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技術論 文

ヒ ト皮膚状態評価の た め の 角質の カ テ プ シ ン L 活性 分 析 法

田原 祐助
1
，伊 達 　朗

2
，牧野 輝彦
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’
M

　著者 ら は，ヒ ト皮膚 の 角質中 に 含 ま れ る カ テ プ シ ン L （Cat 　L ） を バ イ オ マ
ー

カ
ー

と し た皮 膚 評 価 手 法 の

研 究 を進 め て い る．本論文 で は．微量 な角質 Cat 　L の 簡便 な 活性分析法 の 確 立 を 目的 と し，角 質採 取 テ
ープ

を 用 い た 角 質 の 採 取，角質サ ン プ ル の 濃縮 阻害剤 と蛍光 基 質 に よ る 感度の 向上 を図 っ た ．本 分 析 に よ る

Cat　L 活性 は ｛｝．｛｝03 〜O．‘）4　U 〆L の 範囲内に お い て R
！ ＝O．98 とい う良好な結果 が得られ た．本分析方法を用

い て ヒ トで の 生 体評価を行 っ た と こ ろ，角質 Cat・L 活性 は O．OO．5　・一　O．028　U ／1．の 範 囲 に分布し，本測定法が

f分 な測定範囲を有 して い る こ とが示 され た．こ の とき，角質 Cat　L 活性 と総 タ ン パ ク量 の 相関係数 は 0．09

と低 い 値 を示 し，角質 Cat　L 活性 を皮膚状態 の 指標 と し て 用 い る に は，単位 総 タ ン パ ク 量 当た りの 角質

Cat　L 活性を求 め る必 要 が あ る と考え ら れ た．す な わ ち，本 分 析方法 を 用 い る こ とで ，角質 Cat 　L 活性 を高

感度，簡便 に 分析可能 で あ る こ とが 示 され た．

1 緒 言

　 皮 膚状 態 の 評 価 は，専 門 医 に よ る 臨 床的診断 だ けで な

く，水分
1）
，油 脂 成分

2）

，メ ラ ニ ン 量
31
な どの 物理 量 を計測

した 結 果 が 利 用 され て お り，専用 の 言1測 機 器 も開 発 さ れ て

い る
4 ）

．しか し，こ れ ら の 物理 量 の 個 人 差 が 激 し く，ま た

皮膚の 洗 浄 状 態 の 影響 も大 きい た め
Sl

，物 理 量 と皮 膚状 態

の 相 関 は そ れ ほ ど高 くな い ，

　
一一

方で ，皮膚 の
一

部を採取して，それ に含まれ る酵素な

どの バ イ オ マ
ー

カ
ーを 分析す る 方法も研究 され て い る

ti〕．

皮 膚 の 加 齢 の フ リ
ー

ラ ジ カ ル 説
71
が 注 目 さ れ て い る よ う

に，バ イオ マ
ー

カ
ー

を解析する こ と は．皮膚の 機序を直接

的 に 考察する た め に 重要 で ある ．ヒ トの 表皮 は， ヒ層か ら
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 き 2 く

順 に，角質層，顆粒層，有棘層，基底層 と 呼 ば れ て い る．

また，角質は 基底層 で 分裂 した角質細胞 が，ターン オーバ

ー
に よ っ て 皮膚の 最 も上 層 〔角質層 ） に代 謝 され た 死 細 胞

の 層 で あ る．

　 カ テ プ シ ン フ ァ ミ リ
ー

は，皮膚細 胞の 代 謝酵素の
一

種で あ

り，カ テ プシ ン D （EC 　3．4．23．5）（enayme 　commission ，　EC ）

や．シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ーゼ で あ る カ テ プ シ ン B （EC

3，4，22，D，　II （EC 　3．4．22．16），　L （EC 　E　，4．22．15）な どが あ る
slc＋．
．

111 で も，カ テ プ シ ン L （Cat 　L ，　EC 　3．4．22．15） は ，細胞内

小器官の リ ソ ソ ーム か ら 分 泌 され
101
，コ ラーゲ ン ，ア ゾ カ

ゼ イ ン 等を強JJに 加水分解す る こ とか ら，皮膚の シ ミや シ
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ワ と い っ た 皮膚 トラ ブ ル と関連性が高い こ とが確認 され て

い る
Y）11J．皮膚 が 紫外線 に 暴露 さ れ る と，細 胞の 損 傷 を 防

ぐた め に メ ラ ノ サ イ トか ら の メ ラ ニ ン の 分泌量 が 増加す

る，メ ラ ニ ン の 過剰産生．又 は 角質の 代謝不全 に よ っ て 刺

激 を受 け る こ とで ，皮膚細胞中 の CatL の 分泌量 が 増加 し，

最終的 に ア ポ トーシ ス に つ なが る と考えら れ て い る
t2 ｝13 ）

．

　 Gat　L 活性 の 分析 に は，皮膚組織 を 採取 し，蛍光基質 と

蛍光顕微鏡 を 用 い て 翫 鏡 秘 で 観察及 び 定量す る 分析 キ ッ

ト　（cathepsin 　L 　detection　kit，　Kamiya 　Biomedical　company ，

USA ） や，細胞 ラ イセ
ー

トをサ ン プ ル と し，酵 素免疫吸 着

測定法 （enz ｝
me 且inked 　immunosorbent 　assay ，　ELISA ） を利

川 した 定量 用 分 析 キ ッ ト （cathepsin 　L　Elisa　kit，　Alexis　 co ，，

USA ）が あ る．しか し，生化 学 分 析の 経 験 が な けれ ば，こ

れ らの 分 析 方法 を 扱 うの は難 し く，ま た 結 果 を得 る まで に
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 すい
半 凵か ら 1 日が 必 要で あ る．一

方，肝臓 や 膵臓 に含 まれ る

Gat　L 活 性 の 分析 に は ，ア ゾ カ ゼ イ ン を 基 質 と し た 比 色

法
田

が あ る，比 色 法 は，操 作 が 簡 便で あ る
一

方．測定感度

が 低 い ．そ の 他 ，高 感 度 分析手法 と して は，蛍光分析法
1「’〕

が 検討 され て い る ．

　 著 者 らは，皮 膚 状 態 を把 握 す る た め の バ イ オマ
ー

カ
ーと

して，角質 中 に 含 ま れ る微 量 の Cat　L （以 ド，角質 Cat　L）

活性 に注 H し て い る．本論文で は，微量 な 角質 Gat　L の 簡

便 な 活 性 分 析 法 の 確 立 を 目的 と し，角 質 採 取 テ
ープ を 用 い

た角質の 採取 角質サ ン プ ル の 濃縮，阻害剤 と蛍光基質に

よ る 感 度 の 向 ヒを 図 っ た 分 析方法 を 提案す る ．
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 だ れ

　角質の 採取 に は．角質採取 テ
ープ を用 い ，非侵襲的 に 誰

に で も簡便 に採取す る こ とが で きる テ
ープ ス トリ ッ ピ ン グ

を 行 っ た （以 下，テ
ー

プ ス トリ ッ ピ ン グ 法）．微量 な 角質

（：atL 活性 を分 析 す る た め に，角質サ ン プ ル の 濃縮 を行 っ

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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一
0　 　　 　　 　　 5　 　　 　 10 40 　　 280 　　340 （mjn ）

Fig．1　Analysis　protocol　for　Cat　L 　of 　the　stratum 　co ・r−
neumES

： Extraction 　ofstratum 　corneum ；M ： Mixture　with

sample 　solution ；EP ： Extraction　 of 　protein ； C ：

Concen しration 　 of 　sample 　solution ；MS ： Measuring
Cat　L　actiVity 　and 　protein

た ．角質 Cat ・L 活性 を特異 的 に分 析 す る た め に，カ テ プ シ

ン B の 阻 害 剤 を 用 い た．ま た，合 成 ペ プ チ ド で あ る

Z−Phe −Arg−AMcL
“〕

を基質 と して 用 い た 蛍 光 分 析 を行 い ，角

質 Cat　L 活性 の 高 感 度 分 析 を行 っ た．

2　実 験

　 2・1　 試 薬 と溶 液

　角質 の 採取 に は，円形状 （直径 22　 mm ） の ア ク リ ル 樹

脂 性 粘着 テ
ープ で あ る CuDe   製 （USA ） の 角質採取 テ

ープ （D．Squame 　Standard　Sampling　Discs）を用い た ．　Cat ・L

の 基 質 に は，ペ プ チ ド研究所製 の Z−Phe−Arg−AMC を用 い

た．カ テ プ シ ン B の 阻害剤に は，Biomo1 　international 　L ，P．製

（UK ） の 1叫 レ 窪tran 試 propylcarbamoyl）K ）xirane −2−carbinyl ｝−

L−isoleucyl−L−pralineを用 い た．　 Cat　L の 検量線 に 用 い た ヒ

ト肝臓由来 Cat ・L は，メ ル ク 製 （GER ） を用 い た．本 研 究

で は，2種類 の 緩衝液 を用 い た．阻 害剤溶液 の 調製 に，

0，2M　L−Cys 塩 酸塩，1mM ジ チ オ ス レ イ トー
ル （DTT ），

1mM グ ル タ チ オ ン （GSH ），1mM エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四

酢酸 （EDTA ） を 含 む EDTA 緩 衝液 を 用 い た．　 Ca しL の 基

質溶液の 調 製 に，0，13M ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （DMSO ），

4mM 酢 酸 を 含 む 酢 酸 緩 衝 液 （pH 　5） を用 い た．使用 した

溶液 は す べ て 蒸 留水 で 調製 し，4℃ で 保管 した．

　 2・2　 CatL 活 性

　Cat　L は，　 ZPhc −Arg．AMC を基質 と して 特異的 に 分解 し，

蛍光基質 で あ る 4methyl −coumary1 −7−arnide （AMC ）
17〕

を遊

離 させ る．そ の 反 応 式 を 式（1 ） に 示す．

Z−Phe −Arg−A］MG −一
＞ Z−Phe −Arg ＋ AMC （1 ）

　蛍 光 マ イ ク ロ プ レ
ー

ト リーダ ー （ARVO 　MX ，　Perkin

Elmer 　［nc ，，　USA ） を用 い ，　 AMC の 蛍光 強度を検 出 し た

（37℃ ），Z−Phe −Arg−AMC は ，カ テ プ シ ン B の 基 質 で も あ

る た め．カ テ プ シ ン B を特異的 に 阻 害す る N −｛L−3−trans −

（propylcarbarnoyl》−oxir 乱 ne −2−carbinyl ｝−L−isoleucyl−L−pro−

linc1A
｝

を反 応液 に混 合 す る こ とで ．　 Cat　L 活性 を特異的 に

測定 した．採取 した 角質サ ン プ ル と標準 Cat　L 溶液 を用 い

（a ）The 　 stratum 　 corlleuM 　collectien 　device　 manufactured

懸、
∵

黛’　「
蛛　再　　
　，い

郵．’
聯

量
暫

鵬庸肝
毒轟　F　内
　、

報マ鷲
訟

聴瀞・凡
囎挙・帝

羈

睾萍・．

黔

験伊酔
響
駕 再髭

轟

　

　

　

馨　層嚀

　

　

　脅喧　亀結

慧轡嘸
蓼げ駅彫谺轡
趨

瀞

欝

黔齢脚
躍澣蝉
憾沸横贈
晦
齢

　

　

　髦藷

　

急…
囎

　

　悟
》診

　

蕘
瞬鐸

、脚　F寧
痔躍

囁厂揖
蕚

舞

“階野
鵯

翻

　
　

　

　
　

　

　
　

　

　
　

　

暫訪

　
　

　

　
　

　

　
　

　

　
　、
　
毒　K

　
　

　

　
　

　

　
　

　

　．　乳　辞　転

　
　

　

　
　

　

　帆蔚
鴨蕁寮敷
勢誼

　
　

　

　
　・
　
璢掛舮サ言舞
郵
鯉

　
　

　

ラサ
おぼなます　せ
　

　お

　

篝
陣

罐、
認

蠶
輪

灘
翻

無

揖
灘

驪
鑼

欝
靉
璽

じ
…
・

（b）Uppcr 　cheek

Fig・2　Collectiomhe 　stratum 　corncum 　samples

て Cat　L 活性 の 添加回収試験 を 行 っ た．こ の 統計解析 に は

SPSS （14・OJ，
　SPSS　lnc・，Japan） を用 い た．

　2・3　角質サ ン プル の 採取

　本研究 で 提案する 角質 CatL の 分析手順を Fig．1 に 示 し

た．皮膚疾患 の 認 め られ ない 成人男性 5 名 （22．8 ± 1．Jr歳，

mean ± SD） の 角質 Cat　L を採取す る ため に，角質採取 テ

ープ を用 い て 角質 を 採取 し た IFig．2 （a ）1．本 検査 の プ

ロ トコ ル は，富 1］1大学倫理 委員会の 承 認 を受 け た．被検者

に は，検査の 趣旨を口頭 と書面の 双方 で ト分 に説明 し，理

解 させ 書 面 で 同 意 を得た．皮 膚表面 の 汗や 皮 脂等が 角質サ

ン プ ル に 与える 影響 を 防 ぐた め に，採 取 20 分 前 に 被検者
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ふ

自身で 水 と洗顔剤 で 洗顔 した 後 タ オ ル で 水分 を 拭 き取 っ

た．洗顔後，ロ ーシ ョ ン な ど を用 い た 肌の 保湿 は 行 わせ な

か っ た．角質採取 は，角質採取 テ
ープ を頬 上 IFig．2 （b）ト

　 　 　 　 ち よう　　　　　　　　　　 は く

に 30 秒 間 貼付 して か ら剥離 す る操作 を，角質採取 テ
ープ

を交 換 しつ つ ，同
一か 所 で 5 回連続 して 行 っ た．

　角質採取 テ
ープ に 付着す る タ ン パ ク の 抽出 を 行 うた め

に，角質採取 テ
ープ を 1 枚ずつ 1．5mL の エ ッ ペ ン チ ュ

ー

ブ に 入 れ，Triton　X−100 を O．1％ 含有す る 4mM の 酢酸緩

衝液 （pH 　5） を 750 μL 加えた．超音波洗浄器 （2210DTH ，

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Fig・3 　Calibration　curve 　of 　the 　Cat 　L 　actiVilj ，
・・・…

　　 Con 且dence 　inte　nn‘　1

Branson 　Ultr・asonics 　Co ．，　USA ）を用 い て ，37 ℃ で 30 分 間

超 音波処理を行 っ た ．角質 Gat 　L は 微量で あ る た め，遠 心

エ バ ボ レ
ー

タ （CEI ，日 立工 機製）を川 い て，37℃ で 4

時 間 処 理 し 5 倍 に 濃 縮 す る こ と で 角 質 サ ン プ ル 液 を得 た．

採取 した 総 タ ン パ ク量 を分 析 す る た め に，界面 活性剤の 影

響を受け に くい Lowr ）
’法

］9）
を用 い ，タ ン パ ク質定 量 キ ッ

ト （DC プ ロ テ イ ン ア ッ セ イ，　 Bio−Rad　Laboratories，　lnc．，

USA ） を用 い た ．ま た，採 取 した皮 膚 サ ン プ ル と タ ン パ ク

質定量 に 用 い た 標準 タ ン パ ク 質溶液 （ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ

ン 〉 を用 い て ，添 加 回収 試 験 を行 っ た．

　 2・4　Cat　L 活 性測 定

　 蛍 光 測 定 用 の 96 ウ ェ ル プ レ
ー

ト に，阻 害 剤 溶 液 （IO

μMGAO74 ，0，2　M レ Cys 塩酸塩 1mM 　DTT ，1　mM 　GSH ，

lIIIM　EDTA ）50　pL と 角 質 サ ン プ ル 液 を 50　pL 加 え，

25℃ で 穏 や か に 振 と うし な が ら 15分間 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ

ン を 行 っ た．更 に ，基 質溶液 IO．1　mM 　Z−Phc−Arg。AMC 　in

4mM 酢酸緩衝液 （pH　5）150 μL を加え，37℃ で 穏 や か

に 振 と う し なが ら 60 分間 イ ン キ ュ ベ ーシ ョ ン し た ．蛍 光

マ イ ク ロ プ レ
ー

トリ
ー

ダ
ー

を用 い ．励起波長 360nm ，測

定波長 460nm で 蛍光強度 を検出 した．各濃度の 蛍光強度

RFU （relative 　fluorescence 　 units ） の 値 と 空試 験 （酢酸 緩

衝液）の 蛍光強度の 差分 ∠ RFU を求め ，検量線に よ りCat・L

活性 （U ／L ）を 算出した．また，本分析 に用 い たヒ ト肝臓

由来 Gat　L 溶液 の Cat　L 活性 は ，25 ℃，1 分 で 1Pmol の

Z−Phe −7−aminI ，−4−trifluorornethylcoumarin （Z−FR −AFC ）　 を

加水分解す る 酵素量を 1U と定義 して い る．

3 結果 と考察

　3・1 検量 線

　Cat　L 活性 と ∠RFU の 直線性を確認す る た め に．ヒ ト肝

臓由来 Gat　L を用 い て 検量線を作成 した，0．oo3〜O，04　u ／1．

の 範 囲 で 求 め た 1 次近似 直線 は，〔】at ・L 活 性 ≡5 × 10
−R

∠ RFU ＋  ．002 ，　 R2 　＝　o ．98 ，変動係数 （CV ）＝14．6％ で あ

っ た （Fig．3），検出限界を，空試験 に偶 然 誤 差 （Sy，x ）の

3 倍を加 えた信 号 強 度 に相 当 す る Cat　L 活性値 と定義す る

と，本 法 の 検 出 限 界 は 0．003U ／L で あ っ た．ま た，添加

回 収 試験 を行 っ た 結 果，期待値 に よ る 測 定 値 の 回 収率

99 ．0 ％，CV ＝7．3％ で あ り，良 好 な 結 果 が 得 られ た．ア ゾ

カ ゼ イ ン 法 で は，酵素活性 の 検 出 感 度 が 報告 され て い な

い ．蛍光基質 と カ テ プ シ ン B の 阻 害剤 を 用 い る こ とで，

O．003 〜O ．04 　U ／L の Cat　L を特 異 的 に 分 析 可 能 で あ る こ と

が 示 され た．

　 3・2　角質サ ン プル の 分析
　 ほ ほ

　頬 上 か ら採取 し た 角質サ ン プ ル を 濃縮 し，蛍 光 基 質 を用

い る こ とで 角質 Cat　L 活性を分析した．1枚目か ら 5 枚 U
の 角 質採 取 テ

ープの 角 質 Cat　L 活性 は，そ れ ぞ れ 4，6 ± O．9，

5．4 ± 1．5，4．3 ± 1．0，4．4 ± 2．0，4．O ± 1．2　mU ／cm1 で あ り，

平 均 で 4．5 ± 1−gMUIcm2 で あっ た iFig，4 （a ）1．最 も高

値 の 角er　Cat　L 活性 を示 し た の は，2 枚 目 で あ っ た が，全

体で ± 34 ％ の 範囲 に あ り，SD と比べ て顕著 な差異 は 認 め

られ な か っ た．角質 Ca 【 L は，角質サ ン プ ル の 濃縮 と蛍光

基 質 を用 い る こ とで，そ の 活性 を分析 ロ∫能で あ る こ とが 示

され た．

　濃縮 した 角質 サ ン プ ル 液 を用 い ，Lowry 法を用 い て 総 タ

ン パ ク 定 量 を行 っ た．1枚 目か ら 5 枚 目の 角質採取 テ ープ

の 総 タ ン パ ク量 は，それぞれ O．185 ± 0．06，0．191 ± O．08，

0．185 ± 0．06．0．177 ± 0．06 ，0．206 ± O．07 　gfL で あ っ た IFig．
4 （b）｝．つ ま り，角質テ

ープ か ら 抽 出 し た 総 タ ン パ ク 量 は，

1枚 当た り32 ± 7ng で あ っ た，また，角質 テ
ープ で 採取

した 単位総 タ ン パ ク 量当た りの 1枚 目 か ら 5 枚 目 の 角質

Cat 　L 活性ftota1　protein（TP ）比 は，そ れ ぞ れ 0．108 ± 0．06，

0．132 ± 0．09，　0．101　± 0，06，　0．ll6 ± O．10，　0，091 ± 0，07

U ／g
・
proteinで あっ た IFig．4 （c）｝．添加 回収試験 を行 っ

た 結果，期 待値 に よ る測定値 の 回収率 103．4％，CV 　＝　5，7％

で あ り，良好 な結 果 が 得 られ た．表皮 は，角化 に よ る成熟

段 階が 異な る細胞 が 古 い 細胞 を押 し 上 げ る よ うに 重 層 さ

れ，そ の 最 も上 層 に ある 層が 角質層 で ある ．また，角質層

に は，10〜20％ の 水分が あ り，こ の 水分 量 を 保つ 働 きが

あ る．採取 され た総 タ ン パ ク 量 に ば らつ きが 観察 され た の

は ，角質の 深 さ に よ っ て 水分量 の 違 い が あ るた め カ サ ツ キ

度合い が 異 な る こ と や，角質 テ
ープ を貼付す る圧 力 の ば ら

つ きが 影響 して い る と考え られ る ．

　3・3 生体評価

　角質 Cat　L 活性 と総 タ ン パ ク量 の 関 係 を 評 価 す る た め

に．皮膚疾患 の 認 め られ な い 成 人 女 性 29 名 （20．9 ± 1，0

歳，mean ± SD ＞ か ら，頬上 ，頬 ドの 計 2 か所 の 角質サ ン

N 工工
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プ ル を採 取 した．各角質採取 テ ープ の 角質 Cat 　L 活性 に は

顕 著 な 差異が 認め られ なか っ た の で，すべ て の 濃縮 した 角

質サ ン プ ル 液 を 1つ に 混合す る こ とで ，平均活性 （以 下．

Mean 　Cat　L） を求 め た．　 Mean 　Cal　L 活性 と Mean 　TP は，

1．3 〜7．4mU ／cm2 ，0．Ol 〜O．27　g／L の 範囲 〔Mln ，＿Max ．）

に 分布した．頬 ヒの Mean 　Gat　L 活性 と平均総 タ ン パ ク 量
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Fig．5　Correlatien 　betwccn 　Me 跚 Cat　L　activlly 　and

Mcan 　TP

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ
（以 下，Mean 　TP ） は，4．0 ± 1，0　mU 〆cm

一
，0．ll7 ± 〔1．054

g／L で あ っ た．頬 ドの Mean 　CaしL 活 性 と Mean 　TP は．4．2

± 1．3mu ／cm2 ，0，〔［90 ± o．046　g／L で あ っ た CFig．5）．全

サ ン プ ル の Mean （Lat　L 活性 と Meal1　TP の 平均 値 は，7A

± 1．3　mU ／cm2 ，0．1‘）9．± ｛）．｛1529 ／L で あ っ た．

　Mcan 　Gat　L 活性 と Mean 　TP の 決定係数 は Rz ＝0．09 で

あ り，低 い 相 関 が 示 され た ，も し，角質 Cat　L 活性 が 採取

方法 だ け に よ っ て
一

義 的 に 決 まる の で あ れ ば，Mean 　Cat　L

活 性 と Mean 　TP は 強い 正 の 相関を示す は ず で あ る．実際

に は．角 質 Cat　L 活性 は，皮膚へ の 環 境刺激や 乾燥度等の

皮膚状態 に よ り影響を受 け る と 考え ら れ．個人差の 影響 を

無視 で き な い ，す な わ ち，角質 C田 L 活性を皮膚状態の 指

標 と して 用 い る に は，単 位 総 タ ン パ ク 量 当 た りの 角質 Cat 　L

活性 ICat　L／TP 比 （U ／g
・
protein）ト を 求 め る必 要が あ る

こ とが 本研究 に よ り示 され た，

4　結
二、

　著者 らは，テ
ープ ス トリ ッ ピ ン グ法で 非侵 襲 的 に角質サ

ン プ ル を 採取 し，角質 Cat　L 活性 の 分 析 を 行 っ た．カ テ ブ

シ ン B の 阻害剤 と蛍光基質 を用 い る こ とで ，Ca1　L 活性 と

蛍光強度 は 0、OO9 〜o．04 　U ／L の 濃度範囲 に お い て 良好 な

直線関係 を示 し，本 方法 に よ り Cat 　L 活性 の 高感度分析 が

可 能 で あ る こ とが 示 され た．

　本 分 析方法 を 用 い て ヒ トで の 生体評価 を行 っ た と こ ろ ，

角質 Cat　L 活性 は 0．OOJr・一・O．028　U ／L の 範 囲 に 分 布 し，本

測定法が 十 分 に 測 定可 能 な 測 定範 囲 を 有 して い る こ とが 示

さ れ た，こ の と き，角質 Cat　L 活性 と総 タ ン パ ク量 は低 い

相関 を示 し，角質 Cat　L 活 性 を 皮 膚 状 態 の 指 標 と して 用 い

る に は．単位総 タ ン パ ク 量 当た りの 角質Cat　L 活性 にla乢

L ／TP 比 CU／g・protcin）1 を 求め る 必 要 が あ る と考 え ら れ

た．

　 以 上 の こ とか ら，本分析方法 を用 い る こ とで，角質 Cat　L
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活性 を高感度，簡便 か つ 分析可能で あ る こ とが 示 さ れ た．
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　In　order 　to　develop 　an 　analysis 　method 　ofskin 　conditions 　f（）r 　humans ，　we 　have　been　investigat−

ing　cathepsin 　L （Cat　L）activit ｝
・dcrivcd　froIn　stratum 　corncunl 　as 　 a　biomarker．　In　the 　l）resent

work ，　an 　analysis 　metho （i　f｛）r　a　low　amouIlt （）f　Cat　L　activity 　was 　demonstrated 　that 　was 　made 　pos−

siblc 　by　c て〕liectillg　s吐ratum 　corneulll 　using 　a 　tape 　stripPing ，　concentrating 　stratum 　corneum 　sam
−

ple　solution 　and 　using 　an 　inhibitor　and 　a　Huorescent　substrate 　of 　Gat　L ・　Within 　the 　range 　of

Cat　L　actMty 　bctwccn 　O．003　alld 　O．04　U ／L ，　thc 　calibratioll 　curvc 　fbr　this　mcthod 　showcd 　cocf 五一
　 　 　 　 　 　 　 　 ウ

deIltwith 　R
−＝0．98．　Thc 　Cat　L　activity 　rangcd 　bctsveen　O．OO5　and 　O．028 　U ／L　in　all　of 　thc 　stra −

uml 　corneum 　samples 　ill　the 　sψ lective　evaluation ．　 It　was 　illdic乱ted 　that 　tllis　analysis 　method

had　a　sufflciem 　range 　fbr　Ihe　analysis 　of 　human 　Gat　L　activity，　The 　determined　coefflcicnt

between 　the 　Cat　L　activity 　and 　the 　to 訟 l　proteill　showed 　O．09，　which 　was 　a 　comparativcl γlow　level．

Therefbre，　it　was 　considered 　that 　thc 　Gat　L／total　protei盲1　rat．io　might 　be　a　useful 　index 　of　thc

skin 　condition 　fbr　humalls，　 Thus，　it　was 　indicated　that　tllis　analysis 　method 　might 　be　suitable

fbr　an 　casy 　analysis 　of　Cat　L 照 iviW，

働 ω o鳩 ： cathepsin 　L ；stratum 　cornculll ；tape　stripping ；fluorcsccllt　substratc ；total　proteilL
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