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 皮膚感作性試験法としては、皮膚外用剤として用いる医薬品ならびに化粧品原料を含む

化学物質等の皮膚での接触感作性のリスクを動物で予測する試験法としてモルモットを用

いるMaximization Test（GPMT）法があり、その試験成績は皮膚外用剤の臨床での皮膚感

作性と良い相関性を有することが示されている。また、GPMTの代替試験法として、マウ

スを用いる Local Lymph Node Assay (LLNA，局所リンパ節試験)があり、その予測率は、

GPMTに劣らないとされ、国際的に認知されている。両者の違いは、GPMT が感作誘発期

の皮膚反応を肉眼的に判定するのに対して、LLNA は感作に基づく耳介リンパ節の細胞増

殖反応を[3H-methyl]-thymidine（3H-TdR）の取り込み量を測定することで定量的かつ客

観的に判定するところにある。また、2010年に改定された OECDテストガイドライン（TG）

429には、LLNAと Reduced Local Lymph Node Assay (rLLNA)が記載されている。

rLLNAは、その手法において元の LLNAの試験法を踏襲するものであり、異なる点は、

LLNAが 3用量の被験物質で検討されるのに対し、rLLNAは 1用量の被験物質で皮膚感作

性を検討するところにある。また、rLLNAは、動物福祉の 3Rの原則（動物実験代替法の

活用（replacement）、使用動物数の削減（reduction）、苦痛の軽減（refinement））に沿っ

たものであり、使用動物数においては、元の LLNAと比較して、最大（注解 40％まで動物数

が削減される（注解：陽性対照群が設定しない場合）。 

 本報告では、本邦において未だ検証されていない rLLNAの試験法について、その有用性

と限界に関する ICCVAMの勧告（2008）を基に編纂を行う。 

 

１． 試験法 

1-1 原理 

 rLLNAの試験法の原理は、LLNAの試験法の原理と同じである。即ち、皮膚感作性を有

する低分子化合物が経皮投与されると、皮膚組織中のタンパク質と結合し、感作抗原とし

て皮膚の樹状細胞に認識される。その後、樹状細胞は活性化しながら皮膚から所属リンパ

節へ遊走し、抗原提示を行い抗原特異的な Tリンパ球細胞の増殖を誘導する。この一連の

生体応答が感作誘導期である。LLNAおよび rLLNAでは、感作誘導期のリンパ節における

抗原特異的な Tリンパ球細胞の増殖を、3H-TdRの核酸成分への取り込みを指標として検出

する。LLNAと rLLNAの試験法における唯一の違いは、被験物質の試験に用いる用量数に

ある。LLNAにおいては、最大溶解度で過度の局所刺激性を示さず、更には、全身毒性を

示さない濃度を最高用量とし、各被験物質に対して少なくとも 3用量が試験に使用される

が、rLLNAにおいては、LLNAで示す最高用量の 1用量のみが試験に使用される。 

 

1-2 試験手順および判定 

1-2-1 試験手順 

 8-12週齢の CBA/Jあるいは CBA/Ca系の雌マウスを用い、マウスの両耳に被験物質を

各々25μL、3日間塗布し、その 3日後に 3H-TdRを尾静脈投与する。その 5時間後に耳介
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リンパ節を摘出し、その耳介リンパ節細胞中に取り込まれた 3H-TdR量を測定する。 

1-2-2 判定 

 溶媒対照群に対する被験物質投与群の 3H-TdR取り込み量の比（Stimulation index：SI）

が 3倍を越えた際に、陽性と判定する。判定においては、陰性対照群および陽性対照群の

反応も考慮する。LLNAにおいては、結果が明確でない場合、用量相関性の強さ、統計学

的有意差も考慮されるが、rLLNAでは実施できない。 

 

２．rLLNAの精度 

 潜在的に皮膚感作性を有する物質を確認するための rLLNAの精度は、LLNAで実施され

た 11施設の試験成績を基に、retrospectiveに評価された。 

 LLNAでは 471被験物質のうち、318被験物質が陽性であり、153被験物質が陰性であ

った。或る被験物質が同じ溶媒で 1回以上試験されている場合を 1試験として数えると、

465被験物質が評価の対象となり、その中の 315被験物質が感作性として分類され、150

被験物質が非感作性として分類された。6被験物質は、LLNAにおいて最高用量以外の用量

の SI値が 3以上を示したため陽性と評価された。換言すれば、rLLNAにおいては偽陰性

となる。rLLNAは、最高用量でのみ試験され、評価されるため、これら 6被験物質

（2-Methyl-2H-isothiazole-3-one、C19-azlactone、Azithromycin、Camphorquinone、

Nickel sulfateおよびNon-ionic surfactant 2）は、LLNAと比較すると、非感作性物質と

して位置づけられた。 

 

３． rLLNAの施設間再現性 

 rLLNAの施設間再現性は、2或いは 3施設において、次の 5被験物質について同じ溶媒

を用いて個々に試験され、LLNAと比較して評価された。 

 ・Dinitrochlorobenzene (DNCB) 

 ・Hexyl cinnamic aldehyde (HCA) 

 ・Linalool alcohol 

 ・Methyl salicylate 

 ・Potassium dichromate 

 各施設における全ての試験は、DNCBと potassium dichromateを感作性物質として、

methyl salicylateを非感作性物質として分類した（一致率 100％）。 

 HCAと linalool alcohol は、2施設で試験され、LLNA試験では感作性物質として分類さ

れ、rLLNAでは非感作性物質として分類された。これら 2試験法における一致しない結果

を検証してみると、試験された最高用量での両試験における結果の違いによるものであっ

た。しかしながら、rLLNAと LLNAは同一の試験計画書を使用しており、両者の精度を評

価するために使用した一連のデータは類似しているため、rLLNAの施設内および施設間信

頼性は、LLNAに類似するものと考えられる。 
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４． 試験法の有用性と限界 

 rLLNAの科学的な価値は、十分に評価されており、最新の ICCVAMが推奨した LLNA

試験計画書（ICCVAM 2008a）に準拠して行われたとき、rLLNAの成績は、用量-反応情

報を必要としない場合には、皮膚感作性物質と非感作性物質を区別するに十分であると、

ICCVAMは結論している。 

・ LLNAと比較すると、rLLNAは、各々の試験に対して最大 40％まで動物数を減らすこ

とができる。 

・ 化学物質や製品のアレルギー性接触皮膚炎 (ACD) の潜在性を調べるために LLNAを

行う前に、先ず rLLNAを実施することを ICCVAMは勧めている。 

－ rLLNAにおいて陽性と評価された物質は、感作性物質として分類できる。 

－ 用量-反応情報が必要な場合、用量段階を持つ LLNAにおいて試験されなければな

らない。 

－ ACDを誘発すると考えられる物質については、rLLNAよりむしろ LLNAを最初か

ら実施して評価すべきである。 

・ LLNAと比較して rLLNAに 1.9％ (6/318)の偽陰性の結果を示す可能性がある。 

－ この情報は rLLNAの結果を評価するとき考慮されるべきであり、陰性の結果は常

に補足情報（例えば、高用量での反応低下の可能性、類似物質による試験結果、タ

ンパク結合活性、分子量、その他の試験データ）を統合して評価することを促すべ

きである。 

－ もし偽陰性の結果が示唆されるならば、LLNA或いは他の公認の皮膚感作性試験法

による確認試験が考慮されるべきである。 

 

５． 試験計画書 

 rLLNAは、ICCVAMが推奨する最新の LLNA試験計画書に従って実施されることを

ICCVAMは勧めている。その重要な点は、以下の通りである。 

・ 使用される最高濃度は、過度の局所刺激性や明白な全身毒性を示さない、最大溶解濃度

であること。 

・ 動物の成績は、個々に収集されること。 

－ これは、偽陰性や偽陽性の結果を引き起こす外れ値の識別や棄却に備えるためであ

る。 

－ 動物の成績を個々に収集することは（合算して得た成績と比較して）、被験物質の

反応が溶媒対照群の反応と有意に異なっているか否かを決めるための統計解析に備

えるためである。 

・ 投与群には最低 4匹の動物が使用されること。 

－ OECD TG 429の LLNAでは、投与群には少なくとも 4匹の動物が必要であるとし
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ている。 

－ 統計解析によれば、投与群の動物数が 4匹でも、統計解析の結果に有意な影響はな

いようである。 

・ 陽性対照物質は、試験毎に使用されること。 

－ これは、この試験の実施手順や試験系の全てが、陽性反応を生ずるために適切に反

応しているかを明らかにする。 

 

６． 今後の検討事項 

 ICCVAMは、潜在的な皮膚感作性を確認するための rLLNAを更に特徴付け、その有用

性と応用性を高めるために下記の追加の検討を推奨している。 

・ 今回の評価において、LLNAと比較し、rLLNAに偽陰性の結果を生じさせた６被験物

質の異常な用量反応の原因を明らかにするために努力すること。 

－ この情報は、LLNA と比較して rLLNAの精度を高める方法を見つけるために役立

つ。 

－ 市販後調査や職業上の暴露に関する情報も含め、LLNAにおいて異常な用量反応を

示すこれらの物質やその他の物質のモルモットやヒトにおける成績も一緒に含めて

考えるよう努めること。 

・ LLNAおよび rLLNA の試験で、動物の成績は個々に収集すること。 

－ 個別に集めれば外れ値があった場合、棄却することができる。 

・ 試験法の精度を低下させずに投与群当たりの動物数を減らすため、動物からの成績は

個々に集められ、解析されるべきである。 

－ ICCVAMが推奨する最新の LLNA試験計画書には、そのような判断のために必要

な統計解析手法が組み込まれている。 

－ また、最新の試験計画書には、一緒に設定する陽性対照群の動物数を、その施設の

陽性対照の背景データを評価することにより、減らすことができるか決めるための

ガイダンスも盛り込まれている。 

 

７． rLLNAの試験計画書 

Day 1 – 3：投与毎に 4匹のマウスの各々の両耳の背面に適当な溶媒を用

いた被験物質（LLNAで試験される最高用量）或いは対照物質の 25 μL

を塗布する。 

↓ 

Day 4 – 5：無処置 

↓ 

Day 6：各々の動物の尾静脈に 20 μCi 3H-TdR若しくは 2 μCi 

125I-iododeoxyuridineと 10-5 M fluorodeoxyuridineを投与する。 
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↓ 

5時間後：耳介リンパ節を個別に摘出し、押しつぶして単離細胞懸濁液を

調製する。 

↓ 

単離細胞懸濁液をリン酸緩衝生理食塩水で 2回洗浄し、4℃で 18時間、

5% trichloroacetic acidで DNAを沈殿させる。 

↓ 

Trichloroacetic acid にペレットを再懸濁し、3H測定にはシンチレーショ

ン溶液を加え、125I測定には再懸濁したペレットをガンマー線測定チュー

ブに加え、放射能測定に備える。 

↓ 

放射能測定：対照群と処置群の平均 dpm（毎分崩壊数）を測定する。 

取り込み量（Stimulation index: SI）は、次の式より算出； 

 

処置群の平均 dpm／対照群の平均 dpm 

 

SI > 3：被験物質を感作性物質として分類 

SI < 3：被験物質を非感作性物質として分類 

 

８． まとめ 

・ rLLNAは、最新の ICCVAMが推奨する LLNA 試験計画書に準拠して行われるとき、

皮膚感作性物質と非感作性物質を十分に区別することができると、ICCVAMは結論し

ている。 

・ 化学物質や製品の ACDの潜在性を調べるために、LLNAを行う前に rLLNA を実施す

ることを ICCVAMは勧めている。 

・ LLNAと比較して、rLLNAでは使用動物数を各試験当たり最大 40％まで削減できる。 

・ rLLNAには 1.9％ (6/318)の偽陰性の結果を示す可能性がある。もし偽陰性の結果が示

唆されるならば、LLNA或いは他の公認の皮膚感作性試験法による確認試験を考慮すべ

きである。 

・ 用量-反応情報が必要な場合は、用量段階を持つ LLNAにおいて試験されなければなら

ない。 

 

９． rLLNA編纂委員会としての結論 

・ rLLNAは、化学物質の皮膚感作性を評価することが可能な試験方法である。 
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・ rLLNAの結果が２ < SI < ３の場合、その判定に当たっては、被験物質に関する情報

（例えば、最高用量での反応低下の可能性、タンパク結合性、類似化合物における皮膚

感作性など）に基づいて慎重に評価する必要がある。 

・ rLLNAの結果が SI > ３であれば、これ以上の皮膚感作性試験は不要である。 

・ LLNAや GPMTにより非感作性物質と評価された原薬（化学物質）で製造された製品

の評価には、rLLNA のみの実施でよい。 

・ rLLNAの邦文名として「単群局所リンパ節試験」を提案する。 
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