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M R A 5 0 0 - 0 1・0 2を検体として,M a x i m i z a t i o n法によリモルモットにおける皮膚感作性を調べた。

感作誘導処置として,試 験動物 10匹に検体の5w / v %オリブ油懸濁液を皮内注射 し,そ の翌週に

検体の10 %ワセリン混合物を48時間閉鎖適用した。この試験動物に対して,検 体の5及び0. 5 %ワ

セ リン混合物を用いて閉鎖適用による感作誘発を行った。その結果,検 体の5%ワ セリン混合物

適用部位では陽性率が20 % (適用後48及び72時間の最高値)とな り,そ の時の平均評価点は0. 2で

あった。検体の0. 5 %ワセリン混合物適用部位では皮膚反応は見 られなかった (陽性率 :0 % ,平

均合計評点 :0 )。

一方,陰 性対照群 (検体で感作誘導していない動物)においても,検 体の5%ワ セリン混合物適

用部位で紅斑が見られたが,0。5 %の 適用部位では皮膚反応は見られなかった。試験群及び陰性

対照群において検体の5%ワ セ リン混合物適用部位で見 られた皮膚反応は,程 度及び陽性率とも

に試験群及び陰性対照群で同程度だった。このことから,試 験群及び陰性対照群で見られた皮膚

反応は,い ずれもFC A処置によって皮膚一次刺激反応の関値が低下したことに起因する一次刺激

反応 (f a l s e  p o s i t i v e  r e s p o n s e )と考えられた。

以上のことから,検 体は本試験条件下では感作性を有さないものと結論された。

財団秋日本食品分析セフター
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卜における皮膚感作性を調べる。

2 検  体

MRA500-01・02

性状 :オ フホワイ ト粉末

試験動物

5週齢のHar t l e y系雌モルモットを日本エスエルシー株式会社から購入し,約 1週間予備飼

育を行って一般状態に異常のないことを確認した後,皮 膚に異常の認められない動物を予備

試験に6匹,本 試験に20匹使用した。試験動物はFRP製ケージに各5匹収容 し,室 温

22℃ ±2℃ ,照 明時間12時間/日に設定した飼育室において飼育した。飼料はモルモット用

固型飼料 [ラボGスタンダー ド, 日本農産工業株式会社]を給与し,飲 料水は水道水を自由摂

取させた。

予備試験

1)試 験方法

① 皮内注射による感作誘導に用いる試験液濃度の確認 (予備試験1)

検体の10,5 , 2 . 5 , 1 , 0 . 5及 び0.lw / v %オリブ油懸濁液を,あ らかじめ側腹部を剪毛

及び剃毛したモルモット2匹に,1匹 当たり1箇所,各 濃度0。l mLずつ皮内注射した。注

射後24,48及び72時間並びに7日に観察を行い,局 所に潰瘍などの組織のはく離,脱 落

が見られない最高濃度を皮内注射による感作誘導に用いることとした。

② 閉鎖適用による感作誘導に用いる試験液濃度の確認 (予備試験2)

検体の10,5及び2.5%ワセリン混合物を各濃度0.l m Lずつ2 cm×2 cmのろ紙に塗布し,

あらかじめ側腹部を剪毛及び剃毛したモルモット2匹に閉鎖適用した。適用後24時間に

適用部位を70%工 タノールで清拭した。適用後48及び72時間に観察を行い,局 所に高度

な皮膚反応が認められない最高濃度を閉鎖適用による感作誘導に用いることとした。

③ 閉鎖適用による感作誘発に用いる試験液濃度の確認 (予備試験3)

モルモット2匹にE一FCA中を皮内注射した。注射後21日に検体の10,5及び2.5%ワセリン

混合物を各濃度0.l m Lずつ2 cm×2 cmのろ紙に塗布し,あ らかじめ剪毛及び剃毛した側

腹部に閉鎖適用した。適用後24時間に適用部位を70%工 タノールで清拭した。適用後

48及び72時間に観察を行い,局 所に皮膚反応が認められない最高濃度を上限濃度として

用いることとした。

輛漱日本食品分析セプグ
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試験結果

予備試験 1においては,lo  w / v %の注射部位で組織の脱落,2, 5 w / v %以 上の注射部位で痴

皮形成,0. 5 w / v %以 上の注射部位で壊死,0. 1及 び0,5 w / v %の注射部位で紅斑,加 えてす

べての濃度の注射部位で硬結が見られた。10w / v %の注射部位において組織の脱落が見ら

れたが,5w / v %以 下の注射部位において潰瘍などの組織のはく離,脱 落は認められなかっ

たことから,皮 内注射による感作誘導には検体の5w/ v %オ リブ油懸濁液を用いることとし

た。

予備試験2においては,い ずれの濃度においても皮膚反応は認められなかった。このこ

とから,閉 鎖適用による感作誘導には検体の10%ワ セ リン混合物を用いることとした。

予備試験3においては,lo %ヮ セ リン混合物適用部位で紅斑が見られたが,5及 び2.5 %

ワセリン混合物適用部位では皮膚反応は認められなかった。このことから,閉 鎖適用によ

る感作誘発には5%を 上限濃度として用いることとした。

フロイントの完全アジュバント(FC A ;流動パラフィン,界 面活性剤及び結核死菌からな

る。)[D i f c o  L a b o r a t o r i e s ]と生理食塩液の1:1油中水型 (W/ 0 )乳化物。FCA処置により,

皮膚一次刺激反応の関値が低下するために,無 処置動物では刺激性を示さない濃度で

あってもFCA処置動物では刺激反応が認められることがある(fa l s e  p o s i t i v e  r e s p o n s e )。

したがって,感 作誘発の予備試験はFCA処置動物を用いて行うことが望ましい。

本 試 験

1)群 構成

試験群には10匹,陰 性対照群及び陽性対照群 (既知感作性物質処置群)にはそれぞれ5匹

の試験動物を使用した。試験開始時の体重範囲は359～40 0 gで あった。

2)試 験方法

① 感作誘導1(皮内注射)

試験群,陰 性対照群及び陽性対照群それぞれについて,試 験動物の体重を沢J定した後,

肩甲骨上を電気バリカンで剪毛した。図-1に示したように,左 右各l箇所に,

試験群 においては,

E一FCA

検体のオ リブ油懸濁液 (5 w / v % )

検体のFC A懸濁液 (1 0 w / v % )に等量の生理食塩液 を加えて乳化 させたもの

対照群においては,

E―FCA

オ リブ油

E一FCA

陰性

A

B

C

A

B

C

財団臥日本食品オ析セノグ生
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陽性対照群においては,

A: E一FCA

B : D N C B 1 1のオリブ油溶液 (0 . l w / v % )

C : D N C BのF C A溶液 ( 0。2 w / v % )に等量の生理食塩液を加えて乳化させたもの

をそれぞれ0, l  m Lずつ皮内注射した。

② 感作誘導2(48時間閉鎖適用)

皮内注射開始後1週間に注射部位を剪毛及び剃毛し,ラ ウリル硫酸ナトリウム(ワセリ

ン中10%)を 適用した。

ラウリル硫酸ナ トリウム適用後24時間に適用部位を70%エ タノールで清拭し,試 験群

では検体の10%ワ セリン混合物,陰 性対照群ではワセリン,陽 性対照群ではDNCBの

0.1%ワ セリン混合物をそれぞれ0.2 mLずつ2 cm×4 cmのろ紙に塗布し,試 験動物の皮

内注射部位に48時間閉鎖適用した。適用後48時間に適用部位を70%エ タノールで清拭し

た。

③ 感作誘発及びその観察 ・判定法

感作誘導2終了後2週間に感作誘発処理を行った。

試験群では検体の5及び0.5%ワセリン混合物,陰 性対照群ではワセリン,ま た,陽 性

対照群ではDNCBの0.1%ワセリン混合物をそれぞれ0。l mLずつ2 cm×2 cmのろ紙に塗布

し,あ らかじめ剪毛及び剃毛した側腹部に閉鎖適用した。

なお,陰 性対照群には試験群と同様に検体の5及び0.5%ワセリン混合物を適用した
Ⅲ2。

適用開始を0時間として,24時間後に適用部位を70%エ タノールで清拭した。適用後

48及び72時間に適用部位を肉限的に観察し,Drai z e法の基準(表-1)に従って皮膚反応の

採点を行い,そ の平均値を算出した(平均評価点)。また,各 観察時間における陽性率

[%:(陽性動物数/1群の動物数)×100]を求めた。

試験終了時に試験動物の体重を測定した。

ホ1 2,4 - d i n i t r o c h l o r o b e n z e n e [和光純薬工業株式会社]

*2 f a l s e  p o s i t i v e  r e s p o n s e確認のため,陰 性対照群においても試験群と同じ誘発物質の

曝露が必要である。
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