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要旨 

外界と身体の内部を隔てる組織である皮膚は、様々な外部刺激から人体を守っている。

皮膚は表皮、真皮から構成されている。表皮は外界に接するため、生体防御に重要な働

きを担っている。 
表皮は主に表皮角化細胞 （ケラチノサイト） と色素細胞 （メラノサイト） より構

成される。ケラチノサイトは層構造を成しており、最も深層の基底層で増殖し、次第に

浅層へと押し出され、それにつれて有棘細胞、顆粒細胞と形態を変えながら分化する。

最外層でケラチノサイトは脱核し、バリア機能を有する角層を形成する。そして、最終

的に皮膚から剥離する。表皮は、基底層で分裂した細胞から新たな細胞が供給され、古

くなった細胞が剥離するという細胞の更新 (ターンオーバー) により、恒常性が維持さ
れている。 
我々が浴びている太陽光には、表皮内にまで到達する紫外線 (UV) が含まれている。
皮膚が UV に曝露されると DNA の損傷や炎症等が惹起されるが、これに対する生体
防御反応として、ケラチノサイトは一過的に増殖を促進させ、自身のターンオーバー速

度を速めダメージを受けた細胞を早急に体外へと排出する。またケラチノサイトの間に

一定の割合で存在するメラノサイトは、紫外線を吸収する色素であるメラニンを過剰に

合成し、周囲のケラチノサイトへ受け渡して UV が皮膚深部へ到達するのを防ぐ。そ
の後これらの反応は収束し、皮膚は UV曝露前の定常状態に戻る。この様にダメージを
受けた皮膚は、ダメージから回復し元の状態に戻る恒常性の維持機能を備えている。従

って、UV に対する表皮の反応やその後の回復を調べることは、皮膚恒常性の維持機能
を知る上で重要な手がかりになると考えられる。 

UVの波長によって分類される UVA (400-315 nm)、UVB (315-280 nm)、UVC (280 
nm 未満)のうち、UVB は表皮深部にまで到達し、生体に強いダメージを与える。今回、
UVB に対する表皮の反応を調べるために、ケラチノサイトが産生し、皮膚に豊富に存
在する高分子多糖類であるヒアルロン酸 (HA) に着目した。そして、 UVB 照射によ
りケラチノサイトが過増殖しその後回復する過程における HA の代謝変化を調べた。
また、メラノサイトについては、加齢による色素沈着変化を調べた。 

HA は細胞外マトリックスに存在し、構造物としての役割に加え、皮膚以外では異な
る分子量の HA が異なる生理活性を持つことが知られている。皮膚においては、HA は
増殖や分化に関与することが知られているが、HAの分子量の違いによる生理活性の違
いについては解明されていない。それどころか、皮膚において HA の分子量が変化す
るのかに関する報告もなかった。そこで、UVB 照射によるケラチノサイトの増殖によ
り表皮が肥厚し、その後回復する過程において、HA 分子量の変化を検討した。UVB を
マウスに照射し、5 日目までの表皮の HA の量、局在、分子量、及び HA 合成酵素遺
伝子群 (Has)  mRNA と HA 分解酵素遺伝子群 (Hyal) mRNA の蓄積レベルを調べ
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た。その結果、増殖細胞が最も多く認められる UVB照射後 2日目において、HA 量と
Has3 mRNAの蓄積レベルが最大となった。2日目までは HA 平均分子量は 1000 kDa 
と大きく、未照射の HA平均分子量と同じであったが、3日目に HA 平均分子量は 100 
kDa へと劇的に低分子化した。このとき Hyals mRNA 蓄積レベルの増加は僅かであ
り、また HA 量は増加したままであった。細胞の増殖速度がもとに戻る照射後 4，5
日目では HA 量は減少したが、 HA の平均分子量は低分子化したままであった。また、
Has3 のタンパク質発現量や HA 合成活性については未確認であるものの、その 
mRNA の蓄積パターンの変動より UVB 照射後の細胞増殖には、Has3 により合成さ
れる HA が関与する可能性が考えられる。UVB 照射 3 日目以降の表皮肥厚が元に戻
る過程において、HA の低分子化が認められたことより、HA の分解機構や低分子 HA 
の生理活性が UV 障害からの回復に関与すると考えられる。従って HA の分解機構や
低分子 HA の生理活性を研究することで、皮膚恒常性の維持機能がさらに解明できる
と考えられる。 
一方、通常 UVB に曝露されるとメラニンの増加により皮膚全体に色素沈着がおこる
が、その後この色素沈着は回復する。UVB に晒され続けた皮膚に多く認められる局所
的な色素沈着は、加齢により数が増加し、色が濃くなることが知られている。このこと

から、色素沈着の形成には UVB に加えて、加齢が深く関与していると考えられる。
しかしながら、適切なモデル動物がないため、UVB 曝露を伴わない自然加齢において
どのように色素沈着が形成されるかに関してはほとんど報告例がなかった。さらに、

UVB 照射後の色素沈着の形成及び回復に、加齢変化が及ぼす影響についてもほとんど
研究されていなかった。A1 モルモットはヒトと同程度に表皮にメラノサイトをもつ実
験動物である。そこで、まず加齢による色素沈着形成について調べるために若齢から老

齢までの A1 モルモットにおける、皮膚色、メラニン分布、メラノサイトの数及び分布
について検討を行った。また、UVB 照射後の色素沈着の形成及び回復の加齢変化につ
いても検討を行った。 
まず、加齢に伴う色素沈着形成を確認した。その結果、皮膚を測色すると明度を示す

L*値が減少し、組織学的観察からメラニン量およびメラノサイト数の増加が認められ
た。メラノサイトは若齢では均一に分布していたが、加齢に伴い線状、帯状に分布し凝

集した。A1 モルモットは加齢による色素沈着モデルとして有用であると考えられた。 
次に若齢及び老齢モルモットを用いて、UVB 照射後の反応における加齢の影響を解
析した。UVB 照射後、色素沈着に先立ち皮膚色が赤みを示す紅斑反応が生じるが、こ
の反応は加齢に伴い鈍くなった。UVB 照射後の色素沈着形成について検討した結果、
老若ともに UVB照射後の L*値から未照射の L*値を引いた⊿L*値は同等に低下し、メ
ラニン量およびメラノサイト数の増加が認められた。一方、色素沈着の回復においては

加齢により変化が認められた。若齢モルモットでは UVB 照射後 21日目以降、徐々に
⊿L*値が回復、増加したメラニンおよびメラノサイト数も未照射と同程度に戻った。
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しかし、老齢モルモットでは色素沈着の回復が認められず、21 日目以降⊿L*値はほと
んど変化せず、メラニン量およびメラノサイト数も増加したままであった。以上の様に

本研究は老若間で UVB 照射後の色素沈着の回復が異なることを初めて見出した。今
後は、色素沈着が残存するメカニズムを解明することで、皮膚恒常性の維持機能につい

て、更なる知見が得られると考えられる。 
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第一章 序論 

皮膚は身体全体の表面を覆っており、外界と身体の内部を隔てる組織である。皮膚は

表皮、真皮から形成されるが (図 1)、特に表皮は外界に接するため、様々な刺激から人
体を守っている。表皮の重要な機能は、皮膚の弾力性や水分を保持することに加え、外

部刺激に対して、生体内部の環境を保護し恒常的に維持することである。 
代表的な外部刺激に紫外線 (UV) が挙げられる。我々が日ごろ浴びている太陽光は

波長によって分類され、 UVA (400-315 nm)、UVB (315-280 nm)、UVC (280 nm 未
満) と呼ばれる紫外線が含まれている。特に UVB は表皮深部に到達し、DNA の損傷
や炎症等を惹起する主要な紫外線として知られている (Tamaki et al. 2002)。 
ヒトの表皮は分化度の異なる表皮角化細胞 (ケラチノサイト) で構成され、内側から
基底細胞、有棘細胞、顆粒細胞が存在し、皮膚の最も外側には角層がある (図 1)。ケラ
チノサイトは基底層で増殖し、有棘層、顆粒層へと押し出され、表層に向かうにつれて

分化し、最外層で脱核した扁平細胞となりバリア機能を有する角層を形成するが、この

角層は最終的に皮膚から剥離する。すなわち、基底層で分裂した細胞から新たな細胞が

供給され、古くなった細胞が角層から剥離されるまでのケラチノサイトのターンオーバ

ーが繰り返されている (Houben et al. 2007)。 
皮膚では恒常的に体内から角層を通って微量の水分が体外に放出されるが、これを経

皮水分蒸散量 (Transepidermal water loss : TEWL) と呼び、皮膚のバリア機能を反映
する指標として一般に用いられる。UVB に晒されると、TEWL が増加する (Haratake 
et al. 1997)。これは、皮膚ダメージに伴い皮膚のバリア機能が低下し、体外への水分放
出が高まったことによる (Haratake et al. 1997)。さらには DNA 損傷や炎症によりダ
メージを受けた細胞を早急に体外へと排出するためにケラチノサイトの過増殖が惹起

され、一過的にターンオーバーが促進される (Haratake et al. 1997)。 
 

図1. 皮膚の構造
皮膚は外側より、表皮、真皮から形成される。表皮は主に表皮角化細胞 （ケラチノサイト） より形
成され、内側から基底細胞、有棘細胞、顆粒細胞が層構造を作り、最外層に角層が存在する。ま
た、基底層には色素細胞 (メラノサイト) が存在する。

真皮

表皮

角層

色素細胞
（メラノサイト）

表皮角化細胞
（ケラチノサイト）

基底層

有棘層

顆粒層 
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表皮の細胞外マトリックスにはケラチノサイト自身が産生するヒアルロン酸 (HA)
が豊富に存在する (Tammi et al. 1988)。HA は細胞間の空間の維持に加え、高い水分
保持能をもつことから、皮膚の重要な機能である保水や弾力性に関与すると考えられて

いる (Verdier et al. 2007)。HA は組織の構造体として重要であることに加えて、皮膚
以外では分子量変化により異なる生理活性を示すことが知られている。しかし、皮膚に

おける HA の生理活性についてはほとんど研究がされていない。 
一方、ヒト表皮の基底層にはケラチノサイト約１０個に１個の割合で色素細胞 (メラ

ノサイト) が存在する。メラノサイトは膜小器官であるメラノソームを保持し、そこで 
UVB を吸収する色素であるメラニンが合成される (Gilchrest et al. 1996 )。メラノサ
イトは UVB に晒されると一過的に活発にメラニンを合成し周囲のケラチノサイトへ
メラニンを受け渡して表皮全体に色素沈着を形成し、皮膚深部への更なる UVB の侵
入を防ぐ。その後メラニン合成は定常状態に戻り、ケラチノサイトに転送されたメラニ

ンがケラチノサイトのターンオーバーに伴い排出されることで、色素沈着は回復する 
(Gilchrest et al. 1996 )。 
ケラチノサイトでは通常は外部刺激により、種々のサイトカインの産生、分泌が高ま

ることが知られている (Tamaki et al. 2004)。UVB に晒されると、ケラチノサイトか
らは interleukin (IL) -6、 IL-8、 interferon-gamma (IFN-γ) などの産生、分泌が増
加するが、これらのサイトカインは炎症の発生に関与する (Morelli et al. 1993)。UVB 
に晒されたケラチノサイトによる keratinocyte growth factor (KGF) (Kakizaki et al. 
2008) や transforming growth factor alpha (TGF-α) (James et al. 1991) 等の産生、
分泌増加も知られているが、これらのサイトカインは主にケラチノサイトの増殖に関与

する (Rubin et al. 1995, Krueger et al. 1990)。さらに、UVB に晒されたケラチノサ
イトからα-melanocyte stimulating hormone (MSH)、endothelin-1 (ET-1)、stem cell 
factor (SCF)、basic fibroblast growth factor (bFGF)が産生、分泌され、メラノサイト
に作用して細胞増殖とメラニン合成を亢進させる (Morelli et al. 1993)。 
以上の如く表皮は UVB に晒されると、一過的に生体防御反応を示し、その後 UVB
曝露前の定常状態に戻る。この様にダメージを受けた皮膚は、ダメージから回復し元の

状態に戻る恒常性の維持機能を備えている。従って、UVB に対するケラチノサイトお
よびメラノサイトの反応やその後の回復過程を調べることは、皮膚恒常性の維持機能を

知る上で重要な手がかりになると考えられる。 
今回、UVB による表皮の反応を調べるため、ケラチノサイトについては HA に着

目し、UVB 照射によりケラチノサイトが過増殖しその後回復する過程における HA 
代謝変化を調べた。メラノサイトについては、UVB による色素沈着における加齢変化
を調べた。 
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第二章 UVB 照射による表皮ヒアルロン酸 (HA) 代謝変化 

序論 
HA は、D-グルクロン酸と N-アセチル-D-グルコサミンからなるグリコサミノグリカ
ンで細胞外マトリックスとして存在し、細胞の増殖、分化、移動に関与することが知ら

れている (Laurent et al. 1992)。HA 合成を担うと考えられている HA合成酵素遺伝
子群 (Hyaluronan synthase genes; Has) をコードする遺伝子として Has1,2,3 が同
定されているが (Itano et al 1996, Watanabe et al. 1996, Spicer et al. 1996)、何れの 
Has タンパク質も生体内における働きについての詳細は不明である。Has1,2,3にコー
ドされるタンパク質は、いずれも膜貫通型の構造をもつと推測され、さらに細胞内ドメ

インに触媒部位を持ち、D-グルクロン酸と N-アセチル-D-グルコサミンを交互に付加す
る活性をもつと考えられている (Yoshida et al. 2000)。皮膚においては、サイトカイン
による Has mRNA の蓄積レベルの変動が報告されており、ヒトのケラチノサイトで
は IFN-γ により Has3 mRNA の蓄積レベルが増加し (Sayo et al. 2002)、ラットの
ケラチノサイトでは KGF による Has2 及び Has3 mRNA の蓄積レベルの増加が確
認されている (Karvinen et al. 2003)。HA 分解を担うと考えられている HA分解酵素
遺伝子群 (Hyaluronidase genes; Hyal) としては Hyal1、Hyal2、Hyal3、Hyal4、Hayl5、
PH20、PHyal1 が同定されているが (Csoka et al. 2001, Zhang H et al. 2005)、 Has 
同様に何れの Hyal タンパク質も生体内における働きは不明である。ヒト皮膚におい
て、UVB 照射後に Hyal1 及び Hyal3の mRNA の蓄積レベルが増加すると報告され
ている (Averbeck et al. 2007)。HA 分解活性については、組換えタンパク質を用いた
検討がされており、Hyal1 (Frost et al. 1997) 及び Hyal2  (Lepperdinger et al. 1998) 
については分解活性を示す報告があるが、Hyal3 の HA 分解活性については不明な点
が多い (Lokeshwar et al. 2002, Atmuri et al. 2008)。 Hyal4 については 遺伝子が同
定されているものの (Csoka et al. 2001)、HA 分解活性を示した報告はない。Hyal5
については、最近遺伝子が同定されたばかりで(Zhang H et al. 2005)、 知見が少ない。
PHyal1 は偽遺伝子でヒトでは翻訳されていない。 

 

NAG
UDP-

NAG
UDP-

Glu
UDP-

Glu
UDP-

Hyal1, 2, 3

Has 1, 2, 3

N-アセチル-D-
グルコサミン
(NAG)

D-グルクロン酸
(Glu)

図2. HA 合成及び分解の模式図
HAはN-アセチル-D-グルコサミンとD-グルクロン酸が交互に並ぶグルコサミノグリカンであり、合成
酵素 Hyaluronan synthasesに対して Has1,2,3 の遺伝子が同定されている。Has は分子内に異
なる2つの単糖に対する活性部位を持つことから、N-アセチル-DグルコサミンとD-グルクロン酸を
交互に付加すると考えられている。HA 分解は Hyal (Hyaluronidase) が担っており、代表的な遺
伝子に Hyal1,2,3がある。
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HA は脳や関節に多いことが知られているが、皮膚にも豊富に存在する。皮膚におい
て、HA は細胞間空間の維持、皮膚の水分保持や弾力性に関与し、構造体として重要な
役割を果たすと考えられている。一方、皮膚以外では HAは分子量サイズの違いに応じ
て様々な生理活性を示すことが報告されている。例えば高分子 HA は血管新生を抑制
し抗炎症作用を示すが (Bollyky et al. 2007, Tempel et al. 2000)、低分子 HA は血管
新生を促進し、炎症を促進することが報告されている (West et al. 1985, Nobel et al. 
1996, McKee et al. 1996)。皮膚において、HA は創傷時の細胞の移動、増殖、分化 (Rilla 
et al. 2002, Karvinen et al. 2003, Seppanen et al. 2003, Rilla et al. 2004) に関与する
ことが報告されているが、分子量による生理活性の違いについては解明されていない。

そもそも、表皮において HA の分子量が変化するのかについてさえ知られていない。 
UVB に晒されるとケラチノサイトの増殖が促進され、これに伴い表皮全体の厚みが
増す表皮肥厚が認められる。さらに過増殖によるケラチノサイトの分化異常がおこり、

バリア機能が壊れて経皮水分蒸散量 (TEWL) が増加する。これらの反応は一過的でそ
の後回復する (Haratake et al. 1997)。今回、この過程における表皮 HA の代謝変化 
（分子量サイズの変化等） について調べるため、マウスに UVB を照射し、表皮 HA 
の量、分子量、局在、および HA 合成酵素遺伝子群 Has と HA 分解酵素遺伝子群 
Hyal の mRNA の蓄積レベルについて検討を行った。 
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材料と方法 
動物 
ヘアレスマウス (Hos-HR1) の６週齢の雄を日本 SLC より購入し、環境温度 22±1℃、
相対湿度 55±10%、12 時間照明 (午前 8 時点灯、午後 8 時消灯) 環境下の飼育室で飼
育し 10週齢で供試した。餌はマウス飼育用固形飼料 (CE-2 日本クレア製) を充分量
与え、水は水道水を自動給水で自由飲水とした。動物管理は実験動物ガイドラインを遵

守して行った。 
 
UVB 照射 
医療用紫外線照射装置デルマレイ (M-DER-320 形、クリニカルサプライ製) に中波長
領域紫外線 (UVB) ランプ (FL32SE30 ランプ、東芝医療機器製) を装着し、150 
mJ/cm2の UVB を照射した。 
 
経皮水分蒸散量 (Transepidermal water loss: TEWL) 測定 
UVB 照射後 1、2、3、4、5日目に、ヘアレスマウス背部の TEWL を Electrolytic water 
analyzer (ミーコ製) を用いて測定した。値はmg/cm2/minuteで示した。 
 
表皮厚測定 
パラフィン包埋した皮膚を 5μmに薄切し、切片をスライドガラスに貼り付けた後、ヘ
マトキシリン・エオシン (H&E) 染色を施した。H&E 染色像をコンピュータに取り込
み、Microanalyzer (Nihon Poladigital製) を用いて表皮厚を測定した。 
 
HA 抽出 
表皮サンプルを得るために、1000 U/ml dispase/リン酸緩衝液 (PBS) を浸したろ紙の
上に皮膚をおき、37℃、2時間インキュベートして真皮を取り除き、表皮のみを凍結乾
燥した後、0.2 mg/ml proteinase K/lysis バッファー (50 mM Tris, 0.5% SDS, 100 mM 
EDTA) で 55℃、2時間反応させ、フェノール・クロロホルム処理にて HA を抽出後、
-20℃で保存した。 
 
HA 定量 
HA 結合タンパク質 (Hyaluronan binding protein: HABP) サンドイッチアッセイを
用いてHA定量を行った。96 ウェルプレートを HABP  (生化学工業製) でプレコート
し、0.05% Tween/PBS で洗浄後、5% BSAで室温 2時間ブロッキングし、再度 0.05% 
Tween/PBS で洗浄して、HABP プレートを作製した。表皮サンプルもしくは標準HA
標品を室温で、2-48時間反応させ、0.05% Tween/1.5M NaClで洗浄した。ペルオキシ
ダーゼ標識された HABP で室温 30分間反応させた後、TMB 溶液 (Moss Inc製) を用
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いて発色し、0.18M H2SO4 で発色を止め 450nmの吸光度を測定した。 
HA分子量測定では、表皮より抽出した HA 1μgを Sephacryl S-1000 column (1.1 

cm×95cm) (Amersham Bioscience製) にアプライし、0.5M NaCl で溶出した。フラ
クションを回収後、HA 量を HABP サンドイッチアッセイ にて定量した。フードケ
ミファ社より入手した平均分子量1200 kDa及び100 kDa HAをスタンタードとして使
用した。 
 
HA/CD44 染色 
皮膚組織を Tissue-Tek (Sakura Finetechnical製) を用いて凍結包埋した。クリオスタ
ットを用いて 7μmに薄切し、切片を APS (アミノシラン) コートスライドガラス (マ
ツナミ製) に貼りつけた後、乾燥させた。PBS で洗浄後、4% パラフォルムアルデヒ
ドで室温 10分間固定した。ビオチン化 HABP (b-HABP) (5μg/ml; 生化学工業製) と
ラット抗マウス CD44抗体 (2.5μg/ml; PharMingen製) で 4 ℃一晩反応させた後、
PBS で洗浄した。b-HABP はストレプトアビジン FITC (1:200 BIOSOURCE製) で、
CD44 は Cy3 標識抗ラット IgG (1:200 Jackson Immuno Research Laboratory製) 
で各々検出し、ベクタシールド  (Vector Laboratory製) で封入した。 
 
 
RNA 抽出及び定量的 RT-PCR 
TRizol (Invitrogen製) で total RNAを抽出し、RNeasy Kit (Qiagen製) を用いて精製
した。cDNAを High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystem製) を使用して
合成した。定量的 RT-PCRは Applied Biosystems TaqMan PCR reagentと TaqMan 
Gene Expression Assay プ ロ ー ブ  (HAS1 Mm00468496_m1, HAS2 
Mm00515089_m1, HAS3 Mm00515091_m1, HYAL1 Mm00476206_m1, HYAL2 
Mm00477731_m1,  HYAL3 Mm00662097_m1, b-actin Mm00607939_s1) を使用し
て行い、ABI Prism 700 SDS Real-Time PCR system (Applied Biosystem製) を用い
て解析を行った。 
 
 
Has3 mRNA in situ hybridization 
皮膚組織をパラフィン包埋し、ミクロトームを用いて 5μmに薄切し、切片を MASコ
ートスライドガラス (マツナミ製) に貼りつけた後、脱パラフィンして 0.2N HCl で 20
分間前処理後、5μg/ml proteinase K で 37℃10分間反応させた。4% PFAで 20分間
前固定し、 2mg/ml glycine/PBS で 15 分間、 2 回処理した後、 0.25% acetic 
anhydride/triethanolamine バッファーで 10分間反応させた。DIG ラベルした Has3 
anti-sense RNA プローブ  (Sayo et al. 2002) を使用した。50% formamide/4× 
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sodium citrate/chloride buffer (SSC) でプレハイブリダイゼーションし、RNA プロー
ブ (0.25 ng/μl)/ハイブリダイゼーションバッファー (50% formamide, 4×SSC, 10 
mM Tris-HClバッファー, 1×Denhardt’s solution, 10% dextran sulfate, 250 μg/ml 
yeast tRNA, 500 μ g/ml heated denatured salmon sperm DNA, 0.2% 
lauroylsarcosine) を湿潤チャンバー内で 60℃ 16 時間反応させた。60℃に加温した
50% formamide/2×SSCで 30分間、2×SSCで 20分間、0.2×SSCで 20分間洗浄後、
アルカリフォスファターゼラベルした DIG 抗体 (Roche 製) を反応させ、NBT/BCIP   
(Roche製) で発色した。 
 
Ki67 染色 
脱パラフィンした切片を 1000倍希釈した抗 Ki67 抗体 (Novocastra製) 溶液で 4℃一
晩反応させた。添付プロトコルに従い染色を行い、Vectastain Elite ABC キット  
(Vector Laboratories製) を用いて発色させた。 
 
統計解析 
統計解析は Dunnett 多重比較を用いた。 
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結果 
[UVB 照射後の表皮変化] 
 UVB 照射後の表皮変化を経日的に調べるために、150 mJ/cm2の UVB をマウス背
部に単回照射後 1、2、3、4、5 日目について検討を行った。バリア機能の指標である
経皮水分蒸散量 (TEWL) を測定し、細胞増殖の指標とするために表皮厚を計測した。
また、増殖細胞を検出するために抗 Ki67 抗体染色を施した。 TEWL は 3 日目で未
照射の 10倍増加し、その後徐々に減少した (図 3a)。UVB により顕著な表皮バリア崩
壊が認められたが、その後回復したことを表している。表皮厚は 2 日目で未照射の 2
倍増加し 3日目で最大値をとった後、徐々に減少した (図 3b)。また、Ki67 陽性 (+) 細
胞は 2日目の基底層で多く観察された (図 4)。基底層のケラチノサイトで細胞増殖が惹
起され、それに伴い表皮が肥厚するが、その後回復することが確認できた。 
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図3. UVB 照射後の TEWL 及び表皮厚変化
へアレスマウスの背部に UVB (150 mJ/cm2) を単回照射した。 (a) 未照射及び UVB 照射後のマ
ウス背部の TEWL を測定した。 (b) UVB 照射後、皮膚を固定し Hematoxylin Eosin (H&E) 染
色を施し、表皮厚を測定した。グラフは平均±標準偏差を表す (n=6)。統計解析は Dunnett多重
比較 (vs. 未照射) を行った。**はp<0.01, ***はp<0.001を示す。

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a 未照射 b 1日目 c 2日目

d 3日目 e 4日目 f 5日目

図4. UVB 照射後の Ki67 陽性細胞の局在
未照射 (a) 及び UVB 照射後1日目 (b)、２日目 (c)、３日目 (d)、４日目 (e)、５日目 (f) の染色像を
示す。矢尻は Ki67 抗体で強く染色されている細胞を示す。
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[UVB 照射後の表皮 HA 合成] 
 HABP サンドイッチアッセイを用いて UVB 照射後の HA 量を定量した。表皮肥
厚や Ki67+ 細胞の増加が認められる前の照射後 1 日目で、すでに HA 量は有意に増
加した。Ki67+ 細胞が多く観察された 2日目 (図 4c) で HA 量は未照射の 5倍増加し
最大となった後、徐々に減少した (図 5a)。HA 量と細胞増殖の経日変化から、HA は
細胞増殖に関与している可能性が示唆された。そこで、さらに詳細に解析するために、

組織学的手法により HA の局在を観察した。未照射において HA は基底層に認められ
たが (図 5b白矢印)、1日目では基底層及び有棘層に HA の強いシグナルが観察された 
(図 5b白矢印)。2日目で、HA は基底層から角層直下の表皮全体に認められ (図 5b)、
3日目では顆粒層から減衰した (図 5b矢印)。その後４、５日目で有棘層から徐々に減
衰した (図 5b 白矢印)。HA の主なレセプターである CD44 の局在を観察した結果、
未照射及び UVB 照射後いずれも HA 局在変化と同調していた (図 5b)。HA は基底
層から増加することが分かった。また、表皮肥厚が回復するにつれ HA も減衰した。
HA は Ki67+ 細胞が認められた基底層から増加し始めたことから、UVB 照射により
基底層で惹起される細胞増殖に関与している可能性が考えられた。 
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図5. UVB 照射後のマウス表皮における HA 量及び HA と CD44 の局在変化
(a) マウス皮膚から真皮を剥離し表皮のみ採取し、HABP サンドイッチアッセイを用
いて HA 量を定量した。グラフは平均±標準偏差を示す (n=6)。統計解析は
Dunnett多重比較を行った (vs未照射)。*はp<0.05、***はp<0.001を示す。
(b) 皮膚切片をビオチン化 HABP (b-HABP) 及び抗 CD44 抗体で反応させ、b-
HABP はストレプトアビジン FITC (緑) で、抗 CD44 は Cy3 標識した2次抗体 (赤) 
で検出した。白矢印は b-HABP で染色される最上層のシグナル示す。
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 UVB による HA の合成メカニズムを検討するために HA 合成酵素 Has mRNA 
の蓄積レベルを調べた。表皮より total RNA を抽出し、HA 合成酵素 Has1, Has2, 
Has3の mRNA の蓄積レベルを 定量的 RT-PCR にて定量した。各々の mRNA の蓄
積レベルは β-actin mRNA の蓄積レベルで補正した (図 6)。Has1 mRNA の蓄積レ
ベルは UVB照射してもほとんど変化が認められなかった (図 6a)。Has2 mRNAの蓄
積レベルは 1日目で 1.4倍に増加した後、徐々に減少した (図 6b)。Has3 mRNA の蓄
積レベルは 1日目で 2.4倍に増加した後、2日目で 4.5倍に増加し最大となり、その後
徐々に減少した (図 6c)。UVB 照射後の Has3 mRNA の蓄積レベルの変化は HA 量
の変化 (図 5a)と正に相関していた。UVB による HA 量の増加には Has3 が関与し
ている可能性が考えられため、Has3 mRNA の局在を in situ hybridization 法を用い
て観察した (図 7)。未照射において Has3 mRNA のシグナルはほとんど検出されなか
ったが (図 7a)、1日目で基底層に強いシグナルが認められた (図 7b矢印)。2日目には
基底層と有棘層に強いシグナルが観察され (図 7c)、3 日目では基底層で見られた強い
シグナルは減衰し、基底層から顆粒層まで弱いシグナルが認められた (図 7d)。4，5日
目ではシグナルは消失した (図 7e, f)。Has3 mRNA シグナルも HA と同様に基底層か
ら増加し始めたことから、Has3 のタンパク質の発現や局在、及び活性については調べ
ていないものの、UVB による HA 合成には基底層で増加する Has3 が関与している
ことが強く示唆された。 
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表皮より全 RNA を抽出し cDNA を合成後、定量的 RT-PCR を行った。Has1 (a)、Has2 (b)、Has3 (c) 
の各々の mRNA 発現はβ-actin で補正した。グラフは平均±標準偏差を示す (n=3)。
統計解析は Dunnett多重比較を行った (vs未照射)。*はp<0.05を示す。

b c

H
as

1/
β

-a
ct

in

未照射 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Has1 Has2 Has3

H
as

2/
β

-a
ct

in

H
as

3/
β

-a
ct

in

未照射

UVB照射後日数 UVB照射後日数

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 13 
 



 a 未照射 b 1日目

c 2日目 d 3日目

e 4日目 f 5日目

図7. UVB 照射後の Has3 mRNA の局在
Has3 mRNA の in situ hybridization を行い、局在を観察した。未照射 (a) 及び UVB 照射後1日目 (b)、
２日目 (c)、３日目 (d)、４日目 (e)、５日目 (f) の染色像を示す。矢印は基底層における Has3 mRNA の
シグナルを示す。
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[UVB 照射後の表皮 HA 分子量変化] 

UVB 照射後のケラチノサイトの増殖及び回復における HA 分子量を測定するため
に Sephacryl S-1000 クロマトグラフィーを行った。未照射における HA の平均分子
量は約 1000 kDaで、分子量分布は広範囲に及んでいた (図 8a)。UVB 照射後 1、2日
目で HA 量は増加するが (図 5a)、HA の平均分子量及び分子量分布はほとんど変化し
なかった (図 8a,b)。3日目では HA 量は増加したままであるが (図 5a)、分子量には大
きな変化が認められた。平均分子量が約 100 kDaに低分子化し、分子量分布は狭くな
った (図 8c)。4日目で HA 量が減少するとき (図 5a)、HA の分子量は広範囲の分布パ
ターンに戻ったが、平均分子量は約 100 kDa で低分子化したままであった （図 8d）。
5日目では分子量分布のピークがわずかに高分子域側にシフトしただけで、平均分子量
は低分子化したままであった (図 8e)。以上より表皮において、UVB により HA の分
子量が変化することを見出した。増殖細胞が多く認められる２日目では、HA の平均分
子量は 1000 kDaで高分子であった。その後、HA は 100 kDaに低分子化したが、細
胞増殖がもとに戻る過程では HA の分子量は低分子化したままであった。 
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 HA 分子量変化のメカニズムを調べるために、HA 分解酵素 Hyal1, Hyal2, Hyal3
の mRNA の蓄積レベルを調べた (図 9)。 Hyal1 mRNA の蓄積レベルは UVB 照射
後 3日目において最大の 2倍に増加し、その後減少した (図 9a)。Hyal2 mRNAの蓄積
レベルは 2日目に僅かに増加した (図 9b)。 Hyal3 mRNAの蓄積レベルは UVB照射
後 5日目において 4培に増加し最大となった (図 9c)。 HA 分子量が低分子化するとき、
各 Hyal mRNA の蓄積レベルの変化は僅かであり、また HA 量が減少するとき 
Hyal3 mRNA の蓄積レベルだけが増加した。 
 
 
 

図8. UVB 照射後の HA 分子量変化
未照射及び UVB 照射の表皮より HA を抽出し、Sephacryl S-1000 カラムで分画後 HABP サンド
イッチアッセイを用いて HA 濃度を定量した。各々のグラフは未照射 (白丸) の分子量分布と ＵＶＢ
照射後 (黒丸) 1日目 (a)、2日目 (b)、3日目 (c)、4日目 (d)、5日目 (e) の分子量分布の比較を示す。
Vo はカラムの空隙容積を、Vtは全容積を示す。 ▼は、平均分子量 1200 kDa、 ▽は、平均分子量
100 kDaの HA スタンダードの溶出位置を示す。
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図9. UVB 照射後の Hyal遺伝子群発現変化
表皮より全 RNA を抽出し cDNA を合成後、定量的 RT- PCR を行った。Hyal1 (a)、Hyal2 (b)、Hyal3 
(c) の各々の mRNA 発現はβ-actin で補正した。グラフは平均±標準偏差を示す (n=3)。
統計解析は Dunnett多重比較を行った (vs未照射)。*はp<0.05、 **はp<0.01、 ***はp<0.001を示す。
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考察 
 本研究は UVB 照射後ケラチノサイトの過増殖により表皮が肥厚しその後回復する
過程において、表皮 HA の量、局在、分子量及び Has と Hyal の mRNA の蓄積レ
ベルについて初めて検討を行い、HA の分子量が 1000 kDaから 100 kDaに劇的に低
分子化することを見出した。 
UVB 照射後 HA の量が増加しその後回復した (図 5a)。HA 合成酵素である Has
はファミリーを形成し、Has1,2,3 が知られているが (Itano et al. 1996, Watanabe et 
al. 1996, Spicer et al. 1996, 1997)、これら個々の遺伝子による HA 合成メカニズムに
ついては不明な点が多い。マウス表皮においては Has2 及び Has3 の mRNA の蓄積
レベルの増加と HA 合成との間に関連があるという報告がある (Tammi et al. 2005, 
Kaya et al. 2005)。また、ヒトケラチノサイトにおいては Has3 mRNA 発現と HA 合
成との間に強い関連性がある (Sayo et al. 2002, 2004)。今回、UVB 照射後の Has1,2,3 
について mRNA の蓄積レベルを調べた結果、Has3 mRNA の蓄積レベルの変動 (図 
6c) が HA の量変化 (図 5a) と同じプロファイルであった。さらに、HA 量が増加す
る 1 日目 (図 5a) で Has3 mRNA のシグナルが基底層で観察された (図 7c)。Has3 
のタンパク質の発現や局在、及び活性については未確認であるものの、私のデータから 
UVB 照射後のマウス表皮の HA 合成には Has3 が大きく寄与していると考えられ
る。 
 Has mRNA の発現はサイトカインや成長因子により制御されているが (Karvinen 
et al. 2003, Seppanen et al. 2003, Ohtani et al. 2009)、UVB 照射後は種々のサイトカ
インの放出が亢進する。in vitro において IFN-γ や KGF が Has3 mRNA の蓄積レ
ベルを増加させ (Sayo et al. 2002, Karvinen et al. 2003)、また UVB 照射により 
IFN-γ  や  KGF の  mRNA の蓄積レベルの増加が  in vitro で報告されている 
(Yoshizumi et al. 2008, Kakizaki et al. 2008)。従って、今回私が調べたマウス表皮に
おいても UVB 照射後 IFN-γ や KGF の発現が増加し、Has3 mRNA の蓄積レベル
の増加が誘導された可能性が考えられる。 
UVB 照射後、HA 量は、表皮肥厚や Ki67+ 細胞の増加に先立って有意に増加した (図

5a)。また、HA の量及び Has3 mRNA の蓄積レベル (図 6c) が最大となった 2日目
に、Ki67+ 細胞も最も多く観察された (図 4c)。すなわち HA 合成と細胞分裂の増加
が最大となるタイミングが同じであることがわかった。HA レセプターである CD44 
のノックアウトマウスでは表皮 HA 量が減少し、表皮厚の低下及び増殖細胞である 
PCNA+ 細胞数の減少が認められている (Bourguignon et al. 2006)。今回のデータ及
び Bourguignon らの研究から、HA はケラチノサイトの増殖に深く関与している可能
性が考えられる。さらに、私の研究では Ki67+ 細胞が認められたとき HA の分子量
は 1000 kDa であったことから (図 8b)、高分子の HA がケラチノサイトの増殖に関
与していることが強く示唆された。 
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HA と CD44 の相互作用はケラチノサイトの分化や脂質合成に関与する。in vitroに
おいて、HA は分化マーカーの発現を増加させ、コレステロール合成を促進するが、こ
の効果は CD44 のノックダウンにより抑制される (Bourguignon et al. 2004, 2006)。
今回、3 日目で TEWL が増加したが (図 3a)、これは皮膚バリア機能が崩壊したこと
を意味する。このとき HA 平均分子量は 1000 kDaから 100 kDaにシフトし、低分子
化した (図 8c)。ケラチノサイトの分化や脂質合成はバリア機能崩壊後に認められるた
め (Feingold. 1991, Ajani et al. 2007)、私は、低分子 HA と CD44 の相互作用が 
UVB 照射後のバリア機能回復に関与している可能性を考えている。ただし、低分子 
HA の生理学的な役割を解明するには、UVB 照射後の表皮各々の層における HA の
分子量分布を調べる等、更なる研究が必要である。 
 3日目で HA 平均分子量は 1000 kDaから 100 kDaにシフトしたが (図 8c)、この
とき Has 遺伝子群の mRNA 蓄積レベルは未照射と同程度であった (図 6)。これら
のデータから、100 kDaの低分子 HA は de novo 合成によるものではなく、分解によ
り形成されたものと考えられる。Hyal は HA の分解を担うが、Hyal1 は HA を 4
糖にまで分解し、Hyal2 は 20 kDaに分解すると報告されている (Lepperdinger et al. 
1998) ことから、今回の低分子 HA とは分子量が一致しない。低分子 HA 量が低下し
た 4、5日目では (図 5a, 図 8d,e)  Hyal3 mRNA の蓄積レベルのみが増加したが (図 
9c)、Hyal3 の HA 分解活性については不明な点が多い。例えば無細胞系で転写、翻訳
された Hyal3 において HA 分解活性が確認されている一方で (Lokeshwar et al. 
2002)、human embryonic kidney (HEK) 293細胞に Hyal3 を強制発現させても HA 
分解活性が認められないという報告がある (Harada et al. 2007)。Hyal2 は CD44 と
結合することで HA 分解活性を持つが、Hyal3 は CD44 と結合しても分解活性を持
たないため (Harada et al 2007)、Harada らは、Hyal3 は未知の分子と結合して HA 
分解活性を持つ可能性を考察している。以上の事および本研究において 3 日目に HA 
が低分化したとき (図 8c)、Hyal3 mRNA 蓄積レベルは増加しなかった事より (図 9c)、
Hyal3 の活性が未知の分子により転写後段階で制御されて、皮膚の HA 分解に関わっ
ている可能性もあると私は考えている。いずれにしろ、UVB 照射後の HA 分解にお
ける Hyal 遺伝子群の関与については更なる研究が必要である。 
 ところで、活性酸素 (reactive oxygen species: ROS) 存在下では HAは分解されるこ
とが報告されており (Greenwald et al. 1980, Andley et al. 1983)、ヒト表皮 HA も 
ROS により分解されることが皮膚器官培養系を用いた実験により示唆されている 
(Agren et al. 1997)。マウス皮膚においても、UVB 照射後 ROSの一種であるスーパー
オキシドアニオンが誘導される (Maglio et al. 2005)。従って、私は、今回認められた 
UVB 照射後の HA 分子量変化に ROS が関与している可能性も考えているが、この
点については今後の検証が必要である。 
 マウスの角層には低分子 HA が存在することが知られている (Sakai et al. 2000)。
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HA の局在を示すシグナルは 3 日目以降顆粒層から順に徐々に減衰したことから (図 
5b)、UVB 照射後 100 kDaの HA はさらに分解されてケラチノサイトのターンオーバ
ーに伴って角層から排除される可能性もあると私は考えている。 
 以上、本研究より UVB 照射後の内在性 HA の分子量が劇的に変化することを初め
て見出した。HA の量的、質的な変化が UVB 照射後の細胞増殖や分化に重要な役割
を果たしている可能性が考えられる。今後は HA の分解機構や低分子化した HA の機能
を調べることで皮膚恒常性の維持機能について更なる知見が得られると考えられる。 
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第三章 加齢及び UVB 照射による色素沈着変化 

序論 
  UVB に晒されると、通常は皮膚全体に色素沈着が形成されるが、その後回復する。
一方、手の甲や顔などの UVB に晒され続けている皮膚に認められる局所的な色素沈着 
(Haddad et al. 1998) は基本的に回復が見られず、また、加齢によりその数は多く、色
は濃くなることが知られている (Wulf et al. 2004)。このことから、色素沈着の形成に 
UVB はもちろん、加齢も深く関与していると考えられる。 
色素沈着の組織学的観察は多数報告があるが (Holzle. 1992, Ortonne et al. 1979, 

Rahman et al. 1996)、UVB 曝露を伴わない自然加齢においてどのように色素沈着が形
成されるかはほとんどわかっていない。この理由として、加齢により色素沈着が形成さ

れるモデル動物がいないことが挙げられる。さらに、UVB 曝露後の色素沈着の形成及
び回復に、加齢変化が及ぼす影響についてもほとんど研究されていない。 

A1 モルモットはヒトと同程度に表皮にメラノサイトを有し、メラノサイトではメラ
ニンが合成されており、UVB 照射により色素沈着を生じる数少ない実験動物である 
(Imokawa et al. 1986)。そのため UVB による色素沈着の研究において頻用されてい
る (Yoshida et al. 2002, Shimizu et al. 2002, Horikoshi et al. 2000)。我々は偶然、UVB 
を照射していない 5年齢モルモットに色素沈着を見つけた。モルモットの平均年齢は 4
－7年であるため (Koyama et al. 1967)、この現象が確かであれば A1 モルモットは
加齢に伴う色素沈着形成モデルとして非常に有用であると考えられた。そこで、若齢か

ら老齢までの A1モルモットを準備し、皮膚色、メラニン分布、メラノサイト数及び分
布について検討を行った。またこれらの A1 モルモットを用いて UVB 照射後の色素
沈着の形成及び回復に、加齢変化が及ぼす影響についても検討を行った。 
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材料と方法 
動物 
有色茶系モルモット (A1 モルモット) の 5週齢の雌を東京実験動物より購入し、環境
温度 22±1℃、相対湿度 55±10%、12時間照明 (午前 8時点灯、午後 8時消灯) の環境
下の飼育室で飼育し、14、20 週齢および 1、2、3、5 年齢で供試した。餌はウサギ・
モルモット飼育用固形飼料 (RC-4、オリエンタル酵母製) を充分量与え、水は水道水
を自動給水で自由飲水とした。動物管理は実験動物ガイドラインを遵守して行った。 
 
紫外線(UV)照射 
紫外線照射は、医療用紫外線照射装置デルマレイ (M-DER-320 形、クリニカルサプラ
イ製) に中波長領域紫外線 （UVB) ランプ （FL32SE30ランプ、東芝医療機器製) を
装着した。モルモット背部の長毛をバリカンを用いて剃毛し、さらにシェイバーを用い

て皮膚より毛を除いた後、500 mJ/cm2のUVBを照射した。 
20週齢、1、3、5年齢モルモットは UVB照射後 1、3、14日目に皮膚サンプルを回収
し、14週齢、3年齢モルモットは UVB照射後 14、84日目に皮膚サンプルを回収した。 
 
測色及び⊿L*値の算出 
バリカンとシェイバーを用いてモルモット背部より毛を除いた後、色彩色差計 Color 
Reader CR-11 Munsell (Minolta製) を用いて、2×2 cm2の測定部位につき 10ヶ所の
測色を行い、L*値 (明度)、 a*値 (赤み)、b*値 (黄み)を測定し、a*値及びb*値からC*
値(彩度)を算出した。 
 UVB 照射後 1、3、14 日目もしくは、UVB 照射後 84 日目までの L*値から未照射
の L*値を引き、⊿L*値を算出した。 
 
UVB 照射後の紅斑及び最小紅斑量 (Minimal erythema dose: MED) 測定 
A1 モルモットの背部を剃毛し、未照射の a*値、及び UVB 照射 24 時間後の a*値を
測色し、UVB照射後の a*値から未照射の a*値を引いて⊿a*値を算出した。 
MED については、背部を剃毛し、1×1 cm2の照射部位を設けて、各々の部位に 100、
200、300、400、500、600、700、800 mJ/cm2の UVB を照射した。UVB 照射 24時
間後に目視で紅斑反応を認めた最小照射量を 1MEDとした。 
 
フォンタナ-マッソン染色 
背部もしくは頚部より採取した皮膚組織をTissueMount (Sakura Finetechnical製) を
用いて凍結包埋した。クリオスタットを用いて 5μmに薄切し、切片をスライドガラス
に貼りつけた後、乾燥させた。フォンタナ・マッソン溶液中で 4℃ 6時間反応させた後
水洗し、ケルネヒトレート液につけた後脱水して、マリノール (武藤純薬) で封入した。 
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表皮シート作成 
皮膚組織を 5×5 mm2に採取後、両面テープ (3M製) を貼ったスライドガラスに貼付
した。2N-NaBr で 37℃ 3時間反応後、真皮を剥離し表皮シートを作成した。 
 
DOPA染色 
表皮シートを PBS で洗浄後、予め 37℃に加温した 0.1% L-DOPA/PBS 溶液を非特異
的反応防止のため 1.5時間ごとに交換しながら 6時間酵素反応させた。純水で洗浄して
反応を停止させた後、脱水して除毛処理を行い、マリノールを用いて封入した。 

 

抗体染色 

KIT 抗体染色：表皮シートを作成し PBS で洗浄後、冷アセトンで 15 分間固定し、
再度 PBS で洗浄後 -80℃で保存した。PBS で解凍洗浄し、正常ヤギ血清 
(Kirkegaard&Perry  Laboratories製) を用いて 20分間ブロッキングした。抗マウス
c-Kit (ACK45) ラットモノクローナル抗体 (BD Bioscience 製) を 100 倍希釈し室温
90分間反応させた後、PBS で洗浄した。二次抗体として Alakaline Phosphatase 標
識された抗ラット IgG+IgM (Southern Biotechnology Associates, Inc. 製)を 100倍
希釈し１時間反応させた後、PBS で洗浄した。非特異的発色を抑制するためにレバミ
ゾール (Vector Laboratories製) を添加したニューフクシン (Dako製) で 45分間発
色させ、純水で洗浄した後、除毛して Glycerogel (Dako製) で封入した。 

gp100 抗体染色：冷アセトンで固定し-80℃で保存した表皮シートを PBS で解凍洗
浄し、3% H2O2 / PBS 溶液を用いて 10分間ブロッキングした。100倍希釈した抗ヒト
メラノーマ (gp100) マウスモノクローナル抗体 （DAKO製） 溶液で 4℃一晩反応さ
せた後、PBS で洗浄した。二次抗体としてビオチン化標識抗マウスIgG (DAKO製）を
10 分間反応させた後、PBS で洗浄し、HRP 標識ストレプトアビジン (DAKO製) を
10分反応させ、PBS で洗浄した。3-amino-9-ethylcarbazole (DAKO製) で 50分間発
色させた後、純水で洗浄し、除毛してGlycerogel (Dako製) で封入した。 

S-100 抗体染色：4% パラフォルムアルデヒド (PFA) で 20 分間固定し、-80℃で保
存した表皮シートを PBS で解凍洗浄した。PBS で洗浄後、3%H2O2/PBS 溶液を用い
て 10 分間ブロッキングし、1000 倍希釈したS-100 ラビットポリクローナル抗体 
(Affiniti Research Products Limited製） 溶液で４℃一晩反応させた後、PBS で洗浄
した。その後 gp100 抗体染色と同様の方法で二次抗体、三次抗体反応をさせ、発色後
封入した。 

陽性メラノサイト数の算出：各標本を光学顕微鏡下で観察するとともに、200倍の視
野に存在するメラノサイト数を数え、表皮 1 mm²あたりの陽性メラノサイト数を算出
した。 
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統計処理 
 Kruskal-Wallis 検定と Dunnett 多重比較、Dunnett 多重比較、Student’s t 検定 を
適宜用いた。 
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結果 
1.A1モルモットにおける自然加齢による色素沈着変化 
 UVBによらない自然加齢による色素沈着変化をみるために、各年齢の A1 モルモッ
トを剃毛し、背部及び頸部皮膚について肉眼観察した (図 10)。背部については、20週
齢の若齢モルモットでは色素沈着は観察されなかった (図 10a)。3年齢では点状の色素
沈着が認められ (図 10b)、5年齢では線状の色素沈着が認められた (図 10c)。加齢に伴
い色素沈着が形成された。頚部においては、20 週齢では色素沈着が認められなかった
が (図 10d)、3年齢で線状の色素沈着が認められ (図 10e)、5年齢では色素沈着が亢進
していた (図 10f)。加齢による色素沈着は背部よりも頚部の方が顕著であった。 
 
 a 20週齢 b 3年齢 c 5年齢

d 20週齢 e 3年齢 f 5年齢

図10. 加齢に伴う色素沈着
モルモットを剃毛し、背部 (a-c) 及び頚部 (d-f) の色素沈着を観察した。(a,d) は20週齢、(b,e) は
3年齢、(c,f) は5年齢を示す。観察部位を決めるために、黒点で4ヶ所マーキングした。

背
部

頚
部

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
皮膚色を定量値化するために、色彩色差計を用いて測色した (図 11)。背部、頚部と
もに明度を示す L*値は加齢に伴い有意に減少した (図 11a, b)。各年齢とも、背部 (図
11a) よりも頚部 (図 11b) の方が L*値が低かった。赤み (a*値)、黄み (b*値)、彩度 (C*
値)は加齢による変化は認められなかった (図 11c, d)。 
皮膚内部を観察するために凍結切片を作製してフォンタナ-マッソン染色を施し、メ
ラニン分布を観察した (図 12)。背部、頚部ともに 20 週齢では、メラニンはほとんど
認められなかったが (図 12a, d)、3年齢 (図 12 b, e)、5年齢 (図 12c, f) では表皮全体
にメラニンが認められた。また、加齢に伴い、表皮厚が薄くなっていた。 
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c d

図11.加齢に伴う皮膚色の変化
L*値は明度を表し、値が大きいと白色に近く、値が小さいと黒色に近いことを示す。
(a) 背部及び (b) 頚部のL*値を示す。a*値は赤みを表し、値が大きいと赤色に、値が
小さいと緑色に近いことを示す。b*値は黄みを表し、値が大きいと黄色に、値が小さ
いと青色に近いことを示す。C*値は彩度を表す。値が大きいと鮮やかで、値が小さい
と無彩色に近いことを示す。C*値はC*=[(a*)2+(b)*2]1/2で算出される。(c) は背部、(d) 
は頚部のa*値、b*値、C*値を示す。
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図12. 加齢に伴うメラニン分布の変化
20週齢 (a,d)、3年齢 (b,e)、5年齢 (c,f) の皮膚を用いて、フィンタナ・マッソン染色を施した。背部 (a-c)
及び頚部 (d-f) について検討した。20週齢についてはメラニンはほとんど観察されなかったが、加齢
に伴い、表皮全体にメラニンが分布していた。

100µm

背部 頚部
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次に、色素合成に関わるメラノサイトの表皮組織内の分布パターンを観察し、数を測定

するために、複数のメラノサイトマーカーを用いて染色を行った。メラノソームはその

成熟過程により１－４期に区分される。小胞体から分離したばかりのメラノソームが第

１期で、ここではメラニン合成は行われない。次にゴルジから分泌されたチロシナーゼ

などの酵素を含む小胞と融合して第２期メラノソームとなり、ここで、メラニン合成が

開始され、第３期、第４期とすすむにつれてメラニン合成が活発になる。本研究におい

ては、未成熟なメラノサイト (ステージ１もしくは２のメラノソームを保持するメラノ
サイトに相当) に発現する KIT、ステージ３以降のメラノソームに発現するタンパク 
gp100、メラノサイトの総数マーカーといわれている S-100 をそれぞれ抗体を用いて
染色した。ステージ２以降のメラノソームに認められるチロシナーゼは、基質となる 
DOPA を用いて染色を行った。 
 メラノサイトの分布を観察した結果 (図 13)、背部において 20週齢 (図 13a) 及び 1
年齢 (図 13b) ではメラノサイトは均一に分布していたが、2年齢では毛穴 (図 13c黒
矢印) に平行に線状の分布が認められた (図 13c 白矢印)。3年齢でメラノサイトの分布
は太い線状になり (図 13d 白矢印)、5年齢では帯状の凝集が認められた (図 13e 白矢
印)。頚部においては 1 年齢で、すでに線状の分布が認められ (図 13g 白矢印)、3、5
年齢で帯状に凝集していた (図 13i, j 白矢印)。加齢に伴うメラノサイトの分布 (図 13 
白矢印)は、毛穴 (図 13 黒矢印) に平行であった。 
 

図13. 加齢によるメラノサイトの凝集
20週齢 (a,f)、1年齢 (b,g)、2年齢 (c,h)、3年齢 (d,i)、5年齢 (e,j) のA1モルモットの背部 (a-e) 及
び頚部 (f-j) を用いて表皮シートを作製し、抗gp100抗体染色を施した。黒矢印は毛穴が並んでい
る位置を示し、白矢印はメラノサイトが分布している位置を示す。

a 20週齢 b 1年齢 c 2年齢 d 3年齢 e 5年齢

f 20週齢 g 1年齢 h 2年齢 i 3年齢 j 5年齢
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メラノサイト数については、背部において DOPA+、 gp100+、 S-100+ メラノサイト
数は加齢により増加する一方で、 KIT+ メラノサイト数は変化しなかった (図 14a)。
頚部においては、 DOPA+、 gp100+、 S-100+ メラノサイト数は背部同様に加齢によ
り増加する一方で、 KIT+ メラノサイト数は減少した (図 14b)。 
以上、加齢により色素沈着が形成され、色素沈着部位ではメラノサイト数とメラニン

量の増加が認められ、さらにメラノサイトが凝集していることを見出した。 
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図14. 加齢に伴うメラノサイト数の増加
背部 (a) 及び頚部 (b) のメラノサイト数をカウントし、 mm2あたりのメラノサイト数を算出した。頚
部については、DOPA+、gp100+、S-100+ メラノサイト数は加齢に伴い増加する一方、KIT+ メラ
ノサイト数は加齢に伴い減少した。グラフは平均±標準偏差を示す (20週齢、2年齢 n=6、1年
齢 n=7、3、5年齢 n=5)。 統計解析は Kruskal-Wallis 検定と Dunnett多重比較 (vs 20週齢) 
を行った。*はp<0.05、**はp<0.01、***はp<0.001を示す。
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2.加齢による UVB 照射後の A1 モルモットの皮膚変化 
[加齢による紅斑及び最少紅斑量の変化] 
 UVB を照射すると照射後約 6 時間から 48 時間にかけて皮膚が赤みをおびるが、こ
れは紅斑反応とよばれる。また、紅斑が起こる最少の紫外線照射量を最少紅斑量 (MED) 
といい、UVB に対する皮膚の応答性の指標として頻用されている。紅斑反応は、色素
沈着に先立っておこるが、紅斑反応と色素沈着の関係については不明な点が多く、また、

加齢と紅斑反応についてもあまり報告がない。今回、UVB 照射後の紅斑反応における
加齢変化を調べるために、未照射及び UVB 照射 24 時間後の a*値を測色し⊿a*値を
算出し(図 15a)、MED を測定した (図 15b)。その結果、加齢に伴い⊿a*値は減少傾向
を示した。また MED は 3年齢及び 5年齢で有意に増加した。加齢に伴い紅斑反応は
鈍くなっていた。 
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図15. UVB 照射後の加齢に伴う紅斑及び MED 変化
(a) UVB による紅斑反応をみるために、UVB 照射後のa*値から未照射のa*値を引き、
⊿a*値を算出した。(b) 100-800 mJ/cm2の UVB を照射24時間後に目視判定を行い MED
を決定した。グラフは平均±標準偏差を示す (20週齢 n=6、1年齢 n=7、3年齢,5年齢 n=5)。
統計解析は Dunnett多重比較を行った (vs 20週齢)。*はp<0.05を示す。
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[加齢による UVB 照射後の色素沈着変化] 
 UVB 照射後、色素沈着の形成過程における加齢変化を調べるために、未照射及び 500 
mJ/cm2の UVB を単回照射後 1、3、14日目のL*値を測色し、⊿L*値を算出した。そ
の結果、⊿L*値は加齢に関係なく同等に低下した (図 16)。 
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 図16. UVB 照射後の加齢に伴う皮膚色変化
UVB 照射後の皮膚色の黒化をみるために、UVB 照射後1、3、14日目のL*値から未照射
のL*値を引き、⊿L*値を算出した。グラフは平均±標準偏差を示す (20週齢 n=6、1年齢
n=7、3、5年齢 n=5)。

 
 
 
 
 
フォンタナ-マッソン染色にてメラニン分布を観察した (図 17)。20 週齢の若齢モルモ
ットにおいて、未照射では基底層にのみメラニンが観察されたが、UVB 照射後は表皮
全体にメラニンが観察された (図 17a-d)。5年齢の老齢においても UVB 照射後メラニ
ンの顕著な増加が観察された (図 17e-h)。若齢及び老齢ともに UVB 照射後メラニン
は増加した。 
メラノソームの発達段階におけるメラノサイト数について調べるために、 DOPA+、

gp100+、 S-100+、 KIT+ メラノサイト数をカウントした (図 18)。 UVB 照射後、  
DOPA+、 gp100+、 S-100+ メラノサイト数は各年齢ともに増加した (図 18a,b,c)。
KIT+ メラノサイトにおいては、各年齢ともに UVB 照射後 1 日目で減少傾向を示し
た後、3日目で未照射と同程度に回復した。その後 20週齢及び 1年齢では 14日目で数
が増加したが、3年齢及び 5年齢では変化しなかった (図 18d)。 
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a 未照射

b 1日目

c 3日目

d 14日目

e 未照射

f 1日目

g 3日目

h 14日目

図17. UVB 照射後の加齢に伴うメラニン分布
20週齢 (a-d) 及び5年齢 (e-h) の皮膚を用いてフォンタナ・マッソン染色を行った。 (a,e) 未照射、
(b,f) UVB照射後1日目、 (c,g) 3日目、 (d,h ) 14日目の染色像を示す。
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図18. UVB 照射後のメラノサイト数増加
未照射及び UVB 照射後1日目、3日目、14日目の皮膚より表皮シートを作製し、各年齢のメラノ
サイト数をカウントし、 mm2当たりのメラノサイト数を算出した。(a) DOPA+、(b) gp100+、(c) S-
100+、(d) KIT+メラノサイト数の変化を示す。グラフは平均±標準偏差 (20週齢 n=6、1年齢
n=7、3年齢、5年齢 n=5)。統計解析は Kruskal-Wallis 検定と Dunnett多重比較を行った。*は
p<0.05、**はp<0.01、***はp<0.001を示す。
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[加齢による UVB 照射後の色素沈着回復における変化] 
 UVB 照射後の色素沈着回復過程における加齢変化を調べるために、14週齢の若齢モ
ルモットと 3 年齢の老齢モルモットを用いて、500 mJ/cm2の UVB を単回照射後 84
日目まで観察した (図 19)。その結果、14週齢、3年齢ともに 21日目までは色素沈着
が認められた (図 19b, e)。その後 14週齢では色素沈着は回復したが (図 19c)、3年齢
では 84 日目まで色素沈着が認められた (図 19f)。⊿L*値を算出した結果、UVB 照射
後 21日目までは 14週齢、3年齢ともに同等に⊿L*値の低下が認められた。14週齢で
は、その後徐々に回復するが、3年齢では回復は認められなかった (図 19g)。 
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図19. UVB 照射後の加齢に伴う色素沈着変化
14週齢 (a-c) 及び3年齢 (d-f) の背部に UVB を照射し、未照射 (a,d)、UVB 照射後21日目
(b,e)、84日目 (c,f) の皮膚を観察した。(g) UVB 照射後84日目までの⊿L*値の変化を14週
齢と3年齢で比較した。
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 UVB 照射後 14 日目及び 84 日目のメラニン分布をフォンタナ-マッソン染色を用い
て、観察した結果(図 20)、14週齢では、14日目で増加したメラニンは 84日目では減
少し未照射と同程度に回復したが (図 20a-c)、3 年齢では 14 日目で増加したメラニン
は 84日目でも増加したままであった (図 20d-f)。 
 

図20. UVB 照射後の加齢に伴うメラニン分布の変化
14週齢 (a-c) 及び3年齢 (d-f) の皮膚を用いてフォンタ・ナマッソン染色を行った。未照射
(a,d)、UVB 照射後14日目 (b,e)、84日目 (c,f) の染色像を示す。
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c 84日目

a 未照射 d 未照射
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f 84日目
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メラノサイト分布を観察した結果 (図 21)、UVB 照射後メラノサイトは均一に分布し
た。14週齢においては 84日目で未照射と同程度に回復したが (図 21a-c)、3年齢では
84日目でも 14日目の分布パターンと同様であった (図 21d-f)。 
 メラノサイトの状態を定量化するために、DOPA+、 gp100+、 S-100+、 KIT+ メ
ラノサイト数をカウントした (図 22)。DOPA+、 gp100+、 S-100+ メラノサイトは
14日目では 14週齢、3年齢ともに増加した (図 22a-c)。84日目で、14週齢のメラノ
サイト数は減少し、未照射とほぼ同程度に回復したが、3年齢のメラノサイト数は増加
したままであった (図 22a-c)。KIT+ メラノサイトについては、14 週齢では他のメラ
ノサイト同様に 14 日目で増加し、その後未照射と同程度に回復するが、3 年齢におい
ては、変化しなかった (図 22d)。 
 UVB 照射後の色素沈着は老若に関わらず形成された。その後、若齢では色素沈着が
回復するが、老齢では沈着の回復は認められず、加齢により色素沈着回復過程が異なる

ことを見出した。 
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図21. UVB 照射後のメラノサイト分布の比較
14週齢 (a-c) 及び3年齢 (d-f) の背部より表皮シートを作製し、抗 gp100抗体染色を施した。未
照射 (a,d)、UVB照射後14日目 (b,e)、84日目 (c,f) のメラノサイト分布を示す。
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図22. UVB 照射後のメラノサイト数変化
未照射、UVB 照射後14日目、84日目の DOPA+ (a)、gp100+ (b)、S-100+ (c)、KIT+ (d)メラ
ノサイト数をカウントし、mm2あたりのメラノサイト数を算出した。グラフは平均±標準偏差 (14
週齢、3年齢 n=6)。統計解析は Kruskal-Wallis 検定と Dunnett多重比較を行った。*は
p<0.05、**はp<0.01、***はp<0.001を示す。
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考察 
A1 モルモットでは自然加齢により色素沈着が形成されることを初めて見出した (図 

10)。加齢による色素沈着部位では表皮におけるメラニンの増加(図 12)、メラノサイト
の凝集及び数の増加が確認された(図 13, 14)。さらに、UVB 照射後の色素沈着におけ
る加齢変化を調べた結果、老若ともに色素沈着は同等に形成された(図 16)。その後若
齢ではメラノサイト数が減少し色素沈着は回復したが、老齢ではメラノサイト数は増加

したままで色素沈着は残存した(図 22)。老若間で UVB 照射後の色素沈着反応が異な
ることを見出した。 
加齢による色素沈着部位では、メラノサイトの凝集が観察された (図 13)。メラノサ
イトは毛包と毛包の間に帯状に観察され、この帯状の沈着は毛包の並びと平行であった。

未成熟なメラノサイトは真皮に存在する外毛根鞘や毛包バルジ領域に存在し (Starico. 
1960, Tobin, et al. 1996)、脱色素異常症である白斑において再沈着が起こるときは外毛
根鞘にそってメラノサイトが移動する (Cui et al.1991, Ortonnne et al. 1979)。従って、
私はモルモットにおいても毛包から未成熟なメラノサイトが移動し表皮で分化したこ

とで、凝集が形成された可能性があると考えている。マウスにおいては、真皮にある

KIT+ の未成熟なメラノサイトが表皮に遊走するときに、stem cell factor (SCF) が必
要であることが報告されており (Nishikawa et al. 1991)、さらに、in vitroにおいて、
endothelin は SCF と協調して、メラノサイトの分化を誘導することが知られている  
(Ono et al. 1998)。モルモットの真皮にある KIT+メラノサイトの局在や表皮の SCF及
び endothelin の発現を調べることで、今回の結果から推察された可能性が検証できる
と私は考えている。 

UVB が照射されると、色素沈着が形成される前に紅斑反応が認められることは一般
に知られている。紅斑反応は血管拡張に起因するが、色素沈着と紅斑反応の因果関係は

明らかではない。今回、加齢に伴い MED が増加し⊿a*値が減少したが (図 15)、色
素沈着は同等に形成された (図 16)。このことから私は、モルモットにおいては UVB 
照射後の色素沈着は血管拡張以外の因子に寄与する可能性があると考えている。 
メラニン合成が活発なメラノサイトに認められる DOPA+ もしくは gp100+ メラ
ノサイト数や、総数マーカーである S-100+ メラノサイト数が加齢により増加してい
た (図 14)。in vitro では、ヒトのメラノサイト増殖因子として basic fibroblast 
growth factor (bFGF)、 hepatocyte growth facter (HGF)、 SCF、 endothelin、 α
-melanocyte stimulating hormone (α-MSH) 等が報告されている (Halaban. 2000)。
私はモルモットの表皮においても、加齢に伴いこれらの増殖因子の発現が増加した可能

性が高いと考えており、増殖因子の発現を老若で比較することで可能性が検証できると

考えている。 
DOPA+、gp100+ 、S100+ メラノサイトは、加齢及び UVBによる色素沈着形成や
回復に伴い数が増減した (図 14, 18)。一方、メラニン合成が活発でない KIT+ メラノ
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サイトの数の変化は、これらメラニン合成能が高いメラノサイト数の変化とは異なっ

ていた。KIT+ メラノサイト数は、加齢による色素沈着に伴い減少し (図 14)、UVB
照射による色素沈着形成及び回復においては、若齢では増加した後減少したが、老齢

では増加しなかった(図 18)。このことから、未成熟なメラノソームを保持するメラノ
サイトの一過的な増殖が、色素沈着の回復に重要であると考えている。 
UVB 照射による色素沈着の形成過程で、各年齢ともに DOPA+、 gp100+、 S-100+ 
メラノサイト数は経日的に増加した(図 18a-c)。一方で、KIT+ メラノサイト数は UVB 
照射後 1日目で各年齢ともに減少傾向を示し、3日目で未照射と同定度に回復した (図 
18d)。ヒトでは UVB 照射後に KIT のリガンドである SCF が増加することが知られ
ている (Hachiya et al. 2001)。マウスでも UVB 照射後に SCF  mRNA の発現が増
加し、さらに KIT+ メラノサイトが減少することが報告されている (Kawaguchi et al. 
2001)。また、in vitro において、SCF 添加により KIT が細胞内に取り込まれ、分解
される報告がある (Shimizu et al. 1996)。以上のことから、私の結果において、UVB 照
射後 1日目 でKIT+ メラノサイト数が減少したことは SCF の増加が関与していると
考えている。すなわち、モルモットでも、UVB 照射による色素沈着において SCF/KIT 
の関与が推察される。 
 UVB 照射後の色素沈着回復過程において、DOPA+、 gp100+、 S-100+ メラノサ
イト数は若齢では経日的に減少したが老齢では増加したままであった (図 22a-c)。
KIT+ メラノサイト数は若齢では経日的に減少したが、老齢で数の変化は認められなか
った (図 22d)。ヒトでは UVB 照射後に増加した SCF が減衰する (Hachiya et al. 
2001)。また、in vitro において、SCF を添加した後に除去すると apoptosis が誘導
される (Ito et al. 1999)。このことから、モルモットにおいて、若齢では UVB 照射後
に SCF が増加し、メラノサイトの増加に伴い色素沈着が生じるが、その後 SCF が減
衰し、増加したメラノサイトが apoptosis をおこして減少することで、色素沈着が回
復するのではないかと私は考えている。一方老齢においては、UVB 照射後に SCF が
増加するが、その後減衰しないため、メラノサイトが apoptosis をおこさず増加した
状態を保ち、色素沈着が回復されないと推測される。Hattori らは、加齢に伴うヒトの
局所的な色素沈着で SCF の発現が増加していると報告しており (Hattori et al. 2004)、
私の結果も、この報告にあるような可能性で説明されるが、今後、UVB 照射後のモル
モット表皮における SCF の局在や発現量変化を抗体染色法やウエスタンブロット法を
用いて解析し、また、TUNEL染色法とメラノサイトマーカーの抗体染色法を用いて二
重染色を行い、メラノサイトの apoptosisを調べるなどの検証が重要であると考えられ
る。 
ヒトでは加齢により表皮にて増殖能を有する細胞が減少し表皮厚が薄くなる、いわゆ

るケラチノサイトのターンオーバーの低下が報告されている (Cerimele et al. 1990, 
Engelke et al. 1997, Gilhar et al. 2004)。本研究においてモルモットでも加齢により表
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皮厚は薄くなっており、上述の知見と一致する(図 12)。また、加齢に伴い表皮でメラ
ニンの増加が観察された (図 12)。ターンオーバーの遅延により、メラニンがケラチノ
サイトに受け渡された後、排出されずに表皮に滞留し色素沈着を残存させている可能性

があると私は考えている。 
また、今回認められた色素沈着回復の変化にも加齢によるケラチノサイトのターンオ

ーバーの低下が関与しているのではないかと私は考えている。老齢では UVB 照射後、
表皮全体にメラニンは分布し、回復することはなかった (図 17e-h)。このことから、
私は若齢ではターンオーバーに伴い、メラニンが排出されるが、老齢ではターンオーバ

ーが遅延しているためメラニンの排出も遅れ色素沈着が回復しない可能性を考えてい

る。 
今回の研究より、A1 モルモットではメラノサイトの増加及び凝集を伴う色素沈着が

自然加齢により形成されることを確認した。A1 モルモットは自然加齢による色素沈着
モデルとして有用であると考えられる。さらに、このモデルを用いて UVB 照射によ
り形成された色素沈着は、老齢モルモットで残存することを見出した。UVB の他に加
齢も色素沈着形成に深く関与していることが示唆された。今後、色素沈着が残存するメ

カニズムを解明することで、皮膚恒常性の維持機能について、更なる知見が得られると

考えられる。 
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