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1.　緒　　　　　言

　コラーゲンは皮膚の真皮，靭帯，腱，骨，軟骨などを

構成するタンパク質の一つであり，生体の全タンパク質

の約 30％を占めている 1～3）。現在までに，コラーゲンは

約 30 種類知られており，線維を形成する線維性コラー

ゲン（I 型，II 型，III 型，V型など），シートを形成した

り，線維形成を補助したりする非線維性コラーゲン（IV

型，VI 型，XII 型など）がある。真皮のコラーゲン線維

は，主に I 型コラーゲンと III 型コラーゲンにより構成

されており，皮膚のハリを支えている。そして，コラー

ゲン線維は真皮乾燥重量の約 70％を占めており，真皮

の物性に多大な影響を及ぼしている。

　真皮のコラーゲン線維は，I 型および III 型コラーゲ

ン分子が一定の割合で会合することにより構成されてい

る 4）。そして，加齢とともに III 型コラーゲン／ I 型コ

ラーゲンの比率が減少することが知られており，これが

真皮の物性変化に関係すると考えられている 5）。真皮に

おけるコラーゲン線維の形成メカニズムであるが，線維

芽細胞において，コラーゲンの遺伝子を基に，転写，翻

訳が行われたのち，─グリシン─アミノ酸X─アミノ酸Y─

というグリシンが 3残基ごとに繰り返す一次構造を有す

るペプチド鎖（a鎖）が作られる。この a鎖が 3本，ら

せん状に絡みあうことで，プロ体のコラーゲン分子（プ

J.Soc.Cosmet.Chem.Jpn.
報 文
47（4）278 ─ 284（2013）

加齢にともなうⅢ型コラーゲン／
Ⅰ型コラーゲンの比率の減少メカニズム
～Ⅲ型コラーゲンプロペプチド切断酵素

meprin の加齢変化～＊

村 上 祐 子，足 立 浩 章，坂井田　勉，

田 中 　 浩，八 代 洋 一，中 田 　 悟　
日本メナード化粧品株式会社　総合研究所＊＊
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ズムを調べる目的で，Ⅰ型およびⅢ型コラーゲンのプロペプチド切断酵素の加齢変化について検討し

た。また，Ⅲ型コラーゲンのプロペプチド切断酵素であるmeprin に及ぼすスクシニルブリオノール

酸 2 K の効果についても検討した。その結果，Ⅲ型コラーゲンのプロペプチド切断酵素meprin の
発現は，Ⅰ型コラーゲンのプロペプチド切断酵素BMP-1およびADAMTS-14よりも加齢とともに
顕著に減少した。また，スクシニルブリオノール酸 2 K は，meprin の発現を促進した。以上から，
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ン線維中のⅢ型コラーゲン／Ⅰ型コラーゲンの比率を低下させる一因であると考えられた。また，ス

クシニルブリオノール酸 2 K にmeprin を増加させる効果が認められたことから，加齢によるme-
prin の減少を防ぐことでⅢ型コラーゲン／Ⅰ型コラーゲンの比率の減少を抑制し，真皮の物性変化を

改善できると示唆された。
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加齢にともなう III 型コラーゲン／ I 型コラーゲンの比率の減少メカニズム

ロコラーゲン）が合成される。プロコラーゲンが細胞外

に分泌されたのち，N末端および C末端に存在するプ

ロペプチドが，特定のプロペプチド切断酵素により切断

除去され，コラーゲン分子同士が会合する。すなわち，

コラーゲン分子が少しずつずれてたくさん集まり，より

太く長いコラーゲン細線維（collagen fibril）を形成する。

そして，さらに多くのコラーゲン細線維が寄り集まるこ

とで，強大なコラーゲン線維（collagen fiber）となる。プ

ロコラーゲンのプロペプチドが切断されないと，コラー

ゲン分子同士は会合することができないので，プロペプ

チド切断酵素はコラーゲン線維形成に重要な役割を果た

している。

　今までのところ，加齢にともなう III 型コラーゲン／ I

型コラーゲンの比率の減少メカニズムは明らかになって

いない。そこで，そのメカニズムを調べる目的で，I 型

および III 型コラーゲンのプロペプチド切断酵素の加齢

変化について検討した。また，III 型コラーゲンのプロ

ペプチド切断酵素であるmeprin に及ぼすスクシニルブ

リオノール酸 2 K の効果についても検討した。

2.　実　　　　　験

2.1.　試　　　料
　ブリオノール酸と無水コハク酸をピリジンに溶解し，

100℃で反応させた。放冷後，希塩酸に反応液を加え，

3℃で放置した。その後，析出した結晶をろ別し，精製

水で洗浄した。ろ別した固形分をジエチルエーテルに溶

解し，精製水で洗浄後，ジエチルエーテルを留去し，乾

燥させて固形分を得た。固形分をエタノールに加熱溶解

して再結晶させることにより，白色のスクシニルブリオ

ノール酸を得た。

　次に，スクシニルブリオノール酸を脱水テトラヒドロ

フランに溶解し，水酸化カリウム水溶液を添加した。さ

らに，脱水テトラヒドロフランを加えて沈殿を生成させ

たのち，3℃で 1日間放置，ろ別し，黄色固形分を得

た。黄色固形分をエタノールに加熱溶解させたのち，脱

水テトラヒドロフランを加えてろ過し，そのろ液を 3℃

で 1日間放置した。固形分をろ別してエタノールに加熱

溶解させたのち，3℃で 1日間放置，ろ別，乾燥し，白

色～微黄色のスクシニルブリオノール酸 2 K を得た。ス

クシニルブリオノール酸 2 K の構造式を Fig.─1 に示す。

2.2.　細胞の培養
　理化学研究所細胞開発銀行（茨城）において，男性新生

児皮膚より調製，確立された正常ヒト皮膚線維芽細胞

（NB1RGB）を，10％ Fetal Calf Serum（FCS）を含むDul-

becco’s Modified Eagle Medium（DMEM）により 5％ CO2，

37℃の条件下で培養した。継代培養を繰り返すことで，

population doubling level（PDL）＝26（early passage），29

（early passage），44（middle passage），52（middle／late pas-

sage）および 65（late passage）の細胞を得た。なお，PDL

＝40 で老化マーカーである b-galactosidase の発現を 6），

PDL＝70 で b-galactosidase の強発現および分裂能の喪失

を確認した。

2.3.　 I 型およびⅢ型コラーゲンのプロペプチド切断
酵素mRNA発現量の加齢変化

　PDL＝29，44 および 65 の正常ヒト皮膚線維芽細胞か

ら，RNA iso（TaKaRa）を用いて総 RNAを抽出した。分

光光度計（NanoDrop）を用いて 260 nm における吸光度に

より，総RNA量を求めた。総 RNAを基に，リアルタ

イムRT-PCR 法により，mRNA発現量の測定を行った。

リアルタイムRT-PCR 法には，SuperScript III Platinum 

Two-Step qRT-PCR Kit with SYBR Green（invitrogen）を用

いた。すなわち，500 ng の総 RNAを逆転写反応後，

PCR反応（95℃：15 秒間，60℃：30 秒間，40 cycles）を

行った。ターゲットの遺伝子は，I 型コラーゲンのプロ

ペプチド切断酵素であるBMP-1 および ADAMTS-14，

III 型コラーゲンのプロペプチド切断酵素であるmeprin 

aおよびmeprin bであり，以下にこれらのプライマー配

列を示す。その他の操作は定められた方法に従い，

mRNAの発現量を内部標準である b-actin mRNAの発現

量に対する割合として求めた。

BMP-1： 5'-CCTCTGGCTCAAGTTCGTCTCT-3'

 5'-TGAAAAAGTTGACGGCAAAGC-3'

ADAMTS-14： 5'-TTCGCCTTCTTCTCGTTTGG-3'

 5'-CTCCCACCCCGCTTTGT-3'

meprin a： 5'-GCACCACAACTCACACTCTTTT-3'

 5'-TTCCACAGATGTTTGCCTTC'-3'

meprin b： 5'-AAACACGGTGCCCTCATCA-3'

Fig.─1　 The structural formula of dipotassium bryonolyl 
succinate.
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 5'-TGGGCTGCCAATGAACTGT-3'

b-actin： 5'-CACTCTTCCAGCCTTCCTTCC-3'

 5'-GTGTTGGCGTACAGGTCTTTG-3'

2.4.　 ウェスタンブロッティングによる
　　  meprin aタンパク質の定量

　PDL＝26 および 52 の正常ヒト皮膚線維芽細胞から，

1％ SDS 溶液を用いて総タンパク質を抽出した。総タン

パク質を基に，ウェスタンブロッティング法により，

meprin aタンパク質量の測定を行った。すなわち，細胞

から抽出したタンパク質を SDS 電気泳動後，トランス

ファーメンブレン（Immobilon-P，MILLIPORE）にブロッ

ティングした。次に，anti meprin a抗体（Anti Meprin a 

Subunit，コスモバイオ，×200 希釈）と室温で 1時間

反応させたのち，Peroxidase-AffiniPure F（ab'）2 Fragment 

Rabbit Anti-Goat IgG（H＋L）（Jackson ImmunoResearch 

LABORATORIES，×5000 希釈）と室温で 1時間反応

させた。その後，ECLTM Prime Western Blotting Detection 

Reagent（Amersham）と室温で 5分間反応させ，ライト

キャプチャー（ATTO）で発光パターンを撮影した。撮影

後，現れたバンドをCS Analyzer で定量化した。

2.5.　meprin aタンパク質の免疫組織染色
　PDL＝26 および 52 の正常ヒト皮膚線維芽細胞をカ

バースリップ上に播種し，セミコンフルエントになるま

で培養した。その後，各々の細胞を，10％ホルマリン溶

液を用いて室温で 10 分間固定した。そして，0.2％ Tri-

ton X-100 により 8分間の透過処理を行い，1％ BSA in 

PBS を用いて室温で 15 分間ブロッキングした。次に，

anti meprin a抗体（Anti Meprin a Subunit，コスモバイオ，

×50 希釈）と 37℃で 1時間反応させたのち，Alexa Fluor 

594 Donkey Anti-Goat IgG（H＋L）（Life Technologies，×

500 希釈）と 37℃で 1時間反応させた。その後，fluores-

cence mounting medium を用いて封入し，蛍光顕微鏡

（IX71／DP70，オリンパス）で染色像を撮影した。

2.6.　 meprin a mRNA発現に及ぼすスクシニルブ

リオノール酸 2 K の影響
　PDL＝44 の正常ヒト皮膚線維芽細胞に 0.16 mMのス

クシニルブリオノール酸 2 K を加えて 6時間培養後，

2.3. の操作と同様に総 RNAを抽出し，リアルタイム

RT-PCR 法により，meprin a mRNA発現量の測定を行っ

た。

2.7.　統計学的検定
　実験結果は平均値±標準偏差で示した。また，統計学

的有意差検定には，多重比較の場合Williams 法による

post hoc test を，2 群比較の場合 Student’s t-test を用い，

p＜ 0.05 の場合を有意差ありと判断した。

3.　結　　　　　果

3.1.　 I 型およびⅢ型コラーゲンのプロペプチド切断
酵素mRNA発現量の加齢変化

　PDL＝29，44 および 65 の正常ヒト皮膚線維芽細胞に

おける，I 型コラーゲンのプロペプチド切断酵素である

BMP-1 および ADAMTS-14 mRNA発現量について検討

した結果を Fig.─2 に示す。BMP-1 および ADAMTS-14 

mRNA発現量は，PDL＝65 の細胞で有意に減少した。

　また，III 型コラーゲンのプロペプチド切断酵素である

meprin aおよびmeprin b mRNA発現量について検討した

結果を Fig.─3 に示す。meprin aおよびmeprin b mRNA

発現量は，PDL＝44 および 65 の細胞で有意に減少し，

加齢にともなう減少が I 型コラーゲンのプロペプチド切

断酵素よりも顕著であった。

3.2.　meprin aタンパク質量の加齢変化
　PDL＝26 および 52 の正常ヒト皮膚線維芽細胞におけ

る，meprin aタンパク質量について検討した結果を

Fig.─4 に示す。PDL＝26 の細胞と比較して，PDL＝52

の細胞ではmeprin aタンパク質量が有意に減少した。

3.3.　meprin aタンパク質の免疫組織染色
　PDL＝26 および 52 の正常ヒト皮膚線維芽細胞におけ

る，meprin aタンパク質の免疫組織染色像を Fig.─5 に

Fig.─2　 Age-related change of type I collagen propep-
tide cleavage enzyme mRNA levels.

　  Human dermal fibroblasts were repeatedly-sub-
cultured and the cells of PDL＝29, 44 and 65 
were obtained. BMP-1 and ADAMTS-14, type I 
collagen propeptide cleavage enzyme, mRNA 
levels were quantitated by real-time RT-PCR, 
normalized to mRNA level of the housekeeping 
gene, b-actin, and represented as percentage to 
PDL＝29. Each value was expressed as mean±
S.D., n＝3. ＊＊ : p＜0.01.
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示す。PDL＝26 の細胞と比較して，PDL＝52 の細胞で

は染色性の低下が認められた。

3.4.　 meprin a mRNA発現に及ぼすスクシニルブ

リオノール酸 2 K の影響
　PDL＝44 の正常ヒト皮膚線維芽細胞における，meprin 

a mRNA発現に及ぼすスクシニルブリオノール酸 2 K

の影響について検討した結果を Fig.─6 に示す。スクシ

ニルブリオノール酸 2 K 添加群では無添加群に対し，

meprin a mRNA発現量の有意な増加が認められた。

4.　考　　　　　察

　真皮のコラーゲン線維は，主に I型コラーゲンと III 型

コラーゲンにより構成されている。I 型コラーゲンは皮

膚や骨に最も豊富に存在するコラーゲンであり，強靭性

や弾力性をもたせたり，組織の構造を支えたりする働き

がある。I 型コラーゲンは，a1 鎖（I 型）2本と a2 鎖（I 型）

1本の 3本鎖がらせん構造を形成することで構成され

る。一方，III 型コラーゲンは細い線維からなり，しな

Fig.─3　 Age-related change of type III collagen propep-
tide cleavage enzyme mRNA levels.

　  Human dermal fibroblasts were repeatedly-sub-
cultured and the cells of PDL＝29, 44 and 65 
were obtained. Meprin a and meprin b, type III 
collagen propeptide cleavage enzyme, mRNA 
levels were quantitated by real-time RT-PCR, 
normalized to mRNA level of the housekeeping 
gene, b-actin, and represented as percentage to 
PDL＝29. Each value was expressed as mean±
S.D., n＝3. ＊＊ : p＜0.01.

Fig.─4　Age-related change of meprin a protein level.
　  Human dermal fibroblasts were repeatedly-sub-

cultured and the cells of PDL＝26 and 52 were 
obtained. Meprin a protein level was determined 
by western blotting and represented as percent-
age to PDL＝26. Each value was expressed as 
mean±S.D., n＝4.＊＊＊ : p＜0.001.

Fig.─5　 Typical immunohistochemical staining images of meprin a in 
PDL＝26 and 52 human dermal fibroblasts.



粧　 技　 誌　第 47 巻　第 4号　2013

282

やかさや柔軟性をもたらしている。III 型コラーゲンは，

a1 鎖（III 型）の 3本鎖がらせん構造を形成することで構

成される。

　健常人の皮膚では，I 型コラーゲンが 80～85％，III

型コラーゲンが 10～15％の割合から成るといわれてい

るが，加齢とともに III 型コラーゲン／ I 型コラーゲンの

比率が減少し，柔らかさの低下や硬さの上昇といった皮

膚の物性変化に影響を及ぼすことが知られている 7）, 8）。

そこで，加齢とともに III 型コラーゲン／ I 型コラーゲン

の比率が減少する原因について検討した。正常ヒト皮膚

線維芽細胞は有限の分裂能を有しており，PDLの増加

にともなって老化することが知られている 6），9）～11）。今

回，PDLの増加にともない，ヒトの皮膚組織での老化

ともよく相関する老化マーカーである b-galactosidase の

発現がみられ 6），また，PDL＝70 で分裂能の喪失がみら

れたことから，PDLの異なる正常ヒト皮膚線維芽細胞

を用いた系は加齢モデルとして妥当であると考える。ま

ず，I型および III 型プロコラーゲンのmRNA発現量の

変化について検討したところ，両者とも加齢とともに

減少したが，その程度に明らかな差はみられなかった

（data not shown）。したがって，III 型コラーゲン／ I 型コ

ラーゲンの比率の低下原因は，その発現量変化以外のと

ころにあるのではないかと推察した。

　I 型および III 型プロコラーゲンのmRNA発現量の加

齢変化に顕著な差が認められなかったことから，次に，

I 型および III 型コラーゲンのプロペプチド切断酵素に

着目した。I 型コラーゲンのプロペプチド切断酵素とし

てBMP-1 および ADAMTS-14，III 型コラーゲンのプロ

ペプチド切断酵素としてmeprin aおよびmeprin bの加

齢変化について検討した。meprin はアスタチンファミ

リーに属するマトリックスメタロプロテアーゼの一種で

あり，腸管や腎臓の上皮細胞，白血球などで発現が確認

されている 12）。最近，皮膚において，keratinocyte や fi-

broblast で meprin の発現が確認された 13）, 14）。meprin は

aと bの subunit が存在し，タンパク質構造や III 型プロ

コラーゲンの切断箇所など，互いに異なる性質をも

つ 12），15）～18）。また，meprin aとmeprin bはジスルフィド

結合によりホモオリゴマーあるいはヘテロオリゴマーを

形成する 12），13），15），19）。meprin A は meprin a同士のホモオ

リゴマーあるいはmeprin aとmeprin bのヘテロオリゴ

マー，meprin B は meprin b同士のホモオリゴマーから

構成されている。meprin aとmeprin bの subunit は，各々

約 80 kDa である。多量のmeprin a同士のホモオリゴ

マーからなるmeprin A オリゴマーは，ring，circle，spi-

ral および tube-like などの多くの巨大な構造をとる分泌

型タンパク質である。一方，meprin aとmeprin bのヘ

テロオリゴマーからなるmeprin A およびmeprin b同士

のホモオリゴマーからなるmeprin B は，二量体もしく

は四量体の構造をとる膜結合型タンパク質である。

BMP-1（bone morphogenetic protein-1）はTGF-bファミリー

に属するタンパク質であり，骨や軟骨形成に関与して

いるだけでなく，I 型プロコラーゲンの C末端を切断

する働きもあることが見出された 20）。また，ADAMTS

（a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin-

like motifs）はペプチダーゼの一種であり，いくつかの

タイプが存在するが，ADAMTS-2，3 および 14 は I 型

プロコラーゲンのN末端を切断する酵素であることが

知られている 21）。meprin a，meprin b，BMP-1 および

ADAMTS-14 mRNA発現量を調べたところ，meprin a

およびmeprin b  mRNA発現量はBMP-1およびADAMTS-

14 mRNA発現量よりも，加齢とともに顕著に減少した。

また，正常皮膚において優位であることが知られている

meprin aについて 14），タンパク質レベルでの加齢変化

についても検討したところ，meprin aタンパク質量も加

齢とともに減少した。以上から，加齢とともに III 型コ

ラーゲンのプロペプチド切断酵素が顕著に減少し，コ

ラーゲン線維に組み込まれる III 型コラーゲンの割合が

低下するために，皮膚のしなやかさや柔軟性が失われる

Fig.─6　 Effect of dipotassium bryonolyl succinate on 
meprin a mRNA expression in human dermal 
fibroblasts.

　  Human dermal fibroblasts（PDL＝44） were ex-
posed to 0.16 mM dipotassium bryonolyl succi-
nate for 6 h. Meprin a mRNA level was quanti-
tated by real-time RT-PCR, normalized to 
mRNA level of the housekeeping gene, b-actin, 
and represented as percentage to 0 mM. Each 
value was expressed as mean±S.D., n＝3. ＊: p
＜0.05.
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加齢にともなう III 型コラーゲン／ I 型コラーゲンの比率の減少メカニズム

と推察された。

　スクシニルブリオノール酸 2 K はブリオノール酸，コ

ハク酸およびカリウムから成る化合物である。ブリオ

ノール酸自体は水に対する溶解性が低いため，スクシニ

ルブリオノール酸 2 K にして溶解性を高めた。middle 

passage の細胞において，meprin a mRNA発現に及ぼす

効果について検討したところ，スクシニルブリオノール

酸 2 K は meprin a mRNA発現量を増加させた。以上か

ら，スクシニルブリオノール酸 2 K は meprin を増加さ

せ，III 型プロコラーゲンから III 型コラーゲンへの変換

を促進させる。そして，コラーゲン線維に組み込まれる

III 型コラーゲンの割合を増加させることにより，皮膚

老化を予防・改善する作用を有することが推察された。

5.　結　　　　　論

　加齢とともに真皮コラーゲン線維中の III 型コラーゲン／

I 型コラーゲンの比率が減少し，皮膚のしなやかさや柔

軟性が失われる。このメカニズムについて検討したとこ

ろ，III 型コラーゲンのプロペプチド切断酵素が I 型コ

ラーゲンのそれよりも加齢とともに顕著に減少すること

が明らかとなった。すなわち，III 型コラーゲンのプロ

ペプチド切断酵素の減少が，コラーゲン線維中の III 型

コラーゲン／ I 型コラーゲンの比率を低下させる一因で

あると考えられた。また，スクシニルブリオノール酸 2 

K に III 型コラーゲンのプロペプチド切断酵素である

meprin を増加させる効果が認められたことから，加齢

によるmeprin の減少を防ぐことで III 型コラーゲン／ I

型コラーゲンの比率の減少を抑制し，真皮の物性変化を

改善できることが示唆された。
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The Reduction Mechanism of the Type III／I Collagen Ratio with Aging: 
Age-related Change in Meprin, a Type III Collagen Propeptide 

Cleavage Enzyme＊
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Hiroshi Tanaka, Youichi Yashiro, Satoru Nakata
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　Collagen fibers in the dermis consist of type I and type III collagen, and the ratio of type III／ I 
collagen decreases with aging. This is thought to affect the physical properties of the dermis. 
Collagen molecules are synthesized and secreted as pro-collagen by dermal fibroblasts. Then 
their N- and C-propeptides are cleaved by enzymes. Consequently, collagen molecules are 
engaged with each other and form collagen fibers. To elucidate the reduction mechanism of the 
type III／ I collagen ratio in collagen fibers with aging, we investigated the age-related change in 
type I and type III collagen propeptide cleavage enzymes. Moreover, we examined the effect of 
dipotassium bryonolyl succinate on meprin, a type III collagen propeptide cleavage enzyme. As 
a result, mRNA expression of meprin reduced with aging more significantly than BMP-1 and 
ADAMTS-14, type I collagen propeptide cleavage enzymes. Meprin mRNA expression was 
increased by dipotassium bryonolyl succinate. On the basis of these results, it was concluded 
that the more significant decrease of type III collagen propeptide cleavage enzyme was a cause 
of the decrease in the type III／ I collagen ratio in collagen fibers. Since dipotassium bryonolyl 
succinate enhanced meprin mRNA level, it may prevent and improve age-related change in 
dermal physical properties to control the ratio of type III／ I collagen by preventing the reduction 
of meprin with aging.

　Key words : meprin, type III collagen, propeptide cleavage enzyme, dipotassium bryonolyl 
succinate, type I collagen, BMP-1, ADAMTS-14, pro-collagen, collagen fiber, aging


