
１．【諸言】

　線維芽細胞は皮膚の構造や機能に主要な役割を担って

おり、真皮の結合組織の主要なタンパク質であるコラー

ゲンおよびエラスチンを生成し、皮膚の「弾力」や「は

り」を維持している。紫外線の影響を受けると線維芽細

胞の合成、分泌の能力が低下することにより、コラーゲ

ンやエラスチン量が減少するとともに、その構造が変化

して、強靭性および弾力性が失われ、「シワ」や「たる

み」などが引き起こされる事が知られている 1) 2) 3)。

　本研究では、細胞傷害モデルとして、マウス線維芽細

胞 3T3-L1 に対し、皮膚の真皮にまで到達する紫外線 A
波（UVA）を照射し、コラーゲンの分泌や遺伝子転写

発現などに及ぼす影響を観察した。さらに食品の機能性

成分の摂取により紫外線傷害が予防、抑制されたとする

報告があることから 4)、エピカテキン 5) 6)、レスベラト

ロール 7)、アスタキサンチン 8) などの機能性成分、およ

びコラーゲンの消化産物であるジペプチド、トリペプチ

ド 9) を培地中に加えて、その影響を観察することを目的

として実験を行った。

２．実験方法

1）培養条件

　細胞は ATCC より提供を受けた 3T3-L1（マウス胚由

来線維芽細胞）を用いた。培地は Low ₋ glucose 組成（1 
g/L）のダルベッコ変法イーグル培地「日水」①（日水

製薬株式会社）10 g、NaHCO ₃ 14 g/L 水溶液 100mL、
Pen Strep 5 mL (Gibco、10,000 units/mL penicillin ＋ 10,000 
μ g/mL Streptomycin）、FBS 100 mL （Gibco、仔牛胎児血

清）にミリ Q 水を加えて 1 L として用いた。細胞を 12 
穴プレートに 75 cells/mm² の密度で播種し、5 % CO ₂ ､ 
37 ℃で培養した。培地は機能性成分添加前と機能性成

分添加後 3日ごとに液替えをして回収し、回収した培地

はマイクロチューブに入れて冷蔵保存した。培養は 9日

間継続し、培地を回収した後、細胞の染色および total 

コラーゲン産生に対して食品の機能性成分が与える影響
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RNA の抽出を行った。

2）UVA 照射

　細胞を 12 穴プレートに播種して継代した後 2日目に、

クリーンベンチ送風下で、アズワン株式会社のハンディ 
UVA ランプ（365 nm : 50 mm の距離において 1407 μ
W/cm²）を用い、プレートの 65 mm 上方から、30 分間、 
60 分間および 120 分間照射を行った。65 mm の距離で

は紫外線強度は 832 μ W/cm² となるが、通常の太陽光

による紫外線強度が 500 ～ 1000 μ W/cm² なのでそれと

同等になるように照射を行うこととした。

3）機能性成分の添加

　エピカテキン、レスベラトロール、アスタキサンチ

ン、トリペプチド（Gly-Hyp-Pro）は DMSO（ジメチル

スルホキシド）に溶解し、ジペプチド（Pro-Hyp）はミ

リ Q 水に溶解し、それぞれ 200 mM の溶液を作成した。

成分の溶液は、UV 照射 24 時間後に、液替えを行った

新しい培地に最終濃度 200 μ M になるように添加した。

4）培養液中コラーゲンの定量

　培地に PEG 3000-4000 を添付のプロトコールに従っ

て加えて 0 ～ 4℃で 1 晩静置した後、12,000 xg 4℃で 10

分間遠心分離した。沈殿に Sircol Dye Reagent を加えて

コラーゲンと色素結合させ、Acid Salt Wash Regent（20 
mL）を脱イオン水（80 mL）で希釈した溶液で酸洗浄

をし、アルカリ抽出した。Biorad 社の microplate reader 
3550 を用いて、吸光度 550 nm で培地中コラーゲン量を

比色定量した。

5）細胞膜連結型等のコラーゲン定量

　機能性成分添加後 9 日目の細胞を PBS で洗浄後、 
Bouin’s 液（24 ％ ホルマリン、71 ％ 飽和ピクリン酸、 
5 ％ 氷酢酸）で60分間固定して、15分間流水で洗浄後、

乾燥させ、シリウスレッド溶液（Sirius Red を飽和ピク

リン酸水溶液に 0.1 ％の濃度で溶解）を加え、マイク

ロプレート振盪機で 60 分振盪し、0.01 N 塩酸で酸洗浄

後、0.1 N 水酸化ナトリウムでアルカリ抽出を行い、マ

イクロプレート振盪機で 30 分間振盪した。Biorad 社の 
microplate reader 3550 を用いて、吸光度 550 nm におい

て比色により測定し、相対値をもって表した。

6）遺伝子発現の測定

6-1. Total RNA の抽出

　機能性成分添加後 9 日目の細胞を PBS で洗浄し、

QIA-Shredder kit、および RNeasy Plus Mini kit（Quiagen
社）を用い、添付のプロトコールに従い total RNA を抽

出した。RLT（350 μ L）を加えた後、ポリスマンで細

胞を剥離し、QIA-Shredder column に移し、9,000 xg で 
2 分間遠心分離し、gDNA eliminator spin column に移し 
9,000 xg で 30 秒間遠心分離を行った。70％エタノール

を350 μ L 添加し、RNeasy spin column に 700 μ L 移し、

9,000 xgで15秒間遠心分離し、RW 1 を 700 μL添加し、

9,000 xg で 15 秒間遠心分離し、RPE を 500 μ L 添加し、

9,000 xg で 15 秒間遠心分離し、RPE を 500 μ L 添加し、

9,000 xg. で 2分間遠心分離し、RNase free Water を 50 μ
L 添加し 9,000 xg で 1 分間遠心分離することによりカラ

ムから溶出させ、－ 20 ℃で使用するまで凍結保存した。

6-2. cDNA の合成

　High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Bisystems 社 ) 
を用い、添付のプロトコールに従って行った。

　2 × RT Buffer 10 μ L、Total RNA 9 μ L に逆転写酵素 
M-MLV （20 × Enzyme Mix） 1 μ L を加え、37 ℃ で 60 分
間反応させて cDNA を合成し 95 ℃で 5分間加熱するこ

とにより反応を停止させた。産生物は 4 ℃で保存した。

6-3. Real-time PCR による測定

　cDNA を Primer-probe（Applied Biosystems 社）を含む 
Taq Man Array Platesに分注し、AMI PRISM 7000を用い、 
real-time PCR により、ノーマライザー遺伝子としてβ―

アクチンを使用し、遺伝子発現を相対定量 （ΔΔ ct 法） 
で測定した。Primer-probe セットは ABI 社により至適化

されたものを用い、遺伝子ごとに以下のとおりである。

　collagen-I (Gene ID 12842, Ref Seq NM 007742.3, 
TaqManAssey ID Mm 00801666 g 1）、collagen-II (12843, 
NM 007743.2, Mm 00483888 m 1)、collagenase (MMP) 

(83995, NM 032006.3, Mm 00473485 m 1)。

7）統計処理

　得られたデータは SPSS statics 24 バージョンを用いて

一元配置分散分析を行った。各群の比較には危険率 5 % 
で多重比較法の Tukey 検定を用いて統計処理を行った。

グラフのエラーバーは平均値±標準誤差で表した

３．実験結果

1）線維芽細胞からのコラーゲン分泌の検討

　機能性成分添加なし条件で紫外線照射の影響を比較し

た。照射により、線維芽細胞からのコラーゲン分泌量

は、3 日目、6 日目では照射時間が長くなるに従って減

少した。また 30 分間および 60 分間照射した細胞では培

養日数が増えるに従って、コラーゲンの分泌量の増加が

みられ回復が見られた。しかし、照射 120 分において

は、明らかな回復は認められなかった（図 1）。
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　照射後 3 日目においては、レスベラトロールの添加で

は、添加なしと比較すると全体的に増加がみられ、照射

なしで（p < 0.01）の有意差がみられた。トリペプチド

以外の機能性成分の添加では、照射時間が長くなるに

従って分泌量が減少する傾向がみられたが、トリペプチ

ドの添加においては、照射 30 分では多少減少が見られ

たが、照射 60 分、120 分では（p < 0.01 ) の有意差がみ

られ、照射時間が増えるに従い著しい増加がみられた 
（図 2）。

　照射後 9日目においては、添加なしに比べて、トリペ

プチドの添加では、照射 120 分で （p < 0.05) の有意差が

みられた。エピカテキン、アスタキサンチンの照射なし

では、添加なしに比べて、培地中へのコラーゲンの分泌

量は増加の傾向がみられたが有意差はみられなかった 
（図 3）。

2）線維膜連結型等におけるコラーゲン蓄積の検討

　機能性成分を添加しない場合、照射の有無にかかわ

らず、また照射時間にかかわらず、細胞内コラーゲン

量には大きな変化がみられなかった。エピカテキンの

添加では、添加なしに比べて、照射なし（p < 0.01）に

おいて増加がみられたが、照射後においては添加なしと

の差がみられなかった。レスベラトロールの添加におい

ては、照射の有無にかかわらず、コラーゲン量の著しい

抑制がみられた（p < 0.01）。アスタキサンチンの添加に

おいても照射の有無にかかわらず、減少がみられた（p 

< 0.01）。ジペプチドの添加では、照射なし（p < 0.01）、
照射 30 分（p < 0.05）、照射 60 分（p < 0.01）において

有意差がみられた。トリペプチドの添加では、照射の有

無にかかわらず変化がみられなかった（図 4）。

3）コラーゲンおよび関連遺伝子の転写活性の測定

　ノーマライザー遺伝子として、β－アクチンを使用

して、相対定量（ΔΔ ct 値）によって算出した値では、

添加なしを 1 として比較した場合、collagen I について

照射なしでは、レスベラトロール、エピカテキンの添加

により遺伝子発現の著しい増加がみられた。照射 60 分

では、エピカテキン、トリペプチドによる増加がみられ

た（図 5）。

　collagen-II について照射なしでは、レスベラトロール

の添加により遺伝子発現が著しく増加しており、次い

で、エピカテキンによる増加がみられた。照射 60 分で

は、エピカテキン、トリペプチドにより増加がみられた

（図 6）。

　collagenase について照射なしでは、レスベラトロー

ルにより遺伝子発現が著しく増加しており、次いでエピ

カテキンの増加がみられた。照射 60 分では、トリペプ

チド、レスベラトロールの増加がみられた（図 7）。

　collagen I、collagen II、コラーゲン分解酵素である

collagenase のいずれにおいても、レスベラトロールの添

加により、照射なしの場合、遺伝子発現が著しく増加し

ていると考えられる。またエピカテキンにおいても、レ

図１．UV 照射が線維芽細胞からのコラーゲン分泌に対して及ぼす影響　機能性成分添加後 ■ 3日■ 6日■ 9日

　　　線維芽細胞から培養液中へ分泌されたコラーゲンの濃度を測定し、照射なしと照射後の比較検討
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図２．添加なしと機能性成分を添加した線維芽細胞からのコラーゲン分泌量の推移

　　　（機能性成分添加後 3 日目）■ 0分■ 30 分■ 60 分■ 120 分

　　　添加なしと機能性成分を添加した線維芽細胞からのコラーゲン分泌量の推移を比較検討

図３．添加なしと機能性成分を添加した線維芽細胞からのコラーゲン分泌量の推移

　　　（機能性成分添加後 9日目）■ 0分■ 30 分■ 60 分■ 120 分

　　　添加なしと機能性成分を添加した線維芽細胞からのコラーゲン分泌量の推移を比較検討
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図４．機能性成分添加なしと機能性成分を添加した線維芽細胞膜連結型のコラーゲンの定量

　　　■ 0分■ 30 分■ 60 分■ 120 分

　　　添加なしと機能性成分を添加した線維芽細胞膜連結型のコラーゲンの定量を比較検討

図５．collagen I 遺伝子の発現（機能性成分添加後 9日目の細胞）　機能性成分添加なしを 1として比較検討

　　　■照射なし■照射 60 分
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図６．Collagen Ⅱ遺伝子の発現 （機能性成分添加後 9 日目の細胞） 機能性成分添加なしを 1として比較検討

　　　■照射なし■照射 60 分

図７．Collagenase 遺伝子の発現 （機能性成分添加後 9 日目の細胞） 機能性成分添加なしを 1として比較検討

　　　■照射なし■照射 60 分
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スベラトロールに比べればその程度は弱いが、添加なし

に比べて遺伝子発現が増加していることが観察された。

４．考察

　今回の結果では、機能性成分を添加していない線維芽

細胞から培地内へのコラーゲン分泌を見ると、照射時間

が長くなるに従って、コラーゲン分泌量の減少の傾向が

みられており、他の研究などでも報告されているように
10)、UV 照射の影響を強く受けることが確認された。ま

た、短い照射（30 分、60 分）では、培養日数が増える

に従ってコラーゲンの分泌量が増加の傾向にあるが、長

時間（120 分）では分泌量の増加がないことから、傷害

が強くなると回復がみられなくなると推測される。レス

ベラトロールに関する研究では、レスベラトロールの

collagenase との関係性を述べた報告が多くみられる。照

射なしでレスベラトロールを添加すると collagenase の

働きを抑制するという研究結果 11) 12) や、炎症性及び老

化のバイオマーカーを有意に抑制する働きがあるとい

う研究結果 7) がある。また、UV を照射した実験で、レ

スベラトロールは collagenase 遺伝子の発現を減少させ、 
UV 照射後のコラーゲンの分解を防止する可能性がある

という研究結果の報告などがある 13)。本研究の結果とは

多少違った結果の報告がなされているようだが、本研究

では、培養液中へのコラーゲンの分泌量は照射後の培養

日数が少ない方がレスベラトロール添加の影響を受けや

すく、一方、線維芽細胞内コラーゲンは著しい抑制がみ

られたことから、細胞から活発に産生しているのではな

いかと推測される。遺伝子の発現については、照射なし

において collagen I 、collagen II の遺伝子発現にも、レ

スベラトロールによる増加がみられることから、産生の

増加があるものの、それを上回る分泌が行われているの

ではないかと推測される。また、collagenase の遺伝子

発現の増加もみられるので、代謝回転が活発になってい

る可能性も示唆された。

　トリペプチド 14) の添加では、ヒト皮膚線維芽細胞に

おいてヒアルロン酸の合成を促進するという報告がある

が 15)、今回の研究では、コラーゲンにも分泌増加がみら

れ、UV 照射の時間が長くなるに従い、さらにコラーゲ

ン分泌が増加しているので、トリペプチドには結合組織

の合成に種々の影響を与える可能性があるのではないか

と考えられる。

　カテキン類に関しては、紫外線誘発 DNA 損傷を修復

する能力を亢進させるとの研究発表 16) や、紫外線から

保護する働きがあるという研究 17)、そして酸化ストレス

による線維芽細胞の細胞死を抑制する作用があるという

研究発表がある 18) が、今回の研究では、むしろ紫外線

照射なしにおいてエピカテキンによりコラーゲン分泌、 

collagen 遺伝子の発現の増加がみられ、紫外線照射に対

する修復とは関係がない、コラーゲンの合成や分解に対

する直接の反応に効果があるかもしれないと考えられ

る。

　今回用いたいくつか機能性成分について、紫外線照射

細胞傷害モデルにおいてある程度の効果が認められた

が、サンプル数が少なく、MTT による細胞傷害の検討

も行っていないので、確定的な見解とすることはできな

い。今後、実験系の検討を重ねての詳細な解析が必要と

考える。
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