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研究成果の概要（和文）：本研究は、青壮年期の女性（エストロゲン充分）や更年期以降の女性（エストロゲン
欠乏）の皮膚におけるVC不足, VE不足, ２重（同時）不足が紫外線による皮膚の黒化やシワの形成（光老化）に
及ぼす影響を明らかにすることを目的とした。ビタミンCを体内で合成できないSMP30ノックアウト（KO）マウス
と、エストロゲンを合成できないAromatase（Ar）-KOマウス、ヘアレスマウスを掛け合わせて、SMP30/Arダブル
ノックアウト（DKO）ヘアレスマウスを作出した。しかし、繁殖成績が悪く、実験に必要な匹数が得られなかっ
た。今後は、SMP30-KOヘアレスマウスの卵巣摘出モデルに切り換えるべきである。

研究成果の概要（英文）：To clarify the effect of vitamin C and vitamin E deficiency on skin of 
estrogen-deficient mice, we generated SMP30/Aromatase-double knockout mice which are not able to 
synthesize vitamin C, vitamin E, and estrogen. However, we could not gain sufficient numbers of 
SMP30/Aromatase-double knockout mice for further experiments.

研究分野： 栄養学

キーワード： ビタミンC

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　皮膚の老化は、加齢による内因性老化（自然老化）と環境要因による外因性老化（主に太陽光による光老化）
に分けられる。ヒトの老化では、深いシワやたるみを特徴とする光老化の影響が大きいといわれている。光老化
の病態は、紫外線照射によって生ずる活性酸素種を原因と言われており、光老化予防における抗酸化物質の重要
性が注目されている。本研究では、更年期以降の女性（エストロゲン欠乏）の皮膚におけるVC不足, VE不足, ２
重（同時）不足が、紫外線による皮膚の黒化やシワの形成（光老化）に及ぼす影響を明らかにすることを目指し
た。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
皮膚は、表皮、真皮、皮下脂肪という構造をとる。表皮の角質層は、保湿や異物の侵入を防

ぐバリア機能を担う。真皮は、繊維芽細胞により産生される細胞外マトリクス（コラーゲン線
維やエラスチン繊維）が網目状に絡み合い、皮膚の強度、柔軟性、弾力性に寄与している。皮
膚の老化は、加齢による内因性老化（自然老化）と環境要因による外因性老化（主に太陽光に
よる光老化）に分けられる。自然老化は、細胞外マトリクスの網目構造が崩れることによる細
かいシワが特徴であるが、ヒトの老化では、深いシワやたるみを特徴とする光老化の影響が大
きいといわれている。地上に届く太陽光には、表皮から真皮上層までしか到達しない紫外線 UVB
（280-320 nm）と、真皮深層まで到達する UVA（320-400 nm）
が含まるれる（図１）。光老化の病態は、紫外線照射によっ
て生ずる活性酸素種を原因として、NF-κBや AP-1 の活性化、
TGF-βの抑制を介して、炎症性サイトカインやマトリクス
メタロプロテアーゼ（MMPs）の増加、プロコラーゲン産生
抑制、エラスチンの発現増加によると考えられている
（Biomolecule 5, 545 (2015)）。また、紫外線照射は、表
皮のメラニン細胞におけるメラニン合成を促し、皮膚の黒
化をもたらす。従って、光老化予防における抗酸化物質の
重要性が注目されている。 
SMP30（加齢指標タンパク質 30）は、我々の研究グループが発見し遺伝子をクローニングし

た加齢に伴い減少するタンパク質であり、老化や老年病、生活習慣病への関与を明らかにして
きた（Am J Pathol 161(4), 1273 (2002), Endocrinology 
151(2), 529 (2010), PLoS ONE 8(6), e65698 (2013), 
Antioxid Redox Signal 19(10), 1063 (2013)）。我々は、
SMP30 がビタミン C（VC, L-アスコルビン酸）生合成経路に
必須の酵素グルコノラクトナーゼ（GNL）であることを突き
止めた(Proc Nat Acad Sci USA 103, 5723 (2006))（図２）。
マウスなどほとんどの哺乳類は、VCを体内で合成できるが、我々が開発した SMP30 ノックアウ
ト（KO）マウスは、ヒトと同様に VC を合成できない。VC は、水溶性の電子供与体であり、プ
ロコラーゲンの水酸化反応において補因子として働き、コラーゲン繊維の重合に必須である。
また、強力な抗酸化物質として、老化や光老化の原因であ
る活性酸素種を消去する（図３）。我々は、VC 不足マウスは、
全身の臓器における活性酸素種の増加（J Agric Food Chem 
62(38), 9286 (2014)）、平均寿命の短縮（BBRC 315, 575-580 
(2004)）、皮膚のコラーゲン減少と表皮の薄化（BBRC 385, 
478 (2009)）の他、様々な老化関連病態を報告してきた。さらに、VC が不足した SMP30-KO ヘ
アレスマウス（無毛、メラニン合成可）は、UVB 照射による表皮の肥厚（防御反応）は抑制さ
れ、皮膚の黒化（メラニン増加）が進行した（J Invest Dermatol 132(8), 2112 (2012)）。ま
た、VCはヒト正常繊維芽細胞におけるプロコラーゲンの発現と合成を促進する（BBRC 430, 579 
(2013)）。 
 ビタミン E（VE, α-トコフェロール）は、脂溶性の強力な抗酸化物質であり、生体膜で生じ
た脂質ペルオシキシラジカルからラジカルを引き抜き、脂
質過酸化の連鎖反応を断ち切ることができる（図４）。全て
の哺乳類は、体内で VE を合成できず、食餌由来の VE に依
存している。従って、食餌から VEを与えなければ、血中お
よび組織中の VEが枯渇するため、VE の光老化に対する予防
効果を調べることができる。また、VCは、VEラジカルを再
び VEへと還元することで、VEの抗酸化力を維持している。
しかし、VCと VE の同時不足モデルが存在しなかったため、
生体内における相互作用の有無は未だはっきりしていない。 
 エストロゲンは、皮膚に対して様々な保護作用が知られている。約 50歳以降の閉経した女性
（更年期と老年期）は、卵巣におけるエストロゲン合成が停止することから、皮膚の機能低下
が問題となっている。閉経後女性のモデルである卵巣摘出ヘアレスマウスは、短時間の UVB 照
射でも皮膚が黒化し、シワやたるみが増悪する（Int J Mol Sci 6, 7753 (2015)）。しかし、卵
巣摘出モデルは、侵襲性の高い外科手術を要する上、卵巣以外の組織ではエストロゲンが合成
されている。Aromatase は、テストステロンからエストロゲンを合成する酵素である。Aromatase
（Ar）-KO マウスは、エストロゲンを体内で合成できず不妊であることから（J Endocrinol 170, 
99 (2001)）、完全なエストロゲン欠乏マウスとして有用である。 
 
２．研究の目的 
SMP30-KO マウスとヘアレスマウス、Ar-KO マウスを掛け合わせて、メスの SMP30/Ar ダブルノ

ックアウト（DKO）ヘアレスマウスを作出する。エストロゲンが欠乏した SMP30/Ar-DKO ヘアレ
スマウスを用いて、①VC不足, VE 不足, 同時不足が皮膚に及ぼす影響、②VC不足, VE 不足, 同
時不足が UVB および UVA 照射による皮膚の光老化に及ぼす影響を、皮膚の性状計測や組織学、



生化学、分子生物学的な解析により明らかにする。本研究は、青壮年期の女性（エストロゲン
充分）や更年期以降の女性（エストロゲン欠乏）の皮膚における VC 不足, VE 不足, ２重（同
時）不足が、皮膚に及ぼす影響、特に紫外線による皮膚の黒化やシワの形成（光老化）に及ぼ
す影響を調べる。 

 
３．研究の方法 
(1) SMP30/Ar-DKO ヘアレスマウスの作出 
体内で VCを合成できない SMP30-KO マウスと Hos:HR-1 ヘアレスマウス（アルビノ、無毛のた

め皮膚の解析が容易）を交配し、SMP30-KO ヘアレスマウス [無毛で黒色（メラニン合成可）、
VC, VE を合成できないが、エストロゲンは合成できる]を得た。次に、エストロゲンを合成で
きない Ar-KO マウスと交配し、SMP30/Ar-DKO ヘアレスマウス [無毛で黒色（メラニン合成可）、
VC, VE, エストロゲンを合成できない）を作出した。 
 
(2) VC 不足, VE 不足, 同時不足がエストロゲン欠乏マウスの皮膚に及ぼす影響の解析（当初

計画） 
SMP30/Ar-DKO ヘアレスマウスを用いて、エストロゲン欠乏状態における VC, VE 不足が光老

化に及ぼす影響を明らかにするため、8週齢まで VE添加飼料と VC 水を与えて飼育後、①VC, VE
不足群、②VC十分&VE 不足群、③VC 不足&VE 十分群、④VC, VE 十分群の 4群（各群 5匹）に分
け、8週間飼育する。①-④の各群は、それぞれ、紫外線照射なし、UVB（280-320 nm）照射（週
3回）、UVA（320-400 nm）照射（週 3回）の試験を行う。紫外線の照射量は、事前に VC, VE 十
分群を用いて決定した最小紅斑量（皮膚が赤くなる最低の照射量）の半量（やけどが起きない）
に設定、照射時間は検討する。VC, VE 不足が紫外線照射による皮膚の性状に及ぼす影響を明ら
かにするため、1 週間毎にマウス背部皮膚の紅斑量、経表皮水分蒸散量（TEWL）や角質水分量
（バリア機能、肌荒れ）、皮膚物理特性（柔軟性、弾力性）を測定する。皮膚の黒化は色彩色差
計により皮膚の明度（L値）を、シワの形成は観察によりスコア化（0-4 の 5段階）する。照射
4, 8 週間で各マウスを解剖し、背部の皮膚と血液を採取する。紫外線による表皮と真皮の肥厚
は、皮膚のヘマトキシリン・エオジン染色画像からそれぞれの厚さを計測する。紫外線による
メラニン顆粒の沈着は、フォンタナ・マッソン染色で評価する。VC, VE 不足が光老化の病態お
よび発症機序に及ぼす影響を明らかにするため、酸化ストレス指標、抗酸化物質、抗酸化酵素、
細胞外マトリクス、細胞外マトリクスの分解系、活性酸素種によるシグナル伝達分子、炎症性
サイトカインを解析する。 
 
４．研究成果 
VC, VE, エストロゲンを合成できない SMP30/Ar-DKO ヘアレスマウスの作出は、自然交配では

長期間を要する上、Ar-KO マウスは不妊のため、作出効率が著しく低い。そこで、各マウスか
ら卵子と精子を採取して体外受精・胚移植することにより、不妊マウスの仔も得られ、短期間
で交配を進めることを目指した。初めに、体内でVCを合成できないSMP30-KOマウスとHos:HR-1
ヘアレスマウス（アルビノ、無毛のため皮膚の解析が容易）を交配し、SMP30-KO ヘアレスマウ
ス [無毛で黒色（メラニン合成可）、VC, VE を合成できないが、エストロゲンは合成できる]を
得た。次に、エストロゲンを合成できない Ar-KO マウスと交配し、SMP30/Ar-DKO ヘアレスマウ
ス [無毛で黒色（メラニン合成可）、VC, VE, エストロゲンを合成できない）を作出した。しか
し、実験群のマウスを作出するために必要なメスの SMP30/Ar-DKO ヘアレスマウスは、体外受
精・胚移植を行うのに十分な匹数が得られなかった。そこで、雌雄の SMP30-KO/Ar ヘテロ KO
ヘアレスマウスを自然交配させて、体外受精・胚移植用のマウスの作出を試みたが、繁殖成績
が悪く、体外受精・胚移植に必要な匹数が得られなかった。今後は、SMP30-KO ヘアレスマウス
から卵巣を摘出することにより、エストロゲン欠乏状態を作り出す方針に切り換えるべきであ
る。 
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