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(57)【要約】
【課題】皮膚のシミ形成を予測する皮膚検査方法を提供すること。
【解決手段】本発明は、皮膚のシミ形成を予測するための皮膚検査方法を提供する。この
方法は、皮膚中のＭＩＦ（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　ｉｎｈｉｂｉｔ
ｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ）の発現量が正常な皮膚中の発現量と比べて亢進している場合、シ
ミの形成が起こり易い皮膚であると判断することを特徴とする。好ましい一態様では、被
験対象部位から非侵襲的に採取された角質細胞を皮膚試料とし、前記皮膚試料から抽出し
たＲＮＡ又はタンパク質を試料として用いる。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
皮膚のシミ形成を予測する皮膚検査方法であって、皮膚中のＭＩＦ（ｍａｃｒｏｐｈａｇ
ｅ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ）の発現量が正常な皮膚
中の発現量と比べて亢進している場合、シミの形成が起こり易い皮膚であると判断するこ
とを特徴とする皮膚検査方法。
【請求項２】
前記ＭＩＦの発現量の亢進が、角質細胞中のＭＩＦ量を測定することにより決定される、
請求項１に記載の皮膚検査方法。
【請求項３】
前記ＭＩＦの発現量の測定が、前記皮膚試料から抽出したＲＮＡを試料とし、ポリメラー
ゼ連鎖反応法（ＰＣＲ法）によって行われる、請求項２に記載の皮膚検査方法。
【請求項４】
前記ＭＩＦの発現量の測定が、前記皮膚試料から抽出したタンパク質を試料とし、免疫染
色法、ウエスタンブロット法又は免疫測定法によって行われる、請求項２に記載の皮膚検
査方法。
【請求項５】
シミの形成抑制因子及び／又はシミ除去因子をスクリーニングする方法であって、候補化
合物をＭＩＦの発現及び／又は活性を阻害する能力について評価し、当該阻害能力を有す
るＭＩＦ抑制因子をシミの形成抑制因子及び／又はシミ除去因子として選定することを特
徴とする皮膚検査方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、皮膚のシミ形成を予測するための皮膚検査方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　シミの形成は、紫外線やホルモンバランスの乱れなどによりメラノサイト（色素細胞）
が活性化され、メラニン色素が局所的に過剰生成されることが主な原因とされている。活
性化されたメラノサイト内では、メラニン色素の生成に関わる酵素であるチロシナーゼが
活性化することによって、メラニン色素の過剰生成が起こると考えられる。そこで、メラ
ニン色素の過剰生成を抑制するためにはチロシナーゼの活性化を抑制することが必要であ
るとの観点から、さまざまな手入れ方法が提案されている。また、既にできてしまったシ
ミに対しては、肌の新陳代謝を促進して不要なメラニンを早く追い出すことや、余分なメ
ラニンを作らないようにすることなどが必要となるため、できるだけ早めに手入れをする
必要がある。従って、シミが形成される前に肌の手入れを行うことがより好ましい。しか
しながら、シミのでき易さには個人差があり、またその原因となる条件もさまざまである
ため、シミのでき易さを判断することは一般に困難である。よって、シミが形成される前
にシミができ易い状態であるか否かを判断する手段があればシミの形成に対する判断にお
いて極めて有効である。
【０００３】
　シミにはさまざまな種類があり、老人性色素班、肝班などが挙げられる。老人性色素班
は、主に紫外線が原因となって誘発される色素班である。肝班は、中年以降の女性の顔面
、特に頬部、前額部などに左右対称に生ずる比較的大型の色素班で、その形成には内分泌
ホルモン（黄体ホルモン、卵胞ホルモン）が深く関与していると考えられている。
【０００４】
　しかしながら、シミの形成の原因は複雑で多岐にわたると考えられており、シミの生成
機構についてはすべて解明されているわけではない。最近では、シミの生成機構に関する
研究が盛んに行われており、従来の生化学的なアプローチに加えて、遺伝子工学的な手法
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を取り入れた解析が加わり、急速な進歩を遂げている。例えば、ヒトメラノサイト刺激ホ
ルモン１受容体（ＭＣ１Ｒ）遺伝子の一塩基置換（ＳＮＰ）が、シミの形成に影響してい
ることが知られている（特許文献１）。確かに、シミ部位の遺伝学的検査によって得られ
る情報（ＤＮＡ配列情報）は、シミの形成を予測することにとって重要なものである。し
かしながら、遺伝子によっては、個人の生活習慣などの内的要因や気候などの外的要因の
ために生涯発現しない可能性も考えられること等を考慮すれば、シミの形成関連遺伝子の
ＤＮＡ配列情報だけでは、さまざまな要因が絡み合った結果として形成されるシミの形成
し易さを的確に捉えることはできず、特に外的な要因によるシミの形成し易さの変化を理
解することは不可能である。
【特許文献１】特開２００６－１９１８５８号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明者は、皮膚にシミが形成される前に肌がシミのでき易い状態であるか否かを予測
できる手法について鋭意検討した。そして、本発明者は、シミ部位におけるＭＩＦ（ｍａ
ｃｒｏｐｈａｇｅ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ）の量が
非シミ部位と比べて著しく多いことを見出した。また、本発明者は、ＭＩＦがメラノサイ
トを活性化することでメラニン色素の生成を亢進することを見出した。従って、皮膚にお
けるＭＩＦの量を調べることで、シミの形成が起こり易い皮膚であると判断することが可
能であることが明らかとなった。
【０００６】
　ＭＩＦは、マクロファージの遊走を阻止してマクロファージを集積させる分子量約１万
２千のサイトカインであり、免疫応答や細胞の分化増殖能に関わる因子である。ＭＩＦは
免疫系組織だけでなく、脳や腎臓、および皮膚等のさまざまな組織に発現していることが
知られている。これまでに、皮膚におけるＭＩＦの増加により皮膚のコラゲナーゼ活性が
増加することが示唆されているが（非特許文献１）、シミの形成に関する報告は存在しな
い。
【非特許文献１】Ｗａｔａｎａｂｅ　Ｈ，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ，２７９：１６７６－
１６８３，２００４．
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、以下に列挙する皮膚検査方法を提供する。
［１］皮膚のシミ形成を予測する皮膚検査方法であって、皮膚中のＭＩＦの発現量が正常
な皮膚中の発現量と比べて亢進している場合、シミの形成が起こり易い皮膚であると判断
することを特徴とする皮膚検査方法。
［２］前記ＭＩＦの発現量の亢進が、角質細胞中のＭＩＦ量を測定することにより決定さ
れる、［１］に記載の皮膚検査方法。
［３］前記ＭＩＦの発現量の測定が、前記皮膚試料から抽出したＲＮＡを試料とし、ポリ
メラーゼ連鎖反応法（ＰＣＲ法）によって行われる、［２］に記載の皮膚検査方法。
［４］前記ＭＩＦの発現量の測定が、前記皮膚試料から抽出したタンパク質を試料とし、
免疫染色法、ウエスタンブロット法又は免疫測定法によって行われる、［２］に記載の皮
膚検査方法。
［５］シミの形成抑制因子及び／又はシミ除去因子をスクリーニングする方法であって、
候補化合物をＭＩＦの発現及び／又は活性を阻害する能力について評価し、当該阻害能力
を有するＭＩＦ抑制因子をシミの形成抑制因子及び／又はシミ除去因子として選定するこ
とを特徴とする皮膚検査方法。
【発明の効果】
【０００８】
　本発明により、被験対象部位の皮膚中のＭＩＦの量を測定することによって、シミの形
成が起こり易い皮膚であると判断することを特徴とする皮膚のシミ形成を予測するための
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皮膚検査方法を提供することが可能となる。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００９】
　本発明の第一の局面は、皮膚のシミ形成を予測するための検査方法を提供する。この方
法は、皮膚中のＭＩＦの量が正常な皮膚と比べて多い場合、シミの形成が起こり易い皮膚
であると判断することを特徴とする。
【００１０】
　本発明のシミ形成を予測するための皮膚検査方法は、好ましくは以下の一連のステップ
（１）～（３）によって実施される。
　（１）被験対象部位の皮膚試料を用意するステップ
　（２）前記皮膚試料中のＭＩＦの量を測定するステップ
　（３）前記発現量からシミの形成し易さを評価するステップ
【００１１】
　検査すべき皮膚は、例えば顔、首、腕、肢など、シミができ易く、またシミの形成が気
になるあらゆる部位の皮膚であってよい。シミの形成が起こっていない正常皮膚、即ちコ
ントロールの皮膚としては、同一個体の例えば紫外線に曝されにくく、比較的シミのでき
にくい部位の皮膚、例えば腹部、臀部の皮膚であってよい。また、かような試料（組織も
しくは細胞）の培養物であってもよい。
【００１２】
　皮膚からの試料の採取方法は特に限定されない。例えば、外科的手段等の侵襲的な方法
により採取されたものでよい。好ましくは非侵襲的な採取方法を採用することが望ましい
。非侵襲的な方法としては、当該技術分野で常用されているテープストリッピングや擦過
法等を挙げることができる。
【００１３】
　皮膚試料中のＭＩＦの測定方法は特に限定されない。例えば、ＭＩＦをコードするｍＲ
ＮＡ発現量やＭＩＦのタンパク量を測定する方法が挙げられる。
【００１４】
　皮膚試料中のＭＩＦｍＲＮＡ発現量は、皮膚試料からＲＮＡを抽出し、逆転写反応を行
った後にＰＣＲ法を行うことにより決定することができる。ＲＮＡの抽出方法、ＰＣＲ法
は当業者にとって周知であり、常法のプロトコール、又は常法のプロトコールを適宜修正
・変更したプロトコールによって適切な測定系を構築し、そして実施することができる。
【００１５】
　皮膚試料中のＭＩＦタンパク量の測定には、例えばＭＩＦに特異的な抗体を使用し、蛍
光物質、色素、酵素等を利用する免疫染色法、ウエスタンブロット法、免疫測定法（例え
ばＥＬＩＳＡ法、ＥＩＡ法）等を用いることができる。これらの方法についても常法に従
って実施すればよい。各方法についてさまざまなプロトコールが報告されており、当業者
であれば常法のプロトコールに従い、又は常法のプロトコールを適宜修正・変更したプロ
トコールによって適切な測定系を構築し、そして実施することができる。
【００１６】
　シミの形成の起こり易さの評価は、被験対象部位の皮膚中のＭＩＦ量が正常部位の皮膚
中ＭＩＦ量と比べて１０％以上、又は２０％以上、又は３０％以上、又は５０％以上、又
は７０％以上、又は１００％以上多い場合、「シミの形成が起こり易い皮膚である」と判
断する、としてよい。
【００１７】
　本発明の第二の局面は、シミの形成抑制因子及び／又はシミ除去因子をスクリーニング
する方法を提供する。この方法は、候補化合物をＭＩＦの発現及び／又は活性を阻害する
能力について評価し、当該阻害能力を有するＭＩＦ抑制因子をシミの形成抑制因子及び／
又はシミ除去因子として選定することを特徴とする。
【００１８】
　例えば、被験対象部位の皮膚に候補化合物、又は候補化合物を含む製剤を適用し、適用
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前後のＭＩＦ量を測定することにより、当該阻害能力の評価をすることができる。被験対
象部位への候補化合物の適用方法は、塗布や接種等、皮膚への直接的な適用に限定される
ことはなく、例えば、経口や経鼻等の間接的な適用であってもよい。また、被験対象部位
の皮膚試料（組織もしくは細胞）の培養物に候補化合物を適用し、適用の有無によるＭＩ
Ｆ量を測定することにより、当該阻害能力の評価を行うこともできる。
【実施例】
【００１９】
　以下、本発明を効果的に説明するために、実験例を挙げる。なお、本発明はこれにより
限定されるものではない。
【００２０】
　実験例１　老人性色素班部位におけるＭＩＦｍＲＮＡ発現量の増加
　被験者皮膚の老人性色素班部位と非老人性色素班部位にそれぞれ半径１ｃｍの円状のテ
ープ（３Ｍ、Ｂｌｅｎｄｅｒｍ）を一枚貼り付け、十分に接着していることを確認した後
、テープを剥がし取り、角質を含むテープを得た。得られた角質に含まれるＲＮＡをＲＮ
Ａ抽出キット（Ａｍｂｉｏｎ社製、ＲＮＡｑｕｅｏｕｓ－４ＰＣＲ　Ｋｉｔ）を用いて抽
出した。すなわち、角質の付着したテープをテープごと３５０μＬのＬｙｓｉｓ／Ｂｉｎ
ｄｉｎｇ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎに入れ、ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ　Ｋ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
社製）を添加し、５６℃で１時間インキュベートした。その後、超音波破砕機を用いて分
散させた後、３５０μＬの６４％エタノールを加えて攪拌し、テープを取り除き、角質抽
出液を得た。付属のＦｉｌｔｅｒ　ＣａｒｔｒｉｇｅにＲＮＡを吸着させた後に、１００
μＬの抽出液でＲＮＡを溶出した。得られた溶出液にＤＮａｓｅＩを加え、残存している
ＤＮＡを完全に除去した後、エタノールを用いてＲＮＡを沈殿させてＲＮＡを濃縮した。
得られたＲＮＡのペレットを必要量の水に溶解して、角質に含まれる残存ＲＮＡを得た。
各ＲＮＡをＲＴ－ＰＣＲキット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ　
ＩＩＩ　Ｐｌａｔｉｎｕｍ　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｔｗｏ－ｓｔｅｐ　ｑＲＴ－ＰＣＲ
　ｋｉｔ）を用いた定量ＰＣＲ反応に供し、ＭＩＦ遺伝子の発現量を定量した。ＭＩＦ遺
伝子の発現量はβ－アクチン遺伝子の発現量で規格化（ノーマライズ）した。なお、各遺
伝子の発現量の測定に使用したプライマーは次の通りである。
【００２１】
　　ＭＩＦ用のプライマーセット
ＡＧＡＡＣＣＧＣＴＣＣＴＡＣＡＧＣＡＡＧ（配列番号１）
ＣＴＴＡＧＧＣＧＡＡＧＧＴＧＧＡＧＴＴＧ（配列番号２）
　　β－アクチン用のプライマーセット
ＣＡＣＴＣＴＴＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＣ（配列番号３）
ＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧＧＴＣＴＴＴＧ（配列番号４）
【００２２】
　定量化はΔΔＣｔ法にて行い、非老人性色素班部位のＭＩＦｍＲＮＡ発現量に対するシ
ミ部位のＭＩＦｍＲＮＡ発現量を算出した。その結果を表１に示す。図示の通り、非老人
性色素班部位と比較して老人性色素班部位ではＭＩＦｍＲＮＡ発現量が大きいことが明ら
かとなった。
【００２３】
【表１】
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　実験例２　肝班部位におけるＭＩＦｍＲＮＡ発現量の増加
　女性被験者の顔部皮膚の肝班部位と非肝班部位にそれぞれ半径１ｃｍの円状のテープ（
３Ｍ、Ｂｌｅｎｄｅｒｍ）を一枚貼り付け、十分に接着していることを確認した後、テー
プを剥がし取り、角質を含むテープを得た。以下、実験例１の方法によりＭＩＦｍＲＮＡ
の発現量を測定した。
【００２５】
　定量化はΔΔＣｔ法にて行い、非肝班部位のＭＩＦｍＲＮＡ発現量に対する肝班部位の
ＭＩＦｍＲＮＡ発現量を算出した。その結果を表２に示す。図示の通り、非肝班部位と比
較して肝班部位ではＭＩＦｍＲＮＡ発現量が大きいことが明らかとなった。
【００２６】
【表２】

 
【００２７】
　実験例３　ＭＩＦによるチロシナーゼタンパク量の増加
　直径６０ｍｍ　ｄｉｓｈ（ＦＡＬＣＯＮ社製）でセミコンフルエントになるまで培養し
た正常ヒトメラノサイト（クラボウ社製）にｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｈｕｍａｎ　ＭＩ
Ｆ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社製）を添加し、４８時間後にタンパク抽出試薬（ニッポン
ジーン社製、ＩＳＯＧＥＮ）を用いてタンパクを抽出した。チロシナーゼタンパク量の測
定はウエスタンブロット法により行った。すなわち、正常ヒトメラノサイトから抽出した
タンパクをタンパク濃度０．１ｍｇ／ｍＬに統一し、同量のサンプルバッファーを加えて
１００℃で５分間処理した。そのうちの１０μＬをＳＤＳ電気泳動に供し、電気泳動後の
ゲルをトランスファー用メンブレン（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ社製、ＩＰＶＨ０９１２０）に
ブロッティングした。次に、１％スキムミルク溶液（ブロッキング溶液）でメンブレンを
１時間ブロッキングした後、ブロッキング溶液で２００倍希釈したａｎｔｉ－ｔｙｒｏｓ
ｉｎａｓｅ抗体（ＬＡＢ　ＶＩＳＩＯＮ社製、ＭＳ－８００－Ｐ１）と室温で１時間反応
させた。さらに、ブロッキング溶液で１０，０００倍希釈したＰｅｒｏｘｉｄａｓｅ－ｃ
ｏｎｊｕｇａｔｅｄ　ａｎｔｉ－ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒ
ｅｓｅａｒｃｈ社製、１１５－０３６－００３）と室温で１時間反応させた後、ウエスタ
ンブロッティング検出試薬（Ａｍａｒｓｈａｍ社製、ＲＰＮ２２０９）と室温で１分間反
応させ、ライトキャプチャー（ＡＴＴＯ社製）にて発光パターンを撮影した。撮影後、７
５ｋＤａ付近に現れたチロシナーゼタンパクによるバンドを解析ソフト（ＡＴＴＯ社製）
にて定量化した。
【００２８】
　ＭＩＦ無添加（コントロール）に対するチロシナーゼタンパク量（％）を算出した。結
果を表３に示す。図示の通り、ＭＩＦによるチロシナーゼタンパク量の増加が認められた
。
【００２９】
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【表３】

 
【産業上の利用可能性】
【００３０】
　本発明のシミ形成を予測する皮膚検査方法によれば、シミの形成が起こり易いか否かを
判断することができる。また、シミが形成する前からシミに対する手入れを行うことで、
今まで以上の効果が期待できる。さらに、シミの形成抑制因子及び／又はシミ除去因子を
適切に選定することができる。
【配列表】
2009112255000001.app
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