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【目的】

　動物を用い る皮膚刺激性試験を代替する目的にお い

て 、我 々 は 、こ れ ま で に 培養皮膚 モ デ ル と して

TESISK 】N ・IiPDerm ・　VitrolifeSkin等の 様々なキ

ッ トにつ い て 評価して きた。しか し、実用化 とい う面

で 、 まだ導入 を絞りきれて い ない 。 その 理 由と して 、

モ デル の 性能 、 使用期 限、価 格な どの 問題が 挙 げられ

る。 そこで 、 本研究で は既に海外におい て 販売 されて

い るが、日本で は新 しい ヒ ト 3 次元培養皮膚モ デ ル

「Neoderm−ED」 の 動物代替材料と しての 可能性を評

価 した。

【方法】

　 （キッ ト）直径 24mm （6 ウェ ル プレ
ートサ イズ）

の トラ ン ス ウェ ル．ltで 作製した ヒ ト線維芽細胞を含ん

だ コ ラーゲンゲル の．ヒに ヒ ト角化細胞を播種 し、作製

され た ヒ ト 3 次元培養皮膚モ デル 「Neode 
・m 」

を用い た。　 （被験物質）化粧畆原料として 用 い る化学

物質の 中か ら、 腐食性 、 皮膚刺激性の 強度 を考慮 して

選 抜 した 16物 質を用 い た．陽性矧照としては、1％SLS
水 溶液 を用 い た 。 動物及 び ヒ トの 試 験結深 は当社 に お

け る過去 の データペ ー
ス を利 用 した。（性能 評価）Φ

10rnm の ア ッ セ イ リン グを用 い て、培養皮膚モ デル の

表皮側に 100μ1の被験物質溶液を添加した。添加後、
37℃ ・5％CO、イ ン キ ュ ペ ーター内で 0．5〜 24 峙間暴

露した 。 各時間暴露した後、0．5m9 ！ml の MIT を含

有した馳 で 3 黼 犠 して、Φ8  の バ 材 プシ
ーパ ン チを用い てア ッセ イ リン グ内を打ち抜い た 。

バ

イオ プシー片の 色素を酸性イ ソプロ パ ノール 溶液で抽

出し、590  で 吸光度 を測 定 した。溶  照 と比較

して、細胞毒性が 50％減 少す る時間 （EI］50）を算出

した。試験 は 2 回繰 り返 した。　 （構造 評価） H ＆E 染

色 ；4％パ ラホル ムアル デヒ ド溶液で固定した後、5μ

m の パ ラ フ ィ ン切片を作製し、光学顕微鏡讎察の ため

に H＆E染色を行い、他社モ デル と比較した。

【結果】

　 （性讎評価）n ＝2 で 測定された  ヨ照の 吸光度は、

溶 媒 （蒸 留水、オ リーブ汕 ）の 種類 に係 わ らず L5 前

後の 値を示 し、 また 2 回とも同様の結果であ っ た。 陽

性対照 として用 い た 1％SLS におけ る ET50 値は 1〜 2
時間の範囲であ り、 こ れ まで検討 した他の モ デル と大

きな差は見 られなか っ た。 その 他の 15 物質の ET50
も・再現性が 得られ 、 本モ デル は安定 した培養皮膚で あ

るこ とを確認した。その結果 として、ヒ ト皮肩刺激性

との
一一・致率 は 68．7％、疑 陽性率 18．8％、疑 陰性 率

12．5％で あ っ た 。 文献な どの結果か ら、 培養皮膚が ヒ

ト及び動物の 皮膚刺激性 と比較 して 疑 陽性を示 す物質

はエ タ ノール、色素な どが 知 られて い る。 本モ デルで

もエ タノ
ー

ル 50 ％ 水溶液につ い て 検討 したが、他のモ

デル同様 Er50値が得 られ る程強い 毒性はで ない が
エ タ ノール 81闇閉以上処理で 細胞毒性力験 出され、疑

陽性 と評価 した 。 また 、 カチオ ン 界面活性剤 の 検出率
は低く、疑陰性の結果 を得た。これ は培養皮膚の特徴

で もあ るが、他 の モ デル と比較 して毒性発現は弱か っ

た。　 （構造評価）H＆E 染色に よる光学顕微鏡観察で

は、線維芽細胞を含む コ ラ
ー
ゲン ゲル 上 に 8〜12 層の

生細胞層と 10〜15 層の 角質層を保持する表皮が観察

された。また、生細胞層 に おい て は、通常の 皮膚で 観

察 され る基底層 ・有棘層 ・顆粒層が存在 して い た。こ

れ らの構造は、東洋紡の LES に極めて近い もの であっ

た。

【結諭】

　 ヒ ト3次元培養皮膚モデル 「Neode 
一ED 」 は、16

被験物 質の ET50 値算出に よる評価か ら、皮膚刺激性

試験の代替材料として有望であるこ とが示唆された。
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