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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 

 
 
AOP のキーイベント（タンパク質との共有結合）に基づいた In Chemico
皮膚感作性試験の試験ガイドライン 

概要 

キーイベント（タンパク質への共有結合）に基いた試験ガイドライン 

1.   皮膚感作性物質とは、国連勧告「化学品の分類および表示に関する世界調和

システム」（UN GHS）（1）により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。皮膚感作性の原因となる主要な生物

学的イベントに関しては、広く意見が一致している。皮膚感作性に伴う化学的およ

び生物学的機序に関する最新の知識は、有害転帰経路（AOP）として要約されてお

り（2）、分子レベルのイニシャルイベントからその中間イベントを通じて有害作用、

すなわち、アレルギー性接触皮膚炎に至るまでが含まれている。この AOP では、有

機化学物質など、アミノ酸残基（すなわち、システイン、またはリジン）と反応す

る化学物質に焦点が絞られている。この場合、分子レベルのイニシャルイベント

（すなわち、最初の主要なイベント）とは、皮膚内に存在するタンパク質の求核中

心と求電子物質との共有結合のことである。本 AOP における 2 つ目のキーイベント

は 角 化 細 胞 に 起 こ り 、 炎 症 反 応 や 、 抗 酸 化 剤 ／ 求 電 子 剤 応 答 配 列

（antioxidant/electrophile response element：ARE）依存性経路など特定の細胞シグナル

伝達経路と関連する遺伝子発現の変化などが含まれる。3 つ目のキーイベントは樹状

細胞の活性化であり、通常は特異的な細胞表面マーカー、ケモカイン、サイトカイ

ンの発現により評価される。4 つ目のキーイベントは T 細胞の増殖である。 

2. 皮膚感作性の評価には、通常、実験動物が使用されてきた。広く知られてい

る Magnusson と Kligman のモルモットを用いるマキシマイゼーション法（Guinea Pig 
Maximisation Test：GPMT）およびビューラー法（Buehler Test：OECD TG 406）（11）
は、皮膚感作性の誘導相と惹起相の双方を評価する。LLNA（OECD TG 429）（12）、

ならびにその改変法で放射性同位元素を用いない LLNA：DA（OECD TG 442A）

（13）、LLNA：BrdU-ELISA および BrdU-FCM（OECD TG 442B）（14）の 3 法など

のマウス試験は、すべて誘導相のみを評価するものであり、動物福祉および皮膚感

作性の誘導相を客観的に測定するという点でモルモット試験より優れていることか

ら、これらの試験も受け入れられている。 
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3. 化学物質に関する皮膚感作性の有害性を評価するため、皮膚感作性の AOPの

最初の 3 つのキーイベントを対象とした発症機序に基く in chemico および in vitro 試

験法が採択された。現行の試験ガイドラインでは、タンパク質との共有結合の評価

が行われ、最初のキーイベントが対象である。また、OECD TG 442D では、2 つ目の

キーイベントである角化細胞の活性化の評価が行われ（15）、OECD TG 442E では、

皮膚感作性の AOP の 3 つ目のキーイベントである樹状細胞の活性化が対象となって

いる（16）。最後に、4 つ目のキーイベントは T 細胞の増殖であり、これは、マウス

局所リンパ節試験（Local Lymph Node Assay：LLNA）において間接的に評価される

（12）。 

これらの試験方法の背景および原理は、キーイベントに基いた試験ガイドライン

に含まれる。 

4. 本試験ガイドライン（Test Guideline：TG）では、皮膚感作性の AOP の最初

のキーイベント、すなわち、タンパク質との共有結合について記載された機序を対

象とした in chemico 試験について規定する（2）。本試験ガイドラインは、UN GHS
（1）に従い皮膚感作性物質と非感作性物質を識別するために用いられる試験法から

なる。現在、本試験ガイドラインに記載されている試験法は、以下の通りである。 

• ペプチド結合性試験（Direct Peptide Reactivity Assay：DPRA）（付録 I） 

• アミノ酸誘導体結合性試験（Amino acid Derivative Reactivity Assay：ADRA）

（付録 II） 

5. 上記 2 試験法は、in chemico でのタンパク質との共有結合に基く試験法であ

り、科学的に妥当であると考えられる。DPRA については、欧州動物実験代替法評価

センター（European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing：
EURL ECVAM）主導のバリデーション試験、およびそれに続く EURL ECVAM の科

学諮問委員会（Scientific Advisory Committee：ESAC）による独立したピアレビュー

（第三者評価）がなされた（3）（4）（5）。ADRA については、日本動物実験代替

法評価センター（Japanese Center for the Validation of Alternative Methods：JaCVAM）

調整下でバリデーション試験が実施された後（6）（7）（8）（9）、独立したピア

レビューがなされた（10）。 

6. 本試験ガイドライン中の試験法は、データの生成に用いる手順が異なるもの

の、いずれの試験法も、「データ相互受け入れ」の恩恵を受けつつ、タンパク質の

反応性に関する各国の試験結果の要件に応じて用いることができる。 

7. タンパク質の反応性と潜在的な皮膚感作性との相関は、十分に確立されてい

る（17）（18）（19）。それでも、タンパク質の反応性は皮膚感作性の AOP のキー

イベントの 1 つを表すにすぎないことから（2）（20）、この特異的なキーイベント

に対して開発された試験法により得られた情報は、化学物質の皮膚感作性の有無に

ついて結論を出すための単独の試験法としては十分とはいえない。したがって、本

試験ガイドラインに記載された試験法により得られたデータは、試験および評価に

関する統合的アプローチ（Integrated Approaches to Testing and Assessment：IATA）の

範囲内で用いた場合、皮膚感作性の AOP である別のキーイベントを対象とした in 
vitro 試験、ならびに in silico モデル化および類似化学物質からの類推などの非実験的

手法によって得られた他の関連補足情報とともに、皮膚感作性物質（すなわち、UN 
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GHS 区分 1）と非感作性物質を識別するために提示されるものである（20）。確定

方式（Defined Approach：DA）、すなわち、利用する情報源一式に対して、また予測

に用いる手順において標準化された手法の範囲内で、これらの試験法を用いて得ら

れたデータの活用例が報告されており（20）、IATA における有効な要素として活用

することができる。 

8. 本試験ガイドラインに記載されている試験法では、UN GHS が定義した（1）
サブカテゴリーである 1A および 1B に（21）、当局が皮膚感作性物質を分類するこ

とも、安全性評価に際して皮膚感作性の強さを予測することもできない。しかし、

規制の枠組みによっては、これらの試験法から得られた陽性結果を単独で用いて、

化学物質を UN GHS の区分 1 に分類できる場合がある。 

9. 定義を補遺に示す。皮膚感作性について、DPRA および ADRA と同等または

改良された in vitro 試験案の評価に関する「性能基準」が策定された（22）。 
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補遺：定義 

精確さ：試験法の結果と、容認されている参照値との間の一致の程度。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。この用語はしばしば、試験法の

正しい結果の割合を意味する一致率と同義で用いられることが多い（1）。 

（計算式は後述） 

ADRA：アミノ酸誘導体結合性試験（Amino acid Derivative Reactivity Assay）の略 

AOP（Adverse Outcome Pathway［有害転帰経路］）：分子レベルのイニシャルイベ

ントから検討対象の 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）。 

計算 

NAC、NAL いずれかの減少率の計算 

減少率の算定方法は以下の通り。 

NAC または NAL の減少率 = {1- (反復注入における NAC または NAL のピー

ク面積 ÷ 基準対照 C における NAC または NAL のピーク面積の平均値)} × 
100 

予測能の計算 

感度、特異度および精確さについて説明される場合に多用される用語がいく

つかある。真陽性（true positive：TP）、真陰性（true negative：TN）、偽陰

性（false negative：FN）および偽陽性（false positive：FP）である。 

感度、特異度および精確さは、TP、TN、FN および FP により規定される。 

感度：真陽性数 ÷ 陽性物質の総数、TP ÷ (TP + FN) 

特異度：真陰性数 ÷ 陰性物質の総数、TN ÷ (TN + FP) 

精確さ：正確な予測数 ÷ 総予測数、(TN + TP) ÷ (TN + TP + FN + FP) 

校正曲線：既知物質の実験における反応値と解析濃度との関係を表したもの（検量

線とも呼ばれる）。 

変動係数：一群の反復データについて、その標準偏差を平均値で割ることにより算

出されるばらつきの尺度。100 を乗じて百分率として表すことができる。 

確定方式（Defined Approach：DA）：予測するための規定の情報源一式から得られ

たデータ（in silico 予測、in chemico、in vitro データなど）に用いる、確立されたデー

タ解釈手順（統計モデル、数学的モデルなど）で構成される。 

DPRA：ペプチド結合性試験（Direct Peptide Reactivity Assay）の略。 

EDTA：エチレンジアミン四酢酸（Ethylenediaminetetraacetic acid）の略。 
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EURL ECVAM：欧州動物実験代替法評価センター（European Union Laboratory for 
Alternatives to Animal Testing）の略。 

有害性：曝露後に生命体、系、または個体群（副次集団）に有害作用を生じる可能

性のある作用因子または状況に本来備わっている性質。 

IATA（Integrated Approach to Testing and Assessment［試験および評価に関する統合的

アプローチ］）：ある化学物質または一群の化学物質の危険有害性の特定（可能

性）、危険有害性の特徴付け（効力）、および／または安全性評価（可能性／効力

および曝露）に用いられる体系的アプローチ。本アプローチでは、関連性があるデ

ータをすべて戦略的に統合し重み付けを行うことにより、危険有害性の可能性、リ

スク、およびさらなる標的の必要性について規制上の意思決定情報を与えるため、

試験の実施は最小化される。 

JaCVAM：日本動物実験代替法評価センター（Japanese Center for the Validation of 
Alternative Methods）の略。 

LLNA：2010 年に OECD TG 429 として公布されたマウス局所リンパ節試験。 

分子レベルのイニシャルイベント：化学物質により誘導される生物系の混乱のこと

であり、分子レベルで有害転帰経路において始動する事象であると同定されるもの。 

混合物：化学反応を生じない 2 つ以上の物質からなる固体または液体。(3) 

単一成分物質：定量的組成によって定義され、1 つの主成分が少なくとも全体の 80%
（w/w）を占める物質。 

多成分物質：定量的組成によって定義され、2 つ以上の主成分を少なくとも 10%
（w/w）以上かつ 80%（w/w）未満の濃度で含有する物質。多成分物質は、製造工程

に起因して生じる。混合物と多成分物質との違いは、混合物が、化学反応を生じな

い 2 つ以上の物質からなるのに対し、多成分物質は、実際に化学反応を生じる 2 つ以

上の物質からなることである。 

NAC：N-(2-(1-ナフチル)アセチル)-L-システイン（N-(2-(1-naphthyl)acetyl)-L-cysteine）
の略（4）（5）（6） 

NAL：α-N-(2-(1-ナフチル)アセチル)-L-リジン（α-N-(2-(1-naphthyl)acetyl)-L-lysine）の

略（4）（5）（6） 

陽性対照：試験系のすべての要素を含み、陽性反応を誘導することが分かっている

物質を用いて処理を反復する対照。陽性対照の反応の経時的変動を確実に評価する

ためには、陽性反応が過度であってはならない。 

プレハプテン：非生物変換を介して皮膚感作性物質になる化学物質 

プロハプテン：皮膚感作性を生ずるのに酵素による活性化を要する化学物質 

基準対照：処理対象の被験物質およびその他の対照試料と処理される溶媒または媒

体など、試験系のすべての構成成分を含む未処理試料のことで、同じ溶媒または媒

体に溶解する被験物質と処理される試料について、ベースラインの反応を確立する

ために用いられる。同時陰性対照を用いた試験の場合、本試料は、溶媒または媒体

と試験系との相互作用の有無も示す。 
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妥当性：試験とその対象となる作用との関連性、およびその試験が特定の目的にと

って意義や有用性があることの是非を説明するもの。その試験が試験対象となる生

物学的作用を正確に測定または予測する程度を示す。妥当性では、試験法の精確さ

（一致率）も考慮される。(1) 

信頼度：同じ試験手順を用いて実施した場合に得られる経時的な施設内および施設

間再現性の程度を表す尺度。施設内および施設間再現性、ならびに施設内併行精度

を算定することで評価する。(1) 

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た結

果が一致していること（「信頼度」参照）。(1) 

感度：試験方法によって正確に分類されるすべての陽性の化学物質または活性のあ

る化学物質の割合。断定的な結果をもたらす試験法の精確さを示す尺度であり、試

験法の妥当性を評価する上で考慮すべき重要な事項である。（1）（計算式は後述）。 

特異度：試験方法によって正確に分類されるすべての陰性の化学物質または不活性

な化学物質の割合。断定的な結果をもたらす試験法の精確さを示す尺度であり、試

験法の妥当性を評価する上で考慮すべき重要な事項である。（1）（計算式は後述）。 

物質：自然の状態の、または製造工程で得られる化学元素とその化合物。その製品

の安定性を保つために必要な添加物や、製造過程由来の不純物はすべて含まれるが、

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さ

れる可能性のある溶媒は除く（3）。 

システムの適合性：解析用のバッチ処理を実行する前に、標準試料の解析により機

器の性能（感度など）を判定すること（7）。 

被験物質：被験物質という用語は、試験の対象となる物質を指す場合に用いられる。 

TFA：トリフルオロ酢酸（trifluoroacetic acid）の略。 

国際連合の化学品の分類および表示に関する世界調和システム（United Nations 
Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals：UN GHS）：ヒ

ト（雇用者、労働者、輸送者、消費者および緊急時対応者など）および環境を保護

することを目的として有害作用に関する情報を伝達するために、物理的危険性、な

らびに健康および環境有害性に基いてその種類および程度を標準化し、ピクトグラ

ム、注意喚起語、危険有害性情報、注意書きおよび安全データシートなど、対応す

る伝達要素を取り扱うことで化学品（物質および混合物）の分類を提案するシステ

ム（3）。 

UVCB：組成が未知または変化する物質、複雑な反応生成物または生物材料。 

妥当な試験法：特定の目的に対して妥当性および信頼度が十分であるとみなされる、

科学的に有効な原理に基く試験方法。決して、絶対的な意味で試験方法が妥当であ

るわけではなく、定められた目的に関して妥当であるにすぎない（1）。 
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付録 I 

In Chemico 皮膚感作性：ペプチド結合性試験 
（Direct Peptide Reactivity Assay：DPRA） 

最初に考慮すべき事項、適用および限界 

1. DPRA では、リジンかシステインのいずれかを含有するモデル合成ペプチド

に対する被験物質の反応性を定量することにより、皮膚感作性の AOP である分子レ

ベルのイニシャルイベント、すなわち、タンパク質の反応性を評価する（1）。シス

テインおよびリジン含有ペプチドの減少率が、皮膚感作性物質と非感作性物質の識

別のために用いられ、被験物質を 4 段階に分けられた反応性の 1 つに分類する（2）。 

2. DPRA 試験法は、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）分析の経験がある施

設であれば技術移管が可能であることが立証されている。本試験法の予測の再現性

は、同一施設内で約 85%、複数施設間で約 80%である（3）。バリデーション試験

（4）および既報の試験（5）から得られた結果を総合すると、皮膚感作性物質（す

なわち、UN GHS 区分 1）と非感作性物質との識別について LLNA の結果と比較した

場合、DPRA の精確さは 80%（N=157）、感度は 80%（88/109）、特異度は 77%
（37/48）であった。DPRA では、皮膚感作性の強度が低い（ low）～中程度

（moderate）の化学物質（すなわち、UN GHS 下位区分 1B）は、皮膚感作性の強度

が高い（high）化学物質（すなわち、UN GHS 下位区分 1A）に比べて予測能は低い

（4）（5）。しかし、本試験法は、IATA または DA に照らし、「概要」の第 7 段落

および第 8 段落の条項に従って、他の情報と組み合わせて検討されるべきであるこ

とから、DPRA 単独の試験法としてここに示された精確さの値は指標にすぎない。さ

らに、皮膚感作性の動物を用いない試験法を評価する場合、LLNA およびそれ以外の

動物試験結果は、検討対象の種（すなわち、ヒト）における皮膚感作性を完全に反

映しているとはいえないことに留意すべきである。入手可能な全データにより、

DPRA は各種有機官能基を含む被験物質の評価および反応メカニズム、（in vivo 試験

により判定される）皮膚感作性の強度、物理化学的性状の検討に適用できることが

示された（1）（2）（3）（5）。総合すると、これらの情報は、皮膚感作性の有害

性の同定に、DPRA が有用であることを示している。 

3. 本試験ガイドラインにおける「被験物質」という用語は、試験の対象となる

物質のことであり 1、物質および／または混合物の試験に対する DPRA の適用可能性

とは無関係である。金属化合物の場合、共有結合以外の機序によりタンパク質と反

応することが知られているため、本試験法は適用外となる。被験物質は、最終濃度

100 mM において適切な溶媒に可溶であること（第 10 段落参照）。ただし、本濃度

において不溶の被験物質は、可溶化できる低濃度において試験が可能である。この

ような例で、陽性結果の場合、その結果を用いて被験物質が皮膚感作性物質である

と判定できるが、陰性結果からは、反応性を欠くとの確定判断をすべきではない。

既知組成の混合物に対する DPRA の適用可能性については、現在入手可能な情報が

限られている（4）（5）。それでも、DPRA は、既知組成の多成分物質および混合物

の試験に、技術的に適用可能であるとみなされる（第 4 段落および第 10 段落参照）。

 
1 2013 年 6 月の合同会議において、可能な場合、新規および改訂版の試験ガイドラインでは、試験

の対象となる物質を表現する「被験物質」という用語について、より一貫した使用を行うべきであ

ることが合意された。 
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混合物、試験の実施が困難である化学物質（不安定な物質など）、またはこの試験

ガイドラインの付録に記載されている適用領域の範囲内にあることが明確ではない

化学物質の試験にあたっては、実施する試験から科学的に意義のある結果が得られ

るか否かを前もって検討すること。現在の予測モデルでは被験物質とペプチドのモ

ル比を定義することから、組成が不明の複雑な混合物、および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（すなわち UVCB 物質）に本予測モデ

ルを用いることはできない。そのため、重量測定法に基く新たな予測モデルの開発

が必要であると考えられる。他の特定のカテゴリーに属す化学物質に本試験法が適

用できない証拠が示され得る場合、本試験法は、そのようなカテゴリーに属す化学

物質に用いるべきではない。 

4. この試験ガイドラインの付録に記載されている試験法は、代謝系を包含しな

い in chemico 試験法である。皮膚感作性を生ずるのに酵素による生体内活性化を要す

る化学物質（すなわち、プロハプテン）は、本試験法では検出できない。非生物変

換によって感作性物質となる化学物質（すなわち、プレハプテン）の報告例につい

ては、そのほとんどが本試験法により正しく検出されている（4）（9）（10）。上

記を踏まえ、本試験法により得られた陰性結果は、IATA または DA の枠組みの範囲

内で、定められた限界に照らし、また他の情報源との関連において解釈すべきであ

る。試験用ペプチドと共有結合せず、その酸化（すなわち、システインの二量体化）

を促進する被験物質の場合、ペプチドの減少を過大評価する可能性があり、偽陽性

の判定や、より高い反応性の分類に割り当てる可能性があると考えられる（第 21 段

落および第 22 段落参照）。 

5. 記載の通り、DPRA は皮膚感作性物質と非感作性物質を識別できる。一方、

DPRA は、IATA または DA などの統合的アプローチの中で用いられる場合（12）、

感作性の強度の評価が可能な場合がある（6）（11）。ただ一方、DPRA の結果のみ

で、感作性の強度の情報になり得るかを判断するには、望ましくはヒトデータに基

いたさらなる検討が求められる。 

試験の概要 

6. DPRA は、システインまたはリジン含有ペプチドを用い、被験物質と 22.5～
30°C で 24 時間インキュベーション後、残存ペプチド濃度を定量する in chemico 試験

法である。これらの合成ペプチドは、検出に役立つフェニルアラニンを含有する。

ペプチドの相対濃度は、勾配溶出法による高速液体クロマトグラフィー（HPLC）と

220 nm における UV 検出により測定する。次に、システインおよびリジン含有ペプ

チド減少率の値を算出し、予測モデル（第 21 段落参照）から、被験物質は、皮膚感

作性物質と非感作性物質を識別するために用いられ、被験物質を 4 段階に分けられ

た反応性の 1 つに分類することができる。 

7. この付録に記載された試験法を日常的に用いるのに先立ち、実施施設は、補

遺 1 収載の習熟度評価用の 10 物質を用いて技術的習熟度を立証する。 
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試験の手順 

8. 本試験法は、EURL ECVAM 主導で行われたバリデーション試験に用いたプ

ロトコルである DPRA に関する EURL ECVAM 動物実験代替法データベースサービ

ス（DB-ALM）プロトコル No. 154（7）に基いている。実施施設において本試験法を

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。DPRA の主要な構成

要素および手順について以下に記す。異なる HPLC 設定を用いる場合、その設定が

DB-ALM プロトコル記載の検証済みの設定と同等であることを（例えば、補遺 1 の

習熟度評価用の物質の試験により）示すこと。 

システインまたはリジン含有ペプチドの調製 

9. システイン（Ac-RFAACAA-COOH）およびリジン（Ac-RFAAKAA-COOH）

含有合成ペプチドの原液（純度 85%超、望ましくは 90%超）を、被験物質とのイン

キュベーションの直前に新たに調製する。システイン含有ペプチドの最終濃度は、

pH 7.5 のリン酸緩衝液を用いて 0.667 mM とし、一方、リジン含有ペプチドの最終濃

度は、pH 10.2 の酢酸アンモニウム緩衝液を用い 0.667 mM とする。HPLC の分析シー

ケンスは、HPLC 解析時間が 30 時間未満となるよう設定する。バリデーション試験

に用いられ、本試験法に記載されている HPLC の設定の場合、最大で 26 試料（被験

物質、陽性対照、試験に用いるそれぞれの溶媒数に基いた適切な数の溶媒対照を対

象とし、それぞれ 3 回繰り返し測定）の解析が 1 回の HPLC の試験で可能になる。同

一の試験時の反復測定では、同一のシステインおよびリジン含有ペプチドの原液を

用いる。使用に先立ち、それぞれのペプチド溶液が適切に溶解していることを確認

する。 

被験物質の調製 

10. DPRA DB-ALM プロトコル（7）記載の可溶化手順に従い、DPRA の実施前に、

適切な溶媒における被験物質の溶解性を評価する。適切な溶媒では、被験物質が完

全に溶解するはずである。DPRA では、過剰量の被験物質を、システインあるいはリ

ジン含有ペプチドのいずれかとインキュベートすることから、清澄な溶液であるこ

とが目視で確認されれば、被験物質（および多成分物質または混合物の試験の場合、

その構成成分のすべて）が溶解しているとみなされる。適切な溶媒は、アセトニト

リル、水、水とアセトニトリルの 1：1 混合液、イソプロパノール、アセトン、また

はアセトンとアセトニトリルの 1：1 混合液である。それ以外の溶媒については、基

準対照 C（すなわち、適切な溶媒に溶解されたペプチドのみからなる試料、補遺 2 参

照）によりモニターされる場合と同様に、ペプチドの安定性に影響を与えない限り

用いることができる。これらの溶媒のいずれにも被験物質が不溶である場合、最後

の選択肢として最小限の DMSO を用いてもよい。DMSO によってペプチドの二量体

化が生じ、その結果、許容基準を満たすことがより難しくなる可能性があることに

注意しなければならない。DMSO を用いる場合、 被験物質を 300 μL の DMSO に可

溶化させ、得られた溶液をアセトニトリル 2700 μL により希釈してみること。また、

この混合を試みても被験物質が不溶である場合、同一量の被験物質を DMSO 1500 μL
に可溶化させ、得られた溶液をアセトニトリル 1500 μL により希釈してみること。被

験物質はガラスバイアル中で予め重量を測定し、試験の直前に適切な溶媒に溶解し、

100 mM 溶液を調製する。既知組成の混合物および多成分物質の場合、単一の純度は、

その成分（水を除く）の割合を合計することにより測定し、単一の見かけ上の分子

量は、混合物の各構成成分（水を除く）の個々の分子量およびその個々の割合を考
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慮の上測定する。次に、得られた純度および見かけ上の分子量を用いて、100 mM 溶

液の調製に必要な被験物質の重量を算出する。主要な分子量を測定できないポリマ

ーの場合、モノマーの分子量（または、ポリマーを構成する複数のモノマーの見か

け上の分子量）を考慮して、100 mM 溶液を調製する。ただし、既知組成の混合物、

多成分物質、またはポリマーの試験の場合、無希釈の被験物質で試験することも検

討する。液体の場合、無希釈の被験物質は、システインおよびリジン含有ペプチド

とそれぞれ 1：10 および 1：50 の比率でインキュベートすることにより、事前に希釈

しない処置として試験する。固体の場合、被験物質は、使用される同一溶媒にその

最大可溶濃度まで溶解させ、見かけ上の 100 mM 溶液を調製する。その後は、システ

インおよびリジン含有ペプチドとそれぞれ 1：10 および 1：50 の比率でインキュベー

トすることにより、さらなる希釈をしない処置として試験する。見かけ上の 100 mM
溶液と無希釈の被験物質との間で結果（反応の有無）が一致する場合、その結果に

ついては確定判断して良い。 

陽性対照、基準対照、共溶出対照の調製 

11. 陽性対照（positive control：PC）として、シンナムアルデヒド（CAS 番号：

104-55-2、食品グレード純度 95%以上）を用い、アセトニトリルを用いて濃度 100 
mM にする。これ以外に、中程度の減少率の値を示す適切な陽性対照は、既存データ

が入手可能で同程度の実行許容基準を得られれば、用いることができる。さらに、

基準対照（すなわち、適切な溶媒に溶解された試験用ペプチドのみ含有するサンプ

ル）も HPLC の分析シーケンスに含め、これらの基準対照を用いて、解析前の HPLC
システムの適合性（基準対照 A）、経時的な基準対照の安定性（基準対照 B）、被験

物質の溶解に用いる溶媒がペプチド減少率に影響を及ぼさないこと（基準対照 C）を

検証する（補遺 2 参照）。物質ごとに適切な基準対照を用いて、当該物質のペプチ

ド減少率を算出する（第 18 段落参照）。加えて、解析される被験物質ごとに当該被

験物質のみにより構成される共溶出対照を HPLC の分析シーケンスに含め、当該被

験物質とリジンかシステインいずれかの含有ペプチドとの共溶出の可能性について

検討する。 

被験物質とシステインおよびリジン含有ペプチド溶液のインキュベーション 

12. システインおよびリジン含有ペプチド溶液は、それぞれ被験物質と 1：10 お

よび 1：50 の比率で混合し、ガラス製オートサンプラーバイアル中においてインキ

ュベートする。被験物質の水溶性が低いため、被験物質溶液を試験用ペプチド溶液

に添加直後沈殿物が認められた場合、どの程度の量の被験物質が試験用ペプチドと

の反応のため溶液中に残されているのか明確にならない。したがって、このような

場合、陽性結果は受け入れられるが、陰性結果は確からしさが不明であり相当の注

意を払って解釈すべきである（最大で濃度 100 mM に不溶の被験物質については第

10 段落の条項も参照）。反応溶液は 22.5～30°C で 24±2 時間暗所に静置してから、

HPLC 分析を行う。被験物質ごとに双方のペプチドについて 3 回ずつ繰り返し分析す

る。HPLC 分析の前に試料の目視確認を行わなければならない。沈殿物または相分離

が認められる場合、多量の沈殿物により HPLC のラインまたはカラムが詰まるおそ

れがあるため、予防措置として、試料を低速で遠心分離（100～400 × g）し、沈殿物

をバイアルの底に沈殿させることを考慮する。インキュベーション時間の経過後に

沈殿物または相分離が認められれば、ペプチドの減少が過小評価される可能性があ

り、陰性結果の場合、十分な信頼性を持って反応性を欠くと結論付けることはでき

ない。 
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HPLC 標準検量線の作成 

13. システインおよびリジン含有ペプチドの双方について、標準検量線を作成す

る。ペプチドの標準物質は、20%または 25%アセトニトリル溶液中で調製する。緩衝

液には、システイン含有ペプチドにはリン酸緩衝液（pH 7.5）、リジン含有ペプチド

には酢酸アンモニウム緩衝液（pH 10.2）を用いる。試験用ペプチドの原液（0.667 
mM）を連続希釈した標準液を用いて、0.534～0.0167 mM の範囲を対象とする 6 濃度

の検量線用溶液を調製する。標準検量線には、無処置の希釈緩衝液も含める。適切

な検量線とは、決定係数（r2）が 0.99 超の場合とする。 

HPLC の準備および分析 

14. HPLC システムの適合性を、分析の実施前に検証する。ペプチドの減少を、

UV 検出器（220 nm の測定波長を有するフォトダイオードアレイ検出器または固定波

長吸収検出器）と接続した HPLC によりモニターする。適切なカラムを HPLC シス

テムに設置する。バリデーション済みのプロトコルには、好ましいカラムとして

Zorbax SB-C-18（2.1 mm × 100 mm × 3.5 ミクロン）が記載されている。この逆相

HPLC カラムを使い、分析を開始する前に 2 時間以上、システム全体を 30°C におい

て A 相 50%（0.1%（v/v）トリフルオロ酢酸－水）、B 相 50%（0.085%（v/v）トリフ

ルオロ酢酸－アセトニトリル）で平衡化する。HPLC 分析は、流速 0.35 mL/分とし、

線形勾配でアセトニトリルについて 10 分間に 10%から 25%、続いて他の物質を除去

するためアセトニトリル濃度を 90%に急速に上昇させる。同量の標準物質、試料、

対照をそれぞれ注入する。注入と注入の間、初期条件下にて 7 分間、カラムの平衡

化を再度行うこと。異なる逆相 HPLC カラムを用いる場合、システインおよびリジ

ン含有ペプチドの適切な溶出およびピーク面積を保証するため、使用システムによ

り変わることがある注入量（通常、3～10 μL の範囲）など設定パラメータを調整す

る必要がある。重要事項として、別の HPLC 設定を用いる場合、その設定が上記の

検証済みの設定と同等であることを（例えば、補遺 1 の習熟度評価用の物質の試験

により）示すこと。吸光度は 220 nm でモニターする。フォトダイオードアレイ検出

器を用いる場合、258 nm における吸光度も記録する。アセトニトリルの中には、ペ

プチドの安定性に悪影響を及ぼすものもあるため、新たなバッチのアセトニトリル

を用いる場合、その影響を評価しなければならないことに留意する。220 nm のピー

ク面積と 258 nm のピーク面積の比を、共溶出の指標として用いることができる。各

試料について、対照試料に対する面積比の平均値 2が 90%超かつ 100%未満の範囲の

比である場合、共溶出が生じなかったことを示す良い指標になると考えられる。 

15. システイン含有ペプチドの酸化を促進する被験物質が存在する可能性がある。

二量体化したシステイン含有ペプチドのピークは、目視によりモニターできる場合

がある。二量体化が生じたと考えられる場合、これによりペプチド減少率が過大評

価され、偽陽性の判定や、より高い反応性に分類される可能性があることに留意す

る（第 21 段落および第 22 段落参照）。 

16. HPLC の分析時間は、被験物質を試験用ペプチド溶液と混合後、22～26 時間

経過してから最初のサンプルの注入開始ができるよう設定する。HPLC の分析シーケ

ンスは、HPLC 解析時間が 30 時間未満となるよう設定する。バリデーション試験に

用いられ、本試験法に記載されている HPLC の設定では、1 回の HPLC 測定で最大

26 試料の分析が可能である（第 9 段落も参照）。HPLC による分析シーケンスの一例

 
2 平均値とは、本文書全体を通じ算術平均値を意味する。 
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を補遺 2 に示す。 

データおよび報告 

データの評価 

17. システインまたはリジン含有ペプチドの濃度については、各試料を 220 nm
で測光し、適切なピークのピーク面積（曲線下面積［area under the curve：AUC］）

の測定、および標準物質から得られる線形検量線を用いたペプチドの濃度より算出

する。 

18. ペプチド減少率は、下記の式に従って、各試料のピーク面積を測定し、その

ピーク面積を関連する基準対照 C（補遺 2 参照）のピーク面積の平均値で割ることに

より決定される。 

ペプチド減少率 = 
 
1- 

 
反復注入におけるペプチドのピーク面積 

  
×100 

基準対照 C におけるペプチドのピーク面積の平均値 

許容基準 

19. 1 回の測定は、次の基準を満たすことにより、妥当であるとみなされる。 

a) 標準検量線の決定係数（r2）が 0.99 超。 

b) 陽性対照であるシンナムアルデヒドの 3 回反復測定によるペプチド減少率

の平均値が、システイン含有ペプチドの場合 60.8～100%、リジン含有ペプチ

ドの場合 40.2～69.0%であり（その他の陽性対照については参照範囲を確定

する必要がある）、最大標準偏差（standard deviation：SD）が、システイン

の減少率では 14.9%未満、リジンの減少率では 11.6%未満。 

c) 基準対照 A のペプチド濃度の平均値は 0.50±0.05 mM であり、アセトニト

リル中における 9 例の基準対照 B および C については、ペプチドのピーク面

積の変動係数（coefficient of variation：CV）が 15.0%未満。 

これらの基準の 1 つまたは複数を満たさない場合、測定を繰り返す。 

20. 被験物質の結果については、次の基準を満たすことにより、妥当であるとみ

なされる。 

a) 被験物質の反復測定における最大標準偏差が、システインの減少率では

14.9%未満、リジンの減少率では 11.6%未満。 

b) 適切な溶媒中における 3 例の基準対照 C のペプチド濃度の平均値が

0.50±0.05 mM。 

これらの基準を満たさない場合、データは不採用とし、この特定の被験物質

について測定を繰り返す。 

予測モデル 

21. 被験物質ごとにシステインの減少率およびリジンの減少率の平均値を算出す

る。平均値を算出して減少率が負であれば「0」とみなす。表 1 に示したシステイン
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1：10／リジン 1：50 の予測モデルにおいて、ペプチド減少率の平均値 6.38%を閾値

に用いて、IATA または DA の枠組み内で皮膚感作性物質と非感作性物質を識別する。

本予測モデルを適用して、被験物質を反応性の強度（すなわち、低、中等度および

高反応性）について分類すると、IATA または DA の枠組みの範囲内で、強度の評価

に有用な情報が得られることが分かるはずである。 

表 1：システイン 1：10／リジン 1：50 の予測モデル 1 

システインおよびリジンの減少率の平均値 反応性の分類 DPRA による予測 2 

0%≦減少率の平均値≦6.38% なし、または極めて低い 陰性 

6.38%＜減少率の平均値≦22.62% 低い 

陽性 22.62%＜減少率の平均値≦42.47% 中等度 

42.47%＜減少率の平均値≦100% 高い 
1 表の数値は統計的に算出された閾値であり、測定の精度との関連性はない。 
2 DPRA による予測は、IATA の枠組みの中で、また、第 2 段落および第 4 段落の条項に従って検

討すること。 

22. 被験物質（特定の物質、または多成分物質の 1 つもしくは複数の構成成分、

または混合物）によっては、220 nm において顕著に吸収を示し、試験用ペプチドと

同じ保持時間になる場合（共溶出）が考えられる。被験物質と試験用ペプチドの溶

出時間が分離されるように HPLC の設定をわずかに調整することにより、共溶出は

解消できる。別の HPLC 設定を用いて共溶出の解消に取り組む場合、その設定が検

証済みの設定と同等であることを（例えば、補遺 1 の習熟度評価用の物質の試験に

より）示す必要がある。共溶出が生じると、試験用ペプチドのピーク面積が正確に

求められず、ペプチド減少率の算出が不可能になる。こうした被験物質の共溶出が、

システインおよびリジン含有ペプチドの双方に生じた場合、分析結果では「結論が

得られない」とする。共溶出がリジン含有ペプチドにのみ生じた場合、表 2 に報告

されたシステイン 1：10 の予測モデルを用いる。 

表 2：システイン 1：10 の予測モデル 1 

システイン（Cys）の減少率 反応性の分類 DPRA による予測 2 

0%≦Cys の減少率≦13.89% なし、または極めて低い 陰性 

13.89%＜Cys の減少率≦23.09% 低い 

陽性 23.09%＜Cys の減少率≦98.24% 中等度 

98.24%＜Cys の減少率≦100% 高い 
1 表の数値は統計的に算出された閾値であり、測定の精度との関連性はない。 
2 DPRA による予測は、IATA の枠組みの中で、また、第 2 段落および第 4 段落の条項に従って検

討すること。 

32. それ以外に、被験物質と試験用ペプチドの一方との保持時間が、完全ではな

いが重複している場合がある。このような場合、ペプチド減少率の算定であり、シ

ステイン 1：10／リジン 1：50 の予測モデルにおいて用いることはできるが、被験物
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質の反応性の強度について分類を正確に行うことはできない。 

24. システインおよびリジン含有ペプチドの双方について HPLC 分析を行い、そ

の結果に疑問の余地がない場合、被験物質の分析は 1 回で十分である。ただし、陽

性結果と陰性結果との識別に用いられる閾値に近い結果（すなわち、境界域にある

結果）である場合、さらなる分析が必要な場合がある。システイン 1：10／リジン

1：50 の予測モデルにおけるペプチド減少率の平均値が 3～10%の範囲に含まれる場

合、または、システイン 1：10 の予測モデルにおけるシステインの減少率が 9～17%
の範囲に含まれる場合には 2 回目の分析を行い、1 回目と 2 回目で結果が一致しない

場合には、3 回目の分析を行う。 

試験報告書 

25. 試験報告書には、以下の情報を含めること。 

被験物質 

● 単一成分物質 

○ IUPAC または CAS 名、CAS 登録番号、SMILES または InChI コード、構造

式および／またはその他の識別子などの化学的識別情報 

○ 外観、水溶解度、分子量、および入手可能なその他の関連する物理化学的

性状 

○ 純度、該当する場合で現実的に可能であれば不純物の化学的識別情報など 

○ 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕など） 

○ 試験濃度 

○ 入手可能な範囲の保存条件および安定性 

● 多成分物質、UVCB 物質、混合物： 

○ 成分の化学的識別情報（上記参照）、純度、定量的組成、ならびに関連の

ある物理化学的性状（上記参照）などによって可能な限り特徴付けること 

○ 外観、水溶解度、および入手可能なその他の関連する物理化学的性状 

○ 既知組成の混合物／ポリマーの場合、分子量もしくは見かけ上の分子量、

または試験実施に関連するそれ以外の情報 

○ 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕など） 

○ 試験濃度 

○ 入手可能な範囲の保存条件および安定性 

対照物質 

● 陽性対照 

○ IUPAC または CAS 名、CAS 登録番号、SMILES または InChI コード、構造

式および／またはその他の識別子などの化学的識別情報 
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○ 外観、水溶解度、分子量、および入手可能なその他の関連する物理化学的

性状 

○ 純度、該当する場合で現実的に可能であれば不純物の化学的識別情報など 

○ 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕など） 

○ 試験濃度 

○ 入手可能な範囲の保存条件および安定性 

○ 入手可能な場合、試験実施ごとの許容基準が適切であることを立証する陽

性対照の背景データの参照先 

● 溶媒／媒体 

○ 該当する場合、使用する溶媒／媒体およびその成分の比率 

○ IUPAC または CAS 名、CAS 登録番号、および／またはその他の識別子など

の化学的識別情報 

○ 純度、該当する場合で現実的に可能であれば不純物の化学的識別情報など 

○ 本試験法の記載以外の溶媒／媒体を用いる場合、外観、分子量、および入

手可能な範囲のその他の関連する物理化学的性状 

○ 入手可能な範囲の保存条件および安定性 

○ 各被験物質についての溶媒選択の妥当性 

○ アセトニトリルの場合、ペプチドの安定性に及ぼす影響の試験結果 

ペプチド、陽性対照、被験物質の調製 

● ペプチド溶液の特性（供給元、ロット、ペプチドの正確な重量、原液に添加された

量） 

● 陽性対照溶液の特性（陽性対照物質の正確な重量、被験溶液に添加された量） 

● 被験物質溶液の特性（被験物質の正確な重量、被験溶液に添加された量） 

HPLC 機器の設定および分析 

● HPLC 機器、HPLC カラムおよびガードカラム、検出器、オートサンプラーの種類 

● HPLC 分析に関連するパラメータ：カラム温度、注入量、流速、グラジエントなど 

システムの適合性 

● 標準物質および基準対照 A の反復測定ごとの 220 nm におけるペプチドのピーク面

積 

● グラフにより表された線形検量線および報告された決定係数（r2） 

● 基準対照 A の反復測定ごとのペプチド濃度 
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● 基準対照 A の 3 例のペプチド濃度（mM）の平均値、SD、CV 

● 基準対照 A および C のペプチド濃度 

分析シーケンス 

● 基準対照について： 

○ B および C の反復測定ごとの 220 nm におけるペプチドのピーク面積 

○ アセトニトリル中の基準対照 B および C 9 例について、220 nm におけるペ

プチドのピーク面積の平均値、SD、CV（基準対照の分析中の経時的安定性

の検討のため） 

○ 用いた各溶媒について、3 例の適切な基準対照 C の 220 nm におけるペプチ

ドのピーク面積の平均値（ペプチド減少率算出のため） 

○ 用いた各溶媒について、3 例の適切な基準対照 C のペプチド濃度（mM） 

○ 用いた各溶媒について、3 例の適切な基準対照 C のペプチド濃度（mM）の

平均値、SD、CV 

● 陽性対照について： 

○ 反復測定ごとの 220 nm におけるペプチドのピーク面積 

○ 反復測定ごとのペプチド減少率 

○ 3 回の反復測定でのペプチド減少率の平均値、SD、CV 

● 各被験物質について： 

○ 認められる場合、インキュベーション時間終了時における反応混合物の沈

殿物の外観沈殿物が再度可溶化または遠心分離された場合の結果 

○ 共溶出の存在 

○ 該当する場合、それ以外に関連する観察結果の記述 

○ 反復測定ごとの 220 nm におけるペプチドのピーク面積 

○ 反復測定ごとのペプチド減少率 

○ 3 回の反復測定でのペプチド減少率の平均値、SD、CV 

○ システインの減少率とリジンの減少率の平均値 

○ 使用した予測モデルおよび DPRA による予測 

習熟度評価の試験 

● 該当する場合、本試験法実施の際に（例えば、習熟度評価用の物質の試験により）

実施施設の習熟度を立証、または本試験法の経時的な再現性の性能を立証するのに

用いた手順 

結果の考察 

● DPRA により得られた結果の考察 
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● 他の関連情報が入手可能な場合、IATA に照らした DPRA の結果の考察 

結論 
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付録 I の参考文献 
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付録 I、補遺 1 

習熟度評価用の物質 

In Chemico 皮膚感作性：ペプチド結合性試験（Direct Peptide Reactivity Assay）。 

本試験法に記載された試験法を日常的に用いるのに先立ち、表 1 の習熟度評価用の

10 物質について、DPRA により期待される予測結果を正確に入手し、システインお

よびリジン含有ペプチドごとに、習熟度評価用の 10 物質中 8 物質について、それぞ

れの基準範囲内に含まれるペプチド減少率の値を入手することにより実施施設の技

術的習熟度を立証すること。習熟度評価用のこれらの物質は、皮膚感作性の危険有

害性について得られる反応の範囲を示すため選択された。それ以外の選択基準は、

これらの物質が市販品であること、高品質の in vivo 参照データおよび DPRA により

生成された高品質の in vitro データが入手可能であること、ならびに、EURL ECVAM
が主導したバリデーション試験にこれらの物質を用い、本試験に参加した施設で試

験法を実施した際に成功することが立証されることとした。 

表 1：ペプチド結合性試験の技術的習熟度の立証に推奨される習熟度評価用の物質 

習熟度評価用の物質 CAS 番号 物理的

状態 
in vivo 予測 1 DPRA によ

る予測 2 
システイン含有

ペプチド減少率

（%）の範囲 3 

リジン含有ペプ

チド減少率

（%）の範囲 3 

2,4-ジニトロクロロベ

ンゼン 
97-00-7 固体 感作物質 

（非常に強い） 
陽性 90-100 15-45 

オキサゾロン 15646-46-5 固体 感作物質 
（非常に強い） 

陽性 60-80 10-55 

ホルムアルデヒド 50-00-0 液体 感作物質 
（強い） 

陽性 30-60 ≤24 

ベンジリデンアセト

ン 
122-57-6 固体 感作物質 

（中等度） 
陽性 80-100 ≤7 

ファルネソール 19317-11-4 液体 感作物質 
（弱い） 

陽性 15-55 ≤25 

2,3-ブタンジオン 431-03-8 液体 感作物質 
（弱い） 

陽性 60-100 10-45 

1-ブタノール 71-36-3 液体 非感作物質 陰性 ≤7 ≤5.5 

6-メチルクマリン 92-48-8 固体 非感作物質 陰性 ≤7 ≤5.5 

乳酸 50-21-5 液体 非感作物質 陰性 ≤7 ≤5.5 

4-メトキシアセトフ

ェノン 
100-06-1 固体 非感作物質 陰性 ≤7 ≤5.5 

1 in vivo における危険有害性（および強度）の予測結果は、LLNA データ（5）に基く。in 
vivo における強度は、欧州化学物質生態毒性および毒性センター（ECETOC）（8）により

提唱された基準を用いて得られている。 
2 DPRA による予測は、IATA の枠組みの中で、また、第 2 段落および第 4 段落の条項に従

って検討すること。 
3 範囲は独立した 6 つの施設により実施された 10 例以上の減少率の値に基いて決められた。  
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付録 I、補遺 2 

分析シーケンスの例 

校正標準および基準対照 標準物質 1 
標準物質 2 
標準物質 3 
標準物質 4 
標準物質 5 
標準物質 6 
希釈緩衝液 
基準対照 A（反復 1） 
基準対照 A（反復 2） 
基準対照 A（反復 3） 

共溶出対照 被験物質 1 に対する共溶出対照 1 
被験物質 2 に対する共溶出対照 2 

基準対照 基準対照 B（反復 1） 
基準対照 B（反復 2） 
基準対照 B（反復 3） 

1 セット目の反復 基準対照 C（反復 1） 
シンナムアルデヒド（反復 1） 
試料 1（反復 1） 
試料 2（反復 1） 

2 セット目の反復 基準対照 C（反復 2） 
シンナムアルデヒド（反復 2） 
試料 1（反復 2） 
試料 2（反復 2） 

3 セット目の反復 基準対照 C（反復 3） 
シンナムアルデヒド（反復 3） 
試料 1（反復 3） 
試料 2（反復 3） 

基準対照 基準対照 B（反復 4） 
基準対照 B（反復 5） 
基準対照 B（反復 6） 

3 セットの基準対照（すなわち、適切な溶媒に溶解された試験用ペプチドのみからなる試料）

を分析シーケンスに含めること。 
基準対照 A：HPLC システムの適合性の検証に用いる。 
基準対照 B：基準対照の分析の経時的な安定性を検証するため、分析シーケンスの最初と最

後に含める。 
基準対照 C：被験物質の溶解に用いる溶媒がペプチド減少率に影響を及ぼさないことを検証

するため、分析シーケンスに含める。 
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付録 II 

In Chemico 皮膚感作性：アミノ酸誘導体結合性試験 
（Amino acid Derivative Reactivity Assay：ADRA） 

最初に考慮すべき事項、適用および限界 

1. ADRA では、リジンかシステインのいずれかを含有するモデル合成アミノ酸

誘導体に対する被験物質の反応性を定量することにより、皮膚感作性の AOP である

分子レベルのイニシャルイベント、すなわち、タンパク質の反応性を評価する（1）
（2）（3）。次に、システインおよびリジン誘導体の減少率を用いて、皮膚感作性

物質と非感作性物質の識別を行う（1）（2）（3）。 

2. ADRA は、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）分析の経験がある施設で

あれば技術移管が可能であることが立証されている。ADRA の WLR（施設内再現性）

は、参加 4 施設において 100%（10/10）、100%（7/7）、90%（9/10）、100%（10/10）
であった。また、参加 3 施設により 40 被験物質について得られた結果から算定した

BLR（施設間再現性）は 91.9%（4）であった。4 施設において実施されたバリデー

ション試験の対象 40 物質について、その累積データにおける精確さは 86.9%
（139/160）、感度は 81.5%（88/108）、特異度は 98.1%（51/52）であった（4）
（5）。バリデーション試験（4）（5）、その他既報の研究結果から（3）、LLNA の

結果と比較して ADRA では、精確さ 79%（98/124）（ADRA の適用領域内にある 124
化合物）、感度 74%（65/88）および特異度 92%（33/36）にて感作性物質と非感作性

物質が識別されることが示されている（6）。さらに、ADRA の適用領域内にある 73
化合物におけるヒト皮膚感作性の予測は、精確さ 86%（63/73）、感度 85%（44/52）
および特異度 90%（19/21）である（6）。ただし、本試験法は、IATA に照らし、

「概要」の第 7 段落および第 8 段落の条項に従って、他の情報と組み合わせて用いる

ことが推奨されることから、ADRA 単独の試験法としてここに示された精確さの値

は参考にすぎない。さらに、皮膚感作性の動物を用いない試験法を評価する場合、

LLNA およびそれ以外の動物試験結果は、検討対象の種、すなわちヒトにおける皮膚

感作性を完全に反映しているとはいえないことに留意すべきである。入手可能な全

データにより、ADRA の適用領域にはさまざまな有機官能基、反応メカニズム、（in 
vivo 試験により判定される）皮膚感作性の強度および物理化学的性状が含まれること

が示されている（1）（2）（3）（4）。独立したピアレビューにより、ADRA のバ

リデーション試験は、皮膚感作性の有害性を予測により識別するための統合試験戦

略の一部として本試験法が許容可能でなければならないことを実証するものとみな

された（7）。 

3. 本試験ガイドラインにおける「被験物質」という用語は、試験の対象となる

物質のことであり、物質および／または混合物の試験に対する ADRA の適用可能性

とは無関係である。金属化合物の場合、共有結合以外の機序によりタンパク質と反

応することが知られているため、本試験法は適用外となる。この試験ガイドライン

の付録に記載されている試験法は、代謝系を包含しない in chemico 試験法である。皮

膚感作性を生ずるのに酵素による生体内活性化を要する化学物質（すなわち、プロ

ハプテン）は、本試験法では検出できない。非生物変換によって感作性物質となる

化学物質（すなわち、プレハプテン）の報告例には、本試験法により正しく検出さ

れているものもある（1）（2）（3）（4）。上記を踏まえ、本試験法により得られ
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た陰性結果は、IATA の枠組みの範囲内で、定められた限界に照らし、また他の情報

源との関連において解釈すべきである。N-(2-(1-ナフチル)アセチル)-L-システイン

（NAC）試薬の酸化（すなわち、システインの二量体化）を促進する被験物質の場

合、NAC の減少を過大評価する可能性があり、判定が偽陽性となる可能性があると

考えられる（第 27 段落および第 28 段落参照）。HPLC によって形成されたあらゆる

NAC 二量体の検出および定量が可能であると考えられることから、被験物質との反

応および共有結合とは対照的に、酸化的二量化によって NAC 試薬が減少したことは

確認または除外できるものと考えられる。 

4. ADRA の試験方法により、難溶性物質の試験が可能となる。試験を実施する

ためには、被験物質は、最終濃度 1 mM において適切な溶媒に可溶でなければならな

い（第 14 段落参照）。本濃度において不溶の被験物質は、より低濃度での試験も可

能である。これらの例において陽性結果の場合、その結果を用いて被験物質が皮膚

感作性物質であると判定できるが、陰性結果からは、反応性を欠くとの確定判断を

すべきではない。 

5. 一般的に有機化合物の多くは、220 nm の波長域の紫外線を吸収する。求核試

薬と被験物質が共溶出する場合、偽陰性予測となる可能性がある。これは、ペプチ

ドベースの求核試薬の定量を 220 nm にて実施するよう明記されている DPRA で起こ

り得る。対照的に、ADRA で用いる求核試薬の定量は 281 nm にて実施される。この

スペクトル領域の紫外線を吸収する物質は、概して共役二重結合を有する物質に限

られることから、共溶出の可能性は有意に低い（8）。 

6. 現在の予測モデルでは被験物質と求核試薬のモル比を定義する必要があるこ

とから、組成が不明の複雑な混合物、および組成が不明もしくは不定の物質、複雑

な反応生成物、または生体物質（UVCB 物質）に本モデルを用いることはできない。

混合物に対する ADRA の適用可能性については、現在入手可能な情報が限られてい

る（9）（10）。多成分物質および混合物を ADRA などの試験法に用いるためには、

プロトコルを新たに開発し、HPLC 分析によって求核試薬の減少率を定量できるよう

にする必要がある（9）（10）。このため、多成分物質および混合物の評価が可能で

ある本ガイドラインでは特定の方法を決定することはできないが、現時点で既知組

成の多成分物質や混合物に適用可能であると考えられる評価方法については、第 15
段落に記載されている（9）。ただし、これらの物質についてはバリデーション試験

実施時に試験対象とはなっていなかった。混合物、試験の実施が困難である化学物

質（不安定な物質など）、または本ガイドラインに記載されている適用領域の範囲

内にあることが明確ではない化学物質の試験にあたっては、実施する試験から科学

的に意義のある結果が得られるか否かを前もって検討すること。 

7. ADRA では皮膚感作性物質と非感作性物質を識別することが可能である。

ADRA の結果を他の情報源と組み合わせて検討する場合に感作性の強度の評価に寄

与できるか否かを判断するには、望ましくはヒトのデータを基にさらに検討する必

要がある。 
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試験の概要 

8. ADRA は、NAC として知られるシステイン誘導体 N-(2-(1-ナフチル)アセチ

ル)-L-システイン（CAS 番号：32668-00-1）および NAL として知られるリジン誘導体

α-N-(2-(1-ナフチル)アセチル)-L-リジン（CAS 番号：397841-92-8）の残留濃度を定量

する in chemico 試験法である。定量は、被験物質の存在下にて 25±1ºC、24±1 時間の

インキュベーション後に行われる。いずれの誘導体にも、UV 検出を促進するために

N 末端に導入されるナフタレン環が 1 つ含まれる。NAC および NAL の相対濃度は、

勾配溶出法による高速液体クロマトグラフィー（HPLC）と 281 nm における UV 検出

により測定する。その後、NAC および NAL 双方について減少率の値を算出し、予測

モデルとの比較を行う（第 26 段落参照）。 

9. 本試験法に記載された試験法を日常的に用いるのに先立ち、実施施設は、こ

の付録の補遺 1 に収載された習熟度評価用の 10 物質を用いて技術的習熟度を立証す

る。 

試験の手順 

10. 本試験法は、JaCVAM が調整した ADRA のバリデーション試験に用いられた

プロトコル（11）を基にしており、試験施設に ADRA を導入する際に使用するよう

推奨される。ADRA の主要な構成要素および手順について以下に記す。異なる HPLC
設定を用いる前に、その設定がプロトコル記載の検証済みの設定と同等であること

を、望ましくは、この付録の補遺 1 の習熟度評価用の物質の試験により示すこと。 

NAC および NAL の品質 

11. 求核試薬は、富士フイルム和光（FUJIFILM Wako：FFWK）純薬株式会社の

カタログ番号 296-80901 で、皮膚感作性試験用の「ADRA キット」として入手可能で

ある。NAC/NAL の製造特許は、富士フイルム株式会社により日本でしか取得されて

いない。このため、他国の製造者は、許可を得ることなく NAC/NAL を生産すること

ができる。他の NAC/NAL を用いる場合は、以下に記す 3 つの品質基準を満たさなけ

ればならない。これらの品質基準を満たすよう製造されたことが明らかである NAC
および NAL を購入することで、品質を確認する必要もなく、遅滞なく ADRA を実施

することができる。 

NAC および NAL に必要な品質： 

1) 純度：NAC、NAL ともに純度が 98%以上であること。 

2) 安定性：NAC および NAL の原液を用いて、被験物質が全く含まれていない基準

対照を調製し、調製直後（0 時間）および 24 時間のインキュベーション後に NAC と

NAL の残留濃度を定量する。NAC および NAL の残留濃度がいずれも最低 90%であ

ること（11）。NAC の残留濃度は、総 NAC の割合および NAC 二量体の残留濃度と

して算定する。 

3) 反応性：補遺 1 に示した習熟度評価用の 10 物質を用いて NAC および NALの反応

性の評価を行い、所定の要件を満たすこと。 
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NAC および NAL の原液の調製 

12. 使用に先立ち、NAC および NAL の溶解性をバッチごとに検証すること。

0.333 μM EDTA を含有し、pH 8.0 の 100 mM リン酸緩衝液を溶媒とする濃度 2 mM の

NAC 原液、および pH 10.2 の 100 mM リン酸緩衝液を溶媒とする濃度 2 mM の NAL
原液を調製する。次に、この 2 つの原液を緩衝液で希釈して、6.667 μM 原液を調製

する。NAC 原液、NAL 原液はいずれも調製後できるだけ速やかに使用すること

（3）。これらの原液を保存する場合は、-75°C 未満にて使用前の最大 12 ヵ月間凍結

保存することができる。NAC 溶液の最終濃度は pH 8.0 のリン酸緩衝液にて 5 μM、

NAL 溶液の最終濃度は pH 10.2 のリン酸緩衝液にて 5 μM とする。 

被験物質溶液の調製 

13. JaCVAM による ADRA のプロトコル（11）に記載されている可溶化手順に従

い、DPRA の実施前に、適切な溶媒における被験物質の溶解性を評価する。適切な溶

媒では、被験物質が完全に溶解するはずである。ADRA のプロトコルでは、NAC、

NAL いずれも過剰容量中にて被験物質をインキュベートするよう規定されているこ

とから、被験物質（および試験対象が多成分物質または混合物である場合は、その

全成分）が溶解していることは、目視により被験物質溶液が透明であることを確認

すれば十分である。溶媒には、蒸留水、アセトニトリルおよびアセトンが適してい

る。これらの溶媒のいずれにも被験物質が不溶である場合、最後の選択肢として最

小限の DMSO を用いてもよい。DMSO によって求核試薬 NAC の二量体化が生じ

（12）、その結果、許容基準を満たすことがより難しくなる可能性があることに注

意しなければならない。DMSO を用いる場合、被験物質を DMSO とアセトニトリル

1:20 の混合液（5%DMSO－アセトニトリル溶液）に可溶化させてみること。DMSO
－アセトニトリル溶媒を用いる際は、被験物質を DMSO に溶解させ、この溶液をア

セトニトリルを用いて 20 倍希釈して 1 mM 被験物質溶液を調製する。DMSO を用い

たことで NAC 試薬の二量体化の増加が認められる場合には、NAC 二量体の検出は

HPLC で可能であることから、分析により確認することができる。被験物質は使い捨

てのポリプロピレン製試験管中で予め重量を測定し、試験の直前に適切な溶媒に溶

解し、1 mM 溶液を調製する。 

14. 分子量が既知である単一成分物質の試験では、被験物質溶液の濃度は 1 mM
ではなく、0.5 mg/mL にて行ってもよい（9）。また、特徴が明らかであるポリマー

の場合も、その数平均分子量に基き、1 mM 濃度にて単一成分物質の試験手順と同様

にして試験を行うこと。 

15. 組成が既知である混合物および多成分物質の試験については以下の通りであ

る。 

1) 液体：通常は希釈せず用いる。被験物質が難溶性であるために反応溶液

の作製に支障が出る場合、すなわち、非溶解物、混濁および／または沈殿が

認められる場合には、陽性結果については評価に用いることもできるが、陰

性結果については確からしさが不明であり、相当の注意を払って解釈すべき

である。ただし、結果が偽陽性である可能性がある限り、予測の解釈にも相

応の注意を払うこと。 

2) 固体：使用する同一溶媒に被験物質を最大可溶濃度まで溶解させ、1 mM
溶液を調製する。その後、希釈せずにできる限り最大濃度の被験物質溶液を

試験に用いる。被験物質が難溶性であるために反応溶液の作製に支障が出る
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場合、すなわち、非溶解物、混濁および／または沈殿が認められる場合には、

陽性結果については評価に用いることもできるが、陰性結果については確か

らしさが不明であり、相当の注意を払って解釈すべきである。ただし、結果

が偽陽性である可能性がある限り、予測の解釈にも相応の注意を払うこと。 

陽性対照、基準対照、共溶出対照の調製 

16. 陽性対照（positive control：PC）として、フェニルアセトアルデヒド（CAS
番号：122-78-1、純度 90%以上）を用い、アセトニトリルを用いて濃度 1 mM にする。

これ以外に、中程度の減少率の値を示す適切な陽性対照は、既存データが入手可能

で同程度の実行許容基準を得られれば、用いることができる。さらに、適切な溶媒

に溶解された NAC または NAL のみ含有する基準対照も HPLC の分析シーケンスに

含め、これらの基準対照を用いて、解析前の HPLC システムの適合性（基準対照

A）、経時的な基準対照の安定性（基準対照 B）、用いる溶媒が NAC または NAL の

減少率に及ぼすあらゆる影響（基準対照 C）について検証する（補遺 2 参照）。被験

物質の NAC および NAL の減少率を計算する際には、その被験物質に適した基準対

照を用いる（第 23 段落参照）。また、当該被験物質のみにより構成される共溶出対

照を HPLC の分析シーケンスに含め、当該被験物質と NAC、NAL のいずれかとの共

溶出の可能性について検討する。 

被験物質と NAC 溶液および NAL 溶液のインキュベーション 

17. 96 穴マイクロプレートを用いて、NAC 溶液、NAL 溶液をいずれも 1：50 の

割合で被験物質とインキュベートする。NAC 溶液および NAL 溶液に被験物質を加え

た直後に沈殿が認められれば、難溶性であることが示唆され、当該溶液中に含まれ

る被験物質の量を正確に知る方法がないことを意味する。このため、陽性結果は信

頼性を持って用いることができるが、陰性結果は確からしさが不明であり相当の注

意を払って解釈すべきである（濃度 1 mM では溶解しない化学物質の試験については

第 4 段落も参照のこと）。反応溶液は 25±1ºC で 24±1 時間暗所にてインキュベートし

てから、HPLC 分析を行う。インキュベート後、固定液としてトリフルオロ酢酸

（trifluoroacetic acid：TFA）（98%以上）を加え、反応を止めること（3）。 

HPLC の準備および分析 

18. NAC、NAL ともに減少率を決定するため、被験物質ごとに 3 回ずつ繰り返し

分析する。固定液を加えれば反応が止まるが、反応溶液の測定は、できるだけ早く、

かつどのような場合であっても固定液添加後 3 日以内に実施すること。例えば、96
穴マイクロプレートを用いて NAC と NAL の HPLC 分析を分けて実施する場合、1 度

に最大で 34 試料（被験物質、陽性対照、試験に用いるそれぞれの溶媒数に基いた適

切な数の溶媒対照を対象とし、それぞれ 3 回繰り返し測定）の分析が可能である。

一回の試験時の反復測定では、同一バッチの NAC および NAL 原液を用いる。HPLC
分析の前に被験物質溶液および対照溶液の目視確認を行うこと。多量の沈殿物によ

り HPLC のラインまたはカラムが詰まることへの予防措置として、試料を低速で遠

心分離（100～400 × g）し、あらゆる沈殿物をバイアルの底に沈殿させることを考慮

する。インキュベーション時間の経過後に沈殿物または相分離が認められれば、

NAC および NAL の減少率が誤る可能性があることが示唆されることから、その場合

の陰性結果については、インキュベーション時間の初期になんらかの沈殿物が認め

られた場合と同様、確からしさが不明であり相当の注意を払って解釈すべきである
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（上記参照）。 

19. NAC および NAL の双方について、標準検量線を作成する。NAC および NAL
の標準液はどちらもトリフルオロ酢酸を 0.5%含む 20%アセトニトリル－緩衝液を用

いて調整する。NAC に対しては pH 8.0 のリン酸緩衝液、NAL に対しては pH 10.2 の

リン酸緩衝液を用いる。NAC 原液および NAL 原液（5.0 μM）の連続希釈を行って

5.0～0.156 μM の 6 濃度の検量線用溶液、およびブランクの希釈緩衝液を調製する。

適切な検量線とは、決定係数（R2）が 0.990 超の場合とする。 

20. HPLC システムの適合性を、分析の実施前に検証する。NAC および NAL の

減少はいずれも、UV 検出器（281 nm の測定波長を有するフォトダイオードアレイ検

出器または固定波長吸収検出器）と接続した HPLC によりモニターする。適切なカ

ラムを HPLC システムに設置する。バリデーション済みのプロトコルに記載された

推奨する HPLC 設定には、好ましいカラムとして、ベース粒子がコアシェル型シリ

カゲル、粒子径 2.5～2.7 μm、カラムサイズが 3.0 × 150 mm のカラムを用いる。この

逆相 HPLC カラムを使い、分析を開始する前に 30 分以上、システム全体を 40°C に

おいて A 相 50%（0.1%（v/v）トリフルオロ酢酸－水）、B 相 50%（0.1%（v/v）トリ

フルオロ酢酸－アセトニトリル）で平衡化する。次に、実際に使用する前に 2 回以

上グラジエントにて作動させ、カラムのコンディショニングを行う。HPLC 分析は、

流速 0.30 mL/分とし、線形勾配でアセトニトリルについて 10 分間以内に、NAC では

30%から 55%、NAL では 25%から 45%とし、続いて他の物質を除去するためアセト

ニトリル濃度を 100%に急速に上昇させる。同量の標準溶液、被験物質溶液、対照溶

液を注入する。注入と注入の間、初期条件下にて 6.5 分間、カラムの平衡化を再度行

うこと。異なる逆相 HPLC カラムを用いる場合、NAC および NAL の適切な溶出およ

びピーク面積を保証するため、使用システムにより変わることがある注入量（通常、

10～20 μL の範囲）など設定パラメータを調整する必要がある。重要事項として、別

の HPLC 設定を用いる場合、その設定が上記の検証済みの設定と同等であることを、

望ましくは、補遺 1 の習熟度評価用の物質の試験により示すこと。吸光度は 281 nm
でモニターする。フォトダイオードアレイ検出器を用いる場合、291 nm における吸

光度も記録する。アセトニトリルのバッチによっては、NAC および NAL の安定性に

悪影響を及ぼす場合もあるため、新たなバッチのアセトニトリルを用いる場合、そ

の影響を評価しなければならないことに留意する。281 nm のピーク面積と 291 nm の

ピーク面積の比を、共溶出の指標として用いることができる。各試料について、対

照試料に対する面積比の平均値が 90%超かつ 100%未満の範囲の比である場合、共溶

出が生じなかったことを示す良い指標になると考えられる。HPLC による分析シーケ

ンスの一例を補遺 2 に示す。 

21. NAC の酸化を促進する可能性のある被験物質もある。二量体化した NAC の

ピークは、目視によりモニターできる場合がある。見かけ上のあらゆる二量体化に

ついて、NAC の減少率が過大評価され、偽陽性の判定となる可能性があることから、

注意すること（第 26 段落および第 27 段落参照）。 
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データおよび報告 

データの評価 

22. NAC、NAL の濃度はいずれも、各試料を 281 nm で測光し、適切なピークの

ピーク面積（曲線下面積［area under the curve：AUC］）の測定、および標準物質か

ら得られる線形検量線を用いた NAC および NAL の濃度よりそれぞれ算出する。 

23. NAC および NAL の減少率はいずれも、下記の式に従って、各試料のピーク

面積を測定し、そのピーク面積を関連する基準対照 C（補遺 2 参照）のピーク面積の

平均値で割ることにより決定される。 

 

NAC または NAL の減少率 = 
 
1- 

 

反復注入における NAC または NAL のピーク面積 

  
×100 

基準対照 C における NAC または NAL のピーク面積の平均値 

許容基準 

24. 次の基準を満たすこと。 

a) 標準検量線の決定係数（R2）が 0.990 超。 

b) 陽性対照であるフェニルアセトアルデヒドの 3 回反復測定による NAC および

NAL の減少率の平均値が、NAC の場合 6～30%、NAL の場合 75～100%であり、最

大標準偏差（standard deviation：SD）が、NAC、NAL いずれの減少率についても

10%未満。 

c) 基準対照 A および C の NAC および NAL の濃度の平均値はいずれも 3.2～4.4 μM
であり、アセトニトリル中における 9 例の基準対照 B および C については、NAC お

よび NAL のピーク面積の変動係数（coefficient of variation：CV）が 10%未満。 

これらの基準の 1 つ以上を満たさない場合、データは不採用とし、測定を繰り返す。 

25. 被験物質の結果については、次の基準を満たすことにより、妥当であるとみ

なされる。 

a) 被験物質の反復測定における最大標準偏差が、NAC および NAL の減少率ともに

10%未満。 

b) 適切な溶媒中における 3 例の基準対照 C の NAC および NAL の濃度の平均値が

3.2～4.4 μM。 

これらの基準の 1 つ以上を満たさない場合、データは不採用とし、測定を繰り返す。 

予測モデル 

26. 被験物質ごとに NAC および NAL の減少率の平均値を算出する。平均値を算

出して減少率が負であれば「0」とみなす。表 1 に示した NAC/NAL の予測モデルに

おいて、減少率の平均値 4.9%を閾値に用いて、IATA または DA の枠組み内で皮膚感

作性物質と非感作性物質を識別する。 
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表 1：NAC/NAL の予測モデル 1 

NAC および NAL の減少率の平均値 ADRA による予測 2 
4.9%未満 陰性 
4.9%以上 陽性 

1 表の数値は統計的に算出された閾値であり、測定の精度との関連性はない。 
2 ADRA による予測は、IATA の枠組みの中で、また、第 2 段落および第 3 段落の条項に従っ

て検討すること。 

27. 被験物質（特定の物質、または多成分物質の 1 つもしくは複数の構成成分、

または混合物）によっては、281 nm において顕著に吸収を示し、NAC または NAL
と同じ保持時間になる場合、共溶出が生じる。被験物質と NAC または NAL の溶出

時間が分離されるように HPLC の設定をわずかに調整することにより、共溶出は解

消できる。別の HPLC 設定を用いて共溶出の解消に取り組む場合、その設定が検証

済みの設定と同等であることを、望ましくは、補遺 1 の習熟度評価用の物質の試験

により示す必要がある。共溶出が生じると、NAC または NAL のピーク面積を正確に

求められず、NAC または NAL の減少率の算出が妨げられる。被験物質の共溶出が、

NAC および NAL の双方に生じ、溶出時間の分離ができない場合、分析結果としては

結論が得られないとする。共溶出が NAL にのみ生じ、溶出時間の分離ができない場

合、NAC のみの予測モデル（表 2 参照）を用いて予測を行う。 

表 2：NAC のみの予測モデル 1 

NAC の減少率の平均値 ADRA による予測 2 
5.6%未満 陰性 
5.6%以上 陽性 

1 表の数値は統計的に算出された閾値であり、測定の精度との関連性はない。 
2 ADRA による予測は、IATA の枠組みの中で、また、第 2 段落および第 3 段落の条項に従っ

て検討すること。 

28. 結果に疑問の余地がない場合、被験物質に対して NAC および NAL の双方に

ついて HPLC 分析を 1 回行えば十分である。ただし、陽性結果と陰性結果との識別

に用いられる閾値に近い結果（境界域にある結果）である場合、さらなる分析が必

要な場合がある。NAC/NAL の予測モデルを用いた場合の減少率の平均値が 3.0%か

ら 10.0%までであるか、または、NAC のみの予測モデルを用いた場合の NAC の減少

率が 4.0%から 11.0%までであれば、2 回目の分析を行い、1 回目と 2 回目で結果が一

致しない場合には、3 回目の分析を行う。 
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試験報告書 

29. 試験報告書には、以下の情報を含めること。 

被験物質 

● 単一成分物質 

○ IUPAC または CAS 名、CAS 登録番号、SMILES または InChI コード、構造

式および／またはその他の識別子などの化学的識別情報 

○ 外観、水溶解度、分子量、および入手可能なその他の関連する物理化学的

性状 

○ 純度、該当する場合で現実的に可能であれば不純物の化学的識別情報など 

○ 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕） 

○ 試験濃度 

○ 入手可能な範囲の保存条件および安定性 

● 多成分物質、UVCB 物質、混合物 

○ 入手可能な範囲の成分の化学的識別情報（上記参照）、純度、定量的組成、

ならびに関連のある物理化学的性状（上記参照）などによって特徴付ける

こと 

○ 外観、水溶解度、および入手可能なその他の関連する物理化学的性状 

○ 既知組成の混合物またはポリマーの分子量（または見かけ上の分子量）、

または試験に関連するそれ以外の情報 

○ 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕） 

○ 試験濃度 

○ 入手可能な範囲の保存条件および安定性 

対照物質 

● 陽性対照 

○ IUPAC または CAS 名、CAS 登録番号、SMILES または InChI コード、構造

式および／またはその他の識別子などの化学的識別情報 

○ 外観、水溶解度、分子量、および入手可能なその他の関連する物理化学的

性状 

○ 純度、該当する場合または可能であれば不純物の化学的識別情報 

○ 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕） 

○ 試験濃度 

○ 入手可能な範囲の保存条件および安定性 

○ 入手可能な場合、試験実施ごとの許容基準が適切であることを立証する陽

性対照の背景データの参照先 
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● 溶媒 

○ 該当する場合、使用する溶媒およびその成分の比率 

○ IUPAC または CAS 名、CAS 登録番号、および／またはその他の識別子など

の化学的識別情報 

○ 純度、該当する場合および可能であれば不純物の化学的識別情報 

○ 本試験法の記載以外の溶媒を用いる場合、外観、分子量、その他の関連す

る物理化学的性状 

○ 入手可能な範囲の保存条件および安定性 

○ 各被験物質についての溶媒選択の妥当性 

○ アセトニトリルを用いる場合は、NAC および NAL に対する影響 

NAC および NAL、陽性対照、被験物質溶液の調製 

● NAC 溶液および NAL 溶液の特性（供給元、ロット、NAC および NAL の正確な重

量、原液に添加された量） 

● 陽性対照溶液の特性（陽性対照試薬の正確な重量、対照溶液に添加された量） 

● 被験物質溶液の特性（被験物質の正確な重量、被験物質溶液に添加された量） 

HPLC 機器の設定および分析 

● HPLC 機器、HPLC カラムおよびガードカラム、検出器、オートサンプラーの種類 

● HPLC 分析に関連するパラメータ：カラム温度、注入量、流速、グラジエントなど 

システムの適合性 

● 標準物質および基準対照 A の反復測定ごとの 281 nm における NAC および NAL の

ピーク面積 

● グラフにより表された線形検量線および報告された決定係数（R2） 

● 基準対照 A の反復測定ごとの NAC および NAL の濃度 

● 基準対照 A の 3 例の NACおよび NAL 濃度（μM）の平均値、SD、CV 

● 基準対照 A および C の NAC および NAL 濃度 

分析シーケンス 

● 基準対照について 

○ 基準対照 B および C の反復測定ごとの 281 nm における NAC および NAL の

ピーク面積 

○ アセトニトリル中の基準対照 B および C9 例について、281 nm における

NAC および NAL のピーク面積の平均値、SD、CV（基準対照の分析中の経

時的安定性の検討のため） 
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○ 用いた各溶媒について、3 例の適切な基準対照 C の 281 nm における NACお

よび NAL のピーク面積の平均値（NAC および NAL 減少率算出のため） 

○ 用いた各溶媒について、3 例の適切な基準対照 C の NAC および NAL 濃度

（μM） 

○ 用いた各溶媒について、3 例の適切な基準対照 C の NAC および NAL 濃度

（μM）の平均値、SD、CV 

● 陽性対照について 

○ 反復測定ごとの 281 nm における NAC および NAL のピーク面積 

○ 反復測定ごとの NAC および NAL の減少率 

○ 3 回の反復測定での NAC および NAL の減少率の平均値、SD、CV 

● 各被験物質について 

○ 認められる場合、インキュベーション時間終了時における反応混合物の沈

殿物の外観沈殿物が再度可溶化または遠心分離された場合の結果 

○ 共溶出の存在 

○ 該当する場合、それ以外に関連する観察結果の記述 

○ 反復測定ごとの 281 nm における NAC および NAL のピーク面積 

○ 反復測定ごとの NAC および NAL の減少率 

○ 3 回の反復測定での NAC および NAL の減少率の平均値、SD、CV 

○ NAC の減少率と NAL の減少率の平均値 

○ 使用した予測モデルおよび ADRA による予測 

習熟度評価の試験 

● 該当する場合、本試験法実施の際に実施施設の習熟度を立証（習熟度評価用の物質

の試験など）、または本試験法の経時的な再現性の性能を立証するのに用いた手順 

結果の考察 

● ADRA により得られた結果の考察 

● 他の関連情報が入手可能な場合、IATA に照らした本試験法の結果の考察 

結論 
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付録 II の参考文献 
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付録 II、補遺 1 

習熟度評価用の物質 

In Chemico 皮膚感作性：アミノ酸誘導体結合性試験 
（Amino acid Derivative Reactivity Assay：ADRA） 

本試験法を日常的に用いるのに先立ち、表 1 の習熟度評価用の 10 物質について、

ADRA により期待される予測結果を正確に入手し、習熟度評価用の 10 物質中 8 物質

について、それぞれの基準範囲内に含まれる NAC および NAL 減少率の値を入手す

ることにより実施施設の技術的習熟度を立証すること。習熟度評価用のこれらの物

質は、皮膚感作性の危険有害性について得られる反応の全範囲を示すため選択され

た。それ以外の選択基準は、これらの物質が市販品であること、高品質の in vivo 参

照データおよび高品質の ADRA データが入手可能であること、ならびに、JaCVAM
主導による導入が成功することを立証するためのバリデーション試験中にこれらの

物質が用いられたこととした。 

表 1：ADRA の技術的習熟度実証用として推奨される化学物質 

番号 被験物質 CAS 番号 物理的

状態 分子量 in vivo 予測 1 ADRA によ

る予測 2 
減少率の範囲 

NAC3 NAL3 

1 p-ベンゾキノン 106-51-4 固体 108.09 感作物質 
（非常に強い） 陽性 90-100 40-70 

2 クロラミン T 三水和物 7080-50-4 固体 281.69 感作物質 
（強い） 陽性 90-100 90-100 

3 trans-シンナムアルデヒド 14371-10- 
9 液体 132.16 感作物質 

（中等度） 陽性 40-100 ≤20 

4 塩化パルミトイル 112-67-4 液体 274.87 感作物質 
（中等度） 陽性 ≤10 50-100 

5 イミダゾリジニル尿素 39236-46- 
9 固体 388.29 感作物質 

（弱い） 陽性 10-45 ≤10 

6 ファルネソール 19317-11- 
4 液体 220.35 感作物質 

（弱い） 陽性 20-40 ≤15 

7 グリセロール 56-81-5 液体 92.09 非感作物質 陰性 ≤7 ≤7 

8 ベンジルアルコール 100-51-6 液体 108.14 非感作物質 陰性 ≤7 ≤7 

9 イソフタル酸ジメチル 1459-93-4 固体 194.19 非感作物質 陰性 ≤7 ≤7 

10 プロピルパラベン 94-13-3 固体 180.20 非感作物質 陰性 ≤7 ≤7 
1 in vivo における危険有害性（および強度）の予測結果は、LLNA データに基く（13）（14）
（15）。in vivo における強度は、欧州化学物質生態毒性および毒性センター（ECETOC）（16）
により提唱された基準を用いて得られている。 
2 ADRA による予測は、IATA の枠組みの中で、また、第 2 段落および第 3 段落の条項に従って検

討すること。 
3 範囲は、独立した 5 つの施設により実施された 10 例以上の減少率の値に基いて決められた。 
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付録 II、補遺 2 

分析シーケンスの例 

HPLC 分析の各試料の分析は、下記の順にて行うこと。より実際的な HPLC 分析シー

ケンスについては「HPLC 試料分析の例」に示す表を参照のこと。 

1. 校正標準および基準対照 A（N＝3）の分析を開始する。 

2.    共溶出対照については、標準溶液および基準対照 A の後に分析するのであれば、

代わる代わる分析する必要はない。 

3. 基準対照 B の分析は、試料、基準対照 C および陽性対照の分析前後に 3 回（計 6
回）行うこと。 

4. 基準対照 C、陽性対照および被験物質溶液の分析を行う（各試料の 1 セット目の

反復分析後、2 セット目の反復分析をそれぞれ行う）。 

校正標準および基準対照 標準物質 1 
標準物質 2 
標準物質 3 
標準物質 4 
標準物質 5 
標準物質 6 
希釈緩衝液 
基準対照 A（反復 1） 
基準対照 A（反復 2） 
基準対照 A（反復 3） 

共溶出対照 被験物質 1 に対する共溶出対照 1  
被験物質 2 に対する共溶出対照 2 

基準対照 基準対照 B（反復 1） 
基準対照 B（反復 2） 
基準対照 B（反復 3） 

1 セット目の反復 基準対照 C（反復 1） 
フェニルアセトアルデヒド（反復 1） 
試料 1（反復 1） 
試料 2（反復 1） 

2 セット目の反復 基準対照 C（反復 2） 
フェニルアセトアルデヒド（反復 2） 
試料 1（反復 2） 
試料 2（反復 2） 

3 セット目の反復 基準対照 C（反復 3） 
フェニルアセトアルデヒド（反復 3） 
試料 1（反復 3） 
試料 2（反復 3） 
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基準対照 基準対照 B（反復 4） 
基準対照 B（反復 5） 
基準対照 B（反復 6） 

3 セットの基準対照（適切な溶媒に溶解された NAC または NAL）を分析シーケンス

に含めること。 

基準対照 A：HPLC システムの妥当性を検証するための対照。基準対照 A は、被験物

質ではなく、アセトニトリル添加後の各検量線による NAC および NAL の濃度を検

証するために用いる。 

基準対照 B：分析下での反応溶液の安定性を検証するための対照。基準対照 B は、

分析開始時および分析終了時に、被験物質ではなく、アセトニトリル添加後の溶液

の NAC/NAL の 3 つのピーク面積のそれぞれについて変動（CV）を検証するために

用いる。 

基準対照 C： 

各被験物質溶液の NAC/NAL の減少率を算出するための対照。NAC/NAL の減少率を

算出するため、被験物質の代わりに溶媒添加後の基準対照 C3 例を測定する。基準対

照 C は、被験物質の溶解に用いるすべての溶媒について調製する。 
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	補遺：定義
	付録I
	最初に考慮すべき事項、適用および限界
	1. DPRAでは、リジンかシステインのいずれかを含有するモデル合成ペプチドに対する被験物質の反応性を定量することにより、皮膚感作性のAOPである分子レベルのイニシャルイベント、すなわち、タンパク質の反応性を評価する（1）。システインおよびリジン含有ペプチドの減少率が、皮膚感作性物質と非感作性物質の識別のために用いられ、被験物質を4段階に分けられた反応性の1つに分類する（2）。
	1. DPRAでは、リジンかシステインのいずれかを含有するモデル合成ペプチドに対する被験物質の反応性を定量することにより、皮膚感作性のAOPである分子レベルのイニシャルイベント、すなわち、タンパク質の反応性を評価する（1）。システインおよびリジン含有ペプチドの減少率が、皮膚感作性物質と非感作性物質の識別のために用いられ、被験物質を4段階に分けられた反応性の1つに分類する（2）。
	2. DPRA試験法は、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）分析の経験がある施設であれば技術移管が可能であることが立証されている。本試験法の予測の再現性は、同一施設内で約85%、複数施設間で約80%である（3）。バリデーション試験（4）および既報の試験（5）から得られた結果を総合すると、皮膚感作性物質（すなわち、UN GHS区分1）と非感作性物質との識別についてLLNAの結果と比較した場合、DPRAの精確さは80%（N=157）、感度は80%（88/109）、特異度は77%（37/48）であった...
	2. DPRA試験法は、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）分析の経験がある施設であれば技術移管が可能であることが立証されている。本試験法の予測の再現性は、同一施設内で約85%、複数施設間で約80%である（3）。バリデーション試験（4）および既報の試験（5）から得られた結果を総合すると、皮膚感作性物質（すなわち、UN GHS区分1）と非感作性物質との識別についてLLNAの結果と比較した場合、DPRAの精確さは80%（N=157）、感度は80%（88/109）、特異度は77%（37/48）であった...
	3. 本試験ガイドラインにおける「被験物質」という用語は、試験の対象となる物質のことであり0F 、物質および／または混合物の試験に対するDPRAの適用可能性とは無関係である。金属化合物の場合、共有結合以外の機序によりタンパク質と反応することが知られているため、本試験法は適用外となる。被験物質は、最終濃度100 mMにおいて適切な溶媒に可溶であること（第10段落参照）。ただし、本濃度において不溶の被験物質は、可溶化できる低濃度において試験が可能である。このような例で、陽性結果の場合、その結果を用いて...
	3. 本試験ガイドラインにおける「被験物質」という用語は、試験の対象となる物質のことであり0F 、物質および／または混合物の試験に対するDPRAの適用可能性とは無関係である。金属化合物の場合、共有結合以外の機序によりタンパク質と反応することが知られているため、本試験法は適用外となる。被験物質は、最終濃度100 mMにおいて適切な溶媒に可溶であること（第10段落参照）。ただし、本濃度において不溶の被験物質は、可溶化できる低濃度において試験が可能である。このような例で、陽性結果の場合、その結果を用いて...
	4. この試験ガイドラインの付録に記載されている試験法は、代謝系を包含しないin chemico試験法である。皮膚感作性を生ずるのに酵素による生体内活性化を要する化学物質（すなわち、プロハプテン）は、本試験法では検出できない。非生物変換によって感作性物質となる化学物質（すなわち、プレハプテン）の報告例については、そのほとんどが本試験法により正しく検出されている（4）（9）（10）。上記を踏まえ、本試験法により得られた陰性結果は、IATAまたはDAの枠組みの範囲内で、定められた限界に照らし、また他の...
	4. この試験ガイドラインの付録に記載されている試験法は、代謝系を包含しないin chemico試験法である。皮膚感作性を生ずるのに酵素による生体内活性化を要する化学物質（すなわち、プロハプテン）は、本試験法では検出できない。非生物変換によって感作性物質となる化学物質（すなわち、プレハプテン）の報告例については、そのほとんどが本試験法により正しく検出されている（4）（9）（10）。上記を踏まえ、本試験法により得られた陰性結果は、IATAまたはDAの枠組みの範囲内で、定められた限界に照らし、また他の...
	5. 記載の通り、DPRAは皮膚感作性物質と非感作性物質を識別できる。一方、DPRAは、IATAまたはDAなどの統合的アプローチの中で用いられる場合（12）、感作性の強度の評価が可能な場合がある（6）（11）。ただ一方、DPRAの結果のみで、感作性の強度の情報になり得るかを判断するには、望ましくはヒトデータに基いたさらなる検討が求められる。
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	14. HPLCシステムの適合性を、分析の実施前に検証する。ペプチドの減少を、UV検出器（220 nmの測定波長を有するフォトダイオードアレイ検出器または固定波長吸収検出器）と接続したHPLCによりモニターする。適切なカラムをHPLCシステムに設置する。バリデーション済みのプロトコルには、好ましいカラムとしてZorbax SB-C-18（2.1 mm × 100 mm × 3.5ミクロン）が記載されている。この逆相HPLCカラムを使い、分析を開始する前に2時間以上、システム全体を30 CにおいてA...
	14. HPLCシステムの適合性を、分析の実施前に検証する。ペプチドの減少を、UV検出器（220 nmの測定波長を有するフォトダイオードアレイ検出器または固定波長吸収検出器）と接続したHPLCによりモニターする。適切なカラムをHPLCシステムに設置する。バリデーション済みのプロトコルには、好ましいカラムとしてZorbax SB-C-18（2.1 mm × 100 mm × 3.5ミクロン）が記載されている。この逆相HPLCカラムを使い、分析を開始する前に2時間以上、システム全体を30 CにおいてA...
	15. システイン含有ペプチドの酸化を促進する被験物質が存在する可能性がある。二量体化したシステイン含有ペプチドのピークは、目視によりモニターできる場合がある。二量体化が生じたと考えられる場合、これによりペプチド減少率が過大評価され、偽陽性の判定や、より高い反応性に分類される可能性があることに留意する（第21段落および第22段落参照）。
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	16. HPLCの分析時間は、被験物質を試験用ペプチド溶液と混合後、22～26時間経過してから最初のサンプルの注入開始ができるよう設定する。HPLCの分析シーケンスは、HPLC解析時間が30時間未満となるよう設定する。バリデーション試験に用いられ、本試験法に記載されているHPLCの設定では、1回のHPLC測定で最大26試料の分析が可能である（第9段落も参照）。HPLCによる分析シーケンスの一例を補遺2に示す。
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	10. 本試験法は、JaCVAMが調整したADRAのバリデーション試験に用いられたプロトコル（11）を基にしており、試験施設にADRAを導入する際に使用するよう推奨される。ADRAの主要な構成要素および手順について以下に記す。異なるHPLC設定を用いる前に、その設定がプロトコル記載の検証済みの設定と同等であることを、望ましくは、この付録の補遺1の習熟度評価用の物質の試験により示すこと。
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	12. 使用に先立ち、NACおよびNALの溶解性をバッチごとに検証すること。0.333 μM EDTAを含有し、pH 8.0の100 mMリン酸緩衝液を溶媒とする濃度2 mMのNAC原液、およびpH 10.2の100 mMリン酸緩衝液を溶媒とする濃度2 mMのNAL原液を調製する。次に、この2つの原液を緩衝液で希釈して、6.667 μM原液を調製する。NAC原液、NAL原液はいずれも調製後できるだけ速やかに使用すること（3）。これらの原液を保存する場合は、-75 C未満にて使用前の最大12ヵ月間凍...
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	13. JaCVAMによるADRAのプロトコル（11）に記載されている可溶化手順に従い、DPRAの実施前に、適切な溶媒における被験物質の溶解性を評価する。適切な溶媒では、被験物質が完全に溶解するはずである。ADRAのプロトコルでは、NAC、NALいずれも過剰容量中にて被験物質をインキュベートするよう規定されていることから、被験物質（および試験対象が多成分物質または混合物である場合は、その全成分）が溶解していることは、目視により被験物質溶液が透明であることを確認すれば十分である。溶媒には、蒸留水、ア...
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	14. 分子量が既知である単一成分物質の試験では、被験物質溶液の濃度は1 mMではなく、0.5 mg/mLにて行ってもよい（9）。また、特徴が明らかであるポリマーの場合も、その数平均分子量に基き、1 mM濃度にて単一成分物質の試験手順と同様にして試験を行うこと。
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	16. 陽性対照（positive control：PC）として、フェニルアセトアルデヒド（CAS番号：122-78-1、純度90%以上）を用い、アセトニトリルを用いて濃度1 mMにする。これ以外に、中程度の減少率の値を示す適切な陽性対照は、既存データが入手可能で同程度の実行許容基準を得られれば、用いることができる。さらに、適切な溶媒に溶解されたNACまたはNALのみ含有する基準対照もHPLCの分析シーケンスに含め、これらの基準対照を用いて、解析前のHPLCシステムの適合性（基準対照A）、経時的な...
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	17. 96穴マイクロプレートを用いて、NAC溶液、NAL溶液をいずれも1：50の割合で被験物質とインキュベートする。NAC溶液およびNAL溶液に被験物質を加えた直後に沈殿が認められれば、難溶性であることが示唆され、当該溶液中に含まれる被験物質の量を正確に知る方法がないことを意味する。このため、陽性結果は信頼性を持って用いることができるが、陰性結果は確からしさが不明であり相当の注意を払って解釈すべきである（濃度1 mMでは溶解しない化学物質の試験については第4段落も参照のこと）。反応溶液は25±1...
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	18. NAC、NALともに減少率を決定するため、被験物質ごとに3回ずつ繰り返し分析する。固定液を加えれば反応が止まるが、反応溶液の測定は、できるだけ早く、かつどのような場合であっても固定液添加後3日以内に実施すること。例えば、96穴マイクロプレートを用いてNACとNALのHPLC分析を分けて実施する場合、1度に最大で34試料（被験物質、陽性対照、試験に用いるそれぞれの溶媒数に基いた適切な数の溶媒対照を対象とし、それぞれ3回繰り返し測定）の分析が可能である。一回の試験時の反復測定では、同一バッチの...
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