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　今回、UV照射で変動が認められた関連の遺伝子発現な
どを中心として、HA6糖ならびに8糖のUV照射に対する保
護効果のメカニズムをより詳細に明らかにしたいと考えてい
る。引き続き、HAオリゴ糖の大量精製技術に関する検討を
進め、HAオリゴ糖を一定期間投与した際の皮膚への移行
性などの動態特性の知見と併せて、近い将来、札幌発の産
学連携による高付加価値のHA製剤を開発し、札幌市ひい
ては北海道の産業発展にも貢献してゆきたい。
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　ヒアルロン酸(HA)は、生体内では数百万から数千程度と
様々な分子量で存在している。近年、HAの分子量により異
なる生理作用が報告されており、中でも低分子化されたHA
の機能が明らかになりつつある。その一方、市販のHAのサ
イズは、平均分子量として製造・表示されているものがほとん
どであり、分子量に一定の範囲内でのばらつきが認められ、
詳細なHAオリゴ糖としての検討は難しい。そこで本研究で
は、丸共バイオフーズ株式会社との共同研究として、HA材
料から高純度の低分子化HAを精製、皮膚に着目した機能
を明らかにすることで、高付加価値のHAオリゴ糖製剤を開
発することを目的とした。

　市販のHAを用いて0.1wt%水溶液を調製し、マイクロ化
学プロセス処理装置にて反応条件を210℃として加水分解
させた。反応液を分画分子量200Daのナノフィルターで透
析を行い、低分子不純物（過分解物）を除去したのち濃縮
し、HA加水分解液を調製した。また、加水分解液を陰イオン
交換クロマトグラフィーで分画し、2糖、4糖、6糖、8糖画分を
分取した。各画分を脱塩後、活性炭で不純物を除去したの
ち、ゲル濾過クロマトグラフィーで精製し、凍結乾燥により得
た生成物をHPLCおよびLC-MSにて分析し純度と分子量
を確認した。さらに細胞透過性プローブDCFH-DAを用い
て、ヒトケラチノサイトモデル細胞であるHaCaT細胞に紫外
線（UV）を20mJ/cm2照射し、細胞内の活性酸素種（ROS）
を測定し、HAオリゴ糖のUV照射に対する影響を検討した。
また、HaCaT細胞へのUV照射後のDNAマイクロアレイ解
析も行った。

致し、脱アセチル化していないHA構造であることが確認され
た。以上のことから、脱アセチル化していない完全なHA構造
を維持したまま、高分子HAをオリゴ糖化する製造技術、なら
びに各HAオリゴ糖を単離精製する技術が確立された。
　また、HaCaT細胞を用いてUV照射したところ、未処理
群と比較して、UV照射群では有意に蛍光（DCF）が増大
し、細胞内にROSが産生されていることが示された。また、
UV照射に対して、HAオリゴ糖を添加したところ、HA2糖、
4糖群ではUV照射群とほとんど変化が認められなかった
のに対して、HA6糖、HA8糖群では、有意に蛍光が抑制さ
れており、HA6糖または8糖が細胞内ROSを消去している
ことが示された。このメカニズムを詳細に明らかにすべく、同
条件でDNAマイクロアレイ解析を行った。その結果、未処
理群とUV群を比較するとUV照射でSTAT3、TNFSF10、
BTG2などの炎症・サイトカイン関連遺伝子、P53を標的とし
たDNA損傷の応答に関与するTP53INP1、細胞外マトリ
クス（ECM）の分解や光老化に関連するMMP13などの遺
伝子が2倍以上発現増加していた。またECM関連の遺伝
子や、細胞接着・バリア関連遺伝子の2倍以上発現抑制も
認められた。UV+HA2糖または4糖群では、ほとんど遺伝
子変動は認められなかった。その一方、UV+HA6糖または
8糖群ではUV照射で発現誘導されたMMP13、FOSL2、
TP53INP1や、BTG2、PDCD4の遺伝子発現が抑制され、
UV照射により発現抑制されたTNFAIP3の発現が促進さ
れていた。このことは、UV照射のストレス応答に対する抑制
作用や、ECM分解抑制あるいは合成促進、さらには抗炎症
的な作用が促進していることが示唆された。これらのことより、
UV照射に対してHA6糖、8糖が細胞保護的な作用を示す
ことが認められた。

　高分子HAからのHAオリゴ糖の精製について種々検討
した結果、マイクロ化学プロセス処理での至適反応温度を
210℃に決定した。調製したHA加水分解液から、奇数糖を
含むHA2～8糖が精製されていることが確認された。また、こ
のHA加水分解液を陰イオン交換クロマトグラフィーにて分画
し、各HAオリゴ糖画分を分取後、精製して凍結乾燥により
白色粉末を得た。生成物をHPLCにて分析したところ、純度
は95%以上であること、またLC-MS分析により理論質量と一
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