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研究成果の概要（和文）：マウスに 4-メチルウンベリフェロン(MU)を経口投与すると，アンチ

エイジング物質である高分子多糖のヒアルロン酸(HA)の合成が特異的に抑制され，HA ノックダ

ウンマウスを作製することができる。本マウスの皮膚には皺及び乾燥の老化症状を認め，老化

モデルマウスである。本研究では HA ノックダウンマウスの病態形成の分子機構を解析した。

最初に HA ノックダウンマウスの臓器の HA 含量を解析した。その結果，皮膚の HA 含量は著明

に減少していた。また HA の減少による角層水分含量の低下も著明であった。しかも脳を除く

他の臓器の HA 含量も同様に減少していた。次に皮膚における HA 合成酵素(HAS1～3)，HA 分解

酵素(Hyal1～4)及び HA レセプター(CD44，RHAMM)の発現変動を解析した。その結果，HA ノック

ダウンマウスの表皮及び真皮における HAS-2，表皮における RHAMM の各遺伝子の転写は何れも

抑制していた。その際，HAS-2 では転写因子の de novo な合成を必要とせず，既存の転写因子

のリン酸化の関与が考えられた。RHAMM 遺伝子の転写の抑制には，de novo の転写因子の合成

が必要であった。また HA ノックダウンマウスの皮膚に発現する遺伝子の網羅的解析を行った

結果，発現が有意に変動するもの 61 種を見出した。特に toll-like receptor 3 の減少は著し

く，炎症誘発による皺形成への関与の可能性を考えた。チロシン脱リン酸化酵素，サイクリン

Y, Rho 等の癌遺伝子も著明に減少していた。すでに我々は腫瘍細胞の増殖と転移が MU により

抑制することを報告しており，各癌遺伝子の発現減少はその病態に関わると考えた。一方，ス

トロメライシン 3は著明に亢進し，細胞外マトリックスの分解を促進し，皺形成を促進すると

考えた。最後に，各種分子量の HA 及び網羅的解析で見出した老化関連遺伝子を生体皮膚に投

与し，本マウスの皮膚の老化の治療を行った。経口摂取，外用及び皮内注入した結果，高分子

HA を皮内に注入した場合のみアンチエイジング効果を認め，内服や外用効果は全く老化症状の

軽減は認められなかった。老化関連遺伝子(V 型及び VII 型コラーゲン，RHAMM，toll-like 

receptor 3，サイクリン Y，Sir7 等)のタンパクの生体皮膚への導入もアンチエイジング効果

を全く示さず，単独での導入は治療に直結せず，幾つかの遺伝子の組み合わせによるカクテル

療法が必要と考えられた。  

 

研究成果の概要（英文）： Hyaluronan (HA), a non-sulfated glycosaminoglycan of high 

molecular mass, presents in various tissues as a major component of the extracellular 

matrix and plays an important role in regeneration, wound healing, and anti-aging of organs. 

We have previously reported that 4-methylumbelliferone (MU) specifically inhibits HA 

synthesis. In this study, we first investigated the expression of HA-related gene, such 

as HA synthase (HAS-1, HAS-2, HAS-3), hyaluronidase (Hyal-1, Hyal-2, Hyal-3, Hyal-4), and 

HA receptor (CD44, RHAMM). We have demonstrated that HAS-2 gene transcription in both 

epidermis and dermis, and RHAMM transcription in epidermis were reduced in HA-knock-down 

mice. These data suggested that MU treatment specifically downregulates gene expressions 

of HAS-2 and RHAMM induced the HA production, resulting in skin aging, such as wrinkle 

formation and skin dehydration in HA knockdown mice.  Next, we have detected sixty one 

kinds of HA knock-down mice specific genes by using DNA microarray analysis. Specifically, 
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toll-like receptor 3 gene was strongly down-regulated in HA knock-down mice, suggesting 

induction of inflammation resulted in skin aging characterize by wrinkle formation. 

Oncogene expressions such as of tyrosine phosphatase, cyclin Y, and Rho were also 

down-regulated in HA-knock down mice. Our previous studies have demonstrated MU suppressed 

the metastasis of malignant tumor cells by inhibiting of HA production. Therefore, these 

results suggested that down-regulation of these oncogene expression, at least in part, 

were involved in inhibition of metastasis. On the other hand, gene expression of 

stromelysin 3, depredating enzyme of extracellular matrix components such as proteoglycan 

and collagen, strongly up-regulated. These data suggested that the degradation of 

extracellular matrix resulted in wrinkle formation of HA knock-down mice. Finally, we have 

administered HA and its oligosaccharides with various molecular weight. As the result, 

only intradermal injection of high molecular HA decreased skin aging, whereas no change 

was observed in aged skin by orally or topically administration. Also, skin aging was not 

reduced by introduction of aging-related gene which was down-regulated in HA knock-down 

mice, such as COL5A1, COL7A1, RHAMM, toll-like receptor 3，suggesting alone administration 

of each gene was not effective and cocktail therapy, the combination of multiple genes, 

was necessary of treatment of skin aging in HA knock-down mice.   
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１．研究開始当初の背景 

高分子多糖のヒアルロン酸(HA)は生体の

アンチエイジングにとって非常に重要な物

質である。しかしながら，HA の重要性は認識

されているものの，アンチエイジングの作用

に関する分子機構の詳細は不明な部分が多

く，アンチエイジング研究及びその他の HA

関連研究の進歩を遅らせている。 

 本研究者らは，これまで存在の知られてい

なかった HA 合成の阻害剤の探索を行い，4-

メチルウンベリフェロン(MU)という物質が

HA 合成を特異的に阻害することを先駆けて

突き止めた。しかも MU をマウス投与して，

HA 合成が特異的に抑制され，皮膚の菲薄･粗

造化及び乾燥の老化症状を認めるマウス「HA

ノックダウンマウス」を作製した。更に MU

を悪性腫瘍細胞に作用させたり，HA ノックダ

ウンマウスに悪性腫瘍細胞を注入させたり

すると，悪性腫瘍細胞の転移が抑制できるこ

とを突き止めた。 

 

２．研究の目的 

 本研究では，このマウスを新規老化モデル

動物と位置づけ，更にその病態の分子機構を

解明した。最終的には，このマウスを各種物

質のアンチエイジング効果を判定する評価

動物として活用し，新規アンチエイジング医

薬の発掘・開発を目指した。具体的には， 

1)HA ノックダウンマウスの臓器及び組織所

見の解析。器官や組織の病理組織学解析，生

理学的解析を行い，老化所見を明らかにした。 

2)HA ノックダウンマウス特異的遺伝子の網

羅的解析。MU 投与によって新たに発現する或

いは発現が消失する遺伝子を microarray に

よって網羅的に解析した。 

3)HA ノックダウンマウスの治療。2)で確認さ



れた遺伝子を HA ノックダウンマウスに導入

し，老化を抑制できるか否か解析した(遺伝

子治療)。また，本マウスは HA の発現が低下

することから，様々な分子サイズの HA も生

体皮膚に投与し，老化症状の抑制の有無を解

析した(糖鎖治療)。 

 

３．研究の方法 

1)HA ノックダウンマウスの皮膚の解析 

ヘアレスマウスに MU を経口摂取(3 mg/g 体

重，1日 2回，3か月)させ，各種臓器の HA

含量を定量化した。また，皮膚に関しては，

皮膚の菲薄，粗造化，及び乾燥を確認した。 

(1)HA 含量の定量：臓器における HA 含量は，

各臓器からグアニジン塩酸抽出法によって

HA を抽出し，ヒアルロン酸定量キット(生化

学工業)で定量化した。 

(2)生理学的解析：角層水分量，弾性，及び

炎症の程度をマルチ皮膚測定器(Integral

社)で定量化した。 

(3)病理組織学的解析：HA ノックダウンマウ

スの皮膚を採取し，老化関連タンパク質(コ

ラーゲン，デコリン，アグリカン，エラスチ

ン，マトリックスメタロプロテイナーゼ)及

び糖鎖(HA)の発現を免疫組織学的解析した。 

(4)生化学的解析：老化関連タンパク質(コラ

ーゲン，デコリン，アグリカン，エラスチン，

マトリックスメタロプロテイナーゼ)や HA代

謝酵素(HA 合成酵素，ヒアルロニダーゼ)，ヒ

アルロン酸レセプターの各遺伝子発現変動

は real time PCR 法によって定量化した。 

 

2)HA ノックダウンマウス特異的に発現変動

する遺伝子の解析  

(1)HAノックダウンマウス及びMU非投与コン

トロールマウスの皮膚を採取する。各マウス

で発現している遺伝子(mRNA)の網羅的解析

を microarray 法により行う。皮膚に発現す

る全遺伝子の同定と MU による発現変動を定

量的に解析した。 

(2)(1)で抽出した遺伝子候補の発現機構を

更に詳細に解析した。real time PCR によっ

て発現の経時変化，器官・組織特異性等を定

量化すると共に，この際に発現を調節するモ

ジュレーターのも見いだす。またルシフェラ

ーゼアッセイ法及びゲルシフトアッセイ法

等によって転写レベルの機構(転写調節機

構)を含め詳細を解析した。 

 

3)HA ノックダウンマウスの治療 

治療方法として以下の項目を行った。 

(1)遺伝子治療: microarray 法の結果から，

(a)HA ノックダウンマウスで著明に発現促進

している遺伝子，(b)HA ノックダウンマウス

で著明に発現が抑制した遺伝子を取り上げ，

その遺伝子発現ベクターを構築する。(a)の

各遺伝子ベクターをコントロールマウスに

naked DNA を用いて導入し，老化の症状が誘

発されるか，また，(b)の各遺伝子ベクター

を HA ノックダウンマウスに naked DNA を用

いて導入し，老化症状が軽減する，いわゆる

抗加齢効果が見られるかを評価した。 

(2)糖鎖治療：以下の各種 HA を HA ノックダ

ウンマウスの生体皮膚に外用剤(親水軟膏へ

の混合)及び水溶液のイオントフォレーシス

法で導入し，老化症状の軽減の有無を解析し

た。(a)各種分子サイズの HA(分子量 200 万～

7 万(紀文))，(b)HA を牛精巣ヒアルロニダー

ゼで低分子化させ，カラムクロマトグラフィ

ー及び HPLC で単離精製した主に 4～10 糖ま

での HA オリゴ糖。 

 

４．研究成果 

MU を経口投与して作製したノックダウン

マウスの皮膚では，HA の含量が著明に減少し

ていた。また，角層水分含量の低下も著明で

あり，これは，ヒアルロン酸は非常に高分子

で，包水性を有する糖鎖であるため，この減

少によって皮膚内に水分子を保つことがで

きなくなったためと考えられた。一方，皮膚

の弾性には変化は無く，しかも炎症症状も誘

発されたかった。この結果は，病理組織学的

観察において HAの染色性は減少していたが，

弾性に関わるエラスチンの染色性が減少し

ていないことからも，支持するものであった。

また，HA ノックダウンマウスの皮膚以外の臓

器における HA 含量を定量化した結果，脳以

外の殆どの臓器のヒアルロン酸含量は著明

に低下していた。脳には血管脳関門が存在し，

MU の移行が行われないために HA が減少しな

い可能性を考えた。 

本マウスにおける皮膚の変化は全臓器の

中で最も著明なものであり，以下皮膚を中心

にして解析した。特筆すべきことは，表皮の

角化の亢進を認めたことであった。事実，病

理組織学的には，表皮分化マーカーのケラチ

ン 5/14 は増強しており，一方より未分化な

マーカーのケラチン 1は低下していた。また，

V型及び VII 型コラーゲンの発現低下も認め

た。我々は VII 型コラーゲン低下が皮膚老化

(皺形成)に関与することを見出しており，本

マウスの皮膚の老化症状にも影響している

と考えた。 

HA ノックダウンマウスの HA 合成抑制機構

及びそれに関連した老化症状の分子機構解

析のため，HA ノックダウンマウス生体皮膚に



おける HA 代謝関連酵素(HA 合成酵素(HAS1～

3)，HA 分解酵素(Hyal1～4)及び HA レセプタ

ー(CD44，RHAMM)の発現変動を解析した。そ

の結果，生体皮膚の表皮及び真皮とも HAS-2

の遺伝子発現が本マウスでは有意に減少し

ていた。また表皮の RHAMM 遺伝子の発現も抑

制していた。しかし真皮における RHAMM 遺伝

子の発現は全く不変であり，RHAMM 遺伝子に

関しては MU による組織特異的な制御機構が

HA ノックダウンマウスに存在すると考えら

れた。HAS-2 及び RHAMM の抗体による免疫染

色の結果でも抑制効果を認め，遺伝子のみな

らずタンパク質レベルにも抑制効果を HA ノ

ックダウンマウスに認めた。一方 HAS-1，

HAS-3，Hyal-1，Hyal-3，Hyal-4 及び CD44 の

各遺伝子はコントロールマウスと同等に発

現しており，MU 刺激による影響を全く受けな

かった。 

HAS-2及びRHAMMに対するMUの抑制効果の

詳細を更に明らかにするため，培養系(培養

マウス表皮角化細胞及び真皮線維芽細胞)に

MU を添加し，各遺伝子の発現変動を解析した。

その結果 MU は反応時間依存性及び濃度依存

性に HAS-2 と RHAMM の各遺伝子発現を抑制し

た。更にウエスタンブロット法の解析から，

MUの抑制効果はHAS-2及びRHAMMのタンパク

質の発現に対しても抑制効果を有すること

が明らかになった。そこで，これまでの結果

を踏まえ，MU による HAS-2 及び RHAMM の発現

抑制が転写の段階で制御されるか否か，しか

もその場合に転写因子がどの様に制御する

可能性があるのかを解析した。最初にde novo
のタンパク質合成阻害剤であるシクロヘキ

シミド(CHX)で各培養細胞を予め刺激し，次

いで MU を添加して各遺伝子発現の変動を解

析した。その結果 CHX を添加しても HAS-2 遺

伝子の発現は依然として MU により抑制され

た。次に転写阻害剤であるアクチノマイシン

D(AcD)で各細胞を予め処理した場合には，MU

による抑制効果が完全に失われた。以上から，

MU は HAS-2 遺伝子の転写を抑制し，しかもそ

の際にタンパク質である転写因子を新生す

る必要のないことが明らかになった。従って

可能性の一つとして，MU で刺激する前に既に

存在していた転写因子がリン酸等の修飾を

受けてプロモーター領域に作用しているこ

とが考えられた。RHAMM 遺伝子に関しては，

CHX は MU の抑制作用を完全に消失させた。ま

た AcD を添加した場合も MU による RHAMM 遺

伝子の発現抑制効果が失われた。従って MU

は転写レベルで表皮における RHAMM遺伝子の

転写を抑制しており，その際 MU は新たにタ

ンパク質を発現・誘導させ，これが転写因子

となって RHAMM遺伝子のプロモーター領域と

結合して抑制する機構が存在すると考えら

れた。 

 HA ノックダウンマウスの更なる病態の解

析のため網羅的解析を行った。その結果，MU

により発現が変動する有意なもの 61 種を見

出した。特に toll-like receptor 3 の減少

は著しく，本マウスでは明らかな発赤，腫脹，

発熱等の出現は認めなかったが，皺形成や炎

症誘発に何らかの関与の可能性を考えられ

た。また，チロシン脱リン酸化酵素，サイク

リン Y, Rho 等の癌遺伝子も著明に減少して

いた。すでに我々は腫瘍細胞の増殖と転移が

MU により抑制することを報告しており，各癌

遺伝子の発現減少はその病態に関わると考

えた。一方，ストロメライシン 3は著明に亢

進し，細胞外マトリックスの分解を促進し，

皺形成を促進すると考えた。 

HA，HA オリゴ糖及び網羅的解析で見出した

老化関連遺伝子を生体皮膚に投与し，老化治

療実験を行った。各 HA を内服，外用及び皮

内注入した結果，高分子 HA の皮内投与のみ

アンチエイジング効果を認め，世間で言われ

るような内服，外用効果は全く認められなか

った。しかも網羅的解析から見出された老化

関連遺伝子(V 型及び VII 型コラーゲン，

RHAMM，toll-like receptor 3，サイクリン Y，

Sir7 等)のタンパクの生体皮膚への導入も効

果を全く示さず，単独での導入は治療に直結

せず，幾つかの遺伝子の組み合わせによるカ

クテル療法が必要と考えられた。  
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