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本研究では、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、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 82 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、81 化合物で感作性評価が可能であり、25 化合物が陽性と分類された。室内

空気汚染実態全国調査で高頻度、高濃度で検出が報告されているグリコール類や可

塑剤類については全て陰性であったが、香料や建材等に由来すると考えられる

hexanal 及び nonanal が陽性と分類された。また、臨床において接触皮膚炎が報告さ

れている化合物や、動物試験で弱い感作性が報告されているいくつかの化合物が陰

性に分類された。これは、DPRA では感作性の弱い化合物で、偽陰性と判定される可

能性があるためと考えられた。Lys/Cys は気道感作性を評価する上で指標の一つとし

て考えられているが、本研究で陽性と分類された化合物間で Lys-peptide への結合性

には違いが認められた。今後、本研究で陽性と分類された化合物について、複数の毒

性試験や疫学調査等により総合的な評価を行う必要がある。その過程において、本研

究で得られた Lys/Cys 値は、気道感作性評価を実施していく化合物の優先順位付けに

利用できるものと思われる。

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
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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)。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

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

ており、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 
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Guideline for the Testing of Chemicals TG 

442C (In Chemico Skin Sensitization: Direct 

Peptide Reactivity Assay)）。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、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・高濃度で検出さ

れている化学物質を中心に、DPRA による

皮膚感作性及び気道感作性評価を実施し

た。具体的には、グリコール類、ポリ環状

シロキサン類、香料類及び防腐剤類など

計 82 化合物について試験を実施した。

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、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

ウム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
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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

時間以内で終了した。 

 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 では被験物質とペプチドとの反応

性評価は、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
9)。この際、各ペプチドと被験物質との溶

出時間の重なりを、Co-elution control にて

確認する。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が出来る。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た。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、試験

に先立ち、この技能試験を実施した。 

 

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. Proficiency test 

  OECD TG 442C では proficiency test と

して、Cys-peptide 及び Lys-peptide のそれ

ぞれについて、指定された被験物質 10 物

質中 8 物質以上で、Table 3 に示した所定

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。本研究で実施した

proficiency test の結果を Table 3 に示した。

Cys-peptide では、Farnesal で減少率が 10%

と OECD TG 442C で要求している減少率

（15～55％）を下回った。また、Lys-peptide

では、benzylideneacetone で減少率が 63%

Peptide 
Depletion = 

(%)

1－

Peptide peak area in 
replicate injection

Mean peptide peak area in 
reference controls

×100 
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と OECD TG 442C で要求している減少率

（0～7%）から外れていた。一方、その他

の被験物質は、Cys-peptide及びLys-peptide

のどちらについても、そのペプチド減少

率は全て OECD TG 442C の要求範囲に収

まっていた。そのため、本研究では DPRA

法の実施にあたり、技能レベルが規定水

準以上であることが確認できた。

C2. 各ペプチドとの共溶出について 

各ペプチドについて、被験物質無し

（Reference control）及び陽性対照と反応

させた（Positive control）試料の HPLC ク

ロマトグラムを Fig. 4 に示した。本研究で

試験した 82 化合物のうち、Cys-peptide で

は 2-phenylethyl alcohol で、Lys-peptide で

は diethylene glycol monoethyl ether acetate、

isoeugenol 及び methyldibromoglutaronitrile

で共溶出が確認された。共溶出例として、

2-phenylethyl alcohol 及び diethylene glycol

monoethyl ether acetate の Co-elution control

の HPLC クロマトグラムを Fig. 4 に示し

た。共溶出が確認された被験物質のうち、

diethylene glycol monoethyl ether acetate、

isoeugenol及びmethylbromoglutaronitrileは

Cys-peptide 1:10 prediction model で評価し

た。一方、2-phenylethyl alcohol は評価を実

施しなかった。

C3. 各被験物質の評価結果 

試験した 82 化合物の結果を Table 4 に

示した。Cys-peptide との共溶出が認めら

れた 2-phenylethyl alcohol を除く 81 化合

物のうち、25 化合物が陽性に、その他の

化合物は陰性に分類された。DPRA は感作

性試験として広く実施されてきたマウス

局所リンパ節試験（Local Lymph Node 

Assay：LLNA）と 80%以上の一致を示す

とされているが、感作力の弱い化合物で

は偽陰性を示すことが多く、さらに代謝

活性化が必要な化合物は評価できない 7)。

また、ペプチドと被験物質との反応を水

系で行うため、疎水性化合物についても

正確に評価することが難しいことが指摘

されている 7)。そのため、評価結果につい

てはこれらの点に留意する必要がある。

室内空気汚染全国実態調査 3)で高頻度、

高濃度で検出されている、グリコール類、

グリコールエーテル類、可塑剤、ポリ環状

シロキサン類及びその類縁化合物につい

ては、いずれも陰性と分類された。

本研究で対象とした香料化合物のうち、

23 化合物は EU の化粧品指令においてア

レルギー性物質としての表示が義務付け

られている 12）。この23種類の香料のうち、

Table 1 の 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、そのうち 7 種類が陽性

と分類された。一方、残りの 11 種類は”List

B: Fragrance chemicals, which are less

frequently reported and thus less documented

as consumer allergens”とされ、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
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時の報告 13)では陰性に分類されている。

α-Amylcinnnamaldehyde 及 び α- 

hexylcinnamaldehyde は、DPRA 開発時の

報告 13)で week sensitizer に分類されてい

たが、本研究では陰性に分類された。

Benzyl benzoate 及び 3-(4-tert-butylphenyl) 

isobutyraldehyde は 、 LLNA で weak 

sensitizer と分類されているが、DPRA 開

発時の報告では benzyl benzoate が陰性、

3-(4-tert-butylphenyl) isobutyraldehyde が弱

い陽性と分類されており 13)、本研究では

いずれも陰性に分類された。 

一方、EU の化粧品指令で表示義務の無

い香料のうち、室内空気汚染全国実態調

査 3)で検出されている、hexanal 及び

nonanal 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 14,15)であるが、針葉樹建

材から放散し室内空気中で検出されてい

る 16)。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 では LLNA で陽性と

報告されている 17)。また、methyl jasmonate

が弱い陽性物質と分類されたが、モルモ

ットマキシミゼーション試験（Guinea pig 

maximization test: GPMT） や、ヒト累積感

作性試験（Human repeated insult patch test: 

HRIPT）では methyl jasmonate の感作性は

認められていない 18)。DPRA 開発時に 82

化合物が試験され、LLNA で非感作性物質

（Non sensitizer）とされているいくつかの

化合物が、弱い陽性と分類されたことが

報告されている 13)。そのため、本試験で

はmethyl jasmonateは偽陽性を示している

可能性が考えられた。 

試験した防腐剤のうち、2-bromo-2-nitro-

1,3-propanediol（bronopol）は、化粧品や

様々な衛生製品の防腐剤として使用され

ている 19)。この防腐剤については、GPMT

では感作性について判断できないとの報

告 20)がある一方で、接触皮膚炎の臨床報

告では原因物質とされている 21,22)。

Bronopol はホルムアルデヒドドナー型防

腐剤であり、ホルムアルデヒドを放出し

な が ら 、 bromonitromethane や 2-

bromoethanol へと分解される（Fig. 5）23)。

そのため、bronopol の感作にはホルムアル

デヒドの影響が指摘されていたが、

bronopol に陽性を示す患者でホルムアル

デヒドにも陽性を示したのは 15%であっ

たことから、bronopol 自体が感作性を有し

ている可能性が指摘されている 24)。さら

に、ヒト由来細胞や NMR を用いた試験に

より、bronopol による感作はホルムアルデ

ヒドとは反応性が異なることや、 2-

bromoethanol も関与していることなどが

報告されている 23)。本研究では、bronopol

とその分解物である bromonitromethane 及

び 2-bromoethanol について、DPRA による

評価を実施し、これら 3 種類の化合物は

全て陽性に分類され、bronopol のみならず、

その分解物も感作性を有していることが

明らかとなった。ただし、bronopol につい

ては、温度及び pH が高いほどホルムアル

デヒドを放出し分解することが報告され

ており 25)、bronopol を陽性と分類するに

は、試験時の分解生成物の影響を検討す

る必要がある。また、bronidox 及び DMDM 

hydantoin についてもホルムアルデヒドド

ナ ー 型 防 腐 剤 で あ る 24,26) 。 DMDM 

hydantoin 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。
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一方、bronidox は、臨床での感作例はほと

んど報告されていない。この 2 種類の防

腐剤についても、本研究では陽性と分類

された。Methyldibromoglutaronitrile は、臨

床での感作例が報告されており 27)、本研

究でも陽性に分類された。

フマル酸ジエステル類及びマレイン酸

ジエステル類は防腐剤や樹脂添加剤等と

して使用されている。このうち、dimethyl 

fumarate は強い感作性を示すことが知ら

れており、その類縁化合物であるフマル

酸ジエステル類及びマレイン酸ジエステ

ル類も dimethyl fumarate に交叉反応性を

示すとともに、それら自体も感作性を有

することが知られている 28)。本研究でも、

これらのジメチル、ジエチル及びジブチ

ルエステル類は陽性と分類された。一方、

皮 膚 感 作 性 が 報 告 29) さ れ て い る

diethylhexyl maleate 及びその異性体であ

る diethylhexyl fumarate は陰性と分類され

た。これは、これらの化合物のオクタノー

ル・水分配係数が他の化合物に比べて大

きいため水溶解性が低く、DPRA による正

しい評価が難しいと考えられた。

本研究では 3 種類の芳香族第一級アミ

ンについて試験を実施した。そのうち、

2,4-daminotoluene は、GPMT の結果の解

釈の違いから感作性の評価が分かれてい

るが 30,31)、本研究では陽性と分類された。

ま た 、 そ の 構 造 異 性 体 で あ る 2,6-

diaminotoluene については、陰性と分類さ

れた。4,4’-Methylenedianiline は GPMT で

は陽性とされているが 32)、本研究では陰

性に分類されており、偽陰性を示してい

る可能性が考えられた。

本研究で評価を実施したエタノールア

ミン類 3 種類は、動物試験では感作性が

認められておらず、本研究でも陰性に分

類された。一方で、monoethanolamine につ

いて、ヒトでは金属加工（切削）労働者に

おける職業性接触皮膚炎が報告されてい

る 33)。これは、monoethanolamine を含有す

る機械の潤滑油（切削液）に、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。同様に、

本研究で陰性と分類された 1,3-butandiol

は、化粧品類で接触皮膚炎が多数報告さ

れている 34,35)。そのため、これらの化合物

は感作性については弱いが、使用形態か

ら高頻度に曝露されるために、臨床での

感作例が多数報告されていると思われる。

このような化合物については曝露も想定

しつつ、そのほかの試験法も合わせた複

合的な評価が必要であると考えられた。

C4. 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
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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 36)。 

本研究で陽性と分類された化合物の半

数程度で、Lys/Cys が 0.2 を越えていたが、

cinnamyl alchol や 2-bromoethanol につい

ては、ペプチド減少率が陽性クライテリ

ア付近であり、Lys-peptide の減少率が 1 回

目と 2 回目で大きく異なっていた。その

ため、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。一方、欧州で接触

皮膚炎が多数報告されている dimethyl 

fumarate は皮膚症状のみならずシックハ

ウス症状も報告 28)されており、Lys/Cys は

0.46 と 0.2 以上を示していた。そのため、

今後より多くの化合物について評価し、

そのデータの蓄積が必要と考えられるが、

Lys/Cys による気道感作性評価はある程

度有効ではないかと思われる。 

気道感作性については、in vivo 及び in 

vitro どちらにおいても確立された試験方

法は報告されていない 4,6)。そのため、気

道感作性の評価はAOPを考慮して複数の

毒性試験や疫学調査等により総合的な評

価を行う必要がある。その過程において、

本研究で得られた Lys/Cys 値は、評価を実

施していく化合物の優先順位付けに利用

できるものと思われる。 

  

D. まとめ 

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、82 化合物について DPRA

を用いた皮膚感作性及び気道感作性評価

を実施した。その結果、共溶出した 1 化

合物を除く 81化合物で感作性評価が可能

であり、25 化合物が陽性と分類された。

全国調査で高頻度、高濃度で検出されて

いるグリコール類や可塑剤類は全て陰性

であったが、香料や建材等に由来すると

考えられる hexanal 及び nonanal が陽性と

分類された。臨床において接触皮膚炎が

報告されている化合物や、動物試験で弱

い感作性が報告されているいくつかの化

合物が陰性に分類された。これは、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ためと考えられた。

Lys/Cys は気道感作性の指標の一つとし

て考えられているが、本研究で陽性と分

類された化合物の Lys-peptide への結合性

には違いが認められた。今後、本研究で陽

性と分類された化合物について、複数の

毒性試験や疫学調査等により総合的な評

価を行う必要がある。その過程において、

本研究で得られた Lys/Cys 値は、気道感作

性評価を実施していく化合物の優先順位

付けに利用できるものと思われる。 
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Table 1. CAS No, molecular weight, logKow, boiling point, classification, and supplier of chemicals studied.

Positive control Cynnamic aldehyde 14371-10-9 T

2,4-Dinitrochlorobenzene 97-00-7 W

Oxazolone 15646-46-5 T

Formaldehyde 50-00-0 W

Benzylideneacetone 122-57-6 T

Farnesal 19317-11-4 W

2,3-Butanedione 431-03-8 T

1-Butanol 71-36-3 W

6-Methylcoumarin 92-48-8 T

DL-Lactic Acid 50-21-5 T

4-Methoxyacetophenone 100-06-1 T

Ethylene glycol 107-21-1 62 -1.36 196 VOC T

Propylene glycol 57-55-6 76 -0.92 188 VOC K

1,2-Butanediol 584-03-2 90 -0.34 194 VOC T

1,3-Butanediol 107-88-0 90 -0.29 207 VOC T

1,4-Butanediol 110-63-4 90 -0.83 228 VOC T

2,3-Butanediol 513-85-9 90 -0.92 182 VOC T

Hexylene glycol 107-41-5 118 0.58 197 VOC T

Diethylene glycol 111-46-6 106 -1.98 245 VOC/SVOC T

Dipropylene glycol (mixture of isomers) 110-98-5 134 -0.7～-1.5 232 VOC T

Propylene glycol monomethyl ether 107-98-2 90 -0.49 120 VOC K

Propylene glycol monoethyl ether 1569-02-4 104 0.3 132 VOC J

Propylene glycol monobutyl ether 5131-66-8 132 1.15 170 VOC T

Diethylene glycol monoethylether 111-90-0 134 -0.15 196 VOC T

Diethylene glycol monobutyl ether 112-34-5 162 0.56 230 VOC T

Propylene glycol monomethyl ether acetate 108-65-6 132 0.3 146 VOC T

Diethylene glycol monoethyl ether acetate 112-15-2 176 0.32 217 VOC T

Diethylene glycol monobutyl ether acetate 124-17-4 204 1.3 245 VOC/SVOC T

3-Methoxy-3-methylbutanol 56539-66-3 118 0.18 174 VOC T

2,2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol diisobutyrate 6846-50-0 286 4.91 280 SVOC T

2,2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol monoisobutyrate 25265-77-4 216 3.00 244～247 VOC/SVOC A

2-Ethyl-1-hexanol 104-76-7 130 2.28 187 VOC T

Methylcyclohexane 108-87-2 98 3.70±0.17 100 VOC W

Octamethylcyclotetrasiloxane 556-67-2 297 5.1 175 VOC T

Decamethylcyclopentasiloxane 541-02-6 371 5.2 210 VOC T

Dodecamethylcyclohexasiloxane 540-97-6 445 5.86 245 VOC/SVOC T

α-Amylcinnamaldehyde 122-40-7 202 4.7 288.5 SVOC T

α-Amylcinnamyl alcohol 101-85-9 204 4.032±0.245 331.3±11.0 SVOC SA

Benzyalcohol 100-51-6 108 1.1 200 VOC T

Benzyl salicylate 118-58-1 228 4.209±0.254 320 SVOC T

Cinnamyl alchol 104-54-1 134 1.95 250 VOC/SVOC T

Citral (cis/trans mixtures)  5392-40-5 152 3.127±0.359 229 VOC W

Coumarin 91-64-5 146 1.39 298 SVOC T

Eugenol 97-53-0 164 2.49 254 VOC/SVOC T

Geraniol 106-24-1 154 3.56 230 VOC T

Hydroxycitronellal 107-75-5 173  1.654±0.244 241 VOC/SVOC W

Lyral 31906-04-4 210 2.424±0.256 318.7±42.0 SVOC Ar

Isoeugenol (cis/trans mixtures) 97-54-1 164 3.08±0.25 266 SVOC T

Anisyl alcohol 105-13-5 138 0.944±0.229 259 VOC/SVOC T

Benzyl benzoate 120-51-4 212 3.97 324 SVOC T

Benzyl cinnamate 103-41-3 238 3.778±0.229 230 VOC T

β-citronellol 106-22-9 156 3.239±0.235 220 VOC T

Farnesol (isomers) 4602-84-0 222 4.83±0.31 110～113 VOC T

α-hexylcinnnamaldehyde 101-86-0 216 4.866±0.318 305 SVOC T

3-(4-tert-Butylphenyl)isobutyraldehyde (Lilial) 80-54-6 204 3.84±0.25 95-96 VOC T

(+)-Limonene 5989-27-5 136 4.2 176 VOC T

Linalool 78-70-6 154 2.97 200 VOC T

Methyl-2-octynoate 111-12-6 154 3.220±0.378 220 VOC T

α-iso-Methylionone 127-51-5 206 4.079±0.321 285.3±29.0 SVOC T

Proficiency
substances

Plasticizers and
solvents

Cyclosiloxanes

Fragrances
(EU list)

a These values are cited form manufacture's safety data sheet or  from Scifinder. (logKow: octanol-water partition coefficient)

b Type of VOC/SVOC/POM is classified based on WHO definition: VOC 50-100℃～240-260℃, SVOC 240-260℃～380-400℃, POM ≧380℃)

c T: Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., K: Kanto Chemical Co., Inc., J: Junsei Chemical Co., Ltd., A: Alfa Aesar, W: Wako Pure Chemical Industries, Ltd. Ar: Ark
Pharm, Inc., SA: Sigma-Aldrich, JK: J&K Scientific.

Glycol ethers and
glycol ether
acetates

VOC/SVOC/

POMb SuppliercType Chemicals CAS No.
Molecular

weight logKowa
Boiling point

(°C)a
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Table 1. CAS No, molecular weight, logKow, boiling point, classification, and supplier of chemicals studied. (Continued)

Butyl acetate 123-86-4 116 1.82 126 VOC T

Ethyl Salicylate 118-61-6 166 3.03±0.24 231 VOC T

Ethylene 1,11-undecanedicarboxylate 105-95-3 270 2.77±0.39 139-142 VOC W

Hexanal 66-25-1 100  1.93±0.22 131 VOC T

Nonanal 124-19-6 142 3.27 192 VOC T

Methyl jasmonate (mixture of isomers) 1101843-02-0 224 2.95±0.35 303±15 SVOC T

Methyl dihydrojasmonate (mixture of isomers) 24851-98-7 226 2.65±0.27 308±15 SVOC T

2-Phenylethyl alcohol 60-12-8 122 1.4 219 VOC T

(1R)-(+)-α-Pinene 7785-70-8 136 4.83 156 VOC T

(-)-β-Pinene 18172-67-3 136 4.35 165 VOC T

2-Bromo-2-nitro-1,3-propanediol (Bronopol) 52-51-7 200  1.15±0.63 358±42 SVOC T

Bromonitromethane 563-70-2 140  0.88±0.27 149 VOC W

2-Bromoethanol 540-51-2 125  0.26±0.22 150 VOC T

Bronidox 30007-47-7 212 0.749±0.430 280.8±40.0 SVOC T

DMDM hydantoin 6440-58-0 188  -1.078±0.654  303.7±52.0 SVOC JK

Methyldibromoglutaronitrile 35691-65-7 266 1.515±0.408 338.6±42.0 SVOC SA

Dimethyl maleate 624-48-6 144 0.22 205 VOC T

Diethyl maleate 141-05-9 172 1.48 225 VOC T

Dibutyl maleate 105-76-0 228 3.38 280 SVOC T

Bis(2-ethylhexyl)　maleate 142-16-5 341 7.88 410±18 SVOC/POM T

Dimethyl fumarate 624-49-7 144 0.74 192-193 VOC T

Diethyl fumarate 623-91-6 172 2.20 219 VOC W

Dibutyl fumarate 105-75-9 228 3.49 285 SVOC T

Bis(2-ethylhexyl) fumarate 141-02-6 341 7.25 410±18 SVOC/POM T

2,4-Diaminotoluene 95-80-7 122 0.14 292 SVOC W

2,6-Diaminotoluene 823-40-5 122 -0.24±0.25 282 SVOC T

4,4'-Methylenedianiline 101-77-9 198 1.6 398～399 SVOC/POM W

Monoethanolamine 141-43-5 61 -1.31 171 VOC W

Diethanolamine 111-42-2 105 -1.43 269 SVOC W

Triethanolamine 102-71-6 149 -1.59 335 SVOC SA

Diethylamine 109-89-7 73 0.58 55 VOC W

Morpholine 110-91-8 87 -0.86 129 VOC T

Cyclohexylamine 108-91-8 99  1.50±0.19 125 VOC T

Dicyclohexylamine 101-83-7 181 3.5 256 VOC/SVOC T

c T: Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., K: Kanto Chemical Co., Inc., J: Junsei Chemical Co., Ltd., A: Alfa Aesar, W: Wako Pure Chemical Industries, Ltd. Ar: Ark
Pharm, Inc., SA: Sigma-Aldrich, JK: J&K Scientific.

a These values are cited form manufacture's safety data sheet or  from Scifinder. (logKow: octanol-water partition coefficient)

b Type of VOC/SVOC/POM is classified based on WHO definition: VOC 50-100℃～240-260℃, SVOC 240-260℃～380-400℃, POM ≧380℃)

Fragrances
(others)

Supplierc

Maleic and fumaric
acid diesters

CAS No.
Molecular

weight logKowa
Boiling point

(°C)a

VOC/SVOC/

POMb

Amines

Rubber related
compounds

Preservatives and
its decomposition
products

Type Chemicals

Aromatic amines
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Table 2. Prediction models of DPRA.
Prediction model Prediction Mean of cysteine and lysine % depletion Reactivity Class 

Negative 0%≦mean % depletion ≦ 6.38% No or minimal reactivity

6.38%＜mean % depletion ≦22.62% Low reactivity

22.62%＜mean % depletion ≦ 42.47% Moderate reactivity

42.27%＜mean % depletion ≦ 100% High reactivity

Negative 0%≦mean % depletion ≦ 11.89% No or minimal reactivity

11.89%＜mean % depletion ≦23.09% Low reactivity

23.09%＜mean % depletion ≦ 98.24% Moderate reactivity

98.24%＜mean % depletion ≦ 100% High reactivity

Cys-peptide 1:10
Lys-peptide 1:50
Prediction model Positive

Cys-peptide 1:10
Prediction model Positive

Table 3. Predicted skin sensitisation hazards and peptide depletion (%) of proficiency substances.

LLNA DPRA Cysteine Lysine Cysteine Lysine

2,4-Dinitrochlorobenzene
Sensitiser
(extreme)

Positive 100 30 90-100 15-45

Oxazolone
Sensitiser
(extreme)

Positive 68 53 60-80 10-55

Formaldehyde
Sensitiser
(strong)

Positive 54 4.1 30-60 0-24

Benzylideneacetone
Sensitiser
(moderate)

Positive 93 63 80-100 0-7

Farnesal
Sensitiser

(weak)
Positive 10 5.8 15-55 0-25

2,3-Butanedione
Sensitiser

(weak)
Positive 78 27 60-100 10-45

1-Butanol Non-sensitiser Negative 1.1 0.68 0-7 0-5.5
6-Methylcoumarin Non-sensitiser Negative 0.86 0.89 0-7 0-5.5
DL-Lactic Acid Non-sensitiser Negative 0.51 0.88 0-7 0-5.5
4-Methoxyacetophenone Non-sensitiser Negative 1.6 0.47 0-7 0-5.5

Proficiency subtances
Predicted skin sensitisation

hazards
Peptide depletion (%)

This study OECD requirement
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Table 4. Results of DPRA for chemicals studied.

Cysteine Lysine Meana

Ethylene glycol 0.65 0.82 0.74 Negative

Propylene glycol 0.35 0.62 0.48 Negative

1,2-Butanediol 0.27 0.94 0.60 Negative

1,3-Butanediol 0.16 0.63 0.40 Negative

1,4-Butanediol 0.02 0.55 0.28 Negative

2,3-Butanediol 0.21 0.81 0.51 Negative

Hexylene glycol 0.37 0.75 0.56 Negative

Diethylene glycol 0.64 0.99 0.82 Negative

Dipropylene glycol (mixture of isomers) 0.63 1.20 0.92 Negative

Propylene glycol monomethyl ether 3.21 1.05 2.13 Negative

Propylene glycol monoethyl ether -0.68 0.67 0.34 Negative

Propylene glycol monobutyl ether -0.45 0.58 0.29 Negative

Diethylene glycol monoethylether 0.15 1.66 0.90 Negative

5.31 1.30 3.31

2.41 -0.49 1.20

Propylene glycol monomethyl ether acetate -0.04 1.22 0.59 Negative

Diethylene glycol monoethyl ether acetate 0.61 n.t.b 0.61Cysc Negative

Diethylene glycol monobutyl ether acetate 0.49 1.52 1.01 Negative

3-Methoxy-3-methylbutanol 0.45 0.22 0.34 Negative

2,2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol diisobutyrate 1.00 0.38 0.69 Negative

2,2,4-Trimethyl-1,3-pentanediol monoisobutyrate 1.91 0.51 1.21 Negative

2-Ethyl-1-hexanol 1.27 0.36 0.82 Negative

Methylcyclohexane 0.17 -0.56 0.08 Negative

Octamethylcyclotetrasiloxane -0.01 0.30 0.15 Negative

Decamethylcyclopentasiloxane 0.03 0.75 0.39 Negative

Dodecamethylcyclohexasiloxane -0.03 0.16 0.08 Negative

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. 37.3Cys Positive(Moderate)

Anisyl alcohol 2.02 0.83 1.42 Negative

Benzyl benzoate 0.88 0.46 0.67 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-hexylcinnnamaldehyde 2.23 -0.01 1.11 Negative

11.3 -0.34 5.63

10.8 -0.63 5.42

(+)-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

a Negative depletion is considered as "0" when calculating the mean and underline means positive. b n.t.: Co-elution is observed.  c Using Cys-
peptide 1:10 prediction model only.

Negativeα-iso-Methylionone

Positive(Low)

3-(4-tert-Butylphenyl)isobutyraldehyde (Lilial) Negative

Farnesol (isomers)

Positive(Low)

Benzyl salicylate Negative

Depletion (%)
Prediction Lys/Cys

Glycol ethers and
glycol ether
acetates

Diethylene glycol monobutyl ether Negative

Cinnamyl alchol

Plasticizers and
solvents

Cyclosiloxanes

Fragrances
(EU list)

Type Chemicals
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Table 4. Results of DPRA for chemicals studied. (Continued)

Cysteine Lysine Meana

Butyl acetate 0.39 1.46 0.92 Negative

Ethyl Salicylate 0.65 1.81 1.23 Negative

Ethylene 1,11-undecanedicarboxylate 0.03 -0.56 0.01 Negative

Hexanal 31.5 42.3 36.9 Positive(Moderate) 1.34

Nonanal 24.6 2.68 13.6 Positive(Low) 0.11

16.6 1.17 8.87 0.070

20.6 0.02 10.3 0.00092

Methyl dihydrojasmonate (mixture of isomers) 2.83 -0.23 1.41 Negative

2-Phenylethyl alcohol n.t.b 2.41 n.c.c Not evaluation

8.10 -0.88 3.61

11.6 -0.69 5.80

(-)-β-Pinene 3.28 -1.08 1.64 Negative

2-Bromo-2-nitro-1,3-propanediol (Bronopol) 100 67.6 83.8 Positive (high) 0.68

Bromonitromethane 100 9.35 54.7 Positive (high) 0.094

12.8 0.15 6.49 0.012

13.2 7.58 10.4 0.57

Bronidox 99.7 -0.31 49.9 Positive(high) -0.0031

DMDM hydantoin 60.0 2.68 31.34 Positive(Moderate) 0.045

Methyldibromoglutaronitrole 100.0 n.t. 100.0Cysd Positive(high)

Dimethyl maleate 100 83.2 91.6 Positive (high) 0.83

Diethyl maleate 100 80.7 90.3 Positive (high) 0.81

Dibutyl maleate 100 36.4 68.2 Positive (high) 0.36

Bis(2-ethylhexyl)　maleate 5.45 -0.32 2.72 Negative

Dimethyl fumarate 100 46.1 73.1 Positive (high) 0.46

Diethyl fumarate 100 46.2 73.1 Positive (high) 0.46

Dibutyl fumarate 100 10.7 55.3 Positive (high) 0.11

8.64 0.50 4.57

6.66 -3.60 3.33

2,4-Diaminotoluene 73.7 0.55 37.1 Positive (Moderate) 0.0075

13.2 0.46 6.83

11.34 -1.23 5.67

11.58 -1.37 5.79

4,4'-Methylenedianiline 1.38 0.49 0.93 Negative

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

Morpholine 3.85 -0.68 1.92 Negative

Cyclohexylamine 1.05 0.01 0.53 Negative

Dicyclohexylamine 3.81 1.06 2.44 Negative

Fragrances
(others)

Methyl jasmonate (mixture of isomers) Positive (Low)

(1R)-(+)-α-Pinene

Rubber related
compounds

Preservatives and
its decomposition
products

Negative

Amines

Aromatic amines 2,6-Diaminotoluene

Positive (Low)

Maleic and fumaric
acid diesters

Bis(2-ethylhexyl) fumarate Negative

2-Bromoethanol

Negative

a Negative depletion is considered as "0" when calculating the mean and underline means positive. b n.t.: Co-elution is observed. c n.c.: Not

calculated.  d Using Cys-peptide 1:10 prediction model only.

Type Chemicals
Depletion (%)

Prediction Lys/Cys
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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） 

 

 

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） 

 

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. 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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Fig. 3 被験物質の化学構造（続き） 

Hexanal

Nonanal

Butyl acetate

Ethyl salicylate

Ethylene 1,11-
undecanedicarboxylate 

Methyl jasmonte Methyl dihydrojasmonte

2-phenyethyl alcohol
(1R)‐(+)‐α‐Pinene (‐)‐β‐Pinene

Methyldibromoglutaronitrole
Bronidox

DMDM hydantoin

2-Bromo-2-nitro-1,3-
propanediol

Bromonitromethane

2-Bromoethanol

Dimethyl maleate Diethyl maleate Dibutyl maleate Diethylhexyl maleate

Dimethyl fumarate Diethyl fumarate Dibutyl fumarate

Diethylhexyl fumarate

83



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 被験物質の化学構造（続き） 
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Fig. 4 各ペプチド（Reference control）、陽性対照（Positive control）及び 

被験物質のみ（Co-elution control）の HPLC クロマトグラム（λ=220 nm） 

Fig. 5 2-Bromo-2-nitro-1,3-propanediol（Bromopol）の分解過程 24) 
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