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経済協力開発機構（OECD）の化学物質の試験に

関するガイドライン 

In Vitro 免疫毒性：IL-2 LUC アッセイと IL-2 Luc LTT アッセイの併用 

最初に考慮すべき事項および限界 

1. 免疫毒性学とは、薬剤または化学物質への曝露の結果として、免疫系のいずれかの部分に生じる有害

作用に関する研究分野であると定義される（Corsini and Roggen, 2009）。免疫毒性学では、免疫系に関する

細胞および分子が介在するさまざまな器官および組織に及ぼす有害作用も対象となりうる。免疫系は、一部

には、以下の理由から毒性による傷害を受けやすい。1）活性化、調節、サイレンシング間の繊細なバランス

を維持する必要があること。2）免疫系は、骨髄造血幹細胞由来の細胞再生に依存していること。3）免疫系

では、適応応答の間、細胞増殖による T 細胞および B 細胞のクローン増殖を要件としていること。4）エフェ

クター、メモリー、ナイーブサブセットなど適切なレベルのリンパ球の維持が必要であること。 

2. 薬剤または化学物質による免疫毒性は、免疫反応の調節異常などさまざまな形で現れる可能性があり、

その場合、免疫抑制や不適切な免疫刺激につながることが考えられる。後者には、過剰な免疫刺激、持続的

な炎症、過敏症反応、自己免疫疾患を挙げることができる。化学物質に起因する免疫毒性に関しては、その

影響は一方向のみに留まらないと考えられ、用量および細胞標的に応じて、同一物質が免疫抑制または免疫

刺激をもたらす可能性がある。したがって、免疫毒性物質とは、1 つまたは複数の免疫機能を変化させ、宿主

に有害作用をもたらしうる物質と定義することがより適切であると考えられる。この点で、焦点となるのは

その影響の方向性ではなく、影響による結果である。そのため、本試験ガイドライン（TG）では免疫毒性

（物質）という用語を用いるが、このことは、OECD 作成の免疫抑制に関する「総説（Detailed Review 
Paper）」（OECD, 2022）の内容と矛盾しない。 

3. 現在、化学物質の免疫毒性の評価は、免疫抑制および感作を特徴付ける動物モデルおよびアッセイに

主に依拠している。ただし、動物試験には多くの欠点があり、例えば高額な費用、倫理上の懸念、ヒトの健

康に及ぼす影響の予測能のばらつきが挙げられる（Adler et al. 2011）。さらに、現行の in vivo モデルからは、

データから必ずしも機構的な解明を行えるとは限らない。こうした問題の克服には、免疫毒性を検出する in 
vitro 試験法の開発が必要である。欧州動物実験代替法評価センターが 2003 年に主催したワークショップで

は、免疫毒性の評価に関する最新の in vitro 系に焦点を当て（Gennari et al. 2005；Galbiati et al. 2010；
Lankveld et al. 2010）、階層的アプローチが提案された。 

4. OECD 有害性発現経路（AOP）開発プログラムから、AOP 154「T 細胞依存性抗体反応の減弱に導く

カルシニューリン活性の阻害」が 2021 年に承認された（OECD, 2021）。本 AOPは、ストレス要因、すなわ

ちカルシニューリン（CN）阻害剤（CNI）の結合による CN 活性阻害について記述している。CNI は、CN と

CNI それぞれのイムノフィリンに結合し、CN の基質である活性化 T 細胞核内因子（NFAT）の核移行を妨げ

る。 
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結果として、IL-2、IL-4、その他 T 細胞由来サイトカインプロモーターの特定の部位で結合する、機能性の

NFATとアクチベータータンパク質 1（AP-1）との複合体の形成が低下するため、これらのサイトカイン産生

が抑制される。ヘルパーT細胞の各サブセットから影響を受けるサイトカインのうち、IL-2および IL-4の産生

低下から、B 細胞の増殖および分化に負の影響が生じることで、T 細胞依存性抗体反応（TDAR）は抑制され

る。 

5. IL-2 は、サイトカイン受容体発現の調節を介し、CD4+T 細胞の分化に多面的な作用を発揮する。IL-2
は、IL-12Rβ2（および IL-12Rβ1）の誘導により Th1 細胞の分化を促進し、IL-4Rα の誘導により Th2 細胞の

分化を促進し、gp 130（および IL-6Rα）の阻害により Th17 細胞の分化を阻害し、IL-2Rα の誘導により Treg
細胞の分化を推進する。IL-2 は、IL-7Rα も強力に抑制することで、細胞生存を正常に促進する生存シグナル

およびメモリー細胞の発生を低下させる（Liao et al., 2011）。そのため、T 細胞による IL-2 放出に影響を及

ぼす化学物質は、免疫機能に顕著な影響を及ぼしうると考えられる。 

6. IL-2 ルシフェラーゼアッセイ（IL-2 Luc アッセイ）および IL-2 ルシフェラーゼ白血球毒性試験（IL-2 
Luc LTT アッセイ）の両試験法では、2H4 細胞を用い、刺激剤であるホルボール 12-ミリスタート 13-アセタ

ート（PMA）およびイオノマイシン（Io）の存在下で、化学物質が IL-2 および IFN-γ のプロモーターに及ぼ

す影響を特定する（Saito et al., 2011）。Jurkat 細胞由来の 2H4 細胞は、IL-2 プロモーターにより調節される

安定化緑色発光ルシフェラーゼ（SLG）、インターフェロン（IFN）-γ プロモーターにより調節される安定化

橙色発光ルシフェラーゼ（SLO）、およびグリセルアルデヒド 3 リン酸脱水素酵素（GAPDH）プロモーター

により調節される安定化赤色発光ルシフェラーゼ（SLR）を含有する。IL-2 Luc アッセイと IL-2 Luc LTT アッ

セイとも同一の細胞株を使用するが、これら 2 つの試験法は異なる機構により免疫抑制を評価する。言い換

えると、IL-2 Luc アッセイは、化学物質が IL-2 産生に及ぼす影響（Kimura et al., 2020）、すなわち、T 細胞

の活性化に対する化学物質の影響を検出でき、一方、IL-2 Luc LTT アッセイは、化学物質の有糸分裂阻害作用

を特定でき（Kimura et al., 2021 および Kimura et al., 2023）、すなわち、骨髄毒性を評価できる。 

7. IL-2 Luc アッセイおよび IL-2 Luc LTT アッセイのバリデーション試験が、日本動物実験代替法評価セ

ンター（JaCVAM）により調整された試験実施主導施設、独立した試験実施施設 3 ヵ所および国際的な専門

家メンバー4 名からなるバリデーションマネジメントチーム（VMT）により実施された。IL-2 Luc アッセイの

バリデーション試験では、施設内再現性（80.0%、4/5）および施設間再現性（80.0%、16/20）に関する許容

基準を満たし、80%の許容基準に適合できた（Kimura et al. 2020）。予測度を判定するため、試験実施主導

施設は免疫毒性情報を収集し、化学物質について、既報の基準に従って T 細胞などを標的とした免疫毒性化

合物に分類することにより参照データを選択した。双方向性の IL-2 Luc アッセイ（すなわち、IL-2 産生の上

昇と低下の両方を測定）の予測度は、バリデーション試験報告書（Kimura et al., 2020）に示されている。こ

れらの結果は、国際的なピアレビュー委員会によりレビューされた。単独の方法での予測能は不十分であっ

たが、IL-2 Luc アッセイを、他の試験法との併用において用いる場合には許容可能である（JaCVAM, 2020）。 

8. 同様に、IL-2 Luc LTT アッセイのバリデーション試験では、施設内再現性および施設間再現性に関す

る許容基準を満たし、80%の許容基準に適合できた（Kimura et al., 2023）。予測度を判定するため、試験実

施主導施設は免疫毒性情報を収集し、化学物質について、既報の基準に従って易感染性または癌感受性など

の増大に導きうる免疫抑制物質に分類することにより、参照データを構築した。施設内再現性の平均値は、

100.0%（15/15）であった。施設間再現性は、92.0%（23/25）であった。IL-2 Luc LTT アッセイの性能につ

いて、免疫抑制作用を有する化学物質の分類を参考に判定したところ、第 I 相および第 II 相試験併合データで

の感度の平均値は 71.4%（15/21）、特異度の平均値は 100.0%（4/4）、予測値の平均値は 76.0%（19/25）
であった（Kimura et al., 2023）。IL-2 Luc LTT アッセイをさらに特徴付けるため、試験実施主導施設は合計

83 種類の被験化合物を評価した。これらの被験化合物は、46 種類の医薬品（内訳：抗癌剤 12、有糸分裂阻

害作用を有する免疫抑制剤 8、有糸分裂阻害作用のない免疫抑制剤 8、JAK 阻害剤 3、非免疫抑制剤 15）およ

び 37 種類の非医薬品の化学物質（免疫抑制剤 23、非免疫抑制剤 14）からなっていた。この 23 種類の免疫抑

制化学物質のうち、8 種類が有糸分裂阻害特性を有する。医薬品および非医薬品の化学物質の正確な名称、な

らびに IL-2 Luc アッセイおよび IL-2 Luc LTT アッセイによるその評価は、既報に示された（Kimura et al., 
2021 および Kimura et al., 2023）。その結果から、IL-2 Luc LTT アッセイ単独での免疫抑制作用に関する性能

は、感度 35.8%（19/53）、特異度 88.0%（22/25）、予測度 52.6%（41/78）であることが立証された
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（Kimura et al., 2023）。 

9. IL-2 Luc LTT アッセイと同様に、IL-2 Luc アッセイ単独での免疫抑制作用に関する性能（IL-2 の産生

低下のみ）は、感度 63.0%（34/54）、特異度 58.6%（17/29）、予測度 61.4%（51/83）であることが立証さ

れた。これに対し、化学物質について、いずれか一方の試験法が免疫抑制物質と判定した場合に免疫抑制物

質と判定する 2 組の試験法の併用を行うと、両試験法併用による免疫抑制作用の性能は、感度 88.7%
（47/53）、特異度 53.8%（14/26）、予測度 77.2%（61/79）であった。適用領域の考慮後には、IL-2 Luc ア

ッセイと IL-2 Luc LTT アッセイとの併用時の性能は、感度 90.0%（45/50）、特異度 53.8%（14/26）、予測

度 77.6%（59/76）であった（Kimura et al., 2023）。単独の方法での予測能は不十分であったが、IL-2 Luc 
LTT アッセイを、他の試験法との併用において用いる場合には許容可能である（OECD, 2024a）（OECD, 
2024b）。 

10. 本試験ガイドラインの目的は、易感染性または癌感受性の増大に導きうる化学物質の免疫毒性の可能

性を評価する手順について記述することにある。IL-2 Luc アッセイと IL-2 Luc LTT アッセイとの併用は、化学

物質の免疫毒性の可能性を評価する段階的アプローチである。言い換えると、免疫抑制作用の評価を受ける

化学物質は、IL-2 Luc アッセイと IL-2 Luc LTT アッセイの両方を用いて試験される。いずれかの試験法で免疫

抑制作用ありと判定された場合、その化学物質は、in vitro における免疫抑制化学物質と特定される。 

具体的な限界 

11. 以下の限界に注意すべきである。 

1) 刺激剤としての PMA/Io は、T 細胞受容体の刺激からホスホリパーゼ C の活性化まで細胞内シグナル

伝達現象を迂回するため、IL-2 Luc アッセイまたは IL-2 Luc LTT アッセイいずれか単独では、化学物

質がそうしたシグナルに関与する分子に及ぼす作用を評価できない（Ohtsuka et al., 1996）
（Ohtsuka et al., 1996）（Kimura et al., 2014; Kimura et al., 2020）。 

2) Jurkat T 細胞株（2H4 細胞が由来）は、免疫毒性の根底にある分子機構の検査に適していることが立

証されている（Shao et al., 2013）が、TCR の刺激との反応において、正常 T 細胞の活性化に関与す

る複数の重要なタンパク質を欠如していることが考えられ、したがって、そうした重要なタンパク質

に作用する化学物質の影響を検出できない可能性がある。 

3) 2H4 細胞では、化学物質の代謝および活性化に必要な酵素の発現は想定されていないため、代謝活性

化を要する化学物質は適用領域外である。 

4) いずれの試験法も、疎水性の高い物質を試験する場合、浮遊細胞に基づく多くの技法によくみられる

限界を共有する。 

5) ルシフェラーゼに干渉する被験化学物質はその活性/測定に混乱をきたし、発光の明らかな阻害また

は増大を生じうる（Thorne et al. 2010）。 

6) 最小影響量（LOEL）が 200 μg/L 以上の化学物質の免疫抑制作用については、IL-2 Luc アッセイおよ

び IL-2 Luc LTT アッセイのいずれでも、本試験ガイドラインどおり特定することはできない。 

12. 定義を付録 I に示す。 
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試験の原理 

13. 本試験ガイドラインでは、連続する 2 つの試験法について記述する。これらの試験法は、化学物質の

曝露時間、播種細胞密度および予測モデルを除き同一の試験系を用いており、別々に解釈したデータを作成

し、得られた予測値を併用する。 

14. IL-2 Luc アッセイおよび IL-2 Luc LTT アッセイでは、ヒト急性 T リンパ芽球性白血病細胞株 Jurkat を
使用する。本細胞株を用いて、東北大学医学部皮膚科教室および東洋紡株式会社敦賀バイオ研究室は、SLG、

SLO、SLR ルシフェラーゼ遺伝子をそれぞれ IL-2、IFN-γ、GAPDH プロモーターの制御下で含有する Jurkat
細胞由来の IL-2 レポーター細胞株 2H4 を樹立した（Saito et al., 2011）。試験実施の意志がある試験実施施設

は、物質移動合意書（MTA）への署名により、Biospecimen Laboratories, Inc.（https://reporter-assay.com/）
（日本）から遺伝子組換え 2H4 細胞株を入手できる。本細胞株ではルシフェラーゼ遺伝子誘導の定量的測定

が可能で、測定は、十分に確立されているルシフェラーゼの発光基質による発光を、免疫毒性化学物質に曝

露後の細胞内の IL-2、IFN-γ および GAPDH 遺伝子のプロモーター活性の指標として検出することにより行え

る。 

15. 主に、参考文献（Kimura et al., 2018）記載の以下所見に基づき、IL-2 プロモーターにより推進される

ルシフェラーゼ活性（IL2LA）および GAPDH プロモーターにより推進されるルシフェラーゼ活性を使用した。

2H4細胞により検討される化学物質のほとんどは、IL2LAおよび IFNプロモーターにより推進されるルシフェ

ラーゼ活性（IFNLA）に、同程度の抑制作用を示した。さらに、これらの化学物質の最小影響量（LOEL）を

IL2LA および IFNLA に及ぼす作用に対しプロットしたところ、両者間に有意な相関が示された。よって、

IL2LA のみを使用することとした。 

16. 多色発光細胞を用いた本試験系（Nakajima et al. 2005, Nakajima et al. 2010）は、IL-2 プロモーター

遺伝子発現については緑色発光ルシフェラーゼ（SLG：λmax = 550 nm）（Ohmiya et al. 2000）、IFN-γ プ

ロモーター遺伝子発現については橙色発光ルシフェラーゼ（SLO：λmax = 580 nm）（Viviani et al., 2001）、

内部標準プロモーターである GAPDH の遺伝子発現については赤色発光ルシフェラーゼ（SLR：λmax = 630 
nm）（Viviani, et al., 1999）からなる。3 色のルシフェラーゼはホタル D-ルシフェリンとの反応でさまざまな

色を発光し、その発光を、2 枚の光学フィルターを用いて本試験法下での混在から発光を分割することにより、

ワンステップ反応で同時に測定する（Nakajima et al., 2005）（付録 II 参照）。正確な発光測定に向け、高感

度の発光測定器（例：付録 II 記載の発光測定専用の発光測定器）を使用すべきである。 

IL-2 Luc アッセイ 

17. 2H4 細胞を被験化学物質により 1 時間処理後、PMA および Io により 6 時間処理し、続いて IL-2 プロ

モーター活性を反映した SLG ルシフェラーゼ活性（SLG-LA）、IFN-γ プロモーター活性を反映した SLO ル

シフェラーゼ活性（SLO-LA）、GAPDH プロモーター活性を反映した SLR ルシフェラーゼ活性（SLR-LA）
を測定する。略語をより理解しやすくするために、SLG-LA、SLO-LA、SLR-LA をそれぞれ IL2LA、IFNLA、
GAPLA と称する。IL-2 Luc アッセイにおけるルシフェラーゼ活性に関連する用語の説明を、表 1 に示す。得

られた測定値を用いて、標準化した IL2LA（nIL2LA）および IFNLA（nIFNLA）―それぞれ IL2LA および

IFNLA の GAPLA に対する比―と、GAPLA 阻害比（Inh-GAPLA）―被験化学物質で処理した 2H4 細胞の

GAPLA を 4 回測定した値の算術平均と、未処理 2H4 細胞の GAPLA の算術平均値との比―を算出し、細胞毒

性の指標として使用する。表 1 に示したとおり算出された抑制率は、被験化学物質が IL-2 および IFN-γ プロ

モーターに及ぼす影響を示す。 
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表 1.IL-2 Luc アッセイにおけるルシフェラーゼ活性に関連する用語の説明 

略語 定義 
IL2LA IL-2 プロモーター活性を反映した SLG ルシフェラーゼ活性 
IFNLA IFN-γ プロモーター活性を反映した SLO ルシフェラーゼ活性 
GAPLA GAPDH プロモーター活性を反映した SLR ルシフェラーゼ活性 
nIL2LA IL2LA / GAPLA 
nIFNLA IFNLA / GAPLA 
Inh-GAPLA 化学物質で処理した 2H4 細胞の GAPLA / 未処理細胞の GAPLA 
抑制率 （1-（化学物質で処理した 2H4 細胞の nIL2LA）/（未処理 2H4 細胞の nIL2LA））

×100 
CV05 Inh-GAPLA が 0.05 未満となる被験化学物質の最低濃度。 
Min Inh-GAPLA 各実験の Inh-GAPLA の最小値 

18. IL-2 Luc アッセイでは、GAPLA と IL2LA を同時に検討できる。GAPDH の mRNA は、概ね豊富なレ

ベルで普遍的に発現する。GAPDH の mRNA は、その発現がさまざまな時間および実験操作後において一定

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因性対照として複数の実験系で頻回に用いられ

る（Edwards and Denhardt, 1985; Mori et al., 2008; Winer et al., 1999）。さらに、試験実施主導施設が立証

した結果では、Inh-GAPLA の死細胞の検出感度は、ヨウ化プロピジウム（PI）による排除細胞の割合より高

く、Inh-GAPLA が 0.05 以上を示した細胞は、PI による排除細胞の 75%超を維持している（Kimura et al., 
2015）。したがって、Inh-GAPLA が 0.05 以上である濃度での入手データのみを用いて、結果を評価した。 

IL-2 Luc LTT アッセイ 

19. 2H4 細胞を被験化学物質により 24 時間処理後、PMA および Io により 6 時間処理し、続いて IL2LA、
IFNLA および GAPLA を測定する。表 1 に示すとおり、IL-2 Luc LTT アッセイで使用する用語は、IL-2 Luc ア

ッセイで使用する用語と同一である。 

20. IL-2 Luc アッセイと IL-2 Luc LTT アッセイは、いずれも GAPDH の mRNA 発現と相関する GAPLA を

測定できる。GAPDH の mRNA は、概ね豊富なレベルで普遍的に発現する。GAPDH の mRNA は、その発現

がさまざまな時間および実験操作後において一定であるため、定量的リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応の

内因性対照として複数の実験系で頻回に用いられる（Edwards and Denhardt, 1985; Mori et al., 2008; Winer et 
al., 1999）。Inh-GAPLA は細胞生存率の優れたマーカーで、ヨウ化プロピジウム（PI）による排除細胞と強

い相関があり、0.8未満の Inh-GAPLAは被験化学物質の細胞毒性を示すことが立証されている（Kimura et al., 
2021）。IL-2 Luc アッセイでは、化学物質とのインキュベーション時間が 1 時間のみであることから、細胞

数に顕著な変化がないため、GAPLA が細胞生存率のマーカーとなる。IL-2 Luc LTT アッセイでは、2H4 細胞

を化学物質と 24 時間処理する。この処理時間は、Jurkat 細胞の倍加時間（20.7±2.2 時間）よりわずかに長い

（Schoene et al., 1999）。2H4 細胞の GAPLA は生細胞数と良好な相関を示すため（Kimura et al., 2015; 
Takahashi et al., 2011）、IL-2 Luc LTT アッセイの GAPLA は細胞数の変化を反映する。 

習熟度の立証 

21. 本試験ガイドライン記載の試験法の定常的な使用に先立ち、試験実施施設は、「優良 in vitro試験法実

施基準」に従い、付録 III（IL-2 Luc アッセイについては表 1、IL-2 Luc LTT アッセイについては表 2）収載の

習熟度確認物質を用いて、技術的習熟度を立証すべきである（OECD, 2018）。さらに、試験法の使用者は、

反応性のチェックならびに陽性対照および溶剤/溶媒対照による生成データの背景データベースを維持し、ま
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た、これらのデータを用いて、試験実施施設における試験法の再現性が経時的に維持されることを確認すべ

きである。 

手順 

22. IL-2 Luc アッセイおよび IL-2 Luc LTT アッセイに関する標準操作手順書（SOP）（JaCVAM, 2020c）
（JaCVAM, 2024b）は入手可能であり、本試験を実施する場合に使用すべきである。以下の段落では、本試

験法の主要な構成要素および手順について記述する。 

IL-2 Luc アッセイ 

細胞の調製 

23. 受領と同時に 2H4 細胞を増殖させ（2～4 世代継代）、均質な細胞ストックとして凍結保存する。本

細胞ストック由来の細胞は、最大 12 世代継代か最大 6 週間まで増殖できる。増殖に用いる培地は、10%ウシ

胎児血清（FBS）、抗生物質/抗真菌剤溶液（ペニシリン G 100 U/mL、ストレプトマイシン 100 μg/mL、およ

びアムホテリシン B 0.25 μg/mL を 0.85%生理食塩水に添加）（例：GIBCO カタログ番号 15240-062）、ピュ

ーロマイシン（例：CAS 番号 58-58-2）0.15 μg/mL、G418（例：CAS 番号 108321-42-2）300 μg/mL、なら

びにハイグロマイシン B（例：CAS 番号 31282-04-9）200 μg/mL を含有する RPMI-1640 培養液とする。 

24. 試験に使用する前に、反応性のチェックを実施することで細胞の適格性を得るべきである。このチェ

ックは、陽性対照であるデキサメタゾン（100 μg/mL）（CAS 番号：50-02-2、純度 98%以上）およびシクロ

スポリン A（100 ng/mL）（CAS 番号：59865-13-3、純度 95%以上）を用いて、解凍から 1～2 週間後か 2～
4 世代継代後に実施すべきである。デキサメタゾンおよびシクロスポリン A は、抑制率に関し正の反応（35
以上）をもたらすはずである。本試験法では、反応性のチェックに合格した細胞のみを用いる。 

25. 試験に向け、2H4 細胞を 1～3 × 105 cells/mL の密度で播種し、培養フラスコで 72～96 時間前培養す

る。試験当日、培養フラスコから回収した細胞を、抗生物質不含の10% FBS含有RPMI-1640により洗浄後、

抗生物質不含の 10% FBS 含有 RPMI-1640 4 × 106 cells/mL で再浮遊させる。次に、細胞を 50 μL（2 × 105 
cells/ウェル）で 96 ウェル平底黒色プレート（例：Corning Costar カタログ番号 3603）に分注する。 

被験化学物質および対照物質の調製 

26. 被験化学物質および対照物質は、試験当日に調製する。IL-2 Luc アッセイでは、被験化学物質を蒸留

水またはジメチルスルホキシド（DMSO）（ストック溶液）に溶解する。被験化学物質は、まず蒸留水に溶

解する。 

● 化学物質が 10 mg/mL で可溶な場合、10 mg/mL がストック溶液の濃度である。 

● 被験化学物質が蒸留水中 10 mg/mL で可溶でない場合、被験化学物質を DMSO 中 200 mg/mL で溶解す

る。被験化学物質が 200 mg/mL で可溶でない場合、最高濃度は希釈係数 2 での DMSO による希釈後の

最大溶解濃度と判定される（付録 IV の図解を参照）。 

● 化学物質が蒸留水に可溶でない場合、DMSO 中で可能な最高濃度を調製する。必要であれば、超音波

処理およびボルテックスを使用できる。20,000 ×g で 5 分間遠心し、沈殿物がないことにより可溶であ

ることを確認する。被験化学物質は、蒸留水または DMSO に溶解後 4 時間以内に使用すべきである。 

27. 最初のテストランは、細胞毒性濃度の判定および化学物質の免疫毒性の可能性に関する検討を目的と

する。被験化学物質を蒸留水または DMSO ストック溶液により段階希釈する場合、希釈係数は 2（付録 IV 参

照）とし、96 ウェル丸底透明プレートを用いる。化学物質が蒸留水で調製されている場合、希釈ストック溶

液 20 μL を 96 ウェルアッセイブロック（例：Corning Costar カタログ番号 3960）中でさらに培地 480 μL で
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希釈し、この希釈液 50 μL を 96 ウェル平底黒色プレートの細胞浮遊液 50 μL に添加する。化学物質が DMSO
で調製されている場合、希釈ストック溶液 10 μL を 96 ウェル丸底透明プレート中で培地 90 μL で希釈後、こ

の希釈液 10 μL を 96 ウェルアッセイブロック中で培地 490 μL で希釈し、次いで、この希釈液 50 μL を 96 ウ

ェル平底黒色プレートの細胞浮遊液 50 μL に添加する。 

28. したがって、化学物質が 10 mg/mL の蒸留水溶液として調製された場合、被験化学物質の最終濃度は

0.00039～0.2 mg/mL の範囲であり、また、化学物質が 200 mg/mL の DMSO 溶液として調製された場合、被

験化学物質の最終濃度は 0.0039～0.2 mg/mL の範囲である（付録 IV）。 

後続のテストラン（すなわち、2 回目および 3 回目のラン）では、蒸留水ストック溶液または DMSO ストッ

ク溶液を、1 回目のランの細胞生存率（Cell Viability［CV］05：Inh-GAPLA が 0.05 未満となる被験化学物質

の最低濃度）の濃度のそれぞれ 100 倍または 2000 倍の濃度で調製する（付録 IV 図 4 参照）。Inh-GAPLA が

1 回目のランにおける任意の濃度で 0.05 未満に低下しない場合、後続のテストランにおけるストック溶液の

濃度は 1 回目のランと同一とする。なお、化学物質が最低濃度で 0.7 未満の Inh-GAPLA を示した場合、蒸留

水ストック溶液または DMSO ストック溶液を、1 回目のランの最低濃度のそれぞれ 200 倍または 4000 倍の

濃度で調製する。 

29. 被験化学物質は濃度ごとに、4 ウェルで試験すべきである。次に、これらの試料をプレートシェーカ

ーで混合し、37±0.5ºC、5±0.5% CO2で 1 時間インキュベートする。 

30. 被験化学物質と 1 時間インキュベーション後、細胞を PMA 25 nM および Io 1 μM により 6 時間刺激

する。例えば、PMA/イオノマイシンの 10 倍溶液は、培地を用いて 2 mM PMA DMSO 溶液および 2 mM イオ

ノマイシンエタノール溶液を希釈することで調製し、この PMA/イオノマイシンの 10 倍溶液 10 μL を被験化

学物質含有細胞浮遊液 90 μL に添加する。続いて、下記段落 35～38 記載のとおり、ルシフェラーゼ活性を測

定する。 

31. 推奨される陽性対照は、デキサメタゾンおよびシクロスポリン A である。例えば、96 ウェル丸底透

明プレート中で 100 mg/mL デキサメタゾン DMSO 溶液 10 μL、または 100 μg/mL シクロスポリン A DMSO
溶液 10 μL を培地 90 μL に添加し、この希釈液 10 μL を 96 ウェルアッセイブロック中で培地 490 μL で希釈

し、次いで、この希釈液 50 μL を 96 ウェル平底黒色プレートの細胞浮遊液 50 μL に添加する。デキサメタゾ

ンおよびシクロスポリン A の最終濃度は、それぞれ 100 μg/mL および 100 ng/mL である。陽性対照は濃度ご

とに、4 ウェルで試験すべきである。次に、これらの試料をプレートシェーカーで混合し、37ºC、5% CO2で

1 時間インキュベートする。細胞を PMA 25 nM および Io 1 μM により 6 時間刺激し、次いで、段落 35～38 記

載のとおりルシフェラーゼ活性を測定する。 

32. 溶剤対照および陰性対照は、2%蒸留水または 1% DMSO を含有した 10% FBS 含有 RPMI-1640 とす

る。背景データから、ランにおいて同程度の許容基準を導ける場合、別の適切な陽性対照または陰性対照を

使用できる。 

33. 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ため、被験化

学物質とのインキュベーションに先立ち、例えば、プレートを密閉することにより注意を払うべきである。 

34. 被験化学物質および溶剤対照では、データ評価および予測モデルを導くには 2～3 回のランが必要で

ある（段落 60 参照）。各ランは、新鮮な被験化学物質ストック溶液および別々に回収された細胞を用いて、

別の日に実施する。細胞は同一継代由来でもよい。 

ルシフェラーゼ活性の測定 

35. 発光の測定には、例えば、Phelios（アトー社、東京）、Tristar 941（ベルトールド社、ドイツ、バー

ト・ヴィルトバート）、または ARVO シリーズ（パーキンエルマー社、米国、マサチューセッツ州ウォルサ

ム）といった光学フィルター搭載の 96 ウェルマイクロプレートルミノメーターを使用する。光学フィルター

の例には、シャープカット（ロングパスまたはショートパス）フィルターやバンドパスフィルターが挙げら

れる。ルミノメーターの適格性を得ることで、発光ダイオード（LED）基準光源による再現性を確保できる
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（Yasunaga et al. 2017）。 

36. 試験前に、付録 II のとおり、緑色、橙色および赤色の遺伝子組換え発光ルシフェラーゼを用いて、各

生物発光シグナルの色を識別する光学フィルターの透過係数を決定すべきである（Niwa et al. 2010）。 

37. 予め加温された Tripluc®ルシフェラーゼアッセイ試薬（Tripluc）100 μL を、化学物質存在下または非

存在下、および PMA/Io 存在下または非存在下で処理された細胞浮遊液含有プレートの各ウェルに分注する。

プレートを、環境温度約 20ºC で 10 分間振とうする。プレートをルミノメーターに静置し、ルシフェラーゼ

活性を測定する。光学フィルターの非存在下（F0）および存在下（F1、F2）で各 3 秒間生物発光を測定する。

例えば、使用するルミノメーターのモデルにもよるが、別の設定を用いる場合にはその正当性を示すべきで

ある。 

38. 各濃度のパラメータを測定値から算出する。例えば、IL2LA、GAPLA、nIL2LA、Inh-GAPLA、IL2LA
の平均±SD、GAPLA の平均±SD、nIL2LA の平均±SD、Inh-GAPLA の平均±SD、および抑制率については、

IL-2 Luc ア ッ セ イ 用 に 入 手 可 能 な エ ク セ ル ベ ー ス の ス プ レ ッ ド シ ー ト を 用 い る

（https://www.oecd.org/env/ehs/testing/section4software.htm 参照）。本段落で用いられるパラメータ、すな

わち、ルシフェラーゼ活性および抑制に関する指数の定義および算出については、それぞれ付録 I および付録

V に示す。 

IL-2 Luc LTT アッセイ 

細胞の調製 

39. IL-2 Luc LTT アッセイの実施には、2H4 細胞株を使用すべきである。受領と同時に 2H4 細胞を増殖さ

せ（2～4世代継代）、均質な細胞ストックとして凍結保存する。本細胞ストック由来の細胞は、最大 12世代

継代か最大 6 週間まで増殖できる。増殖に用いる培地は、10%ウシ胎児血清（FBS）、抗生物質/抗真菌剤溶

液（ペニシリン G 100 U/mL、ストレプトマイシン 100 μg/mL、およびアムホテリシン B 0.25 μg/mL を 0.85%
生理食塩水に添加）（例：GIBCO カタログ番号 15240-062）、ピューロマイシン（例：CAS 番号 58-58-2）
0.15 μg/mL、G418（例：CAS 番号 108321-42-2）300 μg/mL、ならびにハイグロマイシン B（例：CAS 番号

31282-04-9）200 μg/mL を含有する RPMI-1640 培養液とする。 

40. 試験に使用する前に、反応性のチェックを実施することで細胞の適格性を得るべきである。反応性の

チェックは、解凍から 1～2 週間後または 2～4 世代継代後、陽性対照である硫酸ブレオマイシン（CAS 番号

9041-93-4）およびミゾリビン（CAS 番号 50924-49-7）、ならびに陰性対照であるシクロスポリン A（CAS
番号 59865-13-3）を用いて実施すべきである。陽性（有糸分裂阻害性あり）か陰性（有糸分裂阻害性なし）

かを判定する IL-2 Luc LTT アッセイの基準に基づき、硫酸ブレオマイシンおよびミゾリビンは陽性反応、ま

た、シクロスポリンは陰性反応を示すはずである。本試験法では、反応性のチェックに合格した細胞のみを

用いる。 

41. 試験に向け、2H4 細胞を 1～3 × 105 cells/mL の密度で播種し、培養フラスコで 72～96 時間前培養す

る。試験当日、培養フラスコから回収した細胞を、抗生物質不含の10% FBS含有RPMI-1640により洗浄後、

抗生物質不含の 10% FBS 含有 RPMI-1640 2 × 105 cells/mL で再浮遊させる。次に、細胞を 50 μL（1 × 104 
cells/ウェル）で 96 ウェル平底黒色プレート（例：Greiner Bio-One 社カタログ番号 655090）に分注す

る。 

被験化学物質および対照物質の調製 

42. 被験化学物質および対照物質は、試験当日に調製する。IL-2 Luc LTT アッセイでは、被験化学物質を

蒸留水またはジメチルスルホキシド（DMSO）（ストック溶液）に溶解する。被験化学物質は、まず蒸留水

に溶解する。  

https://www.oecd.org/env/ehs/testing/section4software.htm
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● 化学物質が 10 mg/mL で可溶な場合、10 mg/mL がストック溶液の濃度である。 

● 被験化学物質が蒸留水中 10 mg/mL で可溶でない場合、被験化学物質を DMSO 中 200 mg/mL で溶解す

る。被験化学物質が 200 mg/mL で可溶でない場合、最高濃度は希釈係数 2 での DMSO による希釈後の

最大溶解濃度と判定される（付録 IV の図解を参照）。 

● 化学物質が蒸留水に可溶でない場合、DMSO 中で可能な最高濃度を調製する。必要であれば、超音波

処理およびボルテックスを使用できる。15,000 rpm（約 20,000 ×g）で 5 分間遠心し、沈殿物がないこ

とにより可溶であることを確認する。被験化学物質は、蒸留水または DMSO に溶解後 4 時間以内に使

用すべきである。 

43. 最初のテストランは、細胞毒性濃度の判定および化学物質の免疫毒性の可能性に関する検討を目的と

する。被験化学物質を蒸留水または DMSO ストック溶液により段階希釈する場合、希釈係数は 2（付録 IV 参

照）とし、96 ウェル丸底透明プレートを用いる。 

● 化学物質が蒸留水で調製されている場合、希釈ストック溶液 20 μL を 96 ウェルアッセイブロック

（例：Corning Costar カタログ番号 3960）中でさらに培地 480 μL で希釈し、この希釈液 50 μL を 96
ウェル平底黒色プレートの細胞浮遊液 50 μL に添加する。 

● 化学物質が DMSO で調製されている場合、希釈ストック溶液 10 μL を 96 ウェル丸底透明プレート中で

培地 90 μL で希釈後、この希釈液 10 μL を 96 ウェルアッセイブロック中で培地 490 μL で希釈し、次い

で、この希釈液 50 μL を 96 ウェル平底黒色プレートの細胞浮遊液 50 μL に添加する。 

44. したがって、化学物質が 10 mg/mL の蒸留水溶液として調製された場合、被験化学物質の最終濃度は

0.00039～0.2 mg/mL の範囲であり、また、化学物質が 200 mg/mL の DMSO 溶液として調製された場合、被

験化学物質の最終濃度は 0.00039～0.2 mg/mL の範囲である（付録 IV）。 

45. 後続のテストラン（すなわち、2 回目および 3 回目のラン）では、蒸留水ストック溶液または DMSO
ストック溶液を、1 回目のランの細胞生存率（Cell Viability［CV］05：Inh-GAPLA が 0.05 未満となる被験化

学物質の最低濃度）の濃度のそれぞれ 100 倍または 2000 倍の濃度で調製する（付録 IV 図 4）。Inh-GAPLA
が 1 回目のランにおける任意の濃度で 0.05 未満に低下しない場合、後続のテストランにおけるストック溶液

の濃度は 1 回目のランと同一とする。 

なお、化学物質が最低濃度で 0.7 未満の Inh-GAPLA を示した場合、蒸留水ストック溶液または DMSO ストッ

ク溶液を、1 回目のランの最低濃度のそれぞれ 200 倍または 4000 倍の濃度で調製する。 

46. 各被験化学物質は濃度ごとに、4 ウェルで試験すべきである。次に、これらの試料をプレートシェー

カーで混合し、37±0.5ºC、5±0.5% CO2で 24 時間インキュベートする。 

47. 被験化学物質と 24 時間インキュベーション後、細胞を PMA 25 nM および Io 1 μM により 6 時間刺激

する。例えば、PMA/イオノマイシンの 10 倍溶液は、培地を用いて 2 mM PMA DMSO 溶液および 2 mM イオ

ノマイシンエタノール溶液を希釈することで調製し、この PMA/イオノマイシンの 10 倍溶液 10 μL を被験化

学物質含有細胞浮遊液 90 μL に添加する。続いて、段落 52～55 記載のとおり、ルシフェラーゼ活性を測定す

る。 

48. 推奨される陽性対照は、ブレオマイシンである。10 mg/mL の蒸留水溶液をストック溶液として調製

する。推奨される陰性対照は、デキサメタゾンである。100 mg/mL の DMSO 溶液をストック溶液として調製

する。その後、このストック溶液を段落 46 記載（訳者注：43 又は 45 が正しいと考えられる）のとおり希釈

する。次に、これらの試料をプレートシェーカーで混合し、37±0.5ºC、5±0.5% CO2 で 24 時間インキュベー

トする。細胞を PMA 25 nM および Io 1 μM により 6 時間刺激し、次いで、段落 52～55 記載のとおりルシフ

ェラーゼ活性を測定する。 
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49. 溶剤対照および陰性対照は、10% FBS 含有 RPMI-1640 とする。背景データから、同程度の許容基準

を導ける場合、別の適切な陽性対照または陰性対照を使用できる。 

50. 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ため、被験化

学物質とのインキュベーションに先立ち、例えば、プレートを密閉することにより注意を払うべきである。 

51. 被験化学物質および溶剤対照は、陽性（有糸分裂阻害性あり）または陰性（有糸分裂阻害性なし）の

予測を得るために、2～3 回のランを必要とする。各ランは、新鮮な被験化学物質ストック溶液および別々に

回収された細胞を用いて、別の日に実施する。細胞は同一継代由来でもよい。 

ルシフェラーゼ活性の測定 

52. 発光の測定には、例えば、Phelios（アトー社、東京）、Tristar 941（ベルトールド社、ドイツ、バー

ト・ヴィルトバート）、または ARVO シリーズ（パーキンエルマー社、米国、マサチューセッツ州ウォルサ

ム）といった光学フィルター搭載の 96 ウェルマイクロプレートルミノメーターを使用する。光学フィルター

の例には、シャープカット（ロングパスまたはショートパス）フィルターやバンドパスフィルターが挙げら

れる。ルミノメーターの適格性を得ることで、発光ダイオード（LED）基準光源による再現性を確保できる

（Yasunaga, Nakajima and Ohmiya, 2014）。 

53. 試験前に、付録 II記載のとおり、緑色、橙色および赤色の遺伝子組換え発光ルシフェラーゼを用いて、

各生物発光シグナルの色を識別する光学フィルターの透過係数を決定すべきである（Niwa et al., 2010）。 

54. 予め加温された Tripluc®ルシフェラーゼアッセイ試薬（Tripluc）100 μL を、化学物質存在下または非

存在下、および PMA/Io 存在下または非存在下で処理された細胞浮遊液含有プレートの各ウェルに分注する。

プレートを、環境温度約 20ºC で 10 分間振とうする。プレートをルミノメーターに静置し、ルシフェラーゼ

活性を測定する。光学フィルターの非存在下（F0）および存在下（F1、F2）で各 3 秒間生物発光を測定する。

例えば、使用するルミノメーターのモデルにもよるが、別の設定を用いる場合にはその正当性を示すべきで

ある。 

55. 各濃度のパラメータを測定値から算出する。例えば、IL2LA、GAPLA、nIL2LA、Inh-GAPLA、IL2LA
の平均±SD、GAPLA の平均±SD、nIL2LA の平均±SD、Inh-GAPLA の平均±SD、および抑制率については、

IL-2 Luc LTT ア ッ セ イ 用 に 入 手 可 能 な エ ク セ ル ベ ー ス の ス プ レ ッ ド シ ー ト を 用 い る

（https://www.oecd.org/env/ehs/testing/section4software.htm 参照）。本段落で用いられるパラメータ、すな

わち、ルシフェラーゼ活性および抑制に関する指数の定義および算出については、それぞれ付録 I および付録

V に示す。 

データおよび報告 

データの評価 

56. IL-2 Luc アッセイ：IL-2 Luc アッセイにおける免疫抑制の判定基準。各ランにおいて、以下の 3 つの

基準をすべて満たした場合、被験化学物質は陽性（免疫抑制性）と判断される。 

1. 抑制率の平均値が 35 以上（免疫抑制性）であり、統計学的に有意である。統計学的有意性は、そ

の 95%信頼区間により判断する。 

2. 評価項目が、複数回連続して統計学的に有意な結果（上昇または低下）を示す。あるいは、統計

学的に有意な結果（上昇または低下）が 1つと、連続 3つ以上のデータポイントで同一の傾向（す

なわち、用量依存的な傾向）を伴う。この場合、その傾向はゼロ線と交差しうるが、ゼロ線の反

対側にあるデータポイントが逆の影響について統計学的に有意にはならない（基準 2 を示す図は

付録 V 図 1 で得られる）。 

3. Inh-GAPLA が 0.05 以上である濃度範囲での入手データのみを用いて、結果を判断している。  

http://www.oecd.org/env/ehs/testing/section4software.htm)
http://www.oecd.org/env/ehs/testing/section4software.htm)
http://www.oecd.org/env/ehs/testing/section4software.htm)
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それ以外のすべての場合、被験化学物質は陰性（活性なし）と判断される。 

57. IL-2 Luc LTT アッセイ：各ランにおいて、Min Inh-GAPLA が 0.7 未満であることに加え、以下の 3 つ

の基準をすべて満たした場合、被験化学物質は陽性（すなわち、有糸分裂阻害性あり）と判断される。 

(1) 抑制率の平均値が-35 以下（刺激性または有糸分裂阻害性あり）であり、統計学的に有意である。

抑制率の 95%信頼区間上限が 0 未満である場合、統計学的に有意であると判断する。 

(2) 評価項目が、複数回連続して統計学的に有意な刺激性ありの結果を示す。あるいは、統計学的に

有意な刺激性ありの結果が 1 つと、連続 3 つ以上のデータポイントで同一の傾向（すなわち、用

量依存的な傾向）を伴う。この場合、その傾向はゼロ線と交差しうるが、ゼロ線の反対側にある

データポイントが逆の影響について統計学的に有意にはならない。抑制率の95%信頼区間上限が

0 未満である場合、統計学的に有意であると判断する。（基準 2 を示す図は付録 V 図 2 で得られ

る。） 

(3) Inh-GAPLA が 0.05 以上である濃度範囲での入手データのみを用いて、結果を判断している。 

それ以外のすべての場合、被験化学物質は陰性（すなわち、有糸分裂阻害性なし）と判断される。 

58. 被験化学物質が陰性の結果を示し蒸留水中 10 mg/mL で不溶であった場合、当該被験化学物質は、培

地において潜在的な影響を示すのに十分な濃度では溶媒に溶解不能であるため、本試験結果では結論が得ら

れないと判断する（基準 2 を示す図は付録 V 図 3 で得られる）。 

予測モデル 

59. ランは、一貫した陽性（抑制性）のランが 2回得られるまで繰り返す。最大 3回のランが可能である。

免疫毒性物質の特定は、IL-2 Luc アッセイでは、阻害率の平均値とその 95%同時信頼区間により評価されるが、

IL-2 Luc LTT アッセイでは、これらに加えて Min Inh-GAPLA により評価される。免疫抑制作用の評価を受ける

化学物質は、IL-2 Luc アッセイと IL-2 Luc LTT アッセイの両方を用いて試験される。化学物質が IL-2 Luc アッ

セイで抑制作用あり、または、IL-2 Luc LTT アッセイで有糸分裂阻害作用ありと判定された場合、当該化学物

質は、in vitro における免疫抑制化学物質と特定される。 

許容基準 

60. これら 2 つの試験法には、以下の許容基準が適用される。それぞれの一連の実験では、PMA/Io で処

理した 2H4細胞の nIFNLAおよび未処理 2H4細胞の nIFNLAを検討した対照実験を実施しなければならない。

PMA/イオノマイシンで処理した 2H4 細胞の nIFNLA の誘導倍率が、未処理 2H4 細胞の nIFNLA との比較で

3.0 未満である場合、これらの実験から得られた結果は棄却すべきである。 

試験報告書 

61. 試験報告書には、試験法ごとに以下の情報を含めるべきである。 

被験化学物質 

- 単一成分物質： 

● IUPAC または CAS 名、CAS 番号、SMILES または InChI コード、構造式および/またはその他の識別

子などの化学的識別情報 

● 入手可能な範囲での外観、水への溶解度、分子量、およびその他の関連する物理化学的性状  
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● 純度、該当する場合で現実的に実行可能であれば不純物の化学的識別情報など 
● 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕など） 
● 試験での濃度 
● 保存条件および安定性を可能な範囲で 
● 蒸留水も DMSO も使用しなかった場合、各被験化学物質の溶剤/溶媒選択の正当性 

- 多成分物質、UVCB、混合物： 
● 入手可能な範囲での、成分の化学的識別情報（上記参照）、純度、定量的組成、および関連のある物

理化学的性状（上記参照）などにより可能な限り特徴付けること 
● 入手可能な範囲での外観、水への溶解度、およびその他の関連する物理化学的性状 
● 組成が既知の混合物/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 
● 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕など） 
● 試験での濃度 
● 入手可能な範囲での保存条件および安定性 
● 蒸留水も DMSO も使用しなかった場合、各被験化学物質の溶剤/溶媒選択の正当性 

試験法ごとの対照 

- 陽性対照： 
● IUPAC または CAS 名、CAS 番号、SMILES または InChI コード、構造式、および/またはその他の識

別子などの化学的識別情報 
● 該当する場合、入手可能な範囲での外観、水への溶解度、分子量、およびその他の関連する物理化学

的性状 
● 純度、該当する場合で現実的に実行可能であれば不純物の化学的識別情報など 
● 該当する場合は、試験の前処理（加温、粉砕など） 
● （蒸留水も DMSO も使用しなかった場合）各被験化学物質の溶剤/溶媒選択の正当性 
● 試験での濃度 
● 入手可能な範囲での保存条件および安定性 
● 該当する場合、許容基準が適切であることを立証した背景陽性対照の結果に関する言及 

- 陰性対照： 
● IUPAC または CAS 名、CAS 番号、および/またはその他の識別子などの化学的識別情報 
● 純度、該当する場合で現実的に実行可能であれば不純物の化学的識別情報など 
● 本試験ガイドライン記載以外の別の陰性対照を用いる場合、入手可能な範囲での外観、分子量、およ

びその他関連する物理化学的性状 
● 入手可能な範囲での保存条件および安定性 
● 各被験化学物質の溶剤選択の正当性  
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試験法ごとの試験方法の条件 

● 試験依頼者、試験実施施設および試験責任者の氏名、名称および住所 

● 使用した試験法に関する記述 

● 使用した細胞株、その保存条件および供給元（例：入手した施設） 

● FBS のロット番号および起源、供給業者名、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 

● 試験に用いられた継代数および細胞密度 

● 試験実施前の播種に用いた細胞計数法、および均一な細胞数分布の確保に講じた措置 

● 使用するルミノメーター（例：モデル）、また、機器の設定、使用するルシフェラーゼ基質、および

付録 II 記載の対照試験に基づく適切な発光測定の立証などに関する情報 

● 試験法実施に際し試験実施施設が（例えば、習熟度確認物質の試験により）習熟度を立証し、あるい

は、試験法に関する経時的な再現能を立証するために用いた手順 
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試験法ごとの試験手順 

● 実施したランの回数 

● 被験化学物質の濃度、適用手順、曝露時間（推奨事項と異なる場合） 

● 使用した評価判定基準の記述 

● 使用した試験許容基準の記述 

● 試験手順を変更した場合、その記述。 

試験法ごとの結果 

● IL2LA、IFNLA および GAPLA の測定結果 

● nIL2LA、nIFNLA、Inh-GAPLA および抑制率の算出結果 

● 抑制率の 95%信頼区間 

● ルシフェラーゼ活性および生存率を誘導する用量反応曲線を描いたグラフ 

● 該当する場合、その他関連所見の記述 

● 結果の考察 

● IL-2 Luc アッセイおよび IL-2 Luc LTT アッセイにより得られた結果の試験法別での考察 

● 両試験法の結果を併合した場合の考察 

本試験ガイドラインに関する変更 

結論 
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付録 I―定義 

2H4：IL-2 Lucアッセイで使用される IL-2レポーター細胞株。ヒト急性 Tリンパ芽球性白血病細胞

株 Jurkat に、SLG、SLO、SLRルシフェラーゼ遺伝子がそれぞれ IL-2、IFN-γ、GAPDHプロモータ

ーの制御下で導入されたものである。 

正確度：試験法の結果と、容認される基準値との間の一致の近さ。試験法の性能を判断する尺度

であり、妥当性の一側面である。この用語はしばしば、試験法の正しい結果の割合を意味する

「一致度」と同義に用いられる。 

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（細胞生存率）05 の略称。化学物質が Inh-GAPLA について 0.05 未満を示す最

低濃度。 

GAPLA：GAPDH プロモーターにより制御される安定化赤色発光ルシフェラーゼ（SLR：λmax = 
630 nm）のルシフェラーゼ活性であり、細胞生存率および生細胞数を示す。 

有害性：生命体、系、または（亜）集団が曝露されると、悪影響を生じる可能性がある物質また

は状況に固有の性質。 

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化学物質群の有害性特

定（可能性）、有害性の特性評価（作用強度）および/または安全性評価（可能性/作用強度および

曝露）に使用される体系化されたアプローチであり、本アプローチでは、関連データすべての戦

略的な統合および重み付けにより、さらなるターゲット設定の可能性としての有害性、リスクお

よび/またはその必要性に関する規制上の意思決定情報を提示することから、試験の実施を最小限

に抑えられる。 

IFNLA：インターフェロン（IFN）-γ プロモーターにより制御される安定化橙色発光ルシフェラー

ゼ（SLO：λmax = 580 nm）のルシフェラーゼ活性。 

II-SLR-LA：Inh-GAPLA への言及に関し、バリデーション報告書および過去の公表文献で使用さ

れた略語。定義については Inh-GAPLA を参照。 

IL-2（インターロイキン 2）：T リンパ球に由来し、T リンパ球、B リンパ球、単球およびナチュ

ラルキラー細胞の活性化をもたらすサイトカイン。 

IL2LA：IL-2 プロモーターにより制御される安定化緑色発光ルシフェラーゼ（SLG：λmax = 550 
nm）のルシフェラーゼ活性。 

Inh-GAPLA：GAPLA 阻害比のこと。化学物質で処理した 2H4 細胞の GAPLA を、未処理 2H4 細

胞の GAPLA で除することにより得られ、化学物質の細胞毒性を表す。  
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最小誘導閾値（MIT）：化学物質が陽性の基準を満たす最低濃度。 

混合物：互いに反応しない複数の物質からなる混合物または溶液。 

単一成分物質：定量的組成によって定義され、1 つの主成分を少なくとも 80%（w/w）含有する物

質。 

多成分物質：定量的組成によって定義され、複数の主成分を 10%（w/w）以上 80%（w/w）未満の

濃度で含有する物質。多成分物質は、製造工程の結果生じる。混合物と多成分物質の違いは、混

合物が複数の物質を混ぜても化学反応を起こさずに得られることにある。多成分物質は、化学反

応の結果生じる。 

nIL2LA：GAPDHプロモーター活性（GALPA）を反映した SLRルシフェラーゼ活性により標準化

された、IL-2 プロモーター活性（IL2LA）を反映した SLG ルシフェラーゼ活性。細胞生存率また

は細胞数を考慮した後の IL-2 プロモーター活性を表す。 

nSLG-LA：nIL2LAに言及した IL-2 Lucアッセイに関し、過去の公表文献で使用された略語。定義

については nIL2LA を参照。 

nSLO-LA：nIFNLA に言及した IL-2 Luc アッセイに関し、過去の公表文献で使用された略語。定

義については nIFNLA を参照。 

陽性対照：試験系のすべての構成要素を含み、陽性反応を誘導することが知られている物質で処

理したレプリケート。陽性対照反応の経時的なばらつきを評価できるよう確保するには、陽性反

応の大きさは過度にすべきではない。 

妥当性：試験とその対象となる作用との関係、および、当該試験が特定の目的にとって有意義で

かつ有用であるか否かに関する説明。その試験が、対象となる生物学的作用を正しく測定または

予測する程度を示す。妥当性では、試験法の正確度（一致度）を考慮に入れる。 

信頼性：ある試験法が同一プロトコールを用いて実施された場合、試験実施施設内および試験実

施施設間で経時的に再現性を示せる程度を表す尺度。施設内および施設間の再現性、ならびに施

設内の反復性を算出することで評価される。 

感度：試験により正しく分類されるすべての陽性/活性の化学物質の割合。断定的な結果をもたら

す試験法の正確度を示す尺度であり、試験法の妥当性を評価する際の重要な考慮事項である。 
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SLG-LA：IL2LAに言及した IL-2 Lucアッセイに関し、過去の公表文献で使用された略語。定

義については IL2LA を参照。 

SLO-LA：IFNLA に言及した IL-2 Luc アッセイに関し、過去の公表文献で使用された略語。

定義については IFNLA を参照。 

SLR-LA：GAPLA に言及した IL-2 Luc アッセイに関し、過去の公表文献で使用された略語。

定義については GAPLA を参照。 

溶剤/溶媒対照：被験化学物質を除く試験系のすべての構成要素を包含するが、使用する溶剤

/溶媒は含んでいる未処理試料。同一の溶剤/溶媒中で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、ベースラインにおける反応を確立するのに用いられる。同時

培地対照を用いた試験の場合、本試料から、溶剤/溶媒と試験系との相互作用の有無も立証さ

れる。 

特異度：試験により正しく分類されるすべての陰性/不活性の化学物質の割合。断定的な結果

をもたらす試験法の正確度を示す尺度であり、試験法の妥当性を評価する際の重要な考慮事

項である。 

物質：自然の状態の、または任意の製造過程により得られる化学元素とその化合物。その製

品の安定性を保つために必要な添加物や、使用過程由来の不純物はいずれも含まれるが、そ

の物質の安定性に影響を及ぼすことも、その組成を変化させることもなく分離される可能性

のある溶剤はいずれも除く。 

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

UVCB：組成が未知または変化する物質、複雑な反応生成物または生物材料。 

妥当な試験法：特定の目的に対して十分な妥当性および信頼性があるとみなされ、科学的に

健全な原理に基づいている試験法。試験法が絶対的な意味で妥当というわけではなく、定義

された目的に関してのみ妥当ということである。 
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付録 II―SLG、SLO、SLR 用光学フィルターのルシフェラーゼ活性測定および透過係

数決定の原理 

Multi Reporter Assay System-Tripluc は、2 種類以上の光学フィルターを内蔵でき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用ルミノメーター（例：Phelios AB-2350［アトー社］、ARVO［パー

キンエルマー社］、Tristar LB941［ベルトールド社］）と共に使用できる。測定に用いられる光学フィ

ルターの例には、560 nm ロングパスフィルターおよび 600 nm ロングパスフィルターが挙げられる。 

(1) 2 枚の光学フィルターによる 3 色ルシフェラーゼの測定 

ここでは、Phelios AB-2350（アトー社）の使用例を示す。本ルミノメーターには、光分離用の 560 nm
ロングパス（LP）フィルター（560 nm LP、フィルター1）と 600 nm ロングパスフィルター（600 nm 
LP、フィルター2）が内蔵されている。 

まず、SLG（λmax = 550 nm）、SLO（λmax = 580 nm）、SLR（λmax = 630 nm）の遺伝子組換え酵素

ルシフェラーゼを用い、i）フィルターなしの光強度（全光）、ii）560 nm LP（フィルター1）の透過光

強度、iii）600 nm LP（フィルター2）の透過光強度を測定し、下記の透過係数を算出する。 

表.ルシフェラーゼアッセイにおけるパラメータの定義 

透過係数 略語 定義 
SLG フィルター1 透過係数 κGR56 560 nm LP（フィルター1）を透過した

SLG の発光強度 /フィルターなしの

SLG（全光）の発光強度 
フィルター2 透過係数 κGR60 600 nm LP（フィルター2）を透過した

SLG の発光強度 /フィルターなしの

SLG（全光）の発光強度 
SLO フィルター1 透過係数 κOR56 560 nm LP（フィルター1）を透過した

SLO の発光強度 /フィルターなしの

SLO（全光）の発光強度 
フィルター2 透過係数 κOR60 600 nm LP（フィルター2）を透過した

SLO の発光強度 /フィルターなしの

SLO（全光）の発光強度 
SLR フィルター1 透過係数 κRR56 560 nm LP（フィルター1）を透過した

SLR の発光強度 /フィルターなしの

SLR（全光）の発光強度 
フィルター2 透過係数 κRR60 600 nm LP（フィルター2）を透過した

SLR の発光強度 /フィルターなしの

SLR（全光）の発光強度 

試験試料中の SLG、SLO、SLR の発光強度をそれぞれ G、O、R と定義した場合、i）フィルターなし

（全光）の発光強度：F0、ii）560 nm LP（フィルター1）の透過光強度：F1、iii）600 nm LP（フィルタ

ー2）の透過光強度：F2 は以下のとおり記述される。 

F0=G+O+R 
F1=κGR56 x G + κOR56 x O + κRR56 x R 
F2=κGR60 x G + κOR60 x O + κRR60 x R  
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これらの式は、以下のとおり書き換えることができる。 

 

次に、算出された透過係数および測定された F0、F1、F2 を用いて、次のとおり G、O、R の値を算出で

きる。 

 

透過率を決定するための材料および方法 

(1) 試薬 
· 単回精製遺伝子組換え酵素ルシフェラーゼ： 
凍結乾燥精製酵素 SLG 
凍結乾燥精製酵素 SLO 
凍結乾燥精製酵素 SLR 
（バリデーション作業に関するこれらの試薬は、Biospecimen Laboratories, Inc.（https://reporter-
assay.com/）（日本）から、2H4 細胞株と共に入手した） 
· アッセイ試薬： 
（例えば、東洋紡社製カタログ番号 MRA-301）Tripluc®ルシフェラーゼアッセイ試薬 
· 培地：ルシフェラーゼアッセイ用 10% FBS 含有 RPMI-1640（30 mL、2～8ºC で保存） 

(2) 酵素溶液の調製 
凍結乾燥精製酵素ルシフェラーゼを、試験管中で 10%（w/v）グリセロールを補充した 10～100 mM 
Tris/HCl または Hepes/HCl（pH 7.5～8.0）200 μL の添加により溶解し、この酵素溶液を 10 μL ずつ 1.5 
mL の使い捨て試験管に分注し、-80ºC の冷凍庫で保存する。 凍結酵素溶液は最大 6 ヵ月間使用できる。

使用する場合、酵素溶液（酵素希釈液）含有試験管ごとにルシフェラーゼアッセイ用培地（10% FBS
含有 RPMI-1640）1 mL を添加し、失活しないよう氷冷する。 

(3) 生物発光測定 
Tripluc®ルシフェラーゼアッセイ試薬（Tripluc）を解凍し、ウォーターバスに入れるか静置により室温

を保つ。光電子増倍管が安定できるよう、測定開始 30 分前にルミノメーターの電源を入れる。酵素希

釈液 100 μL を 96 ウェル黒色プレート（平底）（SLG 標準試料を#B1、#B2、#B3、SLO 標準試料を

#D1、#D2、#D3、SLR 標準試料を#F1、#F2、#F3）に分注する。次に、ピペットを用いて、予め加温

された Tripluc 100 μL を酵素希釈液含有プレートの各ウェルに分注する。プレート振とう機を用いて室

温（約 25ºC）で 10 分間プレートを振とうする。ウェル内の溶液に気泡が出現した場合には除去する。

プレートをルミノメーターに静置し、ルシフェラーゼ活性を測定する。光学フィルターの非存在下

（F0）および存在下（F1、F2）で各 3 秒間生物発光を測定する。 

光学フィルターの透過係数は以下のとおり算出した。 

透過係数（SLG（κGR56））=（F1の#B1 + F1の#B2 + F1の#B3）/（F0の#B1 + F0の#B2 + F0の#B3） 

透過係数（SLO（κOR56））=（F1の#D1 + F1の#D2 + F1の#D3）/（F0の#D1 + F0の#D2 + F0の#D3） 

透過係数（SLR（κRR56））=（F1 の#F1 + F1 の#F2 + F1 の#F3）/（F0 の#F1 + F0 の#F2 + F0 の#F3） 

透過係数（SLG（κGR60））=（F2の#B1 + F2の#B2 + F2の#B3）/（F0の#B1 + F0の#B2 + F0の#B3） 
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透過係数（SLO（κOR60））=（F2の#D1 + F2の#D2 + F2の#D3）/（F0の#D1 + F0の#D2 + F0の#D3） 

透過係数（SLR（κRR60））=（F2 の#F1 + F2 の#F2 + F2 の#F3）/（F0 の#F1 + F0 の#F2 + F0 の#F3） 

同一のルミノメーターにより実行されたすべての測定には、算出された透過係数が使用される。 

機器の品質管理 

IL-2 Luc アッセイプロトコール記載の手順を使用すべきである（JaCVAM, 2020c）。 
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付録 III―習熟度確認物質 

表 1：IL-2 Luc アッセイでの技術的習熟度の立証に推奨される物質 

No. 化学物質名 CAS 番号 T 細胞標

的化 
物理的状

態 

基準範囲 
(μg/mL) 
CV051 

基準範囲 
(μg/mL) 

MIT2 

1 デキサメタゾン 50-02-2 あり 固体 >2000 16-63 

2 シクロスポリン 59865-13-3 あり 固体 >1 0.002-0.006 

3 酢酸鉛(II)三水和物 6080-56-4 あり 固体 >2000 31-63 

4 インドメタシン 53-86-1 あり 固体 500-2000 16-63 

5 ペルフルオロオクタン酸 335-67-1 あり 固体 250-1000 8-31 

6 塩化トリブチルスズ 1461-22-9 あり 液体 0.5-1.0 0.12-0.24 

7 
ジメチルジチオカルバミン

酸亜鉛（DMDTC） 137-30-4 なし 固体 1-4 >2000 

8 マンニトール 69-65-8 なし 固体 >2000 >2000 

9 アセトニトリル 75-05-8 なし 液体 >2000 >2000 

略語：CAS 番号：ケミカル・アブストラクト・サービス登録番号 
1 CV05：化学物質が Inh-GAPLA について 0.05 未満を示す最低濃度。 
2 MIT：化学物質が陽性の基準を満たす最低濃度。 

表 2：IL-2 Luc LTT アッセイでの技術的習熟度の立証に推奨される物質 

No. 化学物質名 CAS 番号 T 細胞標

的化 
有糸分裂

阻害性 
物理的状

態 

基準範囲

（μg/mL） 
CV051 

基準範囲

（μg/mL） 
MIT2 

1 ミコフェノール酸 24280-93-1 あり あり 固体 >200 0.05-2 

2 インドメタシン 53-86-1 あり あり 固体 100->200 6-25 

3 5-FU 51-21-8 あり あり 固体 >100 0.4-1.6 

4 コルヒチン 64-86-8 あり あり 固体 200->200 0.003- 
0.012 

5 ペルフルオロオクタン酸 335-67-1 あり あり 固体 100-200 6.3-25 

6 エトポシド 33419-42-0 あり あり 固体 >200 0.4-1.6 

7 シクロスポリン A 59865-13-3 あり なし 固体 >200 >200 

8 カルバミン酸メチル 598-55-0 あり なし 固体 >200 >200 

9 ニコチンアミド（NA） 98-92-0 なし なし 固体 >200 >200 
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10 ジクロロ酢酸 79-43-6 なし なし 液体 >200 >200 

付録 IV―両試験法における被験化学物質の溶解 

図 1 溶媒による溶解 

 

図 2.化学物質を蒸留水で 10 mg/mL に調製する場合の両試験法における手順の図解 

  

DMSO 中で
100 mg/mL 

DMSO 中で
200 mg/mL 

蒸留水中で
10 mg/mL 

可溶 可溶 可溶 

DMSO を最大 1 mL
まで添加 

DMSO を最大 1 mL
まで添加 

蒸留水を最大 1 mL
まで添加 

継続 不溶 不溶 不溶 10 mg 試験

試料 
100 mg 試験

試料 
200 mg 試験

試料 

ルシフェラーゼ活性の測定 

原液 

化学物質を蒸留水で 10 mg/mL に調製する場合 

ウェルごとに 100 μL 分注 

公比 2 で段階希釈 

96 ウェル透明プレート（丸底）で ddw（2 回蒸留水）50 μL 

20 μL 分注 

96 ウェルアッセイブロック中で培地 480 μL 

96 ウェル黒色プレート（平底）に 2H4 細胞含有培地 50 μL 

ウェルごとに 50 µL 分注 

PMA/イオノマイシン 

化学物質の最終

濃度 µg/mL 

1 時間インキュベーション（IL-2 Luc アッセイ）または

24時間インキュベーション（IL-2 Luc LTTアッセイ）、

およびウェル 2～12 に PMA/イオノマイシン添加 

6 時間インキュベーションおよび Tripluc 100 μL 添加 
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図 3 化学物質を DMSO で 200 mg/mL に調製する場合の両試験法における手順の図解 

 

  

化学物質を DMSO で 200 mg/mL に調製する場合 

ルシフェラーゼ活性の測定 

6 時間インキュベーションおよび Tripluc 100 μL 添加 

1時間インキュベーション（IL-2 Lucアッセイ）または 24
時間インキュベーション（IL-2 Luc LTT アッセイ）、お

よびウェル 2～12 に PMA/イオノマイシン添加 

10 µL 分注 

化学物質の最終

濃度 µg/mL 

PMA/イオノマイシン 

96 ウェル黒色プレート（平底）に 2H4 細胞含有培地 50 μL 

96 ウェルアッセイブロック中で培地 490 µL 

ウェルごとに 50 µL 分注 

原液 

10 µL 分注 

ウェルごとに 100 μL 分注 

公比 2 で段階希釈 

96 ウェル透明プレート（丸底）で DMSO 50 μL 

96 ウェル透明プレート（丸底）で培地 90 μL 
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図 4 後続のテストラン（すなわち、2 回目および 3 回目のラン）における被験化学物質の濃度決定 

 

  
2～4 回目の実験における最終濃度 

µg/mL 

In
h-
G
A
PL

A
 

CV05：Inh-GAPLAが 0.05未満となる

最低濃度 

Inh-GAPLA 
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付録 V―抑制に関する指数の算出 

IL2LA 

i番目の濃度（i：0～10）の j 番目の反復結果（j：1～4）を、IL2LA および GAPLA についてそれぞれ測定

する。標準化した IL2LA を nIL2LA と称し、以下のとおり定義する。 

nIL2LAij = IL2LAij / GAPLAij 

これが、本試験法の基本的な尺度に当たる。 

抑制率 

抑制率は、0 番目の濃度と比較した i 番目の濃度の反復結果における nIL2LA の平均値に関する指標であ

り、本試験法の主要な尺度に当たる。抑制率は、以下の式により表せる。 

 

試験実施主導施設は、±35の値であれば、被験化学物質に抑制および刺激を有することが示唆されると提

唱している。この値は、試験実施主導施設の背景データの調査に基づいている。データマネジメントチ

ームは、現バリデーション試験のすべての段階を通じ、この値の使用に関する追跡調査を行った。 

主要な評価項目である抑制率は、式(1)に示すとおり、基本的には 2 つの nIL2LA の算術平均値の比であ

る。i 番目の濃度に関する抑制率の 95%信頼区間（95% CI）が推定できる。 

95% CI 下限が 0 を上回ると、i 番目の濃度での nIL2LA は 0 番目の濃度よりも統計学的に有意に大である

と解釈されるのに対し、95% CI 上限が 0 を下回ると、i 番目の濃度での nIL2LA は 0 番目の濃度よりも統

計学的に有意に小であると解釈される。 

95% CI の構築方法は複数に及ぶ。本試験では、デルタ法として知られる方法を用いた。この 95%信頼区

間の定理は、以下の式から得られる。 

 

ここで、平均値 iは i 番目の濃度での nIL2LA の平均値、平均値 0は 0 番目の濃度での nIL2LA の平均値、

sdiは i番目の濃度での nIL2LAの標準偏差、sd0は 0番目の濃度での nIL2LAの標準偏差である。z0.975は、

標準正規分布の 97.5 パーセンタイルである。 
  

抑制率 i = 

抑制率 ± 100 × 平均値 
平均値 平均値 
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Inh-GAPLA 

Inh-GAPLA は、i 番目の濃度の反復結果における GAPLA の平均値に対する 0 番目の濃度の場合との比で

あり、以下の式で表される。 

 

GAPLA は nIL2LA の分母であるため、GAPLA の値が極めて小さいと、nIL2LA には大きなばらつきが生

じると考えられる。したがって、Inh-GAPLAの値が極めて小さい i番目の抑制率の値は、低い精度である

ことが考えられる。 

IL-2 Luc アッセイの各実験での「抑制性」または「影響なし」の判断 

陽性作用（抑制性か刺激性のいずれか）の判断基準は「データの評価」の項の段落 60 に提示されており、

バリデーション報告書の付録 17 から抜粋した以下の図 1 に示す。 

段落 60 によれば、実験で次の 3 つの基準すべてを満たす場合に陽性と判断される。 

1. 抑制率の平均値が 35 以上（抑制性）であり、統計学的に有意である。統計学的有意性は、その

95%信頼区間により判断する。 

2. 評価項目が、複数回連続して統計学的に有意な結果（上昇）を示す。あるいは、統計学的に有意

な結果（上昇）が 1 つと、連続 3 つ以上のデータポイントで同一の傾向（すなわち、用量依存的

な傾向）を伴う。この場合、その傾向はゼロ線と交差しうるが、ゼロ線の反対側にあるデータポ

イントが逆の影響について統計学的に有意にはならない。 

3. Inh-GAPLA が 0.05 以上である濃度範囲での入手データのみを用いて、結果を判断している。 

陽性（抑制性か刺激性のいずれか）と判断される代表的なグラフを以下に示す。 

 

図 1.陽性のデータポイント（上昇）1 つと、連続 3 つ以上のデータポイントで同一の傾向を示す 2 つのパ

ターン 

x 軸は化学物質の濃度を表し、y 軸は抑制率を表す。各プロットは、4 回の測定から得られた抑制率の値

とその 95%信頼区間である。赤線は 35 を示す。すべてのグラフは、陽性のデータポイント（上昇または

低下）1 つと、連続 3 つ以上のデータポイントで同一の傾向（すなわち、濃度依存的な傾向）を示し、そ

の傾向はゼロ線と交差する。A は反対の反応を示すデータポイント（#）の 95%信頼区間が 0 と交差する

Inh-GAPLAi =  

抑
制
率

 

抑
制
率
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ため、抑制性と判断される。一方、B は反対の反応を示すデータポイント（#）の 95%信頼区間が 0 と交

差しないため、影響なしと判断される。 

IL-2 Luc LTT アッセイの各実験での「有糸分裂阻害性あり」、「不確定」、または「有糸分裂
阻害性なし」の判断 

各ランにおいて、Min Inh-GAPLA が 0.7 未満であることに加え、以下の 3 つの基準をすべて満たした場

合、被験化学物質は有糸分裂阻害性ありと判断される。それ以外の場合には、暫定的に有糸分裂阻害性

なしと判断される。 

(1) 抑制率の平均値が-35 以下（刺激性）であり、統計学的に有意である。抑制率の 95%信頼区間上

限が 0 未満である場合、統計学的に有意であると判断する。 

(2) 評価項目が、複数回連続して統計学的に有意な刺激性ありの結果を示す。あるいは、統計学的に

有意な刺激性ありの結果が 1 つと、連続 3 つ以上のデータポイントで同一の傾向（すなわち、用

量依存的な傾向）を伴う。この場合、その傾向はゼロ線と交差しうるが、ゼロ線の反対側にある

データポイントが逆の影響について統計学的に有意にはならない。抑制率の 95%信頼区間上限が

0 未満である場合、統計学的に有意であると判断する。 

(3) Inh-GAPLA が 0.05 以上である濃度範囲での入手データのみを用いて、結果を判断している。 

以下 2 つの代表的なグラフにおいて、データが統計学的に有意な刺激性ありの結果を 1 つのみと、連続 3
つ以上のデータポイントで同一の傾向を示した場合の判断について説明する。 

 

図 2.IL-2 Luc LTT アッセイにおいて、陽性のデータポイント 1 つと、連続 3 つ以上のデータポイントで同

一の傾向を示す 2 つのパターン 

x 軸は化学物質の濃度を表し、y 軸は抑制率を表す。各プロットは、4 回のテクニカルレプリケートから

得られた抑制率の値とその 95%信頼区間である。赤線は-35 を示す。2 つのグラフは、陽性のデータポイ

ント 1 つと、連続 3 つ以上のデータポイントで同一の傾向（すなわち、濃度依存的な傾向）を示し、そ

の傾向はゼロ線と交差する。A は反対の反応を示すデータポイント（#）の 95%信頼区間が 0 と交差する

ため、陽性と判断される。一方、B は反対の反応を示すデータポイント（#）の 95%信頼区間が 0 と交差

しないため、陰性と判断される。 
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暫定的に有糸分裂阻害性なしと判断される化学物質のうち、統計学的に有意な抑制性のデータポイント

（抑制率の平均値が 35 以上）も刺激性のデータポイント（抑制率の平均値が-35 以下）も示さず、Min 
Inh-GAPLAが 0.7以上を示し、かつ蒸留水中 10 mg/mLで不溶である化学物質は、培地中での作用を示す

のに十分な濃度では溶媒に溶解しない可能性があるため、不確定であると判断される。それ以外の場合

には、有糸分裂阻害性なしと判断される。その基準について、図 3 に図示する。 

 

図 3.有糸分裂阻害性あり、有糸分裂阻害性なし、または不確定の判定基準 

不確定（水

に不溶） 

Min Inh-GAPLA 

有糸分裂阻害性なし 

抑
制

率
 

有糸分裂阻害性 
有糸分裂阻害

性なし 

有糸分裂阻害

性なし（水に

可溶） 
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	IL-2 Luc LTTアッセイ

	19. 2H4細胞を被験化学物質により24時間処理後、PMAおよびIoにより6時間処理し、続いてIL2LA、IFNLAおよびGAPLAを測定する。表1に示すとおり、IL-2 Luc LTTアッセイで使用する用語は、IL-2 Lucアッセイで使用する用語と同一である。
	20. IL-2 LucアッセイとIL-2 Luc LTTアッセイは、いずれもGAPDHのmRNA発現と相関するGAPLAを測定できる。GAPDHのmRNAは、概ね豊富なレベルで普遍的に発現する。GAPDHのmRNAは、その発現がさまざまな時間および実験操作後において一定であるため、定量的リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応の内因性対照として複数の実験系で頻回に用いられる（Edwards and Denhardt, 1985; Mori et al., 2008; Winer et al., 1999...
	習熟度の立証

	21. 本試験ガイドライン記載の試験法の定常的な使用に先立ち、試験実施施設は、「優良in vitro試験法実施基準」に従い、付録III（IL-2 Lucアッセイについては表1、IL-2 Luc LTTアッセイについては表2）収載の習熟度確認物質を用いて、技術的習熟度を立証すべきである（OECD, 2018）。さらに、試験法の使用者は、反応性のチェックならびに陽性対照および溶剤/溶媒対照による生成データの背景データベースを維持し、また、これらのデータを用いて、試験実施施設における試験法の再現性が経時...
	手順

	22. IL-2 LucアッセイおよびIL-2 Luc LTTアッセイに関する標準操作手順書（SOP）（JaCVAM, 2020c）（JaCVAM, 2024b）は入手可能であり、本試験を実施する場合に使用すべきである。以下の段落では、本試験法の主要な構成要素および手順について記述する。
	IL-2 Lucアッセイ
	細胞の調製


	23. 受領と同時に2H4細胞を増殖させ（2～4世代継代）、均質な細胞ストックとして凍結保存する。本細胞ストック由来の細胞は、最大12世代継代か最大6週間まで増殖できる。増殖に用いる培地は、10%ウシ胎児血清（FBS）、抗生物質/抗真菌剤溶液（ペニシリンG 100 U/mL、ストレプトマイシン100 μg/mL、およびアムホテリシンB 0.25 μg/mLを0.85%生理食塩水に添加）（例：GIBCOカタログ番号15240-062）、ピューロマイシン（例：CAS番号58-58-2）0.15 μg/...
	24. 試験に使用する前に、反応性のチェックを実施することで細胞の適格性を得るべきである。このチェックは、陽性対照であるデキサメタゾン（100 μg/mL）（CAS番号：50-02-2、純度98%以上）およびシクロスポリンA（100 ng/mL）（CAS番号：59865-13-3、純度95%以上）を用いて、解凍から1～2週間後か2～4世代継代後に実施すべきである。デキサメタゾンおよびシクロスポリンAは、抑制率に関し正の反応（35以上）をもたらすはずである。本試験法では、反応性のチェックに合格した細...
	25. 試験に向け、2H4細胞を1～3 × 105 cells/mLの密度で播種し、培養フラスコで72～96時間前培養する。試験当日、培養フラスコから回収した細胞を、抗生物質不含の10% FBS含有RPMI-1640により洗浄後、抗生物質不含の10% FBS含有RPMI-1640 4 × 106 cells/mLで再浮遊させる。次に、細胞を50 μL（2 × 105 cells/ウェル）で96ウェル平底黒色プレート（例：Corning Costarカタログ番号3603）に分注する。
	被験化学物質および対照物質の調製

	26. 被験化学物質および対照物質は、試験当日に調製する。IL-2 Lucアッセイでは、被験化学物質を蒸留水またはジメチルスルホキシド（DMSO）（ストック溶液）に溶解する。被験化学物質は、まず蒸留水に溶解する。
	● 化学物質が10 mg/mLで可溶な場合、10 mg/mLがストック溶液の濃度である。
	● 被験化学物質が蒸留水中10 mg/mLで可溶でない場合、被験化学物質をDMSO中200 mg/mLで溶解する。被験化学物質が200 mg/mLで可溶でない場合、最高濃度は希釈係数2でのDMSOによる希釈後の最大溶解濃度と判定される（付録IVの図解を参照）。
	● 化学物質が蒸留水に可溶でない場合、DMSO中で可能な最高濃度を調製する。必要であれば、超音波処理およびボルテックスを使用できる。20,000 ×gで5分間遠心し、沈殿物がないことにより可溶であることを確認する。被験化学物質は、蒸留水またはDMSOに溶解後4時間以内に使用すべきである。

	27. 最初のテストランは、細胞毒性濃度の判定および化学物質の免疫毒性の可能性に関する検討を目的とする。被験化学物質を蒸留水またはDMSOストック溶液により段階希釈する場合、希釈係数は2（付録IV参照）とし、96ウェル丸底透明プレートを用いる。化学物質が蒸留水で調製されている場合、希釈ストック溶液20 μLを96ウェルアッセイブロック（例：Corning Costarカタログ番号3960）中でさらに培地480 μLで希釈し、この希釈液50 μLを96ウェル平底黒色プレートの細胞浮遊液50 μLに添...
	28. したがって、化学物質が10 mg/mLの蒸留水溶液として調製された場合、被験化学物質の最終濃度は0.00039～0.2 mg/mLの範囲であり、また、化学物質が200 mg/mLのDMSO溶液として調製された場合、被験化学物質の最終濃度は0.0039～0.2 mg/mLの範囲である（付録IV）。
	29. 被験化学物質は濃度ごとに、4ウェルで試験すべきである。次に、これらの試料をプレートシェーカーで混合し、37±0.5ºC、5±0.5% CO2で1時間インキュベートする。
	30. 被験化学物質と1時間インキュベーション後、細胞をPMA 25 nMおよびIo 1 μMにより6時間刺激する。例えば、PMA/イオノマイシンの10倍溶液は、培地を用いて2 mM PMA DMSO溶液および2 mMイオノマイシンエタノール溶液を希釈することで調製し、このPMA/イオノマイシンの10倍溶液10 μLを被験化学物質含有細胞浮遊液90 μLに添加する。続いて、下記段落35～38記載のとおり、ルシフェラーゼ活性を測定する。
	31. 推奨される陽性対照は、デキサメタゾンおよびシクロスポリンAである。例えば、96ウェル丸底透明プレート中で100 mg/mLデキサメタゾンDMSO溶液10 μL、または100 μg/mLシクロスポリンA DMSO溶液10 μLを培地90 μLに添加し、この希釈液10 μLを96ウェルアッセイブロック中で培地490 μLで希釈し、次いで、この希釈液50 μLを96ウェル平底黒色プレートの細胞浮遊液50 μLに添加する。デキサメタゾンおよびシクロスポリンAの最終濃度は、それぞれ100 μg/mL...
	32. 溶剤対照および陰性対照は、2%蒸留水または1% DMSOを含有した10% FBS含有RPMI-1640とする。背景データから、ランにおいて同程度の許容基準を導ける場合、別の適切な陽性対照または陰性対照を使用できる。
	33. 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ため、被験化学物質とのインキュベーションに先立ち、例えば、プレートを密閉することにより注意を払うべきである。
	34. 被験化学物質および溶剤対照では、データ評価および予測モデルを導くには2～3回のランが必要である（段落60参照）。各ランは、新鮮な被験化学物質ストック溶液および別々に回収された細胞を用いて、別の日に実施する。細胞は同一継代由来でもよい。
	ルシフェラーゼ活性の測定

	35. 発光の測定には、例えば、Phelios（アトー社、東京）、Tristar 941（ベルトールド社、ドイツ、バート・ヴィルトバート）、またはARVOシリーズ（パーキンエルマー社、米国、マサチューセッツ州ウォルサム）といった光学フィルター搭載の96ウェルマイクロプレートルミノメーターを使用する。光学フィルターの例には、シャープカット（ロングパスまたはショートパス）フィルターやバンドパスフィルターが挙げられる。ルミノメーターの適格性を得ることで、発光ダイオード（LED）基準光源による再現性を確保...
	36. 試験前に、付録IIのとおり、緑色、橙色および赤色の遺伝子組換え発光ルシフェラーゼを用いて、各生物発光シグナルの色を識別する光学フィルターの透過係数を決定すべきである（Niwa et al. 2010）。
	37. 予め加温されたTripluc®ルシフェラーゼアッセイ試薬（Tripluc）100 μLを、化学物質存在下または非存在下、およびPMA/Io存在下または非存在下で処理された細胞浮遊液含有プレートの各ウェルに分注する。プレートを、環境温度約20ºCで10分間振とうする。プレートをルミノメーターに静置し、ルシフェラーゼ活性を測定する。光学フィルターの非存在下（F0）および存在下（F1、F2）で各3秒間生物発光を測定する。例えば、使用するルミノメーターのモデルにもよるが、別の設定を用いる場合にはそ...
	38. 各濃度のパラメータを測定値から算出する。例えば、IL2LA、GAPLA、nIL2LA、Inh-GAPLA、IL2LAの平均±SD、GAPLAの平均±SD、nIL2LAの平均±SD、Inh-GAPLAの平均±SD、および抑制率については、IL-2 Lucアッセイ用に入手可能なエクセルベースのスプレッドシートを用いる（https://www.oecd.org/env/ehs/testing/section4software.htm参照）。本段落で用いられるパラメータ、すなわち、ルシフェラーゼ活...
	IL-2 Luc LTTアッセイ
	細胞の調製


	39. IL-2 Luc LTTアッセイの実施には、2H4細胞株を使用すべきである。受領と同時に2H4細胞を増殖させ（2～4世代継代）、均質な細胞ストックとして凍結保存する。本細胞ストック由来の細胞は、最大12世代継代か最大6週間まで増殖できる。増殖に用いる培地は、10%ウシ胎児血清（FBS）、抗生物質/抗真菌剤溶液（ペニシリンG 100 U/mL、ストレプトマイシン100 μg/mL、およびアムホテリシンB 0.25 μg/mLを0.85%生理食塩水に添加）（例：GIBCOカタログ番号15240...
	40. 試験に使用する前に、反応性のチェックを実施することで細胞の適格性を得るべきである。反応性のチェックは、解凍から1～2週間後または2～4世代継代後、陽性対照である硫酸ブレオマイシン（CAS番号9041-93-4）およびミゾリビン（CAS番号50924-49-7）、ならびに陰性対照であるシクロスポリンA（CAS番号59865-13-3）を用いて実施すべきである。陽性（有糸分裂阻害性あり）か陰性（有糸分裂阻害性なし）かを判定するIL-2 Luc LTTアッセイの基準に基づき、硫酸ブレオマイシンお...
	41. 試験に向け、2H4細胞を1～3 × 105 cells/mLの密度で播種し、培養フラスコで72～96時間前培養する。試験当日、培養フラスコから回収した細胞を、抗生物質不含の10% FBS含有RPMI-1640により洗浄後、抗生物質不含の10% FBS含有RPMI-1640 2 × 105 cells/mLで再浮遊させる。次に、細胞を50 μL（1 × 104 cells/ウェル）で96ウェル平底黒色プレート（例：Greiner Bio-One社カタログ番号655090）に分注する。
	被験化学物質および対照物質の調製

	42. 被験化学物質および対照物質は、試験当日に調製する。IL-2 Luc LTTアッセイでは、被験化学物質を蒸留水またはジメチルスルホキシド（DMSO）（ストック溶液）に溶解する。被験化学物質は、まず蒸留水に溶解する。
	● 化学物質が10 mg/mLで可溶な場合、10 mg/mLがストック溶液の濃度である。
	● 被験化学物質が蒸留水中10 mg/mLで可溶でない場合、被験化学物質をDMSO中200 mg/mLで溶解する。被験化学物質が200 mg/mLで可溶でない場合、最高濃度は希釈係数2でのDMSOによる希釈後の最大溶解濃度と判定される（付録IVの図解を参照）。
	● 化学物質が蒸留水に可溶でない場合、DMSO中で可能な最高濃度を調製する。必要であれば、超音波処理およびボルテックスを使用できる。15,000 rpm（約20,000 ×g）で5分間遠心し、沈殿物がないことにより可溶であることを確認する。被験化学物質は、蒸留水またはDMSOに溶解後4時間以内に使用すべきである。

	43. 最初のテストランは、細胞毒性濃度の判定および化学物質の免疫毒性の可能性に関する検討を目的とする。被験化学物質を蒸留水またはDMSOストック溶液により段階希釈する場合、希釈係数は2（付録IV参照）とし、96ウェル丸底透明プレートを用いる。
	● 化学物質が蒸留水で調製されている場合、希釈ストック溶液20 μLを96ウェルアッセイブロック（例：Corning Costarカタログ番号3960）中でさらに培地480 μLで希釈し、この希釈液50 μLを96ウェル平底黒色プレートの細胞浮遊液50 μLに添加する。
	● 化学物質がDMSOで調製されている場合、希釈ストック溶液10 μLを96ウェル丸底透明プレート中で培地90 μLで希釈後、この希釈液10 μLを96ウェルアッセイブロック中で培地490 μLで希釈し、次いで、この希釈液50 μLを96ウェル平底黒色プレートの細胞浮遊液50 μLに添加する。

	44. したがって、化学物質が10 mg/mLの蒸留水溶液として調製された場合、被験化学物質の最終濃度は0.00039～0.2 mg/mLの範囲であり、また、化学物質が200 mg/mLのDMSO溶液として調製された場合、被験化学物質の最終濃度は0.00039～0.2 mg/mLの範囲である（付録IV）。
	45. 後続のテストラン（すなわち、2回目および3回目のラン）では、蒸留水ストック溶液またはDMSOストック溶液を、1回目のランの細胞生存率（Cell Viability［CV］05：Inh-GAPLAが0.05未満となる被験化学物質の最低濃度）の濃度のそれぞれ100倍または2000倍の濃度で調製する（付録IV図4）。Inh-GAPLAが1回目のランにおける任意の濃度で0.05未満に低下しない場合、後続のテストランにおけるストック溶液の濃度は1回目のランと同一とする。
	46. 各被験化学物質は濃度ごとに、4ウェルで試験すべきである。次に、これらの試料をプレートシェーカーで混合し、37±0.5ºC、5±0.5% CO2で24時間インキュベートする。
	47. 被験化学物質と24時間インキュベーション後、細胞をPMA 25 nMおよびIo 1 μMにより6時間刺激する。例えば、PMA/イオノマイシンの10倍溶液は、培地を用いて2 mM PMA DMSO溶液および2 mMイオノマイシンエタノール溶液を希釈することで調製し、このPMA/イオノマイシンの10倍溶液10 μLを被験化学物質含有細胞浮遊液90 μLに添加する。続いて、段落52～55記載のとおり、ルシフェラーゼ活性を測定する。
	48. 推奨される陽性対照は、ブレオマイシンである。10 mg/mLの蒸留水溶液をストック溶液として調製する。推奨される陰性対照は、デキサメタゾンである。100 mg/mLのDMSO溶液をストック溶液として調製する。その後、このストック溶液を段落46記載（訳者注：43又は45が正しいと考えられる）のとおり希釈する。次に、これらの試料をプレートシェーカーで混合し、37±0.5ºC、5±0.5% CO2で24時間インキュベートする。細胞をPMA 25 nMおよびIo 1 μMにより6時間刺激し、次いで...
	49. 溶剤対照および陰性対照は、10% FBS含有RPMI-1640とする。背景データから、同程度の許容基準を導ける場合、別の適切な陽性対照または陰性対照を使用できる。
	50. 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ため、被験化学物質とのインキュベーションに先立ち、例えば、プレートを密閉することにより注意を払うべきである。
	51. 被験化学物質および溶剤対照は、陽性（有糸分裂阻害性あり）または陰性（有糸分裂阻害性なし）の予測を得るために、2～3回のランを必要とする。各ランは、新鮮な被験化学物質ストック溶液および別々に回収された細胞を用いて、別の日に実施する。細胞は同一継代由来でもよい。
	ルシフェラーゼ活性の測定

	52. 発光の測定には、例えば、Phelios（アトー社、東京）、Tristar 941（ベルトールド社、ドイツ、バート・ヴィルトバート）、またはARVOシリーズ（パーキンエルマー社、米国、マサチューセッツ州ウォルサム）といった光学フィルター搭載の96ウェルマイクロプレートルミノメーターを使用する。光学フィルターの例には、シャープカット（ロングパスまたはショートパス）フィルターやバンドパスフィルターが挙げられる。ルミノメーターの適格性を得ることで、発光ダイオード（LED）基準光源による再現性を確保...
	53. 試験前に、付録II記載のとおり、緑色、橙色および赤色の遺伝子組換え発光ルシフェラーゼを用いて、各生物発光シグナルの色を識別する光学フィルターの透過係数を決定すべきである（Niwa et al., 2010）。
	54. 予め加温されたTripluc®ルシフェラーゼアッセイ試薬（Tripluc）100 μLを、化学物質存在下または非存在下、およびPMA/Io存在下または非存在下で処理された細胞浮遊液含有プレートの各ウェルに分注する。プレートを、環境温度約20ºCで10分間振とうする。プレートをルミノメーターに静置し、ルシフェラーゼ活性を測定する。光学フィルターの非存在下（F0）および存在下（F1、F2）で各3秒間生物発光を測定する。例えば、使用するルミノメーターのモデルにもよるが、別の設定を用いる場合にはそ...
	55. 各濃度のパラメータを測定値から算出する。例えば、IL2LA、GAPLA、nIL2LA、Inh-GAPLA、IL2LAの平均±SD、GAPLAの平均±SD、nIL2LAの平均±SD、Inh-GAPLAの平均±SD、および抑制率については、IL-2 Luc LTTアッセイ用に入手可能なエクセルベースのスプレッドシートを用いる（https://www.oecd.org/env/ehs/testing/section4software.htm参照）。本段落で用いられるパラメータ、すなわち、ルシフェ...
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	56. IL-2 Lucアッセイ：IL-2 Lucアッセイにおける免疫抑制の判定基準。各ランにおいて、以下の3つの基準をすべて満たした場合、被験化学物質は陽性（免疫抑制性）と判断される。
	1. 抑制率の平均値が35以上（免疫抑制性）であり、統計学的に有意である。統計学的有意性は、その95%信頼区間により判断する。
	2. 評価項目が、複数回連続して統計学的に有意な結果（上昇または低下）を示す。あるいは、統計学的に有意な結果（上昇または低下）が1つと、連続3つ以上のデータポイントで同一の傾向（すなわち、用量依存的な傾向）を伴う。この場合、その傾向はゼロ線と交差しうるが、ゼロ線の反対側にあるデータポイントが逆の影響について統計学的に有意にはならない（基準2を示す図は付録V図1で得られる）。
	3. Inh-GAPLAが0.05以上である濃度範囲での入手データのみを用いて、結果を判断している。
	57. IL-2 Luc LTTアッセイ：各ランにおいて、Min Inh-GAPLAが0.7未満であることに加え、以下の3つの基準をすべて満たした場合、被験化学物質は陽性（すなわち、有糸分裂阻害性あり）と判断される。
	58. 被験化学物質が陰性の結果を示し蒸留水中10 mg/mLで不溶であった場合、当該被験化学物質は、培地において潜在的な影響を示すのに十分な濃度では溶媒に溶解不能であるため、本試験結果では結論が得られないと判断する（基準2を示す図は付録V図3で得られる）。
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	1. 抑制率の平均値が35以上（抑制性）であり、統計学的に有意である。統計学的有意性は、その95%信頼区間により判断する。
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