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キーイベントに基づく試験ガイドライン 442D 

AOP のキーイベント（角化細胞活性化）に基づく in vitro 皮膚 
感作性アッセイ 

概要 

キーイベント（角化細胞活性化）に基づく試験ガイドライン 

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

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および生物学的

機序に関する最新の知識は、Adverse Outcome Pathway（有害転帰経路（AOP））とし

て要約されており（2）、分子レベルの初期事象からその中間事象を通じて有害作用、

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、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焦点が絞られている。この場合、分子レベルの初期事象

（すなわち、第一のキーイベント）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 における第二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。第三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。

第四のキーイベントは T 細胞の増殖である（3）。 

2. 本試験ガイドラインでは、皮膚感作性に関する AOP の第二のキーイベント、

すなわち、角化細胞活性化について記載された機序を対象とした in vitro 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: 

● 角化細胞株レポーターアッセイ KeratinoSens™試験法（付録 IA）、および 

● 角化細胞株レポーターアッセイ LuSens 試験法（付録 IB）。 

3. この 2 種類の in vitro 角化細胞株レポーターアッセイは科学的に妥当であると

考えられている。KeratinoSens™試験法はまずバリデーション試験を受け、次に欧州

動物実験代替法評価センター（European Union Reference Laboratory for Alternatives to 
Animal Testing：EURL ECVAM）の科学諮問委員会（ECVAM Scientific Advisory 
Committee：ESAC）による独立した第三者評価、および EURL ECVAM による承認勧

告を受けており、検証済み標準試験法（validated reference method：VRM）とみなされ

ている（3）（4）（5）（6）。その後、LuSens 試験法について性能標準に基づくバリ

デーション研究が行われ、それに基づいてこの試験法についても ESAC による評価お

よび承認勧告がなされた（7）（8）（9）（10）。 

4. 本試験ガイドラインに含まれる試験法は、データおよび読み出し測定値の取
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得に用いられる手順との関連においては異なる可能性があるが、角化細胞活性化に関

する AOP のキーイベントを対象とした皮膚感作性試験の結果に関する各国の要件に

取り組む目的では、区別なく用いることができ、同時にデータ相互受け入れ制度

（Mutual Acceptance of Data：MAD）の恩恵を受けられる。 

これらの試験方法の背景および原理は、キーイベントに基づく試験ガイド
ラインに含まれる。 

5. 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。マウスを用いる局所リンパ節試

験（Local Lymph Node Assay：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。 

6. 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づく in chemico および in vitro 試

験法が採択された。OECD TG 442C では、第一のキーイベントを対象とするペプチド

結合性試験（15）を記載している。現行の試験ガイドラインでは、第二のキーイベン

トである角化細胞の活性化の評価が行われ、OECD TG 442E では、皮膚感作性の AOP
の第三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、

第四のキーイベントは T 細胞の増殖であり、これは LLNA において間接的に評価され

る（12）。 

7. 角化細胞の活性化は皮膚感作性の AOP のキーイベントの 1 つを表すにすぎな

いことから（2）（17）、この特異的な主要事象に対して開発された試験法により得

られる情報は、化学物質の皮膚感作性の有無について結論を出す目的としては十分と

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るデ

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、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る他の関連補足情報とともに、皮膚感作性物質（すなわち、UN 
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（17）。確定方

式（Defined Approach）、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（17）、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は、単独では、UN GHS（1）に

規定されたサブカテゴリーである 1A および 1B に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. 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



4 │ 442D OECD/OCDE  

© OECD 2022 

物質のことであり 1、単一成分物質、多成分物質、および／または混合物の試験に対

する試験法の適用可能性とは無関係である。液内培養において試験を行う場合、被験

物質は暴露用培地に溶解するか、または少なくとも安定な分散液を形成することを判

断しなければならない（例：最大の最終試験濃度にて被験物質が暴露用培地に溶解／

分散していることを目視で点検し、未溶解の残渣がないこと、また、溶液が数時間静

置されていた場合は沈殿や相分離が起こっていないことを確認する）。 

10. 多成分物質／混合物に対する試験法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（18）（19）（20）。バリデーション試験における評価はなさ

れていなくても、試験法は多成分物質および混合物の試験にも技術的に適用可能であ

る場合がある。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。さらに、多成分物質または混合物を試験する場合は、

細胞毒性成分が観察対象の反応に干渉する可能性について検討する必要がある（例：

高濃度の非感作性の細胞毒性成分が存在することは、低濃度で存在する弱感作性成分

や感作性成分による反応をマスクする可能性がある）。特定の場合では、複雑な混合

物の感作性について結論を下すために、混合物の主要な画分または複数の画分を構成

する単一の主要成分それぞれについて試験を行うことが科学的に正当とされる場合が

ある。 

参考文献 

 
  

 
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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補遺―定義 

正確性：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「一致度」と同義で用いられることが多い（3）。 

AOP（Adverse Outcome Pathway［有害転帰経路］）：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）。 

ARE：抗酸化剤応答配列（親電子性物質応答配列（EpRE）とも呼ばれる）は、多く

の細胞保護遺伝子および第 II 相酵素の遺伝子の上流にあるプロモーター領域に認めら

れる応答配列である。Nrf2 により活性化されると、ARE はこれらの遺伝子の転写誘

導に介在する。 

CV：細胞生存率 

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。 

CV75：細胞生存率が 75%となる濃度の推定値。 

EC1.5：補間により求めた、ルシフェラーゼの誘導倍率が 1.5 倍となる濃度。 

ルシフェラーゼ活性誘導倍率：同じ溶媒／媒体に暴露した対照細胞の発光量（ブラン

ク値を減じる）に対する、処理後細胞の発光量（ブランク値を減じる）の比を表す。 

IC30：細胞生存率の 30%減をもたらす濃度。 

IC50：細胞生存率の 50%減をもたらす濃度。 

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、および／または

リスク、および／または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。 

Imax：溶媒（陰性）対照との比較により得られ、被験物質の任意の濃度において測

定されるルシフェラーゼ活性の最大誘導倍率。 
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Keap1:Kelch 様 ECH 結合タンパク質 1 は、Nrf2 活性を制御可能なセンサータンパク質

である。非誘導条件下において、センサータンパク質 Keap1 は転写因子 Nrf2 を標的

にし、Nrf2 のユビキチン化およびプロテアソームによる Nrf2 分解を行う。Keap1 の

反応性システイン残基の共有結合が小分子により修飾されると、Keap1 からの Nrf2 の

解離が導かれる（4）（5）（6）。 

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（1）。 

単一成分物質：その定量的組成に、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：その定量的組成に、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。多成分物質は製造過程の結果得ら

れる。混合物と多成分物質との違いは、混合物の場合、2 つ以上の物質が化学反応を

起こさず混合することにより得られるのに対し、多成分物質は化学反応の結果得られ

ることにある。 

陰性対照：試験系のすべての要素を含み、試験系において陽性反応を誘導しないこと

が分かっている物質を用いて処理したサンプル。このサンプルは被験物質で処理され

たサンプル、およびその他の対照サンプルと共に取り扱われる。 

Nrf2:核因子（赤血球由来 2）様 2（nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2）は、抗酸

化剤応答経路に関与する転写因子である。Nrf2 がユビキチン化されないと、Nrf2 は細

胞質に集積して核内に移行し、核内で多くの細胞保護遺伝子の上流にあるプロモータ

ー領域の ARE と結合し転写を開始する（4）（5）（6）。 

性能標準：妥当性の検証が行われた試験法に基づき、それと機序および機能的に類似

した新提案試験法が先行試験に匹敵するか否かを評価するための基準。性能標準には、

（i）試験法において不可欠な要素、（ii）妥当性の検証が行われた試験法において許

容できる性能を示した物質の中から選定された参照物質を示した最小限のリスト、お

よび（iii）この参照物質の最小リストを用いて評価した場合に新提案試験法が実証す

べき、妥当性の検証が行われた試験法で得られるものに匹敵する正確性および信頼性

の水準、が含まれる（3）。 

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。 

習熟度評価用物質：性能標準に含まれる参照物質のうち、標準的な試験法 の実施に

必要な技術的能力を証明するために実験室で使用される物質。これらの物質の選定基

準としては、通常、幅広い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。 

参照物質：妥当性の検証が行われた参照試験法によって実証済みの許容基準に、新試

験法が適合する能力がある証拠を示す目的で用いられる物質のセット。参照物質は、

試験法の使用が予想される物質クラスを代表するべきであり、また、試験法の使用が

予想される物質から生じると予想される反応をすべて、強いものから弱いもの、およ

び陰性のものまで代表する必要がある。 
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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、試験法の正確度（一致

度）も考慮される（3）。 

信頼性：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（3）。 

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）（3）。 

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正確度を示す尺度であり、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（3）。 

溶媒／媒体対照：被験物質は除いているが、用いる溶媒を含んだ試験系のすべての構

成成分からなり反復する対照。同じ溶媒に溶解した被験物質で処理したサンプルにつ

いて、ベースラインの反応を確立するため用いられる。 

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正確度を示す尺度であり、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（3）。 

物質：自然の状態の、または何らかの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すべての溶媒は除く（1）。 

被験物質：「被験物質 」という用語は、試験の対象物を指す場合に用いられる。 

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づ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（1）。 

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。 

検証済み標準試験法（validated reference method：VRM）：科学的に妥当であると最初

に是認された方法のことで、性能に基づくバリデーション試験において参照として用

いられる。 

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づく試験方法。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（3）。 
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ゼノフリー：使用する細胞と同一の種（本件に関してはヒト）に由来しない成分を一

切含まないこと。異種由来成分を含まない。 

参考文献 
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付録 IA：In vitro 皮膚感作性：角化細胞株レポーターアッセイ KeratinoSens™試験法 

最初に考慮すべき事項、適用および限界 

1. 本試験ガイドライン 442D の付録にて詳述する試験法は、皮膚感作性の AOP
における第二のキーイベント、すなわち角化細胞活性化を対象とするものであり

（1）、ルシフェラーゼを利用して、Nrf2 を介した抗酸化剤応答配列（ARE）依存性

遺伝子の活性を評価する。皮膚感作性物質は ARE によって調節される遺伝子を誘導

することが報告されている（2）（3）。皮膚感作性物質のような小型の求電子性物質

は、センサータンパク質である Keap1（Kelch 様 ECH 結合タンパク質 1）に作用する。

すなわち、Keap1 のシステイン残基の共有結合が修飾されることで、転写因子 Nrf2
（核因子‐赤血球 2‐関連因子 2）からの解離が起こる。解離した Nrf2 はその後、第

II 相解毒酵素遺伝子などの ARE 依存性遺伝子を活性化する（2）（4）（5）。 

2. in vitro 角化細胞株レポーターアッセイ KeratinoSens™試験法（以下、

KeratinoSens™試験法）は、バリデーション試験が行われ（3）（6）（7）、次いで欧

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）による独立した第三者評価が実施された（8）。

KeratinoSens™試験法は、有害性の分類のために皮膚感作性物質と非感作性物質を識

別する目的で IATA の一部として用いることが科学的に妥当であると判断された

（8）。 

3. 本試験法の独立した第三者評価に用いられたバリデーション試験の結果およ

び本試験法の開発施設から得られたデータセットに基づくと、KeratinoSens™試験法

は、細胞培養の経験がある実験室への技術移管が可能であることが確認されている

（8）。KeratinoSens™試験法の再現性は、同一施設内および複数の施設間でいずれも

約 85%である（8）。本試験法の評価および第三者評価用に EURL ECVAM に提出さ

れたすべてのデータによると、LLNA の結果と比較した場合、KeratinoSens™試験法

による皮膚感作性物質（すなわち、UN GHS カテゴリー1）と非感作性物質とを識別

する正確度は 77%（155/201）、感度は 78%（71/91）、特異度は 76%（84/110）であ

った（8）。これらの数値は、本試験法の開発施設が約 145 種類の被験物質の成績に

基づき公表した数値と近似している（正確度 77%、感度 79%、特異度 72%）（7）。

これらの情報は、 KeratinoSens™試験法が皮膚感作性の有害性の同定に有用であるこ

とを示している。しかし、本試験法は、確定方式または IATA に照らし、本ガイドラ

インの「概要」の段落 7 および段落 8 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、KeratinoSens™単独の試験法としてここに示された正確

度の値は指標にすぎない。さらに、皮膚感作性に関する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、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。 

4. 現在入手可能なデータにより、KeratinoSens™試験法は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、物理化学的特性の検討に適用できることが示された（3）（6）（7）（8）。本試

験法は、暴露用培地に可溶であるか、または安定した分散液（すなわち、被験物質が

沈殿することも、溶媒から分離して別な相に移行することもないコロイドまたは懸濁

液）となる被験物質に適用可能である。最終的に必要とされる最大濃度である 2,000 
μM において、これらの条件を満たさない被験物質は、これよりも低濃度で試験でき

る場合がある。このような場合、結果が陽性の基準を満たしていれば、被験物質は皮

膚感作性物質であると判断できる。最高濃度が 1,000 μM 未満であって細胞毒性に達
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していない濃度で得られた陰性結果については、結論が得られないと考えるべきであ

る（段落 32 の予測モデル参照）。被験物質が可溶である最大濃度が 1,000 μM 未満で、

細胞毒性（生存率が 70%未満）に達している場合は、陰性の基準を適用できる。一般

に、LogP が 7 を超える単一成分物質は暴露用培地に不溶のことがあるが、溶解性ま

たは安定な分散液が得られたことが文献に記載がある場合は、試験を実行できる可能

性がある。 

5. リジン残基のみに反応性を有する物質は、本試験法により陰性と検出され得

ることから、陰性結果は慎重に解釈する。これは、Keap1-Nrf2-ARE 経路の活性化を

もたらす主要な機序は、ストレッサーと Keap-1 の求核性チオール（システインのス

ルフヒドリル基）との求電子反応であると考えられるためである。この不確実性に対

処するには、特にシステインとリジンの反応性を識別できるアッセイの場合、ペプチ

ド結合性試験から得られる相補的情報が役立つ場合がある。さらに、使用する細胞株

の代謝能力が限定的である（10）ために、また、本試験法の実験条件のために、プロ

ハプテン（すなわち、酵素 P450 を介するなど酵素による活性化を要する化学物質）、

および特に酸化速度が遅いプレハプテン（すなわち、自動酸化により活性化される化

学物質）も陰性結果を示す場合がある。しかし、プレハプテン（すなわち、自動酸化

によって活性化される化学物質）およびプロハプテン（すなわち、酵素 P450 を介す

るなど酵素による活性化を要する化学物質）の多くは、AOP の第一から第三のキーイ

ベントを対象とする試験法の組み合わせによって十分に特定されているため、一般に、

陰性結果を分類の裏付けに用いることができる（12）（20）（34）。一方、感作物質

としての作用はないが、化学的ストレッサーとして作用する被験物質は、偽陽性結果

をもたらすことがある（8）。最後に、ルシフェラーゼ酵素反応に干渉する被験物質

は、細胞に基づくアッセイにおけるルシフェラーゼ活性に影響を及ぼし、見かけ上阻

害か亢進のいずれかをもたらすことがある（13）。例えば、1 μM を超える濃度の植

物性エストロゲンの場合、ルシフェラーゼを利用した別のレポーター遺伝子による試

験法において、ルシフェラーゼレポーター遺伝子を過剰に活性化させるため、発光シ

グナルに干渉することが報告されている（14）。結果として、植物性エストロゲン、

またはルシフェラーゼレポーター遺伝子の過剰活性化をもたらすと疑われる類似化合

物が高濃度に存在する場合、得られたルシフェラーゼの発現については慎重に検討す

る必要がある（14）。他の特定のカテゴリーに属す化学物質に KeratinoSens™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用いる

べきではない。 

6. 皮膚感作性物質（すなわち UN GHS カテゴリー1）と非感作性物質を識別す

るのに加え、KeratinoSens™試験法は濃度-反応情報も提示し、そうした情報は IATA
などの統合的アプローチの中で用いられて感作性の強度評価に寄与する場合がある

（11）（15）。KeratinoSens™試験法の結果を他の情報源と組み合わせて使用する方

法の例が文献として報告されている（7）（11）（16）（17）（18）（19）（20）。

具体的には、KeratinoSens™試験法の用量反応データをペプチド結合性試験の定量的

データと組み合わせて、LLNA およびヒト対象試験における強度評価に利用すること

が報じられており（21）、また、LLNA の強度に関するベイズ流の統合的試験戦略

（Integrated testing strategy：ITS）にも用いられた。（11）（22）。さらに、ヒトにお

ける強度を具体的にどのように取り扱うかについての評価も実施された（23）。また、

特定の化学物質クラスの強度を評価する目的での KeratinoSens™ 試験法の利用につい

ても報告されている（21）（24）。 
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7. 定義については「概要」の補遺 I に示されている。 

試験の概要 

8. KeratinoSens™試験法には、ヒト AKR1C2 遺伝子の抗酸化剤応答配列（ARE）
の調節下にあるルシフェラーゼレポーター遺伝子を安定的に導入した、ヒト角化細胞

由来の不死化した接着細胞株を使用する（25）。AKR1C2 遺伝子は皮膚感作性物質に

よってアップレギュレートされることが知られている（26）（27）。この細胞株は、

ARE エレメントと融合した恒常的プロモーターの転写制御下にあるルシフェラーゼ遺

伝子を含む。このルシフェラーゼによるシグナルは、内因性の Nrf2 依存性遺伝子の

感作性物質による活性化を反映しており、この遺伝子組換え細胞株におけるルシフェ

ラーゼシグナルの Nrf2 依存性が確認されている（28）。したがって、求電子性の被

験物質に細胞を暴露した後、確立されたルシフェラーゼ発光基質を用いて、ルシフェ

ラーゼ遺伝子誘導を（発光検出によって）定量的に測定することで、これを Nrf2 転

写因子活性化の指標とすることができる。 

9. KeratinoSens™試験法では、被験物質が、細胞生存率に有意な影響を及ぼさな

いと定めた濃度（すなわち、1,000 μM 未満かつ細胞生存率が 70%超となる濃度）よ

りも低い濃度で、所定の閾値を超える（すなわち、1.5 倍以上または 50%超の上昇）

統計的に有意なルシフェラーゼ活性を誘導する場合、その被験物質は陽性と判定され

る（3）（6）。そのために、溶媒（陰性）対照を上回るルシフェラーゼ活性の最大誘

導倍率（maximal fold induction：Imax）を測定する。さらに、数段階の濃度の被験物質

に細胞を暴露することで、閾値を超える統計的に有意なルシフェラーゼ活性誘導に必

要な濃度（すなわち、EC1.5 値）を、数段階の濃度の被験物質から得られた用量反応

曲線を用いて補間で算出する（算出については段落 26 を参照）。また、ルシフェラ

ーゼの誘導が細胞毒性に達しない濃度で生じるかどうかを評価するため、並行して細

胞毒性を測定する。 

10. 本試験ガイドラインを厳守した KeratinoSens™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物質 10 種を用い

て技術的習熟度を立証する。 

11. KeratinoSens™ VRM に類似した新規または改変型の in vitro 角化細胞株レポー

ターアッセイのバリデーションを支援し、また、適切な時機に本試験ガイドラインを

それらの試験法を含むように改定する目的で、性能標準（PS）（29）を利用すること

ができる。OECD によってこれらの試験法のレビューが行われ、本試験ガイドライン

に含まれている場合には、PS に従ってバリデーションを受けた試験法についてのみ、

データ相互受け入れ制度（Mutual Acceptance of Data：MAD）が保証されることにな

る。 

試験の手順 

12. KeratinoSens™試験法については EURL ECVAM の動物実験代替法データベー

スサービス（Database on Alternative Methods to Animal Experimentation：DB-ALM）プ

ロトコールが利用可能であり、本試験法を実験施設内で実施・使用する際にはこのプ

ロトコールを採用すべきである（9）。本試験法を実施する実験施設は、ルシフェラ

ーゼ遺伝子の商業的利用に関するライセンスを含む標準的な契約を結ぶことによって、
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本試験法の開発企業 2から KeratinoSens™試験法に使用する組換え細胞株を入手する

ことができる。ルシフェラーゼレポーター遺伝子アッセイは、プロメガ（Promega）
社との限定使用ライセンスも課されており、プロメガ社から購入した発光測定アッセ

イ用試薬を使用する必要がある。KeratinoSens™試験法の主要な内容および作業手順

について、以下の段落に記す。さらに、ヒト関連試薬を用いて KeratinoSens™試験法

をゼノフリー培養条件に改変する方法について、この付録の補遺 2 に詳述する（33）。

しかし、KeratinoSens™試験法に使用する血清の種別を決定する前には、関連する規

制当局に相談することが推奨される。 

角化細胞培養液の調製 

13. ARE 制御下のルシフェラーゼレポーター遺伝子を安定的に取り込んだ、

KeratinoSens™組換え細胞株を使用する。KeratinoSens™細胞は、入手次第、試験法プ

ロトコールに従って増殖させ（例：2～4 回の継代）、均一なストックの状態で冷凍保

存する。このオリジナルストックから起こした細胞は、継代回数が最大 25 回となる

まで増殖可能であり、DB-ALM プロトコールに記載の方法に従って、維持／増殖用培

地（血清および遺伝子の維持用としてジェネティシンを含有する Dulbecco 改変イー

グル培地：DMEM）を用いた日常的な試験に用いられる（9）。 

14. 試験に際しては、細胞は 80～90%コンフルエントとし、完全なコンフルエン

トにまで増殖させないよう留意する。試験前日に細胞を回収し、細胞密度が 10,000 
cells/ウェルとなるように 96 ウェルプレートに播種する。すべてのウェルで細胞数の

分布が確実に均一となるよう、播種作業中に細胞が沈降しないよう注意が必要である。

この注意を怠ると、この段階でウェル間に大きなばらつきが生じることがある。測定

毎に、ルシフェラーゼ活性測定用として 3 回の反復を実施し、また並行して、細胞生

存率測定用として最低 1 回の反復を実施する。 

被験物質および対照物質の調製 

15. 被験物質および対照物質は、試験当日に調製する。被験物質はジメチルスル

ホキシド（DMSO、CAS 番号：67-68-5、純度 99%以上）に溶解し、希望する最終濃

度（例えば、200 mM）とする。DMSO 溶液は、それ自体滅菌済みであるとみなされ

るため、滅菌濾過は不要である。DMSO に不溶の被験物質は滅菌水または培地に溶解

し、その溶液を濾過などによって滅菌する。分子量（MW）が不明の被験物質の場合、

原液を初期設定濃度（40 mg/mL または 4%（w/v））に調製する。DMSO 以外の溶媒、

水、または培地を用いる場合には、十分な科学的根拠を提示する。 

16. DMSO または適切な溶媒（すなわち、滅菌水または培地）を用いて被験物質

の原液を段階希釈し、12 段階の主要濃度のサンプルを得る（0.098～200 mM）。用い

る溶媒に関わらず、次に上記主要濃度のサンプルを血清含有培地でさらに 25 倍希釈

し、最終的な処理にはこれをさらに 4 倍に希釈して用いるため、被験物質の最終濃度

は 0.98～2,000 μM の範囲となる（希釈倍率 2 の段階希釈に基づく）。正当な根拠（例

えば、細胞毒性を有する場合、または溶解性が低い場合）があれば、別の濃度を用い

ることができる。分子量が不明の被験物質の場合、DMSO または適切な溶媒を用いて

段階希釈を行い、希望する最終濃度（例えば、0.196～400 µg/mL で 12 段階）の被験

物質溶液を得る。 
  

 
2 Givaudan Schweiz AG, CH-8310 Kemptthal 
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17. 同時に使用する溶媒／媒体対照（すなわち DMSO）は、反復のたびに試験を

行い、1 プレートあたり十分な数のウェル（すなわち 6 ウェル）分を調製する。溶媒

／媒体対照では、主要濃度について段落 16 の記載と同じ希釈を行うため、最終的な

溶媒／媒体対照の濃度は 1%になる。この濃度は、細胞生存率に影響を及ぼさないこ

とが知られており、被験物質および陽性対照に含まれる DMSO と同じ濃度に相当す

る。DMSO に不溶のために水で希釈した被験物質の場合、最終的な試験溶液のウェル

すべてにおいて、DMSO 濃度は他の被験物質および対照物質の場合と同じく 1%とな

るように調整しなければならない。この溶媒／媒体対照（すなわち DMSO）は、

KeratinoSens™試験法の陰性対照でもある。 

18. 試験系が適切に反応していることを示すため、同時に使用する陽性対照は、

DB-ALM プロトコール（9）の記載に従い、反復のたびに十分な数のウェルにおいて

試験を行う必要がある。例えば、KeratinoSens™試験法の各反復では 5 段階の濃度の

シンナムアルデヒド（CAS 番号：14371-10-9、純度 98%以上）が用いられる。6.4 mM
の原液から DMSO で 5 段階の主要濃度（0.4～6.4 mM）に調製し、これを段落 16 に記

載の方法で希釈することで、陽性対照の最終的な濃度は 4～64 μM の範囲となる。こ

れ以外に、ほぼ中央の濃度範囲で EC1.5 値を示す適切な陽性対照は、同等の実行許容

基準を満たすヒストリカルデータが得られる場合は利用できる。 

被験物質および対照物質の適用 

19. 被験物質および陽性対照物質ごとに、予測（陽性または陰性）を得るための

実験 1 セットが必要である。1 セットの実験は少なくとも 2 回の独立した繰り返し試

行からなり、1 試行は 3 回の反復測定を含む（すなわち、1 セットの実験で n ＝ 6
回）。独立した 2 回の繰り返し試行間で結果が一致しない場合、3 回の反復測定から

なる 3 回目の繰り返し試行を実施する（すなわち、n ＝ 9 回）。独立した繰り返し試

行は、新たに調製した被験物質原液および別に回収した細胞を用いて、別の日に実施

する。ただし、細胞の継代回数は同じでもよい。 

20. 細胞は段落 14 記載のように播種した後、96 ウェルプレートで 24 時間培養す

る。次いで、培地を除去して新たな培地（DB-ALM プロトコール（9）に記載の通り、

血清含有、ジェネティシン不含の培地 150 μL）と交換し、ここに 25 倍希釈した被験

物質および対照物質 50 μL を添加する。バックグラウンド値を評価するため、1 プレ

ートあたり少なくとも 1 ウェルは空のまま（無細胞かつ無処置）とする。 

21. 次に、この処理プレートを 5% CO2存在下、37±1°C で約 48 時間インキュベー

トする。被験物質を加えてのインキュベーションの間、揮発性の被験物質の蒸発や、

ウェル間の被験物質による交差汚染を予防する目的で、例えばプレートをアルミホイ

ルで被覆するなどして注意を払う必要がある。 

ルシフェラーゼ活性の測定 

22. 適切な発光測定値を保証するには、以下の要因が極めて重要である。 

● 高感度のルミノメーターの選択 

● 光の交差による悪影響を回避するため、十分な高さを有するプレートの使用 
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● 十分な感度およびばらつきの少なさを確保するため、十分な発光力を有するル

シフェラーゼ基質の使用 

● 適切で安定なバックグラウンドレベル 

試験に先立ち、この付録の補遺 3 に記載の通り品質管理実験を実施し、これらの要因

が満たされていることを確認する。 

23. 48 時間にわたって被験物質および対照物質に暴露した後、細胞をリン酸緩衝

生理食塩水で洗浄し、発光測定のための細胞溶解用緩衝液を各ウェルに添加し、十分

な時間（例：室温で 20 分間）静置する。 

24. 次に、細胞溶解物を含むプレートを、以下のプログラムを設定したルミノメ

ーターにセットして測定を行う。すなわち、（i）各ウェルにルシフェラーゼ基質

（50 μL）を添加する。（ii）1 秒間待つ。（iii）2 秒間のルシフェラーゼ活性を積算す

る。他の設定を用いる場合には（使用するルミノメーターの機種の違いなど）、その

正当性を証明すること。さらに、この付録の補遺 3 の品質管理実験において要件が十

分に満たされている場合は、グロータイプの基質を用いることもできる。 

細胞毒性の評価 

25. KeratinoSens™細胞の生存率の測定では、48 時間の暴露の終了後、培地を 5 
mg/mL の MTT（3-(4,5-ジメチルチアゾール-2-イル)-2,5-ジフェニルテトラゾリウムブ

ロミド、別名チアゾリルブルーテトラゾリウムブロミド、CAS 番号：298-93-1）を含

有する新たな培地に交換し、細胞を 5% CO2存在下、37±1°C で 4 時間インキュベート

する。次に、この MTT 培地を除去し、適切な細胞溶解試薬を使用し、十分な時間を

かけて細胞を溶解する（例：10% SDS を加えて一晩静置）。振盪後、本試験法のプロ

トコール（9）に従って、光度計を用いて 600 nm における吸光度を測定する。 

データおよび報告 

データの評価 

26. KeratinoSens™試験法の場合、以下のパラメータを算出する。 

● 被験物質および陽性対照の任意の濃度において認められた、ルシフェラーゼ活

性の最大誘導倍率の平均値（Imax） 

● ルシフェラーゼ活性の誘導倍率が、閾値である 1.5 倍（すなわち、ルシフェラ

ーゼ活性の 50%上昇）を超える濃度である EC1.5値 

● 細胞生存率が 50%減および 30%減となる濃度である IC50および IC30値 

ルシフェラーゼ活性の誘導倍率は式 1 により算出し、全体の最大誘導倍率（Imax）は、

個々の繰り返し試行の平均値として算出する。 

式 1： 誘導倍率 = (Lsample - Lblank) 
(Lsolvent - Lblank) 

ここで 

Lsampleは、被験物質のウェルにおける発光測定値 
Lblankは、無細胞、無処置からなる空のウェルにおける発光測定値 
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Lsolventは、細胞および溶媒（陰性）対照からなるウェルにおける発光測定値の平均値 

EC1.5 は式 2 に従って線形補間により算出し、全体の EC1.5 は、個々の繰り返し試行の

幾何平均値として算出する。 

式 2： EC1.5 = (Cb - Ca) × 1.5 - Ia +Ca Ib - Ia 

ここで 

Caは、誘導倍率が 1.5 超となる最低濃度（μM） 
Cbは、誘導倍率が 1.5 未満となる最高濃度（μM） 
Ia は、誘導倍率が 1.5 超となる最低濃度において測定された誘導倍率（ウェルにおけ

る 3 回の反復測定の平均値） 
Ib は、誘導倍率が 1.5 未満となる最高濃度における誘導倍率（ウェルにおける 3 回の

反復測定の平均値） 

細胞生存率は式 3 により算出する。 

式 3： 生存率 = (Vsample - Vblank) ×100 (Vsolvent - Vblank) 

ここで 

Vsampleは、被験物質のウェルにおける MTT 吸光度の測定値 
Vblankは、無細胞、無処置からなる空のウェルにおける MTT 吸光度の測定値 
Vsolvent は、細胞および溶媒（陰性）対照からなるウェルにおける MTT 吸光度測定値

の平均値 

IC50 および IC30 は式 4 に従って線形補間により算出し、全体の IC50 および IC30 は、

個々の繰り返し試行の幾何平均値として算出する。 

式 4： ICx = (Cb - Ca) × (100 - x) - Va +Ca Vb - Va 

ここで 

X は、算出濃度における減少率（IC50では 50、IC30では 30） 
Caは、細胞生存率の減少率が x%超となる最低濃度（μM） 
Cbは、細胞生存率の減少率が x%未満となる最高濃度（μM） 
Vaは、細胞生存率の減少率が x%超となる最低濃度における細胞生存率 
Vbは、細胞生存率の減少率が x%未満となる最高濃度における細胞生存率 

27. ルシフェラーゼ活性の誘導倍率が 1.5 倍以上（≧）となる各濃度について、3
回の反復サンプルにおける発光測定値と溶媒／媒体対照のウェルにおける発光測定値

とを比較することによって、統計的有意性を（例えば、スチューデントの両側 t 検定

により）判定し、ルシフェラーゼ活性の誘導が統計的に有意（p < 0.05）であるかど

うかを評価する。さらに、ルシフェラーゼ活性の誘導倍率が 1.5 倍以上となる最低濃

度において、有意な細胞毒性作用が生じていないこと、また、この濃度が IC30値を下

回っていること、すなわち、細胞生存率の減少率が 30%以下であることを確認する。

加えて、少なくとも 2 段階の連続した濃度段階において、70%を超える細胞生存率が
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示されていることが必要であり、そうなっていない場合は濃度範囲を調整しなければ

ならない。 

28. データは、グラフで視覚的に確認することが推奨される。明確な用量反応曲

線が認められない場合、または得られた用量反応曲線が二相性（すなわち、閾値 1.5
に 2 回交差）である場合、実験を繰り返し、これが被験物質に特異的な結果なのか、

実験のアーティファクトに起因するのかを検証する。二相性の反応が、独立した実験

において再現可能である場合、低い方の濃度（閾値 1.5 に最初に交差する場合の濃度）

を報告すること。 

29. KeratinoSens™試験法において、統計的には有意でない 1.5 倍以上のルシフェ

ラーゼ誘導が認められた後、より高濃度において統計的に有意な誘導が認められるよ

うなまれな事例の場合、統計的に有意な閾値 1.5 以上の誘導が、細胞毒性を示さない

濃度で得られた場合に限り、この繰り返し試行の結果を妥当かつ陽性であるとみなす。 

30. 最後に、KeratinoSens™試験法において、検討の対象とした最低濃度（すなわ

ち 0.98 μM）においても 1.5 倍以上の誘導を生じる被験物質については、用量反応曲

線の目視確認に基づき、EC1.5値は 0.98 未満として設定する。 

許容基準 

31. KeratinoSens™試験法を用いる場合、以下の許容基準を満たすこと。 

● 陽性対照であるシンナムアルデヒドにより得られるルシフェラーゼ活性の誘導

は、試験濃度（4～64 μM）の少なくとも 1 濃度において閾値 1.5 超となり、

（例えば、t 検定を用いた場合）統計的に有意であること。 

● 陽性対照の EC1.5値は、実施施設において定期更新されている既存平均値の標準

偏差の 2 倍以内（例えば、バリデーションデータセットに基づくと 7～30 μM
の間）であること。さらに、シンナムアルデヒド 64 μM における 3 回の反復測

定について、その誘導倍率の平均値が 2～8 であること。後者の基準が満たされ

ない場合、シンナムアルデヒドの用量反応を慎重に確認すべきであり、陽性対

照であるシンナムアルデヒドの濃度増加に伴い、ルシフェラーゼ活性の誘導の

上昇がみられるという明確な用量反応が認められる場合に限り、試験結果を受

け入れることができる。 

● 溶媒／媒体対照（すなわち DMSO）の発光測定値について、その変動係数の平

均値が、各繰り返し試行において 20%未満であること。変動係数がこれより高

い場合、結果は無効とする。 

結果の解釈および予測モデル 

32. KeratinoSens™による予測では、2 回の繰り返し試行のうち 2 回とも、または

3 回の繰り返し試行のうち 2 回において、以下 4 つの条件をすべて満たす場合に陽性

とみなし、それ以外の場合、KeratinoSens™による予測では陰性とみなす（図 1）。 

● Imaxが 1.5 倍以上（≧）であり、溶媒／媒体対照との比較において統計的有意差

が認められること（対応のないスチューデントの両側 t 検定により判定）。 

● ルシフェラーゼ活性の誘導倍率が 1.5 倍以上となる最低濃度（すなわち、EC1.5 

の判定濃度）において、細胞生存率が 70%超（＞）であること。 
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● EC1.5 値が 1,000 μM 未満（＜）であること（または、分子量不明の被験物質の

場合は 200 μg/mL 未満であること）。 

● ルシフェラーゼの誘導に用量依存的な増加（または、段落 28 で述べた二相性の

反応）が認められること。 

所定の繰り返し試行において、最初の 3 つの条件をすべて満たしたが、ルシフェラー

ゼの誘導に明確な用量依存性の増加を認めることができない場合、この繰り返し試行

の結果については結論が得られないとみなすべきであり、さらなる測定が必要と考え

る（図 1）。さらに、検討した最高濃度が 1,000 μM 未満（または分子量不明の被験物

質の場合 200 μg/mL 未満）であって、その濃度において細胞毒性（細胞生存率が 70%
未満）に達していない場合に得られた陰性結果も、結論が得られないとみなす（段落

4 参照）。 
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図 1. KeratinoSens™試験法に用いられる予測モデル。 

KeratinoSens™による予測は、確定方式または IATA の枠組みの中で、また、本ガイドラインの

「概要」の段落 7 および段落 8 の条項に従って検討すること。 
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33. 細胞毒性濃度に極めて近い濃度でルシフェラーゼ活性を誘導する被験物質の

場合、ある繰り返し試行では、細胞毒性を示さない濃度（すなわち、EC1.5 の判定濃

度が IC30未満）で陽性になる一方、別の繰り返し試行では、細胞毒性を示す濃度（す

なわち、EC1.5 の判定濃度が IC30 超）でしか陽性が得られないことがある。このよう

な被験物質は、より小さな希釈倍率（例えば、ウェル間で 1.33 倍または√2（1.41）倍

に希釈）を用いて、より狭い範囲の用量反応を再検討し、誘導が起きたのが細胞毒性

濃度であったかどうかを判定する（3）。 

試験報告書 

34. 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 名称、CAS 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（バッチ／ロット番号および有効期限など）

といった化学的識別情報 

○ 外観、水への溶解度、DMSO への溶解度、分子量、および入手可能なその

他の関連する物理化学的特性 

○ 暴露用培地における溶解度または安定な分散液に関する記述 

○ 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

ある物理化学的特性（上記参照）などによる可能な限りの特徴付け 

○ 外観、水への溶解度、DMSO への溶解度、および入手可能なその他の関連

する物理化学的特性 

○ 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 

○ 暴露用培地における溶解度または安定な分散液に関する記述 

○ 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 
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○ IUPAC または CAS 名称、CAS 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、水への溶解度、DMSO への溶解度、分子量、および入手可能かつ適

用可能なその他の関連する物理化学的特性 

○ 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、適切な実効許容基準であることを示した既存陽性対照結

果のヒストリカルデータ 

● 溶媒／媒体／陰性対照 

○ IUPAC または CAS 名、CAS 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 

○ 本試験ガイドラインのこの付録に記載されているもの以外の溶媒／媒体／

陰性対照を用いる場合、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特性 

○ 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／媒体選択の妥当性 

試験法の条件 

● 試験依頼者名、試験施設名、試験責任者名および所在地 

● 使用する試験法の説明 

● 使用する細胞株、その保存条件および供給元（例えば、細胞株を入手した施 
設） 

● 試験に用いた細胞の継代数およびコンフルエントの状態 

● 試験前の播種に用いた細胞の計数法、および均一な細胞数分布を確保するため

に行われた措置（段落 14 参照） 

● 使用したルミノメーター（例えば機種）および機器の設定内容、使用したルシ

フェラーゼ基質、ならびにこの付録の補遺 3 記載の品質管理試験により適切な

発光測定であることの立証 

● 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 
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試験手順 

● 繰り返し試行数および反復測定数 

●使用した被験物質の濃度、適用手順、および暴露時間（推奨事項と異なる場合） 

● 評価および測定基準の記述 

● 試験許容基準の記述 

● 試験手順の修正があればその記述 

結果 

● 繰り返し試行ごとに被験物質および陽性対照について得られた Imax 値、EC1.5  

値、細胞生存率の値（すなわち、IC50、IC30）、ならびに個々の繰り返し試行す

べてのデータを用いて算出された平均値（Imax 値：平均値、EC1.5 値および細胞

生存率の値：幾何平均値）および標準偏差（SD）の一覧表、ならびに予測モデ

ルに従って得られた被験物質の評価の提示 

● 実験ごとに溶媒／媒体／陰性対照の発光測定値により得られた変動係数 

● ルシフェラーゼ活性の誘導および細胞生存率の用量反応曲線を描いたグラフ 

● 該当する場合、それ以外に関連する観察結果の記述 

結果の考察 

● KeratinoSens™試験法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 の範囲内における本試験法の結果の考

察 

結論 

参考文献 
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付録 IA―補遺 1：習熟度評価用の物質 

In vitro 皮膚感作性：角化細胞株レポーターアッセイ KeratinoSens™試験法 

試験ガイドライン 442D のこの付録を厳守した試験法を日常的に用いるのに先立ち、表

1 において推奨される習熟度評価用の 10 物質について、KeratinoSens™により期待され

る予測結果を正確に取得し、また、習熟度評価用の 10 物質のうち 8 物質以上について、

それぞれの基準範囲内に含まれる EC1.5値および IC50値を取得することによって、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、市販品

であること、高品質の in vivo 参照データが入手可能であること、および KeratinoSens™
試験法から高品質の in vitro データが入手可能であることとした。 

表 1.KeratinoSens™試験法の技術的習熟度の立証に推奨される物質 

習熟度評価用

の物質 
CAS 番号 物理的 

形状 
LLNA における

予測（1） 
ヒトに関する

カテゴリー

（2） 

KeratinoSens
™による予測 

(3) 

EC1.5 （µM）

の基準範囲

（4） 

IC50 （µM） 
の基準範囲

（5） 

サリチル酸 69-72-7 固体 非感作性物質 カテゴリー6 陰性 > 1000 > 1000 

乳酸 50-21-5 液体 非感作性物質 カテゴリー6 陰性 > 1000 > 1000 

グリセロール 56-81-5 液体 非感作性物質 カテゴリー6 陰性 > 1000 > 1000 

イソプロパノ

ール 
67-63-0 液体 非感作性物質 カテゴリー5 陰性 > 1000 > 1000 

ジメタクリル

酸エチレング

リコール 

97-90-5 液体 感作性物質 
（弱い

［weak］） 

カテゴリー4 陽性 5 - 125 > 500 

シンナミルア

ルコール 
104-54-1 固体 感作性物質 

（弱い

［weak］） 

カテゴリー3 陽性 25 - 175 > 1000 

2-メルカプト

ベンゾチアゾ

ール 

149-30-4 固体 感作性物質 
（中等度

［moderate］） 

カテゴリー3 陽性 25 - 250 > 500 

4-（メチルア

ミノ）フェノ

ール硫酸塩 

55-55-0 固体 感作性物質 
（強い

［strong］） 

カテゴリー3 陽性 < 12.5 20 - 200 

メチルジブロ

モグルタロニ

トリル 

35691-65-7 固体 感作性物質 カテゴリー2 陽性 < 20 20 - 100 
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   （強い

［strong］） 
    

2,4-ジニトロ

クロロベンゼ

ン 

97-00-7 固体 感作性物質 
（非常に強い

［extreme］） 

カテゴリー1 陽性 < 12.5 5 - 20 

注：（1）in vivo における危険有害性（および強度）の予測結果は、LLNA データに基づく［7］。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）［15］により提唱され

た基準を用いて得られている。（2）Basketter らによる［32］。カテゴリー1 は「接触アレルギーの明

確な証拠を有する」、カテゴリー2 は「しばしば接触アレルギーの原因となる」、カテゴリー3 は

「接触アレルギーの一般的な原因である」、カテゴリー4 は「時折接触アレルギーの原因となる」、

カテゴリー5 は「まれに接触アレルギーの原因となる」、そしてカテゴリー6 は「接触アレルギーの

証拠を本質的に欠く」を表す［31］。（3）KeratinoSens™による予測は、確定方式または IATA の枠

組みの中で、また、本ガイドラインの「概要」の段落 7 および段落 8 の条項に従って検討すること。

（4）過去に測定された値に基づく［6］。 
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付録 IA―補遺 2：ゼノフリー細胞培養の達成を目的としたヒト関連試薬使用

KeratinoSensTM試験法の改変 

以下に示す KeratinoSens™試験法の改変法は、ゼノフリー細胞培養を目的として、ヒ

ト関連試薬（ヒト血清および組換え体ヒトトリプシン）を用いて実施することが可能

であり、改変後の手法は技術的習熟度の立証（補遺 1 記載）の対象となる（33）。 

表 2 改変の概要 

試験法の要素 検証済み標準試験法（KeratinoSens™）

（付録 1A） 
ゼノフリーへの改変 
（この補遺に記載） 

血清 1 
「血清」（DB-ALM プロトコール 155 番で

はウシ胎児血清）と記載（段落 13） 
10%ヒト血清を指定 

細胞毒性の測定 2 
MTT：4 時間のインキュベーション後、

10%SDS にて一晩処理して細胞溶解し、

600 nm で測定（段落 25） 

MTT（1 mg/mL）：3 時間のイ

ンキュベーション後、イソプロ

パノールで細胞溶解し、570 nm
で測定 

陽性対照 2 
シンナムアルデヒド、4～64 μM（段落

18） 
シンナムアルデヒド、8～128 
μM 

トリプシン 1 
指定なし（DB-ALM プロトコール 155 番で

はトリプシン EDTA と記載） 
非動物性の組換えトリプシン

（TrypZean、シグマアルドリッ

チ、製品番号 T3499） 

注：1ゼノフリー条件を達成するための改変。2その他の改変（33）。 

KeratinoSens™細胞株は、試験目的で使用する前に、10%ヒト血清を用いた通常培養に

適応させる必要がある。ヒト血清（ドナープールより入手）は、適切なドナーの承認

および細胞培養用途に関する品質管理試験を得ているものを、信頼できる販売元から

購入する。どの種類の血清についても、新しいバッチを使用する場合は、そのバッチ

について細胞形態、増殖速度、および少なくとも陽性対照に関する Imax/EC1.5 値につ

いて施設内バリデーションを実施すること。Imax/EC1.5 については、代表的な参照物質

（少なくとも感作性物質と非感作性物質を 1 種類ずつ）も含めることが望ましい。次

いで、正しく機能するバッチは長期使用のために保存する。かつてウシ胎児血清で培

養したことがある細胞の場合は、3 継代以上にわたってヒト血清に馴化させる必要が

ある。細胞が健康な形態を示し、ウシ胎児血清の場合と同等の増殖速度を示す場合は、

将来の使用に向けてセルバンクを作成する。KeratinoSens™細胞株をヒト血清を含む

培地で培養する場合は、最適な性能を発揮するために、最大継代回数を 22 回とすべ

きであること（ヒト血清への馴化に必要な継代回数を含む）に注意が必要である。完

全にゼノフリーな細胞培養を達成するには、継代培養中の細胞回収の際に、非動物性

の組換えトリプシン（例えば Trypzean™）を使用すること（33）。他のすべての面で

は、細胞の培養は、試験ガイドライン 442D のこの付録、および DB-ALM プロトコー

ル（9）における標準 KeratinoSens™細胞株に関する記載と同じ方法で行うこと。 

段落 18 に関連して、ヒト関連試薬を用いてゼノフリーに改変した KeratinoSens™ 試
験法は、最終濃度範囲が 8～128 μM のシンナムアルデヒド（CAS 番号 14371-10-9、純
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度 98%超）を陽性対照として使用するように最適化されている。これ以外に、ほぼ中

央の濃度範囲で EC1.5 値を示す陽性対照は、同等の実行許容基準を満たすヒストリカ

ルデータが得られる場合は利用できる（33）。 

段落 25 に関して、ヒト関連試薬を用いてゼノフリーに改変した KeratinoSens™ 試験

法は、以下の細胞毒性評価法を使用するように最適化されている。48 時間の暴露終了

後、1 mg/mL の MTT（3-(4,5-ジメチル-2-チアゾリル)-2,5-ジフェニル-2H-テトラゾリ

ウムブロミド、CAS 番号：298-93-1）を含有する新たな培地に交換し、細胞を 5% 
CO2 存在下、37±1°C で 3 時間インキュベートする。その後、MTT 含有培地を除去し

てからイソプロパノールを添加し、細胞を溶解する。30 分間の振盪後、光度計を用い

て 570 nm における吸光度を測定する。 

他のすべての面では、ヒト関連試薬を用いてゼノフリー改変した KeratinoSens™試験

法は、試験ガイドライン 442D のこの付録、および DB-ALM プロトコール（9）にお

ける標準 KeratinoSens™細胞株に関する記載と同じ方法で行うこと。 
  



OECD/OCDE 442D │ 31 
 

© OECD 2022 

付録 IA―補遺 3：発光測定値の品質管理 

KeratinoSens™試験法において最適な発光測定値を確保する 
ための基本的な実験 

ルミノメーターにより信頼性の高い結果を得るには、次の 3 つのパラメータが極めて

重要である。 

● 対照ウェルにおいて安定したバックグラウンドをもたらす十分な感度 

● 長時間の測定によりプレート上で勾配を生じないこと 

● 強い活性のウェルに隣接するウェルにおいて光の混入を生じないこと 

試験に先立ち、以下に記載の通り対照プレートの設定を検討することにより、適切な

発光測定値を確保することが推奨される（3 回の反復試験）。 

表 1.最初の訓練実験におけるプレートの設定 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO 

B DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO 

C DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO 

D EGDMA 
0.98 

EGDMA 
1.95 

EGDMA 
3.9 

EGDMA 
7.8 

EGDMA 
15.6 

EGDMA 
31.25 

EGDMA 
62.5 

EGDMA 
125 

EGDMA 
250 

EGDMA 
500 

EGDMA 
1000 

EGDMA 
2000 

E DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO 

F DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO 

G DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO 

H DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO CA 4 CA 8 CA 16 CA 32 CA 64 ブランク 

注：EGDMA＝ジメタクリル酸エチレングリコール（CAS 番号 97-90-5）、強い誘導を示す化合物。 
CA＝シンナムアルデヒド、陽性対照（CAS 番号 104-55-2）。濃度の単位は μM で示されている。 

品質管理解析により、以下の項目を立証すること。 

● 行 D において明確なルシフェラーゼ誘導の用量依存的な増加が認められ、Imax 

がバックグラウンドの 20 倍超である（ほとんどの場合、Imax 値は 100～300 に

達する） 

● H7 から H11 のウェルにおいてルシフェラーゼ誘導の容量依存的な増加が認め

られ、H11 における誘導倍率が 2～8 である 

● 行 C および行 E におけるルシフェラーゼ誘導に用量依存的増加を認めない（特

に EGDMA の行に存在する活性の強いウェルに隣接して生じ得る光の混入を考

慮して、誘導倍率の値が 1.5 未満である（理想的には 1.3 以下である））  
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● 行 A、B、C、E、F、G 間に統計的有意差を認めない（すなわち、プレート上の

勾配を認めない） 

● 行 A、B、C、E、F、G、および行 H の DMSO 添加ウェルについて、ばらつき

が 20%未満であること（すなわち、安定したバックグラウンド） 
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付録 IB：In vitro 皮膚感作性：角化細胞株レポーターアッセイ LuSens 試験法 

最初に考慮すべき事項、適用および限界 

1. 本試験ガイドライン 442D の付録にて詳述する試験法は、皮膚感作性の AOP
における第二のキーイベント、すなわち角化細胞活性化を対象とするものであり

（1）、ルシフェラーゼを利用して、Nrf2 を介した抗酸化剤応答配列（ARE）依存性

遺伝子の活性を評価する。皮膚感作性物質は ARE によって調節される遺伝子を誘導

することが報告されている（2）（3）。皮膚感作性物質のような小型の求電子性物質

は、センサータンパク質である Keap1（Kelch 様 ECH 結合タンパク質 1）に作用する。

すなわち、Keap1 のシステイン残基の共有結合が修飾されることで、転写因子 Nrf2
（核因子‐赤血球 2‐関連因子 2）からの解離が起こる。解離した Nrf2 はその後、第

II 相解毒酵素遺伝子などの ARE 依存性遺伝子を活性化する（2）（4）（5）。 

2. in vitro 角化細胞株レポーターアッセイ LuSens 試験法（以下、LuSens 試験法）

は、KeratinoSens™ 試験法の検証済み標準試験（VRM）に基づいた、性能標準をベー

スとするバリデーション試験が行われ（6）（7）（8）（9）、次いで欧州動物実験代

替法評価センター（European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal 
Testing：EURL ECVAM）による独立した第三者評価が実施された（10）。LuSens 試

験法は、有害性の分類のために皮膚感作性物質と非感作性物質を識別する目的で

IATA の一部として用いることが科学的に妥当であると判断された（10）。 

3. LuSens 試験法は、細胞培養技術の経験がある実験室への技術移管が可能であ

ることが立証されており、また、施設内および施設間の再現性に関する必要な性能標

準を満たした（10）。開発施設において 72 種類の被験物質を対象とした初期研究か

ら得られた追加情報では、LLNA の結果と比較した場合、皮膚感作性物質（すなわち

UN GHS カテゴリー1）を非感作性物質から識別する能力に関して、LuSens 試験法は

VRM と同程度の予測能力（正確度 74%、感度 74%、特異度 74%）が示されたことか

ら（7）（10）、同試験法が皮膚感作性の危険有害性の同定に有用であることが示唆

された。しかし、本試験法は、確定方式または IATA に照らし、本ガイドラインの

「概要」の段落 7 および段落 8 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、LuSens 単独の試験法としてここに示された正確度の値は指標に

すぎない。さらに、皮膚感作性に関する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、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。 

4. 現在入手可能なデータにより、LuSens 試験法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、

物理化学的特性の検討に適用できることが示された（7）（8）。本試験法は、暴露用

培地に可溶であるか、または安定した分散液（すなわち、被験物質が沈殿することも、

溶媒から分離して別な相に移行することもないコロイドまたは懸濁液）となる被験物

質に適用可能である。最終的に必要とされる最大試験濃度（すなわち 2,000 μM、また

は分子量不明の場合は 2,000 μg/mL）において、これらの条件を満たさない被験物質

は、これよりも低濃度で試験できる場合がある。このような場合、結果が陽性の基準

を満たしていれば、被験物質は皮膚感作性物質であると判断できる。最高濃度が

2,000 μM 未満（または分子量不明の場合は 2,000 μg/mL）であって細胞毒性が認めら

れない濃度で得られた陰性結果については、結論が得られないと考えるべきである

（段落 32 の予測モデル参照）。2,000 μM 未満（または分子量不明の場合は 2,000 
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μg/mL）の試験濃度で、細胞毒性（生存率が 70%未満）に達している場合は、陰性の

基準を適用できる。一般に、LogP が 7 を超える単一成分物質は暴露用培地に不溶の

ことがあるが、溶解性または安定な分散液が得られたり文献に記載がある場合は、試

験を実行できる可能性がある。 

5. リジン残基のみに反応性を有する物質は、本試験法により陰性と検出され得

ることから、陰性結果は慎重に解釈する。これは、Keap1-Nrf2-ARE 経路の活性化を

もたらす主要な機序は、ストレッサーと Keap-1 の求核性チオール（システインのス

ルフヒドリル基）との求電子反応であると考えられるためである。この不確実性に対

処するには、特にシステインとリジンの反応性を識別できるアッセイの場合、ペプチ

ド結合性試験から得られる相補的情報が役立つ場合がある。さらに、使用する細胞株

の代謝能力が限定的である（12）ために、また、本試験法の実験条件のために、プロ

ハプテン（すなわち、酵素 P450 を介するなど酵素による活性化を要する化学物質）、

および特に酸化速度が遅いプレハプテン（すなわち、自動酸化により活性化される化

学物質）も陰性結果を示す場合がある。しかし、プレハプテン（すなわち、自動酸化

によって活性化される化学物質）およびプロハプテン（すなわち、酵素 P450 を介す

るなど酵素による活性化を要する化学物質）の多くは、AOP の第一から第三のキーイ

ベントを対象とする試験法の組み合わせによって十分に特定されているため、一般に、

陰性結果を分類の裏付けに用いることができる（13）（14）（15）。一方、感作物質

としての作用はないが、化学的ストレッサーとして作用する被験物質は、VRM で示

されているとおり、偽陽性結果をもたらすことがある（11）。最後に、ルシフェラー

ゼ酵素反応に干渉する被験物質は、細胞に基づくアッセイにおけるルシフェラーゼ活

性に影響を及ぼし、見かけ上阻害か亢進のいずれかをもたらすことがある（16）。例

えば、1 μM を超える濃度のフィトエストロゲンは、他のルシフェラーゼレポーター

遺伝子アッセイにおいて、ルシフェラーゼレポーター遺伝子の過剰活性化を介して発

光シグナルに干渉することが報告されている（17）。そのため、高濃度のフィトエス

トロゲン、またはフィトエストロゲンと同様にルシフェラーゼレポーター遺伝子過剰

活性化を招くことが疑われる類似物質の存在下で得られたルシフェラーゼの発現は、

注意深く検討する必要がある（17）。他の特定のカテゴリーに属す化学物質に

LuSens 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

リーに用いるべきではない。 

6. 皮膚感作性物質（すなわち UN GHS カテゴリー1）と非感作性物質を識別す

るのに加え、LuSens 試験法は、VRM に関して述べたように、IATA などの統合的ア

プローチの中で用いられて感作性の強度評価に寄与し得る情報（例えば用量反応関係）

も提示する（13）。しかし、LuSens 試験法の結果が 強度評価にどのように寄与し得

るかを判断するには、特に IATA との関わりにおいてさらなる研究が必要であり、ま

たそれはヒトのデータに基づくことが望ましい（18）。角化細胞株レポーターアッセ

イ試験法を他の情報と組み合わせて使用する方法の例が文献として報告されている

（15）（18）。 

7. 定義については「概要」の補遺 1 に示されている。 

試験の概要 

8. LuSens 試験法には、ラット NQO1 遺伝子の抗酸化剤応答配列（ARE）の調節

下にあるルシフェラーゼレポーター遺伝子を安定的に導入した、ヒト角化細胞由来の

不死化した接着細胞株を使用する（20）。NQO1 のように ARE に依存する遺伝子は、

接触感作性物質によってアップレギュレートされることが知られている（21）（22）。



OECD/OCDE 442D │ 35 
 

© OECD 2022 

この細胞株は、ARE エレメントと融合したプロモーターの転写制御下にあるルシフェ

ラーゼ遺伝子を含む（7）。このルシフェラーゼによるシグナルは、内因性の Nrf2 依

存性遺伝子の感作性物質による活性化を反映しており、この遺伝子組換え細胞株にお

けるルシフェラーゼシグナルの Nrf2 依存性が、VRM で直接的に（23）、そして

LuSens 法で間接的に（7）実証されている。したがって、求電子性の被験物質に細胞

を暴露した後、確立されたルシフェラーゼ発光基質を用いて、ルシフェラーゼ遺伝子

誘導を（発光検出によって）定量的に測定することで、これを Nrf2 転写因子活性化

の指標とすることができる。 

9. LuSens 試験法では、被験物質が、細胞生存率に有意な影響を及ぼさない（す

なわち、細胞生存率が 70%超となる）連続した 2 段階以上の濃度において、所定の閾

値を超える（すなわち、1.5 倍以上または 50%以上の上昇）統計的に有意なルシフェ

ラーゼ活性を誘導する場合、その被験物質は陽性と判定される（7）（8）。そのため

に、溶媒／媒体対照との比較によって、ルシフェラーゼ活性の誘導を測定する。さら

に、ルシフェラーゼ活性の誘導レベルが細胞毒性に達しない濃度で生じるかどうかを

評価するため、並行して細胞毒性を測定する。 

10. 本試験ガイドラインを厳守した LuSens 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物質 10 種を用いて技術的

習熟度を立証する。 

試験の手順 

11. LuSens 試験法については EURL ECVAM の動物実験代替法データベースサー

ビス（Database on Alternative Methods to Animal Experimentation：DB-ALM）プロトコ

ールが利用可能であり、本試験法を実験施設内で実施・使用する際にはこのプロトコ

ールを採用すべきである（24）。LuSens 試験法の主なプロトコールの各ステップを

VRM と比較した概要を、この付録の補遺 2 に示す。本試験ガイドラインを履行する

施設は、試験開発元に要請することによって、本試験法に使用する組換え細胞株を入

手できる 3。ルシフェラーゼレポーター遺伝子アッセイは、プロメガ（Promega）社と

の限定使用ライセンスを課されており、i）プロメガ社から購入した発光測定アッセ

イ用試薬の使用、または ii）商業利用フリーライセンスを取得するためのプロメガ社

への連絡、のいずれかが必要である。LuSens 試験法の主要な内容および作業手順につ

いて、以下の段落に記す。 

角化細胞培養液の調製 

12. ARE 制御下のルシフェラーゼレポーター遺伝子を安定的に取り込んだ、

LuSens 組換え細胞株を使用すること。細胞は、入手次第、試験法プロトコールに従っ

て増殖させ（例：1～3 回の継代）、均一なストックの状態で冷凍保存する。このオリ

ジナルストックから起こした細胞は、継代回数が最大 20 回となるまで増殖可能であ

り、試験法のプロトコール（24）に記載の方法に従って、適切な維持／増殖用培地

（例：血清および抗生物質（選択用の維持培地にはピューロマイシン、コンタミ防止

のためにはペニシリン／ストレプトマイシン）を含有する Dulbecco 改変イーグル培

地：DMEM）を用いた日常的な試験に用いられる。ただし、試験実施時の培地には抗

生物質を添加しない。 
  

 
3 BASF 社、67056 ルートヴィヒスハーフェン、ドイツ 
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13. 試験に際しては、細胞は 80～90%コンフルエントとし、完全なコンフルエン

トにまで増殖させないよう留意する。試験前日に細胞を回収し、適切な細胞密度（す

なわち、10,000 cells/ウェル）となるように 96 ウェルプレートに播種する。すべての

ウェルで細胞数の分布が確実に均一となるよう、播種作業中に細胞が沈降しないよう

注意が必要である。この注意を怠ると、この段階でウェル間に大きなばらつきが生じ

ることがある。被験物質の各濃度での主たるルシフェラーゼ試験の繰り返し試行毎に、

ルシフェラーゼ活性測定用として 3 回の反復を実施し、細胞生存率測定用として 3 回

の反復を実施する。 

被験物質および対照物質の調製 

14. 被験物質および対照物質は、試験当日に調製（または、安定な凍結溶液の場

合はその解凍）する。被験物質は、例えばジメチルスルホキシド（DMSO、CAS 番号

67-68-5、純度 99%以上）などの安定な溶媒に、最終濃度が検討する最大濃度（例：

200 mM）に達するように溶解する。DMSO 溶液は、それ自体滅菌済みであるとみな

されるため、滅菌濾過は不要である。DMSO に不溶の被験物質は滅菌水または培地に

溶解し、適切な手段によって最終的な溶液を無菌の状態とする。分子量（MW）が不

明の被験物質の場合、原液を初期設定濃度（200 mg/mL または 20%（w/v））に調製

する。DMSO 以外の溶媒、水、または培地を用いる場合には、十分な科学的根拠を提

示する。 

15. DMSO、または DMSO に不溶の場合は滅菌水または培地を用いて、被験物質

の原液を段階希釈し、主要濃度のサンプルを得る（例：0.098～200 mM の範囲で 12
段階の濃度）。用いる溶媒に関わらず、次に上記主要濃度のサンプルを血清含有培地

でさらに 25 倍希釈し、最終的な処理にはこれをさらに 4 倍に希釈して用いるため、

被験物質は最終濃度に到達する（例：希釈倍率 2 の段階希釈に基づき 0.98～2,000 μM
とする）。分子量が不明の被験物質の場合、DMSO または適切な溶媒を用いて段階希

釈を行い、希望する最終濃度（例えば、0.98～2,000 µg/mL）の被験物質溶液を得る。 

16. 最初に、細胞毒性に関する用量設定試験を、例えば濃い方の濃度について実

施し、細胞生存率が 75%まで低下する濃度（CV75）をあらかじめ測定する。この

CV75を濃度決定の基準として用いて、主たるルシフェラーゼ試験およびそれと並行す

る細胞毒性試験を実施する（例：希釈倍率 1.2 の CV75 より高い 1 濃度、CV75 ちょう

ど、CV75 より低い 4 濃度を、希釈倍率 1.2 の段階希釈、すなわち CV75/2.07、
CV75/1.73, CV75/1.44、CV75/1.2、CV75、および CV75 x 1.2 μM として調製する）。正当

な根拠（例えば、細胞毒性が低すぎる場合や高すぎる場合、または溶解性が低い場合）

があれば、別の濃度を用いることができる（24）。 

17. 同時に、溶媒／媒体対照（例：DMSO）も繰り返し試行毎に試験を実施すべ

きであり、その際は各プレートに十分な数の対照ウェルを設定する（例：プロトコー

ル（24）に記載の通り、細胞毒性に関する用量設定試験では 12 ウェル、主たるルシ

フェラーゼ試験では 24 ウェル）。溶媒／媒体対照では、主要濃度について段落 15 の

記載と同じ希釈を行うため、最終的な溶媒／媒体対照の濃度は被験物質および陽性対

照における濃度と同じとすべきであり（すなわち、1%）、また、細胞生存率に有意

な影響を及ぼしてはならない。使用する溶媒（例：DMSO）に不溶のために水で希釈

した被験物質の場合、最終的な試験溶液のウェルすべてにおいて、その被験物質の溶

媒濃度は他の被験物質および対照物質の場合と同じ溶媒濃度（すなわち、1%）とな

るように調整しなければならない。 
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18. 同時に、陰性対照も繰り返し試行毎に試験を実施すべきであり、その際は各

プレートに十分な数の対照ウェルを設定する（例：プロトコール（24）に記載の通り、

細胞毒性に関する用量設定試験では 3 ウェル、主たるルシフェラーゼ試験では 6 ウェ

ル）。LuSens 試験法において、同時に試験する陰性対照は 5,000 μM（または 450 
μg/mL）の DL-乳酸（CAS 番号 50-21-5、純度 99%以上）である。これは非感作性物

質であり、また、LuSens 試験法において陰性の予測が得られることが知られている。

これ以外の適切な陰性対照は、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、LuSens 試験法では、十分な数のウェル（例：

プロトコール（24）に記載の通り、細胞毒性の用量設定試験では 6 ウェル、主たるル

シフェラーゼ試験では 12 ウェル）において、未処理の細胞と培地のみを含むブラン

クの培地対照を設定する。 

19. 同時に、陽性対照も、試験系が適切に反応していることを実証するために、

繰り返し試行毎に十分な数のウェルにおいて試験を実施すべきである（例：プロトコ

ールに記載の通り、細胞毒性に関する用量設定試験では 2 ウェル、主たるルシフェラ

ーゼ試験では 5 ウェル（24））。LuSens 試験法の場合、陽性対照には 120 µM のジメ

タクリル酸エチレングリコール（EGDMA、CAS 番号 97-90-5、純度 99%以上）を用

いる。陽性対照は、段落 15 で主要濃度に関して記載されている方法、および本試験

法プロトコール（24）に記載の方法と同一の希釈ステップを用いて調製する。例えば、

実施施設の設備が新しい、または EGDMA のバッチが新しいなどの理由で、濃度 120 
μM の陽性対照の細胞毒性が強すぎる、またはルシフェラーゼを 2.5 倍以上に誘導で

きない（段落 31 参照）場合は、実施施設は、EGDMA を用いて用量設定試験を実施

し、溶媒／媒体対照と比較したルシフェラーゼ誘導倍率が 2.5 以上で細胞生存率が

70%以上となる濃度を設定する（この濃度はさらに 2 回以上試験を繰り返して確認す

ること）。また、これ以外に、ほぼ中央の濃度範囲で EC1.5 値を示す適切な陽性対照

は、同等の実行許容基準を満たすヒストリカルデータが得られる場合は利用できる。 

被験物質および対照物質の適用 

20. 被験物質、予測（陽性または陰性）を得るための実験 1 セットが必要である。

1 セットの実験は少なくとも 2 回の独立した繰り返し試行からなり、1 試行は 3 回の

反復測定を含む（すなわち、1 セットの実験で n ＝ 6 回）。独立した 2 回の繰り返し

試行間で結果が一致しない場合、3 回の反復測定からなる 3 回目の繰り返し試行を実

施する（すなわち、n ＝ 9 回）。独立した繰り返し試行は、新たに調製した被験物質

原液および別に回収した細胞を用いて、別の日に実施する。ただし、細胞の継代回数

は同じでもよい。 

21. 細胞は段落 13 に記載のように播種した後、96 ウェルプレートで 24 時間培養

する。次いで、培地を除去して新たな培地（本試験法プロトコール（24）に記載の通

り、血清含有、抗生物質不含の DMEM 150 μL）と交換し、ここに 25 倍希釈した被験

物質および対照物質 50 μL を添加する。バックグラウンド値を評価するため、1 プレ

ートあたり少なくとも 1 ウェルは空のまま（無細胞かつ無処置）とする。 

22. 次に、この処理プレートを 5% CO2存在下、37±1°C で約 48 時間インキュベー

トする。被験物質を加えてのインキュベーションの間、揮発性の被験物質の蒸発や、

ウェル間の被験物質による交差汚染を予防する目的で、例えばプレートをアルミホイ

ルで被覆するなどして注意を払う必要がある。 
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ルシフェラーゼ活性の測定 

23. 適切な発光測定値を保証するには、以下の要因が極めて重要である。 

● 高感度のルミノメーターの選択 

● 光の交差による悪影響を回避するため、十分な高さを有するプレートの使用 

● 十分な感度およびばらつきの少なさを確保するため、十分な発光力を有するル

シフェラーゼ基質の使用 

● 適切で安定なバックグラウンドレベル 

試験に先立ち、この付録の補遺 3 に記載の通り品質管理実験を実施し、この 3 つの要

因が満たされていることを確認する。 

24. 48 時間にわたって被験物質および対照物質に暴露した後、細胞をリン酸緩衝

生理食塩水で洗浄し、発光測定のための適切な細胞溶解用緩衝液を各ウェルに添加し、

十分な時間（例：暗所で 5～10 分間）静置する。 

25. 細胞溶解物を含むプレートを、本試験法プロトコール（24）に記載のプログ

ラムを設定したルミノメーターにセットして測定を行う。他の設定を用いる場合には

（使用するルミノメーターの機種の違いなど）、その正当性を証明すること。さらに、

この付録の補遺 3 の品質管理実験を実施して要件が満たされている場合は、グロータ

イプの基質を用いることもできる。 

細胞毒性の評価 

26. LuSens 細胞の生存率の測定では、48 時間の暴露の終了後、培地を 0.5 mg/mL
の MTT（3-(4,5-ジメチルチアゾール-2-イル)-2,5-ジフェニルテトラゾリウムブロミド、

別名チアゾリルブルーテトラゾリウムブロミド、CAS 番号：298-93-1）を含有する新

たな培地に交換し、細胞を 5% CO2存在下、37±1°C で 2 時間インキュベートする。次

に、この MTT 培地を除去し、適切な細胞溶解試薬を使用し、十分な時間をかけて細

胞を溶解する（例：10%(w/v) SDS および 0.4%(v/v)酢酸を含む DMSO 溶液を加えて 5
分間）。振盪後、本試験法のプロトコール（24）に記載のパラメータを用いて吸光度

を測定する。 

データおよび報告 

データの評価 

27. LuSens 試験法の場合、以下のパラメータを算出する（詳細な数式については

この付録の補遺 4 を参照）。 

● 被験物質、陽性対照、陰性対照のすべての濃度におけるルシフェラーゼ活性の

誘導倍率 

● 被験物質およびすべての対照の、すべての濃度における細胞生存率（CV）を求

め、細胞生存率が 75%となる濃度値（CV75）を（補間によって）算出 

28. ルシフェラーゼ活性の誘導倍率が 1.5 以上（≧）となる各濃度について、3 回

の反復サンプルにおける発光測定値と溶媒／媒体対照のウェルにおける発光測定値と

を比較することによって、統計的有意性を（例えば、スチューデントの両側 t 検定に

より）判定し、ルシフェラーゼ活性の誘導が統計的に有意（p < 0.05）であるかどう
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かを評価する。さらに、これらの濃度において、有意な細胞毒性作用が生じていない

こと（すなわち、ルシフェラーゼ誘導倍率が 1.5 倍以上である濃度において細胞生存

率が 70%以上であること）を確認する。 

29. データは、グラフで視覚的に確認することが推奨される。明確な用量反応曲

線が認められない場合、または得られた用量反応曲線が二相性（すなわち、閾値 1.5
に 2 回交差）である場合、実験を繰り返し、これが被験物質に特異的な結果なのか、

実験のアーティファクトに起因するのかを検証する。二相性の反応が、独立した実験

において再現可能である場合、低い方の濃度（閾値 1.5 に最初に交差する場合の濃度）

を報告すること。しかし、EC1.5をもたらす濃度は必要条件ではない。 

30. LuSens 試験法において、ルシフェラーゼ誘導倍率が 1.5 以上となる濃度が、

もっとも低い試験濃度（例：CV75/2.07）であった場合、少なくとももう 1 段階さらに

低い濃度で再試験を実施すること。 

許容基準 

31. LuSens 試験法を用いる場合、以下の許容基準を満たすこと。以下の許容基準

のいずれかが満たされていない場合は、そのデータは採用せず、新たな繰り返し試行

を実施すること。 

● 陽性対照（120 μM EGDMA、または同等の濃度。段落 19 参照）から得られた

ルシフェラーゼ活性誘導倍率の平均が 2.5 以上であり、かつ、溶媒／媒体対照

と比較したとき、この陽性対照の相対的な細胞生存率が 70%以上であること。 

● 陰性対照（5,000 μM DL-乳酸）から得られたルシフェラーゼ活性誘導倍率の平

均、ならびに未処理細胞における基底状態での発現量が、溶媒／媒体対照の平

均と比較して 1.5 倍未満であること。 

● 溶媒／媒体対照（例：DMSO）の発光測定値について、その変動係数の平均値

が、各繰り返し試行において 20%未満であること。 

● 少なくとも 3 段階の試験濃度において、溶媒／媒体対照に対する相対細胞生存

率が 70%以上であること。さらに、結果が陰性と考えられる場合は、少なくと

も 1 段階の濃度で細胞毒性が認められる（すなわち、細胞生存率が 70%未満で

ある）か、または最大濃度である 2,000 μM（または分子量不明の被験物質の場

合は 2,000 μg/mL）について試験が行われていること。 

32. 場合によっては、被験物質が細胞毒性を誘導しないことがあり、そのような

場合は最大の試験濃度を 2,000 μM（または分子量不明の被験物質の場合は 2,000 
μg/mL）としなければならない。主たるルシフェラーゼ試験において、どの濃度でも

細胞毒性が認められない、すなわち細胞生存率が 70%未満にならず、かつルシフェラ

ーゼの誘導が起こらない場合は、主たるルシフェラーゼ試験で使用した 1.2 倍ずつの

段階希釈に代えて、CV75を基本とした 1.44 倍ずつの段階希釈（すなわち、1.44 x CV75

からスタートする）を用いて、第 2 の繰り返し試行を実施すること。この第 2 の繰り

返し試行においても細胞毒性およびルシフェラーゼ誘導が認められない場合は、最大

濃度である 2,000 μM（または分子量不明の被験物質の場合は 2,000 μg/mL）で第 3 の

繰り返し試行を実施すること。この繰り返し試行は、第 4 の繰り返し試行を実施して

確認する必要がある。 
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結果の解釈および予測モデル 

33. LuSens による予測では、2 回の繰り返し試行のうち 2 回とも、または 3 回の

繰り返し試行のうち 2 回において、以下の条件を満たす場合に陽性とみなし、それ以

外の場合、LuSens による予測では陰性とみなす（図 1）。 

● 連続した 2 段階以上の非細胞毒性濃度（すなわち細胞生存率が 70%以上（≧）

である）において、ルシフェラーゼ活性誘導が 1.5 倍以上（≧）であって、そ

のことが溶媒対照と比較して統計的に有意であり、さらに、検討した濃度のう

ち少なくとも 3 段階で細胞毒性がない（細胞生存率が 70%以上（≧）である）

こと。 

34. 加えて、被験物質が安定な分散液を形成せず、最大濃度である 2,000 μM 未満

（または分子量不明の被験物質の場合 2,000 μg/mL 未満）における試験を行わなかっ

た場合、また検討したいずれの濃度においても細胞毒性が認められなかった場合（段

落 31 参照）に得られた陰性結果も、結論が得られないとみなす（段落 4 参照）。 

図 2.LuSens 試験法における予測のための基準の概要。 

LuSens による予測は、確定方式または IATA の枠組みの中で、また、本ガイドラインの「概要」の

段落 4、ならびに段落 7 および段落 8 の条項に従って検討すること。 

 
  

誘導倍率は 1.5 倍以上か？ 

かつ、溶媒対照よりも統計的

に有意に高値であるか？ 

連続して 2 段階以上の濃度で

細胞生存率が 70%以上か？ 

少なくとも 1 段階の濃度で

細胞生存率が 70%未満

か？ 
または、最大 2,000 μM

（または分子量不明の場合

は 2,000 μg/mL）まで細胞

毒性が認められないか？ 

検討した 6 段階中 3 段階

以上の濃度で細胞毒性が

認められないか？ 
プロトコール記載の方法 
（例：濃度範囲を更新）

で再試験を実施 

陽性 

1 回の繰り返し試行の手順 

はい 

いいえ 

いいえ はい 

いいえ はい 

陰性 

LuSens による予測では少なくとも

2 回の独立した繰り返し試行を実施 

- 2 回の繰り返し試行が陽性の場合

は、最終結果は「陽性」であり、

それ以上の試験は必要ない。 
- 2 回の繰り返し試行が陰性であっ

た場合の最終的な結果：「陰性」

であり、それ以上の試験は必要な

い。 
- 試行の結果が一致しない場合、実

験の完了には第 3 の繰り返し試行

を実施する必要がある。 
- 被験物質の感作性は、実験を構成

する繰り返し試行の結果が多数で

ある方によって判定する。 
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試験報告書 

35. 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 名称、CAS 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（バッチ／ロット番号および有効期限など）

といった化学的識別情報 

○ 外観、水への溶解度、DMSO への溶解度、分子量、および入手可能なその

他の関連する物理化学的特性 

○ 暴露用培地における溶解度または安定な分散液に関する記述 

○ 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

ある物理化学的特性（上記参照）などによる可能な限りの特徴付け 

○ 外観、水への溶解度、DMSO への溶解度、および入手可能なその他の関連

する物理化学的特性 

○ 暴露用培地における溶解度または安定な分散液の記述 

○ 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 名称、CAS 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、水への溶解度、DMSO への溶解度、分子量、および入手可能かつ適

用可能なその他の関連する物理化学的特性 

○ 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） 
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○ 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、適切な実効許容基準であることを示した既存陽性対照結

果のヒストリカルデータ 

● 溶媒／媒体対照 

○ IUPAC または CAS 名、CAS 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 

○ この付録に記載以外の溶媒／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／媒体選択の妥当性 

● 陰性対照 

○ IUPAC または CAS 名、CAS 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 

○ この付録に記載されたもの以外の陰性対照を用いる場合、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 

○ 本試験ガイドラインに記載以外の陰性対照を使用する場合、その陰性対照

選定の妥当性 

試験法の条件 

● 試験依頼者名、試験施設名、試験責任者名および所在地 

● 使用する試験法の説明 

● 使用する細胞株、その保存条件および供給元（例えば、細胞株を入手した施 
設） 

● 試験に用いた細胞の継代数およびコンフルエントの状態 

● 試験前の播種に用いた細胞の計数法、および均一な細胞数分布を確保するため

に行われた措置（段落 13 参照） 

● 使用したルミノメーター（例えば機種）および機器の設定内容、使用したルシ

フェラーゼ基質、ならびにこの付録の補遺 3 記載の品質管理試験により適切な

発光測定であることの立証 

● 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 
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試験手順 

● 繰り返し試行数および反復測定数 

● 使用した被験物質の濃度、適用手順、および暴露時間（推奨事項と異なる場 
合） 

● 評価および測定基準の記述 

● 試験許容基準の記述 

● 試験手順の修正があればその記述 

結果 

● 各繰り返し試行において、被験物質および陽性対照について得られたルシフェ

ラーゼ活性誘導倍率および細胞生存率（LuSens 試験法の場合は CV75）の値の

一覧表 

● すべての各繰り返し試行のデータを用いて算出した平均値（すなわち、細胞生

存率およびルシフェラーゼ活性誘導倍率の算術平均）、および標準偏差 

● 予測モデルに従って得られた被験物質の評価の提示 

● 実験ごとに溶媒／媒体対照の発光測定値により得られた変動係数 

● ルシフェラーゼ活性の誘導および細胞生存率の用量反応曲線を描いたグラフ 

● 該当する場合、それ以外に関連する観察結果の記述 

結果の考察 

● LuSens 試験法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 の範囲内における本試験法の結果の考

察 

結論 
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付録 IB―補遺 1：習熟度評価用の物質 

In vitro 皮膚感作性：角化細胞株レポーターアッセイ LuSens 試験法 

試験ガイドライン 442D のこの付録を厳守した試験法を日常的に用いるのに先立ち、

表 1 において推奨される習熟度評価用の 10 物質について、期待される予測結果を正

確に取得し、また、習熟度評価用の 10 物質のうち 8 物質以上について、それぞれの

基準範囲内に含まれる値を取得することによって、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、市販品であること、高品質の in vivo
参照データが入手可能であること、および LuSens 試験法から高品質の in vitro データ

が入手可能であることとした。 

表 1：LuSens 試験法の技術的習熟度の立証に推奨される物質 

習熟度評価用の物質 CAS 番号 物理的

形状 
LLNA における

予測（1） 
ヒトに関するカ

テゴリー（2） 
LuSens 

In Vitro 予測

（3） 
EC1.5（µM） 
の基準範囲

（4） 

CV75（µM） 
の基準範囲

（4） 

サリチル酸 69-72-7 固体 非感作性物質 カテゴリー6 陰性 > 1000 > 2000 

グリセロール 56-81-5 液体 非感作性物質 カテゴリー6 陰性 > 1000 > 2000 

イソプロパノール 67-63-0 液体 非感作性物質 カテゴリー5 陰性 > 1000 > 2000 

スルファニルアミド 63-74-1 固体 非感作性物質 陰性 
（Basketter et al. 

1994） 

陰性 > 1000 > 2000 

オイゲノール 97-53-0 液体 感作性物質 
（弱い

［weak］） 

カテゴリー3 陽性 < 500 < 1000 

シンナミルアルコール 104-54-1 固体 感作性物質 
（弱い

［weak］） 

カテゴリー3 陽性 < 170 > 420 

2- 
メルカプトベンゾチア

ゾール 

149-30-4 固体 感作性物質 
（中等度

［moderate］） 

カテゴリー3 陽性 < 800 < 2000 

4-（メチルアミノ）フ

ェノール硫酸塩 
55-55-0 固体 感作性物質 

（強い

［strong］） 

カテゴリー3 陽性 < 30 < 50 

メチルジブロモグルタ

ロニトリル 
35691-65-7 固体 感作性物質 

（強い

［strong］） 

カテゴリー2 陽性 < 25 < 50 

2,4-ジニトロクロロベ

ンゼン 
97-00-7 固体 感作性物質 

（非常に強い

［extreme］） 

カテゴリー1 陽性 < 5 < 10 
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注：（1）in vivo における危険有害性（および強度）の予測結果は、LLNA データに基づく［25］。

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）［18］により提唱

された基準を用いて得られている。 
(2) Basketter らによる［26］。カテゴリー1 は「接触アレルギーの明確な証拠を有する」、カテゴリ

ー2 は「しばしば接触アレルギーの原因となる」、カテゴリー3 は「接触アレルギーの一般的な原因

である」、カテゴリー4 は「時折接触アレルギーの原因となる」、カテゴリー5 は「まれに接触アレ

ルギーの原因となる」、そしてカテゴリー6 は「接触アレルギーの証拠を本質的に欠く」を表す。 
(3) 角化細胞株レポーターアッセイによる予測は、確定方式または IATA の枠組みの中で、また、本

ガイドラインの「概要」の段落 7 および段落 8 の条項に従って検討すること。 
(4) 過去に測定された値に基づく［7］［8］。EC1.5 は LuSens による予測モデルには含まれていない

が、取得されるデータから算出可能であり、習熟度評価用物質に関する LuSens の反応の範囲を決定

する目的で利用できる。EC1.5値は付録 IA（段落 26）に従って算出した。 
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付録 IB―補遺 2：LuSens 試験法と VRM である KeratinoSens™試験法のプロトコール

における主要ステップの比較 

 VRM（KeratinoSens™） LuSens 

角化細胞培養液の調製 

増殖 2～4 代 1～3 代 

凍結保存 2～4 代 3 代 

主たる実験の前の細胞継代数 2 代以上 5 代以上 

凍結ストックから培養可能な最

大継代数 
25 代 細胞毒性に関する用量設定試験では 20 代 

主たるルシフェラーゼ試験では 15 代 
増殖培地 血清およびジェネティシンを含

む DMEM 
血清、ペニシリン／ストレプトマイシン、お

よびピューロマイシンを含む DMEM 
試験の際の細胞のコンフルエン

トの状態 
80-90% 

試験前の細胞の回収 1 日 

試験に使用するプレートの形式 96 ウェルプレート 

試験の際に播種する細胞数 10,000 cells/ウェル（バックグラウンド測定用のウェルを除く） 

被験物質の濃度ごとの反復測定

数（各繰り返し試行において） 
ルシフェラーゼ活性測定では 3
ウェル（独立したプレート） 
細胞毒性評価では 1 ウェル 

すべての試験、すなわち細胞毒性に関する用

量設定試験および主たるルシフェラーゼ試験

で 3 ウェル（同一のプレート）（ルシフェラ

ーゼ測定用で 3 ウェル、並行して実施する細

胞毒性評価で 3 ウェル） 

被験物質および対照物質の調製 

調製 試験当日 

溶媒 DMSO、滅菌水または培地

（DMSO に不溶の被験物質の場

合） 

DMSO、または培地（DMSO に不溶の被験

物質の場合） 

ストック溶液濃度 200 mM 

分子量不明の被験物質 所定の濃度（40 mg/mL または

4%(w/v)）でストック溶液を調製 
所定の濃度（200 mg/mL または 20%(w/v)）

でストック溶液を調製 
96 ウェルプレートにおける最終

的な試験濃度の範囲 
0.98～2,000 μM の 12 段階の濃

度（希釈倍率は 2） 
細胞毒性に関する用量設定試験： 

0.98～2,000 μM の 12 段階の濃度（希釈倍率

は 2） 
主たるルシフェラーゼ試験： 

CV75/2.074～CV75 x 1.2 μM の 6 段階の濃度

（希釈倍率は 1.2） 
溶媒対照 1% DMSO 

（繰り返し試行毎に 18 件の反復

測定） 

1% DMSO 
（細胞毒性に関する用量設定試験では繰り返

し試行毎に 12 件、主たるルシフェラーゼ試

験では繰り返し試行毎に 24 件の反復測定） 
陰性対照 溶媒対照を参照 5,000 μM の DL-乳酸 

（細胞毒性に関する用量設定試験では繰り返

し試行毎に 3 件、主たるルシフェラーゼ試験

では繰り返し試行毎に 6 件の反復測定） 
陽性対照 シンナムアルデヒド 

4～64 μM の 4 段階の濃度（希釈

倍率は 2） 
（繰り返し試行毎に 3 件の反復

測定） 

120 M の EGDMA 
または、ルシフェラーゼ誘導倍率が 2.5、細

胞生存率が 70%以上となるようなその他の

濃度 
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 （細胞毒性に関する用量設定試験では繰り返

し試行毎に 2 件、主たるルシフェラーゼ試験

では繰り返し試行毎に 5 件の反復測定） 
培地対照 適用なし 細胞毒性に関する用量設定試験では繰り返し

試行毎に 6 件、主たるルシフェラーゼ試験で

は繰り返し試行毎に 12 件の反復測定 
ブランク対照（細胞なし） 繰り返し試行毎に 3 件の反復測

定 
繰り返し試行毎に 1 件の反復測定 

被験物質および対照物質の適用および評価するエンドポイント 

被験物質の濃度ごとの繰り

返し試行数 
それぞれ 3 回の反復測定を含む独立した繰り返し試行を少なくとも 2 回実施し（n＝

6）、結果が一致しない場合は 3 回目の繰り返し試行を実施する（n＝9）。 
繰り返し試行はそれぞれ別の日に、新たに調整した被験物質および独立して回収し

た細胞を用いて実施する（継代数は最終的に同一である）。 
細胞処理用の培地 血清を含み、抗生物質（ジェネティシン、ペニシリン／ストレプトマイシン、およ

びピューロマイシン）を含まない DMEM 培地 150 μL 
ここに 25 倍希釈した被験物質および対照物質 50 μL を加える 

暴露時間 5% CO2存在下、37±1°C で 48 時間 
揮発性の被験物質の蒸発、およびウェル間の交差汚染を防ぐため、プレートはアル

ミホイルで覆う。 
発光活性の測定 暴露後の細胞をリン酸緩衝生理食塩水

で洗浄し、発光測定のための適切な細

胞溶解用緩衝液を各ウェルに添加し、

室温で 20 分間静置する。 
細胞溶解物を含むプレートを、以下の

プログラムを設定したルミノメーター

にセットして測定を行う。すなわち、

i）各ウェルにルシフェラーゼ基質を添

加する。ii）1 秒間待つ。iii）2 秒間の

ルシフェラーゼ活性を積算する。 

暴露終了後、発光測定のための適切な細胞

溶解用緩衝液を各ウェルに添加し、暗所で

5～10 分間震盪する。 
ルミノメーターを用いて 2 秒間の発光を測

定する。 
使用するルミノメーターによってはその他

の条件が適用されることがある。 

細胞毒性の評価 暴露終了後、細胞に 5 mg/mL の MTT
溶液を加え、5% CO2存在下、

37±1°°C で 4 時間インキュベートする 
その後、一晩かけて細胞を溶解し

（10% SDS 溶液を使用）、震盪して

から 600 nm における吸光度を測定す

る 

暴露終了後、細胞に 200 μL の MTT 溶液

（0.5 mg/mL）を加え、5% CO2存在下、

37±1°°C で 2 時間インキュベートする 
細胞を 5 分間の処理で溶解し（10%(w/v) 

SDS および 0.4%(v/v)酢酸の DMSO 溶液を

使用）、570 nm および 690 nm における吸

光度を測定する 
評価するエンドポイント Imax：検討した任意の濃度において認

められた最大誘導倍率の平均値 
EC1.5：ルシフェラーゼ活性の誘導倍率

が 1.5 となる濃度を補間によって求め

たもの 
IC50 / IC30：それぞれ、細胞生存率が

50%減少、30%減少する濃度を補間に

よって求めたもの 

ルシフェラーゼ誘導倍率は、検討したそれ

ぞれの濃度における平均値として算出 
細胞生存率は、検討したそれぞれの濃度に

おける平均値として算出 
CV75：細胞生存率が 75%となる濃度を補間

によって求めたもの 

許容基準 

陽性対照のルシフェラーゼ

活性 
陽性対照（4～64 μM のシンナムアル

デヒド）で検討した濃度のうち少なく

とも 1 段階において、1.5 倍を超える

統計的に有意な誘導 
陽性対照の EC1.5 は、ヒストリカルデ

ータの平均から 2SD の範囲内（例：

バリデーション用データセットで 2～
30 μM）にあること 

64 μM のシンナムアルデヒドの平均誘

導倍率は 2 から 8 の間であること 

非細胞毒性濃度（すなわち、溶媒対照と比

較して細胞生存率が 70%以上）において、

溶媒対照と比較した陽性対照（例：120 μM
の EGDMA）の活性誘導倍率が 2.5 以上で

あること 
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陰性対照のルシフェラーゼ

活性 
適用なし 溶媒対照と比較した陰性対照（5,000 μM の

DL-乳酸）の活性誘導倍率が 1.5 未満である

こと 
媒体対照の変動 変動係数＝20% 

（18 件の反復測定） 
変動係数＝20% 

（21 件以上の反復測定） 
その他 適用なし 培地対照による基底状態（培地のみを加えた

細胞）での平均発現量が、媒体対照と比較し

て、ルシフェラーゼの活性誘導倍率として

1.5 未満であること 
検討した濃度のうち 3 段階以上（主たるルシ

フェラーゼ試験では 6 段階中）で細胞毒性が

認められないこと（細胞生存率が 70%以

上）さらに、結果が陰性の場合は、少なくと

も 1 段階（主たるルシフェラーゼ試験では 6
段階中）の濃度で細胞毒性が認められること

（細胞生存率が 70%未満） 
予測モデル 
予測では、2 回の繰り返し試

行のうち 2 回とも、または 3
回の繰り返し試行のうち 2
回において、以下の条件を

満たす場合に陽性とみな

し、それ以外の場合、予測

では陰性とみなす 

1. Imaxが 1.5 倍以上（≧）であり、溶

媒対照に対して統計的有意差が認

められること（対応のないスチュ

ーデントの両側 t 検定） 
2. ルシフェラーゼ活性の誘導倍率が

1.5 倍以上となる最低濃度（すな

わち、EC1.5 の判定濃度）におい

て、細胞生存率が 70%超（＞）で

あること 
3. EC1.5値が 1,000 μM 未満（＜）で

あること（または、分子量不明の

被験物質の場合は 200 μg/mL 未満

であること）。 
4. ルシフェラーゼ誘導に関して、全

体に明らかな用量依存的な増加が

認められること 

1. 少なくとも 2 段階の連続した非細胞毒性

濃度（すなわち、細胞生存率が 70%以上

（≧））において、媒体対照と比較して

ルシフェラーゼの誘導倍率が 1.5 以上であ

ること 
2. 検討した濃度のうち 3 段階以上で細胞毒

性が認められないこと（細胞生存率が

70%以上（≧）） 

安定な分散液を形成しない

化学物質 
1,000 μM 未満（または、分子量不明

の被験物質の場合は 200 μg/mL 未

満）で安定な分散液を形成しない被

験物質について結果が陰性であった

場合、結論が得られないとみなす 

被験物質が安定な分散液を形成せず、最大濃

度である 2,000 μM（または分子量不明の被

験物質の場合 2,000 μg/mL）における試験を

行わなかった場合、結論が得られないとみな

す 
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付録 IB―補遺 3：発光測定値の品質管理 

LuSens 試験法において最適な発光測定値を確保するための基本的な実験 

最適な発光測定値を確保するため、アッセイを最初に実施する際は、被験物質として

EGDMA の濃度を漸増させたものを用い、また、プレートのレイアウトは下記の通り

として、LuSens 試験法のランを 1 回または 2 回実施することを推奨する。このような

繰り返し試行を実施することで、以下の側面を考慮すること。 

● ルシフェラーゼの誘導が、処理する EGDMA 濃度の漸増に伴って用量依存的に

増加すること（ウェル A～C：1～6） 

● ウェル A～D：8～12 の発光測定値と比較して、ウェル D：1～6 および A～D：

7（空のウェル）においてルシフェラーゼの用量依存的な増加が認められないこ

と 

● 少なくとも 21 件の溶媒／媒体対照ウェル（F～G：1～12）におけるばらつきの

標準偏差の平均百分率が 20%未満であり、かつ「勾配状の」パターンを示さな

いこと 

表 1：最初の訓練実験におけるプレートの設定 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A EGDMA 
CV75/2.07 

EGDMA 
CV75/1.73 

EGDMA 
CV75/1.44 

EGDMA 
CV75/1.2 

EGDMA 
CV75 

EGDMA 
CV75 x 1.2 

      

      

B EGDMA 
CV75/2.07 

EGDMA 
CV75/1.73 

EGDMA 
CV75/1.44 

EGDMA 
CV75/1.2 

EGDMA 
CV75 

EGDMA 
CV75 x 1.2 

      

      

C EGDMA 
CV75/2.07 

EGDMA 
CV75/1.73 

EGDMA 
CV75/1.44 

EGDMA 
CV75/1.2 

EGDMA 
CV75 

EGDMA 
CV75 x 1.2 

      

      

D  

E 培地 培地 培地 培地 培地 培地 培地 培地 培地 培地 培地 培地 

F DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO 

G DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO 

H DL-乳酸、5,000 μM EGDMA 120 M ブランク 
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付録 IB―補遺 4：LuSens 試験法で用いられる計算 

1. LuSens 試験法において、ルシフェラーゼ活性の誘導倍率は式 1 により算出し、全

体の最大誘導倍率（Imax）は、個々の繰り返し試行の平均値として算出する。 

式 1： 誘導倍率 =  (Lsample - Lblank) 
(Lsolvent - Lblank) 

ここで 

Lsampleは、被験物質のウェルにおける発光測定値 

Lblankは、無細胞、無処置からなる空のウェルにおける発光測定値 

Lsolventは、細胞および溶媒対照からなるウェルにおける発光測定値の平均値 

2. LuSens 試験法において、細胞生存率は式 2 によって算出する。 

式 2： 生存率 =  (Vsample - Vblank) ×100 (Vsolvent - Vblank) 

ここで 

Vsampleは、被験物質のウェルにおける MTT 吸光度の測定値 

Vblankは、無細胞、無処置からなる空のウェルにおける MTT 吸光度の測定値 

Vsolventは、細胞および溶媒対照からなるウェルにおける MTT 吸光度測定値の平均値 

3. LuSens 試験法において、細胞生存率が 75%まで低下する濃度（CV75）は、式 3 に

従って線形補間により算出し、全体の CV75 は、個々の繰り返し試行の幾何平均値と

して算出する。 

式 3： CV75 = (Cb - Ca) × 75 - Vb + Cb Vb - Va 

ここで 

Caは検討した濃度のうち細胞生存率が 75%超となる最高濃度（µM） 

Cbは検討した濃度のうち細胞生存率が 75%未満となる最低濃度（µM） 

Vaは濃度 Caにおける細胞生存率（%） 

Vbは濃度 Cbにおける細胞生存率（%） 
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	これらの試験方法の背景および原理は、キーイベントに基づく試験ガイドラインに含まれる。
	5. 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。マウスを用いる局所リンパ節試験（Local Lymph Node Assay：LLNA）（OECD TG 429）（12）、ならびにその改変法で放射性同位...
	6. 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づくin chemicoおよびin vitro試験法が採択された。OECD TG 442Cでは、第一のキーイベントを対象とするペプチド結合性試験（15）を記載している。現行の試験ガイドラインでは、第二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、OECD TG 442Eでは、皮膚感作性のAOPの第三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、...
	7. 角化細胞の活性化は皮膚感作性のAOPのキーイベントの1つを表すにすぎないことから（2）（17）、この特異的な主要事象に対して開発された試験法により得られる情報は、化学物質の皮膚感作性の有無について結論を出す目的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るデータは、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...
	8. 本試験ガイドラインに記載されている試験法は、単独では、UN GHS（1）に規定されたサブカテゴリーである1Aおよび1Bに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. 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 、単一成分物質、多成分物質、および／または混合物の試験に対する試験法の適用可能性とは無関係である。液内培養において試験を行う場合、被験物質は暴露用培地に溶解するか、または少なくとも安定な分散液を形成することを判断しなければならない（例：最大の最終試験濃度にて被験物質が暴露用培地に溶解／分散していることを目視で点検し、未溶解の残渣がないこと、また、溶液が数時間静置されていた場合は沈殿や相分離が起こっていな...
	10. 多成分物質／混合物に対する試験法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（18）（19）（20）。バリデーション試験における評価はなされていなくても、試験法は多成分物質および混合物の試験にも技術的に適用可能である場合がある。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。さらに、多成...
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	23. 48時間にわたって被験物質および対照物質に暴露した後、細胞をリン酸緩衝生理食塩水で洗浄し、発光測定のための細胞溶解用緩衝液を各ウェルに添加し、十分な時間（例：室温で20分間）静置する。
	24. 次に、細胞溶解物を含むプレートを、以下のプログラムを設定したルミノメーターにセットして測定を行う。すなわち、（i）各ウェルにルシフェラーゼ基質（50 μL）を添加する。（ii）1秒間待つ。（iii）2秒間のルシフェラーゼ活性を積算する。他の設定を用いる場合には（使用するルミノメーターの機種の違いなど）、その正当性を証明すること。さらに、この付録の補遺3の品質管理実験において要件が十分に満たされている場合は、グロータイプの基質を用いることもできる。
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	1. 本試験ガイドライン442Dの付録にて詳述する試験法は、皮膚感作性のAOPにおける第二のキーイベント、すなわち角化細胞活性化を対象とするものであり（1）、ルシフェラーゼを利用して、Nrf2を介した抗酸化剤応答配列（ARE）依存性遺伝子の活性を評価する。皮膚感作性物質はAREによって調節される遺伝子を誘導することが報告されている（2）（3）。皮膚感作性物質のような小型の求電子性物質は、センサータンパク質であるKeap1（Kelch様ECH結合タンパク質1）に作用する。すなわち、Keap1のシステ...
	2. in vitro角化細胞株レポーターアッセイLuSens試験法（以下、LuSens試験法）は、KeratinoSens™ 試験法の検証済み標準試験（VRM）に基づいた、性能標準をベースとするバリデーション試験が行われ（6）（7）（8）（9）、次いで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）による独立した第三者評価が実施された（10）。LuS...
	3. LuSens試験法は、細胞培養技術の経験がある実験室への技術移管が可能であることが立証されており、また、施設内および施設間の再現性に関する必要な性能標準を満たした（10）。開発施設において72種類の被験物質を対象とした初期研究から得られた追加情報では、LLNAの結果と比較した場合、皮膚感作性物質（すなわちUN GHSカテゴリー1）を非感作性物質から識別する能力に関して、LuSens試験法はVRMと同程度の予測能力（正確度74%、感度74%、特異度74%）が示されたことから（7）（10）、同試...
	4. 現在入手可能なデータにより、LuSens試験法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、物理化学的特性の検討に適用できることが示された（7）（8）。本試験法は、暴露用培地に可溶であるか、または安定した分散液（すなわち、被験物質が沈殿することも、溶媒から分離して別な相に移行することもないコロイドまたは懸濁液）となる被験物質に適用可能である。最終的に必要とされる最大試験濃度（すなわち2,000 μM、または分子量不明の場合は...
	5. リジン残基のみに反応性を有する物質は、本試験法により陰性と検出され得ることから、陰性結果は慎重に解釈する。これは、Keap1-Nrf2-ARE経路の活性化をもたらす主要な機序は、ストレッサーとKeap-1の求核性チオール（システインのスルフヒドリル基）との求電子反応であると考えられるためである。この不確実性に対処するには、特にシステインとリジンの反応性を識別できるアッセイの場合、ペプチド結合性試験から得られる相補的情報が役立つ場合がある。さらに、使用する細胞株の代謝能力が限定的である（12）...
	6. 皮膚感作性物質（すなわちUN GHSカテゴリー1）と非感作性物質を識別するのに加え、LuSens試験法は、VRMに関して述べたように、IATAなどの統合的アプローチの中で用いられて感作性の強度評価に寄与し得る情報（例えば用量反応関係）も提示する（13）。しかし、LuSens試験法の結果が　強度評価にどのように寄与し得るかを判断するには、特にIATAとの関わりにおいてさらなる研究が必要であり、またそれはヒトのデータに基づくことが望ましい（18）。角化細胞株レポーターアッセイ試験法を他の情報と組...
	7. 定義については「概要」の補遺1に示されている。

	試験の概要
	8. LuSens試験法には、ラットNQO1遺伝子の抗酸化剤応答配列（ARE）の調節下にあるルシフェラーゼレポーター遺伝子を安定的に導入した、ヒト角化細胞由来の不死化した接着細胞株を使用する（20）。NQO1のようにAREに依存する遺伝子は、接触感作性物質によってアップレギュレートされることが知られている（21）（22）。この細胞株は、AREエレメントと融合したプロモーターの転写制御下にあるルシフェラーゼ遺伝子を含む（7）。このルシフェラーゼによるシグナルは、内因性のNrf2依存性遺伝子の感作性物...
	9. LuSens試験法では、被験物質が、細胞生存率に有意な影響を及ぼさない（すなわち、細胞生存率が70%超となる）連続した2段階以上の濃度において、所定の閾値を超える（すなわち、1.5倍以上または50%以上の上昇）統計的に有意なルシフェラーゼ活性を誘導する場合、その被験物質は陽性と判定される（7）（8）。そのために、溶媒／媒体対照との比較によって、ルシフェラーゼ活性の誘導を測定する。さらに、ルシフェラーゼ活性の誘導レベルが細胞毒性に達しない濃度で生じるかどうかを評価するため、並行して細胞毒性を測...
	10. 本試験ガイドラインを厳守したLuSens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物質10種を用いて技術的習熟度を立証する。

	試験の手順
	11. LuSens試験法についてはEURL ECVAMの動物実験代替法データベースサービス（Database on Alternative Methods to Animal Experimentation：DB-ALM）プロトコールが利用可能であり、本試験法を実験施設内で実施・使用する際にはこのプロトコールを採用すべきである（24）。LuSens試験法の主なプロトコールの各ステップをVRMと比較した概要を、この付録の補遺2に示す。本試験ガイドラインを履行する施設は、試験開発元に要請することによ...
	角化細胞培養液の調製
	12. ARE制御下のルシフェラーゼレポーター遺伝子を安定的に取り込んだ、LuSens組換え細胞株を使用すること。細胞は、入手次第、試験法プロトコールに従って増殖させ（例：1～3回の継代）、均一なストックの状態で冷凍保存する。このオリジナルストックから起こした細胞は、継代回数が最大20回となるまで増殖可能であり、試験法のプロトコール（24）に記載の方法に従って、適切な維持／増殖用培地（例：血清および抗生物質（選択用の維持培地にはピューロマイシン、コンタミ防止のためにはペニシリン／ストレプトマイシン...
	13. 試験に際しては、細胞は80～90%コンフルエントとし、完全なコンフルエントにまで増殖させないよう留意する。試験前日に細胞を回収し、適切な細胞密度（すなわち、10,000 cells/ウェル）となるように96ウェルプレートに播種する。すべてのウェルで細胞数の分布が確実に均一となるよう、播種作業中に細胞が沈降しないよう注意が必要である。この注意を怠ると、この段階でウェル間に大きなばらつきが生じることがある。被験物質の各濃度での主たるルシフェラーゼ試験の繰り返し試行毎に、ルシフェラーゼ活性測定用...

	被験物質および対照物質の調製
	14. 被験物質および対照物質は、試験当日に調製（または、安定な凍結溶液の場合はその解凍）する。被験物質は、例えばジメチルスルホキシド（DMSO、CAS番号67-68-5、純度99%以上）などの安定な溶媒に、最終濃度が検討する最大濃度（例：200 mM）に達するように溶解する。DMSO溶液は、それ自体滅菌済みであるとみなされるため、滅菌濾過は不要である。DMSOに不溶の被験物質は滅菌水または培地に溶解し、適切な手段によって最終的な溶液を無菌の状態とする。分子量（MW）が不明の被験物質の場合、原液を...
	15. DMSO、またはDMSOに不溶の場合は滅菌水または培地を用いて、被験物質の原液を段階希釈し、主要濃度のサンプルを得る（例：0.098～200 mMの範囲で12段階の濃度）。用いる溶媒に関わらず、次に上記主要濃度のサンプルを血清含有培地でさらに25倍希釈し、最終的な処理にはこれをさらに4倍に希釈して用いるため、被験物質は最終濃度に到達する（例：希釈倍率2の段階希釈に基づき0.98～2,000 μMとする）。分子量が不明の被験物質の場合、DMSOまたは適切な溶媒を用いて段階希釈を行い、希望する...
	16. 最初に、細胞毒性に関する用量設定試験を、例えば濃い方の濃度について実施し、細胞生存率が75%まで低下する濃度（CV75）をあらかじめ測定する。このCV75を濃度決定の基準として用いて、主たるルシフェラーゼ試験およびそれと並行する細胞毒性試験を実施する（例：希釈倍率1.2のCV75より高い1濃度、CV75ちょうど、CV75より低い4濃度を、希釈倍率1.2の段階希釈、すなわちCV75/2.07、CV75/1.73, CV75/1.44、CV75/1.2、CV75、およびCV75 x 1.2 μ...
	17. 同時に、溶媒／媒体対照（例：DMSO）も繰り返し試行毎に試験を実施すべきであり、その際は各プレートに十分な数の対照ウェルを設定する（例：プロトコール（24）に記載の通り、細胞毒性に関する用量設定試験では12ウェル、主たるルシフェラーゼ試験では24ウェル）。溶媒／媒体対照では、主要濃度について段落15の記載と同じ希釈を行うため、最終的な溶媒／媒体対照の濃度は被験物質および陽性対照における濃度と同じとすべきであり（すなわち、1%）、また、細胞生存率に有意な影響を及ぼしてはならない。使用する溶媒...
	18. 同時に、陰性対照も繰り返し試行毎に試験を実施すべきであり、その際は各プレートに十分な数の対照ウェルを設定する（例：プロトコール（24）に記載の通り、細胞毒性に関する用量設定試験では3ウェル、主たるルシフェラーゼ試験では6ウェル）。LuSens試験法において、同時に試験する陰性対照は5,000 μM（または450 μg/mL）のDL-乳酸（CAS番号50-21-5、純度99%以上）である。これは非感作性物質であり、また、LuSens試験法において陰性の予測が得られることが知られている。これ以...
	19. 同時に、陽性対照も、試験系が適切に反応していることを実証するために、繰り返し試行毎に十分な数のウェルにおいて試験を実施すべきである（例：プロトコールに記載の通り、細胞毒性に関する用量設定試験では2ウェル、主たるルシフェラーゼ試験では5ウェル（24））。LuSens試験法の場合、陽性対照には120 µMのジメタクリル酸エチレングリコール（EGDMA、CAS番号97-90-5、純度99%以上）を用いる。陽性対照は、段落15で主要濃度に関して記載されている方法、および本試験法プロトコール（24）...

	被験物質および対照物質の適用
	20. 被験物質、予測（陽性または陰性）を得るための実験1セットが必要である。1セットの実験は少なくとも2回の独立した繰り返し試行からなり、1試行は3回の反復測定を含む（すなわち、1セットの実験でn ＝ 6回）。独立した2回の繰り返し試行間で結果が一致しない場合、3回の反復測定からなる3回目の繰り返し試行を実施する（すなわち、n ＝ 9回）。独立した繰り返し試行は、新たに調製した被験物質原液および別に回収した細胞を用いて、別の日に実施する。ただし、細胞の継代回数は同じでもよい。
	21. 細胞は段落13に記載のように播種した後、96ウェルプレートで24時間培養する。次いで、培地を除去して新たな培地（本試験法プロトコール（24）に記載の通り、血清含有、抗生物質不含のDMEM 150 μL）と交換し、ここに25倍希釈した被験物質および対照物質50 μLを添加する。バックグラウンド値を評価するため、1プレートあたり少なくとも1ウェルは空のまま（無細胞かつ無処置）とする。
	22. 次に、この処理プレートを5% CO2存在下、37±1 Cで約48時間インキュベートする。被験物質を加えてのインキュベーションの間、揮発性の被験物質の蒸発や、ウェル間の被験物質による交差汚染を予防する目的で、例えばプレートをアルミホイルで被覆するなどして注意を払う必要がある。

	ルシフェラーゼ活性の測定
	23. 適切な発光測定値を保証するには、以下の要因が極めて重要である。
	24. 48時間にわたって被験物質および対照物質に暴露した後、細胞をリン酸緩衝生理食塩水で洗浄し、発光測定のための適切な細胞溶解用緩衝液を各ウェルに添加し、十分な時間（例：暗所で5～10分間）静置する。
	25. 細胞溶解物を含むプレートを、本試験法プロトコール（24）に記載のプログラムを設定したルミノメーターにセットして測定を行う。他の設定を用いる場合には（使用するルミノメーターの機種の違いなど）、その正当性を証明すること。さらに、この付録の補遺3の品質管理実験を実施して要件が満たされている場合は、グロータイプの基質を用いることもできる。
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	26. LuSens細胞の生存率の測定では、48時間の暴露の終了後、培地を0.5 mg/mLのMTT（3-(4,5-ジメチルチアゾール-2-イル)-2,5-ジフェニルテトラゾリウムブロミド、別名チアゾリルブルーテトラゾリウムブロミド、CAS番号：298-93-1）を含有する新たな培地に交換し、細胞を5% CO2存在下、37±1 Cで2時間インキュベートする。次に、このMTT培地を除去し、適切な細胞溶解試薬を使用し、十分な時間をかけて細胞を溶解する（例：10%(w/v) SDSおよび0.4%(v/v...
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	28. ルシフェラーゼ活性の誘導倍率が1.5以上（≧）となる各濃度について、3回の反復サンプルにおける発光測定値と溶媒／媒体対照のウェルにおける発光測定値とを比較することによって、統計的有意性を（例えば、スチューデントの両側t検定により）判定し、ルシフェラーゼ活性の誘導が統計的に有意（p < 0.05）であるかどうかを評価する。さらに、これらの濃度において、有意な細胞毒性作用が生じていないこと（すなわち、ルシフェラーゼ誘導倍率が1.5倍以上である濃度において細胞生存率が70%以上であること）を確認する。
	29. データは、グラフで視覚的に確認することが推奨される。明確な用量反応曲線が認められない場合、または得られた用量反応曲線が二相性（すなわち、閾値1.5に2回交差）である場合、実験を繰り返し、これが被験物質に特異的な結果なのか、実験のアーティファクトに起因するのかを検証する。二相性の反応が、独立した実験において再現可能である場合、低い方の濃度（閾値1.5に最初に交差する場合の濃度）を報告すること。しかし、EC1.5をもたらす濃度は必要条件ではない。
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