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研究要旨 

in vitro免疫毒性評価試験法（Multi-ImmunoTox assay：MITA)に含まれるIL-2 Luc アッセ

イ、IL-1β Lucアッセイ及び新たに相場らによって開発されたIL-2 Lucアッセイの変法であ

るIL-2 Luc LTT 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）として公定化するため、

国際バリデーション研究を施行した。

IL-2 Luc アッセイに関しては、厚生労働科学旧研究班（H27-29年度実施）でバリデー

トされた結果をもとに、バリデーション報告書を作成し、国際的な第三者評価委員の指摘

を受け改訂し、最終化した。IL-1β Lucアッセイに関しては、本研究班でバリデートされた

実験結果をもとに、相場らの作成したバリデーション報告書案をもとにバリデーション実

行委員会で議論した。新たにバリデーションを開始したIL-2 Luc LTT アッセイについて

は、施設内及び施設間再現性を検証するため、バリデーション研究（Phase I）を実施した。

その結果、いずれの施設も目標値である80％を達成でき、追加物質で施設間再現性を検証

するためのPhase IIに移行できた。 

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
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A．研究目的

in vitro 免疫毒性評価試験法（Multi-ImmunoTox 

assay：MITA）に含まれる IL-2 Luc アッセイ、IL-1β 

Luc アッセイ及び新たに相場らによって開発され

た IL-2 Lucアッセイの変法である IL-2 Luc LTT 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

公定化するため、国際バリデーション研究を施行

する。
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B．研究方法 

B-1.  IL-2 Lucアッセイのバリデーション研究の

報告書作成 

 免疫毒性データを集積し、厚生労働科学旧研究

班（H27-29年度実施）でバリデートされたIL-2 Luc

アッセイ結果をもとに、バリデーション報告書を

作成した。なお、この報告書の中で、私はデータ

の品質管理（Quality Control: QC）にあたる部分の

記載とappendixの作成を担当した。 

本報告書内容の合意を得るため、国際バリデー

ション実行委員会（Validation Management Team: 

VMT）電話会議を企画した。 

 

B-2.   IL-１βLucアッセイバリデーション研究 

B-2-1. 被験物質の送付 

 IL-１βLucアッセイのバリデーション研究Phase I 

(以下、Phase I と記す)にて、施設内再現性を求め

るために選ばれた5物質の3セット分をコード化し、

合計15物質を3施設に送付した。 

 Phase I 終了後、IL-1β Luc 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、

施設内再現性を求めるために選ばれた20物質をコ

ード化し、各施設に送付した。 

被験物質は、VMT対面会議にて、より広範な物

質を用い、施設内及び施設間再現性を評価するた

めに選択された。 

B-2-2.  IL-1β Lucアッセイバリデーション結果の

記録確認 

 Phase I 及び Phase IIで用いられた各施設の記録

用紙及びデータを回収し、バリデーション研究が

適切に実施されたかを確認した。 

B-2-3. IL-1β Lucアッセイのバリデーション研究

の報告書の作成 

 免疫毒性データを集積し、IL-1β Luc assayのバリ

デーション結果を反映した報告書案が相場らによ

って、VMTに提出された。なお、この報告書の中

で、私はデータのQCにあたる部分の記載と

appendixの作成を担当した。 

本報告書内容の合意を得るため、VMT電話会議

を企画した。 

 

B-3. IL-2 Luc LTT アッセイバリデーション研究 

B-3-1.  IL-2 Luc LTT アッセイバリデーション被

験物質の送付 

 VMTの電話会議でバリデーション計画につい

て議論した後、IL-2 Luc LTT アッセイの技術移転

性を評価するため、Phase 0 (以下、Phase 0と記す)

として3物質を各施設に配布した。次に、Phase I (以

下、Phase I と記す)のために選ばれた5物質の3セ

ット分をコード化し、施設内及び施設間再現性を

評価するために3施設に送付した。 

 また、Phase I 終了後、Phase II のために選ばれ

た20物質をコード化し、施設間再現性を評価する

ために各施設に送付した。 

被験物質は、電話会議にて、相場らが取得した

実験結果のある物質を用い、施設内及び施設間再

現性を評価するために選択された。 

B-3-2.  IL-2 Luc LTT アッセイバリデーション結

果の記録確認 

 Phase I で用いられた各施設の記録用紙及びデ

ータを回収し、まとめた。 

 

C．結果 

C-1. IL-2 Lucアッセイのバリデーション研究の報

告書作成 

 VMTメンバーであるDr. Dori Germolec

（NTP/NIEHS）の協力を得て、免疫毒性のヒト及

び動物実験データを集積し、相場らに提供した。

相場らがまとめたIL-2 Luc アッセイの最終結果の

報告書を確認し、被験物質の配布、コード化及び

質的確保に関する部分を加筆・修正した。 

国際的なindependent peer review panel（第三者

評価委員会）の指摘を受け、令和2年1月30日及び

31日に川崎市にてVMTの対面会議を開催した。国

際バリデーション研究における対面会議には、免

疫毒性及びその試験法に関する専門家として、海
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外からDr. Emanual Corsini (Milan Univ.)、Dr. Erwin 

L. Roggen（3Rs Management and Consulting ApS）及

びDr. Dori Germolec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、IL-2 Lucアッセ

イバリデーション報告書内容の確認し、バリデー

ション報告書を改訂した。なお、この第三者評価

委員会の運営は、別途研究班で実施されている。 

 

C-2.   IL-１βLucアッセイバリデーション研究 

C-2-1. 被験物質の送付 

Phase I にて、施設内再現性を求めるためにVMT

で選ばれた5物質3セットの15物質を選定し、コー

ド化してリード施設を含む参加施設に送付した。 

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31年4月5日及び5月2日に開催

された参加施設との電話会議にて、一施設が目標

値である80％を達成できず、プロトコルの見直し

及び再試験の追加が必要であるとの見解で合意を

得た。 

試験計画に示すように、Phase IIとして施設間再

現性を求めるためにVMTで選ばれた20物質を、コ

ード化してリード施設を含む参加3施設に送付し

た。 

実験の終了まで、被験物質による誤使用などに

よる健康障害などのトラブルは生じなかった。 

 

C-2-2.  IL-1β Lucアッセイバリデーション結果の

記録確認  

Phase I 及びPhase II 終了後に記録用紙を回収し

た。QCの結果、いずれもGLP（Good Laboratory 

Procedure）施設ではないが、すべての結果はプロ

トコルに準じて求められ、実験に関わるすべての

記録も適切になされていることを確認した。 

 

C-2-3.  IL-1β Lucアッセイのバリデーション研究

の報告書作成 

Phase I の検討では、一施設が施設内再現性の目

標値である80％を達成できず、プロトコルの見直

し及び再試験の追加が必要となった。 

そこで、令和元年6月26日にVMTの電話会議を開

催し、委員に結果を説明した後、データ採用及び

陽性基準の変更を提案した。その結果、変更がな

された基準案に概ね合意を得た。これにより、追

加試験の実施は延期となった。 

令和元年7月15日にハワイで開催されたVMTの

対面会議にて、変更基準をもとに改訂された結果

が確認された。これをもとに、Phase I の結果をも

って、いずれの施設も施設内再現性の目標値であ

る80％を達成でき、追加試験の必要もないという

見解で一致し、Phase I の終了が合意された。さら

に、Phase II のために用いる被験物質についても合

意がなされ、令和元年8月～のPhase II の開始で合

意した。 

令和元年12月までに終了したPhase II の実験を

受け、令和2年1月30日及び31日に川崎市にてVMT

の対面会議を開催した。その結果、いずれの施設

も施設間再現性の目標値である80％を達成でき、

Phase IIの終了に合意がなされた。 

引き続き、令和2年7月21日、令和2年9月8日、令

和3年1月7日にVMT電話会議が開催され、主に本ア

ッセイの免疫毒性における科学的な位置づけ、予

測性、予測性値を改善するための方法などについ

て議論された。 

本アッセイの指標であるIL-1βは自然免疫に関与

するToL受容体に関与し、妥当な指標である合意は

取れた。しかし、in houseデータを用いて予測値を

検討したところ、まだVMTの合意は得られておら

ず、議論が続いている。 

 

C-3. IL-2 Luc LTTアッセイバリデーション研究 

C-3-1.  IL-2 Luc LTTアッセイバリデーション被

験物質の送付 

VMTにて新たな試験法であるIL-2 Luc LTTアッ

セイバリデーション計画を議論し、その計画が合
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意された。まず技術移転性を評価するため、Phase 

0として3物質を各施設に配布した。Phase 0で良好

な技術移転性を確認した後、Phase Iとして施設間

再現性を求めるためにVMTにて選ばれた5物質3

セット分を、コード化してリード施設を含む参加3

施設に送付した。結果としてPhase I における各施

設の結果はすべて一致し、いずれの施設も施設内

再現性の目標値である80％を達成できた(結果は本

報告書には示していない)。 

なお、Phase II が進行中であることもあり、各施

設に配布した被験物質名は本報告書ではまだ公開

できない。 

実験の終了まで、被験物質による誤使用などに

よる健康障害などのトラブルは生じなかった。 

C-3-2.  IL-2 Luc LTTバリデーション結果の記録

確認  

Phase I 終了後に記録用紙を回収した。施設によ

って一部記載の不備があったが、GLP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、VMTに提示した。 

 

D. 考察 

  MITAの一つであるIL-2 Lucアッセイのバリデ

ーション報告書を作成し、国際的な第三者評価委

員の意見に従い、改定を経て最終化された。上記

バリデーション報告書及び評価報告書を添付した

TG提案書がOECDに送られて審議されている。 

一方、MITAのもう一つの試験法であるIL-１

βLucアッセイのバリデーション研究に関しては、

Phase I の検討で、一施設が目標値である80％を達

成できず、プロトコルの見直し及び再試験の追加

が必要となった。相場らにデータ採用基準の変更

提案が受け入れられ、追加実験なく、Phase II に

移行することができ、全実験が終了となり、相場

らによりバリデーション報告書案が作成された。

現状では、IL-1β Lucアッセイの予測性を検討中で

ある。大森らが統計学的な処理を行って検討した

が、予測性を高めることができなかった。特に、

特異度が低いことから、バリデーション報告書の

完成にはもう少し時間が必要と考えている。 

さらに、MITAのもう一つの試験法であるIL-2 

Luc LTTアッセイのバリデーション研究のPhase I

は無事終了した。追加実験なく、Phase II に移行

することができた。 

来年度以降、Phase II の終了後、バリデーショ

ン報告書が作成され、第三者評価に移行されるこ

とを期待している。 

いずれの方法も将来的には、OECDにてTGと採

択されることを目指しており、来年度にはいずれ

の方法もOECDに提案できる段階となると考えて

いる。 

 

E．結論                

相場らにより開発されたMITAに含まれるIL-2 

Luc アッセイ、IL-1β Lucアッセイ及びIL-2 Luc 

LTTアッセイの公定化を目指すため、国際的なバ

リデーション研究を施行した。IL-2 Lucアッセイに

ついては、厚生労働科学旧研究班（H27-29年度実

施）でバリデートされた結果をもとに、バリデー

ション報告書を作成し、国際的な第三者評価委員

会の指摘を受け改訂し、最終化した。 

IL-1β Lucアッセイについては、バリデートされ

た試験法のバリデーション報告書をVMTで議論

している。 

新たにバリデーションを開始したIL-2 Lucアッ

セイの変法であるIL-2 Luc LTTアッセイに関して

は、Phase I においていずれの施設も施設内再現

性の目標値である80％を達成でき、追加物質で施

設間再現性を検証するためのPhase IIに移行でき

た。 
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表１． MITA国際バリデーション実行委員会及び参加施設の主なリスト 

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 Yoshihiro Nakajima 
National Institute of Advanced Industrial Science and 

Technology (AIST), Shikoku 
Japan 

8 Rie Yasuno AIST, Tsukuba Japan 

9 Takashi Omori Kobe University Japan 

10 Nana Mashimo Kobe University Japan 

11 K. Okayama Kobe University Japan 

12 Hajime Kojima JaCVAM, National Institute of Health Sciences  Japan 
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