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研究成果の概要（和文）：近年，オゾン層の破壊に伴って光線過敏症に注目が集まり，創薬段階での本副作用回
避が強く望まれているが，その発症機序解明は不完全であり，光線過敏症に関する有用な in vitro 評価系は未
だに乏しい．研究代表者は独創的な着想によって光反応性評価ツールとして reactive oxygen species (ROS) 
assay を開発し，ROS assay データを基盤とする医薬品の物性と皮膚内動態を中心とする生物薬剤学的情報に着
目して光毒性物質の特性を解析するとともに，得られる知見を基盤とした新規評価系構築を戦略的に進めた．

研究成果の概要（英文）：Drug-induced phototoxicity is elicited after exposure of the skin and/or 
eyes to topically or systemically administered pharmaceutical substances, followed by exposure to 
sunlight.  This undesirable side effect is one of the impediments in drug discovery and development,
 and a number of efforts have been made to avoid drug-induced phototoxic reactions.  A reactive 
oxygen species (ROS) assay was designed for the in vitro photoreactivity assessment of 
pharmaceuticals on the basis of ROS generation from photoirradiated chemicals, including singlet 
oxygen and superoxide.  We could establish a non-animal photosafety assessment approach using in 
vitro photochemical and photobiochemical screening systems, including ROS assay.

研究分野： 動物実験代替法

キーワード： 光線過敏症　リスク予測

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
応募者らが独自に開発し各種国際試験法ガイドラインに採用された ROS assay を発展的に改良することでこれ
までに評価が難しかった難溶性薬物や分子量不明素材への適用性を向上させる．ROS assay データと被験物質の
体内動態情報 (in silico ならびに in vivo データ) を融合することで効率良く光毒性リスクを予測できると
確信する．これらの試みにより，光毒性リスクを化学物質（化粧品，医薬品，食品等）開発初期段階で高効率的
に予測し，より安全な化学物質の創製に貢献できる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 

 光線過敏症（光毒性）とは，特定の化粧品，医薬品，食品等を摂取後に含有成分が体内で

太陽光によって光化学的に活性化され，皮膚や目において誘発される有害反応（光刺激性，

光アレルギー性，光癌原性）である．化粧品，医薬品，食品をはじめとする化学物質の製造

従事者にとって，国際的なレベルで標準化された光安全性評価方法の開発が急務の課題と

なっている．また，欧州では化粧品成分に対する動物実験禁止（2009 年）および化粧品の

販売禁止（2013 年）が適用され，このような動物実験倫理の急速な変化を鑑み，動物実験

代替法を用いた安全性評価ツール開発を急がねばならない．さて，応募者は「被験物質の光

化学反応性が薬剤性光線過敏症リスクの指標になる」と作業仮説をたて，光毒性発症におけ

る極めて初期のイベントをモニタリングする  ROS assay を新規に創出した[Onoue, 

Pharmaceutical Research, 23 (1): 156–64 (2006) 他]．本試験法は光照射下で薬物から放出

される活性酸素種を測定することにより被験物質の光化学的挙動を評価する革新的な手法

であり，2006 年の論文公表以降，国内外の製薬企業で使用されてきた．日本製薬工業協会 

(JPMA)・医薬品医療機器総合機構 (PMDA) との協力による国際協調活動により，ROS 

assay は本邦初の ICH 推奨光安全性試験法として 2013 年に ICH S10 ガイドラインに，

2014 年には化粧品の国際試験法ガイドラインである Personal Care Products Council 

(PCPC) guidance “Evaluation of Photoirritation and Photoallergy Potential” に採用さ

れ，そして 2019 年には OECD test guideline 495 としてガイドライン化に成功している 

[Onoue, Toxicology in Vitro, 28: 515–23 (2014) 他]．現状では，このように剤性光線過敏症

リスクに関する評価系は提案されているものの，臨床における光毒性発症を正確に予測す

る手法は未だ乏しく，創薬段階で光毒性リスクを完全に回避することは極めて困難な状況

である [Onoue, Current Drug Safety, 4 (2): 123–36 (2009) 他]．本課題に対して本研究で

は動物実験の 3Rs (Reduction, Refinement, Replacement) の促進を前提とした in vitro 

評価系ならびに信頼性の高い in vitro/in vivo 融合評価系の開発を行う必要性があるもの

と考えられる． 

 化学物質創製段階における光毒性リスク評価に関して，欧米の規制当局から数種のガイ

ダンスが提示されている．すなわち，2002 年に欧州医薬品審査庁 (EMEA)/欧州医薬品委

員会 (CPMP) から，翌年の 2003 年には米国食品医薬品局 (FDA)/医薬品評価研究センタ

ー (CDER) からそれぞれガイダンスが示され，2004 年には経済協力開発機構 (OECD) 

からより具体性を持った評価方法が提示された．これらは部分的に活用されているものの，

それら単独では充分な光安全性の保証が難しいのが現状である．それ故，系統立った in 

vitro/in vivo 評価システムの開発が急務であり，2010 年から ICH でトピック化され国際

協調活動が推進されてきた．応募者らが独自に考案した ROS assay システムは 2014 年

に ICH S10 ガイドライン，2019 年に OECD ガイドライン (TG 495) に採用され，今後

の創薬における活用が大いに期待されるところである．ICH S10 による採用以降，ROS 

assay は日本から世界に向けて発信される評価系の一つとして注目を集めているが，本評

価系のやや狭い適用限界は今後の改善課題として認識されている．特に近年の創薬や化粧

品素材開発では，半数以上の新規化合物が難水溶性物質として新たに創出されており，その

ことが光安全性評価においてもスループットの低下を招いている．そこで，応募者らは提案

課題において ROS assay で難水溶性化合物を評価可能とすべく積極的な検討を計画し，



それによって ROS assay の信頼性と適用限界を共に著しく改善することが強く期待され

る．また，ROS assay データと体内動態情報を効果的に組み合わせることによって，ヒト

への外挿性の高い光毒性リスク予測が可能となる仮説を応募者らは先に提示しており，当

該領域をリードする研究内容の一つとなっている． 

 

２．研究の目的 

 本研究の到達目標は，これまで現象論で捉えられる傾向にあった薬剤性光線過敏症の発

症機序を統合的に理解することを可能とし，さらに未だ確実な評価系に欠ける光安全性評

価に対して信頼性の高いツールを提供することにある．応募者のこれまでの研究の結果，光

毒性リスクを予測する上で重要な要因は，(1) 化合物の光化学的反応性，(2) 化合物の体内

動態（特に皮膚移行性）であり，この何れかが欠ければ光毒性発現リスクは低い [Onoue, T

oxicological Sciences, 137(2): 469-77 (2014) 他]．応募者らが独自に開発し各種国際試験法

ガイドラインに採用された光毒性予測ツールである ROS assay を発展的に改良すること

でこれまでに評価が難しかった難溶性薬物や分子量不明素材への適用性を向上させる．RO

S assay は光照射下で被験物質から算出される活性酸素種を測定する in vitro 光毒性評価

系であり，この改良は産業界における動物実験代替法推進を加速することが期待できる．さ

らに ROS assay データと被験物質の体内動態情報 (in silico ならびに in vivo データ) を

融合することで効率良く光毒性リスクを予測できると確信する．これらの試みにより，光毒

性リスクを化学物質（化粧品，医薬品，食品等）開発初期段階で高効率的に予測し，より安

全な化学物質の創製に貢献できる．また，開発した試験法を多くの化合物に適用してデータ

を蓄積することで，各種光毒性反応を誘発しやすい化合物の構造上ならびに物性上の特性

が明らかとなる．それによって各種光毒性反応に関する structural alert を新たに提示でき，

医薬品・化粧品・食品をはじめとする新規化学物質の創製において極めて有用な情報を世界

に向けて共有可能となる．これらの活動を通じて独創性の高い我が国発の新規光安全性試

験アプローチを世界に発信していくことができるのである． 

 

３．研究の方法 

 応募者らによるこれまでの研究の結果，応募者らは次のような作業仮説を立てた．すなわ

ち，光線過敏症発症には，「化合物の光化学的反応性」と「化合物の体内動態（特に皮膚移

行性あるいは皮膚滞留性）」が共に必須である．この実験的事実から，被験物質の「光化学

的反応性」と「体内動態（予測）情報」を戦略的に融合することによって，信頼性ある光安

全性評価方法の開発に結実することを着想したのである． 

 被験物質の体内動態情報を得るためには既に確立された生物薬剤学的実験手法を用いる

ことができるが，光化学的反応性を予測することが過去には大きな課題となっていた．この

命題に答えるべく，応募者らが ROS assay を独自に開発した．ROS assay とは擬似太陽光

照射下で被験物質から産生される singlet oxygen や superoxide をモニタリングすることで

光化学的反応性を評価するものであり，ICH S10 (2014) や OECD ガイドライン (2019) に

採用されている．この ROS assay による「光化学的反応性」情報とカセットドージング薬

物動態学的試験や in silico/in vitro アプローチによって得られると「体内動態（予測）情報」

を用いて，既知の光毒性物質を評価してデータベースを構築し，網羅的に解析することによ

ってヒトでの光毒性リスクをより正確に予測可能な評価モデル構築に結実するものと確信

する．「体内動態（予測）情報」を得るための生物薬剤学的実験を実施する基盤は既に有し



ており，さらに in vitro 試験のための Franz セルや in silico モデルを可能とする simulation 

software も既に導入済みであるため，提案の課題を遅延なく遂行することが出来る． 

 

４．研究成果 

応募者はこれまでの研究成果をベースに次の通り研究を計画し，実行した．本研究におけ

る到達目標をより迅速に達成するために，主として 2 つのサブテーマを提案し，すなわち，

(i) ROS assay の適用性ならびに予測精度改良，(ii) 光化学的特性と皮膚移行性・皮膚薬物動

態による統合的光毒性予測法の開発をそれぞれ鋭意検討し，最終的には OECD Test guideline 

495 の改訂を視野に入れた国際協調活動に結実させることとした． 

 

サブテーマ i: ROS assay の適用性ならびに予測精度改良 

現在の ROS assay は高い陽性検出率が評価されて ICH S10 や OECD ガイドライン等に

採用されたが，難溶性化合物への適用性はまだ完全には解決出来ていない．そこで，シクロ

デキストリンや PEG 等の可溶化剤，ミセル形成試薬，あるいは複数のリン脂質から構成さ

れるリポソームを添加することで細胞膜模倣環境を作り出し，さらには化合物の溶解性を

高めることを目的とした新しい ROS assay システムを構築することとした．約 50 種類の

難溶性医薬品や医薬部外品に適用し，その予測精度，頑健性と適用限界について詳細に検証

を進めたが，一部の化合物は評価が難航した．特に還元性を有する被験物質を ROS assay で

評価するとき，基質との予期せぬ反応が起こることで，偽陽性を出すことが分かった．また，

医薬部外品のなかにはエキスやポリマー等の分子量不明素材を含めて，分子量が不明な状

況でも ROS assay を可能にするために暫定分子量を定義するなど条件設定を試みる．さら

に既に開発済みの ROS assay との相違を明確にし，特に感度，信頼性，日内・日間変動に

ついても比較することで改良型 ROS assay の優位性を検証した．ROS assay ならびに改良

型 ROS assay による光刺激性物質 (60 個)，光アレルギー物質 (35 個)，光遺伝毒性物質 (15 



個) の評価をそれぞれ実施し，評価系の特異性についても明らかにすることで，ROS assay 

群が光刺激性だけでなく，光アレルギーや光遺伝毒性の予測にも使用可能であることを示

すエビデンスを一部得ることができた．基礎検討をベースに，複数の構造類似化合物群 (フ

ェノチアジン系，ベンズイミダゾール系，ジヒドロピリジン系) に ROS assay ならびに改

良型 ROS assay を適用し，評価系の適用性を検証するとともに構造-光毒性相関情報を解析

した．これまでにも応募者らのグループによって種々の構造-光毒性相関研究は実施されて

いるが，光反応性情報を基盤とした網羅的解析ははじめての試みであり，光安全性を確保す

るための新しいアプローチ提示が期待される． 

 

(ii) 光化学的特性と皮膚移行性・皮膚薬物動態による統合的光毒性予測法の開発 

光毒性の発現部位は皮膚であり，すなわち投与した化合物の皮膚移行性評価は極めて重

要である．しかし皮膚移行性評価は数多くの実験動物と時間を要するため，生産性の高いカ

セットドージング法の導入を検討した．応募者らがこれまでに構築してきた薬物動態技術

を駆使し，ラットにおける被験物質の体内動態を UPLC/ESI-MS を用いて精査した．カセッ

トドージングにおいて懸念される動態学上の相互作用の発現有無の確認や，それによる毒

性予測への影響についても精査した．ROS assay データと体内動態情報を考慮して decision-

matrix を構築することで統合的光毒性予測を試み，さらに複数の光毒性薬物群（ニューキノ

ロン系 7 種類，ジヒドロピリジン系 6 種類，テトラサイクリン系 6 種類）を用いて光毒

性リスクを網羅的に評価し，臨床所見と比較することで本アプローチの予測性と信頼性を

検証した．さらに経皮投与の際の光毒性リスク予測を実現するために，ROS assay データと

皮膚内薬物動態情報を組み合わせることで新しい予測モデル構築を試みた．皮膚内薬物動

態試験としてはラットを用いて詳細な評価を行うとともに，静的拡散セル（Franz セル）を

用いてラット皮膚を対象とした in vitro 皮膚透過性試験を実施した．また，ヒト皮膚を模倣

した人工膜を利用した in vitro 皮膚透過性試験を確立し，本試験法による結果が動物実験結

果と対応するかどうか詳細に検証し，その結果，人工膜を利用した in vitro 皮膚透過性試験

と ROS assay の戦略的な組み合わせによって，完全に動物実験に依存しない光安全性評価

が可能になるものと結論した． 
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