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Ａ．研究目的 

 東北大学らによって開発された Multi-

ImmunoTox assay（MITA）は、多色発光タ

ンパク質による in vitro 免疫毒性評価試験

法で、各種の毒性評価発光細胞によって構

成される。本研究では、化学物質の免疫毒性

評価のための MITA 試験法確立と OECD

ガイドライン化を目指してバリデーション

試験を実施する。MITA の構成要素の一つ

である TGCHAC-4A（THP-G1β）細胞は、

THP-１細胞において IL-1β転写活性を定

量化する。本年度は TGCHAC-4A 細胞を用

いた試験法の確立を目指し、バリデーショ

ンの技術移転性の確認（Phase0）および

Phase1 試験の実施を目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

 IL-1βと内部標準としての G3PDH プロ

モーターに SLG および SLR ルシフェラー

ゼ遺伝子をそれぞれ繋いだ人工染色体発現

ベクターを THP-1 細胞に導入した 2 色発

光細胞株 TGCHAC-4A（THP-G1β）を用

いて試験を行った。化学物質の免疫毒性試

験法における細胞培養方法、被験物質調整

及び添加方法、及びルシフェラーゼアッセ

イの方法,試験結果の判定基準等について

は Multi-Immuno Tox Assay protocol 案 

Ver.007E（Phase0）およびVer.008E（Phase1）

に準ずる。発光の計測には、多検体発光測定

装置 Phelios（ATTO 社）を用いた。 

Phase0 試験；試験には 3化学物質(Dapsone，

Diethanolamine，p-Nitroaniline)を供試し、

各物質 3回×2セットの試験を行った。 

Phase1 試験；試験には、国際バリデーショ

ン実行委員会にて選定された 5 種類のコー

ド化した被験物質を供試した。各物質 1 セ

ットにつき 2 回の同一結果を得られるまで

試験を繰り返し被験物質を判定、これを 3

セット実施した。 

（倫理面への配慮） 

倫理的な問題が生じる実験を実施しておら

ず、特に配慮すべき問題はない。 

 

Ｃ．研究結果 

研究要旨 

 THP-1 細胞における IL-1β転写活性抑制を指標とした化学物質免疫毒性評価系の
バリデーション試験を実施した。今年度は、まず 3 化学物質を用いて Phase0 試験
を実施し、技術移転性を確認した。つづいて、コード化された 5 物質において Phase1
試験（施設内再現性確認試験）を実施した。 
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Phase0 試験；被験 3 物質の試験結果を図 1

に示す。これらの結果を、リードラボの東北

大学及びバリデーション実施施設である食

薬センター、産総研高松と比較検証したと

ころ、良好な施設内、施設間再現性が確認さ

れたことから、つづいて Phase1 試験を実

施した。 

Phase1 試験； 

コード化された 5 種類の化学物質（5 物質

×3 セット分の 15 被験試薬）の試験結果お

よび判定結果を図 2 に示す。Multi-Immuno 

Tox Assay protocol 案 Ver.008 E の判定

基準に準じ、%suppression の±20%を基準と

して被験試薬の効果を判定した。各試薬の

判定を得るまで、それぞれ 2～4 回の実験を

繰り返した。3セット目（MIB601~605）の 2nd 

experience では、LPS による誘導の基準と

なる FInSLG-LA=>5%を満たさなかったので、

判定対象外とした。 

 

Ｄ．考察 

 Phase1 試験では、コード化された 15 被

験試薬（5 物質×3）の試験を実施した。5 物

質全てにおいて、3 セットで同一の判定結

果となり、良好な施設内再現性を確認した。

一方、各セットにおける 1st~4th experience

を確認すると、3 つの被験試薬（MIB503、

MIB601、MIB602）において、N:No effect

と S；suppression の両判定があった。

MIB601 に関しては、「N、S、N」で最終的

に No effect 判定であったが、2nd exp.の

suppression判定も+20%ラインを僅かに上

回る微妙なものであった。MIB503､602 に

おいては、被験試薬の毒性が強く、細胞の

I.I.-SLR-LA が 0.5 を下回る直前の非常に

狭い濃度範囲において明らかな IL1-βの転

写活性抑制反応が出ている。しかし、反応が

計測できる濃度が 1 点のみであったため判

断基準となる「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」

に合致せず、No effect の判定となっている。

これらの結果から、プロトコルの改善や判

定基準の再検証を進めることにより、より

正確性、再現性を向上した試験法の確立が

見込まれる 

  

Ｅ．結論 

 免疫毒性評価試験法（Multi-ImmunoTox 

assay）の国際標準化を目指し、TGCHAC-

4A 細胞を用いた THP-G1β転写発現抑制

を指標とした評価試験のバリデーション試

験（Phase0 および Phase1）を実施した。 

Phase0 試験において技術移転性を確認し、

Phase1試験において 5物質×3セットから

なる試験を実施した。 

 

Ｆ．健康危険情報 

    該当なし 

 

Ｇ．研究発表 

 1. 論文発表 

   該当なし 

 2. 学会発表 
   木村 裕、安野 理恵、渡辺 美香、小林 

美和子、岩城 知子、藤村 千鶴、近江谷 
克裕、山影 康次、中島 芳浩、小林 眞
弓、大森 崇、足利 太可雄、小島 肇、
相場 節也：Multi-ImmunoTox Assay 
(MITA) バリデーション研究の結果 日
本動物実験代替法学会 第 31 回大会
（熊本）2018 年 11 月 
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Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

（予定を含む。） 

 1. 特許取得 

   該当なし 

 

 2. 実用新案登録 

   該当なし 

 3.その他 

   該当なし 
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