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（H27-化学—一般-006））厚生労働科学研究費補助金（化学リスク研究事業） 

研究成果の概要 

   

免疫毒性評価試験法Multi-ImmunoTox assayの国際validationへ向けての検討 

   

 

研究代表者 相場 節也 

東北大学病院皮膚科 

 

研究要旨  

本研究においては、１）免疫抑制剤、免疫毒性が明らかな化学物質を含
む 60 種類の化学物質を Multi-ImmunoTox assay (MITA)を用いて評価
し、MITA の data set を構築した。その中で、PMA/Io 刺激存在下の IL-
2、IFN-γ転写活性抑制と LPS 存在下の IL-1β、IL-8 転写活性抑制のみ
を評価する従来のMITAに加えて、皮膚感作性試験であるIL-8 Luc assay
を組み合わせることで化学物質の免疫毒性がより正確に評価できるこ
とを見いだした。具体的には、化学物質の IL-2、IL-8 転写活性を抑制す
る最低濃度 (Lowest observed effect level；LOEL)および IL-8 Luc assay
の結果を組み合わせることで MITA により免疫毒性化学物質が 6 種類のク
ラスターに分類できることを明らかにした。それらの Cluster は以下の様
な特徴を有していた。Cluster 1; IL-8 転写活性のみ抑制物質、Cluster 2: 
IL-2 転写活性抑制、感作性物質、Cluster 3: 感作性物質、Cluster 4: 陰
性物質、Cluster 5: IL-2、IL-8 転写活性抑制物質、Cluster 6: IL-2 転写
活性のみ抑制物質 2）OECD テストガイドライン化に向けての IL-2 転写
活性抑制評価試験の国際バリデーション Phase 1, Phase 2 を行った。
3) IL-2 転写活性抑制と IL-8 転写活性抑制の 2つを key event とする
AOP を作成した。4)皮膚感作性試験法 IL-8 Luc assay が OECD テストガ
イドライン(442E)に承認された。 

 

研究分担者氏名・所属研究機関名及び所属研究機関
における職名 
小島 肇・国立医薬品食品衛生研究所・安全性予

測評価部・第二室長 
近江谷 克裕・産業技術総合研究所・バイオメデ

ィカル研究部門・研究部門長 
山影 康次・食品薬品安全センター秦野研究所・

研究開発部・部長 
中島 芳浩・産業技術総合研究所・健康工学研究

部門・研究グループ長 

大森 崇・神戸大学医学部附属病院・臨床研究推
進センター・特命教授 

木村 裕･東北大学病院・皮膚科・助教 

 
 

Ａ．研究目的            
研究背景： 

 環境汚染物質、食品添加物、薬剤などの化学

物質のなかには免疫系を標的とし、アレルギー、
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自己免疫疾患、免疫抑制に基づく易感染性、発

癌などの健康被害を及ぼすものが少なくない。

したがって、外因性化学物質の生体免疫機能へ

の毒性効果として定義される免疫毒性は、公衆

衛生行政にとっても重要な課題となっている。

しかし現在存在している化学物質の免疫毒性評

価法は、極めて多岐にわたる免疫反応に及ぼす

化学物質の影響を評価するには不十分であり、

さらにその多くが動物実験に依存している。い

うまでもなく動物実験には、得られた結果から

どこまでヒトに対する影響を類推できるかとい

う科学的問題に加えて費用面、倫理面など多く

の問題が存在する。したがって、これらの問題

を解決するためには多岐にわたる免疫反応を動

物実験を用いずに評価する試験系の開発が不可

欠である。 

 我々は，平成18−22年NEDO「高機能簡易型有害性

評価手法の開発」プロジェクトにおいて、産業総

合研究所が開発した３色発光細胞の技術を応用

し，Jurkat細胞におけるIFN-γ、IL-2、G3PDHプロ

モーター活性、THP-１細胞におけるIL-8、IL-1β、

G3PDHプロモーター活性をhigh throughputに評価

できる長期細胞株を樹立し、化学物質の免疫毒性

多項目評価システム(Multi-ImmunoTox assay；

MITA)を構築し国内外の特許を取得している。

MITAを用いるとヒトT細胞におけるIL-2とIFN-γ、

マクロファージ/樹状細胞におけるIL-1βとIL-8

の転写に関与するシグナル伝達経路への化学物

質の影響を定量的に評価することができる。平成

24年度から平成26年度の3年間にわたる厚生労働

科学研究費補助金事業「多色発光細胞を用いた

high-throughput免疫毒性評価試験法の開発」に

おいて、我々はまず作用機序の明らかな種々の免

疫抑制剤をMITAを用いて評価するなかで、化学物

質免疫毒性評価におけるMITAのプロトコールを

作成し、そのプロトコールを用いた薬剤の免疫毒

性評価を行った。その結果、代表的な免疫抑制剤

であるデキサメサゾン(Dex)、サイクロスポリン

(CyA)、タクロリムス（Tac）のT細胞とマクロファ

ージ/樹状細胞に対する薬理効果をMITAが予測で

きることを明らかにした[1]。さらに、40種類の化

学物質を評価したところ、鉛の免疫抑制作用、リ

チウム、水銀によるによる免疫増強作用を検出で

きることも明らかとなった。 

 そこで平成27年度以降は、合計60化学物質から

なるdata setを作成した。また、MITAによる化学

物質の免疫毒性を評価するなかで、MITAのみよる

分類では、免疫抑制物質中に感作性物質が含まれ

てしまうことが明らかとなり皮膚感作性試験法

IL-8 Luc assayとMITAを組み合わせたmodified 

MITAを構築し、IL-8 Luc assayの評価結果もdata 

setに追加した。また、そのdata setを基に化学物

質のclusteringを行い、化学物質が免疫毒性の

profileの違いにより6つのグループに分類でき

ることを示した。さらに、研究期間中にIL-8 Luc 

assayをOECDテストガイドライン化することがで

きた。一方、MITAのIL-2転写活性抑制物質評価系

に関しては、現在までに国際validation phase 1 

and 2が終了している。 
  

 

計画全体の目的： 

図１に示すように、本研究では以下の 4 項目を

目的として研究を計画した。 

１） MITA の最適化と data set の構築 

２） MITA のパラメーターを key event とす

る AOP の作成 

３） IL-2 転写活性障害を指標とした T細胞

の分化異常誘導化学物質評価系の

validation 試験 

４） MITA のテストガイドライン化 

 

2015 年度の目的： 

① MITA の最適化と data set の構築 

MITA の問題点を明らかにして、MITA を免疫

毒性評価により適した評価系に修正する。 

② MITA に適した免疫毒性評価系の探索 

③ MITA のパラメーターを key event とする

AOP の作成 

④ AOPに基づく化学物質評価 

⑤ IL-2転写活性抑制試験に関する技術移転性

確認 

⑥ MITA を用いた免疫毒性評価系国際化へ向け

ての kick-off meeting の開催 
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2016 年度の目的： 
① 自己免疫、免疫抑制、アレルギーなどに

関するAOPの作成 
② AOPに基づく評価方法の決定 
③ Multi-ImmunoTox assay (MITA) のdata 

setの拡充と施設内、施設間再現性を改善
し国際的validationを目指す。 

④ 国際的validationチームの運営 
⑤ IL-8 Luc assayのOECDテストガイドライ

ン化 
 
2017年度の目的： 
① AOP の改良と the Extended Advisory 

Group on Molecular Screening and 
Toxicogenomics (EAGMST)への承認に向け
ての対応  

② L-2 転写活性抑制を key event とする T細
胞分化異常誘導評価系およびのデーター
ベース構築 （研究代表ならびに分担者
（木村） 

③ IL-2 転写活性抑制を key event とする T
細胞分化異常誘導評価系の Phase 2 試験 

④ IL-8 転写活性増強を指標とした気道刺激
性物質評価系のデーターベース構築 

⑤ IL-8 Luc assayのOECDテストガイドライ
ン化 

 
B．研究方法 
 
試薬 

Water-soluble Dexamethasone (Dex), Cyclosporin 
A (CyA), Tacrolimus (TAC), Rapamycin, 
Cyclophosphamide, Azathioprine, Mycophenolic 
acid, Mizoribine, Leflunomide, Methotrexate, 4-
Aminophenyl sulfone (Dapsone), Sulfasalazine, 
Colchicine, Chloroquine, Minocycline, Nicotinamide, 
Acetaminophen, Digoxin, Warfarin, Cimetidine, 
Levamizol, Isoniazid, Phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA), Ionomycin(Io), Lipopolysaccharides 
from E. coli 026:B6 (LPS), 2,4-Diaminotoluene, 2-
Aminoanthracene, 2-Mercaptobenzothiazole, 
Amphoterycine B, Benzethonium chloride, 
Chlorpromazine, Cisplatin, Dibenzo[a,i]pyrene, 
Dibutyl phthalate, Diethanolamine, Lead acetate, 
Nitrofurazone, Pentamidine isethionate, p-
Nitroaniline, Pyrimethamine, Ribavirin, Sodium 
bromate, Triethanolamine, Actinomycin D, Cobalt 
chloride, Dimethyl sulfoxide, Histamine, 
Hydrocortisone, Isophorone diisocyanate, 
Mitomycin Cは Sigma-Aldrichから購入した。
Aluminum chloride, Ethanol, Magnesium sulfate, 
Methanol, Nickel sulfate, Sodium lauryl sulfate, 

Lithium carbonate, Mercuric chlorideは和光純薬か
ら購入した。Hydrogen peroxideは三徳化学工業
から購入した。Deoxyspergualinは医薬品卸業か
ら購入した。 
 
Jurkat T細胞由来#2H4細胞におけるIL-2, IFN-

, GAPDHプロモーターアッセイおよびTHP-1 単

球細胞由来TGCHAC-A4細胞、THP-G8細胞における

IL-1, IL-8, GAPDHプロモーターアッセイ(図

2) 
IL-2およびIFN-プロモーター活性の測定には、

ヒトTリンパ芽球性白血病由来細胞株Jurkatに
IL-2プロモーターに制御されたSLGルシフェラ
ーゼ遺伝子（緑色に発色）、IFN-プロモーターに
制御されたSLOルシフェラーゼ遺伝子（橙色に
発色）、GAPDHプロモーターに制御されたSLR
ルシフェラーゼ遺伝子（赤色に発色）を導入し
た#2H4細胞を用いた[2]。またIL-1プロモータ
ー活性の測定には、ヒト急性単球性白血病由来
細胞株THP-1にIL-1プロモーターに制御された
SLGルシフェラーゼ遺伝子、GAPDHプロモータ
ーに制御されたSLRルシフェラーゼ遺伝子を導
入したTGCHAC-A4細胞を、IL-8プロモーター活
性の測定には、THP-1にIL-8プロモーターに制御
された SLO ルシフェラーゼ遺伝子および
GAPDHプロモーターに制御されたSLRルシフ
ェラーゼ遺伝子を導入したTHP-G8細胞を用い
た[3]。なおTGCHAC-A4細胞の樹立には人工染
色体技術[4]を用い細胞の安定性を確保した。1
ウェル当たり2×105個の#2H4細胞または1ウェル
当たり5×104個のTGCHAC-A4細胞またはTHP-
G8細胞を黒色の96-well プレート(Greiner bio-
one)に播種し、薬剤を加え、37℃、5%CO2下で1
時間培養した。つづいて#2H4細胞については
25nM PMA と 1M Io の 混 合 物 (PMA/Io) 、
TGCHAC-A4細胞、THP-G8細胞については100 
ng/ml LPSで刺激し37℃、5%CO2下で6時間培養
した。その後、細胞溶解剤とルシフェラーゼ反
応の基質であるルシフェリンの混合剤である
Tripluc luciferase assay reagent (TOYOBO)を混合
し、室温で10分振盪させたのちマルチプレート
対応型ルミノメーターにてルシフェラーゼ活性
を測定した。SLG、SLO、 SLRルシフェラーゼ
は共通の基質の存在により同時に発光するが、
2枚の光学的フィルターにより分離し、各ルシフ
ェラーゼの発光量 (SLG-luciferase activity (SLG-
LA) 、 SLO-luciferase activity (SLO-LA) 、 SLR-
luciferase activity (SLR-LA)) を検出した。また細
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胞数の違いや各種刺激後の生存率の違いを勘案
しSLG-LA、SLO-LAをSLR-LAで除することによ
り そ れ ぞ れ normalized SLG-luciferase 
activity(nSLG-LA), normalized SLO-luciferase 
activity(nSLO-LA)を算出した。さらに以下の式
に%suppression抑制率を計算した。 
 
% suppression = (1-薬物存在下でのnSLG-LAまた

はnSLO-LA/薬物非存在下でのnSLG-LAまたは

nSLO-LA) X 100 

 

MITAによる免疫毒性評価法 

 各実験において得られた結果は、一元配置分

散分析を行い、その後 Dunnett 検定により有意

な抑制効果，増強効果があるか否かを検討した。

しかし、この実験を 3 回繰り返し検討すると、

3 回の実験結果が必ずしも一致していない薬剤

が存在した。そこで、一致が見られなかった薬

剤に関しては、3 回の繰り返し実験の結果のな

かから%suppression の絶対値（免疫抑制物質に

関しては正の値、増強物質に関しては負の値と

なる）が最も大きい値を選び Student’s t-test を行

い、そこで統計的有意差の得られた場合、その

結果を薬剤の最終的判定結果とした (図３)。 

 
Phase 2 study 
国際バリデーション実行委員会にて選定した20
化学物質をコード化し、参加3施設、産総研つく
ば、食薬センター、産総研高松においてMulti-
Immuno Tox Assay protocol Ver.009.1Eにのっ
とり各物質3回繰り返し1セットの試験を1セッ
ト行った。 
 
国際バリデーション実行委員会 
 
平成２９年度第３回：2017年11月18-19日、大阪
にて第３回国際バリデーション実行委員会会議
を行った。（参加者：小島肇、足利太可雄、S.Venti、
相場節也、木村裕、大森崇、小林眞弓、安野理
恵、山影康次、渡辺美香、小林美和子、中島芳
浩、Emanuela Corsini、Erwin L. Roggen、Dori 
Germolec、Tomoaki Inoue） 
 
平成２９年度第４回：2018年3月29日20：00より
国際バリデーション実行委員会会議をスカイプ
にて行った。（参加者：小島肇、足利太可雄、相

場節也、木村裕、Emanuela Corsini、Erwin L. 
Roggen、Dori Germolec、Tomoaki Inoue） 

 

（倫理面への配慮） 
健常人からの採血に際しては、研究内容、採

血における危険性、得られた検査結果により本

人の人権が損なわれることのないこと、得られ

た検査結果は守秘され個人のプライバシーを侵

害する可能性がないこと、研究に協力すること

に同意した後もいつでも自由に辞退できること、

この研究によって生じる知的財産権は被験者に

は帰属しないことについて説明し、本人より同

意書を取得している。 

 

C. 研究結果 
①MITAの最適化とdata setの構築ならびに
免疫毒性化学物質のClustering 
1)MITA data set の構築 （Table 1） 
 これまでに作成されていた MITA data set の
不確定な部分を補い、更に WHO から提出された
Guidance for immunotoxicity risk assessment 
for chemicals の Case-Studies にて検討されて
いる化学物質、喘息などのアレルギー疾患との
関 与 が 想 定 さ れ て い る diesel exhaust 
particles (DEP)、ホルマリン (FA)、dibutyl 
phthalate を加えた 60 化学物質からなる data 
set を作成した。その際に、それぞれの化学物質
の IL-2、IFN-γ、IL-1β、IL-8 の転写抑制活性に
作用を及ぼす最低濃度 (Lowest observed effect 
level；LOEL)を決定した。WHO Guidance の Case-
Studies に含まれる化学物質に関しては、MITA
は鉛の免疫抑制、水銀による IFN-レポーター活
性増強作用を、また DEP、FA の Th1 サイトカイ
ンである IL-2 レポーター活性抑制作用を検出
できた。 
2)MITA の問題点 
 MITA data set (Table 1)から明らかな様に、
MITA で は CoCl2 、 NiCl2 、 isophorone 
diisocyanate などの感作性物質が IL-8 レポー
ター活性抑制作用を示し、Dex、hydrocortisone
あるいは FR167653 (p38 mitoten activated 
kinase (MAPK)阻害剤)などの免疫抑制剤との区
別できない。そこで MITA を有効に活用するため
には、感作性物質評価系との組み合わせが不可
欠である。 
3)Modified MITA の構築 (Table 2) 
 そこで従来の MITA に、すでに OECD テストガ
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イドライン(442E)に承認されている IL-8 Luc 
assay を組み合わせることにした(Table 1)。さ
らに、Table 1 を IL-8 レポーター活性抑制 LOEL
順に並べ替えると (Table 2)、IL-8 レポーター
活性抑制と IL-8 Luc assay の結果とは相関が
ないことが明らかとなった。しかし、IL- 8 Luc 
assay を加えることにより、IL-8 レポーター活
性抑制を示す Dex、hydocortisone、FR167653 な
どの免疫抑制物質と感作性物質との識別が可能
となった。 
4) IL-1β、IL-8 レポーター活性 LOEL の相関 
 次に、Table 2 を基にして、化学物質の IL-1β、
IL-8 レポーター活性に対する LOEL 値の相関を
検討した。図４に示す様に、両者の間には統計的
に極めて有為な相関が認められた (R2=0.8481)。
しかし、いずれも IL-2 の LOEL との相関は認め
られなかった。 

5) IL-2、IFN-γレポーター活性LOELの相関 

 次に、Table 1をIL-2レポーター活性抑制LOEL

順に並べ替え(Table ３)、更にそれを基に化学

物質のIL-２、IFN-γレポーター活性に対する

LOEL値の相関を検討した。具体的には、IL-２、

IFN-γレポーター活性に対する判定が異なる化

学物質を除き相関を調べると、図４に示す様に、

両者の間には統計的に極めて有為な相関が認めら

れた (R2=0.7363)。 
6)MITAによる免疫毒性化学物質のclustering 
次に、化学物質をIL-2とIL-8の転写抑制活性に作

用を及ぼすLOELをもとに６つのグループに、また

IL-8 Luc assayによる判定結果により2つのグル

ープに分類しheat mapを作成した（Table 4 と

Table 5）。それらをもとにまずhierarchical 

clusteringを施行したところ、化学物質が最大6

つのクラスターに分けられることが明らかにな

った（図５）。次いで K-means clusteringを行っ

たところ(図６)、cubic clustering criterion 

1.74で6つのクラスターに分類できた。興味深い

ことに、いずれのclustering方法でも60種類の化

学物質がほぼ同様に含まれる6個のクラスターに

分類され、それぞれのクラスターは以下の特徴を

有していた：Cluster 1; IL-8転写活性のみ抑制

物質、Cluster 2: IL-2転写活性抑制、感作性物

質、Cluster 3: 感作性物質、Cluster 4: 陰性物

質、Cluster 5: IL-2、IL-8転写活性抑制物質、

Cluster 6: IL-2転写活性のみ抑制物質（図７）。 

②MITAのパラメーターをkey eventとする
AOPの作成 
１）IL-2 転写活性抑制を key event とした T細

胞分化異常誘導に関する AOP の作成  

 IL-2 レポーター活性が、MITA で評価可能な T

細胞関連因子の中では最も多くの化学物質で抑

制されること、また多くの化学物質で IFN-レポ

ーター活性と相関が認められることより IL-2

レポーター活性を KE とした AOP を構築するこ

ととした。IL-2 はおもに Th1 細胞が分泌するサ

イトカインであるが、T 細胞の増殖に必須なばか

りでなく、IL-12Rβ2、IL-4Rα4、gp130 などの発

現を介して Th1、Th2 細胞、Treg 細胞の分化に不

可欠なサイトカインである。また一方で、Th17 細

胞の分化を抑制することにより不必要な自己免疫

反応や炎症反応の発症を制御する[5] [6]。そこで化

学物質の免疫毒性の指標として、IL-2 の転写制御

を評価することは極めて重要な意味を有している。

本年度は、IL-2 の転写に影響を及ぼす化学物質

とその分子メカニズムが記載されている論文を

渉猟し、570の化学物質に関してAppendix Table 

1 を作成した。さらに Appendix Table 1 をもと

に、IL-2 転写活性抑制 (図８)ならびに増強（図

９）を key event とした T細胞分化異常誘導の

AOP を充実させた。 
 
③IL-2転写活性抑制を指標としたT細胞分
化異常誘導化学物質評価系のvalidation試
験  

作成したIL-2転写活性障害をkey eventとしたT

細胞分化異常誘導に関するAOPに基づき、MITAを

構成する2H4細胞を用いたIL-2転写活性障害を

指標としたT細胞分化異常誘導化学物質評価系

のvalidation試験を以下の方法で実施した。そ

の中で今年度はPhase 2 studyを行った。 

１）Phase 2 study (Appendix 2) 
国際バリデーション実行委員会にて選定した20
化学物質をコード化し、参加3施設、産総研つく
ば、食薬センター、産総研高松においてMulti-
Immuno Tox Assay protocol Ver.009.1Eにのっ
とり各物質3回繰り返し1セットの試験を1セッ
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ト行い施設間再現性を評価した。 
結果はクライテリア3’（図１０）で施設間再現
性が65%(13/20)であり、再度クライテリアにつ
い て 再 検討 し 、 各 々 の ア ッ セ イ に お い
て%suppressionをベースとし95％信頼区間を表
記したグラフを用い図１１に示すようなクライテ
リア（クライテリア４）を設定し再評価したとこ
ろ施設間再現性が65%(13/20)であった。そこで
東北大学で作成されたMITA data setの各化学物
質における%suppressionの最大値、最小値を参考
とし%suppressionの閾値を±35%と設定したク
ライテリア（クライテリア５、図１２）を設定し再
評価したところ施設間再現性が80%(16/20)であ
った。（Table 6）またクライテリア５を用いPhase 
Iの結果を再評価したところ施設間再現性、施設
内再現性ともに80％(4/5)で（Table 7）Phase II
の結果とともにstudy planに記載された基準を
満たした。2018年3月29日に開催されたスカイプ
会議でクライテリア５は国際バリデーション実
行委員に承認された。 
Phase I, IIの結果についてリードラボである
東北大学の結果との一致率を検討したところそ
れぞれ80％、95％(Based on Majority)であった。
（Table 6, 7） 

 

④IL-8 Luc assayのOECDテストガイドライ
ン化 
  MITAを構成するIL-8 Luc assayに関しては、

2015年10月15、16日（パリOECD本部）、2016年11

月2，3日(パリOECD本部)、2016年12月12日(電話

会議)、2017年3月3日(電話会議)に開催された

Meeting of the Expert Group on Skin 

Sensitisationに参加し、IL-8 Luc assayの性能、

validation studyの結果等を説明し、2017年10

月にOECD テストガイドライン 442Eとして承認

された。 

 
D. 考察 
 年度、これまで継続して開発してきたMITAを

構成する細胞であるTHP-G8細胞を用いた皮膚感
作性試験法がOECD test guidelineに承認され
た。細胞を用いる感作性試験は、IL-8 Luc assay
以外にもh-CLATやU-SENSが存在するが、IL-8 
Luc assayのみがflow cytometryを用いず、
luciferase assayにより感作性の有無を判定す
る。Luciferase assayはflow cytometryに比較
して測定を自動化することが容易で、実際にIL-

8 Luc assayも細胞に化学物質を添加した後は、
完全に自動化されている。また、細胞と化学物
質との反応時間も短く、さらに本試験を開始す
る前に必要となる細胞毒性濃度を決定するプロ
セスも不要である。したがって、IL-8 Luc assay
はもっともhigh throughput assayに適した試
験法で、今後の活用が期待される。 
 また、今年度は、MITAとIL-8 Luc assayを組
み合わせたmMITAを構築した。MITA、IL-8 Luc 
assay いずれも反応時間が短く、さらに
luciferase assayを用いる評価系であり、mMITA
もhigh throughput assayに適している。したが
って、現在、社会に存在する数万ともよばれる
化学物質の免疫毒性を評価するのには最適の評
価系である。 

 一方、本年度、mMITAにより化学物質が６つ

のクラスターに分類できることを明らかにし

た。複雑な免疫反応を考えると、免疫毒性が幾

つのパラメータで正しく分類できるかは今後の

課題であるが、化学物質の免疫毒性評価の方向

性を示せた結果と考えている。 

 IL-2レポーター活性抑制物質評価系の

validationを行い、Phase 1、Phase 2を終了し

た。まだ、評価委員から最終コメントを頂いて

いないが、少なくとも施設内、施設間再現性に

関しては、不足のない結果であった。 

E. 結論 
①MITA により 60種類の化学物質を評価し data 
set を構築した。また、それに基づき、化学物質
が 6 種類の異なった免疫毒性プロフィールを有
する cluster に分類できることを明らかにした。 

②MITAのパラメーターであるIL-2転写活性抑制、

IL-8転写活性抑制をkey eventとするAOPを作成

した。 

の作成 

③IL-2転写活性抑制を指標としたT細胞分化異

常誘導化学物質評価系のPhase 2 validation

試験を実施した。 

④皮膚感作性試験法IL-8 Luc assayをOECDテス

トガイドライン化した。 
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図 1. 研究計画 
 

 
 
図２．Multi-Immuno Tox assay (MITA) 
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図３．MITA の判定基準 (Criteria 1) 

 
 
 
図 4. MITA パラメータの LOEL 値の相関 

  

3回の繰り返し実験

3回の実験結果に基づく判定

Criteria 1

significant 
suppression (-)

significant 
augmentation (+)

no 
significance (0)

a one-way ANOVA test followed by 
Dunnett’s post hoc test compared with 
the value for stimulation without drugs

Student’s t-test using 
% suppression, which shows 
the most remarkable change 
in each experiment 
compared with that of the 
vehicle control (0%)

各実験:

-/-/- Immunosuppression (S)

+/+/+ Immunoaugmentation (A)

-/-/0

-/-/+

+/+/0

+/+/-

others No effect (N) 
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図 5. ６０化学物質の hierarchical clustering 
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図 6. ６０化学物質の K-means clustering 

 



15 
 

 
図 7．各 cluster の免疫毒性 profile 
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図 8．IL-2 転写活性抑制を key event とした T細胞分化異常誘導に関する AOP 

 
図 9．IL-2 転写活性増強を key event とした T細胞分化異常誘導に関する AOP 

 



17 
 

図 10. MITA の判定基準 (Criteria 3’)

 
 
図 11．MITA の判定基準 (Criteria 4) 

 
 

11-1  Acceptance criteria
The following acceptance criteria should be satisfied when using the Multi-ImmunoTox Assay 
method.

If Fold induction of nSLO-LA of PMA/Ionomycin wells without chemicals (=(nSLO-LA of #2H4 cells 
treated with PMA/Ionomycin) / (nSLO-LA of non-treated #2H4 cells)) demonstrate less than 3.0, 
the results obtained from the plate containing the control wells should be rejected.

11-2  Criterion
Conduct three independent experiments for each chemical.
Identification of immunotoxicants is evaluated by the mean of %suppression and its 95% 

simultaneous confidence interval.

In each experiment, when the chemicals clear the following 2 criteria, they are judged as 
suppressive or stimulatory. Otherwise, they are judged as no effect chemicals.
1. The result shows two or more consecutive statistically significant positive (negative) data or 

one statistically significant positive (negative) data with a trend in which at least 3 consecutive 
data increase (decrease) in a dose dependent manner. In the latter case, the trend can cross 
0, as long as the data comprising the trend are not statistically significant in the opposite effect.

2. The results are judged using only data obtained in the concentration at which I.I.-SLR-LA is >
0.05

The experiments are repeated until two consistent results are obtained. Then, the chemicals are 
classified by the consistent results.

Criteria 4
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図 12．MITA の判定基準 (Criteria ５) 

 
  

11-1  Acceptance criteria
The following acceptance criteria should be satisfied when using the Multi-ImmunoTox Assay 
method.

If Fold induction of nSLO-LA of PMA/Ionomycin wells without chemicals (=(nSLO-LA of #2H4 cells 
treated with PMA/Ionomycin) / (nSLO-LA of non-treated #2H4 cells)) demonstrate less than 3.0, 
the results obtained from the plate containing the control wells should be rejected.

11-2  Criterion
The experiments are repeated until two consistent positive (negative) results or two consistent “no 
effect results” are obtained. When two consistent results are obtained, the chemicals are judged as 
the obtained consistent results. 
Identification of immunotoxicant is evaluated by the mean of %suppression and its 95% 
simultaneous confidence interval.

In each experiment, when the chemicals clear the following 3 criteria, they are judged as 
suppressive or stimulatory. Otherwise, they are judged as no effect chemicals.
1. The mean of %suppression is > 35 (suppressive) or < -35 (stimulatory) with statistical 
significance. The statistical significance is judged by its 95% confidence interval.
2. The result shows two or more consecutive statistically significant positive (negative) data or one 
statistically significant positive (negative) data with a trend in which at least 3 consecutive data 
increase (decrease) in a dose dependent manner. In the latter case, the trend can cross 0, as long 
as only one data point shows the opposite effect without statistical significance. 
3. The results are judged using only data obtained in the concentration at which I.I.-SLR-LA is >
0.05

Criteria 5
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Table 1.６０化学物質の MITA による免疫毒性評価 

 

IL-8 Luc 
Judge LOEL Judge LOEL Judge LOEL Judge LOEL Judge

1 2,4-Diaminotoluene N A 62.50 N S 0.98 N
2 2-Aminoanthracene S 0.81 S 5.86 S 2.03 N S
3 2-Mercaptobenzothiazole N N N S 125.00 S
4 Acetaminophen A 33.33 A 33.33 A 166.67 A 100.00 N
5 Actinomycin D S 0.00 S 0.01 N S 0.00 S
6 Aluminum chloride S 3.91 S 62.50 N N N
7 Amphoterycin B S 0.78 S 2.08 A 3.13 A 7.82 S
8 Benzethonium chloride S 1.95 S 1.95 S 3.91 N S
9 Chlorpromazine S 3.91 S 3.91 S 7.81 S 7.81 S

10 Cisplatin S 0.24 S 1.22 N N S
11 Cobalt chloride S 3.91 S 9.12 S 3.91 S 125.00 S
12 Cyclophosphamide N A 168.00 N N S
13 Cyclosporine A S 0.00 S 0.00 N N N
14 Dapsone S 45.01 S 55.14 S 46.88 S 134.75 N
15 Dexamethasone S 0.01 N S 0.01 S 0.01 N
16 Dibenzopyrene S 0.01 S 0.03 N N 0.00 N
17 Dibutyl phthalate S 0.98 S 1.95 S 39.07 S 31.25 N
18 Diethanolamin S 9.12 N N N S
19 Dimethyl sulfoxide A 3.91 A 625.00 S 66.41 S 3.91 N
20 Ethanol N N N N N
21 FK 506 S 0.00 S 0.00 A N N
22 FR167653 S 0.49 S 0.49 S 145.83 S 125.00 N
23 Histamine S 9.12 A 5.86 N S 3.91 S
24 Hydrocortisone S 0.34 A 6.27 S 0.34 S 0.34 N
25 Hydrogen peroxide S 7.82 S 31.25 N N S
26 Isoniazid S 1.97 N N S 800.00 N
27 Isophorone diisocyanate S 0.98 N S 0.98 S 0.98 S
28 Lead(II) acetate S 3.91 S 3.91 N N N
29 Lithium carbonate S 0.98 A 116.67 S 0.39 S 0.39 S
30 Magnesium sulfate N N S 15.63 N S
31 Mercuric chloride N A 3.91 S 1.95 S 1.95 S
32 Methanol N N N N N
33 Mitomycin C S 0.36 N N N S
34 Nickel sulfate S 14.32 S 32.55 S 250.00 S 250.00 S

IL-8No Chemicals IL-2 IFN-γ IL-1β
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35 Nitrofurazone S 0.37 A 3.91 A A 62.50 S
36 Pentamidine isethionate S 3.91 S 32.55 S 3.91 S 3.91 N
37 p-Nitroaniline S 0.98 S 1.95 S 1.47 S 2.45 N
38 Pyrimethamine S 0.04 N N N N
39 Ribavirin A 15.63 A 187.50 A 5.86 N N
40 Sodium bromate S 125.00 N N N S
41 Sodium dodecyl sulfate N N N N S
42 Triethanolamine S 187.50 S 1416.67 N N S
43 Hexachlorobenzene N N N N N
44 Citral S 0.36 S 1.37 N N S
45 Trichloroethylene N N N N N
46 Chloroplatinic acid N N N S 15.63 S
47 Formaldehyde S 1.71 N S 15.63 S 15.63 S
48 Diesel exhaust particles S 39.07 A 47.53 N S 62.50 S
49 Azathioprine N A 40.01 A 9.23 N N
50 Chloroquine S 0.05 S 0.02 S 10.00 S 30.00 S
51 Colchicine A 0.29 A 0.06 A 0.02 A 20.00 S
52 Digoxin S 0.01 S 0.02 N N S
53 Methotrexate A 0.45 A 0.09 N N N
54 Minocycline S 8.33 S 5.00 N N S
55 Mizoribine N N A 5.20 A 7.45 N
56 Mycophenolic acid A 0.38 A 6.24 N N S
57 Nicotinamide A 0.10 A 110.03 S 3.00 S 10.00 N
58 Rapamycin A 0.00 N A 0.91 N S
59 Sulfasalazine S 36.00 S 1.20 S 7.80 S 1.20 N
60 Warfarin A 23.33 N S 30.00 S 0.00 N

AFC, antibody forming cell; CSM, cell surface marer; NK, natural killer cell activity.
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Table 2. ６０化学物質の MITA による免疫毒性評価 (IL-8 転写抑制 LOEL によ
りソート) 
 

  

IL-8 Luc 

Judge
LOEL

(µg/mL)
Judge

LOEL
(µg/mL)

Judge
LOEL

(µg/mL)
Judge

LOEL
(µg/mL)

Judge

60 Warfarin A 23.33 N S 30.00 S 0.00 N
5 Actinomycin D S 0.00 S 0.01 N S 0.00 P
15 Dexamethasone S 0.01 N S 0.01 S 0.01 N
24 Hydrocortisone S 0.34 A 6.27 S 0.34 S 0.34 N
29 Lithium carbonate S 0.98 A 116.67 S 0.39 S 0.39 P
1 2,4-Diaminotoluene N A 62.50 N S 0.98 N

27 Isophorone diisocyan S 0.98 N S 0.98 S 0.98 P
59 Sulfasalazine S 36.00 S 1.20 S 7.80 S 1.20 N
31 Mercuric chloride N A 3.91 S 1.95 S 1.95 P
37 p-Nitroaniline S 0.98 S 1.95 S 1.47 S 2.45 N
19 Dimethyl sulfoxide A 3.91 A 625.00 S 66.41 S 3.91 N
23 Histamine S 9.12 A 5.86 N S 3.91 P
36 Pentamidine isethion S 3.91 S 32.55 S 3.91 S 3.91 N
9 Chlorpromazine S 3.91 S 3.91 S 7.81 S 7.81 P

57 Nicotinamide A 0.10 A 110.03 S 3.00 S 10.00 N
46 Chloroplatinic acid N N N S 15.63 P
47 Formaldehyde S 1.71 N S 15.63 S 15.63 P
50 Chloroquine S 0.05 S 0.02 S 10.00 S 30.00 P
17 Dibutyl phthalate S 0.98 S 1.95 S 39.07 S 31.25 N
48 Diesel exhaust partic S 39.07 A 47.53 N S 62.50 P
3 2-Mercaptobenzothia N N N S 125.00 P

11 Cobalt chloride S 3.91 S 9.12 S 3.91 S 125.00 P
22 FR167653 S 0.49 S 0.49 S 145.83 S 125.00 N
14 Dapsone S 45.01 S 55.14 S 46.88 S 134.75 N
34 Nickel sulfate S 14.32 S 32.55 S 250.00 S 250.00 P
26 Isoniazid S 1.97 N N S 800.00 N
16 Dibenzopyrene S 0.01 S 0.03 N N N
2 2-Aminoanthracene S 0.81 S 5.86 S 2.03 N P
6 Aluminum chloride S 3.91 S 62.50 N N N
8 Benzethonium chlorid S 1.95 S 1.95 S 3.91 N P

10 Cisplatin S 0.24 S 1.22 N N P
12 Cyclophosphamide N A 168.00 N N P
13 Cyclosporine A S 0.00 S 0.00 N N N
18 Diethanolamin S 9.12 N N N P

No Chemicals
IL-2 IFN-γ IL-1β IL-8
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20 Ethanol N N N N N
21 FK 506 S 0.00 S 0.00 A 0.48 N N
25 Hydrogen peroxide S 7.82 S 31.25 N N P
28 Lead(II) acetate S 3.91 S 3.91 N N N
30 Magnesium sulfate N N S 15.63 N P
32 Methanol N N N N N
33 Mitomycin C S 0.36 N N N P
38 Pyrimethamine S 0.04 N N N N
39 Ribavirin A 15.63 A 187.50 A 5.86 N N
40 Sodium bromate S 125.00 N N N P
41 Sodium dodecyl sulfa N N N N P
42 Triethanolamine S 187.50 S 1416.67 N N P
43 Hexachlorobenzene N N N N N
44 Citral S 0.36 S 1.37 N N P
45 Trichloroethylene N N N N N
49 Azathioprine N A 40.01 A 9.23 N N
52 Digoxin S 0.01 S 0.02 N N P
53 Methotrexate A 0.45 A 0.09 N N N
54 Minocycline S 8.33 S 5.00 N N P
56 Mycophenolic acid A 0.38 A 6.24 N N P
58 Rapamycin A 0.00 N A 0.91 N P
55 Mizoribine N N A 5.20 A 7.45 N
7 Amphoterycin B S 0.78 S 2.08 A 3.13 A 7.82 P

51 Colchicine A 0.29 A 0.06 A 0.02 A 20.00 P
35 Nitrofurazone S 0.37 A 3.91 A 62.50 A 62.50 P
4 Acetaminophen A 33.33 A 33.33 A 166.67 A 100.00 N

AFC, antibody forming cell; CSM, cell surface marer; NK, natural killer cell activity,  LOEL : Lowest
Observed Effect Level
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Table ３. ６０化学物質の MITA による免疫毒性評価 (IL-2 転写抑制 LOEL によ
りソート) 

 
 
  

IL-8 Luc 

Judge
LOEL

(µg/mL)
Judge

LOEL
(µg/mL)

Judge
LOEL

(µg/mL)
Judge

LOEL
(µg/mL)

Judge

21 FK 506 S 0.00 S 0.00 A 0..48 N N
13 Cyclosporine A S 0.00 S 0.00 N N N
5 Actinomycin D S 0.00 S 0.01 N S 0.00 P

52 Digoxin S 0.01 S 0.02 N N P
15 Dexamethasone S 0.01 N S 0.01 S 0.01 N
16 Dibenzopyrene S 0.01 S 0.03 N N 0.00 N
38 Pyrimethamine S 0.04 N N N N
50 Chloroquine S 0.05 S 0.02 S 10.00 S 30.00 P
10 Cisplatin S 0.24 S 1.22 N N P
24 Hydrocortisone S 0.34 A 6.27 S 0.34 S 0.34 N
33 Mitomycin C S 0.36 N N N P
44 Citral S 0.36 S 1.37 N N P
35 Nitrofurazone S 0.37 A 3.91 A A 62.50 P
22 FR167653 S 0.49 S 0.49 S 145.83 S 125.00 N
7 Amphoterycin B S 0.78 S 2.08 A 3.13 A 7.82 P
2 2-Aminoanthracene S 0.81 S 5.86 S 2.03 N P

29 Lithium carbonate S 0.98 A 116.67 S 0.39 S 0.39 P
27 Isophorone diisocyan S 0.98 N S 0.98 S 0.98 P
37 p-Nitroaniline S 0.98 S 1.95 S 1.47 S 2.45 N
17 Dibutyl phthalate S 0.98 S 1.95 S 39.07 S 31.25 N
47 Formaldehyde S 1.71 N S 15.63 S 15.63 P
8 Benzethonium chlorid S 1.95 S 1.95 S 3.91 N P

26 Isoniazid S 1.97 N N S 800.00 N
9 Chlorpromazine S 3.91 S 3.91 S 7.81 S 7.81 P

11 Cobalt chloride S 3.91 S 9.12 S 3.91 S 125.00 P
36 Pentamidine isethion S 3.91 S 32.55 S 3.91 S 3.91 N
6 Aluminum chloride S 3.91 S 62.50 N N N

28 Lead(II) acetate S 3.91 S 3.91 N N N
25 Hydrogen peroxide S 7.82 S 31.25 N N P
54 Minocycline S 8.33 S 5.00 N N P
23 Histamine S 9.12 A 5.86 N S 3.91 P
18 Diethanolamin S 9.12 N N N P
34 Nickel sulfate S 14.32 S 32.55 S 250.00 S 250.00 P
59 Sulfasalazine S 36.00 S 1.20 S 7.80 S 1.20 N

No Chemicals
IL-2 IFN-γ IL-1β IL-8
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48 Diesel exhaust partic S 39.07 A 47.53 N S 62.50 P
14 Dapsone S 45.01 S 55.14 S 46.88 S 134.75 N
40 Sodium bromate S 125.00 N N N P
42 Triethanolamine S 187.50 S 1416.67 N N P
31 Mercuric chloride N A 3.91 S 1.95 S 1.95 P
46 Chloroplatinic acid N N N S 15.63 P
3 2-Mercaptobenzothia N N N S 125.00 P

12 Cyclophosphamide N A 168.00 N N P
30 Magnesium sulfate N N S 15.63 N P
41 Sodium dodecyl sulfa N N N N P
1 2,4-Diaminotoluene N A 62.50 N S 0.98 N

20 Ethanol N N N N N
32 Methanol N N N N N
43 Hexachlorobenzene N N N N N
45 Trichloroethylene N N N N N
49 Azathioprine N A 40.01 A 9.23 N N
55 Mizoribine N N A 5.20 A 7.45 N
58 Rapamycin A 0.00 N A 0.91 N P
57 Nicotinamide A 0.10 A 110.03 S 3.00 S 10.00 N
51 Colchicine A 0.29 A 0.06 A 0.02 A 20.00 P
56 Mycophenolic acid A 0.38 A 6.24 N N P
53 Methotrexate A 0.45 A 0.09 N N N
19 Dimethyl sulfoxide A 3.91 A 625.00 S 66.41 S 3.91 N
39 Ribavirin A 15.63 A 187.50 A 5.86 N N
60 Warfarin A 23.33 N S 30.00 S 0.00 N
4 Acetaminophen A 33.33 A 33.33 A 166.67 A 100.00 N

AFC, antibody forming cell; CSM, cell surface marer; NK, natural killer cell activity,  LOEL : Lowest
Observed Effect Level
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Table 4. 化学物質の LOEL ならびに IL-8 Luc assay に基づく分類 
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Table 5. 化学物質の IL-2、IL-８転写抑制 LOEL ならびに IL-8 Luc assay に基
づく分類と heat map。 
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Table 6. Phase II study の結果（Criteria 5） 

  
 
Table 7. Phase I study の結果（Criteria 5）
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厚生労働科学研究費補助金（化学リスク研究事業） 
免疫毒性評価試験法Multi-ImmunoTox assayの国際validationへ向けての検討 

平成29年度分担研究報告書 
   

国際バリデーションの施行 
   

分担研究者 小島 肇 
国立医薬品食品衛生研究所  

 
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。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、昨年度同様、国内外の専門家を招聘して意見を求めた。その結果、
phase II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。 

 

キーワード：免疫毒性、バリデーション研究、OECD 

 

研究協力者氏名・所属機関名及び所属機関におけ

る職名 

相場節也  東北大学医学系研究科・医学部・皮

膚科学分野教授 

木村 裕  東北大学医学系研究科・医学部・皮

膚科学分野助教 

足利太可雄 国立医薬品食品衛生研究所 安全性

生物試験研究センター 安全性予測

評価部主任研究員 

 

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）としての公定化するため、

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 

B-1-1. 第3回対面会議 

本年度に実施されたMITAに関する国際バリデ

ーション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。 

B-1-2.電話会議 

 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.  バリデーション被験物質の送付 

 IL-2レポーターアッセイのバリデーション研究

Phase II (以下、Phase II と記す)にて、施設間再現

性を求めるために選ばれた20物質を、コード化し

て各施設に送付した。 

被験物質は、昨年度開催された第2回会議にて、

より広範な物質を用いて施設間再現性を評価する

ために選択された。 
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B-2-2.  バリデーション結果の記録確認 

 Phase 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 

C-1-1. 第3回対面会議 

国際バリデーション研究における第 3 回対面会

議には、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

（NTP/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 2 日間掛けて、MITA バリデ

ーション結果の確認、判別式の選択を含む試験法

プロトコルの改訂などについて討論した。実験の

結果、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、新たな判別式の設

定について議論した。会議中、よい判別式を見出

せず、継続審議となり、被験物質名も開示できな

かった。会議の議事概要を添付文書 1 に示す。 

 

C-1-2.  電話会議 

 平成30年3月30日に開催された電話会議では、代

表研究者の相場より、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。本提案

に国内外のメンバーが同意し、実験の終了が同意

された。 

以上の議論の末、本バリデーション研究は適

切に実施されたことを確認できた。さらに、新

判別基準を含むプロトコルの改訂にも合意が得

られた。会議で合意された提案事項を添付文書2

に示す。 

平成30年4月10日は開示された被験物質情報

をもとに予測性の議論を行った。ヒトおよび動

物実験の免疫毒性結果を明確にする必要が確認

されたが、予測性に関する議論は進まなかった。

添付文書3に示す。 

 

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 II にて、施設間再現性を求めるために実

行委員会で選ばれた25物質のうち、バランスと入

手しやすさを考慮して20物質を再選定し、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2および表3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 II 終了後に回収した記録用紙の一覧を表4

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。 

 

D. 考察 

 in vitro免疫毒性評価試験法（MITA）の一つであ

るIL-2アッセイの施設内および施設間再現性の確

認を目的としたバリデーション研究が施行され、

その目的を達した。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や動物に

おける免疫毒性が明確ではなく、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。 

 

E．結論               

相場らにより、新たに開発されたMITAの一つで
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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。 

 

F. 添付文書 

1)  Minutes of MITA at 3rd meeting on November 18 

& 19, 2017 

2)  Teleconference summary on March 30th, 2018 

3)  Minutes MITA validation study on April 10th, 

2018
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表1．MITA第3回国際バリデーション対面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 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 3．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4．記録用紙の確認一覧 
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G. 研究発表 

G-1)  論文発表    

1.Narita K, Vo PTH, Yamamoto K, Kojima H, 

Itagaki H: Preventing false-negatives in the 

in vitro skin sensitization testing of acid 

anhydrides using interleukin-8 release 

assays, Toxicol In Vitro. 2017 

Aug;42:69-75. 

2.Akagi T, Nagura M, Hiura A, Kojima H, 

Akashi M: Construction of 

Three-Dimensional Dermo–Epidermal Skin 

Equivalents Using Cell Coating Technology 

and Their Utilization as Alternative Skin for 

Permeation Studies and Skin Irritation Tests, 

Tissue Eng Part A. 2017 

Jun;23(11-12):481-490. 

3.Arakawa H, Kamioka H, Jomura T, Koyama 

S, Idota Y, Yano K, Kojima H, Ogihara 

T.Preliminary Evaluation of 

Three-Dimensional Primary Human 

Hepatocyte Culture System for Assay of 

Drug-Metabolizing Enzyme-Inducing 

Potential. Biol Pharm Bull. 

2017;40(7):967-974. 

4.Ogihara T, Arakawa H, Jomura T, Idota Y, 
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添付資料１ 

MITA  

November 18 & 19, 2017 
  
Participants:  
Corsini, E., Roggen, E., Germolec, D, Inoue, T. Aiba, S., Kimura, Y., Yamakage, K., Watanabe, M., 
Kobayashi Mayumi., Yasuno, R., Omori, T., Nakajima,Y., Kojima, H., Mori, A., Kobayashi 
Miwako, Ashikaga, T., Venti, S. 
 

Aiba: Presentation on validation study 
Roggen: Use the expression “up to” to avoid giving the impression that the lab should just 

keep conducting tests until they get a valid result.  
Aiba: I think 5 is the most we need. 

Kojima: The participating laboratories agreed on this criteria at a correlation meeting, 
but I failed to distribute the revised criteria.  Changes made after last 
February’s meeting are shown in red in the protocol.  

Aiba and  
Kobayashi: 

Unfortunately, the between laboratory reproducibility was 65% with 20 coded 
chemicals, which did not satisfy the 80% success criteria of the Phase 2 study. 

Roggen: We should avoid using the mean of three data. According to the approved TG, we 
should use 2 out of 3 data points (mode). 

Aiba: We request a reanalysis from the biostatistics group.  
Omori and  
Kobayashi: 

In that case, the between laboratory reproducibility using the mode was 60%. 

Aiba: We have data for 60 chemicals that we can used to establish a cutoff value. Once 
we determine how we want to modify the judgment criteria, we will hold a 
teleconference to reach a consensus, after which we can finalize the Phase 2 
study. 

Kojima: I feel the experiment is successful, and I would like to determine today whether 
additional testing is necessary.  

Germolec: We need to see how concordant the results are after the new criteria is 
determined. 

Roggen: Why is Lab C chemical 3 Exp. 3 judged S? There is no trend. 
Aiba: There is a slight trend in points 6, 7, and 8. 

Germolec: No, I don’t think you can call that a trend. 
Roggen: Comparing this with your criteria, I don’t think you can say there is a statistically 

significant trend here. 
Germolec: I think that chemical 4 shows a small but significant trend, but chemical 3 does 

not exhibit a trend. 
Roggen: You should be able to calculate a statistical significance for a trend. Usually 0.05. 

The point is to distinguish whether or not the changes are real or coincidental. I 
suggested that the definition should include “a statistically significant trend 
across three points or more.”  

Aiba: I think a proper cutoff value will solve this problem. Yes, we can calculate the 
trend, but it is difficult to discern trends in this kind of data. 

Roggen: If you calculate a SD for the negative control especially, you could establish a 
cutoff for deciding whether a result shows significant modulation or not. 

Aiba: That is a good point. Now, we only show the control as a red line, but if we look at 
the variation of the control, we will find a good cutoff value. A proper cutoff value 
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will help clarify trends. 
Roggen: Yes, it helps you to see clearly whether you are inside or outside the range of 

ordinary variation. 
Corsini: In vivo, the dose could result in a bifurcated result that shows both suppression 

and augmentation. 
Germolec: We can say that such drugs “modulate” the immune system.  

Aiba: For such drugs, what happens when one lab predicts a chemical to cause 
suppression and two different labs reports modulation. Would that be considered 
concordant? 

Corsini: No, you can only say there is modulation. 
Germolec: If we can come up with a cutoff value, then I think we can agree that trends do 

not have to be dependent on statistically significant points. 
Aiba: (See revisions to the judgment criteria.) 

Inoue: Will the cutoff value be calculated from a specific control or from all control data? 
Mori: All of the control data will be used, but I have to think of a way to do that. 

Ashikaga: The cutoff point is not always determined statistically. Sometimes it is just 
someone’s idea. 

Germolec: Yes, sometimes people use an arbitrary value just to make a comparison to see 
how accuracy changes. 

Kojima: After a cutoff is determined, we will have a teleconference in early February, and 
we hope to achieve an 80% concordance. Consensus of the VMT will be an 
important step as we move to peer review and submission to OECD experts. 

Germolec: I think we can all agree at this time that no additional experiments are needed, 
but a final determination will depend on the effect of determining a cutoff value.  

Kojima: Because we have used only one cell type for this testing, the development of an 
AOP for immunotoxicity is necessary.  

Corsini: Yes, it would be very helpful if Dr. Aiba can come up with an AOP. 
Aiba: This is the final year of our funding from the government, so we have to plan how 

to move forward. I would be interested in hearing your frank opinion of the 
usefulness of this test method. Obviously we want to have it adopted as a test 
guideline. It might take another two years to complete a validation study, so I 
want to know if you think it is worth pursuing. 

Germolec: The more tools you have, the more accurate results you can achieve, and I think 
this is an excellent approach. 

Corsini: I would like to see it put together in an integrated approach for both T-cells and 
other cells but that might be difficult.  

Germolec: You have a lot of data for many chemicals tested by three methods, so I think you 
have a good basis for making your grant presentation.  

Roggen: I agree that the approach is promising and worth pursuing. 
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添付資料２ 

Agenda on Telconferene on March 29th, 2018

• The change in criteria of MITA 
• The results of Phase I and Phase II based on the criteria 4.
• The application of the threshold of the maximum % suppression and 

the change of criteria from 4 to 5.
– The distribution of the maximum % suppression values of 

chemicals with significant effects and those without significant 
effects.

– The threshold values of the maximum % suppression
– The distribution of the maximum % suppression values of 

chemicals with significant effects and those without significant 
effects.

– The maximum % augmentation of DMSO
– The threshold values of the maximum % augmentation

• The results of Phase I and Phase II studies based on the criteria 5.
• Summary
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-/-/- Immunosuppression (S)

+/+/+ Immunoaugmentation (A)

-/-/0

-/-/+

+/+/0

+/+/-

others No effect (N) 

Three independent experiments for each drug.

Combination of result of three independent experiments

Criteria (1)

significant 
suppression (-)

significant 
augmentation (+)

no 
significance (0)

a one-way ANOVA test followed by Dunnett’s post 
hoc test compared with the value for stimulation 
without chemicals in the concentration at which I.I.-
SLR-LA is greater than or equal to 0.05 

Student’s t-test using 
% suppression, which shows 
the most remarkable change 
in each experiment 
compared with that of the 
vehicle control (0%)

In each experiment:

 

/ / /

VMT meeting
(Sendai, Akiu)

VMT meeting
(Kyoto, Fushimi)

VMT meeting
(Osaka, Umeda)

VMT meeting
(Skype)

2018

Domestic meeting
(Skype)

20172016

Phase I Phase II

Criteria 1 (One way ANOVA+Dunnett+Student t test)

Criteria 2 (the 95% 
simultaneous 
confidence interval of 
the difference of two 
adjusted means of 
nSLG-LA)

Criteria 3 (the 95% 
simultaneous 
confidence interval of 
the difference of two 
adjusted means 
of %suppression)

Incubation Time : 6 hours

Vehicles : ddw or DMSO

Criteria 3’ (Criteria 3 + The result with two or 
more consecutive statistically significant 
positive (negative) points or one statistically 
significant positive (negative) point with a trend 
in which 3 or more points increase of decrease 
in a dose-dependent manner.)

Criteria 4 (evaluated by the 
mean of %suppression and 
its 95% simultaneous 
confidence interval of each 
experiment.)

Concentration of chemicals : not changes changes depending on cytotoxicity

Criteria 5. 
(Criteria 4 + the 
mean 
of %suppression 
> 35 or < -35.

Phase 0

The change in criteria of MITA

 



 
 

44 

 

11-1  Acceptance criteria
The following acceptance criteria should be satisfied when using the Multi-ImmunoTox Assay 
method.

If Fold induction of nSLO-LA of PMA/Ionomycin wells without chemicals (=(nSLO-LA of #2H4 cells 
treated with PMA/Ionomycin) / (nSLO-LA of non-treated #2H4 cells)) demonstrate less than 3.0, 
the results obtained from the plate containing the control wells should be rejected.

11-2  Criterion
The experiments are repeated until two consistent positive (negative) results or two consistent “no 
effect results” are obtained. . When two consistent results are obtained, the chemicals are judged 
as the obtained consistent results. 
Identification of immunotoxicant is evaluated by the mean of %suppression and its 95% 

simultaneous confidence interval.

In each experiment, when the chemicals clear the following 3 criteria, they are judged as 
suppressive or stimulatory. Otherwise, they are judged as no effect chemicals.
1. The mean of %suppression is > 35 (suppressive) or < -35 (stimulatory) with statistical 
significance. The statistical significance is judged by its 95% confidence interval.
2. The result shows two or more consecutive statistically significant positive (negative) data or one 
statistically significant positive (negative) data with a trend in which at least 3 consecutive data 
increase (decrease) in a dose dependent manner. In the latter case, the trend can cross 0, as long 
as only one data point shows the opposite effect without statistical significance. 
3. The results are judged using only data obtained in the concentration at which I.I.-SLR-LA is >
0.05

Criteria 5
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Summary

• Various criteria have been proposed. Finally, based on 
the comparison with other in vitro tests, we added the 
threshold to determine suppression or augmentation. 

• Based on the data set made by the lead laboratory, the 
following condition was added to the criteria. The mean 
of %suppression is > 35 (suppressive) or < -35 
(stimulatory) with statistical significance. The statistical 
significance is judged by its 95% confidence interval.

• According to Criteria 5, the within and between 
laboratory reproducibility of the Phase I study were 80% 
and the between laboratory reproducibility of the Phase 
II study was 80%.
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添付資料３ 
Minutes 

MITA validation study 
           
  
A call of validated data discussion for the MITA validation management team was held on April 
10, 2018. 
 
Participating: 

 Setsuya Aiba; Tohoku Univ.  
 Yutaka Kimura; Tohoku Univ.  
 Tomoaki Inoe, Chugai pharm. 
 Emanuela Corsini, Mila Univ. 
 Dori Germolec, NIEHS 
 Hajime Kojima; JaCVAM 
 Takao Ashikaga; JaCVAM 
 Takashi Omori; Kobe Univ. 
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1. Opening: Dr. Aiba introduced the validated results and found good reliability in the IL-2 

validation study. However, predictive capacity is not calculated, and false chemicals 

are not fixed, because the information of tested chemical on immunotoxicity is 

insufficient.  

 

2. Discussion: Emanuel talked about several options that can explain false positive/false 

negative, including: 

- chemical not targeting T cells (i.e. nitrobenzene);  

- animals vs humans (i.e. no human data available for 2,4-diaminotoluene, or at 

least I could not find, clearly immunosuppressive in animals);  

- lack metabolic activation (i.e. 2,4-diaminotoluene, ethylene dibromide. Even if 

benzopyrene was correctly identified); 

- true false negative (i.e. cadmium) in the assay 

- there are evidences of T cell toxicity for dichloroacetic acid and immunotoxicity 

in humans, thus it should not be considered a negative compound 

- benzyl-chlorophenol is a possible sensitizer, I could not find data on its 

immunotoxicity or lack of immunotoxicity. 

- finally, chemical identity and water stability 

Tomoaki mentioned data on unusual clinical T cell activity should be referred. 

Dori promised to summarize the systemic review of the chemicals used the 

validation study with her colleagues. 

We have to collect the database on in vivo and human data of the chemicals to 

obtain predictive capacity. 

 

3. Next Steps: 

a. We continue to discuss evidences of immunotoxicants for predictive capacity. 

b. Hajime expects Dr. AIba’s team will make a draft validation report in three 

months.  Based on this draft report, he hopes to do more discussion in the 

next F2F meeting, August. 

c. Hajime proposed the next F2F meeting in the 20th week of August.  However, 

Dori is not acceptable.  She will propose the fine schedule soon. 

d. In the F2F meeting, all the members will check the new protocol for the IL-8 

antagonist assay and select candidate chemicals for the validation study. 
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厚生労働科学研究費補助金（化学リスク研究事業）多色発光細胞を用いたhigh-throughput免疫毒性

評価試験法の開発 

分担研究報告書 

   

化学物質のMulti-ImmunoTox assayによる解析，精度管理  

 

   

 

分担研究者 近江谷克裕 

(国)産業技術総合研究所  

 

研究要旨  

 IL-2転写活性抑制を指標としたT細胞分化異常誘導化学物質評価系

の国際バリデーションPhase 2試験（施設間再現性試験）を実施した。コ

ード化された20物質において、1セット3回からなる試験を実施し、その

結果、バリデーション参加3施設間での良好な施設間再現性が確認され

た。 

 

キーワード：免疫毒性、動物実験代替法、in vitro 

Ａ．研究目的            
我々はこれまでに多色発光タンパク質に

よる新たな in vitro 免疫毒性評価試験法、
いわゆる Multi-ImmunoTox assay（MITA）を
確立し各種毒性評価発光細胞を樹立した。
現在、これらの細胞群を用いた化学物質の
免疫毒性評価法の確立を目指している。そ
こで本研究では、化学物質免疫毒性評価の
ための MITA 法の OECD ガイドライン化を視
野に入れたバリデーション試験の実施を目
的とする。 
具体的には、東北大学で樹立された

Jurkat 細胞における IFN-γ，IL-2，G3PDH
プロモータ活性を測定する細胞株 2H4 及び
THP-1 細胞における IL-8 と G3PDH プロモー
タ活性を定量化できる細胞株 TGCHAC-A4、
IL-1βと G3PDH プロモータ活性を定量化で
きる細胞株 THP-G8 をモデル細胞として施
設内、施設間バリデーション試験を実施し、

ガイドライン化するための手法の最適化を
目指す。プロジェクト 1，2年目では、免疫
毒性の評価系として#2H4 細胞株を用いた
IL-2 プロモーター活性抑制評価系のプレバ
リデーション（技術移転性の確認）、および
コード化された 5 物質を用いたバリデーシ
ョン Phase1 試験（施設内再現性及び施設間
再現性）において良好な結果を得た。本年度
は、次のステップとして、バリデーション
Phase2 試験を実施し、20種類のコード化さ
れた被験物質の評価を行い、施設間再現性
について検証を行う。 
 

B．研究方法 
IL2レポーター活性抑制物質評価のため
のMITA assay 
 IL-2とIFN-γ、G3PDHプロモータにそれぞ
れSLG、SLOおよびSLRルシフェラーゼ遺伝子
を繋いだ発現ベクターをJurkat細胞に導入



 
 

49

した3色発光細胞株#2H4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につい
てはMulti-Immuno Tox Assay protocol 
Ver.009.1Eに準ずる。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1セット3回からなる試験を実施し、IL-2
レポーター活性抑制の有無を評価した。他
のバリデーション参加施設（食品薬品安全
センター、産総研四国センター）の評価結果
と比較し、施設間再現性について検証した。 
（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種類の化学物質に対し、
3回繰り返し試験を実施した。各化学物質の
計測結果および%suppressionを図1に示す。
また、Criteria5におけるIL2抑制効果の評
価結果を図2に示した。Criteria5に基づい
た評価において、20物質中5物質において
immunosuppression（IL-2プロモータ活性抑
制）、5物質においてimmunoaugumentation
（ IL2 発 現 亢 進 ）、 1 物 質 に お い て
immunosuppression/ immunoaugumentation、
9物質において無作用の結果となった。これ
らの結果を、他の参加2施設の結果と比較す
ると、80%（16/20）の施設間再現性が確認さ
れた。またリードラボである東北大の結果
との比較においても、80%（based on 
majority）の一致率が確認された。 
 
D．考察 
Phase2試験では、各被験物質で3回1セッ

トの試験を実施した。いずれの物質におい
ても、3試行の結果において、SLG-LAやnSLG-
LA及び％suppressionの濃度依存的変動に
一致した傾向が見られ、安定した実験手技
をもって試験を実施できたもの思われる。
これらの結果をもって、Criteria5に基づい
た被験物質の評価を行い、他の参加2施設の
結果と比較したところ、産総研つくばの結
果は18物質において、3施設評価結果の
Majorityと一致した。不一致であった 4､
Dibromoacetic acidは、リードラボを含め、
各施設の評価が「S, A/S, A, N」と分かれ

ており、Criteriaによる評価が非常に難し
い被験物質であると考えられる。またもう
一つの不一致物質であるDibromoacetic 
acidは、他施設の結果がimmunosuppression
であるのに対して、immunoaugumentationで
あった。%suppressionのグラフを3施設で比
較すると全体的な傾向は一致しており、高
濃度域でのIL-2プロモータ活性抑制作用も
確認されるが他の施設に比べて反応が弱く、
評価が異なる結果となったようである。 
最終的に、20被験物質中16物質で3施設の

結果が一致し、80%の良好な施設間再現性が
確認された。 
 

E．結論               
免疫毒性試験のIL-2プロモータ活性評価

系のバリデーションPhase2試験を終了し、
他の2試験施設の結果と比較することによ
り良好な施設間再現性を確認した。 
 

G.研究発表   
Yasuno R., Mitani Y., Ohmiya Y.,2017. 
Effects of N-Glycosylation Deletions on 
Cypridina Luciferase Activity. Photochem 
Photobiol. 94, 338-342. 
 
H. 知的財産権の出願・登録状況 
特許 
特願 2016-048403 / PCT/JP2017/009467 
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  図 1 phase2 試験結果 
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53 
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図 2 Criteria5 における評価結果  
 

Chemical Result 

1 2,4-Diaminotoluene N : NNN 

2 Benzo(a)pyrene S : SSS 

3 Cadmium chloride N : NNN 

4 Dibromoacetic acid A/S : A/SA/SA/S 

5 Diethylstilbestol S : SSS 

6 Diphenylhydantoin  N : NNN 

7 Ethylene dibromide N : NNN 

8 Glycidol A : AAA 

9 Indomethacin A : AAA 

10 Isonicotinic Acid Hydrazide (Isoniazid) S : SSS 

11 Nitrobenzene N : NNN 

12 Urethane, Ethyl carbamate A : AAA 

13 Tributyltin chloride S : SNS 

14 Perfluorooctanoic acid A : AAA 

15 Dichloracetic acid A : AAN 

16 Toluene N : NNN 

17 Acetonitril N : NNN 

18 Mannitol N : NAN 

19 Vanadium pentoxide N : NAN 

20 o-Benzyl-p-chorolophenol S : SSS 

 
S ; immunosuppression 

A ; immunoaugmentation 

N ; No effect 
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厚生労働科学研究費補助金（化学リスク研究事業） 

免疫毒性評価試験法Multi-ImmunoTox assayの国際validationへ向けての検討 

H29年度分担研究報告書 

 

化学物質のMulti-ImmunoTox assayによる解析,validation 

 

分担研究者 山影康次 

一般財団法人食品薬品安全センター 秦野研究所  

 

研究要旨  
Multi-ImmunoTox assay（MITA）は、T細胞、マクロファージのサイトカイン転

写調節に及ぼす化学物質の影響をレポーター遺伝子の発光を利用して評価する
化学物質の免疫毒性評価試験法である。昨年度は、IL-2転写活性障害を指標とす
るT細胞分化異常誘導化学物質評価系の確立を目指し、コード化した化学物質を
用いて施設内再現性および施設間再現性が良好であることを確認した。今年度
は、プロトコル（Ver.009.1E）に従ってコード化した20物質について、3回の繰
り返しを1セットとした実験を行い、3施設の結果比較による施設間再現性とリー
ドラボ（東北大）との比較による正確性を検討した。その結果、閾値を設定した
判定基準5を採用することによって、施設間再現性は80%（16/20）、当該施設にお
ける正確性は85%（17/20）となり、いずれもstudy planにおける基準を満たした。 

 

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

Ａ．研究目的            
MITA の開発者である相場らは、L-2 転写

調節障害を key event とする T 細胞分化異
常誘導に関する AOP を作成した。それに基
づき、MITA を構成する 2H4 細胞を用いた
IL-2 転写活性障害を指標とした T細胞分化
異常誘導化学物質評価系の 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、試験施設[秦野研究所、産業技術

総合研究所（バイオメディカル研究部門）、
産業技術総合研究所（健康工学研究部門）]
として参加し、昨年度までに良好な技術移
転性および施設内再現性が確認された。 
今年度は、施設間再現性と正確性を確認

するために、国際バリデーション実行委員
会が選定した 20 化学物質（コード化物質）
を用いて Phase II study を実施した。 
 

B．研究方法 
B-1)使用した細胞 
IL-2レポーター活性試験には、緑、橙、

赤色の発光色の異なるルシフェラーゼ遺伝

子をIL-2, IFN-γ, G3PDHの各プロモーター
領域に繋いだベクター（それぞれ緑、橙、
赤色）をJurkat細胞（T細胞由来）に導入し
た安定細胞株#2H4を使用した。 
 
B-2) 使用した化学物質 
コード化された20種類の化学物質（コー

ド番号：MIC601～MIC620））が国立医薬品食
品衛生研究所から送付され、それらを試験
に使用した。化学物質情報を表1に示した。 
 

B-3) 実験方法 
IL-2レポーター活性試験は、MITAプロト

コル（Ver.009.1E）に準じて行った。概要
は以下の通りである。 
#2H4細胞を96 wellプレートに播種（2×

105細胞/ウェル、50 µL/ウェル）した。ま
た、適切な溶媒（蒸留水に25 mg/mLで溶解
する場合は蒸留水を使用し、不溶の場合は
ジメチルスルホキシド（DMSO）を使用）に
溶解した化学物質原液を調製（可溶の場合
の溶解最高濃度は、蒸留水では100 mg/mL、
DMSOでは500 mg/mLとした）し、さらに溶媒
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で段階希釈（公比2）して10濃度を調製した。
なお、溶解性は、15,000 rpmで5分間遠心し、
沈澱の有無を確認することにより判定した。 
溶媒に溶解した化学物質調製液を培地に

添加（蒸留水の場合は25倍希釈、DMSOの場
合は10倍希釈後さらに50倍希釈）して2倍濃
度の処理液を調製し、その50 µLを細胞懸濁
液（50 µL）が入っている各ウェルに添加し
て処理した（溶媒の最終濃度：蒸留水は2 
vol%、DMSOは0.1 vol%）。処理開始1時間後
にPMA/ionomycinによる活性化処理を行い、
6 時 間 処 理 (37℃ 、 5%CO2) 後 に Tripluc 
luciferase assay reagent（TOYOBO）を用
いて各色ルシフェラーゼ活性を発光測定装
置（AB-2350 フェリオス、アトー社製）で
測定し、IL-2プロモーター活性を算出した。
各物質について、試験成立条件を満たした3
回の実験結果（1セット）が得られるまで異
なる日による実験を繰り返した。 
なお、すべての実験が終了したのち、判

定基準を再検討（判定基準4）するために、
6物質について追加実験を各1回行ったが、
以下の最終的判定（判定基準5）には、追加
実験のデータは使用しなかった。 
<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 
コード化した20物質の1セットの実験結

果を図1に示した。 
MITAプロトコル（Ver.009.1E）に従って、

判定（判定基準3’）した結果、施設間再現
性が良好でなかったことから、判定基準4
を設定し、以下の6物質について追加実験を

実施し、再検等した。 
Diphenylhydantoin（MIC615） 
Ethylene dibromide（MIC605） 
Toluene（MIC616） 
Acetonitril（MIC617） 
Mannitol（MIC619） 
Vanadium pentoxide（MIC608） 
しかしながら、追加データを考慮した判

定基準4においても施設間再現性の改善は
認められなかった。そこで、東北大学で作
成されたMITA data setの各化学物質におけ
る%suppressionの最大値、最小値を参考と
し%suppressionの閾値を±35%と設定した
判定基準5を設定し再評価した。その結果、
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：9物質 
IL-2転写活性抑制作用有：6物質 
IL-2転写活性刺激作用有：5物質 
判定基準の変更により判定が変わった物

質は、cadmium chlorideと isonicotinic 
acid hydrazideの2物質で、いずれもIL-2
転写活性抑制作用有が影響無となった。 
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の結
果比較による正確性は85%（17/20）であっ
た（表2）。 
 

D．考察 
Phase I において良好な結果（施設内再

現性：87%、施設間再現性：90%）が得られ
たことから、Phase IIとして施設間再現性
を確認するために、コード化した20物質に
ついて3回の繰り返し実験（1セット）を行
なったが、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と同様の判定基準4を検討したが、結
果の改善は認められなかった。 
これらの結果を踏まえ、%suppressionの

閾値を設定した判定基準5を採用したとこ
ろ、80%の施設間再現性を達成することがで
きた。 
今回の判定基準3’から5への変更は、微妙

な差が統計学的には有意と判定されるが、
その中でも明らかな差（閾値）以上を生物
学的有意とする基準変更である。 
この変更によって、20物質中2物質の結果

が変わることとなったが、3試験施設の中で
は判定結果の変わった物質数は最も少なか
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った。これは、我々の結果の多くはこの変
更によって影響されない明らかな反応が得
られていたことを示している。 
また、この変更によるPhase Iの結果を確

認したところ、施設内再現性は3試験施設と
も80%、施設間再現性は80%、正確性は80～
100%となり、判定基準の変更による影響は
許容範囲内であった。 
リードラボとの比較では3物質の結果が

不一致であっが、そのうち、dibromoacetic 
acidは3試験施設のいずれも結果が一致せ
ず、化学物質の特性と考えられた。残り2
物 質 の isonicotinic acid hydrazide と
nitrobenzeneは他の2試験施設と結果が一
致 し な か っ た 。 Isonicotinic acid 
hydrazideについては、選択した溶媒と最終
濃度が異なっていることから、溶解性の判
断が異なったことにより、処理濃度が低く
設定されたことが原因である可能性が示唆
された。溶媒に対する溶解性は遠心による
沈澱物の有無を目視によって判断している
ことから、施設間差が生じた可能性が考え
られる。一方、nitrobenzeneについては、
溶媒および最高処理濃度も同一であり、結
果が不一致となった原因は不明であるが、
我々の3回の結果はいずれも濃度依存的な
抑制（suppression）反応を示し、再現性の
ある結果であった。 
 

E．結論               
試験施設としてコード化した20物質の

IL-2レポーター活性試験を実施した。3試験
施設から提出された結果をもとに良好な施
設間再現性が得られる判定基準を確定し、

80%以上の施設内再現性および施設間再現
性が得られるMITAプロトコールを確定する
ことができた。これにより、IL-2転写活性
障害を指標としたT細胞分化異常誘導化学
物質評価系のバリデーション試験は終了し
た。 
 

F. 研究発表             
１．論文発表 
なし 
 
２．学会発表 
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Kobayashi, Takashi Omori, Hajime Kojima 
and Setsuya Aiba. Multi-ImmunoTox Assay 
(MITA): the creation of its data set and 
the results of validation studies. 10th 
World Congress Alternatives and Animal 
Use in the Life Science. Seattle, 
Washington, USA August 20-24, 2017 
2)木村 裕、安野 理恵、渡辺 美香、小林 美
和子、岩城 知子、藤村 千鶴1、近江谷 克
裕、山影 康次、中島 芳浩、小林 眞弓、大
森  崇 、 小 島  肇 、 相 場  節 也 ：
Multi-ImmunoTox Assay (MITA) データセッ
トの作成およびバリデーション研究の結果 
日本動物実験代替法学会 第30回大会（東
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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 II study）に使用

した化学物質 

1 2,4-Diaminotoluene 95-80-7 Solid MIC618

2 Benzo(a)pyrene 50-32-8 Solid MIC601

3 Cadmium chloride 10108-64-2 Solid MIC602

4 Dibromoacetic acid 631-64-1 Solid MIC610

5 Diethylstilbestol 56-53-1 Solid MIC611

6 Diphenylhydantoin 630-93-3 Solid MIC615

7 Ethylene dibromide 106-93-4 Liquid MIC605

8 Glycidol 556-52-5 Liquid MIC607

9 Indomethacin 53-86-1 Solid MIC609

10 Isonicotinic Acid Hydrazide
(Isoniazid)

54-85-3 Solid MIC612

11 Nitrobenzene 98-95-3 Liquid MIC603

12 Urethane, Ethyl carbamate 51-79-6 Solid MIC604

13 Tributyltin chloride 1461-22-9 Liquid MIC613

14 Perfluorooctanoic acid 335-67-1 Solid MIC614

15 Dichloracetic acid 79-43-6 Liquid MIC606

16 Toluene 108-88-3 Liquid MIC616

17 Acetonitril 75-05-8 Liquid MIC617

18 Mannitol 69-65-8 Solid MIC619

19 Vanadium pentoxide 1314-62-1 Solid MIC608

20 o-Benzyl-p-chorolophenol 120-32-1 Solid MIC620

Code No.No. Chemical Cas.no. State

 
  



 
 

59

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）の結果 
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図１ コード化 20物質の IL-2 レポーター活性および%suppression 
 
No.1 <2,4-Diaminotoluene, Code No.:MIC618> 
(The maximum concentration: 125 µg/ml, Vehicle: DMSO) 
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No.2 <Benzo(a)pyrene, Code No.:MIC601> 
(The maximum concentration: 15.6 µg/ml, Vehicle: DMSO) 
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No.3 <Cadmium chloride, Code No.:MIC602> 
(Final concentration: 31.25 µg/ml, Vehicle: Distilled water) 
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No.4 <Dibromoacetic acid, Code No.:MIC610> 
(Final concentration: 500 µg/ml, Vehicle: DMSO) 
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No.5 <Diethylstilbestol, Code No.:MIC611> 
(Final concentration: 125 or 62.5 µg/ml, Vehicle: DMSO) 
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No.6 <Diphenylhydantoin, Code No.:MIC615> 
(Final concentration: 15.6 µg/ml, Vehicle: DMSO) 
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No.7 <Ethylene dibromide, Code No.:MIC605> 
(Final concentration: 500 µg/ml, Vehicle: DMSO) 
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No.8 <Glycidol, Code No.:MIC607> 
(Final concentration: 1000 or 1000 µg/ml, Vehicle: Distilled water) 
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No.9 <Indomethacin, Code No.:MIC609> 
(Final concentration: 500 µg/ml, Vehicle: DMSO) 
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No.10 < Isonicotinic Acid Hydrazide (Isoniazid), Code No.:MIC612> 
(Final concentration: 125 µg/ml, Vehicle: DMSO) 
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No.11 <Nitrobenzene, Code No.:MIC603> 
(Final concentration: 500 µg/ml, Vehicle: DMSO) 
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No.12 <Urethane, Ethyl carbamate, Code No.:MIC604> 
(Final concentration: 2000 µg/ml, Vehicle: Distilled water) 
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No.13 <Tributyltin chloride, Code No.:MIC613> 
(Final concentration: 1.95 or 0.977 µg/ml, Vehicle: DMSO) 
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No.14 <Perfluorooctanoic acid, Code No.:MIC614> 
(Final concentration: 500 µg/ml, Vehicle: DMSO) 
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No.15 <Dichloracetic acid, Code No.:MIC606> 
(Final concentration: 2000 µg/ml, Vehicle: Distilled water) 
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No.16 <Toluene, Code No.:MIC616> 
(Final concentration: 500 µg/ml, Vehicle: DMSO) 
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No.17 <Acetonitril, Code No.:MIC617> 
(Final concentration: 2000 µg/ml, Vehicle: Distilled water) 
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No.18 <Mannitol, Code No.:MIC619> 
(Final concentration: 2000 µg/ml, Vehicle: Distilled water) 
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No.19 <Vanadium pentoxide, Code No.:MIC608> 
(Final concentration: 0.0038 µg/ml, Vehicle: DMSO) 
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No.20 <o-Benzyl-p-chorolophenol, Code No.:MIC620> 
(Final concentration: 250 or 125 µg/ml, Vehicle: DMSO) 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 
分担研究報告書 

   

化学物質のMulti-ImmunoTox assayによる解析,validation 

   

 

分担研究者 中島芳浩 

産業技術総合研究所 健康工学研究部門 

 

研究要旨  

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）を用いた化学物質免疫毒性評価系Multi-ImmunoTox 
assay (MITA)のPhaseIIバリデーション試験を実施し、良好な施設内および
施設間再現性を得た。 

 

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-ImmunoTox assay）を構築、
本試験法のガイドライン化を目指し、本年
度は 20 種類のコード化した被験物質を用
いた 1 セット 3 回から 5 回行う試験を
PhaseII バリデーション試験として実施し
た。 
 

B．研究方法 
 IL-2、IFNϒとG3PDHプロモーターにそれぞ
れSLG、SLOおよびSLRルシフェラーゼ遺伝子
を繋いだ発現ベクターを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。 
 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について
は Multi-Immuno Tox Assay protocol 
Ver.010E 20180115に準ずる。 

 試験化学物質としてコード化した20物質
を供試し、発光測定装置はアトー社製フェ
リオス(AB-2350)を用いた。 
 
（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 
MITAバリデーション試験 PhaseIIとして、

コード化した20物質に対し#2H4細胞株を用
いた試験を実施した。各物質に対し3回から
5回繰り返し試験を行った。図1に結果を示
す。提案されたcriteriaを用いて各物質を
評価したところ、これらの判定結果は他実
施施設(食品薬品安全センター、産総研つく
ばセンター)による結果とも概ね一致した。 
 
D．考察 
PhaseIIバリデーション試験の結果に最

終的に提案されたcriteria 5を適用するこ
とにより、良好な施設間再現性を得た。本
試験方により、免疫抑制物質を正確かつ感
度良く識別できる可能性が示唆された。 
 

E．結論               
20種類のコード化した被験物質を用いた
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1セット3回から5回の試験を繰り返す
PhaseIIバリデーション試験を実施、80%の
施設間再現性を得た。また、再現性や精度
を高めるための実験操作等の改善点を抽出
し、PhaseIIバリデーション試験における諸
条件の改善のための情報およびサポートデ
ータを提供した。 
 

Ｆ．健康危険情報 

 該当なし 
 
Ｇ．研究発表 
 該当なし 
 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
 該当なし 
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＜MID701＞ 
 

 
 
 
  

図 1  Jurkat 細胞由来株#2H4 における各試験化学物質に対する細胞応答性。 
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平成 29 年度厚生労働科学研究補助金（化学物質リスク事業） 
 

分担研究報告書 
 

統計学的視点に基づく Multi-ImmunoTox Assay のデータ解析方法の 
検討 

 

分担研究者：大森崇 

 

研究要旨 

[背景と目的] Multi-ImmunoTox Assay(以下、MITA)は、化学物質がヒトの免疫系に与える影響を in vitro

で評価することを目標とする試験法である。バリデーションにおける phase1 研究では MITA の判定方法

が十分には確立していないため、3 種類の判定方法の候補（方法①、方法②、方法③）が提案され、適用

された。しかし、これら 3 種類の統計学的な性能評価は行われていなったかったため、本年度の課題とし

て、3 種類の判定方法についてシミュレーションに基づく性能評価を行った。 

[方法] 方法①は個々の実験で判定を行い、独立した 3 回の実験の判定結果をもって最終判定を行う方法で

ある。方法②は、独立した 3 回の実験から得られた測定値を統合したデータセットを作成し、このデータ

セットに基づきデータ解析を行った結果から最終判定を行う方法である。方法③は、方法②と同様に 3 回

の実験を統合し、最終判定を行う方法であるが、方法②のように測定値を使うのではなく、得られる測定

値を%換算した値を用いる方法である。いくつかの毒性パターンを想定して、シミュレーションによりこ

れら 3 種類の判定方法の性能評価を行った。 

[結果]実験間差や各濃度における繰り返しの誤差によらず、毒性がないパターンに対して、方法②、③では

誤判定は約 5%程度だが、方法①では約 18%が誤判定であった。毒性があるパターンに対して、方法①は

他の 2 方法に比べて謝る確率が高かった。 

[結論]  統計学的な観点においては、方法②は、第一種の過誤を 5%に抑えることができ、他の 2 つの方

法に比べて、様々な毒性パターンに対する高い検出力を有する方法である。 

 

A．研究目的 

Multi-ImmunoTox Assay(以下、MITA)は、化学

物質がヒトの免疫系に与える影響を in vitro で評

価することを目標とする試験法である。MITA では、

ある化学物質の IL2 の発現を評価は独立した 3 回

の実験から得られる測定値を用いて行われ、

immunosurpression、immumoaugmentation、no 

effect のいずれかの判定がされることが求められ

ている。しかし、その判定方法が十分には確立し

ていなかったため、MITA のバリデーションにおけ

る phase1 研究では、研究に入る前に 3 種類の判定

方法により、データ解析が行われた。個々の判定

の統計学的視点に基づく性能の良し悪しは、毒性

がないものを誤って毒性ありとしてしまう確率が

どの程度か、毒性があるものを正しく毒性ありと

判定できる確率はどのくらいであるのかを知るこ

とで評価可能である。しかし、これまでこれら 3

種類の判定方法統計学的な性能評価は行われてい
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なったかった。 

 本報告では、提案された 3 種類の判定方法につ

いて、シミュレーションに基づく性能評価を行っ

た結果をする。 

 

B．研究方法 

MITA のデータの特徴 

MITA では、独立に実施された 3 回の実験の結

果を用いて判定には濃度 0(DMSO)群と各濃度群

との対比較により、最終的な判定を行う。1 回の実

験には、96 穴プレートが用いられ、Control 群に

加え、濃度 0(DMSO)、濃度 1～濃度 10 までの計

12 段階の濃度群の測定値が得られる。個々の濃度

群では 4 回の繰り返しがある。 

 

Phase1 研究で検討した 3 種類の方法について 

Phase1研究において検討をおこなった 3種類の

判定方法（方法①、方法②、方法③）についてま

とめる。 

方法①は個々の実験で判定を行い、3 回の実験の

判定結果をもって最終判定を行う方法である。3 回

の実験それぞれにおいて、濃度 0 群と各濃度群の

間に何らかの統計的に有意な違いがみられるかど

うかを判定した後、それら 3 回の判定結果をまと

めることで濃度 0 群に対する化学物質の影響を評

価する。 

 それに対して方法②は、独立した 3 回の実験で

構成されている試験法の特徴を重視し、3 回の実験

から得られた測定値を統合したデータセットを作

成し、このデータセットに基づきデータ解析を行

った結果から最終判定を行う方法である。それぞ

れの実験の違いは、データセットに含める変数の 1

つとすることで、データ解析では実験間の影響の

調整を行ったうえで判定を行う。 

 また、方法③は、方法②と同様に 3 回の実験を

統合し、最終判定を行う方法であるが、方法②の

ように測定値を使うのではなく、得られる測定値

を%換算した値を用いてデータ解析し、判定を行う

点で方法②とは異なる。 

 

各実験から得られる測定値について 

MITA では、内部標準プロモーターである SLR、

INF-γプロモーターである SLO、IL-2 プロモータ

ーである SLG が導入された細胞を使い、その発光

の度合いで免疫の活性の程度が測定される。1 回の

実験において、96 穴プレートの各セルから

SLG-LA（SLG ルシフェラーゼ活性）、SLO-LA

（SLO ルシフェラーゼ活性）、SLR-LA（SLR ルシ

フェラーゼ活性）の 3 種類の発光に関する測定値

が得られる。化学物質の評価において、第 i 番目の

実験（i=1,2,3）の第 j 番目の濃度（j=0,1,2,…,10）

の第 k 番目の繰り返しの測定値をそれぞれ

ijkSLG  、
ijkSLO 、

ijkSLR とする。 

これらの測定値を用いて、判定のために以下の 4

種類の値が必要となる。 

  )SLR/( )SLR(=I.I.SLR i0ijij 、 

ijkijk  ijk SLR/ SLGnSLG  、 

     100nSLG/nSLG1%supp 0iijij  、 

ただし、 



4

1k
ijkij 4/SLGSLG   、 





4

1k
ijkij 4/SLRSLR  である。 

 )SLR/( )SLR(=I.I.SLR i0ijij は細胞の状態が正常か

どうかを判断するための指標である。 ijknSLG は

ijkSLG をプレート内の各セルにおいて標準化をし

た値である。また、 ij%supp は各濃度での 4 回の

繰り返しの平均値を使って算出され、各濃度での

免疫毒性の程度を%換算した値である。 

 

方法① 

 方法①は個々の実験で判定を行い、3 回の実験の

判定結果をもって最終判定を行う方法である。 
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各実験において、 0.05I.I.SLRij   (j=0,…,J)をみ

たす濃度の ijknSLG を以降のデータ解析に採用す

る。 ijknSLG を用いて、いずれかの濃度群の間に

差があるかどうかを知るために有意水準 5%で

1way ANOVA を行う。この検定の帰無仮説は、「第

i 番目の変数におけるすべての濃度群における

nSLG の母平均は等しい」である。その結果、統

計的に有意な差がみられた場合は、濃度 0 群と各

濃度群の対比較である両側 Dunnett 検定を有意水

準 5%で行う。この検定の帰無仮説は「第 i 番目の

実験における濃度0群と第 j濃度群のそれぞれにお

けるnSLG の母平均は等しい」である。 

1way ANOVA と Dunnett 検定の結果に基づい

て、まず個々の実験の判定を suppression(-)、

augmentation(+)、no effect(0)のいずれかとする。 

3 回の実験の判定結果が 3 回とも suppression(-)

もしくは augmentation(+)で一致した場合は、最

終 判 定 は そ れ ぞ れ immunosuppression 、

immumoaugmentation となる。 

3 回の実験の判定結果が一致しなかった場合は、

それぞれの実験で、絶対値が最大となる

ij
j

%suppmax
100 

 の値を算出し、それら 3 つの値

を用いて両側 t 検定を有意水準 5%で行う。この検

定の帰無仮説は「 ij
j

%suppmax
100 

 の母平均は 0

である」である。負の方向に統計的に有意差があ

れば immunosurpression、正の方向に統計的に有

意差があれば immumoaugmentation、統計的に有

意差がなければ no effect と最終判定を行う。 

 

方法② 

方法②は、方法①のように単純に 3 回の実験の

測定値から得られる結果を併合するのではなく、3

回の異なる実験の影響を調整した nSLGの平均の

差を用いて、濃度 0 群と各濃度群の対比較である

両側 Dunnett 検定を有意水準 5%で行うことで最

終判定を行う方法である。この検定の帰無仮説は

「第 i 番目の実験における濃度 0 群と第 j 濃度群の

それぞれにおけるnSLG の母平均は等しい」であ

る。 

3 回の独立した実験における 0.05I.I.SLRij   

(j=0,…,J)をみたす濃度を算出し、3 回の実験のう

ち最も小さい濃度を minJ とする。この方法では j

の範囲を 1 から minJ  となる
ijknSLG を用いる。 

3 回の異なる実験の影響を調整した Dunnett 検

定は、一般線形モデル（GLM）を用いて計算する

ことができる。モデルを 

ijkji ijknSLG  

とすると、独立した 3 回の実験の影響を調整した

ijknSLG の平均の差の推定値は ĵ (j=1,…, minJ )と

して得ることができる。有意水準 5％の両側

Dunnett 検定は、 j に対して上記の GLM モデル

の誤差の自由度を伴う両側 Dunnett の棄却限界値

を利用して構成された同時 95％信頼区間用いて判

定を行うことが可能である。この同時 95％信頼区

間の下限が 0 より大きな場合に

immumoaugmentation、上限が 0 より小さい場合

は immunosurpression、同時信頼区間が 0 を含ん

でいる場合は no effect と最終判定を行う。 

 

方法③ 

 方法③は、3 回の異なる実験の影響を調整した 

ij%supp の平均値の差を用いて、濃度 0 群と各濃

度群の対比較である両側 Dunnett 検定を有意水準

5％で行うことで最終判定を行う方法である。この

検定の帰無仮説は「第 i 番目の実験における濃度 0

群と第 j 濃度群のそれぞれにおける ij%supp の母

平均は等しい」である。方法②と同様に、一般線

形モデルを用いて計算することができる。 
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 モデルを 

**** ijji ij%supp.  

とすると、独立した 3 回の実験の影響を調整した

ij%supp の平均の差の推定値は
*ˆ
j (j=1,…, minJ )

として得ることができる。有意水準 5％の両側

Dunnett 検定は、
*
j に対して上記のモデルの誤差

の自由度を伴う両側 Dunnett の棄却限界値を利用

して構成された同時 95％信頼区間用いて判定を行

うことが可能である。この同時 95％信頼区間の下

限が 0 より大きな場合に immumoaugmentation、

上限が 0 より小さい場合は immunosurpression、

同時信頼区間が 0 を含んでいる場合は no effect と

最終判定を行う。 

 

シミュレーション 

 シミュレーションは、 ijknSLG に対して、免疫

毒性を示さないパターンと、化学物質の濃度が増

加するにつれて Immunoaugmentation としての

毒性の傾向を示す 3 種類のパターンの計 4 パタ

ーンの期待値に、乱数による誤差を加えたデータ

に基づき行った。検討した 4 パターンをそれぞれ

パターン A、B、C、D とする。 

それぞれの毒性パターンの期待値は、3 回の独

立した実験間差であるαiと、各濃度における 4 回

の繰り返しの誤差（以下、 繰り返し誤差）の標準

偏差σがそれぞれ小さい場合と大きい場合を想定

し、方法①～③で免疫毒性判定にどのような違い

が生じるのかを検討した。シミュレーション回数

はそれぞれのパターンに対して 10,000 回行った。

誤差には平均 0、分散σ2の正規分布に従う乱数を

用いた。検討したパターン A からパターン D の

詳細と期待値を表 1 に示す。 

 解析には、統計解析ソフト SAS  ver. 9.4（SAS 

Institute Inc., NC） を用いた。 

 

表 1．検討した毒性パターンとその期待値  

 

パターン 期待値のモデル 

A 毒性を示さない 

E[nSLGi] = 5 + αi 

B 直線的にゆるやかに毒性が増加 

E[nSLGi] = 5 + αi + 0.3 濃度 

C 曲線的にゆるやかに毒性が増加 

E[nSLGi] = 5 + αi + 0.002 濃度 2 

D 曲線的に強く毒性が増加 

  E[nSLGi] = 5 + αi + 0.05 濃度 2 

E[nSLGi]は期待値を示す。各パターンそれぞれについ

て、実験間差が小さい場合と大きい場合をそれぞれ 

「α1 = 0, α2 = 1, α3 = 2 」、 

「α1 = 0, α2 = 50, α3 = 100 」と設定し、 

繰り返し誤差の標 準偏差σ が小さい場合と大きい

場合をそれぞれ「σ = 0.08」「σ = 0.8」として検討

した。繰り返し誤差の標準偏差の値は、実際の MITA 

のデータを参考に設定した。 

  

 

図 1．パターン A 

 

 
図 2．パターン B 
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図 3．パターン C 

 

 

図 4．パターン D 

 

Ｃ．研究結果 

表 1 で示した各毒性パターンにおいてαiとσの

大きさの設定を変え、10000 回ずつ実施したシミ

ュレーションによる各方法での判定結果を、毒性

パターンごとに割合でまとめた結果を表2～5に示

す。 

 

 

表 2．パターン Aの判定結果 

 

 

表 3．パターン Bの判定結果 

 

 

表 4．パターン Cの判定結果 

 

 

表 5．パターン Dの判定結果 

 

 

D．考察 

毒性がない物質を誤って毒性ありと判定してしま

う確率（第一種の過誤） 

3 回の実験間差や各濃度における繰り返しの誤

差によらず、毒性がないパターン A の場合は No 

effect と判定されることが望ましい。方法②、③で

は誤判定は約 5%程度だが、方法①では約 18%が誤

判定であり、第一種の過誤確率が高いことがわか

る（表 2）。方法①は 2 段階の判定としているため

Immunosuppression 8.90 2.55 2.22
Immunoaugmentation 9.26 2.76 2.53
No effect 81.84 94.69 95.25
Immunosuppression 7.88 2.39 2.11
Immunoaugmentation 9.69 2.39 2.29
No effect 82.43 95.22 95.6
Immunosuppression 0 2.41 0.04
Immunoaugmentation 0 2.65 0.06
No effect 100 94.94 99.9
Immunosuppression 0 2.46 0.08
Immunoaugmentation 0 2.62 0.04
No effect 100 94.92 99.88

判定 方法①(%) 方法②(%) 方法③(%)実験間差 誤差

α1 = 0

α2 = 1

α3 = 2

σ = 0.08

σ = 0.8

α1 = 0

α2 = 50

α3 = 100

σ = 0.08

σ = 0.8

Immunosuppression 0 0 0
Immunoaugmentation 100 100 100
No effect 0 0 0
Immunosuppression 0.47 0 0
Immunoaugmentation 99.06 99.97 99.99
No effect 0.47 0.03 0.01
Immunosuppression 0 0 0
Immunoaugmentation 100 100 0
No effect 0 0 100
Immunosuppression 0 0 0
Immunoaugmentation 98.81 99.99 2.42
No effect 1.19 0.01 97.58

実験間差 誤差 判定 方法①(%) 方法②(%) 方法③(%)

α1 = 0

α2 = 1

α3 = 2

σ = 0.08

σ = 0.8

α1 = 0

α2 = 50

α3 = 100

σ = 0.08

σ = 0.8

Immunosuppression 33.26 0 0
Immunoaugmentation 49.34 99.57 99.35
No effect 17.40 0.43 0.65
Immunosuppression 12.68 1.43 1.24
Immunoaugmentation 6.12 5.46 5.43
No effect 81.20 93.11 93.33
Immunosuppression 0 0 0
Immunoaugmentation 49.12 99.57 1.90
No effect 50.88 0.43 98.10
Immunosuppression 0 1.58 0.03
Immunoaugmentation 0 4.98 0.10
No effect 100 93.44 99.87

実験間差 誤差 判定 方法①(%) 方法②(%) 方法③(%)

σ = 0.8

α1 = 0

α2 = 50

α3 = 100

σ = 0.08

σ = 0.8

α1 = 0

α2 = 1

α3 = 2

σ = 0.08

Immunosuppression 0.05 0 0
Immunoaugmentation 99.95 100 100
No effect 0 0 0
Immunosuppression 1.13 0 0
Immunoaugmentation 98.68 99.81 99.95
No effect 0.19 0.19 0.05
Immunosuppression 0 0 0
Immunoaugmentation 99.96 100 0
No effect 0.04 0 100
Immunosuppression 0 0 0
Immunoaugmentation 98.83 99.65 0.07
No effect 1.17 0.35 99.93

σ = 0.8

方法③(%)実験間差 誤差 判定 方法①(%) 方法②(%)

α1 = 0

α2 = 1

α3 = 2

σ = 0.08

σ = 0.8

α1 = 0

α2 = 50

α3 = 100

σ = 0.08
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に、検定を複数回行っていることにより、検定の

多重性が生じた結果といえる。 

 

濃度の増加に伴い毒性が明確になる物質を正しく

検出できる確率（検出力） 

実験間差が小さい場合、パターン B とパターン

D の結果は、方法①、②、③のすべての方法にお

いて、毒性ありである Immunoaugmentation と判

定されており、いずれの方法でも高い検出力を保

って判定できていることが分かった。パターン C

においては、検出力の高さの視点からは方法②と

方法③に違いはなかったが、方法①においては正

しく Immunoaugmentation と判定できる割合は

他の 2 方法に比べて小さかった（表 3、4、5 それ

ぞれの上 2 段）。実験間差や誤差が小さくても、方

法①は方法②、③に比べて検出力が低く、適切に

判定できないことを示している。このことは、方

法①において判定を行う際、3 回の各実験における

個々の判定結果が一致せず suppression 側に偏っ

た 傾 向 に あ れ ば 、 最 終 判 定 を 行 う 際 に

Immunosuppression と判定されやすくなってし

まうことが要因ではないかと考えられる。 

次に実験間のばらつきが大きい場合に注目する

と、パターン B、C、D のいずれの場合も、方法③

を用いた時の判定結果がほぼNo effectとなってし

まうことがわかる（表 3、4、5 それぞれの下 2 段）。

これは、方法③では応答が 0 から 1 の範囲に収ま

る ij%supp に基づき計算していることによる。%

換算した値の利用は、実験施設ごとに測定機械が

異なることによって生じる測定値のスケールの大

きさの違いの影響を排除することができると期待

されている。しかし、この換算の定義より、常に

各実験の濃度 0 群の値が常に 0%となる一方で、何

らかの原因で実験間差が生じた場合に化学物質の

濃度が増加するに従い実験間のばらつきは大きく

なってしまう。方法③は ij%supp を用いて判定を

行う解析に、線形モデルを想定しているので、こ

の状況でモデルが適切とはいえない。この現象は

実験間差が大きい場合に特に顕著になるであろう。

シミュレーションで設定した実験間差の大きな状

況は誤差の標準偏差と比べてもはるかに大きく、

現実の実験では生じることがないような大きさで

あるものの、 ijknSLG の実験間差が濃度によらず

一定の大きさで生じるような場合には、方法③よ

りも方法②の方がより精度よく判定を行うことが

できるといえる。 

 

本研究の限界 

本研究の弱点は、シミュレーションで用いたデ

ータは、方法②で使用したモデルと同じモデルを

用いて発生させており、このことによって方法②

の判定結果が他の方法よりも有利であることであ

る。しかし、上記に示したように方法③は応答が 0

から 1 の範囲に収まる ij%supp に対して線形モデ

ルを想定しており、想定するモデルの仮定は適切

ではないであろう。 

検討したシミュレーションで発生させたデータ

は、実際に実験により得られる
ijkSLG  、

ijkSLO 、

ijkSLR では無く、これからから計算される

ijknSLG に基づいている。このため、本検討のシ

ミュレーションには、I.I.SLRij に基づく判定が行

えているわけではない。しかしながら、 ijknSLG に

基づくデータで検討を行うことにより、判定方法

間の本質的な特徴を知ることができているといえ

る。 

 検討した判定方法が実際に毒性の判定に用いる

ことができるかどうかは別の問題である。方法②

は検出力が高い方法であることが本検討のシミュ

レーションにより明らかになったが、統計的検定

のみに基づく判定のみで判定することが、毒性の

判定として適切であるかどうかは別の問題である。

毒性判定として実用化するためには、この分野の
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毒性家との議論を必要とする。 

 

E．結論 

 MITA による化学物質の評価のために判定方法

の候補となる 3 種類の方法の統計的性能をシミュ

レーションにより評価した。統計学的な観点にお

いては、方法②は、第一種の過誤を 5%に抑えるこ

とができ、他の 2 つの方法に比べて、様々な毒性

パターンに対する高い検出力を有する方法である。 

 

謝辞：本検討を進めるにあたり解析の多くの部分

に協力してくれた神戸大学医学研究科の小林真弓

氏に感謝いたします。 
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厚生労働科学研究費補助金（化学リスク研究事業） 

免疫毒性評価試験法Multi-ImmunoTox assayの国際validationへ向けての検討 

分担研究報告書 

   

化学物質のMulti-ImmunoTox assayによる解析、validation、プロトコール作成 

   

分担研究者 木村 裕 

東北大学病院皮膚科  

 

研究要旨  

厚生労働科学研究費補助金事業「多色発光細胞を用いたhigh-throughput免

疫毒性評価試験法の開発」にて開発した新たなin vitro免疫毒性評価試験法

（Multi-ImmunoTox assay：MITA）について平成28年度に実施されたPhase Iバ

リデーション後の国際VMTミーティング会議（京都）で検討された結果を反映し

た試験法プロトコール(Multi-ImmunoTox Assay protocol ver. 009.1E)および

データシート(Multi-ImmunoTox Assay Datasheet for #2H4 cells Ver. 008.2)

を作成しPhase II試験を行った。その結果について国際VMTミーティング会議（大

阪）での意見、東北大学での解析を参照とし%suppressionの閾値を±35%とした

クライテリアを設定した。 

 

キーワード：試験法プロトコール、バリデーション 

 

Ａ．研究目的            

厚生労働科学研究費補助金事業「多色発光細

胞を用いた high-throughput 免疫毒性評価試験

法の開発」にて開発した新たな in vitro 免疫毒

性評価試験法（Multi-ImmunoTox assay：MITA）

の OECD （ Organisation for Economic 

Co-operation and Development）における試験

法ガイドライン（Test Guideline：TG）化を目

的とし、試験法プロトコールを作成し国際バリ

デーションを行う。 

 

B．研究方法 

 以下の方法によりIL-2およびIFN-プロモー

ター活性の測定を行った。ヒトTリンパ芽球性白

血病由来細胞株JurkatにIL-2プロモーターに制

御されたSLGルシフェラーゼ遺伝子（緑色に発

色）、IFN-プロモーターに制御されたSLOルシフ

ェラーゼ遺伝子（橙色に発色）、GAPDHプロモー

ターに制御されたSLRルシフェラーゼ遺伝子（赤

色に発色）を導入した#2H4細胞を1ウェル当たり

2×105個、黒色の96-well プレート(Greiner 

bio-one)に播種し化学物質を加え、37℃、5%CO2

下で1時間培養した。つづいて25nM PMAと1M Io

の混合物(PMA/Io)で刺激し37℃、5%CO2下で6時

間培養した。その後、細胞溶解剤とルシフェラ

ーゼ反応の基質であるルシフェリンの混合剤で

あ る Tripluc luciferase assay reagent 

(TOYOBO)を混合し、室温で10分振盪させたのち

マルチプレート対応型ルミノメーターにてルシ

フェラーゼ活性を測定した。SLG、SLO、 SLRル
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シフェラーゼは共通の基質の存在により同時に

発光するが、2枚の光学的フィルターにより分離

し 、 各 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 発 光 量 

(SLG-luciferase activity (SLG-LA) 、

SLO-luciferase activity (SLO-LA) 、

SLR-luciferase activity (SLR-LA)) を検出し

た。また細胞数の違いや各種刺激後の生存率の

違いを勘案しSLG-LA、SLO-LAをSLR-LAで除する

こ と に よ り そ れ ぞ れ normalized SLG- 

luciferase activity(nSLG-LA), normalized 

SLO- luciferase activity(nSLO-LA)を算出した。

さらに以下の式に%suppression抑制率を計算し

た。 

% suppression = (1-薬物存在下でのnSLG-LAま

たはnSLO-LA/薬物非存在下でのnSLG-LAまたは

nSLO-LA) X 100 

 

C．結果 

 

１）国際バリデーションPhase 2用の試験法プロ

トコール、データシート、記録用紙の作成 

平成28年度に実施されたPhase Iバリデー

ション後の国際VMTミーティング会議（H29.

2月、京都）で検討された結果を反映した国

際バリデーションPhase 2用の試験法プロ

トコール、Multi-ImmunoTox Assay protoco

l ver. 009.1Eを作成した（添付文書１）。

データ入力、結果表示用にエクセルファイ

ルをベースとしたdata sheet、 Multi-Immu

noTox Assay Datasheet for #2H4 cells V

er. 008.2を作成した（添付文書２）。さら

に参加施設用の記録用紙、Multi-ImmunoTox

 Assay 記録用紙 Ver. 003.1を作成した

（添付文書３）。 

２）国際バリデーションPhase 2の結果の解析お

よび新クライテリアの設定 

国際バリデーションPhase 2の結果について
国際VMTミーティング会議（大阪）での意見、
東北大学で作成されたMITA data setの各化

学物質における%suppressionの最大値、最
小値を参考とし%suppressionの閾値を±
35%と設定したクライテリア（クライテリア
５）を設定した。クライテリア５を用いて
国際バリデーションPhase 2の結果を再評価
したところ施設間再現性が80%(16/20)であ
った。2018年3月29日に開催された国際スカ
イプ会議でクライテリア５は国際バリデー
ション実行委員に承認された。 

 
D. 考察 

 クライテリア５による評価では、施設内、施

設間再現性についてPhase I、Phase II共にstudy 

planに記載された基準を満たした。今後、試験

に使用された被験物質についてin vitro, in 

vivoのデータを集積しMITAアッセイの予測性に

ついて検討する。 

 

E．結論              

国際バリデーションPhase IIに向けて試験法

プロトコール、データシート、記録用紙を作成

した。また、その結果に基づき%suppressionの

閾値を±35%とした新しいクライテリアを設定

した。 
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３） Multi-ImmunoTox Assay 記録用紙 Ver. 

003.1 
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添付文書１ 

1. Introduction 
 This protocol describes how to maintain the cells, how to prepare the test chemicals, 

and how to measure the luciferase activity of #2H4 cells transfected with 3 luciferase 
genes, stable luciferase green (SLG), stable luciferase orange (SLO) and stable 

luciferase red (SLR), under the control of IL-2, IFN and G3PDH promoters, 
respectively, for the Multi-Immuno Tox Assay. 
(Kimura Y. et al. Evaluation of the Multi-Immuno Tox Assay composed of 3 human 
cytokine reporter cells by examining immunological effects of drugs Toxicol in Vitro, 
28, 759-768, 2014) 
Figure 1 
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2. Materials 
2-1 Cells 
・ #2H4 (IL2-SLG、IFN-SLO、G3PDH-SLR) 

The human acute T lymphoblastic leukemia cell line Jurkat was obtained from the 
American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). A Jurkat-derived IL-2 

and IFN reporter cell line, #2H4, that harbors the SLG, SLO and SLR luciferase 
genes under the control of the IL-2, IFN and GAPDH promoters, respectively, 
was established by Tsuruga Institute of Biotechnology, TOYOBO Co. Ltd. 

 (Saito R. et al. Nickel differentially regulates NFAT and NF-B activation in T 
cell signaling Toxicology and Applied Pharmacology, 254, 245–255, 2011) 

 
2-2 Reagents and equipment 
2-2-1 For maintenance of the #2H4 cells 

・ RPMI-1640 (GIBCO Cat#11875-093, 500 mL) 
・ FBS (Biological Industries Cat#04-001-1E Lot: 715004) 
・ Antibiotic-Antimycotic (GIBCO Cat#15240-062) 
・ HygromycinB (CAS:31282-04-9, Invitrogen Cat#10687-010) 
・ G418 (CAS:108321-42-2, Nacalai Tesque Cat#16513-84) 
・ Puromycin (CAS:58-58-2, InvivoGen Cat#ant-pr-1) 
 
2-2-2 For chemical exposure, stimulation and solvents  

・ Ionomycin (CAS:56092-82-1, Sigma Cat#I0634) 
・ Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (CAS:16561-29-8, Sigma Cat#P8139) 
・ Ethanol (e.g., Wako Cat#057-00456) 
・ Dimethyl sulfoxide (DMSO) (CAS:67-68-5, Sigma Cat#D5879) 
・ Distilled water (GIBCO Cat#10977-015) 
 
2-2-3 For measurement of the luciferase activity 

・ Tripluc® Luciferase assay reagent (TOYOBO Cat#MRA-301) 
 
2-2-4 Expendable supplies 

・ T-75 flask tissue culture treated (e.g., Corning Cat#353136) 
・ 96 well μclear black plate (flat-bottom, for measurement of the luciferase activity, 

e.g. Greiner Bio-one Cat#655090) 

・ 96 well clear plate (round-bottom, for preparation of chemicals and stimulants) 
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添付文書１ 

・ 96 well assay block, 2 mL (e.g., Costar Cat#3960) 
・ Seal for 96 well plate (e.g., Perkin Elmer TopSeal-A PLUS Cat#6050185, EXCEL 

Scientific SealMate Cat#SM-KIT-SP) 

・ Reservoir 
・ Pipette 
 
2-2-5 Equipment for measurement of luciferase activity 

・ Measuring device: a microplate-type luminometer with a multi-color detection 
system that can accept two optical filter 
e.g. Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer), Tristar LB941 (Berthold) 

・ Optical filter: 560 nm long-pass filter and 600 nm long-pass filter 
・ Measuring time: set at 1～5 sec/well measuring time 
 
2-2-6 Others 

・ Pipetman 
・ 8 channel or 12 channel pipetman (optimized for 10~100 L) 
・ Plate shaker (for 96 well plate) 
・ CO2 incubator (37°C, 5% CO2) 
・ Water bath 
・ Cell counter: hemocytometer, trypan blue 
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2-3 Culture medium 
2-3-1 A medium: for maintenance of #2H4 cells (500 mL, stored at 2-8°C) 

Reagent Company Concentration 

Final 

concentration 

in medium 

Required 

amount 

RPMI-1640 GIBCO #11875-093 - - 440 mL 

FBS Biological Industries 

Cat#04-001-1E 

Lot: 715004 

- 10 % 50 mL 

Antibiotic-Antimycotic GIBCO #15240-062 100× 1× 5 mL 

Puromycin  InvivoGen # ant-pr-1 10 mg/mL 0.15 μg/mL 7.5 L 

G418  Nacalai Tesque #16513-84 50 mg/mL 300 μg/mL 3 mL 

HygromycinB Invitrogen #10687-010 50 mg/mL 200 μg/mL 2 mL 

 
 

2-3-2 B medium: for luciferase assay (30 mL, stored at 2-8°C) 

Reagent Company Concentration 

Final 

concentration 

in medium 

Required 

amount 

RPMI-1640 GIBCO #11875-093 - - 27 mL 

FBS Biological Industries 

Cat#04-001-1E  

Lot: 715004 

- 10 % 3 mL 

 

2-3-3 C medium: for thawing #2H4 cells (30 mL, stored at 2-8°C) 

Reagent Company Concentration 

Final 

concentration 

in medium 

Required 

amount 

RPMI-1640 GIBCO #11875-093 - - 26.7 mL 

FBS Biological Industries 

Cat#04-001-1E  

Lot: 715004 

- 10 % 3 mL 

Antibiotic-Antimycotic GIBCO #15240-062 100× 1× 0.3 mL 
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2-4 Preparation of the stimulant of #2H4 
2-4-1 Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) 

Reagent Company 
Concentration of the 

stock solution 
Final concentration 

Phorbol 

12-myristate 

13-acetate 

(PMA) 

Sigma #P8139 

2 mM 25 nM 

DMSO Sigma #D5789 

Dissolve 1 mg PMA using DMSO 811 L, dispend at 5 L/tube and store at 
freezer at -30°C. Use these stocks within 6 month after dissolution. 

 

2-4-2 Ionomycin 

Reagent Company 
Concentration of 

the stock solution 
Final concentration 

Ionomycin Sigma # I0634 

2 mM 1 M Ethanol Wako 

#057-00456 

Dissolve 1mg Ionomycin using ethanol 669.3 L, dispend at 30 L/tube and 
store at freezer at -30°C. Use these stocks within 6 month after dissolution. 
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3. Cell culture 
3-1 Thawing of #2H4 cells 

 Pre-warm 9 mL of C medium in a 15 mL polypropylene conical tube in a 37°C 
water bath (for centrifugation) and 15 mL of C medium in a T-75 Flask at 37°C in a 
5% CO2 incubator (for culture). 
 Thaw frozen cells (2x106 cells / 0.5 mL of freezing medium) in a 37°C water bath, 
then add to a 15 mL polypropylene conical tube containing 9 mL of pre-warmed C 
medium. Centrifuge the tube at 120-350 x g at room temperature for 5 min, discard 
the supernatant, and resuspend in 15 mL of pre-warmed C medium in a T-75 Flask. 
Cells are incubated at 37°C, 5% CO2. 
 

3-2 Maintenance of #2H4 cells 
 Pre-warm the A medium in a T-75 Flask at 37°C in a 5% CO2 incubator. The 
culture medium should be changed to the A medium 3 or 4 days after thawing. At 
that time, count the number of cells, centrifuge the tube at 120-350 x g at room 
temperature for 5 min, discard the supernatant, and resuspend in pre-warmed the A 
medium in a T-75 Flask. Cells are passaged at 3x105/mL and incubated at 37°C, 
5% CO2. 
 The interval between subcultures should be 3~4 days. Cells can be used between 
one and six weeks after thawing. 
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4. Preparation of cells for assay 
A cell passage should be done 2-4 days before the assay. 
Use cells between 1 and 6 weeks after thawing. 

Pre-warm the B medium in a 37°C water bath. Count the number of cells and collect 
the number of cells needed (2.0 x 107 cells for two chemicals are required, but to have 
some leeway, 3.0 x 107 cells for two chemicals should be prepared), centrifuge the tube 
at 120-350 x g, 5 min. Resuspend in pre-warmed the B medium at a cell density of 

4×106/mL. Transfer the cell suspension to a reservoir, and add 50 L of cell suspension 
to each well of a 96 well clear black plate (flat bottom) using an 8 channel or 12 
channel pipetman. (cf. Figure 2) 
 

Figure 2 
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50uL
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B medium
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B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

C

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

D

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

E

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

F

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

G

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

H

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL
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5. Preparation of chemicals and cell treatment with chemicals 
5-1 Dissolution by vehicle (cf. Figure 3) 
 Dissolve the chemical first in distilled water. Namely, weigh 0.025 g of the test 
chemical in a volumetric flask and add distilled water up to 1 mL. If the chemical is 
soluble at 25 mg/mL, weigh 0.050 g of the test chemical in a volumetric flask and add 
distilled water up to 1 mL. If the chemical is not soluble at 50 mg/mL, 25 mg/mL is the 
highest soluble concentration. If the chemical is soluble at 50 mg/mL, weigh 0.100 g of 
the test chemical in a volumetric flask and add distilled water up to 1 mL. If the 
chemical is not soluble at 100 mg/mL, 50 mg/mL is the highest soluble concentration. If 
the chemical is soluble at 100 mg/mL, 100 mg/mL is the highest soluble concentration.  
 
If the chemical is not soluble in water, the chemical should be dissolved in DMSO at 
500 mg/mL. Namely, weigh 0.5 g of the test chemical in volumetric flask and add 
DMSO up to 1 mL.  
If the chemical is not soluble at 500 mg/mL, the highest soluble concentration should be 
determined by diluting the solution from 500 mg/mL at a common ratio of two (250 
mg/mL  125 mg/mL  continued if needed) with DMSO.  
 
Sonication and vortex may be used if needed，and attempt to dissolve the chemical for 
at least 5 minutes. Being soluble should be confirmed by centrifugation at 15,000 rpm 
(≈20,000 x g) for 5 min and absence of precipitation. The chemical should be used 
within 4 hours after being dissolved in distilled water or DMSO.  
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Figure 3 

 
In the first experiment (1st experiment), when the chemical is prepared in distilled water, conduct 

10 serial dilutions at a common ratio of 2 from the highest concentration using distilled water. When 

the chemical is prepared as a DMSO solution, conduct 10 serial dilutions at a common ratio of 2 

from the highest concentration using DMSO.  

 

In the second or third experiment (2nd or 3rd experiment), determine the minimum concentration at 

which I.I.-SLR-LA (mentioned later in 10) became lower than 0.05 in the 1st experiment, use the 

concentration one step (2-times) higher than this determined concentration as the highest 

concentration of the chemical to examine, and conduct 10 serial dilutions at a common ratio of 2 

from the highest concentration. If I.I.-SLR-LA did not become lower than 0.05 or became lower than 

0.05 at the highest concentration in the 1st experiment, conduct 10 serial dilutions at a common ratio 

of 2 from the highest concentration in the 1st experiment. 

For example, in Figure 3 below, the minimum concentration at which I.I.-SLR-LA became lower  
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than 0.05 is 1.95g/ml. The highest concentration of the chemical to examine is the concentration 

one step (2-times) higher than 1.95g/ml, which is 3.91 g/ml.  

In Figure 4 below, I.I.-SLR-LA did not become lower than 0.05. In such a case, the highest 

concentration of the chemical to examine is the highest concentration in the 1st experiment, namely 

125 g/ml. 

 
Figure 3. 

 

 
Figure 4 
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5-2 When the chemical is prepared in distilled water 
If the chemical is prepared at a lower concentration, use the prepared concentration 
instead of the 100 mg/mL distilled water solution. 
 

5-2-1 Arrangement of chemicals and vehicle 

Add 100 L of the 100 mg/mL distilled water solution of the chemical to well #A12, 
and 50 L of the distilled water to wells #A1-#A11 of the 96 well clear plate (round 
bottom).   
5-2-2 Serial dilution 
Conduct 9 serial dilutions at a common ratio of 2 as indicated in Figure 4 from well 

#A11 to well #A3. Transfer 50 L to the next (left) well. (cf. Figure 4) 
 

Figure 4      
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5-2-3 2 step dilution 

Add 20 L of the diluted chemical to 480 L of the B medium prepared in the assay 
block. And add 50 L to #2H4 in a 96 well plate using an 8 channel or 12 channel 
pipetman after pipetting 20 times. Seal the plate, shake the plate with a plateshaker and 
incubate in a CO2 incubator for 1 hour (37°C, CO2, 5%) (cf. Figure 5-7). 
        

 

Figure 5 
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Figure 6 

  

Figure 7 Final constituents of each well of the plate 
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B medium 50uL

#2H4
2x10^5
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B medium 50uL
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B medium 50uL
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2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

C
#2H4

2x10^5
B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
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B medium 50uL
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B medium 50uL
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2x10^5

B medium 50uL
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B medium 50uL
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B medium 50uL
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2x10^5

B medium 50uL
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B medium 50uL

D
#2H4

2x10^5
B medium 50uL
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2x10^5

B medium 50uL
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B medium 50uL
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B medium 50uL
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B medium 50uL
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B medium 50uL
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B medium 50uL
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2x10^5

B medium 50uL
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2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

F
#2H4

2x10^5
B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL
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#2H4

2x10^5
B medium 50uL

#2H4
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B medium 50uL
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2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL
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#2H4

2x10^5
B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL
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2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL
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2x10^5

B medium 50uL
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2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5
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2x10^5
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B medium 50uL
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B medium 50uL
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B medium 50uL
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1 mg/mL

#2H4
2x10^5

B medium
100uL

Chemical
2 mg/mL
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2x10^5

B medium
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0.5 mg/mL

#2H4
2x10^5

B medium
100uL

Chemical
1 mg/mL

#2H4
2x10^5

B medium
100uL
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2 mg/mL

#2H4
2x10^5

B medium
100uL

E
#2H4

2x10^5
B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

F
#2H4

2x10^5
B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

G
#2H4

2x10^5
B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

H
#2H4

2x10^5
B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL

#2H4
2x10^5

B medium 50uL
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5-3 When the chemical is prepared as a DMSO solution 
If the chemical is prepared at a lower concentration, use the prepared concentration 
instead of 500 mg/mL DMSO solution.  
5-3-1 Arrangement of chemicals and vehicle 

Add 100 L of the 500 mg/mL DMSO solution of the chemical to well #A12, 50 L of 
DMSO to wells #A1-#A11, and 90 L of the B medium to wells #B1-#B12 of the 96 
well clear plate (round bottom) 
5-3-2 Serial dilution      

Conduct 9 serial dilutions at a common ratio of 2 as indicated in Figure 8 from well 

#A11 to well #A3. Transfer 50 L to the next (left) well. (cf. Figure 8) 
 

Figure 8 
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5-3-3 Dilution of DMSO solution with the B medium     

Dilute 10 L of the DMSO solution of the chemical in wells #A1-#A12 with 90 L of 
the B medium using an 8-12 channel pipetman. (cf. Figure 9) 
 

 

Figure 9           
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5-3-4 2 step dilution 

Add 10 L of the diluted chemical to 490 L of the B medium prepared in the assay 
block. And add 50 L to #2H4 in a 96 well plate using an 8 channel or 12 channel 
pipetman after pipetting 20 times. Manipulate the procedures from 5-3-3 to 5-3-4 as 
quickly as you can, and do not leave a long time at step after 5-3-3 or Figure 10. Seal 
the plate, shake the plate with a plateshaker and incubate in a CO2 incubator for 1 hour 
(37°C, CO2, 5%) (cf. Figure 10-12). 
         

Figure 10 
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Figure 11 

 
Figure 12 Final constituents of each well of the plate 
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6. Preparation of the stimulant (PMA/ionomycin) and addition to #2H4  
6-1 Material 
・2 mM PMA stock 
・2 mM Ionomycin stock 
・B medium 
・Ethanol 
6-2 Preparation of 100 M PMA 
Dilute 2 mM PMA stock with the B medium as follows (20 times, final concentration is 100 

M). 

2 mM PMA B medium Total 

final 

concentrat

ion 

5 μL 95 μL 100 μL  100 μM 

 

6-3 Preparation of control and x10 PMA/ionomycin solution 

Dilute ethanol, 2 mM ionomycin and 100 M PMA with the B medium to prepare 
control or x10 PMA/ionomycin solution. Add the control to well #A1-#H1 of the 96 
well clear plate (round bottom), and add x10 PMA/ionomycin solution to wells 
#A2-#H2 of the 96 well clear plate (round bottom). 

 B medium 
2 mM 

Ionomycin 

100 μM 

PMA 
Ethanol Total 

Control 995 L -  5 L 1000 L 

x10 

PMA/ionomycin 

solution 

2382 L 12 L 6 L - 2400 L 
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6-4 Addition of PMA/ionomycin to #2H4 

One hour after the addition of chemicals, add 10 L of control or PMA/ionomycin 
solution to the cells (#A1-#H1 or #A2-#H12, respectively) using an 8 channel or 12 
channel pipetman after pipetting 20 times. Make sure that the apex of the tip is dipped 
into the medium. Change tips every line you add. Seal the plate, shake the plate with a 
plateshaker and incubate in a CO2 incubator for 6 hour (37°C, CO2, 5%). (cf. Figure 13) 
 

Figure 13 
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7. Control 
7-1 Preparing control chemical (dexamethasone, cyclosporine A) 
7-1-1 Preparing dexamethasone stock 

Reagent Company 
Concentration of 

the stock solution 

Preparing 

concentration 

Final 

concentration 

Dexametha

sone-water 

soluble 

Sigma 

#D2915-100MG 

2.5 mg/mL 2.5 mg/mL 50 g/mL 

Distilled 

water 

GIBCO 

Cat#10977-015 

 Dissolve 100 mg of Dexamethasone-water soluble with distilled water 40 mL, 

dispend at 50 L/tube and store a freezer at -30°C.  
7-1-2 Preparing cyclosporine A stock 

Reagent Company 
Concentration of 

the stock solution 

Preparing 

concentration 

Final 

concentration 

Cyclosporine 

A 

Sigma 

#C1832-5MG 
100 g/mL 100 g/mL 100 g/mL 

DMSO Sigma #D5789 

 Dissolve 5 mg of cyclosporine A with DMSO 50 mL, dispend at 50 L/tube and store 
a freezer at -30°C. 
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7-2 Preparation of cells for assay 
A cell passage should be done 2-4 days before the assay. 
Use cells between 1 and 6 weeks after thawing. 

Pre-warm the B medium in a 37°C water bath. Count the number of cells and collect 
the number of cells needed (5.0 x 106 cells are required, but to have some leeway, 7.5 x 
106 cells should be prepared), centrifuge the tube at 120-350 x g, 5 min. Resuspend in 
pre-warmed the B medium at a cell density of 4×106/mL. Transfer the cell suspension to 

a reservoir, and add 50 L of cell suspension to each well of a 96 well clear black plate 
(flat bottom) using an 8 channel or 12 channel pipetman. (cf. Figure 14) 
 

Figure 14  

 

 

  

flat-bottom
black

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

B

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

C

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

D

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

#2H4
2x10^5

B medium
50uL

E

F

G

H



118 
 

添付文書１ 

7-3 Arrangement of chemicals and vehicle 

Add DMSO 50 L to #A4, 100 g/mL cyclosporine A stock 50 l to #A5, distilled 
water 50 l to #B1 and #B2, 2.5 mg/ml dexamethasone stock 50 l to #B3 and the B 
medium 180 l to #B4 and #B5 of the 96 well clear plate (round bottom). (cf. Figure 
15) 

 
7-4 Dilution with the B medium 

Dilute DMSO in #A4 and cyclosporine A DMSO solution in #A5 by adding 20 L to 
the B medium in #B4 and #B5, respectively. (cf. Figure 15) 
 
Figure 15 
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7-5 2 step dilution 

Add 20 L of the diluted chemical or vehicle to 480 L (1-3 lanes) or 980 L (4-5 
lanes) of the B medium prepared in the assay block. And add 50 L to #2H4 in a 96 
well plate using an 8 channel or 12 channel pipetman after pipetting 20 times. 
Manipulate the procedures from 7-4 to 7-5 as quickly as you can, and do not leave a 
long time at step after 7-4 or Figure 16. Seal the plate, shake the plate with a plateshaker 
and incubate in a CO2 incubator for 1 hour (37°C, CO2, 5%). (cf. Figure 16-18) 
 

Figure 16 
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Figure 17 

 

Figure 18 Final constituents of each well of the plate 
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7-6 Addition of PMA/ionomycin to #2H4 

One hour after the addition of dexamethasone and cyclosporine A, add 10 L of control 
or PMA/ionomycin solution prepared in §6-3 to the cells (#A1-#D1 or #A2-#D5, 
respectively) using an 8 channel or 12 channel pipetman after pipetting 20 times. Make 
sure that the apex of the tip is dipped into the medium. Change tips every line you add. 
Seal the plate, shake the plate with a plateshaker and incubate in a CO2 incubator for 6 
hour (37°C, CO2, 5%). (cf. Figure 19) 
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Figure 19 
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8. Calculation of the transmittance factors  
   Color discrimination in multi-color reporter assays is generally achieved using 

detectors (luminometer and plate reader) equipped with optical filters, such as sharp-cut 
(long-pass) filters and band-pass filters. The transmittance factors of these filters for 
each bio-luminescence signal color must be calibrated prior to all experiments by 
following the protocols below.  
 
8-1 Reagents 

 Single reference samples: 
Lyophilized luciferase enzyme reagent for stable luciferase green (SLG) 
Lyophilized luciferase enzyme reagent for stable luciferase orange (SLO) 
Lyophilized luciferase enzyme reagent for stable luciferase red (SLR) 

 Assay reagent: 
Tripluc® Luciferase assay reagent（TOYOBO Cat#MRA-301） 

 B medium: for luciferase assay (30 mL, stored at 2- 8°C) 
 

Reagent Company Conc. 
Final conc. in 

medium 

Required 

amount 

RPMI-1640 GIBCO #11875-093 - - 27 mL 

FBS Biological Industries 

Cat#04-001-1E  

Lot: 715004 

- 10 % 3 mL 

 

8-2 Preparation of luminescence reaction solution 
Thaw Tripluc® Luciferase assay reagent (Tripluc) and keep it at room temperature 

either in a water bath or at ambient air temperature. Power on the luminometer 30 min 
before starting the measurement to allow the photomultiplier to stabilize. 

Add 200 L of 100 mM Tris-HCl (pH8.0) contains 10 % glycerol to each tube of 
lyophilized reference sample to dissolve the enzymes, divide into 10 L aliquots in 1.5 
mL disposable tubes and store in a freezer at -80°C. The stored frozen solution of the 
reference samples can be used for up to 6 months.  

Add 1 mL of the B medium to each tube of frozen reference sample (10 L sample per 
tube). Keep the reference samples on ice to prevent deactivation. 
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8-3 Bioluminescence measurement 

Transfer 100 L of the diluted reference samples to a black 96 well plate (flat bottom) 
as shown below.  

Figure 20 

 
Transfer 100 L of pre-warmed Tripluc to each well of the plate containing the 
reference sample using a pipetman. Shake the plate for 10 min at room temperature 
(about 25°C) using a plate shaker. Remove bubbles in the solutions in wells if they 
appear. Place the plate in the luminometer to measure the luciferase activity. 
Bioluminescence is measured for 3 sec each in the absence (F0) and presence (F1, F2) 
of the optical filters. An example of the raw output data is shown below.  

flat-bottom
black 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B SLG 100 µL SLG 100 µL SLG 100 µL

C

D SLO 100 µL SLO 100 µL SLO 100 µL

E

F SLR 100 µL SLR 100 µL SLR 100 µL

G

H
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Figure 22 

 

Six transmittance factors of the optical filters were calculated as follow: 

Transmittance factor (GR56)=
        
        

 

Transmittance factor (OR56)=
#       
#       

 

Transmittance factor (RR56)= 
#       
#       

 

Transmittance factor (GR60)=
        
        

 

Transmittance factor (OR60)=
#       
#       

 

Transmittance factor (RR60)=
#       
#       

 

In the case shown above,  
  

Measurement without Filter

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B 3757015 3716611 3810382

C

D 1202691 1210208 1122295

E

F 2465453 2207572 2077689

G

H

Measurement with Filter 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B 1269950 1257268 1289562

C

D 808550 813160 754174

E

F 2193723 1968240 1853873

G

H

Measurement with Filter 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B 236478 234079 240876

C

D 235121 235878 217432

E

F 1585258 1420099 1339265

G

H
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Transmittance factors (GR56)= =0.338 

 Transmittance factors (OR56)= =0.672 

 Transmittance factors (RR56)= =0.891 

 Transmittance factors (GR60)= 236478+234079+240876
3757015+3716611+3810382=0.06 

 Transmittance factors (OR60)= =0.195 

 Transmittance factors (RR60)= =0.644 

    Calculated transmittance factors are used for all the measurements executed using 
the same luminometer.  
Input the transmittance factors to #C6-#E7 of the “Data Input” sheet of the Data sheet as 
follow. 
 
Figure 23 
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9. Measurement 
 Please refer Appendix 1 for the principle of measurement of luciferase activity.   
 Thaw Tripluc® Luciferase assay reagent (Tripluc) and keep it at room temperature 
either in a water bath or at ambient air temperature. Power on the luminometer 30 min 
before starting the measurement to allow the photomultiplier to stabilize.  

 Transfer 100 L of pre-warmed Tripluc from the reservoir to each well of the plate 
containing the reference sample using an 8 channel or 12 channel pipetman. Shake the 
plate for 10 min at room temperature (about 25°C) on a plate shaker. Remove bubbles in 
the solutions in the wells if they appear. Place the plate in the luminometer to measure 
the luciferase activity. Bioluminescence is measured for 3 sec each in the absence of 
(F0) and presence (F1, F2) of the optical filters. 
 

1st. Add the information regarding the name of laboratory, the round of experiments if 
multiple experimental sets are performed, the experiment number, date, the operator, 
chemical codes, dissolved in distilled water or DMSO, the prepared concentration, 
molecular weight of the chemicals and comments if any to Face Sheet of the data sheet. 

 
Figure 24 “Face Sheet” of the data sheet 

 

Ver. 005.2

Chemical 1
Chemical 2

ddw 100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.5625 0.78125 0.39063
DMSO 500 250 125 62.5 31.25 15.625 7.8125 3.90625 1.95313

Comment:

Date:
(YYYY/MM/DD)

Operator:

DissolutionCode Chemical 1
Chemical 2 mg/ml in

Molecular
weight

Chemical 1
Chemical 2

Exp.

Multi-ImmunoTox Assay Datasheet for #2H4 cells

Laboratory Round
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2nd. Copy the results of the F0, F1 and F2 measurements (values are expressed as 

counts) and paste them into the appropriate area in the “Data Input” sheet of the data 
sheet shown below. In addition, input the transmittance factors calculated in "§5. 
Calculation of the transmittance factors" to #C6-#E7 of the “Data Input” sheet. 
 
Figure 25 “Data Input” sheet of the data sheet 

 
 Next, the calculated results for the parameters of the Multi-Immuno Tox assay for each 
concentration, e.g., SLG-LA, SLO-LA, SLR-LA, nSLG-LA, nSLO-LA, the mean ± SD 
of SLG-LA, the mean ± SD of SLO-LA, the mean ± SD of SLR-LA %suppression and 
graphs will automatically appear on the “Result Format” sheet of the data sheet. 
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Figure 26 “Result Format” sheet of the data sheet 

 

  

MultiReporter Assay System - Tripluc® -  Calculation Sheet

SLG- LA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
B #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
C #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! Chemical 1
D #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
E #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
F #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
G #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
H #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

SLO- LA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
B #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! Chemical 2
C #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
D #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
E #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
F #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
G #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
H #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

SLR- LA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Chemical 1
A #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
B #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
C #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
D #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
E #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
F #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
G #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
H #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

Chemical 2
nSLG-LA #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

nSLO-LA #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

Average #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
S.D. #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

Average #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
S.D. #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

Average #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
S.D. #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
I.I.-SLR-LA 1.00 #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

1 .00 #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

Average #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
S.D. #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
input "* "

#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

Average #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
S.D. #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
input "* "

#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

Chemical 1
cont 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ug/ml

Chemical 2
cont 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ug/ml

0 .0 #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

0 .0 #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

0 .0 #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

0 .0 #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

%Suppression
( IL- 2)

%Suppression
( IFNg)

0  
0  

0  
1  
1  
1  

cont 0 0 0 0 0 

IL-2/GAPDH 

IL-2/GAPDH 

0  
0  
0  
1  
1  
1  

cont 0 0 0 0 0 

IFNg/GAPDH 

IFNg/GAPDH 

0  

1  

1  

cont 0 0 0 0 0 

IL-2/GAPDH 

IL-2/GAPDH 

0  

1  

1  

cont 0 0 0 0 0 

IFNg/GAPDH 

IFNg/GAPDH 

0  

0  

0  

1  

1  

1  

0  

0  

0  

1  

1  

1  

cont 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

GAPDH-SLR 

IFNg-SLO 

IL-2-SLG 

IFNg/GAPDH 

IL-2/GAPDH 

0  

0  

0  

1  

1  

1  

0  

0  

0  

1  

1  

1  

cont 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

GAPDH-SLR 

IFNg-SLO 

IL-2-SLG 

IFNg/GAPDH 

IL-2/GAPDH 
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10. Data analysis 
Definition of the parameters used in the Multi-Immuno Tox assay 

  
• SLG-luciferase activity (SLG-LA)：Luciferase activity of stable luciferase green  

(Under the control of IL-2 promoter) 
• SLO-luciferase activity (SLO-LA)：Luciferase activity of stable luciferase orange 

(Under the control of IFN- promoter) 
• SLR-luciferase activity (SLR-LA)：Luciferase activity of stable luciferase red 

(Under the control of G3PDH promoter) 
• Normalized SLG-LA (nSLG-LA)：=(SLG-LA)/(SLR-LA)                            
• Normalized SLO-LA (nSLO-LA)：=(SLO-LA)/(SLR-LA) 
• Inhibition index of SLR-LA (I.I.-SLR-LA)：The cytotoxic effect of chemicals 
  =(SLR-LA of #2H4 treated with chemicals)/(SLR-LA of untreated #2H4) 
• %suppression：The effect of chemicals on IL-2 or IFN- promoter 

=(1-(nSLG-LA or nSLO-LA of #2H4 treated with chemicals) 
/(nSLG-LA or nSLO-LA of non-treated #2H4)) x 100 

 

11.  Criteria 
11-1  Acceptance criteria 
The following acceptance criteria should be satisfied when using the Multi-Immuno Tox 
Assay method. 
 
• If Fold induction of nSLO-LA of PMA/Ionomycin wells without chemicals 

(=(nSLO-LA of #2H4 cells treated with PMA/Ionomycin) / (nSLO-LA of 
non-treated #2H4 cells)) demonstrate less than 3.0, the results obtained from the 
plate containing the control wells should be rejected. 

• If the number of concentration which satisfy I.I.-SLR-LA>=0.05 is less than 4, the 
results should be rejected, and the following experiments should be done using the 
concentration described in 5-1. 

 

11-2  Criterion 
 Conduct three independent experiments for each chemical. 

 Identification of immunotoxicant is evaluated by the 95% simultaneous confidence 
interval of the difference of two adjusted means of %suppression between a 
concentration group of a tested chemical and the control group, which is based on the  
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Dunnett’s test adjusted three independent experiments and can be calculated by the 
framework of the general linear model. 

For the concentration at which I.I.-SLR-LA is greater than or equal to 0.05 at all 
three experiments, : 

The result with two or more consecutive statistically significant positive (negative) 
points or one or more statistically significant positive (negative) point as well as a trend 
in which 3 or more points above (below) the red line are increasing (decreasing) is 
regarded as immunosuppression (immunoaugmentation). The result simultaneously 
satisfies the two conditions is regarded as immunosuppression / immunoaugmentation. 
Other result is regarded as no effect.  

In the second experiment, If the number of concentration which satisfy 
I.I.-SLR-LA>=0.05 is less than 6, determine the minimum concentration at which 
I.I.-SLR-LA became lower than 0.05 in the second experiment, use the concentration 
one step (2-times) higher than this determined concentration as the highest 
concentration of the chemical to examine, and conduct 10 serial dilutions at a common 
ratio of 2 from the highest concentration in the following experiments. 

If the number of concentration which satisfy I.I.-SLR-LA>=0.05 in common by 3 
experiments is less than 6, conduct 4th or 5th experiment. 

If there are plural combinations of at least 6 concentrations which satisfy 
I.I.-SLR-LA>=0.05, adopt the combination with higher concentration. 
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12. Update record 
Ver. 009.1E 2017.5.8 distribution 
Change the criteria 
 
Ver. 009.0E 2017.4.7 distribution 
Change the preparation of chemicals 
Change the acceptance criteria 
Change the criteria 
 
Ver. 008.5E 2016.9.14 distribution 
Change the criteria 
 
Ver. 008.4E 2016.9.9 distribution 
Change the criteria 
 
Ver. 008.3E 2016.8.1 distribution 
Correction of the preparation of PMA and ionomycin   
Change the preparation of PMA and ionomycin 
Change the preparation of controls 
Addition of Acceptance criteria 
 
Ver. 008.1E 2016.2.2 distribution 
Changes after the VMT meeting 
 
Ver. 008.0E 2016.1.19 
Translation to English 
Addition of appendix 
 
Ver. 006.0J 2015.8.17 
Change the preparation of chemicals (same method to the IL-8 Luc assay)  
Delete the alteration in Ver. 005.0J 
 
Ver. 005.0J 2015.1.9 distribution 
Change to use SLR-LA of THP-G8 at the calculation of nSLG-LA of TGCHAC-A4 
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Ver. 004.1J 2014.12.10 distribution 
Change the cellar concentration at cell passage 
Modify figure 16, 17  
 
Ver. 004.0J 2014.11.17 distribution 
For the validation study at AIST, FDSC and Tohoku university (chemicals: Sodium 
Bromate (NaBrO3), Nickel (II) sulfate (NiSO4), Dibutyl phthalate (DP), 
2-Mercaptobenzothiazole (2-MBT))  
Change THP-G1b cells to TGCHAC-A4 cells 
Change cell number of THP-G8 and TGCHAC-A4 5x10^4/well to 1x10^5/well  
Change concentration of chemicals 11 steps to 10 steps 
Change final concentration of LPS (THP-G8 : 25 ng/mL, TGCHAC-A4 : 1 ng/mL) 
Change the way of addition of LPS (2 mL/well to 10 mL/well) 
Change the criteria 
 
Ver. 002.0J 2013.08.19 distribution 
For the validation study at AIST and FDSC (chemicals: CoCl2, NiSO4, Isophorone 
diisocyanate, 2-Mercaptobenzothiazole） 
Change the common ratio 3 to 2  
Change the concentration of LPS 100 ng/mL to 25 ng/mL 
Add description about the control (dexamethasone)  
Delete the appendix about THP-G8 cell 
 
Ver. 001.1J 2012. Nov. 13 distribution 
Add the appendix about THP-G8 cell  
 
Ver. 001J 2012. Nov. 09 distribution 
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Appendix 1 Principle of measurement of luciferase activity 
 
 MultiReporter Assay System -Tripluc- can be used with a microplate-type 
luminometer with a multi-color detection system, which can equip two optical filters 
(e.g. Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer), Tristar LB941 (Berthold)). The 
optical filters used in measurement are a 560 nm long-pass filter and a 600 nm 
long-pass filter. 
 
(1) Measurement of three-color luciferase with two optical filters.  
This is an example using Phelios AB-2350 (ATTO). This luminometer equips a 560 nm 
long-pass filter (560 nm LP, Filter 1) and a 600 nm long pass filter (600 nm LP, Filter 2) 
for optical isolation. 

 First, using luciferase enzyme reagent of SLG (max = 550 nm), SLO (max = 580 
nm) and SLR (max = 630 nm), measure i) the intensity of light without filter (all 
optical), ii) the intensity of 560 nm LP (Filter 1) transmitted light iii) the intensity of 600 
nm LP (Filter 2) transmitted light, and calculate the coefficient factor listed below.     

Coefficient factor Abbreviation Definition 

SLG Filter 1 transmittance factor GR56 The intensity of 560 nm LP (Filter 1) 

transmitted SLG / the intensity of SLG 

without filter (all optical) 

Filter 2 transmittance factor GR60 The intensity of 600 nm LP (Filter 2) 

transmitted SLG / the intensity of SLG 

without filter (all optical) 

SLO Filter 1 transmittance factor OR56 The intensity of 560 nm LP (Filter 1) 

transmitted SLO / the intensity of SLO 

without filter (all optical) 

Filter 2 transmittance factor OR60 The intensity of 600 nm LP (Filter 2) 

transmitted SLO / the intensity of SLO 

without filter (all optical) 

SLR Filter 1 transmittance factor RR56 The intensity of 560 nm LP (Filter 1) 

transmitted SLR / the intensity of SLR 

without filter (all optical) 

Filter 2 transmittance factor RR60 The intensity of 600 nm LP (Filter 2) 

transmitted SLR / the intensity of SLR 

without filter (all optical) 
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When the intensity of SLG, SLO and SLR in test sample are defined as G, O and R, 
respectively, i) the intensity of light without filter (all optical): F0, ii) the intensity of 
560 nm LP (Filter 1) transmitted light and iii) the intensity of 600 nm LP (Filter 2) 
transmitted light are described as below. 
 F0=G+O+R 

 F1=GR56 x G + OR56 x O + RR56 x R 
 F2=GR60 x G + OR60 x O + RR60 x R 
These formulas can be rephrased as follows 

F0
F1
F2

=
1             1             1

κG      κO     κR
κG      κO     κR

G
O
R

 

Then using calculated coefficient factors and measured F0, F1 and F2, you can calculate 
G, O and R-value as follows. 

G
O
R

=
1             1             1

κG      κO     κR
κG      κO     κR

F0
F1
F2

 

This calculation can be performed using the functions "MININVERSE" and "MMULT" 
in Microsoft Excel. These calculations are integrated in the Data Sheet. 
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Appendix 2 Validation of reagents and equipment 
 
5-1 Measurement of transmittance of optical filter for multicolor measurement 

For color discriminations in the multi-color reporter assay, detectors (luminometer and 
plate reader) are usually equipped with optical filters, such as sharp-cut (long-pass) 
filters and band-pass filters. The transmittance factors of these filters for each 
bioluminescence signal color have to be calibrated prior to all experiments by following 
the protocols below.  
 
5-1-1  Reagents 
・Single reference samples: 

Lyophilized luciferase enzyme reagent of SLG 
Lyophilized luciferase enzyme reagent of SLO 
Lyophilized luciferase enzyme reagent of SLR 

・Assay reagent: 
Tripluc® Luciferase assay reagent（TOYOBO Cat#MRA-301） 

・B medium: for luciferase assay (30 mL, stored at 2 – 8°C) 

Reagent Company 
Con

c. 
Final conc. 

in medium 
Require

d amount 

RPMI-1640 GIBCO #11875-093 - - 27 mL 

FBS Biological Industries 
Cat#04-001-1E  
Lot: 715004 

- 10 % 3 mL 

 
 5-1-2 Calibration 
 5-1-2-1 Preparation of luminescence reaction solution 

Thaw Tripluc® Luciferase assay reagent (Tripluc) and keep it at room temperature by 
bathing in water or ambient air. Start the luminometer 30 min before starting the 
measurement for stabilization of the photomultiplier. 

Add 200 μL of 100 mM Tris-HCl (pH8.0) contains 10% glycerol to each tube of the 
lyophilized reference samples to dissolve the enzymes, followed by separating them 
into 1.5 mL disposable tubes at 10 μL each and storing in a freezer at -80°C. The 
stored frozen solution of the reference samples can be used for one half year.  

Add 1 mL of the B medium to each tube of the frozen reference sample (10 μL in a 
tube) and label them as SLG1/1, SLO1/1 and SLR1/1. Keep the reference samples on  
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ice to prevent deactivation.  

Prepare dilution series of the single reference samples of SLG, SLO and SLR as 
follows. Dilute 0.3 mL of each 1/1 solution with 0.9 mL of the B medium to make 
SLG1/4, SLO1/4 and SLR1/4. In the same manner, prepare 1/16 and 1/64 solution of 
each. Keep diluted reference samples on ice.  

 
5-1-2-2 Bioluminescence measurement 

Transfer 100 L of the diluted reference samples to a black 96 well plate (flat bottom) 
as shown below.  
Figure 27 

 
Transfer 100 L of pre-warmed Tripluc to each well containing the reference samples 

of the plate using a pipetman. Shake the plate for 10 min at room temperature (about 
25°C) with a plate shaker. Remove bubbles on the solutions in wells if they appear. 
Place the plate into the luminometer to measure the luciferase activity. Bioluminescence 
is measured for 3 sec each in the absence (F0) and presence (F1, F2) of the optical 
filters. 

 
Copy the results of the F0, F1 and F2 measurement (values are expressed as counts) 

and paste it to the appropriate area in the “Data Input” sheet of the data sheet for data 
analyses shown below.  

 
 
 
 
 
 

flat-bottom
black 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B SLG
 1/1

SLG
 1/1

SLG
 1/1

SLG
 1/4

SLG
 1/4

SLG
 1/4

SLG
 1/16

SLG
 1/16

SLG
 1/16

SLG
 1/64

SLG
 1/64

SLG
 1/64

C

D SLO
 1/1

SLO
 1/1

SLO
 1/1

SLO
 1/4

SLO
 1/4

SLO
 1/4

SLO
 1/16

SLO
 1/16

SLO
 1/16

SLO
 1/64

SLO
 1/64

SLO
 1/64

E

F SLR
 1/1

SLR
 1/1

SLR
 1/1

SLR
 1/4

SLR
 1/4

SLR
 1/4

SLR
 1/16

SLR
 1/16

SLR
 1/16

SLR
 1/64

SLR
 1/64

SLR
 1/64

G

H
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Figure 28 

 Record all the results for quality control. 
 

5-2 Quality control of equipment 
 In order to confirm the detector stability as the quality control, the reference luciferase 
sample, optical property, the protocol described here should be performed at the 
beginning of the experiments every day. 
 
5-2-1 Light source 
 LED Plate: Reference LED light source plates equipped with stabilized red, green, and 
blue LEDs are commercially available. For example,  

TRIANT® (wSL-0001) by ATTO (Tokyo, Japan) 
L12367 by Hamamatsu Photonics (Shizuoka, Japan) 

 
5-2-2 Data collection (an example using TRIANT® by ATTO) 
1) Start luminometer 30 min before starting the measurement for stabilization of the 

photomultiplier. 
2) Start LED plate and select “PMT” mode. 
3) Select three-color (BRG) mode and adjust light intensity to 1/10 (10E-1). 
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4) Place the LED plate into the luminometer. Light intensity is measured for 3 sec each 

in the absence (F0) and presence (F2) of the optical filter.  
5) Blue, green, and red LEDs are located at the position of #F6, #E6, and #D6, 

respectively. Copy the collected data of each position to the appropriate area on 
Sheet “LED” in the excel file of the data sheet. 

6) Check the photo-detector performance by comparing with old data of the LED plate. 
For quality control purpose, every collected data should be recorded. 

7) LED plate data typically fluctuates up to 1.5% (σ). Disagreement to the old data 

should be less than 3×σ (= 4.5%).  
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Multi-ImmunoTox Assay Datasheet for #2H4 cells Ver. 008.2 

Face Sheet 

 

 

 

  

Ver. 008.2

Exp.

Multi-ImmunoTox Assay Datasheet for #2H4 cells

Laboratory Round

Comment:

Date:
(YYYY/MM/DD)

Operator:

mg/ml in

mg/ml1st exp.

#######
the number of concentration

 which satisfy I.I.-SLR-LA>=0.05
#######

(Highest soluble conc. In the next exp.s

DissolutionCode

FInSLO-LA #VALUE!

ug/mL

1st
2nd
3rd
4th
5th
6th

0 1st Exp.
0 0 2nd Exp.
0 0 3rd Exp.
0 0 4th Exp.
0 0 5th Exp.
0 0 6th Exp.
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Multi-ImmunoTox Assay Datasheet for #2H4 cells Ver. 008.2 

Data Imput Sheet 
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Multi-ImmunoTox Assay Datasheet for #2H4 cells Ver. 008.2 

Result Format Sheet 

 

  

MultiReporter A s s ay S ys tem  -Tripluc® - C alculation S heet
1s t exp. 1s t exp.
S LG -LA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
B #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
C #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! Chemical 1
D #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
E #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
F #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
G #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
H #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

S LO -LA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
B #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! Chemical 2
C #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
D #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
E #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
F #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
G #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
H #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

S LR-LA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Chemical 1
A #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
B #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
C #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
D #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
E #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
F #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
G #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
H #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

Chemical 2
nSLG-LA #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

nSLO-LA #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! %suppression
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! Chemical 1
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

Average #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
S.D. #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! Chemical 2

Average #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
S.D. #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

Average #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
S.D. #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
I.I.-SLR-LA 1.00 #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

1.00 #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

Average #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
S.D. #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
input "*"

#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

Average #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
S.D. #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
input "*"

#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

FIｎSLO-LA #VALUE! #VALUE!
#VALUE! #VALUE! 0

Chemical 1
ug/ml

Chemical 2 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
cont 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0ug/ml

0.0 #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

0.0 #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

0.0 #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

0.0 #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE! #VALUE!

%Suppression
(IL-2)

%Suppression
(IFNg)

0

0

0

1

1

1

IL-2/GAPDH

I L-2/GAP DH

0

0

0

1

1

1

0

0

0

1

1

1

GAPDH-SLR

IFNg-SLO

IL-2-SLG

IFNg/GAPDH

IL-2/GAP DH

-100

-50

0

50

100

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

I .I.-SLR-LA

0.05
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添付文書２ 

Multi-ImmunoTox Assay Datasheet for #2H4 cells Ver. 008.2 

Control Sheet 
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添付文書２ 

Multi-ImmunoTox Assay Datasheet for #2H4 cells Ver. 008.2 

Update Record Sheet 

 

 

  

2017年5月8日 Ver.008.2
判定を追加

2017年4月19日 Ver.008.1
6回のアッセイを１シートにまとめる

2017年4月11日 Ver.008
phase 2用

2016年9月16日 Ver.007.2
FaceSheet#F23の数式を修正

2016年9月14日 Ver.007.1
FInSLO-LAが算出されるよう変更
%suppressionのグラフを追加

2016年7月21日 Ver.007
phase 1用

2016年2月2日 Ver.006
phase 0用

2015年11月17日 Ver.005.2
FaceSheetを追加
EC30、Lowest-Observed-Effect Level (LOEL)、Max %suppression, Min %suppressionが算出されるように改変

2014年11月26日 Ver.005.1
コントロール用のシートを修正

2014年11月17日 Ver.005
Multi-Immuno Tox Assayバリデーションプロトコール20141117 Ver.004J案の変更に合わせ、コントロール等のプレート配置を変更
%suppressionのグラフを削除

2013年11月6日 Ver.004
統計処理用のシートを追加
Result Format2シートの化学物質の濃度表示を修正（公比2になるように）

未配布 Ver.003.1
グラフの大きさを縮小（パワーポイントにコピーペーストしやすくするため）

2013年9月19日 Ver.003
コントロール用のシートを追加（dexamethasone, cyclosporin A)

2012年11月13日 Ver.002.1
%Suppressionのグラフを追加

2012年8月31日 Ver.002
抑制率の計算方法を変更（バックグランドの値を引き算する方法）

2012年8月28日 Ver.001
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Multi-ImmunoTox Assay 記録用紙 Ver. 003.1 

試薬管理シート 

 

 

 

  

実験名 MITA バリデーション研究

被試験試薬コード

被試験試薬管理

受領日 　　　　年　 　月　　　日 受領者氏名

保管場所 温度（℃） ℃

備考

受領量（容器込）　　　　　　　　　　ｇ

Exp. No. 溶解性検討

　　  /

　　  /

　　  /

　　  /

　　  /

　　  /

　　  /

　　  /

　　  /

　　  /

　　  /

月  日 　使用量(g) 　残存量(g) 実験担当者名 備考

H. 　/　　/　　
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試験者シート 

 

  

実験名 MITA バリデーション研究

実験日

施設名

実験責任者名

実験担当者名

実験担当者名

実験担当者名

実験担当者名

試験物質コード
回目

回目

回目

回目

回目

回目

回目

回目

回目

回目
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細胞継代シート 
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Multi-ImmunoTox Assay 記録用紙 Ver. 003.1 

細胞調整シート 

 

 

  

実験名 MITA バリデーション研究

実験日

施設名

細胞調製
室温 ℃

予定プレート数 枚 x 2.0x107 cells/枚 x1.5=
　

細胞調製（試験物質用）　　
細胞蘇生年月日 年 月 日

前回継代年月日 年 月 日

cells/mL
X

mL

実験当日細胞濃度 cells/mL －①

遠心した細胞数 ①を　　　　　mLを採取

再懸濁した培地量

それぞれのプレートに50 µL /wellで分注 □ （　　：　　）

細胞調製（コントロール(dexamethasone, cyclosporine A)用）　　

上で調製した細胞を別のプレートの#A1-#D5に50 µL/wellで分注 □ （　　：　　）

前回継代時
細胞濃度・培養液量

cells （必要細胞数）

cells*1

mL（*1の細胞数÷(4x106))
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Multi-ImmunoTox Assay 記録用紙 Ver. 003.1 

被試験試薬の調製①シート 
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Multi-ImmunoTox Assay 記録用紙 Ver. 003.1 

被試験試薬の調製②(DW)シート 
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Multi-ImmunoTox Assay 記録用紙 Ver. 003.1 

被試験試薬の調製③(DMSO)シート 
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Multi-ImmunoTox Assay 記録用紙 Ver. 003.1 

被試験試薬の調製④（コントロール）シート 
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更新履歴シート 

 

 

Ver. 003.1J  2017年04月xx日配布

Ver. 003J  2017年04月xx日配布

Ver. 002J  2016年07月21日配布

Ver. 001J  2016年02月02日配布
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Appendix 1. IL-2 の転写、産生に関与する化学物質、シグナル伝達物質についての 

文献情報

 

No Chemical Biochemical pathway Action to
IL-2
production

Anima
l

in vitro/
in vivo

in vivo
effects

Reference

1 DMSO negative human PBMC de Abreu Costa et al. Molecules 2017
2 Prox1 negative human PBMC Zhang et al.Oncotarget 2017

3 PTEN negative mice Kim et al. J Exp Med 2017

4 Lysophosphatidylserine LPS3/GPR174 negative mice Shinjo et al. Biochem Biophys Res Commun 2

5 - DOCK8, STAT5, actin dynamics, immune
synapse, Treg

positive mice in vivo Janssen et al. JCI Insight 2017

6 - DOCK8, STAT5, Treg positive mice in vivo Singh et al. JCI Insight 2017
7 - IFNGR1, CD4 T-cell positive Human in vivo Khanolkar et al. J Allergy Clin Immunol 2017
8 Zoledronic acid NFAT, Treg, calciium signaling negative Sarhan et al. Oncoimmunology 2017
9 IL-33, IgE FcεRI, MAPK, mast cell positive mice bone marrow Salamon et al. Clin Exp Allergy 2017
10 extracts from Magnoliae Flos negative human cell line Nguyen et al. Chem Pharm Bull (Tokyo) 2017
11 AhR positive mice Ehrlich et al. Eur. J. Immunol 2017
12 DNA-PKcs, calcineurin, NFAT positive human PBMC, cell line Wiese et al. PLoS One 2017
13 PKC-Ѳ , effector T-cells positive mice Alharshawi et al. Sci Rep 2017
14 IL-23 negative human,

mice
Dai et al. J. Immunol 2017

15 MTOM (adjuvant) positive mice Yu et al. Front Immunol 2017
16 Recombinant AlaDH positive human Movahedi et al. Iran J Med Sci 2017
17 miR-200a-3p, CtBP2 Complex positive mice Katsuyama J Immunol 2017
18 negative human PBMC Zhou et al. Medicine (Baltimore) 2017
19 Bryoria sp. (Lichen-Forming Fungus)

Extracts
negative mice Hwang et al. J Microbiol Biotechnol 2017

20 Tricholoma populinum Lange negative human cell line Merdivan et al. Z Naturforsch C 2017
21 Ctri18, Ctry68, Ctry2908 negative human PBMC Ding et al. Peptides 2017
22 Microvesicles released by apoptotic human

neutrophils
negative human Shen et al. Eur J Immunol 2017

23 Acetylcholine Nicotinic acetylcholine receptor, Ca channel positive Human cell line Mashimo et al. Life Sci. 2016
24 Nevirapine positive Rat in vivo Bekker et al. Adv Pharmacol Sci. 2016
25 Oleic acid positive Human PBL Passos et al. Lipids Health Dis. 2016
26 - Ets-2 negative Human PBMC Panagoulias et al. J Biol Chem. 2016
27 Quinolinone NF-kB, NFAT negative Human cell line Kwak et al. Bioorg Med Chem. 2016
28 Ochratoxin A MAPK positive Human cell line Darif et al. J. Toxicol Sci. 2016
29 - Signaling lymphocytic

activation molecule-associated protein (SAP)
positive Human PBL Karampetsou et al. J Immunol. 2016

30 - Let-7i positive Human PBL Zhang et al. Sci Rep. 2016
31 - 4-1BB positive Mice Barsoumian et al. PLoS One. 2016
32 - Itk positive Mice Gomez-Rodriguez et al. Nat Commun. 2016
33 alpha-Hederin miRNA-133a positive Rat Ebrahimi et al. Drug Dev Res. 2016
34 - Glycerol‑3‑Phosphate Acyltransferase positive Human cell line Faris et al. Lipids. 2016
35 - CD147, PMCA4 negative Human cell line Supper et al. J Immunol. 2016
36 Astaxanthin positive Mice Lin et al. Int J Mol Sci. 2015
37 Fingolimod PP2A, IL-33 negative Mice Ottenlinger et al. Eur J Immunol. 2016
38 TIM-3 NFAT negative Human cell line Tomkowicz et al. PLoS One. 2015
39 - Homeodomain Only Protein (Hopx) negative Mice Jones et al. J Immunol. 2015
40 - Eos positive Mice Rieder et al. J Immunol. 2015
41 Siver nanoparticles, Gold nanoparticles MAPK negative Human cell line Parnsamut et al. Genet Mol Res. 2015
42 - 4-1BB positive Mice Oh et al. PloS One. 2015
43 Interferon beta cAMP responsive element modulator negative Mice Otero et al. J Immunol. 2015
44 Cdk5 positive Mice Lam et al. Cell Cycle. 2015
45 T cell activation inhibitor, mitochondrial negative Mice Vogel et al. J Immunol. 2015
46 MAPK Phosphatase 7 ERK negative Mice Zhang et al. J. Immunol. 2015
47 - ATG5 positive Mice Liu et al. Microbes Infect. 2015
48 - Gαs/cAMP Signaling positive Human cell line, PBL Hynes et al. J Mol Signal. 2015
49 - DNA methylation negative Cat Miller et al. J. Immunol. 2015
50 Tuberostemonine O negative Mice Jung Jang et al. Chem Biodivers. 2014
51 - miRNA-155 positive Human Lashine et al. Lupus. 2015
52 IL-33 positive Mice Matta et al. J Immunol. 2014
53 PM2.5 Orai1, CaN-NFAT negative Human cell line Tong et al. Arch Environ Contam Toxicol. 201
54 Ets-1 positive Human PBL Tsao et al. Proc Natl Acad Sci USA. 2013
55 Ganoderma lucidum positive Human PBMC Habijanic et al. New Biotech. 2015
56 perfluorooctanesulfonic acid (PFOS) negative Human cell line, PBL Midgett et al. J Appl Toxicol. 2015
57 aflatoxin B1 negative Avian in vivo He et al. Biol Trace Elem Res. 2014
58 Ikaros negative Mice O'Brien et al. J Immunol. 2014
59 anti-TNF antibodies negative Human in vivo Katz et al. Clin Res Hepatol Gastroenterol. 20
60 Delphinidin NFAT, Store-operated calcium entry positive Human cell line Jara et al. Cell Biochem Biophys. 2014
61 Acacia ferruginea positive Mice in vivo Sakthivel et al. Asian Pac J Cancer Prev. 201
62 Ndfip1 negative Mice Ramos-Hernández et al. J. Immunol. 2013
63 Diphenyl Phosphine Oxide-1 Kv1.3 Potassium Channel negative Human cell line Zhao et al. PLoS One. 2013
64 TGN1412 (CD28 agonistic mAb) positive Human PBMC Eastwood et al. Br J Clin Pharmacol. 2013
65 CD39/Adenosine Pathway negative Human PBL Jenabian et al. PLoS Pathog 2013
66 Vitamin D3 negative Human PBL Czifra et al. Rheumatol Int 2014
67 Benzo[a]pyrene Nrf2 pathway negative Human cell line Murugaiyan et al. Toxicol Appl Pharmacol 201
68 Aflatoxin B1 negative Avian Chen et al. Res Vet Sci 2013
69 H1N1 influenza positive Human Weaver et al. PLoS One 2013
70 PKCα PKCβ positive mice Lutz-Nicoladoni et al. Immunol Lett 2013
71 SF2/ASF positive Human Moulton et al. Proc Natl Acad Sci U S A 2013
72 Oligodeoxynucleotides Expressing Polyguanopositive Mice Kobayashi et al. J Immunol 2013
73 MCPIP1, (ARE-independent) negative Human, Mice Li et al. PLoS One 2012
74 microRNA-9/Blimp-1 positive(microRNAHuman PBL Seddiki et al. Eur J Immunol 2012
75 Zinc positive mice cell line Daaboul et al. Metallomics 2012
76 Cimetidine positive mice Jafarzadeh et al. J Immunotoxicol 2013
77 CaMK4 negative Human, Mice Koga et al. J Immunol 2012
78 GB Virus C Envelope Protein E2 negative Human cell line Bhattarai et al. J Immunol 2012
79 Cyclophosphamide negative mice Lee et al. Inflamm Res 2012
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Appendix 2.Phase 2 validation study の結果 
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