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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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保存安定性評価
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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 っ で あ る。国内に お い て は、
TESTSKIN ・EpiDerm ・Vi住ol苗eS   等の キ

ッ トが 市販されて お り、 キ ッ ト問 、 お よび施設

問評価の結果か ら、皮膚刺激性試験に対 して 有
望 で あるこ とが認証されっ っ ある。現在、これ

らの キ ッ トの 品質保持期限を長ぐする こ とは、
代替試験を行う実験者に 対して重要な課題とな
っ て い る。そこ で、本研究では、品質保持期限
の 問題を解決するため に 、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

「Neode   一ED 」 の保存安定性に関す る検討を

行 い
、 最適 な保存条件を設定する。

【方法】

（蜘 直径 24  （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 ト角化細胞を播種 し、 エ

ア
ーリフ ト培養を 12〜 14 日間行っ た （喪皮層）。

作製された培養皮膚モ デル は寒天培地中に固定
された状態で 、 温度制御可能な特殊容器を用い

て輸送された 。

（保存安定性の検討）
4℃ 、 あるい は 15℃ で 5 ・10 日間保存した培養

皮膚モ デル を用い て下記の構造 ・性能に 関する

評価を行 っ た。
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、，Fibronec血 ，　Lam 血in，
Involucrin，　Ttnsglutaminase に対す る免疫

染色を行っ た。
性能評価 ；Φ 10mm のア ッセ イリン グを用 い て 、

培養皮膚モデル の表皮側に 100μ 1の 1％SLS溶
液を添加 した 。 添加後 、

37℃ ・10％ CO
、
イ ン キ

ュ ベ ー
タ
ー内で O．5，

1
，
2

，
4 時間暴露 した 。 各時

間暴露 した後、1％SLS 溶液 を除去 し、培地 で 洗

浄した。0．5m9 〆m 　l の MTT を含有 した培地 で

3 時雕 養して、Φ 8  のバ イプシーパ 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、570   で吸鍍 を測定した。

【結果】
　特殊容器を用 い た輸送にお い て 、 容器中の 温

度は 16〜18℃ で安定して い た 。 4℃ 、 あるい は

15℃ で 5 ・10 日間保存して も基底層 ・有棘層 ・

顆粒層 ・角質層を持 っ 構造の 変化は観察されな
か っ た 。 基 底膜 成 分で あ る Collagen、，
Fibronec血

，
　Lamir血 や分化 マ

ー
カ
ー

で ある

lnvolucrin，　
’
　Transglutami皿 ase の 局在も維持

されて い た 。 性能評価におい て は、保存後も OD
値 は 保存前の 70 〜 80％ を維持 してお り、折
1％SLS における ET50 値も保存前と同レベ ル で

あっ 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 「Neodenn −ED 」 は 4℃、あるい は 15℃で

10 日間安定である こ とが示唆され、品質保持期

限の延長が期待された 。 代替試験 を行 う実験者

に対する問題点の ひ とっ を解決するこ とに より、

「Neodem −ED 」 が 新しい動物代替材料 となり

得る可能性があると考えられる。
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