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研究成果の概要（和文）：界面活性剤の皮膚刺激評価法に動物実験（ドレイズ試験）があるが、代替法の開発が望まれ
る。リポソームに界面活性剤を添加することで起きる、膜ダイナミクスを解析し、皮膚刺激性の関係を考察した。高刺
激性界面活性剤ではリポソームが膜揺らぎを経て膜陥入した後に、膜孔を形成するダイナミクスを観察した。低刺激性
界面活性剤では膜揺らぎを経て破裂するダイナミクスを観察した。刺激が起こるメカニズムについて分子レベルで考察
し、ダイナミクスの背景、そして皮膚刺激の背景には、膜断面積の増減、フリップフロップが関係していると考え、分
子レベルでのモデルを構築した。リポソームの膜ダイナミクスは、代替法の有力候補である。
 

研究成果の概要（英文）：We studied about development of an alternative method of Draize test(Animal Test 
for Skin Irritation). Comparing the membrane dynamics of TritonX-100(Irritant) with that of Tween20 
(Non-irritant), we considered that the degrees of irritation by surfactants could be predicted 
qualitatively. The dynamics induced by SLES was similar to that induced by TritonX-100. On the other 
hand, the dynamics induced by amino acid surfactants(FLDS-L, ACMT-L) were similar to the dynamics induced 
by Tween20.
 We observed the membrane invagination and pore formation for irritating surfactant. On the other hand, 
the large deformation could not be observed in the case of non-irritating surfactant. The deformation 
process was analyzed by the acquisition of the excess surface area. In order to acquire the excess 
surface area, the surfactant molecules should be included in the inner leaflet of bilayers to obtain the 
excess surface area. Based on this idea, we proposed a new model for skin-irritation.

研究分野： 生体機能工学

キーワード： リポソーム　界面活性剤　皮膚刺激性　動物実験代替法

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
「ドレイズ法」は、1944 年に毒性学者ジョ
ン・ドレイズ（John H. Draize）らにより考
案された、拘束したウサギの眼に対し試験物
質を適用して、その応答を調べる急性毒性試
験法で、角膜、虹彩、結膜の変化に応じたス
コアにより刺激性を定量化する方法である
(OECD Test Guideline 405)。2006 年度に使
用されたウサギは 24 万羽で、試験後に殺処
分されたことが知られている。近年中に、化
粧品の安全性試験における動物実験の禁止、
動物実験が行われた化粧品及び原料の販売
禁止が決まっており、有効な代替法の開発が
望まれている。 
 痛み等の刺激性には、プロスタグランジン
などの脂質メディエーターが深く関与して
おり、細胞膜は、刺激と密接に関係がある事
が分かっているが、その詳細は明らかになっ
ていない。 
我々は、直径 10 ミクロン以上の細胞サイズ
巨大リポソームに関する研究を行っており、
「脂質ラフト」を備えたリポソームや、生細
胞の特徴である内外で組成の異なる、「非対
称リポソーム」の作製に成功し、特許出願、
論文発表を行ってきた (Hamada et al. 
J.Phys.Chem B 2007, 2008)。これらの技術
を用いて、アミロイドペプチドやナノ粒子の
細胞毒性に関する研究、人工脂質を用いた可
逆的膜構造の制御でも成果を挙げてきた
（Hamada et al. JACS 2012, Soft Matter 
2012）。 
 
２．研究の目的 
細胞モデルとして巨大リポソームを用い

て、界面活性剤等の外部刺激により惹起され
る動的構造変化を画像解析する。例えば、リ
ポソームの揺動波や、収縮スピード等を定量
化する。既存のドレイズスコアとの対比に始
まり、最終的には、動物実験に匹敵するか、
それを凌駕する高い精度で、界面活性剤が引
き起こす皮膚刺激性を定量的に解析する方
法を開発する（図 1）。 
さらに、界面活性剤等が皮膚刺激性を発生す
るメカニズムについて考察する。 
界面活性剤の評価方法として臨界ミセル

濃 度 や 、 HLB （ Hydrophile-Lipophile 
Balance）値があるが、これらの値は皮膚刺
激性との相関関係は全く無い。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１：ドレイズ代替法の必要性 
 
髪や体を洗う界面活性剤としては、ラウリ

ル硫酸ナトリウム(SDS)が頻繁に用いられて

きた。しかし、SDS はその高い皮膚浸透性か
らくる皮膚刺激性を示すことが解っている。
皮膚への刺激を抑える目的で、SDS にポリオ
キシエチレンを結合させて分子量を大きく
することで皮膚への浸透を抑えたラウレス
硫酸ナトリウム(SLES)など、様々な界面活性
剤が今日まで開発されている。 
 低刺激性界面活性剤として、アミノ酸系界
面活性剤が注目されている。アミノ酸系界面
活性剤とは、生物の主要な成分でもあるアミ
ノ酸を構造内の親水基と疎水基の中間部に
持つ界面活性剤の総称である。アミノ酸系界
面活性剤は、毒性や刺激性が弱いことから安
全性が高いと言われている。加えて他の界面
活性剤よりも生分解性が高いために、人体や
自然環境に対しても影響が少ないと注目さ
れている。こうしたアミノ酸系界面活性剤が
低刺激性である明確な根拠や理由はまだ明
らかにされていない。 
本研究を通して、動物実験代替法を開発す

る意義に加えて、生物模倣膜のデザインと、
生物に対する影響を指標とした、界面活性剤
など膜と相互作用する物質の作用メカニズ
ム解析へと発展させるところに、本研究の特
色がある。 
 
３．研究の方法 
我々は現在、細胞モデル膜として巨大リ

ポソームを作製する技術を有している。こ
れら 3 種類のリポソームについて、皮膚刺
激性の界面活性剤がもたらす膜ダイナミク
スを定量的に解析し、現状で最も頻繁に用
いられている動物実験法である「ドレイズ
法」の代替法を開発する。 
具体的な方法を以下に記す。 

脂質と蛍光試薬 
・試薬 
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine 
(DOPC) ( Avanti Polar Lipids)]、Rhodamine 
DHPE, Glucose, Chloroform, Methanol 
・ストック溶液調製法 

DOPC(終濃度 2mM)：Chloroform を溶媒
と し て 用 い て 調 製 し た 。 Rhodamine 
DHPE(終濃度 0.1mM)：Chloroform を溶媒
として用いて調製した。Glucose(終濃度
10mM)：Methanol を溶媒として用いて調製
した。 
・観察チャンバーの作製 

Silicon rubber (2.0 mm), Silicon cover
（0.2 mm）Membrane filter（0.4 μm, 
Nuclepore, Whatman）, Micro cover glass
（MATUNAMI, 30×40 mm） 
・作製法 

Silicon rubber と Silicon cover の間に
Membrane filter を配置した。Silicon rubber
とSilicon coverの間にMembrane filterを配
置したことにより、顕微鏡観察中におけるリ
ポソーム溶液と界面活性剤溶液の混和を可
能とした。このチャンバーを用いることによ
り界面活性剤添加時からリポソーム可溶化



までの動的構造変化をリアルタイム観察す
ることができる。 
 
・顕微鏡観察 
試料・試薬 

図２：使用した界面活性剤 
 
リポソーム溶液, 界面活性剤（図 2）, 超

純水(TritonX100 は、ドレイズ法のポジティ
ブコントロール、Tween20 はドレイズ法のネ
ガティブコントロール) 
・使用機器 
倒立型リサーチ顕微鏡（IX71, Olympus）,

共焦点スキャナユニット（CSU10, 横河電気）, 
対物レンズ（PlanApoN 60×/1.42）, カメラ
（ IMPACTRON CCD CAMERA, MODEL ADT-33B 
FLOVEL）, レコーダー（RD-E-300, TOSHIBA）, 
観察チャンバー 
・観察法 
静置水和法によって作製したリポソーム溶
液を超純水で 10 倍希釈した。その希釈した
リポソーム溶液を silicon cover 側に開けた
孔の中に 8μl 入れ Micro cover glass で密
閉した。観察用のチャンバーを顕微鏡ステー
ジに乗せ、レーザー光(488nm)をサンプルに
照射した。観察対象のリポソームが見つかり
次第、録画を開始した。界面活性剤 32μlを
silicon rubber 側から添加し、リポソーム動
的構造変化を観察した。 
・使用ソフトウェア 
 解析に用いたソフトウェアを以下に示す。 
DVD2AVI version 1.85.0.0 
Aviutl version 0.99h4 
Imagej version 1.4.3.67 
Image browser version 4.2.0.121 
・解析方法 
 解析の手順を以下に示す。 
1. レコーダーの HD 内に保存された動画を
DVD に焼き、PC で読み込んだ。 
2. DVD2AVI で DVD を読み込み、データとして
保存した。 
3. 2で作製したデータを Aviutil で読み込み、
解析対象個所をaviファイルとして保存した。 
4. avi ファイルを Imagej で読み込み、コン
トラスト調製を行った。 
5. 最後に image browser で画像を読み込み、
スケールバーや観察時間を挿入した。 

・余剰表面積の解析 
時間経過（t）に伴うリポソームの変形につ
いて解析した。界面活性剤添加前のリポソー
ム直径を D、変形後のリポソーム長軸直径を
Iとし、リポソームの変形を評価した。 
 
４．研究成果 
・非イオン性界面活性剤 
TritonX-100(positive control)(10,5,1%)

を加えたリポソームは、膜ゆらぎを経て膜陥
入を引き起こし、最終的にポアを形成して収
縮するダイナミクスを示した(図 3)。そして、
TritonX-100 は I/D 値が一度増加しているこ
とから表面積が増加していた(図 4 )。 
                                             
 

 
図３：刺激性界面活性剤（TritonX-100） 

図４：膜ダイナミクス解析（TritonX-100） 

 

Tween20(10,5,1%)を加えたリポソームは

界面活性剤添加前のリポソームから、膜が

揺らいだ後に破裂して小さな小胞ができる

ダイナミクスを示した(図 5)。 

 

図 5：非刺激性界面活性剤（Tween20） 



 
そして、Tween20 は I/D 値の増加が確認でき
なかった。 
 
・ラウレス硫酸ナトリウム(SLES) 
SLES(10,5%)を加えたリポソームは、リポソ
ームが収縮しながら膜揺らぎを経て膜陥入
後に破裂するダイナミクスを示した。そして、
I/D値(10,5%)に増加が見られたTritonX-100
のダイナミクスに近いと考えられた。 

図 6：ラウレス硫酸ナトリウム 
 
アミノ酸系界面活性剤 
・ACMT-L 
ACMT-L(10,5,1%)を加えたリポソームは、主
にリポソームが破裂するダイナミクスを示
した(図 7)。他にも収縮しながら破裂するダ
イナミクスが観察された。Tween20 を加えた
時は膜が揺らいだ後に破裂して小さな小胞
を形成したが、ACMT-L は揺らがずに破裂して、
小胞は形成しなかった。破裂したダイナミク
スは Tween20 と同じで、I/D 値の増加も確認
できなかったことからTween20のように刺激
性が弱いと考えられた。 

図 7：アミノ酸系界面活性剤（ACMT-L） 
 
・FLDS-L 
FLDS-L(10,5%)を加えたリポソームは主にリ
ポソームを破裂するダイナミクスを示した。
他にも膜揺らぎを経て膜陥入後に破裂する
ダイナミクスも観察された。しかし、I/D 値
(10,5%) の 増 加 は 確 認 で き な か っ た 。
FLDS-L(1%)を加えたリポソームはリポソー
ムが徐々に収縮し、小さくなった状態から変
化しないダイナミクスを示した。I/D 値でも
同じように観察を開始して5分後から変化が
見られなかった。FLDS-L(10,5%)は、Tween20
や ACMT-L と同じように破裂するダイナミク
スであったが、膜陥入が観察できたことから
Tween20やACMT-Lよりは刺激性が強いと考え
られた。しかし、SLES のようにリポソームを
収縮させていないので SLES より刺激性は弱

いと考えられた。 
 
・考察 
界面活性剤の膜ダイナミクス 
TritonX-100 のような刺激の強い界面活性

剤を加えたリポソームは、膜揺らぎを経て膜
陥入後にポアを形成して収縮していくダイ
ナミクスを示した。Tween20 のような刺激の
弱い界面活性剤を加えたリポソームは、膜揺
らぎ後に破裂するダイナミクスを示した。従
って、界面活性剤の刺激性の強さによって異
なるダイナミクスやI/D値の増減が示された。
この 2 つの界面活性剤の膜ダイナミクスと
I/D 値を元に新規界面活性剤の膜ダイナミク
スとI/D値を比べることで刺激性の強さを予
測できると考えた。そこで、比較的に刺激が
強いと言われている SLES を加えたリポソー
ムでは、TritonX-100 に似たダイナミクスを
示し、I/D 値の増加も見られた。そして、刺
激 の 弱 い ア ミ ノ 酸 系 界 面 活 性 剤 の
ACMT-L,FLDS-Lと中性界面活性剤のCAPBを加
えたリポソームでは、Tween20 に似たダイナ
ミクスを示し、I/D 値の増加が確認できなか
った。これらのことから、刺激性の強さを予
測できると言える。今回観察された膜ダイナ
ミクスを参考に刺激性の強さを評価した。 
 
高刺激性界面活性剤と低刺激性界面活性

剤の膜ダイナミクスのメカニズム 
高刺激性界面活性剤は、界面活性剤がリポソ
ームの膜に入り、表面積が増え、余剰表面積
を獲得する。その余剰表面積を解消するため
に膜陥入が起きる。その後もリポソーム膜の
界面活性剤が増え、界面活性剤が凝集するこ
とでポアを形成すると考えている。反対に低
刺激性界面活性剤は、界面活性剤がリポソー
ムの膜に入り、最終的に破裂すると考えてい
る。高刺激性界面活性剤に見られる膜陥入や
ポア形成は界面活性剤が内外葉に入り、低刺
激性界面活性剤に見られる破裂は界面活性
剤が外葉のみに入ると考えた。 
界面活性剤はフリップフロップすること

で外葉から内葉に移動する。このことから、
フリップフロップする速度の違いが膜のダ
イナミクスに影響を与えているのではない
かと考えた。 
 
・結論 
SLES を加えたリポソームは収縮しながら膜
揺 ら ぎ を 介 し て 膜 陥 入 後 に 破 裂 す る
TritonX-100 に似たダイナミクスを示した。
ACMT-LとFLDS-LとCAPBをそれぞれ加えたリ
ポソームは破裂するダイナミクスと収縮し
ながら破裂するダイナミクスでTween20に似
たダイナミクスを示した。また、SLES と ACPB
の界面活性剤混合系では比率によりダイナ
ミクスは異なるがラウレス硫酸ナトリウム
の刺激性を弱ることが解った。これらの結果
より、界面活性剤の刺激性を予測できると言
える。今後、さらに試験物質を増やし、ドレ



イズ試験代替法としての有用性を評価する
必要があると考えている。 
界面活性剤のフリップフロップする速度

によって、高刺激性界面活性剤と低刺激性界
面活性剤の膜ダイナミクスに違いがでると
考えられる。高刺激性界面活性剤は膜の外葉
から内葉へのフリップフロップが早いため
膜陥入後に界面活性剤分子が凝集してポア
が形成すると考えられる。低刺激性界面活性
剤は膜の外葉から内葉にフリップフロップ
が遅いため破裂する。 
このモデルを検証するための実験を今後

も行っていく予定である。 
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