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Ａ．研究目的 

 東北大学を中心に開発された 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 Phase2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.009E 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。Phase2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 20 種類のコー

ド化した被験物質を供試した。各物質にお

いて 2 回の同一結果を得られるまで試験を

繰り返して被験物質を判定した。 

（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 
コード化された 20 種類の化学物質の試験

結果（図 1）および判定結果(表 1)を示す。

得られた試験結果のうち、Multi-Immuno 

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、昨年度実施した Phase1 試験（施設内
再現性）に引き続き、コード化された 20化学物質を用いて Phase2試験を実施し、
施設間再現性を確認した。 
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Tox Assay protocol 案  Ver.009E の

Acceptance criterion をクリアしたものに

関して、判定基準に準じ “suppression”ま

たは“non-suppression”の判定を行った。 

各被験試薬に対して、同一結果が 2 回得ら

れた時点で最終判定とした。Acceptance 

criterion をクリアしなかった結果に関し

ては判定不可(表 1)とした。 

 

Ｄ．考察 

昨年度実施した Phase1(施設内再現性)に

引き続き、Phase2(施設間再現性)試験をコ

ード化された 20 被験試薬を対して実施し

た。得られた判定結果を、他のバリデーショ

ン実施機関の結果を比較したところ、20被

験物質中 16 物質で結果が一致し（80%一

致）、良好な施設間再現性が確認された。結

果が一致しなかった物質に関しても各機関

の％suppressionカーブを比較すると、ほぼ

同様の傾向が見られた。例えばMIB202に

関して、他の 2機関がNon-suppressionに

対し、我々の結果では Suppression判定で

あったが、東北大学の試験結果を比較する

と、被験物質の濃度 1.953mg/ml において

のみ%suppression 25%を超える positive 

を示し、それより低濃度域では Non-

suppressionという結果が一致している。際

どいところで「positive を含む 3 点の連続

的上昇」有無の判断が分かれ、Criteriaに準

じた判定では異なる結果となったものの、

実際の試験結果はほぼ同一であった。一方、

産総研四国では被験物質の希釈率が高く、

1.953mg/ml 未満の濃度で判定を行ってお

り、同じ希釈率で判断した場合、同様の試験

結果が得られる可能性もある。Phase2 試

験では、参画施設間の再現性は非常によく

一致しており、不一致だった物質に関して

は判断基準の境界のもの、または希釈濃度

の違いによるものがほとんどであった。 
 
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（Phase2）を実施した。バリデーション

参加の 3 機関の結果を検討した結果、80%

の物質で同一の結果が得られ、施設間再現

性が確認された。 
 
Ｆ．健康危険情報 
  該当なし 
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Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
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2. 実用新案登録 : 該当なし 
3.その他 : 該当なし 
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  表 1  Phase2 試験；評価結果 

S; Suppression    
N; Non-suppression 


