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研究要旨	  
Multi-ImmunoTox	assay（MITA）は、IL-2プロモーター活性を緑色発光ルシフ

ェラーゼ、INFγプロモーター活性を橙色ルシフェラーゼ、さらに両プロモータ

ー活性を補正するための内部標準プロモーターG3PDH活性を赤色ルシフェラーゼ

でモニターするJurkat細胞（#2H4細胞）を用いた化学物質の免疫毒性評価試験法

である。これまでに得られた知見から、相場らはIL-2転写調節障害をkey	event

とするT細胞分化異常誘導とIL-8転写活性更新をkey	eventとした気道刺激性に関

わるadverse	outcome	pathway（AOP）を作成した。このような背景のもと、IL-2

レポーター活性を指標とするT細胞分化異常誘導化学物質のスクリーニング法の

OECDテストガイドライン化を目指し、バリデーション試験が開始された。我々は、

平成28年度より試験実施施設としてMITAのIL-2レポーターアッセイの実施を担

当し、施設内・施設間再現性（Phase	I）、施設間再現性（Phase	II）に必要な実

験を行った。	

初年後はPhase	1としてコード化した5物質を用いて施設内再現性および施設間

再現性を検討した。その結果、暫定的ではあるが80%以上の再現性が得られたこ

とから、Phase	IIとしてコード化した20物質を用いて施設間再現性を確認し、さ

らにリードラボ（東北大）との比較による正確性を検討した。	

Phase	IIの結果をもとに、閾値を設定した判定基準5を採用することによって、

施設内再現性はいずれの施設も80%、施設間再現性は80%、正確性は85%以上とな

り、いずれもstudy	planにおける基準を満たし、国際バリデーション試験を終了

した。	

 

キーワード：IL-2 レポーター活性、バリデーション試験、施設内・施設間再現性、

正確性	

Ａ．研究目的	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	

環境中に存在する何万という化学物質の

なかには、免疫系を標的として健康被害を

及ぼすものが多数存在する。したがって、

免疫毒性は、消費者、生産者はもとより公

衆衛生行政にとっても重要な課題となって

いる。当該研究では、免疫毒性に影響を及

ぼす化学物質を簡便に評価するための発光

レポーターを利用した in	vitro 免疫毒性評
価試験法（Multi-ImmunoToxicity	Assay,	

MITA）を構築、本試験法の OECD テストガイ

ドライン化を目指し、国際バリデーション

試験が開始された。	

我々は、試験実施施設[産業技術総合研究

所（健康工学研究部門）、産業技術総合研究

所（バイオメディカル研究部門）、食品薬品

安全センター	 秦野研究所]として参加し、

技術移転性、施設内再現性、施設間再現性

を検証するための実験を行った。	

	

B．研究方法	

B-1)使用した細胞	

MITAバリデーション試験には、IL-2、IFN

γとG3PDHプロモーターにそれぞれSLG（緑

色）、SLO（橙色）およびSLR（赤色）ルシフ

ェラーゼ遺伝子を繋いだ発現ベクターをヒ
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トT細胞由来Jurkat細胞に導入した3色発光

細胞株#2H4を用いて試験を行った。	

	

B-2)	使用した化学物質	

技術移転の確認のためのPhase	0	study

では、2-aminoanthracece、chloroquine、

citral、dexamethasone、methylmercury(II)	

chlorideを用いた。	

Phase	I	study以降、被験物質は国立医薬

品食品衛生研究所においてコード化された

後に送付された。施設内および施設間再現

性を確認するPhase	I	studyでは、5種類の

化学物質を1セットとし、セットA、セットB、

セットCの計3セットを用いた（表1）。	

続いて施設間再現性を確認するための

Phase	II	studyでは、20物質（コード番号：

MID701～MID720））を用いて試験を実施した

（表2）。	

	

B-3)	実験方法	

IL-2レポーター活性試験は、MITAプロト

コルに従って行った。概要は以下の通りで

ある。	

被験物質は蒸留水に25	mg/mLで可溶の場

合は蒸留水に、不溶の場合はジメチルスル

ホキシド(DMSO)に溶解した。物質の溶解性

は≥20,000xgで5分間遠心分離を行い、沈殿
の有無で判定した。被験物質の原液はそれ

ぞれ100	mg/mL（蒸留水）、500	mg/mL(DMSO)

を 高濃度とした。調整した被験物質原液

を溶媒を用いて公比2で段階希釈して10濃

度の希釈液を調整した後、さらに培地で希

釈（蒸留水は25倍、DMSOは10倍希釈の後さ

らに50倍）した。96wellプレートに1	well

あたり2x10^5cells,液量50	μLとなるよう

播種した#2H4細胞に、希釈した被験物質を1	

wellあたり50	μLずつ添加し、37℃、5%	CO2
環境下で1時間保温した。溶媒の 終濃度は

蒸留水が2	％(v/v)、DMSOが0.1	%	(v/v)で

ある。	

処理1時間後にIL-2、IFNγ	誘導のため

PMA/Ionomycin溶液を1	wellあたり10	μL

添加し、さらに37℃、5%	CO2環境下で6時間

保温した。 終濃度はそれぞれPMA1	μM、

Ionomycin25	nMである。	

PMA/Ionomycin添加6時間後にTripluc	

luciferase	 assay	 reagent	 (TOYOBO,	

MRA-301)を1	wellあたり0.1ｍL加えて10分

間室温で振盪した後、アトー社製フェリオ

ス(AB-2350)を用いて発光を測定した。測定

結果から、各色ルシフェラーゼの活性すな

わちIL-2、IFNγ、G3PDHプロモーター活性

を算出した。各被験物質について試験成立

条件を満たす3回分の結果が得られるまで、

独立した実験を繰り返し行った。	

	

<判定基準5>	

以下の3つの基準を満たす場合を陽性

（suppressiveまたはstimulatory）とし、

それ以外を陰性と判定する。	

• SLR-LAの阻害指標（I.I.-SLR-LA）が
0.05以上の濃度のみを判定に使用する。	

• %suppression の 平 均 値 が 35% 以 上
（ suppressive ） か -35% 以 下

（stimulatory）でかつ、同時95%信頼

区間を用いた判定で有意（統計学的有

意）である。	

• 統計学的有意となる連続した2つ以上
の濃度が得られるか、統計学的有意と

なる濃度は1つであるが、すくなくとも

連続した3濃度で濃度依存性を示す（こ

の場合、統計学的有意を示さなければ、

0を挟んでもよい）。	

	

C.結果	

Phase	0ではコード化を行わない5物質に

対して各3回ずつの実験を行い、その結果を

リードラボである東北大へ送付した。バリ

デーション試験の試験実施施設である3施

設（産総研健康工学研究部門、産総研バイ

オメディカル研究部門、秦野研究所）の結

果を比較検討した。その結果、技術移転性

を確認し、コード化物質での試験を実施す

ることとした。	

Phase	I	studyでは施設内再現性の確認を

主目的とした。コード化された5物質を1セ

ットとする群が3セット配布され、1セット

につき計15回の実験を実施した。1セットの

実験がすべて終了した後に次のセットの実

験を行うことで、セット毎の実験の独立性

を担保した。セット毎の実験結果を図1～3

に示した。また、判定基準5による物質毎の

結果を図4～8に示した。5物質中3物質はす

べての実験で同じ判定となり、良好な施設

内再現性が得られた。判定基準5では、判定

に必要な3実験のうち2実験で判定が同一で

あれば、その2実験の判定がその物質の判定

となる。そのため、Hydrocortisoneでは、
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セットによって判定が分かれ、施設内再現

性が得られなかった（表3、図5）。一方、

Nickel（II)	sulfate	hexahydrateでは施設

内再現性のある結果となった（表3、図7）。	

Phase	I	studyにおける施設内再現性は3

試験施設ともに80%、施設間再現性は80%で

あった（表3）。	

Phase	II	studyでは施設間再現性を確認

するため、コード化した20物質について試

験を実施した。結果は図9に示した。各実施

施設の結果を取りまとめたものが表4であ

る。	

判定基準5を採用した20物質の判定は、以

下の通りであった。	

IL-2転写活性作用影響無(N)：9物質	

IL-2転写活性抑制作用有(S)：6物質	

IL-2転写活性刺激作用有(A)：5物質	

判定基準5による施設間再現性は80%

（16/20）、リードラボである東北大学との

比較による当施設の正確性は95%（19/20）

であり（表4）、全体でも85%以上であった。

概ねすべての施設で結果が一致した。	

	

D．考察	

Phase	I	studyでは施設内再現性および施

設間再現性を確認するために、コード化し

た5物質を1セットとし、3セットの合計15

物質について3回の繰り返し実験を行った。

バリデーション試験の試験実施施設である

3施設（産総研健康工学研究部門、産総研バ

イオメディカル研究部門、秦野研究所）の

結果は東北大および統計処理を担当する神

戸大で集計され、解析された。	

判定基準は、MITAプロトコルver.008.5E

に記載された基準（判定基準1，2）以外に、

1物質について3回実施される結果を合わせ

て判定する基準も提案されており（判定基

準3）、これらの判定基準の妥当性について

も検討が行われた。結果として、判定基準3

に濃度依存性を加味した判定基準3’にお

ける施設内再現性は80-100%、施設間再現性

は80%となり、良好な結果が得られた。	

続いてPhase	II	studyとして施設間再現

性の確認のため、コード化した20物質につ

いて同様に試験を行ったところ、良好な施

設間再現性が得られなかった。すでにガイ

ドライン化された皮膚感作性試験ガイドラ

インであるIL-8	Luc	assayを踏まえ、IL-2

転写活性作用影響無(N)の判定方法を変更

した判定基準4を検討したが、施設間再現性

は55%となり、結果は改善しなかった。	

以上の結果を考慮の上、%suppressionの

閾値を設定した判定基準5を採用したとこ

ろ、Phase	II	study	で試験を行った20物質

について80%の施設間再現性を達成するこ

とができた。なお、判定基準5を適用した場

合のPhase	I	studyの5物質3セットの施設間

再現性、施設内再現性ともに80％であった。	

今回の判定基準3’から5への変更により、
統計学的には有意と判定されるが、生物学

的には然程意味を持たない測定誤差や手技

の微妙な揺れ程度の差が判定に影響を及ぼ

すことを防ぎ、明らかな差（閾値）以上を

生物学的有意とすることによってより正確

な判定が行うことができる。 
この変更によって、いくつかの物質につ

いては判定結果が変わることとなった。こ

れらの物質はどれもIL-2転写活性抑制ある

いは刺激作用が小さく、 大でも10-20%程

度であった。30％を超えるような比較的大

きな作用を持つ物質に関しては、判定結果

は変わらず同一であった。	

当施設とリードラボの結果を比較したと

こ ろ 、 Phase	 I	 study に つ い て は

Hydrocortisoneが、Phase	II	studyについ

ては	Dibromoacetic	acidの結果が不一致

であった。Hydrocortisoneについては他施

設の結果を見ても当施設と同様にIL-2転写

活性抑制作用有(S)か影響無(N)に判定され

ることから、判定基準に近い程度の比較的

穏和な抑制作用を持つ物質であるのかもし

れない。Dibromoacetic	acidについては、

リードラボも含めると4施設全てにおいて

判定結果が異なっていた。従ってこの不一

致は人為的操作に起因するとは考え難く、

Dibromoacetic	acidの持つ性質による可能

性がある。	

	

E．結論	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	

IL-2転写誘導抑制を指標とした免疫毒性

評価試験法のOECDテストガイドライン化を

目的として、試験実施施設として国際バリ

デーション試験に参加した。80%以上の施設

内再現性、施設間再現性および正確性が得

られるMITAプロトコルを確立した。これを

以て、この評価系の国際バリデーション試
験を終了した。	
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表 1	  MITA（IL-2 レポーター活性試験）のバリデーション試験（Phase	I	study）に使用
した化学物質 

 

No. Chemical CAS No. State Code No. 

1 Dibutyl phthalate 84-74-2 Liquid MID036A 

MID033B 

MID034C 

2 Hydrocortisone 50-23-7 Solid MID038A 

MID035B 

MID037C 

3 Lead(II) acetate trihydrate 6080-56-4 Solid MID310A 

MID037B 

MID038C 

4 Zinc dimethyldithiocarbamate 137-30-4 Solid MID037A 

MID039B 

MID310C 

5 Nickel（II) sulfate hexahydrate 10101-97-0 Solid MID034A 

MID031B 

MID032C 
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表 2	  MITA（IL-2レポーター活性試験）のバリデーション試験（Phase	II	study）に使用
した化学物質	

	

  
No. Chemical CAS No. State Code No. 

1 2,4-Diaminotoluene 95-80-7 Solid MID702 

2 Benzo(a)pyrene 50-32-8 Solid MID703 

3 Cadmium chloride 10108-64-2 Solid MID714 

4 Dibromoacetic acid 631-64-1 Solid MID720 

5 Diethylstilbestol 56-53-1 Solid MID711 

6 Diphenylhydantoin  630-93-3 Solid MID704 

7 Ethylene dibromide 106-93-4 Liquid MID705 

8 Glycidol 556-52-5 Liquid MID712 

9 Indomethacin 53-86-1 Solid MID715 

10 Isonicotinic Acid Hydrazide (Isoniazid) 54-85-3 Solid MID707 

11 Nitrobenzene 98-95-3 Liquid MID701 

12 Urethane, Ethyl carbamate 51-79-6 Solid MID719 

13 Tributyltin chloride 1461-22-9 Liquid MID713 

14 Perfluorooctanoic acid 335-67-1 Solid MID718 

15 Dichloracetic acid 79-43-6 Liquid MID716 

16 Toluene 108-88-3 Liquid MID706 

17 Acetonitril 75-05-8 Liquid MID708 

18 Mannitol 69-65-8 Solid MID717 

19 Vanadium pentoxide 1314-62-1 Solid MID709 

20 o-Benzyl-p-chorolophenol 120-32-1 Solid MID710 
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表 3	  MITA（IL-2レポーター活性試験）のバリデーション試験（Phase	I	study）の結果 
	

No. Chemical CAS No. Lead 
Labo 

 Lab.B Lab.C Lab.D Based 
on 
Majority Round (AISTTS) (FDSC) (AISTTA) 

1 Dibutyl phthalate 84-74-2 S:SSS 

1st S:SSS S:SSS S:SSS S 

2nd S:SSS S:SSS S:SSS  

3rd S:SSS S:SSS S:SSS  

2 Hydrocortisone 50-23-7 N:SNN 

1st S:SAS S:SSS S:NSS S 

2nd N:NNN S:SSS S:SSN  

3rd N:NNN S:SSN N:NNS  

3 Lead(II) acetate 
trihydrate 6080-56-4 S:SSS 

1st S:SSS S:SSS S:SSS S 

2nd S:SSS S:SSS S:SSS  

3rd S:SSS S:SSS S:SSS  

4 Zinc 
dimethyldithiocarbamate 137-30-4 S:SSS 

1st S:SSS S:SSS S:SSS S 

2nd S:SSS S:SSS S:SSS  

3rd S:SSS S:SSS S:SSS  

5 Nickel（II) sulfate 
hexahydrate 10101-97-0 N:SNN 

1st N:NNN N:NNN N:NNA N 

2nd N:NNN S:SSN N:NNN  

3rd N:NSN N:NNN N:NNN  

    Within 80% 80% 80%  
    Accuracy 100% 80% 80% 80% 
    Between 80%    

	

	

表 4	  MITA（IL-2レポーター活性試験）のバリデーション試験（Phase	II	study）の結果 
 
No. Chemical CAS No. Lead 

Labo 
Lab.B Lab.C Lab.D Concordance Based on 

Majojrity (AISTTS) (FDSC) (AISTTA) 

1 2,4-Diaminotoluene 95-80-7 N:NNN N:NNN N:NNN N:NNN 1 N 

2 Benzo(a)pyrene 50-32-8 S:SNS S:SSS S:ASS S:NSS 1 S 

3 Cadmium chloride 10108-64-2 N:SNN N:NNN N:NSN N:NNN 1 N 

4 Dibromoacetic acid 631-64-1 S:SSA A/S:A/SA/SA/S A:NAA N:NAN 0 A? 

5 Diethylstilbestol 56-53-1 S:SSS S:SSS S:SSS S:SSS 1 S 

6 Diphenylhydantoin  630-93-3 N:NNN N:NNN N:NNN N:NNN 1 N 

7 Ethylene dibromide 106-93-4 N:NNN N:NNN N:NNN N:NNN 1 N 

8 Glycidol 556-52-5 A:AA/SA A:AAA A:SAA A:AAA 1 A 

9 Indomethacin 53-86-1 A:NAA A:AAA A:AAA A:AAA 1 A 

10 
Isonicotinic Acid 

Hydrazide (Isoniazid) 
54-85-3 S:SSN S:SSS N:ANN S:SSS 0 S 
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11 Nitrobenzene 98-95-3 N:NNN N:NNN S:SSS N:NNN 0 N 

12 
Urethane, Ethyl 

carbamate 
51-79-6 A:AAA A:AAA A:AAA A:AAA 1 A 

13 Tributyltin chloride 1461-22-9 S:SSS S:SNS S:SSS S:SSS 1 S 

14 Perfluorooctanoic acid 335-67-1 A:AAN A:AAA A:AAA A:AAA 1 A 

15 Dichloracetic acid 79-43-6 S:SSS A:AAN S:SSS S:SSN 0 S 

16 Toluene 108-88-3 N:NNN N:NNN N:NNN N:NNN 1 N 

17 Acetonitril 75-05-8 N:NNN N:NNN N:NNN N:ANN 1 N 

18 Mannitol 69-65-8 N:NNN N:NAN N:NNN N:NNN 1 N 

19 Vanadium pentoxide 1314-62-1 N:NNN N:NAN N:NNN N:ANN 1 N 

20 o-Benzyl-p-chorolophenol 120-32-1 S:SSS S:SSS S:SSS S:SSS 1 S 

  Accuracy  90% 85% 95%  95% 

      Between 80%  
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図１	 コード化 5物質（セット A）の IL-2 レポーター活性試験（Phase	I）の結果 
 
 

	
 
図 2	 コード化 5物質（セット B）の IL-2 レポーター活性試験（Phase	I）の結果	
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図 3	 コード化 5物質（セット C）の IL-2 レポーター活性試験（Phase	I）の結果	

	

	
	

図 4	 コード化物質（Dibutyl	phthalate）の施設内再現性（Phase	I）の結果	
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図 5	 コード化物質（Hydrocortisone）の施設内再現性（Phase	I）の結果	
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図 6	 コード化物質（Lead	(II)	acetate	trihydrate）の施設内再現性（Phase	I）の結果	
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図 7	 コード化物質（Zinc	dimethyldithiocarbamate）の施設内再現性（Phase	I）の結果	
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図 8	 コード化物質（Nickel	(II)	sulfate	hexahydrate）の施設内再現性（Phase	I）の結

果	



 
 

103 

	 コード化 20 物質の IL-2 レポーター活性試験（Phase	II）の結果	

	

No.1 <2,4-Diaminotoluene, Code No.:MID702> 

(The	maximum	concentration:	500	µg/ml,	Vehicle:	Distilled	water)	
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No.2 <Benzo(a)pyrene, Code No.:MID703> 

(The	maximum	concentration:	31.25	µg/ml,	Vehicle:	DMSO) 
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No.3 <Cadmium chloride, Code No.:MID714> 

(Final	concentration:	1st	Exp:	2000	µg/ml,2-4th	Exp:	31.25	µg/ml,	Vehicle:	Distilled	

water)	
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No.4 <Dibromoacetic acid, Code No.:MID720> 

(Final	concentration:	2000	µg/ml,	Vehicle:	DMSO)	
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No.5 <Diethylstilbestol, Code No.:MID711> 

(Final	concentration:	1st	Exp:	125	µg/ml,2-4th	Exp:	62.5	µg/ml,	Vehicle:	DMSO)	
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No.6 <Diphenylhydantoin, Code No.:MID704> 

(Final	concentration:	3.9	µg/ml,	Vehicle:	DMSO)	
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No.7 <Ethylene dibromide, Code No.:MID705> 

(Final	concentration:	500	µg/ml,	Vehicle:	DMSO)	
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No.8 <Glycidol, Code No.:MID712> 

(Final	concentration:	2000	or	1000	µg/ml,	Vehicle:	Distilled	water)	
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No.9 <Indomethacin, Code No.:MID715> 

(Final	concentration:	500	µg/ml,	Vehicle:	DMSO)	
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No.10 < Isonicotinic Acid Hydrazide (Isoniazid), Code No.:MID707> 
(Final	concentration:	2000	µg/ml,	Vehicle:	Distilled	water)	
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No.11 <Nitrobenzene, Code No.:MID701> 

(Final	concentration:	500	µg/ml,	Vehicle:	DMSO)	
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No.12 <Urethane, Ethyl carbamate, Code No.:MID719> 

(Final	concentration:	2000	µg/ml,	Vehicle:	Distilled	water)	
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No.13 <Tributyltin chloride, Code No.:MID713> 

(Final	concentration:	1st	Exp:	500	µg/ml,2-4th	Exp:	1.9	µg/ml,	Vehicle:	DMSO)	
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No.14 <Perfluorooctanoic acid, Code No.:MID718> 

(Final	concentration:	500	µg/ml,	Vehicle:	DMSO)	
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No.15 <Dichloracetic acid, Code No.:MID716> 

(Final	concentration:	2000	µg/ml,	Vehicle:	Distilled	water)	
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No.16 <Toluene, Code No.:MID706> 

(Final	concentration:	500	µg/ml,	Vehicle:	DMSO)	
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No.17 <Acetonitril, Code No.:MID708> 

(Final	concentration:	2000	µg/ml,	Vehicle:	Distilled	water)	
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No.18 <Mannitol, Code No.:MID717> 

(Final	concentration:	2000	µg/ml,	Vehicle:	Distilled	water)	
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No.19 <Vanadium pentoxide, Code No.:MID709> 

(Final	concentration:	0.0019	µg/ml,	Vehicle:	DMSO)	
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No.20 <o-Benzyl-p-chorolophenol, Code No.:MID710> 

(Final	concentration:	1st	Exp:	500	µg/ml,2-4th	Exp:	62.5	µg/ml,	Vehicle:	DMSO)	

 
 

 


