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動物による皮膚および呼吸器感作性試験の最近の動向
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Sensitizing Potential of Chemicals
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Abstract The identification of chemicals with skin and/or respiratory sensitizing potential is important

for the prevention of allergic diseases in both living and work environments. Although a number of animal

models for respiratory allergic diseases have been reported, none of these models meets the goals of broad

assessments of chemical sensitizing potential. We are attempting to develop a test for predicting the respi-

ratory sensitization of chemicals. In the evaluation of skin sensitization of chemicals, the mostly used pre-

dictive tests are the guinea pig maximization test, Buehler test, and mouse local lymph node assay (LLNA).

However, only LLNA has been validated formally and independently. Recent studies have revealed that EC3

estimated by LLNA correlates well with human skin sensitizing potency and the threshold for the induction

of skin sensitization in the human repeat patch test. Thus, LLNA can predict the potency of skin sensitizing

potential of a chemical and its risk in humans.
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1．はじめに

感作性物質とは，生体に対しアレルギーを惹起する能

力を有する物質をいう。アレルギーは，症状がまだ出現

しない感作段階と症状が出現する誘発段階と，ふたつの

局面を有する。感作段階は，特定のアレルゲンとの反復

曝露により，初期の免疫反応が開始し，やがて感作が成

立する，いわゆる免疫学的記憶が成立することになる。

誘発段階は，その後の特定のアレルゲンの曝露により，

過剰な免疫反応が誘発され，臨床症状が出現する。

我々を取り巻く生活・職場環境には，感作性物質が多

数存在している。そこで起きるアレルギー疾患の主要な

ものは，皮膚アレルギーおよび呼吸器アレルギーである。

本稿では，それらを起こすアレルゲンを，それぞれ皮膚

感作性物質および呼吸器感作性物質と呼ぶ。前者は皮膚

との接触によりアレルギー性接触皮膚炎を起こす物質

で，いわゆるⅣ型アレルギーを起こす物質であり，主に

低分子化学物質である。一方，後者は，吸入によりアレ

ルギー性の喘息や鼻炎など，Ⅰ型アレルギーを主体とす

る反応を起こす物質であり，高分子物質あるいは低分子

化学物質である。

アレルギー疾患の増加に伴い，その予防対策が重要で

あるが，その優先すべき対策としてはまず抗原側の対策

が必要である。そのためには，生活・職場環境中の物質

についての正確でかつ適切な感作性の情報とその提供が

不可欠である。しかし，これまで，その情報源の多くが

長年にわたる臨床経験から得られたヒトの情報に依存し

てきた。予防医学的見地から，そのような健康問題が起

きる前に，対策が講じられることが大切である。そのた
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めに，ヒトにおける感作性を予知できる動物を用いた感

作性試験の開発が進められてきた。動物試験から得られ

る情報は，その物質の固有の性質としての感作性を評価

しうる可能性が高く，ヒト由来の情報が得にくい量反応

関係にもとづくリスク評価への有用性も期待される

(1,2)。したがって，動物試験を先行させて，感作性物質

に対するリスク評価を行うことは，予防医学上極めて重

要である。そこで，感作性評価のための動物試験とその

有用性について最近の動向を述べる。なお，これまで開

発されている試験法は，ほとんどが皮膚感作性を評価す

るための試験法であるので，本稿では主に皮膚感作性試

験を中心に述べることにする。

2．動物による感作性試験法

感作性試験法の開発の歴史は古く，70年近くさかのぼ

る (3)。今日まで，皮膚感作性を評価する試験法の開発

は精力的に行われ，現在，確立された数種の試験法が存

在するが (4,5)，呼吸器感作性については，未だ確立さ

れた試験法はない (6)。そこで，まず，皮膚感作性試験

法について述べる。

1）皮膚感作性試験

種々の皮膚感作性試験法が開発されており，化学物質

の感作性の有無はもちろん，強度の評価が可能な試験法

も近年開発されているので主な試験法を紹介する。

皮膚感作性試験法は，1940年代から試験法の開発がな

されており，これまで如何にヒトに類似する感作性を予

測できるか，偽陰性を少なくするかに努力が払われてき

た。現在，確立された数種の試験法のうち，OECDのガ

イドライン（TG406）に収載された試験法として，モル

モットを用いた Guinea Pig Maximization Test（GPMT）

(4,7) と Buehler test（BT）(8,7) があり，優れた皮膚感

作性試験法として認知されている(9-11)。さらに，より

定量的な皮膚感作性試験法として，マウスを用いた Local

Lymph Node Assay（LLNA）(5,12)が開発されている。

GPMTは，ヒトに類似する感作反応を示すとして従来

から広く採用されてきた試験法で，Magunussonらにより

開発された(4)。試験物質による感作処置として，アジュ

バントを用いた皮内注射と閉鎖塗布の併用が特徴であ

る。また BTは，アジュバントは用いず，モルモットに

対し繰り返し開放塗布のみで感作処置を行う方法であ

り，ヒトにおける曝露様式に近い感作処置が特徴である。

いずれも，試験物質の塗布による惹起処置を行い，そ

の皮膚反応をもって評価する。その他，OECDのガイド

ラインには収載されてはいないが，Draize Test(13)，

Adjuvant and Patch Test(14),およびSplit Adjuvant Test(15)

等が開発されている。OECDのガイドラインでは，mild/

moderateの感作性物質は，試験が適切に行われた場合，ア

ジュバントを用いる試験法では使用動物の 30％以上の，

アジュバントを用いない試験法では使用動物の 15％以

上の陽性率が期待できるとされている(7)。

広く採用されてきたモルモットを用いた感作性試験

（GPT）も，評価法や社会的制約による問題点を指摘され

ている(16)。それらの問題点として，まず，試験物質の

惹起濃度を刺激閾値以下の濃度に設定する必要があり，

強い刺激性物質においては，濃度設定に制約があること

や，皮内注射においては試験物質の本来の皮膚吸収を回

避した経路となることが挙げられる。また，皮膚の惹起

反応の評価は主観的になりやすいこと，感作並びに惹起

濃度を考慮せず陽性率のみで評価するため定量的評価が

困難であること，また，動物愛護の観点から，アジュバ

ントを用いた皮内注射と長時間の閉鎖塗布による動物へ

の苦痛や必要動物数が多いこと等が指摘されている。

GPTの問題を克服するために ,マウスを用いた LLNA

が最近開発された。GPTが惹起段階で感作性を評価す

るのに対して，LLNAは，感作段階で感作性を評価する

方法である。感作処置による所属リンパ節の細胞増殖を

エンドポイントとしている。OECD のガイドライン

（TG429）に収載されている LLNAの手法を簡単に述べる

(5)。まず，試験物質の3濃度段階を設定し，それぞれの

濃度段階に動物群を用意する。マウスの耳介に 3日間連

続塗布し，惹起処置をすることなく，6日目に 3H-Methyl

thymidineあるいは125I-deoxyuridineを尾静脈より注射し，5

時間後にリンパ節を摘出し，細胞浮遊液を作成し，ラジ

オアイソトープの取り込み量を測定する。対照群に対す

る比を取り，stimulation index（SI）値とする。感作濃度

と SI値の間に量反応関係があるとともに，SI値が3以上

の場合に感作陽性とする (12,17)。Basketterら (18) は，

さらに SI値が3となる感作濃度，すなわち，対照群の3

倍のリンパ節細胞の増殖を誘導するのに必要な感作濃度

を Effective concentration 3（EC3）値として，これにより

物質間の感作性の定量的な強度の比較を可能にしている

(18,19)。

感作性試験法の有用性としては，動物試験の結果がヒ

トの感作性を何処まで予測するかが最も重要となる。

1997 年に Basketterらにより LLNAの妥当性評価の申

請が，米国の実験動物代替法に関する政府研究機関の

連合組織である Interagency Coordinating Committee on the

Validation of Alternative Methods（ICCVAM）に提出され，

その評価結果が公表された (20-22)。そこでは，ヒトの

感作性データとして，ヒトの感作性試験である human

maximization test（HMT）(23)や human repeated insult patch

test（HRIPT）(24)による，限られた皮膚感作性物質につ

いての実験的データベース (25,26) が採用されている。

これらのヒトのデータベースと LLNAあるいは GPTに

よる感作性評価の比較と，両試験法間の評価の比較が行

われ，感度，特異度，陽性予測率，陰性予測率および一

致率の項目で評価された (22)。LLNAと GPMT/BTの間

では97物質について評価され，感度91％，特異度 83％，

陽性予測率 93％，陰性予測率 80％および一致率 89％で

あった。一方，LLNAとヒトデータとの間では，74物質
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について感度 72％，特異度 67％，陽性予測率 96％，陰

性予測率 17％および一致率 72％であった。また，GPMT/

BTとヒトデータとの間においてもほぼ同等の結果が得

られた。これらの結果から，LLNAと GPMT/BTの評価

はほぼ同等のレベルであり，また両者ともヒトの感作性

をよく予知する方法であると判断された。さらに，LLNA

は，試験期間の短縮化や経費の低減化により多数の化学

物質を同時評価できること，また，使用動物数の減数に

貢献できること，さらに，EC3値を用いることにより，

皮膚感作性の相対的な強度をも定量的に評価できること

などがあげられた。数年間にわたる国際的な，厳密な評

価の後，LLNAは化学物質の評価のための推奨皮膚感作

性試験として認識されるようになった(19)。現在，ヨー

ロッパにおける新しい化学物質の登録制度（REACH）に

おいても推奨されている(13)。

一方，LLNAがラジオアイソトープを使用することか

ら，試験法の実施に制約が多く，施設によっては実施が

不可能な場合がある。そこで，最近，ラジオアイソトー

プを使用しないふたつの代替法が開発されつつある。い

ずれも所属リンパ節のリンパ節細胞の増殖をエンドポイ

ントにしている点では LLNAと変わりはない。その指標

として，ひとつは，細胞の adenosine triphosphate（ATP）

量を測定する方法（LLNA modified by Daicel（LLNA-DA））

であり (27,28)，他方は 5-bromo-2′-deoxyuridine（BrdU）

の取り込み量を測定する方法（LLNA-BrdU）である

(29,30)。ここでは LLNA-DAについて簡単に述べる。

試験物質をマウスの耳介に連続 3 日間の塗布後，7 日

目に再度 1回塗布を実施する。但し，各塗布の 1時間前

に 1％ sodium lauryl sulfate（SLS）塗布による前処置を

しておく。8 日目に所属リンパ節の ATP 量を luciferin-

luciferase法にて測定する(27)。Ideharaら(28)は，ATP量

とリンパ節細胞数との相関性は高く，ATP量は細胞増殖

の指標として適切なエンドポイントであることを示して

いる。彼らは，31 の物質について，LLNA-DAにもとづ

く評価を行い，LLNA EC3 と LLNA-DA EC3 との良好な

一致性を示しており，また，文献的に得られた LLNA，

GPTおよびヒト試験法との比較を行い，その一致率はそ

れぞれ，93，80 および 79％であることを見出している。

皮膚感作性評価のための信頼性の高い非ラジオアイソ

トープ代替法であると評価している(31)。

2）呼吸器感作性試験

皮膚感作性物質に比べて，呼吸器感作性を有する化学

物質はそれ程多くは知られてはいないが，化学物質によ

る喘息や鼻炎で代表される呼吸器アレルギーが発症する

と，職業上あるいは生活上の重大な健康問題となる。皮

膚感作性物質と同様に，抗原側の予防対策として呼吸器

感作性試験による予知は重要である。しかし，現在，広

く認知され，確立された呼吸器感作性試験法はない

(32)。その一方，ヒトの呼吸器アレルギーの動物モデル

の開発はこれまで精力的に行われてきており，発症機序

の解明に大きな貢献を果たしてきた(33)。しかし，それ

らの多くの動物モデルは，特定の抗原に対するヒトのア

レルギー性炎症反応を部分的にしか再現しておらず，広

範な化学物質の感作性の評価に応えるためには，そのエ

ンドポイントを評価できる包括的な指標を備えた試験法

が必要である(34)。そのような観点から，最近，職業性

の呼吸器感作性物質として知られる toluene diisocyanate

（TDI）や trimellitic anhydride（TMA）等を用いた，モル

モットやマウスによる呼吸器感作性試験の開発の試みが

進みつつある(6)。

モルモットは，ヒトと類似した気道反応性を示し，そ

の検出が容易なことから，多くの研究で使用されてきた

が，近交系が確立していないモルモットの免疫学的研究

上の欠点は致命的であった(34)。そこで，豊富な免疫学

的情報を持つマウスを用いたモデルが開発されて，細胞

および分子レベルの作用機序に関する研究が促進されて

きた。またマウスの呼吸器感作性物質に対する IgE抗体

産生，肺炎症反応および気道過敏性を含む反応は，ヒト

との多くの類似性も示すことも有利な点である(35)。し

かし，マウスでは惹起反応を検出しようとすると設備面

で高いコストと技術が要求されるので，最近，もっと簡

便な呼吸器感作性を評価するための試みも行われてい

る。皮膚及び呼吸器感作性物質による感作成立時に共通

するリンパ節に着目し，LLNA法を低分子量化学物質の

呼吸器感作性評価の第一段階として用いることが検討さ

れている (36,37)。しかし , 経皮的な感作経路がリスク

評価への研究発展の妨げとなる可能性が懸念される。

著者ならびに共同研究者は，惹起段階での呼吸器感作

性を評価する試験法の開発を目指し，これまでの呼吸器

アレルギーの動物モデルについて，採用されている感作・

惹起方法および評価指標に着目し，文献的レビューを試

みた。PubMedをデータベースとして，asthma & animal &

model &（guinea or mice）および asthma & animal & model

&（TDI or TMA）のキーワードで検索した結果，前者で

は 695件，後者では 33件がヒットした (2007 年時点 )。

前者は，約 90％が OVA 喘息モデルを使用したアレル

ギー疾患の病態解析・治療効果の評価を目的とした報告

であり，簡便で迅速なアレルゲンの投与法を採用した報

告が多かった。感作経路は，腹腔内投与によるものが50

％で，吸入および鼻腔によるものがそれぞれ 30％，8％

であった。これに対し，後者は，TDIおよび TMAの喘息

動物の作成とその病態解明を目的とした報告であり，皮

膚塗布によるものが約 60％で，鼻腔および吸入は，それ

ぞれ24％，15％であった。本来，ヒトの曝露状況に類似

した経気道系の投与法が適当と思われるが，化学物質の

刺激性による惹起反応への影響を考慮しつつ，より簡便

な皮膚塗布が採用されたと思われる。惹起経路は，両者

とも吸入投与を主とする経気道がほとんどであった。惹

起反応の評価項目は，気管支肺胞洗浄（BAL），病理組

織，サイトカイン解析あるいは呼吸反応との組み合わ

せが多く，両者の大きな差異はみられなかったが，後
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者の方が組み合わせの項目数が多い傾向がみられた。

Boverhofら(33)も，呼吸器感作性の評価では複数の評価

項目を総合的に判断する必要性を示唆している。

著者らはこの文献的レビューを踏まえて呼吸器感作性

試験のプロトコールを作成した。感作及び惹起方法は，

吸入または鼻腔内投与あるいは気管内投与のいずれかと

する。惹起反応の評価項目は，気管支肺胞洗浄液の細胞

分画および病理組織検索を必須項目とし，かつ呼吸機能，

抗体産生またはサイトカイン解析のうち，少なくともい

ずれかひとつの項目とする。感作対照群かつ惹起対照群

を設ける。また陽性対照群として TDIまたは TMAを設

ける。選択性のあるプロトコールであるが，今後の呼吸

器感作性試験の開発促進を目指して，試験手法の一定の

基準を示した。著者らは，さらに本プロトコールにもと

づき，数種の既知の感作性物質について評価を試みた。

感作および惹起処置は気管内直接投与とし，惹起反応の

評価項目は，BAL，IgEおよび病理組織とした。感作処

置は各試験物質の3段階濃度で，週 5回の3週間，2日間

の休止後惹起処置を連日 3 日間行い，1日の休息後解剖

した。使用動物は BALB/c系雌性マウス，8～ 11週齢を

用いた。試験物質として，水溶性タンパク質のOVA，呼

吸器感作性物質の TDIと TMA，および皮膚感作性物質の

DNCBを用いた。その結果，DNCBを除いて，各評価項

目において呼吸器感作性の陽性反応が得られ，特に病理

組織学的評価のスコアと感作濃度の関係に量依存性の関

係が認められ，かつそれらの試験物質の相対的な感作強

度を見出している（未発表）。

3．動物による感作性試験にもとづく

ヒトにおけるリスク評価の可能性

皮膚および呼吸器感作性物質の存在は，労働者や消費

者にとって重大な健康問題である。感作性の情報をもと

にそれらの物質を排除していくことが予防医学上最も効

果的な対策である。しかし，感作性物質との接触が完全

には避けられない場合は，多くの人々の被害を防止する

ために，定量的なリスク評価が必要となる(38)。そこで，

動物による感作性試験のデータにもとづく，ヒトにおけ

る皮膚感作性物質に対するリスク評価の可能性について

述べる。

感作性のリスク評価において，感作性の特定の次なる

段階は，感作性の強度と量反応関係の把握である。皮膚

感作物質の感作性強度は物質間で大きく異なることか

ら，相対的強度にもとづいてそれらを分類することは適

切である。しかし，人における実験的データは今後得に

くいことから，今後は動物のデータの利用が必須となる。

そこで，ヒトにおける感作強度の相対的な評価における

LLNAのEC3値の有用性の検証が行われ，両者の間には密

接な相関性が見出されている (39-41)。Basketterら (39)

は，20種の化学物質についてヒトのデータベースにもと

づく感作性強度と LLNAの EC3値との整合性を検討し

た。ここでのヒトのデータベースとは，アレルギー性接

触皮膚炎に関する長年にわたり蓄積された臨床的経験に

もとづく臨床的データベースと，ヒトの感作性試験であ

る HMTと HRIPTによって得られた実験的データベース

である。その結果，ヒトの感作性の強度に応じて 5クラ

スに分類された各化学物質群の EC3値は，強度の高い群

ではより低く，強度の低い群はより高いことを示した。

また，Directive 67/548/EEC指令（欧州連合理事会にて

制定された危険物の取扱いに関する通達）のもとに分類

と表示の技術委員会の専門家グループにより動物による

感作性試験データにもとづく感作強度の分類基準が示さ

れている(41)。なお，感作強度にもとづく分類において

は，ヒトでのデータから得られた感作性強度は，ヒトに

おける皮膚感作試験にもとづくデータを除くと，種々の

曝露要因に依存しているのに対し，動物試験から得られ

る感作性強度はその物質の本来の特性を示していること

(1)に留意すべきである。

リスク評価には，さらに有害性の量反応関係が必要で

ある。これまで，ヒトにおける感作及び惹起の閾値は，

限られた物質ではあるがヒトの実験的感作性試験により

確認されている (42-44)。今日ではヒトにおける感作性

試験は，意図的に接触曝露する物質を除いては倫理上の

問題で実施されていない。最近，3つの研究グループが，

ヒトの既存の感作性試験のデータをもとに，実験的に得

られた皮膚感作の誘導閾値，すなわち HRIPTにおける

無影響量（NOEL）あるいは最小影響量（LOEL）と

LLNAの閾値，すなわち EC3値との比較を試みている

(2,45,46)。感作曝露要因として，強度とともに曝露面積

あたりの doseが重要である(42,47)ことから，いずれの

研究でも感作濃度は処置部位の area dose（μg/m2あるい

は μmol/cm2) で示している。Schneiderら (45) は，57 種

の物質について，それぞれの EC3値とHRIPTの5％感作

率の閾値（DSA05）との間の有意な相関関係を見いだし

ている。Griemら (2) は，27種の物質を対象にして同様

な良好な相関関係を見いだしており，area doseで表した

EC3値はリスク評価のヒトのNOEL代理値として使える

としている。またBasketterら(46)は，精度の高いHRIPT

閾値を得るために，適切なHRIPTの手法にもとづき実施

された物質のみを研究の対象物質として，EC3 値と

HRIPT閾値との良好な相関関係を得ている。これらの研

究は一定の曝露条件下での感作性物質の安全曝露レベル

を示しており，LLNAの EC3値からヒトのNOELsを直接

予測する可能性を示唆している(48)。ただ，実際のリス

ク評価では，ヒトにおける種々の曝露要因や個体要因も

考慮する必要があることは言うまでもない。

4．おわりに

本稿では，アレルギー疾患の抗原側の予防対策として，

感作性の特定が重要であることから，動物による感作性

試験の動向について概説した。呼吸器感作性試験法はま
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だ確立された方法がないことからその現状と著者らの試

みを紹介した。一方，皮膚感作性試験においては，正式

な妥当性評価も受け，現在国際的に最も推奨されている

LLNAを紹介した。この LLNAにより，ヒトにおける感作

性の特定，感作性の相対的強度の評価，さらには感作閾値

の設定も可能な状況になってきた。動物による感作試験

法にもとづく，感作性物質のリスク評価も現実味を帯び

てきたと言える。これらの研究に対する既存のヒトにお

ける皮膚感作性試験データ等の貢献度は大きい。今後，呼

吸器感作性試験においても皮膚感作性試験と同様な優れ

た試験法の開発が期待されるが，呼吸器感作性物質に関す

るヒトの量反応関係に関するデータが皮膚感性物質に比

べてはるかに得にくく少ない。感作性物質にかかわる疫

学的研究データの組織的な収集体制の構築が望まれる。
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