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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルまたはその塩を含有する、トロポエラスチン発
現促進剤であって、コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルが、下記化学式（２）で示さ
れるＮ－アセチルコンドロシンの化学修飾体のグルクロン酸残基の２位の水酸基、ならび
にＮ－アセチルガラクトサミン残基の４位および６位の水酸基に硫酸基がエステル結合し
たものである、トロポエラスチン発現促進剤。
【化１】

【請求項２】
　皮膚線維芽細胞のトロポエラスチンの発現を促進する、請求項１に記載のトロポエラス
チン発現促進剤。
【請求項３】
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　皮膚の老化の防止または改善用である、請求項１または２に記載のトロポエラスチン発
現促進剤。
【請求項４】
　皮膚外用医薬品、皮膚外用医薬部外品または皮膚用化粧品である、請求項１～３のいず
れか１項に記載のトロポエラスチン発現促進剤。
【請求項５】
　コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルまたはその塩を含有する、エラスチン産生促進
剤であって、コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルが、下記化学式（２）で示されるＮ
－アセチルコンドロシンの化学修飾体のグルクロン酸残基の２位の水酸基、ならびにＮ－
アセチルガラクトサミン残基の４位および６位の水酸基に硫酸基がエステル結合したもの
である、エラスチン産生促進剤。
【化２】

【請求項６】
　皮膚真皮の細胞外マトリックスにおけるエラスチンの産生を促進する、請求項５に記載
のエラスチン産生促進剤。
【請求項７】
　皮膚の老化の防止または改善用である、請求項５または６に記載のエラスチン産生促進
剤。
【請求項８】
　皮膚外用医薬品、皮膚外用医薬部外品または皮膚用化粧品である、請求項５～７のいず
れか１項に記載のエラスチン産生促進剤。
【請求項９】
　培養細胞にコンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルまたはその塩を作用させることによ
る、トロポエラスチンの発現の促進方法であって、コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステ
ルが、下記化学式（２）で示されるＮ－アセチルコンドロシンの化学修飾体のグルクロン
酸残基の２位の水酸基、ならびにＮ－アセチルガラクトサミン残基の４位および６位の水
酸基に硫酸基がエステル結合したものである、トロポエラスチンの発現の促進方法。
【化３】

【請求項１０】
　培養細胞が皮膚線維芽細胞の培養細胞である、請求項９に記載の促進方法。
【請求項１１】
　培養細胞にコンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルまたはその塩を作用させ、トロポエ
ラスチンの発現を促進することによる、エラスチン産生の促進方法であって、コンドロイ
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チン二糖のトリ硫酸エステルが、下記化学式（２）で示されるＮ－アセチルコンドロシン
の化学修飾体のグルクロン酸残基の２位の水酸基、ならびにＮ－アセチルガラクトサミン
残基の４位および６位の水酸基に硫酸基がエステル結合したものである、エラスチン産生
の促進方法。
【化４】

【請求項１２】
　培養細胞が皮膚線維芽細胞の培養細胞である、請求項１１に記載の促進方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞、特に皮膚線維芽細胞におけるトロポエラスチンの発現を促進し、ひい
てはエラスチンの産生を促進する、トロポエラスチン発現促進剤およびエラスチン産生促
進剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　加齢や紫外線等による皮膚の老化には、皮膚真皮の細胞外マトリックス成分の減少や変
性が関与することが知られている。
　主な細胞外マトリックス成分としては、コラーゲン、エラスチン、フィブロネクチン、
ラミニン等の線維状タンパク質、およびヒアルロン酸等のムコ多糖類が知られている。
【０００３】
　上記細胞外マトリックス成分のうち、コラーゲンまたはヒアルロン酸に対し、軟骨や関
節の滑液に含まれるムコ多糖類であるコンドロイチン硫酸が産生促進作用を有することが
知られ、コンドロイチン硫酸を有効成分として含有するコラーゲン産生促進剤、およびヒ
アルロン酸産生促進剤が開示されている（特許文献１、２）。
　一方、同じ皮膚真皮の細胞外マトリックス成分であるエラスチンに対しては、ラット新
生児の肺線維芽細胞において、不溶性エラスチンの沈着が減少すること、ケロイド線維芽
細胞において、コンドロイチン硫酸により、細胞外マトリックスへのエラスチンの蓄積が
減少することが報告されている（非特許文献１、２）。
【０００４】
　エラスチンは、細胞外マトリックスを構成する弾性線維の主成分であり、組織に弾力性
および柔軟性を付加する。特に、皮膚真皮においては、皮膚に弾力性を与え、皮膚のはり
を保持する機能を有する。加齢によるエラスチン線維の減少は、皮膚のたるみやしわとい
った老化症状の大きな要因となるといわれている。また、紫外線による光老化では、真皮
網状層のエラスチン線維が変性沈着して、弾力性がなく硬化したしわの多い光老化皮膚の
原因となるといわれている。
【０００５】
　皮膚の老化の進行に伴う上記のようなエラスチンの減少や変性を防止すべく、エラスチ
ンを分解する酵素であるエラスターゼの活性を阻害し、また、エラスターゼの産生を抑制
する物質のスクリーニングが行われてきた。また、細胞外マトリックスにおけるエラスチ
ンの生成を促進する物質の探求も行われている。
【０００６】
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　しかしながら、エラスターゼ活性阻害作用またはエラスターゼ産生抑制作用、あるいは
エラスチンの産生促進作用を有する成分は、多くが植物抽出物等の天然由来成分に求めら
れており、その有効性、安定性、経皮吸収性等の観点から、十分満足できるものが得られ
ているとは言い難い。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特開２０１２－０３１１２２号公報
【特許文献２】特開２０１２－０３１１２３号公報
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Archives Biochemistry and Biophysics, Vol. 302, No. 2, pp. 322-3
31, 1993
【非特許文献２】Biochemical and Biophysical Research Communications, Vol. 390, p
p. 1221-1228, 2009
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明は、細胞外マトリックスにおけるエラスチンの産生を促進するため、エラスチン
の前駆体であるトロポエラスチンの発現を促進し、ひいてはエラスチンの産生を促進し得
るトロポエラスチン発現促進剤およびエラスチン産生促進剤を提供することを目的とする
。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者は、上記課題を解決すべく鋭意検討した結果、コンドロイチン二糖、すなわち
コンドロイチンの構成単位であるグルクロン酸とＮ－アセチルガラクトサミンよりなる二
糖、のトリ硫酸エステルまたはその塩が、トロポエラスチンの発現を促進することで細胞
外マトリックスにおけるエラスチンの産生を促進することを見出し、本発明を完成するに
至った。
【００１１】
　すなわち、本発明は、次の［１］～［２１］に関する。
［１］コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルまたはその塩を含有する、トロポエラスチ
ン発現促進剤。
［２］コンドロイチン二糖が、下記式（１）で示されるＮ－アセチルコンドロシンまたは
下記式（２）で示されるＮ－アセチルコンドロシンの化学修飾体である、上記［１］に記
載のトロポエラスチン発現促進剤。
【００１２】
【化１】

【００１３】
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【化２】

【００１４】
［３］コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルが、コンドロイチン二糖のグルクロン酸残
基の２位の水酸基、ならびにＮ－アセチルガラクトサミン残基の４位および６位の水酸基
に硫酸基がエステル結合したものである、上記［１］または［２］に記載のトロポエラス
チン発現促進剤。
［４］皮膚線維芽細胞のトロポエラスチンの発現を促進する、上記［１］～［３］のいず
れかに記載のトロポエラスチン発現促進剤。
［５］皮膚の老化の防止または改善用である、上記［１］～［４］のいずれかに記載のト
ロポエラスチン発現促進剤。
［６］皮膚外用医薬品、皮膚外用医薬部外品または皮膚用化粧品である、上記［１］～［
５］のいずれかに記載のトロポエラスチン発現促進剤。
［７］コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルまたはその塩を含有する、エラスチン産生
促進剤。
［８］コンドロイチン二糖が、下記式（１）で示されるＮ－アセチルコンドロシンまたは
下記式（２）で示されるＮ－アセチルコンドロシンの化学修飾体である、上記［７］に記
載のエラスチン産生促進剤。
【００１５】
【化３】

【００１６】
【化４】

【００１７】
［９］コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルが、コンドロイチン二糖のグルクロン酸残
基の２位の水酸基、ならびにＮ－アセチルガラクトサミン残基の４位および６位の水酸基
に硫酸基がエステル結合したものである、上記［７］または［８］に記載のエラスチン産
生促進剤。
［１０］皮膚真皮の細胞外マトリックスにおけるエラスチンの産生を促進する、上記［７
］～［９］のいずれかに記載のエラスチン産生促進剤。
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［１１］皮膚の老化の防止または改善用である、上記［７］～［１０］のいずれかに記載
のエラスチン産生促進剤。
［１２］皮膚外用医薬品、皮膚外用医薬部外品または皮膚用化粧品である、上記［７］～
［１１］のいずれかに記載のエラスチン産生促進剤。
［１３］細胞にコンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルまたはその塩を作用させることに
よる、トロポエラスチンの発現の促進方法。
［１４］コンドロイチン二糖が、下記式（１）で示されるＮ－アセチルコンドロシンまた
は下記式（２）で示されるＮ－アセチルコンドロシンの化学修飾体である、上記［１３］
に記載の促進方法。
【００１８】
【化５】

【００１９】
【化６】

【００２０】
［１５］コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルが、コンドロイチン二糖のグルクロン酸
残基の２位の水酸基、ならびにＮ－アセチルガラクトサミン残基の４位および６位の水酸
基に硫酸基がエステル結合したものである、上記［１３］または［１４］に記載の促進方
法。
［１６］細胞が皮膚線維芽細胞である、上記［１３］～［１５］のいずれかに記載の促進
方法。
［１７］細胞にコンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルまたはその塩を作用させ、トロポ
エラスチンの発現を促進することによる、エラスチン産生の促進方法。
［１８］コンドロイチン二糖が、下記式（１）で示されるＮ－アセチルコンドロシンまた
は下記式（２）で示されるＮ－アセチルコンドロシンの化学修飾体である、上記［１７］
に記載の促進方法。
【００２１】
【化７】
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【００２２】
【化８】

【００２３】
［１９］コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルが、コンドロイチン二糖のグルクロン酸
残基の２位の水酸基、ならびにＮ－アセチルガラクトサミン残基の４位および６位の水酸
基に硫酸基がエステル結合したものである、上記［１７］または［１８］に記載の促進方
法。
［２０］細胞が皮膚線維芽細胞である、上記［１７］～［１９］のいずれかに記載の促進
方法。
［２１］上記［１７］～［２０］のいずれかに記載の促進方法によって得られたエラスチ
ン。
【発明の効果】
【００２４】
　本発明に係るトロポエラスチン発現促進剤およびエラスチン産生促進剤は、トロポエラ
スチン遺伝子の発現を増加させて、エラスチンの前駆体であるトロポエラスチンタンパク
質の発現を増加させることができ、皮膚真皮の細胞外マトリックス等において、エラスチ
ン線維の産生を促進することができる。
　また、本発明のトロポエラスチン発現促進剤およびエラスチン産生促進剤は、経皮吸収
性に優れ、エラスチンの減少、変性による皮膚の老化を有効に防止し、または改善するこ
とができる。
　さらに、本発明のトロポエラスチン発現促進剤およびエラスチン産生促進剤は、皮膚線
維芽細胞等の細胞に作用させて、該細胞のトロポエラスチンの発現を促進してエラスチン
の産生を促進することができ、皮膚シートの生成等、再生医療分野においても有用である
。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルのナトリウム塩を２４時間作用させた後
のトロポエラスチン遺伝子発現について、他のコンドロイチン硫酸類と比較して示す図で
ある。
【図２】コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルのナトリウム塩を８時間または２４時間
作用させた後のトロポエラスチン遺伝子発現について、他のコンドロイチン硫酸類と比較
して示す図である。
【図３】コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルのナトリウム塩を２４時間作用させた後
のトロポエラスチン発現について、他のコンドロイチン硫酸類と比較して示す図である。
【図４】コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルのナトリウム塩を４８時間作用させた後
のトロポエラスチン発現を示す図である。
【図５】コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルのナトリウム塩を２４時間作用させた後
のエラスチン産生量を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　本発明のトロポエラスチン発現促進剤およびエラスチン産生促進剤は、コンドロイチン
二糖のトリ硫酸エステルまたはその塩を有効成分として含有する。
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【００２７】
　コンドロイチン二糖は、グルクロン酸とＮ－アセチルガラクトサミンがβ－１，３－結
合してなる二糖であり、コンドロイチンの構成単位である。
　本発明において、コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルを構成するコンドロイチン二
糖としては、下記式（１）で示されるＮ－アセチルコンドロシン［３－Ｏ－β－Ｄ－グル
コピラヌロノシル－２－（アセチルアミノ）－２－デオキシ－β－Ｄ－ガラクトピラノー
ス］、および下記式（２）で示されるＮ－アセチルコンドロシンの化学修飾体が挙げられ
る。下記式（２）で示されるＮ－アセチルコンドロシンの化学修飾体は、Ｎ－アセチルコ
ンドロシンのグルクロン酸残基の４位水酸基が水素に置換され、４位と５位の間の結合が
二重結合となった化合物である。
【００２８】
【化９】

【００２９】
【化１０】

【００３０】
　本発明においては、上記Ｎ－アセチルコンドロシンまたはその化学修飾体のトリ硫酸エ
ステルを好適に用いることができる。
【００３１】
　本発明のトロポエラスチン発現促進剤およびエラスチン産生促進剤に含有されるコンド
ロイチン二糖のトリ硫酸エステルとしては、コンドロイチン二糖のグルクロン酸残基の２
位の水酸基、ならびにＮ－アセチルガラクトサミン残基の４位および６位の水酸基に硫酸
基がエステル結合したものが好ましく用いられる。
　また、本発明においては、コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルの塩としては、薬学
的に許容される塩であれば、特に限定されることなく用いることができるが、ナトリウム
塩、カリウム塩等のアルカリ金属塩、マグネシウム塩等のアルカリ土類金属塩、アンモニ
ウム塩等が、好ましい塩として例示される。
【００３２】
　コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルは、コンドロイチナーゼＡＢＣ等、コンドロイ
チン硫酸分解酵素を用いて、種々のタイプのコンドロイチン硫酸を分解する方法等、自体
公知の方法によって製造することができるが、デキストラ　ラボラトリーズ（ＤＥＸＴＲ
Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＥＳ）社等より提供されている市販の製品を用いることが便利
である。
【００３３】
　本発明のトロポエラスチン発現促進剤およびエラスチン産生促進剤には、上記したコン
ドロイチン二糖のトリ硫酸エステル、およびその塩からなる群より１種を選択し、単独で
含有させてもよく、２種以上を選択し、組み合わせて含有させてもよい。
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　本発明のトロポエラスチン発現促進剤またはエラスチン産生促進剤におけるコンドロイ
チン二糖のトリ硫酸エステルまたはその塩の含有量は、その剤形の種類等にもよるが、ト
ロポエラスチン発現促進効果またはエラスチン産生促進効果および製剤安定性等を考慮す
ると、トロポエラスチン発現促進剤またはエラスチン産生促進剤の全量に対し、コンドロ
イチン二糖のトリ硫酸エステルの量として０．００１重量％～１０重量％とすることが好
ましく、０．０１重量％～５重量％とすることがより好ましく、０．１重量％～３重量％
とすることがさらに好ましい。
【００３４】
　本発明のトロポエラスチン発現促進剤およびエラスチン産生促進剤は、一般的な製剤化
方法、たとえば第１６改正日本薬局方製剤総則に記載された方法に従い、製剤化に際して
一般的に用いられる溶剤または基剤に、有効成分であるコンドロイチン二糖のトリ硫酸エ
ステルまたはその塩を加え、必要に応じて賦形剤、乳化剤、溶解補助剤、懸濁化剤等の添
加剤等を加えて混合し、均質に溶解、分散または懸濁して調製することができ、液剤、ゲ
ル剤、クリーム剤等の半固形剤、固形剤、スプレー剤等、種々の剤形で提供することがで
きる。
【００３５】
　本発明のトロポエラスチン発現促進剤およびエラスチン産生促進剤は、エラスチンの前
駆体であるトロポエラスチンの遺伝子の発現を促進し、トロポエラスチンタンパク質の生
成を促進することにより、エラスチンの産生を促進する。それゆえ、エラスチン線維の再
構築効果が期待される。
　特に、皮膚線維芽細胞のトロポエラスチン発現の促進に有効であり、皮膚真皮の細胞外
マトリックスにおけるエラスチン産生の促進、エラスチン線維の再構築に有用である。
　従って、本発明のトロポエラスチン発現促進剤およびエラスチン産生促進剤は、しわ、
たるみ等、エラスチンの減少または変性に起因する皮膚の老化症状の発現、進行を防止し
、または前記老化症状を改善するために好ましく用いられる。
【００３６】
　よって、本発明のトロポエラスチン発現促進剤およびエラスチン産生促進剤は、皮膚外
用医薬品、皮膚外用医薬部外品または皮膚用化粧品として、好ましく提供することができ
る。
【００３７】
　皮膚外用医薬品としては、外用散剤等の外用固形剤；ローション剤、リニメント剤等の
外用液剤；外用エアゾール剤、ポンプスプレー剤等のスプレー剤；油脂性軟膏剤、水溶性
軟膏剤等の軟膏剤；水中油型または油中水型のクリーム剤；水性または油性ゲル剤；テー
プ剤またはパップ剤等の貼付剤等が挙げられる。これらは、一般的な溶剤または基剤を用
い、必要に応じて一般的な添加剤を加え、また、必要に応じて支持体、剥離ライナー等を
用いて、一般的な皮膚外用医薬品の製造方法、たとえば第１６改正日本薬局方製剤総則「
皮膚などに適用する製剤」に記載された方法に準じて調製される。
【００３８】
　上記溶剤としては、精製水、エタノール、イソプロパノール、ジプロピレングリコール
等が挙げられ、これらより１種または２種以上を選択して用いることができる。
　上記基剤としては、オリーブ油、ダイズ油、ツバキ油、ゴマ油、落花生油、カカオ脂、
牛脂、豚脂等の動植物性油脂；カルナウバロウ、ミツロウ等のロウ；オクチルドデカノー
ル、セタノール、ステアリルアルコール等の脂肪族アルコール；オレイン酸、パルミチン
酸、ステアリン酸等の脂肪酸；スクワラン、白色ワセリン、流動パラフィン、セレシン、
マイクロクリスタリンワックス等の炭化水素といった油脂性基剤、ゼラチン、マクロゴー
ル等の親水性基剤が挙げられ、これらより１種または２種以上を選択して用いることがで
きる。
【００３９】
　また、上記添加剤としては、軽質無水ケイ酸、結晶セルロース、デキストリン等の賦形
剤；アジピン酸ジイソプロピル、カプリン酸、クロタミトン、炭酸プロピレン等の溶解補
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助剤；アルギン酸プロピレングリコールエステル、ジオクチルスルホコハク酸ナトリウム
、大豆レシチン、ポビドン等の懸濁化剤；ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油、ポリオキシ
エチレンソルビタンモノラウレート、ポリオキシエチレンソルビタンモノステアレート、
ポリオキシエチレンソルビタンモノオレエート、グリセリンモノステアレート、ショ糖脂
肪酸エステル等の界面活性剤または乳化剤；カルボキシビニルポリマー、キサンタンガム
、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、ポリビニルアルコール
（部分ケン化物）等の粘稠剤；トリアセチン、ミリスチン酸イソプロピル等の可塑剤；グ
リセリン、１，３－ブチレングリコール、ＤＬ－ピロリドンカルボン酸ナトリウム、ヒア
ルロン酸ナトリウム等の保湿剤；エデト酸ナトリウム、ソルビトール、チモール、ポリオ
キシエチレンポリオキシプロピレングリコール等の安定化剤；アスコルビン酸、エリソル
ビン酸ナトリウム、酢酸トコフェロール、ジブチルヒドロキシトルエン等の抗酸化剤；ソ
ルビン酸、デヒドロ酢酸ナトリウム、パラオキシ安息香酸メチル、パラオキシ安息香酸エ
チル、パラオキシ安息香酸ブチル等の保存剤；塩酸、クエン酸、クエン酸ナトリウム、酢
酸、酢酸ナトリウム、水酸化ナトリウム、リン酸水素ナトリウム等のｐＨ調整剤などが挙
げられ、必要に応じて、１種または２種以上を選択して用いる。
【００４０】
　なお、本発明のトロポエラスチン発現促進剤またはエラスチン産生促進剤が皮膚外用医
薬品として提供される場合には、本発明の特徴を損なわない範囲で、コエンザイムＱ１０

、デオキシリボ核酸ナトリウム、アシタバ抽出物、クロレラ抽出物、酵母抽出物、オタネ
ニンジン抽出物、ヒバマタ抽出物、ロイヤルゼリー抽出物等の細胞賦活剤；加水分解シル
ク、カッコン抽出物、シャクヤク抽出物、卵殻膜タンパク質、レチノール等の抗シワ・抗
老化剤；アズレン、アラントイン、カミツレ抽出物、カンゾウ抽出物、キダチアロエ抽出
物、グリチルリチン酸等の抗炎症・肌荒れ防止剤等を含有させることができる。
【００４１】
　本発明のトロポエラスチン発現促進剤またはエラスチン産生促進剤が皮膚外用医薬品と
して提供される場合において、その適用量は、トロポエラスチン発現促進剤またはエラス
チン産生促進剤の剤形、対象となる患者の性別、年齢、皮膚の老化症状やその程度等によ
り異なるが、コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルの量として、好ましくは１日当たり
０．１μｇ／ｃｍ２～２００μｇ／ｃｍ２であり、より好ましくは１μｇ／ｃｍ２～５０
μｇ／ｃｍ２である。前記の量は、１回で適用してもよく、数回に分けて適用してもよい
。
【００４２】
　本発明のトロポエラスチン発現促進剤およびエラスチン産生促進剤は、皮膚外用医薬部
外品または皮膚用化粧品としても提供することができる。かかる医薬部外品または化粧品
は、皮膚外用医薬品に準じて製造することができ、化粧水、美容液、乳液、クリーム、パ
ック等の形態で提供され得る。
【００４３】
　また、本発明は、上記コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルまたはその塩を細胞に作
用させて、トロポエラスチンの発現を促進する方法を提供する。
　さらに、本発明は、上記コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルまたはその塩を細胞に
作用させ、トロポエラスチンの発現を促進することにより、エラスチン産生を促進する方
法を提供する。
　コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルまたはその塩を作用させる細胞としては、皮膚
線維芽細胞が好ましく、皮膚線維芽細胞にコンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルまたは
その塩を作用させることにより、皮膚線維芽細胞において、エラスチンの前駆体であるト
ロポエラスチンの発現を促進することができるため、皮膚真皮の細胞外マトリックスにお
けるエラスチン産生を促進し、前記細胞外マトリックスを構成する弾性線維の主成分であ
るエラスチン線維の構築を図ることができる。
【００４４】
　皮膚線維芽細胞におけるトロポエラスチンの発現を促進させるためには、コンドロイチ
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ン二糖のトリ硫酸エステルまたはその塩は、コンドロイチン二糖のトリ硫酸エステルの量
として、皮膚線維芽細胞５×１０４個に対し、０．０２μｇ～３μｇ作用させることが好
ましく、０．０３μｇ～１μｇ作用させることがより好ましい。
【００４５】
　本発明の上記トロポエラスチンの発現促進方法およびエラスチン産生の促進方法は、医
療用皮膚シートの調製等、再生医療分野において有用である。
【実施例】
【００４６】
　以下、実施例により本発明をさらに具体的に説明するが、本発明の範囲はこれらの実施
例に限定されるものではない。
【００４７】
　まず、以下の試験例にて用いた皮膚線維芽細胞の培養方法、および各評価に用いた試料
について示す。
　なお、以下の試験例にて、特に製品名および提供元を記載しない試薬等は、和光純薬工
業株式会社より入手した。
【００４８】
　（１）皮膚線維芽細胞の培養方法
　１０（ｗ／ｖ）％牛胎仔血清添加ダルベッコ修正基礎培地（ＤＭＥＭ－１０％ＦＢＳ）
３ｍＬに正常ヒト皮膚線維芽細胞（胎児由来）を５×１０４個播種し、３７℃、５％ＣＯ

２にて２４時間インキュベートした。
　（２）試料
　（ｉ）コンドロイチン二糖トリ硫酸エステル四ナトリウム（ＣＤｉ－ＴｒｉＳ・Ｎａ４

）：コンドロイチン二糖（下記式（２）で示されるＮ－アセチルコンドロシンの化学修飾
体）のグルクロン酸残基の２位、Ｎ－アセチルガラクトサミン残基の４位および６位に硫
酸基が結合したトリ硫酸エステルの四ナトリウム塩（「Ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ　ｄｉｓ
ａｃｃｈａｒｉｄｅ　ΔＤｉ－ｔｒｉＳ，ｓｏｄｉｕｍ　ｓａｌｔ」（カタログＮｏ．Ｃ
３２０７）、デキストラ　ラボラトリーズ（ＤＥＸＴＲＡ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＥＳ）
社）を用いた。
　（ｉｉ）コンドロイチン二糖硫酸エステル二ナトリウム（ＣＤｉ－Ｓ・Ｎａ２）：コン
ドロイチン二糖（下記式（２）で示されるＮ－アセチルコンドロシンの化学修飾体）のＮ
－アセチルガラクトサミン残基の６位に硫酸基が結合した硫酸エステルの二ナトリウム塩
（「Ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ　dｉｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　ΔＤｉ－６Ｓ，ｓｏｄｉｕｍ
　ｓａｌｔ」（カタログＮｏ．Ｃ３２０３）、デキストラ　ラボラトリーズ（ＤＥＸＴＲ
Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＥＳ）社）を用いた。
【００４９】
【化１１】

【００５０】
　（ｉｉｉ）低分子量の高硫酸化コンドロイチン硫酸（Ｌ－ＣＳ）：グルクロン酸および
Ｎ－アセチルガラクトサミンよりなる二糖単位がトリ硫酸エステル化されたコンドロイチ
ン硫酸（重量平均分子量＝３，７００Ｄａ）は、特開２０１２－１５７２７１号公報およ
び特開２０１０－０７７２５６号公報に記載された方法に従って調製した。重量平均分子
量は、マルトペンタオースおよびプルランを標準試料として用い、ゲル浸透クロマトグラ
フィー（ＧＰＣ）－示差屈折計（ＲＩ）法により求めた。
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　（ｉｖ）高分子量の高硫酸化コンドロイチン硫酸（Ｈ－ＣＳ）：グルクロン酸およびＮ
－アセチルガラクトサミンよりなる二糖単位がトリ硫酸エステル化されたコンドロイチン
硫酸（重量平均分子量＝４，７００Ｄａ）は、特開２０１２－１５７２７１号公報に記載
された方法に従って調製した。重量平均分子量は、マルトペンタオースおよびプルランを
標準試料として用い、ゲル浸透クロマトグラフィー（ＧＰＣ）－示差屈折計（ＲＩ）法に
より求めた。
【００５１】
　［試験例１］コンドロイチン二糖トリ硫酸エステルがトロポエラスチン遺伝子発現に及
ぼす効果の評価
　（１）トロポエラスチン遺伝子発現に対するＣＤｉ－ＴｒｉＳ・Ｎａ４、ＣＤｉ－Ｓ・
Ｎａ２およびＨ－ＣＳの影響
　（ｉ）６０ｍｍディッシュにて、培養した正常ヒト皮膚線維芽細胞（培地３ｍＬ；細胞
数＝５×１０４個／ｍＬ）に各試料の水溶液（１０μｇ／ｍＬ）を３０μＬ添加（各試料
の最終濃度＝０．１μｇ／ｍＬ）し、３７℃、５％ＣＯ２にて２４時間インキュベートし
た後培地を除去し、３ｍＬのリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で洗浄した。なお、試料を
添加せずに同様に処理したものを対照とした。
　（ｉｉ）ＰＢＳを除去し、ＲＮＡ抽出試薬（ＲＮＡ Ｉｓｏ Ｐｌｕｓ、タカラバイオ株
式会社）を１ｍＬ添加し、細胞ＲＮＡ抽出液を得た。
　（ｉｉｉ）細胞ＲＮＡ抽出液１ｍＬとクロロホルム２００μＬを混和し、１２，０００
×ｇ、４℃の条件で１５分間遠心分離した後、上清を回収し、クロロホルム２００μＬを
加えて混和し、１２，０００×ｇ、４℃の条件で１５分間遠心分離した。
　（ｉｖ）上清を回収し、イソプロパノール５００μＬと混和し、－３０℃で一夜静置し
、１２，０００×ｇ、４℃の条件で１５分間遠心分離した。
　（ｖ）上清を除去し、ＲＮＡ沈殿物に冷７０（ｖ／ｖ）％エタノール５００μＬを添加
し、１２，０００×ｇ、４℃の条件で１５分間遠心分離した。
　（ｖｉ）再度上清を除去し、ＲＮＡ沈殿物に冷７０（ｖ／ｖ）％エタノール５００μＬ
を添加し、１２，０００×ｇ、４℃の条件で１５分間遠心分離し、ＲＮＡ沈殿物をジエチ
ルピロカーボネート（ＤＥＰＣ）処理水（ＤＥＰＣ ｔｒｅａｔｅｄ ｗａｔｅｒ、株式会
社ニッポンジーン）で溶解して、マイクロプレートリーダー（日本モレキュラーデバイス
株式会社）により吸光度を測定し、ＲＮＡの濃度および純度を算出した（２６０ｎｍ／２
８０ｎｍ）。
　（ｖｉｉ）逆転写キット（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ ＫＩＴ（Ｐ
ｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ、タカラバイオ株式会社））および逆転写装置（Ｖｅｒ
ｉｔｉ ９６ ｗｅｌｌ Ｔｈｅｒｍａｌ ｃｙｃｌａｒ（アプライド　バイオシステムズ（
Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）社）を用いて、ＲＮＡを逆転写し、Ｒｅａｌ Ｔ
ｉｍｅ ＰＣＲキット（ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ ＥＸ ｔａｑ（Ｔｌｉ ＲＮａｓｅ Ｐｌｕ
ｓ、タカラバイオ株式会社））を用いてポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を行い（ＰＣＲ
装置：Ｓｔｅｐ Ｏｎｅ Ｐｌｕｓ リアルタイムＰＣＲシステム、（アプライド　バイオ
システムズ（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）社）、トロポエラスチン遺伝子の
発現量を求めた。
　結果は、対照におけるトロポエラスチン遺伝子発現量を１とした場合の相対値にて、表
１および図１に示した。
【００５２】
【表１】

【００５３】
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　表１および図１に示されるように、ＣＤｉ－ＴｒｉＳ・Ｎａ４を正常ヒト線維芽細胞に
２４時間作用させた場合には、対照の３倍近いトロポエラスチン遺伝子の発現が見られた
が、Ｈ－ＣＳ、ＣＤｉ－Ｓ・Ｎａ２によっては、トロポエラスチン遺伝子発現の有意な増
加は見られなかった。
【００５４】
　（２）トロポエラスチン遺伝子発現に対するＣＤｉ－ＴｒｉＳ・Ｎａ４、Ｌ－ＣＳおよ
びＨ－ＣＳの影響
　試料として、ＣＤｉ－Ｓ・Ｎａ２の代わりにＬ－ＣＳを用い、試料添加後のインキュベ
ーション時間を８時間および２４時間とした他は、上記（１）と同様に処理または操作し
、各試料を８時間または２４時間作用させた後のトロポエラスチンの発現量を求めた。
　結果は、対照におけるトロポエラスチン遺伝子発現量を１とした場合の相対値にて、表
２および図２に示した。
【００５５】
【表２】

【００５６】
　表２および図２に示されるように、各試料を８時間作用させた後には、いずれの試料に
よっても、トロポエラスチン遺伝子発現の増加が見られた。しかし、２４時間作用させた
後では、Ｌ－ＣＳ、Ｈ－ＣＳによるトロポエラスチン遺伝子発現量は、それぞれ対照の１
．４２倍および対照の１．０５倍にまで減少したのに対し、ＣＤｉ－ＴｒｉＳ・Ｎａ４を
作用させた場合の遺伝子発現量は対照の２．７５倍であり、ＣＤｉ－ＴｒｉＳ・Ｎａ４に
よるトロポエラスチン遺伝子発現の増加は、長時間（２４時間作用後）まで持続すること
が認められた。
【００５７】
　［試験例２］トロポエラスチンタンパク質発現に対するＣＤｉ－ＴｒｉＳ・Ｎａ４、Ｌ
－ＣＳおよびＨ－ＣＳの影響の評価
　（１）培養した正常ヒト皮膚線維芽細胞（培地３ｍＬ；細胞数＝５×１０４個／ｍＬ）
に各試料の水溶液（３０μｇ／ｍＬ）３０μＬを添加（各試料の最終濃度＝０．３μｇ／
ｍＬ）し、３７℃、５％ＣＯ２にて２４時間インキュベートした後、培地を除去し、３ｍ
ＬのＰＢＳで洗浄した。なお、試料を添加せずに同様に処理したものを対照とした。
　（２）ＰＢＳを除去し、タンパク質抽出用溶液（２（ｗ／ｖ）％ ドデシル硫酸ナトリ
ウム（ＳＤＳ）、１０（ｖ／ｖ）％グリセロール、１０ｍＭオルトバナジン酸ナトリウム
、６２．５ｍＭトリス－塩酸緩衝液、ｐＨ＝６．８）４００μＬを添加し、タンパク質を
抽出した。
　（３）ローリー法によりタンパク質量を定量し、対照および各試料添加群のタンパク質
抽出液について、タンパク質含有量が同量になるように調整して、以下の通り、ウェスタ
ンブロット法により、トロポエラスチンタンパク質を検出、定量した。
　（４）（３）でタンパク質含有量を調整した各群のタンパク質抽出液と、ＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥサンプルバッファー（６２．５ｍＭトリス－塩酸緩衝液（ｐＨ＝６．８）、２（ｗ／
ｖ）％ＳＤＳ、１０（ｖ／ｖ）％グリセロール、１（ｗ／ｖ）％ブロモフェノールブルー
）を１：１で混和し、９５℃で３分間加温した後、７（ｗ／ｖ）％ポリアクリルアミドゲ
ル（トロポエラスチン検出用）または１０（ｗ／ｖ）％ポリアクリルアミドゲル（β－ア
クチン検出用）を用いて、ミニプロティアンＴｅｔｒａセル（バイオ－ラッド（ＢＩＯ－
ＲＡＤ）社）にてＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）を行っ
た（泳動用バッファー：２．５ｍＭトリス、１９０ｍＭグリシン、０．１（ｗ／ｖ）％Ｓ
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ＤＳ水溶液）。
　（５）ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離したタンパク質をゲルからポリフッ化ビニリデン（
ＰＶＤＦ）膜（Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｈｙ ｂｏｎｄ －Ｐ、ポアサイズ＝０．４５μｍ、ジ
ーイー　ヘルスケア（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）社）へ転写（転写装置：ｃｒｉｔｅ
ｒｉｏｎ トランスブロットセル（バイオ－ラッド（ＢＩＯ－ＲＡＤ）社）、転写用バッ
ファー：２．５ｍＭトリス、１９０ｍＭグリシン、１５（ｖ／ｖ）％メタノール水溶液、
転写条件：４５分間、３Ａ）し、ブロッキングバッファー（５（ｗ／ｖ）％スキムミルク
、１（ｗ／ｖ）％ Ｔｗｅｅｎ２０、０．１３Ｍ塩化ナトリウム、０．０２Ｍトリス－塩
酸緩衝液、ｐＨ＝７．２）中にて９０分間振とうした。
　（６）Ｔｗｅｅｎ　２０添加トリス緩衝生理食塩水（ＴＢＳ－Ｔ；１（ｗ／ｖ）％ Ｔ
ｗｅｅｎ ２０、０．１３Ｍ塩化ナトリウム、０．０２Ｍトリス－塩酸緩衝液、ｐＨ＝７
．２）で５分間振とうする操作を３回繰り返した後、１次抗体（トロポエラスチン検出用
：Ｒａｂｂｉｔ Ａｎｔｉ－Ｅｌａｓｔｉｎ　ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｙ、
Ｕｎｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ（バイオス（Ｂｉｏｓｓ）社、β－アクチン検出用：β‐ａｃ
ｔｉｎ（１３Ｅ５）Ｒａｂｂｉｔ ｍＡｂ（セルシグナリングテクノロジー（Ｃｅｌｌ ｓ
ｉｇｎａｌｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）社）反応溶液に一夜浸漬した。
　（７）ＴＢＳ－Ｔで２０分間振とうする操作を３回繰り返した後、２次抗体（Ａｍｅｒ
ｓｈａｍ　ＥＣＬ　Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ、Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ Ｐｅｒｏｘｉｄａｓ
ｅ ｌｉｎｋｅｄ ｗｈｏｌｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ（ジーイー　ヘルスケア（ＧＥ Ｈｅａｌ
ｔｈｃａｒｅ）社）反応溶液中で１時間振とうした。
　（８）ＴＢＳ－Ｔで１０分間振とうする操作を３回繰り返した後、化学発光試薬（Ａｍ
ｅｒｓｈａｍ ＥＣＬ Ｐｒｉｍｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ Ｄｅｔｅｃｔｉｏ
ｎ Ｒｅａｇｅｎｔ（ジーイー　ヘルスケア（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）社）を添加し
、高感度化学発光標識画像入力装置（ＬＡＳ－１０００ Ｐｌｕｓ、富士フィルム株式会
社）にて画像を解析した。
【００５８】
　ウェスタンブロット法による解析の結果、６０ｋＤａ付近にトロポエラスチンのバンド
が検出された。トロポエラスチンタンパク質の発現量は、β－アクチンタンパク質の発現
量に対する量として求め、対照における前記発現量を１とした場合の相対値により、表３
および図３に示した。
【００５９】
【表３】

【００６０】
　表３および図３に示されるように、ＣＤｉ－ＴｒｉＳ・Ｎａ４を２４時間作用させた後
において、トロポエラスチンタンパク質の発現が対照の約１．５倍に増加したことが認め
られた。一方、Ｌ－ＣＳ、Ｈ－ＣＳを２４時間作用させた後には、トロポエラスチンタン
パク質の発現の増加は認められなかった。
【００６１】
　［試験例３］トロポエラスチンタンパク質発現に対するＣＤｉ－ＴｒｉＳ・Ｎａ４の影
響の評価
　培養した正常ヒト皮膚線維芽細胞におけるトロポエラスチンタンパク質発現に対するＣ
Ｄｉ－ＴｒｉＳ・Ｎａ４の影響について、ＣＤｉ－ＴｒｉＳ・Ｎａ４のインキュベーショ
ン時間を４８時間とした他は、上記試験例２と同様にタンパク質を回収してウェスタンブ
ロット法により解析し、ＣＤｉ－ＴｒｉＳ・Ｎａ４を４８時間作用させた後におけるトロ
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ポエラスチンタンパク質発現に対する影響を評価した。
　結果は、β－アクチンタンパク質の発現量に対するトロポエラスチンタンパク質の発現
量について、対照における前記発現量を１とした場合の相対値により、表４および図４に
示した。
【００６２】
【表４】

【００６３】
　表４および図４より、ＣＤｉ－ＴｒｉＳ・Ｎａ４を４８時間作用させた後において、ト
ロポエラスチンタンパク質の発現は対照の約４倍にまで増加することが認められた。
【００６４】
　［試験例４］エラスチン産生に対するＣＤｉ－ＴｒｉＳ・Ｎａ４の影響の評価
　（１）培養した正常ヒト皮膚線維芽細胞（培地３ｍＬ；細胞数＝５×１０４個／ｍＬ）
にＣＤｉ－ＴｒｉＳ・Ｎａ４水溶液（３０μｇ／ｍＬ）３０μＬを添加（ＣＤｉ－Ｔｒｉ
Ｓ・Ｎａ４の最終濃度＝０．３μｇ／ｍＬ）し、３７℃、５％ＣＯ２にて２４時間インキ
ュベートした後、培地を除去し、３ｍＬのＰＢＳで洗浄した。なお、ＣＤｉ－ＴｒｉＳ・
Ｎａ４を添加せずに同様に処理したものを対照とした。
　（２）ＰＢＳを除去し、タンパク質抽出用溶液（２（ｗ／ｖ）％ ドデシル硫酸ナトリ
ウム（ＳＤＳ）、１０（ｖ／ｖ）％グリセロール、１０ｍＭオルトバナジン酸ナトリウム
、６．２７ｍＭトリス－塩酸緩衝液、ｐＨ＝６．８）４００μＬを添加し、タンパク質を
抽出した。
　（３）ローリー法によりタンパク質量を定量し、対照およびＣＤｉ－ＴｒｉＳ・Ｎａ４

添加群のタンパク質抽出液について、タンパク質含有量が同量になるように調整して、以
下の通り、ウェスタンブロット法により、エラスチンタンパク質を検出、定量した。
　（４）（３）でタンパク質含有量を調整した両群のタンパク質抽出液と、ＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥサンプルバッファー（２．５ｍＭ トリス－塩酸緩衝液（ｐＨ＝６．８）、２（ｗ／
ｖ）％ＳＤＳ、１０（ｖ／ｖ）％グリセロール、１（ｗ／ｖ）％ブロモフェノールブルー
）を１：１で混和し、９５℃で３分間加温した後、７（ｗ／ｖ）％ポリアクリルアミドゲ
ル（エラスチン検出用）または１０（ｗ／ｖ）％ポリアクリルアミドゲル（β－アクチン
検出用）を用いて、ミニプロティアンＴｅｔｒａセル（バイオ－ラッド（ＢＩＯ－ＲＡＤ
）社）にてＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）を行った（泳
動用バッファー：２．５ｍＭ トリス、１９０ｍＭグリシン、０．１（ｗ／ｖ）％ ＳＤＳ
水溶液）。
　（５）ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離したタンパク質をゲルからポリフッ化ビニリデン（
ＰＶＤＦ）膜（Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｈｙ ｂｏｎｄ －Ｐ、ポアサイズ＝０．４５μｍ、ジ
ーイー　ヘルスケア（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）社）へ転写（転写装置：ｃｒｉｔｅ
ｒｉｏｎ トランスブロットセル（バイオ－ラッド（ＢＩＯ－ＲＡＤ）社）、転写用バッ
ファー：２．５ｍＭ トリス、１９０ｍＭグリシン、１５（ｖ／ｖ）％メタノール水溶液
、転写条件：４０分間、１００Ｖ、３Ａ）し、ブロッキングバッファー（５（ｗ／ｖ）％
スキムミルク、１（ｗ／ｖ）％Ｔｗｅｅｎ２０、０．１３Ｍ塩化ナトリウム、０．０２Ｍ
トリス－塩酸緩衝液、ｐＨ＝７．２）中にて６０分間振とうした。
　（６）Ｔｗｅｅｎ　２０添加トリス緩衝生理食塩水（ＴＢＳ－Ｔ；１（ｗ／ｖ）％ Ｔ
ｗｅｅｎ ２０、０．１３Ｍ塩化ナトリウム、０．０２Ｍトリス－塩酸緩衝液、ｐＨ＝７
．２）で１５分間振とうする操作を３回繰り返した後、１次抗体（エラスチン検出用：Ｒ
ａｂｂｉｔ Ａｎｔｉ－Ｅｌａｓｔｉｎ　ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｙ、Ｕｎ
ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ（バイオス（Ｂｉｏｓｓ）社、β－アクチン検出用：β－ａｃｔｉ
ｎ（１３Ｅ５）Ｒａｂｂｉｔ ｍＡｂ（セルシグナリングテクノロジー（Ｃｅｌｌ ｓｉｇ
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ｎａｌｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）社）反応溶液に一夜浸漬した。
　（７）ＴＢＳ－Ｔで１５分間振とうする操作を３回繰り返した後、２次抗体（Ａｍｅｒ
ｓｈａｍ　ＥＣＬ　Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ、Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ Ｐｅｒｏｘｉｄａｓ
ｅ ｌｉｎｋｅｄ ｗｈｏｌｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ（ジーイー　ヘルスケア（ＧＥ Ｈｅａｌ
ｔｈｃａｒｅ）社）反応溶液中で１時間振とうした。
　（８）ＴＢＳ－Ｔで１０分間振とうする操作を３回繰り返した後、化学発光試薬（ＥＣ
Ｌ Ｐｒｉｍｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＢＩＯ－ＲＡ
Ｄ社）を添加し、高感度化学発光標識画像入力装置（ＬＡＳ－１０００ Ｐｌｕｓ、富士
フィルム株式会社）にて画像を解析した。
【００６５】
　ウェスタンブロット法による解析の結果、７５ｋＤａ付近にエラスチンのバンドを検出
した。エラスチンの産生量は、β－アクチンタンパク質の発現量に対する量として求め、
対照における前記産生量を１とした場合の相対値により、表５および図５に示した。
【００６６】

【表５】

【００６７】
　表５および図５に示されるように、ＣＤｉ－ＴｒｉＳ・Ｎａ４を２４時間作用させた後
において、エラスチンの産生が対照の約１．４倍に増加したことが認められた。
【００６８】
　［実施例１］水中油型乳剤性ローション剤
　表６に示す処方に従い、水中油型乳剤性ローション剤を調製する。すなわち、表６中の
スクワラン以下、モノステアリン酸グリセリンまでの成分を容器に秤量し、約７５℃に加
温し、撹拌溶解させて油相とする。別容器に、表６中のカルボキシビニルポリマー以下、
精製水までの成分を秤量し、約７５℃に加温し、撹拌溶解させて水相とする。前記油相に
前記水相を加え、ホモミキサーで均一に乳化した後、室温まで冷却して水中油型乳剤性ロ
ーション剤を得る。
【００６９】

【表６】

【産業上の利用可能性】
【００７０】
　以上詳述したように、本発明により、トロポエラスチン遺伝子の発現を増加させて、エ
ラスチンの前駆体であるトロポエラスチンタンパク質の発現を増加させることができ、特
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に皮膚真皮の細胞外マトリックスにおいて、エラスチン線維の生成を促進させ得るトロポ
エラスチン発現促進剤およびエラスチン産生促進剤を提供することができる。
　本発明のトロポエラスチン発現促進剤およびエラスチン産生促進剤は、エラスチンの減
少、変性による皮膚の老化の防止または改善に有用で、皮膚外用医薬品、皮膚外用医薬部
外品または皮膚用化粧品として提供することができる。
　さらに、本発明により、皮膚シートの生成等、再生医療分野において有用な皮膚線維芽
細胞等のトロポエラスチンの発現促進方法、およびエラスチン産生の促進方法を提供する
ことができる。
【００７１】
　本出願は、わが国で出願された特願２０１４－０３８４７５を基礎とするものであり、
その内容は本明細書に全て包含されるものである。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【図５】
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