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	はじめに
	1. 経済協力開発機構（OECD）の化学物質の試験に関するガイドラインは、利用可能で最高の科学を反映するように定期的に点検される。本ガイドラインの点検で、動物福祉の問題に関する可能な改善について特別の注意が払われた。ガイドライン406の改訂版（1981年に初版が採択され、1991年、2021年に改訂された）では、新たな皮膚感作性試験ガイドラインが考慮され、注目が集まっている。本試験ガイドラインは感作性試験に数十年間使用されてきたが、ユーザーは、他のin chemico、in vitroおよびin ...
	2. ビューラー法もモルモットマキシマイゼーション法も動物を使用する。動物福祉上の理由から、他の皮膚感作性試験法が適用できない場合など、正当な理由がある場合に限り、このような試験を最後の手段として実施すべきである。
	3. 最初のガイドライン406では4件のアジュバント試験と3件の非アジュバント試験が容認されていた。この試験ガイドラインでは、2種類の試験について記載する。これは、皮膚感作の増強にアジュバント（フロイント完全アジュバント：FCA）を使用するMagnusson and Kligmanのモルモットマキシマイゼーション試験（GPMT）(1)(2)(3)(4)と、非アジュバント試験のビューラー試験(5)(6)である。この2種類の手順を詳細に記載する。
	4. ビューラー試験はモルモットマキシマイゼーション試験よりも感度が低いことが示されている(7)(8)。ビューラー試験もモルモットマキシマイゼーション試験も、皮膚感作性に関するデータが得られるが、用量レベルの選択に応じた定量的効力に関する情報はほとんどない。定量的効力に関する情報が必要な場合、感作性に関する必要な情報を入手するために、他の試験方法（局所リンパ節試験 [LLNA]や、動物を用いないしかるべき方法）を使用すべきである。
	5. 用語の定義を、本ガイドラインの補遺に示す。

	モルモットを用いた感作性試験の概要
	6. まず皮内注射または表皮への適用によって試験動物を被験化学物質に曝露する（感作曝露）。10～14日間の無処置期間（感作期間、この間に免疫応答が起きる）後、惹起曝露を行なう。惹起曝露に対する試験動物の皮膚反応の広がりと程度を対照動物でみられるものと比較する。対照動物には感作時に模擬処置を行なったうえで惹起曝露を実施する。

	1. モルモットを用いた感作性試験に共通する項目
	動物の性別
	7. 雄または雌の健康な若齢成熟動物を用いる。雌を用いる場合には未経産で非妊娠のものとする。
	飼育および給餌条件

	8. 動物飼育室の温度は20ºC ± 3ºC、相対湿度は30～70%とする。人工照明を用いる場合には12時間明期、12時間暗期とする。飼料は、通常の実験動物用飼料を用いてよい。飲水は自由に摂取させる。健康な状態を保つため、モルモットに適切な量のアスコルビン酸を与える必要がある。
	動物の準備

	9. 動物は試験前に5日間以上、飼育室環境に馴化させる。試験前に動物を無作為化し、試験群に割り付ける。用いる試験方法に応じ、刈毛、剃毛、また場合によっては脱毛剤により除毛する。その際、皮膚を損傷しないように注意する。試験開始前および試験終了時に動物の体重を測定する。
	信頼性のチェック

	10. 軽度～中等度の皮膚感作性を有することが知られている物質を用い、使用する実験手法の感度と信頼性を最長6カ月ごとに評価する。
	11. 適切に実施された試験では、軽度/中等度感作性物質に対してアジュバント試験で30%以上、非アジュバント試験で15%以上の反応が予測されるはずである。推奨物質はヘキシルシンナミックアルデヒド（CAS番号101-86-0）、メルカプトベンゾチアゾール（CAS番号149-30-4）およびベンゾカイン（CAS番号94-09-7）である。感度および信頼性チェックのために選択した感作性物質の濃度は、感作性の閾値に近いものでなければならない。十分妥当な理由があり、上記の基準に適合する場合に限り、ほかの対照...
	被験化学物質の除去

	12. 被験化学物質の除去が必要と考えられる場合には、水または適切な溶剤を用いて行なう。その際、みられている反応や表皮の正常な状態を変化させないようにする。

	モルモットマキシマイゼーション法
	動物数
	13. 被験物質処置群には少なくとも10匹、対照群には少なくとも5匹を用いる。被験化学物質処置群に20匹未満、対照群に10匹未満の動物を使用している場合で、かつ被験化学物質が感作性物質と結論できない場合には、被験化学物質処置群では少なくとも総数が20匹、対照群では少なくとも総数が10匹となるまで追加試験を行なうことが強く推奨される。
	用量

	14. 各感作曝露に用いる被験化学物質の濃度は、全身的に十分に耐性のある濃度で、軽度から中等度の皮膚刺激性を示す最高濃度とする。惹起曝露に用いる濃度は、刺激を示さない最高濃度とする。適切な濃度は2匹または3匹の動物を用いた予備試験で決定できる。この目的にはFCA処置動物の使用を考慮する。
	感作：皮内注射

	15. 除毛した肩部に3対の皮内注射（0.1 mL）を行なう。その際、正中線のそれぞれの側に各対の一方ずつがくるようにする。
	• 注射1： FCAと水または生理食塩液の1：1（v/v）の混合物
	• 注射2：適切な溶媒で所定濃度に調製した被験化学物質
	• 注射3： FCAと水または生理食塩液の1：1（v/v）の混合物で所定濃度に調製した被験化学物質

	16. 注射3において、水溶性物質は水相に溶解してからFCAと混合する。脂溶性または不溶性物質はFCAに懸濁してから水相と混合する。被験化学物質の濃度は注射2で用いたものと同じとする。
	17. 注射1と注射2は近接させて、かつ頭部に最も近い部分に行ない、注射3は試験区画の尾側に行なう。
	18. 3対の皮内注射（0.1 mL）を被験物質処置動物と同じ位置に行なう。
	• 注射1： FCAと水または生理食塩液の1：1（v/v）の混合物
	• 注射2： 未希釈の溶媒
	• 注射3：FCAと水または生理食塩液の1：1（v/v）の混合物で50%（w/v）に調製した溶媒
	感作：貼付適用


	19. 被験化学物質が皮膚刺激性物質でない場合には、貼付適用による感作の約24時間前に試験区画を短く刈毛または剃毛した後、局所刺激を生じさせるため、10%ラウリル硫酸ナトリウム含有ワセリン0.5 mLを塗布する。
	20. 試験区画を再度除毛する。適切な溶媒で調製した被験化学物質をろ紙（2 × 4 cm）に十分含ませた後、試験区画に適用し、48時間閉塞貼付する。溶媒の選択には理由が必要である。固体は細かく粉砕し、適切な溶媒と混合する。液体の場合には、場合により希釈せずに適用する。
	第6～8日－対照群

	21. 試験区画を再度除毛する。溶媒のみを同様の方法で試験区画に適用し、48時間閉塞貼付する。
	惹起：貼付適用
	第20～22日－被験物質処置群および対照群


	22. 被験物質処置動物および対照動物の腹側部を除毛する。被験化学物質を塗布したパッチまたはチャンバーを動物の一方の腹側部に適用し、さらに貼付表面が必要であれば、溶媒のみを塗布したパッチまたはチャンバーを他方の腹側部に適用してよい。パッチは24時間閉塞貼付する。
	観察－被験物質処置群および対照群

	23. - パッチ除去の約21時間後に惹起区画をきれいにし、必要があれば短く刈毛または剃毛、あるいは脱毛剤により除毛する。
	- 約3時間後（惹起適用開始から約48時間後）、皮膚反応を観察し、以下に示した等級に従って記録する。
	- 上記の観察の約24時間後に2回目の観察（72時間後）を行ない、再度記録する。
	再惹起

	24. 初回惹起で得られた結果を明白にする必要がある場合には、適切であれば新たに対照群を設けて、初回惹起の約1週間後に2回目の惹起（再惹起）を検討する。初回惹起に用いた対照群に対して再惹起を行なってもよい。
	一般状態観察

	25. 感作および惹起手順の結果生じたすべての皮膚反応および異常所見（全身性の反応を含む）を観察し、記録する。疑わしい反応を確認するために他の方法（病理組織学的検査、皮膚のひだの厚さ測定など）を用いてもよい。

	2. ビューラー法
	動物数
	26. 被験物質処置群には少なくとも20匹、対照群には少なくとも10匹を用いる。
	用量

	27. 各感作曝露に用いる被験化学物質の濃度は、軽度の刺激性を示す最高濃度とする。惹起曝露に用いる濃度は、刺激を示さない最高濃度とする。適切な濃度は2匹または3匹の動物を用いた予備試験で決定できる。
	28. 水溶性の被験物質の場合は、溶媒として水または低濃度の非刺激性の界面活性剤溶液を用いるとよい。その他の被験物質の場合は、感作には80%エタノール水溶液を、惹起にはアセトンを用いることが望ましい。
	感作：貼付適用
	第0日－被験物質処置群


	29. 一方の腹側部を除毛（短く刈毛）する。適切な溶媒で調製した被験化学物質をテストパッチシステムに十分含ませる（溶媒の選択には理由が必要である。液体の被験物質は場合により希釈せずに適用してよい）。このテストパッチシステムを試験区画に適用し、閉塞パッチまたはチャンバーを用いて、適切なドレッシングで皮膚に6時間貼付する。
	30. テストパッチシステムは閉塞性であること。カット綿が望ましく、円形でも正方形でもよいが、大きさは約4～6 cm2とする。閉塞を確実にするため、適切な保定器を用いて保定することが望ましい。被覆材を用いる場合には追加曝露が必要なことがある。
	第0日－対照群

	31. 一方の腹側部を除毛（短く刈毛）する。溶媒のみを被験物質処置群と同様の方法で適用する。テストパッチシステムは閉塞パッチまたはチャンバーを用いて、適切なドレッシングで皮膚に6時間貼付する。模擬処置対照群（惹起処置のみを実施する群、段落6参照）は不要であると示すことができるならば、無処置対照群を用いてもよい。
	第6～8日および第13～15日－被験物質処置群および対照群

	32. 第6～8日に、第0日と同様の処置を同じ腹側部の同じ試験区画（必要であれば除毛する）に行なう。また、第13～15日にも再度行なう。
	第27～29日－被験物質処置群および対照群

	33. 被験物質処置動物および対照動物の無処置腹側部を除毛（短く刈毛）する。適切な量の被験化学物質（濃度は刺激を示さない最高濃度）を塗布した閉塞パッチまたはチャンバーを被験物質処置動物および対照動物の無処置腹側部の後部に適用する。必要であれば、溶媒のみを塗布した閉塞パッチまたはチャンバーを被験物質処置動物および対照動物双方の無処置腹側部の前部に適用する。適切なドレッシングでパッチまたはチャンバーを6時間貼付する。
	観察－被験物質処置群および対照群

	34. - パッチ除去の約21時間後に惹起区画を除毛する。
	- 約3時間後（惹起パッチ適用から約30時間後）、皮膚反応を観察し、モルモットマキシマイゼーション法に示した等級に従って記録する（段落23参照）。
	- 30時間後の観察の約24時間後（惹起パッチ適用から約54時間後）に再度皮膚反応を観察し、記録する。
	再惹起

	35. 初回惹起で得られた結果を明白にする必要がある場合には、適切であれば新たに対照群を設けて、初回惹起の約1週間後に2回目の惹起（再惹起）を検討する。初回惹起に用いた対照群に対して再惹起を行なってもよい。
	一般状態観察

	36. 感作および惹起手順の結果生じたすべての皮膚反応および異常所見（全身性の反応を含む）を観察し、記録する。疑わしい反応を確認するために他の方法（病理組織学的検査、皮膚のひだの厚さ測定など）を用いてもよい。

	3. データおよび報告（GPMT法およびビューラー法）
	データ
	37. データは総括表にまとめ、各動物について観察時ごとの皮膚反応を示す。
	試験報告書

	38. 試験報告書には、以下の情報を含める。
	被験化学物質：
	- 単一成分物質

	• IUPACまたはCAS名、CAS番号、SMILESまたはInChIコード、構造式やその他の識別子（バッチ／ロット番号および有効期限）などの化学的識別情報
	• 外観、水への溶解度、DMSOへの溶解度、分子量、および入手可能なその他の関連する物理化学的特性
	• 曝露用溶媒における溶解度または安定な分散液に関する記述
	• 該当する場合で現実に実行可能であれば、純度、不純物の化学的同定など
	• 該当する場合、試験前の処理（例えば、加温、粉砕）
	• 試験濃度
	• 入手可能な範囲の保存条件および安定性
	- 多成分物質、UVCB、混合物：

	• 成分の化学的同定（上記参照）、純度、含有量および関連のある物理化学的性質（上記参照）によるできる限りの特性評価
	• 外観、水への溶解度、DMSOへの溶解度および入手可能な範囲のその他の関連する物理化学的性質
	• 既知組成の混合物／ポリマーの場合、分子量もしくは見かけの分子量、または試験実施に関連するそれ以外の情報
	• 曝露用溶媒における溶解度または安定な分散液に関する記述
	• 該当する場合、試験前の処理（例えば、加温、粉砕）
	• 試験濃度
	• 入手可能な範囲の保存条件および安定性
	溶媒：
	- 特定データ（純度、該当する場合は濃度、使用容量）
	- 選択理由

	供試動物：
	- 使用したモルモットの系統
	- 動物数、週齢、性別
	- 供給元、飼育条件、飼料など
	- 試験開始時および終了時の個体ごとの体重

	試験条件：
	- パッチ部位の準備方法
	- 用いたパッチの材料および使用法の詳細
	- 用量設定試験の結果を含めた用量選択（感作および惹起）の根拠
	- 被験化学物質の調製、適用および除去の詳細
	- 感作曝露と惹起曝露に用いた溶媒および被験化学物質の濃度、ならびに感作および惹起のために適用した被験化学物質の総量
	- 飼料および水の質の詳細（飼料の種類/供給元、水の供給元を含む）
	- 処置およびサンプリングのスケジュールの詳細
	- 毒性評価方法
	- 陽性または陰性の判定基準
	- プロトコルからの逸脱、および逸脱が試験デザインと結果にどのような影響を及ぼしたかについての説明

	信頼性チェック：
	- 最新の信頼性チェック結果の概要（使用した化学物質、濃度および溶媒の情報を含む）

	結果：
	- 各動物の結果（等級を含む）もしあれば、適用部位の個体別の皮膚刺激反応などの毒性の発現と徴候の経過
	- モルモット個体別（動物毎のアプローチ）または平均値/中央値（プールした投与群アプローチ）の表
	- 各動物に認められた影響の性質と程度に関する叙述的な記述
	- 病理組織学的所見
	- 該当する場合には統計解析

	結果の考察
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