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化粧品有効成分としての大豆ペプチドの皮膚透過性と

その効果に関する研究
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ABSTRACT

Skin permeation of soy derived peptides (SP) and their production promotion effects
of type I collagen were evaluated to examine the usefulness of SP as a cosmeteutical.
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) to examine a type I collagen production
promotion effect showed a marked increase in type I collagen by SP application group
and a further increase by simultaneous application with ascorbic acid phosphate
magnesium (VC-PMg).  In addition, the effect was dependent on the application
concentration of SP.  Amino acids such as glutamine (GLN) and glutamic acid (GLU)
entrapped in SP were easily permeated through skin, whereas peptides (GLU-GLU
and GLU-GLU-GLU) were seldom permeated through skin.  However, adjustment of
pH to pI of amino acids and/or addition of l-menthol markedly increased their skin
permeation.  Soy Protein Research, Japan 11, 127-131, 2008.
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機能性ペプチドには大豆たん白質由来の大豆ペプチ

ド（SP）の他，ゴマペプチド，サーディンペプチド

等が存在し，これらは機能性食品（特定保健用食品）

として注目されている1～3)．また，機能性食品の中に

は乳酸菌やオリゴ糖類の有効成分を含有するものがあ

り，それらは美容や健康に対する効果を謳う商品とし

て特に注目されている4, 5)．美肌効果を期待する様々な

化粧品有効成分にコラーゲン産生による抗シワ効果が

報告されており6, 7)，なかでも大豆たん白質を酵素分解

処理することにより得られたSPは微量で多機能性で

あり，美肌効果8)やコレステロール低下1)等の作用を有

していると報告されている．SPを化粧品有効成分と

して効率よく，かつ目的に応じた量を送達するために

は，有効成分のデリバリーシステムの構築が重要とな

る．たとえば，SPが化粧品有効成分として目的とす

る部位で十分な効果を発揮するためには，肝初回通過
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効果の回避等のメリットを有する経皮吸収によるデリ

バリーを考え，皮膚に透過もしくは浸透し生きた表皮

や真皮へ必要量送達させなければならない9, 10)．

そこで本研究ではSPの主な構成成分であるグルタ

ミン（GLN），グルタミン酸（GLU），グルタミン酸ジ

ペプチド（GLU-GLU），およびグルタミン酸トリペプ

チド（GLU-GLU-GLU）を皮膚に塗布し，各成分の皮

膚透過性やSPの線維芽細胞からのコラーゲン産生効

果について評価した．

方　　　　法

SP含有アミノ酸の同定

10 mg/mLのSP溶液を，6 M蒸留塩酸により加水分

解し，遊離したアミノ酸濃度を全自動アミノ酸分析装

置（JLC-300，日本電子）により測定した（Table 1）．

Ⅰ型コラーゲンの定量

細胞にはヒト真皮線維芽細胞（HDF）を使用し，96

穴wellプレートに2×104 cells/wellで播種した．プレー

トを24時間37℃，CO2インキュベート後，培地を吸引

し，コントロールとして0.5％FBS含有DMEM，ポジ

ティブコントロール（P.C.）としてコラーゲン産生に

必須なビタミンC誘導体であるリン酸アスコルビルマ

グネシウム（VC-PMg）含有培地を1×10－3％濃度で適

用した．また，適用サンプルとして1 . 9 2×1 0－4，

9.60×10－4，4.80×10－4％SP含有培地を使用し，ポジ

ティブコントロールであるVC-PMgとの併用培地も同

様に使用した．24時間37℃，CO2インキュベート後，

培地（上清）を採取し，直接法を用いたELISAでコラ

ーゲン濃度の定量を行った．ELISAはウサギ由来の１

次抗体およびヤギ由来の２次抗体を用いて発色した溶

液をマイクロプレートリーダーにより測定した．

In vitro皮膚透過実験

ペントバルビタールナトリウム麻酔下の雄性ヘアレ

スラットの腹部からtape strippingにより角層を除去し

たstripped skinおよび角層を取り除かないintact skin

として摘出後，透過を遮るおそれがある皮下脂肪や血

液等を除去し，Franz型拡散セルに挟んだ．このとき，

セルは有効透過面積1.77 cm2を有し，角層側のセルに

は2.5％ GLN，0.5％ GLUのpH7.4溶液，またそれぞれ

のpI付近pHの緩衝溶液，および0.5％ GLU-GLU，

0.5％ GLU-GLU-GLUのpH7.4緩衝溶液，または促進剤

として従来から使用されているl-mentholを３％含有

したペプチド製剤，いずれか1.0 mL適用した．また，

皮膚漏出アミノ酸を測定するためのコントロールとし

て，pH7.4リン酸緩衝液を角層側のセルに適用した．

なお，真皮側にはpH7.4リン酸緩衝液を6.0 mL満たし

た．ウォータージャケットにより32℃の水を環流させ，

スターラーにより真皮側を撹拌状態に保った．適用後

stripped skinでは０，0.5，１，２，３，４，５，６時

間後，intact skinでは０，0.5，１，２，４，６，８，

12，22，24時間後に1.0 mLずつ真皮側セルからサンプ

リングした．その後，遊離アミノ酸を全自動アミノ酸

分析装置（JLC-300）により測定し，皮膚透過量を算

出した．ペプチドのサンプルについては6 M蒸留塩酸

により加水分解し，遊離したGLUをJLC-300により測

定した．

結果と考察

SP適用群におけるHDFからのⅠ型コラーゲン産生

量は，コントロールに比べ２倍程度増加した．さらに

皮膚中のコラーゲン産生に必須であるビタミンC誘導

体のVC-PMgとSPを併用することで，コラーゲン産出

量はSP単独適用群に比べさらに増加し，SPの濃度依

存的に有意に増加することが示唆された（Fig. 1）．

皮膚透過実験より，アミノ酸は皮膚から漏出し24時

間経過後でもプラトーに達しないことがわかった

（Fig. 2）．角層を取り除いたstripped skinにGLN，

GLU，GLU-GLUおよびGLU-GLU-GLUを適用したと

ころ，これらは顕著に皮膚を透過した（Fig. 3）．一方，

intact skinに適用した場合，GLNおよびGLUはわずか

ながら透過していたもののジおよびトリペプチドでは

皮膚透過が認められなかった．これらの結果から，ア

Table 1. Relative proportions of the amino acid
existence in SP

ASP 1.87
THR 0.62
SER 0.92
GLU 2.82
GLY 1.17
ALA 1.01
CYS 0.03
VAL 0.72
MET 0.16
ILE 0.54
LEU 1.00
TYR 0.37
PHE 0.54

H 0.35
LYS 0.90
TRP 0.27
ARG 0.95
PRO 0.91
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ミノ酸やジ，トリペプチドの皮膚透過では角層が最大

のバリアとなっていることが示唆された．したがって，

特にジおよびトリペプチドの皮膚透過性を促進させる

ためには角層透過促進剤の使用が有効であると予測さ

れた．

なお，GLNおよびGLUについては緩衝液のpHをpI

付近に合わせ，角層側に適用したところ皮膚透過量が

わずかに増加した（Fig. 4）．すなわち，適用溶液中に

分子型で存在するアミノ酸の量が増加すれば，皮膚透

過が増進すると考えられた．また，GLU-GLUおよび

GLU-GLU-GLUについては従来から透過促進剤として

用いられているl-mentholを含有させたところ，確認

できる程度に皮膚透過性が増加した（Fig. 5）． l-

mentholを適用することにより，細胞間脂質群にゆら

ぎが生じ角層細胞間脂質の極性ルートが開いたためだ

と考えられた11, 12)．

以上，得られた皮膚透過プロファイルのフラックス

からpermeability (cm/s)を算出した（Table 2）．

Stripped skinはintact skinに比べ，permeabilityが100

倍程度大きくなることがわかった．今後は，緩衝液の

変更やl-mentholを加えて皮膚透過が促進した系を用

いて繊維芽細胞からのコラーゲンの増殖性を評価する

予定である．
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Fig. 1.  Effect of SP and SP+P.C. on the collagen type I concentration in HDF (n=4).
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Fig. 2. Leakage profiles of GLU and GLN from hairless
rat skin (n=9~15).

Table 2. Permeability coefficient (cm/s) of amino acids
and peptides for stripped skin and intact skin

Donor solution Stripped skin Intact skin

GLN
pH7.40 buffer 1.02×10－5 8.75×10－8

pH5.65 buffer － 2.15×10－7

GLU
pH7.40 buffer 9.72×10－6 8.74×10－8

pH3.22 buffer － 1.19×10－7

GLU-GLU
l-menthol (－) 8.77×10－6 0
l-menthol (＋) － 4.30×10－7

GLU-GLU-GLU
l-menthol (－) 7.76×10－6 0
l-menthol (＋) － 3.65×10－7
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Fig. 3.  Permeation profiles of amino acids and peptides through hairless rat stripped skin (n=6). 
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Fig. 4.  Permeation profiles of GLN and GLU through hairless rat intact skin (n=3~6).
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要　　　　約

SPの化粧品有効成分としての有用性をみるために，１型コラーゲン産生促進効果ならびに経皮

吸収による皮膚透過性を評価した．１型コラーゲン産生促進効果をみるためにELISAを行った結果，

SP適用群では１型コラーゲン量が顕著に増加することがわかり，P.C.であるVC-PMgと併用するこ

とでさらに増加し，SPの濃度依存的に有意に増加した．またSPの透過性を評価するために構成成

分として多量に含まれるGLN，GLU，GLU-GLUおよびGLU-GLU-GLUの皮膚透過実験をおこなっ

たところアミノ酸は健康な皮膚をわずかに透過したが，ペプチドは透過することがなかった．しか

し，溶液のpHをアミノ酸pI付近に合わせ，ジ，トリペプチドにはl-mentholを併用することで，そ

れぞれの皮膚透過性が促進された．
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