
(57)【要約】
　本発明は皮膚に適用する物質の皮膚に対する刺激性を予測するための、簡便な皮膚刺激
性評価試験方法を提供し、この方法は皮膚構成培養細胞と被検体を接触させ、培養液中の
サブスタンスＰ量を測定することを特徴とする、当該被検体の皮膚刺激感を予測するため
の、刺激性評価方法である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 皮 膚 構 成 細 胞 と 被 検 体 を 接 触 さ せ 、 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 当
該 被 検 体 の 皮 膚 刺 激 感 を 予 測 す る た め の 、 刺 激 性 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 皮 膚 刺 激 感 が ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 性 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 刺 激 性
評 価 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 (１ )皮 膚 構 成 細 胞 を 有 す る 培 養 液 に 被 検 体 を 添 加 す る 工 程 、 (２ )こ の 状 態 で 皮 膚 構 成 細
胞 を 培 養 す る 工 程 、 (３ )培 養 上 清 中 の サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 を 測 定 す る 工 程 、 (４ )サ ブ ス タ ン
ス Ｐ の 測 定 値 よ り 被 検 体 の 皮 膚 刺 激 感 を 予 測 す る 工 程 、 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 １ ま た は ２ に 記 載 の 刺 激 性 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 皮 膚 構 成 細 胞 が 、 皮 膚 表 皮 構 成 細 胞 で あ る 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の 刺 激 性 評 価
方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 の 測 定 が 免 疫 学 的 測 定 方 法 に よ り 行 わ れ る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に
記 載 の 刺 激 性 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 被 検 体 の 皮 膚 刺 激 感 を 予 測 す る 工 程 が 、 ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 性 で あ る こ と が 公 知 で あ る
化 合 物 を 陽 性 対 照 と し て 用 い た 試 験 系 と の 比 較 に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か
に 記 載 の 刺 激 性 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 皮 膚 構 成 細 胞 お よ び サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 の 測 定 試 薬 か ら な る 、 被 検 体 の 皮 膚 刺 激 感 を 予 測
す る た め の 測 定 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ 】
　 キ ッ ト 構 成 物 と し て 、 表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト を 播 種 し た 培 養 器 、 表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト 用 培
養 液 、 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 測 定 用 試 薬 を 含 む 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 測 定 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ 】
　 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 測 定 用 試 薬 が サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 測 定 用 ELISA試 薬 で あ る 、 請 求 項 ７ ま
た は ８ に 記 載 の 測 定 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 さ ら に 、 キ ッ ト 構 成 物 と し て 、 ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 性 で あ る こ と が 公 知 で あ る 化 合 物 を
陽 性 対 照 と し て 含 む 、 請 求 項 ７ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 防 腐 剤 、 界 面 活 性 剤 ま た は 有 機 酸 な ど の 外 用 剤 に 用 い ら れ る 成 分 並 び に 外 用
剤 の 皮 膚 に 対 す る 刺 激 性 を 皮 膚 構 成 細 胞 を 用 い て 予 測 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 近 年 、 敏 感 肌 を 訴 え る 人 が 増 加 し て お り 、 敏 感 肌 用 の 低 刺 激 性 化 粧 品 や 医 薬 品 、 医 薬 部
外 品 が 多 数 上 市 さ れ て い る 。 現 代 生 活 に お け る 敏 感 肌 の 原 因 と し て 、 生 活 様 式 の 変 化 (冷
暖 房 に よ る 生 活 環 境 の 乾 燥 化 、 食 生 活 の 変 化 な ど )、 紫 外 線 な ど の 環 境 因 子 、 ま た 内 面 的
な 要 因 で あ る ス ト レ ス 等 が 考 え ら れ て い る 。 し か し な が ら 敏 感 肌 と い っ て も 、 医 療 現 場 や
化 粧 品 業 界 で 明 確 な 定 義 付 け が さ れ て い る わ け で は な く 、 低 刺 激 性 化 粧 品 や 医 薬 品 、 医 薬
部 外 品 に つ い て は 各 供 給 者 が 独 自 に 判 断 し 、 宣 伝 、 販 売 し て い る の が 実 情 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 従 っ て 、 低 刺 激 性 商 品 と し て 市 販 さ れ て い る も の で あ っ て も 、 刺 激 性 が 同 程 度 で あ る と
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も 言 え ず 、 消 費 者 が 望 む 刺 激 レ ベ ル の 商 品 を 選 択 で き な い の が 現 状 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 皮 膚 刺 激 に は 、 ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 と 皮 膚 一 次 刺 激 と 呼 ば れ る も の が あ る 。 ス テ ィ ン ギ
ン グ 刺 激 は 、 化 粧 料 等 の 外 用 剤 を 皮 膚 に 塗 布 し た 際 に 感 じ る 「 ヒ リ ヒ リ 」 、 「 ピ リ ピ リ 」
、 「 つ っ ぱ り 感 」 や 「 か ゆ み 」 と い っ た 感 覚 を 皮 膚 に 引 き 起 こ す 刺 激 の 総 称 で 、 こ の 感 覚
は 塗 布 後 数 分 以 内 に 生 じ 、 炎 症 性 の 症 状 を 伴 わ ず 、 一 過 性 に 消 失 す る 。 一 方 、 皮 膚 一 次 刺
激 は 、 皮 膚 に 炎 症 反 応 を 引 き 起 こ す 刺 激 で 、 こ の 反 応 は 塗 布 後 数 時 間 以 内 に 生 じ 、 通 常 紅
斑 や 浮 腫 と い っ た 炎 症 性 の 症 状 を 伴 う 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 皮 膚 一 次 刺 激 は 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヒ ト な ど を 対 象 と し た 皮 膚 パ ッ チ 試 験 等 で 確 認
で き る 。 こ れ に 対 し て 、 ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 は 感 覚 刺 激 で あ る た め 、 実 験 動 物 に よ る 評 価
は 困 難 で あ り 、 刺 激 感 評 価 は も っ ぱ ら ヒ ト の 感 覚 に 基 い て 行 わ れ て い る 。 ス テ ィ ン ギ ン グ
刺 激 を 評 価 す る た め に 行 う 試 験 を ス テ ィ ン ギ ン グ 試 験 と い い 、 特 に 化 粧 料 等 の 外 用 剤 の 刺
激 性 を 確 認 す る た め に 有 用 な 試 験 で あ り 、 化 粧 料 や 外 用 剤 の 開 発 に お い て 汎 用 さ れ て い る
。 し か し 、 こ れ ま で の ス テ ィ ン ギ ン グ 試 験 は 被 験 者 の 主 観 的 な 感 覚 を ス コ ア に す る た め 、
個 人 の 感 受 性 の 違 い や 、 季 節 に よ る 影 響 、 さ ら に 人 種 差 等 、 種 々 の 理 由 に よ り 客 観 性 を 欠
き 、 十 分 に 満 足 で き る も の で は な か っ た 。 さ ら に 、 被 験 者 の 特 定 の 部 位 に 試 験 物 質 を 塗 布
し て 測 定 す る 試 験 で あ る た め 、 被 験 者 数 に よ り １ 回 の 試 験 人 数 が 制 限 さ れ て し ま う と い う
欠 点 が あ っ た 。 従 っ て 、 低 刺 激 性 に つ い て の 統 一 的 な 判 断 基 準 と な り 得 る 客 観 的 な 評 価 を
提 供 す る 、 簡 便 な ス テ ィ ン ギ ン グ 試 験 に 対 す る 必 要 性 が 存 在 し て い た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 サ ブ ス タ ン ス Ｐ (SP)は 11個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 神 経 ペ プ チ ド で 、 一 次 知 覚 神 経 の 神 経 伝
達 物 質 で あ り 、 主 と し て 痛 覚 情 報 伝 達 物 質 と し て 知 ら れ て い る 。 サ ブ ス タ ン ス Ｐ は 末 梢 神
経 に 含 有 さ れ て お り 、 神 経 終 末 か ら 遊 離 さ れ 、 放 出 さ れ た サ ブ ス タ ン ス Ｐ は 血 管 拡 張 や 血
漿 蛋 白 の 漏 出 を も た ら し た り 、 紅 斑 や 浮 腫 を 形 成 し た り 、 肥 満 細 胞 の 脱 顆 粒 を 促 進 し て 、
ヒ ス タ ミ ン や ロ イ コ ト リ エ ン な ど を 遊 離 さ せ 、 一 次 刺 激 を 引 き 起 こ す 要 因 と も な る 。 末 梢
神 経 は 、 主 と し て 真 皮 内 に お い て 交 感 神 経 、 お よ び 無 髄 知 覚 神 経 （ Ｃ 繊 維 ） が ネ ッ ト ワ ー
ク を 形 成 し 、 特 に 血 管 、 毛 嚢 お よ び 汗 腺 周 囲 に 存 在 し て い る 。 こ の 末 梢 神 経 の 一 部 は 、 真
皮 か ら 表 皮 に 伸 び 、 神 経 終 末 は 基 底 層 、 有 棘 層 な ど の 表 皮 の 各 層 に も 見 出 さ れ て い る 。 そ
し て 、 こ れ ら の 神 経 終 末 が 、 表 皮 細 胞 の 構 成 細 胞 で あ る 表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト 、 メ ラ ノ サ イ
ト お よ び ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 と 接 着 す る こ と も 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。 ま た
、 表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト が 自 ら サ ブ ス タ ン ス Ｐ を 産 生 し 、 オ ー ト ク ラ イ ン 的 に 自 身 の サ ブ ス
タ ン ス P産 生 を 亢 進 さ せ る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ 参 照 ） が 、 そ の 生 理 的 な
意 義 に つ い て は ほ と ん ど 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 と こ ろ で 、 敏 感 肌 の 状 態 に 共 通 す る 生 理 病 理 学 的 パ タ ー ン が 、 皮 膚 に お け る タ キ キ ニ ン
、 特 に サ ブ ス タ ン ス Ｐ の 放 出 能 力 の 高 さ に 関 連 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 さ ら に 、
サ ブ ス タ ン ス Ｐ ア ン タ ゴ ニ ス ト の 使 用 に よ り 、 敏 感 肌 に 対 す る 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 効
果 を 得 る こ と が 出 来 る こ と や 、 表 皮 お よ び 真 皮 の 神 経 終 末 か ら 生 じ る タ キ キ ニ ン の 放 出 原
因 と な る カ プ サ イ シ ン を 患 者 の 皮 膚 に 塗 布 す る 事 に よ り 皮 膚 が 敏 感 で あ る か 否 か を 決 定 す
る た め の 試 験 方 法 が 知 ら れ て い る （ 特 許 文 献 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 、 一 次 刺 激 の 評 価 方 法 で あ る パ ッ チ テ ス ト に 代 わ る ３ 次 元 的 組 織 培 養 物 を 用 い た 被
検 体 の 刺 激 性 試 験 評 価 方 法 が 知 ら れ て い る （ 特 許 文 献 ２ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し か し な が ら 、 ス テ ィ ン ギ ン グ 試 験 （ 刺 激 感 評 価 試 験 ） の 代 替 方 法 と な る 培 養 細 胞 を 用
い た 試 験 方 法 は 未 だ 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 11-180879号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 2003-240779号 公 報
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【 非 特 許 文 献 １ 】 Nature 1993(363),159-163
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Biochemical and Biophysical Research Communications 1999(263), 3
27-333
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 皮 膚 に 適 用 す る 物 質 の 皮 膚 に 対 す る 刺 激 感 を 予 測 す る た め の 、 簡 便 な
皮 膚 刺 激 性 評 価 試 験 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 か か る 実 情 に 鑑 み 、 本 発 明 者 ら は 上 記 目 的 を 達 成 す る た め に 検 討 を 重 ね 、 そ の 過 程 で 皮
膚 構 成 細 胞 か ら 放 出 さ れ る 神 経 ペ プ チ ド 量 、 特 に サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 が 被 検 体 の ス テ ィ ン ギ
ン グ 刺 激 性 を 予 測 す る た め の 指 標 と な り う る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 皮 膚 構 成 培 養 細 胞 と 被 検 体 を 接 触 さ せ 、 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 を 測 定 す
る こ と を 特 徴 と す る 、 当 該 被 検 体 の 皮 膚 刺 激 感 を 予 測 す る た め の 、 刺 激 性 評 価 方 法 を 提 供
す る も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 皮 膚 刺 激 性 評 価 法 (以 下 、 「 評 価 法 」 と も い う )は 皮 膚 構 成 細 胞 か ら 放 出 さ れ た
サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 を 指 標 に 、 簡 便 で か つ 高 感 度 に 皮 膚 に 対 す る 刺 激 感 を 予 測 評 価 す る 全 く
新 し い 評 価 方 法 で あ り 、 ス テ ィ ン ギ ン グ 試 験 の in vitroで の 代 替 試 験 方 法 を 提 供 す る も の
で あ る 。 こ の 試 験 方 法 で は ヒ ト の 感 覚 で は な く 、 皮 膚 培 養 細 胞 や 皮 膚 組 織 を 使 用 す る た め
、 客 観 的 な 結 果 を 得 る こ と が で き 再 現 性 が 高 く 、 し か も 容 易 に 実 施 す る 事 が で き る 。 さ ら
に 、 皮 膚 培 養 細 胞 や 皮 膚 組 織 を 使 用 す る の で 、 被 験 者 を 試 験 実 施 に 必 要 な 数 だ け 確 保 す る
必 要 が な く 、 試 験 回 数 が 制 限 さ れ る こ と な く 簡 便 に い つ で も 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 で は 、 ま ず 、 皮 膚 構 成 細 胞 を 、 例 え ば 培 養 シ ャ ー レ や 培 養 プ レ ー ト
に 入 れ 、 さ ら に 、 栄 養 培 養 液 を 適 量 加 え 、 通 常 用 い る 培 養 条 件 で 培 養 す る 。 次 い で 、 培 養
液 に 被 検 体 を 添 加 す る 。 添 加 後 、 設 定 さ れ た 時 間 に 培 養 上 清 を 採 取 し 、 そ の 培 養 上 清 中 の
サ ブ ス タ ン ス Ｐ の 量 を 測 定 す る 。 適 当 な ス テ ィ ン ギ ン グ 陽 性 対 照 を 用 い て 被 験 体 と 同 様 に
皮 膚 構 成 細 胞 を 処 理 し 、 培 養 上 清 中 の サ ブ ス タ ン ス Ｐ を 測 定 す る 。 次 い で 、 サ ブ ス タ ン ス
Ｐ の 量 を 、 ス テ ィ ン ギ ン グ 陽 性 対 照 を 用 い た 場 合 と 被 検 体 を 用 い た 場 合 で 比 較 し 、 被 検 体
の 刺 激 性 を 評 価 す る 。 本 評 価 方 法 を 行 う こ と で 、 ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 に 関 連 す る 被 検 体 の
ス ク リ ー ニ ン グ を 的 確 か つ 簡 便 に 行 う こ と が 可 能 で あ り 、 ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 陽 性 物 質 や
製 剤 （ 特 に 外 用 剤 ） の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と し て 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 方 法 は 、 ヒ ト を 用 い た ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 性 評 価 方 法 に よ る ス テ ィ ン ギ
ン グ 試 験 を 行 う 前 の 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と し て 用 い る こ と も で き る 。 前 述 し た よ う に
、 ヒ ト を 被 験 者 と し て 用 い る ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 性 評 価 方 法 は 被 験 者 数 等 の 問 題 に よ り そ
の 試 験 回 数 が 限 ら れ る 。 そ れ ゆ え 、 予 め 明 ら か に 刺 激 陽 性 の 被 検 体 を イ ン ビ ボ で の 実 験 被
検 体 か ら 除 外 す る た め の 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と し て 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い る こ と が で
き る 。 こ れ に よ り 、 安 全 性 を よ り 確 実 に し た 低 刺 激 性 製 品 の 効 率 よ い 開 発 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 に よ り 評 価 で き る 被 検 体 と し て は 、 広 く 皮 膚 に 対 し て 適 用 す る 物 質 や 組 成 物 で あ
れ ば 特 に 制 限 さ れ な い が 、 種 々 の 防 腐 剤 、 香 料 、 界 面 活 性 剤 、 色 素 、 可 溶 化 剤 、 ゲ ル 化 剤
、 増 粘 剤 、 乳 化 剤 、 油 脂 類 、 ア ミ ノ 酸 類 、 糖 類 、 水 溶 性 高 分 子 、 有 機 酸 、 基 剤 成 分 お よ び
こ れ ら を 含 有 す る 組 成 物 が 挙 げ ら れ る 。 こ こ で 、 界 面 活 性 剤 と し て は 、 陽 イ オ ン 性 界 面 活
性 剤 、 陰 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 両 性 界 面 活 性 剤 の い ず れ も 挙 げ ら
れ る 。 ま た 、 当 該 組 成 物 と し て は 、 種 々 の 外 用 剤 、 例 え ば 、 化 粧 料 、 薬 用 外 用 剤 、 各 種 洗
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浄 剤 （ 洗 剤 、 石 鹸 、 頭 髪 用 洗 浄 剤 、 液 体 洗 浄 剤 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 被 検 体 は 精 製
水 ま た は エ タ ノ ー ル な ど の 適 当 な 溶 媒 に 溶 解 し て 用 い る こ と が で き る 。 添 加 す る 溶 媒 の 量
は 細 胞 に 対 し て 毒 性 を 示 さ な い 量 で あ れ ば よ く 、 溶 媒 の 種 類 に よ っ て も 異 な る が 、 培 養 液
の 20％ 以 下 、 好 ま し く は 10％ 以 下 の 添 加 量 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 で 用 い る 皮 膚 構 成 細 胞 と し て は 、 皮 膚 を 構 成 す る 細 胞 で あ れ ば よ く 、 表 皮 ケ ラ チ
ノ サ イ ト （ 表 皮 角 化 細 胞 ） 、 皮 膚 線 維 芽 細 胞 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 、 メ ラ ノ サ イ ト 、 毛 母
細 胞 、 毛 乳 頭 細 胞 等 が 挙 げ ら れ る 。 特 に 、 外 界 か ら の 刺 激 を 受 け や す い 、 皮 膚 の 表 皮 部 分
を 構 成 す る 細 胞 で あ る 皮 膚 表 皮 構 成 細 胞 （ 例 え ば 、 表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス
細 胞 、 メ ラ ノ サ イ ト 等 ） が 好 ま し く 、 表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト が 特 に 好 ま し い 。 皮 膚 構 成 細 胞
は 、 １ 種 類 で も 良 い し 、 複 数 を 混 ぜ て 使 用 し て も よ い 。 評 価 に 用 い る 場 合 、 皮 膚 構 成 細 胞
は 、 単 層 培 養 細 胞 で も 多 層 培 養 細 胞 で も よ く 、 ま た 、 複 数 の 皮 膚 構 成 細 胞 か ら な る ３ 次 元
培 養 皮 膚 で も よ い 。 皮 膚 構 成 細 胞 は 、 ヒ ト や ウ サ ギ 等 の 動 物 よ り 採 取 さ れ た も の を 用 い る
こ と が で き る が 、 ス テ ィ ン ギ ン グ 試 験 の 評 価 対 象 が ヒ ト で あ る こ と か ら 、 ヒ ト 由 来 の 細 胞
が 好 ま し い 。 皮 膚 構 成 細 胞 と し て は 、 培 養 さ れ た 細 胞 を 用 い る こ と が で き 、 ま た 、 皮 膚 組
織 か ら 常 法 に よ り 調 製 し て も よ い 。 さ ら に 、 培 養 細 胞 と し て 樹 立 し て い る 細 胞 を 用 い る 事
が 好 ま し い 。 そ の よ う な 培 養 細 胞 は 当 業 者 に 既 知 の 方 法 で 樹 立 す る こ と が で き 、 あ る い は
、 市 販 品 か ら 入 手 可 能 で あ る 。 表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト は 培 養 細 胞 と し て 市 販 さ れ て い る も の
も あ り 、 そ れ ら を 容 易 に 入 手 し 得 る 。 例 え ば 、 ヒ ト 表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト の 初 代 培 養 細 胞 や
二 次 培 養 細 胞 、 HaCaT keratinocyte株 等 が 使 用 で き る 。 市 販 の 表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト 培 養 細
胞 と し て は 、 例 え ば 、 Epidercell NHEK(F)、 Epidercell NHEK(B) (と も に 、 ク ラ ボ ウ 社 製
） な ど を 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 ３ 次 元 培 養 皮 膚 （ モ デ ル ） の 例 と し て 、 TESTSKIN T M

（ 東 洋 紡 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 試 験 に 使 用 す る 皮 膚 構 成 細 胞 は 通 常 の 培 養 条 件 で 適 当 な 培 地 を 用 い て 培 養 し 、 被 検 体 の
接 触 前 ま で は 生 存 し て い る も の を 用 い る こ と が で き 、 サ ブ コ ン フ ル エ ン ト と な っ た も の を
用 い る こ と が 好 ま し い 。 培 地 と し て は 、 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 基 本 培 地 (塩 類 、 ア ミ ノ
酸 、 糖 、 ビ タ ミ ン お よ び そ の 他 の 微 量 必 須 栄 養 素 を 混 合 し た 等 浸 透 圧 性 pH平 衡 溶 液 )に 適
当 な 補 助 試 薬 (イ ン ス リ ン 、 上 皮 成 長 因 子 、 ハ イ ド ロ コ ー チ ゾ ン 、 ウ シ 脳 下 垂 体 抽 出 液 な
ど )ま た は 血 清 を 加 え た も の を 使 用 で き る 。 市 販 の 表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト 培 養 液 と し て は 、 K
G-2(ク ラ ボ ウ 社 製 )、 K-110(極 東 製 薬 製 )、 EpiLife T M (Cascade社 製 )等 が 使 用 で き る 。 ま た
、 皮 膚 線 維 芽 細 胞 を 用 い る 場 合 に は 、 培 養 細 胞 と し て Fibro cell(ク ラ ボ ウ 社 製 )を 、 培 地
と し て Medium 106S(ク ラ ボ ウ 社 製 )を 用 い る こ と が で き る 。 な お 、 市 販 の 細 胞 や 皮 膚 モ デ
ル を 使 用 す る 場 合 に は 、 原 則 と し て 該 細 胞 や 皮 膚 モ デ ル の 使 用 説 明 書 の 指 示 に 従 え ば よ い
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 被 検 体 に よ る 皮 膚 構 成 細 胞 の 処 理 は 、 例 え ば 皮 膚 構 成 細 胞 を 培 養 し て い る 培 養 液 中 に 当
該 被 検 体 を 添 加 し て 培 養 す る こ と に よ り 行 う の が 好 ま し い 。 培 養 液 と し て は 、 細 胞 が 生 存
で き る 液 で あ れ ば よ く 、 培 地 、 等 張 化 さ れ た 緩 衝 液 、 生 理 食 塩 水 な ど を 用 い る こ と が で き
る 。 ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 は 塗 布 後 数 分 以 内 に 生 じ る 刺 激 で あ る た め 、 被 検 体 と 皮 膚 構 成 細
胞 の 処 理 時 間 は 0.5～ 60分 、 好 ま し く は １ ～ 30分 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ 10分 、 最 も 好 ま
し く は １ ～ ５ 分 あ れ ば よ い 。 た だ し 、 場 合 に よ り 、 上 記 よ り も 長 時 間 ま た は 短 時 間 処 理 す
る こ と に よ っ て も 本 発 明 を 実 施 す る こ と は 可 能 で あ る 。
　 処 理 条 件 は 細 胞 が 死 滅 せ ず 、 培 養 液 中 に サ ブ ス タ ン ス Ｐ が 放 出 さ れ る 条 件 で あ れ ば 、 特
に 限 定 さ れ な い が 、 処 理 時 の 培 養 は 、 通 常 、 室 温 か ら 約 40℃ の 範 囲 の 温 度 、 好 ま し く は 約
35～ 40℃ 、 ３ ～ ７ ％  CO 2 条 件 下 、 特 に 、 37℃ 、 ５ ％ CO 2 条 件 下 が 好 ま し い 。 処 理 後 、 直 ち
に 培 養 上 清 を 採 取 し 、 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 添 加 さ れ る 被 検 体 の 濃 度 は 、 使 用 目 的 や 被 検 体 の 種 類 に よ り 異 な る が 、 通 常 、 最 終 濃 度
と し て 0.000001～ 10重 量 ％ で あ る こ と が 好 ま し く 、 特 に 0.001～ １ 重 量 ％ が 好 ま し い 。 一
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般 的 に い か な る 化 合 物 も 高 濃 度 で あ れ ば 、 細 胞 に 対 し て 毒 性 を 含 む 何 ら か の 作 用 を 示 す た
め 、 10重 量 ％ 以 上 の 濃 度 は 好 ま し く な い 。 ま た 0.000001重 量 ％ 未 満 の 低 濃 度 の 場 合 は 、 使
用 さ れ る 可 能 性 が 低 く 、 ま た 、 製 剤 化 も 難 し い た め 好 ま し く な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 現 在 、 化 粧 品 や 各 種 洗 浄 剤 に 用 い ら れ て い る 化 合 物 に つ い て 、 各 種
濃 度 で 培 養 液 中 の サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 に つ い て 検 討 し た 結 果 、 特 に 化 合 物 の 濃 度 が 0.01～ １
重 量 ％ の 範 囲 に お け る サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 と 、 ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 試 験 に お け る 刺 激 感 評 価
と が よ く 相 関 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 従 っ て 、 被 検 体 と し て 用 い る 化 合 物 は 、 0.01～
１ 重 量 ％ の 濃 度 範 囲 で 試 験 す る こ と が 特 に 好 ま し い 。 し か し 、 こ の 濃 度 範 囲 は 被 検 体 と し
て 用 い る 化 合 物 、 試 験 に 用 い る 皮 膚 構 成 細 胞 、 目 的 製 品 の 種 類 な ど に 依 存 し て 変 動 し 、 限
定 的 な も の で な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 は サ ブ ス タ ン ス Ｐ の mRNA量 や 蛋 白 質 量 で 表 す こ と が で き る が 、 蛋 白 質
を 測 定 す る 方 が 再 現 性 も よ く 、 容 易 に 測 定 で き る 。 以 降 、 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 と 表 し た 場 合
に は 、 特 に 限 定 し な い 限 り 、 サ ブ ス タ ン ス Ｐ そ の も の の 量 (蛋 白 質 量 )を 測 定 し て い る 。 サ
ブ ス タ ン ス Ｐ 量 を 測 定 す る 場 合 、 培 養 細 胞 等 の 処 理 が 終 了 し た 後 、 直 ち に 培 養 上 清 を 採 取
し 、 速 や か に 測 定 を 開 始 す る こ と が 好 ま し い 。 上 清 の 採 取 か ら １ 時 間 以 内 、 好 ま し く は 数
十 分 以 内 、 よ り 好 ま し く は ３ ０ 分 以 内 、 さ ら に 好 ま し く は 1０ 分 以 内 、 な お 好 ま し く は ５
分 以 内 、 特 に 好 ま し く は 数 分 ～ 数 秒 以 内 に 測 定 を 開 始 す る 。 操 作 に 要 す る 時 間 を 考 慮 す る
と 、 通 常 、 0.5分 ～ １ 時 間 以 内 、 好 ま し く は 、 １ ～ 30分 以 内 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 １
～ 10分 以 内 、 最 も 好 ま し く は 、 １ ～ ５ 分 以 内 に 培 養 上 清 中 の サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 の 測 定 を 開
始 す れ ば よ い 。 測 定 方 法 と し て は 特 に 制 限 さ れ ず 、 通 常 用 い ら れ る 一 般 的 な 測 定 方 法 が 使
用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 は 培 養 液 上 清 中 の 量 を 直 接 測 定 し て も よ い が 、 例 え ば 、 ELISA法 ま た
は イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 な ど の 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 間 接 的 に 測 定 す る こ と も で
き る 。 サ ブ ス タ ン ス Ｐ を 直 接 測 定 す る 方 法 と し て は 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 が 挙
げ ら れ る が 、 こ れ に 限 定 す る わ け で は な い 。 間 接 的 に 測 定 す る 方 法 と し て は 、 抗 サ ブ ス タ
ン ス Ｐ 抗 体 を 用 い た 免 疫 学 的 測 定 方 法 が 好 ま し く 、 通 常 使 用 さ れ る 競 合 法 や サ ン ド イ ッ チ
ア ッ セ イ 法 等 が 使 用 で き る が 、 こ れ に 限 定 す る わ け で は な い 。 標 識 抗 体 と し て は 、 直 接 標
識 （ 金 コ ロ イ ド 、 蛍 光 物 質 な ど の 標 識 ） や 酵 素 標 識 し た 抗 体 を 用 い る こ と が で き る 。 測 定
に 用 い る 抗 体 は 市 販 さ れ て い る も の を 用 い る か 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 で 作 製 す る こ と が で
き る 。 抗 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 抗 体 と し て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 や ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い
る こ と が で き 、 市 販 品 と し て 、 サ ン タ ク ル ズ 社 ま た は ザ イ メ ッ ト 社 な ど か ら 入 手 で き る 。
ま た 、 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 測 定 キ ッ ト と し て は 、 市 販 の も の を 使 用 す る こ と が で き 、 サ ブ ス
タ ン ス Ｐ  ELISA(R&D Systems Inc.)、 Substance P, EIA Kit(Cayman Chemical Company)
や Substance P, EIA High Sensitivity Kit (Peninsula Laboratories, Inc.)等 が 挙 げ ら
れ る 。 競 合 法 を 使 用 し た ELISA法 に よ る サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 の 測 定 方 法 を 例 に 挙 げ る と 、 培
養 上 清 と サ ブ ス タ ン ス Ｐ 標 準 溶 液 を 、 適 当 量 の 抗 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ヤ ギ ） を コ
ー ト し た 96 Wellプ レ ー ト に 添 加 後 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 し た サ ブ ス タ ン ス Ｐ
溶 液 を 添 加 し 、 さ ら に 抗 サ ブ ス タ ン ス Ｐ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ ウ サ ギ ） を 添 加 し て 室 温 で
反 応 さ せ る 。 ２ 時 間 反 応 後 、 界 面 活 性 剤 入 り の 洗 浄 液 で プ レ ー ト を 十 分 に 洗 浄 し 、 基 質 （
pNPP:p-nitrophenyl phosphate） 溶 液 を 加 え 、 室 温 で １ 時 間 反 応 後 、 TSP（ trisodium pho
sphate） を 加 え 反 応 を 停 止 さ せ た 後 、 吸 光 度 （ 405nm） を 測 定 し 、 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 標 準 溶
液 よ り 得 ら れ た 結 果 か ら 作 製 し た 検 量 線 を 用 い て サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 を 算 出 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 評 価 方 法 の 具 体 的 な 態 様 の 一 例 と し て 、 ス テ ィ ン ギ ン グ を 引 き 起 こ す こ と が 知
ら れ て い る 化 合 物 を 陽 性 対 照 と し て 用 い た 試 験 系 と 、 被 検 体 を 用 い た 試 験 系 と で 培 地 中 の
サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 を 比 較 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 場 合 、 被 検 体 を 用 い た 試 験 系 の 培 地
中 の サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 が 、 陽 性 対 照 を 用 い た 試 験 系 の 培 地 中 の サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 と 同 等 ま
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た は そ れ 以 上 で あ れ ば 、 被 検 体 は 皮 膚 に 対 す る ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 性 を 有 す る と 判 断 さ れ
る 。 し か し 、 場 合 に よ っ て は 、 被 検 体 を 用 い た 試 験 系 の 培 地 中 の サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 が 、 陽
性 対 照 を 用 い た 試 験 系 の 培 地 中 の サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 の 90％ 以 上 、 80％ 以 上 、 ７ 0％ 以 上 、
６ 0％ 以 上 、 ま た は 50％ 以 上 で 、 被 検 体 が 皮 膚 に 対 し て ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 を 有 す る と 判
断 す る こ と も で き る 。 こ の 判 断 基 準 は 試 験 目 的 、 用 い る 陽 性 対 照 等 に 応 じ て 、 適 宜 、 選 択
さ れ る 。 ま た 、 陽 性 対 照 と し て は 、 フ ェ ノ キ シ エ タ ノ ー ル 、 メ チ ル パ ラ ベ ン 、 乳 酸 等 を 用
い る こ と が で き る が 、 試 験 目 的 、 用 い る 培 養 細 胞 等 に 応 じ て 、 適 宜 、 選 択 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 他 の 態 様 と し て 、 上 記 の よ う な 陽 性 対 照 を 用 い る こ と な く 、 被 検 体 を 評
価 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 被 検 体 を 皮 膚 構 成 培 養 細 胞 等 と 接 触 さ せ 、 培 地 中 に 検 出 さ
れ る 細 胞 由 来 の サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 を 指 標 と し て 、 被 験 体 の ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 を 評 価 す る
こ と が 可 能 で あ る 。 こ の 方 法 で は 、 上 記 と 同 様 に し て 皮 膚 構 成 培 養 細 胞 等 を 処 理 し 、 培 養
上 清 を 採 取 し 、 上 清 中 の サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 を 測 定 す る 。 こ の 態 様 に 使 用 し う る 細 胞 や 皮 膚
モ デ ル 、 培 養 条 件 、 サ ブ ス タ ン ス Ｐ の 測 定 お よ び 評 価 法 等 は 実 質 上 、 前 記 と 同 様 で あ る 。
具 体 例 と し て 、 正 常 ヒ ト 表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト を 用 い る 評 価 方 法 の 場 合 、 好 ま し く は 、 培 養
上 清 採 取 か ら ５ 分 後 に 該 上 清 中 に 検 出 さ れ た サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 が 約 2.5pg/１ × 10 5 細 胞 以
上 で あ る 場 合 に ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 偽 陽 性 、 約 10pg/１ × 10 5 細 胞 以 上 で あ る 場 合 に ス テ ィ
ン ギ ン グ 刺 激 陽 性 と 判 断 で き る 。 こ の 態 様 の 評 価 法 は 、 ヒ ト で の ス テ ィ ン ギ ン グ 試 験 の 前
の 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ と し て 特 に 有 用 で あ る 。 カ ッ ト オ フ 値 は 希 望 に 応 じ て 適 宜 設 定 で き
る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ の よ う に し て 、 本 評 価 方 法 に よ り 、 被 検 体 に よ る 皮 膚 構 成 細 胞 に お け る サ ブ ス タ ン ス
Ｐ の 放 出 量 を 指 標 と す る ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 の 陽 性 物 質 ま た は 陽 性 製 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 評 価 方 法 は 従 来 の 感 覚 的 な 判 断 手 法 に 依 存 す る も の で は な く
、 各 被 検 体 に つ い て 客 観 的 か つ 定 量 的 な 評 価 を 与 え る こ と が で き 、 簡 便 な ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 被 検 体 の 皮 膚 刺 激 性 を 予 測 す る た め の 測 定 キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ の キ
ッ ト は 、 ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 陽 性 物 質 と 接 触 す る と サ ブ ス タ ン ス Ｐ を 放 出 す る 皮 膚 構 成 培
養 細 胞 等 、 お よ び サ ブ ス タ ン ス Ｐ の 量 を 測 定 す る た め の 試 薬 を 含 む 。 サ ブ ス タ ン ス Ｐ の 量
を 測 定 す る た め の 試 薬 と し て は 、 抗 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 抗 体 、 標 識 化 抗 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 抗 体 、
標 識 化 サ ブ ス タ ン ス Ｐ （ 溶 液 ） 、 対 照 標 準 と し て 用 い る た め の 既 知 量 の サ ブ ス タ ン ス Ｐ 等
が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ し な い 。 さ ら に 、 陽 性 対 照 品 と し て 、 フ ェ ノ キ シ エ タ
ノ ー ル 、 メ チ ル パ ラ ベ ン 、 乳 酸 等 の ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 陽 性 物 質 、 好 ま し く は メ チ ル パ ラ
ベ ン を 含 む こ と も で き る 。 具 体 的 に は 、 キ ッ ト 構 成 物 と し て 、 表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト を 播 種
し た 培 養 器 、 表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト 用 培 養 液 、 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 測 定 用 試 薬 を 含 む 。 こ の サ
ブ ス タ ン ス Ｐ 量 測 定 用 試 薬 は 、 例 え ば 、 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 測 定 用 ELISA試 薬 で あ る 。 さ ら
に 、 こ の キ ッ ト は 陽 性 対 照 と し て メ チ ル パ ラ ベ ン を 含 ん で も 良 い 。 本 キ ッ ト は 、 例 え ば 、
表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト を 96Wellプ レ ー ト に 適 当 量 播 種 し て 調 製 し た プ レ ー ト に 、 被 検 体 を 分
散 あ る い は 溶 解 さ せ た 培 養 液 を 添 加 し て 細 胞 を 刺 激 し 、 一 定 時 間 後 に 培 地 上 清 中 の サ ブ ス
タ ン ス Ｐ 量 を サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 測 定 用 ELISA試 薬 を 用 い て 測 定 す る こ と で 使 用 で き る 。
　 本 発 明 の 他 の 態 様 （ 比 較 対 照 を 使 用 し な い 評 価 方 法 ） に 関 す る 測 定 キ ッ ト も 上 記 に 準 じ
て 構 成 す る こ と が で き る が 、 そ の よ う な キ ッ ト の 構 築 方 法 は 当 業 者 に 既 知 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 以 下 に 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の
で は な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
実 施 例 １ 　 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 の 測 定 お よ び そ の 量 と ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 と の 相 関
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　 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 は ELISA法 に よ り 測 定 し た 。 2× 10 5 cells/wellと な る よ う 、 正 常 ヒ ト
表 皮 ケ ラ チ ノ サ イ ト （ Epidercell NHEK(B)） を 24Wellプ レ ー ト に 播 種 し 、 表 皮 ケ ラ チ ノ サ
イ ト 用 培 地 KG-２ （ ク ラ ボ ウ 社 製 ） １ mlを 用 い て 37℃ 、 ５ ％  CO 2 下 で 培 養 し た 。 サ ブ コ ン
フ ル エ ン ト と な っ た 時 点 で 培 地 交 換 し 、 ウ ェ ル 内 で 所 定 の 最 終 濃 度 に な る よ う に 調 製 し た
各 被 検 体 試 料 を 10μ lず つ 添 加 し た 。 そ の ５ 分 後 お よ び 10分 後 に 培 養 上 清 を 回 収 し た 。 回
収 し た 培 養 上 清 中 の サ ブ ス タ ン ス Ｐ を サ ブ ス タ ン ス Ｐ 　 ELISA（ R&D Systems Inc.製 ） に
よ り 定 量 し た 。 そ の 後 、 通 常 の 方 法 に よ り 各 ウ ェ ル の 細 胞 数 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 を 表 １
に 示 す 。 被 検 体 と し て 、 フ ェ ノ キ シ エ タ ノ ー ル お よ び メ チ ル パ ラ ベ ン を 用 い た 。 フ ェ ノ キ
シ エ タ ノ ー ル お よ び メ チ ル パ ラ ベ ン の 刺 激 は ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 で あ る こ と が 知 ら れ て い
る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 の 評 価
　 敏 感 肌 の 専 用 パ ネ ラ ー 10人 に 対 し て 、 目 尻 か ら 小 鼻 に か け て の 頬 部 に 水 を 加 え て 所 定 の
最 終 濃 度 に 調 整 し た 各 被 検 体 試 料 を 0.1ｍ ｌ 塗 布 し 、 塗 布 直 後 、 2.5分 後 、 5分 後 に 以 下 の
評 価 基 準 に 従 っ て 評 点 を 求 め 、 そ の ３ 回 の 平 均 評 点 で 評 価 を 行 っ た 。 評 価 基 準 は 次 の 通 り
で あ る 。
　 評 点 　 0・ ・ ・ 全 く 刺 激 を 感 じ な い
　 評 点 　 1・ ・ ・ 少 し 感 じ る
　 評 点 　 2・ ・ ・ 感 じ る
　 評 点 　 3・ ・ ・ 非 常 に 感 じ る
【 ０ ０ ３ ２ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の 結 果 か ら 、 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 と ス テ ィ ン ギ ン グ 刺 激 に 相 関 が 認 め ら れ 、 表 皮 ケ ラ チ
ノ サ イ ト を 培 養 細 胞 と し 、 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 を 指 標 と す る 本 評 価 方 法 は 、 ス テ ィ ン ギ ン グ
試 験 の 代 替 方 法 と し て 有 用 で あ る こ と が わ か っ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 評 価 法 は 、 培 養 液 中 の 皮 膚 構 成 細 胞 か ら 放 出 さ れ る サ ブ ス タ ン ス Ｐ 量 を 指 標 と し て 、
被 検 体 の 有 す る 皮 膚 刺 激 感 を 予 測 す る 方 法 で あ り 、 皮 膚 ト ラ ブ ル を 引 き 起 こ す 可 能 性 が あ
る 成 分 や 組 成 物 を in vitroで 簡 便 に 選 別 で き る た め 、 特 に 外 用 剤 の 開 発 に 有 用 で あ る 。 さ
ら に 、 本 発 明 に よ れ ば 、 防 腐 剤 、 界 面 活 性 剤 ま た は 有 機 酸 お よ び こ れ ら を 含 有 す る 化 粧 料
等 の 外 用 剤 の 皮 膚 刺 激 性 を in vitroで 高 感 度 に 評 価 す る こ と が で き る 。
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摘要(译)

本发明提供了一种简单的皮肤刺激性评价测试方法，用于预测要施加到
皮肤上的物质的皮肤刺激性，该方法包括使构成皮肤的培养细胞与受试
者接触，并测量培养液中的物质。 这是一种用于预测对象的皮肤刺激感
的刺激性评估方法，其特征在于测量P的含量。
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