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ヒ ト3 次元培養皮膚モ デル 「Neode  
一ED 」 の

皮膚刺激性試験代替キ ッ トと しての 可能性評価
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【目的】

　動物を用 い る皮膚刺激性試験 ・経皮吸収試験

などを代替す る 目的に お い て 、 これ まで に様 々

な動物代替材料が開発され て きた 。 培養皮膚モ

デル は、これ らの 試験へ の 適用が期待され る動

物代替材料の ひ とつ で あ る。 国内におい て は、
TES ［［SKIN 　

・
　EpiDerm ・Viなol脱 S  等 の キ

ッ トが市販されて おり、 キ ッ ト間 、 および施設

間評価 の 結果より、皮膚刺激性試験に 対 して 有

望である こ とが認証されつ っ ある。しか しなが

ら、 現状はモデルの性能 ・使用期限 ・価格など

の 問題か ら実用化 とい う面で は導入を絞 りきれ

て い な い 。 そ こ で、既に海外に お い て販売され

て い る ヒ ト皮 膚 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

性を評価する。本研究で は構造に関する基礎的

な解析を行う。

【方法】

　 （製造）直径 24mm （6 ウ ェ ル プレー
トサイ

ズ）の トラ ン ス ウェ ル上で ヒ ト線維芽細胞を含

んだ コ ラーゲ ンゲルを作製 した （真皮層）。この

コ ラ
ーゲン ゲ ル 上に ヒ ト角化細胞を播穂 し、エ

ア
ーリフ ト培養を 12〜14 日間行 っ た （表皮層）。

（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 、 5 μ m の パ ラフ ィ ン 切

片を作製し、 光学顕微鏡観察の た め に H ＆E 染

色を行 っ た。

免疫染色 ； 10μ m の凍結切片を作製し、 ABC

法に より Collagen、 ，
Fibron  血 ，　Laminin，

Involucrin， ［［tansglutaminaseに対す る免疫

染色を行 っ た。

（透過型電子顕微鏡 ：TEM 観察）2％ グル タル

ア ルデヒ ド溶液 （前固定）と 2％四酸化オ ス ミウ

ム （後固定）で固定 し、 1％四酸化ル テニ ウム で

ブロ ッ ク染色を行 っ た。脱水 ・エ ポキシ樹脂包

埋後、 8〔洫m の超薄切片を作製し、酢酸ウラン1
鉛溶液で電子染色を行 っ た。カ

ーボン真空蒸着

後、TEM （JEOLjem2000EX ）観察を行っ た 。

【結果】

　 （製造）エ ア
ーリフ ト培養後 、

コ ラーゲ ン ゲ

ル 上 に重層化 した表皮が均一に観察 された 。 作

製期間は 21 日間で あっ た。

（構造評価）H ＆E 染色 ；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。免疫染色 ；基底膜成分で あ

る Collagen、 ， Fibron  血
，
　Lamh 血 と分化

マ
ーカーで ある Involuedn

，
　 Transglutamin−

ase が 正常皮膚で観察され る適切な部位に発現

して い た。
（透過型電子顕微鏡 ：TEM 観察）角質層 に おい

て は多 くの 細胞 が密に重層化 したケ ラチ ン 層が

観察され 、 通常の 皮膚で見 られる basket−wave
パ ターン を示した 。 層間 に は 脂質 2 重膜が 観察

され 、 多 くの 脂肪滴が散在して い た。顆粒層の

細胞はケラ トピ ア リン 顆粒 を含み、隣接する細

胞 とデス モ ゾーム に よ り強 く接着して い た。表

皮層 と真皮層の 境界部には基底膜が観察された

カミ、lamina　densa　・　lamina　lucidaはラk成熟

であり、明確なヘ ミデス モ ゾーム構造 は観察で

きなか っ た。

【結論】
　本研究で評価 した ヒ ト皮膚 3 次元培養皮膚モ

デル 「Neodem −ED 」 は組織学的1こ正常皮膚と

同様の 多層構造を示した。また、基底膜成分や

表皮分化 マ ーカ
ー

も適切 な部位に発現して い た 。

脂質 2 重膜 ・ケ ラ トビア リン 顆粒 ・デ ス モ ゾー

ム な どの微細構造の特徴 も正常皮膚 と類似して

い た。これ らの結果は 「Neoderm ・ED 」 が新 し

い 培養皮膚モ デル として 動物代替材料とな り得

る可能性を示唆して い る。
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