
(57)【要約】

【課題】生化学レベルでの肌の感受性の評価方法の提供

。

【解決手段】本発明は、皮膚角層細胞の扁平上皮細胞癌

関連抗原（ＳＣＣＡ）の発現を指標とする、肌の感受性

の程度の評価方法を提供する。

【選択図】図２
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 皮 膚 角 層 細 胞 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 抗 原 （ Ｓ Ｃ Ｃ Ａ ） の 発 現 を 指 標 と す る 、 肌 の 感 受 性
の 程 度 の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 肌 の 感 受 性 が 薬 剤 刺 激 に 対 す る も の で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ の 発 現 を 、 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ に 特 異 的 な 抗 体 を 使 用 す る 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ
（ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） に よ り 実 施 す る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 皮 膚 角 層 試 料 が テ ー プ ス ト リ ッ ピ ン グ に よ り 採 取 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３
の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ が Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 抗 原 （ Squamous Cell Carcinoma Antigen 1、 以
下 「 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ 」 」 と 称 す )を 指 標 と し た 、 肌 の 感 受 性 の 程 度 の 評 価 方 法 を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 近 年 、 自 分 の 肌 が 敏 感 肌 、 即 ち 、 外 部 刺 激 や ス ト レ ス に 対 す る 強 い 反 応 性 を 示 す 感 受 性
の 高 い 肌 で あ る と 思 っ て い る 人 が 増 加 す る 傾 向 に あ る 。 特 に ２ ０ ～ ３ ０ 代 の 若 い 女 性 に お
い て は 、 ７ ０ ％ 以 上 の 人 が 自 分 の 肌 は 敏 感 肌 で あ る と ア ン ケ ー ト 調 査 で 回 答 し て い る 。 肌
状 態 が 敏 感 に な る 要 因 と し て は 、 皮 膚 の バ リ ア ー 機 能 の 低 下 、 皮 膚 刺 激 關 値 の 低 下 、 皮 膚
の 乾 燥 、 接 触 皮 膚 炎 の 起 炎 物 質 、 物 理 化 学 的 刺 激 、 ス ト レ ス 、 体 調 、 季 節 変 化 、 紫 外 線 、
生 理 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 肌 へ の ス ト レ ス 等 に 対 し 耐 性 が あ っ て も 敏 感 肌 と 申 告 す る 場
合 も あ り 、 適 切 且 つ 客 観 的 な 生 化 学 指 標 が 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ の よ う な 敏 感 肌 は 、 次 の よ う に 定 義 さ れ る 。
１ ． 普 段 か ら 医 薬 品 外 用 剤 、 化 粧 品 、 植 物 、 紫 外 線 、 金 属 な ど の 物 質 に 特 異 的 に 反 応 し 、
皮 膚 ト ラ ブ ル を 起 こ し や す い 肌 、 バ リ ア ー 機 能 が 低 下 し て い て ア レ ル ギ ー 性 物 質 (花 粉 、
香 料 な ど )や 刺 激 性 物 質 (ア ル コ ー ル な ど )に 体 質 的 に 敏 感 な 肌 で あ り 、 具 体 的 に は ア レ ル
ギ ー 体 質 、 知 覚 過 敏 体 質 と 考 え ら れ 、 皮 膚 が 乾 燥 (カ サ ツ キ )し 易 い 、 肌 荒 れ し や す い 、 皮
膚 バ リ ア ー 機 能 が 低 下 し て い て カ ブ レ を 起 こ し や す い 等 の 症 状 が 見 ら れ る 。
２ ． 睡 眠 不 足 、 過 労 、 生 理 、 季 節 の 変 わ り 目 、 精 神 的 な ス ト レ ス な ど に よ り 、 肌 本 来 の 抵
抗 力 或 い は 皮 膚 の 生 理 機 能 が 弱 ま る よ う な と き に 、 一 時 的 に 皮 膚 ト ラ ブ ル を 起 こ し や す く
な る 肌 で あ る 。
　 肌 の 各 種 外 部 刺 激 や ス ト レ ス に 対 す る 感 受 性 に は 個 人 差 が あ り 、 例 え ば あ る 薬 剤 に 対 し
て 敏 感 に 反 応 し て 肌 荒 れ が 生 じ る 者 も い れ ば 、 全 く 反 応 を 示 さ な い 者 も い る 。 ま た 、 薬 剤
や 外 界 の 刺 激 に 即 座 に 応 答 し て 肌 荒 れ が 生 じ る 場 合 も あ れ ば 、 継 続 的 な 刺 激 的 で は じ め て
肌 荒 れ が 生 じ る 者 も い る 。 従 来 、 肌 の 感 受 性 の 程 度 は 肌 荒 れ が 生 じ る こ と で は じ め て 明 ら
か に さ れ て い た 。 し か し な が ら 、 こ の よ う な 肌 荒 れ が 生 じ た 後 で は 、 心 身 へ の 負 担 が 大 き
く 、 回 復 ま で の 時 間 が 長 く か か る も し く は 完 治 が 難 し い 瘢 痕 と な る 場 合 も あ る 。 よ っ て 、
個 人 の 肌 の 外 部 刺 激 や ス ト レ ス に 対 す る 感 受 性 や 反 応 性 の 程 度 を 予 め 測 定 し 認 知 で き れ ば
、 肌 荒 れ を 未 然 に 防 ぐ こ と が で き 、 さ ら に は 敏 感 肌 ・ 感 受 性 の 高 い 肌 に 適 切 な ケ ア を 選 択
す る こ と が で き 、 極 め て 有 意 義 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 抗 原 （ Ｓ Ｃ Ｃ Ａ ） は 扁 平 上 皮 癌 細 胞 か ら 抽 出 さ れ る 抗 原 で あ り 、 子
宮 頚 部 、 肺 、 食 道 、 皮 膚 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 で 高 い 血 中 濃 度 を 示 し 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 の 診 断
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に よ く 利 用 さ れ て い る （ H. Kato et al. Cancer 40:1621-1628 (1977); N． Mino et al. 
Cancer 62: 730-734 (1988)） 。 特 に 、 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ の 血 中 レ ベ ル は 扁 平 上 皮 細 胞 癌 の 進 行 段
階 、 悪 性 度 、 腫 瘍 の 大 き さ な ど に 良 好 に 相 関 す る た め 、 癌 の 早 期 発 見 の み な ら ず 、 癌 治 療
効 果 の 評 価 や 再 発 の お そ れ の 診 断 な ど に お い て 特 に 有 効 な 癌 マ ー カ ー で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ は ま た 、 乾 癬 表 皮 の 上 層 に お い て 発 現 の 亢 進 が 認 め ら れ る こ と で も 知 ら れ る （
Takeda A.ら 、  J. Invest. Dermatol. (2002) 118(1), 147-154） 。 乾 癬 は 皮 膚 病 の 一 つ
で あ り 、 表 皮 細 胞 の 増 殖 ・ 分 化 異 常 と 炎 症 細 胞 浸 潤 を 特 徴 と す る 慢 性 、 再 発 性 の 炎 症 性 不
全 角 化 症 で あ る 乾 癬 が あ る 。 乾 癬 は 遺 伝 的 素 因 に 種 々 の 環 境 因 子 が 加 わ っ て 発 症 す る と 考
え ら れ る （ Hopso-Havu et al. British Journal of Dermatology (1983) 109, 77-85） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ は 染 色 体 18ｑ 21.3上 に タ ン デ ム に 並 ん で い る 二 つ の 遺 伝 子 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ 及 び Ｓ
Ｃ Ｃ Ａ － ２ 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る 。 そ れ ら に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 、 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ
－ １ 及 び Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － ２ は 共 に 分 子 量 約 45000の タ ン パ ク で あ り 、 高 い 相 同 性 を 示 し 、 そ の
ホ モ ロ ジ ー は 核 酸 レ ベ ル で 95％ で あ る 。 こ れ ら の Ｓ Ｃ Ｃ Ａ は ovalbumin-serine protease 
inhibitor（ ov-serpin） フ ァ ミ リ ー に 属 し て い る 。 ov-serpinは セ ル ピ ン ス － パ ー フ ァ ミ
リ ー の 中 で も ユ ニ ー ク な 特 徴 を 有 し て い る 。 一 般 に セ ル ピ ン は 分 泌 さ れ て 細 胞 外 で 働 く と
さ れ て い る が 、 ov-serpinは 主 に 細 胞 内 で も 働 く protease inhibitorで あ る 。
　 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ １ は パ パ イ ン 様 シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 で あ る が 、 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ ２ は キ モ ト
リ プ シ ン 様 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 で あ り 、 相 同 性 が 高 い に も 関 わ ら ず 反 応 部 位 の ア ミ ノ
酸 配 列 が 異 な る た め 、 異 な っ た 特 性 を 有 す る こ と も あ る （ Schick et al. J. Biol. Chem.
 (1997) 27213, 1849-55） 。 乾 癬 な ど の 疾 患 や Ｕ Ｖ に よ っ て Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ 及 び Ｓ Ｃ Ｃ Ａ －
２ が 高 発 現 す る こ と は わ か っ て い た が 、 そ れ ら が 皮 膚 性 状 に お い て ど の よ う に 関 与 し て い
る か は 不 明 で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Cancer 40:1621-1628 (1977)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Cancer 62: 730-734 (1988)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 J. Invest. Dermatol. (2002) 118(1), 147-154
【 非 特 許 文 献 ４ 】 British Journal of Dermatology (1983) 109, 77-85
【 非 特 許 文 献 ５ 】 J. Biol. Chem. (1997) 27213, 1849-55
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 は Ｓ Ｃ Ｃ Ａ が 関 与 す る 表 皮 の 生 理 学 的 メ カ ニ ズ ム の 解 明 を 目 的 と す る 研 究 を 行
っ て い た と こ ろ 、 肌 の 感 受 性 や 反 応 性 の 程 度 が 表 皮 中 の Ｓ Ｃ Ｃ Ａ 量 と 相 関 し て お り 、 表 皮
の Ｓ Ｃ Ｃ Ａ 量 が 高 い 被 験 者 ほ ど 刺 激 に 対 し 高 い 反 応 性 を 示 す こ と を 見 出 し た 。 従 っ て 、 Ｓ
Ｃ Ｃ Ａ の 発 現 が 肌 の 感 受 性 お よ び 反 応 性 の 指 標 と な る と 考 え 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た
。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 皮 膚 角 層 細 胞 の 扁 平 上 皮 細 胞 癌 関 連 抗 原 （ Ｓ Ｃ Ｃ Ａ ） 、 詳 し く は Ｓ Ｃ Ｃ Ａ －
１ 及 び ／ 又 は Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － ２ 、 特 に Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ の 発 現 を 指 標 と す る 、 肌 の 感 受 性 の 程 度 の
評 価 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 前 記 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ の 発 現 は 、 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ に 特 異 的 な 抗 体 を 使
用 す る 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） に よ り 実 施 す る 。 よ り 好 ま し い 態 様 に お
い て 、 前 記 皮 膚 角 層 試 料 は テ ー プ ス ト リ ッ ピ ン グ に よ り 採 取 さ れ た も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 肌 の 感 受 性 ・ 反 応 性 ・ 敏 感 の 程 度 を 生 化 学 的 レ ベ ル で 判 定 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 】
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【 ０ ０ １ １ 】
　 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ は 上 述 の と お り 扁 平 上 皮 癌 細 胞 や 乾 癬 表 皮 に 存 在 す る 分 子 量 約 45,000の タ ン パ
ク 質 で あ る 。 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ 及 び Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 並 び に そ れ ら を コ ー ド す る 核
酸 配 列 は Takeda A et al. J. Invest. Dermatol. 118, 147-154 (2002)（ 前 掲 ） に 記 載 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に 係 る Ｓ Ｃ Ｃ Ａ の 発 現 の 測 定 は 、 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ を 測 定 す る こ と の で き る 任 意 の 方 法 に
従 い 、 定 量 的 又 は 定 性 的 に 実 施 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ に 特 異 的 な 抗 体
を 利 用 す る 免 疫 測 定 方 法 、 例 え ば 酵 素 ラ ベ ル を 利 用 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 、 放 射 性 ラ ベ ル を 利
用 す る Ｒ Ｉ Ａ 法 、 免 疫 比 濁 法 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 法 、 赤 血 球 凝 集 法
等 、 様 々 な 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 免 疫 測 定 法 の 方 式 に は 競 合 法 や サ ン ド イ ッ チ 法 が 挙 げ ら れ
る 。 他 に 、 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ の 発 現 量 は そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 細 胞 内 に お い て 発 現 さ れ た 量 の
測 定 に よ り 行 う こ と も で き る 。 こ の 場 合 、 好 ま し く は 、 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ の 発 現 は 細 胞 内 の Ｓ Ｃ Ｃ
Ａ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 す る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 抽 出 、 そ の 量 の
定 量 的 又 は 定 性 的 測 定 も 当 業 界 に お い て 周 知 で あ り 、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ 法 、 ３ Ｓ Ｒ 法 、 Ｎ Ａ Ｓ
Ｂ Ａ 法 、 Ｔ Ｍ Ａ 法 な ど 、 さ ま ざ ま な 周 知 の 方 法 に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 他 に 、 Ｓ Ｃ
Ｃ Ａ の 発 現 は in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 や そ の 生 物 活 性 の 測 定 を 通 じ て 定 性 的 に
決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 被 検 体 と な る 皮 膚 角 層 試 料 の 採 取 は 任 意 の 方 法 で 実 施 す る こ と が で き る が 、 簡 便 性 の 観
点 か ら テ ー プ ス ト リ ッ ピ ン グ 法 が 好 ま し い 。 テ ー プ ス ト リ ッ ピ ン グ と は 、 皮 膚 表 層 に 粘 着
テ ー プ 片 を 貼 付 し 、 剥 が し 、 皮 膚 角 層 を そ の 剥 が し た 粘 着 テ ー プ に 付 着 さ せ る こ と で 角 層
試 料 を 採 取 す る 方 法 で あ る 。 テ ー プ ス ト リ ッ ピ ン グ 法 を 利 用 す れ ば 、 角 層 を テ ー プ 一 枚 採
取 す る だ け で Ｓ Ｃ Ｃ Ａ 発 現 の 測 定 が 可 能 と な り 、 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ を 指 標 と し た 非 侵 襲 性 の 敏 感 肌
評 価 方 法 が 可 能 と な る 。 テ ー プ ス ト リ ッ ピ ン グ の 好 ま し い 方 法 は 、 ま ず 皮 膚 の 表 層 を 例 え
ば エ タ ノ ー ル な ど で 浄 化 し て 皮 脂 、 汚 れ 等 を 取 り 除 き 、 適 当 な サ イ ズ （ 例 え ば 2× 5cm） に
切 っ た 粘 着 テ ー プ 片 を 皮 膚 表 面 の 上 に 軽 く 載 せ 、 テ ー プ 全 体 に 均 等 な 力 を 加 え て 平 た く 押
さ え 付 け 、 そ の 後 均 等 な 力 で 粘 着 テ ー プ を 剥 ぎ 取 る こ と で 行 わ れ る 。 粘 着 テ ー プ は 市 販 の
セ ロ フ ァ ン テ ー プ な ど で あ っ て よ く 、 例 え ば Scotch Superstrength Mailing Tape (3M社
製 ） 、 セ ロ フ ァ ン テ ー プ （ セ ロ テ ー プ （ 登 録 商 標 ） ； ニ チ バ ン 株 式 会 社 ） 等 が 使 用 で き る
。 粘 着 テ ー プ に 付 着 し た 皮 膚 角 層 試 料 中 の Ｓ Ｃ Ｃ Ａ は 、 テ ー プ 片 を 適 当 な 抽 出 液 、 例 え ば
Tris-buffer (pH 8.0) (0.1M Tris-HCl, 0.14M NaCl, 0.1% Tween-20)に 浸 漬 し 、 角 層 を
抽 出 す る こ と で テ ー プ か ら 単 離 ・ 抽 出 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ は 免 疫 測 定 方 法 、 例 え ば Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り
測 定 す る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お い て 使 用 す る Ｓ Ｃ Ｃ Ａ に 特 異 的 な 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
も ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も よ い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 や ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 成 方 法 は
当 業 者 に 周 知 で あ り 、 例 え ば Lunstrum et el., J Biol. Chem. 1986, 261: 9042-9048; H
urle et al. J Cell Science 1994, 107: 2623-2634に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 測 定 法 が 特 に 好 ま し い 。 サ ン ド イ ッ チ
免 疫 測 定 方 法 は 例 え ば 下 記 の 通 り に 実 施 で き る 。
　 ２ 種 類 の Ｓ Ｃ Ｃ Ａ に 特 異 的 な 抗 体 の 一 方 を 一 次 抗 体 と し て 担 体 に 固 定 化 す る 。 担 体 と し
て は 固 体 担 体 が 好 ま し く 、 例 え ば 固 体 担 体 と し て 免 疫 測 定 法 に お い て 常 用 さ れ る 任 意 の も
の を 使 用 し て よ く 、 例 え ば 任 意 の 大 き さ 、 形 状 に 成 形 さ れ た ス チ レ ン や ポ リ ス チ レ ン な ど
の 高 分 子 担 体 の ほ か 、 こ れ ら の 適 当 な 材 料 で 成 形 し た 反 応 容 器 、 例 え ば Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー
ト の ウ ェ ル の 内 壁 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 記 一 次 抗 体 の 担 体 へ の 固 定 化 は 常 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き 、 例 え ば 上 記 一 次 抗 体 を
緩 衝 液 、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 、 ホ ウ 酸 緩 衝 液 な ど に 溶 解 し て 担 体 に 吸 着 さ
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せ る こ と に よ り 固 定 化 す る こ と が で き る 。 ま た 、 例 え ば 上 記 一 次 抗 体 に 結 合 す る 抗 体 や そ
の 他 の タ ン パ ク 質 、 例 え ば プ ロ テ イ ン Ｃ を あ ら か じ め 担 体 に 固 定 化 し 、 こ れ を 上 記 一 次 抗
体 と 接 触 さ せ る 等 し て も よ い 。 更 に 、 非 特 異 的 な 結 合 を 抑 え る た め 、 こ の よ う に し て 一 次
抗 体 を 固 定 化 し た 担 体 に 適 当 な ブ ロ ッ キ ン グ 剤 、 例 え ば Ｐ Ｂ Ｓ － Ｂ Ｓ Ａ や 市 販 の ブ ロ ッ キ
ン グ 剤 、 例 え ば ブ ロ ッ ク エ ー ス （ 大 日 本 製 薬 ） を 加 え 、 約 ４ ～ ４ ０ ℃ 、 好 ま し く は ２ ０ ～
３ ７ ℃ で 、 ５ 分 か ら 数 日 、 好 ま し く は １ ０ 分 か ら ２ ４ 時 間 、 よ り 好 ま し く は １ ０ 分 ～ ３ 時
間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り ブ ロ ッ キ ン グ す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 上 記 ２ 種 類 の Ｓ Ｃ Ｃ Ａ に 特 異 的 な 抗 体 の 他 方 の 抗 体 は 二 次 抗 体 と し て 使 用 し 、 標 識 す る
。 標 識 と し て は 、 酵 素 標 識 、 放 射 線 標 識 、 蛍 光 標 識 、 な ど が 挙 げ ら れ る 。 酵 素 標 識 す る 場
合 、 酵 素 を 二 次 抗 体 に 直 接 結 合 さ せ て 標 識 す る か 、 ま た は 例 え ば ア ビ ジ ン ー ビ オ チ ン の よ
う な 相 互 反 応 性 蛋 白 質 を 介 し て 間 接 的 に 酵 素 で 標 識 す る こ と も で き る 。 酵 素 の 抗 体 な ど へ
の 結 合 は 、 例 え ば 市 販 の チ オ ー ル 導 入 基 試 薬 を 利 用 し て 酵 素 及 び 標 識 す べ き 抗 体 な ど の そ
れ ぞ れ に チ オ ー ル 基 を 導 入 し て か ら 両 者 を Ｓ － Ｓ 結 合 さ せ る こ と で 行 う こ と が で き る 。 酵
素 と し て は 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － Ｄ
－ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ な ど が 挙 げ ら れ る 。 酵 素 の 検 出 は 、 そ の 酵 素 に 特 異 的 な 基 質 を 用 い て
行 う こ と が で き る 。 例 え ば ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ を 利 用 す る 場 合 、 Ｔ Ｍ Ｂ
（ ３ ， ３ ’ ， ５ ， ５ ’ － テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ン ジ ン ） や Ａ Ｂ Ｔ Ｓ （ ２ ,２ ’ － ア ジ ン ‐ ジ
［ ３ － エ チ ル ベ ン ズ チ ア ゾ リ ン ス ル ホ ネ ー ト ］ ） な ど が 利 用 で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 か か る 免 疫 測 定 は 、 前 記 一 次 抗 体 を 固 定 し た 担 体 、 前 記 標 識 し た 二 次 抗 体 、 被 検 試 料 を
混 合 し 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 担 体 に 固 定 化 さ れ た 一 次 抗 体 に 被 検 試 料 中
の Ｓ Ｃ Ｃ Ａ を 結 合 せ し め 、 こ の Ｓ Ｃ Ｃ Ａ 分 子 に 標 識 二 次 抗 体 を 結 合 せ し め る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ の よ う に し て 、 標 識 化 抗 体 は 、 試 料 中 の Ｓ Ｃ Ｃ Ａ の 量 を 反 映 し た 量 に お い て 、 担 体 に
固 定 化 さ れ た 一 次 抗 体 と 試 料 に 由 来 す る Ｓ Ｃ Ｃ Ａ を 介 し て 担 体 上 に 固 定 さ れ る 。 か か る イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 適 当 な 緩 衝 液 、 例 え ば Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 約 ４ ～ 40℃ 、 好 ま し く は 20～ 37℃
で 、 ５ 分 か ら 数 日 、 好 ま し く は 10分 か ら 24時 間 、 よ り 好 ま し く は 10分 ～ ３ 時 間 行 う 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 次 に 、 上 記 担 体 か ら 未 結 合 の 標 識 化 抗 体 を 分 離 す る 操 作 を 行 う 。 担 体 が 固 体 担 体 で あ る
場 合 、 こ の 分 離 操 作 は 固 液 分 離 に よ り 簡 単 に 行 う こ と が で き る 。 一 定 の 既 知 量 の 標 識 二 次
抗 体 を 使 用 し た 場 合 、 担 体 に 結 合 し た 標 識 も し く は 未 結 合 の 標 識 又 は こ の 両 者 を 測 定 す る
こ と が で き る 。 他 方 、 任 意 の 標 識 抗 体 を 使 用 し た 場 合 、 担 体 に 結 合 し た 標 識 を 検 出 、 測 定
す る 。 担 体 に 結 合 し た 標 識 を 検 出 す る に は 、 好 ま し く は 担 体 を 洗 浄 液 、 例 え ば 適 当 な 界 面
活 性 剤 の 入 っ た 緩 衝 液 、 例 え ば Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ に よ り 洗 浄 し て 未 結 合 の 標 識 化 抗
体 を 除 去 し た 後 に 検 出 を 行 う 。 検 出 は 標 識 の 種 類 に 依 存 し て 常 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 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 ２ 】
　 材 料 と 方 法
（ １ ） 抗 体
　 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ 及 び ２ の 両 者 を 認 識 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 乾 癬 表 皮 の 鱗 屑 か ら 精 製
し た Ｓ Ｃ Ｃ Ａ （ Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ 及 び Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － ２ ） を 用 い て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し
た 。 乾 癬 表 皮 の 鱗 屑 抽 出 物 （ 抽 出 液 ： 0.1M Tris-HCl (pH8.0), 0.14M NaCl)を 遠 心 後 、 上
清 を Sephacryl S-200, DEAE Sepharose, Mono Q, Mono S, Mono P, Superrose 6に て 精 製
し 、 こ れ を 抗 原 と し て 、 ウ サ ギ を 感 作 動 物 と し て 用 い た 。
　 抗 － Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 抗 － Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － ２ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は Sant
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a Cruz Biotechnology, CA, USAよ り 入 手 し た 。
（ ２ ） Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
　 皮 膚 角 層 試 料 は 透 明 粘 着 テ ー プ （ セ ロ テ ー プ （ 登 録 商 標 ） (NICHIBAN)） を 皮 膚 表 面 に 貼
付 し た の ち 剥 離 す る テ ー プ ス ト リ ッ ピ ン グ に よ り 採 取 し た 。 皮 膚 角 層 の 付 着 し た こ の テ ー
プ を 裁 断 、 抽 出 バ ッ フ ァ ー （ 0.1M Tris-HCl (pH8.0), 0.14M NaCl、 0.1％  Tween-20, 1ml
） に 浸 漬 、 超 音 波 処 理 （ 20 sec × ４ ） に か け 、 試 料 抽 出 液 を 作 製 し た 。
　 Ｐ Ｂ Ｓ に 希 釈 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ 抗 体 （ 1:1000に 希 釈 ） を 100μ ｌ ず つ 、 96
穴 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 分 注 し 、 一 晩 室 温 に お き 、 プ レ ー ト の 固 相 に 結 合 さ せ
た 。 そ の 後 、 プ レ ー ト へ の 非 特 異 的 な 結 合 を 阻 害 す る た め に 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 （ ブ ロ ッ
ク エ ー ス を Ｐ Ｂ Ｓ -Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ  ２ ０ で 希 釈 し た 溶 液 、 300μ l/ウ ェ ル ） に て １ 時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。
　 上 記 試 料 抽 出 液 50μ ｌ を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 37℃ で ２ 時 間 反 応 さ
せ た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ 抗 体 （ 1:1000に 希 釈 ） を 添 加 し て 37℃ で １ 時 間 反 応
さ せ た 。 次 に 、 二 次 抗 体 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス を 添 加 し て 37℃ で １
時 間 反 応 さ せ 、 0.1% Tween-20 PBSで 洗 浄 後 、 基 質 3', 3', 5', 5'－ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ
ジ ン （ Ｔ Ｍ Ｂ ） を 添 加 し て 、 Ｔ Ｍ Ｂ  Ｐ ｅ ｒ ｏ ｘ ｉ ｄ ａ ｓ ｅ  Ｅ Ｉ Ａ  ｓ ｕ ｂ ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ｅ  
ｋ ｉ ｔ （ BIO-RAD社 ） を 用 い て 発 色 さ せ 、 630 nmで 測 定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
（ ３ ） 皮 膚 の 経 皮 蒸 散 水 分 量 （ Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ ） の 測 定
　 検 体 （ 正 常 人 の 顔 面 及 び 内 腕 ） の Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ は 、 Ｔ Ｅ Ｗ Ａ ｍ ｅ ｔ ｅ ｒ (TM120)を 用 い て 測
定 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
（ ４ ） Ｓ Ｃ Ｃ Ａ 発 現 量 と 経 皮 蒸 散 水 分 量 （ Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ ） と の 相 関
　 皮 膚 角 層 に つ い て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り Ｓ Ｃ Ｃ Ａ 発 現 量 を 測 定 す る と と も に 、 皮 膚 生 理 パ ラ
メ ー タ ー と し て の Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ も 調 べ 、 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ 発 現 量 と Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ と の 相 関 を 調 べ た 。 そ の 結
果 を 図 １ に 示 す 。 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ と Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ と で は Pearson相 関 係 数 が 0.876で あ り 、 Ｓ Ｃ Ｃ
Ａ － ２ と Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ と で は Pearson相 関 係 数 が 0.600で あ り 、 と も に 有 意 な 相 関 が 認 め ら れ 、
従 っ て Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ が 高 く 、 肌 の 性 状 が 比 較 的 悪 い 状 態 の と き 、 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ 及 び － ２ と も に
、 特 に Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ の 発 現 量 が 高 く な る こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
（ ５ ） 薬 剤 刺 激 に お け る Ｓ Ｃ Ｃ Ａ 発 現 量
　 額 （ 露 光 部 ） 及 び 内 腕 （ 非 露 光 部 ） の 皮 膚 に 対 し 、 薬 剤 刺 激 と し て １ ０ ％ の オ レ イ ン 酸
を １ 及 び ２ 日 目 に 適 量 塗 布 し た 。 オ レ イ ン 酸 塗 布 前 及 び 塗 布 を 開 始 し て ４ 日 目 の 皮 膚 の Ｔ
Ｅ Ｗ Ｌ 測 定 を 行 う と 共 に 、 そ れ ら の 皮 膚 に 対 し テ ー プ ス ト リ ッ ピ ン グ を 施 す こ と で そ れ ぞ
れ の 角 層 を 採 取 し 、 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ の 発 現 量 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 測 定 し た 。 オ レ イ ン 酸 の 塗
布 前 及 び 塗 布 後 の 皮 膚 と Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ と の 関 係 も 調 べ た 。
　 図 ２ は オ レ イ ン 酸 塗 布 前 と 、 Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ と の 関 係 （ ａ ） 及 び Ｓ Ｃ Ｃ Ａ １ 発 現 量 と の 関 係 （
ｂ ） を 示 す 。 図 ２ （ ａ ） か ら 明 ら か な と お り 、 額 で は オ レ イ ン 酸 の 塗 布 に よ り Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ 値
の 有 意 な 上 昇 が 認 め ら れ た の に 対 し 、 内 腕 で は 薬 剤 刺 激 に よ る Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ の 有 意 な 上 昇 は 認
め ら れ な か っ た 。 従 っ て 、 オ レ イ ン 酸 の 塗 布 に よ り 額 で は 皮 膚 バ リ ア ー 機 能 が 有 意 に 低 下
す る の に 対 し 、 内 腕 で は 低 下 は ほ と ん ど な い こ と が わ か り 、 額 が 内 腕 に 比 べ 薬 剤 刺 激 に 対
し 感 受 性 で あ る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 図 ２ （ ｂ ） は オ レ イ ン 酸 の 塗 布 前 及 び 塗 布 後 の Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ の 量 を 示 す 。 こ の 結 果 か ら
か 、 額 に お け る Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ の 量 は 多 く 、 ま た 薬 剤 刺 激 に よ り そ の 量 は 有 意 に 亢 進 す る こ
と も わ か る 。 一 方 、 内 腕 に お い て は Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ の 量 は 額 に お け る 量 に 比 べ 、 顕 著 に 少 な
か っ た 。 従 っ て 、 薬 剤 刺 激 に 対 し 感 受 性 で あ る 額 の 方 が 、 内 腕 に 比 べ Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ の 発 現
量 が 多 い こ と が 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 図 ３ は オ レ イ ン 酸 の 塗 布 の 前 後 に お け る 、 額 及 び 内 腕 の そ れ ぞ れ の Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ の 変 動 （ ａ
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） 及 び Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ 発 現 量 の 変 動 （ ｂ ） を 示 す 。 図 ３ （ ａ ） は 図 ２ （ ａ ） と 同 様 、 額 の 方
が 内 腕 に 比 べ 薬 剤 刺 激 に 対 し 感 受 性 で あ る こ と を 示 し て い る が 、 図 ３ （ ｂ ） は 感 受 性 の 高
い 額 に お い て 、 薬 剤 刺 激 に よ り Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ の 発 現 量 が 有 意 に 上 昇 す る の に 対 し 、 感 受 性
の 低 い 内 腕 で は Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ の 発 現 量 の 有 意 な 変 化 が な い こ と が わ か る 。 従 っ て 、 感 受 性
の 高 い 額 で は オ レ イ ン 酸 の 塗 布 に よ り Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ の 発 現 が 亢 進 し 、 皮 膚 バ リ ア ー 機 能 の
低 下 に つ な が っ た も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 図 ４ は オ レ イ ン 酸 を 塗 布 し た 皮 膚 毎 に お け る Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ の 変 動 と Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ 発 現 量 の 変
動 と の 相 関 関 係 を 示 す 。 額 及 び 内 腕 の 皮 膚 に つ い て 得 ら れ た 値 を ま と め た も の で あ る 。 こ
の 図 か ら 、 オ レ イ ン 酸 塗 布 前 の 個 人 の 表 皮 が 有 す る Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ 量 が 高 い ほ ど 、 オ レ イ ン
酸 塗 布 後 の Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ の 変 動 が 大 き い こ と が わ か る 。 即 ち 、 オ レ イ ン 酸 布 前 の 個 人 の 表 皮 が
有 す る Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ 量 が 高 い ほ ど 、 外 部 刺 激 に よ る 皮 膚 バ リ ア ー 機 能 低 下 の 割 合 が 高 い こ
と が 示 唆 さ れ た （ Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ と Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ と で は Pearson相 関 係 数 は 0.7668で あ り 有 意 で
あ る ） 。 従 っ て 、 各 個 人 の 表 皮 が 有 す る Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ の 発 現 レ ベ ル は 薬 剤 刺 激 と い っ た 外
部 刺 激 に 対 す る 肌 の 感 受 性 お よ び 反 応 性 の 指 標 と な る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
（ ６ ） 不 全 角 化 を 呈 す る 露 光 部 皮 膚 、 ア レ ル ギ ー 性 皮 膚 、 ア ト ピ ー 乾 燥 皮 膚 、 乾 癬 皮 膚 に
お け る SCCA1の 発 現 レ ベ ル
　 正 常 な 皮 膚 性 状 を 示 す 非 露 光 部 位 （ 内 腕 ） 皮 膚 、 不 全 角 化 を 呈 す る 露 光 部 位 （ 顔 面 ） 皮
膚 、 花 粉 症 に よ る ア レ ル ギ ー 性 皮 膚 に よ り 肌 荒 れ を 患 っ た 患 者 の 皮 膚 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎
に 罹 っ た 患 者 の 皮 膚 、 乾 癬 に 罹 っ た 患 者 の 皮 膚 の 各 々 に 対 し テ ー プ ス ト リ ッ ピ ン グ を 施 す
こ と で そ れ ぞ れ の 角 層 を 採 取 し 、 Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ の 発 現 量 を 上 記 の と お り Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り
測 定 し た 。
　 そ の 結 果 を 表 １ に 示 す 。 正 常 な 皮 膚 性 状 を 示 す 非 露 光 部 位 皮 膚 （ コ ン ト ロ ー ル ） 以 外 、
検 討 し た 全 て の 皮 膚 で SCCA1の 顕 著 な 亢 進 が 認 め ら れ た 。 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 、 ア ト
ピ ー 性 乾 燥 皮 膚 で は 16倍 、 露 光 部 皮 膚 で は 90倍 、 花 粉 症 ア レ ル ギ ー 性 皮 膚 で は 232倍 、 乾
癬 皮 膚 に お い て は 466倍 も 発 現 が 亢 進 し て い た 。 こ れ ら の 結 果 よ り SCCA1は 刺 激 感 受 性 の 高
い 、 す な わ ち 少 な い 刺 激 で さ ら に 肌 荒 れ し や す い 敏 感 で 反 応 性 の 高 い 肌 で 著 し い 発 現 亢 進
を し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ １ 】
【 図 １ 】 正 常 皮 膚 に お け る Ｓ Ｃ Ｃ Ａ 発 現 量 と Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ の 相 関 図 。
【 図 ２ 】 オ レ イ ン 酸 塗 布 に よ る Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ 値 と Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ 発 現 量 を 示 す 。
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【 図 ３ 】 オ レ イ ン 酸 塗 布 に よ る Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ の 変 動 と Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ 発 現 量 の 変 動 を 示 す 。
【 図 ４ 】 Ｔ Ｅ Ｗ Ｌ の 変 動 と Ｓ Ｃ Ｃ Ａ － １ 発 現 量 と の 相 関 図 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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