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免疫抑制、光毒性および生殖毒性に関する試験法ガイドラインおよびAOPの開発 

 

研究分担者 小島 肇 

国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部                          
  
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）の作成を進める一方で、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日本発の試験法について、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ものである。 

 当該年度は日本免疫毒性学会の有志と Binding of FK506-binding protein 12 

(FKBP12) by calcineurin inhibitors leading to immunosuppression に関する

AOPを作成し、OECDの専門家グループに内部評価を依頼した。ROS（Reactive Oxygen 

Species）induces phototoxic reactionsおよびHans1 gene dysregulation leading 

to embryotoxicity の AOP 作成提案を OECD に行い、了承された。また、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。 

一方、平成 28年 9月に 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）の TG を成立させることがで

きた。皮膚感作性試験 IL-8 Luc アッセイおよび光安全性試験スクリーニング ROS 

アッセイの TG案を OECD に提出し、IL-8 Luc アッセイの成立に努めた。一方、

生殖発生毒性試験代替法 Hand1 Luc EST、眼刺激性試験代替法 Vitrigel-EIT およ

び LabCyte Cornea-model EIT の TG 申請書を OECD に提出した。 
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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

基づく安全性評価の手法開発が進んでいる。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日

本発の試験法について、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。本研究では、免疫抑制、生

殖発生毒性、眼刺激性および光安全性の部分を担

当して活動した。 

 

B. 研究方法 
B-1. AOPの作成と提案 

B-1-1. 情報収集 

AOP を統括する OECD EAGMST（Extended 

Advisory Group on Molecular Screening and 

Toxicogenomics）に参加して、情報を収集した。 

B-1-2. AOP 勉強会 

EAGMST にて得られた情報を一般の方を対象に

普及するため、OECD 公認の AOP セミナーを唐津で

開催した。 

B-1-3. 免疫抑制の AOP 

日本免疫毒性学会の協力を得て、免疫抑制の

AOP 作成（事例研究）を進めた。 

B-1-4. 生殖毒性の AOP 

住友化学株式会社の協力を得て、生殖毒性の

AOP を作成した。 

B-1-5. 光安全性の AOP 

 尾上分担研究所の協力を得て、光安全性の AOP

作成をした。 

 

B-2. IATA の作成と提案 

B-2-1. 皮膚感作性 

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。 

B-2-2)眼刺激性 

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の作成と提案 

B-3-1. ヒト樹状細胞株を用いた in vitro 皮膚感

作性検出法(h-CLAT: human Cell Line Activation 

Test） 

国内外の専門家とともに、h-CLAT の TG 成立を

目指した。 

B-3-2. in vitro 皮膚感作性検出法 IL-8 Luc ア

ッセイ 

国内外の専門家とともに、IL-8 Luc アッセイの

TG 案を作成し、その成立に努めた。 

B-3-3. 光安全性試験スクリーニング ROS

（Reactive Oxygen Species）アッセイ 

 尾上分担研究所の協力を得て、ROS アッセイの

TG 案を作成した。 

B-3-4. in vitro発がん性スクリーニング Bhas形

質転換試験（Bhas法） 

 ガイダンスで生じた細胞のクロスコンタミ問題

に対処し、GDの改訂に向け尽力した。 

B-3-5.  生殖発生毒性試験Hand1 Luc EST 

 OECDに申請するHand1 Luc ESTのSPSF 

(Standard Project Submission Form)を作成した。 

B-3-6. 眼刺激性試験代替法Vitrigel-EIT 

  OECDに申請するVitrigel-EITのSPSFを作成した。
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B-3-7. 眼刺激性試験代替法LabCyte Cornea-model 

EIT 

 OECDに申請するLabCyte Cornea-model EITの

SPSFを作成した。 

B-3-8. アンドロジェンスクリーニングStably 

Transfected Transactivation to detect Androgen 

Receptor Agonists and Antagonists (AR STTA 

assays)：TG458 

 TG458に掲載されているChinese hamster ovary 

cell line (CHO-K1)細胞分与で生じた問題に対処

するため、TGの改訂に向け尽力した。 

 

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、動物実験は実施しない。

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の作成と提案 

C-1-1. 情報収集  

平成28年6月にOECD本部(パリ)で開催された

OECD EAGMSTに電話会議で参加し、日本からの新

規申請内容を伝えた（以下、(4)および(5)参照）。

また、12月に開催された電話会議にて、日本発の

免疫抑制に関するAOPをEAGMSTのメンバーにて内

部評価するように依頼した。 

 なお、本年度、5つのAOPがOECDで正式に承認さ

れ、すでに承認されている皮膚感作性のAOPと合わ

せ、6つのAOPが承認されている。 

1. Adverse Outcome Pathway on Protein 
Alkylation Leading to Liver Fibrosis 

2. Adverse Outcome Pathway on Alkylation of 
DNA in Male Pre-Meiotic Germ Cells 

Leading to Heritable Mutations 

3. Adverse Outcome Pathway on Aromatase 
Inhibition Leading to Reproductive 

Dysfunction (in Fish) 

4. Adverse Outcome Pathway on chronic 
binding of antagonist to 

N-methyl-D-aspartate receptors 

(NMDARs) during brain development 

induces impairment of learning and 

memory abilities 

5. Adverse Outcome Pathway on binding of 
agonists to ionotropic glutamate 

receptors in adult brain leading to 

excitotoxicity that mediates neuronal 

cell death, contributing to learning and 

memory impairment 

 
C-1-2.  AOP勉強会 

平成 28 年 11 月 14 日に一般の方を対象に OECD

公認の AOP セミナーを唐津市民開会で開催した。

海外から 2名の講師（Dr. Catherine WILLETT 

Humane Society of the United States / Humane 

Society International, USA および Dr.Kellie FAY 

US Environmental Protection Agency, USA）を招

聘し、国内外から約 30名の参加者を集めた。AOP

の原案を作成した米国からの講師の説明は、参加

者に好評であった。Dr. FAY の発表資料を添付資料

１に示す。 

 

C-1-3. 免疫抑制の AOP  

日本免疫毒性学会 試験法評価委員会の協力

を得て、“Binding of FK506-binding protein 12 

(FKBP12) by calcineurin inhibitors leading to 

immunosuppression”に関する AOP 案を作成し、

AOP wiki に入力した。この案を添付資料２とし

て示す。 

日本免疫毒性学会 試験法委員会 AOP検討小

委員会の AOP 作成者は以下のメンバーである。 

串間 清司，小松 弘幸，大石 巧，後藤 玄，杉

本 潤一郎，伊藤 志保，高橋 義博，大坪 靖治 

 

免疫抑制に関する AOP 研究の事例研究として，

免疫抑制剤 FK506 の FKBP12 との複合体形成を起

点として生じる免疫抑制のAOPであることが本提

案の概要である。FK506 による免疫抑制作用は

adverse Outcome （ AO ） effect で は な く

pharmacological effect であるが，免疫抑制剤の

免疫抑制作用機序を理解することで，免疫抑制と

関連が大きい KE（Key Event）や TG につながる試

験法の抽出ができると考えた。 

現在、EAGMST のメンバーにて内部評価が実施さ
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れ、以下の指摘があった。 

１． MIE（Molecular Initiation Event）を 1化学

物質に関与する事象ではなく、もっと一般的な

ものにすべきである。 

２． AO は一つにすべき、さらに、途中の KE もサイ

トカイン産生の抑制、と言うアバウトなもので

はなく、測定可能な具体的な事象にすべき（IL2

産生抑制とか）である。 

３．KER(Key Event Relationship)に関する記載を

ペンディングにしていたので、これらについて

追記する。 

４．AOP を結合する、という目的を考慮して、KE

の記載はより一般的なものとし、その AO に特異

的な現象等については、KER の方で記載すべき

である。 

５．カルシニューリン阻害を MIE にしてはどうか

と提案しています。 

６．MIE に影響を与える因子を、Chemical stressor

として列挙する。 

７．FK506 以外に、少なくともシクロスポリン Aに

関する情報も調べて追記する。 

８．AO 発現に至る最終段階の記載がアバウトすぎ

る（KE との関連の記載が不十分）。 

これらの指摘を受け、改定について作成グルー

プで検討中である。 

 

C-1-4. 生殖毒性の AOP 

 生殖毒性のマーカーとして住友化学株式会社

が着目しているHand１遺伝子をMIEとしたAOPの

作成を OECD に提案し、EAGMST に認められた。来

年度、AOP 案の作成に入る予定である。 

 

C-1-5. 光安全性の AOP 

 光毒性のマーカーとしてROSをMIEとしたAOP

の作成を OECD に提案し、EAGMST に認められた。

来年度、AOP 案の作成に入る予定である。 

 

C-2.  IATA の作成と提案 

C-2-1. 皮膚感作性 

OECD 事務局が作成している皮膚感作性の 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。 

 

C-2-2. 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。平成29年4月のWNTでの合意が

見込まれている。 

 

C-3. TGまたはガイダンスの作成と提案 

C-3-1. ヒト樹状細胞株を用いた in vitro 皮膚感

作性検出法 h-CLAT 

h-CLAT の TGは平成 28年 4月の OECD WNT 会議

で承認され、同年 9月に HP で公開された。最終的

な TGを添付資料３に示す。 

C-3-2.  in vitro皮膚感作性検出法 IL-8 Luc ア

ッセイ 

IL-8 Luc アッセイの開発者である東北大学 相

場節也教授等と TG案を作成し、OECD 事務局に平成

28 年 7 月に提出した。OECD での意見募集期間を経

て、同年 11 月に開催された OECD 皮膚感作性試験

専門家会議にて、本 TG 案が審議された。本会議で

内諾を得た案について、WNT にて 2回目の意見募集

が実施された。 

意見募集での主な指摘事項について 3月の専門

家会議にて以下のような議論がなされた。 

１．難水溶性物質への対策 

本試験法は、難水溶性物質を溶解させるため、

一般的な DMSO でなく、X-VIVO という溶解剤を用い

ている。しかも、このプロトコルでは被験物質を

20mg/mL となるように X-VIVO に加え、加温・超音

波処理などの溶解操作後、遠心操作を加えて上澄

みだけを段階希釈に用いることになっている。こ

のプロトコルを用いることにより、DMSO を用いる

よりも予測性が向上するというものである。 

このプロトコルに対し、OECD の専門家からクレ

ームがついた。陽性結果は受け入れられるが、陰

性の場合、溶解性が低いがために陰性となった偽

陰性を否定できないという理由である。ゆえに、

陰性結果はすべて不採用にするという提案を受け

た。最低でも、沈殿が除去された（難水溶性の）

陰性結果は採用できないという見解である。開発

者の相場ら（すなわち、日本）がこの意見に同意

せず、昨秋の専門家会議以降、抵抗が続いた。 

結果として、Option1 として、陰性結果で細胞毒

性が 80％以上認められない結果は採用できない。

Option2 として、難水溶性の陰性結果は採用できな

い。異例のことではあるが、以上の Option の選択
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は決まっておらず、2017 年の WNT に結論を委ねる

ことになった。 

２．細胞の権利 

 本試験法に関するレポーター細胞の特許権は放

棄されている。本来ならば、本細胞は公的な細胞

バンクから供給されるべきである。相場らは本細

胞を一企業でライセンス契約を付加して販売した

いとの拘りを持っている。その理由として、２つ

のレポーター遺伝子の維持管理は簡単でなく、公

的バンクには任せられないという理由である。 

 これに当たり、類似法の開発を促す性能標準を

日本から提案することになった。 

 

以上の問題が解決され、いずれかの option が選

択された TG 案（添付資料 4）が平成 29 年 4 月の

OECD WNT 会議で合意されることを目指している。 

 

C-3-3. 光安全性試験スクリーニング ROS アッセ

イ 

ROS アッセイの開発者である尾上分担研究者と

共同で TG案を作成し、OECD 事務局に平成 28年 9

月に提出した。OECD での意見募集が実施された。 

 

C-3-4. in vitro発がん性スクリーニング Bhas法 

Bhas細胞の起源はBalb/Cマウスではなく、swiss

マウスであることが医薬基盤・健康・栄養研究所

の研究で明らかになった。経産省から意見書およ

び改訂ガイダンス案がOECDに平成28年9月に提出

されたことから、本内容を同年11月にパリで開催

されたVMG-NA会議にて説明した。趣旨を説明し、

ガイダンスの改訂に協力を得た。さらに追加で届

いた細胞種の感度に関する英国やイタリアからの

山影分担研究者らとコメントに対応した。 

 

C-3-5. 生殖発生毒性試験Hand1 Luc EST 

本試験法開発者の斎藤分担研究者らとともに、

OECDにTGのSPSFを提出した。 

 

C-3-6. 眼刺激性試験代替法Vitrigel-EIT 

 本試験法開発者の竹澤ら（国立研究開発法人 農

業・食品産業技術総合研究機構および関東化学株

式会社）とともに、OECDにTG作成のSPSFを提出し

た。 
 

C-3-7. 眼刺激性試験代替法LabCyte Cornea-model 

EIT 

 本試験法開発者の加藤ら（株式会社J-TEC）とと

もに、OECDにTG作成のSPSFを提出した。 

 

C-3-8. アンドロジェンスクリーニングAR STTA 

assays 

 CHO-K1細胞の分与で生じた帰属権問題に対処す

るため、細胞の無料譲渡との記載のあるパラグラ

フを改訂したTG案を武吉ら（一般財団法人 化合

物評価研究機構）とともに作成し、OECDに提案し

た。 

 

3. 考察 
本年度は昨年度に検討してきた日本発の皮膚感

作性試験代替法h-CLATをOECD Test No. 442Eとして

成立させることができた。さらに、主に、免疫抑制

のAOP作成およびIl-8 Luc assay のTG成立を目指し、

国際的な専門家と意見調整を繰り返し、成立の目途

がついた。引き続き、上記2文書の成立を目指し、

来年度成果として明示するべく、国際的な調整を進

めていく所存である。 

一方で、すでにOECDで成立した日本発の試験法

であるBhas法やAR STTA assaysにおいても、用い

られている細胞株で問題が生じている。成立した

TGの管理に関しても、適切に解決していきたいと

考えている。 

 

 

4. 添付資料 
1）AOPセミナー 講演資料 

2) “Binding of FK506-binding protein 12 

(FKBP12) by calcineurin inhibitors leading to 

immunosuppression”に関するAOP案 

3)  OECD Test No. 442E: In Vitro Skin 

Sensitisation, Human Cell Line Activation 

Test (h-CLAT)  

4) OECD IL-8 Luc assay TG案 

 

5. 研究発表 
F-1.  論文発表    

1) 小島 肇: 日本で開発または評価された OECD
テストガイドライン, 生物化学的測定研究会

年報, 20 (2016) 
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