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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　肌状態改善用化粧料を調製する方法であって、
　角層中の酵素を選択する工程、化粧料又は化粧料の油性成分を適用したときの前記選択
した酵素の活性を測定する工程、及び前記工程で測定した酵素の活性を指標に化粧料の油
性成分の量を最適化する工程を含み、
　前記角層中の酵素が、カリクレイン－５、カスパーゼ－１４、カタラーゼ、及びＮＡＤ
Ｈデヒドロゲナーゼからなる群から選択され、
　前記油性成分が極性油、天然油、及び揮発性炭化水素からなる群から選択される、化粧
料の調製方法。
【請求項２】
　前記選択した酵素の活性を測定する工程において、化粧料又は化粧料の油性成分を適用
しないときに比べて酵素の活性が低下する場合、前記化粧料の油性成分の量を最適化する
工程において、化粧料中の油性成分の含有量を減量する、請求項１に記載の化粧料の調製
方法。
【請求項３】
　前記角層中の酵素を選択する工程において、少なくとも３種の酵素を選択し、
　前記選択した酵素の活性を測定する工程において、化粧料の油性成分の量を変えて少な
くとも３種の酵素活性の変化量を測定し、該酵素活性が最も向上する油性成分量を、前記
化粧料の油性成分の量を最適化する工程において選択する、請求項１又は２に記載の化粧
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料の調製方法。
【請求項４】
　前記化粧料の油性成分の量を最適化する工程は、油性成分の含有量が５質量％以下とな
るように行われる、請求項１乃至３のいずれか１項に記載の化粧料の調製方法。
【請求項５】
　前記肌状態は、肌の明るさ、毛穴の目立ち、しわ、及び肌の凹凸からなる群から選択さ
れる少なくとも１種を含む、請求項１乃至４のいずれか１項に記載の化粧料の調製方法。
【請求項６】
　角層中の酵素を指標に化粧料を評価する方法であって、
　角層中の酵素を選択する工程、及び化粧料を前記選択した酵素に適用した際の酵素活性
が化粧料を適用しないときから低下する程度が小さい化粧料を、肌状態改善効果を有する
と評価する工程、を含み、
　前記選択された角層中の酵素がカリクレイン－５、カスパーゼ－１４、カタラーゼ、及
びＮＡＤＨデヒドロゲナーゼからなる群から選択される、化粧料の評価方法。
【請求項７】
　前記角層中の酵素を選択する工程において、少なくとも３種の酵素を選択する、請求項
６に記載の化粧料の評価方法。
【請求項８】
　前記肌状態は、肌の明るさ、毛穴の目立ち、しわ、および肌の凹凸からなる群から選択
される少なくとも１種を含む、請求項６又は７に記載の化粧料の評価方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、肌状態改善用の化粧料の調製方法に関する。また、化粧料の肌状態改善効果
を評価する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　化粧料において、油脂類、ろう類、炭化水素類、高級脂肪酸類、高級アルコール類、お
よびエステル類などの油性成分は、様々な目的で配合されている。
　例えば、スキンケア化粧料では適度なエモリエント性をもつ被膜をつくり、保湿感を与
える目的で油性成分が用いられる。その他、メークアップ化粧料では顔料の皮膚への展延
性、付着性を与える目的で、また、ヘアケア化粧料では髪へのつやとセット性を与える目
的で、油性成分が用いられる。
【０００３】
　このように、化粧料において多目的で用いられる油性成分を、水性化粧料中にも配合で
きるようにするために乳化技術が開発され、Ｗ／Ｏ型、Ｏ／Ｗ型などの乳化化粧料が様々
提案されている（例えば、特許文献１、２参照）。
【０００４】
　一方で、皮膚の角層中に存在する酵素が、皮膚の状態と何らかの関係を有するという報
告がされている。例えば、特許文献３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、皮膚中に存在している酵素として、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
胞の皮膚での接着に関わり、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。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
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【特許文献１】特開２０１２－２０６９７１号公報
【特許文献２】特開２０１２－２０６９８６号公報
【特許文献３】特開平８－６８７９１号公報
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Nature Cell 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
【非特許文献５】Biol.Chem.2008（389）No.6 p669-680
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　このように、油性成分は化粧料の原料として多様な目的で用いられており、肌状態を改
善するためにエモリエント性を付与する目的でも使用されている。本発明は、このような
状況下、肌状態改善用の化粧料の新たな調製方法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】
【０００８】
　本発明者らは、肌状態改善用の化粧料の新たな調製方法を提供すべく研究を進め、肌状
態に関連する角層中の酵素に着目した。そして、角層中の酵素活性を活性化させることで
、肌状態が改善されることを見出した。このような知見に基づいて更に研究を重ねたとこ
ろ、意外にも、酵素活性を低下させる原因が化粧料成分として多様な目的で使用されてい
る油性成分にあることが判明した。そして、酵素活性を指標として、化粧料の油性成分の
量を調製するという新たな調製方法を見出し、本発明を完成させた。さらに、酵素活性の
低下が生じる場合には、多目的で使用されている油性成分の含有量をあえて減じる、好ま
しくは油性成分を実質的にフリーとすることで、肌状態を改善することができるという、
従来技術とは異なる新たな知見を得た。
【０００９】
　本発明の第一の実施態様は、肌状態改善用化粧料を調製する方法であって、
　角層中の酵素を選択する工程、前記選択した酵素の活性を測定する工程、及び前記工程
で測定した酵素の活性を指標に化粧料の油性成分の量を最適化する工程、を含む化粧料の
調製方法である。
　前記角層中の酵素は、カリクレイン－５、カスパーゼ－１４、カタラーゼ、及びＮＡＤ
Ｈデヒドロゲナーゼからなる群から選択される少なくとも１種を含むことが好ましい。
　また、前記選択した酵素の活性を測定する工程において、酵素の活性が低下する場合、
前記化粧料の油性成分の量を最適化する工程において、化粧料中の油性成分の含有量を減
量することが好ましい。
　また、前記角層中の酵素を選択する工程において、少なくとも３種の酵素を選択し、前
記選択した酵素の活性を測定する工程において少なくとも３種の酵素活性が向上すること
が好ましい。
【００１０】
　また、前記化粧料の油性成分の量を最適化する工程は、油性成分の含有量が実質的にフ
リーとなるように行われることが好ましく、前記肌状態は、肌の明るさ、毛穴の目立ち、
しわ、及び肌の凹凸からなる群から選択される少なくとも１種を含むことが好ましい。
【００１１】
　本発明の第二の実施態様は、角層中の酵素を指標に化粧料を評価する方法であって、角
層中の酵素を選択する工程、及び化粧料を前記選択した酵素に適用した際の酵素活性の変
化を指標に、化粧料を評価する工程、を含む、化粧料の評価方法である。
【００１２】
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　前記選択された角層中の酵素がカリクレイン－５、カスパーゼ１４、カタラーゼ、及び
ＮＡＤＨデヒドロゲナーゼからなる群から選択される少なくとも１種を含むことが好まし
い。
　また、前記角層中の酵素を選択する工程において、少なくとも３種の酵素を選択し、前
記化粧料を評価する工程において、少なくとも３種の酵素活性が向上する化粧料を、肌状
態改善効果を有すると評価することが好ましい。
　また、前記肌状態は、肌の明るさ、毛穴の目立ち、しわ、および肌の凹凸からなる群か
ら選択される１種以上を含むことが好ましい。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明の化粧料の調製方法により、特定の酵素の活性を指標として化粧料の油性成分の
量を調製するという、新たな化粧料の調製方法が提供される。また、本発明の調製方法に
より調製された化粧料は、油性成分の含有量が少ない態様、好ましい態様としては実質的
に油性成分がフリーであるにもかかわらず、非常に高い肌状態改善効果を奏することがで
きる。
　また、本発明の化粧料の評価方法では、特定の酵素の活性を指標として化粧料を評価す
るという、新たな化粧料の評価方法が提供される。また、本発明の評価方法により、油性
成分の含有量が少ない化粧料、好ましい態様としては実質的にフリーである化粧料の肌状
態改善効果を適切に評価することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】油性成分の添加量とカリクレイン－５活性を示すグラフである。
【図２】油性成分の添加量とカスパーゼ活性を示すグラフである。
【図３】油性成分の添加量とカタラーゼ活性を示すグラフである。
【図４】油性成分の添加量とＮＡＤＨデヒドロゲナーゼ活性を示すグラフである。
【図５】カリクレイン－５活性と肌の明るさを示すグラフである。
【図６】カリクレイン－５活性と毛穴スコアを示すグラフである。
【図７】カリクレイン－５活性としわの数を示すグラフである。
【図８】カリクレイン－５活性と肌の凹凸を示すグラフである。
【図９】平均より高い酵素活性を示す酵素数と肌の明るさの関係を示すグラフである。
【図１０】平均より高い酵素活性を示す酵素数と毛穴スコアの関係を示すグラフである。
【図１１】平均より高い酵素活性を示す酵素数としわの数の関係を示すグラフである。
【図１２】平均より高い酵素活性を示す酵素数と肌の凹凸の関係を示すグラフである。
【図１３】オイルフリー化粧料又は油成分含有化粧品連用時の肌の水分量を示すグラフで
ある。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　以下、本発明の化粧料の調製方法、及び化粧料の評価方法について説明するが、本発明
の技術的範囲は、以下の具体的な実施形態にのみ限定されるものではない。
【００１６】
　本発明の第一の実施態様は、肌状態改善用化粧料を調製する方法であって、角層中の酵
素を選択する工程、前記選択した酵素の活性を測定する工程、及び、前記工程で測定した
酵素の活性を指標に化粧料の油性成分の量を最適化する工程、を含む。
　本実施態様に係る化粧料の調製方法は、本発明者らが得た知見である、化粧料が有する
肌状態改善効果と特定の酵素活性との関係に基づくものである。より具体的には、角層中
に存在するカリクレイン－５、カスパーゼ－１４、カタラーゼ、及びＮＡＤＨデヒドロゲ
ナーゼなどの酵素が肌状態の改善に関与するという知見に基づくものである。
【００１７】
　本発明の第一の実施態様における、角層中の酵素を選択する工程により選択される酵素
は、肌状態の改善に何らかの関与を有する酵素である限り特段限定されないが、少なくと
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もカリクレイン－５、カスパーゼ－１４、カタラーゼ、及びＮＡＤＨデヒドロゲナーゼか
ら選択される１種以上を含むことが好ましい。これらの４種以外の酵素を選択してもよく
、肌状態改善に関与するこれら以外の酵素としては、例えば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などが挙げられる。
【００１８】
　本発明の第一の実施態様における、選択した酵素の活性を測定する工程は、既知の方法
を適宜選択して行うことができる。
　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、得られた酵素液に化粧料で通常使用される油性成分を添加し、添加
する油性成分の量により酵素活性の変化量を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。
　酵素活性が低下するか否かの判断は、油性成分を添加しない場合との濃度の異なる油性
成分を添加した場合で、酵素活性がどのように変化するかを測定して行うことができる。
　また、予め化粧料を調製し、当該化粧料を酵素液に適用し、酵素活性の変化量を測定す
る方法も挙げられる。
【００１９】
　酵素の活性を測定する具体的な方法を以下に示す。
　例えば、カスパーゼ－１４の場合、ＭＣＡ基質にＮａＣｌ、Ｃｈａｐｓ、ＥＤＴＡ、Ｄ
ＴＴ及びクエン酸ナトリウムを含有するバッファーに酵素液を混合し、１０分間３７℃に
おいてインキュベートする。モノクロロ酢酸ナトリウム溶液で反応を停止し、蛍光強度（
ＥＸ３７０ｎｍ、ＥＭ４６０ｎｍ）で測定することができる。
　カタラーゼの場合、リン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．２）、酵素液を混合し、過酸化水
素水を加え２５℃で反応させた後、過酸化水素に由来する２４０ｎｍの吸光度の減少を追
跡し、過酸化水素の分子吸光度係数 により酵素活性を求めることができる。
　ＮＡＤＨデヒドロゲナーゼでは、ＮＡＤＨを含むトリス塩酸緩衝液（ｐＨ７．５）を２
５℃で５分間予備加温後、２，６－ジクロロフェノールインドフェノール水溶液を添加し
、次いで、トリス塩酸緩衝液（ｐＨ７．５）で希釈したＮＡＤＨデヒドロゲナーゼ溶液を
加え、反応を開始し、２５℃で６００ｎｍの吸光度を測定することで酵素活性を測定でき
る。
　カリクレイン－５は、ＭＣＡ基質にＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．５）、ＮａＣｌ、Ｃｈａｐｓ
、ＥＤＴＡ、ＤＴＴ及びクエン酸ナトリウムを含有するバッファーに酵素液を添加し、１
０分間３７℃においてインキュベートする。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）で測定することにより
酵素活性を測定できる。
【００２０】
　本発明の第一の実施態様における、前記工程で測定した酵素の活性を指標に化粧料の油
性成分の量を最適化する工程では、酵素の活性を測定する工程で測定した酵素の活性の測
定値に基づき、化粧料の油性成分量を最適化するものである。
　最適化の具体例としては、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、得られた酵素液に化粧料で通常使用される油性成分を添加し超音波装
置等で分散させ、添加する油性成分の量により酵素活性の変化量を測定し、酵素活性が最
も向上する油性成分量を決定することができる。あるいは、異なる油性成分量を含有する
化粧料を使用者に適用し、一定時間後に角層細胞を採取し、上記の酵素測定法にて１種ま
たは複数の酵素について活性を測定し、酵素活性が最も向上する油性成分量を決定するこ
とができる。
【００２１】
　化粧料の油性成分の最適化は、選択された酵素の活性を測定する工程において、酵素の
活性が低下する場合には、化粧料の油性成分の含有量を減量する態様が好ましい。
　通常、化粧料の調製において、エモリエント性の付与等、多目的で使用されている油性
成分の含有量は増加させる傾向にあるところ、油性成分の含有量をあえて減量することで
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、調製した化粧料の肌改善効果を向上させ得ることができる。
　化粧料中の油性成分を減量する場合、減量の程度は特定されるものではないが、徐々に
減量させていき、上記の最適化工程を複数回繰り返して行うことで、化粧料の詳細な設計
が可能となる。また、酵素活性の低下の程度が大きい場合には、油性成分の含有量の減量
の度合いを大きくすることも、最適化工程の簡素化の観点から好ましい。
【００２２】
　本実施態様では、化粧料の油性成分の量を最適化する工程において化粧料中の油性成分
含有量を減じることで、調製された化粧料中の油性成分含有量が通常５質量％以下となる
。好ましくは３質量％以下、より好ましくは２質量％以下、更に好ましくは１質量％以下
、特に好ましくは０．５質量％以下、特に好ましくは油性成分を含有しないことである。
　なお、本明細書において、油性成分の含有量が「実質的にフリー」とは、油性成分の含
有量が５質量％以下であることを示す。また、「油性成分」とは、後に例示するような化
粧料調製時において一般的に油性成分として扱う成分を意味し、例えば、界面活性剤の効
果を期待して加える成分において油性のものが存在しても油性成分に含まないものとし、
また、粉体被覆のためのシリコーンなどの油分、加えて油性成分として用いられることが
あるシリコーンについても、本発明では、油性成分に含まれないものとして扱う。
【００２３】
　本実施態様では、少なくともカリクレイン－５、カスパーゼ－１４、カタラーゼ、及び
ＮＡＤＨデヒドロゲナーゼからなる上記４種の酵素のうち、少なくとも３種の酵素につい
て、酵素活性が向上する油性成分量を選択することが好ましい。すなわち、角層中の酵素
を選択する工程において、上記４種の酵素のうち少なくとも３種の酵素を選択し、選択し
た酵素の活性を測定する工程において、少なくとも３種の酵素活性が向上することが好ま
しい。
　また、上記４種の酵素のうち、全ての酵素について、酵素活性の向上が確認されること
がより好ましい。すなわち、角層中の酵素を選択する工程において、上記４種の酵素を選
択し、選択した酵素の活性を測定する工程において、上記４種の酵素活性が向上すること
が好ましい。
【００２４】
　本実施態様において、改善される肌状態は、肌の明るさ、毛穴の目立ち、しわ、及び肌
の凹凸からなる群から選択される少なくとも１種を含むことが好ましい。従来、これらの
肌状態の改善は、油性成分の含有量を増加させることで対応していた。本実施態様の化粧
料の調製方法の好ましい態様では、あえて油性成分の含有量を減じることで、肌状態の改
善を達成できる化粧料を提供できる。
【００２５】
　本実施態様において、調製された化粧料中に含有させる成分は、油性成分の含有量が極
めて小さいことを除いては、通常化粧料に使用される成分を広く適用することが可能であ
り、また、その剤形や用途についても、何ら限定されない。以下、本実施態様において、
化粧料中に含有させることができる成分について、説明する。
【００２６】
　有効成分としては、美白成分、抗炎症成分、植物エキスなどが挙げられる。
　美白成分としては、一般的に化粧料に用いられているものであれば特に限定はない。例
えば、４－ｎ－ブチルレゾルシノール、アスコルビン酸グルコシド、３－О－エチルアス
コルビン酸、トラネキサム酸、アルブチン、２－[（トリフェニルメチル）オキシ］エタ
ノ－ル、１－（トリフェニルメチル）ピペリジン、Ｎ－（p－トルイル）システイン酸、
Ｎ－（p－メトキシベンゾイル）システイン酸等が挙げられる。これらの美白成分は、既
に市販されているものもあれば、合成により入手することもできる。例えば、３－О－エ
チルアスコルビン酸は、特開平８－１３４０５５号公報に記載の公知の方法で合成するこ
とが出来る。市販品（日本精化製「ＶＣエチル」）もあるので、これらを入手して使用す
ることが可能である。２－[（トリフェニルメチル）オキシ]エタノ－ル、１－（トリフェ
ニルメチル）ピペリジンは特許文献ＷＯ２０１０―０７４０５２号パンフレットに、Ｎ－
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（p－トルイル）システイン酸、Ｎ－（p－メトキシベンゾイル）システイン酸はＷＯ２０
１０―０５８７３０号パンフレットに、その合成方法が公開されているので、該開示に従
い合成することができる。
　化粧料における美白成分の含有量は、通常０．０１～３０質量％であり、０．１～１０
質量％が好ましく、１～５質量％がより好ましい。
【００２７】
　植物抽出エキスとしては、一般的に医薬品、化粧料等に用いられているものであれば特
に限定はない。例えば、アケビエキス、アスナロエキス、アスパラガスエキス、アボガド
エキス、アマチャエキス、アーモンドエキス、アルニカエキス、アロエエキス、アンズエ
キス、イチョウエキス、ウイキョウエキス、エイジツエキス、エンメイソウエキス、オウ
ゴンエキス、オウバクエキス、オウレンエキス、オタネニンジンエキス、オトギリソウエ
キス、オドリコソウエキス、オレンジエキス、カキョクエキス、カッコンエキス、カモミ
ラエキス、カロットエキス、カワラヨモギエキス、カンゾウエキス、キウイエキス、キュ
ーカンバーエキス、グアバエキス、クジンエキス、クチナシエキス、クマザサエキス、ク
ララエキス、クルミエキス、グレープフルーツエキス、黒米エキス、クロレラエキス、ク
ワエキス、ゲットウヨウエキス、ゲンチアナエキス、ゲンノショウコエキス、紅茶エキス
、ゴボウエキス、コメエキス、コメ発酵エキス、コメヌカ発酵エキス、コメ胚芽油、コケ
モモエキス、サルビアエキス、サボンソウエキス、ササエキス、サンザシエキス、サンシ
ャエキス、サンショウエキス、シイタケエキス、ジオウエキス、シコンエキス、シソエキ
ス、シナノキエキス、シモツケソウエキス、シャクヤクエキス、ショウキュウエキス、シ
ョウブ根エキス、シラカバエキス、スギナエキス、ステビアエキス、ステビア発酵物、セ
イヨウキズタエキス、セイヨウサンザシエキス、セイヨウニワトコエキス、セイヨウノコ
ギリソウエキス、セイヨウハッカエキス、セージエキス、ゼニアオイエキス、センキュウ
エキス、センブリエキス、ソウハクヒエキス、ダイオウエキス、ダイズエキス、タイソウ
エキス、タイムエキス、タンポポエキス、茶エキス、チョウジエキス、チンピエキス、甜
茶エキス、トウガラシエキス、トウキエキス、トウキンセンカエキス、トウニンエキス、
トウヒエキス、ドクダミエキス、トマトエキス、納豆エキス、ニンジンエキス、ニンニク
エキス、ノバラエキス、ハイビスカスエキス、バクモンドウエキス、ハスエキス、パセリ
エキス、バーチエキス、ハマメリスエキス、ヒキオコシエキス、ヒノキエキス、ビワエキ
ス、フキタンポポエキス、フキノトウエキス、ブクリョウエキス、ブッチャーブルームエ
キス、ブドウエキス、ブドウ種子エキス、ヘチマエキス、ベニバナエキス、ペパーミント
エキス、ボダイジュエキス、ボタンエキス、ホップエキス、マツエキス、マロニエエキス
、ミズバショウエキス、ムクロジエキス、メリッサエキス、モズクエキス、モモエキス、
ヤグルマギクエキス、ユーカリエキス、ユキノシタエキス、ユズエキス、ユリエキス、ヨ
クイニンエキス、ヨモギエキス、ラベンダーエキス、緑茶エキス、リンゴエキス、ルイボ
ス茶エキス、レイシエキス、レタスエキス、レモンエキス、レンギョウエキス、レンゲソ
ウエキス、ローズエキス、ローズマリーエキス、ローマカミツレエキス、ローヤルゼリー
エキス、ワレモコウエキス等のエキスが好ましいものとして挙げられる。
　化粧料中における植物抽出エキスの含有量は、通常０．０１～３０質量％であり、０．
１～１０質量％が好ましく、１～５質量％がより好ましい。
【００２８】
　抗炎症成分としては、クラリノン、グラブリジン、グリチルリチン酸、グリチルレチン
酸などが挙げられ、好ましくは、グリチルリチン酸及びその塩、グリチルレチン酸アルキ
ル及びその塩、並びに、グリチルレチン酸及びその塩である。
　化粧料中における抗炎症成分の含有量は、通常０．０１～３０質量％であり、０．１～
１０質量％が好ましく、１～５質量％がより好ましい。
【００２９】
　油性成分としては、極性油、揮発性炭化水素油などが挙げられる。
　極性油としては、合成エステル油として、ミリスチン酸イソプロピル、オクタン酸セチ
ル、ミリスチン酸オクチルドデシル、パルミチン酸イソプロピル、ステアリン酸ブチル、
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ラウリン酸ヘキシル、ミリスチン酸ミリスチル、オレイン酸デシル、ジメチルオクタン酸
ヘキシルデシル、乳酸セチル、乳酸ミリスチル、酢酸ラノリン、ステアリン酸イソセチル
、イソステアリン酸イソセチル、１２－ヒドロキシステアリル酸コレステリル、ジ－２－
エチルヘキシル酸エチレングリコール、ジペンタエリスリトール脂肪酸エステル、モノイ
ソステアリン酸Ｎ－アルキルグリコール、ジカプリン酸ネオペンチルグリコール、リンゴ
酸ジイソステアリル、ジ－２－ヘプチルウンデカン酸グリセリン、トリ－２－エチルヘキ
シル酸トリメチロールプロパン、トリイソステアリン酸トリメチロールプロパン、テトラ
－２－エチルヘキシル酸ペンタンエリスリトール、トリ－２－エチルヘキシル酸グリセリ
ン、トリイソステアリン酸トリメチロールプロパンを挙げることができる。
【００３０】
　さらに、セチル２－エチルヘキサノエート、２－エチルヘキシルパルミテート、トリミ
リスチン酸グリセリン、トリ－２－ヘプチルウンデカン酸グリセライド、ヒマシ油脂肪酸
メチルエステル、オレイン酸オイル、セトステアリルアルコール、アセトグリセライド、
パルミチン酸２－ヘプチルウンデシル、アジピン酸ジイソブチル、Ｎ－ラウロイル－Ｌ－
グルタミン酸－２－オクチルドデシルエステル、アジピン酸ジ－２－ヘプチルウンデシル
、エチルラウレート、セバチン酸ジ－２－エチルヘキシル、ミリスチン酸２－ヘキシルデ
シル、パルミチン酸２－ヘキシルデシル、アジピン酸２－ヘキシルデシル、セバチン酸ジ
イソプロピル、コハク酸２－エチルヘキシル、酢酸エチル、酢酸ブチル、酢酸アミル、ク
エン酸トリエチル、オクチル　メトキシシンナメート等も挙げられる。
【００３１】
　また、天然油として、アボガド油、ツバキ油、タートル油、マカデミアナッツ油、トウ
モロコシ油、ミンク油、オリーブ油、ナタネ油、卵黄油、ゴマ油、パーシック油、小麦胚
芽油、サザンカ油、ヒマシ油、アマニ油、サフラワー油、綿実油、エノ油、大豆油、落花
生油、茶実油、カヤ油、コメヌカ油、シナギリ油、日本キリ油、ホホバ油、胚芽油、トリ
グリセリン、トリオクタン酸グリセリン、トリイソパルミチン酸グリセリン、スクワレン
、スクワラン等が挙げられる。
【００３２】
　揮発性炭化水素油としては、イソドデカン、イソヘキサデカン等が挙げられる。
　その他の化粧料にて通常使用される油性成分を使用することが出来るが、シリコーンは
除く。ここでいうシリコーンとは、ケイ素を含む油性成分のことである。
【００３３】
　界面活性剤としては、脂肪酸セッケン（ラウリン酸ナトリウム、パルミチン酸ナトリウ
ム等）、ラウリル硫酸カリウム、アルキル硫酸トリエタノールアミンエーテル等のアニオ
ン界面活性剤類、塩化ステアリルトリメチルアンモニウム、塩化ベンザルコニウム、ラウ
リルアミンオキサイド等のカチオン界面活性剤類、
　ベタイン系界面活性剤（アルキルベタイン、アミドベタイン、スルホベタイン等）、イ
ミダゾリン系両性界面活性剤（２－ココイル－２－イミダゾリニウムヒドロキサイド－１
－カルボキシエチロキシ２ナトリウム塩等）、アシルメチルタウリン等の両性界面活性剤
類、
　ソルビタン脂肪酸エステル類（ソルビタンモノステアレート、セスキオレイン酸ソルビ
タン等） 、グリセリン脂肪酸類（モノステアリン酸グリセリン等）、プロピレングリコ
ール脂肪酸エステル類（モノステアリン酸プロピレングリコール等）、硬化ヒマシ油誘導
体、グリセリンアルキルエーテル、ＰＯＥソルビタン脂肪酸エステル類（ＰＯＥソルビタ
ンモノオレエート、モノステアリン酸ポリオキシエチレンソルビタン等）、ＰＯＥソルビ
ット脂肪酸エステル類（ＰＯＥ－ソルビットモノラウレート等）、ＰＯＥグリセリン脂肪
酸エステル類（ＰＯＥ－グリセリンモノイソステアレート等）、ＰＯＥ脂肪酸エステル類
（ポリエチレングリコールモノオレート、ＰＯＥジステアレート等） 、ＰＯＥアルキル
エーテル類（ＰＯＥ２－オクチルドデシルエーテル等）、ＰＯＥアルキルフェニルエーテ
ル類（ＰＯＥノニルフェニルエーテル等）、プルロニック型類、ＰＯＥ・ＰＯＰアルキル
エーテル類（ＰＯＥ・ＰＯＰ２－デシルテトラデシルエーテル等）、テトロニック類、Ｐ
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ＯＥヒマシ油・硬化ヒマシ油誘導体（ＰＯＥヒマシ油、ＰＯＥ硬化ヒマシ油等）、ショ糖
脂肪酸エステル、アルキルグルコシド等の非イオン界面活性剤類、などが挙げられる。
【００３４】
　多価アルコールとしては、ポリエチレングリコール、グリセリン、１，３－ブチレング
リコール、エリスリトール、ソルビトール、キシリトール、マルチトール、プロピレング
リコール、ジプロピレングリコール、ジグリセリン、イソプレングリコール、１，２－ペ
ンタンジオール、２，４－ヘキシレングリコール、１，２－ヘキサンジオール、１，２－
オクタンジオール等が挙げられる。
【００３５】
　増粘剤としては、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、アルキル変性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、ベントナイト等があげられる。
【００３６】
　粉体類としては、表面を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、表面を処理されていても良い、ベンガラ、黄酸化鉄、黒酸化鉄、酸
化コバルト、群青、紺青、酸化チタン、酸化亜鉛の無機顔料類、表面を処理されていても
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２２８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、があげられる。
【００３７】
　紫外線吸収剤としては、パラアミノ安息香酸系紫外線吸収剤、アントラニル酸系紫外線
吸収剤、サリチル酸系紫外線吸収剤、桂皮酸系紫外線吸収剤、ベンゾフェノン系紫外線吸
収剤、糖系紫外線吸収剤、２－（２'－ヒドロキシ－５'－ｔ－オクチルフェニル)ベンゾ
トリアゾール、４－メトキシ－４'－ｔ－ブチルジベンゾイルメタン等の紫外線吸収剤類
、などがあげられる。
【００３８】
　本実施態様に係る皮膚外用剤は、通常知られている、ローション剤形、乳液剤形、エッ
センス剤形、クリーム剤形、粉体含有剤形の何れをも取ることが出来る。化粧料としては
、基礎化粧料、毛髪化粧料、メークアップ化粧料などの何れもが適用可能である。
【００３９】
　本発明の第二の実施態様は、角層中の酵素を指標に化粧料を評価する方法であって、角
層中の酵素を選択する工程、及び化粧料を前記選択した酵素に適用した際の酵素活性の変
化を指標に、化粧料を評価する工程、を含む化粧料の評価方法である。
　本実施態様についても、上記第一の実施態様と同様に、化粧料が有する肌状態改善効果
と特定の酵素活性の関係に基づくものであり、より具体的には、角層中に存在するカリク
レイン－５、カスパーゼ－１４、カタラーゼ、及びＮＡＤＨデヒドロゲナーゼ等の酵素が
肌状態の改善に関与するという知見に基づく。
【００４０】
　本実施態様に係る角層中の酵素を選択する工程は、前述した本発明の第一の実施態様に
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係る角層中の酵素を選択する工程の説明が適用される。
【００４１】
　本実施態様に係る化粧料を評価する工程は、化粧料を準備し、該化粧料を上記工程で選
択した酵素に適用した際の酵素活性の変化を指標として、化粧料を評価する。具体的には
、化粧料又は化粧料で通常使用される油性成分を酵素液に添加し、添加する油性成分の量
により酵素活性の変化量を測定する。その際に酵素活性が向上する化粧料を、肌状態改善
効果を有する化粧料と評価する。
　好ましい態様では、角層中の酵素を選択する工程において、少なくとも３種の酵素を選
択し、化粧料を選択した酵素に適用した際に、少なくとも３種類の酵素活性が向上する化
粧料を、肌状態改善効果を有する化粧料と評価する。
【００４２】
　本実施態様により、肌状態改善効果を有すると評価された化粧料は、肌状態改善用の化
粧料として、優れた効果を有する。具体的には、肌の明るさ、毛穴の目立ち、しわ、及び
肌の凹凸からなる群から選択される少なくとも１種を含む肌状態を改善することが好まし
い。
　従来、これらの肌状態の改善は、油性成分の含有量を増加させることで対応されていた
が、本実施態様の化粧料の評価方法により、油性成分の含有量が少ない乃至は含有しない
化粧料であっても、肌状態の改善を達成できる化粧料を評価し、当該化粧料を選択するこ
とができる。
【実施例】
【００４３】
　以下に、実際の実験例を挙げて、本発明について更に詳細に説明を加える。
【００４４】
＜実験例１＞
（角層中の酵素選択）
　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測定した。
【００４５】
　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＋５
ｍＭ　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。
　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。
【００４６】
　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）
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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。
【００４７】
　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。
【００４８】
　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（
ｐＨ７．５））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
６００ｎｍ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。
【００４９】
　前記酵素液にスクワレン若しくはスクワランを、濃度が０％（無添加）、１％、２％、
５％となるように添加し、カリクレイン－５、カスパーゼ－１４、カタラーゼ、及びＮＡ
ＤＨデヒドロゲナーゼの酵素活性を測定した。なお、本実験例では、スクワレン若しくは
スクワランを油性成分として用いたが、他の油性成分で代替しても良い。
【００５０】
　図１～４はスクワレン若しくはスクワラン濃度０％、１％、２％、５％における３回測
定酵素活性平均の、油性成分無添加時の酵素活性平均を１００％としたときの相対値を示
した。油性成分の量が増加するに従い酵素活性が低下することが判る。従って、測定した
角層中の酵素のうち、カリクレイン－５、カスパーゼ－１４、カタラーゼ、及びＮＡＤＨ
デヒドロゲナーゼは油性成分の量により酵素活性が変化する。
【００５１】
＜実験例２＞
（酵素と肌状態の関連性）
　カリクレイン－５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
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　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、前期条件下で安静に
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。
【００５２】
　図５～８に低い群、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、肌状態の改善に寄与することが確認された。
【００５３】
＜実験例３＞
　前記の通り、採取した角層細胞における、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において、活性の平均を上回った酵素数が
０、１種又は２種、及び３種又は４種、の３群に分け、各群での肌の明るさ、毛穴の目立
ち、しわ、及び肌の凹凸を比較した。
【００５４】
　図９～１２に各群での肌状態の結果を示す。活性の平均を上回った酵素が３つ以上の群
で他の群より明らかな肌状態の改善が認められた。
【００５５】
＜実験例４＞
　上記の実験例から、酵素活性の向上により肌状態が改善することが明らかとなったため
、実験例１にて最も酵素活性が高かった油性成分無添加の、以下の表１に示す化粧料１の
ローション及び化粧料２の保湿液、を調製し使用した群と、比較化粧料として油性成分を
含んだ化粧品を使用した群での肌状態の改善を比較した。各群の被験者は、化粧料１、２
を使用した群で健常者２０名、比較化粧料を使用した群で健常者１２名であり、１ヶ月間
連用時の肌の状態を観察するため、角層水分量の変化を測定した。
　角層水分量は、アイ．ビイ．エス社製の「ＳＫＩＣＯＮ－２００ＥＸ」により測定した
。
　化粧料１は、表１に記載された成分を表１に記載された量でよく混合することで調製し
た。化粧料２は水酸化カリウム以外の成分を表１に記載の量にて混合し、その後、アルカ
リである水酸化カリウムを加えることにより調製した。尚、表１中の数字は質量％を表す
。
【００５６】
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【表１】

【００５７】
　図１３から、油性成分を含まない化粧料１及び２を使用した群は、油性成分を含む通常
の化粧品を使用した群に比べ、角層水分量が高く、肌状態が改善していることがわかる。
【産業上の利用可能性】
【００５８】
　本発明によれば、化粧料成分として有用な油性成分の含有量が小さい化粧料であっても
、優れた肌状態改善作用を有する化粧料を調製することができる。また、油性成分の含有
量が小さい化粧料であっても、優れた肌状態改善作用を有する化粧料として評価すること
ができる。
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