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要 旨

　Matrix metalloproteinases（MMPs）およびMMPsの活性を制御するtissue inhibitors 
of metalloproteinases（TIMPs）は，尋常性ざ瘡での炎症反応に関与すると考えられて
いる。本研究では，これらの発現に対する過酸化ベンゾイル（BPO）の作用を検討する
ために，BPOを2.5％含有するゲル（2.5％BPOゲル）を反復塗布（1，4，7，21，35およ
び49日間）したヘアレスマウスの耳介表皮中のMMP-1，-2，-3，-8，-9および-13ならび
にTIMP-1，-2，-3および-4のmRNA発現量を測定した。2.5％BPOゲルの反復塗布によ
り，MMP-1b，-2，-3，-9および-13，ならびにTIMP-1，-2および-3のmRNA発現量が
プラセボ塗布群と比べ有意に低下し，特にMMP-9の顕著な低下が認められた。加えて，
49日間塗布後のMMP-9およびTIMP-1のタンパク質発現量を測定した結果，2.5％BPO
ゲル塗布群のMMP-9発現量およびMMP-9/TIMP-1比はプラセボ塗布群と比べ有意に低
かった。
　次に，MMP-1，-2，-3，-8，-9および-13に3.7〜300µMのBPOを作用させた結果，各
種MMPsの活性を阻害する傾向がみられ，特にMMP-2に対して強い阻害作用を示した。
　本研究において，2.5％BPOゲルのマウス耳介への反復塗布により，表皮中のMMP-9
発現量およびMMP-9/TIMP-1比が低下することが見出された。また，BPOにはMMP-2
の活性を直接的に阻害する作用も認められた。以上から，これらの作用がBPOの尋常性
ざ瘡に対する治療効果に寄与する可能性が考えられた。
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 緒　言

　尋常性ざ瘡は，思春期以降に発症する顔面，
胸背部の毛包脂腺系を場とする脂質代謝異常，
角化異常，Cutibacterium acnes（C. acnes）等
の細菌の増殖が複雑に関与する慢性炎症性疾
患である1)。尋常性ざ瘡の病態は，肉眼では見
ることができない微小面皰を前段階とし，非
炎症性皮疹である面皰（閉鎖面皰，開放面皰），
続いて炎症性皮疹（丘疹，膿疱，結節）へと
進展していく。そのため，尋常性ざ瘡の治療
では，炎症性皮疹の治療のみならず，微小面皰
および非炎症性皮疹を治療することで，炎症
性皮疹への進展を抑制することも重要である。
　Matrix metalloproteinases（MMPs）は，
様々な細胞外マトリックス構成成分や非マト
リックスタンパク質を分解する亜鉛依存性エ
ンドペプチターゼである2)。ヒトでは24種類
のMMPsが確認されており，ドメイン構造と
基質特異性の違いによって，コラゲナーゼ群

（MMP-1，-8，-13および-18），ゼラチナー
ゼ群（MMP-2および-9），ストロムライシン
群（MMP-3，-10および-11），膜型MMPs群

（MMP-14，-15，-16，-17，-24および-25），マ
トリライシン群（MMP-7および-26）の大き
く5つのグループに分類することができ，他
のMMPs（MMP-12，-19，-20，-21，-23，-27
および-28）はその他に分類される3)。MMPs
の活性はtissue inhibitors of metalloproteinases

（TIMPs）により制御され，TIMPsには4種類
のアイソフォーム（TIMP-1〜-4）が存在する3)4)。
MMPsは関節リウマチやアテローム性動脈
硬化症を含む多くの炎症性疾患に関与するこ
とも知られており5)6)，ざ瘡患者の炎症性皮疹
部位などではMMP-1，-2，-3，-8，-9および
-13のmRNAやタンパク質の発現が認められ
ている7)〜11)。加えて，C. acnesがケラチノサイ
トからのMMP-9発現量を増加させることで，
ざ瘡の炎症を誘発する可能性も報告12) されて
いる。以上の報告から，MMPsがざ瘡の炎症

にも関与している可能性が考えられる。
　過酸化ベンゾイル（BPO）は，欧米では1960
年代から外用ざ瘡治療薬として使用され13)，
現在は標準的な外用ざ瘡治療薬として世界中
で汎用されている14)15)。日本では2014年12月
に2.5％BPO含有ゲル剤（ベピオ® ゲル2.5％，
マルホ株式会社）が尋常性ざ瘡治療薬として
承認されている。本剤は，C. acnesに対する
抗菌作用16)〜19)，角層剥離作用および面皰縮小
作用20) により治療効果を発揮すると考えられ
ており，非炎症性皮疹および炎症性皮疹のど
ちらにも有効である21)〜23)。しかしながら，炎
症性皮疹部で発現しているMMPsに対して
BPOにどのような作用があるのかはわかって
いない。そこで本研究では，MMPsおよび
MMPsの活性を制御するTIMPsの発現に対す
るBPOの作用を検討するために，2.5％BPO
ゲルを反復塗布したヘアレスマウスの耳介表
皮中のMMPsおよびTIMPsのmRNA発現量
およびタンパク質発現量を評価した。また，
MMPs活性に対するBPOの直接的な阻害作用
もあわせて評価した。

Ⅰ 材料と方法

1．動物
　ヘアレスマウス（Hos：HR-1，雄性，7週齢）
は日本エスエルシー株式会社から購入した。
マウスは室温20〜26℃，湿度30〜70％，照明
時間12時間（明期：7時〜19時，暗期：19時〜
7時）の環境下で飼育し，飼料および飲水は
自由摂取とした。5日間馴化飼育した後，実
験に使用した。なお，全ての動物実験はマル
ホ株式会社の動物実験倫理規定に準じて実施
した。
2．薬物投与
　ヘアレスマウスの両耳に2.5％BPOゲル（ベ
ピオゲル2.5％，マルホ株式会社）およびプ
ラセボとしてベピオゲル2.5％の基剤成分（マ
ルホ株式会社）を1日1回20µL（両面10µL
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ずつ）ずつ，1，4，7，21，35および49日間
反復経皮投与した。
3．耳介表皮中のmRNA発現量およびタンパ
ク質発現量の測定

1）耳介表皮シートの作製
　最終投与から24時間後にマウスを安楽死
させ，両耳介を採取した。Yokouchiらの方
法24) を参考に，採取した耳介から表皮シート
を作製した。耳の外側（背側）の皮膚をピン
セットで剥がして，内側（顔側）の皮膚に付
着している軟骨を取り除き，皮膚シートを作
製した。作製した皮膚シート2枚を角層が上
になるように1mmol/L CaCl2含有phosphate-
buffered saline（以下，PBS）に浮遊させて洗
浄した。15000PU/mLディスパーゼ® Ⅱ（合
同酒精株式会社）溶液に，皮膚シートを角層
が上になるように浮遊させた後，37°Cで8分
間インキュベートした。その後に皮膚シート
から真皮を剥離することで表皮シートを作製
した。

2）mRNA発現量の測定
　作製した左耳介の表皮シートからRNeasy® 
Fibrous Tissue Mini Kit（QIAGEN）を用い
てtotal RNAを抽出した。その後，High-Ca-
pacity cDNA Reverse Transcription Kit（Ap-
plied Biosystems）を用いてcDNAを合成した。
合成したcDNA，TaqMan® Gene Expression 
Master Mix（Applied Biosystems），TaqMan® 
Gene Expression Assays（Applied Biosys-
tems）を混合し，QuantStudioTM 7 Flex Real-
Time PCR System（Applied Biosystems）
によりreal time PCRを行い，MMP-1a（Assay 
ID：Mm00473485_m1），MMP-1b（Assay 
ID：Mm00473493_g1），MMP-2（Assay 
ID：Mm00439498_m1），MMP-3（Assay 
ID：Mm00440295_m1），MMP-8（Assay 
ID：Mm00439509_m1），MMP-9（Assay 
ID：Mm00442991_m1），MMP-13（Assay 
ID：Mm00439491_m1），TIMP-1（Assay 
ID：Mm01341361_m1），TIMP-2（Assay 

ID：Mm00441825_m1），TIMP-3（Assay 
ID：Mm00441826_m1）およびTIMP-4（As-
say ID：Mm01184417_m1）のmRNA発現
量を測定した。なお，コントロール遺伝子は
GAPDH（Assay ID：Mm99999915_g1）を
用いた。

3）タンパク質発現量の測定
　作製した右耳介の表皮シートにホモジナイ
ズバッファー（1％Protease inhibitorおよび
0.01％Tween 20含有PBS）を加え，シェイク
マスター®（株式会社バイオメディカルサイ
エンス）で破砕した後に，遠心分離し，上清
を回収した。回収した上清からQuantikine® 
ELISA, Mouse Total MMP-9 Immunoassay

（R&D Systems）でMMP-9発現量，Quanti-
kine® ELISA, Mouse TIMP-1 Immunoassay

（R&D Systems）でTIMP-1発現量および
PierceTM BCA Protein Assay Kit（Thermo 
Fisher Scientific）で総タンパク質量を測定し
た。なお，測定したMMP-9およびTIMP-1
発現量は，総タンパク質量で補正した。
4．蛍光基質を用いたMMPs活性測定
　Reaction buffer〔50mM HEPES（pH 7.5），
10mM CaCl2，0.01％ Brij 35，0.01％ BSA，
1％DMSO〕に各種MMPsを添加した。MMPs
を添加したReaction bufferにBPOを終濃度が
3.7，11.1，33.3，100および300µMとなるよう
に添加して，室温で20分間インキュベート
した。インキュベーション後，蛍光標識ペプ
チド基質を添加して，室温で120分間，5分毎
に蛍光強度（励起波長：485nm，蛍光波長：
520nm）を測定した。得られた測定値から，
直線域の傾き（蛍光強度/時間）を算出し，傾
きの比から各BPO濃度での阻害率を算出した。
各種MMPsに対するBPOのIC50値はGraphpad 
Prism（ver. 4.01）を用いて作成した回帰曲線
から算出した。
5．統計解析
　mRNA発現量およびタンパク質発現量の実
験結果は平均値±標準誤差で，MMPs活性の
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実験結果は平均値で示した。mRNA発現量
については，各塗布日数のプラセボ塗布群と
2.5％BPOゲル塗布群の間で，タンパク質発現
量についてはプラセボ塗布群と2.5％BPOゲ
ル塗布群の間でStudentまたはAspin-Welch
のt-検定を行い，統計学的有意水準は5％未
満とした（p＜0.05，両側検定）。

Ⅱ 結　果

1．2.5％BPOゲル塗布によるマウス耳介表
皮中のMMPsおよびTIMPsのmRNA発現量に
及ぼす影響
　2.5％BPOゲルおよびプラセボを1，4，7，
21，35および49日間塗布したヘアレスマウ
スの耳介表皮中のMMP-1b，-2，-3，-9およ
び-13，ならびにTIMP-1，-2，-3および-4の
mRNA発現量をFigure 1に示す。2.5％BPOゲ
ル塗布群のMMP-1bのmRNA発現量は21お
よび49日間塗布で，MMP-2のmRNA発現量
は4，7および21日間塗布で，MMP-3のmRNA
発現量は21および49日間塗布で，MMP-9の
mRNA発現量は4，7，21，35および49日間塗
布で，MMP-13のmRNA発現量は21および
49日間塗布で，プラセボ塗布群と比較して
有意に低下した〔Figure 1-⒜〜⒠〕｛［MMP-
1b：p＝0.0289（21日間塗布），p＝0.0011（49
日間塗布）］［〔MMP-2：p＝0.0024（4日間塗
布），p＝0.0226（7日間塗布），p＝0.0189（21
日間塗布）〕］［MMP-3：p＝0.0226（21日間塗
布），p＝0.0002（49日間塗布）］［MMP-9：p＝
0.0001（4日間塗布），p＝0.0004（7日間塗布），
p＝0.0001（21日間塗布），p＝0.0027（35日間
塗布），p＝0.0002（49日間塗布）］［MMP-13：
p＝0.0346（21日間塗布），p＝0.0213（49日間
塗布）］｝。また，TIMP-1のmRNA発現量は21
および49日間塗布で，TIMP-2のmRNA発現
量は7日間塗布で，ならびにTIMP-3のmRNA
発現量は4，7，21，35および49日間塗布で，
プラセボ塗布群と比較して有意に低かった

〔Figure 1-⒡〜⒣〕｛［TIMP-1：p＝0.0003（21
日間塗布），p＝0.0103（49日間塗布）］［TIMP-2：
p＝0.0200（7日間塗布）］［TIMP-3：p＝0.0001

（4日間塗布），p＝0.0000（7日間塗布），p＝
0.0027（21日間塗布），p＝0.0050（35日間塗布），
p＝0.0051（49日間塗布）］｝。プラセボおよび
2.5％BPOゲル塗布群のMMP-1aおよびMMP-8
のmRNA発現量は，いずれの塗布期間でも検
出できなかった（データ非掲載）。2.5％BPOゲ
ル塗布群のTIMP-4のmRNA発現量は，いず
れの塗布期間でも，プラセボ塗布群と比較し
て有意な低下がみられなかった〔Figure 1-⒤〕。
2．2.5％BPOゲル塗布によるマウス耳介表
皮中のMMP-9発現量およびMMP-9/TIMP-1比
に及ぼす影響
　2.5％BPOゲル塗布群において，MMP-9の
mRNA発現量の低下が，4〜49日間の塗布期間
で認められたこと，またC. acnesがケラチノ
サイトや単球からのMMP-9発現量を増加さ
せることで，ざ瘡の炎症を誘発する可能性も
報告12) されていることから，49日間塗布後の
MMP-9のタンパク質発現量を測定した。また，
TIMP-1はMMP-9のカウンターパートナーの
1つとしてよく知られており25)〜27)，TIMPsは
MMPsと非共有結合によって1：1の複合体を
形成することで，MMPsの活性を阻害するこ
とから3)4)28)，TIMP-1のタンパク質発現量を測
定し，MMP-9/TIMP-1のタンパク質発現量
比も算出した。
　2.5％BPOゲルおよびプラセボを49日間塗布
したヘアレスマウスの耳介表皮中のMMP-9発
現量，TIMP-1発現量およびMMP-9/TIMP-1
比をFigure 2に示す。2.5％BPOゲル塗布群の
MMP-9発現量およびMMP-9/TIMP-1比は，
プラセボ塗布群と比較して，いずれも有意に
低下したが〔Figure 2-⒜⒞〕（MMP-9発現量：
p＝0.0209，MMP-9/TIMP-1比：p＝0.0004），
TIMP-1発現量は2群間で有意な差はみられ
なかった〔Figure 2-⒝〕。
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　BPO gel placebo or 2.5％ BPO gel was topically applied to each side of the left ear
（20µL in total）once a day for 1, 4, 7, 21, 35 and 49 days, and the ear was collected. 
Epidermal sheets were prepared from the collected ear and cDNA was prepared 
from them. Thereafter, mRNA expressions of MMP-1b, -2, -3, -9 and -13, TIMP-1, -2, 
-3 and -4 were measured by real time PCR. These mRNA levels were normalized to 
GAPDH mRNA levels. Gene expression levels are shown relative to BPO gel placebo 
group. Each column represents the mean±S.E.（n＝5-9）.

＊：p＜0.05, ＊＊：p＜0.01 vs. BPO gel placebo（Student’s or Aspin-Welch’s t-test, 2 side）
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Figure 1　mRNA levels of matrix metalloproteinases（MMPs）and tissue inhibitors of 
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　BPO gel placebo or 2.5％ BPO gel was topically applied to each side of the left ear
（20µL in total）once a day for 1, 4, 7, 21, 35 and 49 days, and the ear was collected. 
Epidermal sheets were prepared from the collected ear and cDNA was prepared 
from them. Thereafter, mRNA expressions of MMP-1b, -2, -3, -9 and -13, TIMP-1, -2, 
-3 and -4 were measured by real time PCR. These mRNA levels were normalized to 
GAPDH mRNA levels. Gene expression levels are shown relative to BPO gel placebo 
group. Each column represents the mean±S.E.（n＝5-9）.

＊：p＜0.05, ＊＊：p＜0.01 vs. BPO gel placebo（Student’s or Aspin-Welch’s t-test, 2 side）
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　metalloproteinases（TIMPs）in hairless mice given repeated topical administration of 2.5％BPO gel
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3．BPOのMMPs活性に対する作用
　BPOのMMP-1，-2，-3，-8，-9および-13活
性に対する阻害作用の濃度反応曲線をFigure 3
に，各種MMPsに対する50％阻害濃度（IC50

値）をTable 1に示す。BPOは3.7〜300µMの
濃度域において，MMP-2に対して濃度依存的
な阻害作用を示し，そのIC50値は157µMであっ
た〔Figure 3-⒝およびTable 1〕。また，BPO
にはMMP-2以外のMMPs活性も阻害する傾

向がみられたが，今回検討した濃度域ではIC50

値を評価できなかった〔Figure 3-⒜⒞〜⒡
およびTable 1〕。

Ⅲ 考　察

　尋常性ざ瘡患者の炎症性皮疹部などでは
MMPsの発現が認められている7)〜11)。本研究
ではBPOを2.5％含有するゲル（2.5％BPOゲ

　BPO gel placebo or 2.5％ BPO gel was topically applied to each side of the right 
ear（20µL in total）once a day for 49 days. The ear was collected and epidermal 
sheets were prepared from that. The epidermal sheets were homogenized and 
centrifuged. The supernatant was collected and the contents of MMP-9 and TIMP-1 
were measured by ELISA. Each column represents the mean±S.E.（n＝6）.

＊：p＜0.05, ＊＊：p＜0.01 vs. BPO gel placebo（Student’s or Aspin-Welch’s t-test, 2 side）
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Figure 2�　Expression of MMP-9 and TIMP-1 in hairless mice given repeated topical administration  
of 2.5％BPO gel for 49 days
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Figure 3　Effect of benzoyl peroxide on MMPs activity

　MMP-1, -2, -3, -8, -9 or -13 was pre-incubated in Reaction buffer for 20 min in the presence of 
benzoyl peroxide（3.7, 11.1, 33.3, 100 or 300µM）, and substrate solution was added to the reaction 
mixture. The enzyme activities were monitored（Ex/Em 485/520）every 5 min as a time-course 
measurement of the increase in fluorescence signal from fluorescently-labeled peptide substrate for 
120 min at room temperature. The IC50 was calculated by using Prism software. Each value 
represents the mean（n＝2）.
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ル）をヘアレスマウスの耳介に最長49日間反
復塗布し，その表皮中におけるMMPsおよ
びMMPs活性を制御するTIMPsのmRNA発
現量およびタンパク質発現量に及ぼす影響を
調べた。その結果，2.5％BPOゲルを塗布する
ことによりMMP-2および-9のmRNA発現量は
4日間塗布後以降，49日間塗布後まで持続的
な低下が認められた。一方で，MMP-1b，-3
および-13のmRNA発現量は，4および7日間
塗布後において統計的に有意ではないものの，
一時的に増加傾向を示した後，21，35およ
び49日間塗布後では低下が認められ，21およ
び49日間塗布後での低下は統計学的に有意で
あった。そこで塗布期間を通して明確なmRNA
発現量の低下が認められたMMP-9について
より詳細に解析するために，2.5％BPOゲル
を49日間反復塗布した耳介表皮中のMMP-9
およびTIMP-1のタンパク質発現量を調べた。
その結果，2.5％BPOゲル塗布群ではプラセ
ボ塗布群と比較してTIMP-1タンパク質発現量
には差がなかったものの，MMP-9タンパク
質発現量は有意に低く，またMMP-9/TIMP-1
比も低値であった。これらの結果から，BPO
はMMP-9のタンパク質発現量を低下させるこ
とで，MMP-9/TIMP-1比が低下し，その結果
MMP-9活性を抑制的に制御すると考えられ
る。一方，MMP-1b，-3および-13のmRNA発
現量は21日間塗布後以降で，MMP-2のmRNA

発現量は4日間塗布後以降で，有意な低下お
よび低下傾向がみられた。したがって，BPO
はMMP-9だけではなく，MMP-1b，-2，-3お
よび-13のタンパク質発現量も低下させた可
能性がある。しかしながら，MMP-1b，-3お
よび-13のmRNA発現量が4および7日間塗
布後で一時的に増加傾向を示した原因および
MMP-2のmRNA発現量に対するBPOの作用
が49日間塗布後まで経日的に減弱した原因は
不明である。今後，MMP-9以外の各MMPsの
タンパク質発現量に対するBPOの作用につい
ても確認が必要であると考える。
　また，BPOのMMPsの活性に対する作用を
検討したところ，MMP-2に対して濃度依存
的な阻害作用を示し，そのIC50値は157µMで
あった。なお，BPOは他のMMPsに対しても
濃度依存的な阻害作用を示したものの，阻害
作用の測定に用いたReaction bufferに対して
BPOが溶解する限界濃度である300µMでも
50％を超える阻害が認められなかったため，
IC50 値を算出できなかった。
　MMPsは炎症に関与することが知られてお
り5)6)，尋常性ざ瘡患者の炎症性皮疹部などに
MMP-1，-2，-3，-8，-9および-13が発現して
いる7)〜11)。また，MMP-9が皮膚の炎症性疾患
に関与していること29)，ならびにC. acnesがケ
ラチノサイトからのMMP-9発現12)および単球
からのMMP-1および-9発現をそれぞれ増加
させる10) ことで，ざ瘡の炎症を誘発する可能
性が報告されていることから，MMP-9が尋
常性ざ瘡の炎症に関与していることが考えら
れる。さらに，MMPsはMMPs間で相互作用
することで活性化されることも知られており，
MMP-2が直接的，またはMMP-13の活性化
を介して間接的にMMP-9を活性化することも
報告2) されている。本研究の結果から，BPO
は表皮のMMP-9産生の抑制によるMMP-9/
TIMP-1比の低下に加えて，MMP-2活性を直
接的に阻害することにより，総じてMMP-9
活性を抑制することにより尋常性ざ瘡の炎症

Table 1�　Effect of benzoyl peroxide 
on MMPs activity

IC50（µmol/L）

MMP-1 ＞300

MMP-2 　157

MMP-3 ＞300

MMP-8 ＞300

MMP-9 ＞300

MMP-13 ＞300
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性皮疹に対する治療効果に寄与する可能性が
ある。本研究ではヘアレスマウスの正常皮膚
のMMPsおよびTIMPsの発現量に対する2.5％
BPOゲル反復塗布の作用を評価したが，尋
常性ざ瘡患者の患部皮膚では炎症性皮疹を特
徴とする炎症像がみられる。したがって，へ
アレスマウスの正常皮膚に発現するMMPsに
対するBPOの作用が，尋常性ざ瘡患者の皮疹
部に発現するMMPsに対しても同様に認めら
れるか検証する必要があると考える。
　尋常性ざ瘡での炎症性皮疹が軽快したあと
に，皮膚の陥凹，すなわち萎縮性瘢痕が生じ
ることがあり1)，ほとんどの萎縮性瘢痕は丘疹
および膿疱のような炎症性皮疹部位で形成さ
れ30)，ざ瘡の重症度とともに萎縮性瘢痕の発
症率が増加することが報告31) されている。加
えて，萎縮性瘢痕の形成は，ざ瘡の炎症性皮
疹における過剰なコラーゲン分解による皮膚
マトリックスの喪失が原因と考えられている7)。
したがって，炎症性皮疹部におけるBPOによ
るMMP-9産生量の低下やMMP-2活性の阻害
が炎症を抑えるだけでなく，ざ瘡瘢痕の形成
も抑制する可能性が考えられる。また，MMP-1
および-9はざ瘡の炎症性皮疹だけでなく，萎
縮性瘢痕の形成後にも発現が認められている32)。
萎縮性瘢痕に対する治療効果が認められてい
るレーザーやマイクロニードル治療では，治
療部位のコラーゲン量が増加することが報告33)

されている。BPOもMMP-9活性を低下させる
ことにより，萎縮性瘢痕部位のコラーゲン量
が増加し，ざ瘡瘢痕に対して効果を示す可能
性も考えられる。

 結　論

　本研究により，BPOが表皮中のMMP-9産生
量を低下させること，ならびにMMP-2活性を直
接的に阻害することが明らかになった。これら
の作用は，BPOの尋常性ざ瘡の炎症性皮疹に対
する治療効果に寄与する可能性が考えられた。
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Abstract

　Matrix metalloproteinases（MMPs）and tissue inhibitors of metalloproteinases
（TIMPs）have been thought to be associated with chronic inflammation in acne vul-
garis. In this study, to examine the effect of benzoyl peroxide（BPO）on expression 
of MMPs and TIMPs in skin, we determined mRNA expression levels of MMP-1, -2, 
-3, -8, -9 and -13, TIMP-1, -2, -3 and -4 in epidermis of the ear of hairless mice given 
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repeated topical administration of 2.5％ BPO gel for 1, 4, 7, 21, 35 or 49 days. The 
mRNA expression levels of MMP-1b, -2, -3, -9 and -13, TIMP-1, -2 and -3 in 2.5％BPO 
gel-treated mice were decreased compared to placebo-treated mice, and in particular, 
the decrease in MMP-9 expression level was robust. Additionally, MMP-9 protein levels 
and MMP-9/TIMP-1 ratio in 2.5％BPO gel-treated mice were significantly decreased 
compared to those in placebo-treated mice.
　Next, we examined the effect of BPO（3.7-300µM）on enzymatic activity of MMP-
1, -2, -3, -8, -9 and -13. As a result, BPO showed a tendency to inhibit all of the MMPs 
activity, and particularly strongly inhibited MMP-2.
　This study demonstrated that repeated application of 2.5％BPO gel to mouse ear 
skin decreases protein level of MMP-9 and MMP-9/TIMP-1 ratio in the epidermis of 
the skin, and that BPO directly inhibits the enzymatic activity of MMP-2. These actions 
of BPO may contribute to its therapeutic effect on patients with acne vulgaris.
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