
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
次のものを含む皮膚コンディショニング組成物：
（ａ）０．００１％から１０％までの、レチノール、レチニルエステルおよびそれらの混
合物から成る群から選択される化合物；
（ｂ）０．０００１％から５０％までの

ヒドロキシ脂肪酸のアミド；ならびに
（ｃ）美容学的に許容される賦形剤。
【請求項２】
レチニルエステルが、パルミチン酸レチニル、酢酸レチニル、プロピオン酸レチニル、リ
ノール酸レチニルおよびそれらの混合物から成る群から選択される、請求項１の組成物。
【請求項３】
成分（ａ）がレチノールである請求項１の組成物。
【発明の詳細な説明】

本発明は、アミドとレチノールまたはレチニルエステルを含有するスキンケア組成、なら
びにそのような組成を皮膚に適用することを含む美容方法。
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ラクタミド－モノエタノールアミド、Ｃ 1 3－β－
ヒドロキシ酸アミド、Ｎ－ヒドロキシエチル－２－ヒドロキシ－Ｃ 1 6アミド、１２－ヒド
ロキシ－Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）オクタデカナミド、およびヒマシ油のモノエタノ
ールアミドからなる群より選択される

発明の分野

発明の背景



レチノール（ビタミンＡ）は人体において自然に生じる内因性化合物であり、正常な上皮
細胞の分化にとって必須である。天然および合成のビタミンＡ誘導体は様々な皮膚疾患の
治療に広く用いられており、皮膚修復あるいは再生剤として使用されてきた。レチノイン
酸は様々な皮膚の状態、たとえば座瘡、しわ、乾癬、加齢斑および変色を治療するために
用いられてきた。たとえば、Ｖａｈｌｑｕｉｓｔ，Ａ．ら、Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔ．Ｄｅｒｍ
ａｔｏｌ．Ｖｏｌ．９４，Ｈｏｌｌａｎｄ　Ｄ．Ｂ．とＣｕｎｌｉｆｆｅ，Ｗ．Ｊ．（１
９９０），ｐ．４９６－４９８；Ｅｌｌｉｓ，Ｃ．Ｎ．ら、“Ｐｈａｒａｍａｃｏｌｏｇ
ｙ　ｏｆ　Ｒｅｔｎｏｌｓ　ｉｎ　Ｓｋｉｎ”，Ｖａｓｅｌ，Ｋａｒｇｅｒ，Ｖｏｌ．３
，（１９８９），ｐ．２４９－２５２；Ｌｏｗｅ，Ｎ．Ｊ．ら、“Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏ
ｇｙ　ｏｆ　Ｒｅｔｉｎｏｌｓ　ｉｎ　Ｓｋｉｎ”，Ｖｏｌ．３，（１９８９），ｐ．２
４０－２４８；ＰＣＴ特許願第ＷＯ９３－１９７４３号参照。
レチノールあるいはレチニルエステルの使用は、レチノイン酸よりも好ましいと考えられ
ている。レチノールは内因性化合物である。レチノールのエステルはｉｎ　ｖｉｖｏで加
水分解してレチノールを生じる。レチノールおよびレチニルエステルはレチノイン酸より
も安全とみなされている。残念ながら、レチノールおよびレチニルエステルは、皮膚への
恩恵を提供するという点ではレチノイン酸ほど有効ではない。
本発明は、一部には、ヒドロキシ脂肪酸のアミドとレチノールあるいはレチニルエステル
の組合せがケラチノサイトの分化の相乗的阻害を生じるという発見に基づく。レチノール
あるいはレチニルエステルと組合わせたヒドロキシ脂肪酸アミドの作用は、レチノイン酸
の作用と類似していた。従って、レチノールあるいはレチニルエステルとヒドロキシ脂肪
酸の混合物は、レチノイン酸類似の作用を有するが、レチノイン酸よりも使い易く、より
安全に使用できる。
Ｔｈｏｒｎｆｅｌｄｔ（米国特許第５，０５７，５０１号）は、セスキテルペン化合物と
、約０．０２５％から約３５％までのモノカルボキシル脂肪酸、エステル、あるいはアミ
ドを含有する組成による丘疹鱗屑性および湿疹性疾患の治療のための方法を開示している
。当該組成はレチノイドも含みうる；Ｔｈｏｒｎｆｅｌｄｔは、一部のレチノイド、すな
わちイソトレチノイン、トレチノイン、エトレチン（これらはすべてレチノイン酸の立体
型である）ならびにエトレチネート（トリメトキシフェニルレチノイン酸のエステル）が
、丘疹鱗屑性疾患に対する効果を示したことを教示している。ＰＣＴ特許願第ＷＯ／９３
２５１７７号（Ｐｒｏｃｔｅｒ　ａｎｄ　Ｇａｍｂｌｅ）は、特定の種類の非環式カルボ
キサミド冷却剤を含有し、且つレチノイン酸およびその誘導体（たとえばｃｉｓおよびｔ
ｒａｎｓ）のようなレチノイドを含みうる、皮膚への局所適用のための組成を開示してい
る。ＰＣＴ特許願第ＷＯ／９４０３１５６号（Ｒｈｏｎｅ　Ｐｏｕｌｅｎｃ）は、不潔な
皮膚（たとえば丘疹、膿疱、あるいは面ぽうに罹患した皮膚）の治療と予防のための有効
成分としてリノール酸あるいは誘導体を含有する局所組成を開示している；当該組成は０
．０２５から０．１％重量のトレチノインも含みうる。欧州特許願第０　３８８　２７５
号（Ｐｉｅｒｒｅ　Ｆａｂｒｅ　Ｃｏｓｍｅｔｉｑｕｅ）は、アルキルカルボキサミドと
亜鉛塩を含有する、脂漏を治療するための組成を開示しており、亜鉛塩はレチノイン酸亜
鉛であってもよい。
Ｋｌａｕｓら（米国特許第５，２１６，１４８号）は、皮膚の新生物、皮膚病、および皮
膚の老化を治療し、予防するための特異的複合カルボキサミドの使用を開示している。Ｖ
ａｎ　Ｓｃｏｔｔら（米国特許第４，３８０，５４９号）およびＹｕら（米国特許第４，
３６３，８１５号）は、ヒドロキシ酸あるいはそのアミドによる座瘡、乾燥、剥離性、落
屑性の皮膚の治療を開示している。第ＥＰ　０　５８２　４５８号はＮ，Ｎ－（１，４Ｃ
アルキル）ラウラミドの使用を開示している。第ＥＰ　０　５５９　３０４号は、皮膚ス
ムースニング剤として少なくとも２５個の炭素原子のヒドロカルビル鎖を含むアミドの使
用を開示している。Ｂｅａｕｑｕｅｙら（米国特許第５，３０８，５５１号）は、多数の
成分の中でも特に、８－１６Ｃ脂肪酸の１－４Ｃアルカノールアミドを含有する皮膚洗浄
およびコンディショニング組成を開示している。英国特許明細書第１，１２６，２８９号
（Ｈｏｆｆｍａｎ－Ｌａ　Ｒｏｃｈｅ）は、ビタミンＡアルコールあるいはビタミンＡエ
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ステル、乳化剤、およびモノカルボキシル酸のアルコールあるいはジアルキルアミド（た
とえばＮ，Ｎ－ジエチルアセトアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルアセトアミドあるいはＮ，Ｎ－
ジメチルホルムアミド）から選択される溶剤を含有する保存ビタミン製剤を開示している
。当該ビタミン製剤はビタミン含量が非常に高く、すなわち最小濃度が２５０，０００Ｉ
．Ｕ．ビタミンＡ／ｍｌである。さらに、上記特許願第１，１２６，２８９号に開示され
ているアミドはメリナミドを包含しておらず、また言及してもいない。
より早く出願され、１９９６年１１月１３日に公開された（本出願の優先日以降）ヨーロ
ッパ特許願第ＥＰ０　７４２　００５号（Ｕｎｉｌｅｖｅｒ；優先日１９９５年５月８日
）は、レチノールあるいはレチニルエステルと脂肪酸アミドの組合せを開示している。か
かる特許願第ＥＰ　０　７４２　００５号はヒドロキシ脂肪酸のアミドについては教示し
ていない。
上記に引用した技術は、レチノールあるいはレチニルエステルとヒドロキシ脂肪酸の相乗
作用的配合に基づく皮膚コンディショニング組成を開示していない。上記に引用した技術
のいずれも、レチノイン酸に代わる有効な代替物質の必要性を取り上げていない。

本発明は、一部には、次のものを含む皮膚コンディショニング組成を包含する：
（ａ）０．００１％から１０％の、レチノールおよびレチニルエステルから成る群から選
択されるレチノイド；
（ｂ）０．０００１％から５０％の、ヒドロキシ脂肪酸のアミド；および
（ｃ）美容学的に許容される賦形剤。
本発明はまた、本組成を皮膚に局所的に適用することを含む、皮膚をコンディショニング
する美容方法を提供する。さらに、本組成を皮膚に局所的に適用することを含む、レチノ
イン酸の皮膚への効果を模倣する美容方法を提供する。
本文中で使用するとき、「コンディショニング」という用語は、次のひとつまたはそれ以
上の予防および治療を意味する；乾燥皮膚、光線損傷した皮膚、しわのできた外観、加齢
斑、老化した皮膚、乾癬、アトピー性皮膚炎。該組成はまた、皮膚の色を白くするおよび
／あるいは皮脂の排泄を抑制する、および／あるいは角質層の柔軟性を高める、および全
般的に皮膚の質を高めるためにも有用である。該組成は皮膚の落屑と細胞増殖を改善する
ためにも使用できる。
本発明の製品中のヒドロキシ脂肪酸アミドが存在することは、レチノールあるいはレチニ
ルエステルの機能を実質的に改善する、すなわちヒドロキシ脂肪酸アミドはレチノールあ
るいはレチニルエステルが細胞増殖に影響を及ぼす能力を実質的に高める。ヒドロキシ脂
肪酸アミドは、単独で使用するときには、皮膚への恩恵の改善にほとんどあるいは全く影
響しない；皮膚への恩恵の実質的な増強は、ヒドロキシ脂肪酸アミドをレチノールあるい
はレチニルエステルと組み合わせたときにのみ実現される。
要するに、本発明は、少なくとも一部には、レチノールあるいはレチニルエステルとヒド
ロキシ脂肪酸アミドの相乗的相互作用の発見に基づく。
本発明に従って、レチノールあるいはレチニルエステルを含有する組成中に有効量のヒド
ロキシ脂肪酸を含めることにより、当該組成の機能が実質的に改善される。その代わりに
、ヒドロキシ脂肪酸アミドを含まない同様の製剤の機能に匹敵するように、当該アミドを
含有する組成中により低いレベルのレチノールあるいはレチニルエステルを含めることも
できる。

本発明の組成は、最初の必須成分として、レチノール、レチニルエステルおよびそれらの
混合物から成る群から選択される化合物を含む。
「レチノール」という用語は、中でも特にレチノールの次の異性体を含む：オール－ｔｒ
ａｎｓ－レチノール、１３－ｃｉｓ－レチノール、１１－ｃｉｓ－レチノール、９－ｃｉ
ｓ－レチノール、３，４ジデヒドロ－レチノール。好ましい異性体はオール－ｔａｎｓ－
レチノール、１３－ｃｉｓ－レチノール、３，４－ジデヒドロ－レチノール、９－ｃｉｓ
－レチノールである。最も好ましいのは、広く市販されていることからオール－ｔｒａｎ
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発明の概要

好ましい実施の形態の説明



ｓ－レチノールである。
レチニルエステルはレチノールのエステルである。「レチノール」の語は上記に定義した
。本発明での使用に適するレチニルエステルは、レチノールのＣ 1－Ｃ 1 0エステル、好ま
しくはＣ 2－Ｃ 2 0エステル、最も好ましくは、より広く市販されていることからＣ 2、Ｃ 3

およびＣ 1 0エステルである。レチニルエステルの例は次のものを含むがそれらに限定され
ない：パルミチン酸レチニル、ギ酸レチニル、酢酸レチニル、プロピオン酸レチニル、酪
酸レチニル、吉草酸レチニル、イソ吉草酸レチニル、ヘキサン酸レチニル、ヘプタン酸レ
チニル、オクタン酸レチニル、ノナン酸レチニル、デカン酸レチニル、ウンデカン酸レチ
ニル、ラウリン酸レチニル、トリデカン酸レチニル、ミリスチン酸レチニル、ペンタデカ
ン酸レチニル、ヘプタデカン酸レチニル、ステアリン酸レチニル、イソステアリン酸レチ
ニル、ノナデカン酸レチニル、アラキドン酸レチニル、ベヘン酸レチニル、リノール酸レ
チニル、オレイン酸レチニル、乳酸レチニル、グリコール酸レチニル、ヒドロキシカプリ
ル酸レチニル、ヒドロキシラウリン酸レチニル、酒石酸レチニル。
本発明において使用するための好ましいエステルは、最も広く市販されており、従って最
も安価であることから、パルミチン酸レチニル、酢酸レチニルおよびプロピオン酸レチニ
ルから選択される。
該レチノイドは本発明の組成において、０．００１％から１０％の量で、好ましくは０．
０１％から１％の量で、最も好ましくは０．０１％から０．５％の量で用いられる。
本発明の組成の第二の必須成分はヒドロキシ脂肪酸のアミドである。ヒドロキシ脂肪酸の
アミドの構造は次の通りである：
　
　
　
　
　
Ｒ 1、Ｒ 2およびＲ 4はそれぞれ独立して、水素およびヒドロキシル化されていてもよく、
１から２０個の炭素原子を含む脂肪族飽和または不飽和、直鎖または分枝炭化水素鎖から
選択される；
Ｒ 3は－（ＣＨ 2） nであり、ｎは０から１８までの整数である；
好ましくは、Ｒ 1、Ｒ 2、Ｒ 4はそれぞれ独立して２から２０個の炭素原子、より好ましく
は２から１５個の炭素原子、最も好ましくは３から１３個の炭素原子を含む。
好ましくは、ヒドロキシ酸アミドはα－またはβ－ヒドロキシ酸のアミド、すなわちｎは
０または１である。
本発明の組成に含めるべき最も好ましいヒドロキシ脂肪酸アミドは次のものである：ラク
タミド－モノエタノールアミド、Ｃ 1 3－β－ヒドロキシ酸アミド（２－ヒドロキシ－Ｃ 1 3

－アミド）、Ｎ－ヒドロキシエチル－２－ヒドロキシ－Ｃ 1 6アミド、１２－ヒドロキシ－
Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）オクタデカナミド、およびヒマシ油のモノエタノールアミ
ド。
該アミドは、０．０００１％から５０％、好ましくは０．０１％から１０％、最も好まし
くは０．１％から５％の範囲の量で本発明の組成に含まれる。

本発明に従った組成はまた、組成を皮膚に適用した時にその分布を促進するように、組成
中のレチノールおよび／あるいはレチニルエステルならびにヒドロキシ脂肪酸アミドの希
釈剤、分散剤あるいは担体として働くための美容学的に許容される賦形剤も含む。
水以外のあるいは水に加えての賦形剤は、液体または固体の皮膚軟化剤、溶剤、湿潤剤、
増粘剤および粉末を含みうる。特に好ましい非水性担体は、ポリジメチルシロキサンおよ
び／あるいはポリジメチルフェニルシロキサンである。本発明のシリコーンは、２５℃で
１０から１０，０００，０００ｍｍ 2／ｓ（センチストーク）の範囲の粘度を有するもの
である。特に望ましいのは低粘度と高粘度のシリコーンの混合物である。これらのシリコ
ーンは、Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｅｌｅｃｔｒｉｃ　ＣｏｍｐａｎｙからビカシルＳＥおよびＳ
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美容学的に許容される賦形剤



Ｆ（Ｖｉｃａｓｉｌ，ＳＥ　ａｎｄ　ＳＦ）の商標名で、またＤｏｗ　Ｃｏｒｎｉｎｇ　
Ｃｏｍｐａｎｙから２００および５５０シリーズとして市販されている。本発明の組成に
おいて使用できるシリコーンの量は、組成の重量の５％から９５％、好ましくは２５％か
ら９０％の範囲である。
美容学的に許容される賦形剤は通常、組成の重量の５％から９９．９％、好ましくは２５
％から８０％を形成し、化粧品補助剤が存在しない場合は、組成の平衡を形成することが
できる。好ましくは、該賦形剤は、賦形剤重量で、少なくとも５０重量％、より好ましく
は少なくとも８０重量％の水である。好ましくは、水は、本発明の組成の重量の少なくと
も５０重量％、最も好ましくは６０から８０重量％を構成する。

油あるいは油性物質は、主として用いる乳化剤の平均親水性－親油性比（ＨＬＢ）に依存
して、油中水型乳剤あるいは水中油型乳剤のいずれかを提供するための乳化剤と共に存在
しうる。
本発明の組成は好ましくは遮光剤を含む。遮光剤は、紫外線を遮蔽するために一般に用い
られる物質を含む。例示化合物はＰＡＢＡの誘導体、ケイ皮酸塩およびサリチル酸塩であ
る。たとえば、オクチルメトキシシンナメートおよび２－ヒドロキシ－４－メトキシベン
ゾフェノン（オキシベンゾンとしても知られる）が使用できる。オクチルメトキシシンナ
メートおよび２－ヒドロキシ－４－メトキシベンゾフェノンはそれぞれ、パーソルＭＣＸ
（Ｐａｒｓｏｌ　ＭＣＸ）およびベンゾフェノン－３（Ｂｅｎｚｏｐｈｅｎｏｎｅ－３）
の商標名で市販されている。乳化剤中で使用される遮光剤の正確な量は、所望する日光の
紫外線照射からの保護の度合に依存して変化する。
もうひとつの好ましい任意成分は、必須脂肪酸（ＥＦＡ）、すなわちすべての細胞の原形
質膜形成に必須である脂肪酸から選択され、ケラチノサイトにおいてはＥＦＡ欠損は細胞
を過増殖性にする。ＥＦＡの補充はこれを矯正する。ＥＦＡはまた、表皮の脂質生合成を
強化し、表皮のバリア形成のための脂質を供給する。必須脂肪酸は、好ましくはリノール
酸、γ－リノレン酸、ホモ－γ－リノレン酸、コロンビン酸、エイコサ－（ｎ－６，９，
１３）－トリエノイック酸（ｔｒｉｅｎｏｉｃ　ａｃｉｄ）、アラキドン酸、ティムノド
ン酸、ヘキサエノイック酸およびそれらの混合物から選択される。
さらにもうひとつの好ましい任意成分は、アゾール、たとえばクリンバゾール、ビフォナ
ゾール、クロトリマゾール、ケトコナゾール、ミコナゾール、エコナゾール、イトラコナ
ゾール、フルコナゾール、テルコナゾール、ブトコナゾール、スルコナゾール、リオナゾ
ールおよびそれらの混合物から選択される。アゾールは、０．００１から５０重量％、好
ましくは０．００１から１０重量％、最も好ましくは０．１から５重量％の量で本発明の
組成に含まれうる。
皮膚軟化剤がしばしば本発明の化粧品組成に組み込まれる。そのような皮膚軟化剤のレベ
ルは、組成全体の重量の０．５％から５０％、好ましくは５％から３０％の範囲をとりう
る。皮膚軟化剤は、エステル、脂肪酸およびアルコール、ポリオールならびに炭化水素の
ような一般的化学物質カテゴリーに分類される。
エステルはモノエステルまたはジエステルである。脂肪ジエステルの許容しうる例は、ア
ジピン酸ジブチル、セバシン酸ジエチル、ジイソプロピルジメレート、およびコハク酸ジ
オクチルを含む。許容しうる分枝鎖脂肪エステルは、ミリスチン酸２－エチル－ヘキシル
、ステアリン酸イソプロピルおよびパルミチン酸イソステアリルを含む。許容しうる三塩
基酸エステルは、トリリノール酸トリイソプロピルおよびクエン酸トリラウリルを含む。
許容しうる直鎖脂肪エステルは、パルミチン酸ラウリル、乳酸ミリスチル、オレイルユル
ケート（ｏｌｅｙｌ　ｅｕｒｃａｔｅ）およびオレイン酸ステアリルを含む。好ましいエ
ステルは、ココ－カプリル酸塩／カプリン酸塩（ココ－カプリル酸塩とココ－カプリン酸
塩の混合物）、酢酸プロピレングリコールミリスチルエーテル、アジピン酸ジイソプロピ
ルおよびオクタン酸セチルを含む。
適当な脂肪アルコールおよび酸は、１０から２０個の炭化水素を持つ化合物を含む。特に
好ましいのは、セチル、ミリスチル、パルミチンおよびステアリルアルコールおよび酸の
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ような化合物である。
ポリオールの中で皮膚軟化剤として使用しうるのは、直鎖および分枝鎖のアルキルポリヒ
ドロキシル化合物である。たとえば、プロピレングリコール、ソルビトールおよびグリセ
リンが好ましい。またポリプロピレングリコールやポリエチレングリコールのような重合
体ポリオールも有用である。ブチレンおよびプロピレングリコールも、浸透強化剤として
特に好ましい。
皮膚軟化剤として使用しうる例示としての炭化水素は、１２から３０個の炭素原子のいず
れかに炭化水素鎖を持つものである。特定例は、鉱油、石油ゼリー、スクアレンおよびイ
ソパラフィンを含む。
本発明の組成中のもうひとつのカテゴリーの機能成分は増粘剤である。増粘剤は通常、組
成の重量の０．１％から２０％、好ましくは０．５％から１０％の量で存在する。例示と
しての増粘剤は、Ｂ．Ｆ．Ｇｏｏｄｒｉｃｈ　Ｃｏｍｐａｎｙからカーボポル（Ｃａｒｂ
ｏｐｏｌ）の商標名で市販されている交差結合ポリアクリレート材料である。キサンタン
、カラゲニン、ゼラチン、カラヤ、ペクチンおよびローカストビーンゴムのようなゴムの
使用できる。特定の状況下では、増粘機能は、シリコーンあるいは皮膚軟化剤としても役
立つ物質によって達成することができる。たとえば、１０センチストーク以上の粘度を有
するシリコーンゴムやステアリン酸グリセロールのようなエステルは二重の機能性を持つ
。
粉末を本発明の化粧品組成に組み込むこともできる。これらの粉末は、白亜、滑石、カオ
リン、デンプン、スメクタイト粘土、化学的に修飾したケイ酸アルミニウムマグネシウム
、有機的に修飾したモンモリロナイト粘土、水和ケイ酸アルミニウム、燻蒸シリカ、コハ
ク酸オクテニルデンプンアルミニウム、およびそれらの混合物を含む。
他の補助的な少量成分も該化粧品組成に組み込まれうる。これらの成分は、着色剤、乳白
剤および香料を含む。これら他の補助的少量成分の量は、組成の重量の０．００１％から
２０％の範囲をとりうる。

本発明に従った組成は、主としてヒトの皮膚への局所適用のための製品として、特に皮膚
をコンディショニングしてなめらかにし、しわのあるまたは老化した皮膚の発現を予防あ
るいは低減するための作用物質として意図されている。
使用の際には、少量の該組成、たとえば１から１００ｍｌを適当な容器あるいはアプリケ
ーターから皮膚の露出部分に適用し、そのあと必要に応じて、手あるいは指あるいは適当
な装置を用いて皮膚の上に広げるおよび／あるいは皮膚にすり込む。

本発明の局所皮膚治療組成は、ローション、クリームあるいはゲルとして適宜に製剤する
ことができる。該組成は、その粘度と意図された消費者による用途に合わせて適当な容器
に包装することができる。たとえば、ローションあるいはクリームは、ビンあるいはロー
ル・ボール（ｒｏｌｌ－ｂａｌｌ）アプリケーター、あるいは推進駆動エアロゾル装置あ
るいは指操作に適したポンプ付き容器に包装することができる。組成がクリームである時
には、チューブあるいは蓋付き広口ビンのような変形しないビンあるいは絞り出し容器中
で簡単に保存することができる。該組成はまた、米国特許第５，０６３，０５７号に述べ
られているようなカプセルに入れることもできる。
従って本発明はまた、本文中で定義したような美容学的に許容しうる組成を含む密閉され
た容器も提供する。
以下の特定実施例は本発明をさらに例示するものである。
レチノイドはＳｉｇｍａから入手した。

分離したケラチノサイトコロニーを作製するため、トリプシン処理によって新生児の包皮
から分離したヒトケラチノサイトを、照射した３Ｔ３マウス線維芽細胞の存在下でダルベ
ッコ改変イーグル（ＤＭＥ）Ｈａｍｓ　Ｆ１２（１：１）培地／１０％ウシ胎児血清にお
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該組成の使用

製品形態と包装

実験材料および方法
細胞培養：



いて増殖させた。上記の条件下で細胞を第二継代まで成長させ、使用時まで凍結保存した
。凍結第二継代ケラチノサイトを解凍し、上記の培地で平板培養して５日間増殖させたあ
と、０．１５ｍＭ　Ｃａを含む、Ｃｌｏｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｓａｎ
　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡからの血清不含ＭＣＤＢ　１５３ベースの培地であるケラチノサイト
増殖培地（ＫＧＭ）、あるいは０．０９ｍＭ　Ｃａを含むＧＩＢＣＯからのケラチノサイ
ト血清不含培地（ＫＳＦＭ）に切り換えた。７日目に、細胞が８０－９０％集密性であっ
た時に、トリプシン処理し、種々の実験のために血清不含培地で平板培養した。

表皮の末期分化の過程で、角化膜（ＣＥ）として知られる１５ｎｍの厚さの蛋白の層が細
胞周辺の内側表面に形成される。ＣＥは、表皮で発現される少なくとも２つの異なるトラ
ンスグルタミナーゼの作用が触媒する。Ｎε －（γ－グルタミル）リシンイソジペプチド
結合の形成によって互いに架橋した多数の別個の蛋白から成る。トランスグルタミナーゼ
Ｉ（ＴＧａｓｅ　Ｉ）は表皮の分化した層、特に顆粒層において豊富に発現されるが、分
化していない基底表皮中には存在しない。それ故ＴＧａｓｅ　Ｉは表皮ケラチノサイト分
化の有用なマーカであり、ＴＧａｓｅ　Ｉのレベルが高いことはより分化した状態を示唆
する。以下の実施例では、ＴＧａｓｅ　Ｉ抗体を用いたＥＬＩＳＡベースのＴＧａｓｅ　
Ｉアッセイを使用して、培養したケラチノサイトの分化の状態を評価した。
実施例１については、次の手順を用いた：
ケラチノサイト（上述したように培養した）を２００μｌの培地において３，０００細胞
／ウエルの密度で９６ウエルプレートで平板培養した。４日間インキュベーションしたあ
と、培地を被検化合物の入った培地に変えた（６レプリケート／試験）。細胞をさらに７
２時間培養し、その後培地を吸引して、プレートを－７０℃で保存した。冷凍室からプレ
ートを取り出し、ＰＢＳで細胞を洗浄した。滅菌水１００μｌを加え、細胞を－７０℃で
凍結し、その後解凍することによりフリーズフラクチャー（凍結割断）した。細胞をＰＢ
Ｓ／３％ＢＳＡ（洗浄緩衝液、ウシ血清アルブミン）と共に室温で（Ｒ／Ｔ）１時間イン
キュベートし、その後洗浄緩衝液の新鮮アリコートで洗浄した。洗浄緩衝液で１：２，０
００に希釈した。Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓから入手した一次抗体、
モノクローナル抗ヒトトランスグルタミナーゼマウス抗体（ＩｇＧ）５０μｌと共に細胞
を１時間、３７℃で培養し、その後洗浄緩衝液で２回洗浄した。次に、洗浄緩衝液で１：
４，０００に希釈した二次抗体（Ｆａｂフラグメント、Ａｍｅｒｓｈａｍから入手したペ
ルオキシダーゼ結合抗マウスＩｇＧ）５０μｌと共に細胞を１時間、３７℃でインキュベ
ートし、洗浄緩衝液で２回洗浄した。細胞を基質溶液（０．１Ｍのクエン酸緩衝液、ｐＨ
　５．０　１０ｍｌ中ｏ－フェニレンジアミン４ｍｇおよび３０％Ｈ 2Ｏ 3　３．３μｌ）
と共に暗所で（アルミニウムホイル下で）５分間、Ｒ／Ｔでインキュベートした。４Ｎ　
Ｈ 2ＳＯ 4　５０μｌを加えて反応を停止した。プレート読取り器において４９２ｎｍでサ
ンプルの吸光度を読取った。６個のレプリケートのうちで、４個は両方の抗体で処置し、
２個は第二抗体だけで処理した（すなわち、酵素結合Ａｂのバックグラウンド結合を測定
するため）。各々の処置の読取り結果からバックグラウンドを差し引き、両方の抗体に接
触したレプリケートについての平均±標準偏差（ｓ．ｄ．）を算定して、ＴＧａｓｅ　Ｉ
レベルを決定した。
実施例２については、次の手順を用いた：
ケラチノサイト（上述したように培養した）を２００μｌの細胞培地において３，０００
細胞／ウエルの密度で９６ウエルプレートで平板培養した。４日間インキュベーションし
たあと、培地を被検化合物の入った培地に変えた（６レプリケート／試験）。細胞をさら
に７２時間培養し、その後培地を吸引して、プレートを－７０℃で保存した。冷凍室から
プレートを取り出し、細胞をさらに凍結し、融解することによりフリーズフラクチャーし
て、ＰＢＳで３回洗浄した。細胞をＴＢＳ／５％ＢＳＡ緩衝液と共に室温で（Ｒ／Ｔ）１
時間インキュベートした。次に、３７℃で２時間、ＴＢＳ／１％ＢＳＡ緩衝液で１：２０
００に希釈した、Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｂｉｅｓ　Ｉｎｃ．から入手
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したモノクローナル抗ヒトトランスグルタミナーゼ（ＩｇＧ）マウス抗体（一次抗体）１
００μｌと共に細胞を培養し、その後洗浄緩衝液（ＴＢＳ／１％ＢＳＡ／０．０５％トゥ
イーン－２０）で６回洗浄した。次に、３７℃で２時間、洗浄緩衝液中で１：４，０００
に希釈したＦａｂフラグメント、Ａｍｅｒｓｈａｍから入手したペルオキシダーゼ複合抗
マウスＩｇＧ抗体（二次抗体）１００μｌと共に細胞をインキュベートし、洗浄緩衝液で
３回、ＰＢＳで３回洗浄した。細胞を基質溶液（０．１Ｍのクエン酸緩衝液、ｐＨ　５．
０　１０ｍｌ中ｏ－フェニレンジアミン４ｍｇおよび３０％Ｈ 2Ｏ 2　３．３μｌ）と共に
暗所で（アルミニウムホイル下で）５分間、Ｒ／Ｔでインキュベートした。４Ｎ　Ｈ 2Ｓ
Ｏ 4　５０μｌを加えて反応を停止した。プレート読取り器において４９２ｎｍでサンプ
ルの吸光度を読取った。６個のレプリケートのうちで、４個は両方の抗体で処置し、２個
は第二抗体だけで処理した（すなわち、酵素結合Ａｂのバックグラウンド結合を測定する
ため）。各々の処置の読取り結果からバックグラウンドを差し引き、両方の抗体に接触し
たレプリケートについての平均±ｓ．ｄ．を算定して、ＴＧａｓｅ　Ｉレベルを決定した
。

細胞処置後に検出されたＴＧａｓｅ　Ｉのレベルは細胞数によって影響を受けた。すなわ
ち細胞数が多いほど検出されたＴＧａｓＥ　Ｉのレベルが高かった。ＴＧａｓｅ　Ｉのレ
ベルを同じウエル中の細胞のＤＮＡ含量に対して標準化し、従って細胞数の差による変動
を排除した。各々の細胞は事実上同一のゲノムを有しており、それ故同じ量のＤＮＡを持
つので、ＤＮＡの定量は、ケラチノサイト細胞数を含めて、細胞数の特に有用な指標であ
る。従って１つのウエルの細胞の総ＤＮＡ含量は、そのウエル中の細胞数に直接比例する
。ＤＮＡの定量を用いて、ＴＧａｓｅデータを細胞数に対して標準化した。
ケラチノサイトを２００μｌの培地において３，０００細胞／ウエルの密度で９６ウエル
プレートで平板培養した。４日間インキュベーションしたあと、培地を被検化合物の入っ
た培地に変えた（６レプリケート／試験）。細胞をさらに７２時間培養し、その後培地を
吸引して、プレートを－７０℃で少なくとも１時間半保存した。冷凍室からプレートを取
り出し、３０分間解凍した。１００μｌ／ウエルのヘキスト（Ｈｏｅｃｈｓｔ）染料（最
終濃度１μｇ／ｍｌ）を加えて、これを１５分間インキュベートし、カバーして、その後
蛍光光度計で読取った（ｅｘ．３６０ｎｍおよびｅｍ．４６０ｎｍ）。染料溶液を除去し
、ＴＧａｓｅアッセイのためにウエルをＰＢＳで洗浄した。

レチノイン酸（ＲＡ）とレチノール（ＲＯＨ）を加えたあと、細胞のＤＮＡ含量に対して
標準化したトランスグルタミナーゼレベルへの作用を検討し、その結果を表１に示す。
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実施例１
レチノイン酸はケラチノサイトの分化状態を変化させる上でレチノールよりも有効である



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
検討したすべての濃度、すなわち２．５×１０ - 7Ｍ、２．５×１０ - 8Ｍおよび２．５×１
０ - 9Ｍのレチノイン酸は、エタノール対照群に比べてケラチノサイトの分化を低下させ、
その程度は、対応する２．５×１０ - 7Ｍ、２．５×１０ - 8Ｍおよび２．５×１０ - 9Ｍのレ
チノール処置の各々の程度よりも有意に大きかった。トランスグルタミナーゼレベルの低
下は、レチノイン酸とレチノールの両方について用量依存的であった。これはレチノイン
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酸が表皮分化に対してレチノールよりも大きな阻害作用を持つことと一致する。

被検化合物での７２時間の処置による、細胞のＤＮＡ含量について標準化したＴＧａｓｅ
　Ｉレベルへの影響を検討した。アミドはＱｕｅｓｔ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌから
入手した。Ｃ１３β－ヒドロキシ酸アミドは次の構造をもつ：
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実施例２
ヒドロキシ脂肪酸のアミドとレチノールは相乗的に作用し、ケラチノサイトの分化を阻害
する



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
２．５×１０ - 8Ｍのレチノイン酸はケラチノサイトのＴＧａｓｅ　Ｉレベルを抑制する上
で非常に有効であった（対照レベルの６％への抑制）。２．５×１０ - 8Ｍのレチノールは
レチノイン酸ほど有効ではなく（７９％）、１０ - 8ＭのＣ１３β－ヒドロキシ酸アミドは
、単独で使用した時、ケラチノサイトのＴＧａｓｅ　Ｉレベルに阻害作用を及ぼさなかっ
た。しかし、２．５×１０ - 8Ｍのレチノール＋１０ - 8ＭのＣ１３β－ヒドロキシ酸アミド
は、ケラチノサイトのＴＧａｓｅ　Ｉを対照レベルの６２％に抑制した。それ故、Ｃ１３
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　β－ヒドロキシ酸アミドとレチノールは、相乗的に作用してレチノイン酸の作用と同様
にケラチノサイトの分化を抑制する。
被検化合物での７２時間の処置による、細胞のＤＮＡ含量について標準化したＴＧａｓｅ
　Ｉレベルへの影響を検討した。「ラクタミドＭＥＡ」はラクタミドモノエタノールアミ
ドである。この物質はＣｒｏｄａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓより入手した。ラクタミドＭＥＡ
は次の構造を持つ：
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２．５×１０ - 7Ｍのレチノイン酸はケラチノサイトのＴＧａｓｅ　Ｉレベルを抑制する上
で有効であった（対照レベルの７３％への抑制）。２．５×１０ - 7Ｍのレチノールと１０
- 6Ｍのラクタミド－ＭＥＡは、単独で使用した時、ケラチノサイトのＴＧａｓｅ　Ｉレベ
ルを抑制する上であまり有効ではなかった。しかし、２．５×１０ - 7Ｍのレチノール＋１
０ - 6Ｍのラクタミド－ＭＥＡは、ケラチノサイトのＴＧａｓｅ　Ｉを対照レベルの７２％
に抑制した。ラクタミド－ＭＥＡとレチノールは、それ故、レチノイン酸の作用と類似し
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て、ケラチノサイトの分化を抑制するように相乗的に働く。
実施例１および２は、レチノイン酸が用量依存的にケラチノサイトの分化を低下させたこ
とを示している。実施例１および２では、レチノイン酸を陽性対照として、また分析した
その他の化合物を比較する標準化合物として使用した。レチノールはケラチノサイトの分
化を低下させる上で有効ではなかった。
しかし、実施例１および２での意外な結果は、レチノールあるいはレチニルエステルを、
それ自体ではほとんどあるいは全く恩恵と及ぼさない化合物であるヒドロキシ脂肪酸のア
ミドと組合わせることにより、培養したケラチノサイトへのレチノールの作用をレチノイ
ン酸に近いレベルまで増強できることであった。上記に認められた結果は、ヒドロキシ脂
肪酸のアミドが、レチノイン酸の作用を模倣して、ケラチノサイトの分化を低下させるよ
うにレチノールあるいはレチニルエステルと相乗的に作用することを示している。
実施例３－８は本発明に従った局所組成を例示している。該組成は従来のようにして製造
することができ、化粧品としての使用に適する。特に該組成は、しわのある皮膚、ざらざ
らした皮膚、乾燥した皮膚、薄片化した皮膚、老化した皮膚および／あるいは紫外線で損
傷した皮膚に対しての、その外観と手触りを改善するための適用、ならびに健康な皮膚に
対してのその劣化を防ぐあるいは遅らせるための適用に適する。

この実施例は、本発明の組成を組み込んだ高内相油中水型乳剤を例示する。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
実施例４
この実施例は、本発明の組成を組み込んだ水中油型クリームを例示する。
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実施例３



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
実施例５
この実施例は、本発明に従った組成を組み込んだアルコール性ローションを例示する。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
実施例６
この実施例は、本発明の組成を含有するもうひとつのアルコール性ローションを例示する
。
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実施例７
この実施例は、本発明の組成を組み込んだサンケアクリームを例示する。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
実施例８
この実施例は、本発明の組合せを含有する非水性スキンケア組成を例示する。
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