
hon p.1 [100%]

1069

a日油株式会社ライフサイエンス事業部筑波研究所第 2
研究室，b株式会社ジャパン・ティッシュ・エンジニア

リング研究開発部

e-mail: nobuyuki_yamamoto＠nof.co.jp

1069YAKUGAKU ZASSHI 130(8) 1069―1073 (2010)  2010 The Pharmaceutical Society of Japan

―Note―

速乾性擦式アルコール手指消毒剤の皮膚刺激性評価における動物実験代替法の開発
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Alcohol-based hand rubs are widely used for infection control in clinical practice. However, it is known that fre-
quent use of the alcohol-based hand rubs may cause skin irritation. To predict the skin irritation in human, animal ex-
periments are quite useful. Especially, the Draize Test using rabbits is suitable for this purpose because their skin is high-
ly sensitive. On the other hand, the development of alternative to animal experiments is important not only from the
viewpoint of ethical aspects but also from the e‹cient research and development. Reconstructed human epidermis
(RhE) was developed as a human skin equivalent model in vitro, and has been applied to the evaluation of skin irrita-
tion. But the RhE has not been utilized for the evaluation of alcohol-based hand rubs because of the high skin permeabil-
ity and cytotoxicity of alcohols. The aim of this study was to develop a new method using the RhE in evaluation of skin
irritation caused by alcohol-based hand rubs. The authors propose an experimental technique named ``Skin model blow-
ing method (SMBM)'' consisting of the sequential procedure as follows; applying small amount of testing sample on
RhE, blow-dry, post incubation, and cell viability measurement. According to the SMBM, the skin irritation caused by
alcohol-based hand rubs could be evaluated under the similar condition of their actual use. It was found that a high cor-
relation existed between the cell viability obtained from SMBM and the skin irritation index in rabbit which had been
reported previously.

Key words―alcohol-based hand rub; skin irritation; alternative to animal experiment; reconstructed human epider-
mis; three dimensional human skin model

緒 言

近年，感染防止のための有効な手段の 1 つとし

て，速乾性擦式アルコール手指消毒剤（擦式消毒剤）

が注目され，医療施設において多用されている．

2002 年 10 月に公表された米国の「医療施設におけ

る手指衛生のための CDC ガイドライン」において

も，手指について目に見える汚染がない場合には擦

式消毒剤の使用が推奨されている．1)しかしなが

ら，擦式消毒剤の頻回使用による手荒れの問題も指

摘されており，2,3)手荒れを起こした皮膚は細菌の定

着部位となるため，4)感染防止対策上も看過できな

い問題である．皮膚刺激性評価については，ヒトで

の試験結果とウサギを用いた Draize 試験法がよく

一致することが報告されており，擦式消毒剤中に配

合された殺菌成分の違いによって皮膚刺激の程度が

異なることが報告されている．58)

一方，動物福祉や倫理の観点から，実験動物数の

削減，実験動物の苦痛低減，あるいは実験動物を使

用しない評価法への置換えを目指した 3Rs（Reduc-

tion, Reˆnement, Replacement）の理念の下，動物

実験代替法の開発が近年活発化している．9)中でも

実験動物を使用しない in vitro 評価系は，倫理的側

面だけでなく研究開発の効率化にも寄与することか

ら開発の進展が著しく，皮膚刺激性試験においても

ヒト由来細胞を用いて構築された三次元培養ヒト皮

膚モデル（皮膚モデル）の応用が進んでいる．皮膚

モデルはヒト表皮と同様の角層構造を有するため，
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Table 1. Types and Concentrations of Antiseptic Agent in the
Sample

Code Sample Antiseptic agent

E Ethanol for disinfection ―

IP ISODINEPALM Povidone iodine
0.5％(w/v)

WU WELLUP Chlorhexidine gluconate
0.2％(w/v)

WP WELPAS Benzalkonium chloride
0.2％(w/v)
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検体を皮膚モデル上に直接投与して評価できる特長

を有する．これまでに市販の各種皮膚モデルについ

て多数の化合物に対する感受性が評価されてお

り，1012)最近では欧州における化粧品規制や化学物

質規制への対応から，公的試験法として OECD テ

ストガイドラインへの提案も進められている．13)

しかしながら，皮膚モデルを用いた評価におい

て，エタノール含有率の高い検体では細胞毒性とウ

サギ Draize 試験での皮膚刺激指数との相関性が極

めて低いことが報告されている．14)この原因につい

ては，皮膚モデルに対するエタノールの透過性が実

際の皮膚よりも高いため，配合成分にかかわらず，

エタノールの濃度や接触時間によって細胞毒性が支

配されるためと考えられている．1416)仮に検体中か

らエタノールを除去すると油剤など他の配合成分が

分離する場合があり，やはり評価が困難となる．こ

れらの理由から，従来，皮膚モデルを用いて擦式消

毒剤の皮膚刺激性を予測することは困難であった．

そこで本研究では，擦式消毒剤の投与直後に送風

乾燥することによりエタノールの影響を最小限に留

める，新しい皮膚モデル評価法の開発を行った．ま

た，過去に報告されたウサギを用いた擦式消毒剤の

皮膚刺激性試験結果5)と比較し，得られた結果の妥

当性について検証した．

実 験 方 法

1. 試 薬 ｢日本薬局方消毒用エタノール」

（エタノール 76.981.4％（v/v）含有）は小堺製薬

株式会社，塩化ベンザルコニウム 0.2％（w/v）含

有擦式消毒剤「ウエルパス」及びグルコン酸クロ

ルヘキシジン 0.2％（w/v）含有擦式消毒剤「ウエ

ルアップ」は丸石製薬株式会社，ポビドンヨード

0.5％（w/v）含有擦式消毒剤「イソジンパーム」

は明治製菓株式会社より購入した（Table 1）．リン

酸緩衝液（PBS, pH 7.4）は日水製薬株式会社，3-

[ 4,5-dimethylthiazol-2-yl ] -2,5-diphenyltetrazolium

bromide（MTT）は株式会社同仁化学研究所，イソ

プロピルアルコール（IPA）はキシダ化学株式会社

より購入した．

2. 三次元培養ヒト皮膚モデル，エアブロワー

　三次元培養ヒト皮膚モデル（皮膚モデル）は，

LabCyte EPIMODEL 24（株式会社ジャパン・ティ

ッシュ・エンジニアリング製，皮膚モデル直径 6.4

mm）を用いた．培地はキットに付属のものを使用

した．エアブロワーは，エアポンプ（株式会社ニッ

ソー製，AWA-110，吐出量：1.3 l/min），シリコー

ンチューブ， 4 チャンネルノズル（ INTEGRA

BIOSCIENCE 製，VACUBOY 4 チャンネルアダプ

タ）を連結して作製した．

3. 消毒用エタノールとの接触による細胞生存率

の経時変化 皮膚モデル上に消毒用エタノール

50 ml を投与し，所定時間後，PBS 500 ml の添加と

吸引除去を 3 回繰り返して行った．37°C，24 時間

インキュベーションした後，細胞生存率を評価した．

4. 試験方法 皮膚モデル上に検体 10 ml を投

与し，投与から 1 分以内に検体が乾燥するようにエ

アブロワーを用いて送風した．各皮膚モデルについ

て上記の操作を 5 回連続で行った後，37°C，24 時

間インキュベーションした．その後，細胞生存率を

評価した．

5. 細胞生存率の評価（MTT-assay ) MTT

7.5 mg を皮膚モデルキット付属の培地 15 ml に溶

解し，生細胞染色用培地を調製した．各皮膚モデル

の培地を生細胞染色用培地に交換し，37°C，3 時間

インキュベーションして生細胞を染色した．その

後，カップから皮膚モデルを外してマイクロチュー

ブに移し，イソプロパノール 200 ml を添加して室

温，暗所にて一晩放置した．皮膚モデルから色素が

十分抽出されたことを確認して 96 ウェルマイクロ

プレートに 150 ml/well 分注し，マイクロプレート

リーダ（SpectraMax 250, Molecular Devices 社製）

を用いて測定波長 570 nm，参照波長 650 nm にて

吸光度を測定した．未処理の皮膚モデルを陰性対照

（細胞生存率 100％）として，吸光度の相対値から

それぞれの細胞生存率を算出した．

6. データ解析 データは平均値±標準偏差で
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Fig. 1. Cell Viability Determined by MTT Time Course As-
say

Epidermis models were exposed to the ethanol for disinfection com-
plying with the Japanese Pharmacopoeia (ethanol content 76.981.4％(v/
v)), and is expressed as a percentage relative to untreated one (negative con-
trol). Data are presented as mean±S.D. (n＝3 for each lot of epidermis
model kit).

Fig. 2. Testing Protocol and the Blowing Equipment
(A) Schematic illustration of testing protocol named ``Skin model

blowing method''. (B) The blowing equipment consisting of air pump (ex-
haust volume: 1.3 l/min), tube and 4-channel nozzle. The 4-channel nozzle
corresponds to tandem 4 epidermis models in the 24 well microplate.
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示した．評価結果について t 検定を行い，危険率が

5％未満のとき有意差があると認めた．

実 験 結 果

1. 消毒用エタノールとの接触による細胞生存率

の経時変化 消毒用エタノールを皮膚モデルに投

与した際の細胞生存率の経時変化について，皮膚モ

デルキット 3 ロットを用いて評価したところ，接触

時間が 1 分以下では細胞生存率に影響が認められな

かったのに対して，1 分を超えると経時的に細胞生

存率が低下した（Fig. 1）．これはエタノールが皮

膚モデル上層の角質層を透過して，下層の生細胞に

障害を与えたためと考えられる．以上の結果から，

擦式消毒剤の評価において接触時間を 1 分以下とす

ることにより，細胞毒性に及ぼすエタノールの影響

を無視できることがわかった．

2. 擦式消毒剤との接触による細胞生存率変化

　皮膚モデル上に投与する擦式消毒剤を 10 ml と

し，投与直後にエアブロワーを用いて送風すること

により 1 分以内に乾燥させた．投与・乾燥操作を繰

り返し 5 回行った後，37°C にて 24 時間培養し，そ

の後，MTT を用いて生細胞を染色し，生成したホ

ルマザンを IPA で抽出して吸光度を測定すること

により細胞生存率を評価した（Fig. 2）．以下，こ

の方法を「皮膚モデルブロー法」と記す．評価の結

果，細胞毒性の強さは，エタノール消毒剤＝ポビド

ンヨード配合擦式消毒剤＜グルコン酸クロルヘキシ

ジン配合擦式消毒剤＜塩化ベンザルコニウム配合擦

式消毒剤の順であった（Fig. 3）．なお，ポビドン

ヨード配合擦式消毒剤を投与した皮膚モデルでは投

与直後に着色が認められたが，24 時間培養後には

自然に褪色して外観が未処理の皮膚モデルと同等と

なったため，チオ硫酸ナトリウムアルコールなどを

用いた脱色処理は行わなかった．

考 察

擦式消毒剤が皮膚に及ぼす影響を正確に評価する

ためには，原液で試験を行うことが望ましい．そこ

で本研究では，擦式消毒剤を直接，培養皮膚モデル



hon p.4 [100%]

1072

Fig. 3. Cell Viability Determined by MTT-assay
E, Ethanol for disinfection; IP, ISODINEPALM; WU, WELLUP;

WP, WELPAS. Epidermis models were exposed to alcohol-based hand
rubs, and is expressed as a percentage relative to untreated one (negative
control). Data are presented as mean±S.D. (n＝3). p＜0.05 and p＜
0.01 compared with Ethanol for disinfection.

Fig. 4. Correlation of Skin Irritation Index (in vivo) and Cell
Viability (in vitro)
(A) Integrated score of primary irritation index of skin in rabbit (previ-

ous work) and cell viability (this work). (B) Integrated score of cumulative
irritation index of skin in rabbit (previous work) and cell viability (this
work).
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に塗布することにより評価する試験系について検討

した．

ヒトが擦式消毒剤を実際に使用する場合には，擦

り込み操作によって 30 秒程度で乾燥するが，培養

皮膚モデルに投与する場合には，アルコール成分が

長時間残留することにより，細胞生存率が低下す

る．そこでまず，消毒用エタノールとの接触による

細胞生存率の経時変化について検討したところ，接

触時間が 1 分以内であれば細胞生存率に影響しない

ことが明らかとなった．

この結果を踏まえて筆者らは，検体を皮膚モデル

に投与後，速やかに送風乾燥させる in vitro 試験法

「皮膚モデルブロー法」を考案した．この方法を用

いて各種擦式消毒剤の評価を行った結果，それぞれ

の細胞生存率に差異が認められた．

そこで次に，これらの細胞生存率と in vivo での

皮膚刺激性を比較した．In vivo での皮膚刺激性に

ついては，辻らによって報告されているウサギでの

皮膚刺激性試験結果5)を参照した．既報によれば，

健常ウサギに対する各種手指消毒剤の塗布におい

て，（A）皮膚一次刺激（単回塗布）での 14 日間累

積刺激評点，及び，（B）累積皮膚刺激（1 日 5 回 7

日間連続塗布）での 14 日間累積刺激評点を指標と

して評価した結果，刺激性の強さは，塩化ベンザル

コニウム製剤＞グルコン酸クロルヘキシジン製剤＞

消毒用エタノール＝ポビドンヨード製剤の順であっ

た．この順位は，本研究の「皮膚モデルブロー法」

における細胞生存率の傾向と一致した．そこで「皮

膚モデルブロー法」での細胞生存率と（A），（B）

それぞれの 14 日間累積刺激評点の定量的な比較を

行ったところ，両者に高い相関性が認められた

［Figs. 4(A) and (B)］．このことから「皮膚モデル

ブロー法」は，皮膚刺激性の程度を予測可能な in

vitro 試験法であることが示唆された．

医療現場では各処置単位での手指衛生が推奨され
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Table 2. Dosage Amount of Alcohol-based Hand Rubs in
Each Subject

Subject Single Dosage
Amount

Application
Site Dose/Area

Human 3×103 ml Approx.
600 cm2

Approx.
5 ml/cm2

Reconstructed
Human Epidermis 10 ml 0.32 cm2 31 ml/cm2

1073No. 8

ており，手指衛生の実態調査においても極めて高い

頻度で手指消毒剤を使用することが報告されてい

る．17)「皮膚モデルブロー法」では検体の単位面積

あたりの単回投与量がヒト実使用の約 6 倍にあたり

（Table 2），繰り返し 5 回投与では約 30 回分の塗布

に相当することから，少量の検体を用いて頻回投与

を模した試験が可能な点が長所として挙げられる．

また，多数の検体を同時に評価する場合でも検体数

に応じて培養皮膚モデルを用意すれば対応できる．

一方で短所としては，高粘度検体では投与量の制

御が難しい点が挙げられるが，この課題について

は，高粘度検体に対応した微量吐出シリンジ型マイ

クロピペットを用いることにより改善できると考え

られる．

これらの長所と短所をよく理解して使用するなら

ば，「皮膚モデルブロー法」は擦式消毒剤の皮膚刺

激性を予測可能な動物実験代替法として有用である

と言える．
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