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研究成果の概要（和文）：本研究では，赤ワインに含まれる機能性ポリフェノールであるレスベラトロール（RES）に
着目し，経皮送達性ならびに脳内移行性を検討した．RESの誘導体であるプテロスチルベン（PTE）とアセチルPTEを合
成し，それらのメラニン産生抑制作用を検討した．RESの皮膚累積透過量は吸収促進剤である脂肪酸エステルC8の併用
により，促進剤がない場合と比較して，約12倍増大した．C8は，RESの皮膚透過性を促進させるだけでなく，皮内送達
も向上させる作用があることを明らかにした．また，RESと同様にPTEとアセチルPTEは，少なくともチロシナーゼ阻害
活性阻害機構によりメラニン産生抑制作用を有することを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：This study investigated transdermal delivery and permeability to the brain of 
resveratrol (RES), which is functional polyphenol contained in red wine. Pterostilbene and 
acetylpterostilbene were synthesized as a RES derivative, and they were evaluated for their inhibitory 
activities of melanogenesis in B16 mouse melanoma cells.The amount of accumulated penetrations of RES 
with the fatty ester C8 in 8 hours increased to the skin by about 12 times as compared with the case 
where there is no absorption enhancer. We demonstrated that C8 is not only to promote the skin 
permeability of RES as absorption enhancers, but to have the action which also raises the 
transportability in the skin simultaneously.Like RES, PTE and the acetyl PTE have melanogenesis 
inhibition and showed clearly that one of mechanism has tyrosinase activity inhibition.

研究分野：医療薬学

キーワード： レスベラトロール　プテロスチルベン　メラニン細胞　経皮吸収　アマンタジン
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１．研究開始当初の背景 
美容や長寿をめざした内科的なアンチエ

イジング治療としてホルモン補充療法，抗酸
化療法，キレート療法なども米国を中心にア
ンチエイジング医学として盛んに試みられ
ている．胎盤エキス（プラセンタエキス）の
注射は，チロシナーゼ活性阻害作用によって
メラニンの生成を抑え，しみ，ソバカスを防
ぐことから，皮膚の細胞そのものが加齢とと
もに減少してくる我々にとって皮膚の若々
しさ（張り，ツヤ，弾性）に必要なアンチエ
イジング療法として注目されている．しかし，
これらのいずれも臨床効果のエビデンスは
まだ乏しいのが実状である．見た目のアンチ
エイジングと呼ばれる外科的なアンチエイ
ジング治療は，その 7 割が後遺症に悩まされ
ており，また最近，ヒト組織の成分や細胞な
どを使った再生医療の研究が進み，皮膚（培
養皮膚，培養線維芽細胞によるシワ治療）が
ターゲットになっているが臨床研究が始ま
ったばかりである．  
本研究は，皮膚老化の進行を抑制するため，

抗酸化作用を有する物質によるアンチエイ
ジング効果を目指した皮内送達法を確立す
ることを目的にしている．活性酸素の働きは，
体内のタンパク質，脂質，DNA などを酸化
させ，細胞や DNA が損傷し，老化が促進さ
れたり，がんや心臓病といった病気になるリ
スクが高まったりする．このような活性酸素
による細胞などへの攻撃を防ぐ効果を抗酸
化物質は持っている．しかし，これらの物質
をいかにして皮内に送達させるか，非侵襲的
に効率よく，しかも安全性の高い手法はこれ
までに確立されていない．本研究は難水溶性
の抗酸化物質について，皮内送達の可能性を
明らかにし，皮膚老化の遅延の可能性を追求
するものである． 

 
２．研究の目的 
（１）シミなど肌が黒くなる理由として、「メ
ラニンの生成」があり，メラニンはチロシン
から生成される．その生成過程にチロシナー
ゼという酵素が関わっている．多くの美白化
粧品はこのチロシナーゼを阻害することに
より美白作用を示す．しかしながら，美白作
用が強すぎてしまうと，肌がまだらに白くな
る白斑を起こしてしまう危険がある．2013 年
5 月カネボウのロドデノール配合美白化粧品
による白斑が問題となり，白斑症状を訴える
人は 1万人を超えた．その被害の大きさから，
アンチエイジングの中でも美白ニーズが高
いことがうかがえ，安全性の高い美白剤が求
められている．そこで本研究では，赤ワイン
に含まれる機能性ポリフェノールであるレ
スベラトロール（RES）に着目し，経皮送達
性ならびに脳内移行性について検討した． 
 
（２）プテロスチルベン（PTE）はレスベラ
トロール（RES）のジメチル化誘導体であり，
それらの構造的な類似性にもかかわらず，

PTE（80%）は RES（20%）より高い生物学
的利用能を有する 1)．PTE の抗酸化活性は，
抗発がん性，神経疾患の変調，抗炎症，血管
系疾患の減少，および糖尿病の改善などの予
防や治療効果に関与することが，in vivo およ
び in vitro モデルで報告されている 2)．そこで
本研究では，PTE の経皮吸収化に加えて，皮
膚に対する抗酸化効果を目指して，RES 誘導
体である PTE とアセチル PTE をそれぞれ合
成し，それらのメラニン産生抑制作用を比較
検討した．  

 
３．研究の方法 
（１）フランツ型拡散セルにヘアレスマウス
摘出皮膚を装着し、皮膚透過試験を行った。 
ヘアレスマウス摘出皮膚に Res をミリスチン
酸イソプロピル溶液に 10%含有させ適用し
た。レシーバー区画には、リン酸緩衝生理食
塩水（PBS）を 7 mL 入れ、600 rpm で攪拌し
た。透過試験開始後、2 時間間隔で 8 時間ま
でレシーバー区画から 1 mL 採取し、0.45 µm
フィルターでろ過した。Res の定量には HPLC
法を用いた。 
レスベラトロ－ル（Res）の脳取り込み輸

送は、マウス脳灌流法を用いて解析した。 
ペントバルビタール麻酔下、マウス総頚動脈
にヘパリンを充填したカニューレ(SP10)を
挿入した。[3H]-Res（1 µCi/mL , 53 nM）と[14C]-
イヌリン（0.1 µCi/mL）を含む Krebs-Henseleit 
Buffer の灌流液（pH 7.4）を 1 mL/min の流速
で灌流し、一定時間後に断頭した。摘出した
脳を溶解剤に溶かした後、その組織中ならび
に灌流液中の放射活性を液体シンチレーシ
ョンカウンターで測定した。 

 
（２）RES 誘導体である PTE およびアセチル
PTE はともにスチルベン骨格を有するため, 
スチレン 2 とハロゲン化アリール 3 を溝呂
木-Heck 反応によるクロスカップリングで合
成できると考えた． 

スチレン 2 は市販されていないため，
3,5-Dimethoxybenz-aldehyde 1 を出発原料と
して Wittig 反応により合成した. また， ハロ
ゲン化アリール 3 は 4-Iodophenolを無水酢酸
とピリジンを用いたアセチル化により合成
した． 

得られた 2 および 3 を Pd(OAc)2 触媒を用い
た溝呂木-Heck 反応によりクロスカップリン

グし, アセチル PTE を良好な収率（52%）で
得た． 

 



 

 

また，アセチル PTE を加水分解することで
PTEを合成し，これを用いて活性を評価した． 

 
細胞内メラニン産生抑制は，マウス B16 メ

ラノーマ細胞（1.0×105 cells）を用いて，細
胞播種 24 時間後に各試料を添加 48 時間の効
果を評価した．RES 誘導体による細胞毒性試
験およびチロシナーゼ阻害活性試験を検討
した． 
 
４． 研究成果 
（１）レスベラトロール（RES）の皮膚透過
性を調査するため，その浸透性に及ぼす角質
層の影響を検討した．ヘアレスマウス摘出皮
膚の角質層を剥離した場合，角質層がある場
合と比較して，試料処置後 8 時間後での RES
の累積透過量は 10 倍に増加し，皮内滞留時
間は 1/3 に短縮され（0.83 h），透過速度は 10
倍（8.2 g/cm2・h）に増大した．この結果よ
り，皮膚の最外層である角質層が RES の皮膚
浸透の最大障壁であることがわかった． 

角質層を介した RES の皮膚浸透性を向上
させるため，各種吸収促進剤の効果を検討し
た．皮膚に試料処置後 8 時間での RES の累積
透過量は脂肪酸エステル C8 の併用により，
促進剤がない場合と比較して，約 12 倍に増
加した．一方，生活習慣病を予防・改善する
モノ不飽和脂肪酸のオレイン酸，天然のエキ
ス精油成分リモネンにはそれぞれ吸収促進
作用はなかった．また，環式モノテルペンの
メントール，精油である成分ネロリドールは
わずか 2 倍程度しかそれぞれ透過が促進しな
かった．これらの結果から，皮膚角質層から
RES を血液中まで経皮吸収させるためには，
吸収促進剤として脂肪酸エステル C8 が有用
であることが明らかになった． 

RES の皮膚内蓄積性を明らかにするため，
放射性標識体[3H]-RES を用いて，各種吸収促
進剤の併用による皮膚内蓄積率に及ぼす影
響を検討した．皮膚に試料処置後 8 時間での
RES の皮膚蓄積率は，適用した全量に対して
脂肪酸エステル C8 で約 20%であり，そのと
きの累積透過量もほぼ同程度（約 20%）であ
った．一方，上述したその他の吸収促進剤で
は，RES の皮内蓄積量および累積透過量とも
促進剤がない場合と比較して変化がなかっ
た．これらの結果から，脂肪酸エステル C8
は，吸収促進剤として RES の皮膚透過性を促
進させるだけでなく，同時に皮膚内送達性も
向上させる作用を有することが明らかにな
った． 

RES が皮膚を透過し循環液中に到達した
場合について，その脳への移行性についてマ
ウス脳灌流法を用いて検討することから，既
存の中枢作用薬と比較した．[3H]-RES の脳内
分布容積は，脳灌流の時間経過に伴い増加し，

少なくとも 120 秒までの灌流時間内であれば，
血液側から脳側への一方向性の取り込みを
追跡できることがわかった．RES の血液脳関
門輸送には，排出トランスポーターである P-
糖タンパク質の関与が示唆された．RES の構
造類似体であるプテロスチルベンは P-糖タ
ンパク質の阻害剤となる可能性が示唆され
た。[3H]-RES の血液脳関門透過固有クリアラ
ンスは，アマンタジンの約 1.5 倍，アポモル
ヒネの約半分の値であることが明らかとな
った．レスベラトロールの脳内移行性は，既
存のパーキンソン病治療薬であるアマンタ
ジンやアポモルヒネと同程度であった．この
ことから，認知症などの予防効果を裏付ける
手がかりになる可能性が期待された． 

 
（２）細胞内メラニン産生量は，50 M のア
ルブチンおよび 1 M のコウジ酸の添加によ
り，それぞれ約10%および約25%抑制された．
ロドデノールは，細胞内メラニン産生を 1 M
から濃度依存的に抑制し，100 M で約 30%
の抑制効果が認められた．細胞内メラニン産
生量は，50 M の RES，RES 誘導体である 1 
M の PTE および 20 M のアセチル PTE の
添加により，それぞれ約 35%，約 30%および
約 30%の抑制効果が認められた． 

RESの脂溶性を高めたPTEとアセチルPTE
は，RES に比べ，細胞内に移行しやすいため，
より低濃度でメラニン産生抑制作用が発揮
されると示唆された．RES は 75 M までの濃
度範囲において添加 48 時間後で細胞毒性が
見られなかったのに対し，RES 誘導体である
PTE およびアセチル PTE は 50 M で有意な
細胞毒性が認められた． 
チロシナーゼ活性を阻害することが知ら

れるアルブチン，コウジ酸およびロドデノー
ルは，それぞれ濃度依存的なチロシナーゼ活
性阻害作用を示した．RES，RES 誘導体であ
る PTE およびアセチル PTE は，チロシナー
ゼ活性阻害作用を有することが明らかとな
った．各物質 2 M の濃度においては，PTE
＞アセチル PTE＞RESの順に活性阻害作用が
強かった． 

PTE と PTE 誘導体は，RES と同様にメラニ
ン産生抑制作用を有しており，その機構の 1
つはチロシナーゼ活性阻害であることを明
らかにした．PTE は RES に比べ，その脂溶性
から細胞膜透過性に優れ，低濃度で皮膚に対
して安全性の高いメラニン産生抑制作用を
有することが示唆された．RES によるメラニ
ン産生抑制作用はチロシナーゼ活性阻害だ
けでなく，色素細胞分化増殖制御因子（MITF）
やチロシナーゼ関連タンパク質（TRP-1,2）も
阻害することに起因している 3)．PTE におい
ても同様なメカニズムが関与している可能
性も考えられ，ロドデノールで知られるチロ
シナーゼ分解促進などの作用も併せもつか
もしれない 4)．今後は，PTE による細胞内抗
酸化活性も含めた PTE の有用性を明らかに
して経皮吸収化を進めていく必要がある． 
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メント医療薬学研究会 2013 年度勉強会
（招待講演），2013 年 11 月 30 日，千葉
市生涯学習センター（千葉・千葉）． 

 
〔その他〕 
ホームページ等 
皮膚の老化を遅らせることは可能か？！ 
－健康な皮膚を，若々しく持続する手がかり
を探る－ 
http://www.pha.nihon-u.ac.jp/page-2182.html 
日本大学薬学部ホームページ・薬学の研究・
科学研究費補助金ケーススタディ 22 
 
６．研究組織 
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