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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　皮膚試料中のヒートショックプロテイン２７を測定し、あらかじめ又は同時に測定した
正常な皮膚試料のヒートショックプロティン２７の測定値と対比し、発現の上昇をアトピ
ー性皮膚炎の指標とするアトピー性皮膚炎の検査方法
【請求項２】
　皮膚試料が皮膚角層である請求項１記載の検査方法。
【請求項３】
　皮膚試料が、ヒト皮膚より剥離操作によって得たものである請求項１又は請求項２記載
の検査方法。
【請求項４】
　ヒートショックプロテイン２７の測定がウエスタンブロット法である請求項１～請求項
３のいずれかに記載の検査方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は、アトピー性皮膚炎の診断、治療効果の判定に使用するための検査方法に関する
。
【背景技術】
【０００２】
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アトピー性皮膚炎は、皮膚の炎症やかぶれ、湿疹を呈する疾患である。アトピー性皮膚炎
は、アトピー型気管支喘息アレルギー性鼻炎、皮膚炎の蕁麻疹を起こしやすいアレルギー
体質（アトピー素因）の上に、様々な刺激が加わって生じる痒みを伴う慢性の皮膚疾患と
考えられている。患者の約８割は５歳までの幼児期に発症する。従来学童期に自然治癒す
ると考えられていたが、成人まで持ち越す例や、成人してからの発症・再発の例が近年増
加している。一般に難治性の疾患であり、早期の段階では他の皮膚炎の患者と混同する場
合もある。
【０００３】
　アトピー性の皮膚炎（アレルギー性皮膚炎）の治療法には、ステロイド、抗ヒスタミン
薬、その他の薬物療法の他、ＵＶＡ（紫外線Ａ波）を照射するＰＵＶＡ療法等がある。
【０００４】
　アトピー性皮膚炎は、増悪、寛解を繰り返すため、治療効果の判定や治療経過の判断は
困難であり、新たな診断法の開発が望まれている。近年になり、アトピー性皮膚炎の患者
の皮膚における各種遺伝子の発現の変化や各種免疫関連物質の変動に注目し、アトピー性
皮膚炎の診断を行う方法が提案されている。例えば特許文献１では人の角層のインターロ
イキン1、そのレセプター、あるいはアンタゴニストの変動を測定して診断する方法が提
案されている。特許文献２では神経軸索の伸長を抑制する因子であるセマフォリン３Ａの
遺伝子発現を測定して診断する方法が提案されている。特許文献３ではアトピー性皮膚炎
の患者の皮膚で特異的に増加したり減少したりする蛋白質を解析して、２３種類の蛋白質
を特定し、これらの蛋白質の発現や遺伝子変動を分析することでアトピー性皮膚炎を診断
する方法を提案している。現在も種々の診断方法や検査方法が探索されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開平１０－２２１３４００号公報
【特許文献２】特開２００８－１０７２７５号公報
【特許文献３】国際公開第２００７／０４６４６３号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明の目的は、アトピー性皮膚炎の診断や経過を正確に診断できる検査法を提供する
ことにある。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者は、ヒートショックプロテインの一種であるヒートショックプロテイン２７（
ＨＳＰ２７）に注目し、健常人の皮膚及びアトピー性皮膚炎患者の疾患部、非疾患部にお
けるＨＳＰ２７の発現量を測定してきたところ、健常人と比較してアトピー性皮膚炎患者
ではＨＳＰ２７の発現量が高く、またアトピー性皮膚炎患者であってもアトピー症状が発
現していない部位では、ＨＳＰ２７の発現量が少ないことを見出した。この知見に基づき
、皮膚試料中のＨＳＰ２７を測定すればアトピー性皮膚炎の診断や治療経過等の診断が可
能となることを見出し、本発明を完成した。
【０００８】
　すなわち、本発明の構成は、以下のとおりである。
（１）皮膚試料中のヒートショックプロテイン２７を測定し、あらかじめ又は同時に測定
した正常な皮膚試料のヒートショックプロティン２７の測定値と対比し、発現の上昇をア
トピー性皮膚炎の指標とするアトピー性皮膚炎の検査方法
（２）皮膚試料が皮膚角層である（１）記載の検査方法。
（３）皮膚試料が、ヒト皮膚より剥離操作によって得たものである（１）又は（２）記載
の検査方法。
（４）ヒートショックプロテイン２７の測定がウエスタンブロット法である（１）～（３
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）のいずれかに記載の検査方法。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明の検査法によれば、増悪、寛解を繰り返すアトピー性皮膚炎の治療経過、治療効
果等が正確に判定できる。また発症の予測が可能となる。さらに、また検査対象の皮膚試
料採取が容易であり、患者の負担が少なく簡便に検査することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】ヒト皮膚中のＨＳＰ２７の量を、アトピー性皮膚炎の症状に対応して表示したグ
ラフである。アトピー性皮膚炎の症状が進行するにつれてＨＳＰ２７が増加していること
が明らかである。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　ＨＳＰは細胞の加熱に反応して発現することが知られており、この発現は細菌感染や炎
症、エタノール、活性酸素、重金属、紫外線、飢餓、低酸素状態などの細胞に対する様々
なストレスにより誘導されることが知られている。核内タンパク質である熱ショック転写
因子（ＨＳＦ）はＤＮＡ上の熱ショックエレメント（ＨＳＥ）に結合することによりＨＳ
Ｐの発現を制御する転写因子として働くが、熱ストレスによりＨＳＦが誘導される詳細な
機構については十分に明らかにされてはいない。アトピー性皮膚炎との関係では、ＨＳＰ
６０やＨＳＰ７０、ＨＳＰ９０などの高分子のＨＳＰが変動することが知られているが、
低分子のＨＳＰである、本発明のＨＳＰ２７が関与することはまったく知られていなし、
示唆もされていない。
【００１２】
　本発明の検査方法では、皮膚試料中のＨＳＰ２７の遺伝子量または蛋白質量を測定する
。ここで、皮膚試料としては、ヒトの表皮を含む皮膚試料が好ましく、ヒト皮膚からバイ
オプシーにより採取できる。通常はテープストリッピング法と呼ばれる、皮膚に粘着性の
テープを貼付し、これを剥離する際に、テープに付着してくる角層を試料とすることが患
者の負担の少ない方法である。
【００１３】
　皮膚試料中のＨＳＰ２７を遺伝試料として測定する場合には例えば、ＲＴ－ＰＣＲ法等
が挙げられる。また、ＨＳＰ２７遺伝子の定量はリアルタイムＲＴ－ＰＣＲにより行うこ
とができる。ＨＳＰ２７蛋白質の測定手段としては、例えば免疫染色等が採用できる。測
定に用いる抗ＨＳＰ２７抗体及びその標識体は市販品を用いることができる。
【００１４】
　免疫染色の場合には、例えば蛍光免疫染色により測定可能である。ＨＳＰ２７の定量は
、例えば蛍光強度を、市販の測定装置とソフトウェアで定量することにより行うことがで
きる。
【００１５】
　また、本発明を診断薬とする場合には、上記の抗ＨＳＰ２７抗体、その標識体、第２抗
体、標識第２抗体などを含有するものが好ましい。さらに、分析のための緩衝液等と組み
合せた検査キットとすることもできる。
【００１６】
　本発明者が健常人の皮膚におけるＨＳＰ２７を測定したところ、全ての健常人の皮膚は
低値であった。一方、アトピー性皮膚炎と診断された患者の皮膚炎を呈している部位の皮
膚からは、健常人と比してＨＳＰ２７が著しく増加していることが確認された。同じ患者
であっても皮膚炎を呈していない部位の皮膚のＨＳＰ２７は、患部よりは低いものの、健
常人に比して高いことが確認された。従って、皮膚、特に表皮のＨＳＰ２７の変化量を観
察すれば、アトピー性皮膚炎の経過、治療効果、治療経過等の診断が可能である。
【実施例】
【００１７】
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　次に実施例を挙げて本発明を詳細に説明するが、本発明はこれら実施例に何ら限定され
るものではない。
【００１８】
Ａ．方法
（１）皮膚角層採取方法
　アトピー性皮膚炎であると診断された女性患者４名の皮膚炎を呈している頚部皮膚より
角質チェッカー（２．５ｃｍ×２．５ｃｍ：アサヒバイオメッド製)を用い、５枚テープ
ストリッピングを行い、角層を採取した。また皮膚炎症状を呈していない上腕部皮膚から
も同様にしてサンプリングを行った。
【００１９】
　同様にして、健常な女性３名の頚部皮膚、上腕部皮膚からもサンプリングを行い対照と
した。
【００２０】
（２）皮膚角層中タンパク抽出方法
　ホモジナイズ用チューブに１％ＳＤＳ／ＰＢＳ（－）２００ｕｌを採取し、これに上記
テープストリッピングした角層チェッカーを入れ、ホモジナイゼーション用ペッスルを用
いて粘着面を擦ることによりテープより角層からタンパクを抽出した。
【００２１】
（３）皮膚角層タンパクの定量
　角層抽出液中に含まれるタンパク量はDC Protein Assay Kit (Bio-Rad製)にて定量した
。
【００２２】
（４）ウエスタンブロット法によるHSP27の定量
　１．５μｇの角層タンパクをXP PANTERA Gel (5-20%グラジェントゲル：DRC社製)を用
いてSDS-PAGEによって分離後、タンパク質をPVDF膜に転写し、StartingBlock Blocking B
uffer(Thermo Scientific社製)にてブロッキングを行った。１次抗体（Hsp27 Polyclonal
 Antibody：Stressgen社製）を１０００倍希釈、２次抗体 (Goat anti-mouse IgG:invitr
ogen社製)を１００００倍希釈で反応させた後、ECLplus (BD Bioscience社製)を用いて、
LAS-4000mini （フジフィルム社製)で検出を行った。得られたバンドの発光強度はScienc
e Lab 2004 Multi Gauge (フジフィルム社製)にて数値化を行った。発光シグナルの強度
をＨＳＰ２７の相対量として評価を行った。
【００２３】
Ｂ．結果
　アトピー性皮膚炎患者（ＡＤ）並びに健常人の皮膚角層のＨＳＰ２７の発光強度（ＡＵ
）測定結果を表１、図１に示す。
【００２４】
【表１】

【００２５】
　図１から明らかなように、健常人ではＨＳＰ２７は角層中にはほとんど存在しないが、
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アトピー性皮膚炎患者の患部皮膚からはＨＳＰ２７が検出された。またアトピー性皮膚炎
患者の正常皮膚からは、皮膚炎を呈している部位ほどではないが、正常人に比して高濃度
にＨＳＰ２７が検出された。以上の結果から、ＨＳＰ２７を測定することはアトピー性皮
膚炎の正確な診断につながり、治療効果の指標となることが確認された。また定期的にＨ
ＳＰ２７を測定することで、皮膚炎を呈していないが、アレルギー疾患を持つ患者や幼児
のアトピー性皮膚炎の発症を予測することが可能となり、対症療法にとどまっていたアト
ピー性皮膚炎の予防的治療が可能となることが明らかとなった。
 

【図１】
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