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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】肌状態に関連する酵素活性を向上させ、肌状態
を改善する皮膚関連酵素活性化剤の提供。
【解決手段】酵母抽出物からなる皮膚外用剤で、該酵母
抽出物がヒートショックプロテイン及び／又はヒートシ
ョック因子を含有する皮膚外用剤。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
酵母抽出物からなる皮膚関連酵素活性化剤
【請求項２】
前記酵母抽出物がヒートショックプロテイン及び／又はヒートショック因子を含有するこ
とを特徴とする請求項１記載の皮膚関連酵素活性化剤
【請求項３】
請求項１又は２記載の皮膚関連酵素活性化剤を含有することを特徴とする皮膚外用剤
【請求項４】
化粧料であることを特徴とする請求項３記載の皮膚外用剤
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は肌状態を改善する効果を有する皮膚関連酵素活性化剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　皮膚の角層中には、様々な酵素が存在し、これらの酵素は皮膚の状態と関連することが
報告がされている。例えば、特許文献１では、角層中のトリプシン様酵素活性とキモトリ
プシン様酵素活性が、肌荒れと関係を有することが示唆されている。
　その他、角層形成、ＮＭＦ産生に関与する酵素として、カスパーゼ－１４（例えば、非
特許文献１、２参照）、過酸化水素の分解に関わり老化に伴い減少する酵素としてカタラ
ーゼ（例えば、非特許文献２、３参照）、エネルギー産生に関わる酵素としてＮＡＤＨデ
ヒドロゲナーゼ（例えば、非特許文献４参照）、角層細胞の皮膚における接着に関わり、
角層剥離に関与する酵素としてカリクレイン－５（例えば、非特許文献５参照）が知られ
ている。
【０００３】
　一方、ヒートショックプロテインは、細胞が熱や紫外線等のストレスにさらされた時に
発現し、細胞を保護するタンパク質の一群であり、その分子量によりそれぞれの分子の名
前がつけられており、例えばＨＳＰ６０、７０、９０はそれぞれ分子量６０、７０、９０
kDaのタンパク質を指す。ヒートショックプロテインに関しては、ヒートショックプロテ
インおよびヒートショックプロテイン因子を産生させる酵母抽出液を含む皮膚外用剤によ
り、紫外線、熱などの外的刺激から皮膚を保護し、損傷を受けた皮膚を修復し、改善する
ことが報告されている（例えば、特許文献２参照）。しかしながら、保湿作用、肌老化、
肌荒れに効果があるとの記述があるが、保湿性やサンバーンセルの障害の改善のみが記載
されており、具体的にしわ、肌荒れを改善したデータはない。化粧料等の皮膚外用剤で求
められる効果としては、肌の凹凸や毛穴等の肌の表面の改善、老化や外部からの物理的刺
激によるダメージによるしわ等の真皮組織の変性の改善、予防があり、このような具体的
な肌状態を改善する効果を達成するための技術が求められていた。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特開平８－６８７９１号公報
【特許文献２】特開２００４－３３１６０２号公報
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】NatureCell Biology 2007(6) p666-674
【非特許文献２】機能性化粧品素材開発のための実験プロトコール集（シーエムシー出版
）
【非特許文献３】Experimental Gerontology 2007(42) p924-929
【非特許文献４】J Cosmet Dermatol.2012 (11)No.1 p3-8
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【非特許文献５】Biol.Chem.2008（389）No.6p669-680
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、このような状況下なされたものであり、肌状態に関連する酵素活性を向上さ
せる皮膚関連酵素活性化剤を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者らは、肌状態に関連する酵素活性を向上させる皮膚関連酵素活性化剤を提供す
べく研究を進め、意外にも、酵母抽出物が紫外線等による酵素の変性を抑制、修復し、酵
素活性の低下を改善し、角層中の酵素の活性を向上させ、肌状態を改善することを見出し
、本発明を完成させた。すなわち、本発明は以下に示すとおりである。
＜１＞酵母抽出物からなる皮膚関連酵素活性化剤
＜２＞前記酵母抽出物がヒートショックプロテイン及び／又はヒートショック因子を含有
することを特徴とする＜１＞記載の皮膚関連酵素活性化剤
＜３＞＜１＞又は＜２＞記載の皮膚関連酵素活性化剤を含有することを特徴とする皮膚外
用剤
＜４＞化粧料であることを特徴とする＜３＞記載の皮膚外用剤
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】カリクレイン－５活性と肌の明るさの関係を示すグラフである。
【図２】カリクレイン－５活性と毛穴スコアの関係を示すグラフである。
【図３】カリクレイン－５活性としわの数の関係を示すグラフである。
【図４】カリクレイン－５活性と肌の凹凸の関係を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
　以下、本発明の皮膚関連酵素活性化剤について説明する。
【００１０】
（１）本発明の皮膚関連酵素活性化剤である酵母抽出物
　本発明の皮膚関連酵素活性化剤は、その必須成分として酵母抽出物を含有する。このよ
うな酵母抽出物としては、角層中の酵素の活性を向上するもので皮膚外用剤に使用できる
ものであれば特段限定されないが、具体的にはヒートショックプロテイン及び/又はヒ－
トショック因子を含有する酵母抽出物を用いることができる。ヒートショックプロテイン
及び/又はヒ－トショック因子を含有する酵母抽出物は、42～44℃にて10～40分間熱スト
レスを与え培養し、その後、培養液を遠心分離し、沈殿物を粉砕後、極性溶媒にて抽出し
た抽出物を用いることが出来る。前記極性溶媒としては、水、１，３ブチレングリコール
、グリセリン、ポリプロピレングリコ－ルなどが例示できる。
抽出物を乾燥し粉末にしたもの、及び抽出物、乾燥物等をカラムや溶液間の分配により精
製し、有効成分を高めたもの等を酵母抽出物として用いることもできる。
【００１１】
皮膚関連酵素としては、カリクレイン－５、カスパーゼ１４、カタラーゼ、及びＮＡＤＨ
デヒドロゲナーゼ、ヒスチジンアンモニアリアーゼ、トランスグルタミナーゼが例示でき
、より好ましくはカリクレイン－５、カスパーゼ１４、カタラーゼ、及びＮＡＤＨデヒド
ロゲナーゼが例示できる。
酵素活性の測定は、例えば、市販の粘着テープ等にて採取された角層細胞から酵素をバッ
ファーにて抽出し、得られた酵素液の酵素活性の変化量を常法に従い測定する方法が挙げ
られる。角層採取部位は特に限定されない。
前記酵素からなる群から選択される少なくとも１種の酵素活性が向上した場合、肌状態が
改善したと判断できる。
【００１２】
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（２）本発明の皮膚外用剤
　本発明の皮膚外用剤は、皮膚関連酵素活性化剤を含有する。本発明の皮膚関連酵素活性
化剤は、皮膚外用剤全量に対し、０．０００１質量％～１０質量％、より好ましくは、０
．００１質量％～５質量％、さらに好ましくは、０．０１５質量％～３質量％含有するこ
とが好ましい。これは、下限未満では本発明の皮膚関連酵素活性化剤が有する肌状態の改
善効果が発揮されず、上限を超えると効果が頭打ちになり、安定性等の問題が生じ、皮膚
関連酵素活性化剤を含有した皮膚外用剤として使用する場合、自由度を損なう場合が存す
るためである。
本発明の皮膚外用剤の使用前後で、酵素活性がどのように変化するかを測定することで、
酵素活性が向上するか否かの判断は行うことができる。
【００１３】
さらに、本発明の皮膚外用剤にはその効果を損なわない範囲において、通常皮膚外用剤で
用いられる、任意成分を含有することができる。かかる任意成分としては、例えば、ポリ
エチレングリコール等の多価アルコール類、ピロリドンカルボン酸ナトリウム、乳酸、乳
酸ナトリウム等の保湿成分類、グアガム、クインスシード、カラギーナン、ガラクタン、
アラビアガム、ペクチン、マンナン、デンプン、キサンタンガム、カードラン、メチルセ
ルロース、ヒドロキシエチルセルロース、カルボキシメチルセルロース、メチルヒドロキ
シプロピルセルロース、コンドロイチン硫酸、デルマタン硫酸、グリコーゲン、ヘパラン
硫酸、ヒアルロン酸、ヒアルロン酸ナトリウム、トラガントガム、ケラタン硫酸、コンド
ロイチン、ムコイチン硫酸、ヒドロキシエチルグアガム、カルボキシメチルグアガム、デ
キストラン、ケラト硫酸，ローカストビーンガム，サクシノグルカン，カロニン酸，キチ
ン，キトサン、カルボキシメチルキチン、寒天、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロ
リドン、カルボキシビニルポリマー、ポリアクリル酸ナトリウム、ポリエチレングリコー
ル、ベントナイト等の増粘剤、１，３ブタンジオール、グリセリン、ジグリセリン等の本
発明のアルカンジオール以外の多価アルコール、表面処理されていても良い、マイカ、タ
ルク、カオリン、合成雲母、炭酸カルシウム、炭酸マグネシウム、無水ケイ酸（シリカ）
、酸化アルミニウム、硫酸バリウム等の粉体類、表面処理されていても良い、酸化コバル
ト、群青、紺青、酸化亜鉛の無機顔料類、表面処理されていても良い、酸化鉄二酸化チタ
ン焼結体等の複合顔料、表面処理されていても良い、平均一次粒径が１００μｍ以下の微
粒子二酸化チタン、微粒子酸化亜鉛、表面処理されていても良い、雲母チタン、魚燐箔、
オキシ塩化ビスマス等のパール剤類、レーキ化されていても良い赤色２０２号、赤色２２
８号、赤色２２６号、黄色４号、青色４０４号、黄色５号、赤色５０５号、赤色２３０号
、赤色２２３号、橙色２０１号、赤色２１３号、黄色２０４号、黄色２０３号、青色１号
、緑色２０１号、紫色２０１号、赤色２０４号等の有機色素類、ポリエチレン末、ポリメ
タクリル酸メチル、ナイロン粉末、オルガノポリシロキサンエラストマー等の有機粉体類
、エタノール、イソプロパノール等の低級アルコール類、アスコルビン酸、アスコルビン
酸誘導体等の水溶性ビタミン等が例示される。
【実施例】
【００１４】
＜実施例１＞
（本発明の皮膚関連酵素活性化剤）
熱ストレス条件下（44℃）にて40分間熱ストレスを与え、ヒートショックプロテイン及び
ヒートショック因子を増加させ、その後、培養液を遠心分離し、沈殿物を粉砕後、水にて
抽出した酵母抽出物１を調製した。同様に熱ストレス処理を行わず同様の過程で調製した
酵母抽出物２を調製した。
【００１５】
＜実施例２＞
表１に示す処方にしたがって本発明の皮膚外用剤を調製した。
表１の成分（イ）を攪拌しながら６０℃に加熱した。これに成分（ロ）を常温にて攪拌混
合したものを添加し、次に（ハ）を加え攪拌し続け均一溶液とした。次に、成分（ホ）を



(5) JP 2015-101541 A 2015.6.4

10

20

30

40

50

加え攪拌混合し、均一となるまで攪拌を続け本発明の皮膚外用剤を得た。なお表中成分（
イ）～（ホ）における数字は質量％を表す。
【００１６】
【表１】

以下に試験例を挙げて本発明について詳細に説明する。
【試験例】
【００１７】
＜試験例１＞
（角層中酵素の抽出）
　健常人１名について、顔部をダブル洗顔した後（メーク落とし・洗顔）、テープストリ
ッピング法により、顔部の角層細胞を採取した。
　採取した角層は酵素抽出液（０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）＋０．１４Ｍ
　ＮａＣｌ＋０．１％Ｔｗｅｅｎ２０）にてホモジナイズし、１５０００ｒｐｍで遠心し
た上清を酵素液とした。
　酵素活性の算出に必要な蛋白濃度は、前記酵素液を、ＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙＫｉｔ
（同仁化学）を用い測定した。
　本試験においては、角層中の酵素として、カリクレイン－５、カスパーゼ－１４、カタ
ラーゼ、及びＮＡＤＨデヒドロゲナーゼを選択し、各酵素の酵素活性を以下のように測定
した。
【００１８】
（角層中酵素活性の測定）
　カリクレイン－５は、以下の方法にて測定した。すなわち、MCA基質（Ｂｏｃ－Ｖａｌ
－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－ＭＣＡ、同仁化学）（０．２ｍＭ）２０μＬ、アッセイバッファー（
５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．５）＋６０ｍＭ　
ＮａＣｌ＋０．０１％Ｃｈａｐｓ＋５ｍＭ　ＥＤＴＡ＋２ｍＭ　ＤＴＴ＋１．５ｍＭクエ
ン酸ナトリウム）１３０μＬ、酵素抽出液（酵素を含まない）３０μＬを小試験管中で１
０分間３７℃においてインキュベートしブランクとし、同様に、ＭＣＡ基質（０．２ｍＭ
）２０μＬ、アッセイバッファー（５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．５）＋６０ｍＭ　Ｎ
ａＣｌ＋０．０１％Ｃｈａｐｓ＋５ｍＭ　ＥＤＴＡ＋２ｍＭ　ＤＴＴ＋１．５ｍＭクエン
酸ナトリウム）１３０μＬ中に酵素液３０μＬを加え小試験管中で１０分間３７℃におい
てインキュベートし、サンプルとした。



(6) JP 2015-101541 A 2015.6.4

10

20

30

40

　ブランク、サンプルともに０．１Ｍモノクロロ酢酸ナトリウム溶液（ｐＨ４．３）で反
応を停止し、蛍光強度（ＥＸ３７０ｎｍ、ＥＭ４６０ｎｍ）を測定し、酵素活性を算出し
た。
【００１９】
　カスパーゼ－１４は、以下の方法にて測定した。すなわち、ＭＣＡ基質（０．２ｍＭ）
２０μＬ、アッセイバッファー（５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．５）＋６０ｍＭ　Ｎａ
Ｃｌ＋０．０１％Ｃｈａｐｓ＋５ｍＭ　ＥＤＴＡ＋２ｍＭ　ＤＴＴ＋１．５ｍＭクエン酸
ナトリウム）１６０μＬを小試験管中で１０分間３７℃においてインキュベートしブラン
クとし、同様に、ＭＣＡ基質（０．２ｍＭ）２０μＬ、アッセイバッファー（５０ｍＭ　
ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．５）＋６０ｍＭ　ＮａＣｌ＋０．０1％Ｃｈａｐｓ＋５ｍＭ　ＥＤ
ＴＡ＋２ｍＭ　ＤＴＴ＋１．５ｍＭクエン酸ナトリウム）１６０μＬ中に酵素液３０μＬ
を加え、小試験管中で１０分間３７℃においてインキュベートし、サンプルとした。
　ブランク、サンプルともに０．１Ｍモノクロロ酢酸ナトリウム溶液（ｐＨ４．３）で反
応を停止し、蛍光強度（ＥＸ３７０ｎｍ、ＥＭ４６０ｎｍ）で測定し、酵素活性を算出し
た。
【００２０】
　カタラーゼは、以下の方法にて測定した。すなわち、試験管に５０ｍＭリン酸カリウム
緩衝液（ｐＨ７．２）３００μＬに０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）＋０．１
４Ｍ　ＮａＣｌ＋０．１％Ｔｗｅｅｎ２０の３００μＬを混合しブランクとした。同様に
、リン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．２）３００μＬ中に酵素液３００μＬを混合し、サン
プルとした。試験管内で調整した上記の各試料液に対し、３１ｍＭ過酸化水素水３００μ
Ｌを加え２５℃で反応させた後、０～４分間の過酸化水素に由来する２４０ｎｍの吸光度
の減少を追跡し、１分間あたりの吸光度の減少量を算出した。２４０ｎｍにおける過酸化
水素の分子吸光度係数（１μｍｏｌ／ｍＬ＝０．０３６）により酵素活性
（μｍｏｌ／ｍｉｎ／ｇ）を求めた。
【００２１】
　ＮＡＤＨデヒドロゲナーゼは以下の方法にて測定した。すなわち、基質であるＮＡＤＨ
　０．２ｍＭを含む２０ｍＭトリス塩酸緩衝液（ｐＨ７．５）２．８ｍＬを２５℃で５分
間予備加温後、１．２ｍＭの２，６－ジクロロフェノールインドフェノール(ＤＣＩＰ)水
溶液を０．１ｍＬ添加し、次いで、予め、酵素希釈液（２００ｍＭトリス塩酸緩衝液（ｐ
Ｈ７．５））で希釈した酵素液０．１ｍＬを加え、反応を開始し、２５℃で２０秒毎に６
００ｎｍの吸光度の減少を４分間測定した。
　盲検として上記において、ＮＡＤＨデヒドロゲナーゼ溶液０．１ｍＬの代わりに酵素希
釈液０．１ｍＬを加え、上記同様に操作を行って反応を開始し、２５℃で２０秒毎に６０
０ｎｍの吸光度の減少を４分間測定する吸光度を測定した。
【００２２】
前記酵素液の酵素にダメージを与えるため、紫外線（ＵＶＢ）を１００ｍＪ／ｃｍ&sup2;
となるように照射したのち、実施例の酵母抽出物１または酵母抽出物２を表２の濃度(w/v
)となるように添加し、3時間後のカリクレイン－５、カスパーゼ－１４、カタラーゼ、及
びＮＡＤＨデヒドロゲナーゼの酵素活性を測定した。コントロールを100％としたときの
各サンプルの酵素活性を算出し％で表示した。また、紫外線を照射しない場合の各酵素の
活性はコントロールに対し170～180％であった。
【００２３】
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【表２】

【００２４】
表３の結果より、酵母抽出物を添加したサンプル１及び２では、コントロールに比べ、紫
外線ダメージによる酵素の活性低下が抑制された。更に、熱ストレス処理を行ったサンプ
ル１はヒートショックプロテイン及びヒートショック因子を増加したものであり、これら
の増加により紫外線による酵素の変性を顕著に抑制、修復し、酵素活性の低下を改善した
と考えられる。
【００２５】
【表３】

【００２６】
＜試験例２＞
（酵素と肌状態の関連性）
　皮膚関連酵素であるカリクレイン－５の酵素と肌状態の関連性を把握するため、前記の
ように、６０名の健常者の顔部の角層細胞を採取し、酵素活性を測定し、酵素活性の高さ
から低中高群を設定し、低い群、高い群で肌の明るさ、毛穴の目立ち、しわ、及び肌の凹
凸（ムラ）に差が認められるか観察した。
　肌の明るさは、洗顔後（メーク落とし・洗顔）、室温２２±２ ℃、湿度５０±５％の
条件下にて安静にし、右の頬下部を分光測色計ＣＭ－２６００ｄ（コニカミノルタオプテ
ィクス株式会社）にてＬ＊値を測定し、５回測定を行い、平均値を求めた。
　毛穴の目立ち、しわ、及び肌の凹凸は、前記と同様に洗顔を行い、前記条件下で安静に
した後、顔　正面および左右斜めの３部位について、ＶＩＳＩＡ
Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ（Ｃａｎｆｉｅｌｄ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｌｔｄ．）を用いて、
毛穴スコア、凹凸及びシワの個数を測定した。
【００２７】
　図１～４に酵素活性が低い群、高い群における、肌の明るさ（Ｌ＊値）、毛穴の目立ち
（毛穴スコア）、しわの数、及び肌の凹凸（ムラ）の結果を示す。酵素活性が高い群は低
い群に比べ、肌が明るく、毛穴スコアが低く毛穴が目立ちにくく、しわの数が少なく、凹
凸が少ないことが観察された。従って、酵素活性の向上が肌状態の改善に繋がることが判
った。また、カスパーゼ－１４、カタラーゼ、及びＮＡＤＨデヒドロゲナーゼにおいても
同様に、酵素活性の向上が、肌状態の改善に繋がることが確認された。
【産業上の利用可能性】
【００２８】
　肌状態を改善する効果を有する皮膚関連酵素活性化剤を提供することができる。
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