
厚生労働行政推進調査事業費補助金（化学物質リスク研究事業）

令和４年度総括研究報告書

OECD プロジェクトでの成果物を厚生労働行政に反映させるための研究 
研究代表者 平林 容子 

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長

研究要旨

本研究は、化学物質やその混合物の安全性を評価するための国際的な合意を推進す

る経済協力開発機構（OECD: Organisation for Economic Co-operation and Development）の

試験法ガイドライン（TG: Test Guideline）プログラム各国調整官作業グループ（WNT: 
Working Group of National Co-ordinators of the TGs programme）において、1）日本で開発

された種々の TG やガイダンス文書（GD: Guidance Document）、有害性発現経路

（AOP : Adverse Outcome Pathway）などの世界各国が必要とする成果物を公定化させる

こと、2）他国が提案する OECD 大型プロジェクトに関与し、その成果物に日本の主張

を反映させること、及び、これらから得られた成果を化学物質の審査及び製造等の規

制に関する法律（化審法）や毒物及び劇物取締法（毒劇法）などの我が国の厚生労働

行政に反映させること、を目的とする。

これまでの先行研究の成果として、我が国で開発された腐食性試験代替法、皮膚感

作性試験代替法、光毒性試験代替法、内分泌かく乱性スクリーニング法などに関する

TG や免疫毒性の AOP の公定化に寄与し、非遺伝毒性発がんの試験の実施と評価のため

の戦略的統合方式（IATA: Integrated Approaches to Testing and Assessment）や皮膚感作性

試験の確定方式（DASS: Defined Approach for Skin Sensitisation）の開発に関与してきた

ことが挙げられる。

本研究班では、これらの成果を生かし、本年度、TG に関しては、既存の TG である

皮膚感作性試験代替法 ADRA（Amino acid Derivative Reactivity Assay）を含む TG442Cの

再改定をなすことができた。GD に関しては、in vitro 免疫毒性試験の総説（DRP: 
Detailed Review Paper）が OECD に採択されたが、in vitro 生殖毒性試験の総説は論文投

稿に留まった。また、OECD で引き続き検討されている DASS や発達神経毒性、非遺伝

毒性発がんの IATA に関する大型プロジェクト等に参画して、その成果物に日本の意見

や結果を反映させた。この目的を果たすため、TG や AOP それらに必要な補足実験デー

タを取得するとともに、日本から OECD に提出する資料を事前に相互確認し、また、

OECD からの意見募集に適切に対応した。

別添３
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A. 研究目的 
本研究は、化学物質やその混合物の安全

性を評価するための国際的な合意を推進す

る経済協力開発機構（OECD: Organisation 
for Economic Co-operation and Development）
の 試 験 法 ガ イ ド ラ イ ン （ TG ： Test 
Guideline）プログラム各国調整官作業グル

ープ（WNT: Working Group of National Co-
ordinators of the TGs programme）において、

1）日本で開発された種々の TG やガイダ

ンス文書（GD：Guidance Document）、有

害性発現経路（AOP : Adverse Outcome 
Pathway）や評価のための戦略的統合方式

（IATA: Integrated Approaches to Testing and 
Assessment）などの世界各国が必要とする

成果物を公定化させること、2）他国が提

案するOECD大型プロジェクトに関与し、

その成果物に日本の主張を反映させること、

及び、これらから得られた成果を化学物質

の審査及び製造等の規制に関する法律（化

審法）や毒物及び劇物取締法（毒劇法）な

どの我が国の厚生労働行政に反映させるこ

と、を目的とする。 
 
B. 研究方法 
B-1. AOP の開発 
研 究 分 担 者 の 小 島 は 、 EAGMST
（ Extended Advisory Group on Molecular 
Screening and Toxicogenomics）で行われて

いるOECDのAOP開発プロジェクトの進捗

に合わせ、班員を支援した。 
 

B-1-1. 免疫毒性の AOP 
研究分担者の足利は、日本免疫毒性学会

会員をメンバーとする同学会試験法委員会

AOP検討小委員会に免疫毒性AOPの開発を

委託している（研究分担者も本委員会のメ

ンバー）。文献調査の結果に基づいて、

MIE (Molecular Initiating Event) 、 AO 
(Adverse Outcome)及びその間に介在する

KE (Key Event)を定め、OECDに指定され
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た外部（またはscientific）レビュアー及び

コーチの指摘事項に対応することで4つの

AOP開発を進めた。 
 

B-1-2. 発がん性の AOP 
研究分担者の小川は、研究協力者西川

とともに、ホルムアルデヒド誘発鼻腔発

がん機序に関する論文に引き続き、各種

化学物質曝露による鼻腔発がん全般の

AOP に関する論文作成を実施した。ラッ

ト、マウス、ハムスターに鼻腔腫瘍を誘

発する化学物質について、PubMed の文献

に 加 え て 、NTP (National Toxicological 
Program)、IARC (International Agency for 
Research on Cancer)、日本バイオアッセイ

研究センターのデータベースを使用して

情報収集した。誘発された鼻腔腫瘍につ

いて、動物種、投与経路、組織型を分類

し、更には、関連する非腫瘍性病変及び

遺伝毒性のデータについても抽出し、腫

瘍発生経路の推定を取り纏め、投稿した。 
 

B-1-3. 光毒性の AOP 
 研究分担者の尾上は、開発中の光毒性

AOP を専門家の意見に基づいて改変し、

AOP wiki を更新した。 
 
B-2. TG 及び GD の開発 
平林と小島は、OECDのTGの開発プロ

ジェクトWNTの進捗に合わせ、班員を支

援した。 
 
B-2-1.  皮膚感作性試験 

小島は、研究協力者の笠原とともに、皮

膚 感 作 性 試 験 代 替 法 in chemico skin 
sensitisation、ADRA（Amino acid Derivative 
Reactivity Assay）に混合物が評価できる重

量法を加えた TG442C の再改定に向け、尽

力した。また、DPRA（Directive Peptide 
Reactivity Assay）の重量法も同 TG に追加

するため、研究協力者の笠原及び小島に加

え、他国の機関（P&G 及び Givaudan）と

ともに共同研究を主導した。具体的には、

コード化した 10物質を 4施設に配布し、合

計 20 物質（分子量が大きく、バラツキが

生じる可能性の高い感作性物質）を用い、

重量法の施設間再現性を確認するとともに、

既知法であるモル濃度法との比較研究を実

施した。 
また、小島は、研究協力者の相場ととも

に、IL-8 Luc assay TG442E の改定案を作成

し、各国からの改定要望に対処した。 
小島と足利は、皮膚感作性試験の確定方

式 （ DASS: Defined Approach for Skin 
Sensitisation）ガイドライン 497 の改定プロ

ジェクトに参加し、他国の専門家と議論し

た。 
また、小島と足利は、新たな試験法とし

て、4 月に OECD プログラムに加わった

EpiSensA (Epidermal Sensitization Assay): An 
In Vitro Method for Identifying the Skin 
Sensitisation Potential of Chemicalsの TG案を

作成した。 
 

B-2-2.  免疫毒性試験 
小島は、相場及び国際的な専門家ととも

に、in vitro 免疫毒性に関する DRP (Detailed 
Review Paper)を作成した。 

DRPの承認を待って IL-2を指標とした免

疫毒性試験 IL-2 Luc assay の TG 案を提出し、

各国からの改定要望に対処した。 
足利は、新たな試験法として、4 月に

OECD プログラムに加わった免疫毒性試験 

Use of an interleukin-2 luciferase 
lymphotoxicity test for identifying the 
immunotoxic potential of chemicals that is 
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caused by anti-proliferative effects：IL-2  Luc 
LTT assay の TG採択を目指し、バリデーシ

ョン報告書の国際 peer review を実施した。

免疫毒性の専門家 5 名を reviewer として、

本試験法とバリデーション結果を reviewし

た。 
 

B-2-3. 生殖毒性試験の DRP 
小島は、本分野の国内外の専門家とと

もに、in vitro 生殖毒性毒性に関する総説を

作成し、Current Research Toxicology に投稿

した。 
 

B-2-4.  発達神経毒性に起因する行動解析に

関する情報収集 
研究分担者の斎藤は、これまでの国内外

における発達神経毒性評価の現状について

情報収集を行った。発達神経毒性評価の現

状についての文献調査には、医学・生物学

分野の学術文献検索データベースである

PubMed 及び MEDLINE を用いた。また、

収集した文献については、記載されている

情報の整理を行った。 
＜文献検索に用いたキーワード＞ 
mice, rats, rodents, neurodevelopmental, 
developmental, neurotoxicity, test guideline 
 
検索後、タイトル、雑誌情報、アブストラ

クトを確認し、下記（1）~（3）の内容を

含む文献を選択した。 
（1）げっ歯類（マウス、ラット）を用い

た実験報告 
（2）化学物質曝露による影響評価 
（3）曝露時期、投与期間、用量等の実験

条件や、解析に用いた行動試験の具

体的な記載 
 

B-2-5.Bhas42 細胞形質転換試験法の TG 開

発 
Bhas42 細胞形質転換試験法の TG 開発を

目指し、成果論文を International Journal of 
Molecular Sciences（IJMS）に投稿した。 
 
B-3. IATA 開発 
B-3-1. 非遺伝毒性発がん性の IATA 開発

への協力 
OECD では、非遺伝毒性発がん性検出を

目的とした IATA開発が 2016年から行われ

ている。専門委員会では MoA （mode of 
action）が議論され、それに基づき IATA構

築の方針が国際合意され、2020年は専門委

員会として総説論文を公表した。MoA を

構成する各 KE 及びそれらに対応した 13の
Assay Blockにおいて、各種試験法の選出や

その利用に関する考え方の作成及び評価を

行った。 
Step 1 では試験法毎にその利用に関する

詳細な情報をとりまとめた考え方を作成し、

Step 2 では他のメンバーが試験法の利用に

関する考え方の評価案を作成した。Step 2
の評価案をもとに、Assay Blockのメンバー

全体で協議し、合意したものを Assay 
Block からの提案試験法とその評価結果と

してグループ全体会議に報告した。 
小川と西川、大森は、ひきつづき非遺伝

毒性発がん性 IATA 開発専門委員会の web
会議に参加し、開発方針に関する議論及び

最新の評価方法に関する webinar に参加し

た。当該 IATA における 13 の Assay Block
の内 2 つまたは 3 つをそれぞれ分担し、そ

のサブグループ会議に参加し、現存の試験

法の利用に関する考え方などに関する論文

化について議論した。 
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B-3-2. 光毒性 IATA 
 尾上と小島は、OECD専門家からのコメ

ントに従って、光毒性 IATA 案を改定した。 
 
B-4. AOP 及び TG の実験データ支援 
B-4-1. In vivoと相関性のある in vitro毒性評

価系による AOP 及び TG の実験データ支

援 
 分担研究者の美谷島らは以下に示す研

究を実施した。 
1) 腸管由来組織における代替法の検討 
1-1）In vivo モデルにおいて AOP となり得

る毒性所見の検討 
7 週齢の雄性 C57BL/6J マウスに DSS
（ Dioctyl Sodium Sulfosuccinate: MP 
Biomedicals, MW36,000～50,000 富士フィ

ルム和光純薬（株））を 1.25、2.5 及び

5.0%の濃度で 7 または 13 日間飲水投与し

て、投与条件を再検討するとともに、A O 
P の候補となり得る腸管の炎症病変につい

ての探索を行った。解剖後、小腸及び大

腸を採取して、病理組織学的観察並びに

遺伝子発現解析を実施した。 
1-2）マウス空腸由来のオルガノイドを用

いた検討 
正常C57BL/6Jマウス由来の空腸オルガノ

イドに TNF-α を培地に添加し、軽度の炎

症病変を惹起する実験条件の検討に取り

組んだ。添加する TNF-αの濃度は 24-well 
plate に 15、30 及び 60 ng/mL 濃度になるよ

う培地に添加した。   
Control 群においては PBS のみを添加し

た。培地容量は、PBS, TNF-α共に、400 
μL/wellとした。それぞれ経時的に 0, 1, 3, 6
及び 24 時間培養した。回収後に遺伝子発

現解析と 3次元的培養の形態的に観察し、

オルガノイドにおける炎症病態を検討し

た。 

1-3）腸管上皮由来 Caco-2 細胞を用いた平

面培養による検討 
Caco-2 細胞は、通常培地（DMEM Low 

Glu、10% 胎仔ウシ血清（FBS）、1% 非必

須アミノ酸溶液（NEAA）、1% ペニシリ

ン・ストレプトマイシン）で、12-well 
plate の各 wellに Caco-2を 4 ×104 cell/mL で

播種して 2 日毎に培地交換を行い 2 週間培

養した後、DSS をそれぞれの plate の 3well
ずつに 1、3 及び 5%で 24 時間曝露した。

回収後は遺伝子発現解析に用いた。 
さらに、Caco-2 における DSS の影響を観

察するため、同条件における蛍光免疫組

織学的染色を実施した。Cell culture slide 
(4-well タイプ) の各 well に Caco-2 を 1.3 × 
105 cell/mL で播種した。培地は 400 μL/well
とした。2 日毎に培地交換を行い、2 週間

後に DSS を 1、3、5%の濃度で曝露した。

DSS 処理後に 3%パラホルムアルデヒドで

固定し、0.2% Triton-X100 で透過処理を行

い、更に 1% FBS でブロッキング後、E-
Cadherin Rabbit Polyclonal Antibody
（ ProteinTech）を添加し一晩処理し、

Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) Highly Cross 
Adsorbed Secondary Antibody、 Alexa Fluor 
555（Thermo Fisher Scientific）を反応させ、

4',6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）添加

剤にて封入した。 
2) 肝臓における代替法の検討 
肝障害、肝線維化の AOP のための実験

データを得るため、肝線維化モデル動物

における組織学的な基礎データ取得と培

養細胞における種々の検討を行った。 
肝線維化について、肝線維化モデル動

物として、高度な線維化を誘発し得る非

アルコール性脂肪性肝炎モデルであるコ

リン欠乏メチオニン低減アミノ酸食

（CDAA）を用いた。雄性 F344 ラットな
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らび C57BL/6J に、それぞれに適した

CDAAを 3ヶ月与えて肝線維化を誘導した。

病理組織切片を作製し、SOX9 （SRY-
box9）及び CD44 （Cluster of Differentiation 
44）に着目して、免疫組織化学染色を

行った。また、ヒト培養肝星細胞株（LX-
2）を TGFβ1 10ng/mL 48時間刺激、あるい

はヒト単球細胞株（ THP-1 ）を LPS 
100µg/mL、パルミチン酸 250µM 24 時間刺

激を行った際の SOX9 と CD44 の遺伝子発

現について検討した。 
肝障害について、新鮮ヒト肝細胞 PXB-

cellと、ヒト肝癌由来細胞株 HepG2を用い、

各種脂肪酸（パルミチン酸、オレイン酸、

エライジン酸、リノール酸、アラキドン

酸、EPA、DHA）を 1-1600 µM の濃度で

24 時間曝露し、WST-8 アッセイで細胞毒

性を評価した。 
 
B-4-2. 発がん性試験における AOP 及び TG
の実験データ支援 

分担研究者の豊田は、令和 4年度に検索

する新規被験物質として、腎毒性/非発が

ん 物 質 2 種 ： Carboxin (CBX) 及 び

Fradiomycin sulfate (Neomycin)、腎発がん

物質 6 種：Lead (II) acetate trihydrate (LAT)、
1-Amino-2-methylanthraquinone (Disperse 
orange) 、 3-(4-Chlorophenyl)-1,1-
dimethylurea (Monuron) 、  Nitrofurantoin 
(NFT) 、 Phenolphthalein (Phph) 及 び

Quercetin を、6 週齢の雄 F344 ラットに 28
日間混餌投与した（各群 5 匹）。腎毒性/
非発がん物質の投与濃度は、報告されて

いるがん原性試験及び短期試験における

最大耐量として CBX はそれぞれ 0.04%及

び 0.2%、Neomycinは 0.04%及び 1%に設定

した。腎発がん物質については、短期試

験における最大耐量として 0.8% LAT、

0.24% Disperse orange 、 0.2% Monuron、
0.25% NFT、5% Phph 及び 4% Quercetin に

設定した。 
投与期間終了時に解剖し、腎臓及び肝

臓の重量を測定した。腎臓の病理組織学

的検索を実施するとともに、免疫組織化

学的手法による γ-H2AX形成の定量解析を

実施した。右腎横断面において皮質及び

髄質外層外帯の特定部位を顕微鏡下

（x400）でそれぞれ 4か所撮影し、尿細管

上皮細胞の総数ならびに γ-H2AX陽性細胞

をカウントすることで陽性細胞率を測定

した。 
 

B-4-3. 遺伝毒性の AOP 開発 
分担研究者の堀端は、発がん性の AOP

への組み込みを想定し、遺伝毒性初期応

答反応の早期検出システムを構築するた

め、クロマチン免疫沈降法（ChIP: Ch
romatin immunoprecipitation）及び定量的

PCR を用いた DNA 損傷応答の分子生物学

的解析を引き続き実施した。一般的な

コーディング DNA 領域と比べて、リボ

ソーム DNA（ribosomal DNA; rDNA）は一

細胞あたりヒトでは数百コピーのクラス

ターを形成しており、また、転写のメカ

ニズムについての知見も豊富であること

から、rDNA を ChIP 及び定量的 PCR を利

用した DNA 損傷応答解析の標的領域とし

ている。 
紫外線照射によるDNA損傷を誘導した

Flp-In 293細胞を用いて、二本鎖 DNA切断

修復タンパク質として知られるDNA ligase 
IV（LIG4）を標的とした ChIP を実施し、

LIG4が局在する DNA画分を調製した。こ

の DNA 画分を鋳型 DNA とし、rDNA unit
を転写領域及び非転写領域を含む領域に

分けてそれらを標的とした 9 つのプライ
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マーセットを用いた定量的 PCR により、

DNA損傷誘導時における LIG4の rDNA上

での位置的相対量変化を解析することで、

DNA上で直接的に生じている DNA損傷応

答の定量・定性的検出を試みた。

B-4-4. 腎障害・線維化の分子メカニズムに

関する研究

分担研究者の松下は、昨年度に実施し

た動物実験により得られた腎臓、血清及

び尿サンプルを用いて解析した。その動

物実験の概要及び解析方法を以下に示す。

6 週齢の雄性 SD ラットを 3 群に配し

（n=5）、媒体である 0.5%メチルセルロー

スもしくはアロプリノール（APL）を 100
及び 150 mg/kg の用量で 28 日間反復強制

経口投与した。最終投与日に全例を代謝

ケージに移し、解析用サンプルとして 4時
間採尿した後、さらに 20 時間採尿して尿

量を測定した。最終投与 1日後にイソフル

ラン深麻酔下において腹大動脈から採血

した後、放血により安楽死させて剖検し

た。得られた血液サンプルを常温下で遠

心して血清を分離した。剖検時に腎臓の

一部を 10%中性緩衝ホルマリンにて固定

し、残りの組織は液体窒素にて瞬間凍結

もしくは OCT コンパウンドにて凍結ブ

ロックを作製して、-80℃にて保存した。

全群について 10%中性緩衝ホルマリンで

固定した腎臓組織を用いて定法に従いパラ

フィン包埋、薄切（4 µm）し、HE 染色及

び膠原線維を赤色に染色するシリウスレッ

ド染色を施して病理組織学的検索を行った。

免疫組織学的解析により CD44、αSMA
（ α-smooth muscle actin ） 、 AQP1
(aquaporin1）、N-cadherin、vimentin 及び

fibronectin の発現を解析した。また CD44
と各種因子の局在を解析するため二重蛍光

免疫染色を行った。同一宿主の 2 種類の抗

体を用いる場合は、チラミドシグナル増幅

法 に よ り 染 色 を 実 施 し た 。 さ ら に

fibronectin をコードする Fn1 の mRNA の局

在を in situ hybridization 法により解析した。 
また対照群及び30 mg/kg群の凍結ブロッ

クを薄切（16 µm）し、on ice で迅速 HE 染

色を施した。対照群の正常尿細管及び 30
mg/kg の線維化病変内の尿細管をレーザー

マイクロダイセクションにより採取した。

得られたサンプルから total RNA を抽出し

て増幅処置を行い、マイクロアレイにより

遺伝子発現を網羅的に解析した。正常尿細

管と比較して30 mg/kg群の線維化病変内の

尿細管において発現の変動していた遺伝子

群を抽出し、Gene ontology（GO）解析及

び Ingenuity® Pathway Analysis によるパス

ウェイ解析を行った。

尿中タンパクを精製及び濃縮した後、ウ

エスタンブロッティング法により CD44 発

現を解析した。また ELISA 法により血清

中 CD44 値を測定した。また瞬間凍結した

腎臓組織から total RNA を抽出し、total
CD44 及び CD44 standard isoform に対する

プライマーを用いてリアルタイム PCR を

行い、遺伝子発現量を解析した。

統計学的解析として、各データについて

一元配置分散分析（ANOVA）を実施した

後に Dunnett 法による多重検定を行った。

また 2 つの因子の相関関係を解析するため

スピアマンの順位相関係数を求めた。有意

水準は 0.05 に設定した。

B-5. OECD に提出する資料の事前確認と

OECD からの意見募集への対応 
平林は、WNT の Bureau として OECD 活

動に協力するとともに、研究班内に文書検

討グループを組織し、日本からOECDに提
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出する資料を事前に相互確認し、また、

OECD からの提案資料への意見募集に適切

な意見を返した。また、今秋、日本から提

出した SPSF（Standard Project Submission 
Form）の内容を検討した。 
平林と小島は、emerging technologies in 

the Test Guidelines Programme のワーク

ショップに関与し、今後のTGの在り方に

ついて議論した。 
 

B-6.  国際情報調査 
平林は、日本化学工業協会 森協力研究

者とともに、ヒト健康、生態影響、環境影

響のTGの開発状況、並びにGD及びAOPの
開発状況について、調査した。 

 
B-7.  毒性等情報収集調査 

分担研究者の山田は、OECD IATA Case 
Studies Project における事例研究の公開資

料*1 から、幾つかを題材として、AOP の

IATA への活用に関する調査を行った。提

出されたケーススタディと、対応する

review コメントの内容を対象とした。 
*1http://www.oecd.org/chemicalsafety/risk-
assessment/iata-integrated-approaches-to-
testing-and-assessment.htm 

2019 年に提出されたケーススタディ

「AOP に基づく in vitro 試験とリードアク

ロスによるデグエリンのパーキンソン病リ

スクの評価」、「ミトコンドリア複合体

III を介したアゾキシストロビンの神経毒

性 - 他のストロビルリンによるリードアク

ロス」、2019-4: 「IATA を用いて p-アルキ

ルフェノールのリードアクロスに情報を提

供：反復投与毒性」、2018 年に提出され

た「:エストロゲン受容体活性物質のスク

リーニングのための IATA に関するケース

スタディ」の計 4 件のケーススタディを対

象に調査を実施した。 

（倫理面への配慮） 
本研究は動物福祉の3Rs（Replacement、 

Reduction、 Refinement）に配慮して、各施

設における動物実験委員会の承認のもとに

基本指針を遵守して実施し、動物使用数や

動物に与える苦痛は最小限に留めた。 
腸管組織における検討においては、マウ

ス回腸由来のオルガノイド培養組織を実施

するにあたりマウスを使用した。ただし、

その使用は最少匹数に留め、東京農業大学

動物実験委員会より承認を受けた申請内容

に則り実施した。 
国立医薬品食品衛生研究所の実験は、動

物の数は最小限にとどめ、実験動物取扱い

規定に基づき、動物の苦痛を最小限とする

よう配慮して行った。 
ボランティア及びヒト組織は使用しな

かった。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 の開発 
C-1-1. 免疫毒性の AOP 

1）TLR (Toll-like receptor) 7/8 への結合に

よる乾癬様皮膚疾患の増悪：AOP313   
樹状細胞に存在する TLR7/8 への結合が、

樹状細胞の成熟と IL-23の産生、Th17 によ

る IL-17 の過剰発現を誘導し、最終的に乾

癬様の皮膚疾患を生じさせるという AOP
である。本 AOP については、コーチの指

摘事項への対応方針（汎用性向上のために、

関連するAOPのKEとネットワークを構築

できるよう KE 及び KER (Key Event 
Relationship)の修正などをコーチに伝えた

上で AOPwiki の修正を行った。 
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2) 免疫細胞に存在する ER (Estrogen 
Receptor)の活性化による全身性リテマトー

デス(SLE)の増悪：AOP314 
さまざまなタイプの免疫細胞に存在する

ER の活性化が Th2 タイプのサイトカイン

(IL-4)の過剰発現を誘導し、自己抗体産生

B 細胞の誘導から最終的に自己免疫疾患で

ある SLE を増悪させるという AOP である。

本 AOP については、KER をサポートする

実験情報の少なさや、AOの特殊性からAO
及び KE の大幅な見直しを検討したが、

コーチからの指摘に対応するための情報が

不足していることから、外部 reviewを経た

OECD AOP wiki への収載を断念し、一般の

総説としてToxicology letter誌の掲載を目指

し原稿の作成を行った。 
3) JAK3の阻害によるT細胞依存的抗体産

生抑制：AOP315 
非受容体型チロシンキナーゼの１つであ

る JAK3 の阻害により IL-4 産生が抑制され、

最終的に T 細胞依存性抗原（TDAR）の阻

害となるという AOP である。本 AOP につ

いては、コーチによる内部 reviewが終了し

ており、外部 reviewの進め方についてコー

チを介して OECD に確認したところ、

OECD と基本合意を締結したジャーナルか

メンバー国等による外部 reviewのどちらか

選択すべきと回答があった。そこで OECD
と基本合意を締結した ALTEX (Alternatives 
to Animal Experimentation) 誌に投稿の意向

を伝えたところ、代替法開発につながる

AOPかどうか不明という指摘があった。こ

れに対し、TDAR のような免疫抑制を in 
vitro 試験で置き換えるには、IL-2, IL-4 と

いったサイトカインの産生を指標にする試

験法の組み合わせが有効であると OECDの

in vitro 免疫毒性試験法に関する DRP に記

載があり、本 AOP の KE3 が IL-4 の抑制で

あることから将来 IL-4産生を指標とする in 
vitro 免疫毒性試験法の開発につながること

を指摘する予定である。また、外部 review
として ALTEX 誌収載に向け原稿の見直し

を行った。 
4) IL-1 receptor 結合阻害：AOP277 
昨年度より本分担研究に追加されたもの

であり、IL-1βのレセプター結合阻害によ

り T cell の活性化が抑制され、最終的に易

感染性となるという AOP である。本 AOP
はすでに OECD による外部 review(scientific 
review) に入って おり、 scientific review 
reportにおける主な推奨事項は、IL-1Rシグ

ナルを阻害するストレッサーに特異抗体だ

けでなく化合物/医薬品を加えること、AP-
1 など NF-kB が関与しない経路も考慮する

こと、T cell のタイプを明確にすること、

増加する感染のタイプを明確にすることな

どであった。これらの指摘に対し、対応案

を作成し、AOP wikiの大幅な修正を行った。

特に大きな変更点は、AO を測定可能な指

標である TDAR（日本で開発され、すでに

OECD で承認された AOP154 の AO と共有）

に変更したことである。こうした対応の結

果、scientific review は終了の見通しとなっ

た。 
  

C-1-2. 発がん性の AOP 
網羅的に情報収集した鼻腔発がん物質の

うち 40 種の吸入曝露による発がん物質

（ラット 38 物質、マウス 11 物質、ハムス

ター5 物質）及び 38 種の非吸入曝露による

発がん物質（ラット 36 物質、マウス 5 物

質、ハムスター17物質）について誘発され

た鼻腔腫瘍を、国際統一毒性病理用語・診

断 基 準 (International Harmonization of 
Nomenclature and Diagnostic Criteria: 
INHAND)に基づいて分類した結果、扁平
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上乳頭腫、扁平上皮癌、腺腫、腺癌、腺扁

平上皮癌、神経上皮癌、未分化癌、非特異

的な癌、線維肉腫、血管腫、血管肉腫、粘

表皮腫、横紋筋腫、横紋筋肉腫が報告され

ていた。最も高頻度の鼻腔腫瘍は扁平上皮

癌であり、投与経路に関係なく認められ、

その前駆病変として、扁平上皮化生及び/
または扁平上皮乳頭腫と呼吸上皮過形成が

示唆された。 2 番目に多いのは腺癌であり、

その前駆病変として主に嗅上皮過形成が示

唆されたが、腺腫の前駆病変は呼吸上皮病

変と考えられた。これらの経路はげっ歯類

間で共通していると考えられるが、マウス

またはハムスターのデータは限定的であっ

た。本内容について、論文化を進めた。 
 
C-1-3.光毒性の AOP 

OECD の専門家会議で意見を求め、光

刺激性に絞った AOP を作成した。光吸収

に伴う化学物質の光反応が光毒性のトリ

ガーであるとのコンセプトに基づき、

UV/VIS 吸収を pre-MIE として定義した。

またそれに伴う MIE は励起化合物からの 
ROS 産生とし、次いで cell injury を KE、
最終的な Tissue response を inflammation と
した。 

 
C-2.  TG 及び GD の開発 
C-2-1.  皮膚感作性試験 
一昨年度から検討を続けてきた in 

Chemico Skin Sensitisation、 ADRA の中に混

合物が評価できる重量法を加える TG442C
の再改定案を作成した。WNT で議論され

た結果、重量法を加えた TG442C の再改定

が 2022 年 9 月に公表された。引き続き、

OECD から要請を受け、TG442C に追加す

る DPRA 重量法に関する共同研究を主導し

た。その結果、20物質すべてでモル濃度法

と重量法が一致した結果となることを確認

した。 
また、IL-8 Luc assay TG442E の改定案を

作成し、7 月に OECD に提出し、改定に関

する議論を各国の専門家と行った。 
 一昨年 TG497として公表された DASSの

改定に参画し、日本の方法であるADRAと

IL-8 Luc assay をガイドライン 497 に加える

べく、協力した。 
新たな試験法として、4 月に OECD プロ

グラムに加わった EpiSensA: An In Vitro 
Method for Identifying the Skin Sensitisation 
Potential of Chemicals の TG 採択に向け、バ

リデーション報告書と peer review 報告書

を OECD に提出した。 
 
C-2-2.  免疫毒性試験 

In vitro 免疫毒性試験の DRP の採択に向

けて尽力した結果、本年 9 月に公表された。

また、IL-2 を指標とした免疫毒性試験 IL-2 
Luc assayの TG案を OECDに提出し、WNT
意見募集を受けて改定した。 

また、足利は、IL-2 Luc LTT assay の国

際 peer review については、以下に示す 5 名

の免疫毒性の専門家を reviewer に任命し、

本試験法及びバリデーション報告書につい

て review report の作成を目指し、評価を

行った。 
 Henk van Loveren (Maastricht University), 
 Haley Neff-LaFord (Seattle Genetics, 

Inc.),  
 Barbara Kaplan (chair, Mississippi State 

University),  
 Takayuki Yoshimoto (Tokyo Medical 

University),  
 Chiyomi Kubo (Chugai Pharmaceutical) 
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その結果、バリデーション報告書の修正

が必要とされ、修正案をバリデーション実

行委員会に依頼した。 
 

C-2-3. 生殖毒性試験の DRP 
国際的な専門家とともに、in vitro 生殖

毒性毒性に関する DRP の作成をこの一年

継続して実施してきた。成果の一つとし

て論文が、本年 5 月に Current Research 
Toxicologyに受理された。ただし、この論

文をもとに OECD で DRP を作成すること

は断念した。 
 
C-2-4. 発達神経毒性に起因する行動解析

に関する情報収集 
文献検索の過程で、Mundy らの Review

（ Expanding the test set: Chemicals with 
potential to disrupt mammalian brain 
development, Neurotoxicol. Teratol., 2015）
をもとに、発達神経毒性に関する文献に

おける行動解析の利用頻度を把握するた

め、その内容をまとめた。その結果、神

経発達への影響を示すデータのある化学

物質（97 物質）において、組織学的な解

析、あるいは神経化学的解析とともに、

多くの文献では行動解析を採用し、それ

らの組み合わせにより評価していた。文

献によっては行動解析が単独で用いられ

ており、論文数に対する利用頻度は最も

多かった。 
これまでガイドラインに準拠した化学物

質の評価状況については、先行文献より、

米国環境保護庁（EPA）又はOECD TG 426 
に準拠して発達神経毒性（DNT 試験が実

施された農薬のうち、その試験成績が審査

当局に提出されたものは、米国における

2008 年段階での承認農薬数は約 1150 有効

成分、欧州においては 2020 年段階で 479 

有効成分であるという情報を得た（発達神

経毒性の欧米での評価状況及び in vitro 発
達神経毒性試験の検討状況調査 独)農林水

産消費安全技術センター 農薬検査部 2020 
より）。 
上記情報に加え、発達神経毒性評価に係

る毒性情報として昨年度までに収集した文

献（95 報）について、被験物質の種類及

び行動解析の項目ごとに論文数の整理を

行った。その結果、被験物質については、

農薬（16 報）、医薬品（25 報）、産業化

学物質（52 報）、その他（6 報）であった。

行動解析の項目については、認知機能（受

動回避試験、モリス水迷路等）を用いた文

献が最も多く（71 報）、次いで運動及び

感覚機能（オープンフィールド試験、ロー

タロッド試験等）を用いたものが多かった

（60報）。上記 2項目と比較すると数は少

ないが、社会性（超音波発声、ホームケー

ジ、3 チャンバーテスト等）の行動解析を

取り入れている文献も存在した（13 報）。

また、社会性の評価が可能な試験を取り入

れている文献は、主に農薬のばく露影響を

評価したものであった。これら収集した文

献については、今年度追加した文献ととも

に順次情報の整理を行い、ガイドラインの

使用実績を含め、最終年度へ向けたリスト

化を行っている（計 122 報について実施

中）。 
また、JaCVAM発達神経毒性資料編纂委

員会のオブザーバーとして委員会に参画す

るとともに、in vitro DNT ガイダンス文書

（Guidance on the Interpretation of Data from 
DNT In-Vitro Testing Assays for Use in IATA）

に関しては、OECD 事務局に提出するコメ

ント募集に応じた。昨年度と同様に、神経

行動毒性の評価系、特に in vivo試験を行っ

ている立場から、本ガイダンスの改善点・
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懸念点として、in vitroテストバッテリーに

おいて観察された神経細胞の分化や神経突

起の伸長への影響の生物学的な意味づけの

限界、そして in vivo試験において観察され

た行動異常との対応の限界について記載す

る必要性について強調した。 
 
C-2-5.Bhas42 細胞形質転換試験法の TG 開

発 
Bhas 42 CTA におけるプロモーション試

験 で 陽 性 対 照 物 質 で あ る 12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate（TPA）を被

験物質とした場合の継時的な網羅的遺伝

子発現解析結果を論文“Gene Expression 
over Time during Cell Transformation Due to 
Non-Genotoxic Carcinogen Treatment of Bhas 
42 Cells” と し て International Journal of 
Molecular Sciences（IJMS）に投稿し掲載

された。さらに本論文は、OECDへの提出

資料とされるため、NGTxC･IATA の議長

である Dr. Miriam N. Jacobs らによって

IJMS の Special Issue である“Advances in 
Mechanism Based Toxicity and Hazard 
Assessment of NGTxC Chemicals”に収載さ

れた。 
 

C-3.  IATA の開発 
C-3-1.非遺伝毒性発がん性 IATA 開発への

協力 
 小川は cell proliferation 及び resistance to 
apoptotic cell death のサブグループに、西川

は cell transformation、 indicator of oxidative 
stress 及び resistance of apoptosis cell death の

サブグループに参画している。小川は cell 
proliferation のサブグループにおいて、細

胞増殖の評価に関する論文の in vivo評価法

の留意点について分担執筆し、2023年 2月
17 日には、各ブロックの進捗状況につい

て、web 会議にて情報共有を行い、全体の

取り纏めが図られた。 
また、大森は、Block 3 で既に評価され、

全てA評価を得た3種のCell Transformation 
Assay （ SHE Cell Transformation Assay
（SHE CTA）、Bhas 42 CTA 、Balb 3T3 
CTA）の NGTxC･IATA への適用として

review を共著にて執筆している。 
 

C-3-2. 光毒性 IATA 
作成した AOP を基盤として、その枠組

みのなかで information sources をマッピン

グした。光毒性に関与する elements として

は、(i) Exposure consideration、 (ii) Chemical 
descriptors 、  (iii) Skin penetration 、  (iv) 
Photoexcitation、  (v) oxidative stress、  (vi) 
cell injury を定義し、それらに関わる 
information sources をリスト化した。この

中には in vitro 試験、in vivo 試験のみなら

ず、in silico や QSAR モデルも含めた。ま

た、OECD 専門家会議における有識者の助

言に従い、information source に対して詳細

な記述を加えることとし、具体的には (1) 
Regulatory use、 (2) Validation & regulatory 
acceptance status、  (3) Potential role in the 
IATA、 (4) Description、 (5) Scientific basis 
including MoA、 (6) Protocol available、 (7) 
Strengths and weakness、  (8) Applicability 
domain and limitations 、  (9) Predictive 
capacity、 (10) Reliability を各種文献情報や

ガイドラインを交えつつ追記した。また、

これらの information sources を組み合わせ

た包括的光安全性評価に関して  decision 
tree を新たに提案し、IATA にあくまでも

一例として記述した。 
 
 
 

12



C-4. AOP 及び TG の実験データ支援 
C-4-1.  In vivo と相関性のある in vitro 毒性

評価系による AOP 及び TG の実験データ

支援 
１）腸管由来組織における代替法の検討 
1-1）In vivo モデルにおいて AOP となり得

る毒性所見の検討 
DSS飲水投与により、2.5%は投与 10日目

に 2匹、1.25％は投与 11日目に 1匹が顕著

な体重減少と全身状態の悪化により切迫

解剖した。動物の状態悪化を考慮して

1.25及び 2.5%は 13日間、5%は 7日間の投

与とした。大腸の病理組織学的観察では、

DSS 濃度に依存して、粘膜のびらん・潰

瘍、F4/80 陽性マクロファージの増加、炎

症性細胞浸潤領域が拡大し、病変が顕著

な個体では炎症は筋層にまで及んでいた。

病変は DSS がより高濃度で短期に発症に

発症し、その程度も強くなることが明ら

かとなった。さらに、粘膜上皮における

ムチン産生を示唆する PAS 染色陽性像は

2.5%以上で増加し、糞便中のムチン量も

2.5%で増加傾向を示した。大腸における

遺伝子発現解析では、炎症関連因子とし

て、DSS2.5%ないし 5%において IL-10、
IL-1β、HMGB1 の発現増加、5％において

細胞接着に関連した TJP-1 の発現増加傾向、

ムチン MUC2 の発現減少が見られた。 
1-2）マウス空腸由来のオルガノイドを用

いた検討 
各種条件において TNF-α を添加してオル

ガノイドにおける MIP-2 (IL-8 のマウスホ

モログ：CXCL2)の遺伝子発現に注目して

観察したところ、より短時間の添加にお

いて濃度依存的な増加が見られた。さら

に、オルガノイドの免疫組織化学的染色

において、TNF-αの添加により細胞接着に

関連する e-Cadherin、ZO-1発現が低下した。 

1-3）腸管上皮由来 Caco-2 細胞を用いた平

面培養による検討 
Caco-2細胞を 2週間 Pre培養後、DSSを培

地に添加 24h インキュベートした条件にお

いて、免疫組織化学的に 1％DSS 以上で細

胞間接着への傷害が見られたが、 e-
Cadherin 発現への明らかな影響は見られな

かった。 
SOX9 は、ラット・マウス共に、胆管上

皮細胞の他、肝線維化に沿って著明な発現

増加がみられた。マウス組織において種々

の検討を行ったところ、SOX9 は Sirius Red
陽性部位と一致した。SOX9 は、活性化細

胞 星細 胞で あ る α-smooth muscle actin
（αSMA）とは部分一致にとどまり、胆管

上皮細胞である Cytokeratin 19（CK19）と

の一致を認めた。CD44 は、ラット CDAA
において著明な遺伝子発現を示し、病理組

織においては一部の胆管に陽性を示した。

CD44 陽性胆管上皮周囲に、ヒアルロン酸

結合タンパクの沈着を認めた。一方、マウ

スの CDAA モデルにおいて CD44 は、マク

ロファージ様の細胞に著明な発現増加を認

めた。 
 LX-2 細胞においては、TGFβ１の刺激で

コラーゲン type1及び type4の発現増加がみ

られたが、SOX9 及び CD44 発現に変化は

みられなかった。THP-1 細胞において、

LPS ならびにパルミチン酸刺激で TNFα の

発現増加がみられ、SOX9と CD44は、LPS
刺激で発現の増加、パルミチン酸刺激で発

現上昇傾向を示した。 
肝細胞の脂肪毒性評価において、PXB-

cellとHuh7では、飽和または一価不飽和脂

肪酸の脂肪酸曝露による細胞毒性が生じる

濃度は同程度であったが、多価不飽和脂肪

酸は Clone 9 と比較して HepG2 の低濃度曝

露で細胞毒性を示した。 
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C-4-2. 発がん性試験における AOP 及び TG
の実験データ支援 

対照群及び各被験物質投与期間終了時

点で、Disperse orange、Monuron、NFT 及

び Quercetin 投与群において有意な体重増

加抑制が認められた。摂餌量は NFT 投与

群で低値の傾向を示した。 
0.2% CBX、LAT、Monuron、NFT 及び

Quercetin 投与群では腎相対重量の有意な

増加が、0.04% CBX 及び 1% Neomycin 投

与群では腎相対重量の減少が、Disperse 
orange投与群では腎絶対重量の減少が認め

られた。また、Disperse orange 投与群で肝

絶対・相対重量の増加、Monuron、Phph
及び Quercetin 投与群で肝相対重量の増加、

NFT 投与群で肝絶対重量の減少、 1% 
Neomycin 投与群では肝絶対及び相対重量

の減少が観察された。 
CBX 投与群では再生尿細管の形成がみ

られ、高用量（0.2%）群ではさらに尿細

管上皮の変性壊死及び髄質における鉱質

沈着が認められた。LAT 投与群では、尿

細管上皮細胞における核の大型化が認め

られた。Neomycin 投与群では、明らかな

腎病変は観察されなかった。 
 CBX、Neomycin 及び LAT 投与群の腎尿

細管上皮細胞における γ-H2AX形成を免疫

組織化学的に検討した結果、対照群では

陽性細胞は稀であったのに対し、LAT 投

与群では皮質・髄質外層外帯ともに γ-
H2AX 陽性率の有意な増加が認められた。

腎毒性 /非発がん物質投与群では、0.2% 
CBX 投与群の髄質外層外帯において γ-
H2AX 形成の有意な増加がみられたのに対

し、0.04% CBX 投与群では対照群と同じ

レベルにとどまった。一方、Neomycin 投

与群では 0.04%/1%いずれの用量において

も γ-H2AX形成の誘導は認められなかった。 

C-4-3.  遺伝毒性の AOP 開発 
遺伝毒性初期応答反応の早期検出シス

テム構築に用いた rDNA unit 上のプライ

マーセット H1〜H42.9 の内、H1〜H13 は

転写領域、H18〜H42.9 は非転写領域を検

出できる。DNA 損傷を誘発しない条件に

おいて、LIG4 共沈 DNA 中には rDNA unit
全領域の H1〜H42.9 がほぼ均一に存在し

ているが、紫外線DNA損傷誘発時のLIG4
共沈DNA中には特にH18及びH27のDNA
領域が多く存在することが示された。 
 
C-4-4. 腎障害・線維化の分子メカニズムに

関する研究 
シリウスレッド染色及び αSMA 免疫染

色では、それぞれの陽性面積が APL 投与

群では対照群と比較して有意に増加して

いた。HE 染色標本を用いた病理組織学的

解析において、APL 投与群における線維

化病変内の尿細管は拡張あるいは萎縮し

ていた。免疫組織学的解析ではこれらの

尿細管は CD44陽性を示し、APL投与群の

CD44 陽性尿細管は対照群と比較して有意

に増加していた。また、CD44 陽性尿細管

の数はシリウスレッド陽性面積及び αSMA
陽性面積と正の相関を示した。蛍光二重

免疫染色では、APL 投与群において CD44
陽性尿細管の周囲に αSMA 陽性反応が確

認された。 
 マイクロアレイでは、正常尿細管と比

較して拡張/萎縮尿細管では 1462 遺伝子の

発現が上昇しており、1484 遺伝子の発現

が低下していた。GO解析では、拡張/萎縮

尿細管において細胞外基質に関連する遺

伝子群の発現が上昇しており、トランス

ポーター及び代謝といった尿細管の分化

に関わる遺伝子群の発現が低下していた。

パスウェイ解析では、CD44 は fibronectin
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の産生に関わるFn1を含む線維化関連遺伝

子群の発現を誘導していることが示され

た。 
 免疫染色により尿細管の分化マーカー

の発現を検索した結果、拡張/萎縮尿細管

では AQP1 及び N-cadherin の発現が減弱あ

るいは消失しており、これらの因子に陽

性を示す尿細管の数は APL 投与群におい

て対照群と比較して有意に減少していた。

また AQP1 及び N-cadherin に陽性を示す尿

細管の数は CD44 陽性尿細管の数と負の相

関を示した。蛍光二重免疫染色では、

CD44 は AQP1 及び N-cadherin と排他的な

発現を示した。間葉系マーカーの検索で

は、拡張 /萎縮尿細管は vimentin 及び

αSMAに陽性を示し、これらの因子に陽性

を示す尿細管の数は APL 投与群において

対照群と比較して有意に増加していた。

また vimentin及び αSMAに陽性を示す尿細

管の数は CD44 陽性尿細管の数と正の相関

を示した。蛍光二重免疫染色では、CD44
は vimentin及び αSMAと同一の尿細管にお

いて発現していた。 
 Fibronectin の免疫染色では拡張/萎縮尿

細管の周囲間質に陽性反応が認められた。

Fibronectin 陽性面積は APL 投与群におい

て対照群と比較して有意に増加しており、

CD44 陽性尿細管の数と正の相関を示した。

蛍光二重免疫染色では、CD44 陽性尿細管

の周囲に fibronectin の陽性反応が認められ

た。一方 in situ hybridizationにおいて、Fn1 
mRNA の発現は間質の線維芽細胞に加え

て APL 投与群の拡張/萎縮尿細管において

も認められた。 
 ウエスタンブロッティング法による

CD44 の発現解析では、腎臓組織中及び尿

中に CD44 特異的なバンドが確認された。

APL投与群では対照群と比較して尿量の有

意な増加を認めたことから、尿の濃縮は生

じていないと考えられた。また ELISA 法

による解析では、血清中 CD44値が APL投

与群において対照群と比較して有意に増加

しており、血清中 CD44 値は腎臓における

CD44 陽性尿細管数及びシリウスレッド陽

性面積と正の相関を示した。また定量

PCR により APL 投与群では CD44 standard 
isoform が高発現していることが示された。 
 
C-5. OECD に提出する資料の事前確認と

OECD からの意見募集への対応 
C-5-1. OECD 文書の公定化 

本年度、日本の方法を除き、以下の TG
及び GD が公定化された。これらの採択に

あたり、日本の多くの専門家がコメントを

寄せ、開発に寄与した。 
1) TG の公定化 
 Draft New Test Guideline on Defined 

Approaches for Serious Eye Damage/Eye 
Irritation and Supporting document (project 
4.136 led by France)  

 Draft Test Guideline 492B on Reconstructed 
Human Cornea-like Epithelium (RHCE) Test 
Method for Eye Hazard Identification 
(project 4.143 Led by France)  

 Draft updated Test Guideline 442E with new 
Annex for GARDTMSkin for skin 
sensitisation (project 4.106 led by Sweden)
  

 Draft updated Test Guideline No. 488 on 
Transgenic Rodent Somatic and Germ Cell 
Gene Mutation Assays (project. 478 led by 
Canada)  

 Draft New Test Guideline on the Mammalian 
Erythrocyte Pig-a Gene Mutation Assay 
(project 4.93 led by the United States)
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2)  GD の公定化 
 Draft Performance Standards for the 

assessment of proposed similar or modified 
methods for Reconstructed human 
Epidermis for Phototoxicity testing (project 
4.138 led by the United States)  

 Draft revised Guidance Notes on Dermal 
Absorption Studies (project 4.115 led by 
EFSA and Germany)  

 Draft Detailed Review Paper on the 
miniaturised versions of the Ames test 
(project 4.109 led by Belgium/United 
States/Netherlands)  

 Study Report and Preliminary Guidance on 
the adaptation of the in vitro micronucleus 
testing TG 487 for nanomaterials safety 
testing (project 4.95 led by the United 
Kingdom and Germany)  
 

3) Emerging technologies in the Test 
Guidelines Programme に関するワークショ

ップ 
小 島 は 、 Lesson and Learned for a 

Validation Studyという演題で8月31日に講

演した。この演題を含め20以上の発表会が

数か月に渡り事前に開催され、これらの演

題を受けて、平林が12月に開催されたワー

クショップに参加した。ワークショップで

は以下の議題について議論され、今後の

TGの在り方について意見交換がなされた。 
 Test method readiness (issue 1) 
 Evolving the concept of Performance 

Standards (issue 2) 
 Proposal for a new section of Test Guidelines 

for mechanistically relevant and reliable 
methods that are not stand-alone (issue 3) 

 Developing guidance in GD 34 on validation 
for batteries of assays (issue 4) 

 How to incentivise participation in validation 
studies (issue 5) 

 Better reporting of (Test Guidelines) study 
results ((issue 6) 

 
C-5.2 SPSF 
 本年 11 月に日本から以下の SPSF を提

出した。提出にあたり、厚生労働省とも

内容を調整した。 
1) Proposal for α-Sens® as FBS-free test system 

for detecting Key Event 2 (ARE-Nrf2 
activation) of skin sensitization 

2) Proposal for TG 493 (Performance-Based 
Test Guideline for Human Recombinant 
Estrogen Receptor (hrER) In Vitro Assays to 
Detect Chemicals with ER Binding Affinity) 
performance and acceptability criteria to 
make it realistic 
 

C-6. 国際情報調査 
ヒト健康、生態影響、環境影響の TG の

開発状況、並びにガイダンスドキュメン

ト及び AOP の開発状況について、継続し

た調査を行っている。 
 

C-7.  毒性等情報収集調査 
毒性等情報収集では、厚生労働科学研

究化学物質リスク研究事業（公募型）で

実施された成果を、IATA のコンセプトに

基づいた安全性評価やその基盤となる

AOP 開発に役立てるため、年次報告書を

精査した。令和 2年度は最終年度であり、

令和元年度からの進展は、試験物質の拡

充、分析対象の拡大、確立した評価系に

よる試験データの体系的な入手が中心と

なっている。 
各公募型研究課題の分担課題を、令和 2

年度報告書をもとに AOP のスキームに
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沿ってマッピングした。いずれも毒性が

よく知られている化合物（AOP に作用す

る stressor に相当）を用い、分子レベル、

細胞レベル、個体レベルでの解析（KE に

相当）がバランスよく配置されていたが、

毒性物質と生体分子との相互作用（MIE
に相当）の情報が欠失しており、このこ

とが将来 AOP を作成する際の主要なデー

タギャップとなると予想された。 
OECD IATA Case Studies Project の調査で

は、AOP を活用した事例研究を 4 件取り

上げ、それぞれの概要、用いられた AOP、
各国からの review コメントの内容を精査

し、個々の事例研究の優位性とともに、

AOPを用いた IATAの課題などを整理した。 
 
D. 考察 
D-1.  AOP の開発 

免疫毒性の AOP314 については、コー

チによる内部 review に対応してきたが、

汎用性や確度の高い情報の不足から、外

部 review を断念し、一般的な総説として

公表することを念頭に検討している。

AOP313は EAGMST内部 review、AOP315
については、外部 review に進んでおり、

AOP277については、外部 reviewに対応し、

採択が近い。 
発がん性の AOP に関しては、wiki に入

力するのではなく、論文受理を持って研

究終了を見越している。 
光毒性の AOP に関しては、既に wiki に

入力した AOP 案をさらに推敲し、外部評

価に資するものに結実させる。 

D-2. TG 及び GD の開発 
免疫毒性や生殖毒性試験などの全身毒性

に関する in vitro TG の開発は前例がなく、

これまで以上に時間を要しており、費用も

嵩んでいる。即ち、OECD は、こうした前

例のない TG を開発するために、まずは

DRPの作成を求めており、数年掛かりで免

疫毒性と生殖毒性試験の GD 作成を進めて

きた。本年、in vitro免疫毒性試験のDRPを
開発できたものの、生殖毒性試験の DRP
開発を断念した。その理由として、DRP の

開発は in vitro 生殖毒性試験 Hand1-Luc 
EST の TG 開発を目指したものであったが、

開発者の住友化学株式会社がこれ以上の開

発を望まないと表明したことによる。新規

試験法の導入は、行政的には慎重であるべ

きとは思うが、時間的なロスを解消しない

限り、Emerging technologies の導入は難し

いと予想している。 
発達神経毒性に関しては、in vitro DNT

ガイダンス文書への対応の参考となるよう

な情報として提供できるよう引き続き、協

力していく。 
 
D-3. IATA の開発 
非遺伝毒性発がん性の IATA 開発に関し

ては、この開発で得られた情報をもとに、

Bhas42CAT の SPSF に繋げていく予定であ

る。 
光毒性 IATA 案はすでに 各国からの意見

募集期間に入ったので今後はコメントや指

摘事項に対応して修正作業を行う予定であ

る。 
 

D-4.  AOP 及び TG の実験データ支援 
D-4-1.  In vivoと相関性のある in vitro毒性評

価系による AOP及び TGの実験データ支援 
1）腸管由来組織における代替法の検討 
今年度は腸管障害の評価におけるエンド

ポイントを見出すため、in vivo モデルにお

ける炎症病態誘発の条件検討、in vitro系に

おける軽度の炎症惹起、粘膜保護作用に関

わる因子への影響に着目した検討を通し
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MIP-2、細胞接着関連因子、ムチン産生な

どが腸管毒性を評価する際の指標として、

新たな AOP の提示にも繋がる可能性があ

るものと考えられた。 
２）ラット及びマウス CDAA モデルの組

織学的検討 
正常または腫瘍肝細胞における脂肪毒

性に対する評価において、前年度と異な

る細胞株で実験を実施した本年度も、特

に多価不飽和脂肪酸曝露に対する細胞毒

性が異なることが明らかとなった。今後、

この機序について精査する予定である。 
 

D-4-2. 発がん性試験における AOP 及び TG
の実験データ支援 

令和 3~4年度にかけて、腎発がん物質の

早期検出における γ-H2AX免疫染色の有用

性を検証した。令和 4年度は、新規被験物

質として腎毒性/非発がん物質 2 種及び腎

発がん物質 6 種についてラット 28 日間反

復経口投与試験を実施し、腎臓における

病理組織学的検索及び γ-H2AX形成の免疫

組織化学的解析を行った。 
現時点で腎毒性 /非発がん物質 2 種

（CBX 及び Neomycin）及び腎発がん物質

1 種（LAT）の解析が終了しており、LAT
は腎尿細管上皮細胞での γ-H2AX形成を有

意に増加させることが明らかとなった。

引き続き残る 5種の腎発がん物質について、

γ-H2AX 陽性細胞の定量解析を実施する予

定である。 
 

D-4-3. 遺伝毒性の AOP 開発 
LIG4 を標的とした ChIP 及び rDNA unit

領域の定量的 PCR 法は ChIP に用いる抗体

をアレンジすることで解析の標的タンパ

ク質を自在に設定できる。今後は化学物

質による DNA 損傷誘導時、そしてこれま

での解析対象以外の DNA 損傷応答タンパ

ク質や DNA 修復・複製タンパク質等を標

的とした同様の解析により、この試験法

の発がん性・遺伝毒性 AOP 開発に対する

高い有効性を示すことができる。 
 

D-4-4. 腎障害・線維化の分子メカニズムに

関する研究 
CD44 は腎線維化のバイオマーカーとな

る可能性が示唆された。今後はシクロス

ポリン A 等の他の剤を用いて腎線維化モ

デルラットを作製し、同様に CD44 の機能

及びバイオマーカーとしての可能性を検

証する予定である。 
 

D-5.  OECD に提出する資料の事前確認と

OECD からの意見募集への対応 
 OECD で今年から始まった Emerging 
technologies in the Test Guidelines Programme
への対応は、国際的な合意形成が難しい

問題である。研究代表者の平林は WNT の

Bureau であるとともに、安全性生物試験

研究センター長でもあることから、本問

題については、厚生労働省の担当者とも

連携を図り、引き続き、日本として適切

な対応を心掛けていく。 
 
D-6.  毒性等情報収集調査 

OECD IATA Case Studies Project では、

AOPを全身毒性評価の IATAへ活用した事

例が増えつつある。AOP のグラフィカル

な表現は、読者の理解に役立つ。AOP を

様々な MIE/KE/Adverse Outcome の試験と

共に安全性評価で使用する場合、AOP と

様々な試験との整合を示す情報を含める

ことが求められる。 
AOP は、リードアクロスなどに毒性機

序に基づく類似性仮説の構築に有用であ
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ることは、広く認識されている。AOP を

構成するKEを測定する in vitro試験は、毒

性予測の不確実性を減少させ、信頼性を

高める上で有効であると考えられている。

とはいえ、OECD で承認された AOP は、

現状では数は限られている。OECDで承認

されていない AOP の IATA への利用に当

たっては、毒性作用のベースにある化学

的・生物学的メカニズムがどの程度明確

に示されているか。その不確実性を議論

することが求められている。また、ヒト

を含めて種の保存性の情報も重要である。

AOPを IATAに活用していくためには、上

記を含む様々な経験を関係者が共有する

ことが有用である。残り期間でさらにい

くつかの事例研究の調査を進めつつ、詳

細な調査結果をまとめる予定である。 
 

E. 結論 
 TG に関しては、日本主導で取り組んで

きた in Chemico Skin Sensitisation、 ADRA 

TG442C の再改定が公表された。GD とし

て、in vitro 免疫毒性試験の DRP が公表さ

れた。引き続き、各国の専門家ともに、

TG、GD や IATA 開発を進めていく。 
支援研究に関しては、1)腸管並びに肝臓

における in vivo と相関性のある in vitro 毒
性評価系指標を見出した。2)γ-H2AX 免疫

染色を用いることで、腎発がん物質の早

期検出が可能であることが示唆された。

3)CD44 の腎線維化における役割の一端を

明らかにすることができ、さらに腎線維

化のバイオマーカーとなる可能性を示し

た。4)ChIP 及び rDNA 領域の定量的 PCR
を利用した DNA 損傷応答の解析手法によ

り DNA 上で直接的に生じている DNA 損

傷応答を定量・定性的かつ早期に検出で

きた。これらの結果から、実験的に AOP
及び TG の支援に繋がる知見が得られた。 
今後も、OECD プロジェクトに日本の意

見や結果を反映させ、引き続き厚生労働行

政に活用できるよう調査を進めていく所存

である。 
 
F. 健康危険情報 
なし 
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Strategy (国際シンポジウム), 日本動物

実 験 代 替 法 学 会 第  35 回 大 会

（2022.11.18, 静岡） 
62. 山田幸平，上林敦，佐藤秀行，尾上誠

良．In silico modeling & simulation によ

る吸入毒性試験効率化を目指して, 日本

動物実験代替法学会第  35 回大会

（2022.11.19, 静岡）

63. 竹内和也，神谷孝平，渡辺真一，山鹿

宏彰，若林晃次，田原宥，堀江宣行，

藤本恵一，河上強志，小島幸一，寒水

孝司，小島肇，山本裕介，藤田正晴，

笠原利彦，小野敦．in chemico 皮膚感

作性試験 ADRA 法のガイドライン改訂

に向けたリング試験, 日本動物実験代替

法学会 第 35回大会（2022.11.19, 静岡）

64. 中嶋菜都美，山本裕介，鰐渕彩花，小

島肇，小野敦，松本一彦，藤田正晴，

笠原利彦．OECD の DASS 化合物セッ

トを対象とした複数の感作性代替法を

組み合わせた皮膚感作予測における

ADRA の適用性について, 日本動物実験

代替法学会 第 35回大会（2022.11.19, 静
岡）

65. 鰐渕彩花，藤田正晴，中嶋菜都美，山

本裕介，小島肇，小野敦，笠原利彦．

ADRA による反応性基を有するポリ

マーの感作性評価, 日本動物実験代替法

学会 第 35 回大会（2022.11.19, 静岡）

66. 小島肇．OECD テストガイダンス作成

の経験から見たツールガイダンス整備

の課題, 日本学術会議公開シンポジウム

（2022.11.19, 東京）

67. 西田明日香，足利太可雄，大野彰子，

飯島一智．ヒト気管支上皮細胞 /THP-
1 細胞共培養系によるナノマテリアル

の吸入毒性評価法の開発, 日本動物実

験 代 替 法 学 会  第 35 回 大 会

（2022.11.19, 静岡） 
68. 伊藤潤，安部賀央里，足利太可雄，頭

金正博．化学構造情報からヒトの皮膚

感作性を予測する機械学習モデルの開

発, 日本動物実験代替法学会 第 35 回大

会（2022.11.19, 静岡）

69. 荒井りおん，足利太可雄，大野彰子，

飯島一智．h-CLAT を用いたナノマテ

リアルのアジュバント効果の評価とメ

カニズムの解析, 日本動物実験代替法

学会 第 35 回大会（2022.11.19, 静岡）

70. 飯島一智，鈴尾美穂，山城真輝, 大野

彰子，足利太可雄．THP-1 細胞を用い

たナノマテリアルの抗原提示細胞活性

化能評価における 新規指標の探索, 日
本動物実験代替法学会  第 35 回大会

（2022.11.19, 静岡）

71. 木下啓，安部賀央里，足利太可雄，頭

金正博．皮膚感作性評価における  in
vitro 試験法の効率化を目指した機械学

習モデルの開発, 日本動物実験代替法

学会 第 35 回大会（2022.11.19, 静岡）

72. 山城真輝，足利太可雄，大野彰子，飯

島一智．THP-1 細胞を用いた二酸化セ

リウムおよび酸化亜鉛ナノ粒子の免疫

毒性の評価, 日本動物実験代替法学会

第 35 回大会（2022.11.19, 静岡）

73. 山田隆志, 辻井伸治, 三浦稔, 齊藤亮子,
川村智子, 丸山多恵子, 勝谷成男, 広瀬明

彦．IATA による化学物質の神経毒性

評価を補完する in silico アプローチ：

神経毒性に関連する部分構造と物理化

学的および生化学的パラメータを用い

たカテゴリーの精緻化, 日本動物実験代

替法学会第35回大会（2022.11.19, 静岡）

74. 山田隆志．次世代リスクアセスメント

（NGRA）のケーススタディの開発と
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行政受入へ向けた考慮事項, 日本動物実

験代替法学会第35回大会（2022.11.20, 
静岡）

75. 小島肇．Computational Toxicology の利

用の実際と将来展望, 第 96 回日本薬理

学会年会 （2022.11.30, 横浜）

76. 松下幸平，豊田武士，赤根弘敏，森川

朋美，小川久美子．薬剤性腎障害の慢

性化病変におけるCD44陽性尿細管の病

態生理学的意義．第5回医薬品毒性機序

研究会（2022.12.8 東京）

77. 小川久美子, 長野嘉介, 小島肇, 福島昭治,
西川秋佳．鼻腔発がんの機序について

−AOP的考え方. 第5回医薬品毒性機序

研究会（2022.12.9, 東京）

78. 山田隆志．ヒト健康影響に係る化学物

質安全性データベースの開発および情

報科学技術の導入によるリスク評価の

迅速化へ向けた課題. 化学物質の安全管

理に関するシンポジウム－Society 5.0実
現に向けた化学物質管理に係るデータ

利活用の推進－, 化学物質の安全管理に

関するシンポジウム実行委員会主催, 内
閣府等共催 （2022.12.21, On line）

79. 豊田武士，松下幸平，赤根弘敏，森川

朋美，小川久美子．γ-H2AX免疫染色を

指標とした腎発がん性の短期評価法開

発．第39回日本毒性病理学会総会及び

学術集会（2023.1.25, 東京）

80. 赤木純一，水田保子，赤根弘敏，豊田

武士，小川久美子．ナノサイズ酸化チ

タンの90日間反復経口投与による毒性

研究．第39回日本毒性病理学会学術集

会（2023.1.25, 東京）

81. 松下幸平，豊田武士，赤根弘敏，森川

朋美，小川久美子．腎線維化における

部分的上皮間葉転換の生じた尿細管の

役割とCD44との関連．第39回日本毒性

病理学会学術集会（2023.1.25, 東京） 
82. 水田保子，赤木純一，赤根弘敏，松下

幸平，豊田武士，小川久美子．デキス

トラン硫酸ナトリウム誘発ラット腸炎

モデルおけるナノポリスチレンの 28日
間反復経口投与毒性試験．第 39回日本

毒性病理学会学術集会（2023.1.25, 東京）

83. 豊田武士，松下幸平，赤根弘敏，森川

朋美，小川久美子．γ-H2AX 免疫染色

を指標とした腎発がん性の短期評価法

開発．第 39回日本毒性病理学会学術集

会 （2023.1.25, 東京）

84. 小川久美子．「OECD テストガイドラ

イン」と「バイオアッセイ」. 安全性評

価技術“Bhas42CTA”の「医薬品、化学

物質、電磁場への社会実装」神奈川

県・横浜国立大学 共同研究講座シンポ

ジウム（2023.2.17, 横浜）

85. 小林琢磨，豊田武士，吉岡泰淳，渡邉

正悟，岸本真治，松下幸平，赤根弘敏，

小川久美子，渡辺賢二，高村岳樹，戸

塚ゆ加里，若林敬二，三好規之．単環

芳香族アミンの新規尿中代謝物はラッ

ト膀胱上皮における ALDH1A1 の発現

を誘導する．日本農芸化学会 2023 年度

大会（2023.3.16, On line）
86. Akane H, Toyoda T, Matsushita K,

Morikawa T, Kosaka T, Tajima H, Aoyama
H, Ogawa K. Comparison of sensitivity
between histopathological and
immunohistochemical analyses and blood
hormone levels for early detection of
antithyroid effects in rats treated with
thyroid peroxidase inhibitors and promoters
of thyroid hormone metabolism. 62nd
Annual Meeting of the Society of
Toxicology (2023.3.20, Nashville, USA)
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87. Toyoda T, Yamada T, Matsushita K, Akane 
H, Morikawa T, Ogawa K. Early detection 
of urinary bladder carcinogens in rats by 
immunohistochemistry for γ-H2AX. 62nd 
Annual Meeting of the Society of 
Toxicology (2023.3.21, Nashville, USA) 

88. Reinke EN, Corsini E, Ono A, Fukuyama 
T, Ashikaga T, Gerberick GF ． Peer 
Review Report of the EpiSensA Skin 
Sensitization Assay, SOT 62nd Annual 
Meeting (2023.3.21, Nashville, USA) 

89. Yamada T, Meiseki Y, Watanabe-
Matsumoto S, Yamamoto S, Katsutani N, 
Yoshida K, Constructing a database of 
parameters for physiologically based 
kinetic modeling to predict toxicokinetics of 
inhalation exposure to industrial chemicals, 
Society of Toxicology 62nd Annual 
Meeting (2023.3.21, Nashville, USA) 

90. Ogawa K, Akagi J, Mizuta Y, Akane H, 
Toyoda T. Oral toxicological study of 
titanium dioxide nanoparticles with a 
crystallite diameter of 6 nm in rats. 62nd 
Annual Meeting of the Society of 
Toxicology (2023.3.22, Nashville, USA) 

91. Ashikaga T, Ohno A, Nishida A, Iijima K．

Development of toxicity evaluation 
method for nanomaterials using activation 
of THP-1 cell as an index, SOT 62nd 
Annual Meeting (2023.3.22, Nashville, 
USA) 

92. 松下幸平．薬剤性腎障害の可逆性を予

測する新規バイオマーカーの探索．日

本薬学会第 143 年会（2023.3.26, 札幌） 
93. 孫雨晨，齊藤公亮，牛木淳人，安部

光洋，齋藤好信，柏田建，堀益靖，

弦間昭彦，巽浩一郎，服部登，津島

健司，荒川憲昭，赤根弘敏，豊田武

士，小川久美子，佐藤元信，高松一

彦，森和彦，西矢剛淑，泉高司，大

野泰雄，斎藤嘉朗，花岡正幸．新規

薬剤性間質性肺疾患バイオマーカー

としてのキヌレニン及びキノリン酸

の同定並びに検証．日本薬学会第 143
年会（2023.3.27, 札幌） 

94. 赤木純一，水田保子，赤根弘敏，豊

田武士，小川久美子．結晶子径 6 nm
の超微小粒子径アナターゼ型二酸化

チタンナノ粒子の反復経口投与毒性．

日本薬学会第 143 年会（2023.3.27, 札
幌） 

95. 大野彰子, 西田明日香, 飯島一智, 足利

太可雄．様々なナノマテリアルを用

いた THP-1 細胞の活性化に伴う指標 
96. の有効性評価, 日本薬学会第 143 年会

（2023.3.27, 札幌） 
 

G-3.OECD 成果物 
1. OECD TG 442C, in chemico skin 

sensitisation assays addressing the Adverse 
Outcome Pathway Key Event on Covalent 
Binding to Proteins 

2.  OECD Series on Testing and Assessment No. 
360, Detailed Review Paper on In Vitro Test 
Addressing Immunotoxicity With a Focus on 
Immunosuppression 

30




