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Abstract 
The preventive effects of 10 phenolic compounds and 9 non-phenolic antioxidants on mouse contact dermatitis were 

investigated using an animal disease model of oxazolone-induced mouse ear edema in this study.  With percutaeous administration 

of phenolic compounds at the challenge at a dose of 0.13 mg/ear, the anti-contact dermatitis activities were significantly correlated 

with the Fe2+-chelating activities but not with the O2
-・-scavenging activities.  In particular, compounds having galloyl moieties in 

their chemical structures, such as (-)-epicatechin gallate, (-)-epigallocatechin gallate, and 1,2,3,4,6-pentagalloyl glucose, showed 

strong anti-contact dermatitis activities and Fe2+-chelating activities.  Among non-phenolic antioxidants, iron-chelators, hydroxyl 

radical-scavengers, and a lipoxygenase and cyclooxygenase inhibitor showed significant anti-contact dermatitis activities in mice.  

Administration of iron (III) chloride inversely enhanced mouse contact dermatitis.  The percutaeous administration of non-phenolic 

iron-chelators and (-)-epigallocatechin gallate also showed significant anti-inflammatory activities in a mouse model of arachidonic 

acid-induced ear edema.  Therefore, the iron-chelating activities of some phenolic and non-phenolic compounds are thought to be 

extremely effective for the prevention of the inflammation caused by oxazolone-induced contact dermatitis in mice. 

Keywords: Phenolic compound, Antioxidative activity, Mouse, Contact dermatitis 

 

 

1. 緒言 

近年、アレルギー疾患が急増して大きな社会問

題となっており、その背景には環境や生活習慣の

変化などがあるものと考えられる[1]。アレルギー

反応は、その発症のメカニズムによりⅠ～Ⅳ型に

分類される[2]。このうち、I 型～III 型は即時型ア

レルギーと呼ばれ、抗体（イムノグロブリン, Ig）

を介して引き起こされる体液性免疫応答である。

I 型アレルギー反応は、IgE によって起こるもので、

気管支喘息やアレルギー性鼻炎で知られている。

II 型アレルギー反応は、IgM または IgG による細

胞溶解反応を起こすもので、溶血性貧血や重症筋
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無力症で知られている。III 型アレルギー反応は、

IgG と抗原の複合体によって起こるもので、急性

糸球体腎炎や関節リウマチで知られている。これ

らに対し、アレルゲンの暴露から発症までが 24

時間程度と長いⅣ型アレルギーは、遅延型過敏症

として知られている。ツベルクリン反応や結核病

変、リューマチ性関節炎、膠原病、うるしや化粧

品等で起こる接触皮膚炎などがこれに含まれる。 

2. 1 試料及び実験動物 

 マウスの炎症モデルに対する効果を、以下の市

販の化合物について検討した。フェノール化合物

として、3,5-ジ-tert-ブチル-4-ヒドロキシトルエン 

(BHT)、(-)-エピカテキン (EC)、(-)-エピカテキン

ガレート (ECG)、(-)-エピガロカテキン (EGC)、

(-)-エピガロカテキンガレート (EGCG)、1,2,3,4,6-

ペンタガロイルグルコース (PGG)、フロログルシ

ノール、プロトカテキュ酸、ピロカテコール、ト

ロロックス (系統名 6-ヒドロキシ-2,5,7,8-テトラ

メチルクロマン-2-カルボン酸) を用いた。また、

非フェノール性の抗酸化剤としてフェニドン (系

統名 1-フェニル-3-ピラゾリドン)、バソフェナン

トロリンスルホン酸、デフェロキサミンメシレー

ト、D-マンニトール、安息香酸ナトリウム、チオ

尿素、L-メチオニン、β-カロチン、L-ヒスチジン

を、さらに、酸化促進剤として塩化第二鉄を用い

た。その他の試薬については、市販特級品を用い

た。マウスは、日本 SLC 社より購入した 5 週齢の

雄性 ICR 系マウスを用いた。実験中のマウスの取

り扱いは、「沼津工業高等専門学校における動物

実験に関する指針」の規定に従った。 

Ⅳ型アレルギーは、リンパ球の一種である 1 型

ヘルパーT 細胞が産生する炎症性サイトカインに

よって引き起こされる、細胞性免疫応答である。

IV 型アレルギーにおける組織傷害では、各種サイ

トカインによるT細胞やマクロファージの活性化

で起こる炎症が重要な過程と考えられる。炎症時

には、マクロファージ等により、スーパーオキシ

ドアニオンラジカル（O2
-・）や NO といった活性

酸素が過剰に産生され、周囲の細胞が傷害される

他、細胞外マトリックスであるヒアルロン酸の分

解も起こる。また、活性酸素やラジカルは、さら

に、過酸化脂質やアラキドン酸代謝物を介して炎

症を促進するものと考えられる [3]。茶葉カテキ

ンを含む種々の植物性フェノール化合物には、強

い抗酸化作用が認められ[4]、炎症時の活性酸素の

生成を抑制することが報告されている [5,6]。また、

炎症時のヒアルロン酸の分解も、種々のラジカル

スカベンジャーで抑制される [7]。従って、抗酸

化性物質は、Ⅳ型アレルギーにおける炎症を抑制

する可能性があるものと考えられる。 

2. 2 マウス接触皮膚炎抑制作用の測定 

マウス接触皮膚炎の検定については、オキサゾ

ロン誘発マウス耳介浮腫法に準拠して行った[10]。

すなわち、第 1 日目に、0.5%オキサゾロン溶液

0.1mL を用いて、マウスの剃毛した腹部に初期感

作を行った。オキサゾロンは、和光純薬工業社製

のものを用いた。5 日後、0.5%オキサゾロン溶液

20μL でマウスの右耳介にチャレンジを行った。

その 24 時間後、右耳介重量(WR)と左耳介重量

(WL)を測定した。マウスの匹数は、各群 5 匹とし

た。被検試料は、チャレンジ溶液に耳介あたり

0.13mg となるよう添加し、右耳に経皮投与した。

試料を投与しないコントロール群の耳介肥厚率

を 100％とし、これと試料投与群の耳介肥厚率を

比較することで、マウス接触皮膚炎抑制作用を評

我々は、茶カテキンにマウス接触皮膚炎を抑制

する効果のあることを報告しており[8,9]、この作

用にも抗酸化作用による炎症の抑制が関与して

いることが予想される。そこで、フェノール化合

物を中心に、種々の抗酸化剤のマウス接触皮膚炎

抑制作用を測定し、抗酸化作用と接触皮膚炎抑制

作用との関連性について検討を行った。 

 

2. 実験 

- 38 - 



J. Technology and Education, Vol.14, No.2, 2007 

価した。耳介の肥厚率は、以下の式を用いて算出

した。 

( )[ ]
( )[ 100WL/WLWR

/WL/WLWR(%)
×−

−=

コントロールコントロールコントロール

試料試料試料耳介肥厚率

]

]

 

また、抑制率(%)は、以下の式を用いて算出し

た。 

耳介肥厚率接触皮膚炎抑制率 −= 100(%)  

2. 3 Fe2+-キレート作用の測定 

Fe2+-キレート作用については、酒石酸鉄法を用

いた[11]。0.1mg/mL の各種フェノール化合物溶液

0.33mL に、0.05 M リン酸緩衝液 (pH7.5) 0.5mL 及

び酒石酸鉄溶液 0.17mL を加えた。酒石酸鉄溶液

は、硫酸第一鉄・7 水和物 100mg と酒石酸カリウ

ムナトリウム 500mg を水に溶解し、全量 100mL

として調製した。反応溶液の吸光度を、540nm で

測定した。対照として、酒石酸鉄溶液または被検

試料溶液を加えない反応系を用いた。得られた吸

光度から両対照の吸光度を引いた値を、試料の

Fe2+-キレート作用の強さを表す値として、EGCG

相当量で表記した。 

2. 4 O2
-・-捕捉作用の測定 

O2
-・-捕捉作用については、Nishikimi ら[12]の

方法に従った。0.1mg/mL の被検試料溶液または

水 0.5mL と、0.1M リン酸緩衝液 (pH7.4) 0.5mL を

混合した。この溶液を 30℃、5 分間インキュベー

トした後、15μM フェナジンメトスルフェート溶

液、200μM ニトロブルーテトラゾリウム溶液、

750μM 還元型ニコチンアミドアデニンジヌクレ

オチド溶液をそれぞれ0.5mLずつ加え、混合した。

すばやく、560nm における吸光度の変化を 10 分

間測定した。水を用いた空試験と試料溶液を加え

た試験で吸光度の経時変化量を比較した。O2
-．-

捕捉率は、以下の式を用いて算出した。 

( )[ 100OD/ODOD(%)-O -.
2 ×ΔΔ−Δ= 水試料水捕捉率  

2. 5 マウス耳介におけるアラキドン酸誘発炎症

抑制作用の測定 

マウスのアラキドン酸誘発耳介炎症の検定に

ついては、Young ら[13]及び Opas ら[14]の方法に

従って行った。2.0%アラキドン酸溶液 20μL でマ

ウスの右耳介にチャレンジを行い、その 1 時間後、

右耳介重量(WR)と左耳介重量(WL)を測定した。

マウスの匹数は、各群 5 匹とした。被検試料は、

チャレンジ溶液に耳介あたり 0.13mg となるよう

添加し、右耳に経皮投与した。試料を投与しない

コントロール群の耳介肥厚率を 100％とし、これ

と試料投与群の耳介肥厚率を比較することで、マ

ウスのアラキドン酸誘発耳介炎症抑制作用を評

価した。耳介の肥厚率は、以下の式を用いて算出

した。 

( )[ ]
( )[ ] 100WL/WLWR

/WL/WLWR(%)
×−

−=

コントロールコントロールコントロール

試料試料試料耳介肥厚率
 

陽性対照としては、ステロイド性抗炎症剤とし

て知られるヒドロコルチゾンを用いた。また、ア

ラキドン酸及び試料のどちらも投与しない健常

マウスについても、耳介重量の測定を行った。 

2. 6 統計処理 

 データは、平均値±標準誤差で表した。2 群間

の平均値の差の検定にはノンパラメトリック法

であるマンホイットニーの U 検定を用い、2 群間

の相関性の検定には F-検定を用いた。いずれの場

合も、p<0.05 以下を統計学的に有意であるとした。 

 

3. 結果及び考察 

3. 1 フェノール化合物のマウス接触皮膚炎抑制

作用と抗酸化作用の関連性 

フェノール化合物は、そのフェノール性水酸基

がラジカル分子に電子を供与することでフェノ

キシラジカルを生じ、共鳴構造による安定化また

は二量体への重合化を起こして、ラジカルを消去

するものと考えられている。また、フェノール性

水酸基は、鉄をキレートすることでも抗酸化作用

を示す[15,16]。そこで、Figure 1 に化学構造を示

した 10 種のフェノール化合物について、経皮投

与によるマウス接触皮膚炎抑制作用と、Fe2+-キレ
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ート作用及び O2
-・-捕捉作用の強さをそれぞれ測

定し、その関連性を検討した。Figure 2 に示すよ

うに、10 種のフェノール化合物におけるマウス接

触皮膚炎抑制作用と Fe2+-キレート作用との間の

相関係数は、γ=0.87(p<0.01)で、両者の間に正

の有意な相関が見られた。一方、マウス接触皮

膚炎抑制作用と O2
-・-捕捉作用との間の相関係数

はγ=0.36 で、両者の間に有意な相関は見られな

かった。これらの結果から、フェノール化合物

におけるマウス接触皮膚炎抑制作用には、特に

Fe2+-キレート作用の関与が大きいものと考えら

れる。また、特に強いマウス接触皮膚炎抑制作用

と Fe2+-キレート作用を示したのは ECG、EGCG

及び PGG（Figure 2 中の化合物 c, e, f）の 3 つであ

り、これらの化合物の化学構造中には共通してガ

ロイル基が含まれていることから、これらの作用

にガロイル基が重要な役割を果たしているもの

と考えられる。 
Fe2+-キレート剤の抗炎症作用のメカニズムと

しては、O2
-・から過酸化水素を介してヒドロキシ

ラジカル (OH ・ ) への変換を行う鉄触媒型

Harber-Weiss 反応を阻害することにより、OH・の

示す細胞傷害作用や血管透過性亢進作用等を抑

制することが考えられる。また、Fe2+は酸素分子

と配位結合してペリフェリルイオンを形成し、ラ

ジカル連鎖反応を開始させるため、Fe2+-キレート

剤はラジカル連鎖反応の比較的初期の段階を効

果的に阻害するものと考えられる。 
3. 2 フェノール化合物以外の抗酸化剤または酸

化促進剤のマウス接触皮膚炎に対する作用 

フェノールの構造を持たない数種の抗酸化

剤について、マウス接触皮膚炎抑制作用を測定し

た結果を Table 1 に示す。オキサゾロン誘発のマ

ウス接触皮膚炎では、他の炎症と同様にアラキド
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(μM as EGCG at 0.033 mg/mL), B; Anti-contact dermatitis activit ies versus O2

-・-scavenging activities 
(inhibit ion ratio, %, at 0.020 mg/mL). Alphabetical symbols in this figure correspond to those in Figure 1.
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ン酸代謝物がケミカルメディエーターとして働

いているものと考えられている[17]。実際に、ア

ラキドン酸代謝物の生成酵素であるリポキシゲ

ナーゼ及びシクロオキシゲナーゼの阻害剤とし

て知られるフェニドンの経皮投与は、マウス接触

皮膚炎を有意に抑制した。茶ポリフェノールにも、

両酵素の阻害作用のあることが報告されており

[18]、この作用はカテキン類の示したマウス接触

Table 1  Effects of some antioxidative and prooxidative compounds on mouse contact dermatitis.
Samples Ear swelling ratio, % (Inhibition ratio, %)
  Control (oxazolone only)          100.0 ±   4.1
  Lipoxygenase and cyclooxygenase inhibitor
     Phenidone            65.0 ± 28.9* (35.0)
  Iron-chelators
     Bathophenanthroline sulfonate            69.7 ± 20.9* (30.3)
     Deferoxamine mesylate            85.3 ±   5.8* (14.7)
  OH・-scavengers
     D-Mannitol            76.8 ± 19.9* (16.0)
     Sodium benzoate            57.8 ± 22.5* (42.2)
     Thiourea            41.8 ± 11.1** (58.2)
  1O2, OH・-scavenger
     L-Methionine            77.3 ± 30.0* (22.7)
  1O2 -scavengers
     β-Carotene            96.7 ± 24.8 (  3.3)
     L-Histidine          104.6 ± 38.3 ( -4.6)
  Prooxidative compound
     FeCl3          121.2 ± 18.7* (-21.2)
Mean ± SEM.  N=5.  Dose; 0.13 mg/ear, per cutem .
Statistically significant difference from the control value; * p<0.05, ** p<0.01.
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皮膚炎抑制作用にも関与しているものと考えら

れる。 

Fe2+/Fe3+-キレート剤として知られるバソフェ

ナントロリンスルホン酸及びデフェロキサミン

メシレート、OH・-捕捉剤として知られる D-マン

ニトール、安息香酸ナトリウム、チオ尿素、一重

項酸素(1O2)または OH・-捕捉剤として知られる L-

メチオニンの経皮投与は、いずれもマウス接触皮

膚炎を有意に抑制した。逆に、塩化第二鉄の経皮

投与は、マウス接触皮膚炎を有意に促進した。こ

れらの結果は、オキサゾロン誘発のマウス接触皮

膚炎において、鉄及びそれにより生成する OH・

のような活性酸素が重要な役割を果たしており、

鉄-キレート作用や OH・-捕捉作用を持つ化合物の

経皮投与が、その抑制に有効であることを示唆し

ている。特に、マウス接触皮膚炎の抑制に対する

Fe2+/Fe3+-キレート作用の有効性については、3.1

の項で報告した Fe2+-キレート作用の有効性を裏

付けるものである。3.1 の項では、フェノール化

合物の Fe2+-キレート作用について検討したが、

Fe2+と Fe3+の 2 種類の鉄イオンは、動物体内では

ミトコンドリアの電子伝達系等で相互変換され

るため、生体に同様の影響を与えるものと考えら

れている。そのため、Fe2+-キレート作用と Fe3+-

キレート作用についても、生体内では同様の効果

を示すものと考えられる。従って、本実験で用い

た Fe2+/Fe3+-キレート剤については、Fe2+と Fe3+の

どちらをより強くキレートするかは問題となら

ないため、以後、単に鉄-キレート剤あるいは鉄-

キレート作用と表記することとする。 

ところで、Figure 2 においては、フェノール化

合物のマウス接触皮膚炎抑制作用と OH・の前駆

体である O2
-・の捕捉作用との間には有意な相関

は見られなかった。O2
-・は生体内の水溶性の環

境では比較的安定と考えられ、炎症における細胞

傷害を起こす本体が OH・であるために OH・-捕

捉剤の効果が強く認められたものと思われる。し

かし、Figure 2 に示すように、強い O2
-・-捕捉作

用を示すフェノール化合物の多くが強いマウス

接触皮膚炎抑制作用も示しており、鉄や OH・ほ

どではなくとも O2
-・もマウス接触皮膚炎に関与

しているものと考えられる。これに対し、紫外線

暴露等で問題となる 1O2 の捕捉剤として知られる

β-カロチン及び L-ヒスチジンには、有意なマウス

接触皮膚炎の抑制作用は見られず、この活性酸素

種はオキサゾロン誘発のマウス接触皮膚炎には

関与しないものと考えられる。 

3. 3 マウス耳介におけるアラキドン酸誘発炎症

に対する鉄-キレート剤の抑制作用 

マウス耳介におけるアラキドン酸誘発炎症に

対する、鉄-キレート剤の影響を検討した結果を

Figure 3 に示す。既知のステロイド性抗炎症剤の

ヒドロコルチゾンの経皮投与では、有意な抗炎症

作用が見られた。また、EGCG、バソフェナント

ロリンスルホン酸及びデフェロキサミンメシレ

ートといった鉄-キレート作用を持つ化合物も、経

皮投与で有意な抗炎症作用を示した。これらの結
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Figure 3  Preventive effects of iron-chelators on  mouse 
ear in flammation induced by arachidonic acid.
BS; Bathophenanthroline sulfonate, DM; Deferoxamine 
Mesylate.  Dose;  0.13 mg/ear, per cutem.   Mean ± SEM.  
N=5.  “Control” was treated with arach idoic acid only.   
Statistically significant difference from the control value; 
* p<0.05, ** p<0.01.
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果から、鉄-キレート剤の抗炎症作用がそのマウス

接触皮膚炎抑制作用に関与している可能性が高

いことが、あらためて示唆された。本炎症モデル

では、炎症発現のケミカルメディエターとして、

アラキドン酸代謝物のなかでもプロスタグラン

ジンの関与が大きく、その抑制にはシクロオキシ

ゲナーゼ阻害剤が有効とされている。そこで、シ

クロオキシゲナーゼ阻害作用を持つフェニドン

を用いて同様の実験を行ったところ、やはり有意

な抗炎症作用が認められた（抑制率 35.0%, 

p<0.05）。EGCG は、今回用いた試料の中で特に強

い抗炎症作用を示したが、これは EGCG が鉄-キ

レート作用とシクロオキシゲナーゼ阻害作用の

両方の作用を持つことによるものと考えられる。 

以上の結果から、茶カテキンを始めとするフェ

ノール化合物に認められたマウス接触皮膚炎抑

制作用には、サイトカイン産生・分泌の抑制[19]

の他、鉄-キレート作用、O2
-・-捕捉作用、OH・-

捕捉作用またはアラキドン酸代謝酵素阻害作用

などが関与するものと考えられ、炎症を抑制する

抗酸化作用としては特にその鉄-キレート作用が

重要であることが示唆された。 
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