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(57)【要約】
【課題】潜在的な毛髪の老化の指標となる現象を見出し、その容易な把握手段を提供する
こと。
【解決手段】健常者であっても、加齢により毛髪の糖化が進行し、さらに、この毛髪の糖
化の進行を、免疫染色により視覚的に示すことが可能であり、この方法が毛髪の糖化度の
把握手段として非常に好ましいものであることを見出すことにより、本発明は完成された
。すなわち、本発明者は、毛髪における糖化タンパク質を染色対象とする免疫染色を行い
、当該染色像を可視化することにより、毛髪の糖化度を特定する方法、及び、この特定方
法を用いた毛髪タンパク質の糖化抑制・改善成分の評価方法、を提供することにより、上
記の課題を解決し得ることを見出した。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
毛髪における糖化タンパク質を染色対象とする免疫染色を行い、当該染色像を可視化する
ことにより、毛髪の糖化度を特定する方法。
【請求項２】
免疫染色において一次抗体として用いられる抗体は、ＡＧＥｓ(Advanced Glycation End 
Products)に対して結合可能な抗体である、請求項１に記載の特定方法。
【請求項３】
ＡＧＥｓに対して結合可能な抗体は、抗ＣＭＬ(N’－カルボキシメチルリジン)抗体であ
る、請求項２に記載の毛髪の糖化度の特定方法。
【請求項４】
毛髪の免疫染色像に毛髪の長さ方向に対する横断面像を用いて、毛髪内部の糖化度を特定
する請求項１～３のいずれかに記載の毛髪の糖化度の特定方法。
【請求項５】
請求項１～４のいずれかに記載の特定方法により、下記（１）～（３）の毛髪の糖化度を
比較測定することを特徴とする、毛髪タンパク質の糖化抑制・改善成分の評価方法。
（１）単糖類又は二糖類溶液中に、１２時間～１０日間浸漬した毛髪。
（２）前記（１）の処理を行う前あるいは処理後、又は、浸漬中に、評価被験成分を添加
した毛髪。
（３）未処理の毛髪。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生体成分の検出方法に関する発明であり、より具体的には、毛髪老化に伴っ
て増加する、毛髪における糖化成分を免疫染色により可視化し、特定する手段に関する発
明である。
【背景技術】
【０００２】
　加齢に伴い、皮膚が老化することは良く知られている。一方、毛髪の老化に関しては、
白髪、脱毛、毛髪の細り等の現象が、老化と関連して認められている。
【０００３】
　しかしながら、これらの毛髪における現象は、毛髪に老化が進行した、いわば結果であ
る。よって、これらに至るまでの潜在的な毛髪の老化の指標となり、かつ、把握が容易な
ものの提供が望まれている。
【０００４】
　ところで、毛髪の糖化程度の増加は、糖尿病患者において認められることが知られてい
る（特許文献１、非特許文献１）。しかしながら、加齢に伴い、これが増加することは知
られていない。
【０００５】
　また、毛髪の糖化程度の測定方法として、ルミノール化学発光を用いる方法は提供され
ているが（非特許文献１）、免疫染色法を用いる方法は知られていない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特開平６－３０７９１号公報
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】BUNSEKI KAGAKU Vol.54,No.9,pp.743-748(2005)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
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【０００８】
　本発明は、潜在的な毛髪の老化の指標となる現象を見出し、その容易な把握手段を提供
することを課題とする発明である。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者は、上記の課題に対して検討を重ねた結果、糖尿病の発症とは別個に、健常者
であっても、加齢により毛髪の糖化が進行することを見出し、さらに、この毛髪の糖化の
進行を、免疫染色により視覚的に示すことが可能であり、この方法が毛髪の糖化度の把握
手段として非常に好ましいものであることを見出して、本発明を完成した。
【００１０】
　すなわち、本発明は、毛髪における糖化タンパク質を染色対象とする免疫染色を行い、
当該染色像を可視化することにより、毛髪の糖化度を特定する方法（以下、本発明の特定
方法ともいう）を提供する発明である。
【００１１】
　また、本発明の特定方法（上記）により、下記（１）～（３）の毛髪の糖化度を比較測
定することを特徴とする、毛髪タンパク質の糖化抑制・改善成分の評価方法（以下、本発
明の評価方法ともいう）を提供する発明である。
（１）単糖類又は二糖類溶液中に、１２時間～１０日間浸漬した毛髪。
（２）前記（１）の処理を行う前あるいは処理後、又は、浸漬中に、評価被験成分を添加
した毛髪。
（３）未処理の毛髪。
【００１２】
　本発明における「毛髪の糖化度」とは、毛髪タンパク質（実質上はケラチン：非特許文
献１）に対して糖付加が行われている度合いを意味するものであり、毛髪における糖化タ
ンパク質（以下、「糖化タンパク質」と略記することもある）に対する免疫染色により得
られる染色像から、視覚的に特定されるパラメーターである。毛髪の糖化度は、毛髪にお
ける免疫染色がなされている箇所の数が多い方が、又は、当該染色箇所の色が濃い方が、
大きく、毛髪タンパク質の糖化が進んでいることを示すものである。本発明の評価方法は
、毛髪の内部方向への糖化が、どの程度進行しているかを把握するのに、特に適している
。
【００１３】
　本発明の特定方法では、糖化タンパク質に対して結合する抗体を用いた免疫染色を、毛
髪に対して行い、これにより得られる染色像によって、毛髪の糖化度を視覚的に特定する
ことにより、本発明の特定方法を行うことができる。
【００１４】
　前述のように、毛髪タンパク質の糖化は、糖尿病に伴って認められる現象であるが、後
述する実施例に示すように、加齢に伴って、毛髪の糖化タンパク質は増加するものである
。
【００１５】
　よって、毛髪の糖化を抑制又は改善する成分を見出すことは、毛髪のケアを行う上で有
用であると認められるが、本発明の特定方法を用いて、被験成分における毛髪の糖化に対
する抑制効果又は改善効果の評価を簡便かつ明確に行うことが可能な、本発明の評価方法
は、所望する毛髪の糖化の抑制成分又は改善成分を見出す上で大きな役割を担うものであ
る。なお、「毛髪の糖化の抑制」とは、毛髪タンパク質の糖化の進行を抑制することを意
味するものであり、「毛髪の糖化の改善」とは、毛髪タンパク質の糖化が、毛髪のケア上
、好ましくない程度にまで進行した毛髪におけるタンパク質の糖化を、緩和することを意
味するものとする。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明により、毛髪タンパク質の糖化度を、簡便かつ明確に特定する方法が提供される
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。当該方法は、毛髪の内部方向に対しても糖化の状況の把握に適している。さらに、この
特定方法を用いて、毛髪タンパク質の糖化の抑制成分又は改善成分を見出し、確認するた
めの、優れたスクリーニング方法が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】化学発光法により、２０代の毛髪と５０代６０代の毛髪における糖化タンパク質
の変化を検討した結果を示す図面である。
【図２】本発明の特定方法（免疫染色法）を行った、毛髪の長さ方向に対する横断面像の
顕微鏡写真と、それに対応する図１の結果を対比した図面である（図面代用写真として原
物を提出する）。
【図３】毛髪にアルギニンとグルタミン酸ナトリウムを接触させることによる、糖化抑制
効果を検討した図面である（図面代用写真として原物を提出する）。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
１．本発明の特定方法
（１）毛髪試料
　毛髪試料は、毛髪の長さ方向に対する横断面像を想定するものであっても、縦断面像を
想定するものであっても、さらには斜断面像を想定するものであってもよいが、毛髪試料
の調製の容易性と糖化タンパク質の存在頻度の把握の容易性、さらに、毛髪糖化の毛髪内
部への浸潤状況の把握の容易性を考慮すると、横断面像であることが好適である。毛髪試
料の調製は、公知の方法を用いて行うことが可能である。すなわち、凍結切片法、未凍結
切片法、パラフィン切片法のいずれも用いることが可能であるが、切片の厚みは５～２０
μｍ程度が好適であるため、凍結切片法又はパラフィン切片法を用いることが有利である
。
【００１９】
（２）抗体の調製と使用
　毛髪糖化タンパク質の免疫染色の前提として、糖化タンパク質に対して特異的に結合す
る抗体が、一次抗体として必要である。当該抗体は、ポリクローナル抗体であっても、モ
ノクローナル抗体であってもよい。
【００２０】
　所望する抗体を得るための免疫原は、糖化タンパク質の糖鎖部分に相当する成分に相当
するものの一部又は全部であることが好適であり、その限りにおいて特に限定されるもの
ではない。また、必要に応じて、傘貝ヘモシアニン等のハプテンを併せて用いて免疫原と
することも可能である。かかる免疫原を用いて、常法に従い、所望のポリクローナル抗体
又はモノクローナル抗体を得ることができる。
【００２１】
　現状において、免疫原の基礎とするのに特に好適な成分として、ＡＧＥｓ(Advanced Gl
ycation End Products)が挙げられる。すなわち、所望する抗体は、ＡＧＥｓに対して結
合可能な抗体であることが好適であるといえる。なお、ＡＧＥｓは、タンパク質の非酵素
的糖付加反応（メイラード反応）により、シッフ塩基、アマドリ転移生成物を経由し、脱
水、酸化、縮合等の反応を経て生成される最終生成物である。
【００２２】
　ＡＧＥｓに対して結合可能な抗体を製造する場合、ＡＧＥｓ分子を構成する主要部分で
ある、ＣＭＬ(N’－カルボキシメチルリジン)を用いることが好適である。すなわち、本
発明の特定方法における免疫染色の一次抗体として好適なものとして、抗ＣＭＬ抗体が挙
げられる。抗ＣＭＬ抗体として、抗ＣＭＬマウス抗体が「抗ＣＭＬモノクローナル抗体　
NF-1G」が、トランスジェニック社（Trans Genic Inc.）から提供されている。
【００２３】
　上記の抗体は、上述した毛髪試料と接触させて、糖化タンパク質との結合が行われる。
この際、当該抗体は、免疫染色の一次抗体として用いることができる。免疫染色は、この
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一次抗体において視覚的に把握可能な標識を施して、その標識を直接的に毛髪の糖化度の
標識とする「直接法」と、毛髪の糖化タンパク質に結合した無標識の一次抗体に対して、
標識を施した二次抗体、あるいは、二次抗体及び標識を施した三次抗体、を作用させる「
間接法」に大別される。本発明においては、一次抗体と二次抗体を用いる間接法を行うこ
とが、鋭敏性と簡便性を兼ね備えており、好適であるが、これに限定されるものではなく
、直接法や三次抗体を用いる間接法を用いて本発明の特定方法を行うことができる。
【００２４】
　上述した抗体に施す標識は、当該標識物質単独で又は当該標識物質と他の物質とを反応
させることにより、検出可能なシグナルをもたらす標識物質であり、その限りにおいて、
特に限定されるものではない。具体的には、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アル
カリホスファターゼ、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、ルシフェラ
ーゼ等の酵素が挙げられる。これらの酵素は、それぞれ対応する基質を接触させることに
よって、発色が認められる。また、フルオレスセインイソチオシアネート、フィコビリタ
ンパク、希土類金属キレート、ダンシルクロライド若しくはテトラメチルローダミンイソ
チオシアネート、ＧＦＰ等の蛍光物質が挙げられる。これらの蛍光物質は、励起光を照射
することにより、特徴的な蛍光が認められる。また、ビオチン－アビジン（ストレプトア
ビジン）系を用いることができる。この系では、例えば、ビオチン標識を行った抗体に、
上記の酵素標識や蛍光標識が施されたアビジン（ストレプトアビジン）を接触させて、ビ
オチンとアビジン（ストレプトアビジン）の結合を形成させ、そこに改めて基質や励起光
を施すことで、発色や蛍光を顕すことができる。さらに、上記の発色物質を多数結合させ
た高分子ポリマーを抗体に標識する酵素標識ポリマー法を行うことも可能である。その他
、125Ｉ，14Ｃ，3Ｈ等の放射性同位体を標識して、印画紙で可視化することも可能である
。
【００２５】
（３）染色像の視覚的な特定
　また、染色像の視覚的な特定は、顕微鏡で行うが、用いる顕微鏡は、上述した標識の種
類に応じて選択することが好ましい。蛍光を伴わない染色標識の場合には、通常の明視野
顕微鏡を用いることが好適であり、蛍光標識の場合には、蛍光顕微鏡又は共焦点顕微鏡を
用いることが好適である。
【００２６】
　このように、毛髪の染色像を視覚的に特定して、染色された領域の量と質によって、毛
髪試料における糖化タンパク質の量と分布を知ることが可能であり、これにより、毛髪試
料提供者の毛髪における糖化度を把握することができる。すなわち、染色された領域の面
積が大きく、色が濃い方が、毛髪の糖化がより進行しており、同面積が小さく、色が薄い
方が、毛髪の糖化程度は小さく止まっている、と把握される。特に、染色された領域が、
毛髪の横断面の中心部に向かって浸潤している度合いが大きいほど、毛髪の糖化が、毛髪
の中心に向けて深く食い込んでおり、毛髪の実質的な変化の予兆の指標として把握するこ
とが可能である。
【００２７】
　染色像の視覚的な特定は、目視による顕微鏡像に基づいて行うことも可能であり、また
、当該顕微鏡像の写真に基づいて行うことも可能である。また、当該顕微鏡像の画像デー
タの染色要素を抽出して、その総量、密度、分布等を把握することにより行うことも可能
である。
【００２８】
２．本発明の評価方法
　上述した本発明の評価方法において、毛髪の単糖類又は二糖類溶液中における浸漬処理
は、強制的な毛髪タンパク質の糖化処理である。単糖類又は二糖類の溶液は、好ましくは
、グルコース、リボース、フルクトース等の単糖類の水溶液であって、当該浸漬処理は、
毛髪を、１２時間～１０日間程度浸漬することにより容易に行うことができる。そして、
（１）未処理の毛髪を、評価被験成分を溶解させた溶媒（水等）に浸漬させ、その後に、



(6) JP 2011-133371 A 2011.7.7

10

20

30

40

50

上記の糖化処理を行い、又は、（２）糖類の水溶液に評価被験成分を共存させつつ、上記
の糖化処理を行い、又は、（３）上記の糖化処理を行った毛髪（糖化毛髪）を、評価被験
成分を溶解させた溶媒（水等）に、再び浸漬して、当該（１）～（３）のいずれかの被験
毛髪の糖化度について、本発明の評価方法による評価を行い、これと、陽性対照の糖化毛
髪との比較を、好ましくは陰性対照の非糖化毛髪との比較と共に行い、評価被験成分を施
した糖化毛髪の糖化度が、陽性対照よりも有意に低下している場合に、当該評価被験成分
を、毛髪の糖化抑制又は糖化の改善における有効成分として評価することができる。
【実施例】
【００２９】
　以下、本発明を、実施例を用いて、具体的に説明する。ただし、本実施例の記載は、本
発明の範囲を限定することを意図するものではない。
【００３０】
（１）加齢による糖化タンパク質の変化の検討
　健常な２０代女性２０名と、５０～６０代女性２０名から提供された毛髪の糖化量を、
非特許文献１に記載の方法に準じて測定を行った。
【００３１】
　すなわち、それぞれの毛髪試料を個別に切断後、３７℃の温エタノール中で３０分間洗
浄し、エタノールを除去後、６００mM水酸化ナトリウム溶液１mlを加え、９６℃の水浴中
で１０分間加熱溶解し、それぞれの毛髪試料に対する試料溶液を得た。
【００３２】
　糖化タンパク質の測定は、調製した毛髪試料溶液を、６００mM水酸化ナトリウム溶液に
より４０倍希釈後、マイクロタイタープレートに５０μl注入し、プレートリーダーに内
蔵されている送液ポンプから、化学発光溶液（０．１mM　フェリシアン化カリウム及び４
０mM　フェロシアン化カリウム含有０．００５mM　ルミノール水溶液）を５０μl注入し
た。測定は、内蔵ポンプから試液が分注されると同時に測定を開始する瞬時測光により行
い、５分間積分値を発光強度とした。
【００３３】
　糖化タンパク質の定量値は、ＧＰＬの換算値として算出した。なお、糖化タンパク質量
の定量スタンダードは、ＡＧＥ－ＢＳＡ（ＭＢＬ社）を用いた。
【００３４】
　その結果を、図１に示す。図１により、毛髪の糖タンパク質量は、加齢に伴い増加する
ことが明らかになった。
【００３５】
（２）本発明の特定方法
　上記（１）で用いられた毛髪試料のうち、２８歳女性の毛髪試料（糖化値１０．１７）
と、５３歳女性の毛髪試料（糖化値１９．８４）について、本発明の特定方法を行い、そ
の結果が、当該糖化値の差違を反映しているか否かの検証を行った。
【００３６】
　すなわち、それぞれの毛髪試料の厚さ１０μmの、長さ方向に対する横断切片を、凍結
切片方によって作成し、１％ＢＳＡ含有ＰＢＳに、室温で３０分間浸漬してブロッキング
を行い、次いで、ＰＢＳによる５分間の洗浄を３回行った。
【００３７】
　このようにしてブロッキングを完了した試料に対し、抗ＣＭＬマウス抗体（抗ＣＭＬモ
ノクローナル抗体　NF-1G：トランスジェニック社）を、４℃下で作用させた後、ＰＢＳ
による５分間の洗浄を３回行った（一次抗体反応）。
【００３８】
　次いで、ペルオキシダーゼ付加抗マウス抗体を室温で１時間接触させた後、ＰＢＳによ
る５分間の洗浄を３回行った（二次抗体反応）。
【００３９】
　この二次抗体反応の後、ＡＥＣ基質（アミノエチルカルバゾール）（ニチレイバイオサ
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イエンス社）を添加して、５分間作用させた。次いで、純水で３回洗浄を行い、切片をス
ライドガラスに載せて、明視野顕微鏡で観察を行い、その４００倍像を、図１の結果と対
比した図面を、図２として示した（図面代用写真提出）。図面代用写真の赤色の部分が糖
化部分である。図２により、確かに、５３歳女性の毛髪の糖化タンパク質量を示す染色が
、それよりも同糖化タンパク質量が少ない２８歳女性よりも、明らかに濃く、かつ、毛髪
の中心部に向けて浸潤していることが示されており、本発明の特定方法は、毛髪における
タンパク質の糖化の進行を正しく示すことが明らかになった。
【００４０】
（３）毛髪の糖化の抑制成分の評価
　　２０歳代女性の毛髪を、（ａ）そのまま（未糖化毛髪）、（ｂ）１Ｍのリボース水溶
液に７日間浸漬（強制糖化毛髪）、及び、（ｃ）当該強制糖化毛髪試料を、１％アルギニ
ン及び１％グルタミン酸ナトリウム水溶液に１日浸漬（処理毛髪）、の３パターンの毛髪
試料として、（２）に示した要領で、本発明の特定方法を行った結果を、図３に示した（
図面代用写真提出）。図面代用写真の赤色の部分が糖化部分である。
【００４１】
　図３により、上記の１％アルギニン及び１％グルタミン酸ナトリウム水溶液による処理
により、毛髪の糖化が軽減されたことが明らかになり、この組合せ成分が、毛髪の糖化抑
制又は改善成分として有効であることが確認された。

【図１】

【図２】

【図３】
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