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緒   言  

 

生体の最外層を覆う皮膚は人体最大の臓器であり、その機能としては外界

からの刺激に対するバリア、物質・熱交換の調節、体の強度と柔軟性を維持

する、五感のうちの触覚刺激を受け取る、などの重要な働きを担っている。

皮膚は表皮･角層、真皮、及び皮下脂肪の三層構造となっており、ヒトでは

それぞれの厚みは表皮が 0.1～ 0.3mm、真皮が 2～ 3mm、皮下組織が 4～ 9mm

で、体の様々な部位により厚みにバリエーションがある。皮膚中には更に皮

脂腺、汗腺、毛髪、爪などの付属器官も存在し、体の部位ごとに様々な生体

機能を果たしている（図 1）。このように複雑で、多彩な機能を果たすため、

複数の細胞からなる複合組織である皮膚は、その組織形成や機能発現におい

て種々の生体因子による調節を受けていることは疑いが無く、様々な視点か

らの研究が活発に進められている。真皮線維芽細胞は真皮を構成する主要な

細胞であり、皮膚の構造や物性に影響を及ぼす細胞外マトリックス（ ECM）

の生成、代謝、維持に関与している。真皮の約 70%を占める膠原線維は真皮

線維芽細胞が産生する主要な ECM の一つで、真皮の強度・構造維持に重要

な役割を果たしている。一方、同じく真皮線維芽細胞によって産生される弾

性線維は皮膚の弾力性に影響を与える。実際にこれまで、日本人の女性目尻

において加齢に伴いシワの深さが増大すること、それに先立ち加齢に伴い皮

膚の弾力性が低下するが、特に露光部でその変化が顕著であることが報告さ

れていた [1,  2]。更に、真皮弾性線維の三次元構造を可視化する方法により、

紫外線の連続照射で弾性線維の湾曲化が観察されていた [3,  4]。これらのこと

から、加齢に伴うシワ形成には紫外線による弾性線維損傷が関与すると考え

られた。そこで本研究ではこの弾性線維に着目し、その代謝が皮膚に及ぼす

影響について検討することで、加齢や紫外線により形成されるシワなどの皮

膚形態の変化や、皮膚付属器官である毛包組織のダイナミックな成長と退縮

を繰り返す毛周期における弾性線維の役割を明らかにするとともに、その代

謝の主要因である分解酵素エラスターゼの本体の同定を行うことにより、皮
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膚や毛包の構造・形態変化における、より詳細な分子機構を解明することを

試みた。  

本研究のターゲットである弾性線維の主な構成成分はエラスチンであり、

前駆体であるトロポエラスチンがマイクロフィブリル上に沈着し、リジルオ

キシダーゼにより架橋されることにより線維構造が形成される。これら構成

成分は、真皮の主要構成細胞である線維芽細胞によって産生される。エラス

チンに関しては真皮線維芽細胞や、組織に浸潤してきたリンパ球類の産生す

る分解酵素によって分解されることが知られていた。エラスチンを分解する

酵素はエラスターゼと呼ばれるが、酵素本体は 1 種類ではなく、何種類かの

酵素の総称である。エラスターゼという名前で呼ばれる酵素だけでも、セリ

ンプロテアーゼであるすい臓エラスターゼ (EC: 3.4.21.11)  や好中球エラスタ

ーゼ (EC:  3.4.21.37)、メタロプロテアーゼであるマクロファージ由来のメタロ

エラスターゼ (EC: 3.4.24.65)があり、その他にもある種のマトリックス・メタ

ロプロテアーゼ (MMP)やゼラチナーゼもエラスチンを分解する活性があるこ

とが知られていた。このように、エラスチンを分解しうる酵素としては、活

性中心タイプも基質特異性も様々であるが、これは組織中でのエラスターゼ

活性にはいくつかの異なる役割があるためではないかと考えられる。エラス

チンが分解される状況としては、炎症やその他病的な状態（ Cut is Laxa[5] ,  

Mid-dermal e lasto lys is[6],  その他の結合織病 [7],  および  がん細胞の転移・浸

潤 [8,  9]）において著しいが、正常な状態でも緩やかな代謝回転が行われてお

り、それぞれ関与する細胞や酵素、生体内での役割が異なる可能性がある。

病的な状態においては、免疫系の細胞やがん細胞が自らの通り道を作るため

にコラーゲン、エラスチン、その他の ECM を非特異的に分解する必要があ

るため、比活性が高く、特異性の低い酵素を発現していると考えられる。一

方、正常な状態では、組織構造を保ちつつ ECM 成分を更新するために組織

を構成する細胞自身が、限定された E CM 分解活性を発現するのではないか

と考えられる。皮膚において、例えば強い紫外線を受けたときなどには紅斑

が生ずることから、炎症性細胞の浸潤が起こっていることが推察されるが、
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日常的に受ける微弱な紫外線では紅斑が生ずることはなく、炎症性細胞の浸

潤は起こっていないと考えられる。このような日常生活レベルの紫外線を受

け続けているだけでも露光部の皮膚では非露光部皮膚と比べて早くから弾

力性が低下し、シワが形成される [1,  2]ことから、皮膚組織自身にエラスチン

分解酵素活性があり、これが紫外線の影響を受けて活性化しエラスチンを分

解することにより皮膚の弾力性に影響を及ぼすのではないかと考えた。そこ

で本研究においては真皮線維芽細胞が産生するエラスターゼ様酵素に着目

し、その機能、活性本体を阻害剤や抗体、さらには候補酵素の遺伝子導入な

どの手法を用いて、皮膚での様々な働きについて詳細に検討することにより、

酵素本体の同定と、この酵素分子が皮膚や毛包の構造・機能の維持にどのよ

うに関わっているかを解明できると考えた。これまで、皮膚でのエラスチン

分解を主につかさどる酵素の本体については長く明らかにされてこなかっ

た。血管から浸潤してきた免疫系の細胞由来ではなく、真皮の線維芽細胞自

体が、エラスターゼ様活性を持ち、皮膚の老化などに関与することは Szendro i

らが報告しており [10]、部分精製まで進んでいたため、その分子量や至適 pH

などが解明されていたが、活性本体の特定にまでは至っていなかった。真皮

線維芽細胞エラスターゼはメタロプロテアーゼのファミリーに属すると報

告されており [10, 11]、全てのタイプの弾性線維を分解できる好中球エラスタ

ーゼと異なり、成熟した e last ic  fiber には限られた作用しか示さず、oxyta lan 

fiber や e launin fiber に主に作用する [12]。紫外線によるエラスターゼ過剰発

現が弾性線維ネットワークの構築・維持に影響すると考えられるが、紫外線

誘導シワ形成など皮膚形態に及ぼすエラスターゼの役割はほとんど明らか

になっていない。そこで第 1 章では、真皮線維芽細胞エラスターゼが紫外線

によって誘導されるシワ形成において重要な役割を果たしているという仮

説を検証するために、活性本体未知のままではあるが、真皮線維芽細胞の産

生するエラスターゼ様酵素の性質を調べ、阻害剤プロファイルや活性抽出の

過程などの検討、さらには紫外線照射によるへアレスマウスの皮膚シワ形成

への典型的なメタロプロテアーゼ阻害剤である phosphoramidon 誘導体塗布
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による影響を生体皮膚で検討し、真皮線維芽細胞エラスターゼの特徴を明ら

かにすることを試みた。  

第 1 章の検討から、真皮線維芽細胞由来エラスターゼ活性が、紫外線誘導

シワ形成に重要な役割を果たしていると考えられたので、第２章では酵素本

体の同定を試みることにした。既文献 [10-12]などから得られた分子量や至適

pH、活性中心などの類似性から nepr ilysin (NEP)、及び MMP14 が候補酵素と

考えられたため、中和抗体による免疫沈降試験や酵素阻害試験、更に NEP を

持たない COS 細胞に NEP 遺伝子を導入し、発現したエラスターゼ活性を解

析することにより、真皮線維芽細胞エラスターゼの活性本体の同定を試みた。

その結果、真皮線維芽細胞エラスターゼの活性本体は NEP であるとの結論に

至ったため、次に皮膚の形態構築における真皮線維芽細胞エラスターゼ /NEP

の役割をさらに解明するために、皮膚中でダイナミックに形態変化を繰り返

す皮膚付属器官である毛包の毛周期に着目した。毛周期とは毛が成長、退行、

休止を経て新しい毛が生え変わる自然なサイクルのことで（図 2）[13]、生物

種や体の部位でその周期には多様性があり、その調節には多くの生体因子が

関わると言われている。毛周期に伴い毛包の形や大きさは劇的に変化するの

で、毛包を構成する上皮系、間葉系の細胞、毛包を取り囲む ECM も大きく

変動することになり、一種の組織再構築の過程と考えられる。そこで、毛周

期におけるダイナミックな組織の分解・再生においてもエラスターゼ /NEP

が大きな役割を果たしていると考えられるため、第３章ではこの仮説に基づ

いて、ECM 代謝酵素類の毛周期における変動を調べ、エラスターゼ /NEP の

重要性を明らかにすることを試みた。その結果としてエラスターゼ /NEP 活性

は初期成長期に活性上昇し、退行期から休止期にかけて活性低下する変動を

示し、また毛周期のステージにより、NEP の発現部位も変動することが観察

された。さらに、NEP 阻害剤により毛再生の遅延、および退行期の促進が認

められ、NEP の抑制により発毛を遅らせ、成長期を短縮することができるこ

とを見出した。  

本研究により、真皮線維芽細胞が産生するエラスターゼの活性本体は、細
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胞膜結合型のメタロプロテアーゼである nepr ilys in であることが解明された。

この酵素の皮膚における機能を明らかにするために、皮膚老化ならびに毛周

期における影響を検討したところ、 (1)皮膚の紫外線照射により真皮線維芽

細胞での発現が誘導され、弾性線維のエラスチンを分解することにより光老

化によるシワ形成に関与すること、 (2)毛周期のステージに連動して発現量

と部位が変動することにより、毛包再生と成長期維持に関与していることが

示された。これらの成果は、真皮線維芽細胞由来エラスターゼが皮膚の老化

や毛包組織の再構成、機能維持に重要な役割を果たしているという皮膚科学

研究の新知見を提供するものであり、紫外線に起因する皮膚傷害の治療や、

育毛、体毛のむだ毛処理など美容医療分野への展開が期待される。  
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図１  皮膚の構造  
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図２  毛周期模式図  

J Inves t  Dermatol 2001,  117(1) :3 -15 より改変 [6]
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第 1 章  シワ形成における真皮線維芽細胞由来エラスターゼの役割：選択的阻害剤を用い

た検討 

 

１．１  序論 

 

継続的な日光や紫外線暴露は皮膚の弾力性減少を伴うシワ形成を引き起

こすことはよく認識されている [1,  14, 15]。長期 UV 照射の初期に、皮膚の弾

力性を保つ弾性線維の立体構造が変性することによる皮膚弾力性の顕著な

減少も観察されていた [4]。皮膚中には少なくとも 2 種類のエラスターゼが存

在することが示唆されていた。１つは好中球エラスターゼであり、もう１つ

は真皮線維芽細胞エラスターゼである [12]。好中球エラスターゼはセリンプ

ロテアーゼである [16]のに対して、真皮線維芽細胞エラスターゼはメタロプ

ロテアーゼのファミリーに属すると報告されていた [10, 11]。これら２つの酵

素は基質特異性にも違いがあり、好中球エラスターゼは全てのタイプの弾性

線維を分解でき、特に e launin fiber と成熟した elast ic  fiber に高い選択性があ

るが、真皮線維芽細胞エラスターゼは oxytalan fiber や e launin fiber に主に作

用し、成熟した elast ic  fiber には限られた作用しか示さない [12]。これらエラ

スターゼは種々の組織で、炎症、病気、老化などにおいて弾性線維の代謝に

関与している [16-18]。しかし紫外線によるエラスターゼの過剰発現は弾性線

維ネットワークに何らかの影響を及ぼす可能性があると考えられるにも関

わらず、紫外線誘導シワ形成時におけるこれらエラスターゼの役割はほとん

ど知られていない。実際、動物の皮膚に最小紅斑量以下の紫外線を照射した

場合、好中球を含む炎症性細胞が浸潤していなくてもシワの形成は認められ

る [19]ことから、真皮線維芽細胞エラスターゼがシワ形成において主な役割

を果たしているのではないかと仮説を立てた。これを証明するために、真皮

線維芽細胞エラスターゼの阻害剤を皮膚に塗布して、シワ形成に対する効果

を見ることにした。この研究は、紫外線照射により引き起こされる弾性線維

の傷害とシワ形成における、真皮線維芽細胞エラスターゼの生化学的メカニ
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ズムに関して新たな視点を与えると考えられる。この目的のために、新しく合成

し た 真 皮 線 維 芽 細 胞 エ ラ ス タ ー ゼ 阻 害 剤

N-phenet ylphosphonyl-L- leucyl-L-tryptophane (NPLT)を用いて、へアレスマウ

ス皮膚への紫外線照射シワ形成試験を行った。  

 

１．２  実験材料と方法  

 

１．２．１  実験材料  

エラスターゼの合成基質 N-succinyl-t r i-a lanyl-p-nit roaniline (STANA)はペ

プ チ ド 研 究 所 （ 大 阪 ， 日 本 ) か ら 購 入 し た 。 ヒ ト 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ は

Calbiochem-Novabiochem Corp. (La Jo lla,  CA, USA)から購入した。ヒト真皮線

維芽細胞由来コラゲナーゼ・タイプⅠ、ヒト線維肉腫由来コラゲナーゼ・タ

イプ IV およびコラゲナーゼ活性測定キットはヤガイ株式会社（山形，日本）

より入手した。 phenylmethyl sulfonylfluor ide (PMSF), e la st at ina l,  pepst at in A,  

1-10 phenanthro lin は和光純薬株式会社（大阪，日本）より、 phosphoramidon

は Boehr inger Mannhe im (Mannhe im,  Germany)より、 leupept in は Chemicon 

(Temecula,  CA) より、 ethylened iamine- tet raacet ic  ac id (EDTA)-4Na は GIBCO 

BRL (New York, NY) よ り 、 octyl methoxyc innamate (Parso l-MCX) は

Roche-Vit amines Japan K. K. (東京，日本 )  より購入した。他の化合物は試薬

等級を用いた。  

 

１．２．２  細胞培養  

正常ヒト真皮線維芽細胞は大日本製薬㈱（大阪）から購入し、 2～ 5 継代の

間で使用した。細胞は 10％牛胎児血清を含む Dulbecco’s modified Eagle ’s  

medium (DMEM) 用い、 37℃、CO2 濃度 5％で培養した。  

 

１．２．３  エラスターゼ活性の測定  

エラスターゼ活性は合成基質 STANA を用い、中川らの方法 [20]を改変して



 10 

行った。すなわち、培養ヒト真皮線維芽細胞は PBS で 3 回洗浄後セルスクレ

イパーでかきとり、マウス皮膚バイオプシーの場合は皮下脂肪を除きホモジ

ナイズし、 0.1% Triton-X 100,  0.2 M Tr is -HCl (pH 8.0） buffer で懸濁し超音波

破砕した後、遠心 (3000 rpm x 20 min)した上清を粗酵素液とした。活性測定

は、 100μL の粗酵素液を 96 穴プレートに分注し、阻害剤を加えて 37℃， 15

分プレインキュベート後、62.5mM の基質 (STANA)溶液を 2μL 添加し、37℃，

1 時間インキュベートした。p-nit roaniline の遊離を 410 nm の吸光度で測定し、

酵素活性はタンパク質量あたり、もしくは皮膚面積あたりのユニット（ 1 nmo l 

nit roaniline /1h）で示した。  

 

１．２．４  コラゲナーゼ活性の測定  

タイプ I とタイプ IV コラゲナーゼ活性はヤガイ株式会社製キットを用い

て測定した。  

 

１．２．５  エラスターゼ阻害剤の合成  

真皮線維芽細胞エラスターゼの阻害剤は典型的なメタロプロテアーゼ阻害

剤である phosphoramidon の化学構造を改変して合成した（図 3）。合成手順

は以下の通り。  

Trp-Obz l·HCl （ 国 産 化 学 、 東 京 ） の ク ロ ロ ホ ル ム 溶 液 は 4
o
C で

N,N-d icyc lohexylcarbodiimide に添加し 12 時間攪拌した。溶媒を除き、残渣は

ethyl acetat e に溶解した。更に溶解させるため 4C で 1,2-Ethanedithio l and 4 N 

hydrochlor ic acid -d ioxane を添加した。攪拌後溶媒を除き、残渣は d iethyl ether

か ら 結 晶 化 し た 。 で き た 生 成 物 は 4C で chloro form、  t r iethylamine と

O-benzyl-P-phenethyl phosphochlor idat e (dibenzylphenethyl phosphonate と  

phosphorous pentachlo r ide から得られる [21])に懸濁した。Dichloromethane で

反応液を希釈し、水を加えた。生成物は d ichloromethane で抽出し後、乾燥し、

silica gel co lumn chromatography で精製し ethyl acet ate-petro leum ether から再

結晶化した。生成物は methano l と 10% pa llad ium-carbon を加え、触媒還元を
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行った。 触媒を除き濃縮・凍結乾燥し N-phenethylphosphonyl-Leu-Trp (NPLT)

を得た。  

 

１．２．６  動物  

雌性のアルビノ・へアレスマウス ICR/HR はへアレス（HR/HR：日生研，

東京）と正常毛の  HaM/ICR を交配して花王株式会社生物科学研究所で維持

した。餌と水は自由摂取とし、温度 (23℃ ±2℃ )、湿度 (55±10%)、光 (12 時間明

/12 時間暗 )をコントロールした環境で飼育した。動物は花王株式会社のガイ

ドラインに従って扱い、実験以外では紫外線には曝されなかった。  

 

１．２．７  紫外線照射  

マウスは Toshiba SE20 lamps (東芝ライテック㈱、東京，日本 )の束を UVB

源として照射を行った。照射スペクトル（図 4：東芝ライテックより供与）

からは、UVC は含まれていないことが示された。ランプからマウスの背部ま

での距離は 35cm とし、UV の強度を段階的に上げながら照射を行った。即ち、

1 週目は 65mJ/cm
2（ちょうど最小紅斑量以下の強度）からスタートし、 4 週

目までは毎週 10 mJ/cm
2 ずつ照射強度を上げて行き、95 mJ/cm

2 に達して以降

はその照射強度を維持した。マウスは 1 日 1 回、週に 5 日間、18 週間に渡っ

て UV 照射を受けた。その間、紅斑は一度も起こらなかったことを確認した。  

 

１．２．８  紫外線吸収  

NPLTとParso l-MCXの紫外線に対する吸収は分光光度計 (HITACHI U3410)を

用いて計測した。NPLTと、典型的なUV吸収剤である Parso l-MCX[22]のUV吸

収スペクトルを図 5に示した。 Parso l-MCXがUVB(290-320nm)の波長領域に対

して強い吸収を示したのに対して、NPLTは同じ波長領域に対してわずかな吸

収しか示さなかった。マウスに塗布した濃度（ 1mM:約 0.05%）での最小紅斑

量試験では、NPLTも Parso l-MCXもUVBによる紅斑誘導を阻害できなかった。

これは、サンスクリーンとして用いるには低すぎる濃度であるためと考えら
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れる (データ非掲載 )。一般的に Parso l-MCXは 3%以上の濃度で有効なサンスク

リーン効果を発揮すると報告されている (3%、 5%はそれぞれ SPF 3、 4.5に相

当する )[22]。これらのことから、 Parso l-MCXを 1mMの濃度で用いることで、

NPLTのサンスクリーン効果の可能性を否定できると考えた。  

 

１．２．９  エラスターゼ阻害剤塗布  

へアレスマウスの背部皮膚に UVB 照射直後、1mM の NPLT か Parso l-MCX、

もしくは溶媒  (80% ethano l)を 100μL 塗布した。塗布は 1 日 2 回、6 時間の間

隔を置いて行った。  

 

１．２．１０  シワの測定  

長期的な、最小紅斑量以下の UVB 照射により誘導されるシワは Bisset t ら

の方法 [23]に従い毎週スコア付けした。スコア基準は次の通り。0：シワなし、

スコア 1：浅いシワ、スコア２：やや深いシワ、 3：深いシワ。  

 

１．２．１１  組織学  

光学顕微鏡観察用には、マウス背部皮膚を 8mm パンチバイオプシーで採

取し、ホルマリン固定後パラフィン包埋し、切片をヘマトキシリン＆エオジ

ン (HE)かオルセイン [24]で染色した。  

 

１．２．１２  統計解析  

統計解析用データは、少なくとも 3 つの独立した試験から得られた平均値

±SD で示した。経時変化の検定には Repeated Measures ANOVA を、シワスコ

ア の評 価 に は  Mann-Whitney’s U test を、 他 の 試験 解 析 に は ANOVA と

Student ’s t -test を用いた。  
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図 4 UVB用光源として用いたToshiba SE20ランプの出力波長  
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１．３  結果  

 

１．３．１  UVB照射の効果  

 UVB 照射により引き起こされるシワ形成におけるエラスターゼの役割を

明らかにするために、まず UVB 照射したマウス皮膚においてエラスターゼ

活性が上昇するかどうか検証した。最小紅斑量（MED）以下の UVB を毎日

マウスの皮膚に照射すると、 4 週目にはエラスターゼ活性が有意に上昇し、

その後も 10 週目まで継続して上昇し続けた（図 6）。照射 6 週後のマウス皮

膚の組織化学的所見では、同週齢のコントロールと比較して表皮の肥厚・過

形成が認められたが、好中球を含む炎症性細胞の浸潤数には明白な差は認め

られなかった（図 7）。  

 

１．３．２  真皮線維芽細胞由来のエラスターゼ様酵素の特徴  

種々のプロテアーゼ阻害剤を用いた阻害剤プロファイルから、好中球エラ

スターゼは PMSF やエラスタチナールといったセリンプロテアーゼ阻害剤の

みによって阻害され（図 8A）、真皮線維芽細胞エラスターゼはこれまでの報

告通り、金属キレート剤である EDTA や 1,10-phenanthro lin、メタロプロテア

ーゼ阻害剤である phosphoramidon によって阻害され、それ以外の阻害剤では

阻害されないことが確認できた（図 8B）。このことは、真皮線維芽細胞由来

のエラスターゼは、好中球タイプとは異なり、メタロプロテアーゼファミリ

ーに属することを示している。  

 

１．３．３  phosphoramidon 誘導体の阻害活性  

 phosphoramidon は糖構造を含み、親水性が高いため皮膚への浸透性は低い

と 考 え ら れ た の で 、 親 油 性 を 高 め る 誘 導 体 化 を 行 い 、

N-phenethylphosphonyl-Leu-Trp (NPLT)を得た。この NPLT の、真皮線維芽細

胞エラスターゼに対する阻害活性を確認したところ、 10μM では 90％以上の

阻害活性を示し、IC5 0 は 50nM であった (図 9)。これは phosphoramidon と同程
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度の阻害活性であった（図 9）。一方、タイプ I、タイプ IV コラゲナーゼや好

中球エラスターゼのような他のマトリックス分解プロテアーゼに対しては

NPLT は影響を及ぼさず、NPLT は真皮線維芽細胞エラスターゼに選択的な阻

害剤であることが示された（図 9）。  

 

１．３．４  NPLT のマウス皮膚エラスターゼに対する阻害活性  

 NPLT がマウス皮膚由来のエラスターゼに対して阻害活性を示すかどうか

確認するため、UVB 照射、未照射のマウス皮膚から抽出したエラスターゼ活

性を測定した。NPLT は UVB 未照射マウスの皮膚由来エラスターゼ活性を、

100μM で約 40％有意に阻害した（図 10）。更に、UV 照射で促進されたエラ

スターゼ活性は、NPLT の濃度依存的に、未照射マウスと同レベルまで、有

意に阻害された（図 10）。このことは、NPLT が UVB で促進されたエラスタ

ーゼ活性を阻害できること、UVB によって活性化されたエラスターゼ活性の

ほとんどは NPLT 感受性のメタロプロテアーゼが関与することを示す。  

 

１．３．５  エラスターゼ阻害剤によるシワ形成抑制  

 UV 照射 6 週目から、ヘアレスマウスの背部皮膚には同週齢の未照射コン

トロールと比較して明確なシワの兆候が認められ、18 週目にかけてよりはっ

きりしてくる（図 11A，B）。UVB 照射直後に、1mM 濃度の NPLT をへアレス

マウスの背部皮膚に毎日塗布していると、エタノールを塗布したコントロー

ルと比較してはっきりとシワの形成が抑制された（図 11C）。シワスコアで見

ると、UVB 照射後 15～ 18 週にかけて、エタノール塗布コントロール群と比

較して、NPLT 塗布群では有意なシワスコアの低下が認められた（図 12）。一

方同じ 1mM 濃度の紫外線吸収剤 Parso l-MCX を塗布してもシワ形成に対する

抑制効果は認められず（図 11D, 12）、照射後に塗布したサンスクリーン効果

の残存がシワ形成抑制に影響するわけではないことが示された。  

 

１．３．６  微細弾性線維の変化  
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 オルセイン染色による組織像は、種々のタイプの弾性線維を含む正常な結

合組織の維持が、紫外線照射後のシワ形成抑制に関与することを示している

（図 13）。正常な皮膚では真皮上層から中層にかけて、微細な弾性線維網が

存在し（図 13A）、18 週間の UVB 照射により明らかに微細弾性線維網が減少

していた（図 13B）。一方、UV 照射プラス NPLT 塗布では弾性線維網が未照

射のものに近いレベルに保たれていた（図 13C）。  
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図 6 紫外線照射マウス皮膚中のエラスターゼ活性  

STANA を基質として測定した UV 照射皮膚中のエラスターゼ活性。皮下組織を除いた皮膚

のホモジネートをエラスターゼ活性の酵素源とした。マウス皮膚は UVB 照射 1 日後に採取し

エラスターゼ活性測定に供した。結果は各５匹の平均値  ± 標準偏差で表した。統計的な

有意差検定は Repeated Measures  ANOVA により行った。＊は P<0.05 を示す。  
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図 7 紫外線照射前後のヘアレスマウス皮膚組織切片  

背部皮膚から採取した径 8 mm の皮膚試料はホルマリン固定後パラフィン包埋し、切片は

HE 染色した。A は未処理コントロール、B は 6 週間紫外線照射したマウス皮膚を示す。  
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図 8 真皮線維芽細胞エラスターゼ  (A) と好中球エラスターゼ  (B) の阻害剤プロフ

ァイル  

真皮線維芽細胞エラスターゼ測定用の酵素はヒト真皮線維芽細胞の溶解液から調整し、

100μg/mL の濃度で用いた。エラスターゼ活性は基質として STANA を用い、種々の阻害剤

を表記の濃度で共存させて測定を行った。結果は平均値  ± 標準偏差で表した。  
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図 9 真皮線維芽細胞エラスターゼに対するＮＰＬＴと phosphoramidon の

阻害濃度依存性と、いくつかの酵素に対するＮＰＬＴの阻害プロファイル  

ヒト真皮線維芽細胞溶解液から抽出した酵素液は 100μg/mL の濃度で用いた。エラスター

ゼ活性は基質として STANA を用い、NPLT (●) や  phosphora midon (○)存在下で測定した。

好中球エラスターゼ  (■)、タイプⅠコラゲナーゼ  (△)、タイプ IV コラゲナーゼ  (◇ )は 5μg/mL 

(それぞれ 0.1 U/ mL, 0.5 U/mL, 0.5 U/mL)  で、それぞれ推奨の基質を用いて測定した。結

果は平均値  ± 標準偏差で表した。  
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図 10 紫外線照射により促進されたマウス皮膚中のエラスターゼ活性に対する NPLT

の阻害効果  

マウス皮膚は 6 週間の紫外線照射後 1 日か、週齢一致コントロールから採取し、ホモジナイ

ズ後エラスターゼ活性を測定した。NPLT は表記の濃度で用いた。結果は平均値  ± 標準

偏差で表した。統計的有意差は Student’s t - t est と Bonferroni の多重比較 (コントロールと

比較 )、および One-way ANOVA と Dunnet の多重比較 (0μM NPLT と比較 )により行った。＊

は P<0.05，＊＊は P<0.01 (コントロールと比較 )、＃は P<0.05，＃＃は P<0.01 (0μM NPLT

と比較 )  を表す。  
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図 11 ヘアレスマウス紫外線照射 18週目の背部皮膚写真  

Aは未照射コントロール、Bは紫外線照射後 80% エタノール処理、Cは紫外線照射後NPLT

処理、Dは紫外線照射後 Parsol-MCX処理マウス皮膚を示す。
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図 12 シワスコアで評価したシワ形成に対するNPLTの阻害効果  

1mMのNPLTとParsol-MCXの80％エタノール溶液は紫外線照射後に1日 2回塗布した。コン

トロールは80%エタノールとした。結果は各群 8匹の平均値  ± 標準誤差で表した。統計的

有意差はコントロールとの比較をMann WhitneyのU検定とBonferroniの多重比較により行っ

た。＊はP<0.05を示す。  
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図 13 オルセイン染色によるヘアレスマウス皮膚中の弾性線維像  

紫外線照射後にNPLT (1mM) か溶媒  (80% エタノール )塗布して18週後のマウス皮膚を

採取した。同じ週齢で紫外線照射も塗布も行っていないマウス皮膚も同時に採取した。Aは

未照射・未塗布群、Bは紫外線照射・エタノール塗布群、Cは紫外線照射・NPLT塗布群を

示す。△は微細弾性線維を示す。
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１．４  考察  

 

 日光暴露や紫外線照射後にシワが形成されることは良く知られている。シ

ワの形成と同時に皮膚の弾力性が低下することも報告されている [1,  14,  15]。

弾性線維は長期の日光や紫外線暴露により蓄積し (so lar-elastosis) [25]、シワ

形成はそれに先立つことが報告されている [26]。本研究における組織化学的

所見では、UVB 照射 18 週目には弾性線維の蓄積無しにはっきりとしたシワ

が形成されていた。また、表皮直下（真皮・表皮結合）の微細な弾性線維は、

最小紅斑量以下の UVB 照射ですぐ（ 6 週間以内）に減少することが報告され

ている [23]。さらに、ラット足底において UV 照射が弾性線維の 3 次元ネッ

トワークの湾曲化を引き起こすことも示されていた [4]。これらの知見は UVB

照射後初期のシワ形成には微細なエラスチン線維の減少や変性が関与する

可能性を示唆している。エラスチンを主成分とする弾性線維は構造や局在に

より 3 つに分類できる。oxytalan fiber は最も細い線維で、真皮乳頭へ向かっ

て垂直に走っている。 e launin fiber はやや太く、真皮・表皮結合の下方に広

がっており、しばしば oxytalan fiber と結合している。そして、 e last ic  fiber

は最も太く成熟している [27]。自然老化に伴い oxytalan fiber と e launin fiber

は減少し [28]、光老化の後期にはっきりしたシワが完成する頃にはこのプロ

セスが加速して、真皮下層の e last ic  fiber は異常に太く、密になっているとい

う [28]。  

 ヒト皮膚の弾性線維はエラスターゼによって分解され、皮膚には少なくと

も 2 つのタイプのエラスターゼが存在すると言われている [12]。ヒト好中球

エラスターゼ (EC 3.4.21.37)の炎症反応や種々の病気における役割は確立さ

れている [17]。一方、最小紅斑量の紫外線照射後には、本試験同様炎症性細

胞の浸潤は認められないという報告がある [19]。そこで真皮線維芽細胞エラ

スターゼによる微細な弾性線維の分解とそれに伴う皮膚弾力性の低下が紫

外線誘導シワ形成に重要な役割を果たしているものと仮説を立て、その可能

性を真皮線維芽細胞エラスターゼの阻害剤を用いて検証した。UVB 照射マウ
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ス皮膚を用いた今回の実験では、 STANA を基質としたエラスターゼ活性は

UVB 照射開始から 2 週間は未照射のコントロールと比較して変化がなかった

が、 4 週間後には明らかな活性上昇を示した。継続的で顕著なエラスターゼ

活性上昇と一致して、組織学的な観察においても、微細な弾性線維が 18 週

間の UVB 照射後には明らかに減少していた。他の研究においてヒト真皮線

維芽細胞由来エラスターゼが in  vitro で組織切片の微細弾性線維を完全に分

解することが示されている [10]ことから、UVB 照射皮膚中の微細弾性線維分

解が主に真皮線維芽細胞エラスターゼ活性の上昇によると考えうる。微細弾

性線維の減少が真皮線維芽細胞エラスターゼの活性上昇によるのかどうか、

直接解明するために真皮線維芽細胞エラスターゼ阻害剤を用い、シワ形成に

対する抑制効果を評価した。  

真皮線維芽細胞エラスターゼはメタロプロテアーゼファミリーに属する

[10, 12]。 phosphoramidon は典型的なメタロプロテアーゼ阻害剤として知ら

れている [21]が、親水性のラムノース基を持つことから皮膚への浸透性は低

いと考えられた。皮膚への浸透性を上げるために、親水性のラムノース基を

フェネチル基に置き換える誘導化を行った結果、最適な誘導体を見出し、

NPLT と名づけた。NPLT は真皮線維芽細胞エラスターゼに対して 50nM の IC5 0

で有意な阻害活性を示し、10μM 以上の濃度で UVB 誘導マウスエラスターゼ

活性を抑制できたが、好中球エラスターゼやタイプ I、タイプ IV コラゲナー

ゼの活性に対しては影響を及ぼさなかった。へアレスマウスを用いた今回の

実験では、UVB 照射後のシワ形成は 1mM の NPLT 塗布により、有意に抑制

された。一方、典型的な紫外線吸収剤である Parso l-MCX を、同様に UVB 照

射直後に 1mM (0.05%) 塗布してもシワ形成に対して抑制効果は示さなかっ

た。このことは、UVB 誘導シワ形成に対する NPLT の有意な抑制効果は、皮

膚表面に残った剤による紫外線吸収効果によるものではないことを示して

いる。エラスターゼ阻害剤 NPLT によるシワ形成抑制は、皮膚弾力性を減少

させる真皮微細弾性線維の分解を顕著に減少させることによると考えられ

る。これらの結果は真皮線維芽細胞エラスターゼが微細弾性線維を分解し、
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それにより皮膚弾力性が減少し、シワ形成の素地を作ることに重要な働きを

していることを示唆する。今回の研究で示した、シワ形成における弾性線維

ネットワークの役割に関しては、光老化皮膚において弾性線維ネットワーク

の鍵となる構造因子、 fibr illin- r ich mic ro fibr ils が顕著に減少するという報告

によっても裏付けられる [29]。  

 低いレベルの UVB (0.1-0.5 MED)にさらされた場合でも、ヒト皮膚におい

てマトリックス分解メタロプロテアーゼの酵素活性や mRNA、タンパク質発

現は高いレベルになることが示されている [30]。このとき同時に、メタロプ

ロテアーゼ遺伝子発現促進因子である転写因子 AP-1 と NF-κB も増加してい

る。一方、 a ll-t rans- ret ino ic ac id は UVB 照射前に塗布することにより AP-1

とメタロプロテアーゼの発現を抑制する。このような短期間の効果がシワの

形成や定着を説明するのに十分かどうかはまだ明らかではないが、これらの

研究はマトリックス分解メタロプロテアーゼが UVB 誘導シワ形成に重要な

役割を果たしていることを示唆する。コラゲナーゼとの強度の違いは明らか

ではないが、これらの報告は本研究で示したエラスターゼの役割も支持する。 

 まとめると、エラスターゼ阻害剤（コラゲナーゼは阻害しない）を用いた

本研究は紫外線が引き起こすシワ形成に関して、新しい生化学的視点を提供

する。エラスターゼ阻害剤塗布のシワ形成に対する有意な抑制効果は、光老

化過程における真皮線維芽細胞エラスターゼの明らかな役割を示唆する。  
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１．５  まとめ  

 

これまでに弾性線維の湾曲化に伴う皮膚弾力性の低下がシワ形成初期の

重要な現象であることは知られていた。シワ形成時の弾性線維変性における

エラスターゼの役割を検証するために、真皮線維芽細胞エラスターゼの阻害

剤、N-phenethylphosphonyl-Leu-Trp (NPLT)の、紫外線照射へアレスマウスシ

ワ形成に対する効果を調べた。へアレスマウス背部皮膚に最小紅斑量以下

（ 65-95mJ/cm
2）の紫外線を 18 週間毎日照射し、各照射直後に 1mM NPLT を

100μL 塗布した。背部皮膚のシワは 6 週目から 18 週目まで評価した。最小紅

斑量以下の紫外線を毎日照射すると皮膚中のエラスターゼ活性は 4 週目以降

有意に上昇し、上昇した活性は NPLT と共にインキュベートすることで、濃

度依存的に未照射と同レベルまで有意に低下した。このことは、 NPLT が紫

外線で誘導されたエラスターゼ活性を抑制できることを示す。 NPLT 塗布に

より 15 週目以降、溶媒コントロールと比較して有意 (P<0.05)にシワ形成が抑

制された。オルセイン染色で見た弾性線維の組織染色からは、紫外線照射し

た溶媒コントロール塗布皮膚で微細弾性線維が顕著に減少しているのに対

して、NPLT 塗布皮膚では目立った減少は認められなかった。これらの知見

は、真皮線維芽細胞エラスターゼが、弾性線維の変性を介したシワ形成に明

白な役割を果たしていることを示唆する。  
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第 2 章  真皮線維芽細胞エラスターゼの本体 (nepri lysin)同定とその老化およ

び紫外線応答における役割  

 

２．１  序論  

 

 累積した紫外線暴露がシワ形成を誘導し、これは皮膚の弾力性低下と関連

付けられる [1,  14,  15]。前章において、1MED 以下の紫外線長期照射によりし

わが形成され、これは弾性線維ネットワーク（未成熟な oxytalan fiber、elaunin 

fiber、成熟した elast ic  fiber から成る）の分解と関連することを示した。さら

にこのシワ形成プロセスにおいて、エラスターゼの活性が、UVB 照射へアレ

スマウス皮膚において、シワ形成開始より早い時期に徐々に、顕著に亢進す

ることを示した。このことはエラスターゼが弾性線維ネットワークの傷害に

深く関与していることを示している。動物の皮膚に最小紅斑量以下の UVB

を照射すると、炎症細胞の浸潤がない [19]にもかかわらず、シワが形成され

ることから、この条件での弾性線維分解には真皮線維芽細胞エラスターゼが

主に関わっていることが推察される。真皮線維芽細胞由来のエラスターゼ様

酵素の特性については、すでにメタロプロテアーゼであると報告されている

が、実際メタロプロテアーゼの阻害剤のみで顕著に阻害され、他の阻害剤で

はされなかったことから確かにメタロプロテアーゼファミリーに属するこ

とが示された。シワ形成に関するエラスチン変性に、真皮線維芽細胞エラス

ターゼが寄与するかどうか確認するため、タイプ I、タイプ IV コラゲナーゼ

は阻害しない、合成メタロプロテアーゼ阻害剤を用い、塗布によりシワ形成

が抑制されることを確認した。このことは、真皮線維芽細胞エラスターゼが、

エラスチン線維の分解を介して、シワ形成に決定的な役割を果たしているこ

とを示している。  

真皮線維芽細胞がエラスターゼを生成するという証拠はいくつかあるが、

その本体の酵素種についてはいまだ明らかでない。その特徴は 94kDa の膜結

合型メタロプロテアーゼで、至適 pＨは中性域である。このエラスターゼは
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未成熟な弾性線維である oxytalan fiber,  elaunin fiber を良く分解し、成熟した

elast ic  fiber の分解は限定的である [12]。この酵素はまた、cut is laxa や act inic  

elastosis などの病変 [5,  6,  31]や紫外線照射皮膚において活性上昇するが牛靭

帯エラスチンは分解できない [31]ことが報告されている。真皮線維芽細胞エ

ラスターゼの候補としていくつかの酵素が報告されている。例えば、 92-,  

72-kDa タイプ  IV コラゲナーゼ  (ゼラチナーゼ )[32,  33]  ,  好中球エラスタ

ー ゼ [34],  メ タ ロ エ ラ ス タ ー ゼ [35],  カ テ プ シ ン  G[36],  プ ロ テ イ ナ ー ゼ  

3[37]などである。これらの候補のうち、 92-,  72-kDa タイプ  IV コラゲナー

ゼ  とメタロエラスターゼだけが、メタロプロテアーゼであるという条件を

満たしているが、これらも分子量や、膜結合型であるという特徴と一致しな

い。  探索した結果、 nepr ilys in (中性エンドペプチダーゼ  24.11 (NEP)) (E.C.  

3.4.24.11)が、分子量（ 97,000）、膜結合型メタロプロテアーゼであること、阻

害剤パターン、細胞の継代を重ねたときの活性変動パターンなどの点で真皮

線維芽細胞エラスターゼと類似点があることに着目し、これら 2 つの酵素の

同一性について検証することにした。  

 

 

２．２  実験材料と方法  

 

２．２．１  細胞培養  

正常ヒト真皮線維芽細胞  (HSF)（大日本製薬㈱、大阪）、及びアフリカミ

ドリザル腎由来の株化細胞 COS-1(ATCC, Manassas,  VA)は 10％牛胎児血清を

添加した Dulbecco’s mod ified Eagle’s med ium (DMEM) 用い、コーカシアン新

生男児由来ヒト表皮角化細胞（クラボウ、大阪）は EpiLife KG2 med ium (ク

ラボウ )を用い、 37℃、CO2 濃度 5％で培養した。  

 

２．２．２  動物  

雌性アルビノ・へアレスマウス ICR/HR はへアレス（HR/HR：日生研，東
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京）と正常毛の  HaM/ICR を交配して花王株式会社生物科学研究所で維持し

た。餌と水は自由摂取とし、温度 (23℃ ±2℃ )、湿度 (55±10%)、光 (12 時間明 /12

時間暗 )をコントロールした環境で飼育した。動物は花王株式会社のガイドラ

インに従って扱い、定めた週齢に達したら炭酸ガスで安楽死させ、背部皮膚

を採取した。皮下脂肪を除去した後、ホモジナイズ、0.1% Tr iton-X 100, 0.2 M 

Tr is-HCl (pH 8.0）で可溶化、超音波破砕後、 3,000 回転で遠心し、得た上清

を粗酵素として、エラスターゼ活性、及び NEP 活性測定を行った。  

 

２．２．３  酵素抽出  

HSF はコンフルエントになるまで培養した後、PBS で 3 回洗浄後セルスク

レイパーでかきとり、 0.1% Triton-X 100, 0 .2 M Tr is -HCl (pH 8.0） buffer で懸

濁し超音波破砕した後、遠心 (3,000 rpm x 20 min)した上清を粗酵素液とした。 

 

２．２．４  エラスターゼ活性測定  

合成基質を用いる場合は前章に述べた通りの方法により測定を行った。  

不溶性のエラスチンを用いる場合は 500μL のチューブに、400μL の HSF エラ

スターゼ溶液と 130μg の不溶性ヒトエラスチン -RBB を添加し、 37℃、 20 時

間、撹拌しながらインキュベートした。その後 15,000rpm、5 分間遠心し、上

清の 605nm の吸光度を測定し、エラスターゼ活性とした。  

 

２．２．５  NEP 活性測定  

NEP 活性は Casey ら [38]の方法に準じて行った。HSF やマウス皮膚から調

整 し た 酵 素 液 を MES Buffer (300 mM NaCl,  100 mM 

2-[N-morpho lino]ethanesulfonic acid(pH 6.5))で 20 倍希釈し 96 穴プレートに

100μL ず つ 分 注 し 、 2 μL の 基 質 溶 液 (20 mM 

Glutar yl-Ala-Ala-Phe-4-methoxy-2-naphthylamine / dimethylfor mamide) を添加

し 37 ˚C、１時間インキュベートし、Phe-4-methoxy-2-naphthylamine を生成さ

せた。酵素反応は  1μL の 400 μM phosphoramidon を添加して停止させ、 20 
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mUnit の aminopept idase M を添加して更に 37 ˚C、 15 分間インキュベートし

て 4- methoxy-2-naphthylamine を 生 成 さ せ た 。 生 成 さ れ た

4-methoxy-2-naphthylamine の量は蛍光光度計にて exc itat ion spectrum 340 nm、

emiss ion spectrum 425 nm で測定し、NEP 活性とした。  

 

２．２．６  免疫染色  

 HSF はチャンバースライド (ヌンク )上で培養し、冷アセトンで 10 分間固定

後風乾した。 3 % BSA/PBS で 2 時間、室温でブロッキング、 PBS で 5 分間、

3 回洗浄後、8 μg/mL の 1 次抗体 (ant i-human CD 10 ant ibody; IMO113)か contro l 

mouse IgG の PBS 溶液を載せて、4 ˚C、一晩インキュベートした。5 分間、3

回の洗浄後 2 次抗体で 37℃、 30 分間インキュベート、 3 回洗浄後 DAB 基質

で発色させた。  

 

２．２．７  免疫沈降  

1 mL の HSF エラスターゼ溶液  (200 μg protein/mL)に 5 μg マウスモノクロ

ーナル抗ヒト CD10 抗体  (IMO113 or IMO112)か、ウサギ抗ヒト MT-MMP-1 

(MMP-14)  抗体  (RP1-MTM1)、もしくはコントロールマウス IgG を添加して

4 ˚C、1 時間インキュベートした。その後、100μL の  プロテイン A アガロー

スを加えて 4℃、 30 分間インキュベートした。 15,000 回転、 2 分間遠心後、

上清 0.9 mL を新しいチューブに移し、これを 2 回繰り返した。各ステップ

の免疫沈降物をサンプリングし、酵素活性とウェスタンブロッティングを行

った。  

 

２．２．８  ウェスタンブロッティング  

免疫沈降物とその上清は 10% SDS-PAGE を行い、PVDF メンブラン (Bio-Rad,  

CA, USA)に転写した。 3 % 牛血清アルブミンを含む Tris/HCl (pH 7.5)  (100 

mM NaCl)でブロッキングした後、メンブランはマウスモノクローナル抗ヒト

NEP 抗体 (IMO 113) で室温、 1 時間処理した。その後 horseradish peroxidase
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標識した抗マウス IgG で処理し、Amersham ECL 試薬で発光させ、X 線フィ

ルムに感光させてバンドを検出した。  

 

２．２．９  ヒト NEPcDNA のクローニング  

 ヒト NEP の cDNA 全長クローニングは RT-PCR により行った。Total RNA

は培養 HSF より、TRIZol 試薬を用いて抽出した。2 μg の  total RNA は AMV 

reverse t ranscr ipt ase と o ligo  d (T)18 で処理し、 1 本鎖  cDNA を得た。NEP 

cDNA の増幅には下記の pr imer sets を用いた。  

sense pr imer ; 5’-ATGGATATAACTGATATCAACACT-3’(1-24bp),  

ant isense pr imer ; 5’-AGAAGTGCCGGGTTTGGTGATC-3’(2211-2233bp).  

PCR の反応条件は  94 ˚C /2 分を 1 サイクル、94 ˚C/30 秒、55 ˚C/30 秒、72 ˚C/3

分を 35 サイクル、72 ˚C/10 分を 1 サイクルとした。PCR 産物は T4 DNA ligase  

を用いて、 pCR3.1 哺乳類細胞発現ベクターに組み込んだ。制限酵素マッピ

ングを用いて、正しい sense が組み込まれた 8 クローンを選抜した。  

 

２．２．１０  NEPcDNA 発現ベクターの細胞への導入  

  8 μL の Lipo fect AMINE 試薬と 1 μg の DNA を 200 μL の OPTI-MEM I med ium

に添加し、室温、45 分インキュベートした後、800 μL の OPTI-MEM I medium

を加えた。COS-1 細胞は OPTI-MEM I med ium で洗浄後、上記 medium mixture

を加え、 5-12 時間、 37 ˚C、 5 % CO2 条件で培養した。その後、 1 mL の 10% 

FCS/DMEM を加え 24 時間インキュベート、培地を交換してさらに 48-72 時

間インキュベートし、NEP cDNA 導入細胞を得た。  

 

２．２．１１  RT-PCR によるヒト NEP 遺伝子発現解析  

 Total RNA は培養 HSF から、TRIZol 試薬を用いて抽出した。1 μg の total RNA

は AMV reverse t ranscr ipt ase と o ligo d (T)18 で処理して、1 本鎖 cDNA を得た。

NEP cDNA の増幅には Cohen らの報告した [39]下記 2 つの pr imer sets を用い

た。  
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NEP1 Sence; 5’-GTCCTGCTCCTCACCATCATAGC-3’ (238 -260bp),   

NEP1 Ant isence; 5’-CGATCTTCAGGTTTAGCCGTAGC-3’ (991-1013bp),   

NEP3 Sence; 5’-GCTACGGCTAAACCTGAAGATCG-3’ (991-1013bp),   

NEP3 Ant isence; 5’-TTCGTGTCCTATGACCATGCC-3’ (1870-1890bp)  

PCR の反応条件は 94 ˚C /2 分を 1 サイクル、94 ˚C/30 秒、67 ˚C/1 分、72 ˚C/1

分を 25 サイクル、 72 ˚C/10 分間を 1 サイクルとした。  

 

２．２．１２  UV 照射  

 UVA、及び UVB の照射はそれぞれ、FL20SBL ランプ (Panasonic Co.,  Osaka,  

Japan)、及び GL20SE ランプ (SANKYO DENKI Co. Ltd. ,  Kanagawa,  Japan)  を

用いて行った。  

 

２．２．１３  統計解析  

 統計解析用データは、少なくとも 3 つの独立した試験から得られた平均

±SD で示した。群間の比較には Student ’s t -test か ANOVA により解析した。P

値は 0.05 以下を統計的に有意とした。  

 

 

２．３  結果  

 

２．３．１  抗 NEP 抗体を用いた免疫沈降  

HSF 由来エラスターゼは酵素特性の類似から、メタロプロテアーゼである

NEP か MMP-14 が活性本体の候補となり得ると考えられたので、HSF 抽出粗

酵素に対し、抗 NEP 抗体 (IMO112, IMO113)、及び抗 MMP-14 抗体を用いた免

疫沈降を行い、上清のエラスターゼ活性を、合成基質 STANA を用いて測定

した。その結果、2 種類の NEP 抗体はいずれも HSF のエラスターゼ活性を有

意に抑制し、MMP-14 抗体ではエラスターゼ活性に影響を及ぼさなかった (図 .  

14)。同様に NEP 抗体で免疫沈降した上清でのエラスターゼ活性の低下は、
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コントロール IgG で免疫沈降した上清に、典型的なメタロプロテアーゼ阻害

剤である phosphoramidon や、NEP 特異的阻害剤である t hiorphan をそれぞれ

1μM 添加した場合と同程度であった (図  15A)。このとき NEP 抗体を用いた免

疫沈降物中のエラスターゼ活性はコントロール IgG を用いたときと比較して

高くなっており、この免疫沈降物中のエラスターゼ活性は、NEP 特異的阻害

剤である t hiorphan により、ほぼ完全に阻害された（図  15B）。このことから、

HSF 抽出粗酵素液中の NEP が抗体に吸着されると、上清中のエラスターゼ活

性は消失し、抗体に吸着していることが示された。同様の実験をエラスター

ゼ活性測定用の基質に不溶性ヒトエラスチン -RBB ビーズを用いて活性を測

定したところ、STANA 分解活性パターンとよく一致した結果が得られた。即

ち、HSF をコントロール IgG で免疫沈降した上清中には明らかなエラスター

ゼ活性が認められたが、NEP 抗体で免疫沈降した上清ではエラスターゼ活性

は顕著に低下していた  (図  16)  。このことは、HSF が確かにエラスチン分解

活性を持っており、その活性には NEP 抗体により沈降されるタンパク質が関

連していることを示している。コントロール IgG と共に t hio rphan もしくは

phosphoramidon といった阻害剤で処理した場合、エラスチン分解活性ははっ

きりとした阻害を示したが、t hio rphan の阻害効果は phosphoramidon のそれよ

りも弱く見えた (図  16)。これは、不溶性のエラスチンを基質とした酵素活性

測定は 20 時間もの長時間のインキュベーションを必要とし、 t hiorphan は

phosphoramidon と比べて安定性が劣るため、長時間のインキュベーション中

にある程度分解してしまったためかもしれない。  

 

２．３．２  HSF の NEP 免疫染色  

 NEP 抗体を用いた HSF の免疫染色を行ったところ、細胞膜、及び細胞質は

陽性であったが、核は陰性であった (図  17)。この結果は Lorkowsk i らの結果

と一致する [40]。  

 

２．３．３  ヒト NEP 発現ベクターの導入  
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 ヒト NEP cDNA を組み込んだ発現ベクターを COS-1 細胞に導入した。その

後、COS-1 細胞から Total RNA を抽出し、NEP pr imer set を用いた RT-PCR に

より NEP の発現を確認した。その結果、元々はほとんど NEP を発現してい

ない COS-1 細胞が、NEP 発現ベクターを組み込むことにより、HSF と同程度

の NEP mRNA 発現を示した (データ非掲載 )。NEP 発現ベクターを組み込んで

いない COS-1 細胞では NEP 活性はきわめて低いが、NEP 発現ベクターを組

み込んだ COS-1 細胞では著しく、有意な NEP 活性上昇が認められた (図  18B)。

同じ NEP 発現ベクターを組み込んだ COS-1 細胞で、組み込んでいない COS-1

細胞と比較して著しく、有意なエラスターゼ活性の上昇が認められた (図  

18A)。  

 

２．３．４  NEP は 72kDa ゼラチナーゼを 66kDa ゼラチナーゼに変換でき

ない  

Beranger らは真皮線維芽細胞エラスターゼが 72-kDa プロゼラチナーゼ A

を活性型の 66-kDa ゼラチナーゼに変換する活性を持つと報告していた [41]

ので、NEP がその変換活性を持つかどうか検討した。ゼラチンザイモグラフ

ィーで検討した結果、HSF、NEP cDNA 導入 COS-1 細胞の溶解液中には同活

性は認められなかった (データ非掲載 )。  

 

２．３．５  細胞継代老化時のエラスターゼ /NEP 変動  

これまでの実験で、HSF のエラスターゼ活性が、NEP で説明できることを

示してきたので、自然老化、及び光老化におけるエラスターゼ /NEP 活性の変

動を調べた。HSF の継代老化においては、継代数が増えるにつれてエラスタ

ーゼ活性、及び NEP 活性は上昇した (図  19A, B)。この継代老化依存の活性上

昇は NEP タンパク質発現の上昇を伴うことをウェスタンブロッティングに

より示した (図  19C)。しかしこのとき、RT-PCR で見た NEP mRNA 発現は上

昇していなかった (図  19D)。  
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２．３．６  マウス皮膚自然老化時のエラスターゼ /NEP 活性変動  

自然老化皮膚におけるエラスターゼ /NEP 活性の変動を調べるために、

2,4,9,16,21 ヶ月齢のへアレスマウス背部皮膚を一定面積 (0.5cm
2
)採取しエラ

スターゼ活性及び NEP 活性を測定した。その結果、エラスターゼ活性も NEP

活性も、マウスの月齢が上がるにつれて上昇する、という同様のプロフィー

ルを示した (図  20)。このことからマウス皮膚においても自然老化に伴い、エ

ラスターゼ /NEP 活性が上昇することが確認できた。  

 

２．３．７  HSF のエラスターゼ /NEP 活性に対する紫外線照射の影響  

前章においてマウス皮膚中のエラスターゼ活性が紫外線により上昇し、そ

れが紫外線によるシワ形成に関与していることを述べた。そこで、細胞に紫

外線照射した場合のエラスターゼ /NEP の変動を調べた。そこで、培養 HSF

に UVA(1, 5J/cm
2
)を照射すると、72 時間後にエラスターゼ活性、及び NEP 活

性は照射 Dose 依存的に、有意に上昇した (図  21 A & B)。 UVB 照射は 1mJ/cm
2

では 72 時間後の HSF エラスターゼ /NEP 活性に影響を及ぼさなかったが、

5mJ/cm
2 では両活性の有意な低下が見られた (図  21 A & B)。培養 HSF は 5 

J/cm
2 以下の UVA、 5 mJ/cm

2 以下の UVB では、照射後 72 時間において目立

ったダメージは認められなかった (データ非掲載 )。  

 

２．３．８  UVB 照射ヒトケラチノサイト培養上清の HSF エラスターゼ /NEP

活性に及ぼす影響  

前章においてヘアレスマウス皮膚に継続的に UVB を照射すると皮膚全体

（皮下組織を除く）のエラスターゼ活性が漸進的に上昇することを述べた。

UVB は真皮まで届かないので、UVB 照射ケラチノサイト由来の可溶性因子

が真皮に浸透して真皮線維芽細胞のエラスターゼ活性を上昇させると考え

られた。そこで本章において、 UVB 照射ヒトケラチノサイト condit ioned 

med ium に、真皮線維芽細胞エラスターゼ /NEP 活性を促進する力があるかど

うか確かめることにした。酵素活性測定から、ヒトケラチノサイトに UVB(20  
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mJ/cm
2
)を照射して 72 時間後の condit ioned med ium は HSF に添加して 24 時

間培養すると、エラスターゼ /NEP 活性を有意に上昇させることが示された

(図  21 C & D)。  

 

２．３．９  HSF のエラスターゼ /NEP 活性に及ぼす種々のサイトカインの

影響  

 次に、UVB 照射ケラチノサイトから分泌されることが知られている種々の

サイトカインやケモカインの、HSF エラスターゼ /NEP 活性に対する影響を調

べた。酵素活性測定から、エラスターゼ /NEP 活性はどちらも、 IL-1α, IL-1β,  

IL-6,  IL-8, GM-CSF の 24 時間処理により有意に促進されることが示された

(図  22)。  

 

２．３．１０  UVB 照射ヒトケラチノサイトからのサイトカイン分泌  

HSF エラスターゼ /NEP 活性を促進する能力があるものとして、5 つのサイ

トカインが同定されたので、UVB 照射ヒトケラチノサイトでこれらサイトカ

イン量が増加するかどうか検討した。 ELISA で定量したところ、 20 mJ/cm
2

の UVB 照射 72 時間後に IL-8 と GM-CSF 量は有意に増加していたが、IL-1α,  

IL-1β, IL-6 は変化がなかった (図  23A)。  

 

２．３．１１  HSF からのサイトカイン分泌に対する UVA 照射の影響  

 UVA によるエラスターゼ /NEP 活性促進における、サイトカイン分泌によ

るオートクラインメカニズムの関与の可能性を検証するために、エラスター

ゼ /NEP 活性促進効果のあった 5 つのサイトカインについて、UVA 照射 HSF

による分泌量を測定した。 ELISA 定量の結果、 1.0 J/cm
2 または 5.0 J/cm

2 の

UVA 照射 72 時間後にいずれのサイトカイン分泌量も有意な増加は認められ

なかった (図  23B)。  
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図 14 抗 NEP 抗体と抗 MMP-14 抗体を用いた免疫沈降後上清中のエラスタ

ーゼ活性  

 

HSF を抗 NEP 抗体、抗 MMP-14 抗体か、コントロールマウス IgG で免疫沈降した

前後の上清中のエラスターゼ活性を、合成基質 STANA を用いて測定した。結果は

1 群 3 ウェルの平均値  ±  標準偏差で表した。統計的な有意差検定は一元配置分散

分析と Dunnet t の多重比較により行った。 **は P<0.01 を示す。  
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図 15 抗 NEP 抗体で免疫沈降後の上清と沈降物のエラスターゼ活性と

thiorphan や phosphoramidon による阻害効果  

 

HSF 抽 出 物 は 抗 NEP 抗 体 か コ ン ト ロ ー ル IgG で 免 疫 沈 降 を 行 い 、 上 清 を

thiorphan(1μM)かメタロプロテアーゼ阻害剤の phosphoramidon (1μM)の存在・非存

在下にエラスターゼ活性を測定した (A)。抗 NEP 抗体かコントロール IgG による免

疫沈降物は thiorphan(1μM)の存在・非存在下にエラスターゼ活性を測定した (B)。

結果は 1 群 3 ウェルの平均値  ±  標準偏差で表した。統計的な有意差検定は一元配

置分散分析と Dunnett の多重比較により行った。 **は P<0.01 を示す。  
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図 16 抗 NEP 抗体による免疫沈降後の上清中のエラスチン分解活性と、

thiorphan、 phosphoramidon の阻害活性  

 

HSF 抽 出 物 は 抗 NEP 抗 体 か コ ン ト ロ ー ル IgG で 免 疫 沈 降 を 行 い 、 上 清 は

thiorphan(1μM)か phosphoramidon (1μM)の存在・非存在下で、ヒトエラスチン -RBB

を基質としてエラスチン分解活性を測定した。結果は 2 回の実験の平均値で示した。
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図 17 HSF 中の NEP 局在  

 

HSF のコントロール IgG (A) と抗 NEP 抗体  (B) を用いた免疫染色を示す。抗 NEP

抗体では細胞膜は陽性、核は陰性の染色像が認められた。コントロール IgG では特

異的な染色像は認められなかった。

A

B
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図 18 NEP cDNA を導入した COS-1 細胞のエラスターゼ活性と NEP 活性  

 

エ ラ ス タ ー ゼ 活 性  (A) は STANA を 基 質 と し て 測 定 し た 。 NEP 活 性  (B) は  

glutaryl-Ala-Ala -Phe-4-methoxy-2-naphthyamin を基質として測定した。結果は 3 ウ

ェルの平均  ± 標準偏差で表した。統計的な有意差検定は Student ’s  t -tes t により行

った。 **は P<0.01 を示す。  
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図 19 HSF の継代培養時のエラスターゼ活性、 NEP 活性とその遺伝子とタ

ンパク質発現の変化  

 

エラスターゼ活性  (A)  と NEP 活性  (B) はそれぞれに対応した合成基質を用いて

測定した。結果は 3 ウェルの平均  ± 標準偏差で表した。統計的な有意差検定は一

元配置分散分析と Tukey の多重比較により行った。 **は P<0.01 を示す。ウェスタ

ンブロッティング  (C) と RT-PCR (D) は酵素活性を行ったものと同じサンプルを

用いて行った。
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図 20 異なる週齢のマウス背部皮膚中のエラスターゼと NEP 活性  

 

エラスターゼ活性  (A)  および NEP 活性  (B)  は一定面積の採取皮膚あたりで測定

した。結果は 5 匹の平均  ±  標準偏差で表した。 2 ヶ月目と比較した統計的な有意

差検定は一元配置分散分析と Dunnet t の多重比較により行った。 **は P<0.01、 *は

P<0.05 を示す。  
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図 21 UVA、UVB 照射 HSF か UVB 照射ヒトケラチノサイト培養上清処理

HSF 中のエラスターゼ、および NEP 活性  

 

エラスターゼ活性  (A)、および NEP 活性  (B) は UVA (1 か  5 J /cm
2
 ) または UVB (1  

か  5 mJ/cm
2
)  照射後７２時間後の HSF 中で測定した。培養ヒトケラチノサイトに

UVB 照射して 72 時間後に回収した培養液を添加して 24 時間後の HSF 中のエラス

ターゼ活性  (C)、および NEP 活性  (D) も測定した。結果は 3 回  (A,  B) か、5 回  (C,  

D) の平均  ± 標準偏差で表した。未照射と比較した統計的な有意差検定は一元配

置分散分析と Dunnett の多重比較により行った  (A,  B)。 2 群間の比較は Student ’s  

t-t es t にて行った。 **は P<0.01、 *は P<0.05 を示す。  
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図 22 種々のサイトカインで処理した HSF 中のエラスターゼ、および NEP

活性  

 

エラスターゼ活性  (A)、および NEP 活性  (B) は種々のサイトカインで処理して 48

時間後に測定した。結果は 3 ウェルの平均  ±  標準偏差で表した。未処理のコント

ロールと比較した統計的な有意差検定は一元配置分散分析と Dunnet t の多重比較に

より行った。
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図 23 UVB 照射ヒトケラチノサイト  (A) と UVA 照射 HSF (B) の培養上清

中へのサイトカイン遊離  

 

ケラチノサイトに UVB (20 mJ/cm
2
 または 0 mJ/cm

2
 (A))照射 72 時間後または、HSF

に UVA(1J /cm
2
,  5J /cm

2
,  0J/cm

2  
(B))照射 72 時間後の培養上清中のサイトカイン濃度

を ELISA で測定した。結果は 3 ウェルの平均  ± 標準偏差で表した。統計的な有意

差検定は student ’s -t 検定と Bonferroni の多重比較により行った。
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２．４  考察  

 

NEP は最初、ウサギ腎盂由来で、 insu lin B 鎖を分解する酵素として 1974

年  に報告された [42]。これは、 3 番染色体にコードされ、分子量 98,000、至

適 pH が中性の膜結合型メタロプロテアーゼであると報告された [35]。エンケ

ファリン [43, 44]、サブスタンス P[45]、ボンベシン様ペプチド [39, 46]、エン

ドセリン [47, 48]、ブラジキニン [45]、他 [49]多くのペプチドが NEP の基質と

して報告された。NEP の別名、エンケファリナーゼが示すように、NEP はエ

ンケファリンを分解する。そのため、多くの報告が神経に関連するものであ

る [44, 50, 51]。近年、NEP がＢ細胞や好中球の分化マーカーである CD10 と

同一であることが遺伝子のホモロジーから示された [52]。このため、多くの

リンパ関連の報告もある [53, 54]。これまでのところ、NEP が真皮線維芽細胞

エラスターゼと同一であるという報告はない。本研究での、抗 NEP 抗体を用

いた免疫沈降実験から、HSF 抽出物中のエラスターゼ活性は抗 NEP 抗体と共

沈降することが示された。この NEP 抗体で沈降される成分は合成基質と不溶

性エラスチンの両基質を分解し、同時に NEP 活性も持っていた。更に、NEP

特異的阻害剤である t hiorphan [49, 55]、メタロプロテアーゼ阻害剤である

phosphoramidon [56, 57]は細胞抽出液、及び免疫沈降物中のエラスターゼ活性

をほぼ完全に抑制した。これらの結果は HSF が NEP と同一であることを強

く示唆する。  

STANA 分解活性で見た真皮線維芽細胞エラスターゼ活性がエンドペプチ

ダーゼとアミノペプチダーゼの 2 段階反応によって説明できるとした報告は

ある [11]。  即ち、 STANA (Suc(Ala)3NA) は最初エンドペプチダーゼにより

Suc(Ala)2 と  AlaNa に分解され、その後、 AlaNA はアミノペプチダーゼに

よって alanine と paranit roaniline に分解されるというものである。この二段

階仮説については、上清の結果のみでは否定できないが、沈殿物のみでエラ

スターゼ活性を示すことはエラスターゼ活性が、一つの酵素（ NEP）のみで

説明できることを強く示唆している。さらに、内因性の NEP をほとんど発現

していない COS-１細胞に NEP 遺伝子を導入すると、エラスターゼ活性が発
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現することも確認した。この COS-1 細胞について、AlaNA と  LeuNA を基質

としたアミノペプチダーゼ活性を測定したところ、COS-1 細胞のアミノペプ

チダーゼ活性は、最近の報告 [58]と一致して、極めて低いことがわかった (デ

ータ非掲載 )。これらのことから、HSF エラスターゼ活性は主に NEP 活性に

帰すると考えられる。  

細胞老化の影響に関しては、エラスターゼ活性、NEP 活性共に、HSF の継

代数に伴い上昇しており、このとき NEP タンパク質は顕著に (4 継代目と比較

して、10-17 継代目でそれぞれ 2.5-11.5 倍 )増加したが、NEP mRNA は 1.2-1.3

倍程度しか上昇していなかった。このことは、NEP のタンパク質発現調節に

はある程度、mRNA の分解速度などによる安定性の変化や、翻訳段階の調節

が寄与していることを示している。翻訳レベルの調節は真核生物の細胞の遺

伝子発現において重要な戦略の一つで、対応する mRNA の増加なしにタンパ

ク質発現が促進されるという例はこれまでにもがんや先天免疫の研究にお

いて報告されており、init iat ion factor や elongat ion factor といった、翻訳調節

因子による翻訳スピードの促進によると説明されている [59]。  

更に本研究において、マウス皮膚の自然老化においても、エラスターゼ活

性、NEP 活性共に有意に上昇することを見出した。このことも、HSF エラス

ターゼと NEP の同一性を支持する。この結果は、真皮線維芽細胞エラスター

ゼ活性についてもこれまで報告されており [60]、NEP についてもいくつかの

組織で aging bio marker とされている報告 [61,  62]と一致して加齢依存性を示

す。このような HSF エラスターゼ活性の加齢依存的増加は、老化に伴う turn 

over 調節機能の低下による結果で、自然発生的な皮膚老化兆候、例えば、た

るみ [63]などに関連するかもしれない。  

前章において 1MED 以下の UVB をヘアレスマウス背部皮膚に連続照射し

たときに誘導されるシワ形成時に真皮線維芽細胞エラスターゼ活性が有意

に上昇し、真皮線維芽細胞エラスターゼの特異的阻害剤の塗布により、シワ

形成が有意に抑制できることを述べた。このように、炎症が起こらない強度

の UVB 照射によるシワ形成には、HSF エラスターゼ /NEP が中心的な役割を
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果たしていると考えられる。本章では、エラスターゼ NEP 活性は HSF に UVA

を照射した場合には有意に上昇し、UVB 照射では活性上昇は起こらないこと

を見出した。UVB 照射ケラチノサイトの cond it ioned med ium は HSF のエラス

ターゼ /NEP 活性を上昇させ、このことは UVB 照射により表皮で作られた基

底膜透過性のサイトカイン（例えば IL-8、及び GM-CSF）が真皮での NEP の

発現促進因子となりうることを示している [64-66]。このように、両タイプの

紫外線が直接的、又は間接的にエラスターゼ /NEP 活性を促進していることは

両酵素の同一性と、太陽光により促進されるエラスターゼ活性が、皮膚の弾

力性低下とシワ形成に重要な役割を果たしている可能性を示唆する。光老化

において誘導される HSF エラスターゼと神経ペプチドを分解できる NEP が

同じ酵素であるということは、光老化と神経ペプチドの間にメカニズム的な

関連があるのかどうかに興味が持たれる。NEP は神経伝達 [40]や皮膚神経免

疫システム [67, 68]において重要な役割を果たしていることが知られている。

紫外線暴露皮膚では NEP 発現上昇により、炎症反応 [69]の調節に関わる種々

の神経ペプチドの減少と、光老化を引き起こすエラスチン線維分解が同時に

起こっていると考えられる。  
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２．５  まとめ  

 

 ヒト真皮線維芽細胞  (HSF)  エラスターゼは膜結合型のメタロプロテアー

ゼであると特徴付けられていたが、その構造、アミノ酸配列、コードする遺

伝子についてはほとんど知られていなかった。分子量や阻害剤プロファイル

の類似性から、 HSF エラスターゼと nepr ilys in (neutral endopept idase 24.11 

(NEP))が同一のものであるという仮説を、免疫沈降やトランスフェクション

の技術を用いて検証した。免疫沈降実験からは、培養 HSF の溶解物中のエラ

スターゼ活性は抗 NEP 抗体により共沈されることを示した。NEPcDNA 発現

ベクターを組み込んだ COS-1 細胞では HSF エラスターゼと NEP 活性が誘導

された。これらの知見は HSF エラスターゼが、主に神経関連細胞中で神経ペ

プチド分解に機能している NEP と同一であることを強く示唆する。NEP は培

養 HSF の細胞継代老化時にタンパク質、酵素活性レベルで顕著にその発現が

促進された。NEP 活性はさらに、マウス皮膚の自然老化時、UVA 照射 HSF、

および UVB 照射ヒトケラチノサイトの培養上清で処理した HSF においても、

エラスターゼ活性と同様のパターンで顕著に促進された。サイトカインプロ

ファイルの解析により、 11 種のサイトカイン中で IL-1α, IL-1β, IL-6,  IL-8,  

GM-CSF に、HSF の NEP とエラスターゼ両活性を同等に有意に促進する可能

性が示された。このことも、HSF エラスターゼと NEP の同一性を支持する。 
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第 3 章 毛 周 期 調 節 に お け る n e p r i l y s i nの 役 割 

 

３．１  序論 

 

 毛周期は自発的、周期的な組織再構築システムの 1 種であるので、その調

節メカニズムは組織再成の点から興味深い。毛周期を調節する、または毛周

期と連動して変動する生体内因子は数多く報告されている。主なものを分類

すると、ホルモン類、成長因子類、酵素類、転写因子などが挙げられる。酵

素 の 例 と し て は urokinase [70],  ornithine decarboxylase [71],  γ-glut amyl 

t ranspept idase [ 72],  alka line phosphatase [ 73],  hydroxyst ero id dehydrogenase 

[74] ,  adenyl-cyc lase [75],  ar yl hydrocarbon hydroxyla se [76],  aromatase [77],  

glut athione s-t ransferase [78],  セリンプロテアーゼ阻害剤である nexin 1 [79]

などが挙げられる。毛周期の過程は一種の組織再構築過程と考えられるため、

細胞外マトリックス (ECM)の調節は毛周期に影響を及ぼす可能性が高いと考

えた。ECM に関しては、プロテオグリカンが毛周期との関連がよく研究され

ている [80-84]。しかし、マトリックス分解酵素に関しては、タイプ  IV コラ

ゲナーゼ [85]、マトリックス・メタロプロテアーゼ (MMP)-2,  TIMP-1[70,  86]

などほんの少数が毛周期との関連が報告されているに過ぎない。前章におい

て nepr ilys in (NEP)を真皮線維芽細胞エラスターゼと同定したので、毛周期調

節における NEP の役割に注目した。  

 NEP は細胞表面 メタロ プロテア ーゼで、中 性エン ドペプチ ダーゼ (E C 

3.4.24.11),  CD10, CALLA,  エンケファリナーゼなどとしても知られている。

この酵素は中枢、末梢神経系、正常、及びがん化リンパ系細胞、adrena l glands  

を含む多くの組織で発現している [49]。NEP はまた、エクリン汗腺、皮脂腺

のような正常皮膚組織や培養表皮細胞や真皮線維芽細胞 [87]、毛包や毛腫瘍

[88] に お い て も 発 現 し て い る 。 NEP は enkepha lins [43],  bradyk inin [45],  

neurotens in,  subst ance P [45, 89],  CGRP [50],  natr iuret ic pept ide [4 8],  

fMet -Leu-Phe [90],  endothelin [47, 48] ga lanin [91]など幅広い生理活性ペプチ
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ドを分解できる。前章では NEP がエラスターゼ活性を持ち、皮膚の自然老化、

および光老化において重要な役割を果たすことを示した。ここでは毛周期調

節における NEP の役割について報告する。  

 

 

３．２  実験材料と方法  

 

３．２．１  動物  

雄性 Sprague-Dawley (SD) ラットと雄性 C3Hマウスは Char les River Japan 

Inc.  (横浜 )から購入した。餌と水は自由摂取とし、室温 (23 ± 2
o
C)、湿度 (55 ± 

10%)、光 (12 h 明 /12 h 暗 )をコントロールしたコンベンショナル条件で、飼

育した。毛周期の各ステージの皮膚生検サンプリングのためには 3～ 12週齢

のラット (各周齢 3匹ずつ )を用いた。各ラットの背部皮膚は全体が同じ毛周期

ステージにはないので、一定の毛周期のサンプルを得るために、両肩甲骨を

結んだ線の直下の一定の部位から皮膚を切り出した。皮膚組織は皮下組織を

除いた後、パンチバイオプシーで一定の面積を採取し、様々な試験（酵素活

性、タンパク質発現、 mRNA発現、免疫組織化学）に供した。酵素活性のた

めには、皮膚バイオプシーは 0.1% Tr iton-X 100, 0.2 M Tr is -HCl (pH 8.0) bu ffer

中でホモジナイズ、可溶化し、超音波破砕後遠心  (3000rpm × 20 min) した上

清を酵素液とした。  

これら動物実験は花王株式会社のガイドラインに従って行った。  

 

３．２．２  酵素活性の測定  

 エラスターゼ活性、およびNEP活性は前章に述べた通りに測定した。  

 

３．２．３  NEP タンパク質発現（免疫沈降とウェスタンブロッティング） 

ラット皮膚はRIPA buffer中でホモジナイズ、可溶化した。ヤギ・ポリクロ

ーナル抗NEP抗体で免疫沈降した後、マウス・モノクローナル抗 NEP抗体で
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ウェスタンブロッティングを行った。2次抗体にはビオチン化抗マウス IgGを

用いた。その後 st reptavid in-horserad ish peroxidaseで 1時間インキュベートした。

ECL検出試薬で可視化、 chemiluminescenceはMolecular Imager System GS -363 

(BIO RAD)を用いて検出した。  

 

３．２．４  ノーザンブロッティングによる NEP 遺伝子発現解析  

Total RNA は ラッ ト皮 膚から ISOGEN を用い て抽出 し、 Oligotex-dT30 

(Takara；滋賀，日本 )を用いて Poly- A RNA を精製した。ラット NEP 特異的プ

ライマーとしては以下のものを用いた。  

Forward, 5’-ATAACAAAATGACATTGGCCAAGC-3’  

Reverse,  5’-GTCGTTTTCGACGAAGGTGTATTT-3’  

ラットNEPの cDNA配列とプライマー認識部位は図 24に示した。  

1 % アガロースゲル電気泳動の後、ノーザンブロッティングを行った。

3 2
P-dCTPでラベルしたラットNEP特異的プローブで 68℃、オーバーナイトハ

イブリダイズし、放射能はBAS2000 bio- image ana lyzerを用いて定量した。  

 

３．２．５  ラット毛周期における免疫染色  

 ラット皮膚のホルマリン固定パラフィン切片は 10%ウマ血清 /PBSで 2時間

ブロッキングした後、マウスモノクローナル抗NEP抗体 (Clone 56C6)を載せて

4℃、オーバーナイト、インキュベートした。  ビオチン化した抗マウス IgG

を二次抗体とし、VECTASTAIN ABC kitとDAB基質で発色させ、ヘマトキシ

リンでカウンター染色した。  

 

３．２．６  ラットとマウス皮膚のエラスチン染色  

ラットとマウスの皮膚中の弾性線維染色はオルセイン染色 [24]により行っ

た。   

 

３．２．７  マウス毛再生の評価  
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 毛成長の評価はC3Hマウスを用い、確立された方法 [92, 93]に準じて若干の

改変を加えて行った。1週間の予備飼育後、C3Hマウスの背部毛は約 8cm
2の範

囲をバリカンで毛刈り後、除毛クリーム (カネボウ；東京，日本 )で除毛処理

した。0.05% NPLTか溶媒コントロール (80% エタノール ) 100µL の塗布は除

毛の次の日から週 5日、 1日 2回行った。マウス背部皮膚の写真撮影は 28日間

の試験期間を通じて、定期的に行い、毛再生は画像解析により下の式に従っ

て評価した。  

毛再生%=発毛部位 (黒 )/除毛部位  

HE染色皮膚組織中で、成長している毛包（Anagen IIIからAnagen VI）を、確

立されている形態学的ガイドライン [13]に従って分類し、顕微鏡下で計数し

た。各毛包の長さは Image Jを用いて画像解析した。  

 

３．２．８  ヒト毛包器官培養  

 スキンクリニック（大宮、新宿，日本）にて植毛手術を受けた患者からイ

ンフォームドコンセントを受けて入手したヒト後頭部頭皮から、成長期の毛

包を単離し、 Will iams’ E 培地 (グルタミン、ハイドロコルチゾン、インスリ

ン、抗生物質添加 )中で、 37℃ , 95% a ir,  5% CO2  環境下で培養した。単離 1日

後に成長している毛包を選抜し、 0.05 % NPLTか溶媒のみを培地に添加した。

培養毛包のデジタル写真は実体顕微鏡を用いて一日おきに撮影し、培地交換

は 2日おきに行った。毛包長は Image Jを用いて画像解析し、1日あたりの成長

速度を計算した。成長期の毛包の形が退行期様（毛乳頭が毛包上皮から離れ

る）に変化したら、その毛包は毛包長測定からははずし、退行期毛包数にカ

ウントした。  

本研究は『ヘルシンキ宣言』に基づく倫理的原則を遵守し、花王株式会社

内の倫理委員会の承認を得て行った。研究参加の対象者には説明文書に基づ

いて研究内容を説明し、研究への参加協力について「自由意思による同意」

を得た。  
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３．２．９  統計解析  

全ての統計解析は SPSS ソフトウェアを用いて行った。群間の差の検定に

は一元配置分散分析と Student ’s t -test か Welch's t -test を用いた。有意水準は

P < 0.05、及び 0.01 とした。  
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図 24 ラット NEPcDNA 配列とプライマー認識部位  

 

ACCESSION: NM_012608 DEFINITION: Rattus  norvegicus  membrane 

meta llo- endop ept idase (M me),  mRNA プライマー認識部位は太字と下線で示した。

1  g c c c a g g a g t  t c t g t t t g g t  g a c c g a g a g c  a g c g c t g c c a  a a t t g c a c c g  g g g t t c a t t t

6 1  g g g g g c t g g g  a a t t g g c c a t  t c c g c t g t a c  a g a c a c t g t t  t t t a t t t t a a  a a a g c a a g a t

1 2 1  t t t a g g t g a t  g g g a a g a t c a  g a a a g t c a g a  t g g a t a t t a c  t g a t a t c a a t  g c t c c a a a g c

1 8 1  c g a a g a a g a a  a c a g c g a t g g  a c t c c a c t g g  a g a t c a g c c t  t t c t g t g c t c  g t c t t g c t c c

2 4 1  t g a c t a t c a t  a g c t g t g a c a  a t g a t t g c t c  t c t a t g c a a c  c t a t g a t g a t  g g t a t t t g c a

3 0 1  a a t c a t c a g a  c t g c a t a a a a  t c a g c t g c t c  g a c t g a t c c a  g a a c a t g g a t  g c c t c t g c t g

3 6 1  a g c c a t g t a c  g g a c t t c t t c  a a a t a t g c t t  g t g g a g g c t g  g t t g a a a c g c  a a t g t c a t c c

4 2 1  c t g a g a c c a g  t t c c c g a t a c  a g t a a t t t t g  a c a t t c t a a g  a g a t g a a c t a  g a a g t c a t t t

4 8 1  t g a a a g a t g t  c c t t c a a g a a  c cc a aa a c t g  a g ga c a t ag t  ag c ag t g c ag  aa a gc a aa a a

5 4 1  c t t t g t a c a g  a t c a t g t a t a  a a t g a a t c t g  c t a t t g a t a g  c a g a g g t g g g  c a a c c t c t g c

6 0 1  t c a c a c t g t t  a c c a g a t a t a  t a t g g g t g g c  c a g t a g c a t c  a c a a a a c t g g  g a a c a a a c a t

6 6 1  a t g g t a c t t c  t t g g a c a g c t  g a g a a a t c t a  t t g c a c a a c t  g a a t t c t a a a  t a t g g g a a a a

7 2 1  a g g t c c t c a t  t a a t t t t t t t  g t t g g c a c t g  a t g a t a a g a a  t t c t a c c c a g  c a t a t a a t t c

7 8 1  a t t t t g a c c a  g c c t c g a c t t  g g c c t c c c t t  c c a g a g a c t a  c t a t g a g t g t  a c a g g a a t a t

8 4 1  a t a a a g a g g c  t t g c a c a g c a  t a t g t g g a t t  t t a t g a t t t c  t g t g g c c a g a  c t g a t t c g t c

9 0 1  a g g a a c a a a g  a t t g c c t a t t  g a t g a a a a c c  a g c t c t c t t t  g g a a a t g a a t  a a a g t t a t g g

9 6 1  a a t t g g a a a a  a g aa a t t g cc  aa t g cc a caa  c t a aa cc a ga  ag a cc g aa a t  ga c cc aa t g c

1 0 2 1  t g c t t t a t a a  c a a a a t g a c a  t t g g c c a a g c t c c a a a a t a a  c t t c t c t c t g  g a g a t c a a t g

1 0 8 1  g g a a g c c a t t  c a g c t g g t c a  a a t t t c a c a a  a t g a a a t c a t  g t c a a c t g t g  a a t a t t a a t a

1 1 4 1  t t c a a a a t g a  g g a a g a a g t g  g t t g t t t a t g  c t c c a g a a t a  t t t a a c c a a a  c t t a a g c c t a

1 2 0 1  t t c t t a c c a a  a t a t t c t c c c  a g a g a t c t t c  a a a a t t t a a t  g t c c t g g a g g  t t c a t a a t g g

1 2 6 1  a t c t t g t a a g  c a g c c t c a g c  c g a a a c t a c a  a g g a g t c c a g  a a a t g c t t t c  c g c a a g g c c c

1 3 2 1  t t t a c g g g a c  t a c a t c c g a a  a c t g c a a c c t  g g a g a c g g t g  t g c c a a c t a c  g t c a a t g g g a

1 3 8 1  a c a t g g a g a a  t g c t g t g gg g  a g gc t t t a t g  t g g aa g c ag c  t t t t g c t g ga  ga g a gc aa g c

1 4 4 1  a c g t g g t t g a  a g a t t t g a t t  g c a c a a a t c c  g t g a a g t t t t  t a t t c a g a c t  t t a g a t g a c c

1 5 0 1  t c a c t t g g a t  g g a t g c t g a g  a ca a aa a aga  a ag c t g aa g a  g aa g gc cc t g  gc a a t t a aa g

1 5 6 1  a a a g g a t t g g  c t a t c c t g a t  g a c a t c a t c t  c c a a t g a g a a  t a a a c t g a a t  a a t g a g t a t c

1 6 2 1  t t g a g t t g a a  c t a c a a g g a a  g a g g a a t a c t  t t g a g a a c a t  a a t t c a a a a t  t t g a a a t t c a

1 6 8 1  g cc a aa g ca a  g c ag c t aa a g  a agc t ccgag  aaaagg t gga  caaaga t gag  t gga t aag t g

1 7 4 1  g c g c g g c g g t  a g t c a a t g c a  t t t t a t t c c t  c a g g c a g a a a  t c a g a t c g t c  t t c c c c g c c g

1 8 0 1  g c a t t t t g c a  g c c c c c a t t c  t t t a g t g c t c  g g c a g t c c a a  c t c a t t g a a c  t a t g g g g g c a

1 8 6 1  t c g g c a t g g t  c a t c g g a c a t  g a a a t c a c a c  a t g g c t t t g a  t g a c a a t g g c  a g a a a t t t t a

1 9 2 1  a c a a a g a t g g  a g a c c t c g t t  g a c t g g t g g a  c t c a g c a g t c  t g c a a a t a a t  t t c a a a g a c c

1 9 8 1  a a t c c c a g t g  t a t g g t g t a c  c a g t a t g g a a  a c t t t a c a t g  g g a c c t a g c a  g g t g g a c a g c

2 0 4 1  a t c t c a a t g g  a a t t a a c a c a  c t a g g a g a a a  a t a t t g c t g a  t a a t g g a g g g  a t t g g c c a a g

2 1 0 1  c a t a c a g a g c  c t a t c a g a a t  t a t g t t a a a a  a g a a t g g t g a  a g a a a a a t t a  c t c c c t g g a c

2 1 6 1  t t g a c c t c a a  t c a c a a a c a a  c t a t t c t t c t  t g a a c t t t g c  c c a g g t g t g g  t g t g g a a c c t

2 2 2 1  a c c g g c c a g a  g t a t g c a g t c  a a t t c c a t t a  a a a c a g a t g t  a c a c a g t c c t  g g c a a t t t c a

2 2 8 1  g g a t c a t t g g  g a c t t t g c a g  a a c t c t g c t g  a g t t t g c g g a  t g c c t t t c a t  t g c c g c a a g a

2 3 4 1  a c t c a t a c a t  g a a t c c a g a a  a g g a a a t g t c  g g g t t t g g t g  a t c t t c a c a g  g a a g t g g a g c

2 4 0 1  a t c c a t g g c a  g g ac t c gc c a  a ag cc a ca ga  a ac a gg a ag t  c t t c cc t c ag  ag a a c g t g gg

2 4 6 1  c c c c g g a a g t  t t c t t c a g c t  t c t t g g g g g a  a a t t c a c a g a  g a t g a g c a c g  a g c t a a c a a a

2 5 2 1  a a t g a a a t t a  g a t t a t t a a a  a c c g c t g t g a  a t g a a a g g g g  a g a a a a c c t a  c g a t c t a g c a

2 5 8 1  a a t c a a t c a c  t t c a c t g t g t  a a a t a a t t a c  c t t c c a a c g g  t a a t a t t a c c  g t t c a c t t c t

2 6 4 1  g g t t c t c a c a  c a g a c t g c a g  c t t t c a t g c t  g t c t g t a g a g  a a c a g t g t t a  a c a c t t a a a g

2 7 0 1  c a g g t t a t g a  c t t c t g a t c a  a g a g g a g g a a  g a c g c t g a a t  a c a g t t g g g c  a c c a a a g t a c

2 7 6 1  a g a t t t g c c t  c t c a g c a c t c  a c t t t t g t t t  g c a a c a t t c a  g c t c c t t c a a  a a t t c t c c c a

2 8 2 1  a a g a a c c c c c  a t g c a t a c t g  t g g c c t t c a g  g c t c c t g c a g  t g t g g a a c t c  a t t t t a c c a t

2 8 8 1  g c a t a a a t t a  t t c a t t c a t t  c c a c a t c a t t  t t a g t t t g a g  c a c t c t t a g a  g c t t a a a c t a

2 9 4 1  g a g a g t c t g a  a a t g g t t c c g  c c a t t t a c c c  a c t t g a g t g a  t g t t g a g a c t  c t t c a g c c c c

3 0 0 1  c t a c a g a t t t  t t g a g c a a t t  t c t t g c t c t c  g c t g c c c c t c  a g a c t t a g t c  t t t t a a a g g a

3 0 6 1  t t t g t a g t a a  t g t a t a a a a a  a c a t t c t a t a  t t t a a t t a t t  a a c t a c a c a t  g a c c a a a t a a

3 1 2 1  a c c a t t g c t a  t a g g t a a t c a  t t g a a t a t t g  a c a t t a t a t g  g c c a a g a t a g  a t a g t t a a g a

3 1 8 1  a g a t c t g t a a  c a t g a t g t g c  a g a t g a a a a t  t t g a a a c t t t  t t a a g c c t g t  a a a t c a t a t t

3 2 4 1  g c t g a a a a t c  t t c a a a c a c a  a a c t c t g g g g  t g a g c a t t a c  c a t t g a a c a g  t t g t c t t g a g

3 3 0 1  a t g c a t a a t a  g t t t t g g t t t  a c a a a c a g c g  t t t t g a a g a t  t a a g t c t g g c  c t c a g t g g c t

3 3 6 1  a a g a a a g g g c  c t a a c t c t t a  t c t g t g t t a c  t c c a t g c g t c  c t t g t t c t t c  a g g t t t g t c a

3 4 2 1  t c c g a t g g a a  a t a t t t t g a t  a a t a a a t t g a  a g t t a t g a g t  c c c t a a a a a a  a a a a a a a a a a

3 4 8 1  a a a a a a a a a a  a a a - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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３．３  結果  

 

３．３．１  細胞外マトリックス分解酵素の毛周期変動  

 毛包を含む皮膚中で、細胞外マトリックスを分解する酵素が毛周期と連動

して変動するかどうか検討するために、代表的な細胞外マトリックス分解酵

素としてタイプⅠ、タイプ IV コラゲナーゼ、及びエラスターゼの活性を測

定した。毛周期の各ステージをサンプリングするために、3 週齢から 12 週齢

まで 1 週齢ずつ週齢のずれた SD ラットを各週齢３匹ずつ用意し、酵素活性

測定のためには背部皮膚の特定の部位からサンプリングした。タイプⅠコラ

ゲナーゼ活性は毛周期を通じてほぼ一定であった (図  25A)。一方エラスター

ゼ活性は、毛周期の初期成長期にあたる 5 週齢、10 週齢にピークを持つ大き

な変動を示した (図  25A)。タイプ IV コラゲナーゼ活性は毛周期の休止期にピ

ークを持つ変動を示した (図  25A)。同時に、隣接した部位から採取した皮膚

組織はホルマリン固定後 HE 染色を行った。典型的な毛周期ステージの組織

像として初期成長期（ 5 週齢）、成長期 (6 週齢 )、休止期 (8 週齢 ) を図  25B に

示した。  

 

３．３．２  NEP 活性、タンパク質発現、遺伝子発現の毛周期変動  

初期成長期に活性が顕著に増加する酵素は、毛周期の開始調節に関連する

可能性があると予測されたので、皮膚中のエラスターゼ活性に着目して検討

を進めることにした。前章にて真皮線維芽細胞の産生するエラスターゼの活

性本体はNEPであることを示したので、毛包を含む皮膚中でのNEP活性の毛

周期各ステージにおける活性変動を測定した。その結果、エラスターゼ活性

と極めてよく似た変動を示し、初期成長期にピークを持つ消長変化が大きか

った (Fig.  26A)。  

そこで次に、NEPタンパク質発現が同様の変動を示すかどうか確かめるこ

とにした。活性測定に用いたものと同じときに採取した各週齢のラット皮膚

を用いてウェスタンブロッティングを行ったところ、単位面積当たりの NEP

タンパク質発現は活性変動と同様に、 5週目と 10週目にピークを持つ消長変
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化を示し、エラスターゼ /NEP活性の変動はタンパク質レベルで調節されてい

ると考えられた (図  26B-D)。  

更にNEPタンパク質発現の変動が遺伝子発現レベルで調節されているのか

どうか検討することにした。活性測定に用いたものと同じときに採取した各

週齢のラット皮膚から抽出した RNAサンプルを用いてノーザンブロッティ

ングを行ったところ、G3PDHを基準としたNEPの相対発現量は活性変動、タ

ンパク質発現変動と同様に 5週目と 10週目にピークを持つ消長変化を示した。

このことから、NEPタンパク質の発現は遺伝子発現レベルで調節されている

と考えられた (図  26E, F)。  

 

３．３．３  毛周期の各ステージにおけるNEPの局在  

 毛周期の各ステージにおけるNEP発現部位を特定するために、酵素活性測

定に用いたものと同じときに採取した各週齢のラット皮膚組織を用いて NEP

の免疫染色を行った。初期成長期の毛包においては、毛包上皮で NEPは強発

現していた (図  27A)。初期成長期には更に、毛包の貫入方向の真皮にも陽性

所見が認められた (図  27B)。成長期には内毛根鞘と basa l p lat eに (図  27C, D)、

退行期には毛乳頭と結合織毛包に陽性所見が (図  27E)、休止期にはクラブヘ

ア周囲の結合織毛包に弱いシグナルが認められた (図  27F)。ノーマル IgGで処

理した陰性コントロールは、毛周期のどのステージ、どの部位においても特

異的な染色は示さなかった (図  27G)。  

 

３．３．４  マウス毛周期調節に及ぼすNEP阻害剤の効果  

NEPの発現量と発現部位が毛周期と連動して変動することから、 NEPは毛

周期調節に何らかの役割を果たしているのではないかと仮説を立てた。そこ

で、マウス背部皮膚にNEP阻害剤を塗布することにした。NEP阻害剤として、

第 1章で合成したNPLTを用いた。  

毛成長の評価には、有色毛を持ち、評価法も確立している [92, 93]C3Hマウ

スを用いた。除毛後 0,  17, 24日後の典型的なマウス背部写真と HE染色した皮
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膚組織像を図  28A-Lに示した。除毛後の毛再生の経時変化を画像解析した結

果を図  29Aに示した。除毛後 14-24日において、NPLTを毎日塗布したマウス

では、溶媒コントロールマウスと比較して有意な毛再生遅延が認められた

（図  29A）。除毛後 24日目において、溶媒塗布したマウス背部皮膚では毛は

ほぼ完全に生えそろっていた。NPLT塗布マウスの毛の完全復元は約 1週間遅

れた。HE染色皮膚組織上で、成長している毛包数 (Anagen III -Anagen VI)を計

数した (図  29B)。成長毛包数が最大に達する日は 0.05% NPLTの塗布により遅

れた。さらに成長毛包数をプロットした曲線下面積  (area under curve (AUC))

はNPLT塗布により成長毛包数が有意に減少することを示した (図  29B)。毛包

長で見ても、 NPLT塗布は毛成長の遅れと退行期誘導の促進が示された (図  

29C)。  

 

３．３．５  ヒト頭皮単離毛包器官培養における NEP阻害剤の効果  

 単離毛包の組織培養は、皮膚組織内で毛包周囲に存在するエラスチンやコ

ラーゲンといった細胞外マトリックスの影響を除くことができる。単離培養

した成長期のヒト毛包は数日間は生体内とほぼ同じ速度で毛幹を生成し、そ

の後自然に退行期に入る。毛包の成長速度は経時的に低下し、初期にはNPLT

処理と溶媒コントロールの間に差は認められなかった (図  30A)。退行期毛包

率でみると、NPLT処理毛包で退行期誘導が促進されているように見えた (図  

30B)。典型的な培養ヒト毛包の写真を図  30C-Hに示した。ヒト頭皮の抗NEP

免疫染色では、ラットと同様の陽性像が認められた (初期成長期には毛包上皮

と毛包貫入方向の真皮、結合織毛包 (図  30I)、成長期には内毛根鞘と結合織

毛包 (図  30J))。  

 

３．３．６  毛包周囲の弾性線維分布  

第 1章に示した通り、微細な oxytalan fiberは真皮上層に、真皮乳頭に向かっ

て垂直に分布し、やや太い e launin fiberは真皮中層に水平に分布していた。毛

包周囲では、微細な弾性線維が毛包を取り囲むように、皮膚の他の部位より
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密度高く存在していた (図  31A)。弾性線維は更にNEPと同様、初期成長期に

は毛包貫入方向に (図  31C)、成長期中期には basa l p lat eと毛乳頭の狭部に存在

していた (図  31B)。同様の観察結果がヒトにおいても報告されている [94, 95]。

NPLT処理マウス皮膚 (図  31E)においては初期成長期毛根の周囲を取り囲む

弾性線維が、溶媒処理マウス (図  31D)と比較して蓄積しているように見えた。 
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図 25 ラット毛周期の各ステージにおけるプロテイナーゼ活性  

 

毛周期の異なるステージにある SDラット背部皮膚をホモジナイズしタイプⅠ (△ )、

タイプ IV(□)コラゲナーゼとエラスターゼ（●）活性を測定した（ A）。結果は 5匹の

平均  ± 標準偏差で表した。 *は P<0.05,  **は P<0.01を示す。毛周期の典型的な組織

像をBに示した。径 4mmの皮膚試料は酵素活性測定用と同時に採取しホルマリン固

定後パラフィン包埋した。切片は HE染色した。初期成長期 (5週目 )、成長期（ 6週目）、

休止期 (8週目 )の像を示す。バーは 0.1mmを示す。  
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図 26 ラット毛周期の各ステージにおける NEP活性と発現  

 

毛周期の異なるステージにある SDラット背部皮膚をホモジナイズし、NEP活性を測

定した (A)。結果は 5匹の平均  ± 標準偏差で表した。同時に採取した皮膚をホモジ

ナイズ後RIPAバッファーで可溶化した。抗 NEP抗体で免疫沈降後ウェスタンブロッ

ティングを行い、 ECL試薬でバンドを可視化した (C)。化学発光はMolecular  Imager  

Systemで定量化した (B)。ローディングコントロールはCBB染色で示した (D)。ノー

ザンブロッティングはラット NEP特異的プローブに 3 2
P-dCTPでラベルし、放射能は

BAS2000 b io- image ana lyzerで計測した (E,  F)。 *は P<0.05,  **は P<0.01を示す。  
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図 27 ラット毛周期の各ステージにおける NEP局在  

 

毛包を含むラット皮膚組織切片は抗NEP抗体を用いて免疫染色を行った。初期成長

期毛包では毛包上皮が強い NEP陽性を示した (A)。初期成長期にはさらに真皮の毛

包貫入方向にも陽性像が認められた (B)。成長期には内毛根鞘と毛盤に NEP陽性像

が現れ (C,  D)、退行期には毛乳頭と結合織毛包に (E)、休止期には棍毛を取り囲む結

合織毛包に弱い陽性像が認められた（Ｆ）。ノーマル IgGで処理したネガティブコン

トロールは毛周期のいずれのステージ、部位においても特異的な染色は示さなかっ

た (G)。バーは 10μm (A-F )、 50μm (G)を示す。
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図 28 マウス毛再生に対するNEP阻害剤塗布の効果  

 

8週齢のC3Hマウスを除毛後NPLTか溶媒 (80％エタノール )を 1日 2回塗布した。背部

皮膚の典型的な写真を A-Fに、HE染色皮膚組織をG-Lに示した。  
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図 29 マウス背部毛再生の画像解析  

 

8週齢のC3Hマウスを除毛後NPLTか溶媒 (80％エタノール )を 1日 2回塗布した。毛再

生率は除毛後 10,  12,  14,  17,  21,  24,  28日後に画像解析により測定した (A)。成長中の

毛包 (Anagen II I -Anagen IV)はHE染色組織上で、形態学的ガイドラインに従って分

類し、顕微鏡下で計数した (B)。毛包長は Image Jを用いて画像解析を行った (C)。結

果は 1群 5匹の平均値  ±  標準偏差で表した。統計的な有意差検定は s tudent ’s t -tes tに

より行った。 *は P<0.05,  **は P<0.01を示す。  
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図 30 ヒト頭皮毛包器官培養における NEP阻害剤の効果  

 

ヒト毛包は後頭部頭皮から単離し、 10日間培養した。毛包長は Image Jを用いて画

像解析し、 1日あたりの成長速度を計算した (A)。結果は 6本の平均 ±SEで示した。

成長期の毛包の形が退行期様に変化 (毛乳頭が毛包上皮から分離 )したらその毛包

は毛包長の測定からは除き、退行期毛数として計数した (B)。典型的な培養毛包像

をC-Hに示した。抗NEP抗体による免疫染色 ( I,  J )はラットと同様の陽性像を示した。 
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図 31 ラットおよびマウス皮膚中の毛包周囲の弾性線維分布  

 

オルセイン染色によりエラスチンは茶褐色に染色される。毛包周囲に微細な弾性線

維が、他の部位より密度高く存在する (A)。弾性線維はさらに、初期成長期には毛

包伸長方向 (B)に、成長期には basa l p lateや毛乳頭狭部 (C)にも存在し、ラットの NEP

局在部位とも一致する。 NPLT塗布マウス (E)皮膚中では、溶媒塗布マウス (D)と比

較して、初期成長期毛球周囲を取り囲む弾性線維が蓄積しているように見える。  

Bar :  100μm (A, B, C),  10μm (D, E)  
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３．４  考察  

 

 毛周期は周期的な組織再構築過程であり、多くの因子、例えば増殖因子、

サイトカイン、ホルモン、接着因子 [96]、そして関連酵素が関与する複雑な

過程であるとみなされる。本研究において、複数の基質を持つ酵素、 NEPの

発現と活性が毛周期と連動して変動することを示した。更に、 NEPの阻害剤

が毛周期の開始を遅らせ、成長期の終了を早めることも示した。これらのこ

とから、NEPが毛周期調節において何らかの役割を果たしている可能性が強

く示唆された。NEPは多くの神経ペプチドや成長因子など、複数の基質を分

解することが知られているので、それらの基質のうちのあるものが毛周期を

調節している可能性はある。NEPの基質は毛周期を負に調節するか、成長期

の開始スイッチを不活性化すると考えられる。例えば、 NEPの基質となる神

経ペプチドの一つである galaninが毛周期の阻害剤であるという興味深い報

告が最近公開された [97]。別の例としては、 Toyodaらが、強力な炎症性神経

ペプチドであるサブスタンス P(SP)は、頭皮に突発的な脱毛斑をもたらす皮膚

病、円形脱毛症 (AA)において発現が上昇していること、そして SPを分解でき

るNEPもまた、AAの毛包において増加していることを報告した [89]。彼らは、

NEPの増加は SP量を減少させ、炎症反応を制限すると仮説を立てている。Arck

らはまた、SPはストレスにより誘導される退行期に関与することを示してい

る [98]。これらのデータは、 NEPが SPのような退行期を誘導する炎症性の神

経ペプチドを分解することにより、退行期誘導を阻害しているという仮説を

支持する。  

 前章ではNEPがエラスチン分解活性を持つことを示した。毛周期は一種の

組織再構築の過程であるので、 ECMの構成成分の一つであるエラスチンが、

毛周期調節に関わっているとしても不思議ではない。実際、組織化学像では

毛包周囲には皮膚の他の部位よりも弾性線維が密度高く、毛包を取り囲むよ

うに分布していることが示されている [94]。別の研究では “Arao -Perk ins body”

と呼ばれるエラスチン様構造物が、毛乳頭の狭部に存在し、毛周期のたびに

新たに形成され、毛包内に蓄積すると報告されている。男性型脱毛において
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はエラスチン様構造物がつぶれた結合識毛包中に蓄積し、毛包内を梯子のよ

うに埋めている [95]。これは新しい毛が深く下に向かって伸びるのを妨げ、

前の毛より徐々に短くなっていくのかもしれない。このことは、新しい毛が

育つスペースを広げるために、エラスチンの分解が必要である可能性を示唆

する。  

Divano らはコラーゲンとエラスチンのレベルが毛周期と連動して変動する

ことを示している [99]。彼らは、コラーゲンは成長期の間一定レベルを保っ

ているが、エラスチン量は成長期を通じて徐々に増加し、休止期に低下する

と報告している。これらのデータは E CM 成分を分解するコラゲナーゼやエ

ラスターゼの活性に関する本研究の発見で説明できるかもしれない。彼らは

また、毛包が下に伸長するときに周囲の ECM を押し広げ、その再調整のた

めや、毛包伸長を停止させるために E CM 量が変動する可能性を示唆してい

る。本研究では NEP の局在が毛周期のステージによって変わることを見出し

た。これらの結果は以前の報告とも一致する [87, 88]。NEP の局在が変動する

ことも NEP が毛周期調節に何らかの働きをしている可能性を示唆する。  

NEP は CD10, CALLA としても知られ、多くの非血液腫瘍において陽性で

あるという [100]。NEP は胃がんや大腸腫瘍の肝臓への転移 [9]において何ら

かの役割を果たしていることが報告されている。腫瘍の転移において、ECM

の分解が重要なステップであることは良く知られている。腫瘍細胞の標的組

織への侵潤と、新生毛包の皮膚中への伸展は組織への貫入のために細胞外マ

トリックスを分解する必要がある、という点では類似しているのかもしれな

い。  

本研究においては 3 種の動物種を用いている。酵素活性とタンパク質と遺

伝子発現にはラットを、阻害剤実験にはマウスを、器官培養にはヒト毛包を

用いた。これには 2 つの理由がある。一つ目は利便性である。ラット皮膚は

NEP 活性、エラスターゼ活性、タンパク質発現、遺伝子発現を同時に測定す

るために十分な大きさがある。一方マウスの皮膚は小さいので投与する阻害

剤の量が少なくてすむし、毛再生を評価するための簡便で確立された方法が
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ある。ヒト頭皮からは毛周期の様々なステージの毛包を得ることは難しいが、

成長期の毛包を単離して培養しやすい。 2 つ目の理由は、毛周期調節におけ

る NEP の役割が種特異的な現象ではないことを示すためである。ヒトにおい

て以前報告された毛包周囲の NEP やエラスチンの分布は、本報告におけるラ

ットやマウスのデータと類似している。基質であるエラスチンが毛包周囲に

豊富に存在することは、初期成長期から成長期にかけて毛包上皮細胞や結合

織毛包で発現が高まっている NEP の基質の一つはエラスチンであることを

示唆する。本研究の結果から、NEP が毛周期と連動して変動し、その毛周期

調節における役割はエラスチン分解を介し、種を超えて普遍的に起こってい

ると推察した。退行期に毛乳頭に現れる NEP の役割はいまだ明確ではないが、

成長期には上皮細胞に取り囲まれている毛乳頭が退行期には上皮細胞から

離れ、毛包外の多くの生理活性因子にさらされることから、NEP の役割の一

つの可能性としては、毛乳頭をこのような生理活性因子、例えば SP などか

ら、酵素的分解によって保護している可能性が考えられる。毛周期全体を通

しての NEP の役割については更なる研究が必要である。  

本研究のデータは、NEP が毛周期の調節に少なからず重要な役割を果たし

ていることを示唆する。この発見は例えばむだ毛成長に対する処理法を開発

する、というような、毛成長コントロール治療法に応用できる可能性がある

と考えられる。  
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３．５  まとめ  

 

 ほとんどの哺乳類において、一つ一つの毛包は、毛周期と呼ばれる成長、

退縮、休止の周期的なサイクルを営んでいる（それぞれ、成長期、退行期、

休止期）。多くの生理活性因子が毛周期と連動、もしくは調節することが報

告されている。皮膚組織を構成する主な成分である細胞外マトリックスと関

連する因子のうちのあるものも毛周期を調節すると考えられている。本研究

においては、皮膚の弾力性に関与するエラスチンを分解する酵素に注目した。

前章において真皮線維芽細胞エラスターゼ活性本体を nepr ilys in (NEP)と同

定したので、ラット毛周期における NEP 酵素活性やその発現の変動を解析し

た。皮膚中の NEP 活性は初期成長期に上昇し、退行期、休止期にかけて低下

し、活性本体である NEP のタンパク質及び遺伝子の発現も活性と同様の周期

的な変動を示した。また、免疫染色で見ると、NEP の発現部位は、初期成長

期には毛包上皮、退行期には毛乳頭にという具合に毛周期を通じて変動する

ことが認められた。NEP が毛周期の調節に重要な役割を果たしているかどう

か検証するために NEP の特異的阻害剤 (NPLT)を用いた。 NPLT を除毛した

C3H マウス背部皮膚に毎日塗布すると、発毛の遅延と休止期の誘導が観察さ

れた。これらのデータは NEP が初期成長期毛包上皮内での発現と活性上昇に

より毛周期調節に重要な役割を果たしている可能性を示唆する。  
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総  括  

 

 皮膚は個体と外界を隔てる界面を形成しており、形態を保つ強度と共に、

自らの動きや外力に対応できるための弾力を兼ね備えている必要がある。真

皮の大部分を占める膠原線維が皮膚の構造・強度維持に重要な役割を果たし

ているのに対して、割合としては数％と非常に少ない弾性線維は微細な線維

構造を網目のように張り巡らせることにより、皮膚に弾力性を付与している。

これら、細胞外マトリックス（ ECM）の代謝には真皮線維芽細胞が重要な働

きをしており、合成と分解を調節することにより、皮膚の恒常性を保ってい

る。この調節機能が老化や紫外線によって衰えるに従って、皮膚のシワやた

るみ、衝撃抵抗性の低下などが引き起こされ、美容や QOL の面で大きな問題

となっている。例えば、老化により恒常性維持機能が低下する例としては、

真皮線維芽細胞によるコラーゲンやプロテオグリカンの産生低下が知られ

ており、これらの容積が減ることにより皮膚は薄くなっていく。さらにコラ

ーゲンに関しては、老化に伴い線維間の架橋が進み、不溶化していくことに

より古くなっても分解・更新されず、結果として皮膚は柔軟性と膨潤性を失

い、固く干からびたようになっていく。エラスチンに関しては、老化により

産生が低下することは他の ECM と同様だが、強い紫外線を長期間受けた皮

膚では炎症性細胞のエラスターゼにより分解・変性されたエラスチンが蓄積

する Soler e lastosis[101]という現象がある一方、非露光部では老化に伴い、

微細弾性線維が分解されてエラスチン量が減少する [28]、といった一見逆に

見えるような現象が認められるが、いずれにしても正常な機能を持ったエラ

スチンは減少するため、皮膚の弾力性は低下し、シワやたるみが形成される。

弾性線維の主成分であるエラスチンを分解する酵素はエラスターゼと呼ば

れるが、この名称は１種類の酵素本体を指すわけではなく、酵素番号も活性

中心の種類も異なる複数の酵素の総称となっている。炎症時などに組織に浸

潤してくる免疫系の細胞は目的地に到達するために組織の ECM を分解して

通り道を拡げる必要があるため、強力で特異性の低いエラスターゼを持ち組
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織へ与える傷害の度合いも大きいと考えられるが、本研究においてはそのよ

うな病的な状態とは異なる、平常時におけるエラスチン代謝に着目した。第

1 章の最初に示したように、動物皮膚に紅斑が出ない程度の低エネルギーの

紫外線を照射した場合、好中球などの炎症性細胞が浸潤しなくても、すなわ

ち好中球エラスターゼの発現がなくてもエラスターゼ活性は経時的に上昇

しシワは形成されることから、真皮組織自体の中にエラスチン分解活性が存

在し、日常生活レベルの紫外線によるシワ形成などの皮膚形態形成に重要な

役割を果たしていると考えられた。真皮線維芽細胞自身もエラスターゼ活性

を持つことが報告されていたので、本研究ではこの、「真皮線維芽細胞の持

つエラスターゼ様活性」に着目した。  

 第 1 章では活性本体未知のまま、真皮線維芽細胞の産生するエラスターゼ

様酵素の性質を阻害剤プロファイルや活性抽出の過程から検証し、これまで

の報告 [10-12]通り、メタロプロテアーゼであることが確認できたため、メタ

ロプロテアーゼ阻害剤である phosphoramidon の誘導体をマウスの紫外線誘

導シワ形成モデルに塗布したところ、シワの形成と弾性線維の減少が抑制さ

れることを確認した。このときの紫外線エネルギーは皮膚に紅斑が生じない

程度、すなわちヒトで言えば日常生活時に、紅斑や日焼けの起こらないレベ

ルの日光を長期間浴び続けてシワができる、という状況を再現していると考

えられる。そのような状況下で主に活性が上昇しているのは真皮線維芽細胞

の産生するエラスターゼで、その阻害剤は日常生活レベルの紫外線によって

できるシワを抑制できることを示している。このように皮膚の光老化に重要

な働きをしていることがわかった真皮線維芽細胞エラスターゼについて、活

性本体が同定できれば更なる機能解析や、発現レベルでの調節などに結び付

けられると考え、第 2 章ではその活性本体同定を試みた。阻害特性、分子量

や 阻 害 剤 プ ロ フ ァ イ ル の 類 似 性 か ら 、 真 皮 線 維 芽 細 胞 エ ラ ス タ ー ゼ と

nepr ilys in (neutra l endopept idase 24.11 (NEP))が同一のものであるという仮説

をたて、免疫沈降や遺伝子導入の技術を用いて検証した。NEP 抗体を用いた

免疫沈降実験により、真皮線維芽細胞中のエラスターゼ活性が吸収されたこ
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とから、NEP が活性本体である可能性が示唆されたが、NEP 単独でエラスタ

ーゼ活性を説明するには証拠が十分ではなかった。そこで元々NEP を持たな

い COS-1 細胞に NEPcDNA 発現ベクターを組み込むことで、エラスターゼ活

性が発現することを証明し、NEP が真皮線維芽細胞エラスターゼの本体であ

ると結論付けることができた。活性本体が解明されたことで、皮膚中でのエ

ラスターゼ /NEP の機能をさらに詳細に検討できるようになった。そこでまず

はシワ、たるみなどの皮膚形態に大きく関与する老化について幅広く検証し

た。第 1 章で着目した光老化に関しては細胞レベルで詳細に検討すると、UVA

と UVB で作用が異なり、UVA では真皮線維芽細胞への直接作用、 UVB では

表皮細胞からの液性因子を介した間接作用であることが明らかとなった。ま

た紫外線の関与しない自然老化においても、細胞レベル・生体レベルのいず

れのモデルでもエラスターゼ /NEP が関与していることを、タンパク質発現レ

ベル、遺伝子レベルで初めて示した。これまでに、コラーゲンの架橋増大に

よる不溶化、紫外線による弾性線維の架橋断裂 [102]、真皮線維芽細胞の老化

による ECM 産生能低下などの受動的な要因で主に説明されてきた皮膚老化

が、本研究により、エラスチン分解酵素の産生という真皮線維芽細胞の能動

的な機能と関わっている、という皮膚科学的に新しい知見を提供することが

できた。このように炎症の起こらない場合の光老化、および自然老化、とい

う「皮膚老化」の一端が解明されたことは、今後、炎症を伴う光老化、 ECM

の病的な代謝異常などの更に複雑な現象を解明するための基盤ともなると

考える。  

皮膚構造・形態構築に関わる ECM の役割についてさらに詳細に解析する

ために、次に第 3 章においては、皮膚付属器官の一つである毛包の代謝調節

におけるエラスターゼ /NEP の役割について検討した。すなわち、皮膚付属器

官である毛包が皮膚中で構造を維持するためには ECM を足場として利用す

る必要があると考えられる一方、後で述べる毛周期においては毛包組織の構

造や大きさが劇的に変動するため、周囲の ECM を押し広げて、毛包の伸び

るスペースを作る必要もあると考えられたので、毛包組織と ECM 代謝の間
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には密接な相互作用が存在するのではないかと考え、これを検証した。ほと

んどの哺乳類において、一つ一つの毛包は毛周期と呼ばれる成長、退縮、休

止の周期的なサイクルを営んでいる（それぞれ、成長期、退行期、休止期）。

多くの生理活性因子が毛周期と連動、もしくは調節することが報告されてい

る。皮膚組織を構成する主な成分である ECM と関連する因子のうちのいく

つかも毛周期を調節すると考えられている。そこでそれらのうちから、皮膚

の弾力性に関与するエラスチン分解酵素がどのように関与しているかに着

目した。第 2 章において真皮線維芽細胞エラスターゼ活性本体を NEP と同定

したので、毛周期における NEP 酵素活性やその発現の変動を解析したところ、

毛周期のステージにより活性、タンパク質及び遺伝子の発現量と部位が周期

的に大きな変動を示した。NEP が毛周期の調節にも重要な役割を果たしてい

るかどうかは第 1 章同様 NEP の特異的阻害剤 NPLT を用いて、発毛の遅延と

退行期の誘導が起こることを確認することができた。毛包周辺にはエラスチ

ン線維が密度高く分布していることはこれまでにも報告があり [94]、本研究

においても確認できたが、これは毛という器官が外部からの衝撃から体を守

る機能や、動物種や部位によっては感覚器としての機能（実際毛包周囲には

神経線維の分布も高い）などを持つために、足場としては可動性の高さが必

要であるためと考えられる。一方、毛周期の開始時には新生毛が真皮深く伸

展するために、毛包周囲のエラスチン線維を分解することが成長期を誘導す

るためには必要な過程であると思われる。  

これらの発見により、エラスターゼ /NEPを制御することは皮膚や毛髪の機

能を制御することにつながる可能性が考えられた。例えば、エラスターゼ

/NEP阻害剤は紫外線による皮膚弾力性の低下とそれに伴うシワ形成を抑制

できると考えられる。また、エラスターゼ /NEP阻害剤は、体毛や髭の伸長を

遅らせ、むだ毛処理、髭剃りなどの頻度を減らす技術などに応用できると考

えられる。むだ毛処理、髭剃りは少なからず皮膚にダメージをもたらすもの

であり [103]、その頻度を減らすことは健康な皮膚を保つことにつながると考

えられる。さらに、毛周期は一種の組織再構築の過程と考えられ、再生医療
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の観点からも興味深い研究対象であり、また最近 ECMの分解はがんの浸潤・

転移にも重要な役割を果たしているという知見が増えてきており、ECM代謝

調節に関する研究成果は医学分野へも生かせる可能性があると考える。
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皮 膚 線 維 芽 細 胞 は 真 皮 を 構 成 す る 主 要 な 細 胞 で あ り 、 皮 膚 の 構 造 や 物 性 に 影

響 を 及 ぼ す 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス ( E C M )の 生 成 、 代 謝 、 維 持 に 関 与 し て い る 。 真

皮 を 構 成 す る 主 な E C M と し て は 、 組 織 の 構 造 維 持 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い

る 膠 原 線 維 や 弾 力 性 に 影 響 を 与 え る 弾 性 線 維 な ど が あ り 、 紫 外 線 暴 露 や 老 化 に

よ る そ の 劣 化 が 皮 膚 の 弾 力 低 下 や シ ワ の 形 成 に つ な が る こ と が 知 ら れ て い る 。

弾 性 線 維 の 主 な 構 成 成 分 は エ ラ ス チ ン で あ り 、 こ れ を 分 解 す る 酵 素 は エ ラ ス タ

ー ゼ と 呼 ば れ る が 、 酵 素 本 体 は 1 種 類 で は な く 何 種 類 か の 酵 素 の 総 称 で あ る 。

エ ラ ス タ ー ゼ と い う 名 称 で 呼 ば れ る 酵 素 だ け で も 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ で あ る

す い 臓 エ ラ ス タ ー ゼ や 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ 、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ で あ る マ ク ロ

フ ァ ー ジ 由 来 の メ タ ロ エ ラ ス タ ー ゼ が あ り 、 そ の 他 に も あ る 種 の マ ト リ ッ ク

ス ・ メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ や ゼ ラ チ ナ ー ゼ も エ ラ ス チ ン を 分 解 す る 活 性 が あ る こ

と が 知 ら れ て い た 。 し か し 皮 膚 で の エ ラ ス チ ン 分 解 を 主 に つ か さ ど る 酵 素 の 本

体 に つ い て は 解 明 さ れ て い な か っ た 。 皮 膚 の 線 維 芽 細 胞 自 体 が エ ラ ス タ ー ゼ 活

性 を 持 つ こ と が 報 告 さ れ て い た の で 、 本 研 究 で は そ の 活 性 本 体 を 明 ら か に し 、

皮 膚 で の 機 能 に つ い て 検 証 す る こ と を 目 的 と し た 。  

は じ め に 活 性 本 体 未 知 の ま ま 皮 膚 線 維 芽 細 胞 の 産 生 す る エ ラ ス タ ー ゼ 様 酵 素

の 性 質 を 調 べ た 。阻 害 剤 プ ロ フ ァ イ ル か ら は メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ で あ る こ と が 、

活 性 抽 出 の 過 程 か ら は 膜 結 合 型 の 酵 素 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 へ ア レ ス

マ ウ ス の 皮 膚 に 紫 外 線 を 照 射 す る と ヒ ト の 皮 膚 同 様 に シ ワ が 形 成 さ れ る こ と が

知 ら れ て い る た め 、 こ の と き の エ ラ ス タ ー ゼ 活 性 の 変 化 を 調 べ た と こ ろ 、 紫 外

線 照 射 に よ り 経 時 的 に シ ワ 形 成 と 連 動 す る よ う に 活 性 が 上 昇 し て い た 。そ こ で 、
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こ の 酵 素 活 性 を 抑 制 す る と 紫 外 線 に よ る シ ワ 形 成 に 影 響 を 及 ぼ す か ど う か 検 討

し た 。典 型 的 な メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 で あ る p h o s p h o r a mi d o n を 、皮 膚 へ の

浸 透 性 を 上 げ る よ う 誘 導 体 化 し て マ ウ ス 皮 膚 に 塗 布 し た と こ ろ 、 紫 外 線 照 射 に

よ る シ ワ 形 成 が 抑 制 さ れ 、 真 皮 組 織 内 で の 弾 性 線 維 分 解 も 抑 制 さ れ て い る こ と

を 確 認 し た 。  

 線 維 芽 細 胞 由 来 エ ラ ス タ ー ゼ 活 性 が 紫 外 線 誘 導 シ ワ 形 成 に 重 要 な 役 割 を 果 た

し て い る と 考 え ら れ た の で 、 次 に 酵 素 本 体 の 同 定 を 試 み た 。 分 子 量 や 至 適 p H、

活 性 中 心 な ど の 類 似 性 か ら n e p r i l y s i n ( N E P)を 候 補 酵 素 と 考 え 、中 和 抗 体 に よ る

免 疫 沈 降 試 験 を 行 っ た 。そ の 結 果 、抗 N E P 抗 体 に よ り 線 維 芽 細 胞 の エ ラ ス タ ー

ゼ 活 性 が 阻 害 さ れ 、 更 に N E P を 持 た な い C O S - 1 細 胞 に N E P 遺 伝 子 を 導 入 す る

と N E P 活 性 と 共 に エ ラ ス タ ー ゼ 活 性 が 発 現 す る こ と か ら 線 維 芽 細 胞 由 来 エ ラ

ス タ ー ゼ の 活 性 本 体 は N E P で あ る と 結 論 付 け た 。実 際 に 細 胞 の 継 代 老 化 、マ ウ

ス の 自 然 老 化 、細 胞 の 光 老 化 時 に も エ ラ ス タ ー ゼ / N E P 活 性 が 上 昇 し て お り 、真

皮 の 自 然 老 化・光 老 化 に お け る 弾 力 性 低 下 に N E P の 持 つ エ ラ ス タ ー ゼ 活 性 が 重

要 な 役 割 を 果 た し て い る と 考 え ら れ た 。  

 更 に 毛 周 期 に お け る エ ラ ス タ ー ゼ / N E P の 役 割 に つ い て も 検 討 し た 。毛 周 期 と

は 、 毛 が 成 長 、 退 行 、 休 止 を 経 て 新 し い 毛 が 生 え 変 わ る 自 然 な サ イ ク ル の こ と

で 、 そ の 調 節 に は 多 く の 生 体 因 子 が 関 わ る と 言 わ れ て い る 。 毛 周 期 に 伴 い 毛 包

の 形 や 大 き さ は 劇 的 に 変 化 す る の で 、 毛 包 を 構 成 す る 上 皮 系 、 間 葉 系 の 細 胞 、

毛 包 を 取 り 囲 む E C M も 大 き く 変 動 す る こ と に な り 、 一 種 の 組 織 再 構 築 の 過 程

と 考 え ら れ る 。そ こ で E C M 代 謝 酵 素 類 の 毛 周 期 に お け る 変 動 を 調 べ た と こ ろ 、

エ ラ ス タ ー ゼ / N E P 活 性 は 初 期 成 長 期 に 活 性 上 昇 し 、退 行 期 か ら 休 止 期 に か け て

活 性 低 下 す る 変 動 を 示 し た 。N E P タ ン パ ク 質 、遺 伝 子 発 現 も 同 様 の 変 動 を 示 し 、

免 疫 組 織 染 色 か ら は 、 毛 周 期 の ス テ ー ジ に よ り 、 N E P の 発 現 部 位 も 変 動 す る こ

と が 観 察 さ れ た 。こ れ ら の こ と か ら 、 N E P が 毛 周 期 調 節 に 何 ら か の 役 割 を 果 た

し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た の で 、 N E P 阻 害 剤 を 除 毛 し た マ ウ ス 背 部 皮 膚 に 塗

布 し た と こ ろ 、 毛 再 生 の 遅 延 、 お よ び 退 行 期 の 促 進 が 認 め ら れ た 。 こ の こ と か

ら N E P は 毛 再 生 と 成 長 期 維 持 に 作 用 し て お り 、 そ の 抑 制 に よ り 発 毛 を 遅 ら せ 、

成 長 期 を 短 縮 す る こ と が で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。  

 以 上 本 研 究 に よ り 、 真 皮 線 維 芽 細 胞 が 産 生 す る エ ラ ス タ ー ゼ の 活 性 本 体 は 、

細 胞 膜 結 合 型 の メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ で あ る n e p r i l y s i n で あ る こ と が 解 明 さ れ た 。

こ の 酵 素 の 皮 膚 に お け る 機 能 を 明 ら か に す る た め に 、 皮 膚 老 化 な ら び に 毛 周 期

に お け る 影 響 を 検 討 し た と こ ろ ( 1 )皮 膚 の 紫 外 線 照 射 に よ り 真 皮 線 維 芽 細 胞 で

の 発 現 が 誘 導 さ れ 、 弾 性 線 維 の エ ラ ス チ ン を 分 解 す る こ と に よ り 光 老 化 に よ る

シ ワ 形 成 に 関 与 す る こ と 、( 2 )毛 周 期 の ス テ ー ジ に 連 動 し て 発 現 量 と 部 位 が 変 動

す る こ と に よ り 、 毛 包 再 生 と 成 長 期 維 持 に 関 与 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 本 研

究 の 成 果 は 、 真 皮 線 維 芽 細 胞 由 来 エ ラ ス タ ー ゼ が 皮 膚 の 老 化 や 毛 包 組 織 の 再 構

成 、 機 能 維 持 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る と い う 皮 膚 科 学 研 究 の 新 知 見 を 提 供

す る も の で あ り 、 紫 外 線 に 起 因 す る 皮 膚 障 害 の 治 療 や 、 育 毛 、 体 毛 の む だ 毛 処

理 な ど 美 容 医 療 分 野 へ の 展 開 が 期 待 さ れ る 。
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