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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　炭素原子数が２～１８のアシル基を有するアシル中性アミノ酸及びその塩からなる群よ
り選ばれる１又は２以上を有効成分として含有する保湿剤であって、アシル中性アミノ酸
がアシルロイシン、アシルイソロイシン、アシルバリン、アシルグリシン、及びアシルア
ラニンからなる群より選ばれる１又は２以上である保湿剤。
【請求項２】
　炭素原子数が２～１８のアシル基を有するアシル中性アミノ酸及びその塩からなる群よ
り選ばれる１又は２以上を含有する保湿剤であって、アシル中性アミノ酸がアシルロイシ
ン、アシルイソロイシン、及びアシルバリンからなる群より選ばれる１又は２以上である
保湿剤。
【請求項３】
　アシル基の炭素原子数は、２～１２である、請求項１又は２に記載の保湿剤。
【請求項４】
　アシル基の炭素原子数は、２～１０である、請求項１～３のいずれか１項に記載の保湿
剤。
【請求項５】
　炭素原子数が２～１０のアシル基を有するアシル中性アミノ酸及びその塩からなる群よ
り選ばれる１又は２以上を有効成分として含有する保湿剤。
【請求項６】
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　アシル基の炭素原子数は、８である、請求項１～５のいずれか１項に記載の保湿剤。
【請求項７】
　フィラグリン、インボルクリン、トランスグルタミナーゼ１、ケラチン１０、及びロリ
クリンからなる群より選ばれる１又は２以上の保湿関連タンパク質の産生を促進する、請
求項１～６のいずれか１項に記載の保湿剤。
【請求項８】
　炎症性サイトカインの増殖を抑制する、請求項１～７のいずれか１項に記載の保湿剤。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか１項に記載の保湿剤を含有する化粧料。
【請求項１０】
　請求項１～８のいずれか１項に記載の保湿剤を含有する皮膚外用剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、保湿剤及びこれを含む化粧料に関する。
【背景技術】
【０００２】
　皮膚組織の顆粒層内に貯蔵されているプロフィラグリンは、角化の際に脱リン酸化を経
てフィラグリンに分解される。フィラグリンは、顆粒層から角層に移動して、ケラチン繊
維と結合及び凝集し、ケラチンパターンを形成する。フィラグリンは、ウロカニン酸等の
低分子に分解され、保水、紫外線吸収に関与する天然保湿因子として作用する。
【０００３】
　周辺帯は、皮膚組織の角層の一部であり、角質細胞の細胞膜を裏打ちするきわめて強靭
で巨大な不溶性構造物である。周辺帯の主な構造要素は、インボルクリン、ロリクリン等
のタンパク質であり、これらがトランスグルタミナーゼ（ＴＧ）１等の酵素により架橋さ
れている。インボルクリンは有棘細胞で、ロリクリンは顆粒細胞で、それぞれ産生される
。周辺帯は、ケラチン１０等のケラチンとフィラグリンとが凝集した構造体を包含してい
る。
【０００４】
　フィラグリン、インボルクリン、トランスグルタミナーゼ１、ケラチン１０、及びロリ
クリンの発現は、グリシルプロリン等特定のペプチド（特許文献１）、ヒハツ抽出物（特
許文献２）により促進されることが報告されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】国際公開第２０１４／１７５００１号
【特許文献２】特開２０１２－２３２９２０号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　しかし、グリシルプロリン等特定のペプチド及びヒハツ抽出物のいずれも、フィラグリ
ン等保湿関連タンパク質の発現促進作用は弱く、保湿剤の有効成分として利用するには不
十分であった。
【０００７】
　本発明は、上記問題点に鑑みてなされたもので、保湿関連タンパク質の産生を十分に促
進し、十分な保湿効果を発揮することができる保湿剤及びこれを含む化粧料を提供するこ
とを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者らは上記目的を達成すべく鋭意検討を重ねた。その結果、炭素原子数が２～１
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８のアシルアミノ酸及びその塩は、フィラグリン、インボルクリン、トランスグルタミナ
ーゼ１、ケラチン１０、及びロリクリン等の保湿関連タンパク質の産生を促進することが
でき、しかもグリシルプロリンのように保湿作用を妨げる炎症性サイトカインの産生を抑
制することができることを見出し、斯かる知見に基づき本発明に到達した。
【０００９】
　すなわち、本発明は、以下のとおりである。
〔１〕炭素原子数が２～１８のアシル基を有するアシル中性アミノ酸及びその塩からなる
群より選ばれる１又は２以上を含有する保湿剤。
〔２〕アシル中性アミノ酸は、アシルロイシン、アシルイソロイシン、アシルバリン、ア
シルグリシン及びアシルアラニンからなる群より選ばれる１又は２以上である、〔１〕記
載の保湿剤。
〔３〕アシル基の炭素原子数は、２～１２である、〔１〕または〔２〕記載の保湿剤。
〔４〕アシル基の炭素原子数は、２～１０である、〔１〕～〔３〕のいずれか１項記載の
保湿剤。
〔５〕アシル基の炭素原子数は、８である、〔１〕～〔４〕のいずれか１項記載の保湿剤
。
〔６〕アシル中性アミノ酸は、アシルバリン、アシルグリシン、及びアシルアラニンから
なる群より選ばれる１又は２以上である、〔１〕～〔５〕のいずれか１項記載の保湿剤。
〔７〕フィラグリン、インボルクリン、トランスグルタミナーゼ１、ケラチン１０、及び
ロリクリンからなる群より選ばれる１又は２以上の保湿関連タンパク質の産生を促進する
、〔１〕～〔６〕のいずれか１項記載の保湿剤。
〔８〕炎症性サイトカインの増殖を抑制する、〔１〕～〔７〕のいずれか１項記載の保湿
剤。
〔９〕〔１〕～〔８〕のいずれか１項記載の保湿剤を含有する化粧料。
〔１０〕〔１〕～〔８〕のいずれか１項記載の保湿剤を含有する皮膚外用剤。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明の保湿剤は、十分な保湿効果を発揮することができる。本発明の保湿剤は、保湿
関連タンパク質の産生を促進することができる。そのため、本発明の保湿剤は化粧料とし
て有用である。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】図１は、オクタノイルバリン（実施例１：Ｃ８Ｖａｌ）、オクタノイルアラニン
（実施例２：Ｃ８Ａｌａ）、グリシルプロリン（比較例１：Ｇｌｙ－Ｐｒｏ）及びバリン
（比較例２：Ｖａｌ）の各保湿関連タンパク質遺伝子の増幅量（コントロールの増幅量に
対する相対値）を示す図である。
【図２】図２は、オクタノイルロイシン（実施例３：Ｃ８Ｌｅｕ）、オクタノイルイソロ
イシン（実施例４：Ｃ８Ｉｌｅ）、オクタノイルグリシン（実施例５：Ｃ８Ｇｌｙ）、グ
リシルプロリン（比較例１：Ｇｌｙ－Ｐｒｏ）及びバリン（比較例２：Ｖａｌ）の各保湿
関連タンパク質遺伝子の増幅量（コントロールの増幅量に対する相対値）を示す図である
。
【図３】図３は、ブタノイルバリン（実施例６：Ｃ４Ｖａｌ）、ヘキサノイルバリン（実
施例７：Ｃ６Ｖａｌ）、オクタノイルバリン（実施例８：Ｃ８Ｖａｌ）、デカノイルバリ
ン（実施例９：Ｃ１０Ｖａｌ）、ドデカノイルバリン（実施例１０：Ｃ１２Ｖａｌ）及び
アセチルバリン（実施例１１：Ｃ２Ｖａｌ）の各保湿関連タンパク質遺伝子の増幅量（コ
ントロールの増幅量に対する相対値）を示す図である。
【図４】図４は、ラウロイルバリン（実施例１４：Ｃ１２Ｖａｌ）、デカノイルバリン（
実施例１５：Ｃ１０Ｖａｌ）、オクタノイルバリン（実施例１６：Ｃ８Ｖａｌ）、ヘキサ
ノイルバリン（実施例１７：Ｃ６Ｖａｌ）、ブタノイルバリン（実施例１８：Ｃ４Ｖａｌ
）、及びアセチルバリン（実施例１９：Ｃ２Ｖａｌ）のフィラグリン遺伝子の増幅量（コ



(4) JP 6741014 B2 2020.8.19

10

20

30

40

50

ントロールの増幅量に対する相対値）を示す図である。
【図５】図５は、ラウロイルアラニン（実施例２０：Ｃ１２Ａｌａ）、デカノイルアラニ
ン（実施例２１：Ｃ１０Ａｌａ）、オクタノイルアラニン（実施例２２：Ｃ８Ａｌａ）、
ヘキサノイルアラニン（実施例２３：Ｃ６Ａｌａ）、ブタノイルアラニン（実施例２４：
Ｃ４Ａｌａ））のフィラグリン遺伝子の増幅量（コントロールの増幅量に対する相対値）
を示す図である。
【図６】図６は、ラウロイルバリン（実施例２５：Ｃ１２Ｖａｌ）、デカノイルバリン（
実施例２６：Ｃ１０Ｖａｌ）、オクタノイルバリン（実施例２７：Ｃ８Ｖａｌ）、ヘキサ
ノイルバリン（実施例２８：Ｃ６Ｖａｌ）、ブタノイルバリン（実施例２９：Ｃ４Ｖａｌ
）、及びアセチルバリン（実施例３０：Ｃ２Ｖａｌ）の細胞生存率（コントロールの吸光
度に対する百分率）を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　本発明の保湿剤は、炭素原子数が２～１８のアシル基を有するアシル中性アミノ酸及び
その塩からなる群より選ばれる１又は２以上を含有する。
【００１３】
　アシル中性アミノ酸とは、アシル基で置換されている中性アミノ酸を意味する。アシル
基（アルカノイル基）は、式：－Ｃ（＝Ｏ）－Ｒで表される基（式中、Ｒはアルキル基）
であり、直鎖状又は分岐状のいずれであってもよい。上記式中のＲは、１又は２以上の二
重結合を含んでいてもよい。
【００１４】
　アシル基の炭素原子数の下限は、２以上であり、好ましくは３以上である。これにより
、皮膚への安全性を保つことができる。アシル基の炭素原子数の上限は、１８以下であり
、好ましくは１２以下、より好ましくは１１以下である。従って、炭素原子数は、２～１
８であり、２～１２であることが好ましく、３～１１又は２～１０であることがより好ま
しく、８であることがさらに好ましい。
【００１５】
　アシル基は、例えば、アセチル基、ブタノイル基、ペンタノイル基、ヘキサノイル基、
ヘプタノイル基、オクタノイル基、ノナノイル基、デカノイル基、ドデカノイル基、テト
ラデカノイル基、ペンタデカノイル基、９－ヘキサデセノイル基、ヘキサデカノイル基、
オクタデカノイル基、ｃｉｓ－９－オクタデセノイル基、１１－オクタデセノイル基、ｃ
ｉｓ，ｃｉｓ－９，１２－オクタデセノイル基、９，１２，１５－オクタデカントリエン
オクタデカジエノイル基、６，９，１２－オクタデカトリエノイル基、９，１１，１３－
オクタデカトリエノイル基等が挙げられる。これらのうち、アセチル基、ブタノイル基、
ペンタノイル基、ヘキサノイル基、ヘプタノイル基、オクタノイル基、ノナノイル基、デ
カノイル基、ドデカノイル基、テトラデカノイル基等の炭素原子数２～１２のアシル基が
好ましく、ペンタノイル基、ヘキサノイル基、ヘプタノイル基、オクタノイル基、ノナノ
イル基、デカノイル基等の炭素原子数３～１１のアシル基またはアセチル基、ブタノイル
基、ペンタノイル基、ヘキサノイル基、ヘプタノイル基、オクタノイル基、ノナノイル基
、デカノイル基等の炭素原子数２～１０のアシル基がより好ましく、オクタノイル基等の
炭素原子数８のアシル基がさらに好ましい。
【００１６】
　アシル中性アミノ酸が有するアシル基の数は、１つでもよいし２つ以上の組み合わせで
もよいが、１つであることが好ましい。
【００１７】
　中性アミノ酸としては例えば、グリシン、アラニン、フェニルアラニン、チロシン、ト
リプトファン、プロリン、セリン、スレオニン、システイン、メチオニン、アスパラギン
、グルタミン、ロイシン、イソロイシン、バリン等が挙げられ、ロイシン、イソロイシン
、バリン、グリシン、アラニンが好ましい。中性アミノ酸の立体構造は特に限定されず、
Ｌ体、Ｄ体、ＤＬ体のいずれでもよい。
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【００１８】
　アシル中性アミノ酸の塩は、上述したアシル中性アミノ酸の塩であればよい。塩は薬学
上許容される塩であればよく、例えば、カリウム塩、ナトリウム塩等のアルカリ金属塩；
カルシウム塩、バリウム塩、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、
トリシクロヘキシルアンモニウム塩等のアンモニウム塩；モノエタノールアミン塩、ジエ
タノールアミン塩、トリエタノールアミン塩、モノイソプロパノールアミン塩、ジイソプ
ロパノールアミン塩、トリイソプロパノールアミン等のアルカノールアミン塩等を挙げる
ことができる。
【００１９】
　アシル中性アミノ酸及びその塩の製法は特に限定されないが、製法としては例えば、化
学合成法、発酵法、遺伝子組換え法等が挙げられる。
【００２０】
　アシル中性アミノ酸及びその塩は、フィラグリン、インボルクリン、トランスグルタミ
ナーゼ１、ケラチン１０、及びロリクリンからなる群より選ばれる１又は２以上の保湿関
連タンパク質の産生促進作用を有し、この作用により皮膚の保湿を改善又は維持すること
ができる。よって、アシル中性アミノ酸及びその塩は、保湿関連タンパク質産生促進剤の
有効成分としても利用できる。
【００２１】
　本発明の保湿剤は、炭素原子数が２～１８のアシル基を有するアシル中性アミノ酸、及
びそれらの塩から選ばれる１種類を含有していればよく、２種類以上を含有していてもよ
い。本発明の保湿剤は、必要に応じて炭素原子数が２～１８のアシル基を有する中性アシ
ルアミノ酸及びそのエステル以外の保湿成分及び／又は保湿成分産生促進剤を含有してい
てもよい。
【００２２】
　本発明の保湿剤は、細胞毒性を有しないアシル中性アミノ酸またはその塩を含有するこ
とが好ましく、細胞毒性を有するアシル中性アミノ酸およびその塩を実質的に含有しない
ことがより好ましい。細胞毒性を有しないとは、ヒト表皮角化細胞に１０～５００μＭサ
ンプルを添加した際の（たとえば実施例２５～３０の条件で測定した吸光度から算出され
た）細胞生存率が例えば７５％以上、９０％以上、又は９５％以上、好ましくは９９％以
上であることを意味する。例えば、アシル基の炭素原子数が１２のアシル中性アミノ酸（
中性アミノ酸の例：バリン）およびその塩は、細胞毒性を有する場合がある。保湿剤が細
胞毒性を有するアシル中性アミノ酸およびその塩（例えば、アシル基の炭素原子数が１２
のアシル中性アミノ酸およびその塩）を実質的に含有しないとは、保湿剤における細胞毒
性を有するアシル中性アミノ酸およびその塩の含有量が、アシル中性アミノ酸およびその
塩の合計含量の通常は３０重量％以下、好ましくは１０重量％以下、より好ましくは１重
量％以下、さらに好ましくは０．５重量％以下であることを意味する。
【００２３】
　本発明の保湿剤は、化粧料または皮膚外用剤に含有させることができる。本発明の化粧
料および皮膚外用剤における保湿剤の含有量は、化粧料および皮膚外用剤の種類に応じて
適宜調整することができ、特に限定されない。アシル中性アミノ酸及びその塩の合計量で
換算した場合の好適な含有量は、化粧料または皮膚外用剤を１００重量％とした際に通常
０．００１重量％以上であることが好ましく、０．０５重量％以上であることがより好ま
しい。また上限は通常は３０重量％以下であることが好ましく、２５重量％以下であるこ
とがより好ましく、５重量％以下であることがさらに好ましい。
【００２４】
　本発明の化粧料の使用形態は特に限定されないが、通常は、皮膚、爪、粘膜、毛髪に適
用され、好ましくは皮膚に使用される。そのため、本発明の化粧料の剤形としては例えば
、水溶液、乳化物、粉末分散体、及びエマルジョン（水中油型、油中水型等）等が挙げら
れ、具体的には例えば、液剤、油剤、ローション、ゲル、ゾル、乳液、懸濁液、クリーム
、軟膏、貼付剤、スティック等が挙げられる。またいわゆる化粧料として、例えば、ロー
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ション、美容液等の化粧水；エモリエント乳液、ミルキーローション、ナリシング乳液、
クレンジング乳液等の乳液；エモリエントクリーム、マッサージクリーム、クレンジング
クリーム、メイクアップクリーム等のクリーム；スプレー；パック、ファンデーション、
口紅、リップスティック、アイシャドウ、チーク、おしろい、カラーパウダー、マニキュ
ア等のメイクアップ用化粧料；ヘアトニック、シャンプー、リンス、ヘアローション等の
ヘアケア用化粧品；洗顔料、メイク落とし、ボディシャンプー、石鹸等の皮膚洗浄用化粧
料等が挙げられる。
【００２５】
　本発明の皮膚外用剤は、医薬または医薬部外品として使用することができる。本発明の
皮膚外用剤の剤形としては例えば、液体、ローション剤、軟膏剤、クリーム剤、プラスタ
ー、テープ製剤、粉末等が挙げられる。
【００２６】
　本発明の化粧料および皮膚外用剤は、１又は２以上の基材を含んでいてもよい。基材は
、通常の外用剤に用いられる基材であればよく、例えば、油性基剤、水溶性基剤、界面活
性剤等が挙げられる。油性基剤としては例えば、綿実油、胡麻油、オリーブ油、カカオ脂
などの植物油脂；カルバナワックス、ミツロウ等のロウ；ワセリン、流動パラフィン、固
形パラフィン、スクワラン、オレフィンオリゴマー、プラスチベースなどの高級炭化水素
；ステアリン酸、パルミチン酸などの脂肪酸及びそれらのエステル；セタノール等の高級
アルコール類；メチルポリシロキサン、メチルフェニルポリシロキサン、シリコンフルイ
ド、シリコーンゴム、シリコーン油などのシリコーン、白灯油等のベースワックス、天然
高分子等が挙げられる。水溶性基剤としては例えば、ポリビニルアルコール、カルボキシ
ビニルポリマー、セルロース誘導体（メチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロース、
ヒドロキシプロピルセルロース、カチオン化セルロース等）、エステル（イソプロピルミ
リステート、イソプロピルパルミテート、ステアリルステアレート、ミリスチン酸オクチ
ルドデシル、オレイン酸オクチルドデシル、２－エチルヘキサン酸トリグリセリド等）、
ポリオール（エチレングリコール、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール
共重合体、プロピレングリコール、ジプロピレングリコール、１，３－ブチレングリコー
ル、グリセリン等）、アルコール（エタノール等）などが挙げられる。
【００２７】
　本発明の化粧料および皮膚外用剤は、必要に応じて、通常使用される添加成分を含んで
いてもよい。添加成分としては例えば、乳化剤、界面活性剤、粘度調整剤、安定化剤、ｐ
Ｈ調整剤、保存剤、吸収促進剤、パール化剤、抗炎症剤、紫外線吸収剤、紫外線散乱剤、
他の機能性成分（生理活性成分）、香料、色素等が挙げられる。
【００２８】
　乳化剤としては例えば、グリセリルモノステアレート、ソルビタンモノパルミテート、
ポリオキシエチレンセチルエーテル、ポリオキシエチレンソルビタンモノラウレート、ジ
グリセリンモノステアリン酸エステル等が挙げられる。
【００２９】
　界面活性剤としては例えば、ポリオキシエチレンソルビタンオレイン酸エステル、高級
脂肪酸石けん、アルキル硫酸エステル塩、ポリオキシエチレンアルキルエーテル硫酸塩、
アルキルエーテルリン酸エステル塩、Ｎ－アシルアミノ酸塩、アシルＮ－メチルタウリン
塩等のアニオン界面活性剤；塩化アルキルトリメチルアンモニウム、塩化ジアルキルジメ
チルアンモニウムなどのカチオン界面活性剤；アルキルジメチルアミノ酢酸ベタイン、ア
ルキルアミドジメチルアミノ酢酸ベタイン、２－アルキル－Ｎ－カルボキシ－Ｎ－ヒドロ
キシイミダゾリニウムベタインなどの両性界面活性剤；ポリオキシエチレン型、多価アル
コールエステル型、エチレンオキシド・プロピレンオキシドブロック共重合体などの非イ
オン界面活性剤等が挙げられる。
【００３０】
　粘度調整剤としては例えば、ポリアクリル酸、キサンタンガム、カルボキシメチルセル
ロースナトリウム、カルボキシビニルポリマー、ポリオキシエチレングリコールジステア
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リン酸エステル、エタノール等が挙げられる。安定化剤としては例えば、アスコルビン酸
、ピロ亜硫酸ナトリウム、ＥＤＴＡ等が挙げられる。ｐＨ調製剤としては例えば、リン酸
塩緩衝剤、水酸化ナトリウム等が挙げられる。保存剤としては例えば、パラオキシ安息香
酸エチル、安息香酸ナトリウム、サリチル酸、ソルビン酸、パラベン（メチルパラベン、
プロピルパラベン等）、亜硫酸水素ナトリウム等が挙げられる。
【００３１】
　本発明の保湿剤、化粧料または皮膚外用剤は、保湿作用を通じて、加齢、乾燥、皮膚疾
患（アトピー性皮膚炎等）等の原因による肌荒れの予防、抑制、治療に優れた効果を発揮
することができ、また抗しわ、抗しみ、抗そばかす効果も発揮することができる。
【実施例】
【００３２】
　以下、実施例により本発明を詳細に説明するが、本実施例により本発明が限定されるも
のではない。
【００３３】
実施例１～５及び比較例１～２〔オクタノイル中性アミノ酸による保湿関連タンパク質等
の遺伝子の増幅量の比較〕
　ヒト正常表皮角化細胞ＮＨＥＫ（ＮＢ）（クラボウ社製）をＨｕＭｅｄｉａ－ＫＧ２（
クラボウ社製）で前培養し、３０ｘ１０4細胞／ｍＬの濃度となるよう調整し、調整後の
培養液２ｍＬ（すなわち、６０ｘ１０4細胞／ｗｅｌｌ）を６ｗｅｌｌプレートに添加し
て１日培養した。サンプル（オクタノイルバリン（実施例１：Ｃ８Ｖａｌ）、オクタノイ
ルアラニン（実施例２：Ｃ８Ａｌａ）、オクタノイルロイシン（実施例３：Ｃ８Ｌｅｕ）
、オクタノイルイソロイシン（実施例４：Ｃ８Ｉｌｅ）、オクタノイルグリシン（実施例
５：Ｃ８Ｇｌｙ）、グリシルプロリン（比較例１：Ｇｌｙ－Ｐｒｏ）、及びバリン（比較
例２：Ｖａｌ））を各図に示す濃度となるように添加し、４８時間反応させた。反応後、
細胞より全ＲＮＡを抽出し、逆転写を行い、リアルタイムＰＣＲにて標的遺伝子（フィラ
グリン、インボルクリン、卜ランスグルタミナーゼ（ＴＧ）１、ケラチン１０、及びロリ
クリン）の増幅量を測定し（ｎ＝２）、コントロール（無添加）の増幅量と比較した。補
正遺伝子としてＧＡＰＤＨを用いた。計算は比較ＣＴ法を用い、プライマー及びプロ一ブ
はＴａｑＭａｎ（登録商標）　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎを用い、蛍光色素はＦＡ
Ｍを用いた。結果を図１～２に示す。
【００３４】
　図１～２から明らかなとおり、実施例１～５の各標的遺伝子の増幅量は、比較例１及び
２と比べて高かった。これらの結果は、アシル中性アミノ酸が保湿関連タンパク質の産生
を促進し、化粧料とした際に保湿効果を発揮し得ることを示している。
【００３５】
実施例６～１１〔アシルバリンによる保湿関連タンパク質等の遺伝子の増幅量の比較〕
　サンプルとして、ブタノイルバリン（実施例６：Ｃ４Ｖａｌ）、ヘキサノイルバリン（
実施例７：Ｃ６Ｖａｌ）、オクタノイルバリン（実施例８：Ｃ８Ｖａｌ）、デカノイルバ
リン（実施例９：Ｃ１０Ｖａｌ）、ドデカノイルバリン（実施例１０：Ｃ１２Ｖａｌ）及
びアセチルバリン（実施例１１：Ｃ２Ｖａｌ）を用いたこと、及び、標的遺伝子をフィラ
グリン、インボルクリン、及び卜ランスグルタミナーゼ（ＴＧ）１としたことのほかは、
実施例１と同様に行った。結果を図３に示す。
【００３６】
　図３から明らかなとおり、実施例６～１１のいずれにおいても、各標的遺伝子の増幅量
がコントロールと比較して高かった。これらの結果は、炭素原子数２～１２のアシル基を
有するアシル中性アミノ酸又はその塩は、アシル基の種類に拘らず保湿関連タンパク質の
産生を促進し、化粧料とした際に保湿効果を発揮し得ることから、化粧料の有効成分とし
て有用であることを示している。
【００３７】
実施例１２～１３及び比較例３～４
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　秤量瓶に各化合物を約１ｇ精秤し、６５％ＲＨに設定された恒温恒湿器（ナガノ科学機
械製作所：ＬＨ－３０－１０）に入れ、７日後の重量増加率［Ａ］を測定した。続いて、
３５％ＲＨに設定された恒温恒湿器に同じサンプルを入れ、７日後の重量増加率［Ｂ］を
測定した。［Ａ］に対する［Ｂ］の割合が大きいほど、低い湿度になったときにも水分を
保持できると考えられるため、この値が高い方がより高い保湿力を有する化合物であると
考えられる。検討結果を表１に示す。
【００３８】
【表１】

【００３９】
　表１から明らかなとおり、一般的に高い保湿力を有する化粧品原料とされている比較例
３のグリセリン、比較例４のソルビトールと比較して、実施例１２のＮ－オクタノイル－
Ｌ－バリンナトリウム塩及び実施例１３のＮ－オクタノイル－Ｌ－アラニンナトリウム塩
は、高い保湿力を示した。これらの結果は、炭素原子数２～１８のアシル基を有するアシ
ル中性アミノ酸又はその塩は、中性アミノ酸の種類に拘らず保湿関連タンパク質の産生を
促進すると推測され、保湿効果を発揮し得ることから、化粧料の有効成分として有用であ
ることを示している。
【００４０】
実施例１４～２４〔アシルバリン又はアシルアラニンによるフィラグリン遺伝子増幅量の
比較〕
　ヒト正常表皮角化細胞ＮＨＥＫ（ＮＢ）（クラボウ社製）をＨｕＭｅｄｉａ－ＫＧ２（
クラボウ社製）で前培養し、１５ｘ１０4細胞／ｍＬの濃度となるよう調整し、調整後の
培養液２ｍＬ（すなわち、３０ｘ１０4細胞／ｗｅｌｌ）を６ｗｅｌｌプレートに添加し
て１日培養した。サンプル（ラウロイルバリン（実施例１４：Ｃ１２Ｖａｌ）、デカノイ
ルバリン（実施例１５：Ｃ１０Ｖａｌ）、オクタノイルバリン（実施例１６：Ｃ８Ｖａｌ
）、ヘキサノイルバリン（実施例１７：Ｃ６Ｖａｌ）、ブタノイルバリン（実施例１８：
Ｃ４Ｖａｌ）、アセチルバリン（実施例１９：Ｃ２Ｖａｌ）、ラウロイルアラニン（実施
例２０：Ｃ１２Ａｌａ）、デカノイルアラニン（実施例２１：Ｃ１０Ａｌａ）、オクタノ
イルアラニン（実施例２２：Ｃ８Ａｌａ）、ヘキサノイルアラニン（実施例２３：Ｃ６Ａ
ｌａ）、ブタノイルアラニン（実施例２４：Ｃ４Ａｌａ））を各図に示す濃度となるよう
に添加し、２４時間反応させた。反応後、細胞より全ＲＮＡを抽出し、逆転写を行い、リ
アルタイムＰＣＲにて標的遺伝子（フィラグリン）の増幅量を測定し（ｎ＝２）、コント
ロール（無添加）の増幅量を１００％とし、この値と比較した。補正遺伝子としてＧＡＰ
ＤＨを用いた。計算は比較ＣＴ法を用い、プライマー及びプロ一ブはＴａｑＭａｎ（登録
商標）　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎを用い、蛍光色素はＦＡＭを用いた。



(9) JP 6741014 B2 2020.8.19

10

20

30

40

【００４１】
　増幅量に応じて、以下の評価を行った。結果を表２～３及び図４～５に示す。
Ａ　２００％以上
Ｂ　１００％以上　２００％未満
Ｃ　５０％以上　１００％未満
Ｄ　５０％未満
【００４２】
【表２】

【００４３】
【表３】

【００４４】
実施例２５～３０〔アシルバリンの細胞毒性の比較〕
　ヒト正常表皮角化細胞ＮＨＥＫ（ＮＢ）（クラボウ社製）をＨｕＭｅｄｉａ－ＫＧ２（
クラボウ社製）で前培養し、１５ｘ１０4細胞／ｍＬの濃度となるよう調整し、調整後の
培養液２ｍＬ（すなわち、３０ｘ１０4細胞／ｗｅｌｌ）を６ｗｅｌｌプレートに添加し
て１日培養した。サンプル（ラウロイルバリン（実施例２５：Ｃ１２Ｖａｌ）、デカノイ
ルバリン（実施例２６：Ｃ１０Ｖａｌ）、オクタノイルバリン（実施例２７：Ｃ８Ｖａｌ
）、ヘキサノイルバリン（実施例２８：Ｃ６Ｖａｌ）、ブタノイルバリン（実施例２９：
Ｃ４Ｖａｌ）、アセチルバリン（実施例３０：Ｃ２Ｖａｌ））を各図に示す濃度となるよ
うに添加し、２４時間反応させた。その後、培地を捨ててＮｅｕｔｒａｌ　Ｒｅｄ溶液２
ｍＬ／ｗｅｌｌに置換し、さらに２時間培養した。Ｎｅｕｔｒａｌ　Ｒｅｄ溶液はＮｅｕ
ｔｒａｌ　Ｒｅｄ（クラボウ社）をＨｕＭｅｄｉａ－ＫＧ２培地／生理食塩水（２：１）
混合溶液で１／１００に希釈したものを使用した。Ｎｅｕｔｒａｌ　Ｒｅｄ溶液で染色し
た細胞は、ＰＢＳ（－）で一回洗浄した後、１％ＣａＣｌ2／１％ホルマリン溶液１．５
ｍＬ／ｗｅｌｌで１分固定し、１％酢酸／５０％エタノール溶液１．５ｍＬ／ｗｅｌｌを
添加して室温で２０分抽出を行い、プレートリーダーで吸光度５４０／６３０ｎｍを測定
した。
【００４５】
　細胞生存率に応じて、以下の評価を行った。結果を表４及び図６に示す。
Ａ　９９％以上
Ｂ　７５％以上　９９％未満
Ｃ　５０％以上　７５％未満
Ｄ　５０％未満
【００４６】
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【表４】

【００４７】
　実施例１４～２４の評価は、各アシル中性アミノ酸がフィラグリン遺伝子を増幅するこ
とができることを示している。また、実施例２５～３０の評価は、実施例２６～３０の各
アシル中性アミノ酸の細胞毒性が低いのに対し、実施例２５のアシル中性アミノ酸の細胞
毒性が高いことを示している。以上のフィラグリン遺伝子増幅量および細胞毒性の評価を
まとめると、アシル基の炭素原子数が２～１２であるアシル中性アミノ酸が好ましく、ア
シル基の炭素原子数が２～１０であるアシル中性アミノ酸がより好ましく、アシル基の炭
素原子数が８であるアシル中性アミノ酸がさらに好ましいことが明らかである。
【００４８】
処方例１　スキンクリーム
　表５に示す組成のうちＡ、Ｂ、Ｃを調製・混合して、スキンクリームを調製した。
【００４９】

【表５】

【００５０】
処方例２　乳液
　表６に示す組成のうちＡ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅを調製・混合して、乳液を調製した。
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【図１】 【図２】
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