
仁科・倉兼:人皮腐細胞HaCaTの特性について

人皮膚細胞HaCaTの特性について

Characterization of human keratinocyte (HaCaT) 

仁科淳良・倉兼静江

Atsuyoshi Nishina and Shizue Kurakane 

1. はじめに

近年、フロンガスの増加により、オゾンが減少する

とともに地上に到達する紫外線量(UV)が増えている。

オゾンホールは、南極や北極上空の成層圏のオゾン層

における春期のオゾンの濃度の減少を指す。特徴とし

て、①南極上空に顕著にあらわれる ②春から初夏に

かけてあらわれる ①年々規模が拡大することがあげ

られる。オゾンは大気中では微量な存在に過ぎないが、

太陽から放射される紫外線の大部分を吸収し、地上に

ほとんど紫外線を到達させない役割を担っている。

オゾンが減少すると対流圏に紫外線が到達し、成層圏 図1 南極上空のオゾンホール

で起きていたオゾン生成の光化学反応が対流圏で生じ

るようになるが、対流圏でのオゾンは存在期聞が短い

ため、地表へはより多くの紫外線が到達することになる。

紫外線はUVA. UVB . UVCの3種類に分けられる。

紫外線 可視光線

波長200nm 280nm 315nm 380nm 

図2 波長とその名称
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UVCは大気を殆ど通過しないので、人体に影響を与えるのはUVAとUVBの2種類である。

UVAは、真皮にまで達し、たんぱく質を変性させ、シワの原因にもなり、皮膚の加齢を加速

させる。 UVAによる日焼けは紅斑(赤み)を起こさず、後になって日焼けを起こす。 UVB

を多く浴び、ると皮膚がんを引き起こす。 UVBにより、遺伝子DNAが傷つくが、約2日で修

復される。その過程で遺伝子の突然変異が起こる場合があり、皮膚がんの大きな原因にな

る。紫外線の10%の増大は、男性に対しては19%、女性に対しては16%の皮膚がんの増加に

なる。すなわち、紫外線量の増加は皮膚ガンと相関があり、地上に到達する紫外親対策のた

めに、安全性の高い、できれば天然、の皮膚保護作用を有する素材が求められている。

紫外線と皮膚がんとの関連に関しては、多くの報告がある。 Stockらは、高速道路作業員の

皮膚がんに関して [1]、MedhaugらはノルウエーのUV照射量と皮膚がんの関係[2]、Mubruk

らは、 UV照射量と DNA傷害の関係 [3]について報告している。
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これまで、 HaCaT細胞を用いて、 UVが誘導する皮膚細胞死に関する研究が行われてきた。

Saviniらは、アスコルビン酸がUVBによるフリーラジカルの発生とアポトーシスを抑制する

こと [4J、Fuk:unagaらは、 UV照射した HaCaT内の PKCBのチロシンがリン酸化されること

[5J、Villardらは、 UV照射した HaCaT内の CYPIB1の転写が増加すること [6J、Guptaらは、

UV照射した HaCaT内に 2種の遺伝子が発現すること [7J、Fischerらは、メラトニンがuv
照射した HaCaTの生存率を高めること、Liらは silibininがUV照射した HaCaTの生存率を

高めること [8J、Luoらは微粒化したトコフエロールがuv照射した HaCaTの生存率を高め
ること [9J、Poquetらはヒドロキシカフェ酸がUV照射したHaCaTの生存率を高めること[lOJ

を明らかにした。一方AitkenらはUV照射したHaCaT中のフリーラジカルをダイレクトに測

定する方法を提案した [11J。

天然物によるがん、皮膚がんの予防法として効果が期待されるものとして、ビタミンがあ

げられる o Bravermanはビタミン Dとカルシウム [12J、Czeczuga岨Semeniukはビタミン Aの

摂取が肺がんのリスクを減らすこと [13J、Jinらは、ビタミン Aが肺がんのリスクを減らす

こと [14J、Ishiharaらは、ピタミン B6の摂取量が減ると直腸がんの発症率がたかまること

[15J、Larssonらは、ピタミン Aやレチノールが胃がんのリスクを減少すること [16Jを報

告している。 Yeomらは、ビタミンCを過剰に投与することのより、腫場の充進が抑制される

ことを報告している [17J。ピタミン Bは美容に効果的な栄養素として有名だが、健康な肌

や髪の毛を作るには欠かせないだけでなく、がん予防にも効果的だとされているので、皮膚

癌予防にも効果的な栄養素だと言える。ビタミン Cには抗酸化作用、つまり発生した活性酸

素を除去する作用が期待できるので、紫外線を浴びて発生した活性酸素を除去し、皮膚ガン

予防にも効果的な栄養素である。 Reichrathらは、ピタミン Dが皮膚がんの予防に有効なこと

を報告している [18J。

上記のように、これまでピタミン A、B、C、D、Eによるがん予防が試みられてきたが、

有用性は明らかではなかった。

山形県の野菜生産状況は、 2006年度において野菜出荷額327億円であり、東北6県中 3位で

あったが、青森県、福島県の1/2程度であった。野菜の出荷額の少ない県は、これまで稲作に

注力してきたと推察されるが、稲作は減反政策などにより抑制されており、収入源を米から

別の作物にシフトすることが求められている。

億 800

700 

600 

500 

400 

300 

200 

100 。
青森県 秋田県 岩手県 山形県 宮城県 福島県

図3 東北各県の野菜出荷額 (2006年)

HaCaT はドイツの Dr.P. Boukampが樹立した不死のケラチノサイト(角化細胞)である。

培養皮膚細胞のひとつである HaCaT細胞は刑K阻害剤 SP600l25存在下で数時間培養される

0
6
 

η
d
 



仁科・倉兼:人皮膚細胞HaCaTの特性について

と、密着結合を新規に形成し、この際に

claudin-4がリン酸化される。これまで、

VEGF発現に対するペリ ー抽出液の効果

(http://www.obihiro .ac .jp/~kojima/kenkyu・

shitsuJmiyashita.html)や、表皮の海綿状態の

発症機序 (http://www.allergy.go.jplResearch/

Shouroku_ 04/pdf/ 16 _ tamaki_ 0 1.pdf;岸search=

?表皮の海綿状態の発症機序 HaCaT')、また、

アクネ菌の研究 (http://www.menard.co.jp/

beauty/products/academ ic/2009/ 12.htm l)に

HaCaT細胞が用いられている。

本研究室では、上記の現状を鑑み、山形

県特産野菜の皮膚保護作用の測定を開始し

た。本研究では、不死化した人皮膚細胞

HaCaTの特性を測定し、皮膚保護作用測定

法を確立することを目的とした。

図4 HaCaT細胞

2. 実験方法

2. 1 HaCaT細胞

HaCaT細胞は、国立感染症研究所の木村博一博士のご好意により、 分与されたものを用い

た。 ダルベッコ改良イ ーグル培地 (DMEM)に牛胎児血清 (FBS)を10%添加し、3TC、CO

5%の環境で生産した。

2. 2 HaCaT細胞の播種

HaCaTがコンフルエントになるまで培養したカルチャーフラスコの培地を捨て、 PBS5 ml 

を入れ、よく洗い、 捨て、PBS5 ml、 トリプシン1mlを加えチルテイングにより混合した。

10分間37"Cでインキュベートし、FCSを1ml入れてピペッティ ングし、遠心管に移し 4
0

C

1000rpmで5分間遠心分離した。上清を捨て、沈澱した細胞をほぐし、 DMEM5 mlを加えよ

く混ぜ、培地 (DMEM30ml、血清 (FCS) 3 ml入れ撹持)に入れてピペッテイングした。

96穴プレー トに100μmlずつ分注し、残り30mlをカルチャーフラスコに入れ、 CO2インキユ

ベーターで培養した。

2. 3 皮膚保護作用測定法

HaCaTの生死判別に MTT法を用いた。 MTT法は3-(4， 5-dimethylthiazol-2-yl)・2，5-diphenyl-

2H-tetrazolium bromideを用いた細胞の生死判定法である。 96穴プレートに、あらかじめHaCaT

細胞を十分発育させ、培地100μtあたり、 10μlのMTT溶液 (5mg/ml)を添加し、 0、12、

24、36時間後に分光光度計 (650nm)で吸光度を測定した。

2. 4 HaCaT細胞が徐々に死滅する UVB照射量の把握

100mJ/cm' ~600 mJ/cm2のUVBを照射し、0、12、24、36時間後の細胞生存率を MTT法

で測定し、経時変化を測定した。
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2. 5 UVBによる HaCaTが死滅するメカニズムの把握
カタラーゼ阻害剤として 1mMのアミノトリアゾール (AT)、ヒドロキシラジカル除去剤

として 1%のジメチルスルホキシド (DMSO)を培地に添加してUVBを照射し、 0、12、
24、36時間後の細胞の生存率を測定することにより、細胞死のメカニズムを推定した。

2. 6 HaCaT中の脂質の抽出法
一般的なブライ・ダイヤー法でHaCaT縮胞中の脂質を抽出し、薄層クロマトグラフィーを

用いて分析した。すなわち、 100cm'のカルチャーフラスコにHaCaTをコンフルエントにな

るまで培養後、すべての細胞を200μtの!ysisBufferに懸濁後ソニケーターで破砕した。 200

μtのメタノールを加えて、ソニケート後、さらに200μtのクロロホルムを加えて、ソニ

ケートした。 3000rpmで10分間遠心分離後、下層を回収した。

2. 7 HaCaT細胞の指質クラス分析
HaCaT脂賓と 9種類の標準品[ホスファチジン酸 (PA)、ホスファチジルコリン (PC)、ホス
ファチジルエタノールアミン (PE)、ホスファチジルイノシトール (PI)、ホスファチジルセリ

ン(PS)、セラミド (CM)、スフインゴミエリン (SM)、カルジオリピン (cL)、スフインゴシン"

1-リン酸 (SlP)]を分析し、 HaCaT内にどのような脂質が存在するか推定した。分析は、薄
層クロマトグラフイー (TLC)を用いて行った。 TLCプレートはシリカゲJレF25 4 (メルク社製)

を用いた。クロロホルム:メタノール:28%アンモニアェ60:30:8(容積比)を展開溶媒

とした。発色剤として、すべての有機物を発色させるリン酸硫酸銅混合液(硫酸銅 3gを

15%リン酸水溶液100m!溶かした。)、アミンを発色させるニンヒドリン、溶液(ニンヒドリン

0.3gをアセトン:水=50: 50 100m!で溶解)、リンを発色させるデイツトマー試薬 [25N

硫酸200m!に三酸化モリブテン8.02gを静かに煮沸しながら溶かし (A液)、 A液100m!と粉末

モリブテン0.35gを加え、 15分間静かに煮沸し、放冷した後、上澄みをデカンテーションで分

けとった (Bi夜)。等量のA液と B液とを混ぜ、混合液の2倍量の水に溶かした。]を用いた。

3. 結果

3. 1細胞数と紫外吸収の関係

吸光度と細胞数の関係を図5に示した。細胞数の増加に伴い、 650nmにおける吸光度が指

数的に増大することが分かつた。図5の結果から

吸光度 (650nm)= 0.2278e細脚本10' 

y = O.2278e1E.07x 

であることカf判明した。
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3. 2 UVB照射量と HaCaT細胞生存率の関係

100-600 mJ/cm'のUVBを照射した時のHaCaT生存率の経時変化を図6に示した。

UVBを100または200mJ/cm'照射するとHaCaTの生存率がUVB未照射の場合より も高く なっ

たが、原因は不明である。

UVBを300mJ/cm'照射した場合は、 UVB未照射の場合と生存率は同等であったが、400

mJ/cm'照射する ことに より、 HaCaTが経時的に死滅することが分かった。一方、 UVB

500mJ/cm'以上照射すると HaCaTが12時間以内に急激に死滅した。以上の結果から、皮膚保

護作用をアッセイする際のUVB照射量は400mJ/cm，が適切で、あると判断した。
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3. 3アミノトリアゾール (AT)またはジメチルスルホキシド (DMSO)を添加した時の

HaCaT生存率の変化

AT (カタ ラーゼ阻害斉IJ)を 1mM培地に添加することにより、 UVB照射によるHaCaTの

死減速度が有意ではないが速くなった (図 7参照)。 また、 DMSO(ヒドロキシラジカル除

去剤)を培地に添加することにより、 UVB照射による HaCaTの死滅が抑制された。以上の

結果からUVB照射により HaCaT中に過酸化水素が発生し、ヒドロキシラジカルに変換され、

細胞死が引き起こされると推定した。
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4. HaCaT中の脂質組成の把撞

HaCaT脂質の TLC分析結果を図8に示した。

ニンヒドリン発色では、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファチジルセリンに反応し、

赤く発色した。 Rf値の比較により、 HaCaT中にはホスファチジルエタノールアミン、ホス

ファチジルセリンが認められた。

モリブデン発色では、ホスファチジン酸、ホスファチジルコリン、ホスファチジルエタ

ノールアミン、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジルセリン、セラミド、スフイン

ゴミエリンに反応し、青く発色した。 Rf値を比較して、 HaCaT中にはホスファチジルコリ

ン、ホスファチジlレエタノールアミン、スフインゴミエリン、微量ではあるが、セラミドが

認められた。

以上から、 HaCaT中には、ホスファチジルエタノールアミン (PE)、ホスファチジルコリ

ン (PC)、ホスファチジルセリン (PS)、スフインゴミエリン (SM)、そして{技量のセラミド

(CMH)が存在することが分かった。(図8) 

リン酸硫酸錦発色 ニンヒドリン発色 リン・モリブデン発色
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図8 HaCaT中の脂質クラス分析結果

PA:ホスファチジン酸、 PC:ホスファチジルコリン、 PE:ホスファチジルエタノールアミン、
PI:ホスファチジルイノシトール、 HT:HaCaT脂質、 PS:ホスファチジルセリン、
CM:セラミド、 CL:カルディオリピン、 S1P:スフインゴシンー1-リン酸

4. 考察
図 5 から細胞数と紫外吸収が指数関係であることが分かった。図 5 から、細胞数が103~

107個Imlの範囲で、吸光度から細胞数が算出できることが分かった。

図6から400mJ/cm2の照射量が皮膚保護作用測定に適していることが分かった。一方、

100または200mJ/cm'照射した場合は未照射よりも細胞数が増加した。少量のUVBにより、

細胞数が増加する原因求明は今後の課題とした。

図7より、 HaCaTにUVBを照射すると、先ず過酸化水素が発生し、ヒドロキシラジカル

に変換され、細胞死がヲ|き起こされると推定した。組維芽細胞も同じメカニズムでUVB照

射による細胞障害が起こることが知られており口9]、本研究で確立したアッセイ法で得られ

た結果は、実際の皮膚細胞に近似の作用である可能性が示唆された。 UVBによる皮膚細胞障

害に関する最新の研究結果 [20]によれば、 UVBにより、細胞内のマップチナーゼ (MAPK)

つん，4ゐ
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が活性化されるとともに、 EGF受容体が核内に移動することが51き金になって細胞死を誘導
する。別の文献 [21]では、スフインゴシン十リン酸が誘導する MAPKがUVB照射によ

る細胞死を抑制することを報告している。 UVBによる細胞障害のメカニズムについては次

年度に検討することとした。

HaCaT中の脂質クラス分析から、 HaCaT中には PC、PE、PS、SMそして微量 CMHが存在

することがわかった。 CMHは、皮膚のバリア機能と保湿機能を司る脂質であり、 UVBを受

けることにより、 CMHの増減に関しでも測定を行う予定である。

5. まとめ

近年、フロンガスの排出量が増加するとともに大気上層のオゾンが減少し、地上に達する

紫外線が増加しつつある。紫外線の増加と皮虜がんの発症は相関することがわかっており、

できれば天然物で、紫外線による皮膚細胞障害に対応する素材が求められている。

一方、行者菜は山形県長井市近郊で作られるようなった野菜で、予備実験により抽出物に

皮膚保護作用が認められた。

本研究では、皮膚保護作用のアッセイ系を確立することを目的として、人皮膚ケラチノサ

イト (HaCaT細胞)の特性を測定した。結果、次の①~④が明らかになった。①MTT法に

よる吸光度と細胞数の関係を求めた。②皮膚保護作用を測定する際に適正な UVB照射量を

求めた。③カタラーゼ抑制剤と、ヒドロキシラジカル除去剤を用いた実験を行った結果、

UVBにより HaCaT中で、過酸化水素が発生し、ヒドロキシラジカルに変換することにより細

胞障害が号|き起こされると推定した。④HaCaT中の脂質クラス分析により HaCaT中には

PC、PE、PS、SMそして微量 CMHが存在していることがわかった。
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仁科・倉兼:人皮膚細胞HaCaTの特性について

要旨

フロンガスの増加により、オゾンが減少するとともに地上に到達する紫外線量が増えてい

る。紫外線量の増加は皮膚ガンと相闘があると言われており、安全性の高い、できれば天然

の皮膚保護作用を有する素材が求められている。

HaCaT はドイツの Dr.P. Boukampが樹立した不死のケラチノサイト (角化細胞)である。

我々は山形県産の食用種物の皮膚保護作用を測定するために、 HaCaTの成分、特性なと守につ

いて測定を行い、アッセイ法の確立に必要な情報を収集した。

①UVB 照射量と HaCaTの生存率の関係を測定した結果、 UVBを400mJ/cm'照射することに

より、 24時間後の HaCaT生存率は60%に減少することがわかった。②HaCaTの脂質クラス

分析を行った結果、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファチジルコリン、ホスファチ

ジルセリン、スフインゴミエリン、そして微量のセラミドが検出された。①HaCaTのUVB

照射による細胞死がアミノトリアゾールにより尤進し、 DMSOにより緩和されたことから

UVBにより HaCaTの中で過酸化水素が発生し、ヒドロキシラジカルに変換されて細胞障害

が引き起こされたと推定した。

SUMMARY 

Ozone decreases with an increase of f1uorocarbon， and the amount of ultraviolet rays that reaches 

the ground has increased as a result. It is reported that an increase of the amount of ultraviolet rays 

correlate with an increase in the skin cancer. Therefore， natural and safety skin protection materials 

are requested. 

HaCaT cells are immortal keratinocyte which Dr.P.Boukamp of Germany is established. We 

studied the components and the characteristic of HaCaT cells for the establishment of a assay method 

to evaluate the skin protection activity of vegetables from Yamagata Prefecture. 

The relation between HaCaT cells survival and the amount of the UVB irradiation was measured. 

By irradiation of 400mJ/cm' UVB， the survival rate of HaCaT cells after 24 hours from irradiation 

decreased to 60%. The phosphatidylethanolamine， the phosphatidylcholine， the phosphatidyl serine， 

the sphingomyelin， and a small amount of ceramide were detected as a result of lipid analysis in 

HaCaT cells. The cell death by the UVB irradiation of HaCaT cells was promoted by aminotriazole 

but sllppressed by DMSO. Therefore， it was assumed that hydrogen peroxide was generated by UVB 

and it converted to hydroxy radical， as a reslllt， disorder of HaCaT cells was caused. 
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