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第1章　緒論

第1節　研究の口的と背景

　パーマネントウェーブ（パーマ）やヘアダイに代表される化学処理は毛髪に

損傷を’∫えるため、これを防止することが化粧品業界においては重要な課題と

なっている。毛髪の損傷は官能の変化として実感され、摩擦抵抗のヒ昇による

パサつき、きしみ感、指通り・クシ通りの悪さに加えて毛髪が絡まりやすくな

る。また、枝毛や切れ毛の発生、ハリコシの低ド、つやの低ド、毛髪の広がり

　（まとまりのなさ）なども観察される（1）。実際にパーマやヘアダイの経験が

なくても、毛髪同様に獣毛の束である書道の筆を長期間使用した時の状態を思

　い出せば官能的な変化をイメージしやすい。このような官能の変化は洗髪時だ

　けでなく乾燥時にも実感でき、毛髪が扱いにくくなることから消費者にとって

　は非常にイ・快と感じられる。

　　このため、毛髪の損傷を科学的に評価することは、毛髪自体の性質を知るこ

　とに加えて、損傷の進行を抑制する頭髪化粧品の開発においても重要な位置を

　占めている。通常、毛髪の損傷を評価する場合、電子顕微鏡観察と引っ張り特

性の測定が汎川される（1～3）。前者は毛髪表面の特性、後者は繊維全体の

特性を示している。しかし、これらの千法は高価な装置が必要であり、操作が

煩雑であるためルーチン分析の妨げになっている（4～6）。そこで、本研究

では特別な装置を必要とせず、操作が簡便である毛髪のプロテアーゼ処理に着

　Uした。

　　化学処理された羊毛や毛髪のプロテアーゼ分解性が高いことは以前から知

　られていた（7）。しかし、これらの研究は分解性の比較をしているのみで、

　毛髪の損傷と分解性が関係しているというデータに基づいていないことから、

　このノ∫法が広く普及するには至っていない。そこで、本研究では先ず基本的な

知見を得るU的で、毛髪の1要タンパク質のプロテアーゼ分解性を調べた。次

　いで、毛髪の損傷とプロテアーゼによる分解挙動を調べ、毛髪の損傷部位の解



析を行った。さらにプロテアーゼによる手法を応川して種々の化学処理毛の構

造解析を試みた。最後に、化粧品製剤の毛髪に対する損傷を比較して本方法の

実川性を検証した。

　本論文は緒論（第1章）に始まり、モデルケラチンのプロテアーゼ分解性（第

2章）、毛髪のプロテアーゼ分解性（第3章）、還元剤処理毛のプロテアーゼ分

解性（第4章）、異なる化学処埋毛のプロテアーゼ分解性（第5章）、頭髪化粧

品開発への利川（第6章）、総括（第7章）の順で構成されている。

第2節　毛髪の構造

　　毛髪を構成成分から見た場合、タンパク質が毛髪全体の80～90％を占めて

おり、残りは水分（約10％）、脂質（数％）、メラニン色素（約1．5％）、微量

元素（0．55％～0．94％）から構成されている（1，8，9）。毛髪は他の獣毛、

爪、角、蹄、羽毛と同様に発生学的には表皮から生じた器官であり、イオウ原

　子を含むタンパク質である。これらのタンパク質中でイオウは主としてシスチ

　ンの形で分子間や分子内で架橋を形成しており、ケラチンと呼ばれる特殊な硬

構造体を形成している。

　　ケラチンはX線回折のパターンに基づきα一ケラチンとβ一ケラチンに分類で

きる（10）。毛髪や羊毛のような1哺乳動物由来はα一ケラチン、爬虫類や鳥類由

来はβ一ケラチンが多いことが知られている（ll）。表1－1に毛髪および他のタ

　ンパク質のアミノ酸組成を示した（12～14）。α一ケラチンである毛髪や羊毛は

シスチン＊およびα一ヘリックス形成能の高いグルタミン酸、ロイシンが多く、

非ヘリックス性のグリシン、プロリンが少ないのが特徴である。特に毛髪は他

のタンパク質に比べてシスチンが16．6～18％と高いことが特徴である（15）。

＊慣川的にハーフシスチン（システイン）として表される。
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表H　種々のケラチンおよびタンパク質のアミノ酸組成a）

　毛髪　　　羊毛

ケラチン　ケラチン

　（12）　　　　　　（12）

ヒトの爪　　羽毛

　（13）　　　（14）

コラーゲン　　　糸目フィブロイン

（12）　　　　　　（12）
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a）100残基あたりの残基であらわした。



　毛髪の階層構造を図1－1に示した（12）。毛髪の表面には鱗片状のキューテ

ィクル細胞が6～10層、その内部には紡錘状のコルテックス細胞が多数存在

し、これらの細胞間には細胞膜複合体が存在している。また、毛髪の中央部分

には高い頻度でメデュラが認められる。
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図1－1毛髪繊維の階層構造の模式図
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　キューティクルは毛髪「Eiaの10～15％を占めており、化学的に抵抗力のあ

る領域である。図1－2に示したように、1枚のキューティクルは外側よりエピ

キューティクル、A層、エキソキューティクルおよびエンドキューティクルが

1…要な構成組織で、シスチン含Ii＞はそれぞれ12％、30％、15％および3％と

報告されている（9）。

　キューティクルの内側のコルテックスは毛髪全体の85～90％を占める（1）。

コルテックスは少靖のメラニン色素などを除くと、約60％のミクロフィブリ

ル（Mf）と約40％のマトリックス（Ma）と呼ばれるタンパク質から構成され、

MfがMaに埋め込まれる形で繊維の基本構造であるマクロフィブリルを形成

している（12，16）。Mfは分子Ilt45～55kDaであり、結晶性のα一ヘリック

スタンパク質から構成され、シスチンが約7％と少ない。Maは分子量10～30

kDaで、非結晶性の球状タンパク質であり、シスチンが約21％と多いのが

特徴である（14、17）。近年、Mfは中間径フィラメントタンパク質（IFタンパ

ク質）、Maは中間径フィラメント結合タンパク質（IFAPタンパク質）とも呼

ばれているが、本論文では慣用名であるMfとMaに統一一した。

細胞間拡散　　　　　細胞内拡散

　『一一一　・
，》麺麺奪こ…　　
」そ、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼マクロフヂプ1いし問領域

図1－2キューティクルとその周辺組織の構造



　細胞膜複合体（CMC）は細胞間接着物質という呼び方をされる場合もあり、

キューティクル細胞間とコルテックス細胞間に存在している。構成成分はβ層

（脂質2分子膜）とδ層（タンパク質）から成っており、水や化学物質の細胞

間拡散ルートとなっている（図1－2）（9）。

　メデュラは、蜂の巣状の細胞が並んだ構造であり、完全につながっているも

のや飛び石状に存在するもの、全く存在しないものがある。ヒト以外の動物の

体毛では、メデュラの繊維全体に占める割合が大きいために、断熱の役割をし

ていると考えられている（18）。

第3節　毛髪の化学処理

　　毛髪の化学処理は美容処埋として行われており、パーマネントウェーブおよ

びヘアダイ（あるいはブリーチ）の2種類の化学反応に大別できる。

　　図1－3に示したようにタンパク質問には4種類の代表的な結合が存在する。

ハーマネントウェーブはこの中のジスルフィド結合（シスチン）と最も密接に

関係する（ID。パーマネントウェーブは毛髪を筒状のカーラーなどで望む
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図1－3　タンパク質問の結合の種類
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ヘアスタイルに変形した状態で、還元剤溶液（第1剤）を塗布して15分程度

放置する（図1－4）。これによりシスチン（－SS－）がシステイン（－SH　HS－）

に還元される。続いて酸化剤溶液（第2剤）を塗布して15分程度放置するこ

とで、タンパク質問距離の近いシステイン間で酸化反応が起こる。この結果、

シスチンが再形成されてウェーブを形成する。シスチンは強固な共有結合であ

り、日常の処理ではほとんど切れないためにパーマ処理によって作ったウェー

ブを維持することができる。

　　方、ヘアダイは色素前駆体（アニリン誘導体）を含有するアルカリ性の第

1剤と過酸化水素を含有する酸性の第2剤を混合後、速やかに毛髪に塗布し、

15～30分程度放置する。これにより毛髪のメラニン色素を分解するとともに

色素llll駆体が重合して色調が加わる美容処理である（図1－5）（19）。

S
S
S
S
S

一
一
一
一
一

S
S
S
S
S

S
S

一
一S
S

還元剤
（第剤）

　HSH
SH　HS
H
　　HS
　SH
　　HS
　SH　H

　　H
　H　　HS
　H

酸イ剤
（第2剤）

HO3
SH
S－S
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図1－4　パーマ処理によるジスルフィド結合（シスチン）の変化

　黒髪の

　模式図

　　SO
　●●●、
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図1－5

1剤．アルカリ

Q剤過酸化水素

　　　　　　　　　　　色素鞭体　騒蓉駆体
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　　　　　　　　　　　　　　　活性酸素が発生

ヘアダイおよびブリーチのメカニズム
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　ブリーチ処理はヘアダイの第1剤から色素前駆体を除いたことだけが異な

っており、毛髪のメラニン色素を分解することで毛髪の色調を明るくする美容

処理である。ヘアダイとブリーチはアルカリ性の過酸化水素を含む剤を毛髪に

塗布する。この時、過酸化水素の分解で生成した活性酸素により酸化反応が起

こる。このため、シスチンの酸化切断によりシステイン酸が生成することがよ

く知られている。パーマで川いられる酸化剤の臭素酸ナトリウムに比較すると、

ヘアダイとブリーチで川いられる過酸化水素のほうがより酸化力が強いため

に、システイン酸の生成も多い。

第4節　毛髪の損傷

　毛髪は死んだ細胞の集合体であるために度損傷を受けると元には戻らな

い。毛髪の損傷の原因としては物埋的要因（日常の処理）、環境的要因、化学

的要因の3種類に大別できる（1，20）。

　第1に、物理的要因による損傷としては、洗髪、タオルドライ、ブラッシン

グ時の摩擦により、キューティクル表面のめくれや剥離が起こる（21）。さら

にこの損傷が進行すると、コルテックス細胞間の接着性が低ドして枝毛が発生

することが知られている（22）。ドライヤーも100℃前後の熱風が出るため、濡

れた毛髪を熱風で乾かす操作を繰り返すと、急激な収縮によりキューティクル

表向に縦方向の小さな亀裂が生じる（23）。また、この熱の影響でメデュラの

空洞化現象も観察される（24）。さらに、洗髪時に脂質やタンパク質の溶出が

起こることが知られており、特に化学処理後の毛髪で顕著である（25）。

　第2に、環境的要因としては日光暴露の影響が大きく、紫外線が毛髪の損傷

に関与している。紫外線による化学変化としてはペプチド骨格の酸化的切断に

よるカルポニル基とアミド基の生成、シスチンの酸化分解に伴うシステイン酸

の生成（26）、特定アミノ酸の分解などが報告されている（27、28）。形態的な

変化としてはメラニン色素、頼粒状物質、CMCの消失による多孔質化などが

観察されている（29，30）。また、メラニンの酸化分解による毛髪の赤色化も起

10



こる（3D。さらに、毛髪がごわごわになるなどの官能的な変化も起こる（28）。

　第3に、化学的要因による毛髪の損傷は、本研究で焦点を当てたテーマであ

り、2つの化学反応に関係する。1つはパーマネントウェーブ（パーマ）、も

う1つはヘアダイあるいはブリーチである。前述したように、パーマは通常ア

ルカリドの還元反応に続く酸化反応基づいていている。ヘアダイやブリーチで

はアルカリ性の酸化反応に基づいている。パーマとヘアダイ（ブリーチ）はア

ルカリ性媒体および酸化反応などの類似点があるため、毛髪の損傷に関しては

共通して観察される現象や知見が多い。表1－2に化学処理で起こる｝三な毛髪の

損傷とその検出方法をまとめた。毛髪中のミクロな変化はマクロな変化として

現われる。すなわち、毛髪内の化学変化や構造変化は毛髪の形態や性状に影響

を’」一え、さらに官能の変化として知覚される。このように、毛髪の損傷は研究

者の視点によって異なる現象と捉えられるが、それぞれが因果関係になってい

る場合が多い。

　以ヒ、毛髪の損傷を3種類に大別して述べたが、実生活者の毛髪では特定の

要因のみが影響するというよりは、各要因が複合的に影響していると考えられ

ている。
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表1－2　化学処理による毛髪の損傷およびその検出方法

視点 対象とする損傷 損傷の検出方法

・システイン酸のノト成（32）、アミノ酸の変化

@（33，34）、キューティクル表面の結合脂肪

@酸やペプチド結合の切断（i7，35）、脂質の

@溶出（36）

IR、アミノ酸分析、　GC、

gPLC、　TLC化学変化

@など

¥造変化

@など

・ランチオニン架橋などの生成（37） アミノ酸分析

・α一ヘリックスタンパク質の減少、ランダ

@ムコイル化、βシート化（38～40）、タン

@パク質の不安定化や溶出（4D

X線1・1折、NMR、　IR、ラ

}ン、示差走査熱量測定、

ﾎ光顕微鏡観察、ローリー

@、電気泳動法

・マトリックスの溶出（42）

E異なるSS結合の切断（43）

電気泳動法、アミノ酸分析

S弾性測定

・繊維の膨潤（44）、過収縮（45）、キューティ

@クルのめくれや剥離q6，47）

光学顕微鏡、水分保持率、

ﾚ視、電子顕微鏡

形態変化

@など

・メラニン・CMC・頼粒状物質の分解・消失

@による繊維の多孔質化（29，30）

電子顕微鏡

・コルテックス細胞の形態変化（48） 偏光顕微鏡

・アイロンパーマの熱による変形（2） 電子顕微鏡

・親水化（49、50）、色素吸着量変化（51） 水分吸収、接触角度や表面

｣力、UVスペクトル性状変化

@など ・破断強度の低ド（46，50）、引張特性の変化

@（52）、摩擦抵抗の低ド（23）、ねじり応力の

@変イヒ（53），　柔申欠イ生低ド（54）

直径計測、引張試験機、曲

ｰ試験機、ねじり測定装置

官能変化

@など

・パサツキ感・きしみ感・ハリコシの低ド（28）

Eつややまとまりの低ド（1）、絡まり（20）

官能評価（55）
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第2章　モデルケラチンのプロテアーゼ分解性

第1節　序

　プロテアーゼは毛髪組織を分離する方法として占くから利川されてきた

　（56，57）。近年では産業的利川を口的として獣毛や羽毛を効率よく分解する微

生物の検索と産生されるプロテアーゼに関する研究が多数報告されている

　（58，59）。また、’f．毛や毛髪のプロテアーゼ分解性を向ヒさせる目的で還元剤

処理等の前処理の検，亨寸も行われている（60，61）。しかし、これらの研究はプロ

テアーゼの特性やタンパク質の分解性に志向しており、その分解挙動やメカニ

　ズムについてはほとんど知られていない。

　そこで、本章では毛髪のi三要構成成分である2種類のタンパク質、マトリッ

　クス（Ma）およびミクロフィブリル（Mf）のプロテアーゼ分解性を調べるこ

　とをH的とした。先ず、毛髪からMaあるいはMfを還元剤で部分抽出し4種

類のモデルケラチン：Maフィルム，　Mfフィルム，　Maリッチ繊維およびMfリ

　ッチ繊維を調整した。そして、これら4種類のモデルケラチンの特性を調べる

　とともにプロテアーゼによる分解挙動を調査した。

第2節　実験方法

2－1．　試薬

　プロテアーゼとしてProteinase　K（ナカライテスク，TritlRachiuMalbt〃m由来，

36．3U／mg），　Pronag．　e　E（SIGMA，　Sti’eptotn．｝．’ces　gl・isetlS由来，　i　2．4U／mg），

Subtilisin　Carlsberg（SIGMA，　Baci〃tts　liche〃t∫bmiis由来，7．　OU／mg），　Trypsin

　（SIGMA、　Boi’ine　panc14c？as　lll来，10600U／mg），Pepsin　（SIGMA，　Poi’cine

stoMac／1由来，3800U／mg）を用い、表2－1に性質を示した。半透膜はSpectra

／ProR　CE　Melnbrane（Spectrum　Laboratories，分子量分画2Z　OOO）を30分間水

洗して川いた。2一メルカプトエタノール（2．ME）は特級、ドデシル硫酸ナ

　トリウム（SDS）は生化学川を川いた。他のすべての試薬は特級を川いた。
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表2－1用いたプロテアーゼの性質

Proteinase　K　　　Pronase　E

Subtilisin

　　　　　TrypsinCarlSberg
Pepsin

安定pll　　　7．5～12．0　　　　5．0～9．0　　　5．0～10．5　　　　7～9　　　　　3．0～4．O

MW　　　l8．5　kDa　　34　kDa　　28　kDa　　23　kDa　　35　kDa

熱安定性　60℃まで　　70℃まで　65℃まで　60℃まで　約70℃で失活

分解の型　　　endo　　endo＋exo　　endo　　　endo　　　　endo

＊安定性は2－4を参照

2－2．　試料毛髪およびモデルケラチンの調製

　化学処理の履歴がない20代日本人女性の毛髪（平均直径0．0731nrn）を1．0％

SDS水溶液で25℃、10分間洗浄、30分間水洗した後に自然乾燥させて用いた。

　脂質の除去をU的に、毛髪をクロロホルム／メタノール（2：1）に50倍量

の浴比（毛髪に対する液の重量比）で室温．ド、16時間抽出した後、自然乾燥

　させて脱脂毛を得た（17）。毛髪の1三要構成成分であるMaタンパク質とMf

　タンパク質は、還元剤濃度の違いあるいは異なる還元剤溶液により選択的に抽

出することができる（17，62）。Maの抽出には約1．　Ogの脱脂毛を25mMの

Tris－HC1緩衝液（SDSを1．0％、2－MEを15．0％含有、　p　H＝8．3）に50倍量

の浴比で50℃、3日間浸漬させた。Mfの抽出には約LOgの脱脂毛を251nM

のTris－HCI緩衝液（SDSを1．0％、2－MEを3．0％含有，　p　H＝8．3）に50倍

　縫の浴比で50°C、3日間浸漬させた。

　　タンパク質を抽出した各溶液は蒸留水に対して3日間の透析を行った。なお、

蒸留水は約12時間ごとに交換した。透析部はエバボレーターにより45℃で水

を除去後にケラチンフィルムを得た。他方、タンパク質抽出後の残渣繊維は、

流水により24時間水洗した後に蒸留水でよく洗浄し、7日間自然乾燥させて

ケラチン繊維を得た。ケラチン繊維はタンパク質抽出前後の重量を測定し、重

　肚の減畦率からタンパク質抽出率を求めた。このように、毛髪からMaあるい

　はMfを部分抽出して4種類のケラチン：Maフイルム、　Mfフイルム、　Maリ

　ッチ繊維およびMfリッチ繊維を調製した。
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2－3．　アミノ酸分析

　　試料をガラス封人管に入れ、6MのHCIを添加、窒素置換を行った後に

　ガスバーナーで封人し、105℃、24時間加水分解を行った。この反応終了後

　の液はエバボレーターで塩酸を除去し、Bennettらの方法（63）によりフェ

　ニルチオカルバモイル（PTC）誘導体化した。分析にはUV検出器を装備し

　た日本分光製HPLCシステムを川いた（64）。このシステムにGLサイエン

　ス社製Inertsil　ODS－2カラム（オクタデシルシリカゲル，100　mm×4．6mm

　i．d．）およびli　fJ充填剤を川いたガードカラムを接続させ、　PTC誘導体を注入

　後に単一溶離モードに続くグラジエントモードで37℃、流速1ml／min、

　uv波長254nmで分析した（64）。

　　シスチン畦は過ギ酸によりシステイン酸への転化を行った後に定量し

　（65）、慣川的にハーフシスチン（1／2シスチン）として表した。システイン

　は酸化されてシスチンになりやすいために、S一カルボキシメチル化誘導体

　にした後に定量した（66）。また、k述した酸加水分解では、アスパラギン

　（Asn）とグルタミン（Gln）はそれぞれの酸タイプに転換する。従って、本

　実験のアスパラギン酸（Asp）量はAspおよびAsnを示し、グルタミン酸（Glu）

　量はGluおよびGlnを示している。トリプトファン（Trp）はかなり不安定な

　ために分解される。アミノ酸量は、100アミノ酸残基中の残基として表した。

2－4．　毛髪のプロテアーゼ処理

　　2．OCmに切断したケラチン繊維またはケラチンフィルムの約1001n　gを

　エッペンドルフチューブに入れた。ここに25mMのTris－HCI緩衝液（pH＝

　8．O）または150mMの酢酸一NaOH緩衝lf叉（pH＝4．0）で0．05w　t％に調整

　したプロテアーゼ溶液あるいはプロテアーゼを含有しない緩衝液（コントロ

　ール）2mlを人れた。この後、速やかに37℃で96時間、振とうなしでイ

　ンキュベートした。Pepsinを用いる場合は酢酸一NaOH緩衝液を使用し、他

　のプロテアーゼを川いる場合はTris－HCI緩衝液を使川した。
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　プロテアーゼ処理後の反応液は、9，000×gで5分間の遠心分離後にヒ澄

み液を捨てた。残渣は水洗し、9，000×9で5分間の遠心分離後にヒ澄み液

を捨てた。この操作をさらに3回繰り返した。残渣は乾燥させた後にrE匿を

測定し、次式により分解率を求めた。

　レゆ（％）＝［（A－B）／A］×100

ここで、吻はプロテアーゼ分解率、AとBはそれぞれプロテアーゼ処理前

およびプロテアーゼ処理後の毛髪重埴。なお、測定は31日1の実験結果の平均

値を示した。

　最後に、川いた5種類の酵素の熱安定性を調べた。酵素反応終了後の溶液

中のプロテアーゼは毛髪に吸着しているために、この溶液中の酵素活性を測

定すると低い値が出る。そこで、プロテアーゼ溶液を37℃で96時間放置後、

パーマ処理6　［til毛を入れて、さらに37℃で96時間インキュベートし、ヒ述

と同様の方法で分解率を求めた。プロテアーゼ溶液を37℃で96時間放置し

た場合と、しない場合の毛髪の分解率を比較すると、37℃で96時間放置し

た場合の分解率は若干低いものの、プロテアーゼ溶液を37℃で96時間放置

しない場合の分解率の90％以tlを示した。

2－5．　走査型電子顕微鏡（SEM）による観察

　　ケラチン繊維は長さをそろえるために、鋭利なはさみで端を切って捨てた。

　残った｝要繊維部分をProteinase　Kで処理した。このProteinase　K処理前およ

　び処理後の繊維をステンレス台にのせ、10mAで5分間金蒸着させた後、日

　本電子㈱製JSM－5200を用いて加速電圧15kV、倍率750倍あるいは

　LOOO倍で観察した。

2－6．　　　ノ杢くIJJ・イ呆｝寺ン］ス

水分保持率はKoharaらと類似の方法（67）で測定した。　モデルケラチンを

25℃でイオン交換水に4時間浸漬させた。次いで3，000×9で5分間の遠心分
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離後に取硅を測定した。次いで、このモデルケラチンを105℃で3時間乾燥後

に、屯硅を測定し、次式により水分保持率を求めた。

　tVr（％）＝［（ルール））／W）］×100

ここでWrは水分保持率、断とMc）はそれぞれ遠心分離後に「巨量および105℃

で3時間乾燥後の弼1｛。なお、測定は3川の実験結果の平均値を示した。

第3節　実験結果と考察

3－1．　モデルケラチンの調製とキャラクタリゼーション

　　毛髪の1：要構成成分であるMaタンパク質とMfタンパク質は、還元剤濃度

の違いにより選択的に抽出することができる（17，図2－1）。そこで、毛髪か

　らMaタンパク質あるいはMfタンパク質の抽出率が等しいケラチン繊維の調

製を試みた。この目的で、2一メルカプトエタノール（2－ME）溶液と毛髪の

浴比による検討を行った。

15％2－ME

20℃，3D抽出

　　　　CHC13／MeOH
　　　　RT，16hr

国　　　一一一一一レ　脱脂毛　　　　処理後乾燥

3．0％2－ME

20℃，3D抽出

　　　　　透析，乾燥唾］一一
　　　　　　水洗，乾燥匿垂］一一

Maフイルム

Mfリッチ繊維

　　　　　透析，乾燥

極］一一
　　　　　　水洗，乾燥［憂豆1－→

Mfフイルム

Maリッチ繊維

図2－1モデルケラチンの調製方法
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図2－2　毛髪からのタンパク質抽出率と浴比の関係

　図2－2に示したように、3．0％の2－MEでMfタンパク質を抽出した場合と

15．0％の2－MEでMaタンパク質を抽出した場合は抽出挙動が異なっていた。

浴比IO倍においてはいずれの2－ME濃度でもタンパク質の抽出量が約1％と

低かった。浴比50倍ではいずれの2－ME濃度でもタンパク質の抽出率は約25％

でほぼ等しくなることから、この浴比をケラチン繊維およびケラチンフィルム

の調製に川いた。また、浴比100倍では3．0％の2－MEよりも15．0％の2－ME

でタンパク質抽出量が少なかった。これは、低濃度の2－MEではコルテックス

の約60％をliiめるMfタンパク質が主に抽出されるのに対して、高濃度の2－ME

ではコルテックスの約40％を占めるMaタンパク質のみが抽出されることが

原因と考えられる（17）。

　図2－3にケラチンフィルムおよび水洗直後のケラチン繊維の外観を示した。

また、ケラチン繊維の性状の比較を表2－2にまとめた。先ず、図2－3よりMf

フィルム（a）とMaフィルム（b）はともに滑らかな表面で、茶色の外観を

ll［しており、Yamallchiらが報告しているように硬い性状であった（68）。ケラ

チン繊維の外観を比較すると、Maリッチ繊維（c）は収縮していたが、　Mf

リッチ繊維（d）は膨潤していた。
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　また、表2－2より、湿潤状態でのMaリッチ繊維は若干伸びてすぐ切断する

のに対して、Mfリッチ繊維はよく伸びて切断した。乾燥状態でのMaリッチ

繊維は十分に負荷をかけないと切断しないのに対し、Mfリッチ繊維は小さい

負荷で切断した。以ヒのように、Maリッチ繊維とMfリッチ繊維は性状が異

なることから、構成タンパク質が異なると考えられた。

（a）

㍍
璽

（b）

（d）

図2－3ケラチンフィルムおよびケラチン繊維

　（a）Mfフィルム　　　（b）Maフィルム

　（c）Maリッチ繊維　　（d）Mfリッチ繊維

表2－2ケラチン繊維の性状の比較

Maリッチ　Mfリッチ
　繊維　　　　繊維

外観

湿潤状態

乾燥状態

　収縮

若干伸びて

すぐ切断

　膨潤

よく伸びて

　切断

ト分な負荷　小さい負荷

で切断　　　で切断

19



　得られたモデルケラチンのキャラクタリゼーションをアミノ酸分析で行な

った。本実験のアミノ酸組成は文献との比較で行なった。表2－3に示したよう

に、4種類のケラチン中のシスチン（ハーフシスチン）はシステインに比べて

非常に豊富であった。これは、還元処理で生成したシステインが空気酸化（69）

によりシスチンに再結合したためと考えられる。毛髪成分の文献値（70）と比

較すると、Mfフィルムはシスチン最が少ないことからMfに類似しており、

MaフィルムはシスチンIltが多いことからMaに類似していた。その他のアミ

ノ酸糺成からもMfフィルムはMfに類似しており、MaフィルムはMaに類似

していることが分かった。これらのケラチンフィルムの高次構造は維持されて

いないと考えられるが、タンパク質の選択的抽出により次構造は維持されて

いることが分かった。

　他方，ケラチン繊維も還元剤処理により高次構造は失っていると考えられた。

Maリッチ繊維は非ヘリックス性のスレオニンおよびプロリン、さらにハーフ

シスチンがMfリッチ繊維より多く、Maに近い組成であった。　一方、　Mfリッ

チ繊維はヘリックス形成能の高いグルタミン酸およびロイシンが豊富で、Mf

に近い組成であった。その他のアミノ酸組成からもMaリッチ繊維にはMaが

多壁に残存しており、Mfリッチ繊維にはMfが多量に残存していると考えら

れた。これらの繊維は部分抽出によって調製されたことからアミノ酸組成は異

なっていたが、Mfリッチ繊維とMaリッチ繊維の収率はそれぞれ76．8％と

75．8％でありほぼ等しかった。
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表2－3　毛髪成分の文献値およびモデルケラチンのアミノ酸組成a）

毛髪成分（70） ケラチンフィルム ケラチン繊維

Mf Ma Mf一フィルム　Ma一フィルム Mfリッチ　　Maリッチ

繊維　　　繊維

Aspartic　acid

Threonine

Serine

Glutamic　acid

Proline

Glycine

Alanine

Half－cvstine　b）

Cysteine

Valine

Methionine

ISOleucine

Leucine

Tyrosine

Phenylalanine

Lysine

Histidine

Arginine

9．3

5．4

8．9

16．5

3．8

5．1

69

7．6

1
4
6
2
5
9
5
7
1
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a）IOO残基あたりの残基であらわした。

b）ハーフシスチン匿はハーフシスチンとシステインの総量をあらわしている。
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3立．　プロテアーゼ分解条件の検討

　　先ず、ケラチン繊維に5種類のプロテアーゼを作川させて分解率の最大値を

比較した。図2－4に示したように、いずれのプロテアーゼ処埋でもMaリッチ

繊維よりもMfリッチ繊維の分解性が高かった。Mfリッチ繊維に対して最大の

分解率を示したのはProteinase　Kで、　Pronase　E、　Subtilisinも高い分解性を示し

た。Proteinase　Kはネイティブな毛髪を分解し、基質特異性も広いために最大

の分解率を示したものと考えられる（70，71）。

　　t髪の等電点pH＝3．67（72）に近い酸性条件で川いたPepsinは他のアルカ

　リ性条件で川いたプロテアーゼに比べて分解率が低かった。酸1生条件ドの毛髪

はアルカリ条件ドに比べて膨潤しにくいためか、毛髪あるいはPepsinがプラス

チャージを持ったことにより分解が阻害されたものと推測される。以降の実験

ではケラチン繊維に対して最大の分解率を示したProteinase　Kを用いた。
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図2－4　ケラチン繊維のプロテアーゼ分解率（37℃，100hr）

　　　　1：ProteinaseK，　2：Pronase　E，　3：Subtilisin，

　　　　4：Trypsin，5：Pepsin
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　プロテアーゼ処理時間を決定するために処理時間と分解率の関係を調べた。

ケラチンフィルムの代表的な分解プロファイルを図2－5に示した。ケラチンフ

ィルムの分解は、最初の10時間が著しく速く、40時間以降はわずかな分解し

か起きなかった。ここで、本研究のMfフィルの最大分解率は約57％であった

が、井出らのケラチンフィルムの分解率に比べると低い値であった（74）。こ

れは、フィルムの調製法あるいはタンパク質の抽tli部位の違いが原因と推測さ

れる。　・方、プロテアーゼを含イiしないコントロールでの分解率はほぼゼロに

近かった。従って、分解率のヒ昇はほとんどがプロテアーゼによる分解と考え

られ、ケラチンフィルムの吋溶化の影響は無視できることが分かった。
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図2－5ケラチンフィルムの分解プロファイル

　Mfフィルム（◆），　Maフィルム（●），　Mfフィルムの

　コントロール（◇），　Maフィルムのコントロール（○）．

　　n＝3，　平均値＋標準偏差
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　ケラチン繊維の代表的な分解プロファイルを図2－6に示した。対象として川

いた未処理毛は最初の5時間までの分解速度が速く、この時点での分解率は約

4．5％を示したものの、20時間以降ではわずかな分解しか観察されなかった。

他方、ケラチン繊維の分解率は未処理毛よりも非常に大きな値を示した。最初

の10時間の分解が著しく急速で、その後緩やかになり、50時間以降はわずか

な分解しか観察されなかった。また、未処理毛の最大分解に要する20時間と

比較すると、ケラチン繊維の最大分解に要する時間は50時間と延長している

ことが分かった。さらに、コントロールでの分解率はケラチンフィルムと同様

にほぼゼロに近かった。プロテアーゼ処理時間は、分解が完全に停止している

ことと、操作ヒ区切りがよいことから96時間に決定した。
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図2－6ケラチン繊維の分解プロファイル

　　Mfリッチ繊維（◆），　Maリッチ繊維（●）、Mfリッチ

　　繊維のコントロール（◇），　Maフィルムのコント

　　ロール（○），　n＝3，平均値エ標準偏差
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3－3．　プロテアーゼ分解の要因

　モデルケラチンの特性を表2－4に示した。類似した組成を持っケラチン同士

を比較したところ、MfフィルムはMfリッチ繊維よりも分解性が低く、Maフ

　ィルムもMaリッチ繊維より分解性が低かった。これはケラチンフィルムがケ

ラチン繊維より分解性が低いことを示している。ケラチンフィルムは、ケラチ

ンモノマーが密にll占まっているポリマーと考えられる。従ってケラチン繊維よ

　りも膨潤しにくくなり、プロテアーゼの作川が抑制されたと思われる。

　他方、同じケラチンの形状で比較したところ、Mfリッチ繊維はMaリッチ

繊維よりも分解率が高く、MfフィルムもMaフィルムより分解率が高かった。

　これはMfタンパク質がMaタンパク質よりも分解性が高いことを示している。

表2－4　モデルケラチンの特性

分解率

（％）

シスチン量　水分保持率

　（％）　　　（％）

Mfリッチ繊維

Mfフィルム

Maリッチ繊維

Maフィルム

未処理毛

67．8±2．8

56．7土1．4

45．9±2．6

30．6±4．3

59±0．5

129±0．8

12．1±0．4

15．4±0．8

28．5±1．4

15．6±0．7

7L6±2．6

58．8±2．2

56．3土2．8

38．3土1．5

16．8±1．2
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　Koharaらの還元ケラチンの特性を調べた研究によると、ケラチン中のシス

チン靖や膨潤特性がプロテアーゼ分解に対して重要な要因になっていると考

えられる（67）。そこで先ず、モデルケラチンのシスチン硅と分解率との関係

を調べた。図2－7に示したように、4種のケラチンのシスチン匿と分解率との

間には直線の相関関係が認められたが、末処理毛のみはこの相関関係からは外

れて分解率が著しく低かった。しかし、変性した毛髪（本章3－1のタンパク質

抽川匿1．0％のMfリッチ繊維）ではこの相関関係に致した。従って、末処

理毛のプロテアーゼ分解率が低かった原因は、タンパク質が変性していなかっ

たためと考えられる。
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図2－7プロテアーゼ分解率とシスチン量の関係

　　　　変性毛以外はn・＝3，平均値±標準偏差

　　　　◆：Mfリッチ繊維，　◇：Mfフィルム

　　　　●二Maリッチ繊維，○：Maフィルム

　　　　ムニ未処理毛、　×：変性毛
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　図2－8にモデルケラチンの水分保持率と分解率との関係を示した。モデルケ

ラチンの水分保持率と分解率との間には高い相関関係があることが分かった。

変性したタンパク質は水溶液中ではときほぐれた状態で存在することはよく

知られている（75）。この事実から類推すると、ケラチンの膨潤性が増すこと

でケラチン内のプロテアーゼ量も増し、分解が促進すると考えられる。本研究

でも、Mfタンパク質はMaタンパク質に比べて水分保持率が高いことから、プ

ロテアーゼ分解性も高かったと推測される。

　これらの知見より、プロテアーゼ分解率はケラチンが変性している場合はシ

スチン畦に相関することが分かった。また、ケラチンの変性とは関係なく、プ

ロテアーゼ分解率は水分保・持率に相関することが分かった。
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図2－8プロテアーゼ分解率と水分保持率の関係

　　　　n＝3，　平均値±標準偏差

　　　　◆：Mfリッチ繊維　　◇：Mfフィルム

　　　　●：Maリッチ繊維，　○：Maフィルム

　　　　ム：未処理毛
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3－4．プロテアーゼ分解部の解析

　プロテアーゼにより分解されたケラチン繊維中のタンパク質を調べる口的

で、プロテアーゼ処理後のII∫溶部を加水分解後にアミノ酸分析で調べた。本実

験のアミノ酸組成は文献との比較で行った。表2－5に示したように、Maリッ

チ繊維およびMfリッチ繊維のプロテアーゼ可溶部はいずれもα一ヘリックス

形成能の高いグルタミン酸、アラニン、ロイシンがMaタンパク質に比べて多

かった。また、いずれもハーフシスチンが少ないことからMfタンパク質に類

似していることが分かった。

　双ノiの繊維でアミノ酸組成に若干の違いがあったことは、これら2つの繊維

が部分抽出されたために組成が単純ではないことが原因と考えられた。しかし、

いずれの繊維の分解部もMfタンパク質のアミノ酸組成に類似していることか

　ら、プロテアーゼは毛髪のMfタンパク質を主に分解していると考えられた。
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表2－5ケラチンlmeの分　部および毛髪成分のアミノ酸組成a）

プロテアーゼ処理後のP∫溶部ω

Maリッチ繊維　　Mfリッチ繊維

毛髪の成分（70）

Mf Ma

Asx

Thr

Ser

Glx

Pro

y
a
G
ACys
Va　1

Met

Ile

Leu

Tyr

Phe

Lys

His

Arg

6．8

8．0

10．4

11．7

7．3

6．6

6．4

12．4

6．2

1．1

2．0

6．5

2．5

L9

3．2

1．2

5．8

8．2

7．2

10．5

13．1

6．7

6．6

5．5

10．9

6．4

0．7

3．3

6．4

1．9

2．1

3．1

1．2

6．2

9．3

5．4

89

16．5

3．8

5．1

6．9

7．6

6．1

0．4

3．6

10．2

2．5

1．9

3．5

0．7

7．1

2．5

10．3

ll．9

8．4

12．7

6．1

2．3

27．2

5．2

0．0

1．8

2．2

L5

1．1

0．6

O．9

5．4

a）100残基あたりの残基であらわした。

b）プロテアーゼ処理後の溶液部分を加水分解した。
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　次いで、プロテアーゼが分解しているタンパク質をSEMによる観察で調べた。

ケラチン繊維のプロテアーゼ処理前および処理後の代表的な表面形態を図2－8

に示した。

　プロテアーゼ処理前のMaリッチ繊維（a）およびMfリッチ繊維（b）は

双方ともタンパク質の抽出により収縮して毛髪表面に溝が観察された。一方、

プロテアーゼ処埋後のMaリッチ繊維（c）およびMfリッチ繊維（d）は双

方とも非常に収縮しておりMfが分解されたと考えられる外観を呈していた。

　繊維（c）は著しく収縮して縦方向の規則的なシワが多数観察されたが，毛

髪繊維の形状は維持していた。これは繊維（a）に残存していたMfタンパク

質が分解したために、繊維（c）になったと考えられる。従って、繊維（c）

はMaタンパク質が多量に残存している状態と考えられる。

　他方、繊維（d）は不定形な外観であり，毛髪繊維の形状は維持していなか

った。これは繊維（b）の主成分であるMfタンパク質が分解されたため繊維

（d）の外観になったと考えられる。換言すれば、繊維（d）は毛髪の主要な

2成分（MaおよびMf）がなくなった状態と考えられる。

，M尺’x

図2－8　　Proteinase　K処理前後のケラチン繊維の表面形態

　（a）Maリッチ繊維の処理前，　（b）Mfリッチ繊維の処理前

　（c）Maリッチ繊維の処理後，　（d）Mfリッチ繊維の処理後
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第4節　まとめ

　　高シスチン含イ∫匿のMaあるいは低シスチン含有匿のMfを毛髪より抽出

　　した。溶液部より2種類のケラチンフィルム：MaフィルムおよびMfフィ

　ルム、抽川残渣より2種類のケラチン繊維：Maリッチ繊維およびMfリッ

　チ繊維の合計4種類のモデルケラチンを調製した。4種類のモデルケラチン

　はタンパク質の変性により高次構造は維持していないと考えられたが、シス

　チンの大部分が再形成されていることが分かった。また、Maフィルムおよ

　びMfフィルムのアミノ酸組成は以前報告されているMaとMfに良く　’致

　　していた。さらに、Maリッチ繊維およびMfリッチ繊維もそれぞれMaと

　Mfが豊富であることが分かった。従って、4種のモデルケラチンの一次構

　造は維持されていると考えられた。

　　　2種類のケラチン繊維を川いてプロテアーゼ類による分解性を比較した

　　ところ、Proteinase　Kが最も高い分解性を示し、　Pronase　EおよびSubtilisin

　の分解性も高かった。ここで、Proteinase　Kを用いて4種類のモデルケラチ

　　ンのプロテアーゼ分解性をシスチン含有量との関係で調べたところ、シスチ

　　ン含有量が低いと分解率が高く相関関係が認められた。未処理毛ではこの相

　関関係から外れて分解率が著しく低かったものの、還元剤で変性した毛髪の

　分解率はこの相関関係に致した。この結果、プロテアーゼ分解率は、ケラ

　チンが変性している場合はシスチン含有量に相関していることがわかった。

　　Proteinase　Kを川いて4種類のモデルケラチンのプロテアーゼ分解率を水

　分保持率との関係で調べたところ、ケラチンの変性に関係なく高い相関関係

　があることが分かった。従って、水分保持率はプロテアーゼ分解性に密接に

　関係する要因と考えられた。

　　　さらに、SEMによる観察からはミクロフィブリルが1三に分解されている

　　ことが示された。これらの知見から、ミクロフィブリルの変性した部分がプ

　　ロテアーゼにより分解されていることが明らかとなった。
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第3章　毛髪のプロテアーゼ分解性の特徴とその要因

第1節　序

　　現在、毛髪の損傷評価にはi・1に2つの丁法が汎用されている。第一に、走

　査型電f顕微鏡（SEM）を川いた毛髪表面の形態観察が定性分析として川い

　られている（2，76）。第1に、引っ張り試験機による破断強度の測定が定量

　分析として川いられている（3，77）。しかし、前者は優位差が出にくいこと、

　後者は操作が煩雑で測定誤差が大きいことが欠点である。

　　これらの課題を解決するために、本章では毛髪の損傷評価にプロテアーゼ

　を川いた。以前から化学処理された羊毛や毛髪のプロテアーゼ分解性が高い

　ことは知られていた（7，78）。しかし、毛髪の損傷と分解性が関係している

　というデータに基づいていないことから、この方法が広く普及するには至っ

　ていない。そこで本章では先ず毛髪の損傷とプロテアーゼ分解性の関係を定

　性および定量的な観点から調べた。定量分析としてはプロテアーゼ処理前後

　の重縫変化率により、定性分析としてはプロテアーゼ処理後の毛髪のSEM観

　察による検討を行った。また、毛髪の損傷部位の解析を直接的および間接的

　な千法を川いて行った。直接法としてはプロテアーゼ処理前後の機器分析に

　よる構造解析を行い、間接法としてはプロテアーゼ分解部のアミノ酸組成の

　解析を行った。なお、プロテアーゼは前章で高い分解性を示したProteinase　K

　およびPronase　Eを用いた。
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第2節　実験方法

2－1．　試薬

　　還元剤として50％チオグリコール酸アンモニウム液（TG）、　DL一システイ

　ン（CYS）、酸化剤として臭素酸ナトリウム、35％過酸化水素、色素前駆体と

　してp一フェニレンジアミン（PPD）およびその他の亜硫酸ナトリウム、28％

　アンモニア水は市販の化粧品グレードを川いた。重水（D。O）は試薬特級を

　精製せずにそのまま川いた。その他の試薬等は第2章と同様のものを川いた。

2－2．　試料毛髪および化学処理毛の調製

　　化学処理の履歴がない20代日本人女性の毛髪（平均直径0．073mm）を

　1．O％SDS水溶液中、25℃でIO分間洗浄、30分間水洗した後に自然乾燥させ

　て川いた。前章で川いた脱脂毛は、毛髪重量の数％の脂質を抽出しているが、

　ここで川いたSDS洗浄毛は、毛髪表面の脂質のみを除去しており、日常行う

　シャンフー洗浄後の毛髪に近い状態である。

　　パーマ処埋は0。50MのTG水溶液あるいはCYS水溶液（いずれもアンモ

　ニアでpH＝8．6に調整）に毛髪約LOgを10倍量の浴比（毛髪に対する液

　の［巨｛lt比）で15分浸漬し、速やかに0．40Mの臭素酸ナトリウム水溶液に10

　倍量の浴比で15間分浸漬し、30分間水洗した後に自然乾燥させた。損傷毛

　のサンプルを調製する場合は同じ操作を繰り返した。パーマの処理は

　Proteillase　K処理に使川する毛髪は25℃、　Pronase　E処埋に使用する毛髪は、

　実際の頭毛の温度を想定して30℃で処理を行った。

　　ヘアダイ処理は2．5％アンモニア水溶液（PPDを0．15％、亜硫酸ナトリウ

　ムを0．3％含有）および6．0％過酸化水素水溶液の1：2混合溶液（v／v）を

　川いた。この混合溶液を調製した後、速やかに毛髪約1．Ogを10倍量の浴比

　で37℃、30分間浸漬し、30分間水洗した後に自然乾燥させた。ヘアダイ処

　理を繰り返す場合は同じ操作を繰り返した。

　　ブリーチ処理は3．0％過酸化水素水溶液（アンモニア1．0％含有）に毛髪約
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1．Ogを10イ剖ltの浴比で37℃、30分間浸漬し、30分間水洗した後に自然乾燥

させた。ブリーチ処理を繰り返す場合は同じ操作を繰り返した。

2－3．　毛髪のプロテアーゼ処理

　　毛髪試料は0．1～10．Ocmの長さに切り、2．Ocmの長さを1・1に川いた。ま

　た、0．lcmの毛髪は一部を乳鉢ですりつぶして粉末にして用いた。代表的プ

　ロテアーゼ処理は、毛髪試料の約100m　gをエッペンドルフチューブあるいは

　スクリューキャップ付きガラス容器に入れ、ここに20mMのTris－HCI緩衝液

　（pll＝8．0）でO．05w　t％に調整したProteinase　K溶液あるいはPronase　E

　溶液を21nl人れた後、37℃で96時間振とうなしでインキュベートした。処

　理終J’後、12，000×gで5分間の遠心分離後にヒ澄み液を回収してアミノ酸

　分析試料とした。残渣は水洗し、12，000×gで5分間の遠心分離後にヒ澄み

　液を捨てた。この操作をさらに3　ltil繰り返した。残渣は乾燥させた後に重量

　を測定し、次式により分解率を求めた。

　Tl｝：o（％）＝［（A－B）／．生×100

　ここで、吻は分解率、AとBはそれぞれプロテアーゼ処理前およびプロテア

　ーゼ処理後の毛髪重量。なお，測定は3回行い平均値を示した。

2－4．　破断強度の測定

　　毛髪はあらかじめミクロメーターにより長径と短径を測定して断面積を算

　出した。この毛髪を川いて、島津製作所製AGS－5A型オートグラフによ

　り破断屯匿を測定した。得られた破断重量から単位面積あたりの破断強度を

　算出した。なお、測定は10回行った。

2－5．　走査型電子顕微鏡（SEM）による観察

　　第2章と同様に行った。
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2－6．　アミノ酸分析

　　加水分解は第2章と同様に行った。加水分解後の反応液はメンブレンフィ

　ルターでろ過後、エバボレーターにより45℃で塩酸と水を除去し乾燥試料を

　得た。この乾燥試料をO．　02MのHCIに溶解後、日、1万製L－8500　A

　AminoAcidAnalyzerをJIIいニンヒドリン法による測定を行った。なお、シスチ

　ン硅は、過ギ酸によるシステイン酸への転化を行った後に定量した（56）。

2－7．　赤外吸収（IR）スペクトルの測定

　　密閉容器に乾燥毛髪とD。0を接触させないように入れ、35℃で100分放置

　して飽和D、0蒸気で吸湿させた（79）。この毛髪を日本分光製FT／IR－41

　0を川いて赤外吸収スペクトルの測定を行った。測定はKRS－5プリズムを用

　いたATR法により積算回数300回で行った。

2－8　　示差走査熱lf｛測定　（DSC）

　　毛髪を電気ヒゲそりで細かく切断し、その切断毛の約100m　gを試料とし

　た。この試料をSII製DSC6200型示差走査熱量計によりTD（吸熱ピ

　ーク温度）を測定した。試料はステンレスパンに入れ、毛髪に対して10倍

　1，llの水で湿潤させた後、密閉状態で昇温速度10℃／lnin、温度範囲は室温

　～200℃で測定を行った。
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第3節　実験結果と考察

3－1．プロテアーゼ分解条件の検討

　プロテアーゼ分解率に及ぼす毛髪の長さの影響をProteinase　Kを州いて調べ

た。図3－1に毛髪の長さを変化させた時のプロテアーゼ分解率の最大値（37℃、

g6時間）を示した。未処理毛に比べてパーマ毛では分解率が約3倍程度高か

ったが、双方の毛髪とも長さ（0．1～IOcm）および粉末化に関係なく分解率

　は・定であった。

　　ここで、毛髪の長さがIO　c　1’l／のときには毛髪の直径：長さの比が1：1370

　（断面積：側lni積比では約11550）となり無限長の円筒に近似できる。この

ため毛髪の長さが10c　ni以ヒのときには毛髪切断面からのプロテアーゼの浸

透を無視できる。従って、図3－1の結果はプロテアーゼが毛髪側面から浸透す

るために、毛髪の長さに関係なく分解率が’定であったと推定される。この知

見は羊毛の側面からプロテアーゼが浸透することを確認しているNolteらの

研究（80）からも支持される。
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　　　　　　　　　　毛髪の長さ（cm）

図3－1毛髪の長さとプロテアーゼ分解率との関係

　　　　Proteinase　Kを使川

　　　　○：バーマ毛（6回処理），　●：粉末化パーマ毛

　　　　口：未処理毛，　■：粉末化未処埋毛
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　次いで、プロテアーゼ処理時間を決定するために、プロテアーゼ処理時間と

分解率との関係を調べた。毛髪の長さは、操作的に扱いやすい2cmに固定し

た。Proteillase　Kを川いた場合の代表的な分解プロファイルを図3－2に示した。

未処理｛三は処理5時間で分解率が約4．5％に達するが、その後は分解率のヒ昇

はわずかで、処理20時間以降では分解が進行しなかった。未処理毛のプロテ

アーゼ処理ではキューティクル成分や細胞膜複合体（CMC）が分解されるこ

とが知られている（81～83）。従って、本研究でも毛髪表面の特定の組織やCMC

成分が分解されていると推測された。

　’方、パーマ6回処理毛は処理5時間までは未処理毛と同様に分解が速やか

であったが、処理5時間以降は分解が緩やかになり、処理70時間以降は分解

率がほぼ定になった。プロテアーゼはCMCを通りキューティクルから毛髪

内部のコルテックスに浸透するが、分子量が大きいために50時間程度かかる

ことが知られている（80）。従って、図3－2の分解プロファイルは速やかに分

解される毛髪の表面組織とより緩やかに分解される毛髪の内側組織があるこ

とを示唆している。
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Pronteinase・Kによる毛髪の分解プロファイル

○：パーマ毛（6回），　□：未処理毛
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　次いで、Pronase　Eを川いた場合の代表的な分解プロファイルを図3－3に示

した。前述のProteinase　Kの分解と同様に、未処理毛は処理5時間までの分解

が速く、処理20時間以降では分解率の1一はわずかであった。パーマ5回処

理Eおよびヘアダイ5回処理毛は処理5時間までは分解が速やかで、処理5時

間以降は分解が緩やかになり、処理80時間以降は分解率がほぼ’定になった。

パーマ毛とヘアダイ毛を比較した場合、処理5時間前後の挙動が異なっていた。

パーマ毛では処埋5時間の分解率は約10％で、それ以後の最大分解率は22％

であった。他方、ヘアダイ毛では処理5時間の分解率は約12％で、その後の

最大分解率は15％であった。このことから、パーマ毛では毛髪内部の分解部

分が多く、ヘアダイ毛では毛髪内部の分解部分が少ないと推測される。

　また、図3－2におけるProteinase　K処理のパーマ毛と図3－3におけるPronase

E処理のパーマ毛を比較したところ、前者では分解率の最大値は約15％であ

るのに対し、後者では約22％であった。これは、Proteinase　K処理に用いたパ

ーマEの処理温度が25℃であるのに対して、Pronase　E処理に用いたパーマ毛

の処理温度が35℃であったためと考えられる。プロテアーゼ処理時間は分解

が完全に停止しており、操作ヒ区切りがよいことから96時間に決定した。
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図3－3　Pronase・Eによる毛髪の分解プロファイル

　○：パーマ毛（5回），△：ヘアダイ毛（5回），□：未処理毛
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3－2．　毛髪の損傷とプロテアーゼ分解性

　　先ず、毛髪の損傷評価に汎川される破断強度とプロテアーゼ分解率（Pronase

Eを使川）との関係を比較した。破断強度は毛髪全体の性質と考えられ、プロ

テアーゼ分解率は毛髪タンパク質の変性に関係すると考えられる。異なる損傷

度のヘアダイ毛を川いた場合、破断強度とプロテアーゼ分解率との間には高い

相関関係が認められた（図3－4）。破断強度の測定はばらっきが大きいために、

測定は通常251・il以1：行うことが多いが、本実験の破断強度測定は10回で行っ

た。　’方、プロテアーゼ分解率の測定回数は3　lrilで行った。図3－4から明らか

なように、破断強度では標準偏差が大きかったが、プロテアーゼ分解率では標

準偏差は非常に小さいことが分かった。

　また、破断強度は1本ごとの繊維を測定するために50検体分の測定を毎回

行う必要がある。また、操作も煩雑であるためにルーチン分析の妨げになって

いる。　方、プロテアーゼ分解率測定は特別な装置も必要とせず、15検体分

の測定が同時にできる利点がある。従って、プロテアーゼ分解率は、破断強度

の代替法として非常に有効であると考えられる。
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　パーマやヘアダイ処理では毛髪の脂質が溶出することが知られている。この

脂質のプロテアーゼ分解に及ぼす影響を調べた。先ず、脱脂毛および末脱脂毛

を川いて損傷度の異なるパーマ毛を調製した。定靖分析としてこれら毛髪の

protelnase　Kによるプロテアーゼ分解率を比較した。図3－5に示したように、

パーマ処理をしない毛髪の場合、プロテアーゼ分解率は脱脂毛よりも末脱脂毛

が低かった。しかし、パーマ処理回数の増加に伴って脱脂毛と未脱脂毛のプロ

テアーゼ分解率はほぼ同じになることが分かった。これは、未脱脂毛では脂質

の影響でプロテアーゼの浸透あるいはプロテアーゼの作用が抑制され、分解率

が低くなったためと推定される。しかし、パーマ処理回数の増加に伴って脂質

が溶出するために、脱脂による影響がなくなり、双方の毛髪のプロテアーゼ分

解率がほぼ等しくなったと考えられる。
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　　次いで、定｝｝t分析として種々の化学処理毛のPronase　Eによるプロテアー

ゼ分解率を比較した。図3－6に示したように、いずれの化学処理でも処理回数

の増加とともにプロテアーゼ分解率は’次関数的に促進した。従って、毛髪の

損傷とプロテアーゼ分解率の間には高い相関関係があることが分かった。，f；村

らはプロテアーゼ分解率の1：昇が毛髪のタンパク質が変性を受けることが要

因であると報告している（84）。化学処理でも毛髪のタンパク質が変性するこ

とから、本実験のプロテアーゼ分解率のヒ昇もタンパク質の変性が関わってい

るものと推測される。

　さらに注目すべき点は、TG処理パーマ毛がCYS処理パーマ毛に比べて分解

率のヒ昇が顕著であった点である。柄沢らは、α一ヘリックス構造の減少（変

性）がCYSパーマにおいては低く、TGパーマにおいては高くなることを示し

ている（85）。この知見から類推すると、TGパーマ毛ではタンパク質の変性が

高いためにプロテアーゼ分解率も高かったと推測される。
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　次いで、定性分析としてProteinase　K処理前後の代表的な毛髪の表面形態を

図3－7に示した。末処理毛（VB）および、パーマ2回処理毛（P2B）ではキュ

ーティクルの表lr｛iは滑らかであった。　’方、パーマ6回処理毛（P6B）では、

キューティクルの先端部分が若干浮きllがる傾ll・jが観察されたが、未処理毛

（VB）と比較するとわずかな表面形態の差であった。

　Proteinase　K処理後の未処理毛（VA）の側面はキューティクルの浮きヒがり

が観察され、断［lliは若：F分解された外観を□としていた。これはキューティクル

同士の接着性に関与するタンパク質あるいはCMCが分解されたためと考えら

れる。パーマ2　［i・1処理毛（P2A）ではキューティクルが顕著に剥離しており、

断向はヒダ様のものが観察された。未処理毛（VA）に比べると、分解の促進

は毛髪表面だけではなく毛髪内部にまで進行していると考えられる。パーマ6

回処理毛（P6A）ではキューティクルの完全分解により、コルテックス細胞の

露出が観察された。また、コルテックス成分が溶出したようなポーラスな断面、

毛髪中心部分のメデュラの空洞化が観察されたことから、プロテアーゼによる

分解が毛髪全体に進ffしていることが分かった。

図3－7　Proteinase　K処理前後の毛髪の表面形態

VB：末処理tの処理前

P2B：パーマ2回毛の処理

P6B：パーマ61111毛の処理

　VA：未処理毛の処埋後
▽’

o2A：パーマ2回毛の処理後
▽’

o6A：パーマ61ul毛の処理後
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　次いで、定性分析としてPronase　E処理前後の代表的な毛髪の表面形態を図

3－8に示した。未処理毛（VB）はキューティクルの先端部分が明瞭で、ド層の

キューティクルに接着しており、表面は滑らかであった。　一方、パーマ5　［iil処

理毛（P5B）では全体的にキューティクルの先端部分が白っぼく見えることか

ら、わずかに浮きヒがる傾向にあったが、未処理毛（VB）と比較すると表面

形態の差はわずかであった。

　Pronase　E処理後の未処理毛（VA）はキューティクルの浮きヒがりが観察さ

れたことから、キューティクルの接着性に関与する部分の分解が示唆された。

Prollasc　E処理後のパーマ5回処理毛（P5A）はキューティクルの部分分解によ

り、コルテックス細胞の縦方向のシワが観察され、明らかに未処理毛（VA）

よりも分解が促進していた。ここで、キューティクル層は毛髪全体の10～15％

をlliめているといわれているが（86）、パーマ5回処埋毛（P5A）の分解率は

約22％であることから、キューティクルの内側に存在するコルテックス領域

も分解されていると考えられる。

図3－8　Pronase　E処理前後の毛髪の表面形態

VB：未処理｛1の酵素処理前

P5B：パーマ2回毛の酵素処理
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　VA：未処理毛の酵素処理後
’t‘

osA：バーマ2回毛の酵素処理後



　このように、未処理毛と実験的に調製したパーマ毛の表面形態は若干の差が

認められる程度であったが、プロテアーゼ処理をすることにより、化学処理毛

の分解が著しく促進した。以ヒの知見から、毛髪の化学処理により引き起こさ

れる損傷は、プロテアーゼ処理を併川することで明瞭に識別できることが分か

った。また、毛髪の損傷の増加に伴ってプロテアーゼによる分解が毛髪表面か

ら｛三髪内部に徐々に進行することが分かった。

13－：1．　プロテアーゼ分解部の解析

　Proteinase　K処理後のli！溶部と毛髪成分のアミノ酸組成を比較した。表3－1

に示したように，未処理毛のプロテアーゼ処理後の口J溶部の特徴は、シスチン

とシステイン酸の合計が4．7％とメチオニン以外の含硫アミノ酸量が非常に低

　くかった。また、毛髪の成分のアミノ酸組成と比較するとエンドキューティク

ルAに類似していた（81）。エンドキューティクルAはキューティクルの構成

成分で、他のプロテアーゼを川いた研究でも分解されやすいことが知られてお

　り（82）、SS結合の架橋密度が低いためにプロテアーゼの作用を受けやすくな

　り分解したと推測される。

　パーマ2回処理毛のプロテアーゼ処理後のロ∫溶部はセリン、グリシン、アラ

ニンなどの中性アミノ酸とシスチンの量の比較から、エンドキューティクルA

とミクロフィブリル（Mf）の中間的な組成であった。

　パーマ6回処理毛のプロテアーゼ処理後の可溶部もハーフシスチンとシス

テイン酸の合計がll．7％とメチオニン以外の含硫アミノ酸量が低くかった。

また、α一ヘリックス形成能の高いグルタミン酸やロイシンが多く、非ヘリッ

　クス性のスレオニン、プロリンが少ないことから、Mfに類似していた。

　以トの結果は、毛髪の損傷度に関係なく、プロテアーゼがSS結合の少ない

組織を分解していることを示している。また、毛髪の損傷度が増すに従って、

プロテアーゼが毛髪の表面組織から毛髪の内部組織を分解していることを示

　しており、前述の分解プロファイルやSEMによる表面形態の観察とも’致す
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る。さらに、ヘアダイ5回処理毛のPronase　E処理後のP∫溶部もMfに’致し

ていることが明らかになった（81）。

表3－1毛髪のプロテアーゼ可溶部および毛髪成分のアミノ酸組成a）

プロテアーゼ処理後の11∫溶部 毛髪の成分

未処理　パーマ毛　パーマ毛　ヘアダイ

　毛　 （21・1）　（6　［［・1）　毛（5回）

エンドキューテ　　Mf

イクルA（81）　　（88）

Ma

（88）

Asx

Thr

Ser

Glx

Pro

Gly

Ala

Cys＋

CAb）

　
　W
W
眠
㎝
”
㎏
ザ
日
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4．7
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7
7
3
7
0
2
6

7
1
3
8
3
2
3
1
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7．6
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5．8

8．4

75

4．7

8
4
0
2
8
6
9
3
8

6
1
4
8
3
2
2
0
5

6．3

7．8

12．l

ll．4

7．4

6．6

5．6

11．7

0
0
9
1
5
1
6
0
9

6
1
2
7
2
2
2
1
5

9．2

8．1
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8．5

2．4

7．8

9
3
9
8
3
9
8
1
8

7
0
3
7
3
2
3
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95

5．5

8．4

13．4

6．0

8．0

8．1

1．8

0
3
2
1
3
1
3
1
9

7
2
4
9
3
3
4
1
4

8．0

7．8
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6．8

5．3

4．9
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0
2
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8
1
3
0
2
6

6
1
3
6
1
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3
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4．8
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5．7

2．4

28．6

3
9
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7
3
9
0
2
7

5
0
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3
0
1
1
1
5

a）100残基あたりの残基であらわした。　b）システイン酸
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　Proteinase　Kはエンドペプチターゼ、　Pronase　Eはエキソペプチターゼおよび

エンドペプチターゼを含む。しかし、分解部のアミノ酸組成、前述の分解プロ

ファイルおよびSEM観察を比較する限りにおいては毛髪に対する作川は同じ

と考えられた。

3－4．毛髪の構造解析

　　前述のフロテアーゼによる分解が毛髪表面から毛髪内部に徐々に進行した

要因をIRスペクトルにより調べた。この目的で、損傷度の異なるパーマ毛の

lRスペクトルを測定した。本実験に川いたATR法は毛髪の表面分析である

が、毛髪の表面に近いコルテックス部の情報も反映される（89）。従って、図

3－9に示した1519crn　lと1538cm　1の吸収はそれぞれα一ヘリックスとラ

　ンダムコイルに帰属される（76，90）。この2つのピークに着目すると、パーマ

処理li・1数が増すに従ってα一ヘリックスに起因する1519cm　1のピーク強度

が弱くなり、av・一ヘリックス構造の崩壊したランダムコイルに起因する1538

　cmlのピーク強度が強くなっていることが確認された。

二回し

　α一ヘリックス

梁／

～

／
　
／
〆、
㌧～
」

　　　　　　　1700　　　　　　1600　　　　　　　1500

　　　　　　　　　　波数（cm－1）

図3－9パーマ処理回数とERスペクトルの変化
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　Nishikawaらもパーマ処理においてMf中のα　ヘリックスがランダムコイ

ルにわずかに変化することを報告している（46）。従って、図3－9の結果は、

パーマ処理回数の増加とともに，毛髪表面に近いα一ヘリックス構造がランダ

ムコイル構造に徐々に変化していくことを示している。換，「すれば、毛髪の損

傷度が増すに従って、タンパク質の変性は毛髪表面から毛髪内部に徐々に進行

すると考えられる。

　次いで、Pronase　E処理前後の毛髪の示差走査熱iitt分析（DSC）を行った。

図3－10に示したDSC曲線で、温度ヒ昇に伴いド降を開始する温度はTD（吸

熱ピーク温度，矢印部分）と呼ばれ、α一ヘリックスの変性温度を表している

（38，9L92）。図よりパーマ処埋回数の増加とともにTDは低ドしている。この

現象はα一ヘリックスの減少、変性、Defoldingなどと解釈される。また、　TD

はMfが埋め込まれているリックスマト（Ma）の架橋密度に強く影響されると

も、「われている（12）。従って、図3－10においてプロテアーゼ処理前の毛髪ぴ∋

はハーマ処理回数の増加に伴ってα一ヘリックスが変性することを示してい

る。また、プロテアーゼ処理後の毛髪（右）は分解しているにもかかわらず、

プロテアーゼ処理前の毛髪（左）とほぼ同じTDを示している。このことから、

プロテアーゼ処理前後ではα一ヘリックス構造は維持されていると考えられ

る。

　プロテアーゼにより分解されている部位はDSC曲線に影響を与えない部分

であるMaあるいはランダムコイルのP∫能性が考えられる。3－4のIRスペクト

ルの結果を考慮に入れると、プロテアーゼにより分解されている部位は、ラン

ダムコイルと考えられる。

　以ヒの結果から、化学処理をした毛髪のプロテアーゼ分解促進のメカニズム

は、α　ヘリックス部のタンパク質の変性が深く関わっていると考えられた。

このことは前述の分解フロファイル、表面形態の観察およびアミノ酸分析の結

果とも致する。
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図3－10

プロテアーゼ処理前（左）

　　VB（未処理）

　　PIB（パーマ1回）

　　P3B（パーマ3回）

　　P6B（パーマ6回）

パーマ処理回数と毛髪のDSC曲線

プロテアーゼ処理後（右）

　VA（未処理），分解率3．7％

　PIA（パーマ1同），分解率15．8％

　P3A（パーマ3回毛），分解率20．8％

　P6A（パーマ6回），分解率27．5％
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第4節　まとめ

　　異なる毛髪長（0．1～10c】n）および毛髪の粉末化に関係なく、プロテア

　ーゼ分解率は定であることがわかった。このことから毛髪断面からのプロ

　テアーゼの浸透は分解率に影響しないことが分かった。毛髪長を2crnに固

　定して毛髪の分解プロファイルを調べたところ、未処理毛では毛髪表面の特

　定の組織が分解されていると推測された。パーマ毛では速やかに分解される

　毛髪の表面組織とより緩やかに分解される毛髪の内側組織があると考えら

　れた。

　　定境分析としてプロテアーゼ分解率を調べたところ、毛髪の損傷度（処理

　回数）が増すに従って、プロテアーゼ分解率も上昇して相関関係が認められ

　た。また、毛髪の損傷が増すに従って、Mfを構成するα一ヘリックスが変

　性することをFT－IRとDSCより示した。さらに、毛髪の損傷の増加に付随し

　て、プロテアーゼにより分解される組織が毛髪表面から内部に進行している

　ことがアミノ酸分析により示された。以hの知見より、毛髪は化学的な損傷

　が増すに従って、毛髪内部のMfの変性が進行し、この変性した部分がプロ

　テアーゼにより分解されていると考えられる。汎用される破断強度測定とプ

　ロテアーゼ分解率との関係を調べたところ、相関関係があることが分かった。

　プロテアーゼ分解率は破断強度に比べると測定誤差が極めて小さく、3回測

　定の平均値を比較することで実川的であることが分かった。

　　また、定性分析として毛髪を直接SEM観察したところ、未処理毛と化学

　処理毛での差はわずかであった。しかし、プロテアーゼ処理後にSEM観察

　をすると化学処理毛の分解が促進し、未処理毛と化学処理毛の差が有意に識

　別できることが分かった。
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第4章　還元剤処理毛のプロテアーゼ分解性

第1節　序

　　パーマで使川される還元剤はその構造の違いで機能が異なることから（85）、

　より機能的な還元剤の研究開発やこれらを配合した製剤が開発されてきた

　（93～95）。さらに、パーマ処理では使川する還元剤の違いにより毛髪の損傷

　の程度が異なることが知られている（68）。そこで、本章ではこの要因を調べ

　る口的で、異なる還元剤処理毛のプロテアーゼ分解性を比較した。次いで、

　これら処理毛の特性を調べるとともにプロテアーゼ分解率との関係を調べて

　構造解析を試みた。さらに、これら処理毛のX線回折による構造解析を行い、

　異なる損傷の要因について考察した。

　処理毛としては、シスチンを切断後に不安定なシステインを化学修飾した還

　元毛、シスチンを切断後に再形成させたパーマ毛を対象とした。還元剤はチ

　オグリコール酸（TG）、システアミン（CA）、システイン（CYS）を用いた。

　これら3種類の還元剤は、H本のパーマ市場で｝三要なシェアを占めており、

　TGはアニオン性、　CAはカチオン性、　CYSは両性に分類できる。

第2節　実験方法

2－1．　試薬

　　還元剤である50％チオグリコール酸アンモニウム液（TG）、50％システア

　ミン塩酸塩（CA）、　L一システイン（CYS）は化粧品グレードを川いた。リン

　酸および水酸化ナトリウムは試薬特級を用いた。その他の試薬等は第2章と

　1司様のものを川いた。

2－3．還元毛およびバーマ毛の調製

　　化学処理の履歴がない20代の中国人女性の毛髪（平均直径O．071mm）を

　未処理｛三として川いた。この毛髪を1．0％SDS水溶液中、25℃で10分間洗浄、
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30分間水洗した後に自然乾燥させて川いた。

　還元毛：末処理毛を川いて、毛髪中のシスチンを切断後、次のように化学

修飾させた（57）。表4－1に示した還元剤水溶液に約1．Ogの未処理毛を25℃、

10倍硅の浴比で異なる時間で浸漬させた。この毛髪を速やかに取り出し、氷

冷させた1．0％ヨード酢酸水溶液（pH末調整）にIOO倍｛ltの浴比で5分浸

漬した。次いで、この毛髪をLO％ヨード酢酸水溶液（水酸化ナトリウムで

pll8．4に調整）に100倍量の浴比で浸漬させ、80℃で45分間処理した後、

30分間水洗して自然乾燥させた。この操作により、シスチンの切断で生じた

システインをS一カルボキシメチル基で化学修飾させた。

　パーマ毛：未処理毛を川いて、還元に続く酸化処理により、シスチンを切

断後に再形成させた（86）。表4－1に示した還元剤水溶液（第1剤）に約1．O

gの未処理毛を25℃、10倍｝IIの浴比で異なる時間で浸漬させた。この毛髪

を速やかに酸化剤水溶液（第2剤）に25℃、10倍量の浴比で15分浸漬させ

た。毛髪は30分間水洗した後に自然乾燥させた。パーマの繰り返しは、還

元時間を15分に固定して本操作を繰り返した。

表4－1パーマネントウェーブ溶液

還元剤水溶液 酸化剤水溶液

TG CA CYS

チオグリコール酸アンモニウム

システアミン塩酸塩、

L一システイン

28％アンモニア水

臭素酸ナトリウム

リン酸

イオン交換水

0．50M

pH8．6

0．50M

pH8．6

0．50M

pH8．6

to　lOOOml　　to　lOOOml　　to　1000ml

　0．4M

　pH4．　O

to　lOOOmi
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　なお、X線回折に川いたパーマ毛は還元剤水溶液のpHを9．25に調整し

たものを川いた。

2－4　アミノ酸分析

　　毛髪の／川水分解に続く誘導体化と分析は第2章と同様に行った。また、毛

　髪のシスチン切断率と定義したシスチン還元率を次式により求めた。

　　／e（％）・［（fe，　一　Je　，，）／Ri］×100

　　ここで、Rはシスチン還元率、　R／は未処理毛のシスチン量を示し、　Roは

　還元毛あるいはパーマ毛のシスチン量を示している。測定値は3回の実験結

　果の平均値で表した。

2口．　毛髪のプロテアーゼ処理

　　Pronase　Eを川いて第3章と同様に行った。

2－6．　水分保持率

　　第2章と同様に行った。

2－7．　走査型電子顕微鏡（SEM）および水分保持率

　　第2章と同様に行った。

2－8．　X線1口1折測定

　　X線川折装置RINT2000（㈱リガク製）を用い、Cu－Kα線を線源とし加

　速電圧4〔〕kV、40mAの条件でX線を照射した。走査角は5二～25’の範囲

　で測定した。
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第3節実験結果と考察

3－1．　還元時間の影響

　　先ず、異なる還元剤処理毛のシスチン切断匿を比較した。シスチン切断量

　と定義したシスチン還元率を測定した結果を図4－1に示した。いずれの還元

　剤でも処理時間の増加とともにシスチン還元率はヒ昇したが、30分以ヒの処

　理では変化しないことが分かった。この知見は、還元剤の浸透が終rすると

　考えられる30分前後で還元反応が終rすることを示している（96，97）。さら

　に、還元時間に関係なくシスチン還元率はシステイン（CYS）処理毛で最も

　小さく、システアミン（CA）処理毛はより高い値を示し、チオグリコール酸

　　（rrG）処理毛は最も高い値を示した。特に、　TG処埋毛の場合は処理30分前

　後で全シスチンの約90％が切断していた。
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図4－1還元時間の変化とシスチン還元率

　　　○：TG，　　［：CA，　　△：CYS
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　次いで、還元毛およびパーマ毛のプロテアーゼ分解率を比較した。図4－2に

示したように、還元毛は3種類とも還元時間の増加に伴って分解率が増加した。

これは毛髪中のジスルフィド結合（シスチン）の開裂によりプロテアーゼの作

川が促進したためと思われる。3種類の還元毛の分解率の違いは、前述の図

4－1に示したように、毛髪中のシスチンの開裂量が違うためと考えられる。

　他ノ∫、3種類のパーマ毛を比較した場合も還元時間の増加に伴って分解率が

増加したが、処理10分以降は分解率のヒ昇が緩やかになった。これは、パー

マの還元剤処理に伴って構造変化が起きているが、この構造変化が酸化処理で

は元に戻らないことを示唆している。さらに、パーマ毛同士での分解率の差は、

還元毛同±での分解率の差に比べると小さかった。このことは、パーマ毛の酸

化処理がプロテアーゼ分解率に影響しているものと考えられる。パーマ毛と還

元毛はいずれも還元剤によりシスチンが切断される。しかし、パーマ毛ではそ

の後の酸化処理でシスチンが再形成されるために、還元毛に比べてタンパク質

の構造がより密になると考えられる。この理由により、プロテアーゼの作用が

抑制され、パーマ毛同士で分解率の差が小さくなったと思われる。
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図4－2還元時間の変化とプロテアーゼ分解率（パーマ2剤処理は15分）
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　図4－1と図4－2の結果から、プロテアーゼ分解率は使川した還元剤の還元力

と関係していることが分かった。プロテアーゼ分解率は還元毛およびパーマ毛

いずれもCYS処理くCA処理くTG処｝1巨の順で高くなった。

3－2、　シスチン還元率および水分保持率の影響

　　先ず、シスチン還元率とプロテアーゼ分解率の関係を調べた。還元毛は前述

　した還元時間の異なる試料を川いた。パーマ毛は処理1回ではプロテアーゼ分

　解率が低いために、繰り返し処理毛（5【・Dも用いた。図4－3に示したように、

還元毛とパーマ毛では異なる相関関係を示した。還元毛のシスチン還元率は広

　範囲に変化することから、シスチン還元率が分解率に影響していることが分か

　った。シスチン還元率が高い場合は分解率も高いことから、プロテアーゼの作

　川が促進することを示している。

　　方、パーマ毛ではシスチン還元率とプロテアーゼ分解率は一次関数的な相

　関関係を示した。TGパーマ1回毛でのシスチン還元率は約5％であることか

　ら、lIPilのパーマ処理ではシスチン量の90％以ヒが再形成することが分かった。
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図4－3　シスチン還元率とプロテアーゼ分解率との関係

　　還元毛の還元時間は5，10，15，20，30分

　　パーマ毛は処理1回（白抜き）、処理5回（淡色）
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　還元毛と比較すると、パーマ毛ではシスチン還元率は著しく低いが、パーマ

の繰り返し処理によりプロテアーゼ分解率は高くなり、特にTGパーマ5回

毛での分解率は約27％と高かった。このことから、パーマ毛ではシスチン還

元率以外の要因が分解率に大きく影響していると考えられた。

　酵素反応は水溶液媒体中で起きることから、毛髪の水分保持率がプロテア

ーゼ分解率に影響すると考えられる（64）。そこで、水分保持率とプロテアー

ゼ分解率の関係を調べて図4－4に示した。

　還元毛の場合、CA還元毛とCYS還元毛は同一直線ヒ｝こプロットされ、　TG

還元毛は異なる曲線ヒにプロットされた。同じ程度の分解率で比較した場合、

TG還元毛はCA還元毛やCYS還元毛よりも著しく水分保持率が高いことが分

かった。この知見は、TG還元毛が他の還元剤処理毛よりも非常に膨潤しやす

いことを示している。前述の図4－1より、TG還元毛ではCA還元毛やCYS還

元毛に比べてシスチン切断量が多いために、よりタンパク質問距離が広くなり、

プロテアーゼの作川が促進したと推測される。あるいは、異なる還元剤では異

なる環境のシスチン結合が切断されるとの報告があり、この要因による可能性

も考えられる（98）。
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　’方、パーマ毛では還元剤の種類に関係なく、プロテアーゼ分解率と水分保

持率は’次関数的な相関関係を示した。繰り返し処埋により水分保持とプロテ

アーゼ分解率は増加し、パーマ処理1【・L31・1、5　bilの毛髪はいずれも水分吸

収率と分解率が　CYSパーマ毛くCAパーマ毛くTGパーマ毛の順で高くなっ

ていた。従って、パーマ毛では水分保持率が分解率に密接に関係していること

が分かった。以ヒのように、プロテアーゼ分解率と他の物性値との関係を調べ

ることで、還元剤処理毛の構造解析に利川できることが分かった。

3－3．　パーマ毛の分解性と構造解析

　　前述のように、還元剤が違うと毛髪の性状も異なることから、異なる還元剤

で処理したパーマ毛のプロテアーゼ分解性を調べた。図4－5にプロテアーゼ処

理後のパーマ毛のSEM観察を示した。これらのパーマ毛の分解率は同程度で

あったが、SEMからは優位な差が観察された。　TGパーマ毛（a）の側面はキ

ューティクルの大部分が分解されていた。切断面は他の毛髪に比べて不規則で

凹llllが著しいことから、毛髪内部の分解も進行していると考えられた。

　CAパーマ毛（b）およびCYSパーマ毛（c）の側面は、キューティクルの

　先端部が比較的明瞭であることから、キューティクル部の分解はあまり進行し

ていないと考えられる。この2つの毛髪を比較すると、CAパーマ毛（b）は

CYSパーマ毛（c）に比べて若干分解の程度が高いことが分かった。

一ノ @’鶉綜”
、導、

ノ〆 O嚢ごニ
ノノ　ニト　　へ

　ぞ夢・；

図4－5　プロテアーゼ処理後のパーマ毛（3回処理）の表面形態

　　（a）TGパーマ毛　　（b）CAパーマ毛　　（c）CYSパーマ毛
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CAパーマ毛（b）およびCYSパーマ毛（c）の切断1rliはTGパーマ毛（a）

に比べて比較的平面的なことから毛髪内部の分解はあまり進行していないと

考えられる。また、それぞれのパーマ毛の分解率はTGパーマ毛（19．2％）、

CAパーマ毛（16．9％）、　CYSパーマ毛（16．2％）であることから、　SEMの外

観がプロテアーゼ分解率を反映することが分かった　（99）。

　図4－6に異なる還元剤で処理したパーマ毛のX線llil折強度曲線を示した。　’

般的に、羊毛や毛髪のX線回折強度曲線では、2θ＝12°および2θ＝20t付近

に極人となるピークが観測される。2θ＝12’付近のピークはα一構造由来の1，・1

折、20＝20「付近のピークはβ一構造由来の非晶性散乱であると考えられる

（11，100，10D。図4－6より、TGパーマ毛では2θ＝12z付近のα一構造由来の

ピーク強度が著しく減少しているが、CAパーマ毛、　CYSパーマ毛は未処理毛

とほとんど変わらないことが確認された。このことは、CAパーマ、　CYSパー

マでは毛髪のα一ヘリックス部が変性しにくいことを示している。

　従って、本章の3－2において、TGパーマ毛が他のパーマ毛に比べて分解率

と水分保持率が高かった原因もα一ヘリックス部の変性が関係していると考

えられる。

5
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ロ未処理毛

OCYSパーマ毛
●CAパーマ毛
△TGパーマ毛

10　　　　15　　　　20　　　　25　　　　30　　　　35　　　　40

　　　　　　2θ（°）

図4－6異なる還元剤で処理したパーマ毛のX線回折強度曲線
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第4節　まとめ

　　3種類の還元剤で処理した還元毛およびパーマ毛を調製した。還元毛および

パーマ毛のプロテアーゼ分解率を比較したところ、パーマ毛のプロテアーゼ分

解率が低いことがわかった。また、3種類のパーマ毛の分解率はあまり差がな

かったが、3種類の還元毛の分解率は非常に差が大きいことが分かった。

　還元毛ではシスチンが切断状態にあるため、タンパク質問距離が広いと考え

られる。このため、水分保持率が高くなりプロテアーゼの作用が促進したもの

と思われる。パーマ毛では1川の処埋で、全シスチンの90％以一ヒが再形成する

ために構造が密になると考えられる。従って、シスチン還元率が還元毛に比べ

て低く、プロテアーゼの作川が抑制され、分解率も低かったと考えられる。パ

ーマ毛では、繰り返し処理を行ってもシスチン還元率は著しく小さいものの、

水分保持率は高くなった。このことはタンパク質問距離が広がることを示唆し

ており、このためにパーマの繰り返し処理でプロテアーゼ分解率も高くなった

と考えられる。

　SEMによる観察からはTGパーマ毛での分解がCAパーマ毛やCYSパーマ

毛よりも著しく促進しており、SEMの外観がプロテアーゼ分解率を反映するこ

と分かった。また、プロテアーゼ分解率は用いた還元剤の還元力と関連してい

た。還元毛およびパーマ毛のプロテアーゼ分解率は　CYS処理くCA処埋　く

TG処理の順で高くなった。さらに、　X線回折からは、　TGパーマ毛ではCAパ

ーマ毛やCYSパーマ毛よりも著しくα一ヘリックスが減少することが示され

た。

　以ヒの結果から、還元剤の還元力はタンパク質の変性や水分保持率の程度に

密接に関係し、さらにこの要因がプロテアーゼ分解性に影響すると考察した。
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第5章　異なる化学処理毛のプロテアーゼ分解性

第1節　序

　　本～；♀では化学処理毛を2つの視点から調べた。shOil－termおよびlong－te㎜

　での化学処理毛のプロテアーゼ分解性を調べた。short－te㎜での化学処理は、

　短い毛髪に川・il～数liiiの化学処理を短時間で行う。方、　long－termでの化学

　処理は、美容院で1か）］～数か月に1回の化学処理を行っている長い毛髪を

　使川した。従って、化学的損傷以外に、物理的要因、環境的要因による損傷

　も加味されている。short－termでの化学処理毛は製品の毛髪に対する損傷評価

　を目的とし、long－termでの化学処理毛は毛髪の損傷調査を目的としている。

　　先ず、short－－termの化学処理毛に関しては、パーマ毛とヘアダイ毛の損傷を

　相対的に比較検討した。過去に、パーマ毛とヘアダイ毛の比較研究は示差走

　査熱靖測定（DSC）、アミノ酸分析や弾性率変化によるわずかな報告例がある

　だけで（34，38，102）、これら2つの処理による本質的な損傷の違いについて

　はほとんど知られていない。そこで、基礎的な知見を得る目的でパーマ毛お

　よびヘアダイ毛のプロテアーゼ分解率や特性を調べた。さらに、プロテアー

　ゼ分解率とこれらの特性との関係からパーマ毛とヘアダイ毛の構造的な違い

　や損傷の要因を考察した。

　　次いで、long－te㎜の化学処理毛に関しては、パーマ施術者、ヘアダイ毛施

　術者、化学施術をしていない被験者の毛髪をプロテアーゼ分解性により比較

　検討した。過去に、化学処理の履歴の識別に関してはわずかな報告例がある。

　しかし、化学施術をしていない毛髪でも、その毛先方向では物理的要因や環

　境的要因による損傷が蓄積しており、常に損傷が検出される（53、103）。加え

　て、現在のところ損傷度の絶対スケールが存在しないため、従来の損傷評価

　法では未処理毛とパーマ毛あるいはヘアダイ毛の識別が困難である。そこで、

　実際にパーマ、ヘアダイ施術をしている被験者、化学処理をしていない被験

　者の毛髪のプロテアーゼ分解性を調べて、識別がvJ能かどうかを検討した。
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第2節　実験方法

2－1．　言式薬

　　第3章とli　as．：kのものを用いた。

2－2　試料毛髪および化学処埋毛の調製

　　short－te㎜での化学処理に川いた毛髪試料は、化学処理の履歴がない20代

　中国人女性の毛髪（平均1〔｛径0．071nn　ni）を1．0％SDS水溶液で25℃、10分

　間洗浄後、30分間水洗した後に白然乾燥させて川いた。

　　パーマ毛およびヘアダイ毛は第3章と同様に調製した（図5－1および図5－2

　で使川）。ハーマ毛はTGを還元剤として用いた。損傷度の異なるパーマ毛お

　よびヘアダイ毛は表5－1の条件で調製した（図5－3および図5－4で使川）。

表5・1損傷度の異なるパーマ毛およびヘアダイ毛の処理条件

川いた製剤と処理回数

損傷の程度 ヘアダイ毛 パーマ毛

毛

ジ
毛
　
毛

一
ジ
毛
ジ

メ
一
ジ
一
毛

ダ
メ
一
メ
理

高
ダ
メ
ダ
処

超
高
ダ
低
未

H〔B1回＋B1回

D101til＋B1回

Dを12［【il

Dを6回
o　liil

P10回＋ST2回

Pを121［il

Pを6回
O　1［il

HB：ブリーチ処理，45℃，40min

B：ブリーチ処理，RT、40min

Dlヘアダイ処理，RT，30min。

P：パーマ処理、RT，第1剤15min，第2剤15min
ST：ストレートパーマ処理，　RT，第1剤15m　in、第2剤15min
製剤はすべて市販品を川い、浴比はすべて10f剖ltを採用。
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　long－termに川いた毛髪試料は実生活者の毛髪を提供していただいた。化学

処理毛はシステイン系パーマ処理を2カ月毎に繰り返している20代の日本

人女性の毛髪およびヘアダイ処理を2カ月毎に繰り返している20代の日本

人女性の毛髪を川いた。未処理毛は化学処理の履歴のない5歳、20代および

40代の川本人女性の毛髪を州いた。これらの毛髪をLO％SDS水溶液で25℃、

10分間洗浄し、30分間水洗した後に自然乾燥させて川いた。

2－3．　毛髪のプロテアーゼ処理

　　Pronase　Eを川いて第3章と同様に行った。

2－4．　アミノ酸分析

　　第2章と同様に行った。なお、本加水分解条件ではアスパラギンとグルタ

　　ミンはそれぞれの酸タイブであるアスパラギン酸とグルタミン酸に転換す

　　る。従って、検出されたアスパラギン酸はAsxとして、グルタミン酸はGlx

　　として表した。

2－5．　走査型電子顕微鏡（SEM）による観察

　　第2章と同様に行った。

2－6．　水分保持率

　　第2章と1司様に行った。

2－7．　破断強度の測定

　　第3章と同様に行った。
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第3節　実験結果と考察

3－L　short－termの化学処理毛のプロテアーゼ分解性

　　パーマやヘアダイ処理ではアミノ酸組成が変化することが報告されている。

　図5－1にshort－tennで調製したTGパーマ4回処理毛、ヘアダイ4回処理毛

　および未処理毛のアミノ酸組成を示した。未処理毛に比べるとパーマ毛とヘ

　アダイ毛ではシスチン（Cys）が若干減少していた。シスチンは未処理毛の

　IZ3％に対して、パーマ5　liil処理毛で16。1％、ヘアダイ5回処理毛で16．2％

　であった。また、未処理毛に比べるとパーマ毛とヘアダイ毛ではシステイン

　酸（Cya）が増加していた。システイン酸は未処理毛の0．77％に対して、パ

　ーマ毛で1．6％、ヘアダイ毛で2．0％であった。この結果はパーマ処理とヘ

　アダイ処理によりシスチンが切断されてシステイン酸に酸化されているこ

　とを示している。しかし、それぞれの毛髪のシステイン酸量はシスチン量に

　比較するとlO％程度であり、シスチンの一部しか酸化切断していないことが

　分かった。また、その他アミノ酸組成は3種類の毛髪で、ほとんど差がない

　ことが分かった。
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図5－1未処理毛および化学処理毛のアミノ酸組成
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　TGパーマ4回処理毛とヘアダイ4回処理毛のプロテアーゼ処理前後の表

面形態および分解率を図5－2に示した。プロテアーゼ処理前のヘアダイ毛

（a）とパーマ毛（b）との間には優位な表面形態の差は認められなかった。

方、プロテアーゼ処理後の表面形態から、ヘアダイ毛（c）よりもパーマ

毛（cl）での分解が促進することが分かった。分解率はヘアダイ毛（C）で

13．1％、パーマ毛（d）で24．5％であった。従って、SEMの外観がプロテ

アーゼ分解率を反映することが分かった。ここで、キューティクル層は毛髪

全体の10～15％をlliめているといわれているが（86）、プロテアーゼ分解後

のヘアダイ毛（c）とパーマ毛（d）はキューティクルが残存しているため

に、毛髪内部のコルテックスも分解していると考えられる。特に、パーマ毛

（d）は分解率がと高いことから、コルテックス部の分解がヘアダイ毛（c）

よりも促進していると考えられる。

IIC

図5－2　プロテアーゼ処理前後の化学処理毛の表面形態

　（a）ヘアダイ4　［til毛処理前　　（b）バーマ4回毛処理前

　（c）ヘアダイ4回毛処理後（分解率13．1％）

　（c）パーマ4回毛処理後（分解率24．5％）
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　損傷度の異なるパーマ毛およびヘアダイ毛の水分保持率と分解率の関係

を調べた。図5－3に示したように、パーマ毛とヘアダイ毛は異なる領域にプ

ロットされた。同程度の分解率で比較した場合、パーマ毛はヘアダイ毛より

著しく水分保持率が高いことが分かった（104）。この結果は、ヘアダイ毛に

比べてパーマ毛は水中での膨潤性が高いことを示している。パーマは還元に

続く酸化処理により、シスチンが切断後に再形成される。この2つの反応で

システイン酸が生成するとともにタンパク質問距離も広がると考えられる

（44）。ソ∫、ヘアダイ毛ではシスチンの酸化的切断は1つの反応で起こる。

しかし、その切断量は前述の図5－1のようにわずかであることから、タンパ

ク質問距離は広がらないと推測される。このようにパーマ毛ではヘアダイ毛

より著しく水分保持率が高いことからプロテアーゼの作用もパーマ毛で促

進したと考えられる。
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図5－3　ヘアダイ毛とパーマ毛における水分保持率

　　　　　△：ヘアダイ毛，　○：パーマ毛
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　次いで、パーマ毛およびヘアダイ毛の破断強度とプロテアーゼ分解率の関

係を調べた。図5－4に示したように、パーマ毛とヘアダイ毛は異なる領域に

プロットされた。同程度の分解率で比較した場合、パーマ毛はヘアダイ毛よ

り破断強度が著しく低かった。この結果は、ヘアダイ毛に比べてパーマ毛は

乾燥状態でもろいことを示している。前述の第2章で調製したケラチン繊維

が乾燥状態で非常にもろくなっていることから類推すると、パーマの還元剤

処理過程でも、本来の柔軟で強固な毛髪の構造がもろくなると推測される。

　また、前述の図5－1ではパーマ毛とヘアダイ毛のシスチン量はほぼ同じで

あったことから、破断強度の違いはシスチン以外の影響であると考えられる。

パーマ毛ではヘアダイ毛に比べてα一ヘリックスが減少することが知られ

ており（38）、このような高次構造の変化が繊維の強度に影響しているP∫能

性がある。図5－3の結果を考慮すると、パーマ毛はヘアダイ毛に比べて水分

保持率が高いことからタンパク質も変性していると考えられ、この影響が繊

維の強度低ドに影響していると推測される。

　このように、プロテアーゼ分解率と他の物性値との関係を調べることで、

パーマ毛とヘアダイ毛の構造解析に利用できることが分かった。
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図5－4　ヘアダイ毛とパーマ毛における破断強度プロテアーゼ分解率

　　　　　△：ヘアダイ毛，　○：パーマ毛
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3－2．　10ng－termの化学処理毛のプロテアーゼ分解性

　　long－tennの化学処理毛のプロテアーゼ分解率を図5－5に示した。ヘアダイ

　被験者の毛髪（20代女性）は、根本部分から毛先方向へ行くに従ってプロテ

　アーゼ分解率がヒ昇し、分解率のヒ昇は他の毛髪に比べて著しかった。また、

　毛先部分では根本部分に比べて分解率が著しく高いことから、過度のタンパ

　ク質変性が起きていると考えられた。

　　CYSパーマ被験者の毛髪（20代女性）も根本部分から毛先方向へ行くに従

　ってプロテアーゼ分解率が1：昇した。前述のshort－terrnのパーマ・ヘアダイ毛

　と比較するとlong－termのパーマ・ヘアダイ毛の分解率は逆転していた。これ

　はIong－termのパーマ毛ではタンパク質変性効果の弱いCYSで処理されたた

　め（83）、あるいはlong－termのヘアダイ毛では紫外線など環境要因に基づく

　損傷を受けやすいためと推測される（9，105，IO6）。

　　他方、化学処理の履歴のない被験者の毛髪（20代女性）では、部位の違い

　によるプロテアーゼ分解率の有意な差は認められなかった。さらに、化学処

　理の履歴のない2名の被験者の毛髪（5歳，40代）を用いて検討した場合も

　部位の違いによるプロテアーゼ分解率の有意な差は認められなかった。
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図5－5毛髪の各部位とプロテアーゼ分解率（n＝3，平均値±標準偏差）

　口：ヘアダイ施術毛，△：CYSパーマ施術毛，○：毛髪処理の履歴なし
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これは新規な知見であり、未処埋毛でも洗髪やブラッシング時の摩擦，熱に

よる乾燥などの物理的要因および日光照射等による環境要因に基づく損傷を

受けているために、従来の化学的丁法・物理的手法を川いた場合、常に毛先

部分での損傷が検出される（5L53，103）。しかし、この種の損傷はMfタンパ

ク質を変性させないと考えられることから（17）、化学処理の履歴のない被験

者の毛髪ではプロテアーゼによる分解が促進しなかったと考えられる。

　この化学処理の履歴が異なる3名の毛髪の表面形態を図5－6に示した。

未処理毛：根本部分（U－RDはキューティクルの先端が明瞭であったが、そ

のプロテアーゼ処埋後（U－R2）はキューティクル先端がわずかに滑らかにな

っていた。　’方、毛先部分（U－Tl）もキューティクルの先端が明瞭であった

が、そのプロテアーゼ処理後（U－T2）は表面がわずかに滑らかな外観を呈し

ていた。しかし、プロテアーゼ処理後の根本部分U－R2と毛先部分U－T2を比

較するとわずかな差であった。

バーマ処理毛：根元部分（P－Rl）はキューティクルの先端がわずかに不明瞭

であり、そのプロテアーゼ処理後（P－R2）はキューティクル先端がわずかに

滑らかになった。　・方、毛先部分（P－TDはキューティクルの先端が若干不

明瞭であったが、そのプロテアーゼ分解後（P－T2）はキューティクル先端が

分解により不規則な外観を呈し、毛髪表面に縦方向のシワ様の外観が観察さ

れた。このようにプロテアーゼ分解後のパーマ毛の毛先P－T2は未処理毛の毛

先U－T2と比較すると、毛髪表面が分解していることが明らかであった。

ヘアダイ毛：根本部分（D－RDはキューティクルの部分的な浮きが観察され

たが、そのプロテアーゼ分解後（D－R2）はキューティクル表面が分解され、

滑らかで不明瞭な外観を’1としていた。　一方、毛先部分（D－Tl）はキューティ

クルが全体的に削れて不規則な外観であった。そのプロテアーゼ分解後

（D－T2）はキューティクルが完全に分解され、コルテックス細胞の縦方向の

溝が観察された。

　このように，毛髪の化学的損傷が増すことによりプロテアーゼによる分解
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が促進することがSEMによる表面形態の観察からも明らかとなった。未処理

毛とパーマ・ヘアダイ毛の表面形態は若Fの差が認められる程度であっても，

プロテアーゼ処理をすることにより，損傷が増幅されて著しい差が出ること

が分かった。特に毛先方向ではこの損傷の差がさらに著しくなることが明ら

かとなった。さらに、この表面形態の違いは前述の分解率の知見を反映する

ことが分かった。

（’－R1

1）－Rl D－R2 D－’r　1 D－T2

図5－6

U－R1：フロテアーゼ処理前の未処理C］（根本）、

U－T1：フロテアーゼ処理前の未処理毛（9te），

P－R1：フロテアーゼ処理前のパーマiC］（根本），

P－Tl：フロテアーゼ処理前のバーマ亡（毛先），

D－Rl：フロテアーゼ処理前のヘアダイE（根本）．

D－T1：フロテアーゼ処理前のヘアダイ毛（1三先）

プロテアーゼ処理前後の履歴の異なる毛髪

U－R2：フロテアーゼ処理前の未処理毛（根本）

U－T2：プロテアーゼ処理前の未処理｛三（毛先）

P－R2：プロテアーゼ処理前のパーマ毛（根本）

P－T2：プロテアーゼ処理前のパーマ毛（毛先）

D－R2：プロテアーゼ処理前のヘアダイ毛（根本）

D－T2：プロテアーゼ処理前のヘアダイ亡（毛先）
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第4節　まとめ

　　パーマ毛とヘアダイ毛の損傷をshort－termおよびlong－termの2つの視点か

　ら比較検討した。

　　short－termの化学処理の場合、プロテアーゼ処理後のSEMによる観察から、

　ヘアダイ毛よりもパーマ毛での分解が進行していた。また、プロテアーゼ分

　解率の比較からもヘアダイ4川毛の13．1％に対しパーマ4　［1　・1毛では24．5％と

　分解率が著しく高かった。ヘアダイ4回処理毛とパーマ4回処理毛のシステ

　イン酸最は、未処理毛に比べると増加していた。しかし、それぞれの毛髪の

　システイン酸呈はシスチン量に比較すると10％程度であり、シスチンの一部

　しか酸化切断していないことが分かった。また、ヘアダイ毛ではシスチンの

　酸化切断は部分的に起こる結果、水分保持率が低く、プロテアーゼ分解率が

　低かったと考えられる。　・方、パーマ毛ではシスチンの酸化切断は2段階で

　起こる。還元処理でシスチンが切断されてタンパク質問距離が広がり、続く

　酸化処埋でタンバク質問距離は完全に元に戻らないと考えられる。このため

　パーマ毛では水分保持率が高くなり、プロテアーゼ分解率も高くなったと考

　えられる。さらに、ヘアダイ毛とパーマ毛のプロテアーゼ分解率と破断強度

　との関係を調べ、同程度の分解率で比較するとヘアダイ毛に比べてパーマ毛

　の繊維強度が低かった。これらの結果、ヘアダイ毛よりもパーマ毛でタンパ

　ク質が変性し、この影響が繊維の強度低ドに影響していると推測される。毛

　髪の本質的な性質を見た場合、ヘアダイ毛に比べてパーマ毛は水中で膨潤し

　やすく、乾燥状態でもろいことが分かった。

　　long－tennの化学処理の場合、パーマやヘアダイ施術者の異なる毛髪の部位

　でプロテアーゼ分解性を比較したところ、根元より毛先での分解性が高かっ

　た。化学処理をしていない被験者の毛髪は部位に関係なく分解性が同じこと

　が分かった。この結果、従来の汎川法では識別が困難であった実生活者の毛

　髪における化学処理の履歴が識別できることが明らかとなった。
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第6章　頭髪化粧品開発への利用

第1節　序

　　頭髪川化粧品メーカーの最優先課題は、毛髪に対して損傷の少ない頭髪化

　粧品の開発である。そこで化粧品製剤の毛髪に対する損傷を比較して本方法

　の実川性を検証した。

　　第2章～第5章までは毛髪に焦点を当てたために、プロテアーゼ処理温度

　を比較的緩和な37℃に設定したが、本章では化粧品製剤の評価に焦点を当て

　たために、より実川的な短時間での処理を試みた。この目的のため耐熱性で

　あるPronase　Eを川いて処理温度を70℃に設定して検討を行い、処理時間を

　決定した。そして先ず、パーマ第1剤に異なるイオン性の界面活性剤を配合

　した場合のプロテアーゼ分解性を比較した。次いで、異なる市販のパーマ第

　2剤で処理した場合のプロテアーゼ分解性を比較した。最後に、パーマ第1

　剤のpHを変化させた場合のプロテアーゼ分解性に及ぼす影響を調べた。

第2節　実験方法

2－1．　試薬

　　界向活性剤は汎用される市販の化粧品グレード：アニオン性として

　Sodiu　nl　Dodecyl　Sulfate（商品名：アルスコープ

　LN－90PW）、ノニオン性としてLaureth－9（商品名：ニッコー

　ル　BL－9EX）、llhi性としてCocamideprOpyl
　Betaine（商品名：レボン2000）、カチオン性として

　Cetri1コ1・oniunl　Chloride（商品名：カチナール　CTC

　－70ET）を川いた。市販のパーマ第2剤はA（アリミノ製ホットコスメ

　アフターエマルジョン、カチオン系乳化クリーム）、J（ジェニック製ウェー

　ブエッセンスSEストレッチll，アニオン系乳化クリーム）、　M（ミルボン

　製プレジュームC／T，ノニオン系溶液）、D（デミ製ウェーボネオT60，
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ノニオン系溶液）を川いた。その他の試薬は第3章と同じものをそのまま川

いた。

2立．　試料毛髪および化学処理毛の調製

　　第4章と同じ毛髪試料を川いた。パーマ処理を行う場合も第4章に準じて

　操作した。

2－3．　毛髪のプロテアーゼ処理

　　Pronase　Eを川いて温度を70℃にした以外は第3章と1司様に行った。

2－4．　システイン酸強度の測定

　　　毛髪中のシステイン酸はシスチンの酸化により生成することから、損傷の

　指標としてシステイン酸強度の測定が近年汎用されている（104、107）。シス

　テイン酸強度は、赤外分光光度計（IR）により測定したスペクトルより、シ

　　ステイン酸のピーク（1040cm“］付近）の高さをアミド1吸収のピーク（1634

　　Cn〕－1付近）の高さで割り、相対強度として表した。毛髪表面のシステイン

　酸は、KRS－5プリズムを用いたATR法により測定した。毛髪全体システイ

　　ン酸は、繊維を乳鉢ですりつぶして粉末にした後、KBr錠剤法により測定

　　した。

2－51　市販製品の成分分析

　　パーマ第2剤は酸化剤として臭素酸ナトリウムが主剤として配合され、こ

　れ以外の成分が種々の口的で配合される。このため、成分表示のない製品J

　およびMとDの成分分析を行った。溶液状の製品M、製品Dは乾燥後に極性

　の異なる溶媒で抽出して分画した。乳化クリーム状の製品Jはカラムクロマ

　　トグラフィーで極性の異なる区分に分1由1した（108）。これら分画部をガスク

　　ロマトグラフィーおよびFT－IRを川いて分析した。得られたデータを化粧
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品データベースとの比較より成分の同定と定畦を行った。この分析結果を表

6－1に示した。

表6－1実験に用いた市販パーマ第2　1の組成

【製品A：クリーム状】水（83％），臭素酸Na（6．1％），イソノナン酸イソノ

ニル，ベへニルアルコール，ジメチコン，水添ポリイソブテン，ステア

ルトリモニウクロリド、他（配合量の多い順）

【製品J：クリーム状】水（84％），臭素酸Na（6．9％），セタノール（2。4％），

POEセチルエーテルリン酸（2．0％），モノステアリン酸PEG　q．9％），モノ

ステアリン酸グリセリン（0．6％），固パラ（0．5％）

【製品M：溶液状】水（89％），臭素酸Na（7．8％），POE・POP型界面活性剤＋

POE型界面活性剤（1．1％），ポリクオタニウムー11（O．6％），シリコーン

（0．25％〉

【製品D：溶液状】水（85％），臭素酸Na（7．6％），POE型界面活性剤（2．0％），

ポリクオタニウムーll及び6（0．8％），クエン酸Na（少量）

＊ジメチコンおよびシリコーンはシリコーン油

＊ステアルトリモニウクロリドはカチオン性界面活性剤

＊POEはポリオキシエチレンの略、　POEセチルエーテルリン酸はアニオン
llvk界［rli活・性剤

＊PEGはポリエチレングリコールの略、モノステアリン酸PEGはノニオン

性界1川活性剤

＊POPはポリオキシプロピレンの略

＊ポリクオタニウムー11および6はいずれもカチオン性高分子
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第3節　実験結果と考察

3斗．　プロテアーゼ分解条件の検討

　　プロテアーゼ処理時間を決定するために、プロテアーゼ処理時間と分解率と

の関係を調べた。代表的な分解プロファイルを図6－1に示した。図より70℃

での分解プロファイルは、前述の37℃での分解プロファイル（第3章，図3－3）

　と比較すると、最大分解に要する時間は短縮しているものの非常に類似した挙

　動を示した。未処理毛は処理1時間で分解が促進し、処理5時間で分解はほぼ

停1」二した。パーマ3回処理毛は処理1時間までは分解が速やかで、それ以降は

分解が緩やかになり、処埋5時間以降は分解率がほぼ定になった。得られた

知見から、プロテアーゼ処埋時間は8時間に決定した。
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図6－1　Pronase　Eによる毛髪の分解プロファイル（70℃）

　　　　口：パーマ毛（31，・1），　△：未処理毛
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　パーマ処方では、油性成分の乳化・　”／溶化を日的に界面活性剤が配合され

る。そこで先ず、この界1向i活性剤の影響を調べた。異なる界面活性剤を配合

したTGパーマ第1剤で処理後、パーマ第2剤で処理したパーマ毛を調製し

た。このパーマ毛のプロテアーゼ分解率を図6－2に示した。アニオン、ノニ

オン界向活性剤配合系の第1剤で処理した毛髪では、界面活性剤無添加系と

同じ分解率であった。　一方、両性界面活性剤配合系では分解率がト昇し、カ

チオン界面活性剤配合系では分解率が減少した。従って、両性界面活性剤配

合系では毛髪のタンパク質の変性が進行し、カチオン界面活性剤を配合系で

はそれが抑制されていると考えられる。カチオン界面活性剤は、アニオン性

のTGとコンプレックスを形成するために、または、第1剤のpH（8．6）

では毛髪がマイナスのチャージを帯びているために、カチオン界面活性剤の

吸着畦が多く、アニオン性のTGの吸着量が減少し、毛髪への作用が抑制さ

れたと推測される。
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　　0 l　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

未処理毛無添加アニオンノニオン　両性　カチオン

図6－2 1％界面活性剤配合のTG第1剤に続き第2剤で3回

処理した毛髪の分解率，n＝3，平均値±標準偏差
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　次いで、パーマ処理におけるパーマ第2剤の影響を調べた。パーマ第2剤

は異なる市販製品A（カチオン系乳化クリーム）、J（アニオン系乳化クリ

ーム）、M（ノニオン系溶液）、　D（ノニオン系溶液）を用いた。同じパーマ

第1剤で処理後、異なる市販パーマ第2剤で処理したパーマ毛の分解率を図

6－3に示した。異なる市販第2剤で処理したにもかかわらず、それぞれの毛

髪の分解率には著しい差が認められなかった。製品Dでは分解率がやや小さ

いことからタンパク質の変性が抑制されていると考えられる。製品Dはカチ

オンポリマーを比較的多iltに配合するために、この影響と推測される。他方、

未処理毛を2剤のみで90分処理した毛髪の分解率はZ8％であり、未処理

毛と同じ分解率であることが分かった。この結果、タンパク質の変性は第1

剤処理時に進行し、第2剤処理時の影響は少ないことが分かった。

Q。　35

遍3°

（）：20

1

臣・・

口
0 未処理毛　製品A　製品J　製品M　製品D

図6－3　TG第1剤に続き異なる第2剤製品で3回処理した毛髪の分解率

　　　　　n＝3，　平均値〒標準偏差
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　最後にパーマ第1剤におけるplIの影響を調べた。　CAパーマ第1剤のp

IIを変化させて官能評価を行ったところ、　pHが9．0～9．5でこわっき感が

増すことが示された。この官能評価の結果を数値的に裏付けることを目的に、

近年、損傷評価法として汎川されるシステイン酸強度およびプロテアーゼ分

解率を比較した。図6－4に示したようにシステイン酸強度は、毛髪表面では

パーマのpHに関係なくほぼ定であった。また、毛髪全体のシステイン酸

強度はパーマ処理によりヒ昇したが、官能評価の結果を裏付ける知見は得ら

れなかった。他方、プロテアーゼ分解率はパーマ処理により値がL昇して、

pII9．0～9．5で著しくヒ昇したことから官能評価の結果と一致することが

分かった。　般消費者は官能評価により毛髪の損傷を実感することから、プ

ロテアーゼ分解率はより実川的な評価方法と考えられる。以llの結果、毛髪

に対する頭髪化粧品の損傷を評価するヒでプロテーゼ分解率は実用的であ

ることが明らかとなった。
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第4節　まとめ

　　異なるパーマ製剤の毛髪に対する損傷を比較して本方法の実川性を検証

　　した。実川性をU的に、1耐熱性であるPronase　Eを川いて処理温度を70℃に

　設定したところ、毛髪の分解は5時間でほぼ定になった。

　　パーマ第1剤に異なるイオン性の界面活性剤を配合した場合のプロテア

　ーゼ分解性を比較したところ、アニオン、ノニオン界面活性剤配合の第1剤

　で処理した毛髪は、界面活性剤無添JJI　1系と同じ分解率であった。　ヲブ、両性

　　界面活性剤配合系では分解率がヒ昇し、カチオン界面活性剤配合系では分解

　　率が減少した。

　　　異なる市販のパーマ第2剤で処理した場合のプロテアーゼ分解性を比較

　　したところ、分解率には著しい差が認められなかったものの、カチオンポリ

　　マーを比較的多量に配合する製品では分解率がやや小さいことが示された。

　　　ハーマ第1剤のpHを変化させた場合のプロテアーゼ分解性に及ぼす影

　　響を調べたところ、プロテアーゼ分解率はパーマ処理により値がヒ昇した。

　　pH9．0～9．5でプロテアーゼ分解率は著しくヒ昇したことから官能評価の

　　結果と致することが分かった。
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第7章　総括

　本研究では先ず、毛髪の1三要タンパク質のプロテアーゼ分解性を調べた。

次いで、毛髪の化学損傷とプロテアーゼによる分解挙動との関係を調べた。

また、毛髪の損傷部位の解析を行い、得られた知見を応用して化学処理毛の

構造解析を試みた。最後に、化粧品製剤の毛髪に対する損傷を比較して本方

法の実川性を検証した。

　第2章より、モデルケラチンはシスチン含有量が低いとプロテアーゼ分解

率が高く相関関係が認められた。未処埋毛ではこの相関関係から外れて分解

率が著しく低かった。SEMによる観察からはミクロフィブリル（Mf）がi三

に分解されていることが示された。これらの知見から、プロテアーゼは毛髪

中の変性したMfを分解していることが分かった。また、モデルケラチンお

よび未処理毛の水分保持率とプロテアーゼ分解性との間には高い相関関係

が認められた。したがって、水分保持率は化学処理毛のプロテアーゼ分解性

の指標になると考えられる。また、水分保持率測定は短時間で簡便に行える

ことから、ケラチン由来素材などの生分解性試験を行う前の予備実験やスク

リーニングへの利用が期待される。

　第3章より、従来の直接SEM観察に比べて、プロテアーゼ処理後にSEM

観察する本定性分析は未処理毛と化学処理毛の差が優位に識別できること

を示した。また、プロテアーゼ分解率を川いる定量分析の場合、プロテアー

ゼ分解率が毛髪の損傷度と相関していることが分かった。さらに、プロテア

ーゼ分解率は汎川される破断強度とも相関関係があることが分かった。プロ

テアーゼ分解率は破断強度に比べると測定誤差が極めて小さく、3回測定の

平均値を比較することで十分に実川的であることも分かった。毛髪の構造解

析の結果、本方法における毛髪の損傷検出の原理は、変性したタンパク質部

分の膨潤性が高くなり、この部分のプロテアーゼ分解が促進することが示さ

れた。従来法では毛髪の損傷を化学的・物理的方法で評価していたが、本丁
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法はタンパク質、特にMfを構成するα一ヘリックスの変性を捉えることが

新規な点である。

　第4章では、先ず、3種類の還元剤で処理した還元毛およびパーマ毛のプ

ロテアーゼ分解性を比較し、パーマ毛での分解率が低いことを明らかにした。

また、3種類のパーマ毛の分解率は差が小さく、3種類の還元毛の分解率は

差が非常に大きいことが分かった。これは、パーマ毛では酸化剤処理により

タンパク質の構造が密になったためと考えられる。また、パーマ毛では還元

剤処理で構造変化が起こっているものの、これが酸化剤処理ではもとに戻ら

ないことを示唆していた。プロテアーゼ分解率は用いた還元剤の還元力と関

連しており還元毛およびパーマ毛は双方ともCYS処理くCA処理くTG処

理の順で高くなった。さらに、水分保持率もこの順序でE昇した。X線回折

からはTGハーマ毛がCAパーマ毛やCYSパーマ毛よりも著しくα一ヘリ

ックスが減少（変性）することが示された。これらの知見から、還元剤の還

元力が、タンパク質の変性や水分保持率の程度に密接に関係し、この要因が

プロテアーゼ分解性に影響すると考えられた。

　第5章では、化学処理毛をshort－termとIong－－termの2つの視点から比較検

討した。short－te㎜のヘアダイ毛とパーマ毛のプロテアーゼ分解性を比較し

たところ、パーマ毛での分解性が高いことが分かった。また、ヘアダイ毛に

比べてパーマ毛は水分保持率が高かった。これらの結果、ヘアダイ毛に比べ

てパーマ毛でタンパク質が変性することが示唆された。そして、この要因に

よりパーマ毛はヘアダイ毛に比べて破断強度が低かったと推測される。

10ng－termでのパーマやヘアダイ施術者の毛髪のプロテアーゼ分解性を比較

したところ、根元より毛先での分解性が高いことが分かった。化学処理をし

ていない被験者の毛髪は部位に関係なく分解率が同じことを見いたした。こ

の結果、従来の汎川法では識別が困難であった実生活者の毛髪における化学

処理の履歴が識別できることが新規な知見として得られた。近年のヘアダイ

の流行で、毛髪から人種や年齢の特定が困難になった。また、白髪を黒色に
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染毛して商川販売する偽装なども行われているようである。しかし、本手法

を川いることで簡便に未処理と化学処理毛の識別が可能であることから裁

判科学への利川も期待される。

　第6章では、第2章～第5章とは逆に化粧品製剤に焦点を当てた。化粧品

製剤の毛髪に対する損傷を比較して本方法の実川性を検証した。プロテアー

ゼ分解率は、毛髪サンプルを1司時に測定できることから、頭髪化粧品の毛髪

に対する損傷を斉に評価する場合に威力を発揮することが分かった。また、

官能評価の結果とも致することから、より実川的な評価方法であり、頭髪

化粧品開発時のルーチン分析に適していることが分かった。

　毛髪の損傷を評価する場合、繊維に特化した機器や高価な分析装置が必要

であった。しかし、本方法は特別な装置を必要とせず簡便であることから、

繊維を専：門としない研究機関でも簡単に評価が可能である。得られた成果か

ら、本方法は毛髪損傷の評価および構造解析のルーチン手法として有効であ

ることが明らかとなった（104）。

　本方法の原埋は、変性したタンパク質部分をプロテアーゼが分解すること

を利川しているため、タンパク質の変性試験への応用も期待される。還元剤

も含めて化粧品原料全般および処方系の毛髪に対するプロテアーゼ分解率

を調べ、より毛髪に対する損傷の低い処方開発への利用が考えられる。また、

モデルケラチンを川いた場合もパーマ剤の損傷評価や紫外線による損傷の

検出・定量化への試みがすでに行われており、今後、異なった視点からの応

川が期待される（109、llO）。さらに、タンパク質の変性試験として焦点を当

てた場合、毛髪と同じケラチンである皮膚の肌荒れの評価にも応用ロ∫能と考

えられる。肌荒れは美容師の最大の離職理由であるものの、肌荒れを考慮し

た製品設計は現在のところ行われていない。従って、皮膚タンパク質に対す

る変性試験に利川した場合、肌荒れの低い処方の開発がfi∫能となり、美容師

の作業改善になるばかりでなく、新たな商品開発の切り目になるものと期待

される。
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