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皮膚に対するフェノール類の作用　II
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牛血清アルブミンとの結合性
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フェノール類，皮膚感作性，蛋白結合性

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　でも湿疹・皮膚炎群患老にはフェノール類貼布試験陽

　　　　　　　　　　1緒　暑　　　　　性老を相当認める。

　フェノール（水酸基1ケ，　1価），レゾルシソ（水　　　著者らは前報にてフェノール類のモルモット皮膚一

薩2ケ，2価）およびピ・ガ・→レα・騨3ケ，　次刺灘謙と糠細胞レベルでの離撒を行い，

3価）などのフヱノール類は2価以上の場合は・その　　それらの化学構造との関係について比較研究した。そ

水薩の姫の樋関係によりオルト，・・そしてパ　の蘇，…一・噸aPtme一次刺灘および犠細
ラ。。ノールと呼ぶ．これらは古くよ破膚零1徽に　胞・べ・レの翻・が反応基叫酸基がメタ位ではみられ

おいて各種の治療目的に，また香粧最領域では殺菌・　　ないのに，オルトおよびパラ位ではみられることを第

防腐および染色の目的に好んで用いられてきた。その　　1報として報告した1）。

ため。。ノー，噸に感作さ泌ことも少くない誇日　本報では…　一噸の感側三と化輔造との間に
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皮虜に対するフェノール類の作用　E

前報と同様の関係が成立するかを確かめる目的で，モ　　B　方法

ルモ。ト蛸で破椴報，スプリ。トーアジ・…　　モルモ・波椴与法による感傑試験
．ト脚。よ礁罐試験および軸清・・レブ・ンとの　白色・・一トレー系モルモ・ト（9，平均履35°9）

齢髄齪b比鰍討した糸吉果を賠する．　を感働物とした・麟を…M含む蝦簸水轍
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　とフPイソト完全アジュバソトを1：1に混合して終

　　　　　　　1　実験材料と方法　　　　　　　　　末濃度をO．1Mにし，乳鉢にて乳化したもので感作し

A実騨料　　　　　　　　た．モルモ・トの頸，　reem・・lle下に・罰に4回・す
使肌厳体姻R・示す一連の・・ノー・レ化働　なわち・日・回，1ヵ所，3醐連徹下酬（°・1

である。検体はすべて東京化成工業のものを特に精製　　mIx3），さらに4日後に再度頸部に1回の計4回の

せず縦肌た．，　　　　　　　皮下酬を行・た・最初の感作日より4週間後，皮内
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　注射および閉鎖貼布試験による惹起を行い，型のごと

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　く皮膚表面より肉眼判定，さらに屠殺，剥離皮膚を透

　　　　　　州ご〕　一緊鷹1撚驚灘驚

　　　　　　　　・。ンー一⊃レ　　　『　を惑作動物としi－．検体を0．5M舗する1％ドデシ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ル硫酸ナトリウム配合カーボポールゲルの約200m9を

　　（オルト）　　　　（メタ）　　　ヒドロキノン　　　　その注射部位の上に3回目の閉鎖貼布を行った。4回

　　　　　　　　　　　　　　　　　（パラ）　　　　　　1ヨは1，2回目と同様貼布のみ行った。惹起方法は感

ピロガロール　　フロログルシン　　　OH　　　　　　　3　牛血清アルブミソへの結合率の測定

　　（オルト）　　　　　（メタ）　　ヒドロキシヒドロキノン　　牛血清アルブミン（Sigma社製・フラクショソV）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（パラ）　　10。，g／ml舗0，1Mリソ酸灘液（pH7・0）4・5m1

図1・・ノール類の構造o・異性体名 驫xh液搬誰騰灘
表、囎刺灘の諦　　　　　かめたDIA－FL°…brane　cent「if’°CT’25型
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Amicoロ社製）に反応液2皿1を入れ，1，　ooo×9，30

　判　定　　　　刺　　激　　性　　　　　　　　　　分，5。Cで遠心限外濾過を行ったQ採取した濾液中の

　　．透見も醸　　　　　　検膿脚隔速灘・・マ・グ…一（HPLC）
　　±　　透見のみ発赤を認める　　　　　　　　　　　を用い，衷2に示す分析方法で測定した。一方牛血清

　　＋　　皮膚面より発赤を認める　　　　　　　　　　アルブミン溶液のかわりにリン酸緩衝液（0・1M，　pH

　　什　　皮膚面より発赤，浮腫を認める　　　　　　　7．0）調製の溶液を同様に処理して得た濾液中の濃度

　　“fl＋“皮膚面よ騰赤・灘，びらんを認める　Bを測定し，（B－A／B）×100％の式力・ら蛋白齢率を

　　W翻よ嚇，髄びらん灘を　音卜SU・た・結合の可逆性は濾過後の濾紙残査に・・酸

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緩衝液を加え，遊離してくる検体濃度より測定した。
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政本・高瀬

　　　　　　　　　　　表2　HPLC分析条件

機　 種：島津LC－3A
カラム：Nuc！eosil－10Cls　4φ×250mm（Nage1）

検出器：島津SPD－2A
検出波長：280nm

流　速：1m1／min
温　　度：室温

移諭相　　　検　体　　囎騨
5％メタノー一ル含有　　　ヒドPキノン　　 8．2

　水溶液　　　　レゾルシソ　　12．1
5％メタノール含有　　　　　　　ピ　ロ　ガ　ロ　＿　ル　　　　　8，1

0．01M　NaH2PO4（pH2．5）

　　水溶液　　　7°°グルシン　　8・5
20％メタノール含有　　 カテコール　　8。7
0．01M　Nal－12POd（pH2．5）　　　ヒドロキシヒドロキノソ　　　　　4．8

　　水溶液　　　　フェノール　　16．5

表3・フ＝ノール類の皮膚一次刺激性＊1

＼一…型瞳
検　体＼＼塑
1…　　一ル
2

価

群

3

価

群

カ　　テ　　コ　　ー　　ル

レ　　ゾ　　ル　　シ　　ン

ヒ　　ド　P　キ　　ノ　ン

ピ　　ロ　ガ　　ロ　　ー　　ル

フロPグルシソ
ヒドロキシヒド戸キノソ

皮内注射＊2

0．1 0．05

1・／・・1・／・・

1／10

1／10

2／10

0／10

0／10

10／10

0／10

0／10

0／10

0／10

0／10

19／19

0，01

0／10

0／10

0／10

0／10

0／10

0／10

35／35

閉鎖貼布＊B

…1…
0／9

14／14

Q／9

8／9

12／14

0／9

0／9

0／10

0／17

0／18

0／15

0／10

0／20

0／15

0．05

0／10

0／17

0／10

0／10

0／10

0／10

0／20

0．01

0／10

0／12

0／8

0／10

0／10

0／10

0／19

（＊エ）　刺激性はプラス1以上

（＊2）　生理食塩水溶液，モルモット背部，0．05m1皮内注射，注射24時間後判定

（＊s）　吸水軟膏配合，モルモット背部，24時間閉鎖貼布，除去24時間後判定

すなわち，濾紙残査（蛋白結合物）にリン酸緩衝液2　　は，惹起濃度0．05Mで1プラス以上の陽性反応が15

m1を加え，分散，溶解させ，再度遠心限外濾過を行　　1匹中O，すなわち0／15，以下同様に0，01Mで0／15で

い，濾液中に回収される遊離検体濃度CiをHPLCで　　あった。

測定した。同操作をもう1度行い遊離検体濃度C2を　　　2価群ではカテコールおよびレゾルシソは，惹起濃

測定し，総遊離濃度C（Ci＋C2）を求めた。牛血清ア　　度0，05M，0．01Mに対しすべて0／15であった。ヒド

ルブミンー検体結合物からの検体遊離率はC／B－A×　　ロキノンはo．　05Mで4／15，0．01Mでo／15であった。

100％の式で計箕した。　　　　　　　　　　　　　　　　3価群ではピロガP一ルは惹起濃度0．05Mで14／21，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．01Mで7／21であった。フロログルシンは0．05Mで
　　　　　　　　皿　結　　　果　　　　　　　　　　6／15，0．　01Mで2／15であった。ヒドロキシヒドロキ

A　モルモット皮下投与による感作性試験　　　　　　　ノンはO．　05M，0．01Mの惹起濃度は皮膚一次刺激性

　1　皮内注射による惹起試験　　　　　　　　　　　　のため判定不可能であった。

　フェノールの0．1M感作動物での皮内注射惹起反応　　　2　閉鎖貼布による惹起試験
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皮膚に対するフェノール類の作用　H

表4　フェノール類の遅延型感作性

2

fibi

群

3

価

群

フ　　　ェ　　ノ　　ー　　ル

カ　　テ　　コ　　ー　　ル

レ　　ゾ　　ル　　シ　　ン

ヒ　ド　Pt　キ　ノ　ソ

ピ　　ロ　ガ　　P　一　　ル

フロPグルシン
ヒドロキシヒドロキノン

皮　下　注　射　法

皮内注射＊t

0，05

0／15

0／15

0／15

4／15

14／21

6／15

0．01

0／15

O／15

0／15

0／15

7／21

2／15

閉鎖貼布＊2

0・110・01

0／8

3／8

0／8

7／8

6／8

1／8

3／8

0／8

0／8

0／8

1／8

3／8

0／8

0／8

スプリットーアジュバソト法

閉　鎖　貼布

Q．1

i・／・・

7／8

0／8

9／10

8／8

0／10

4／11

0．05

0／10

4／8

0／8

8／10

0．01

1・／・・

誰

　3／10

8／8

0／10

1／11

3／8

0／10

0／11

（＊1）　検体は生理食塩水溶液，モルモット背部，0．05m破内注射，注射24時間後判定

（・・）検体は吸水軟膏配合，モ・レモ・階部，2塒間閉鎖貼布，除去24時間後判定

　フェノ＿ルの0．1M感作動物での閉鎖貼布惹起反応　　の陽性，0．01Mで0／8であった。レゾルシンは0・1M

は惹起濃度0．1Mで1プラス以上の陽性は8匹中0，　　で0／8，0．　05M，0．01Mでも0／8であった。ヒドロキ

すなわち0／8，0，01Mでo／8であった。　　　　　　　　ノンはo。1Mで9／10，0．05Mで8／10，0．01Mで3／10

　2価群ではカテコールは惹起濃度0．1Mで3／8の陽　　の陽性を示した。

性，0．01Mで0／8であった。レゾルシソは0．1Mで　　　3価群ではピPtガロールは0・1Mで8／8・0・05Mで

0／8，0．01Mでも0／8であった。ヒドPキノンは0．1M　　8／8，0．01Mで3／8の陽性であった。フロログルシン

で7／8，0．01Mで1／8の陽性を示した。　　　　　　　　はO．1M，0．05Mそして0．01Mのいずれの濃度にお

　3価群ではピロガロ　一一ルは0，1Mで6／8，0．01Mで　　いても0／10で陰性であった。ヒドロキシヒドPtキノ

3／8の陽性であり，フロログルシンは0．1Mで1／8の　　ソは0．1Mで4／11，0．05Mで1／11，0、　OIMで0／11で

陽性，0．01Mで0／8であった。またヒドロキシヒドロ　　あった。

キノンは0．1Mで3／8の陽性，0．01Mで0／8であった。　　以上の成績より次のごとく要約することができる。

　皮内注射および閉鎖貼布惹起試験の成績より次のこ　　2価群および3価群のオルト，パラのフェノール群は

とく要約することができる。　　　　　　　　　　　　0．05Mの閉鎖貼布惹起では陽性であり，またO・　01M

　フェノールは皮内および閉鎖貼布ともに，この条件　　惹起で2価群ではパラ，3価群ではオルトに陽性であ

下では惹起陰性で感作は成立していない。皮内注射惹　　　った。しかるにフェノール，レゾルシンそしてフロロ

起は2価群でパラのヒド・キノソが0．05Mで約1／鰯　グ・レシンなどの〃のフ・ノール群は閉鎖貼布惹起陰

に惹起陽性，3価群では0．01Mでオルト，メタとも　　性で感作は成立していない。皮下投与法とスプリット

に陽性であったが，オルトの陽性率がほぼ40％と高か　　一アジュバソト法による感作性試験ではいずれの場合

った。閉鎖貼布では0．1Mで，2価群ではオルトとパ　　もオルト・パラ異性体に強い陽性を認めた・

ラに，そして3価群ではほぼ3異性体とも陽性，0．01　　C　フェノール類の牛血清アルブミンとの結合性

Mでは2価群のパラと3価群のオルトが陽性であっ　　　フェノール類と牛血清アルブミンとの結合性を調べ

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　るため，遠心限外濾過法を用い蛋白結合率を測定した。

B　スプリ・ソトーアジュバント法による感作性試験　　　また結合の可逆性についてはリン酸緩衝液を加える希

　フェノールの0．5M感作動物での閉鎖貼布惹起反応　　釈抽出法で得られる遊離フェノール量より比較検討し

は，惹起濃度0，1Mで1プラス以上の陽性は10匹中0，　た。

すなわち0／10，0．05Mで0／10，0．01Mで0／10であ　　　フ＝ノールの結合率は51．8％で，その結合体からの

った。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　フェノールの遊離はほとんど認めなかった。

　2価群ではカテコールは0．1Mで7／8，0．05Mで4／8　　　2価群ではカテコールの結合率は36．4％で，その内
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表5　フェノール類の牛血清アルブミン結合性　　　　結合は非可逆的であるのに対し，2価群カテコール，

　　｝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　レゾルシンそしてヒドPtキノンおよび3価群のピロガ
　　　　　　　　　　　　　　　結合率（％）　　検　　　　　　体
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロール，フロPtグルシンの結合のかなりの部分は可逆

2

価

群

3

価

群

フ　　ェ　　ノ　　ー　　ル

カ　　テ　　コ　　ー　　ル

レ　　ゾ　　ル　　シ　　ン

ヒ　ド　P　キ　ノ　ン

ピロガロール
フロPグルシソ
ヒドロキシヒドPキノン

51・8　　　　的であった。

36，4　　　　　当初薯者はこの実験を開始するにあたり，フェノー

25．0　　　　ル類の非可逆性結合の有無とその程度が水酸基のオル

17．0　　　　ト，メタそしてパラの位置に関係するか否かを疑って

13．2　　　　いた。しかしこの結果は相関しなかった。

20．5
　　　　　　　　　　　　　　　1V　考　　　察
44，1

　検体濃度　IOOPt9／ml，牛血清アルブミン濃度1％，　　　化学物質の構造と皮膚反応性との間にある種の相関

　37°C，60分反応，遠心限外濾過，濾液中の検体は　　　性が存在することは知られている。TakaseとKoni・

　HPLCで分析　　　　　　　　　　　　　　　　　shi3）はキサンテン系色素の中で光毒性を発現する化

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　合物は構造中にいくつかのハ戸ゲン分子を持つこと，

フヱノー．．ル　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　皮虜構成成分と安定結合し，皮内残留性が高いこと等

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の特徴を指摘している。またBaerとWitten4）は
カテコール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　パラフェニレンジアミンと交差感作性を示すアミノ化

ヒドロキノン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　と述べている。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　は0．001％濃度のヒドロキノン水溶液を1日1回，0．1
フロログルシン
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　m1，10日間連続モルモット皮内に投与することで感作
ヒドロキシ
　ヒドロキノン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　できると報告し，その活性物質としてベソゾキノソ生

　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　　100　成を想定している。しかしKei16）はレゾルシンで感
　　　　　　　　　　　遊　離率（％）　　　　　　　　作された皮膚炎患者がカテコール，ヒドPキノンそし

　図2　フェノール類一牛血清アルブミン結合物中　　　てピロガPt・一ル等のフェノール類と交差感作性を示す

　　　の遊離フェノール類量　　　　　　　　　　　　ことから，酸化キノン体生成は考えられないとしてい

　検体濃度100μ9／mI・牛血清アルブミン濃度1％，　　　る。一方NathanとStern7）はレゾルシンの交差反
茜麟驚（pH7．0）中で37°C，60分反応後，濾過残査をリソ酸緩衝液（pH7，0）応では・タ位の水薩の1つを・チル化すると反応性

　に溶解，遠心限外濾過し，濾液中の遊離検体蚤を　　　は弱まり，両方の水酸基をメチル化すると完全に交差

　HPLCで分析　　　　　　　　　　　　　　　　反応性が消失すると報告している。彼らの報告はいず

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　れもフェノール類の感作および交差反応には水酸基が

約24％が遊離カテコールとして回収された。レゾルシ　　重要な役割をはたすことを示している。著者らの成績

ンの結合率は25．0％で，その内48％が遊離レゾルシン　　でもフェノール類の水酸基の結合部位および水酸基の

として回収された。またヒドロキノソの結合率は17．0　　数により感作性が大きく変化することを示した。すな

％で，その内約42％が回収された。　　　　　　　　　　わち構造的にフ＝ノール水酸基に対しオルトおよびパ

　3価群ではピロガロールの結合率は13．2％で・その　　ラ位に水酸基をもつ2価，3価フェノールの感作性は

内50％は遊離ピロガロ・一一ルとして回収された。フロロ　　高く，かっ水酸基の増加につれて増大する。メタ位に

グルシンの結合率は20．5％でその内ほぼ90％が回収さ　　水酸基をもつ2価のフェノールはいずれの感作法でも

れた。またヒドロキシヒドPキノンの結合率は44。1％　　感作法を認めなかったが，3価フェノールでは弱いな

で，ほとんど回収されなかった。　　　　　　　　　がらも皮下投与法で感作性を認めた。1価フェノール

　以上の成績より次のごとく要約することができる。　　では感作性を認めず，オルトおよびパラ位に水酸基を

1価，2価そして3価フェノールの申でフェノールお　　もつフ＝ノールはすでに2価で明らかに感作性を示し，

よびヒドPキシヒドロキノソの牛血清アルブミンとの　　メタ位のものは3価で感作性を発現した。
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皮慮に対するフニノール類の作用　H

　低分子化合物が抗原性を発揮するためにはより大分　　表皮細胞の膜，細胞質および核を構成する蛋白質等の

子量のもの，多くの場合蛋白質と結合して完全抗原に　　不溶性，組織蛋白質と結合すると思われる。このこと

なる必要がある。蜜触皮膚炎の完全抗原化には，低分　　は可溶性蛋白質と低分子化合物との結合率が低く，同

子化合物はおそらく多くの場合表皮内成分と結合する　　時に結合安定性が小と云うことがもとめられる。我々

であろう。しかし蛋白質を含め活性未端結合部位をそ　　の場合血清のみならず組織液中に大量かつ流動するア

の物質はもっているという観点から言えば，結合部位　　ルブミソとの結合性が皮膚の遅延型感作性と正確に負

をもつ物質は蛋白質でなくともin　vitroで大きく，か　　の相関を示したのは当然である。著者は表皮細胞特有

つ安定な結合をする。長村ら8）はε一アミノ基を持っ低　　の蛋白質であるケラチン，細胞一般の他の蛋白質さら

分子化合物，cadaverineを用いフェノール系化合物，　にはヒストソおよび非ピストン核蛋白質とフェノinル

フェニレンジアミン系酸化染料の結合性を調べ，その　　類との結合性および安定性が皮麿感作性といかなる関

結合性の強さと接触皮膚炎患者のパツチテスト，モル　　係にあるかを今後検討したい。

モ・ト感盤撒結果ときわめて高い欄生嬬めた　　　　v結　語
と報告している。ただし彼らは結合安定性について検

討はしていない。著者らはフェノール類の牛血清アル　　1　1価，2価そして3価フェノールの遅延型感作性

ブミソとの結合性について測定した結果，モルモット　　と牛血清アルブミンへの結合性についてそれらの化学

での感作性の強さと結合率および結合の強さとの間に　　構造と対比しつつ研究した。

相関性は認められなかった。著者はフェノール類と牛　　2　フ＝ノール類の遅延型感作性は皮下投与法とスプ

血清アルブミソとのイソキュベーショソを1回，1時　　　リットーアジ＝バント法による感作性試験ではいずれ

間のみで実験を行った。これはフェノール類が急速に　　の場合もオルト異性体（カテコール，ピロガロール），

酸化され，いくつかの中間体になると予測したためで　　パラ異性体（ヒドmキノソ，ヒドロキシヒドロキノソ）

ある。このことはフェノール類の検出には便利である　　tlこ強い陽性を認めた。3価メタ異性体（フロログルシ

が，フェノール類中間体が感作性の主体である時は，　　ソ）は皮下投与法でのみ陽性反応を示した。しかしフ

真の抗原性物質と牛血清アルブミンとの結合性を検討　　エノール，2価メタ異性体（レゾルシン）はいずれの

していないと雷う欠点を含んでいる。したがって難し　　感作法でも陽性反応を認めなかった。

いことではあるが，インキュベーションタイムの複数　　　3　フェノール類の遅延型感作性は水酸基の増加につ

設定および各中間体の同定とアルブミンとの結合など　　れ増大する傾向を示した。

を著者は追求したい。しかしこうした欠点をふまえつ　　　4　フェノール類の牛血清アルブミソとの結合率は1

つ中間的結論を下せば，高い結合率を示したフェノー　　価，2価そして3価フェノールの中でフェノールとヒ

ルはモルモットでの感作性を示していない。また次い　　ドロキシヒドロキノソがもっとも高く，非可逆的結合

で高い結合率を示すヒドロキシヒドロキノンにおいて　　であるのに対し，2価群の3異性体および3価群のオ

も感作率は低い。逆に感作性の強いカテコール，ヒド　　ルトとメタ異性体の結合率は低く，かなりの部分は可

ロキノンおよびピPガロールの結合率は低く，かつそ　　逆的結合であった。

の内の約20～50％は可逆的な弱い蛋白結合であること　　5　フェノール類の遅延型感作性の強さと牛血清アル

が示された。前述のごとく，接触皮麿炎発生には，そ　　ブミンとの結合率および結合の強さとの間に相関性は

して接触一次刺激性発生の一部には，低分子化合物が　　　認められなかった。
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