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1．序論
　年齢を重ねるとともに身体の機能が低下してい
くが，外見の変化も著しい。皮膚は乾燥し，シワ
やタルミが生じ，しみが増える。白髪や脱毛が目
立つようになる。これらの老徴のうちでもシワと
タルミは中高年女性の肌悩みの上位を占め，美容
や香粧品領域にて重要なターゲットである。シワ
に関する研究は 1985 年頃から始まり，生化学的，
組織学的及び形態学的な検討がなされ，それと並
行して様々な計測法も開発されている。
　皮膚は外側から角層，表皮，真皮及び皮下脂肪

組織からなるが，シワ，特に深いシワの形成には
主に真皮構成成分，コラーゲン線維やエラスチン
線維などの線維の太さや配向など構築状態の変
化，柔軟性や弾力性の低下が深く関わる。それに
加えて表皮細胞の細胞活性変化，角層中の蛋白質
や脂質の変化，表皮と角層の厚さなどの構造変化
による表皮角層の柔軟性の低下などが複雑に絡み
合い，シワが形成される。
　私は真皮の主成分であるコラーゲンと線維芽細
胞の相互作用という観点から皮膚老化研究を行っ
ている。コラーゲンを含めた細胞外マトリックス
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は，単に身体を支持構築する構造物質であると捉
えられていた。現在では，液性因子に対して細胞
活性を制御する固相の因子として様々な役割を担
うことが明らかになっている。また，細胞接着基
質として多細胞系を構成する必須要素であり，臓
器や組織に特異性を付与している。コラーゲンは
線維芽細胞により合成分解されるが，それだけで
なく線維芽細胞はコラーゲン線維を編成して線維
の三次元的な構築状態に影響を与える。その結
果，構築状態が変わる。変化した細胞外マトリッ
クスの構築状態によって，逆に細胞活性が影響を
受ける。細胞と細胞外マトリックスとは切っても
切り離せない密接な関係にある1, 2, 3）。老化に伴い
これら線維芽細胞とコラーゲンの相互作用が機能
しなくなる結果，シワなどの老徴が生じるのでは
ないかと考えている。
　一方，血液中の糖濃度が健常者よりも高い糖尿
病患者では，若年者でも老化と似た症状，白内障
や動脈硬化が多発することから老化における糖化
反応の関与が示唆されている。糖化反応では，蛋
白質のリジン残基のアミノ基あるいはアルギニン
残基のグアニジル基と糖のカルボニル基が非酵素
的に反応し，シッフ塩基，アマドリ生成物を経た
後で，蛋白質と蛋白質を結ぶ架橋構造を形成する

（図 1）。コラーゲンのように生体内での代謝回転

が遅く，非常にターンオーバーの長い蛋白質では
糖化反応の影響が大きく，皮膚中で糖化されたコ
ラーゲンの割合は年齢とともに増加することが報
告されている4）。
　そこでコラーゲン線維の糖化が線維芽細胞活性
へ及ぼす影響について検討した。

2．方法
2-1．コラーゲンゲルの調製
コラーゲンゲルの作製
　6 ml のペプシン処理Ⅰ型コラーゲン溶液 （新田
ゼラチン株式会社， 大阪， 濃度：3 mg/ml），9 ml
の 1 倍 濃 度 の PBS（-）＊1，3 ml の 3 倍 濃 度 の
PBS（-）を氷上で混合して，コラーゲン濃度 1 
mg/ml の溶液を作製した。6 ウェルセルカル
チャープレート（Becton Dickinson Microbiology 
Sistems, NJ, USA） に 2 ml/well 加え，37℃，CO2

インキュベーター中にて 2 時間インキュベーショ
ンし，コラーゲンを線維化してコラーゲンゲルを
作製した。

グルコースとのインキュベーション及びインキュ
ベーション後の洗浄
　最終グルコース濃度の 2 倍濃度（0，0.12，0.22，
0.44，0.66，0.90 及び 1.12 M）のグルコース溶液

図 1　糖化反応
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［PBS（-）］）2 ml をコラーゲンゲルに上載し，
37℃，CO2 インキュベーター中にて 1，3 及び 7
日間インキュベーションした。14 及び 21 日間イ
ンキュベーションする場合には，7 日後に 0，
0.056，0.11，0.22，0.33，0.45 及び 0.56 M のグル
コース溶液［PBS（-）］に変換し，以降 7 日ごと
にグルコース溶液の交換を行った。
　グルコースとインキュベーション後のグルコー
スを除去するためにコラーゲンゲルの洗浄を行っ
た。インキュベーション時の溶液を除去後，8 ml
の PBS（-）［コラーゲン化学構造分析及び生化
学的解析用サンプルの場合］あるいは 10%FBS/
DMEM＊2 培地［細胞生物学的手法による検討用
サンプルの場合］をコラーゲンゲルに上載した。
37℃，CO2 インキュベーター中にて 2 時間イン
キュベーションした後で溶液を除去した。この操
作をさらに 7 回繰り返してコラーゲンゲルの洗浄
を行った。

2-2．化学構造分析及び生化学的解析
アミノ酸分析
　コラーゲンゲルを遠心し（1x104 rpm にて 10
分 間 ）， 遠 心 沈 殿 に 4 ml の 6 M HCl を 加 え，
105℃にて 24 時間加水分解した。加水分解反応液
を遠心エバポレーター（東京理化器械株式会社，
東京）にて乾固後，10 ml のミリ Q 水に溶解し，
アミノ酸含量を日立 L-8500 アミノ酸分析計（株
式会社日立製作所，日立）にて測定した。

コラーゲンの酢酸溶解性とペプシン分解性
　コラーゲンゲルを遠心し（1x104 rpm にて 10
分間），遠心沈殿に 1 ml の 0.5 M 酢酸あるいはペ
プシン溶液［10 mg/L （0.5 M 酢酸）］を加え，室
温にて 2，6 及び 22 時間振とうした。遠心後

（1x104 rpm にて 10 分間），沈殿を凍結乾燥した。
「アミノ酸分析」にて記載した方法にて加水分解
後，ハイドロキシプロリン量を求め，コラーゲン

量に換算した。総コラーゲン量 2 mg に対する割
合を求めた。

CNBr 分解と SDS-PAGE
　2 mg のコラーゲンゲルを遠心し（1x104 rpm
にて 10 分間），遠心沈殿に 0.4 ml の 70％ギ酸（富
士フィルム和光純薬工業株式会社，大阪）と 8 
mg の CNBr（富士フィルム和光純薬工業株式会
社，大阪）を加え，30℃にて 24 時間振とうした。
10 倍量の冷水を加えて反応停止後，凍結乾燥し，
200 μl の可溶化溶液＊3 に懸濁溶解した。このうち
8 μl と 5 倍濃度のサンプル溶液＊4 2 μl を混合後，
100℃にて 3 分間熱処理した。その後，ポリアク
リルアミド電気泳動（ゲル濃度：4-20％）を行っ
た。

2-3．細胞生物学的手法による検討
細胞調製
　線維芽細胞は，explant 法により 0 歳ヒト包皮
から単離したものを使用した 1）。採取したヒト包
皮に付着している脂肪を除去後，細かく切断し

（2 mm x 2 mm 程度），5～6 個の皮膚片の真皮側
を下に表皮側を上にして直径 60 mm のシャーレ

（Becton Dickinson Microbiology Sistems，NJ，
USA）に付着後，2～3 分間室温にて放置した。
その後，皮膚片がシャーレから剥離しないように
5 ml の 10%FBS/DMEM 培地を加え，培養した。
2 日に 1 回の割合で培地交換を行い，培養を続け
ていくと最初に表皮細胞が皮膚片からシャーレ上
へ遊走増殖し，それに引き続いて皮膚片から
シャーレ上へ遊走増殖した線維芽細胞が表皮細胞
に置き換わった。このサブコンフルエント線維芽
細胞を初代培養細胞とした。サブコンフルエント
細胞を 1 ml のトリプシン -EDTA 溶液＊5 にて剥
離し，9 ml の 10%FBS/DMEM 培地を加えて遠
心した（1x103 rpm にて 5 分間）。上清を除去後，
沈殿を 10 ml の 10%FBS/DMEM 培地に懸濁し，
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培養シャーレ 2 枚へ植えつけた。さらに継代し，
継代数 3 代目の細胞を凍結し，液体窒素中にて保
存した。保存した細胞を起こし，継代を重ね，継
代数 16～19 代の細胞を実験に用いた。コラーゲ
ンゲルが細胞活性へ及ぼす影響について検討する
際には，10%FBS/DMEM に懸濁した 1x105 細胞
数の細胞をコラーゲンゲル上へ植えつけた。

細胞接着活性の検討
　細胞植えつけから 5，10 及び 30 分後の培地を
除去後，2 ml の PBS（-）にて 3 回洗浄した。ト
リプシン-EDTA 溶液 2 ml を加えて細胞剥離後，
剥離した細胞を遠心し （1x103 rpm にて 5 分間），
上清を除去後， トリプシン-EDTA 溶液にて 2 回
洗浄し，最終体積を 0.25 ml に合わせた。この後，
Labarca and Paigen の方法により細胞の DNA 量
を測定した 5）。調製した細胞懸濁トリプシン-EDTA
溶液 0.25 ml に 0.02 M PBS 溶液＊6 0.25 ml を加
え， 超音波粉砕機 （株式会社セントラル科学貿
易， 東京） にて 10 秒間粉砕後， Hoechst33258 溶
液＊7 を 0.5 ml 加えた。標準サンプルは，DNA 溶
液＊8 を 0.02 M PBS にて希釈して作製し（濃度：
0，0.1，0.5，1.0，2.0，5.0 及 び 10.0 μg/ml， 体
積：0.25 ml）， ト リ プ シン-EDTA 溶 液 0.25 ml
と Hoechst33248 溶液 0.5 ml を加えた。サンプル
及び標準サンプル溶液の蛍光強度（励起波長：
356 nm，蛍光波長：460 nm）を蛍光強度計（製
品名フルオロスキャンアセトン FL，大日本製薬
株式会社，大阪）にて測定した。標準サンプルの
測定から得た標準直線を元に DNA 量を求めた
後，10 pg DNA / 細胞の値を用いて DNA 量か
ら細胞数へ換算した。植えつけ細胞数に対する接
着細胞数の割合を求めた。

細胞伸展形態の解析
　細胞植えつけから 6 時間後の細胞の板状仮足の
伸展と伸展後の細胞面積に着目して観察を行い，

写真撮影した。

細胞増殖活性の検討
　細胞植えつけから 7 日間培養後の細胞をコラー
ゲンゲルごと 5 ml チューブへ移し，1 ml の細胞
分散用コラゲナーゼ溶液＊9 を加え，37℃にて 30
分間インキュベーションし，コラーゲン蛋白質を
分解した。その後，遠心し（1x103 rpm にて 10 
分間），上清を除去後，トリプシン-EDTA 溶液
にて 2 回洗浄した。この後，Labarca and Paigen
の方法により細胞の DNA 量を測定した 5）。さら
に 10 pg DNA / 細胞の値を用いて求めた DNA
量を細胞数に換算した。

コラーゲンゲル上からゲル中への細胞遊走活性の
検討
　細胞植えつけから 3 日間培養後のコラーゲンゲ
ル表面からゲル中へ遊走した細胞数を Schor の
方法 6）を元に測定した。コラーゲンゲル上の 5
箇所の 5 mm2 の面積範囲において，コラーゲン
ゲル表面から 100 μm よりも下に位置する細胞の
数を位相差顕微鏡の視野を上から下へと下げなが
ら測定した。

コラーゲンゲル収縮活性の検討
　細胞植えつけから 2 時間後，コラーゲンゲルを
ウェルから剥離し，24 及び 48 時間後のコラーゲ
ンゲルの面積を測定した。

3．結果
　表 1 は，グルコースとインキュベーション後の
コラーゲンのアミノ酸組成を示したものである。
低濃度（0.056 M）グルコース溶液にてコラーゲ
ンゲルをインキュベーションした場合，あるい
は，高濃度（0.56 M）グルコース溶液にて短期間

（7 日以内）インキュベーションした場合には，
コラーゲンのアミノ酸組成に変化は認められな
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かった。一方，高濃度（0.56 M）グルコース溶液
にて長期間（14 及び 21 日間）インキュベーショ
ンした場合には，リジン残基とアルギニン残基が
減少していた。また，高濃度（0.56 M）グルコー
ス溶液にて長期間（21 日間）インキュベーショ
ンしたコラーゲンゲルは，グルコース非存在下で
同期間インキュベーションしたコラーゲンゲルよ
りも酢酸への溶解性やペプシン分解性が低下（表
2）し，ブロムシアン（CNBr）分解で生じるペ
プチドバンドの高分子量化が起こっていた。これ
らのことは糖化反応の結果，架橋構造が形成され
ていることを示唆していた。
　線維芽細胞のコラーゲンゲルへの接着活性は，
コラーゲンゲルとインキュベーションするグル

コース濃度，インキュベーション期間に関わら
ず，同じようなレベルであった（図 2）。同様に
コラーゲンゲル上での細胞伸展や細胞増殖活性も
コラーゲンゲルとグルコースのインキュベーショ
ンの影響をあまり受けなかった。
　一方，コラーゲンゲルとグルコースのインキュ
ベーションにより顕著に変化したのが，細胞遊走
活性とコラーゲンゲル収縮活性であった。0.22 M
以上のグルコース溶液で長期間（3 週間）イン
キュベーションしたコラーゲンゲルでは，細胞遊
走が顕著に低下したが，短期間（1 日）のイン
キュベーションではグルコース濃度に関わらず，
有意な差はなかった（図 3）。高濃度（0.56 M）
のグルコースでコラーゲンゲルをインキュベー
ションした場合には，インキュベーション期間が
7 日以上にて細胞遊走が抑制された（図 4）。
　図 5 は，0，0.056 M 及び 0.56 M グルコース溶
液で長期間（21 日間）インキュベーションした
コラーゲンゲル上に線維細胞を植えつけ，24 及
び 48 時間後のコラーゲンゲルの面積をプロット
したものである。コラーゲンゲルとのインキュ
ベーション時のグルコース濃度が低濃度（0.056 
M）の条件下に比べて高濃度（0.56 M）の条件下
では，細胞がコラーゲンゲルを収縮しにくくなっ
ていた。

4．考察
　以上，高濃度のグルコースで長期間インキュ
ベーションしたコラーゲンゲルでは糖化反応，架
橋形成が起こっていた。このコラーゲンゲル上に
植えつけた線維芽細胞の接着活性，細胞伸展及び
増殖活性は変化しなかったが，細胞遊走活性とコ
ラーゲンゲル収縮活性が顕著に抑制された。
　線維芽細胞はインテグリンなどの細胞膜レセプ
ターを介してコラーゲンと結合する。その結合部
位として，いくつかの塩基配列が報告されている
が，その一つがアルギニン残基-グリシン残基-ア

表 1　グルコースとインキュベーションした  　
　　コラーゲンのリジン，アルギニン残基数

� （1000 残基数当たりの残基数）

グルコース
濃度（M）

反応時間
（日） リジン残基 アルギニン残基

0
0.056
0.056
0.56
0.56
0.56
0.56

0
1
21
1
7
14
21

23 ± 0
23 ± 0
23 ± 0
23 ± 0
23 ± 0
  21 ± 0**
  21 ± 0**

50 ± 0
50 ± 0
50 ± 0
50 ± 0
50 ± 0
  45 ± 0**
  45 ± 0**

グルコース濃度が 0 M，反応時間が 0 日のコラーゲンに対する
有意差
N=5，means ± SD，**p<0.01，多重比較による検定

表 2　�グルコースとインキュベーションしたコラーゲン
のペプシン分解性

処理時間
（時間）

不溶性物質の割合（％）

コントロール グルコースとインキュベーション
したコラーゲン

2
6
22

89.6 ± 5.8
48.5 ± 3.1
 6.9 ± 1.8

102.7 ± 17.6
  83.4 ± 6.8**
  63.6 ± 3.4**

コントロール（グルコースとインキュベーションしていないコ
ラーゲンゲル）に対する0.56 Mのグルコースで21日間インキュ
ベーションしたコラーゲンゲルの有意差
N=5，means ± SD，**p<0.01，マン・ホイットニ検定



生活機構研究科紀要　Vol. 30（2021）

42

スパラギン酸残基（RGD）配列である。表 1 に
示したように，高濃度のグルコースで長期間イン
キュベーションしたコラーゲンゲルではアルギニ
ン残基が減少しており，糖化反応により線維芽細
胞がコラーゲンに結合する足場が減少していた。

　コラーゲンゲル収縮では，線維芽細胞は細胞膜
レセプターを介してコラーゲン線維に結合し，線
維を引っ張り引き縮めて強度が高く，弾力のある
真皮類似構造を構築する。糖化反応により細胞の
足場が減少し，線維に形成された架橋により線維

図 2　�コラーゲンゲルとグルコースのインキュベーションがコラーゲンゲル上での 
線維芽細胞接着活性へ及ぼす影響

コラーゲンゲルを 0 M（〇），0.056 M（□）及び 0.56 M（△）のグルコース溶液にて 1日（A）あるいは 21 日間（B）イン
キュベーションした。洗浄後，1 x 105 細胞数の線維芽細胞を植えつけ，　5，10 及び 30 分後にコラーゲンゲル上に接着した
細胞数を求めた。N=5，means ± SD，一元配置分散分析法，あるいは，クラスカル・ワーリス検定

図 3　�コラーゲンゲルとグルコースのインキュベーションが線維芽細胞遊走活性
へ及ぼす影響

コラーゲンゲルをグラフ中で示した濃度のグルコース溶液で 1日（□）あるいは 21 日間（▧）インキュベーションした。
洗浄後，1 x 105 細胞数の線維芽細胞を植えつけ，3日間培養し，コラーゲンゲル中へ遊走した細胞数を測定した。
0 Mのグルコース溶液で 21 日間インキュベーションしたコラーゲンゲルに対する有意差
N=5，means ± SD，**p<0.01，多重比較による検定
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を引き寄せにくくなるためゲル収縮が低下したと
考えられる。
　線維芽細胞が遊走する際には細胞膜レセプター
を介してコラーゲン線維に結合し，線維を手繰り
寄せて細胞が移動するとともに線維を離し，移動
方向にある別の線維に結合して手繰り寄せるとい

うことを繰り返す。そのため細胞遊走活性にはコ
ラーゲン線維の可塑性が大きく作用する。糖化反
応による細胞の足場の減少と架橋形成によるコ
ラーゲン線維の可塑性低下のため細胞遊走活性が
低下した可能性が高い。
　細胞遊走は創傷治癒過程において重要な細胞活

図 4　�コラーゲンゲルと 0.56 Mグルコース溶液のインキュベーションが線維芽細胞遊走
活性へ及ぼす影響

　　　　 インキュベーション 0 時間のコラーゲンゲルに対する有意差　N=5，means ± SD，** p<0.01，多重比較による検定

図 5　�コラーゲンゲルとグルコースのインキュベーションが線維芽細胞による 
コラーゲンゲル収縮へ及ぼす影響

コラーゲンゲルを（〇），0.056 M（□）及び 0.56 M（△）のグルコース溶液にて 21 日間インキュベーションした。
洗浄後，1 x 105 細胞数の線維芽細胞を植えつけ，コラーゲンゲルをシャーレから剥がし，24，48 時間後のコラーゲン
ゲルの面積を求めた。
N=5，means ± SD，**p<0.01，多重比較による検定
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性である。細胞は創傷部位に遊走し，液性因子や
細胞外マトリックスなどの固相因子を産生する。
線維芽細胞は産生された細胞外マトリックス，コ
ラーゲン線維をコラーゲンゲル収縮活性等により
三次元的に編成し，正常な組織を構築する。コ
ラーゲンの糖化によりコラーゲン線維の固さや可
塑性などの物性が変わることに加え，これらの細
胞活性が低下することによる組織の構築状態の変
化やそれによる機能低下がシワなどの老徴発生や
老化による皮膚の機能低下に関わっていると考え
ている。

注
＊1	 PBS（-）
		  1 L 作製用の CaCl2 非含有 PBS 粉末
		  3.7 g/L NaHCO3

		  50 units/L ペニシリン
		  50 μg/L ストレプトマイシン
		  pH 7.4 に調製した。
＊2	 DMEM
		  10 g/L DMEM（日水製薬株式会社，東京）
		  3.7 g/L NaHCO3

		  50 units/L ペニシリン
		  50 μg/L ストレプトマイシン
		  pH 7.4 に調製した。
＊3	 可溶化溶液
		  40 g/L SDS
		  15 g/L Tris
＊4	 5 倍濃度のサンプル溶液
		  0.2 M Tris（pH 6.8）
		  16％ グリセロール
		  4％ SDS
		  8％ 2-メルカプトエタノール
		  20 mg/L BPB
＊5	 トリプシン-EDTA 溶液
		�  5.41 g の KH2PO4，57.25 g の Na2HPO4・12H2O，

80.06 g の NaCl をミリ Q 水に溶解し，pH 7.4 に
調製後，1 L にメスアップした（0.2 M PBS 溶液）。
0.2 g の EDTA をミリ Q 水に溶解後，0.5g のトリ
プシン（Becton Dickinson Microbiology Sistems，

NJ，USA），100 ml の 0.2 M PBS を加え，1 L に
メスアップした。

＊6	 0.02 M PBS
		  0.54 g/L KH2PO4

		  5.73 g/L Na2HPO4・12H2O
		  8.01 g/L NaCl
		  pH 7.4 に調製した。
＊7	 Hoechst33258 溶液
		�  20 mg の Hoechst33258（商品名 Bisbenzimide 

H33258 Fluorochrome，Calbiochem-Novabio-
chem Corporation，CA，USA）を 100 ml のミリ
Q 水に溶解し，この溶液を 0.02 M PBS にて 100
倍希釈した。

＊8	 DNA 溶液
		�  10 mg の牛胸腺 DNA（SIGMA，MI，USA）に

25 ml のミリ Q 水を加え，4℃にて一晩撹拌後，
濾紙にて濾過して不溶物を除去した。濾液の一部
をとり，260 nm での吸光度を測定後，濃度 1 μg/
ml の DNA 溶液の吸光度を 0.023 として，DNA
溶液の濃度を補正した（市販の DNA は水分，蛋
白質，塩等の混入があり，また不溶物を除去する
ため補正が必要である）。

＊9	 細胞分散用コラゲナーゼ溶液
		�  2 g/L コラゲナーゼ（富士フィルム和光純薬工業

株式会社，大阪）
		  1 L 作製用の CaCl2 含有 PBS 粉末
		  1 L にメスアップした。
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