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研究成果の概要（和文）：近年、UV照射は、細胞のDNAに吸収されてCPDや6-4光産物などのDNA障

害を引き起こすほかに、活性酸素などの酸化ストレス物質の強力な細胞内発生刺激であることが

知られてきており、UVの細胞傷害作用、発癌性、老化原性は、ＤＮＡに対する直接的障害作用だ

けではなく、UV照射によって発生した活性酸素等の酸化ストレスに起因することがわかってきて

いる。本研究では細胞が酸化ストレスに暴露されると活性化し、抗酸化・生体防御蛋白の転写を

活性化する主要な経路であるNrf2-Keap1経路を持たないNrf2ノックアウトマウスを用いて、UV

による皮膚老化と酸化ストレスとの関連を解析することを目的としている。Nrf2ノックアウトマ

ウス群とコントロールマウス群に１回1００ｍJ/cm2のUVBを週３回X４ヶ月間照射し、長期UVB照

射による皮膚のシワ形成を肉眼、レプリカ、病理組織について比較検討したところ、同じくUVB

を繰り返し長期照射したNrf2ノックアウトマウス群とコントロールマウス群で、有意にシワの形

成が多かった。また、光老化において蓄積することが知られているglycosaminoglycan (GAG)の

蓄積の程度を病理組織学的に比較検討した。コロイド鉄染色で染色し、コントロールマウス群と

比較した結果、Nrf2ノックアウトマウス群では有意に表皮直下にGAGの沈着が認められた。さら

に、表皮はNrf2ノックアウトマウス群では、コントロールマウス群の2倍以上に肥厚していた。

表皮肥厚も光老化の特徴の一つであることから、これらの結果は、Nrf2ノックアウトマウスでは

光老化が促進しており、Nrf2が長期UVB照射による酸化ストレスを消去して光老化を防いでいる

ことを強く示唆すると考えられた。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Ultraviolet (UV) radiation is one of the most important 
environmental factors involved in the pathogenesis of premature skin aging, termed 
photoaging.  The harmful effects of UV in photoaging are associated with the generation of 
reactive oxygen species, and cellular antioxidants act to prevent the occurrence and reduce 
the severity of UV-induced photoaging. The transcription factor Nrf2 and its cytoplasmic 
anchor protein, Keap1, are central regulators of the cellular antioxidant response. Here, we 
investigated the role of the Nrf2 – Keap1 pathway in photoaging using nrf2 gene-deficient 
(nrf2-/-) mice. Our results indicated that UVB-irradiated nrf2-/- mice showed accelerated 
photoaging, such as coarse wrinkle formation, loss of skin flexibility, epidermal thickening, 
and deposition of extracellular matrix in the upper dermis. In addition, nrf2-/- mice also 
showed an increase in cutaneous reactivity for the lipid peroxidation product 
4-hydroxy-2-nonenal and a significant decrease in cutaneous glutathione level. These 
findings indicate that Nrf2 plays the important role in the protection against UVB-induced 
photoaging. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）活性酸素種と酸化ストレス：活性酸素
やフリーラジカルなどの活性酸素種（ROS）
は、ミトコンドリアの好気性呼吸代謝系、好
中球・マクロファージの貪食・殺菌系や喫
煙・放射線・紫外線暴露などで大量に発生す
る。過剰な活性酸素種は、細胞の DNA・脂
質・蛋白を変性させ、生体に有害に作用する
ため、酸化ストレスと呼ばれている。今日で
は、酸化ストレスは動脈硬化や糖尿病などの
生活習慣病や発ガン、老化などに深く関与し
ていることがわかってきており、現在最も注
目を集めている医学研究分野のひとつであ
る。 
（２）酸化ストレスに対する防御機構： 酸
化ストレスに対し、生体は活性酸素種を中
和・消去し、生体を酸化ストレスから保護す
るシステムも用意している。この酸化ストレ
ス防御機構には、①変動の少ない恒常的防御
機構と、②細胞が酸化ストレスに暴露された
ときに大きく発現が活性化される誘導的防
御機構があることが明らかになりつつある。
恒常的防御機構として、SOD,カロテンやポ
リフェノール類、セレノ蛋白群があり、一方、
主要な誘導的防御機構として Nrf2-Keap1 系
が最近同定され、ホットな研究領域として注
目されている。 
 
２．研究の目的 
Nrf2-Keap1 経路は、生体の誘導的抗酸化機
構を担う主要な経路として最近同定され、発
がん、動脈硬化、老化、糖尿病などの病態に
深く関わっていることが次々と明らかとな
り、注目を集めている。応募者は、これまで
に紫外線（UV）照射により皮膚細胞の
Nrf2-Keap1 系が活性化され、サンバーンを
緩和するなど、皮膚の紫外線防御に重要な役
割を担っていることを報告してきた。本研究
課題では、Nrf2-Keap1 経路が、①UV によ
る皮膚光老化の制御、および②表皮ケラチノ

サイトの分化（角化）・増殖に果たす役割に
どのような役割を果たしているかを明らか
にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）マウス 
ICRをバックグラウンドとするNrf2ノックア
ウトマウスと野生型 ICRマウスを実験に用い
た。全てのマウスを用いた実験は、動物愛護
の精神に則り、「国立大学法人筑波大学動物
実験取扱規程」の規定に従って、できる限り
苦痛を与えないようよう実験を計画、実施し
た。 
（２）紫外線照射 
剃毛したマウスの背部皮膚に80 mJ/cm2のUVB
を週 3回 36 週間照射した。 
（３）シワの定量的評価 
シリコンゴムを用いて背部皮膚のレプリカ
を作製した。レプリカに 30°の入射角で光線
を当て、その影を CCD カメラで取り込み、イ
メージアナライザー（ASA-03R）にて解析し
た。 
（４）皮膚粘弾性の定量的評価 
背部皮膚にキュートメーター（Cutometer 
SEM575）を当て、陰圧でサクションし、その
戻り具合を数値化することにより、皮膚の粘
弾性を定量化した。 
 
４．研究成果 
（１）Nrf2 ノックアウトマウスは紫外線照射
によるシワ形成が亢進する。 
剃毛したマウスの背部皮膚に80 mJ/cm2のUVB
を週 3回 36 週間照射した後に、形成された
シワの数・程度を定量的に解析した。その結
果、単位面積あたりのシワ数、シワの深さ、
シワの面積ともに、ノックアウトマウスで有
意に増加していた（図１a, b, c）。 
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（２）Nrf2 ノックアウトマウスは紫外線照射
による表皮肥厚が亢進する。 
剃毛したマウスの背部皮膚に80 mJ/cm2のUVB
を週 3 回 36 週間照射した後に、照射部位を
皮膚生検し、表皮の厚さを顕微鏡下で測定し、
比較検討した。その結果、図２に示すように
ノックアウトマウスで有意に表皮肥厚が観

察された。（図２） 
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（３）Nrf2 ノックアウトマウスでは紫外線

照射により、光老化の指標である皮膚弾性低
下が顕著に観察される。 
剃毛したマウスの背部皮膚に80 mJ/cm2のUVB
を週 3 回 36 週間照射した後に、キュートメ
ーターにより照射皮膚の粘弾性を定量化し、
比較検討した。その結果、ノックアウトマウ
スで有意に皮膚の弾性低下が観察された（図
３）。 
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（４）Nrf2 ノックアウトマウスは紫外線照射
により、光老化の指標であるグリコサミノグ
リカンの真皮内沈着が亢進する。 
剃毛したマウスの背部皮膚に80 mJ/cm2のUVB
を週 3 回 36 週間照射した後に、照射部位を
皮膚生検し、コロイド鉄染色によりグリコサ
ミノグリカンの真皮内沈着を顕微鏡下で観
察し、比較検討した。その結果、図４に示す
ようにノックアウトマウスで有意にグリコ
サミノグリカンの沈着が増加していた。 
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（５）まとめ 
Nrf2 ノックアウトマウスでは光老化が促
進しており、Nrf2 が長期 UVB 照射による酸
化ストレスを消去して光老化を防いでいる
ことを強く示唆すると考えられた。 
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