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略語一覧 

ACD, allergic contact dermatitis 

AOO, acetone: olive oil = 4: 1 

AOP, Adverse Outcome Pathway（有害性発現経路） 

ARE, antioxidant response element 

ATF3, activating transcription factor 3 

BH, 1-bromohaxane 

BKC, benzalkonium chloride 

CA, cinnamic aldehyde 

CB, chlorobenzene 

CinA, cinnamic alcohol 

CM–H2DCFDA, 5-(and 6-)-chloromethyl-20, 70-dichlorodihydrofluorescein diacetate, acetyl ester 

DAVID, Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery functional annotation tool 

DCs, dendritic cells 

DCV5, concentration showing 5% decrease of cell viability relative to vehicle control 

DEP, diethyl phthalate 

DMSO, dimethyl sulfoxide  

DNAJB4, dnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 4 

DNCB, 2, 4-dinitrochlorobenzene 

DNFB, 1-fluoro-2,4-dinitrobenzene; 

DPRA, Direct Peptide Reactivity assay  

DW; distilled water 

EHA, 2-ethylhexyl acrylate 

EpiSensA, Epidermal Sensitization Assay 

FBS, fetal bovine serum（ウシ胎児血清） 

FCA, Freund’s complete adjuvant 

GCLM, glutamate-cysteine ligase, modifier subunit 

GO, Gene Ontology 

HBSS, Hank’s Balanced Salt Solution 

HC, hydroxycitronellal 

HCA, hexylcinnamicaldehyde 
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h-CLAT, human-Cell Line Activation Test 

IEU, isoeugenol 

IL, interleukin 

IM, isopropyl myristate 

KCs, keratinocytes 

LA, lactic acid 

LLNA, local lymph node assay 

MBT, 2-mercptbenzothiazole 

MDBGN, methyldibromo glutaronitrile 

MFI, mean fluorescence intensity 

MS, methyl salicylate 

MTT, methylthiazolydiphenyl-tetrazolium 

4-NBB, 4-nitrobenzyl bromide 

NHEK; normal human epidermal keratinocyte 

Nrf2, nuclear factor E2-related factor 2 

OA, octanoic acid 

OECD, Organisation for Economic Co-operation and Development 

OXA, oxazolone 

PA, phthalic anhydride  

PG, propyl gallate 

PI, propidium iodide 

PPD, p-phenylenediamine 

RhE, Reconstructed human Epidermis 

ROS, reactive oxygen species 

ROS EC2, estimated concentration which showed 2-fold ROS production 

ROS Imax, maximal ROS induction level 

SA, salicylic acid 

SLS, sodium lauryl sulfate 

TCSA, Tetrachlorosalicylanilide 

TMTD, tetramethylthiuram disulfide  

TrxR, thioredoxin reductase 
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序論 

○化学物質の毒性リスク評価 

 我々の身のまわりには、膨大な数の化学物質が存在する。これらの中には、天然物質、ヒトへの

作用を目的に開発された医薬品、ヒトの生活を豊かにするために開発された食品添加物や農薬など

微量に摂取する可能性がある物質、ならびに本来ヒトが摂取することのない物質（工業化学物質、

建築用剤、産業廃棄物等）がある。このように現代社会おいては、直接的には人体に摂取されるは

ずがない化学物質にも暴露される可能性があり、ヒトが化学物質にさらされる機会は増え続けてい

る。 

 毒性学の祖 Paracelsus が、“All substances are poisons: There is none which is not a poison. The right 

dose differentiates a poison and remedy”と述べているように、すべての化学物質は基本的に毒であり、

用量により毒か薬かが決まる（Huge, 2004）。言い換えれば、化学物質が”毒“としてヒト健康に与え

うるリスクは、化学物質が有するヒトへの有害性の度合い（ハザード）、およびヒトに対する該物

質の暴露量、の 2 点で決定される（Fig. 0-1）。そして、化学物質が安全か否かの判断、すなわちリ

スクアセスメントは、化学物質のハザードを定性的および定量的観点から統合的に評価し、該物質

のヒトに対する実際の暴露量との兼ね合いから、最終的なリスクを判定することを意味する。しか

しながら、医薬品以外の化学物質をヒトが摂取した場合の安全性は、ヒトに直接投与して確かめる

ことができない。そこで、これら化学物質の安全性評価では、実験動物等を用いた毒性試験、疫学

研究および毒性発現機構に関する研究等によりハザードを把握する必要がある。一方、暴露量に関

しては、当該化学物質にヒトがどの程度暴露されるかを正確に見積もることは非常に難しいため、

該物質の暴露条件（頻度、量など）やシミュレーションによる推定によらざるを得ない。すなわち、

化学物質のハザードを把握するための毒性試験および毒性発現機構の解明は、化学物質のリスクを

精緻に評価し、ヒトへの健康被害を未然に防ぐうえで極めて重要なプロセスとなる。 

 

○皮膚感作性 

 我々の体表面を覆う皮膚は、ヒトが化学物質と最も接する機会の多い場の一つである。そして、

皮膚を介した化学物質の有害作用の一つに、皮膚感作性がある。皮膚感作性とは、分子量 600 未満

の比較的低分子量の化学物質（皮膚感作性物質）により誘導される湿疹性の皮膚反応であり、該物

質が複数回皮膚接触することで生じる遅延型の接触過敏反応である（Smith and Hotchkiss, 2001）。代

表的な皮膚感作性物質としては、染毛成分として使われる p-phenylenediamine、香料成分である

cinnamic aldehyde、エポキシ樹脂の構成成分であるグリシジルエーテル類、防腐剤としてシャンプ

ー等に使用される 5-Chloro-2-methyl-3-isothiazolone などが存在する（Fig. 0-2）。皮膚感作性物質の中
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には、化粧品や装飾品を介して日常的にヒトに接する機会が多いものも含まれる。そのため近年で

は、ヨーロッパの全人口の約 20%が、少なくとも一つ以上の皮膚感作物質に対し感作を発症してい

るとの報告もある（Peiser et al., 2012）。皮膚感作性は本来、外来異物に対する生体の防御機構の一

つである。しかしながらその臨床症状は、紅斑・丘疹を伴う皮膚炎が数週間続き、一度治癒したと

しても該感作性物質の再接触により繰り返し発症・増悪することから、一度感作が成立してしまう

と罹患者の QOL を著しく損ねる可能性がある。すなわち皮膚感作性は、その重篤度、影響度の観

点から懸念すべき毒性の一つであり、特に化粧品などヒトの皮膚に直接適用される製品では、最重

要毒性評価項目に位置づけられる。 

 

○皮膚感作性のメカニズム 

 皮膚感作性は、感作誘導および惹起の 2 つの過程から成る（Fig. 0-3）。感作誘導過程では、皮膚

に暴露された感作性物質が経皮吸収されると、一部の物質は代謝されたのち、皮膚中のタンパク質

と共有結合を形成する。感作性物質の結合したタンパク質は、構造変化を生じることで生体異物と

なり、表皮の主要構成細胞である角化細胞、および外来異物を捕捉する免疫細胞である樹状細胞

（Dendritic cells: DC）の活性化を誘導する。異物を捕捉した DCは、活性化した角化細胞により放

出される種々のメディエーター（例. IL-1β、TNF-α）によりさらに活性化され、成熟しながら所属

リンパ節へと遊走する（Cumberbatch et al., 1997; Antonopoulos et al., 2008）。リンパ節へと遊走した

DCは、MHC 分子上に提示した抗原を、種々の共刺激分子（例. CD86、CD54）を伴いながら、ナ

イーブ T 細胞に提示する（Toebak et al., 2009）。抗原を認識したＴ細胞は活性化して増殖・分化し、

抗原特異的なＴ細胞として体内に長く存在する（Kimber et al., 2011）。一方惹起過程では、皮膚に

再度接触した感作性物質が、DC やマクロファージによって捕捉されたのち、抗原特異的 T 細胞に

提示される。抗原特異的 T 細胞は活性化し、インターフェロン-γ に代表されるサイトカインを放出

することで炎症反応を惹起する（Honda et al., 2011; Natsuaki et al., 2014）。感作誘導過程に関しては

これまでに、鍵となる過程および生体反応（キーイベント）が有害性発現経路（Adverse outcome 

pathway： AOP）として、経済協力開発機構（Organisation for Economic Co-operation and Development, 

OECD）より示されている（OECD, 2012）。一方、惹起過程については、感作成立過程ほど研究が

進んでおらず、不明な点が多いのが現状である。 

  

○動物を用いた皮膚感作性のハザード評価 

 皮膚感作は免疫記憶を伴うため、一度感作が成立するとそれを取り除くことは現状難しい。その

ため一度成立した皮膚感作性を制御するには、該物質の暴露を極力避ける、あるいは惹起された皮
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膚炎を免疫抑制剤であるステロイド外用薬などで治療するといった手段を取らざるを得ない。した

がって、皮膚感作性による健康被害を未然に防ぐためには、皮膚感作成立を如何にして防ぐか、言

い換えれば毒性未知の化学物質の皮膚感作性の有無や強さといった「ハザード」をいかに正確に把

握するかが重要となる。皮膚感作性のハザード把握に関してはこれまで、主としてモルモットやマ

ウスなどの実験動物を用いた方法が開発・評価に用いられてきた（Fig. 0-4）。モルモットを用いた

方法である Guinea Pig Maximization Test（OECD, 1992）では、被験物質を免疫増強剤（Freund’s 

complete adjuvant; FCA）と共に皮膚に暴露することで感作を誘導し、数週間後に該物質を再接触さ

せた際の皮膚反応（紅斑、浮腫）を見ることで皮膚感作性の有無を判定する。本法の評価指標は皮

膚反応の目視評価であるため、正確な判定に熟練を要すること、および客観性に乏しいことが問題

点としてある。一方、マウスを用いる方法である Local Lymph Node Assay（LLNA）（OECD, 2010）

では、感作誘導過程で抗原特異的 T 細胞がリンパ節で増殖することに着目し、T 細胞の増殖率をト

リチウム化したチミジンなどを用いて定量することで、皮膚感作性の有無や強さを評価する。本法

の特長としては、モルモットを用いた方法に対して、（1）試験期間が 1週間強とモルモットの 1か

月強に比べ短いこと、（2）客観的評価が可能であること、および（3）被験物質が一定レベルの T

細胞増殖を誘導する濃度（EC3）を指標に感作性の強さを予測できること、が挙げられる。上記動

物試験法はいずれも、OECD による公定試験法としてガイドライン化され、これまで長らく皮膚感

作性評価に用いられてきた。しかしながら、動物愛護への関心の高まり、あるいは動物実験を行っ

た化粧品の欧州での販売禁止といった法規制の観点から、化粧品原料を筆頭に、動物を用いた皮膚

感作性評価は現状極めて難しくなっている。これは、新機能を有する安全な原料を新たに開発し、

製品として世の中に発信するうえで大きな足かせとなる。 

 

○動物を用いない皮膚感作性評価（代替法）の開発 

 以上の状況を打破すべく、動物を用いない評価法（代替法）の開発が世界的に進められている。

代替法の要件としては、①感作性のメカニズムに立脚し、②信頼度（予測性、再現性）が高く、③

簡便（手順、時間）であること、が挙げられる。特に信頼度の観点では、“皮膚感作性物質を見逃

さないこと（偽陰性をなくすこと）”が、ヒトでの感作性による健康被害を防ぐうえで強く求めら

れる。これまでに、メカニズムに関しての知見が豊富な感作誘導過程のキーイベントであるタンパ

ク質との結合や樹状細胞活性化などに着目した、複数の代替法が開発されている（Reisinger et al., 

2015）。このうちごく最近、3つの代替法が、OECD テストガイドラインとして承認された（Fig. 0-5）。

Direct Peptide Reactivity Assay（DPRA）は The Procter & Gamble Companyを中心に開発され、感作過

程で生じる皮膚中タンパク質と感作性物質との結合を試験管内で再現した方法として 2015 年に
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OECD テストガイドラインに収載された（OECD, 2015a）。また、皮膚に侵入した感作性物質は、角

化細胞において、サイトカイン産生などの炎症反応、ならびに Anti-oxidant response element（ARE）

を介した抗酸化遺伝子発現などの細胞防御応答を誘導することが知られている（OCED, 2012）。この

うち、ARE経路の活性化を模した試験法である、Nrf2-ARE-based KeratinoSens
TM

 がスイスのGevaudan

社によって開発され、同じく 2015年に OECD テストガイドラインとなった （OECD, 2015b）。一方、

DCの活性化を模した試験法として、抗原を捕捉して活性化した DCにおいて共刺激分子の発現が亢

進するという知見（Sasaki et al., 2007）に基づき、THP-1細胞における共刺激分子（CD86およびCD54）

の発現を評価指標とする、human Cell Line Activation Test（h-CLAT）が花王株式会社および株式会社

資生堂により共同開発された。本法も 2016 年に OECD テストガイドラインとして承認されている

（OECD, 2016）。 

上記 3 法は、150 を超える物質の評価結果から、動物試験 LLNA に対する予測性が約 80%である

ことがわかっている（OECD, 2015a、2015bおよび 2016）。しかしながら、感作誘導のメカニズムは

複雑であり、単一の試験法では偽陰性が少なからず存在するため、動物試験を完全に代替すること

は現状困難となっている。そこで本問題点を克服すべく、感作誘導の異なるキーイベントに着目し

た複数の代替法の組み合わせによる評価（Reisinger et al., 2015）、あるいは、皮膚組織を模したモデ

ルの構築による生体に近い状態での評価（Uchino et al., 2011）が現在検討されている。このうち、

複数の試験法の組み合わせで感作誘導のキーイベントを網羅する、という前者の方法論は、動物を

用いない感作性評価実現に向けた有効なアプローチして世界的に受け入れられつつある（Reisinger 

et al., 2015）。しかしながら、高い予測性の達成には多くの代替法（最低 4つ）の実施が必要であり、

コスト・労力面でのハードルが存在する。一方、後者に関しては、樹状細胞を含めた皮膚組織の安

定構築が極めて難しく、高い汎用性および信頼性の達成という課題が克服されていないのが現状で

ある。 

 

○本研究の目的 

上記のような状況下で、現在化粧品原料を中心に、動物を用いない皮膚感作性評価は世界的に求

められている。そこで本研究では、まず皮膚感作性に特異的な応答を見出したうえで、動物を用い

ない、簡便かつ高い予測性を有する皮膚感作性評価手法を開発すべく、以下の方針を立てた。 

 

① 実現可能かつ汎用的な技術（細胞等）を用い、出来る限り少ない試験法の組み合わせで皮膚感

作誘導のキーイベントを網羅する 

② 皮膚感作誘導メカニズムと関連性のある事象を明らかとしたうえで、in vitro 試験法の評価指
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標に組むこむ 

 

本研究では、試験法に活用するツールとして、（A）再構築ヒト表皮モデル（Reconstructed human 

Epidermis: RhE モデル）、および（B）樹状細胞様の活性化を示す培養細胞、の 2つに着目した（Fig. 

0-6）。RhE モデルは、ヒト正常表皮角化細胞をヒト表皮様に重層・分化させたものであり、感作誘

導過程のキーイベントである、経皮吸収、タンパク質との結合および角化細胞の応答を一度に捉え

ることが期待できる。また、現在 4 つの RhE モデルが市販されていることから、汎用性・安定性の

問題もクリアできる。一方、樹状細胞を含めた皮膚モデルの構築は、先述のように技術的ハードル

が極めて高く実現性に乏しい。そこで樹状細胞の活性化に関しては別の試験法を新たに構築すべく、

ヒト単球由来の培養細胞である THP-1 に着目した。本細胞は未分化状態であっても、ニッケルや

2,4-dinitrochlorobenzene（DNCB）などの感作性物質の暴露により、ヒト樹状細胞同様、CD86や CD54

などの共刺激分子の発現亢進、ならびにサイトカイン産生が起こることが示されている（Yoshida et 

al., 2003; Miyazawa et al., 2007）。このため、感作性物質に対する応答を捉えるという観点において、

樹状細胞様細胞として、樹状細胞の活性化を指標とした代替法である h-CLAT でも用いられている

（OECD, 2016）。 

本研究ではまず、THP-1を用いた樹状細胞活性化試験として、活性酸素種（Reactive Oxygen Species: 

ROS）に着目し、ROS が特定の条件下で感作性物質特異的に産生されることを明らかとした。その

うえで、THP-1での ROS 産生を指標に、短時間で簡便に皮膚感作性を評価する試験法を新たに開発

した（Saito et al., 2013a）。一方 RhE モデルについては、皮膚感作誘導メカニズムと関連する評価指

標の知見が乏しかったことから、網羅的遺伝子発現解析により、RhE モデルにおいて感作特異的に

発現亢進する新規マーカー遺伝子を見出した（Saito et al., 2013b）。さらに、見出したマーカー遺伝

子が、皮膚感作誘導を制御する分子を介して発現亢進することを明らかとし、RhE モデルを用いた

新規試験法開発へと応用展開した（Saito et al., 2017）。 
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Fig. 0-1

化学物質のリスク

化学物質のヒトへの有害な健康影響（リスク）は、物質そのもの有害性（ハザード）と、該物
質のヒトへの暴露量で決まる。ハザードは、各種安全性試験、物化性状、毒性メカニズム
研究等を通じて予測する。暴露量は、使用形態（塗る、洗う等）、濃度、頻度、暴露されるヒ
トの状態（アトピー素因あり等）で決まる

リスク ハザード 暴露量= x

有害な
健康影響

物質そのものの
有害性

対象となるヒトが
暴露される量
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代表的な感作性物質の構造と用途

Fig. 0-2

p-phenylenediamine

（染毛剤）

5-Chloro-2-methyl-3-isothiazolone

（防腐剤）

Bisphenol A diglycidyl ether

（エポキシ樹脂）

感作性物質は、一般的に分子内に電子的偏りを有する親電子性物質であり、タンパク質中の電子
豊富なアミノ酸残基（例. システイン）と結合することで抗原性を獲得する。各々の物質は、我々の
生活を豊かにするために使用される一方、有害作用も有する。 p-phenylenediamineに関しては、ア

ミノ基が酸化によりヒドロキシ基となり、キノンを形成することで強い感作性を有すると考えられてい
る。

Cinnamic aldehyde

（香料）
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皮膚感作性のメカニズム
Fig. 0-3

異物認識、記憶
(感作誘導過程)

異物と再接触
(惹起過程)

所属リンパ節

ナイーブT細胞への
抗原提示

感作性物質

T

T

T
T

T
T

炎症

樹状細胞

角化細胞

タンパク質

T
T

T

抗原特異的T細胞
への分化・増殖

感作性物質の
再接触

皮膚感作性は、感作誘導過程と惹起過程の二つから成り立つ。感作誘導過程では、経皮吸収された感
作性物質が皮膚中タンパク質と結合する。その後、角化細胞応答を誘導しつつ、樹状細胞に捕捉される。
抗原を捕捉した樹状細胞は活性化し、所属リンパ節に遊走、ナイーブT細胞へ抗原提示を行う。ナイー
ブT細胞は抗原特異的T細胞への分化・増殖する（感作成立）。その後、同じ物質が皮膚に暴露されると、
浸潤した抗原特異的T細胞により炎症が惹起される。



11 

 

 

動物を用いた皮膚感作性評価法

Fig. 0-4

皮内投与
＋FCA

４８hr閉鎖貼付 24hr閉鎖貼付

Week1 Ｗeek2 Ｗeek4

感作 惹起

1
2

3

4

5
6

A. Guinea Pig Maximization Test (GPMT)

皮膚反応（紅斑/
浮腫）を判定

マウス耳介に
被験物質塗布

＝
対照群のチミジン取り込み量

感作群のチミジン取り込み量

SI値 (Stimulation Index)

SI 値≧ 3.0で陽性と判定

カテゴリーEC3値(%)

< 0.1
 0.1 to < 1
 1 to < 10 
 10 to  100

Extreme
Strong
Moderate 
Weak

EC3値; SI値が3になる濃度で
分類（強：Extreme～弱：weak）

Day1～3

B. Local Lymph Node Assay (LLNA)   

Day 6

3H thymidine投与→
耳介リンパ節回収

シンチレーションカウンターで
3H thymidineを測定

GPMT法では、モルモットに対し被験物質を皮内および経皮投与し、2週間後に閉塞条件下で惹起
する。惹起後の皮膚反応から感作性の有無を判定する。一方、マウスを用いるLLNA法では、耳介
に被験物質を3日間塗布後、所属リンパ節（耳介リンパ節）でのT細胞増殖量を指標に、感作性の有
無および強さを判定する

 感作性の有無

 感作性の強さ

OECD TG406

OECD TG429
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OECDテストガイドラインとして公的に認められた皮膚感作性代替法

Fig. 0-5

現在までに、3つの代替法が皮膚感作性試験のOECDテストガイドラインとして認められている。各試験

法では、感作誘導過程において重要となる事象：キーイベント（タンパク質との結合、角化細胞の応答、
および樹状細胞の活性化）を反映した評価指標により、皮膚感作性の有無を評価する。なお、DPRA、
KeratinoSensおよびh-CLATは、それぞれタンパク質との結合、角化細胞の応答、および樹状細胞の活
性化を模した試験法として開発された。

緩衝液

Cysteine peptide

それぞれの
ペプチドの量を
HPLCで測定

ペプチド
減少率の
平均値

陽性判断基準

Lysine peptide
> 6.38%

HaCaT

被験物質

48 h
ルシフェラーゼARE

Nrf2

最大相対発光強度が
1.5倍以上定量

3試験中2試験以上で陽性
⇒感作性あり

被験物質

THP-1被験物質

フローサイトメーター

24 h

蛍光色素
結合抗体

CD86

CD86 RFI* ≥ 150% 
and/or 

CD54 RFI ≥ 200%

*Relative Fluorescence Intensity

CD54 3試験中2試験以上で陽性
⇒感作性あり

プロトコール試験法

DPRA

KeratinoSens

h-CLAT

or

（細胞生存率70%以上）

（細胞生存率50%以上）

human-Cell Line 
Activation Test

Direct Peptide 
Reactivity Assay 24 h
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本研究のアプローチ

Fig. 0-6

感作性物質

樹状細胞

角化細胞

タンパク質
との結合

経皮吸収

角化細胞の
応答

樹状細胞の
活性化

キーイベント

複雑な皮膚感作性を評価するためのアプローチとして、キーイベントを模した複数の試験の組み合わ
せが現在最も有効な手段とされる。本研究では、4つのキーイベントのうち3つをカバーできる再構築ヒ
ト表皮モデル（RhEモデル）を、樹状細胞の活性化に関してはヒト単球由来株価細胞であるTHP-1細胞
を用いる。なお、THP-1については、感作性物質の暴露により、ヒト樹状細胞と同様、共刺激分子の発
現亢進が認められることが知られている。そのため、感作性物質に対する応答を捉えるという観点で
は、樹状細胞様細胞として使われる。本研究ではまず、RhEモデルおよびTHP-1において、感作性物
質に特異的な応答を見出す。そのうえで、見出した応答を評価指標に落とし込み、試験法開発へと応
用する。最終的に両試験法を組み合わせることで、4つのキーイベントをすべてカバーした、簡便かつ
高精度な皮膚感作性評価モデルの構築を目指す。

Step.1
感作性物質に

特異的な応答を見出す

用いる
細胞/組織

再構築ヒト
表皮モデル

（RhEモデル）

THP-1

Step.2
試験法開発へ応用

簡便かつ高精度に
皮膚感作性を評価
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第 1章 

ヒト樹状細胞様 THP-1細胞の活性酸素種産生を指標とした新規試験法の開発 

1-1. 緒言 

樹状細胞における表面抗原の発現亢進やサイトカインの産生は感作誘導の重要なイベントであ

る。最近の研究から、これら樹状細胞の活性化に対し、活性酸素種（reactive oxygen species; ROS）

による細胞内レドックスバランスの破たんが関与する可能性が提唱された（Sasaki et al., 2007）。実

際、抗酸化酵素であるスーパーオキシドジスムターゼを強制発現させたマウスでは、感作性物質に

よる樹状細胞の遊走ならびに接触過敏反応が抑制されるとの知見が存在する（Na et al., 2007）。さら

に近年、ヒト単球由来の樹状細胞、および感作性物質暴露により樹状細胞様の表現型を呈すること

が知られるヒト単球由来株化細胞 の THP-1（Yoshida et al., 2003）や U937（Lambrechts et al., 2009）

において、感作性物質数品の暴露後に短時間（～60 分）で ROS 産生が起こること、および CD86

などの表面分子の発現亢進に ROS が関与することが報告された（Byamba et al., 2010、Nukada et al., 

2011 および Migdal et al., 2010）。上記の知見を総合すると、感作成立時の樹状細胞の活性化に対し

ROS 産生が重要な役割を果たすと考えられ、樹状細胞における ROS 産生が、感作性の有無をより

早期に検出できる評価指標となる可能性が示唆される。一方、ROS 産生を感作性評価に適用できる

ことを示した報告は存在しない。そこで本検討では、OECD テストガイドラインにごく最近収載さ

れた in vitro 皮膚感作性試験法 h-CLAT（OECD, 2016）において、ヒト樹状細胞様の活性化を示す細

胞として有用性が示されている THP-1 細胞を用い、ROS 産生が感作性の評価指標となりうるかを検

討した。そのうえで、ROS 産生を指標とした新規皮膚感作性試験法の構築をめざした。 

 

1-2. 材料および方法 

1-2-1. 細胞 

THP-1 細胞は American Type Culture Collection より入手した。THP-1細胞は、RPMI-1640培地（以

後 RPMIと略記）に対し、10 %のウシ胎児血清（Fetal bovine serum; FBS）、0.05 mM 2-mercaptoethanol、

1 % Penicillin-streptomycin（すべて Invitrogen）を添加したもの（complete RPMI）を用いて培養した。 

 

1-2-2. 被験物質および検体の調製 

本検討では感作性物質31品および非感作性物質20品を評価した。このうち、強い感作性物質であ

る2,4-dinitoro-fluorobenzene（DNFB）を除く50物質の名称および略称をTable 1-1に示した。なお、各

物質の化学構造は付録に示した。これらの物質は皮膚感作性強度（Gerberick et al., 1992, 2005; Kimber 

et al., 1998)や、化学物質の構造、入手性を基に各物質を選択し、欧州代替法センターの推奨する参

照化学物質も含まれる（Casati et al., 2009）。感作強度としては、Fig. 0-4に示した動物試験LLNAの

結果に基づく5段階の強度分類（Extreme、Strong、Moderate、WeakおよびNon sensitizer）、および感

作性強度の指標として値が小さいほど感作性が強いことを示すEC3値、を示した。Lilialを除くすべ

ての物質はSigma–Aldrich（St. Louis, MO, USA）より、またlilialは和光純薬（Osaka, Japan）よりそ

れぞれ購入した。すべての物質は、溶媒である生理食塩水（大塚製薬、Tokyo, Japan）、DMSOもし
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くはacetone（いずれもSigma-aldrichより入手）に溶解後、Invitrogen社（Carlsbad, CA, USA）より購

入したハンクス氏液（Hank’s balanced salt solution; HBSS）に対し所定濃度で添加した。DMSOおよ

びacetoneの培養系に対する最高添加濃度は、ROS産生や細胞生存率に影響を与えない濃度である

2.5%とした。 

 

1-2-3. ROS検出試薬とその暴露方法 

ROS の検出には 5-(and 6-)-chloromethyl-2‘, 7‘-dichlorodihydrofluorescein diacetate, acetyl ester

（CM-H2DCFDA）（Invitrogen）を用いた。本物質は、それ自体では蛍光を発しないが、細胞膜を透

過後、細胞内のエステラーゼによる加水分解を受け、酸化されることで緑色の蛍光を発する物質へ

と変換される。なお、本物質は光で励起されうることから、すべての工程は暗所もしくはアルミホ

イルによる遮光条件下で行った。CM-H2DCFDAを DMSO に希釈後、HBSS に対し終濃度が 2 μM と

なるように添加した。なお、添加容量は最終処理濃度で 0.2％とした。0.2 × 10
6
 cells/mLの濃度で 48

時間、又は 72時間前培養した THP-1 細胞を回収し、CM-H2DCFDAを含む HBSS 中に懸濁後、37℃

ウォーターバス中で 15分間培養した。なお、細胞濃度は 2.0 × 10
6
 cells/mLとした。培養後、培地を

新鮮な HBSS に置換し、細胞懸濁液を 5 mLチューブに 200 μLずつ分取した。被験物質液 200 μL

を細胞懸濁液の入った 5 mLチューブに 200 μLずつ添加（2倍希釈）し、37℃ウォーターバス中で

培養した。 

 

1-2-4. ROS assay のプロトコール策定に向けた予備検討 

 ROS産生を指標とする試験の標準プロトコールを策定すべく、以下の実験を予備的に実施した。

まず、感作性物質によるROSの時間変化を把握すべく、無血清条件下（FBSが存在しない条件下）

で、感作性物質DNFBの暴露時間を0、5、15、30、60および90分と変化させた際のROS産生量を確

認した（Fig. 1-1）。また、血清の影響を把握すべく、HBSS中の血清濃度を0、5および10%とした場

合のROS産生への影響を確認した（Fig. 1-2）。この際、代表的感作性物質としてDNFBもしくはOXA

をそれぞれ2.5 μg/mLおよび150 μg/mLでそれぞれ細胞に30分間暴露した。続いて、感作性物質4品

（OXA、MDBGN、TMTD、HC）および非感作性物質4品（BKC、CB、glycerolおよびMS）をそれ

ぞれTHP-1に無血清下で30分間暴露した際のROS産生を検討とし、細胞生存率などを指標に感作性

物質特異的なROS産生を検出する基準を設けた。フローサイトメーターであるFACS Calibur（以後

FACSと記載）、およびCellQuest Pro software（BD Biosciences; San Jose, CA, USA）を用いて、計5000

個の細胞について、蛍光強度を測定した。細胞生存率に関しては、propidium iodide（PI; Sigma-aldrich）

の取り込み量を指標に測定した。PIの最終濃度は0.625 μg/mLとした。 

 

1-2-5. ROS assay 標準プロトコール 

以下に示すプロトコールに従い、計 50 物質を ROS assayで評価した。 

A. 用量設定試験 

用量設定試験では、感作性物質特異的なROS産生を捉えるべく、溶媒対照に対し、細胞生存率が
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5%低下する濃度（5% Decrease of Cell Viability; DCV5）の設定を目的とした。THP-1細胞を、

CM-H2DCFDAを2 μM含むHBSS中に懸濁後、37℃ウォーターバス中で15分間培養した。なお、細胞

濃度は2.0 × 10
6
 cells/mLとした。培養後、培地を新鮮なHBSSに置換し、細胞懸濁液をFACSチューブ

に200 μLずつ分取した。被験物質200 μLを細胞懸濁液の入ったFACSチューブに200 μLずつ添加（2

倍希釈）し、37℃ウォーターバス中で30分間培養した。なお、被験物質濃度は、1/2
4 
x、1/2

3 
x、1/2

2 

x、1/2 x および 1 x 12,500 μg/mLの5濃度を設定した。被験物質暴露終了後、PIを0.625 μg/mLで添加

し、細胞生存率をFACSで測定した。 

 

B. 本試験 

THP-1細胞を、CM-H2DCFDAを2 μM含むHBSS中に懸濁後、37℃ウォーターバス中で15分間培養

した。培養後、培地を新鮮なHBSSに置換し、細胞懸濁液をFACSチューブに200 μLずつ分取した。

被験物質200μlを細胞懸濁液の入ったFACSチューブに200 μLずつ添加（2倍希釈）し、37℃ウォータ

ーバス中で30分間培養した。なお、被験物質濃度は、用量設定試験の結果に基づき、1/2
3 
x、1/2

2 
x、

1/2 x、1 x DCV5、および2 x DCV5 μg/mLの5濃度を設定した。被験物質暴露終了後、PIを0.625 μg/mL

で添加し、細胞生存率をFACSで測定した。なお、細胞毒性が出ずDCV5が求まらない場合には、本

試験では、1/2
4 
x、1/2

3 
x、1/2

2 
x、1/2 x および1 x 2,5000 μg/mLの5濃度で細胞に暴露した。溶媒対照

に対する相対ROS産生量を3回の独立した試験で算出後、平均値を算出しROS産生量とした。細胞生

存率が90%以上の用量域において、ROS産生量の最大値（ROS Imax）が2倍を超えた場合に、ROS assay

で陽性と判定した。また、ROS産生が2倍となる被験物質の推定濃度（ROS EC2）を、内挿もしくは

外挿法で算出した。 

 

1-2-6. 統計解析 

Dunnett 法を用いて無処理群に対する有意差を検定した。p 値が 0.05 もしくは 0.01 未満の際、有

意差ありと判定した。  
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1-3. 結果 

1-3-1.感作性物質による THP-1細胞での ROS産生（Fig. 1-1） 

感作性物質を THP-1 細胞に暴露した際に ROS 産生が認められるかを、ROS による酸化で蛍光を

発する CM-H2DCFDA を用いて調べた。代表的な感作性物質である DNFB を THP-1 細胞に 30 分暴

露後の CM-H2DCFDA の蛍光強度をフローサイトメーターで測定した結果、DNFB 処理による平均

蛍光強度（mean fluorescence intensity：MFI）の上昇が確認された（Fig. 1-1A）。また、MFIの時間変

化を検証した結果、DNFB 暴露後 30 分、60 分および 90 分で暴露直後に比べ有意な MFI の上昇が

確認された（Fig. 1-1B）。以上のことから、THP-1 に感作性物質を暴露すると、極めて短時間（30

分）で ROS 産生が起こることがわかった。 

 

1-3-2. ROS産生に血清が与える影響の解析（Fig. 1-2） 

続いて、ROS 産生測定の条件を最適化すべく、血清の影響について検討を行った。その結果、

代表的な感作性物質である DNFB および OXAを暴露した際の ROS 産生（MFI）は、血清濃度依存

的に減少した。なお、血清濃度による、細胞生存率への影響は確認されなかった（データ省略）。

以上のことから、感作性物質による ROS 産生測定は、無血清条件での実施が好ましいと考えられ

た。以降の検討は、無血清条件下で実施した。 

 

1-3-3. 感作性物質および非感作性物質による ROS産生（Fig. 1-3） 

続いて、感作性の強さが異なる感作性物質 4品、および非感作性物質 4品をそれぞれ THP-1 に暴

露した際の ROS 産生を調べた。その結果、感作性物質（OXA、MDBGN、TMTD、HC）暴露によ

り、細胞毒性がほとんど認められない用量域（細胞生存率が 90%以上）において、溶媒対照群に比

べ 2倍以上の、濃度依存的な ROS 産生上昇が確認された（Fig. 1-3A）。一方、非感作性物質に関し

て、BKC の暴露では ROS 産生が認められず、CB や MS の暴露では、細胞毒性を生じる条件下（細

胞生存率がそれぞれ 43%および 80%）でのみ、溶媒対照群に比べ 2 倍以上の有意な ROS 産生が認

められた（Fig. 1-3B）。また、glycerol の暴露では、25000 μg/mL という高濃度域で、1.5倍の有意な

ROS 産生が確認された（Fig. 1-3B）。なお、25000 μg/mL は、溶媒による ROS 産生への影響がない

最高暴露濃度として設定している。以上のことから、感作性特異的な ROS 産生を捉えるには、細

胞毒性がほとんど認められない用量域での評価が重要と考えられた。 

 

1-3-4.  50物質を用いた、ROS assay の評価能力検証（Table 1-2および Fig. 1-4） 

ここまでの知見に基づき、ROS 産生（対 溶媒対照群）を指標とした皮膚感作性試験法：ROS assay

のプロトコールを構築し（方法 1-2-5参照）、感作性物質 30品および非感作性物質 20品を評価した。

Table 1-2 には、50品の動物試験 LLNAで基づく強度分類および EC3 値、溶媒対照に対し細胞生存

率が 5%低下する濃度である DCV5、細胞生存率が 90%を超える濃度域での最大 ROS 産生量である

ROS Imax、ROS 産生量が 2倍となる濃度である ROS EC2、さらには ROS 産生 2倍を陽性判定基準

とした場合の判定結果（陽性:P、陰性:N）を示した。ROS Imaxは、被験物質によって異なる値を示
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し、50 物質での最大値は benzoyl peroxide の 7.92 倍であった（Table 1-2）。続いて、ROS Imaxの値を

基に、動物試験 LLNAの結果（陽性/陰性）に対する予測性を検討した（Fig. 1-4）。その結果、ROS 

Imaxが 2 倍以上の場合に感作性ありとする予測モデルを組んだ結果、LLNA 陽性物質中、陽性と判

定できた物質の割合である「感度」、LLNA陰性物質中、陰性と判定できた物質の割合である「特異

度」、および LLNAの結果との「一致率」は、それぞれ 83%（25/30品）、80%（16/20品）および 82%

（41/50品）と良好な値を示した（Fig. 1-4B）。一方、5 つの感作性物質（PPD、PA、PG、HCAおよ

び BH）が偽陰性に、4つの非感作性物質（DEP、OA、saccharinおよび vanillin）が偽陽性とそれぞ

れ判定された。以上のことから、幾つかの偽判定物質は存在するものの、ROS assay を用いること

で、皮膚感作性を高い精度で予測できることが示された。 

 

1-3-5. ROS EC2 を用いた、感作性の強度の予測性（Table 1-2および 1-3、Fig. 1-5） 

ROS assayで陽性と判定された 29物質を対象に、ROS 産生が 2倍を示す濃度：ROS EC2 による

皮膚感作性の強度予測の可能性を検証した。まず、LLNA陽性（感作陽性）かつ ROS assayで陽性

となった 25 物質について、ROS EC2 と LLNA EC3 との関係性をプロットした（Fig. 1-5）。その結

果、ROS EC2と LLNA EC3 とのピアソン相関係数は 25 物質全体で 0.65、OXAを除く 24物質では

0.79と良好な値を示した。このことから、ROS EC2 が、皮膚感作性の強度と比較的強い相関がある

ことが示された。そこで次に、ROS EC2 を用いた、LLNA EC3 に基づく 5 段階の感作性強度分類

（Extreme, Strong、Moderate、Weakおよび non sensitizers）の予測性を検証した（Table 1-3）。その結

果、LLNA で Extreme や Strong に分類される比較的強い感作性物質 9 品中 7 品で、ROS EC2 が 10 

μg/mL 未満となった一方、Moderate や Weak に分類される比較的弱い感作性物質 16 品はすべて、

ROS EC2 が 10 μg/mL 以上となることがわかった（Table 1-3）。また、比較的弱い感作性物質 16品

のうち 7 品で、ROS EC2 が 100 μg/mL以上となった一方、偽陽性となった非感作性物質 4品はすべ

て、ROS EC2 が 100 μg/mL 以上であった（Table 1-3）。以上の結果から、ROS EC2 を用いることで、

比較的強い感作性物質（LLNA で Extreme や Strong）とそうでない物質を高精度に分類できる可能

性が示された。 
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被験物質名 本論文で用いた略称 CAS番号 LLNA 強度分類* LLNA EC3(%)

Oxazolone OXA 15646-46-5

Extreme

0.003

5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one solution 26172-55-4 & 2682-20-4 0.005

2,4-Dinitrochlorobenzene DNCB 97-00-7 0.05

4-Nitrobenzyl bromide 100-11-8 0.05

Glutaraldehyde 111-30-8

Strong

0.1

1,4-Dehidroquinone 123-31-9 0.11

p-Phenylenediamine PPD 106-50-3 0.16

Phthalic anhydride PA 85-44-9 0.16

Benzoyl peroxide 94-36-0 0.3

Propyl gallate PG 121-79-9 0.32

Formaldehyde 50-00-0 0.61

Methyldibromglutaronitrile MDBGN 35691-65-7 0.9

Isoeugenol 97-54-1

Moderate

1.2

2-Mercaptobenzothiasole 149-30-4 1.7

3-Dimethylaminopropylamine 109-55-7 2.2

Ethylenediamine 107-15-3 2.2

Cinnamic aldehyde 104-55-2 3

Tetramethylthiuramdisulfide TMTD 137-26-8 5.2

Diethylenetriamine 111-40-0 5.8

4-Chloroaniline 106-47-8 6.5

1-Bromohexane BH 111-25-1

Weak

10

Hexylcinnamaldehyde HCA 101-86-0 11

Citral 5392-40-5 13

Abietic acid 514-10-3 15

Lilial 80-54-6 19

Cyclamen aldehyde 103-95-7 22

Imidazolidinyl urea 39236-46-9 24

Ethyleneglycol dimethacrylate 97-90-5 28

Butyl glycidyl ether 2426-08-6 31

Hydroxycitronellal HC 107-75-5 33

Acetoanisole 100-06-1

Non  sensitizer
Not 

calculated

Benzalkonium chloride BKC 8001-54-5 

1-Bromobutane 109-65-9

1-Butanol 71-36-3

Chlorobenzene CB 108-90-7

Diethyl phthalate DEP 84-66-2

Dimethyl formamide 68-12-2

Glycerol 56-81-5

4-Hydroxybenzoic acid 99-96-7

Hexane 110-54-3

Isopropanol 67-63-0

Lactic acid LA 50-21-5

Methyl salicylate MS 119-36-8

Octanoic acid OA 124-07-2

Propylene glycol 57-55-6

Saccharin 81-07-2

Salicylic acid 69-72-7

Vanillin 121-33-5

Zinc sulfate 7733-02-0

Sodium lauryl sulfate 151-21-3 False positive

Table 1-1 ROS assayで評価した50物質

*動物試験LLNAのEC3値に基づき分類（Extremeが最も感作性が強い）
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Fig. 1-1

感作性物質DNFB処理によるROS産生の検出
A.THP-1に対し、DMSO（図中None）もしくはCM-H2DCFDAを15分間前処理後、HBSS（図中
vehicle）もしくはDNFBを2.5 μg/mLで含むHBSS（図中DNFB）に置換し、30分間培養した。蛍
光強度をフローサイトメーター（FACS）で測定した。

B.THP-1に対し、CM-H2DCFDAを15分間前処理後、DNFBを2.5 μg/mLで含むHBSSに置
換し、0、5、15、30、60および90分間培養した（N=3）。蛍光強度をFACSで測定し、平均蛍光
強度を算出した。(**p<0.01, vs 暴露0分後）
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Fig. 1-2
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*

**

0 700 1400
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*

**

感作性物質によるROS産生に血清が及ぼす影響

THP-1に対し、CM-H2DCFDAを無血清下で15分間前処理後、FBSを0、5および10%含む
HBSSに、DNFBもしくはOXAを2.5 μg/mLもしくは250 μg/mLで添加し、30分間THP-1に暴露
した。蛍光強度をFACSで測定した。（*p<0.05、**p<0.01）
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Fig. 1-3
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**
**

様々な感作性および非感作性物質によるROS産生

THP-1に対し、CM-H2DCFDAを無血清下で15分間前処理後、感作性物質4品（OXA、MDBGN、
TMTDおよびHC）、もしくは非感作性物質（BKC、CB、glycerolおよびMS）をそれぞれ、所定濃
度で無血清条件下において30分間THP-1に暴露した。蛍光強度をFACSで測定し、媒体のみ時
に対する相対蛍光強度をROS産生（棒グラフ）とした。また、細胞生存率（黒丸：A、もしくは白抜
き丸：B）をpropidium iodideの取り込みを指標にFACSで測定した。 A. 感作性物質4品、B. 非感
作性物質4品のデータ
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被験物質名
LLNA

強度分類
LLNA EC3(%) Vehicle

DCV5 

(μg/mL)

ROS 

Imax※
Judgment 

(2-fold)#

ROS EC2 

(μg/mL) 

Oxazolone (OXA)

Extreme

0.003 DMSO 299 2.66 P 64.6 

5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one solution 0.005 Saline 95.5 4.31 P 1.10 

2,4-Dinitrochlorobenzene (DNCB) 0.05 DMSO 292 5.98 P 7.20 

4-Nitrobenzyl bromide 0.05 DMSO 743 3.87 P 0.20 

Glutaraldehyde

Strong

0.1 Saline 506 6.33 P 1.40 

1,4-Dehidroquinone 0.11 Saline 2.50 2.40 P 0.60 

p-Phenylenediamine (PPD) 0.16 DMSO 6770 1.05 N

Phthalic anhydride (PA) 0.16 DMSO 475 1.29 N

Benzoyl peroxide 0.3 DMSO 15.5 7.92 P 3.5 

Propyl gallate (PG) 0.32 DMSO 1320 1.77 N

Formaldehyde 0.61 Saline 8220 3.94 P 63.0 

Methyldibromglutaronitrile (MDBGN) 0.9 DMSO 102 6.24 P 8.80 

Isoeugenol

Moderate

1.2 DMSO 223 2.42 P 181 

2-Mercaptobenzothiasole 1.7 DMSO 552 3.94 P 113 

3-Dimethylaminopropylamine 2.2 Saline 67.6 2.48 P 53.6 

Ethylenediamine 2.2 Saline 69.1 2.31 P 54.9 

Cinnamic aldehyde 3 DMSO 389 2.89 P 23.0 

Tetramethylthiuramdisulfide (TMTD) 5.2 DMSO 90.9 2.84 P 57.6 

Diethylenetriamine 5.8 Saline 127 2.14 P 110 

4-Chloroaniline 6.5 DMSO 604 2.60 P 381 

1-Bromohexane (BH)

Weak

10 DMSO 971 1.36 N

Hexylcinnamaldehyde (HCA) 11 DMSO 5.70 1.71 N

Citral 13 DMSO 185 2.49 P 35.6 

Abietic acid 15 DMSO 62.8 3.47 P 11.6 

Lilial 19 DMSO 251 3.94 P 21.2 

Cyclamen aldehyde 22 DMSO 523 3.41 P 93.8 

Imidazolidinyl urea 24 Saline 4670 2.89 P 365 

Ethyleneglycol dimethacrylate 28 DMSO 2960 3.12 P 61.5 

Butyl glycidyl ether 31 DMSO 5500 4.01 P 776 

Hydroxycitronellal (HC) 33 DMSO 2531 3.52 P 373 

Acetoanisole

Non  sensitizer
Not 

calculated

DMSO 1390 0.50 N

Benzalkonium chloride (BKC) Saline 5.00 1.10 N

1-Bromobutane DMSO 5080 1.41 N

1-Butanol Saline 6910 1.23 N

Chlorobenzene (CB) DMSO 1970 1.18 N

Diethyl phthalate (DEP) DMSO 13300 2.32 P 1420

Dimethyl formamide Saline 25000< 1.73 N

Glycerol Saline 25000< 1.52 N

4-Hydroxybenzoic acid DMSO 840 1.50 N

Hexane Acetone 14300 1.10 N

Isopropanol Saline 25000< 1.22 N

Lactic acid (LA) Saline 454 1.26 N

Methyl salicylate (MS) DMSO 1270 1.22 N

Octanoic acid (OA) DMSO 658 2.42 P 168

Propylene glycol Saline 25000< 1.44 N

Saccharin DMSO 1670 2.92 P 542

Salicylic acid DMSO 552 1.50 N

Vanillin DMSO 2620 3.32 P 321

Zinc sulfate Saline 160 1.24 N

Sodium lauryl sulfate False positive Saline 15.4 1.91 N

#ROS assay で陽性の場合 “P（positive）” 、陰性の場合”N（negative）と示した。

※ ROS Imaxが2倍を超えた場合に、太字で表記した。

Table 1-2 ROS assayで評価した50物質の結果
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Figure 1-4 ROS Imaxごとの物質数および予測精度

ROS Imax

1.5 ≦ 1.5 >

LLNA
陽性30品 27 3

陰性20品 8 12

感度：90%

特異度：60%

一致率：78%

ROS Imax

2.0 ≦ 2.0 >

LLNA
陽性30品 25 5

陰性20品 4 16

感度：83%

特異度：80%

一致率：82%

ROS Imax

2.5 ≦ 2.5 >

LLNA
陽性30品 20 10

陰性20品 2 18

感度：67%

特異度：90%

一致率：76%

ROS assayで得られた、相対ROS産生量の最大値（ROS Imax ）について、A. 1.5倍、B. 

2倍、およびC. 2.5倍を基準とした場合、LLNA陽性および陰性物質それぞれで分類を
行い予測性を算出した。感度：LLNA陽性物質中、陽性と判定できた物質の割合、特
異度：LLNA陰性物質中、陰性と判定できた物質の割合、一致率：LLNAの結果との
一致率、を表す。ROS Imax ≧2を基準とした場合（B）、LLNAに対し最も良好な一致率
（82%）を示した。

A. 

B. 

C. 
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Fig. 1-5
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ROS assayプロトコールに基づき、各被験物質を評価した。陽性と判定された感作性物質
について、ROS産生が2倍になる濃度（ROS EC2）を算出した。ROS EC2とLLNA EC3（感
作強度の指標）の対数値を比較した。図中のRは、ピアソンの相関係数を示す。本解析か
ら、oxazolone（図中*で表示した点）を除いた場合、R=0.79（n=24）となった（**p<0.01）

ROS assayで陽性と判定された感作性物質25品のEC2値と
LLNA EC3値との関係性

R= 0.65**

*



26 

 

 

  

Table 1-3

ROS assayで陽性と判定された29物質のROS EC2値とLLNA

の強度分類との関係性

LLNA 強度分類
ROS EC2* (μg/mL)

<10 ≥10 to ≤ 100 >100

Extreme or Strong 7 2 0

Moderate or Weak 0 9 7

Non sensitizers 0 0 4

*ROS産生量が2倍となる被験物質の濃度
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1-4. 考察 

本研究では、化学物質の皮膚感作性評価における ROS 産生の関与に着目し、樹状細胞の活性化

を模した新規試験法として、ヒト単球由来株化細胞 THP-1 での ROS 産生を指標とした試験法（ROS 

assay）の開発に取り組んだ。その結果、感作性物質の暴露による ROS 産生が、暴露後 30分という

極めて短時間、かつ細胞毒性を生じない濃度域で特異的に強く起こることが明らかとなった。また、

ROS 産生を指標とした新規試験法は、動物試験における感作性の有無を 80%以上の精度で予測でき

ることが見出された。さらに、感作強度の指標である LLNA EC3 と ROS EC2 との間に良好な相関

性があることを見出した。以上の結果から ROSが感作性を評価するうえで有用な指標であること、

および ROS assayが化学物質の皮膚感作性を評価する試験として有用であることが示された。 

Fig. 1-1 の結果から、感作性物質 DNFBに暴露された THP-1では、暴露後 30分で顕著な ROS 産

生が認められた。Byamba らは、ヒト末梢血単核球由来の樹状細胞（Monocyte-derived dendritic cells：

MoDCs）に DNCB などの感作性物質を暴露した結果、処理後 60分で有意な ROS 産生が認められる

こと、および ROS 産生の阻害により、樹状細胞上の CD86 などの活性化マーカーの発現増強が抑制

されることを報告している（Byamba et al., 2010）。また、Migdal らも同様に、MoDCsに感作性物質

の thimerosal などを暴露した結果、暴露後 30 分～で濃度依存的かつ顕著な ROS 産生が認められた

ことを報告している（Migdal et al., 2010）。これらの報告は、ヒト樹状細胞における ROS 産生が感

作性物質暴露後短時間で起こり、その後の樹状細胞活性化に寄与することを示唆している。一方、

Nukada らは、感作性物質 DNCB に暴露された THP-1 において、暴露後 60 分で ROS が産生される

こと、および ROS 産生をスキャベンジャーにより抑制すると CD86や CD54 といった活性化マーカ

ーの発現が抑制されることを報告している（Nukada et al., 2011）。以上の報告から、本研究で認めら

れた THP-1 による ROS 産生は樹状細胞での ROS 産生を反映した結果であり、樹状細胞活性化に先

だって起こる細胞内のキーイベントと考えられる。 

Fig. 1-2 の結果から、FBSは感作性物質による ROS 産生を有意に抑制した。多くの感作性物質は、

タンパク質と高い結合能を有することが知られている（Divkovic et al., 2005）。これまでに、培養細

胞系に適用された感作性物質は、細胞内のタンパク質だけでなく、FBS 中のタンパク質にも結合す

ることが報告されている（Hopkins et al., 2005）。この場合、細胞に暴露されうる感作性物質の量が

減少し、活性化等を阻害する可能性があることから、ROS 産生という極めて短時間での現象を捉

える上では、細胞培養に必須な FBS を除くことで、感度を高められると考えられる。 

感作性物質による ROS 産生は、比較的毒性がない、もしくはわずかに毒性が認められる用量域

で生じた（Fig. 1-3A）。ROS は通常、ミトコンドリアの呼吸鎖電子伝達系で定常的に産生される一

方、カタラーゼ、グルタチオン、チオレドキシンなどの細胞内の解毒システムで中和されることが

知られている（Feissner et al., 2009、Poyton et al., 2009）。加えて、NADPH oxidase のような ROS 誘

導酵素が存在することも知られている（Dikalov, 2011）。Nordberg らは、感作性物質 DNCB が誘導

する ROS 産生に、チオレドキシンレダクターゼ（thioredoxin reductase：TrxR）のシステイン残基へ

の結合による活性阻害が関与することを報告している（Nordberg et al., 1998）。また、他の研究グル

ープからも、感作性物質である cinnamic aldehyde が類似の機構で哺乳類の TrxR を阻害することが



28 

 

報告されている（Chew et al., 2010）。皮膚感作性物質は、タンパク質のシステインやリジンなど、

電子豊富なアミノ酸残基に求核的に結合すること（Divkovic et al., 2005）から、TrxR の活性化阻害

は本検討で広く認められた感作性物質の ROS 産生メカニズムの一つである可能性が考えられる。

一方、非感作性物質である CB、glycerin および MSにおいても、細胞毒性が認められる用量、ない

しは極めて高い濃度で ROS 産生が認められた（Fig. 1-3B）。ROS 産生に関しては、低酸素や高浸透

圧などの強いストレスが細胞にかかった場合でも非特異的に生じることが報告されている

（Aquilano et al., 2007、Kim et al., 2010）。したがって、非感作性物質の結果については非特異的な

ROS 産生を検出している可能性が考えられた。 

FBS や適用濃度について最適化した ROS assay プロトコールを用いて、感作/非感作合わせて 50

物質を評価した結果、動物試験 LLNAに対する感度、特異度および一致率はそれぞれ 83%、80%お

よび 82%となった（Table1-2 および Fig. 1-4）。これらの値は、動物を用いない皮膚感作性試験とし

て、ごく最近 OECD により承認された試験法である DPRA、KerarinoSens
TMおよび h-CLAT と同等

の値であった（OECD, 2015a および b、OECD, 2016）。3 つの試験法についてはいずれも、150 品を

超える評価化合物の結果に基づいているため ROS assayとの単純比較はできないが、本研究の結果

は、ROS assayについても単独の試験法として良好な値を有する可能性を示唆する。一方、Table 1-2

より、幾つかの物質については、ROS assay で動物試験の結果を正しく予測できなかった。特に 5

つの偽陰性物質（PPD、PA、PG、HCAおよび BH）については、今後 ROS assay を新規物質の皮膚

感作性評価に適用する際には大きな懸念となる。以下に、偽陽性物質も含めた各偽判定物質に対す

る考察を加える。 

PPDに関しては、LLNAで強い感作性（EC3 = 0.16）に分類される物質である。本物質は代謝に

より感作性を発現する物質、すなわち pre/pro-hapten といわれ、アミノ基の酸化で生じる反応性の高

いハイドロキノンが感作原因と推定されている（Karlberg et al., 2008）。これまでに、PPD の酸化物

に樹状細胞の活性化能があることが報告されている（Aeby et al., 2009）ことから、30分暴露という

ROS assayのプロトコールでは、PPDの十分な酸化が起きず、ROS 産生を誘導できなかったのかも

しれない。また、PG に関しても、キノン前駆体として酸化により感作性を保持する pre/pro-hapten

の可能性が報告されている（Urbisch et al., 2015）。以上のことから ROS assayでは、代謝が必要な感

作性物質の検出できない可能性が示唆される。一方、PA に関しては、h-CLAT や KeratinoSens
TMと

いった他の in vitro試験法でも陽性と検出されない（Natsch et al., 2013、Takenouchi et al., 2013）。PA

などの酸無水物は培地中で加水分解を起こすため、培養細胞系などの水系の媒体を用いる系では正

しく評価できない可能性が示唆されている。したがって、PA 暴露により本系で ROS 産生が起こら

なかった原因としては、加水分解による不活性化が考えられた。また、HCAや BH に関しては、水

溶性の指標である Log Kowがそれぞれ 4.8および 3.6（EPI-SUITEの KOWWIN ver. 1.68 で計算）と

比較的高い値を有する難水溶性物質である。これまでに、THP-1 を用いる代替法である h-CLAT に

おいて、Log Kowが 3.5 以上の物質は培地中で析出や油滴を生じ、細胞に十分暴露できず偽陰性を

生じる可能性が報告されている（Takenouchi et al., 2013）。したがって、本検討で十分な ROS 産生が

認められなかった原因として、難水溶性により十分暴露できなかった可能性が示唆された。以上の
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ことから、代謝が必要な物質、加水分解を起こす物質および難水溶性物質を「ROS assay で正しく

評価できない可能性がある物質」とし、陰性時には注意が必要と考えられる。 

一方、ROS assayでは、DEP、OA、saccharinおよび vanillinの 4 物質が偽陽性となった（Table 1-2）。

このうち vanillinに関しては、モルモット（Watanabe et al., 2001）、およびヒト（Ferguson et al., 1995）

で皮膚感作性を誘導することがそれぞれ報告されている。したがって、ROS assayでは vanillinの皮

膚感作性ポテンシャルを正しく評価できている可能性がある。一方、OA については中鎖脂肪酸で

あり、β-酸化による酸化を受けることが知られている（Guo et al., 2006）。β-酸化については、ROS

産生に関与するとの報告がある（Yamagishi et al., 2001）ことから、OAによる ROS 産生メカニズム

は感作性物質と異なる可能性が示唆される。また、DEP に関しては、DEP とアルキル鎖長が異なる

dibutyl phthalate において、抗酸化酵素であるスーパーオキシドジスムターゼを直接阻害することが

報告されている（Prasanth, et al, 2009）。したがって、DEP に関しても、dibutyl phthalate と同様、感

作性物質とは異なる機構で ROS 産生を誘導する可能性が示唆される。Saccharin に関して、ROS 産

生メカニズムについては現時点では不明である。 

皮膚感作性の有無に加え、皮膚感作性の強度の予測も重要な要素である。これまでの研究から、

LLNA EC3はヒト皮膚感作性との相関が報告されており（Basketter et al., 2000、Griem et al., 2003）、

EC3を用いた感作性物質（香料、防腐剤など）のリスクアセスメントも報告されている（Loveless e 

al., 2010）。この際、LLNA に基づくExtreme/StrongおよびModerate/Weakの強度分類で後者に分類さ

れた場合、低濃度の暴露であれば感作は誘導されないという観点（Keller et al., 2009、Safford et al., 

2011）で極めて重要である。本研究結果から、ROS assayで陽性となった感作性物質25品のうち、

OXAを除いたROS assay陽性の24物質で、ROS EC2とLLNA EC3値との間に強い相関性（相関係数R = 

0.79）が確認された（Fig. 1-5）。さらに、ROS EC2が10 μg/mLを下回る物質はすべてLLNAの強度分

類がExtreme/Strongであり、ROS EC2が10以上100未満の11物質中9物質でLLNAの強度分類が

Moderate/Weakであった（Table 1-2および3）。本結果は、ROS EC2が感作性の強度の予測に有用であ

り、ROS assayが感作強度の予測にも適用できる可能性を示唆する。OXAについてはLLNAでExtreme

（EC3=0.003）にランクされながら、ROS EC2は64.6と比較的大きかった（Table 1-2）。OXAについ

ては本研究同様、陽性と検出されるための適用濃度が、ヒトCD34陽性前駆細胞由来樹状細胞を用い

たin vitro試験であるVITOSENS（Lambrechts et al., 2010）、およびHaCaTを用いたKeratinoSens
TM

 

（Emter et al., 2010）でも比較的高いことが報告されている。したがって、OXAについては、ROS assay

特有の現象というより、in vitro系に共通して認められる現象と考えられる。Natschらは、システイ

ンおよびリジンモデルペプチドとOXAとの結合能を評価した結果、他の物質と異なり、OXAはリジ

ンモデルペプチドと1時間以内に極めて速くかつ完全に反応することを報告している（Natsch et al., 

2010）。感作性物質のROS産生には、TrxRのシステイン残基への結合が関与する可能性があるとの

知見（Nordberg et al., 1998）を踏まえると、OXAの場合、細胞膜/内のタンパク質中のリジン残基と

素早く結合するためにシステイン残基への結合が起こりにくく、結果としてROSを誘導する濃度が

高くなるのかもしれない。以上のことから、ROS EC2による感作強度予測の際には、リジンへの高

い結合性を示唆する感作性物質（例、アシル基転移物質など）の評価には注意が必要かもしれない。 
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第 2章  

再構成ヒト表皮モデルを用いた皮膚感作性バイオマーカーの探索および 

新規試験法の開発 

緒言 

第 1章より、樹状細胞の活性化を指標に、皮膚感作性を簡便・かつ短時間で評価する新たな試験

系として、ROS assay が有効である可能性を示した。本試験法では、一部の難水溶性物質や代謝が

必要な物質（pre/pro-haptens）を除いた、多くの物質の皮膚感作性の有無を判定する試験として有用

と考えられる。一方、本論文の序論で述べたように、皮膚感作性を精度よく評価するためには、樹

状細胞活性化以外のキーイベントを反映した試験法の開発が必要となる。そこで我々は、再構築ヒ

ト表皮モデル（Reconstructed human Epidermis モデル：RhE モデル）に着目した。RhE モデルは、正

常ヒト表皮由来角化細胞を重層化および分化させることで構築され（Netzlaff et al., 2005）、ヒト表

皮と類似の構造・機能（代謝能等）を有する（Luu-The et al., 2009、Gotz et al., 2012a, 2012b）。この

ため、皮膚感作誘導におけるキーイベントのうち、経皮吸収、タンパク質との結合、および角化細

胞の応答を反映可能と考えられる。さらに RhE モデルは、気液界面で培養されるため（Fig. 2-0）、

被験物質を上部から直接適用することができる。すなわち、水溶液を介して暴露する培養細胞系と

異なり、難水溶性物質を動物試験同様に直接適用できるため、ROS assay では検出できなかった難

水溶性物質を適切に評価できることも期待される。以上のことから、RhE モデルを用いた評価系の

構築により、ROS assay との組み合わせによる、動物を用いない高精度な皮膚感作性評価を実現で

きると考えた。そこで本検討では、RhE を用いた汎用性の高い試験法開発を目的に、①皮膚感作性

を評価する新規バイオマーカーを探索し、②見出したマーカーの皮膚感作性との関連性を把握する

ことにより、③新規試験法の開発を行った。 

 

2-1. 再構築ヒト表皮モデルにおける、新規感作性マーカーの探索 

2-1-1. 緒言 

RhE モデルを構成する角化細胞は、皮膚の最表面に位置し、外来異物に最初に晒される細胞であ

る。角化細胞は、感作性物質の暴露により様々なサイトカイン（例. IL-18、TNF-α）（Luster et al., 1995; 

Naik et al., 1999）を放出することで、樹状細胞の活性化や遊走に影響を与えることから（Cumberbatch 

et al., 1997、Antonopoulos et al., 2008）、感作誘導において極めて重要な細胞と考えられる。これまで

に、角化細胞株における、①転写活性（Emter et al., 2010）、②遺伝子発現（Mckim et al., 2010）、③

サイトカイン産生（Corsini et al., 2009）を指標とした皮膚感作性試験法が幾つか報告されている。

しなしながら、RhE モデルにおける有用な皮膚感作性マーカーに関しては知見が乏しいのが現状で

ある。そこで本検討では、RhE モデルでの有用な皮膚感作性マーカーを新たに見出すべく、市販の

RhE モデルに感作性物質もしくは非感作性物質を暴露した際の遺伝子発現を網羅的に解析し、マー

カー候補の抽出ならびにスモールスケールでの有用性検証を行った。 
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2-1-2. 材料および方法 

2-1-2-1. 試薬 

感作性物質としてcinnamic alcohol (CinA), cinnamic aldehyde (CA), DNCB, eugenol, oxazolone (OXA), 

1-fluoro-2,4-dinitrobenzene (DNFB), glyoxal, isoeugenol (IEU), 2-mercaptobenzothiasole (MBT), 

methyldibromo glutaronitrile (MDBGN), 4-nitrobenzyl bromide (4-NBB), p-phenylenediamine (PPD)およ

び tetramethylthiuram disulfide (TMTD)を用いた。また非感作性物質として、benzalkonium chloride 

(BKC), glycerol, lactic acid (LA), salicylic acid (SA), およびsodium lauryl sulfate (SLS)を用いた。すべて

の試薬はSIGMA-ALDRICHより購入した。それぞれの物質はAOO溶媒（Acetone（SIGMA-ALDRICH）: 

Olive oil（関東化学、Tokyo, Japan）= 3:1の混合溶液） 

もしくは蒸留水（大塚製薬）を用いた。なお、蒸留水はglyoxal、glycerol、LAおよびSLSの溶媒とし

て、AOOはそれ以外の物質の溶媒としてそれぞれ用いた。 

 

2-1-2-2. RhEモデル 

RhE モデルとして、表皮角化細胞から構成される表皮モデルであり、MatTek 社（Ashland, MA, USA）

より販売されている EpiDerm
TM（以降 EpiDerm）を用いた。本研究では、EpiDerm として EPI-200

（24well モデル）および EPI-296（96well モデル）を用いた。到着後、使用まで 4℃にて保管し、到

着当日～翌日に MatTek社からの説明書に従い前培養を開始した。 

 

2-1-2-3. マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析 

1. 被験物質暴露 

代表的皮膚感作性物質として、DNFB および OXAを、非感作性物質として BKCをそれぞれ用い

た。各被験物質の濃度は、DNFB で 0.08%、OXA で 0.4%、BKC で 0.2%とした。これらの濃度は、

事前に実施した細胞毒性試験で同等の毒性（60%程度）を示す濃度として設定した。EPI-200を冷蔵

庫より取り出し、予め 37℃に温めておいた EpiDerm 専用培地 （EPI-200 維持培地、MatTek 社より

提供）が 0.9 mLの入った 24 well plate へ組織を移し、37℃の CO2インキュベーターにて一晩培養し

た。翌朝、予め 37℃に温めておいた EPI-200維持培地 0.2 mLの入った 24 well plate（EpiDermキッ

トに含有）に組織を移した。AOO 溶媒に溶解させた被験物質を、10 μL/well で組織に暴露し、6時

間、CO2インキュベーター内で静置した。6時間は、マウスの耳において、hemeoxygenase-1（HO-1）

などの抗酸化遺伝子の発現が DNFB 特異的に上昇するという報告（Miyazawa and Takashima, 2012）

を参考に設定した。尚、対照群として、無処理群、溶媒対照群も同様に適用した。 

 

2. RNA抽出 

曝露後の組織を取り出し、PBS (-)（MatTek 社より提供）にて 3 回洗浄後、TRIzol®（Invitrogen） 

1 mLに浸漬した。ホモジネーターにて破砕後、0.2 mL のクロロホルム（東京化成工業、Tokyo, Japan）
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を添加し、激しく混和した。混和後、遠心操作（12000 rpm、15 分、4℃）にて水層と有機層に分離

し、水槽を等量のエタノールと混合した。混合液を RNeasy Mini Kit （Qiagen、Valencia, CA, USA）

のカラムにアプライし、所定のプロトコールに従って Total RNAを精製・抽出した。抽出した RNA

は、Nanodrop1000（NanoDrop technology, Wilmington, DE）にて濃度及び純度を測定し、使用まで-80℃

で保存した。 

 

3. マイクロアレイおよびデータの解析 

DNAマイクロアレイ解析はクラボウ株式会社（クラボウ、Osaka, Japan）に委託して行った。マ

イクロアレイは、Affymetrix社（SantaClara, CA, USA）のGeneChip® 3'IVT Array(3'-Array)のうち、

Human Genome Array U133 plus 2.0 arrayを用いた。RNAサンプルを定法にてマイクロアレイ解析し、

蛍光強度をGeneChip Scanner 3000で測定、GeneChip Operating Software ver 1.4 により統計解析を行

った。得られたデータは、ゲノム解析ソフトウェアであるGeneSpring
TM（Version 12.0、Agilent 

technologies, inc.）を用いて解析した。データの正規化をAgilent社推奨の手法（75 percentile）で行っ

た後、ベースライン補正（median of all samples）を実施した。ANOVAによる分散分析を行い、有意

差のある遺伝子（p<0.05）について、発現変化による抽出を行った。溶媒対照のAOOに対し、DNFB

およびOXAで1.5倍以上の有意な発現亢進を示し、かつBKCでは有意な変化が生じない、あるいは

1.5倍未満の有意な発現亢進を示した遺伝子を抽出し、機能解析をFunctional annotation clusteringにて

実施した。解析は、Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery functional annotation 

tool（DAVID, http://david.abcc.ncifcrf.gov/）にて行い、Enrichment scoreが1.3以上を変動遺伝子との関

連性が高いGene Ontology（GO）term（biological process）とし、本GO termに属する遺伝子を対象に

更なる解析を実施した。  

 

2-1-2-4. Real-time PCR によるマイクロアレイデータの確認 

1. cDNA合成 

SuperScript
TMⅢ First-Strand Synthesis System for RT-PCR（Invitrogen）を用いて、最適化したプロト

コールにて cDNAを合成した。10 mM dNTP（1 μL）、oligo （dT）20（0.4 μL）および Rnase free water

（3.6 μL）の混合液を調製し、100 ng/μLに調製した RNA水溶液（5 μL）と、1:1 で混合した。その

後、65℃で 5分間反応させ氷冷後、10× RT buffer（2 μL）、25 mM MgCl2（4 μL）、0.1M DTT（2 μL）

Rnase OUT（1 μL）および SSⅢ（1 μL）と混合し、50℃で 50分間、85℃で 5 分間反応させた。終了

後、Rnase H（1 μL）を添加し、37℃で 20分間反応させ RNAを分解した。調製した cDNAは、Real-time 

PCRに供するまで、－30℃で保存した。 

 

2. Real-time PCR解析 

Real-time RT-PCRは、Applied Biosystems社（Foster City, CA, USA）が合成した各遺伝子のプライマ

ーおよびプローブがあらかじめ混合されたTaqman Gene Expression Assayを用いて実施した。解析し

http://david.abcc.ncifcrf.gov/
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た遺伝子は、activating transcription factor 3; ATF3、DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member4; 

DNAJB4、glutamate-cysteine ligase, modifier subunit; GCLM、Heat shock 70 kDa protein 6; HSPA6、heat 

shock 105 kDa/110 kDa protein 1; HSPH1および内在性コントロールであるGAPDHである。10 μLの

Taq-Man Universal PCR Master Mix（Applied Biosystems)、1 μL cDNA テンプレートおよび8 μLの蒸

留水を混合し、optical reaction plate（96 wells; Applied Biosystems）に供した。Applied Biosystems 7500 

Fast Real-time PCRシステム（Applied Biosystems）を用いて定量的RT-PCRを実施した。溶媒対照に対

する相対発現量を、⊿⊿CT法（Livak and Schmittgen, 2001)にて算出し、解析に用いた。 

 

2-1-2-5. 感作マーカー候補遺伝子の有用性検証 

1. 被験物質処理と遺伝子の発現量解析 

見出したマーカー候補遺伝子の有用性検証には、欧州代替法センターの推奨する、代替法開発の

初期に評価すべき参照化学物質 16品（感作性 12品、非感作性 4 品; Casati et al., 2009）を用いた（Table 

2-1-3）。また、RhE モデルとして、一度により多くの物質を適用可能な EPI-296（EpiDerm
TMの 96 well

モデル）を用いた。すべての物質は AOO 溶媒もしくは蒸留水に最高溶解濃度（最大 50%）で溶解

させ、その後 2 倍希釈を実施した。最低濃度は 0.01%として、1物質につき最大 14 濃度を暴露した。

溶媒対照群、および被験物質群をそれぞれ 10 μLずつ EPI-296に暴露し（3 wells/群）、CO2インキュ

ベーター内で 6 時間培養した。6時間後、3well 中 2well を遺伝子の発現量解析のため RNA抽出（材

料&方法の 2-1-2-3 の 2 を参照）に、残り 1well を細胞生存率算出のために、後述する

methylthiazolydiphenyl-tetrazolium （MTT） assayにそれぞれ供した。MTT assay を基に算出した細

胞生存率が 50%以上の処理群の遺伝子発現結果を解析し、マーカー遺伝子の予測性検証を行った。 

 

2. MTT assay 

細胞生存率は、MTT assay により測定した。MTT は生細胞中のミトコンドリアの酵素により還元

され青色を呈することから、還元された MTT の吸光度を指標に細胞生存率を算出できる。なお、

MTT は SIGMA-ALDRICH より入手した。6時間培養終了後、MTT（0.5 mg/mL）を含む培地 150 μL

に置換し、37℃、5% CO2 で 3 時間培養した。各組織をウェルから剥離し、MTT 抽出液である

isopropanol（関東化学）200 μLの入ったエッペンチューブにいれ、暗所で 2 時間静置した。抽出液

150 μLを採取し、POLARSTAR Omega（BMG LABTECH , Durham, NC, USA）により吸光度を測定

した。無処理群の吸光度を 100%とした時の各群の相対吸光度（%）を細胞生存率とした。 

 

2-1-3. 結果 

2-1-3-1. マイクロアレイによる遺伝子発現解析とマーカー候補の選定 

RhE モデルでの皮膚感作性マーカー候補を見出すべく、溶媒である AOO、代表的な感作性物質

である DNFBならびに OXA、および非感作性物質 BKCを、RhE モデルである EpiDerm
TMに 6 時間



34 

 

暴露し、遺伝子発現をマイクロアレイで網羅的に解析した。その結果、545遺伝子が、DNFB、OXA、

および BKC いずれかの暴露により、AOO 溶媒に対し 1.5 倍以上有意に発現亢進した（Fig. 2-1-1）。

このうち、DNFB、OXAおよび BKC すべてで発現亢進したのは、60 遺伝子であった。また、OXA

および DNFBで 1.5 倍以上有意に発現亢進し、かつ BKCでは 1.5倍未満の発現亢進しか示さなかっ

た遺伝子（感作性特異的であることが推定）が 142個見出された。 

次に、本 142遺伝子群に特徴的な機能を把握すべく、DAVID functional annotation tool を用いた GO

解析を実施した。その結果、計 34の GO termが、enrichment score が 1.3以上、すなわち変動遺伝子

との関連度が比較的高い機能として見いだされた（Table 2-1-1）。このうち、positive regulation of 

anti-apoptosis（GO: 0045768）や response to unfolded protein（GO: 0006986）の enrichment score は、

それぞれ 20.7および 7.0 と高い値を示した（Table 2-1-1）。また、142遺伝子のうち、34の Go term

のいずれか一つに分類されたのは 62 遺伝子となり、感作性物質に特異的な遺伝子である可能性が

高いと考えられた。62 遺伝子の accession number、gene name、gene symbol、GO term、AOO（溶媒

対照）暴露時のシグナル強度、ならびに各被験物質を暴露した際の fold change を Table 2-1-2 に示し

た。複数の Go termと関連性がある遺伝子については、enrichment score が最も高かった Go termを

示してある。 62遺伝子のうち、マーカー候補として以下の基準を満たす遺伝子を選抜した。 

1) Fold change が感作性物質である DNFBおよび/もしくは OXAの暴露で 5 倍以上 

変化が大きい遺伝子を選ぶことでシグナル/ノイズ比が大きくなり、データの信頼性が増す 

 

2) AOO 暴露時のシグナル強度が 100 以上 

定常状態の発現が小さい遺伝子の場合、発現亢進の相対値をとった際の意味づけが弱くなる 

 

 その結果、activating transcription factor 3（ATF3）、DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member4

（DNAJB4）、glutamate-cysteine ligase, modifier subunit（GCLM）Qiagen、 Heat shock 70 kDa protein 

6（HSPA6） および heat shock 105 kDa/110 kDa protein 1（HSPH1）の 5遺伝子が、上記基準を満た

す遺伝子として見いだされた。 

 

2-1-3-2. Real time PCR を用いたマイクロアレイデータの再現性確認（Fig. 2-1-2） 

次に、real-time PCR を用いて、見出した 5遺伝子が DNFB や OXAの暴露で発現上昇するかを確

認した。その結果、DNFB 暴露時の DNAJB4、GCLM、HSPA6 および HSPH1 の fold change は、そ

れぞれ 5.1 倍、7.6 倍、80 倍および 5 倍となった。また、OXA 暴露時の ATF3 の fold change は 38

倍となった。このことから、fold change が 5 倍以上というマイクロアレイのデータは real-time PCR

でも再現された。 

 

2-1-3-3. 5遺伝子の皮膚感作予測性能の把握（Fig. 2-1-3~7、Table 2-1-3） 

続いて、5 遺伝子の皮膚感作性予測能を把握すべく、欧州代替法センターより推奨される、代替

法開発の初期に評価すべき参照化学物質 16 品（感作性 12 品、非感作性 4 品）をそれぞれ暴露し、
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5 遺伝子の溶媒対照に対する発現亢進量（相対発現量：Fold change）を調べた。 

感作性物質 12品および非感作性物質 4品暴露時の、各遺伝子の相対発現量を Fig. 2-1-3～2-1-7 に

それぞれ示した。なお図中では、細胞生存率が 50%以上となる濃度の結果のみ示している。ATF3

に関しては、すべての感作性物質で 4倍以上の、濃度依存的な発現亢進が確認された一方、非感作

性物質 4 品では認められなかった。なお、感作性物質による ATF3 の発現亢進は、無毒性用量（細

胞生存率 90%以上）から、やや細胞毒性が生じる用量域（細胞生存率 60~90%）で認められた（Fig. 

2-1-3）。また、DNAJB4 に関して、すべての感作性物質で 2 倍以上の発現亢進が確認された一方、

非感作性物質では SLS でのみ、2.2倍の発現亢進が確認された（Fig. 2-1-4）。さらに、GCLM につい

ては、感作性物質 12品中 10 品で 2倍を超える発現亢進を認めた一方、非感作性物質 4品では認め

られなかった（Fig. 2-1-5）。一方、HSPA6 については、すべての感作性物質で 2.5 倍以上の発現亢

進を認められたが、非感作性物質でも Glycerol で 10.4倍、LAで 39 倍、SLS で 9.3 倍の発現亢進が

確認された（Fig. 2-1-6）。また、HSPH1に関しては、感作性物質 12品中 8品で 2.0 倍以上の発現亢

進を認めた一方、非感作性物質 2品でも、LAで 5 倍（3.13倍）、SLS で 2.5 倍（0.01%）の発現亢進

が確認された（Fig. 2-1-7）。 

16 物質による各遺伝子の発現変化の結果を基に陽性判定基準値（カットオフ値）を設定し、各遺

伝子の感作性予測性能を検証した（Table 2-1-3）。ATF3 に関して、カットオフ値を 4 倍以上とした

結果、16物質すべてで動物試験 LLNAの判定と一致した。その他 4遺伝子に関して、カットオフ値

を 2倍以上とした結果、LLNAとの一致率は、DNAJB4 で 93.8%、GCLM で 87.5%および HSPA6 で

81.3%となった。HSPA6 に関しては、感度が 100%（12/12 品）であった一方、特異度が 25%（1/4

品）と低かった。HSPH1 に関しては、一致率が 68.8%と低い結果となった。Pre/pro-haptenに関して

は、GCLM を除く 4 遺伝子すべてで陽性と判定された。以上の結果から、5 遺伝子のうち、一致率

および特異度が比較的高い ATF3、DNAJB4 および GCLM が、感作性を区別するマーカー遺伝子と

して特に有用と考えられた。 
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Fig. 2-0

本研究で使用した再構築ヒト表皮（RhE）モデル

再構築
ヒト表皮

本研究では、市販のヒト表皮角化細胞から構成されるRhEモデルを用いた。ヒト
表皮に類似の3次元構造を有する。被験物質は、空気に接した培養表皮上部か
ら、水系の媒体を介さずとも直接適用できる。
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Fig. 2-1-1

RhEモデルに、DNFB、OXAもしくはBKCを暴露した際に有
意に亢進した遺伝子数

RhEモデルであるEPI-200に、感作性物質DNFB（0.08%）、OXA（0.4%）、もしくは非感作性
物質BKC（0.2%）を6時間暴露した（N=3）。暴露終了後、組織からtotalRNAを抽出し、マイ
クロアレイ解析に供した。溶媒対照であるAOOに対し、1.5倍以上有意に変動した遺伝子
（Fold change; FC > 1.5）をベン図で示した。142遺伝子が感作性物質2品で特異的に発現
亢進した。

138

20

60

142

11

1659

OXA

FC > 1.5

DNFB

FC > 1.5
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Table 2-1-1

感作特異的に発現亢進した遺伝子群のGO termおよびenrichment score

※解析対象は、感作性物質で特異的に発現亢進した142遺伝子。
enrichment score ≧ 1.3のGO termのみ示してある。

GO term
Enrichment

scores

GO:0045768~positive regulation of anti-apoptosis 20.7 

GO:0006986~response to unfolded protein 7.0 

GO:0051329~interphase of mitotic cell cycle 4.8 

GO:0010629~negative regulation of gene expression 3.5 

GO:0051253~negative regulation of RNA metabolic process 3.4 

GO:0045934~negative regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic process 3.4 

GO:0051172~negative regulation of nitrogen compound metabolic process 3.4 

GO:0010558~negative regulation of macromolecule biosynthetic process 3.2 

GO:0031327~negative regulation of cellular biosynthetic process 3.1 

GO:0009890~negative regulation of biosynthetic process 3.0 

GO:0043066~negative regulation of apoptosis 2.8 

GO:0043069~negative regulation of programmed cell death 2.8 

GO:0060548~negative regulation of cell death 2.8 

GO:0031324~negative regulation of cellular metabolic process 2.6 

GO:0051173~positive regulation of nitrogen compound metabolic process 2.5 

GO:0045935~positive regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic process 2.4 

GO:0009892~negative regulation of metabolic process 2.4 

GO:0010605~negative regulation of macromolecule metabolic process 2.4 

GO:0051254~positive regulation of RNA metabolic process 2.3 

GO:0010604~positive regulation of macromolecule metabolic process 2.2 

GO:0009893~positive regulation of metabolic process 2.2 

GO:0031325~positive regulation of cellular metabolic process 2.1 

GO:0048523~negative regulation of cellular process 2.1 

GO:0048522~positive regulation of cellular process 1.9 

GO:0051252~regulation of RNA metabolic process 1.7 

GO:0051171~regulation of nitrogen compound metabolic process 1.7 

GO:0019219~regulation of nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic process 1.6 

GO:0031323~regulation of cellular metabolic process 1.6 

GO:0031326~regulation of cellular biosynthetic process 1.5 

GO:0080090~regulation of primary metabolic process 1.5 

GO:0009889~regulation of biosynthetic process 1.5 

GO:0060255~regulation of macromolecule metabolic process 1.5 

GO:0010468~regulation of gene expression 1.5 

GO:0010556~regulation of macromolecule biosynthetic process 1.4 
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Table 2-1-2

Accession No. Gene name
Gene 

Symbol
GO term

Average 

signal 

of AOOa

Fold changeb

DNFB OXA BKC

NM_199193 Brain and reproductive organ-expressed (TNFRSF1A modulator) BRE

GO:0045768 

Positive regulation of anti-

apoptosis

67 1.8 5.1 0.7

NM_001124 Adrenomedullin ADM 4133 2.1 2.2 0.7

NM_002184 Interleukin 6 signal transducer (gp130, oncostatin M receptor) IL6ST 318 1.7 1.8 1.2

NM_000389 Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A CDKN1A 7659 1.7 1.8 1.4

NM_002890 RAS p21 protein activator (GTPase activating protein) 1 RASA1 734 1.7 1.5 1.2

NM_002155 Heat shock 70kDa protein 6 HSPA6

GO:0006986

Response to unfolded protein

555 48.0 1.7 0.3

NM_007034 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 4 DNAJB4 539 5.2 3.3 0.9

NM_006644 Heat shock 105kDa/110kDa protein 1 HSPH1 1117 5.8 1.9 1.2

NM_005345 Heat shock 70kDa protein 1A HSPA1A 16006 3.1 1.6 1.1

NM_000076 Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C CDKN1C
GO:0051329

Interphase of mitotic cell cycle

966 1.6 1.6 0.9

NM_001105 Activin A receptor, type I ACVR1 781 1.5 1.6 1.0

NM_003620 Protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1D PPM1D 853 1.6 1.6 1.1

NM_001114171.

1
FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B FOSB

GO:0010629

Negative regulation of gene 

expression

31 15.5 2.8 1.2

NM_025209 Enhancer of polycomb homolog 1 (Drosophila) EPC1 96 4.2 1.9 1.3

NM_018064 Akirin 2 AKIRIN2 708 3.0 2.0 1.4

NM_005655 Kruppel-like factor 10 KLF10 4058 1.6 2.8 1.2

NM_012234 RING1 and YY1 binding protein RYBP 1913 1.5 2.6 0.9

NM_006510 Tripartite motif containing 27 TRIM27 332 2.0 2.1 1.4

NM_001145157 Nuclear receptor subfamily 2, group F, member 2 NR2F2 507 2.0 1.7 0.8

NM_183353 Ring finger protein, LIM domain interacting RLIM 441 1.6 2.2 1.2

NM_006942 SRY (sex determining region Y)-box 15 SOX15 1253 1.8 1.8 1.3

NM_001197115.

1
Glutamate—cysteine ligase catalytic subunit GCLC 4659 2.0 1.5 1.2

NM_005642
TAF7 RNA polymerase II, TATA box binding protein (TBP)-associated 

factor, 55kDa
TAF7 2087 2.0 1.6 1.1

NM_005189 Chromobox protein homolog 2 CBX2 228 1.6 1.6 1.0

NM_00113755 Leucine rich repeat (in FLII) interacting protein 1 LRRFIP1 2967 1.5 1.7 1.2

NM_005794 Dehydrogenase/reductase SDR family member 2 DHRS2
GO:0043066 

Negative regulation of apoptosis

31 15.5 4.2 1.2

NM_002061 Glutamate-cysteine ligase, modifier subunit GCLM 948 6.8 2.8 1.1

NM_003900 Sequestosome 1 SQSTM1 2530 1.6 1.6 1.2

NM_002852 Pentraxin3 PTX3

GO:0051173

Positive regulation of nitrogen 

compound metabolic process

52 5.6 1.6 0.9

NM_002105 H2A histone family, member X H2AFX 1279 3.5 1.8 1.3

NM_138394 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L-like HNRPLL 71 1.9 2.3 1.3

NM_001160125 Kruppel-like factor 6 KLF6 1099 1.8 2.1 1.3

NM_004229 Mediator complex subunit 14 MED14 66 1.7 1.8 0.9

NM_017555 Egl nine homolog 2 EGLN2

GO:0010604 

Positive regulation of 

macromolecule metabolic 

process

369 1.9 1.7 1.3

NM_025195 Tribbles homolog 1 (Drosophila) TRIB1
GO:0048523

Negative regulation of cellular 

process

902 3.9 3.6 1.0

NM_002928 Regulator of G-protein signaling 16 RGS16 80 4.7 1.9 0.7

NM_001184961 Paternally expressed 10 PEG10 93 2.6 2.6 0.9

NM_012406 PR domain containing 4 PRDM4 543 1.5 1.5 1.2

NM_001674 Activating transcription factor 3 ATF3

GO:0048522

Positive regulation of cellular 

process

129 2.3 7.3 1.1

NM_021127 Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 PMAIP1 959 3.2 3.4 1.5

NM_003463 Protein tyrosine phosphatase type IVA, member 1 PTP4A1 1750 1.8 3.1 1.3

NM_001554 Cysteine-rich angiogenic inducer 61 CYR61 638 1.8 3.1 0.9

NM_003844 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10a TNFRSF10A 812 2.1 2.3 1.5

NM_021649 Toll-like receptor adaptor molecule 2 TICAM2 203 2.2 2.1 0.9

NM_001018065 Neurotrophic tyrosine kinase receptor type 2 NTRK2 83 2.4 1.6 1.0

NM_005242 Coagulation factor II (thrombin) receptor-like 1 F2RL1 3249 1.6 2.3 1.2

NM_001252226 Polo-like kinase 2 PLK2 2922 1.9 1.7 1.0

NM_033213 Zinc finger protein 670 ZNF670

GO:0051252 

Regulation of RNA metabolic 

process

80 2.1 4.1 1.3

NM_012323 v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F MAFF 642 2.9 3.1 1.3

NM_152603 Zinc finger protein 567 ZNF567 268 1.7 2.6 1.2

NM_019591 Zinc finger protein 26 ZNF26 83 1.5 2.6 1.0

NM_001880 Activating transcription factor 2 ATF2 100 1.7 2.2 1.1

NM_005640 Transcription initiation factor TFIID subunit 4B TAF4B 332 1.6 2.2 1.1

NM_003440 Zinc finger protein 140 ZNF140 536 1.5 2.0 1.0

NM_007157 Zinc finger, X-linked, duplicated B ZXDB

GO:0051171

Regulation of nitrogen compound 

metabolic process

118 2.2 3.9 1.3

NM_001172 arginase, type II ARG2 1277 2.6 2.9 1.4

NM_145715 Tigger transposable element derived 2 TIGD2 157 1.9 3.6 1.3

NM_182972 Interferon regulatory factor 2 binding protein 2 IRF2BP2 5494 1.8 2.0 1.1

NM_024620 Zinc finger protein 329 ZNF329 336 1.8 1.7 1.0

NM_057749 Cyclin E2 CCNE2 GO:0031323

Regulation of cellular metabolic 

process

366 2.8 1.8 0.9

NM_005801 Eukaryotic translation initiation factor 1 EIF1 8728 2.0 1.9 1.2

NM_002577 p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase 2 PAK2 293 1.5 2.0 1.3

高いenrichment scoreを認めたGO termに関連する62遺伝子

aAOO処理群（溶媒対照群）でのsignal強度が100以上の場合を太字で示した
bAOO処理群に対するsignal強度が5倍以上の場合、太字で示した

※※マーカー候補の5遺伝子について、Accession No.、Gene nameおよびGene symbolを太字で示した

※Table 2-1-1に示したGo term（Enrichment scoreが1.3以上）と関連がある62遺伝子を示している
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Fig. 2-1-2

Real-time PCRによる、感作マーカー候補5遺伝子の
発現変化

RhEモデルであるEPI-200に、感作性物質DNFB（0.08%）もしくはOXA（0.4%）を6時
間暴露した（N=3）。暴露終了後、組織からtotalRNAを抽出し、cDNA合成を経て、
Real-time PCRにより、5つの遺伝子の発現量を定量した。グラフは溶媒対照である
AOOに対する相対発現量の平均値±SDを示してある。
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Fig. 2-1-3

参照化学物質16品暴露時のATF3の発現および細胞生存率の変化
RhEモデルであるEPI-296に、感作性物質12品（A、B）および非感作性物質4品（C）を所定濃度（%で
表示）で6時間暴露し（N=2）、Real-time PCRにより、ATF3の発現量を定量した。また、MTT assayを用
いて、細胞生存率を測定した（N=1）。ATF3の発現量は溶媒対照であるAOOに対する相対発現量を
示してある（細胞生存率が50%以上であった濃度のみ表示）。
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Fig. 2-1-4

参照化学物質16品暴露時のDNAJB4の発現変化
RhEモデルであるEPI-296に、感作性物質12品（A、B）および非感作性物質4品（C）を所定濃度（%で
表示）で6時間暴露し（N=2）、Real-time PCRにより、 DNAJB4の発現量を定量した。DNAJB4の発現
量は溶媒対照であるAOOに対する相対発現量を示してある（細胞生存率が50%以上であった濃度の
み表示） 。
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Fig. 2-1-5

参照化学物質16品暴露時のGCLMの発現変化
RhEモデルであるEPI-296に、感作性物質12品（A、B）および非感作性物質4品（C）を所定濃度（%で
表示）で6時間暴露し（N=2）、Real-time PCRによりGCLMの発現量を定量した。GCLMの発現量は溶
媒対照であるAOOに対する相対発現量を示してある（細胞生存率が50%以上であった濃度のみ表
示） 。
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Fig. 2-1-6

参照化学物質16品暴露時のHSPA6の発現変化
RhEモデルであるEPI-296に、感作性物質12品（A、B）および非感作性物質4品（C）を所定濃度（%で
表示）で6時間暴露し（N=2）、Real-time PCRにより、HSPA6の発現量を定量した。 HSPA6の発現量は
溶媒対照であるAOOに対する相対発現量を示してある（細胞生存率が50%以上であった濃度のみ表
示） 。
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Fig. 2-1-7

参照化学物質16品暴露時のHSPH1の発現変化
RhEモデルであるEPI-296に、感作性物質12品（A、B）および非感作性物質4品（C）を所定濃度（%で
表示）で6時間暴露し（N=2）、Real-time PCRにより、HSPH1の発現量を定量した。 HSPH1の発現量は
溶媒対照であるAOOに対する相対発現量を示してある（細胞生存率が50%以上であった濃度のみ表
示） 。
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物質名 略称
LLNA 

EC3 (%)

Imax
a

ATF3 DNAJB4 GCLM HSPA6 HSPH1

Oxazolone OXA 0.003 20.2 5.7 2.4 2.5 1.3

4-nitrobenzylbromide 4-NBB 0.05 23.5 5.9 4.8 11.8 2.5

2,4-dinitrochlorobenzene DNCB 0.06 13.1 16.6 6.0 13.2 2.5

Methyldibromo glutaronitrile MDBGN 0.9 4.6 3.4 3.4 11.6 1.8

Glyoxal - 1.4 49.5 2.1 1.98 31.0 2.0

2-Mercaptobenzothiazole MBT 1.7 19.9 2.6 2.8 5.2 1.9

Cinnamic aldehyde CA 3 6.1 29.4 3.3 120.0 5.1

Tetreamethylthiuram disulfide TMTD 5.2 5.0 12.7 8.3 11.3 2.3

p-Phenylenediamine PPD 0.16 165.0 50.7 13.8 61.7 8.2

Isoeugenol IEU 1.2 53.4 17.9 2.6 110.3 11.6 

Eugenol - 13 101.0 11.5 1.7 77.1 11.6 

Cinnamic alcohol CinA 21 10.0 20.9 8.5 9.0 2.3

Glycerol - - 2.9 1.8 1.1 10.4 1.0 

Lactic acid LA - 1.5 1.2 1.3 39.0 5.0 

Salicylic acid SA - 1.6 1.4 1.0 1.1 1.1 

Sodium lauryl sulfate SLS - 3.99 2.2 1.3 9.3 2.5 

陽性判定基準値 4-fold 2-fold 2-fold 2-fold 2-fold

感度 (%) 100 100 83.3 100 75

特異度 (%) 100 75 100 25 50

一致率 (%) 100 93.8 87.5 81.3 68.8

Table 2-1-3

参照化学物質16品の評価結果

a各遺伝子について、陽性判定基準値を超えた場合に太字で示した
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2-2. 新規感作性マーカーと皮膚感作誘導との関連性検証 

2-2-1. 緒言 

感作性を評価するうえでは、感作誘導の初期に生体で起こる応答を反映した評価系構築が重要と

なる。感作性物質が暴露された角化細胞では、炎症反応（inflammatory response）ならびに細胞防御

応答（cytoprotective response）の 2つの反応が起こるとされる（OECD, 2012）。そして、2つの経路

を司る分子として、プリン作動性受容体 P2X7、および転写因子 nuclear factor E2-related factor 2 （Nrf2）

がそれぞれ知られている（OECD, 2012）。P2X7は IL-1β や IL-18 といった炎症性サイトカイン産生

を制御することが知られる一方（Kaplan et al., 2012）、Nrf2 については Anti-oxidant response element 

（ARE）を介して、抗酸化・細胞防御遺伝子の発現を制御する（Uruno and Motohashi, 2011）。P2X7

および Nrf2は、各々の分子のノックアウトマウスを用いた解析から、皮膚感作性の応答を亢進（P2X7）

もしくは抑制（Nrf2）することがわかっている（Weber et al., 2010; El Ali et al., 2013）。これまでの研

究から、ATF3は P2X7のリガンドである ATP により発現亢進することが知られている（Ohara et al., 

2010）。ATP は、感作初期に炎症反応を制御する重要な分子の一つとして報告されていることから

（Kaplan et al., 2012）、ATF3 に関しても P2X7を介して発現亢進し、感作初期に炎症反応を誘導する

因子として働く可能性がある。一方、GCLM はヒト角化細胞株 HaCaT を用いた検討で、少なくと

も定常状態では、Nrf2 依存的に発現制御を受ける可能性が報告されている（MacLeod et al.,2009）。

また、DNAJB4に関しては、分子シャペロンとしての機能（Qiu et al., 2006）から、細胞防御応答、

すなわち Nrf2 を介した制御の可能性が示唆されるが、こと感作性物質による発現亢進について、両

分子の関連性を示した報告はない。すなわち、感作性物質を暴露した際、ATF3 は P2X7 を介して、

また GCLM および DNAJB4 は Nrf2を介して発現亢進する可能性が考えられる一方、本仮説を直接

的に示した報告はない。新たに見出した遺伝子の皮膚感作性マーカーとしての妥当性を強めるため

には、先述の仮説、すなわち「新たに見出した感作マーカーは、生体での感作誘導を制御する分子

による発現制御を受ける」を示すことが重要である。そこで本検討では、P2X7もしくは Nrf2 阻害

が、感作性物質による ATF3（P2X7）もしくは DNAJB4 および GCLM（Nrf2）の発現亢進に与える

影響を検討した。 

 

2-2-2. 材料および方法 

2-2-2-1. 試薬および検体の調製 

代表的感作性物質として、DNCB（Sigma-Aldrich）を用いた。DNCBはDMSO（Sigma-Aldrich）に

溶解後、試験に供した。DNCBの暴露濃度は、各マーカー遺伝子の発現亢進が確認された2.2 μg/mL

とした。  

 

2-2-2-2. 細胞培養 

クラボウより正常ヒト表皮角化細胞（Normal human epidermal keratinocyte; NHEK）を入手した。

到着後、付属の培地（HuMedia-KG2）にて指定の操作にて細胞を解凍しフラスコに播種した。1 週

間継代・培養後、細胞を 1.0 x 10
5 
cells/well で 12 well plate に播種し、翌日実験に用いた。 
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2-2-2-3. siRNAによる Nrf2のノックダウン 

培地940 μLおよびHiperfect transfection reagent 60 μLの混合液に対し、10 μMのコントロールsiRNA

（sc-37007, Santa Cruz Biotech; Santa Cruz, CA, US）もしくはNrf2-siRNA （sc-37030, Santa Cruz 

Biotech）を0.2 μL混合したものをトランスフェクションミックスとして準備した。トランスフェク

ションミックスを10分間室温で静置後、NHEKの培地（1 mL）と置換した。24時間後、細胞をHEPES 

buffer（クラボウ）にて洗浄し、DMSO（終濃度0.2%）もしくはDNCB（2.2 μg/mL）を含む培地1 mL

で6時間培養した（各群3well）。 

 

2-2-2-4. P2X7受容体の阻害実験 

P2X7受容体を阻害するために、ヒトP2X7受容体特異的なアンタゴニストとして報告されている

KN-62（Anderson and Nedergaard, 2006）を用いた。なお、KN-62はSanta Cruz Biotechより購入した。

KN-62はDMSOに溶解させたのち、終濃度30 μM（培地1 mL中）でNHEKに暴露した。15分後、細胞

を1 mLのHEPES bufferで洗ったのち、DMSO（終濃度0.2%）もしくはDNCB（2.2 μg/mL）を含む培

地1 mLで6時間培養した（各群3well）。また、LDHによる細胞生存率の測定の死細胞コントロールと

して、0.1%のTritonX-100もNHEKに暴露した（各群3well）。 

 

2-2-2-5. RNA抽出、cDNA 合成および Real-time PCR 

各被験物質物質の暴露終了後、細胞を 2.5%の DL-dithiothreitol（SIGMA –ALDRICH）を含む RLT

バッファー（Qiagen）で溶解した。その後、RNeasy Mini Kit （Qiagen）のカラムにアプライし、所

定プロトコールに従って Total RNAを精製・抽出した。抽出した RNAは、Nanodrop1000（NanoDrop 

technology）にて濃度及び純度を測定し、使用まで-80 度にて保存した。その後、2-1-2-4 の 1および

2 に示した方法に準じて cDNA合成および Real-time PCR を実施し、ATF3、DNAJB4および GCLM

の相対発現量を算出した。 

 

2-2-2-6. 統計解析 

 各群の平均値について、student’s t-testを実施し、有意水準 p<0.01の場合に有意差ありと判定した。 

 

2-2-3. 結果 

2-2-3-1. Nrf2阻害が DNAJB4 および GCLM の発現亢進に与える影響 

Fig. 2-2-1 に、DNCB 暴露時の DNAJB4および GCLM 発現に対する、Nrf2 阻害の影響を示した。

Nrf2 の発現量が siRNA により 10％に抑制された条件下で実験を行った結果、DNCB 暴露により溶

媒処理時に比べそれぞれ 10 倍および 4.3 倍に発現亢進した DNAJB4 および GCLM の発現は、3.3

倍（阻害率 67%）および 1.6 倍（阻害率 64%）に有意に抑制された。このことから、感作性物質に

よる DNAJB4および GCLM の発現亢進に Nrf2が関与することが示された。 
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2-2-3-1. P2X7阻害が ATF3 の発現亢進に与える影響 

Fig. 2-2-2 に、DNCB 暴露時の ATF3 発現に対する P2X7阻害の影響を示した。DNCB 暴露により

溶媒処理時に比べ 35 倍に発現亢進した ATF3 の発現は、P2X7のアンタゴニストである KN-62 処理

により、13倍（阻害率 64%）に有意に抑制された。このことから、感作性物質による ATF3 の発現

亢進に P2X7が関与することが示された。 

 

  



50 

 

 

  

Fig. 2-2-1

DNCB暴露時のDNAJB4およびGCLMの発現亢進に
Nrf2ノックダウンが与える影響

正常ヒト表皮角化細胞（Normal human epidermal keratinocyte: NHEK）に対し、controlもしくはNrf2 

siRNAを暴露し24時間培養することでNrf2をノックダウンした後、DNCB（2.2 μg/mL）を6時間暴露した
（N=3）。Real-time PCRにより、 Nrf2（A）、DNAJB4（B）およびGCLM（C）の発現量を定量した。また、
LDHを指標に細胞生存率を測定した。各遺伝子の発現量は溶媒対照であるDMSO処理群に対する
相対発現量（Fold induction）の平均値±SDで示してある。**p<0.01（Student’s t-test）
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Fig. 2-2-2

DNCB暴露時のATF3の発現亢進に
P2X7のアンタゴニストが与える影響

NHEKに対し、 P2X7のアンタゴニストであるKN-62（30 μM）を15分間前処理後、DNCB（2.2 μg/mL）を
6時間暴露した（N=3）。Real-time PCRにより、ATF3の発現量を定量した。また、LDHを指標に細胞生
存率を測定した。ATF3の発現量は溶媒対照であるDMSO処理群に対する相対発現量（Fold 

induction）の平均値±SDで示してある。**p<0.01（Student’s t-test）
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2-3. 新規感作マーカーを用いた新規試験法（Epidermal Sensitization Assay; EpiSensA） 

の開発 

2-3-1. 緒言 

これまでの検討から、RhE モデルで皮膚感作性を評価する新たなマーカー遺伝子として、ATF3、

DNAJB4および GCLM が見出された。さらに上記 3遺伝子は、感作初期の角化細胞応答（炎症反応、

細胞防御）を制御する分子である P2X7もしくは Nrf2 を介して発現制御を受けることが明らかとな

り、皮膚感作性との関連がある遺伝子マーカーである可能性が示された。 

一方、感作初期の角化細胞応答の一つである炎症反応として、炎症性サイトカインの産生も重要

なイベントと考えられている（OECD, 2012）。このうち、皮膚炎症誘導時に産生されるケモカイン

IL-8 は、幾つかの感作性物質、ならびに皮膚刺激性のある非感作性物質の暴露により、RhE で発現

亢進することが過去報告されている（Coquette et al., 2003）。その後追加の報告がない一方、近年複

数の研究グループから、単層のヒト角化細胞において、IL-8 が皮膚感作性マーカーとして有用であ

る可能性が報告された（Mckim et al., 2010、Bae et al., 2015）。さらにごく最近、マウスを用いた研究

で、ケモカインにより皮膚遊走を受ける好中球が、感作誘導に強く関与することが報告された

（Weber et al., 2015）。以上のことから IL-8 についても、RhE モデルで皮膚感作マーカーとしての有

用性を検証したうえで、新規試験法に組み込めないかと考えた。そこで本検討では、RhE モデルを

用いた新規皮膚感作性試験法（Epidermal Sensitization Assay; EpiSensA、Fig. 2-3-1）の構築を目指し、

新たに見出した 3 遺伝子に IL-8 を加えた計 4 遺伝子について、難水溶性物質や pre/pro-hapten を含

む幅広い感作性/非感作性物質を暴露した際の発現変化を確認し、感作予測に関する有用性を検証し

た。 

 

2-3-2. 材料および方法 

2-3-2-1. 用いた被験物質 

Table 2-3-1に示した計72物質を評価した。各物質の化学構造は付録に示した。本72物質は、感作

強度（Gerberick et al., 1992 and 2005; Kimber et al., 1998 and Kern et al., 2010）、化学構造、入手性、物

価性状を考慮して選択した。この中には、難水溶解性物質（Log Kow ≥ 3.5）も29品含まれる。なお、

LogKow ≥ 3.5の物質については、培養細胞を用いた代替法であるh-CLATにおいて感作性物質の偽陰

性率が上昇することが報告されている （Takenouchi et al., 2013）。さらに、72物質のなかには、代謝

が必要な感作性物質; pre/pro-haptens（Urbisch et al., 2015）も11品含まれる。後述する5物質を除き、

すべての物質はSIGMA-ALDRICHより購入した。 

・Tetrachlorosalicylanilide (TCSA; 関東化学) 

・lilialおよびundecylenic acid (和光純薬) 

・2-ethylhexyl acrylate (EHA; ナカライテスク、Kyoto, Japan).   

各々の物質は、AOO、蒸留水、もしくは50% ethanol in DW（50% EtOH; エタノールは関東化学よ

り購入）に溶解後、RhEモデルに供した。それぞれの物質について、CAS番号、LLNA EC3値（％）、

Log Kowの計算値（KOWWIN ver.1.68 in EPI suite
TM

 (Environmental Protection Agency)）、および試験
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溶媒をTable 2-3-1に示した。 

 

2-3-2-2. RhEモデル 

RhE モデルとしては、Japan Tissue Engineering 社より市販されている Labcyte EPI-MODEL（Labcyte）

を用いた。本モデルは、ヒト新生児包皮由来の NHEKより作製されたヒト表皮モデルである。フィ

ルター基板上に空気と接した形で播種された NHEK は、5%のウシ胎児血清を含む培地（組成は非

開示）での 13 日間の培養を経て、ヒトの表皮と類似した多層の表皮構造を形成する（Katoh et al., 

2009）。なお、本 RhE モデルは、2013年に皮膚刺激性試験で使用可能な皮膚モデルとして OECD

テストガイドラインに収載された（OECD, 2013）。また、本モデルは日本の企業が作製したことも

あり、EpiDerm
TM に比べ、安価にかつタイムリーに入手可能である。以上の観点から、以後本研究

では RhE として Labcyte を用いて検討を行った。Labcyte は到着後、J-TEC 社の指示書に従い、500 μL

の専用培地（J-TEC より供与）に移したのち、37℃（5%CO2）で一晩前培養し試験に供した。 

 

2-3-2-3. 被験物質の暴露および遺伝子発現量の解析 

評価ではまず細胞毒性試験を実施し、本試験に供する濃度を決定した。各被験物質を、A) 固体

の場合には、溶媒への最高溶解濃度（最高 50%）から公比 4で最低 0.02%まで、B) 液体の場合には、

原体から公比 4 で最低 0.02%まで調製した。被験物質、溶媒対照および細胞生存率測定用の死細胞

コントロールである 10%TritonX-100 を 5 μL/well で Labcyte の表面に乗せるように暴露した（各群

1well）。37℃（5%CO2）で 6 時間培養後、2-3-2-4 に示した方法で lactose dehydrogenase（LDH）をも

とに細胞生存率を測定した。なお、LDH での測定が困難な物質（例. LA）については、回収した組

織を MTT assay（2-1-2-5 の 2 を参照）に供すことで細胞生存率を算出した。 

本試験では、細胞生存率が 80%を切った最低濃度を最高処理濃度とし、細胞生存率が 90%以上に

なる濃度まで公比 2で段階希釈した（通常 4～5濃度）。なお、予備試験で処理したすべての濃度で

細胞生存率が 80%を切らなかった場合には、最高適用可能濃度から公比 2で最低 3濃度を調製した。

被験物質、溶媒対照および 10%TritonX-100 を 5 μL/well で Labcyte の表面に乗せるように暴露した

（各群 3well）。37℃（5%CO2）で 6時間培養後、2-1-2-3 の 2、2-1-2-4 の 1 および 2 に示した方法で

RNA抽出、cDNA合成および Real-time PCR を実施し、各遺伝子の相対発現量を算出した。なお、

IL-8 に関しても、Applied Biosystems 社が合成したプライマーおよびプローブを用いた。 

 

2-3-2-4. LDHの漏出を指標とした細胞生存率の測定 

被験物質処理後の細胞生存率を LDH の漏出を指標に測定した。本法は培地中の LDH 放出量を基

に細胞生存率を測定できることから、遺伝子発現と細胞生存率の測定を同一の細胞群を用いて行う

ことが可能である。被験物質曝露後の培地をマイクロチューブ或いは 96 well 丸底プレートに回収

し、遠心して細胞残渣を除去した。上清について、LDH Cytotoxicity Detection Kit（タカラバイオ、

Tokyo, Japan）のプロトコールに従い、LDH 放出量を解析した。なお、吸光度は POLARSTAR Omega

（BMG LABTECH）により測定した。細胞生存率を以下の式で算出した。 
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細胞毒性(%) =    

 

 

細胞生存率(%) = 100－細胞毒性(%) 

 

2-3-2-5. データの解析と感作性の予測 

 各遺伝子について、80%以上の生存率を示した濃度域における、相対発現量（対溶媒）の 3well

での平均値（平均相対発現量）を算出した。各遺伝子について、陽性判定基準値（カットオフ値）

を設定し、該物質における 4 遺伝子の平均相対発現量の最大値（Imax）が、1遺伝子以上でカットオ

フ値を上回った場合に、該物質を“感作陽性”と最終判定した（EpiSensA prediction model）。なお、

各遺伝子のカットオフ値は、結果の項:2-3-3 で後述するように、ATF3 で 15 倍以上、DNAJB4 およ

び GCLM で 2 倍以上、および IL-8 で 4 倍以上とした。さらに、各遺伝子について、カットオフ値

を示す濃度（例. ATF3 であれば相対発現量が 15倍になる濃度）を EC値として算出し、強度予測へ

の適用性を検証した。EC値は、内挿および外挿を用いて算出した。 

 

2-3-3. 結果 

2-3-3-1. 難水溶性感作性物質暴露時の、ATF3、DNAJB4、GCLM および IL-8の発現変化 

Fig. 2-3-2 に、難水溶性物質 4品（Bisphenol A diglycidyl ether; BADGE、undec-10-enal、EHAおよ

び abietic acid）をそれぞれ RhE モデルである Labcyte に暴露した際の、各遺伝子の相対発現量（対 

AOO 溶媒）および細胞生存率を示した。それぞれの物質で、無毒性～やや細胞毒性を生じる用量域

（生存率 80%以上）において、各遺伝子の濃度依存的な発現亢進が確認された。また、最大発現亢

進量に関して、ATF3（BADGE での 40.4 倍～EHA での 174 倍）および IL-8（EHA での 25.3 倍～

undec-10-enal での 115.7 倍）では、DNAJB4（abietic acid での 2.8倍～EHAでの 83.9 倍）および GCLM

（undec-10-enal での 3 倍～EHA での 28.9 倍）に比べ大きい傾向を示した。以上のことから、IL-8

を含む 4 遺伝子は、難水溶性物質暴露により RhE モデルで発現亢進すること、ならびに ATF3およ

び IL-8 で特に強い発現亢進を示すことが見出された。 

 

2-3-3-2. Pre/pro-hapten暴露時の、ATF3、DNAJB4、GCLM および IL-8の発現変化 

Fig. 2-3-3 に、pre/pro-hapten4 品（PPD、metol、ethylenediamine および eugneol）をそれぞれ Labcyte

に暴露した際の、各遺伝子の相対発現量（対 AOO 溶媒）および細胞生存率を示した。難水溶解性

物質と同様、それぞれの物質で、無毒性～やや細胞毒性を生じる用量域において、各遺伝子の濃度

依存的な発現亢進が確認された。4 物質処理時の、濃度に応じた発現亢進の増加傾向は、炎症反応

に関与する遺伝子である ATF3 と IL-8 において、発現亢進量は異なるものの類似であった。一方、

細胞防御に関連する DNAJB4 および GCLM に関しては、PPD、metol、eugneol では同様であった一

(サンプルの吸光度) －(未処理群の吸光度)     
× 100 

(TritonX-100 処理時の吸光度)－(未処理群の吸光度) 
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方、ethylenediamine では異なる傾向を示した。また、PPD、metol、eugenol に関して、DNAJB4 およ

び GCLM の無毒性用量域（細胞生存率 90%以上）での相対発現量は、ATF3および IL-8 に比べ大き

い値を示した。以上のことから、IL-8 を含む 4遺伝子は、pre/pro-hapten暴露により、RhE モデルで

発現亢進すること、ならびに DNAJB4 および GCLM では他の 2 遺伝子に比べ、無毒性領域で強い

発現亢進を示すことが見出された。 

 

2-3-3-3. 72物質を暴露した際の各遺伝子の相対発現量 

 続いて、材料および方法の 2-3-2-3 に示した工程に基づき、計 72物質を評価した。Table2-3-2 に今

回評価した 72 物質の、最大相対発現亢進量（Imax）、各遺伝子において陽性判定基準値を超える濃

度（EC値）、および試験での最終判定（Positive: P もしくは Negative :N）を示した。また、参考と

して、本評価法が反映する AOP の一部をカバーする 2試験; タンパク質結合を指標とした試験法で

ある Direct Peptide Reactivity Assay（DPRA）、および単層角化細胞株 HaCaT の活性化を指標とした

試験法である KeratinoSens
TMの結果（P：陽性 or N：陰性）も示した。各遺伝子の Imaxは、ATF3で

0.3 倍（sulfanilamide）から 705 倍（pentachlorophenol）、DNAJB4 で 0.8 倍（glycerol）から 203 倍

（damascone）、GCLM で 0.7 倍（glycerol）から 49.5 倍（damascone）および IL-8 で 0.8 倍（LA）か

ら 147倍（farnesol）となり、評価物質および遺伝子によって異なる結果を示した。ATF3に関して、

感作性物質 54品中 48 品（89%）で Imaxが 4倍を超えた一方、非感作性物質 18品中 9品（50%）で

も 4倍を超えた。非感作性物質の中には、glycerol（Imax＝12.3）や propylene glycol（Imax＝13.7）な

ど非刺激性の非感作性物質が含まれていた。一方、DNAJB4 に関しては、感作性物質 54品中 38 品

（70%）で Imaxが 2 倍を超えた一方、非感作性物質で 2 倍を超えたのは OA のみであった。また、

GCLM に関しては、感作性物質 54 品中 26 品（48%）で Imaxが 2 倍を超えた。今回新たに評価した

IL-8 で Imaxが 4 倍を超えたのは、感作性物質では 54 品中 41 品（76%）であった一方、非感作性物

質では 4品であった。本 4品は、活性剤などの刺激性を有する物質 3品（benzalkonium chloride（BKC）、

methyl salicylate（MS）、sodium lauryl sulfate（SLS））および OAであり、IL-8 の Imax値はすべて 10

倍未満と比較的小さい値を示した。 

異なる RhE モデル間での結果を比較すべく、Labcyte における欧州代替法センター推奨の参照化

学物質 16品の結果（Table 2-3-2）と、EpiDerm
TMでの結果（第 1節、Table 2-1-3）を比較した。そ

の結果、GCLM の最大相対発現量（Imax）に関しては、Labcyte で 1.0-13.8 倍、EpiDerm
TMで 1.0-15.2

倍と同等であった。一方、ATF3 および DNAJB4 の Imaxに関しては、Labcyte で 1.0-77 倍（ATF3）

および 1.0-14.7 倍（DNAJB4）であったのに対し、EpiDerm
TMでは 1.5-165倍（ATF3）および 1.2-51

倍（DNAJB4）と Labcyte に比べ大きい値を示した。このうち ATF3の非感作性物質による発現亢進

に関しては、Labcyte で 1.0-12.3 倍であったのに対し、EpiDerm
TMでは 1.5-3.9 倍と Labcyte に比べ小

さい値を示した。 

 

2-3-3-4. EpiSensA の皮膚感作性の有無の予測性能（Table 2-3-2および 3） 

上記結果を踏まえ、各遺伝子の陽性判定基準値（カットオフ値）を以下のように決定した。 



56 

 

1) 少なくとも 2倍以上（Real-time PCR で得られる値の信頼性を考慮） 

2) 4遺伝子中、少なくとも 1 遺伝子で陽性判定基準値を超えた場合に感作性ありと判定した 

場合、最も評価精度（感度、特異度および一致率）が良くなる。 

Table 2-3-3 に、設定した各遺伝子のカットオフ値および設定したカットオフ値での予測性を、難

水溶性物質、易水溶性物質、pre/pro-hapten および全 72 物質それぞれについて示した。この際、同

じ角化細胞応答に関与する 2遺伝子の redundancyを把握する目的で、角化細胞応答ごとの予測性（炎

症反応もしくは細胞防御）についても検証した。その結果、炎症反応に関わる 2 遺伝子（ATF3 お

よび IL-8）に関して、カットオフ値を ATF3で Imax ≧15 倍、IL-8 で Imax ≧4 倍とし、1遺伝子でも

陽性の場合に感作性ありと判定した結果、全 72 物質での感度、特異度、一致率はそれぞれ 82%、

78%および 81%となり、感度および一致率は 1遺伝子のみの場合に比べ上昇した（Table 2-3-3）。細

胞防御に関わる 2 遺伝子（DNAJB4 および GCLM）に関しても同様に、DNAJB4 および GCLM で

共に Imax ≧2倍を陽性判定基準値として解析を行った結果、感度、特異度および一致率はそれぞれ

72%、94%および 78%となり、1遺伝子のみの場合に比べ感度および一致率は上昇した（Table 2-3-3）。

難水溶性物質に対する予測性は、炎症反応に関する 2 遺伝子（ATF3 および IL-8）の組み合わせで

86%と比較的高かった一方、pre/pro-hapten に関する予測性（感度）は炎症反応に関する 2 遺伝子

（DNAJB4 および GCLM）の組み合わせで 91%と高い値を示した。最後に、炎症反応もしくは細胞

防御に関連する 4遺伝子中 1 遺伝子でも陽性となった場合、感作性ありと判定した結果（本試験に

おける“最終判定”）、感度、特異度、一致率はそれぞれ 94%、78%および 90%となり、感度および一

致率は 90%以上と極めて良好な値を示した。 

 

2-3-3-5. 他の代替法（DPRA, KeratinoSens）との比較（Table 2-3-2および 4） 

 続いて、EpiSensA の有用性を相対的に把握すべく、2015 年に OECD テストガイドラインとして

承認された 2つの代替法（DPRAあるいは KeratinoSens
TM）と予測性を比較した。Table 2-3-2 に示し

た EpiSensAの最終判定、および DPRAあるいは KeratinoSens
TMの最終判定（P or N）をもとに予測

性を比較した結果、EpiSensA の感度および一致率は、難水溶性、易水溶性、pre/pro-hapten および

72 物質すべてにおいて、2試験を上回る値を示した。特に難水溶性物質での感度は、DPRAおよび

KeratinoSens でそれぞれ 44%および 67%と低い一方、EpiSensAでは 93%であった。 

 

2-3-3-6. EpiSensA の皮膚感作性強度予測能の検証（Fig. 2-3-3、Table 2-3-2および 5） 

最後に EpiSensA の感作性強度に対する予測能を検証すべく、Table2-3-1 に示した各遺伝子の EC

値（ATF3 EC15、DNAJB4 EC2、GCLM EC2 および IL-8 EC4）と、ヒトにおける感作性強度との相

関性が確認されている LLNA EC3 値を比較した。各物質での EC値の対数を取り、LLNA EC3 との

相関性を確認した結果、GCLM EC2 で最も良い相関性（R=0.74、26 物質）を示した（Fig.2-3-4）。

また、26 物質のうち、LLNA で Extreme（極めて強い）あるいは Strong（強い）に分類される感作

性物質 6 品すべてにおいて、GCLM EC2 は 0.06 以下であった一方、LLNAで Moderate（中等度）お

よび Weak（弱い）に分類される残り 20 品中に関しては、2 品のみであった（Table 2-3-2 および
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Fig.2-3-4）。また、ATF3 EC15 および IL-8 EC4 の LLNA EC3 に関する相関性は、それぞれ R=0.59（41

物質）および R=0.50（35 物質）と、中等度の相関性であった。LLNA Extreme の 4 物質について、

IL-8 EC4 および ATF3 EC15 は、それぞれ 0.006～0.0035%および 0.026～0.05%となり、LLNA Strong

～Weakの物質に比べ低い値を示した（Table 2-3-2 および Fig.2-3-4）。一方、DNAJB4 EC2 に関して

は、LLNA EC3 との相関性は R=0.37（38 物質）と弱い相関性であった。しかしながら、DNAJB4

のみで陽性と判定され、かつヒト感作性試験の結果から感作性が極めて弱いと想定される hexyl 

salicylate および citronellol の 2物質（Basketter et al., 2014）を除いた場合、R 値は 0.44（36物質）と

なり ATF3 や IL-8 と同等となった。上記結果から、各遺伝子の EC 値が下記 3 つのいずれかを満た

した場合に該物質を Extreme もしくは Strongに、満たさなかった場合には Moderate もしくは Weak

とする、という判定モデルを構築した。 

1) GCLM EC2≦0.06% 

2) IL-8 EC4≦0.01% 

3) ATF3 EC15≦0.04% 

LLNAにおける強度カテゴリーを 3 分類（1. Extreme もしくは Strong、2. Moderate もしくは Weak、

3. 非感作性）した際の、EpiSensAの強度予測の結果を Table 2-3-5 に示した。LLNAで Extreme もし

くは Strongに分類される 12品中 8品が EpiSensAで“Extremeもしくは Strong”と判定された。また、

LLNAで Moderate もしくは Weakに分類される 42物質のうち、37品が EpiSensAで正しく強度分類

された。以上の結果から、EpiSensA の LLNA 強度カテゴリー予測性は 82%となった。以上の結果

から、各遺伝子の EC 値を指標に、LLNA における 3 段階の強度分類を予測できる可能性が見出さ

れた。 
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Fig. 2-3-1

新規試験法：Epidermal Sensitization assay（EpiSensA）の概要

EpiSensAでは、感作誘導時に起こる3つのキーイベント（経皮吸収、タンパク質との結合、
角化細胞の応答）を反映可能な再構築ヒト表皮モデル（RhEモデル）を用いる。また、皮膚
感作特異的なバイオマーカーとして、感作初期に誘導される2つの角化細胞応答（炎症反
応および細胞防御）と関連した、4つの遺伝子（ATF3、IL-8、DNAJB4およびGCLM）を用い
る。なお、図中*で示したATF3、DNAJB4およびGCLMは、本研究で新たに見出したマー
カー遺伝子である。

感作性物質

タンパク質
との結合

経皮吸収

RhEモデル角化細胞の
応答

角化細胞

ATF3*

IL-8

細胞防御
遺伝子

炎症反応
遺伝子

角化細胞

キーイベント

DNAJB4*

GCLM*

<モデル> <バイオマーカー>
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Table 2-3-1 新規試験法 EpiSensA で評価した 72物質 

 

*欧州代替法センター参照化学物質、†
pre/pro-hapten、**

KOWWIN ver.1.68 in EPI suite
TMでの計算値。3.5以上の場合太字。

 

被験物質名称 Cas番号 LLNAEC3 (%) LLNA強度分類 LogKow**

Oxazolone* 15646-46-5 0.003

Extreme

1.51

Tetrachlorosalicylanilide 1154-59-2 0.04 5.87

4-Nitrobenzylbromide* 100-11-8 0.05 2.70

2,4-Dinitrochlorobenzene* 97-00-7 0.05 2.27

1,4-Dihydroquinone† 123-31-9 0.11

Strong

1.03

p-Phenylenediamine*† 106-50-3 0.16 -0.39

Hexyl salicylate 6259-76-3 0.18 5.06

Benzoyl peroxide 94-36-0 0.22 3.43

Lauryl gallate† 1166-52-5 0.3 6.21

Cobalt chloride 7646-79-9 0.6 0.85

4-(Methylamino)phenol sulfate† 55-55-0 0.78 2.34

Methyldibromoglutaronitrile* 35691-65-7 0.9 1.63

Isoeugenol*† 97-54-1 1.2

Moderate

2.65

Glyoxal* 107-22-2 1.4 -1.66

Bisphenol A-diglycidyl ether 1675-54-3 1.5 3.84

2-Mercaptobenxothiazole* 149-30-4 1.7 2.86

Ethylene diamine† 107-15-3 2.2 -1.62

Benzyl salicylate 118-58-1 2.9 4.31

Cinnamic aldehyde* 104-55-2 3 1.82

3-Propylidenephthalide 17369-59-4 3.7 2.03

Farnesol† 4602-84-0 4.1 5.77

Squaric acid 2892-51-5 4.3 -0.44

Clotrimazole 23593-75-1 4.8 6.26

Tetramethylthiuram disulfide* 137-26-8 5.2 1.70

Resorcinol† 108-46-3 5.5 1.03

Diethylenetriamine† 111-40-0 5.8 -2.13

Damascone 23726-91-2 6.7 4.42

Undec-10-enal 112-45-8 6.8 4.12

12-Bromo-1-dodecanone 3344-77-2 6.9 5.11

Tocopherol 10191-41-0 7.4 12.2

1-Bromohexane 111-25-1 10

Weak

3.63

Ethylhexylacylate 103-11-7 10 4.09

Hexyl cinnamic aldehyde 101-86-0 11 4.82

Citral 5392-40-5 13 3.45

Eugenol*† 97-53-0 13 2.73

Abietic acid 514-10-3 15 6.46

Benzyl benzoate 120-51-4 17 3.54

Benzyl cinnamate 103-41-3 18 4.06

Lilial 80-54-6 19 4.36

Dibutyl aniline 613-29-6 20 5.12

Pentachlorophenol 87-86-5 20 4.74

Phenyl benzoate 93-99-2 20 3.04

Cinnamic alcohol* 104-54-1 21 1.84

Cyclamen aldehyde 103-95-7 22 3.91

Imidazolidinyl urea 39236-46-9 24 -8.28

Undecylenic acid 112-38-9 25 4.37

Ethyleneglycol dimethacrylate 97-90-5 28 2.21

Penicillin G 61-33-6 30 1.85

Butyl glycidyl ether 2426-08-6 31 1.08

Citronellole 106-22-9 43.5 3.56

Isopropyl myristate 110-27-0 44 7.17

Bis-GMA 1565-94-2 45 4.94

Tridecane 629-50-5 48.4 6.73

Limonene 5989-27-5 69 4.83

1-Butanol 71-36-3 -

Non sensitizer

0.84

4-Hydroxybenzoic acid 99-96-7 - 1.39

Acetanisole 100-06-1 - 1.75

Benzalkonium chloride 8001-54-5 - 2.93

Benzylbutylphthlate 85-68-7 - 4.84

Dibutyl phthalate 84-74-2 - 4.61

Glycerol* 56-81-5 - -1.65

Hexadecyltrimethylammonium bromide 57-09-0 - 3.18

Hexane 110-54-3 - 3.29

Isopropanol 67-63-0 - 0.28

Lactic acid* 50-21-5 - -0.65

Methyl salicylate 119-36-8 - 2.60

Octanoic acid 124-07-2 - 3.03

Propylene glycol 57-55-6 - -0.78

Salicylic acid* 69-72-7 - 2.24

Sodium lauryl sulfate* 151-21-3 - 1.69

Sulfanilamide 63-74-1 - -0.55

Vanillin 121-33-5 - 1.05

Table 2-3-1 

新規試験法EpiSensAで評価した72物質

*ECVAM参照化学物質
**KOWWIN ver.1.68 in EPI suiteTMでの計算値。3.5以上の場合太字で示した

†pre/pro-hapten
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Fig. 2-3-2

難水溶性物質暴露時のマーカー遺伝子の発現量変化

RhEモデルであるLabcyte EPI-MODELに対し、 各物質を所定濃度で6時間暴露した（N=3）。その後、
Real-time PCRにより、ATF3（A）、DNAJB4（B）、GCLM（C）およびIL-8（D）の発現量を定量した（棒グ
ラフ）。また、LDHを指標に細胞生存率を測定した（白抜き丸）。各遺伝子の発現量は溶媒対照群に対
する相対発現量（Fold induction）の平均値±SDで示してある。
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Fig. 2-3-3
Pre/pro-hapten暴露時のマーカー遺伝子の発現量変化
RhEモデルであるLabcyte EPI-MODELに対し、 各物質を所定濃度で6時間暴露した（N=3）。その後、
Real-time PCRにより、ATF3（A）、DNAJB4（B）、GCLM（C）およびIL-8（D）の発現量を定量した（棒グ
ラフ）。また、LDHを指標に細胞生存率を測定した（白抜き丸）。各遺伝子の発現量は溶媒対照群に対
する相対発現量（Fold induction）の平均値±SDで示してある。
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Table 2-3-2 72 物質の EpiSensA による評価結果のまとめ 

 

 

 

Table 2-3-2 72物質のEpiSensAによる評価結果のまとめ

*ECVAM参照化学物質 aKOWWIN ver.1.68 in EPI suiteTMでの計算値。3.5以上の場合太字で示した†pre/pro-hapten

被験物質名称

LLNA
Log

Kowa Vehicles

Imax 
b EC values (%)

EpiSensA

predictionc

in vitro testsd

EC3 

(%)
ATF3 DNAJB4 GCLM IL-8

ATF3 

EC15

DNAJB4 

EC2

GCLM 

EC2

IL-8 

EC4
DPRA1 KeratinoSens2

Oxazolone* 0.003 1.51 AOO 7.4 1.2 1.4 4.9 0.006 P P P

Tetrachlorosalicylanilide 0.04 5.87 AOO 397.3 3.2 0.7 28.2 0.027 0.24 0.035 P P P

4-Nitrobenzylbromide* 0.05 2.70 AOO 64.6 14.7 15.2 6.9 0.050 0.017 0.011 0.034 P P P

2,4-Dinitrochlorobenzene* 0.05 2.27 AOO 43.8 4.9 8.7 7.0 0.026 0.016 0.012 0.002 P P P

1,4-Dihydroquinone† 0.11 1.03 50%EtOH 0.5 2.1 8.2 1.0 0.06 0.01 P P P

p-Phenylenediamine*† 0.16 -0.39 AOO 2.5 4.5 7.1 3.5 0.035 0.046 P P P

Hexyl salicylate 0.18 5.06 AOO 5.8 2.3 1.7 1.8 1.24 P N N3

Benzoyl peroxide 0.22 3.43 AOO 6.6 1.1 1.4 4.2 4.72 P P N

Lauryl gallate† 0.3 6.21 AOO 4.7 4.4 1.2 11.9 0.50 0.88 P P P

Cobalt chloride 0.6 0.85 dH2O 131.0 2.5 1.7 10.3 6.40 10.66 7.49 P P P3

4-(Methylamino)phenol sulfate† 0.78 2.34 50%EtOH 510.6 57.0 33.8 13.2 0.20 0.06 0.059 0.27 P P2 P

Methyldibromoglutaronitrile* 0.9 1.63 AOO 53.9 7.0 11.5 7.1 0.18 0.12 0.04 0.20 P P P

Isoeugenol*† 1.2 2.65 AOO 6.3 4.0 6.3 2.3 0.21 0.09 P P P

Glyoxal* 1.4 -1.66 dH2O 34.6 2.4 8.0 8.3 0.51 2.06 0.101 1.49 P P P

Bisphenol A-diglycidyl ether 1.5 3.84 AOO 40.4 10.6 3.5 58.0 2.39 0.37 0.48 0.66 P P P

2-Mercaptobenxothiazole* 1.7 2.86 AOO 6.1 3.0 1.5 16.2 0.043 0.15 P P P

Ethylene diamine† 2.2 -1.62 dH2O 370.5 3.1 1.0 74.8 0.84 3.53 0.82 P N P

Benzyl salicylate 2.9 4.31 AOO 19.3 1.0 1.4 88.0 42.10 15.01 P N P3

Cinnamic aldehyde* 3 1.82 AOO 77.0 10.3 8.6 6.8 0.12 0.104 0.039 0.13 P P P

3-Propylidenephthalide 3.7 2.03 AOO 33.4 2.3 1.8 4.1 0.99 0.98 1.50 P N N

Farnesol† 4.1 5.77 AOO 129.2 2.2 0.8 147.1 0.74 1.42 0.44 P N3 P3

Squaric acid 4.3 -0.44 50%EtOH 5.7 1.8 1.95 1.7 N P2 N

Clotrimazole 4.8 6.26 AOO 101.1 17.7 1.8 10.7 0.61 0.46 1.88 P P3 N4

Tetramethylthiuram disulfide* 5.2 1.70 AOO 31.9 3.1 5.8 5.0 0.18 0.23 0.07 0.64 P P P

Resorcinol† 5.5 1.03 AOO 26.1 2.1 1.8 7.7 2.33 3.02 2.23 P N2 N

Diethylenetriamine† 5.8 -2.13 dH2O 92.7 1.4 1.5 2.4 3.41 P N2 N3

Damascone 6.7 4.42 AOO 205.7 202.7 49.5 19.9 0.34 0.16 0.030 0.24 P N.D. P3

Undec-10-enal 6.8 4.12 AOO 133.2 3.8 3.0 115.7 0.43 0.19 0.23 0.32 P N P3

12-Bromo-1-dodecanone 6.9 5.11 AOO 84.8 5.5 3.5 10.8 6.18 2.07 2.37 4.64 P P N.D.

Tocopherol 7.4 12.2 AOO 1.3 0.7 0.9 1.3 N N N.D.

1-Bromohexane 10 3.63 AOO 22.4 3.0 6.4 3.9 7.93 7.08 3.33 P N P

Ethylhexylacylate 10 4.09 AOO 174.4 83.9 28.9 25.3 4.87 1.24 1.01 3.64 P P P

Hexyl cinnamic aldehyde 11 4.82 AOO 20.1 1.9 1.5 9.6 71.08 6.35 17.17 P N P

Citral 13 3.45 AOO 3.5 3.3 8.2 3.9 0.12 0.097 P P P

Eugenol*† 13 2.73 AOO 9.8 2.1 2.1 2.0 0.36 0.35 P P N

Abietic acid 15 6.46 AOO 106.4 2.8 5.8 71.2 0.41 0.68 0.35 0.34 P P P

Benzyl benzoate 17 3.54 AOO 25.2 1.3 1.4 32.0 19.60 14.12 P N P

Benzyl cinnamate 18 4.06 AOO 8.8 1.2 1.7 29.2 6.86 P N P3

Lillial 19 4.36 AOO 5.6 1.3 0.9 19.6 0.88 P N N

Dibutyl aniline 20 5.12 AOO 111.3 1.4 1.96 105.6 53.45 23.59 P N N3

Pentachlorophenol 20 4.74 AOO 704.8 5.0 0.8 77.0 0.048 0.11 0.02 P P2 N

Phenyl benzoate 20 3.04 AOO 25.8 4.0 2.2 6.0 5.16 1.48 2.56 5.34 P P N3

Cinnamic alcohol*† 21 1.84 AOO 7.9 1.7 9.7 4.5 0.22 0.35 P N P

Cyclamen aldehyde 22 3.91 AOO 22.4 2.6 1.9 6.4 0.61 0.18 0.51 P P P

Imidazolidinyl urea 24 -8.28 dH2O 37.0 1.7 1.1 12.9 8.06 7.04 P P P

Undecylenic acid 25 4.37 AOO 122.2 2.9 2.7 30.7 0.20 0.27 0.27 0.20 P N3 P3

Ethyleneglycol dimethacrylate 28 2.21 AOO 42.6 10.4 16.9 2.0 2.05 0.11 0.19 P P P

Penicillin G 30 1.85 dH2O 91.1 1.7 1.1 7.6 8.20 12.18 P P2 N

Butyl glycidyl ether 31 1.08 AOO 504.8 63.6 18.0 21.5 0.39 0.35 0.20 0.42 P P P

Citronellole 43.5 3.56 AOO 5.8 2.5 1.95 2.3 0.19 P N N3

Isopropyl myristate 44 7.17 AOO 1.7 1.9 1.8 1.1 N N2 N

Bis-GMA 45 4.94 AOO 7.4 4.3 3.8 7.2 3.54 3.40 4.35 P P P3

Tridecane 48.4 6.73 AOO 3.6 1.3 1.7 4.4 87.44 P N.D. N.D.

Limonene 69 4.83 AOO 98.7 2.4 2.8 12.0 1.20 1.51 0.92 1.75 P P3 N3

1-Butanol - 0.84 AOO 2.3 1.0 1.1 0.9 N N N

4-Hydroxybenzoic acid - 1.39 AOO 6.5 1.5 1.3 2.6 N N N

Acetanisole - 1.75 AOO 3.4 1.0 1.7 1.4 N N P

Benzalkonium chloride - 2.93 AOO 1.8 1.2 1.0 6.2 0.10 P N N

Benzylbutylphthlate - 4.84 AOO 1.0 1.3 1.2 1.3 N N P3

Dibutyl phthalate - 4.61 AOO 3.5 1.98 1.2 2.6 N N P3

Glycerol* - -1.65 dH2O 12.3 0.8 0.7 3.1 N N N

Hexadecyltrimethylammonium 

bromide 
- 3.18 50%EtOH 1.7 1.1 1.0 3.1 N N3 N.D.

Hexane - 3.29 AOO 9.9 1.1 1.9 1.9 N N2 N

Isopropanol - 0.28 AOO 4.3 1.0 1.1 1.6 N N N

Lactic acid* - -0.65 dH2O 1.0 1.0 1.1 0.8 N N N

Methyl salicylate - 2.60 AOO 3.6 1.3 1.6 6.0 0.72 P N N

Octanoic acid - 3.03 AOO 38.1 3.5 1.1 5.9 0.50 0.52 0.63 P N N

Propylene glycol - -0.78 dH2O 13.7 1.8 0.9 0.9 N N N

Salicylic acid* - 2.24 AOO 11.0 1.9 1.6 2.1 N P2 N

Sodium lauryl sulfate* - 1.69 dH2O 5.2 1.1 0.9 8.6 0.37 P P N

Sulfanilamide - -0.55 50%EtOH 0.3 1.1 0.9 0.8 N N N

Vanillin - 1.05 AOO 4.4 1.1 1.4 1.6 N P N

b陽性判定基準値（ATF3:15倍、DNAJB4：2倍、GCLM:2倍、IL-8：4倍）以上の場合、太字で示した

cおよびdP：陽性、N：陰性

d1. Natsch et al., 2013; 2. Takenouchi et al., 2015; 3. Urbisch et al., 2015;4. Jaworska et al., 2015。“N.D” は“No Data”

*欧州代替法センター参照化学物質 
a
KOWWIN ver.1.68 in EPI suite

TM
での計算値。3.5以上の場合、太字 

†
pre/pro-hapten 

b
陽性判定基準値（ATF3:15 倍、DNAJB4：2倍、GCLM:2倍、IL-8：4倍）以上の場合、太字 cおよび d

P：陽性、N：陰性 
d
1. Natsch et al., 2013、2. Takenouchi et al., 2015、3. Urbisch et al., 2015、4. Jaworska et al., 2015。“N.D” は“No Data” 
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Table 2-3-3

各マーカー遺伝子の組み合わせおよびEpiSensAの予測精度

ATF3 IL-8 炎症反応遺伝子群 DNAJB4 GCLM 細胞防御遺伝子群 EpiSensA

陽性判定基準
15倍
以上

4倍
以上

ATF3 もしくは IL-8で
陽性

2倍以上 2倍以上
DNAJB4 もしくは

GCLMで陽性

炎症反応、細胞
防御遺伝子群の

少なくとも1つで陽性

A. 難水溶性物質 (29品)

感度 (%) 67 81 85 67 37 67 93

特異度 (%) 100 100 100 100 100 100 100

一致率 (%) 69 83 86 69 41 69 93

B. 易水溶性物質 (43品)

感度 (%) 63 70 74 74 59 78 96

特異度 (%) 94 75 75 94 100 94 75

一致率 (%) 74 72 74 81 74 84 88

C. pre/pro-haptens (11品)

感度 (%) 45 55 64 82 55 91 100

特異度 (%) - - - - - - -

一致率 (%) 45 55 64 82 55 91 100

D. 全72物質

感度 (%) 65 76 81 70 48 72 94

特異度 (%) 94 78 78 94 100 94 78

一致率 (%) 72 76 81 76 61 78 90
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Table 2-3-4

類似のエンドポイントを有する他の代替法との比較

EpiSensA DPRA KeratinoSensTM

反映している感作性の
キーイベント

経皮吸収
タンパク質との結合
角化細胞の応答

タンパク質との結合 角化細胞の応答

A.難水溶性物質

物質数 29 27 26

感度 (%) 93 44 67

特異度 (%) 100 100 0

一致率 (%) 93 48 62

B. 易水溶性物質

物質数 43 43 42

感度 (%) 96 81 70

特異度 (%) 75 81 93

一致率 (%) 88 81 79

C. pre/pro-haptens

物質数 11 11 11

感度 (%) 100 55 73

特異度 (%) - - -

一致率 (%) 100 55 73

D. 全物質

物質数 72 70 68

感度 (%) 94 63 69

特異度 (%) 78 83 82

一致率 (%) 90 69 72
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Fig. 2-3-4

各マーカー遺伝子のEC値とLLNA EC3との関係性

EpiSensAで評価した感作性物質のうち、陽性と判定された物質について解析した。
Rは相関係数を示している。
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LLNA

Extreme or Strong Moderate or Weak Non sensitizer

EpiSensA

Extreme or Strong 8 2 0

Moderate or Weak 4 37 4

Non sensitizer 0 3 14

LLNAの強度分類との一致率 82%

Table 2-3-5

EpiSensAのEC値によるLLNA強度分類の予測性

※太字で示した数字は、LLNAの強度分類をEpiSensAで正しく予測できた物質数
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考察 

第 2章では、RhE モデルを用いた新規皮膚感作性試験法を開発すべく、新規マーカー遺伝子の探

索および皮膚感作誘導との関連性検証、ならびにマーカー遺伝子の皮膚感作性予測性能の把握を行

った。その結果、新規マーカーとして、炎症反応に関わる ATF3、細胞防御に関わる DNAJB4 およ

び GCLM が見出された。さらに上記 3 遺伝子に、感作マーカーとしての有用性が近年示唆された

IL-8 を加えた 4 遺伝子を組み合わせることで、RhE モデルを用いて、難水溶性物質および

pre/pro-haptenを含む、幅広い物質の感作性を精度よく評価できる可能性が見いだされた。以下、得

られた結果に関して考察を加える。 

 

1. 感作性物質が発現亢進する遺伝子の網羅的解析 

 RhEモデルに対し、代表的感作性物質であるDNFBおよびOXA、非感作性物質BKCを暴露した際

の遺伝子発現の網羅的解析から、142遺伝子が感作性物質特異的に発現亢進した（Fig. 2-1-1）。ま

た、これら遺伝子に関する機能解析の結果、抗アポトーシス（e.g., positive regulation of anti-apoptosis, 

negative regulation of apoptosis）および細胞ストレス応答 (response to unfolded protein response)との関

連が強く示唆された（Table 2-1-1）。一般的にタンパク質のフォールディングは小胞体で行われる

が、細胞が熱ショック等のストレスにさらされると、小胞体におけるタンパク質のフォールディン

グが障害され、結果として変性タンパク質が蓄積し、アポトーシスが誘導されることが知られてい

る（Szegezdi et al., 2006; Ma et al., 2004）。感作性物質はタンパク質と結合し、構造変化したタンパ

ク質複合体が抗原性を獲得することから、本検討で認められた細胞ストレス応答は、感作性物質に

よるタンパク質のフォールディング阻害の結果と想定される。実際、タンパク質の構造修復への関

与が示唆されるDNAJB4、HSPA6、HSPH1などの遺伝子が本検討では強く発現亢進している（Table 

2-1-2）。また本検討以外にも、ヒト単球由来細胞において、感作性物質diphenylcyclopropeneにより、

小胞体ストレスが誘導されることが報告されている（Hirota et al., 2010）。つまり、感作性物質に暴

露された細胞では、ストレス応答が誘導されることで、感作性物質に対する防御機構が働くと想定

される。 

 

2. 各遺伝子の皮膚感作性との関連性 

 網羅的発現解析から、ATF3、DNAJB4、GCLM、HSPA6 および HSPH1 が、定常状態での発現量

および発現変動量の観点から、有望な感作マーカー候補として見いだされた。 

 ATF3に関しては、ATF/cyclic AMP response element binding protein familyに属する転写因子であり、

免疫応答、アポトーシスおよび発がんへの関与が報告されている（Thompson et al., 2009）。ATF3

と皮膚炎症との関連については、多形紅斑や乾癬の患者での発現亢進（Pollack et al., 2010）が報告

されているが、皮膚感作性との直接的な関連を示す報告はない。一方、我々は本章2節の検討から、

本遺伝子の感作性物質による発現亢進に、感作誘導に関与する受容体であるP2X7が関与することを

初めて明らかとした（Fig. 2-2-2）。この結果は、ATF3が感作誘導に関与する転写因子である可能性

を示唆する。実際、ATF3のノックアウトマウスでは、細菌感染したマクロファージにおける炎症性
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サイトカインTNF-αの産生に異常をきたすことが報告されている（Nguyen et al., 2014）。TNF-αは感

作誘導との関与が示唆されている（Kaplan et al, 2012）ことを考慮すると、ATF3は炎症性サイトカ

インの産生を制御することで、感作誘導に関与する遺伝子である可能性が考えられた。 

 DNAJB4は、DNAJ/Hsp40 (heat shock protein 40) superfamilyに属し、分子シャペロンとして働くこ

とが知らされている（Qiu et al., 2006）。本分子と皮膚感作性との関連性を示す直接的な報告はない

一方、本章2-2節の結果から、角化細胞における感作性物質によるDNAJB4の発現亢進は、感作誘導

時の細胞防御に関与する転写因子Nrf2を介することが明らかとなった（Fig. 2-2-1）。これまでに、

DNAJタンパク質の発現にNrf2が関与する可能性がマウスを用いた検討で報告されているが、皮膚

感作性とDNAJB4との関与を示した知見は本研究が初めてとなる。Nrf2経路は角化細胞において、

多くの皮膚感作性物質で活性化されることが報告されている（Emter et al., 2010）ことから、DNAJB4

は皮膚感作誘導時にNrf2を介して発現亢進し、感作性物質によるタンパク質の構造変化を正常に戻

すことで、皮膚感作抑制に関与する遺伝子であると想定される。 

 一方GCLMは、グルタチオン合成に関わる酵素であるglutamate cysteine ligaseの構成要素である

（Franklin et al., 2009）。グルタチオンはROSのスカベンジャーとして、細胞を酸化ストレスから防

御する分子であること、および皮膚感作性物質により細胞内でROS産生が起こること（本論文第1

章を参照）を考慮すると、GCLMは感作性物質によりNrf2を介して発現亢進し、感作性物質により

崩れた細胞内のレドックスバランスを正常に保つことで、皮膚感作性を抑制する方向に働くと考え

られる。 

 HSPA6およびHSPH1に関しても、分子シャペロンとして機能することが知られているが、皮膚感

作性との直接的な関与を示す知見はない。一方、同じHSPファミリーに属するHSP27（HSPB）タン

パク質に関しては、パターン認識受容体のToll like receptor 4を介して、DNFBにより誘導される皮膚

感作性を増強することが報告されている（Yusuf et al., 2009）。また、HSPAはヒトの樹状細胞にお

いて、TNF-αやIL-1βの産生を増強することが報告されている（Asea et al., 2002）。以上のことから、

HSPA6およびHSPH1に関しては、感作誘導の初期に誘導され、感作性を亢進する遺伝子である可能

性が考えられる。 

  

3. 代表的感作/非感作性物質 16品を用いた、5遺伝子の皮膚感作性予測能 

欧州代替法センターの推奨する参照化学物質を用いて、RhE モデル（EpiDerm
TM）における ATF3、

DNAJB4、GCLM、HSPA6 および HSPH1の皮膚感作性予測能を確認し、候補遺伝子の選別を行った。

その結果、ATF3はカットオフ値を 4倍に設定することで、16 物質の皮膚感作性の有無を 100%正確

に予測できた（Table 2-1-3）。また、DNAJB4および GCLM の予測性も、それぞれ 93.8%および 87.5%

と良好であった一方、HSPA6 および HSPH1 では 81.3%および 68.8%と比較的低い値を示した。

HSPA6 に関しては、LA や SLS など刺激性の非感作性物質でも強い発現亢進が認められ、HSPH1

に関しても LAや SLS 暴露時に、感作性物質暴露時と同等以上の発現亢進が認められた。本発現上

昇の詳細な機構は不明であるが、これまでに、nonanoic acid や SLS といった刺激性物質を暴露され

たヒト皮膚において、HSP ファミリーに属する HSP27 の発現が亢進することが報告されている
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（Boxman et al., 2002)。また、RhE モデルにおける HSPA1 の発現が SLS 暴露により上昇することも

報告されている（Niwa et al., 2009)。すなわち、HSPH1 や HSPA6 に関しても、感作誘導のみならず、

皮膚炎症などで非特異的に誘導される遺伝子である可能性が示唆される。 

 

4. IL-8 

 本研究では感作マーカーとして、網羅的解析で新規に見出した ATF3、DNAJB4、GCLM の 3 遺伝

子に加え、ケモカインである IL-8 にも着目し、RhE モデルにおいて難水溶性物質を含む多くの感作

性物質により発現亢進することを明らかとした（Fig. 2-3-2 および 3、Table 2-3-1）。これまでに単層

の角化細胞で IL-8 の感作マーカーとしての有用性を示した報告はあるが、難水溶性物質を含む幅広

い物質について、RhE モデルでの IL-8 の有用性を示したのは本研究が初めてとなる。さらに本検討

では、IL-8のみで陽性と判定されている感作性物質が 5品（OXA、benzoyl peroxide、benzyl cinnamate、

lilial および tridecane）存在した。したがって、IL-8 を感作マーカーとして用いることは感作性物質

の見逃し（偽陰性）をなくす上で有用と考えられる。一方 IL-8 は、刺激性（非アレルギー性）接触

性皮膚炎のような他の皮膚炎でも誘導されることから（Lee et al., 2013）、感作性物質に対する特異

性は低い可能性がある。実際、本研究でも、刺激性物質の BKC、methyl salicylate および SLS がい

ずれも、4つのマーカー遺伝子のうち IL-8 のみで陽性（偽陽性）と判定されている。Coquetee らは、

刺激性のある SLS や BKC、benzoic acidを RhE モデルに暴露した際に IL-8 が発現亢進するが、その

発現レベルは感作性物質 DNCB を暴露した時に比べ弱いことを報告している（Coquetee et al., 2003）。

本研究でも、刺激性物質の BKC、methyl salicylate および SLS 暴露時の IL-8 の相対発現量の最大値

（Imax）は、それぞれ 6.2 倍、6倍および 8.6倍と感作性物質に比べ小さい傾向を示した。本結果は、

ヒトのアレルギー性接触皮膚炎では、刺激性物質による皮膚炎に比べ、IL-8 の量が 2倍以上多いと

いう報告（Morhenn et al., 1999）と類似する。なぜ刺激性物質と感作性物質の間で IL-8 の産生量に

差があるかについては今後検討が必要であるが、感作性が未知の物質を EpiSensA で評価する際、

活性剤のように強い刺激性が疑われ、かつ IL-8 のみで比較的弱い発現上昇（例. 10 倍未満）が認め

られた場合には、偽陽性を疑うことで予測精度を高める工夫が必要と考えられる。 

 

5. RhE モデル（EpiDerm
TMおよび Labcyte EPI-MODEL）での比較 

 ある遺伝子が、感作性マーカーとして有用であることの指標の一つに、“複数の異なる細胞/系”

で感作性評価能力を有することが挙げられる。本章ではまず、RhE モデルの一つである EpiDerm
TM

を用いて、感作性物質特異的に上昇する遺伝子の探索を実施した（本章 2-1節）。EpiDerm
TMは 1990

年代に米 MatTek 社で開発されたヒト表皮様モデルであり、皮膚炎や表皮機能解析等に世界中で広

く用いられている。一方、新規試験法 EpiSensAの開発に向け、72 物質の評価に用いた RhE モデル

は、日本の J-TEC 社で開発された Labcyte EPI-MODELである。本モデルについては、EpiDerm
TMほ

どの使用実績はないものの、2013 年に皮膚刺激性の OECD テストガイドラインで採用されるなど

（OECD, 2013）、世界的に認められた汎用性の高い RhE モデルである。本研究の結果から、ATF3、

DNAJB4およびGCLMの 3遺伝子に関しては、両モデル間で発現変動量が異なる場合があるものの、
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いずれも感作性物質特異的に発現誘導されることが明らかとなった（Table 2-1-3、2-3-1）。このこと

は新たに見出した遺伝子が、RhE モデルの種類を問わず、マーカー遺伝子として汎用的に使える可

能性を示している。一方、RhE モデル間で角層バリアの機能（例. ラメラ層、代謝酵素の活性）が

異なるという知見（Kano et al., 2011）が示すように、各物質によるマーカー遺伝子の発現変動も RhE

モデル間で異なる場合があるのも事実である（Table 2-1-3、2-3-1）。本事実は、感作性物質による炎

症性サイトカイン IL-18 の産生量が、RhE モデル（EpiDerm
TM、epiCS

®）によって異なるという他の

研究グループの報告（Gibbs et al., 2013）とも類似することから、見出したマーカー遺伝子を異なる

RhEモデル間で使用する場合には注意が必要である。皮膚刺激性のOECDテストガイドラインでは、

4 つの RhE モデルを使用可能としつつ、検体の適用量や時間などをモデルごとに調整することで高

い予測性を担保している（OECD, 2013）ことから、RhE モデル毎にプロトコールを最適化すること

で、EpiSensAで使用する遺伝子の感作マーカーとしての有用性をさらに強められると考える。 

 

6. 予測性と各マーカー遺伝子の redundancy 

 本章 2 節の結果や既存の知見から、ATF3 および IL-8 は角化細胞の炎症反応に、DNAJB4 および

GCLM は角化細胞の細胞防御に関与することが示唆された。同じ角化細胞応答系に属する 2つの遺

伝子は、Fig. 2-3-2、3 および Table 2-3-2 の結果から類似の発現パターンを示す一方、ethylenediamine

における DNAJB4（発現亢進）および GCLM（発現亢進せず）のように異なる場合も存在した（Fig. 

2-3-3）。また、Table 2-3-2 の結果から、炎症反応もしくは細胞防御に関連する 2 遺伝子同士の組み

合わせ（ATF3 & IL-8、DNAJB4 & GCLM）により、皮膚感作予測性の向上が確認された。この原因

として、同じ角化細胞応答に属する 2つの遺伝子であっても、部分的には異なる発現制御を受ける

ことが考えられる。Fig. 2-2-1 の結果から、DNAJB4および GCLM の発現亢進は Nrf2 のノックダウ

ンにより 7 割弱抑制されたものの、完全には抑制されなかった。この結果は、Nrf2 以外の pathway

や分子が、両遺伝子の発現に関与する可能性を示唆する。実際、熱ショックタンパク質群に属する

DNAJB4は、ヒトの肝細胞において Heat shock factor 1（HSF1）による発現制御を受けることが報告

されている（Kus-Liśkiewicz et al., 2013）一方、GCLM については HSF1による発現制御の報告はな

い。炎症反応に関与する ATF3 と IL-8 に関しても同様に、外部刺激によるヒト角化細胞での IL-8

の発現亢進に、転写因子の一つである Nuclear factor κB（NF-κB）の関与が報告されている（Kollisch 

et al, 2003）一方、ATF3 に関してはそのような知見が存在しない。同じ角化細胞応答に属する遺伝

子間の発現制御機構の違いについては、HSF1 や NF-κB のノックダウン実験などを行うことで今後

明らかにしていく必要がある。一方、他の研究グループでも、10 以上の Nrf2 関連遺伝子

（Hemeoxygenase-1 や NADPH dehydrogenase, quinone 1 等）を用いることで、感作性物質の検出能が

向上することを報告している（McKim et al., 2010、Cottrez et al., 2016）。したがって、同じ角化細胞

応答系に属する複数の遺伝子を用いることで高い予測性（感度）を実現するというアプローチは妥

当と考えられる。また、炎症反応および細胞防御について各 2 遺伝子、計 4遺伝子という最低限の

遺伝子セットで高い感度を実現できていることは、簡便性の観点で、他の試験に対する EpiSensA

の advantage の一つと考えられる。 
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7. 他の試験法との比較 

 Table 2-3-2 および 4の結果から、本研究で開発した EpiSensAは、先行して開発が進んでいる既存

の代替法（DPRA および KeratinoSens
TM）に比べ、難水溶性物質、易水溶性物質および代謝が必要

な物質 pre/pro-haptenのすべてで高い感度および予測性を示した（Table 2-3-4）。既存の代替法では、

培地中で培養した細胞（KeratinoSens
TM）ないしは緩衝液中（水溶液）のモデルペプチド（DPRA）

に被験物質を暴露することから、難水溶性物質は油滴や析出を起こし、また一部の物質は加水分解

（例. benzoyl peroxide は、非感作性の benzoic acid に加水分解）を起こすため、正しく評価できない

場合がある（Takenouchi et al., 2013、Natsch et al., 2013、Urbisch et al., 2015）。親油性媒体に溶かした

被験物質を RhE モデルに直接暴露できる EpiSensAでは、Log Kowが比較的高い（i.e. Log Kow ≧

3.5）物質や、benzoyl peroxide といった加水分解物質を正しく陽性と検出できたことから、試験系の

違いによる物質適用性向上が予測性向上につながったと考えられる。また皮膚代謝に関しても、

DPRAについては試験管内での反応のため十分考慮されておらず、またKeratinoSens
TMについても、

試験で用いる細胞株 HaCaT での代謝能反映は限定的との報告がある（Fabian et al., 2013）。本研究で

は、RhE モデルで各 pre/pro-haptenの代謝物が確かに生成されることを確認できていないものの、ヒ

ト表皮と類似の構造・機能（代謝能等）を有するという知見（Luu-The et al., 2009、Gotz et al., 2012a, 

2012b）を考慮すれば、代謝能の有無が pre/pro-hapten に対する予測性の差につながったと考える。 

さらに EpiSensA では、同じく角化細胞応答（Nrf2 の活性化）を評価指標とする KeratinoSens で

偽陰性の 3-propylidenephthalide および phenyl benzoate を正しく陽性と判定できた（Table 2-3-2）。こ

の原因として、EpiSensAが細胞防御と炎症反応の 2つの評価指標を反映した遺伝子を用いているこ

とが挙げられる。3-propylidenephthalide および penicillin G については、いずれもタンパク質との反

応機構がアシル基の転移による物質と考えられ（Aptula et al., 2005、Urbisch et al., 2015）、タンパク

質のリジン残基との結合性が高く、Nrf2/keap-1 経路の活性化能が低いとされている（Urbisch et a., 

2015）。実際本研究でも、penicillin G は炎症反応に関与する ATF3 および IL-8 のみで陽性と判定で

きており、3-propylidenephthalide についても ATF3、IL-8 および DNAJB4 で検出できている一方、

DNAJB4 の Imax は 2.3 倍と小さくカットオフ値近傍であった（Table 2-3-2）。すなわち、EpiSensA

が高い感度を有する理由として、2 つの異なる角化細胞応答（炎症反応、細胞防御）に関与する遺

伝子マーカーを用いることが考えられる。以上をまとめると、EpiSensAは既存の代替法に対し、試

験系（RhE モデル）および評価指標（2 つの異なる角化細胞応答を反映したマーカー遺伝子）の点

で優位であることが強く示唆された。 

 

8. 偽判定物質 

 72物質を用いた評価の結果、3 物質（tocopherol、squaric acid、isopropylmyristate; IM）が EpiSensA

で偽陰性となった（Table 2-3-2）。また、4 物質（BKC、methyl salicylate、octanoic acid；OA、SLS）

が偽陽性となった（Table 2-3-2）。現時点での結果から導かれる本試験の適用範囲を明確化すべく、

以下に考察を加える。 
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 偽陰性に関して、tocopherol と IM は、ヒトでの感作性の懸念はほとんどない極めて弱い感作性物

質といわれている（Basketter et al., 2014）。その理由として、両物質の Log Kowが 12.2（tocopherol）

および 7.17（IM）と極めて高く、経皮吸収性が乏しいことが考えられる。したがって、本 2原料に

ついては、LLNA で過剰評価されている可能性が考えられるため、大きな懸念はないと考える。一

方 squaric acid は、生理的 pH の水溶液中では dianion として安定的に存在するため、細胞内に透過

する可能性が低いと報告されている（Aptula et al., 2005）。本検討において、squaric acid は AOO に

溶解せず、50%EtOH 水溶液で試験を実施し、最高溶解濃度の 5%で細胞毒性を生じなかった。同様

の知見（無毒性で偽陰性）は、培養細胞を用いた試験系である h-CLAT や KeratinoSens
TMでも確認

されている（Urbisch et al., 2015）。したがって squaric acid に関しては、イオン化することで細胞へ

の作用が不十分になることが偽陰性の原因と考えられるため、今後 EpiSensA で水系の媒体中でイ

オン安定化する物質を評価する場合には注意が必要と考える。 

 偽陽性の 4物質に関して、3物質（BKC、methyl salicylate および SLS）に関しては、IL-8 の考察

で述べたように刺激性に起因する偽陽性の可能性が想定されるため注意が必要である。一方、OA

については、ATF3、DNAJB4および IL-8でカットオフ値を超える発現亢進を誘導した（Table 2-3-1）。

本結果が得られた明確な理由は現状不明であるが、OA を含む中鎖～長鎖脂肪酸により、ラット心

筋細胞で ATF3や DNAJB4 の発現が亢進すること（Lockridge et al., 2008）、およびトリのマクロファ

ージで IL-8 の発現が亢進すること（Sunkara et al., 2012）が報告されている。したがって、OAにつ

いては、中鎖～長鎖脂肪酸として、ATF3、DNAJB4 および IL-8 の誘導能を有する可能性がある。

今後は、脂肪酸について EpiSensA で評価したうえで、適用限界とすべきか否かの結論を出してい

く必要がある。 

  

9. 皮膚感作性強度の予測性 

 皮膚感作性の有無の予測だけでなく、強度予測も化学物質に対するラベル規制や強度に応じた暴

露量のリスクアセスメントを行う上で重要な要素である。強度予測に関しては、LLNA EC3 値がヒ

ト感作性との相関性を有するという知見（Basketter et al., 2000、Griem et al., 2003）から有用な指標

と考えられている。第 1 章の考察でも述べたように、特に LLNA EC3 における Extreme/Strongおよ

び Moderate/Weak を分類することは、後者の場合には極めて低濃度（例. 皮膚感作誘導の閾値）で

の暴露であれば感作は誘導されないという観点（Keller et al., 2009、Safford et al., 2011）で、極めて

重要である。本検討では、GCLM EC2 が LLNA EC3 と特に高い相関性を示した（Fig. 2-3-4）。また、

ATF3 および IL-8 は同等の相関性を示し、DNAJB4 に関しても、ヒトでの感作性懸念が極めて低い

と想定される 2 物質を除くことで、2遺伝子と同等の相関性を示した（Fig. 2-3-4）。さらに、GCLM 

EC2、ATF3 EC15 および IL-8 EC4 を用いることで、LLNA EC3 に基づく強度の 3 ランク

（Extreme/Strong、Moderate/Weak および Non sensitizers）を 82%と良好な精度で予測できた（Table 

2-3-5）。本結果は、EpiSenA のマーカー遺伝子の誘導濃度が、感作性の強度と関連性を有し、かつ

LLNA EC3 に基づく強度分類を予測可能である可能性を示している。近年開発された、RhE モデル

の一つであるEpiSkinを用いた新規感作性試験法;SENS-ISでは、150物質の評価結果から、LLNA EC3
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の 5ランク（Extreme、Strong、Moderate、Weakおよび Non-sensitizers）を 90%以上の精度で予測で

きると報告されている（Cottrez et al., 2016）。つまり、今回開発した EpiSensAに比べより精度の高

い予測ができる可能性を示しているが、SENS-IS では結論を得るために 62もの遺伝子の発現量を評

価する必要があり、解析の詳細な過程も明かされていない（Cottrez et al., 2016）。したがって、簡便

性や汎用性の観点では、強度予測に関しても EpiSensA のほうが現状優位であると考える。一方、

EpiSensA単独では、LLNA EC3 値そのものの予測はできていない。本問題の解決には、近年報告さ

れた機械学習による予測システムである Bayesian network Integrated Testing Strategy（BN-ITS; 

Jaworska et al., 2015）が有用かもしれない。本モデルでは、様々な代替法の結果、評価物質の物化性

状および予測代謝物の情報を統合することで、LLNA EC3値の予測を可能としている（Jaworska et al., 

2015）。本システムの問題点としては、予測に用いられる代替法が、培養細胞系などすべて水系の

媒体を用いる方法であるため、難水溶性物質については十分な予測性を示せていない点である。し

たがって今後は、EpiSensA のデータを、難水溶性物質を中心にさらに拡充したうえで、BN-ITS な

どのシステムに組み込むことでより精度の高い強度予測が期待できると思われる。 
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第 3章 総合討論 

本研究では、感作性物質暴露後早期に ROS 産生が起こり、条件を最適化することで感作特異的

な応答を捉えられることをはじめて明らかとした。また、RhE モデルにおける感作性マーカーとし

て、感作誘導期の角化細胞応答に関わる複数の遺伝子を新たに見出し、4 つの感作マーカーの発現

を解析することで皮膚感作性を高精度に評価できることを示した。そして、動物を用いない簡便か

つ高精度な評価を実現すべく、樹状細胞の活性化に着目した新規試験法 ROS assay、および RhE モ

デルを用いた新規試験法 EpiSensA を開発した。すなわち本研究では、感作性のメカニズム立脚し

た評価指標を活用ないしは新たに見出し、試験法開発に応用することに成功した。本章では、感作

のキーイベント（経皮吸収⇒タンパク質との結合⇒角化細胞応答⇒樹状細胞の活性化）を反映した

両試験の特徴を総括したうえで、2 試験の組み合わせによる、簡便かつ高精度な評価系構築の展望

について述べたい。 

 

3-1. 開発した 2試験の特徴 

 本研究で開発した 2 つの試験法の優位性や問題点を把握すべく、ROS assayおよび EpiSensA、さ

らには OECD テストガイドラインに収載された試験法である DPRA、KeratinoSens
TMおよび h-CLAT

（OECD, 2015a、2015b および 2016）の特徴を、試験法に重要な要素に関してまとめた（Table 3-1）。 

 

・材料、方法 

 ROS assayおよび EpiSensAでは、THP-1 細胞や市販の RhE モデルなど入手性が良いものを用いて

いる。また、用いる試薬や機器はいずれも汎用性が高く、OECD テストガイドライン収載済みの試

験法と比較しても、試験を実施するうえで大きな障害にはならないと考えられる。作業工程に関し

て、ROS assayでは、ROS 検出試薬の前処理 ⇒ 被験物質暴露 ⇒ 測定と、OECD テストガイドラ

イン収載の試験法同様、極めてシンプルな工程である。一方、EpiSensA では暴露終了後に、RNA

抽出、cDNA合成、Real-time PCR と 3 つの工程が必要であり、他の試験法に比べやや煩雑である。 

 

・時間 

1 試験を終了するまでに必要な時間は、ROS assayで 1 時間、EpiSensAでも 12時間であり、他の

3 試験に比べ短い。これは ROS assayおよび EpiSensA における被験物質の暴露時間が、それぞれ 30

分および 6時間と、他の 3試験に比べ短いことに起因する。加えて ROS assayについては、暴露時

間以外の工程も極めて短時間であることから、他の試験法に比べ圧倒的短時間での評価が可能にな

ると考えられる。 

 

・評価にかかるコスト 

 ROS assayについて、細胞の維持費用を差し引けば、1サンプル当たりの評価コストは 500円程度

と、他の試験法に比べ安価である。一方、EpiSensAに関しては、1サンプル当たりの評価コストは

75000 円と他の試験法に比べ高い。ただし、本コストの半分以上は RhE モデルに起因するため（約
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60000 円/24well）、今後本モデルをより安価に生産する技術を開発することで、削減できる可能性は

十分ある。加えて、動物試験が 1検体 100 万円程度かかることを考慮すれば、EpiSensAに関しても

コストは十分低いと考えられる。 

 

・予測精度 

 評価している物質数が少ない点を度外視すれば、試験法の最も重要な要素である精度に関しては

EpiSensA が最も良い値を示した。EpiSensA では RhE モデルを用いることもあり、他の試験法では

正しい評価が困難な物質（難水溶性物質、pre/pro-haptens など）を評価できるのが強みである（第 2

章 3節）。一方、ROS assay に関しても、今のところ OECD テストガイドライン収載の 3試験と同等

の精度（感度、一致率）を有することから、正しい評価が困難な物質（偽陰性になりうる物質）に

注意すれば、皮膚感作性物質の検出という観点では十分有用な試験法といえる。 

 

 以上のことから、本研究で開発した 2つの試験法の特長は、以下のように集約できる。 

・ROS assay；簡便かつ低コストで、数多くの検体を評価可能 

・EpiSensA；スループット性に難はあるが、偽陰性が少なく、幅広い物質の皮膚感作性を検出可能 

 

3-2.  ROS assay および EpiSensA の組み合わせによる、皮膚感作性評価フロー 

上記特徴を踏まえ、2試験の組み合わせによる、簡便かつ高精度な評価フロー（以後、提案法と

略記）を構築した（Fig. 3-1）。提案法ではまず、ROS assayにより、被験物質の感作性の有無を評価

する。そして、ROS assayで陽性と判定された物質は感作性ありと判断する。一方、ROS assayで陰

性と判定された場合、該物質が ROS assayでは正しく評価できない可能性のある物質（難水溶性物

質（Log Kow >3.5）、pre/pro-haptensおよび加水分解物質）であれば、EpiSensAで再度評価を実施す

る。そして、EpiSensAで陽性の場合に感作性あり、陰性の場合に感作性なしと判断する。また、上

記の「ROS assayでは正しく評価できない可能性のある物質」 以外の物質の場合には、ROS assay

陰性の結果をもって、感作性なしと判定する。提案法の特長は、①安価でスループット性の高いROS 

assayでまず篩をかけ、②正しく評価できない可能性のある物質を偽陰性が少ないEpiSensAで確実に

検出することで、「簡便かつ高精度（高感度）を実現する」ことにある。なお、ROS assayで正しく

評価可能か否かの指標となる、難水溶性の指標である  Log Kowの算出、あるいは該物質が

pre/pro-hapten で あ る 可 能 性 が あ る か 否 か の 予 測 は 、 EPI-SUITE

（ https://www.epa.gov/tsca-screening-tools/download-epi-suitetm-estimation-program-interface-v411 ） や

OECD QSAR toolbox (http://toolbox.oasis-lmc.org/?section=download&version=latest)などのフリーソフ

トを活用することで達成可能である。 

次に、ROS assay、EpiSensA、さらには OECD テストガイドライン収載の 3 試験法のデータが存

在する 37 物質を用いて、提案法の有効性（簡便性、動物試験 LLNA に対する予測精度）を検証し

た。Table 3-2 に、個々の試験（陽性:P、陰性: N）、ならびに提案法の結果（P1: ROS assayで陽性、

P2: EpiSensAで陽性、N1: ROS assayで陰性）を示した。なお、比較対象として、OECD テストガイ

https://www.epa.gov/tsca-screening-tools/download-epi-suitetm-estimation-program-interface-v411
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ドライン収載 3 試験のシンプルな組み合わせ評価法として有望視されている、2 out of 3 モデル（3

試験のうち、2試験以上陽性の場合に感作性あり、それ以外の場合に感作性なしと判断）（Urbisch et 

al., 2015）および 1 out of 3 モデル（3試験のうち、1試験以上で陽性の場合に感作性ありと判断）の

結果も示した。 

Table 3-2に示したように、提案法では LLNA陽性物質 24 品すべてを感作性ありと判定できた。

この際、ROS assayで陽性と判定されたのは 21物質（88%）であり、pre/pro-haptenの p-phenylenediamine、

および難水溶性物質（Log Kow ≧3.5）の 1-bromohexane および hexyl cinnamic aldehyde が EpiSensA

で陽性と判定された。また、LLNA 陰性の 13 品中 11 品が、ROS assay の結果に基づき感作性なし

と判定された。すなわち、今回のデータセットでは、34 物質（全体の 92%）を ROS assayで判断し、

残り 3物質を EpiSensAで判断する形となった。本結果は、より簡便な ROS assayを始めに実施する

ことで約 9 割の物質の感作性を迅速に判断できる可能性を示唆し、“簡便な評価”という提案法の狙

いと合致する。難水溶性物質および pre/pro-hapten の占める割合は、それぞれ物質全体のおよそ 20%

および 4％であり（Urbisch et al., 2015 に収載されている、LLNAデータが存在する 213物質から試

算）、仮に ROS assay で半分が（偽）陰性と判定されたとしても、EpiSensA で評価するのは物質全

体の 12%程度と試算される。したがって、検証物質数を 37 品からさらに拡大したとしても、ROS 

assayで 90%程度の物質を評価・判断できるという試算は大きく変わらないと推察される。   

ここで提案法の簡便性について考察を加えると、既存の組み合わせ法である 2 out of 3 モデルに関

しては、感作性の有無を判断するためには最低 2 試験の結果が必要であり、提案法に比べ明らかに

時間と労力がかかる。また、1 out of 3 モデルでは、“感作性があること”の判断は 1試験でも可能で

ある一方、感作性なしと判断するためには 3試験の実施が必須であり、提案法に比べ時間・労力が

かかる可能性が高いと考えられる。以上のことから提案法は、簡便性の面で、既存の組み合わせ法

より優れていると考えられる。 

また、提案法の LLNA に対する感度、特異度および一致率は、それぞれ 100%、85%および 95%

となり、ROS assayおよび EpiSensA単独時に比べ、高い予測性を有することがわかった（Table 3-2）。

このことは、ROS assayで正しく評価できない物質（偽陰性となりうる物質）を EpiSensAで検出す

る、という狙いを反映した結果といえる。また、2 out of 3 や 1 out of 3 といった、現在活用が検討

されている評価モデルに比べても、提案法は高い感度および予測性を有することが明らかとなった

（Table 3-2）。本結果については、OECD テストガイドライン収載法に共通で存在する評価困難物質

（難水溶性物質や pre/pro-haptens）を、提案法の EpiSensAでは正しく評価できていることが寄与し

ている。 

以上の結果から提案法は、特徴の異なる 2 試験の組み合わせにより、動物を用いることなく、簡

便かつ高精度に皮膚感作性を評価できる方法として有用であると考えられた。 

 

3-3. 今後の展望 

上記の考察から、ROS assayおよび EpiSensAを軸とした、組み合わせによる評価法を構築するこ

とで、皮膚感作性を簡便かつ高精度に評価できる可能性が示された。今後、評価法として、世界で
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幅広く利用される方法とするためには、下記に示す 3つの課題解決が必要と考える。 

 

①データセットの拡充、再現性の確認 

今回、ROS assayでは 50 品、EpiSensAでは 72 品、そして本論文で示した提案法では 37品につい

て解析を行い、その有用性を示した。一方、OECD テストガイドライン収載の公定法として認めら

れるには、該試験法が評価に有用であることを客観的かつ説得力を持って示すことが必要である。

具体的には、多くの施設（3 施設以上）で再現良く結果が得られること、および数多くの評価物質

数（例. 150 物質以上）が必要と考えられる。今後は、少なくとも OECD テストガイドライン収載

の試験法で共通して評価されている物質、加えて提案法の強みである難水溶性物質や pre/pro-haptens

について、ROS assayおよび EpiSensAのデータを拡充し、各試験の特徴の明確化や組み合わせによ

る予測モデルの最適化を行っていく必要がある。 

 

②強度予測 

序論でも示したように、皮膚感作性のリスクは、感作性のハザード（有無/強さ）と暴露量で決ま

る（Fig. 0-1）。このことは、感作性がある物質でも、その強さを見積もることができれば、暴露量

のコントロールによりリスクを下げ、ヒトでの健康被害を防げる可能性を示している。すなわち、

皮膚感作性の評価では、感作性の有無に加え、強度の評価も重要な要素となる。第 1章、第 2章で

示したように、ROS assayおよび EpiSensAでは、LLNA の EC3 に基づく強度分類の大まかな予測（強

いか弱いか）は可能であるが、EC3 の予測はできていない。今後は、2 章の考察で示した BN-ITS3

（Jaworska et al., 2015）などの機械学習ツールの活用により、ROS assayおよび EpiSensAのデータ

を駆使した精緻な強度予測を実現していきたい。そのためには、課題①；データセット拡充にまず

取り組み、高精度の予測モデル構築に必要なデータを取得する必要がある。 

 

③ EpiSensAの効率向上 

   先述のように EpiSensA には、工程が煩雑という難点が存在する。組み合わせによる評価法を採

用した場合でも、EpiSensA での評価を要する原料は少なからず存在することから、本問題点につい

ては改善が必要と考える。具体的な方策として、RNA 抽出/cDNA 合成工程の 1 ステップ化などが

挙げられるが、RNA抽出～遺伝子発現定量という工程そのものは存在するため、煩雑であることに

は変わりはない。そこで評価法の効率化には、KeratinoSens
TM のように、遺伝子発現をレポーター

アッセイで評価する系が有効ではないかと考えられる。具体的には、EpiSensAで用いている各遺伝

子のプロモーターを組み込んだレポーターベクターを RhE モデルに導入し、発光や蛍光を指標に皮

膚感作性を評価することを想定している。本法が実現すれば、被験物質暴露 ⇒ 発光/蛍光物質（例、

ルシフェラーゼ）の定量 ⇒ 遺伝子発現定量、という簡便な工程での評価が可能となる。ただし、

本施策の実現には、RhE モデルにおいてレポーターベクターを安定的に発現させるという大きな課

題が存在するため、必要遺伝子の絞り込みやベクターの選択等を慎重に行ったうえで、研究を進め

る必要があると考える。 
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上記の課題解決により、ROS assayおよび EpiSensAが簡便かつ高精度な皮膚感作性評価につなが

り、動物愛護や新規原料の開発推進に貢献することを祈念しつつ、本論文を締めくくりたい。 
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試験法
反映する
キーイベント

用いる細胞 評価指標 工程
評価に用いる
主な装置

1試験
当たりの
所要時間
（時間）

1サンプル
当たりの
評価コスト
（円）**

予測精度***

(評価物質数）

正しく評価
できない
可能性が
ある物質

EpiSensA

・経皮吸収
・タンパク質との

結合
・角化細胞の

応答

RhRモデル
(市販品）

角化細胞応答に
関連する4遺伝子
（ATF3、DNAJB4、
GCLMおよびIL-8）
のmRNA発現

被験物質暴露
（~5濃度、6時間）

・組織回収
⇒ RNA抽出/cDNA合成
⇒ Real-timePCR

・培地回収 ⇒LDH測定

・サーマルサイクラー
・Real-time PCR機器
・プレートリーダー

（LDH測定用）

12
75000

感度：93%

一致率：90%
(72物質）

ROS Assay
樹状細胞の
活性化

THP-1 ROS産生

ROS検出試薬処理（15分）

⇒被験物質暴露
（5濃度、30分）

⇒ ROS産生（蛍光）測定

フローサイトメーター 1 500
感度：83%

一致率：82%
（50物質）

難水溶性物質
pre/pro-haptens

蛍光物質
加水分解物質

DPRA
タンパク質との
結合

なし
モデルペプチド
2種との結合

被験物質とペプチドの反応
（1濃度、24時間）

⇒ペプチド減少率測定
（HPLC)

HPLC 30 1200

感度：80%

一致率：80%

(157物質）

難水溶性物質
pre/pro-haptens

分子量不明物質
金属

KeratinoSensTM 角化細胞の
応答

HaCaT*
Nrf2-ARE経路の
活性化

被験物質暴露
（12濃度、48時間）

⇒ Luciferase測定
⇒MTT染色/細胞生存率測定

プレートリーダー 54 18000
感度：78%

一致率：77%
(201物質）

難水溶性物質
pre/pro-haptens

Luciferase阻害剤
加水分解物質

h-CLAT
樹状細胞の
活性化

THP-1

共刺激分子
（CD86、CD54）の
発現量

被験物質暴露（8濃度、24時間）

⇒細胞回収
⇒蛍光抗体染色
⇒ CD86、CD54発現量測定

フローサイトメーター
27

12000

感度：93%****

一致率：
85%****

(142物質）

難水溶性物質
pre/pro-haptens

蛍光物質
加水分解物質

Table 3-1 各試験法の特徴

*AREレポーターベクターを強制発現（使用にはライセンス契約必要）

**細胞の維持費用（培地、血清等）は考慮していない。

***動物試験LLNAに対する予測性。DPRA、KeratinoSensTMおよびh-CLATに関しては、OECDテストガイドラインの値（OECD, 2015a、2015bおよび2016）を参照した。

****LogKow≧3.5で陰性となった物質を除いた値
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Fig. 3-1

ROS assayおよびEpiSensAを組み合わせた
皮膚感作性評価法（提案法）
被験物質をまずROS assayで評価し、陰性の場合には、ROS assayで正しく評価できているか否かを考

慮する。正しく評価できていない可能性がある場合、EpiSensAを実施する。なお、被験物質のLog Kow

やpre/pro-haptenかの予測は、EPI -SUITEやOECD QSAR toolboxなどのフリーソフトを活用する。

ROS assay

EpiSensA

被験物質

陽性

皮膚感作性あり

陰性

ROS assayで正しく評価

できない可能性がある
物質*か？

No

皮膚感作性なし

Yes

陽性

皮膚感作性あり

陰性

皮膚感作性なし
*難水溶性物質（Log Kow >3.5）、
pre/pro-haptens、加水分解物質

ヒト樹状細胞様THP-1細胞の
ROS産生を指標とする

再構築ヒト表皮モデルにおける
4遺伝子（ATF3、DNAJB4、

GCLMおよびIL-8）の発現変動
を指標とする

EpiSensA
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Table 3-2  提案法の性能解析に用いた37品の結果のまとめ

Name
LLNA

LogKowa ROS 

assay
EpiSensA 提案法b OECD-accepted in vitro testsc

2 out 3 1 out 3
EC3 (%) DPAR KeratinoSensTM h-CLAT

Oxazolone 0.003 1.51 P P P1 P1 P2 P1 P P

4-Nitrobenzylbromide 0.05 2.70 P P P1 P1 P2 P1 P P

2,4-Dinitrochlorobenzene 0.05 2.27 P P P1 P1 P2 P1 P P

1,4-Dihydroquinone† 0.11 1.03 P P P1 P1 P2 P1 P P

p-Phenylenediamine† 0.16 -0.39 N P P2 P1 P2 P1 P P

Benzoyl peroxide* 0.22 3.43 P P P1 P1 N2 N1 N P

Methyldibromoglutaronitrile 0.9 1.63 P P P1 P1 P2 P1 P P

Isoeugenol† 1.2 2.65 P P P1 P1 P2 N1 P P

Glyoxal 1.4 -1.66 P P P1 P1 P2 P1 P P

2-Mercaptobenxothiazole 1.7 2.86 P P P1 P1 P2 P1 P P

Ethylene diamine† 2.2 -1.62 P P P1 N1 P2 P1 P P

Cinnamic aldehyde 3 1.82 P P P1 P1 P2 P1 P P

Tetramethylthiuram disulfide 5.2 1.70 P P P1 P1 P2 P1 P P

Diethylenetriamine† 5.8 -2.13 P P P1 N2 N3 N1 N N

1-Bromohexane 10 3.63 N P P2 N1 P2 N1 N P

Hexyl cinnamic aldehyde 11 4.82 N P P2 N1 P2 N1 N P

Citral 13 3.45 P P P1 P1 P2 P1 P P

Eugenol† 13 2.73 P P P1 P1 N2 P1 P P

Abietic acid 15 6.46 P P P1 P1 P2 N1 P P

Lillial 19 4.36 P P P1 N1 N2 P1 N P

Cyclamen aldehyde 22 3.91 P P P1 P1 P2 N1 P P

Imidazolidinyl urea 24 -8.28 P P P1 P1 P2 P1 P P

Ethyleneglycol dimethacrylate 28 2.21 P P P1 P P2 P1 P P

Butyl glycidyl ether 31 1.08 P P P1 P1 P2 N1 P P

1-Butanol - 0.84 N N N1 N1 N2 N1 N N

4-Hydroxybenzoic acid - 1.39 N N N1 N1 N2 N1 N N

Acetanisole - 1.75 N N N1 N1 P2 N1 N P

Benzalkonium chloride - 2.93 N P N1 N1 N2 N1 N N

Glycerol - -1.65 N N N1 N1 N2 N1 N N

Isopropanol - 0.28 N N N1 N1 N2 N1 N N

Lactic acid - -0.65 N N N1 N1 N2 N1 N N

Methyl salicylate - 2.60 N P N1 N1 N2 N1 N N

Octanoic acid - 3.03 P P P1 N1 N2 P1 N P

Propylene glycol - -0.78 N N N1 N1 N2 N1 N N

Salicylic acid - 2.24 N N N1 P2 N2 P3 P P

Sodium lauryl sulfate - 1.69 N P N1 P1 N2 N1 N P

Vanillin - 1.05 P N P1 P1 N2 N1 N P

†Putative pre/pro-haptens (Urbisch et al., 2015)

cPは陽性、Nは陰性、上付き数字は、次の文献から引用：1. Natsch et al., 2013,

2. Takenouchi et al., 2015, 3. Urbisch et al., 2015

bP1; ROS assayで陽性、N1; ROS assayで陰性、P2; EpiSensAで陽性

a3.5以上（難水溶性物質）の場合、太字で表示*加水分解物質
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ROS assay EpiSensA 提案法 2 out of 3a 1 out of 3b

感度(%) 88 100 100 79 96

特異度(%) 85 69 85 92 62

一致率(%) 86 89 95 84 84

Table 3-3  提案法を含む、様々な手法の動物試験LLNAに対する予測性

aおよびbOECD TG収載の3試験（DPRA、KeratinoSensTMおよびh-CLAT）のうち、
(a) 2試験以上陽性、もしくは (b) 1試験以上陽性、の場合に感作性ありと判定するモデル
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付録 本論文で評価した化学物質の構造 

   

物質名 構造

Oxazolone (OXA)

5-Chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one 

solution

Tetrachlorosalicylanilide (TCSA)

4-Nitrobenzylbromide (4-NBB)

2,4-Dinitrofluorobenzene (DNFB)

2,4-Dinitrochlorobenzene (DNCB)

Glutaraldehyde

1,4-Dihydroquinone

p-Phenylenediamine (PPD)

Phthalic anhydride (PA)

Hexyl salicylate

Benzoyl peroxide

Lauryl gallate

Propyl gallate (PG)

Cobalt chloride

物質名 構造

Formaldehyde

4-(Methylamino)phenol sulfate

Methyldibromoglutaronitrile

Isoeugenol

Glyoxal

Bisphenol A-diglycidyl ether

2-Mercaptobenxothiazole (MBT)

3-Dimethylaminopropylamine

Ethylene diamine

Benzyl salicylate

Cinnamic aldehyde

3-Propylidenephthalide

Farnesol

Squaric acid

Clotrimazole
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物質名 構造

Tetramethylthiuram disulfide

Resorcinol

Diethylenetriamine

4-Chloroaniline

Damascone

Undec-10-enal

12-Bromo-1-dodecanone

Tocopherol

1-Bromohexane (BH)

Ethylhexylacylate (EHA)

Hexyl cinnamic aldehyde (HCA)

Citral

Eugenol

Abietic acid

Benzyl benzoate

物質名 構造

Benzyl cinnamate

Lilial

Dibutyl aniline

Pentachlorophenol

Phenyl benzoate

Cinnamic alcohol (CinA)

Cyclamen aldehyde

Imidazolidinyl urea

Undecylenic acid

Ethyleneglycol dimethacrylate

Penicillin G

Butyl glycidyl ether

Hydroxycitronellal

Citronellole

Isopropyl myristate
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物質名 構造

Bis-GMA

Tridecane

Limonene

1-Bromobutane (BB)

1-Butanol

4-Hydroxybenzoic acid

Acetanisole

Benzalkonium chloride (BKC)

Benzylbutylphthlate

Chlorobenzene (CB)

Dibutyl phthalate

Diethyl phthalate  (DEP)

Dimethyl formamide

Glycerol

Hexadecyltrimethylammonium bromide

物質名 構造

Hexane

Isopropanol

Lactic acid (LA)

Methyl salicylate (MS)

Octanoic acid (OA)

Propylene glycol

Saccharin

Salicylic acid (SA)

Sodium lauryl sulfate (SLS)

Sulfanilamide

Vanillin

Zinc sulfate
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