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研究要旨 
 

本研究は，経済協力機構（OECD：Organisation for Economic Co-operation and Development）
の進める安全性評価の国際的な潮流に乗り，日本が得意とする分野で主導的に AOP（Adverse 
Outcome Pathway）や IATA（Integrated Approaches to Testing and Assessment）の提案を目的と
する．並行して化学物質の安全性評価のための行政試験法として見込みのある試験法につい
て，バリデーションおよび第三者評価を実施または支援することにより，OECD 試験法ガイ
ドライン（TG：Test Guideline）を成立または改訂させることを目指す． 
具体的には，免疫抑制，生殖発生毒性，発がん性および光安全性に関する分野で日本発の

AOP を作成する．一方，in vitro 皮膚感作性試験 ヒト樹状細胞株を用いた検出法（h-CLAT：
human Cell Line Activation Test），および IL-8 Luc アッセイ，in chemico 皮膚感作性試験 ADRA 
(Amino acid Derivative Reactivity Assay)，in vitro 発がん性スクリーニング Bhas 形質転換試
験（Bhas42 CTA），in vitro アンドロゲン受容体転写活性化法（AR STTA: Androgen Receptor 
Mediated Stably Transfected Transcriptional Activation），発生毒性試験スクリーニング 
Hand1-Luc EST (Embryonic Stem cell Screening）および in chemico 光化学的試験方法 ROS
（Reactive Oxygen Species）アッセイ，遺伝毒性試験 チミジンキナーゼ遺伝子突然変異試
験について， TG またはガイダンス文書（GD: Guidance Document）を成立または改訂させ
ることを目指している． 
  AOP に関しては，3 年間で採択までの成果を残せなかったが，免疫毒性に関する AOP 案
“Binding of FK506-binding protein 12 (FKBP12) by calcineurin inhibitors leading to 
immunosuppression”に関し，OECD での内部評価の指示に準じ，採択に向け改訂した．鼻腔
発がんに関する AOP 案の作成を目標として，化学物質によって誘導された鼻腔発がんに関
する情報を収集し，情報を整理して，発生する腫瘍の分類とそれぞれの発生母地及び先行
病変に関して体系的に取りまとめた．  
 一方，AOP を補完する結果を求めるため，ROS アッセイを主軸とした AOP を作成するた
め，光毒性物質の光生物化学的ならびに光化学的特性を精査することで光毒性反応機序のさ
らなる解明を行った．また，腎障害評価分子を抽出することを目的とし，雌雄 F344 ラットに
片側腎摘出を施した結果，雌雄ともに腎臓の代償性機構には細胞の増数が寄与していること
が明らかになり，細胞増殖関連因子が新たな腎障害評価分子となる可能性が考えられた． 
 TG に関しては，平成 28 年 1 月に，Bhas42CTA の GD を，平成 28 年 9 月に in vitro 皮膚
感作性試験 ヒト樹状細胞株を用いた検出法（h-CLAT：human Cell Line Activation Test）を
TG442E として，および AR STTA を OECD TG458 として採択させた．また，平成 29 年 10
月に IL-8 Luc アッセイを in vitro 皮膚感作性試験 TG442E“In Vitro Skin Sensitisation assays 
addressing the Key Event on activation of dendritic cells on the Adverse Outcome pathway for Skin 
Sensitisation”の中に採択させ，4 試験法の採択に貢献できた．また，光安全性試験 ROS アッ
セイについては，得られた科学的根拠をベースにパブリックコメントに対応した TG 案改
訂を実施した．新たに，in chemico 皮膚感作性試験 ADRA (Amino acid Derivative Reactivity 
Assay) バリデーション研究を終了し，バリデーション報告書の取りまとめを行うとともに，
OECD に TG 提案のための SPSF を提出した．  
 TG の改訂に関する対応としては，TG490 に記載された「チミジンキナーゼ遺伝子を用いた
哺乳類細胞の in vitro 遺伝子突然変異試験」の運用を検討するため，陽性対照物質 2 種類を用
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いたバリデーションを 11 機関で実施し，発がん物質 5 種類を用いて他の遺伝子突然変異試験 
 
との比較を行い，データを蓄積した．GD として発行された Bhas 42CTA については，形態観
察による判定法を機械化による客観的方法に改良して汎用性の高いプロトコルとするため，
GD に記載されている 96 ウェルプレート法にメチレンブルー（MB）染色（核酸染色）による
吸光度測定法を適用し，その有用性を確認できた． 

 
 
    キーワード：OECD試験法ガイドライン，AOP，IATA，免疫抑制，生殖発生毒性，発がん性， 
          光安全性，皮膚感作性，内分泌かく乱，遺伝毒性 
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部長 
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教授 
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所 部長 
 
A. 研究目的 

昨今の動物実験の 3Rs に対する国際的な訴求に
加え，医薬品の安全性評価における実験動物とヒ
トとの種差，動物の週齢差による毒性発現の相違
等が明らかになってきたことから，動物実験から
ヒト材料を用いた試験，あるいは毒性作用機構に
基づく安全性評価の手法開発が進んでいる．経済
協力機構（OECD：Organisation for Economic 
Co-operation and Development）でも，反復投与毒性，
生殖発生毒性，感作性，発がん性などの毒性発現
機構を明確にするために AOP（Adverse Outcome 
Pathway）を作成し，それらの情報を網羅した IATA
（Integrated Approaches to Testing and Assessment）
により化学物質の行政的な安全性評価を推進する
戦略を進めている．その理由の一つが，動物実験
代替法として開発された in silico や in vitro 試験の
みでは，局所毒性でさえも限られた有害性の同定
にしか利用できず，リスク評価は困難であること
が明確になってきたからである．ましてや，実験

結果が複雑多岐にわたる一般毒性や生殖発生毒性，
発がん性の評価には毒性物質の作用機構に立脚し
た手法を開発し，曝露情報を考慮したリスク評価
を行っていく必要が生じている． 
本研究は，このような OECD の戦略の中で安全

性評価の国際的な潮流に乗り，日本が得意とする
分野で主導権を取って AOP や IATA の作成を押し
進め，それと並行して化学物質の安全性評価のた
めの行政試験法として見込みのある試験法につい
て，バリデーション研究および第三者評価を実施
または支援し，OECD 試験法ガイドライン（TG：
Test Guideline）を成立または改訂させることを目
指すものである． 
 
B. 研究方法 
B-1) AOPの作成と提案 
B-1-1)AOP セミナー 
初年度は，研究班内での勉強会を開催した． 

 次年度は，一般の方を対象に OECD 公認の AOP
セミナーを唐津で開催し，今年度は，日化協研究

報告会より，AOP の普及に向け，講演依頼を受け

た. 
B-1-2）免疫抑制 
日本免疫毒性学会の協力を得て，免疫抑制

“Binding of FK506-binding protein 12 (FKBP12) by 
calcineurin inhibitors leading to immunosuppression”
の AOP 作成を進めた． 
B-1-3) 発がん性 
 ラット，マウスおよびハムスターを使用した動物
試験において鼻腔腫瘍を誘発した化学物質とその
論文を PubMed および National Toxicology Program 
(NTP)のデータベースを用いて検索し，各化学物質
により誘発された鼻腔腫瘍の組織型と腫瘍以外の
病理組織学的所見，投与経路並びに遺伝毒性の情報
との関連性について文献情報の信頼性も考慮して
網羅的に解析した． 
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B-1-4) 光安全性 
光毒性反応の機序解明のため，6 種の 

benzophenone 誘導体 (BZPs) [benzophenone (BZ)，
dioxybenzone (DO)，ketoprofen (KT)，mexenone (MX)，
oxybenzone (OX)，sulisobenzone (SB)] に対して 
ROS assay，経皮的カセットドージング薬物動態試
験および in vivo 光毒性試験を実施した．さらに，
光安全性評価における動物実験代替法開発を目指
し，in vitro 皮膚透過性試験を皮膚内動態評価の代
替法としての有用性を精査すべく，6 種の光毒性
化合物 [acridine (ACD)，furosemide (FSM)，
hexachlorophene (HCP)，8-methoxypsoralen (MOP)，
norfloxacin (NFX)，promethazine (PMZ)] について 
ROS assay，in vitro 皮膚透過性試験および in vivo 
光毒性試験を実施した． 
(5)腎障害 

10 週齢の雌雄 F344 ラットに片側腎摘出術を施し，
1, 2 および 3 日後に動物を安楽殺し，残存する右腎
臓を採材して重量を測定した．それぞれのラットを
安楽殺する 2 時間前に 5-bromo-2'-deoxyuridine
（BrdU）を 100 mg/kg 体重の用量で単回腹腔内投与
し，PAS 染色および BrdU 免疫染色の二重染色法に
より，BrdU 陽性細胞数をカウントした．さらに
transformig growth factor（TGF）-β1 の mRNA 発現を
検索した． 

 
B-2) IATA の作成と提案 
B-2-1) 発がん性 

英国主導で進められている非遺伝毒性発がん性
の IATA 策定に協力した． 
B-2-2) 皮膚感作性 

OECD で進められている眼刺激性の IATA の公定

化に協力した． 
B-2-3)眼刺激性 

OECD で進められている眼刺激性の IATA の公定

化に協力した． 
 
B-3) TGまたはガイダンス文書（GD:Guidance 
Document）の作成と改訂提案 
B-3-1)ヒト樹状細胞株を用いた in vitro 皮膚感作性

検出法(h-CLAT: human Cell Line Activation Test） 
国内外の専門家とともに，h-CLAT の TG 公定化

を目指した． 
B-3-2) 光安全性試験スクリーニング ROS（Reactive 

Oxygen Species）アッセイ 
ICH のガイドラインを考慮の上，OECD に TG 申

請を行った．開発者の尾上分担研究者とともに TG
案の公定化に務めた． 
B-3-3)in vitro皮膚感作性検出法 IL-8 Lucアッセイ 

国内外の専門家とともに，IL-8 Luc アッセイの

TG の公定化に務めた． 
B-3-4）in chemico 皮膚感作性試験 ADRA (Amino 

acid Derivative Reactivity Assay) 
新規 in chemico 皮膚感作性試験法として我が国で

開発された ADRA について，再現性・信頼性を検

証するため多施設バリデーション研究を支援した．

バリデーション報告書を作成する一方，OECD に

TG 化のための SPSF (Standard Project Submission 
Form)を作成して提出した． 
B-3-5) 生殖発生毒性試験Hand1 Luc EST(Embryonic 

Stem cell Test) 
SPSF を作成し，OECD に提出した． 

B-3-6) アンドロジェンスクリーニングStably 
Transfected Transactivation to detect Androgen 
Receptor Agonists and Antagonists (AR STTA) 
国内外の専門家とともに，AR STTA の TG の公

定化に務めた． 
AR-EcoScreen 細胞を用いたアンドロゲン受容体

転写活性化試験法（AR STTA）については，
AR-Ecoscreen 細胞の使用条件に関する問題が指摘
されたことから，使用する細胞についてのパフォー
マンス条件を規定する性能標準（PS: Perfrmance 
Standard）案を作成して OECD に提案した． 
B-3-7) in vitro 発がん性スクリーニング Bhas 形質

転換試験（Bhas42 CTA） 
 GDの採択に向け，OECD事務局とともに体裁を整

えた． 
 細胞のコンタミ問題が生じたことから，GDの改

訂に対応した． 
また，可能な限り細胞を特異的に染色する染色法

として，核酸（細胞核）を染色するメチレンブルー
（MB）法を採用し，また，Bhas 42 細胞の特性に着
目した陽性ウェルの判定基準として，細胞増殖が停
止した単層状態にある培養開始 14 日目の 96 ウェル
プレートの MB 染色による平均吸光度（バックグラ
ウンド値）をカットオフ値の基準にして形質転換巣
を判定する方法を開発した．この方法の有効性を検
討するために，Bhas 42 CTA のバリデーション研究
に用いられた化学物質を我々の判定法で評価し，バ
リデーション結果と比較した． 
 (8) 遺伝毒性 

27 年度：発がん物質についての遺伝子突然変異試
験の判定を精査した．発がん物質について，Ames
試験陽性かつ TgR 試験陰性の物質と，Ames 試験陰
性かつ TgR 試験陽性の物質をそれぞれまとめた．さ
らに Mitchell らの論文（Mutation Research, 394, 
177-303, 1997）から，602 の化合物について MLA
データを精査し，化合物名，CAS 番号および，発が
ん試験と MLA の判定をまとめた． 
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28 年度：陽性対照物質を用いた TK6 試験のバリ
デーション研究を実施した．TG490 に基づくプロト
コルを参加 11 施設に配布して，試験ガイドライン
で推奨されている陽性対照物質であるシクロホス
ファミドとメチルメタンスルホン酸を用いた．  

29 年度：候補 5 物質を用いた TK6 試験のバリデ
ーション研究を実施した． TG490 に記載のチミジ
ンキナーゼ遺伝子突然変異試験（TK6 試験）につい
て，他の遺伝子突然変異試験との判定の比較を外部
研究者と協力して実施した（3 施設共同研究）．対象
物質としては，Ames 試験（in vitro）と TgR 試験（in 
vivo）の判定が一致していない発がん物質を候補と
した． 
 
B-4) 情報収集 

OECDで8か月毎に開催されている化学品合同会

合(Joint Meeting of Chemicals Committee and Work
ing Party on Chemicals, Pesticides and Biotechnolog
y)の第54回会合(2016年2月開催)から第57回会合(201
8年2月開催)のSCHEDULE OF ACTIVITIES FOR 2
017 (ENV/JM(2018)17) に記載されている試験法開

発状況およびCommunity siteに記載されているOver
view of all projects on the workplan等を調査した． 

 
倫理面への配慮 
本研究は動物実験の３Rsに配慮して試験法の開

発を主とするものであり，動物実験は必要に応じて

行う可能性はあるが，その際は動物使用数や動物に

与える苦痛は最小限に留める．ボランティアおよび

ヒト組織は使用しない．これらのことから，倫理的

問題は無いと考える． 
 
C. 研究結果 
C-1) AOPの作成と提案 
C-1-1)AOP セミナー 

AOPの作成法に関する情報を共有化するため，平

成27年9月4日に国立衛研にて研究班内で勉強会を

開催した．勉強会ではOECD EAGMST（Extended 
Advisory Group on Molecular Screening and 
Toxicogenomics）のトレーニングで用いられた資料

を用いた． 
平成28年11月14日に一般の方を対象にOECD公認

のAOPセミナーを唐津市民開会で開催した．海外か

ら2名の講師（Dr. Catherine WILLETT 
Humane Society of the United States / Humane Society 
International, USA およびDr.Kellie FAY 
US Environmental Protection Agency, USA）を招聘し，

国内外から約30名の参加者を集めた．AOPの原案を

作成した米国からの講師の説明は，参加者に好評で

あった． 
平成 29 年 8 月 25 日に日化協研究報告会にて，久

田協力研究者が「OECD の AOP プロジェクト及び
免疫毒性に係る AOP の作成」という演題で発表し
た．AOP プロジェクトの内容をわかりやすく説明で
きた． 
C-1-2）免疫抑制 

日本免疫毒性学会 試験法評価委員会の協力を

得て作成してきた AOP 案“Binding of 
FK506-binding protein 12 (FKBP12) by calcineurin 
inhibitors leading to immunosuppression”に関しては，

内部評価により，KE（Key Event）とそれを結ぶ

KER（Key Event Relationship）が未完成であり，証

拠の重み付け（Weight of Evidence）や総括評価が

不十分との指摘を平成 29 年 6 月に受けた． 
以下が主な指摘点である． 

1) 現在の生物学的理解と一致しているか 
2) 上流，下流のKE間の関係に不確かさが無いか 
3) KE間の関係を定量的に示しているか相互関係，

反応間の関係，閾値の相違等  
4) AOP適用範囲：性，年齢，種等 
5) KERs現在の生物学的理解と一致しているか？ 
6) KEがなくなれば影響は消失するか？ 
7) KERsとKE間の用量，発生順序，頻度差に矛盾

がないか 
8) KERおよびKE間の関係を定量的に示している

か相互関係，反応間の関係，閾値の相違等  
 

これを受け，AOP 案を改訂し，平成 29 年 11 月

に再提出した．現在，2 度目の内部評価が実施さ

れている． 
なお，日本免疫毒性学会 試験法委員会 AOP

検討小委員会の AOP 作成者は以下のメンバーで

ある． 
串間 清司，小松 弘幸，大石 巧，後藤 玄，杉本 
潤一郎，伊藤 志保，高橋 義博，大坪 靖治 

 C-1-3) 発がん性 

化学物質により誘発される鼻腔腫瘍について，
鼻腔発がん過程の経路を腫瘍の組織型，動物種お
よび投与経路別に文献情報を収集し，網羅的に解
析し，腫瘍発生のパターンごとに取りまとめた．
解析のために情報を収集した化学物質は，ラット
41 物質，マウス 5 物質，ハムスター7 物質であっ
た．発生した腫瘍を INHAND に基づいて分類した
ところ，Squamous cell papilloma，Squamous cell 
carcinoma，Adenoma，Adenocarcinoma，
Adenosquamous carcinoma，Neuroepithelial carcinoma，
Rhabdomyosarcoma，Hemangioma，Hemangiosarcoma，
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Fibrosarcoma の 10 病変に分類された．各鼻腔発が
ん物質における鼻腔腫瘍と腫瘍以外の病理組織学
的所見との関連を解析したところ，腫瘍によって
先行病変には異なる傾向が見られた．結論として，
多くは，遺伝毒性を伴っており，腫瘍によって先
行病変は異なる傾向が見られた． 
C-1-4) 光安全性 

光化学的特性および皮膚内動態に基づき被験物
質の光毒性リスクが予測可能か検証した．BZPs の
光化学的特性および in vivo 皮膚内動態に基づく
光毒性リスク予測は in vivo 光毒性の結果と良い
対応を示した．また，動物実験代替法として構築
した ROS assay および in vitro 皮膚透過性を用い
た in vitro 光毒性予測法による 6 種の光毒性化
合物の光毒性リスク予測においても in vivo 光毒
性の結果と良好に対応することが分かった．本研
究で構築した評価手法は良好に光毒性リスク予測
が可能であり，光毒性に関する AOP や IATA の
構築に大きく貢献するものと考えられた． 
C-1-5)腎障害 

片側腎摘出により，雌雄ともに残存腎の重量が術

後2日より対照群と比して有意な増加を示し，細胞

増殖活性も術後2日より検索したいずれの部位にお

いても有意な増加あるいは増加傾向を示した．また，

細胞増殖停止に関わるTGF-β1のmRNA発現は，雌雄

ともに片側腎摘出による影響を受けなかった．以上

より，片側腎摘出後の残存腎の代償性機構には，尿

細管の細胞増殖が寄与していることが示唆された．  
 

C-2) IATA の作成と提案 
C-2-1) 発がん性 

平成 29 年 3 月に開催された非遺伝毒性発がん性
会議に参加し，IATA 策定に協力した． 
C-2-2) 皮膚感作性 

作成に関与してきた皮膚感作性の IATA No. 
256,”Guidance Document on the Reporting of Defined 
Approaches and Individual Information Sources to be 
Used Within Integrated Approaches to Testing and 
Assessment (IATA) for Skin Sensitisation“が平成 28
年 10 月に採択された． 
C-2-3) 眼刺激性 
 昨年度より開発に関与してきた眼刺激性試験
IATA No. 263, “Guidance Document on an Integrated 
Approach on Testing and Assessment (IATA) for 
Serious Eye Damage and Eye Irritation“が平成29年7月
に採択された． 
 
C-3) TGまたはGDの作成と提案 
C-3-1)ヒト樹状細胞株を用いた in vitro 皮膚感作性

検出法(h-CLAT: human Cell Line Activation Test） 

h-CLAT の開発者である株式会社資生堂および

花王株式会社の専門家と TG 案を作成し，EURL 
ECVAM（欧州代替法評価センター）との調整後，

OECD 事務局に提出した．平成 27 年 10 月に開催

された OECD 皮膚感作性試験専門家会議にて，本

TG 案が審議され，内諾を得た後，平成 28 年 4 月

の OECD WNT 会議で承認され，同年 9 月に in 
vitro 皮膚感作性試験 TG442E“In Vitro Skin 
Sensitisation assays addressing the Key Event on 
activation of dendritic cells on the Adverse Outcome 
pathway for Skin Sensitisation”として採択された． 
C-3-2) 光安全性試験スクリーニングROS（Reactive 

Oxygen Species）アッセイ 
ROS アッセイの開発者である尾上分担研究者

と共同で TG 案について，平成 29 年 11 月の OECD
専門家会議で議論した．以下の問題点がまだ残っ

ており，改訂が必要であるとされている．よって，

この TG の採択は 2019 年以降になる予定である． 
1)  3T3 NRU と ROS アッセイの同じ物質におけ

る比較 
 尾上教授の情報提供が必要である． 

2) TG の中に適用限界と技術的な限界を明記する 
a.     ハイスループット対応である 
b.  偽陽性の出現率が高い 
c.    関連特許はない 
d.      ROS アッセイには特許が関与しない文書
の提出 

3) 活性酸素を除去する溶媒である DMSO の使用は
よくないことを TG に記す 

C-3-3)in vitro 皮膚感作性検出法 IL-8 Luc アッセ

イ 
IL-8 Luc アッセイの開発者である東北大学 相

場節也教授等と TG 案の検討を続けてきた．平成 29
年 10 月に in vitro 皮膚感作性試験 TG442E“In Vitro 
Skin Sensitisation assays addressing the Key Event on 
activation of dendritic cells on the Adverse Outcome 
pathway for Skin Sensitisation”の中に，本試験法が採

択された． 
C-3-4）in chemico 皮膚感作性試験 ADRA (Amino 

acid Derivative Reactivity Assay) 
 ADRA バリデーション研究については，2 フェ

ーズからなるバリデーション研究を終了し，得られ

た結果から，本系の再現性や予測性の解析を実施し

た．最終的に施設内再現性はフェーズ 1 で測定を実

施した 10 物質の結果から，参加 4 施設のうち 1 施

設で 90％であったが，他の 3 施設では 100％であり，

施設間再現性は，フェーズ 1,2 で測定を実施した計

40 物質の結果から 91.9％（3 施設換算値）であり，
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いずれも目標値とした 80％を超える結果が得られ

た．一方，LLNAとの比較による感作性の予測性は，

全体で 86.9％であった．バリデーション運営会議で

は，これらの結果から，ADRA の再現性・予測性は

いずれも，バリデーション評価に用いた物質が完全

には一致しないものの類似の評価系である DPRA
に比べ同等以上であると評価され，OECD への TG
提案が合意された．バリデーション運営会議での合

意を受け ADRA の SPSF を平成 29 年 10 月に厚生労

働省に提出し，11 月に OECD に提出された．この

SPSF 案に対する各国のコメントに対応して SPSF
を改訂した．各国のコメントは概ね好意的であり，

TG に向け，支障となる指摘事項はなかった． 
C-3-5)生殖発生毒性試験Hand1 Luc EST(Embryonic 
Stem cell Test) 

昨年度，本試験法開発者の住友化学(株)とともに，

OECDにTGのSPSFを提出した．しかし，WNTより

本TGの議論の前にDetailed Review Paper（DRP，関

連分野の総括報告書）を作成するように指示を受け

た．この文書の作成方法に関し，複数の海外専門家

の協力を得て，作成を進めることになった． 
C-3-6)アンドロゲン受容体転写活性化法（AR STTA: 
Androgen Receptor Mediated Stably Transfected 
Transcriptional Activation） 
 平成 28 年 4 月の OECD WNT 会議で承認され，
同年 9 月に Test No. 458 “Stably Transfected Human 
Androgen Receptor Transcriptional Activation Assay for 
Detection of Androgenic Agonist and Antagonist 
Activity of Chemicals”として採択された． 

ただし，本系で用いる細胞の利用条件について問

題点が指摘され，VMG-NA（Validation Management 
Group-Non Animal）会議において対応が議論された．

本系で使用するAR EcoScreen細胞そのものは，医薬

基盤・健康・栄養研究所・細胞バンク（JCRB）か

ら送料のみで入手できるが，商用目的での利用とみ

なされた場合，細胞ライセンス保有者個人からライ

センス料の支払い要求がされており，さらに要求金

額が過剰で明確でないとの指摘がOECD対してあっ

たことを受けた．OECD WNTでは，TG458では細胞

の無償で利用可能との記載があるため，少なくとも

本試験系がPBTG（Performance Based Test Guideline）
化されるまでの間，ライセンス料の要求を停止する

よう要請された．さらに，この問題に対応するため 
PSの作成が求められたこと受けてPS案を作成して

OECDに提出した．ただし，平成30年に入って，開

発者が無償提供に同意したことから，TGの存続が

決まった． 

C-3-7) in vitro 発がん性スクリーニング Bhas 形質
転換試験（Bhas42 CTA） 

  No. 231Guidance Document on the In Vitro Bhas 42 
Cell Transformation Assay (BHAS 42 CTA)”は，平成28
年（2016年）1月にOECDにて採択された．本試験法

はTGを目指していたが，形質転換試験の行政的な

受け入れのためには作用機構が明確になっていな

い，発がん物質との予測性が低いという点で化学品

安全性データの相互受理（MAD：Mutual Acceptance 
Data）に相当するTGとしては認められなかった． 
ただし，採択後すぐにBhas細胞の起源はBalb/Cマ

ウスではなく，swissマウスであることが医薬基盤・

健康・栄養研究所の研究で明らかになった．経産省

から意見書および改訂GD案がOECDに平成28年9月
に提出されたことから，本内容を同年11月にパリで

開催されたVMG-NA会議にて趣旨を説明し，GDの

改訂に協力を得た．平成29年4月のOECD WNT会
議で承認され，同年7月の改訂案が採択された． 
また，Bhas42CTA の形態観察による判定法を機械

化による客観的方法に改良して汎用性の高いプロ
トコルとするため，GD に記載されている 96 ウェル
プレート法にメチレンブルー（MB）染色（核酸染
色）による吸光度測定法を適用した．その結果，高
い吸光度を示すが，形態観察では陰性と判定される
ウェルの壁面に，形態観察では観察困難な形質転換
巣（フォーカス）が形成されており，壁面のフォー
カスを含めると吸光度の高いウェルではほぼ 100%
フォーカスが形成されていることが明らかとなっ
た．一方，吸光度の低い陽性ウェルも存在すること
から，吸光度で陽性ウェルを判定するために，Bhas 
42 細胞の特徴である接触阻害作用に注目したカッ
トオフ値設定を検討した． 
細胞増殖を停止し単層状態にある培養開始 14 日

目の 96 ウェルプレート（無処理）の MB 染色によ
る平均吸光度（バックグラウンド値）をカットオフ
値の基準とし，カットオフ値よりも高い吸光度を示
したウェルを陽性とする方法を開発した．13 物質を
この方法で評価した結果，11 物質の形質転換誘発作
用の判定は Bhas 42 CTA のバリデーション結果と一
致（一致率：85%）し，この方法の有効性が示され
た． 
C-3-8) 遺伝毒性 

27 年度：共同研究の候補として発がん物質の中か
らAmes試験とTgR試験の陽性・陰性判定が異なる
25 化合物を選んだ．MLA は発がん性のスクリーニ
ングに適していると考えられ，ヒト細胞株を使用す
る TK6 試験も同等の役割を果たせるものと推察し
た． 
 28 年度：TK6 細胞を用いた遺伝子突然変異試験
を陽性物質について 11 機関で実施した結果，安定
した結果を得るため，プロトコルには修正が必要な
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個所があると考えられた． 
 29 年度： TG490 に記載された遺伝子突然変異試
験（TK6 試験）の運用について検討するため多施設
共同研究を実施し，発がん物質 5 化合物についてデ
ータを蓄積した． 

 
C-4) 情報収集 
1) 健康影響に関する OECD の TG 進捗状況 
 OECD の試験法は 3桁の番号で作成管理されてお
り，物化性状等に関わる試験法は 100 番台，生態毒
性関連は 200 番台，環境中運命については 300 番
台，人健康については 400 番台の番号となってい
る．中には不要となったあるいは現在は使用しては
ならない TG は削除されているものもあり，必ずし
も連番にはなっていない．この中で，400 番台の TG
では，使用動物が多すぎるという動物愛護の面から
削除された試験法 (TG401) がある．以前は使用さ
れていた急性経口投与毒性試験法である．現在はこ
れに代わる複数の試験法が開発整備されている．な
お，このような急性毒性試験についての動物使用削
減に関する GD も最近公開されている．現在，活発
に開発されているのは，主に生きた動物を使用しな
い in vitro 試験法である． 

また，内分泌かく乱物質やナノマテリアルなどが
新規政策課題(Emerging Policy Issues)として国連環
境 計 画 [United Nations Environment Programme 
(UNEP)]や OECD で取り上げられている．各国およ
び OECD ではこれらに対処するために各種毒性試
験ガイドラインの開発が進められている． 
2) 第 52 回会合時から第 57 回会合までに作成／改
訂された試験法 
 第 52 回会合時（2014 年 11 月）から第 57 回会合
(2018 年 2 月開催)までの間に，多くの TG が新規に
作成され，または改定されている．人健康関連では，
新規ガイドラインはいずれも in vitro 試験法であり，
また，改訂されたガイドラインにも in vitro 試験法
が多く含まれる． 

また，TG では決めきれなかったような特殊なケ
ースなどに対応するために種々のGDが出版されて
いる．この他，試験法に関する報告書や，PS：①試
験法の主要部分の説明，②参照物質のリスト，③正
確性と信頼性の水準，などの試験法評価のための基
準）を示した GD が公開されている． 

 
Ｄ．考察 

3年間で，日本発の皮膚感作性試験代替法h-CLAT
およびIL-8 LucアッセイをOECD のTGに採択させ，

TG442Eに加えることができた．また，Bhas42CTA
のGDの採択，TG458の問題解決にも貢献でき，本研

究班の活動により，4試験法の採択に貢献できたこと

になる．SPSFは提出したが，未決の試験法が5本あ

り，引き続き，日本発の試験法の公定化に向け，尽

力していきたい． 
日本発のAOP採択に関しては，残念ながら，3年

間で採択できたAOPはなかった．ただし，免疫抑制

のAOP案“Binding of FK506-binding protein 12 
(FKBP12) by calcineurin inhibitors leading to 
immunosuppression”を改訂し，内部評価を受けている．

AOPの作成ルールは毎年変わっており，この3年間で

も大きく変化した．これに合わせながら，真摯に対

応して頂いた日本免疫毒性学会 試験法委員会 
AOP検討小委員会の皆さんに感謝したい．来年度に

はこのAOPが採択されると踏んでおり，この経験を

糧に次なるAOP案の提出を進める． 
引き続き，TGやAOPの公定化を目指し，国際的な

調整を進めていく所存である． 
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特になし 
 
Ｇ－３）その他 
以下の日本発のTGまたはGDの成立に寄与した． 
1) No. 231 Guidance Document on the In Vitro Bhas 

42 Cell Transformation Assay (BHAS 42 CTA) 

2) No. 442E: In Vitro Skin Sensitisation, In Vitro Skin 
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activation of dendritic cells on the Adverse Outcome 
Pathway for Skin Sensitisation 

3) No. 458: Stably Transfected Human Androgen 
Receptor Transcriptional Activation Assay for 
Detection of Androgenic Agonist and Antagonist 
Activity of Chemicals 
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