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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　皮膚真皮のコラーゲンの存在量を定量するための回帰式を得る方法であって、
　人以外の動物の皮膚を脱脂処理した後、制御された量のコラーゲンを添加し、ホモジナ
イズすることにより作製されたコラーゲンの存在量の明らかな標準検体について、５００
０～７０００ｃｍ-1の波長領域の近赤外吸収スペクトルを計測し、
　計測した近赤外吸収スペクトルデータを、ＰＬＳ分析又は主成分分析により解析し、
　コラーゲンの存在量と関係する因子を決定することを特徴とする、方法。
【請求項２】
　前記近赤外吸収スペクトルが、フーリエ変換近赤外吸収スペクトルであることを特徴と
する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記近赤外吸収スペクトルデータを、ＳＮＶ処理、二次微分、及び平均化処理すること
を特徴とする、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　被験動物の皮膚真皮のコラーゲンの存在量を定量する方法であって、
　請求項１～３の何れか一項に記載の方法により得られた回帰式に、
　被験動物の皮膚真皮の５０００～７０００ｃｍ-1の波長領域の近赤外吸収スペクトルデ
ータを代入することを特徴とする、方法。
【請求項５】
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　被験動物が人であることを特徴とする、請求項４に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、コラーゲンの存在量の定量法に関し、更に詳細には、動物の皮膚の真皮コラ
ーゲンの存在量の定量法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　コラーゲンは、広く食品、飲料、化粧料などの皮膚外用剤に使用される原料であり、そ
の定量は、コラーゲンがアミノ酸の連なった、天然の水溶性高分子と言う特質と、構成す
るアミノ酸組成などに様々なバリエーションが存する現状から、侵襲的な方法であっても
、非常に困難であることが知られている。その一方、皮下に於ける真皮コラーゲン量は、
加齢、光老化などにより大きく変わることが知られており、しわの発生可能性も真皮コラ
ーゲン量を的確に測定できれば、かなり早期に検知することが可能であると推測されてい
る。この様な老化モニタリングや、老化の予防措置実施の為にも、皮膚の真皮コラーゲン
を測定することは意義深いことであり、該測定には、非侵襲的な方法が望まれている。生
体関連のコラーゲンの測定技術としては、例えば、体液中のテロペプチドを定量して、生
体組織でのコラーゲンの分解量を鑑別する方法（例えば、特許文献１、特許文献２を参照
）、皮膚に近赤外線を照射し、それによって励起させて、コラーゲンを発光させ、その度
合いより皮膚癌を鑑別する方法（例えば、特許文献３を参照）、皮膚に近赤外線を照射し
、それによって皮膚温を上昇させ、その上昇の程度より、真皮コラーゲン量を定量する方
法(例えば、特許文献４を参照)、６００～８００ｎｍの光と、８００～１０００ｎｍの２
波長の光を照射し、その反射光の比より、真皮コラーゲン量を測定する方法（例えば、特
許文献５を参照）などが既に知られているが、コラーゲンの存在状態と近似の環境下にお
いて、コラーゲンの存在量の明らかな標準検体を作成し、該標準サンプルの近赤外吸収ス
ペクトルを計測し、計測した近赤外吸収スペクトルデータを統計的に解析し、回帰式を得
、該回帰式を用い、コラーゲンの存在量を定量すべき検体より計測されて得た近赤外吸収
スペクトルデータから算出する、真皮コラーゲンの存在量の定量法は未だ知られていない
し、この様な測定法により、皮膚真皮コラーゲン量を、非侵襲的に、正確に測定できるこ
とも全く知られていない。
【０００３】
【特許文献１】特開２０００－５５９１５号公報
【特許文献２】特開平１０－２６０１８３号公報
【特許文献３】特表２００１－５０１７２７号公報
【特許文献４】特表平１１－５０３０３６号公報
【特許文献５】特表２００３－５０１６５１号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明は、この様な状況下為されたものであり、非侵襲的なコラーゲンの存在量の定量
法に関し、更に詳細には、しわの進度予測などに有用な皮膚真皮コラーゲンの存在量の定
量に好適な、非侵襲的なコラーゲンの存在量の定量法を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　この様な状況に鑑みて、本発明者らは、非侵襲的なコラーゲンの存在量の定量法を求め
て、鋭意研究努力を重ねた結果、人以外の動物の皮膚を脱脂処理した後、制御された量の
コラーゲンを添加し、ホモジナイズすることにより作製されたコラーゲンの存在量の明ら
かな標準検体について、５０００～７０００ｃｍ-1の波長領域の近赤外吸収スペクトルを
計測し、
　計測した近赤外吸収スペクトルデータを、ＰＬＳ分析又は主成分分析により解析し、
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　コラーゲンの存在量と関係する因子を決定することにより得られた回帰式に、
　被験動物の皮膚真皮の５０００～７０００ｃｍ-1の波長領域の近赤外吸収スペクトルの
測定値を代入する方法により、被験動物の皮膚真皮のコラーゲンの存在量が非侵襲的に定
量出来ることを見出し、発明を完成させるに至った。即ち、本発明は、以下に示す技術に
関するものである。
（１）皮膚真皮のコラーゲンの存在量を定量するための回帰式を得る方法であって、人以
外の動物の皮膚を脱脂処理した後、制御された量のコラーゲンを添加し、ホモジナイズす
ることにより作製されたコラーゲンの存在量の明らかな標準検体について、５０００～７
０００ｃｍ-1の波長領域の近赤外吸収スペクトルを計測し、計測した近赤外吸収スペクト
ルデータを、ＰＬＳ分析又は主成分分析により解析し、コラーゲンの存在量と関係する因
子を決定することを特徴とする、方法。
（２）前記近赤外吸収スペクトルが、フーリエ変換近赤外吸収スペクトルであることを特
徴とする、（１）に記載の方法。
（３）前記近赤外吸収スペクトルデータを、ＳＮＶ処理、二次微分、及び平均化処理する
ことを特徴とする、（１）又は（２）に記載の方法。
（４）被験動物の皮膚真皮のコラーゲンの存在量を定量する方法であって、（１）～（３
）の何れかに記載の方法により得られた回帰式に、被験動物の皮膚真皮の５０００～７０
００ｃｍ-1の波長領域の近赤外吸収スペクトルデータを代入することを特徴とする、方法
。
（５）被験動物が人であることを特徴とする、（４）に記載の方法。
【発明の効果】
【０００６】
　本発明によれば、非侵襲的なコラーゲンの存在量の定量法を提供することが出来る。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００７】
　本発明のコラーゲンの存在量の定量法は、コラーゲンの存在量を定量する方法であって
、コラーゲンの存在状態と近似の環境下において、コラーゲンの存在量の明らかな標準検
体を作成し、該標準サンプルの近赤外吸収スペクトルを計測し、計測した近赤外吸収スペ
クトルデータを統計的に解析し、回帰式を得、該回帰式を用い、コラーゲンの存在量を定
量すべき検体より計測されて得た近赤外吸収スペクトルデータから算出することを特徴す
る。かかる方法で定量される対象となるコラーゲンとしては、コラーゲンが一様に存在し
ている対象であれば特段の限定はされず、例えば、皮膚など生体に存在するコラーゲン、
飲料、錠剤、化粧料など人工的に製造されたコラーゲン含有組成物等が好ましく例示でき
る。特に好ましいものは、非侵襲的にコラーゲンを測定する必要の高い対象であり、生体
に於ける皮膚のコラーゲンなどが特に好ましく例示できる。
【０００８】
　本発明の定量法に於ける、標準検体としては、測定試料と類似の環境にあるコラーゲン
であって、その存在量が明確なものを用いることが好ましい。また、かかるコラーゲンの
存在量の明確な標準検体としては、コラーゲンの存在量の異なる数種類のものを用意する
ことが好ましい。これは、コラーゲンの存在量と、近赤外吸収スペクトルの吸収ピークの
強度の回帰を向上させるためである。かかる標準検体の数としては、１０以上が好ましく
、２０以上が特に好ましい。また、再現性を見る意味で、ほぼ同一の存在量に調整した標
準検体を複数用意することも好ましい。例えば、皮膚など生体に存在するコラーゲンであ
れば、同一乃至は別種の動物の皮膚などをエーテル等を用いて脱脂した後に、濃度の異な
る数種のコラーゲンなどを添加し、ホモジナイズすることで良く拡散させ、しかる後に、
近赤外吸収スペクトルを計測し、コラーゲン濃度と吸収率より、回帰式を求める様な方法
が例示でき、飲料、錠剤、化粧料など人工的に製造されたコラーゲン含有組成物の場合に
は、同様にコラーゲン含有量の異なる組成物を作成し、これの近赤外吸収スペクトルを計
測し、回帰式を求めるような方法が好ましく例示できる
【０００９】
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　この様な測定に使用される近赤外吸収スペクトルの波長領域としては、４０００～１０
０００ｃｍ－１が好ましく例示でき、更に好ましくは５０００～７０００ｃｍ－１である
。これは、この波長域に、コラーゲンの特異吸収が多く存するからである。又、近赤外吸
収スペクトルとしては、ダイオードアレーでも、フーリエ変換吸収スペクトルでも構わな
いが、好ましいものはフーリエ変換吸収スペクトルである。これは、より精度高く回帰式
が求められるからである。測定された近赤外吸収スペクトルは、好ましくはフーリエ変換
された後、前記コラーゲン含有量とともに統計化学的分析にかけられ、その因果関係を数
量化される。この数量関係と測定すべき検体のスペクトルとの対比より、測定すべき検体
中のコラーゲンの存在量が算出される。
【００１０】
　前記多変量解析と別称されている統計化学的分析とは、分光データなどの化学的な特性
と物性などの特性値との関係を計量学的な処理によって関係づけ、解析する手法であり、
重回帰分析或いは主成分分析などが知られている。この内、重回帰分析としてはＰＬＳ分
析が好適に例示できる。このＰＬＳ分析であるが、この分析法は特定の試料に於ける波長
などの連続的な因子の変化に対して、吸光度などの変数の出現する分光スペクトルパター
ンと当該試料のある示性値の間の関係を分析する場合において、各示性値と因子ごとの変
数の変化を分析する手技として確立されているものである。又、主成分分析は、同様な分
析において、変動に寄与する第一主成分を分析し、しかる後この第一主成分軸に対して直
交する第二主成分軸を分析し、この２つの主成分軸がつくる座標におけるパターン変化で
物性を比較、推定する方法である。この様なＰＬＳ分析或いは主成分分析と言った、多変
量解析は、市販されているソフトウェアを使用して行うことができる。この様な多変量解
析用のソフトウェアとしては、例えば、ＧＬサイエンス社より販売されている、ピロエッ
ト（ＰＩＲＯＵＥＴＴ）、サイバネットシステム社より販売されている、マットラボ（Ｍ
ＡＴＬＡＢ）横川電気株式会社より販売されている、アンスクランブラーＩＩ（Ｕｎｓｃ
ｒａｎｂｌｅｒＩＩ）、セパノヴァ（ＳＥＰＡＮＯＶＡ）社より販売されているシムカ（
ＳＩＭＣＡ）等のソフトウェアが例示できる。又、これらに加えてシムカ（ＳＩＭＣＡ）
と言われるアルゴリズムを加えることができる。かかるアルゴリズムは前記ソフトウェア
中に組み込まれている場合が多く、主成分分析の表示に有用である。これらのソフトウェ
アを利用して、近赤外吸収スペクトルを解析し、その結果を本発明の定量法で用いる場合
、大凡の処理ステップは次に示す手順による。この時、使用するフーリエ変換近赤外吸収
スペクトルは測定して得られた原スペクトルでも良いし、前記原スペクトルをデータ加工
したものでも良い。データ加工の方法としては、例えば、一次微分値、二次微分値、三次
微分値などの多次微分値や平滑化（Smoothing）、ノーマライズ（Normalize）、MSC（Mul
tiplicative Scatter Correction）、SNV（Standard Normal Variate）、平均化（Mean-C
enter）、オートスケール（Autoscale）などが好ましく例示できる。
【００１１】
ＰＬＳ分析の場合
（１）皮膚や製剤などの標準検体の分散型或いはダイオードアレイタイプの近赤外吸収ス
ペクトル或いはそれらのフーリエ変換スペクトルやフーリエ変換スペクトルを所望により
、二次微分等データ加工を行い、波長と近赤外吸収スペクトル乃至はその加工データとの
行列を作成する。
（２）前記行列と標準検体に含有されるコラーゲン量との行列を作成し、コラーゲンの存
在量の動きに対して、動きの大きい近赤外吸収スペクトル乃至はその加工データを抽出し
、その波長を特定する。
（３）抽出した近赤外吸収スペクトル乃至はその加工データと示性値より検量線を作成す
る。同時に、コラーゲンの存在量ごとに検量線上へのプロットを作成しておく。
（４）試験試料のフーリエ変換近赤外吸収スペクトルを測定し、所望により二次微分等の
データ加工する。
（５）（４）のデータより（２）で特定された波長のデータを抽出する。
（６）（５）で抽出されたデータを検量線上への写像を作成する。或いは、データを検量
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線上へプロットする。
（７）（３）の示性値ごとのプロットと（５）の写像乃至はプロットとを比較し、測定試
料のコラーゲン存在量を推測する。
尚、（２）以下の作業はコンピューターソフトウェアを利用することにより行うことがで
きる。
【００１２】
主成分分析の場合
（１）皮膚の分散型或いはダイオードアレイタイプの近赤外吸収スペクトル或いはそれら
のフーリエ変換スペクトルやフーリエ変換スペクトルを所望により、二次微分等データ加
工を行い、波長と近赤外吸収スペクトル乃至はその加工データとの行列を作成する。
（２）前記行列について主成分分析を行い、第一主成分軸を作成する。
（３）第一主成分と直交する第二主成分軸を作成する。
（４）第一主成分軸と第二主成分軸が作る平面上に（１）のスペクトルの第一主成分と第
二主成分が作る点をプロットする。
（５）所望によりシムカなどのアルゴリズムを用いてグルーピングを行う。
（６）（１）と同様に試験試料の近赤外スペクトルを測定し、（４）と同様のプロットを
行う。
（７）（４）のプロット乃至は（５）のグルーピングを指標に試験試料の鑑別を行う。
【実施例】
【００１３】
　以下に、実施例を挙げて、本発明について更に詳細に説明を加えるが、本発明が、かか
る実施例にのみ限定されないことは言うまでもない。
【００１４】
＜実施例１＞
　ヘアレスマウス皮膚を用いて，皮膚由来成分が共存する条件下においてコラーゲンの定
量実験をin vitroにて行った．即ち，ホモジナイズしたヘアレスマウス皮膚にエーテルを
加え脱脂し，これにコラーゲンの濃度を段階的に添加し、再度ホモジナイズした．これを
凍結乾燥させ円柱状に成型した後，フーリエ変換型近赤外吸収スペクトルを計測した。コ
ラーゲン添加濃度としては，０（無添加），０．２０，０．４４，０．６３ｗｔ％の４点
を用いた。得られた吸収スペクトルを，SNV（Standard Normal Variate），二次微分，平
均化（Mean-Center）処理し，そのスペクトルとコラーゲン添加濃度をピロエットのＰＬ
Ｓ分析にかけ、ＰＬＳモデルを求めた。結果を表１に示す．これより、主因子数は２個の
相関係数は０．９６７であり，ＳＥＶは０．０６２であり，処理した近赤外吸収スペクト
ルとコラーゲン添加濃度との間に良好な相関性があることがわかる。近赤外吸収スペクト
ルのフーリエ変換後のスペクトルを図１に、グラフ上に回帰状況を図示したものを図２に
示す。これより、かかるＰＬＳモデルを用いることにより、皮膚由来成分に妨害を受ける
ことなく皮膚内のコラーゲンの存在量を定量出来ることが判る。
【００１５】
【表１】

【００１６】
＜実施例２＞
　実施例１で示した実験と同様に，ホモジナイズしたヘアレスマウス皮膚にエーテルを加
え脱脂し，これにコラーゲンの濃度を既知量添加し、再度ホモジナイズした．これを凍結
乾燥させ円柱状に成型した後，フーリエ変換型近赤外吸収スペクトルを計測した。得られ
た吸収スペクトルを，SNV（Standard Normal Variate），二次微分，平均化（Mean-Cente
r）処理し，そのスペクトルを実施例１で求めたＰＬＳモデルに代入しコラーゲン予測値
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を求めた．得られた予測値と実際に添加したコラーゲン値との相関性は，相関係数が０．
９８９，ＳＥＰが０．４５１であり，回帰式 ｙ＝０．３４１ｘ ＋０．１２２で表される
ことがわかった．これより，実施例１で作製したＰＬＳモデルは，皮膚由来成分に妨害を
受けることなく皮膚内のコラーゲンの存在量を定量出来ることが判明した．　
【００１７】
＜実施例３＞
　人のボランティアを用いて、顔の各部位の近赤外吸収スペクトルを計測し、これを実施
例１のＰＬＳモデルに代入して皮下のコラーゲンの存在量を定量した。この値は、シワの
多い部位ではコラーゲンの存在量が少なく、シワの少ない部位では存在量が多く、妥当な
測定結果であった。
【００１８】
【表２】

【産業上の利用可能性】
【００１９】
　本発明は、生体などの皮下に存在するコラーゲン量を非侵襲的に定量する方法に応用で
きる。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】実施例１のフーリエ変換後のスペクトルを表す図である。
【図２】実施例１のＰＬＳ分析の結果を示す図である。

【図１】

【図２】
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