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研究要旨 

 ICH光毒性試験ガイドライン（S10）に、日本で開発された光毒性スクリーニング法 ROS

（Reactive Oxygen Species：活性酸素種）アッセイを掲載させるため、バリデーションが日

本製薬工業協会およびJaCVAM（日本動物実験代替法評価センター）の協力にて実施され

た。このバリデーション報告書に対する国際的な第三者評価会議が昨年度に開催され、バ

リデーション報告書や提案プロトコルの改訂が求められた。この要求に応じて改訂された

書類を用いて、第三者評価委員会が再検討し、第三者評価報告書を完成した。結果として、

ROSアッセイは光安全性評価のため、時間、経費、動物数の削減に有用であると結論され

た。 
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Ａ．研究目的 

 ICH（ International Conference on Harmonisation of 

Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals 

for Human Use：日米EU医薬品規制調和国際会議）光

毒性試験ガイドライン（S10）への掲載を目指して

いる光毒性スクリーニング法であるROS（Reactive 

Oxygen Species：活性酸素種）アッセイは、尾上らに

よって開発され１ ）、日本製薬工業協会および

JaCVAM （ Japanese Center for the Validation of 

Alternative Methods:日本動物実験代替法評価センタ

ー）にて、バリデーションが実施された２,３）。この

結果をICH光毒性試験ガイドライン（S10）検討グル

ープにて報告したところ、バリデーション報告書の

第三者評価実施が要求された。そこで、光毒性およ

びバリデーションの国際的な専門家を招聘し、第三

者評価会議が昨年度開催された。その会議にてバリ

デーション報告書や提案プロトコルの改訂が求めら

れたことから、バリデーション実行委員会が改訂を

検討した。本年度、改訂された書類を用いて、第二

回第三者評価会議を開催し、報告書の完成を目指し

た。 

 

Ｂ．研究方法 

B-1）バリデーションの概要 

 コード化された42種類の被験物質（200 µM）を含

む反応液を96ウェルプレートに分注してソーラーシ

ュミレーター（Atlas Suntest CPS series およびSeric）

による１時間の擬似太陽光照射後（ 1.9 ～ 5.0 

mW/cm2）、ROS（Singlet oxygenとSuperoxide）の産

生量をそれぞれ測定した。実験は３回繰り返し、各

化合物の光毒性リスクを評価した。 

 Atlas Suntest CPS seriesのバリデーションには３施
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設が、Sericのバリデーションには４施設が参加した。

それぞれの結果はバリデーション報告書としてまと

められた２,３）。 

 

B-2）第三者評価組織 

 国際的な光毒性あるいはバリデーションの専門家

を第三者評価委員として招聘した。 

１）Horst Spielmann（Berlin Free Univ.） 

 ZEBET （National Centre for Documentation and 

Evaluation of Alternative Methods to Animal Experiments）

の元リーダー、光毒性の専門家、OECD TG432（光

毒性試験代替法）の作成者 

２）William S. Stokes（Consultant） 

 獣医師、バリデーションの専門家、NICEATM（The 

National Toxicology Program (NTP) Interagency Center 

for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods）

の元リーダー 

３）Bae-Hwan Kim（Keimyung University） 

 獣医師、アモーレパシフィック化粧品の元研究員 

４）堀井郁夫（ファイザー） 

 毒性学者、ケンブリッジ大学客員教授、ファイザ

ー日本研究所 元所長 

 

B-3）昨年度の動向 

B-3-1）第一回 第三者評価会議 

 平成25年２月27日～３月２日において、以下のス

ケジュールにより第三者評価会議が東京にて開催さ

れた。 

２月27日 ICH S10におけるROSアッセイの位置づ

け、試験法概要説明、バリデーション報

告書説明 

２月28日 提案プロトコルの紹介、評価手順の確認、

B-3-2に示す質問への回答を作成する方

式で第三者評価を進めた。 

３月１日 同上 

３月２日 総括 

 

B-3-2）第三者評価のために用意した質問 

 本評価委員会での議論を活発にするため、上記の

項目に準じた以下の質問を用意した。 

質問１ ： A rationale for the test method should be 

available, including description of toxicological 

mechanisms, a clear statement of scientific need, and 

regulatory application（試験法の科学的、規制上で

の妥当性） 

質問２ ： The relationship between the test method 

endpoint(s) and the biological effect and to the 

toxicity of interest should be addressed, describing 

limitations of the test methods（試験法の定義） 

質問３ ： A detailed test method protocol should be 

available（プロトコルの構成の妥当性） 

質問４ ： Within- and between-laboratory reproducibility 

of the test method should be demonstrated（試験法の

信頼性） 

質問５ ： Demonstration of the test method’s performance 

should be based on testing of representative, 

preferably coded reference chemicals（バリデーショ

ンに用いられた物質の分類） 

質問６ ： Accuracy or predictive capacity should be 

demonstrated using representative chemicals.  The 

performance of test methods should have been 

evaluated in relation to existing relevant toxicity data 

as well as information from the relevant target species

（試験法の正確性） 

質問７ ： All data supporting the assessment of the 

validity of the test method should be available for 

expert review（データと結果の利用性） 

質問８ ： all data supporting the validity of a test 

method should have been obtained in accordance with 

the principles of Good Laboratory Practice (GLP)（デ

ータの質） 

質問９ ： Applicability domain of the validity of the test 

method should be defined for expert review（試験法

の有用性と限界） 

質問10 ： Proficiency chemicals should be set up in the 

proposed protocol（習熟物質の選択） 

質問11 ： Performance standard should be set up with 

proposed protocol（性能標準の必要性） 

質問12 ： Advantages in terms of time, cost and animal 

welfare（時間的、コスト的な有利さと、3Rsへの
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関与） 

 

B-4）本年度の動向 

B-4-1）第三者評価委員会からバリデーション実行委

員会への提言 

 第一回第三者評価会議における提案を以下に示す。 

・ コード化した物質を用いた実験は、phase2研究の

みであり、データは限定されている。これらのデ

ータを用いて、感度、特異度、陽性予測率、陰性

予測率、および正確度を評価する。このデータセ

ットの範囲内で、陰性予測率は100％と高い。 

・ 5-FUはヒト光毒性を引き起こすか疑わしい。5-FU

のヒトデータは信頼性の高いヒトデータか再調

査する。 

・ 溶解性を考慮に入れてデータベースを拡大する

ためには、20μMによる（陰性）結果を受け入れる

べきである。 

・ 特異度が低いことが問題である。可能なら、バリ

デーション結果の受入れ基準を再検討すべきで

ある。 

 

 バリデーション実行委員会は本問題に真摯に対応

し、バリデーション報告書およびプロトコルを改訂

した。 

 

B-4-2）第二回 第三者評価会議 

 平成25年８月20日～８月21日において、以下のス

ケジュールにより評価会議が東京にて開催された。 

８月20日 ICH S10の動向紹介、改訂バリデーショ

ン報告書およびプロトコルの説明、およ

び質疑応答 

８月21日 報告書案の改訂内容について 

 

B-4-3）最終報告書の完成 

 第二回会議終了後、メールで最終報告書案につい

て意見交換がなされ、10月中旬に最終報告書が第三

者評価委員会から提出された。 

 

（倫理面への配慮） 

 倫理的な問題が生じる実験を実施しておらず、特

に配慮すべき問題はない。 

 

Ｃ．研究結果 

 ROSアッセイのバリデーション報告書をもとに、

第三者評価をB-3-2）に示す質問に回答する形式で進

めた。それぞれの質問に対して、評価者より適切な

回答を作成することができた。以下に示すような主

な議論がなされた。 

 コード化した物質を用いて行われたphase2研究が

再解析された。 

 バリデーション実行委員会のメンバーは、5-FUの

ヒト光毒性を再調査した。その結果、5-FUが光毒性

を引き起こすヒト結果の信頼性は高くなかった。

5-FUの光毒性は不明と判断した。 

 バリデーション実行委員会のメンバーは、ロシグ

リタゾンのヒト光毒性を再調査した。ロシグリタゾ

ンのヒトデータの信頼性は高くなかった（3T3 

NRU-PTは陽性だった）。ロシグリタゾンは解析から

削除されることになった。データセットは42から41

となった。 

 20μMの陰性結果はバリデーション結果において

偽陰性を引き起こさなかったので、データ再解析に

取り入れることにした。推奨プロトコル（添付資料

１）では、ROSアッセイは20および200μMの濃度で

実施される。 

 活性酸素のカットオフ値は20から70に変更すると、

バリデーション結果で見られた偽陰性はなくなった。 

 一重項酸素および活性酸素のカットオフ値をそれ

ぞれ25および70とすれば、アミオダロン、アモキサ

ピン、ブフェキサマックおよびハロペロドールはす

べて基準値以下になる４）。これら医薬品の光毒性は

顕著でなくなり、これら医薬品の光毒性の可能性に

関する有害事象に配慮することはないと思われる。 

 表に示すように、一重項酸素および活性酸素のカ

ットオフ値をそれぞれ25未満および20から70の間は、

弱い光反応物質と判断することが適切と考察できる。 

 ROSアッセイの判定基準は、陽性および陰性から

光反応物、弱い光反応物、非光反応物と変えること

を提案したい。光反応物、弱い光反応物は追加試験

が必要である。非光反応物は光毒性の可能性が低い
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 以上のような議論を経た後、第三者評価委員会は、

以下のように結論した。なお、詳細は添付資料２

示す評価報告書に記す。

 ROSアッセイの再現性と予測性は、医薬品の研究

開発における決定戦略および総合的な光安全性試験

の一つとして十分な試験法であると結論できる。こ

の総合的な戦略の中で、

は、動物実験や他の試験は不要である。一方、陽性、

弱い陽性、結論が出ない場合には、

（OECD Test Guideline 432

いう次の試験に進むことになる。

 ROSアッセイは光安全性評価のため、時間、経費、

動物数の削減に有用である。さらに、光

戦略の中で

3T3アッセイの試験物質数を減らすことができると

ともに、引き続き、動物試験を実施する物質数を減

らすことができる。
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アッセイをガイドライ

アッセイのバリデーション報告書を受け、昨

年度～本年度に掛け、国際的な第三者評価会議が実

施された。この会議にて、バリデーション報告書や

提案プロトコルの改訂が求められた。改訂された

アッセイは、光安全性評価のため、時間、経費、
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