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１．概要（注：結論を含めて下さい）  
 本課題では、前回のトライアル測定の課題の検証とともに、複数のバリア破壊モデル

の角層細胞間脂質への影響を明らかにすることを目的とした。その結果、コントロール

サンプルの角層細胞間脂質に固有のピークは検出できたが、バリア破壊モデルのサンプ

ルのピークは適切に検出することができなかった。今後、検出感度を向上させる必要が

ある。  
 
（English）  
This study aimed to validate the previous problem and evaluate the stratum corneum（SC）
structure treated with stressors which would induce barrier disruption of SC. We were able to 
detect the peak contributed to SC structure in the control sample. In contrast, we were not able 
to detect it in the barrier disrupted model. In the future, it is necessary to improve the detection 
sensitivity. 
  
 
 
２．背景と目的  

皮膚は、外界と体内を隔てる境界に位置し、刺激や微生物の感染、体内の水分蒸散の防止等、生体

のバリアとして重要な臓器である。皮膚バリア機能を支配するのは最外面の角層であり、レンガのよ

うに積層した角質細胞がモルタル様の角層細胞間脂質に埋まった構造体である。角層細胞間脂質は角

層に触れるスキンケア製剤によっても変化する 1)。例えば、皮膚表面の汚れや皮脂、メイクを落とす

目的で日常的に使用されている洗浄剤は、皮膚に触れる時間は短いものの、界面活性剤や油剤が比較

的多く含まれる製剤であり、同時に皮膚表面に摩擦や温度の負荷が与えられる。この特徴から、我々

は日常的な刺激である洗浄剤の実使用による皮膚への影響に着目した。 
2021 年 12 月に実施したトライアル測定では（課題 No.2109104T、2109105F）、貴センターの BL11

でこれまで実績のない角層の長周期ラメラ構造、短周期ラメラ構造、炭化水素鎖のパッキング構造（直

方晶、六方晶）、ケラチンフィラメントの構造などを解析することができるのか検討した。カメラ長、

照射時間などの条件を最適化した結果、角層細胞間脂質に特徴的なラメラ構造、充填構造に帰属され

るピークが検出され、BL11 で角層構造解析ができることが示唆された。さらに、摘出皮膚に対しア
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セトン・メタノールで脱脂処理を行ったときに、角層細胞間脂質のラメラ構造が変化する傾向が認め

られた。また、洗浄剤による角層細胞間脂質への影響について予備的な検討を行った結果、ピークが

シフトする傾向が認められた。 

一方、トライアル測定では、広角測定のキャピラリのみのバックグラウンドが高く、差のスペクト

ルが部分的に負の値を示す現象が認められた。この課題を解決するためには、さらなる条件検討の必

要性があると考えられた。 
以上の背景より、①広角測定のバックグラウンドの検討をするとともに、②トライアル測定の成果を

基に、複数バリア破壊モデルを比較しながら、より日常的な刺激である洗浄剤の実使用による皮膚へ

の影響とそのメカニズムを検証することを目的とした。 
 
３．実験内容（試料、実験方法、解析方法の説明）  
試料 

ヒト全層皮膚は倫理的配慮のもと、Genoskin社およびBiopredic社より購入した。それぞれ添付の培

地を用い、37oC、5% CO2、95%RHあるいは60％RH条件下で培養した。角層細胞間脂質に特徴的なピ

ークが検出可能か確認する目的で、コントロールサンプルを設定した。コントロールサンプルの作製

には、Genoskin社の皮膚を用いた。24時間馴化培養後、角層側より水、もしくはアセトン：メタノー

ル（1/1, v/v）をスワブ法で20分間処理し、5日後に回収した。複数のバリア破壊サンプルの作製には、

Biopredic社の皮膚を用いた。24時間馴化培養後、1日目、2日目、3日目に、1日2回皮膚表面を洗浄・

水洗し、4日目に回収した。DispaseⅠ処理により表皮をシート状に単離後、Trypsin処理により細胞を

除き、角層シートを作成した。得られたシートを乾燥させた後、室温95%RH下で1週間以上インキュ

ベートした。角層を直径2 mmのリンデマンガラスキャピラリに封入し、九州シンクロトロン光研究

センターのBL11にて測定した。 
 
実験方法 

ベヘン酸銀の粉末試料を用いてキャリブレーションを行い、カメラ角度、カメラ距離、ビームセン

ターを算出した。小角側はカメラ長1000 mmにて露光時間360秒、広角側はカメラ長200 mmにて露光

時間180秒で測定した。 
 
解析方法 

得られた二次元散乱像をFit 2d（ESRF提供）で一次元化後、サンプルの値より空のキャピラリの値

を差し引き、入射X線強度で補正したものをExcel 2013（Microsoft）でグラフ化した。 
 
４．実験結果と考察  
①広角側のガラスキャピラリのみのバックグラウンドのピークの検出 

サンプルを含まないガラスキャピラリのみのサンプルを 3 回連続で測定した。結果、いずれも q=1.8
付近にピークが認められた。3 回の測定間でのばらつきはなかった。トライアル測定の際のピークと

比較して、その形状に違いは認められなかった（図 1）。以上のことから、前回の測定でバックグラ

ウンドが高く補正値が負の値となった原因は、特定のガラスキャピラリのスペクトルによるものや測

定条件によるものではないと考えられた。 

 



 
図１ 広角側のガラスキャピラリのみのバックグラウンドのピークの検出 

 
②角層細胞間脂質に特徴的な規則構造に帰属されるピークの検出 

95%RH、60％RH 条件下、コントロールの水処理、角層細胞間脂質脱脂作用のあるアセトン：メ

タノール処理の 4 群で比較を行った。いずれのサンプルにおいても、角層細胞間脂質に固有のピーク

（q=1 付近：短周期ラメラ構造の一次反射と長周期ラメラ構造の二次反射の重畳、q=1.4 付近：長周

期ラメラ構造の三次反射、q=17 付近：0.37 nm の充填構造、q=15 付近：0.42 nm の充填構造）が検出

された。アセトン・メタノール処理を行ったサンプルにおいては、長周期ラメラの一次反射に帰属さ

れる q=0.5 付近のピークが消失する傾向が認められた（黒矢印）が、広角側のピークに顕著な変化は

認められなかった（図 2）。予想に違わず、乾燥条件下、脱脂したサンプルにおいて長周期ラメラ構

造が消失していたことから、本測定条件にて角層細胞間脂質構造の変化を評価可能であると判断し

た。 
 

 
 
 

図 2 コントロールサンプルにおける角層細胞間脂質に固有のピークの検出 
 
③複数のバリア破壊モデルの比較のためのサンプルの検証 
 複数のバリア破壊モデルを比較するために、無処理群のピークを確認した。60%RH の無処理群サ

ンプルにおいては緩やかに角層細胞間脂質に固有のピーク（q=1 付近：短周期ラメラ構造の一次反射

と長周期ラメラ構造の二次反射の重畳、q=1.4 付近：長周期ラメラ構造の三次反射）が検出されたが、

95％RH の無処理群サンプルではほとんど検出されなかった。今回の測定全体のコントロールサンプ

ル（同一サンプルを連続して 3 回測定）と比較すると、バリア破壊モデルの無処理群はピークが明瞭

ではなかった（図 3）。なお、処理群のサンプルのデータは取得したが、解析に値する精度で測定で

きていないことがわかったため、データは未掲載とした。また、トライアル測定の際に変化がないこ

とを確認したため、広角側のデータは未掲載とした。 
 



 
図 3 複数のバリア破壊モデルの比較のためのサンプルの検証 

 
５．今後の課題 
 前回のトライアル測定でのガラスキャピラリのみの測定時の課題について検証した結果、測定上の

異常は認められなかった。一方で、一部のサンプルでは依然として、差のスペクトルが部分的に負の

値を示す現象が認められた。ただし、角層細胞間脂質に固有のピークは検出できており、これらのピ

ークの輝度との関係性はみられなかった。今後、測定条件の改善が必要である。 
 目的とした複数のバリア破壊モデルの比較のためのサンプルで、角層細胞間脂質に固有のピークが

適切に検出できなかった。同日に同条件で測定したコントロールサンプルでは検出できていることか

ら、測定上の問題は考えにくい。これらのサンプルの作製ステップは共通しており、いずれもサンプ

ル量は十分であったが、ドナーは異なっていた。即ち、ドナーの違いが角層細胞間脂質の測定に決定

的な影響を与える可能性が高い。今後、新たな真空管を導入することで検出感度を向上し、ドナーに

よらず解析できるよう検討したい。 
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