ヒト皮膚からの表皮の剥離 

 既報を参考に[44, 45]、皮膚組織を 3.8% (wt/vol) ammonium thiocyanate を含む PBS 中にて
4℃で 3 時間インキュベートした。PBS にて洗浄後、ピンセットを用いて表皮を真皮から剥
離した。 

 

2-2-4 正常ヒト表皮細胞の培養 

 正常ヒト表皮細胞 (Kurabo) は、0.4% (vol/vol) BPE および第 1 章に示すサプリメントを添
加した Ca2+濃度 0.1 mM の MCDB153HAA2 培地 (Wako Pure Chemical Industries) にて培養
した。コンフルエントに達した後、Ca2+濃度を 1.8 mM、BPE 濃度を 0.04% (vol/vol)に変更
し、10 mM β-NAG2 を添加した培地にてさらに培養した。 

 

2-2-5 3 次元培養ヒト皮膚モデルの構築 

 3 次元培養ヒト皮膚モデルは、既報を参考に[46]、以下に示す方法で構築した。2×
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Dulbecco's modified Eagle’s medium (DMEM) 5 vol に対して、fetal bovine serum (FBS) 1.3 vol、
DMEM 1.2 vol および 10% FBS を含む DMEM にて 1.5×106 cells/ml の濃度で調製した正常
ヒト皮膚線維芽細胞 (Kurabo) 懸濁液 2.5 vol からなる溶液を、5 vol の氷冷した I 型コラー
ゲン溶液 (Koken, Tokyo, Japan) と混ぜ合わせ、セルカルチャーインサート上に注ぎ入れた。
37℃にて重合させた後に、10% FBS を含む DMEM 中で 5 日間培養し、コラーゲンゲルを収
縮させて真皮層を作製した。Ca2+濃度 0.1 mM の MCDB153HAA2 培地にて懸濁した正常ヒ
ト表皮細胞を、コラーゲンゲルの凹状の表面に播種し、増殖用培地 (組成は後述) にて浸漬
培養を行った。表皮細胞がコンフルエントに達したところで、分化用培地 (組成は後述) に
て空気暴露状態での培養を開始した。表皮を回収する際は、ピンセットを用いて真皮から剥
離した。 

 分化用培地は、1% FBS を含む Ham’s F-12:DMEM (1:3, vol/vol) 培地に、0.1 mM ethanolamine、
0.1 mM o-phosphoethanolamine、0.4 g/ml hydrocortisone、5 g/ml insulin、0.9 mM adenine、5 

g/ml transferrin、20 pM triiodothyronine、0.64 mM choline chloride、1 mM serine、20 g/ml linoleic 

acid および 50 g/ml ascorbic acid を添加した組成である。増殖用培地は、0.3% FBS を含む
Ham’s F-12:DMEM (1:1, vol/vol) に、10 nM progesterone と分化用培地と同様のサプリメント
を添加した組成である。 

 

2-2-6 表皮 HA 量の測定 

 皮膚組織もしくは 3 次元培養ヒト皮膚モデルから採取した表皮を 0.2 mg/ml proteinase K 

(Thermo Fisher Scientific) を 含 む 0.1 M Tris-HCl (pH7.4) 、 0.2 M NaCl 、 5 mM 

ethylenediaminetetraacetic acid および 0.4% (wt/vol) sodium dodecyl sulfate 溶液中で、55℃で 2

時間インキュベートした。95℃で 10 分間加熱後、同量のフェノール：クロロホルム：イソ
アミルアルコール (25:24:1, vol/vol/vol) を添加し、十分に撹拌後、遠心分離にて水層を回収
した。さらに水層と同量のクロロホルムを添加し、十分に撹拌後、遠心分離にて水層を回収
した[47]。HA 量は第 1 章に記載した方法に従って定量した。同サンプルについて Fluorescent 

detection type double-stranded DNA (dsDNA) assay kit (Quant-iT dsDNA Assay Kit, Thermo Fisher 

Scientific) を用いて dsDNA 量を測定し、得られた値で HA 量を除して標準化した。 

 

2-2-7 HA 分子量分布の測定 

 上記の方法で回収した HA 水溶液を、Shodex OHpak SB-807 HQ column (8.0×300 mm) 

(Showa Denko, Tokyo, Japan) を用いたゲルろ過 HPLC 法により分画した[48]。カラム温度は
40℃とした。50 mM リン酸バッファー (pH7.0) にて平衡化し、流速 0.5 ml/min で 0.5 分毎
に溶出液を回収した。各フラクション中の HA 量は第 1 章に記載した方法にて定量し、総
HA 量に対する各フラクション中の HA 量の百分率 (%) を求めた。カラムの校正にはピー
クトップの分子量サイズが 2,012 kDa、887 kDa、222 kDa および 55 kDa の HA 標準品 (PG 

research , Tokyo, Japan) を用いた。 
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2-2-8 リアルタイム定量 PCR 法 

 正常ヒト表皮細胞および 3 次元培養ヒト皮膚モデルから採取した表皮を用い、第 1 章に
記載した方法に従って定量 PCR を実施した。RPLP0 および HAS1-3 の検出に使用した
predesigned の primers と probe のセットは、第 1 章に記載した。proliferating cell nuclear antigen 

(PCNA)、transglutaminase 1 (TGM1)、 filaggrin (FLG)および cluster of differentiation 44 (CD44)

については以下に示した。 

 

Gene name Gene symbol TaqMan Gene Expression Assay ID 

proliferating cell nuclear antigen PCNA Hs00427214_g1 

transglutaminase 1 TGM1 Hs01070310_m1 

filaggrin FLG Hs00856927_g1 

CD44 molecule CD44 Hs01075861_m1 

 

2-2-9 組織学的および免疫組織化学的解析 

 培養皮膚組織および 3 次元培養ヒト皮膚モデルは、酸性-ホルマリン/エタノール溶液 (組
成は後述) [49]にて固定後、パラフィン包埋し、薄切した。キシレンにて脱パラフィン後、
100%から 70%のエタノール希釈系列にて水和し、各種染色を実施した。形態観察は、組織
切片をヘマトキシリンおよびエオジン (H&E) (Merck, Darmstadt, Germany) にて染色した。
免疫蛍光染色は、以下に示す 1 次抗体および 2 次抗体を用いて標的タンパク質および HA を
検出し、共焦点レーザー顕微鏡 LSM710 (Carl Zeiss Microscopy, Jena, Germany) にて撮影し
た。Ki67 陽性細胞数は、200 倍拡大観察にて基底細胞層 700 µm の当たりの細胞数をカウン
トした (n = 30)。表皮厚は、H&E 染色の 200 倍拡大観察画像を用い、画像解析ソフトウェ
ア ZEN 3.1 (blue edition) (Carl Zeiss Microscopy) にて測定した (n = 75)。 

酸性-ホルマリン/エタノール溶液の組成は、4%ホルムアルデヒド、5% 酢酸および 70% エ
タノールである。 

 

標的タンパク質 1 次抗体 2 次抗体 

Ki67 
ウサギモノクローナル抗体 

(Abcam, Cambridge, UK) 

DyLight488 標識 

ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 

(Jackson ImmunoResearch,  

PA, USA) 

TGM1 
ウサギポリクローナル抗体 

(Abcam) 

DyLight488 標識 

ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 

(Jackson ImmunoResearch) 

FLG マウスモノクローナル抗体 Cy3 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体 
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(Biomedical Technologies, MA, USA) (Jackson ImmunoResearch) 

CD44 
マウスモノクローナル抗体 

(R&D Systems, MN, USA) 

Cy3 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体 

(Jackson ImmunoResearch) 

HA 
ビオチン標識 HA 結合タンパク質 

(Hokudo, Hokkaido, Japan) 

streptavidin-fluorescein conjugates 

(Molecular Probes, OR, USA) 

核 

(対比染色) 
- 

TO-PRO-3 

(Molecular Probes) 

 

2-2-10 統計解析 

 統計的有意差検定は、Microsoft® Excel® software (Office 365) もしくは IBM® SPSS® Statistics 

25.0 を用い、Student’s t-test、Dunnett’s test もしくは Tukey’s multiple comparison test を実施し
た。なお、p 値が 0.05 未満を統計学的有意とした。 

 

 

2-3 結果 

2-3-1 ヒト皮膚器官培養を用いた β-NAG2 による表皮 HA 産生促進と表皮ターンオーバー
との関係性評価 

 はじめに、表皮 HA の生理機能を調べる上で、in vivo の環境に最も近いと考えられるヒト
皮膚組織の器官培養系を選択した。まず、β-NAG2 が器官培養系においても表皮 HA を増加
させるか調べるため、培地中に 10 mM β-NAG2 を添加し、5 日間培養した。表皮組織から
HA を抽出し、DNA 量当たりの HA 量を測定した結果、β-NAG2 で処理した皮膚組織では、
コントロールと比較して表皮 HA 量は有意に増加した (Figure 10A)。これまでに HA は分子
量サイズに応じて異なる生理機能を有することが報告されている[24, 25]。そこで、β-NAG2

が表皮 HA の分子量分布に及ぼす影響を調べたところ、コントロールと β-NAG2 で処理し
た組織から抽出した HA の分子量に違いはなく、いずれもピークトップを 1,000-2,000 kDa

とする分子量プロファイルであった (Figure 10B)。また、β-NAG2 が HA の表皮組織内分布
に及ぼす影響を調べたところ、コントロールの組織では過去の報告と一致し[50]、表皮の基
底層から顆粒層にかけて細胞間隙に陽性シグナルが観察されたのに対し (Figure 10C)、β-

NAG2 で処理した組織ではその分布に変化はなく、より強い陽性シグナルが観察された 

(Figure 10C)。これらの結果より、ヒト皮膚組織の器官培養系において、β-NAG2 は HA の分
子量や組織内分布に影響を与えることなく、表皮 HA 産生を増加させることが示された。一
方、この時の組織形態を H&E 染色により観察したところ、コントロールの組織と β-NAG2

で処理した組織で表皮の形態に特に変化は認められなかった (Figure 10C)。このことから、
5 日間の培養期間では、表皮 HA の産生促進は表皮の増殖・分化には関与しない、あるいは
表皮の増殖・分化を調べるには培養期間が不十分と考えられた。さらなる培養期間の延⻑を
試みたものの、表皮の状態を良好に維持することができなかったため、皮膚組織を用いて表
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皮 HA と細胞の増殖と分化について検討を加えるのは難しいと判断した。そこで、本方法の
代替として、真皮線維芽細胞を含むコラーゲンマトリックス上に表皮層を構築した 3 次元
培養ヒト皮膚モデルを用い、さらなる検討を行うこととした。 

 

 
 
Figure 10. Effect of β-NAG2 on production, molecular weight distribution, and tissue 
distribution of epidermal HA in organ cultured human skin. (A) HA production in β-NAG2-

treated skin tissues. The skin explants were treated with β-NAG2 (0 or 10 mM) for 5 days. The 

epidermal layer was separated, and ELISA and dye-binding assay quantified HA and dsDNA. Values 
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are expressed as mean ± SD (n = 3) and shown as g/ng dsDNA. The Student’s t-test was used for 
statistical analysis. *, p < 0.05. (B) Size distribution of HA produced in the epidermis of skin explants 

cultured with β-NAG2 (0 or 10 mM) for 5 days. Molecular weights were determined by size-exclusion 

chromatography. (C) Representative images of H&E and HA staining. The skin explants cultured with 

β-NAG2 (0 or 10 mM) for 5 days were collected. The sections were stained for morphology (H&E) 

or HA (green). Dotted lines indicate the skin surface. Scale bars = 50 m.  
 

2-3-2  3 次元培養ヒト皮膚モデルを用いた β-NAG2 による表皮 HA 産生促進と表皮ターン
オーバーとの関係性評価 

 3 次元培養ヒト皮膚モデルを用い、培地に添加した β-NAG2 が表皮 HA に及ぼす影響を調
べた。3 次元培養ヒト皮膚モデルは、正常ヒト皮膚線維芽細胞を混ぜ込んで作製したコラー
ゲンゲル上に、正常ヒト表皮細胞を播種し、空気暴露状態で培養することにより構築した。
Figure 11 に示す通り、β-NAG2 で処理した 3 次元培養ヒト皮膚モデルでは、コントロールと
比較して、空気暴露 5 日目から表皮 HA 量が有意に増加し、その増加は、空気暴露 8 日目と
11 日目においても維持された。空気暴露 11 日目における表皮 HA の分子量プロファイルを
調べたところ、コントロールと β-NAG2 で処理した 3 次元培養ヒト皮膚モデルにおいて、
共に 2,000 kDa 以上のフラクションにピークトップが存在しており、全体的に違いは認めら
れなかった (Figure 12)。次に、β-NAG2 が 3 次元培養ヒト皮膚モデルにおいても培養正常ヒ
ト表皮細胞と同様のメカニズムで HA 産生を促進したかを調べるため、まず 3 次元培養ヒ
ト皮膚モデルにおける主要な HAS のアイソザイムについて調べた。リアルタイム定量 PCR

の結果、コントロールの皮膚モデルでは、HAS3 遺伝子発現量は 28.93 ± 0.047 (平均 Cт 値 ± 

SD, n = 3) であったのに対し、HAS2 遺伝子発現量は 33.17 ± 0.144 (平均 Cт 値 ± SD, n = 3) 

および HAS1 遺伝子発現量は検出限界以下であった。このことから、HAS 遺伝子産物のおよ
そ 95%は HAS3 由来であることが示され、培養正常ヒト表皮細胞と同様、ヒト 3 次元皮膚モ
デルにおける表皮 HA の産生は主に HAS3 が担っていると考えられた。そこで、β-NAG2 処
理における HAS1-3 遺伝子発現を調べたところ、HAS1 遺伝子産物は検出されず、HAS2 およ
び HAS3 遺伝子発現量は有意な変動がなかった (Figure 13)。このことから、Figure 9 に示す
通り、β-NAG2 は 3 次元培養ヒト皮膚モデル表皮においても HAS3 遺伝子の発現誘導を介さ
ず、HA 産生を促進すると考えられた。さらに組織学的観察により、表皮 HA の組織内分布
を調べたところ、コントロール 3 次元培養ヒト皮膚モデルでは、ヒト皮膚組織表皮と同様 

(Figure 10C)、基底層から顆粒層にかけて細胞間隙に陽性シグナルが観察された (Figure 14B)。
また、β-NAG2 で処理した 3 次元培養ヒト皮膚モデルにおいても HA の分布に変化はなく、
コントロールと比較してより強い陽性シグナルが認められた。次に、表皮 HA 産生と細胞増
殖・分化との関係性を調べるため、H&E 染色による組織形態を観察した結果、コントロー
ルと比較して β-NAG2 処理において、表皮重層化の亢進、すなわち表皮厚が増加している様
子が観察された (Figure 14A)。さらに、表皮厚を定量的に解析した結果、β-NAG2 で処理し
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た 3 次元培養ヒト皮膚モデルではコントロールと比較して、表皮が有意に厚くなっている
ことも確かめられた (Figure 15)。これらの結果から、3 次元培養ヒト皮膚モデルを用いるこ
とで、表皮 HA と細胞の増殖・分化との関係性を調べることが可能であること、また β-NAG2

により表皮 HA の産生が増加し、同時に表皮厚を増加させることが示された。 

 

        
 

Figure 11. Effect of β-NAG2 on epidermal HA production in reconstructed human skin 
equivalents. The time-dependent HA production in β-NAG2-treated skin equivalents. The skin 

equivalents were treated with β-NAG2 (0 or 10 mM) for 5, 8, or 11 days. ELISA and dye-binding 

assay quantified HA and dsDNA in the epidermal layer, respectively. Values are expressed as mean ± 

SD (n = 3) and shown as g/ng dsDNA. The Student’s t-test was used for statistical analysis. *, p < 
0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001.  
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Figure 12. Effect of β-NAG2 on the molecular weight distribution of epidermal HA in 
reconstructed human skin equivalents. Size distribution of HA produced in the epidermis of skin 

equivalents cultured with β-NAG2 (0 or 10 mM) for 11 days. Molecular weights were determined by 

size-exclusion chromatography.  

 

 
 

Figure 13. Effect of β-NAG2 on mRNA expression of HAS in reconstructed human skin 
equivalents. HAS2 and HAS3 mRNA expression in β-NAG2-treated skin equivalents. The skin 

equivalents were treated with β-NAG2 (0 or 10 mM) for 9 days, and mRNA expression of HAS2 and 

HAS3 was measured by quantitative real-time PCR. Values are expressed as mean ± SD (n = 3) and 

shown as -fold increase in mRNA expression relative to control samples. The Student’s t-test was used 

for statistical analysis. N.S., not significant.  

 



23 
 

   

 

Figure 14. Effect of β-NAG2 on tissue distribution of epidermal HA and epidermal thickness in 
reconstructed human skin equivalents. Representative images of H&E (A) and HA staining (B). 

The skin equivalents cultured with β-NAG2 (0 or 10 mM) for 11 days were collected. The sections 

were stained for morphology (H&E) or HA (green). Dotted lines indicate the skin surface. Scale bars 

= 50 m.  
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Figure 15. Effect of β-NAG2 on epidermal thickness in reconstructed human skin equivalents. 
The epidermal thickness of β-NAG2-treated skin equivalents. The skin equivalents cultured with β-

NAG2 (0 or 10 mM) for 11 days were collected, and the epidermal thickness was measured. Values 

are expressed as mean ± SD (n = 75) and shown as m. The Student’s t-test was used for statistical 
analysis. ***, p < 0.001. 

 

2-3-3 β-NAG2 による表皮細胞への増殖促進効果 

 表皮組織の秩序だった構造と恒常性は、表皮細胞の増殖と分化のバランスによって維持
される[51]。そこで、β-NAG2 による表皮厚増加の要因を明らかにするために、まずは β-NAG2

が 3 次元培養ヒト皮膚モデルにおける表皮細胞の増殖に及ぼす影響を調べた。Figure 16A に
示す通り、細胞増殖マーカーの一つである Ki67 の免疫染色を実施したところ、コントロー
ルでは Ki67 陽性細胞は基底層に低頻度に存在していたのに対し、β-NAG2 で処理した 3 次
元培養皮膚モデルでは基底層に多くの Ki67 陽性細胞が観察された。それらを計測した結果、
コントロールと比較して β-NAG2 で処理した 3 次元培養ヒト皮膚モデルにおいて、Ki67 陽
性細胞数が有意に増加していることが示された (Figure 16B)。また、Ki67 とは異なる細胞増
殖マーカーである PCNA 遺伝子発現についても調べたところ、コントロールと比較して β-

NAG2 で処理した 3 次元培養ヒト皮膚モデルでは、有意に上昇していた (Figure 16C)。これ
らの結果より、β-NAG2 で処理した 3 次元培養ヒト皮膚モデルにおいて表皮細胞の増殖が亢
進していることが示唆された。 
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Figure 16. Effect of β-NAG2 on keratinocyte proliferation in reconstructed human skin 
equivalents. (A) Representative images of Ki67 staining. The skin equivalents cultured with β-NAG2 

(0 or 10 mM) for 5 days were collected. The sections were stained for Ki67 (green). Dotted lines 

indicate the skin surface and the solid lines mark the border between the epidermis and dermis. Scale 

bars = 50 m. (B) The Ki67-positive cells in β-NAG2-treated skin equivalents. The skin equivalents 
were treated with β-NAG2 (0 or 10 mM) for 5 days, and the number of Ki67-positive cells in the 

epidermis was counted. Values are expressed as mean ± SD (n = 30) and shown as cells/700 m of the 
basal layer. The Student’s t-test was used for statistical analysis. ***, p < 0.001. (C) PCNA mRNA 

expression in β-NAG2-treated skin equivalents. The skin equivalents were treated with β-NAG2 (0 or 

10 mM) for 5 days, and PCNA mRNA expression was measured by quantitative real-time PCR. Values 

are expressed as mean ± SD (n = 3) and shown as -fold increase in mRNA expression relative to 

control samples. The Student’s t-test was used for statistical analysis. **, p < 0.01.  
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2-3-4 β-NAG2 による表皮 HA 産生促進を介した表皮細胞の増殖促進 

次に、β-NAG2 による細胞増殖の亢進に、表皮 HA 産生の増加が関与しているかを調べた。
第 1 章において、β-NAG2 は表皮細胞の細胞内で β-NAGase の作用によって NAG へ変換さ
れた後、最終的に HA の基質の 1 つである UDP-NAG に代謝され、HA 産生を促進すること
を示している (Figure 9)。そこで、正常ヒト表皮細胞の単層培養系を用い、β-NAGase の薬理
学的阻害剤である PUGNAc が β-NAG2 による HA 産生と細胞増殖促進に及ぼす影響を調べ
た。その結果、第 1 章の結果と同様に (Figure 7A)、PUGNAc は β-NAG2 によって培養上清
中へ放出される HA 量の増加を完全に阻害し (Figure 17A)、同時に、β-NAG2 による PCNA

遺伝子の発現上昇も抑制することを見出した (Figure 17B)。続いて 3 次元培養ヒト皮膚モデ
ルを用い、同様の実験を行ったところ、PUGNAc は β-NAG2 による表皮 HA 産生促進を阻
害すると同時に (Figure 18A)、β-NAG2 による PCNA 遺伝子発現の発現上昇も抑制すること
を見出した (Figure 18B)。これらの結果より、β-NAG2 は表皮 HA の産生促進を介し、正常
ヒト表皮細胞の増殖を亢進させると考えられた。 

 

 
 

Figure 17. Effect of β-NAG2 and PUGNAc on HA production and PCNA mRNA expression in 
cultured normal human epidermal keratinocytes. Effect of β-NAG2 and PUGNAc on HA 

production (A) and PCNA mRNA (B) in cultured keratinocytes. The cells were treated with 10 mM β-

NAG2 in the absence or presence of 0.2 mM PUGNAc for 3 days, followed by ELISA for HA 

production or quantitative real-time PCR analysis for PCNA mRNA expression. Values are expressed 

as mean ± SD (n = 3) and shown as g/ml for HA production or mean ± SD (n = 3) and shown as -
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fold increase in mRNA expression relative to control cells for PCNA mRNA expression. Tukey’s 

multiple comparison test was used for statistical analysis. ***, p < 0.001. 

 

 

 

Figure 18. Effect of β-NAG2 and PUGNAc on epidermal HA production and PCNA mRNA 
expression in reconstructed human skin equivalents. (A) Effect of β-NAG2 and PUGNAc on HA 

production in skin equivalents. The skin equivalents were treated with 10 mM β-NAG2 in the absence 

or presence of 0.2 mM PUGNAc for 9 days. ELISA and dye-binding assay quantified HA and dsDNA 

in the epidermal layer, respectively. Values are expressed as mean ± SD (n = 6) and shown as g/ng 
dsDNA. (B) Effect of β-NAG2 and PUGNAc on PCNA mRNA expression in skin equivalents. The 

skin equivalents were treated with 10 mM β-NAG2 in the absence or presence of 0.2 mM PUGNAc 

for 5 days, and PCNA mRNA expression was measured by quantitative real-time PCR. Values are 

expressed as mean ± SD (n = 3) and shown as -fold increase in mRNA expression relative to control 

samples. Tukey’s multiple comparison test was used for statistical analysis. *, p < 0.05; **, p < 0.01. 

 

2-3-5 β-NAG2 による表皮細胞への分化促進効果 

 さらに、β-NAG2 による表皮細胞の分化に対する影響を調べるため、3 次元培養ヒト皮膚
モデルを用い、表皮の分化マーカーである TGM1 と FLG について免疫染色を実施した。ヒ
ト皮膚組織と同様、コントロールの 3 次元培養ヒト皮膚モデルでは、TGM1 は有棘層から顆
粒層の細胞膜上に (Figure 19A)、また FLG は顆粒層の細胞質に顆粒状のシグナルとして検
出された (Figure 19B)。β-NAG2 で処理した 3 次元培養ヒト皮膚モデルでは、TGM1 と FLG

の局在性に変化はなかったが、いずれもコントロールと比較して染色シグナルの増加が観
察された (Figure 19A と 19B)。また、コントロールと β-NAG2 で処理した 3 次元培養ヒト皮
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膚モデルにおける TGM1 と FLG のそれぞれの遺伝子発現を調べたところ、いずれの遺伝子
発現も β-NAG2 で処理することにより有意に増加していた (Figure 19C と 19D)。これらの
結果より、β-NAG2 で処理した 3 次元培養ヒト皮膚モデルにおいては、表皮細胞の増殖のみ
ならず、分化も亢進していることが示唆された。 

 

 

 

Figure 19. Effect of β-NAG2 on keratinocyte differentiation in reconstructed human skin 
equivalents. (A and B) Representative images of transglutaminase 1 (A) and filaggrin (B) staining. 

The skin equivalents cultured with β-NAG2 (0 or 10 mM) for 9 days were collected. The sections were 

stained for transglutaminase 1 (green), filaggrin (red), and nuclei (TO-PRO-3, blue), respectively. 

Dotted lines indicate the skin surface and the solid lines mark the border between the epidermis and 



29 
 

dermis. Scale bars = 50 m. (C and D) TGM1 (C) and FLG (D) mRNA expression in β-NAG2-treated 
skin equivalents. The skin equivalents were treated with β-NAG2 (0 or 10 mM) for 5 days, and TGM1 

and FLG mRNA expression was measured by quantitative real-time PCR. Values are expressed as 

mean ± SD (n = 3) and shown as -fold increase in mRNA expression relative to control samples. The 

Student’s t-test was used for statistical analysis. *, p < 0.05; **, p < 0.01.  

 

2-3-6 β-NAG2 による表皮 HA 産生促進を介した表皮細胞の分化促進 

 β-NAG2 による細胞分化の亢進に、表皮 HA 産生の増加が関与しているかを検討した。ま
ず、培養正常ヒト表皮細胞の単層培養系にて調べたところ、細胞増殖と同様、PUGNAc は β-

NAG2 による TGM1 および FLG 遺伝子発現の亢進を完全に抑制した (Figure 20A と 20B)。
続いて 3 次元培養ヒト皮膚モデルを用い、同様の実験を行った結果、表皮細胞の結果と同
様、PUGNAc は β-NAG2 による TGM1 遺伝子発現上昇を抑えた (Figure 21A)。さらに組織
切片の H&E 染色像において、PUGNAc は β-NAG2 による表皮厚の増加を抑える様子が観察
され (Figure 21C)、定量的な解析からも、PUGNAc が β-NAG2 による表皮厚増加を有意に阻
害することが確認された (Figure 21B)。これらの結果より、表皮細胞の増殖に加え、β-NAG2

による表皮 HA の増加が細胞分化の亢進にも寄与していることが示唆された。加えて、表皮
細胞の増殖・分化との関連が報告されている細胞膜貫通型ヒアルロン酸受容体 CD44[17, 18, 

24, 52]の関与についても調べた結果、空気暴露後 5 日目、9 日目の 3 次元培養ヒト皮膚モデ
ルにおいて、CD44 遺伝子発現量はコントロールと β-NAG2 処理において違いはなかった 

(Figure 22A)。また組織学的な観察の結果、CD44 は HA と同じく基底層から顆粒層にかけて
分布しており、細胞膜上に染色が認められたが、コントロールと β-NAG2 で処理した 3 次
元皮膚モデルにおいて局在性や染色強度に違いはなく、CD44 の関与は低いと考えられた 

(Figure 22B)。以上の結果より、表皮 HA の産生促進は、表皮細胞の増殖と分化両方に対し
て促進的に働いており、表皮の形態と恒常性維持において重要な役割を果たしていること
が示唆された。 
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Figure 20. Effect of β-NAG2 and PUGNAc on TGM1 and FLG mRNA expression in cultured 
normal human epidermal keratinocytes. Effect of β-NAG2 and PUGNAc on TGM1 (A) and FLG 

(B) mRNA expression in cultured keratinocytes. The cells were treated with 10 mM β-NAG2 in the 

absence or presence of 0.2 mM PUGNAc for 3 days, followed by quantitative real-time PCR analysis. 

Values are expressed as mean ± SD (n = 3) and shown as -fold increase in mRNA expression relative 

to control cells. Tukey’s multiple comparison test was used for statistical analysis. *, p < 0.05; **, p < 

0.01. 
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Figure 21. Effect of β-NAG2 and PUGNAc on TGM1 mRNA expression and epidermal thickness 
in reconstructed human skin equivalents. (A) Effect of β-NAG2 and PUGNAc on TGM1 mRNA 

expression in skin equivalents. The skin equivalents were treated with 10 mM β-NAG2 in the absence 

or presence of 0.2 mM PUGNAc for 6 days, and TGM1 mRNA expression was measured by 

quantitative real-time PCR. Values are expressed as mean ± SD (n = 3) and shown as -fold increase in 

mRNA expression relative to control samples. (B and C) Effect of β-NAG2 and PUGNAc on 

epidermal thickness (B) and morphology (C) of skin equivalent. The skin equivalents cultured with 

10 mM β-NAG2 in the absence or presence of 0.2 mM PUGNAc for 9 days were collected. The 

sections were stained for H&E, and the epidermal thickness was measured. Values are expressed as 

mean ± SD (n = 75) and shown as m. Scale bars = 50 m. Tukey’s multiple comparison test was used 
for statistical analysis. ***, p < 0.001. 
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Figure 22. Effect of β-NAG2 on mRNA expression and tissue distribution of CD44 in 
reconstructed human skin equivalents. (A) CD44 mRNA expression in β-NAG2-treated skin 

equivalents. The skin equivalents were treated with β-NAG2 (0 or 10 mM) for 5 or 9 days, and CD44 

mRNA expression was measured by quantitative real-time PCR. Values are expressed as mean ± SD 

(n = 3) and shown as -fold increase in mRNA expression relative to control samples. The Student’s t-

test was used for statistical analysis. N.S., not significant. (B) Representative images of HA and CD44 

staining. The skin equivalents cultured with β-NAG2 (0 or 10 mM) for 11 days were collected. The 

sections were stained for HA (green) and CD44 (red). Dotted lines indicate the skin surface. Scale bars 

= 50 m. 
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2-4 考察 

これまで表皮 HA は、表皮細胞の増殖に対して促進的に働くと考えられてきた[16, 22, 53-
55]。本研究においても過去の知見と一致し、β-NAG2 によって産生促進された HA が正常
ヒト表皮細胞の増殖を亢進し、表皮厚を増加させることが示された。一方、表皮細胞の分化
における表皮 HA の役割については相反する知見が報告されてきた。具体的には、HA 受容
体である CD44 を欠損したマウスでは表皮 HA と細胞分化の両方が低下したのに対し[17]、
ラット表皮細胞の 3 次元培養系もしくはヒト皮膚器官培養系では、EGF、KGF もしくは RA

は表皮 HA を増加させたものの、細胞分化は低下させた[16, 19, 21]。本研究においては、表
皮 HA の選択的促進剤 β-NAG2 を用いることで、正常ヒト表皮細胞の単層培養系および 3 次
元培養ヒト皮膚モデルにおいて、表皮 HA の増加に伴い表皮細胞の分化が亢進することを
示した。さらに表皮細胞の分化の亢進は、PUGNAc による表皮 HA 産生促進の阻害により
完全にキャンセルされた。従って、表皮 HA は表皮細胞の増殖だけでなく、分化も亢進する
作用を有するものと考えられた。一方で、β-NAG2 は細胞内 UDP-NAG プールサイズの変化
を通し、表皮 HA 産生以外の経路で表皮細胞の挙動に影響を与えた可能性も考えられる。す
なわち、β-NAG2 から生成した UDP-NAG はケラタン硫酸、ヘパラン硫酸およびヘパリンな
ど HA 以外のグリコサミノグリカンの基質としても使用され得る他、O-linked NAG として
糖鎖修飾にも使用される可能性もある[56, 57]。また、巨大なコンドロイチン硫酸プロテオ
グリカンであるバーシカンや、ヘパラン硫酸が結合した膜貫通プロテオグリカンであるシ
ンデカンは表皮で発現し[58]、様々な種類の細胞の増殖や分化に関わることが知られている
[59-65]。従って、β-NAG2 による HA 産生促進と表皮の増殖・分化との関連性については、
例えば表皮 HA 産生を主に担う HAS3 をノックダウンするなど、さらなる検証が必要と考
える。 

HA はその分子量サイズに応じた細胞機能への関与が報告されており、一般的に 1,000 kDa

から 6,000 kDa の高分子ヒアルロン酸は生体の恒常性維持に働くのに対し、250 kDa 以下の
低分子ヒアルロン酸は病態との関連が示されている[24, 25]。表皮 HA に関してはこれまで
に、マウス表皮細胞に外的に中程度の分子量サイズの HA (50-400 kDa) を添加培養すると細
胞増殖が誘導されることが報告されている[52]。さらに、ヒト表皮細胞に低分子 HA (<27 

kDa) を添加培養すると細胞増殖が高まり、一方、高分子 HA (500-1,000 kDa) の添加では細
胞分化が誘導されると報告されている[18]。この様に、HA の分子量サイズは表皮細胞の増
殖と分化において重要な役割を担っていることが示されている。加えて、細胞が産生したの
か、もしくは外的に添加したのかによっても細胞機能へ及ぼす影響が異なる可能性が考え
られる。本研究では、3 次元培養ヒト皮膚モデル表皮における HA 分子量サイズは>2,000 kDa

であり、β-NAG2 添加により HA 分子量分布に変化はなかったことから、>2,000 kDa の高分
子の HA 量が表皮の恒常性維持において重要であると考えられた。一方、本研究では 3 次元
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培養ヒト皮膚モデルの表皮全体から HA を抽出していることから、局所的な HA 分子量サイ
ズの変化が表皮細胞の挙動に影響を及ぼしている可能性もあり、今後さらなる検証も必要
である。 

HA は細胞膜上に存在する主要な HA 受容体である CD44 に結合し、細胞内へシグナルを
伝達することも知られている。例えば、CD44 欠損マウスモデルを用いた検討から、HA に
よって活性化された CD44 シグナルは、表皮の細胞接着、増殖、移動および分化に影響を与
えることが報告されている[17, 18, 24, 52]。本研究では、CD44 は 3 次元培養ヒト皮膚モデル
表皮に強く発現しており、その発現レベルは β-NAG2 によって変化しなかった。従って、
CD44 の発現レベルは β-NAG2 による表皮の増殖・分化の亢進への関与は低いと考えられた。
一方、CD44 と HA の表皮における局在性が重なっていることから、HA と CD44 との結合
が β-NAG2 が介する表皮の増殖・分化の亢進に関与している可能性や、CD44 が HA を表皮
細胞間にアンカーすることで細胞間スペースを確保し、細胞の恒常性維持に欠くことがで
きない栄養素や代謝物の交換を促している可能性も考えられた。 

以上の結果より、β-NAG2 は表皮 HA 産生促進を介して、正常ヒト表皮細胞の増殖・分
化を亢進することが示された。また、HA の分子量サイズや CD44 の発現パターンに変化
は見られなかったことから、β-NAG2 による表皮 HA 産生促進を介した表皮のターンオー
バー促進には、表皮 HA の量的な増加が寄与したと考えられた。 
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第 3 章 表皮 HA の産生低下と表皮ターンオーバーとの関係性 
 

3-1 小序 

 第 2 章では、β-NAG2 は表皮 HA の選択的な産生促進を介し、表皮細胞のターンオーバー
を促進することを示した。しかしながら、その特異性を調べるために用いた PUGNAc は、
β-NAG2 から NAG への変換を阻害して HA 産生を抑制するため、β-NAG2 が表皮 HA 産生
以外の経路で表皮の増殖・分化へ影響を与えた可能性も否定できなかった。そこで、本章で
は siRNA を用いて HAS3 遺伝子発現を特異的に抑制 (ノックダウン) し、表皮 HA の産生低
下と表皮細胞のターンオーバーとの関係性をさらに検証した。 

 

 

3-2 材料および実験方法 

3-2-1 正常ヒト表皮細胞の培養 

 正常ヒト表皮細胞 (Kurabo) は、第 1 章に記載した方法に従い培養した。 

 

3-2-2  HAS3 遺伝子ノックダウン細胞による 3 次元培養ヒト表皮モデル (HAS3 ノックダウ
ンモデル) の構築 

 ノックダウン実験は、HAS3 用に合成された Silencer® Select siRNAs (IDs: s6460 および
s194496) と、control non-silencing siRNA (Thermo Fisher Scientific) を用いて実施した。これ
らの siRNA を、Lipofectamine RNAiMAX (Thermo Fisher Scientific) を用いて表皮細胞にトラ
ンスフェクトし、コントロールもしくは HAS3 遺伝子ノックダウン細胞を作製した。ポリカ
ーボネート製のカルチャーインサート (ポアサイズ 0.4 µm、メンブレン面積 0.6 cm2 

(Millipore, KS, USA)) 上に、コントロールもしくは HAS3 遺伝子ノックダウン表皮細胞を播
種し、カルチャーインサート内において、再度コントロールもしくは HAS3 siRNA のトラン
スフェクトを行った。24 時間後にカルチャーインサート内の培地を取り除き、カルチャー
イ ンサー ト外 の培地を CELLnTEC Prime 3D Barrier Culture Medium (CELLnTEC, Bern, 

Switzerland) に交換して、空気暴露状態での培養を継続した。 
 
3-2-3 HA 量の測定 

 カルチャーインサート内の表皮を回収し、第 2 章に記載した方法に従い HA 量を測定し
た。 

 

3-2-4 リアルタイム定量 PCR 法 

 第 1 章に記載した方法に従い、リアルタイム定量 PCR を実施した。RPLP0、HAS1-3、CD44、
および PCNA の検出に使用した predesigned の primers と probe のセットは、第 1 章もしくは
第 2 章に記載した。involucrin (IVL) および loricrin (LOR) については以下に示した。 
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gene name gene symbol TaqMan Gene Expression Assay ID 

involucrin IVL Hs00846307_s1 

loricrin LOR Hs01894962_s1 

 

3-2-5 組織学的および免疫組織学的解析 

 第 2 章に記載した方法に従い、組織学的および免疫組織学的解析を行った。FLG および
HA の検出に使用した試薬は、第 2 章に記載した。Ki67 および LOR については以下に示し
た。表皮厚は、H&E 染色の 200 倍拡大観察画像に対し、画像解析ソフトウェア ZEN 3.1 (blue 

edition) (Carl Zeiss Microscopy) を用いてランダムに測定した (n = 30)。 

 

標的タンパク質 1 次抗体 2 次抗体 

Ki67 
ウサギモノクローナル抗体 

(Abcam) 

Cy3 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 

(Jackson ImmunoResearch) 

LOR 
ウサギポリクローナル抗体 

(Covance, WI, USA) 

DyLight488 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 
(Jackson ImmunoResearch) 

 

3-2-6 統計解析 

統計的有意差検定は、Microsoft® Excel® software (Office 365) を用い、Student’s t-test にて
実施した。なお、p 値が 0.05 未満を統計学的有意とした。 

 

 

3-3 結果 

3-3-1 HAS3 遺伝子発現が特異的に低下した 3 次元培養表皮モデルの作出 

 第 2 章と同様、まずは 3 次元培養ヒト皮膚モデル表皮を用い、HAS3 遺伝子を特異的に発
現抑制した実験系の構築を試みた。しかしながら、本モデルでは表皮細胞を播種してから表
皮構造が構築されるまでの培養期間が⻑く、siRNA による HAS3 遺伝子の発現低下を⻑期間
維持することが困難であった。そこで、より短期間で表皮構造が完成する 3 次元培養表皮モ
デルに切り替えて検討を行うこととした。そこではじめに、3 次元培養表皮モデルにおける
3 種類の HAS 遺伝子発現の相対量をリアルタイム定量 PCR にて調べ、培養正常ヒト表皮細
胞および 3 次元培養ヒト皮膚モデルと同様、本モデルも HAS3 が主要なアイソザイムであ
り、HAS1-3 遺伝子発現の約 98%を占めていることを確認した。そこで、正常ヒト表皮細胞
に HAS3 siRNAs を導入し 3 次元培養表皮モデルを作製した。その結果、HAS3 mRNA の発現
は、コントロールレベルと比較して培養 3 日でおよそ 25%、培養 6 日でおよそ 60%まで低
下した (Figure 23A)。この時、コントロールと HAS3 ノックダウンモデルとの間において、
HAS1 と HAS2 mRNA に違いはなかったことから (Figure 24A と 24B)、⻑期間の HAS3 特異
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的なノックダウンが達成されたと考えられた。また、HAS3 のノックダウンにより培養 6 日
における表皮 HA 量もおよそ 41%にまで有意に減少し(Figure 23B)、この効果は HA 染色に
おいても確認された (Figure 23C)。なお、CD44 mRNA の発現量に違いは認められなかった 

(Figure 24C)。 

 

   
 

Figure 23. Effect of HAS3 siRNA transfection on HAS3 mRNA expression and epidermal HA in 
reconstructed human epidermal equivalents. (A) Knockdown efficiency for HAS3. The expression 

levels of HAS3 mRNA 3 and 6 days after treatment of keratinocytes with siRNA were evaluated by 

quantitative real-time PCR. As for controls, keratinocytes were transfected with control non-silencing 

siRNA (Control siRNA). Values are expressed as mean ± SD (n = 3) and shown as -fold increase in 

mRNA expression relative to control samples. The Student’s t-test was used for statistical analysis. *, 

p < 0.05; ***, p < 0.001. (B and C) HA amount (B) and distribution (C) in HAS3-knocked down 

epidermal equivalents. The epidermal equivalents were collected 6 days after treatment of 
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keratinocytes with siRNA, and HA was quantified by ELISA (B). Values are expressed as mean ± SD 

(n = 3) and shown as g/0.6 cm2. The Student’s t-test was used for statistical analysis. **, p < 0.01. 
The sections of samples collected on 6 days were stained for HA (green) (C). Dotted lines indicate the 

skin surface, and the solid lines mark the border between the epidermis and membrane. Scale bars = 

50 m. 
 

  
 

Figure 24. Effect of HAS3 knockdown on HAS1, 2, and CD44 mRNA expression in reconstructed 
human epidermal equivalents. (A-C) The expression levels of HAS1-2 (A and B) and CD44 (C) 

mRNA on 3 days after treatment of keratinocytes with HAS3 siRNA were evaluated by quantitative 

real-time PCR. As for controls, keratinocytes were transfected with control non-silencing siRNA 

(Control siRNA). Values are expressed as mean ± SD (n = 3) and shown as -fold increase in mRNA 

expression relative to control samples. The Student’s t-test was used for statistical analysis. N.S., not 

significant. 

 

3-3-2  HAS3 遺伝子ノックダウンを介した HA 産生の低下と表皮細胞の増殖・分化の低下 

 次に、HAS3 遺伝子をノックダウンした 3 次元培養表皮モデルにおける HA 産生と表皮タ
ーンオーバーとの関係性を調べた。まず H&E 染色による組織切片の観察では、コントロー
ルと比較して、HAS3 ノックダウンモデルにおいて表皮厚が低下している様子が観察された 

(Figure 25A)。表皮厚を計測した結果、HAS3 ノックダウンモデルではコントロールと比較し
て、表皮厚が有意に低下していることが確認された (Figure 25B)。また、細胞増殖マーカー
である Ki67 の免疫組織染色では、コントロールと比較して、HAS3 ノックダウンモデルに
おいて基底層での Ki67 陽性細胞の出現頻度が低下している様子が認められた (Figure 25A)。
さらに Ki67 とは別の細胞増殖マーカーである PCNA 遺伝子発現変動も、コントロールと比
較して、HAS3 ノックダウンモデルでは有意に低下していた(Figure 25C)。このことから HAS3
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ノックダウンモデルでは、細胞増殖が低下していることが示された。また、顆粒層で高発現
する分化マーカーである FLG および LOR の免疫染色においても、コントロールと比較し
て、HAS3 ノックダウンモデルにおいて染色シグナルが減少していた (Figure 25A)。さらに
LOR 遺伝子発現も、コントロールと比較して、HAS3 ノックダウンモデルでは発現低下が認
められた (Figure 25D)。このことから、HAS3 ノックダウンモデルでは、表皮細胞の増殖だ
けでなく、分化も低下していることが示された。以上の結果より、HAS3 遺伝子発現抑制に
よる HA 産生の特異的な低下に伴い、表皮細胞の増殖・分化も低下し、表皮厚の低下を引き
起こしたと考えられた。 
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Figure 25. Effect of HAS3 knockdown on epidermal structure and turnover in reconstructed 
human epidermal equivalents. (A) Representative images of H&E, Ki67, filaggrin, and loricrin 

staining. The epidermal equivalents were collected 6 days after treatment of keratinocytes with HAS3 

siRNA. The sections were stained for morphology (H&E) and immunostained for Ki67 (red), filaggrin 

(red), or loricrin (green). As for controls, keratinocytes were transfected with control non-silencing 

siRNA (Control siRNA). Dotted lines indicate the skin surface, and the solid lines mark the border 

between the epidermis and membrane. Scale bars = 50 m. (B)The epidermal thickness of HAS3 
knocked-down epidermal equivalents. Epidermal equivalents were collected 6 days after treatment of 

keratinocytes with HAS3 siRNA, and the epidermal thickness was measured. Values are expressed as 

mean ± SD (n = 3) and shown as m. The Student’s t-test was used for statistical analysis. *, p < 0.05. 
(C and D) PCNA (C) and LOR (D) mRNA expression in HAS3 knocked-down epidermal equivalents. 

The expression levels of PCNA mRNA on 3 days (C) and LOR mRNA on 6 days (D) after treatment 

of keratinocytes with HAS3 siRNA were evaluated by quantitative real-time PCR. As for controls, 

keratinocytes were transfected with control non-silencing siRNA (Control siRNA). Values are 

expressed as mean ± SD (n = 3) and shown as -fold increase in mRNA expression relative to control 

samples. The Student’s t-test was used for statistical analysis. **, p < 0.01. 

 

 

3-4 考察 

 第 2 章において、表皮 HA 産生の促進は、表皮細胞の増殖・分化を亢進させることを示し
た。そこで第 3 章では、表皮 HA 産生を特異的に抑制した時に表皮細胞の増殖・分化に及ぼ
す影響について詳しく検討した。3 次元培養ヒト表皮モデルの HA 産生を担う HAS3 遺伝子
発現をノックダウンした結果、表皮 HA 産生の低下に伴い、表皮細胞の増殖・分化いずれも
低下し、表皮の菲薄化が引き起こされた。これらの結果は、第 2 章で導き出された結論、す
なわち HA 産生促進剤である β-NAG2 が表皮 HA 産生促進を介して表皮細胞の増殖・分化
を亢進させ、表皮厚の増加をもたらした結果を裏付けるものであった。このことから、HAS3

を介した表皮 HA 産生は、表皮細胞の増殖・分化の両方に対し促進的に作用するものと考え
られた。一方、これまでに 3 次元培養ヒト表皮モデルの表皮 HA を HA 分解酵素である St-

HAase により減少させた場合、増殖・分化への影響は認められないと報告されている[23]。
このことから、表皮 HA が表皮細胞影響を及ぼすには、HA が単純に細胞の外部環境として
働いているのではなく、何らかのシグナルを細胞に与えている可能性もある。また、本研究
では、表皮 HA と表皮の増殖・分化との関連性について、in vitro の実験系でのみ行ってお
り、in vivo での検証がなされていない。これまでに、HAS1、HAS3 両方を機能的に欠失し
たマウスでは、コントロールと比較して表皮の構造に変化はなく[66]、創傷治癒過程におい
ては HAS2 遺伝子発現の増加を伴ってコントロールよりも早く閉塞することが報告されて
いる。従って、in vitro においても HAS のアイソザイムがお互いの機能を補填し合う可能性
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も考慮する必要がある。また、表皮 HA 産生における HAS1、HAS2 および HAS3 の相対的
な寄与度についても異なる報告がある。例えば、ヒト表皮細胞単層培養系および 3 次元培養
ヒト表皮モデルでは HAS1 が優勢なアイソザイムであり[67]、バイオプシーしたヒト皮膚や
[67]、培養正常ヒト表皮細胞およびヒト表皮細胞株 HaCaT では HAS2 が豊富に発現してい
るという報告もある[12, 68, 69]。この様な背景には、表皮細胞の状態や実験材料によって HA

合成の仕組みも異なる可能性も考えられ、今後それぞれの実験において、HAS1、HAS2 お
よび HAS3 の発現パターンを調べていく必要がある。 

以上、第 2 章および第 3 章の結果より、表皮 HA は表皮細胞のターンオーバー (増殖・分
化) に対して促進的に作用することが示され、表皮構造の構築や恒常性維持に寄与している
可能性が考えられた。なお、これまでに、表皮 HA 量は皮膚の加齢により減少することが報
告されており[26, 27]、加齢した皮膚では表皮の菲薄化やバリア機能の異常が特徴として挙
げられる[29, 70, 71]。さらに glucocorticoids は、アトピー性皮膚炎や乾癬を含む多くの炎症
性疾患の治療に広く使用されるが、⻑期間の使用により表皮 HA を含む細胞外マトリック
スの減少により皮膚が萎縮することが知られている[72, 73]。これらの現象は表皮細胞の増
殖・分化の低下と密接に関係していることから、表皮 HA をターゲットとすることにより、
これらの症状を改善できる可能性も考えられた。 
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第 4 章 表皮 HA をターゲットとした β-NAG2 の皮膚の抗老化効果 

 

4-1 小序 

 皮膚の老化は、自然に起こる内因性の老化と、紫外線により引き起こされる外因的な老化
に区別される、複雑な生物学的現象である。一般的に加齢した皮膚の特徴として、水分量お
よび弾力性の低下、真皮の細胞外マトリックス成分の減少や劣化が挙げられ、これらに起因
すると考えられるシワ、たるみ、肌荒れ、皮膚脆弱性の増加などが生じる[74-76]。特にシワ
の形成に関しては、真皮乳頭層における HA の減少[77, 78]、真皮網状層における異常な弾
性物質や損傷を受けた無秩序なコラーゲン線維の大量の蓄積が関連することが示唆されて
いる[74, 75, 79-81]。さらに、これらの真皮の変化に加えて、表皮水分量の減少や表皮の菲薄
化など、表皮に関連した変化も特徴とする[29, 70, 71]。 

 表皮 HA 量は皮膚の加齢に伴って減少することが報告されており[26, 27]、高保水能を有
する HA の性質から、水分や粘弾性の低下やシワなどの臨床的な加齢の兆候を引き起こす
と推測される。従って、加齢に関連して減少した表皮 HA を正常化するアプローチは、皮膚
の老化を改善もしくは予防することが期待できる。実際に、RA やレチノールなどのレチノ
イドは、in vitro および in vivo において、HAS 遺伝子発現誘導を介して表皮 HA 産生を促進
し[19, 20, 30, 82]、シワを含む老化の兆候を顕著に予防または改善することが報告されてい
る[30, 31]。しかしながら、レチノイドの化学的な不安定性や皮膚への刺激性から、化粧品や
医薬品における使用には制限があるとされてきた[30, 83, 84]。これまでに第 1 章および第 2

章では、化学的に安定な NAG 誘導体である β-NAG2 が、HA 産生を顕著に促進し、表皮細
胞の増殖・分化を亢進して表皮厚を増加させることを示した。そこで第 4 章では、目尻にシ
ワを有する健常日本人女性に β-NAG2 を適用し、表皮 HA 産生促進をターゲットとしたア
プローチが皮膚の抗老化において有望な手段となり得るか詳細に調べた。 

 

 

4-2 材料および実験方法 

4-2-1 材料 

 ヒト 3 次元表皮モデル (EpiDermTM EPI-200) は、MatTek Corporation (MA, USA) から購入
した。 

 

4-2-2 器官培養ヒト皮膚の角層上からの β-NAG2 配合製剤塗布 

 ヒト皮膚組織の器官培養は、第 2 章に記載した方法に従い実施した。塗布に用いた β-NAG2

配合製剤の組成は、10% (wt/wt) dipropylene glycol、5% (wt/wt) glycerol、5% (wt/wt) ethanol、
2% (wt/wt) dimeticone、0.5% (wt/wt) polyoxyethylene hydrogenated castor oils、0.3% (wt/wt) 

phenoxyethanol、0.3% (wt/wt) corboxyvinyl polymer、0.16% (wt/wt) potassium hydroxide および
0.01% (wt/wt) edetate disodium である。β-NAG2 を 0%、1%もしくは 2% (wt/wt)含む製剤を、
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1 日 1 回、4 日間、器官培養皮膚角層上に 7.4 µl/cm2 で適用し、ポリエチレンフォームを用
いて塗り広げた。培養終了後、直径 8 mm のバイオプシーパンチで 5 片を切り出し、第 2 章
に記載した方法に従い、真皮から表皮を剥離した。 

 

4-2-3 組織学的解析 

 第 2 章に記載した方法に従い、器官培養後のヒト皮膚の薄切切片を作製し、H&E 染色を
実施した。 

 

4-2-4 3 次元培養ヒト表皮モデル角層上からの β-NAG2 配合製剤適用 

 3 次 元 培 養 ヒ ト 表 皮 モ デ ル  (EpiDermTM EPI-200) は 、 EPI-100NMM 培 地  (MatTek 

Corporaion) にて培養した。β-NAG2 配合製剤の組成は、4-2-2 に記載した。β-NAG2 を 0%, 

0.5%, 1%, 2%もしくは 3.5% (wt/wt) 含む製剤を、表皮モデルの角層上から 1 日おきに 2 

µl/mm2 で適用し、4 日間培養した。 

 

4-2-5 表皮 HA 量の測定 

 第 2 章に記載した方法に従い、器官培養ヒト皮膚およびヒト 3 次元培養表皮モデルの表
皮 HA 量を測定した。 

 

4-2-6 ヒト有効性試験 

 臨床試験には、33 人の健常日本人女性 (40-58 歳; 平均 47.1 歳) に参加して頂いた。試験
は半顔二重盲検にて実施し、4-2-2 に記載の組成で 3.5% (wt/wt) β-NAG2 を含む β-NAG2 配
合製剤と、コントロールとして β-NAG2 のみを含まないプラセボ製剤で、顔の左右の半分ず
つに朝・夜の一日 2 回、8 週間塗布することとした。角層水分量は、それぞれの被験者の目
尻付近において、静電容量法にて表面からおよそ 15 µm までの角層中の水分量を測定する
Corneometer® CM825 + MPA5 (Courage and Khazaka, Cologne, Germany) を用いて 3 回測定し
た。皮膚粘弾性はそれぞれの被験者の目尻付近において、Cutometer® DUAL CT580 + MPA 

580 (Courage and Khazaka, Cologne, Germany) を用いて 1 回測定した。測定には直径 2 mm の
プローブを用い、陰圧 200 mbar にて 5 秒吸引後、陰圧を解放して 2 秒の条件にて行った。
計測から得られる波形から各種力学特性を表すパラメーターが算出されるが、そのうち
Ua/Uf (皮膚の復元率 = 吸引時の皮膚の最大進展⻑に対する吸引開放時の最終の皮膚の戻
り率)、Ur/Ue (弾性の回復率 = 吸引時の瞬時の皮膚の進展⻑に対する吸引解放時の瞬時の
皮膚の戻り率)、Uv/Ue (粘性と弾性の比率 = 吸引時の瞬時の皮膚の進展⻑に対する変位の
遅れ (遅延的変位量) の割合) および Ur/Uf (全変形に対する弾性回復の比率 = 吸引時の皮
膚の最大進展⻑に対する吸引解放時の瞬時の皮膚の戻り率) の 4 種類を使用した (Figure 

26)。目尻部位のシワ改善効果は、連用 0、4 および 8 週において、皮膚科専門医による目視
でのスコア付けと、画像解析による方法で実施した。目視での評価は、日本香粧品学会が定
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める新規効能取得のための抗シワ製品評価ガイドラインに従い、7 から 0 のグレードでシワ
の程度を評価した。それぞれのグレードは、グレード 7 = 著しく深いシワが認められる、グ
レード 6 = 明瞭な深いシワが認められる、グレード 5 = やや深いシワが認められる、グレ
ード 4 = 明瞭な浅いシワの中に、やや深いシワが僅かに認められる、グレード 3 = 明瞭な
浅いシワが認められる、グレード 2 = 明瞭な浅いシワが僅かに認められる、グレード 1 = 不
明瞭な浅いシワが僅かに認められる、グレード 0  = シワは無い状態を示し、1/4 刻みのス
コア値 (0.25) も使用可とした。画像解析での評価は、Silflo® (Flexico Developments, Potters 

Bar, UK)を用いて採取した目尻シワ部位の 3 次元皮膚レプリカを、3 次元イメージアナライ
ザーPrimos system (GFMesstechnik GmbH, Teltow, Germany) にて解析した。それぞれの被験
者には、洗顔後、皮膚計測とシワのスコア付けの前に、温度 20-23℃、湿度 40-60%の室内
で少なくとも 15 分間馴化して頂いた。本試験は、花王株式会社のヒト試験研究倫理委員会
と、日本美容皮膚研究会の認定臨床研究審査委員会にて承認されており、試験前に全ての被
験者からインフォームドコンセントを取得した。 

 

      

Figure 26. Skin deformation profile and parameters provided by Corneometer®. The two-mm-

diameter probe was used at a reduced pressure of 200 mbar with 5 sec of suction followed by 2 sec of 

release. Skin deformation is expressed as mm. The parameters used were: delayed distention (Uv), 

immediate distention (Ue), final deformation (Uf), immediate retraction (Ur), and final retraction (Ua).  

 

4-2-7 統計解析 

 EXSUS Ver. 8.0.0 (CAC EXICARE Corporation, Tokyo, Japan) もしくは Microsoft Excel 

software (Office 365)を用いて、Wilcoxon signed-rank test, ANOVA, Dunnett test および paired 

Student’s t-test を実施した。なお、p 値が 0.05 未満の場合に統計学的に有意な差があると判
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断した。 

 

 

4-3 結果 

4-3-1 β-NAG2 配合製剤の外的塗布による HA 産生促進効果の確認 

 第 2 章において、ヒト皮膚組織器官培養系および 3 次元培養ヒト皮膚モデルの培地に β-

NAG2 を添加した場合、表皮 HA 産生が増加することを示した (Figure 10A および 11)。そ
こで、in vivo での連用塗布を想定し、β-NAG2 配合製剤を角層上から外的塗布した場合、HA

産生量が増加するか検討した。まず、器官培養ヒト皮膚に対し、0%、1%もしくは 2% (wt/wt) 

の β-NAG2 配合製剤を 1 日 1 回、4 日間塗布した結果、2%の β-NAG2 配合製剤塗布におい
て、0% β-NAG2 配合製剤塗布と比較して表皮 HA が有意に増加することを確認した (Figure 

27A)。この時、H&E 染色により組織に目立ったダメージは観察されなかった (Figure 27B)。
続いて 3 次元培養ヒト表皮モデル角層上に、0%、0.5%、1%、2%、3.5%の β-NAG2 配合製
剤を 1 日おきに 4 日間塗布した結果、β-NAG2 濃度依存的に表皮 HA 量の増加が認められ、
3.5%では 0%に対して HA 産生量が 1.9 倍に増加した (Figure 28)。以上の結果から、角層上
から β-NAG2 配合製剤を適用した場合においても、製剤中の β-NAG2 が表皮細胞に到達し、
表皮 HA 産生を高めると考えられた。 
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Figure 27. Effect of topically applied β-NAG2 on epidermal HA production in organ cultured 
human skin. (A) HA production in skin tissues topically treated with β-NAG2. The skin explants were 

topically treated with formulations containing β-NAG2 (0, 1, or 2%) for 4 days. ELISA and dye-

binding assay quantified HA and dsDNA in the epidermal layer, respectively. Values are expressed as 

mean ± SD (n = 5) and shown as g/ng dsDNA. Dunnett's test was used for statistical analysis. *, p < 
0.05. (B) Representative images of H&E staining. The formulations containing β-NAG2 (0, 1, or 2%) 

were topically applied to the skin explants for 4 days. The samples were fixed, embedded in paraffin, 

and sectioned. The sections were stained for morphology (H&E). Scale bars = 100 m.  
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Figure 28. Effect of topically applied β-NAG2 on HA production in the reconstructed human 
epidermal model. HA production in epidermal models topically treated with β-NAG2. The epidermal 

models were topically treated with formulations containing β-NAG2 (0, 0.5, 1, 2, or 3.5%) for 4 days. 

HA in the epidermal models was quantified by ELISA-like assay. Values are expressed as mean ± SD 

(n = 3) and shown as g/0.5 cm2. Dunnett's test was used for statistical analysis. ***, p < 0.001; **, p 

< 0.01; *, p < 0.05. 

 

4-3-2 β-NAG2 配合製剤による目尻シワの改善 

 健常日本人女性 33 名を対象に β-NAG2 配合製剤の連用塗布を実施し、目尻シワに対する
β-NAG2 の有効性を調べた。4-3-1 では、β-NAG2 濃度 3.5%を最大として、濃度依存的な HA

量の増加が認められたことから (Figure 28)、本試験では製剤の処方上配合可能な最大濃度
である 3.5%にて実施した。製剤の塗布方法として、顔の片側に 3.5% β-NAG2 を含む製剤、
反対の片側に β-NAG2 のみを除いたプラセボ製剤を、朝・夜の一日 2 回、8 週間塗布するこ
ととした。その結果、連用 4 週後および 8 週後において、皮膚科専門医による目視シワスコ
アが β-NAG2 配合製剤塗布側で有意に低下した (Figure 29A)。また、連用開始前からの両製
剤によるシワスコアの差異を比較すると、連用 4 週後および 8 週後において、β-NAG2 配合
製剤塗布側の方が有意に大きかった (Figure 29B)。Figure 29C には 3 次元皮膚レプリカイメ
ージングにてシワ改善の著効例を示した。これらの結果より、β-NAG2 には優れた目尻シワ
改善効果があることが示された。 
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Figure 29. Changes in skin wrinkle score at the eye corner of the healthy Japanese females after 
the placebo treatment or the formulation containing 3.5% β-NAG2 for 8 weeks. (A and B) A 
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dermatologist conducted the visual evaluation via a double-masked method. The time course of 

changes in skin wrinkle score (A) and extent of changes in skin wrinkle score at 4 and 8 weeks 

compared to 0 weeks (B) are shown. Values are expressed as mean ± SD (n = 33). The Wilcoxon 

signed-rank test was used for statistical analysis when compared with placebo. **, p < 0.01; ***, p < 

0.001. (C) Representative 3-D replica images of the outer corner of the eye before (0 weeks) and after 

8-week treatment with the placebo or the formulation containing 3.5% β-NAG2. The Primos system 

obtained a 3-D replica image. Significant improvements in skin wrinkles (arrows) were observed. 

 

4-3-3 β-NAG2 配合製剤による角層水分量および皮膚粘弾性の改善 

 これまでに、角層水分量と皮膚粘弾性は、皮膚の粗さと負に相関することが報告されてい
る[85, 86]。そこで、シワ計測を実施した近傍部位について角層水分量と皮膚粘弾性を評価
し、β-NAG2 による目尻シワ改善との関係性を調べた。角層水分量の測定には、皮膚表面か
ら約 15 μm の深さまでのキャパシタンスを測定する corneometer®を用いた。その結果、連用
4 週後および 8 週後において、プラセボ製剤と比較して β-NAG2 配合製剤により角層水分量
が有意に上昇した (Figure 30A)。プラセボ製剤と β-NAG2 配合製剤との角層水分量の変動量
についても、4 週後および 8 週後において有意な差が見られた (Figure30B)。皮膚粘弾性の
測定には、陰圧によってプローブの開口部から皮膚を吸引/開放し、皮膚の変位量の推移を
測定する Cutometer®を用いた。算出される力学特性を表すパラメーターとして、 Ua/Uf、
Ur/Ue、Uv/Ue および Ur/Uf を用いた (Figure 26)。皮膚は、瞬時に変形する性質 (弾性) と、
ゆっくりと変形する性質 (粘性)の両方をあわせ持つ (粘弾性) が、これら 4 つのパラメータ
ーのうち、皮膚の弾性特性を表す Ua/Uf、Ur/Ue および Ur/Uf は加齢により低下し、皮膚の
粘性特性を表す Uv/Ue は加齢により上昇することが報告されている[87]。今回、β-NAG2 配
合製剤連用 4 週および 8 週後において、プラセボ製剤と比較して、Ua/Uf、Ur/Ue および Ur/Uf

が有意に増加し、逆に Uv/Ue が有意に減少した (Figure 31A、31C、31E および 31G)。これ
らは全て、加齢に伴う変動と逆の方向への変化であった。また、連用 4 週および 8 週後のプ
ラセボ製剤と β-NAG2 配合製剤との変化量を調べたところ、Ua/Uf と Ur/Uf は 4 週および 8

週において、Uv/Ue は 8 週において、有意な差が認められた (Figure 31B、31F および 31H)。
これらの結果から、β-NAG2 配合製剤は角層水分量および皮膚粘弾性を高め、これらの効果
が目尻シワの改善に寄与していると考えられた。なお本試験では、発赤、かゆみ、かぶれな
ど、被験者からの申告や試験監督医師による試験参加中止などの有害事象は発生しておら
ず、β-NAG2 は化粧品配合成分としても安全な性質を有していると考えられた。 
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Figure 30. Changes in skin hydration at the eye corner of the healthy Japanese females after the 
placebo treatment or the formulation containing 3.5% β-NAG2 for 8 weeks. (A and B) The time 

course of changes in skin hydration (A) and extent of changes in skin hydration (B) at 4 and 8 weeks 

compared to 0 weeks are shown. Values are expressed as mean ± SD (n = 33). The paired Student’s t-

test was used for statistical analysis compared with placebo. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001. 
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Figure 31. Changes in skin elasticity parameters (Ua/Uf, Ur/Ue, Uv/Ue, and Ur/Uf) at the eye 
corner of the healthy Japanese females after the placebo treatment or the formulation containing 
3.5% β-NAG2 for 8 weeks. (A – H) The time course of changes in Ua/Uf (A), Ur/Ue (C), Uv/Ue (E), 

and Ur/Uf (G), and the extent of changes in Ua/Uf (B), Ur/Ue (D), Uv/Ue (F), and Ur/Uf (H) at 4 and 

8 weeks compared to 0 weeks are shown. Values are expressed as mean ± SD (n = 33). The paired 

Student’s t-test was used for statistical analysis compared with placebo. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, 

p < 0.001.  

 

 

4-4 考察 
 本章では、ヒト皮膚器官培養系および 3 次元培養ヒト表皮モデルにおいて、角層上から
の β-NAG2 適用が表皮 HA 産生に効果を発揮することを示した。さらに、β-NAG2 配合製剤
を顔面へ塗布することにより、角層水分量と皮膚粘弾性の改善、さらにはシワの減少に有効
であることを示した。 

 HA は優れた水分保持能により皮膚の保湿と粘弾性において重要な分子であることが知
られている[88]。従って、加齢による表皮 HA の減少は、光老化あるいは生理的に老化した
皮膚で認められる水分や粘弾性の低下と関連が深いと考えられる[26, 27]。本章では、β-

NAG2 配合製剤の連用により、角層水分量と皮膚粘弾性のパラメーター (Ua/Uf、Ur/Ue、
Uv/Ue および Ur/Uf) が顕著に改善したことを示したが、これまでの in vitro の実験結果も考
え合わせると、β-NAG2 による表皮 HA の産生促進がこれらの変化に寄与したと考えられ
た。加えて、顔面への β-NAG2 配合製剤の塗布が、目尻シワを顕著に改善することも示し
た。過去の検討では、Ua/Uf、Uv/Ue、Ur/Uf および角層水分量は、皮膚の粗さと関連性があ
ることが報されている[85, 86]。このことから、β-NAG2 による表皮 HA の産生促進が角層水
分量や皮膚の弾力性を改善し、その結果シワの減少につながった可能性が推測された。一方、
Yoshida らはシワ形成には真皮乳頭層の HA の減少も関連することを報告している[77, 78]。
β-NAG2 が HA 産生促進効果を発揮するには NAG への変換が必須であり、その変換に関わ
る β-NAGase は様々な組織での発現が報告されているが[33]、真皮線維芽細胞における発現
については報告がない。もし β-NAGase が真皮線維芽細胞でも発現している場合、β-NAG2

は真皮線維芽細胞の HA 産生促進も含めてシワを改善した可能性も考えられ、今後更なる
検証も必要である。 

以上より、選択的な表皮 HA の産生促進効果を有する β-NAG2 に優れたシワ改善効果が
示されたことから、表皮 HA は抗老化の重要な標的分子となり得ると考えられた。 
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総論 

 

 本論文では、表皮 HA 産生を選択的に制御する方法を開発し、表皮 HA が表皮の増殖・分
化に対して促進的に働くことを示した。また、表皮 HA 産生促進をターゲットとしたアプロ
ーチが皮膚の抗老化において有望な手段であり、表皮 HA は皮膚の抗老化における重要な
標的分子となり得ることを示した。 

 

 第 1 章では、NAG の誘導体である β-NAG2 を新たに開発し、その選択的な HA 産生促進
メカニズムを詳細に調べた。β-NAG2 は細胞内において NAG に変換され、最終的に HA の
基質の１つである UDP-NAG を増加させることにより HA 産生を選択的に促進することを
示した。また β-NAG2 の代謝経路においては、β-NAGase による NAG への変換が必須であ
り、表皮細胞にはこの反応を担う内在性の β-NAGase 活性が存在することを示した。このこ
とより、β-NAG2 が選択的な表皮 HA 産生促進剤であることが示された。 

 第 2 章では、3 次元培養ヒト皮膚モデルを用い、β-NAG2 による選択的な表皮 HA 産生促
進が表皮の増殖・分化に及ぼす影響を調べた。まず、β-NAG2 による表皮 HA 産生促進に必
須の過程である β-NAG2 から NAG への変換を阻害することにより、表皮 HA 産生促進効果
のキャンセルと共に、増殖・分化および表皮重層化の促進効果も阻害されることが示され、
β-NAG2 による表皮機能への影響が表皮 HA 産生促進を介したものであることが示された。
さらに、β-NAG2 によって増加した HA は、コントロールにおける HA 分子量分布と大きな
違いは認められなかった。以上の結果から、表皮の増殖・分化には HA の量が関連してお
り、表皮 HA 量の増加は表皮の増殖・分化に促進的に作用すると考えられた。 

 さらに第 3 章では、表皮 HA 産生を特異的に抑制させた時に表皮細胞の増殖・分化に及ぼ
す影響について検討した。3 次元培養ヒト表皮モデルを用い、表皮 HA 産生を担う HAS3 遺
伝子発現を siRNA にて特異的にノックダウンした結果、表皮 HA 産生の低下に伴い、表皮
の増殖・分化いずれも低下し、表皮の菲薄化が引き起こされた。これらの結果は、第 2 章で
導き出された結論、すなわち表皮 HA 量は表皮細胞の増殖・分化に促進的に作用し、表皮厚
の増加をもたらした結果を裏付けるものであった。 

 第 4 章においては、表皮 HA が皮膚の抗老化において有望なターゲットとなり得るか
調べた。はじめに、器官培養ヒト皮膚および 3 次元培養ヒト表皮モデルにおいて、角層上か
らの β-NAG2 配合製剤の適用が表皮 HA 産生促進効果を発揮することを示した。さらに、β-

NAG2 配合製剤を顔面へ塗布することにより、角層水分量と皮膚粘弾性の増加、さらには目
尻のシワの改善に有効であることを示した。角層水分量および皮膚粘弾性はいずれも皮膚
の粗さと関連することから、β-NAG2 配合製剤による表皮 HA 産生促進が角層水分量および
皮膚粘弾性を高め、これらが目尻シワの改善に寄与していると考えられた。以上より、選択
的な表皮 HA の産生促進効果を有する β-NAG2 は、シワ改善をはじめとする皮膚の抗老化
効果を有しており、表皮 HA は皮膚の抗老化における重要な標的分子となり得ると考えら
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れた。 

 

序論でも述べた通り、β-NAG2 は製剤中での安定性も高いため、化粧品素材としての利用
が期待される。また NAG 誘導体を NAG に変換する β-NAGase は生体内に広く存在してい
るため、表皮以外の組織における HA 産生をも制御することが可能と考えられる。その際、
修飾する官能基の疎水性を工夫し、NAG 誘導体の細胞膜への親和性を高めることで、より
高い HA 産生促進効果も期待される。今後、その様な NAG 誘導体の化粧品以外への製剤へ
の応用も期待される。 
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