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Ⅰ．はじめに 

皮膚は弾力やハリを形成するのに役立っているコラーゲン、エラスチンなどのタンパク質

の他に、水分を保持するヒアルロン酸などの細胞外マトリックスが豊富な組織である。真皮

に存在する線維芽細胞はこれらの細胞外マトリックスを産生しているため、皮膚の美容や抗

老化に重要な細胞である。皮膚の老化には、自然老化と光老化の2種類がある。光老化は、紫

外線にさらされることで生じ、自然老化の進行を加速する。皮膚老化の8割は光老化が原因で

あることから、抗老化のためには皮膚を紫外線から守ることが重要である。紫外線は波長の

長い順にUV-A、UV-B、UV-Cに分類され、UV-Aは真皮まで届き、体内のさまざまな分子に吸

収され、その結果生じる活性酸素を介して線維芽細胞などの膜脂質やタンパク質、DNAなど

に酸化的損傷を与える。そのため、活性酸素を消去する抗酸化力を有する成分の摂取は光老

化を軽減することが知られている。 

リベシンは、カシスの葉から検出された高度な対称性を有するポリフェノールであり、抗

酸化力を有することが知られている1)。また、植物にはエストロゲン活性を有する分子が含ま

れており、植物性（フィト）エストロゲンと総称される。申請者はこれまでにリベシンのサ

ブタイプであるリベシンBには、フィトエストロゲン活性があることを見出している。このよ

うに、リベシンBは抗酸化力とフィトエストロゲン活性の両方を併せ持つ機能性分子であり、

光老化のみならずエストロゲンの影響を受けやすい皮膚の抗老化に貢献できる分子であるこ

とが期待される。 

 

Ⅱ．目的 

光老化モデル線維芽細胞を用い、リベシンBの光老化に対する軽減効果を検証し、さらに分

子機構を明らかにすることを目的とした。 

 

Ⅲ．研究方法 

１．細胞増殖試験 

HSF に、リベシン B を 0、1、10、100、1000nM になるように添加した。72 時間後 Cell 

Counting Kit-8 を添加し、細胞増殖を評価した。 

２．UVA による細胞増殖の影響 
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HSF に、リベシン B を 0、1、5、25nM になるように添加した。24 時間培養後、4J の UVA

を照射し、24 時間後 Cell Counting Kit-8 を添加し、細胞増殖を評価した。 

３．活性酸素種（Reactive Oxygen Species、ROS）の測定 

HSF に、リベシン B を 0、1、5、20μg/ml になるように添加した。24 時間培養後、4J の

UVA を照射した。続いて、最終濃度 1μM となるように DCFH-DA （ 2֬, 7 ֬-

Dichlorodihydrofluorescin diacetate）を添加し、インキュベーター内 (37℃、 5% CO2 存

在下)で 30 分間インキュベートした。HBSS を用いて細胞を 2 回洗浄後に HBSS を 50μL

加え、蛍光プレートリーダーで蛍光検出（480 nm/530 nm）した。 

４．quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR)法による遺伝子

発現の解析 

HSF に、リベシン B を 0、1、10、100、1000nM になるように添加した。24 時間培養後、

RNA を抽出してから、cDNA を作製した。各種遺伝子のプライマーを用いて RT-qPCR を

行った。 

 

Ⅳ．結果・考察 

１．細胞増殖試験 

HSF に 1nM から 10μMのリベシン B を添加したところ、コントロール（0nM）に比べい

ずれの濃度においても有意な細胞の増殖が認められた。しかし、リベシン B の添加量を増

やしても増殖できる細胞数には限界があり、10μM では減少した。この結果より、リベシ

ン B は HSF の細胞増殖を促す効果を有していることが示唆された。 

２．UVA による細胞増殖の影響 

UVA 未照射群での細胞増殖率を 100%とした時に比べ照射群では 90％に減少した。しか

し、リベシン B を添加した群では未照射群と同程度までに回復した。この結果より、リベ

シン B は UVA からのダメージから HSF を保護し、細胞減少の抑制に寄与していることが

示唆された。 

３．ROS の測定 

HSF に 4J の UVA を照射すると、ROS の発生が約 60%増加した。しかし、1nM、5nM、

25nM リベシン B で 24 時間処理した HSF はそれぞれ約 50%、40%、30%の発生率の増加

にとどまった。つまり、リベシン B は ROS の発生率を抑制したことが示唆された。 

４．皮膚美容関連遺伝子の発現解析 

リアルタイム PCR の結果、皮膚に最も多く存在するコラーゲンであるⅠ型コラーゲン

（COL1A1）の発現量は増加傾向だった。ヒアルロン酸合成酵素である HAS2 は有意な増

加傾向が認められた。マトリックスメタロプロテアーゼの一つで、コラーゲンの分解に関

わっている MMP1 は減少傾向だった。リベシン B は HSF において皮膚美容に関する遺伝

子をポジティブに変動させていることが示唆された。以上の結果から、リベシン B はヒト

皮膚線維芽細胞に対して皮膚美容に重要なコラーゲンやヒアルロン酸の産生を促すことが

示唆された。しかし、UVA を照射後のリベシン B の効果についてはまだ十分なデータが得

られておらず今後実験を重ねてく必要がある。 
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