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Ａ．研究目的 
多色発光タンパク質の技術を利用した化学
物質の免疫毒性多項目評価システム
（Multi-Immuno Tox assay；MITA）は、
Jurkat 細胞における INF-γ，IL-2，G3PDH
プロモーター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
ーター活性を定量化できる細胞株 THP-G8、
IL-1βと G3PDH プロモーター活性を定量化
できる細胞株 TGCHAC-A4 の各種毒性評価発
光細胞を利用した評価システムである。本
研究では MITA 法の OECD テストガイドライ
ン化を目指して、MITA を構成する IL-1β転
写活性抑制を指標とした IL-1 Luc assay
および IL-2 転写活性抑制および細胞増殖
を指標とした IL-2 Luc LTT assay の国際バ
リデーションテストを実施し、本評価シス
テムの有用性と試験プロトコルの妥当性に
ついて検証した。

Ｂ．研究方法 
Ｂ-１）IL-1βLuc assay 
IL-1βと内部標準としての G3PDH プロモー
ターに SLG および SLR ルシフェラーゼ遺伝
子をそれぞれ繋いだ発現ベクターを THP-1
細胞に導入した 2 色発光細胞株 TGCHAC-4A
（THP-G1β）を用いて試験を行った。化学物
質の免疫毒性試験法における細胞培養方法、

被験物質調整及び添加方法、及びルシフェ
ラーゼアッセイの方法,試験結果の判定基
準等については Multi-Immuno Tox Assay
protocol 案 Ver.007E（Phase0）、Ver.008E
（Phase1）および Ver.009E（Phase2）に準
ずる。発光の計測には、多検体発光測定装
置 Phelios（ATTO 社）を用いた。
Phase0 試験；試験には 3化学物質(Dapsone，
Diethanolamine，p-Nitroaniline)を供試し、
各物質 3回×2セットの試験を行った。
Phase1 試験；試験には、国際バリデーショ
ン実行委員会にて選定された 5 種類のコー
ド化した被験物質を供試した。各物質 1 セ
ットにつき 2 回の同一結果を得られるまで
試験を繰り返し被験物質を判定、これを 3
セット実施した。
Phase2 試験；国際バリデーション実行委員
会にて選定された 20 種類のコード化した
被験物質を供試した。各物質において 2 回
の同一結果を得られるまで試験を繰り返し
て被験物質を判定した。

Ｂ-２）IL-2 Luc LTT assay 
IL-2とIFN-γ、および内部標準としての
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は

研究要旨 
Multi-ImmunoTox assay（MITA）は、T細胞および単球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免疫毒性評価試験法
である。本研究では、MITAを構成する 2つの試験系に関するバリデーション試験を実施
した。 
1) ヒト単球由来 THP-1 細胞における IL-1β転写活性抑制を指標とした評価系「IL-1

Luc assay」のバリデーション試験（Phase0, Phase1, Phase2）を実施した。
2) ヒト T 細胞性白血病由来 Jurkat 細胞における IL-2 転写活性抑制および細胞増殖を

指標とした評価系「IL-2 Luc LTT assay」のバリデーション試験（Phase0, Phase1）
を実施した。
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IL-2 Luc leukocyte toxicity test (IL-2 
Luc LTT) protocol ver. 001.2（Phase0）
およびver. 001.3（Phase1）に準ずる。 
Phase0試験；試験化学物質として3化学物質
（ Bleomycin 、 Dexamethasone 、 6-
Thioguanine）を供試した。 
Phase1 試験；試験には、国際バリデーショ
ン実行委員会にて選定された 5 種類のコー
ド化した被験物質を供試した。各物質 1 セ
ットにつき 2 回の同一結果を得られるまで
試験を繰り返し被験物質を判定、これを 3
セット実施した。 
 
（倫理面への配慮） 

倫理的な問題が生じる実験を実施しておら
ず、特に配慮すべき問題はない。 
 
 
Ｃ．研究結果 
Ｃ-１）IL-1βLuc assay 
Phase0 試験； 
被験 3 物質の試験結果を図 1 に示す。これ
らの結果を、リードラボの東北大学及びバ
リデーション実施施設である食薬センター、
産総研高松と比較検証したところ、良好な
施設内、施設間再現性が確認されたことか
ら、つづいて Phase1 試験を実施した。 
Phase1 試験； 
コード化された 5 種類の化学物質（5 物質
×3セット分の 15 被験試薬）の試験結果お
よび判定結果を図２および表 1 に示す。
Multi-Immuno Tox Assay protocol 案 
Ver.008 E の 判 定 基 準 に 準
じ、%suppression の±20%を基準として被験
試薬の効果を判定した。各試薬の判定を得
るまで、それぞれ 2～4回の実験を繰り返し
た。3 セット目（MIB601~605）の 2nd 
experience では、LPS による誘導の基準と
なる FInSLG-LA=>5%を満たさなかったので、
判定対象外とした。 
Phase2 試験； 
コード化された 20 種類の化学物質の試験
結果（図３）および判定結果(表２)を示す。
得られた試験結果のうち、protocol 案 
Ver.009E の Acceptance criterion をクリ
アしたものに関して、判定基準に準じ 
“suppression”または“non-suppression”
の判定を行った。 
各被験試薬に対して、同一結果が 2 回得ら
れた時点で 終判定とした。Acceptance 
criterion をクリアしなかった結果に関し
ては判定不可とした。 
 
Ｃ-２）IL-2 Luc LTT assay 

Phase0 試験； 
Phase 0 studyでは技術移転の確認のため、

Bleomycin、Dexamethasone、6-Thioguanineの
3物質について試験を行った。試験の結果を
図１に、判定結果を表１に示す。得られた結
果のうち、Acceptance criteriaをクリアしたも
のに関して、IL-2活性抑制（％uppression）
と細胞増殖（Inh-GAPLA）値を基準とし
て、”Leukocyte toxic”または”Non-leukocyte 
toxic”の判定を行った。各物質において2回
の同一結果を得られた時点で 終判定とし
た。Acceptance criteriaをクリアしなかった試
験結果（nIFNLA,< 3.0）に関しては判定不可
（reject）とした。 
Phase1 試験； 

Phase 1 studyでは施設内再現性、施設間再
現性を検討する目的で、コード化された5物
質を1セットとする3セットを供試した。試
験結果を図５に、各物質の判定結果を表４
に示す。Phase1の判定基準では、被験物質が
不溶のためにIL-2発現や細胞増殖等に影響
が出なかった場合を想定した”Indeterminate”
の判定が追加されたが、今回の試験結果で
該当する物質はなかった。 
 
 
Ｄ．考察 
Ｄ-1）IL-1βLuc assay 
Phase1 試験では、コード化された 15 被験
試薬（5 物質×3）の試験を実施した。5 物
質全てにおいて、3セットで同一の判定結果
となり、良好な施設内再現性を確認した。一
方、各セットにおける 1st~4th experience を
確認すると、3つの被験試薬（MIB503、MIB601、
MIB602）において、N:No effect と S；
suppression の両判定があった。MIB601 に
関しては、「N、S、N」で 終的に No effect
判定であったが、2nd exp.の suppression 判
定も+20%ラインを僅かに上回る微妙なもの
であった。MIB503､602 においては、被験試
薬の毒性が強く、細胞の I.I.-SLR-LA が 0.5
を下回る直前の非常に狭い濃度範囲におい
て明らかな IL1-βの転写活性抑制反応が出
ている。しかし、反応が計測できる濃度が 1
点のみであったため判断基準となる「統計
学的有意となる連続した 2 つ以上の濃度が
得られるか、統計学的有意となる濃度は 1
つであるが、すくなくとも連続した 3 濃度
で濃度依存性を示す」に合致せず、No 
effect の判定となっている。これらの結果
から、プロトコルの改善や判定基準の再検
証を進めることにより、より正確性、再現性
を向上した試験法の確立が見込まれる。 
Phase1(施設内再現性)に引き続き、

Phase2(施設間再現性)試験をコード化され
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た20被験試薬を対して実施した。得られた
判定結果を、他のバリデーション実施機関
の結果を比較したところ、20被験物質中16
物質で結果が一致し（80%一致）、良好な施
設間再現性が確認された。結果が一致しな
か っ た 物 質 に 関 し て も 各 機 関 の ％
suppressionカーブを比較すると、ほぼ同様
の傾向が見られた。例えばMIB202に関して、
他の2機関がNon-suppressionに対し、当施
設の結果ではSuppression判定であったが、
東北大学の試験結果を比較すると、被験物
質 の 濃 度 1.953mg/ml に お い て の
み%suppression 25%を超えるpositive を示
し、それより低濃度域ではNon-suppression
という結果が一致している。際どいところ
で「positiveを含む3点の連続的上昇」有無
の判断が分かれ、Criteriaに準じた判定で
は異なる結果となったものの、実際の試験
結果はほぼ同一であった。一方、産総研四国
では被験物質の希釈率が高く、1.953mg/ml
未満の濃度で判定を行っており、同じ希釈
率で判断した場合、同様の試験結果が得ら
れる可能性もある。Phase2 試験では、参画
施設間の再現性は非常によく一致しており、
不一致だった物質に関しては判断基準の境
界のもの、または希釈濃度の違いによるも
のがほとんどであった。 
 

Ⅾ-２）IL-2 Luc LTT assay 
Phase 0 studyにおいて、コントロールとな
る3物質の判定結果は3施設間で一致してお
り、％supressionの濃度依存的変動も類似
の傾向が確認された。施設内及び施設間で
の高い再現性が確認され、本assay系の技術
移転に問題ないことを確認した。 

引き続き行ったPhase 1 studyでは施設
内再現性および施設間再現性の確認のため
に、コード化した5物質を1セットとし、3セ
ットについて実験した。5物質のうち3物質
が Leukocyte toxic 、 残 り 2 物 質 が Non-
leukocyte toxicと判定され、3セットすべてに
おいて一致した。またこの結果は、他のバリ
デーション参加施設（東北大、産総研四国）
とも完全に一致するものであり、参加3施設
すべてにおいて施設内再現性は100%。また、
施設間再現性も100%の結果が得られた。ま
たPhase 0およびPhase Iで試験したすべての
物質について、2回の試験で判定が一致し、
3回目の試験を行うことなく評価が決定で
きたことも非常に安定した再現性の高い評
価系システムであることを示しているもの
と考えられる。 

MLB401,505,603のの物質に関して、判定
は他の施設と一致したものの、高濃度域で
の%suppression curveの違いが確認された。

当被験物質はDMSO溶解性で、細胞添加前
にB-mediumで希釈する際、高濃度溶液は粘
土状の沈殿物を形成する。そのため、希釈液
のピペット吸引が困難で施設間で添加量に
差が生じやすいと考えられる。おそらく、当
施設では他施設に比べ沈殿物を多く含んで
細胞に添加した結果、被験物質の高濃度域
での細胞毒性がより顕著となり、細胞生存
率が低くなった（＝Inh-GAPLA<0.05）と考
えられる。 
 
 
Ｅ．結論 
Ｅ-１）IL-1βLuc assay 
 免疫毒性評価試験法（Multi-ImmunoTox 
assay）の国際標準化を目指し、TGCHAC-4A 細
胞を用いた THP-G1β転写発現抑制を指標と
した評価試験のバリデーション試験
（Phase0 および Phase1）を実施した。 
Phase0 試験において技術移転性を確認し、
Phase1 試験においては 5 物質×3 セットか
らなる試験を実施し、5物質とも一致する良
好な施設内再現性（100%）を確認した。引き
続き行った Phase2 試験では、バリデーショ
ン参加の 3機関の結果を検討した結果、80%
の物質で同一の結果が得られ、高い施設間
再現性が確認された。 
 
Ｅ-２）IL-2 Luc LTT assay 
IL-2転写誘導を指標とした免疫毒性評価試
験法のOECDテストガイドライン化を目的と
して、試験実施施設としてバリデーション
試験に参加した。Phase 0 studyの結果を元
にPhase I studyへ進むこととし、Phase I 
studyではコード化した5物質を1セットと
して、3セットについて試験を実施した。得
られた結果を比較して施設内および施設間
再現性を検討したところ、どちらも100%と
いう大変良好な結果が得られた。この結果
はIL-2 Luc LTT assayの再現性が非常に高
く、免疫毒性評価法として有望であること
を示唆している。 
  
 
Ｆ．健康危険情報 
  該当なし 
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   表２  Phase2 試験；評価結果 

S; Suppression    
N; Non-suppression 
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