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研究要旨 

本研究は、経済協力開発機構 (OECD: Organisation for Economic Co-operation and 

Development) の進める安全性評価の国際的な潮流に乗り、日本が得意とする分野で主導的に

AOP (Adverse Outcome Pathway)や IATA (Integrated Approaches to Testing and Assessment)

を提案することを目的とする。並行して化学物質の安全性評価のための行政試験法として見

込みのある試験法について、バリデーションおよび第三者評価を実施または支援することに

より、OECD 試験法ガイドライン (TG: Test Guideline)を成立させることを目指す。 

具体的には、免疫抑制、生殖発生毒性、発がん性および光安全性に関する日本発の AOP 案

を作成し、また光安全性や免疫抑制について日本主導で IATA 案の作成を進める。一方、in 

vitro 皮膚感作性試験 ヒト樹状細胞株を用いた検出法 (h-CLAT： human Cell Line 

Activation Test)、in vitro 発がん性スクリーニング Bhas 形質転換試験 (Bhas 法)、in vitro

アンドロゲン受容体転写活性化法 (AR STTA: Androgen Receptor Mediated Stably 

Transfected Transcriptional Activation)、発生毒性試験スクリーニング Hand1-Luc EST 

(Embryonic Stem Cell Screening) および光安全性試験スクリーニング (ROS: Reactive 

Oxygen Species)アッセイ、遺伝毒性試験 チミジンキナーゼ遺伝子突然変異試験について、

TG またはガイダンスを成立させることを目指している。 

これまでの成果として、昨年度の形質転換試験 Bhas法の OECD ガイダンス成立に引き続き、

今年度の in vitro 皮膚感作性検出法 h-CLAT および in vitro 内分泌かく乱スクリーニング

試験 AR STTA 法の OECD TG 成立に寄与した。また、眼刺激性試験代替法 Vitrigel-EIT およ

び LabCyte Cornea-model EIT の TG 案を OECD に申請した。次年度は、in vitro 皮膚感作性

試験 IL-8 Luc、発生毒性試験スクリーニング試験 Hand1-Luc EST および光安全性試験スクリ

ーニング試験 ROS の OECD TG 化を継続して推進する。また、「免疫抑制」および「光安全性」

に関する AOP を OECD に提出し、「細胞傷害による発がん」および「生殖発生毒性」の AOP 作

成を継続する。OECD における「発がん性」、「皮膚感作性」および「眼刺激性」に関する IATA

作成にも関与し、「光安全性」および「免疫抑制」の IATA 作成についても引き続き検討する。 
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A. 研究目的 

昨今の動物実験の3Rsに対する国際的な訴求

に加え、医薬品の安全性評価における実験動物

とヒトとの種差、動物の週齢差による毒性発現

の相違等が明らかになってきたことから、動物

実験からヒト材料を用いた試験，あるいは毒性

作用機構に基づく安全性評価手法の開発が進

んでいる。経済協力開発機構 (OECD：

Organisation for Economic Co-operation and 

Development)でも、毒性発現機構を明確にする

ために AOP (Adverse Outcome Pathway)を作成

し、それらの情報を網羅した IATA (Integrated 

Approaches to Testing and Assessment)によ

り化学物質の行政的な安全性評価を推進する

戦略を進めている。その理由の一つが動物実験

代替法として開発された in silico や in vitro 

試験のみでは局所毒性でさえも限られた有害

性の同定にしか利用できず、リスク評価は困難

であることが明確になってきたからである。ま

してや、実験結果が複雑多岐にわたる反復投与

毒性、生殖発生毒性、感作性、発がん性などの

評価には AOP に立脚した手法を開発し、曝露情

報を考慮した IATA を用い、リスク評価を行っ

ていく必要が生じている。 

本研究は、このような OECD の戦略の中で安

全性評価の国際的な潮流に乗り、日本が得意と

する分野で主導権を取って AOP や IATA の作成

を押し進める。一方で、それと並行して化学物

質の安全性評価のための行政試験法として見

込みのある試験法について、バリデーションお

よび第三者評価を実施または支援し、OECD 試験

法ガイドライン (TG：Test Guideline)を成立

させることを目指すものである。 
 
B. 研究方法 

B-1) AOP案の作成と提案 

(1) セミナーの開催（小島）： 

OECD 公認の AOP セミナーを開催した。 

(2) 免疫抑制（小島）： 

日本免疫毒性学会の協力を得て、免疫抑制

の AOP 案（事例研究）を作成し、OECD に提

案した。 

(3) 発がん性（小川、西川）： 

PubMedなどで文献調査を行い、実験動物に

鼻腔発がんを誘発する化学物質をリストア

ップし、各々の物質について、遺伝毒性の

評価状況、反復投与によって誘発される異

形成、過形成、化生、炎症、萎縮などの初

期の病理病変の種類、および誘発されるが

んの組織型及び鼻腔内での部位等について

まとめ、データの関連性などについて考察

した。 

(4) 光安全性（尾上、小島）： 

AOP 案を作成し、OECD に提案した。 

(5) 生殖発生毒性（初期事象）（小島）： 

住友化学株式会社の協力を得て、関連学会

の専門家とともにAOP案の作成を継続した。 

 

B-2) IATA 案の作成と提案 

(1) 発がん性（西川、小川）： 

英国主導で進められている非遺伝毒性発が

ん性に関する IATA の作成に協力した。 

(2) 光安全性（尾上）： 

IATA 案を作成するとと０もに、ICH S10 ガ

イドラインの適用拡大を指向し，多くの化

合物に適用可能な毒性予測性や変動を網羅

的に調査した。 

(3) 免疫抑制（小島）： 

OECD で進められている皮膚感作性に関する

IATA の作成に協力した。 

(4) 皮膚感作性（小島）： 

OECD で進められている皮膚感作性の IATA の

公定化に協力した。 

(5) 眼刺激性（小島）： 

OECD で進められている眼刺激性の IATA の公

定化に協力した。 

 

B-3) TGまたはガイダンス案の作成と提案 

(1) in vitro 皮膚感作性検出法（小島）： 

ヒト樹状細胞株を用いた(h-CLAT: human 

Cell Line Activation Test）について、国

内外の専門家とともに、TG 成立を推進した。

IL-8 Luc アッセイの TG案を作成した。 

(2) in vitro 発がん性スクリーニング（山影）： 
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Bhas 42 CTA の培養開始 14 日目と培養終了 21

日目に WST-8 試薬により生細胞数（細胞活性）

を測定し、その差を細胞増殖率とし、形質転

換巣の形成された陽性ウェルと細胞増殖率の

パターンをMB染色および陽性ウェルの出現パ

ターンと比較した。 

(3) in vitro 内分泌かく乱スクリーニング（小

野）： アンドロゲン受容体転写活性化試験

（AR STTA）の TG 成立を推進した。エストロ

ゲン受容体転写活性化試験（ER STTA）関連と

して、JaCVAM 内分泌かく乱試験法資料編纂委

員会で評価報告書を作成した。新規 in 

chemico 皮膚感作性試験（ADRA）の多施設検

証研究を実施した。 

(4) 発生毒性試験スクリーニング（小島）： 

Hand1-Luc EST (Embryonic Stem cell 

Screening)のバリデーションおよび第三者

評価結果をもとに、OECD の TG 化を進めた。 

(5) 光安全性試験スクリーニング（尾上）： 

光毒性反応機序の解明のために被験物質と

して benzophenone 誘導体 (BZPs) 6 種を

選択し、UV スペクトル解析，ROS assay、

経皮的カセットドージング薬物動態試験、

3T3 NRU PT および in vivo 光毒性試験を

実施した。 

(6) 遺伝毒性（山田）：  

TG490 に基づいて、共同研究用のプロトコー

ルを作成し、実施機関に配布した。馬血清に

ついては、DONOR HORSE SERUM についてロッ

ト確認の後、同一ロットを実施機関に配布し

た。試験には、2つのカルチャーを並行して

用い、被験物質として、代謝活性化系非存在

下でメチルメタンスルホン酸（MMS）、代謝活

性化系存在下で、無水シクロホスファミド

（CP）を用いた。 

(7) 眼刺激性試験代替法（小島）： 

Vitrigel-EITおよびLabCyte Cornea-model 

EITのTG案をOECDに申請するため、SPSFを作成

した。 

 

B-4) 情報収集（仲井） 

OECDの試験法（ヒト健康影響評価、環境影響

評価）の最新状況について、OECDの化学品合

同会合の第55回会合(2016年11月開催)の活

動計画等に基づいて調査した。また、AOP、

IATA開発関連の海外主要機関の動向につい

ても調査中である。 

 

倫理面への配慮 

本研究は動物実験の3Rsに配慮して試験法の

開発を主とするものであり、動物実験は必要に

応じて行う可能性はあるが、その際は動物使用

数や動物に与える苦痛は最小限に留める。ボラ

ンティアおよびヒト組織は使用しない。これら

のことから、倫理的問題は無いと考える。 

 

C. 研究結果 

C-1) AOP案の作成と提案 

(1) セミナーの開催：  

平成28年11月に一般の方を対象にOECD公認

のAOPセミナーを唐津で開催し、国内外から

約30名の参加者を集めた。 

(2) 免疫抑制：  

Binding of FK506-binding protein 12 

(FKBP12) by calcineurin inhibitors 

leading to immunosuppressionに関するAOP

を作成し、OECD で内部評価が実施された。 

(3) 発がん性： 

化学物質により誘発される鼻腔発がん過程

の経路を腫瘍の組織型、動物種および投与

経路別に文献情報を収集し、解析した。解

析のために情報を収集した化学物質は、ラ

ット41物質、マウス5物質、ハムスター8物

質であった。鼻腔発がん過程の主要な経路

について得られた結果を①扁平上皮乳頭腫

（ラット及びマウス）、②扁平上皮がん（ラ

ット）、③腺腫（ラット、マウス及びハムス

ター）、④腺がん（ラット）、⑤腺扁平上皮

がん（ラット）、⑥神経上皮がん（ラット）、

⑦血管腫（マウス）および⑧血管肉腫（マ

ウス）について、吸入及び非吸入経路によ

る曝露を考慮してまとめた。 

 (4) 光安全性： 

ROS（Reactive Oxygen Species）induces 

phototoxic reactionsのAOPをOECDに提案し、

OECDで了承された。  

(5) 生殖発生毒性： 

Hand1 gene dysregulation leading to 

embryotoxicity の AOP を OECD に提案し、了

承された。 
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C-2) IATA 案の作成と提案 

(1) 発がん性： 

非遺伝毒性発がん性 IATA の策定メンバー

に西川および小川が参画することになり、

2016 年 3月および 2017 年 3 月開催の OECD

専門家会議に出席した。 

(2) 光安全性：  

IATA 案に資するため、AOP および TG 案の作

成を継続した。 

(3) 免疫抑制： 

OECD 事務局が進めている IATA ガイダンス

および皮膚感作性ガイダンスの作成に引き

続き協力した。 

(4) 皮膚感作性： 

OECD 事務局が作成した皮膚感作性 IATA は平

成 28年 6月の OECD Joint meeting での承認

を経て、同年 11 月に HPで公開された。 

(5) 眼刺激性： 

平成 28年 11月に OECD本部(パリ)で開催さ

れた OECD 眼刺激性試験専門家委員会に参

加し、IATA の内容を議論した。 

 

C-3) TGまたはガイダンス案の作成と提案 

(1) in vitro 皮膚感作性検出法： 

2016 年 9月に、ヒト樹状細胞株を用いた検

出法（h-CLAT：human Cell Line Activation 

Test）の TG 成立に寄与した。また、IL-8 Luc 

アッセイの TG化を継続して推進した。 

(2) in vitro 発がん性スクリーニング ： 

同一プレートの細胞増殖率の結果とMB染色の

結果を比較したところ、ウェル側面に形質転

換巣が形成されたウェルを陽性ウェルとする

と、MB の吸光度が高いウェルはほぼ陽性ウェ

ルとなり、これまでの結果と同様に MBの高い

吸光度を示すウェルでは形質転換巣が形成さ

れていることが確認された。また、WST-8 前処

理することにより、形質転換率が低下する傾

向が認められた。 

 (3) in vitro 内分泌かく乱スクリーニング： 

本研究班で提案してきた EcoScreen 細胞を用

いた AR STTA 法は、2016 年 7 月に OECD ガイ

ドライン（TG458）として成立した。ADRA 法

については、修正 SOP を用いてフェーズ２試

験を実施中である。ER STTA法に関するJaCVAM

内分泌かく乱スクリーニング資料編纂委員会

において評価報告書が作成された。 

(4) 発生毒性試験スクリーニング： 

OECDに提出したHand1-Luc ESTの TG案に対す

る専門家からのコメントが集約されるのを見

守った。 

(5) 光安全性試験スクリーニング：  

全ての BZPs は UVA/B 領域において高い光吸

収を示し、高い光励起性を有していた。6 種

の BZPs のうち、4種は高い光反応性を有し，

2種は光反応性が低かった。BZPs 経皮共投与

後の薬物動態学的解析の結果、3種は高い皮膚

曝露リスクを示した。また、2種は強い in 

vitro/in vivo 光毒性を示した。ROS assay の 

OECD TG 案を OECD に提出した。 

 (6) 遺伝毒性：  

チミジンキナーゼ（TK）突然変異体頻度の

平均は、代謝活性化系非存在下、溶媒対照

で 8.2（X10-6）、陽性対照物質の MMS で 44.2

（X10-6）であった。代謝活性化系存在下で

は、溶媒対照で 6.3（X10-6）、陽性対照物質

の CPで 32.6（X10-6）であった。平均値と

しては、いずれも陽性対照物質が溶媒対照

の約 5倍の値を示し、十分な高頻度が得ら

れていたが、ばらつきが大きい 2機関と、

誘発が不十分な他の機関とに二極化してい

た。 

(7) 眼刺激性試験代替法： 

Vitrigel-EITおよびLabCyte Cornea-model 

EITのTG案に関するSPSFをOECDに提出した。 

 

C-4) 情報収集 

IATA 関連のガイダンス文書が多く作成されて

いるが、AOP 関連の TGやガイダンスには顕著

な動きはみられなかった。 

 

Ｄ．考察 

これまでの特記すべき成果として、昨年度の

形質転換試験Bhas法のOECDガイダンス成立に引

き続き、今年度のin vitro皮膚感作性検出法

h-CLATおよびin vitro内分泌かく乱スクリーニ

ング試験AR STTA法のOECD TG成立に寄与した。

いずれも我が国で開発された試験法である。今

後、次年度にかけて、in vitro皮膚感作性試験

IL-8 Luc、発生毒性試験スクリーニング試験

Hand1-Luc ESTおよび光安全性試験スクリーニ

ング試験ROSのOECD TG化を目指す。 

AOPについては、海外から専門家を招聘し、ト
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レーニングセミナーを引き続き開催することに

より、AOPの理解を研究班はもとより、班以外に

も広げる。現在までに、「免疫抑制」および「光

安全性」に関するAOPをOECDに提出し、「細胞傷

害による発がん」および「生殖発生毒性」のAOP

作成を継続している。OECDにおいて承認された

AOPはまだ6つと提案数のごく一部に過ぎないこ

とから、承認までの道のりはそれほど平坦では

ないと思われるが、本研究班の研究期間内に1

つでも多くのAOP最終化を目指したい。 

IATAについては、OECDで承認されているのが

皮膚感作性に関するものだけであり、道はさら

に険しいと言わざるを得ない。本研究班におい

ても、OECDで検討されている「非遺伝毒性発が

ん性」に関するIATA作成作業に参画しているが、

非遺伝毒性発がん性の定義や非遺伝毒性発がん

性物質の閾値について十分なコンセンサスが得

られているとは言えない。「光安全性」および

「免疫抑制」のIATAについても引き続き検討し

ていくが、IATAの作成過程そのものが試行錯誤

の段階にあることから、難作業が予想される。

本研究班としては、困難な作業を通じて、IATA

作成の基礎を築いていくことが重要と考えてい

る。 
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