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緒　言

家庭用化学製品の製造にあたってはできるだけ安全性
の高い化学物質を適切な量で用いられることが望まれ
る．しかし，現状ではメーカーは用いている化学物質に
ついて十分なデータを持ち合わせておらず，健康被害防
止についてリスク管理等の十分な評価が行われていると
は言えない．厚生労働省では「有害物質を含有する家庭
用品の規制に関する法律」に基づき，規制基準を設定し
安全対策を講じている．さらに健康被害の未然防止策と
して，使用頻度，事故例の有無及び文献調査を行い，毎
年3～4種の化学物質を選定して安全性評価の試験検査
をしている．試験項目として，細胞毒性試験，変異原性
試験，連続投与試験，生殖／発生毒性試験，感作性試験
などがある．
我々は，これらの試験項目のうち細胞毒性試験を平成

3年度から担当してきた．試験方法としてはニュートラ
ルレッド（NR）法を用いている 1）． NR法はドレイズ眼
刺激性試験 2）の結果と相関があるとされているが，我々
も界面活性剤等で試験した結果，NR細胞毒性試験とド
レイズ眼刺激性試験とが定量的にも相関があることを確
かめている 3,4）．本研究では平成 9年度から 16年度に選
定した28品目の細胞毒性試験の結果について報告する．

実験方法

1．試験物質

当概年度に試験品目として選定された化学物質を
Table.1に示した．これらのうち，試薬メーカーから購
入できるものは市販品を用い，そうでないものはメーカ
ーから使用原体を供与された．それぞれの化学物質は精
製することなくそのまま試験に用いた．

2．細胞

チャイニーズハムスター由来線維芽細胞V79細胞を用
いた．細胞はウシ胎児血清を 10%含有させた Eagle’s
MEM培地を用い，培養フラスコで増殖させた．

3．細胞毒性試験

既報に従って行った 3,4）．試験時，トリプシン－EDTA
溶液を用いて培養フラスコからV79細胞を回収し，リン
酸緩衝液を加えて 1000 rpmで 5分間遠心して洗浄後，
5％ウシ胎児血清を含有させた Eagle’s MEM培地
（FBS－MEM）に浮遊させた．96穴プレートに 9000個

/100 ml/wellの割合で細胞を入れ，37℃，5％炭酸ガス
培養器中で 24時間培養後，上清を除き，種々の濃度の
被験物質を含有させたFBS－MEMを 200 mlずつ加えた
（公比2の割合で5段階，1濃度あたり4穴）．対照（コン
トロール）は被験物質を含有しない新鮮培地を加えた．
また，試験の妥当性と再現性を確かめるため，zinc
diethyldithiocarbamate（ZDEC）を標準対照物質として
用い，毎回同時に試験した．24時間培養後，上清を除
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き，NR を50 mg/mlの濃度で含有させたFBS-MEM 200
m lずつを加えてさらに 3時間培養した．上清を除き，
2.5％ホルマリン－1％ CaCl2溶液を280 ml 入れて1分間
静置して細胞を固定，洗浄し，上清を捨てた後，1％酢
酸－ 50％エタノール溶液を 100 ml加えて，細胞内に取
り込まれたNRを抽出した．540 nmにおける吸光度を測
定し，各物質それぞれの濃度について対照群の吸光度値
に対する%を計算してこれを縦軸に，試験濃度を対数で
横軸にとったグラフにプロットした．各試験物質につい
て吸光度を50％にする濃度（IC50）を求めた．実験は3
～4回繰り返し行い，その平均値を得た．

結果と考察

細胞毒性試験はドレイズ眼刺激性試験法の代替法とし

ての有用性が多くの実験者によって確認されており1,3～5），
NR取り込み能を指標とした方法もその 1つとして上げ
られている．生物試験では同じ操作をしても試験ごとに
若干の結果の変動が起こることが経験的にわかってお
り，今回のように毒性強度をクラス分けするには一定の
基準を置いて試験することが望ましい．医療機器のガイ
ドラインでも毎回標準物質を置くことが推奨されてい
る 6）．そこで，本研究でも毎回の試験ではZDECを標準
物質として同時に実施することにより，試験法の感度と
再現性を確かめた．Table.2には毎年のZDECの IC50値
を示した．その結果，変動が少なくほぼ一定の値が得ら
れることから，IC50値から判断する試験物質のクラス
分けが各年度とも同一の基準でされていることが確認で
きた．我々はこれまで，350 mg/ml以上の IC50値を示す
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Table.1 Result of cytotoxicity test
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物質を弱い細胞毒性物質で眼刺激を起こす可能性がほと
んどない，35～350 mg/mlを中程度の細胞毒性物質とし
て眼刺激性が誘発される可能性がある物質，35 mg/ml
以下を強い細胞毒性物質で明らかな眼刺激性を起こす危
険性があるとした 4）．本研究でもこの判定基準をそのま
ま用いることにした．
試験物質はバイオサイド18種，可塑剤4種，ゴム加硫

促進剤2種，ゴム老化防止剤4種，スコーチ防止剤1種，
溶剤1種である（Table.1）．可塑剤と溶剤の細胞毒性強
度は強くはなく，ゴム老化防止剤に用いられるものは添
加される物質によって強度に大きな差があった．今回試
験した xanthate系ゴム加硫促進剤はこれまで試験した
carbamate系と同様に強い細胞毒性を示すことがわかっ
た．
近年，抗菌性をうたった家庭用品が多く出回っており，

これらに使用される抗菌剤は日本防菌防黴学会によって
まとめられている 7）．こうした薬剤には農薬として用い
られてきたものを用途転換したものも多く含まれる．そ
のため，使用対象・方法が変わることによって皮膚等と
の接触頻度が増え，健康被害が起こる可能性がある．こ
うしたことから抗菌剤を始めとしたバイオサイドの安全
性について確認する必要性が強くなり，そのため，この
期間の試験対象物質としてはバイオサイドが半分以上を
占めた．バイオサイドは製品の微生物汚染を防ぐ薬剤を
総称しており，欧州では消毒剤，防腐剤，生物抑制剤，
その他の 4つの分類に分けており，さらに木材，繊維，
ポリマー等防腐対象とするものによって小分類されてい
る 8）．日本では，防かび剤（木材用，その他），防腐剤，
防藻防かび剤，抗菌剤，防虫忌避剤等で使われる物質が
相当するが，1つの化学物質が複数の効果を示したり，
使用先が多岐にわたったりすることから，ここではバイ
オサイドでまとめて記載した（Table.1）．最も強いもの
は zinc bis（2-pyridylthio-1-oxide），別名ジンクピリチオ
ンで，シャンプーなどにふけ防止剤として使用されてい
る．以下，TPN，TCMSPと続くものの，試験したほと

んどのバイオサイドがstrongと判定された．殺菌性とい
うことを考えるとある程度強い細胞毒性を示すことは予
想できる．一方，TCMTBは最も IC50値が低く，TCC
も細胞毒性は弱かった．IC50値から判断するとバイオ
サイドのほとんどが眼刺激性を起こす可能性が高いとし
た．

National Institute for Occupational Safety and Healthの
Registry of Toxic Effects of Chemical Substances
（RTECS）で各バイオサイドの実験動物に対する眼刺激
性を調査したところ，PCMXは100 mgでmoderateの反
応が表れたとしている 9）．しかし，細胞毒性試験で最も
毒性の弱かった TCMTBTは 30％含有物 100 mgで
moderateとの反応を示し，in vitro試験との相違が認め
られた．ZPTとBNPDは投与量については記載があるが
反応性の報告はなかった．他の物質については in vivo眼
刺激性データを示す報告は認めなかった．本細胞毒性試
験法と皮膚刺激性との間に相関性はほとんどないが 4），
動物実験での皮膚刺激性について参考に調べたところ，
BNPD，BIT及びTMTBTはmild～moderateと判定され，
OBTAはモルモットに対し連続塗布したところ，severe
な反応を示したとある 9）．Draize試験は実験者によって
適用量が違うこと，1用量だけの試験で表れた反応強度
だけをもとにしている場合がほとんどであり，このよう
な用量反応関係を示さない試験での刺激性強度の判定を
細胞毒性試験の結果と単純に比較するのは難しいのかも
しれない．
欧州は，バイオサイド製品の上市に関する指令を採択

し，抗菌剤の統一した法律管理をとることとし，既存化
学物質の調査を行った後，審査対象物質を選定し，安全
性試験のデータの提出を求めている 8, 10～ 12）．我が国で
も繊維業界等では使用できる抗菌剤の表示と加工につい
て自主基準が作られているものもあるが 13～16），多くの
物質は家庭用品について適用した場合の安全性について
はほとんど検討されていない．ここで示したように，使
用されるバイオサイドには強い細胞毒性を起こすものが
あり，使用法の制限，配合量と溶出量との相関性など，
これからも健康被害を防止するための検討が必要と思わ
れる．
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