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研究成果の概要（和文）：四糖ヒアルロン酸オリゴ糖 (HA4) は受動拡散で皮膚へ浸透し、紫外線による皮膚バ
リア損傷を修復する。皮膚バリア障害はアトピー性皮膚炎(AD)や乾癬などの発症要因となるが、HA4がこれら病
態の皮膚バリア機能を改善できるのではないかと考えた。HA4塗布により、イミキモド誘発乾癬モデルマウスで
はバリア機能低下や表皮肥厚の発症を遅延させ、HR-AD給餌ADモデルマウスでは角層水分量の低下を抑制し、セ
ラミドおよび天然保湿因子（NMF）の減少を抑制すること見出した。In vitroではHA4により効果は低いものの抗
炎症効果が認められ、さらにフィラグリン代謝によるNMF産生に影響を与えることを見出した。

研究成果の概要（英文）： Hyaluronan tetrasaccharides (HA4) penetrates the skin by passive diffusion 
and repairs UV-induced skin barrier damage. Skin barrier disorders are a cause of atopic dermatitis 
(AD) and psoriasis. Therefore, I thinked whether HA4 could improve the skin barrier function in 
these pathological conditions. In imiquimod-induced psoriasis model mice, treatment of HA4 delayed 
the onset of impaired barrier function and epidermal thickening. In HR-AD-fed AD model mice, 
treatment of HA4 suppressed the decrease in ceramide and natural moisturizing factor (NMF) levels in
 the stratum corneum, thereby suppressing the decrease in stratum corneum moisture content. In 
vitro, HA4 exhibited a weak anti-inflammatory effect and also influenced NMF production via 
filaggrin metabolism.

研究分野：皮膚科学

キーワード： 皮膚バリア機能　アトピー性皮膚炎　乾癬　ヒアルロン酸　ヒアルロン酸オリゴ糖

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
皮膚バリア障害はアトピー性皮膚炎や乾癬を始めとする様々な皮膚疾患の発症要因になるが、バリア機能の強化
には皮膚を清潔にして保湿するスキンケアを行うことが重要とされており、明確な治療法がないのが現状であ
る。四糖ヒアルロン酸オリゴ糖（HA4）は皮膚に塗布するだけで皮膚へ浸透するため、皮膚内での生理活性が期
待できる。本研究の成果は、アトピー性皮膚炎や乾癬などの皮膚疾患での皮膚バリア破壊に対する、非侵襲的で
ダイレクトかつ安心安全な新規治療法への応用が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
1．研究開始当初の背景 
アトピー性皮膚炎（AD）は皮膚バリア機能が低下しており、かゆみのある湿疹が悪化と軽快
を繰り返す炎症性の慢性皮膚疾患である。スキンケアや悪化要因の対策に加えてステロイド外
用剤などを適切に使うことが標準治療とされているが、標準治療で症状を抑え込みきれない場
合は、免疫の働きを抑える抗体を繰り返し注射する治療法が行われている。乾癬は皮膚を病変の
主とする全身性の慢性炎症性疾患で、皮膚では表皮への炎症細胞浸潤や表皮角化細胞 (ケラチノ
サイト) の増殖・分化の異常によりバリア機能が低下している。近年では、抗体を繰り返し永続
的に注射する治療が効果を上げてきているが、治療費が高いことや、使用しているうちに 2～3
割の患者で効かなくなることもあることから、安くて安全な新しい治療が求められている。また、
両疾患ともにバリア機能が低下しているにもかかわらず、バリア機能の強化には皮膚を清潔に
して保湿するスキンケアを行うことが重要とされており、明確な治療法がないのが現状である。 
 ヒアルロン酸はグルクロン酸と N-アセチルグルコサミンの二糖を構成単位とするグリコサミ
ノグリカンの一種で、皮膚に多く存在する。ヒアルロン酸は分子量 (糖鎖長) の違いによって
様々な作用を示す。申請者はこれまでに、ヒアルロン酸の最小単位の四糖ヒアルロン酸オリゴ糖
(HA4) は受動拡散で皮膚を透過し、皮膚適用においてバリア機能に重要なセラミド量を増加さ
せることで、紫外線 A波照射により損傷した皮膚バリアを修復することを報告している (Arch. 
Dermatol. Res., 305, 69-77 (2013)) (Arch. Dermatol. Res., 308(2), 95-101 (2016))。このことか
ら、「アトピー性皮膚炎や乾癬などの皮膚バリアが障害される疾患のバリア機能改善に HA4 は
関与するのではないか？」という疑問が生じた。 
 
２．研究の目的 

In vitro / in vivo の両系にて、皮膚病態モデルにおける HA4の皮膚バリア機能への影
響を明らかにすることで、皮膚バリア障害疾患における新しい知見を獲得する。 
 
３．研究の方法 
使用動物とサンプル塗布 
 AD モデルマウスは 4 週齢の Hos:HR-1 へアレスマウスに通常食給餌の Normal 群、HR-AD 食給
餌で溶媒塗布の Control 群、高分子ヒアルロン酸溶液塗布の HA 群および HA4 溶液塗布の HA4 群
とし、最大 60 日間 HR-AD 食を給餌することで AD 様症状を誘発させた。 
 乾癬モデルマウスは C57BL/6NCrSlc マウスの背面（3 × 3 cm）に、除毛 3日後よりイミキモ
ド（IMQ）および HA4 を最大 2日間繰り返し塗布した。群構成は未処理の Normal 群、溶媒と IMQ
を塗布した Control 群、HA4 溶液と IMQ を塗布した HA4 群とした。 
 
角層機能の評価 
 試験期間中、経表皮水分蒸散量（TEWL）、角層水分量、皮膚表面 pH 及び体重を測定した。 
 
In vivo 実験における各種測定 
塗布期間終了後に皮膚を採取し、ヘマトキシリンエオジン（HE）染色にて表皮組織の観察およ
び表皮厚の測定、角層からはセラミドおよび遊離アミノ酸量の定量、皮膚組織からタンパク質を
抽出して ELISA 法にて各種サイトカイン量を測定した。 
 
使用細胞 
 単層培養ではヒト表皮角化細胞株（HaCaT）細胞およびヒト表皮角化細胞（NHEK）を使用した。
また、 
 ヒト表皮角化細胞を重層化し、角層を形成したヒト三次元培養表皮モデルで、形態的にヒト表
皮に類似した構造をしている LabCyte EPI-MODEL を角層形成の異なる状態で使用した。 
 
In vitro 実験での乾癬に対する評価 
 HaCaT 細胞では HA4 で前処理後に IL-17A、IL-22、IL-1α、TNF-α、Oncostatin M からなるサ
イトカインカクテル（M5）で刺激しして乾癬様炎症を誘導させ、各種炎症性サイトカインの遺伝
子発現量を評価した。 
 
In vitro 実験での天然保湿因子（NMF）産生に対する評価 
 NHEK に HA4 を添加し、NMF 代謝関連遺伝子発現量を Rreal-time PCR にて評価した。また、角
層形成が不十分なヒト三次元培養表皮モデル（LabCyte EPI-MODEL 6D（未成熟表皮モデル））お
よび角層形成が十分なヒト三次元培養表皮モデル（LabCyte EPI-MODEL（成熟表皮モデル））に A4
を添加し、NMF の大部分を占める遊離アミノ酸量を定量した。 
 

  



４．研究成果 
HR-AD 摂取マウスにおける HA4 による角層機能への影響 
 皮膚バリア機能の指標である TEWL は HR-AD
給餌 14 日後より有意な増加がみられ、60 日間
の塗布期間中増加を続けた。HA 塗布による
TEWL 上昇抑制は見出せず、HA4 塗布により上
昇抑制傾向を示した。また、角層水分量は HR-
AD 給餌 14 日後には有意な減少を示し、30 日
後にはほぼ一定となった。TEWL の結果と同様、
HA 塗布による HR-AD 食給餌による角層水分量
低下抑制効果は見られなかったが、HA4 塗布に
よる有意な低下抑制が認められ、給餌 60 日後
には約 50%程度の低下抑制が認められた（Fig. 
1）。皮膚表面 pH は、HR-AD 食給餌 30、60 日目
のいずれにおいてもHR-AD食給餌によるpHの
上昇が認められた。HA4 塗布では 30 日目では
効果がみられなかったものの、60日目ではHA、
HA4 のいずれにおいても上昇抑制を認め、さら
に HA4 において HA よりも有意に高い抑制効果
を示した。皮膚組織を観察すると、、HR-AD 食摂
取マウスにおいて有意な表皮肥厚が確認され
た。この肥厚は HA 塗布による抑制されなかっ
たが HA4 塗布により抑制した。 
給餌 14 日目、30 日目、最終日（60 日目）に角層中の遊離アミノ酸量およびセラミド量を測定
した結果、角層中の遊離アミノ酸量は給餌により 14 日目より有意に減少し、以降は変化がみら
れなかったが、HA4 塗布により Normal 群よりも増加し、60 日目まで高い値を示した。また、角
層中のセラミド量は給餌により 14 日目より有意に減少し、以降は変化がみられなかったが、HA4
塗布により Normal 群と同等レベルを保った。なお、表皮中のセラミド量は給餌による変化はな
く、HA4 塗布による影響もなかった。 
 HA4 塗布による角層水分量低下抑制には、角層中の天然保湿因子（NMF）であるアミノ酸の増
加の関与が示唆された。ただし、HA 塗布によっても、アミノ酸の増加が見られたにも関わらず、
水分量の回復が見られなかったことから、他の要因も示唆された。角層中のセラミド量の低下抑
制の寄与も十分考えられるが、セラミドの減少を抑制したにも関わらず、バリア機能（TEWL）の
低下が有意に抑制できなかったことから、さらなる考察が必要と思われる。なお、角層中のセラ
ミド量に変化が認められたが、表皮中のセラミド量に変化がなかったことから、角層中に分泌さ
れる際の代謝への影響が推察される。 
 
HA4 による NMF 産生に及ぼす影響 
 NMF は角層中に蓄積する。そのため、角層の形成が継続する未成熟表皮モデルを用いて、NMF
代謝関連酵素の mRNA 発現量および角層の遊離アミノ酸量を評価した。その結果、HA4 添加 24 時
間後に NMF 代謝関連酵素のうちカスパーゼ 14（CASP14）およびブレオマイシン水解酵素（BH）
遺伝子発現量が増加した。この時、角層中の遊離アミノ酸量には変化はみられなかった。 
 HA4によりNMF代謝関連酵素のmRNA
発現量の有意な増加がみられたにも
関わらず、遊離アミノ酸量の有意な増
加がみられなかった理由として、すで
に角層中には十分量の NMF が存在す
る可能性が考えられた。そこで、SDS
処理をすることにより角層中の NMF
を溶出するとともに、さらなる角化誘
導を行った状態での HA4 の影響を評
価した。その結果、SDS 処理により NMF
を溶出させた後にHA4を 24および48
時間添加することで遊離アミノ酸量
の有意な増加がみられた（Fig. 2）。 
 HA4 はフィラグリン代謝に伴う NMF
産生に影響を与えたこと、HA4 は表皮
細胞分化に影響を与え、フィラグリン量が増加することを報告（Kage M. et al., Int. J. Cosmet. 
Sci., 36 (1), 109-115 (2014)）していることからも、HR-AD 食給餌による角層水分量低下を
HA4 塗布により低下抑制したメカニズムの一つが明らかとなった。 
 
 
 

Fig.1 The effect topical application of 
HA or HA4 on capacitance and TEWL value 
on HR-AD food treated mice *： p<0.05, 
**:p＜0.01 ***p＜0.001Tukey test. (n = 
5) 
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Fig.2 Effect of HA4 on production of free amino 
acids after SDS treatment in LabCyte EPI-MODEL.  
a) 24 h, b) 48h. Values were means ± S.D. n = 
3~6. Student t-test. *p < 0.05 



乾癬モデルマウスにおける HA4 の効果 
 IMQ 塗布により、塗布開始の 1日後より TEWL の上昇及び角層水分量の低下がみられたが、HA4
群では塗布 3 日目まで Control 群と比較し TEWL の上昇遅延がみられた。2 群間の差は 3 日にお
いては有意であったが、その後減少し、6 日目では差はみられなかった（Fig. 3）。一方で、表
皮厚は IMQ 塗布 1日目から肥厚が観察されたが、HA4 塗布により 6日目まで有意に肥厚を抑制し
た（Fig. 4）。 

 
 バリア機能低下や表皮肥厚の発症の遅延が 3 日目に顕著であったことから、、IMQ による乾癬
症状の発症初期（HA4 塗布による発症遅延が見出された塗布 3日以内）における HA4 の効果をサ
イトカイン量の変化を合わせ解析・検討した。IL-17A は 2 日目において IMQ 塗布により有意に
増加したが、HA4 塗布では増加傾向を示し、わずかではあるが抑制することがしめされた。IL-1
α、TNFα、IL-22、IL-23 量は HA4 による変化は認められなかった。 
 
IL-17A、IL22、IL-1α、TNF-α、Oncostatin M 存在下ケラチノサイトにおける HA4 のサイトカ
イン産生に及ぼす影響 
 HaCaT 細胞の細胞生存率を評価した結
果、M5（10 ng/mL）添加に伴い、30%程度の
生存率の増加が認められたが、HA4 添加に
よる変化は見られなかった。また、細胞の
目視観察においても細胞の変化は観察され
なかった。この結果は他の多くの論文結果
と一致していた。 
 HA4 の濃度を 1～10 µg/mLで評価した際
は炎症性サイトカイン産生量に効果は見ら
れなかったが、HA4 を 100 μg/mL で前処理
1時間、M5 刺激による IL-1α、IL-βの遺
伝子発現量への影響を解析した結果、M5 に
よって誘導された遺伝子発現量の増加を
HA4 添加することで抑制することが認めら
れた(Fig. 5)。 
 
 In vivo と in vitro 実験において抗炎症効果で異なる結果を示したが、今後はよりケラチノ
サイト増殖や肥大化に着目し HA4 が影響を示した乾癬症状の発症遅延のメカニズム解明のため
更なる探究が必要である。 
 

Fig. 5 Effect of HA4 on the expression mRNA 
IL-1α and IL-1 β on stimulation of HaCaT 
cells with M5. Values were normalized against 
GAPDH housekeeping gene levels and were 
compared with untreated controls. Values were 
means ± S.D. (n = 3) 

Fig.3 Changes in TEWL by 6 days induced by IMQ 
application. Mean ± S.D. Dunnett’s test. vs Normal 
***p < 0.001, Normal (n = 6), Control (n = 5), HA4 (n 
= 5). 

Fig.4 Epidermal thickness induced by 
IMQ applications. Mean ± S.D. 
Dunnett’s test. vs Normal ***p < 
0.001, Normal (n = 6), Control (n = 5), 
HA4 (n = 5). 
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