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研究成果の概要（和文）：点眼薬や香粧品の眼刺激性試験にはウサギを用いるドレイズ眼刺激性試験が使用されてきた
。この試験は動物に苦痛を強いること、そして感度が低いことから廃絶が求められている。我々は3次元的に再構築さ
れたウサギ培養角膜上皮細胞シートを用いた動物実験を代替する試験方法を開発し眼刺激性の検出に成功した。本研究
においては、角膜への毒性が疑われていたフルオロキノロン点眼薬が角膜に対して安全であることを明らかにした。さ
らに、産業動物の廃棄材料を用いた第二世代の試験方法の開発に成功した。この新しい試験方法では簡便性と再現性が
向上し同時多検体の試験が可能となった。

研究成果の概要（英文）：The in vivo Draize eye test, which has become the international standard assay for
 eye irritation is often criticized for both ethical and scientific reasons. The 7th amendment of the Cosm
etic directive will lead to the ban of animal testing for cosmetic ingredients. Thus, alternative strategi
es are necessary which allow the testing of chemicals with wide physicochemical properties under condition
s similar to in vivo exposure.
We recently created an experimental model of cell damage repair closer to the live body than conventional 
models, by using layered sheets of cultured corneal epithelium. The corneal epithelial defect was repaired
 in the ophthalmic MFLX solution treatment and the ophthalmic LVFX solution treatment to a degree similar 
to that in the negative control group. Furthermore, we have developed more convenient test that enable us 
to perform high through put eye irritancy test.
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1. 研究開始当初の背景 
 従来、直接眼に投与する点眼薬や誤って眼
に入る洗顔剤、洗髪剤、化粧品等の香粧品の
眼刺激性試験にはウサギの結膜嚢に被検物質
を入れるドレイズ眼刺激性試験（世界経済開
発機構ガイドライン）が使用されてきた。こ
の従来法を用いた前臨床試験ではその刺激性
が検出されず臨床治験開始後に開発が中止さ
れた医療用点眼薬、また販売後に「強くしみ
る」ために当局から指導が入り、製品の自主
回収、製造中止に至った香粧品が存在する。
すなわち従来法であるドレイズ眼刺激性試験
では真の眼刺激性を検出することが困難であ
った。さらに香粧品安全性試験では動物実験
は全面廃止に向かっており、従来法に代替す
る眼科学の最新技術から創り出される試験方
法が待望されていた。 
 我々の発想に基づき in vitro に 3 次元的に
再構築されたウサギ培養角膜上皮細胞シート
を応用した第一世代の試験方法が開発され眼
刺激性の検出に成功した。本試験方法の特徴
は培養角膜上皮シートの中央部に円形の欠損
を作成、被検薬を暴露、欠損部の修復率で眼
刺激性を判定することである。従来法では安
全と判定され販売後に製品回収、製造中止と
なった原因の香粧品原体は不飽和のオレフィ
ン二重結合を有するポリオキシエチレンオレ
イルエーテルであった。類似した構造を持つ
ポリオキシエチレンアルキルエーテル誘導体
や同じ炭素鎖長であるポリオキシエチレンス
テアリルエーテルとの刺激性の差異をドレイ
ズ眼刺激性試験は検出することはできなかっ
た。しかし我々が開発した第一世代の試験方
法は化学物質間の微細な構造の相違に起因す
る刺激性を検出することができた。 
 
2. 研究の目的 
(1) フルオロキノロン点眼薬の毒性検出。  
我々が開発した第一世代の試験方法を用いて
角膜への毒性が疑われているフルオロキノロ
ン点眼薬の角膜への毒性を明らかにする。 
(2) 第二世代の試験方法の開発。 
 世界的な動物実験廃止の流れの中、この方
法を日本から世界に発信するため、材料を産
業動物である豚角膜へ変更する。物質の網羅
的評価を行う際、現在の評価系では 1 ウエル
で 1 検体を評価する。培養角膜上皮細胞を 1
ウエル作製するためには多大な時間と労力を
要する。さらに各ウエル間の性能のばらつき
が大きいため被検物質の評価の際には多くの

母数を必要とする。多数の培養角膜上皮を作
製するとさらにばらつき大きくなるという悪
循環が生じる。多数の被験物質を網羅的に評
価するのは困難である。そこで、簡便性と再
現性を向上させた第二世代の試験方法を開発
する。 
 
3. 研究の方法 
(1) フルオロキノロン点眼薬の毒性検出。 
角膜上皮細胞は白色ウサギの角膜組織片から
取得した。基質には豚羊膜を使用し 6 ウエル
プレートのトランズウエル内に重層化した培
養角膜上皮細胞シートを作製した。上皮の欠
損は水酸化ナトリウム水溶液を浸透させたス
ポンジの接触で作製した。スポンジの除去後、
被験薬を 1 日 3 回滴下、１分後に洗浄、培養
を 4 日間継続、欠損部の修復率を面積で評価
した。被験薬にはモキシフロキサシン（MFLX）
点眼薬とレボフロキサシン（LVFX）点眼液を、
陰性対照には培養液を、陽性対照には塩化ベ
ンザルコニウム（以下 BAC）0.01％溶液を用
いた。 
(2) 第二世代の試験方法の開発。 
角膜上皮細胞は豚眼球から取得した。基質に
はコラーゲンゲルを使用し第一世代の試験
方法同様に、6 ウエルプレート内の各トラン
ズウエルに重層化した培養角膜上皮細胞シ
ートを作製した。細胞シートは直径 2mm デ
ィスクになる様に皮膚生検用トレパンで打
ち抜いた。ディスクの細胞シートは別に用意
された6ウエルプレート内のコラーゲンゲル
上に複数静置した。被検物質の暴露は各ウエ
ルに従来と同様、点眼の要領でおこなった。
ディスク片縁から伸展する細胞を観察し 1ウ
エル内に静置したディスクからの平均伸展
面積を比較した。試験方法の感度を検出する
ための被検物質には BAC を 0.01%から
0.00001%まで PBS で 10 倍階段希釈された
溶液を使用した。陰性対照には PBS を使用
した。さらに、この試験方法を用いて BAC
を0.01%含有する点眼薬Aと含有しない点眼
薬 B の毒性の検出をおこなった。 

 
4. 研究成果 
(1) フルオロキノロン点眼薬の毒性検出。 
 陰性対照の PBS では４日目に上皮細胞欠
損部の完全な修復がみられた。陽性対照の
BAC では修復が抑制された（図１）。
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