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本論文中に用いた略語一覧 

 

ANN : artificial neural network 
AOP : adverse outcome pathway 
ARE : antioxidant response element 
CAS : chemical abstract service 
CImax : concentration giving maximal induction 
CV75 : concentration providing a cell viability of 75% 
EC1.5 : interpolated concentration for a 1.5-fold luciferase induction 
EC3 : estimated concentration needed to produce a stimulation index of 3 
DMEM : Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
DMSO : dimethyl sulfoxide 
DPRA : direct peptide reactivity assay 
FBS : fetal bovine serum 
h-CLAT : human cell line activation test 
hRIPT : human repeated insult patch test 
Imax : average maximal induction of luciferase activity 
Keap1 : Kelch-like ECH-associated protein 1 
LLNA : local lymph node assay 
MAC  : maximum amount of change of cell-surface thiols 
6-MC : 6-methylcoumarin 
MEC : molar extinction (absorption) coefficient 
Nrf2 : NF-E2 related factor 2 
NRU : neutral red uptake 
OECD : organisation for economic co-operation and development 
PBS : phosphate-buffered saline 
(Q)SAR : (quantitative) structure-activity relationship 
RMSE : root mean square error 
ROS : reactive oxygen species 
TCSA  : 3,3’,4’,5-tetrachlorosalicylanilide 
UV : ultraviolet 
VIS : visible light 
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local lymph node assay (LLNA) が皮膚感作性の代替法として開発され，経済開発協

力機構 (organisation for economic co-operation and development: OECD) ガイドライン

法となった (5)．LLNA は，マウス耳介に化学物質を塗布した際の，誘導期における

局所リンパ節中の細胞増殖反応を指標とした試験である．放射性同位元素の取り込

みにより細胞増殖を測定しており，被験物質塗布群のリンパ球増殖が対照群の 3 倍

となる濃度は estimated concentration needed to produce a stimulation index of 3 (EC3) 

とされ，客観的測定値により感作性の有無の判断だけではなく，感作性の強弱を 5 

段階でカテゴリー分類 (extreme, strong, moderate, weak and non-sensitizer) することが

可能である．さらにヒト感作性試験 human repeated insult patch test (hRIPT) 等から算

出されたヒトにおける無作用量と EC3 が相関する事が示されており (6-8)，定量的リ

スク評価を行うことで EC3 からヒトに適用可能な濃度を算出することが可能と考えら

れている (9)．このように， LLNA は従来法の主観判定ではなく，客観的測定値によ

り感作性の有無の評価に加え，強度を比較することが可能な試験であり，ヒトとの相関

も良好であることから，in vivo 試験の gold-standard 法とされている． 

一方，動物福祉や法規制の観点から，動物を用いずに in vitro 試験や in silico 

評価を用いて皮膚感作性を予測する手法に関して，LLNA との相関を指標に研究が

進められてきた．ハプテンの皮膚への接触から最終的に炎症反応が起きるまでの一

連の反応のうち，感作反応の鍵となる反応は adverse outcome pathway (AOP) として 

OECD 報告書に段階毎に分類されている (Fig. 2)(10)．その中でも感作誘導期にお

けるタンパク結合，表皮細胞の活性化，樹状細胞の活性化は，感作反応の鍵となる重

要な反応とされ，これらに着目した様々な代替法が報告されている (Table 1)(11-22)．    

 タンパク結合に関しては，金属等の一部の例外を除き，ハプテンは親電子性であり，

タンパク質のチオール基やアミノ基と結合することから (23)，化学物質をチオール基

またはアミノ基を含むペプチドと混合した時のペプチドとの結合を評価する direct 

peptide reactivity assay (DPRA) (11) が開発された．DPRA は細胞を用いない in 

chemico 法であるが，細胞を用いる試験法としては，単球系培養細胞である THP-1 

細胞に化学物質を適用した際の細胞表面チオール基の変化量を評価する SH test 

(12) 等が報告されている． 

 

 

緒論 

 

皮膚に直接適用する香粧品や医薬品の安全性評価において，化学物質が皮膚に

接触した際に生じる遅延性アレルギーや，皮膚に接触した光感受性物質が紫外線 

(UV) を吸収して励起された後に生じる遅延性アレルギーは，重要な安全性評価項

目の一つである．これらはそれぞれ皮膚感作性，光感作性と呼ばれ，非常に複雑な

免疫応答に基づく反応であると考えられている (1, 2)． 

感作性を有する低分子量の化学物質 (ハプテン) は経皮吸収され，生体のタンパ

ク質との複合体を形成した後，皮膚中の樹状細胞や表皮細胞を活性化する．活性化

した樹状細胞は所属リンパ節に遊走し，T 細胞に抗原提示を行うことで抗原特異的 

T 細胞の増殖を誘導し，これらが全身に拡散すると感作が成立する (Fig. 1)．一度感

作が成立すると，その後再び同じ化学物質に暴露される度に局所で炎症が惹起され

る．このような一連の免疫応答のうち，感作成立までの過程を誘導期，感作成立後の

炎症過程を誘発期と呼ぶ． 

化学物質がヒトにおいて皮膚感作性を引き起こす可能性を持つかどうかの評価は，

誘導期における皮膚反応を肉眼的に観察・評価するモルモットを用いた試験 (3, 4) 

が一般的であった．しかし，動物福祉の観点においてより優れた，マウスを用いた 

Figure 1. The induction phase of skin sensitization. 
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樹状細胞の活性化に関しては，ヒト末梢血から調製した樹状細胞を感作性物質で

処理すると，CD86，CD54，MHC class II 等の細胞表面抗原の発現量が増加すること

から (30, 31)，THP-1 細胞を化学物質で処理した際の CD86 および CD54 の発現

量を測定する human cell line activation test (h-CLAT) が開発された (18, 19)．h-

CLAT と類似する試験として，U937 細胞を用いて  CD86 の発現量を測定する

Myeloid U937 Skin Sensitization Test (U-SENS) (20)，ヒト血液から調製した樹状細胞

を用いて CD86 の発現量を測定する  human peripheral blood monocyte derived 

dendritic cells (PBMDCs) (21) が報告されている．また，同様に調製した樹状細胞を

感作性物質で処理すると，IL-8 の産生量が増加することから (32)，IL-8 プロモータ

ーの下流にルシフェラーゼ遺伝子配列をつないだレポーター遺伝子を THP-1 細胞

に恒常的に導入し，化学物質処理時のルシフェラーゼによる発光量を測定する IL-8 

Luc assay が開発された (22)． 

このように，皮膚感作性の免疫反応の一部に焦点をあてた試験法が数多く報告さ

れてきた．しかし，皮膚感作性は複数の反応が組み合わさった多段階の生体反応で

あるため，一つの試験で感作反応全てを再現可能な代替法は存在しない．また，それ

ぞれの代替法にも適用限界があることから，単独の試験での皮膚感作性の予測は難

しく，複数の代替法を組み合わせた評価体系が必要であると考えられている (33)． 

そこで近年，評価に関する統合的アプローチの中で，皮膚感作性の他の AOP に

焦点を当てた in vitro 試験の情報や，in silico を用いた類似化学物質からの推定情
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表皮細胞の活性化に関しては，酸化ストレス応答を制御する機構である Keap1-

Nrf2-ARE pathway の関連が注目されている (13)．細胞を感作性物質で処理すると，

活性酸素種 (ROS) が産生される (24, 25)．過剰な ROS の蓄積を防御するため，細

胞内にはグルタチオン S-トランスフェラーゼ，NAD(P)H キノン還元酵素，ヘムオキシ

ゲナーゼ等の酵素が備わっているが，これらの遺伝子発現を制御しているのが Nrf2 

である (26)．Nrf2 の活性は，主にセンサータンパク質である Keap1 により調整され

ている．非酸化ストレス状態下においては，Nrf2 は細胞内においてセンサータンパク

質である Keap1 と結合しているが，酸化ストレスまたは感作性物質等の小分子の親

電子性物質が Keap1 のチオール基を修飾すると，Nrf2 は Keap1 から解離する．

その後，解離した Nrf2 は核へ移行し，抗酸化剤応答配列 ARE を上流に持つ遺伝

子の発現が誘導される (27-29)．この機構を応用し，ARE 配列の下流にルシフェラー

ゼ遺伝子配列をつないだレポーター遺伝子を細胞に恒常的に導入し，化学物質処理

時のルシフェラーゼによる発光量を測定するARE assay (13)，LuSens (14)，

KeratinoSensTM (15) が開発された．その他のシグナルに着目した試験として，表皮細

胞からの炎症性サイトカインである IL-18 分泌量を測定する epidermal equivalent 

(EE) potency assay (16) や，三次元皮膚モデルを用いてストレス関連遺伝子の発現量

を指標とした epidermal sensitization assay (EpiSensA) (17) 等が報告されている． 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 2. Flow diagram of the pathways associated with skin sensitization. Figure was 
quoted from OECD report (10). 
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光感作は，光感受性物質が主に UVA (315~400 nm) の作用によって抗原性を獲

得した後に生じる感作反応であると考えられている (2, 45)．光感受性物質に UV が

照射された際に起こる反応は，光毒性と光感作に分類される．光毒性とは，光エネル

ギーを化学物質が吸収し，励起した際に生じる活性酸素により，組織や細胞が障害さ

れる反応である (46, 47)．化学物質を皮膚に塗布または全身投与後，光に暴露した

際に誘発される毒性反応とされており (48)，化学物質の初回暴露時にも引き起こされ

る可能性のある急性の毒性反応である (49)．一方，光感作とは，T 細胞の活性化が

必要な特異的免疫反応の一種であり，化学物質に最初に暴露された際には起こらな

い遅延性のアレルギー反応である (2)．ただし，光感作性物質が抗原性を獲得するた

めには，UV 照射による構造変化とタンパク質との結合が必要であり，これらに伴い光

Figure 3. Diagram of neural network. 

 

 

 

報等を組み合わせて判断する取り組みが進められている (14, 34-40)．感作性の有無

を判断するハザード評価に関しては，各 AOP より 1 試験ずつ実施し，その結果を

多数決で決定する 2 out of 3 モデル (14, 34) や機械学習モデル (35) 等が報告さ

れている．感作性強度を予測するリスク評価に関しては，LLNA カテゴリー分類を予

測する手法として決定木モデル (36)，各試験結果をスコア化し，スコアの平均点や合

計点で評価を行う battery モデル (37)，解析ツールとしてコンピューターを用いるベ

イジアンネットワークモデル (38, 39) 等が報告されている．しかしながら，これまでに 

LLNA EC3 を予測するモデルは報告されていなかった．EC3 が予測可能であれば，

個体間変動，基剤による経皮吸収への影響，使用方法等を考慮した安全係数を用い

た定量的リスク評価を実施することで，ヒトに適用可能な濃度を算出することができる 

(9)．最終製品の安全性は，hRIPT 等の信頼のおけるヒト試験で最終的に確認するこ

とが望まれるため，EC3 は皮膚感作性の評価を行う上で非常に有用な情報である．

そこで，生体反応のような複雑な機構を解明する手法として，既に経皮吸収性の予測

等に応用されているニューラルネットワーク解析に着目し (41-43)，in vitro 試験結果

や in silico 情報を用いて化学物質の EC3 の予測を試みた． 

ニューラルネットワークとは，非線形の情報解析ツールであり，ニューロンが相互に

結合し巨大なネットワークを築いている脳神経系の回路網を模倣した数理学的モデル

である (44)．本研究に用いた階層型ニューラルネットワークは入力層，中間層，出力

層の 3 層から構成される (Fig. 3)．層と層の間には，ニューロン同士のつながりの強

さを示す重みが存在する．入力層に in vitro 試験結果や in silico 情報等の予測す

るための説明変数を，出力層には予測したい値である EC3 を提示すると，出力デー

タ (予測 EC3) と教師データ (実測 EC3) との誤差が小さくなるように学習を行いな

がら重みを調整し，入力層と出力層の関係を解明する． 

本論文では，感作誘導段階の AOP のうち，3 つの鍵となる反応を検出する in 

vitro 試験より得られるパラメーターを用いて，EC3 を予測するニューラルネットワーク

モデルを構築した (第 1 章)．また，化学物質自体がもつ情報である分子軌道より得

られる記述子を用いて EC3 を予測するニューラルネットワークモデルを構築した（第 

2 章）．さらに，感作性強度を実際よりも弱く見積もる過小評価物質を減らすための試

みとして，両モデルを組み合わせた評価スキームを構築した (第 2 章)． 
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第 1 章 Adverse outcome pathway (AOP) に沿った in vitro 試験結果を用いた感作

性予測モデル (in vitro モデル) の開発 

 

第 1 節 序論 

感作誘導期の AOP であるタンパク結合，表皮細胞の活性化，樹状細胞の活性化

に焦点をあてた in vitro 試験法や，類似化学物質からの推定情報を組み合わせて感

作性を予測する in silico 手法が多数報告されてきた (14, 34-40)．皮膚感作性の有

無を予測するハザード評価や LLNA カテゴリー強度を予測するリスク評価を目的とし

た報告が多数ある一方で，LLNA EC3 を直接予測する報告はない．化学物質の皮膚

感作性評価において，最終的にヒト試験で感作性を示さないことを確認する必要があ

るが，ヒトに適用可能な濃度の算出のためには EC3 は重要な情報となる．そこで本

章では，生体反応のような複雑な機構を解明する手法として，既に経皮吸収性や抗ウ

ィルス薬耐性の予測等に応用されているニューラルネットワーク解析 (41-43, 66) に着

目し，EC3 予測への応用を試みた． 

LLNA 陰性物質では，試験陽性となる閾値濃度である EC3 が算出されないため，

これらの物質に関しては LLNA 陰性となった最大試験濃度を，LLNA 陽性物質に

関しては EC3 を LLNA 閾値と設定した．感作性データのない化合物の LLNA 閾

値を複数の in vitro 感作性試験結果から予測することを目的とし，LLNA の結果が

既に報告済みの 62 化学物質を用いて，タンパク結合を SH test，表皮細胞の活性

化を ARE assay，樹状細胞の活性化を h-CLAT で評価し，得られた試験パラメータ

ーおよび経皮吸収性の指標として化学物質の疎水性を示す logKow と LLNA 閾値と

の関連をニューラルネットワークで解析し，LLNA 閾値の予測モデル (in vitro モデ

ル) 構築を試みた．  

  

 

 

毒性反応が起こるため，光感作性物質は一般に光毒性を有し，光毒性と光感作は排

他的に分けることができない (2, 50)． 

このような光感受性物質が引き起こす生体反応は，モルモット，ウサギ，ラット，マウ

ス等の動物を用いてその毒性が試験されてきたが (45, 51-55)，動物愛護や法規制の

観点から，感作と同様に動物を用いない評価法の開発が望まれている．光毒性試験

については，in vitro 3T3 neutral red uptake (3T3 NRU) 光毒性試験法が OECD ガイ

ドライン化されている (48)．また，近年 ROS assay (56) が医薬品の光安全性評価ガ

イドラインとして採択された (57)．一方，光感作代替法に関しては幾つかの in vitro 

手法が報告されているが (47, 50, 58-63)，ガイドラインとして採択された試験法はない．

従来，光感受性物質による反応は大半が光毒性反応であり，光感作性反応は稀であ

ると考えられてきた (2)．しかし，光毒性を in vitro で簡便に評価可能となった現在で

は，光毒性に起因する臨床症例は減少し，光感作に起因する症例数の方が上回って

いるため (2, 59, 64, 65)，光感作を評価可能な系の構築が期待されている． 

光感作は，抗原の形成以降は感作と同様の免疫反応が関与すると考えられている 

(45)．そのため，光感作においても感作と同様に，複数の鍵となる反応を検出する in 

vitro 試験法や in silico 情報を組み合わせることで，動物を用いずに評価することが

可能であると考えられる．現在までに，感作反応の鍵となる反応のうち，タンパク結合

や樹状細胞の活性化に焦点をあてた光感作性試験法の報告はあるものの (58, 60, 61, 

63)，表皮細胞の活性化に深く関連する Keap1-Nrf2-ARE pathway に焦点をあてた

試験法は報告されていない．そこで本論文では，感作代替評価法で進められてきた

検討と同様に，各反応における評価を組み合わせることで光感作の有無を総合的に

判断するハザード評価を行うことを目的とし，Keap1-Nrf2-ARE pathway に着目して表

皮細胞の活性化を評価する in vitro 光感作性試験法の開発を行った (第 3 章)．さ

らに，医薬品開発における光安全性評価フローを参照し，現在までに報告されている

他の in vitro 光感作性試験法と組み合わせて，香粧品原料の光感作性評価フロー

を構築した (第 3 章)． 
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Table 2. List of 62 tested chemicals. 

 
CAS, Chemical abstract service number. 
  

Sample name CAS Sample name CAS

Abietic acid 514-10-3  2-Hydroxypropyl methacrylate 923-26-2
 2-Aminophenol 95-55-6  Isoeugenol 97-54-1
 3-Aminophenol 591-27-5  Isopropanol 67-63-0

 Benzocaine 94-09-7  Lactic acid 50-21-5
 p -Benzoquinone 106-51-4  Linalool 78-70-6
 Benzoyl peroxide 94-36-0  Maleic anhydride 108-31-6
 1-Bromohexane 111-25-1  2-Mercaptobenzothiazole 149-30-4

1-Butanol 71-36-3  2-Methoxy-4-methylphenol 93-51-6
 Butyl glycidyl ether 2426-08-6  Methyldibromo glutaronitrile 35691-65-7

 4-Chloroaniline 106-47-8  Methyl salicylate 119-36-8
 Chlorobenzene 108-90-7  1-Naphthol 90-15-3

 Cinnamic alcohol 104-54-1  Nickel sulfate 10101-97-0
 Cinnamic aldehyde 104-55-2  2-Nitro-1,4-phenylenediamine 5307-14-2

 Citral 5392-40-5 Octanoic acid 124-07-2
 Cobalt chloride 1332-82-7 Oxalic acid 144-62-7

 3,4-Dihydrocoumarin 119-84-6  Oxazolone 15646-46-5
 1,4-Dihydroquinone 123-31-9  Penicillin G 61-33-6

Dimethylsulfoxide 67-68-5  Phenylacetaldehyde 122-78-1
 2,4-Dinitrochlorobenzene 97-00-7  1,4-Phenylenediamine 106-50-3

 Diethylphthalate 84-66-2  Phthalic anhydride 85-44-9
 Diphenylcyclopropenone 886-38-4  Potassium dichromate 7778-50-9

 Ethylene diamine 107-15-3 Propyleneglycol 57-55-6
 Ethyleneglycol dimethacrylate 97-90-5  Propyl gallate 121-79-9

 Eugenol 97-53-0  Pyridine 110-86-1
 Formaldehyde (act. 37%) 50-00-0  Resorcinol 108-46-3

 Geraniol 106-24-1 Saccharin 81-07-2
 Glutaraldehyde (act. 50%) 111-30-8 Sodium dodecyl sulfate 151-21-3

 Glycerol 56-81-5 Tetrachlorosalicylanilide 1154-59-2
 Hexyl cinnamic aldehyde 101-86-0 Tetramethylthiuram disulphide 137-26-8
 4-Hydroxybenzoic acid 99-96-7  Trimellitic anhydride 552-30-7

 Hydroxycitronellal 107-75-5  Vanillin 121-33-5

 

 

第 2 節 実験材料および方法 

1.2.1. データベース 

In vivo 感作性試験である LLNA と，in vitro 感作性試験のうちタンパク結合を評

価する SH test および樹状細胞の活性化を評価する h-CLAT の結果が既知の 62 

化学物質を用いた (Table 2)．各試験結果は文献値を用いた (67-76)．用いた化学物

質の LLNA カテゴリー強度の内訳は，extreme sensitizer が 6 個，strong sensitizer 

が 12 個，moderate sensitizer が 14 個，weak sensitizer が 16 個，non-sensitizer が 

14 個 (LLNA における偽陽性を 1 個含む) であった． 

 

1.2.2. ARE assay 

1.2.2.1. 試薬 

Propyl gallate, linalool, hydroxycitronellal, pyridine, cobalt chloride, propylene glycol 

は 和 光 純 薬 工 業  (Osaka, Japan) よ り 購 入 し た ． 2-Mercaptobenzothiazole と 

hexylcinnamic aldehyde は 東 京 化 成 工 業  (Tokyo, Japan) よ り 購 入 し た ．

Ethylenediamine は純正化学 (Tokyo, Japan) より，isopropanol は同仁化学研究所 

(Kumamoto, Japan) より，dimethyl sulfoxide (DMSO) は関東化学 (Tokyo, Japan) よ

り購入した．その他の化学物質は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) より購入した．

全ての試薬は特級グレードもしくは同等以上のものを用いた． 

 

1.2.2.2. 細胞と培養方法  

62 化学物質の表皮細胞の活性化を ARE assay で評価した．評価には，ヒト乳癌

由来 MCF7 細胞に，ラット GSTA2 遺伝子の ARE 配列 8 リピートと融合させた 

SV40 プロモーターを有するルシフェラーゼ遺伝子のプラスミドを安定的に導入した 

AREc32 細胞 (CXR biosciences, Dundee, UK) を用いた． 

細胞培養液は 10% (v/v) ウシ胎仔血清 (FBS) (Gibco, Grand Island, NY, USA)，

100 units/mL ペニシリン (Gibco)，100 g/mL ストレプトマイシン (Gibco) および 500 

g/mL G418 (Calbiochem, San Diego, CA, USA) を 添 加 し た  Glutamax 含 有 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium, low glucose (DMEM, Gibco) を用い，細胞は 

5% CO2 下 37°C で培養した． 
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1.2.2.5. データ解析 

何れかの試験濃度において，媒体対照と比較してルシフェラーゼ活性が 1.5 倍以

上増加した場合を陽性と判断し，3 試験中 2 試験以上で陽性となった場合に ARE 

assay 陽性と判断した (13)．解析は，細胞生存率が 50% 以上の濃度のみ実施した．

Imax は各試験濃度における平均ルシフェラーゼ誘導倍率の最大値とし，CImax， 

EC1.5 は対数線形の用量反応曲線より算出した． 

Imax : 被験物質処理時のルシフェラーゼ活性の最大誘導倍率 

CImax : Imax を示す濃度 

EC1.5 : ルシフェラーゼ活性の誘導が，溶媒対照の 1.5 倍となる濃度 

 

1.2.3. LogKow の算出 

化学物質のオクタノール/水分配係数を示す logKow は KOWWIN ver. 1.67 (United 

States Environmental Protection Agency, Washington, D.C., USA) を用いて計算した． 

立体異性体に関しては，CAS 番号を入力後に計算された logKow 値を用いた． 

 

1.2.4. ニューラルネットワーク解析 

SH test, ARE assay および h-CLAT より得られる様々なパラメーターのうち，LLNA 

閾値と相関が認められた記述子を入力層に，LLNA 閾値を出力層に用い，ニューラ

ルネットワークソフトウェア QwikNet Ver. 2.23. (Jensen Software, Sammamish, WA, 

USA) で解析を行った．本検討においては，入力層，第一中間層，第二中間層，出

力層から構成され，それぞれの層の出力は次の層の入力となるように情報は前のみに

伝搬される階層型ネットワークモデルを用いた．各層のニューロン数は，4, 5, 2, 1 個と

した．学習のアルゴリズムは誤差逆伝播法 (バックプロパゲーション) を用い，学習率

は 0.02，モメンタムパラメーターは 0.7 に設定した．それぞれの入力が出力に及ぼ

す影響の大きさを表す重みは -5 から 5 に設定した． 

ニューラルネットワークによる学習には，説明変数から目的変数を説明するモデル

の学習を過剰に行うと，学習データに対する予測性は向上する一方で，新規データに

対する予測性が低下してしまう過学習という現象が知られている (44)．そこで，得られ

たモデルの予測性は 10-fold cross-validation (66) により評価した．これは，全データ

 

 

1.2.2.3. 細胞毒性試験 

AREc32 細胞を 1 ウェル当たりの細胞数が 50,000 個となるように 96 ウェルプレ

ート (Falcon, Corning, NY, USA) に播種し (180 L/well)，48 時間の前培養の後，化

学物質の適用を行った．適用する物質が水溶性の場合は，細胞培養液を用いて最大 

100 mg/mL または溶解・懸濁限界濃度より，油溶性の場合は DMSO を用いて 500 

mg/mL または溶解・懸濁限界濃度より，2 倍希釈系列で 6 濃度水準を調製した．媒

体に DMSO を用いた場合は，細胞培養液でさらに 10 倍に希釈し，DMSO の終濃

度が 1% 以下となるようにした．20 l の調製溶液を 180 l の細胞に添加し，CO2 

インキュベーター内で 24 時間反応後，PBS (-) で 2 回洗浄した．洗浄後，細胞に 

100 L の PBS (-) および 100 L の CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay 

Reagent (CellTiter-Glo®, Promega, Fitchburg, MI, USA) を添加し混和後，溶液を白色 

96 ウェルプレート (Greiner bio-one, Kremsmünster, Austria) に移し，ルシフェラーゼ

活性を指標に生細胞数を GloMax Luminometer (Promega) で測定した．対数線形の

用量反応曲線より，細胞生存率が 75% となる濃度 CV75 を算出した． 

 

1.2.2.4. ARE assay 

細胞の播種から化学物質の適用までは細胞毒性試験と同様の操作を実施した．細

胞適用濃度の設定は，h-CLAT のプロトコルを参照し (18, 19)，1/8×CV75, 1/4×

CV75, 1/2×CV75, CV75, 2×CV75, 4×CV75 とした．無毒性のため CV75 が算出

できない場合には，水溶性物質の場合は細胞培養液を用いて最大 10,000 g/mL ま
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第 3 節 実験結果 

1.3.1. LLNA と in vitro 試験 (ARE assay, SH test, h-CLAT) 結果の比較 

62 化学物質に関して，表皮細胞の活性化を ARE assay で評価した．表皮細胞の

活性化以外の AOP であるタンパク結合と樹状細胞の活性化については，SH test お

よび h-CLAT の文献値を使用した (Table 3) ．ARE assay の LLNA との一致率は 

80.6%，感度は 77.1%，特異度は 92.9% であった．同一物質について，SH test の 

LLNA との一致率は 87.1%，感度は 93.8%，特異度は 64.3% であり，h-CLAT の 

LLNA との一致率は 82.3%，感度は 83.3%，特異度は 78.6%であった．感作性の

有無を予測する場合，実際には陽性の化学物質を陰性と予測する偽陰性を減らすこ

とが重要となる．そこで，陽性と判定した試験が 1 試験以上ある場合を感作性陽性と

し，複数の試験を組み合わせて評価を行ったところ，偽陰性が減少した結果，特異度

が向上した (Table 4)． 

 

1.3.2. モデル構築に使用するパラメーター選定 

予測モデルの構築において，一般に，記述子の数が多いほどモデルの予測性は

高くなる一方，自由度は低くなり，学習データに含まれていない新規の化学物質の予

測性は低くなる．従って，モデルの頑強性を高めるためには予測性を下げてでも記述

子の数を絞る必要がある．このような観点から，本研究においては各 in vitro 試験から

算出される複数のパラメーターの中から，LLNA 閾値との相関性が高いパラメーター

を 1 個ずつ解析に用いる記述子として選択した． 

  

 

 

セットサンプルから複数のサンプルをバリデーション用として分離し，残りのサンプルを

トレーニングサンプルとしてモデルを構築した際に，バリデーションサンプルを正確に

予測することができるかを検定する手法である．この作業を全てのサンプルがバリデー

ションサンプルとなるまで繰り返し，モデルの適合性を，以下の式で表される平均二乗

誤差 (root mean square error: RMSE) により評価した． 

RMSE = data ofnumber  / ) value)predicted - value((measured 2   

 

1.2.5. LLNA 予測カテゴリー 

EC3 または LLNA 予測閾値により，以下の基準でカテゴリー分類を行った． 

Extreme sensitizer   : EC3 または LLNA 予測閾値 < 0.1% 

Strong sensitizer  : EC3 または LLNA 予測閾値 ≥ 0.1% to < 1% 

Moderate sensitizer : EC3 または LLNA 予測閾値 ≥ 1% to < 10% 

Weak sensitizer  : EC3 または LLNA 予測閾値 ≥ 10% to 100% 

Non-sensitizer  : LLNA 陰性または in vitro 試験結果が全て陰性  

 

1.2.6. 統計解析 

相関係数はピアソンの積率相関係数を用いた．有意差検定は Student's t-test を実

施し，有意水準は 5% 未満とした．線形重回帰分析は forward selection 法を用い，

エクセル統計 2004 ソフトウェア (Social Survey Research Information, Tokyo, Japan) 

を用いて解析した． 

各 in vitro 試験法および in vitro 予測モデルはクーパー統計により評価した (77)．

計算式を以下に示す．ただし，TP: true positive, TN: true negative, FP: false positive, 

FN: false negative とする． 

一致率  = (TP + TN)/(TP + FP + TN + FN) × 100 

感度  = (TP/(TP + FN)) × 100 

特異度  = (TN/(TN + FP)) × 100 
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Figure 4. Relationship between logKow or parameters of each in vitro assay and LLNA 
threshold. Relationship between LLNA threshold and logKow (A), MAC value from 
SH test (B), minimum value of (EC150, EC200 and CV75) from h-CLAT (C), Imax 
from ARE assay (D), CImax from ARE assay (E) and EC1.5 from ARE assay (F). Data 
were taken from Table 3.  

 

  

SH test からは，EC3 との相関が報告されているチオール基の最大変化量を示す 

MAC value をニューラルネットワークの入力層に用いた (Fig. 4B)(76)．h-CLAT にお

いては，化学物質処理時の 75% 細胞生存率を示す濃度である CV75，CD86 が陽

性となる閾値濃度である EC150 および CD54 が陽性となる閾値濃度である EC200 

がそれぞれ EC3 と相関することが報告されている (75)．また，CV75, EC150, EC200 

は互いに良く相関することを報告済みである (76)．そこで，試験陰性物質においても

算出可能な値である CV75, EC200, EC150 の最小値 (minimum value of (EC150, 

EC200 and CV75)) と LLNA 閾値との相関を検討したところ，高い相関が認められた

ため，この値を入力層に用いた (Fig. 4C)． 

  

P N P N P N P N

P 45 3 40 8 37 11 47 1

N 5 9 3 11 1 13 5 9

P N P N P N

P 47 1 45 3 46 2

N 5 9 5 9 4 10

Sensitivity 97.9% 93.8% 95.8%
Specificity 64.3% 64.3% 71.4%

SH test & h-CLAT SH test & ARE assay h-CLAT & ARE assay

LLNA

Accuracy 90.3% 87.1% 90.3%

Sensitivity 93.8% 83.3% 77.1% 97.9%
Specificity 64.3% 78.6% 92.9% 64.3%

SH  test h-CLAT ARE assay 3 tests combination 

LLNA

Accuracy 87.1% 82.3% 80.6% 90.3%

Table 4. Correlation among LLNA, SH test, h-CLAT, and ARE assay results.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grey shading indicates that the same results were obtained in LLNA and each in vitro 
assay or combination of these in vitro assays (‘SH test, h-CLAT & ARE assay (3 tests 
combination)’, ‘SH test & h-CLAT’, ‘SH test & h-CLAT’, ‘h-CLAT & ARE assay’). 
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1.3.3. ニューラルネットワーク解析を用いた LLNA 閾値予測モデルの構築 

62 化学物質を用いて，上述の  4 記述子  (logKow, MAC value, Imax および 

minimum values of (EC150, EC200 and CV75)) を入力層に用いた LLNA 閾値予測モ

デルを Fig. 6A に示す．未学習の化学物質にも対応可能となるようクロスバリデーショ

ンを行った後のモデルが Fig. 6B である．クロスバリデーションは 3 回実施した．重回

帰分析とニューラルネットワーク解析の相関係数はそれぞれ 0.753, 0.812 ± 0.006，

RMSE はそれぞれ 0.752，0.667 ± 0.009 であり，両者ともにニューラルネットワークモ

デルの方が良好な結果であった． 

本モデルにおける LLNA 予測閾値および LLNA 予測カテゴリーを Table 5 に示

す．一致率は，強度を 3 カテゴリー (extreme or strong, moderate or weak and non-

sensitizer) に分類した場合が 79.0%，4 カテゴリー (extreme or strong, moderate, weak, 

and non-sensitizer) に 分 類 し た 場 合 が  61.3% ， 5 カテゴ リ ー  (extreme, strong, 

moderate, weak and non-sensitizer) に分類した場合が 56.5% であった (Table 6)． 

  

(A)                              (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6．Correlation between LLNA and artificial neural network (ANN) prediction 
results based on SH test, h-CLAT, cytotoxicity, ARE assay and logKow of 62 
chemicals. Imax (ARE assay), logKow, MAC value (SH test) and the minimum values 
of (EC150 (CD86), EC200 (CD54) and CV75) (h-CLAT) of 62 chemicals were used 
as the input layer and published LLNA thresholds were used as the output layer. 
Correlation before cross-validation (A) and after cross-validation (B, N=3). 

 

  

ARE assay により得られたパラメーターと LLNA 閾値との相関を検討したところ，

Imax および CImax が LLNA 閾値と良く相関し，相関係数は同程度であった (Fig. 4 

D-F)．そこで，ARE assay から用いるパラメーターの選択のため，3 試験の結果を用

いて重回帰分析を実施した．重回帰分析による回帰式を以下に，予測値と実測値の

比較を Fig. 5 に示す． 

重回帰式分析による回帰式 

Log (predicted LLNA threshold (%)) = 0.717698 × log (minimum value of 

(EC150, EC200 and CV75)) -0.463175341×log Imax -0.573137179 

 

重回帰分析の結果，回帰式に Imax が選択されたことから，ARE assay からニュー

ラルネットワーク解析の入力層に用いる記述子として Imax を選択した．さらに，皮膚に

適用された化学物質は角層を通過した後に表皮細胞や樹状細胞を活性化するため，

皮膚感作性の発現において経皮吸収性は重要な因子と考えられる (78)．そこで，in 

vitro 試験結果から得られるパラメーターに加え，化学物質の疎水性を示す logKow 

をニューラルネットワーク解析の入力層に用いる記述子とした． 

Figure 5. Correlation between reported LLNA and predicted LLNA thresholds by 
mulpile linear regression analysis. The descriptors used in this formula were selected 
from MAC value in SH test, the minimum of CV75, EC150 (CD86) and EC200 
(CD54) in h-CLAT, Imax and CImax in ARE assay and logKow by multiple liner 
regression analysis using the forward selection method. 
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ラルネットワーク解析の入力層に用いる記述子として Imax を選択した．さらに，皮膚に

適用された化学物質は角層を通過した後に表皮細胞や樹状細胞を活性化するため，

皮膚感作性の発現において経皮吸収性は重要な因子と考えられる (78)．そこで，in 

vitro 試験結果から得られるパラメーターに加え，化学物質の疎水性を示す logKow 

をニューラルネットワーク解析の入力層に用いる記述子とした． 

Figure 5. Correlation between reported LLNA and predicted LLNA thresholds by 
mulpile linear regression analysis. The descriptors used in this formula were selected 
from MAC value in SH test, the minimum of CV75, EC150 (CD86) and EC200 
(CD54) in h-CLAT, Imax and CImax in ARE assay and logKow by multiple liner 
regression analysis using the forward selection method. 
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第 4 節 考察 

本章において，化学物質の疎水性を示す logKow，タンパク結合を評価する SH 

test から化学物質処理時のチオール基の最大変化量を示す MAC value，表皮細胞

の活性化を評価する ARE assay から化学物質処理時の最大ルシフェラーゼ活性誘

導量を示す Imax，樹状細胞の活性化を評価する h-CLAT から化学物質処理時の 

CD86，CD54 が陽性となる閾値濃度および 75% 細胞生存率を示す濃度の最小値 

(minimum value of (EC150, EC200 and CV75)) の 4 記述子を入力層に用い，LLNA 

閾値を予測するニューラルネットワークモデル (in vitro モデル) を構築した． 

In vitro モデルにおいて，9 化学物質が実際の感作カテゴリーよりも過小評価され

た (Table 5)．特に，LLNA カテゴリーが strong である phthalic anhydride は weak 

と予測され，2 ランク低い予測結果となった．Phthalic anhydride は酸無水物であり，

細胞に適用する際に加水分解されることから，h-CLAT において偽陰性となることが

報告されているが (79)，ARE assay においても感作性陰性と判定された．また，

phthalic anhydride は，タンパク結合を評価する DPRA において，システインを含む

ペプチドとは反応せず，リジンペプチドとよく反応することが示されている (11)．ARE 

assay は Keap1 のシステイン残基にハプテンが結合した後，解離した Nrf2 による

遺伝子発現誘導を測定する試験であり，リジン残基に結合する化学物質は正しく評価

できないことから (13)，DPRA のようなリジンペプチドとの反応性を含む試験結果を追

加して同様の解析を実施すれば，より良好な結果が得られる可能性がある．Phthalic 

anhydride と同様に 3 試験中 1 試験のみが陽性となった化学物質に着目すると，4 

化学物質中 3 化学物質で感作性強度は weak と判断されていた (Table 5) ．これ

は，in vitro 試験において反応が弱い場合は，LLNA 閾値が高く予測される傾向にあ

ることを示唆する結果である． 

一方，本モデルにおいて 18 化学物質が実際の感作カテゴリーよりも過大評価さ

れ，実際の感作カテゴリーが weak のものを moderate と予測したものが 10 化学物

質あった．そのうち 8 化学物質は in vitro 試験全てが陽性と判定されていた．さらに，

実際は非感作性物質であるものが，本モデルにおいて weak または moderate と予

測された 5 化学物質に関しては，in vitro 試験で 1 試験以上が陽性であった．つま

 

 

  

Table 6. Correlations among LLNA classification and predicted LLNA classification 
using in vitro prediction model.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grey shading indicates that the same results were obtained in LLNA classification and 
predicted LLNA classification. 3 categories (A), 4 categories (B), 5 categories (C).  
NS, Non-sensitizer. 

(A)
Extreme or Strong Moderate or Weak NS

Extreme or Strong 12 1 0
Moderate or Weak 6 28 5

Negative 0 1 9

Accuracy
Over predicted
Under predicted

(B)
Extreme or Strong Moderate Weak NS

Extreme or Strong 12 1 0 0
Moderate 5 12 10 1

Weak 1 1 5 4
Negative 0 0 1 9

Accuracy
Over predicted
Under predicted

(C)
Extreme Strong Moderate Weak NS
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Strong 1 4 1 0 0
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Accuracy 56.5%
Over predicted
Under predicted
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LLNA classification (in vivo )

in vitro  model
classification

79.0%
9.7%

11.3%

29.0%
14.5%

in vitro  model
classification

61.3%
25.8%
12.9%

LLNA classification (in vivo )

in vitro  model
classification
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第 2 章 化学構造からの感作性予測モデル (in silico モデル) の構築 

 

第 1 節 序論 

皮膚感作性評価の代替法として，in vitro 試験のみならず，in silico 手法を用いた

予測に関しても多く報告されている (84-88)．In silico 評価法としては，化学物質の毒

性を化学構造や物性から予測する定量的構造活性相関  (quantitative) structure-

activity relationship ((Q)SAR) と，化学構造や物理学的性質等によって化学物質のカ

テゴリー化を行い，属するカテゴリーに沿って毒性を評価する read-across がある．

(Q)SAR の代表例として，ADMEWORKS (Fujitsu Kyushu Systems Limited, Fukuoka, 

Japan)，TOPKAT (Accelrys, San Diego, CA, USA)，TIMES-SS (University of Bourgas, 

Bulgaria)，Case Ultra (MULTICASE, Cleveland, OH, USA)，DEREK (LHASA Ltd., 

Leeds, UK) 等がある．一方，read-across の代表例としては，OECD QSAR toolbox 

(89) が知られている． 

近年，共通の 100 化学物質について，7 個の in silico モデルで皮膚感作性を評

価した結果が報告された (90)．最も予測性が高いモデルでは信頼領域が狭い一方，

信頼領域が広いモデルでは偽陽性や偽陰性が多いことが示され，現状の in silico 

モデルは，幅広いタイプの化学物質の感作性を予測するには単独では不十分である

と結論付けられている (90)．このように，in silico モデル単独での評価には限界があ

るものの，複数の評価法の組み合わせの一部に in silico モデルを取り入れる有用性

がいくつかの研究により示されている (36-38)．これらの報告では，得られた知見の重

要性に基づいて専門家が毒性を随時判断する weight-of-evidence に，in silico 評価

を組み入れることで，予測性の向上が示されている．  

第 1 章において，タンパク結合，表皮細胞の活性化，樹状細胞の活性化を評価

する in vitro 試験結果を組み合わせてニューラルネットワーク解析を行った結果， 

LLNA 閾値を予測可能であることを見出した．そこで本章においては，(Q)SAR モデ

ルとして，in silico で算出した化学物質の分子軌道計算より得られる記述子を用いて

第 1 章と同様にニューラルネットワーク解析を行い，LLNA 閾値を予測する検討を

行った (in silico モデル)．さらに，過小評価された物質数の減少を目的として in 

vitro モデル，in silico モデルを組み合わせた感作性評価スキームの構築を試みた． 

 

 

り，過大評価された物質に関しても，in vitro 試験の結果を非常によく反映した予測と

なっていることが考えられる． 

本 in vitro モデルで入力層に用いた記述子のうち，MAC value と minimum value 

of (EC150, EC200 and CV75) のみを入力層に用いた LLNA 閾値の予測モデルを以

前報告した (76)．モデル構築に用いた化学物質は，前モデルが 64 個，本モデルが 

62 個とほぼ同数であるが，相関係数はそれぞれ 0.774 ± 0.007 と 0.812 ± 0.006，

RMSE がそれぞれ 0.751 ± 0.013，0.667 ± 0.009 であり，相関係数，RMSE ともに本

モデルにおいて向上が認められた．また，感作性の陽性・陰性の判断において 

LLNA と各モデルの一致率は，前モデルが 50.0% (5 カテゴリー)，57.8% (4 カテゴリ

ー)，78.1% (3 カテゴリー) に対し，本モデルにおいて 56.5% (5 カテゴリー)，61.3% (4

カテゴリー)，79.0% (3 カテゴリー) となり，一致率も本モデルにおいて向上した．これ

は，経皮吸収性に関与する疎水性を表す logKow および表皮細胞の活性化を測定

する ARE assay の結果を入力層に追加したことで，感作誘導期における重要な反応

がより反映された結果であると考えられる．今回入力層に用いていない感作誘導期の 

AOP として，化学物質処理時の抗原特異的な T 細胞の増殖がある．化学物質に感

作されていないヒトの血液から調製した T 細胞では，抗原特異的なクローンが十分に

なく，in vitro 試験開発が困難であったが，制御性 T 細胞を含む制御サブセットをコ

ントロールすることで試験感度が上がることが近年報告され，感作性物質の評価が可

能となってきた (80)．今後，抗原特異的な T 細胞の増殖が評価可能となれば，その

結果を入力層に加えることで，更なる予測精度の向上が期待できる． 

本研究の後，in vitro 感作性試験法である DPRA，KeratinoSensTM，h-CLAT がそ

れぞれ OECD ガイドライン法として採択された (81-83)．本モデルにおいては SH 

test，ARE assay，h-CLAT の結果を用いたが，これらのより多くの背景データを有する

バリデートされたガイドライン法の結果を用いることで，より信頼性の高いモデルへの

向上が期待できる． 
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Electronic energy ：電子の運動エネルギー，原子核と電子のクーロン引力 

：ポテンシャル，電子同士のクーロン反発ポテンシャルの和 

Heat of formation ：化学物質 1 モルが，成分元素の単体から生成する時の 

：反応熱 

Ionization potential ：原子から電子 1 個を取り去って，1 価の陽イオンにするため 

：に必要なエネルギー 

Molecular weight ：分子中に含まれる原子量の総和 

Polarizability , ,  ：電場により生じるベクトル量である dipole moment と電場とを 

：結びつける比例定数 

Total energy ：電子エネルギーと核間反発エネルギーから成る分子固有の 

：全エネルギー 

 

解析は第 1 章と同様の方法で実施した．入力層，第一中間層，第二中間層，出力

層のニューロン数はそれぞれ 6, 4, 2, 1 個とした． 

 

2.2.3. LLNA 予測カテゴリー 

EC3 または LLNA 予測閾値により，以下の基準でカテゴリー分類を行った． 

Extreme sensitizer  : EC3 または LLNA 予測閾値 < 0.1% 

Strong sensitizer  : EC3 または LLNA 予測閾値 ≥ 0.1% to < 1% 

Moderate sensitizer : EC3 または LLNA 予測閾値 ≥ 1% to < 10% 

Weak or non-sensitizer : EC3 または LLNA 予測閾値 ≥ 10% to 100% 

 

2.2.4. 統計解析 

エクセル統計  2004 ソフトウェア  (Social Survey Research Information, Tokyo, 

Japan) を用いて，相関係数はピアソンの積率相関係数を算出した．有意差検定は 

Student's t-test を実施し，有意水準は 5% 未満とした． 

  

 

 

第 2 節 実験試料および方法 

2.2.1. データベース 

164 個の感作性物質と 42 個の非感作性物質から成る 206 化学物質を検討に

用いた (Table 7)．全ての化学物質の LLNA 結果は，文献値を引用した (68, 73, 91)．

用いた化学物質の LLNA カテゴリー強度の内訳は，extreme sensitizer が 12 個，

strong sensitizer が 20 個，moderate sensitizer が 69 個，weak sensitizer が 65 個，

non-sensitizer が 40 個 (LLNA における偽陽性を 1 個含む) であった． 

 

2.2.2. ニューラルネットワーク解析 

化 学 物 質 の 構 造 式 フ ァ イ ル  (MOL フ ァ イ ル ) を  ChemDraw Pro 10.0 

(CambridgeSoft Co., Cambridge, MA, USA) で 作 成 し た ． 作 成 し た フ ァ イ ル を 

Chem3D Ultra 10.0 (CambridgeSoft Co. ) で開き，Molecular Orbital Program Package 

(MOPAC) 2002 (Fujitsu, Tokyo, Japan) の Parametric Method 3 (PM3) 法を用いてエ

ネルギーを最小化した後，分子軌道法から得られる記述子として sum of charges of 

carbon, hydrogen, oxigen, nitrogen (Sum C, Sum H, Sum O and Sum N), Core-Core 

repletion, COSMO area, COSMO volume, dipole moment, heat of formation, electronic 

energy, ionization potential, total energy, polarizability および molecular weight 

を計算した．得られた記述子間の線形の相関を検討し，相関の高い記述子をグルー

プ化した．LLNA 閾値と相関が認められた記述子をそれぞれの独立したグループか

ら抽出し，ニューラルネットワーク解析の入力層に用いた． 

 

 

Sum (C, H, O and N) ：炭素，水素，酸素，窒素原子の総電荷 

Core-Core repletion ：核間反発エネルギー 

COSMO area, COSMO volume ：溶媒効果を考慮した時のファンデルワールス半径を利用した 

：分子面積，分子体積 

Dipole moment () ：分子内で微小な距離だけ離れた，大きさの等しい 1 対の 

：正負の電荷の強さを表す量 
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EC3 または LLNA 予測閾値により，以下の基準でカテゴリー分類を行った． 

Extreme sensitizer  : EC3 または LLNA 予測閾値 < 0.1% 

Strong sensitizer  : EC3 または LLNA 予測閾値 ≥ 0.1% to < 1% 

Moderate sensitizer : EC3 または LLNA 予測閾値 ≥ 1% to < 10% 

Weak or non-sensitizer : EC3 または LLNA 予測閾値 ≥ 10% to 100% 

 

2.2.4. 統計解析 

エクセル統計  2004 ソフトウェア  (Social Survey Research Information, Tokyo, 

Japan) を用いて，相関係数はピアソンの積率相関係数を算出した．有意差検定は 

Student's t-test を実施し，有意水準は 5% 未満とした． 

  

 

 

第 2 節 実験試料および方法 

2.2.1. データベース 

164 個の感作性物質と 42 個の非感作性物質から成る 206 化学物質を検討に

用いた (Table 7)．全ての化学物質の LLNA 結果は，文献値を引用した (68, 73, 91)．

用いた化学物質の LLNA カテゴリー強度の内訳は，extreme sensitizer が 12 個，

strong sensitizer が 20 個，moderate sensitizer が 69 個，weak sensitizer が 65 個，

non-sensitizer が 40 個 (LLNA における偽陽性を 1 個含む) であった． 

 

2.2.2. ニューラルネットワーク解析 

化 学 物 質 の 構 造 式 フ ァ イ ル  (MOL フ ァ イ ル ) を  ChemDraw Pro 10.0 

(CambridgeSoft Co., Cambridge, MA, USA) で 作 成 し た ． 作 成 し た フ ァ イ ル を 

Chem3D Ultra 10.0 (CambridgeSoft Co. ) で開き，Molecular Orbital Program Package 

(MOPAC) 2002 (Fujitsu, Tokyo, Japan) の Parametric Method 3 (PM3) 法を用いてエ

ネルギーを最小化した後，分子軌道法から得られる記述子として sum of charges of 

carbon, hydrogen, oxigen, nitrogen (Sum C, Sum H, Sum O and Sum N), Core-Core 

repletion, COSMO area, COSMO volume, dipole moment, heat of formation, electronic 

energy, ionization potential, total energy, polarizability および molecular weight 

を計算した．得られた記述子間の線形の相関を検討し，相関の高い記述子をグルー

プ化した．LLNA 閾値と相関が認められた記述子をそれぞれの独立したグループか

ら抽出し，ニューラルネットワーク解析の入力層に用いた． 

 

 

Sum (C, H, O and N) ：炭素，水素，酸素，窒素原子の総電荷 

Core-Core repletion ：核間反発エネルギー 

COSMO area, COSMO volume ：溶媒効果を考慮した時のファンデルワールス半径を利用した 

：分子面積，分子体積 

Dipole moment () ：分子内で微小な距離だけ離れた，大きさの等しい 1 対の 

：正負の電荷の強さを表す量 
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第 3 節 実験結果 

2.3.1. ニューラルネットワーク解析に用いる記述子の抽出 

206 化学物質の LLNA 閾値および化学構造より計算された各記述子を Table 8 

に示す．第 1 章で記述した通り，モデルの頑強性を高めるためには予測性を下げて

でも記述子の数を絞る必要がある．このため，分子軌道法より得られた記述子のうち，

相関が高いものをグループ化し，LLNA 閾値と統計学的に有意な相関が認められた

記述子を各グループより 1 個ずつ抽出した． 

各記述子と  LLNA 閾値との相関を検討したところ，Sum H, Sum N, heat of 

formation, ionization potential, polarizability および polarizability に弱いながらも相

関が認められた (Table 9，Fig. 7)．次に，各記述子間の相関係数を算出したところ，

Sum C, Sum H, COSMO area, COSMO volume と COSMO area, COSMO volume, 

molecular weight, polarizability , electronic energy, total energy は相関係数が 0.8 

以上または -0.8 以下の高い相関を示したため，グループ化を行った (Table 10)．以

上の結果から，最終的に，Sum H, sum N, heat of formation, ionization potential, 

polarizabitliy および polarizability の 6 個の記述子を LLNA 閾値と相関があり，

かつ独立した記述子として選択し，ニューラルネットワーク解析の入力層に用いた． 

 

2.3.2. LLNA 閾値予測ニューラルネットワークモデルの構築 

206 化学物質について，ニューラルネットワークの入力層に上述の 6 個の記述子

を，出力層に報告済みの LLNA 閾値を用いて，モデルの構築を行った (in silico モ

デル)．相関係数は 0.791, RMSE は 0.571 であった (Fig. 8A)．このモデルをクロス

バリデーションした後の相関係数は 0.708 ± 0.018，RMSE は 0.660 ± 0.017 であった 

(Fig. 8B)．206 化学物質のモデル構築に用いた記述子およびクロスバリデーション後

の LLNA 予測閾値を Table 11A に示す．次に，予測された LLNA 閾値に基づき，

感作性強度を 4 カテゴリー (extreme, strong, moderate and weak or non-sensitizer) に

分類した (Table 11B)．実際の LLNA カテゴリー分類との一致率は 55% であり，過

大評価が 23%，過小評価が 22% であった．
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第 3 節 実験結果 

2.3.1. ニューラルネットワーク解析に用いる記述子の抽出 

206 化学物質の LLNA 閾値および化学構造より計算された各記述子を Table 8 

に示す．第 1 章で記述した通り，モデルの頑強性を高めるためには予測性を下げて

でも記述子の数を絞る必要がある．このため，分子軌道法より得られた記述子のうち，

相関が高いものをグループ化し，LLNA 閾値と統計学的に有意な相関が認められた

記述子を各グループより 1 個ずつ抽出した． 

各記述子と  LLNA 閾値との相関を検討したところ，Sum H, Sum N, heat of 

formation, ionization potential, polarizability および polarizability に弱いながらも相

関が認められた (Table 9，Fig. 7)．次に，各記述子間の相関係数を算出したところ，

Sum C, Sum H, COSMO area, COSMO volume と COSMO area, COSMO volume, 

molecular weight, polarizability , electronic energy, total energy は相関係数が 0.8 

以上または -0.8 以下の高い相関を示したため，グループ化を行った (Table 10)．以

上の結果から，最終的に，Sum H, sum N, heat of formation, ionization potential, 

polarizabitliy および polarizability の 6 個の記述子を LLNA 閾値と相関があり，

かつ独立した記述子として選択し，ニューラルネットワーク解析の入力層に用いた． 

 

2.3.2. LLNA 閾値予測ニューラルネットワークモデルの構築 

206 化学物質について，ニューラルネットワークの入力層に上述の 6 個の記述子

を，出力層に報告済みの LLNA 閾値を用いて，モデルの構築を行った (in silico モ

デル)．相関係数は 0.791, RMSE は 0.571 であった (Fig. 8A)．このモデルをクロス

バリデーションした後の相関係数は 0.708 ± 0.018，RMSE は 0.660 ± 0.017 であった 

(Fig. 8B)．206 化学物質のモデル構築に用いた記述子およびクロスバリデーション後

の LLNA 予測閾値を Table 11A に示す．次に，予測された LLNA 閾値に基づき，

感作性強度を 4 カテゴリー (extreme, strong, moderate and weak or non-sensitizer) に

分類した (Table 11B)．実際の LLNA カテゴリー分類との一致率は 55% であり，過

大評価が 23%，過小評価が 22% であった．
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Figure 7. Relationship between LLNA thresholds and MO-calculated descriptors 
showing a significant correlation in Table 9. Relationship between LLNA thresholds 
and Sum H (A), Sum N (B), heat of formation (C), ionization potential (D), 
polarizability  (E) and polarizability  (F)  
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Figure 7. Relationship between LLNA thresholds and MO-calculated descriptors 
showing a significant correlation in Table 9. Relationship between LLNA thresholds 
and Sum H (A), Sum N (B), heat of formation (C), ionization potential (D), 
polarizability  (E) and polarizability  (F)  
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値が低い方の値を採用する複合モデルを構築し，実測値との比較を行った (Fig. 9C)．

この複合モデルにおいては， LLNA 予測閾値は必然的に in vitro モデルでの予測

値以下となる．In vitro モデル，in silico モデルおよび複合モデルにおけるカテゴリー

予測結果を Table 12B に示す．複合モデルによりカテゴリー分類で過小評価された物

質は 8% に減少した． 

(A)                              (B) 

 

 

 

 

 

 

 

(C) 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figure 9. Correlation between LLNA and prediction results of in vitro model and in 
silico model. (A) Results of in vitro model for 62 chemicals which is the same as Fig. 
6B. (B) Results of in silico model for 59 chemicals. (C) Correlation between reported 
LLNA threshold and minimum of (predicted LLNA threshold of in vitro and in silico 
model).  

 

 

2.3.3. In vitro モデル と in silico モデルとの組み合わせ 

第 1 章で構築した in vitro 感作性試験である SH test, ARE assay および h-

CLAT 結果を用いて構築した in vitro モデルと，本 in silico モデルとを組み合わせ

た感作性評価の検討を実施した (Fig. 9)．In vitro モデルを構築する際に用いた 62 

化学物質のうち，金属を含む potassium dichromate, cobalt chloride および nickel 

sulfate は MOPAC2002 で分子軌道法による記述子の計算が不可能であったため，

それらを除く 59 化学物質について in silico モデルを用いて LLNA 閾値を予測し

た (Table 12A)．このうち，既に本モデルの学習データに含まれていた 53 物質につ

いては，クロスバリデーション後の予測値を LLNA 閾値とした．実測 LLNA 閾値と

本モデルより算出した LLNA 予測閾値は良い相関を示した (Fig. 9B)．しかしながら，

約半数の物質に関して，予測値が実測値を上回っており，これは感作性強度を実際

よりも弱く予測していることを意味する．化学物質の安全性評価の観点で考えると，感

作性強度を予測する際に過小評価される物質を極力減らすことが重要である．従って，

過小評価物質を減少させるため，構築した二つの予測モデルのうち， LLNA 予測閾

(A)                             (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8. Correlation between LLNA and ANN prediction results based on MO 
descriptors of the dataset of 206 chemicals. Six descriptors shown in Fig. 7 were used 
as the input layer and reported LLNA thresholds were used as the output layer. 
Correlation before cross-validation (A) and after cross-validation (B, N=3). 
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Figure 8. Correlation between LLNA and ANN prediction results based on MO 
descriptors of the dataset of 206 chemicals. Six descriptors shown in Fig. 7 were used 
as the input layer and reported LLNA thresholds were used as the output layer. 
Correlation before cross-validation (A) and after cross-validation (B, N=3). 
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Table 11 (B). Comparison between reported in vivo LLNA classification and predicted 
LLNA classification using the in silico model. 

 

 

 

 

 

Extreme Strong Moderate Weak or NS
Extreme 8 2 2 0
Strong 0 4 16 0

Moderate 0 4 40 25
Weak or NS 0 3 40 62

Accuracy: 55%
Over-prediction of potency category: 23%

Under-prediction of potency category: 22%
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Table 11 (B). Comparison between reported in vivo LLNA classification and predicted 
LLNA classification using the in silico model. 

 

 

 

 

 

Extreme Strong Moderate Weak or NS
Extreme 8 2 2 0
Strong 0 4 16 0

Moderate 0 4 40 25
Weak or NS 0 3 40 62

Accuracy: 55%
Over-prediction of potency category: 23%

Under-prediction of potency category: 22%
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第 4 節 考察 

ハプテンはタンパク質との結合により免疫応答を活性化することから，化学物質の

部分構造が感作性に影響すると考えられており (23)，経験に基づくルールベースシ

ステムを用いて感作性を予測する DEREK (LHASA Ltd., Leeds, UK) 等において，こ

のような部分構造をアラートとして用いている (92)．しかしながら，部分構造のアラート

に基づいた予測では，感作性の有無の予測は可能でも，感作性の強度予測をするこ

とは困難であった．そこで，本章では，化学物質の分子軌道法から得られる記述子を

用いて，第 1 章と同様のニューラルネットワーク解析を実施し，LLNA 閾値予測モデ

ルの構築を行った． 

LLNA 閾値と統計的に有意な相関があり，かつ独立した記述子として Sum H，

Sum N，heat of formation，ionization potential，polarizability  polarizability が選択

され，これらの記述子をニューラルネットワーク解析の入力層に用いることで良好な 

LLNA 閾値予測モデルが構築できた．その理由として，これらの記述子が感作性の

発現に重要な物理化学性状と関連している事が推察される．例えば，脂溶性は分極

率および水素結合等と関連するため，それらに関係のある Sum H, Sum N, ionization 

potential, polarizability polarizability は経皮吸収やタンパク結合に影響すると考え

られる．また，Sum H, Sum N, ionization potential は電気陰性度と関連することから，

求核反応や求電子反応に影響すると考えられる．さらに，heat of formation, ionization 

potential は化学物質の安定性に影響を与えると想定されることから，生体内での代謝

や分解に関連する可能性が考えられる．  

皮膚感作性の予測においては，その反応機序の複雑さゆえに，in vitro 試験の結

果や in silico により得られる情報を統合し，化学物質の生物学的，生化学的，化学

的な様々な情報を用いて評価することが必須と考えられている (33)．そこで，第 1 章

で構築した in vitro 結果より LLNA 閾値を予測する in vitro モデルおよび本章で

構築した化学物質の in silico 情報より LLNA 閾値を予測する in silico モデルを組

み合わせて複合モデルを構築した．安全性保証の観点では，過小評価物質の数を減

らすことが非常に重要であるため，複合モデルでは，各予測モデルで算出された 

LLNA 閾値の低値を採用した．Table 12B に示すように，in vitro モデルのカテゴリー

分類においては，7 化学物質が過小評価された．そのうち，前述のとおり，金属を含
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第 4 節 考察 

ハプテンはタンパク質との結合により免疫応答を活性化することから，化学物質の

部分構造が感作性に影響すると考えられており (23)，経験に基づくルールベースシ

ステムを用いて感作性を予測する DEREK (LHASA Ltd., Leeds, UK) 等において，こ

のような部分構造をアラートとして用いている (92)．しかしながら，部分構造のアラート

に基づいた予測では，感作性の有無の予測は可能でも，感作性の強度予測をするこ

とは困難であった．そこで，本章では，化学物質の分子軌道法から得られる記述子を

用いて，第 1 章と同様のニューラルネットワーク解析を実施し，LLNA 閾値予測モデ

ルの構築を行った． 

LLNA 閾値と統計的に有意な相関があり，かつ独立した記述子として Sum H，

Sum N，heat of formation，ionization potential，polarizability  polarizability が選択

され，これらの記述子をニューラルネットワーク解析の入力層に用いることで良好な 

LLNA 閾値予測モデルが構築できた．その理由として，これらの記述子が感作性の

発現に重要な物理化学性状と関連している事が推察される．例えば，脂溶性は分極

率および水素結合等と関連するため，それらに関係のある Sum H, Sum N, ionization 

potential, polarizability polarizability は経皮吸収やタンパク結合に影響すると考え

られる．また，Sum H, Sum N, ionization potential は電気陰性度と関連することから，

求核反応や求電子反応に影響すると考えられる．さらに，heat of formation, ionization 

potential は化学物質の安定性に影響を与えると想定されることから，生体内での代謝

や分解に関連する可能性が考えられる．  

皮膚感作性の予測においては，その反応機序の複雑さゆえに，in vitro 試験の結

果や in silico により得られる情報を統合し，化学物質の生物学的，生化学的，化学

的な様々な情報を用いて評価することが必須と考えられている (33)．そこで，第 1 章

で構築した in vitro 結果より LLNA 閾値を予測する in vitro モデルおよび本章で

構築した化学物質の in silico 情報より LLNA 閾値を予測する in silico モデルを組

み合わせて複合モデルを構築した．安全性保証の観点では，過小評価物質の数を減

らすことが非常に重要であるため，複合モデルでは，各予測モデルで算出された 

LLNA 閾値の低値を採用した．Table 12B に示すように，in vitro モデルのカテゴリー

分類においては，7 化学物質が過小評価された．そのうち，前述のとおり，金属を含
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本章において，化学物質の分子軌道計算より得られる記述子を用いてニューラル

ネットワーク解析を行うことで，LLNA 閾値が予測可能であることを示した．これまでに

報告されている in silico 評価はハザード評価を目的としたものであるのに対し，今回

構築したモデルは，分子軌道法から得られる情報に着目して毒性の強度を予測する

という，他に類を見ない in silico のリスク評価への応用例であると考えられる．さらに，

複合モデルで予測された LLNA 閾値を用いて，個体間変動，基剤による影響，使用

方法等を考慮した安全係数を用いた定量的リスク評価 (9) を実施することで，ヒトに

適用可能な濃度の算出が可能となる，初めての皮膚感作性予測モデルである．In 

vitro や in silico 評価のみで感作性を予測する場合，最終的にヒト試験において感作

が成立しないことを確認する必要がある．複合モデルで算出した LLNA 閾値を基に，

定量的リスク評価によりヒトに適用可能な濃度を決定後，hRIPT 等の臨床試験を実施

し，in vitro 試験，in silico 情報，臨床と包括的に安全性を評価することで，より信頼

のある評価法が確立可能と考えられる． 

Figure 10. Proposed evaluation scheme for skin sensitization using the in vitro model 
and the in silico model.  
 
 

 

 

む cobalt chloride に関しては分子軌道が計算できず in silico モデルでの評価対象

外となり，benzoyl peroxide, propyl gallate, 3,4-dihydrocoumarin は in vitro モデルより

も in silico モデルの LLNA 予測閾値の方が高かったため，複合モデルにおいても

同様に過小評価となった．一方，phthalic anhydride, maleic anhydride, 2-nitro-1,4-

phenylenediamine においては in silico モデルの LLNA 予測閾値の方が in vitro 

モデルの予測閾値よりも低く，その結果，phthalic anhydride, maleic anhydride におい

て  LLNA 予測カテゴリーは実際の  LLNA カテゴリーと一致した．2-nitro-1,4-

phenylenediamine の LLNA 予測閾値は実際の LLNA 閾値に近づいたが，カテゴ

リー分類においては過小評価のままであった．LLNA カテゴリーが strong である 

phthalic anhydride は，第 1 章での考察の通り，リジンペプチドと結合すること，in 

vitro 試験では加水分解の影響が考えられること等から in vitro モデルでは実際より

も 2 ランク強度が弱い weak と判定された．しかし，in silico モデルと組み合わせた

複合モデルでは strong と判定されたことからも，いくつかの in vitro 試験において偽

陰性となる化学物質に関しては，複合モデルは非常に有用であることが示された．こ

のように，過小評価物質は複合モデルにおいて減少することが示された (Table 12B)． 

動物を用いずに化学物質の安全性を評価する際，特に毒性のある化学物質に関し

ては，ヒトに適用する前に包括的なリスク評価を行うことが非常に重要である．従って，

過小評価物質の数を減らすことが可能な複合モデルはリスク評価に有用と考えらえる．

本章で示した複合モデルにおいて，過小評価物質が減るということは，一方で過大評

価物質が増えることを意味するが，ヒトへの適用を前提としたリスク評価においては重

大な問題ではないと考えられる． 

In vitro モデルにおいて  non-sensitizer と予測された  10 化学物質のうち，

dimethyl sulfoxide および sodium dodecyl sulfate のみが偽陰性であった．Dimethyl 

sulfoxide は LLNA において EC3 が 77% と高く，感作性強度は weak と報告さ

れており，sodium dodecyl sulfate はヒトにおいて感作原ではないことから，LLNA の

結果が偽陽性と報告されている．つまり，in vitro モデル は偽陰性が非常に少ない予

測モデルである．従って，現実的な評価スキームとして，最初に in vitro 試験を実施

し，1 試験以上が陽性となった化学物質に関してのみ，複合モデルでの評価が適し

ていると考えられる (Fig. 10)． 
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第 2 節 実験材料および方法 

3.2.1. 試薬 

3,3’,4’,5-Tetrachlorosalicylanilide (TCSA) は  Acros Organics (Morris Plains, NJ, 

USA) よ り 購 入 し た ． 6-Methylcoumarin (6-MC), musk ambrette お よ び  3,4’,5-

tribromosalicylanilide は 東 京 化 成 工 業  (Osaka, Japan) よ り 購 入 し た ．

Chlorpromazine HCl および sulfanilamide はナカライテスク (Kyoto, Japan) より購入

した．Sodium dodecyl sulfate，anthracene, L (+) -ascorbic acid および dextran は和光

純薬工業 (Osaka, Japan) より購入した．Isoniazid は LKT Laboratories (St. Paul, MN, 

USA) よ り 購 入 し た ． Acridine は  Lancaster Synthesis (Ward Hill, MA, USA), 

diclofenac sodium salt は Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA) より，benzydamine 

HCl は  MP Biomedicals (Santa Ana, CA, USA) より購入した．他の化学物質は 

Sigma-Aldrich (St. Loius, MO, USA) より購入した．全ての試薬は特級グレードもしく

は同等以上のものを用いた．  

 

3.2.2. UV/VIS 照射 

UV/VIS 照 射 実 験 に は  SOL500 Sun Simulator (Dr. Hönle AG, Grägelfing, 

Germany) に 500 W メタルハライドランプおよび UVB 領域の光を減衰させるため 

H1 フィルターを取り付けたものを用いた．UVA 強度の測定には，UVA-meter (Dr. 

Hönle AG) を用いた． 

 

3.2.3. Photo-ARE assay の開発 

3.2.3.1. 細胞培養 

AREc32 細胞は第 1 章に記載の通りに培養した． 

 

3.2.3.2. 細胞毒性試験 

1 ウェル当たりの細胞数が 50,000 個となるように AREc32 細胞を 96 ウェルプレ

ート (Falcon, Corning NY, USA) に播種し (180 L/well)，48 時間の前培養の後，化

学物質を適用した．水溶性物質は PBS (+) を用いて最大 100 mg/mL または溶解・

懸濁限界濃度より，油溶性物質の場合は DMSO を用いて最大 500 mg/mL または

 

 

第 3 章 In vitro 光感作性試験の開発 

 

第 1 節 序論 

光感受性物質に UV が照射されて生じる反応は，光毒性と光感作に分類される．

光毒性に関しては in vitro 3T3 NRU 光毒性試験 (48) や ROS assay (57) がガイド

ラインとして採択済みである一方，光感作に関しては複数の in vitro 試験が報告され

ているが (47, 50, 58-63)，ガイドライン化された試験法はない． 

光感作は光感受性物質が UV によるエネルギーを吸収して抗原となる以外は，感

作と同様の免疫反応であると考えられている (45)．感作と大きく異なる点は，in vivo 

試験法においてもガイドライン化された手法がなく，同一プロトコル下で評価された化

学物質が少ないこと，LLNA のような強度を判定する試験法がないこと，さらに光感作

性物質は光毒性を持ちあわせることから (2, 50)，評価の際に感作反応，光毒性反応

を考慮する必要があること等が挙げられる．しかし，ハザード評価に限定すれば，感作

代替法で検討されてきたように，免疫応答の鍵となる反応を検出する in vitro 試験や 

in silico 評価を総合的に組み合わせることで，動物を用いずに評価を行うことは可能

であると考えられた． 

光感作反応のうち，タンパク結合に焦点をあてた in vitro 試験法として，ヒト血清ア

ルブミンとの光結合を評価する試験が報告されている (58)．また，樹状細胞の活性化

に焦点をあてた試験として，THP-1 細胞やヒト末梢血から調製した樹状細胞を化学物

質存在下で UV 照射した際の CD86, CD54, HLA-DR 等を測定する試験が報告さ

れている (60, 61, 63)．しかしながら，表皮細胞の活性化に焦点をあてた in vitro 試験

法は報告されていない．そこで，感作において表皮細胞の活性化の評価に用いられ

ている Keap1-Nrf2 pathway に着目し，光感作性試験の開発を試みた． 
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量反応曲線より算出した． 

Imax : UV/VIS 照射時の被験物質処理によるルシフェラーゼ活性比を非照射 

  時の被験物質処理によるルシフェラーゼ活性比で除した値の最大値 

CImax : Imax を示す濃度 

 

3.2.4. 統計解析 

 有意差検定は Student's t-test を実施し，有意水準は 5% 未満とした． 

  

 

 

溶解・懸濁限界濃度より，2 倍希釈系列で 6 濃度水準を作成した．媒体に DMSO 

を用いた場合は PBS (+) でさらに 10 倍に希釈し，DMSO の終濃度が 1% 以下と

なるようにした．前培養後，細胞培養液を 180 L の PBS (+) に置換し，20 L の調

製溶液を添加して CO2 インキュベーター内で 1 時間反応後，UV/VIS 照射を行っ

た．同様の被験物質処理を行ったプレートを別に 1 枚準備し，アルミホイルで遮光し

た後に UV/VIS 照射を行った細胞を対照として用いた．UV/VIS 照射後，被験物質

を除去し，細胞培養液を加えて CO2 インキュベーター内で 24 時間培養した．培養

後，細胞を PBS (-) で 2 回洗浄し，UV/VIS 照射時，非照射時それぞれの細胞生

存率を第 1 章に記載の通りに測定し，CV75 を算出した． 

 

3.2.3.3. Photo-ARE assay 

細胞毒性試験より算出した UV/VIS 照射時の CV75 をもとに，細胞適用濃度は

1/8×CV75, 1/4×CV75, 1/2×CV75, CV75, 2×CV75, 4×CV75 とした．無毒性のた

め CV75 が算出できない場合には，水溶性物質の場合は PBS (+) を用いて最大

10,000 g/mL または溶解・懸濁限界濃度より，油溶性物質の場合は最大  5,000 

g/mL または溶解・懸濁限界濃度より 2 倍希釈系列で 6 濃度水準を設定した．細

胞プレートは ARE-Nrf2 ルシフェラーゼレポーター遺伝子の活性確認用と細胞毒性

用に UV/VIS 照射，非照射の各 2 枚ずつ用意した． 

UV/VIS 照射と培養液の置換は細胞毒性試験と同様に実施した．UV/VIS 照射 

24 時間後に細胞を PBS (-) で 2 回洗浄し，ARE-Nrf2 ルシフェラーゼレポーター

遺伝子の活性および細胞生存率を第 1 章に記載の通りに測定した．実験は独立し

て 2 回以上繰り返し，それぞれ 3 回の測定を行った． 

 

3.2.3.4. データ解析 

UV/VIS 照射群の何れかの試験濃度において，媒体対照と比較してルシフェラー

ゼ活性が 1.5 倍以上増加し，かつ同濃度において非照射時と比較してルシフェラー

ゼ活性が 1.5 倍以上認められた場合を陽性とした．3 試験中 2 試験以上で陽性と

なった場合に photo-ARE assay 陽性と判断した．解析は，細胞生存率が 50% 以上

の濃度のみ実施した．UV/VIS 照射時および非照射時の CImax は，対数線形の用
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3.2.3.4. データ解析 

UV/VIS 照射群の何れかの試験濃度において，媒体対照と比較してルシフェラー

ゼ活性が 1.5 倍以上増加し，かつ同濃度において非照射時と比較してルシフェラー
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なった場合に photo-ARE assay 陽性と判断した．解析は，細胞生存率が 50% 以上

の濃度のみ実施した．UV/VIS 照射時および非照射時の CImax は，対数線形の用
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でルシフェラーゼ量が亢進した場合，化学物質処理による ARE-Nrf2 ルシフェラー

ゼ遺伝子発現の誘導を判断するのが困難となるため，以降の実験では，PBS (+) 中

で UV/VIS 照射を実施することにした． 

続いて，代表的な光感作性物質である 6-MC を用いて，最適 UV/VIS 照射条件

を検討した．6-MC の濃度は，非照射時に細胞毒性が認められない 250 g/mL から

とした．2.5 J/cm2 の UV/VIS を 1.7, 2.5, 5 mW/cm2 の強度で照射した場合の結果を

Fig. 12A に示す．いずれの強度においても UV/VIS 照射時の ARE-Nrf ルシフェラ

ーゼレポーター遺伝子の発現量は非照射時と比較してわずかに亢進が認められた一

方，細胞生存率はほとんど影響を受けなかった． 5 J/cm2 の UV/VIS を照射した時

は，濃度依存的に ARE-Nrf ルシフェラーゼレポーター遺伝子の発現は亢進し，高

濃度において非照射時と比較して 5 倍程度の誘導が認められた (Fig. 12B)．一方，

細胞毒性は高濃度でのみ，わずかに認められた．10 J/cm2 の UV/VIS を照射した時

は，強い細胞毒性が認められ，低毒性濃度領域においても ARE-Nrf ルシフェラー

ゼレポーター遺伝子はわずかに亢進したのみであった (Fig. 12C)． 

以上の結果より，光感作性物質の評価に用いる UV/VIS 照射量は 5 J/cm2 が最

適であると判断した．この照射量は，3T3 NRU PT 試験で用いる照射量と同一である 

(48)．照射強度の違いは，細胞毒性および ARE-Nrf ルシフェラーゼレポーター遺伝

子発現の評価に大きな影響がなかったことから，既に報告済みの他の光感作性試験

と同様の 1.7 mW/cm2 を以降の実験に用いることとした (60)． 

 

 

 

 

第 3 節 実験結果 

3.3.1. Photo-ARE assay の UV/VIS 照射条件の検討 

本検討において，細胞生存率は，生細胞由来の ATP をルシフェラーゼ反応により

生じる発光を指標に，また，ARE-Nrf2 ルシフェラーゼレポーター遺伝子の発現は，

ルシフェラーゼレポーターアッセイにて実施している．そこで初めに，細胞培養液中に

含まれる pH 指示薬，ビタミン，血清タンパク等の物質が，UV/VIS 照射時のルシフ

ェラーゼの発光に与える影響について検討を行った．UV/VIS 照射量は，3T3 NRU 

光毒性試験のプロトコル (48) を参照し，1.7 mW/cm2 の強度で 5 J/cm2 とした． 

前培養の後，細胞培養液のまま又は培養液を  PBS (+) に置換した細胞に 

UV/VIS を照射した結果，細胞生存率測定用の CellTiter-Glo® 試薬のルシフェラー

ゼ発光量に有意な差は認められなかった (Fig. 11A)．一方，レポーターアッセイ用の 

Steady-Glo® 試薬のルシフェラーゼ発光量は，細胞培養中で UV/VIS 照射した場合

に非照射時と比較して 5 倍以上の亢進が認められ，PBS (+) 中で UV/VIS 照射した

場合には統計学的に有意な差は認められなかった (Fig. 11B)． UV/VIS 照射のみ

 
 
(A)                        (B)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 11. Effects of UV/VIS irradiation on cell viability (A) and ARE-dependent gene 
expression (B) of AREc32 cells. Luciferase activity was measured with CellTiter-Glo® 
(A) or Steady-Glo® (B). Cells were irradiated at the dose of 5 J/cm2 in cell culture 
medium or phosphate-buffered saline (PBS). The results are expressed as the mean ± 
SD for at least three independent experiments. Statistical analysis was performed with 
t-test. **, p<0.01. 
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Figure 11. Effects of UV/VIS irradiation on cell viability (A) and ARE-dependent gene 
expression (B) of AREc32 cells. Luciferase activity was measured with CellTiter-Glo® 
(A) or Steady-Glo® (B). Cells were irradiated at the dose of 5 J/cm2 in cell culture 
medium or phosphate-buffered saline (PBS). The results are expressed as the mean ± 
SD for at least three independent experiments. Statistical analysis was performed with 
t-test. **, p<0.01. 
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光毒性物質として 5-methoxypsoralen を，光毒性や光感作性を示さない物質として 

sodium dodecyl sulfate および DMSO を評価した．その結果，光感作性物質適用時

のみに UV/VIS 照射によって ARE-Nrf ルシフェラーゼレポーター遺伝子の発現が

顕著に亢進した (Fig. 13)． 

オリジナルの ARE assay は皮膚感作性試験法であることから (13)，被験物質が皮

膚感作性物質の場合には，UV/VIS 非照射時に ARE-Nrf ルシフェラーゼレポータ

ー遺伝子の発現が亢進すると考えられる．従って，光感作を評価するためには

UV/VIS 照射時と非照射時のルシフェラーゼ誘導量の比が重要であると考えられた．

UV/VIS 照射時において媒体対象と比較して 1.5 倍以上のルシフェラーゼの誘導が

認められ，かつ，非照射時の同濃度と比較して 1.5 倍以上の誘導が認められた場合

を陽性判断基準とすると，検討した 5 個の光感作性物質は全て陽性となることが確

認された (Fig. 13A-E)． 

 

3.3.3. Photo-ARE assay と in vivo 結果との比較 

光感作性物質の評価に最適な判定基準を検討するため，30 化学物質について

photo-ARE assay を実施した (Table 13)．先ほどの陽性判断基準を適用した場合，光

感作性物質は 17 物質中 12 物質が，光毒性物質は 6 物質のうち 2 物質が陽性

となった．光毒性を示さない 7 物質においては全てが陰性と判定された．動物実験

または臨床報告結果と photo-ARE assay の判定結果の一致率，感度および特異度

を Table 14 に示す．光感作性物質および光毒性物質を対象とした場合，一致率は 

70%，感度は 61%，特異度は 100% であった (Table 14A)．一方，光感作性物質の

みを対象とした場合，一致率は 77%，感度は 71%，特異度は 85% であった (Table 

14B)． 

 

 

 

 

3.3.2. Photo-ARE assay における光感作性物質による ARE-Nrf2 ルシフェラーゼ遺

伝子の発現誘導 

6-MC を用いて設定した実験条件において，他の化学物質の評価を行った．光感

作性物質として TCSA, bithionol, chlorpromazine HCl, ketoprofen, musk ambrette を，
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Figure 12. Effects of UV/VIS intensity and the total amount of irradiation on ARE-
dependent gene expression and viability of 6-MC treated AREc32 cells. Cells were 
irradiated at various intensities and dose levels [2.5 J/cm2 (A), 5 J/cm2 (B) and 10 
J/cm2 (C)] as shown, after treatment with various concentrations of 6-MC. After 
irradiation, cells were incubated for 24 h at 37ºC. Induction (fold) of luciferase activity 
and cell viability were culculated. The results are expressed as the mean ± SD of at 
least three independent experiments. 
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Figure 12. Effects of UV/VIS intensity and the total amount of irradiation on ARE-
dependent gene expression and viability of 6-MC treated AREc32 cells. Cells were 
irradiated at various intensities and dose levels [2.5 J/cm2 (A), 5 J/cm2 (B) and 10 
J/cm2 (C)] as shown, after treatment with various concentrations of 6-MC. After 
irradiation, cells were incubated for 24 h at 37ºC. Induction (fold) of luciferase activity 
and cell viability were culculated. The results are expressed as the mean ± SD of at 
least three independent experiments. 
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Figure 13. Effects of chemicals, together with 5 J/cm2 UV/VIS irradiation, on 
luciferase activity and cell viability. 3, 3’, 4’, 5-tetrachlorosalicylanilide (TCSA) (A), 
bithionol (B), chlorpromazine HCl (C), ketoprofen (D), musk ambrette (E), 5-
methoxypsoralen (F), sodium dodecyl sulfate (G) and DMSO (H). Cells were 
irradiated at 5 J/cm2 UV/VIS at 1.7 mW/cm2 after treatment with the test chemical. 
After irradiation, cells were further incubated for 24 h at 37ºC. Induction (fold) of 
luciferase activity and cell viability were calculated. The results are expressed as the 
mean ± SD of at least three independent experiments. 
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Figure 13. Effects of chemicals, together with 5 J/cm2 UV/VIS irradiation, on 
luciferase activity and cell viability. 3, 3’, 4’, 5-tetrachlorosalicylanilide (TCSA) (A), 
bithionol (B), chlorpromazine HCl (C), ketoprofen (D), musk ambrette (E), 5-
methoxypsoralen (F), sodium dodecyl sulfate (G) and DMSO (H). Cells were 
irradiated at 5 J/cm2 UV/VIS at 1.7 mW/cm2 after treatment with the test chemical. 
After irradiation, cells were further incubated for 24 h at 37ºC. Induction (fold) of 
luciferase activity and cell viability were calculated. The results are expressed as the 
mean ± SD of at least three independent experiments. 
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Table 14．Correlation between in vivo or clinical data for photoallergenic /phototoxic 
chemicals (A) and photoallergens (B) and photo-ARE assay results. 
  

(A) 
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Grey shading indicates that the same results were obtained in in vivo or clinical data 
and in the photo-ARE assay. 

Positive Negative
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Non-phototoxic chemicals 0 7

Accuracy
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Specificity

Photo-ARE assay

in vivo  or clinical data
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61%
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Positive Negative
Photoallergenic chemicals 12 5
Non-photoallergenic chemicals 2 11

Accuracy
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Specificity

in vivo  or clinical data

77%
71%
85%

Photo-ARE assay

  Ta
bl

e 
13
．

Ch
em

ic
al

 in
fo

rm
at

io
n 

an
d 

re
su

lts
 o

f p
ho

to
-A

RE
 a

ss
ay

 o
f 3

0 
ch

em
ic

al
s. 

(9
3-
97

) 
  

 a
N

, N
um

be
r o

f r
ep

et
iti

on
s w

ith
 si

gn
ifi

ca
nt

 lu
ci

fe
ra

se
 in

du
ct

io
n/

nu
m

be
r o

f r
ep

et
iti

on
s m

ad
e;

 b I m
ax

, T
he

 h
ig

he
st 

av
er

ag
e 

va
lu

e 
of

 
fo

ld
 in

du
ct

io
n 

of
 lu

ci
fe

ra
se

 a
ct

iv
ity

 a
t e

ac
h 

te
st 

co
nc

en
tra

tio
n 

am
on

g 
th

e 
th

re
e 

re
pe

tit
io

ns
; c C m

ax
, C

on
ce

nt
ra

tio
n 

fo
r I

m
ax

; d Av
er

ag
e 

of
 fo

ld
 in

du
ct

io
n 

at
 C

m
ax

, T
he

 a
ve

ra
ge

 v
al

ue
 e

xc
lu

di
ng

 d
at

a 
re

je
ct

ed
 b

ec
au

se
 o

f c
yt

ot
ox

ic
ity

; N
, N

eg
at

iv
e;

 P
, P

os
iti

ve
. 

ph
ot

oa
lle

rg
ic

ph
ot

ot
ox

ic
Ju

dg
e

N
 a

I m
ax

 b

(U
V+

/U
V-

)
C m

ax
 c

(
g/

m
l)

A
ve

ra
ge

 o
f f

ol
d

in
du

ct
io

n 
at

 C
m

ax
 d

(U
V+

)

A
ve

ra
ge

 o
f f

ol
d

in
du

ct
io

n 
at

 C
m

ax
 d

(U
V-

)
Ph

ot
oa

lle
rg

en
ic

/p
ho

to
to

xi
c 

ch
em

ic
al

s
A

cr
id

in
e

26
0-

94
-6

-
+

N
1/

3
1.

53
0.

25
1.

79
1.

17
D

M
SO

(5
8)

A
m

io
da

ro
ne

 H
Cl

19
77

4-
82

-4
+

P
3/

3
1.

78
3.

75
1.

89
1.

06
D

M
SO

(5
6)

A
nt

ra
ce

ne
12

0-
12

-7
-

+
P

3/
3

1.
86

0.
01

25
1.

98
1.

08
D

M
SO

(5
8)

Be
nz

op
he

no
ne

11
9-

61
-9

+
P

3/
3

3.
26

9.
25

3.
18

0.
98

D
M

SO
(9

7)
Be

nz
yd

am
in

e 
H

Cl
13

2-
69

-4
+

N
1/

3
1.

48
15

7.
5

1.
65

1.
11

PB
S

(2
)

Bi
th

io
no

l
97

-1
8-

7
+

+
P

2/
3

3.
19

1.
87

5
2.

10
0.

93
D

M
SO

(5
8)

Ch
lo

rp
ro

m
az

in
e 

H
Cl

69
-0

9-
0

+
+

P
3/

3
2.

55
0.

93
75

2.
98

1.
17

D
M

SO
(5

8)
D

ic
lo

fe
na

c 
so

di
um

 sa
lt

15
30

7-
79

-6
+

+
P

3/
3

2.
13

21
0

2.
71

1.
25

D
M

SO
(5

6)
En

ox
ac

in
74

01
1-

58
-8

+
P

3/
3

2.
42

13
.7

5
2.

52
1.

04
D

M
SO

(6
4)

Fu
ro

se
m

id
e

54
-3

1-
9

+
N

1/
3

1.
51

50
0

1.
78

1.
18

D
M

SO
(9

6)
In

do
m

et
ha

ci
n

53
-8

6-
1

+
N

0/
3

1.
29

87
.5

1.
26

0.
97

D
M

SO
(5

6)
K

et
op

ro
fe

n
22

07
1-

15
-4

+
-

P
3/

3
3.

19
6.

25
3.

14
0.

99
D

M
SO

(5
8)

5-
M

et
ho

xy
ps

or
al

en
48

4-
20

-8
 

-
+

N
1/

3
1.

40
0.

03
75

1.
46

1.
04

D
M

SO
(5

8)
6-

M
et

hy
lc

ou
m

ar
in

92
-4

8-
8

+
+

P
3/

3
4.

52
25

0
4.

92
1.

11
D

M
SO

(5
8)

M
us

k 
am

br
et

te
83

-6
6-

9
+

-
P

2/
3

1.
68

3.
25

1.
62

0.
96

D
M

SO
(5

6)
Pi

ro
xi

ca
m

36
32

2-
90

-4
+

N
0/

3
0.

97
50

0
0.

87
0.

89
D

M
SO

(9
5)

p-
Ph

en
yl

en
ed

ia
m

in
e

10
6-

50
-3

+
P

2/
3

1.
71

15
6.

25
5.

48
3.

20
D

M
SO

(9
4)

Pr
om

et
az

in
e 

H
Cl

58
-3

3-
3

+
+

P
3/

3
2.

35
3.

75
3.

49
1.

48
D

M
SO

(5
8)

Su
lfa

ni
la

m
id

e
63

-7
4-

1
+

N
0/

3
1.

06
25

00
1.

12
1.

06
D

M
SO

(5
6)

Te
no

xi
ca

m
59

80
4-

37
-4

+
N

1/
3

1.
44

10
00

2.
11

1.
45

D
M

SO
(9

5)
TC

SA
11

54
-5

9-
2

+
+

P
2/

3
4.

03
0.

62
5

5.
99

1.
55

D
M

SO
(9

3)
3,

4'
,5

-T
rib

ro
m

os
al

ic
yl

an
ili

de
87

-1
0-

5
+

+
P

3/
3

5.
57

1.
87

5
8.

25
1.

48
D

M
SO

(5
6)

Tr
ic

lo
ca

rb
an

10
1-

20
-2

+
N

0/
3

1.
09

0.
46

87
5

1.
60

1.
41

D
M

SO
(5

6)

N
on

-p
ho

to
to

xi
c 

ch
em

ic
al

s
L

(+
)-

A
sc

or
bi

c 
ac

id
50

-8
1-

7
-

-
N

0/
3

1.
23

33
7.

5
1.

36
1.

10
PB

S
(5

6)
D

ex
tra

n
90

04
-5

4-
0

-
-

N
0/

3
0.

94
12

50
0.

95
1.

02
PB

S
D

M
SO

67
-6

8-
5

-
-

N
0/

3
0.

96
25

00
1.

02
1.

06
PB

S
(5

6)
La

ct
ic

 A
ci

d
50

-2
1-

5
-

-
N

0/
3

0.
97

75
0

1.
08

1.
11

PB
S

(5
6)

M
et

hy
ls

al
ic

yl
at

e
11

9-
36

-8
-

-
N

0/
3

1.
02

15
0

1.
05

1.
03

D
M

SO
(5

6)
Pe

ni
ci

lin
 G

 so
di

um
 sa

lt
69

-5
7-

8
-

-
N

0/
3

1.
20

10
00

0
1.

75
1.

47
PB

S
(5

6)
So

di
um

 d
od

ec
yl

 su
lfa

te
15

1-
21

-3
-

-
N

0/
3

0.
94

3.
12

5
1.

04
1.

00
PB

S
(5

8)

Re
fe

re
nc

e
Sa

m
pl

e 
na

m
e

CA
S

in
 v

iv
o 

or
 c

lin
ic

al
 d

at
a

Re
su

lts
 o

f p
ho

to
-A

RE
 a

ss
ay

So
lv

en
t

61



 

 

Table 14．Correlation between in vivo or clinical data for photoallergenic /phototoxic 
chemicals (A) and photoallergens (B) and photo-ARE assay results. 
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Grey shading indicates that the same results were obtained in in vivo or clinical data 
and in the photo-ARE assay. 
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時，非照射時ともに顕著にルシフェラーゼ活性の誘導が認められたが，その比をとると

陽性基準である 1.5 倍に満たず，結果として photo-ARE assay は陰性と評価された．

Trichlocarban はヒトパッチテストにおいて感作性陽性と報告されている物質であり 

(100)，感作性物質として非照射時にルシフェラーゼ誘導が起きているため，UV/VIS 

照射による影響が検出されづらくなっていることが考えられた．Benzidamine HCl およ

び tenoxicam は UV/VIS 照射によりルシフェラーゼ誘導が認められたが，非照射時

との比が 1.5 倍以上とならず，結果として陰性と判断された．Piroxicam は UV/VIS 

照射時，非照射時ともにルシフェラーゼの誘導は認められなかった．化学物質が 

Keap1 のチオール基に結合した際に Keap1-Nrf2-ARE pathway が活性化すること

から，piroxicam はアミノ基に結合する可能性も考えられる． 

Photo-ARE assay と in vivo との一致率は，光感作性物質および光毒性物質に関

しては 70% であったのに対し，光感作性物質のみを対象とすると 77% にわずかに

向上した．一方，特異度は光感作性物質および光毒性物質に関して 100% であった

が，光感作性物質のみを対象とすると 85% となった．光感作性物質はある程度の光

毒性作用も持ち合わせており (59)，さらに，光毒性と光感作は臨床的にも類似する症

状であることが多いことから (49)，両者を明確に区別することは困難と考えられるが，

光感作物質を対象とした場合の photo-ARE assay の精度は，感作代替法の ARE 

assay と同程度であり (Table 5)，光感作反応過程における表皮細胞の活性化を正し

く評価していると考えられた． 

皮膚感作性の LLNA に該当するような光感作の in vivo 試験法が存在しないた

め，現時点において光感作性の強度予測は困難である．しかし，本試験法の開発に

より，感作反応において鍵となる反応とされるタンパク結合，表皮細胞の活性化，樹状

細胞の活性化を全て in vitro 試験で検出可能となったことから，感作で検討されてい

るような複数の試験結果を統合して，動物を用いずに化学物質が光感作性を有する

かどうかのハザード評価を実施することは可能と考えられる (36-38)． 

光毒性，光感作反応において，最初の反応は化学物質が UV を吸収し，それに

伴い励起することであり，医薬品開発においてはモル吸光係数 (molar extinction 

(absorption) coefficient (MEC)) が 1000 M-1cm-1 未満であれば更なる光安全性評価

 

 

第 4 節 考察 

Keap1-Nrf2-ARE pathway は，皮膚感作性において鍵となる反応とされており， in 

vitro 皮膚感作性試験である ARE assay や KeratinoSensTM に用いられているシグ

ナル経路である．光感作においても，感作と同様に Keap1-Nrf2-ARE pathway が重

要な反応の一つと考えられたことから，本章において，本シグナル経路が光感作性物

質の検出に応用可能かどうか検討を行った． 

最初に実施した UV/VIS 照射条件の検討において，細胞培養液に含まれる物質

によって UV/VIS 照射時に Keap1-Nrf2-ARE pathway が活性化されることが示され

た．細胞培養液中には pH 指示薬として UV 吸収のある phenol red が配合されて

おり，これが活性化を引き起こした原因と考えられたが，phenol red を含まない細胞培

養液を用いた実験においても Keap1-Nrf2-ARE pathway は活性化されたことから 

(data not shown)，phenol red 以外の血清タンパク等が影響すると考えられた．培地を 

PBS (+) に置換後に UV/VIS 照射を行うことで，この活性化は大きく抑えられ，化学

物質処理によるシグナルの活性化を検出可能であることが示された．代表的な光感作

原である 6-MC を用いた検討より，photo-ARE assay の照射条件は 1.7 mW/cm2 の

強度で 5 J/cm2 と設定した．この照射条件は 3T3 NRU PT (48) と同一であり，さらに 

5 J/cm2 は，ヒトで光接触皮膚炎を誘発するのに十分な照射量と報告されている (98)． 

次に，光感作性物質または光毒性物質として報告されている化学物質を用いて光

感作性物質の陽性判断基準の設定を行った．ARE assay は in vitro 皮膚感作性試

験法として報告された試験であるため，光感作性を判断するためには，UV/VIS 照射

時のルシフェラーゼ活性の亢進を非照射時と比較することが必須となる．30 化学物

質での検討の結果，UV/VIS 照射時に媒体対照および非照射時と比較してルシフェ

ラーゼ活性がともに 1.5 倍以上になる時を陽性と判断した場合，photo-ARE assay と

ヒト臨床報告を含む in vivo との一致率は 70% と良好な値を示した．偽陰性となった

化学物質のうち，sulfanilamide は UVB 領域を吸収することが知られている (99)．

Photo-ARE assay においては，強い細胞毒性を有する UVB 領域をカットする H1 

フィルターを使用しているため，UVB 領域を吸収する光感作性物質に関しては，本

プロトコルで陽性と捉えることは難しいと考えられる．Trichlocarban は UV/VIS 照射
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血清アルブミンとの光結合性試験 (58) やチオール基またはアミノ基との光結合性試

験 (102) が，樹状細胞の活性化を評価する試験として h-CLAT 光改変法 (60, 61, 

63) が報告されている．本章において，表皮細胞の活性化を評価する photo-ARE 

assay を報告した．感作において重要な反応とされているこれらの反応を in vitro 試

験で評価し，3 試験において陰性が確認されれば光感作の懸念は少ないと判断可能

であると考えられる．  

  

 

 

は必要とされず，MEC が 1000 M-1cm-1 以上の物質に関しても，ROS assay 等の光

反応性試験が陰性の場合は光安全性上の懸念は非常に低いと明記されている (57)．

香粧品原料を用いて同一の基準を採用可能であるか検証した結果，光感作性を有す

る香料成分 musk xylene および光毒性を有する香料成分 musk ketone の MEC が 

100 M-1cm-1 以上 1000 M-1cm-1 未満であることが示された (99)．さらに，MEC が 

100 M-1cm-1 以上の香粧品原料を  ROS assay または難溶性物質を評価可能な 

mROS assay (101) で評価した際に偽陰性は認められないことから，香粧品原料にお

いては，MEC が 100 M-1cm-1 未満の場合には更なる光安全性評価を省略可能，

100 M-1cm-1 以上の場合は ROS assay または mROS assay にて陰性が確認されれ

ば，光安全性上の懸念は非常に低いと判断する評価フローが提案されている (99)．

そこで，このフローを参考に，ROS assay または mROS assay で陽性となった際の光

感作性の評価フローを構築した (Fig. 14)．光タンパク結合を評価する試験として，ヒト

Figure 14. Proposed evaluation scheme for photo-sensitization. 
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る．ヒト許容濃度は定量的リスク評価後に製品タイプの使用量を考慮することによって，

LLNA 閾値を基に算出されることから，複合モデルはヒトへの適用濃度の決定にあた

り，よりリスクを低減させたモデルであると考えられる． 

現在，本研究で構築したニューラルネットワークモデルは，OECD ガイダンスの候

補の一つとして検討が進められている．本研究の後 in vitro 感作性試験法である

DPRA，KeratinoSensTM，h-CLAT がそれぞれ OECD ガイドライン法として採択され

た (81-83)．In vitro モデルにおいては SH test，ARE assay，h-CLAT の結果を用い

たが，より多くの背景データを有するバリデートされたガイドライン法の結果を用いるこ

とにより信頼性の向上が，さらには，評価物質数を増やし，モデルに用いる化学物質

を増やすことで，より良好なモデルとなることが期待される． 

第 3 章では，表皮細胞の活性化に関連する Keap1-Nrf2-ARE pathway に着目し，

photo-ARE assay を開発した．UV/VIS 照射時の溶液や照射条件を最適化すること

で，光感作性物質を検出可能であることを示した．光感作は，抗原の形成に紫外線の

エネルギーを要する以外は，感作と同様の免疫反応であると考えられている (45)．こ

れまで，タンパク結合や樹状細胞の活性化を評価する in vitro 光感作試験法は報告

されていた一方で，表皮細胞の活性化を検出する試験系は報告されていなかった．

本研究によって，感作代替法研究において着目されている Keap1-Nrf2 シグナル経

路が光感作性にも関与することが明らかとなり，光感作成立過程において鍵となると考

えられる反応が in vitro で評価可能となった．現時点において光感作の強度を算出

可能な in vivo 試験法ガイドラインはないため，光感作の強度を予測する代替評価法

の構築は困難である．しかしながら光感作性の有無に関しては感作代替法で検討さ

れてきたような複数の試験を組み合わせた評価が可能であると考えられた．そこで，医

薬品開発における光安全性評価フローを参照し，香粧品原料の光感作性評価フロー

を検討した．香粧品原料に関しては，MEC が 100 M-1cm-1 未満の場合に更なる光

安全性評価が省略可能であり，MEC が 100 M-1cm-1 以上の場合には ROS assay 

または mROS assay にて陰性が確認されれば光安全性の懸念は低いと考えられた 

(99)．ROS assay または mROS assay にて陽性となった場合には，光感作反応で重

要な反応とされている光タンパク結合，表皮細胞の活性化，樹状細胞の活性化をそれ

 

 

総括 

 

皮膚感作性は，非常に複雑な免疫応答に基づく反応であり，誘導段階における鍵

となる反応に焦点をあてた in vitro 試験法や in silico 情報を統合し，動物を用いず

に毒性の有無や強度を評価する検討が行われてきた (14, 34-40)．しかしながら，定

量的リスク評価 (9) によりヒトに適用可能な濃度を算出する際に有用な情報となる in 

vivo 感作性試験 LLNA における陽性閾値濃度 EC3 を予測可能な手法に関して

はこれまで報告されていなかった．本研究では，LLNA 陰性物質については陰性とな

った試験最大濃度を，LLNA 陽性物質については EC3 を LLNA 閾値と定義し，

生体反応のような複雑な機構を解明する手法として機械学習の一種であるニューラル

ネットワーク解析に着目し，LLNA 閾値を予測するモデルの構築を行った． 

第 1 章では，感作誘導反応において鍵となる重要な反応とされているタンパク結

合を SH test (12)，樹状細胞の活性化を h-CLAT (18, 19) で検討済みの 62 化学物

質に関して，表皮細胞の活性化を ARE assay (13) により評価した．各 in vitro 試験

結果から得られたパラメーターの中から，LLNA 閾値と有意な相関が認められたパラ

メーターを抽出した．これらのパラメーターに加え，経皮吸収性の指標として化学物質

の疎水性を示す logKow をニューラルネットワークの入力層に用いて LLNA 閾値と

の関連を学習させ，in vitro 予測モデルを構築した．同一データセットを用いた重回

帰分析結果と比較すると，実測 LLNA 閾値との相関係数，平均二乗誤差ともにニュ

ーラルネットワークを用いた in vitro モデルにおいて優れた結果となった． 

第 2 章では， 206 化学物質について，化学構造の分子軌道法より得られた記述

子の中から LLNA 閾値と有意な相関が認められ，かつ互いに高い相関を示さない

独立した記述子を抽出した．抽出した記述子をニューラルネットワークの入力層に用

いて，第 1 章と同様に LLNA 閾値との関連を学習させ，in silico 予測モデルを構

築した．さらに，両モデルともに実際の感作性強度よりも弱く予測する過小評価物質が

存在することから，過小評価物質数を減少させることを目的として，両モデルにおける

予測 LLNA 閾値の低値を採用する複合モデルを立案した．複合モデルで評価する

ことで，過小評価物質に関しては LLNA 閾値の予測値と実測値との乖離が小さくな
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った試験最大濃度を，LLNA 陽性物質については EC3 を LLNA 閾値と定義し，

生体反応のような複雑な機構を解明する手法として機械学習の一種であるニューラル

ネットワーク解析に着目し，LLNA 閾値を予測するモデルの構築を行った． 

第 1 章では，感作誘導反応において鍵となる重要な反応とされているタンパク結

合を SH test (12)，樹状細胞の活性化を h-CLAT (18, 19) で検討済みの 62 化学物

質に関して，表皮細胞の活性化を ARE assay (13) により評価した．各 in vitro 試験

結果から得られたパラメーターの中から，LLNA 閾値と有意な相関が認められたパラ

メーターを抽出した．これらのパラメーターに加え，経皮吸収性の指標として化学物質

の疎水性を示す logKow をニューラルネットワークの入力層に用いて LLNA 閾値と

の関連を学習させ，in vitro 予測モデルを構築した．同一データセットを用いた重回

帰分析結果と比較すると，実測 LLNA 閾値との相関係数，平均二乗誤差ともにニュ

ーラルネットワークを用いた in vitro モデルにおいて優れた結果となった． 

第 2 章では， 206 化学物質について，化学構造の分子軌道法より得られた記述

子の中から LLNA 閾値と有意な相関が認められ，かつ互いに高い相関を示さない

独立した記述子を抽出した．抽出した記述子をニューラルネットワークの入力層に用

いて，第 1 章と同様に LLNA 閾値との関連を学習させ，in silico 予測モデルを構

築した．さらに，両モデルともに実際の感作性強度よりも弱く予測する過小評価物質が

存在することから，過小評価物質数を減少させることを目的として，両モデルにおける

予測 LLNA 閾値の低値を採用する複合モデルを立案した．複合モデルで評価する

ことで，過小評価物質に関しては LLNA 閾値の予測値と実測値との乖離が小さくな
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