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研究要旨  

今年度は、Multi-ImmunoToxicity assay (MITA)を用いて更に data set
の拡充をはかり合計で 60 化学物質からなる data set を構築した。その
なかで、皮膚感作性物質の多くが LPS で刺激した THP-G8 細胞の IL-8 転
写活性を抑制することを見いだし、従来の MITA では単球/樹状細胞に抑
制的に作用する免疫抑制物質と皮膚感作性物質を区別できない事が明
らかとなった。そこで従来法の MITA に、これまで我々が進めてきた皮
膚感作性物質試験法である IL-8 Luc assay を加えた modified MITA を 
構築し、現在までに 24 物質の data set を作成した。その結果、化学物
質が大きく IL-2 レポーター活性抑制物質、IL-8 Luc assay 陽性物質、
IL-8 Luc assay 陰性で LPS 刺激下の IL-1/IL-8 レポーター活性抑制物
質、その他（IL-2 あるいは IL-1レポーター活性増強物質）の４群に分
けられることが明らかとなった。次いで、この結果をもとに IL-2 転写
活性抑制と IL-8 転写活性増強の 2 つを key event とする adverse 
outcome pathway (AOP)を作成した。前者では、dimethylthiocarbamate 
(DTC)の NF-kB 抑制、AG-018986 の p38 MAPK 抑制、メチル水銀(CH3HgCl)
の ERK1/2 抑制、Propanil (3,4-dichloropropionanilide (DCPA)の
STIM1、CRAC を介した NFAT 抑制、鉛の calmodurin を介した NFAT 抑制
を組み込んだ AOP が作成できた。また後者では、diesel exhaust 
particle (DEP)、フォルマリン、PM2.5 さらには界面活性剤による IL-8
転写活性亢進作用と adverse outcome としての気道刺激性を組み込んだ
AOP を作成した。さらにこれらの結果をもとに、1 月 26 日から 28 日ま
での三日間の予定で、国内外から免疫毒性の専門家を招き免疫毒性評価
系国際化へ向けての kick-off meeting を仙台にて開催する。そこで、
MITA の科学的意義、作成した AOP の改良、試験法プロトコルの妥当性
などについて議論する予定である。さらに現在、IL-2 レポーター活性
抑制物質評価にかかわる技術移転性確認を目的とした 3 施設での施設
間差比較試験を実施中である。 
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Ａ．研究目的            
研究背景： 

 環境汚染物質、食品添加物、薬剤などの化学

物質のなかには免疫系を標的とし、アレルギー、

自己免疫疾患、発癌などの健康被害を及ぼすも

のが少なくない。したがって、外因性化学物質

の生体免疫機能への毒性効果として定義される

免疫毒性は、公衆衛生行政にとっても重要な課

題となっている。しかし現在存在している化学

物質の免疫毒性評価系は、極めて多岐にわたる

免疫反応に対する化学物質の影響を評価するに

は不十分であり、さらにその多くが動物実験に

依存している。いうまでもなく動物実験には、

得られた結果からどこまでヒトに対する影響を

類推できるかという科学的問題に加えて費用面、

倫理面など多くの問題が存在する。したがって、

これらの問題を解決するためには多面的免疫反

応を動物実験を用いずに評価する試験系の開発

が不可欠である。 

 我々は，平成18−22年NEDO「高機能簡易型有害

性評価手法の開発」プロジェクトにおいて，産業

総合研究所が開発した３色発光細胞の技術を応

用し，Jurkat細胞におけるINF-γ，IL-2，G3PDH

プロモーター活性，THP-１細胞におけるIL-8，

IL-1 β ， G3PDH プ ロ モ ー タ ー 活 性 を high 

throughputに評価できる長期細胞株を樹立し，化

学 物 質 の 免 疫 毒 性 評 価 シ ス テ ム

(Multi-ImmunoTox assay；MITA)を構築し国内外

の特許を取得している．MITAを用いると 

ヒトT細胞におけるIL-2とIFN-γ、マクロファー

ジ/樹状細胞におけるIL-1βとIL-8の転写に関与

するシグナル伝達経路への化学物質の影響を定

量的に評価することができる。平成24年度から平

成26年度の3年間にわたる厚生労働科学研究費補

助 金 事 業 「 多 色 発 光 細 胞 を 用 い た

high-throughput免疫毒性評価試験法の開発」に

おいて、我々はまず作用機序の明らかな種々の免

疫抑制剤をMITAを用いて評価するなかで、化学物

質毒性評価におけるMITAのプロトコールを作成

し、そのプロトコールを用いた薬剤の免疫毒性評

価を行った。その結果、代表的な免疫抑制剤であ

るデキサメサゾン(Dex)、サイクロスポリン(CyA)、

タクロリムス（Tac）のT細胞とマクロファージ/

樹状細胞に対する薬理効果をMITAが予測できる

ことを明らかにした(Kimura et al., 2014)。
さらに、40種類の化学物質を評価したところ、鉛

の免疫抑制作用、リチウム、水銀によるによる免

疫増強作用を検出できることも明らかとなった。

さらに世界に先駆けて、人工染色体を用いたIL-1

βレポーター細胞を樹立し、MITA構成細胞の長期

安定性を確保した。施設内、施設間再現性も検討

し、IL-2とIFN-γレポーター細胞に関しては既に

良好な結果が得られている。以上の結果より、

MITAが化学物質の免疫毒性を自然免疫と獲得免

疫の両面から評価できる新しいhigh-throughput

手法となりうることを明らかにした。 

 

計画全体の目的： 

図１に示すように、本研究では以下の 4 項目を

目的として研究を計画した。 

１）自己免疫、免疫抑制、アレルギー (Th1/Th2 

不均衡)の３つの adverse outcome (AO)に関し

て、それらを惹起することが確認されている化

学物質各４種類を選び AOP を作成する。 

２）作成された AOP を基にして、その中から抽

出された Key events (KEs)を網羅し、そのなか

で MITA が評価可能な項目を実験的に明らかに

する。 

３）プロトコールを変更し、MITA により細胞周

期に作用する免疫抑制剤、感作性物質なども評

価可能とする。 

４）MITA の data set の拡充と施設内、施設間

再現性を改善し国際的 validation を実施し

OECD テストガイドライン化をめざす。 

 

2016 年度の目的： 

2016 年度は、特に以下の 6項目を研究目的とし

た。 

① MITA の最適化と data set の構築 

MITA の問題点を明らかにして、MITA を免疫毒性
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評価により適した評価系に修正する。 

② MITA に適した免疫毒性評価系の探索 

③ MITAのパラメーターをkey eventとするAOP

の作成 

④ AOPに基づく化学物質評価 

⑤ IL-2転写活性抑制試験に関する技術移転性

確認 

⑥ MITA を用いた免疫毒性評価系国際化へ向け

ての kick-off meeting の開催 
 

B．研究方法 
 
試薬 

Water-soluble Dexamethasone (Dex), Cyclosporin 
A (CyA), Tacrolimus (TAC), Rapamycin, 
Cyclophosphamide, Azathioprine, Mycophenolic 
acid, Mizoribine, Leflunomide, Methotrexate, 
4-Aminophenyl sulfone (Dapsone), Sulfasalazine, 
Colchicine, Chloroquine, Minocycline, 
Nicotinamide, Acetaminophen, Digoxin, Warfarin, 
Cimetidine, Levamizol, Isoniazid, Phorbol 
12-myristate 13-acetate (PMA), Ionomycin(Io), 
Lipopolysaccharides from E. coli 026:B6 (LPS), 
2,4-Diaminotoluene, 2-Aminoanthracene, 
2-Mercaptobenzothiazole, Amphoterycine B, 
Benzethonium chloride, Chlorpromazine, Cisplatin, 
Dibenzo[a,i]pyrene, Dibutyl phthalate, 
Diethanolamine, Lead acetate, Nitrofurazone, 
Pentamidine isethionate, p-Nitroaniline, 
Pyrimethamine, Ribavirin, Sodium bromate, 
Triethanolamine, Actinomycin D, Cobalt chloride, 
Dimethyl sulfoxide, Histamine, Hydrocortisone, 
Isophorone diisocyanate, Mitomycin C は
Sigma-Aldrichから購入した。Aluminum chloride, 
Ethanol, Magnesium sulfate, Methanol, Nickel 
sulfate, Sodium lauryl sulfate, Lithium carbonate, 
Mercuric chlorideは和光純薬から購入した。
Hydrogen peroxideは三徳化学工業から購入した。
Deoxyspergualinは医薬品卸業から購入した。 
 
Jurkat T細胞由来#2H4細胞におけるIL-2, IFN-, 
GAPDHプロモーターアッセイおよびTHP-1 単球

細胞由来TGCHAC-A4細胞、THP-G8細胞における

IL-1, IL-8, GAPDHプロモーターアッセイ(図2) 

IL-2およびIFN-プロモーター活性の測定には、

ヒトTリンパ芽球性白血病由来細胞株Jurkatに
IL-2プロモーターに制御されたSLGルシフェラ

ーゼ遺伝子（緑色に発色）、IFN-プロモーター

に制御されたSLOルシフェラーゼ遺伝子（橙色

に発色）、GAPDHプロモーターに制御された

SLRルシフェラーゼ遺伝子（赤色に発色）を導

入した#2H4細胞を用いた(Saito et al., 2011)。ま
たIL-1プロモーター活性の測定には、ヒト急性

単球性白血病由来細胞株THP-1にIL-1プロモー

ターに制御されたSLGルシフェラーゼ遺伝子、

GAPDHプロモーターに制御されたSLRルシフ

ェラーゼ遺伝子を導入したTGCHAC-A4細胞を、

IL-8プロモーター活性の測定には、THP-1にIL-8
プロモーターに制御されたSLOルシフェラーゼ

遺伝子およびGAPDHプロモーターに制御され

た SLR ルシフェラーゼ遺伝子を導入した

THP-G8細胞を用いた(Takahashi et al., 2011b)。
なおTGCHAC-A4細胞の樹立には人工染色体技

術(Katoh et al., 2004)を用い細胞の安定性を確

保した。1ウェル当たり2×105個の# 2H4細胞また

は1ウェル当たり5×104個のTGCHAC-A4細胞ま

たはTHP-G8細胞を黒色の 96-well プレート

(Greiner bio-one)に播種し、薬剤を加え、37℃、

5%CO2下で1時間培養した。つづいて# 2H4細胞

については 25nM PMA と 1M Io の混合物

(PMA/Io)、TGCHAC-A4細胞、THP-G8細胞につ

いては100 ng/ml LPSで刺激し37℃、5%CO2下で6
時間培養した。その後、細胞溶解剤とルシフェ

ラーゼ反応の基質であるルシフェリンの混合剤

であるTripluc luciferase assay reagent (TOYOBO)
を混合し、室温で10分振盪させたのちマルチプ

レート対応型ルミノメーターにてルシフェラー

ゼ活性を測定した。SLG、SLO、 SLRルシフェ

ラーゼは共通の基質の存在により同時に発光す

るが、2枚の光学的フィルターにより分離し、各

ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 発 光 量  (SLG-luciferase 
activity (SLG-LA) 、 SLO-luciferase activity 
(SLO-LA)、SLR-luciferase activity (SLR-LA)) を
検出した。また細胞数の違いや各種刺激後の生

存率の違いを勘案しSLG-LA、SLO-LAをSLR-LA
で除することによりそれぞれnormalized SLG- 
luciferase activity(nSLG-LA), normalized SLO- 
luciferase activity(nSLO-LA)を算出した。さらに

以下の式に%suppression抑制率を計算した。 

% suppression = (1-薬物存在下でのnSLG-LAまた

はnSLO-LA/薬物非存在下でのnSLG-LAまたは

nSLO-LA) X 100 
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MITAによる免疫毒性評価法（図３） 

 各実験において得られた結果は、一元配置分

散分析を行い、その後 Dunnett 検定により有意

な抑制効果，増強効果があるか否かを検討した。

しかし、この実験を 3 回繰り返し検討すると、3
回の実験結果が必ずしも一致していない薬剤が

存在した。そこで、一致が見られなかった薬剤

に関しては、3 回の繰り返し実験の結果のなか

から%suppression の絶対値（免疫抑制物質に関

しては正の値、増強物質に関しては負の値とな

る）が最も大きい値を選び Student’s t-test を行い、

そこで統計的有意差の得られた場合、その結果

を薬剤の最終的判定結果とした。 

 
Jurkat細胞、THP-1細胞におけるmRNA発現 

3×106 細胞のJurkat細胞またはTHP-1細胞を薬

剤で1時間前処理し、その後、それぞれPMA/Io
または100 ng/ml LPSで刺激し37℃で6時間培養

した。Isogen (Nippon gene)を用いてtotal RNAを

抽出した。 
 

定量的 RT-PCR 

TaKaRa RNA PCR Kit (AMV) (Takara Bio Inc)
を用いてtotal RNAから相補的DNA(cDNA)を合

成した。Mx3000p QPCR System (Stratagene)を用

いて定量 RT-PCRを行った。プライマーについ

て、それぞれの遺伝子情報はGenBankより入手

し、Primer Express 1.0 (Applied Biosystems)を用い

て設計、SIGMA GENOSYSにて合成した。cDNA 
10ng、フォワードおよびリバースプライマー 
400nM、TaqMan probe 60nM、ROX 30nM, Brilliant 
II Fast QPCR Master Mix (Stratagene)を含む反応

液を、95℃で2分間反応させたのち、95℃、5秒
間、60℃、20秒間の反応を45サイクル行った。

恒常的に発現するGAPDHをコントロール遺伝

子とし、ΔΔCt法で各遺伝子発現の解析を行っ

た。 
 
MITAのdata setの拡充 

 WagnerらがFluorescent Cell Chip assay (FCC)

において検討した46種類の化学物質 (Wagner et 

al., 2006)および免疫毒性が知られている化学物

質14種類(WHO 免疫毒性ガイダンスのcase 

studiesで検討されている物質を含む))に関して

MITAを行いdata setを拡充した。この60種類の化

学物質は、既に過去の報告をもとにin vivo、in 

vitroにおいて免疫毒性が報告されていない化学

物質(N)、免疫抑制の報告のある化学物質(IT-1)、

アレルギー、自己免疫などを誘発する可能性のあ

る化学物質(IT-2)、in vivoにおける影響は明ら

かではないが何らかの免疫関連パラメーターを

変動させる化学物質(M)などに分類されている。 
 
IL-8 Luc assayを組み込んだmodified MITAの

data setの作成 

 IL-8 Luc assayは、感作性物質が単球細胞に作

用した際のIL-8 mRNA発現増強をTHP-G8細胞を

用いて評価する試験法で、現在皮膚感作性試験

法として国際validationが行われている。具体

的には、化学物質をTHP-G8細胞に作用させてそ

の16時間後のIL-8 promoter活性をluminometer

にて定量する。すでにプロトコール、陽性、陰

性の判定基準も確立している。これまでに改良

が加えられ、精度、感度などいずれも80％をこ

える評価系である(Takahashi et al., 2011b) 

(Kimura et al., 2015)。今回は、MITAのdata set

の中に含まれる化学物質をIL-8 Luc assay のプ

ロトコールに則り評価した。 

（倫理面への配慮） 
健常人からの採血に際しては、研究内容、採

血における危険性、得られた検査結果により本

人の人権が損なわれることのないこと、得られ

た検査結果は守秘され個人のプライバシーを侵

害する可能性がないこと、研究に協力すること

に同意した後もいつでも自由に辞退できること、

この研究によって生じる知的財産権は被験者に

は帰属しないことについて説明し、本人より同

意書を取得している。 

 

 
C. 研究結果 
①MITAの最適化とdata setの構築 
1)MITA data set の拡充 （Table 1） 

 これまでに作成されていた MITA data set の

不確定な部分を補い、更に WHO から提出された
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Guidance for immunotoxicity risk assessment 

for chemicals の Case-Studies にて検討されて

いる化学物質、喘息などのアレルギー疾患との

関 与 が 想 定 さ れ て い る diesel exhaust 

particles (DEP)、ホルマリン (FA)、dibutyl 

phthalate を加えた 60 化学物質からなる data 

set を作成した。WHO Guidance の Case-Studies

に含まれる化学物質に関しては、MITA は鉛の免

疫抑制、水銀による IFN-レポーター活性増強作

用を、また DEP、FA の Th1 サイトカインである

IL-2 レポーター活性抑制作用を検出できた。 

2)MITA の問題点 

 MITA data set (Table 1)から明らかな様に、

MITAではCoCl2、NiCl2、isophorone diisocyanate

などの感作性物質が IL-8 レポーター活性抑制

作用を示し、Dex、hydrocortisone あるいは

FR167653 (p38 mitogen activated kinase 

(MAPK)阻害剤)などの免疫抑制剤との区別でき

ない。そこで MITA を有効に活用するためには、

感作性物質評価系との組み合わせが不可欠であ

る。 

3)Modified MITA の構築  

 そこで従来の MITA に、更に LPS 刺激を加えな

い IL-1、IL-8 プロモーター活性測定系を加え

た modified MITA を構築することにした。特に

IL-8 に関しては、すでに OECD test guideline

化をめざして validation が進んでいる感作性

試験法、IL-8 Luc assay をそのプロトコール、

陽性陰性判定基準も含めて取り込むことにし

Table 2 を作成した。IL-1に関しては、必要に

応じて適宜加えることとし、IL-8 Luc assay に

ほぼ準じたプロトコールを想定して現在試験物

質の数を増やしている。 

4) Modified MITA による免疫抑制物質と感作性

物質の識別 

 Table 2を用いてIL-8 レポーター活性抑制物

質物質を選び出すと(Table 3)、その中に IL-8 

Luc assay で感作性と評価される物質と非感作

性と評価される物質が含まれることが分かる。

すなわち、IL- 8 Luc assay を加えることによ

り、Dex、hydrocortisone、FR167653 などの免

疫抑制物質と感作性物質との識別が可能となる。 

② MITA に適した免疫毒性評価系の探索 

 Modified MITA の data set の構築により、免

疫毒性物質が IL-2 レポーター活性抑制物質、感

作性物質、IL-8 Luc assay 陰性かつ LPS 刺激下

IL-8 レポーター活性抑制物質、その他（IL-2 あ

るいは IL-1レポーター活性増強物質など）４

種類に大きく分類できることが明らかとなった。 

１−１）IL-2 レポーター活性抑制物質の分類 

 Table 2 を用いて、化学物質を IL-2 レポータ

ー活性抑制強度（LOEL(lowest observed effect 

level)を指標とする）をもとに分類すると

（Table 4）、化学物質が IL-2 レポーター活性

抑制 LOEL により大きく 1 群 LOEL<0.1、2 群

LOEL<1.0、3 群 LOEL<10、 4 群 LOEL<100、5 群

LOEL<1000、6 群抑制なし、7群 IL-2 レポーター

活性増強に分類できた。そのなかで、代表的な

免疫抑制剤 Dex、CyA、Tac、SLE の治療薬である

chloroquine は 1 群、hydrocortisone は 2 群、

２価の金属は３群ないし４群に属していた。 

1-2)IL-2 レポーター活性とIFN-レポーター活

性との相関 

 IL-2 と IFN-は、いずれも Th1 サイトカイン

として良く知られている。そこで Table 2 を用

いて IL-2 と IFN-レポーター活性の相関を検討

した。IL-2 レポーター活性が抑制された 41 化

学物質のうち 12 化学物質に関しては、IFN-レ
ポーター活性の抑制は認められなかったが、残

りの29化学物質に関しては図4に示す様にIL-2 

レポーター活性と IFN-レポーター活性との間

に強い正の相関が認められた。また IL-2 レポー

ター活性が抑制されない化学物質には IFN-レ
ポーター活性を抑制する物質は含まれなかった。

一方、９個の IL-2 レポーター活性増強物質の中

には 7 個の IFN-レポーター活性増強物質が含

まれ、IFN-レポーター活性抑制物質は含まれて

いなかった。したがって、modified MITA にお

けるＴ細胞関連パラメーターとしては IL-2 レ

ポーター活性のみで十分であると思われる。 

2-１）IL-8 Luc assay による化学物質分類 

 すでに我々は IL-8 Luc assay が皮膚感作性物

質の評価系として有用であることを報告してい

る(Kimura et al., 2015; Takahashi et al., 2011a)。

しかし、Table 2 をあらためて IL-8 Luc assay

の LOEL をもとに分類すると (Table 5)、感作性
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物質以外に hydrogen peroxide、diesel exhaust 

particles (DEP)など reactive oxygen species 

産生物質、sodium lauryl sulfate (SDS)などの

界面活性剤も IL-8 Luc assay で陽性と判断され

ることが明らかとなった。既に感作性物質の評

価系としては、これらの物質は applicability 

domain からはずしている。 

２−２）PM2.5 の IL-8 Luc assay を用いた気道

刺激性評価 

 最近、共同研究者の鳥取大学分子制御内科学分

野 渡部仁成講師らは、THP-G8細胞を用いると、

実際に日本に飛来してくるPM2.5.や黄砂と中国

の黄土高原の砂との生物学的活性の相違を容易

に検出できることを明らかにした(Watanabe et 

al., 2014)。またこの研究では、PM2.5 の喘息、

鼻炎などの誘発には、単なる粒子量ではなく、

その生物学的活性すなわち THP-G8 レポーター

活性が相関することを明らかにした。さらに渡

部らは(Watanabe et al., 2015)、島根県松江市の

小学生約 400 人を対象に 2012 年と 2013 年の 2

年間、日々の peak expiratory flow (PEF)の変

化と大気中のPM2.5の量およびそのTHP-G8細胞

を用いた IL-8 レポーター活性を対比した。そ

の結果、大気中の PM2.5 の絶対量ではなくて

IL-8 レポ-ター活性が PEF の悪化と相関がある

ことを報告した。また最近、Corsini ら(Corsini 
et al., 2013)は PM2.5 の炎症惹起活性の指標とし

てTHP-1細胞からのIL-8産生が気道上皮のIL-8

産生よりも鋭敏であることを報告している。 

 一方、これまでの研究で、THP-G8 細胞は

lipopolysaccharide (LPS)を始めとした種々の

Toll-like receptors (TLR 1, 2, 4, 5, 6)および NLR 1, 
2 アゴニストに反応し IL-8 レポーター活性を増

強すること、したがって IL-8 Luc assay は化学

物質のみならず種々の微生物由来毒素の評価系

としても応用が可能であることを明らかにして

いる。 
３）IL-8 Luc assay 陰性で IL-8 レポーター活

性を抑制する化学物質 

 Table 5 を参照すると IL-8 レポーター活性抑

制物質のなかに IL-8 Luc assay 陰性の化学物質

が含まれていることがわかる。この中には p38 

MAPK 阻害剤である FR167653 や Dex が含まれて

いることからも推測できるよう p38 MAPK や

NF-kB 阻害作用のある物質が含まれていること

が予想される。 

４）その他（IL-2 あるいは IL-1レポーター活

性増強物質） 

上記１）１）２）３）の分類に含まれない化学

物質の中に、IL-2 あるいは IL-1レポーター活

性増強物質が含まれていた。 

③ MITAのパラメーターをkey eventとするAOP
の作成 

 上記評価系に関連してAOPを作成した。 

１）IL-2 転写活性抑制を key event とした T細

胞分化異常誘導に関する AOP の作成 

 IL-2 レポーター活性が、MITA で評価可能な T

細胞関連因子の中では最も多くの化学物質で抑

制されること、また多くの化学物質で IFN-レポ

ーター活性と相関が認められることより IL-2

レポーター活性をKEとしたAOPを構築すること

とした。IL-2 はおもに Th1 細胞が分泌するサイ

トカインであるが、T 細胞の増殖に必須なばか

りでなく、IL-12Rβ2、IL-4Rα4、gp130 などの

発現を介して Th1、Th2 細胞、Treg 細胞の分化

に不可欠なサイトカインである。また一方で、

Th17 細胞の分化を抑制することにより不必要

な自己免疫反応や炎症反応の発症を制御する

(Letourneau et al., 2009) (Liao et al., 2011)。
そこで化学物質の免疫毒性の指標として、IL-2
の転写制御を評価することは極めて重要な意味

を有していると考え、IL-2 転写活性抑制を KE
とする T 細胞分化異常誘導に関する AOP を作

成することとした。具体的には、文献的に IL-2
の転写活性に影響を及ぼす化学物質を検索し、

dimethylthiocarbamate (DTC) (Pyatt et al., 
1998)、AG-018986 (Lee and Jessen, 2012)、メ

チル水銀(CH3HgCl) (Colombo et al., 2004)、
Propanil (3,4-dichloropropionanilide (DCPA) 
(Lewis et al., 2013) (Salazar et al., 2008)、鉛

Colombo et al., 2004) が IL-2 の転写抑制活性

を有することを見いだした。またそのメカニズ

ムとして、DTC は NF-kB 抑制、AG-018986 は

p38 MAPK 抑制、CH3HgCl は ERK1/2 抑制、

DCPA は STIM1、CRAC を介した NFAT 抑制、

鉛は calmodurin を介した NFAT 抑制が報告さ
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れていることから、図 5 に示す AOP を作成し

た。しかし IL-2 欠損マウスが多臓器に重篤な自

己免疫疾患を発症することは良く知られている

ものの、現時点では個々の化学物質による IL-2
転写活性、分泌抑制がどのような免疫異常を臓

器レベル、個体レベルで引き起こいうるのかは

明らかにされていない。 
2）IL-8 転写活性抑制を key event とした化学

物質気道刺激性の AOP 作成  

 IL-8 Luc assay が、感作性物質のみではなく

DEP、フォルマリン、PM2.5、界面活性剤さらに

は微生物由来毒素などにも幅広く反応すること

を利用し、IL-8 転写活性亢進作用を中心とした

気道刺激性 AOP を作成した(図６)。特に、PM2.5

や黄砂のように大気中の化学物質のみならず微

生物毒素などもその表面に吸着されている可能

性がある物質の評価には有用性が期待できる。

しかしこの AOP も IL-2 転写活性抑制を中心と

した免疫毒性 AOP と同様に個々の化学物質によ

る IL-8 転写活性、分泌亢進がどのようにして気

道過敏に繋がるのかはまだ明らかになっていな

い。 
3）IL-8 レポーター細胞と IL-1レポーター細胞

の組み合わせ 

 IL-8 Luc assay のみでは、感作性物質と界面

活性剤、ROS 刺激を識別できないため IL-1レポ

ーター細胞との組み合わせを検討した。感作性

物質 12種類と界面活性剤を含む非感作性物質4
種類で両細胞を刺激したところ、THP-G8 細胞

は感作性物質と界面活性剤両者に反応してレポ

ーター活性を増強するが、TGCHAC-A4 細胞は

感作性物質には反応するが界面活性剤には反応

しないことが明らかになった(Table 6)。 
 

④ AOPに基づく化学物質評価 
１）IL-2転写活性抑制を中心とした免疫毒性AOP

に基づく化学物質評価 

 既に鉛に関しては、IL-2レポーター活性を抑

制することを明らかにしているので、その他の

化学物質に関してIL-2レポーター活性への影響

を検討した。その結果、2H4細胞を用いて更に

propnail (DCPA)およびメチル水銀のIL-2転写活

性に対する影響を検出できることを明らかにし

た。 
２）IL-8転写活性亢進を中心とした免疫毒性AOP

に基づく化学物質評価 

 既にフォルマリン、DEPなどに関しては検討ず

みである。また黄砂、PM2.5に関しては渡部らの

報告が存在する。 

 

⑤ IL-2転写活性抑制試験に関する技術移
転性確認 

 MITAを構成する2H4細胞を用いた化学物質の

IL-2転写活性抑制評価に関する技術移転性確認

の目的で、現在東北大、産総研、食薬センター

の3施設で5化学物質を用いた施設間差比較試験

を施行中である。 

 

⑥ MITA を用いた免疫毒性評価系国際化へ
向けての kick-off meeting 

 平成28年度以降MITAに関するバリデーション

を実施するにあたり、その国際的公定化の道筋

を明確にすることを目的に、平成28年１月に国

際バリデーションのキックオフ会議を企画して

いる。同会議においては、免疫毒性およびその

試験法に関する専門家として海外からDr. 

Emanuel Corsini (Milan Univ.)およびDr. Erwin 

L. Roggen（3Rs Management and Consulting ApS）

を、国内から景山茂樹氏（富士フィルム）およ

び日本免疫毒性学会からの推薦者を外部専門家

として招聘し、研究班の班員とともに３日間の

予定でMITAの科学的意義、作成したAOPの改良、

試験法プロトコルの妥当性などについて討論す

る予定である。さらに外部専門家の意見をもと

に、平成28年度以降に実施するバリデーション

計画を立案する。 

 

D. 考察 
 以上の結果から、免疫毒性物質が図 7 に示す

様に、modified MITA を用いて IL-2 レポーター

活性抑制物質、感作性物質、IL-8 Luc assay 陰

性かつLPS刺激下IL-8レポーター活性抑制物質、

その他（IL-2 あるいは IL-1レポーター活性増

強物質など）４種類に分類できることが明らか

となった。 
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化学物質による免疫毒性はおおきく全身性の

免疫毒性と局所性の免疫毒性に分類される。局

所性の免疫毒性は、おもに皮膚、気道上皮にお

ける刺激性と感作性が、一方全身性免疫毒性は、

血中に存在する化学物質による毒性が想定され

る。化学物質が免疫毒性をどこで発揮するかに

より、予想される曝露濃度が大きく異なってく

る。皮膚では時に高濃度の化学物質に曝露され

ることもありえる。一方気道上皮は皮膚と比べ

ればかなり低い濃度の曝露が、また血中はそれ

らよりさらに低濃度曝露が想定される (図７)。
そこで化学物質の免疫毒性を評価するうえでは、

化学物質が何らかの免疫学的作用を発揮する上

での最低能渡 (Lowest observed effect level)を明

らかにすることが不可欠である。 
そこで今年度、我々はdata setをもとにIL-2レ

ポーター活性抑制を指標に、化学物質の分類を

試みた。LOELをもとにとりあえず1群 LOEL<0.1、

2群LOEL<1.0、3群LOEL<10、 4群LOEL<100、5群

LOWEL<1000、6群抑制なし、7群IL-2レポーター

活性増強の7群に分類した。その分類では、予想

どおり、Dex、CyA、Tac、chloroquine (SLE治療

薬)など強力な免疫抑制剤は1群に含まれ、作用

の弱いhydrocortisoneは2群に含まれていた。そ

の他、1群、2群にはactinomycin D、cisplatin、

mytomycin Cなどの潜在的に免疫抑制作用を有

し て い る こ と が 予 想 さ れ る 抗 が ん 剤 や

dibonzopyreneなどの発がん物質も含まれてい

た。一方これらの薬剤以外に、1群には

pyrimethamineやdigoxinなども含まれていた。

Pyrimethamineに関しては、他の1群に含まれる

化学物質に比べ抑制効果は弱く、またdigoxin

に関しては、LOELの値が通常投与量における到

達血中濃度よりもはるかに高値であった。 

また本年度の研究により、modified MITAによ

り評価できる免疫毒性に関与するkey eventが

少なくとも２項目見いだせ、これをもとに2種類

のAOPを作成することができた。いずれのAOPも

まだ不完全なものではあるが、次年度以降これ

らを更に充実させるとともにIL-2転写抑制に関

してはvalidationを実施する予定である。 

 

E. 結論 

①IL-8 Luc assay を組み込んだ modified MITA

の構築と data set の作成 

従来法の MITA の問題点を改善する目的で、MITA

と皮膚感作性試験法 IL-8 Luc assay を組み合わ

せた modified IL-8 Luc assayを構築し data set

を作成した。 

②化学物質の modified MITA を指標とした免疫

毒性別の分類 

作成した data set から、化学物質が１）IL-2

転写活性抑制物質、２）IL-8 Luc assay 陽性物

質、３）IL-8 Luc assay 陰性、LPS 刺激後の IL-8

転写活性抑制物質、および 4)その他（IL-2 ある

いは IL-1レポーター活性増強物質）の４群に

分類できることが明らかとなった。 

③AOP の作成 

IL-2 転写活性抑制、IL-8 転写活性亢進のそれ

ぞれを key event とした T 細胞分化異常誘導お

よび気道刺激性に関する AOP を作成した。 

④国際的視点からの試験法の検討 

国際的validation management委員会を組織し、

MITA の科学的意義、作成した AOP の改良、試験

法プロトコルの妥当性などに関して意見を求め試

験法の改良に繋げる。 
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