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(57)【要約】
　本発明は、小児の皮膚を特徴付けるための生物学的マーカーを同定するための方法に関
する。よって、本発明の方法は、小児の皮膚と成人の皮膚とで発現が異なる分子マーカー
を同定することを可能とする。従って、本発明は、出生時由来の皮膚を分子レベルで特徴
付けること、および加齢に伴うその変化を追跡することを可能とする。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　小児の皮膚を特徴付ける少なくとも１つの生物学的マーカーを同定するための方法であ
って、下記の工程：
　ａ）１６歳未満のドナーから得られた皮膚細胞の少なくとも１つのサンプル（Ａ）にお
いて候補生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程、
　ｂ）皮膚細胞の少なくとも１つの対照サンプル（Ｂ）において前記候補生物学的マーカ
ーの発現レベルを測定する工程、
　ｃ）前記工程ａ）の発現レベルと前記工程ｂ）の発現レベルとの間の比を計算する工程
、および
　ｄ）前記候補マーカーが小児の皮膚を特徴付ける生物学的マーカーであるかどうかを判
定する工程
を含んでなる、方法。
【請求項２】
　サンプル（Ａ）が０～１か月齢の間の新生児、１か月～２歳の間の乳児、および２～１
６歳の間の小児からなる群から選択されるドナーから得られる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記候補マーカーが
・前記対照サンプル（Ｂ）が成人から得られる場合、かつ
・前記工程ｃ）の比が１と異なる場合
に小児の皮膚を特徴付ける生物学的マーカーである、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記候補生物学的マーカーの発現レベルが工程ａ）において皮膚細胞（Ａ）および（Ａ
’）の少なくとも２つのサンプルで測定される、請求項１～３のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項５】
　前記サンプル（Ａ）および（Ａ’）が２つの異なる年齢群に属する、請求項４に記載の
方法。
【請求項６】
　前記対照サンプル（Ｂ）が成人ドナーから得られる、請求項１～５のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項７】
　前記生物学的マーカーが遺伝子マーカー、タンパク質マーカー、脂質マーカーまたは代
謝マーカーである、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記候補生物学的マーカーが、細胞代謝マーカー、ストレス応答マーカー、炎症マーカ
ー、免疫マーカー、アポトーシスマーカー、細胞成長／増殖および周期マーカー、細胞シ
グナル伝達マーカー、遊走および分化マーカー、表皮バリアマーカー、接着マーカーおよ
び多能性皮膚幹細胞のマーカーを含んでなる群から選択される遺伝子マーカーである、請
求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　・前記細胞エネルギー代謝マーカーがＩＧＦＬ３（ＩＧＦ様ファミリーメンバー３）で
あり；
　・前記ストレス応答マーカーがＧＰ３Ｘ（グルタチオンペルオキシダーゼ３）であり；
　・前記炎症マーカーがＭＧＳＴ１（ミクロソームグルタチオンＳ－トランスフェラーゼ
１）であり；
　・前記免疫マーカーがＤＥＦＢ１およびＤＥＦＢ４（デフェンシンβｌおよびβ４）か
らなる群から選択され；
　・前記細胞周期マーカーがＣＤＫＮ１（サイクリン依存性キナーゼ阻害剤）であり；
　・前記分化マーカーがＢＡＲＸ２（ＢＡＲｘホメオボックス２）またはＳＣＥＬ（サイ
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エリン）であり；
　・前記表皮バリアマーカーがＣＬＤＮ１（クローディン１）、ＩＶＬ（インボルクリン
）、およびＫＲＴ１（ケラチン１）からなる群から選択され；
　・前記接着マーカーがＣＡＤＭ１（細胞接着分子１）であること；および／または
　・前記多能性皮膚幹細胞マーカーがＦＮ１（フィブロネクチン１）、ＮＩＤ１（ニドゲ
ン１）、ＮＯＴＣＨ１（Ｎｏｔｃｈホモログ１，移行関連）、ＫＲＴＩ９（ケラチン１９
）、ＩＴＧＢ１ＢＰ１（インテグリンβ１結合タンパク質）、ＩＴＧＡ６（インテグリン
α６）およびＩＴＧＢ４（インテグリンβ４）からなる群から選択される、請求項８に記
載の方法。
【請求項１０】
　前記遺伝子マーカーの発現レベルが、ノーザンブロット、サザンブロット、ＰＣＲ、Ｒ
Ｔ－ＰＣＲ、ＲＴ定量的ＰＣＲ、ＳＡＧＥおよびその派生形、核酸チップ、特に、ｃＤＮ
Ａチップ、オリゴヌクレオチドチップおよびｍＲＮＡチップ、組織チップおよびＲＮＡ－
Ｓｅｑから選択される方法を用いて決定される、請求項１～９のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１１】
　前記候補生物学的マーカーが、細胞代謝マーカー、ストレス応答マーカー、炎症マーカ
ー、免疫マーカー、アポトーシスマーカー、細胞成長／増殖および周期マーカー、細胞シ
グナル伝達マーカー、遊走および分化マーカー、表皮バリアマーカー、接着マーカーおよ
び多能性皮膚幹細胞のマーカーを含む群から選択されるタンパク質マーカーである、請求
項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記マーカーが請求項９に記載の遺伝子のいずれかのタンパク質産物である、請求項１
１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記タンパク質マーカーの発現レベルが、免疫組織学、免疫沈降、ウエスタンブロット
、ドットブロット、ＥＬＩＳＡまたはＥＬＩＳＰＯＴ、タンパク質チップ、抗体チップ、
もしくは免疫組織化学と併用する組織チップ、ＦＲＥＴまたはＢＲＥＴ技術、特に共焦点
顕微鏡および電子顕微鏡法を含む顕微鏡または組織化学法、１または複数の励起波長およ
び好適な光学的方法の使用に基づく方法、例えば、電気化学的方法（ボルタンメトリーお
よび電流滴定技術）、原子間力顕微鏡、および高周波法、例えば、多極性、共焦点および
非共焦点共鳴分光法、蛍光、発光、化学発光、吸光度、反射率、透過率、および複屈折率
または屈折率の検出（例えば、表面プラズモン共鳴の手段、偏光解析法、共振ミラー法の
手段などによる）、フローサイトメトリー、放射性同位元素または磁気共鳴イメージング
、ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）の手段、ＨＰＬＣ－質量分光光
度法の手段、液体クロマトグラフィー／質量分光光度法／質量分析（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）
の手段による分析から選択される方法を用いて決定されることを特徴とする、請求項１～
７、１１および１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記候補マーカーが、セラミド、コレステロールおよび遊離脂肪酸から優先的に選択さ
れる角質層脂質マーカー、皮脂マーカーまたは水和脂質膜マーカーである、請求項１～７
のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記脂質マーカーが、セラミドＣＥＲ１～９からなる群から選択されるセラミドである
、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記脂質マーカーの発現レベルが、気相液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、特に、
気相液体クロマトグラフィー連結蒸発光散乱検出器（ＨＰＬＣ－ＥＳＤ）；薄層クロマト
グラフィー（ＴＬＣ）；核磁気共鳴（ＮＭＲ）；ｉｎ　ｖｉｖｏ共焦点ラマンマイクロス
ペクトロスコピー；質量分析、ガスクロマトグラフィー連結質量分析（ＧＣ－ＭＳ）；お
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よび超高速液体クロマトグラフィー（ＵＰＬＣ）から選択される方法を用いて決定される
、請求項１～７および１４～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記候補マーカーが、表皮構築および皮膚バリア機能マーカー、特に、天然保湿因子、
またはＮＭＦ；皮膚ホルモン；抗酸化酵素活性；外因性毒性化合物の排出に関連する酵素
活性、特に、フェーズＩ酵素およびフェーズＩＩ酵素；皮膚色素沈着関連マーカー、特に
、メラニンおよびメラニン合成を調節する酵素活性；脂肪細胞関連マーカー、特に、白色
脂肪細胞と褐色脂肪細胞との間の比、アジポサイトカインおよび脂肪分解に関連する酵素
活性から選択される代謝マーカーである、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　有効薬剤、皮膚化粧料組成物または化粧料処方物の忍容性を評価するための方法であっ
て、下記の工程：
　ａ）小児の皮膚細胞の少なくとも１つのサンプル（Ａ）を取得する工程；
　ｂ）有効薬剤、皮膚化粧料組成物または化粧料処方物をサンプル（Ａ）と接触させる工
程；
　ｃ）本発明の方法に従って同定された小児の皮膚を特徴付ける少なくとも１つの候補生
物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｄ）対照サンプルにおいて前記生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｅ）前記工程ｃ）の発現レベルと前記工程ｄ）の発現レベルとの間の比を計算する工程
；および
　ｆ）前記有効薬剤、皮膚化粧料組成物または化粧料処方物が小児の皮膚によって十分忍
容されるかどうかを判定する工程
を含む、方法。
【請求項１９】
　前記工程ｃ）の対照サンプルが、前記有効薬剤、皮膚化粧料組成物または化粧料処方物
と接触されていないサンプルである、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記生物学的マーカーが、炎症マーカー、特に、ＩＬ－１またはＩＬ－８であることを
特徴とする、請求項１８または１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記方法が前記有効薬剤、皮膚化粧料組成物または化粧料処方物で処置したサンプル（
Ａ）における細胞生存率を決定し、対照サンプルにおける細胞生存率を決定し、両者を比
較するためのさらなる工程を含む、請求項１８～２０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２２】
　小児用の皮膚化粧料組成物を調製するための有効薬剤を同定するための方法であって、
下記の工程：
　ａ）候補有効薬剤を、１６歳未満のドナーから得られた皮膚細胞のサンプル（Ａ）と接
触させる工程；
　ｂ）請求項１～１７のいずれか一項に記載の方法に従って同定された小児の皮膚を特徴
付ける少なくとも１つの生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｃ）対照サンプルにおいて前記生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｄ）前記工程ｂ）の発現レベルと前記工程ｃ）の発現レベルとの間の比を計算する工程
；および
　ｅ）前記候補有効薬剤が小児皮膚用の皮膚化粧料組成物を調製するための有効薬剤であ
るかどうかを判定する工程
を含む、方法。
【請求項２３】
　前記工程ｃ）の対照サンプルが、有効薬剤と接触されていないサンプル（Ａ）であるこ
とを特徴とする、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
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　小児用の化粧料、医薬、栄養補助食品および／または栄養補助処方物の調製に使用する
ために好適な出発材料を同定するための方法であって、下記の工程：
　ａ）候補出発材料を、１６歳未満のドナーから得られた皮膚細胞のサンプル（Ａ）と接
触させる工程；
　ｂ）請求項１～１７のいずれか一項に記載の方法に従って同定された小児の皮膚を特徴
付ける少なくとも１つの生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｃ）対照サンプルにおいて前記生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｄ）前記工程ｂ）の発現レベルと前記工程ｃ）の発現レベルとの間の比を計算する工程
；および
　ｆ）前記候補出発材料が小児用の化粧料、医薬、栄養補助食品および／または栄養補助
処方物を調製するための出発材料であるかどうかを判定する工程
を含む、方法。
【請求項２５】
　前記工程ｃ）の対照サンプルが、有効薬剤と接触されていないサンプル（Ａ）であるこ
とを特徴とする、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　小児用の化粧料、医薬、栄養補助食品および／または栄養補助処方物を同定するための
方法であって、下記の工程：
　ａ）候補処方物を、１６歳未満のドナーから得られた皮膚細胞のサンプル（Ａ）と接触
させる工程；
　ｂ）請求項１～１７のいずれか一項に記載の方法に従って同定された小児の皮膚を特徴
付ける少なくとも１つの生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｃ）対照サンプルにおいて前記生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｄ）前記工程ｂ）の発現レベルと前記工程ｃ）の発現レベルとの間の比を計算する工程
；および
　ｅ）前記候補化粧料処方物が小児用の化粧料、医薬、栄養補助食品および／または栄養
補助処方物であるかどうかを判定する工程
を含む、方法。
【請求項２７】
　前記工程ｃ）の対照サンプルが、有効薬剤と接触されていないサンプル（Ａ）であるこ
とを特徴とする、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　小児を侵す皮膚障害の少なくとも１つの生物学的マーカーを同定するための方法であっ
て、下記の工程：
　ａ）前記皮膚障害に罹患している被験者から得られた小児の皮膚細胞の少なくとも１つ
のサンプル（Ａ’）において、請求項１～１７のいずれか一項に記載の方法に従って同定
された小児の皮膚を特徴付ける生物学的マーカーである少なくとも１つの候補生物学的マ
ーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｂ）健常被験者から得られた小児の皮膚細胞の少なくとも１つの対照サンプル（Ｂ）に
おいて前記候補生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｃ）前記工程ａ）の発現レベルと前記工程ｂ）の発現レベルとの間の比を計算する工程
；および
　ｄ）前記候補生物学的マーカーが小児を侵す皮膚障害の生物学的マーカーであるかどう
かを判定する工程
を含む、方法。
【請求項２９】
　前記工程ｃ）の比が１と異なれば、前記候補生物学的マーカーが小児を侵す皮膚障害の
生物学的マーカーであることを特徴とする、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　小児における皮膚障害を治療するための有効薬剤を同定するための方法であって、下記
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の工程：
　ａ）候補有効薬剤を、前記皮膚障害に罹患している被験者から得られた小児の皮膚細胞
のサンプル（Ａ’）の表面に接触させる工程；
　ｂ）工程ａ）のサンプル（Ａ’）において、請求項２４または２５に記載の方法に従っ
て同定された、前記小児を侵す皮膚障害の少なくとも１つの候補生物学的マーカーの発現
レベルを測定する工程；
　ｃ）対照サンプルにおいて前記生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｄ）前記工程ｂ）の発現レベルと前記工程ｃ）の発現レベルとの間の比を計算する工程
；および
　ｅ）前記候補有効薬剤が小児を侵す皮膚障害を治療するための有効薬剤であるかどうか
を判定する工程
を含む、方法。
【請求項３１】
　前記工程ｃ）の対照サンプルが、有効薬剤と接触されていないサンプル（Ａ’）である
ことを特徴とする、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　サンプル（Ａ）および／または（Ａ’）および／または（Ｂ）が、０～１か月齢の間の
新生児、１か月～２歳の間の乳児、および２～１６歳の間の小児からなる群から選択され
るドナーから得られる、請求項１８～３１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　サンプル（Ａ）および／または（Ａ’）および／または（Ｂ）が、懸濁皮膚細胞培養物
、単層皮膚細胞培養物、二層皮膚細胞培養物および組織モデル、その再生皮膚培養物およ
び再生粘膜培養物から選択される、請求項１～３２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　前記サンプルの細胞が、皮膚組織の外植片または皮膚細胞に分化した幹細胞から得られ
る、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記サンプルが、少なくとも線維芽細胞またはケラチノサイトを含んでなる、請求項３
３または３４に記載の方法。
【請求項３６】
　再生皮膚が、真皮モデル、表皮モデル、皮下組織モデル、真皮と表皮とを含む皮膚モデ
ル、および真皮と表皮と皮下組織とを含む皮膚モデルを含む群から選択される、請求項３
３～３５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３７】
　再生粘膜が、口腔、歯肉、膣または角膜の粘膜モデルから選択される、請求項３３～３
５のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
緒論
　皮膚は、全身を覆う、抵抗性がありかつ柔軟な組織の形態として一緒に分類される細胞
および高分子のセットである。皮膚の主な機能は、内部環境および外部環境の間である種
の交換を可能としつつ、環境傷害に対して保護バリアを作り出すというものである。皮膚
は身体の生理条件と環境条件によって変調される多くの代謝プロセスの場である。皮膚は
、表皮と真皮という２つの連結された層に皮下組織を伴ったものからなる。
【０００２】
　表皮は、身体の保護をその主な役割とし、皮膚の最上層を形成し、皮膚の不透過性およ
びその抵抗性を保証する。その中には、基底層(stratum basalis)、有棘層(stratum spin
osum)、顆粒層(stratum granulosum)、および角質層(stratum corneum)の４つの独立した
細胞層を識別することができる。表皮には種々の細胞種が共存するが、ケラチノサイトが
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大多数を占める（９０％）。その特徴的な活性は、表皮中の総タンパク質の９５％に相当
するケラチンの合成である。水に不溶な線維性タンパク質であるケラチンは、外的攻撃（
熱、冷、脱水）から皮膚を保護する表皮の角質層の部分を形成する。
【０００３】
　表皮は、真皮－表皮接合部または表皮基底膜として知られる領域によって真皮に結合さ
れている。この構造は真皮と表皮との接着を確保し、皮膚の弾力を部分的に担う機械的支
持として働く。表皮は、基底ケラチノサイトと真皮線維芽細胞の両方によって作り出され
、基底膜と真皮乳頭層に存在するアンカーシートを連結する、アンカーシートの一部であ
るＩＶ型コラーゲンを高レベルで含有する。
【０００４】
　皮膚の内層である真皮は、細胞外マトリックスとして知られる複合媒体中に分散してい
る細胞（線維芽細胞）からなる線維弾性結合組織である。このマトリックスは、コラーゲ
ンおよびエラスチン線維、糖タンパク質（フィブロネクチンおよびラミニン）およびプロ
テオグリカン（中心タンパク質＋グリコサミノグリカンまたはＧＡＧ）からなる。これら
の化合物の性質および量が皮膚の機械的特性を決定し、加齢において獲得される皮膚表面
の最も顕著な生理病理学的変化の源となる。
【０００５】
　皮下組織は、皮膚の最下層の最も厚い層である。皮下組織は真皮に陥入し、コラーゲン
およびエラスチン線維によって下層の真皮に結合されている。皮下組織は、脂肪の蓄積と
貯蔵に特化した細胞種である脂肪細胞から本質的になる。皮下組織を形成する脂肪細胞は
、結合組織によって別の小葉に分類される細胞である。脂肪細胞はエネルギー貯蔵庫とし
て働き、熱的および機械的保護としても働く。
【０００６】
　子宮外生活への適応は、出生時に始まり、生後１年間続くプロセスである。生後1か月
は、子宮外環境への生理学的適応を可能とする皮膚の機能的再編の期間に相当する。
【０００７】
　例えば、皮膚の酸性化は出生後に高まり、１か月前後で、成人で見られる値と同等の値
に達する。他方、皮脂分泌は、出生時には顕著であるが、１週目の終わりから低下し、思
春期までは、成人で見られるレベルより低いレベルに留まる(Fluhr et al., Exp Dermato
l., 19(6): 483-492, 2010)。
【０００８】
　ラマン分光技術を用いた従来の生物計測学的測定に関連する最近の臨床試験では(Fluhr
 et al., Br J Dermatol, 166(3): 483-90, 2012)、角質層の水和程度および水分含量が
出生時（１～１５日齢の新生児）では低いが、天然保湿因子（ＮＭＦ）レベルは最大であ
ることを示した。その後、このレベルは低下するが、水和は安定する。著者らは、皮膚の
この低い酸性化と低い水和が補償的調節機構を活性化し（特に、顕著なＮＭＦ産生を伴っ
て）、新生児の新しい環境への適応を可能とするとの仮説を立てている。同じ研究で、６
か月の乳児におけるＮＭＦレベルは成人群で見られるものより低いと分かったことが示さ
れている。別のグループによって示されたこの低いＮＭＦレベル(Nikolovski et al., J 
Invest Dermatol, 128: 1728-36, 2008)は、乳児の皮膚が、水を取り込む能力に関してあ
る種の未成熟性を示し、それに関連する、バリア機能の質と能力に影響を及ぼすと考えら
れる機構を調節していることを示唆する。
【０００９】
　不完全な皮膚成熟は、重大な臨床結果を持ち得る。例えば、高いｐＨ値によって微生物
病原体の増殖が有利となることが知られている(Korting et al., Acta Derm Venereol., 
70(5): 429-431, 1990)。従って、生後１か月以内に皮膚の酸性化をさらに低減するよう
な洗浄剤を使用しないことが重要である。
【００１０】
　よって、生後の第一段階に含まれる複雑なプロセスを理解することで、各年齢群に特に
好適な忍容性および有効性を備えた有効薬剤または有効薬剤の組合せを同定することがで
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きると思われる。しかしながら、我々は、生後１か月または１年以内の皮膚変化の生物学
的マーカーおよび分子マーカーを持っていない。
【００１１】
　従って、当技術分野では、出生時から成人までの皮膚変化に特異的なマーカーを同定す
る必要がある。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】再生表皮（Ａ）およびケラチノサイト（Ｂ）における、年齢の関数としてのバリ
ア機能遺伝子ＣＬＤＮ１、ＩＶＬ、ＫＲＴ１の発現の進行。１か月の発現レベルを任意に
１００％とした。
【図２】年齢の関数としてのストレス応答遺伝子ＧＰ３Ｘ（Ａ）および生得免疫遺伝子Ｄ
ＥＦＢ１（Ｂ）の発現の進行。１か月の発現レベルを任意に１００％とした。
【図３】ケラチノサイトにおける、年齢の関数としての炎症遺伝子ＭＧＳＴ１の発現の進
行。１か月の発現レベルを任意に１００％とした。
【図４】ケラチノサイトにおける、年齢の関数としての幹細胞遺伝子：ＦＮ１、ＮＩＤ１
、ＮＯＴＣＨ１、ＫＲＴ１９、ＩＧＴＢ１Ｐ１、ＩＴＧＡ６およびＩＴＧＢ４の発現の進
行。１か月の発現レベルを任意に１００％とした。
【図５】１か月のドナーから得た再生表皮に対する、アボカド・ペルセオース(avocado p
erseose)に基づくベビー用品の忍容性の組織学的分析の手段による評価。パラフィン包埋
組織をヘマトキシリンおよびエオジンで染色した。
【発明の具体的説明】
【００１３】
　本発明は、出生時から思春期までの小児の皮膚を特徴付ける生物学的マーカーを提供す
ることを目的とする。
【００１４】
　よって、本発明による方法は、小児の皮膚に差次的に発現される分子マーカー、すなわ
ち、小児の皮膚と成人の皮膚で発現が異なる分子マーカーを同定することを可能とする。
よって、本発明は、出生時由来の皮膚を分子レベルで特徴付けるために、また、その変化
を経時的にモニタリングするために好適である。
【００１５】
　用語「小児」は、本発明によれば、１６歳未満の被験者を意味する。従って、本発明に
よる小児の範疇には、０～１か月齢の間の新生児、１か月～２歳の間の乳児、および少な
くとも２歳の小児が含まれる。「新生児」は、本明細書で使用する場合、十分等しく満期
出生でも未熟出生でもよい。
【００１６】
　あいまいさを排除するために、本出願で使用する用語「小児」は、さらに明瞭化するこ
となく、その最も一般的な意味、すなわち、１６歳未満の被験者を指すものと理解される
べきである。本発明による「成人」は、小児でない被験者、すなわち言い換えれば、１６
歳以上の被験者である。
【００１７】
　好ましくは、本発明による方法は、皮膚の人種的もしくは地理学的起源、またはそのフ
ォトタイプを問わずに使用され得る。従って、それはコーカサス、アフリカ、アジア、南
アメリカ、メラネシアまたは他の起源のものであってよく、さらに、本発明に影響を及ぼ
さない限り、フォトタイプＩ、ＩＩ、ＩＩＩ、ＩＶ、ＶまたはＶＩを有してよい。実際に
、本発明は、ドナーの年齢に依存するのみで、いずれの皮膚タイプも特徴付ける生物学的
マーカーを同定することを目的とする。
【００１８】
　さらに、当業者は、本発明の教示が粘膜にも適用され得ることを容易に理解するであろ
う。粘膜は上皮組織および下にある結合組織の薄い層であり、皮膚と同様に、内部環境と
外部環境の間の境界にある。さらに、これらの粘膜の一部は皮膚に隣接している。
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【００１９】
　よって、本発明は、１６歳未満の小児の皮膚を特徴付ける少なくとも１つの生物学的マ
ーカーを同定するための方法であって、下記の工程：
　ａ）１６歳未満のドナーから得られる皮膚細胞のサンプル（Ａ）を取得する工程、
　ｂ）工程ａ）のサンプルにおいて候補生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程、
および
　ｃ）前記候補マーカーが１６歳未満の小児の皮膚を特徴付ける生物学的マーカーである
かどうかを判定する工程
を含んでなる方法に関する。
【００２０】
　本発明による「生物学的マーカー」は、１６歳未満の小児の細胞の代謝と成人の細胞の
代謝の間の少なくとも１つの違いによって定義される。有利には、本発明による生物学的
マーカーは、新生児、乳児および／または２～１６歳の小児の細胞の代謝と成人の細胞の
代謝の間の少なくとも１つの違いによって定義される。
【００２１】
　本発明による用語「小児の皮膚を特徴付ける生物学的マーカー」は、１６歳未満の小児
の皮膚において特異的に発現が高いまたは発現が低いマーカーを意味する。言い換えれば
、小児の皮膚を特徴付ける生物学的マーカーは、年齢によって発現が異なり、小児の皮膚
と成人の皮膚との間で差次的に発現されるマーカーである。
【００２２】
　上記のように、皮膚は、出生後の期間において機能的および構造的に変化する。特に、
経表皮水分喪失(transepidermal water loss)（ＴＥＷＬ）、角質層水和または皮膚表面
のｐＨなどの種々のパラメーターの変動は、一般に０歳と１６歳との間で見られるだけで
なく、より具体的には、この年齢の範囲内でも見られる。従って、これらのパラメーター
は、新生児、乳児、２～１６歳の間の小児の間で異なる(Fluhr et al., Exp Dermatol., 
19(6): 483-492, 2010)。特に、これらのパラメーターの具体的変動が、これらの各年齢
群内で見られ得る。
【００２３】
　従って、用語「小児の皮膚を特徴付ける生物学的マーカー」は、本出願で使用する場合
、成人よりも新生児および／または乳児および／または２～１６歳の間の小児で発現の高
いまたは発現の低いいずれの生物学的マーカーも包含する。従って、本発明による小児の
皮膚を特徴付けるマーカーは、これらの３つのカテゴリーの１つもしくは複数で、または
１６歳未満の小児の全カテゴリーにおいてであっても、成人よりも発現の高いまたは低い
ものであり得る。
【００２４】
　もう１つの好ましい実施態様によれば、サンプル（Ａ）のドナーは、より具体的には、
０～１か月齢の間、１か月～２歳の間、または２～１６歳の間のドナーである。言い換え
れば、この実施態様によれば、サンプル（Ａ）のドナーは、０～１か月齢の間の新生児、
１か月～２歳の間の乳児、および２～１６歳の間の小児からなる群から選択される。
【００２５】
　第１の実施態様では、候補生物学的マーカーが、皮膚細胞のサンプル（Ａ）および皮膚
細胞の対照サンプル（Ｂ）における候補マーカーの発現レベルを比較することにより、小
児の皮膚に特異的なマーカーであるかどうかを判定することができる。
【００２６】
　この第１の実施態様によれば、本発明は、小児の皮膚を特徴付ける少なくとも１つの生
物学的マーカーを同定するための方法であって、下記の工程：
　ａ）１６歳未満のドナーから得られる皮膚細胞の少なくとも１つのサンプル（Ａ）を取
得する工程、
　ｂ）皮膚細胞の少なくとも１つの対照サンプル（Ｂ）を取得する工程、
　ｃ）工程ａ）のサンプルにおいて候補生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程、
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　ｄ）工程ｂ）のサンプルにおいて前記候補生物学的マーカーの発現レベルを測定する工
程、
　ｅ）工程ａ）の発現レベルと工程ｂ）の発現レベルとの間の比を計算する工程、および
　ｆ）前記候補マーカーが新生児または乳児の皮膚を特徴付ける生物学的マーカーである
かどうかを判定する工程
を含んでなる方法に関する。
【００２７】
　ある好ましい実施態様によれば、本発明は、小児の皮膚を特徴付ける少なくとも１つの
生物学的マーカーを同定するための方法であって、下記の工程：
　ａ）０～１か月齢の間の新生児、１か月～２歳の間の乳児、および２～１６歳の間の小
児からなる群から選択されるドナーから得られる皮膚細胞の少なくとも１つのサンプル（
Ａ）を取得する工程、
　ｂ）皮膚細胞の少なくとも１つの対照サンプル（Ｂ）を取得する工程、
　ｃ）工程ａ）のサンプルにおいて候補生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程、
　ｄ）工程ｂ）のサンプルにおいて前記候補生物学的マーカーの発現レベルを測定する工
程、
　ｅ）工程ａ）の発現レベルと工程ｂ）の発現レベルとの間の比を計算する工程、および
　ｆ）前記候補マーカーが小児の皮膚を特徴付ける生物学的マーカーであるかどうかを判
定する工程
を含んでなる方法に関する。
【００２８】
　本発明による対照サンプル（Ｂ）は、既知の年齢のドナーから得られる皮膚細胞のサン
プルである。例えば、対照サンプル（Ｂ）は、小児または成人から得ることができる。よ
り具体的には、対照サンプル（Ｂ）は、１６歳未満または１６歳以上のドナーから得るこ
とができる。本発明による方法のある有利な実施態様では、対照サンプル（Ｂ）は、０～
１か月齢の間、１か月～２歳の間、または２～１６歳の間のドナーから得られる。よって
、本発明による小児の皮膚を特徴付ける生物学的マーカーが、１か月齢未満の新生児の皮
膚、１か月～２歳の間の乳児の皮膚、または２～１６歳の間の小児の皮膚を特徴付けるマ
ーカーであるかどうかを特定することができる。
【００２９】
　本発明による方法の工程ｅ）からの比は、対照サンプル（Ｂ）の性質に依存することが
明らかである。対照サンプル（Ｂ）のドナーがサンプル（Ａ）のドナーと同じ年齢群に由
来するならば、前記工程ｅ）からの比はおよそ１に等しくなり、他方、サンプルＡおよび
Ｂのドナーが別の２つの年齢群に由来するならば、工程ｅ）からの比は１と異なることが
容易に理解される。従って、サンプル（Ｂ）が成人から得られる場合には、サンプル（Ａ
）とサンプル（Ｂ）の候補マーカーの発現レベル間の比が１より大きいと、前記マーカー
が小児の皮膚で特異的に発現が高いことを示す。同様に、また、サンプル（Ｂ）が成人か
ら得られる場合、サンプル（Ａ）とサンプル（Ｂ）の候補マーカーの発現レベル間の比が
１より小さいと、前記マーカーが小児の皮膚で特異的に発現が低いことを示す。
【００３０】
　好ましい一実施態様では、候補マーカーの発現レベルは、１６歳未満のドナーから得ら
れる、皮膚細胞の少なくとも２つのサンプル（Ａ）および（Ａ’）で測定される。より優
先的には、前記サンプルのそれぞれは、０～１か月齢の間の新生児、１か月～２歳の間の
乳児、および２～１６歳の間の小児からなる群から選択されるドナーから得られる。有利
には、（Ａ）および（Ａ’）は２つの異なる年齢群に属す。より好ましくは、対照サンプ
ル（Ｂ）は、成人ドナーから得られる。
【００３１】
　よって、候補マーカーに関してより正確かつより信頼性のある結論を引き出すことがで
きる。
【００３２】
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　用語「皮膚サンプル」は、本発明によれば、皮膚細胞を含有する任意のサンプルを意味
する。よって、本発明による皮膚サンプルとしては、患者から直接得られた新鮮皮膚外植
片、懸濁皮膚細胞培養物、単層皮膚細胞培養物、二層皮膚細胞培養物および組織モデル（
再生皮膚培養物および再生粘膜培養物を含む）が含まれる。新鮮外植片に対して働かせる
ことは困難である場合が多いことから、本発明の範囲内で皮膚細胞培養物を使用すること
が特に有利である。有利には、本発明による皮膚細胞としては、正常細胞、健常細胞、罹
患細胞、または系統由来細胞が含まれる。例えば、培養下に置かれた皮膚細胞は、皮膚組
織外植片から得られた細胞であり得る。用語「外植片」または「皮膚外植片」は、本明細
書で使用する場合、外科術目的でまたは検査を行うために得られたものであり得る皮膚細
胞または組織のサンプルを意味する。
【００３３】
　特に、外植片は外科的切除の際に得ることができる。用語「切除」は、本明細書で使用
する場合、その欠陥または増殖を処置するために種々の幅および深さの皮膚の一部を切断
（切除）することからなる外科的手法を意味する。切除は、癌性または疑わしい癌性腫瘍
を除去するため、または機能上または美容上の理由で望まれない良性の皮膚欠陥を処置す
るためのいずれかで行われる。本発明による切除は、例えば、形成手術（乳房、腹壁形成
術、リフティング、包皮除去、耳形成術、すなわち、イヤーピンバック(ear pinback)、
合指または多指など）後に得られる皮膚サンプルを含む。
【００３４】
　一例が生検の手段によっても得られ得る。用語「生検」は、分析の目的で採取される皮
膚細胞または組織のサンプルを意味する。当技術分野では複数のタイプの生検手法が知ら
れ、実施されている。最も一般的なタイプとしては、（１）組織サンプルだけが採取され
る切開生検；（２）腫瘍成長のトータルアブレーション、従って、治療的および診断的手
順の実施からなる切除生検（または外科的生検）、および（３）太針であっても細針であ
ってもよいが、針で組織サンプルが採取される針生検が含まれる。例えば、スミアまたは
掻爬などのさらなるタイプの生検も存在し、それもまた本発明に含まれる。
【００３５】
　あるいは、前記皮膚細胞は、幹細胞の分化によって得ることもできる(Guenou et al., 
Lancet, 374(9703): 1745-1753, 2009; Nissan et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 108(3
6): 14861-14866, 2011; Kraehenbuehl et al., Nature Methods, 8: 731-736, 2011)。
【００３６】
　本発明による皮膚細胞は、生検から得られるものであれ幹細胞の分化から得られるもの
であれ、皮下組織、真皮および／または表皮に通常存在する少なくとも１つの細胞種を含
む。よって、これらの細胞としては、とりわけ、ケラチノサイト、メラノサイト、線維芽
細胞、脂肪細胞、内皮細胞、肥満細胞、ランゲルハンス細胞および／またはメルケル細胞
が含まれる。優先的には、本発明による皮膚細胞としては、少なくともケラチノサイトお
よび／または線維芽細胞が含まれる。より優先的には、本発明による皮膚細胞としては、
ケラチノサイトおよび／または線維芽細胞が含まれる。
【００３７】
　多くの皮膚細胞培養法が当業者に知られている。これらの方法はいずれも、本発明によ
る皮膚細胞を培養するために使用可能である。有利には、皮膚細胞は、少なくとも部分的
に、細胞代謝および／または細胞機能を維持する条件下で培養および／または保存される
。よって、本発明による皮膚細胞の培養物としては、十分等しく懸濁皮膚細胞培養物、単
層皮膚細胞培養物、二層皮膚細胞培養物および組織モデル、その再生皮膚培養物および再
生粘膜培養物が含まれる。
【００３８】
　例えば、懸濁皮膚細胞培養は、数十年間、極めて多数の研究室で慣例的に行われている
。同様に、単層または二層皮膚細胞培養物も、極めて長年にわたって知られ、使用されて
いる。
【００３９】
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　さらに、多くの組織モデル、その再生皮膚モデルおよび再生粘膜モデル(Rosdy et al.,
 In Vitro Toxicol., 10(1): 39-47 1997; Ponec et al., J Invest Dermatol., 109(3):
 348-355 1997; Ponec et al., Int J Pharm., 203(1-2): 211-225, 2000; Schmalz et a
l., Eur J Oral Sci., 108(5): 442-448, 2000; Black et al., Tissue Eng, 11(5-6): 7
23-733 2005; Dongari-Batgtzoglou and Kashleva, Nat Protoc, 1(4): 2012-2018, 2006
; Bechtoille et al., Tissue Eng, 13(11): 2667-2679, 2007; Vrana et al., Invest O
phthalmol Vis Sci, 49(12): 5325-5331, 2008; Kinicoglu et al., Biomaterials, 30(3
2): 6418-6425, 2009; Auxenfans et al., Eur J Dermatol, 19(2): 107-113, 2009; Kin
icoglu et al., Biomaterials, 32(25): 5756-5764, 2011; Costin et al., Altern Lab 
Anim, 39(4): 317-337, 2011; Auxenfans et al., J Tissue Eng Regen Med, 6(7): 512-
518, 2012; Lequeux et al., Skin Pharmacol Physiol, 25(1): 47-55, 2012;ＥＰ２９６
７８；ＥＰ２８５４７１；ＥＰ７８９０７４；ＥＰ１４５１３０２Ｂ１；ＥＰ１８７８７
９０Ｂ１；ＥＰ１９７４７１８；ＵＳ２００７／０１４８，７７１；ＵＳ２０１０／０，
０９９，５７６；ＷＯ０２／０７０７２９；ＷＯ２００６／０６３８６４；ＷＯ２００６
／０，６３８６５；ＷＯ２００７／０６４３０５)が当業者に利用可能であり、本発明の
範囲内に含まれる。
【００４０】
　有利には、組織モデルには、再生皮膚モデルおよび再生粘膜モデルを含む。好ましくは
、再生皮膚モデルは、本質的に間質細胞、より詳しくは線維芽細胞を含有する真皮モデル
、本質的にケラチノサイトからなる表皮モデル、皮下組織モデル、真皮と表皮とを含む皮
膚モデル、および真皮と表皮と皮下組織とを含む皮膚モデルを含む群から選択される。少
なくとも１つの真皮を含むこれらのモデルは結合タイプの組織を形成するが、１つの表皮
(at one epidermis)を含むモデルは、当該組織の特徴的な層を含む層状上皮を形成する。
例えば、表皮モデルでは、基底層(stratum basalis)、有棘層(stratum spinosum)、顆粒
層(stratum granulosum)、および角質層(stratum corneum)を識別することが可能である
。さらに、好ましくは、本発明による再生粘膜モデルは、口腔、歯肉、膣または角膜の粘
膜モデルである。
【００４１】
　有利には、前記モデルは、好ましくは、
半透性合成膜、特に、半透性ニトロセルロース膜、半透性ナイロン膜、テフロン膜または
スポンジ、ポリカーボネートまたはポリエチレン、ポリプロピレン、半透性ポリエチレン
テレフタレート（ＰＥＴ）膜、無機半透性アノポア、セルロースアセテートまたはエステ
ル（ＨＡＴＦ）膜、半透性バイオポア－ＣＭ膜、半透性ポリエステル膜、ポリグリコール
酸膜またはフィルムからなる群から選択される不活性基質
から選択されるマトリックス基質を含んでなる真皮マトリックスの結合タイプの組織モデ
ルである。
【００４２】
　この群には、例えば、Ｓｋｉｎ２（商標）モデルＺＫ１１００およびＤｅｒｍａｇｒａ
ｆｔ（商標）およびＴｒａｎｓｃｙｔｅ（商標）真皮モデル（Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｔｉｓ
ｓｕｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）：
・細胞培養処理プラスチック（真皮シートの形成：Michel et al., In Vitro Cell. Dev 
Biol.-Animal, 35: 318-326, 1999）；
・ヒアルロン酸（Ｈｙａｌｏｇｒａｆｔ（商標）３Ｄ－Ｆｉｄｉａ　Ａｄｖａｎｃｅｄ　
Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ）および／またはコラーゲン（例えば、等価真皮またはコラーゲ
ン格子）および／またはフィブロネクチンおよび／またはフィブリンに基づくゲルまたは
膜；この群には、例えば、Ｖｉｔｒｉｘ（商標）真皮モデル（Ｏｒｇａｎｏｇｅｎｅｓｉ
ｓ）が含まれる；
・１または複数のグリコサミノグリカンおよび／または任意選択のキトサンを含有するた
めに好適なコラーゲンから製造された、表面加工されていてもよい多孔質マトリックス（
例えば、等価真皮）（ＥＰ０２９６０７８Ａ１、ＷＯ０１／９１１８２１およびＷＯ０１
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／９２３２２）
が含まれる。
【００４３】
　この群にはまた、例えば、Ｍｉｍｅｄｅｒｍ（商標）真皮モデル（Ｃｏｌｅｔｉｃａ）
も含まれる。
【００４４】
　これらのマトリックス基質は、間質細胞、特に、線維芽細胞を含んでなる。
【００４５】
　有利には、前記皮膚モデルは、好ましくは、
半透性合成膜、特に、半透性ニトロセルロース膜、半透性ナイロン膜、テフロン膜または
スポンジ、ポリカーボネートまたはポリエチレン、ポリプロピレン、半透性ポリエチレン
テレフタレート（ＰＥＴ）膜、無機半透性アノポア、セルロースアセテートまたはエステ
ル（ＨＡＴＦ）膜、半透性バイオポア－ＣＭ膜、半透性ポリエステル膜からなる群から選
択される不活性基質；
　この群には、再生表皮モデル（Ｓｋｉｎｅｔｈｉｃ（商標））およびＥｐｉＤｅｒｍ（
商標）モデル（Ｍａｔｔｅｋ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）が含まれ；
・ヒアルロン酸および／またはコラーゲンおよび／またはフィブロネクチンおよび／また
はフィブリンに基づくフィルムまたは膜
から選択されるマトリックス基質を含んでなる表皮モデルである。
【００４６】
　この群において、特に、Ｌａｓｅｒｓｋｉｎ（商標）（Ｆｉｄｉａ　Ａｄｖａｎｃｅｄ
　Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ）、Ｅｐｉｓｋｉｎ（商標）（Ｌ’Ｏｒｅａｌ）のモデルを挙
げることができる。
【００４７】
　これらのモデルは、真皮部分に線維芽細胞を植え込むことができる。
【００４８】
　線維芽細胞が組み込まれていてもよいこれらのモデルは、ケラチノサイトの植え込みお
よび表皮再生の基質として機能する。有利には、ケラチノサイトの他に、色素細胞、免疫
担当細胞、神経細胞が導入され、好ましくは、免疫担当細胞はランゲルハンス細胞である
。
【００４９】
　有利には、前記組織モデルは、好ましくは、
・半透性合成膜、特に、半透性ニトロセルロース膜、半透性ナイロン膜、テフロン膜また
はスポンジ、ポリカーボネートまたはポリエチレン、ポリプロピレン、半透性ポリエチレ
ンテレフタレート（ＰＥＴ）膜、無機半透性アノポア、セルロースアセテートまたはエス
テル（ＨＡＴＦ）膜、半透性バイオポア－ＣＭ膜、半透性ポリエステル膜からなる群から
選択される不活性基質であって、前記不活性基質は間質細胞、特に、線維芽細胞を含有し
てもよい不活性基質；
・間質細胞、特に、線維芽細胞を含んでなる、コラーゲンおよび／またはヒアルロン酸お
よび／またはフィブロネクチン、および／またはフィブリンに基づくゲル；
・１または複数のグリコサミノグリカンおよび／または場合によりキトサンを含有するた
めに好適なコラーゲンから製造された、場合により表面加工されていてもよい多孔質マト
リックスであって、これらの多孔質マトリックスは間質細胞、特に、線維芽細胞を組み込
んでいる多孔質マトリックス；
・ヒトまたは動物起源の脱上皮化(deepidermised)真皮または死滅真皮
から選択される真皮または絨毛膜マトリックス基質を含んでなる再生皮膚または粘膜組織
モデルである。
【００５０】
　この群では、特に、Ｍｉｍｅｓｋｉｎ（Ｃｏｌｅｔｉｃａ）、ＥｐｉｄｅｒｍＦＴ（商
標）、ＥｐｉＡｉｒｗａｙ（商標）、ＥｐｉＯｃｃｕｌａｒ（商標）、ＥｐｉＯｒａｌ（
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商標）、ＥｐｉＧｉｎｇｉｖａｌ（商標）、ＥｐｉＶａｇｉｎａｌ（商標）（ＭａｔＴｅ
ｋ　ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）、ヒト角膜上皮（ＨＣＥ）、ヒト口腔上皮（ＨＯＥ）、ヒ
ト歯肉上皮（ＨＧＥ）、ヒト膣上皮（ＨＶＥ）（Ｓｋｉｎｅｔｈｉｃ（商標））、Ｐｈｅ
ｎｉｏｎ（商標）Ｆｕｌｌ　Ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ　Ｓｋｉｎ　Ｍｏｄｅｌ（Ｐｈｅｎｉｏ
ｎ）　Ａｐｌｉｇｒａｆ（商標）（Ｏｒｇａｎｏｇｅｎｅｓｉｓ）、ＡＴＳ－２０００（
ＣｅｌｌＳｙｓｔｅｍｓ（商標）　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ　Ｖｅｒｔｒｉｅｂ）
モデルおよびＳｋｉｎ　２ＴＭ（ＺＫ１２００－１３００－２０００　Ａｄｖａｎｃｅｄ
　Ｒｉｓｓｕｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）を挙げることができる。
【００５１】
　さらに、組織療法に特に意図されるモデルも利用可能であり、これらも本発明の範囲内
で使用可能である。Ｅｐｉｄｅｘ（Ｍｏｄｅｘ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｑｕｅｓ）、Ｅｐ
ｉｂａｓｅ（商標）（Ｌａｂｏｒａｔｏｉｒｅ　Ｇｅｎｅｖｒｉｅｒ）、Ｅｐｉｃｅｌｌ
（商標）（Ｇｅｎｚｙｍｅ）、Ａｕｔｏｄｅｒｍ（商標）およびＴｒａｎｓｄｅｒｍ（商
標）（Ｉｎｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ）モデルを挙げることができる。
【００５２】
　次に、このマトリックス基質にケラチノサイトを植え込み、表皮を再生させ、最終的に
は再生皮膚を得る。
【００５３】
　使用する皮膚モデルは、内皮細胞（ＣＥ）、ならびに／または免疫細胞、例えば、リン
パ球、マクロファージ、肥満細胞、樹状細胞および／もしくは脂肪細胞、ならびに／また
は皮膚付属物、例えば、身体および頭部の毛、および皮脂腺など、少なくとも１つの補足
的細胞種が組み込まれているモデルを含んでなることが有利である。
【００５４】
　本発明による候補生物学的マーカーは、好ましくは、遺伝子マーカー、タンパク質マー
カー、脂質マーカーまたは代謝マーカーである。これらのタイプのマーカーのそれぞれに
ついて、前記生物学的マーカーの発現を測定するため、ひいては１６歳未満の小児の細胞
と成人の細胞との間の発現の違いを識別するために、当業者には多くの方法が利用可能で
ある。
【００５５】
　第１の実施態様では、前記マーカーは、遺伝子マーカーまたはタンパク質マーカーであ
る。
【００５６】
　この場合、本発明による方法は、皮膚細胞サンプルの採取と生物学的マーカーの発現の
測定との間に１または複数の中間工程を含んでなってもよく、前記工程は、前記皮膚細胞
サンプルからのｍＲＮＡサンプル（または対応するｃＤＮＡ）またはタンパク質サンプル
の抽出に相当する。細胞サンプルからのｍＲＮＡ（およびその逆転写によるｃＤＮＡ）ま
たはタンパク質の調製または抽出は、当業者に周知の常法に過ぎない。
【００５７】
　ｍＲＮＡ（または対応するｃＤＮＡ）またはタンパク質サンプルが得られれば、ｍＲＮ
Ａ（すなわち、そのサンプル中に存在する全ｍＲＮＡまたはｃＤＮＡの）、またはタンパ
ク質（すなわち、そのサンプル中に存在する全タンパク質の）のいずれかに関するマーカ
ーの発現が測定できる。従って、この目的に使用される方法は、変換のタイプ（ｍＲＮＡ
、ｃＤＮＡまたはタンパク質）および利用可能なサンプルのタイプに依存する。
【００５８】
　マーカーの発現は、ｍＲＮＡ（または対応するｃＤＮＡ）に関して測定され、当業者に
慣用されている技術が適用できる。例えばトランスクリプトーム解析などの、遺伝子発現
レベルを解析するためのこれらの技術には、より高い処理量のためのＰＣＲ（ポリメラー
ゼ連鎖反応、ＤＮＡを使用する場合）、ＲＴ－ＰＣＲ（逆転写ＰＣＲ、ＲＮＡを使用する
場合）または定量的ＲＴ－ＰＣＲまたは核酸アレイ（ＤＮＡアレイおよびオリゴヌクレオ
チドアレイを含む）などの周知の方法が含まれる。
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【００５９】
　用語「核酸アレイ」は、本明細書で使用する場合、マイクロチップ、スライドガラス、
またはミクロスフェアのサイズを有するビーズであり得る基質に結合された複数の異なる
核酸プローブを意味する。マイクロチップは、ポリマー、プラスチック、樹脂、多糖類、
シリカ、またはシリカ、炭素、金属、無機ガラス、もしくはニトロセルロースに基づく材
料からなり得る。
【００６０】
　プローブは、ｃＤＮＡ（「ｃＤＮＡアレイ」）、ｍＲＮＡ（「ｍＲＮＡアレイ」）また
はオリゴヌクレオチド（「オリゴヌクレオチドアレイ」）などの核酸であり得、前記オリ
ゴヌクレオチドは一般におよそ２５～６０ヌクレオチドの間の長さを持たせるために好適
である。
【００６１】
　特定の遺伝子の発現プロファイルを決定するために、前記遺伝子の全体または一部に対
応する核酸を標識した後に、ハイブリダイゼーション条件下でアレイと接触させると、前
記の標識された標的核酸とチップ表面に結合されているこの核酸に相補的なプローブの間
で複合体の形成が起こる。その後、これらの標識されたハイブリダイズ複合体の存在を検
出する。
【００６２】
　これらの技術は、生体サンプル（細胞、組織など）中の特に１つの遺伝子、または複数
の遺伝子、またはさらにはゲノムの全遺伝子（全ゲノムまたは全トランスクリプトーム）
の発現レベルをモニタリングするために好適である。これらの技術は当業者によって慣例
的に使用され、従って、本明細書でそれらを詳説する必要はない。遺伝子発現解析（ｃＤ
ＮＡアレイ）および定量的ＰＣＲに基づく本発明の実施態様の例は、実験の節に記載され
ている。
【００６３】
　あるいは、サンプル中のｍＲＮＡ量に基づいて遺伝子発現を決定するのに好適な現行の
または将来的な技術はいずれも使用することができる。例えば、当業者は、標識核酸プロ
ーブとのハイブリダイゼーション、例えば、ノーザンブロット（ｍＲＮＡに対して）また
はサザンブロット（ｃＤＮＡに対して）の手段によるだけでなく、serial analysis of g
ene expression（ＳＡＧＥ）法およびその派生形、例えば、ＬｏｎｇＳＡＧＥ、Ｓｕｐｅ
ｒＳＡＧＥ、ＤｅｅｐＳＡＧＥなども用いて、遺伝子の発現を測定することができる。ま
た、組織チップ（ＴＭＡ：「組織マイクロアレイ」）を使用することもできる。通常組織
アレイとともに使用される試験としては、免疫組織化学および蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブ
リダイゼーションが含まれる。ｍＲＮＡに関する分析のためには、組織アレイを蛍光ｉｎ
　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションと組み合わせることができる。
【００６４】
　最後に、サンプル中のｍＲＮＡの量を測定するために大量並行シーケンシング（ＲＮＡ
－Ｓｅｑまたは「全トランスクリプトームショットガンシーケンシング」）を使用するこ
とができる。この目的で、複数の大量並行シーケンシング法が利用可能である。このよう
な方法は、例えば、米国特許第４，８８２，１２７号；同第４，８４９，０７７号；同第
７，５５６，９２２号；同第６,７２３，５１３号；ＷＯ０３／０６６８９６；ＷＯ２０
０７／１１１９２４ＵＳ２００８／００２０３９２；ＷＯ２００６／０８４１３２；ＵＳ
２００９／０１８６３４９；ＵＳ２００９／０１８１８６０；ＵＳ２００９／０１８１３
８５；ＵＳ２００６／０２７５７８２；ＥＰ－Ｂ１－１１４１３９９；Shendure & Ji, N
at Biotechnol., 26(10): 1135-45. 2008; Pihlak et al., Nat Biotechnol., 26(6): 67
6- 684, 2008; Fuller et al., Nature Biotechnol., 27(11): 1013-1023, 2009; Mardis
, Genome Med., 1(4): 40, 2009; Metzker, Nature Rev. Genet., 11(1): 31-46, 2010に
記載されている。
【００６５】
　タンパク質に関してマーカーの発現を測定する場合、特に、免疫沈降、免疫組織学、ウ
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エスタンブロット、ドットブロット、ＥＬＩＳＡまたはＥＬＩＳＰＯＴ、タンパク質アレ
イ、抗体アレイ、または免疫組織化学と併用する組織アレイなどの周知の技術において特
異的抗体を使用することができる。使用可能な他の技術としては、ＦＲＥＴまたはＢＲＥ
Ｔ技術、特に共焦点顕微鏡および電子顕微鏡法を含む顕微鏡または組織化学法、１または
複数の励起波長と好適な光学的方法の使用に基づく方法、例えば、電気化学的方法（ボル
タンメトリーおよび電流滴定技術）、原子間力顕微鏡、および高周波法、例えば、多極性
、共焦点および非共焦点共鳴分光法、蛍光、発光、化学発光、吸光度、反射率、透過率、
および複屈折率または屈折率の検出（例えば、表面プラズモン共鳴の手段、偏光解析法、
共振ミラー法の手段などによる）、フローサイトメトリー、放射性同位元素または磁気共
鳴イメージング、ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）の手段、ＨＰＬ
Ｃ－質量分光光度法の手段、液体クロマトグラフィー／質量分光光度法／質量分析（ＬＣ
－ＭＳ／ＭＳ）の手段による分析といった周知の技術において特異的抗体を使用すること
ができる。これらの技術は総て当業者に周知であり、本明細書でそれらを詳説する必要は
ない。
【００６６】
　優先的には、候補遺伝子マーカーまたはタンパク質マーカーは、細胞代謝マーカー、ス
トレス応答マーカー、炎症マーカー、免疫マーカー、アポトーシスマーカー、細胞成長／
増殖および周期マーカー、細胞シグナル伝達マーカー、遊走および分化マーカー、表皮バ
リアマーカー、接着マーカーおよび多能性皮膚幹細胞のマーカーを含む群から選択される
。
【００６７】
　遺伝子マーカーまたはタンパク質マーカーが属するクラスを決定したい当業者は、容易
に、関連の科学文献を調べるか、例えば、the National Center for Biotechnology Info
rmation website (http://www.ncbi.nim.nih.gov/guide/)に収められているものなどの公
開データベースを参照することができる。
【００６８】
　より優先的には、前記細胞エネルギー代謝マーカーはＩＧＦＬ３（ＩＧＦ様ファミリー
メンバー３）であり、前記ストレス応答マーカーはＧＰ３Ｘ（グルタチオンペルオキシダ
ーゼ３）であり、前記炎症マーカーはＭＧＳＴ１（ミクロソームグルタチオンＳ－トラン
スフェラーゼ１）、ＩＬ－１（インターロイキン－１）およびＩＬ－８（インターロイキ
ン８）からなる群から選択され、前記免疫マーカーはＤＥＦＢ１およびＤＥＦＢ４（デフ
ェンシンβｌおよびβ４）からなる群から選択され、前記細胞周期マーカーはＣＤＫＮ１
（サイクリン依存性キナーゼ阻害剤）であり、前記分化マーカーはＢＡＲＸ２（ＢＡＲｘ
ホメオボックス２）またはＳＣＥＬ（サイエリン(sciellin)）、前記表皮バリアマーカー
はＣＬＤＮ１（クローディン１）、ＩＶＬ（インボルクリン）、およびＫＲＴ１（ケラチ
ン１）からなる群から選択され、前記接着マーカーはＣＡＤＭ１（細胞接着分子１）であ
り、かつ／または前記多能性皮膚幹細胞マーカーはＦＮ１（フィブロネクチン１）、ＮＩ
Ｄ１（ニドゲン１）、ＮＯＴＣＨ１（Ｎｏｔｃｈホモログ１、移行関連）、ＫＲＴＩ９（
ケラチン１９）、ＩＴＧＢ１ＢＰ１（インテグリンβ１結合タンパク質）、ＩＴＧＡ６（
インテグリンα６）およびＩＴＧＢ４（インテグリンβ４）からなる群から選択される。
【００６９】
　遺伝子ＣＬＤＮ１（ＮＭ＿０２１１０１）は、密着結合の最も重要な成分の１つである
タンパク質クローディン１をコードする。遺伝子ＩＶＬ（ＮＭ＿００５５４７）によりコ
ードされているインボルクリンは、角質細胞の角膜エンベロープの形成に関与する。遺伝
子ＫＲＴ１（ＮＭ＿００６１２１）は、ケラチノサイトの細胞内ネットワークを形成する
ケラチン１をコードする。ＢＡＲＸ２（ＮＭ＿００３６５８）は、表皮の形成およびその
分化の際の接着を調節する転写因子をコードする。最後に、遺伝子ＳＣＥＬ（ＮＭ＿００
１１６０７０６；ＮＭ００３８４３；ＮＭ＿１４４７７７）の産物であるサイエリンは、
角膜エンベロープタンパク質の調節に関与する。
【００７０】
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　ＧＰＸ３（ＮＭ＿００２０８４）は、酸化ストレスに対して防護的役割を持つグルタチ
オンペルオキシダーゼをコードする。βデフェンシンをコードするＤＥＦＢ１（ＮＭ＿０
０５２１８）およびＤＥＦＢ４（ＮＭ＿００４９４２）は、より具体的には、生得免疫遺
伝子であり、その産物は同じ抗微生物ペプチドファミリーに属す。
【００７１】
　遺伝子ＭＧＳＴ１（ＮＭ＿１４５７９２；ＮＭ＿００１２６７５９８；ＮＭ＿１４５７
６４；ＮＭ＿００１２６０５１１；ＮＭ＿０２０３００；ＮＭ＿００１２６０５１２；Ｎ
Ｍ＿１４５７９１）は、炎症メディエーター生産に関与する炎症タンパク質であるミクロ
ソームグルタチオントランスフェラーゼをコードする。
【００７２】
　遺伝子ＩＬ－１（ＮＭ＿０００５７５；ＮＭ＿０００５７６；ＮＭ＿００１２４３２１
１；ＮＭ＿０００５７７）およびＩＬ－８（ＮＭ＿０００５８４）は、重要な炎症メディ
エーターである２つのサイトカインをコードする。
【００７３】
　ＦＮ１（ＮＭ＿２１２４８２；ＮＭ＿００２０２６；ＮＭ＿２１２４７６；ＮＭ＿２１
２４７８；ＮＭ＿２１２４７４；ＮＭ＿０５４０３４）は、幹細胞接着プロセスに関与す
るフィブロネクチン１をコードする。遺伝子ＮＯＴＣＨ１（ＮＭ＿０１７６１７）は、幹
細胞の維持に関与する。遺伝子ＮＩＤ１（ＮＭ＿００２５０８）によりコードされるタン
パク質ニドゲン１またはエンタクチンは、マトリックスとの相互作用において幹細胞に関
与する基底膜の成分である。遺伝子ＫＲＴ１９（ＮＭ＿００２２７６）によりコードされ
るタンパク質ケラチン１９は、幹細胞で特異的に発現されるケラチンファミリーのメンバ
ーである。最後に、ＩＴＧＢ１ＢＰ１（ＮＭ＿０２２３３４；ＮＭ＿００４７６３）、Ｉ
ＴＧＡ６（ＮＭ＿００１０７９８１８；ＮＭ＿０００２１０）、ＩＴＧＢ４（ＮＭ＿００
０２１３；ＮＭ＿００１００５７３１；ＮＭ＿００１００５６１９）はそれぞれ、インテ
グリンβ１結合タンパク質、インテグリンα６およびインテグリンβ４をコードし、総て
、マトリックスへの幹細胞の接着に不可欠である。
【００７４】
　stratum granulosum（顆粒層）の上層に位置する、「オドランド小体」と呼ばれるラメ
ラ体は、ステロール、リン脂質およびグルコシルセラミド、ならびに特異的ヒドロラーゼ
を含有している。これらの酵素は、リン脂質とグルコシルセラミドを遊離脂肪酸およびセ
ラミドに変換し、これらはコレステロールおよびコレステロール硫酸とともに、細胞間ラ
メラ二重膜を形成する。前記の層は、外的攻撃からの皮膚の保護および十分な表皮内水層
の維持を助ける(Jungerstend et al., Contact Dermitis, 58(5): 255-262, 2008)。しか
しながら、この皮膚バリア機能は、年齢とともに、特に、出生時および成人の間で変化す
る(Fluhr et al., Exp Dermatol., 19(6): 483-492, 2010)。細胞間ラメラ二重膜中の脂
質の他には、皮膚は、モノ、ジおよびトリグリセリド、遊離脂肪酸、ワックスおよびエス
テル化ワックス、スクアレンおよびステロールを含んでなる、皮脂と呼ばれる脂肪物質の
混合物を産生および分泌する。皮脂分泌は、出生時から成人にかけて変化する。従って、
この分泌は、出生後第１週目のうちに増加し、その後、思春期前に再び増加するまでは低
下している(Fluhr et al., Exp Dermatol., 19(6): 483-492, 2010)。
【００７５】
　さらなる実施態様によれば、本発明による生物学的マーカーは、このように脂質マーカ
ーである。
【００７６】
　特に、本発明による脂質マーカーは、角質層脂質マーカーまたは皮脂マーカーであり得
る。
【００７７】
　有利には、本発明による脂質マーカーは、角質層脂質マーカーである。好ましくは、前
記脂質は、リン脂質、セラミド、ステロールおよび遊離脂肪酸から選択される。
【００７８】
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　用語「リン脂質」は、本明細書で使用する場合、リン酸基を含んでなる任意の脂質を意
味する。有利には、本発明によるリン脂質は、ホスホグリセリドおよびスフィンゴミエリ
ンからなる群から選択される。本発明による「ホスホグリセリド」は、２つのアルコール
官能基が脂肪酸で、そして３つめのアルコール官能基がリン酸でエステル化されたグリセ
ロールエステルである。有利には、脂肪酸は飽和または不飽和であり、１４～２０個の炭
素原子を含む。好ましくは、本発明によるホスホグリセリドは、ホスファチジルエタノー
ルアミン、ホスファチジルコリン、ホスファチジルセリンおよびホスファチジルイノシト
ールからなる群から選択される。用語「スフィンゴミエリン」は、長鎖塩基（スフィンゴ
シンまたはジヒドロスフィンゴシン）、アミン官能基をアミド化する脂肪酸、および第一
級アルコール官能基をエステル化し、その後、アミノアルコールによりエステル化される
（コリン）リン酸基からなる分子を意味する。
【００７９】
　本明細書において用語「ステロール」は、遊離ヒドロキシル基を有するステロイドのサ
ブグループに属す脂質、および前記脂質の任意の誘導体を意味する。ステロールは天然起
源でも合成起源でもよい。有利には、本発明によるステロールは、コレステロールまたは
コレステロール硫酸から選択される。
【００８０】
　本発明による「セラミド」は、スフィンゴシンおよび脂肪酸のアミド化(amidification
)反応から得られる脂質である。従って、セラミドは、アミド結合によってα－ヒドロキ
シ酸、ω－ヒドロキシ酸または様々な疎水鎖長を有する非ヒドロキシ酸に結合されている
スフィンゴシンまたはフィトスフィンゴシン塩基からなる。ヒトの角質層では、ＣＥＲ　
１～９と呼ばれる９つのセラミドクラスが同定されている（例えば、Dayan, Cosm & Toil
, 121(1): 37-44 2006; Jungerstend et al., Contact Dermitis, 58(5): 255-262 2008;
 Farwick et al., Cosm & Toil, 124(2): 63-72; Masukawa et al., J Lipid Res., 50(8
) 1708-1719, 2009参照）。本発明によるセラミドは、より優先的には、前記セラミドＣ
ＥＲ１～９からなる群から選択される。
【００８１】
　本発明による脂質マーカーはまた、皮脂マーカーであってもよい。好ましくは、このよ
うな脂質マーカーは、モノ、ジおよびトリグリセリド、遊離脂肪酸、ワックスおよびエス
テル化ワックス、スクアレンおよびステロールからなる群から選択される。
【００８２】
　「グリセリド」、またはアシルグリセロールもしくはグリセロ脂質は、脂肪酸のエステ
ルおよびグリセロールである。それらが１本の脂肪酸鎖でエステル化されているか、２本
の脂肪酸鎖でエステル化されているかまたは３本の脂肪酸鎖でエステル化されているかに
基づいて、モノ、ジまたはトリグリセリドと呼ばれる。
【００８３】
　本発明によれば、用語「ワックス」は、種々のセリド、アルコールおよび遊離脂肪酸と
多くの場合には長鎖飽和炭化水素とからなる脂肪物質を意味する。用語「セリド」は、本
明細書において、脂肪酸および長鎖脂肪族アルコールのモノエステルを意味し、セリドア
ルコールは一般に、炭素鎖の長さは、脂肪酸については炭素１４～３０個、脂肪アルコー
ルについては炭素１６～３６個と異なるが、等しい数の飽和および非分岐炭素を有する第
一級アルコールである。
【００８４】
　本発明によるスクアレンは、式：（Ｅ）２，６，１０，１５，１９，２３－ヘキサメチ
ル－２，６，１０，１４，１８，２２－テトラコサヘキセンを有する、３０個の炭素原子
と５０個の水素原子とを有するイソプレノイドであるトリテルペンである。
【００８５】
　最後に、皮膚表面は、皮膚がその水和を維持すること、および外的攻撃からそれ自体を
保護することを可能とする保護膜に覆われている。この表面皮膜は、とりわけ、汗、水、
皮脂およびその他の脂質から本質的になる水和脂質膜を含んでなる。これらはセラミド、
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トリグリセリドおよび脂肪酸を、ほぼ等しい割合で含む。水和脂質膜の脂質は、特異的な
三次元構造を持つ。
【００８６】
　皮膚細胞サンプルにおいて脂質含量を測定するために、当業者には多くの方法が利用で
きる。これらの方法としては、とりわけ、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ、例え
ば、Sullivan et al., Arch Ophthalmol., 120(12): 1689-99, 2002参照）、例えば、蒸
発光散乱検出器と連結した高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ－ＥＳＤ、Nordback e
t al., J. High Resolut. Chromatogr., 22: 483-486, 1999; Torres et al., J. Chroma
togr. A., 1078: 28-34, 2005参照）；薄層クロマトグラフィー（ＴＬＣ、例えば、Downi
ng et al., J Invest Dermatol., 77(4): 358-360, 1981; Nordstrom et al., J Invest 
Dermatol, 87(2): 260-263, 1986）；核磁気共鳴（ＮＭＲ、例えば、Robosky et al., J 
Lipid Res., 49(3): 686-692, 2008参照）；ｉｎ　ｖｉｖｏ共焦点ラマンマイクロスペク
トロスコピー；質量分析、ガスクロマトグラフィー連結質量分析（ＧＣ－ＭＳ、O’Neill
 et al., J Chromatogr Sci., 14(1): 28-36, 1976参照）；超高速液体クロマトグラフィ
ー（ＵＰＬＣ、Rainville et al., J Proteome Res., 6(2): 552-558, 2007; Castro-Per
ez et al., J Proteome Res., 10(9): 4281-4290, 2011参照）が含まれる。また、皮膚、
より詳しくは、stratum corneum（すなわち角質層）、ラメラまたは側生組織におけるこ
れらの脂質の組織を、Ｘ線回折(Bouwstra et al., J Invest Dermatol., 97(6): 1005-10
12, 1991; van Smeden et al., J Lipid Res., 52(6): 1211-1221, 1991)などの技術を用
いて、またはフーリエ変換赤外線分光法(Gorcea et al., Int J Pharm. Nov 10, 2011)を
用いて、または電子顕微鏡形態計測分析(Daehnhardt-Pfeiffer et al., Skin Pharmacol 
Physiol., 25(3): 155-161, 2012)を用いて、または分子解析と組み合わせた種々の皮膚
切片の電子顕微鏡分析(Iwai et al., J Invest Dermatol., Apr 26, 2012)を用いて分析
することができる。
【００８７】
　本発明のさらなる実施態様によれば、候補生物学的マーカーは代謝マーカーである。
【００８８】
　本発明による用語「代謝マーカー」は、エネルギー代謝を含む皮膚の代謝プロセスの全
般的調節に関与するマーカーを意味する。本発明による「代謝」は、皮膚細胞において絶
えず起こっている分子変換およびエネルギー変換のセットに相当する。言い換えれば、用
語「代謝」は、本明細書において、例えば、皮膚細胞がエネルギーを生産および使用する
、その特性を維持する、再生する、毒性化合物を排除するなどのいずれの反応も含んでな
る。
【００８９】
　本発明による代謝マーカーは、特に、成人の皮膚と比べた場合に、１６歳未満の小児、
より詳しくは、新生児、乳児および／または２～１６歳の小児の皮膚に差次的に存在する
皮膚代謝産物を含む。本発明に関して、「差次的」とは、対照サンプルよりも測定サンプ
ルで異なるレベルを意味する。例えば、小児（または新生児、乳児および／もしくは２～
１６歳の小児）の皮膚に差次的に存在する代謝産物は、成人の皮膚よりも前記小児の皮膚
に多量に存在し得る。あるいは、この代謝産物は、成人の皮膚よりも小児（または新生児
、乳児および／もしくは２～１６歳の小児）の皮膚に少量に存在し得る。
【００９０】
　皮膚の代謝マーカーは、当業者に周知である。前記マーカーは例えば、Fluhr et al. (
Exp Dermatol., 19(6): 483-492, 2010)またはJungerstend et al. (Contact Dermitis, 
58(5): 255-262, 2008)に記載されている。本発明による生物学的マーカーとしては、例
えば、エレイジンまたは天然保湿因子、すなわちＮＭＦなどの表皮構築および皮膚バリア
機能マーカーが含まれる。これらは水を保持する特性を有する吸湿性物質の混合物である
(Fluhr et al., Exp Dermatol., 19(6): 483-492, 2010)。これらのＮＭＦのいくつかは
、特に、カスパーゼ１４およびペプチジルアルギニンデイミナーゼ（ＰＡＤ１）などの酵
素を含む反応カスケードに従うフィラグリンのタンパク質分解から得られる。さらなる表
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皮および真皮の吸湿性分子、例えば、ヒアルロン酸は、十分な水分レベルの維持を助け、
皮膚のしなやかさとボリュームを与える。このグリコサミノグリカンは、ヒアルロナンシ
ンターゼ１型、２型または３型により合成され、一方、ヒアルリノダーゼ(hyalurinodase
s)により分解される。皮膚バリア機能は本質的に角質層によって提供され、構造的役割と
機能的役割との両方を備えた細胞間脂質および角質細胞の両方を含む。例えば、βグルコ
セレブロシダーゼおよび酸性スフィンゴミエリナーゼなどの酵素が、これらの重要な脂質
の合成および成熟に付随し、また、特に、トランスグルタミナーゼなどのさらなる酵素も
、角質細胞を形成するタンパク質の組織化を行う。総ての表皮層が形成され、分化が完了
すると、カリクレイン５および７などの酵素を含む落屑プロセスが、角質細胞の排除を可
能とする。表皮下で、真皮は、メタロプロテイナーゼおよびエラスターゼを含む、細胞外
マトリックスの再編またはリモデリングを受け得る。
【００９１】
　さらに、皮膚のホルモン濃度も年齢とともに変化することが知られている。よって、本
発明のさらなる態様によれば、皮膚の代謝マーカーは、ホルモン、特に、性ホルモン／ス
テロイド、例えば、エストロゲンおよびアンドロゲン（例えば、エストラジオール、プロ
ゲステロンおよびテストステロン）、副腎ホルモン、すなわち、ステロイド（例えば、Ｄ
ＨＥＡ、コルチゾール）、甲状腺ホルモン（例えば、チロキシンおよびトリヨードチロシ
ン(triodothyrosine)、グルココルチコイド（例えば、コルチゾールまたはヒドロコルチ
ゾン）、神経ホルモン（例えば、プロオピオメラノコルチンおよび副腎皮質刺激ホルモン
(adrenocorticotrophic hormone)などである。
【００９２】
　本発明による代謝マーカーはまた、抗酸化酵素、特に、カタラーゼ、グルタチオンペル
オキシダーゼ、スーパーオキシドジスムターゼなどの酵素活性を含み得る。
【００９３】
　皮膚の代謝マーカーとしてはまた、細胞からの外因性毒性化合物（または生体異物）の
排除に関連する酵素活性も含まれる。この排除プロセス、または生体変換は、一般に、官
能基化工程またはフェーズＩと抱合工程またはフェーズＩＩの二段階を含むことが長年知
られている。従って、生体変換では、フェーズＩ酵素とフェーズＩＩ酵素の２種類の活性
を用いる。これらの２種類の酵素活性は皮膚細胞に存在し、皮膚の代謝マーカーに含まれ
る（例えば、Ahmad and Mukhtar, J Invest Dermatol., 123: 417-425, 2004; Cheung et
 al., J Dermatol Sci, 31: 9-19, 2003; Gelardi et al., Toxicol in Vitro, 15: 701-
711, 2001; Hotchkiss S.A.M., 1998. Dermal metabolism. In: Roberts, M.S., Walters
 K.A. (Eds.) Dermal Absorption and Toxicity Assessment. Marcel Dekker Inc, New Y
ork, pp. 43-101; Janmohamed et al Biochem Pharmacol, 62: 777-786, 2001; Katiyar 
et al., J Invest Dermatol, 114: 328-333, 2000; Mosset al., Food Chem Toxicol, 38
: 361-370, 2000; Oesch et al., Drug Metab Rev, 39: 659-698, 2007; Oesch et al., 
Biochem Pharmacol, 27: 17-20, 1978; Pillai et al., Pharm Res, 21: 1146-1152, 200
4; Raza et al., J Invest Dermatol, 96: 463-467, 1991; Nordquist and Oreland, J N
eural Transm, 114: 713-716, 2007参照）。
【００９４】
　有利には、本発明による皮膚の代謝マーカーは、フェーズＩ酵素である。用語「フェー
ズＩ酵素」は、酸化を行うのに好適な酵素を意味する。優先的には、本発明によるフェー
ズＩ酵素は、シトクロムＰ４５０ファミリーの酵素、フラビンモノオキシゲナーゼ、モノ
アミンオキシダーゼ、アルコールデヒドロゲナーゼ、アルデヒド(aledehyde)デヒドロゲ
ナーゼ、エステラーゼまたはエポキシドヒドロラーゼである。用語「シトクロムＰ４５０
」は、本明細書で使用する場合、タンパク質部分であるアポタンパク質からなる酵素と、
４つの共有結合によって鉄原子と結合されているプロトポルフィリンからなる補欠分子族
とを意味し、前記酵素は極めて多様な分子の酸化的代謝に関与する。本発明による「フラ
ビンモノオキシゲナーゼ」は、フラビンアデニンジヌクレオチド（ＦＡＤ）を固定し、Ｎ
ＡＤＰＨの補助を伴って多くの外因性化合物中に存在するリン、窒素または硫黄などの求
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核分子の酸素化を触媒する酵素である。用語「モノアミンオキシダーゼ」は、本明細書に
おいて、第一級アミンの酸化的脱アミノ化を触媒してアルデヒドを生成する酵素を意味す
る。「アルコールまたはアルデヒドデヒドロゲナーゼ」は、アルコール官能基の、アルデ
ヒドまたはケトンへ、次いでカルボン酸への酸化を触媒する酵素である。本発明による用
語「エステラーゼ」は、エステル官能基の加水分解、従って、対応するアルコールおよび
カルボン酸官能基の放出に関与する酵素を意味する。本発明による「エポキシドヒドロラ
ーセ」は、水和およびジオールの形成の手段によってエポキシドの解毒を行う酵素である
。より優先的には、本発明によるフェーズＩ酵素は、ＣＹＰ１Ａ、ＣＹＰ２ＣおよびＣＹ
Ｐ３Ａから選択されるシトクロムＰ４５０である。
【００９５】
　あるいは、本発明による皮膚の代謝マーカーは、フェーズＩＩ酵素である。用語「フェ
ーズＩＩ酵素」は、抱合を行うために好適な酵素を意味する。優先的には、本発明による
「フェーズＩＩ酵素」は、トランスフェラーゼ、すなわち、求核基質（アルコール、カル
ボン酸、アミンまたはチオール）と求電子性水溶性基質との間の反応を触媒する酵素であ
る。より優先的には、本発明によるフェーズＩＩは、ＵＤＰ－グルクロニルトランスフェ
ラーゼ、スルホトランスフェラーゼ、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼまたはＮ－
アセチルトランスフェラーゼである。用語「ＵＤＰ－グルクロニルトランスフェラーゼ」
は、本明細書で使用する場合、分子の酸素、窒素または硫黄原子にグルクロン酸を固定し
てグルクロニド化合物を形成するために好適な酵素を意味する。本発明による「スルホト
ランスフェラーゼ」は、官能基化された分子への活性型の硫酸基の付加を触媒し、前記硫
酸基は３’－ホスホアデノシン－５’－ホスホスルフェート（ＰＡＰＳ）によって与えら
れる。本発明による「グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ」（ＧＳＴ）は、還元型グ
ルタチオンと求電子性生体異物（芳香族化合物、エポキシドなど）との間の抱合を触媒す
る酵素のスーパーファミリーである。本発明による用語「Ｎ－アセチルトランスフェラー
ゼ」（ＮＡＴ）は、種々の化合物（芳香族アミン、スルホンアミド、ヒドラジンなど）の
アセチル化の手段による生体変換を担う酵素を意味する。
【００９６】
　本発明による皮膚の代謝マーカーはまた、皮膚色素沈着関連マーカーを含む。
【００９７】
　皮膚の色素沈着は、ケラチノサイト内のメラニン粒子の存在の結果である。従って、第
１の側面によれば、本発明による皮膚色素沈着関連マーカーは、メラニンである。メラニ
ンは、皮膚の主要な色素であり、皮膚のメラニンレベルがその色（明、暗など）を決定し
、紫外線に対する様々な程度の保護を与える。用語「メラニン」は、本明細書で使用する
場合、フェオメラニンおよびユーメラニンの両方を包含する。本発明による「フェオメラ
ニン」または「フェメラニン」は、硫黄に富むベンゾチアジン化合物から本質的になる黄
色または赤褐色色度である。「ユーメラニン(Eumalenin)」は、本明細書では、硫黄を欠
き、褐色～黒の色素を形成する、ＤＨＩ（５，６－ジヒドロキシインドール）単位とＤＨ
ＩＣＡ（５，６－ジヒドロキシインドール－２－カルボン酸）単位とからなるヘテロ性の
高い共重合体を意味する。ユーメラニンおよびフェオメラニンは当業者に周知である（例
えば、Bertolo et al., m/s, 17(2): 177-185, 2001; Ito and Wakamatsu, Pigment Cell
 Res, 16(5): 523-531, 2003; Ebanks et al., Int J Mol Sci, 10: 4066-4087, 2009参
照）。
【００９８】
　第２の側面によれば、本発明による皮膚色素沈着関連マーカーは、メラニン合成を調節
する酵素活性である。有利には、前記マーカーは、「チロシナーゼ」型の活性である。本
発明によるチロシナーゼ活性は、チロシンのジヒドロキシフェニルアラニン（ＤＯＰＡ）
への、また、ＤＯＰＡのドーパキノンへの水酸化を触媒し得る酵素活性である。チロシナ
ーゼの例は、例えば、マウスのａｌｂｉｎｏ遺伝子座の産物、およびさらなる哺乳類種に
おけるそのホモログに相当する。チロシナーゼにより触媒される反応は、ユーメラニンの
生合成とフェオメラニンの生合成に共通である(Bertolo et al., m/s, 17(2): 177-185, 
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2001; Ebanks et al., Int J Mol Sci, 10: 4066-4087, 2009)。
【００９９】
　あるいは、皮膚色素沈着関連マーカーは、フェオメラニンまたはユーメラニン合成に特
異的な酵素活性である。優先的には、前記酵素活性は、ユーメラニン合成に特異的である
。より優先的には、前記酵素活性はＤＨＩＣオキシダーゼ（またはＴＲＰ－１またはＴＹ
ＲＰ１またはｇｐ７５）型のドーパクロムトートメラーゼ(DOPAchrome tauomerase)（ま
たはＴＲＰ－２もしくはＴＹＲＰ２）型活性である。ＤＨＩＣＡオキシダーゼは、本明細
書では、５，６－ジヒドロキシインドール－２－カルボン酸（ＤＨＩＣＡ）の、インドー
ル５，６－キノン－２－カルボン酸(carobxylic acid)の酸化を触媒し得る酵素活性を表
す。このような活性は、例えば、ｂｒｏｗｎマウス遺伝子座の産物の相同タンパク質によ
って保持されている。ＤＯＰＡクロムトートメラーゼは、ドーパクロムのＤＨＩＣＡへの
酸化を触媒し得る酵素活性であり、例えば、ｓｌａｔｙマウス遺伝子の相同遺伝子によっ
てコードされている。
【０１００】
　本明細書では、本発明による種々の酵素活性により触媒される反応の産物はまた、皮膚
色素沈着マーカーの定義によってもカバーされると理解される。従って、ＤＯＰＡ、ドー
パキノン、ロイコドーパクロム、ドーパクロム、ＤＨＩ、インドール－５，６－キノン、
ＤＨＩＣＡ、インドール５，６－キノン－２－カルボン酸は総て、システイニル－ドーパ
および１，４－ベンゾチアジニルアラニン同様に、本発明による皮膚の生物学的マーカー
である（例えば、Bertolo et al., m/s, 17(2): 177-185, 2001の図１参照）。
【０１０１】
　皮下組織は、トリグリセリドの合成および貯蔵に特化した細胞である脂肪細胞を含む。
従って、皮下組織は、白色脂肪または白色脂肪組織を形成する白色脂肪細胞と、褐色脂肪
または褐色脂肪組織を形成する褐色脂肪細胞を含み得る。後者は特に、生命の始まりの際
に存在する。
【０１０２】
　本発明による生物学的マーカーとしてはまた、脂肪細胞関連マーカーが含まれる。特に
、本発明によるマーカーは、白色脂肪細胞の数と褐色脂肪細胞の数との間の比を含む。白
色脂肪細胞は球形細胞であり、直径およそ１００マイクロメーターであり、細胞質は、ゴ
ルジ体、粗面小胞体、滑面小胞体およびミトコンドリアを含有する薄い細胞質の輪に囲ま
れた大きな１つの脂質胞（トリグリセリド）を含む。白色脂肪細胞とは異なり、褐色脂肪
細胞は、中央核および多くの小さな脂質胞の詰まった細胞質（この細胞は多房性と言われ
る）およびミトコンドリアを有する。
【０１０３】
　白色脂肪細胞は、ひとまとめにアジポサイトカインとして知られる多くのペプチドを分
泌し(Avram et al., J Am Acad Dermatol, 53(4): 671-683, 2005)、とりわけ、レプチン
、アディプシン、アディポネクチン、およびタンパク質ＡＳＰ（アシル化刺激タンパク質
）が含まれる。好ましい一実施態様では、本発明による脂肪細胞関連マーカーはアジポサ
イトカインであり、より優先的には、前記マーカーは、レプチン、アディプシン、アディ
ポネクチン、レジスチン、およびタンパク質ＡＳＰから選択される。用語「レプチン」は
、本明細書において、Ｏｂ遺伝子によりコードされ、満腹感を制御することにより体内の
脂肪貯蔵および食欲を調節する１６ｋＤａのタンパク質を意味する。有利には、レプチン
は、ＮＰ＿０００２２１．１で表されるペプチド配列を有する。用語「アディプシン」ま
たは「因子Ｄ」または「補因子Ｄ（ＣＦＤ）」は、セリンプロテアーゼ活性を有し、ＣＦ
Ｄ遺伝子によりコードされる２５３残基のタンパク質を意味する。有利には、アディプシ
ンは、ＮＰ＿００１９１９で表されるペプチド配列を有する。用語「アディポネクチン」
または「ＡｄｉｐｏＱ」、「Ａｃｒ３０」(adipocyte complement-related protein of 3
0kD)、「ＡＰＭ１」(adipose most abundant gene transcript 1)、または「ＧＢＰ２８
」(gelatin-binding protein of 28kD)は、とりわけ、脂質およびグルコース代謝の調節
に関与する２４４アミノ酸のタンパク質を意味する。有利には、このタンパク質は、ＮＰ
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＿００１１７１２７１．１で表されるアミノ酸配列を有する。「レジスチン」または「Ａ
ＤＳＦ」(adipose tissue-specific secretory factor)または「ＸＣＰ１」(C/EBP-epsil
on-regulated myeloid-specific secreted cysteine-rich protein)は、ＲＳＴＮ遺伝子
によりコードされている１０８アミノ酸を有するタンパク質である。有利には、レジスチ
ンタンパク質は、タンパク質配列ＮＰ＿００１１８０３．１を有する。タンパク質「ＡＳ
Ｐ」は、本発明によれば、脂肪
細胞に特異的であって、これらの細胞へのグルコース取り込みおよび非エステル化脂肪酸
貯蔵を調節するＣ３補因子（ＮＰ＿００００５５．２）の切断産物である。
【０１０４】
　白色脂肪細胞は、保存されているトリグリセリドから遊離脂肪酸の形態でエネルギーを
放出することができ、これが脂肪分解である。さらに好ましい実施態様では、本発明によ
る脂肪細胞関連マーカーとしては、脂肪分解、すなわち、トリグリセリド加水分解に関連
する酵素活性が含まれる。優先的には、前記酵素活性は、リパーゼ型の活性である。本発
明による「リパーゼ」は、エステル官能基を加水分解することができ、かつ、トリグリセ
リドのグリセロールおよび脂肪酸への変換に特化した水溶性酵素である。本発明によるリ
パーゼは、より優先的には、ホルモン感受性リパーゼ、モノグリセリドリパーゼまたは脂
肪トリグリセリドリパーゼである(Lafontan and Langin, Prog Lipd Res, 48(5): 275-29
7, 2009)。「ホルモン感受性リパーゼ」は、本明細書で使用する場合、トリグリセリドを
ジグリセリドに、さらにジグリセリドをモノグリセリドに加水分解することができる酵素
であり、その活性は、タンパク質キナーゼＡ（ＰＫＡ）によるリン酸化を介して細胞内ｃ
ＡＭＰレベルにより調節される。ホルモン感受性リパーゼの例はヒトＨＳＬタンパク質に
相当し、その配列はＮＰ＿００５３４８．２で示される。用語「モノグリセリドリパーゼ
」は、モノグリセリドをグリセロールと脂肪酸に加水分解することができる膜に会合した
酵素を表す。ヒトモノグリセリドリパーゼは、タンパク質ＭＡＧＬ、ＭＧＬまたはＭＧＬ
Ｌ（ＮＰ＿００１２４３５１４）に相当する。本発明による「脂肪トリグリセリドリパー
ゼ」は、トリグリセリドを、ただしトリグリセリドだけを加水分解することができる（従
って、ジグリセリドおよび／またはモノグリセリドを加水分解することはできない）酵素
であり、ＰＫＡによりリン酸化されない。例えば、識別番号ＮＰ＿０６５１０９．１に相
当する配列を有するヒトＡＴＧＬタンパク質が挙げられる。
【０１０５】
　前述のように、本発明による生物学的マーカーは当業者に周知である。前記生物学的マ
ーカーをアッセイするための方法が記載され、長年研究室で慣用されており、従って、本
明細書でさらに詳しくそれらを記載する必要はない。
【０１０６】
　本発明の１つの有利な実施態様によれば、候補マーカーの発現は、対照マーカーの発現
に対して正規化される。本発明による「対照マーカー」は、その発現が対象とする細胞種
およびドナーの年齢によらずに同一であるマーカーである。言い換えれば、対照マーカー
は、小児、特に、新生児、乳児および／または２～１６歳の間の小児、ならびに成人で、
同程度で発現される。
【０１０７】
　１つの特定の実施態様によれば、候補マーカーが遺伝子マーカーまたはタンパク質マー
カーである場合、対照マーカーは、被験者の年齢またはそのタンパク質産物によらず、総
ての細胞種で発現される遺伝子である。１つのより具体的な実施態様では、前記対照マー
カーは、総ての細胞種で発現され、細胞の生存に不可欠な基本機能を提供するハウスキー
ピング遺伝子である。ハウスキーピング遺伝子のリストは、例えば、Eisenberg et al. (
Trends in Genetics 19: 362-365, 2003)に示されている。本発明による好ましいハウス
キーピング遺伝子は、Ｂ２Ｍ、ＴＦＲＣ、ＹＷＨＡＺ、ＲＰＬＯ、１８Ｓ、ＧＵＳＢ、Ｕ
ＢＣ、ＴＢＰ、ＧＡＰＤＨ、ＰＰＩＡ、ＰＯＬＲ２Ａ、ＡＣＴＢ、ＰＧＫ１、ＨＰＲＴ１
、ＩＰＯ８およびＨＭＢＳからなる群から選択される遺伝子である。
【０１０８】
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　本発明が有効薬剤、化粧料出発材料および／または化粧料処方物の容易な単離および特
性評価を可能とするという利点を与えることは、当業者に自明である。特に、本発明は、
有効薬剤、皮膚化粧料組成物または化粧料処方物の忍容性、皮膚浸透および有効性を容易
に確認することを可能とする。例えば、場合によっては、これらの薬剤、これらの組成物
またはこれらの処方物に十分な忍容性があるか、また、例えば、炎症関連マーカーなどの
ストレスを示すマーカーの発現を誘導しないかを確認することを求めることができる。
【０１０９】
　よって、本発明はまた、有効薬剤、皮膚化粧料組成物または化粧料処方物の忍容性を評
価するための方法であって、下記の工程：
　ａ）小児の皮膚細胞の少なくとも１つのサンプル（Ａ）を取得する工程；
　ｂ）有効薬剤、皮膚化粧料組成物または化粧料処方物をサンプル（Ａ）と接触させる工
程；
　ｃ）本発明の方法に従って同定された小児の皮膚を特徴付ける少なくとも１つの候補生
物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｄ）対照サンプルにおいて前記生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｅ）工程ｃ）の発現レベルおよび工程ｄ）の発現レベルの間の比を計算する工程；およ
び
　ｆ）前記有効薬剤、皮膚化粧料組成物または化粧料処方物が小児の皮膚によって十分認
容されるかどうかを判定する工程
を含む方法に関する。
【０１１０】
　より好ましい実施態様では、サンプル（Ａ）のドナーは、より詳しくは、０～１か月齢
、１か月齢～２歳の間または２～１６歳の間のドナーである。言い換えれば、この実施態
様によれば、サンプル（Ａ）のドナーは、０～１か月齢の間の新生児、１か月～２歳の間
の乳児、および２～１６歳の間の小児からなる群から選択される。
【０１１１】
　本発明による対照サンプルは、有効薬剤、皮膚化粧料組成物または化粧料処方物と接触
されていないサンプルであり、工程ｃ）の発現レベルと工程ｄ）の発現レベルとの間の有
意な比較を可能とする。例えば、有効薬剤、組成物または処方物で処理されていないサン
プル（Ａ）が対照として使用可能である。この場合、本発明による生物学的マーカーの発
現レベルは、有効薬剤、皮膚化粧料組成物または化粧料処方物に接触させる前および接触
させた後のサンプル（Ａ）で測定される。
【０１１２】
　有効薬剤は、その有効薬剤が本発明による生物学的マーカーの発現を変調しなければ、
小児の皮膚により十分忍容される有効薬剤である。同様に、皮膚化粧料組成物または化粧
料処方物は、その生物学的マーカーの発現がサンプル（Ａ）へのその添加により変調され
なければ十分な忍容性がある。前記変調は、場合によって、特に、生物学的マーカーの性
質によって、前記マーカーの発現の増強または低下に相当し得る。特に、炎症マーカーの
発現は、小児の皮膚が攻撃された際に増強することが知られている。他方、これらの炎症
マーカーの発現は、本出願の実験結果によって実証されるように、十分忍容される有効薬
剤、組成物または処方物によっては影響を受けない。好ましい一実施態様では、工程ｃ）
の生物学的マーカーは、炎症マーカーである。より好ましくは、工程ｃ）の生物学的マー
カーはＩＬ１またはＩＬ８である。
【０１１３】
　本発明による方法は、薬剤、組成物または処方物で処理したサンプルおよび対照サンプ
ルにおける細胞生存率の比較をさらに含んでなり得る。この場合、薬剤、皮膚化粧料組成
物または化粧料処方物は、サンプルの細胞生存率がその有効薬剤、皮膚化粧料組成物また
は化粧料処方物の存在によって影響を受けなければ、小児の皮膚により十分忍容される。
【０１１４】
　よって、さらに好ましい実施態様によれば、本発明による方法は、有効薬剤、皮膚化粧
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料組成物または化粧料処方物で処理されたサンプル（Ａ）における細胞生存率を決定し、
対照サンプルにおける細胞生存率を決定し、両者を比較するためのさらなる工程を含む。
【０１１５】
　細胞生存率を決定するための多くの試験が当業者に利用可能であり、美容術おいて慣用
されている。特に、例えば、Mosman et al. (J Immunol Methods, 65(1-2): 55-63, 1983
)に記載のＭＴＴ検査が挙げられる。
【０１１６】
　また、例えば、遺伝子および／またはバリアタンパク質などの、異なる年齢群に特徴的
なマーカーの発現増強を誘導する薬剤を検出することも対象とされ得る。
【０１１７】
　よって、さらなる側面において、本発明は、小児の皮膚、より詳しくは、新生児、乳児
および／または２～１６歳の小児の皮膚に効果を有する有効薬剤を単離するために好適で
ある。生物学的マーカーの同定は、これらのマーカーの発現を変調するまたはしない有効
薬剤を同定するために好適である。
【０１１８】
　よって、本発明はまた、小児用の皮膚化粧料組成物を調製するための有効薬剤を同定す
るための方法であって、下記の工程：
　ａ）小児の皮膚細胞の少なくとも１つのサンプル（Ａ）を取得する工程；
　ｂ）候補有効薬剤をサンプル（Ａ）と接触させる工程；
　ｃ）本発明の方法に従って同定された小児の皮膚を特徴付ける少なくとも１つの生物学
的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｄ）対照サンプルにおいて前記生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｅ）工程ｃ）の発現レベルと工程ｄ）の発現レベルとの間の比を計算する工程；および
　ｆ）前記有効薬剤が小児の皮膚用の皮膚化粧料組成物を調製するための有効薬剤である
かどうかを判定する工程
を含む方法に関する。
【０１１９】
　より好ましい実施態様では、サンプル（Ａ）のドナーは、より詳しくは、０～１か月齢
の間、１か月齢～および２歳の間、または２～１６歳の間のドナーである。言い換えれば
、この実施態様によれば、サンプル（Ａ）のドナーは、０～１か月齢の間の新生児、１か
月～２歳の間の乳児、および２～１６歳の間の小児からなる群から選択される。
【０１２０】
　よって、本発明はまた、小児用の皮膚化粧料組成物を調製するための有効薬剤を同定す
るための方法であって、下記の工程：
　ａ）０～１か月齢の間の新生児、１か月～２歳の間の乳児、および２～１６歳の間の小
児からなる群から選択されるドナーから得られる皮膚細胞の少なくとも１つのサンプル（
Ａ）を取得する工程；
　ｂ）候補有効薬剤をサンプル（Ａ）と接触させる工程；
　ｃ）本発明の方法に従って同定された小児の皮膚を特徴付ける少なくとも１つの生物学
的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｄ）対照サンプルにおいて前記生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｅ）工程ｃ）の発現レベルと工程ｄ）の発現レベルとの間の比を計算する工程；および
　ｆ）前記有効薬剤が小児の皮膚用の皮膚化粧料組成物を調製するための有効薬剤かどう
かを判定する工程
を含む方法に関する。
【０１２１】
　本発明による対照サンプルは、候補有効薬剤と接触されていないサンプルであり、工程
ｃ）の発現レベルと工程ｄ）の発現レベルとの間の有意な比較を可能とする。例えば、候
補有効薬剤で処理されていないサンプル（Ａ）が対照として使用可能である。この場合、
本発明による生物学的マーカーの発現レベルは、候補有効薬剤に接触させる前および接触
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させた後のサンプル（Ａ）で測定される。
【０１２２】
　候補有効薬剤は、その有効薬剤が本発明による生物学的マーカーの発現を変調するため
に好適であれば、小児の皮膚用の皮膚化粧料組成物を調製するための有効薬剤である。前
記変調は、場合によって、特に、生物学的マーカーの性質によって、前記マーカーの発現
の増強または低下に相当し得る。特に、皮膚バリアマーカーの発現を刺激するまたは炎症
マーカーを制限する有効薬剤を単離することが対象とされ得る。
【０１２３】
　さらなる側面において、本発明は、小児の皮膚、より詳しくは、新生児、乳児および／
または２～１６歳の小児の皮膚用の処方物の開発に使用するために好適な出発材料を単離
するために好適である。
【０１２４】
　本発明による処方物は、一般に特性に関して表される要件に近づけるために、種々の出
発材料の混合物から得られる調製物である。本発明による処方物は、化粧料、医薬、栄養
および／または栄養補助食品の分野で使用され得る。それらはヒトまたは動物において、
局所適用または経口適用によって使用され得る。
【０１２５】
　よって、本発明は、忍容性および皮膚浸透を高める出発材料を同定するために好適であ
る。本発明による生物学的マーカーの同定は、これらのマーカーの発現を変調するまたは
しない出発材料を同定するために好適である。よって、本発明は、小児用の化粧料、医薬
、栄養補助食品および／または栄養補助処方物を調製するのに好適な出発材料を同定する
ための方法であって、下記の工程：
　ａ）１６歳未満のドナーから得られる皮膚細胞の少なくとも１つのサンプル（Ａ）を取
得する工程；
　ｂ）候補出発材料をサンプル（Ａ）と接触させる工程；
　ｃ）本発明の方法に従って同定された小児の皮膚を特徴付ける少なくとも１つの生物学
的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｄ）対照サンプルにおいて前記生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｅ）工程ｃ）の発現レベルと工程ｄ）の発現レベルとの間の比を計算する工程；および
　ｆ）前記候補出発材料が小児用の化粧料、医薬、栄養補助食品および／または栄養補助
処方物を調製するための出発材料であるかどうかを判定する工程
を含む方法に関する。
【０１２６】
　１つのより好ましい実施態様によれば、サンプル（Ａ）のドナーは、より詳しくは、０
～１か月齢の間、１か月齢～２歳の間、または２～１６歳の間のドナーである。言い換え
れば、この実施態様によれば、サンプル（Ａ）のドナーは、０～１か月齢の間の新生児、
１か月～２歳の間の乳児、および２～１６歳の間の小児からなる群から選択される。
【０１２７】
　よって、本発明はまた、小児用の化粧料、医薬、栄養補助食品および／または栄養補助
処方物を調製するために使用するのに好適な出発材料を同定するための方法であって、下
記の工程：
　ａ）０～１か月齢の間の新生児、１か月～２歳の間の乳児、および２～１６歳の間の小
児からなる群から選択されるドナーから得られる皮膚細胞の少なくとも１つのサンプル（
Ａ）を取得する工程；
　ｂ）候補出発材料をサンプル（Ａ）と接触させる工程；
　ｃ）本発明の方法に従って同定された小児の皮膚を特徴付ける少なくとも１つの生物学
的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｄ）対照サンプルにおいて前記生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｅ）工程ｃ）の発現レベルと工程ｄ）の発現レベルとの間の比を計算する工程；および
　ｆ）前記候補出発材料が小児用の化粧料、医薬、栄養補助食品および／または栄養補助
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処方物を調製するための出発材料であるかどうかを判定する工程
を含む方法に関する。
【０１２８】
　本発明による対照サンプルは、候補出発材料と接触されていないサンプルであり、工程
ｃ）の発現レベルと工程ｄ）の発現レベルとの間の有意な比較を可能とする。例えば、候
補出発材料で処理されていないサンプル（Ａ）が対照として使用可能である。この場合、
本発明による生物学的マーカーの発現レベルは、候補出発材料に接触させる前および接触
させた後のサンプル（Ａ）で測定される。
【０１２９】
　よって、本発明は、処方物で使用するのに好適な出発材料を単離および特徴付けるため
に好適であるだけでなく、さらに、すでに調製された処方物を試験するため、小児の皮膚
に対する忍容性、有効性、毒性学および皮膚浸透に関して最適な品質を有するものを同定
するためにも好適であることが明らかである。実際に、当業者ならば、ある処方物が小児
の皮膚に使用可能であるかどうかを決定するためには、本発明による１または複数の生物
学的マーカーの発現を測定するだけでは十分でないことを容易に理解するであろう。
【０１３０】
　よって、本発明は、小児用の化粧料、医薬、栄養補助食品および／または栄養補助処方
物を同定するための方法であって、下記の工程：
　ａ）１６歳未満のドナーから得られる皮膚細胞の少なくとも１つのサンプル（Ａ）を取
得する工程；
　ｂ）候補処方物をサンプル（Ａ）と接触させる工程；
　ｃ）本発明の方法に従って同定された小児の皮膚を特徴付ける少なくとも１つの生物学
的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｄ）対照サンプルにおいて前記生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｅ）工程ｃ）の発現レベルと工程ｄ）の発現レベルとの間の比を計算する工程；および
　ｆ）前記候補化粧料処方物が小児用の化粧料、医薬、栄養補助食品および／または栄養
補助処方物であるかどうかを判定する工程
を含む方法に関する。
【０１３１】
　１つのより好ましい実施態様によれば、サンプル（Ａ）のドナーは、より詳しくは、０
～１か月齢、１か月齢～２歳の間のまたは２～１６歳の間のドナーである。言い換えれば
、この実施態様によれば、サンプル（Ａ）のドナーは、０～１か月齢の間の新生児、１か
月～２歳の間の乳児、および２～１６歳の間の小児からなる群から選択される。
【０１３２】
　よって、本発明は、小児用の化粧料、医薬、栄養補助食品および／または栄養補助処方
物を同定するための方法であって、下記の工程：
　ａ）０～１か月齢の間の新生児、１か月～２歳の間の乳児、および２～１６歳の間の小
児からなる群から選択されるドナーから得られる皮膚細胞の少なくとも１つのサンプル（
Ａ）を取得する工程；
　ｂ）候補処方物をサンプル（Ａ）と接触させる工程；
　ｃ）本発明の方法に従って同定された小児の皮膚を特徴付ける少なくとも１つの生物学
的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｄ）対照サンプルにおいて前記生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程；
　ｅ）工程ｃ）の発現レベルと工程ｄ）の発現レベルとの間の比を計算する工程；および
　ｆ）前記候補化粧料処方物が小児用の化粧料、医薬、栄養補助食品および／または栄養
補助処方物であるかどうかを判定する工程
を含む方法に関する。
【０１３３】
　本発明による対照サンプルは、候補処方物と接触されたサンプルであり、工程ｃ）の発
現レベルと工程ｄ）の発現レベルとの間の有意な比較を可能とする。例えば、候補処方物
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で処理されていないサンプル（Ａ）が対照として使用可能である。この場合、本発明によ
る生物学的マーカーの発現レベルは、候補出発材料に接触させる前および接触させた後の
サンプル（Ａ）で測定される。
【０１３４】
　本発明のさらなる態様によれば、小児の皮膚を特徴付ける生物学的マーカーは、小児を
侵す皮膚障害を特徴付けるために好適である。より詳しくは、本発明による前記生物学的
マーカーを用い、新生児、乳児および／または２～１６歳の間の小児を侵す皮膚疾患を特
徴付けることができる。
【０１３５】
　用語「皮膚障害」は、本明細書において、被験者の皮膚に存在しがちないずれの異常反
応も意味する。これらの病態は、皮膚自体（すなわち、表皮、真皮および／または皮下組
織）と、それに付属する毛穴、汗腺および皮脂腺、毛または爪との両方を侵す。
【０１３６】
　本発明による皮膚障害は、損傷を受けている、または状態が十分でない皮膚に相当する
病変を生じる。損傷した皮膚としては、例えば、過敏感性皮膚、乾燥皮膚、太陽、放射性
、寒冷、ストレスもしくは汚染によるか、アレルギー、じんま疹、湿疹、および他の形態
の皮膚炎、例えば、アトピー性皮膚炎、膿痂疹、刺激性皮膚炎、特に、臀部の刺激性皮膚
炎(irritative dermitis)もしくはおむつかぶれ、接触性皮膚炎、皮膚および頭皮の脂漏
性皮膚炎（seborrhoeic dermitis）（新生児頭部皮膚炎）、乾癬、Ｌｅｉｎｅｒ－Ｍｏｕ
ｓｓｏｕｓ病によるか、または創傷もしくは火傷によって損傷を受けた皮膚が含まれる。
よって、「皮膚障害」には、ドライパッチ、管腫（結節性、皮下または平面を含む）、血
管腫、乳児性座瘡、青年期座瘡、魚鱗癬（例えば、尋常性、先天性、ハーレクインなど）
などといった多様な障害が含まれる。皮膚障害はまた、例えば、寄生虫、ウイルス、細菌
または真菌起源の外部感染によっても発生または増悪し得る。従って、皮膚障害としては
特に、疣贅、ストロフルス、疥癬、シラミ寄生、または真菌症が含まれる。最後のものは
、身体上の寄生性顕微鏡的真菌の増殖により引き起こされる寄生的感染からなる。最も多
い真菌症の形態の中でも、皮膚酵母増殖により引き起こされるカンジダ症およびピチロス
ポルム症(pitysporosis)が挙げられる。
【０１３７】
　この特定の実施態様によれば、本発明は、小児を侵す皮膚障害の少なくとも１つの生物
学的マーカーを同定するための方法であって、下記の工程：
　ａ）前記皮膚障害に罹患している被験者から得られる小児の皮膚細胞の少なくとも１つ
のサンプル（Ａ’）を取得する工程；
　ｂ）健常被験者から得られる小児の皮膚細胞の少なくとも１つの対照サンプル（Ｂ）を
取得する工程；
　ｃ）工程ａ）のサンプルにおいて、上記の本発明の方法に従って同定された小児の皮膚
を特徴付ける生物学的マーカーである少なくとも１つの候補生物学的マーカーの発現レベ
ルを測定する工程；
　ｄ）工程ｂ）のサンプルにおいて、前記生物学的マーカーの発現レベルを測定する工程
；
　ｅ）工程ａ）の発現レベルと工程ｂ）の発現レベルとの間の比を計算する工程；および
　ｆ）前記候補生物学的マーカーが小児を侵す皮膚障害の生物学的マーカーであるかどう
かを判定する工程
を含む方法に関する。
【０１３８】
　好ましい実施態様によれば、サンプル（Ａ’）は、ドナー、より詳しくは、０～１か月
齢の間、１か月齢～２歳の間または２～１６歳の間のドナーから得られる。言い換えれば
、この実施態様によれば、サンプル（Ａ）のドナーは、０～１か月齢の間の新生児、１か
月～２歳の間の乳児、および２～１６歳の間の小児からなる群から選択される。
【０１３９】
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　優先的には、前記候補生物学的マーカーは、その発現レベルが健常な皮膚と前記皮膚障
害の臨床的特徴を呈する皮膚とで異なれば、皮膚障害の生物学的マーカーである。より好
ましくは、前記マーカーが皮膚障害に罹患している被験者と健常被験者とで差次的に発現
されれば、前記マーカーはその皮膚障害を特徴付ける。これにより、工程ｅ）で、１と異
なる比が生じる。
【０１４０】
　当業者が容易に理解できるように、小児（特に、新生児、乳児および／または２～１６
歳の小児）における皮膚疾患の特異的マーカーを同定することは、前記皮膚疾患を治療す
るための有効薬剤を単離するのに好適であるという即時的利益を持つ。
【０１４１】
　よって、本発明は、小児における皮膚障害を治療するための有効薬剤を同定するための
方法であって、下記の工程：
　ａ）前記皮膚障害に罹患している被験者から得られる小児の皮膚細胞の少なくとも１つ
のサンプル（Ａ’）を取得する工程；
　ｂ）候補有効薬剤を前記サンプル（Ａ’）の表面に接触させる工程；
　ｃ）工程ｂ）のサンプル（Ａ’）において、上記の本発明の方法に従って同定された小
児を侵す前記皮膚障害の少なくとも１つの候補生物学的マーカーの発現レベルを測定する
工程； 
　ｄ）少なくとも１つの対照サンプルにおいて前記生物学的マーカーの発現レベルを測定
する工程；
　ｅ）工程ｃ）の発現レベルと工程ｄ）の発現レベルとの間の比を計算する工程；および
　ｆ）前記候補有効薬剤が小児において皮膚障害を治療するための有効薬剤であるかどう
かを判定する工程
を含む方法に関する。
【０１４２】
　好ましい実施態様によれば、サンプル（Ａ’）は、ドナー、より詳しくは、０～１か月
齢の間、１か月齢～２歳の間または２～１６歳の間のドナーから得られる。言い換えれば
、この実施態様によれば、サンプル（Ａ）のドナーは、０～１か月齢の間の新生児、１か
月～２歳の間の乳児、および２～１６歳の間の小児からなる群から選択される。
【０１４３】
　有利には、前記皮膚障害を治療するための有効薬剤は、前記皮膚障害の前記生物学的マ
ーカーの発現を変調することができる。よって、候補がその候補で処理されていない細胞
（Ａ’）と処理された細胞とで前記生物学的マーカーの異なる発現を生じれば、その候補
は本発明による有効薬剤であるといえる。この場合、工程ｄ）の対照は、有利には非処理
サンプル（Ａ’）である。より有利には、前記有効薬剤は、処理されたサンプルにおける
前記生物学的マーカーの発現レベルを変調するために好適であり、その結果、その発現レ
ベルは健常サンプルにおいて見られる発現レベルと同等となる。この場合、工程ｄ）は、
少なくとも２つの対照サンプル（１つは非処理サンプル（Ａ’）に相当し、他は健常サン
プル（Ｂ）に相当する）における前記生物学的マーカーの発現レベルの測定を含む。候補
マーカーが皮膚障害を治療するための有効薬剤であれば、処理（Ａ’）と非処理（Ａ’）
との発現レベルの間の比が１と異なること、一方、（Ａ’）と（Ｂ）との発現レベルの間
は１に近いということが確認されるべきである。
【０１４４】
　本発明を、下記の実施例を用いてさらに具体的に説明する。
【実施例】
【０１４５】
実施例１
　小児の皮膚を特徴付ける生物学的マーカーを同定するために、発明者らは、小児の年齢
に応じてゲノム解析研究を行った。
【０１４６】
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材料および方法
　皮膚サンプルは、１か月齢、３か月齢、３歳、６歳および１１歳、および成人のドナー
において採取した（ドナーの性別によって包皮除去または乳房形成術）。
【０１４７】
　これらのサンプルを用いて再生皮膚モデルを作製した。従って、再生表皮は、Poumay e
t al. (Arch Dermatol Res, 296(5): 203-211, 2004)による技術を用いて、選択された種
々のドナーで作製した。２日間の浸漬培養の後、再生表皮を気／液界面で５または９日間
培養した。この培養期間において、２～３日毎に培地を補充した。
【０１４８】
　インキュベーション終了時に、表皮をすすぎ、半分を冷凍し、半分をホルムアルデヒド
溶液中で固定した。表皮の構造を確認するために、ミクロトームを用い、固定組織におい
て横断面をとった。
【０１４９】
　これらの再生表皮と並行して、種々のサンプルからケラチノサイトの単層培養物を作製
した。これらの種々のケラチノサイトを１２ウェルプレートの培養培地中に播種した。４
８時間のインキュベーション後（再生表皮の場合の気液継代の日）、細胞シートをＴｒｉ
ｐｕｒｅ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（商標）（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ
　Ｓｃｉｅｎｃｅ）を用いて溶解させ、－８０℃で冷凍した。
【０１５０】
　インキュベーションの終了時に、表皮または細胞シートをＴｒｉｐｕｒｅ　Ｉｓｏｌａ
ｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ（商標）を用いて溶解させ、供給者が推奨しているプロトコー
ルに従い、全ＲＮＡを抽出した。ＲＮＡの量および質をＢｉｏａｎａｌｙｚｅｒ（Ａｇｉ
ｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｓ）を用いて評価した。各ＲＮＡサンプルをアリコート
に分け、サンプルの一部をマイクロチップハイブリダイゼーションに使用し、残りを定量
的ＲＴ－ＰＣＲ実験に使用するまで冷凍した。
【０１５１】
　ＲＮＡを増幅し、ＧｅｎｅＣｈｉｐ　３’ＩＶＴ　Ｅｘｐｒｅｓｓ　Ｋｉｔ（Ａｆｆｙ
ｍｅｔｒｉｘ）を供給者が推奨しているプロトコールに従って用いて標識した。次に、そ
れらをＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ（商標）ＧｅｎｅＡｔｌａｓ（商標）フルイディクスステー
ションハイブリダイゼーションステーションにおいてＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ（商標）チッ
プに４５℃で１６時間ハイブリダイズさせた。この工程は、「３’ＩＶＴアレイ」用Ｇｅ
ｎｅＡｔｌａｓ（商標）ハイブリダイゼーション、洗浄および染色キット」のキット（Ａ
ｆｆｙｍｅｔｒｉｘ（商標））を用いて行った。Ｕ２１９チップは、ＧｅｎｅＡｔｌａｓ
（商標）イメージングステーションスキャナを用いて解析した。
【０１５２】
　チップハイブリダイゼーションの手段によって得られたデータは、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉ
ｘが供給しているソフトウエア（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ（商標）ＧＣＯＳ、Ａｆｆｙｍｅ
ｔｒｉｘ（商標）Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｃｏｎｓｏｌｅ）を用いて処理および正規化し
た。
【０１５３】
　チップハイブリダイゼーションの手段によって得られた結果は、ＲＴ定量的ＰＣＲ（Ｒ
Ｔ－ｑＰＣＲ）の手段によって確認した。このために、まず、スーパースクリプトＩＩ酵
素（Ｇｉｂｃｏ）を用い、オリゴ（ｄＴ）の存在下で、ＲＮＡを逆転写してｃＤＮＡを得
た。
【０１５４】
結果
　組織学的解析は、再生した表皮の総てが、ドナーに無関係に、５日目および１２日目に
、遺伝解析結果を検証するのに好適な、予想された形態を持っていたことを示した。特に
、基底層、有棘層、顆粒層および角質層が各表皮に見られた。さらに、予想されたように
、５日目よりも１２日目でその厚さが増していた。
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【０１５５】
　ゲノム分析は、ドナーの年齢によって発現が異なる複数のマーカーを同定するために好
適であった。これらの結果をＲＴ定量的ＰＣＲの手段によって確認した。次に、マーカー
を、Ａｒｉａｄｎｅ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　Ｐａｔｈｗａｙ　Ｓｔｕｄｉｏ（商標）を用い
て、生物学的機能によって類別した。
【０１５６】
　このようにして遺伝子ＣＬＤＮ１、ＩＶＬ、ＫＲＴ１を含む皮膚バリア遺伝子の一群を
同定することができた。これらの表皮バリア機能遺伝子の発現は、再生表皮において年齢
とともに増加し（図１Ａ）、他方、これらの遺伝子は最も若い被験者ではほとんど発現し
ていない。これらの結果を、ケラチノサイトにおけるＲＴ定量的ＰＣＲ分析の手段によっ
て確認した（図１Ｂ）。再生表皮およびケラチノサイトで得られた結果は、発現プロファ
イルに関して類似しており、これにより、採用したアプローチが検証される。さらに、こ
れらの結果は、Fluhr et al. (Exp Dermatol., 19(6): 483-492, 2010)の結果と同様に、
皮膚バリア機能の年齢に伴う成熟を示すということに留意されたい。
【０１５７】
　同様に、ストレス応答（ＧＰＸ３）および生得防護（ＤＥＦＢ１）遺伝子の発現も年齢
とともに増加する（それぞれ図２Ａおよび２Ｂ）。
【０１５８】
　他方、ＭＧＳＴ１遺伝子の発現は年齢とともに低下する（図３）。この遺伝子は、１お
よび３か月の小児において有意に発現されるが、その後、その転写は少なくとも５分の１
まで低下する。
【０１５９】
　最後に、幹細胞遺伝子ＦＮ１、ＮＯＴＣＨ１、ＮＩＤ１、ＫＲＴ１９、ＩＴＧＢＰ１、
ＩＴＧＡ６およびＩＴＧＢ４の発現は、出生後は高いが、年齢とともに低下する（図４）
。
【０１６０】
実施例２
　アボカドＣ７糖に基づく製品（アボカド・ペルセオース、例えば、ＷＯ２００５／１１
５４２１、ＷＯ２００８／０２５８４７およびＷＯ２０１１／０７３２８１参照）の忍容
性を、１か月齢のドナー由来の再生表皮において評価した。
【０１６１】
材料および方法
　実施例１で明示したように、１か月齢のドナー由来のケラチノサイトを用いて表皮を再
生させた。製品として、クレンジングクリームおよびモイスチュアライジングローション
（両者ともアボカド・ペルセオースを含有する）をこれらの再生表皮に１６時間適用した
。対照再生表皮サンプルに０．４％ＳＤＳを適用することにより対照を採った。
【０１６２】
　ＩＬ－８タンパク質は、Ｅｌｉｓａ試験を用い、培養上清においてアッセイした。細胞
生存率はＭＴＴ検定を用いて評価した。最後に、組織学的分析を、ヘマトキシリンおよび
エオジン染色の手段により、パラフィンに包埋された組織に対して行った。
【０１６３】
結果
　表１に報告されている結果は、細胞生存率は、アボカド・ペルセオースを含有するクレ
ンジングクリームまたはモイスチュアライジングローションを適用することによって影響
を受けないことを示す。対照的に、ＳＤＳで処理した表皮の細胞生存率は、処理後になお
生存した細胞がわずか２％であったことから、極めて有意に減少する。
【０１６４】
　さらに、生細胞層の厚さは、アボカド・ペルセオースを含有する製品で処理したサンプ
ルでは対照と同等のレベルで維持される。対照的に、組織学的分析は、ＳＤＳで処理した
表皮の生細胞の層は、対照で見られた厚さの５０～６０％に相当するに過ぎないことを示
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【０１６５】
　これらの細胞生物学的結果は、種々の処理に応答したＩＬ－８サイトカイン活性化分析
により確認される。ＳＤＳはこのタンパク質の発現に有意な増強を誘導するが、再生表皮
がアボカド・ペルセオースを含有するクレンジングクリームまたはモイスチュアライジン
グローションで処理される場合には影響は見られない。
【０１６６】
　従って、これらの結果は総て、アボカド・ペルセオースを含有する両製品に毒性がなく
、十分な忍容性があることを示す。
【０１６７】
【表１】

【図１】 【図２】
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