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経済協力開発機構 (OECD)の化学物質の試験に 

関するガイドライン 

局所リンパ節試験：BRDU-ELISA または BRDU - FCM 

概要 

1.   皮膚感作性物質とは、国際連合「化学物質の分類および表示に関する世界調和システム」（UN 

GHS）(1)に定義されている通り、皮膚との反復接触後にアレルギー反応を引き起こす物質のことをいう。 

2.   皮膚感作性の原因となる主要な生物学的事象に関しては、広く意見が一致している。皮膚感作

性に伴う化学的、生物学的機序に関する現在の知識は、有害性発現経路（Adverse Outcome Pathway: 

AOP）(2) の形式で要約される。これは、分子レベルの初期事象に始まり、中間の重要事象を経て、ア

レルギー性接触皮膚炎である有害作用に至る。この AOP では、有機化学物質など、チオール（すなわ

ちシステイン）および第一級アミン（すなわちリジン）と反応する化学物質に注目している。この場合、分

子レベルの初期事象（1 つ目の重要事象）は、皮膚タンパク質の求核中心と求電子性物質との共有結

合である。1 つ目の重要事象には、in chemico ペプチド結合性試験（Direct Peptide Reactivity Assay 

[DPRA]；TG 442C）(3) を用いる。本 AOP における 2 つ目の重要事象は角化細胞に起こり、炎症性

反応や特異的細胞シグナル伝達経路による遺伝子発現の変化からなる。このようなものに、抗酸化剤

／求電子物質応答配列（antioxidant/electrophile response element: ARE）依存性経路がある。この重要

事象には、in vitro ARE-Nrf2 ルシフェラーゼ試験法(KeratinoSensTM or LuSens) TG 442D (4)を用い

る。3 つ目の重要事象は樹状細胞（DC）活性化であり、通常は特異的な細胞表面マーカーであるケモ

カインおよびサイトカインの発現により評価される。これには、TG 442E (5)に記載したように、in vitro ヒト

細胞株活性化試験(h-CLAT)、in vitro U937 細胞株活性化試験（U-SENS™）またはインターロイキン-8

レポーター遺伝子アッセイ（IL-8 Lucアッセイ）を用いる。4 つ目の重要事象は、T 細胞増殖であり、in 

vivo マウス局所リンパ節試験（LLNA）(6)で間接的に測定する。 

3.   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に関する最初の試験ガイドライン

（TG）（LLNA、TG 429）は 2002 年に採択され、それ以来改訂が行われてきた(7)。LLNA のバリデーシ

ョンの詳細とそれに関連するレビューが公表されている(8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16)。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。 

4.   本試験ガイドラインに、放射性物質を使用しない 2 種類の LLNA の改良法を記載する。これは、
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ELISA 法（酵素結合免疫吸着検定法）または FCM（フローサイトメトリー法）に基づく試験系であり、非

放射能標識 5-ブロモ-2-デオキシウリジン（BrdU）（CAS番号59-14-3）を用いることによりリンパ球の増殖

を測定する。 

  局所リンパ節試験:BrdU-ELISA (付録I) 

 局所リンパ節試験:BrdU-FCM (付録II) 

5.   LLNA：BrdU-ELISA 法および LLNA:BrdU-FCM 法は、LLNA と同様に、皮膚感作の誘導相を

調べるものであり、ここに挙げた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のに放射能標識 DNA を必要としないために、職業性放射能

曝露の可能性や廃棄物処分の問題がなくなる。この試験法では皮膚感作物質を検出するためのマウ

スの使用が増加する可能性があるが、皮膚感作性試験（TG 406） (17)用のモルモットの使用数はもっと

減少すると思われる。 

6.  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(17)。LLNA（TG 429）(7)ならびに

非放射性修正法、すなわち LLNA：BrdU-ELISA（TG 442 B）および LLNA：DA（TG 442 A）(18)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 のモルモット法

(17)より優れている。 
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補遺 I – 定義 

正確性：試験法による結果が、許容されている参照値にどの程度一致するかを示す近

似性の指標。試験法の性能を判断する尺度であり、妥当性の一側面である。 この用語

は、多くの場合、試験法の正確な結果の割合を意味する「一致性」と同義的に用いら

れる(12)。 

AOP（有害性発現経路）：分子レベルの初期事象から検討対象の in vivo 転帰まで、 
標的化学物質または一群の類似化学物質の化学構造から生じる一連の事象 (2)。 

基準被験化学物質：被験化学物質との比較に標準として用いられる感作物質または非

感作物質。基準化学物質は以下の性質を備えている必要がある：すなわち、(i) 供給元

が同じであり、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

る裏付けデータがあること、(v) 強度が既知で望ましい範囲にあること。 

偽陰性：ある試験法で、被験化学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(12)。偽陰性率は試験法の性能を表す指標

の1つである。 

偽陽性：ある試験法で、被験化学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(12)。偽陽性率は試験法の性能を表す指

標の1つである。 

ハザード（有害性）：生物、生物系または（下位）生物集団がある物質に曝露した場

合に悪影響を引き起こす可能性がある物質固有の性質または状態のこと 

実験室間再現性：異なる適合試験機関が同じプロトコルを用いて同じ化学物質を試験

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(12)。 

実験室内再現性：同じ試験機関の有資格者が特定のプロトコ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。Withi
n-laboratory reproducibility とも呼ばれる(12)。 

混合物：互いに反応しない 2 つ以上の物質からなる混合物または溶液。 

単一成分物質：定量的組成に、1 主要成分が 80%（w/w）以上存在することにより定

義される物質。 

多成分物質：定量的組成に、2つ以上の主要成分が濃度 10%（w/w）以上 80%（w/w）

未満存在することにより定義される物質。多成分物質は、製造工程の結果生じる。混

合物と多成分物質との違いは、混合物の場合、化学反応なしに 2 種類以上の物質を混

合して得られるのに対し、多成分物質は化学反応の結果得られることにある。 

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。 
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性能標準：バリデーション済み試験法に基づいた基準。提案された試験法のうち、構

造的・機能的に類似したものについて、その同等性を評価する際の根拠となる。性能

標準には、(i) 試験法の不可欠な要素、(ii) バリデーション済み試験法において、許容

される性能を示すのに使用される化学物質の中から選抜された参照物質の最小限のリ

スト、(iii) 参照物質の最小限のリストを用いて評価する際に、提案された試験法が示

す必要があるバリデーション済み試験法について得られたものと同等レベルの正確性

と信頼性が含まれる(12)。 

習熟度確認化学物質（物質）：性能標準に含まれる参照物質のうち、標準化された試

験法での実施に必要な技術的能力を実証するために実験室で使用される物質。このよ

うな物質の選定基準としては、通常、一群の反応を代表する物質であること、市販さ

れていること、高品質の参照値が利用できることが挙げられる。 

品質保証：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。 

参照化学物質（物質）：新試験法が、バリデート済みの参照試験法によって実証され

る許容基準を満たす能力を示すのに用いられる一群の化学物質。参照物質は、その試

験法で使用することが予想される化学物質のクラスを代表するものであり、使用した

場合には、幅広い反応（強いものから弱い反応までと陰性の反応）が得られることが

予想されるものでなければならない。 

妥当性：試験とそれによって生じる影響との関係と、試験が特定の目的にとって意義

や有用性があるかを示す。試験が試験対象となる生物学的影響を正確に測定または予

測できる程度を示す。妥当性は、試験法の正確性（一致度）を含む(12)。 

信頼性：同じプロトコ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

および実験室間再現性の程度を表す尺度。実験室内および実験室間再現性ならびに実

験室内の繰り返し精度を算出して評価する(12)。 

再現性：同じ試験手順を用いて同じ物質について試験を実施した場合に得られる結果

が一致していること（信頼性参照）(12)。 

受信者動作特性（Receiver Operating Characteristics [ROC]）：予測モデルの最適カッ

トオフ値を設定するための解析。カットオフ値を用いた予測モデルにより、被験化学

物質を陽性または陰性に分類することができる。カットオフ値を変えると、感度と特

異度が逆の方向に変化する。診断検査の至適カットオフ値を得るために、ROC解析が

よく用いられる。 

感度：試験法により正しく分類される陽性/活性の化学物質すべての割合。分類結果を

もたらす試験法の正確性を示す尺度であり、試験法の妥当性を評価する際の重要な検

討事項である(12) 。 

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曝露されたときに

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  
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特異度：試験法により正しく分類される陰性/不活性の化学物質すべての割合。分類結

果をもたらす試験法の正確性を示す尺度であり、試験法の妥当性を評価する際の重要

な検討事項である(12)。 

刺激指数（SI）:同時溶媒対照群の増殖に対する被験化学物質群の増殖の比を計算して

求める、被験化学物質の皮膚感作能を評価するための値。 

物質：自然の状態の、または製造過程で得られる化学元素とその化合物のことをいい

、その製品の安定性を保つために必要な添加物や、その使用工程から派生する不純物

は含まれるが、その物質の安定性に影響を及ぼすことも、その組成を変化させること

もなく分離する可能性のある溶液は除く(1)。 

被験化学物質：「被験化学物質」という用語は、試験対象をいう場合に用いる。被験

物質が単一成分物質、多成分物質、および／または混合物であるかは本試験法への適

用を規定するものではない。 

UVCB：組成が不明または不定の物質、複雑な反応生成物または生体物質。 
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付録 I: In Vivo 皮膚感作性: 局所リンパ節試験: 
BrdU-ELISA 

最初に考慮すべき事項、適用および限界 

1.  LLNA : BrdU-ELISA 法は、独立の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(1) (2) (3)。 

2.  LLNA : BrdU-ELISA 法は、被験化学物質の皮膚感作性を判定するための LLNA の放射性物

質を使用しない修正法であるが、一定の限界がある。In vivo 法の使用が必要と考えられる場合に、考

えられるすべての事例で放射性 LLNA 試験（TG 429）またはモルモット試験（TG 406）(4)の代わりに

LLNA : BrdU-ELISA 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を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(1) (2)。試験機関には、試験実施前に被験化学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。このような情報には、被験化学物質の特定名および化学構造、物理化学

的性質、被験化学物質に関するほかの in vitro または in vivo での毒性試験の結果、ならびに構造的

関連化学物質の毒性学的データなどがある。LLNA : BrdU-ELISA が被験化学物質に適しているどう

か（被験化学物質によっては LLNA : BrdU-ELISA に不適合なものがあるため[段落3参照]）を判断し、

用量設定に役立てるために、この情報を使用する。 

3.  LLNA : BrdU-ELISA 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。したがって、適切な in vitro、in chemico および in silico 法の適用可能範囲と、

動物での試験ではなく in vitro、in chemico や in silico アプローチを用いる可能性を考慮すべきである。

ただし、ほかの LLNA 試験法と同じく、LLNA : BrdU-ELISA はモルモット試験（TG 406）(4)に比べて

評価用の使用動物数を減らすことができる。また LLNA : BrdU-ELISA 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、LLNA : BrdU-ELISA は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できる。さらに、LLNA : BrdU-ELISA  では、

モルモットマキシマイゼーション法で用いられるアジュバントを使用する必要がない(4)。したがって、

LLNA : BrdU-ELISA では動物の苦痛が軽減される。LLNA : BrdU-ELISA にはTG 406 (4)を上回る利

点があるにもかかわらず、いくつか限界があるため（ある種の金属の試験、一部の界面活性剤などの皮

膚刺激性物質では偽陽性の結果が得られること(5) (6)、被験化学物質の溶解度[難溶性物質や不溶

性物質など]）、TG 406を実施せざるを得ない場合がある。さらに、交絡因子として作用する官能基を含

む被験化学物質クラスや被験化学物質（脂肪酸グルタミン酸塩、オレイン酸、オレイン酸エステル、脂

肪族第 1 級アルコール、脂肪族第 2 級アルコール、ポリアミノ官能性シロキサン(7)など）では、モルモ

ット試験（TG 406）(4)の実施が必要になることがある。LLNA (6)で確認されているこのほかの限界を

LLNA : BrdU-ELISA にも適用することが推奨される(1)。確認されている上記のような限界以外に、

LLNA : BrdU-ELISA の正確性を損なうおそれのない物質に限って、LLNA : BrdU-ELISAを適用する。

さらに、LLNA : BrdU-ELISA で刺激指数（SI）が 1.6～1.9 の場合には、境界域陽性である可能性を考
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慮に入れる必要がある（段落31～32を参照）。これは、SI 値が 1.6 以上（段落 6 を参照）という基準を用

いた 43 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いる。これによると、LLNA : BrdU-

ELISA はLLNA 感作物質 32 種の判定がすべて正確であったが、LLNA 非感作物質 11 種のうち、SI 

値 1.6～1.9（境界域陽性）であった 2 種の判定が誤っていた(1)。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。 

4.  混合物、試験困難化合物（不安定など）や、本ガイドラインに記載されている適用領域に収まるこ

とが明確でない被験物質の試験を検討する場合、そのような試験で科学的に意味のある結果が生じる

かどうかを事前に考慮する必要がある。 

5.  定義を「概要」の補遺 1 に示す。 

試験の原理 

6.  LLNA : BrdU-ELISA は、感作物質が被験化学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強度に比例

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溶媒

対照（VC）群の平均増殖と比較することによって評価することができる。各被験物質群の平均増殖につ

いて、同時 VC 群の平均増殖に対する比（SI と呼ばれる）を求め、それが 1.6 以上である場合には、被

験化学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、BrdU 含

量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。

BrdU はチミジンのアナログであり、同じように増殖細胞の DNA に取り込まれる。BrdU の取り込み量は、

ペルオキシダーゼ標識された BrdU 特異的抗体を用いた ELISA で測定する。基質を添加するとペル

オキシダーゼは基質と反応して、呈色物質を生成する。マイクロタイタープレートリーダーを用いて特定

波長の吸光度を測定することにより定量する。 

試験方法 

動物種の選択 

7.  本法に最適の動物種はマウスである。LLNA : BrdU-ELISA のバリデーション試験に用いたのは

CBA/JN 系統のみであったため、この系統を優先的に選択すべき系統と考える(1) (3)。未経産で非妊

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 ： BrdU-ELISA 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や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、マウスは群飼いとし(8)、適した

材料でできた平底ケージ(9)と床敷きを使用する(10) (11) (12) (13)。動物飼育室の温度は 22 ± 3ºC 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
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料を用いるとよい。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、人道的に個体識別ができるようにマークし（非侵襲的な毛刈りを用いること

が望ましい）(14) (15)、適用開始前に 5 日間以上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。試験中は常に、

cuppingやtunnel handlingなどの非嫌悪法を用いてマウスを扱う(16)。 

投与溶液の調製 

10.   固形の被験化学物質は溶液/溶媒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。液状の被験化学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化学物質(35)は、マウス耳介への適用前に適当な溶液で苛酷抽出して、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。被験化学物質溶液は、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、応答強度が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 の試験を行うよう要求する

規制当局もあるので、LLNA : BrdU-ELISA の実施前に所管の規制当局に相談した方がよい。上記の

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 試験を採用していると必要になる場合があるため）（段落 12 を参照）。PC では、

VC 群に 1.6 以上の SI 値を生じることが予想される曝露量で、LLNA ： BrdU-ELISA 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とと

もに過度ではないように選択する（たとえば、14 を超える SI 値は過度と考えられる）。推奨 PC 化学物

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、どちらも溶媒はアセトン：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

準に適合する場合は、ほかの PC 化学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 化学物質の定期的試験（6 カ月以

内の間隔）で十分な場合もある。ただし、そのような試験機関は、LLNA : BrdU-ELISA を定期的に実

施（1 カ月に 1 回以上の頻度で LLNA : BrdU-ELISA 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、

LLNA : BrdU-ELISA についての十分な習熟が証明されたことになる。 

13.  LLNA : BrdU-ELISA の操作上の変更（熟練職員の変更、試験材料および/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
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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 試験結果の一致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、受容可

能な最後の定期的 PC 試験と受容できない定期的 PC 試験との間に得た陰性の被験化学物質の結果

に疑問が生じる。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、その

結果の意味を慎重に考察する必要がある。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せることを証明でき

る場合は、使用動物数を減らすことを検討する(17)。 

15.   PC 化学物質は一貫した応答を示す溶媒（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、規制条件によっては、標準的でない溶媒（臨床的/化学的に適切な製剤）で試験することが必

要になる場合もある(18)。同時 PC 化学物質を被験化学物質用の溶媒とは異なる溶媒に溶解して使用

する場合には、同時 PC に別の VC を組入れる必要がある。 

16.   化学クラスまたは応答範囲が特殊な被験化学物質を評価する際には、このような被験化学物質

の皮膚感作性の検出について、試験法が正しく機能していることを証明するのに、基準化学物質も有

用である。適切な基準化学物質には以下の性質を備えている必要がある。 

● 対象とする被験化学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 

● LLNA : BrdU-ELISA で得られた裏づけデータがあること 

● その他の動物モデルおよび/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.  用量群あたり動物 4 匹以上、被験化学物質あたり最低 3 種類の濃度を使用する。このほかに、

被験化学物質用の溶媒のみで処置する同時 VC 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に実施するもの）を設ける。PC 試験を時々しか実施しない場合は、

多種類の用量を検討する必要がある。対照群動物は、被験化学物質を用いないことを除いて被験物

質処置群の動物と同じ方法で取り扱い、処置する。 

18.   用量設定と溶媒の選定は参考文献 2 および 27 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する 3 段階の用量を選択する。使

用する濃度系列の選択には十分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）、目的とする被験化学物質（および/または構造的に関連する化
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学物質）についての構造および物理化学的情報を考慮に入れ、最高濃度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曝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

(19) (20)。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.    溶媒は、試験結果に悪影響や偏りをもたらすものではなく、被験化学物質の適用に適した溶液/

懸濁液を調製する際に最高濃度を達成できるよう、溶解度を最大にするものを選ぶ。推奨する溶媒は

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(5)であるが、十分な科学的根拠があればほかの溶媒も使用できる。場合

によっては、臨床的に適切な溶液や、被験化学物質の販売時に溶解に用いられる市販製剤を対照に

追加する必要がある。親水性物質は適切な可溶化剤（1% Pluronic® L92など）を用いて溶媒系に混合

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

に水性の溶媒は避ける。 

20.   個々のマウスからリンパ節を採取して処理することにより、動物間のばらつきの評価と、被験物質

群と VC 群の測定値の差の統計学的比較が可能になる（段落 33 を参照）。また、PC 群のマウスの数を

減らせるかどうかの検討は、個々の動物のデータを収集する場合にのみ可能となる(18)。さらに、規制

当局が個々の動物のデータの収集を求める国もある。普段から個々の動物のデータを収集することが、

動物福祉に役立つ。これは具体的には、ある種の方法（併合動物データなど）で初めに収集した被験

化学物質の結果がのちに規制当局によって別の要件（個々の動物データ）の対象になると必要になる

試験の反復をなくすことができるからである。 

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、LLNA : BrdU-ELISA 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/または過度な局所皮膚刺激反応（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高用量を設定するための指針を得ることにある。検討する

最高用量は、液体の被験化学物質では 100%、固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して評価しないことと、用量群あたりの動物数が少なくてよいことを除い

て、主試験と同じ条件で予備スクリーニングを実施する。用量群あたり 1 または 2 匹を使用する。全身

毒性の臨床徴候や適用部位の局所刺激反応がないか、マウス全例を毎日観察する。体重測定を、試

験前および屠殺前（6 日目）に行う。各マウスの両耳を観察して紅斑がないか観察し、表 1 に基づいて

採点する(20)。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）および 6 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。このほか、6 日目に

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ができる。いずれかの

測定日の紅斑スコアが 3 以上および/または耳介厚みが 25% 以上増加した場合に過度の刺激反応と

みなす(21) (22)。主試験に設定する最高用量は、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の局所皮膚刺激反応を誘発しなかった最高用量とする。 
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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（ビート様赤色）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(21) (22)した場合のほか、被験群の耳介厚みが溶液/溶媒

対照群マウスより統計学的に有意に増加した場合にも刺激性物質と判定されてきた(22) (23) (24) (25) 

(26) (27) (28)。しかし、耳介厚みが統計学的に有意に増加しても、25% 未満の場合には、過度の刺激

反応との明確な関連はなかった(25) (26) (27) (28) (29)。 

24. 以下の一般状態は、統合評価の一部として用いる場合には全身毒性を示すものであり(30)、し

たがって、主試験で使用すべき最高用量である。これは具体的には、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、活動量の著しい変化な

ど）、呼吸パターンの変化（呼吸困難、喘ぎ呼吸およびラ音などの呼吸数や呼吸強度の変化）、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、軽微または一時的なものを超

える疼痛および苦痛を示す何らかの臨床徴候、1 日目から 6 日目にかけての 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(31)。 

主試験スケジュール 

試験の実施スケジュールは以下の通りである: 

● 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。それぞれの

耳の背部に、被験化学物質の適切な希釈液、溶媒のみ、PC（段落 11～

15 で考察した試験機関の方針に従って、同時または直近に実施するもの）

それぞれ 25 µL を適用する。 

● 2 および 3 日目： 

1 日目に実施した適用操作を繰り返す。 

● 4 日目: 
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処置なし。 

● 5 日目: 

BrdU（10 mg/mL）溶液 0.5 mL（5 mg/匹）を腹腔内投与する。 

● 6日目： 

各動物の体重および一般状態を記録する。BrdU 注入から約 24 時間（24 h）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。リンパ節の特定および解剖の詳細な説明と図は参考文献を

参照のこと(17)。主試験の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の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ルに記載してもよい。 

細胞懸濁液の調製 

25. 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から、200 µm メッ

シュのステンレス製ガーゼを通過させる穏やかな機械的解離法、または条件に合った別の単細胞懸濁

液調製技術（使い捨てのプラスチック製乳棒でリンパ節を粉砕したあと、#70 ナイロン製メッシュを通す

方法など）により調製する。LNC 懸濁液を調製する操作はこの試験法にきわめて重要であるため、どの

作業者もあらかじめ熟練しておくことが求められる。さらに、VC 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。いずれの場合も、LNC 懸濁液の

目標容量を所定の最適容量（約15 mL）に調節する。最適容量は、VC 群の平均吸光度が 0.1～0.2 に

なるように決定する。 

細胞増殖の測定（リンパ球 DNA中 BrdU含量の測定） 

26. BrdU は市販の ELISA キット（バリデーション試験には Roche Applied Science、ドイツ、マンハイ

ムを使用）で測定する。同じ結果が得られるのであれば、他の BrdU ELISA キットを使用してもよい。簡

単にいうと、LNC 懸濁液 100 µL を平底のマイクロプレートのウェルに 3 連で添加する。LNC を固定し、

変性させたあとでペルオキシダーゼ標識抗 BrdU 抗体を各ウェルに添加して反応させる。次いで洗浄

により抗 BrdU 抗体を除去したあと、基質溶液を添加して色素原を生成させる。その後、検出波長 370 

nm および対照波長 492 nm で吸光度を測定する。いずれの場合も、試験条件を最適化する（段落 26

を参照）。 

観察 

臨床観察 

27. 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速やかに見つけ、安楽死さ

せるかどうか決定するための基準が記載されていなければならない(31)。 
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体重 

28. 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。 

結果の計算 

29. 結果を処置群ごとに平均 SI として表す。SI 値は、各被験化学物質群および PC 群にお

けるマウスあたり平均 BrdU 標識指数を溶液/VC 群の平均 BrdU 標識指数で除して求める。し

たがって、VC 群の平均 SI は 1 である。 

30. BrdU 標識指数は次のように定義される。 

BrdU 標識指数 = (ABS em − ABS blankem) – (ABS ref − ABS blankref) 

なお、em は検出波長、ref は対照波長を示す。 

31. SI が 1.6 以上の場合に陽性と判断する(1)。ただし、境界域の結果（つまり、SI 値が 1.6

～1.9）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

らびに溶液/溶媒および PC 応答の一致も参考にする(5) (32) (33)。 

32. SI 値が 1.6～1.9 の境界域陽性応答の場合、このような結果が陽性であると確定するた

め、SI 値のほかに、用量反応関係、全身毒性徴候、過度の刺激反応、該当する場合には統計学

的有意性などの追加情報を検討するとよい(1)。既知の皮膚感作物質と構造的に関連性があるか

どうか、マウスに過度の皮膚刺激反応を起こすかどうか、観察された用量反応性の特性はどの

ようなものかなど、被験化学物質のさまざまな性質についても検討すること。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(34)。 

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。いかなる統計学的評価にも、適切に調

整した方法（被験物質群対同時溶液/溶媒対照群の対比較など）で試験群間の比較を行うだけで

なく、用量反応関係の評価を組み込むとよい。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 BrdU 標識指数、1 匹当たりの群平均 BrdU 標識指

数、関連する誤差項（SD、SEMなど）、同時溶液/溶媒対照群に対する各被験物質群の平均 SI 

を示す。 
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試験報告書 

35. 試験報告書には以下の情報を記載する: 

被験化学物質 

 供給元、ロット番号、入手可能である場合は使用期限 

 わかっている場合、被験化学物質の安定性 

単一成分物質 

 物理的外観、水溶性、そのほかのしかるべき物理化学的特性 

 IUPAC 名またはCAS 名、CAS 番号、SMILES 記法または InChI コード、構造式、純度、

場合により実質的な不純物の化学的特定名などの化学物質識別情報 

多成分物質、UVCB、混合物 

 成分の化学的特定名（上記参照）、含有量および関連のある物理化学的性質によるできる

限りの成分の特性決定 

対照 

 識別データ（入手可能な場合は CAS 番号、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、溶解度など） 

溶液/溶媒 

 識別データ（純度、該当する場合は濃度、使用容量） 

 溶媒選択の妥当性 

供試動物 

 CBA マウスの供給元 

 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 

 ELISA 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（抗体の感度、特

異性および検出限界） 

 被験化学物質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） 
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 溶媒および被験化学物質の使用濃度、ならびに被験化学物質の総適用量 

 飼料および水質の詳細（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 

 プロトコルからの逸脱、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 

信頼性のチェック 

 使用した被験化学物質、濃度、PC、VCと、場合によっては使用する基準化学物質の情報

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 VC 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マウス個体別体重、ならびに処置群ごとの平均値および

関連誤差項（SD、SEMなど） 

 もしあれば、適用部位の個体別の皮膚刺激反応などの毒性の発現と徴候の経過 

 処置群ごとに個体別の BrdU 標識指数および SI 値を記載した表 

  処置群ごとのマウスあたり BrdU 標識指数の平均値および関連誤差項（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 値のほか、被験化学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

のしかるべき尺度 

 用量反応関係 

 該当する場合には統計解析 

結果の考察： 

 結果、用量反応解析および該当する場合は統計解析に関する短評と、被験化学物質が皮

膚感作物質であるか否かという結論 
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付録Ⅱ： In vivo皮膚感作性: 局所リンパ節

試験: BrdU-FCM 
最初に考慮すべき事項、適用および限界 

1. LLNA : BrdU-FCM 法は、独立の国際ピアレビューに従って検証が行われ、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(1) (2) (3) (4)。

LLNA : BrdU-FCM のバリデーション試験が、OECD の化学物質の試験に関するガイドライン

補遺 1、皮膚感作性：局所リンパ節試験（TG 429）の皮膚感作性に提案されている類似 LLNA 

試験法または修正 LLNA 試験法の評価に関する性能標準（PS）に準拠して実施されている。 

2. LLNA : BrdU-FCM は、被験化学物質の皮膚感作性を判定するための LLNA の非放射性修

正法であるが、一定の限界がある。In vivo 法の使用が必要と考えられる場合に、考えられるす

べての事例で放射性 LLNA 試験（TG 429）またはモルモット試験（TG 406）(5)の代わりに

LLNA : BrdU-FCM 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を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(1) (2)。試験機関には、試験実施前に被験化学物質に関する利用

可能なすべての情報を考慮することが求められる。このような情報には、被験化学物質の特定

名および化学構造、物理化学的性質、被験化学物質に関するほかの in vitro または in vivo での

毒性試験の結果、ならびに構造的関連化学物質の毒性学的データなどがある。LLNA : BrdU-

FCM が被験物質に適しているどうか（被験物質によっては LLNA : BrdU-FCM に不適合なもの

があるという限界を考慮に入れて[段落 3 参照]）を判断し、用量設定に役立てるために、この

情報を使用する。 

3. LLNA : BrdU-FCM 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。したがって、適切な in vitro、in chemico、および in silico 法の適用可

能範囲を検討し、動物での試験ではなくこのようなアプローチを用いる可能性を考慮すべきで

ある。ただし、ほかの LLNA 試験法と同じく、LLNA : BrdU-FCM はモルモット試験（TG 406）

(5)に比べて評価用の使用動物数を減らすことができる。またLLNA : BrdU-FCM 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、LLNA : BrdU-FCM 

は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できる。さらに、

LLNA : BrdU-FCM では、モルモットマキシマイゼーション法で用いられるアジュバントを使

用する必要がない(5)。したがって、LLNA : BrdU-FCM では動物の苦痛が軽減される。LLNA : 

BrdU-FCM にはTG 406 (5)を上回る利点があるにもかかわらず、いくつか限界があるため（あ

る種の金属の試験、一部の界面活性剤などの皮膚刺激性物質では偽陽性の結果が得られること

(6) (7)、被験化学物質の溶解度 [難溶性物質や不溶性物質など]）、TG 406 を実施せざるを得な

い場合がある。さらに、交絡因子として作用する官能基を含む被験化学物質クラスや被験化学

物質（脂肪酸グルタミン酸、オレイン酸、オレイン酸エステル、脂肪族第 1 級アルコール、脂
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肪族第 2 級アルコール、ポリアミノ官能性シロキサン(8)など）では、モルモット試験（TG 

406）(5)の実施が必要になることがある。LLNA (7)で確認されているこのほかの限界をLLNA : 

BrdU-FCM にも適用することが推奨される(1)。確認されている上記のような限界のほかに、

LLNA : BrdU-FCM の正確性を損なうおそれのない物質に限って、LLNA : BrdU-FCM を適用す

る。バリデーション試験によると、LLNA : BrdU-FCM は、LLNA の結果に基づき、TG 429 PS

に記載された 22 の参照物質のうち 20 を正確に特定した(1)。中等度皮膚感作性物質の 1 つで

ある 2-メルカプトベンゾチアゾールと、弱い皮膚感作性物質の 1 つであるメタクリル酸メチ

ル（LLNA の残りの修正法では予測に限界がある）は、LLNA : BrdU-FCM で誤って分類された

(1) (2) (9)。しかし、刺激指数（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。 

4. 規制上の目的を意図したデータ生成の場合、混合物について本試験ガイドラインを用いる

前に、当該混合物がその目的に十分な結果を提示できるか否か、また提示できる場合にはその

理由を検討する。そのような混合物の試験に関する規制要件がある場合、こうした検討は不要

である。 

5. 定義を「概要」の補遺 1 に示す。 

試験の原理 

6. LLNA : BrdU-FCM は、感作物質が被験化学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強

度に比例しており、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

平均増殖を溶媒対照（VC）群の平均増殖と比較することによって評価することができる。SI 

と呼ばれる、各被験物質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 2.7 

以上である場合には、被験化学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、BrdU 含量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。BrdU はチミジンのアナログであり、同じように増殖細

胞の DNA に取り込まれる。BrdU の取り込み量は、フルオレセインイソチオシアネート

（FITC）で標識された BrdU 特異的抗体を用いた FCM で測定する。FCM は、リンパ球集団

の分析に広く用いられているフローサイトメータを用いてBrdU 陽性生存細胞数を定量する。 

試験方法 

動物種の選択 

7. 本法に最適の動物種はマウスである。LLNA : BrdU-FCM のバリデーション試験に用いた

のは BALB/c 系統のみであったため、この系統を優先的に選択すべき系統と考える(1) (2)。

CBA/J 系統も、LLNA : BrdU-FCM に使用可能である。CBA/J 系統の応答は BALB/c 系統の応

答と高度に相関しており、感度がさらに高い(2) (10) (11) (12)。しかし、受信者動作特性（ROC）

解析で感度を最大にするためには、各系統に対して異なるカットオフ SI 値を採用する必要が
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あると思われる。未経産で非妊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：

BrdU-FCM 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

わりにほかの系統や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、マウスは群飼いとし

(13)、適した材料でできた平底ケージ(34)と床敷きを使用する(35) (36) (37) (38)。動物飼育室の

温度は 22 ± 3ºC 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るとよい。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、人道的に個体識別ができるようにマークし（非侵襲的な毛刈りを

用いることが望ましい）(39) (40)、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。試験中は常に、cupping や tunnel handling などの非嫌悪法を用いてマウス

を扱う(41)。 

投与液の調製 

10. 固形の被験化学物質は溶液/溶媒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。液状の被験化学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化学物質(33)は、マウス耳介への適用前に適当な溶液で苛酷

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。被験化学物質溶液は、

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、応答強度が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 の試験を行うよう要求する規制当局もあるので、LLNA : BrdU-FCM の実施前に所管の

規制当局に相談した方がよい。上記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 試験を採用していると

必要になる場合があるため）（段落 12 を参照）。PC では、VC 群に対して 2.7 以上の SI 値

を生じることが予想される曝露量で、LLNA : BrdU-FCM 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とともに過度では

ないように選択する（たとえば、27 を超える SI 値は過度と考えられる）。推奨 PC 化学物質
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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、どちらも溶媒はアセトン：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は、ほかの PC 化学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 化学物質の定期的試験（6

カ月以内の間隔）で十分な場合もある。ただし、そのような試験機関は、LLNA : BrdU-FCM 

を定期的に実施（1 カ月に 1 回ほどの頻度で LLNA : BrdU-FCM 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、LLNA : BrdU-FCM についての十分な習熟が証明

されたことになる。 

13. LLNA : BrdU-FCM 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 試験結果の一致を証

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、受容可能な最後の定期的 PC 試験と受容できない定期的 PC 試験との間に得た陰性

の被験化学物質の結果に疑問が生じる。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、その結果の意味を慎重に考察する必要がある。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せることを証明できる場合は、使用動物数を減らすことを検討する

(14)。 

15. PC 化学物質は一貫した応答を示す溶媒（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、規制条件によっては、標準的でない溶媒（臨床的/化学的に適切な製剤）で

試験することが必要になる場合もある(15)。同時 PC 化学物質を被験化学物質用の溶媒とは異

なる溶媒に溶解して使用する場合には、同時 PC に別の VC を組入れる必要がある。 

16. 化学クラスまたは応答範囲が特殊な被験化学物質を評価する際には、このような被験化

学物質の皮膚感作性の検出について、試験法が正しく機能していることを証明するのに、基準

化学物質も有用である。適切な基準化学物質には以下の性質を備えている必要がある。 

● 対象とする被験化学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 
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● LLNA : BrdU-FCM で得られた裏づけデータがあること 

● その他の動物モデルおよび/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. 用量群あたり動物 4 匹以上、被験化学物質あたり最低 3 種類の濃度を使用する。このほ

かに、被験化学物質用の溶媒のみで処置する同時 VC 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に実施するもの）を設ける。PC 試験を時々しか

実施しない場合は、多種類の用量を検討する必要がある。対照群動物は、被験化学物質を用い

ないことを除いて被験物質処置群の動物と同じ方法で取り扱い、処置する。 

18. 用量設定と溶媒の選定は参考文献 2 および 19 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する 3 段階の

用量を選択する。使用する濃度系列の選択には十分な化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）、目的とする被験化学物質（お

よび/または構造的に関連する化学物質）についての構造および物理化学的情報を考慮に入れ、

最高濃度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曝露量が最大になる

ような連続する 3 段階の濃度を設定する(16) (17)。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. 溶媒は、試験結果に悪影響や偏りをもたらすものではなく、被験化学物質の適用に適し

た溶液/懸濁液を調製する際に最高濃度を達成できるよう、溶解度を最大にするものを選ぶ。推

奨する溶媒はアセトン：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

あればほかの溶媒も使用できる。場合によっては、臨床的に適切な溶液や、被験化学物質の販

売時に溶解に用いられる市販製剤を対照に追加する必要がある。親水性物質は適切な可溶化剤

（1% Pluronic® L92 など）を用いて溶媒系に混合し、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、完全に水性の溶媒は避ける。 

20. 個々のマウスからリンパ節を採取して処理することにより、動物間のばらつきの評価

と、被験物質群と VC 群の測定値の差の統計学的比較が可能になる（段落 33 を参照）。また、

PC 群のマウスの数を減らせるかどうかの検討は、個々の動物のデータを収集する場合にのみ

可能となる(14)。さらに、規制当局が個々の動物のデータの収集を求める国もある。普段から

個々の動物のデータを収集することが、動物福祉に役立つ。これは具体的には、ある種の方法

（併合動物データなど）で初めに収集した被験化学物質の結果がのちに規制当局によって別の

要件（個々の動物データ）の対象になると必要になる試験の反復をなくすことができるからで

ある。 

予備スクリーニング 
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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、LLNA : BrdU-FCM 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/または過度な局所皮膚刺激反応（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高用量を設定するための指針

を得ることにある。検討する最高用量は、液体の被験化学物質では 100%、固体または懸濁液

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して評価しないことと、用量群あたりの動物数が少なくてよい

ことを除いて、主試験と同じ条件で予備スクリーニングを実施する。用量群あたり 1 または 2 

匹を使用する。全身毒性の臨床徴候や適用部位の局所刺激反応がないか、マウス全例を毎日観

察する。体重測定を、試験前および屠殺前（6 日目）に行う。各マウスの両耳を観察して紅斑

がないか観察し、表 1 に基づいて採点する(17)。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）、および 6 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。このほか、6 日目に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ができる。いずれかの測定日の紅斑スコア

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過度の刺激反応とみなす(18) (19)。

主試験に設定する最高用量は、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

および/または過度の局所皮膚刺激反応を誘発しなかった最高用量とする。 

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（ビート様赤色）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(18) (19)した場合のほか、被験群の耳介厚みが溶液/溶

媒対照群マウスより統計学的に有意に増加した場合にも刺激性物質と判定されてきた(19) (20) 

(21) (22) (23) (24) (25)。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、

過度の刺激反応との明確な関連はなかった(22) (23) (24) (25) (26)。 

24. 以下の一般状態は、統合評価の一部として用いる場合には全身毒性を示すものであり

(27)、したがって、主試験で使用すべき最高用量である。これは具体的には、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、

活動量の著しい変化など）、呼吸パターンの変化（呼吸困難、喘ぎ呼吸およびラ音などの呼吸
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数や呼吸強度の変化）、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、軽微または一時的なものを超える疼痛および苦痛を示す何らかの臨床徴候、1 日目か

ら 6 日目にかけての 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(28)。 

主試験スケジュール 

試験の実施スケジュールは以下の通りである。 

● 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。それぞれの耳の背部に、

被験化学物質の適切な希釈液、溶媒のみ、PC（段落 11～15 で考察した試験機関の

方針に従って、同時または直近に実施するもの）それぞれ 25 µL を適用する。 

● 2 および 3 日目： 

○ 1 日目に実施した適用操作を繰り返す。 

● 4 日目: 

○ 処置なし。 

● 5 日目: 

○ BrdU（20 mg/mL）溶液 0.1 mL（2 mg/匹）を腹腔内投与する。 

● 6 日目： 

○ 各動物の体重および一般状態を記録する。BrdU 注入から約 24 時間（24 h）

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。リンパ節の特定および解剖の

詳細な説明と図は参考文献を参照のこと(14)。主試験の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の耳パンチ

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ルに記載してもよい。 

細胞懸濁液の調製 

25. 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から、

200 µm メッシュのステンレス製ガーゼを通過させる穏やかな機械的解離法、または条件に合

った別の単細胞懸濁液調製技術（使い捨てのプラスチック製乳棒でリンパ節を粉砕したあと、

#70ナイロン製メッシュを通す方法など）により調製する。LNC 懸濁液を調製する操作はこの

試験法にきわめて重要であるため、どの作業者もあらかじめ熟練しておくことが求められる。

さらに、VC 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。LNC は適量の冷たい PBS（例:2 mL）を用いて採取し、必要に応じ

てLNC 懸濁液を希釈してよい（例:10 倍希釈）。LNC の数を数える。次のステップには 1.5 × 
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106  LNC が必要である。 

細胞増殖の測定（BrdU陽性リンパ球の測定） 

26. BrdU 陽性リンパ球を、市販のキットを用いて FCM により測定する（バリデーション試

験には、BD Pharmingen、米国、ニュージャージー州 Franklin Lakesを使用）。同じ結果が得ら

れるのであれば、他の抗  BrdU抗体キットを使用してもよい。簡潔に述べると、LNC 懸濁液

（1.5 × 106）を、遠心分離により PBS で1回洗浄したあと再懸濁する。キットに同梱された緩

衝液で細胞を透過処理したあと、DNase で処理する。洗浄後、FITC 標識抗 BrdU 抗体を添加

し、さらに洗浄後、7-アミノアクチノマイシンD（7-AAD）溶液を添加する。7-AAD 発現生存

細胞集団（104 細胞）内の BrdU 陽性細胞数をフローサイトメータにより計数する。 

観察 

一般状態の観察 

27. 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速やか

に見つけ、安楽死させるかどうか決定するための基準が記載されていなければならない(28)。 

体重 

28. 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。 

結果の計算 

29. 結果を処置群ごとに平均 SI として表す。LLNA : BrdU-FCM の SI は、被験化学物質群

または PC 群のマウスあたり BrdU 陽性 LNC の数を、溶液/VC 群における BrdU 陽性 LNC 

の平均数で除して算出する。したがって、VC 群の平均 SI は 1 である。 

BrdU 陽性 LNC 数を以下のように定義する（付録 Ⅱ-補遺 1 パラグラフ7を参照）:  

BrdU 陽性 LNC 数 = BrdU 陽性細胞の割合（Q2%1）× LNC 数 

30. SI が 2.7 以上の場合に陽性と判断する(1) (2) (10)。ただし、境界域の結果が陽性である

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、ならびに溶液/溶媒およ

び PC 応答の一致も参考にする(6) (29) (30)。 

31. 得た結果を解明する必要がある場合は、既知の皮膚感作物質と構造的に関連性があるか

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化学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(31)。 

 
1フローサイトメータ解析における「Quadrant Statistics」のゲート百分率データ（Q2 領域%）。 
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32. 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。いかなる統計学的評価にも、適切に調

整した方法（被験物質群対同時溶液/溶媒対照群の対比較など）で試験群間の比較を行うだけで

なく、用量反応関係の評価を組み込むとよい。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 

33. データは総括表にまとめ、個体別の BrdU 陽性 LNC 数、BrdU 標識指数、1 匹当たりの群

平均 BrdU 陽性 LNC 数や、関連する誤差項（SD、SEMなど）、同時溶液/溶媒対照群に対する

各用量群の平均 SI を示す。 

試験報告書 

34. 試験報告書には以下の情報を記載する。 

被験化学物質： 

供給元、ロット番号、入手可能である場合は使用期限 

わかっている場合、被験化学物質の安定性 

 

単一成分物質 

物理的外観、水溶性、そのほかのしかるべき物理化学的特性 

IUPAC 名または CAS 名、CAS 番号、SMILES 記法または InChI コード、構造式、純度、場合

により実質的な不純物の化学的特定名などの化学物質識別情報 

多成分物質、UVCB、混合物 

成分の化学的特定名（上記参照）、含有量および関連のある物理化学的性質によるできる限り

の成分の特性決定 

対照 

識別データ（入手可能な場合はCAS番号、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、溶解度など） 

溶液/溶媒： 
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識別データ（純度、該当する場合は濃度、使用容量） 

溶媒選択の妥当性 

供試動物 

BALB/c マウスまたは CBA マウスの供給元 

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 

FCM 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（抗体の感度、特異性

および検出限界） 

被験化学物質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） 

溶媒および被験化学物質の使用濃度、ならびに被験化学物質の総適用量 

飼料および水質の詳細（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 

プロトコルからの逸脱、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： 

使用した被験化学物質、濃度、PC、VC と、場合によっては使用する基準化学物質の情報を

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 VC 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マウス個体別体重、ならびに処置群ごとの平均値および関連

誤差項（SD、SEMなど） 

もしあれば、適用部位の個体別の皮膚刺激反応などの毒性の発現と徴候の経過 
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処置群ごとに個体別の BrdU 陽性 LNC および SI 値を記載した表 

処置群ごとのマウスあたり BrdU 陽性 LNC 数の平均値および関連誤差項（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値のほか、被験化学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しか

るべき尺度 

用量反応関係 

該当する場合には統計解析 

結果の考察： 

結果、用量反応解析および該当する場合は統計解析に関する短評と、被験化学物質が皮膚

感作物質であるか否かという結論 
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付録 Ⅱ - 補遺 I：フローサイトメトリーによる BrdU 陽性 LNC の測定 

この方法は、KoCVAM-coordinated validation study(1)で用いた LLNA : BrdU-FCM プロトコルに

基づいている。実施施設において LLNA : BrdU-FCM を導入し使用する場合、本プロトコルを

用いることが推奨される。 

測定前の調製 

1. 取り込まれた BrdU を測定するには、測定前に以下の試料を調製する必要がある。 

ブランク試料（n = 1）: BrDU を注入しなかったマウスの LNC。 

未処理試料（n = 1）:いかなる物質による処置も受けていないが、BrdU を注入したマウスからの

LNC。 

溶媒対照投与試料（n ≥ 4）:溶媒対照を投与し、BrdU を注入したマウスから採取した LNC。 

被験化学物質投与試料（n ≥ 4、最低 3 濃度）:被験化学物質を投与し、BrdU を注射したマウス

から採取した LNC。 

陽性対照投与試料（n ≥ 4）:陽性対照を投与し、BrdU  を注入したマウスから採取したLNC。 

フローサイトメトリーの結果の解析 

フローサイトメータは、試験実施前または定期的に、しかるべきツール（FACSCaliburTM 用
BD FACSComp または Cytomics FC500 用 Beckman coulter FlowCheck）を用いてキャリブレー

ションされている必要がある。 

前方散乱-側方散乱（FSC-SSC）グラフ 

1) X軸(FSC)、Y軸(SSC)ともに均等目盛とする。 

2) FSC-SSC グラフの中心に生リンパ節のフロックを含む領域（ゲート）を設

定する。 

3) あてはまる細胞数が 1 万個以上になるようにゲートを設定する。 

7-AAD-BrdUグラフ 

1) X軸(7-AAD、FL3)は均等目盛、Y軸(BrdU、FL1)は対数目盛とする 

   （図1）。 

* 非染色試料、BrDU 染色のみを実施した試料、7-AAD 染色のみを実施した試料のほか、抗

BrDU および 7-AAD の両者を用いた二重染色試料を用いて、本試験開始時にコンペンセーシ

ョンを設定する。このコンペンセーションを、今後の使用のためにセーブしておくとよい。 

以下のステップに従って Q2 を設定する 
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1) ブランク試料を用いて、細胞が存在しない Q2（右上）を設定する   （図

1A）。 

2) 未処理試料を用いて、BrdU 陽性細胞の百分率が全細胞の 1% 程度となるよ

うに Q2 を設定する（図1B）。 

3) Q2 領域の百分率は、LNC 1 万個中のFITC標識抗BrdU抗体陽性生リンパ球の

割合を示す。 

 

* 図 1. BrdU 陽性細胞の百分率（%）を算出するためのフローサイトメトリー構成（Q2%） 

A 
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F L 3 (7 -A A D ) 

注：A=ブランク試料、B=無処置試料、C=溶媒対照投与試料、D=被験化学物質または陽性対照投与試料 

BrdU陽性細胞数（%） 

溶媒対照投与試料（図 1C）、被験化学物質投与試料および陽性対照投与試料（図 1D）にフ

ローサイトメトリーを実施する。それぞれの試料について、「Quadrant Statistics」によりゲー

ティングした百分率データ（Q2 領域 %）を求める。 

SI および EC2.7 の算出 

溶媒対照群の LN 中の BrdU 陽性 LNC 数を、LN 中の LNC 数に、LNC  1 万個中の BrdU 発
現細胞割合（フローサイトメトリーによって得た）を乗じて求める。被験物質群の LN 中の

BrdU 陽性 LNC 数が、上記の方法により求まる。個々の SI は、被験物質投与群のマウスあた

り BrdU 陽性 LNC 数を、溶媒対照群の BrdU 陽性 LNC 数の平均値で除して算出する。各被

験化学物質群の平均 SI 値を、個々の SI 値に基づいて算出する。 
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刺激指数

（SI） 
= 

被験化学物質に曝露したマウスあたりの BrdU 陽性 LNC 数 

溶媒対照群の平均 BrdU 陽性 LNC 数 
 

陽性と判定された場合、次式を用いて線形回帰法により EC2.7（SI が 2.7 を示す推定濃度）を

算出するとよい。 

Y (SI) = aX(濃度) + b → EC2.7 = (2.7-b)/a 

*パラメータ a（傾き）および b（y 切片）を、線形最小二乗法を用いて求めることができる。 

他の推定方法（線形補間法や外挿式など）を用いて EC2.7 値を算出してもよい(32)。 
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