
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】生化学・分子生物学レベルで行うことが可能な毛質の評価方法を提供する。
【解決手段】毛質の評価方法であって、毛髪中のＲＵＮＸ１遺伝子に由来するｍＲＮＡを
リアルタイムポリメラーゼ連鎖方法により測定することにより、毛質の指標として評価す
る方法。また、毛髪中のＲＵＮＸ１の量をＲＵＮＸ１に特異的な抗体を使用する免疫学的
測定方法とによる評価方法とすることもできる。評価は測定キットを用いて行うことがで
きる。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 毛 質 の 評 価 方 法 で あ っ て 、 毛 髪 中 の Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ の 発 現 を 毛 質 の 指 標 と す る 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 測 定 が 、 毛 髪 中 の Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ 遺 伝 子 に 由 来 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を リ ア ル タ イ ム ポ リ メ ラ ー
ゼ 連 鎖 方 法 に よ り 測 定 す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 評 価 が 、 毛 髪 中 の Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ の 量 の 測 定 に よ り に 実 施 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 評 価 が 、 Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ に 特 異 的 な 抗 体 を 使 用 す る 免 疫 学 的 測 定 方 法 に よ る 、 請 求 項 １
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 毛 質 の 評 価 の た め の キ ッ ト で あ っ て 、 毛 髪 中 の Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ の 発 現 を 毛 質 の 指 標 と し て 測
定 す る こ と に よ り 評 価 を 行 う こ と を 特 徴 と す る キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ （ runt-related transcription factor 1） を 指 標 と し た 毛 質 評 価
方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 毛 髪 に 関 す る 悩 み と し て は 、 薄 毛 、 抜 け 毛 と い っ た 毛 根 、 毛 包 の 健 康 状 態 に 関 わ る も の
と 、 硬 い 、 柔 ら か い 、 は り ・ こ し が な い 、 枝 毛 、 く せ 毛 、 パ サ ツ ク と い っ た 毛 髪 の 物 性 に
関 わ る も の と が あ る 。 ま た 、 毛 髪 の 物 性 に 関 わ る 悩 み で あ っ て も 、 外 的 要 素 に 起 因 す る ダ
メ ー ジ 、 例 え ば パ ー マ 剤 や ブ リ ー チ 剤 処 理 、 紫 外 光 暴 露 、 大 気 汚 染 物 質 暴 露 、 コ ー ミ ン グ
摩 擦 な ど 、 毛 髪 に 対 す る 直 接 的 な ダ メ ー ジ に よ る も の と 、 毛 幹 形 成 に お け る 内 的 要 素 が 関
与 す る 場 合 と が 考 え ら れ る 。 後 者 の 場 合 に お け る ヘ ア ケ ア で は 、 毛 髪 の 質 の 改 善 を 図 る だ
け で な く 、 毛 根 、 毛 包 自 体 の 健 康 状 態 を 良 好 に す る 手 当 て が 必 要 と さ れ る 。 従 っ て 、 一 口
に 毛 質 の 状 態 が 良 く な い と い っ て も 、 そ の ケ ア 方 法 は そ の 原 因 に よ り 様 々 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 従 来 の 毛 質 の 評 価 は 、 例 え ば 美 容 師 や 店 頭 な ど で の 販 促 員 に よ る 触 感 を 頼 り と し た 主 観
的 手 法 、 あ る い は 各 種 物 性 測 定 器 、 例 え ば 水 分 計 、 硬 度 計 、 ヤ ン グ 率 測 定 器 に よ り 毛 髪 の
物 性 を 物 理 的 に 測 定 す る と い っ た 客 観 的 手 法 を 採 用 す る 。 い ず れ も 適 切 な ア ド バ イ ス の 提
供 の た め に 活 用 さ れ 得 る が 、 こ れ ら の 評 価 方 法 で は 毛 質 の 良 し 悪 し の 根 本 的 な 原 因 を 解 明
し 、 よ り 毛 質 に 合 っ た 適 切 な ヘ ア ケ ア ア ド バ イ ス を 引 き 出 す こ と は で き な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 毛 髪 自 体 は そ の 表 面 を 覆 う キ ュ ー テ ィ ク ル （ 毛 小 皮 ） 、 そ の 内 部 に あ っ て 毛 髪 の 大 部 分
を 占 め る 毛 皮 質 及 び 中 心 部 の 毛 髄 質 か ら 構 成 さ れ る 。 毛 髪 の 硬 さ や は り ・ こ し 感 に は キ ュ
ー テ ィ ル が 大 き く 寄 与 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ て い る （ 曽 我 部 敦 他 、 Ｊ ． Ｓ ｏ ｃ ． Ｃ
ｏ ｓ ｍ ｅ ｔ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｊ ａ ｐ ａ ｎ ， Ｖ ｏ ｌ ． ３ ６ ， Ｎ ｏ ． ３ （ ２ ０ ０ ２ ） ｐ ｐ ． ２ ０ ７
－ ２ １ ６ 「 毛 髪 物 性 に 関 す る 研 究 １ － 毛 髪 の 短 径 ・ 長 径 測 定 と 曲 げ 応 力 評 価 法 」 ） 。 キ ュ
ー テ ィ ク ル は 酸 性 ヘ ア ケ ラ チ ン Ｈ ａ １ 、 Ｈ ａ ２ 、 塩 基 性 ケ ラ チ ン Ｈ ｂ １ 、 Ｈ ｂ ２ な ど の 繊
維 タ ン パ ク 質 や 修 飾 酵 素 、 例 え ば ト ラ ン ス グ ル タ ミ ナ ー ゼ 、 ペ プ チ ジ ル ア ル ギ ニ ン デ ィ ミ
ナ ー ゼ 、 さ ら に は 顆 粒 成 分 ト リ コ ヒ ア リ ン Ｓ 100な ど 、 様 々 な 成 分 か ら 構 成 さ れ る こ と ま
で は 知 ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら 各 成 分 と 毛 質 、 例 え ば 毛 髪 の は り や こ し と の 関
係 に つ い て は 十 分 に 解 明 さ れ て い な い 。 毛 質 を 左 右 す る メ カ ニ ズ ム が 生 化 学 ・ 分 子 生 物 学
レ ベ ル に お い て 十 分 に は 解 明 さ れ れ ば 、 既 存 の 毛 質 改 善 剤 に 比 べ 一 層 顕 著 な 効 果 を 奏 す る
も の の 提 供 が 可 能 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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　 特 開 2002-97116号 公 報 に は タ ウ リ ン を 有 効 成 分 と す る 細 胞 賦 活 剤 が 、 国 際 公 開 WO2002/0
34253号 公 報 に は Ｎ － メ チ ル タ ウ リ ン を 有 効 成 分 と す る 細 胞 賦 活 剤 お よ び 毛 髪 は り ・ こ し
改 善 剤 が 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 薬 剤 の 作 用 効 果 と し て 、 細 胞 増 殖 の 活 性 化 に よ る 、 毛
髪 細 胞 コ ン ト ロ ー ル 、 毛 髪 成 長 期 延 長 、 毛 髪 細 胞 増 殖 の 活 性 化 、 毛 髪 は り ・ こ し 改 善 が 記
載 さ れ て い る が 、 こ こ で の 毛 髪 は り ・ こ し 改 善 効 果 は 、 依 然 と し て 、 毛 髪 の 物 性 試 験 （ ね
じ り ト ル ク ） に よ り 評 価 さ れ て い る 。 従 っ て 、 生 化 学 ・ 分 子 生 物 学 レ ベ ル で の 活 性 評 価 に
基 づ く 新 規 な 毛 髪 は り ・ こ し 改 善 剤 が 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 8-20523
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 2001-302543
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 2002-97116
【 特 許 文 献 ４ 】 WO 2002/034253
【 非 特 許 文 献 １ 】 J．  Invest．  Dermatol, 122:147‐ 158, 2004
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 生 化 学 ・ 分 子 生 物 学 レ ベ ル で の 毛 質 の 評 価 方 法 の 提 供 を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 は 以 前 、 上 記 問 題 を 鑑 み 、 毛 髪 の こ し ・ は り の 尺 度 と な る 硬 さ 、 詳 し く は ヤ ン
グ 率 と 、 毛 髪 関 連 各 種 遺 伝 子 の 発 現 と の 相 関 関 係 を 調 べ た と こ ろ 、 ヘ ア ケ ラ チ ン 遺 伝 子 、
特 に Ｋ Ａ Ｐ ５ 遺 伝 子 、 詳 し く は Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ ～ ５ 遺 伝 子 の 発 現 が 亢 進 す る ほ ど 、 毛 髪 の ヤ
ン グ 率 が 高 く な る 、 即 ち 毛 髪 に は り 、 こ し 感 が で る こ と を 見 出 し 、 毛 質 の 評 価 方 法 で あ っ
て 、 毛 髪 中 の Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ ～ ５ 遺 伝 子 の 発 現 を 毛 質 の 指 標 と す る 方 法 に 関 す る 特 許 出 願 を
行 っ て い る （ 特 願 2004‐ 348325号 ） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 さ ら に 最 近 に な っ て 、 Ｋ Ａ Ｐ フ ァ ミ リ ー に 属 す る Ｋ Ａ Ｐ １ ０ ／ Ｋ Ａ Ｐ １ ２ 遺 伝 子 の プ ロ
モ ー タ ー 領 域 の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ッ ク ス 解 析 に よ り 、 い く つ か の エ ン ハ ン サ ー エ レ メ
ン ト が そ の 領 域 に 存 在 し て い る こ と が 示 さ れ 、 そ の エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト の 一 つ に 転 写
因 子 Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ （ ま た の 名 を 「 Ａ Ｍ Ｌ １ 」 （ 急 性 骨 髄 性 白 血 病 遺 伝 子 ） ） の 結 合 エ レ メ ン
ト が 含 ま れ て い る こ と が 見 出 さ れ て い る （ Ｍ ｉ ｃ ｈ ａ ｅ ｌ 　 Ａ .　 Ｒ ｏ ｇ ｅ ｒ ｓ ,　 ｅ ｔ 　
ａ ｌ ． ,　 Ｊ .　 Ｉ ｎ ｖ ｅ ｓ ｔ .　 Ｄ ｅ ｒ ｍ ａ ｔ ｏ ｌ ． 　 １ ２ ２ ： １ ４ ７ － １ ５ ８ ， 　 ２ ０
０ ４ ） 。 本 発 明 者 は こ の 事 実 を 鑑 み 、 Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ と 、 毛 髪 の こ し ・ は り に 影 響 を 及 ぼ す Ｋ
Ａ Ｐ ５ 遺 伝 子 と の 関 係 を 調 べ た と こ ろ 、 Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ の 発 現 量 に 依 存 し て 、 Ｋ Ａ Ｐ ５ 遺 伝 子
の 発 現 が 亢 進 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 そ の 結 果 、 本 発 明 は 第 一 の 観 点 に お い て 、 毛 質 の 評 価 方 法 で あ っ て 、 毛 髪 中 の Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ
１ 遺 伝 子 の 発 現 を 毛 質 の 指 標 と す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 好 適 な 態 様 に お い て 、 前 記 測 定 は 、 毛 髪 中 の Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ 遺 伝 子 に 由 来 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 測
定 す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 。 よ り 好 ま し く は 、 か か る 遺 伝 子 の 測 定 は リ ア ル タ イ ム ポ リ
メ ラ ー ゼ 連 鎖 方 法 に よ り 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 前 記 評 価 は 、 毛 髪 中 の Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ の 量 の 測 定 に よ り に 実 施 さ れ る
。 さ ら に 好 適 な 態 様 に お い て 、 上 記 測 定 は Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ に 特 異 的 な 抗 体 を 利 用 す る 免 疫 学 的
測 定 方 法 、 例 え ば Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 又 は Ｒ Ｉ Ａ 法 に よ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 別 の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 毛 質 の 評 価 を 実 施 す る た め の キ ッ ト 又 は 装 置 を 提 供 す る 。
か か る キ ッ ト 又 は 装 置 は 、 毛 髪 中 の Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ 遺 伝 子 の 発 現 を 毛 質 の 指 標 と し て 測 定 す る
こ と に よ り 評 価 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 。
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【 ０ ０ １ ４ 】
　 さ ら に 、 Ｋ Ａ Ｐ ５ 遺 伝 子 の 発 現 量 が 多 い ほ ど 毛 髪 の ヤ ン グ 率 が 有 意 に 高 ま る こ と か ら 、
Ｋ Ａ Ｐ ５ 遺 伝 子 の 発 現 を 亢 進 さ せ る こ と の で き る Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ の 発 現 を 亢 進 さ せ る 薬 剤 は 毛
髪 の 硬 さ を 向 上 し 、 毛 髪 の は り ・ こ し を 改 善 す る こ と が 当 然 に 期 待 さ れ る 。 従 っ て 、 Ｒ Ｕ
Ｎ Ｘ １ 又 は そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 毛 髪 の 硬 さ を 向 上 さ せ 、 毛 髪 の は り ・ こ し を 改 善
す る 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 指 標 と し て 利 用 で き る も の と 考 え ら れ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に よ り 、 遺 伝 子 レ ベ ル で の 毛 質 の 評 価 方 法 の 提 供 が 可 能 と な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ６ 】
毛 質 の 評 価 方 法
　 本 発 明 は 、 毛 髪 の 硬 さ 、 一 般 に は 「 は り 」 や 「 こ し 」 感 と 称 さ れ る 物 性 を 評 価 す る こ と
を 目 的 と す る 。 上 述 の と お り 、 本 発 明 者 は 毛 髪 の 硬 さ と 毛 髪 か ら 抽 出 さ れ る 各 種 遺 伝 子 と
の 相 関 性 を 調 べ る た め 、 毛 髪 の ヤ ン グ 率 を 測 定 し 、 そ の 測 定 結 果 と 各 種 遺 伝 子 の Ｒ Ｔ － Ｐ
Ｃ Ｒ に よ り 測 定 し た 発 現 量 と の 関 係 を Spearmanの 順 位 相 関 係 数 を 用 い 、 統 計 学 的 に 分 析 し
た （ Zar, J.H.J.Amer.Stat.Assoc.67:578～ 580, 1970「 Significance testing of the Sp
earman rank correlation coefficient」 ） 結 果 、 毛 髪 の ヤ ン グ 率 が Ｋ Ａ Ｐ ５ 遺 伝 子 の 発
現 量 が 多 い と 統 計 学 的 に 有 意 に 高 ま る こ と が わ か り （ 特 願 2004‐ 348325号 ） 、 さ ら に 今 回
、 か か る Ｋ Ａ Ｐ ５ 遺 伝 子 の 発 現 が Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ に よ り 亢 進 さ れ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ フ ァ ミ リ ー は 近 年 急 速 に 発 生 ・ 分 化 ・ 癌 化 の 分 野 で 注 目 を 浴 び る よ う に な っ た
転 写 因 子 で あ る 。 Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ タ ン パ ク 質 は Ｎ 末 端 側 に Ｒ Ｕ Ｎ Ｔ ド メ イ ン と 称 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 結
合 ド メ イ ン 及 び 調 節 領 域 を 有 し 、 Ｃ 末 端 側 に 転 写 制 御 領 域 及 び 各 マ ト リ ッ ク ス 結 合 部 位 を
有 す る 。 Ｒ Ｕ Ｎ Ｔ ド メ イ ン に よ る Ｄ Ｎ Ａ 結 合 活 性 は Ｄ Ｎ Ａ 非 結 合 性 の 転 写 調 節 因 子 Ｃ Ｂ Ｆ
β が Ｒ Ｕ Ｎ Ｔ ド メ イ ン に 結 合 す る こ と で 増 大 す る 。 Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ は ヒ ト 白 血 病 に お い て 最 も
高 頻 度 に 染 色 体 転 座 の 標 的 で あ り 、 ま た 造 血 細 胞 特 異 的 な 遺 伝 子 発 現 に 関 与 し 、 造 血 細 胞
の 分 化 /増 殖 を 制 御 す る こ と で 知 ら れ る 。 Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ に お け る Ｒ Ｕ Ｎ Ｔ ド メ イ ン の ア ミ ノ
酸 配 列 は 他 の Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 、 Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ ２ や ３ と ９ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有
し 、 ほ ぼ 同 じ 立 体 構 造 を 有 す る も の と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ヒ ト ケ ラ チ ン 関 連 タ ン パ ク 質 （ Ｋ Ａ Ｐ ） ５ フ ァ ミ リ ー に 属 す る Ｋ Ａ Ｐ ５ 遺 伝 子 （ Homo s
apiens genomic DNA, chromosome 11 clone:RP11-684B2, complete sequences. ACCESSIO
N:AP000867） は 塩 基 配 列 の み 既 知 の ヒ ト Ｅ Ｓ Ｔ で あ り 、 機 能 に 関 す る 報 告 は さ れ て い な い
。 Ｋ Ａ Ｐ ５ 遺 伝 子 の 発 現 の 亢 進 と 毛 髪 の 硬 さ と の 関 係 は 不 明 で あ っ た 。 特 に 何 ら か の 理 論
に 拘 束 さ れ る わ け で は な い が 、 例 え ば Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ２ 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 推 定 タ ン パ
ク 質 は シ ス テ イ ン リ ッ チ で あ り （ 約 35.5％ ） 、 ま た 低 分 子 ア ミ ノ 酸 で あ る グ リ シ ン と セ リ
ン を 豊 富 に 含 む （ そ れ ぞ れ 18.8％ 及 び 24.2％ ） ア ミ ノ 酸 １ ８ ６ 個 か ら な る た め 、 α － ヘ リ
ッ ク ス な ど の 二 次 構 造 を 形 成 せ ず 、 ケ ラ チ ン 繊 維 の 間 に 容 易 に 入 り 込 む こ と が で き 、 ま た
多 数 セ リ ン 残 基 の Ｏ Ｈ 基 に よ る 多 数 の 水 素 結 合 の 形 成 も 考 え ら れ る た め 、 毛 髪 の 機 械 的 強
度 に 大 き く 寄 与 し て い る 可 能 性 が あ る 。 他 の Ｋ Ａ Ｐ ５ 遺 伝 子 も 同 様 に シ ス テ イ ン 、 グ リ シ
ン 、 セ リ ン を 豊 富 に 含 み 、 発 現 生 成 物 は Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ２ と 同 様 の 構 造 を 有 し 、 毛 髪 の 機 械 的
強 度 に 大 き く 寄 与 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 で い う 毛 質 と は 、 主 に 毛 髪 の 硬 さ 、 即 ち 、 「 は り 」 や 「 こ し 」 感 を い う 。 毛 髪 の
硬 さ は 例 え ば 曲 げ 応 力 測 定 装 置 、 例 え ば ト ル ク 感 知 式 曲 げ 応 力 測 定 装 置 KES-SH（ カ ト ー テ
ッ ク ） を 用 い て そ の 「 曲 げ か た さ 」 又 は 「 曲 げ 応 力 」 を 測 定 す る こ と で 数 値 化 す る こ と が
で き 、 好 ま し く は 毛 髪 径 や 形 状 に よ る 因 子 を 最 小 限 に す る た め 、 毛 髪 の 毛 径 も 測 定 し 、 ヤ
ン グ 率 で 表 す こ と が 好 ま し い 。 毛 髪 の ヤ ン グ 率 は 例 え ば 以 降 の 実 施 例 に 記 載 の と お り に し
て 求 め る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ２ ０ 】
　 毛 髪 中 の Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ 遺 伝 子 の 発 現 は 、 毛 髪 中 の 当 該 タ ン パ ク 質 の 量 を 測 定 す る こ と に よ
り 決 定 し て よ い 。 好 ま し く は 、 こ の 測 定 は Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ に 特 異 的 な 抗 体 を 利 用 し 、 当 業 界 に
お い て 周 知 の 方 法 、 例 え ば 蛍 光 物 質 、 色 素 、 酵 素 等 を 利 用 す る 免 疫 染 色 法 、 ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 法 、 免 疫 測 定 方 法 、 例 え ば Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 、 Ｒ Ｉ Ａ 法 等 、 様 々 な 方 法 に よ り 実 施 で き
る 。 ま た 、 例 え ば 、 毛 髪 中 の total RNAを 抽 出 し 、 Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ を コ ー ド す る mRNAの 量 を 測
定 す る こ と に よ り 決 定 す る こ と も で き る 。 mRNAの 抽 出 、 そ の 量 の 測 定 も 当 業 界 に お い て 周
知 で あ り 、 例 え ば RNAの 定 量 は 定 量 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 法 、 例 え ば リ ア ル タ
イ ム ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 行 わ れ る 。 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に 適 切 な プ ラ
イ マ ー の 選 定 は 、 当 業 者 周 知 に 方 法 に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に 係 る 毛 質 評 価 方 法 に 従 え ば 、 例 え ば 、 上 記 の よ う に し て 測 定 し た Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ 遺
伝 子 の 発 現 量 が 所 定 の 基 準 値 に 対 し 高 い か 低 い か に よ り 、 遺 伝 子 レ ベ ル で 毛 髪 が 硬 い 又 は
柔 ら か い 、 換 言 す れ ば 「 は り 」 や 「 こ し 」 感 が あ る か な い か が 判 定 で き る 。 基 準 値 と し て
は 、 例 え ば 統 計 学 的 に 有 意 義 な 人 数 、 例 え ば ５ 人 以 上 、 好 ま し く は １ ０ 人 以 上 、 よ り 好 ま
し く は ２ ０ 人 以 上 の 個 体 由 来 の 毛 髪 の 各 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 平 均 値 で あ っ て よ い 。 そ の
基 準 値 は 、 評 価 の 対 象 と な る 個 体 の 性 別 、 年 齢 、 人 種 、 そ の 他 の 要 因 に 応 じ て 異 な る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 ２ ０ 歳 の 日 本 人 女 性 の 毛 質 を 調 べ る 場 合 、 そ の 基 準 値 は 同 世 代 （ 例 え
ば １ ５ 歳 か ら ３ ０ 歳 ） の 日 本 人 女 性 の グ ル ー プ の 所 望 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル の 平 均 値 で あ る
こ と が 好 ま し い 。 各 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 標 準 値 に 比 べ て 高 い か 低 い か は 、 例 え ば 標 準 値
と 比 べ て 少 な く と も １ ０ ％ 、 又 は ２ ０ ％ 、 又 は ３ ０ ％ 、 又 は ５ ０ ％ 、 又 は １ ０ ０ ％ 高 け れ
ば 有 意 に 高 い と し 、 例 え ば 標 準 値 と 比 べ て 少 な く と も １ ０ ％ 、 又 は ２ ０ ％ 、 又 は ３ ０ ％ 、
又 は ５ ０ ％ 、 又 は ９ ０ ％ 低 け れ ば 有 意 に 低 い と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 で い う 上 記 Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ に は 、 そ の 遺 伝 子 （ Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １  isoform B； NM_001001890
； 配 列 番 号 １ ） や そ の 転 写 変 異 体 （ Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １  isoform A； NM_001754； 配 列 番 号 ２ ） の
他 に そ れ ら の 変 異 体 、 例 え ば Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ 遺 伝 子 １ に お い て １ 又 は 数 個 の ヌ ク レ オ チ ド が 置 換
、 付 加 又 は 欠 失 し て お り 、 し か も そ の 発 現 の 亢 進 が 毛 髪 の ヤ ン グ 率 と 相 関 す る 変 異 遺 伝 子
、 又 は Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ 遺 伝 子 と ６ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ７ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上
、 さ ら に よ り 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は ９ ９ ％ 以 上 の 相 同 を 示 す 、 し か も そ
の 発 現 の 亢 進 が 毛 髪 の ヤ ン グ 率 と 相 関 す る 変 異 遺 伝 子 、 又 は 上 記 各 遺 伝 子 と 高 ス ト リ ン ジ
ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 可 能 で あ り 、 し か も そ の 発 現 の 亢 進 が 毛 髪 の ヤ ン
グ 率 と 相 関 す る 変 異 遺 伝 子 も 含 ま れ る 。 な お 、 こ こ で い う ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 周 知
の 方 法 又 は そ れ に 準 じ る 方 法 、 例 え ば J.Sambrookら Molecular Cloning 2nd, Cold Spring
 Harbor Lab. Press, 1989に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き 、 そ し て 高 ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 と は 、 例 え ば ナ ト リ ウ ム 濃 度 が 約 １ ０ ～ ４ ０ ｍ Ｍ 、 好
ま し く は 約 ２ ０ ｍ Ｍ 、 温 度 が 約 ５ ０ ～ ７ ０ ℃ 、 好 ま し く は 約 ６ ０ ～ ６ ５ ℃ で あ る こ と を 含
む 条 件 を い う 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 以 下 、 具 体 例 を 挙 げ て 、 本 発 明 を 更 に 具 体 的 に 説 明 す る 。 な お 、 本 発 明 は こ れ に よ り 限
定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ４ 】

抜 去 毛 髪 検 体 か ら の cDNA調 製 法
　 頭 髪 を 抜 き そ の 毛 根 部 約 1ｃ ｍ を 液 体 窒 素 中 で 凍 結 し 、 そ の ま ま 液 体 窒 素 中 に 放 置 し た
。 凍 結 し た 毛 根 部 5本 を 集 め 、 Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 液 ISOGEN(ニ ッ ポ ン ジ ー ン )１ ｍ ｌ の 入 っ た 1.5ml
チ ュ ー ブ に 入 れ 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー に て 十 分 に 攪 拌 し た 。 ク ロ ロ フ ォ ル ム 200μ lを 加
え て 再 度 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー に て 十 分 に 攪 拌 し た 後 に 、 小 型 微 量 遠 心 分 離 機 に よ り 遠 心
分 離 （ 15000rm、 15分 間 ） し 、 RNAを 含 む 水 相 約 500μ lを 回 収 し た 。 回 収 し た 溶 液 に 50μ l
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の ３ M酢 酸 ナ ト リ ウ ム と 1μ lの エ タ 沈 メ イ ト (ニ ッ ポ ン ジ ー ン )を 添 加 し て 十 分 に 攪 拌 し た
。 さ ら に 1mlの イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加 え て 攪 拌 し 、 小 型 微 量 遠 心 分 離 機 に よ り 遠 心 分 離 （ 1
5000rm、 20分 間 ） し て 、 全 RNAを 沈 殿 さ せ た 。 上 清 を 捨 て た 後 に 75％ エ タ ノ ー ル を 加 え 、
再 び 小 型 微 量 遠 心 分 離 機 に よ り 遠 心 分 離 （ 15000rm、 10分 間 ） し た 。 上 清 を 捨 て て 沈 殿 を
風 乾 さ せ 、 50μ lの nuclease free waterに 溶 解 さ せ た 。 DNaseＩ 処 理 に よ り 混 在 す る ゲ ノ
ム DNAを 除 去 し 、 再 度 エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ り 全 RNAを 回 収 し て 、 20μ lの nuclease free wat
erに 溶 解 さ せ た 。 こ の う ち 、 1.0μ lを 用 い て NanoDrop（ Technologies, Inc． ） に よ り RNA
の 濃 度 を 測 定 し た 。 得 ら れ た 全 RNA 100ngか ら cDNAを 合 成 し 、 PCRに よ る 各 遺 伝 子 発 現 量 の
定 量 に 用 い た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
リ ア ル タ イ ム PCR法 に よ る 遺 伝 子 発 現 の 定 量 化
　 合 成 し た cDNA、 検 出 ・ 定 量 化 す る 遺 伝 子 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー 、 リ ア ル タ イ ム PCR 試 薬
(Roche)を 混 合 し 、 ラ イ ト サ イ ク ラ ー ク イ ッ ク シ ス テ ム に て 350Sに て リ ア ル タ イ ム PCRを 行
い 、 検 出 ・ 定 量 化 す る 遺 伝 子 の 断 片 を 増 幅 し た 。 こ の 際 、 濃 度 既 知 の 同 じ 遺 伝 子 断 片 （ PC
R産 物 10 2 ～ 10 1 1 コ ピ ー 相 当 ） を 同 様 に リ ア ル タ イ ム PCRに よ り 増 幅 し て 検 量 線 を 作 成 し 、
サ ン プ ル 中 に 含 ま れ る 検 出 ・ 定 量 化 す る 遺 伝 子 の 発 現 量 を 、 単 位 （ 1μ g） RNA当 た り の コ
ピ ー 数 と し て 算 出 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ２ 遺 伝 子 に 特 異 的 か つ genomic DNAを 増 幅 し な い プ ラ イ マ ー と し て 、 以 下 の
組 合 せ の プ ラ イ マ ー を 用 い た 。
　 　 セ ン ス 　 　 　 　 　 ACTGTAGCTGTGTCCTGA　  （ 配 列 番 号 ５ ）
　 　 ア ン チ セ ン ス 　 　 GATGAAGATGAAGGGTGGA　 （ 配 列 番 号 ６ ）
【 ０ ０ ２ ７ 】

測 定 用 サ ン プ ル の 調 製 法
　 毛 髪 1本 ず つ に つ い て 、 両 端 (間 隔 3cm)に 耐 水 紙 の タ グ を つ け て 番 号 を 記 入 す る 。 シ ャ ン
プ ー に て 軽 く 洗 浄 し て か ら 水 洗 し 、 イ オ ン 交 換 水 に 浸 し た 後 に 恒 温 ・ 恒 湿 室 (25℃ 、 湿 度 5
0％ )で 風 乾 さ せ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
毛 径 の 測 定
　 恒 温 ・ 恒 湿 室 (25℃ 、 湿 度 50％ )に て 、 レ ー ザ ー 光 を 利 用 し た 毛 径 測 定 装 置 SK-2000（ カ
ト ー テ ッ ク /資 生 堂 ） に よ り 、 毛 髪 サ ン プ ル の 長 径 お よ び 短 径 を 2mm間 隔 に て 20mmの 長 さ に
亘 っ て 測 定 し 、 こ れ ら の 平 均 値 を そ の 毛 髪 サ ン プ ル の 長 径 お よ び 短 径 と し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
曲 げ 応 力 測 定
　 毛 髪 サ ン プ ル の 曲 げ 応 力 は 、 ト ル ク 感 知 式 曲 げ 応 力 測 定 装 置 KES-SH（ カ ト ー テ ッ ク ） に
よ り 、 恒 温 ・ 恒 湿 室 (25℃ 、 湿 度 50％ )に て 測 定 し た 。 曲 げ 速 さ は 、 0.5cm - 1 /sec.に 設 定 し
、 曲 率 （ ρ ） ± 1.0～ 2.0cm - 1 に お け る 各 毛 髪 サ ン プ ル の 曲 げ 応 力 (M)を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
ヤ ン グ 率 の 算 出
　 各 毛 髪 サ ン プ ル １ 本 1本 に つ い て 毛 径 と 曲 げ 応 力 を 測 定 し 、 断 面 二 次 モ ー メ ン ト (Ｉ )を
用 い た 以 下 の 算 出 式 に よ り 各 毛 髪 サ ン プ ル １ 本 1本 の ヤ ン グ 率 （ E） を 算 出 し た 。
　 　 　 E=M・ ρ /I
　 こ の と き 、 毛 髪 断 面 を 楕 円 に 近 似 し 、 さ ら に 毛 髪 が 曲 が る と き に は 短 径 側 で 曲 が る と 仮
定 し た 場 合 、 断 面 二 次 モ ー メ ン ト (Ｉ )は 次 の 式 で 表 さ れ る 。
　 I=π /4・ ａ 3 ・ ｂ (ａ は 毛 髪 の 短 半 径 、 bは 毛 髪 の 長 半 径 )
【 ０ ０ ３ １ 】
　 遺 伝 子 発 現 と の 比 較 に は 、 ま と め て RNA抽 出 し た 毛 髪 サ ン プ ル 5本 そ れ ぞ れ に つ い て ヤ ン
グ 率 を 算 出 し 、 そ れ ら の 平 均 値 を 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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　 Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ２ 遺 伝 子 の 発 現 量 と 、 毛 髪 の ヤ ン グ 率 と の 関 係 を 図 １ に 示 す 。 Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ２
遺 伝 子 発 現 量 と 毛 髪 の ヤ ン グ 率 の Spearman順 位 相 関 係 数 ｒ s は ０ ． ４ ８ ７ で あ っ た （ 両 側
確 立 ＊ Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ と な る 最 小 の ｒ s ＝ ０ ． ４ ４ ７ （ Ｓ ｐ ｅ ａ ｒ ｍ ａ ｎ の 検 定 表 ） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 以 上 の 実 験 か ら 、 パ ネ ル ２ ０ 名 に よ る ヒ ト 試 験 に お い て 、 毛 髪 の 硬 さ （ ヤ ン グ 率 ） と ヒ
ト Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ２ 遺 伝 子 の 発 現 に 有 意 な 相 関 が 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】

　 パ ネ ル １ １ 名 の 頭 髪 の 硬 さ （ ヤ ン グ 率 ） を 上 記 の と お り に 測 定 し 、 ヤ ン グ 率 １ １ ． ４ 以
上 を 「 高 ヤ ン グ 率 頭 髪 」 、 換 言 す れ ば 「 は り ・ こ し 感 」 の あ る 髪 、 １ ０ ． ２ 以 下 を 低 ヤ ン
グ 率 毛 髪 、 換 言 す れ ば 「 は り ・ こ し 感 」 の な い 髪 に グ ル ー プ 分 け し 、 そ れ ぞ れ の グ ル ー プ
に つ い て Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 及 び Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ４ 遺 伝 子 の 発 現 量 を 、 上 記 と 同 様 に し て リ ア ル タ イ
ム PCR法 に よ り 調 べ た 。
　 使 用 し た プ ラ イ マ ー は 以 下 の と お り で あ る ：
　 ヒ ト Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １
　 　 セ ン ス 　 　 　 　 　 tctcttccca agtcaactgc　 （ 配 列 番 号 ３ ）
　 　 ア ン チ セ ン ス 　 　 agagtgttgg acaggcaaag　 （ 配 列 番 号 ４ ）
　 ヒ ト Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ４
　 　 セ ン ス 　 　 　 　 　 ttctccagct catcatccat　 （ 配 列 番 号 ９ ）
　 　 ア ン チ セ ン ス 　 　 ggtcagacct tgcatctcag　 （ 配 列 番 号 １ ０ ）
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 そ の 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 図 ２ （ ａ ） は 「 高 ヤ ン グ 率 頭 髪 」 （ High） と 「 低 ヤ ン グ 率 頭 髪
」 （ Low） の 平 均 値 及 び 標 準 偏 差 （ ｐ ＜ 0.05） を 示 す 。 こ の 図 は 、 上 記 グ ル ー プ 分 け に よ
り 、 「 高 ヤ ン グ 率 頭 髪 」 グ ル ー プ と 「 低 ヤ ン グ 率 頭 髪 」 グ ル ー プ の ヤ ン グ 率 に お い て 有 意
な 差 が あ る こ と を 示 し て い る 。 図 ２ （ ｂ ） は Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 遺 伝 子 に つ い て 、 「 高 ヤ ン グ 率
頭 髪 」 （ High） と 「 低 ヤ ン グ 率 頭 髪 」 （ Low） に お け る 発 現 量 の 差 を 示 し て い る 。 低 ヤ ン
グ 率 頭 髪 に 比 べ 、 高 ヤ ン グ 率 頭 髪 に お い て Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 遺 伝 子 の 発 現 が 亢 進 し て い る こ と
が 明 ら か で あ る 。 図 ２ （ ｃ ） は Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ４ 遺 伝 子 に つ い て 、 「 高 ヤ ン グ 率 頭 髪 」 （ High
） と 「 低 ヤ ン グ 率 頭 髪 」 （ Low） に お け る 発 現 量 の 差 を 示 し て い る 。 低 ヤ ン グ 率 頭 髪 に 比
べ 、 高 ヤ ン グ 率 頭 髪 に お い て Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ４ 遺 伝 子 の 発 現 が 亢 進 し て い る こ と が 明 ら か で あ
り 、 ま た 図 ２ （ ｂ ） と の 対 比 か ら 、 高 い 及 び 低 ヤ ン グ 率 の 頭 髪 に お け る Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ４ 遺 伝
子 の 発 現 量 の 差 は Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 遺 伝 子 の そ れ に 比 べ て 顕 著 で も あ っ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、
ヤ ン グ 率 が 高 い 頭 髪 、 即 ち は り ・ こ し 感 の あ る 頭 髪 に お い て は 、 Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 及 び Ｋ Ａ Ｐ
５ ． ４ 遺 伝 子 、 特 に Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ４ 遺 伝 子 の 発 現 も 有 意 に 高 ま る こ と が 明 ら か と な っ た 。 従
っ て 、 毛 質 の 評 価 の 指 標 と し て 、 Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 及 び Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ４ 遺 伝 子 の 発 現 の 測 定 も 有
意 義 で あ る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 先 に 記 載 の と お り 、 Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ ～ ５ ． ５ 遺 伝 子 は ヒ ト ケ ラ チ ン 関 連 タ ン パ ク 質 Ｋ Ａ Ｐ
５ フ ァ ミ リ ー に 属 す る 、 互 い に 相 同 性 の 比 較 的 高 い 遺 伝 子 群 で あ る 。 各 遺 伝 子 に よ り コ ー
ド さ れ る 推 定 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 士 の 相 同 性 の 高 さ は 、 図 ３ 及 び ４ 、 並 び に 以 下
の 表 か ら 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 、 先 に も 述 べ た が 、 Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ ～ ５ 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 各 推 定 タ ン パ ク 質
は 全 て シ ス テ イ ン リ ッ チ で あ り 、 ま た 低 分 子 ア ミ ノ 酸 で あ る グ リ シ ン と セ リ ン を 豊 富 に 含
む た め 、 α － ヘ リ ッ ク ス な ど の 二 次 構 造 を 形 成 せ ず 、 ケ ラ チ ン 繊 維 の 間 に 容 易 に 入 り 込 む
こ と が で き 、 ま た 多 数 セ リ ン 残 基 の Ｏ Ｈ 基 に よ る 多 数 の 水 素 結 合 の 形 成 も 考 え ら れ る た め
、 毛 髪 の 機 械 的 強 度 に 大 き く 寄 与 し て い る と 考 え ら れ る 。 以 下 の 表 に Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ ～ ５ 遺
伝 子 推 定 コ ー ド タ ン パ ク 質 の 一 部 ア ミ ノ 酸 組 成 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 従 っ て 、 Ｋ Ａ Ｐ ５ 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に お け る 遺 伝 子 間 の 相 同 性 の 高 さ 及 び コ ー ド タ ン パ
ク 質 間 の 構 造 類 似 性 に 基 づ き 、 Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 、 ５ ． ２ 及 び ５ ． ４ に 関 し て 得 ら れ た 上 記 結
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果 か ら 、 Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ３ 及 び ５ ． ５ の 発 現 を 調 べ る こ と に よ っ て も 毛 質 の 評 価 が 可 能 で あ る
も の と 類 推 で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】

Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ ～ ５ リ ボ プ ロ ー ブ の 作 製
　 抜 去 毛 髪 よ り 調 製 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 、 Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ , Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ２ , Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ３ , Ｋ Ａ
Ｐ ５ ． ４ , Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ５ の そ れ ぞ れ に つ い て 、 以 下 の 表 に 示 す プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 T7ポ
リ メ ラ ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー 配 列 を ア ン チ セ ン ス 側 に 付 加 し た 形 で 、 各 Ｋ Ａ Ｐ ５ の 遺 伝 子 断
片 を 増 幅 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】 10
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 増 幅 し た 各 遺 伝 子 断 片 を 市 販 の キ ッ ト （ Wizard SV Gel and PCR clean-up System: Pro
mega） で 精 製 し た 後 に 、 T7ポ リ メ ラ ー ゼ と DIG　 RNAラ ベ リ ン グ キ ッ ト （ Roche） に よ り 、
各 KAP5遺 伝 子 特 異 的 な リ ボ プ ロ ー ブ を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 頭 皮 組 織 の 中 性 ホ ル マ リ ン 固 定 ・ パ ラ フ ィ ン 包 埋 サ ン プ ル を ミ ク ロ ト ー ム に よ り ５ μ ｍ
に 薄 切 し て 頭 髪 毛 包 を 含 む 組 織 切 片 （ ス ラ イ ド ガ ラ ス ） を 作 製 し 、 ベ ン タ ナ 社 の 自 動 染 色
装 置 （ ベ ン タ ナ HXシ ス テ ム デ ィ ス カ バ リ ー ） お よ び in situ hybridization 用 の 試 薬 リ ボ
マ ッ プ キ ッ ト （ ベ ン タ ナ ） を 用 い て 、 各 Ｋ Ａ Ｐ ５ 遺 伝 子 特 異 的 な リ ボ プ ロ ー ブ （ ス ラ イ ド
1枚 当 た り 200ng） と 反 応 さ せ た 。 さ ら に 、 プ ロ ー ブ と 反 応 さ せ た 組 織 切 片 を 自 動 染 色 装 置
上 で ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 DIG抗 体 （ Roche） と 反 応 さ せ た 。 自 動 染 色 装 置 よ り
組 織 切 片 の 載 っ た ス ラ イ ド ガ ラ ス を 取 り 出 し 、 ト リ ス -塩 酸 バ ッ フ ァ ー （ ｐ H9.0） で 洗 浄
し た 後 に BM-purple (Roche)と 約 5時 間 程 度 反 応 さ せ 、 各 Ｋ Ａ Ｐ ５ 遺 伝 子 の 発 現 部 位 を 青 紫
色 の 染 色 部 位 と し て 可 視 化 し た 。 そ の 結 果 、 Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ , Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ２ , Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ３
, Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ４ , Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ５ 遺 伝 子 全 て が 、 キ ュ ー テ ィ ク ル 部 位 に 特 異 的 に 存 在 す る こ
と が 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】

　 頭 皮 組 織 を 中 性 ホ ル マ リ ン に よ り １ 週 間 固 定 し た 後 に 、 エ タ ノ ー ル 系 列 で 脱 水 し 、 パ ラ
フ ィ ン 包 埋 後 、 厚 さ ６ μ ｍ の 切 断 を 作 製 し た 。 上 記 切 片 を キ シ レ ン ・ エ タ ノ ー ル 系 列 に よ
り 脱 パ ラ フ ィ ン お よ び 親 水 処 理 し 、 １ ０ ｍ Ｍ ク エ ン 酸 -水 酸 化 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ６ ． ０ ）
溶 液 中 で 電 子 レ ン ジ を 用 い て 加 熱 ・ 煮 沸 処 理 を 行 っ て 、 Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ 抗 原 の 賦 活 化 を 行 っ た
。 一 次 抗 体 と し て 抗 Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ 抗 体 （ Ａ ｂ ｃ ａ ｍ 社 ） を 用 い 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ
チ ン － パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 法 に よ り 免 疫 組 織 化 学 的 に 染 色 し 、 発 色 基 質 と し て 赤 色 の
沈 着 を 呈 す る ３ － ア ミ ノ － ９ － エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル （ Ａ Ｅ Ｃ ） を 用 い た 。 結 果 、 Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ
１ 免 疫 染 色 性 は 、 ヒ ト 成 長 期 毛 包 の 毛 幹 部 分 の 角 化 帯 や 外 毛 根 鞘 の 細 胞 の 核 に 認 め ら れ た
。 ま た キ ュ ー テ ィ ク ル 層 に お い て は 、 は り ・ こ し と の 関 連 性 が あ る Ｋ Ａ Ｐ ５ フ ァ ミ リ ー 、
Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ ～ ５ ． ５ の 遺 伝 子 発 現 が 認 め ら れ る 部 位 よ り 毛 球 部 側 に Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ の 免 疫 染
色 性 が 確 認 さ れ 、 こ れ ら Ｋ Ａ Ｐ ５ 遺 伝 子 の 転 写 を 調 節 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ に よ る Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ 転 写 調 節 活 性 の 測 定
　 不 死 化 外 毛 根 鞘 細 胞 （ Ｉ Ｏ Ｒ Ｓ ） （ 特 開 2000-89号 公 報 ） を ２ ４ ウ ェ ル の マ ル チ ウ ェ ル
プ レ ー ト に １ ウ ェ ル 当 た り １ ０ ～ １ ６ 万 細 胞 と な る よ う に 播 き 、 ３ ７ ℃ ・ ５ ％ Ｃ Ｏ 2  の 条
件 下 で 一 晩 培 養 し た 。 培 地 は ケ ラ チ ノ サ イ ト － Ｓ Ｆ Ｍ 培 地 （ Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ ） を 用 い た 。
　 １ 日 目 ： プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 導 入 （ 一 過 性 ） 。 培 養 し た Ｉ Ｏ Ｒ Ｓ 細 胞 を 、 Ｆ ｕ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ ６
　 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｒ ｅ ａ ｇ ｅ ｎ ｔ （ Ｒ Ｏ Ｃ Ｈ Ｅ ） の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 、 レ
ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド ｐ Ｇ Ｌ ３ － Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ （ ｆ ｉ ｒ ｅ ｆ ｌ ｙ 　 ｌ ｕ ｃ ｉ ｆ ｅ ｒ ａ ｓ ｅ ）
（ 特 願 ２ ０ ０ ３ － ４ １ ６ ９ ８ ７ ） と 、 市 販 の 内 部 標 準 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｒ Ｌ － Ｔ Ｋ （ ｒ ｅ ｎ ｉ
ｌ ｌ ａ 　 ｌ ｕ ｃ ｉ ｆ ｅ ｒ ａ ｓ ｅ ） 、 さ ら に 市 販 の マ ウ ス Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ 遺 伝 子 （ GenBank＃ ： B
C069929） （ 配 列 番 号 １ ２ ） の 発 現 プ ラ ス ミ ド ま た は 陰 性 コ ン ト ロ ー ル の β -ガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 プ ラ ス ミ ド （ pCMVSport β -gal、 Invitrogen社 ） を 加 え て 形 質 転 換 し た
。
　 ２ 日 目 ： ア ッ セ イ 。 デ ュ ア ル － ル シ フ ェ ラ ー ゼ ・ レ ポ ー タ ー ・ ア ッ セ イ 系 （ Ｄ ｕ ａ ｌ －
Ｌ ｕ ｃ ｉ ｆ ｅ ｒ ａ ｓ ｅ 　 Ｒ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ 　 Ａ ｓ ｓ ａ ｙ 　 Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ） （ Ｐ ｒ ｏ ｍ ｅ ｇ
ａ ） を 用 い 、 該 製 造 者 の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 各 ウ ェ ル の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た 。
ル ミ ノ メ ー タ ー は Ａ ｕ ｔ ｏ Ｌ ｕ ｍ ａ ｔ 　 Ｌ Ｂ ９ ５ ３ （ Ｂ Ｅ Ｒ Ｔ Ｈ Ｏ Ｌ Ｄ ） を 用 い た 。
　 そ の 結 果 を 図 ５ に 示 す 。 陰 性 コ ン ト ロ ー ル の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 プ ラ ス
ミ ド を 共 導 入 し た 場 合 に は 、 そ の 導 入 量 に 依 ら ず Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 転 写 活 性 の 変 化 は 認 め ら れ
な か っ た 。 一 方 、 マ ウ ス Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ 遺 伝 子 の 発 現 プ ラ ス ミ ド を 共 導 入 し た 場 合 に は 、 そ の
導 入 量 に 依 存 し て Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 転 写 活 性 の 上 昇 が 認 め ら れ 、 ０ ． １ μ ｇ で 約 ２ ． ５ 倍 に 上
昇 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
不 死 化 外 毛 根 鞘 細 胞 （ Ｉ Ｏ Ｒ Ｓ ） の 内 在 性 Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 遺 伝 子 発 現 へ の Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ の 影 響
　 不 死 化 外 毛 根 鞘 細 胞 （ Ｉ Ｏ Ｒ Ｓ ） （ 特 開 ２ ０ ０ ０ － ８ ９ 号 公 報 ） を ６ ウ ェ ル の マ ル チ ウ
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各 Ｋ Ａ Ｐ 遺 伝 子 の 発 現 部 位 の 同 定

免 疫 染 色 法 に よ る ヒ ト 成 長 期 毛 包 に お け る Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ の 発 現 部 位 同 定



ェ ル プ レ ー ト に １ ウ ェ ル 当 た り ５ ０ ～ ８ ０ 万 細 胞 と な る よ う に 播 き 、 ３ ７ ℃ ・ ５ ％ Ｃ Ｏ 2

の 条 件 下 で 一 晩 培 養 し た 。 培 地 は Ｋ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｎ ｏ ｃ ｙ ｔ ｅ － Ｓ Ｆ Ｍ 培 地 （ Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ ）
を 用 い た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 １ 日 目 ： プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 導 入 （ 一 過 性 ）
　 培 養 し た Ｉ Ｏ Ｒ Ｓ 細 胞 を 、 Ｆ ｕ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ ６ 　 Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｆ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｒ ｅ ａ ｇ ｅ ｎ
ｔ （ Ｒ Ｏ Ｃ Ｈ Ｅ ） の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 、 市 販 の マ ウ ス Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ 遺 伝 子 （ GenBank＃ ： B
C069929） （ 配 列 番 号 １ ２ ） の 発 現 プ ラ ス ミ ド ま た は 陰 性 コ ン ト ロ ー ル の β -ガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現 プ ラ ス ミ ド （ pCMVSport β -gal、 Invitrogen社 ） を 加 え て 形 質 転 換 し た
。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ２ 日 目 ： リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 定 量
　 Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 液 ISOGEN(ニ ッ ポ ン ジ ー ン )１ ｍ ｌ を 培 養 し た Ｉ Ｏ Ｒ Ｓ 細 胞 に 加 え て 溶 解 さ せ
て 、 1.5mlマ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 回 収 し た 。 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー に て 十 分 に 攪 拌 し 、 ク ロ
ロ フ ォ ル ム 200μ lを 加 え て 再 度 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー に て 十 分 に 攪 拌 し た 後 に 、 小 型 微 量
遠 心 分 離 機 に よ り 遠 心 分 離 （ 15000rm、 15分 間 ） を 行 い RNAを 含 む 水 相 約 500μ lを 回 収 し た
。 回 収 し た 溶 液 に 50μ lの ３ M酢 酸 ナ ト リ ウ ム と 1μ lの エ タ 沈 メ イ ト (ニ ッ ポ ン ジ ー ン )を 添
加 し て 十 分 に 攪 拌 し た 。 さ ら に 1mlの イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加 え て 攪 拌 し 、 小 型 微 量 遠 心 分
離 機 に よ り 遠 心 分 離 （ 15000rm、 20分 間 ） し て 、 全 RNAを 沈 殿 さ せ た 。 上 清 を 捨 て た 後 に 75
％ エ タ ノ ー ル を 加 え 、 再 び 小 型 微 量 遠 心 分 離 機 に よ り 遠 心 分 離 （ 15000rm、 10分 間 ） し た
。 上 清 を 捨 て て 全 RNAの 沈 殿 を 風 乾 さ せ 、 50μ lの nuclease free waterに 溶 解 さ せ た 。 DNa
seＩ 処 理 に よ り 混 在 す る ゲ ノ ム DNAを 除 去 し 、 再 度 エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ り 全 RNAを 回 収 し て
、 20μ lの nuclease free waterに 溶 解 さ せ た 。 こ の う ち 、 1.0μ lを 用 い て NanoDrop（ Tech
nologies, Inc． ） に よ り RNAの 濃 度 を 測 定 し た 。 得 ら れ た 全 RNA 3μ ｇ か ら cDNAを 合 成 し
、 リ ア ル タ イ ム PCRに よ る 各 遺 伝 子 発 現 量 の 定 量 に 用 い た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 合 成 し た cDNA、 検 出 ・ 定 量 化 す る 遺 伝 子 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー 、 リ ア ル タ イ ム PCR 試 薬
(Roche)を 混 合 し 、 ラ イ ト サ イ ク ラ ー ク イ ッ ク シ ス テ ム に て 350Sに て リ ア ル タ イ ム PCRを 行
い 、 検 出 ・ 定 量 化 す る 遺 伝 子 の 断 片 を 増 幅 し た 。 こ の 際 、 転 写 調 節 活 性 を 有 さ な い β ガ ラ
ク ト シ ダ ー ゼ 発 現 プ ラ ス ミ ド を 導 入 し た 場 合 の 遺 伝 子 発 現 量 を 基 準 （ １ ０ ０ ） と し て 、 Ｒ
Ｕ Ｎ Ｘ １ 発 現 プ ラ ス ミ ド を 導 入 し た 場 合 の Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ お よ び Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ の 発 現 量 の 変 化
を 評 価 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 使 用 し た プ ラ イ マ ー は 以 下 の と お り で あ る ：
　 ヒ ト Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １
　 　 セ ン ス 　 　 　 　 　 tctcttccca agtcaactgc　 （ 配 列 番 号 ３ ）
　 　 ア ン チ セ ン ス 　 　 agagtgttgg acaggcaaag　 （ 配 列 番 号 ４ ）
　 ヒ ト Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ４
　 　 セ ン ス 　 　 　 　 　 gagtcaacgg atttggtcgt　 （ 配 列 番 号 １ ４ ）
　 　 ア ン チ セ ン ス 　 　 tgggatttcc attgatgaca　 （ 配 列 番 号 １ ５ ）
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 そ の 結 果 を 図 ７ に 示 す 。 図 ７ （ ａ ） は Ｉ Ｏ Ｒ Ｓ 細 胞 に お け る Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 遺 伝 子 発 現 の
確 認 を 示 す 。 逆 転 写 反 応 を 行 っ た 場 合 に Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が 増 幅 さ れ た の
に 対 し （ Ｒ Ｔ ＋ ） 、 逆 転 写 反 応 を 行 な わ な い 場 合 に は 増 幅 は 認 め ら れ な か っ た （ Ｒ Ｔ － ）
。
　 図 ７ （ ｂ ） は Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ 発 現 プ ラ ス ミ ド を 導 入 し た 場 合 、 そ の 導 入 量 に 依 存 し て Ｉ Ｏ Ｒ
Ｓ 細 胞 の （ 内 在 性 ） Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 遺 伝 子 発 現 の 増 加 が 認 め ら れ 、 １ μ ｇ で 約 ２ ． ５ 倍 に 上
昇 し た 。 一 方 、 内 部 標 準 と し て 定 量 し た Ｇ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ 遺 伝 子 発 現 量 は 、 Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ と β － ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ い ず れ の 発 現 プ ラ ス ミ ド 導 入 で も 変 化 が な か っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ ０ ５ １ 】
【 図 １ 】 Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ２ 遺 伝 子 の 発 現 量 と 毛 髪 の ヤ ン グ 率 と の 関 係 。
【 図 ２ 】 Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 及 び Ｋ Ａ Ｐ ５ ． ４ 遺 伝 子 の 発 現 量 と 毛 髪 の ヤ ン グ 率 と の 関 係 。
【 図 ３ 】 ヒ ト Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ ～ ５ ． ５ 遺 伝 子 の 推 定 コ ー ド タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 。
【 図 ４ 】 ヒ ト Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ ～ ５ ． ５ 遺 伝 子 の 推 定 コ ー ド タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同
性 。
【 図 ５ 】 Ｋ Ａ Ｐ ５ 遺 伝 子 群 の 発 現 調 節 。
【 図 ６ 】 Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 系 に Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ 発 現 プ ラ ス ミ ド を 共 導 入 し 、 Ｒ
Ｕ Ｎ Ｘ １ を 過 剰 発 現 さ せ て Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 遺 伝 子 の 転 写 活 性 を 評 価 す る こ と に よ る 、 Ｒ Ｕ Ｎ
Ｘ １ の Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 転 写 調 節 へ の 関 与 を 示 す 。
【 図 ７ 】 不 死 化 外 毛 根 鞘 細 胞 に Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ は 発 現 プ ラ ス ミ ド を 導 入 し て Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ を 過 剰
発 現 さ せ 、 Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 遺 伝 子 と Ｇ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ （ 内 部 標 準 コ ン ト ロ ー ル ） の 発 現 を リ ア ル タ
イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 評 価 す る こ と に よ る 、 Ｒ Ｕ Ｎ Ｘ １ の Ｋ Ａ Ｐ ５ ． １ 転 写 調 節 へ の 関 与 を 示 す
。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 配 列 表 】
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