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1. 緒 言

衣料にとって, 人体の生理機能や運動機能を補助し,
着心地の良い素材であることと同時に大変重要な要素
は人体への安全性である. とりわけ, 皮膚と直接接触
する頻度の高い衣料にとって接触皮膚障害への安全確
認は欠かせない. 現在, 反応染料や仕上げ加工剤, 残
留洗剤などによる接触皮膚炎が多く報告されてお
り１)～４), 一部には職業病として認定されているものも
ある. それにもかかわらず, これまで衣料の接触皮膚
障害に関する基礎研究はほとんど行われていない. そ
の理由の一つは, 安全性の確認方法が煩雑で難しいこ
とである. これまで, 民間レベルで皮膚に接触する商
品の皮膚安全性を自主的に事前評価するために ｢日本

産業皮膚衛生協会 (日皮協)｣ が設立され, 河合氏が
考案した河合法５) と呼ばれるヒトテストやパッチテス
トなどで評価し, 皮膚障害事故防止に努めてきた. こ
れらはヒトを被験者とするため, 一定数以上の被験者
の確保が難しく, 被験者間のデータのばらつきが大き
いなどの問題点を抱えている. したがって, より簡単
に短時間で, 試験結果のばらつきの少ない判定法が求
められ, 漸く, 2005 年に細胞培養技術の進歩によっ
て正常ヒト細胞を用いた皮膚に近似した構造をもつ三
次元培養皮膚モデルによる試験法が開発され, JIS化
された６). そこで, われわれはこの方法の元となった
繊維製品新機能評価協議会の皮膚化学試験法７) (暫定
法) に準拠して, 現在, 一般家庭で衣料に使われてい

( ) 19197

培養皮膚モデルを用いた界面活性剤の
皮膚一次刺激性の評価

内 田 惠美子, 筏 義 人＊

(奈良教育大学教育学部, ＊奈良県立医科大学大和ハウス住居医学寄附講座)

原稿受付平成 18 年 10 月 27 日；原稿受理平成 19 年３月３日

Evaluation of Primary Skin Irritation of Surfactants with the
Cultured Skin Model

Emiko UCHIDA and Yoshito IKADA＊

Faculty of Education, Nara University of Education, Nara 630-8528
＊Department of Indoor Environmental Medicine, Nara Medical University, Kashihara 634-8521

It is important to assess the safety of clothes that are used in contact with human skin. In this study
the level of primary skin irritation against various surfactants applied to clothes was evaluated using
a cultured skin model. The irritation of anionic surfactants depended on the number of carbons in the
alkyl substituent. When the number of carbons was in the range from 9 to 12, the surfactants showed
positive in the irritation at concentrations higher than 0.5 wt％. However, the anionic surfactants with
carbon numbers lower than 9 or higher than 12 showed negative even at concentrations as large as 1
wt％. The cell viability of nonionic surfactants containing poly(ethylene oxide) chains was dependent on
the number of chains. The surfactants containing few chains or many carbons showed negative in the
irritation assay, while those containing a certain number of chains and the carbon numbers around 10
showed highly positive at concentrations higher than 0.1 wt％. The irritation of quaternary ammonium
salts, which are cationic surfactants, showed positive even at low concentrations, regardless of the
number of carbons in the alkyl group.
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る代表的な化学物質であり, 洗剤や柔軟剤の主成分で
ある界面活性剤の皮膚一次刺激性の評価をめざし, 三
次元培養皮膚モデルを用いて, まず, 界面活性剤その
ものの皮膚刺激性を検討した. その結果を報告する.

2. 実験方法
ここでは, 安全基準の基礎データとして, 界面活性
剤を吸着させた繊維の刺激性ではなく, まず, 分子量
や化学構造の異なる各種界面活性剤そのものの皮膚一
次刺激性の検討を行った.

� 試料および試薬
培養皮膚モデルにはグンゼ株式会社から提供された

ヒト由来の皮膚角化細胞と皮膚繊維芽細胞から構成さ
れている三次元培養皮膚モデルを用いた８) . その構造
を図１に示す. プラスチック環は皮膚モデルの把持お
よび被験物質添加時の受け皿として使用した. 被験物
質はいずれも市販薬剤をそのまま用いた. 陰イオン界
面活性剤として, 化学構造の異なる脂肪酸塩 (Soap),
高級アルコール硫酸エステル塩 (AS) および直鎖ア

ルキルベンゼンスルホン酸塩 (LAS) を用いた. こ
れらを表１に示す. 非イオン界面活性剤として, ポリ
エチレングリコール誘導体である高級アルコールエチ
レンオキシド付加物 (AE) とアルキルフェノールエ
チレンオキシド付加物 (APE) を用いた. APEは非
イオン界面活性剤の中では生分解性も高く, 最も洗浄
剤として重要視されている. 陽イオン界面活性剤とし
ては, 化学構造の異なる４種類のアルキルトリメチル
アンモニウム塩を用いた. これらは通常イソプロパノー
ルやメチルアルコールに混合して使われ, 柔軟加工剤
やヘアリンスが主用途である. 殺菌性や消毒剤として
の用途もある. これらを表 2, 3 に示す.

� 皮膚一次刺激性試験
採用した皮膚一次刺激性試験方法は暫定法に若干の
改良を加えた方法で行った. すなわち, その原理は,
被験物質を皮膚モデルに一定時間作用させた後の細
胞生存率を MTT 法９) により測定し, 皮膚一次刺激
性を予測するものである. MTT (3-(4,5-dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) は真
核細胞のミトコンドリア内の脱水素酵素の基質とな
り, その作用を受けて青紫色のホルマザン色素を生成
する. 細胞によるホルマザン色素の生成は生きた細胞
の数に比例する10)～12). ホルマザン色素は吸光度によっ
て定量する. 各濃度の被験物質水溶液を 50μlずつ皮
膚モデルに添加し, CO２インキュベーターにて 37℃,
5％ CO２の条件下で 24 時間培養後, 皮膚モデル表面
に残存する添加物をリン酸緩衝液を用いて洗浄する.
その後, これらの皮膚モデルをMTT溶液に浸漬し,
37℃, 5％ CO２条件下で再び３時間培養し, 生細胞を
染色する. 色素の抽出は皮膚モデルの中心部分を６
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図１. 三次元培養皮膚モデルの構造

表１. 陰イオン界面活性剤

界面活性剤の種類 分子式 略称 分子量 製造会社名・級

脂肪酸塩

(RCOONa)

C９H19COONa Soap-10 194.3 東京化成工業 １級

C11H23COONa Soap-12 222.3 和光純薬工業 １級

C13H27COONa Soap-14 250.3 和光純薬工業 １級

C15H31COONa Soap-16 278.7 東京化成工業 １級

硫酸エステル塩

高級アルコール硫酸エステル塩

(ROSO３Na)

C12H25OSO３Na AS-12 288.0 和光純薬工業 １級

C16H33OSO３Na AS-16 344.5 東京化成工業

スルフォン酸塩

直鎖アルキルベンゼンスルフォ

ン酸塩 (RC６H４SO３Na)

C９H19C６H４SO３Na LAS-9 306.4 ナカライテスク 特級

C12H25C６H４SO３Na LAS-12 348.5 和光純薬工業 １級

C14H29C６H４SO３Na LAS-14 376.5 ナカライテスク 特級



mmのポンチで打ち抜き, 抽出溶媒液 (イソプロピル
アルコールに１/100 容量の４N塩酸を添加したもの)
と抽出補助剤 (10 wt％濃度ラウリル硫酸ナトリウム
水溶液) でホルマザン色素を抽出する. 抽出は室温暗
所にて 24 時間以内に行う. 抽出液の 570 nmにおけ
る吸光度をダブルビーム分光光度計 (日立ハイテクノ
ロジーズ U-2800 形) にて測定する. 測定は１条件
について n＝3 で行った. 細胞生存率は次式から算出
した.

細胞生存率(％)＝(A１－b１)/(A２－b１)×100
(1)

ここで, A１は被験物質を添加した組織片から抽出
した液の吸光度, A２は被験物質を添加していない空
組織片から抽出した液の吸光度, b１は抽出溶媒の吸光
度である.
皮膚への一次刺激性は暫定法に則り, 24 時間培養
試験の細胞生存率が 50.0％未満を陽性, 50.0％以上,
80.0％未満を弱陽性, 80.0％以上を陰性に分類した.

3. 結 果

� 陰イオン界面活性剤の細胞生存率
図２はアルキル基の炭素数の異なる Soap (Soap-10,

Soap-12, Soap-14, Soap-16) の添加濃度と細胞生存
率の関係を示したものである. Soap-10 と Soap-12 は
常温で水に溶解するが, Soap-14 と Soap-16 は白濁す
る. そのため, 加熱溶解の後, 37℃で攪拌分散して,
すぐに細胞へ添加した. Soap-10 と Soap-12 では添加

濃度が 0.5 wt％以上で細胞生存率は 20％以下である
が, Soap-14 と Soap-16 では添加濃度が１wt％でも細
胞生存率は 80％以上で, 分子量が大きいほど皮膚一
次刺激性が小さい. 図３はアルキル基の炭素数の異な
る AS (AS-12, AS-16) の添加濃度と細胞生存率の
関係を示している. アルキル基の炭素数が 16 のもの
は細胞生存率が高く, 皮膚一次刺激性が弱い. 洗剤と
して最もよく使われている AS-12 では添加濃度が
0.15 wt％で細胞生存率は 10％以下となった. 図４は
アルキル基の炭素数の異なる LAS (LAS-9, LAS-12,
LAS-14) の添加濃度が細胞生存率に与える影響を示
している. LAS-9 と LAS-12 の皮膚刺激性はほとんど
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図２. 炭素数の異なる Soapの細胞生存率
○：Soap-10, △：Soap-12, ◇：Soap-14, □：Soap-16.

表２. 非イオン界面活性剤

界面活性剤の種類 分子式 略称 分子量 製造会社名・級

高級アルコールエチレンオキシ

ド付加物 (RO(CH２CH２O)nH)

C12H26O(CH２CH２O)９H AE-12９ 585 ナカライテスク 特級

C16H33O(CH２CH２O)20H AE-1620 1,154 ナカライテスク １級

アルキルフェノールエチレンオ

キシド付加物

(RC６H４O(CH２CH２O)nH)

C８H17C６H４O(CH２CH２O)10H APE-810 646 ナカライテスク 特級

C９H19C６H４O(CH２CH２O)２H APE-9２ 308 東京化成工業

C９H19C６H４O(CH２CH２O)10H APE-910 659 東京化成工業

表３. 陽イオン界面活性剤

界面活性剤の種類 分子式 略称 分子量 製造会社名・級

アルキルトリメチルアンモニウム塩

RN(CH３)３Br, Cl

C12H25N(CH３)３Br LTAB 308.4 ナカライテスク １級

C10H21N(CH３)３Cl DTAC 235.8 東京化成工業 １級

C12H25N(CH３)３Cl LTAC 263.9 東京化成工業 １級

C16H33N(CH３)３Cl HTAC 320.0 東京化成工業 １級



同じであるが, LAS-14 の場合, 1 wt％以下の濃度で
は細胞生存率は 100％以上であり, 皮膚一次刺激性は
陰性である.

� 非イオン界面活性剤の細胞生存率
図５は AE (AE-12９, AE-1620) の細胞生存率を示
したもので, AE-12９では添加濃度が 0.1 wt％での生
存率は 20％以下となっている. AE-1620では添加濃度
が１wt％でも細胞生存率は 40％であり, 分子量の大
きいほど細胞生存率は高い. これらは皮膚に接触した
時点では水に溶解した状態であった. 図６は APE
(APE-810, APE-92, APE-910) の細胞生存率を示して
いる. アルキル基の炭素数が同じ９であっても, エチ
レンオキシドの付加数によって細胞生存率は大きく異
なる. エチレンオキシドの付加数の少ない APE-92 の

ほうが細胞生存率は大きく, 添加濃度が１wt％でも 5
0％以上の生存率を示しており, 皮膚一次刺激性は弱
陽性である. また, エチレンオキシドの付加数が同じ
APE-810と APE-910での細胞生存率はほぼ等しく, 添
加濃度が 0.1 wt％で細胞生存率は 20％以下となり,
0.2 wt％以上では細胞生存率は 10％以下となった.
すなわち, この場合もエチレンオキシドの付加数の影
響が大きい. エチレンオキシドの付加数が少ないと水
への溶解性が小さくなり, 液は白濁している.

� 陽イオン界面活性剤の細胞生存率
図７は陽イオン界面活性剤であるアルキルトリメチ
ルアンモニウム塩の細胞生存率を示している. 炭素数
の異なるアルキルトリメチルアンモニウムクロライド
(DTAC, LTAC, HTAC) では炭素数が 12 の場合が
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図３. 炭素数の異なる ASの細胞生存率
○：AS-12, △：AS-16.

図５. AEの細胞生存率
○：AE-12９, △：AE-1620.

図６. APEの細胞生存率
○：APE-810, △：APE-9２, □：APE-910.

図４. 炭素数の異なる LASの細胞生存率
○：LAS-9, △：LAS-12, □：LAS-14.



最も生存率が小さいが, アルキル基の炭素数が 10 か
ら 16 になっても細胞生存率に大きな差はない. ラウ
リルトリメチルアンモニウム塩 (LTACと LTAB)
では Clイオンと Brイオンでの細胞生存率の違いは
見られなかった.

4. 考 察

三種類の陰イオン界面活性剤の結果 (図 2～4) を
重ね合わせてみると, いずれの活性剤でも細胞生存率
は親水性部分の化学構造にかかわらず, 炭化水素鎖の
炭素数によって大きく異なることがわかる. すなわち,
炭素の数が９から 12 までは添加濃度が 0.2 wt％で細
胞生存率は 50％以下であり, 皮膚刺激性は陽性を示
した. 炭素数が 14 から 16 では１wt％の添加濃度で
も細胞生存率は 80％以上であり, 皮膚刺激性は陰性
を示している. 炭化水素鎖に続く親水基の化学構造の
違いも若干見受けられ, ASや LASは Soapと比べて,
皮膚刺激性が強く, 添加濃度が 0.2 wt％ですでに細
胞生存率は 20％以下となっている. この傾向は芋川
らの足底ケラチン (たんぱく質モデル) への種々の陰
イオン界面活性剤の吸着と肌荒れ強度との関係を調べ
た研究13) の結果ともよく一致している. さらに, 彼ら
は皮膚荒れがアルキル鎖長の影響を受けるのと同様に
吸着もまたアルキル鎖長の影響を受けると述べている.
この吸着力は AS＞LASの順に大きく, ひとつの可能
性として, 界面活性剤が徐々に角質層の変性を起こし,
角質の水分保持機能の著しい減少を導くものであろう
とも述べている. また, 界面活性剤の刺激性を累積刺
激性テスト, パッチテスト, 浸漬刺激性テストから検

討した宮澤ら14) も, 界面活性剤が角質へ収着残留し,
角質を変性させることが浸漬刺激性の重要な原因のひ
とつと考え, 皮膚刺激性の評価には累積刺激性テスト
やパッチテストだけでは不十分であると述べている.
Soapでは炭素数が 12 から 18 のものが, LASでは炭
素数 10 から 14 のものが洗浄に優れているといわれて
おり15), 衣類の洗浄剤として使われているが, 炭素数
10～12 は比較的皮膚一次刺激性も強い.
非イオン界面活性剤の結果 (図 5, 6) をまとめて
みると, 陰イオン界面活性剤と同様に, 細胞生存率は
アルキル基の炭素数に依存しているが, エチレンオキ
シドの付加数によっても細胞生存率が大きく異なって
いる. すなわち, 付加数が 9, 10 のときの細胞生存率
は付加数が２の場合より小さい. 芋川らの研究13) で
も, エチレンオキシド付加モル数が増えるほど吸着量
は少なくなる傾向が示されている. これは付加数が２
のときの水への溶解性が影響していると考えられる.
陽イオン界面活性剤では, 陰イオンや非イオン界面
活性剤で皮膚一次刺激性が陰性であったアルキル基の
炭素数が 16 であっても, 低い細胞生存率を示し, 皮
膚一次刺激性は陽性となった. この細胞生存率の低さ
は, 4 級アンモニウム塩の殺菌性や消毒効果などの作
用16) との関連性から, 今後検討していくことが望まれ
る.

5. ま と め

① 陰イオン界面活性剤の皮膚一次刺激性はアルキ
ル基の炭素数に大きく依存しており, 炭素数が９から
12 の範囲では添加濃度が 0.5 wt％以上で陽性を示す
が, 炭素数が少ない場合や 14 以上では添加濃度が１
wt％であっても細胞生存率は 80％以上であり, 陰性
を示す. これらの皮膚一次刺激性は界面活性剤の水へ
の溶解性が大きく関係しており, 溶解性が高いほど皮
膚への浸透が高く陰性を示すといえる.
② エチレンオキシド付加物からなる非イオン界面
活性剤では細胞生存率はエチレンオキシドの付加数に
も大きく依存しており, 付加数の少ない場合や, アル
キル基の炭素数の大きい場合は皮膚刺激性が弱くなる.
適度な付加数をもち, アルキル基の炭素数が 10 前後
のとき, 添加濃度が 0.1 wt％以上で細胞生存率は 20
％以下となり, 皮膚一次刺激性は陽性を示す.
③ 陽イオン界面活性剤である４級アンモニウム塩
では, アルキル基の炭素数にかかわらず, 低濃度の被
験物質でも細胞生存率が小さく, 皮膚一次刺激性は陽
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図７. 陽イオン界面活性剤の細胞生存率
○：DTAC, △：LTAC, □：HTAC, ◇：LTAB.



性を示す.
これらの結果は他の試験法による界面活性剤と皮膚
刺激性の結果と良い一致を示し, 三次元培養皮膚を用
いたこの試験法は皮膚刺激性を評価する有効な手法の
一つと考え, 今後, さらに, 条件を精査し, 布に吸着
した薬剤での研究を深めてゆく予定である.

本研究を進めるにあたり培養皮膚をご提供いただき
ましたグンゼ株式会社開発研究部ならびに安全性試験
法をご指導いただいた森川訓行氏に厚く御礼を申し上
げます.
なお, 本研究は平成 15 年度から 17 年度科学研究費
補助金基盤研究 (C) 課題番号 15500512 によって行
われた研究の一部である.
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