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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 
 

In vitro 皮膚吸収試験法 
 
 
はじめに 
 
1. この試験ガイドラインは、切除された皮膚に塗布した被験物質の吸収に関する情報を提供

するよう計画された。これは in vivo 法(1)の OECD 試験ガイドラインと併せて実施しても良

いし、別々に実施しても良い。この試験ガイドラインに基づいて試験を計画するにあたり、

皮膚吸収試験の実施に関する OECD ガイダンス文書(2)を参照されたい。OECD ガイダンス

文書は、in vitro 法によって得られる試験結果の信頼性が特殊な状況においても保証される

ように、適切な方法を選択する助けとなるよう作成された。 
 
最初に考慮すべき事項 
 
2.  皮膚からの吸収と真皮への移動を測定する方法は、in vivo および in vitro の 2 つのカテゴリ

ーに分けられる。In vitro 皮膚吸収試験法は十分に確立されており、これにより一連の動物

種における薬物動態学的な情報が得られる。In vivo 法は、他の OECD ガイドライン(1)で個

別に述べられている。In vitro 法もまた、長年、皮膚吸収を測定するのに用いられてきた。

この試験ガイドラインが取り扱う in vitro 法の正式なバリデーション試験は行われていない

が、OECD の専門家は 1999 年に、このガイドラインの妥当性を支持するのに十分なデータ

の蓄積があるという意見で一致している(3)。妥当性を実証する詳細な事実が、in vivo 法と

in vitro 法との多数の比較例も含めてガイダンス文書に述べられている(2)。この主題につい

て概説し、in vitro 法の背景を詳細に記述した研究書が多数刊行されている(4)(5)(6)(7)(8) 
(9)(10)(11)(12)。In vitro 法では、化学物質が皮膚への拡散、更に皮膚を通過して液体槽への

拡散を測定するが、死んだ皮膚を用いて拡散のみを測定することも、また新鮮で代謝活性

を持つ皮膚を用いて拡散と皮膚代謝を同時に測定することもできる。それらの方法は化学

物質を皮膚表面から皮膚中へ、また皮膚を通過して送達することに関して異なる剤形間で

比較するためのふるいとして活用されることになっており、ヒトの経皮吸収を評価するた

めの有用なモデルともなっている。 
 
3.  In vitro 法が、状況や化学物質の種類を問わず適用できるというわけではない。皮膚への浸

透について最初に定性的な評価をするために、in vitro 試験法を使用することができる。場

合によっては、その結果を in vivo 法で追跡する必要があるかもしれない。ガイダンス文書(2)
は、in vitro法が状況に適切であるかどうかを更に念入りに調べるために参照すべきである。

In vitro 法の採否を決定するための詳細なサポート情報が、OECD 専門委員会報告(3)に記載

されている。 
 
4.  このガイドラインは切除した皮膚を使用し、被験物質の真皮への吸収と移動を測定するた

めの一般原理を示す。ヒトをはじめ、多くの哺乳類由来の皮膚を使用できる。主要な拡散

バリアが死細胞からなる角質層なので皮膚の透過性は摘出後も維持されるが、皮膚を通じ

ての化学物質の能動輸送は確認されていない。皮膚は経皮吸収の間に若干の化学物質を代

謝する能力を有することが示されているが(6)、血流に入る物質の性状に影響を及ぼす可能

性はあるものの、この過程が実際に吸収量の律速となることはない。 
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試験の概要 
 
5.  被験物質（放射性標識されている場合がある）を、拡散セルの 2 つのチャンバーに分けられ

た皮膚試料の表面に適用する。化学物質は指定された条件下で、指定された時間、皮膚上

に置かれ、その後適切な洗浄処理により除去される。実験期間を通じて定められた時点で

レセプター液をサンプリングし、被験化学物質および／または代謝産物について分析する。 
 
6.  代謝活性化系を使用するときには、適切な方法によって被験化学物質の代謝産物を分析す

ることができる。実験終了時に該当する場合には、被験化学物質およびその代謝産物の分

布を定量する。 
 
7.  このガイドライン、および付随するガイダンス文書(2)に記されている適切な条件を用いる

と、所定の時間内における被験物質の吸収は、レセプター液と処理した皮膚を分析するこ

とで測定できる。レセプター液中の量のみで被験物質の吸収量を決定できるという証拠が

得られない限り、皮膚中に残存する被験物質は吸収されたものと考える。（洗浄によって

皮膚から除去された物質および皮膚層に残存する物質を）構成する他の部分を分析するこ

とにより、被験物質の全体的分布および回収率など更なるデータ評価が可能になる。 
 
8.  試験実施機関における試験システムの成績と信頼性を示すためには、当該試験方法を用い

て測定した重要な参照化学物質に関する測定結果があり、かつ、その結果が公表されてい

る文献と一致しなければならない。被験物質と適切な参照物質（望ましくは親油性が被験

物質に近い）を同時に実施するか、または多くの親油性の異なる参照物質（カフェイン、

安息香酸およびテストステロン）に関する背景の蓄積データを提供することにより、この

要求は満たされる。 
 
試験方法 
 
拡散セル 
 
9. 拡散セルはドナー室とレセプター室とで構成され、両者の間に皮膚を置く（代表的な設計

例を図 1 に示す）。セルは皮膚との境界部で良好なシールを形成し、サンプリングが容易に

でき、皮膚の下側に接するレセプター液の混合状態がよく、セルおよびその内容物の温度

調節に優れているものとする。静置型拡散セルおよびフロースルー型拡散セルのいずれも

許容される。通常、ドナー室は投与が有限の被験製剤に暴露する間、閉塞しない状態に保

たれる。ただし、投与の適用が無限および有限であっても特定の計画がある場合には、ド

ナー室は閉鎖してもよい。 
 
レセプター液 
 
10.  レセプター液としては生理的なものが望ましいが、正当な理由があればそれ以外のものを

使用してもよい。いずれにしてもレセプター液の正確な構成を提示する。被験化学物質が

レセプター液に対して十分な溶解性があり、溶解性が吸収の障害とならないことを示す必

要がある。また、レセプター液は皮膚試料の健全性に影響を及ぼしてはならない。フロー

スルー型では流速が被験物質のレセプター液への拡散を妨げてはならないし、静置型では

溶液は連続的に攪拌され、定期的にサンプリングされるものとする。代謝作用を試験する

場合には、レセプター液は実験期間を通じて皮膚の生存能力を支持するものとする。 
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皮膚試料 
 
11.  ヒトまたは動物由来の皮膚が使用できる。ヒト皮膚の使用については、民族的および国際

的な倫理的配慮および状況判断が必要になる。生きている皮膚を使うことが望ましいが、

組織としての健全性が維持されていれば、死んだ皮膚でも使用可能である。（酵素的に、

熱的に、もしくは化学的に分離した）表皮膜またはデルマトームにより作製した分層皮膚

（一般に、厚さ 200～400μm）のいずれでもよい。全層皮膚も使用できるが、皮膚層の被験

化学物質の測定を特に要求されない限り、過剰な厚さ（1mm 超）は回避する。種、解剖学

的部位および調製技術の選択については、正当な理由を示さなければならない。被験製剤

につき最低 4 例の妥当なデータが必要である。 
 
皮膚試料の健全性 
 
12.  皮膚試料は適切に調製する。取り扱いが不適切であると角質層が障害を受ける可能性があ

るので、調製した皮膚の健全性を確認する。皮膚代謝を調べる場合には、切除したばかり

の皮膚を可能な限り速やかに代謝活性を維持することが確認されている条件下で使用する。

通常、新しく切除された皮膚は 24 時間以内に使用するのが原則であるが、代謝に係わる酵

素系の種類により、保存可能な時間や保存温度は異なる可能性がある(13)。皮膚試料が使用

前に貯蔵されていた場合には、バリア機能が維持されている証拠を示す必要がある。 
 
被験物質 
 
13.  被験物質とは、浸透特性を調べる物質そのものを意味する。被験物質は、放射性標識され

ることが望ましい。 
 
被験製剤 
 
14.  被験物質製剤（皮膚に塗布する被験化学物質の純品あるいは希釈物、またはこれを含む物

質）は、ヒトまたは他の想定対象種が暴露されるものと同じ（か、その実用的な代用）物

とする。「実用」に供される製剤と異なる場合は、正当な理由がなければならない。 
 
被験物質濃度と製剤 
 
15.  通常、被験物質の代表的な製剤については、ヒトで現実にあり得ると想定される暴露濃度

範囲を含む複数の濃度が用いられる。同様に、一連の代表的製剤についての試験も考慮さ

れるものとする。 
 
皮膚への適用 
 
16.  正常状態でヒトが化学物質に暴露される場合、一般に限られた用量に接触する。したがっ

て、ヒトの暴露と等価になるような用量は、固体の場合は通常、1～5 mg/cm2、液体の場合

は最高 10 μL/cm2までの範囲で適用する。適用量は、被験製剤の予想される使用状況、試験

目的または物理的特性によって正当化されるものとする。例えば、単位面積あたり大容量

を適用した場合には、皮膚表面への適用が実質的には無限である可能性がある。 
 
温度 
 
17.  化学物質の受動拡散（および皮膚吸収）は、温度の影響を受ける。拡散チャンバーおよび

皮膚は、正常な皮膚温 32 ± 1°C に近い一定の温度に維持される。異なるセルデザインには、 
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レセプター／皮膚が生理的に正常な状態に保たれるよう、それぞれに相応したウォーター

バスまたは発熱ブロック温度が必要になる。湿度は 30～70%の間に保たれるのが望ましい。 
 
暴露期間とサンプリング 
 
18.  被験製剤の皮膚暴露は実験の全期間である場合も、また（ヒトでの特殊なタイプの暴露を

正確に再現するよう）、それより短時間の場合もあり得る。過剰な被験製剤は適切な洗浄

液により皮膚から除去し、その溶液は収集して分析する。被験製剤を除去する手順は使用

状況を想定したものであり、かつ、正当な根拠がなければならない。吸収プロファイルの

特性を十分に把握するため、通常、24 時間のサンプリング期間が必要となる。24 時間を越

えると皮膚の健全性が劣化し始める可能性があるので、サンプリング時間は通常、24 時間

を上回ってはならない。急速に皮膚を透過する被験物質には不要かもしれないが、ゆっく

りと透過する被験物質には、より長い時間が必要になる。レセプター液のサンプリング頻

度は、被験物質の吸収プロファイルをグラフ化できる程度とする。 
 
終了時の手順 
 
19.  試験システムの全ての構成要素を分析し、回収率を求める。構成要素には、ドナー室、皮

膚表面洗浄液、皮膚試料およびレセプター液／室が含まれる。場合によっては、皮膚は暴

露領域およびセルフランジの下の部分、ならびに角質層、表皮および真皮に分画し、個別

に分析する場合もある。 
 
分析 
 
20.  全ての試験において、十分な回収率（目標としては平均値が放射能活性の 100 ± 10%、少し

でもこの基準から外れる場合には、正当な理由がなければならない）が得られるものとす

る。レセプター液、皮膚試料、皮膚表面洗浄液および装置洗浄液中の被験物質量は、適切

な手法を用いて分析する。 
 
データおよび報告 
 
データ 
 
21.  レセプター液、被験化学物質の試験システム内分布および吸収プロファイルの時間変化に

関する解析結果を提示する。投与が有限の暴露条件を用いた場合には、洗浄により皮膚か

ら除去された量、皮膚に付着している量、（および皮膚の異なる層ごとに分析された場合、

各層に含まれる量）およびレセプター液中の量（割合、総量または適用量に対する百分率）

を計算する。場合によっては、レセプター液データ単独で皮膚吸収を表現することもある。

ただし、被験物質が試験終了後皮膚に残留する場合、その分を吸収された総量に加える必

要があるだろう（ガイダンス文書段落 66 を参照）。投与が無限の暴露条件を用いる場合、

データから透過定数（Kp）を算出できる場合がある。その場合には、吸収された量の百分

率は重要ではない。 
 

308



 OECD/OCDE 428 

5/8 

 
試験報告書 
 
22.  試験報告書は、使用する試験システムの妥当性をはじめとして、プロトコールに明記され

る諸要求を含み、かつ以下の項目で構成されなければならない。 
 

被験物質 
－ 物理的性質、物理化学的性状（少なくとも分子量と log Pow）、純度（放射化学的純度） 
－ 特定データ（例えば、バッチ番号） 
－ レセプター液への溶解性 

 
被験製剤 

－ 使用製剤および妥当性 
－ 均一性 

 
試験条件 

－ 皮膚の由来と部位、調製法、使用前の保管条件、（クリーニング、抗生物質処理など

の）前処置、皮膚の健全性測定、代謝活性、使用の妥当性 
－ セルデザイン、レセプター液組成、レセプター液流量またはサンプリング時間、手順 
－ 被験製剤の適用と適用量の定量化の詳細 
－ 暴露期間 
－ 被験製剤の皮膚からの除去の詳細（皮膚の洗浄） 
－ 皮膚の分析および皮膚における分布を明らかにするために用いた分画手法の詳細 
－ セルおよび装置の洗浄手順 
－ 測定方法、抽出法、検出限界および分析方法の有効性評価 

 
結果 

－ 実験の総回収率（適用量=皮膚洗浄液+皮膚+レセプター液+セル洗浄液） 
－ 各コンパートメント中の各セルの回収率の表 
－ 吸収プロファイル 
－ 吸収データ総括表（速度、量または百分率として表示）。 

 
結果の考察 
 
結論 
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図 1：in vitro 経皮吸収試験用静置型拡散セルの代表的なデザイン例 

 

 
 

 

オートサンプラー 
（サンプル自動採取機） 

一定の時間経過でサンプリングするよう

にプログラムする 

(Auto)ピペット/シリンジによりシンチレ

ーションバイアルまたは HPLC バイアル

へサンプリング 
体積は新鮮なレセプター液で置換するこ

とにより維持される 

活性炭フィルター 
（揮発性の被験物質を

捕集するため） 

セルドナー室

皮膚膜（2.54 cm2）

支持グリッド

ガラス拡散セル

マグネチックスターラ・

バー 
レセプター室/液は温度コントロールされたウォータ

ーバス中で 32°C±1°C に維持される 
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補遺 
 

定義 
 
非吸収量：暴露後に皮膚から洗い流された量、非閉塞性カバーに付着していた量、および暴露期

間中に皮膚から蒸発が明らかな量。 
 
吸収量（In vitro）：特定の時間内にレセプター液または全身循環に到達した被験物質の質量。 
 
吸収可能量（In vitro）：洗浄後、皮膚表面または皮膚中に存在する量。 
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