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はじめに 
 
1. 化学物質の試験に関する OECD ガイドラインは、科学的進歩および規制要件の変化を踏ま

えるとともに、動物愛護に配慮して定期的に再検討されている。マウスを用いた皮膚感作性試験、

すなわち局所リンパ節試験（LLNA、TG 429）に関する最初の試験ガイドライン（TG）は 2002
年に採択され、それ以来改訂が行われてきた(1)。LLNA のバリデーションの詳細とそれに関連す

る論評が公表されている(2)(3)(4)(5)(6)(7)(8)(9)。LLNA では、放射性同位元素標識チミジンまた

はヨウ素を用いてリンパ球の増殖を測定することから、放射性物質の取得、使用または処分が問

題となる場所では使用が制限される。LLNA：DA（ダイセル化学工業株式会社が開発）は、放射

性物質を用いない LLNA の改良法であり、生物発光によりアデノシン三リン酸（ATP）を定量し

てリンパ球の増殖の指標とするものである。LLNA：DA 法は、国際ピアレビュー委員会により検

証および検討が行われ、皮膚感作物質および非感作物質の判定に有用であると推奨されているが、

一定の限界がある(10)(11)(12)(13)。本試験ガイドラインは、動物を用いて化学物質の皮膚感作能

を評価するために立案された。TG 406 では、モルモットを用いた試験法、特にモルモットマキシ

マイゼーション法（Guinea Pig Maximisation Test）およびビューラー法（Buehler Test）が用

いられる(14)。LLNA（TG 429）ならびに 2 種の非放射性修正法、すなわち LLNA：DA（TG 442 
A）および LLNA：BrdU-ELISA（TG 442 B）のいずれも、動物の使用数を減らすことができ、

使用方法も改善されるという点で TG 406 (14)のモルモット法より優れている。 
 
2. LLNA：DA 法（以下、本法と記す）は、LLNA と同様に、皮膚感作の誘導相を調べるもの

であり、この手法を用いれば用量反応性の評価に使用できる定量的データが得られる。さらに、

皮膚感作物質を検出する際に DNA 用の放射能標識体を必要としないために、職業性放射能暴露

の可能性および廃棄物処分問題がなくなる。この試験法では皮膚感作物質試験用のマウスの使用

が増えることもまた念頭に入れておく必要があるが、皮膚感作性試験（つまり TG 406）用のモル

モットの使用数はなお一層減ると思われる(14)。 
 
定義 
 
3. 用語の定義を補遺 1 に示す。 
 
最初に考慮すべき事項および限界 
 
4. 本法は、被験物質の皮膚感作性を判定するための LLNA の修正法であるが、一定の限界が

ある。すべての事例で LLNA またはモルモット試験（すなわち TG 406）(14)の代わりに本法の

使用が求められるというわけではなく、むしろ本法には同等の利点があり、結果が陽性であって

も陰性であってもそれ以上の確認試験は必要としない代替法として使用できるものと考えられる

(10)(11)。試験機関には、試験実施前に被験物質に関する利用可能なすべての情報を考慮すること

が求められる。その情報は、被験物質の同一性および化学構造、物理化学的性質、被験物質に関

するほかの in vitro または in vivo 毒性試験の結果、ならびに構造的関連物質の毒性学的データな

どである。本法が被験物質に適しているどうか（被験物質によっては本法に不適合なものがある

という限界を考慮に入れて（段落 5 を参照））を判断し、用量設定を容易にするためにこの情報

を使用する。 
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5. 本法は in vivo 試験法であるため、アレルギー性接触感作活性の評価に動物を使用せざるを

得ないが、モルモット試験（TG 406）(14)に比べて評価用の使用動物数を減らすことはできる。

また本法では、TG 406 とは異なり、抗原再投与による皮膚過敏反応の惹起を必要としないため、

アレルギー性接触感作活性評価試験における動物の使用方法を大幅に改善（痛みや苦痛の軽減）

できる。本法には TG 406 (14)を上回る利点があるにもかかわらず、（ある種の金属の試験、あ

る種の皮膚刺激性物質（一部の界面活性剤など）では偽陽性の結果が得られること(6)(1)、被験物

質の溶解度などの）限界があるため、TG 406 を実施せざるを得ない場合がある。さらに、被験物

質のクラスによっては、または交絡因子(16)として作用する官能基を含む物質では、モルモット

試験（TG 406 (14)）の実施が必要になるかもしれない。LLNA(1)で確認されている限界は本法(10)
にも適用される。それに加えて、ATP レベルに影響する物質（ATP 阻害剤として作用する物質な

ど）または細胞内 ATP の正確な測定を妨害する物質（ATP 分解酵素の存在、リンパ節における

細胞外 ATP の存在など）に対して本法を使用するのは適切ではないかもしれない。本法は、確認

されている上記のような限界のほかに、本法の正確性を損なうおそれのない物質に限り適用でき

る。さらに刺激指数（SI）が 1.8～2.5 の場合には、境界域陽性である可能性を考慮に入れる（段

落 31～32 を参照）。これは 44 種の物質に関するバリデーションデータベースに基づいており、

SI 値が 1.8 以上（段落 6 を参照）という基準を用いて行われた本法のバリデーションにおいて

LLNA 感作物質 32 種の判定がすべて正確であったのに対して SI 値 1.8～2.5 の LLNA 非感作物

質 12 種のうち 3 種の判定が不正確（すなわち、境界域陽性）であった(10)ためである。しかし、

SI 値の設定と予測特性の算出に同じデータセットが使用されたため、その判断は真の予測特性に

対して過大評価であるかもしれない。 
 
試験の概要 
 
6. 本法は、感作物質が被験物質適用部位の所属リンパ節においてリンパ球の増殖を誘導する

という基本原理に基づいている。この増殖は、用量と適用アレルゲンの効力に比例しており、そ

れにより感作能を簡単に定量測定できる。増殖は、各被験物質適用群の平均増殖を媒体処理対照

（VC）群の平均増殖と比較することにより求められる。SI と呼ばれる、各被験物質適用群の平

均増殖の同時 VC 群の平均増殖に対する比を求め、それが 1.8 以上である場合には、被験物質に

皮膚感作性の疑いがあるとしてさらに評価を行う。この文書で説明する方法は、生物発光により

ATP 含量（生細胞数に相関することが知られている）(17)を測定すると耳介所属リンパ節におけ

る増殖細胞数の増加が分かるという原理に基づいている(18)(19)。生物発光法では、ATP とルシ

フェリンから光を発生させる反応を触媒する酵素ルシフェラーゼが用いられる。以下にその反応

を示す。 
 

ATP + ルシフェリン + O2 オキシルシフェリン + AMP + PPi + CO2 + 光 
 
 
放射光の強度には ATP 濃度と直線関係があり、ルミノメータで測定される。ルシフェリン－ルシ

フェラーゼ測定法は、感度のある ATP 定量法であり、適用範囲が広い(20)。 
 
試験方法 
 
動物種の選択 
 
7. 本法で最適の動物種はマウスである。本法のバリデーション試験で用いられたのは CBA/J
系統のみであったため、CBA/J が優先的に選択すべき系統とみなされる(12)(13)。未経産で非妊

ルシフェラーゼ 
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娠の若齢成熟雌マウスを用いる。試験開始時の週齢は 8～12 週齢で、体重の変動は最小限とし平

均体重から 20%の範囲を超えないようにする。LLNA：DA 応答に有意な系統差および／または

性差がないことを示す十分なデータがあれば、代わりにほかの系統および雄を使用してさしつか

えない。 
 
飼育および給餌条件 
 
8. 個体別の飼育を支持する適切な科学的根拠がある場合を除いて、マウスは群飼いとする(21)。
動物飼育室の温度は 22 ± 3°C とする。相対湿度は目標値を 50～60%とし、30%以上で 70%を超

えないこと（飼育室清掃時を除く）が望ましい。照明は人工照明で 12 時間明期、12 時間暗期と

する。飼料としては、通常の実験動物用飼料を用いてさしつかえない。飲料水は自由に摂取させ

る。 
 
動物の準備 
 
9. 動物を無作為に選び、個体識別ができるようにマーク（耳につけることは不可）し、適用

開始前に 5 日間以上それぞれのケージで飼育して飼育室環境に馴化させる。適用開始に先立って、

皮膚に肉眼的に識別できる傷がないことをすべての動物で確認する。 
 
投与液の調製 
 
10. 固形の被験物質は溶媒／媒体に溶解するかまたは懸濁させ、マウス耳介への適用前に必要

に応じて希釈する。液状の被験物質はそのままかまたは希釈して適用する。医療機器で一般にみ

られるような不溶性の物質は、マウス耳介への適用前に適当な溶媒で完全に抽出して、溶出する

おそれのあるすべての成分を試験できるようにする。被験物質溶液は、保存安定性を示すデータ

がない限り用時調製する。 
 
信頼性のチェック 
 
11. 陽性対照（PC）を用いて、応答強度既知の感作物質に対する感度が十分であり、かつ再現

性があることを証明し、測定法の性能が適切であることを示す。同時 PC 試験を行うと、試験機

関に測定を毎回適切に実施する能力があることを証明でき、実験室内および室間再現性ならびに

同等性の評価が可能になることから、これを試験に加えることを推奨する。試験ごとに PC 試験

を行うことを要求する規制当局もあるので、本法の実施前に所管の規制当局に相談した方がよい。

したがって、そのような規制要件を満たすための追加的な動物試験が不要になるように同時 PC
試験を日常的に行うことを薦める。定期的 PC 試験で済ます場合には、追加的な動物試験が要求

されることもある（段落 12 を参照）。PC では、陰性対照（NC）群に対して SI 値の 1.8 以上の

増加が予想される暴露量において LLNA：DA 応答が陽性でなければならない。PC の用量は、過

度な皮膚刺激も全身毒性も起こさず、誘導に再現性が保たれるが過度ではないように選択する（た

とえば、10 を超える SI 値は過度と考えられる）。推奨 PC 物質は 25%ヘキシルシンナミックア

ルデヒド（CAS 番号 101-86-0）および 25%オイゲノール（CAS 番号 97-53-0）であり、どちら

も媒体はアセトン：オリーブ油（4：1、v/v）である。十分妥当な理由があり、上記の基準に適合

する場合に限り、ほかの PC 物質を使用することもできる。 
 
12. 同時 PC 群を置くことを推奨するが、試験機関によっては PC 物質の定期的試験（つまり、

6 カ月以内の間隔で）で十分な場合もある。ただし、そのような試験機関は、本法を規則的に実



442A OECD/OCDE 
 

© OCDE（2010 年） 4 

施（つまり、1 カ月に 1 回ほどの頻度で本法を実施）し、PC の背景データベースを確立して、試

験機関に再現性のある正確な PC 試験の結果を得る能力があることを証明しなければならない。

PC の試験を妥当な期間内（1 年未満）に独立して 10 回以上行い、そこで陽性結果が一貫して得

られれば、本法についての熟練度が証明されたことになる。 
 
13. 本法の操作上の変更（熟練職員の変更、試験法の材料および／または試薬の変更、試験機

器の変更、供試動物の供給元の変更など）がある場合には、必ず同時 PC 群を試験に加えるとと

もに変更事項を実験報告書に記載する。そのような変更が、先に確立された背景データベースの

妥当性を損なうものであるかどうかを考察して、PC 試験結果の一貫性を証明するために新たな背

景データベースを確立する必要性があるかどうかを決定する。 
 
14. PC 試験を同時ではなく定期的に行う場合には、定期的な試験の合間に同時 PC 試験のない

条件で陰性の試験結果が得られても、その妥当性と受容性についてはさまざまな問題が派生する

ことに留意しなければならない。たとえば、定期的な PC 試験で偽陰性の結果が得られた場合に

は、採用された最後の定期的 PC 試験と不採用の定期的 PC 試験の合間で被験物質が陰性であっ

たとしても信頼性はないといってもさしつかえない。同時 PC 試験を行うべきか定期的 PC 試験

だけにすべきかを決定するときには、それらの帰結の意味を慎重に考察する。また、同時 PC 群

の使用動物数を減らすことが科学的に正当と考えられ、試験機関が施設独自の背景データに基づ

いてマウス使用数を減らすことができることを証明できるなら、そのことも考慮する(22)。 
 
15. PC 物質は一貫した応答を示す媒体（アセトン：オリーブ油（4：1、v/v）など）に溶解し

て使用するが、ある種の規制条件下では、非標準的な媒体（臨床的／化学的に適切な調製物）に

溶解して使用することが必要になる場合もある(23)。同時 PC 物質を被験物質用の媒体とは異なる

媒体に溶解して使用する場合には、同時 PC に対応する別の VC を試験に加える。 
 
16. 属する化学クラスおよび応答範囲が特殊な被験物質を評価する際に試験法の皮膚感作性検

出機能が正しく機能していることを証明するには、ベンチマーク物質も有用であることがある。

適切なベンチマーク物質には以下の性質が必要である。 
 
• 対象とする被験物質のクラスに類似した構造および機能を有すること 
• 物理的／化学的特性が既知であること 
• 本法で得られた裏づけデータがあること 
• 動物モデルおよび／またはヒトから得られた裏づけデータがあること 

 
試験手順 
 
動物数および用量 
 
17. 各用量群で最低 4 匹の動物、被験物質当たり最低 3 濃度に加えて、被験物質用の媒体のみ

で処置する同時 NC 群および PC 群（段落 11～15 で考察した試験機関の方針に基づいて同時また

は直近の）を設ける。PC 試験を間欠的に行う場合には特別に多重用量で行う。対照群動物は、被

験物質を用いないことを除いて被験物質処置群動物と同じ方法で取り扱い、かつ処置する。 
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18. 用量設定と媒体の選定は参考文献(2)および(24)で示されている推奨に従う。通常、100%、

50%、25%、10%、5%、2.5%、1%、0.5%などの適切な濃度系列から連続的な用量を選択する。

使用する濃度系列の選択には適切な科学的根拠が必要である。利用可能な場合は、既存の毒性学

的情報（急性毒性および皮膚刺激性など）、ならびに目的とする被験物質（および／または構造

的に関連する物質）についての構造および物理化学的情報を考慮に入れ、最高用量において全身

毒性および／または過度な皮膚刺激を生じない範囲で暴露量が最大になるような連続する 3 段階

の濃度を設定する(24)(25)。そのような情報がない場合には初期の予備スクリーニングが必要なこ

ともある（段落 21～24 を参照）。 
 
19. 媒体は、試験結果に悪影響や偏りをもたらすものではなく、被験物質の適用に適した溶液

／懸濁液を調製できる範囲で濃度を最大限まで上げることができるように、溶解度が最大になる

ものを選ぶ。推奨する媒体はアセトン：オリーブ油（4：1、v/v）、N,N-ジメチルホルムアミド、

メチルエチルケトン、プロピレングリコール、およびジメチルスルホキシド(6)であるが、十分な

科学的根拠があればほかの媒体も使用できる。ある種の状況下では追加的な対照として、臨床的

に適切な溶媒、または被験物質の販売時に溶解に用いられる市販用調製物を用いる必要があるか

もしれない。親水性物質は適切な可溶化剤（1% Pluronic® L92 など）を用いて媒体系に混合し、

試験液が皮膚を湿らせてすぐには流れ出さないように特に注意を払う必要がある。そのため、完

全に水性の媒体は避ける。 
 
20. 個々のマウスからリンパ節を採取して処理する場合には、動物間のばらつきを評価し、被

験物質群とVC群の測定値の差を統計学的に比較することを念頭に入れておく（段落33を参照）。

それに加えて、PC 群のマウスの数を減らせるかどうかを検討するのがふさわしいのは動物の個体

別データを収集する場合だけである(22)。さらに、国によっては個体別動物データの収集を求め

る規制当局もある。個々の動物のデータを規則的に集めると、試験の重複を避けることができ、

動物愛護の役に立つ。ただし、規制当局が、当初はある方法（たとえば、全体を合わせたデータ

（pooled animal data）を用いて）でまとめられた結果を、あとで別の要件（個体別データなど）

に基づいて検討する場合には、試験の重複が避けられないかもしれない。 
 
予備スクリーニング 
 
21. 最高試験用量（段落 18 を参照）を決定するための情報がない場合には、予備スクリーニン

グを行い、本法の適切な用量を求める。予備スクリーニングの目的は、全身毒性（段落 24 を参照）

および／または過度な皮膚刺激反応（段落 23 を参照）が誘導される濃度についての情報が入手で

きない場合に、主試験で使用する最大限の用量を設定するための手引を用意することである。最

大限の用量は液体の被験物質では 100%、個体または懸濁液では調製可能な最高濃度である。 
 
22. リンパ節の細胞増殖に関する所見がない場合を除いて主試験と同じ条件で予備スクリーニ

ングを実施する。その場合には群当たりの動物数は減らすことができる。各群 1 または 2 匹を使

用する。マウス全例について全身の毒性徴候、または適用部位の局所刺激反応を毎日観察する。

体重測定は、試験前および屠殺前（8 日目）に行う。各マウスの両耳を観察して紅斑の状態を表 1
に基づいて採点する(25)。耳介の厚みを、1 日目（適用前）、3 日目（初回適用の約 48 時間後）、

7 日目（屠殺の 24 時間前）および 8 日目に、厚さ計（デジタル式マイクロメータまたは Peacock 
Dial 厚さ計など）を用いて測定する。さらに 8 日目には、動物を安楽死させたあとで耳パンチ重

量測定法により耳介厚みを測定することもできる。どの測定日であっても紅斑スコアが 3 以上お

よび／または耳介厚みが 25%以上増加した場合には過度の刺激反応とみなす(26)(27)。主試験で

設定される最高用量は、予備スクリーニングの濃度系列（段落 18 を参照）で全身毒性または過度
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の局所皮膚刺激反応を誘発しない用量から 1 段階低い用量とする。 
 
表 1. 紅斑スコア 
 

観察結果 スコア 
紅斑なし 0 
ごく軽度の紅斑（かろうじて識別できる） 1 
はっきりした紅斑 2 
中等度から重度の紅斑 3 
重度の紅斑（ビート様の色）から紅斑の採点ができないほどの痂皮形成 4 
 
 
23. LLNA では、耳介厚みが 25%増加した場合(26)(27)に加えて、耳介厚みが対照群マウスに比

べて統計学的有意に増加した場合にも刺激性物質と判定されてきた(28)(29)(30)(31)(32)(33)(34)。
しかし、耳介厚みが統計学的有意に増加しても 25%未満の場合には、過度の刺激反応との明確な

関連は認められなかった(30)(31)(32)(33)(34)。 
 
24. 以下の一般状態の観察所見は、完全な毒性評価の一部として用いる場合には全身毒性(35)
を示すものであり、したがって、主試験で使用すべき最高用量を示すものと考えられる。すなわ

ち、神経系機能の変化（立毛、運動失調、振戦、および痙攣など）、行動変化（攻撃的行動、身

づくろい活動の変化、活動量の変化など）、呼吸パターンの変化（すなわち呼吸困難、喘ぎ呼吸、

およびラッセル音などの呼吸頻度および程度の変化）、ならびに摂餌量および摂水量の変化であ

る。さらに、嗜眠および／または無反応の徴候、軽微を上回る徴候、または一時的疼痛および苦

痛、または 1 日目から 8 日目までの間での 5%を上回る体重減少、ならびに死亡の有無を評価す

る。瀕死状態の動物または重度の疼痛および苦痛の徴候がみられる動物は安楽死させる(36)。 
 
主試験スケジュール 
 
25. 試験の実施スケジュールは以下のとおりである。 

 
• 1 日目： 

個体識別を行い、各動物の体重および一般状態を記録する。1%ラウリル硫酸ナトリ

ウム（SLS）水溶液に浸したブラシを用いて、それぞれの耳の背部全体に 4、5 回塗

布する。SLS 処置の 1 時間後に、被験物質の適切な希釈液、媒体のみ、または PC（段

落 11～15 で考察した試験機関の方針に従って、同時または直近の）の各 25 µL をそ

れぞれの耳の背部に適用する。 
 
• 2、3、7 日目： 

1%SLS 溶液による前処置および 1 日目に実施した適用操作を繰り返す。 
 
• 4、5、6 日目： 

無処置。 
 
• 8 日目： 
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各動物の体重および一般状態を記録する。7 日目の適用開始時点から約 24～30 時間

後に動物を安楽死させる。各マウスの耳から耳介所属リンパ節を摘出し、動物ごとに

別々にリン酸緩衝生理食塩水（PBS）に浸漬する。リンパ節の識別および解剖の詳細

な説明と図は参考文献(22)を参照のこと。主試験で局所皮膚反応を綿密に調べるため

に、耳介部紅斑の採点または耳介厚み測定（厚み計または剖検時に耳パンチ重量測定

法で測定）などの追加的なパラメータをプロトコールに記載することもできる。 
 
細胞懸濁液の調製 
 
26. リンパ節細胞（LNC）の単細胞懸濁液は、各マウスの両耳から採取したリンパ節を 2 枚の

スライドグラスで挟んで軽く圧力をかけて破砕することにより調製する。リンパ節組織が薄く広

がったことを確認したあと、2 枚のスライドグラスを離す。各スライドをペトリ皿上で傾けて PBS
で洗い流すと同時にセルスクレーパでスライドから組織をこすり落として、両スライド上の組織

を PBS 中に分散させる。なお、NC 動物のリンパ節は小さいため、SI 値に人為的な影響が及ばな

いように注意深く操作することが重要である。PBS を計 1 mL 使用して両スライドを洗い流す。

ペトリ皿の LNC 懸濁液をセルスクレーパで軽く均質化する。次いで、肉眼で認識できる膜を吸い

こまないように注意してマイクロピペットで LNC 懸濁液から 20 µL を採取したあと 1.98 mL の

PBSと混合して 2 mL の試料を調製する。それから同様の方法で 2つ目の 2 mL の試料を調製し、

1 匹当たり 2 試料を準備する。 
 
細胞増殖の測定（リンパ球 ATP 含量の測定） 
 
27. ルシフェリン／ルシフェラーゼ法で ATP 測定キットを用いてリンパ節の ATP 含量の増加

を測定する。生物発光は相対発光単位（RLU）で測定する。ATP 含量は、動物を屠殺すると経時

的に次第に減少すると考えられている(12)ため、動物の個体ごとに屠殺から ATP 含量測定までの

時間を約 30 分以内で一定に保つ。たとえば、耳介リンパ節の摘出から ATP 測定までの一連の操

作が各動物で同一の実施計画に従って 20 分以内に完了するようにする。2 mL 試料の ATP 発光

をそれぞれ測定し、動物ごとに計 2 個の ATP 測定値を得る。次いで、平均 ATP 発光を求め、そ

の後の計算に用いる（段落 31 を参照）。 
 
観察 
 
一般状態の観察 
 
28. マウスは、毎日 1 回以上、個体別に注意深く観察し、適用部位の局所刺激反応または全身

の毒性徴候を調べる。観察結果はすべて系統的に記録し、個体別に記録を保存する。モニタリン

グ計画には、全身毒性、過度の局所刺激反応、または皮膚の腐食が現れたマウスを即座に見つけ、

安楽死させるかどうか決定するための基準を記載する(36)。 
 
体重 
 
29. 段落 25 で述べたように、動物の体重は個体別に試験開始時および計画屠殺時に測定する。 
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結果の計算 
 
30. 結果を処置群ごとに平均 SI として表わす。SI 値は、各被験物質群および PC 群におけるマ

ウス 1 匹当たりの平均 RLU を溶媒／VC 群の平均 RLU で除して求める。したがって、VC 群の

平均 SI は 1 である。 
 
31. SI が 1.8 以上の場合に陽性とみなす(10)が、境界域の結果（つまり、SI 値が 1.8～2.5）が

陽性であるかどうかを判定する場合には、用量反応関係の強さ、統計学的有意性、ならびに溶媒

／媒体および PC 応答の一貫性も参考にする(2)(3)(37)。 
 
32. SI 値が 1.8～2.5 の境界域陽性応答が陽性であることを確認するために、用量反応関係、全

身毒性徴候、過度の刺激反応、該当する場合には SI 値とともに統計学的有意性などの追加的情報

を検討することが望まれることもある(10)。既知の皮膚感作物質と構造的に関連があるかどうか、

マウスで過度の皮膚刺激反応を起こすかどうか、さらに観察された用量反応性の特性はどのよう

なものかなどの被験物質のさまざまな性質について検討すること。このような事項についてはほ

かの所で詳細に考察されている(4)。 
 
33. マウスのデータを個体別に収集すると、データに用量反応関係があるかどうか、またその

程度について統計学的に解析することが可能になる。統計学的評価では、どのような場合でも、

適切に調整した方法（被験物質群対同時溶媒／媒体対照群の対比較など）で試験群間の比較を行

うだけではなく用量反応関係の評価を行うこともできる。統計解析では、用量反応関係を評価す

るための直線回帰または Williams 検定、および対比較のための Dunnett 検定などを行う。適切

な統計解析法を選ぶ場合には、分散の不均一性があり得ること、またそれ以外でデータ変換また

はノンパラメトリック統計解析を必要とする統計上の問題が起こる可能性があることに留意する。

どのような場合でも、特定のデータポイント（「外れ値」と呼ばれることもある）を含める場合

と含めない場合の両方で SI 値の計算と統計解析を行う。 
 
データおよび報告 
 
データ 
 
34. データは総括表にまとめ、個体別の RLU 値、1 匹当たりの群平均 RLU、関連する誤差項目

（SD、SEM など）、および同時溶媒／媒体対照群に対する各被験物質群の平均 SI を示す。 
 
試験報告書 
 
35. 試験報告書には以下の情報を含む。 
 
被験物質および対照物質： 
 

－ 同一性を示すデータ（CAS 番号（入手可能な場合）、供給元、純度、既知の不純物、

ロット番号など） 
－ 物理的性質および物理化学的性質（揮発性、安定性、溶解性など） 
－ 調製物であれば組成および成分の相対的百分率 

 
溶媒／媒体： 
 

－ 同一性を示すデータ（純度、濃度（該当する場合）、使用容量） 
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－ 選択の理由 
 
供試動物： 
 

－ CBA マウスの由来 
－ 情報がある場合には動物の微生物学的状態 
－ 動物数および週齢 
－ 動物の供給元、飼育条件、飼料など 

 
試験条件： 
 

－ ATP キットの供給元、ロット番号、製造者の品質保証／品質管理データ 
－ 被験物質溶液の調製および適用の詳細 
－ 用量設定の根拠（予備スクリーニングを実施した場合はその結果を含む） 
－ 媒体および被験物質の使用濃度、ならびに被験物質の総適用量 
－ 飼料および水の質の詳細（飼料の種類／供給元、水の供給元を含む） 
－ 処置およびサンプリングのスケジュールの詳細 
－ 毒性評価方法 
－ 陽性または陰性の判定基準 
－ プロトコールからの逸脱の詳細な内容、および逸脱が試験デザインと結果にどのよう

な影響を及ぼしたかについての説明 
 
信頼性チェック： 
 

－ 使用した被験物質、濃度、媒体の情報を含む、最新の信頼性チェックの結果の要約 
－ 試験機関における同時および／または背景 PC ならびに同時陰性（溶媒／媒体）対照

データ 
－ 同時 PC を置かない場合には、直近の定期的 PC の日付および実験報告書、ならびに

試験機関が同時 PC を置かない根拠を示す背景 PC データの詳細を記載した報告書 
 
結果： 
 

－ 適用開始時および計画屠殺時の個体別体重、ならびに処置群ごとの平均値および関連

誤差項目（SD、SEM など） 
－ 適用部位の皮膚刺激反応（もしあれば個体別）などの毒性の発現と徴候の経過 
－ 動物ごとの屠殺日時および ATP 測定日時 
－ 処置群ごとに個体別の RLU 値および SI 値を記載した表 
－ 処置群ごとの 1 匹当たりの RLU 値の平均値および関連誤差項目（SD、SEM など）、

ならびに処置群ごとの外れ値解析の結果 
－ 算出 SI 値、および被験物質群と対照群の双方で個体間のばらつきを評価するための

適切な尺度 
－ 用量反応関係 
－ 該当する場合には統計解析 

 
結果の考察： 
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－ 被験物質が皮膚感作物質であるか否かという結論に関係する結果、用量反応解析、お

よび統計解析（該当する場合）に関する短評 
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補遺 1 
 

定義 
 
正確度：試験法による結果が、一般的に認められた参照値にどの程度一致するかを示す近似性の

指標。試験法の性能の尺度であり、妥当性の一側面である。この用語は、多くの場合、試験法の

正確な転帰の割合を意味する「一致性」の代わりに用いられる(38)。 
 
ベンチマーク物質：被験物質との比較に標準として用いられる感作または非感作物質。ベンチマ

ーク物質には以下の性質が必要である。すなわち、（i）供給元に一貫性および信頼性があること、

（ii）構造および機能が試験対象物質のクラスに類似していること、（iii）物理学／化学的特性が

既知であること、（iv）既知の作用に関する裏づけデータがあること、（v）効力が既知で望まし

い範囲にあること。 
 
偽陰性：ある試験法で、被験物質が実際は陽性または活性であるにもかかわらず、誤って陰性ま

たは非活性と判定されること。 
 
偽陽性：ある試験法で、被験物質が実際は陰性または非活性であるにもかかわらず、誤って陽性

または活性と判定されること。 
 
危険有害性：健康または生態系に悪影響を及ぼす性質。有害な影響は、十分な暴露量がある場合

にのみ現れる。 
 
実験室間再現性（Inter-laboratory reproducibility）：異なる適合試験機関が同じプロトコールを

用いて同じ物質を試験したとき、定性的かつ定量的にどの程度類似した結果が得られるかを示す

尺度。実験室間再現性は、プレバリデーションおよびバリデーションで評価される。試験法を施

設間で移転したときの再現性の程度を示し、Between-laboratory reproducibility とも呼ばれる

(38)。 
 
実験室内再現性（Intra-laboratory reproducibility）：同じ試験機関の有資格者が特定のプロト

コールを用いて異なる時期に試験を繰り返したとき、どの程度再現性の良好な結果が得られるか

を示す尺度。Within-laboratory reproducibility とも呼ばれる(38)。 
 
外れ値：ある集団の任意の試料でみられる、ほかの値と著しく異なる値。 
 
信頼性保証：試験機関の試験標準、遵守事項、および記録保管手順書への準拠状況、ならびにデ

ータ移転の正確性を評価する管理活動であり、試験関係者から独立した者により行われる。 
 
信頼度：同じプロトコールを用いて試験法を実施したときに得られる経時的な実験室内および室

間再現性の程度を表わす尺度。実験室内および室間再現精度の算出により評価される(38)。 
 
皮膚感作：感受性のある個体が誘導性化学的アレルゲンに局所的に暴露されたときに生じる免疫

学的過程であり、皮膚免疫応答が惹起され、その結果、接触感作性の発現に至る。 
 
刺激指数（SI）：同時媒体対照群の増殖に対する被験物質群の増殖の比を計算して求める、被験

物質の皮膚感作能を評価するための値。 
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被験物質：この試験ガイドラインに準拠する試験に供される物質であり、単一の化合物の場合と、

多成分（最終製品、調製物など）から成る場合がある。調製物を試験する場合には、最終製剤の

試験のみを要求する規制当局もあるということを考慮する必要がある。しかし、製剤の有効成分

の試験が要求されることもある。 
 
 


