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研究の背景と目的

　香粧品を開発する上で，消費者がどのようなものを欲しているかを的確にっ

かむことが重要であることは言うまでもない。また，消費者が欲するような化

粧品を開発して行く上で，香粧品原料の果たす役割は大きく，その香粧品の性

能（使用感、機能性や効能効果）をだすためには，個々の原料の特性があって

初めて可能となる。香粧品の歴史をひも解いて行くと，女性の美しくありたい

という思いが自然にある鉱物や植物資源をうまく利用することによって，肌を

美しく保ち、華やかに装ってきた。

　先進国に到来しつつある高齢化への波は，社会問題として深刻である。21世

紀初頭には国民の約4分の1が高齢者によって構成されることになると言われ

ている。図1に総務庁統計局の調査による1930，1995，2050年の人ロピラミ

ッドを示した。このような中で，すべてに人が健康に生きがいを持ち，安心し

て暮らせる社会環境をっくりあげることは重要なことである。加齢による皮膚

や毛髪に対する変化は，視覚的にわかりやすく，自覚的にも他覚的にも老いを

感じさせてしまう。特に女性に対して美しく年を重ねるため，外見的な加齢に

よる変化を目立たなくする抗老化機能を化粧品に求められる役割が大きくなっ

てくることが明らかである。この目的を達成することができれば，精神的なゆ

とりも生まれ，積極的に社会参加も可能となり，充実した人生を送ることがで

きるようになるものと期待される。

　人は誕生し，成長し，成熟し，そして老化していく。老化はすべての人に訪

れる避けることのできないプロセスである。人は老化とともに容姿や機能の衰

えに直面し，その対応に複雑な心の動きをするといわれている。容姿について

20才を過ぎると実年齢より若く見られたいという思いが強くなり，逆に1才で

も年齢より上に見られると不快に思うという傾向にある。

　女性の肌の悩みに関する意識調査を年齢別に行った結果を図2に示した。ニ

キビへの悩みは20代に多く見られるが年齢と共に低下している。それに対し

て，シミに対する意識は40代前後がピークとなっている。シワやタルミに関

する悩みは40代頃から年齢を重ねるとともに徐々に意識が高まっていくこと

がわかる。このような状況からも美白素材と同様に抗シワ素材の開発が必要と

なってきていることがうかがわれる。

　次に抗老化化粧品の市場を見てみることにする1）。抗老化化粧品は，美容液

の動向とほぼ一致すると考えられるためその動向を解説する。図3に抗老化

化粧品の1992年から1998年までの市場売上規模の変化を示した。化粧品全

体の売上規模が停滞しているにもかかわらず，抗老化化粧品の売上規模は，
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年々増加傾向を示しており今後も増加を続けるであろう。これは，消費者が

化粧品に抗老化機能を求めていることを示している。

　美容液は分類するとホワイトニング，アンチエイジング，保湿と角層機能

向上やスリミングなどのその他に大きく分けることができる。図4に美容液

に関して機能別の売上の構成比を1997年から本年1999年の見込までの3年

間を示した。ホワイトニング，アンチエイジングと保湿で90％以上を占めて

おり，皮膚の老化に関連する機能に集中していることが明らかである。また，

構成比に大きな変化は見られず，アンチエイジング（抗シワ）対応の化粧料は今

後も重要な位置を占めることは言うまでもない。

　一般に，皮膚の老化は，加齢に伴う内因性の老化と紫外線や乾燥などの外的

環境の影響をうける外因性の老化の大きく分けることができ，外因性の老化の

原因として，紫外線が代表的なものである。紫外線が皮膚に照射されると，直

接紫外線のエネルギーによって生体成分である脂質、タンパク、糖質、核酸な

どに変化が見られるほか，紫外線が皮膚中の水分子に作用し，ヒドロキシラジ

カル（・OH）や過酸化水素（H202）が発生するといわれており，このような

活性酸素種により，同様に生体成分はダメージを受けることになる。内因性の

老化においても，生物は生きるために酸素を取り入れ，体内で燃焼させること

によってエネルギーを得ているが，取り入れた酸素の2～3％がスーパーオキ

サイドラジカル（02つという活性酸素種になるといわれており，これらも生

体成分に対して傷害を与えることとなる。

　皮膚は，生体の最外層に位置するために生体内で発生する活性酸素だけでな

く，紫外線を浴びるために最も活性酸素にさらされる器官である。このような

状況におかれた皮膚を老化から守るためには，一つの因子を押さえるのではな

く，多方向から押さえる必要がある。つまり，

①皮膚表面に到達した紫外線から守る

②皮膚表面の酸化から守る

③体内の活性酸素から守る

必要がある。更に，傷害を受けた皮膚を再生するような働きを持たせる必要が

ある。このような考えの基に安全性の高い紫外線防御素材の開発，天然物の中

に活性酸素を抑える作用を有する素材を開発，紫外線によりダメージを受けた

皮膚の再生作用を持つ素材の開発というように総合的な角度から検討を行い，

香粧品材料として有用であることを確認した。

　紫外線防御材としては，透明度が高く，かつ，安全性の面で優れた材料を作

るべく，無機材料の中でも透明度の高い，シリカゲルを基材としてその表面に

紫外線吸収を有する化合物を強固な結合で固定することによって，皮膚への吸

収をなくすことで安全性の高いものとした。皮膚表面において，第一のバリア
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一として紫外線防御材によりトラブルの原因となる紫外線から防御することは

重要であるが，完全に紫外線の影響を除くことは不可能に近い。紫外線防御材

で防ぎきれなかった紫外線や活性酸素から守る第二のバリアーとして，体内の

抗酸化酵素を活性化させたり外部から抗酸化性物質を外用することが有効であ

ると考えられる。本研究では，植物中に存在する抗酸化性物質を検討し，モク

レン花弁中にクエルセチンを基本骨格としてもつ，ルチンが活性成分であるこ

とを確認した。本物質は，先に報告したバラ花弁中の活性成分であるイソクエ

ルシトリン，クエルシトリンの類縁体である。

　先のバラ花弁の研究で見出したクエルセチンの配糖体であるイソクエルシト

リンやクエルシトリンは，水に対する溶解性が低いため，製剤化した場合に水

中心の系では経時的に沈殿の生成が考えられる。その問題点を解決するために

配糖化することによって，水溶性の向上を可能とした。

　更に，ハイビスカス花弁（若いガク）中に線維芽細胞の増殖作用を持ち，シ

ワに対して改善的に働く成分を見出した。

参考文献

1）化粧品マーケッティング要覧，富士経済（1999）
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第1部安全性の高い紫外線防御剤の開発

序論

　太陽光線に含まれる紫外線（UV）は，その波長により区分され，短波長紫外

線（280nm以下）をUV－C，中波長紫外線（320～280n皿）をUV－B，長波長

紫外線（400～320nm）をUVAと呼んでいる。これらのなかで，　UV－Cは，

そのほとんどが大気中のオゾンに吸収され地表に届くことはないが，より長波

長部の紫外線は地表まで達して，人の皮膚に対して種々の影響を及ぼす。すな

わち，UVBは，皮膚に急性の炎症（紅斑）（e主ythema）と火傷（sunbum）

を引き起こし、皮膚への透過性が高いUV－Aは真皮中の弾力繊維、コラーゲン

やピアルロン酸に変化をもたらすことが知られており，これらの変化が皮膚の

弾力の低下につながり，シワ・タルミの原因になるといわれている。また，紫

外線はメラニンの産生を促進し，シミの沈着を促進する1）。従って，皮膚の老

化促進を予防し，しみ，そばかすの発生および悪化を防止するためには，紫外

線から皮膚を保護することが重要である。この保護方法として紫外線防御剤の

塗布，紫外線照射により皮膚内部で発生する活性酸素の除去などがあるが，今

のところ紫外線防御剤の皮膚への塗布が最も有効であると考えられている2）。

紫外線防御剤として有機紫外線吸収剤と無機物の紫外線散乱剤があるが，低分

子の有機紫外線吸収剤は経皮吸収されるために，安全性で問題点が指摘されて

いる3）。一方，酸化チタンのような無機粉体は，安全性は優れているが，透明

度が低いためにその使用はかなり制限される。近年，酸化亜鉛の形状を検討す

ることにより紫外線に対する効果は維持しながら透明度を上げる工夫がされて

いる∋が十分ではない。本報告では，透明度の高いシリカゲルに紫外線吸収を

持つ官能基を化学結合で固定することにより，透明性に優れた新規紫外線防御

剤を調製した5）。そして，この紫外線防御剤の安全性に関する評価を行い，良

好な結果を得ることができた。

第1章

1．　実験

1－1．各種無機粉体をべ一スとした紫外線吸収官能基の導入

1・・1－1．試薬および材料
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　シリカゲルPA420B，　BW127ZH，　BW300，スーパーマイクロビーズシリカ

ゲル（SMBS）C－30，　SYLYSIA350，　SYLYSIA550は，富士シリシア化学社製

を，AEROSIL200と比較試料の微粒子Titanium　Dioxide　P25は，日本アエロ

ジル社製を使用した．カオリンKFはフジライト工業社製，セリサイトGMS

は東色ピグメント社製，タルクMSは日本タルク社製を用いた。3一アミノプロ

ピルトリエトキシシランは，チッソ社製を使用した。その他の試薬は，和光純

薬社製をそのまま使用した。

1－1ち．無機紛体の前処理

1－1－2－1．無機紛体の前処理：各種無機紛体10gに，濃塩酸（36　ml）を加え，70℃

で6時間加熱した．洗液が中性を示すまで水洗し，減圧下，80℃で乾燥した6）．

1寸一2－2無機紛体とトリアルコキシシラン誘導体の反応：塩酸処理した各種シリカゲル

4．Ogにベンゼン70m1を加えて加熱還流し，少量の水を共沸蒸留により除去した．

これに，3一アミノプロピルトリエトキシシラン8mmolを加え，48時間加熱還流した．

反応させたシリカゲルは，ソックスレー抽出器を用いて熱ベンゼン可溶部を24時間抽

出除去し，減圧下80℃で乾燥した6）．

1－1－2－3．アミノプロピル化した無機紛体とケイ皮酸クロライドの反応：アミノプロピル化し

たシリカゲルを1．Ogとり，これにベンゼン40m1を加え，共沸蒸留により少量の水を

除いた．さらに，ケイ皮酸クロライド2mmo1およびトリエチルアミン2mmo1を加え24

時間還流した．反応物をソックスレー抽出器に入れ，熱ベンゼン可溶部を24時間抽

出除去したのち，さらにエタノールで同様に洗浄した。洗浄後，減圧下で乾燥を行っ

た。

1－1－3．分析

1－1－3－1．元素分析：元素分析は，元素分析計CHNコーダーMT－3（柳本製作所製）

を用いて行なった．

1－1＋2．粒子サイズの測定：平均粒子サイズは，走査型電子顕微鏡JSM2500LV

（日本電子製）を用いて測定し，表面積は簡易BET法によって測定した。

1－1－3－3．赤外スペクトルの測定：赤外スペクトルの測定は，赤外吸光光度計

FT－720（堀場製作所製）を用い，ヌジョール法にて測定した。

1－2．薄膜法による紫外線透過度の測定7）

　各種シリカゲルを5％濃度になるようにヒマシ油で乳鉢を用いて均一に分散

した。これを石英板上に5mg取り，もう一枚の石英板でサンドイッチ状にし，

直径16mmの均一な薄膜とし，分光光度計UV－2100（島津製作所製）を用

いて240－600nmの透過度スペクトルを測定した。

1－3．皮膚塗布による評価
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　調製した桂皮酸アミド化シリカゲルをヒマシ油に重量比5％を分散し，比較

試料として紫外線領域の吸収が同程度になる微粒子Titanium　Dioxide　P25の

ヒマシ油に重量比1％を分散した試料を用いた．200mgの試料を4cm2皮膚に

塗布し，透明度の比較を目視にて行なった。

2．　結果および考察

2－1．　各種無機粉体への紫外線吸収官能基の導入

アミノプロピルエトキシシランを導入した段階での元素分析結果を表L1に

示した。シリカゲル（SYLISIA350，550，　PA420B）への結合が認められるが，

その他の無機物（カオリン，タルク，セリサイト）には，ほとんどアミノプロ

ピルエトキシシランの結合は見られなかった。本反応における差は，無機粉体

表面にあるヒドロキシ基の有無によるものと思われる。引き続きケイ皮酸クロ

ライドを用いて紫外線吸収を持つケイ皮酸の導入を行い元素分析を行った結果

を表1－2に示した。アミノプロピルエトキシシランが導入されたシリカゲルに

は，ケイ皮酸の結合が認められた。その他の無機紛体にはほとんどケイ皮酸の

結合は認めららなかった。

　今回使用した無機紛体は，化粧品材料として汎用されるものを使用したそれ

ぞれの透明度を比較するとシリカゲルが最も透明性は高く，更に本実験から得

られた結果に基づいて，ベース基材はシリカゲルに絞って検討を進めていくこ

とにする。

2－2．　シリカゲルをベースとした紫外線吸収官能基の導入

2－2－1．シリカゲルの化学修飾

　本実験には，Table　1－3に示す比表面積，ならびに平均粒径の異なる6種の

シリカゲルを用いた。これらのシリカゲルを塩酸で処理して，表面シラノール

密度を調整したのち，Scheme　1にしたがって，3・・アミノプロピルトリエトキ

シシランとの反応によりアミノプロピル基を結合させ，ついで桂皮酸クロリド

を反応させて，桂皮酸アミド基を化学結合によりシリカゲル上に固定化した。

これらの反応が進行していることを確認するために赤外スペクトルの測定を行

なった。未処理のシリカゲル図1・・1と桂皮酸アミド化シリカゲルの図1－2を比

較すると1698cm’1に新たなアミド結合と思われる吸収が発現しているためこ

れらの反応が定量的に進行していると仮定した。元素分析値による窒素分析値

を基準として，シリカゲル表面上の官能基存在量を推定した。
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　元素分析値による窒素分析値を基準として，シリカゲル表面上の官能基存在

量を推定した。Table　1－3に，べ一スとなる未修飾のシリカゲルlg当たりの

官能基導入量（mlnoUg－SiO2）と，単位表面積当たりの官能基導入量（μ皿01／m2）

の計算値を示す。

　アミノプロピル基の固定反応は，トリエトキシシリル基とシリカゲル表面の

シラノール基との反応で進行する。したがって，アミノプロピル基の修飾量は，

シリカゲルの表面積とシラノール基の密度に依存することとなる．本実験で用

いたシリカゲルは，シラノール密度を一定にするために1－1－2－2に記載したよ

うに前処理を行った。したがって，比表面積が大きいほど単位重量当たりのア

ミノプロピル基の結合量（mmol／Sio2）が多いはずである．実際表3に示す

ように，PA420Bを除いて，この予測に従う結果が得られた．しかしながら，

反応が完全に進行するとすれば，シリカゲルの単位面積当たりの官能基導入量

（μmo1／m2）はすべての場合に同一となるはずであるが，この値は，比表面積

の大きいシリカゲルほど，結合量が少ないという結果になった。これは，内部

に微細な細孔を持つタイプの比表面積の大きいシリカゲルでは，細孔内部での

化学修飾反応が完全には進行しがたく，そのために，比表面積と単位面積当た

りの官能基導入量の間に正比例の関係が成立しないものと解釈される．アミノ

プロピル化シリカゲルとアミド化シリカゲルの官能基導入量を比較すると，い

くつかの試料では，官能基導入量が減少している．これは，前者の反応で副生

するアミノプロピルトリエトキシシラン由来のオリゴマーが水素結合でアミノ

化シリカゲルに強く吸着しているために除去しにくいのに対し，アミド化する

ことで水素結合による相互作用が減少し，ソックスレー洗浄で除去できた結果

ではないかと推測される．

2－2－2．紫外線透過の抑制効果の評価

　調製したシリカゲルをヒマシ油に重量比5％で分散し，これを試料として，

可視および紫外領域の吸収スペクトルを測定した．比較試料には化粧品に紫外

線散乱剤として汎用されている微粒子Titanium　Dioxide　P－25（比表面積50m2

／9，平均粒子径0．050μm）を用いた．微粒子Titanium　Dioxide　P－25（重量

比1％）の透過度スペクトルを図1－3に示す．この図から，全領域にわたって

透過率が低下し，透明性に弱点があることが明らかである．

未処理のAEROSIL　200（図1－4a）および桂皮酸アミド基を結合させた

AEROSIL　200（図1－4b）の透過度スペクトルを図1－4に示す．いずれの場合

も350nm以上の領域では透過率が高く，可視光に対する透明性が優れている．

さらに，この修飾シリカゲルでは，320mn以下の波長領域の紫外線に対する

透過率が大きく低下しており，紫外線防御の機能をもつ素材であるといえる．

また，SYLYSIA350をべ一スとする修飾シリカゲルもAEROSIL　200と同様な
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透過度スペクトルを示した．このように可視光の透過性に優れ，紫外線を吸収，

散乱する特性を有する修飾シリカゲルをAタイプと分類する．皮膚に塗付した

場合も桂皮酸アミド化したAEROSIL　200は，微粒子Titanium　Dioxide　P－25

と比較して明らかに透明度に優れていることを確認した．

　次に，BW300と桂皮酸アミドで修飾したBW300の透過度スペクトルを図

1－5に示す．この修飾シリカゲル（図1－5b）では，可視光領域の全領域にわた

って透過率が減少した．一方，紫外領域の透過度について，未修飾のシリカゲ

ルと修飾シリカゲルを比較すると，AEROSIL　200に比べて単位重量当たりの

官能基導入量が多いにもかかわらず，その透過度の減少率は小さいと判断され

る．このようなスペクトル特性は，PA420B，　SMBSC－30，　BW127ZHをベ

ースとする修飾シリカゲルにおいても観察された．このような特性を有する修

飾シリカゲルをBタイプと分類する．Table　1－4にシリカゲルの表面修飾前後に

おける紫外線及び可視光領域の透過率（％）のデータを示す。

　今回調製した修飾シリカゲルは，可視および紫外領域のスペクトル特性によ

って2種類に区別された。ベースとなるシリカゲルの特性で区別すると，粒径

が微細で，内部細孔のないシリカゲルからはAタイプとなり，粒径，比表面積

が大きく，内部細孔の多いシリカゲルからはBタイプとなるといえる。透過率

の低下は，光線の散乱と吸収の2つの要因に帰すことができるが，Aタイプの

シリカゲルが可視光に対する透明性が高いことは，粒径が小さいために散乱が

少ないことによると説明できる。また，桂皮酸アミド基が微粒子のシリカゲル

表面に単分子膜状に分散して固定化されていると推定されるので，ヒマシ油中

に均一に分散した状態で存在しているとみなすことができる。したがって，紫

外線吸収剤が均一に溶解しているのと同様な結果となり，効率よく紫外線の吸

収がおこるのではないかと判断される。一方，Bタイプのシリカゲルでは，比

較的大きな粒径が可視光線を散乱する要因となっている．さらにこのタイプの

シリカゲルでは，桂皮酸アミド基が細孔内に充填されたような状態で固定化さ

れ，その結果，微結晶の集合状態として存在しているとみなされる。このよう

な状態の試料に光を照射した状況を考えると，吸収に関する有効断面積がきわ

めて小さくなり，ほとんどの光が紫外線吸収剤に遮られずそのまま通過する結

果になるものと解釈される。
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第2章．シリカゲルをベースとした紫外線防御剤の安全性評価

1．実験

　4週齢のハートレー系雄性モルモットを1週間予備飼育し，一般状態の良好

なものを試験に共した。1群の動物数は5匹とした。飼育条件は，室温22±2℃，

湿度60±10％で行った。p一メトキシ桂皮酸アミド修飾シリカゲル，　p一メトキ

シ桂皮酸オクチル（ネオヘリオパンぷ（ハーマン＆ライマー社製），p一メトキ

シ桂皮酸（和光純薬社製）を白色ワセリン基剤とし，それぞれの被験物質の濃

度をp一メトキシ桂皮酸を基準として0．3Mとなるように調整した。

　皮膚一次刺激性試験は，側腹部を剃毛し，パッチテスト用絆創膏を用い，0．1g

ずつ24時間閉塞貼付した。皮膚累積刺激性試験は，側腹部を剃毛し，毎日1

回4日連続して塗布し，毎塗布24時間後に皮膚反応の確認を行った。皮膚反

応はDrazeの評価法8）により評価した。

皮膚反応の評価
紅斑（erythema）形成

　紅斑無し一一一一一一一一一一〇

　散在的に発赤を伴った皮疹一一1

　ごく軽度の紅斑一一一一一一一2

　境界が明確な紅斑一一一一一一3

　中程度から強度の紅斑一一一一4

　強度の紅斑一一一一一一一一一5

浮腫（edema）形成

　浮腫無し一一一一一一一一一一〇

　ごく軽度の浮腫一一一一一一一1

　軽度の浮腫一一一一一一一一一2

　中等度の浮腫一一一一一一一一3

　強度の浮腫一一一一一一一一一4

2．結果及び考察

　モルモットを用いた皮膚一次刺激性試験の結果をTable　2－5に示した。比較

対照として化粧品の紫外線吸収剤として使用されているp一メトキシ桂皮酸オク

チルとp一メトキシ桂皮酸を用いた。この試験では，p一メトキシ桂皮酸オクチル

とp一メトキシ桂皮酸は紅斑を生じ，特にp一メトキシ桂皮酸オクチルに関しては

浮腫の生成までみられた。それに対して，今回作成したシリカ表面にアミノ基
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を持ったシランカップリング剤を介して結合したp一メトキシ桂皮酸アミド修飾

シリカは，皮膚にまったく刺激を与えなかった。

　さらに連続塗布による皮膚刺激性に関してもTable　2－6に示すように，　p一メ

トキシ桂皮酸，p・・メトキシ桂皮酸オクチルよりも，刺激性が極めて低い事が確

認された。これらの2つの実験結果から，p一メトキシ桂皮酸やp一メトキシ桂皮

酸オクチルに比べて，p一メトキシ桂皮酸アミド修飾シリカは安全性が極めて高

いことが確認された。

　これらの結果は，低分子のp一メトキシ桂皮酸やp一メトキシ桂皮酸オクチルが

経皮吸収されるのに対して，p一メトキシ桂皮酸アミド修飾シリカは，高分子の

シリカをベースとしているために経皮吸収が起らず，その結果，刺激性が低い

ものと解釈される。このような観点から，有機紫外線吸収剤の安全性の向上さ

せるために，有機紫外線吸収剤を高分子などに内包させたカプセル化が行われ

ている9）10）。しかし，カプセルに内包した有機紫外線吸収剤が皮膚上で漏出し

て問題となることが多い11）。それに対して，今回作成したp一メトキシ桂皮酸ア

ミド修飾シリカは紫外部領域の吸収を持つ物質が強固な結合で固定されている

ため，安全性に優れていることになる。また，この修飾シリカゲルは可視光線

に対する透明性に優れているため，紫外線防御を主目的とするサンスクリーン

製品での白化現象を抑えることが可能である。近年，基礎化粧料やファンデー

ションにも紫外線から皮膚を守る機能が注目されており，透明度と安全性が高

い本紫外線防御剤は有用な素材となることが期待される。
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第五部植物成分を利用した抗シワ素材の開発

序論

　皮膚は、体内から起因する酸素ストレスだけではなく、空気と接しているこ

とや紫外線の照射を受けることから、最も活性酸素にさらされている器官であ

る。皮膚表面では、活性酸素が皮脂を酸化し、皮膚表面状態の悪化の原因とな

っている1，2）。また、真皮中では構成成分であるコラーゲン3・4）やエラスチン5）

が、架橋することにより弾力低下の原因となり、ピアルロン酸は低分子化する

6・7）ことにより、保湿能の低下を引き起こすと言われている。このような真皮成

分の変化が、シワの原因として提唱されている＆9）。また、活性酸素は、シミ

の生成にも深く関与していると考えられ10・ll）、よって様々な皮膚の老化の主

原因であると推測される。

　一般に，皮膚の老化とは，加齢に伴う生理的（内因性）な老化と紫外線や乾

燥などの外的環境などの影響を受ける外因性の老化に大きく分けることができ，

外因性の老化として代表的なものとして光老化を挙げることができる。化粧品

の役割として，日常生活の中で外用されるために，日常の外部環境からの刺激

による皮膚に対する傷害をいかにして予防・改善できるかが重要となってきて

いる。表H－1に生理的（内因性）の老化と光老化（外因性）の老化との違いを示した

12）。皮膚表面状態は，生理的老化は変化が少ないが，光老化は明瞭なシミやシ

ワの形成に関与する。細胞外マトリックスは，それぞれ異なる挙動を示し生理

的老化では，総コラーゲン，総エラスチン，総ムコ多糖（GAGs）ともに減少する

が，光老化で，コラーゲンは量及び可溶性の割合が低下するが，総エラスチン，

総GAGsは増加する傾向にあり，構造的な変性を受けている。血管に関しては，

生理的老化による変化は少ないが，真皮上層部の毛細血管網の縮退が見られる。

すべての現象において生理的老化は穏やかであるのに対して，光老化は過激な

変化が認められる。この現象も活性酸素の関与で説明すると分かりやすい。生

理的老化は，微量の消去されなかった活性酸素のダメージが蓄積され，徐々に

生体機能が低下することによってマトリックス成分などの低下を引き起こして

いる。それに対して，紫外線を受け，生理的な反応よりも多くの活性酸素を生

じ，急激な変化を与えるものと推測できる。

1．表皮および角質層の乾燥に起因する小ジワ13）

　加齢に伴い角層の水分量の低下は，皮膚の乾燥と柔軟性の低下につながり，

小ジワの原因となるものと思われる。

　さらに，表皮（特に角質層）は，皮膚の最外層に位置して，皮膚からの水分
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の損失，紫外線に対する防御や病原菌・化学物質などからの防御する役割が多

大である。連続的な乾燥環境，紫外線や化学物質の露曝による皮膚の炎症によ

る角質層のダメージによって水分保持能が低下することも，皮膚表層部に乾燥

性の小ジワを形成する原因と考えられる。

2．真皮マトリックス成分の変化に起因するシワ・タルミ13）

　老化皮膚では，線維芽細胞の活性低下に伴い，真皮マトリックス成分である

コラーゲン線維・弾性線維・酸性ムコ多糖の質的・量的変化がシワやタルミの

原因となるといわれている。真皮マトリックス成分の変化は，単に生理的変化

によって促進されるだけでなく，質を異にするものとして光老化がある。光老

化の原因として紫外線照射により発生する活性酸素の関与が重要視されている。

活性酸素は線維芽細胞に傷害を与え機能低下や直接的に線維構造に対して分

解・断片化作用を促進する。また，活性酸素はメイラード反応を介してコラー

ゲン線維や弾性線維にいわゆる老化架橋の形成を促進する作用を有している。

コラーゲンの架橋は，分子内架橋と分子間架橋に大きく分けることができ，分

子内架橋は成長とともに必要なコラーゲンの機械的強度を獲得するが，分子間

架橋は必要以上の架橋が形成されるとコラーゲンの柔軟性が損なわれる結果と

なる。コラーゲンの分子間架橋の形成を図1－1に示した14）。

　さらに，UVA（長波長紫外線）暴露によって線維芽細胞のコラーゲン合成能が

減少し，分解酵素であるマトリックスメタロプロテアーゼのmRNA発現が促進

され，真皮マトリックス成分の産生と分解のバランスが崩れることも原因の一

っと考えられる。

　また，光老化皮膚では毛細血管の微小循環も阻害されており，毛細血管基底

膜は肥厚し，多くは閉鎖性変化を示しているといわれる。

　シワやたるみの形成の原因を述べたが，各々の原因に対して総合的に対応す

ることが必要である。表皮および角質層を乾燥から守るための保湿剤や紫外線

によるダメージから守るために紫外線防御剤の外用が有効であることは言うま

でもない。さらに，皮膚上で起こる老化作用を抑えるために皮膚内で発生する

活性酸素から皮膚を守ることも重要である。一方，加齢とともに衰える線維芽

細胞の機能低下は，真皮マトリックス成分の産生のバランスを狂わせるために

細胞機能の維持・向上も必要である。

　紫外線や活性酸素は，遺伝子に傷をつけ発ガンの原因となるだけでなく，美

容面から考えると，皮膚の線維芽細胞の遺伝子に傷がつけば細胞の正常な働き

ができなくなるために，真皮マトリックス成分であるコラーゲン，ピアルロン

酸やエラスチンの正常な代謝や生成ができなくなることによりシワやタルミの

原因になるばかりではなく，メラニン色素の遺伝子が傷つけば無秩序なメラニ

ン生成が色素沈着につながりシミの原因となる。このような紫外線や活性酸素
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による遺伝子の損傷を防ぐことは，ガンや老化から守るために重要なこととな

っている。

　本実験では，DNAの損傷の確認を紫外線や活性酸素によるDNA鎖をin　vitro

での解析を閉鎖環状プラスミドDNAのコンフォメーションの変化を電気泳導

的に調べることにより，容易にしかも鋭敏に測定が可能になり，その方法を用

いてハクモクレンの抽出物から得られた活性酸素消去作用を持つルチンに関し

て紫外線・活性酸素ともに強い防御能を持つことを見出した。

　以上のような考えのもとに，植物成分の中に抗シワ機能を持つ成分として，

活性酸素防御素材として花弁抽出物の中に存在するクエルセチン配糖体が有効

であること及び線維芽細胞の増殖作用と角質の改善作用をハイビスカス抽出物

が持つことを見出し化粧品素材として開発を行ったので説明をする。
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第3章モクレン花弁中の活性酸素消去物質

1．緒言

　活性酸素による傷害から皮膚を守る素材として，各種植物の研究がされてい

る1）が，特に花弁が注目されている2）。植物は長時間太陽光を受けても傷害を

受けない。その理由として，幹は分厚い樹皮で覆われて光から守り，葉は光の

エネルギーを光合成によって利用することにより，光から身を守っているとい

われている3）。一方，花弁は葉緑素を持たないため光合成を行なうことができ

ない。よって，それに代わるような防御物質を多く含有する可能性が高いと予

想されるため，花弁の抽出物から活性酸素に対する防御能を有する物質を検索

した。検索の評価法として，SOD様活性とピアルロン酸の断片化を抑制する

能力の測定法を用いて行った。その結果，バラ科やモクレン科の植物に高い活

性を確認した。バラ抽出物中の活性酸素によるピアルロン酸の断片化抑制能を

有する成分がイソクエルシトリンやクエルシトリンというクエルセチン配糖体

であることが確認された2）。本報告では，バラよりもピアルロン酸断片化抑制

能の高かったモクレンの花弁から有効成分の単離精製及び構造解析を行なった。

その結果，活性成分の一つはルチンであることを確認した。これまでの結果と

合せ，クエルセチン配糖体の活性が高いことを確認した。

2．実験

2－1．試薬

　キサンチンナトリウムはSigma社製，ピアルロン酸ナトリウムは明治製菓製

をその他の試薬は和光純薬製を用いた。

2．2．材料

　各種花弁を乾燥後，粉末とした。精製水で60℃，12時間3回抽出を行なっ

た。抽出液を合せて減圧濃縮後，凍結乾燥し，花弁熱水抽出物を得た。

2－3．花弁抽出物の活性酸素消去作用の測定

2－3－1．　スーパーオキサイド消去（SOD様）活性の測定7）

　測定試料0．1皿1に発色試液（0．1Mリン酸緩衝液（pH8．0）にキサンチンを0．04

rnmol／L，ニトロブルーテトラゾリウム（NO2／rB）を0．024m　mol／1となるよ

うに溶解させる）1．Omlと酵素液（0．1Mリン酸緩衝液（pH8．0）にキサンチンオ

キシダーゼ（バターミルク由来）を0．049単位／mlとなるように溶解させる）
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1．Oln1とを加え，37℃で正確に20分間加温後，反応停止液（69mMドデシル

硫酸ナトリウム）2．Omlを加えて反応を停止した。反応停止後560n皿におけ

る吸光度（Es）を測定した。また，測定試料の代わりに蒸留水0．1m1を加えて同

様の操作を行なって560nmにおける吸光度（Eb）を測定した。

　一方，測定試料0．1m1に発色試液1．Omlとブランク液（0ユMリン酸緩衝液

（pH8．0））1．Om1とを加え，37℃で正確に20分間加温後反応停止液2．Om1を加

えて反応を停止させた後，560nmにおける吸光度（Esb）を測定した。また，測

定試料の代わりに蒸留水0．1m1を加えて同様の操作を行ない，560nrnにおけ

る吸光度（Ebb）を測定した。そして，スーパーオキサイドアニオンラジカル消

去率（％）は次の式により算出して求めた。そして，その50％抑制を示す濃度を

ID50（mg／m1）として比較した。

スーパーオキサイド消去率（％）＝

（Eb－Ebb） （Es－Esb）

Eb Ebb
×　100

2－3－2．活性酸素（過酸化水素一鉄系）によるピアルロン酸の断片化に対する抑

　　　制作用の測定法5）

　0．04％ピアルロン酸ナトリウムを含む0．3Mリン酸緩衝液（pH5．3）0．45m1に

各種濃度の測定試料0．05m1、20mM過酸化水素0．025m1ならびに1mM塩化第

1鉄0．025m1を加え，37℃で24時間インキュベートした後，反応液を取り出

し，0．1％アルブミンを含む酢酸ナトリウム／酢酸緩衝液（pH3．75）を加え，よ

く撹枠した。生成したピアルロン酸とアルブミンの複合体の濁度（OD600nm）

を測定することにより，ピアルロン酸量を求め，断片化抑制能を測定した。

2－4．モクレン熱水抽出物の分離精製及び構造解析

　モクレン熱水抽出物1．Ogを精製水10m1に溶かし，90m1のエタノールを加

え，沈殿を除去後，溶媒を留去し，再度水に溶解した。

　ODS（富士シリシア化学）カラム（φ＝20mm，h＝250mm）を用いて，モ

クレン熱水抽出物水溶液5m1を溶解し溶出した。溶出液は精製水のみから10，

20，30，50％のエタノール水混液をそれぞれ300m1ずつ流した。

　ODS30％エタノール溶出画分について再度ODSカラムで分画した。溶出

液を25％，30％と細かくし，フラクションコレクターを用いて5m1ずつ分取

した。各フラクションの300nmにおける吸光度を測定し，4つの分画に分け

た。分画の状態は，薄層クロマトグラフィー及び液体クロマトグラフィーで行

った。薄層クロマトグラフィーは，KISEGEL　60　F　254（メルク社製）を用い，

メタノールに溶かした試料を塗布し，酢酸エチル／ブタノン／ギ酸／水
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（5／3／1／1）混液で展開した。発色は密閉容器内でヨウ素蒸気に接触させた。液

体クロマトグラフィーは，UV・・970（日本分光製）でHIKARISIL　C－18（旭

化成製）で移動相は，10mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH2．6）／アセトニト

リル（70：30），室温で検出波長は210nmで行なった。構造解析においてUV

スペクトルは，UV－2100（島津製），　IRスペクトルは，　IR435（島津製），1H

－NMRは，　JNM－EX－270（日本電子製）で測定を行なった。

　糖の部分の構造解析において、フラボノイドの解析で被検試料を0．5N一塩

酸中で100℃，1時間加水分解を行なった。加水分解で生成した沈殿をロ別し

た。沈殿は，機器分析に供した。ロ液は，塩酸を減圧留去後，薄層クロマトで

糖分析を行なった。KIESELGEL　60　F　254（メルク社製）を用い，ベンゼン／

酢酸／メタノール（1：1：3）を展開溶媒とし，20％硫酸：0．2％ナフトレゾルシン・

エタノール（1：1）で発色した。糖結合位置の決定3）は、試料を無水メタノールに

溶解し，無水塩化アルミニウム（AIC13）を加え，　UVスペクトルを測定した。

続いて，濃塩酸を1滴加え，UVスペクトルを測定した。

3．結果及び考察

3－1．花弁抽出物の化成酸素抑制作用

　まず，花弁抽出物の活性酸素に対する作用としてSOD様活性とピアルロン

酸の低分子化抑制作用を表34に示した。バラ科（Rosaceae）とモクレン科

（Magnoliaceae）の花弁抽出物に強い活性が認められ，フェントン反応系（H202

－Fe）によるピアルロン酸断片化抑制能においてはモクレン科の花弁抽出物に

高い活性が認められた。

3－2．ハクモクレンの分離精製とその活性酸素抑制作用

水抽出物にエタノールを添加して不溶分を除去後，ODSカラムを用いてS

cheme　3－1のように分画を行なった。工タノール濃度を10％ずつ高くしてい

きそれぞれの分画物を得た。それぞれの分画物についてスーパーオキサイドア

ニオンの消去能をSOD様活性でフェントン反応により生じるヒドロキシラジ

カルによるピアルロン酸断片化の抑制作用を測定した。その結果を表3－2に示

した。SOD様活性ではエタノール濃度20、30および40％溶出画分に強い活

性が認められた。また、ピアルロン酸断片化抑制活性はエタノール濃度20お

よび30％溶出画分に強い活性が認められた。

続いてODSオープンカラムを用いて再度細かく分画を行なった。20％エタ
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ノール溶出分は、大きく2つの画分に分離することができた。しかし、その純

度は両ピークとも65～80％と低く、さらに精製が必要と思われる。それに対

して、30％溶出画分は、Fr－39～63の部分を集め再結晶をすることによって、

純度95．3％の活性成分を得ることができた。

3－3．活性成分の構造解析

3－3－1　スペクトル及び物性データ

　淡黄色粉末、mp．189～194℃、　IRソ田，cm’1；3400（OH）、1658（C＝0）、1602、

1500（arorn．，C＝C）。1H－NMR；（DMSO）δ：3．0～3．8、4．3～5．4（21H，H一

ヱutinoside）、6．19　（1H，d，J＝1．3，H－6）、6．38　（1H，d，」＝1．3，H－8）、　6．84

（1H，d，J＝9．2，且一6’）、7．53（1H，s，H－2’）、7．55（1H，d，J＝9．2，H－5’）、9．17、9．61、

10．79、12．60（each，1H，s，φ一〇H）、　UV（MeOH）λ㎜nm（10gε）；256（4．31）、

352（4．13）、（MeOH－AIC13）λ臨x　nm；276，（MeO且一AICI3－HC1）λ㎜nm；

270。

　塩酸により加水分解を行い、アグリコンの構成糖の分析を行った。アグリコ

ン部はUV、　IRスペクトルやHPLCによりクエルセチンであることを確認し

た。構成糖はTLC分析により、グルコースとラムノースであることを確認し
た。

　以上の結果より、この活性成分は、クエルセチンのグルコースとラムノース

の配糖体であるルチン（quercetin－3－rutinoside）と同定した。ルチンの構造式

は図3に示した。

　今回の結果から、ハクモクレン中の活性成分もバラと同じくクエルセチンの

配糖体であることことが分かった。このように基本的にクエルセチンの骨格を

有する配糖体は活性酸素によるピアルロン酸の断片化を抑える作用を有してい

るものと思われる。

　近年、植物由来の活性酸素消去物質が注目されており、その中でもフラボノ

イドは活性酸素消去能5）だけではなく抗炎症や抗アレルギー剤としても効果が

ある6）と報告されている。しかし、Hanasakiら7）によればルチンは活性酸素

消去作用を示すが、クエルセチンはヒドロキシラジカル（・OH）の生成を高め

ると報告している。ルチンには従来血管強化作用などが知られているが、今回

新たな作用が見いだされたことになる。これらをふまえて今後、フラボノイド

配糖体の様々な有効性について明確ににしていきたいと考えている。
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表3－1．各種花弁抽出物のSOD様活性とピアルロン酸断片化抑制活性

Species Scientific　name SOD　like

activity2）

田AD1）

H202－Fe3）　AsA－Fe4）

Rosaceae ノ～osa　cθηf∫roノ∫a（Red）

∫～osa　cθηf∫fo∫f∂（Pink）

∫～OS∂　ノ1y力r∫ca（White）

尺osa／aθγ∫gafa

Prηημs∫aηηθsjaη∂

ρr〃ημs　ρθrs∫ca

ρrμημ∫〃〃θ

5ρ1raθa　f／7〃η力θrg’∫

十十　　　　　　　　±

十十　　　　　　　　±

十十　　　　　　　　±

十十　　　　　　　　一

±　　　　　　　　　十

十　　　　　　　　　±

±　　　　　　　　　一

十　　　　　　　　　±

十
十
十
十

　
　
　
　
　
　
　
十

　
　
　
　
±
±
±

÷
十
十
十

　
　
　
　
　
　
　
十

Theaceae Ca〃θ∫／∫∂　s∂s∂ησ〃a（Red）

6a〃θ11∫∂　sasaησμa（White）

Oa〃θ∫1∫a　ノ∂ρ0η∫ca

÷
十
十

Ericaceae ∫～∫70ゴ0ばθ77ゴro17　roノ（0ηa　f〃

βカ00リゴθηdroηρ〃1Cカrμ〃

R力OdO（∫eη《froη　kaemρfer∫

十
十
±

一　　　　十

一　　　十十

一　　　十十

±　　　　±

十　　　　±

：ヒ　　　±

Magnoliaceae　　Magrlolia　kobus

　　　　　　　Magnolia　denudata
十
十

∵ ±

Compositae βθ〃∫s　ρθrθη刀∫s　L．　　　　　　　　　　一

τar∂xac〃〃　ノaρoη∫c〃〃7　Koidz

ηθノ；∂ηf／1〃sa∫7ημ〃S　　　　　　　　一

±
±

Leguminosae　　　　〃∫3fθrla　f／or1力〃ηo「a

　　　　　　　τr∫ro∫∫〃1η　rθρθηs　L．

　　　　　　　A5fr∂ga／μss∫η∫cαsL．

十
±
±
±

Malvaceae ノ］／f／7aθa　rOS∂θ（White）

ノ11f17aθ∂　rosaθ（Red）

〃∂1γasy〃θsfr／sL．

〃∫力1scμs　syr∫ac〃sL．

〃ω∫sc〃s〃〃f∂力〃∫s

±
±
±
…
十

　
　
　
　
十

±
±
±
十
一

　
　
　
　
十

Saxifragaceae Hydraf19θa　η∫acroρ～7y∫／a

L∫1∫μ〃　〃r∂CI／1afα〃　Thunb．　　　　　　　一

十

Liliaceae ±

Convolvulaceae　εalysf∂9∫∂　∫aρo〃∫c∂

　　　　　　　ρ力arか∫f∫S　COη9θsfa

±
±
±

杵
＋

Lythraceae Lagθrsfroθ〃∫a∫η∂∫C∂ 十十 十十

Crude　Drug 6θra17∫μ〃　ηθρa　1θノ7sθSweet

Syzyg　1μ〃aro〃∂f∫cμ加L

1～os∂　〃μ1f1〆10ra　Thunb．

晦r∫c∂r〃力r∂

十
十
十
十

十
十
十
十

±

±

朴
料
＋
料

1）lnhibition　of　hyaluronic　acid　depolymerizat畑n

Concentration：2）1．Omg／ml　3）0．1mg／ml　4）10．Omg／ml

lnhibition　rate：十十：＞70％　　十：70－50％　　±：50－30％　　一：〈30％
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第4章活性酸素によるDNAの損傷と抑制物質

1．緒言

　DNA（デオキシリボ核酸）とは，塩基一糖一リン酸の結合からなるヌクレオ

チドという単位物質が縮重合した高分子化合物の2本の鎖がらせん構造を形成

したものである。このDNAには遺伝情報が詰め込まれており，生命現象に深

く関わる重要な物質である。DNAに何らかの傷害が加わった場合，通常生体

の修復機能が働くが，それを越した場合には細胞のあらゆる機能に影響するこ

とになる。例をあげれば，無秩序なメラニンの生成，コラーゲンや弾力線維な

どの細胞外マトリックス成分の産生と代謝のバランスのくずれなどが起こるこ

とになる。

　本実験では，活性酸素抑制作用を有するモクレンから得られたルチンの有効

性確認のためにDNAに対する活性酸素の傷害を実験的に確認しその方法を用

いて効果の確認を行うことを目的とした。DNAの損傷の確認を紫外線や活性

酸素によるDNA鎖の切断をin　vitroでの解析を閉鎖環状プラスミドDNAの

コンフォメーションの変化を電気泳動的に調べることにより，容易にしかも鋭

敏に測定可能となった。その方法を用いてハクモクレンの抽出物から得られた

ルチンに関して紫外線・活性酸素共に強い防御作用を持つことを見いだしたの

で報告する。

2．実験及び方法

2－1．pUC19　DNAの作成・）

　プラスミドpUC19は，大腸菌DH5αで増幅し，アルカリ法，もしくは，

QIAGEN　Plasmid　kit（フナコシ（株））を用いて抽出精製した。

2－2．DNAの切断反応の条件決定

2－24．紫外線照射系2）

　24穴シャーレ（CORNING　CELL　WEI．LS）の1穴（φ＝16mn1）に1M

Tris－HCI　Buf6er　（pH8．0）を20μ1，50μ9／ml　pUC19　DNAを20μ1，

蒸留水を160μ1の総量200μ1を添加した後，水分蒸発防止の目的で2一エチ
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ルヘキサン酸セトステアリルアルコールエステルを300μ1重層した。37℃の

インキュベーター中で，UVA（デルマレイ　FL20BLB、東芝医療用品（株）

製）ランプ，または、UVB（デルマレイ　FL20SE－30、東芝医療用品（株）

製）ランプで照射した。紫外線の照射量は，UV－A（108，216，432，648　J），

UV－B（16，32，48，128J）を照射した。光量の測定は，紫外線強度計（UVR－306

／365D（∋），東芝医療用品（株）製）で測定した。

2－2－2．フェントン反応系

　1．5mlエッペンドルフチューブに1M　Tris－HCI　Bu飽r（pH8．0）を5μ

1，40μg／ml　pUC19DNAを12μ1とFeC12（0，0．1，0．2，0．4，0．6，1．OmM），

H，0。　（0，0．1，1．0，5．0，10．0，20．O　mM）の組み合わせで総量50μ1を

添加した。37℃のインキュベーター中において振とう（10世pm／min）しな

がら，30分間放置した。

2－3．活性酸素によるDNAの損傷と抑制物質の検索

2－3－1．紫外線照射系

　24we11シャーレ（CORMNG　CELL　WELLS）の1穴（φ＝16皿m）に1M
Tris－HCI　Bu£伝　（pH8．0）を20μ1，50μ9／ml　pUC19　DNAを20μ1，

蒸留水を160μ1，試料溶液（濃度：1000ppm）40μ1を合わせた総量200μ1

を添加した後，水分蒸発防止の目的で2一エチルヘキサン酸セトステアリルアル

コールエステルを300μ1重層した。37℃のインキュベーター中で，UVA（デ

ルマレイ　FL20BLB、東芝医療用品（株）製）ランプ，または、　UVB（デル

マレイ　FL20SE－30、東芝医療用品（株）製）ランプで照射した。紫外線の照

射量は，UV－A（216，432　J），　UV－B（32，48」）を照射した。光量の測定は，

紫外線強度計（UVR－306／365D（丑）），東芝医療用品（株）製）で測定した。

ブランクとして試料を添加していないwellとして50％1，3一ブチレングリコー

ル水溶液のみを準備した。更に，紫外線非照射群としてシャーレ全体をアルミ

ホイールで覆った。抑制活性の強さは電気泳動により生じたバンドの大きさを

目視観察し評価した。

2－3－2．フェントン反応系

　1．5m1エッペンドルフチューブに1M　Tris－Hcl　Buf』（pH8．o）を5μ1，

40μ9／ml　pUC19DNAを12μ1，試料溶液（濃度：1000PPm）を10μ1と

1mMFeC12を5μ1，100mMH202を10μ1の組み合わせで総量50μ1を添加
した。37℃のインキュベーター中において振とう（100rpm／min）しながら，

30分間放置した。ブランクとして試料を添加していないwe11として50％1，3一

ブチレングリコール水溶液のみを準備した。更に，FeC12とH202を添加しな
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い群も準備した。抑制活性の強さは電気泳動により生じたバンドの大きさを目

視観察し評価した。

2－4．DNA切断の確認3）

　上記反応後、直ちに試料溶液（0．25％プロモフェノールブルーを含む5％グ

リセロール）をサンプル総量の1／10（v／v）量添加し，そのうち10μ1を0．8％

アガロースゲルで電気泳動を行った。

　アガロースゲルの作成及び電気泳動用の緩衝液は，TAE　Buf琵rを用いた。

電気泳動はMupid－2（コスモバイオ社）を用いて、室温、100vで行なった。

電気泳動後DNAをエチジウムブロマイド（約5μg／m1水溶液）で15分染

色し，紫外線照射（BIO　INSTRUMENT　アトー（株））でゲルの蛍光バン

ドを観察し，ポラロイドフィルム（Polaroid　667）で写真撮影した。写真プ

リント上でバンドの濃さを肉眼で各レーンにおける1型、H型および皿型プラ

スミドDNAの相対量を確認した。

3．結果及び考察

　DNAの損傷に対して防御する作用を持つ効果測定系のとして様々な方法が

検討されている。細菌（変異株）を用いる方法としてAmes法4）やrepair　test

法4・5）があり、直接DNAを用いる方法として損傷したDNAのコンフォメー

ションを比較する方法3）やDNAポリメラーゼなどの修復に関与する酵素活性

を測定する方法6）がある。今回はDNAのコンフォメーションを比較する方法

を用いて検討を進めた。

　プラスミド　pUC19　DNAの標品は，1型（閉鎖環状）が80～90％，1型

（開環状）が10～20％，皿型（線状）は存在しなかった。精製したpUClgも

ほぼ同様の割合になっていることをあらかじめ確認した。1型に一本鎖切断が

生じると丑型になり，1型およびH型に二本鎖切断が1ヶ所起こると皿型にな

る。従って，1型の減少とH型の増加は一本鎖切断を示し，1型または1型の

減少と皿型の増加は二本鎖切断を示し，さらに，皿型の減少はより高度な二本

鎖切断を示す。1，1，皿型のそれぞれのエチジウムブロマイド染色による蛍

光の増減はそれぞれのDNA量の増減に比例していた。

　長波長紫外線（UVA）の照射によるプラスミドDNAの変化は，照射量の増加

と共に状態の変化は大きくなった（表4－1）。同様に中波長紫外線（UVB）の照射

によるプラスミドDNAの変化は，照射量の増加と共に状態の変化は，大きく

なった（表4－2）。
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　今回の結果を用いて，試料のDNAの活性酸素による損傷からの防御作用の

強弱を調べるためには，プラスミドの切断が完全に生じている場合や著しい切

断が生じ，DNA鎖がバラバラになり，バンドが消失している条件は適してい

ない。以上のことより，UVAは照射量が216又は432　J，UVBは照射量が32

又は48」付近が適切であると判断し有効性確認の試験法の照射条件とした。

　フェントン反応系とは，以下に示すようにFeC12とH202が反応して，ヒド

ロキシラジカルが発生していると考えられている。Fe2＋＋H202→Fe3＋

＋・OH＋OH－。この実験においては，ヒドロキシラジカルによってのみDNA

に損傷が生じる条件を検索する必要があった。しかし，H202，　FeC12は，単独

でもDNAに損傷を生じさせるおそれがあるために，おのおの単独では切断を

生じないが，両者混合下では，充分切断が生じる条件を見つけ出すことが必要

である。

　実験結果を表4－3に示した。FeC12のみの結果において，　FeCl2の濃度を0．4

1nM以上にするとDNAは強力に切断されることが明らかとなった。過酸化水

素のみの場合は，0～20．OmMの間では，　DNAは全く切断は生じないため過酸

化水素のみではDNAの障害は起こらないことが判明した。そこで，　FeC12の

濃度をFeCl2だけでは切断が起こらない0．1mMに固定し，過酸化水素の濃度

を変化させ検討した結果では，過酸化水素濃度が0，0．1mMでは，　DNAの切

断は全く生じていないが，1．0，5．0，10．OmMでは，1型の切断が起こり皿型

のみ検出できた。更に，過酸化水素水濃度を増加させ20mMの場合には，完

全にバラバラになっており，バンドは検出できなかった。以上の結果より，こ

こで使用するフェントン反応系はFeC12の系内濃度は0．1mM，　H202の系内濃

度は20mMの濃度条件が最適である。

3－2．ルチン及び各種植物抽出液のDNA切断抑制活性

　上記の結果から，紫外線の照射条件やフェントン反応のFeC12－H202濃度を

決定し，ルチンや各種植物抽出液の効果の確認を行った。表4－4にその結果を

示した。植物抽出液の中ではフェントン反応系において，バラ，チユ，ユーカ

リ，ハマメリスとラベンダーが強い活性を示した。これらの共通点は，どの試

料もフェントン反応系で活性酸素を抑制する作用を持っている。紫外線照射系

では，バラ，チユ，ユーカリ，ビワ葉などが効果を示した。これらは，抽出液

の持つ紫外線吸収能が影響していると考えられる。

　今回検討した試料の中でもっとも強い作用を示したのがルチンである。UVA

照射系においてルチンは0ユ％，1．0％濃度ともに，強い活性が認められた。ル

チンはフェントン反応系において強い活性を持つために今回の結果を得ること
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ができたものと思われる。また，UVA・UVB照射系においても濃度1％にお

いて，ルチン活性が認められた。ルチンのようなクエルセチンを基本骨格とす

るフラボノイドはUVA領域に強い吸収を持つためその効果が現れたものと思

われる。

　図4－1にフェントン反応におけるルチンやその他植物抽出液の効果を示す電

気泳動の代表例を示してみた。

今回の研究において，閉環状プラスミドのコンフォメーションの変化を電気

泳動の手法を用いることによって容易に確認可能なことを利用して，DNA損

傷の防御活性を確認するスクリーニング法を確立することが可能となった。そ

の損傷の条件としては，紫外線（UVA，　UVB）とフェントン反応を用いた。

更に，確立された方法を用いたスクリーニングの結果，いずれの試験系にお

いてもルチンは共通して強い活性が認められた。これより，ルチンには，紫外

線や活性酸素などによるDNA損傷を防御する活性が存在することが示唆され
た。

　ここで，いずれの試験系においても最も強い活性を有していたルチンは、ハ

クモクレンの花弁から得られるフラボノイドであるために，ヒドロキシラジカ

ルを補足できると考えられる。

　また、今回、検討したのはDNA損傷への防御活性についてであったが，こ

のような活性を有するルチンを配合した化粧品や従来のサンスクリーン剤など

によって紫外線や活性酸素によるDNA損傷を防御することによって、我々の

体を守ることが可能となる。しかし，その防御の力を越えたなんらかの攻撃に

よって，DNAが損傷してしまった事態を想定して‘DNA損傷の修復系’につ

いても，今後検討を進める必要があると考える。

4．引用文献
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5）E．E．Slater，　MD．Anderson，　H．S．Rosenkranz，　Cancer　Res，31，970
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表4－1．長波長紫外線（UVA）照射によるDNA鎖の変化

照射量（J） プラスミドのコンフォメーションの状態

108

216

432

648

皿型が少し存在する

1型と皿型の存在比がほぼ同等である

1型より皿型のほうが多い

ほとんどが皿型である
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表4－2．中波長紫外線（UVB）照射系によるDNA鎖の変化

照射量（J） プラスミドのコンフォメーションの状態

16

32

48

128

1型のみ観察できる

皿型が少し存在する

1型より皿型のほうが多い

ほとんどが皿型である
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表4－3．フェントン反応におけるDNA鎖切断作用

FeC1，濃度（mM）

H202（mM） 0　　　0．1　　　0．2　　　0．4　　　0．6　　　1．0

0

0．1

工0

5．0

10．0

20．0

＋
＋
＋
杵

十十　　十十　　十十

一：変化なし，＋：皿型のみ存在する，

空白：検討せず

＋＋：バンド消失
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表4－4．紫外線及び活性酸素によるDNA損傷からの防御作用

試料名 フェントン反応系 UVA照射系　　UVB照射系
バラ

チユ

ユーカリ

ハマメリス

ラベンダー

マロニエ

ビワ葉

西洋サンザシ

ウコン

ホップ

トウヒ

ヤグルマギク

カミッレ

麦門冬

ルチン

十
十
十
十
十

　
　
　
　
　
十

十
十
十
十
十

十十

十
　
十
十

十

十
　
十
十

十十

十

十
十
一
十

十

亡
特
＋

十十

＋＋：1型のみ，＋：わずかに皿型が生成，一：ほとんど皿型に変化
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第5章イソクエルシトリンの酵素による配糖化

1．緒言

　近年、皮膚の老化の原因として活性酸素の関与が注目されている1）。皮膚の

老化予防の観点で活性酸素からの防御能を有する素材を花弁中から検索を行っ

た2）。その結果、バラの花弁中の有効成分がイソクエルシトリン及びクエルシ

トリンであることを見いだした。これらの成分は、水に対する溶解性が悪く、

化粧品に処方化したときの経時的な沈澱の生成などの問題点にも関与すると思

われるため、溶解性の向上を検討した。近年、不安定な成分の安定化や水への

溶解性の向上を目的としてアスコルビン酸の配糖化3）など盛んに行われている。

イソクエルシトリンと類似したルチンの配糖化も研究され食品などに実用化さ

れている∋。今回、イソクエルシトリンに対してデンプンやデキストリンを基

質としてサイクロデキストリン合成酵素（CGTase）で配糖化を行うことが可能と

なった。その配糖化物の水に対する溶解性は100倍近く向上した。

2．実験

2－1．使用した材料及び酵素

　イソクエルシトリンは，アルプス薬品製，デンプン、マルトース，デキスト

リンは，和光純薬製を用いた。

配糖化に使用した酵素は多岐にわたっているため一覧表を表54に示した。

2．2．分析条件

2．2．1．薄層クロマトグラフィー（TLC）

　Kieselge160　F　254（メルク社製）を用い，酢酸エチル：ブタノン：ギ酸：

水（12：3：1：1）で展開した。

2．2．2．液体クロマトグラフィー（HPLC）

　ダイソーパックODSを用い，移動層を10n1Mリン酸緩衝液（pH2．6）：ア

セトニトリル（8：2），カラム温度を室温，検出はUV210nm，流速は1．Om1／

minで行った。

2．3．酵素の選択

　イソクエルシトリン20mgをエタノール2m1に加熱溶解し，糖源としてデ

ンプン，デキストリン，マルトース2gを0．1mMリン酸緩衝液（pH6．0）18ml

に加熱溶解し，両液を合せ基質液とした。基質液に上記酵素を1mgずっ添加
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し，30℃で72時間インキュベートした。配糖体の生成はTLCにより判定し
た。

2．4．シクロデキストリン合成酵素（CGTase）を用いたイソクエルシトリン配糖

　　　化の条件の検討

　2．3．の結果より、使用する酵素をCGTaseとし、酵素量、インキュベート温

度，pH，基質（イソクエルシトリン，糖源）量，糖源の種類有機溶媒（エ

タノール）量，インキュベート時間に関して，表5－2に示した条件で検討を行

った。

2．6．配糖化物の水に対する溶解性の検討

　各種試料10mgに水10mlを加え、加熱し目視で溶解状態を確認し0時間の

状態とした。その後、室温で24時間放置し、溶解状態を目視で確認した。

3．結果及び考察

3．1、配糖化物を生成する酵素の選択

　糖源をマルトース、デキストリン、デンプンでインキュベート時間72時間

インキュベートした。TLCで反応物をチェックし、糖源の種類を比較するとマ

ルトースではイソクエルシトリンより水溶性が高い物は生成されておらず、デ

ンプンとデキストリンではα一アミラーゼ、セルラーゼ、CGTase、β一アミ

ラーゼ、β一ガラクトシダーゼにおいて目的物が生成していると思われた。

3．2．糖源の決定とエタノール濃度及び温度の検討

　イソクエルシトリンの配糖化を行うためには基質の一つであるイソクエルシ

トリンを溶解する必要がある。イソクエルシトリン濃度が0．2％であれば溶解

するためには10％以上のエタノール濃度が必要である。ここではpHを6．0、

CGTaseを10μ1／m1、反応は24時間行った。糖源の濃度を5％とし、糖源を

マルトース、デンプン、デキストリンから選び、エタノール濃度は10、25、50％

から選択した。温度は24、30、37、50℃から選択した。反応の進行度合いは

TLCで確認した。

　表5－3より、マルトースを基質とした場合，配糖体は生成せず，デンプン，

デキストリンを糖源として生成することが明らかとなった。24℃や30℃の低

い温度ではエタノール濃度は高い方が配糖体の生成が低いことが判った。また，

エタノール濃度が50％であっても37℃以上になると配糖体の生成が認められ
た。
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3，3．糖及びイソクエルシトリン濃度の検討

　0．1Mリン酸緩衝液（pH6．8），10％エタノール，　CGTase（10μ1／m1），糖

源をデンプンもしくはデキストリンとし，濃度は5，2，1，0．5％，イソク

エルシトリン濃度0．4，0．2，0．1％から選択し，30℃で48時間及び144時

間インキュベートした。反応終了後，アセトニトリルを30％となるように加え

て，除酵素のために分子量1万の限外濾過膜を通し，通過液をHPLCの移動層

で10倍に希釈して，HPLCで分析した。

　48時間と144時間の比較からは，配糖体の生成率には大差はみられず，今

回の条件では48時間までに反応は平衡に達していると思われる。糖源をデキ

ストリンとした場合，48時間ではデキストリンの濃度が高いほど配糖体の生成

率は高くなる傾向を示した。それが144時間になると5．0％では60％前後と

大きく変わらず，0．5％では時間とともに生成率は高くなった。この場合のイ

ソクエルシトリン濃度の影響は0．1、0．2％では大差はみられないが，濃度が

高い0．4％ではそれに対する生成率が低くなった。その理由として，この系で

は反応物に沈殿が見られたため，基質となるイソクエルシトリンが沈殿するこ

とによって系内の基質濃度が低下したためと思われる。また，デンプンを基質

とした場合時間での比較やイソクエルシトリン濃度での比較は同様な傾向を示

した。大きく異なるのはデンプン濃度が0．5％の時にほとんど配糖体を生成し

ないところである。

　以上のことよりより，効率的にイソクエルシトリンの配糖体を作成するため

には糖源濃度は1％以上必要であること反応液内にもう一方の基質であるイソ

クエルシトリンが高濃度で溶解していることが重要であると思われる。

3．4．エタノール量の検討

　基質のイソクエルシトリンを反応液中に多く溶解する必要があることが考え

られた。そのためにはエタノール濃度を高くする必要があるが，エタノール濃

度を高くするともう一方の基質である糖は沈殿を起こす可能性がでてくるため

その確認を行った。エタノール濃度の酵素の活性に与える影響は3．1．の結果よ

り大きく差はみられないと思われるが，多少の低下はしかたないものと思われ

る。

　デキストリンでは40％濃度でも沈澱を起こさないが，デンプンは沈澱を生成

した。実用上は工タノール濃度40％では酵素の活性の低下が大きいためどちら

にも影響の少ない25％程度を利用していくこととした。

3．5．糖濃度と温度の検討
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Mリン酸緩衝液（pH7．0），イソクエルシトリン濃度0．5％，エタノール濃度25％，

CGTase　1μ1／m1，インキュベート時間48時間で，糖濃度8．3，4．1，2．1％，

温度30，50℃で検討した。糖濃度を上げても，配糖体の生成率が大きく向上

するということはなかった。また、インキュベート温度は，30℃の方が生成率

が高く，熱による酵素の活性の低下が原因の一つではないかと考えられる。

3．6．酵素量の検討

　0．1Mリン酸緩衝液（pH7．0）、糖源濃度4％，イソクエルシトリン濃度0．5％，

エタノール濃度25％，30℃，CGTase2．0，1．0，0．5，0．1，0．05μ1／皿1

で検討した。

　配糖体の生成率は，酵素濃度を増加させるとそれに従い増加する傾向を示し

た。当然ながら，酵素濃度が高い方が反応は良く進んでいるが，酵素濃度0．5

μ1／m1以上で72時間インキュベートすればそれほど大きな差はみられなかっ

た。

3．8　イソクエルシトリン配糖体の水に対する溶解性

　0．1％濃度で水に対する溶解性を検討した結果，イソクエルシトリンは配糖化

することにより溶解性が向上し，水沈殿で配糖化物の比率を上げると溶解性も

さらに向上した。

　今回，バラの花弁中の活性酸素消去能を有する有効成分であるイソクエルシ

トリンの水に対する溶解性を向上する目的で酵素による配糖化を行った。イソ

クエルシトリンは，サイクロデキストリン合成酵素（CGTase）により，配糖

化が可能となり，その配糖化率は60％に達した。配糖化物の生成は，未反応イ

ソクエルシトリンを水中で再沈殿することにより配糖化比率を70％以上にする

ことができ水に対する溶解性は100倍近く向上することができた。

4．引用文献

1）宮地良樹，フレグランスジャーナル，199341，12　（1993）

2）末次一博，濱井かおり，紅陽子，田中弘，河本昌彦，粧技誌，29，113

　　（1995）

3）鈴木幸雄、三宅俊雄、内田けい、味野愛子、ビタミン、Viol．49、259（1973）

4）尾高悦二、New　F　ood　IndustTy、　VOI．32、13　（1990）
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表5－1．配糖化に用いた酵素の一覧

酵　　素　　名 メーカー名

β一グルコシダーゼ

リナラマーゼ（β・D・グルコシダーゼ）

α一アミラーゼ

β一アミラーゼ

セルラーゼ

グルコチューム

コンチザイム（CGTase）

ナリンジナーゼ

α一グルコシダーゼ（トランスグルタミナーゼ）

β一ガラクトシダーゼ（ラクターゼ）

グルコアミラーゼ

β一ガラクトシダーゼ

α一グルコシダーゼ

オリエンタル酵母、メルク、シグマ

和光純薬

和光純薬、天野製薬

ナガセ、フナコシ、天野製薬（ピオザイムA，M5）

天野製薬、ナガセ

ナガセ

天野製薬

田辺製薬

天野製薬

天野製薬

ナガセ

フナコシ

フナコシ
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表5－2．配糖化の条件

検討項目 条　　件

酵素量（m1／m1）

イソクエルシトリン量（％）

糖源の種類

糖源量（％）

pH
インキュベート温度（℃）

有機溶媒（EtOH）量

インキュベート時間（hr）

0．05，0．1，0．5，1．0，2．0

0．1，02，0．4，0．5

デキストリン，デンプン，マルトース

0．5，1．0，2．0，4．0，8．0

7．0

30，50

10，20，30，40

24，48，72，144
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表5－3．基質の違いと反応温度

温度（℃）　EtOH濃度（％）デンプン マルトース デキストリン

24 50

Q5

P0

十
十
十

30

0
5
0

5
2
1

十
十

37

0
5
0

5
2
1

＋
＋
十

十
十
…
十
十
＋

50

0
5
0

5
2
1

＋
十
＋

＋
＋
十

配糖体の生成 ＋：生成した　一：生成せず
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表5－4．48時間後のイソクエルシトリン配糖体の生成量

デキストリン量（％） デンプン量（％）

イソクエルシトリン量　　　5．0　　　　2．0　　　　1．0　　　　0．5 5．0　　　2．0　　　　1．0　　　0．5

4
2
1

（
∪
0
0

53．3　　　40．1　　30．2　　　22．8

59．0　　　52．9　　47．5　　40．9

58．1　　52．5　　47．6　　40．1

49．9　　50．9　　36．7　　　0

63．5　　54．6　　51．3　　　0

53．4　　52．7　　49．4　　　0

表5－5．144時間後のイソクエルシトリン配糖体の生成量

デキストリン量（％） デンプン量（％）

イソクエルシトリン量　　　5．0　　　　2．0　　　　1．0　　　　0．5 5．0　　　2．0　　　　1．0　　　0．5

4
2
1

0
0
0

56．2　　56．8　　44．4　　36．3

64．8　　53．1　　59．6　　45．3

66．1　　59．2　　54．2　　46．3

54．8　　61．6　　46．9

64．3　　61．7　　54．7

71．8　　62．6　　　57．6

5
6
4

3
4
6
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表5－6．配糖化に糖濃度と温度が与える影響

糖　濃　度（％）

糖源 温度　　8．3　　4．1　2．1

デキストリン　30

　　　　　　50
アノブノ　　　　30

　　　　　　50

48．6　　　41．1　　　40．6

31．9　　　34．6　　41．3

57．1　　　55．5　　　64．7

48．9　　　45ユ　　　39．4

表5－7．配糖化に対するCGTase濃度と時間の影響

24時間 72時間

CGTase濃度（μ1／ml）2．0　1．0　0．5　0．10．05　2．0　1．0　0．5　0．10．05

デキストリン

デンプン

44．3　　33．119．712．4　　7．3　　　　53．549．4　　41．529．916．4

53．8　　45．632．818．0　　8．8　　　　55．755ユ　　51ユ41．529．8
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表5－8．イソクエルシトリン配糖化物の溶解性

試 料 Ohr　　24hr

イソクエルシトリン

イソクエルシトリン配糖体

不溶　　不溶

可溶　　溶解
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第6章ハイビスカス花弁抽出物の抗シワ効果

1．緒言

　近年，健康で美しい肌を保つことが，老若男女を問わず，重大な関心事にな

っている。ところが，肌は加齢などの内的因子や紫外線や活性酸素などの外的

因子によって，皮膚が本来維持している収縮性，柔軟性，保湿性などの機能が

衰え，様々なトラブルを発生する。これらのトラブルのひとつであるシワは，

真皮の細胞外マトリックスを産生する細胞数の減少，分裂速度の衰えなどの細

胞機能の老化やコラーゲン線維の減少および変性，皮下脂肪組織の減少などに

より，皮膚の弛緩および弾力性の損失が起こることが原因となって発生する。

　従って，皮膚の老化を改善し，しかも皮膚に弊害がなく，安全に使用できる

老化防止化粧料の開発が望まれている。ハイビスカス花弁抽出物が，皮膚線維

芽細胞の細胞増殖を活性化し，細胞外マトリックスの産生を増加させることに

より，皮膚のシワの改善に顕著な作用を示すことを見出した。

2．実験

2－1．ハイビスカス抽出物の調製

　原材料として，ハイビスカスの乾燥物を300g使用した。これにイオン交換

水450m1を加え，60℃で3時間加熱抽出した後No．2濾紙にて濾過した。全て

の濾液を合わせ，HP－20（三菱化成社製：φ＝50mm，h＝5001nm）カラムクロマ

トグラフィーに付し，HP－20未吸着画分を減圧濃縮，凍結乾燥し，ハイビスカ

ス抽出物120gを得た（収量40％）。

2－2．皮膚線維芽細胞増殖試験

2．2．1試験溶液調製

　ハイビスカス抽出物をCa2＋，Mg2＋不含有PBS（phosphate　buf蝕ed　saline。

蒸留水11あたり，NaC18．Og，1（C10．2g，　KH2PO40．2g，　Na2HPO4・12H20

2．9g）に0．1（w／v）％になるように溶解後，0．2μmメンブランフィルターに

て濾過滅菌し，適宜希釈したものを試験溶液とした。

2－2－2細胞培養

　正常ヒト2倍体線維芽細胞HFSKF』（理化学研究所製）を、　Ham－F12（大
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日本製薬社製）に15（v／v）％の牛胎児血清を添加したもので培養した。前記

培地にて1×105cel1／mlに調整した細胞を内径16mmの滅菌プラスチック

24we11プレートに0．5m1ずつ接種し，24時間培養後，試験溶液を10（v／v）％

含む培地に交換し，その後48時間培養した。

　培養後、24wel1プレートの培地を捨て，　Ca2＋，　Mg2＋不含有PBSで細胞を洗

浄後、トリプシンを用いて細胞を剥離し，血球計算板を用いて細胞数を測定し

た。なお，ネガティブコントロールとしてはCa2＋，　Mg2＋不含有PBSを用いた。

ポジティブコントロールとしてアスコルビン酸リン酸マグネシウム塩（AS－

PM）を用いた。

2－3波膚線維芽細胞コラーゲン合成促進試験

2－3－1．試験溶液調製

　ハイビスカス抽出物をCa2＋，　Mg2＋不含有PBSで希釈し，0．2μmメンブラン

フィルターにて濾過滅菌したものを、試験溶液とした。

2－3－2細胞培養

　正常ヒト2倍体線維芽細胞HFSKF－1を，　Ham－F12（大日本製薬社製）に15

（v／v）％の牛胎児血清を添加したもので培養した。前記培地にて1×105cell／ml

に調整した細胞を内径32mmの滅菌プラスチック12穴プレートに1．Omlずっ

接種し，120時間培養後，試験溶液を10（v／v）％含む無血清線維芽細胞増殖

培地F－GM（クラボウ社製）に交換し，その後48時間培養を行った。

　培養後，12穴シャーレの培地を捨て，Ca2＋，　Mg2＋不含有PBSで細胞を洗浄

し，トリプシンを用いて細胞を剥離し，細胞数を測定した。試験溶液のネガテ

ィブコントロールとしてはCa2＋，　Mg2＋不含有PBSを使用した。ポジティブコ

ントロールとしてアスコルビン酸リン酸マグネシウム塩（AS－PM）を培地内に

0．05rnM添加した。

　培地内コラーゲン量は，12穴プレートの各ウェルの培地を採取し，Ca2＋，Mg2＋

不含有PBSにより細胞を洗浄した液を加えた溶液中に存在するヒドロキシプ

ロリンの含量を定量することにより測定した。ヒドロキシプロリン量は，以下

の方法により測定した1）。まず，培地に等容量の12N－HCIを加え，110℃，24

時間加熱する。加水分解後、HC1はロータリーエバボレーターで除去する。蒸

留水2m1，　KC11．5g，ホウ酸緩衝液（蒸留水11当たり，ホウ酸61．84g，　KC1225g，

pH8．7）0．5mlを加え，室温で20分間静置する。クロラミンT溶液（p一トルエ

ンスルホンクロロアミドナトリウム三水和物1．41gを2一メトキシエタノール

25m1に溶解）0．5m1を加えて25分間振とうし，さらに3．6Mチオ硫酸ナトリ

ウム溶液1．5m1を加え，密栓し，100℃で30分間加熱する。冷却した後，ト
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ルエンを2．5m1加え5分間振とう後，トルエン層を採取し，無水硫酸ナトリウ

ムのカラム（6mm2×30mm）を通過させる。流出液1．Omlをとり，　P一ジメチ

ルアミノベンズアルデヒド溶液0．5m1（p一ジメチルアミノベンズアルデヒド

1209をエタノール200m1に溶解した液と濃硫酸27．4mlをエタノール200皿1

に溶解した液を氷冷下で混合）と混合し，室温で30分間放置後，560nmの吸

光度を測定する。　コラーゲン量を細胞数で割り，細胞数あたりの培地内コラ

ーゲン量を算出する。試験溶液のネガティブコントロールとしてはCa2＋，　Mg2＋

不含有PBSを使用した。コラーゲン合成促進率は次式を用い，ネガティブコ

ントロールのコラーゲン量を100％として計算を行った。

培地内コラーゲン合成率（％）＝（Sx／Cx）×100

　　　　　　Sx；試料溶液を添加したウェルにおける

　　　　　　　　　　　　　細胞数あたりの培地内コラーゲン量

　　　　　　Cx；Ca2＋，　Mg2＋不含有PBSを添加したウェルにおける細胞数あ

たりの培地内コラーゲン量

　これらの結果を表3に示す。なお，ネガティブコントロールとしてはCa2＋，

Mg2÷不含有PBSを用いた。

2－4．マウスを用いた皮膚コラーゲン量増加作用

2－4－L試料の調整

　ハイビスカス抽出物を5，10，20％（Wバ7％）となるように10％エタノー

ル水溶液に溶解した。ブランクとして10％エタノール水溶液を用いた。

2－4－2．動物実験

　ICR系リタイヤマウス（雌）を用いて行った。バリカンで剃毛した背部皮膚に

試料を1日1回，0．2m1を週5回，4週間連続塗布を行った。塗布終了後，直

径12mmの背部皮膚を採取した。採取皮膚は，湿重量を測定後，アセトンにて

脱水・脱脂し，細切してコラーゲン量を測定した。

2－5．シワモデルマウスを用いたシワ改善効果

2－5－1．試料の調整

　ハイビスカス抽出物を10％（W／V％）となるように5％エタノール水溶液に

溶解した。ブランクとして5％エタノール水溶液を用いた。

2－5－2．紫外線の照射
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　ヘアレスマウス（Skh／hエー1）雌9週齢を用い，紫外線（UVA：6mW／cm2，

UVB：0．3mW／cm2，東芝FL20S／BLBランプ）を1日1回40分間照射した。週

5日間、12週間背部に照射した。試験群は，非照射群，紫外線照射群，ハイビ

スカスエキス塗布一紫外線非照射群，紫外線照射後ハイビスカスエキス塗布群，

紫外施照射後5％エタノール塗布群の5群で行った。試料の塗布は，紫外線照

射2時間後，背部に0．2mlずつ塗布した。

2ふ3．角層細胞の評価

　マウス背部より，テープストリッピング法により角層細胞を採取し，染色を

行った。重層剥離率，配列規則性，有核率を橿渕らの方法2）に沿って評価を行

った。

2－5－4．皮膚弾力性の測定

　Cutomete鵡EM474（日本ユーロテック社製）を用いてマウス背部皮膚の弾

力性を測定した。

2－5－5．シワ形成度の測定

　シリコンゴムSILFLO（FLEXICO　DDEVELOPMENTS　LTD製）を用いて
マウス背部よりレプリカを採取し，目視評価を行いシワスコアに置き換え評価

を行った。

3．結果および考察

　ハイビスカス花弁から得られた抽出物を培養線維芽細胞に添加した時の，線

維芽細胞の増殖率を図6－1に培地内のコラーゲン産生促進作用を図6－2に示し

た。線維芽細胞の増殖率は低濃度ではあまり現れないが100ppm付近で増殖促

進が認められた。その強さは，陽性対照であるAS－PMO．051hMと同程度であ

った。100ppm以上に試料濃度を上げると増殖は低くなり，細胞毒性がかかっ

ていることが推測された。また，培地内のコラーゲン量も同じような動きをし，

ハイビスカス抽出物を線維芽細胞に添加すると，well当たりの培地内のコラー

ゲン量は増加することが確認された。しかし，培地内のコラーゲン量を細胞当

たりに換算すると細胞当たりのコラーゲン産生量に増加はみられなかった。従

って，培地内のコラーゲン量の増加は線維芽細胞の増殖を促進することによっ

て起こっているものと思われる。

　培養細胞試験において細胞増殖を促進することにより，コラーゲンの産生能

を促進させることを確認にしたことにより，in　vivO系としてマウス皮膚を用い

て行った。ハイビスカスエキスを塗布し，皮膚のコラーゲン量を測定したとこ

ろ，増加することが認められた（図6－3）。更に，AHAは光老化に対して有効

に働くといわれているためその確認を行った。ヘアレスマウスを用いる方法は，

64



桜岡らの報告3）でも外見的にシワに良く似た形状の生成が見られるため，同様

な方法を用いてハイビスカスエキスの有効性の確認を行った。確認法には，外

見所見だけでなく，皮膚の弾力性や角層細胞の状態の確認も同時に行った。そ

の結果，無塗布に対して紫外線照射を行った群は，シワ形成及び角質状態の悪

化や皮膚弾力性の低下が見られた。それに対して，ハイビスカス抽出物を紫外

線照射後に塗布した群は，それらの変化を抑制していた。角質重層剥離の結果

を図6－4に，有核率の変化を図6－5に，配列規則性の変化を図6－6に示した。

更に，シワスコアに関して図6－7に，皮膚弾力回復に関しては図6－8に示し
た。

4．引用文献

1）藤本大三郎、永井裕（1985）、コラーゲン実験法、pp．51－56、講談社

2）橿渕暢夫，粧技誌，Vb1．23，　No．2，143－154（1989）

3）桜岡浩一，日皮会誌，Vb1．102，　No．4，425－431（1992）
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第7章　ハイビスカス抽出液中の線維芽細胞増殖活性成分の同定

1．緒言

第6章においてハイビスカスから得た水抽出物は，グリコール酸と似たよう

な効果を持ち，線維芽細胞の増殖に対して促進効果があり，そしてグリコール

酸と比較して刺激性が少ないことを確認した。本章では，皮膚線維芽細胞増殖

作用を指標として有効成分の分離精製を行い，活性成分を単離し構造決定した。

2．実験

2－1．ハイビスカス水抽出物の作成

乾燥ハイビスカスつぼみ（若いガク）（鈴粉末製）800gを精製水14£で60℃，

3時間抽出後，活性炭（白鷺KL（武田薬品製））600gを加え，緩く撹］牟しなが

ら一夜、放置した。濾過後，減圧下，水を除去した。凍結乾燥後，ハイビスカ

ス水抽出物249gを得た。

2－2．ハイビスカス水抽出物の分離精製

2－2－1．精製及び活性測定

2－2一日．精製方法

ハイビスカス水抽出物をACIPLEX　CARTRIGE　AC－110－10（旭化成製）を用い，

脱塩装置（MICRO　ACILYZER，旭化成製）で，通過分を乾燥しFr．－1　1．10gを

得た。

Fr．－10．2gをn一ブタノール20ml中に加え，硫酸0．9m1を加えて5時間還流し

た。反応中に生成した沈殿物をロ別し，ロ液をn一ブタノール／水でブタノー

ル抽出行った。ブタノール層をは脱水後，溶媒を減圧下留去した。n一ブタノー

ル層から得た混合物をシリカゲルカラムクロマト（ワコーゲルC－200、φ・10×

210鵬を行い，溶出液を酢酸エチル，廿ブタノール，メタノールの順で分配

クロマトを行った。酢酸エチルで溶出した画分を，シリカゲルカラムクロマト

（ワコーゲルC－200，φ＝20×420mm）で溶出液を酢酸エチル／ヘキサン＝3／

7として分画を行った。溶出液は，フラクションコレクターを用いて5川ずつ

分取した。

74



2－2一仁2．皮膚線維芽細胞増殖試験

　前報の皮膚線維芽細胞増殖試験に従い，分離精製によって得られた画分の活’

性測定を行った。

2－3．分析条件（純度及び構造解析）

2－3－1．HPLC条件

機種：日本分光ガリバーシリーズ

カラム：CEMCOSORB　7C8（ケムコ製）　又は　HIKARISIL　C－18（旭化成製）

　溶出液：リン酸緩衝液（pH2．6）

流速：1ml／min

カラム温度：室温

検出波長：210nm　又は　190nm

2－3－2．TLC条件

　プレート：KIESELGEL　60　F254（MERCK製）

展開溶媒：酢酸エチル／ヘキサン＝3／7

検出：ヨウ素蒸気

2－3－3．GC条件

機種：GC14A（島津製）
カラム：Silicone　OV－1（1．5％）（0．5m）（和光純薬製）

カラム温度：100℃→330℃（昇温lo℃／min）

2－3－4、元素分析

元素分析は、CHNコーダーMT－3（柳本製作所製）により行った。

2－3巧．構造解析

紫外スペクトル（UV－2100，島津製），赤外スペクトル（IR－435，島津製），　l

H，13C－NMR（JNM－EX－270，日本電子製），　M　Sスペクトル（JMS－DX303－HF，

日本電子製）によって解析を行った。

3．結果及び考察

3－1．ハイビスカス水抽出物の作成

乾燥ハイビスカス花弁（若いガク）800gを粉砕することなく抽出を行った。

乾燥体の半量近い抽出物414gを得た。抽出物は色素（赤色）を有しているため，

活性炭を使用することにより，色素の除去を行った。そして，最終的にハイビ

スカス水抽出物249gを得た。
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3－2．ハイビスカス水抽出物の分離精製

ハイビスカス水抽出物を図7－1に従い分離精製を行った。最終的に脱塩装’

置でAC－110－10という膜を用いることにより，電荷を有する低分子であるFr．－

1とFr．－2を得た。それぞれの画分を線維芽細胞の増殖試験に供し，’Fr．－1に活

性成分が含まれていることを確認した。本成分は，HIKRISIL　C－18、溶出液が

リン酸緩衝液（pH2．6、　lml／min），カラム温度を室温、検出波長を210nmでは，

1ピークであったため、有機物としては1成分と推測した。

Fr．－1のIRスペクトルを測定し，その結果，塩化アンモニウムのIRスペ

クトルと酷似している成分を含んでいることを確認した。無機塩の検出を行う

ために検出波長を210nm→190nmにすることにより，塩化アンモニウムのよう

な無機物でも検出できるようにし，分離能を上げるためにカラムの変更（ODS→

C－8）を行うことにより，不純物として含まれている塩化アンモニウムの存在

の確認が行えるようにした。同時に，IRスペクトルもとることによって精製時

の純度確認を行うことにした。

　そこで，エステル化することにより，無機塩との分離を行った。エステル化

は，炭素鎖の長いn一ブタノールでエステル化した。反応物中に白色の沈殿が生

成したが，それは，塩化アンモニウムなどの無機物がブタノールに溶解せず分

離されたものと思われる。抽出には，エーテルよりも極性の高いn一ブタノー

ルを用いて行った。得られたエステル化物（n一ブタノール層）は，シリカゲ

ルクロマトによって分離を行った。まず，酢酸エチルのみ分配クロマトを行い

粗い精製を行った。続いて，TLCの条件から得た酢酸エチル／ヘキサン（3／

7）の溶出液を用いて分画を行った。

　得られたフラクションをTLCによりチェックし，単一である画分を集めた。

TLC及びGCによって純度の確認を行い高純度であることを確認した。

　ハイビスカスエキスFr．－1のブチルエステル化物の各種機器分析を行った。

UVスペクトルは，紫外域特異的な吸収は持たない物質である。210nm付近に

吸収を持つため非共役の2重結合を有している可能性がある。IRスペクトル

は、1740cm－1がカルボン酸エステルのC＝Oの吸収，1800cm－1に後で解ったこ

とであるがラクトンのC＝○の吸収が特長としてみられる。

　MSスペクトルは，302を示していた。この分子量は，予測していたハイビ

スカス酸のエステル化物であれば分子量は376となるため，302で考えれるもの

を導き出した。ハイビスカス酸が脱水してラクトン構造をとることになれば、

分子量は302となる。この構造であれば，IRでの1800cm－1の吸収もラクトンの

C＝Oと考えれば説明が可能である。

　NMRスペクトルの結果は，予測したハイビスカス抽出物Fr．－1ブチルエス

テルのNMR帰属データを表7－1に示した。
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以上の結果より，ハイビスカスエキスFr．ヨをブチルエステル化して得た成

分は，図7－3に示すような構造を持つものと思われる。これは，ハイビスカ

ス酸の分子内での脱水物であり，エステル化反応中にこのような脱水が起こっ

た可能性がある。しかし，ハイビスカスエキスFr、－1の反応前のIRスペクト

ルにも1800cm→1に吸収があるため、反応前もラクトンのC＝Oを持っているも

のと判断した。よって、ハイビスカスエキス中の有効成分は図7－4に示した

構造を持つものと思われる。氷見らの報告1）ではハイビスカス花弁中には，マ

レイン酸クエン酸，酒石酸やハイビスカス酸などの有機酸が含まれているこ

とが知られている。なお，C．Griebelらの報告2）においてハイビスカス酸は組

成式がC6H607であることが記載されており，それと同一の構造を持っている

と思われる。

　同定した3－hydroxy－3，4－dicarboxy－1，4－butanohdeは，α一ヒドロキシ酸の

構造を有しており，α一ヒドロキシ酸がシワに有効であり，線維芽細胞の増殖

に促進的に働くといわれており，本成分も同様な働きを持っていることを確認

したことになる。

　また，Lanrent　Sonsselierは，ハイビスカス花弁中に含まれるピルビン酸が

皮膚や毛髪に対して抗老化剤として有効であると報告しているが，我々は異な

る成分に有効性を見出したことになる。

4．引用文献

1）氷見三穂，三浦和香，香料，No．176，97－102（1992）

2）C．Griebel，　Zeitschrift　Untersuchung　　der　　I．ebensmittel，Vol．83，　No．6，

p481　　（1942）

3）　Laurent　Sousse正ier，　Personal　Care　Ingredients　Asia　Conference　Papers，

　Thursday　9．　Apri1，　1－9（ユ998）
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　　　　　　乾燥ハイビスカス（若いガク）

　　　　　　　　　　　　　精製水，60℃，3時間

　　　　　　　　　　　　　ろ過：TOYOろ紙（No．2）

　残査　　　　　　　ろ液

一斗活1生炭処理（白劇）

　吸着分　　　　　　未吸着分

　　　　　　　　　　　　　MICRO　ACILYZER

　　　　　　　　　　　　　ACIPLEX　CARTRIGE　AC－110－10

未通過分　　　　　　　通過分

↓　　　↓

口　　　　巨：コ

図7－1．ハイビスカス花弁抽出物の分離精製法
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総括

先進国に到来しつつある高齢化への波は，社会問題として深刻である。21世

紀初頭には国民の約4分の1が高齢者によって構成されることになると言われ

ている。このような中で，すべてに人が健康に生きがいを持ち，安心して暮ら

せる社会環境をつくりあげることは重要なことである。加齢による皮膚や毛髪

に対する変化は，視覚的にわかりやすく，自覚的にも他覚的にも老いを感じさ

せてしまう。特に女性に対して美しく年を重ねるため，外見的な加齢による変

化を目立たなくする抗老化機能を化粧品に求められる役割が大きくなってくる

ことが明らかである。

　皮膚の老化は，加齢に伴う内因性の老化と紫外線や乾燥などの外的環境の影

響をうける外因性の老化の大きく分けることができ，外因性の老化の原因とし

て，紫外線が代表的なものである。内因性の老化においても，生物は生きるた

めに取り入れる酸素の約2％がスーパーオキシドラジカル（O，一）というような

活性酸素種になるといわれており，これらも生体成分に対して傷害を与えるこ

ととなる。

　本研究では，安全性の高い紫外線防御素材の開発，天然物の中に活性酸素を

抑える作用を有する素材を開発と紫外線によりダメージを受けた皮膚の再生作

用を持つ素材の開発というように総合的な角度から香粧品材料の開発を行った。

（1）皮膚刺激の少ない香粧品材料のための紫外線防御剤を開発することを目的

として，シリカゲル表面に紫外線吸収能を有する桂皮酸アミド基を化学結合に

より固定化した表面修飾シリカゲルを作製した。可視および紫外光の透過率に

より評価を行ったところ，内部に細孔を持たない微粒子タイプのシリカゲルを

べ一スとして調製した化学修飾シリカゲル（p一メトキシ桂皮酸アミド修飾シリ

カ）は，可視光に対して透明で，紫外線の透過を遮断する効果があることが認

められた。また，これらの表面修飾シリカゲルを皮膚に塗布したところ，透明

性が高く違和感がない特徴があった。本物質は，モルモットを用いた皮膚刺激

性試験において刺激を認めなかった。

（2）活性酸素による傷害から皮膚を守る素材として花弁に注目し検討を行なっ

た。花弁の抽出物から活性酸素によるピアルロン酸の断片化抑制能を指標とし

て防御能を有する物質を検索した。その結果，バラ科やモクレン科の植物に高

い活性を確認した。先の研究でバラ抽出物中のを有する成分がイソクエルシト

リンやクエルシトリンというクエルセチン配糖体であることを確認した。本研
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究では，花弁抽出物の中でピアルロン酸断片化抑制能の最も高かったモクレン

の花弁から有効成分の単離精製を行ない，構造解析を行った。その結果，活性

成分の一つはルチンであることを確認した。前研究と合せてクエルセチン配糖

体の活性が高いことを確認した。

　これらのフラボノイドは水に対する溶解性が悪く，香粧品に配合した場合，

経時的に沈澱の生成という問題点を生じる。この問題点を解決するために溶解

性の向上の検討を行った。今回，イソクエルシトリンとデンプンを基質として

サイクロデキストリン合成酵素（CGTase）で配糖化を行った。その配糖化物の水

に対する溶解性は，100倍近く向上し香粧品への配合において経時的な沈殿か

らの回避が可能となった。

（3）老化現象の一つであるシワは，真皮の細胞外マトリックスを産生する細胞

数の減少，分裂速度の衰えなどの細胞機能の老化やコラーゲン線維の減少およ

び変性などにより，皮膚の弛緩および弾力性の損失が起こることが原因となっ

て発生する。

　本研究では，ハイビスカス花弁抽出物が，皮膚線維芽細胞の細胞増殖を活性

化し，細胞外マトリックスの産生を増加させることにより，皮膚のはり・しわ

の改善に顕著な作用を示すことを確認した。線維芽細胞の増殖作用を指標に活

性成分の単離精製を行った結果，その活性成分は3－hydroxy－3，4－dicarboxy・・

1，4－butanolideであることを確認した。

　ハイビスカス抽出物の有効性は，ヘアレスマウスを用い，紫外線を照射する

ことにより，外見的変化，角層剥離状態や皮膚弾力の測定を行った。無塗布に

紫外線照射を行った群は，シワの形成及び角層剥離状態の悪化や皮膚弾力の低

下が見られたが，ハイビスカス抽出物塗布群は，それらの変化を抑制していた。

これらの結果から，ハイビスカス抽出物は真皮と表皮に作用し，シワの形成を

抑える働きがあることが示唆された。

　本研究によって得られた紫外線防御剤により，紫外線による傷害から皮膚を

防御し，完全に防御できなかった紫外線により生じた皮膚上の活性酸素や体内

から発生する活性酸素に対して，バラやモクレンから得られたクエルセチン配

糖体により防御する。そして，それでも傷害を受けた皮膚に対してハイビスカ

スから得られた3－hydroxy－3，4－dicarboxy－1，4－butanolideが皮膚の再生に役

立つというわけである。このように総合的に老化から皮膚を守る素材を開発し，

これらを配合した香粧品を使用することにより高齢化社会を迎えても美しく歳

を重ねることができる日が来ることが期待される。
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