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OECD の化学物質の試験に関するガイドライン 

エストロゲン受容体アゴニストおよびアンタゴニストを検出するための、安定に形質

移入した転写活性化 In Vitro 試験法に関する性能に基づく試験法ガイドライン 

はじめに 

性能に基づく試験法ガイドライン 

1. この性能に基づく試験法ガイドライン（PBTG）では、エストロゲン受容体アゴニスト

およびアンタゴニストを検出するための、安定に形質移入した転写活性化 In Vitro 試験法

（ER TA 試験法）について説明する。本試験は、エストロゲン受容体（すなわち、ERα およ

び／または ERβ）アゴニストおよびアンタゴニストの確認試験に関する機械的および機能的

に類似するいくつかの試験方法からなり、危険有害物評価の新規または更新済み検査方法の

国際的承認 についての OECD ガイダンス文書（GD）（1）に規定されるバリデーションの原

則に従った新たな類似試験または改良試験の開発を促進するものである。本 PBTG の基礎と

なる十分に検証された参照試験法（補遺 2 および補遺 3）は次の通りである： 

● (h) ERα-HeLa-9903 細胞株を用いた安定に形質移入した TA（STTA）試験法 (2)、およ

び 

● hERα を主に発現し、hERβ がある程度寄与する(4) (5)、VM7Luc4E2 細胞株 1を用いた

VM7Luc ER TA 試験法 (3) 

同一の危険有害物エンドポイントについての類似試験法の開発およびバリデーションには、

性能基準（PS）(6) (7)が利用可能であり、これを使用すべきである。これらにより、本 PBTG
を適時に改訂して、更新された PBTG に新たな類似する試験法を追加できるようになる。ただ

し、類似試験法は、性能基準が満たされていることを確認し、合意した後にのみ追加される。

本試験ガイドラインに含まれる試験法は、エストロゲン受容体の転写活性化に関する試験結果

に対する各国の要求事項への対応に一律に使用することができ、さらにデータの相互受け入れ

による利益が得られる。 

 
1 2016 年 6 月以前は、この細胞株は BG1Luc 細胞株と称されていた。BG-1 細胞は当初 Geisinger ら

（1998 年）(35) によって報告され、後に国立環境衛生科学研究所（NIEHS）の研究者らによって特徴付

けられた(36)。比較的最近になって、研究者らが使用している BG-1 細胞には、BG-1 Fr と BG-1 NIEHS
の 2 つの異なる変異体が存在することが発見された。Li ら（2014 年）(37) が実施したこれら 2 つの BG-
1 変異細胞株の DNA 検査を含む詳細な分析により、BG-1 Fr は独特のものであり、分析法の開発に使用

した元の細胞株である BG-1 NIEHS は BG1 ヒト卵巣癌細胞株ではなく、MCF7 ヒト乳癌細胞株の変異体

であることが示された。本試験法に使用した細胞株は、当初は BG1Luc4E2(38)と呼ばれていたが、現在

は VM7Luc4E2（ 「V」 = 変異体）と称される。「M7」 = MCF7 細胞）。同様に、本試験法は現在、

VM7Luc ER TA と称されている。これにより、本試験法のベースとなる細胞株の由来は変わるが、既報

のバリデーション試験にも、エストロゲン／抗エストロゲン様化学物質のスクリーニングにおける本試

験法の有用性や適用にも影響しない。 
 
© OECD（2021 年） 
本資料は、http://www.oecd.org/termsandconditions/に掲載されている利用規約に従って自由に使用することができる。 
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本 PBTG に含まれる試験法の背景と原理 

2. OECD では、1998 年に優先的活動項目の一つとして、内分泌かく乱作用を有する可能

性のある化学物質のスクリーニングおよび試験のための試験ガイドラインに関し、既存のも

のを改訂し、新規に作成し直す作業を開始した。内分泌かく乱作用を有する可能性のある化

学物質の試験および評価に関する OECDの概念枠組み（Conceptual Framework: CF）は 2012年
に改訂された。当初の CF および改訂された CF は、内分泌かく乱性評価のための標準化され

た試験ガイドラインに関するガイダンス文書に補遺として含まれている(8)。CFは 5つのレベ

ルで構成され、それぞれ異なったレベルの生物学的複雑性に対応している。本 PBTG で説明

する ER 転写活性化（TA）試験は、「選択された内分泌機構／経路に関するデータをもたら
す in vitro試験」が含まれるレベル 2に当たる。本 PBTG は、エストロゲン受容体（ER）アゴ

ニストおよびアンタゴニストを確認できるよう設計された in vitro転写活性化（TA）試験法に

関するものである。 

3. エストロゲンと ER との相互作用はエストロゲン制御遺伝子の転写に影響を与え、細胞

増殖、正常な胎児発生、および生殖機能に必要なものを含む細胞プロセスの誘導または阻害

につながる可能性がある(9)(10)(11)。正常なエストロゲンシステムの混乱は正常な発生（個体

発生）、生殖に関する健康および生殖系の完全性に対する有害な作用を引き起こす可能性が

ある。 

4. In vitro での TA 試験は、レポーター遺伝子産物の転写を制御する特異的受容体と物質と

の直接的または間接的な相互作用を基にしている。このような試験は、ER のような特定の核

内受容体により制御される遺伝子発現を評価するために広く用いられてきた

(12)(13)(14)(15)(16)。これらは、ER により制御されるエストロゲンの転写活性化の検出に対

して提案されている(17)(18)(19)。核内 ERには、それぞれ αと βと呼ばれる少なくとも 2つの

主要なサブタイプがあり、これらは異なる遺伝子によってコードされる。それぞれの蛋白質

は、生物学的機能や組織分布、リガンド結合親和性が異なる(20)(21)(22)(23)(24)(25)(26)。核

内 ERα は古典的なエストロゲン応答(27)(28)(29)(30)を媒介するため、ER の活性化または阻害

を測定するために現在開発中のほとんどのモデルは ERα に特異的である。これらの試験は、

リガンド結合後に ER を活性化（または阻害）する化学物質を同定するために使用し、その

後受容体-リガンド複合体が特定の DNA 応答エレメントに結合し、レポーター遺伝子を転写

活性化することで、マーカー蛋白質の細胞内発現量を増加させる。これらの試験法では、異

なるレポーター応答を使用することができる。ルシフェラーゼに基づいたシステムでは、ル

シフェラーゼ酵素がルシフェリン基質を照度計での定量的測定が可能な生物発光生成物に変

換する。その他の一般的なレポーターの例として、蛍光蛋白質や、無色の基質である X-gal
（5-ブロモ-4-クロロ-インドリル-ガラクトピラノシド）を分光光度計で定量可能な青色の生

成物に変換可能な酵素である β-ガラクトシダーゼをコードする LacZ遺伝子が挙げられる。こ

れらのレポーターは、市販の試験キットを用いて迅速かつ安価に評価することができる。 

5. STTA および VM7Luc TA 試験法のバリデーション試験では、意図する目的に対するそ

れらの妥当性および信頼性が実証された(3)(4)(5)(30)。乳房細胞株を用いた発光ベース ER TA
試験法の性能基準は、LUMI-CELL® ER（VM7Luc ER TA）試験法に関する（米）代替試験法

の検証に関する省庁間調整委員会（ICCVAM）試験法評価報告書：化学物質のヒトエストロ

ゲン受容体アゴニストおよびアンタゴニスト活性を確認するための in vitro 試験法に記載され
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ている (3)。これらの性能基準は、STTA および VM7Luc TA の両試験法に適用できるように

改訂されている (2)。 

6. 本試験ガイドラインで使用する定義および略語は、補遺 1 に記載している。 

適用範囲および TA 試験法に関連する制限 

7. これらの試験法は、スクリーニングおよび優先順位付けの目的で提案されているが、

証拠の重み付けアプローチで使用できる機構的情報を提供することもできる。これらは、in 
vitro 系において化学物質がエストロゲン受容体（ER）に結合することで誘発される TA に対

応するものである。したがって、in vivo での完全な状態の内分泌系の複雑なシグナル伝達と

調節に結果をそのまま外挿するべきではない。 

8. ER を介した TA は内分泌かく乱（ED）の主要な機序の 1 つであると考えられている 
が、ED が生じる可能性のある機序には他に、（i）内分泌系内の他の受容体や酵素系との相

互作用、（ii）ホルモン合成、（iii）代謝活性化および／またはホルモン不活性化、（iv）標

的組織へのホルモンの分布、（v）身体からのホルモンのクリアランスなどがある。本 PBTG
に基づくいずれの試験法も、これらの作用機序に対応するものではない。 

9. 本 PBTG は、化学物質が活性化（すなわちアゴニストとして作用）し、また ER 依存性

転写を抑制（すなわちアンタゴニストとして作用）する能力を扱っている。化学物質の中に

は、細胞型依存的にアゴニスト活性およびアンタゴニスト活性の両方を示し、選択的エスト

ロゲン受容体調節因子（SERM）として知られているものがある。これらの試験法で陰性で

あった化学物質は、その化学物質が受容体に結合しないと結論する前に、ER 結合試験で評価

することができる。また、本試験法は、in vitro 細胞系の限られた代謝能を考慮して親分子の

活性に関する情報を提供するにすぎない。バリデーション時には単一物質しか使用されてい

ないことを考慮し、混合物の試験への適用性は検討されていない。しかし、本試験法は、多

成分物質および混合物の試験に理論的に適用可能である。ある混合物について規制目的を意

図してデータを生成する場合、この試験ガイドラインを用いる前に、ガイドラインからその

目的に合った適切な結果が示され得るか、また、示される場合の理由について検討する。当

該混合物の試験の規制要件がある場合には、こうした検討は不要である。 

10. 参照のため、本 PBTG に記載した十分に検証された両試験法で試験を行った 34 物質の

アゴニスト試験の結果を表 1 に示す。ER 結合および TA に関する in vitro試験法、および／ま

たは子宮刺激性試験法などの公表成績(2)(3)(18)(31)(32)(33)(34)に基づくと、これらの物質の

うち 26 が確定的 ER アゴニストおよび 8 つの陰性物質に分類される。本 PBTG に記載した十

分に検証された両試験法で試験を行った 15 物質のアゴニスト試験の結果を表 2 に示す。ER
結合および TA に関する in vitro 試験法などの公表成績(2)(3)(18)(31)に基づくと、これらの物

質のうち 4 つが確定的／推定的 ER アンタゴニストおよび 10 の陰性物質に分類される。表 1
および表 2 に要約したデータに関して、アンタゴニストアッセイ用の 1 つの物質（ミフェプ

リストン）を除くいずれの物質の分類に関しても、2 つの参照試験法間で 100%の一致があり、

各物質は ER アゴニスト／アンタゴニストまたは陰性に正しく分類されている。本化学物質

群およびバリデーション試験において STTA および VM7Luc ER TA 試験法でされたその他の

化学物質に関する補足情報は、ERTA 試験に関する性能基準(6)(7)、補遺 2（表 1、表 2、表 3）
に示す。
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表 1：両アゴニストアッセイで試験し、ER アゴニスト（POS）または陰性（NEG）に分類した物質についての STTA および VM7Luc 
ER TA 試験法の結果の概要 

 物質 CASRN 
STTA 試験法 1 VM7Luc ER TA試験法 2 分類のためのデータソース 4 

ER TA
活性 PC10値（M） PC50値 b 

（M） 
ER TA 
活性 EC50 値 b,3（M） その他の ER 

TAsc 
ER 

結合性 子宮刺激性 

1 17β-エストラジオール a 50-28-2 陽性 <1.00 × 10-11 <1.00 × 10-11 陽性 5.63 × 10-12 陽性(227/227) 陽性 陽性 

2 17α-エストラジオール a 57-91-0 陽性 7.24 × 10-11 6.44 × 10-10 陽性 1.40 × 10-9 陽性 (11/11) 陽性 陽性 

3 17α-エチニルエストラジオール a 57-63-6 陽性 <1.00 × 10-11 <1.00 × 10-11 陽性 7.31 × 10-12 陽性 (22/22) 陽性 陽性 

4 17β-トレンボロン 10161-33-8 陽性 1.78 × 10-8 2.73 × 10-7 陽性 4.20 × 10-8 陽性 (2/2) 未試験 未試験 

5 19-ノルテストステロン a 434-22-0 陽性 9.64 × 10-9 2.71 × 10-7 陽性 1.80 × 10-6 陽性 (4/4) 陽性 陽性 

6 4-クミルフェノール a 599-64-4 陽性 1.49 × 10-7 1.60 × 10-6 陽性 3.20 × 10-7 陽性 (5/5) 陽性 未試験 

7 4-tert-オクチルフェノール a 140-66-9 陽性 1.85 × 10-9 7.37 × 10-8 陽性 3.19 × 10-8 陽性 (21/24) 陽性 陽性 

8 アピゲニン a 520-36-5 陽性 1.31 × 10-7 5.71 × 10-7 陽性 1.60 × 10-6 陽性 (26/26) 陽性 未試験 

9 アトラジン a 1912-24-9 陰性 - - 陰性 - 陰性 (30/30) 陰性 未試験 

10 ビスフェノール Aa 80-05-7 陽性 2.02 × 10-8 2.94 × 10-7 陽性 5.33 × 10-7 陽性 (65/65) 陽性 陽性 

11 ビスフェノール Ba 77-40-7 陽性 2.36 × 10-8 2.11 × 10-7 陽性 1.95 × 10-7 陽性 (6/6) 陽性 陽性 

12 フタル酸ブチルベンジル a 85-68-7 陽性 1.14 × 10-6 4.11 × 10-6 陽性 1.98 × 10-6 陽性 (12/14) 陽性 陰性 

13 コルチコステロン a 50-22-6 陰性 - - 陰性 - 陰性 ( 6/6 ) 陰性 未試験 

14 クメストロール a 479-13-0 陽性 1.23 × 10-9 2.00 × 10-8 陽性 1.32 × 10-7 陽性 (30/30) 陽性 未試験 

15 ダイゼイン a 486-66-8 陽性 1.76 × 10-8 1.51 × 10-7 陽性 7.95 × 10-7 陽性 (39/39) 陽性 陽性 

16 ジエチルスチルベストロール a 56-53-1 陽性 <1.00 × 10-11 2.04 × 10-11 陽性 3.34 × 10-11 陽性 (42/42) 陽性 未試験 

17 フタル酸ジ-n-ブチル 84-74-2 陽性 4.09 × 10-6  陽性 4.09 × 10-6 陽性 (6/11) 陽性 陰性 

18 エチルパラベン 120-47-8 陽性 5.00 × 10-6 (no PC50) 陽性 2.48 × 10-5 陽性  未試験 

19 エストロン a 53-16-7 陽性 3.02 × 10-11 5.88 × 10-10 陽性 2.34 × 10-10 陽性 (26/28) 陽性 陽性 

20 ゲニステイン a 446-72-0 陽性 2.24 × 10-9 2.45 × 10-8 陽性 2.71 × 10-7 陽性 (100/102) 陽性 陽性 

21 ハロペリドール 52-86-8 陰性 - - 陰性 - 陰性(2/2) 陰性 未試験 
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22 ケンフェロール a 520-18-3 陽性 1.36 × 10-7 1.21 × 10-6 陽性 3.99 × 10-6 陽性 (23/23) 陽性 未試験 

23 キーポン a 143-50-0 陽性 7.11 × 10-7 7.68 × 10-6 陽性 4.91 × 10-7 陽性 (14/18) 陽性 未試験 

24 ケトコナゾール 65277-42-1 陰性 - - 陰性 - 陰性(2/2) 陰性 未試験 

25 リニュロン a 330-55-2 陰性 - - 陰性 - 陰性 (8/8 ) 陰性 未試験 

26 meso-ヘキセストロール a 84-16-2 陽性 <1.00 × 10-11 2.75 × 10-11 陽性 1.65 × 10-11 陽性 (4/4) 陽性 未試験 

27 メチルテストステロン a 58-18-4 陽性 1.73 × 10-7 4.11 × 10-6 陽性 2.68 × 10-6 陽性 (5/6) 陽性 未試験 

28 モリン 480-16-0 陽性 5.43 × 10-7 4.16 × 10-6 陽性 2.37 × 10-6 陽性 (2/2) 陽性 未試験 

29 ノルエチノドレル a 68-23-5 陽性 1.11 × 10-11 1.50 × 10-9 陽性 9.39 × 10-10 陽性 (5/5) 陽性 未試験 

30 p,p’-メトキシクロル a 72-43-5 陽性 1.23 × 10-6 (no PC50)b 陽性 1.92 × 10-6 陽性 (24/27) 陽性 陽性 

31 フェノバルビタール a 57-30-7 陰性 - - 陰性 - 陰性 (2/2) 陰性 未試験 

32 レセルピン 50-55-5 陰性 - - 陰性 - 陰性 (4/4) 陰性 未試験 

33 スピロノラクトン a 52-01-7 陰性 - - 陰性 - 陰性 (4/4) 陰性 未試験 

34 テストステロン 58-22-0 陽性 2.82 × 10-8 9.78 × 10-6 陽性 1.75 × 10-5 陽性 (5/10) 陽性 未試験 

略語：CASRN = CAS 登録番号、M = モル、EC50 = 被験物質の 50%有効濃度、PC10（および PC50） = 各プレートにおける陽性対照（E2、1nM）により誘発された

応答の 10%（または PC50では 50%）の応答を示す被験物質の濃度。 
a ER アゴニストまたは陰性物質に指定され、VM7Luc ER TA バリデーション試験（ICCVAM VM7Luc ER TA 評価報告書、表 4-1(3)）で正確性の評価に使用され、

STTA および VM7Luc ER TA 試験法で試験した共通物質。 
b 細胞毒性または不溶性のために制限がない状態で試験した最高濃度は、1 x 10-5 M（STTA 試験法）および 1 x 10-3  M（VM7Luc ER TA 試験法）であった。 
c 括弧内の数字は、参照された試験の総数に対して陽性（POS）または陰性（NEG）に分類された試験結果を示す。 
1 エストロゲン活性を検出するための安定に形質移入した転写活性化（TA）試験法 - hER-HeLa-9903 細胞株を用いたヒトエストロゲン受容体 α を介したレポーター

遺伝子試験法の先行バリデーションおよび施設間バリデーションの報告書案で報告された値(2) 
2 LUMI-CELL® ER（VM7Luc ER TA）試験法に関する ICCVAM 試験法評価報告書：ER アゴニストおよびアンタゴニストを同定するための in vitro 試験法(3) 
3 平均 EC50値は、VM7Luc ER TA バリデーション試験（XDS、ECVAM および Hiyoshi）(3)の試験施設から報告された値を用いて算出した。 
4 ER アゴニストまたは陰性としての分類は、ER 結合および TA 試験法に関する ICCVAM Background Review Document（BRD）(31)の情報、ならびに ICCVAM 
BRD の完了後に公表・検討された文献(2)(3)(18)(31)(33)(34)から得られた情報に基づいた。 

注記：本 PBTG 内の各試験法には同じ測定値はない。一部の状況では、完全な用量応答曲線が作成されないため、EC50 が算出できない。STTA 試験法では、PC10 値

は重要な測定値であるが、PCx から有用な情報を得られるさらなる例もある。  
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表 2： 両アンタゴニストアッセイで試験し、ER アンタゴニスト（POS）または陰性（NEG）に分類した物質についての STTA および

VM7Luc ER TA 試験法の結果の比較 

 物質名 a CASRN 
ER STTA 試験法 1 VM7Luc ER TA 試験法

2 ER STTA 候

補の影響 4 

ICCVAM5 の
コンセンサス

分類 

MeSH6 
化学物質クラス 製品クラス 7 

ER TA
活性 

IC50 
値 b（M） 

ER TA 
活性 

IC50 
値 b,3（M） 

1 4-ヒドロキシタモキシ

フェン 
68047-

06-3 陽性 3.97 × 10-9 陽性 2.08 × 10-7 中程度陽性 陽性 炭化水素（環状） 医薬品 

2 ジベンゾ［a.h］アント

ラセン 53-70-3 陽性 No IC50
 陽性 No IC50

 陽性 陽性と推定 多環式化合物 実験用薬品、天然物 

3 ミフェプリストン 84371-
65-3 陽性 5.61 × 10-6 陰性 - 軽度 陽性 陰性 ステロイド 医薬品 

4 ラロキシフェン塩酸塩 82640-
04-8 陽性 7.86 × 10-10 陽性 1.19 × 10-9 中程度陽性 陽性 炭化水素（環状） 医薬品 

5 タモキシフェン 10540-
29-1 陽性 4.91 × 10-7 陽性 8.17 × 10-7 陽性 陽性 炭化水素（環状） 医薬品 

6 17β-エストラジオール 50-28-2 陰性 - 陰性 - 陰性と推定 陰性と推定 ステロイド 医薬品、動物用医薬品 
7 アピゲニン 520-36-5 陰性 - 陰性 - 陰性 陰性 複素環化合物 色素、天然物、医薬品中間体 

8 アトラジン 1912-24-
9 陰性 - 陰性 - 陰性 陰性と推定 複素環化合物 除草剤 

9 フタル酸ジ-n-ブチル 84-74-2 陰性 - 陰性 - 陰性 陰性 エステル、フタル酸 化粧品成分、化成物、可塑剤 

10 フェナリモル 60168-
88-9 陰性 - 陰性 - 未試験 陰性と推定 複素環化合物、ピリ

ミジン 殺菌剤 

11 フラボン 525-82-6 陰性 - 陰性 - 陰性と推定 陰性と推定 フラボノイド、複素

環化合物 天然物、医薬品 

12 フルタミド 13311-
84-7 陰性 - 陰性 - 陰性 陰性と推定 アミド 医薬品、動物用医薬品 

13 ゲニステイン 446-72-0 陰性 - 陰性 - 陰性と推定 陰性 フラボノイド、複素

環化合物 天然物、医薬品 

14 p-n-ノニルフェノール 104-40-5 陰性 - 陰性 - 未試験 陰性 フェノール 化学中間体 
15 レスベラトロール 501-36-0 陰性 - 陰性 - 陰性と推定 陰性 炭化水素（環状） 天然物 

略語：CASRN = CAS 登録番号、M = モル、IC50 = 被験物質の 50%阻害濃度。 
a ER アンタゴニストまたは陰性物質に指定され、VM7Luc ER TA バリデーション試験(2)(3)で正確性の評価に使用した、STTA および VM7Luc ER TA 試験法で試験

した共通物質。 
b 細胞毒性または不溶性のために制限がない状態で試験した最高濃度は、1 x 10-3 M（STTA 試験法）および 1 x 10-5  M（VM7Luc ER TA 試験法）であった。 
1 ER を介した活性を検出するための安定に形質移入した転写活性化試験法のバリデーション報告書、パート B(2) 
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2 LUMI-CELL ER（VM7Luc ER TA）試験法に関する ICCVAM 試験法評価報告書：ER アゴニストおよびアンタゴニストを同定するための in vitro 試験法(3) 
3 平均 IC50値は、VM7Luc ER TA バリデーション試験（XDS、ECVAM および Hiyoshi）(3)の試験施設から報告された値を用いて算出した。 
4 ER STTA 活性は、ER 結合試験、子宮刺激性試験の CERI の過去データおよび公開文献から照合された情報から推定した(2) 
5 ER アンタゴニストまたは陰性としての分類は、ER 結合および TA 試験法に関する ICCVAM Background Review Document（BRD）(31)の情報、ならびに ICCVAM 
BRD の完了後に公表・検討された文献(2)(3)(18)(31)から得られた情報に基づいた。 
6 国際的に認められ標準化された分類法である米国国立医学図書館の医学件名標目表（MeSH）を用いて、各化学物質を一つ以上の化学物質分類に分類した

（http://www.nlm.nih.gov/mesh より入手可能）。 
7  米国国立医学図書館の有害物質データバンクを用いて、各化学物質を一つ以上の製品分類に分類した（http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?HSDB より入手

可能）。 

http://www.nlm.nih.gov/mesh)
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ER TA 試験法の構成要素 

試験法の必須構成要素 
11. 本 PBTG は、1 つ以上のエストロゲン応答エレメントの制御下で、安定に形質移入し 
た、または内因性 ERα 受容体および安定に形質移入したレポーター遺伝子構築物を用いる手

法に適用される。ただし、ERβ などの他の受容体が存在する可能性がある。これらは試験法

の必須構成要素である。 

対照物質 

12. 各アゴニストおよびアンタゴニストアッセイについて、提案された同時参照標準の根

拠を説明すること。必要に応じて、同時対照（陰性対照、溶剤および陽性対照）は、試験法

が試験条件下で作動していることの指標となり、実験間比較の基礎となる。これらは通常、

任意の実験の許容基準の一部である(1)。 

標準的品質管理手順 

13. 細胞株が複数回の継代を通して安定を維持し、マイコプラズマを含まない（すなわ 
ち、細菌汚染がない）状態を維持し、期待される ER 介在性の応答を経時的に示す能力を維

持するようにするために、各試験について記載したとおりに標準的な品質管理手順を実施す

る。その正確な同一性および他の汚染物質（真菌、酵母、ウイルスなど）について細胞株を

さらに確認する。 

試験施設の習熟度証明 
14. 本 PBTGに基づくいずれかの試験法で未知の化学物質を試験する前に、各試験施設は当

該試験法の使用における習熟度を証明する必要がある。各試験施設は、習熟度を証明するた

めに、表 3 に挙げた 14 の習熟度確認物質でアゴニストアッセイを実施し、表 4 の 10 の習熟

度確認物質でアンタゴニストアッセイを実施する。試験系の応答性は、習熟度確認物質の試

験によっても確認される。習熟度確認物質の一覧は、ER TA 試験の性能基準(6)に示す参照物

質のサブセットである。これらの物質は市販されており、ER アゴニストまたはアンタゴニス

ト活性と広く関連する化学物質類を代表するもので、ER アゴニストおよびアンタゴニストに

予想される適切な範囲の力価（すなわち、 強い～弱い ）を示し、陰性を含む。習熟度確認物

質の試験は、日を変えて 2 回以上繰り返し実施する。各習熟度確認物質を正しく分類（陽性

／陰性）することにより、習熟度が証明される。習熟度確認試験は、各技術者が試験法を学

習する際に繰り返し行う必要がある。細胞の種類によっては、これらの習熟度確認物質の一

部が SERM として機能し、アゴニストおよびアンタゴニストの両方として活性を示す可能性

がある。しかし、習熟度評価に使用すべき既知の主要な活性によって、習熟度確認物質を表

3 および表 4 に分類している。 
15. 性能を証明するために、また品質管理の目的で、各試験施設は、参照標準（17β-エスト

ラジオールおよびタモキシフェンなど）、陽性対照および陰性対照の化学物質および溶剤対

照（DMSO など）のデータとともにアゴニストおよびアンタゴニストの履歴データベースを

編集する必要がある。まず、アゴニスト（17β-エストラジオールなど）とアンタゴニスト

（タモキシフェンなど）についてそれぞれ 10 回以上の独立したランを行ってデータベースを

作成する。これらの参照標準および溶剤対照の今後の分析結果を追加してデータベースを拡

大し、試験施設によるバイオアッセイの一貫性および性能を長期にわたり確保する。 
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表 3： (14)アゴニストアッセイ用習熟度確認物質の一覧 8 

N°7 物質 CASRN 予想される

応答 1 

STTA 試験 VM7Luc ER TA 試験 
MeSH 化学物質クラス 5 製品クラス 6 PC10値

（M）2 
PC50値

（M）2 
試験濃度範囲

（M） 
VM7Luc EC50
値（M）3 

範囲設定試験の

最高濃度（M）4 

14 ジエチルスチルベスト

ロール 56-53-1 陽性 <1.00 × 10-11 2.04 × 10-11 10-14 – 10-8 3.34 × 10-11 3.73 × 10-4 炭化水素（環状） 動物用医薬品 

12 17α-エストラジオール 57-91-0 陽性 4.27 × 10-11 6.44 × 10-10 10-11 – 10-5 1.40 × 10-9 3.67 × 10-3 ステロイド 医薬品、動物用医薬品 

15 meso-ヘキセストロー

ル 84-16-2 陽性 <1.00 × 10-11 2.75 × 10-11 10-11 – 10-5 1.65 × 10-11 3.70 × 10-3 炭化水素（環状）、フェノ

ール 医薬品、動物用医薬品 

11 4-tert-オクチルフェノ

ール 140-66-9 陽性 1.85 × 10-9 7.37 × 10-8 10-11 – 10-5 3.19 × 10-8 4.85 × 10-3 フェノール 化学中間体 

9 ゲニステイン 446-72-0 陽性 2.24 × 10-9 2.45 × 10-8 10-11 – 10-5 2.71 × 10-7 3.70 × 10-4 フラボノイド、複素環化合

物 天然物、医薬品 

6 ビスフェノール A 80-05-7 陽性 2.02 × 10-8 2.94 × 10-7 10-11 – 10-5 5.33 × 10-7 4.38 × 10-3 フェノール 化学中間体 

2 ケンフェロール 520-18-3 陽性 1.36 ×10-7 1.21 × 10-6 10-11 – 10-5 3.99 × 10-6 3.49 × 10-3 フラボノイド、複素環化合

物 天然物 

3 フタル酸ブチルベンジ

ル 85-68-7 陽性 1.14 ×10-6 4.11 × 10-6 10-11 – 10-5 1.98 × 10-6 3.20 × 10-4 カルボン酸、エステル、フ

タル酸 可塑剤、化成物 

4 p,p’-メトキシクロル 72-43-5 陽性 1.23 × 10-6 - 10-11 – 10-5 1.92 × 10-6 2.89 × 10-3 炭化水素（ハロゲン化） 農薬、動物用医薬品 

1 エチルパラベン 120-47-8 陽性 5.00 ×10-6 - 10-11 – 10-5 2.48 × 10-5 6.02 × 10-3 カルボン酸、フェノール 医薬品、保存剤 

17 アトラジン 1912-24-9 陰性 - - 10-10 – 10-4 - 4.64 × 10-4 複素環化合物 除草剤 

20 スピロノラクトン 52-01-7 陰性 - - 10-11 – 10-5 - 2.40 × 10-3 ラクトン、ステロイド 医薬品 

21 ケトコナゾール 65277-42-1 陰性 - - 10-11 – 10-5 - 9.41 × 10-5 複素環化合物 医薬品 

22 レセルピン 50-55-5 陰性 - - 10-11 – 10-5 - 1.64 × 10-3 環状化合物、インドール 医薬品、動物用医薬品 

略語：CASRN = CAS 登録番号、EC50 = 被験物質の 50%有効濃度、PC10（および PC50） = 各プレートにおける陽性対照（E2、1nM）により誘発された応答の 10%（または PC50

では 50%）の応答を示す被験物質の濃度。 
1 ER アゴニスト活性に関する陽性または陰性の分類は、ER 結合および TA 試験法に関する ICCVAM Background Review Document（BRD）(31)、ならびに ICCVAM BRD の完了

後に公表・検討された参照試験(2)(3)(18)(31)(32)(33)(34)から得られた経験的データおよびその他の情報に基づいた。 
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2 エストロゲン活性を検出するための安定に形質移入した転写活性化（TA）試験法 - hER-HeLa-9903 細胞株を用いたヒトエストロゲン受容体 α を介したレポーター遺伝子試験法

の先行バリデーションおよび施設間バリデーションの報告書案で報告された値(30)。 
3 平均 EC50値は、VM7Luc ER TA バリデーション試験（XDS、ECVAM および Hiyoshi）(3)の試験施設から報告された値を用いて算出した。 
4 報告された濃度は、VM7Luc ER TA 試験法のバリデーションの際に試験した最高濃度（範囲設定試験）であった。濃度が試験施設間で異なる場合、最高濃度を報告する。LUMI-
CELL® ER（VM7Luc ER TA）試験法に関する ICCVAM 試験法評価報告書：化学物質のヒトエストロゲン受容体アゴニストおよびアンタゴニスト活性を確認するための in vitro 試

験法(3)の表 4～10 を参照。 
5 国際的に認められ標準化された分類法である米国国立医学図書館の医学件名標目表（MeSH）を用いて、各化学物質を一つ以上の化学物質分類に分類した

（http://www.nlm.nih.gov/mesh より入手可能）。 
6 米国国立医学図書館の有害物質データバンクを用いて、各化学物質を一つ以上の製品分類に分類した（http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi- bin/sis/htmlgen?HSDB より入手可能）。 
7 性能基準(6)の表 1（ER アゴニスト正確性評価用参照化学物質の一覧(22)）より 
8 習熟度確認物質がもはや市販されていない場合、同一の分類で、力価、作用機序および化学的分類が同等の物質を使用することができる。 
  

http://www.nlm.nih.gov/mesh
http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?HSDB
http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?HSDB
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表 4：アンタゴニストアッセイ用習熟度確認物質の一覧(10) 

 物質名 a CASRN 
ER STTA 試験法 1 VM7Luc ER TA 試験法 2 

ER STTA1 

候補の影響 
ICCVAM5 のコ

ンセンサス分類 
MeSH6 化学物質

クラス 製品クラス 7 ER TA
活性 IC50（M） 試験濃度範囲

（M） 
ER TA
活性 

IC50
3 

（M） 
範囲設定試験の

最高濃度（M）4 

1 4-ヒドロキシタモキ

シフェン 68047-06-3 陽性 3.97 × 10-9 10-12 – 10-7 陽性 2.08 × 10-7 2.58 × 10-4 中程度陽性 陽性 炭化水素（環

状） 医薬品 

2 ラロキシフェン塩酸

塩 82640-04-8 陽性 7.86 × 10-10 10-12 – 10-7 陽性 1.19 × 10-9 1.96 × 10-4 中程度陽性 陽性 炭化水素（環

状） 医薬品 

3 タモキシフェン 10540-29-1 陽性 4.91 × 10-7 10-10 – 10-5 陽性 8.17 × 10-7 2.69 × 10-4 陽性 陽性 炭化水素（環

状） 医薬品 

4 17β-エストラジオー

ル 50-28-2 陰性 - 10-9 – 10-4 陰性 - 3.67 × 10-3 陰性である

こと* 陰性と推定 ステロイド 医薬品、動物用医

薬品 

5 アピゲニン 520-36-5 陰性 - 10-9 – 10-4 陰性 - 3.70 × 10-4 陰性 陰性 複素環化合物 色素、天然物、医薬

品中間体 

6 フタル酸ジ-n-ブチル 84-74-2 陰性 - 10-8 – 10-3 陰性 - 3.59 × 10-3 陰性 陰性 エステル、フタ

ル酸 
化粧品成分、化成

物、可塑剤 

7 フラボン 525-82-6 陰性 - 10-8 – 10-3 陰性 - 4.50 × 10-4 陰性である

こと* 陰性と推定 フラボノイド、複

素環化合物 天然物、医薬品 

8 ゲニステイン 446-72-0 陰性 - 10-9 – 10-4 陰性 - 3.70 × 10-4 陰性である

こと* 陰性 フラボノイド、複

素環化合物 天然物、医薬品 

9 p-n-ノニルフェノー

ル 104-40-5 陰性 - 10-9 – 10-4 陰性 - 4.54 × 10-4 未試験 陰性 フェノール 化学中間体 

10 レスベラトロール 501-36-0 陰性 - 10-8 – 10-3 陰性 - 4.38 × 10-4 陰性であるこ

と* 陰性 炭化水素（環状） 天然物 

略語：CASRN = CAS 登録番号、M = モル、IC50 = 被験物質の 50%阻害濃度。 
* 文献レビュー(2)に従って陰性に分類。 
a ER アンタゴニストまたは陰性物質に指定され、VM7Luc ER TA バリデーション試験(2)(3)で正確性の評価に使用した、STTA および VM7Luc ER TA 試験法で試験した共通物質。 
1 ER を介した活性を検出するための安定に形質移入した転写活性化試験法のバリデーション報告書、パート B(2) 
2 LUMI-CELL ER（VM7Luc ER TA）試験法に関する ICCVAM 試験法評価報告書：ER アゴニストおよびアンタゴニストを同定するための in vitro 試験法(3) 
3 平均 IC50値は、VM7Luc ER TA バリデーション試験（XDS、ECVAM および Hiyoshi）(3)の試験施設から報告された値を用いて算出した。 
4 報告された濃度は、VM7Luc ER TA 試験法のバリデーションの際に試験した最高濃度（範囲設定試験）であった。濃度が試験施設間で異なる場合、最高濃度を報告する。LUMI-
CELL® ER（VM7Luc ER TA）試験法に関する ICCVAM 試験法評価報告書：化学物質のヒトエストロゲン受容体アゴニストおよびアンタゴニスト活性を確認するための in vitro 試験

法(3)の表 4～11 を参照。 
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5 ER アンタゴニストまたは陰性としての分類は、ER 結合および TA 試験法に関する ICCVAM Background Review Document（BRD）(31)の情報、ならびに ICCVAM BRD の完了後

に公表・検討された文献(2)(3)(18)(31)から得られた情報に基づいた。 
6 国際的に認められ標準化された分類法である米国国立医学図書館の医学件名標目表（MeSH）を用いて、各化学物質を一つ以上の化学物質分類に分類した

（http://www.nlm.nih.gov/mesh より入手可能）。 
7 米国国立医学図書館の有害物質データバンクを用いて、各化学物質を一つ以上の製品分類に分類した（http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?HSDB より入手可能）。 

http://www.nlm.nih.gov/mesh)
http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-
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テストランの許容基準 

16. テストランの許容または破棄は、各実験で用いた参照標準および対照について得られた結

果の評価に基づいて行う。参照標準の PC50（EC50）または IC50の値は、選択した試験法について

規定されている許容基準（STTA については補遺 2、VM7Luc ER TA については補遺 3 を参照）

を満たしていなければならず、また、許容された各実験についてすべての陽性／陰性対照を正確

に分類する。参照標準および対照の履歴データベースを作成し、維持することにより、当該試験

法を一貫して実施できることを証明する（段落 15 参照）。複数の実験で得られた参照標準のカ

ーブフィットパラメータの平均値の標準偏差（SD）または変動係数（CV）は、試験施設内再現

性の尺度として使用することができる。さらに、許容基準に関する以下の原則を満たさなければ

ならない。 

● データが ER 活性化（アゴニストアッセイの場合）または抑制（アンタゴニストアッセ

イの場合）を定量的に評価するのに十分であること（すなわち、有効性および力価）。 

● 基準エストロゲンの参照濃度の平均レポーター活性が、溶媒（溶剤）対照と比較して試

験法で規定された最低値以上であり、十分な感度を確保できること。STTA および

VM7Luc ER TA 試験法では、これは各プレートの平均溶媒対照の 4 倍である。 

● 試験濃度が被験物質の溶解度の範囲内に保たれ、細胞毒性を示さないこと。 

データの解析 

17. 陽性応答と陰性応答の分類には、各試験法について規定されたデータ解釈手順を用いる。 

18. 許容基準（段落 16）への適合は、当該試験法が適切に作動していることを示すが、特定の

テストランで正確なデータが得られることを保証するものではない。初回ランの結果が再現され

ることが、正確なデータが得られたことを示す最良の指標である。2 回のランで再現性のある結

果が得られた場合（いずれのテストランの結果でも被験物質が陽性であることが示されている場

合など）、3 回目のランを行う必要はない。 

19. 2回のランで再現性のある結果が得られない場合（被験物質が 1回は陽性、もう 1回は陰性

である場合など）、またはこの試験法の結果に関してより高い確実性が必要な場合は、少なくと

も 3 回のランを個別に実施する。この場合、分類は 3 回の結果のうち 2 回の一致した結果に基づ

いて行う。 

一般的なデータ解釈の基準 

20. 現時点では、ER TA データの解釈に関して普遍的に合意された方法はない。しかし、ER を

介した活性の定性的（陽性／陰性など）および／または定量的評価（EC50、PC50、IC50 など）は、

経験的データおよび科学的に妥当な判断に基づくものでなければならない。可能であれば、陽性

結果は、溶媒（溶剤）対照または基準エストロゲンと比較したときの影響の大きさおよび影響が

生じる濃度（EC50、PC50、RPCMax、IC50など）の両方によって特徴付ける。  
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試験報告書 

21. 試験報告書には、以下の情報を含める。 

試験法： 

- 使用した試験法 

対照／参照標準／被験物質 

− 入手可能な場合、供給元、ロット番号、使用期限 
− 既知の場合、被験物質自体の安定性 
− 既知の場合、被験物質の溶剤への溶解性および溶剤中の安定性 
− 必要に応じて、被験物質を添加した培地の pH、浸透圧および沈殿の測定結果 

単一成分物質： 
− 外観、水溶性およびその他の関連する物理化学的性質 
− 化学的識別情報、例えば IUPAC または CAS 名、CAS 番号、SMILES または InChI コード、

構造式、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同定など 

多成分物質、UVCB 物質 (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)、混合物： 
− 構成成分の化学的同定（上記参照）、含有量および関連のある物理化学的性質によるできる

限りの特徴付け 

溶剤／溶媒： 

- 特性（性質、供給源、ロット番号） 
- 溶剤／溶媒選択の根拠 
- 既知の場合、被験物質の溶剤／溶媒への溶解度および溶解液中の安定性 

細胞： 

- 細胞の種類および供給元 
- ER の内因性発現の有無内因性発現がみられない場合、形質移入された受容体 
- 使用したレポーター構築物（供給元の種を含む） 
- 形質移入方法 
- 安定形質移入の維持のための選択方法（該当する場合） 
- 安定な株に対する形質移入方法の妥当性 

- 細胞継代数（解凍から） 
- 融解時の細胞継代数 
- 細胞培養の維持方法 

試験条件： 

- 溶解度の限界 
- 適用した生存可能性の評価方法の説明 
- 培地組成、CO2濃度 
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- 被験物質の濃度 
- 溶媒および被験物質の添加量 
- 培養温度および湿度 
- 処理期間 
- 処理開始時および処理期間中の細胞密度 
- 陽性および陰性参照標準 
- レポーター試薬（製品名、供給源、ロット番号） 
- テストランを陽性、陰性、または不確かとみなすための基準 

許容性確認： 

- 各アッセイプレートの誘導倍率、および過去の対照に基づいた試験法で要求される最小値を

満たすかどうか 
- 同時陽性対照／参照標準の許容基準（log10EC50、log10PC50、logIC50、ヒル勾配値など）の実

測値 

結果： 

- 生データおよび正規化データ 
- 最大誘導倍率 
- 細胞毒性データ 
- 存在する場合、最小有効濃度（LEC） 
- 必要に応じて、RPCMax、PCMax、PC50、IC50および／または EC50値 
- 可能であれば濃度応答関係 
- 統計解析を実施する場合は、誤差および信頼度の尺度（SEM、SD、CV、または 95% CI な

ど）、およびこれらの値がどのように得られたかの説明 

結果の考察 

結論  
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補遺 1 
 
 
 
 
 
定義および略語 

許容基準：実験対照および参照標準の性能に関する最低基準。1回の実験が有効とみなされるた

めには、すべての許容基準を満たさなければならない。 

正確性（一致度）：試験法で得られた結果と許容された参照値の近接する程度。正確性は試験

法の性能の尺度であり、妥当性の一側面にあたる。この用語は、試験法で正しい結果が得られた

割合を意味する場合には、互換的に「一致度」が用いられることが多い(1)。 

アゴニスト（作用薬）：特異的な受容体に結合したときに、転写などの応答を引き起こす物質。 

アンタゴニスト（拮抗薬）：受容体に結合することで、生物学的応答自体を引き起こすことな

く、アゴニストが介する応答を阻害または抑制する受容体リガンドまたは化学物質の一種。 

抗エストロゲン活性：17βエストラジオールがエストロゲン受容体を介して発揮する作用に対す

る抑制能。 

細胞形態：組織培養プレートの 1 つのウェル中の単層で増殖した細胞の形状および外観。死滅

しつつある細胞は、異常な細胞形態を示すことが多い。 

CF：内分泌かく乱物質の試験法と評価に関する OECD の概念枠組み。 

チャコール／デキストラン処理：細胞培養に使用する血清の処理。チャコール／デキストラン

（ 「ストリッピング」 と呼ばれることが多い）による処理では、内因性ホルモンとホルモン結合

蛋白質が除去される。 

細胞毒性：細胞の構造または機能に対する有害な作用で、最終的に細胞死を引き起こす可能性

がある。曝露期間の終了時には、ウェルに存在する細胞数が減少したり、同時溶媒対照と比較し

た細胞機能の測定能力の低下により反映される。 

CV：変動係数 

DCC-FBS：チャコール・デキストラン処理ウシ胎児血清 

DMEM：ダルベッコ変法イーグル培地 

DMSO：ジメチルスルホキシド 

E2：17β-エストラジオール 

EC50：被験物質の 50%有効濃度。 
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ED：内分泌かく乱 

hERα：ヒトエストロゲン受容体 α 

hERß：ヒトエストロゲン受容体 β 

EFM：エストロゲンを含まない培地。4.5%チャコール／デキストラン処理 FBS、1.9% L-グルタ

ミン、0.9%ペニシリン-ストレプトマイシンを添加したダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）。 

ER：エストロゲン受容体 

ERE：エストロゲン応答エレメント 

エストロゲン活性：化学物質がエストロゲン受容体に結合して活性化する能力に関し、17β-エ
ストラジオールと類似した能力。本 PBTGでは hERαを介したエストロゲン活性を検出することが

可能である。 

ERTA：エストロゲン受容体転写活性化 

FBS：ウシ胎児血清 

HeLa：不死化ヒト子宮頸部細胞株 

HeLa9903：hERα とルシフェラーゼレポーター遺伝子を安定に形質移入した HeLa 細胞のサブク

ローン 

IC50：阻害作用のある被験物質の 50%有効濃度。 

ICCVAM：代替試験法の検証に関する省庁間調整委員会。 

施設間再現性：技能を認められた異なる試験施設が、同一の手順を用いて同一の物質を試験し

た場合に、質的および量的に同様の結果がもたらされる程度の尺度。施設間再現性は、先行バリ

デーションおよびバリデーションの過程において確認され、試験施設間で試験法を技術移転でき

る程度を示す。"Inter-laboratory reproducibility"の他、"between-laboratory reproducibility"とも言われ

る(1)。 

施設内再現性：同一試験施設内の技能を認められた者が、特定の手順を用いて異なる時期に同

じ結果を再現できる程度の判定。 ”Intra-laboratory reproducilbility” の他、 "within-laboratory 
reproducibility"とも言われる(1)。 

LEC：最小有効濃度とは、応答を生じさせる被験物質の最低濃度（同時溶媒対照に対して誘導

倍率が統計的有意に異なる被験物質の最低濃度）のこと。 

模倣的試験：検証が行われ許容された参照試験法と構造的・機能的に類似した試験法に関する

口語表現。類似試験法と互換的に用いられる。 

MT：メタロチオネイン 

MMTV：マウス乳腺腫瘍ウイルス 
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OHT：4-ヒドロキシタモキシフェン 

PBTG：性能に基づく試験法ガイドライン 

PC（陽性対照）：試験法が適切に機能することを保証するためにすべての試験に含まれる活性

の強い物質で、17ß-エストラジオールが望ましい。 

PC10：アゴニストアッセイで測定された活性が、各プレートで PC（STTA試験では 1nMの E2）
により誘発された最大活性の 10%となる被験物質の濃度。 

PC50：アゴニストアッセイで測定された活性が、各プレートで PC（当該試験法で規定された参

照濃度で E2）により誘発された最大活性の 50%となる被験物質の濃度。 

PCMax：RPCMaxを誘導するときの被験物質の濃度 

性能基準：バリデーション済み試験法に基づき、機構上および機能上類似している提唱される

試験法が、バリデーション済み試験法に匹敵することの評価根拠となる基準。(1) 試験法の不可欠

な要素、(2) バリデーション済み試験法の性能が許容可能であることを証明するために使用された

化学物質から選択された最小限の参照化学物質の一覧、および(3) 最小限の参照化学物質の一覧を

用いて評価した場合に、提案された試験法が証明しなければならないバリデーション済み試験法

で得られたものと同等レベルの正確性および信頼性(1)が含まれる。 

習熟度確認物質：性能基準に含まれる参照物質のサブセットで、標準化された試験法に関する

技術的能力を証明するために試験施設が使用できるもの。これらの物質の選択基準としては通常、

応答の範囲を代表するものであること、市販されていることおよび高品質な参照データがあるこ

となどが挙げられる。 

習熟度：未知の物質を試験する前に実証される、試験法を適切に実施する能力。 

基準エストロゲン（陽性対照、PC）：17β-エストラジオール（E2、CAS 50-28-2）。 

参照標準：試験法の妥当性を証明するために用いる参照標準。17β-エストラジオールは、STTA
および VM7Luc ER TA 試験の参照標準である。 

参照試験法：本 PBTG の根拠となる試験法。 

妥当性：試験と対象になる作用との関係、およびその試験が特定の目的に対し意味を持ち、有

用であるか否かの関係を示す用語。試験が対象の生物学的作用を、正しく測定または予測する度

合いのことである。妥当性には、試験法の正確性（一致度）の検討が含まれる(1)。 

信頼性：同一のプロトコルを用いて試験法を実施した場合、施設内および施設間で経時的に再

現可能な度合いを示す尺度。信頼性は、施設内および施設間再現性の算出により評価される。 

RLU：相対発光量 

RNA：リボ核酸 

RPCMax：被験物質によって誘導される最大の応答レベルであり、同一プレート上で 1 nM の E2
によって誘導される応答に対する割合（%）で表される 
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RPMI：0.9%ペニシリン-ストレプトマイシンおよび8.0%ウシ胎児血清（FBS）を添加したRPMI 
1640 培地 

ラン：試験法の生物学的結果における化学的作用を評価する個別の実験。各ランは、共通の細

胞のプールから同時に蒔かれた細胞の複製ウェルで実施する 1 つの完結した実験である。 

独立したラン：個別の独立した実験で、別のプールの細胞、新たに希釈した化学物質を用いて、

別の日または別のスタッフが同じ日に実施し、試験法の生物学的結果に対する化学作用を評価す

る。 

SD：標準偏差 

感度：試験により正しく分類されたすべての陽性／活性物質の割合。区分化の結果が得られる

試験法の正確性を示す尺度であり、試験法の妥当性を評価する際の重要な検討項目である(1)。 

特異度：試験により正しく分類されたすべての陰性／不活性物質の割合。区分化の結果が得ら

れる試験法の正確性を示す尺度であり、試験法の妥当性を評価する際の重要な検討項目である(1)。 

安定的形質移入：安定的に細胞ゲノムに組み込むような方法で DNA を培養細胞に形質移入した

場合、形質移入された遺伝子の安定した発現をもたらす。安定的に形質移入した細胞のクローン

は、安定したマーカー（G418 耐性など）によって選択する。 

STTA 試験法：安定に形質移入した転写活性化試験法、HeLa 9903細胞株を用いた ERα 転写活性

化試験法。 

試験：特定の試験法を用いて単一の特定の物質を評価するために実施されるあらゆる実験作業。

試験は、試験培地中の被験物質の希釈のテスト、予備的範囲設定ラン、すべての必要な包括的ラ

ン、データ解析、品質保証、細胞毒性評価などの全段階からなる。試験が完了すると、毒性標的

に対する試験化学活性の分類（活性、不活性または不確定）が可能となる。この分類は、使用し

た試験法および陽性参照化学物質に対する力価の推定値により評価する。 

物質：UN GHS(1)の文脈において化学元素およびその化合物が自然状態で使用されること、ま

たは製品の安定性を維持するために必要な添加物および使用された工程から生じる不純物を含む

製造工程によって得られること。ただし、物質の安定性に影響を与えたり組成を変化させたりす

ることなく分離できる溶剤は除く。 

TA（転写活性化）：エストロゲンのエストロゲン受容体への結合などの特定の化学的シグナル

に応じた mRNA 合成の開始 

試験法：PBTG の文脈において、試験法とは試験法ガイドラインに概説された性能基準を満た

す上で有効と認められた方法のうちの 1 つである。試験法の構成要素には、例えば、関連する増

殖条件を伴う特定の細胞株、試験を実施する特定の培地、プレートの設定条件、被験物質の調製

および希釈、ならびにその他の品質管理に必要な措置および関連するデータ評価ステップが含ま

れる。 

転写：mRNA 合成 

UVCB：組成が未知または変化しやすい化学物質、複雑な応答生成物および生物材料 
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バリデーション済み試験法：特定の目的に対する関連性（正確性を含む）および信頼性を確認

するためのバリデーション試験が完了した試験法。検証済み試験は、提案された目的に対しては、

正確性および信頼性の点で許容可能とするのに十分な性能を有していない可能性があることに留

意されたい(1)。 

バリデーション：定められた目的に対して、特定の方策、方法、手順または評価法の信頼性と

関連性を確立する手順(1)。 

VC（溶媒対照）：被験物質および参照標準の溶解に用いる溶媒は、溶解した化学物質を含まな

い溶媒としてのみ試験する。 

VM7：エストロゲン受容体を内因的に発現する不死化腺癌細胞。 

VM7Luc4E2：VM7Luc4E2 細胞株は、エストロゲン受容体の両方の型（ERα および ERβ）を内

因的に発現し、プラスミド pGudLuc7.ERE で安定に形質移入した VM7 不死化ヒト由来腺癌細胞に

由来する。このプラスミドには、マウス乳癌ウイルス（MMTV）プロモーターの上流にあるエス

トロゲン応答エレメントとホタルルシフェラーゼ遺伝子を含有する合成オリゴヌクレオチドのコ

ピーが 4 つ含まれる。 

弱陽性対照：試験法が適切に機能することを保証するためにすべての試験に含まれる参照化学

物質リストから選択された活性の弱い物質。  
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補遺 2 
hERα-HeLa-9903 細胞株を用いた化学物質

のエストロゲンアゴニストおよびアンタゴ

ニストの活性検出のための、安定に形質移

入したヒトエストロゲン受容体-α 転写活性

試験法 
 
 
 
 
初期検討事項および制限事項（1 ページの「一般的な緒言」も参照） 

1. この転写活性化（TA）試験では、hERα-HeLa-9903 細胞株を用いて、ヒトエストロゲン受

容体 α（hERα）を介したエストロゲンアゴニスト活性を検出する。hERα-HeLa-9903 細胞株を用

いて、ヒトエストロゲン受容体 α（hERα）を介したエストロゲンアゴニストおよびアンタゴニス

トの活性を検出する、日本の化学物質評価研究機構（CERI）による安定に形質移入した転写活

性化（STTA）試験法のバリデーション試験で、この試験法の意図する目的の妥当性および信頼

性が立証された(1)。 

2. 本試験法は、化学発光をエンドポイントとして測定することにより、hERα を介した TA を

検出するように特別に設計されている。しかし、1 μM を超える植物性エストロゲン濃度では、

ルシフェラーゼレポーター遺伝子の過剰活性化による非受容体媒介性発光シグナルが報告されて

いる(2)(3)。用量応答曲線は、ER 系の真の活性化が低濃度で起こることを示しているが、ルシフ

ェラーゼレポーター遺伝子の植物性エストロゲン様過剰活性化を引き起こすと疑われる高濃度の

植物性エストロゲンまたは類似化合物で得られるルシフェラーゼ発現は、安定に形質移入した

ER TA 試験法系において慎重に検討する必要がある（付録 1）。 

3. 規制目的で本試験法を使用する前に、「一般的な緒言」 および 「ER TA 試験法の構成要

素」（1～14 ページ）を読むこと。本試験法ガイドラインで使用する定義および略語は、補遺 1
に記載している。 

本試験法の原理（1 ページの「一般的な緒言」も参照） 

4. 本試験法は、エストロゲン受容体とリガンドのシグナル結合に用いる。リガンドと結合す

ると、受容体-リガンド複合体は細胞核へ移行し、そこで特異的な DNA 応答エレメントと結合し、

ホタルルシフェラーゼのレポーター遺伝子を転写活性化することで、ルシフェラーゼ酵素の細胞

内発現量を増加させる。ルシフェリンは、ルシフェラーゼ酵素により照度計での定量的測定が可

能な生物発光生成物に変換される基質である。ルシフェラーゼ活性は、市販されている数多くの

試験キットを用いることで速やかに、かつ低廉な費用で測定することができる。 
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5. 本試験系では、ヒト子宮頸部腫瘍由来に由来する安定的に挿入された以下の 2 つの構築物

を持つ hERα-HeLa-9903 細胞株を用いている：(i) hERα 発現構築物（完全長のヒト受容体をコー

ドする）および (ii) マウスメタロチオネイン（MT）プロモーターTATAエレメントによって駆動

される、ビテルロゲニンのエストロゲン応答エレメント（ERE）の 5 本のタンデムリピートを有

するホタルルシフェラーゼレポーター構築物。マウス MT TATA 遺伝子構築物は、最良の性能を

有することが示されており、一般的に使用されている。そのため、この hERα-HeLa-9903 細胞株

は、被験物質が hERα を介したルシフェラーゼ遺伝子発現の転写活性化を誘導する能力を測定す

ることができる。 

6. ER アゴニストアッセイの場合、データ解釈は、被験物質によって誘発された最大応答レベ

ルが、陽性対照（PC）である 17β-エストラジオール（E2）の最大誘導（1 nM）濃度により誘発

されたアゴニスト応答の 10%以上であるか否か（すなわち PC10）に基づいて行う。ER アンタゴ

ニストアッセイの場合、データの解釈は、細胞毒性のないスパイクインコントロール（E2 の 25 
pM）により誘発された応答から、応答が 30%以上の活性低下を示すか否かに基づいて行う。デ

ータの解析および解釈については、段落 34～48で詳細に考察する。 

手順 

細胞株 

7. 試験には、安定に形質移入した hERα-HeLa-9903 細胞株を使用する。この細胞株は、JCRB
（Japanese Collection of Research Bioresources）細胞バンク 2から、物質移動合意書（MTA、 
Material Transfer Agreement）に署名した上で入手することができる。 

8. 試験には、マイコプラズマを含まないことが確認された細胞のみを使用すること。RT-
PCR（リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応）は、マイコプラズマ感染を高感度で検出するために

選択すべき方法である(4)(5)(6)。 

細胞株の安定性 

9. 細胞株の安定性をモニターするため、アゴニストアッセイの参照標準として E2、17α-エス

トラジオール、17α-メチルテストステロンおよびコルチコステロンを使用し、試験実施ごとに少

なくとも 1 回、表 1 に示す試験濃度範囲における完全な濃度応答曲線を測定し、結果は表 1 に示

す結果と一致しなければならない。 

10. アンタゴニストアッセイの場合、タモキシフェンとフルタミドの 2 つの参照標準の完全な

濃度応答曲線を各ランで同時に測定する。この 2 つの化学物質について陽性か陰性かの定性的分

類をモニターする必要がある。 

細胞培養および播種条件 

11. 細胞は、60 mg/L の抗生物質カナマイシンおよび 10%のチャコール・デキストラン処理ウ

シ胎児血清（DCC-FBS）を添加した、フェノールレッドを含まないイーグル最小必須培地

（EMEM）で、37±1°C の CO2 インキュベーター（5% CO2）内で維持する。細胞密集度が 75～
90%に達したら、100 mm の細胞培養ディッシュに、1mL あたり 0.4 x 105～1 x 105細胞、10mL で

 
2 JCRB 細胞バンク：〒567-0085 大阪府茨木市彩都あさぎ 7-6-8、独立行政法人医薬基盤研究所、FAX 番号：
072-641-9812 
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継代する。細胞を 10% FBS-EMEM（DCC-FBS を添加した EMEM と同じ）で懸濁してから、1 x 
104 細胞/（100 μL/ウェル）の密度でマイクロプレートのウェルに播種する。次に、細胞を 5% 
CO2インキュベーターに入れて 37°±1°C で 3 時間前培養してから、化学物質への曝露を行う。プ

ラスチック器具にエストロゲン作用があってはならない。 

12. 応答の完全性を維持するため、細胞は凍結保存状態から取り出した後、調整済みの細胞増

殖用培地にて 2 代以上継代させ、継代回数は 40 代を超えないようにする。hERα-HeLa-9903 細胞

株の場合、これは 3 ヵ月未満である。ただし、不適切な培養条件で培養した場合、細胞の性能が

低下することがある。 

13. DCC-FBS は付録 2 の記載通りに調製するか、市販品を入手することができる。 

許容基準 

ER アゴニストアッセイの陽性および陰性の参照標準 
14. 試験前および試験中に、濃度の強力なエストロゲン：E2、弱エストロゲン（17α-エストラ

ジオール）、非常に弱いアゴニスト（17α-メチルテストステロン）および陰性物質（コルチコス

テロン）を適切な濃度で用いて試験系の応答性を検証する必要がある。バリデーション試験(1)で
得られた許容値の範囲を表 1 に示す。これら 4 種類の参照化学物質について同時に行う検証は、

実験のたびに行い、結果が規定の許容範囲内に収まらなければならない。もし収まらなかった場

合には、許容基準を満たせなかった原因を特定し（細胞の取扱い上の問題、血清や抗生物質の品

質および濃度の問題など）、試験をやり直す。許容基準を満たせた場合には、EC50、PC50、PC10 の

値のばらつきを最小限に抑えるため、常に同じ材料を使用して細胞培養を行うことが重要である。

3 種類の陽性参照標準による PC10 値が許容基準内に収まるとともに、算出される PC50 値および

EC50 値もまた許容基準内に収まらなければならないことから、4 種類の参照化学物質を用いた同

時並行検証を実験ごとに（材料、細胞の継代数、技術者などの同一条件下で実施）に行うことで、

試験の感度が確保される（表 1 参照）。 

表 1：ER アゴニストアッセイの参照標準の許容値の範囲 

化学物質名 logPC50
 logPC10

 logEC50
 ヒル勾配 披験範囲 

17β-エストラジオール（E2） 
CAS 番号：50-28-2 

-11.4 ~ -10.1 <-11 -11.3 ~ -10.1 0.7 ~ 1.5 10-14 ~ 10-8 M 

17α-エストラジオール 
CAS 番号：57-91-0 

-9.6 ~ -8.1 -10.7 ~ -9.3 -9.6 ~ -8.4 0.9 ~ 2.0 10-12 ~ 10-6 M 

コルチコステロン 
CAS 番号：50-22-6 

– – – – 10-10 ~ 10-4M 

17α-メチルテストステロン 
CAS 番号：58-18-4 

-6.0 ~ -5.1 -8.0 ~ -6.2 – – 10-11 ~ 10-5 M 
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ER アンタゴニストアッセイの陽性および陰性の参照標準 

15. 試験前および試験中に、適切な濃度の陽性物質（タモキシフェン）および陰性物質（フル

タミド）を用いて試験系の応答性を検証する必要がある。バリデーション試験(1)で得られた許

容値の範囲を表 2 に示す。これらの 2 つの同時参照標準を各実験に含めなければならず、その結

果は基準に示された通りに正確に判定されなければならない。もし収まらなかった場合には、基

準を満たせなかった原因を特定し（細胞の取扱い上の問題、血清や抗生物質の品質および濃度の

問題など）、試験をやり直す。さらに、陽性物質（タモキシフェン）の IC50値を算出し、その結

果は所定の許容限度内でなければならない。許容基準を満たせた場合には、IC50 値のばらつきを

最小限に抑えるため、常に同じ材料を使用して細胞培養を行うことが重要である。各実験（材料、

細胞の継代数、技術者などの同一条件下で実施）に含めるべき 2 つの同時参照標準により、試験

の感度が確保される（表 2 参照）。 

表 2：ER アンタゴニストアッセイの 2 つの参照標準の基準および許容値の範囲 

化学物質名 基準 LogIC50
 披験範囲 

タモキシフェン 
CAS 番号：10540-29-1 

陽性： 
IC50の算出が必要 -5.942～ -7.596 10-10～10-5 M 

フルタミド 
CAS 番号：13311-84-7 

陰性： 
IC30の算出は不要 - 10-10 ～10-5 M 

陽性対照および溶媒対照 

16. ERアゴニストアッセイ（1 nMのE2）およびERアンタゴニストアッセイ（10μMのTAM）

の陽性対照（PC）は、各プレートで 3回以上試験する。被験物質の溶解に使用する溶媒は、溶媒

対照（VC）として各プレートで 3 回以上試験する。この VC に加え、PC に被験物質とは異なる

溶媒を使用する場合、PC と同じプレート上で別の VC を 3 回以上試験する。 

ER アゴニストアッセイの品質基準 

17. 陽性対照（1 nMの E2）のルシフェラーゼ活性の平均値は、各プレートの平均 VC の 4 倍以

上でなければならない。この基準は、バリデーション試験の評価項目の値の信頼性（従来は 4～
30 倍）に基づいて設定されている。 

18. 試験法の品質管理に関して、同時 PC（1 nM の E2）の PC10値に相当する誘導倍率は、同時

VC の誘導倍率の値（= 1）の 1 + 2SD を超えていなければならない。優先順位付けのために、

PC10 値は統計解析と比較して必要なデータ解析を単純化するのに役立つ可能性がある。統計解析

では有意性に関する情報が得られるが、統計解析は濃度に基づく潜在的可能性に関しては定量的

なパラメータではないため、優先順位付けにはあまり有用ではない。 
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ER アンタゴニストアッセイの品質基準 

19. スパイクインコントロール（25 pM E2）の平均ルシフェラーゼ活性は、各プレートの平均

VC の 4 倍以上でなければならない。この基準は、バリデーション試験の評価項目の値の信頼性

に基づいて設定されている。 

20. 試験法の品質管理に関して、1 nM の E2 の相対的転写活性化（RTA）が 100%を超え、範囲

0.1 μM～1 μM の 4-ヒドロキシタモキシフェン（OHT）濃度の RTA が 40.6%未満であり、100 μM
のジギトニン（Dig）の RTA が 0%未満でなければならない。試験施設は、試験法を設定する際に、

OHT予備試験に基づいて OHT濃度を選択できる。タモキシフェンの IC50を含め、他のすべての習

熟度および許容性基準を満たす必要がある。 

試験施設の習熟度証明（本試験ガイドライン（8～15 ページ）の段落 14 ならびに« ER TA 試験法
の構成要素» の表 3 および表 4 を参照）。 

溶媒 

21. 様々な陽性対照、陰性対照および被験物質に使用しているものと同濃度のジメチルスルホ

キシド（DMSO）または適切な溶剤を同時 VC として用いる。被験物質を溶解することができ、

細胞培地と混和可能な溶剤に被験物質を溶解する。適切な溶媒は、水、エタノール（純度 95%～

100%）およびDMSOである。DMSOを用いる場合は、濃度が 0.1%（v/v）を超えてはならない。

いずれの溶媒についても、最大使用量で細胞毒性を示さず、試験の性能に影響しないことを実証

しなければならない。 

被験物質の調製 

22. 一般に、培地で希釈するための溶液を調製するためには、被験物質を DMSO または適切な

溶剤に溶解し、同じ溶剤を用いて、公比 1:10 で段階希釈する。 

溶解度および細胞毒性：範囲設定のための検討 

23. 予備的試験を実施し、被験化学物質について適切な濃度範囲を決定するとともに、これら

の化学物質に溶解性および細胞毒性上の問題があるかどうかを確認する。まず、1 μL/mL、1 
mg/mL または 1 mM のうち、最も低い濃度にあたるものを最高濃度とし化学物質の試験を行う。

予備試験で認められた細胞毒性の程度または溶解性の欠如に基づき、初回の確定用ランを実施し、

最大許容濃度（1 mM、100 μM、10 μM など）からの対数段階希釈法により化学物質を試験し、

混濁や沈殿、または細胞毒性の兆候の有無を確認する。2 回目、必要があれば 3 回目の確定用ラ

ンにおいては化学物質の濃度を適切に調整して濃度応答曲線をさらに良好に推定し、不溶性とな

る、または過剰な細胞毒性を引き起こすことが示された濃度を除外する。 

24. ER アゴニストおよびアンタゴニストについては、高いレベルの細胞毒性があると、典型的

なシグモイド応答を有意に変化させたり、認められなくする場合があるため、データを解釈する

際には考慮に入れる必要がある。細胞毒性の試験法は 80%の細胞生存率に関する情報が得られる

ものを選択し、実験室での経験に基づいた適切なアッセイを利用して実施する。 

25. 細胞毒性試験の結果、被験物質のある濃度において細胞数が 20%以上減少した場合、この

濃度は細胞毒性を示すとみなし、細胞毒性濃度およびこれを超える濃度は評価から除外する。 
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化学物質への曝露およびアッセイプレート構成 

26. 化学物質の希釈（ステップ 1 および 2）および細胞への曝露（ステップ 3）の手順は、以下

の記載に従って行う。 

ステップ 1： 各被験化学物質はDMSOまたは適切な溶媒で段階的に希釈し、予備的な範囲設

定試験（濃度段階の典型的な例、1 mM、100 μM、10 μM、1 μM、100 nM、10 
nM、1 nM、100 pM、10 pM（10-3-10-11 M））で決定した最終的な段階濃度（各

濃度につき 3 組）が得られるよう、マイクロタイタープレートのウェルに添加

する。 

ステップ 2： 化学物質の希釈：最初に、被験物質 1.5 μL を溶媒で希釈し、500 µL の培地濃度

にする。 

ステップ 3： 化学物質への細胞の曝露：培地（ステップ 2 で調製）での希釈物を 50 μL 採 
り、104個/100 μL/ウェルを含むアッセイウェルに添加する。 

各ウェルに加えるべき培地の最終的容量は 150 μL となることが望ましい。試験試料および参照

標準は、表 3 および表 4に示すように割り付けることができる。 

表 3：ERアゴニストアッセイにおけるアッセイプレート中の参照標準のプレート濃度割り付け

の例 

列 17α-メチルテストステロン コルチコステロン 17α-エストラジ

オール E2 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 濃度 1（10 μM） → → 100 µM → → 1 µM → → 10 nM → → 
B 濃度 2（1 μM） → → 10 µM → → 100 nM → → 1 nM → → 
C 濃度 3（100 nM） → → 1 µM → → 10 nM → → 100 pM → → 
D 濃度 4（10 nM） → → 100 nM → → 1 nM → → 10 pM → → 
E 濃度 5（1 nM） → → 10 nM → → 100 pM → → 1 pM → → 
F 濃度 6（100 pM） → → 1 nM → → 10 pM → → 0.1 pM → → 
G 濃度 7（10 pM） → → 100 pM → → 1 pM → → 0.01 pM → → 
H VC → → → → → PC → → → → → 

VC：溶媒対照（0.1% DMSO）、PC：陽性対照（1 nM E2） 

27. 参照標準（E2、17α-エストラジオール、17α-メチルテストステロンおよびコルチコステロ

ン）を各ランで試験する（表 3）。E2 を最大に誘導できる 1 nM の E2 で処理した PC ウェルと

DMSO（または適切な溶剤）のみで処理した VC ウェルを、各アッセイプレートに含める（表

4）。由来の異なる細胞（異なる継代数、異なるロットなど）を同一の実験に用いる場合、各由

来源の細胞について参照標準の試験を行う必要がある。  
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表 4：ER アゴニストアッセイにおけるアッセイプレート中の被験物質およびプレート対照化学

物質のプレート濃度割り付けの例 

列 
被験物質 1 被験物質 2 被験物質 3 被験物質 4 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 濃度 1（10 μM） → → 1 mM → → 1 µM → → 10 nM → → 
B 濃度 2（1 μM） → → 100 µM → → 100 nM → → 1 nM → → 
C 濃度 3（100 nM） → → 10 µM → → 10 nM → → 100 pM → → 
D 濃度 4（10 nM） → → 1 µM → → 1 nM → → 10 pM → → 
E 濃度 5（1 nM） → → 100 nM → → 100 pM → → 1 pM → → 
F 濃度 6（100 pM） → → 10 nM → → 10 pM → → 0.1 pM → → 
G 濃度 7（10 pM） → → 1 nM → → 1 pM → → 0.01 pM → → 
H VC → → → → → PC → → → → → 

VC：溶媒対照（0.1% DMSO）、PC：陽性対照（1 nM E2） 

表 5：ER アンタゴニストアッセイにおけるアッセイプレート中の参照標準のプレート濃度割り

付けの例 

列 タモキシフェン フルタミド 被験物質 1 被験物質 2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 濃度 1（10 μM） → → 10 µM → → 10 µM → → 10 µM → → 

B 濃度 2（1 μM） → → 1 µM → → 1 µM → → 1 µM → → 

C 濃度 3（100 nM） → → 100 nM → → 100 nM → → 100 nM → → 

D 濃度 4（10 nM） → → 10 nM → → 10 nM → → 10 nM → → 

E 濃度 5（1 nM） → → 1 nM → → 1 nM → → 1 nM → → 

F 濃度 6（100 pM） → → 100 pM → → 100 pM → → 100 pM → → 

G 0.1% DMSO → → → → → 1 µM OHT → → 100 µM Dig → → 
H VC → → → → → PC → → → → → 

VC：溶媒対照（0.1% DMSO）、PC：陽性対照（1 nM E2）、OHT：4-ヒドロキシタモキシフェン、Dig：ジギトニン。 
:25pM E2 添加 

28. 化学物質のアンタゴニスト活性を評価するため、A 列から G 列までのアッセイウェルに

25pM E2 を添加する。参照標準（タモキシフェンおよびフルタミド）を各ランで試験する。

hERα-HeLa-9903 細胞株の品質を管理できる 1 nM の E2 で処理した PCウェル、DMSO（または適

切な溶剤）で処理した VC ウェル、 「スパイクインコントロール」 に対応する添加した E2 に

DMSO を添加して処理した 0.1% DMSO ウェル、最終濃度 1 μM の OHT で処理したウェル、およ

び 100 μM の Dig で処理したウェルを、各アッセイプレートに含める（表 5）。それに続くアッ

セイプレートは、参照標準ウェルを使用せず、同じプレート配置に従う（表 6）。由来の異なる

細胞（異なる継代数、異なるロットなど）を同一の実験に用いる場合、各由来源の細胞について

参照標準の試験を行う必要がある。  
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表 6：ER アンタゴニストアッセイにおけるアッセイプレート中の被験物質およびプレート対照

化学物質のプレート濃度割り付けの例 

列 被験物質 1 被験物質 2 被験物質 3 被験物質 4 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 濃度 1（10 μM） → → 10 µM → → 10 µM → → 10 µM → → 

B 濃度 2（1 μM） → → 1 µM → → 1 µM → → 1 µM → → 

C 濃度 3（100 nM） → → 100 nM → → 100 nM → → 100 nM → → 

D 濃度 4（10 nM） → → 10 nM → → 10 nM → → 10 nM → → 

E 濃度 5（1 nM） → → 1 nM → → 1 nM → → 1 nM → → 

F 濃度 6（100 pM） → → 100 pM → → 100 pM → → 100 pM → → 

G 0.1% DMSO → → → → → 1 µM OHT → → 100 µM Dig → → 
H VC → → → → → PC → → → → → 

VC：溶媒対照（0.1% DMSO）、PC：陽性対照（1 nM E2）、OHT：4-ヒドロキシタモキシフェン、Dig：ジギトニン。 
:25pM E2 添加 

29. 必要に応じて、エッジ効果が認められないことを確認する。もしエッジ効果が疑われる場

合には、プレートの配置を換えて、この効果をなくすようにする。例えば、周辺部のウェルを除

外したプレート配置とするなどの方法が考えられる。 

30. 化学物質を添加した後、アッセイプレートを 5% CO2 インキュベーターに入れ、37°C±1°C
で 20～24 時間培養を行い、レポーター遺伝子産物を誘導発現させる。 

31. 揮発性の高い化学物質に対しては特別な考慮を払う必要である。このような場合、近傍の

対照物質のウェルが偽陽性を示す場合があるため、対照物質について経験的に得られている予測

値を踏まえた上でこの現象に注意を払う必要がある。揮発性が懸念要因となる少数のケースでは、 
「プレートシーラー」 の使用が試験実施中に各ウェルを確実に分離する上で有用であり、この

ような例には推奨される。 

32. 同一化学物質に対する確定試験は日を改め再度実施し、独立性を確保する。 

ルシフェラーゼアッセイ 

33. 許容基準を満たす限り、試験には、市販のルシフェラーゼ測定試薬（Steady-Glo ® 
Luciferase Assay System（Promega、E2510 または同等品）など）または標準的なルシフェラーゼ

アッセイシステム（Promega、E1500 または同等品）を使用することができる。アッセイ試薬は、

使用する照度計の感度に基づいて選択する。標準的なルシフェラーゼアッセイシステムを用いる

場合、基質を添加する前に Cell Culture Lysis Reagent（Promega、E1531 または同等物）を使用す

る。ルシフェラーゼ試薬は、製造業者の指示に従って適用すること。 

データの分析 

ER アゴニストアッセイ 

34. ER アゴニストアッセイの場合、PC（1 nM の E2）に対する相対的な転写活性を求めるた

め、同一プレートから出る発光シグナルの分析を次のステップに従って行うことができる（他の
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同等な数学的手法も使用可能）。 

ステップ 1. VC について平均値を計算する。 

ステップ 2. VC の平均値を各ウェルの値から引いて、データを正規化する。 

ステップ 3. 正規化した PC について平均値を計算する。 

ステップ 4. プレート中の各ウェルについて正規化した数値を、正規化した PC の平均値（PC = 
100%）で割る。 

各ウェルについての最終的な値は、PC の応答性と比較した当該ウェルの相対的な転

写活性となる。 

ステップ 5. 被験物質の各濃度群について相対転写活性の平均値を計算する。応答は 2つの次元で

構成される。1 つは平均した転写活性（応答）であり、もう 1 つはその応答が起こる濃度である

（次項参照）。 

EC50、PC50および PC10誘導の検討 

35. EC50 を計算するには完全な濃度応答曲線が必要となるが、被験物質の濃度範囲には制限が

あるため（例えば、細胞毒性や溶解性の問題等の原因で）、この計算が常に実施可能で実際的で

あるとはいえない。しかし、EC50 および最大誘導レベル（ヒルの式中、Top の値に相当）は有用

なパラメータであるため、可能であればこれらのパラメータも報告する必要がある。EC50および

最大誘導レベルの計算には、適切な統計ソフトウェアを使用する（Graphpad Prism 統計ソフトウ

ェアなど）。 

36. ヒルのロジスティック式を濃度応答データに適用できる場合は、次の式に従って EC50 を算

出する(7)。 

Y = Bottom +（Top - Bottom）/（1 + 10 exp（（log EC50-X）x ヒル勾配）） 
式中、 

X は濃度の対数、 
および、 

Y は応答を示す。Y は Bottom から始まり、シグモイド曲線をたどって Top へ向かう。 
ヒルのロジスティック式では、Bottom はゼロに固定される。 

37. 各被験化学物質について、次の値を求める。 

(i) RPCMax。これは、被験化学物質によって誘導される最大の応答レベルであり、同一プレート

上で 1 nM の E2 によって誘導される応答に対する割合（%）で表す。また、PCMax（RPCMax に関

連する濃度）も求める。 

(ii) 陽性の化学物質については、PC10および適切な場合には PC50を誘導する濃度。 

38. PCXの値は、XY 座標系上において PCX値のすぐ上とすぐ下の 2 点間を補間することにより

計算できる。PCX値のすぐ上とすぐ下に置かれたデータ点の座標を、それぞれ（a, b）および（c, 
d）とした場合、PCX値は次の式を用いて計算できる。  
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log [PCX] = log [c] + (x − d)/(d − b) 

39. PC 値の説明を、下の図 1 に示す。 

図 1：PC 値の導き方の例。PC（1 nMの E2）を各アッセイプレートに含める。 

  

PC（1 nM の E2）の誘導倍率 

PC10に相当する誘導倍率 

VC の誘発倍率の平均（= 1） 
溶媒対照 陽性対照 

（
VC

に
対
す
る
）

誘
導
倍
率

 

VC の誘導倍率の“平均（= 1）+ 2SD” 
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ER アンタゴニストアッセイ 

40. ERアンタゴニストアッセイの場合、スパイクインコントロール（E2の 25 pM）に対する相

対的な転写活性（RTA）を求めるため、同一プレートから出る発光シグナルの分析を次のステッ

プに従って行うことができる（他の同等な数学的手法も使用可能）。 

ステップ 1. VC について平均値を計算する。 

ステップ 2. VC の平均値を各ウェルの値から引いて、データを正規化する。 

ステップ 3. 正規化したスパイクインコントロールについて平均値を計算する。 

ステップ 4. プレート中の各ウェルについて正規化した数値を、正規化したスパイクインコント

ロールの平均値（スパイクインコントロール = 100%）で割る。 

各ウェルについての最終的な値は、スパイクインコントロールの応答性と比較した

当該ウェルの相対的な転写活性となる。 

ステップ 5. 各処理群について相対転写活性の平均値を計算する。 

IC30および IC50誘導の検討 

41. 陽性の化学物質については、IC30および適切な場合には IC50を誘導する濃度。 

42. ICX の値は、XY 座標系上において ICX 値のすぐ上とすぐ下の 2 点間を補間することにより

計算できる。ICX 値のすぐ上とすぐ下に置かれたデータ点の座標を、それぞれ（a, b）および（c, 
d）とした場合、ICX値は次の式を用いて計算できる。 

lin ICx = a - (b - (100 - x)) (a - c) /(b - d)  
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図 2：IC 値の導き方の例。スパイクインコントロール（25 pM の E2）を各アッセイプレートに

含める。 

 

RTA：相対的転写活性 

43. 結果は、2 回（または 3 回）の独立したランに基づいて算出する必要がある。2 回のランの

結果が近似しており再現性が認められる場合には、3 回目のランを行う必要はない。許容できる

結果とは、次の条件を満たすものをいう。 

● 許容基準を満たす（14～20 の許容基準を参照）。 

● 再現性を有する。 

データ解釈の基準 

表 7：ER アゴニストアッセイにおける陽性および陰性の判定基準 

陽性 陽性対照の応答の 10%と同等またはこれを超える RPCMax が、2
回のランのうち 2回とも、もしくは 3 回のランのうち 2 回で得ら

れた場合。 
陰性 2 回のランのうち 2 回とも、もしくは 3 回のランのうち 2 回で

RPCMaxが陽性対照の応答の 10%に満たなかった場合。 

表 8：ER アンタゴニスアッセイにおける陽性および陰性の判定基準 

陽性 IC30が 2 回のランのうち 2 回とも、もしくは 3 回のランのうち 2
回で算出される場合。 

陰性 IC30が 2 回のランのうち 2 回とも、もしくは 3 回のランのうち 2
回で算出されない場合。 

44. データ解釈基準を表 7 および表 8 に示す。陽性の結果は、作用の程度およびその作用をも

たらした濃度の両方によって説明づけられる。アゴニストアッセイでは PC 値の 50%（PC50）ま

たは 10%（PC10）が得られたときの濃度、アンタゴニストアッセイではスパイクインコントロー

ル値の 50%（IC50）もしくは 30%（IC30）を抑制する濃度として結果を表すことにより、この 2

lin.IC30 

スパイクイン

コントロール 

30%阻害 
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点の目標が達成されることになる。ただし、被験物質によって誘導された最大応答（RPCMax）

が、2回のランのうち 2回とも、もしくは 3回のランのうち 2回で PCの応答の 10%と同等または

これを超えた場合は当該化学物質を陽性と判定し、RPCMaxが、2 回のランのうち 2 回とも、もし

くは 3 回のランのうち 2回で陽性対照の応答の 10%に満たなかった場合には、陰性とみなす。 

45. ER アゴニストアッセイにおける PC10、PC50 および PCMax、ならびに ER アンタゴニストア

ッセイにおける IC30および IC50の算出は、OECD の公開ウェブサイト上の試験ガイドラインで利

用可能なスプレッドシートを用いて行うことができる 3。 

46. PC10または PC50および IC30または IC50の値が少なくとも 2 回得られれば十分である。ただ

し、同じ濃度範囲におけるデータとして得られたベースライン値に容認できないほど高い変動係

数（CV；%）を有するばらつきが認められた場合は、データに信頼性が欠けると判断し、大き

なばらつきをもたらした原因を特定しなければならない。PC10 の計算に用いるデータポイントに

ついて得られる 3 連による生データ（すなわち、発光強度データ）の CV は、20%未満となる必

要がある。 

47. 許容基準に適合することはアッセイ系が正しく動作していることを示しているが、ある特

定のランで正確なデータが得られることを保証するものではない。初回のランでの結果が再現さ

れることが、正確なデータが得られていることの最良の保証となる。 

48. ER アゴニストアッセイでは、陽性の被験化合物、とりわけ PC10～PC49 に当たる化学物質

およびルシフェラーゼを過剰刺激することが疑われる化学物質に関して、本試験法ガイドライン

で目的とするスクリーニングおよび優先順位付けに加えてさらに情報が必要な場合には、観察さ

れたルシフェラーゼ活性がERα特異的な応答のみによることを、ERαアンタゴニストを用いて確

認することができる（補遺 1 参照）。 

試験報告書 

49. 「ER TA 試験法の構成要素」（本試験法ガイドライン 8～15 ページ）の段落 20 を参照。  

 
3 http://www.oecd.org/env/testguidelines 

http://www.oecd.org/env/testguidelines
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補遺 1 - 偽陽性：受容体非介在性の発光シグナルの評価 

1. ERアゴニストアッセイにおける偽陽性は、ルシフェラーゼ遺伝子のER非介在性の活性化、

またはこの遺伝子産物の直接的な活性化、すなわち被験物質とは無関係の蛍光発光によりもたら

される。このような作用が起こったことは、不完全または異常な用量応答曲線によって示される。

このような作用が疑われる場合は、ER アンタゴニスト（無毒性濃度の 4-ヒドロキシタモキシフ

ェン［OHT］など）が応答に及ぼす影響を検査する必要がある。純粋な拮抗薬である ICI 182780
は、182780 濃度が十分に高いと VC の値を低下させる可能性があり、データ解析に影響を与える

ため、本目的には適さないことがある。 

2. 本手法の妥当性を確保するためには、次の項目を同一のプレート上で試験する必要がある。 

● 10 μM の OHT の存在下、非存在下における未知の化学物質のアゴニスト活性 
● VC（3 連） 
● OHT（3 連） 
● アゴニスト PC として 1 nM の E2（3 連） 
● 1 nM の E2 + OHT（3 連） 

データ解釈の基準 

注：すべてのウェルを、同一濃度の溶媒で処理する必要がある。 

● 未知の化学物質のアゴニスト活性が、ER アンタゴニストによる処理によっても影響され

ない場合は、本物質を「陰性」に分類する。 
● 未知の化学物質のアゴニスト活性が完全に阻害された場合は、判定基準を適用する。 
● 未知の化学物質の最小濃度でのアゴニスト活性が、PC10 の応答と同等以上の場合、当該物

質は、PC10の応答と同等またはそれ以上の阻害を受ける。ERアンタゴニストで処理したウ

ェルと処理しなかったウェルとの間の応答の差を計算し、この差を真の応答とみなして、

適切なパラメータの算出に用い、分類の判定ができるようにする。 

データ解析 

性能標準を確認する。 

同一条件下で処理した複数のウェル間の CV を確認する。 

1. VC の平均値を計算する。 
2. OHT で処理していない各ウェルの値から VC の平均値を引く。 
3. OHT の平均値を計算する。 
4. OHT で処理した各ウェルの値から VC の平均値を引く。 
5. PC の平均値を計算する。 
6. その他のすべてのウェルの、PC に対する相対的転写活性を計算する。  
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補遺 2 - チャコール・デキストラン（DCC）処理血清の調製 

1. チャコール・デキストラン（DCC）による血清の処理は、血清中の残留エストロゲンによ

り応答に偏りが生じるのを防ぐため、細胞用培地に添加される血清からエストロゲン化合物を除

去するのに用いる一般的な方法である。本手法により、500 mL のウシ胎児血清（FBS）を処理す

ることができる。 

構成品 

2. 以下の材料および装置が必要となる。 

材料 
活性炭 

デキストラン 

塩化マグネシウム六水和物（MgCl2⋅6H2O） 
ショ糖 

1 M の HEPES 緩衝液（pH 7.4） 
濾過装置で製造した超純水 

装置 
加圧滅菌処理したガラス容器（サイズは必要に応じて調整

する）一般的な理化学用遠心分離機（温度を 4°C に設定でき

るもの） 

手順 

3. 50 mL の遠心分離管を使用するために以下の手順を調整する。 

［1 日目］1.5 mMの MgCl2、0.25 M のスクロース、2.5 g のチャコール (活性炭)、
0.25 g のデキストランおよび 5 mM の HEPES を含むチャコール・デキストラン

懸濁液を、超純水 1 L を用いて調製し、4°C で一晩撹拌する。 

［2 日目］作成した懸濁液を 50 mL の遠心分離管に分注し、4°C、10000 rpm で

10 分間遠心する。上清を除去し、活性炭沈殿物の半分は、3 日目の使用に備え

て 4°C で保存する。活性炭の残りの半分は、あらかじめ沈殿を起こさないよう

ゆっくりと解凍しておいた FBS に懸濁し、56°C で 30 分間、加熱不活性化を行

い、加圧滅菌処理したガラス容器（エルレンマイヤーフラスコ等）に移す。こ

の懸濁液を 4°C で一晩静かに撹拌する。  
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［3 日目］FBS 懸濁液を遠心分離管に分注し、4°C、10000 rpm で 10 分間遠心す

る。FBS を採取し、2 日目に調製し保存しておいた別の活性炭沈殿物に加える。

活性炭沈殿物を懸濁させ、できた懸濁液を加圧滅菌したガラス容器に入れ、4°C
で一晩静かに撹拌する。 

［4 日目］懸濁液を分注し、4°C、10000 rpm で 10 分間遠心し、上清を 0.2 μm の

滅菌フィルターで濾過滅菌する。この DCC 処理 FBS は、-20°C で保管すること

により 1 年間使用することができる。  
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補遺 3 
エストロゲン受容体アゴニストとアンタ

ゴニストを同定するための VM7Luc エス

トロゲン受容体転写活性化試験法 
 
 
初期検討事項および制限事項（1 ページの「一般的な緒言」も参照） 

1. 本試験法では、VM7Luc4E2 細胞株 4を使用する。本試験法は、（米）代替毒性の試験法の

評価に関する毒性プログラム省庁間センター（NICEATM）および（米）代替試験法の検証に関す

る省庁間調整委員会（ICCVAM）によって妥当性の確認がなされてきた(1)。VM7Luc 細胞株は、

主に内因性 ERα および少量の内因性 ERβ を発現する(2)(3)(4)。 

2. 本試験法は、ジメチルスルホキシド（DMSO、CASRN 67-68-5）に溶解させることがで 
き、DMSO または細胞培養培地と応答せず、また、被験濃度において細胞毒性がない限りにおい

て、幅広い物質に適用することができる。DMSO が使用できない場合には、エタノールまたは水

といった他の溶媒を用いてもよい（段落 12 参照）。VM7Luc ER TA アゴニスト（アンタゴニスト）

の試験法の実証された性能は、本試験法で作成されたデータがER介在の作用メカニズムに関して

情報をもたらす場合があり、さらなる試験のための物質の優先順位付けのために考慮し得ること

を示唆している。 

3. 本試験法は、化学発光をエンドポイントとして測定することにより、hERα および hERß を

介した TA を検出するように特別に設計されている。発光が高い信号/バックグランド比を持つこ

とからバイオアッセイにおける化学発光の利用が広がっている(10)。ただし、細胞ベースの試験

におけるホタルルシフェラーゼの活性は、ルシフェラーゼ酵素を阻害する物質により見かけ上の

阻害や蛋白質安定化に起因する発光増加の両方を引き起こし、混乱することがある (10)。さら

に、いくつかのルシフェラーゼベースのERレポーター遺伝子アッセイでは、植物エストロゲンの

濃度が 1 μM を超えた場合、ルシフェラーゼレポーター遺伝子の過剰活性化による非受容体媒介性

発光シグナルが報告されている(9)(11)。用量応答曲線は、ER 系の真の活性化が低濃度で起こるこ

 
4 2016年6月以前は、この細胞株はBG1Luc細胞株と称されていた。BG-1細胞は当初Geisingerら（1998年）

(12)によって報告され、後に国立環境衛生科学研究所（NIEHS）の研究者らによって特徴付けられた(13)。
比較的最近になって、研究者らが使用している BG-1 細胞には、BG-1 Fr と BG-1 NIEHS の 2 つの異なる変異

体が存在することが発見された。Liら（2014年）(14)が実施したこれら 2つの BG-1変異細胞株の DNA検査

を含む詳細な分析により、BG-1 Fr は独特のものであり、分析法の開発に使用した元の細胞株である BG-1 
NIEHS は BG1 ヒト卵巣癌細胞株ではなく、MCF7 ヒト乳癌細胞株の変異体であることが示された。本試験

法に使用した細胞株は、当初は BG1Luc4E2(15)と呼ばれていたが、現在は VM7Luc4E2（ 「V」 = 変異体）

と称される。「M7」 = MCF7 細胞）。同様に、本試験法は現在、VM7Luc ER TA と称されている。これに

より、本試験法のベースとなる細胞株の由来は変わるが、既報のバリデーション試験にも、エストロゲン

／抗エストロゲン様化学物質のスクリーニングにおける本試験法の有用性や適用にも影響しない。 
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とを示しているが、ルシフェラーゼレポーター遺伝子の植物性エストロゲン様の過剰活性化を引

き起こすと疑われる高濃度の植物性エストロゲンまたは類似化合物で得られるルシフェラーゼ発

現は、安定に形質移入した ER TA 試験法系において慎重に検討する必要がある（補遺 2）。 

4. 規制目的で本試験法を使用する前に、「一般的な緒言」 および 「ER TA 試験法の構成要

素」（1～15)ページ）を読むこと。本試験法ガイドラインで使用する定義および略語は、補遺1に
記載している。 

本試験法の原理（1 ページの「一般的な緒言」も参照） 

5. 本試験法は、ER リガンド結合とそれに続く受容体-リガンド複合体の細胞核への移行を示

すために使用される。核の中で、受容体-リガンド複合体は特異的な DNA 応答エレメントと結合

し、レポーター遺伝子（luc）を転写活性化し、ルシフェラーゼの生成とそれに続く発光を引き起

こし、照度計を用いてこれを定量化することができる。ルシフェラーゼ活性は、市販されている

数多くのキットを用いることで速やかに、かつ低廉な費用で測定することができる。VM7Luc ER 
TA は、マウス乳癌ウイルス（MMTV）プロモーターの上流に位置する 4つのエストロゲン応答エ

レメントの制御の下でホタル luc レポーター構築物を安定に形質移入した ER 応答性ヒト乳癌細胞

株 VM7 を利用して、in vitro の ER アゴニストまたはアンタゴニスト活性を有する物質を検出する。

この MMTV プロモーターが示す、他のステロイドおよび非ステロイドホルモンとの交差反応性は

わずかである(8)。データ解釈の基準については、段落 41で詳細に説明している。略述すると、重

なり合わないエラーバー（平均±SD）を有する少なくとも 3 つのポイントを含む濃度応答曲線、

および参照物質（アゴニストアッセイの場合には 17β-エストラジオール（E2、CASRN 50-28-2）、

アンタゴニストアッセイの場合には塩酸ラロキシフェン（Ral、CASRN 84449-90-1）/E2）につい

て最大値の少なくとも 20%の振幅変化（正規化相対発光量（RLU））によって陽性応答を特定す

る。 

手順 

細胞株 

6. 試験には、安定に形質移入した VM7Luc4E2 細胞株を使用する。現在、本細胞株は、米国

カリフォルニア州デービスのカリフォルニア大学デービス校 5（University of California, Davis, 
California, USA）、および米国ノースカロライナ州ダラムの Xenobiotic Detection Systems Inc.6から

技術ライセンス契約によってのみ入手可能である。 

細胞株の安定性  

 
5 Michael S. Denison, Ph.D.Professor, Dept.of Environmental Toxicology, 4241 Meyer Hall, One Shields Ave, 
University of California, Davis, CA 95616、E メール：msdenison@ucdavis.edu、電話：(530) 754-8649 
6 Xenobiotic Detection Systems Inc.1601 East Geer Street, Suite S, Durham NC, 27704 USA、E メー

ル：info@dioxins.com、電話：919-688-4804、ファックス：919-688-4404 

mailto:msdenison@ucdavis.edu
mailto:info@dioxins.com
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7. 細胞株の安定性および完全性を維持するため、細胞を凍結保存状態から細胞維持培地で 2
代以上継代させる（段落 9 参照）。細胞は 30 代を超えて継代させない。VM7Luc4E2 細胞株の場

合、約 3 ヵ月で 30 継代に達する。 

細胞培養および播種条件 

8. 細胞培養の優良規範に関するガイダンスに規定されている手順(5)(6)に従い、実施する作業

の完全性、妥当性、および再現性を維持するため、すべての材料および方法の品質を保証する。 

9. VM7Luc4E2細胞は、0.9%ペニシリン-ストレプトマイシンおよび8.0%ウシ胎児血清（FBS）
を添加した RPMI 1640 培地で、37±1°C、湿度 90%±5%、5.0%±1%CO2/空気に設定した専用の組織

培養インキュベーターにて維持する。 

10. VM7Luc4E2 細胞密集度が約 80%に達した時点で、細胞を 96 ウェルプレートに播いて被験

物質に曝露させてルシフェラーゼ活性のエストロゲン依存誘導を解析する前に、48 時間継代培養

してエストロゲンを含まない環境に馴化させる。エストロゲンを含まない培地（EFM）は、4.5%
チャコール／デキストラン処理 FBS、1.9% L-グルタミン、および 0.9%ペニシリン-ストレプトマ

イシンを添加した、フェノールレッドを含まないダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）を含む。

いずれのプラスチック器具もエストロゲン活性があってはならない［詳細な手順(7)を参照］。 

許容基準 

11. 試験の合否判定は 96 ウェルプレートで実施した各実験からの参照標準と対照の結果の評価

に基づいて行う。各参照標準を複数の濃度で試験し、各参照および対照濃度の複数の試料が存在

する。結果を、各施設が習熟度を確認する際に作成したアゴニストおよびアンタゴニストの履歴

データベースに由来するこれらのパラメータ用の品質対照（QC）と比較する。履歴データベース

は参照標準および対照の値で常に更新される。装置や試験施設の条件を変更すると、更新した履

歴データベースの作成が必要になる場合がある。 

アゴニスト試験 

範囲設定試験 

● 誘導：最大 E2 参照標準の相対発光量（RLU）値の平均を DMSO 対照の RLU 値の平均で除す

ることによってプレート誘導を測定する。通常 5倍の誘導が達成されるが、許容するためには、

誘導は 4 倍以上である必要がある。 
● DMSO 対照の結果：溶媒対照の RLU 値は過去の溶媒対照の平均 RLU 値の標準偏差の 2.5 倍以

内である必要がある。 
● いずれかの許容基準を満たさなかった実験は破棄し、やり直す。 

包括試験 

これにはアゴニスト範囲設定試験の許容基準および次の事項が含まれる。 
● 参照標準の結果：E2 参照標準の濃度応答曲線はシグモイド状で、濃度応答曲線の直線部分に

少なくとも値が 3 つある必要がある。  
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● 陽性対照の結果：メトキシクロール対照の RLU 値は DMSO の平均に標準偏差の 3 倍を加えた

値よりも大きい必要がある。 
● いずれか 1つの許容基準でも満たさない実験は破棄し、やり直すこと。 

アンタゴニスト試験 

範囲設定試験 

● 抑制：最大 Ral/E2 参照基準の RLU 値の平均を DMSO 対照の RLU 値の平均で除するこ

とによってプレート抑制を測定する。通常 5 倍の抑制が達成されるが、許容するため

には、抑制は 3 倍以上である必要がある。 
● E2対照の結果：E2対照の RLU値は、過去の E2対照の平均 RLU値の標準偏差の 2.5倍

以内である必要がある。 
● DMSO 対照の結果：DMSO 対照の RLU 値は、過去の溶剤対照の平均 RLU 値の標準偏

差の 2.5 倍以内である必要がある。 
● いずれか 1つの許容基準でも満たさない実験は破棄し、やり直す。 

包括試験 

これにはアンタゴニスト範囲設定試験の許容基準および次の事項が含まれる。 

● 参照標準の結果：Ral/E2 参照標準の濃度応答曲線はシグモイド状で、濃度応答曲線の

直線部分に少なくとも値が 3 つある必要がある。 
● 陽性対照の結果：タモキシフェン/E2 対照の RLU 値は、E2 対照の平均から標準偏差の

3 倍を引いた値よりも小さくなければならない。 
● いずれか 1つの許容基準でも満たさない実験は破棄し、やり直す。 

参照標準、陽性対照、および溶媒対照 

溶媒対照（アゴニストおよびアンタゴニストアッセイ） 

12. 被験物質の溶解に用いる溶媒は溶媒対照として試験する必要がある。VM7Luc ER TA 試験

法のバリデーションの際に用いる溶媒は、1%（v/v）ジメチルスルホキシド（DMSO、CASRN 
67-68-5）であった（段落 24 参照）。DMSO 以外の溶媒を用いる場合には、必要に応じ、参照標

準、対照および被験物質をすべて同じ溶媒で試験する。 

参照標準（アゴニスト範囲設定試験） 

13. 参照標準は E2（CASRN 50-28-2）である。範囲設定試験の場合、参照標準は 4濃度の E2の
4 つの濃度の段階希釈（1.84 × 10-10、4.59 × 10-11、1.15 × 10-11、および 2.87 × 10-12 M）で構成され、

各濃度を 2系列のウェルで試験する。 

参照標準（アゴニスト包括試験） 

14. 包括試験用の E2 は 2 系列のウェル内の 11 の濃度（3.67 × 10-10から 3.59 × 10-13M までの範

囲）からなる E2 の 1:2段階希釈で構成される。 

参照標準（アンタゴニスト範囲設定試験） 

15. 参照標準は Ral（CASRN 84449-90-1）と E2（CASRN 50-28-2）の組み合わせである。範囲

設定試験用の Ral/E2は 2系列のウェル内に Ral の 3つの濃度の段階希釈（3.06 × 10-9、7.67 × 10-10、

および 1.92 × 10-10 M）と固定濃度（9.18 × 10-11 M）の E2 で構成される。 
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参照標準（アンタゴニスト包括試験） 

16. 包括試験用の Ral//E2 は 1:2 段階希釈の Ral（2.45 × 10-8から 9.57 × 10-11 Mまでの範囲）と固

定濃度（9.18 × 10-11 M）の E2 で構成され、9 つの濃度の Ral/E2 を 2 系列のウェル内に入れたもの

である。  
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弱陽性対照（アゴニスト） 

17. 弱陽性対照は EFM 内の 9.06 × 10-6 M の p,p'-メトキシクロール（メトキシクロール、

CASRN 72-43-5）である。 

弱陽性対照（アンタゴニスト） 

18. 弱陽性対照は EFM 内のタモキシフェン（CASRN 10540-29-1）3.36 × 10-6 M と E2 9.18 × 10-11 
M で構成される。 

E2 対照（アンタゴニストアッセイのみ） 

19. E2 対照は EFM 内の 9.18 × 10-11 M の E2 であり、ベースラインの陰性対照として用いられ

る。 

誘導倍率（アゴニスト） 

20. 参照標準（E2）のルシフェラーゼ活性の誘導は、最大の E2 参照基準の RLU 値の平均を

DMSO対照の RLU値の平均で除することによって計測し、結果が 4倍よりも大きい必要がある。 

抑制倍率（アンタゴニスト） 

21. 参照標準（Ral/E2）の平均ルシフェラーゼ活性は、最大の Ral/E2 参照基準の RLU 値の平均

を DMSO 対照の RLU 値の平均で除することによって計測し、3 倍よりも大きい必要がある。 

試験施設の習熟度証明（本試験ガイドライン（8～15 ページ）の段落 14 ならびに« ER TA 試験法
の構成要素» の表 3 および表 4 を参照） 

溶媒 

22. 被験物質は当該被験物質を溶解することができ、細胞培地と混和可能な溶剤に溶解する。

適切な溶媒は、水、エタノール（純度 95%～100%）および DMSO である。DMSO を用いる場合

には、濃度が 1.0%（v/v）を超えないようにする。いずれの溶媒についても、最大使用量で細胞毒

性を示さず、試験の性能に影響しないことを実証しなければならない。参照標準および対照を

100%の溶剤に溶解した後、EFM に適切な濃度に希釈する。 

被験物質の調製 

23. 被験物質を 100%の DMSO（または適切な溶剤）に溶解した後、EFM に適切な濃度に希釈

する。被験物質はすべて、溶解および希釈前に室温に平衡化させる。被験物質の溶液は、各実験

用に新たに調製する。溶液には目立った沈殿または混濁があってはならない。参照標準および対

照のストックはまとめて調製してもよいが、最終的な参照標準、対照希釈液および被験物質は各

実験用に新たに調製し、調製後 24 時間以内に使用する。  
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溶解度および細胞毒性：範囲設定のための検討 

24. 範囲設定試験は 2 系列の 1:10 段階希釈ランの 7 つのポイントからなる。まず、アゴニスト

試験の場合は最大濃度 1 mg/mL（約 1 mM）まで、アンタゴニスト試験の場合は 20 μg/mL（約 10 
μM）まで被験物質の試験を行う。範囲設定実験は次のことを決定するために用いられる。 

● 包括試験の際に用いるべき被験物質の開始濃度 
● 包括試験の際に用いるべき被験物質の希釈度（1:2 または 1:5） 

25. 細胞の生存率／細胞毒性の評価は、アゴニストおよびアンタゴニスト試験法の手順(7)に含

まれており、範囲設定試験および包括試験に組み込まれている。VM7Luc ER TA（1）のバリデー

ションの際に細胞生存率を評価するために用いた細胞毒性試験法は、スケーリングによる定性的

目視観察法であったが、細胞毒性を判定するための定量化法を用いることができる（手順(7)を参

照）。生存率を 20%を超えて低下させる被験物質濃度のデータは使用できない。 

被験物質の曝露およびアッセイプレートの構成 

26. 細胞を計数して 96 ウェルの組織培養プレート（2 × 105細胞／ウェル）の EFM に入れ、24
時間培養して細胞をプレートに付着させる。EFM を取り除き、EFM に入った被験物質および参照

物質で置き換え、19～24 時間培養する。近隣の対照物質ウェルが偽陽性の結果を示す場合がある

ため、揮発性の高い物質には特別の配慮を払う必要がある。このような場合、 「プレートシーラ

ー」 は、試験中に各ウェルを効果的に分離するのに役立つ可能性があるため、推奨される。 

範囲設定試験 

27. 範囲設定試験では、96 ウェルプレートのすべてのウェルを使用して、2 系列の 7 ポイント

の 1:10 段階希釈として、最大 6 つの物質を試験する（図 1および図 2 参照）。 
● アゴニストの範囲設定試験では、参照標準として 4 つの濃度の E2 を 2 系列で、および

DMSO 対照用に 4 つのレプリケートウェルを使用する。 
● アンタゴニストの範囲設定試験では、参照標準として 9.18 × 10-11 M の E2を含んだ 3つの

濃度の Ral/E2を 2 系列で、および E2と DMSO 対照用に 3 つのレプリケートウェルを使用

する。  
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図 1：アゴニストの範囲設定試験の 96 ウェルプレートの配置 

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

A TC1-1 TC1-1 TC2-1 TC2-1 TC3-1 TC3-1 TC4-1 TC4-1 TC5-1 TC5-1 TC6-1 TC6-1 

B TC1-2 TC1-2 TC2-2 TC2-2 TC3-2 TC3-2 TC4-2 TC4-2 TC5-2 TC5-2 TC6-2 TC6-2 

C TC1-3 TC1-3 TC2-3 TC2-3 TC3-3 TC3-3 TC4-3 TC4-3 TC5-3 TC5-3 TC6-3 TC6-3 

D TC1-4 TC1-4 TC2-4 TC2-4 TC3-4 TC3-4 TC4-4 TC4-4 TC5-4 TC5-4 TC6-4 TC6-4 

E TC1-5 TC1-5 TC2-5 TC2-5 TC3-5 TC3-5 TC4-5 TC4-5 TC5-5 TC5-5 TC6-5 TC6-5 

F TC1-6 TC1-6 TC2-6 TC2-6 TC3-6 TC3-6 TC4-6 TC4-6 TC5-6 TC5-6 TC6-6 TC6-6 

G TC1-7 TC1-7 TC2-7 TC2-7 TC3-7 TC3-7 TC4-7 TC4-7 TC5-7 TC5-7 TC6-7 TC6-7 

H E2-1 E2-2 E2-3 E2-4 VC VC VC VC E2-1 E2-2 E2-3 E2-4 

略語：E2-1～E2-4 = E2 参照標準の濃度（高濃度から低濃度の順）、TC1-1～TC1-7 = 被験物質 1（TC1）の濃度（高濃度

から低濃度の順）、TC2-1～TC2-7 = 被験物質 2（TC2）の濃度（高濃度から低濃度の順）、TC3-1～TC3-7 = 被験物質 3
（TC3）の濃度（高濃度から低濃度の順）、TC4-1～TC4-7 = 被験物質 4（TC4）の濃度（高濃度から低濃度の順）、

TC5-1～TC5-7 = 被験物質 5 の濃度（高濃度から低濃度の順）（TC5）、TC6-1～TC6-7 = 被験物質 6（TC6）の濃度（高

濃度から低濃度の順）、VC = 溶媒対照（DMSO（1% v/v EFM））。 

図 2：アンタゴニストの範囲設定試験の 96 ウェルプレートの配置 

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

A TC1-1 TC1-1 TC2-1 TC2-1 TC3-1 TC3-1 TC4-1 TC4-1 TC5-1 TC5-1 TC6-1 TC6-1 

B TC1-2 TC1-2 TC2-2 TC2-2 TC3-2 TC3-2 TC4-2 TC4-2 TC5-2 TC5-2 TC6-2 TC6-2 

C TC1-3 TC1-3 TC2-3 TC2-3 TC3-3 TC3-3 TC4-3 TC4-3 TC5-3 TC5-3 TC6-3 TC6-3 

D TC1-4 TC1-4 TC2-4 TC2-4 TC3-4 TC3-4 TC4-4 TC4-4 TC5-4 TC5-4 TC6-4 TC6-4 

E TC1-5 TC1-5 TC2-5 TC2-5 TC3-5 TC3-5 TC4-5 TC4-5 TC5-5 TC5-5 TC6-5 TC6-5 

F TC1-6 TC1-6 TC2-6 TC2-6 TC3-6 TC3-6 TC4-6 TC4-6 TC5-6 TC5-6 TC6-6 TC6-6 

G TC1-7 TC1-7 TC2-7 TC2-7 TC3-7 TC3-7 TC4-7 TC4-7 TC5-7 TC5-7 TC6-7 TC6-7 

H Ral-1 Ral-2 Ral-3 VC VC VC E2 E2 E2 Ral-1 Ral-2 Ral-3 

略語：E2 = E2 対照、Ral-1～Ral-3 = ラロキシフェン／E2 参照標準の濃度（高濃度から低濃度の順）、TC1-1～TC1-7 = 
被験物質 1（TC1）の濃度（高濃度から低濃度の順）、TC2-1～TC2-7 = 被験物質 2（TC2）の濃度（高濃度から低濃度の

順）、TC3-1～TC3-7 = 被験物質 3（TC3）の濃度（高濃度から低濃度の順）、TC4-1～TC4-7 = 被験物質 4（TC4）の濃

度（高濃度から低濃度の順）、TC5-1～TC5-7 = 被験物質 5（TC5）の濃度（高濃度から低濃度の順）、TC6-1～TC6-7 = 
被験物質 6（TC6）の濃度（高濃度から低濃度の順）、VC = 溶媒対照（DMSO（1% v/v EFM））。 
注：被験物質はすべて、9.18 × 10-11 M E2 の存在下で試験する。 

28. 各ウェルに必要な最終的な培地の推奨量は 200 μL である。すべてのウェル内の細胞が 80%
以上の生存率を示す試験プレートだけを使用する。 

29. アゴニストの包括試験用の開始濃度の決定については、アゴニスト試験手順書(7)に詳細を

記載している。略述すると、以下の判定基準を使用する。 

● 被験物質の濃度曲線に、平均プラス DMSO 対照の標準偏差の 3 倍を超えるポイントが

ない場合には、包括試験は最大溶解濃度から始まる 11 ポイントの 1:2 段階希釈を用い

て実施する。  
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● 被験物質の濃度曲線に、平均プラス DMSO 対照の標準偏差の 3 倍を超えるポイントが

ある場合には、包括試験において 11 ポイントの希釈方法で使用する開始濃度は、範囲

設定試験で最大の RLU 調整値が得られる濃度よりも 1 log 高いものとする。11 ポイン

トの希釈方法は次の判断基準に従って、1:2 または 1:5 のいずれかの希釈に基づく。 

結果の濃度範囲が範囲設定試験で作成された濃度応答曲線に基づく応答の範囲全体

を包含することになる場合には、11 ポイントの 1:2 段階希釈を用いる。それ以外の

場合は、1:5 希釈を用いる。 

● 範囲設定試験において被験物質が二相の濃度応答曲線を示す場合には、包括試験で両

相を分解する必要がある。 

30. アンタゴニストの包括試験の開始濃度の決定については、アンタゴニスト試験手順書(7)に
詳細を記載している。略述すると、以下の判定基準を使用する。 

● 被験物質の濃度曲線に、平均マイナス E2 対照の標準偏差の 3 倍を下回るポイントがな

い場合には、対照の包括試験は最大溶解濃度から始まる 11 ポイントの 1:2 段階希釈を

用いて実施する。 

● 被験物質の濃度曲線に、平均マイナス E2 対照の標準偏差の 3 倍を下回るポイントがあ

る場合には、包括試験で 11 ポイントの希釈方法で使用する開始濃度は、次のいずれか

1 つとする。 

- 範囲設定試験で最小の RLU 調整値が得られる濃度 
- 最大溶解濃度（アンタゴニスト試験手順書(7)、図 14-2 参照） 
- 最低細胞毒性濃度（関連する例については、アンタゴニスト試験手順書(7)、図 14-3

参照）。 

● 11 ポイントの希釈方法は次の判断基準に従って、1:2 または 1:5 のいずれかの段階希釈

に基づく。 

結果の濃度範囲が範囲設定試験で作成された濃度応答曲線に基づく応答の範囲全体

を包含することになる場合には、11 ポイントの 1:2 段階希釈を用いる。それ以外の

場合は、1:5 希釈を用いる。 

包括試験 

31. 包括試験は、11 ポイントの段階希釈（包括試験の基準の開始濃度に基づいて 1:2 または 1:5
段階希釈のいずれか）で構成され、各濃度を 96 ウェルプレートの 3 連のウェルで試験を行う（図

3 および図 4 を参照）。 

● アゴニストの包括試験では、参照標準として 11 の濃度の E2 を 2 系列で使用する。各

プレートは DMSO 対照用の 4 つのレプリケートウェルおよびメトキシクロール対照

（9.06 × 10-6 M）用の 4つのレプリケートウェルを含んでいる。 

● アンタゴニストの包括試験では、参照標準として 9.18 × 10-11 M の E2 を含んだ 9 つの濃

度の Ral/E2 を 2 系列で使用し、9.18 × 10-11 M の E2 対照用の 4 つのレプリケートウェ

ル、DMSO 対照用の 4 つのレプリケートウェル、3.36 × 10-6 M のタモキシフェン用の 4
つのレプリケートウェルを含んでいる。 
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図 3：アゴニストの包括試験の 96 ウェルプレートの配置 

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

A TC1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TC1-6 TC1-7 TC1-8 TC1-9 TC1-
10 

TC1-
11 VC 

B TC1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TC1-6 TC1-7 TC1-8 TC1-9 TC1-
10 

TC1-
11 VC 

C TC1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TC1-6 TC1-7 TC1-8 TC1-9 TC1-
10 

TC1-
11 VC 

D TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 TC2-9 TC2-
10 

TC2-
11 VC 

E TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 TC2-9 TC2-
10 

TC2-
11 Meth 

F TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 TC2-9 TC2-
10 

TC2-
11 Meth 

G E2-1 E2-2 E2-3 E2-4 E2-5 E2-6 E2-7 E2-8 E2-9 E2-10 E2-11 Meth 

H E2-1 E2-2 E2-3 E2-4 E2-5 E2-6 E2-7 E2-8 E2-9 E2-10 E2-11 Meth 

略語：TC11-1～TC1-11 = 被験物質 1 の濃度（高濃度から低濃度の順）、TC2-1～TC2-11 = 被験物質 2 の濃度（高濃度か

ら低濃度の順）、E2-1～E2-11 = E2 参照標準の濃度（高濃度から低濃度の順）、Meth = p,p’メトキシクロール弱陽性対

照、VC = DMSO（1% v/v）EFM 溶媒対照。 

図 4：アンタゴニストの包括試験の 96 ウェルプレートの配置 

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

A TC1- 
1 

TC1- 
2 

TC1- 
3 

TC1- 
4 

TC1- 
5 

TC1- 
6 

TC1- 
7 

TC1- 
8 

TC1- 
9 

TC1- 
10 

TC1- 
11 VC 

B TC1- 
1 

TC1- 
2 

TC1- 
3 

TC1- 
4 

TC1- 
5 

TC1- 
6 

TC1- 
7 

TC1- 
8 

TC1- 
9 

TC1- 
10 

TC1- 
11 VC 

C TC1- 
1 

TC1- 
2 

TC1- 
3 

TC1- 
4 

TC1- 
5 

TC1- 
6 

TC1- 
7 

TC1- 
8 

TC1- 
9 

TC1- 
10 

TC1- 
11 VC 

D TC2- 
1 

TC2- 
2 

TC2- 
3 

TC2- 
4 

TC2- 
5 

TC2- 
6 

TC2- 
7 

TC2- 
8 

TC2- 
9 

TC2- 
10 

TC2- 
11 VC 

E TC2- 
1 

TC2- 
2 

TC2- 
3 

TC2- 
4 

TC2- 
5 

TC2- 
6 

TC2- 
7 

TC2- 
8 

TC2- 
9 

TC2- 
10 

TC2- 
11 Tam 

F TC2- 
1 

TC2- 
2 

TC2- 
3 

TC2- 
4 

TC2- 
5 

TC2- 
6 

TC2- 
7 

TC2- 
8 

TC2- 
9 

TC2- 
10 

TC2- 
11 Tam 

G Ral-1 Ral-2 Ral-3 Ral-4 Ral-5 Ral-6 Ral-7 Ral-8 Ral-9 E2 E2 Tam 

H Ral-1 Ral-2 Ral-3 Ral-4 Ral-5 Ral-6 Ral-7 Ral-8 Ral-9 E2 E2 Tam 

略語：E2 = E2 対照、Ral-1～Ral-9 = ラロキシフェン／E2 参照標準の濃度（高濃度から低濃度の順）、Tam = タモキシフ

ェン／E2 弱陽性対照、TC1-1～TC1-11 = 被験物質 1（TC1）の濃度（高濃度から低濃度の順）、TC2-1～TC2-11 = 被験物

質 2（TC2）の濃度（高濃度から低濃度の順）、VC = 溶媒対照（DMSO（1% v/v EFM）） 
注：上述のとおり、すべての参照ウェルと試験ウェルには固定濃度の E2（9.18 x 10-11 M）が含まれる。 

32. 同一化学物質に対する包括試験は日を改め再度実施し、独立性を確保する。包括試験は、

少なくとも 2回実施する。試験結果が互いに矛盾する場合（1つの試験では陽性、他方では陰性な

ど）、または試験の 1 つが不十分である場合には、第 3 の追加試験を実施する。 

発光の測定 

33. 発光は、インジェクション照度計を使用してインジェクション量と測定間隔を制御するソ

フトウェアによって 300 nm～650 nm の範囲で測定する(7)。各ウェルからの発光はウェルごとに

RLU で表す。  
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データの分析 

EC50
 /IC50

 の決定 

34. EC50 の値（被験物質（アゴニスト）の 50%効果濃度）および IC50 の値（被験物質（アンタ

ゴニスト）の 50%阻害濃度）を濃度応答データから求める。1 つ以上の濃度において陽性である

物質については、Hill関数分析または適切な代替法を用いて、半最大応答（IC50または EC50）をも

たらす被験物質の濃度はヒル関数分析または適切な代替手段を用いて算出する。ヒル関数は、以

下の等式を用いて被験物質濃度と応答（一般的にシグモイド曲線に従う）を関連づける 4 パラメ

ータのロジスティック数学モデルである。 

Y = Bottom +  
(Top − Bottom) 

1 + 10 (lgEC
50

-X)ヒル勾配 

式中、Y = 応答（すなわち RLU）、X = 濃度の対数、Bottom = 最小応答、Top = 最大応答、lg EC50

（または lg IC50） = Topと Bottom との中間の応答としての X の対数とし、ヒル勾配は曲線の傾き

を示すものとする。本モデルは、Top、Bottom、ヒル勾配、ならびに IC50 および EC50 のパラメー

タとして最適なものを算出する。EC50 および IC50 の値の計算には、適切な統計ソフトウェアを使

用する（Graphpad Prism®統計ソフトウェアなど）。 

外れ値の決定 

35. Q 検定（アゴニストおよびアンタゴニストの試験手順書(7)を参照）を含める（ただし、こ

れらに限定されない）ことにより、データ解析から除外する「使用できない」ウェルを判断する

ための的確な統計的判断を容易にできる可能性がある。 

36. E2参照標準のレプリケート（試料サイズ 2）については、任意の E2濃度のレプリケートに

ついてのいかなる RLU 調整値も、その値が履歴データベースにおいてその濃度についての RLU
調整値より 20%を超えて上回っているか下回っている場合には、外れ値であると見なす。 

範囲設定試験用の照度計データの収集および調整 

37. 照度計の生データを、本試験法用に設計されたスプレッドシートのテンプレートに転送す

る。除外する必要がある外れ値のデータポイントがあるかどうかを判断する必要がある。（解析

で決定されるパラメータについては、試験許容基準を参照。）次の計算を実施する。 

アゴニスト 

ステップ 1 DMSO 溶媒対照（VC）について平均値を計算する。 
ステップ 2 DMSO VC の平均値を各ウェルの値から引いて、データを正規化する。 
ステップ 3 参照標準（E2）について平均誘導倍率を計算する。 
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ステップ 4 被験物質について平均 EC50値を計算する。 

アンタゴニスト 

ステップ 1 DMSO VC について平均値を計算する。 
ステップ 2 DMSO VC の平均値を各ウェルの値から引いて、データを正規化する。 
ステップ 3 参照標準（Ral/E2）について平均抑制比率を計算する。 
ステップ 4 E2 参照標準について平均値を計算する。 
ステップ 5 被験物質について IC50の平均値を計算する。 

包括試験用の照度計データの収集および調整 

38. 照度計の生データを、本試験法用に設計されたスプレッドシートのテンプレートに転送す

る。除外する必要がある外れ値のデータポイントがあるかどうかを判断する必要がある。（解析

で決定されるパラメータについては、試験許容基準を参照。）次の計算を実施する。 

アゴニスト 
ステップ 1 DMSO VC について平均値を計算する。 
ステップ 2 DMSO VC の平均値を各ウェルの値から引いて、データを正規化する。 
ステップ 3 参照標準（E2）について平均誘導倍率を計算する。 
ステップ 4 E2 および被験物質について EC50の平均値を計算する。 
ステップ 5 メトキシクロールについて RLU 調整値の平均値を計算する。 

アンタゴニスト 
ステップ 1 DMSO VC について平均値を計算する。 
ステップ 2 DMSO VC の平均値を各ウェルの値から引いて、データを正規化する。 
ステップ 3 参照標準（Ral/E2）について平均誘導倍率を計算する。 
ステップ 4 Ral/E2 および被験物質について IC50の平均値を計算する。 
ステップ 5 タモキシフェンついて RLU 調整値の平均値を計算する。 
ステップ 6 E2 参照標準について平均値を計算する。 

データ解釈の基準 

39. VM7Luc ER TA は、in vivo での ED 試験のための物質の優先順位付けに資するための証拠の

重み付けアプローチの一環として意図されている。この優先順位付け手順の一部は、被験物質の

ER アゴニスト活性またはアンタゴニスト活性のいずれかについて陽性または陰性に分類すること

になる。VM7Luc ER TA バリデーション試験で使用される陽性または陰性の判定基準を表 1 に示

す。  
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表 1： 陽性および陰性の判定基準 

アゴニスト活性 

陽性 

● ER アゴニスト活性について陽性に分類される被験物質はすべて、ベー

スライン、それに正の勾配が続き、プラトーまたはピークで終わる濃度

応答曲線を有している必要がある。場合によっては、これらの特性のう

ち 2 つ（ベースライン - 勾配または勾配 - ピーク）のみが定義されてい

てもよい。 
● 正の勾配を定義する線には、エラーバー（平均 ± SD）が重ならない 3 つ

以上のポイントが含まれていなければならない。ベースラインを形成す

るポイントは除外するが、曲線の直線部分にはピークまたはプラトーの

最初のポイントが含まれていてもよい。 
● 陽性分類には、参照標準 E2 について最大値の 20%以上の応答振幅（ベ

ースラインとピークとの差）が必要である（すなわち、参照標準（E2）
の最大応答値が 10,000 RLU に調整される場合、2,000 RLU 以上）。 

● 可能であれば、EC50の値は陽性物質ごとに算出する。 

陰性 所定の濃度に対する平均の RLU 調整値は、DMSO 対照の RLU 値の平均プ

ラス DMSO の RLU 値の標準偏差の 3 倍以下である。 

不適切 

主要な定性的または定量的限界のために活性の有無を示すのに有効である

とは解釈できないデータは不適切と見なし、被験物質が陽性か陰性かを判

定するために使用することはできない。当該物質は再試験するものとす

る。 
アンタゴニスト活性 

陽性 

● 被験物質のデータから、ベースラインとそれに続く負の勾配からなる濃

度応答曲線が得られる。 
● 負の勾配を定義する線には、エラーバーが重ならない 3 つ以上のポイン

トが含まれていなければならない。ベースラインを形成するポイントは

除外するが、曲線の直線部分にはプラトーの最初のポイントが含まれて

いてもよい。 
● 参照標準 Ral/E2について最大値から 20%以上の活性抑制がなければなら

ない（すなわち、参照標準（Ral/E2）の最大応答値が 10,000 RLU に調節

される場合、8,000 RLU 以下）。 
● 被験物質の最大非細胞毒性濃度は 1x10-5 M 以下とする。 
● 可能であれば、IC50の値は陽性物質ごとに算出する。 

陰性 1.0 × 10-5 M未満の濃度において、すべてのデータポイントがED80の値（E2
応答の 80%、すなわち 8000 RLU）を上回っている。 

不適切 
主要な定性的または定量的限界のために活性の有無を示すのに有効である

とは解釈できないデータは不適切と見なし、被験物質が陽性か陰性かを判

定するために使用することはできない。物質は再試験するものとする。 

40. 可能であれば、陽性の結果は、作用の程度およびその作用をもたらした濃度の両方によっ

て説明づけられる。陽性、陰性、および不適切なデータの例を図 5 および図 6 に示す。  
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図 5：アゴニストの例：陽性、陰性、および不適切なデータ 

 
 
破線は E2 応答の 20%、すなわち調整および正規化した 2,000 RLU を示す。 

図 6：アンタゴニストの例：陽性、陰性、および不適切なデータ 

 
 
破線は Ral/E2 応答の 80%、すなわち調整および正規化した 8,000 RLU を示す。 
実線は 1.00 × 10-5 M を示す。陽性と考えられる応答は、8,000 RLU の線よりも下で、濃度が 1.00 × 10-5 M 未満でなけ

ればならない。 
meso-ヘキセストールのグラフのアスタリスク（*）のついた濃度は、生存率スコア 「2」 以上を示す。 
meso-ヘキセストールについての試験結果は、8,000 RLU 未満の応答が 1.00 × 10-5 M で生じているのみであるため、デ

ータが不十分と考えられる。 

41. EC50 および IC50 の計算は、4 パラメータのヒル関数（詳細はアゴニスト試験の手順書およ

びアンタゴニスト試験の手順書(7)を参照）を使用して行うことができる。許容基準に適合するこ

とは当該試験系が正しく動作していることを示しているが、ある特定のランで正確なデータが得

られることを保証するものではない。最初のランの結果を重ねることが、正確なデータが生成さ

れたことを保証するのに最適である（本試験ガイドラインの 「ER TA 試験法の構成要素」 15 ペー

ジの段落 19 を参照）。 

 

 

 
試験報告書 

44. 「ER TA 試験法の構成要素」（本試験ガイドラインの 8～15 ページ）の段落 20 を参照。  
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アジ化ナトリウム 
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補遺 4 
ERα CALUX 細胞株を用いた化学物質の

エストロゲンアゴニストおよびアンタゴ

ニスト活性検出のための、安定に形質移

入したヒトエストロゲン受容体-α 転写活

性試験法 

初期検討事項および制限事項（1 ページの「一般的な緒言」も参照） 

1. ERα CALUXを用いた転写活性化試験では、ヒト U2OS細胞株を用いて、ヒトエストロゲン

受容体 α（hERα）を介したエストロゲンアゴニストおよびアンタゴニスト活性を検出する。

BioDetection Systems BV（オランダ、アムステルダム）による安定に形質移入した ERα CALUX
を用いたバイオアッセイのバリデーション試験では、この試験法の意図する目的の妥当性および

信頼性が立証された(1)。ERα CALUX 細胞株は安定に形質移入したヒト ERα のみを発現する

(2)(3)。 

2. 本試験法は、生物発光をエンドポイントとして測定することにより、hERαを介した転写活

性化を検出するように特別に設計されている。生物発光はシグナル対ノイズ比が高いため、様々

なバイオアッセイで一般的に使用されている(4)。 

3. 植物エストロゲンの濃度が 1 μMを超えた場合、ルシフェラーゼレポーター遺伝子の過活性

化により受容体非介在性の発光シグナルが生じることが報告されている(5)(6)(7)。したがって、

ルシフェラーゼ発現の過活性化を引き起こす可能性のある高濃度の植物エストロゲンまたは他の

類似化合物は、安定に形質移入した ER 転写活性試験において慎重に検討しなければならない

（補遺 2 を参照）。 

4. 規制目的で本試験法を使用する前に、「一般的な緒言」 および 「ER TA 試験法の構成要

素」（1～15)ページ）を読むこと。本試験法ガイドラインで使用する定義および略語は、補遺 1
に記載している。 

本試験法の原理（1 ページの「一般的な緒言」も参照） 

5. 本バイオアッセイは、ER リガンド結合とそれに続く受容体-リガンド複合体の細胞核への

移行を評価するために用いられる。核の中で、受容体-リガンド複合体は特異的な DNA 応答エレ

メントと結合し、ホタルルシフェラーゼのレポーター遺伝子を転写活性化することで、ルシフェ

ラーゼ酵素の細胞発現を増加させる。ルシフェラーゼ基質であるルシフェリンを添加すると、ル

シフェリンが生物発光生成物に変換される。生成された光は、照度計を用いて容易に検出・定量

できる。 
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6. 本試験系は、安定に形質移入した ERα CALUX細胞を用いる。ERα CALUX細胞はヒト骨芽

細胞型骨肉腫 U2OS 細胞株に由来している。リン酸カルシウム共沈法を用いて、ヒト U2OS 細胞

に 3xHRE-TATA-Lucおよび pSG5-neo-hERαを安定に形質移入した。U2OS細胞株は、内因性受容

体活性がほとんどないか全くないという所見に基づき、U2OS 細胞株をエストロゲン（および他

のステロイドホルモン）応答性レポーター細胞株の優れた候補として選択した。内因性受容体が

ないことをルシフェラーゼレポータープラスミドのみを用いて評価したところ、受容体リガンド

を添加しても活性を示さなかった。さらに、同族受容体を一過的に導入したところ、この細胞株

は強力なホルモン介在性応答を示した(2)(3)(8)。 

7. ERα CALUX 細胞株を用いて行う化学物質のエストロゲン活性または抗エストロゲン活性

の試験には、プレスクリーニングランと包括的ランが含まれる。プレスクリーニングランでは、

包括試験のために、被験物質の溶解度、細胞毒性および正確な濃度範囲を求める。包括的ランで

は、被験物質の正確な濃度範囲を ERα CALUX を用いたバイオアッセイにて試験した後、被験物

質をアゴニストまたはアンタゴニストに分類する。 

8. データ解釈の基準については、段落 59 で詳細に説明している。略述すると、被験物質が連

続した 2 つ以上の濃度で参照標準 17β-エストラジオール（PC10）による最大応答の 10%以上の応

答を示した場合、当該被験物質をアゴニスト作用について陽性とみなす。被験物質が連続した 2
つ以上の濃度で参照標準タモキシフェン（PC80）の最大応答による 80%以下の応答を示した場合、

当該被験物質をアンタゴニスト作用について陽性とみなす。 

手順 

細胞株 

9. 安定に形質移入した U2OS ERα CALUX細胞株を用いる。この細胞株は、技術ライセンス契

約を結んだ上で、オランダのアムステルダムにある BioDetection Systems BV から入手することが

できる。 

10. マイコプラズマを含まない培養細胞のみを使用する。使用する細胞ロットは、マイコプラ

ズマ汚染が陰性であることが保証されているものを使用するか、使用前にマイコプラズマ否定試

験を実施すること。マイコプラズマ感染を高感度で検出するには、RT-PCR（リアルタイムポリ

メラーゼ連鎖反応）法を使用する必要がある(9)。 

細胞株の安定性 

11. CALUX 細胞は、安定性および完全性を維持するために液体窒素（-80°C）で保存する。細

胞は、解凍して新たな培養を開始した後、少なくとも 2 回継代培養してから化学物質のエストロ

ゲンアゴニストおよびアンタゴニスト作用の評価に使用する。細胞は 30 継代を超えて培養して

はならない。 

12. 細胞株の経時的な安定性をモニターするために、参照標準の EC50または IC50を評価するこ

とにより、アゴニストおよびアンタゴニスト試験系の応答性を検証する必要がある。また、陽性

対照試料（PC）と陰性対照試料（NC）の相対誘導能をモニターすること。結果は、ERα CALUX
を用いたアゴニスト（表 3C）またはアンタゴニストのバイオアッセイ（表 4C）の許容基準に一

致しなければならない。参照標準、陽性対照および陰性対照を、アゴニストおよびアンタゴニス

トモードのそれぞれについて表 1 および表 2 に示す。 
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細胞培養および播種条件 

13. U2OS 細胞は、pH 指示薬としてフェノールレッド、ウシ胎児血清（7.5%）、非必須アミノ

酸（1%）、ペニシリン（10 単位/mL）、ストレプトマイシンおよび選択マーカーとしてジェネテ

ィシン（G-418）を添加した増殖培地（DMEM/F12（1:1））で培養する。37°C、湿度 100%の CO2

インキュベーター（5% CO2）に細胞を入れる。細胞密集度が 85～95%に達したら、細胞を継代培

養するか、調製して 96ウェルマイクロタイタープレートに播種する。後者の場合、エストロゲン

を含まない試験培地（フェノールレッドを含まない、チャコール・デキストラン処理ウシ胎児血

清（5% v/v）、非必須アミノ酸（1% v/v）、ペニシリン（10 単位/mL）およびストレプトマイシ

ン（10 μg/mL）を添加した DMEM/F12（1:1）培地）中に細胞を 1 x 105 細胞/mL で再懸濁し、96
ウェルマイクロタイタープレートのウェルに播種する（均質化した細胞懸濁液 100 μL）。細胞は、

曝露前に CO2インキュベーター（5% CO2、37°C、湿度 100%）内で 24時間前培養する。プラスチ

ックはエストロゲンを含んでいてはならない。 

許容基準 

14. 被験物質のアゴニスト活性およびアンタゴニスト活性を一連の試験で試験する。一連の試

験は、最大 6 枚のマイクロタイタープレートで構成される。一連の試験にはそれぞれ、参照標準、

陽性対照試料、陰性対照試料および溶剤対照の少なくとも 1 つの一連の希釈液が含まれる。図 1
および 2 に、アゴニストおよびアンタゴニストの一連の試験のプレート設定を示す。 

15. 参照標準、被験物質、すべての溶剤対照、ならびに陽性および陰性対照の各希釈液を 3 回

ずつ分析する。3回の分析はそれぞれ、表3Aおよび表4Aに示す要件を満たさなければならない。 

16. 参照標準（アゴニスト作用については 17β-エストラジオール、アンタゴニスト作用につい

てはタモキシフェン）の完全な一連の希釈液は、一連の試験それぞれの最初のプレートで測定す

る。残りの 5 枚のマイクロタイタープレートの分析結果を、参照標準の完全な濃度応答曲線を含

む最初の 1 枚のマイクロタイタープレートと比較できるようにするには、すべてのプレートに、

溶剤対照、試験した参照標準の最高濃度、および参照標準のおおよその EC50（アゴニズム）また

は IC50（アンタゴニスト）濃度の 3 つの対照試料を含める必要がある。最初のプレートと残りの 5
枚のプレート上の平均対照試料の比は、表 3C（アゴニスト作用）または表 4C（アンタゴニスト

作用）に示す要件を満たさなければならない。 

17. 一連の試験内の各マイクロタイタープレートについて、z 係数を計算する(10)。参照標準の

最高濃度および最低濃度での応答を用いて z 係数を計算する。マイクロタイタープレートは、表

3C（アゴニスト作用）または表 4C（アンタゴニスト作用）に示された要件を満たす場合に、有効

とみなす。 

18. 参照標準はシグモイド状の用量応答曲線を示すこと。参照標準の一連の希釈液の応答から

得られる EC50 または IC50 は、表 3C（アゴニスト作用）または表 4C（アンタゴニスト作用）に示

す要件を満たさなければならない。 

19. 一連の試験のそれぞれには、陽性対照および陰性対照試料を含める。陽性対照試料と陰性

対照試料の両方について算出した相対誘導能は、表 3C（アゴニスト作用）または表 4C（アンタ

ゴニスト作用）に示す要件を満たす必要がある。 

20. すべての測定において、参照標準の最高濃度の誘導係数は、参照標準 17β-エストラジオー

ルの平均最高相対発光量（RLU）の応答を参照溶剤対照の平均 RLU 応答で除することによって算

出する。この誘導係数は、表 3C（アゴニスト作用）または表 4C（アンタゴニスト作用）に示す

とおり、誘導倍率の最小要件を満たさなければならない。 
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21. 上述のすべての許容基準を満たすマイクロタイタープレートのみが有効とみなされ、被験

物質の応答を評価するために使用できる。 

22. 許容基準は、プレスクリーニングランおよび包括的ランの両方に適用できる。 

表 1 CALUX を用いたアゴニストのバイオアッセイにおける参照標準、陽性対照（PC）お

よび陰性対照（NC）の濃度 
 物質 CAS RN 試験範囲（M） 
参照標準 17β-エストラジオール 50-28-2 1.0*10-13 - 1.0*10-10 

陽性対照（PC） 17α-メチルテストステロン 58-18-4 3.0*10-06 

陰性対照（NC） コルチコステロン 50-22-6 1.0*10-08 

表 2 CALUX を用いたアンタゴニストのバイオアッセイにおける参照標準、陽性対照

（PC）および陰性対照（NC）の濃度 
 物質 CAS RN 試験範囲（M） 
参照標準 タモキシフェン 10540-29-1 3.0*10-09 - 1.0*10-05 

陽性対照（PC） 4-ヒドロキシタモキシフェン 68047-06-3 1.0*10-09 

陰性対照（NC） レスベラトロール 501-36-0 1.0*10-05 

表 3 ERα CALUX を用いたアゴニストのバイオアッセイの許容基準 
 

A - プレート上の個々の試料 判定基準 
1 3 連のウェルの最大%SD（NC、PC、被験物質および参照標準の各希釈液、C0 を除く） < 15% 
2 3 連のウェルの最大%SD（参照標準および被験物質の溶剤対照（C0、SC）） < 30% 
3 LDH 最高漏出率（細胞毒性の指標として） < 120% 

B - 1 枚のマイクロタイタープレート内 

4 参照標準溶剤対照（C0；プレート 1）と被験物質溶剤対照（SC、プレート 2～x）の比

率 0.5～2.0 

5 プレート 1 の EC50の近似値および参照標準の最高濃度と、プレート 2～x（C4、C8）の

EC50の近似値および参照標準の最高濃度の比率 0.70～1.30 

6 各プレートの Z 係数 > 0.6 

C - 単一の一連の分析内（単一の一連の分析内のすべてのプレート） 
7 参照標準のシグモイド曲線 あり（17ß-エストラジオール） 
8 参照標準 17ß-エストラジオールの EC50範囲 4 x 10-12 – 4 x 10-11 M 
9 参照標準溶剤対照に対する 17ß-エストラジオール最高濃度の最小誘導倍率 5 
10 PC の相対誘導能（%） > 30% 
11 NC の相対誘導能（%） < 10% 

Appr：近似値、PC：陽性対照、NC：陰性対照、SC：被験物質溶剤対照、C0：参照標準溶剤対照、SD：標準偏差、LDH：乳酸脱水

素酵素  
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表 4 ERα CALUX を用いたアンタゴニストのバイオアッセイの許容基準 
 

A - プレート上の個々の試料 判定基準 

1 3 連のウェルの最大%SD（NC、PC、被験物質および参照標準の各希釈液、溶剤対照

（C0）） < 15% 

2 3 連のウェルの最大%SD（溶媒対照（VC）および参照標準の最高濃度（C8）） < 30% 
3 LDH 最高漏出率（細胞毒性の指標として） < 120% 

B - 1 枚のマイクロタイタープレート内 
4 参照標準溶剤対照（C0；プレート 1）と被験物質溶剤対照（SC、プレート 2～x）の比率 0.70～1.30 

5 プレート 1 の参照標準の IC50 の近似値と、プレート 2～x（C4）の参照標準の IC50 の近似値

の比率 0.70～1.30 

6 プレート 1 の参照標準の最高濃度とプレート 2～x（C8）の参照標準の最高濃度の比率 0.50～2.0 
7 各プレートの Z 係数 > 0.6 

C - 単一の一連の分析内（単一の一連の分析内のすべてのプレート） 
8 参照標準のシグモイド曲線 あり（タモキシフェン） 
9 参照標準（タモキシフェン）の IC50範囲 1*10-8 - 1*10-7 M 
10 タモキシフェン最高濃度に対する参照標準溶剤対照の最小誘導倍率 2.5 
11 PC の相対誘導能（%） <70% 
12 NC の相対誘導能（%） >85% 

Appr：近似値、PC：陽性対照、NC：陰性対照、VC：溶剤対照（固定濃度のアゴニスト参照標準なしの溶剤対照）、SC：被験物質溶

剤対照、C0：参照標準溶剤対照、SD：標準偏差、LDH：乳酸脱水素酵素 

溶剤／溶媒対照、参照標準、陽性対照、陰性対照 

23. プレスクリーニングランおよび包括的ランのいずれについても、同じ溶剤／溶媒対照、参

照標準、陽性対照および陰性対照を使用すること。また、参照標準、陽性対照および陰性対照の

濃度は同一でなければならない。 

溶剤対照 
24. 被験物質の溶解に用いる溶剤は、溶剤対照として試験する。ERα CALUX を用いたバイオ

アッセイのバリデーションでは、溶媒としてジメチルスルホキシド（DMSO, 1%（v/v）；

CASRN 67-68-5）を用いた。DMSO 以外の溶剤を使用する場合には、参照標準、対照および被験

物質はすべて同じ溶媒で試験する。アンタゴニスト試験において、溶剤対照には、固定濃度のア

ゴニスト参照標準 17β-エストラジオール（EC50濃度に近似）が含まれることに留意すること。ア

ンタゴニスト試験に用いる溶剤は、溶媒対照を調製して試験する。 

溶媒対照（アンタゴニスト作用） 

25. アンタゴニスト試験では、試験培地に固定濃度のアゴニスト参照標準 17β-エストラジオー

ル（EC50 濃度に近似）を添加する。被験物質の溶解に用いる溶剤のアンタゴニスト作用について

試験するには、固定濃度のアゴニスト参照標準 17β-エストラジオールなしで試験培地を調製する

必要がある。この対照試料を溶媒対照とする。ERα CALUX を用いたバイオアッセイのバリデー

ションでは、溶媒としてジメチルスルホキシド（DMSO, 1%（v/v）；CASRN 67-68-5）を用いた。

DMSO 以外の溶剤を使用する場合には、参照標準、対照および被験物質はすべて同じ溶媒で試験

する。 

参照標準 
26. アゴニスト参照標準は 17β-エストラジオールである（表 1）。参照標準は、8 つの濃度の

17β-エストラジオール（1.0 × 10-13、3.0 × 10-13、1.0 × 10-12、3.0 × 10-12、6.0 × 10-12、1.0 × 10-11、

3.0 × 10-11、1.0 × 10-10 M）の一連の希釈液からなる。 
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27. アンタゴニスト参照標準はタモキシフェンである（表 2）。参照標準は、8つの濃度のタモ

キシフェン（3.0 × 10-09、1.0 × 10-08、3.0 × 10-08、1.0 × 10-07、3.0 × 10-07、1.0 × 10-06、3.0 × 10-

06、1.0 × 10-05 M）の一連の希釈液からなる。各濃度のアンタゴニスト参照標準は、固定濃度のア

ゴニスト参照標準 17β-エストラジオール（3.0 × 10-12 M）と混合培養する。 

陽性対照 
28. アゴニスト試験の陽性対照は 17α-メチルテストステロンである（表 1）。 

29. アンタゴニスト試験の陽性対照は 4-ヒドロキシタモキシフェンである（表 2）。このアン

タゴニスト陽性対照は、固定濃度のアゴニスト参照標準 17β-エストラジオール（3.0 × 10-12 M）

と混合培養する。 

陰性対照 
30. アゴニスト試験の陰性対照はコルチコステロンである（表 1）。 

31. アンタゴニスト試験の陰性対照はレスベラトロールである（表 2）。このアンタゴニスト

陰性対照は、固定濃度のアゴニスト参照標準 17β-エストラジオール（3.0 × 10-12 M）と混合培養

する。 

試験施設の習熟度証明（本試験ガイドライン（8～15 ページ）の段落 14 ならびに« ER TA 試験法
の構成要素» の表 3 および表 4 を参照） 

溶媒 

32. 被験物質の溶解に使用する溶剤は、被験物質を完全に可溶化し、細胞培地との混和性があ

るものでなければならない。DMSO、水およびエタノール（純度 95%～100%）が適切な溶剤であ

る。DMSO を溶剤として使用する場合、培養中の DMSO の最高濃度は 1%（v/v）を超えてはなら

ない。使用前に、溶剤に細胞毒性がないか、また、試験法の性能の妨げとならないかを試験する

必要がある。 

参照標準、陽性対照、陰性対照および被験物質の調製 

33. 参照標準、陽性対照、陰性対照および被験物質は 100% DMSO（または適切な溶剤）を溶

解させる。次に、同じ溶剤で適切な（段階）希釈液を調製する。被験物質はすべて、溶解前に室

温に平衡化させる。新たに調製した参照標準、陽性対照、陰性対照および被験物質の原液には、

顕著な沈殿または混濁を認めてはならない。参照標準および対照の原液は、まとめて調製しても

よい。被験物質の原液は、実験ごとに新しく調製する。参照標準、陽性対照、陰性対照および被

験物質の最終希釈液は、実験ごとに新しく調製し、調製後 24 時間以内に使用すること。 

溶解度、細胞毒性および濃度範囲設定試験 

34. プレスクリーニングランでは、選択した溶剤中の被験物質の溶解度を求める。0.1 Mの最大

ストック濃度で調製する。この濃度で溶解性に問題がある場合は、被験物質が完全に溶解するま

で濃度を下げて原液を調製する。プレスクリーニングランでは、被験物質の 1:10 段階希釈液を試

験する。アゴニスト試験またはアンタゴニスト試験の最高試験濃度は 1 mM である。プレスクリ

ーニング後、包括的ランで試験すべき適切で正確な濃度範囲を導出する。包括的試験に使用する
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希釈倍率は、1 倍、3倍、10 倍、30 倍、100 倍、300 倍、1000 倍および 3000 倍とする。 

35.   細胞毒性試験は、アゴニストおよびアンタゴニスト試験法の手順書に記載されている(11)。
また、細胞毒性試験は、プレスクリーニングと包括的ランの両方に組み込まれている。ERα 
CALUXを用いたバイオアッセイのバリデーションで細胞毒性の評価に用いた方法は、被験物質へ

の曝露後の乳酸脱水素酵素（LDH）漏出試験および細胞の定性的目視検査（補遺 1 参照）であっ

た。ただし、細胞毒性を測定するために他の定量的方法（テトラゾリウムベースの比色（MTT）
分析法または CALUX を用いた細胞毒性バイオアッセイなど）を使用することができる。一般に、

細胞生存率が 20%を超えて低下する被験物質濃度は細胞毒性があるとみなされるため、データの

評価には使用できない。LDH 漏出試験に関しては、LDH 漏出率が 120%を超える場合、その被験

物質濃度は細胞毒性があるとみなされる。 

被験物質の曝露およびアッセイプレートの構成 

36. フラスコのコンフルエントな培養細胞をトリプシン処理した後、細胞を 1 x 105個/mL でエ

ストロゲンを含まない試験培地中に再懸濁する。再懸濁した細胞百 μL を 96 ウェルマイクロタイ

タープレートの内側のウェルに播種する。外側のウェルにリン酸緩衝生理食塩水（PBS）200 μL
を充填する（図 1 および図 2 参照）。播種した細胞は、CO2 インキュベーター（5% CO2、37°C、
湿度 100%）で 24 時間前培養する。 

37. 前培養後、細胞毒性（補遺 1 参照）、汚染および細胞密集度についてプレートを目視で検

査する。目視で細胞毒性や汚染が認められず、細胞密集度が 85%以上のプレートのみを試験に使

用する。内側のウェルの培地を慎重に取り除き、参照標準、被験物質、陽性対照、陰性対照およ

び溶剤対照の適切な一連の希釈液を含み、エストロゲンを含まない試験培地 200μL に置き換える

（表 5：アゴニスト試験、表 6：アンタゴニスト試験）。すべての参照標準、被験物質、陽性対照、

陰性対照および溶剤対照は 3 回ずつ試験する。図 1 に、アゴニスト試験のプレート配置を示す。

図 2 に、アンタゴニスト試験のプレート配置を示す。プレスクリーニング試験と包括試験のプレ

ート配置は同一である。アンタゴニスト試験では、溶媒対照のウェル（VC）を除くすべての内側

のウェルにも、固定濃度のアゴニスト参照標準 17β-エストラジオール（3.0 × 10-12 M）が含まれて

いる。各 TC プレートに参照標準 C8 および C4を添加しなければならないことに留意すること。 

38. すべての化学物質に細胞を曝露させた後、96 ウェルマイクロタイタープレートを CO2 イン

キュベーター（5% CO2、37°C、湿度 100%）内でさらに 24 時間培養する。  
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図 1 プレスクリーニングおよびアゴニスト作用評価のための 96 ウェルマイクロタイタープレート

のプレート配置。 
プレート 1 

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

A             

B  C0 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 PC  

C  C0 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 PC  

D  C0 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 PC  

E  SC TC1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TC1-6 TC1-7 TC1-8 NC  

F  SC TC1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TC1-6 TC1-7 TC1-8 NC  

G  SC TC1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TC1-6 TC1-7 TC1-8 NC  

H             

以降のプレート 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             

B  SC TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 C8 (max)  

C  SC TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 C8 (max)  

D  SC TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 C8 (max)  

E  SC TCx-1 TCx-2 TCx-3 TCx-4 TCx-5 TCx-6 TCx-7 TCx-8 C4 (EC50)  

F  SC TCx-1 TCx-2 TCx-3 TCx-4 TCx-5 TCx-6 TCx-7 TCx-8 C4 (EC50)  

G  SC TCx-1 TCx-2 TCx-3 TCx-4 TCx-5 TCx-6 TCx-7 TCx-8 C4 (EC50)  

H             

C0 = 参照標準溶剤。 
C(1-8) = 参照標準の一連の希釈液（1～8、低～高濃度）。 
PC = 陽性対照。 
NC = 陰性対照。 
TCx-(1-8) = プレスクリーニングランおよび被験物質 x のアゴニスト作用評価のための被験物質の希釈液

（1～8、低～高濃度）。 
SC = 被験物質溶剤対照（C0 と同じ溶媒であることが望ましいが、別のロットのものである可能性

もある）。 
グレーセル： = 200 μl の PBS を満たした外側のウェル。  
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図 2 アンタゴニストのプレスクリーニングおよびアンタゴニスト作用評価のための 96 ウェルマイ

クロタイタープレートのプレート配置。 
プレート 1 

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

A             

B  C0 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 VC  

C  C0 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 VC  

D  C0 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 VC  

E  NC TC1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TC1-6 TC1-7 TC1-8 PC  

F  NC TC1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TC1-6 TC1-7 TC1-8 PC  

G  NC TC1-1 TC1-2 TC1-3 TC1-4 TC1-5 TC1-6 TC1-7 TC1-8 PC  

H             

以降のプレート 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             

B  SC TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 C8 (max)  

C  SC TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 C8 (max)  

D  SC TC2-1 TC2-2 TC2-3 TC2-4 TC2-5 TC2-6 TC2-7 TC2-8 C8 (max)  

E  C4 (IC50) TCx-1 TCx-2 TCx-3 TCx-4 TCx-5 TCx-6 TCx-7 TCx-8 C8 (max)  

F  C4 (IC50) TCx-1 TCx-2 TCx-3 TCx-4 TCx-5 TCx-6 TCx-7 TCx-8 C8 (max)  

G  C4 (IC50) TCx-1 TCx-2 TCx-3 TCx-4 TCx-5 TCx-6 TCx-7 TCx-8 C8 (max)  

H             

C0 = 参照標準溶剤。 
C(1-8) = 参照標準の一連の希釈液（1～8、低～高濃度）。 
NC = 陰性対照。 
PC = 陽性対照。 
TCx-(1-8) = プレスクリーニングランおよび被験物質 x のアゴニスト作用評価のための被験物質の希釈液

（1～8、低～高濃度）。 
SC = 被験物質溶剤対照（C0 と同じ溶媒であることが望ましいが、別のロットのものである可能性

もある）。 
VC = 溶媒対照（固定濃度のアゴニスト参照標準 17β-エストラジオールを含まない溶剤対照）。 
グレーセル： = 200 μl の PBS を満たした外側のウェル。 

注： 溶媒対照のウェル（VC）を除くすべての内側のウェルにも、固定濃度のアゴニスト参照標準

17β-エストラジオール（3.0 × 10-12 M）が含まれている。 

発光の測定 

39. 発光の測定については、アゴニストおよびアンタゴニスト試験法の手順書で詳細に説明し

ている(10)。細胞膜を開いてルシフェラーゼ活性を測定できるようにするため、24 時間培養後に

ウェルから培地を取り除き、細胞を溶解する。 

40. 発光を測定するには、この手順では 2 つのインジェクターを備えた照度計が必要となる。

ルシフェラーゼ応答は、基質であるルシフェリンを注入することにより開始する。0.2 M NaOH を

加えて応答を停止させる。応答を停止して、1つのウェルからもう 1つのウェルへの発光の持ち越

しを防ぐ。 

41. 各ウェルから放出される光は、ウェルあたりの相対発光量（RLU）として表す。 
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プレスクリーニングラン 

42. プレスクリーニング分析の結果を用いて、包括試験のために被験物質の正確な濃度範囲を

求める。プレスクリーニング分析結果の評価および包括試験のための被験物質の正確な濃度範囲

の決定については、アゴニストおよびアンタゴニスト試験法の手順書(10)に詳細に記載している。

ここでは、アゴニストおよびアンタゴニスト試験のための被験物質の濃度範囲を決定する手順の

概要を示す。一連の希釈液デザインのガイダンスについては、表 5 および表 6 を参照のこと。 

アゴニスト作用評価のための濃度選択 

43. プレスクリーニングランで、表 5（アゴニスト作用）および表 6（アンタゴニスト作用）に

示すように、一連の希釈液を用いて被験物質を試験する。すべての濃度について、図 1（アゴニ

スト作用）または図 2（アンタゴニスト作用）に示すプレート配置に従って、3 連のウェルで試験

すること。 

44. 許容基準（表 3）を満たす分析結果のみを有効とみなし、被験物質に対する応答の評価に

用いる。一連の分析において 1 枚以上のマイクロタイタープレートが許容基準を満たさなかった

場合、それぞれのマイクロタイタープレートを再分析する。参照標準の一連の希釈液全体を含む

最初のプレートが許容基準を満たさない場合、一連の試験全体（6 プレート）を再分析しなけれ

ばならない。 

45. 以下の場合、被験物質の初期濃度範囲を調整し、プレスクリーニングランを再度実施する。 
- 細胞毒性が認められる場合。プレスクリーニング手順は、被験物質の非細胞毒性濃度を下

げて再度実施する必要がある。 
- 被験物質のプレスクリーニングで、被験濃度により最大誘導が生じるために、完全な用量

応答曲線がみられない場合。被験物質の濃度を下げてプレスクリーニングランを再度実施する必

要がある。 

46. 有効な用量依存性応答が認められた場合、最大誘導が認められ、細胞毒性を示さない（最

低）濃度を選択すること。包括的ランで試験する被験物質の最高濃度は、この選択した濃度の 3
倍でなければならない。 

47. 被験物質の一連の正確な希釈液全体を表 5 に示す希釈段階で調製し、上記で決定した最高

濃度から開始する。 

48. アゴニスト作用を誘発しない被験物質は、プレスクリーニングで特定した細胞毒性を示さ

ない最高濃度から開始して包括的ランで試験する。 

アンタゴニスト作用評価のための濃度選択 

49. 許容基準（表 4）を満たす分析結果のみを有効とみなし、被験物質に対する応答の評価に

用いる。一連の分析において 1 枚以上のマイクロタイタープレートが許容基準を満たさなかった

場合、それぞれのマイクロタイタープレートを再分析する。参照標準の一連の希釈液全体を含む

最初のプレートが許容基準を満たさない場合、一連の試験全体（6 プレート）を再分析しなけれ

ばならない。 

50. 以下の場合、被験物質の初期濃度範囲を調整し、プレスクリーニングランを再度実施する。  



 
 455 | 67  

©OECD 2021 

- 細胞毒性が認められる場合。プレスクリーニング手順は、被験物質の非細胞毒性濃度を下

げて再度実施する必要がある。 
- 被験物質のプレスクリーニングで、被験濃度により最大阻害が生じるために、完全な用量

応答曲線がみられない場合。被験物質の濃度を下げてプレスクリーニングを再度実施する必要が

ある。 

51. 有効な用量依存性応答が認められた場合、最大阻害が認められ、かつ細胞毒性を示さない

（最低）濃度を選択すること。包括的ランで試験する被験物質の最高濃度は、この選択した濃度

の 3 倍でなければならない。 

52. 被験物質の一連の正確な希釈液全体を表 6 に示す希釈段階で調製し、上記で決定した最高

濃度から開始する。 

53. アンタゴニスト作用を誘発しない被験物質は、プレスクリーニングで試験した細胞毒性を

示さない最高濃度から開始して包括的ランで試験する。 

包括的ラン 

54. 正確な濃度範囲を選択した後、表 5（アゴニスト作用）および表 6（アンタゴニスト作用）

に示すように、一連の希釈液を用いて包括的に被験物質を試験する。すべての濃度について、図

1（アゴニスト作用）または図 2（アンタゴニスト作用）に示すプレート配置に従って、3 連のウ

ェルで試験すること。 

55. 許容基準（表 3 および表 4）を満たす分析結果のみを有効とみなし、被験物質に対する応

答の評価に用いる。一連の分析において 1 枚以上のマイクロタイタープレートが許容基準を満た

さなかった場合、それぞれのマイクロタイタープレートを再分析する。参照標準の一連の希釈液

全体を含む最初のプレートが許容基準を満たさない場合、一連の試験全体（6 プレート）を再分

析しなければならない。  
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表 5 アゴニスト試験に使用する参照標準、対照および被験物質の濃度および希釈度 
参照 17β-エストラジオール

の濃度(M) 
TCX-プレスクリーニングラン

の希釈度 TCx-包括的ランの希釈度 対照の濃度(M) 

C0 0 TCx-1 10,000,000 x TCx-1 3,000 x PC 3.0*10-06 

C1 1.0*10-13 TCx-2 1,000,000 x TCx-2 1,000 x NC 1.0*10-08 

C2 3.0*10-13 TCx-3 100,000 x TCx-3 300 x C0 0 
C3 1.0*10-12 TCx-4 10,000 x TCx-4 100 x SC 0 
C4 3.0*10-12 TCx-5 1,000 x TCx-5 30 x   
C5 6.0*10-12 TCx-6 100 x TCx-6 10 x   
C6 1.0*10-11 TCx-7 10 x TCx-7 3 x   
C7 3.0*10-11 TCx-8 1 x TCx-8 1 x   
C8 1.0*10-10       

TCx - 被験物質 x 
PC - 陽性対照（17α-メチルテストステロン） 
NC - 陰性対照（コルチコステロン） 
C0 - 参照標準溶剤対照 
SC - 被験物質溶剤対照 

表 6 アンタゴニスト試験に使用する参照標準、対照および被験物質の濃度および希釈度 
参照タモキシフェンの濃度

(M) 
TCX-プレスクリーニングラン

の希釈度 TCx-包括的ランの希釈度 対照の濃度(M) 

C0 0 TCx-1 10,000,000 x TCx-1 3,000 x PC 1.0*10-09 

C1 3.0*10-09 TCx-2 1,000,000 x TCx-2 1,000 x NC 1.0*10-05 

C2 1.0*10-08 TCx-3 100,000 x TCx-3 300 x C0 0 
C3 3.0*10-08 TCx-4 10,000 x TCx-4 100 x SC 0 
C4 1.0*10-07 TCx-5 1,000 x TCx-5 30 x   
C5 3.0*10-07 TCx-6 100 x TCx-6 10 x 

添加アゴニストの濃度(M) C6 1.0*10-06 TCx-7 10 x TCx-7 3 x 
C7 3.0*10-06 TCx-8 1 x TCx-8 1 x 17β- 

エストラジ

オール 
3.0*10-12 

C8 1.0*10-05     

TCx - 被験物質 x 
PC - 陽性対照（4-ヒドロキシタモキシフェン） 
NC - 陰性対照（レスベラトロール） 
C0 - 参照標準溶剤対照 
SC - 被験物質溶剤対照 
VC - 溶媒対照（アゴニスト参照標準 17β-エストラジオールの固定濃度（3.0 × 10-12 M）を含まない） 

 
 
 
 
データの収集およびデータ解析 

56. プレスクリーニングランおよび包括的ランの後、アゴニスト試験のために被験物質の EC10、

EC50、PC10、PC50 および最大誘導（TCxmax）を求める。アンタゴニスト試験では、IC20、IC50、

PC80、PC50 および最小誘導（TCxmin）を算出する。図 3（アゴニスト作用）および図 4（アンタゴ

ニスト作用）に、これらのパラメータを図示する。必要なパラメータは、各被験物質の相対誘導

率（参照標準の最大誘導能（ = 100%）に対する）に基づいて算出する。非線形回帰（可変勾配、

4 つのパラメータ）を用いて、以下の式に従ってデータを評価する。 

 y = Bottom + 
(Top - Bottom )  

(1 + 10 ((LogEC50 – x) *ヒル勾配 ))  
 Top = 最大誘導能（%） 
 X = 用量または濃度の対数 

Y = 応答（相対誘導能（%）） 
Bottom = 最小誘導能（%） 
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LogEC50

 = 最大応答の 50%が観測される

濃度の対数 
ヒル勾配 = ヒル勾配の勾配係数 
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57. 相対発光量（RLU）で表される照度計の生データは、プレスクリーニングランおよび

包括的ラン用に作成されたデータ解析用スプレッドシートに転送する。生データは、表 3A お

よび表 3B（アゴニスト作用）、または表 4A および表 4B（アンタゴニスト作用）に示す通り、

許容基準を満たしていなければならない。生データが許容基準を満たしている場合、必要なパ

ラメータを決定するために以下の計算ステップを実施する。 

アゴニスト作用 
- 参照標準の各分析生データから、参照標準溶剤対照の平均 RLU を引く。 
- 被験物質の各分析生データから、被験物質溶剤対照の平均 RLU を引く。 
- 参照標準の各濃度の相対誘導能を算出する。参照標準の最高濃度の誘導能は 100%
に設定する。 

- 参照標準の最高濃度に対する各濃度の被験物質の相対誘導能を 100%として算出す

る。 
- 非線形回帰（可変勾配、4 パラメータ）に従って分析結果を評価する。 
- 参照標準の EC50および EC10を求める。 
- 被験物質の EC50および EC10を求める。 
- 被験物質の最大相対誘導能（TCmax）を求める。 
- 被験物質の PC10および PC50を求める。 

被験物質の場合、細胞毒性や溶解性の問題などにより、必ずしも完全な用量応答曲線が得られ

るとは限らない。したがって、EC50、EC10 および PC50 を求めることはできない。このような

場合、PC10および TCmaxのみを求めることができる。 

アンタゴニスト作用 
- 参照標準の各分析生データから、参照標準の最高濃度の平均 RLU を引く。 
- 被験物質の各分析生データから、参照標準の最高濃度の平均 RLU を引く。 
- 参照標準の各濃度の相対誘導能を算出する。参照標準の最低濃度の誘導能は 100%
に設定する。 

- 参照標準の最低濃度に対する各濃度の被験物質の相対誘導能を 100%として算出す

る。 
- 非線形回帰（可変勾配、4 パラメータ）に従って分析結果を評価する。 
- 参照標準の IC50および IC20を求める。 
- 被験物質の IC50および IC20を求める。 
- 被験物質の最小相対誘導能（TCmin）を求める。 
- 被験物質の PC80および PC50を求める。  
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図 3 アゴニストアッセイで測定したパラメータの概要 
EC10

 = 最大応答の 10%が認められる物質の濃度。 
EC50 = 最大応答の 50%が認められる物質の濃度。 
PC10 = 応答が参照標準の EC10と等しい被験物質の濃度。 
PC50

 = 応答が参照標準の EC50と等しい被験物質の濃度。 
TCxmax

 = 被験物質の最大相対誘導能。 

 
図 4 アンタゴニストアッセイで測定されたパラメータの概要。 

IC20
 = 最大応答の 80%が認められる物質の濃度（20%阻害）。 

IC50 = 最大応答の 50%が認められる物質の濃度（50%阻害）。 
PC80

 = 応答が参照標準の IC20と等しい被験物質の濃度。 
PC50

 = 応答が参照標準の IC50と等しい被験物質の濃度。 
TCxmin

 = 被験物質の最小相対誘導能。 
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被験物質の場合、細胞毒性や溶解性の問題などにより、必ずしも完全な用量応答曲線が得られ

るとは限らない。したがって、IC50、IC20および PC50を求めることはできない。このような場

合、PC20および TCminのみを求めることができる。 

58. 結果は、2 回（または 3 回）の独立したランに基づいて算出する必要がある。2 回のラ

ンの結果が近似しており再現性が認められる場合には、3 回目のランを行う必要はない。許容

できる結果とは、次の条件を満たすものをいう。 

● 許容基準を満たす（許容基準の段落 14～22 を参照）。 

● 再現性を有する。 

データ解釈の基準 

59. データの解釈および被験物質を陽性または陰性とみなすかどうかの判断には、以下の

基準を使用する。 

アゴニスト作用 
以下の場合、包括的ランごとに被験物質を陽性とみなす。 
1 TCmaxが参照標準の最大応答の 10%以上（REF10）。 
2 被験物質の少なくとも 2 つの連続した濃度が REF10以上。 

以下の場合、包括的ランごとに被験物質を陰性とみなす。 
1 TCmaxが参照標準の最大応答の 10%を超えない（REF10）。 
2 REF10以上の被験物質の濃度が 2 つ以下。 

アンタゴニスト作用 
以下の場合、包括的ランごとに被験物質を陽性とみなす。 
1 TCminが参照標準の最大応答の 80%以下（REF80 = 20%阻害）。 
2 被験物質の少なくとも 2 つの連続した濃度が REF80以下。 

以下の場合、包括的ランごとに被験物質を陰性とみなす。 
1 TCminが参照標準の最大応答の 80%を超える（REF80 = 20%阻害）。 
2 REF80以下の被験物質の濃度が 2 つ以下。 

60. 被験物質の陽性応答の力価を特徴付けるため、作用の大きさ（アゴニスト作用：TCmax、

アンタゴニスト作用:TCmin）およびその作用が生じる濃度（アゴニスト作用：EC10、EC50、

PC10、PC50、アンタゴニスト作用:IC20、IC50、PC80、PC50）を報告する。  
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61. 

試験報告書 

62. 「ER TA 試験法の構成要素」（本試験法ガイドライン 8～14 ページ）の段落 20 を参

照。  
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補遺 1：細胞生存率の目視検査 

 

細胞密集度 85%超。この段階では、細胞が被験物

質に曝露される。細胞生存率 95%超。 
分類：「細胞毒性なし」 

細胞密集度 5%未満。細胞は播種されたばかりであ
る。細胞生存率 100%。 
分類：「細胞毒性なし」 

細胞生存率25%未満。細胞が剥離し、細胞同士の接

触が減少する。細胞は丸みを帯びている。 
分類：「細胞毒性あり」 

細胞密集度 95%超。細胞が密集して過剰に増殖し始

める。細胞生存率 95%超。 
分類：「細胞毒性なし」 

細胞生存率 5%未満。細胞が完全に剥離し、細胞同

士の接触が断たれる。細胞は丸みを帯びている。

分類：「細胞毒性あり」 
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	性能に基づく試験法ガイドライン
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	4. In vitroでのTA試験は、レポーター遺伝子産物の転写を制御する特異的受容体と物質との直接的または間接的な相互作用を基にしている。このような試験は、ERのような特定の核内受容体により制御される遺伝子発現を評価するために広く用いられてきた(12)(13)(14)(15)(16)。これらは、ERにより制御されるエストロゲンの転写活性化の検出に対して提案されている(17)(18)(19)。核内ERには、それぞれαとβと呼ばれる少なくとも2つの主要なサブタイプがあり、これらは異なる遺伝子によって...
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	試験報告書
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	試験法：
	対照／参照標準／被験物質
	単一成分物質：
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	細胞：
	試験条件：
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	結果：


	参考文献 (1)
	定義および略語

	初期検討事項および制限事項（1ページの「一般的な緒言」も参照）
	1. この転写活性化（TA）試験では、hERα-HeLa-9903細胞株を用いて、ヒトエストロゲン受容体α（hERα）を介したエストロゲンアゴニスト活性を検出する。hERα-HeLa-9903細胞株を用いて、ヒトエストロゲン受容体α（hERα）を介したエストロゲンアゴニストおよびアンタゴニストの活性を検出する、日本の化学物質評価研究機構（CERI）による安定に形質移入した転写活性化（STTA）試験法のバリデーション試験で、この試験法の意図する目的の妥当性および信頼性が立証された(1)。
	2. 本試験法は、化学発光をエンドポイントとして測定することにより、hERαを介したTAを検出するように特別に設計されている。しかし、1 μMを超える植物性エストロゲン濃度では、ルシフェラーゼレポーター遺伝子の過剰活性化による非受容体媒介性発光シグナルが報告されている(2)(3)。用量応答曲線は、ER系の真の活性化が低濃度で起こることを示しているが、ルシフェラーゼレポーター遺伝子の植物性エストロゲン様過剰活性化を引き起こすと疑われる高濃度の植物性エストロゲンまたは類似化合物で得られるルシフェラーゼ...
	3. 規制目的で本試験法を使用する前に、「一般的な緒言」 および 「ER TA試験法の構成要素」（1～14ページ）を読むこと。本試験法ガイドラインで使用する定義および略語は、補遺1に記載している。

	本試験法の原理（1ページの「一般的な緒言」も参照）
	4. 本試験法は、エストロゲン受容体とリガンドのシグナル結合に用いる。リガンドと結合すると、受容体-リガンド複合体は細胞核へ移行し、そこで特異的なDNA応答エレメントと結合し、ホタルルシフェラーゼのレポーター遺伝子を転写活性化することで、ルシフェラーゼ酵素の細胞内発現量を増加させる。ルシフェリンは、ルシフェラーゼ酵素により照度計での定量的測定が可能な生物発光生成物に変換される基質である。ルシフェラーゼ活性は、市販されている数多くの試験キットを用いることで速やかに、かつ低廉な費用で測定することができる。
	5. 本試験系では、ヒト子宮頸部腫瘍由来に由来する安定的に挿入された以下の2つの構築物を持つhERα-HeLa-9903細胞株を用いている：(i) hERα発現構築物（完全長のヒト受容体をコードする）および (ii) マウスメタロチオネイン（MT）プロモーターTATAエレメントによって駆動される、ビテルロゲニンのエストロゲン応答エレメント（ERE）の5本のタンデムリピートを有するホタルルシフェラーゼレポーター構築物。マウスMT TATA遺伝子構築物は、最良の性能を有することが示されており、一般的に...
	6. ERアゴニストアッセイの場合、データ解釈は、被験物質によって誘発された最大応答レベルが、陽性対照（PC）である17β-エストラジオール（E2）の最大誘導（1 nM）濃度により誘発されたアゴニスト応答の10%以上であるか否か（すなわちPC10）に基づいて行う。ERアンタゴニストアッセイの場合、データの解釈は、細胞毒性のないスパイクインコントロール（E2の25 pM）により誘発された応答から、応答が30%以上の活性低下を示すか否かに基づいて行う。データの解析および解釈については、段落34～48で...

	手順
	7. 試験には、安定に形質移入したhERα-HeLa-9903細胞株を使用する。この細胞株は、JCRB（Japanese Collection of Research Bioresources）細胞バンク1F から、物質移動合意書（MTA、 Material Transfer Agreement）に署名した上で入手することができる。
	8. 試験には、マイコプラズマを含まないことが確認された細胞のみを使用すること。RT-PCR（リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応）は、マイコプラズマ感染を高感度で検出するために選択すべき方法である(4)(5)(6)。
	9. 細胞株の安定性をモニターするため、アゴニストアッセイの参照標準としてE2、17α-エストラジオール、17α-メチルテストステロンおよびコルチコステロンを使用し、試験実施ごとに少なくとも1回、表1に示す試験濃度範囲における完全な濃度応答曲線を測定し、結果は表1に示す結果と一致しなければならない。
	10. アンタゴニストアッセイの場合、タモキシフェンとフルタミドの2つの参照標準の完全な濃度応答曲線を各ランで同時に測定する。この2つの化学物質について陽性か陰性かの定性的分類をモニターする必要がある。
	11. 細胞は、60 mg/Lの抗生物質カナマイシンおよび10%のチャコール・デキストラン処理ウシ胎児血清（DCC-FBS）を添加した、フェノールレッドを含まないイーグル最小必須培地（EMEM）で、37±1 CのCO2インキュベーター（5% CO2）内で維持する。細胞密集度が75～90%に達したら、100 mmの細胞培養ディッシュに、1mLあたり0.4 x 105～1 x 105細胞、10mLで継代する。細胞を10% FBS-EMEM（DCC-FBSを添加したEMEMと同じ）で懸濁してから、1 x...
	12. 応答の完全性を維持するため、細胞は凍結保存状態から取り出した後、調整済みの細胞増殖用培地にて2代以上継代させ、継代回数は40代を超えないようにする。hERα-HeLa-9903細胞株の場合、これは3ヵ月未満である。ただし、不適切な培養条件で培養した場合、細胞の性能が低下することがある。
	13. DCC-FBSは付録2の記載通りに調製するか、市販品を入手することができる。
	14. 試験前および試験中に、濃度の強力なエストロゲン：E2、弱エストロゲン（17α-エストラジオール）、非常に弱いアゴニスト（17α-メチルテストステロン）および陰性物質（コルチコステロン）を適切な濃度で用いて試験系の応答性を検証する必要がある。バリデーション試験(1)で得られた許容値の範囲を表1に示す。これら4種類の参照化学物質について同時に行う検証は、実験のたびに行い、結果が規定の許容範囲内に収まらなければならない。もし収まらなかった場合には、許容基準を満たせなかった原因を特定し（細胞の取扱...
	表1：ERアゴニストアッセイの参照標準の許容値の範囲

	ERアンタゴニストアッセイの陽性および陰性の参照標準
	15. 試験前および試験中に、適切な濃度の陽性物質（タモキシフェン）および陰性物質（フルタミド）を用いて試験系の応答性を検証する必要がある。バリデーション試験(1)で得られた許容値の範囲を表2に示す。これらの2つの同時参照標準を各実験に含めなければならず、その結果は基準に示された通りに正確に判定されなければならない。もし収まらなかった場合には、基準を満たせなかった原因を特定し（細胞の取扱い上の問題、血清や抗生物質の品質および濃度の問題など）、試験をやり直す。さらに、陽性物質（タモキシフェン）のIC...
	表2：ERアンタゴニストアッセイの2つの参照標準の基準および許容値の範囲

	16. ERアゴニストアッセイ（1 nMのE2）およびERアンタゴニストアッセイ（10μMのTAM）の陽性対照（PC）は、各プレートで3回以上試験する。被験物質の溶解に使用する溶媒は、溶媒対照（VC）として各プレートで3回以上試験する。このVCに加え、PCに被験物質とは異なる溶媒を使用する場合、PCと同じプレート上で別のVCを3回以上試験する。
	17. 陽性対照（1 nMのE2）のルシフェラーゼ活性の平均値は、各プレートの平均VCの4倍以上でなければならない。この基準は、バリデーション試験の評価項目の値の信頼性（従来は4～30倍）に基づいて設定されている。
	18. 試験法の品質管理に関して、同時PC（1 nMのE2）のPC10値に相当する誘導倍率は、同時VCの誘導倍率の値（= 1）の1 + 2SDを超えていなければならない。優先順位付けのために、PC10値は統計解析と比較して必要なデータ解析を単純化するのに役立つ可能性がある。統計解析では有意性に関する情報が得られるが、統計解析は濃度に基づく潜在的可能性に関しては定量的なパラメータではないため、優先順位付けにはあまり有用ではない。
	19. スパイクインコントロール（25 pM E2）の平均ルシフェラーゼ活性は、各プレートの平均VCの4倍以上でなければならない。この基準は、バリデーション試験の評価項目の値の信頼性に基づいて設定されている。
	20. 試験法の品質管理に関して、1 nMのE2の相対的転写活性化（RTA）が100%を超え、範囲0.1 μM～1 μMの4-ヒドロキシタモキシフェン（OHT）濃度のRTAが40.6%未満であり、100 μMのジギトニン（Dig）のRTAが0%未満でなければならない。試験施設は、試験法を設定する際に、OHT予備試験に基づいてOHT濃度を選択できる。タモキシフェンのIC50を含め、他のすべての習熟度および許容性基準を満たす必要がある。

	試験施設の習熟度証明（本試験ガイドライン（8～15ページ）の段落14ならびに« ER TA試験法の構成要素» の表3および表4を参照）。
	溶媒
	21. 様々な陽性対照、陰性対照および被験物質に使用しているものと同濃度のジメチルスルホキシド（DMSO）または適切な溶剤を同時VCとして用いる。被験物質を溶解することができ、細胞培地と混和可能な溶剤に被験物質を溶解する。適切な溶媒は、水、エタノール（純度95%～100%）およびDMSOである。DMSOを用いる場合は、濃度が0.1%（v/v）を超えてはならない。いずれの溶媒についても、最大使用量で細胞毒性を示さず、試験の性能に影響しないことを実証しなければならない。

	被験物質の調製
	22. 一般に、培地で希釈するための溶液を調製するためには、被験物質をDMSOまたは適切な溶剤に溶解し、同じ溶剤を用いて、公比1:10で段階希釈する。

	溶解度および細胞毒性：範囲設定のための検討
	23. 予備的試験を実施し、被験化学物質について適切な濃度範囲を決定するとともに、これらの化学物質に溶解性および細胞毒性上の問題があるかどうかを確認する。まず、1 μL/mL、1 mg/mLまたは1 mMのうち、最も低い濃度にあたるものを最高濃度とし化学物質の試験を行う。予備試験で認められた細胞毒性の程度または溶解性の欠如に基づき、初回の確定用ランを実施し、最大許容濃度（1 mM、100 μM、10 μMなど）からの対数段階希釈法により化学物質を試験し、混濁や沈殿、または細胞毒性の兆候の有無を確認...
	24. ERアゴニストおよびアンタゴニストについては、高いレベルの細胞毒性があると、典型的なシグモイド応答を有意に変化させたり、認められなくする場合があるため、データを解釈する際には考慮に入れる必要がある。細胞毒性の試験法は80%の細胞生存率に関する情報が得られるものを選択し、実験室での経験に基づいた適切なアッセイを利用して実施する。
	25. 細胞毒性試験の結果、被験物質のある濃度において細胞数が20%以上減少した場合、この濃度は細胞毒性を示すとみなし、細胞毒性濃度およびこれを超える濃度は評価から除外する。

	化学物質への曝露およびアッセイプレート構成
	26. 化学物質の希釈（ステップ1および2）および細胞への曝露（ステップ3）の手順は、以下の記載に従って行う。
	表3：ERアゴニストアッセイにおけるアッセイプレート中の参照標準のプレート濃度割り付けの例

	27. 参照標準（E2、17α-エストラジオール、17α-メチルテストステロンおよびコルチコステロン）を各ランで試験する（表3）。E2を最大に誘導できる1 nMのE2で処理したPCウェルとDMSO（または適切な溶剤）のみで処理したVCウェルを、各アッセイプレートに含める（表4）。由来の異なる細胞（異なる継代数、異なるロットなど）を同一の実験に用いる場合、各由来源の細胞について参照標準の試験を行う必要がある。
	28. 化学物質のアンタゴニスト活性を評価するため、A列からG列までのアッセイウェルに25pM E2を添加する。参照標準（タモキシフェンおよびフルタミド）を各ランで試験する。hERα-HeLa-9903細胞株の品質を管理できる1 nMのE2で処理したPCウェル、DMSO（または適切な溶剤）で処理したVCウェル、 「スパイクインコントロール」 に対応する添加したE2にDMSOを添加して処理した0.1% DMSOウェル、最終濃度1 μMのOHTで処理したウェル、および100 μMのDigで処理したウェ...
	29. 必要に応じて、エッジ効果が認められないことを確認する。もしエッジ効果が疑われる場合には、プレートの配置を換えて、この効果をなくすようにする。例えば、周辺部のウェルを除外したプレート配置とするなどの方法が考えられる。
	30. 化学物質を添加した後、アッセイプレートを5% CO2インキュベーターに入れ、37 C±1 Cで20～24時間培養を行い、レポーター遺伝子産物を誘導発現させる。
	31. 揮発性の高い化学物質に対しては特別な考慮を払う必要である。このような場合、近傍の対照物質のウェルが偽陽性を示す場合があるため、対照物質について経験的に得られている予測値を踏まえた上でこの現象に注意を払う必要がある。揮発性が懸念要因となる少数のケースでは、 「プレートシーラー」 の使用が試験実施中に各ウェルを確実に分離する上で有用であり、このような例には推奨される。
	32. 同一化学物質に対する確定試験は日を改め再度実施し、独立性を確保する。

	ルシフェラーゼアッセイ
	33. 許容基準を満たす限り、試験には、市販のルシフェラーゼ測定試薬（Steady-Glo ® Luciferase Assay System（Promega、E2510または同等品）など）または標準的なルシフェラーゼアッセイシステム（Promega、E1500または同等品）を使用することができる。アッセイ試薬は、使用する照度計の感度に基づいて選択する。標準的なルシフェラーゼアッセイシステムを用いる場合、基質を添加する前にCell Culture Lysis Reagent（Promega、E15...


	データの分析
	ERアゴニストアッセイ
	34. ERアゴニストアッセイの場合、PC（1 nMのE2）に対する相対的な転写活性を求めるため、同一プレートから出る発光シグナルの分析を次のステップに従って行うことができる（他の同等な数学的手法も使用可能）。

	EC50、PC50およびPC10誘導の検討
	35. EC50を計算するには完全な濃度応答曲線が必要となるが、被験物質の濃度範囲には制限があるため（例えば、細胞毒性や溶解性の問題等の原因で）、この計算が常に実施可能で実際的であるとはいえない。しかし、EC50および最大誘導レベル（ヒルの式中、Topの値に相当）は有用なパラメータであるため、可能であればこれらのパラメータも報告する必要がある。EC50および最大誘導レベルの計算には、適切な統計ソフトウェアを使用する（Graphpad Prism統計ソフトウェアなど）。
	36. ヒルのロジスティック式を濃度応答データに適用できる場合は、次の式に従ってEC50を算出する(7)。
	37. 各被験化学物質について、次の値を求める。
	38. PCXの値は、XY座標系上においてPCX値のすぐ上とすぐ下の2点間を補間することにより計算できる。PCX値のすぐ上とすぐ下に置かれたデータ点の座標を、それぞれ（a, b）および（c, d）とした場合、PCX値は次の式を用いて計算できる。
	39. PC値の説明を、下の図1に示す。
	図1：PC値の導き方の例。PC（1 nMのE2）を各アッセイプレートに含める。


	ERアンタゴニストアッセイ
	40. ERアンタゴニストアッセイの場合、スパイクインコントロール（E2の25 pM）に対する相対的な転写活性（RTA）を求めるため、同一プレートから出る発光シグナルの分析を次のステップに従って行うことができる（他の同等な数学的手法も使用可能）。

	IC30およびIC50誘導の検討
	41. 陽性の化学物質については、IC30および適切な場合にはIC50を誘導する濃度。
	42. ICXの値は、XY座標系上においてICX値のすぐ上とすぐ下の2点間を補間することにより計算できる。ICX値のすぐ上とすぐ下に置かれたデータ点の座標を、それぞれ（a, b）および（c, d）とした場合、ICX値は次の式を用いて計算できる。
	図2：IC値の導き方の例。スパイクインコントロール（25 pMのE2）を各アッセイプレートに含める。

	43. 結果は、2回（または3回）の独立したランに基づいて算出する必要がある。2回のランの結果が近似しており再現性が認められる場合には、3回目のランを行う必要はない。許容できる結果とは、次の条件を満たすものをいう。

	データ解釈の基準
	表7：ERアゴニストアッセイにおける陽性および陰性の判定基準
	表8：ERアンタゴニスアッセイにおける陽性および陰性の判定基準
	44. データ解釈基準を表7および表8に示す。陽性の結果は、作用の程度およびその作用をもたらした濃度の両方によって説明づけられる。アゴニストアッセイではPC値の50%（PC50）または10%（PC10）が得られたときの濃度、アンタゴニストアッセイではスパイクインコントロール値の50%（IC50）もしくは30%（IC30）を抑制する濃度として結果を表すことにより、この2点の目標が達成されることになる。ただし、被験物質によって誘導された最大応答（RPCMax）が、2回のランのうち2回とも、もしくは3回...
	45. ERアゴニストアッセイにおけるPC10、PC50およびPCMax、ならびにERアンタゴニストアッセイにおけるIC30およびIC50の算出は、OECDの公開ウェブサイト上の試験ガイドラインで利用可能なスプレッドシートを用いて行うことができる2F 。
	46. PC10またはPC50およびIC30またはIC50の値が少なくとも2回得られれば十分である。ただし、同じ濃度範囲におけるデータとして得られたベースライン値に容認できないほど高い変動係数（CV；%）を有するばらつきが認められた場合は、データに信頼性が欠けると判断し、大きなばらつきをもたらした原因を特定しなければならない。PC10の計算に用いるデータポイントについて得られる3連による生データ（すなわち、発光強度データ）のCVは、20%未満となる必要がある。
	47. 許容基準に適合することはアッセイ系が正しく動作していることを示しているが、ある特定のランで正確なデータが得られることを保証するものではない。初回のランでの結果が再現されることが、正確なデータが得られていることの最良の保証となる。
	48. ERアゴニストアッセイでは、陽性の被験化合物、とりわけPC10～PC49に当たる化学物質およびルシフェラーゼを過剰刺激することが疑われる化学物質に関して、本試験法ガイドラインで目的とするスクリーニングおよび優先順位付けに加えてさらに情報が必要な場合には、観察されたルシフェラーゼ活性がERα特異的な応答のみによることを、ERαアンタゴニストを用いて確認することができる（補遺1参照）。


	試験報告書
	49. 「ER TA試験法の構成要素」（本試験法ガイドライン8～15ページ）の段落20を参照。

	参考文献 (2)
	補遺1 - 偽陽性：受容体非介在性の発光シグナルの評価
	1. ERアゴニストアッセイにおける偽陽性は、ルシフェラーゼ遺伝子のER非介在性の活性化、またはこの遺伝子産物の直接的な活性化、すなわち被験物質とは無関係の蛍光発光によりもたらされる。このような作用が起こったことは、不完全または異常な用量応答曲線によって示される。このような作用が疑われる場合は、ERアンタゴニスト（無毒性濃度の4-ヒドロキシタモキシフェン［OHT］など）が応答に及ぼす影響を検査する必要がある。純粋な拮抗薬であるICI 182780は、182780濃度が十分に高いとVCの値を低下させ...
	2. 本手法の妥当性を確保するためには、次の項目を同一のプレート上で試験する必要がある。
	1. VCの平均値を計算する。
	2. OHTで処理していない各ウェルの値からVCの平均値を引く。
	3. OHTの平均値を計算する。
	4. OHTで処理した各ウェルの値からVCの平均値を引く。
	5. PCの平均値を計算する。
	6. その他のすべてのウェルの、PCに対する相対的転写活性を計算する。

	補遺2 - チャコール・デキストラン（DCC）処理血清の調製
	1. チャコール・デキストラン（DCC）による血清の処理は、血清中の残留エストロゲンにより応答に偏りが生じるのを防ぐため、細胞用培地に添加される血清からエストロゲン化合物を除去するのに用いる一般的な方法である。本手法により、500 mLのウシ胎児血清（FBS）を処理することができる。

	構成品
	2. 以下の材料および装置が必要となる。

	手順
	3. 50 mLの遠心分離管を使用するために以下の手順を調整する。

	初期検討事項および制限事項（1ページの「一般的な緒言」も参照）
	1. 本試験法では、VM7Luc4E2細胞株3F を使用する。本試験法は、（米）代替毒性の試験法の評価に関する毒性プログラム省庁間センター（NICEATM）および（米）代替試験法の検証に関する省庁間調整委員会（ICCVAM）によって妥当性の確認がなされてきた(1)。VM7Luc細胞株は、主に内因性ERαおよび少量の内因性ERβを発現する(2)(3)(4)。
	2. 本試験法は、ジメチルスルホキシド（DMSO、CASRN 67-68-5）に溶解させることがで き、DMSOまたは細胞培養培地と応答せず、また、被験濃度において細胞毒性がない限りにおいて、幅広い物質に適用することができる。DMSOが使用できない場合には、エタノールまたは水といった他の溶媒を用いてもよい（段落12参照）。VM7Luc ER TAアゴニスト（アンタゴニスト）の試験法の実証された性能は、本試験法で作成されたデータがER介在の作用メカニズムに関して情報をもたらす場合があり、さらなる試験...
	3. 本試験法は、化学発光をエンドポイントとして測定することにより、hERαおよびhERßを介したTAを検出するように特別に設計されている。発光が高い信号/バックグランド比を持つことからバイオアッセイにおける化学発光の利用が広がっている(10)。ただし、細胞ベースの試験におけるホタルルシフェラーゼの活性は、ルシフェラーゼ酵素を阻害する物質により見かけ上の阻害や蛋白質安定化に起因する発光増加の両方を引き起こし、混乱することがある　(10)。さらに、いくつかのルシフェラーゼベースのERレポーター遺伝子...
	4. 規制目的で本試験法を使用する前に、「一般的な緒言」 および 「ER TA試験法の構成要素」（1～15)ページ）を読むこと。本試験法ガイドラインで使用する定義および略語は、補遺1に記載している。

	本試験法の原理（1ページの「一般的な緒言」も参照）
	5. 本試験法は、ERリガンド結合とそれに続く受容体-リガンド複合体の細胞核への移行を示すために使用される。核の中で、受容体-リガンド複合体は特異的なDNA応答エレメントと結合し、レポーター遺伝子（luc）を転写活性化し、ルシフェラーゼの生成とそれに続く発光を引き起こし、照度計を用いてこれを定量化することができる。ルシフェラーゼ活性は、市販されている数多くのキットを用いることで速やかに、かつ低廉な費用で測定することができる。VM7Luc ER TAは、マウス乳癌ウイルス（MMTV）プロモーターの上...

	手順
	細胞株
	6. 試験には、安定に形質移入したVM7Luc4E2細胞株を使用する。現在、本細胞株は、米国カリフォルニア州デービスのカリフォルニア大学デービス校4F （University of California, Davis, California, USA）、および米国ノースカロライナ州ダラムのXenobiotic Detection Systems Inc.5F から技術ライセンス契約によってのみ入手可能である。

	細胞株の安定性
	7. 細胞株の安定性および完全性を維持するため、細胞を凍結保存状態から細胞維持培地で2代以上継代させる（段落9参照）。細胞は30代を超えて継代させない。VM7Luc4E2細胞株の場合、約3ヵ月で30継代に達する。

	細胞培養および播種条件
	8. 細胞培養の優良規範に関するガイダンスに規定されている手順(5)(6)に従い、実施する作業の完全性、妥当性、および再現性を維持するため、すべての材料および方法の品質を保証する。
	9. VM7Luc4E2細胞は、0.9%ペニシリン-ストレプトマイシンおよび8.0%ウシ胎児血清（FBS）を添加したRPMI 1640培地で、37±1 C、湿度90%±5%、5.0%±1%CO2/空気に設定した専用の組織培養インキュベーターにて維持する。
	10. VM7Luc4E2細胞密集度が約80%に達した時点で、細胞を96ウェルプレートに播いて被験物質に曝露させてルシフェラーゼ活性のエストロゲン依存誘導を解析する前に、48時間継代培養してエストロゲンを含まない環境に馴化させる。エストロゲンを含まない培地（EFM）は、4.5%チャコール／デキストラン処理FBS、1.9% L-グルタミン、および0.9%ペニシリン-ストレプトマイシンを添加した、フェノールレッドを含まないダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）を含む。いずれのプラスチック器具もエストロ...

	許容基準
	11. 試験の合否判定は96ウェルプレートで実施した各実験からの参照標準と対照の結果の評価に基づいて行う。各参照標準を複数の濃度で試験し、各参照および対照濃度の複数の試料が存在する。結果を、各施設が習熟度を確認する際に作成したアゴニストおよびアンタゴニストの履歴データベースに由来するこれらのパラメータ用の品質対照（QC）と比較する。履歴データベースは参照標準および対照の値で常に更新される。装置や試験施設の条件を変更すると、更新した履歴データベースの作成が必要になる場合がある。

	参照標準、陽性対照、および溶媒対照
	12. 被験物質の溶解に用いる溶媒は溶媒対照として試験する必要がある。VM7Luc ER TA試験法のバリデーションの際に用いる溶媒は、1%（v/v）ジメチルスルホキシド（DMSO、CASRN 67-68-5）であった（段落24参照）。DMSO以外の溶媒を用いる場合には、必要に応じ、参照標準、対照および被験物質をすべて同じ溶媒で試験する。
	13. 参照標準はE2（CASRN 50-28-2）である。範囲設定試験の場合、参照標準は4濃度のE2の4つの濃度の段階希釈（1.84 × 10-10、4.59 × 10-11、1.15 × 10-11、および2.87 × 10-12 M）で構成され、各濃度を2系列のウェルで試験する。
	14. 包括試験用のE2は2系列のウェル内の11の濃度（3.67 × 10-10から3.59 × 10-13Mまでの範囲）からなるE2の1:2段階希釈で構成される。
	15. 参照標準はRal（CASRN 84449-90-1）とE2（CASRN 50-28-2）の組み合わせである。範囲設定試験用のRal/E2は2系列のウェル内にRalの3つの濃度の段階希釈（3.06 × 10-9、7.67 × 10-10、および1.92 × 10-10 M）と固定濃度（9.18 × 10-11 M）のE2で構成される。
	16. 包括試験用のRal//E2は1:2段階希釈のRal（2.45 × 10-8から9.57 × 10-11 Mまでの範囲）と固定濃度（9.18 × 10-11 M）のE2で構成され、9つの濃度のRal/E2を2系列のウェル内に入れたものである。
	17. 弱陽性対照はEFM内の9.06 × 10-6 Mのp,p'-メトキシクロール（メトキシクロール、CASRN 72-43-5）である。
	18. 弱陽性対照はEFM内のタモキシフェン（CASRN 10540-29-1）3.36 × 10-6 MとE2 9.18 × 10-11 Mで構成される。
	19. E2対照はEFM内の9.18 × 10-11 MのE2であり、ベースラインの陰性対照として用いられる。
	20. 参照標準（E2）のルシフェラーゼ活性の誘導は、最大のE2参照基準のRLU値の平均をDMSO対照のRLU値の平均で除することによって計測し、結果が4倍よりも大きい必要がある。
	21. 参照標準（Ral/E2）の平均ルシフェラーゼ活性は、最大のRal/E2参照基準のRLU値の平均をDMSO対照のRLU値の平均で除することによって計測し、3倍よりも大きい必要がある。

	試験施設の習熟度証明（本試験ガイドライン（8～15ページ）の段落14ならびに« ER TA試験法の構成要素» の表3および表4を参照）
	溶媒
	22. 被験物質は当該被験物質を溶解することができ、細胞培地と混和可能な溶剤に溶解する。適切な溶媒は、水、エタノール（純度95%～100%）およびDMSOである。DMSOを用いる場合には、濃度が1.0%（v/v）を超えないようにする。いずれの溶媒についても、最大使用量で細胞毒性を示さず、試験の性能に影響しないことを実証しなければならない。参照標準および対照を100%の溶剤に溶解した後、EFMに適切な濃度に希釈する。

	被験物質の調製
	23. 被験物質を100%のDMSO（または適切な溶剤）に溶解した後、EFMに適切な濃度に希釈する。被験物質はすべて、溶解および希釈前に室温に平衡化させる。被験物質の溶液は、各実験用に新たに調製する。溶液には目立った沈殿または混濁があってはならない。参照標準および対照のストックはまとめて調製してもよいが、最終的な参照標準、対照希釈液および被験物質は各実験用に新たに調製し、調製後24時間以内に使用する。

	溶解度および細胞毒性：範囲設定のための検討
	24. 範囲設定試験は2系列の1:10段階希釈ランの7つのポイントからなる。まず、アゴニスト試験の場合は最大濃度1 mg/mL（約1 mM）まで、アンタゴニスト試験の場合は20 μg/mL（約10 μM）まで被験物質の試験を行う。範囲設定実験は次のことを決定するために用いられる。
	25. 細胞の生存率／細胞毒性の評価は、アゴニストおよびアンタゴニスト試験法の手順(7)に含まれており、範囲設定試験および包括試験に組み込まれている。VM7Luc ER TA（1）のバリデーションの際に細胞生存率を評価するために用いた細胞毒性試験法は、スケーリングによる定性的目視観察法であったが、細胞毒性を判定するための定量化法を用いることができる（手順(7)を参照）。生存率を20%を超えて低下させる被験物質濃度のデータは使用できない。

	被験物質の曝露およびアッセイプレートの構成
	26. 細胞を計数して96ウェルの組織培養プレート（2 × 105細胞／ウェル）のEFMに入れ、24時間培養して細胞をプレートに付着させる。EFMを取り除き、EFMに入った被験物質および参照物質で置き換え、19～24時間培養する。近隣の対照物質ウェルが偽陽性の結果を示す場合があるため、揮発性の高い物質には特別の配慮を払う必要がある。このような場合、 「プレートシーラー」 は、試験中に各ウェルを効果的に分離するのに役立つ可能性があるため、推奨される。
	27. 範囲設定試験では、96ウェルプレートのすべてのウェルを使用して、2系列の7ポイントの1:10段階希釈として、最大6つの物質を試験する（図1および図2参照）。
	図1：アゴニストの範囲設定試験の96ウェルプレートの配置
	図2：アンタゴニストの範囲設定試験の96ウェルプレートの配置

	28. 各ウェルに必要な最終的な培地の推奨量は200 μLである。すべてのウェル内の細胞が80%以上の生存率を示す試験プレートだけを使用する。
	29. アゴニストの包括試験用の開始濃度の決定については、アゴニスト試験手順書(7)に詳細を記載している。略述すると、以下の判定基準を使用する。
	30. アンタゴニストの包括試験の開始濃度の決定については、アンタゴニスト試験手順書(7)に詳細を記載している。略述すると、以下の判定基準を使用する。
	31. 包括試験は、11ポイントの段階希釈（包括試験の基準の開始濃度に基づいて1:2または1:5段階希釈のいずれか）で構成され、各濃度を96ウェルプレートの3連のウェルで試験を行う（図3および図4を参照）。
	図3：アゴニストの包括試験の96ウェルプレートの配置
	図4：アンタゴニストの包括試験の96ウェルプレートの配置

	32. 同一化学物質に対する包括試験は日を改め再度実施し、独立性を確保する。包括試験は、少なくとも2回実施する。試験結果が互いに矛盾する場合（1つの試験では陽性、他方では陰性など）、または試験の1つが不十分である場合には、第3の追加試験を実施する。

	発光の測定
	33. 発光は、インジェクション照度計を使用してインジェクション量と測定間隔を制御するソフトウェアによって300 nm～650 nmの範囲で測定する(7)。各ウェルからの発光はウェルごとにRLUで表す。


	データの分析
	EC50 /IC50 の決定
	34. EC50の値（被験物質（アゴニスト）の50%効果濃度）およびIC50の値（被験物質（アンタゴニスト）の50%阻害濃度）を濃度応答データから求める。1つ以上の濃度において陽性である物質については、Hill関数分析または適切な代替法を用いて、半最大応答（IC50またはEC50）をもたらす被験物質の濃度はヒル関数分析または適切な代替手段を用いて算出する。ヒル関数は、以下の等式を用いて被験物質濃度と応答（一般的にシグモイド曲線に従う）を関連づける4パラメータのロジスティック数学モデルである。

	外れ値の決定
	35. Q検定（アゴニストおよびアンタゴニストの試験手順書(7)を参照）を含める（ただし、これらに限定されない）ことにより、データ解析から除外する「使用できない」ウェルを判断するための的確な統計的判断を容易にできる可能性がある。
	36. E2参照標準のレプリケート（試料サイズ2）については、任意のE2濃度のレプリケートについてのいかなるRLU調整値も、その値が履歴データベースにおいてその濃度についてのRLU調整値より20%を超えて上回っているか下回っている場合には、外れ値であると見なす。

	範囲設定試験用の照度計データの収集および調整
	37. 照度計の生データを、本試験法用に設計されたスプレッドシートのテンプレートに転送する。除外する必要がある外れ値のデータポイントがあるかどうかを判断する必要がある。（解析で決定されるパラメータについては、試験許容基準を参照。）次の計算を実施する。

	包括試験用の照度計データの収集および調整
	38. 照度計の生データを、本試験法用に設計されたスプレッドシートのテンプレートに転送する。除外する必要がある外れ値のデータポイントがあるかどうかを判断する必要がある。（解析で決定されるパラメータについては、試験許容基準を参照。）次の計算を実施する。

	データ解釈の基準
	39. VM7Luc ER TAは、in vivoでのED試験のための物質の優先順位付けに資するための証拠の重み付けアプローチの一環として意図されている。この優先順位付け手順の一部は、被験物質のERアゴニスト活性またはアンタゴニスト活性のいずれかについて陽性または陰性に分類することになる。VM7Luc ER TAバリデーション試験で使用される陽性または陰性の判定基準を表1に示す。
	表1： 陽性および陰性の判定基準

	40. 可能であれば、陽性の結果は、作用の程度およびその作用をもたらした濃度の両方によって説明づけられる。陽性、陰性、および不適切なデータの例を図5および図6に示す。
	図5：アゴニストの例：陽性、陰性、および不適切なデータ
	図6：アンタゴニストの例：陽性、陰性、および不適切なデータ

	41. EC50およびIC50の計算は、4パラメータのヒル関数（詳細はアゴニスト試験の手順書およびアンタゴニスト試験の手順書(7)を参照）を使用して行うことができる。許容基準に適合することは当該試験系が正しく動作していることを示しているが、ある特定のランで正確なデータが得られることを保証するものではない。最初のランの結果を重ねることが、正確なデータが生成されたことを保証するのに最適である（本試験ガイドラインの 「ER TA試験法の構成要素」 15ページの段落19を参照）。


	試験報告書
	44. 「ER TA試験法の構成要素」（本試験ガイドラインの8～15ページ）の段落20を参照。

	参考文献 (3)
	初期検討事項および制限事項（1ページの「一般的な緒言」も参照）
	1. ERα CALUXを用いた転写活性化試験では、ヒトU2OS細胞株を用いて、ヒトエストロゲン受容体α（hERα）を介したエストロゲンアゴニストおよびアンタゴニスト活性を検出する。BioDetection Systems BV（オランダ、アムステルダム）による安定に形質移入したERα CALUXを用いたバイオアッセイのバリデーション試験では、この試験法の意図する目的の妥当性および信頼性が立証された(1)。ERα CALUX細胞株は安定に形質移入したヒトERαのみを発現する(2)(3)。
	2. 本試験法は、生物発光をエンドポイントとして測定することにより、hERαを介した転写活性化を検出するように特別に設計されている。生物発光はシグナル対ノイズ比が高いため、様々なバイオアッセイで一般的に使用されている(4)。
	3. 植物エストロゲンの濃度が1 μMを超えた場合、ルシフェラーゼレポーター遺伝子の過活性化により受容体非介在性の発光シグナルが生じることが報告されている(5)(6)(7)。したがって、ルシフェラーゼ発現の過活性化を引き起こす可能性のある高濃度の植物エストロゲンまたは他の類似化合物は、安定に形質移入したER転写活性試験において慎重に検討しなければならない（補遺2を参照）。
	4. 規制目的で本試験法を使用する前に、「一般的な緒言」 および 「ER TA試験法の構成要素」（1～15)ページ）を読むこと。本試験法ガイドラインで使用する定義および略語は、補遺1に記載している。

	本試験法の原理（1ページの「一般的な緒言」も参照）
	5. 本バイオアッセイは、ERリガンド結合とそれに続く受容体-リガンド複合体の細胞核への移行を評価するために用いられる。核の中で、受容体-リガンド複合体は特異的なDNA応答エレメントと結合し、ホタルルシフェラーゼのレポーター遺伝子を転写活性化することで、ルシフェラーゼ酵素の細胞発現を増加させる。ルシフェラーゼ基質であるルシフェリンを添加すると、ルシフェリンが生物発光生成物に変換される。生成された光は、照度計を用いて容易に検出・定量できる。
	6. 本試験系は、安定に形質移入したERα CALUX細胞を用いる。ERα CALUX細胞はヒト骨芽細胞型骨肉腫U2OS細胞株に由来している。リン酸カルシウム共沈法を用いて、ヒトU2OS細胞に3xHRE-TATA-LucおよびpSG5-neo-hERαを安定に形質移入した。U2OS細胞株は、内因性受容体活性がほとんどないか全くないという所見に基づき、U2OS細胞株をエストロゲン（および他のステロイドホルモン）応答性レポーター細胞株の優れた候補として選択した。内因性受容体がないことをルシフェラーゼレ...
	7. ERα CALUX細胞株を用いて行う化学物質のエストロゲン活性または抗エストロゲン活性の試験には、プレスクリーニングランと包括的ランが含まれる。プレスクリーニングランでは、包括試験のために、被験物質の溶解度、細胞毒性および正確な濃度範囲を求める。包括的ランでは、被験物質の正確な濃度範囲をERα CALUXを用いたバイオアッセイにて試験した後、被験物質をアゴニストまたはアンタゴニストに分類する。
	8. データ解釈の基準については、段落59で詳細に説明している。略述すると、被験物質が連続した2つ以上の濃度で参照標準17β-エストラジオール（PC10）による最大応答の10%以上の応答を示した場合、当該被験物質をアゴニスト作用について陽性とみなす。被験物質が連続した2つ以上の濃度で参照標準タモキシフェン（PC80）の最大応答による80%以下の応答を示した場合、当該被験物質をアンタゴニスト作用について陽性とみなす。

	手順
	9. 安定に形質移入したU2OS ERα CALUX細胞株を用いる。この細胞株は、技術ライセンス契約を結んだ上で、オランダのアムステルダムにあるBioDetection Systems BVから入手することができる。
	10. マイコプラズマを含まない培養細胞のみを使用する。使用する細胞ロットは、マイコプラズマ汚染が陰性であることが保証されているものを使用するか、使用前にマイコプラズマ否定試験を実施すること。マイコプラズマ感染を高感度で検出するには、RT-PCR（リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応）法を使用する必要がある(9)。
	11. CALUX細胞は、安定性および完全性を維持するために液体窒素（-80 C）で保存する。細胞は、解凍して新たな培養を開始した後、少なくとも2回継代培養してから化学物質のエストロゲンアゴニストおよびアンタゴニスト作用の評価に使用する。細胞は30継代を超えて培養してはならない。
	12. 細胞株の経時的な安定性をモニターするために、参照標準のEC50またはIC50を評価することにより、アゴニストおよびアンタゴニスト試験系の応答性を検証する必要がある。また、陽性対照試料（PC）と陰性対照試料（NC）の相対誘導能をモニターすること。結果は、ERα CALUXを用いたアゴニスト（表3C）またはアンタゴニストのバイオアッセイ（表4C）の許容基準に一致しなければならない。参照標準、陽性対照および陰性対照を、アゴニストおよびアンタゴニストモードのそれぞれについて表1および表2に示す。
	13. U2OS細胞は、pH指示薬としてフェノールレッド、ウシ胎児血清（7.5%）、非必須アミノ酸（1%）、ペニシリン（10 単位/mL）、ストレプトマイシンおよび選択マーカーとしてジェネティシン（G-418）を添加した増殖培地（DMEM/F12（1:1））で培養する。37 C、湿度100%のCO2インキュベーター（5% CO2）に細胞を入れる。細胞密集度が85～95%に達したら、細胞を継代培養するか、調製して96ウェルマイクロタイタープレートに播種する。後者の場合、エストロゲンを含まない試験培地...
	14. 被験物質のアゴニスト活性およびアンタゴニスト活性を一連の試験で試験する。一連の試験は、最大6枚のマイクロタイタープレートで構成される。一連の試験にはそれぞれ、参照標準、陽性対照試料、陰性対照試料および溶剤対照の少なくとも1つの一連の希釈液が含まれる。図1および2に、アゴニストおよびアンタゴニストの一連の試験のプレート設定を示す。
	15. 参照標準、被験物質、すべての溶剤対照、ならびに陽性および陰性対照の各希釈液を3回ずつ分析する。3回の分析はそれぞれ、表3Aおよび表4Aに示す要件を満たさなければならない。
	16. 参照標準（アゴニスト作用については17β-エストラジオール、アンタゴニスト作用についてはタモキシフェン）の完全な一連の希釈液は、一連の試験それぞれの最初のプレートで測定する。残りの5枚のマイクロタイタープレートの分析結果を、参照標準の完全な濃度応答曲線を含む最初の1枚のマイクロタイタープレートと比較できるようにするには、すべてのプレートに、溶剤対照、試験した参照標準の最高濃度、および参照標準のおおよそのEC50（アゴニズム）またはIC50（アンタゴニスト）濃度の3つの対照試料を含める必要が...
	17. 一連の試験内の各マイクロタイタープレートについて、z係数を計算する(10)。参照標準の最高濃度および最低濃度での応答を用いてz係数を計算する。マイクロタイタープレートは、表3C（アゴニスト作用）または表4C（アンタゴニスト作用）に示された要件を満たす場合に、有効とみなす。
	18. 参照標準はシグモイド状の用量応答曲線を示すこと。参照標準の一連の希釈液の応答から得られるEC50またはIC50は、表3C（アゴニスト作用）または表4C（アンタゴニスト作用）に示す要件を満たさなければならない。
	19. 一連の試験のそれぞれには、陽性対照および陰性対照試料を含める。陽性対照試料と陰性対照試料の両方について算出した相対誘導能は、表3C（アゴニスト作用）または表4C（アンタゴニスト作用）に示す要件を満たす必要がある。
	20. すべての測定において、参照標準の最高濃度の誘導係数は、参照標準17β-エストラジオールの平均最高相対発光量（RLU）の応答を参照溶剤対照の平均RLU応答で除することによって算出する。この誘導係数は、表3C（アゴニスト作用）または表4C（アンタゴニスト作用）に示すとおり、誘導倍率の最小要件を満たさなければならない。
	21. 上述のすべての許容基準を満たすマイクロタイタープレートのみが有効とみなされ、被験物質の応答を評価するために使用できる。
	22. 許容基準は、プレスクリーニングランおよび包括的ランの両方に適用できる。
	表4 ERα CALUXを用いたアンタゴニストのバイオアッセイの許容基準

	23. プレスクリーニングランおよび包括的ランのいずれについても、同じ溶剤／溶媒対照、参照標準、陽性対照および陰性対照を使用すること。また、参照標準、陽性対照および陰性対照の濃度は同一でなければならない。
	24. 被験物質の溶解に用いる溶剤は、溶剤対照として試験する。ERα CALUXを用いたバイオアッセイのバリデーションでは、溶媒としてジメチルスルホキシド（DMSO, 1%（v/v）；CASRN 67-68-5）を用いた。DMSO以外の溶剤を使用する場合には、参照標準、対照および被験物質はすべて同じ溶媒で試験する。アンタゴニスト試験において、溶剤対照には、固定濃度のアゴニスト参照標準17β-エストラジオール（EC50濃度に近似）が含まれることに留意すること。アンタゴニスト試験に用いる溶剤は、溶媒対...
	25. アンタゴニスト試験では、試験培地に固定濃度のアゴニスト参照標準17β-エストラジオール（EC50濃度に近似）を添加する。被験物質の溶解に用いる溶剤のアンタゴニスト作用について試験するには、固定濃度のアゴニスト参照標準17β-エストラジオールなしで試験培地を調製する必要がある。この対照試料を溶媒対照とする。ERα CALUXを用いたバイオアッセイのバリデーションでは、溶媒としてジメチルスルホキシド（DMSO, 1%（v/v）；CASRN 67-68-5）を用いた。DMSO以外の溶剤を使用する...
	26. アゴニスト参照標準は17β-エストラジオールである（表1）。参照標準は、8つの濃度の17β-エストラジオール（1.0 × 10-13、3.0 × 10-13、1.0 × 10-12、3.0 × 10-12、6.0 × 10-12、1.0 × 10-11、3.0 × 10-11、1.0 × 10-10 M）の一連の希釈液からなる。
	27. アンタゴニスト参照標準はタモキシフェンである（表2）。参照標準は、8つの濃度のタモキシフェン（3.0 × 10-09、1.0 × 10-08、3.0 × 10-08、1.0 × 10-07、3.0 × 10-07、1.0 × 10-06、3.0 × 10-06、1.0 × 10-05 M）の一連の希釈液からなる。各濃度のアンタゴニスト参照標準は、固定濃度のアゴニスト参照標準17β-エストラジオール（3.0 × 10-12 M）と混合培養する。
	28. アゴニスト試験の陽性対照は17α-メチルテストステロンである（表1）。
	29. アンタゴニスト試験の陽性対照は4-ヒドロキシタモキシフェンである（表2）。このアンタゴニスト陽性対照は、固定濃度のアゴニスト参照標準17β-エストラジオール（3.0 × 10-12 M）と混合培養する。
	30. アゴニスト試験の陰性対照はコルチコステロンである（表1）。
	31. アンタゴニスト試験の陰性対照はレスベラトロールである（表2）。このアンタゴニスト陰性対照は、固定濃度のアゴニスト参照標準17β-エストラジオール（3.0 × 10-12 M）と混合培養する。
	試験施設の習熟度証明（本試験ガイドライン（8～15ページ）の段落14ならびに« ER TA試験法の構成要素» の表3および表4を参照）
	溶媒
	32. 被験物質の溶解に使用する溶剤は、被験物質を完全に可溶化し、細胞培地との混和性があるものでなければならない。DMSO、水およびエタノール（純度95%～100%）が適切な溶剤である。DMSOを溶剤として使用する場合、培養中のDMSOの最高濃度は1%（v/v）を超えてはならない。使用前に、溶剤に細胞毒性がないか、また、試験法の性能の妨げとならないかを試験する必要がある。

	参照標準、陽性対照、陰性対照および被験物質の調製
	33. 参照標準、陽性対照、陰性対照および被験物質は100% DMSO（または適切な溶剤）を溶解させる。次に、同じ溶剤で適切な（段階）希釈液を調製する。被験物質はすべて、溶解前に室温に平衡化させる。新たに調製した参照標準、陽性対照、陰性対照および被験物質の原液には、顕著な沈殿または混濁を認めてはならない。参照標準および対照の原液は、まとめて調製してもよい。被験物質の原液は、実験ごとに新しく調製する。参照標準、陽性対照、陰性対照および被験物質の最終希釈液は、実験ごとに新しく調製し、調製後24時間以内...

	溶解度、細胞毒性および濃度範囲設定試験
	34. プレスクリーニングランでは、選択した溶剤中の被験物質の溶解度を求める。0.1 Mの最大ストック濃度で調製する。この濃度で溶解性に問題がある場合は、被験物質が完全に溶解するまで濃度を下げて原液を調製する。プレスクリーニングランでは、被験物質の1:10段階希釈液を試験する。アゴニスト試験またはアンタゴニスト試験の最高試験濃度は1 mMである。プレスクリーニング後、包括的ランで試験すべき適切で正確な濃度範囲を導出する。包括的試験に使用する希釈倍率は、1倍、3倍、10倍、30倍、100倍、300倍...
	35.  　細胞毒性試験は、アゴニストおよびアンタゴニスト試験法の手順書に記載されている(11)。また、細胞毒性試験は、プレスクリーニングと包括的ランの両方に組み込まれている。ERα CALUXを用いたバイオアッセイのバリデーションで細胞毒性の評価に用いた方法は、被験物質への曝露後の乳酸脱水素酵素（LDH）漏出試験および細胞の定性的目視検査（補遺1参照）であった。ただし、細胞毒性を測定するために他の定量的方法（テトラゾリウムベースの比色（MTT）分析法またはCALUXを用いた細胞毒性バイオアッセイ...

	被験物質の曝露およびアッセイプレートの構成
	36. フラスコのコンフルエントな培養細胞をトリプシン処理した後、細胞を1 x 105個/mLでエストロゲンを含まない試験培地中に再懸濁する。再懸濁した細胞百 μLを96ウェルマイクロタイタープレートの内側のウェルに播種する。外側のウェルにリン酸緩衝生理食塩水（PBS）200 μLを充填する（図1および図2参照）。播種した細胞は、CO2インキュベーター（5% CO2、37 C、湿度100%）で24時間前培養する。
	37. 前培養後、細胞毒性（補遺1参照）、汚染および細胞密集度についてプレートを目視で検査する。目視で細胞毒性や汚染が認められず、細胞密集度が85%以上のプレートのみを試験に使用する。内側のウェルの培地を慎重に取り除き、参照標準、被験物質、陽性対照、陰性対照および溶剤対照の適切な一連の希釈液を含み、エストロゲンを含まない試験培地200μLに置き換える（表5：アゴニスト試験、表6：アンタゴニスト試験）。すべての参照標準、被験物質、陽性対照、陰性対照および溶剤対照は3回ずつ試験する。図1に、アゴニスト...
	38. すべての化学物質に細胞を曝露させた後、96ウェルマイクロタイタープレートをCO2インキュベーター（5% CO2、37 C、湿度100%）内でさらに24時間培養する。

	発光の測定
	39. 発光の測定については、アゴニストおよびアンタゴニスト試験法の手順書で詳細に説明している(10)。細胞膜を開いてルシフェラーゼ活性を測定できるようにするため、24時間培養後にウェルから培地を取り除き、細胞を溶解する。
	40. 発光を測定するには、この手順では2つのインジェクターを備えた照度計が必要となる。ルシフェラーゼ応答は、基質であるルシフェリンを注入することにより開始する。0.2 M NaOHを加えて応答を停止させる。応答を停止して、1つのウェルからもう1つのウェルへの発光の持ち越しを防ぐ。
	41. 各ウェルから放出される光は、ウェルあたりの相対発光量（RLU）として表す。

	プレスクリーニングラン
	42. プレスクリーニング分析の結果を用いて、包括試験のために被験物質の正確な濃度範囲を求める。プレスクリーニング分析結果の評価および包括試験のための被験物質の正確な濃度範囲の決定については、アゴニストおよびアンタゴニスト試験法の手順書(10)に詳細に記載している。ここでは、アゴニストおよびアンタゴニスト試験のための被験物質の濃度範囲を決定する手順の概要を示す。一連の希釈液デザインのガイダンスについては、表5および表6を参照のこと。
	43. プレスクリーニングランで、表5（アゴニスト作用）および表6（アンタゴニスト作用）に示すように、一連の希釈液を用いて被験物質を試験する。すべての濃度について、図1（アゴニスト作用）または図2（アンタゴニスト作用）に示すプレート配置に従って、3連のウェルで試験すること。
	44. 許容基準（表3）を満たす分析結果のみを有効とみなし、被験物質に対する応答の評価に用いる。一連の分析において1枚以上のマイクロタイタープレートが許容基準を満たさなかった場合、それぞれのマイクロタイタープレートを再分析する。参照標準の一連の希釈液全体を含む最初のプレートが許容基準を満たさない場合、一連の試験全体（6プレート）を再分析しなければならない。
	45. 以下の場合、被験物質の初期濃度範囲を調整し、プレスクリーニングランを再度実施する。
	46. 有効な用量依存性応答が認められた場合、最大誘導が認められ、細胞毒性を示さない（最低）濃度を選択すること。包括的ランで試験する被験物質の最高濃度は、この選択した濃度の3倍でなければならない。
	47. 被験物質の一連の正確な希釈液全体を表5に示す希釈段階で調製し、上記で決定した最高濃度から開始する。
	48. アゴニスト作用を誘発しない被験物質は、プレスクリーニングで特定した細胞毒性を示さない最高濃度から開始して包括的ランで試験する。
	49. 許容基準（表4）を満たす分析結果のみを有効とみなし、被験物質に対する応答の評価に用いる。一連の分析において1枚以上のマイクロタイタープレートが許容基準を満たさなかった場合、それぞれのマイクロタイタープレートを再分析する。参照標準の一連の希釈液全体を含む最初のプレートが許容基準を満たさない場合、一連の試験全体（6プレート）を再分析しなければならない。
	50. 以下の場合、被験物質の初期濃度範囲を調整し、プレスクリーニングランを再度実施する。
	51. 有効な用量依存性応答が認められた場合、最大阻害が認められ、かつ細胞毒性を示さない（最低）濃度を選択すること。包括的ランで試験する被験物質の最高濃度は、この選択した濃度の3倍でなければならない。
	52. 被験物質の一連の正確な希釈液全体を表6に示す希釈段階で調製し、上記で決定した最高濃度から開始する。
	53. アンタゴニスト作用を誘発しない被験物質は、プレスクリーニングで試験した細胞毒性を示さない最高濃度から開始して包括的ランで試験する。

	包括的ラン
	54. 正確な濃度範囲を選択した後、表5（アゴニスト作用）および表6（アンタゴニスト作用）に示すように、一連の希釈液を用いて包括的に被験物質を試験する。すべての濃度について、図1（アゴニスト作用）または図2（アンタゴニスト作用）に示すプレート配置に従って、3連のウェルで試験すること。
	55. 許容基準（表3および表4）を満たす分析結果のみを有効とみなし、被験物質に対する応答の評価に用いる。一連の分析において1枚以上のマイクロタイタープレートが許容基準を満たさなかった場合、それぞれのマイクロタイタープレートを再分析する。参照標準の一連の希釈液全体を含む最初のプレートが許容基準を満たさない場合、一連の試験全体（6プレート）を再分析しなければならない。

	データの収集およびデータ解析
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