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OECD の化学物質の試験に関するガイドライン 

有害性発現経路（AOP）でのキーイベントである樹状細胞活性化を用いた in vitro 皮膚

感作性試験 

はじめに 

キーイベントである樹状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、国際連合の「化学物質の分類および表示に関する世界調和システム」

（UN GHS）により定義されている通り、皮膚接触後にアレルギー反応を惹起する物質のことを

いう (1)。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、生物学的機序に関する現在の知識は、有害性発現経路（Adverse 
Outcome Pathway： AOP）(2) の形式で要約され、分子レベルのイニシャルイベントから中間

イベントを経て、具体的にはアレルギー性接触皮膚炎である有害作用に至るまでを含む。この

場合、分子レベルのイニシャルイベント（1 つ目のキーイベント）は、皮膚蛋白質の求核中心と

求電子性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、炎症性反応や特異的細胞シグナル伝達経路による遺伝子発現の変化からなる。このよ

うなものに、抗酸化剤／求電子物質応答配列（antioxidant/electrophile response element： ARE）
依存性経路がある。3 つ目のキーイベントは樹状細胞（DC）活性化であり、通常は特異的な細

胞表面マーカー、ゲノム転写産物、ケモカインおよびサイトカインの発現により評価される。4
つ目のキーイベントは、T 細胞活性化と増殖であり、マウス局所リンパ節試験（LLNA）で間接

的に測定しうる (3)。 

2. この試験ガイドライン（TG）では、皮膚感作性に対するAOPの樹状細胞活性化に関するキーイ

ベントの基礎にある機序を扱う in vitro 試験について記載する (2)。この TG は、UN GHS に基づく皮膚

感作性物質と非感作性物質とを識別するのに用いられる試験方法に関する (1)。 

本 TG に記載されている試験方法は次の通り： 

● ヒト細胞株活性化試験（h-CLAT） 

● U937 細胞株活性化試験（U-SENS™） 

● インターロイキン-8 レポーター遺伝子アッセイ（IL-8 Luc アッセイ） 

● 皮膚感作性物質の評価（GARD™skin）に関するゲノムアレルゲン迅速検出（GARD™） 
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キーイベントに基づく試験のガイドラインの試験方法の背景と概要 

3. 皮膚感作性の評価には、通常、実験動物が使用されてきた。モルモットを用いる古典的方法で

あるMagnusson and Kligmanのモルモットマキシマイゼーション法（GPMT）およびビューラー法（TG 
406）(4) は、皮膚感作性の誘導相および誘発相の両者を評価する。マウスを用いる試験である LLNA
（TG 429）(3) と、その非放射性修正法 2 種類、具体的には LLNA：DA（TG 442 A）(5) および LLNA：
BrdU-ELISA（TG 442 B）(6) はいずれも、誘導相のみを評価するものであり、皮膚感作性の誘導相を客

観的に測定するとともに動物福祉という点でモルモット試験より優れていることから受け入れられてい

る。 

4. 皮膚感作性 AOP の 1 つ目のキーイベント（OECD TG 442C (7)）および 2 つ目のキーイベント

（OECD TG 442D (8)）を対象とした in chemico および in vitro の機序に基づく試験法が、化学物質の皮

膚感作性の有害性を評価するのに役立つことが認められている。 

5. 皮膚感作性物質は、DC 活性化と結びついた CD40、CD54、CD80、CD83 および CD86 などの

細胞膜マーカーの発現や、IL-1β および TNF-α などの炎症誘発性サイトカイン、IL-8（CXCL8）および

CCL3 (9) (10) (11) (12) など数種のケモカインを誘導することが報告されている (2)。本 TG に記載した

試験方法は、感作性物質に曝露したあとの単球および DC の活性化プロセスによる細胞表面マーカー

（CD54、CD86）、サイトカインである IL-8 または一連の遺伝子（ゲノムバイオマーカーシグネチャ）

の発現の変化のいずれかを定量する。 

6. ただし、DC 活性化は皮膚感作 AOP のひとつのキーイベントのみを示すため (2) (13)、DC 活性

化のマーカーを測定する単独の試験法で得た情報のみを用いて、化学物質の皮膚感作性の有無を結論づ

けるには十分ではない。従って、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 GHS 区分 1）と非感作性物質を識別するのを支援するため

に提示されるものである (13)。一連の情報源とこれを用いて行われるデータ解釈作業に関する標準化さ

れた方法である確定方式（Defined Approach）で得たデータの使用例が発表されており (13)、OECD TG
における皮膚感作性の確定方式に導入されている (14)。これらの方法から得られたデータを皮膚感作性

の確定方式で使用することを意図している場合、ボーダーライン基準の適用やその他のデータの解釈手

順については、試験ガイドライン 497 を参照すること。ボーダーライン基準の適用に関する詳細は付属

書 1 の図 1 を参照のこと。 

7. 本試験ガイドラインに含まれる試験法は、手順、適用範囲及び限界に関して異なる可能性があ

るが、皮膚感作性での AOPの樹状細胞活性化に対するキーイベントの試験結果に関して、各国の要求事

項に対応するために、それぞれ使用することができ、OECD でのデータの相互受け入れにも役立つ。確

定方式(DAs)では、方法は自動的に互換性があるわけではない;TG497 ではどの試験法/試験方法の組み合

わせを用いるべきかが規定されている。 

8. 本試験ガイドラインに記載した試験方法を単独で用いて、皮膚感作性物質を当局が UN GHS で

定義した細区分である 1A および 1B に分類することはできず (1)、安全性評価に際し、皮膚感作性の強

さを予測することもできない。ただし、特定の規制の枠組みによっては、上記方法で得た陽性結果を単

独で用いて、化学物質を UN GHS 区分 1 に分類できる場合がある。 

9. 「被験化学物質」という用語は、本試験法ガイドラインで用いる場合、試験の対象となる物質

のことをいい 1、被験化学物質が単一成分物質、多成分物質、および／または混合物であるかは本試験法
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への適用を規定するものではない。多成分物質／混合物の試験に本試験法を適用することに関しては、

現時点では情報が限られている (15) (16)。本試験法は、多成分物質および混合物の試験に技術的には適

用可能である。混合物、試験困難化学物質（不安定など）、本ガイドラインに記載されている適用範囲

に収まることが明確でない被験化学物質の試験を検討する場合、そのような試験で科学的に意味のある

結果が生じるかどうかを事前に考慮する必要がある。さらに、多成分物質または混合物の試験の場合、

認められる反応に細胞毒性成分が影響しうることを考慮する。 
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付属書 1：In vitro 皮膚感作性：ヒト細胞株

活性化試験（h-CLAT） 

最初に考慮すべき事項および限界 

1. h-CLAT 法は、ヒト単球性白血病細胞株 THP-1 の単球および樹状細胞（DC）が活性化されて生

じる細胞表面マーカー（CD86 および CD54）の発現の変化を定量する (1) (2)。測定された CD86 および

CD54 の細胞表面マーカーの発現量を用いて、皮膚感作性物質と非感作性物質との識別を支援する。 

2. h-CLAT 法は、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とそれに続く 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）

で評価されている。入手可能な証拠と規制当局およびステークホルダーからの情報をすべて考慮し、h-
CLAT は、有害性の分類および表示を目的に、感作性物質と非感作性物質とを識別するために IATA の一

環として用いることが EURL ECVAM によって推奨されている (3)。h-CLAT データの使用と他の情報と

の併用に関する例が、文献で報告されている (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11)。 

3. h-CLAT は、細胞培養技術とフローサイトメトリー分析の経験がある施設への技術移管が可能で

あることが確認されている。本試験法に見込まれる予測結果の再現性は、同一施設内および複数の施設

間でいずれも約 80%である (3) (12)。バリデーション試験 (13) および発表された他の研究 (14) から得ら

れた結果によると、LLNA の結果と比較した場合、皮膚感作性物質（UN GHS 区分 1）と非感作性物質と

を識別する正確度は 85%（N = 142）、感度は 93%（94/101）、特異度は 66%（27/41）であった（段

落 4 の記載の通り、Log Kow が 3.5 を超える化学物質の陰性結果を含まないすべての既存データでの

EURL ECVAM (12) による再解析に基づく）。h-CLAT での偽陰性結果の予測は、皮膚感作性が高い化学

物質（UN GHS 細区分 1A）よりも、皮膚感作性が低いか中程度の化学物質（UN GHS 細区分 1B）に認

められる可能性が高い (4) (13) (15)。総合すると、上記情報は、h-CLAT が皮膚感作性の有害性を識別す

るのに有用であることを示している。ただし、h-CLAT 法は、IATA に基づく他の情報を併用し、「はじ

めに」の段落 6および段落 8の条項に従って検討されるべきであることから、h-CLATを単独の試験法と

して算出した正確度の値は指標にすぎない。さらに、動物を用いない皮膚感作性試験法を評価する場合、

LLNA 試験もその他の動物試験も、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ると、h-CLAT は、有機官能基、反応メカニズム、皮膚感作性の強度

（in vivo 試験で判定される）、物理化学的特性がさまざまな被験化学物質に適用可能であることが示さ

れている (3) (14) (15)。h-CLAT は、適切な溶媒／媒体（段落 14 参照）に可溶であるか安定した分散液

（被験化学物質が沈殿することも、溶媒／媒体から分離して異相を示すこともないコロイドまたは懸濁

液）となる被験化学物質に適用可能である。Log Kow が 3.5 を超える被験化学物質は、偽陰性結果をも

たらす傾向がある (14)。そのため、Log Kow が 3.5 を超える被験化学物質で得られた陰性結果を判断に

用いてはならない。ただし、Log Kow が 3.5 を超える被験化学物質で得られた陽性結果については、被
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験化学物質が皮膚感作性物質であるとの判断を裏付けている。さらに、h-CLAT に用いられる細胞株の

代謝能が限定的 (16) であることや実験条件から、プロハプテン（酵素 P450 を介するなど酵素による活

性化を要する物質）および特に酸化速度が遅いプレハプテン（酸化により活性化される物質）も、h-
CLAT 陰性結果を示す場合がある (15)。蛍光被験化学物質は h-CLAT で評価できるが (17)、フルオレセ

イン・イソチオシアネート（FITC）またはヨウ化プロピジウム（PI）と同じ波長の強い蛍光被験化学物

質は、フローサイトメトリーによる検出を干渉するため、FITC 標識抗体または PI を用いて正確に評価

できない。このような場合、補遺 II 収載の習熟度確認物質による FITC 標識抗体（段落 24 参照）または

PI（段落 18 参照）と同様の結果をもたらすことが示される場合に限り、他の蛍光色素で標識された抗体、

または他の細胞毒性マーカーを用いることができる。上記を踏まえて、陰性結果は、示されている限界

や、IATA の枠組み内の他の情報源に照らして解釈する必要がある。他の特定のカテゴリーに属す被験化

学物質に h-CLAT を適用できない証拠がある場合、h-CLAT をそのようなカテゴリーに属す物質に用いる

べきではない。 

5. 上記の通り、h-CLAT は、皮膚感作性物質と非感作性物質との識別を支援することができる。一

方、IATA などの統合的アプローチの中で用いられた場合、感作性の強度の評価が可能な場合もある (4) 
(5) (9)。 

6. 用語の定義を補遺 I に示す。 

試験の概要 

7. h-CLAT は、被験化学物質曝露 24 時間後に、ヒト単球性白血病細胞株の THP-1 細胞の細胞表面

マーカー発現（CD86 および CD54）の変化を定量する in vitro 試験である。ここに挙げた表面分子は、

単球系細胞 THP-1 活性化の典型的マーカーで、T 細胞プライミングに重要な役割を担う DC 活性化を再

現すると考えられる。蛍光色素で標識された抗体で細胞を染色したあと、表面マーカー発現の変化をフ

ローサイトメトリーで測定する。表面マーカー発現のアップレギュレーションが、細胞毒性に達しない

濃度で生じるか評価するため、同時に細胞毒性も測定する。溶媒／媒体対照との比較で表面マーカーの

相対蛍光強度を算出し、感作性物質と非感作性物質との識別を支援するための予測モデル（段落 26 参

照）に使用する。 

習熟度の立証 

8. 試験法ガイドライン 442E の付属書に記載されている試験法を日常的に用いるのに先立ち、実施

施設は、補遺 II 収載の習熟度確認用の 10 物質を用いて技術的習熟度を立証する。さらに、本試験法使用

者は、反応性のチェック（段落 11 参照）と、陽性対照および溶媒／媒体対照（段落 20～22 参照）によ

り得られたデータの背景データベースを保管し、このようなデータを用いて、実施施設での本試験法の

再現性が経時的に維持されていることを確認する。 

手順 
9. 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 h-
CLAT に関する動物実験代替法データベースサービス（DB-ALM）プロトコル番号 158 (18) に基づいて

いる。実施施設で h-CLAT 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。用量設定

試験および CD86/CD54 発現測定の 2 段階からなる h-CLAT の主要な構成要素および手順について以下
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に記す。 

 

細胞の調製 

10. h-CLATの実施には、ヒト単球性白血病細胞株 THP-1 を使用する。使用する細胞（TIB-202™）

は、American Type Culture Collection のような十分な適正資格をもつ細胞バンクから入手することが推

奨される。 

11. THP-1 細胞は室温 37°C、5% CO2の加湿雰囲気下で、10%ウシ胎児血清（FBS）、0.05 mM 2-
メルカプトエタノール、100単位/mLペニシリンおよび100 μg/mLストレプトマイシンを添加したRPMI-
1640 培地で培養する。培養液にペニシリンとストレプトマイシンを使用しない場合もある。ただし、使

用しない場合、本試験法の利用者は、例えば、補遺 II の習熟度確認物質の試験により、培養液に抗生物

質が含まれていないことが結果に影響を与えないことを検証しなければならない。いずれの場合におい

ても、汚染のリスクを最小限にするために、細胞培養液に抗生物質が存在するか否かに関係なく、優れ

た細胞培養法を実施すべきである。THP-1細胞は、2～3日に一回、定期的に密度0.1～0.2 × 106 cells/mL
で播種する。密度 0.1～1.0 × 106 cells/mL を維持する。細胞を試験に使用する前に、反応性のチェック

を行い、適正であることを判断する。細胞の反応性チェックは、陽性対照である 2,4-ジニトロクロロベ

ンゼン（DNCB）（CAS 番号：97-00-7、純度 99%以上）および硫酸ニッケル（NiSO4）（CAS 番号：

10101-97-0、純度 99%以上）と、陰性対照である乳酸（LA）（CAS 番号：50-21-5、純度 85%以上）を

用いて、解凍 2 週間後に実施する。DNCB および NiSO4 が、CD86 および CD54 の細胞表面マーカーに

関して陽性反応を示し、LA が CD86 および CD54 の細胞表面マーカーに関して陰性反応を示さなければ

ならない。反応性チェックで適正と判断された細胞のみを試験で使用する。細胞は、解凍後、最長 2 ヵ

月にわたって増殖させることが可能である。継代数は 30回を超えてはならない。反応性チェックは、段

落 20～24 に記載の手順に従って実施する。 

12. 試験では、0.1 × 106 cells/mL または 0.2 × 106 cells/mL の密度で THP-1 細胞を播種し、それぞれ

72 時間または 48 時間、培養フラスコで前培養する。前培養期間直後の培養フラスコの細胞密度を、

（上記の前培養 2 条件のうち、どちらかを用いて）各実験で可能な限り同じにすることが重要である。

その理由は、前培養期間直後の培養フラスコの細胞密度が、アレルゲン誘発性 CD86/CD54 発現に影響

を及ぼす可能性があるためである (19)。試験当日、培養フラスコから採取した細胞を、2 × 106 cells/mL
で新たな培養液に再懸濁する。次に、24 ウェル平底プレートに 500 μL（1 × 106 cells/well）あるいは 96
ウェル平底プレートに 80 μL （1.6 × 105cells/well）の細胞を播種する。 

用量設定試験 

13. 溶媒／媒体対照と比較して、細胞生存率（CV）が 75%となる被験化学物質濃度である CV75 を

求めるために、用量設定試験を実施する。CV75 値は、CD86/CD54 発現測定の被験化学物質曝露濃度を

判断する際に用いる（段落 20～24 参照）。 

 

被験化学物質および対照物質の調製 

14. 被験化学物質および対照物質は、試験当日に調製する。h-CLAT の場合、被験化学物質を、溶媒

／媒体の最初の選択として生理食塩水または培地に溶解するか、安定的に分散させる（段落 4 参照）。

ここに挙げた 2 種類の溶媒／媒体に被験化学物質が不溶であるか安定した分散液にならない場合、次の

選択としてジメチルスルホキシド（DMSO、純度 99%以上）に溶解、または安定的に分散させる。最終
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濃度は、100 mg/mL（生理食塩水または培地の場合）または 500 mg/mL（DMSO の場合）にする。十分

な科学的根拠を提示できる場合は、上記以外の溶媒／媒体を使用してよい。最終的な溶媒／媒体におけ

る被験化学物質の安定性を考慮する必要がある。 

15. 100 mg/mL（生理食塩水または培地の場合）または 500 mg/mL（DMSO の場合）の被験化学物

質のストック溶液から、次の希釈段階を実施する： 

● 溶媒／媒体が生理食塩水または培地の場合：対応する溶媒／媒体を使用し、2 倍の段階希釈で 8
ストック溶液（8 濃度）を調製する。次にそのストック溶液を培養液でさらに 50 倍希釈する

（作業用溶液）。1000 μg/mL がプレート中の最終的な最高濃度で、毒性を示さない場合、新た

な細胞毒性試験を実施して最高濃度を求める。生理食塩水または培地で溶解または安定的に分

散した被験化学物質のプレート中の最終濃度は、5000 μg/mL を超えてはならない。 

● 溶媒／媒体が DMSO の場合：対応する溶媒／媒体を使用し、2 倍の段階希釈で 8 ストック溶液

（8 濃度）を調製する。このストック溶液を培養液でさらに 250 倍希釈する（作業用溶液）。

この濃度が毒性を示さない場合であっても、プレート中の最終濃度は、1000 μg/mL を超えては

ならない。 

最後に、プレートに THP-1 細胞懸濁液と同量の作業用溶液を加えることで（段落 17 参照）、被験化学

物質濃度はさらに 2 倍希釈される（通常、プレートの最終濃度の範囲は 7.81～1000 μg/mL）。 

16. h-CLAT に用いる溶媒／媒体対照は、培養液（被験化学物質が培地または生理食塩水のいずれか

に溶解または安定的に分散する場合（段落 4参照））または DMSO（被験化学物質が DMSOに溶解また

は安定的に分散する場合）で、プレート中の最終濃度は 0.2%のみで試験を行う。段落 15 の作業用溶液

に関しての説明と同じ希釈を行う。 

被験化学物質および対照物質の適用 

17. 段落 15および 16に記載の培養液または作業用溶液を、24ウェル、または 96ウェル平底プレー

ト（段落 12 参照）で、調製した細胞懸濁液と 1:1（v/v）で混合する。次に、処理したプレートを 5% 
CO2 存在下、37°C で 24 ± 0.5 時間インキュベートする。被験化学物質とのインキュベーションに先立

ち、例えば、プレートをシールすることにより、揮発性の被験化学物質の蒸発、および被験化学物質に

よるウェル間の交差汚染を回避するよう留意する (20)。 

ヨウ化プロピジウム（PI）染色 

18. 曝露から 24 ± 0.5 時間経過後、細胞をサンプルチューブへ移し、遠心分離により採取する。上

清を捨て、残った細胞を 200 μL（96 ウェルの場合）、または 600 μL（24 ウェルの場合）の 0.1%ウシ

血清アルブミン含有リン酸緩衝生理食塩水（染色用緩衝液）に再懸濁する。細胞懸濁液 200 μL を 96 ウ

ェル丸底プレート（96ウェルの場合）またはマイクロチューブ（24ウェルの場合）に移し、200 μL（96
ウェルの場合）または 600 µL（24 ウェルの場合）の染色用緩衝液で 2度洗浄する。最後に、細胞を染色

用緩衝液（400 μL など）で再懸濁し、PI 溶液（20 μL など）を添加する（この場合、PI の最終濃度は

0.625 μg/mL）。例えば、補遺 II の習熟度確認物質の試験により、別の染色が PI と同様の結果を示す場

合、7-アミノアクチノマイシン D（7-AAD）、トリパンブルーなどの他の細胞毒性マーカーを使用する

ことが可能である。 

フローサイトメトリーによる細胞毒性測定と CV75 値の算出 
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19. PI の細胞内への取り込みは、捕捉チャンネル FL-3 でフローサイトメトリーを用いて分析する。

合計 1 万個の生細胞（PI 陰性）を観察する。細胞生存率は、フローサイトメータ解析プログラムにより、

以下の式を用いて算出される。細胞生存率が低い場合は、死細胞を含む最大 3 万個の細胞からなるデー

タが必要である。あるいは、分析開始後 1 分間で得られるデータを取得する。 
 
 

細胞生存率  =  
生細胞数 

× 100 
観察総細胞数 

 
 
CV75 値（段落 13 参照）、すなわち THP-1 細胞の 75%が生細胞である（25%細胞毒性）濃度は、以下

の式を用いて対数線形補間により算出する： 
 

Log CV75 =  
(75 – c) × Log (b) – (75 – a) × Log (d) 

a – c 
 
 
 
ここで 

a は、75%超の最小の細胞生存率 

c は、75%未満の最大の細胞生存率 

b および d は、細胞生存率 a および c でのそれぞれの濃度 
 

 

CV75 値を求める他のアプローチについては、（例えば、習熟度確認物質の試験により）結果に影響を

与えないということが証明されれば使用することができる。 

CD86/CD54 発現測定 

被験化学物質および対照物質の調製 

20. 適切な溶媒／媒体（生理食塩水、培地、または DMSO；段落 14 参照）を用いて、被験化学物質

を溶解または安定的に分散する。まず、被験化学物質を用量設定試験（段落 19 参照）で求めた 1.2 × 
CV75 の 100 倍（生理食塩水または培地の場合）、または 500 倍（DMSO の場合）に相当する濃度に希

釈する。CV75 を求めることができない場合（すなわち、十分な細胞毒性が用量設定試験で認められな

い場合）、各溶媒／媒体で調製した被験化学物質の可溶最高濃度、または安定的に分散される最高濃度

試験濃度（μg/mL） 

細
胞
生
存
率
（

%
）
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を開始濃度として用いる。プレート中の最終濃度が、5000 μg/mL（生理食塩水または培地の場合）、ま

たは 1000 μg/mL（DMSO の場合）を超えないように留意する。次に、対応する溶媒／媒体を用いて 1.2
倍の段階希釈を行い、h-CLAT（用量調節の例は DB-ALM プロトコル番号 158 を参照）で試験されるス

トック溶液（100 × 1.2 × CV75 から 100 × 0.335 × CV75（生理食塩水または培地の場合）または 500 × 
1.2 × CV75 から 500 × 0.335 × CV75 （DMSO の場合）の範囲の 8 濃度）を調製する。次にそのストッ

ク溶液をさらに培養液中で 50 倍（生理食塩水または培地の場合）、または 250 倍（DMSO の場合）に

希釈する（作業用溶液）。この作業用溶液は、最終的にはプレート中でさらに 2 倍に希釈され、曝露さ

れることになる。細胞生存率に関して、結果が段落 29 および 30 に記載の許容基準を満たしていない場

合は、一層正確な CV75 を求めるために、再度、用量設定試験を行う場合がある。24 ウェルプレートだ

けが、CD86/CD54 発現測定に使用可能であるということに留意する。 

21. 溶媒／媒体対照を、段落 16 の記載の通りに調製する。h-CLAT に用いる陽性対照は DNCB（段

落 11 参照）とし、DMSO でストック溶液を調製する。また、ストック溶液について段落 20 の記載の通

りに希釈する。DNCBは、CD86/CD54発現測定の陽性対照として、プレート中で 1種類の最終濃度（通

常4.0 μg/mL）で使用する。プレートでDNCB濃度4.0 μg/mLを得るためには、DMSOを用いて2 mg/mL
の DNCB ストック溶液を調製し、さらに 8 μg/mL の作業用溶液にするため、培養液で 250 倍に希釈す

る。また、各試験施設で求めた DNCB の CV75 も、陽性対照濃度として用いることができる。背景デー

タがあり、ほぼ同じ実施許容基準を満たせば、これ以外の適切な陽性対照を用いることができる。陽性

対照は、プレート中の最終濃度が 5000 μg/mL（生理食塩水または培地の場合）、または 1000 μg/mL
（DMSO の場合）を超えてはならない。実施許容基準は、被験化学物質について記載された基準（段落

29 参照）と同一であるが、陽性対照は 1 種類の濃度で試験するため、最後の許容基準はあてはまらない。 

被験化学物質および対照物質の適用 

22. 被験化学物質および対照物質ごとに、予測結果を求めるのに 1 実験を要する。各実験では、

CD86/CD54 発現測定を独立して 2 回以上行う（段落 26～28 参照）。独立した各測定は、別の日に実施

する。または、a) 新たに被験化学物質のストック溶液と作業用溶液、および抗体溶液を独立して調製し、

b) 独立して採取した細胞を用いる（すなわち、細胞を異なる培養フラスコから採取する）場合は、同日

に実施することができる。ただし、細胞は同じ継代数由来でもよい。作業用溶液（500 μL）として調製

した被験化学物質および対照物質を、500 μL の細胞懸濁液（1 × 106 cells）と 1:1 の比率で混合し、細胞

を段落 20 および 21 の記載の通り 24 ± 0.5 時間インキュベートする。独立した 2 回以上の実験で予測が

得られるため、各測定では、被験化学物質と対照物質のそれぞれの濃度の反復数は 1 で十分である。 

細胞染色および分析 

23. 曝露から 24 ± 0.5 時間経過後、細胞を 24 ウェルプレートからサンプルチューブへ移し、遠心分

離により採取する。次に 1 mLの染色用緩衝液で 2度洗浄する（必要であれば、追加の洗浄を行ってもよ

い）。洗浄後、細胞を 600 μL のブロッキング溶液（0.01%（w/v）グロブリン（Cohn 分画 II、III、ヒ

ト：シグマ社、#G2388-10G）含有染色用緩衝液）で 4°C で 15 分間インキュベートする。ブロッキング

のあと、細胞を 96 ウェル丸底プレートまたはマイクロチューブに、180 μL ずつ 3 等分する。 

24. 遠心分離後、50 μL の FITC 標識抗 CD86 抗体、抗 CD54 抗体、またはマウス IgG1（アイソタイ

プ）抗体で、細胞を 4°C で 30 分間染色する。h-CLAT の DB-ALM プロトコル番号 158 (18) に記載の抗

体を、染色用緩衝液で 3:25（v/v、CD86 （BD-PharMingen、#555657；クローン： Fun-1）の場合）ま

たは 3:50（v/v、CD54（DAKO、#F7143；クローン：6.5B5）、および IgG1（DAKO、#X0927）の場合）

に希釈して使用する。ここに挙げた抗体の希釈倍率は、最良のシグナル・ノイズ比を得られるものとし

て、試験法の開発者が規定した。試験法開発者の経験に基づき、抗体の蛍光強度は、通常、異なるロッ
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ト間で同じである。ただし、使用者は最適な濃度を決めるために、自身の試験施設の条件で抗体濃度を

漸増減することができる。他の蛍光色素で標識された抗 CD86 および／または抗 CD54 抗体については、

例えば、補遺 II 収載の習熟度確認物質の試験により、FITC 標識抗体と同様の結果をもたらすことが示さ

れれば用いることができる。h-CLAT の DB-ALM プロトコル番号 158 (18) 記載の通り、抗体のクローン

または供給元の変更は、結果に影響する場合があることに留意する。150 μL の染色用緩衝液で 2 回以上

洗浄後、細胞を染色用緩衝液（例えば、400 μL）に再懸濁し、PI 溶液（例えば、最終濃度の 0.625 
μg/mL を得るには 20 μL）、または別の細胞毒性マーカーの溶液（段落 18 参照）を添加する。CD86 お

よび CD54 の発現量および細胞生存率を、フローサイトメトリーを用いて分析する。 

データおよび報告 

データの評価 

25. CD86 および CD54 の発現量を、捕捉チャンネル FL-1 でフローサイトメトリーを用いて分析す

る。幾何平均蛍光強度（mean fluorescence intensity：MFI）に基づき、陽性対照（ctrl）細胞と化学物質

処理細胞の CD86および CD54の相対蛍光強度（relative fluorescence intensity：RFI）を、次の式に従っ

て算出する： 
 

 

RFI =  
化学物質処理細胞の MFI – 化学物質処理アイソタイプ対照細胞の MFI 

x100 
溶媒／媒体処理対照細胞の MFI – 溶媒／媒体処理アイソタイプ対照細胞の MFI 

 
 
マウス IgG1（アイソタイプ）抗体で染色したアイソタイプ対照（ctrl）細胞の細胞生存率も、段落 19 記

載の式に従って算出する。 

予測モデル 

26. CD86/CD54 発現測定で、ひとつの予測（陰性または陽性）結果を得るため、独立した 2 回以上

の測定で各被験化学物質を試験する。2回の独立した測定の 2回とも、または 3回の独立した測定の 2回

以上で、以下の条件の 1つ以上を満たせば、h-CLATによる予測を陽性とみなし、それ以外の場合を陰性

とみなす（図 1）： 

● 細胞生存率 50%以上の検討濃度 1 つ以上で、CD86 の RFI が 150%以上である。 

● 細胞生存率 50%以上の検討濃度 1 つ以上で、CD54 の RFI が 200%以上である。 

27. 上記に基づき、最初の 2回の測定が CD86 および／または CD54のどちらも陽性である場合、h-
CLAT による予測を陽性とみなし、3 回目の測定は必要ない。同様に、最初の 2 回の測定が両マーカーの

どちらも陰性である場合、h-CLAT による予測を陰性（段落 30 の条項を十分に考慮の上）とみなし、3
回目の測定は不要である。ただし、1 種類以上のマーカー（CD86 または CD54）に関して最初の 2 回の

測定が一致しない場合、3 回目の測定が必要となり、最終予測は結果の多い方（すなわち、3 回中 2 回認
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めた結果）に基づく。ここで、2 回の独立した測定で、1 回が CD86 のみ陽性で、もう 1 回が CD54 のみ

陽性の場合、3 回目が必要となることに留意する。3 回目が両マーカーとも陰性（以下 N とする）であ

る場合、h-CLAT による予測を陰性と判定する。一方、3 回目の測定でどちらかのマーカーが陽性か、

CD86 および CD54 とも陽性である場合、h-CLAT による予測を陽性と判定する。 

28. h-CLATで陽性と予測された被験化学物質の場合、CD86では EC150、CD54では EC200の 2つ

の効果濃度（Effective Concentrations：EC）、すなわち被験化学物質が 150 または 200 の RFI を誘導す

る濃度が、状況に応じて求められる。このような EC 値を、確定方式(14)または IATA などの統合的アプ

ローチの中で用いた場合 (4) (5) (6) (7) (8)、感作性の強度の評価に貢献する場合がある (9)。EC 値を次の

式により算出できる： 
 

EC150（CD86 の場合）= B 濃度 + [(150 - BRFI) / (ARFI - BRFI) × (A 濃度 - B 濃度)] 

ここで 

A 濃度は、RFI が 150 超（CD86 の場合）または 200 超（CD54 の場合）となる最低濃度（μg/mL） 

B 濃度は、RFI が 150 未満（CD86 の場合）または 200 未満（CD54 の場合）となる最高濃度（μg/mL） 

ARFIは、RFI が 150 超（CD86 の場合）または 200 超（CD54 の場合）となる最低濃度での RFI 

BRFIは、RFI が 150 未満（CD86 の場合）または 200 未満（CD54 の場合）となる最高濃度での RFI 

EC150 および EC200の一層正確な値を得るために、独立した 3回の CD86/CD54 発現測定が必要となる

場合がある。その場合、EC150 および EC200 の最終的な値は、3 回の独立した測定から算出した EC の

中央値として求められる。独立した測定 3回のうち 2回のみ陽性基準（段落 26～27参照）を満たす場合

は、EC150 または EC200 に算出された 2 つの値の高い方の値が採用される。 
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図 1： ボーダーラインの範囲とボーダーラインの結果を結論づけるための複数回の実行を考

慮した h-CLAT 予測モデルのフローチャート 

 

陽性分類の本来の閾値は、CD86 の誘導が 150%で、この閾値付近の統計学的な境界範囲は 122-184%、

CD54 の誘導が 200%で、この閾値付近の統計学的な境界範囲は 157-255%である。 

許容基準 

29. h-CLAT を用いる場合、次の許容基準を満たすこと (22) (27)。 

● 培地対照および溶媒／媒体対照の細胞生存率が 90%より高いこと。 

● 溶媒／媒体対照において、CD86 および CD54 の RFI 値が陽性基準（CD86 の場合 150%以上、

CD54 の場合 200%以上）を超えないこと。溶媒／媒体対照の RFI 値を、段落 25 記載の式を用

いて算出する（（溶媒／媒体処理細胞の MFI - 溶媒／媒体処理アイソタイプ対照細胞の MFI ）/ 
（（培地）対照処理対照細胞の MFI -（培地）対照処理アイソタイプ対照細胞の MFI））*100。 

● 培地対照および溶媒／媒体対照のいずれも、CD86 および CD54 のアイソタイプ対照に対する

MFI 比が 105%を超えること。 

● 陽性対照（DNCB）では、CD86 および CD54 の RFI 値が陽性基準（CD86 の場合 150%以上、

CD54 の場合 200%以上）を満たし、細胞生存率が 50%を超えること。 

CD54 誘導≦157%
および

CD86誘導≦122%?

CD54誘導≦255%
および

CD86誘導≦184%?

CD54誘導＞255%
および/または

CD86誘導＞ 184%?

生存率≧50%?

生存率≧50%?

陰性

陰性

陽性

ボーダーライン（BL)

少なくとも２回の独立した測定を行う。
- もし２回が陽性なら、最終結果は陽性
- もし２回が陰性なら、最終結果は陰性
- もし２つがボーダーラインなら、最終結果はボーダーライン

最初の２つの結果が一致しない場合 (BL、陽性および/または陰性の結果が混在)、３回目の測定
が行われ、最終結果は一致した２つの結果に基づいて決定される。
[2回 BL]または[１回BL, 1回陰性と１回陽性]⇒最終結果 BL

はい

はい

はい

はい

はい

いいえ

いいえ

いいえ

いいえ

1回の測定の手順：
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● 被験化学物質の場合、細胞生存率が各測定の少なくとも 4 つの試験濃度で 50%を超えること。 

30. 陰性結果は、最高試験濃度（すなわち、段落 20 記載の段階希釈法に従って 1.2 × CV75）におい

て 90%未満の細胞生存率を示す被験化学物質のみにあてはまる。1.2 × CV75 での細胞生存率が 90%以

上の場合、陰性結果を無効とする。このような場合、再度 CV75 を求め、用量設定をやり直すことが推

奨される。生理食塩水（または培地、またはその他の溶媒／媒体）では 5000 μg/mL、DMSO では 1000 
μg/mL、または最高可溶濃度を、被験化学物質の最大試験濃度として用いる場合、細胞生存率が 90%を

上回っても陰性結果が許容されることに留意する。 

試験報告書 

31. 試験報告書には以下の情報を含む。 

被験化学物質 

● 単一成分物質 
○ 化学的識別情報、例えば IUPAC名またはCAS名、CAS番号、SMILESまたは InChIコード、

構造式および／またはそれ以外の識別に有用な情報 
○ 外観、Log Kow、水への溶解度、DMSO への溶解度、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質 
○ 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、試験前の処理（例えば、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 
○ 各被験化学物質に対する溶媒／媒体選択の妥当性 

● 多成分物質、UVCB 物質および混合物 
○ 入手可能な範囲の成分の化学的識別情報（上記参照）、純度、含有量および関連のある物理

化学的性質（上記参照）などによるできる限りの成分の特性 
○ 外観、水への溶解度、DMSO への溶解度および入手可能な範囲のその他の関連する物理化学

的性質 
○ 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、試験前の処理（例えば、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 
○ 各被験化学物質に対する溶媒／媒体選択の妥当性 

対照 

● 陽性対照 
○ 化学的識別情報、例えば IUPAC名またはCAS名、CAS番号、SMILESまたは InChIコード、

構造式および／またはそれ以外の識別に有用な情報 
○ 外観、Log Kow、水への溶解度、DMSO への溶解度、分子量および入手可能な範囲で該当す

る場合、その他の関連する物理化学的性質 
○ 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 
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○ 該当する場合、試験前の処理（例えば、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 
○ 該当する場合、適切な実施許容基準であることを示す陽性対照結果の背景データ。 

● 陰性対照および溶媒／媒体対照 
○ 化学的識別情報、例えば IUPAC名またはCAS名、CAS番号、SMILESまたは InChIコード、

構造式および／またはそれ以外の識別に有用な情報 
○ 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 
○ 本試験法ガイドラインに記載されていない別の対照溶媒／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質 
○ 入手可能な範囲の保存条件および安定性 
○ 各被験化学物質に対する溶媒／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住所 

● 試験法の説明 

● 細胞株、その保存条件および供給元（細胞株を入手した施設など） 

● フローサイトメトリー（機種など）、機器の設定内容、グロブリン、抗体、ならびに細胞毒性

マーカー 

● 習熟度評価用物質の試験を用いた本試験法実施における実施施設の習熟度を立証するのに用い

た手順および経時的な試験法の再現性を立証するのに用いた手順。これには、背景対照データ

および／または反応性確認の背景データなどがある。 

試験許容基準 

● 許容範囲と比較した、溶媒／媒体対照から得られた細胞生存率、MFI および RFI の値 

● 許容範囲と比較した、陽性対照から得られた細胞生存率および RFI の値 

● 試験物質の全試験濃度における細胞生存率 

試験手順 

● 測定実施数 

● 被験化学物質の濃度、適用、曝露時間（推奨事項と異なる場合） 

● 曝露期間（推奨事項と異なる場合） 

● 評価および測定基準の記述 

● 試験手順の修正があればその記述 

結果 

● 測定ごとに被験化学物質および陽性対照について得られた CV75 値（該当する場合）、個々の

幾何平均 MFI 値、RFI 値、細胞生存率、EC150/EC200 値（該当する場合）のデータの一覧表、

ならびに予測モデルに従って得られた被験化学物質の評価の提示 
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● 該当する場合、それ以外に関連する知見があればその記述 

結果の考察 

● h-CLAT を用いて得た結果の考察 

● 他の関連情報が入手可能な場合、IATA の範囲内における試験結果の考察 

結論  
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補遺Ⅰ:用語の定義 

正確度：試験法による結果と、一般的に認められた参照値との近さ。試験法の性能の尺度であり、妥当

性の一側面である。この用語は、多くの場合、試験法の正確な結果の割合を意味する一致率と同義的に

用いられる (21)。 

AOP（有害性発現経路）：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 (22)。 

CV75:細胞生存率が 75%を示す予測濃度。 

EC150：CD86 発現において、RFI 値が 150 を示す濃度。 

EC200：CD54 発現において、RFI 値が 200 を示す濃度。 

フローサイトメトリー：液体で懸濁された細胞が、細胞およびその構成成分の特徴に応じて散乱する励

起光の焦点を通って一度に 1 つずつ流れる細胞測定法。最初に光を吸収し、次に変化した周波数を放出

するよう、多くの場合、細胞が蛍光マーカーで標識される。 

有害性：生物、系統、または（亜）集団がある物質に曝露された場合、悪影響を引き起こす可能性があ

る物質固有の性質または状態のこと。 

IATA（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有害性の識

別（可能性）、有害性の特徴付け（強度）および／または安全性評価（可能性／強度および曝露）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、有害性の可能性、リスクや、さらに的を絞った最小限となる試験の必要性について、

規制上の意思決定情報を与える。 

培地対照：試験系のすべての構成成分を含む未処理の複製。溶媒／媒体と試験系との相互作用の有無を

判定するため、この試料を被験化学物質処理試料およびそれ以外の対照試料とともに処理する。 

混合物：互いに反応しない 2 つ以上の物質からなる混合物または溶液。 

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

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

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。 

陽性対照：試験系のすべての構成成分を含み、陽性反応を誘導することが知られている物質を用いて実

施する試験部分。陽性対照反応の経時的変化を評価できるように、陽性反応の大きさが過剰であっては

ならない。 

プレハプテン：非生物変換を通じて感作性物質となる化学物質。 

プロハプテン：皮膚感作性を生じるために、酵素による活性化を要する化学物質。 

相対蛍光強度（RFI）：溶媒／媒体で処理した細胞の MFI との比較によって得られる、化学物質で処理

した細胞の幾何平均蛍光強度（MFI）の相対値。 

妥当性：試験と検討対象の影響との関係と、試験が特定の目的にとって意義や有用性があるかを示す用
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語。試験が試験対象となる生物学的影響を正確に測定または予測できる程度を示す。妥当性は、試験法

の正確度（一致度）も考慮する (21)。 

信頼性：同じプロトコルを用いて試験法を実施したときに得られる経時的な施設内および施設間再現性

の程度を表す尺度。施設内再現性および施設間再現性ならびに施設内反復性の算出により評価される 
(21)。 

測定：溶媒／媒体対照および陽性対照とともに同時に検討される 1 つ以上の被験化学物質からなる一組

の試験。 

感度：すべての陽性化学物質や活性化学物質のうち、試験によって正確に分類されるものの割合。分類

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

事項である (21)。 

染色用緩衝液：0.1%ウシ血清アルブミン含有リン酸緩衝生理食塩水。 

溶媒／媒体対照：用いる溶媒／媒体などの試験系のすべての構成成分を含むが、被験化学物質を含まな

い未処理試料のこと。同じ溶媒／媒体に溶解、または安定的に分散した被験化学物質で処理した試料に

ついて、ベースラインの反応を確認するために用いられる。培地対照を同時に用いた試験の場合、本試

料は、溶媒／媒体と試験系との相互作用の有無も示す。 

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。

分類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

重要事項である (21)。 

物質：自然の状態または製造過程で得られる化学元素とその化合物のことをいい、その製品の安定性を

保つために必要な添加物や、その使用工程から派生する不純物は含まれるが、その物質の安定性に影響

を及ぼすことも、その組成を変化させることもなく分離する可能性のある溶媒は除く。 

被験化学物質：「被験化学物質」という用語は、試験対象であることをいう場合に用いる。 

国際連合の化学物質の分類および表示に関する世界調和システム（UN GHS）：人々（雇用主、労働者、

輸送担当者、消費者、緊急時対応者など）および環境を守るために、有害作用に関する情報を伝達する

ことを目的として、物理学上、健康上および環境上の有害性の種類およびレベルの基準に従って化学物

質（物質および混合物）の分類法を提案するとともに、ピクトグラム・注意喚起語・有害性情報・注意

書き・化学物質安全性データシートなどの対応する伝達要素を取り扱うシステムである (23)。 

UVCB：組成が不明または不定の物質、複雑な反応生成物または生体物質。 

妥当な試験法：特定の目的に対し十分な妥当性および信頼性があるとみなされ、科学的に健全な原則に

基づいている試験法。ある試験法が絶対的な意味で妥当というのではなく、規定した目的に関して妥当

であるにとどまる (21)。 
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補遺Ⅱ:習熟度評価用の物質 

本試験法ガイドライン 442E の付属書に従って試験法を日常的に用いるのに先立ち、実施施設は、表 1
で推奨される 10 物質について、h-CLAT により期待される予測結果を正確に入手し、習熟度確認 10 物

質中 8 物質以上について、それぞれの基準範囲内に含まれる CV75 値、EC150 値および EC200 値を確

認することにより技術的習熟度を立証すること。習熟度評価用の物質は、皮膚感作性の有害性について

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、その物質が市販品であること、高

品質の in vivo 参照データが入手可能であること、および h-CLAT により得られた高品質の in vitro データ

が入手可能であることに基づく。公表されている参照データが h-CLAT で利用可能であることを含む (3) 
(14)。 

表 1： h-CLAT の技術的習熟度確認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

的状

態 

In vivo におけ

る予測 1 

CV75 
基準範

囲（μg 
/mL）2 

CD86 の h-CLAT の

結果 
（EC150 の基準範

囲（μg/mL））2 

CD54 の h-CLAT
の結果（EC200
の基準範囲（μg 

/mL））2 

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） 2-12 陽性（0.5～10） 陽性 (0.5～15) 

4-フェニレンジアミン 106-50-3 固体 感作性物質

（強い） 5-95 陽性（ < 40） 陰性 ( > 1.5) 3 

硫酸ニッケル 10101-97-0 固体 感作性物質

（中等度） 30-500 陽性（ < 100） 陽性 (10～100) 

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） 30-400 陰性(>10)3 陽性 (10～140) 

R (+) -リモネン 5989-27-5 液体 感作性物質

（弱い） >20 陰性  (>5)3    陽性 ( < 250) 

イミダゾリジニル尿素 39236-46-9 固体 感作性物質

（弱い） 25-100 陽性（20～90） 陽性 (20～75) 

イソプロパノール 67-63-0 液体 非感作性物質 >5000 陰性（ > 5000） 陰性 ( > 5000) 

グリセロール 56-81-5 液体 非感作性物質 >5000 陰性（ > 5000） 陰性 ( > 5000) 

乳酸 50-21-5 液体 非感作性物質 1500-
5000 陰性（ > 5000） 陰性 ( > 5000) 

4-アミノ安息香酸 150-13-0 固体 非感作性物質 >1000 陰性（ > 1000） 陰性 ( > 1000) 

略語：CAS 番号 = Chemical Abstracts Service Registry Number 
1  In vivo における有害性（および強度）の予測結果は、LLNA データに基づく (3) (14)。In vivo における強度は、

ECETOC により提唱された基準を用いている (24)。 
2 既存の測定値に基づく (13) (25)。 
3 既存の陰性結果の大部分は本マーカーで得られた。従って陰性結果が主に予測される。記載の範囲は、認められ

た数少ない既存の陽性結果に基づき定義された。陽性結果が得られた場合、EC 値は報告された基準範囲内でなけれ

ばならない。 
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付属書 2：In vitro 皮膚感作性： 
U937 細胞株活性化試験（U-SENS™） 

最初に考慮すべき事項および限界 

1. U-SENS™は、単球および樹状細胞（DC）が活性化されて生じる細胞表面マーカー（CD86）の

ヒト組織球性リンパ腫細胞株 U937 における発現について、感作性物質に対する曝露による変化を定量す

ることができる (1)。これにより、U937 細胞株の細胞表面マーカーである CD86 の発現レベル測定値を用

いて、皮膚感作性物質か非皮膚感作性物質かの識別を支援する。 

2. U-SENS™は、L’Oreal 社が主導したバリデーション試験で評価され (2)、その後、欧州動物実験代

替法評価センター（EURL ECVAM）科学諮問委員会（ESAC）による独立したピアレビューで評価された 
(3)。入手可能な証拠と規制当局およびステークホルダーからの情報をすべて考慮し、U-SENS™は、有害

性の分類および表示を目的に、感作性物質と非感作性物質との識別を支援するために IATA の一環として

用いることが EURL ECVAM (4 ) によって推奨されている。皮膚感作性に関して IATA に用いられるデータ

統合体系的アプローチや個々の情報源を報告するガイダンス文書の中で、OECD は現時点で、さまざまな

検査戦略や予測モデルを報告するいくつもの症例研究を検討している。このうちのひとつが、U-SENS ア

ッセイに基づくものである (5)。背景データや既存の妥当なヒトデータ (6) などの他の情報を U-SENS™デ

ータと併用した例も、別の文献に報告されている (4) (5) (7)。 

3. U-SENS™は、細胞培養技術とフローサイトメトリー分析の経験がある施設への技術移管が可能

であることが確認されている。本試験法に見込まれる予測結果の再現性は、同一施設内および複数の施設

間でそれぞれ、90%および 84%であった (8)。バリデーション試験 (8) および発表された他の研究(1)から

得られたすべての結果によると、LLNA の結果と比較した場合、皮膚感作性物質（UN GHS 区分 1）と非

感作性物質とを識別する正確度は 86%（N = 166）、感度は 91%（118/129）、特異度は 65%（24/37）で

あった。ヒトでの結果と比較した場合、皮膚感作性物質（UN GHS 区分 1）と非感作性物質とを識別する

正確度は 77%（N = 101）、感度は 100% （58/58）、特異度は 47%（20/43）であった。U-SENS™の偽

陰性結果の予測を LLNAと比較すると、皮膚感作性が高い化学物質（UN GHS細区分 1A）よりも、皮膚感

作性が低いか中程度の化学物質（UN GHS 細区分 1B）に認められる可能性が高い (1) (8) (9)。総合すると、

上記情報は U-SENS™が皮膚感作性の有害性を識別するのに有用であることを示している。ただし、U-
SENS™は、IATA に基づく他の情報を併用し、「はじめに」の段落 7 および 8 の条項に従って検討される

べきであることから、U-SENS™を単独の試験法として算出した正確度の値は指標にすぎない。さらに、

動物を用いない皮膚感作性試験法を評価する場合、LLNA 試験もその他の動物試験も、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ると、U-SENS™は、さまざまな有機官能基、物理化学的特性、皮膚

感作性強度（in vivo 試験で判定される）や、皮膚感作性を生じることがわかっている一連の反応メカニズ

ム（マイケル受容体、シッフ塩基形成、アシル転移剤、2 分子的求核置換［SN2］または芳香族求核置換

反応［SNAr］）などにまたがる被験化学物質（保存料、界面活性剤、活性剤、色素などの化粧品成分を

含む）に適用可能であることが示された (1) (8) (9) (10)。U-SENS™は、適切な溶媒／媒体（段落 13 参照）

に可溶であるか安定した分散液（被験化学物質が沈殿することも、溶媒／媒体から分離して異相を示すこ

ともないコロイドまたは懸濁液）となる被験化学物質に適用可能である。プレハプテン（酸化により活性

化される物質）やプロハプテン（酵素 P450 を介するなど酵素による活性化を要する物質）とされるデー
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タセットの化学物質を、U-SENS™によって正しく予測することができた (1) (10)。膜破壊物質は、非特異

的 CD86 発現増加を生じることから、偽陽性となることがあり、in vivo での基準分類に関連して、偽陽性

7 件中 3 件が界面活性剤であった (1)。界面活性剤に陰性結果を認めた場合、被験化学物質が非感作性物質

であるとの判断を支援するものの、界面活性剤に認めた上記のような陽性結果の判断は慎重を要する。蛍

光被験化学物質は U-SENS™で評価できるが (1)、フルオレセイン・イソチオシアネート（FITC）または

ヨウ化プロピジウム（PI）と同じ波長の強い蛍光被験化学物質は、フローサイトメトリーによる検出を干

渉するため、FITC 標識抗体（偽陰性の可能性）または PI（細胞生存率測定不能）を用いて正確に評価で

きない。このような場合、補遺 II 収載の習熟度確認物質による FITC 標識抗体または PI（段落 18 参照）と

同様の結果をもたらすことが示される場合に限り、他の蛍光色素で標識された抗体、または他の細胞毒性

マーカーを用いることができる。上記を踏まえて、界面活性被験化学物質の陽性結果や、強い蛍光被験化

学物質の陰性結果を、示されている限界や、IATAの枠組み内の他の情報源に照らして解釈する必要がある。

他の特定のカテゴリーに属す被験化学物質に U-SENS™を適用できない証拠がある場合、U-SENS™をそ

のようなカテゴリーに属す物質に用いるべきではない。 

5. 上記の通り、U-SENS™は、皮膚感作性物質と非感作性物質との識別を支援することができる。

一方、IATAなどの統合的アプローチの中で用いられた場合、感作性の強度の評価が可能な場合もある。と

はいえ、U-SENS™の成績が、どのように強度評価に情報を与えるのかを特定するには、ヒトデータに基

づいた一層の研究が必要である。 

6. 用語の定義を補遺 I に示す。 

試験の概要 

7. U-SENS™は、被験化学物質曝露 45 ± 3 時間後に、ヒト組織球性リンパ腫細胞株である U937 細胞

の CD86 細胞表面マーカー発現の変化を定量する in vitro 試験である。CD86 表面マーカーは、典型的な

U937 活性化マーカーのひとつである。CD86 は、共刺激分子であることがわかっており、T 細胞プライミ

ングに重要な役割を担う単球活性化を再現すると考えられる。典型的にはフルオレセイン・イソチオシア

ネート（FITC）で標識された抗体で細胞を染色したあと、CD86 細胞表面マーカー発現の変化をフローサ

イトメトリーで測定する。CD86 細胞表面マーカー発現のアップレギュレーションが、細胞毒性に達しな

い濃度で生じているか評価するため、同時に細胞毒性も（例えば、PI を用いて）測定する。溶媒／媒体対

照との比較で CD86 細胞表面マーカーの刺激指数（S.I.）を算出し、予測モデル（段落 19 参照）に用いて、

感作性物質と非感作性物質との識別を支援する。 

習熟度の立証 

8. 試験法ガイドライン 442Eの付属書に記載されている試験法を日常的に用いるのに先立ち、実施施

設は、Good in vitro Method Practices (11) に準拠して補遺 II 収載の習熟度確認用の 10 物質を用いて技術的

習熟度を立証する。さらに、本試験法使用者は、反応性のチェック（段落 11 参照）と、陽性対照および

溶媒／媒体対照（段落 15～16 参照）により得られたデータの背景データベースを保管し、このようなデ

ータを用いて、実施施設での本試験法の再現性が経時的に維持されていることを確認する。 

手順 

9. 本試験法は、U-SENS™に関する動物実験代替法データベースサービス（DB-ALM）プロトコル番

号 183 に基づく (12)。実施施設で U-SENS™を導入し使用する場合、標準操作手順（SOP）を用いる必要

がある。例えば補遺 II の習熟度確認物質の試験によって同様の結果をもたらすことが示されれば、U-
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SENS™自動測定システムを使用してよい。U-SENS™の主要な構成要素および手順について以下に記す。 

細胞の調製 

10. U-SENS™の実施には、ヒト組織球性リンパ腫細胞株 U937 (13) を使用する。American Type 
Culture Collection（ATCC）のような十分な適正資格をもつ細胞バンクから、細胞（クローン CRL1593.2）
を入手すること。 

11. U937 細胞は室温 37°C、5% CO2の加湿雰囲気下で、10%ウシ胎児血清（FCS）、2 mM L-グルタ

ミン、100 単位/mL ペニシリンおよび 100 μg/mL ストレプトマイシンを添加した RPMI-1640 培地（完全培

地）で培養する。U937 細胞は、2～3 日に 1 回、定期的に密度 1.5 × 105 cells/mL または 3 × 105 cells/mL
で播種する。細胞密度が 2 × 106 cells/mL を超えてはならない。また、トリパンブルー色素排除法で測定し

た細胞生存率が 90%以上でなければならない（解凍後第一継代には適用されない）。試験に使用する前に、

細胞の全ロット、FCS や抗体について反応性のチェックを行い、適正であることを判断する。細胞の反応

性チェックは、陽性対照であるピクリルスルホン酸（2,4,6-トリニトロ-ベンゼン-スルホン酸：TNBS）
（CAS 番号 2508-19-2、純度 99%）および陰性対照である乳酸（LA）（CAS 番号 50-21-5、純度 85%以

上）を用いて、解凍から 1週間以上後に実施する。反応性のチェックには、2つの対照のそれぞれに、6種

類の最終濃度を検討する（TNBS：1、12.5、25、50、75、100 µg/mLおよび LA：1、10、20、50、100、
200 µg/mL）。完全培地に溶解した TNBS が、陽性および濃度依存性の CD86 反応を生じ（陽性の濃度で

CD86 S.I. ≥ 150、そのあとの CD86 S.I の増加）、完全培地に溶解した LA が CD86 の陰性反応を生じる必

要がある（段落 21 参照）。2 回の反応性チェックで適正と判断された細胞ロットのみを試験で使用する。

細胞は、解凍後、最長 7 週間にわたって増殖させることが可能である。継代数は 21 回を超えてはならな

い。反応性チェックは、段落 18～22 に記載の手順に従って実施する。 

12. 試験では、3 x 105 cells/mL または 6 × 105 cells/mL の密度で U937 細胞を播種し、それぞれ 2 日間

または 1 日間、培養フラスコで前培養する。十分な科学的妥当性が提示される他に、例えば、補遺 II 収載

の習熟度確認物質の試験により、同様の結果をもたらすことが示されれば、ここに挙げたもの以外の前培

養条件を使用してもよい。試験当日、培養フラスコから採取した細胞を、5 × 105 cells/mL で新たな培養液

に再懸濁する。次に、96 ウェル平底プレートに 100 μL（ 最終細胞密度 0.5 × 105 cells/well）の細胞を播種

する。 

被験化学物質および対照物質の調製 

13. 試験実施前に被験化学物質の溶解性を確認する。この目的のために、被験化学物質を、溶媒の第

一候補として完全培地を用いて、50 mg/mL の濃度で溶解または安定的に分散させる。完全培地溶媒／媒

体に被験化学物質が不溶である場合、第二候補としてジメチルスルホキシド（DMSO、純度 99%以上）に

溶解、または安定的に分散させる。被験化学物質が溶媒／媒体に溶解する場合、試験用に、最終濃度 0.4 
mg/mL になるように被験化学物質を完全培地に溶解する。化学物質が DMSO にしか溶解しない場合は、

濃度 50 mg/mL で化学物質を溶解する。十分な科学的根拠を提示できる場合は、上記以外の溶媒／媒体を

使用してよい。最終的な溶媒／媒体における被験化学物質の安定性を考慮する必要がある。 

14. 被験化学物質および対照物質は、試験当日に調製する。U-SENS™では用量設定試験を行わない

ため、初回測定で、6種類の最終濃度（1、10、20、50、100および 200 μg/mL）となるように、完全培地

または 0.4% DMSO 含有培地のいずれかからなる溶媒／媒体で調製し、実験を行う。2 回目以降の測定で

は、完全培地に 0.4 mg/mL または DMSO に 50 mg/mL の被験化学物質溶液から開始し、少なくとも 4 種類

の作業用溶液（少なくとも 4 種類の濃度）を、対応する溶媒／媒体を用いて調製する。作業用溶液は最終
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的に、プレートの作業用溶液と等量の U937 細胞懸濁液（上記段落 11 参照）を添加することによりさらに

2 倍に希釈されて処置に用いられる (12)。ここから先の測定のための濃度（少なくとも 4 種類の濃度）を、

これまでの測定結果に基づいて選択する (8)。使用しうる最終濃度は、1、2、3、4、5、7.5、10、12.5、
15、20、25、30、35、40、45、50、60、70、80、90、100、120、140、160、180 および 200 μg/mL で

ある。最高最終濃度は 200 µg/mLである。1 µg/mLでCD86陽性値を認めた場合、陽性閾値を超えるCD86
を生じない被験化学物質濃度をみつけるために、次に 0.1 µg/mL を評価する。CD86 陽性濃度反応を認め

た場合、測定ごとに、EC150（CD86 陽性閾値である 150%に達する化学物質の濃度、段落 19 参照）を求

める。被験化学物質が、陽性 CD86 反応を生じるが、濃度依存性を示さない場合、U-SENS™ DB-ALM プ

ロトコル番号 183 (12) に記載されているように、EC150 を算出しても意味がないと考えられる。測定ごと

に、CV70（細胞毒性閾値 70%に達する化学物質濃度、段落 19 参照）をできる限り求める (12)。CD86 増

加の濃度反応効果を検討するため、使用しうる濃度からいずれかの濃度を選択する。このとき、EC150
（または CD86陰性無細胞毒性濃度の最高値）と CV70（または可能な最高濃度［200 μg/mL］）との間に

均等に分散するように選択する。測定あたり 4 種類以上の濃度を検討し、比較のため、このうち 2 種類以

上を前回の測定に用いた濃度とする。 

15. U-SENS™に用いる溶媒／媒体対照は、完全培地（被験化学物質が溶解または安定的に分散する場

合）（段落 4 参照）または 0.4%DMSO 含有完全培地（被験化学物質が DMSO に溶解または安定的に分散

する場合）である。 

16. U-SENS™に用いる陽性対照は、完全培地で調製した TNBS（段落 11 参照）である。TNBS は

CD86 発現測定の陽性対照として、プレートの最終濃度 1 種類（50 μg/mL）で、細胞生存率が 70%を上回

ることを確認する。TNBS がプレート中に 50 μg/mL となるようにするには、1 M の TNBS ストック溶液

（293 mg/mL）を完全培地で調製し、2,930 倍希釈することで 100 μg/mL の作業用溶液を得る。乳酸（LA、
CAS 50-21-5）を、陰性対照物質として完全培地中に 200 μg/mL となるよう溶解したものを使用する（0.4 
mg/mL ストック溶液から）。各測定のプレートごとに、完全培地無処置対照、溶媒／媒体対照、陰性対照

および陽性対照を 3 回反復で作成する (12)。背景データがあり、ほぼ同じ実施許容基準を満たせば、これ

以外の適切な陽性対照を用いることができる。測定許容基準は、被験化学物質について記載された基準

（段落 12 参照）と同一である。 
 

被験化学物質および対照物質の適用 

17. 段落 14～16 に記載の溶媒／媒体対照または作業用溶液を、調製した細胞懸濁液（段落 12 参照）

と、1:1（v/v）で 96ウェル平底プレートで混合する。次に、処理したプレートを 5% CO2存在下、37°Cで

45 ± 3 時間インキュベートする。インキュベートの前に、プレートを半透膜でシールし、揮発性の被験化

学物質の蒸発やウェル間での被験化学物質の交差汚染を回避する (12)。 

細胞の染色 

18. 曝露から 45 ± 3 時間経過後、細胞を V 底マイクロタイタープレートへ移し、遠心分離により採取

する。溶解に関する悪影響を、処理 45 ± 3 時間後（細胞染色前）に結晶または液滴が顕微鏡下に認められ

ることと定義する。上清を捨て、残った細胞を 100 μL の氷冷 5%ウシ胎児血清含有リン酸緩衝生理食塩水

（PBS）（染色用緩衝液）で 1回洗浄する。遠心分離後、細胞を 100 μLの染色用緩衝液で再懸濁し、遮光

下に 4°C で 30 分間、5 μL（0.25 μg）の FITC 標識抗 CD86 抗体またはマウス IgG1（アイソタイプ）抗体

を用いて染色する。U-SENS™ DB-ALM プロトコル番号 183 (12) に記載の抗体を使用すること（CD86：
BD-PharMingen #555657 クローン：Fun-1 または Caltag/Invitrogen # MHCD8601 クローン：BU63；およ
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び IgG1：BD-PharMingen #555748または Caltag/Invitrogen # GM4992）。試験法開発者の経験に基づき、

抗体の蛍光強度は、通常、異なるロット間で同じである。反応性チェックに合格したものであれば、別の

クローンや供給業者の抗体をアッセイに使用してもよい（段落 11 参照）。ただし、使用者が自身の試験

施設の条件で抗体濃度を漸増減し、最適な濃度を決める必要がある。蛍光色素で標識された抗 CD86 抗体

などの他の検出システムについては、例えば、補遺 II収載の習熟度確認物質の試験により、FITC標識抗体

と同様の結果をもたらすことが示されれば用いることができる。100 μLの染色用緩衝液で 2回、100 μLの

氷冷 PBS で 1 回洗浄後、細胞を氷冷 PBS に再懸濁し（試料を手動で試験管ごとに分析する場合は 125 μL、
自動サンプラープレートを用いる場合は 50 μL）、PI 溶液を添加する（最終濃度 3 μg/mL）。補遺 II の習

熟度確認物質の試験により、別の染色がPIと同様の結果を示す場合、他の細胞毒性マーカー（例えば 7-ア
ミノアクチノマイシン D（7-AAD）またはトリパンブルー）を使用することが可能である。 

フローサイトメトリー分析 

19. CD86の発現量および細胞生存率を、フローサイトメトリーを用いて分析する。細胞を、対数尺度

を用いたサイズ（FSC）および顆粒含有量（SSC）のドットプロットで示す。これにより、first gate R1
の集団を明確に特定し、デブリを排除することができる。各ウェルにつき、gate R1 に合計 10,000 細胞を

得ることを目標にする。同じ R1 gate から得た細胞を、FL3 または FL4/SSC ドットプロットで示す。ヨウ

化プロピジウム陰性細胞集団を選択する別の gate R2 を設けることによって、生細胞を明確にする（FL3
または FL4 チャンネル）。細胞生存率は、フローサイトメータ解析プログラムにより、以下の式を用いて

算出される。細胞生存率が低い場合は、死細胞を含む最大 2 万個の細胞からなるデータを取得する。ある

いは、分析開始後 1 分間で得られるデータを取得する。 
 

細胞生存率 =  
生細胞数 

× 100 
観察総細胞数 

 
次に、（R1 のうち）R2 にゲートされた生細胞中の FL1-陽性細胞の割合を測定する。細胞表面の

CD86 発現を、生細胞（R2）にゲートされた FL1/SSC ドットプロットで分析する。 

完全培地/IgG1 ウェルの場合、分析マーカーを主要集団に近接して設定し、完全培地対照の IgG1 が目標ゾ

ーン 0.6～0.9%にあるようにする。 

色に関する干渉を、FITC標識 IgG1ドットプロットのシフトと定義する（IgG1 FL1幾何平均S.I. ≥ 150%）。 

対照細胞（無処理または 0.4%DMSO）および化学物質曝露細胞の CD86 の刺激指数（S.I.）を、次式に基

づいて算出する： 

S.I. =  
被験化学物質処理 CD86+細胞の% - 被験化学物質処理 IgG1+

細胞の% × 100 
対照 CD86+細胞の% - 対照 IgG1+細胞の% 

 
無処理対照 IgG1+細胞の%：無処理生細胞中の、分析マーカーで規定される（許容範囲 0.6%以上 1.5%未

満、段落 22 参照）FL1 陽性 IgG1 細胞の割合を指す。 

IgG1+/CD86+の対照／被験化学物質処理細胞の%：対照／被験化学物質処理生存細胞における分析マーカ
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ーを動かさずに測定した FL1-陽性 IgG1/CD86 細胞の割合を指す。 

データおよび報告 

データの評価 

20. 下記パラメータを U-SENS™試験法で求める：CV70 値、具体的には、U937 の細胞生存率が 70%
を示す被験化学物質濃度（30%細胞毒性）。EC150 値、具体的には、CD86 の刺激指数（S.I.）が 150%を

示す被験化学物質濃度。 

CV70 を、以下の式を用いて対数線形補間により算出する： 

CV70 = C1 + [(V1 - 70) / (V1 – V2) * (C2 – C1)] 

ここで 

V1 は、細胞生存率が 70%以上となる最小の生存率  

V2 は、細胞生存率が 70%未満となる最大の生存率 

C1 および C2 は、それぞれ V1 および V2 の細胞生存率を示す被験化学物質濃度。 
 

 
CV70 値を求める他のアプローチについては、（例えば、習熟度確認物質の試験により）結果に影響を与

えないということが証明されれば使用することができる。 

EC150 は、以下の式を用いて対数線形補間により算出する： 

EC150 = C1 + [(150 – S.I.1) / (S.I.2 – S.I.1) * (C2 – C1)] 

ここで 

C1（µg/mL）は、CD86 S.I.値が 150%未満の最大被験化学物質濃度（S.I.1） 

C2（µg/mL）は、CD86 S.I.値が 150%以上の最小被験化学物質濃度（S.I.2） 
 

%生存率（平均） 

濃度（µg/mL） 



 OECD/OCDE 442E 
 

© OECD, (2024) 

29 

 
 

下記について、EC150 値および CV70 値を算出する 

● 測定ごと： EC150 値および CV70 値を、CD86 増加の濃度反応効果を検討するツールとして使用

する（段落 14 参照） 

● 平均生存率に基づいて、全体での CV70 を求める (12) 

● DC86 値の平均 S.I.に基づいて、U-SENS™を用いて陽性と予測される被験化学物質に対する全体

での EC150 を求める（段落 21 参照）(12) 

予測モデル 

21. CD86発現測定では、被験化学物質の各測定は少なくとも 4濃度、少なくとも 2回の独立した測定

（別日に実施）を行って、ひとつの予測（陰性または陽性）を得る。 

● CD86 の S.I.値が、検査に供した細胞毒性のない（細胞生存率が 70%以上）すべての濃度で 150%
未満であり、しかも結果に悪影響がない場合（細胞毒性、溶解性：段落 18 参照、または色：悪影

響が検出される非細胞毒性濃度にかかわらず段落 19 参照）、U-SENS™のその測定の結論を陰性

（これ以後、N と記載する）と判断する。陰性以外のすべての場合：CD86 の S.I.値が 150%以上

である、および／または、悪影響を認める場合、U-SENS™のその測定における結論を陽性（これ

以後、P と記載する）と判断する。 

● 少なくとも 2 回の独立した測定において陰性であれば U-SENS™における予測を陰性（N）とする

（図 1）。最初の 2回の測定がどちらも陰性（N）であれば、U-SENS™予測を陰性と判断し、3回

目の測定は行う必要がない。 

● 少なくとも 2 回の独立した測定が陽性（P）であれば、U-SENS™における予測を陽性とする（図

1）。最初の 2 回の測定がどちらも陽性（P）であれば、U-SENS™における予測を陽性とし、3 回

目の測定は行う必要がない。 

● 用量設定試験を行わないことから、最初の測定で、細胞毒性のない最も高い濃度のみで、CD86 の

S.I.値が 150%以上であった場合を例外とする。この測定結果を「確定的でない」（Not 
Conclusive： NC）と判断し、濃度を追加（最高無毒性濃度と最低細胞毒性濃度との間－段落 20
参照）して、追加の測定を実施する必要がある。測定結果が NC とされた場合、少なくとも別途 2
回実施する。2 回目と 3 回目の結果が分かれた場合（独立に N および／または P）は 4 回目の測定

を行う（図 1）。2 回目以降の測定では、細胞毒性のない最も高い濃度のみで CD86 が 150%以上

であったとしても、その測定を陽性と判断する。その理由は、当該被験化学物質に対して濃度設

定を補正したことによる。最終予測は、3 回または 4 回の測定それぞれの結果の多い方に基づく

（3 回のうち 2 回、4 回のうち 2 回）（図 1）。 

 

CD86-IgG1 S.I. 

濃度（µg/mL） 
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図 1： U-SENS™に用いられる予測モデル。U-SENS™による予測は、IATA の枠組みの中で、

また、段落 4 の条項および「はじめに」の段落 7、8 および 9 に従って検討すること。 

N： 測定で、CD86 陽性でないほか、悪影響も認めない。 
P： 測定で、CD86 陽性である、および／または、悪影響を認める。 
NC： 確定的でない。最初の測定で、細胞毒性のない最高濃度のみで CD86 が陽性であった場合は「確定的でない」。 
#： 最初の測定とのみ結びついた「確定的でない（NC）」個別の結論を認めた場合、独立の 3 回の測定のうち 2 回以

上からなる陽性（P）または陰性（N）の結論を得るために、自動的に 3 回目の測定が必要となる。 
$： 上記ボックスに示す最初の 2 回の測定で得た結果に基づいて実施された計 3 回の測定結果の組合せを当該ボック

スに示す。 
°：上記ボックスに示す最初の 3 回の測定結果に基づいて実施された計 4 回の測定結果の組合せを当該ボックスに示す。 
 

許容基準 

22. U-SENS™を用いる場合、次の許容基準を満たす必要がある (12)。 

● 45 ± 3 時間の被験化学物質曝露終了時に、3 回反復の無処置 U937 の細胞生存率の平均が 90%よ

り高く、CD86 発現にドリフトが認められない。無処置 U937 細胞の CD86 基礎発現率が 2%以上

25%以下である。 

● DMSO を溶媒に用いた場合、DMSO 媒体対照の妥当性を、無処置細胞と比較した DMSO S.I.を求

めることによって評価し、3 回反復の細胞生存率の平均が 90%より高くなければならない。

DMSO 媒体対照 3 回反復の CD86 S.I.の平均が、無処置 U937 細胞 3 回反復の CD86 S.I.の平均の

250%未満であれば、DMSO 媒体対照は妥当である。 

● 無処置 U937 細胞の IgG1 値について、3 回測定のうち少なくとも 2 回が 0.6%以上 1.5%未満であ

る場合に、測定を妥当であると考える。 

● 同時に測定した陰性対照（乳酸）について、3 回反復のうち 2 回反復以上が陰性（CD86 S.I.が

最初の 2
回の測定 

最初の 2
回の測定 

3 回目の測
定は不要 

3 回目の測
定は不要 

3 回目測定 

4 回目測定 

4 回目の測定
は不要 

4 回目の測定
は不要 

陽性 陰性 陽性 陰性 陽性 陰性 
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150%未満）で、無細胞毒性（細胞生存率 70%以上）である場合に、同時に測定した陰性対照を

妥当であると考える。 

● 陽性対照（TNBS）の 3 回反復中 2 回反復が陽性（CD86 S.I.が 150%以上）で、無細胞毒性（細

胞生存率 70%以上）である場合に、陽性対照（TNBS）を妥当と考える。 

試験報告書 

23. 試験報告書には以下の情報を含む。 

被験化学物質 

● 単一成分物質 
○ 化学的識別情報、例えば IUPAC 名または CAS 名、CAS 番号、SMILES または InChI コード、

構造式および／またはそれ以外の識別に有用な情報 
○ 外観、完全培地への溶解度、DMSO への溶解度、分子量および入手可能な範囲のその他の関連

する物理化学的性質 
○ 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、試験前の処理（例えば、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 
○ 各被験化学物質に対する溶媒／媒体選択の妥当性 

● 多成分物質、UVCB 物質および混合物： 
○ 入手可能な範囲の成分の化学的識別情報（上記参照）、純度、含有量および関連のある物理化

学的性質（上記参照）などによるできる限りの成分の特性 
○ 外観、完全培地への溶解度、DMSO への溶解度および入手可能な範囲のその他の関連する物理

化学的性質 

○ 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、試験前の処理（例えば、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 
○ 各被験化学物質に対する溶媒／媒体選択の妥当性 

対照 

● 陽性対照 
○ 化学的識別情報、例えば IUPAC 名または CAS 名、CAS 番号、SMILES または InChI コード、

構造式および／またはそれ以外の識別に有用な情報 
○ 外観、DMSO への溶解度、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質 
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○ 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、試験前の処理（例えば、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 
○ 該当する場合、適切な実施許容基準であることを示す陽性対照結果の背景データ。 

● 陰性対照および溶媒／媒体対照 
○ 化学的識別情報、例えば IUPAC 名または CAS 名、CAS 番号、SMILES または InChI コード、

構造式および／またはそれ以外の識別に有用な情報 
○ 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 
○ 本試験法ガイドラインに記載されていない別の対照溶媒／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質 
○ 入手可能な範囲の保存条件および安定性 
○ 各被験化学物質に対する溶媒／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住所 

● 試験法の説明 

● 細胞株、その保存条件および供給元（細胞株を入手した施設など） 

● フローサイトメトリー（機種など）、機器の設定内容、抗体、ならびに細胞毒性マーカー 

● 習熟度評価用物質の試験を用いた本試験法実施における実施施設の習熟度を立証するのに用いた

手順および経時的な試験法の再現性を立証するのに用いた手順。これには、背景対照データおよ

び／または反応性確認の背景データなどがある。 
 
試験許容基準 

● 許容範囲と比較した、溶媒／媒体対照から得られた細胞生存率および CD86 S.I.値 

● 許容範囲と比較した、陽性対照から得られた細胞生存率および S.I.値 

● 試験物質の全試験濃度における細胞生存率 

試験手順 

● 測定実施数 

● 被験化学物質の濃度、適用、曝露時間（推奨事項と異なる場合） 

● 曝露期間 

● 評価および測定基準の記述 

● 試験手順の修正があればその記述 

結果 
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● 測定ごとに被験化学物質および陽性対照について得られた CV70 値（該当する場合）、S.I.、細胞

生存率、EC150 値（該当する場合）のデータの一覧表、ならびに予測モデルに準拠した被験化学

物質の評価の提示 

● 該当する場合、それ以外に関連する知見があればその記述 

結果の考察 

● U-SENS™を用いて得られた結果の考察 

● 他の関連情報が入手可能な場合、IATA の範囲内における試験結果の考察 

結論 
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補遺Ⅰ:用語の定義 

正確度：試験法による結果と、一般的に認められた参照値との近さ。試験法の性能の尺度であり、妥当性

の一側面である。この用語は、多くの場合、試験法の正確な結果の割合を意味する一致率と同義的に用い

られる (14)。 

AOP（有害性発現経路）：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 (15)。 

CD86 濃度反応：陽性濃度（CD86 S.I. ≥ 150）の確認後にさらに高い CD86 S.I.を示す濃度を認めた場合、

濃度依存性（濃度反応性）がある。 

CV70：細胞生存率が 70%を示す予測濃度。 

ドリフト：ドリフトを、i) 無処置対照実験第 3 回反復の修正%CD86+値が、無処置対照実験第 1 回反復お

よび第 2 回反復の修正%CD86+値の平均の 50%を下回る場合、および ii) 陰性対照実験第 3 回反復の修

正%CD86+値が、陰性対照実験の第 1 回反復および第 2 回反復の修正%CD86+値の平均の 50%を下回る場

合と定義する。 

EC150：CD86 発現において、150% S.I.を示す予測濃度。 

フローサイトメトリー：液体で懸濁された細胞が、細胞およびその構成成分の特徴に応じて散乱する励起

光の焦点を通って一度に 1 つずつ流れる細胞測定法。最初に光を吸収し、次に変化した周波数を放出する

よう、多くの場合、細胞が蛍光マーカーで標識される。 

有害性：生物、系統、または（亜）集団がある物質に曝露された場合、悪影響を引き起こす可能性がある

物質固有の性質または状態のこと。 

IATA（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有害性の識

別（可能性）、有害性の特徴付け（強度）および／または安全性評価（可能性／強度および曝露）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、有害性の可能性、リスクや、さらに的を絞った最小限となる試験の必要性について、規制

上の意思決定情報を与える。 

混合物：互いに反応しない 2 つ以上の物質からなる混合物または溶液。 

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

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

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。 

陽性対照：試験系のすべての構成成分を含み、陽性反応を誘導することが知られている物質を用いて実施

する試験部分。陽性対照反応の経時的変化を評価できるように、陽性反応の大きさが過剰であってはなら

ない。 

プレハプテン：酸化などの非生物的な変換を通じて感作性物質となる化学物質。 

プロハプテン：皮膚感作性を生じるために、酵素による活性化を要する化学物質。 

妥当性：試験と検討対象の影響との関係と、試験が特定の目的にとって意義や有用性があるかを示す用語。

試験が試験対象となる生物学的影響を正確に測定または予測できる程度を示す。妥当性は、試験法の正確
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度（一致度）も考慮する (14)。 

信頼性：同じプロトコルを用いて試験法を実施したときに得られる経時的な施設内および施設間再現性の

程度を表す尺度。施設内再現性および施設間再現性ならびに施設内反復性の算出により評価される (14)。 

測定：溶媒／媒体対照および陽性対照とともに同時に検討される 1 つ以上の被験化学物質からなる一組の

試験。 

感度：すべての陽性化学物質や活性化学物質のうち、試験によって正確に分類されるものの割合。分類的

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事項

である (14)。 

S.I.：刺激指数。溶媒で処理した細胞との比較によって得られる化学物質で処理した細胞の幾何平均蛍光

強度の相対値。 

溶媒／媒体対照：用いる溶媒／媒体などの試験系のすべての構成成分を含むが、被験化学物質を含まない

未処理試料のこと。同じ溶媒／媒体に溶解、または安定的に分散した被験化学物質で処理した試料につい

て、ベースラインの反応を確認するために用いられる。培地対照を同時に用いた試験の場合、本試料は、

溶媒／媒体と試験系との相互作用の有無も示す。 

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。分

類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

事項である (14)。 

染色用緩衝液：5%ウシ胎児血清含有リン酸緩衝生理食塩水。 

物質：自然の状態または製造過程で得られる化学元素とその化合物のことをいい、その製品の安定性を保

つために必要な添加物や、その使用工程から派生する不純物は含まれるが、その物質の安定性に影響を及

ぼすことも、その組成を変化させることもなく分離する可能性のある溶媒は除く。 

被験化学物質：「被験化学物質」という用語は、試験対象であることをいう場合に用いる。 

国際連合の分類および表示に関する世界調和システム（UN GHS）：人々（雇用主、労働者、輸送担当者、

消費者、緊急時対応者など）および環境を守るために、有害作用に関する情報を伝達することを目的とし

て、物理学上、健康上および環境上の有害性の種類およびレベルの基準に従って化学物質（物質および混

合物）の分類法を提案するとともに、ピクトグラム・注意喚起語・有害性情報・注意書き・化学物質安全

性データシートなどの対応する伝達要素を取り扱うシステムである (16)。 

UVCB：組成が不明または不定の物質、複雑な反応生成物または生体物質。 

妥当な試験法：特定の目的に対し十分な妥当性および信頼性があるとみなされ、科学的に健全な原則に基

づいている試験法。ある試験法が絶対的な意味で妥当というのではなく、規定した目的に関して妥当であ

るにとどまる (14)。 
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補遺Ⅱ:習熟度評価用の物質 

本試験法ガイドライン 442E の付属書に従って試験法を日常的に用いるのに先立ち、実施施設は、表 1 で

推奨される 10 物質について、U-SENS™により期待される予測結果を正確に入手し、習熟度確認 10 物質

中 8 物質以上について、それぞれの基準範囲内に含まれる CV70 値、EC150 値を確認することにより技術

的習熟度を立証すること。習熟度評価用の物質は、皮膚感作性の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、その物質が市販品であること、高品質の in vivo 参照データが

入手可能であること、および U-SENS™により得られた高品質の in vitro データが入手可能であることに基

づく。公表されている参照データが U-SENS™で利用可能であることを含む (1) (8)。 

表 1： U-SENS™の習熟度確認の立証に推奨される物質 

習熟度評価用の物質 CAS 番号 物理的状

態 
In vivo におけ

る予測 1 

U-SENS™ 
 

 溶媒／媒体 

U-SENS™ 
 

CV70（μg 
/mL）の基準

範囲 2 

U-SENS™ 
 

EC150 の基準

範囲（μg 
/mL）2 

4-フェニレンジアミン 106-50-3 固体 感作性物質

（強い） 完全培地 3 <30 陽性( ≤ 10) 

ピクリルスルホン酸 2508-19-2 液体 感作性物質

（強い） 完全培地 >50 陽性 ( ≤ 50) 

マレイン酸ジエチル 141-05-9 液体 感作性物質

（中等度） DMSO 10-100 陽性 ( ≤ 20) 

レゾルシノール 108-46-3 固体 感作性物質

（中等度） 完全培地 >100 陽性( ≤ 50) 

桂皮アルコール 104-54-1 固体 感作性物質 
（弱い） DMSO >100 陽性(10-100) 

4-アリルアニソール 140-67-0 液体 感作性物質 
（弱い） DMSO >100 陽性 ( < 200) 

サッカリン 81-07-2 固体 非感作性物質 DMSO >200 陰性( > 200) 

グリセロール 56-81-5 液体 非感作性物質 完全培地 >200 陰性 ( > 200) 

乳酸 50-21-5 液体 非感作性物質 完全培地 >200 陰性 ( > 200) 

サリチル酸 69-72-7 固体 非感作性物質 DMSO >200 陰性 ( > 200) 

略語：CAS 番号 = Chemical Abstracts Service Registry Number 
1 In vivo における有害性（および強度）の予測結果は、LLNA データに基づく (1) (8)。In vivo における強度は、

ECETOC により提唱された基準を用いている (17)。 
2 既存の測定値に基づく (1) (8)。 
3 完全培地：10%ウシ胎児血清、2 mM L-グルタミン、100 単位/mL ペニシリンおよび 100 μg/mL ストレプトマ

イシンを添加した RPMI-1640 培地 (8)。 
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付属書 3：In vitro 皮膚感作性：インターロイキ

ン-8 レポーター遺伝子アッセイ（IL-8 Luc アッ

セイ） 

最初に考慮すべき事項および限界 

1. 細胞表面マーカーの発現を解析するアッセイとは異なり、IL-8 Luc アッセイは、樹状細胞

（DC）が活性化すると生じるサイトカインである IL-8 発現の変化を定量する (1) (2)。THP-1 由来 IL-8
レポーター細胞株（ヒト急性単球性白血病細胞株である THP-1 から樹立した THP-G8）を感作性物質に

曝露させ、IL-8 発現を測定する (2) (3) (4)。ここで、ルシフェラーゼの発現を用いて、皮膚感作性物質

と非感作性物質の識別を支援する。2023 年に、固有の生存マーカーを用いた細胞毒性の評価に基づい

て、一部の難溶性物質に対する本試験法の適用性を高めるように改訂した予測モデルを用いて、本試験

法が更新された (5)。 

2. IL-8 Luc 法は、日本動物実験代替法評価センター（JaCVAM）、経済産業省（METI）および日

本動物実験代替法学会（JSAAE）が実施したバリデーション試験で評価されたのち (5)、JaCVAM および

厚生労働省（MHLW）の主導の下に、代替試験法国際協力（ICATM）の支援を得て、独立したピアレビ

ューを受けた (6)。入手可能な証拠と規制当局およびステークホルダーからの情報をすべて考慮すると、

IL-8 Luc アッセイは、有害性の分類および表示を目的に、感作性物質と非感作性物質を識別するのに、試

験および評価に関する統合的アプローチ（IATA）の一環として有用であると考えられる。IL-8 Luc アッ

セイデータと他の情報との併用に関する例が、文献に報告されている (3) (7)。 

3. IL-8 Luc アッセイは、細胞培養とルシフェラーゼ測定の経験がある施設への技術移管が可能で

あることが確認されている。施設内再現性および施設間再現性はそれぞれ、87.7%および 87.5%であっ

た (5)。バリデーション試験 (5) および他の公表論文 (3) (4) (8) のデータは、LLNA と比較した IL-8 Luc ア

ッセイの性能を示している。このような試験で、IL-8 Luc アッセイは化学物質 143 種中 130 種を陽性ま

たは陰性、13 種を確定的でないと判定した。皮膚感作性物質（UN GHS 区分 1）と非感作性物質（UN 
GHS区分なし）とを識別する IL-8 Lucアッセイの正確度は83.6%（109/130）、感度92.0%（92/100）、

特異度 56.7%（17/30）であった。以下（段落 6）に示す界面活性剤、無水物やルシフェラーゼを妨害す

る化学物質など、適用範囲外の物質を除くと、IL-8 Luc アッセイの性能は、感度 93.9%（92/98）、特異

度 68.0%（17/25）、正確度 88.6%（109/123）であった。Urbisch et al. (7) のヒトデータによれば、IL-8 
Luc アッセイは化学物質 90 種中 84 種を陽性または陰性、6 種を確定的でないと判定した。その性能は感

度 89.7%（52/58）、特異度 50.0%（13/26）、正確度 77.4%（65/84）であった。適用範囲に収まらない

物質を除外すると、IL-8 Luc アッセイは化学物質 84 種中 78 種を陽性または陰性、6 種を確定的でないと

判定し、正確度 82.1%（64/78）、感度 89.7%（52/58）および 60.0%（12/20）であった。LogKow < 3.5
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の化学物質に対する IL-8 Luc アッセイの性能と、LogKow ≥ 3.5 の化学物質に対する IL-8 Luc アッセイの性

能との差を検討したところ、LogKow ≥ 3.5 で IL-8 Luc アッセイの感度が低下しないことが示された (8)。 

4. IL-8 Luc アッセイでの偽陰性の予測は、皮膚感作性が高い化学物質（UN GHS 細区分 1A）より

も、皮膚感作性が低い／中等度の化学物質（UN GHS 細区分 1B）に認められる可能性が高い (3) (4) (8)。
総合すると、上記情報は、IL-8 Luc アッセイが皮膚感作性を識別するのに有用であることを示している。

IL-8 Luc アッセイは、IATA に基づく他の情報を併用し、「はじめに」の段落 7 および 8 の条項に従って

検討されるべきであることから、IL-8 Luc アッセイを単独の試験法として算出した正確度の値は指標にす

ぎない。さらに、動物を用いない皮膚感作性試験法を評価する場合、LLNA 試験もその他の動物試験も、

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。 

5. 現在入手可能なデータによると、IL-8 Luc アッセイは、さまざまな有機官能基、反応メカニズ

ム、皮膚感作性の強度（in vivo 試験で判定される）、物理化学的特性にまたがる被験化学物質に適用可

能であることが示されている (3) (4) (5)。IL-8 Luc アッセイはまた、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。しかし、X-VIVOTM 15 に 20 mg/mL で完全に溶解しない混合物が非感作物質とさ

れた場合、他の化学物質の毒性の陰に隠れていた感作性物質があるかもしれない。混合物を検討する際

には、上記の他に、「はじめに」の段落 9 に記載した in vitro 感作性試験に関する一般的な懸念を考慮に

入れるべきである。 

6. バリデーション試験で、無水物の偽陰性率が高かった。さらに、細胞株の代謝能が低い (9) こ
とや実験条件から、プロハプテン（代謝活性化を要する物質）およびプレハプテン（空気酸化により活

性化される物質）が、IL-8 Luc アッセイ陰性結果を示す場合がある。ただし、プレ／プロハプテンと考え

られる場合、陰性結果を慎重に解釈する必要があるものの、IL-8 Luc アッセイは、IL-8 Luc アッセイデー

タセットにあるプレハプテン 11 種中 11 種、プロハプテン 6 種中 6 種、プレ／プロハプテン 8 種中 5 種

を正しく判断した (5) (7)。プレハプテンおよびプロハプテンを検出するための動物を用いない 3 種類の

方法（DPRA、KeratinoSens™および h-CLAT）に対する最近の包括的レビュー (10) と、IL-8 Luc アッセ

イに用いるTHP-G8細胞がh-CLATに用いられるTHP-1に由来する細胞株であるという事実に基づくと、

IL-8 Luc アッセイも、他の方法と組み合わせて、プレハプテンおよびプロハプテンを検出するための動物

を用いない方法の感度向上にも寄与する可能性がある。これまでに検討した界面活性剤は、種類（陽イ

オン性、陰イオン性または非イオン性）に関わらず、（偽）陽性結果を生じている。最後に、ルシフェ

ラーゼを阻害する化学物質は、活性／測定値を混乱させ、見かけ上の発光阻害や発光増加を生じる可能

性がある (11)。例えば、1 µM を超える濃度のフィトエストロゲンは、ルシフェラーゼレポーター遺伝子

の過剰活性化により、別のルシフェラーゼレポーター遺伝子アッセイでの発光信号を阻害することが報

告されている。このため、フィトエストロゲンや、ルシフェラーゼレポーター遺伝子のフィトエストロ

ゲン様活性化を生じると考えられる化合物が高濃度に存在する場合に測定したルシフェラーゼ発現レベ

ルは、慎重に検討する必要がある (12)。上記に基づき、界面活性剤、無水物、ルシフェラーゼ阻害物質

は、IL-8 Luc アッセイの適用範囲外にある。他の特定のカテゴリーに属す被験化学物質に IL-8 Luc アッセ

イを適用できない証拠がある場合、IL-8 Luc アッセイをそのようなカテゴリーに属す物質に用いるべきで

はない。 

7. 上記の通り、IL-8 Luc アッセイは、皮膚感作性物質と非感作性物質との識別を支援することが

できる。別の情報源と併用した場合に、IL-8 Luc アッセイの成績が強度評価に貢献しうるかどうかを明ら
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かにするには、ヒトデータに基づいた一層の研究が必要である。 

8. 用語の定義および略語を表 1 および補遺 I に示す。 

試験の概要 

9. IL-8 Luc アッセイは、アメリカ培養コレクション（米国バージニア州マナッサス）から得たヒ

ト単球性白血病細胞株 THP-1 を利用している。この細胞株を用いて、東北大学医学部皮膚科は、THP-1
由来 IL-8 レポーター細胞株である THP-G8 を樹立した。これは、Stable Luciferase Orange （SLO）およ

び Stable Luciferase Red（SLR）からなるルシフェラーゼ遺伝子をそれぞれ、IL-8 プロモータおよびグリ

セルアルデヒド3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）プロモータの下流に導入したものである(2)。これ

によって、感作性化学物質に曝露した細胞の IL-8 および GAPDH の活性の指標として、既知の光発生ル

シフェラーゼ基質からの発光を検出することで、ルシフェラーゼ遺伝子誘導の定量測定が可能になる。

この二重色アッセイシステムは、 IL-8 プロモータの遺伝子発現をみる橙色発光ルシフェラーゼ

（Rhagophthalmus ohbai の SLO；λmax = 580 nm） (13) と、内部対照プロモータである GAPDH の遺伝

子発現をみる赤色発色ルシフェラーゼ（Phrixothrix hirtus の SLR; λmax = 630 nm）(14) からなる。この

2種類のルシフェラーゼがホタルDルシフェリンと反応して異なる色を発する。光学フィルターを用いて

アッセイ混合物からの発光を分離し、1 段階反応で発光を同時に測定する (15)（補遺 II）。また、

GAPDH mRNA は中等度に多く、普遍的に発現する。これは、異なる時間や実験操作後でも発現が一定

であるため、定量的リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応の内部対照として、一部の実験系でよく使用さ

れている (16) (17) (18)。GAPLA の阻害値（Inh-GAPLA）は細胞生存率の優れたマーカーであり、フロー

サイトメトリーによる細胞生存率の測定に一般的に使用されるマーカーであるヨウ化プロピジウム（PI）
排除細胞と強い相関があることが証明されている。Inh-GAPLA が 0.8 未満であれば被験化学物質が細胞

毒性であることを示し、これは化学物質が培地中で溶解したことを示唆している。従って、この分析法

を用いて、難溶性化学物質に対する曝露を検証し、確定的でない結果の数を減らすことができる (8)。 

10. THP-G8 細胞を、被験化学物質で 16 時間処理したあと、IL-8 プロモータ活性を示す SLO ルシ

フェラーゼ活性（SLO-LA）と、GAPDH プロモータ活性を示す SLR ルシフェラーゼ活性（SLR-LA）を

測定する。略語を把握しやすくするため、SLO-LA を IL8LA、SLR-LA を GAPLA と名付ける。表 1 に、

IL-8 Luc アッセイにおけるルシフェラーゼ活性にまつわる用語を説明する。測定値を用いて、次のものを

算出する。IL8LA/GAPLA で求められる正規化 IL8LA（nIL8LA）；被験化学物質で処理した THP-G8 細胞

の nIL8LA の 4 回反復測定値の算術平均と、無処置 THP-G8 細胞の nIL8LA の反復測定値の算術平均の比

で求められる nIL8LA の誘導倍率（Ind-IL8LA）；被験化学物質で処理した THP-G8 細胞の GAPLA の 4 回

反復測定値の算術平均値と、無処置 THP-G8細胞の GAPLAの反復測定値の算術平均値の比で求められる

Inh-GAPLA であり、これを細胞毒性指標として使用する。 
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表 1.IL-8 Luc アッセイのルシフェラーゼ活性の用語の説明 

略語 定義 

GAPLA GAPDH プロモータ活性を示す SLR ルシフェラーゼ活性 

IL8LA IL-8 プロモータ活性を示す SLO ルシフェラーゼ活性 

nIL8LA IL8LA / GAPLA 

Ind-IL8LA 被験化学物質で処理した THP-G8 細胞の nIL8LA / 無処理細胞の nIL8LA 

Inh-GAPLA 被験化学物質で処理した THP-G8 細胞の GAPLA / 無処理細胞の GAPLA 

CV05 Inh-GAPLA が 0.05 未満となる被験化学物質の最低濃度。 

PI reduction 
被験化学物質に曝露した THP-G8 細胞における PI 排除細胞の% / 被験化学物質

曝露のない THP-G8 細胞における PI 排除細胞の%。 

 

習熟度の立証 

11. 試験法ガイドライン 442E の付属書に記載されている試験法を日常的に用いるのに先立ち、実

施施設は、Good in vitro Method Practices (19) に準拠して補遺 III 収載の習熟度確認用の 9 物質を用いて

技術的習熟度を立証する。さらに、本試験法使用者は、反応性のチェックと、陽性対照および溶媒／媒

体対照により得られたデータの背景データベースを保管し、このようなデータを用いて、実施施設での

本試験法の再現性が経時的に維持されていることを確認する。 

手順 

12. IL-8 Luc アッセイの標準操作手順（SOP）を利用できる。試験を実施する際にはこれを採用す

る必要がある (5)。本試験を実施する施設は、OECD テンプレートの条件に従って物質移動合意書（MTA）
に署名することにより、Tottori Bioscience Promotion Organization（鳥取県）から遺伝子組換え THP-G8
細胞株を入手することができる。この下の段落に、IL-8 Luc アッセイの主要構成要素と手順を記載する。 

細胞の調製 

13. THP-G8 細胞株を、IL-8 Luc アッセイの実施に使用する（段落 9 および 12 参照）。受領した

ら、細胞を増殖して（2～4 代）、均質ストック細胞として凍結保存する。このストック細胞を、最大 12
代まで、または 6 週間までにわたり増殖することができる。増殖に用いる培地は、10%ウシ胎児血清

（FBS）、抗生物質／抗真菌物質溶液（100 U/mL ペニシリン-G、100 µg/mL ストレプトマイシンおよび

0.25 µg/mL アムホテリシン B 含有 0.85%生理食塩水）（GIBCO Cat# 15240-062 など）、0.15 μg/mL ピ

ューロマイシン（CAS：58-58-2 など）および 300 μg/mL G418（CAS：108321-42-2 など）を含有する

RPMI-1640 培地である。 
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14. 試験に使用する前に、反応性のチェックを行い、適正であることを判断する。反応性のチェッ

クは、解凍後1～2週間または2～4代を経たのち、陽性対照である4-ニトロベンジルブロミド（4-NBB）
（CAS：100-11-8、純度 99%）および陰性対照である乳酸（CAS：50-21-5、純度 85%以上）を用いて

実施する。4-NBB が Ind-IL8LA 陽性反応（≥ 1.4）、一方、乳酸が Ind-IL8LA 陰性反応（< 1.4）を示す必

要がある。この条件を満たさない場合は、新しい凍結保存バイアルを使用するほか、4-NBB の濃度を再

確認することが推奨される。反応性チェックで適正と判断された細胞のみを試験で使用する。反応性チ

ェックは、段落 21～23 に記載の手順に従って実施する。 

15. 試験では、2～5 × 105 cells/mL の密度で THP-G8 細胞を播種し、48～96 時間にわたって培養フ

ラスコで前培養する。試験当日、培養フラスコから採取した細胞を、抗生物質を含まない 10%FBS 含有

RPMI-1640 で洗浄したのち、抗生物質を含まない 10%FBS 含有 RPMI-1640 に 1 × 106 cells/mL で再懸濁

する。次に、96 ウェル平底黒色プレート（Costar Cat# 3603 など）に 50 µL（5 × 104 cells/well）の細胞

を播種する。 

被験化学物質および対照物質の調製 

16. 被験化学物質および対照物質は、試験当日に調製する。IL-8 Luc アッセイには、市販されてい

る無血清培地である X-VIVO™ 15（Lonza2、04-418Q）に、最終濃度 20 mg/mL になるよう被験化学物質

を溶解する。マイクロ遠心チューブに入れた被験化学物質 20 mg に X-VIVO™ 15 を加えて（化学物質溶

解性と無関係に）1 mL とし、vortex ミキサーにかけたあと、約 20°C の周囲温度で最高 8 rpm のスピー

ドのロータを用いて 30 分間振盪する。それでも固体の化学物質が溶解しない場合は、化学物質が完全に

溶解するか安定的に分散するまで、チューブを超音波にあてる。被験化学物質が X-VIVO™ 15 に溶解す

る場合、この溶液を X-VIVO™ 15 を用いて 5 倍に希釈し、被験化学物質の X-VIVO™ 15 ストック溶液と

して使用する（4 mg/mL）。被験化学物質が X-VIVO™ 15 に 20 mg/mL で完全には溶解しない場合、混合

物を再度、30 分以上振盪したのち、15,000 rpm（約 20,000 g）で 5 分間遠心する。得られた上清を被験

化学物質の X-VIVO™ 15 ストック溶液として使用する。DMSO、水や培地など、他の溶媒を使用する場

合は、科学的根拠を提示すること。化学物質の溶解手順の詳細を、補遺 V に示す。段落 17～22 に記載の

X-VIVO™ 15 溶液を、96 ウェル平底黒色プレート（段落 15 参照）で調製した細胞懸濁液と 1:1（v/v）で

混合する。 

17. 最初の試験測定は、細胞毒性濃度を特定し、化学物質の皮膚感作性の可能性を検討することを

目的とする。96 ウェルプレート（Costar Cat# EW-01729-03 など）を用いて、被験化学物質の X-VIVO™ 
15 ストック溶液の 2 倍希釈系列を、X-VIVO™ 15 を用いて作成する（補遺 V 参照）。次に、50 μL/ウェ

ルの希釈溶液を、96 ウェル平底黒色プレートに入った 50 μL 細胞懸濁液に加える。これにより、X-
VIVO™ 15 に可溶性の被験化学物質の場合、被験化学物質の最終濃度は 0.002～2 mg/mL となる（補遺

V）。20 mg/mL で X-VIVO™ 15 に不溶性の被験化学物質の場合、2～210の希釈倍率のみを検討する。た

だし、被験化学物質の実際の最終濃度は不明のままであり、X-VIVO™ 15 ストック溶液中の被験化学物

質の飽和濃度に依存する。 

 
2 https://bioscience.lonza.com/lonza_bs/IT/en/Culture-Media-and-Reagents/p/000000000000217685/X-VIVO-15- 
Serum-free-Hematopoietic-Cell-Medium 
 

https://bioscience.lonza.com/lonza_bs/IT/en/Culture-Media-and-Reagents/p/000000000000217685/X-VIVO-15-Serum-free-Hematopoietic-Cell-Medium
https://bioscience.lonza.com/lonza_bs/IT/en/Culture-Media-and-Reagents/p/000000000000217685/X-VIVO-15-Serum-free-Hematopoietic-Cell-Medium
https://bioscience.lonza.com/lonza_bs/IT/en/Culture-Media-and-Reagents/p/000000000000217685/X-VIVO-15-Serum-free-Hematopoietic-Cell-Medium
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18. この後の試験測定では（第 2、3 および 4 回）、X-VIVO™ 15 ストック溶液を、最初の実験で

の細胞生存率 05 濃度（CV05；Inh-GAPLA が 0.05 未満になる最低濃度）の 4 倍の濃度になるよう作成す

る。第 1 回測定の最高濃度で、Inh-GAPLA が 0.05 を下回るほど小さくない場合、X-VIVO™ 15 ストック

溶液を、最初の測定の最高濃度で作成する。最初の測定のストック溶液濃度を CV05（X）希釈倍率

（CV05（X）希釈倍率；ストック溶液を希釈して CV05 にするのに必要な希釈倍率）で割って、CV05 の

濃度を算出する（補遺 V 参照）。20 mg/mL で X-VIVO に不溶性の被験物質の場合、ストック溶液濃度 x 
1/X として CV05 を求める。第 2～4 回測定の場合、次のストック溶液を 4 x CV50 として調製する（補遺

V）。 

19. X-VIVOTM 15 の第 2 のストック溶液の希釈系列を、希釈倍率 1.5 で、96 ウェルプレートを用い

て作成する。次に、50 μL/ウェルの希釈溶液を、96 ウェル平底黒色プレートに入った 50 μL 細胞懸濁液

に加える。各被験化学物質の濃度ごとに 4 ウェルを試験する。次に、試料をプレートシェーカーで混和

し、37°C、5% CO2で 16 時間インキュベートしたのち、ルシフェラーゼ活性を下記の通りに測定する。 

20. 溶媒対照は、50 µL/ウェルの X-VIVOTM15 と、10%FBS 含有 RPMI-1640 を用いた 50 µL/ウェル

細胞懸濁液との混合物である。 

21. 推奨される陽性対照は 4-NBB である。20 mg の 4-NBB を、1.5 mL 用マイクロ遠心チューブに

入れ、X-VIVOTM 15 を 1 mL になるまで加える。4-NBB は X-VIVOTM 15 に 20 mg/mL では完全には溶解し

ないため（段落 16 を参照）、このマイクロ遠心チューブを vortex ミキサーにかけたあと、最高 8 rpm の

スピードのロータを用いて 30 分以上振盪する。 20,000 g で 5 分間遠心分離したあと、上清を X-VIVOTM 
15 を用いて 4 倍に希釈し、希釈上清 500 μL を 96 ウェルプレートのウェルのひとつに入れる。この希釈

溶液を、X-VIVO™ 15 を用いてさらに 2 倍および 4 倍に希釈する。この溶液 50 μL を、96 ウェル平底黒

色プレートのウェルに入った 50 μL の THP-G8 細胞懸濁液に加える（補遺 VI）。各濃度の陽性対照を 4
ウェルで検討する。プレートをプレートシェーカーで振盪し、CO2 インキュベータで 16 時間インキュベ

ートしたのち（37°C、5% CO2）、ルシフェラーゼ活性を段落 28 の記載の通りに測定する。 

22. 推奨される陰性対照は乳酸である。20 mg の乳酸を、1.5 mL 用マイクロ遠心チューブに入れ、

X-VIVO™ 15 を 1 mL になるまで加える（20 mg/mL）。20 mg/mL の乳酸溶液を X-VIVO™ 15 を用いて 5
倍に希釈し（4 mg/mL）；この 4 mg/mL 乳酸溶液 500 μL を 96 ウェルプレートのウェルのひとつに入れ

る。この溶液を、X-VIVO™ 15 で 2 倍に希釈し、さらに 2 倍に希釈して、2 mg/mL 溶液および 1 mg/mL
溶液を作成する。この 3 つの溶液 50 μL と溶媒対照（X-VIVO™ 15）を、96 ウェル平底黒色プレートの

ウェルに入った 50 µl の THP-G8 細胞懸濁液に加える。各濃度の陰性対照を 4 ウェルで検討する。プレー

トをプレートシェーカーで振盪し、CO2 インキュベータで 16 時間インキュベートしたのち（37°C、5% 
CO2）、ルシフェラーゼ活性を段落 28 の記載の通りに測定する。 

23. 背景データがあり、ほぼ同じ実施許容基準を満たせば、これ以外の適切な陽性対照または陰性

対照を用いることができる。 

24. 被験化学物質とのインキュベーションに先立ち、例えば、プレートをシールすることにより、

揮発性の被験化学物質の蒸発、および被験化学物質によるウェル間の交差汚染を回避する。 
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25. 陽性または陰性の結果を得るのに、被験化学物質および溶媒対照を 2～4 回測定する必要があ

る（表 2 参照）。各測定は別の日に実施し、新鮮な被験化学物質 X-VIVO™ 15 ストック溶液と、独立に

採取した細胞を用いる。細胞は同じ継代数由来でもよい。 

ルシフェラーゼ活性の測定 

26. 光学フィルター付き 96 ウェルマイクロプレート用ルミノメータを用いて、発光を測定する。

このようなものに、Phelios（ATTO、東京）、Tristan 941 （Berthold、ドイツ、バート・ヴィルトバー

ト）や ARVO series（PerkinElmer、米国マサチューセッツ州ウォルサム）がある。再現性を確保するた

め、ルミノメータは試験ごとに校正する必要がある。橙色および赤色を発光する遺伝子組換えルシフェ

ラーゼを校正に使用する。 

27. 事前に温めた Tripluc®ルシフェラーゼアッセイ試薬（Tripluc）100 µL を、化学物質あり、また

はなしで処理した細胞懸濁液が入ったそれぞれのウェルに入れる。プレートを約 20°C の周囲温度で 10
分間振盪する。プレートをルミノメータに置いて、ルシフェラーゼ活性を測定する。生物発光を、光学

フィルターなし（F0）およびあり（F1）で、それぞれ 3 秒間測定する。使用するルミノメータのモデル

に応じて別の設定を用いる場合には、その妥当性を示す必要がある。 

28. 各濃度でのパラメータを、測定値から求める。これは具体的には、IL8LA、GAPLA、nIL8LA、
Ind-IL8LA、Inh-GAPLA、IL8LA の平均 ± SD、GAPLA の平均 ± SD、nIL8LA の平均 ± SD、Ind-IL8LA の

平均 ± SD、Inh-GAPLA の平均 ± SD、Ind-IL8LA の 95%信頼区間である。この段落に使用したパラメー

タの定義を、補遺 I および IV に記載する。 

29. 測定に先立って、マルチカラーレポーターアッセイにおける色識別は一般に、シャープカット

（ロングパスまたはショートパス）フィルターまたはバンドパスフィルターなどの光学フィルターを備

えた検出器（ルミノメータおよびプレートリーダ）で行う。各生物発光シグナルカラー用フィルターの

透過係数を、補遺 II に基づいて試験前に校正する。 

データおよび報告 

データの評価 

30. IL-8 Luc アッセイの各測定における陽性／陰性判定の基準は以下の通り： 

● 被験化学物質の Ind-IL8LA > 1.4 で、Ind-IL8LA の 95%信頼区間の下限< 1.0 である場合に、IL-8 
Luc アッセイ結果を陽性と判定する 

● 被験化学物質の Ind-IL8LA < 1.4 および／または Ind-IL8LA の 95%信頼区間の下限< 1.0 である場

合に、IL-8 Luc アッセイ結果を陰性と判定する 

予測モデル 

31. 第 1 回、第 2 回、第 3 回および第 4 回の測定のうち、陽性結果を 2 回認めた被験化学物質を陽性
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と判断し、第 1 回、第 2 回、第 3 回および第 4 回の測定のうち、陰性結果を 3 回認めた被験化学物質を

陰性と考えられると判断する（表 2）。陰性と考えられる被験化学物質のうち、X-VIVO™ 15 に 20 
mg/mL で溶解するものを陰性と判定する。被験化学物質が X-VIVO™ 15 に 20 mg/mL で溶解しないか、

溶解性や混和性の程度に関して不確実の理由がある場合、Inh-GAPLA が 0.8 未満の被験化学物質を陰性

と判断する。ただし、Inh-GAPLA が 0.8 以上の場合は確定的でないと判断する（図 1）。 

表 2.陽性ないし陰性と考えられると特定する基準 
 

第 1 回測定 第 2 回測定 第 3 回測定 第 4 回測定 判断 

陽性 陽性 - - 陽性 

陽性 陰性 陽性 - 陽性 

陽性 陰性 陰性 陽性 陽性 

陽性 陰性 陰性 陰性 陰性と考えられる 

陰性 陽性 陽性 - 陽性 

陰性 陽性 陰性 陽性 陽性 

陰性 陽性 陰性 陰性 陰性と考えられる 

陰性 陰性 陽性 陽性 陽性 

陰性 陰性 陽性 陰性 陰性と考えられる 

陰性 陰性 陰性 - 陰性と考えられる 
 

図 1.最終判断のための予測モデル 

 

許容基準 

32. IL-8 Luc アッセイを用いる場合、次の許容基準を満たすこと： 
  

化学物質 
陽性 

陰性と考えら

れる 

20 mg/mL で可溶性 

20 mg/mL で不溶性、

または 

溶解性や混和性の程度

に関して不確実の理由

がある 

陰性 

Inh-GAPLA が

0.8 未満 

Inh-GAPLA が

0.8 以上 

陰性 

確定的でない 
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● 各測定で、陽性対照である 4-NBB のひとつ以上の濃度で Ind-IL8LA が 5.0 を上回る必要があ

る。 

● 各測定で、陰性対照である乳酸のいずれかの濃度で Ind-IL8LA が 1.4 を下回る必要がある。 

● 細胞と Tripluc が入っているが化学物質が入っていない対照ウェルの GAPLA が、試験培地と

Tripluc のみが入っているウェルの GAPLA の 5 倍を下回る場合、このプレートのデータを用

いてはならない。 

● どの濃度の被験化学物質も Inh-GAPLA が 0.05 を下回る場合、このプレートのデータを用い

てはならない。このような場合、最初の試験を再度実施して、再試験の最高最終濃度が前の

試験の最低最終濃度になるようにする。 

試験報告書 

33. 試験報告書には以下の情報を含める。 

被験化学物質 

- 単一成分物質： 

● 化学的識別情報、例えば IUPAC 名または CAS 名、CAS 番号、SMILES または InChI コー

ド、構造式および／またはそれ以外の識別に有用な情報 

● 外観、水への溶解度、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質 

● 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、試験前の処理（例えば、加温、粉砕） 

● X-VIVO™ 15 への溶解度 X-VIVO™ 15 に不溶性の化学物質の場合、遠心分離によって沈殿

物ないし浮遊物を認めるかどうか 

● 試験濃度 

● 入手可能な範囲の保存条件および安定性 

● X-VIVO™ 15 を使用していない場合、各被験化学物質に対する溶媒／媒体選択の妥当性。 

- 多成分物質、UVCB 物質および混合物： 

● 入手可能な範囲の成分の化学的識別情報（上記参照）、純度、含有量および関連のある物理化学

的性質（上記参照）などによるできる限りの成分の特性 

● 外観、水への溶解度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質 

● 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の分子量、または試験実施に関連す

るそれ以外の情報 
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● 該当する場合、試験前の処理（例えば、加温、粉砕） 

● X-VIVO™ 15 への溶解度 X-VIVO™ 15 に不溶性の化学物質の場合、遠心分離によって沈殿物ない

し浮遊物を認めるかどうか 

● 試験濃度 

● 入手可能な範囲の保存条件および安定性 

● X-VIVO™ 15 を使用していない場合、各被験化学物質に対する溶媒／媒体選択の妥当性。 

対照 

- 陽性対照： 

 化学的識別情報、例えば IUPAC 名または CAS 名、CAS 番号、SMILES または InChI コード、構

造式および／またはそれ以外の識別に有用な情報 

 外観、水への溶解度、分子量および入手可能な範囲で該当する場合、その他の関連する物理化学

的性質 

 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、試験前の処理（例えば、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 

 該当する場合、適切な許容基準であることを示す陽性対照結果の背景データ 

- 陰性対照： 

● 化学的識別情報、例えば IUPAC 名または CAS 名、CAS 番号および／またはそれ以外の識別に有

用な情報 

● 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 

● 本試験法ガイドラインに記載以外の別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質 

● 入手可能な範囲の保存条件および安定性 

● 各被験化学物質についての溶媒選択の妥当性。 

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住所 

- 試験法の説明 

- 細胞株、その保存条件および供給元（細胞株を入手した施設など） 

- FBCのロット番号および入手先、供給業者名称、96ウェル平底黒色プレートのロット番号、Tripluc試
薬のロット番号  
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- 継代数および試験に用いた細胞密度 

- 試験前の播種に用いた細胞計数法と、均一な細胞数を確保するための措置 

- 使用したルミノメータ（モデル）に関する機器設定、使用したルシフェラーゼ基質、補遺 II に記載さ

れている対照試験に基づく適切な発光測定法の実証 

- 本試験法実施における実施施設の習熟度を示し（例えば、習熟度評価用物質の検討により）、経時的

な再現性を立証するのに用いた手順 

試験手順 

- 反復数および測定回数 

- 被験化学物質濃度、適用手順および曝露時間（推奨と異なる場合） 

- 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 

- IL8LA および GAPLA の測定値 

- nIL8LA、Ind-IL8LA および Inh-GAPLA の算出値 

- Ind-IL8LA の 95%信頼区間 

- ルシフェラーゼ活性誘導倍率および細胞生存率の用量反応曲線のグラフ 

- 該当する場合、それ以外に関連する知見があればその記述 

結果の考察 

- IL-8 Luc アッセイを用いて得た結果の考察 

- 他の関連情報が入手可能な場合、IATA の範囲内における試験結果の考察 

結論 
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補遺Ⅰ:用語の定義 

正確度：試験法による結果と、一般的に認められた参照値との近さ。試験法の性能の尺度であり、

妥当性の一側面である。この用語は、多くの場合、試験法の正確な結果の割合を意味する一致性と同義的

に用いられる。 

AOP（有害性発現経路）：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。 

CV05：Cell viability 05 の略語。Inh-GAPLA が 0.05 未満となる化学物質の最低濃度。 

FInSLO-LA：IL-8 Lucアッセイに関するバリデーション報告およびこれまでの発表に用いられている

Ind-IL8LA を示す略語。定義については Ind-IL8LA を参照のこと。 

GAPLA：GAPDH プロモータによって制御される Stable Luciferase Red（SLR）（λmax = 630 nm）

のルシフェラーゼ活性で、細胞生存率および生細胞数を示す。 

有害性：生物、系統、または（亜）集団がある物質に曝露された場合、悪影響を引き起こす可能性

がある物質固有の性質または状態のこと。 

IATA（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有害性

の識別（可能性）、有害性の特徴付け（強度）および／または安全性評価（可能性／強度および曝露）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、有害性の可能性、リスクや、さらに的を絞った最小限となる試験の必要性について、

規制上の意思決定情報を与える。 

II-SLR-LA：IL-8 Luc アッセイに関するバリデーション報告およびこれまでの発表に用いられている

Inh-GAPLA を示す略語。定義については Inh-GAPLA を参照のこと。 

IL-8（インターロイキン-8）：内皮細胞、線維芽細胞、角化細胞、マクロファージおよび単球が産生

するサイトカインのひとつで、好中球および T リンパ球に走化性を生じる。 

IL8LA：IL-8 プロモータによって制御される Stable Luciferase Orange（SLO）（λmax = 580 nm）の

ルシフェラーゼ活性。 

Ind-IL8LA：IL8LA の誘導倍率。化学物質で処理した THP-G8 細胞の nIL8LA を、無刺激 THP-G8 細

胞の nIL8LA で割ったものであり、化学物質による IL-8 プロモータ活性誘導倍率を表す。 

Inh-GAPLA：GAPLA の阻害値。化学物質で処理した THP-G8 細胞の GAPLA を、無刺激 THP-G8 細

胞の GAPLA で割ったものであり、化学物質による細胞毒性を表す。 
 

最小誘導閾値（MIT）：化学物質が陽性基準を満たす最低濃度 

混合物：互いに反応しない 2 つ以上の物質からなる混合物または溶液。 

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

る物質。 
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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）以上および 80%
（w/w）未満で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。 

nIL8LA：IL-8プロモータ活性（IL8LA）を反映するSLOルシフェラーゼ活性を、GAPDHプ

ロモータ活性（GALPA）を反映する SLR ルシフェラーゼ活性で正規化したもの。細胞生存率や

細胞数を考慮したあとの IL-8 プロモータ活性を表す。 

nSLO-LA：IL-8 Luc アッセイに関するバリデーション報告およびこれまでの発表に用いら

れている nIL8LA を示す略語。定義については nIL8LA を参照のこと。 

陽性対照：試験系のすべての構成成分を含み、陽性反応を誘導することが知られている物

質を用いて実施する試験部分。陽性対照反応の経時的変化を評価できるように、陽性反応の大き

さが過剰であってはならない。 

プレハプテン：非生物変換を通じて感作性物質となる化学物質。 

プロハプテン：皮膚感作性を生じるために、酵素による活性化を要する化学物質。 

ヨウ化プロピジウム（PI）排除細胞：蛍光マーカーであるヨウ化プロピジウム（PI）は生

細胞に取り込まれない。従って、蛍光染色およびフローサイトメトリーでは、PI で染色されて

いない細胞を生細胞、染色されている細胞を死細胞とみなす。 

妥当性：試験と検討対象の影響との関係と、試験が特定の目的にとって意義や有用性があ

るかを示す用語。試験が試験対象となる生物学的影響を正確に測定または予測できる程度を示す。

妥当性は、試験法の正確性（一致度）も考慮する。 

信頼性：同じプロトコルを用いて試験法を実施したときに得られる経時的な施設内および

施設間再現性の程度を表す尺度。施設内再現性および施設間再現性ならびに施設内の繰り返し精

度の算出により評価される。 

測定：溶媒／媒体対照および陽性対照とともに同時に検討される1つ以上の被験化学物質か

らなる一組の試験。 

感度：すべての陽性化学物質や活性化学物質のうち、試験によって正確に分類されるもの

の割合。分類的な結果をもたらす試験法の正確性を示す尺度であり、試験法の妥当性を評価する

上で考慮することが重要である。 

SLO-LA：IL-8 Luc アッセイに関するバリデーション報告およびこれまでの発表に用いられ

ている IL8LA を示す略語。定義については IL8LA を参照のこと。 

SLR-LA：IL-8 Luc アッセイに関するバリデーション報告およびこれまでの発表に用いられ

ている GAPLA を示す略語。定義については GAPLA を参照のこと。 

溶媒／媒体対照：用いる溶媒／媒体などの試験系のすべての構成成分を含むが、被験化学
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物質を含まない未処理試料のこと。同じ溶媒／媒体に溶解、または安定的に分散した被験化学物

質で処理した試料について、ベースラインの反応を確認するために用いられる。培地対照を同時

に用いた試験の場合、本試料は、溶媒／媒体と試験系との相互作用の有無も示す。 

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。分類的な結果をもたらす試験法の正確性を示す尺度であり、試験法の妥当性を評価

する上で考慮することが重要である。 

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

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

物質の安定性に影響を及ぼすことも、その組成を変化させることもなく分離する可能性のある溶

媒は除く。 

界面活性剤：表面活性剤とも呼ばれる物質で、洗剤などを含む。液体の表面張力を低下さ

せることにより、泡を生じさせたり、固体に浸透することができる。浸潤剤とも呼ばれる。

（TG437） 

被験化学物質：「被験化学物質」という用語は、試験対象であることをいう場合に用いる。 

THP-G8：IL-8 Luc アッセイに用いられる IL-8 レポーター細胞株。IL-8 プロモータおよび

GAPDH プロモータの制御を受けるように SLO および SLR のルシフェラーゼ遺伝子を組み込ん

だヒトマクロファージ様細胞株 THP-1。 

国際連合の化学物質の分類および表示に関する世界調和システム（UN GHS）：人々（雇

用主、労働者、輸送担当者、消費者、緊急時対応者など）および環境を守るために、有害作用に

関する情報を伝達することを目的として、物理学上、健康上および環境上の有害性の種類および

レベルの基準に従って化学物質（物質および混合物）の分類法を提案するとともに、ピクトグラ

ム・注意喚起語・有害性情報・注意書き・化学物質安全性データシートなどの対応する伝達要素

を取り扱うシステムである。 

UVCB：組成が不明または不定の物質、複雑な反応生成物または生体物質。 

妥当な試験法：特定の目的に対し十分な妥当性および信頼性があるとみなされ、科学的に

健全な原則に基づいている試験法。ある試験法が絶対的な意味で妥当というのではなく、定義さ

れた目的との関連においてのみ妥当であることをいう。  
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補遺Ⅱ:ルシフェラーゼ活性測定の原理と SLO および SLR 用光学フィルター

の透過係数の決定 

マルチレポーターアッセイシステムである Tripluc を、光学フィルターを装着しうるマルチカラー検

出システムを備えたマイクロプレートタイプのルミノメータ（例えば、Phelios AB-2350（ATTO）、

ARVO（PerkinElmer）、Tristar LB941（Berthold））で使用することができる。測定に用いる光学フ

ィルターは、600～620 nm のロングパスないしショートパスフィルターまたは 600～700 nm のバン

ドパスフィルターである。 

(1) 1 枚の光学フィルターを用いた 2 色のルシフェラーゼ測定。 

これは、Phelios AB-2350（ATTO）を使用した場合である。このルミノメータは、SLO（λmax =580 
nm）と SLR（λmax = 630 nm）との発光を分離するため、600 nm ロングパスフィルター（R60 
HOYA Co.、600 nm LP、フィルター1）を備えている。 

まず、600 nm LP の透過係数を求めるため、精製 SLO および SLR ルシフェラーゼ酵素を用いて、i) 
フィルターなしでの SLO および SLR の生物発光強度（F0）と、ii) 600 nm LP（フィルター1）を透

過した SLO および SLR の生物発光強度とを測定し、iii) 以下に挙げる SLO および SLR の 600 nm LP
透過係数を算出する。 

 
透過係数 略語 定義 

SLO フィルター1
透過係数 κOR60 

SLOのフィルター透過係数 

SLR フィルター1
透過係数 κRR60 

SLR のフィルター透過係数 

 
 

試験試料の SLO および SLR の強度をそれぞれ O および R と定義した場合、i) フィルターなしでの光

の強度（全光）F0、ii) 600 nm LP（フィルター1）を透過した光の強度 F1 を次の通りに表すことがで

きる。 

F0=O+R 

F1=κOR60 x O + κRR60 x R 
 
 

ここに挙げた式を、次のように書き換えることができる： 

 
 
ここで、算出した透過係数（κOR60および κRR60）、F0および F1を用いて、Oおよび Rの値を次の通り

に算出することができる： 
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透過係数を求めるための材料と方法 

(1) 試薬 

· 単一精製ルシフェラーゼ酵素： 

凍結乾燥精製 SLO 酵素  

凍結乾燥精製 SLR 酵素 

（バリデーション操作用に、Tottori Bioscience Promotion Organization、鳥取県から THP-G8 細胞株と

ともに入手した） 

· アッセイ試薬： 

Tripluc®ルシフェラーゼアッセイ試薬（TOYOBO Cat# MRA-301 など） 

· 培地：ルシフェラーゼアッセイ用（30 mL、2～8°C で保管） 

 
試薬 濃度 培地中最終濃度 必要量 

RPMI-1640 - - 27 mL 

FBS - 10 % 3 mL 
 
 

(2) 酵素液の調製 

チューブに入った凍結乾燥精製ルシフェラーゼ酵素に、10%（w/v）グリセロールを添加した 200 μL の

10～100 mM Tris/HCl または Hepes/HCl（pH 7.5～8.0）を加えて溶解し、この酵素液を、1.5 mL ディ

スポーザブルチューブに 10 μL ずつ分取し、 -80°C の冷凍庫に保管する。凍結酵素液は、最長 6 ヵ月ま

で使用可能である。使用する際には、酵素液の入ったチューブ（希釈酵素液）それぞれに、1 mL のル

シフェラーゼアッセイ用培地（10% FBS 含有 RPMI-1640）を加え、失活しないように氷上に置く。 

(3) 生物発光測定 

Tripluc®ルシフェラーゼアッセイ試薬（Tripluc）を融解し、ウォーターバスに入れるか静置により室温

に保つ。測定開始30分前にルミノメータの電源を入れ、光電子増倍管を安定化させる。希釈酵素液100 
μL を、96 ウェル黒色プレート（平底）に移す（SLO 参照試料#B1、#B2、#B3 および SLR 参照試料

#D1、#D2、#D3）。次に、この希釈酵素液を入れたプレートの各ウェルに、予め加温した Tripluc 100 
μL をピペットマンを用いて加える。プレートシェーカーを用いて、このプレートを室温（ 約 25°C）で

10分間振盪する。ウェルの溶液に気泡があれば、これを除去する。ルシフェラーゼ活性を測定するため、

プレートをルミノメータに置く。生物発光を、光学フィルターなし（F0）およびあり（F1）で、それ

ぞれ 3 秒間測定する。 

次の通りに、光学フィルターの透過係数を算出した。 

透過係数 (SLO(κOR60)) = (F1 の#B1 + F1 の#B2 + F1 の#B3) / (F0 の#B1 + F0 の#B2 + F0 の#B3) 
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透過係数 (SLR(κRR60)) = (F1 の#D1 + F1 の#D2 + F1 の#D3) / (F0 の#D1 + F0 の#D2 + F0 の#B3) 

同じルミノメータを用いて実施した測定値すべてに、算出した透過率を用いる。 

装置の品質管理 

IL-8 Luc プロトコルに記載の手順を用いる (5) 
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補遺Ⅲ:習熟度評価用の物質 

本試験法ガイドライン 442E の付属書に従って試験法を日常的に用いるのに先立ち、実施施設は、表 1 で

推奨される 9 物質について、IL-8 Luc アッセイにより期待される予測結果を入手し、（皮膚感作性の有害

性に関する反応の範囲を表すように選択した）習熟度確認 9 物質中 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確認することにより技術的習熟度を立証すること。それ以外の選択基準は、その物

質が市販品であること、高品質の in vivo 参照データが入手可能であること、および IL-8 Luc アッセイによ

り得られた高品質の in vitro データが入手可能であることに基づく。公表されている参照データが IL-8 Luc
アッセイで利用可能であることを含む (6) (1)。 

表 1：IL-8 Luc アッセイの習熟度確認の立証に推奨される物質 

習熟度評価用の物質 CAS 番号 状態 

20 
mg/mL
での X-
VIVO15
溶解性 

In vivo における

予測 1 

IL-8 
Luc に

よる予

測 2 

基準範囲（μg/mL）3 

CV054 IL-8 Luc 
MIT5 

2,4-ジニトロクロロ 
ベンゼン 97-00-7 固体 不溶性 6 感作性物質 

（非常に強い） 陽性 2.3-3.9 0.5-2.3 

ホルムアルデヒド 50-00-0 液体 可溶性 感作性物質 
（強い） 陽性 9-30 4-9 

2-メルカプトベンゾ 
チアゾール 149-30-4 固体 不溶性 6 感作性物質 

（中等度） 陽性 250-290 60-250 

エチレンジアミン 107-15-3 液体 可溶性 感作性物質 
（中等度） 陽性 500-700 0.1-0.4 

エチレングリコール 
ジメチルアクリレート 97-90-5 液体 不溶性 6 感作性物質 

（弱い） 陽性 >2000 0.04-0.1 

シトラール 5392-40-5 液体 不溶性 6 感作性物質 
（弱い） 陽性 12-30 4-12 

ストレプトマイシン 
硫酸塩 3810-74-0 固体 可溶性 非感作性物質 陰性 >2000 >2000 

グリセロール 56-81-5 液体 可溶性 非感作性物質 陰性 >2000 >2000 

イソプロパノール 67-63-0 液体 可溶性 非感作性物質 陰性 >2000 >2000 
 
略語：CAS 番号=Chemical Abstracts Service Registry Number 
1 In vivo における強度は、ECETOC により提唱された基準を用いている (20)。 
2 既存の測定値に基づく (2) (9)。 
3 EPI Suite™で得た水に対する溶解度を用いて、CV05 および IL-8 Luc MIT を算出した。 
4 CV05：Inh-GAPLA が 0.05 未満となる化学物質の最低濃度。5 MIT 化学物質が陽性基準を満たす最低濃度。 
6 不溶性または完全に溶解しない  
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補遺Ⅳ:指標および判断基準  

nIL8LA（nSLO-LA） 

IL8LA（SLO-LA）および GAPLA（SLR-LA）についてそれぞれ、i 番目の濃度（i = 0～11）の j 番目の繰り

返し（j = 1～4）測定を実施する。正規化 IL8LA を nIL8LA（nSLO-LA）と呼び、次の式で表される： 

nIL8LA ij = IL8LA ij / GAPLA ij. 

これが、このアッセイにおける基本の測定値である。 

Ind-IL8LA（FInSLO-LA） 

i 番目の濃度での繰り返しに関して、nIL8LA （nSLO-LA）平均値を、この濃度が 0 のものと比較した倍数。

Ind-IL8LA がこのアッセイの最重要尺度である。この比は次の式で表される： 
 

Ind-IL8LAi =  
 

 
 

主導試験室は、値 1.4 が被験化学物質の陽性結果に相当することを提案している。この値は、主導試験室

の背景データの検討に基づいている。その後、データマネジメントチームがどのバリデーション試験フェ

ーズにもこの値を使用している。主要評価項目である Ind-IL8LA は、式に示す通り、2 つの算術平均の比

である。 

95%信頼区間（95% CI） 

上記の比の 95%信頼区間（95% CI）は、主要評価項目の精度を示すと考えられる。95% CI の下限が 1 以

上であれば、i番目の濃度の nIL8LAが、溶媒対照より有意に高いことを示している。95% CIを求めるには

いくつかの方法がある。本試験では、Fieller の定理として知られている方法を用いた。この 95%信頼区間

は次の式で求められる： 
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ここで  

 

n0 =4, 

 

 
t0.975(ν) は、自由度 ν での中央 t 分布の 97.5 パーセンタイルであり、ここで、 

 

Inh-GAPLA（II-SLR-LA） 

Inh-GAPLA は、i 番目の濃度での繰り返しに関して、GAPLA（SLR-LA）平均値を溶媒対照と比較した比

率であり、次のように表される： 

 

Inh-GAPLA i = 
 

GAPLA は nIL8LA の分母であることから、極端に小さい値であると nIL8LA のばらつきが大きくなる。従

って、Inh-GAPLA が極端に小さい値（0.05 未満）である Ind-IL8LA 値は、精度が低いと考えられる。 
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補遺Ⅴ:IL-8 LUC アッセイ用に化学物質を溶解する方法 

a) 化学物質が 20 mg/mL で X-VIVO™ 15 に溶解する場合 

 
  

化学物質が X-VIVO  15 に可溶性である場合 
（第 1 回測定） 希釈倍率 5 

20 mg/mL ストック溶液 
（4 mg/mL） 希釈倍率 2 

1 mg/mL 4 mg/mL 
2 mg/mL 

96 ウェルプレートの細胞懸濁液に添加する（50 µL:50 µL） 

0.5 mg/mL 2 mg/mL 
1 mg/mL 

下記の実験の最高濃度を求める 

CV05；Inh-GAPLAが 0.05未満となる最低濃度 
(ストック溶液の濃度 x 1 / 希釈倍率 (X)) 

第 2 回、第 3 回または第 4 回の測定の最終濃度 
1 mg/mL 4 mg/mL 

0.5 mg/mL 2 mg/mL 

第 2 回、第 3 回または 
第 4 回の測定 

X-VIVO  15 対照 
希釈倍率 1.5 

希釈 
4 x CV05 (4 x ストック溶液

濃度 x 1 / X) 

96 ウェルプレートの細胞懸濁液に添加する

（50 µL:50 µL） 2xCV05 

In
h-

G
AP

LA
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b) 化学物質が 20 mg/mL で X-VIVO™ 15 に不溶性である場合 

 

 
  

化学物質が第 1 回測定で X-VIVO 15 に不

溶性である場合 遠心分離 

希釈倍率 2 
上清（ストック溶液）

を採取 

96 ウェルプレートの細胞懸濁液に添加する（50 µL:50µL） 

最終希釈 

CV05；Inh-GAPLA が 0.05 未満となる最低濃度

(ストック溶液の濃度 x 1 / 希釈倍率 (X)) 

第 2 回、第 3 回または第 4 回の測定の最終濃度 

希釈 
4 x CV05 (4 x ストック溶液濃度 
x 1 / X) 

希釈倍率 1.5 
X-VIVO  15 対照 

第 2 回、第 3 回または 
第 4 回の測定 

96 ウェルプレートの細胞懸濁液に添加する

（50 µL:50 µL） CV05 

In
h-

G
AP

LA
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補遺Ⅵ:IL-8 Luc アッセイの陽性対照用に 4-NBB を溶解する方法 

 
  

20 mg/mL 

遠心分離 希釈 1:3 

上清を採取 

希釈倍率 2 

X-VIVO  15
対照 

96 ウェルプレートの細胞懸濁液

に添加する(50 µL:50µL） 

X-VIVO  15
対照 

陽性対照：4-NBB（X-VIVO 15 に完全には溶解しない） 



 OECD/OCDE 442E 
 

© OECD, (2024) 

64 

付属書 4：In Vitro 皮膚感作性：皮膚感作性の

評価（GARD™skin）に関するゲノムアレルゲ

ン迅速検出（GARD™） 

最初に考慮すべき事項および限界 

1. GARDTMskin 法は、皮膚感作性物質に関する有害性の有無（すなわち、UN GHS 区分 1 か非感作

性物質か）を識別する。この方法は、骨髄性白血病細胞株 MUTZ-3 (3) (4) (5) のサブクローンである

SenzaCellTM細胞株 (1) (2) を被験化学物質に曝露させ、GARDskin ゲノム予測シグネチャ（GPS）と呼ば

れるエンドポイント特異的ゲノムバイオマーカーシグネチャの転写パターンを評価する。 

2. 十分に特性が明らかにされている一群の皮膚感作性物質（UN GHS 区分 1）（N=20）および非感

作性物質（N=20）に代替ヒト DC 様 SenzaCell 細胞株を曝露させて、ディスカバリーデータセットのゲノ

ムワイドデータ駆動型解析により、GARDskin GPS（196 遺伝子）を特定した (6)。OECD AOP の KE3 に

記載されているように、GPS は、生体異物認識、免疫学的危険信号の発生、DC 活性化に関連するメカニ

ズムイベントをモニタリングすることができる。なお、GARDskin GPS に関連するメカニズムイベントに

よっては、DC 細胞株でモニタリングされる他の KE と関連している可能性もある。GPS の起源および生

物学的機能に関する詳細については、GARDskin 試験法の試験ガイドラインの補足文書（Supporting 
document to the Test Guideline for the GARDskin test method）(7) を参照のこと。予測アッセイにおける

GARDskin GPS の利用が提案され (8)、GeneChip ®マイクロアレイプラットフォームに基づく GARDskin
アプリケーションで機能性が実証された (9)。標的遺伝子発現解析 (10) に関する代替技術プラットフォー

ムを評価したのち、GARDskin を NanoString nCounter®システム (11) フォーマットに移行させたところ、

予測性能の保持およびリソース有効性の改善を示すことが立証された (12)。 

3. GARDskin 法は、SenzaGen AB が主導したバリデーション試験で評価され (13) (14)、その後、欧

州動物実験代替法評価センター（EURL ECVAM）科学諮問委員会（ESAC）による独立したピアレビュー

を受けた (15)。入手可能な証拠のすべてを検討したところ、GARDskin は、有害性の分類および表示を目

的に、感作性物質と非感作性物質との識別を支援するために IATA の一環として用いることが推奨されて

いる。 

4. GARD Data Analysis Application（GDAA）にホストされ、GARDskin 試験法の試験ガイドライン

の補足文書 (7) に記載されているように、ESAC は、リングトライアルで得たデータのレビューに加えて、

GARDskin 解析パイプライン全体とそのバイオインフォマティクスコンポーネントについても詳細なレビ

ューを実施している。ESAC は、トレーニングデータセットの予測アルゴリズムを再現することができた

ほか、生データから被験化学物質の最終分類までのすべてのステップを検証し、再現することができた 
(15)。 



 OECD/OCDE 442E 
 

© OECD, (2024) 

65 

5. フローサイトメトリーや RNA 抽出を含む通常の細胞培養技術と分子生物学的手法に熟練していれ

ば、GARDskinは、未実施施設への技術移管が可能であることが実証されている（被験化学物質N=28）。

バリデーションのリングトライアルで得られた GARDskin の施設内再現精度（WLR）のレベルは、欠測デ

ータポイント 3 の一致も考慮した場合は 78.6～89.2%、欠測データポイントを除外した場合は 82.1～
88.9%であった。同様に、施設間再現精度（BLR）の推定値は、欠測データポイントの一致も考慮すると

82.1%であり、欠測データポイントを除外すると 92.0%であった (13) (14) (15)。 

6. ESAC が要約して提示したヒト (16) および LLNA (17) のデータソースを組み込んだ重要度のエビ

デンス (15) を用いて、専門家の判断に基づいた分類基準データセットと比較した場合、バリデーション試

験 (13) (14) で得られた結果は全体として、皮膚感作性物質（すなわち UN GHS 区分 1）と非感作性物質と

の識別に関して正確度 91.7%（N=28）、感度 92.4%（N=19）、特異度 90.1%（N=9）であった。バラン

ス正確度は 91.2%であった。GARDskin のトレーニングデータセットと重複する被験化学物質を除外して、

真に未検討の被験化学物質のみを検討したところ、皮膚感作性物質（すなわち UN GHS 区分 1）と非感作

性物質との識別の正確度は 95.4%（N=17）、感度 96.6%（N=13）、特異度 91.7%（N=4）であった。バ

ランス正確度は 94.1%であった。 

7. GARDskin 法を提案した後、OECD は皮膚感作性の確定方式に関するガイドラインを発表した 
(18)。これにより、LLNA およびヒトのキュレーションされた参照データを含む化学物質の拡張データセ

ットが公表された (19)。このキュレーションされた参照データを考慮に入れ、バリデーション試験 (13) 
(14) やその他の公表されている試験 (20) から得た GARDskin のデータを用いて GARDskin の予測性能を

算出した。試験法開発中に使用した化学物質と重複する被験化学物質を含める場合と除外する場合の両方

について計算を実施し、表 1A および 1B にそれぞれ要約する。ここに挙げた数値はバランスの取れていな

いデータセットに基づくものであるため、特異性の尺度は不確実と考える必要がある。 

表 1A. LLNA またはヒトの参照データと比較した GARDskin の性能 (19)。計算には、試験法の

開発中に使用した化学物質と重複する被験化学物質を含む。 
 

   LLNA   ヒト  
  NS 

S (N=64)  NS 
S (N=27)  

  (N=11)  (N=9)  

GARDskin1 
NS 9.89 8.16   4.94 3.68  

S 1.11 55.9  4.06 23.3 
正確度  87.6%   78.5%  

感度  87.2%   86.4%  
特異度  89.9%   54.9%  

バランス正確度  88.6%   70.7%  
N  75   36  

1 混同行列は、ESAC が実施した GARDskin の結果の重み付け計算に基づく (15)。 
  

 
3 手順の項に記載した通り、許容基準を満たさなかったために有効な結果が得られなかった化学物質。 
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表 1B. LLNA またはヒトの参照データと比較した GARDskin の性能 (19)。計算には、試験法の

開発中に使用した化学物質と重複する被験化学物質は含まない。 
 

   LLNA   ヒト  
  

NS (N=5) S (N=47)  NS 
S (N=18)  

   (N=6)  

GARDskin1 
NS 4.33 4.92  2.50 2.89  

S 0.667 42.1  3.50 15.1 
正確度  89.3%   73.4%  

感度  89.5%   84.0%  
特異度  86.7%   41.7%  

バランス正確度  88.1%   62.8%  
N  52   24  

1 混同行列は、ESAC が実施した GARDskin の結果の重み付け計算に基づく (15)。 

8. 総合すると、上記情報は GARDskin が皮膚感作性の有害性を識別するのに有用であることを示し

ている。ただし、この試験法は、IATAに基づく他の情報を併用し、「はじめに」の段落 7および 8の条項

に従って検討する必要がある。 

9. この方法の既知の限界は主に、溶解性の問題、溶媒ならびに水性細胞系との適合性に関連する。

また、自家蛍光被験化学物質がフローサイトメトリーに基づく細胞毒性評価に悪影響を及ぼす可能性があ

る。既知の限界を、考えられる回避策とともに補遺 II に記載する。GARDskin 法は、有機官能基、反応メ

カニズム、皮膚感作性の強度、物理化学的特性がさまざまな被験化学物質に適用可能であることが示され

ている (12) (14) (20)。現在入手可能なデータによれば、適用範囲から除外される特定のクラスやタイプの

化学物質はない。同様の結論が、報告されたデータに対する独立した専門家／専門家システムによるレビ

ューから得られており、ESAC ピアレビュー用に提出されたデータパッケージにも記載されている (21)。
正確な評価が本質的に困難であると考えられる化学空間サブセットに対して、分析法の適用可能性および

予測性能が保たれていることは特筆に値する。このようなものに、脂溶性化合物（logP > 3.5） (20)、間

接的作用性ハプテン (20)、金属化合物 (22) がある。 

10. 単一成分化学物質の評価に関して、GARDskin 法をバリデートした。バリデーション試験で評価

されていないものの、本試験法は、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 (20) (23)。
用語の定義を補遺 I に示す。 

実施施設習熟度の実証 

11. GARDskin を日常的に用いるのに先立ち、実施施設は、この試験法の実施における技術的習熟度

を実証すること。習熟度は、補遺 III に記載された、感作性かどうかがわかっている規定の習熟度確認化学

物質群を試験することによって実証する。この試験では試験系の応答性も確認する。習熟度確認化学物質

の試験は、本稿に記載された手順を完全に遵守して実施し、結果が補遺 III に記載された区分に一致してい

る必要がある。習熟度確認化学物質で得たデータの過去のデータベースを試験施設で保管し、試験法の再

現性を経時的に確認する。 

試験法の原理 

12. GARDskin 法では、骨髄性白血病細胞株 MUTZ-3 のサブクローンである SenzaCell 株を DC の in 
vitro 代替モデルとして利用する。被験化学物質固有の曝露濃度で 24 時間にわたり被験化学物質に曝露し
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たあと、分析の定量可能な測定値として、GARDskin GPS の遺伝子発現レベルを得る。これは、曝露細胞

培養物から分離した総 RNA の測定値に基づいて、NanoString nCounter®システムを用いて評価する。 

13. この高次元データを、サポートベクターマシン（SVM）予測アルゴリズムをホストしている

GDAA (24) を用いて分析する。このアルゴリズムは、検査法開発中に適切に学習され、固定されている 
(12)。被験化学物質に曝露した細胞培養物中の遺伝子発現レベルに基づき、GARDskin 予測アルゴリズム

による出力は、各被験化学物質が皮膚感作性物質（UN GHS 区分 1）か非感作性物質かを予測する。 

クラウドベースソフトウェア 

14. GARDskin データ解析パイプラインは、GDAA と呼ばれるクラウドベースのバージョン管理ソフ

トウェアに基づいている。GDAA は、生データの前処理から被験化学物質の最終分類まで、データ解析の

ワークフロー全体を容易にする。GDAA は、公表されているガイダンス (25) (26) に従ってデータの完全性

を保証するように設計されている。 

15. 試験施設は、定期的ないし使用前に（リスク評価に基づいて）、クラウドベース GDAA ソフトウ

ェアのすべての機能を確認することが望ましい (25) (26)。このため、過去の参照試験データセットをクラ

ウドベースシステムにアップロードし、ソフトウェアで処理／解析する必要がある。この参照試験データ

セットの被験化学物質は、試験施設が指定するが、どの被験化学物質も、生成された決定値および

Message-Digest アルゴリズム 5（MD5）チェックサム値に関して、経時的に正確で再現可能な試験結果を

生成する必要がある (27)。決定値および MD5 チェックサム値の詳細と説明については、本 TG のデータ解

析および報告の項を参照のこと。ソフトウェアの定期的試験および使用前試験の結果を文書化し、（コン

ピュータ）システムの経時的な安定性を追跡する。 

手順 

16. GARDskin アッセイプロトコルは、Tracking System for Alternative methods towards Regulatory 
acceptance（TSAR）(28) で一般に入手可能である。実施施設で GARDskin 法を導入する場合、本プロト

コルを用いることが推奨される。GARDskin 試験法の主要な構成要素および手順を以下の段落に記載し、

GARDskin 法の手順の流れについて概要図を図 1 に示す。 

17. GARDskin 法では、続けて行う 2 種類の実験で化学物質曝露を行う。第 1 段階では、GARD 入力

濃度と呼ばれる、被験化学物質の細胞毒性から得られる適切かつ被験化学物質固有の曝露濃度を特定する

ため、細胞毒性評価実験を実施する。第 2 段階では、上で定義した GARD 入力濃度を用いて主刺激実験

（main stimulation experiment）を実施して、下流分析のために RNA を分離する。 

18. 主刺激に関して独立した 3 回の生物学的反復実験を実施する。この GARDskin 手順の説明では、

独立した生物学的反復実験を、i) 別個の培養細胞（すなわち、細胞バッチ）および ii) 別個に独立して調製

した被験化学物質および対照を用いて実施する同一の実験と定義する。 
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19. GARDskin のエンドポイント測定、すなわち GARDskin GPS mRNA 転写産物の定量化を、

NanoString nCounter 解析システムを用いて、GARDskin GPS の遺伝子に対応するプローブからなる

CodeSet を使用して実施する。生成された遺伝子発現レベルの生データを、GARD Data Analysis 
Application（GDAA）を用いて分析し、GARDskin 予測モデルによって各被験化学物質を感作性物質か非

感作性物質かのどちらかに分類する。 

 

 

図 1. GARDskin 法の手順の流れの概要図。細胞毒性評価実験は要素 1～4 の順次組合せから

なり、主刺激実験は要素 1、2、4～6 の順次組合せからなる。3 回の独立した主刺激実験の完了

後、要素 7 に記載したように、すべてのデータ解析について GDAA を用いて実施する。QC：品

質管理。DV：決定値。 

細胞 

20. ヒト骨髄性白血病由来細胞株SenzaCellをGARDskin法に用いる。SenzaCell細胞株は、GARD技

術の適正な使用許可を得たのち、SenzaGen AB4 から入手可能である。SenzaCell 細胞株はドライアイス

詰めで提供され、Good In Vitro Method Practices（GIVIMP）ガイダンス文書 (29) に従って-136°C 未満で

保管する。SenzaCell細胞株を、10% v/v DMSO（分子生物学グレード、99%以上）添加細胞培地中で濃度

7 × 106 cells/mL に増殖し、液体窒素中で凍結する。 

21. 細胞の扱いは、無菌条件下に抗生物質なしで実施する。SenzaCell細胞株を遠心分離する場合は、

300～315 xg、5 分間、2～8°C で実施する。SenzaCell 細胞株のインキュベーションは、5% CO2および加

湿雰囲気下 37°Cで行う。SenzaCell細胞株は、維持および増殖には細胞培養フラスコを、化学物質曝露に

は細胞培養プレートを用いる。SenzaCell 細胞株を、20%（v/v）ウシ胎児血清（FBS）および 40 ng/mL 
GM-CSF（プレミアムグレード、純度 > 97%、エンドトキシン濃度< 0.1 EU/μg サイトカイン、活性 ≥ 5 x 
106 IU/mg）を添加した MEM/アルファ培地（L-グルタミン含有、リボヌクレオシドおよびデオキシヌクレ

オシド含有）で増殖させる。培養細胞をカウントし、3～4日ごとに0.2 x 106  cells/mLの濃度に分割する。

解凍後の最大継代数は 16 回とする。細胞分割後、被験化学物質曝露のために細胞を直接播種する。その

際、通常の細胞維持培養と同期するように被験化学物質曝露試験を計画する。細胞を平底の 12 ウェルプ

レートまたは 24 ウェルプレートに播種し、最終的な全ウェル容量をそれぞれ 4 mL および 2 mL とする。

 
4 SenzaGen AB  
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同等で再現性のある結果を示すことができる場合は、別の種類やサイズのプレートを使用してもよい。細

胞毒性評価実験は継代数 4～16 で実施し、主刺激実験は継代数 6～12 で実施する。 

表現型の品質管理手順および許容基準 

22. 化学物質曝露実験の実施と同日に、未処理の細胞の表現型を評価する必要がある。こうすること

により、細胞が不活化状態を維持していることを確認し、表現型の変異を検出することができる。 

23. フローサイトメータ分析における洗浄ステップはいずれも、洗浄用緩衝液を用いて実施する。こ

れは、0.5～1%（w/w）BSA（Cohn分画V）含有PBSで 0.2 μmフィルター滅菌を要する。ヒト抗原CD1a、
CD14、CD34、CD54、CD80、CD86 および HLA-DR に対する標識モノクローナル抗体や、関連するポリ

クローナルアイソタイプ対照で細胞を染色する。フルオレセイン・イソチオシアネート（FITC）標識抗体

である抗CD86（BD Biosciences、#555657）、抗HLA-DR（BD Biosciences、#347400）、抗CD34（BD 
Biosciences、#555821）、抗 CD1a （Agilent Dako、#F714101-2）およびマウスモノクローナル抗 IgG1-
FITC（BD Biosciences、#555748）が推奨される。さらに、フィコエリトリン（PE）標識抗体として抗

CD54（BD Biosciences、#555511）、抗 CD14 （Agilent Dako、#R086401-2）抗 CD80（BD Biosciences、
#340294）およびマウスモノクローナル抗 IgG1-PE（BD Biosciences、#555749）が推奨される。なお、

細胞の生存率分析にはヨウ化プロピジウム（PI）（BD Biosciences、#556463）50 μg/mL を使用する。た

だし、機能的な類似性が実証され、記録されていれば、同等の抗体や生存率マーカーを使用してよい。な

お、抗体の新しいロットごとに、SenzaCell 細胞株を用いて滴定を行い、飽和抗体濃度を決定する必要が

ある。抗体の染色は、試料あたり FITC標識抗体 1種と PE 標識抗体 1 種を用いた二重染色で行うことが望

ましい。染色試料ごとに、約 0.2 × 106個の細胞を染色前に 2 回洗浄する。インキュベーション後、染色し

た細胞を再度洗浄し、洗浄用緩衝液に再懸濁する。 

24. フローサイトメータ（抗体の選択に基づき該当する場合は PE および FITC を検出可能なもの）を

用いて試料を分析し、最低10,000イベントを記録する。プロバイダーの使用説明書に従って、フローサイ

トメータソフトウェアまたはその他の関連解析ソフトウェアでゲート解析を実施する。ゲーティング手順

および細胞表面の表現型バイオマーカー発現の定量化に関する詳細については、GARDskin アッセイプロ

トコル (28) を参照のこと。 

25. 得られた結果が表 2 に示す許容基準に適合する必要がある。いずれかのバイオマーカーが規定の

範囲外である場合、その細胞バッチを化学物質曝露実験に使用してはならないほか、使用した抗体の特性

を別の評価で検証する必要がある。 
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表 2. 生存率および表現型の品質管理（QC）の許容基準 

パラメータ 許容基準（%）1 

 
表現型バイオマーカー 

 

CD86 10-40 
CD54 + (>90) 
HLA-DR + (>60) 
CD80 <10 
CD34 + (35-70) 
CD14 + (5-50) 
CD1a + (10-60) 
  
生存率染色  
PI 陰性細胞（絶対生存率） ≥84.5 

1 「+」は陽性細胞の存在（> 0%）を示す。完全な陽性細胞集団である必要はない。括弧内の数字は、

開発試験室の過去のデータに基づく予想範囲であるが、許容基準の一部ではない。SenzaCell 細胞株は不均

一であることが知られているため、ばらつきが予想される。 

GARD 対照の許容基準 

26. GARDskin 評価ごとに、一連の対照を分析する。非刺激対照（細胞培養培地）および陰性対照

（被験化学物質の溶媒）を、細胞毒性評価実験ごとに分析すること。非刺激対照、陰性対照および陽性対

照（p-フェニレンジアミン、PPD、CAS# 106-50-3）を、3 回反復の主刺激実験のそれぞれで分析する必

要がある。 

27. GARDskin 試験法の試験ガイドラインの補足文書 (7) および以下のデータ解析の項に詳細に記載さ

れているように、非刺激対照を、細胞バッチの絶対細胞生存率の測定、細胞毒性評価実験および主刺激実

験における相対細胞生存率の計算や、データ解析ワークフローの正規化に使用する。 

28. 陰性対照が、細胞毒性評価実験および主刺激実験で相対生存率 ≥ 95.5%であり、段落 76 に規定さ

れる GARDskin 予測モデルで非感作性物質に分類される必要がある。これにより、この方法の実験手順の

いずれの段階でも細胞が活性化していないことを検証することができる。 

29. 陽性対照（PPD）が、主刺激実験で相対生存率 84.5～95.4%であり、段落 76 に規定される

GARDskin 予測モデルで感作性物質として分類される必要がある。これにより、実験中に使用した細胞が

応答性を有し、感作性物質曝露時に活性化されることを実証することができる。 

被験化学物質および対照物質の調製 

30.   被験化学物質および対照物質は、試験委託者または供給元の指示に従って保管し、安定性を確保

する。被験化学物質および対照物質の調製は、細胞曝露実験の当日に行う。 

31. 被験化学物質を適合溶媒に溶解して、目標ウェル内濃度のストック溶液とする。分析法バリデー

ションに使用する適合溶媒の一覧を表 3 に示すほか、ゲノムワイド遺伝子発現レベルに対する影響が検出

不能である最高目標ウェル内濃度も記載する。対応するウェル内濃度を、陰性対照に用いる。陽性対照は、

目標ウェル内濃度の 1000 倍の濃度で DMSO に溶解するのが望ましい。試験法適合性を実証でき、十分な

科学的根拠がある場合には、表 3 にない溶媒や、細胞培地に対する溶液の直接添加を用いてもよい。溶媒
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は、細胞毒性を引き起こさず、提案されているウェル内濃度で非感作性物質に分類されるものでなければ

ならない。 

表 3.本方法のバリデーション中に使用する GARDskin 適合溶媒の一覧。 

溶媒 CAS 番号 最高ウェル内濃度（%） 

DMSO ≥99% 67-68-5 0.1 
水 1 - 0.1 

1 細胞培養グレード。 

32. どの被験化学物質も最高目標ウェル内濃度を 500 μMとする。分子量が明らかにされていない被験

化学物質については、特に推奨される濃度の根拠が示されない限り、経験的研究 (23) に基づく最高ウェル

内濃度 100 μg/mL をデフォルトとして定める。 

33. 選択した溶媒および細胞培地中の下流の全希釈液に対する被験化学物質の溶解性を、溶液の目視

検査により確認すること。必要であれば、vortex ミキサーや加熱（37°C）を用いて完全に溶解する。ただ

し、被験化学物質の安定性がそれによって損なわれないことが確実な場合に限る。被験化学物質が最高ウ

ェル内濃度 500 μM で溶解しない場合、被験化学物質のウェル内濃度が最も高くなる溶媒を使用する。 

34. 被験化学物質と溶媒の希釈効果および目標ウェル内濃度を考慮に入れて、選択した溶媒を用いて

しかるべき濃度のストック溶液を調製する。通常、表 3 に示す溶媒を検討する。このストック溶液濃度が

目標ウェル内濃度の 1000 倍であるように調製する。以下の例では、このようなストック溶液をストック

溶液 A と呼ぶ。被験化学物質のストック溶液 A を、培地でさらに希釈してから（以下の例ではストック溶

液 B と呼ぶ）、被験化学物質を培養細胞に添加するとよい。 

35. ストック溶液 A がストック溶液 B に難溶性である場合（培地中の沈殿として認められることが多

い）、ストック溶液 B 中の最高可溶濃度を使用する。 

36. 科学的に妥当で、実際的な利益（被験化学物質の溶解性が高まるなど）がある場合、上に記載し

たストック溶液 A およびストック溶液 B を用いる希釈法を省略してよい。ただし、ここに記載したウェル

内細胞濃度や、被験化学物質および使用溶媒の両方の最高ウェル内濃度のコンプライアンスが保たれる場

合に限られる。このような場合、許容可能な代替法のひとつとして、ストック溶液 A からウェルへの直接

希釈がある。同様に、最高ウェル内濃度に関する制限が異なる代替溶媒の使用が科学的に妥当とされ、適

合性を確認した場合、ストック溶液 A、ストック溶液 B ともに別の濃度であってもよい。 
 

細胞毒性評価実験 

37. 細胞毒性評価実験の目標は、下流の主刺激で使用する GARD 入力濃度と呼ばれる被験化学物質別

の曝露濃度を規定することである。GARD 入力濃度を、被験化学物質の溶解性および細胞毒性（どちらも、

ここに記載する手順で求める）に基づいて定める。 

38. 典型的な細胞毒性評価実験の模式図を、図 2 に示す。選択した溶媒を用いて被験化学物質の連続

希釈を実施し、デフォルトの最高ウェル内濃度 500 μM（500 µM を下回る最高可溶濃度の場合もある）か

ら始まる一連のストック溶液 A 濃度を得る。各希釈段階間には混合および vortex ミキサーの実施が推奨さ

れる。培地にしかるべき量のストック溶液 A を加えることにより、ストック溶液 A から、一連の濃度のス

トック溶液 Bを調製する。溶解しやすくするため、必要に応じて、十分な vortexミキサーや加熱（37°C）
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を実施してよい。この他に、使用溶媒をストック溶液 B 濃度で含有する培地（陰性対照）を、溶媒でしか

るべきウェル内濃度となるように調製する。 

39. 被験化学物質曝露のため、培養細胞の分割直後に、適切な細胞濃度（被験化学物質ないし対照の

ストック溶液の添加による希釈を考慮する）で細胞を播種する。被験化学物質を添加した後の最終ウェル

内細胞濃度が 0.2 x 106 cells/mL でなければならない。 

 

図 2. 24ウェルプレートにおける化学物質の調製と典型的な細胞毒性評価実験の播種の模式図。

培地を用いた希釈による、ストック溶液 A の連続希釈、ストック溶液 A からストック溶液 B へ

の変換と、細胞播種および被験化学物質添加の後の典型的なプレート配置を示す。なお、各実

験に非刺激対照および陰性対照を含める。 

 
40. 被験化学物質および対照物質に曝露させた細胞培養プレートをプラスチック製プレート蓋で覆い、

5% CO2の加湿雰囲気下 37°C で 24 時間インキュベートする。 

41. 24 時間インキュベートした後、曝露した培養細胞の相対生存率（曝露していない培養細胞の絶対

生存率との比較）を求める。フローサイトメトリーに基づく PIアッセイを使用する場合は、以下の手順が

推奨される。 

42. 各ウェルの細胞懸濁液をふたつのフローサイトメトリー試料に分割する。フローサイトメトリー

分析のための染色および洗浄手順を、段落 23に記載の通り、洗浄緩衝液で実施する。細胞を 2回洗浄し、

段落 23 の記載に従い、各試料を洗浄緩衝液と PI の 50:1 で染色する。試料を暗所で約 15 分間、2～8°C で

インキュベートする。細胞を約 1 mL で 1 回洗浄し、適量の洗浄緩衝液に再懸濁する。 

43. フローサイトメトリー用技術的反復試料である i) 無染色の非刺激対照試料および ii) 染色済みの非

刺激対照試料を得るため、非刺激培養細胞 2 連を要する。無染色の非刺激対照試料を用いて、分析時にゲ

添加量（μL） 

ストック溶液 A 濃度（mM） 

添加溶媒（μL） 

培地で 100
倍希釈
（990 μL） 
ストック溶液 B 濃度（mM） 

播種ウェル内で 10倍希釈（1.8 mL） 

ウェル内濃度（µM） 
非刺激

対照 
非刺激

対照 
陰性

対照 
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ートを設定し、一方、染色済み非刺激対照試料を用いて、相対生存率を算出する（下記参照）。組み入れ

た 2 連の非刺激培養細胞を図 2 に示す。 

44. 調製した試料を段落 24 の記載に従ってフローサイトメータで分析する。 

45. PI 染色試料の分析は、死細胞やデブリを排除せずに実施すること。 

46. PE/FITCの散布図における細胞集団の輪郭を描いて PI陽性細胞および PI陰性細胞のゲートを設定

するのに、非刺激無染色試料を使用する。その後、PI 陽性ゲートおよび PI 陰性ゲートを、PE/FITC 散布

図の PI 染色試料すべての分析に適用する。各試料について PI 陰性細胞の割合を記録する。これが絶対生

存率の推定値である。式 1 に従い、各試料の相対生存率を算出する。被験化学物質の希釈範囲の濃度ごと

および対照ごとに、2 回反復試料の平均値を算出する。 
 

 
ここで 

Rv は試料の相対生存率（%）である。 
VS は試料の絶対生存率（%）である。 
VC は、2 つの PI 染色非刺激対照試料の平均絶対生存率（%）である。 

47. 対照は以下の基準に合格する必要がある；非刺激対照：平均絶対生存率 84.5%以上、陰性対照：

平均相対生存率 95.5%以上。（なお、ここに挙げた基準は、主刺激の項および表 4 に詳しく記載したよう

に、主刺激実験後の生存率管理許容基準の一部でもある）。 

48. 被験化学物質の主刺激に使用する GARD 入力濃度を以下の通りに選択する： 

i) 細胞毒性を誘発する被験化学物質を、平均相対生存率 84.5%～95.4%となる濃度で用いる。この濃

度では、被験化学物質のバイオアベイラビリティが保証されると同時に、免疫反応を損なわない。複数

の濃度が許容基準を満たす場合、90%に最も近い相対生存率が得られる濃度を GARD 入力濃度として選

択する。希釈範囲内の 2 つのデータポイントの間で相対生存率が 95.5%以上から 84.5%未満に低下する

場合は、重要な濃度範囲に濃度を追加した細胞毒性評価実験をもう一度実施する必要がある。直線性を

前提とすることができないため、データポイント間の内挿は推奨されない。 

ii) 細胞毒性のない被験化学物質（相対生存率 95.5%以上）は、濃度 500 μM または最高可溶濃度で使

用する。 

iii) ストック溶液 A またはストック溶液 B に溶解性の問題があり、細胞毒性を示さない被験化学物質の

場合は、他の溶解性試験法（加熱や溶媒変更）を用いてウェル内濃度を高め、最高ウェル内濃度 500 μM
に近づけることができるかどうかをコントロールするために、被験化学物質を再評価する必要がある。 

主刺激 

49. 被験化学物質の入力濃度が明らかになれば、有効な独立した実験で主刺激を 3 回反復して実施す

る。このとき、独立して調製した被験化学物質および対照（非刺激対照、陰性対照、陽性対照）を用いる

ほか、異なる細胞バッチに由来する独立した培養細胞を用いて、3 回の有効な生物学的反復試料を作成す

る。3 回の主刺激は並行して実施しても順次実施してもよいが、必ず、被験化学物質、対照ともに、独立

のストック溶液を用いる。同じ実験で複数の被験化学物質を分析する場合、どの被験化学物質も同じ溶媒

に溶解しているのであれば、プレート数に関係なく、一連の同じ対照を使用する。同じ実験で異なる被験

化学物質に異なる溶媒を使用する場合は、実験で使用する各溶媒に対応する陰性対照を追加する必要があ
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る。図 3 に、8 種類の被験化学物質と 3 種類の対照を用いた 3 つの主刺激実験の模式図を示す。非刺激対

照にひとつ余分のウェルがある。この例では、どの被験化学物質も同じ溶媒に溶解すると仮定しているた

め、組み入れる陰性対照はひとつである。 

主刺激 1 主刺激 2 主刺激 3 

 

図 3.12 ウェルプレートを用いた 3 回反復の主刺激実験における 8 種類の被験化学物質および対

照の模式図。TC = 被験化学物質。 

50. 主刺激での播種手順は通常、段落 38～39 に記載した細胞毒性評価実験と同じである。ただし、各

被験化学物質について 1 濃度のみを検討する点が異なる。典型的な手順の概要を以下に示す。 

51. 被験化学物質の調製時に明らかになった適切な溶媒を用いて、適当な量の被験化学物質ストック

溶液 Aを調製する。必要に応じて vortexミキサーや加熱（37°C）などのしかるべき手段を適用して完全に

溶解させる。 

52. ストック溶液 B の濃度は、細胞培地に適量のストック溶液 A を加えて調製する（溶媒の最高ウェ

ル内目標濃度による）。必要に応じて vortexミキサーや加熱（37°C）などのしかるべき手段を適用し、完

全に溶解させる。 

53. また、陽性対照および陰性対照を、適切なウェル内濃度になるように調製する。 

54. 化学物質曝露のため、培養細胞の分割直後に、適切な細胞濃度（被験化学物質ないし対照のスト

ック溶液の添加による希釈を考慮する）で細胞を播種する。被験化学物質を添加した後の最終ウェル内細

胞濃度が 0.2 x 106 cells/mL でなければならない。 

55. なお、正当な理由があり、動機がある場合、上記の細胞毒性評価実験の項に記載されているよう

に、ストック溶液 B 希釈ステップを省略するという同じ選択肢が主刺激実験にも適用される。本稿に記載

したストック溶液 A およびストック溶液 B に基づくのではない別の被験化学物質希釈法でも、目標ウェル

内被験化学物質濃度、細胞濃度および最高溶媒濃度が満たされれば、許容される。 

56. プレートをプラスチック製プレート蓋で覆い、5% CO2 の加湿雰囲気下 37°C で 24 時間インキュ

ベートする。 

57. 24 時間のインキュベーションの後、細胞培養物を慎重に上下にピペッティングして混合し、それ

ぞれのウェルから各細胞培養物をRNaseフリーのマイクロチューブに分注し、フローサイトメトリー用試

料を 2 回反復で作成する。 

58. マイクロチューブ内の試料を用いて RNA を分離する。この目的のため、適切で目的に適合した試

薬、例えば TRIzol 試薬（Ambion、#15596018）を、供給業者の使用説明書に従って使用し、細胞ペレッ

陽性 陰性 非刺激

対照 
非刺激

対照 陽性 陰性 非刺激

対照 
非刺激

対照 
陽性 陰性 非刺激

対照 
非刺激

対照 
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トを溶解する。細胞溶解液試料は-70°C 以下で 1 年間保存できる。 

59. 被験化学物質および対照のそれぞれについて、3回の主刺激のそれぞれから複数の細胞溶解液試料

を作成する。ただし、RNA 分離に使用し、さらに NanoString nCounter システムを用いて分析するのは、

3 回の主刺激のそれぞれから得た細胞溶解液試料ひとつで足りる。その他の細胞溶解液の反復試料につい

ては、主要細胞溶解液試料中の RNA 濃度が低いか RNA 品質が劣っている可能性があるため、バックアッ

プ試料として保存する（-70°C 以下）。 

60. ここに挙げたフローサイトメトリー試料については、段落 42～46 に記載されている細胞毒性評価

実験と同じ洗浄、染色および分析手順に従う。 

生存率品質管理の許容基準 

61. PI 染色した試料を生存率の品質管理として使用し、被験化学物質および対照が必ず、表 4 に記載

されている品質管理基準内の相対生存率ないし絶対生存率であるようにする。被験化学物質が、記載の許

容基準にあてはまらない場合、下流の分析に使用してはならない。ひとつでも対照試料が記載の許容基準

にあてはまらない場合、それが生じた主刺激実験の試料すべてを無視し、下流分析に使用しない。 
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表 4.生存率管理許容基準 

被験化学物質または対照 許容基準 1 

非刺激対照 絶対生存率 ≥ 84.5% 
陰性対照 相対生存率 ≥ 95.5% 
陽性対照 相対生存率 84.5%～95.4% 
細胞毒性が予想される被験化学物質 相対生存率 84.5%～95.4% 
500 µM または最高可溶濃度で評価する被験化学物質 相対生存率 ≥ 84.5% 

1 記載している非刺激対照および陰性対照の許容基準は、細胞毒性評価実験と主刺激実験の両方に適

用されるが、陽性対照および被験化学物質の許容基準は主刺激実験にのみ適用される。 

RNA 分離 

62. mRNAを含む総 RNA を、市販のキットおよび試薬を用いて溶解細胞試料から分離する。試験方法

の開発およびバリデーションでは、Direct-zol RNA MiniPrep（Zymo Research、#R 2052）を使用した。 

63. RNA 分析装置、例えば、Agilent Bioanalyzer 2100 や同等の装置（RNA 品質および RNA 濃度を約

5～500 ng/μL の範囲で測定する装置）を用いて、各試料の RNA 濃度を定量し、RNA 品質を分析する。機

器供給業者が提供するプロトコルに従う。RNA の濃度および品質が NanoString の推奨事項に一致する必

要がある。試験方法の開発およびバリデーションにあたっては、Agilent Bioanalyzer 2100 による RNA 
Integrity Number（RIN）8.0 以上の試料を高品質試料とみなした。これと同じか同等の RNA 品質尺度を用

いて、高品質 RNA を保証してもよい。 

エンドポイント測定；NanoString nCounter ®システムを用いた遺伝子発現解析 

64. GARDskin アッセイのエンドポイント測定は、NanoString nCounter システムを使用したエンドポ

イント特異的 GPS である mRNA 定量である。NanoString nCounter プロトコルは、サーマルサイクラー

（nCounter XT CodeSet 遺伝子発現アッセイ）を使用したハイブリダイゼーションステップを含むマニュ

アル処理から始まる。カスタムメイドの CodeSet（GARDskin GPS の遺伝子を代表するオリゴヌクレオチ

ドプローブのセットで、この個々の遺伝子が GARDskin 試験法の試験ガイドラインの補足文書 (7) に記載

されている）は、SenzaGen AB とのライセンス契約に基づいて NanoString が提供する。nCounter XT 
CodeSet 遺伝子発現アッセイに関する製造業者の使用説明書に従うこと。 

65. nCounter XT CodeSet 遺伝子発現アッセイは自動試料処理で、nCounter カートリッジに対するプ

ローブ／ターゲットの固定、デジタルデータの取得、カートリッジに固定されたプローブ／ターゲットの

カラーコードの計数を、nCounter®装置を用いて実施する。nCounter 装置の使用説明書に従うこと。

nCounter 装置の最も高い解像度および感度モードを使用すること。 

66. NanoString nCounter システムで解析した各 RNA 試料に対し、NanoString の生データファイル、

すなわち各標的分子の集計表を含むレポーターコードカウント（RCC）ファイルが作成される。 

データ解析および報告 

GARD データ解析アプリケーション 



 OECD/OCDE 442E 
 

© OECD, (2024) 

77 

67. RCC ファイルの作成後、以下に要約するように、下流のデータ前処理、正規化、解析を GDAA ソ

フトウェアで実施する。このようなステップの詳細なレビューについては、GARDskin 試験法の試験ガイ

ドラインの補足文書 (7) を参照のこと。GARDskin 解析パイプラインと GDAA はいずれも、方法のレビュ

ー時に ESAC が広範囲にわたって評価した。ESAC はこのソフトウェアが目的に適っており、ユーザーフ

レンドリーであるとの結論を導いている。 

68. GDAA はクラウドベースのアプリケーション（Amazon Web Services 上の Shinyapps）であり、

Google Chrome、Mozilla Firefox、Microsoft Edge などのウェブブラウザがインストールされたインターネ

ット接続コンピュータを必要とする。GDAA へのアクセスには、SenzaGen AB （www.senzagen.com）

から取得するサービスレベル契約と有効なログイン認証情報が必要である 5。 

69. GDAA が、GARDskin 法を用いた予測生成に必要なすべてのデータ解析を実施する。GDAA の機

能には、RCC ファイルの読み込み、アップロードされた各ファイルの NanoString nCounter 品質管理のチ

ェック、Counts-per-Total Counts（CPTC） (12) アルゴリズムの段階的な適用とその後の Batch 
Adjustment by Reference Alignment （BARA）(30) による読み取りファイルの遺伝子発現値の正規化があ

る。最後に、GARDskin 予測アルゴリズムを用いて個々の試料を評価することにより、GARDskin 予測モ

デルによる被験化学物質の最終分類が可能となる。GDAA が実施する手順の模式図および他の手順との関

係を図 4 に示す。 
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図 4. 入力ファイルおよび出力ファイルを含む GDAA ワークフローの模式図。RCC = レポー

ターコードカウント（遺伝子発現の生データ）、CPTC = Counts-per-Total-Counts（RNA 含有

量の正規化）、BARA=Batch Adjustment by Reference Alignment（バッチ補正正規化）  

70. GDAA による解析では、RCC ファイル（遺伝子発現レベルの生データを含む）およびアノテーシ

ョンファイル（対照および被験化学物質を特定の RCC ファイルにマッピングするために使用する試料情

報を含む）からなる 2 種類のファイルをアップロードする必要がある。なお、各被験化学物質の RCC フ

ァイルを、同じ主刺激実験から得られた非刺激対照、陽性対照および陰性対照の RCC ファイルとともに

分析する必要がある。これにより、BARA の正規化手順（GARDskin 試験法の試験ガイドラインの補足文

書 (7) に詳述する）と、陰性対照および陽性対照の分類の両方が可能となり、許容基準が満たされている

かどうか（許容基準の概要の項に定義）を評価することができる。 

71. ファイルをアップロードすると、各 RCC ファイルは GDAA で自動的に品質チェックされる。表 5
に示す品質基準は、機器供給業者の推奨（デフォルト）許容基準から転載したものである。表 5 に示した

各品質尺度の詳細が、GARDskin 試験法ガイドラインの補足文書に記載されている (7)。以下に示す品質管

理基準のいずれかに適合しない試料は、その後の GARD データ解析に使用しない。GDAA は NanoString 
nCounter®品質管理許容基準に適合しない試料を自動的に不合格とする。 

 

表 5. NanoString nCounter®品質管理許容基準の概要。1 

品質尺度  許容基準 
画像品質 画像品質は、NanoString カートリッジの処理に成

功したセクションの割合を示す。 
> 0.75 

直線性 直線性は、陽性スパイクイン対照を用いて推定した

R2 値として表される。 
> 0.95 

検出限界 検出限界を、陽性スパイクインプローブ POS_E の

測定値を陰性対照プローブの測定値と比較するこ

とにより評価する。プローブ POS_E は、ノイズレ

ベルを超えて観測されると予想される最低濃度の

陽性スパイクインプローブである。 

< POS_E 

結合密度 結合密度は、カートリッジ処理中に観察された画

像彩度レベルで報告される。この値は、ロードし

た試料の量と NanoString ハイブリダイゼーション

の有効性に依存する。 

0.05 - 2.25 

1 詳細は GARDskin 試験法の試験ガイドラインの補足文書 (7) を参照のこと。 

72. GARDskin 解析の最後のステップは予測アルゴリズムの適用であり、以下の予測モデルの項で説

明するように、これによって GARDskin 予測モデルに対する入力データがもたらされる。 

73. 完全な GARDskin 解析パイプラインの実施を容易にする他に、GDAA 機能には、MD5 チェックサ

ムを計算するアルゴリズムを使用した、転送データの完全性の検証がある。MD5 アルゴリズムは任意の長

さの入力データを取り込み、128 ビットフィンガープリントを計算する。これは特定の入力に対して常に

同じフィンガープリントを生成し、2 つの異なるデータ入力が同じ出力を生成する可能性は極めて低い。

このアルゴリズムのこのような特性は、データの完全性の検証に有用である。例えば、転送前に計算した

128 ビットのフィンガープリントと転送後に計算したフィンガープリントを比較することにより、転送し
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たファイルの完全性を確認することができる。クラウドベースのソフトウェアの定期検査の項に記載され

ているように、このような MD5 チェックサムを、コンピュータシステムの定期的試験および使用前試験

の一環として評価する。 

予測モデル 

74. GARDskin 予測アルゴリズムは、GDAA にホストされる SVM であり、方法開発中に適切に学習さ

れ、固定されている。この予測アルゴリズムの出力を決定値 (DV) と呼ぶ。式 2 に示すように、被験化学

物質および対照からなる各反復試料に固有の DV を算出する。 

 

ここで、n は変数の数（遺伝子、GARDskin では 196）、b は定数（SVM の切片）、wiは変数 i の重み、xi

は変数 i の正規化遺伝子発現値である。予測モデルがどのように定義されているかに関する詳細なレビュ

ーについては、GARDskin 試験法の試験ガイドラインの補足文書を参照のこと (7)。 

75. 次に、3 つの個々の反復試料の DV を、GARDskin 予測モデルに入力する。GARDskin 予測モデル

は以下のように定義される： 

76. 算出した平均 DV が 0 以上の被験化学物質を感作性物質（UN GHS 区分 1）に分類し、平均 DV が

0 未満の被験化学物質を非感作性物質に分類する。GARDskin 予測モデルの模式図を図 5 に示す。 

 

図 5. GARDskin 予測モデルの模式図。被験化学物質を、3 回の独立した実験から得られる 3
つの生物学的反復試料の平均値の正負により分類する。S：感作性物質。NS：非感作性物質。 

許容基準の概要 

77. GARDskin 法に規定された許容基準を以下に要約する。 

i) すべての細胞曝露実験は、表現型品質管理の許容基準に合格した SenzaCell 細胞バッチを用いて実

施する（表 2）。これは、細胞毒性評価と主刺激実験の両方に適用される。 

ii) 生成した RNA試料はすべて、生存率品質管理の許容基準に合格した細胞実験から得たものでなけれ

ばならない（表 4）。これは、3回の（有効な）主刺激実験から得た全被験化学物質、陽性対照、陰性対

照および非刺激対照試料に適用される。同様に、GARDskin 入力濃度を導いた細胞毒性評価実験が、該

当するすべての生存率品質管理基準を満たす必要がある（表 4）。 

iii) 生成したすべての RNA 試料が、NanoString nCounter® 品質管理（表 5）の許容基準に合格する必

要がある。これは、3 回の（有効な）主刺激実験から得た全被験化学物質、陽性対照、陰性対照および

非刺激対照試料に適用される。 
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iv) 最終的な分類は、許容基準 (i)～(iii) に合格した 3 回の有効な反復生物学的試験に基づいて行う。 

v) 陽性対照および陰性対照がそれぞれ、GARDskin 予測モデルにより、感作性物質および非感作性物

質に正しく分類される必要がある。 

試験報告書 

78. 以下の情報を報告すること。結果は表のかたちにし、該当する場合、実施した 3 回の実験の個々

の試験結果と全体的な結果を記載する。 

一般情報 
- 試験依頼者名、試験施設名、試験責任者名および住所 
- 使用した試験方法の参照先および説明 

習熟度の実証 
- 試験法の日常的な実施前に、試験施設が試験法に習熟していることを習熟度確認化学物質試験に

よって実証した旨の記述 

GDAA システムの経時的な安定性の実証 
- GDAA の定期的試験ないし使用前試験を、過去のデータセットを用いて実施し、必要な基準に合

格した旨の記述。 

被験化学物質および対照 
- 供給元、バッチ／ロット番号、有効期限。化学的識別情報、例えば IUPAC 名または CAS 番号、

SMILESまたは InChIコード、構造式やそれ以外の識別に有用な情報（バッチ／ロット番号、有効

期限など） 
- 外観、該当する場合は溶媒溶解度、分子量および入手可能な範囲のその他の物理化学的性質 
- 曝露培地中の溶解性または不溶性、安定した分散に関する記述 
- 純度、該当する場合で現実的に可能であれば純度、不純物の化学的識別情報など 
- 被験化学物質の溶解に使用する手順 
- 入手可能な範囲の保存条件および安定性 
- 各被験化学物質に対する溶媒／媒体選択の妥当性 
- 各被験化学物質および対照に使用する溶媒（供給元を含む） 

試験法の条件 
- 細胞株、培養細胞 ID、その保存条件および供給元 
- 本試験で使用する細胞培地成分（供給元を含む） 
- 使用したフローサイトメトリー装置 
- 本試験で使用した抗体および生存率マーカー（供給元を含む） 
- 本試験で使用する RNA 分離キット、RNA 適格性確認キットおよび NanoString nCounter 

GARDskin コードセット（供給元を含む） 

試験許容基準の結果 
- 各実験からの表現型品質管理データ（各表現型バイオマーカーの陽性細胞の割合および細胞の絶

対生存率） 
- 被験化学物質、陰性対照、陽性対照および非刺激対照の細胞生存率品質管理データ 
- 被験化学物質、陰性対照および陽性対照の NanoString nCounter 品質管理データ（画像品質、直

線性、検出限界および結合密度） 
- 陰性対照および陽性対照の分類 

細胞毒性評価結果 
- 試験濃度と妥当性 
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- 各被験化学物質濃度での相対生存率 
- 選択した GARD 入力濃度の妥当性 

主刺激の結果 
- 被験化学物質 RNA 試料および対照 RNA 試料で測定した RNA の品質 
- 利用可能なガイダンスに準拠したフォーマットにおける被験化学物質および対照の遺伝子発現レ

ベル（RCC ファイルの内容）(31) (32) 
- 本試験で使用した GDAA のバージョン番号 
- アップロードした RCC ファイルの MD5 チェックサムと、ダウンロードした GDAA レポートの

MD5 チェックサムの一致に関する記述 
- 被験化学物質、陽性対照および陰性対照について得た決定値（個々の試料あたりおよび平均値） 
- 被験化学物質の分類 
- 該当する場合、それ以外に関連する知見があればその記述 

結果の考察 

結論 
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補遺 I - 用語の定義および略語 

試験法の開発者が定義した略語や GARD 法で用いる一部の計測器に固有の略語はイタリックで記載する。 

ARE 抗酸化剤応答配列 

BARA Batch Adjustment by Reference Alignment 
データセット間に観察されるバッチ効果を減らすためのアルゴリズム 

BLR 施設間再現精度 

BSA ウシ血清アルブミン 

CD 分化抗原群 細胞バッチ 

本 TG では、固有の細胞バッチを以下の通りに定義する： 

 別の凍結バイアル由来の細胞、または、 
 同じ凍結バイアル由来の細胞を別に培養したもの別々の細胞バッチを得るため

の培養細胞の分割は、解凍後 3 継代目以降に実施するほか、曝露実験前の 2 継

代以内に実施してはならない。 

CPTC Counts-Per-Total-Counts 

RNA 含有量を正規化するためのアルゴリズム 

DB-ALM 動物実験代替法データベースサービス 

DC 樹状細胞 

DMSO ジメチルスルホキシド 

DV 決定値 

サポートベクターマシンからの定量可能な出力 

ESAC ECVAM 科学諮問委員会 

EURL ECVAM 欧州動物実験代替法評価センター 

FBS ウシ胎児血清 

FITC フルオレセイン・イソチオシアネート 

GARD ゲノムアレルゲン迅速検出 

本試験ガイドラインの主な主題である、免疫毒性学的エンドポイントのための一連の予

測アッセイ 
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GARDskin 皮膚感作性のための GARD 試験法 

この TG の主題。皮膚感作性物質の有害性評価に用いる方法 

GARDskin 予測アルゴリズム 

遺伝子発現の生データに基づいて、DV を出力するアルゴリズム。予測アルゴリズムの出力
を、次に、予測モデルの入力として使用する。GARDskin 予測アルゴリズムは SVM である。
DV、GARDskin 予測モデル、SVM を参照のこと。 

GARDskin 予測モデル 

被験化学物質または対照の 3 回反復 DV に基づいて、その GARDskin 分類を提供する経験
則 

GDAA GARD データ解析アプリケーション 

GARD 法で生成した生データすべてについて、目的に適った自動データ処理と解析を行う
ためのクラウドベースのソフトウェア 

GHS 世界調和システム 

GM-CSF 顆粒球マクロファージコロニー刺激因子 

GPS ゲノム予測シグネチャ 

全体で予測因子となる一群の遺伝子。この遺伝子発現量を、エンドポイント特異的なサポ
ートベクターマシンである GARD 予測モデルに対する入力として用いる。GARD 予測モデル
は試験方法開発中に適切に学習され、固定されている。エンドポイントが異なる GARD 法ご
とに（GARDskin など）、別の GPS を用いる。 

LLNA 局所リンパ節試験 

LOD 検出限界 

NanoString 機器のパラメータのひとつ 

MD5 メッセージダイジェストアルゴリズム 5 

入力データのデジタルフィンガープリントを生成する機能。GARDskin 法では、このよう
なフィンガープリントを使用してデータの完全性を検証する。 

OECD 経済協力開発機構  

PBS リン酸緩衝生理食塩水 

PE フィコエリトリン 

PI ヨウ化プロピジウム 
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RCC レポーターコードカウント 

NanoString 機器が作成するファイルタイプ。遺伝子発現生データを保存する。 

RIN RNA Integrity Number 

Agilent 機器で使用する RNA 品質パラメータ 

SVM サポートベクターマシン 

監視あり予測モデルと、分類および回帰分析のためのデータを解析する関連学習アルゴリ
ズム 

TG 試験ガイドライン 

WLR 施設内再現精度 
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補遺 II -GARDskin 法の既知の限界 

表 AII.1.GARDskin 法の既知の限界および考えられる改変の要約。 

物質クラス／悪影

響 
悪影響に考えられる結果 考えられる改変 物質の例 

PI 検出波長に吸収

や自家蛍光がある

被験化学物質 

細胞毒性評価結果に影響を及ぼ

し、不適切に規定された GARD
入力濃度を生じる可能性がある。 

本稿に提案する方法と同等の結果が得ら

れることが実証された場合、細胞毒性の

評価に代替試薬を使用することによって

回避できる。 

シトラール

（CAS# 5392-
40-5） 

正確な分子量が不

明な物質。しかる

べき GARD 入力濃

度はモル濃度で規

定されるため、被

験化学物質は既知

の分子量で表され

ることが望まし

い。 

GARD 入力濃度が不適切である

と、誤分類を招く可能性がある。 
下記により回避可能である 

- 重量ベース濃度（ppm など）を用いる 
(1)。皮膚感作性物質の大多数が 100 

ppm 未満で検出される (1)。 

- 複雑な混合物の見かけの分子量を概

算する。 

UVCB、排出化

学物質、組成

が不定または

完全に解明さ

れていない製

品または製

剤、天然抽出

物。 

最終ウェル内濃度

500 µM で適切な溶

媒に溶解できない

被験化学物質およ

び検討最高濃度で

細胞毒性を示さな

い被験化学物質。 

弱い皮膚感作性物質を検出するの

に十分な曝露濃度が保証されない

可能性がある。偽陰性となる可能

性がある。しかし、利用可能なデ

ータは、感作性物質の大多数が

100 μM 未満で検出されることを

示唆している (1)。 

500 μM 未満の最高可溶濃度で細胞毒性

を誘発しない被験化学物質を、下流の

GARDskin 手順に従ってさらに分析し、

そこで得た陽性結果を、被験化学物質が

皮膚感作性物質であるとの特定を支援す

るのに用いることができる。 

n/a 

被験化学物質が溶

媒に適合しない。 
不溶性または被験化学物質との反

応干渉。これがあると、不適切な

GARD 入力濃度や誤分類、試験方

法の完全な不適合を招く可能性が

ある。 

科学的な根拠がある場合、代替可能な適

合溶媒を使用してよい (2) (3)。このよう

な代替溶媒の適合性は、ブランク溶媒を

同じ曝露濃度で陰性対照として組み入れ

ることによって確認する。被験化学物質

が依然として不溶性である場合は、上記

の十分に溶解しない被験化学物質の取扱

いを参照のこと。 

n/a 

細胞系で速やかに

加水分解する被験

化学物質。 

十分なウェル内濃度の被験化学物

質が保証されない可能性がある。

偽陰性となる可能性がある。 

 ヒドラジン

（CAS# 2644-
70-4） 
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補遺 III－習熟度評価用の物質 

表 AIII.1.GARDskin の技術的習熟度実証用の物質。 

化学名 CAS 番号 物 理 的

状態 
参照分類 1  予想 GARDskin 値（基準範囲） 

   LLNA ヒト 分類 （DV） （入力濃度、

μM） 
4-ニトロベンジル 
ブロミド 

100-11-8 固体 S 
（非常に強い） 

NA S (0 – 10) <25 

没食子酸プロピル 121-79-9 固体 S 
（強い） 

NA S (2 – 13) 25 - 400 

イソオイゲノール 97-54-1 液体 S 
（中等度） 

S S (2 – 13) >100 

3-(ジメチルアミノ)-
1-プロピルアミン 

109-55-7 液体 S 
（中等度） 

NA S (0 – 11) >250 

オイゲノール 97-53-0 固体 S 
（弱い） 

S S (0 – 10) >100 

エチレングリコール

ジメタクリレート 
97-90-5 液体 S 

（弱い） 
NA S (2 – 20) >25 

グリセロール 56-81-5 液体 NS NA NS (<0) ≥250 
ヘキサン 110-54-3 液体 NS NS NS (<0) ≥125 
1-ブタノール 71-36-3 液体 NS NA NS (<0) ≥250 

1 OECD TG 497 の補足文書の付属書 2 から抜粋 (1)。S：感作性物質。NS：非感作性物質。NA：欠

測値。 

参考文献 hi 

1. OECD (2021).Series on Testing and Assessment No. 336:Annex 2 of the Supporting document to the Guideline 
(GL) on Defined Approaches (DAs) for Skin Sensitisation.Organisation for Economic Cooperation and Development, 
Paris.以下で入手可能： http://www.oecd.org/env/testguidelines 


	1. 皮膚感作性物質とは、国際連合の「化学物質の分類および表示に関する世界調和システム」（UN GHS）により定義されている通り、皮膚接触後にアレルギー反応を惹起する物質のことをいう (1)。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、生物学的機序に関する現在の知識は、有害性発現経路（Adverse Outcome Pathway： AOP）(2) の形式で要約され、分子レベルのイニシャルイベントから中間イベントを経て、具体的にはアレルギ...
	2. この試験ガイドライン（TG）では、皮膚感作性に対するAOPの樹状細胞活性化に関するキーイベントの基礎にある機序を扱うin vitro試験について記載する (2)。このTGは、UN GHSに基づく皮膚感作性物質と非感作性物質とを識別するのに用いられる試験方法に関する (1)。
	3. 皮膚感作性の評価には、通常、実験動物が使用されてきた。モルモットを用いる古典的方法であるMagnusson and Kligmanのモルモットマキシマイゼーション法（GPMT）およびビューラー法（TG 406）(4) は、皮膚感作性の誘導相および誘発相の両者を評価する。マウスを用いる試験であるLLNA（TG 429）(3) と、その非放射性修正法2種類、具体的にはLLNA：DA（TG 442 A）(5) およびLLNA：BrdU-ELISA（TG 442 B）(6) はいずれも、誘導相のみを...
	4. 皮膚感作性AOPの1つ目のキーイベント（OECD TG 442C (7)）および2つ目のキーイベント（OECD TG 442D (8)）を対象としたin chemicoおよびin vitroの機序に基づく試験法が、化学物質の皮膚感作性の有害性を評価するのに役立つことが認められている。
	5. 皮膚感作性物質は、DC活性化と結びついたCD40、CD54、CD80、CD83およびCD86などの細胞膜マーカーの発現や、IL-1βおよびTNF-αなどの炎症誘発性サイトカイン、IL-8（CXCL8）およびCCL3 (9) (10) (11) (12) など数種のケモカインを誘導することが報告されている (2)。本TGに記載した試験方法は、感作性物質に曝露したあとの単球およびDCの活性化プロセスによる細胞表面マーカー（CD54、CD86）、サイトカインであるIL-8または一連の遺伝子（ゲノム...
	6. ただし、DC活性化は皮膚感作AOPのひとつのキーイベントのみを示すため (2) (13)、DC活性化のマーカーを測定する単独の試験法で得た情報のみを用いて、化学物質の皮膚感作性の有無を結論づけるには十分ではない。従って、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...
	7. 本試験ガイドラインに含まれる試験法は、手順、適用範囲及び限界に関して異なる可能性があるが、皮膚感作性でのAOPの樹状細胞活性化に対するキーイベントの試験結果に関して、各国の要求事項に対応するために、それぞれ使用することができ、OECDでのデータの相互受け入れにも役立つ。確定方式(DAs)では、方法は自動的に互換性があるわけではない;TG497ではどの試験法/試験方法の組み合わせを用いるべきかが規定されている。
	8. 本試験ガイドラインに記載した試験方法を単独で用いて、皮膚感作性物質を当局がUN GHSで定義した細区分である1Aおよび1Bに分類することはできず (1)、安全性評価に際し、皮膚感作性の強さを予測することもできない。ただし、特定の規制の枠組みによっては、上記方法で得た陽性結果を単独で用いて、化学物質をUN GHS区分1に分類できる場合がある。
	9. 「被験化学物質」という用語は、本試験法ガイドラインで用いる場合、試験の対象となる物質のことをいい1、被験化学物質が単一成分物質、多成分物質、および／または混合物であるかは本試験法への適用を規定するものではない。多成分物質／混合物の試験に本試験法を適用することに関しては、現時点では情報が限られている (15) (16)。本試験法は、多成分物質および混合物の試験に技術的には適用可能である。混合物、試験困難化学物質（不安定など）、本ガイドラインに記載されている適用範囲に収まることが明確でない被験化...
	参考文献
	付属書1：In vitro皮膚感作性：ヒト細胞株活性化試験（h-CLAT）

	1. h-CLAT法は、ヒト単球性白血病細胞株THP-1の単球および樹状細胞（DC）が活性化されて生じる細胞表面マーカー（CD86およびCD54）の発現の変化を定量する (1) (2)。測定されたCD86およびCD54の細胞表面マーカーの発現量を用いて、皮膚感作性物質と非感作性物質との識別を支援する。
	2. h-CLAT法は、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とそれに続く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）で評価されている。入手可能な証拠と規制当局およびステークホルダーからの情報をすべて考慮し、h-CL...
	3. h-CLATは、細胞培養技術とフローサイトメトリー分析の経験がある施設への技術移管が可能であることが確認されている。本試験法に見込まれる予測結果の再現性は、同一施設内および複数の施設間でいずれも約80%である (3) (12)。バリデーション試験 (13) および発表された他の研究 (14) から得られた結果によると、LLNAの結果と比較した場合、皮膚感作性物質（UN GHS区分1）と非感作性物質とを識別する正確度は85%（N = 142）、感度は93%（94/101）、特異度は66%（27...
	4. 現在入手可能なデータによると、h-CLATは、有機官能基、反応メカニズム、皮膚感作性の強度（in vivo試験で判定される）、物理化学的特性がさまざまな被験化学物質に適用可能であることが示されている (3) (14) (15)。h-CLATは、適切な溶媒／媒体（段落14参照）に可溶であるか安定した分散液（被験化学物質が沈殿することも、溶媒／媒体から分離して異相を示すこともないコロイドまたは懸濁液）となる被験化学物質に適用可能である。Log Kowが3.5を超える被験化学物質は、偽陰性結果をも...
	5. 上記の通り、h-CLATは、皮膚感作性物質と非感作性物質との識別を支援することができる。一方、IATAなどの統合的アプローチの中で用いられた場合、感作性の強度の評価が可能な場合もある (4) (5) (9)。
	6. 用語の定義を補遺Iに示す。
	試験の概要

	7. h-CLATは、被験化学物質曝露24時間後に、ヒト単球性白血病細胞株のTHP-1細胞の細胞表面マーカー発現（CD86およびCD54）の変化を定量するin vitro試験である。ここに挙げた表面分子は、単球系細胞THP-1活性化の典型的マーカーで、T細胞プライミングに重要な役割を担うDC活性化を再現すると考えられる。蛍光色素で標識された抗体で細胞を染色したあと、表面マーカー発現の変化をフローサイトメトリーで測定する。表面マーカー発現のアップレギュレーションが、細胞毒性に達しない濃度で生じるか評...
	習熟度の立証

	8. 試験法ガイドライン442Eの付属書に記載されている試験法を日常的に用いるのに先立ち、実施施設は、補遺II収載の習熟度確認用の10物質を用いて技術的習熟度を立証する。さらに、本試験法使用者は、反応性のチェック（段落11参照）と、陽性対照および溶媒／媒体対照（段落20～22参照）により得られたデータの背景データベースを保管し、このようなデータを用いて、実施施設での本試験法の再現性が経時的に維持されていることを確認する。
	手順

	9. 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h-CLATに関する動物実験代替法データベースサービス（DB-ALM）プロトコル番号158 (18) に基づいている。実施施設でh-CLAT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。用量設定試験およびCD86/CD54発現測定の2段階からなるh-CLATの主要な構成要素および手順について以下に記す。
	10. h-CLATの実施には、ヒト単球性白血病細胞株THP-1を使用する。使用する細胞（TIB-202™）は、American Type Culture Collectionのような十分な適正資格をもつ細胞バンクから入手することが推奨される。
	11. THP-1細胞は室温37 C、5% CO2の加湿雰囲気下で、10%ウシ胎児血清（FBS）、0.05 mM 2-メルカプトエタノール、100単位/mLペニシリンおよび100 μg/mLストレプトマイシンを添加したRPMI-1640培地で培養する。培養液にペニシリンとストレプトマイシンを使用しない場合もある。ただし、使用しない場合、本試験法の利用者は、例えば、補遺IIの習熟度確認物質の試験により、培養液に抗生物質が含まれていないことが結果に影響を与えないことを検証しなければならない。いずれの場...
	12. 試験では、0.1 × 106 cells/mLまたは0.2 × 106 cells/mLの密度でTHP-1細胞を播種し、それぞれ72時間または48時間、培養フラスコで前培養する。前培養期間直後の培養フラスコの細胞密度を、（上記の前培養2条件のうち、どちらかを用いて）各実験で可能な限り同じにすることが重要である。その理由は、前培養期間直後の培養フラスコの細胞密度が、アレルゲン誘発性CD86/CD54発現に影響を及ぼす可能性があるためである (19)。試験当日、培養フラスコから採取した細胞を、...
	13. 溶媒／媒体対照と比較して、細胞生存率（CV）が75%となる被験化学物質濃度であるCV75を求めるために、用量設定試験を実施する。CV75値は、CD86/CD54発現測定の被験化学物質曝露濃度を判断する際に用いる（段落20～24参照）。
	被験化学物質および対照物質の調製

	14. 被験化学物質および対照物質は、試験当日に調製する。h-CLATの場合、被験化学物質を、溶媒／媒体の最初の選択として生理食塩水または培地に溶解するか、安定的に分散させる（段落4参照）。ここに挙げた2種類の溶媒／媒体に被験化学物質が不溶であるか安定した分散液にならない場合、次の選択としてジメチルスルホキシド（DMSO、純度99%以上）に溶解、または安定的に分散させる。最終濃度は、100 mg/mL（生理食塩水または培地の場合）または500 mg/mL（DMSOの場合）にする。十分な科学的根拠を...
	15. 100 mg/mL（生理食塩水または培地の場合）または500 mg/mL（DMSOの場合）の被験化学物質のストック溶液から、次の希釈段階を実施する：
	16. h-CLATに用いる溶媒／媒体対照は、培養液（被験化学物質が培地または生理食塩水のいずれかに溶解または安定的に分散する場合（段落4参照））またはDMSO（被験化学物質がDMSOに溶解または安定的に分散する場合）で、プレート中の最終濃度は0.2%のみで試験を行う。段落15の作業用溶液に関しての説明と同じ希釈を行う。
	被験化学物質および対照物質の適用

	17. 段落15および16に記載の培養液または作業用溶液を、24ウェル、または96ウェル平底プレート（段落12参照）で、調製した細胞懸濁液と1:1（v/v）で混合する。次に、処理したプレートを5% CO2存在下、37 Cで24 ± 0.5時間インキュベートする。被験化学物質とのインキュベーションに先立ち、例えば、プレートをシールすることにより、揮発性の被験化学物質の蒸発、および被験化学物質によるウェル間の交差汚染を回避するよう留意する (20)。
	ヨウ化プロピジウム（PI）染色

	18. 曝露から24 ± 0.5時間経過後、細胞をサンプルチューブへ移し、遠心分離により採取する。上清を捨て、残った細胞を200 μL（96ウェルの場合）、または600 μL（24ウェルの場合）の0.1%ウシ血清アルブミン含有リン酸緩衝生理食塩水（染色用緩衝液）に再懸濁する。細胞懸濁液200 μLを96ウェル丸底プレート（96ウェルの場合）またはマイクロチューブ（24ウェルの場合）に移し、200 μL（96ウェルの場合）または600 µL（24ウェルの場合）の染色用緩衝液で2度洗浄する。最後に、細...
	フローサイトメトリーによる細胞毒性測定とCV75値の算出

	19. PIの細胞内への取り込みは、捕捉チャンネルFL-3でフローサイトメトリーを用いて分析する。合計1万個の生細胞（PI陰性）を観察する。細胞生存率は、フローサイトメータ解析プログラムにより、以下の式を用いて算出される。細胞生存率が低い場合は、死細胞を含む最大3万個の細胞からなるデータが必要である。あるいは、分析開始後1分間で得られるデータを取得する。
	被験化学物質および対照物質の調製

	20. 適切な溶媒／媒体（生理食塩水、培地、またはDMSO；段落14参照）を用いて、被験化学物質を溶解または安定的に分散する。まず、被験化学物質を用量設定試験（段落19参照）で求めた1.2 × CV75の100倍（生理食塩水または培地の場合）、または500倍（DMSOの場合）に相当する濃度に希釈する。CV75を求めることができない場合（すなわち、十分な細胞毒性が用量設定試験で認められない場合）、各溶媒／媒体で調製した被験化学物質の可溶最高濃度、または安定的に分散される最高濃度を開始濃度として用いる...
	21. 溶媒／媒体対照を、段落16の記載の通りに調製する。h-CLATに用いる陽性対照はDNCB（段落11参照）とし、DMSOでストック溶液を調製する。また、ストック溶液について段落20の記載の通りに希釈する。DNCBは、CD86/CD54発現測定の陽性対照として、プレート中で1種類の最終濃度（通常4.0 μg/mL）で使用する。プレートでDNCB濃度4.0 μg/mLを得るためには、DMSOを用いて2 mg/mLのDNCBストック溶液を調製し、さらに8 μg/mLの作業用溶液にするため、培養液で...
	被験化学物質および対照物質の適用

	22. 被験化学物質および対照物質ごとに、予測結果を求めるのに1実験を要する。各実験では、CD86/CD54発現測定を独立して2回以上行う（段落26～28参照）。独立した各測定は、別の日に実施する。または、a) 新たに被験化学物質のストック溶液と作業用溶液、および抗体溶液を独立して調製し、b) 独立して採取した細胞を用いる（すなわち、細胞を異なる培養フラスコから採取する）場合は、同日に実施することができる。ただし、細胞は同じ継代数由来でもよい。作業用溶液（500 μL）として調製した被験化学物質お...
	細胞染色および分析

	23. 曝露から24 ± 0.5時間経過後、細胞を24ウェルプレートからサンプルチューブへ移し、遠心分離により採取する。次に1 mLの染色用緩衝液で2度洗浄する（必要であれば、追加の洗浄を行ってもよい）。洗浄後、細胞を600 μLのブロッキング溶液（0.01%（w/v）グロブリン（Cohn分画II、III、ヒト：シグマ社、#G2388-10G）含有染色用緩衝液）で4 Cで15分間インキュベートする。ブロッキングのあと、細胞を96ウェル丸底プレートまたはマイクロチューブに、180 μLずつ3等分する。
	24. 遠心分離後、50 μLのFITC標識抗CD86抗体、抗CD54抗体、またはマウスIgG1（アイソタイプ）抗体で、細胞を4 Cで30分間染色する。h-CLATのDB-ALMプロトコル番号158 (18) に記載の抗体を、染色用緩衝液で3:25（v/v、CD86 （BD-PharMingen、#555657；クローン： Fun-1）の場合）または3:50（v/v、CD54（DAKO、#F7143；クローン：6.5B5）、およびIgG1（DAKO、#X0927）の場合）に希釈して使用する。ここに...
	データの評価

	25. CD86およびCD54の発現量を、捕捉チャンネルFL-1でフローサイトメトリーを用いて分析する。幾何平均蛍光強度（mean fluorescence intensity：MFI）に基づき、陽性対照（ctrl）細胞と化学物質処理細胞のCD86およびCD54の相対蛍光強度（relative fluorescence intensity：RFI）を、次の式に従って算出する：
	予測モデル

	x100
	RFI = 
	溶媒／媒体処理対照細胞のMFI – 溶媒／媒体処理アイソタイプ対照細胞のMFI
	26. CD86/CD54発現測定で、ひとつの予測（陰性または陽性）結果を得るため、独立した2回以上の測定で各被験化学物質を試験する。2回の独立した測定の2回とも、または3回の独立した測定の2回以上で、以下の条件の1つ以上を満たせば、h-CLATによる予測を陽性とみなし、それ以外の場合を陰性とみなす（図1）：
	27. 上記に基づき、最初の2回の測定がCD86および／またはCD54のどちらも陽性である場合、h-CLATによる予測を陽性とみなし、3回目の測定は必要ない。同様に、最初の2回の測定が両マーカーのどちらも陰性である場合、h-CLATによる予測を陰性（段落30の条項を十分に考慮の上）とみなし、3回目の測定は不要である。ただし、1種類以上のマーカー（CD86またはCD54）に関して最初の2回の測定が一致しない場合、3回目の測定が必要となり、最終予測は結果の多い方（すなわち、3回中2回認めた結果）に基づ...
	28. h-CLATで陽性と予測された被験化学物質の場合、CD86ではEC150、CD54ではEC200の2つの効果濃度（Effective Concentrations：EC）、すなわち被験化学物質が150または200のRFIを誘導する濃度が、状況に応じて求められる。このようなEC値を、確定方式(14)またはIATAなどの統合的アプローチの中で用いた場合 (4) (5) (6) (7) (8)、感作性の強度の評価に貢献する場合がある (9)。EC値を次の式により算出できる：
	図1： ボーダーラインの範囲とボーダーラインの結果を結論づけるための複数回の実行を考慮したh-CLAT予測モデルのフローチャート
	許容基準


	29. h-CLATを用いる場合、次の許容基準を満たすこと (22) (27)。
	30. 陰性結果は、最高試験濃度（すなわち、段落20記載の段階希釈法に従って1.2 × CV75）において90%未満の細胞生存率を示す被験化学物質のみにあてはまる。1.2 × CV75での細胞生存率が90%以上の場合、陰性結果を無効とする。このような場合、再度CV75を求め、用量設定をやり直すことが推奨される。生理食塩水（または培地、またはその他の溶媒／媒体）では5000 μg/mL、DMSOでは1000 μg/mL、または最高可溶濃度を、被験化学物質の最大試験濃度として用いる場合、細胞生存率が9...
	試験報告書

	31. 試験報告書には以下の情報を含む。
	被験化学物質
	参考文献
	補遺Ⅰ:用語の定義
	補遺Ⅱ:習熟度評価用の物質
	表1： h-CLATの技術的習熟度確認の立証に推奨される物質

	付属書2：In vitro皮膚感作性：
	U937細胞株活性化試験（U-SENS™）
	最初に考慮すべき事項および限界


	1. U-SENS™は、単球および樹状細胞（DC）が活性化されて生じる細胞表面マーカー（CD86）のヒト組織球性リンパ腫細胞株U937における発現について、感作性物質に対する曝露による変化を定量することができる (1)。これにより、U937細胞株の細胞表面マーカーであるCD86の発現レベル測定値を用いて、皮膚感作性物質か非皮膚感作性物質かの識別を支援する。
	2. U-SENS™は、L’Oreal社が主導したバリデーション試験で評価され (2)、その後、欧州動物実験代替法評価センター（EURL ECVAM）科学諮問委員会（ESAC）による独立したピアレビューで評価された (3)。入手可能な証拠と規制当局およびステークホルダーからの情報をすべて考慮し、U-SENS™は、有害性の分類および表示を目的に、感作性物質と非感作性物質との識別を支援するためにIATAの一環として用いることがEURL ECVAM (4 ) によって推奨されている。皮膚感作性に関してI...
	3. U-SENS™は、細胞培養技術とフローサイトメトリー分析の経験がある施設への技術移管が可能であることが確認されている。本試験法に見込まれる予測結果の再現性は、同一施設内および複数の施設間でそれぞれ、90%および84%であった (8)。バリデーション試験 (8) および発表された他の研究(1)から得られたすべての結果によると、LLNAの結果と比較した場合、皮膚感作性物質（UN GHS区分1）と非感作性物質とを識別する正確度は86%（N = 166）、感度は91%（118/129）、特異度は65...
	4. 現在入手可能なデータによると、U-SENS™は、さまざまな有機官能基、物理化学的特性、皮膚感作性強度（in vivo試験で判定される）や、皮膚感作性を生じることがわかっている一連の反応メカニズム（マイケル受容体、シッフ塩基形成、アシル転移剤、2分子的求核置換［SN2］または芳香族求核置換反応［SNAr］）などにまたがる被験化学物質（保存料、界面活性剤、活性剤、色素などの化粧品成分を含む）に適用可能であることが示された (1) (8) (9) (10)。U-SENS™は、適切な溶媒／媒体（段落...
	5. 上記の通り、U-SENS™は、皮膚感作性物質と非感作性物質との識別を支援することができる。一方、IATAなどの統合的アプローチの中で用いられた場合、感作性の強度の評価が可能な場合もある。とはいえ、U-SENS™の成績が、どのように強度評価に情報を与えるのかを特定するには、ヒトデータに基づいた一層の研究が必要である。
	6. 用語の定義を補遺Iに示す。
	試験の概要

	7. U-SENS™は、被験化学物質曝露45 ± 3時間後に、ヒト組織球性リンパ腫細胞株であるU937細胞のCD86細胞表面マーカー発現の変化を定量するin vitro試験である。CD86表面マーカーは、典型的なU937活性化マーカーのひとつである。CD86は、共刺激分子であることがわかっており、T細胞プライミングに重要な役割を担う単球活性化を再現すると考えられる。典型的にはフルオレセイン・イソチオシアネート（FITC）で標識された抗体で細胞を染色したあと、CD86細胞表面マーカー発現の変化をフロ...
	習熟度の立証

	8. 試験法ガイドライン442Eの付属書に記載されている試験法を日常的に用いるのに先立ち、実施施設は、Good in vitro Method Practices (11) に準拠して補遺II収載の習熟度確認用の10物質を用いて技術的習熟度を立証する。さらに、本試験法使用者は、反応性のチェック（段落11参照）と、陽性対照および溶媒／媒体対照（段落15～16参照）により得られたデータの背景データベースを保管し、このようなデータを用いて、実施施設での本試験法の再現性が経時的に維持されていることを確認する。
	手順

	9. 本試験法は、U-SENS™に関する動物実験代替法データベースサービス（DB-ALM）プロトコル番号183に基づく (12)。実施施設でU-SENS™を導入し使用する場合、標準操作手順（SOP）を用いる必要がある。例えば補遺IIの習熟度確認物質の試験によって同様の結果をもたらすことが示されれば、U-SENS™自動測定システムを使用してよい。U-SENS™の主要な構成要素および手順について以下に記す。
	細胞の調製

	10. U-SENS™の実施には、ヒト組織球性リンパ腫細胞株U937 (13) を使用する。American Type Culture Collection（ATCC）のような十分な適正資格をもつ細胞バンクから、細胞（クローンCRL1593.2）を入手すること。
	11. U937細胞は室温37 C、5% CO2の加湿雰囲気下で、10%ウシ胎児血清（FCS）、2 mM L-グルタミン、100単位/mLペニシリンおよび100 μg/mLストレプトマイシンを添加したRPMI-1640培地（完全培地）で培養する。U937細胞は、2～3日に1回、定期的に密度1.5 × 105 cells/mLまたは3 × 105 cells/mLで播種する。細胞密度が2 × 106 cells/mLを超えてはならない。また、トリパンブルー色素排除法で測定した細胞生存率が90%以上で...
	12. 試験では、3 x 105 cells/mLまたは6 × 105 cells/mLの密度でU937細胞を播種し、それぞれ2日間または1日間、培養フラスコで前培養する。十分な科学的妥当性が提示される他に、例えば、補遺II収載の習熟度確認物質の試験により、同様の結果をもたらすことが示されれば、ここに挙げたもの以外の前培養条件を使用してもよい。試験当日、培養フラスコから採取した細胞を、5 × 105 cells/mLで新たな培養液に再懸濁する。次に、96ウェル平底プレートに100 μL（ 最終細胞...
	被験化学物質および対照物質の調製
	13. 試験実施前に被験化学物質の溶解性を確認する。この目的のために、被験化学物質を、溶媒の第一候補として完全培地を用いて、50 mg/mLの濃度で溶解または安定的に分散させる。完全培地溶媒／媒体に被験化学物質が不溶である場合、第二候補としてジメチルスルホキシド（DMSO、純度99%以上）に溶解、または安定的に分散させる。被験化学物質が溶媒／媒体に溶解する場合、試験用に、最終濃度0.4 mg/mLになるように被験化学物質を完全培地に溶解する。化学物質がDMSOにしか溶解しない場合は、濃度50 mg...
	14. 被験化学物質および対照物質は、試験当日に調製する。U-SENS™では用量設定試験を行わないため、初回測定で、6種類の最終濃度（1、10、20、50、100および200 μg/mL）となるように、完全培地または0.4% DMSO含有培地のいずれかからなる溶媒／媒体で調製し、実験を行う。2回目以降の測定では、完全培地に0.4 mg/mLまたはDMSOに50 mg/mLの被験化学物質溶液から開始し、少なくとも4種類の作業用溶液（少なくとも4種類の濃度）を、対応する溶媒／媒体を用いて調製する。作業...
	15. U-SENS™に用いる溶媒／媒体対照は、完全培地（被験化学物質が溶解または安定的に分散する場合）（段落4参照）または0.4%DMSO含有完全培地（被験化学物質がDMSOに溶解または安定的に分散する場合）である。
	16. U-SENS™に用いる陽性対照は、完全培地で調製したTNBS（段落11参照）である。TNBSはCD86発現測定の陽性対照として、プレートの最終濃度1種類（50 μg/mL）で、細胞生存率が70%を上回ることを確認する。TNBSがプレート中に50 μg/mLとなるようにするには、1 MのTNBSストック溶液（293 mg/mL）を完全培地で調製し、2,930倍希釈することで100 μg/mLの作業用溶液を得る。乳酸（LA、CAS 50-21-5）を、陰性対照物質として完全培地中に200 μg...
	被験化学物質および対照物質の適用

	17. 段落14～16に記載の溶媒／媒体対照または作業用溶液を、調製した細胞懸濁液（段落12参照）と、1:1（v/v）で96ウェル平底プレートで混合する。次に、処理したプレートを5% CO2存在下、37 Cで45 ± 3時間インキュベートする。インキュベートの前に、プレートを半透膜でシールし、揮発性の被験化学物質の蒸発やウェル間での被験化学物質の交差汚染を回避する (12)。
	細胞の染色

	18. 曝露から45 ± 3時間経過後、細胞をV底マイクロタイタープレートへ移し、遠心分離により採取する。溶解に関する悪影響を、処理45 ± 3時間後（細胞染色前）に結晶または液滴が顕微鏡下に認められることと定義する。上清を捨て、残った細胞を100 μLの氷冷5%ウシ胎児血清含有リン酸緩衝生理食塩水（PBS）（染色用緩衝液）で1回洗浄する。遠心分離後、細胞を100 μLの染色用緩衝液で再懸濁し、遮光下に4 Cで30分間、5 μL（0.25 μg）のFITC標識抗CD86抗体またはマウスIgG1（ア...
	フローサイトメトリー分析

	19. CD86の発現量および細胞生存率を、フローサイトメトリーを用いて分析する。細胞を、対数尺度を用いたサイズ（FSC）および顆粒含有量（SSC）のドットプロットで示す。これにより、first gate R1の集団を明確に特定し、デブリを排除することができる。各ウェルにつき、gate R1に合計10,000細胞を得ることを目標にする。同じR1 gateから得た細胞を、FL3またはFL4/SSCドットプロットで示す。ヨウ化プロピジウム陰性細胞集団を選択する別のgate R2を設けることによって、生...
	データおよび報告
	データの評価

	20. 下記パラメータをU-SENS™試験法で求める：CV70値、具体的には、U937の細胞生存率が70%を示す被験化学物質濃度（30%細胞毒性）。EC150値、具体的には、CD86の刺激指数（S.I.）が150%を示す被験化学物質濃度。
	予測モデル

	21. CD86発現測定では、被験化学物質の各測定は少なくとも4濃度、少なくとも2回の独立した測定（別日に実施）を行って、ひとつの予測（陰性または陽性）を得る。
	図1： U-SENS™に用いられる予測モデル。U-SENS™による予測は、IATAの枠組みの中で、また、段落4の条項および「はじめに」の段落7、8および9に従って検討すること。
	許容基準


	22. U-SENS™を用いる場合、次の許容基準を満たす必要がある (12)。
	試験報告書

	23. 試験報告書には以下の情報を含む。
	参考文献
	補遺Ⅰ:用語の定義
	補遺Ⅱ:習熟度評価用の物質
	表1： U-SENS™の習熟度確認の立証に推奨される物質

	付属書3：In vitro皮膚感作性：インターロイキン-8レポーター遺伝子アッセイ（IL-8 Lucアッセイ）
	最初に考慮すべき事項および限界


	1. 細胞表面マーカーの発現を解析するアッセイとは異なり、IL-8 Lucアッセイは、樹状細胞（DC）が活性化すると生じるサイトカインであるIL-8発現の変化を定量する (1) (2)。THP-1由来IL-8レポーター細胞株（ヒト急性単球性白血病細胞株であるTHP-1から樹立したTHP-G8）を感作性物質に曝露させ、IL-8発現を測定する (2) (3) (4)。ここで、ルシフェラーゼの発現を用いて、皮膚感作性物質と非感作性物質の識別を支援する。2023年に、固有の生存マーカーを用いた細胞毒性の評...
	2. IL-8 Luc法は、日本動物実験代替法評価センター（JaCVAM）、経済産業省（METI）および日本動物実験代替法学会（JSAAE）が実施したバリデーション試験で評価されたのち (5)、JaCVAMおよび厚生労働省（MHLW）の主導の下に、代替試験法国際協力（ICATM）の支援を得て、独立したピアレビューを受けた (6)。入手可能な証拠と規制当局およびステークホルダーからの情報をすべて考慮すると、IL-8 Lucアッセイは、有害性の分類および表示を目的に、感作性物質と非感作性物質を識別する...
	3. IL-8 Lucアッセイは、細胞培養とルシフェラーゼ測定の経験がある施設への技術移管が可能であることが確認されている。施設内再現性および施設間再現性はそれぞれ、87.7%および87.5%であった (5)。バリデーション試験 (5) および他の公表論文 (3) (4) (8) のデータは、LLNAと比較したIL-8 Lucアッセイの性能を示している。このような試験で、IL-8 Lucアッセイは化学物質143種中130種を陽性または陰性、13種を確定的でないと判定した。皮膚感作性物質（UN GH...
	4. IL-8 Lucアッセイでの偽陰性の予測は、皮膚感作性が高い化学物質（UN GHS細区分1A）よりも、皮膚感作性が低い／中等度の化学物質（UN GHS細区分1B）に認められる可能性が高い (3) (4) (8)。総合すると、上記情報は、IL-8 Lucアッセイが皮膚感作性を識別するのに有用であることを示している。IL-8 Lucアッセイは、IATAに基づく他の情報を併用し、「はじめに」の段落7および8の条項に従って検討されるべきであることから、IL-8 Lucアッセイを単独の試験法として算出...
	5. 現在入手可能なデータによると、IL-8 Lucアッセイは、さまざまな有機官能基、反応メカニズム、皮膚感作性の強度（in vivo試験で判定される）、物理化学的特性にまたがる被験化学物質に適用可能であることが示されている (3) (4) (5)。IL-8 Lucアッセイはまた、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。しかし、X-VIVOTM 15に20 mg/mLで完全に溶解しない混合物が非感作物質とされた場合、他の化学物質の毒性の陰に隠れていた感作性物質があるかもしれない。混合...
	6. バリデーション試験で、無水物の偽陰性率が高かった。さらに、細胞株の代謝能が低い (9) ことや実験条件から、プロハプテン（代謝活性化を要する物質）およびプレハプテン（空気酸化により活性化される物質）が、IL-8 Lucアッセイ陰性結果を示す場合がある。ただし、プレ／プロハプテンと考えられる場合、陰性結果を慎重に解釈する必要があるものの、IL-8 Lucアッセイは、IL-8 Lucアッセイデータセットにあるプレハプテン11種中11種、プロハプテン6種中6種、プレ／プロハプテン8種中5種を正しく...
	7. 上記の通り、IL-8 Lucアッセイは、皮膚感作性物質と非感作性物質との識別を支援することができる。別の情報源と併用した場合に、IL-8 Lucアッセイの成績が強度評価に貢献しうるかどうかを明らかにするには、ヒトデータに基づいた一層の研究が必要である。
	8. 用語の定義および略語を表1および補遺Iに示す。
	試験の概要

	9. IL-8 Lucアッセイは、アメリカ培養コレクション（米国バージニア州マナッサス）から得たヒト単球性白血病細胞株THP-1を利用している。この細胞株を用いて、東北大学医学部皮膚科は、THP-1由来IL-8レポーター細胞株であるTHP-G8を樹立した。これは、Stable Luciferase Orange （SLO）およびStable Luciferase Red（SLR）からなるルシフェラーゼ遺伝子をそれぞれ、IL-8プロモータおよびグリセルアルデヒド3-リン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH...
	10. THP-G8細胞を、被験化学物質で16時間処理したあと、IL-8プロモータ活性を示すSLOルシフェラーゼ活性（SLO-LA）と、GAPDHプロモータ活性を示すSLRルシフェラーゼ活性（SLR-LA）を測定する。略語を把握しやすくするため、SLO-LAをIL8LA、SLR-LAをGAPLAと名付ける。表1に、IL-8 Lucアッセイにおけるルシフェラーゼ活性にまつわる用語を説明する。測定値を用いて、次のものを算出する。IL8LA/GAPLAで求められる正規化IL8LA（nIL8LA）；被験化...
	表1.IL-8 Lucアッセイのルシフェラーゼ活性の用語の説明
	習熟度の立証

	11. 試験法ガイドライン442Eの付属書に記載されている試験法を日常的に用いるのに先立ち、実施施設は、Good in vitro Method Practices (19) に準拠して補遺III収載の習熟度確認用の9物質を用いて技術的習熟度を立証する。さらに、本試験法使用者は、反応性のチェックと、陽性対照および溶媒／媒体対照により得られたデータの背景データベースを保管し、このようなデータを用いて、実施施設での本試験法の再現性が経時的に維持されていることを確認する。
	手順

	12. IL-8 Lucアッセイの標準操作手順（SOP）を利用できる。試験を実施する際にはこれを採用する必要がある (5)。本試験を実施する施設は、OECDテンプレートの条件に従って物質移動合意書（MTA）に署名することにより、Tottori Bioscience Promotion Organization（鳥取県）から遺伝子組換えTHP-G8細胞株を入手することができる。この下の段落に、IL-8 Lucアッセイの主要構成要素と手順を記載する。
	細胞の調製

	13. THP-G8細胞株を、IL-8 Lucアッセイの実施に使用する（段落9および12参照）。受領したら、細胞を増殖して（2～4代）、均質ストック細胞として凍結保存する。このストック細胞を、最大12代まで、または6週間までにわたり増殖することができる。増殖に用いる培地は、10%ウシ胎児血清（FBS）、抗生物質／抗真菌物質溶液（100 U/mLペニシリン-G、100 µg/mLストレプトマイシンおよび0.25 µg/mLアムホテリシンB含有0.85%生理食塩水）（GIBCO Cat# 15240-...
	14. 試験に使用する前に、反応性のチェックを行い、適正であることを判断する。反応性のチェックは、解凍後1～2週間または2～4代を経たのち、陽性対照である4-ニトロベンジルブロミド（4-NBB）（CAS：100-11-8、純度99%）および陰性対照である乳酸（CAS：50-21-5、純度85%以上）を用いて実施する。4-NBBがInd-IL8LA陽性反応（≥ 1.4）、一方、乳酸がInd-IL8LA陰性反応（< 1.4）を示す必要がある。この条件を満たさない場合は、新しい凍結保存バイアルを使用する...
	15. 試験では、2～5 × 105 cells/mLの密度でTHP-G8細胞を播種し、48～96時間にわたって培養フラスコで前培養する。試験当日、培養フラスコから採取した細胞を、抗生物質を含まない10%FBS含有RPMI-1640で洗浄したのち、抗生物質を含まない10%FBS含有RPMI-1640に1 × 106 cells/mLで再懸濁する。次に、96ウェル平底黒色プレート（Costar Cat# 3603など）に50 µL（5 × 104 cells/well）の細胞を播種する。
	被験化学物質および対照物質の調製

	16. 被験化学物質および対照物質は、試験当日に調製する。IL-8 Lucアッセイには、市販されている無血清培地であるX-VIVO1 15（Lonza0F2、04-418Q）に、最終濃度20 mg/mLになるよう被験化学物質を溶解する。マイクロ遠心チューブに入れた被験化学物質20 mgにX-VIVO1 15を加えて（化学物質溶解性と無関係に）1 mLとし、vortexミキサーにかけたあと、約20 Cの周囲温度で最高8 rpmのスピードのロータを用いて30分間振盪する。それでも固体の化学物質が溶解し...
	17. 最初の試験測定は、細胞毒性濃度を特定し、化学物質の皮膚感作性の可能性を検討することを目的とする。96ウェルプレート（Costar Cat# EW-01729-03など）を用いて、被験化学物質のX-VIVO1 15ストック溶液の2倍希釈系列を、X-VIVO1 15を用いて作成する（補遺V参照）。次に、50 μL/ウェルの希釈溶液を、96ウェル平底黒色プレートに入った50 μL細胞懸濁液に加える。これにより、X-VIVO1 15に可溶性の被験化学物質の場合、被験化学物質の最終濃度は0.002～...
	18. この後の試験測定では（第2、3および4回）、X-VIVO1 15ストック溶液を、最初の実験での細胞生存率05濃度（CV05；Inh-GAPLAが0.05未満になる最低濃度）の4倍の濃度になるよう作成する。第1回測定の最高濃度で、Inh-GAPLAが0.05を下回るほど小さくない場合、X-VIVO1 15ストック溶液を、最初の測定の最高濃度で作成する。最初の測定のストック溶液濃度をCV05（X）希釈倍率（CV05（X）希釈倍率；ストック溶液を希釈してCV05にするのに必要な希釈倍率）で割って...
	19. X-VIVOTM 15の第2のストック溶液の希釈系列を、希釈倍率1.5で、96ウェルプレートを用いて作成する。次に、50 μL/ウェルの希釈溶液を、96ウェル平底黒色プレートに入った50 μL細胞懸濁液に加える。各被験化学物質の濃度ごとに4ウェルを試験する。次に、試料をプレートシェーカーで混和し、37 C、5% CO2で16時間インキュベートしたのち、ルシフェラーゼ活性を下記の通りに測定する。
	20. 溶媒対照は、50 µL/ウェルのX-VIVOTM15と、10%FBS含有RPMI-1640を用いた50 µL/ウェル細胞懸濁液との混合物である。
	21. 推奨される陽性対照は4-NBBである。20 mgの4-NBBを、1.5 mL用マイクロ遠心チューブに入れ、X-VIVOTM 15を1 mLになるまで加える。4-NBBはX-VIVOTM 15に20 mg/mLでは完全には溶解しないため（段落16を参照）、このマイクロ遠心チューブをvortexミキサーにかけたあと、最高8 rpmのスピードのロータを用いて30分以上振盪する。 20,000 gで5分間遠心分離したあと、上清をX-VIVOTM 15を用いて4倍に希釈し、希釈上清500 μLを96...
	22. 推奨される陰性対照は乳酸である。20 mgの乳酸を、1.5 mL用マイクロ遠心チューブに入れ、X-VIVO1 15を1 mLになるまで加える（20 mg/mL）。20 mg/mLの乳酸溶液をX-VIVO1 15を用いて5倍に希釈し（4 mg/mL）；この4 mg/mL乳酸溶液500 μLを96ウェルプレートのウェルのひとつに入れる。この溶液を、X-VIVO1 15で2倍に希釈し、さらに2倍に希釈して、2 mg/mL溶液および1 mg/mL溶液を作成する。この3つの溶液50 μLと溶媒対照（...
	23. 背景データがあり、ほぼ同じ実施許容基準を満たせば、これ以外の適切な陽性対照または陰性対照を用いることができる。
	24. 被験化学物質とのインキュベーションに先立ち、例えば、プレートをシールすることにより、揮発性の被験化学物質の蒸発、および被験化学物質によるウェル間の交差汚染を回避する。
	25. 陽性または陰性の結果を得るのに、被験化学物質および溶媒対照を2～4回測定する必要がある（表2参照）。各測定は別の日に実施し、新鮮な被験化学物質X-VIVO1 15ストック溶液と、独立に採取した細胞を用いる。細胞は同じ継代数由来でもよい。
	ルシフェラーゼ活性の測定

	26. 光学フィルター付き96ウェルマイクロプレート用ルミノメータを用いて、発光を測定する。このようなものに、Phelios（ATTO、東京）、Tristan 941 （Berthold、ドイツ、バート・ヴィルトバート）やARVO series（PerkinElmer、米国マサチューセッツ州ウォルサム）がある。再現性を確保するため、ルミノメータは試験ごとに校正する必要がある。橙色および赤色を発光する遺伝子組換えルシフェラーゼを校正に使用する。
	27. 事前に温めたTripluc®ルシフェラーゼアッセイ試薬（Tripluc）100 µLを、化学物質あり、またはなしで処理した細胞懸濁液が入ったそれぞれのウェルに入れる。プレートを約20 Cの周囲温度で10分間振盪する。プレートをルミノメータに置いて、ルシフェラーゼ活性を測定する。生物発光を、光学フィルターなし（F0）およびあり（F1）で、それぞれ3秒間測定する。使用するルミノメータのモデルに応じて別の設定を用いる場合には、その妥当性を示す必要がある。
	28. 各濃度でのパラメータを、測定値から求める。これは具体的には、IL8LA、GAPLA、nIL8LA、Ind-IL8LA、Inh-GAPLA、IL8LAの平均 ± SD、GAPLAの平均 ± SD、nIL8LAの平均 ± SD、Ind-IL8LAの平均 ± SD、Inh-GAPLAの平均 ± SD、Ind-IL8LAの95%信頼区間である。この段落に使用したパラメータの定義を、補遺IおよびIVに記載する。
	29. 測定に先立って、マルチカラーレポーターアッセイにおける色識別は一般に、シャープカット（ロングパスまたはショートパス）フィルターまたはバンドパスフィルターなどの光学フィルターを備えた検出器（ルミノメータおよびプレートリーダ）で行う。各生物発光シグナルカラー用フィルターの透過係数を、補遺IIに基づいて試験前に校正する。
	データおよび報告
	データの評価

	30. IL-8 Lucアッセイの各測定における陽性／陰性判定の基準は以下の通り：
	予測モデル

	31. 第1回、第2回、第3回および第4回の測定のうち、陽性結果を2回認めた被験化学物質を陽性と判断し、第1回、第2回、第3回および第4回の測定のうち、陰性結果を3回認めた被験化学物質を陰性と考えられると判断する（表2）。陰性と考えられる被験化学物質のうち、X-VIVO1 15に20 mg/mLで溶解するものを陰性と判定する。被験化学物質がX-VIVO1 15に20 mg/mLで溶解しないか、溶解性や混和性の程度に関して不確実の理由がある場合、Inh-GAPLAが0.8未満の被験化学物質を陰性と判...
	表2.陽性ないし陰性と考えられると特定する基準
	図1.最終判断のための予測モデル
	許容基準

	32. IL-8 Lucアッセイを用いる場合、次の許容基準を満たすこと：
	試験報告書

	33. 試験報告書には以下の情報を含める。
	参考文献
	補遺Ⅰ:用語の定義
	透過係数を求めるための材料と方法
	装置の品質管理
	補遺Ⅲ:習熟度評価用の物質
	表1：IL-8 Lucアッセイの習熟度確認の立証に推奨される物質

	補遺Ⅳ:指標および判断基準

	nIL8LA（nSLO-LA）
	Ind-IL8LA（FInSLO-LA）
	補遺Ⅴ:IL-8 LUCアッセイ用に化学物質を溶解する方法
	補遺Ⅵ:IL-8 Lucアッセイの陽性対照用に4-NBBを溶解する方法

	付属書4：In Vitro皮膚感作性：皮膚感作性の評価（GARD™skin）に関するゲノムアレルゲン迅速検出（GARD™）
	最初に考慮すべき事項および限界


	1. GARDTMskin法は、皮膚感作性物質に関する有害性の有無（すなわち、UN GHS区分1か非感作性物質か）を識別する。この方法は、骨髄性白血病細胞株MUTZ-3 (3) (4) (5) のサブクローンであるSenzaCellTM細胞株 (1) (2) を被験化学物質に曝露させ、GARDskinゲノム予測シグネチャ（GPS）と呼ばれるエンドポイント特異的ゲノムバイオマーカーシグネチャの転写パターンを評価する。
	2. 十分に特性が明らかにされている一群の皮膚感作性物質（UN GHS区分1）（N=20）および非感作性物質（N=20）に代替ヒトDC様SenzaCell細胞株を曝露させて、ディスカバリーデータセットのゲノムワイドデータ駆動型解析により、GARDskin GPS（196遺伝子）を特定した (6)。OECD AOPのKE3に記載されているように、GPSは、生体異物認識、免疫学的危険信号の発生、DC活性化に関連するメカニズムイベントをモニタリングすることができる。なお、GARDskin GPSに関連す...
	3. GARDskin法は、SenzaGen ABが主導したバリデーション試験で評価され (13) (14)、その後、欧州動物実験代替法評価センター（EURL ECVAM）科学諮問委員会（ESAC）による独立したピアレビューを受けた (15)。入手可能な証拠のすべてを検討したところ、GARDskinは、有害性の分類および表示を目的に、感作性物質と非感作性物質との識別を支援するためにIATAの一環として用いることが推奨されている。
	4. GARD Data Analysis Application（GDAA）にホストされ、GARDskin試験法の試験ガイドラインの補足文書 (7) に記載されているように、ESACは、リングトライアルで得たデータのレビューに加えて、GARDskin解析パイプライン全体とそのバイオインフォマティクスコンポーネントについても詳細なレビューを実施している。ESACは、トレーニングデータセットの予測アルゴリズムを再現することができたほか、生データから被験化学物質の最終分類までのすべてのステップを検証し...
	5. フローサイトメトリーやRNA抽出を含む通常の細胞培養技術と分子生物学的手法に熟練していれば、GARDskinは、未実施施設への技術移管が可能であることが実証されている（被験化学物質N=28）。バリデーションのリングトライアルで得られたGARDskinの施設内再現精度（WLR）のレベルは、欠測データポイント1F3 の一致も考慮した場合は78.6～89.2%、欠測データポイントを除外した場合は82.1～88.9%であった。同様に、施設間再現精度（BLR）の推定値は、欠測データポイントの一致も考慮...
	6. ESACが要約して提示したヒト (16) およびLLNA (17) のデータソースを組み込んだ重要度のエビデンス (15) を用いて、専門家の判断に基づいた分類基準データセットと比較した場合、バリデーション試験 (13) (14) で得られた結果は全体として、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関して正確度91.7%（N=28）、感度92.4%（N=19）、特異度90.1%（N=9）であった。バランス正確度は91.2%であった。GARDskinのトレーニングデ...
	7. GARDskin法を提案した後、OECDは皮膚感作性の確定方式に関するガイドラインを発表した (18)。これにより、LLNAおよびヒトのキュレーションされた参照データを含む化学物質の拡張データセットが公表された (19)。このキュレーションされた参照データを考慮に入れ、バリデーション試験 (13) (14) やその他の公表されている試験 (20) から得たGARDskinのデータを用いてGARDskinの予測性能を算出した。試験法開発中に使用した化学物質と重複する被験化学物質を含める場合と除...
	表1A. LLNAまたはヒトの参照データと比較したGARDskinの性能 (19)。計算には、試験法の開発中に使用した化学物質と重複する被験化学物質を含む。
	表1B. LLNAまたはヒトの参照データと比較したGARDskinの性能 (19)。計算には、試験法の開発中に使用した化学物質と重複する被験化学物質は含まない。

	8. 総合すると、上記情報はGARDskinが皮膚感作性の有害性を識別するのに有用であることを示している。ただし、この試験法は、IATAに基づく他の情報を併用し、「はじめに」の段落7および8の条項に従って検討する必要がある。
	9. この方法の既知の限界は主に、溶解性の問題、溶媒ならびに水性細胞系との適合性に関連する。また、自家蛍光被験化学物質がフローサイトメトリーに基づく細胞毒性評価に悪影響を及ぼす可能性がある。既知の限界を、考えられる回避策とともに補遺IIに記載する。GARDskin法は、有機官能基、反応メカニズム、皮膚感作性の強度、物理化学的特性がさまざまな被験化学物質に適用可能であることが示されている (12) (14) (20)。現在入手可能なデータによれば、適用範囲から除外される特定のクラスやタイプの化学物質...
	10. 単一成分化学物質の評価に関して、GARDskin法をバリデートした。バリデーション試験で評価されていないものの、本試験法は、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 (20) (23)。用語の定義を補遺Iに示す。
	実施施設習熟度の実証

	11. GARDskinを日常的に用いるのに先立ち、実施施設は、この試験法の実施における技術的習熟度を実証すること。習熟度は、補遺IIIに記載された、感作性かどうかがわかっている規定の習熟度確認化学物質群を試験することによって実証する。この試験では試験系の応答性も確認する。習熟度確認化学物質の試験は、本稿に記載された手順を完全に遵守して実施し、結果が補遺IIIに記載された区分に一致している必要がある。習熟度確認化学物質で得たデータの過去のデータベースを試験施設で保管し、試験法の再現性を経時的に確認する。
	試験法の原理

	12. GARDskin法では、骨髄性白血病細胞株MUTZ-3のサブクローンであるSenzaCell株をDCのin vitro代替モデルとして利用する。被験化学物質固有の曝露濃度で24時間にわたり被験化学物質に曝露したあと、分析の定量可能な測定値として、GARDskin GPSの遺伝子発現レベルを得る。これは、曝露細胞培養物から分離した総RNAの測定値に基づいて、NanoString nCounter®システムを用いて評価する。
	13. この高次元データを、サポートベクターマシン（SVM）予測アルゴリズムをホストしているGDAA (24) を用いて分析する。このアルゴリズムは、検査法開発中に適切に学習され、固定されている (12)。被験化学物質に曝露した細胞培養物中の遺伝子発現レベルに基づき、GARDskin予測アルゴリズムによる出力は、各被験化学物質が皮膚感作性物質（UN GHS区分1）か非感作性物質かを予測する。
	クラウドベースソフトウェア

	14. GARDskinデータ解析パイプラインは、GDAAと呼ばれるクラウドベースのバージョン管理ソフトウェアに基づいている。GDAAは、生データの前処理から被験化学物質の最終分類まで、データ解析のワークフロー全体を容易にする。GDAAは、公表されているガイダンス (25) (26) に従ってデータの完全性を保証するように設計されている。
	15. 試験施設は、定期的ないし使用前に（リスク評価に基づいて）、クラウドベースGDAAソフトウェアのすべての機能を確認することが望ましい (25) (26)。このため、過去の参照試験データセットをクラウドベースシステムにアップロードし、ソフトウェアで処理／解析する必要がある。この参照試験データセットの被験化学物質は、試験施設が指定するが、どの被験化学物質も、生成された決定値およびMessage-Digestアルゴリズム5（MD5）チェックサム値に関して、経時的に正確で再現可能な試験結果を生成する...
	手順

	16. GARDskinアッセイプロトコルは、Tracking System for Alternative methods towards Regulatory acceptance（TSAR）(28) で一般に入手可能である。実施施設でGARDskin法を導入する場合、本プロトコルを用いることが推奨される。GARDskin試験法の主要な構成要素および手順を以下の段落に記載し、GARDskin法の手順の流れについて概要図を図1に示す。
	17. GARDskin法では、続けて行う2種類の実験で化学物質曝露を行う。第1段階では、GARD入力濃度と呼ばれる、被験化学物質の細胞毒性から得られる適切かつ被験化学物質固有の曝露濃度を特定するため、細胞毒性評価実験を実施する。第2段階では、上で定義したGARD入力濃度を用いて主刺激実験（main stimulation experiment）を実施して、下流分析のためにRNAを分離する。
	18. 主刺激に関して独立した3回の生物学的反復実験を実施する。このGARDskin手順の説明では、独立した生物学的反復実験を、i) 別個の培養細胞（すなわち、細胞バッチ）および ii) 別個に独立して調製した被験化学物質および対照を用いて実施する同一の実験と定義する。
	19. GARDskinのエンドポイント測定、すなわちGARDskin GPS mRNA転写産物の定量化を、NanoString nCounter解析システムを用いて、GARDskin GPSの遺伝子に対応するプローブからなるCodeSetを使用して実施する。生成された遺伝子発現レベルの生データを、GARD Data Analysis Application（GDAA）を用いて分析し、GARDskin予測モデルによって各被験化学物質を感作性物質か非感作性物質かのどちらかに分類する。
	図1. GARDskin法の手順の流れの概要図。細胞毒性評価実験は要素1～4の順次組合せからなり、主刺激実験は要素1、2、4～6の順次組合せからなる。3回の独立した主刺激実験の完了後、要素7に記載したように、すべてのデータ解析についてGDAAを用いて実施する。QC：品質管理。DV：決定値。
	細胞


	20. ヒト骨髄性白血病由来細胞株SenzaCellをGARDskin法に用いる。SenzaCell細胞株は、GARD技術の適正な使用許可を得たのち、SenzaGen AB2F4から入手可能である。SenzaCell細胞株はドライアイス詰めで提供され、Good In Vitro Method Practices（GIVIMP）ガイダンス文書 (29) に従って-136 C未満で保管する。SenzaCell細胞株を、10% v/v DMSO（分子生物学グレード、99%以上）添加細胞培地中で濃度7 ×...
	21. 細胞の扱いは、無菌条件下に抗生物質なしで実施する。SenzaCell細胞株を遠心分離する場合は、300～315 xg、5分間、2～8 Cで実施する。SenzaCell細胞株のインキュベーションは、5% CO2および加湿雰囲気下37 Cで行う。SenzaCell細胞株は、維持および増殖には細胞培養フラスコを、化学物質曝露には細胞培養プレートを用いる。SenzaCell細胞株を、20%（v/v）ウシ胎児血清（FBS）および40 ng/mL GM-CSF（プレミアムグレード、純度 > 97%、エ...
	表現型の品質管理手順および許容基準

	22. 化学物質曝露実験の実施と同日に、未処理の細胞の表現型を評価する必要がある。こうすることにより、細胞が不活化状態を維持していることを確認し、表現型の変異を検出することができる。
	23. フローサイトメータ分析における洗浄ステップはいずれも、洗浄用緩衝液を用いて実施する。これは、0.5～1%（w/w）BSA（Cohn分画V）含有PBSで0.2 μmフィルター滅菌を要する。ヒト抗原CD1a、CD14、CD34、CD54、CD80、CD86およびHLA-DRに対する標識モノクローナル抗体や、関連するポリクローナルアイソタイプ対照で細胞を染色する。フルオレセイン・イソチオシアネート（FITC）標識抗体である抗CD86（BD Biosciences、#555657）、抗HLA-DR...
	24. フローサイトメータ（抗体の選択に基づき該当する場合はPEおよびFITCを検出可能なもの）を用いて試料を分析し、最低10,000イベントを記録する。プロバイダーの使用説明書に従って、フローサイトメータソフトウェアまたはその他の関連解析ソフトウェアでゲート解析を実施する。ゲーティング手順および細胞表面の表現型バイオマーカー発現の定量化に関する詳細については、GARDskinアッセイプロトコル (28) を参照のこと。
	25. 得られた結果が表2に示す許容基準に適合する必要がある。いずれかのバイオマーカーが規定の範囲外である場合、その細胞バッチを化学物質曝露実験に使用してはならないほか、使用した抗体の特性を別の評価で検証する必要がある。
	表2. 生存率および表現型の品質管理（QC）の許容基準
	GARD対照の許容基準

	26. GARDskin評価ごとに、一連の対照を分析する。非刺激対照（細胞培養培地）および陰性対照（被験化学物質の溶媒）を、細胞毒性評価実験ごとに分析すること。非刺激対照、陰性対照および陽性対照（p-フェニレンジアミン、PPD、CAS# 106-50-3）を、3回反復の主刺激実験のそれぞれで分析する必要がある。
	27. GARDskin試験法の試験ガイドラインの補足文書 (7) および以下のデータ解析の項に詳細に記載されているように、非刺激対照を、細胞バッチの絶対細胞生存率の測定、細胞毒性評価実験および主刺激実験における相対細胞生存率の計算や、データ解析ワークフローの正規化に使用する。
	28. 陰性対照が、細胞毒性評価実験および主刺激実験で相対生存率 ≥ 95.5%であり、段落76に規定されるGARDskin予測モデルで非感作性物質に分類される必要がある。これにより、この方法の実験手順のいずれの段階でも細胞が活性化していないことを検証することができる。
	29. 陽性対照（PPD）が、主刺激実験で相対生存率84.5～95.4%であり、段落76に規定されるGARDskin予測モデルで感作性物質として分類される必要がある。これにより、実験中に使用した細胞が応答性を有し、感作性物質曝露時に活性化されることを実証することができる。
	被験化学物質および対照物質の調製

	30.   被験化学物質および対照物質は、試験委託者または供給元の指示に従って保管し、安定性を確保する。被験化学物質および対照物質の調製は、細胞曝露実験の当日に行う。
	表3.本方法のバリデーション中に使用するGARDskin適合溶媒の一覧。

	32. どの被験化学物質も最高目標ウェル内濃度を500 μMとする。分子量が明らかにされていない被験化学物質については、特に推奨される濃度の根拠が示されない限り、経験的研究 (23) に基づく最高ウェル内濃度100 μg/mLをデフォルトとして定める。
	33. 選択した溶媒および細胞培地中の下流の全希釈液に対する被験化学物質の溶解性を、溶液の目視検査により確認すること。必要であれば、vortexミキサーや加熱（37 C）を用いて完全に溶解する。ただし、被験化学物質の安定性がそれによって損なわれないことが確実な場合に限る。被験化学物質が最高ウェル内濃度500 μMで溶解しない場合、被験化学物質のウェル内濃度が最も高くなる溶媒を使用する。
	34. 被験化学物質と溶媒の希釈効果および目標ウェル内濃度を考慮に入れて、選択した溶媒を用いてしかるべき濃度のストック溶液を調製する。通常、表3に示す溶媒を検討する。このストック溶液濃度が目標ウェル内濃度の1000倍であるように調製する。以下の例では、このようなストック溶液をストック溶液Aと呼ぶ。被験化学物質のストック溶液Aを、培地でさらに希釈してから（以下の例ではストック溶液Bと呼ぶ）、被験化学物質を培養細胞に添加するとよい。
	35. ストック溶液Aがストック溶液Bに難溶性である場合（培地中の沈殿として認められることが多い）、ストック溶液B中の最高可溶濃度を使用する。
	36. 科学的に妥当で、実際的な利益（被験化学物質の溶解性が高まるなど）がある場合、上に記載したストック溶液Aおよびストック溶液Bを用いる希釈法を省略してよい。ただし、ここに記載したウェル内細胞濃度や、被験化学物質および使用溶媒の両方の最高ウェル内濃度のコンプライアンスが保たれる場合に限られる。このような場合、許容可能な代替法のひとつとして、ストック溶液Aからウェルへの直接希釈がある。同様に、最高ウェル内濃度に関する制限が異なる代替溶媒の使用が科学的に妥当とされ、適合性を確認した場合、ストック溶液...
	細胞毒性評価実験

	37. 細胞毒性評価実験の目標は、下流の主刺激で使用するGARD入力濃度と呼ばれる被験化学物質別の曝露濃度を規定することである。GARD入力濃度を、被験化学物質の溶解性および細胞毒性（どちらも、ここに記載する手順で求める）に基づいて定める。
	38. 典型的な細胞毒性評価実験の模式図を、図2に示す。選択した溶媒を用いて被験化学物質の連続希釈を実施し、デフォルトの最高ウェル内濃度500 μM（500 µMを下回る最高可溶濃度の場合もある）から始まる一連のストック溶液A濃度を得る。各希釈段階間には混合およびvortexミキサーの実施が推奨される。培地にしかるべき量のストック溶液Aを加えることにより、ストック溶液Aから、一連の濃度のストック溶液Bを調製する。溶解しやすくするため、必要に応じて、十分なvortexミキサーや加熱（37 C）を実施...
	39. 被験化学物質曝露のため、培養細胞の分割直後に、適切な細胞濃度（被験化学物質ないし対照のストック溶液の添加による希釈を考慮する）で細胞を播種する。被験化学物質を添加した後の最終ウェル内細胞濃度が0.2 x 106 cells/mLでなければならない。
	図2. 24ウェルプレートにおける化学物質の調製と典型的な細胞毒性評価実験の播種の模式図。培地を用いた希釈による、ストック溶液Aの連続希釈、ストック溶液Aからストック溶液Bへの変換と、細胞播種および被験化学物質添加の後の典型的なプレート配置を示す。なお、各実験に非刺激対照および陰性対照を含める。

	41. 24時間インキュベートした後、曝露した培養細胞の相対生存率（曝露していない培養細胞の絶対生存率との比較）を求める。フローサイトメトリーに基づくPIアッセイを使用する場合は、以下の手順が推奨される。
	42. 各ウェルの細胞懸濁液をふたつのフローサイトメトリー試料に分割する。フローサイトメトリー分析のための染色および洗浄手順を、段落23に記載の通り、洗浄緩衝液で実施する。細胞を2回洗浄し、段落23の記載に従い、各試料を洗浄緩衝液とPIの50:1で染色する。試料を暗所で約15分間、2～8 Cでインキュベートする。細胞を約1 mLで1回洗浄し、適量の洗浄緩衝液に再懸濁する。
	43. フローサイトメトリー用技術的反復試料である i) 無染色の非刺激対照試料および ii) 染色済みの非刺激対照試料を得るため、非刺激培養細胞2連を要する。無染色の非刺激対照試料を用いて、分析時にゲートを設定し、一方、染色済み非刺激対照試料を用いて、相対生存率を算出する（下記参照）。組み入れた2連の非刺激培養細胞を図2に示す。
	44. 調製した試料を段落24の記載に従ってフローサイトメータで分析する。
	45. PI染色試料の分析は、死細胞やデブリを排除せずに実施すること。
	46. PE/FITCの散布図における細胞集団の輪郭を描いてPI陽性細胞およびPI陰性細胞のゲートを設定するのに、非刺激無染色試料を使用する。その後、PI陽性ゲートおよびPI陰性ゲートを、PE/FITC散布図のPI染色試料すべての分析に適用する。各試料についてPI陰性細胞の割合を記録する。これが絶対生存率の推定値である。式1に従い、各試料の相対生存率を算出する。被験化学物質の希釈範囲の濃度ごとおよび対照ごとに、2回反復試料の平均値を算出する。
	47. 対照は以下の基準に合格する必要がある；非刺激対照：平均絶対生存率 84.5%以上、陰性対照：平均相対生存率 95.5%以上。（なお、ここに挙げた基準は、主刺激の項および表4に詳しく記載したように、主刺激実験後の生存率管理許容基準の一部でもある）。
	48. 被験化学物質の主刺激に使用するGARD入力濃度を以下の通りに選択する：
	主刺激

	49. 被験化学物質の入力濃度が明らかになれば、有効な独立した実験で主刺激を3回反復して実施する。このとき、独立して調製した被験化学物質および対照（非刺激対照、陰性対照、陽性対照）を用いるほか、異なる細胞バッチに由来する独立した培養細胞を用いて、3回の有効な生物学的反復試料を作成する。3回の主刺激は並行して実施しても順次実施してもよいが、必ず、被験化学物質、対照ともに、独立のストック溶液を用いる。同じ実験で複数の被験化学物質を分析する場合、どの被験化学物質も同じ溶媒に溶解しているのであれば、プレー...
	図3.12ウェルプレートを用いた3回反復の主刺激実験における8種類の被験化学物質および対照の模式図。TC = 被験化学物質。

	50. 主刺激での播種手順は通常、段落38～39に記載した細胞毒性評価実験と同じである。ただし、各被験化学物質について1濃度のみを検討する点が異なる。典型的な手順の概要を以下に示す。
	51. 被験化学物質の調製時に明らかになった適切な溶媒を用いて、適当な量の被験化学物質ストック溶液Aを調製する。必要に応じてvortexミキサーや加熱（37 C）などのしかるべき手段を適用して完全に溶解させる。
	52. ストック溶液Bの濃度は、細胞培地に適量のストック溶液Aを加えて調製する（溶媒の最高ウェル内目標濃度による）。必要に応じてvortexミキサーや加熱（37 C）などのしかるべき手段を適用し、完全に溶解させる。
	53. また、陽性対照および陰性対照を、適切なウェル内濃度になるように調製する。
	54. 化学物質曝露のため、培養細胞の分割直後に、適切な細胞濃度（被験化学物質ないし対照のストック溶液の添加による希釈を考慮する）で細胞を播種する。被験化学物質を添加した後の最終ウェル内細胞濃度が0.2 x 106 cells/mLでなければならない。
	55. なお、正当な理由があり、動機がある場合、上記の細胞毒性評価実験の項に記載されているように、ストック溶液B希釈ステップを省略するという同じ選択肢が主刺激実験にも適用される。本稿に記載したストック溶液Aおよびストック溶液Bに基づくのではない別の被験化学物質希釈法でも、目標ウェル内被験化学物質濃度、細胞濃度および最高溶媒濃度が満たされれば、許容される。
	56. プレートをプラスチック製プレート蓋で覆い、5% CO2の加湿雰囲気下37 Cで24時間インキュベートする。
	57. 24時間のインキュベーションの後、細胞培養物を慎重に上下にピペッティングして混合し、それぞれのウェルから各細胞培養物をRNaseフリーのマイクロチューブに分注し、フローサイトメトリー用試料を2回反復で作成する。
	58. マイクロチューブ内の試料を用いてRNAを分離する。この目的のため、適切で目的に適合した試薬、例えばTRIzol試薬（Ambion、#15596018）を、供給業者の使用説明書に従って使用し、細胞ペレットを溶解する。細胞溶解液試料は-70 C以下で1年間保存できる。
	59. 被験化学物質および対照のそれぞれについて、3回の主刺激のそれぞれから複数の細胞溶解液試料を作成する。ただし、RNA分離に使用し、さらにNanoString nCounterシステムを用いて分析するのは、3回の主刺激のそれぞれから得た細胞溶解液試料ひとつで足りる。その他の細胞溶解液の反復試料については、主要細胞溶解液試料中のRNA濃度が低いかRNA品質が劣っている可能性があるため、バックアップ試料として保存する（-70 C以下）。
	60. ここに挙げたフローサイトメトリー試料については、段落42～46に記載されている細胞毒性評価実験と同じ洗浄、染色および分析手順に従う。
	生存率品質管理の許容基準

	61. PI染色した試料を生存率の品質管理として使用し、被験化学物質および対照が必ず、表4に記載されている品質管理基準内の相対生存率ないし絶対生存率であるようにする。被験化学物質が、記載の許容基準にあてはまらない場合、下流の分析に使用してはならない。ひとつでも対照試料が記載の許容基準にあてはまらない場合、それが生じた主刺激実験の試料すべてを無視し、下流分析に使用しない。
	表4.生存率管理許容基準
	RNA分離

	62. mRNAを含む総RNAを、市販のキットおよび試薬を用いて溶解細胞試料から分離する。試験方法の開発およびバリデーションでは、Direct-zol RNA MiniPrep（Zymo Research、#R 2052）を使用した。
	63. RNA分析装置、例えば、Agilent Bioanalyzer 2100や同等の装置（RNA品質およびRNA濃度を約5～500 ng/μLの範囲で測定する装置）を用いて、各試料のRNA濃度を定量し、RNA品質を分析する。機器供給業者が提供するプロトコルに従う。RNAの濃度および品質がNanoStringの推奨事項に一致する必要がある。試験方法の開発およびバリデーションにあたっては、Agilent Bioanalyzer 2100によるRNA Integrity Number（RIN）8.0...
	エンドポイント測定；NanoString nCounter ®システムを用いた遺伝子発現解析

	64. GARDskinアッセイのエンドポイント測定は、NanoString nCounterシステムを使用したエンドポイント特異的GPSであるmRNA定量である。NanoString nCounterプロトコルは、サーマルサイクラー（nCounter XT CodeSet遺伝子発現アッセイ）を使用したハイブリダイゼーションステップを含むマニュアル処理から始まる。カスタムメイドのCodeSet（GARDskin GPSの遺伝子を代表するオリゴヌクレオチドプローブのセットで、この個々の遺伝子がGAR...
	65. nCounter XT CodeSet遺伝子発現アッセイは自動試料処理で、nCounterカートリッジに対するプローブ／ターゲットの固定、デジタルデータの取得、カートリッジに固定されたプローブ／ターゲットのカラーコードの計数を、nCounter®装置を用いて実施する。nCounter装置の使用説明書に従うこと。nCounter装置の最も高い解像度および感度モードを使用すること。
	データ解析および報告
	GARDデータ解析アプリケーション

	67. RCCファイルの作成後、以下に要約するように、下流のデータ前処理、正規化、解析をGDAAソフトウェアで実施する。このようなステップの詳細なレビューについては、GARDskin試験法の試験ガイドラインの補足文書 (7) を参照のこと。GARDskin解析パイプラインとGDAAはいずれも、方法のレビュー時にESACが広範囲にわたって評価した。ESACはこのソフトウェアが目的に適っており、ユーザーフレンドリーであるとの結論を導いている。
	68. GDAAはクラウドベースのアプリケーション（Amazon Web Services上のShinyapps）であり、Google Chrome、Mozilla Firefox、Microsoft Edgeなどのウェブブラウザがインストールされたインターネット接続コンピュータを必要とする。GDAAへのアクセスには、SenzaGen AB （www.senzagen.com）から取得するサービスレベル契約と有効なログイン認証情報が必要である3F5。
	69. GDAAが、GARDskin法を用いた予測生成に必要なすべてのデータ解析を実施する。GDAAの機能には、RCCファイルの読み込み、アップロードされた各ファイルのNanoString nCounter品質管理のチェック、Counts-per-Total Counts（CPTC）(12) アルゴリズムの段階的な適用とその後のBatch Adjustment by Reference Alignment （BARA）(30) による読み取りファイルの遺伝子発現値の正規化がある。最後に、GARDs...
	図4. 入力ファイルおよび出力ファイルを含むGDAAワークフローの模式図。RCC = レポーターコードカウント（遺伝子発現の生データ）、CPTC = Counts-per-Total-Counts（RNA含有量の正規化）、BARA=Batch Adjustment by Reference Alignment（バッチ補正正規化）

	70. GDAAによる解析では、RCCファイル（遺伝子発現レベルの生データを含む）およびアノテーションファイル（対照および被験化学物質を特定のRCCファイルにマッピングするために使用する試料情報を含む）からなる2種類のファイルをアップロードする必要がある。なお、各被験化学物質のRCCファイルを、同じ主刺激実験から得られた非刺激対照、陽性対照および陰性対照のRCCファイルとともに分析する必要がある。これにより、BARAの正規化手順（GARDskin試験法の試験ガイドラインの補足文書 (7) に詳述す...
	71. ファイルをアップロードすると、各RCCファイルはGDAAで自動的に品質チェックされる。表5に示す品質基準は、機器供給業者の推奨（デフォルト）許容基準から転載したものである。表5に示した各品質尺度の詳細が、GARDskin試験法ガイドラインの補足文書に記載されている (7)。以下に示す品質管理基準のいずれかに適合しない試料は、その後のGARDデータ解析に使用しない。GDAAはNanoString nCounter®品質管理許容基準に適合しない試料を自動的に不合格とする。
	表5. NanoString nCounter®品質管理許容基準の概要。1
	72. GARDskin解析の最後のステップは予測アルゴリズムの適用であり、以下の予測モデルの項で説明するように、これによってGARDskin予測モデルに対する入力データがもたらされる。
	73. 完全なGARDskin解析パイプラインの実施を容易にする他に、GDAA機能には、MD5チェックサムを計算するアルゴリズムを使用した、転送データの完全性の検証がある。MD5アルゴリズムは任意の長さの入力データを取り込み、128ビットフィンガープリントを計算する。これは特定の入力に対して常に同じフィンガープリントを生成し、2つの異なるデータ入力が同じ出力を生成する可能性は極めて低い。このアルゴリズムのこのような特性は、データの完全性の検証に有用である。例えば、転送前に計算した128ビットのフィ...
	予測モデル

	74. GARDskin予測アルゴリズムは、GDAAにホストされるSVMであり、方法開発中に適切に学習され、固定されている。この予測アルゴリズムの出力を決定値 (DV) と呼ぶ。式2に示すように、被験化学物質および対照からなる各反復試料に固有のDVを算出する。
	75. 次に、3つの個々の反復試料のDVを、GARDskin予測モデルに入力する。GARDskin予測モデルは以下のように定義される：
	76. 算出した平均DVが0以上の被験化学物質を感作性物質（UN GHS区分1）に分類し、平均DVが0未満の被験化学物質を非感作性物質に分類する。GARDskin予測モデルの模式図を図5に示す。
	図5. GARDskin予測モデルの模式図。被験化学物質を、3回の独立した実験から得られる3つの生物学的反復試料の平均値の正負により分類する。S：感作性物質。NS：非感作性物質。
	許容基準の概要


	77. GARDskin法に規定された許容基準を以下に要約する。
	試験報告書

	78. 以下の情報を報告すること。結果は表のかたちにし、該当する場合、実施した3回の実験の個々の試験結果と全体的な結果を記載する。
	参考文献
	表AII.1.GARDskin法の既知の限界および考えられる改変の要約。

	参考文献
	表AIII.1.GARDskinの技術的習熟度実証用の物質。

	参考文献hi


