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(54)【発明の名称】 皮膚の炎症反応度又は刺激反応度の測定方法及びキット

(57)【要約】
【課題】  局部スキンケア製品を長期間にわたって消費
者について試験する必要なく、これら製品の非顕性又は
顕性の炎症反応度又は刺激反応度を測定する非侵襲的測
定方法及びキットを提供する。
【解決手段】  哺乳動物の皮膚の局部スキンケア製品へ
の暴露、外部からの攻撃又はこれらの組合せへの暴露に
よる皮膚の非顕性又は顕性の炎症反応度又は刺激反応度
を測定する非侵襲的生体内方法が開示される。一実施形
態では、この方法は、非侵襲的収集器具を用いて皮膚か
らエイコサノイドを収集する段階と、皮膚から収集した
エイコサノイドのレベルを分析する段階とを有する。皮
膚刺激反応度又は炎症反応度のマーカを測定するキット
も開示される。キットは、皮膚表面から分泌物を収集す
る収集器具と、分泌物中のエイコサノイドのレベルを測
定する免疫学的検定器具とを有する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  哺乳動物の皮膚の顕性又は非顕性炎症反
応度又は刺激反応度のマーカを測定する方法であって、
（ａ）非侵襲的収集手技を用いて皮膚の表面から分泌物
を収集する段階を有し、前記非侵襲的収集手技は、非侵
襲的収集器具を利用し、
（ｂ）前記器具により皮膚表面から収集された分泌物中
の少なくとも１つのエイコサノイドのレベルを分析する
段階を有していることを特徴とする方法。
【請求項２】  哺乳動物の皮膚の局部スキンケア製品、
外部攻撃又はこれらの組合せに対する暴露に起因する哺
乳動物の皮膚の非顕性又は顕性炎症反応度又は刺激反応
度を測定する方法であって、
（ａ）非侵襲的収集器具を含む非侵襲的収集手技を用い
て前記皮膚の表面から分泌物を収集する段階と、
（ｂ）前記皮膚の表面から収集された分泌物中のエイコ
サノイドのベースラインレベルを測定する段階と、
（ｃ）前記皮膚を局部スキンケア製品、外部攻撃又はこ
れらの組み合わせに暴露させる段階と、
（ｄ）前記段階（ｃ）の実施後、非侵襲的収集器具を用
いて前記皮膚の表面から分泌物を収集する段階と、
（ｅ）前記段階（ｃ）の実施後、前記皮膚の表面から収
集された分泌物中のエイコサノイドのレベルを測定する
段階と、
（ｆ）前記段階（ｅ）で求めたエイコサノイドのレベル
と前記段階（ｂ）で求めたエイコサノイドのレベルを比
較する段階とを有していることを特徴とする方法。
【請求項３】  哺乳動物の皮膚の非顕性又は顕性炎症反
応度又は刺激反応度のマーカを測定するキットであっ
て、
（ａ）前記皮膚の表面から分泌物を収集する非侵襲的収
集器具と、
（ｂ）前記分泌物中のエイコサノイドのレベルを測定す
る免疫測定法手段とから成ることを特徴とするキット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】関連出願の引照
本願は、２００１年９月６日に出願された同時係属米国
仮特許出願第６０／３１７，６３８号明細書の権益主張
出願である。
【０００２】
【発明の属する技術分野】本発明は、皮膚の炎症反応度
又は刺激反応度を測定する方法及びキットに関する。特
に、本発明は、皮膚の炎症反応度又は刺激反応度を測定
する非侵襲的生体内（in vivo）方法及びキットに関す
る。
【０００３】
【従来の技術】皮膚は、身体のうち面積の最も広い器官
であり、その外観は、人の自信及び生活の質（quality 
of life）に大きな影響を持っている。事実、或る人の
最初の印象は長く続き、個人の外観（顔の特徴、髪の色
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など）によって生じる場合が多い。
【０００４】消費者は、自分の皮膚の状態（例えば、挫
瘡、乾癬、細いライン及び皺）を治療し、皮膚の健康状
態（例えば、乾燥した皮膚、鮫肌状の皮膚、油っぽい皮
膚）を改善し、又は、皮膚の斑点を覆うようスキンケア
製品を用いている。種々の皮膚の治療の速度及び効能を
向上させる新活性剤の開発に夥しいほど多大な研究が続
けられており、これにより、極めて多量の新しいスキン
ケア配合物が作られている。これら製品は、特定のスキ
ンケアに対して最終的な恩恵を与える場合が多いが、こ
の恩恵を最大にするには長い期間（８週間～１２週間以
上）を要する。
【０００５】これら局部スキンケア製品の最終的な恩恵
は長期間にわたって送り出されるので、これら製品を長
期間にわたって消費者について試験する必要なく、これ
ら製品の刺激反応度プロフィールを決定する測定手段を
開発することが望ましい。事実、目に見える副産物（即
ち、非顕性効果）、例えば、炎症、刺激反応、浮腫及び
紅斑が無い場合、１回使用後の刺激反応度プロフィール
を決定できる高感度の測定法が非常に好ましい。加うる
に、外部からの攻撃、例えば、擦過（アブレーショ
ン）、摩擦、擦れ、太陽光線への暴露、風への暴露、煙
への暴露、他の環境条件への暴露又は粘着性器具、例え
ば、包帯の皮膚への脱着によっても、皮膚の損傷が生じ
る場合があり、これが原因となって炎症又は刺激反応を
引き起こし、その程度は、測定法の影響を受けやすい。
本発明は、かかる非顕性又は顕性効果を測定して定量化
する新規な方法及び装置を提供する。
【０００６】スキンケア製品への暴露又は外部からの攻
撃に対する暴露により生じる皮膚の炎症反応は、皮膚内
のケラチノサイトにより主として２つの別々の経路、即
ち、サイトカイン経路とアラキドン酸経路を介して皮膚
内のケラチノサイトによって調整がなされる。これら経
路内においては、圧出され、分泌され、又は放出される
種々のメディエイタが、一次炎症メディエイタ又は二次
炎症メディエイタであると考えられている。インターロ
イキン－１アルファ（ＩＬ－１α）が、サイトカイン経
路内における一次炎症前メディエイタであると考えら
れ、プロスタグランジンＥ

2 
（ＰＧＥ

2 
）が、アラキド

ン酸経路の一次炎症前メディエイタであると考えられて
いる。
【０００７】刺激反応度又は炎症反応度の測定について
存在するモデルには２つの大きな手法、即ち、試験管内
（in vitro）測定法又は生体内（in vivo）測定法があ
る。非特許文献１は、現行の生体内皮膚コロージョン
（corrosion）及び刺激反応度検査方法論の良好な概観
を与えており、かかる非特許文献の記載内容全体を本明
細書の一部を形成するものとしてここに引用する。代表
的な皮膚コロージョン及び刺激反応度検査方法は、特許
文献１に開示されており、この米国特許は、局部スキン
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ケア製品の目又は皮膚の刺激反応度を測定する試験管内
方法の利用を開示しており、かかる米国特許明細書の記
載内容全体を本明細書の一部を形成するものとしてここ
に引用する。目又は皮膚の刺激反応度は、スキンケア製
品の塗布後における模型細胞培養システムの成育可能性
を測定することによって定量化される。この技術を用い
て互いに異なるエンドマーカを測定することができ、こ
れらは経時的にモニター可能である。別の方法が、特許
文献２に開示されており、この欧州特許公開明細書は、
細胞毒性及び炎症前終点を介して界面活性剤の刺激度を
評価するようケラチノサイト及び線維芽細胞の人間の皮
膚の同時培養から成る試験管内モデルを用いることを開
示しており、かかる欧州特許公開明細書の開示内容全体
を本明細書の一部を形成するものとしてここに引用す
る。これら方法は、潜在的な刺激反応度又は他の臨床的
な安全上の問題に関する方向性のある情報を提供する
が、試験管内モデルは、人の皮膚の示す炎症反応度及び
刺激反応度を正確には表していない。
【０００８】加うるに、スキンケア製品の臨床上の安全
性を評価するために生体内方式も又用いられている。生
体内方式の例としては、製品パッチテスト後の紅斑の評
価を伴う４時間パッチ検査（これについては、非特許文
献２を参照されたい）、２４時間にわたるパッチ暴露後
におけるＩＬ－１α及びエイコサノイドを測定するため
の吸引ブリスタ流体の使用（これについては、非特許文
献３を参照されたい）、急性皮膚刺激反応におけるエイ
コサノイド及びサイトカインレベルを測定するテープ剥
離及びカプサイシンの使用（非特許文献４参照）が挙げ
られる。レインズ（Rheins）氏等の特許文献３（発明の
名称：Method for Detection of Biological Factors i
n Epidermis）に教示された別の方法は、ユーザが皮膚
を引っ掻き、又は粘着テープを用いて皮膚を剥がし、次
に特定のポリヌクレオチド／サイトカインについて分析
することを教示している。これらの方法は人のモデルを
用いているが、手技中、誇張された使用条件又は高度の
侵襲性が必要であり、それにより、臨床上の評価ツール
としてのこれらの有効性が制限される。これは、非顕性
刺激反応度の評価の際に特に妥当する。
【０００９】最近の数年間にわたり、ロビンソン氏等は
炎症反応度のマーカとして炎症前サイトカインを吸収す
るSebutape（登録商標）（テキサス州ダラス所在のクダ
ーム・コーポレイション（Cuderm Corporation）製）、
即ち、接着剤塗布微孔質プラスチックフィルムを用いる
非侵襲方法を開示している。１９９０年、この方法は、
互いに異なる身体部位又は異なる年齢の個人についての
刺激反応度の測定に適用できることが立証された（これ
については、非特許文献５を参照されたい）。その後に
行われた開発結果の示すところによれば、これら炎症マ
ーカは、皮膚の条件と相関関係がある。この方法の適用
の例としては、以下のものが挙げられ、即ち、インター
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ロイキン－１レセプタアンタゴニスト（拮抗薬）（ＩＬ
－１ｒａ）とおむつかぶれのひどさとの相関関係（これ
については、非特許文献６を参照されたい）、ＩＬ－１
αとラウリル硫酸ナトリウム（ＳＬＳ）の塗布に起因す
る非顕性刺激反応度（目に見える紅斑は無い）の相関
（これについては、非特許文献７を参照されたい）、炎
症性頭皮状態の深刻さの評価（これについては、非特許
文献８を参照されたい）が挙げられる。インターロイキ
ン又は他のタンパク質を炎症反応度のマーカとして用い
た場合に生じる潜在的な問題のうちの１つは、検査対象
のスキンケア製品とのこれらの潜在的な相互作用であ
る。例えば、これらタンパク質と或るスキンケア製品中
に見受けられる陰イオン系界面活性剤との相互作用が原
因となって、タンパク質が変性する場合があり、これは
分析中にこれらの見掛けのレベルに影響を及ぼす場合が
ある。したがって、多種多様なスキンケア製品又は他の
検査用化合物の存在下で安定性を保持する脂質（リピ
ド）を主成分とするマーカの開発が好ましく、これは、
タンパク質、例えばインターロイキンを炎症反応度／刺
激反応度マーカとして用いる場合と関連のある上述の問
題を解決する。加うるに、この方法は、皮膚に対する局
部スキンケア製品の影響だけでなく、上述の外部攻撃へ
の暴露の影響を測定できることが必要である。
【００１０】
【特許文献１】米国特許第６，０２０，１４８号明細書
【特許文献２】欧州特許公開第０，４９７，３９号明細
書
【特許文献３】国際公開第００／１０５７９号パンフレ
ット
【非特許文献１】ロビンソン（Robinson）氏他著，「ス
トラテジーズ・フォア・ザ・アセスメント・オブ・アキ
ュート・スキン・イリテーション・ポテンシャル（Stra
tegies forthe assessment of acute skin irritation 
potential）」，ジェイ・ファーマコル・トキシコル
（J. Pharmacol. Toxicol.），１９９９年
【非特許文献２】ロビンソン氏他著，「アプリケーショ
ン・オブ・ア・４－エイチ・ヒューマン・パッチ・テス
ト・メソッド・フォア・コンパラティブ・アンド・イン
ベスティケーティブ・アセスメント・オブ・イリテーシ
ョン（Application of a 4-h humanpatch test method 
for comparative and investigative assessment of sk
inirritation）」，コンタクト・ダーマティティス（Co
ntact Dermatitis），１９９８年
【非特許文献３】ミューラー－デッカー（Muller-Decke
r）氏他著，「アラキドニック・アシッド・メタボリズ
ム・イン・プライマリ・イリタント・ダーマティティス
・プロデュースド・バイ・パッチ・テスティング・オブ
・ヒューマン・スキン・ウィズ・サーファクタンツ（Ar
achidonic Acid Metabolism in Primary Irritant Derm
atitis Produced by Patch Testing of Human Skin wit
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h Surfactants）」，トクシコロジー・アンド・アプラ
イド・ファーマコロジー（Toxicology and Applied Pha
rmacology），１９９８年
【非特許文献４】レイリィ（Reilly）氏及びグリーン
（Green）氏著，「エイコサノイド・アンド・サイトカ
イン・レベルズ・イン・アキュート・スキン・イリテー
ション・イン・レスポンス・ツー・テープ・ストリッピ
ング・アンド・カプサイシン（Eicosanoid and Cytokin
e Levels in Acute Skin Irritation in Response to T
ape Stripping and Capsaicin）」，アクタ・ダーム・
ベネレオル（Acta. Derm. Venereol.），１９９９年
【非特許文献５】パーキンス（Perkins）氏他著，「デ
ベロップメント・オブ・ア・ノンインベーシブ・メソッ
ド・フォア・アセシング・ヒューマン・スキン・イリテ
ーション（Development of a noninvasive method for 
assessing human skin irritation）」，ミーティング
・オブ・ザ・ソサイアティ・オブ・トクシコロジー（Me
eting of the Society of Toxicology），１９９７年
【非特許文献６】パーキンス氏他著，「ファーザー・デ
ベロップメント・オブ・ア・ノンインベーシブ・メソッ
ド・フォア・アセシング・ヒューマン・スキン・イリテ
ーション（Further Development of a noninvasive met
hod for assessing human skin irritation）」，ソサ
イアティ・オブ・トクシコロジー・アニュアル・ミーテ
ィング（Society of Toxicology Annual Meeting），１
９９８年
【非特許文献７】パーキンス氏他著，「ノンインベーシ
ブ・メソッド・フォア・アッセシング・インフラマトリ
イ・チェンジズ・イン・ケミィカリー・トリーテッド・
ヒューマン・スキン（Noninvasive method for assessi
ng inflammatory changes in chemically treated huma
n skin）」，ソサイアティ・オブ・インベスティゲーテ
ィブ・ダーマトロジー・アニュアル・ミーティング（So
ciety of Investigative Dermatology Annual Meetin
g），１９９９年
【非特許文献８】カーディン（Cardin）氏他著，「デベ
ロップメント・オブ・ア・ノンインベーシブ・メソッド
・フォア・リカバリー・オブ・モレキュラー・マーカー
ズ・オブ・ノーマル・アンド・コンプロミスド・スカル
プ・コンディションズ（Development of a noninvasive
 method for recovery of molecular markers of norma
l and compromised scalp conditions）」，ソサイアテ
ィ・オブ・トクシコロジー・アニュアル・ミーティング
（Society of Toxicology Annual Meeting），２００１
年
【００１１】発明の概要
一実施形態において、本発明は、哺乳動物（動物又は人
間）の皮膚上に存在するエイコサノイド、好ましくは、
プロスタグランジン、特に、プロスタグランジンＥ

2 
（ＰＧＥ

2 
）を収集してその量を測定することにより
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哺乳動物の皮膚の非顕性又は顕性の炎症反応度又は刺激
反応度のマーカを測定する方法に関する。本発明の方法
は、（ａ）非侵襲的収集手技を用いて皮膚の表面から分
泌物を収集する段階を有し、上記非侵襲的収集手技は、
非侵襲的収集器具を利用し、（ｂ）上記器具により皮膚
表面から収集された分泌物中の少なくとも１つのエイコ
サノイドのレベルを分析する段階を有する。
【００１２】エイコサノイドの測定は、非常にマイルド
なスキンケア製品相互を識別し又は外部攻撃への暴露を
識別するのに必要な感度をもたらし、他方、従来技術の
方法と関連したタンパク質の変性に関する懸念を無く
す。
【００１３】本発明の別の実施形態は、哺乳動物の皮膚
の局部スキンケア製品、外部攻撃又はこれらの組合せに
対する暴露に起因する哺乳動物の皮膚の非顕性又は顕性
炎症反応度又は刺激反応度を測定する方法であって、
（ａ）非侵襲的収集器具を含む非侵襲的収集手技を用い
て上記皮膚の表面から分泌物を収集する段階と、（ｂ）
上記皮膚の表面から収集された分泌物中のエイコサノイ
ドのベースラインレベルを測定する段階と、（ｃ）上記
皮膚を局部スキンケア製品、外部攻撃又はこれらの組み
合わせに暴露させる段階と、（ｄ）上記段階（ｃ）の実
施後、非侵襲的収集器具を用いて上記皮膚の表面から分
泌物を収集する段階と、（ｅ）上記段階（ｃ）の実施
後、上記皮膚の表面から収集された分泌物中のエイコサ
ノイドのレベルを測定する段階と、（ｆ）上記段階
（ｅ）で求めたエイコサノイドのレベルと上記段階
（ｂ）で求めたエイコサノイドのレベルを比較する段階
とを有していることを特徴とする方法を提供する。
【００１４】好ましくは、エイコサノイドは、プロスタ
グランジン、より好ましくはプロスタグランジンＥ

2 
で

ある。好ましくは、上記段階（ｄ）は、上記段階（ｃ）
の実施後約２４時間の時点で実施される。
【００１５】上記非侵襲的収集器具は、非被覆非孔質プ
ラスチックフィルム、非被覆微孔質プラスチックフィル
ム、接着剤を塗布した非孔質プラスチックフィルム、接
着剤を塗布した微孔質プラスチックフィルム、繊維状ウ
ェブの織布、繊維状ウェブの不織布、天然スポンジ、合
成スポンジ及びプラスチックフォームから成る群から選
択された器具であるのがよい。
【００１６】別の実施形態では、本発明の方法は、器具
によって皮膚表面から収集された分泌物中の少なくとも
１つのサイトカインのレベルを分析する段階を更に有す
る。好ましくは、上記サイトカインは、インターロイキ
ン－１αである。最も好ましくは、上記サイトカイン
は、インターロイキン－１αであり、上記エイコサノイ
ドは、プロスタグランジンＥ

2 
である。

【００１７】さらに別の実施形態では、本発明の方法
は、皮膚の分泌物中のタンパク質のレベルを測定し、エ
イコサノイドのレベルをタンパク質のレベルに対して標
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7
準化する段階を更に有している。
【００１８】本発明の別の特徴は、哺乳動物の皮膚の非
顕性又は顕性炎症反応度又は刺激反応度のマーカを測定
するキットであって、（ａ）上記皮膚の表面から分泌物
を収集する非侵襲的収集器具と、（ｂ）上記分泌物中の
エイコサノイドのレベルを測定する免疫測定法手段とか
ら成ることを特徴とするキットを提供する。
【００１９】
【発明の実施の形態】皮膚上に圧出され又は分泌された
特定のマーカ、例えば、サイトカイン（インターロイキ
ン－１αを含む）又はエイコサノイド（ＰＧＥ

2 
によっ

て例示されるプロスタグランジンを含む）のレベルを用
いて局部スキンケア製品、外部攻撃に対する皮膚の暴
露、又はこれらの組合せにより皮膚上に誘発された非顕
性又は顕性の皮膚刺激反応度又は炎症反応度を定量化す
ることができる。加うるに、マーカ、例えば、エイコサ
ノイドとサイトカインの組合せの測定を利用すると、非
顕性又は顕性の皮膚刺激反応度又は炎症反応度の量につ
いてのより完全な情報が得られる。
【００２０】本明細書で用いる「局部スキンケア製品」
という用語は、個人用化粧品、洗面用化粧品、健康管理
製品、例えば、乾式又は湿式拭き取り紙、洗浄剤、入浴
液、シャンプー、ゲル、石鹸、スティック、バーム、に
おい袋、枕、ムース、スプレー、ローション、クリー
ム、洗浄用配合物、パウダ、オイル、デオドラント、バ
スオイル及びバスに添加可能な他のバス配合物を意味し
ている。また、局部スキンケア製品としては、エーロゾ
ル、蝋燭、気化器に用いることができる物質が挙げられ
るが、これらには限定されない。上述の局部スキンケア
製品は、当業者には周知である。
【００２１】本明細書で用いる「外部攻撃」という用語
は、皮膚に刺激反応又は炎症を引き起こす場合のある個
人用ケア製品以外の刺激を意味している。外部攻撃の例
示としては、擦過（アブレーション）、摩擦、スクラビ
ング、太陽光線への暴露、風への暴露、煙への暴露、他
の環境条件への暴露又は粘着性器具、例えば、包帯の皮
膚への脱着が挙げられる。
【００２２】本明細書で用いる「非侵襲的収集手技」と
いう用語は、収集中、目に見える紅斑を生じさせない皮
膚表面からの分泌物の収集手技を意味している。
【００２３】本明細書で用いる「非侵襲的収集器具」と
いう用語は、収集中、目に見える紅斑を生じさせない皮
膚表面からの分泌物の収集器具を意味している。
【００２４】本発明の方法は、局部スキンケア製品によ
る処置、外部攻撃への暴露又はこれらの組合せに応答し
て皮膚の刺激反応度を測定する。局部スキンケア製品を
多種多様な器具を用いて皮膚に塗布するのがよく、かか
る器具としては、パッチ、球状の綿、拭き取り紙、チャ
ンバ（chambers）が挙げられるが、これらには限定され
ない。皮膚を局部スキンケア製品に当てるのに用いるこ

8
とができる閉塞パッチの一例は、Hill Top chamber（登
録商標）（オハイオ州シンシナティ所在のヒル・トップ
・リサーチ社製）である。このパッチは、成形プラスチ
ックチャンバを有し、この中で、不織Webril（登録商
標）パッド（サウスカロライナ州シンプソンビル所在の
ビービーエー・ノンウブンズ社製）が局部スキンケア製
品を保持している。チャンバを、半閉塞軽度アレルゲン
性粘着テープを用いて皮膚に貼付される。局部スキンケ
ア製品を種々の期間にわたり、例えば、１分～２４時間
の範囲で皮膚に塗布するのがよい。外部攻撃に対する暴
露の例としては、タオル、拭き取り紙、パフ、浴用品に
よるスクラビング、太陽、煙、風又は他の環境要因に対
する皮膚の暴露、又は衣服の着用に起因する摩擦が挙げ
られるが、これらには限定されない。外部攻撃の暴露時
間は例えば、１分～１年間の範囲にわたる場合があり、
場合によっては、暴露の寿命を含む場合がある。
【００２５】局部スキンケア製品又は外部攻撃に対する
皮膚の暴露に続き、非侵襲的収集器具を用いて皮膚表面
上に存在している皮膚分泌物中に含まれた炎症性メディ
エイタを吸収又は収集する。メディエイタを皮膚から吸
収又は収集する適当な非侵襲的器具の一例は、軽度の接
着剤が塗布された微孔質プラスチックフィルム、例え
ば、Sebutape（登録商標）（テキサス州ダラス所在のク
ダーム・コーポレイション製）である。炎症性メディエ
イタの収集は、局部スキンケア製品又は外部攻撃に対す
る暴露後、様々な時点で行うのがよく、これは、暴露直
後から暴露後２４時間以上にわたる。例えば、炎症性メ
ディエイタを局部スキンケア製品又は外部攻撃に対する
皮膚の暴露後１時間、３時間又は２４時間の時点で収集
するのがよい。本発明者は、ＰＧＥ

2 
圧出の動力学的挙

動の研究において、ＰＧＥ
2 
のレベルが暴露後、短い時

間に対し２４時間の時点が最も高いことを発見した。し
かしながら、累積的効果の場合、暴露の寿命全体を通じ
て時間の関数として測定を行うことが適している場合が
ある。
【００２６】他の適当な非侵襲的収集器具としては、非
被覆非孔質プラスチックフィルム、非被覆微孔質プラス
チックフィルム、接着剤被覆非孔質プラスチックフィル
ム、接着剤被覆微孔質プラスチックフィルム、繊維状ウ
ェブ織布、繊維状ウェブ不織布、天然スポンジ、合成ス
ポンジ及びプラスチックフォームが挙げられる。
【００２７】非侵襲的収集器具による収集に続き、多種
多様な分析技術のうち１以上を用いて炎症性メディエイ
タのレベルを分析する。本発明の実施に有用な例示の分
析法としては、免疫測定法及び器械的分析法が挙げられ
るが、これらには限定されない。
【００２８】本発明の実施に有用な例示の免疫測定法と
しては、例えば、放射免疫測定法（ラジオイムノアッセ
イ）（ＲＩＡ）、蛍光免疫測定法（ＦＩＡ）、酵素免疫
測定法（ＥＩＡ）及び酵素結合イムノソルベント検定法
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9
（ＥＬＩＳＡ）のような免疫測定法が挙げられる。免疫
測定法は、抗体抗原反応を利用して分泌物を同定して定
量化するのに役立つ。免疫測定法で用いられる抗体は、
ポリクローナル抗体又はモノクローナル抗体の何れかで
あるのがよい。「サンドイッチ」免疫測定法として知ら
れている一手法では、測定されるべき分析物に対する抗
体を個体表面、例えば、ビーズ又はプラスチック（微小
滴定濃度）プレート上に不動化する。測定されるべき分
析物を含む試験サンプルを抗体ビーズと混合し、又はプ
ラスチックプレート内に配置し、その結果、抗体と分析
物の錯体が生じる。次に、指示薬を担持し又はこれと共
役関係をなす別の抗体で構成された指示試薬を混合物に
添加する。指示薬は、ＲＩＡについては放射性同位元素
（ラジオアイソトープ）、ＥＩＡ又はＥＬＩＳＡについ
ては酵素、ＦＩＡについては蛍光体であるのがよい。Ｅ
ＩＡ又はＥＬＩＳＡで最も一般的に用いられている酵素
は、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリ性
ホスファターゼである。抗体と指示薬の共役物は、第一
抗体－分析物錯体に結合し、自由抗体－指示薬共役物
は、洗い流され、抗体－分析物－抗体－指示薬錯体は、
指示試薬と適合性のある方法を用いて定量化される。例
えば、酵素免疫測定法の場合、定量化は、酵素と反応す
る物質を添加することによって行われる。
【００２９】競合結合免疫測定法と呼ばれている別の手
法では、測定されるべきサンプル中の分析物が、不動化
抗体に結合する指示薬（分析物－指示薬共役物）で標識
付けされた既知の量の追加分析物と競合する。反応後、
自由分析物－分析物－指示薬溶液を固体相から洗い流
す。次に、固体相に付着し又は洗浄溶液中に残っている
分析物－指示薬を用いて、分析物－指示薬だけを用いた
対照測定法に対して測定されたサンプル中に存在する分
析物の量を定量化する。これは、測定法に適した方法、
例えば、酵素活性度、蛍光、放射能等を用いて行われ
る。
【００３０】置換法として知られている別の手法では、
競合反応ではなく置換反応を用い、この場合、分析物が
抗体に結合された分析物－指示薬に置き換わる。
【００３１】共役は、抗体又は抗原と別の分子、例え
ば、放射性同位元素、酵素、例えばペルオキシダーゼ、
アルカリ性ホスファターゼ又はグルコースオキシダー
ゼ、又は、蛍光体、例えば、蛍光剤又はローダミンＢと
の化学結合を含む。また、抗原及び抗体を共役させる非
共有結合法を用いてもよい。例えば、一手法では、抗原
及び（又は）抗体をビオチン又はストレパビジンの何れ
かを用いて標識付けし、次に、共役物を競合タイプ又は
置換タイプの免疫測定法で用いるのがよい。かかる共役
物を用いた場合の利点は、アビジン－ビオチン錯体のア
フィニティ定数が非常に高いこと、約１０14Ｌ／モルに
見積もられるということにある。
【００３２】従来、ＥＩＡは、多数の窪みの付いたプレ
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ート、例えば９６個の窪み付きの微小滴定濃度プレート
を備えた状態で開発され、これらプレートは、アッセイ
（測定装置）、反応容器の不動化支持体となり、又、分
光光度計を利用した読取り装置に結合されると、或る物
質と抗体－抗原－酵素錯体との相互作用に起因して生じ
る色を検出して定量化する迅速手段となる。
【００３３】基本的なＥＩＡには多くの変形例がある。
例えば、ＥＩＡは、免疫測定法の速度及び感度を上げる
ために酵素の増幅を利用する場合がある。この手法で
は、ＥＩＡ中の酵素標識は、多量の色を非常に短時間で
生じさせることができる別の酵素利用システムをトリガ
する物質を生じさせる。かくして、抗原－抗体－酵素錯
体の酵素力の生成物を直接検出する必要はなく、むし
ろ、これは第２の反応を開始させる触媒として働くこと
ができる。第２の酵素系は、比較的多量に存在して迅速
な色の生成を容易にするのがよい。というのは、第２の
酵素は、不活性であって、第１の反応生成物がこれを見
えるようにするまで測定法と相互作用しないからであ
る。
【００３４】補欠分子族標識免疫測定法（ＰＧＬＩＡ）
と呼ばれている酵素活性化に対する別の手法により、Ｅ
ＩＡを洗浄段階が不要な均質フォーマットで行うことが
できる。この手法の利点は、かかるアッセイについて分
離段階が不要であるということにある。
【００３５】本発明の方法の実施においてＰＧＥ

2 
のレ

ベルを定量化するのに用いることができる例示の免疫測
定法は、ミシガン州アンアーバー所在のアッセイ・デザ
インズ・インコーポレイテッドから入手できる高感度Ｐ
ＧＥ

2 
酵素免疫測定装置ナンバー９３００１である。

【００３６】本発明の実施に有用な例示の器具を用いた
分析法としては、ガスクロマトグラフィー／質量分析法
（ＧＣ／ＭＳ）、高性能液体クロマトグラフィー（ＨＰ
ＬＣ）、薄層クロマトグラフィー（ＴＬＣ）等並びに比
色定量法又は分光法が挙げられる。本発明の実施に有用
な例示の比色定量法は、バイシンコニン酸（ＢＣＡ）を
用いる全タンパク質アッセイである（イリノイ州ロック
フォード所在のピアス・ケミカル・カンパニー製のキッ
トナンバー２３２２５）。
【００３７】実験例
本発明の利点及び本発明の方法及びキットの特定の実施
形態は、以下の実験例によって説明される。しかしなが
ら、本発明は、個々の実験例に記載された特定の限定事
項には制限されず、特許請求の範囲に記載された本発明
の範囲内で定められることは理解されよう。
【００３８】以下に説明する実験例においては、ＰＧＥ

2 
、ＩＬ－１α及びタンパク質のレベルをそれぞれ、ア
ッセイ・デザインズ・インコーポレイテッドの免疫測定
キットナンバー９３００１、エンドゲン・インコーポレ
イテッドの免疫測定キットＥＨ２－ＩＬ１Ａ及びピアス
社製のＢＣＡタンパク質アッセイ試薬キットを用いて求
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11
めた。これらアッセイの概要を以下に記載する。
【００３９】アッセイ・デザインズ・インコーポレイテ
ッドのＰＧＥ

2 
酵素免疫測定法

分析は、調達したGoat anti-Mouse IgG 96－窪み微小滴
定濃度プレートで行われる。
【００４０】一連の８つのＰＧＥ

2 
標準溶液を５０，０

００ｐｇ／ｍＬＰＧＥ
2 
を含む標準液の階段希釈によっ

て調製する。８つの標準溶液は、それぞれ、１０００，
５００，２５０，１２５，６２．５，３１．２５，１
５．６３，７．８１ｐｇ／ｍＬＰＧＥ

2 
を含む。

【００４１】１００μＬのアッセイ緩衝剤をピペットで
非特異性結合（ＮＳＢ）及びＢ

0 
（０ｐｇ／ｍＬ）窪み

内に移す。
【００４２】ＰＧＥ

2 
標準溶液の各々をピペットで１０

０μＬ適当な窪み内に移す。
【００４３】サンプルの各々をピペットで１００μＬ適
当な窪み内に移す。
【００４４】５０μＬのアッセイ緩衝剤をピペットでＮ
ＳＢ窪み内に移す。
【００４５】５０μＬの青色共役物（ＰＧＥ

2 
と共役関

係をなすアルカリ性ホスファターゼの青色溶液）をピペ
ットで完全活動状態（ＴＡ）及び空の窪みを除き、各窪
み内に移す。
【００４６】５０μＬの黄色の抗体（ＰＧＥ

2 
に対する

モノクローナル抗体の黄色溶液）をピペットで空の窪
み、ＴＡ窪み及びＮＳＢ窪みを除き、各窪み内に移す。
【００４７】提供されたプレートシーラで覆われたプレ
ートを４℃で一晩（１８時間～２４時間）培養する。
【００４８】窪みを空にし、２００μＬの洗浄用液を窪
みに追加して洗浄する。洗浄を全部で３つの洗浄につい
て２回以上繰り返す。最後の洗浄後、窪みを空にし、プ
レートをしっかりとリントの無い紙タオル上で叩いて残
存する洗浄緩衝剤を除去する。
【００４９】５μＬの青色共役物をＴＡ窪み内に追加す
る。
【００５０】２００μＬのｐ－ＮＰＰ（ｐ－ニトロフェ
ニルホスフェート）基質溶液を各窪みに追加する。
【００５１】プレートを覆い、振盪しないで３７℃で１
時間かけて培養する。
【００５２】５０μＬの停止液（リン酸三ナトリウム）
を各窪みに追加する。プレートを停止液の追加直後に読
み取る。
【００５３】プレートを空の窪みに対しプレート読取り
装置でくるむ。窪みの最適密度を４０５ｎｍ、好ましく
は５７０ｎｍ～５９０ｎｍの補正値で読み取る。
【００５４】サンプル中のＰＧＥ

2 
の濃度の計算を、４

パラメータロジスティック（算定）曲線当てはめプログ
ラム、例えば、バイオソフト社（ミズーリ州ファーガソ
ン所在）によって市販されている“AssayZap”を用いる
免疫測定ソフトウェアパッケージによって行うのが好ま

12
しい。変形例として、ＰＧＥ

2 
の濃度を以下のようにし

て計算してもよい。
【００５５】各標準液及びサンプルについての平均の正
味の光学濃度（ＯＤ）範囲を、平均ＯＤ範囲から平均Ｎ
ＳＢ  ＯＤを引き算することにより計算する。平均正味
のＯＤ＝平均範囲ＯＤ－平均ＮＳＢ  ＯＤ
【００５６】最大結合窪み（Ｂ

0 
）の割合として標準液

窪みの各対の結合を以下の公式を用いて計算する。
【数１】

【００５７】標準液についてのパーセント範囲とＰＧＥ

2 
の濃度の関係をロジット－ログ紙を用いてプロットす
る。未知のＰＧＥ

2 
の濃度を補間法により求めることが

できる。
【００５８】パーセント範囲とＰＧＥ

2 
濃度の代表的な

標準曲線が図１に示されている。
【００５９】エンドゲン・インコーポレイテッドのイン
ターロイキン－１αＥＬＩＳＡ
アッセイを、用意したanti-humanＩＬ－１α予備被覆ス
トリップウェルプレートで行う。
【００６０】校正曲線の作成のため、標準液をＩＬ－１
α濃度が４００，１６０，６４，２５．６，１０．２
４，６．１２，３．０６，０ｐｇ／ｍＬの階段希釈溶液
によって調製する。
【００６１】５０μＬの各標準液及びサンプルをそれぞ
れ１対の状態で試験用窪みに追加する。プレートを接着
性プレートカバーで覆い、室温、即ち２０℃～２５℃で
１時間かけて培養する。
【００６２】５０μＬのビオチン化（biotinylated）抗
体試薬を窪みの各々に追加する。プレートを接着性プレ
ートカバーで覆い、この場合も又、室温で１時間かけて
培養する。
【００６３】培養期間の終わりに、プレートカバーを注
意深く取り除き、プレートを洗浄緩衝剤で３回洗浄す
る。３回目の洗浄後、プレートをペーパータオル上又は
他の吸収材料上で軽く叩く。
【００６４】１００μＬのストレプタビジン－ホースラ
ディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）を窪みの各々に
追加する。新しい接着性プレートカバーを取り付け、プ
レートを室温で３０分かけて培養する。
【００６５】培養期間の終わりに、プレートカバーを注
意深く取り除き、プレートを洗浄緩衝剤で３回洗浄す
る。プレートをペーパータオル上又は他の吸収材料上で
軽く叩く。
【００６６】１００μＬの３，３’，５，５’－テトラ
メチルベンジジンジヒドロクロリド（ＴＭＢ）基質溶液
を各窪みに追加する。プレートが室温で暗所において３
０分間基質溶液と反応するようにする。３０分後、１０
０μＬの停止液を各窪みに追加して反応を停止させる。
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【００６７】反応停止後３０分以内に、プレートを４５
０ｎｍ～５５０ｎｍに設定されたプレート読取り装置で
読み取る。５５０ｎｍでの読みを４５０ｎｍの読みから
引き算する。２つの波長での読みは、微小滴定濃度のプ
レートの光学的な欠陥を補正する。標準曲線を用いて未
知のサンプル中のＩＬ－１αの量を求める。標準曲線
は、標準液の各々について得られた平均吸光度（４５０
ｎｍ～５５０ｎｍ）とＩＬ－１α濃度の関係をプロット
することにより求められる。代表的なプロットが図２に
示されている。未知数は、グラフ紙を用いて手作業で又
は４パラメータロジスティック（算定）曲線をプロット
する曲線当てはめ統計学的ソフトウェアパッケージを用
いて求める。各サンプル中のＩＬ－１αの量を、標準曲
線を用いて吸光度の値からＩＬ－１α濃度までを補間す
ることにより求める。
【００６８】ピアス社のＢＣＡ試薬を用いるタンパク質
アッセイ
ピアス社のＢＣＡタンパク質アッセイは、バイシンコニ
ン酸を含む試薬を用いてアルカリ性媒体中のタンパク質
によりＣｕ+2からＣｕ+1への周知の還元と第一銅イオン
の高感度且つ選択的な比色定量検出とを組み合わせてい
る。このアッセイの紫色をした反応生成物は、ＢＣＡの
２つの分子と１つの第一銅イオンのキレート化によって
形成される。水溶性の錯体は、５６２ｎｍにおいてタン
パク質濃度の広範な使用範囲にわたって線形である強い
吸光度を呈する。
【００６９】ＢＣＡタンパク質アッセイは、２種類のＢ
ＣＡ試薬とアルブミン標準液から成る。ＢＣＡ試薬Ａ
は、炭酸ナトリウム、重炭酸ナトリウム、バイシンコニ
ン酸及び水酸化ナトリウム溶液中の酒石酸ナトリウムを
含む。ＢＣＡ試薬Ｂは、４％硫酸第二銅を含んでいる。
ＢＣＡ使用試薬（ＷＲ）を、ＢＣＡ試薬Ａ５０部とＢＣ
Ａ試薬Ｂを１部混合して調製する。ＷＲは、室温で密閉
容器内で数日間安定である。
【００７０】アルブミン標準液は、０．９％食塩水及び
０．０５％アジ化ナトリウム中で２．０ｍｇ／ｍＬ
（２，０００μｇ／ｍＬ）の濃度でBovine Serum Album
in（ＢＳＡ）を含む。標準液を稀釈液で稀釈して標準液
を５μｇ／ｍＬの濃度に下げるのがよい。
【００７１】２５μＬの各標準液及び未知サンプルをピ
ペットで適当な微小窪みプレートの窪み内へ移す。２５
μＬの稀釈液を空の窪みに用いる。
【００７２】２００μＬのＷＲを各窪みに追加する。プ
レートを３０秒間プレートシェーカで十分に混合する。
プレートを覆って３７℃で３０分間培養する。次に、プ
レートを室温まで冷却し、各窪みの吸光度を５６２ｎｍ
でプレート読取り装置で読み取る。
【００７３】空の窪みの平均５６２ｎｍ吸光度を全ての
他の個々の標準液及び未知サンプルの読みから差し引
く。標準曲線を、標準液の各々について平均ブランク補

14
正読みとその濃度（単位：μｇ／ｍＬ）の関係をプロッ
トして作成する。標準曲線を用いて未知サンプルの各々
のタンパク質濃度を求める。変形例として、上述の曲線
当てはめソフトウェアを用いて未知の定量化を行っても
よい。
【００７４】実験例１－皮膚上における水の刺激反応度
効果を測定する方法
非顕性効果を測定する方法の感度を求める手段として、
２種類のマイルドな流体を選択して製品暴露後における
炎症の可能性を求めた。計画した最もマイルドな流体の
うち幾つかは、皮膚洗浄中に存在する水の異なるタイプ
及び多くの局部スキンケア製品中の主要な成分であっ
た。この例では、皮膚を脱イオン水及び水道水に暴露し
た後マーカとしてＰＧＥ

2 
を用いて皮膚の炎症反応度を

測定した。
【００７５】以下の方法を次のようにして行った。
１．皮膚表面上に存在する分泌液中に含まれたＰＧＥ

2 

のベースライン（未処理の対照に相当する）レベルを、
マイルドな接着剤を塗布した微孔質プラスチックフィル
ム、Sebutape（登録商標）（テキサス州ダラス所在のク
ダーム・コーポレイション）を、接着剤側を下に向けて
皮膚に直接接触させた状態で皮膚上に載せることにより
被検パネリストの下掌側前腕に沿って測定した。Sebuta
pe（登録商標）を１分後皮膚から取り除き、次に、５０
０μＬ食塩水の入ったバイアル内に配置した。このSebu
tape（登録商標）収集過程を各Sebutape（登録商標）に
ついて１分間の接触時間で３回以上繰り返した。収集し
たサンプルを分析（以下に説明する）を行うまで－７０
℃で貯蔵した。
【００７６】２．試験流体（脱イオン水又は水道水）を
４００μＬ収容したHill Top chambers（登録商標）
（オハイオ州シンシナティ所在のヒル・トップ・リサー
チ）を被検パネリストの下掌側前腕に塗布した。４時間
の暴露後、Hill Top chambers（登録商標）を取り除
き、試験部位を水道水で濯ぎ洗いしてこれを軽く叩いて
乾燥させた。
【００７７】３．Hill Top chambers（登録商標）を取
り外して腕を濯ぎ洗いし、そして軽く叩いて乾燥させた
後、２４時間後、皮膚表面上に圧出されたＰＧＥ

2 
を含

む皮膚分泌物を、上述したSebutape吸収法の上記段階ナ
ンバー１で収集した。炎症性メディエイタを試験生成物
の暴露後又は皮膚への処理後任意の時点で収集でき、Ｐ
ＧＥ

2 
のレベルが暴露後短い時間たった後に対し２４時

間の時点で最も高いことを表したＰＧＥ
2 
圧出の動力学

の研究として皮膚上に圧出されたＰＧＥ
2 
のレベルを暴

露後約２４時間たって測定することが望ましい。
【００７８】収集したSebutape（登録商標）サンプルを
以下の方法を用いて分析した。解凍後、サンプルを１５
分間かけて音波破砕し激しく渦が生じるように掻き混ぜ
た。抽出タンパク質及びエイコサノイドを含む溶液を、
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免疫測定法（アッセイ・デザインズ社のHigh Sensitivi
ty PGE

2 
 Enzyme Immunoassayナンバー９３００１）に

よりＰＧＥ
2 
のレベルにつき、そして、バイシンコニン

酸（ＢＣＡ）タンパク質アッセイ（イリノイ州ロックフ
ォード所在のピアス・ケミカル・カンパニイのキットナ
ンバー２３２２５）を用いて全タンパク質のレベルにつ
いて分析した。
【００７９】各試験部位から４つのSebutape（登録商
標）サンプルを採取した。ＰＧＥ

2 
（単位：ｐｇ／ｍ

Ｌ）の測定レベルを、各Sebutape（登録商標）ストリッ
プから抽出したタンパク質の総量（単位：μｇ／ｍＬ）
に対して標準化した。次に、４つの標準化した値を平均
化して各試験部位について圧出されたＰＧＥ

2 
のレベル

（単位：ｐｇ／μｇ）を求めた。人によって異なること
を考慮して、各パネリストについてＰＧＥ

2 
レベルを未

処理の対照について測定したＰＧＥ
2 
のレベルに対して

更に標準化した。
【００８０】上述の方法を用いて脱イオン水の刺激反応
度と比較した水道水によって誘発された刺激反応度のレ
ベルが、表１に示されている。
【表１】 *

16
*【００８１】表１に示すように、この方法は、様々なタ
イプの水道水によって誘発された炎症反応度又は刺激反
応度のレベルを識別することができ、それにより脱イオ
ン水よりも約３５％以上の炎症性メディエイタＰＧＥ

2 

を皮膚表面上に圧出させる。
【００８２】実験例２－陰イオン系界面活性剤とインタ
ーロイキン－１アルファ（ＩＬ－１α）の考えられる相
互作用
炎症反応度又は刺激反応度のマーカとしてＩＬ－１αを
用いた場合の問題のうちの１つは、ＩＬ－１αが、局部
スキンケア配合物中に含まれている場合の多い界面活性
剤と相互作用をする恐れがあるということである。この
実験例は、皮膚上に圧出されたＩＬ－１αの見掛けのレ
ベルによって測定されたこの相互作用を試験流体中の硫
酸ラウリルナトリウム（ＳＬＳ、イリノイ州ノースフィ
ールド所在のステパン・カンパニー）の関数として示し
ている。
【００８３】実験例１に記載した方法を用いてＳＬＳの
稀釈溶液により引き起こされた刺激反応度のレベルをＳ
ＬＳ濃度の関数として評価したが、異なる点は、ＰＧＥ

2 
ではなくインターロイキン－１α（ＩＬ－１α）のレ
ベルを用いて刺激反応度の程度を評価したことである。
ＩＬ－１αのレベルを免疫測定法（マサチューセッツ州
モバーン所在のエンドゲン・インコーポレイテッドのHu
man IL-1α KitナンバーEH2-IL1a）によりＩＬ－１αの
レベルを測定した。ＰＧＥ

2 
の場合と同様、ＰＧＥ

2 
（単位：ｐｇ／ｍＬ）の測定レベルを、各Sebutape
（登録商標）ストリップから抽出したタンパク質の総量
（単位：μｇ／ｍＬ）に対して標準化した。人によって
異なることを考慮し、未処理の対照について測定したＩ
Ｌ－１αのベースラインレベルを用いて各治療部位につ
いてのＩＬ－１αレベルを更に標準化した。データは以
下に表２に示されている。
【表２】

【００８４】表２は、ＳＬＳの種々の濃度に対する皮膚
の暴露後におけるＩＬ－１αの用量依存データを示して
いる。炎症反応度マーカ又は反応の量は、陰イオン系界
面活性剤ＳＬＳのレベルが増大すると増大すると予想さ
れる。これは低ＳＬＳレベルで観察されるが、これは、
研究において試験されたＳＬＳの最も高い濃度では見ら
れず、この方法の堅牢性に関する潜在的な問題が生じ
る。理論的な説明はともかく、陰イオン系界面活性剤、

例えば、ＳＬＳの高い濃度がタンパク質、例えば、ＩＬ
－１αと相互作用し、タンパク質の変性を引き起こすこ
とが考えられる。このプロセスは、免疫測定法に影響を
及ぼし、その結果、最も高いＳＬＳ濃度のところでこの
実験において観察されるＩＬ－１αの見掛けのレベルが
低くなる場合がある。免疫測定法を用いてＩＬ－１αの
レベルについて分析を行う際、ＳＬＳは、タンパク質の
立体配座（コンフォメーション）を変える場合があり、
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アッセイで用いられる抗体によってこれが認識できない
ようになる。かくして、刺激反応度の度合いを評価する
ようＩＬ－１αのレベルを用いることは、このような潜
在的な界面活性剤とタンパク質の相互作用に起因して制
限される。
【００８５】実験例３－マイルドな顔用クレンザーに起
因する炎症反応度
実験例１の方法を拡張してマイルドな顔面クレンザー
（カリフォルニア州ロサンゼルス所在のニュートロジー*

18
*ナ・コーポレイションのNeutrogena Fresh Foaming Cle
anser）の稀釈溶液（脱イオン水に溶かした８％ｗ／
ｗ）によって誘発された炎症反応度又は刺激反応度のレ
ベルを脱イオン水の炎症反応度又は刺激反応度のレベル
と比較して測定した。
【００８６】クレンザーの配合物の成分が表３に一覧表
示されている。
【表３】

【００８７】上述の方法を用いて脱イオン水により誘発
された刺激反応度のレベルと比較した場合の顔用クレン
ザーにより誘発された刺激反応度のレベル（ＰＧＥ

2 
の

圧出レベルにより指示される）が表４に示されている。
【表４】

【００８８】表４の結果の示すところによれば、上述の
方法を用いてこれらマイルドな生成物の炎症反応度を識
別することができる。このマイルドな顔用クレンザーへ
の皮膚の暴露の結果として、脱イオン水よりも炎症反応
度又は刺激反応度が大きいが、マイルドなクレンザーに
より引き起こされた刺激反応度のレベルは、脱イオン水

だけで引き起こされた刺激反応度のレベルよりも約２４
％大きいものであるに過ぎない。
【００８９】本明細書に記載した数値による刺激反応度
の結果は絶対のものではなく、これらは特定の年代のパ
ネリストの特定の集団について得られたものであるとい
うことを理解するのは重要なことである。人が異なれば
局部スキンケア製品が同一であってもこれに暴露した場
合には異なる炎症反応を生じることは知られている。加
うるに、１年のうちの暖かく湿度の高い時期（即ち、
夏）の間、角質に対する損傷は、１年のうちの寒くて乾
燥した時期（即ち、冬）の間よりも効果が低いというこ
とも知られている。かくして、これらの変数を考慮に入
れるのでなければ、異なる研究の各々について測定され
た実際の値を相互に比較しないようにすることが重要で
ある。
【００９０】実験例４－外部攻撃への暴露
本発明の方法は又、外部攻撃、例えば、局部スキンケア
製品のアプリケータにより引き起こされる刺激反応度を
検査するよう拡張できる。この実験例では、乳幼児用の
タオル（Gerber（登録商標）Baby Washcloth）でスクラ
ビングすることにより生じる炎症反応度又は刺激反応度
のレベルを、普通のタオル（フィールドクレスト・キャ
ノン・インコーポレイテッドの一部門のSt. Mary's（登
録商標））を用いることにより生じる刺激反応度のレベ
ルと比較した。
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【００９１】炎症反応度又は刺激反応度を評価するのに
用いた方法は、実験例１の方法と似ており、異なる点
は、Hill Top Chamber（登録商標）を用いて刺激原を腕
に塗布する代わりに、以下に述べるスクラビングプロト
コルを用いたことにある。各タオル（Baby Cotton Wash
cloth 対 Regular Cotton Washcloth）をJohnson's（登
録商標）Head-to-Toe（商標）Baby Wash（ニュージャー
ジー州スキルマン所在のジョンソン・アンド・ジョンソ
ン・コンシューマー・プロダクツ・カンパニー、表５に
示した成分の一覧表）の水道水８％（ｗ／ｗ）希釈溶液
で飽和させた。掌側前腕の各部位を２分間スクラビング
した。洗浄後、腕を水ですすぎ洗いして軽く叩いて乾燥
させた。ＰＧＥ

2 
レベルを分析し、かかるレベルは表６

に記録されている。
【表５】

【表６】

【００９２】表６で分かるように、本発明の方法は、外
部攻撃への暴露により引き起こされる炎症反応度又は刺
激反応度のレベルを互いに識別するのに有用である。本
発明の方法は、乳幼児用のタオルでスクラビングした場
合と通常のタオルでスクラビングした場合の方向性のあ
る差を指示し、乳幼児用のタオルでスクラビングした場
合には、通常のタオルでスクラビングした場合と比べて
刺激反応度の度合いが低い。

20
【００９３】実験例５－局部スキンケア製品と関連した
外部攻撃
本発明の方法は、互いに異なる局部スキンケア製品とそ
れに伴う外部攻撃への暴露の比較に適用できる。この実
験例では、乳幼児の浴用希釈溶液で洗い落とした場合を
水道水だけで洗い落とした場合と比較した。乳幼児浴用
希釈溶液は、Johnson's（登録商標）Head-to-Toe（商
標）Baby Wash（ニュージャージー州スキルマン所在の
ジョンソン・アンド・ジョンソン・コンシューマー・プ
ロダクツ・カンパニー、表５に前に示した成分の一覧
表）の水道水１０％（ｗ／ｗ）希釈溶液であった。
【００９４】炎症反応度又は刺激反応度を実験例１に記
載したように評価し、異なる点は、Hill Top Chamber
（登録商標）を用いるのではなく、２ｍＬの水又は２ｍ
Ｌの乳幼児浴用希釈溶液を用い、Dia-stron（登録商
標）Wash Simulator（ペンシルベニア州メディア所在の
サイバーダーム・インコーポレイテッド）を用いて掌側
前腕を洗浄した。各部位を２分間スクラビングした。ス
クラビング後、腕を水ですすぎ洗いし、軽く叩いて乾燥
させた。ＰＧＥ

2 
の結果が表７に一覧表示されている。

【表７】

【００９５】表７に示すように、本発明の方法は、局部
スキンケア製品の相対的な刺激反応度をそれに伴う外部
攻撃への暴露中に検査するのに用いることができる。水
道水だけで洗浄した場合は、マイルドな乳幼児浴用溶液
で洗浄した場合よりも刺激反応度の度合いが高いことが
示されている。
【００９６】実験例６－ＩＬ－１αのレベルによる外部
攻撃の評価
先の実験例は、ＰＧＥ

2 
が局部スキンケア製品への暴露

又は外部攻撃への暴露に起因する炎症反応度又は刺激反
応度のレベルを互いに識別できることを立証した。加う
るに、先に行った作業は、サイトカインレベル、例え
ば、ＩＬ－１αと硫酸ラウリルナトリウムにより引き起
こされた炎症の程度の相関関係を示すと共に重度の疾患
症状を特徴づけるためにサイトカインの使用法を示して
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いる。この実験例では、外部攻撃、例えば、局部スキン
ケア製品を皮膚に塗布する方法により引き起こされる炎
症反応度又は刺激反応度のレベルの測度としてＩＬ－１
αのレベルのモニタに本発明の方法をどのように適用で
きるかが示されている。この実験例では、乳幼児用のタ
オルでスクラビングすることにより引き起こされる炎症
反応度又は刺激反応度のレベルを、通常のタオルを用い
た場合の刺激反応度のレベルと比較する。
【００９７】２種類のアプリケータによって引き起こさ
れた相対的な刺激反応度を実験例１の方法を用いて評価
したが、異なる点は、以下のスクラビングプロトコルを
HillTop Chamber（登録商標）に代えて用いたことにあ
る。各タオル（Baby CottonWashcloth－Gerber（登録商
標）Baby Washcloth、Regular Cotton Washcloth－フィ
ールドクレスト・キャノン・インコーポレイテッドの一
部門のSt .Mary's（登録商標））を、Johnson's（登録
商標）Head-to-Toe（商標）Baby Wash（ニュージャージ
ー州スキルマン所在のジョンソン・アンド・ジョンソン
・コンシューマー・プロダクツ・カンパニー、先に表５
に示した成分の一覧表）の水道水８％（ｗ／ｗ）希釈溶
液で飽和させた。掌側前腕上の各部位を２分間スクラビ
ングした。洗浄後、腕を水ですすぎ洗いし、軽く叩いて
乾燥させた。また、実験例１とは対照的に、ＩＬ－１α
レベルをＰＧＥ

2 
ではなく炎症反応度又は刺激反応度の

レベルの測度としてモニタした。ＩＬ－１αのレベルを
免疫測定法（エンドゲン社のHuman IL-1アルファキット
ナンバーEH2-IL1a）により測定し、これらの値は表８に
記録されている。
【表８】

【００９８】表８で分かるように、ＩＬ－１αの測定値
を用いると、外部攻撃への暴露により、例えば、種々の
タイプの布でスクラビングすることにより引き起こされ
る炎症反応度又は刺激反応度のレベルを互いに識別する
ことができる。乳幼児用タオルによるスクラビングは、
通常のタオルによるスクラビングよりも刺激反応度の度
合いが小さい。
【００９９】加うるに、局部スキンケア製品及び（又

22
は）外部攻撃への暴露により引き起こされる炎症反応度
又は刺激反応度のより完全な指示は、ＰＧＥ

2 
と関連し

てＩＬ－１αのレベルをモニタすることにより得ること
ができる。実験例４におけるＰＧＥ

2 
について先に示さ

れた結果とこの実験例の結果を組み合わせることによ
り、種々のタイプの布によるスクラビングが炎症反応度
に関する効果についての一層包括的な理解が得られる。
というのは、サイトカイン経路及びアラキドン酸経路の
一次炎症前メディエイタを測定しているからである。
【０１００】本発明の具体的な実施態様は、以下の通り
である。
（１）前記非侵襲的収集器具は、非被覆非孔質プラスチ
ックフィルム、非被覆微孔質プラスチックフィルム、接
着剤を塗布した非孔質プラスチックフィルム、接着剤を
塗布した微孔質プラスチックフィルム、繊維状ウェブの
織布、繊維状ウェブの不織布、天然スポンジ、合成スポ
ンジ及びプラスチックフォームから成る群から選択され
た器具であることを特徴とする請求項１記載の方法。
（２）前記非侵襲的収集器具は、接着剤を塗布した微孔
質プラスチックフィルムであることを特徴とする実施態
様（１）記載の方法。
（３）前記エイコサノイドは、プロスタグランジンであ
ることを特徴とする請求項１記載の方法。
（４）前記プロスタグランジンは、プロスタグランジン
Ｅ
2 
であることを特徴とする実施態様（３）記載の方

法。
（５）エイコサノイドのレベルは、ＲＩＡ、ＥＩＡ及び
ＥＬＩＳＡから成る群から選択された少なくとも１つの
免疫測定法を用いて分析されることを特徴とする請求項
１記載の方法。
【０１０１】（６）エイコサノイドのレベルは、ＧＣ／
ＭＳ、ＨＰＬＣ及びＴＬＣから成る群から選択された少
なくとも１つの免疫測定法を用いて分析されることを特
徴とする請求項１記載の方法。
（７）前記器具によって前記皮膚の表面から収集された
分泌物中の少なくとも１つのサイトカインのレベルを分
析する段階を更に有していることを特徴とする請求項１
記載の方法。
（８）前記サイトカインは、インターロイキン－１αで
あることを特徴とする実施態様（７）記載の方法。
（９）前記サイトカインは、インターロイキン－１αで
あり、前記エイコサノイドは、プロスタグランジンＥ

2 

であることを特徴とする実施態様（７）記載の方法。
（１０）前記非侵襲的収集器具は、非被覆非孔質プラス
チックフィルム、非被覆微孔質プラスチックフィルム、
接着剤を塗布した非孔質プラスチックフィルム、接着剤
を塗布した微孔質プラスチックフィルム、繊維状ウェブ
の織布、繊維状ウェブの不織布、天然スポンジ、合成ス
ポンジ及びプラスチックフォームから成る群から選択さ
れた器具であることを特徴とする請求項２記載の方法。
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【０１０２】（１１）前記非侵襲的収集器具は、接着剤
を塗布した微孔質プラスチックフィルムであることを特
徴とする実施態様（１０）記載の方法。
（１２）前記エイコサノイドは、プロスタグランジンで
あることを特徴とする請求項２記載の方法。
（１３）前記プロスタグランジンは、プロスタグランジ
ンＥ

2 
であることを特徴とする実施態様（１２）記載の

方法。
（１４）エイコサノイドのレベルは、ＲＩＡ、ＥＩＡ及
びＥＬＩＳＡから成る群から選択された少なくとも１つ
の免疫測定法を用いて分析されることを特徴とする請求
項２記載の方法。
（１５）エイコサノイドのレベルは、ＧＣ／ＭＳ、ＨＰ
ＬＣ及びＴＬＣから成る群から選択された少なくとも１
つの免疫測定法を用いて分析されることを特徴とする請
求項２記載の方法。
【０１０３】（１６）前記段階（ｃ）の前後において、
前記器具により前記皮膚の表面から収集された分泌物中
の少なくとも１つのサイトカインのレベルを測定する段
階を更に有していることを特徴とする請求項２記載の方
法。
（１７）前記サイトカインは、インターロイキン－１α
であることを特徴とする実施態様（１６）記載の方法。
（１８）前記サイトカインは、インターロイキン－１α
であり、前記エイコサノイドは、プロスタグランジンＥ

2 
であることを特徴とする実施態様（１６）記載の方

法。
（１９）前記段階（ｄ）は、前記段階（ｃ）の実施後約
２４時間の時点で実施されることを特徴とする請求項２
記載の方法。
（２０）皮膚の分泌物中のタンパク質のレベルを測定
し、エイコサノイドのレベルをタンパク質のレベルに対
して標準化する段階を更に有していることを特徴とする
請求項２記載の方法。
【０１０４】（２１）前記非侵襲的収集器具は、非被覆
非孔質プラスチックフィルム、非被覆微孔質プラスチッ
クフィルム、接着剤を塗布した非孔質プラスチックフィ
ルム、接着剤を塗布した微孔質プラスチックフィルム、
繊維状ウェブの織布、繊維状ウェブの不織布、天然スポ
ンジ、合成スポンジ及びプラスチックフォームから成る
群から選択された器具であることを特徴とする請求項３
記載のキット。
（２２）前記非侵襲的収集器具は、接着剤を塗布した微
孔質プラスチックフィルムであることを特徴とする実施
態様（２１）記載のキット。
（２３）前記免疫測定法手段は、ＲＩＡ、ＥＩＡ及びＥ
ＬＩＳＡから成る群から選択されていることを特徴とす
る請求項３記載のキット。
（２４）前記免疫測定法手段は、ＥＬＩＳＡであること
を特徴とする請求項３記載のキット。 *
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*（２５）前記エイコサノイドは、プロスタグランジンで
あることを特徴とする請求項３記載のキット。
【０１０５】（２６）前記プロスタグランジンは、プロ
スタグランジンＥ

２
であることを特徴とする実施態様

（２５）記載のキット。
（２７）前記免疫測定法手段は、前記エイコサノイドの
抗体と、前記免疫測定を実施する多数の窪み付きプレー
トとから成ることを特徴とする請求項３記載のキット。
（２８）前記免疫測定法手段は、前記エイコサノイド又
は前記抗体と共役関係をなす酵素を更に有していること
を特徴とする実施態様（２７）記載のキット。
（２９）前記酵素のための基質を更に有していることを
特徴とする実施態様（２８）記載のキット。
（３０）前記分泌物中のサイトカインのレベルを更に測
定する免疫測定法手段を更に有していることを特徴とす
る請求項３記載のキット。
【０１０６】（３１）前記サイトカインは、インターロ
イキン－１αであることを特徴とする実施態様（３０）
記載のキット。
（３２）前記サイトカインは、インターロイキン－１α
であり、前記エイコサノイドは、プロスタグランジンＥ

2 
であることを特徴とする実施態様（３０）記載のキッ
ト。
（３３）前記キットは、哺乳動物の皮膚の少なくとも１
つの局部スキンケア製品、少なくとも１つの外部攻撃又
はこれらの組合せへの暴露に起因する哺乳動物の皮膚の
非顕性又は顕性炎症反応度又は刺激反応度を測定するの
に用いられることを特徴とする請求項３記載のキット。
【０１０７】
【発明の効果】本発明の構成によれば、皮膚上に圧出さ
れ又は分泌された特定のマーカ、例えば、エイコサノイ
ド（ＰＧＥ

2 
によって例示されるプロスタグランジンを

含む）のレベルを用いて局部スキンケア製品、外部攻撃
に対する皮膚の暴露、又はこれらの組合せにより皮膚上
に誘発された非顕性又は顕性の皮膚刺激反応度又は炎症
反応度を定量化することができる。本発明において利用
されるエイコサノイドの測定により、非常にマイルドな
スキンケア製品相互を識別し又は外部攻撃への暴露を識
別する上で必要な感度が得られ、他方、従来技術の方法
と関連したタンパク質の変性に関する問題が解決され
る。また、本発明の高感度の測定方式を利用すると、局
部スキンケア製品を長期間にわたって消費者について試
験する必要なく、かかる製品の刺激反応度プロフィール
を短期間で又は１回使用後に決定できる。
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明の幾つかの実施形態で用いられるＰＧＥ

2 
の決定のための免疫学的検定に関する校正曲線を示す
図である。
【図２】本発明の幾つかの実施形態で用いられるＩＬ－
１αの決定のための免疫学的検定についての校正曲線を



(14) 特開２００３－３２９６７４
25

示す図である。

【図１】 【図２】
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