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論 文 内 容 要 旨

現在,界 面活性剤の眼刺激性の評価 ・判定としてはウサギを用いるDraize法 による加 伽o試 験法が

汎用 されている。 しか し,近 年では動物愛護の観点か ら動物を用いない試験法 の開発が社会的なニーズと

なっている。 このたあ,Draize法 に替わる多 くの 加 漉ro試 験法が開発されているが,い ずれの試験法

も動物実験の結果 とはよく相関す るものの,操 作が簡便でない場合が多いこと,細 胞培養等の高度な技術

と設備を必要 とすること,眼 刺激性発現のメカニズムに関連 した考察が少ないこと等の問題点がある。 し

かし,既 存の代替法がタンパク質 と脂質を構成要素 として持つ生体膜を標的としている点に着 目すれば,

「界面活性剤による眼刺激は眼を構成するタンパク質の変性 と脂質膜の物性の変化 による膜破壊 によ って

引き起 こされる」 と考えることができる。

そこで,本 研究では特殊な設備を必要 としない簡便な加 痂roの 眼刺激性評価試験法を開発す ること

及び眼刺激性発現のメカニズムに基づ く科学的に妥当性の高い試験法を開発することの2点 を念頭に置き

以下の検討を行った。

1.タ ンパ ク質の変性の簡便な測定法の開発

「タ ンパ ク質の変性」 の測定 法 と して は,高 速液体 クロマ トグラフ ィー(HPLC)やUVス ペ ク トロメ

トリーあるいは円二色性 スペク トロメ トリー(CD)等 が用 い られて いる。 しか し,HPLCは 処 理 に長時

間を要す るために多種類の試料 の測定 には適 さず,ま た,CDに よ って タンパ ク質 の2次 構造 の変 化 を み

る方 法 は設 備や操 作 の簡 便性の点か ら日常試 験 として の実 施が困難で ある。

そこで,本 研究 で は可視領域 に吸収 ピークを持っヘ モグロ ビンを用いてその吸光度 の変化か らタンパ ク

変性 を簡便 に計測 す る方 法(ヘ モ グロ ビン変性法,HDR法)の 開発 を試み た。

HDR法 は96穴 マイ クロプ レー ト上 で2%か ら2倍 希釈法 によ って調製 した11濃 度水 準 の界面 活性 剤

溶液 とアジ ドメ トヘモ グロ ビン緩衝液 とを5分 間 イ ンキ ュベ ー トの後,マ ≧ ク ロプ レー トリー ダーにて

418nmの 吸光度 を測定 し,各 濃度水準 にお けるヘモ グロビン変性率(HDR%)を 算 出す る とい う方法 で

あ る。

まず,現 在化粧 品原料等 に使 用 されて い る12種 類 の界面 活性 剤 につ きそのDraize法 の結果 とHDR

法 との比較 を行 い,一 定 の濃度範 囲にお いて両者 の間 に α7以 上 の高 い相 関係数 が得 られ る ことを明 らか

に した。 っ ぎに,HDR%に つ いての界面活性剤 の濃度依右牲 デー タか ら因子分 析 を行?た と ころ,界 面

活性剤 の濃度 の高低 によ って異 な る2つ の因子が抽 出 された。 これ らは共 にヘモ グロ ビンの変性機 構 に関

与す る ものである。 さらに,両 因子 を合理 的に組 み合 わせ るたあに重回帰分 析 を行 った結 果,Draize法

におけ る角膜 スコア(Dc)及 び トー タル スコア(Dt)とHDR%と の関係 は次式 で表す ことがで きた。

Dc=9.504十 〇.898xHDR%at2%

一〇.667xHDR%at1%十 〇.494xHDR%atO.125%

Dt=14.922十 〇.686xHDR%at2%十 〇.496xHDR%atO.063%
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これ らの線形結 合式 に よって,高 濃度活性剤域及 び低濃度活性剤域 の相関係数 を,そ れぞ れ,r=0.878

及 びr=0.861ま で向上 させ ることがで きた。以上 の結果 よ り,特 定 濃度 で の単相 関 にお いて もHDR法

はDraize法 の代替 法 とな りうること,ま だ重 回帰式 を導入す ることで さらに推定精度 を向上 で きる こと

が明 らか とな った。

2.細 胞膜破壊の簡便な測定法の開発

細胞膜に対する障害性から眼刺激性を評価する方法 としては,ウ サギの角膜由来細胞(SIRC細 胞)を

用いる方法,ヒ ト子宮頸ガン由来細胞(HeLa細 胞)を 用いる方法,赤 血球(RBC)の 溶血 の度合 いを

指標 とする方法及び有精鶏卵の漿尿膜(CAM)の 損傷の程度を評価す る方法等がある。 また,人 工膜に

対する膜破壊反応から評価する方法としては,牛 の角膜脂質か ら調製 した リボソームの破壊の度合いを指

標 とす る試験法(リ ボソーム法)が 報告されている。

そこで,い ずれの方法が細胞膜の破壊の簡便な測定法として最適であるかを明らかにす るために,同 様

に12種 類の界面活性剤にっいて上記の5種 類及びHDR法 とソラマメ抽出タンパク水溶液 の濁度を指標

として眼刺激性を評価するEYTEX法 の計7種 類の加 臨ro試 験法を実施 し,そ れ らの結果を因子分析

により解析 した。

その結果,各 試験法の因子負荷量の大きさか ら推測 して,1)細 胞膜破壊に関する因子,2)HDR法

に関するタンパク変性に関連する因子,3)EYTEX法 に関す るタンパク変性 に関連する因子及び4)細

胞毒性試験に関連する因子の4っ が抽出された。 またこれ らの結果より,Draize法 に関連す る脂質膜の

破壊を簡便に測る方法 としては リボソーム法及びRBC法 が適切であることを明 らかにした。

さらに,Draize法 はタンパク変性因子と細胞膜破壊因子との複合作用によって説 明で きることが示唆

され.界 面活性剤によって発現する眼刺激性はこれ ら2っ の因子によると推察できた。

3.バ ッテ リーシステム の開発 によ る推定の向上

前述 の因子分析 の結果 よ り・、HDR法 と リボ ソー ム法 あ るい はRBC法 とを組 み合 わせ る ことに よ り

Draize法 を再現 で きることが推察 で きた。 そ こで,重 回帰分析 の手法 によ りそれ らの試 験 法 を合理 的 に

組 み合わせ るバ ヅテ リー システムを構築 し,Draizeス コアの推定精度 を上 げ る検 討を行 った。

H:DR法 と リボソーム法の組 み合 わせにっいて は,HDR%と リボソー ムを50%破 壊す る濃度(LIPO)

を組 み合 わせ た次第 が得 られた。

Dc=16.769-O.011xLIPO十 〇.896xHDRｰ/aat2%

一〇.659xHDR%at1%十 〇.341xHDR%atO.063%

この線形結合式 によ って角膜 ス コアに相関す るスコアが得 られ た(r=0.922),ま た,HDR法 とRBC法

の組 み合 わせ につ いては,HDR%とRBCを50%溶 血 させ る界面活 性剤 濃度(RBC)を 組 み合 わ せ た次

式 が得 られた。

Dt=30.877-0.025xRBC十 〇.671xHDR%at2%

一1 .774xHDR%atO.125%十1.960xHDR%atO.063%

一81一



この式 よ り,ト ー タルス コアに相関す る・ス コアが得 られた(r=0.941)。

以上 のバ ッテ リー システム とDraize法 のス コア との相関係数 は実 用上 十 分 に高 い ので,Draize法 を

代替 しうる実用的 な方法が開発で きた といえる。

4.ヘ モグ ロビン変性の物理化学

ここで,HDR法 の物理化学 的な根拠 を明確 にす るため,強 い眼刺激性 を示 す ことが知 られ て いる ラウ

リル硫酸 ナ トリウム(SDS)と 穏和 な刺激性を示す ラウロイルメチル タウ リンナ トリウ ム(LMT)の2

種類 のアニオ ン界面活性剤 によ って引 き起 こされ るヘモグ ロビ ン変 性 にっ いて検 討 した。 方法 と して は

CDス ペ ク トルの観測 によ るメ トヘモ グロ ビンの2次 構造 の変化,HPLCに よる変性成分 の分析及 び界面

活性剤 のメ トヘモグロ ビンに対す る吸着量 を翻定 し,HDR%と2次 構造 との間 の相関性 を解析 した。

各々 の試験法 によ り得 られ たデータに対 して相関分析及 び因子分 析を行 った結 果,界 面活性剤 のメ トヘ

モグロ ビンへ の吸着量,』HDR%,ヘ トヘモグロ ビン中 のα一ヘ リ.ックス含量 の減少 及 び ランダム構造 含

量 の増加 とゐ間 には,互 い に高い相関がみ られ た。 また,ヘ トヘモ グロビンの変 性過程 は2種 類存在 し,

α一ヘ リックスの崩 壊 とβ一構造 の変化 が認 め られた。 これ らの2次 構造 の変化 はヘ ムグル ープの周 辺の

環境 の変化(電 子状態 の変 化)に 関連 してお り,α 一ヘ リックスの崩壊 が アニオ ン界面活性剤 の刺激性発

現 の原因 の1っ で ある可能 性が示唆 され た。

したが って,HDR法 は界面活性剤 によ って引 き起 こされるメ トヘ モグロ ビンの α一ヘ リックスの ラ ン

ダム構造化 によって起 こるヘ ム周辺 の変化 を間接 的に測定 す る試験法 であ ると考 え られ る。 また,ヘ モグ

ロ ビン変性 を引 き起 こす要 因 と して は,α 一ヘ リックズの崩壊(ラ ンダム化)と β一構造 の変化 が考 え ら

れ,こ れ はHDR法 で示 されたヘモ グロ ビンの変性 に関与 す る因子 は2っ あるとい う考察 と一致 した。 さ

らに,α 一ヘ リックスの崩壊 に関 してSDSは 全 ての界面活性剤濃度でLMTよ り も作用 が強 い こ とが 明

らか とな り,SDSがLMTよ りも眼刺激性が強 い とい う事実 とよ く一致 した。

5。 化学構造からの眼刺激性の予測1「

HDR法 によって求 めた21種 類の界面活性剤 にっいての眼刺激性の トータル スコアを目的変数 とし,

それ ら界面活準剤の化学構造の特徴を末端親水基.対 イオン及び分子内の末端以外の親水性原子団の3要

因に分類 し,構 造活性相関を数量化理論1類 を用いて解析 した。'その結果,界 面活性剤の化学構造上の特

徴 とHDR法 によって推定される トータルスコアの間には相関係数0。92と い う高 い相関性が存在す るこ

とが示 された。末端親水基の違いに関 しては,カ ルボキシル基(一COOH)と スルホン酸基 ・(二SO3H)

を同一分子内に持っ非相同の界面活性剤が最 も刺激性が弱 く,そ の他の親水性原子団の存在 はさほど眼刺

激性の低減には貢献 しないことが示唆された。また,対 イオ ンにっいては,い ずれも大 きな影響力を持た

ないが,Naよ りもトリエタノールア ミン(TEA)の 方が若干刺激性を弱めると考え られた。

その他の分子内親水性原子団については,ア ミド結合(一CONH一)と エチレンオキサイド鎖(一EO一

鎖)を 同時に分子内に持つ界面活性剤が最 も刺激が低 く,次 いで良好なのはN一 メチルアミド結合(一C
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ON(CH3)一)を 持っ ものであることが示 された。逆に,末 端に親水性の リン酸基(一PO、H)を 持っ も

のや,分 子内親水性原子団としてエステル結合(一COO一)と 一EO一 鎖を同時に持っ界面活性剤及 び一

COO一 や一CONH一 を持っものは刺激性を強める傾向にあることが示唆された。 この構i造活性相関を利

用することにより,界 面活性剤の眼刺激性を推定することができると思われ,低 刺激性の界面活性剤の分

子設計が可能となる。

以上のことか ら,本 研究によって実用に足る水準の簡便で科学的 に妥当性の高 い ぬ 協roの 眼刺激性

評価試験法を開発することができ,更 に,低 刺激性界面活性剤の設計論が提案できた。
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審 査 結 果 の 要 旨

薬物の安全性を確保するためには,適 切な毒性試験法の選択が必要である。現在界面活性剤の眼刺激性

の試験 としては,兎 の角膜に対する反応を観察するDraize法 が利用 されているが,多 数の動物 を必要 と

するなど問題点が多い。

本研究は,「界面活性剤の眼刺激性は眼を構成するタンパ ク質に対する変性作用と眼の細胞膜 に対す る

破壊作用の両作用の組み合わせによって引き起 こされる」 と考え,こ れを具体化する実験系を構築 した。

すなわち,タ ンパク質としては入手が容易なヘモグロビン(ア ジドメトヘモグロビン)を 選び,変 性の有

無をsore七 帯の吸収スペク トルの変化から評価数値化 した。また細胞膜の破壊作用 は,人 工脂質小胞 リポ

ソームか らの内容物の流出反応か ら数値化 している。またこれらの数値の他,現 在安全性の評価に用い ら

れている種々の試験法で得 られた数値をパ ラメーターとし,眼 刺激性を目的変数 とする多変量解析を行 っ

た。

その結果,ま ずDraize法 のスコアとヘモグロビン変性法で得 られた数値の間には高い相関性のあるこ

とを明 らかにした。またこの変性は界面活性剤の濃度に依存する2種 類の異なる機構で発現することを示

し,眼 刺激性 は,高 濃度領域の変性 と低濃度領域の変性それぞれのパラメーターにより予測できることを

明らかにした。

次に種々の試験法から求めたパラメーターを解析すると,Draize法 スコアは細胞膜破壊性の因子,ヘ

モグロビン変性因子,EYTEX試 験因子および培養細胞毒性試験に関連する4種 類から構成 され,こ れ ら

を組合わせ ることにより,眼 刺激性試験の精度を高めることができることが分か った。また赤血球膜およ

び リボソーム膜破壊試験は,細 胞膜破壊性試験 として優れていることを示 した。

次にsoret帯 吸収スペクトルの変化か ら導かれるヘモグロビンの変性がどめような分子の状態を反映 し

ているかを知るため,界 面活性剤による変性時のタンパクのCDス ペクトルを測定 した。その結果,主 に

α一ヘ リックスが界面活性剤によってランダム構造に変化 していることが分かり,ア ニオ ン性界面活性剤

の場合,こ の変化の程度 と眼刺激性 とがよく相関 していることが明 らかとなった。

更に今後開発される界面活性剤の眼刺激性を予測するため,末 端の親水基や対イオンの種類からタンパ

ク質の変性作用の判定を試みた。すなわち構造的特徴に対 してカテゴリスコアを導 き,こ れらを利用 して

計算 したスコアか らDraizeス コアを予測 し,近 似が可能である結果を得ている。

以上本論文は,界 面活性剤の眼刺激性を判定するための動物試験の代替法 としてヘモグロビン変性を利

用する新 しい方法を示 しており,こ の領域の研究の今後の発展に寄与 し得 る内蓉を含み,博 士(薬 学)の

学位論文 として合格と認める。
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