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研究成果の概要（和文）：para-phenylenediamineによるアレルギー性接触皮膚炎患者６名を対象
とし、患者からの同意取得後、血液、毛根組織、頬粘膜を採取し、RNA stabilizer(RNAlater®)
等を使用しTotal RNA を抽出した。最終的に、マイクロアレイおよびプロテオミクス解析を実施
したがコントロール群との顕著な差はみられず、バイオマーカーを同定できなかった。しかし、
これまで本方法により染毛剤によるアレルギー性接触皮膚炎のバイオマーカーを探索した報告
はなく検討しえたことは意義深いと考える。 

 
 

研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： Six patients with allergic contact dermatitis due to 

para-phenylenediamine were studied. With the consent from these patients, blood, 
hair root tissue and buccal mucosa samples were taken to extract total RNA using 
reagents such as RNA stabilizer (RNAlater®).  Microarray and Proteomic analyses, 
which were conducted finally, found no significant difference from control group, and 
specific biomarker was not identified.  However, we believe this study meaningful in 
that above mentioned methods were tried, for the first time, to detect biomarker of 
allergic contact dermatitis due to hair dye.                       
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１．研究開始当初の背景 

アレルギー性接触皮膚炎とは、接触抗原の

暴露によってその抗原に対する免疫記憶が

成立している個体に、同じ抗原が再暴露され

たときに、その免疫記憶が活性化（リコール

反応）し引き起こされる免疫反応による皮膚

の組織障害である。ウルシ、桜草、菊などの

植物、ニッケル、クロムなどの金属等、世の
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中に存在するあらゆる物質（分子量 1000 以

下）が抗原（ハプテン）となりうる。表皮か

ら侵入した化合物は組織間質に存在するキ

ャリアタンパク質と結合し、ハプテン化抗原

として抗原提示細胞である樹状細胞に取り

込まれ、所属リンパ節に移動してリンパ球へ

の抗原提示を行い、同一化合物の再接触時に

抗原特異的 CD4 陽性及び CD8 陽性細胞によ

る炎症を惹起する(Kimber I, et al. Contact 

Dermatitis.46(1):1-5, 2002)。 

現在行われている接触皮膚炎誘導活性の

評価は、 in vitro では local lymph nodo 

assay(LLNA)を含む動物モデル、ヒト末梢血

によるリンパ球幼弱化試験が、in vivo では患

者へのパッチテスト（抗原を背部に貼布す

る）が一般的に行われている。しかしながら、

2009 年には化粧品の動物実験禁止が実施さ

れるなど、今後動物試験は推奨されない傾向

にあり、またリンパ球幼弱化試験は特異度が

低い。パッチテストは感度、特異度共に高く

有用であるため我々も積極的に行ってきた

が、人的労力と費用が莫大であり非常に専門

的な診断技術が必要である。そこで代替ない

し補完的 in vitro 試験法の構築が望まれるが、

その科学的基盤は未だ確立されておらず、化

学物質診断に有用なバイオマーカーの探索

と、接触皮膚炎のメカニズム解明による理論

的背景の確立が望まれる。 

 日本人は黒髪であるため、ほとんどの国民

がある年齢に達すると染毛剤を使用する。し

か し な が ら 染 毛 剤 の 成 分 で あ る

para-phenylene diamine（以下 PPD）は本

疾患における代表的なアレルゲンであるこ

とが以前から知られている。PPD に感作され

た患者の多くは再接触により重篤な湿疹病

変が誘発され入院管理が必要となる場合も

ある。また、美容師および美容学校の学生に

おいては、就業中または実習中に PPD に感

作された結果、職業の変更を余儀なくされる

ことも少なくない。現在では PPD を含まな

い染毛剤も開発・発売されているが依然とし

て新規の罹患患者は後を絶たない。このよう

な現状を踏まえ、これまでにも PPD に対す

るバイオマーカーの探索がいくつかの研究

で行われてきたが未だ実用化には至ってい

ない（Szameit S et al. Clinical Chemistry 

54: 525-533, 2008）。 

アレルギー性接触皮膚炎において罹患頻

度が高い抗原は金属や樹脂などさまざまな

抗原が挙げられるが、上記の背景や我々の豊

富な臨床経験を踏まえ、より早期に同定し実

用化しなければならないバイオマーカーは

PPD であると考え今回の研究を計画した。 

本研究を遂行することにより、臨床症状を

的確に反映したバイオマーカーが同定され

実用化されれば、一般の染毛剤使用者のみな

らず、職業的にも PPD によるアレルギー性

接触皮膚炎の診断が容易になり、さらに、

PPD に感受性が高いなどの遺伝的背景と関

連性のある遺伝子を同定できれば感作を未

然に防ぐことが可能となる。 

さらに、予防医学的な面から本研究成果を

実用化するためには、より多くの対象者から

侵襲が少ない方法でサンプルを収集する必

要がある。そこで、本研究では、血液サンプ

ルと同時に毛髪、頬粘膜を採取しそれらの結

果を比較検討することにより、安全・簡便か

つ一定の結果が得られる臨床評価システム

を確立する。 

バイオマーカーを同定し、より安全で簡便



なサンプル収集方法を用いた臨床評価シス

テムの確立を目指す本プロジェクトは予防

医学の一端をも担うに値する画期的な研究

課題となりうる。 

 

２．研究の目的 

PPD によるアレルギー接触皮膚炎における

バイオマーカーの同定および、より侵襲の少

ないアレルギー性接触皮膚炎の臨床評価シ

ステムを確立する。 

 

３．研究の方法 

パッチテストで PPD によるアレルギー性

接触皮膚炎と確定診断した患者から同意を

得たうえで各サンプル（末梢血、毛髪、頬粘

膜）を採取する。それらのサンプルから Total 

RNA を抽出しマイクロアレイ法により遺伝

子発現を解析する。同時に末梢血サンプルを

用いた二次元電気泳動法、および、蛍光ディ

ファレンシャル二次元電気泳動を基盤とす

るプロテオミクス法によりタンパク質発現

を解析する。 

（１） 患者抽出 

（１）‐１.パッチテストの方法：背部（傍脊

椎部）の皮膚病変のない皮膚に抗原を閉鎖貼

布する。48 時間後にパッチテストユニットを

除去し、絆創膏による圧迫刺激の影響がなく

なる約１時間後に 48 時間後判定を行う。以

降、72 時間後、さらに１週間後判定を行う。

1-2.判定基準：国際接触皮膚炎研究会の判定

基準に基づき＋以上の場合を陽性反応と判

定する。パッチテストにより PPD によるア

レルギー接触皮膚炎が確定診断された患者

から血液、毛髪、頬粘膜を採取する。 

（２）サンプルの収集・処理 

（２）－１. 採血方法 :PPD によるアレルギ

ー性接触皮膚炎患者からヘパリン採血（約

12.5ml）を行う。 

血 液 処 理 は 、 事 前 に １ 分 間 遠 心 し た

Lymphoprep Tube に同等量の生理食塩水で

希釈した新鮮血液を注入する。さらに同等量

の生理食塩水を加える。室温で 800g20 分間

遠心分離する。遠心分離後、単核球のフラク

ションをパスツールピペットで採取する。ま

た、新鮮血液を RNA 解析目的に PAXgene 

Blood RNA Tube に採取する。 

（２）－２. 毛髪採取方法：患者毛髪を毛根

組織も含め静かに 5 本抜き、毛根部 1cm 程を 

RNA stabilizer (RNAlater®)1ml に浸す。こ

れらを遠心した後に RNeasy ® mini kit の

Buffer RLT を加え、mixer にて組織破砕を促

進する。QIA shredder ® column を用いて

homogenization  し た 後 に RNeasy ® 

minikit のプロトコールに従って Total RNA

を抽出する。RNase free water にて elution

した後に V-360 で陰圧遠心にて濃縮し、濃度

測定する。Agilent2100 Bioanalyser®にて

Quality を確認する。 

（２）－３.  頬粘膜採取：滅菌済み綿棒で患

者の頬粘膜を左右各 5 回擦り細胞を採取し、

綿棒の先を RNA stabilizer (RNAlater®)1ml

に浸す。以降は 2-2 と同じ。 

（３）マイクロアレイ法による遺伝子発現解

析 

（３）－１.マイクロアレイ実験（cRNA ラベ

リング、ハイブリダイゼーション、発色とス

キ ャ ン ）： GeneChip One-Cycle Target 

Labeling Kit を用いて Total RNA からビオ

チン標識 cDNA を作製し、fragment した後

GeneChip Probe Array(Human U 133 Plus 

2.0）に 45℃16 時間ハイブリダイズさせる。

そ の 後 、 Probe Array を  Affymetrix 

GeneChip Fluidics Station 450 を用いて染

色し、Affymetrix GeneChip Scanner 3600 



7G でスキャンし、Affymetrix GeneChip 

Operating Soft ware (GCOS)によりデータ

の出力を行う。 

（３）－２. マイクロアレイデータ解析：解

析用ソフトウエア GeneSpring GX を用いて

マイクロアレイデータ解析を行う。（当該研

究 に 関 わ る 研 究 費 用  GeneChip 

HGU133Plus2.0 、 One-cycle Target 

Labeling and Control Reagent 

GeneChip） 

（４）末梢血サンプルを用いた二次元電気泳

動法（以下 2D-PAGE）、及び蛍光ディファ

レ ン シ ャ ル 二 次 元 電 気 泳 動 （ 以 下 

2D-DIGE）を基盤とするプロテオミクス解析 

（４）－１. 2D-PAGE実験: 血液処理方法（血

清）：Proteome Lab IgY-12 によりメジャー

蛋白質成分とマイナー蛋白質を分離する。そ

れぞれの画分を限外ろ過膜によって脱塩等

行い、2D-PAGE（もしくは 2D-DIGE）に供

する。泳動後のゲルは Typhoon9400 により

スキャンする。 

血液処理方法（血球）：Mammalian Cell Lysis

キットを用いて血球から蛋白質のみを回収

する。2D-CleanUP キットにより脱塩等行い、

2D-PAGE（もしくは 2D-DIGE）に供する。

泳動後のゲルは Typhoon9400 によりスキャ

ンする。また、血球が種類毎に分離できるの

であれば個々での解析も行う。 

（４）‐２. 画像解析：電気泳動により分離

された蛋白質のスポットを専用のソフトウ

ェアによって数値情報に変換し、それぞれの

実験に適した統計処理によって疾患特有の

変動パターンを抽出する。 

（４）‐３. 蛋白質の同定：特に顕著な変動

を示す蛋白質を選択し、LC-MS/MS による蛋

白質の同定を行う。 

（４）‐４. 診断用バイオマーカー候補の選

定：元の血液を対象に ELISA 等の方法で検

証する。 

 

４．研究成果 

患者収集：染毛剤によるアレルギー性接触

皮膚炎が疑われた患者に対し、PPDを含む染毛

剤関連抗原を用いたパッチテストを施行した

。その結果、６名が国際接触皮膚炎研究班の

判定基準に基づき＋以上の陽性反応を呈した

。全例が女性で年齢は34歳～78歳であった。

いずれの患者も滲出液を伴う重篤な「かぶれ

」の症状を呈していた。パッチテストでは、P

PDのほか、オルソアミノフェノール、パラア

ミノアゾベンゼン、パラアミノフェノールに

陽性反応を呈していた。これらの患者に対し

、本研究の説明同意が得られた後、サンプル

の採取を行った。 

マイクロアレイ法による遺伝子発現解析：マ

イクロアレイ実験（cRNA ラベリング、ハイブ

リダイゼーション、発色とスキャン）を実施

したがコントロール群との差はみられなかっ

た。 

末梢血サンプルを用いた二次元電気泳動法、

および、蛍光ディファレンシャル二次元電気

泳動を基盤とするプロテオミクス法により

タンパク質発現解析： 

コントロール群と比較し、著明な変化は認め

なかった。 

 多くの日本人の成人はいずれ染毛剤を使

用することになり、これまで一定の使用者が

アレルギー性接触皮膚炎に罹患してきた。そ

して、この状況は今後も続くことが予想され

る。今回の研究期間では、患者群にのみ検出

される明確なバイオマーカーを同定するこ

とはできなかった。しかしながら、本研究に

おけるサンプルの採取～遺伝子解析までの

実験方法を実施した研究はこれまでになく、

その研究方法を確立しえたことは意義深い

と考える。 



今後は、可能であれば、染毛剤によるアレ

ルギー性接触皮膚炎患者からのサンプルを

収集し、検討するサンプル数を増やし、同様

の検討を実施していきたい。 
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