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研究成果の概要：皮膚角層の構造を分子レベルで解明するために，皮膚角層中の細胞間脂質と

ソフトケラチンの構造を小角・広角Ｘ線回折実験により研究した．研究成果は主として 2 つか

らなる．1 つは小角領域で観測される細胞間脂質が作る 2 つのラメラ構造（長周期ラメラ構造

と短周期ラメラ構造）と広角領域で観測される 2 つの炭化水素鎖の充てん構造（六方晶と斜方

晶）の間の関係を明らかにした．また 1 つは皮膚角層に化学物質（化粧料や経皮吸収型製剤）

を作用したときの細胞間脂質およびソフトケラチンの構造変化を高感度で観測する方法を開発

した．この研究に基づき，化粧料や経皮吸収型製剤の皮膚への効果の分子レベルでの開発研究

を行うことができる． 
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１．研究開始当初の背景 
皮膚角層中の細胞間脂質は皮膚のバリア

ー機能において重要な役割をしていると言
われている．バリアー機能は外部から物質が
入るのを防ぐとともに水分が外部に逃げな
いように働いている．バリアー機能が係わる
現象として，経皮吸収型製剤，化粧料の効果
などがあるが，それらの作用機構を分子レベ
ルで明らかにすることは重要な課題である．
この研究において，主として細胞間脂質の構

造を分子レベルで求め，さらにソフトケラチ
ンの構造を解析し，それに基づいて皮膚のバ
リアー機能の機構を明らかにし，最終的には
バリアー機能の保持，損なわれたバリアー機
能の改善，経皮吸収促進の方法を分子レベル
で確立することが課題である． 
 
２．研究の目的 
細胞間脂質はラメラ構造を形成するが，哺

乳動物ではラメラ周期が 13 nm と 6 nm 付近



の長短 2 種類のラメラ構造がある．長周期ラ

メラ構造は水層の無い構造であることが知

られていたが，われわれは短周期ラメラ構造

が水層をもつ構造であることを発見した（N. 
Ohta, S. Ban, H. Tanaka, S. Nakata and I. Hatta: 
Chem. Phys. Lipids 123 (2003) 1-8）． 
細胞間脂質多重ラメラ構造の研究は電子

顕微鏡観察により行われており，10 層程度の 
ラメラ構造の積み重なりから成っている．精

密な構造解析のために 放射光 X 線構造解析

が不可欠である．われわれは放射光 X 線を用

いてヘアレスマウス角質層中の細胞間脂質

多重ラメラ構造の研究を行い，13.6 nm と 6 
nm 付近の 2 種類の多重ラメラ構造があり，

角質層中の水分量を増加すると，13.6 nm の

ラメラ構造の周期は不変であるのに対し 6 
nm 付近のラメラ構造の周期は増大し，上に

述べたようにいわゆる膨潤を起こすことを

発見した．さらに，20－30 wt%で 13.6 nm と

6 nm 付近の両ラメラ反射ピークともに鋭く

なることを見出しだした．これは水分量 20
－30 wt%で両ラメラ構造の歪が小さくなり，

構造が安定化すると考えられる．これまで比

較的に研究が進んでいる 13 nm（へアレスマ

ウスの場合 13.6 nm であるが，種によって 13 
nm 前後で分布しているので以下では 13 nm
とする）のラメラ構造に加えて，従来の研究

で着目されて来なかった 6 nm 付近のラメラ

構造が機能において重要な役割を果たして

いると考える．さらに，炭化水素鎖の充てん

には 2 つの構造があることが報告されている．

1 つは六方晶であり，格子定数は 0.42 nm で

ある．また，1 つは斜方晶であり，格子定数

は 0.42 と 0.37 nm である．このようにラメラ

構造と炭化水素鎖の充てんについて，それぞ

れ独立に報告されている状況で，細胞間脂質

集合体の全体像は不明のままである．現在の

ところ，細胞間脂質がつくる構造についての

研究は少なく，解明されていない点が多い．

時には，誤った推測に基づく構造モデルによ

って機能が論じられていることも多々ある．

このような状況下にあって皮膚角質層中の

細胞間脂質集合体の構造を解析し，分子レベ

ルで構造を明らかにし，その構造に基づいて

外界から働きかけによって起こる細胞間脂

質集合体において機能制御機構を解明する

ことを目標に研究を行う． 
われわれは上で述べたような立場にたっ

て，皮膚角質層中の 2 つの周期（13 nm と 6 nm
付近）を持つ細胞間脂質ラメラ構造と 2 つの

炭化水素鎖の充てん構造（六方晶と斜方晶）

の間の関係を明らかにすることを目的とす

る．この関係を先ず明らかにすることによっ

てはじめて，皮膚角層中の細胞間脂質の分子

レベルでの構造の基盤が確立する． 
さらに，皮膚角層の X 線回折実験の研究に

おいて，角層の個体差による回折像の違いに

悩ませられることがある．われわれがここで

提案する方法では，一つの角層試料において

溶液等の外部条件を変えたときの構造の変

化過程を追跡することにより，外部条件の構

造への影響や効果を敏感に捉えることを特

徴とする．すなわち，X 線回折実験用の溶液

セルを作製し，その中に角層試料を入れ，外

部条件として溶液の濃度や溶液を入れてか

らの時間の関数として X 線回折強度の変化

を測定する．これにより，動物種それぞれで

普遍的に観測される回折像（それが多少弱い

強度であったりまたブロードであったりと

差があったとしても）を指標にしてその変化

を観測することにより構造変化を求めるこ

とを目的とする． 
 
３．研究の方法 
（１）皮膚角層中の細胞間脂質が作る 2 つの

ラメラ構造（長周期ラメラ構造と短周期ラメ

ラ構造）と 2つの炭化水素鎖の充てん構造（六

方晶と斜方晶）の間の関係を明らかにするた

めに，皮膚角層の小角・広角Ｘ線回折の温度

変化の測定を行う．細胞間脂質集合体は各種

の相転移を示すため，回折像の温度変化の解

析によりこれらの関係が同定できる． 
（２）次に溶液セルを用いて，皮膚角層のバ

リアー能を弱める典型的な化学物質の溶液

を作用したときの構造変化の小角・広角 X 線

回折実験・解析を行い，化学物質に応じてバ

リアー能が弱められたときの構造変化の特

徴を明らかにする．われわれは一つの皮膚角

層試料で化学物質を作用させる前と作用さ

せた後の変化を追跡することにした．このた

めの X 線回折実験用の液体セルを開発した．

試料セルに皮膚角層試料を入れ，試料が動か

ないように保ちながら目的とする溶液を入

れ，溶液で試料の周りを満たし，溶液中の化

学物質が試料中に拡散し，その結果生ずる皮

膚角層中の細胞間脂質による X 線回折像の

時間変化を観測することに成功した．構造の

時間に対する変化分を検出するので，化学物

質が作用して起こる微少な構造変化を高感

度で検出することが可能になった．  
 
４．研究成果 
（１）ヘアレスマウス角層の小角・広角Ｘ線

回折の温度変化の測定を行った．その結果を

図 1(a)および(b)に示す．強度変化の振舞を等



高線で示してある．赤線で示す等高線は強度

が強く，黄色，緑色，青色を経て紫色に行く

に従い強度が弱くなる．この実験とは別に行

ったヘアレスマウス角層の示差走査熱測定

により，32，39，51，71 および 103℃に相転

移点があることが分かった．さらに，56℃に

熱異常が観測された．図 1(a)の小角領域の振

舞では 20℃で 13.6 nm の長周期ラメラ構造の

1 次，2 次，3 次，4 次および 5 次反射が観測

された．後で説明するが短周期ラメラ構造の

反射は弱く 51℃より高温側で観測されてい 

 
図 1(a) ヘアレスマウス皮膚角層の小角Ｘ線

回折像の温度変化 
 

 
図 1(ｂ) ヘアレスマウス皮膚角層の広角Ｘ

線回折像の温度変化 
 
る．上の相転移点は図 1(a)および(b)において，

太い横線，細い横線（56℃のみ）で示す．図

から分かるように，熱測定で得られた相転移

点で強度が変化している．Ｘ線の回折強度だ

けからでは分からないような微妙な変化を

捉えることが出来た．強度ピークが現れる温

度領域から，強度ピーク B と D が同じ構造に

依っており，強度ピーク A と C が同じ構造に

依っていることが分かった．このことは改良

臨界充てんパラメーターの概念を適用する

ことにより，定量的にも証明された．この結

果は，長周期ラメラ構造の炭化水素鎖の充て

んは六方晶から成っており，短周期ラメラ構

造の炭化水素鎖の充てんは斜方晶から成っ

ていることが明らかにされた． 
（２）さらに，ヘアレスマウスおよびヒト角

層試料に化学物質を角層に作用したときの

細胞間脂質およびソフトケラチンの構造変

化の解析をわれわれが発明した溶液セルを

使って行った．この実験では，測定試料の周

りを溶液で満たし，小角・広角Ｘ線回折像の

時間変化の測定を可能にした．はじめにクロ

ロホルム・メタノール混合液によって皮膚角

層中の細胞間脂質の抽出過程における強度

変化の測定を行った．その結果は図 2 に示す

ように広角領域で 0.42 nm（小角側のピーク）

および 0.37 nm（広角側のピーク）のピーク 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 ヘアレスマウス皮膚角層にクロロホル

ム・メタノール混合液に作用したときの細胞

間脂質の抽出過程の広角Ｘ線強度変化（赤色

のプロファイルから紫色のプロファイルへ

変化している） 
 
がともに減衰していることが分かる．小角側

のラメラ反射のピークも同時に減衰してい

ることが分かった．このように明らかに脂質

の抽出により強度が減衰することに加えて

強度のプロファイルの解析から抽出は端か

ら次々に進行することが分かった．さらに，

エタノールおよびリモネンを角層試料に作

用させ，長周期ラメラ構造の反射と短周期ラ

メラ構造および炭化水素鎖の充填構造であ

る六方晶と斜方晶の反射の時間変化を測定

した．親水性のエタノールと疎水性のリモネ

ンの細胞間脂質の構造への寄与は明白に異

なることを明らかになった． 
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