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今年度は室内空気汚染実態全国調査で検出が報告されている化合物や、欧州連合

（European Union: EU）でアレルギー性が指摘されている香料化合物など、揮発性有

機化合物（Volatile organic compound: VOC）及び準揮発性有機化合物（Semi volatile 

organic compound: SVOC）に分類される、計 33 化合物について Direct peptide reactivity 

assay （DPRA）による感作性評価を実施した。その結果、14 化合物が陽性と分類さ

れた。EU でアレルギー性が指摘されている 21 種類の香料化合物のうち、本研究で

陽性に分類されたのは 9 化合物であった。また、職業性の接触皮膚炎が報告されて

いる monoethanolamine 等は陰性に分類された。DPRA では感作性の弱い化合物で、

偽陰性と判定される可能性があることが指摘されている。そのため、本研究ではこ

れらの化合物が陰性に分類されたものと考えられた。本年度の試験では、複数の化

合物が陽性と分類されたが、Lys-peptide への結合性には違いが認められた。これら

のうち、Lys/Cys が大きかった化合物については、気道感作性の可能性を考慮して、

今後、様々な毒性試験や疫学調査などにより総合的な評価を行う必要があるものと

考えられる。

A. 研究目的

人間は一日の大半を室内環境で過ごす

ことから、室内空気は人間の健康上、重

要な環境媒体である。我が国では室内空

気の安全性について、室内濃度指針値が

13 種類の化学物質対して策定 1)され、建

築基準法では 2 種類の化学物質が規制対

象 2)とされている。 

しかしながら、室内濃度指針値が策定さ

れてから 10 年程度過ぎ、代替溶剤等の使

用や準揮発性有機化合物（Semi volatile 

organic compound: SVOC）による室内環境

汚染が懸念されるようになってきている。

このような背景から、2012 年からシック

ハウス （室内空気汚染）問題に関する検

討会（シックハウス検討会） が開催され、

室内濃度指針値の見直しや、対象物質の

追加に関する議論が進められている 3)。こ

の検討会では、現在の室内空気汚染実態

の把握のために、全国調査を実施すると

ともにその結果を公表している。この実

態調査結果から室内空気中で注目すべき
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化合物を選定し、既存のハザード情報に

基づく初期リスク評価、さらには優先化

合物リスト作成、詳細リスク評価を経て

終的に室内濃度指針値の見直しが行わ

れることになっている。しかし、このよ

うな化合物の初期リスク評価に資するハ

ザード情報は比較的限られている。その

ため、この段階が室内濃度指針値の改定

において律速となることが懸念されてい

る。そこで、本研究ではハザード情報の

網羅的な収集、並びに不足情報の補完方

法の確立を目的としている。具体的には、

気道内挙動の in vitro/in silico 予測、気道障

害性の in vitro 評価及び気道障害性にかか

る情報収集及び優先順位判定をサブテー

マとして設定して検討を進め、気道障害

性が疑われる室内環境化学物質について

の優先取組リスト等、室内環境衛生にか

かる厚生労働行政を推進する上で必要不

可欠な情報の提供を目指している。本分

担研究課題は、気道障害性の in vitro 評価

として、室内環境化学物質の気道感作性

評価を目的としている。 

化学物質の感作性については、皮膚感

作性と気道感作性とがある。前者はⅣ型

アレルギー（遅延型アレルギー）であり、

in vitro 及び in vivo のどちらでも多くの試

験法が確立している 4)。そして、これまで

に数多くの化学物質が評価され、その皮

膚感作性の有無が報告されている。一方、

後者は主にⅠ型アレルギー（瞬時型アレ

ルギー）である。産業衛生学会では、気

道感作性物質はアレルギー性呼吸器疾患

（鼻炎，喘息，過敏性肺臓炎，好酸球性

肺炎等，アレルギーの関与が考えられる

疾患）を誘発する物質と定義付けており、

人間に対して明らかに感作性がある物質

（第 1 群）、人間に対しておそらく感作性

があると考えられる物質（第 2 群）、動物

試験などにより人間に対して感作性が懸

念される物質（第 3 群）と分類し、それ

ぞれに判断基準を示している 5)。ただし、

気道感作性については、in vivo及び in vitro

どちらの試験系においても確立された試

験方法はこれまで報告されていない 4,6)。

そのため、気道感作性物質として確認さ

れている化学物質数は皮膚感作性物質に

比べると非常に少ないのが現状である 5)。 

 化学物質の感作性試験について、近年

は動物愛護の観点から代替法が開発され

ている。そして、その際には adverse 

outcome pass way（AOP） を考慮した試験

法の開発が行われている。皮膚感作法試

験については、Fig. 1 に示したように、①

化学物質とタンパク質との結合、②ケラ

チノサイトにおける炎症性応答及び遺伝

子発現、③樹状細胞の活性化、④リンパ

節における T 細胞の活性化、といった各

ステージに対応した試験法が開発されて

いる 7)。このうち、①の化学物質とタンパ

ク質との結合について評価している

Direct peptide reactivity assay （DPRA）は、

Fig. 2 に示したシステイン含有ペプチド

（Cys-peptide）またはリジン含有ペプチド

（Lys-peptide）と被験物質とを混合し 24

時間反応させた後、未反応のペプチド量

を測定し、そこから被験物質の反応性を

分類する方法である。この方法は、

Gerberick ら 8)によって開発され、現在は

OECD のテストガイドライン 9)に採用さ

れている（OEDC Guideline for the Testing 

of Chemicals TG 442C (In Chemico Skin 
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Sensitization: Direct Peptide Reactivity 

Assay)。この DPRA について、被験物質

に対する Cys-peptide 及び Lys-peptide の結

合性の差から、その気道感作性を評価で

きる可能性が報告されている 6,10)。 

 そこで本分担研究では、室内空気汚染

実態全国調査等にて高頻度・高濃度で検

出が報告されている化学物質を中心に、

DPRA を用いた皮膚感作性及び気道感作

性評価を実施している。これまでに、グ

リコール類、プロピレングリコールエス

テル類、ポリ環状シロキサン類及び香料

類など 49化合物について評価を実施した。

今年度は、全国調査で室内空気から検出

が報告されている化合物や、欧州連合

（European Union: EU）でアレルギー性が

指摘されている香料化合物など、計 33 化

合物について評価を実施した。 

  

B. 研究方法 

B1. 試薬類 

 評価対象とした被験物質の購入先を

Table 1 に示した。また、それらの化学構

造を Fig. 3 に示した。対象とした化合物は

全 て 世 界 保 健 機 関 （ World Health 

Organization: WHO）の定義で、揮発性化

合物（Volatile organic compound: VOC）及

び SVOC に定義された 11)。リン酸緩衝液

の作製に使用したリン酸二水素ナトリウ

ム及びリン酸水素二ナトリウムは、関東

化学製の特級試薬を用いた。酢酸アンモ

ニウム緩衝液の作製に用いた酢酸アンモ

ニウム及びアンモニア水はナカライテス

ク製及び和光純薬工業製をそれぞれ用い

た。アセトニトリル及びトリフルオロ酢

酸（TFA）はシグマアルドリッチ製及び和

光純薬工業製の HPLC 用をそれぞれ用い

た。Cys-peptide 及び Lys-peptide は株式会

社スクラムより購入した。試験に用いた

水は全てミリポア製超純水製造装置

Milli-Q AdvantageA10 で製造した水を用

いた。 

  リン酸緩衝液は各 100 mmol/L に調製し

たリン酸二水素ナトリウム水溶液及びリ

ン酸水素二ナトリウム水溶液を 18/82（v/v）

の割合で混合し、pH を 7.5±0.05 に調製

したものを用いた。酢酸アンモニウム緩

衝液は酢酸アンモニウム 1.542 g を 200 

mL の水に溶解した後、アンモニア水を用

いて pH を 10.2 に調製したものを用いた。 

 ペプチド溶液は Cys-peptide（Cys 溶液）

及びLys-peptide（Lys溶液）が 0.667 mmol/L

となるように、それぞれリン酸緩衝液及

び酢酸アンモニウム緩衝液に溶解させた。 

 陽性対照に使用した Cynnamic aldehyde

及び各被験物質は 100 mmol/L となるよう

にアセトニトリルに溶解させた。 

 

B2. 試験方法 

OEDC TG 442C に従い試験した。 

Cys-peptide と各被験物質との反応では、

Cys 溶液 750 μL に 200 μL のアセトニトリ

ル及び被験対象物質溶液 50 μl を加え、ボ

ルテックスミキサーで撹拌した後、暗所

にて 25℃で 24 ± 2 時間静置した。24 時間

後に高速液体クロマトグラフ/フォトダイ

オードアレイ検出器（HPLC/PDA）にて

Cys-peptideを測定した。Lys-peptideでは、

Lys 溶液 750 μL に 250 μL の被験物質溶液

を加え、ボルテックスミキサーで撹拌し

た後、Cys-peptide と同様に操作後に測定

した。また、各ペプチドとの反応におい
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て、ペプチド溶液を対応する各緩衝液に

置き換えた試料を Co-elution control、被験

物質溶液をアセトニトリルに置き換えた

ものを Reference control としてそれぞれ

調製し用いた。ここで、Co-elution control

は各ペプチドと被験物質との保持時間の

重なりの有無の確認用、Reference control

は各ペプチドの安定性評価に用いている。

また、試験の成立確認のために、各ペプ

チドについて検量線を作製し測定した。 

 これらの試験は、 初に混合された試

料から 22～26 時間以内に HPLC による測

定を開始し、HPLC 分析は測定開始から

30 時間以内終了した。 

 各被験物質によるペプチド減少量は次

式から算出した。 

 

DPRA では被験物質のペプチドとの反応

性の評価は、ペプチド減少率の平均値を

算出し、Table 2 に示したモデルで分類す

ることになっている 9)。この際、各ペプチ

ドと被験物質の溶出時間が重なるかどう

か、Co-elution control を測定し確認するこ

とになっている。もし、ペプチドと被験

物質の溶出時間が重なる場合にはペプチ

ド減少率の算出が不可能となる（共溶

出： Co-elution ）。ただし、共溶出が

Lys-peptide のみの場合には、Cys-peptide 

1:10 prediction model に従い分類すること

になっている。また、共溶出が認められ

ない場合で減少率がマイナスを示した場

合には、減少率はゼロとして平均値を算

出している。また、Cysteine 1:10/Lysine 

1:50 prediction model でペプチド減少率が

陽性判定のクライテリア付近（3～10%）

の場合に再試験を実施した。 

OECD TG 442C では DPRA 法の実施に

あたり試験者の技術レベルを確認するた

め 、 感 作 性 強 度 が extreme か ら

non-sensitizer まで幅広い 10 物質を用いた

技能試験（proficiency test）の実施が求め

られており、Cys-peptide 及び Lys-peptide

のそれぞれについて、10 物質中 8 物質以

上で所定のペプチド減少率の範囲に収ま

ることが要求されている 9)。本研究では、

一昨年度に、proficiency test を実施し

OECD TG 442C の要求範囲に収まってい

ることを確認している 12)。 

 

B3. HPLC/PDA 条件 

 島津製作所製のNexeraX2システムを用

いた。カラムにはアジレントテクノロジ

ーズ社製の Zorbax SB-C18 （内径 2.1 mm

×長さ 100 mm×粒子径 3.5 μm）を用い

た。カラムオーブン温度及びオートサン

プラーラック温度は 30℃及び 25℃とした。

流速は 0.35 mL/min、注入量は 10 μL とし

た。移動相は、A 液が 0.1%（w/w）TFA

水、B 液が 0.085%（w/w）TFA アセトニ

トリルとした。グラジエント条件は B 液

を初期濃度 10%から 10 分間に 25%とし、

その後 1 分間で 90%とした。その後、2

分間 B 液 90%で保持した後、0.5 分で 10%

とし、その後 7.5 分間保持した。測定波長

は 220 nm 及び 258 nm とし、ペプチド減

少率は 220 nm で測定した。 

 

C. 結果及び考察 

C1. 各ペプチドとの共溶出について 

 各被験物質について、各ペプチドとの

Peptide 
Depletion = 

(%)

1－

Peptide peak area in 
replicate injection

Mean peptide peak area in 
reference controls

×100 
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共溶出を確認した。その結果、Cys-peptide

に対して共溶出する被験物質は認められ

ず、Lys-peptide に対して isoeugenol 及び

methyldibromoglutaronitrileの 2種類で共溶

出が認められた。そのため、これら 2 つ

の化合物については Cys-peptide 1:10 

prediction model で評価を行った。 

 

C2. 各被験物質の評価結果 

本年度試験した 33化合物の評価結果を

Table 3 に示した。今年度試験した化合物

では、33 化合物のうち、14 化合物が陽性

と分類され、その他の化合物は陰性と分

類された。 

室内空気汚染全国実態調査 3)で検出が

報告されている、methylcyclohexane、

hexanal 及び nonanal のうち、後者の 2 化

合物が陽性と分類された。Hexanal 及び

nonanal の工業的な主用途は香料及び香料

原料 13,14)であるが、針葉樹建材から放散

し室内空気中から検出されることも報告

されている 15)。これらの化合物について、

感作性に関する臨床報告は調べた限りで

は認められないが、hexanal についてはマ

ウスを用いた局所リンパ節アッセイ

（Local Lymph Node Assay: LLNA）におい

て陽性と報告されている 16)。 

対象とした 23種類の香料化合物のうち、

(1R)-(+)-α-pinene 及び(-)-β-pinene を除く

21 種類は、EU の化粧品指令においてアレ

ルギー性物質として表示が義務付けられ

ている香料に該当する 17)。この 21 種類の

香料のうち、Table 1 の上から順に α- 

amylcinnamaldehydeから isoeugenolまでの

12 種類は ”List A: Fragrance chemicals, 

which according to existing knowledge, are 

most frequently reported and well-recognized 

consumer allergens”とされているが、その

うち 7 種類が陽性と分類された。一方、

残 り の 9 種 類 は ”List B: Fragrance 

chemicals, which are less frequently reported 

and thus less documented as consumer 

allergens”とされているが、そのうち 2 種

類が陽性と分類された。このように、List 

A に掲載されているアレルギー性が広く

認められている香料の方が、List B に掲載

されている香料よりも多く陽性と分類さ

れたが、陰性と分類された化合物も多か

った。Coumarin は EU では List A に掲載

されているが、本研究や DPRA 開発時の

報告 18)では陰性に分類されている。また、

α-amylcinnamaldehyde 及 び α- 

hexylcinnamaldehyde については、DPRA

開発時の報告 18)では week sensitizer に分

類されていたが、本研究では陰性に分類

された。DPRA では感作性の弱い化合物

で、偽陰性と判定される可能性があるこ

とが指摘されている 7)。そのため、本研究

ではこれらの化合物が陰性に分類された

ものと考えられた。また、(1R)-(+)-α-pinene

及び(-)-β-pinene は陰性と分類された。 

防腐剤 3 種類のうち、bronidox 及び

DMDM hydantoin は、昨年度報告した

bronopol と同様にホルムアルデヒドドナ

ー型防腐剤である 19,20)。DMDM hydantoin

については、臨床において複数例のアレ

ルギー性接触皮膚炎が報告されている
19,20)。一方、bronidox については、臨床に

おける感作例はほとんど報告されていな

い 19,20)。Methyldibromoglutaronitrile につい

ては、これまでに臨床での感作例が報告

されており、感作物質として認識されて
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いる 21)。本研究では、これら 3 種類の防

腐剤はいずれも陽性に分類された。 

  本研究では 4 種類のアミン類について

評価を実施したが、いずれも陰性と分類

された。そのうち、エタノールアミン類

（モノ、ジ、トリ）3 種類については、動

物試験では感作性が認められないが、ヒ

トでは感作が報告されている 22)。具体的

には、感作が多く報告されているのは金

属加工（切削）に従事している労働者に

おける職業性接触皮膚炎であり、機械の

潤滑油（切削液）に monoethanolamine が

含まれており、手の皮膚バリアが破壊さ

れた状態で頻繁に暴露されることが原因

と考えられている。そのため、これらの

化合物は感作性が弱い可能性が考えられ、

結果として DPRA では陰性に分類された

ものと考えられた。 

 

C3. 被験物質の気道感作性 

Lalko et al. は既知の気道感作性物質と、

皮膚感作性を有するが気道感作性を有さ

ない化合物とを DPRA により評価し、そ

れらの Cys-peptide 及び Lys-peptide におけ

るペプチド減少率の比（Lys/Cys）を求め

比較した 10)。その結果、気道感作性を有

する化合物の方が、皮膚感作性のみ有す

る化合物に比べて Lys/Cys が大きくなる

ことを報告しており、気道感作性物質の

Lys/Cys は 0.2 以上を示していた。このよ

うに、DPRA で得られる被験物質の

Cys-peptide 及び Lys-peptide への結合性の

違いが、一定の呼吸器感作性の指標にな

り得る可能性が指摘されている 6)。一方で、

DPRA のみでは皮膚感作性と呼吸器感作

性を区別することは難しく、被験物質の

呼吸器感作性については AOP を考慮し、

複数の試験法を組み合わせて評価する必

要があることも指摘されている 23)。 

本年度の試験で陽性と分類された 14化

合物について Lys/Cys を見ると、hexanal、

citral 及び hydroxycitronellal で 1.3、1.05 及

び 0.96 と 0.2 を超えていた。また、ペプ

チド減少率がクライテリア付近のため追

加試験を実施した cinnamyl alchol につい

て、2 回目の試験では Lys/Cys が 0.59 とな

った。これは、Lys-peptide の減少率が 1

回目（1.74%）と 2 回目（14.5%）で大き

く異なることが影響している。このよう

に、弱い陽性を示す化合物については

Lys/Cys を用いた気道感作性評価は適切

ではないと考えられた。 

本年度の試験では、複数の香料化合物

が陽性と分類されたが、Lys-peptide への

結合性には違いが認められた。これらの

うち、Lys/Cys が大きかった化合物につい

ては、気道感作性の可能性を考慮して、

今後、様々な毒性試験や疫学調査などに

より総合的な評価を行う必要があるもの

と考えられる。 

  

D. まとめ 

室内空気汚染実態全国調査で検出が報

告されている化合物や、EU でアレルギー

性が指摘されている香料化合物など、計

33 化合物について DPRA による感作性評

価を実施し、14 化合物が陽性と分類され

た。EU でアレルギーが指摘されている 21

種類の香料化合物については、陽性に分

類されたのは 9 化合物であった。また、

職業性の接触皮膚炎が報告されている

monoethanolamine 等は陰性に分類された。
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DPRA では感作性の弱い化合物で、偽陰

性と判定される可能性があることが指摘

されている 7)。そのため、本研究ではこれ

らの化合物が陰性に分類されたものと考

えられた。本年度の試験では、複数の化

合物が陽性と分類されたが、その

Lys-peptide への結合性には違いが認めら

れた。これらのうち、Lys/Cys が大きかっ

た化合物については、気道感作性の可能

性を考慮して、今後、様々な毒性試験や

疫学調査などにより総合的な評価を行う

必要があるものと考えられる。 
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Table 3. Results of DPRA for chemicals studied.

Cysteine Lysine Meana

Methylcyclohexane 0.17 -0.56 0.08 Negative

Hexanal 31.5 42.3 36.9 Positive(Moderate) 1.34

Nonanal 24.6 2.68 13.6 Positive(Low) 0.11

α-Amylcinnamaldehyde 1.87 0.73 1.30 Negative

α-Amylcinnamyl alcohol 23.0 1.17 12.1 Positive(Low) 0.051

Benzyalcohol 0.45 3.66 2.05 Negative

11.6 -0.075 5.80

1.05 -0.033 0.52

15.3 1.74 8.53 0.11

24.5 14.5 19.5 0.59

Citral (cis/trans mixtures) 18.1 19.0 18.5 Positive(Low) 1.05

Coumarin 1.34 0.84 1.09 Negative

Eugenol 37.5 4.03 20.8 Positive(Low) 0.11

Geraniol 5.03 0.60 2.81 Negative

Hydroxycitronellal 19.1 18.3 18.7 Positive(Low) 0.96

Lyral 75.3 10.4 42.9 Positive(high) 0.14

Isoeugenol (cis/trans mixtures) 37.3 n.t.b 37.3Cysc Positive(Moderate)

Anisyl alcohol 2.02 0.83 1.42 Negative

Benzyl cinnamate 0.63 -0.50 0.32 Negative

β-citronellol 1.87 0.61 1.24 Negative

10.1 -0.35 5.07

13.8 -0.67 6.91 -0.049

23.0 0.61 11.8 0.027

α-hexylcinnamaldehyde 2.23 -0.01 1.11 Negative

(+)-Limonene 2.62 -0.57 1.31 Negative

Linalool 3.41 0.00 1.71 Negative

Methyl-2-octynoate 99.2 3.16 51.2 Positive(high) 0.032

6.26 -0.07 3.13

7.61 0.20 3.81

8.10 -0.88 3.61

11.6 -0.69 5.80

(-)-β-Pinene 3.28 -1.08 1.64 Negative

Bronidox 99.7 -0.31 49.9 Positive(high) -0.0031

DMDM hydantoin 60.0 2.68 31.34 Positive(Moderate) 0.045

Methyldibromoglutaronitrile 100.0 n.t.b 100.0Cysc Positive(high)

Monoethanolamine 1.34 0.21 0.78 Negative

Diethanolamine 2.02 1.48 1.75 Negative

Triethanolamine 0.63 -0.31 0.32 Negative

Diethylamine 4.10 0.10 2.10 Negative

b n.t.: Co-elution is observed.

c Using Cys-peptide 1:10 prediction model only.

全国調査

Positive(Low)

Farnesol (isomers) Positive(Low)

Cinnamyl alchol

Negative

Type Chemicals
Depletion (%)

Prediction Lys/Cys

a Negative depletion is considered as "0" when calculating the mean and underline means positive.

Preservatives

Amines

Negative

Benzyl salicylate

(1R)-(+)-α-Pinene

α-iso-Methylionone Negative

Fragrances
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Fig. 1 皮膚感作性のメカニズムとそれに対応した代替試験法 

（引用文献 7 より改変） 

経皮感作性物質（ハプテン）

経皮吸収

①タンパク質と結合

②表皮細胞の活性化

表皮

真皮

③樹状細胞の活性化 リンパ節へ移行
抗原提示
T細胞の増殖 LLNA

DPRA

h-CLAT等

ARE assay等

Adverse Outcome Pathway (AOP)
①化学物質とタンパク質との結合
②ケラチノサイトにおける炎症性応答および遺伝子発現
③樹状細胞の活性化
④リンパ節におけるT細胞の増殖
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Fig. 2 試験に使用した使用したペプチドの構造 

（上：Cys-peptide、下: Lys-peptide） 
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Fig. 3 被験物質の化学構造 
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Fig. 3 被験物質の化学構造（続き） 
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