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研究要旨  
新たなin vitro免疫毒性評価試験法（Multi-ImmunoTox assay：MITA)の一つであるIL-2レポー

ターアッセイを、経済協力開発機構（Organisation for Economic Co-operation and Development：
OECD）の試験法ガイドライン（Test Guideline：TG）としての公定化するため、国際バリデー
ション研究を施行した。昨年度に実施された施設内再現性を検証するためのバリデーション研
究（phase I）および本年度に実施された施設間再現性を検証するためのバリデーション研究
（phase II）の結果に対し、国内外の専門家を招聘して意見を求めた。その結果、すべてのバリ
デーション研究が適切に実施されたことを確認できた。 
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Ａ．研究目的            

相場らにより、新たに開発された in vitro 免疫毒

性評価試験法（Multi-ImmunoTox assay：MITA）の

一つである IL-2 レポーターアッセイを、経済協力

開発機構（Organisation for Economic Co-operation 

and Development：OECD）の試験法ガイドライン

（Test Guideline：TG）として公定化するため、国

際バリデーション研究を施行する。 

 

B．研究方法 

B-1. 国際的な専門家との意見交換 

平成28年１月国際バリデーションのキックオフ

実行委員会会議を企画した。プロトコルを確認し、

Phase 0およびphase Iの被験物質を選定した。 

Phase 0 終了後の平成28年9月に電話会議を開催

し、Phase I の開始について議論した。 

28年度に実施されたMITAに関するphase I結果

を検証するため、平成29年2月に国際バリデーショ

ン第2回実行委員会の会議を企画した。 

本年度に実施されたMITAに関するphase II結果

を検証するため、平成29年11月に国際バリデーシ

ョン第3回実行委員会の会議を企画した。 

 Phase II 終了後の平成30年3月および4月に電話

会議を開催し、データについて議論した。 

 

B-2.バリデーション研究の支援 

B-2-1.バリデーション研究の被験物質選択 

キックオフ会議において、Phase0として、トレ
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ーニングに用いる被験物質およびPhase Iにて施設

内再現性に用いる5被験物質、およびPhase IIにて

施設間再現性を求めるために用いた20物質を、コ

ード化して各施設に送付した。 

 

B-1-2.  バリデーション結果の記録確認 

 Phase I およびII で用いられた各施設の記録用

紙およびデータを回収し、バリデーションが適切

に実施されたかを確認した。 

 

C．結果 

C-1. 国際的な専門家との意見交換 

国際バリデーション研究の実行委員会には、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. Emanual Corsini (Milan Univ.)、Dr. 

Erwin L. Roggen（3Rs Management and Consulting 

ApS）およびDr. Dori Germolec（NIH/NIEHS）を、

国内からは、日本免疫毒性学会の推薦者である井

上智彰博士（中外製薬）を外部専門家として招聘

し、研究班の班員を含む表1に示すメンバーにて、

判別式の選択を含む試験法プロトコルの改訂、被

験物質選択、MITAバリデーション結果の確認など

について討論した。Phase IIまでの結果から、実

験開始前に定めた判別式では施設間再現性を満た

せないことが判明した。平成30年3月の電話会議ま

で、相場より統計学的な処理とともに、閾値を設

けた新判定基準が明示された。この基準に従えば、

施設内および施設間再現性は80％という事前の設

定基準を満たすと説明された。これを受け、本提

案に国内外のメンバーが同意し、実験の終了が同

意され、被験物質名を開示した。ただし、その予

測性については、バリデーションに用いた物質の

ヒトおよび動物の免疫毒性に関する関わりが明確

ではなく、正確に求められていない。 

 

C-2. バリデーション研究の支援 

C-2-1.  バリデーション被験物質の送付 

  Phase 0として、トレーニングに用いた5被験物質

を表2に示した。 

バリデーション研究Phase I として施設内再現

性を評価するための被験物質5物質を、15物質(5物

質×3セット)にコード化してリード施設を含む参

加4施設に送付した。Phase II では、施設間再現性

を求めるために、実行委員会は25物質を選択した。

これらの中から、バランスや入手しやすさを考慮

して用いた20物質を選抜し、コード化してリード

施設を含む参加4施設に送付した。実験の終了まで、

被験物質に関するトラブルは生じなかった。平成

30年3月30日に開催された電話会議にて、実験の終

了に合意が得られたことから、Phase I および

Phase IIのコード番号が3月末に開示された。表3お

よび表4にそれぞれのPhaseの被験物質名およびコ

ード番号を示す。 

 

C-2-2.  バリデーション結果の記録確認 

 Phase I 終了後に回収した記録用紙の一覧を表5

に示した。施設によって一部不備はあったが、GLP

（Good Laboratory Procedure）の精神に則り、適切

に実験が実施され、その記録が残されていること

を確認した。 

Phase II 終了後に回収した記録用紙の一覧を表6

に示した。施設によって一部不備はあったが、GLP

の精神に則り、適切に実験が実施され、その記録

が残されていることを確認した。 

 

D. 考察 

 in vitro免疫毒性評価試験法（MITA）の一つであ

るIL-2アッセイバリデーション研究において、新

判定基準を用いることにより、施設内および施設

間再現性を満たし、その目的を達した。ただ、そ

の予測性については、バリデーションに用いた物

質のヒトにおける免疫毒性に関する関わりが明確

ではなく、正確に求められていない。バリデーシ

ョン報告書の完成に向けての継続審議となってい

る。 
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E．結論               

相場らにより、新たに開発されたMITAの一つで

あるIL-2レポーターアッセイの公定化を目指すた

め、国際的なバリデーション研究が施行された。

このバリデーションの客観性を確保するため、被

験物質のコード化および配布、実験記録の回収お

よび確認を担当し、適切な実験が実施されている

ことを確認でき、分担研究者としての役割を遂行

できた。 



 
 

38

 

表1．MITA国際バリデーション実行委員会会議の主な参加者リスト 

No. Name Affiliation Country 

1 Emanuela Corsini Universit.AN` degli Studi di Milano Italy 

2 Erwin L. Roggen 3Rs Management and Consulting ApS Denmark 

3 Dori Germolec NIH/NIEHS USA 

4 Tomoaki Inoue Chugai Pharmaceutical Co., Ltd. Japan 

5 Setsuya Aiba Tohoku University Graduate School of Medicine Japan 

6 Yutaka Kimura Tohoku University Graduate School of Medicine Japan 

7 YoshihiroNakajima 
National Institute of Advanced Industrial Science 

and Technology  
Japan 

8 Rie Yasuno 
National Institute of Advanced Industrial Science 

and Technology  
Japan 

9 Kohji Yamakage 
Food and Drug Safety Center, Hatano Research 

Institute 
Japan 

10 Takashi Omori Kobe University Japan 

11 Hajime Kojima JaCVAM, National Institute of Health Sciences  Japan 

12 Takao Ashikaga JaCVAM, National Institute of Health Sciences  Japan 

13 Steven Venti  Translator Japan 
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表 2．Phase 0 トレーニング用物質  

Chemical CAS No. MW 
Physical 

state 
MITA IL-2 result 

2-Aminoanthracene 613-13-8 193.24 Solid S(-/-/-) 

CH3HgCl 115-09-3 251.08 Solid +- 

Chloroquine diphosphate salt 50-63-5 515.86 Solid S(-/-/-) 

Citral 5392-40-5 152.23 Liquid S(+-/+-/+-*) 

Dexamethasone 50-02-2 392.46 Solid S(-/-/-) 
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表 3．Phase I 被験物質とコード番号 

No. Chemical CASRN State 

LabA LabB LabC LabD 

TOHOKU 

unv. 

AIST- 

TSUKUBA 
FDSC 

AIST- 

SHIKOKU 

1 Dibutyl phthalate 84-74-2 
Liquid

（L） 

MIA003A MIB014A MIC027A MID036A 

MIA004B MIB017B MIC026B MID033B 

MIA007C MIB016C MIC023C MID034C 

2 
Hydrocortisone                              

(for Cell Culture) 
50-23-7 

Solid

（S） 

MIA005A MIB017A MIC029A MID038A 

MIA007B MIB019B MIC028B MID035B 

MIA009C MIB018C MIC025C MID037C 

3 

Lead(II) acetate 

trihydrate           

( Deleterious 

substances) 

6080-56-

4 
S 

MIA007A MIB018A MIC021A MID310A 

MIA008B MIB011B MIC210B MID037B 

MIA001C MIB110C MIC027C MID038C 

4 

Zinc dimethyl- 

dithiocarbamate 

(DMDTC) 

137-30-4 S 

MIA009A MIB110A MIC023A MID037A 

MIA010B MIB013B MIC027B MID039B 

MIA003C MIB017C MIC029C MID310C 

5 
Nickel（II) sulfate 

hexahydrate 

10101-9

7-0 
ｓ 

MIA001A MIB012A MIC025A MID034A 

MIA002B MIB015B MIC024B MID031B 

MIA005C MIB014C MIC021C MID032C 
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表 4．Phase II 被験物質とコード番号 

No. 

Chemical CASRN State 

LabA LabB LabC LabD 

 

TOHOKU 

unv. 

AIST- 

TSUKUBA 
FDSC 

AIST- 

SHIKOKU 

 1 2,4-Diaminotoluene 95-80-7 
Solid

（S） 
MIA401 MIB515 MIC618 MID702 

 2 Benzo(a)pyrene 50-32-8 S MIA413 MIB516 MIC601 MID703 

 3 Cadmium chloride 10108-64-2 S MIA403 MIB502 MIC602 MID714 

 4 Dibromoacetic acid 631-64-1 S MIA406 MIB518 MIC610 MID720 

 5 Diethylstilbestol 56-53-1 S MIA420 MIB509 MIC611 MID711 

 6 Diphenylhydantoin  630-93-3 S MIA412 MIB510 MIC615 MID704 

 7 Ethylene dibromide 106-93-4 
Liquid

（L） 
MIA407 MIB507 MIC605 MID705 

 8 Glycidol 556-52-5 L MIA408 MIB505 MIC607 MID712 

 9 Indomethacin 53-86-1 S MIA409 MIB508 MIC609 MID715 

 10 
Isonicotinic Acid 

Hydrazide (Isoniazid) 
54-85-3 S MIA411 MIB517 MIC612 MID707 

 11 Nitrobenzene 98-95-3 L MIA402 MIB519 MIC603 MID701 

 12 
Urethane, Ethyl 

carbamate 
51-79-6 S MIA415 MIB520 MIC604 MID719 

 13 Tributyltin chloride 1461-22-9 L MIA404 MIB506 MIC613 MID713 

 14 Perfluorooctanoic acid 335-67-1 S MIA414 MIB514 MIC614 MID718 

 15 Dichloracetic acid 79-43-6 L MIA416 MIB511 MIC606 MID716 

 16 Toluene 108-88-3 L MIA417 MIB512 MIC616 MID706 

 17 Acetonitril 75-05-8 L MIA405 MIB501 MIC617 MID708 

 18 Mannitol 69-65-8 S MIA418 MIB503 MIC619 MID717 

 19 Vanadium pentoxide 1314-62-1 S MIA419 MIB504 MIC608 MID709 

 20 o-Benzyl-p-chorolophenol 120-32-1 S MIA410 MIB513 MIC620 MID710 
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表 5．Phase I 記録用紙確認リスト 

     LabB (AIST-TSUKUBA) LabC (FDSC) LabD (AIST-TAKAMATSU) LabA 

     Code try1 try2 exp1 exp2 exp3 Code exp1 exp2 exp3 Code exp1 exp2 exp3 exp4 (TOHOKU univ.) 

   1 MIB014A × × ○ ○ ○ MIC027A ○ ○ ○ MID036A ○ ○ × ○ MIA003A 

   2 MIB017A × × ○ ○ ○ MIC029A ○ ○ ○ MID038A ○ ○ × ○ MIA005A 

setA  3 MIB018A × × ○ ○ ○ MIC021A ○ ○ ○ MID310A ○ ○ × ○ MIA007A 

   4 MIB110A × × ○ ○ ○ MIC023A ○ ○ ○ MID037A ○ ○ × ○ MIA009A 

   5 MIB012A × × ○ ○ ○ MIC025A ○ ○ ○ MID034A ○ ○ × ○ MIA001A 

   1 MIB017B     ○ ○ ○ MIC026B ○ ○ ○ MID033B × ○ ○ ○ MIA004B 

   2 MIB019B     ○ ○ ○ MIC028B ○ ○ ○ MID035B × ○ ○ ○ MIA007B 

setB  3 MIB011B     ○ ○ ○ MIC210B ○ ○ ○ MID037B × ○ ○ ○ MIA008B 

   4 MIB013B     ○ ○ ○ MIC027B ○ ○ ○ MID039B × ○ ○ ○ MIA010B 

   5 MIB015B     ○ ○ ○ MIC024B ○ ○ ○ MID031B × ○ ○ ○ MIA002B 

   1 MIB016C     ○ ○ ○ MIC023C ○ ○ ○ MID034C × ○ ○ ○ MIA007C 

   2 MI0018C     ○ ○ ○ MIC025C ○ ○ ○ MID037C ○ ○ × ○ MIA009C 

setC  3 MIB110C     ○ ○ ○ MIC027C ○ ○ ○ MID038C ○ ○ × ○ MIA001C 

   4 MIB017C     ○ ○ ○ MIC029C ○ ○ ○ MID310C ○ ○ ○   MIA003C 

   5 MIB014C     ○ ○ ○ MIC021C ○ ○ ○ MID032C × ○ ○ ○ MIA005C 

 
 

                 

 
 ○ passed × failed   needless 
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表6．Phase II記録用紙の確認一覧
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