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要旨 

皮膚感作性は化学物質の安全性評価において重要な評価項目であり、従来、モルモット

やマウスを用いた動物実験によって評価されてきた。近年 EU における欧州化学品規制で

は、安全性評価はコンピューターを用いた定量的構造活性相関（QSAR）モデルや in vitro

試験の代替法が推奨されており、動物実験によって安全性が評価された成分を含む化粧品

の輸入販売が禁止（2013 年 3 月全面施行）されたことから、動物を用いない in vitro 試験

法の開発が強く望まれている。 

U937 Cell Line Activation Test (U-SENSTM)は、多くの皮膚感作性物質が樹状細胞を活性化

することを利用し、ヒト組織球性リンパ腫細胞株である U937 細胞を用い、活性化に伴い

細胞表面での発現量が変化する CD86 を測定することによって皮膚感作性の有無を判定す

る試験法である。本報告書は、この U-SENSTMについて、TG 442E (2017)､ EURL ECVAM 

Scientific Advisory Committee（ESAC）によって実施されたバリデーション報告書、評価

（ピアレビュー）報告書及び試験法開発者の投稿論文などを基に試験手順をまとめ、有用

性と限界を評価したものである。 

U-SENSTMは、感作性発現機序における第三段階のイベントである樹状細胞が活性化する

際の細胞表面分子の発現亢進を利用した in vitro 試験法であり、化学物質の感作性を判断す

る上で重要な情報を与えてくれる。本法は、既に OECD TG 442E としてガイドライン化さ

れた h-CLAT と類似の方法である。 

U-SENSTMでは、マウスを用いる LLNA（Local Lymph Node Assay）の 1/5 程度の消耗品費

で被験物質の皮膚感作性を判定することが可能と試算され、試験期間も LLNA に比べ短期

であるため、経済性・迅速性の観点で有用性は高いと思われる。なお、細胞の反応性の確認

と陽性対照および媒体対照のデータを集積し、ヒストリカルなデータベースを作成・維持し、

試験系の再現性を保証する必要がある。 

本試験法の EURL ECVAM によるバリデーション試験において、15 物質を用いて 4 施設

で実施された施設内再現性の平均は 90％であった。また、38 物質を用いて 4 施設で行われ

た施設間再現性の平均は 84％であった。 

OECD 試験法ガイドラインでは、ヒトに対する感作性の有無の分類で、Basketter らの報告

に基づくヒトのクラス 5 と 6 を感作性無しとした場合、感度 100％、特異度 47％、正確度

77％、であった（クラス 6 のみを感作性無しとした場合は、感度 89％、特異度 65％、正確

度 85％）（101 物質対象）。LLNA のデータがある 166 物質についての検討では、LLNA の結

果に対して、感度 91％、特異度 65％、正確度 86％であった。この 166 物質を見る限り、本

法では様々な化学物質の皮膚感作性の予測が可能であることが示されている。 

なお、本法の開発者が当初提案した感作性判定予測モデル（OPM: Original Prediction Model）

は、OECD専門家会議においてより簡便な予測モデル（APM: Actual simplified Prediction Model）

に変更されたが、上記の施設内および施設間再現性と、in vivo との対応性の値は APM を反

映したものである。   

U-SENSTMで評価した 175 物質と h-CLAT で評価した 142 物質のうち、LLNA のデータ

がある共通物質は 104 物質であった。この 104 物質について、感度、特異度、正確度を比

較したところ、両者での予測性は概ね同様と判断された。 
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U-SENSTM の試験法は、液相での反応を必要とする試験系であるため、培地あるいは

DMSO に 50 mg/mL の濃度で溶解あるいは安定的な分散液であれば試験が可能である。 

本試験法は、強度感作性物質{United Nations Globally Harmonized System of Classification and 

Labelling of Chemicals（UN GHS）1A 分類}に比べて、軽度から中等度感作性物質（UN GHS 

1B 分類）で偽陰性の判定が生じやすい傾向にあるため、本法単独での感作性強度分類や UN 

GHS のサブカテゴリー分類への利用には適さない。 

界面活性剤等の細胞膜の構造変化を引き起こすような物質、測定に使用する FITC

（Fluorescein isothiocyanate）や PI（Propidium iodide）と同一の波長に強い蛍光を有する物質、

揮発性を有する物質などでは、適切に評価されない可能性がある。プレハプテンやプロハプ

テンに関しては、本法開発の段階では正しく判定されたとしているが、ウェル中での化学的

な酸化の進行については未知であり、また、本試験法に用いる細胞の薬物代謝能は限定的で

あるため、活性化に酸化や代謝系を必要とする化学物質では、正しくその感作性が検出され

ない可能性がある。 

本委員会は、上記の本試験法の様々な限界を勘案すると、本試験法単独では皮膚感作性の

判定は不十分で有り、証拠の重み付けや他の試験法との組合せで用いることを推奨する。 

 

1. 緒言 

皮膚感作性を評価することは化学物質の安全性評価において重要である。化学物質の皮

膚での接触感作性のリスクを動物で予測する試験法としてモルモットを用いる皮膚感作性

試験（OECD TG 406）やマウスを用いる局所リンパ節試験（LLNA, OECD TG 429）がある。

LLNA には、[3H-Methyl]-thymidine 取込量を測定する方法以外に、放射性同位元素（RI）を

使用せずに ATP 量を測定する LLNA : DA（OECD TG 442A）や Bromodeoxyuridine 取込量を

測定する LLNA : BrdU-ELISA（OECD TG 442B）がある 1)。 

 EU において、欧州化学品規制（REACH: Registration, Evaluation, Authorization and Restriction 

of Chemicals）では、安全性評価においてはコンピューターを用いた定量的構造活性相関

（QSAR）モデルや in vitro 等による代替法の活用が推奨されており 2)、EU 化粧品規則（EC 

No 1223/2009）では、動物実験により安全性が評価された成分を使用した化粧品の販売が禁

止された 3)（2013 年 3 月全面施行）。そのため、化学物質の皮膚感作性を判定する代替法の

開発が強く求められている。 

 In chemico 試験法としてペプチド結合反応を利用した Direct Peptide Reactivity Assay

（DPRA：OECD TG 442C）、in vitro 試験法としてケラチノサイト細胞系の標的遺伝子を用い

た ARE-Nrf2 Luciferase Test Method（OECD TG 442D）および単球系細胞の活性化を利用した

human Cell Line Activation Test（h-CLAT：OECD TG 442E ANNEX I）が OECD から試験法ガ

イドラインとして公表されている 1)。また、これら以外に h-CLAT 同様、単球系細胞の活性

化を利用した U-SENSTM 及び IL-8 Luc assay などの皮膚感作性試験の in vitro 法が提案され

ており、ECVAM 等においてバリデーション研究が行われてきた。 

 U-SENSTM は、多くの皮膚感作性物質が樹状細胞を活性化することを利用し、ヒト組織球

性リンパ腫細胞株である U937 細胞を用い、活性化に伴い細胞表面での発現量が変化する

CD86 を測定する試験法である。U-SENSTMのバリデーション研究の結果については、ESAC
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による評価（ピアレビュー）が完了し 4)、OECD 専門家会議における議論により予測モデル

が変更された後、2017 年 10 月に OECD の試験法ガイドラインリストに追記された（OECD 

TG 442E ANNEX II）1)。以下本文中では、本法の開発者が当初提案した感作性判定予測モデ

ル（OPM）による結果と、OECD 専門家会議において変更されたより簡便な予測モデル（APM）

による結果の両方を記載した。 

JaCVAM 皮膚感作性試験資料編纂委員会（以下、委員会）は、U-SENSTMの皮膚感作性試験

代替法としての科学的妥当性について、現在までに公開されている情報をもとに評価した

ので、その結果を報告する。 

 

2. 試験法の原理 

皮膚感作性は、ヒトでは接触皮膚炎、動物（齧歯類）では接触過敏症として知られる化

学物質の毒性の一つである。OECD がまとめた Adverse Outcome Pathway (AOP)5)では、化

学物質による皮膚感作は次の 4 つの Key event から成るとされている。 

 

1) 化学物質とタンパク質のシステイン残基あるいはリジン残基との共有結合 

2) ケラチノサイトにおける炎症性応答及び Antioxidant/electrophile response element 

（ARE）-dependent pathway による遺伝子発現 

3) 樹状細胞の活性化（特異的細胞表面マーカーの発現、ケモカインやサイトカインの産 

生） 

4) リンパ節における T 細胞の増殖 

 

U-SENS™は上記の第 3 の Key event に対応する試験法である。その基本的原理は単球及

び樹状細胞の活性化マーカーである CD86 の発現量の変化を定量化することによって、感

作性物質と非感作性物質の判別を行う手法であり、既に OECD TG 442E としてガイドライ

ン化された h-CLAT と類似の方法である。CD86 は抗原提示細胞が T 細胞に抗原提示する

際に T 細胞表面の CD28 と相互作用する補助刺激分子であり、樹状細胞の抗原刺激後の分

化成熟に伴い発現量が増加することが知られている。抗原提示による T 細胞の活性化に際

し、T 細胞受容体（TcR）を介するシグナルと共に CD86/CD28 を介する刺激が極めて重要

な役割を担っていることから、感作性物質の判別に有用と考えられる。 

 

本法に用いる U937 細胞はヒト組織球性リンパ腫患者から単離された細胞株 6)であり、h-

CLAT で使用する単球性白血病患者由来の THP-1 細胞 7)と同様に骨髄幹細胞由来の細胞で

ある。いずれの細胞もサイトカイン等の刺激によって樹状細胞様の細胞に分化可能である

ことが報告されており 8)、感作性物質の刺激による CD86 の発現上昇が確認されているこ

とから、感作性物質のスクリーニングに利用可能と考えられる。 

 U-SENS™では U937 細胞に検体である化学物質を添加して約 45 時間培養した後に CD86

の発現量を蛍光標識した特異的抗体を用いてフローサイトメトリーにより相対蛍光強度を

測定し、溶媒のみを作用させた媒体対照の相対蛍光強度との比率（Stimulation Index、

S.I.）を基に判定を行う。 
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3. 試験手順／判定 

U-SENS™の試験手順および判定は、被験物質を曝露した U937 細胞における CD86 陽性

細胞率と細胞毒性検査によって構成される。 

 

3-1. 細胞調製、試薬および反応性確認試験 

U-SENS™ではヒト組織球性リンパ腫細胞株である U937 細胞を使用する。細胞は

American Type Culture Collection (ATCC) のような信頼のおける細胞供給元から入手するこ

とが望ましい (Clone CRL1593.2)。 

U937 細胞は、培養用培地 (RPMI-1640 の基礎培地に 10% Fetal Calf Serum (FCS)、2 mM 

L-Glutamine、100 units/mL Penicillin および 100 μg/mL Streptomycin を加えたもの) にて、1.5

もしくは 3×105 cells/mL の細胞濃度で播種し、2 もしくは 3 日ごとに継代を行い維持する。

細胞濃度は 2×106 cells/mL を超えないように留意し、Trypan blue で細胞生存率が 90%以上

であることを確認する。使用する細胞、FCS、抗体は各ロットについて、試験実施前に反

応性の確認を行う。反応性の確認は細胞の起眠から少なくとも 1 週間培養した後に行い、

陽性対照物質として Picrylsulfonic acid (TNBS, CAS NO. 2508-19-2, 純度 99%以上) および陰

性対照物質として Lactic acid (LA, CAS NO. 50-21-5, 純度 85%以上) を用いる。反応性は

TNBS で 1, 12.5, 25, 50, 75, 100 μg/mL、LA で 1, 10, 20, 50, 100, 200 μg/mL の各 6 濃度で確認

する。TNBS では CD86 発現率に濃度依存性の陽性反応が得られ、LA では CD86 発現率に

陰性反応が得られなければならない。反応性確認を 2 回実施し、いずれも合格した細胞バ

ッチのみを本実験に使用することができる。U937 細胞は融解後 7 週間まで継代させること

ができ、継代数が 21 を超えないように留意する。 

試験実施前に、U937 細胞を 3 もしくは 6×105 cells/mL の細胞濃度で培養フラスコに播種

し、それぞれ 2 日もしくは 1 日間培養する。実験日に、5×105 cells/mL の濃度で新しい培養

用培地に再懸濁した U937 細胞を 96 穴平底プレートに 100 μL ずつ加える (各 well あたり

の最終細胞数は 0.5×105 cells/well)。 

 

3-2. 被験物質および対照物質の調製 

試験実施前に被験物質の溶解性を確認する。被験物質が培養用培地で、50 mg/mL の溶解

もしくは安定的な懸濁状態が得られる場合は、培養用培地を媒体の第一候補とする。被験

物質が培養用培地で実験に適した状態を得られない場合、Dimethyl sulfoxide (DMSO, 純度

99%以上) を媒体の第 2 候補とする。被験物質が培養用培地に溶解する場合、0.4 mg/mL を

終濃度として調製し、被験物質が DMSO にしか溶解しない場合は、50 mg/mL を保存溶液

として調製する。 

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

いため、初回実験では終濃度として 6 濃度 (1, 10, 20, 50, 100 および 200 μg/mL) となるよ

うに培養用培地もしくは、DMSO を 0.4%含んだ培養用培地で調製し、実験を行うべきであ

る。2 回目以降の実験では、1 回目の実験結果を踏まえて少なくとも 4 濃度を用いて実験

を行う。培養用培地もしくは 0.4% DMSO で調製した使用液は、等量の U937 細胞懸濁液と

混合し、目標濃度を得る。よって使用液は目標濃度の 2 倍となるように調製する必要があ
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る (200 μg/mL の終濃度を得る場合は倍の 400 μg/mL を調製する)。目標濃度は、それまで

の実験結果をもとに 1, 2, 3, 4, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 

120, 140, 160, 180 および 200 μg/mL から 4 濃度以上を選択し、実験に供する。 

U-SENS™で用いる媒体対照は、培養用培地もしくは DMSO を 0.4%含有した細胞培養培

地とする。 

U-SENS™で用いる陽性対照物質は、培養用培地で調製した TNBS とする。TNBS は

CD86 発現測定の陽性対照として、プレート中の終濃度が 50 μg/mL となるような 1 濃度を

使用し、70%以上の細胞生存率であることを確認する。TNBS がプレート中に 50 μg/mL と

なるようにするには、1M の保存溶液 (293 mg/mL) を細胞継代培地で調製し、培養用培地

で 2,930 倍希釈することで 100 μg/mL の使用液を得る。陰性対照物質としては、LA のプレ

ート中終濃度が 200 μg/mL となるように培養用培地で調製し用いる。各実験のプレート毎

に、無処置区、媒体対照区、陰性対照区および陽性対照区を 3 well ずつ設定する。 

 

3-3. 被験物質および対照物質曝露 

3-2 で調製した被験物質および対照物質の使用液や媒体対照液と細胞懸濁液とを 96 穴平

底プレート内にて 1:1 で混合し、37°C、5% CO2 in Air 条件下にて 45±3 時間培養する。揮

発性の高い被験物質の場合は、ウェル間での被験物質の交差汚染が生じる可能性があるの

で、プレートをシールするなどの処置を施す。 

 

3-4. 細胞の染色 

曝露開始 45±3 時間後に、細胞懸濁液を V 底 96 穴プレートに移し、遠心分離により細胞

を沈降させる。上清を捨て、100 μL の氷冷 5%FCS 含有リン酸緩衝生理食塩水 (FCS 含有

PBS) で 1 回洗浄する。遠心分離後、回収した細胞を 100 μL の FCS 含有 PBS で再懸濁

し、5 μL (0.25 μg) の FITC 標識抗 CD86 抗体 (BD-Pharmingen, #555657, Clone: Fun-1 もしく

は Caltag/Invitrogen, #MHCD8601, Clone: BU63) またはマウス IgG1 アイソタイプ抗体 (BD-

Pharmingen, #555748 もしくは Caltag/Invitrogen, #GM4992) を添加し、4°C、暗所で 30 分間

静置する。抗体染色後の細胞は、100 μL の FCS 含有 PBS で 2 回、100 μL の氷冷リン酸緩

衝液で 1 回洗浄した後、氷冷リン酸緩衝液(サンプルチューブでマニュアル測定する場合は

125 μL、プレートを用いて自動測定する場合は 50 μL)で再懸濁し、測定直前に PI 液 (終濃

度が 3 μg/mL)を添加する。 

 

3-5. フローサイトメトリー解析 

CD86 発現率と細胞生存率はフローサイトメトリーで解析する。細胞は大きさ (FSC:  
Forward Scatter Chanel) と顆粒含有量 (SSC: Side Scatter Chanel) を基に計数し、結果を対数

で表示し、デブリスを除去した細胞集団 (R1) を選択する。この R1 内の細胞が 10,000 個

となるように各 well/チューブごとに細胞のカウントを行う。R1 の細胞を、FL3 (または

FL4) と SSC でさらに展開し、PI 陰性 (FL3 が陰性) の生細胞集団を R2 として選択する。

細胞生存率は以下の式にて算出する。細胞生存率が低い場合は、死細胞を含む 20,000 個ま

での条件、もしくはカウント開始後 1 分間のデータを解析することもできる。 
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FL1 陽性細胞 (CD86 陽性) の解析は、生細胞集団 (R2) を FL1 と SSC で展開すること

で行う。S.I.は媒体対照区と被験物質曝露区の CD86 陽性細胞率を基に下記の計算式より求

める。 

 

 
 

3-6.  CV70 値と EC150 値の計算法 

3.5.で得られた結果を基に、CV70 値（U937 の細胞生存率が 70%を示す被験物質濃度）

および EC150 値（CD86 の S.I.値が 150%を示す被験物質濃度）を下記の計算式より求め

る。 

 

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

V1: 細胞生存率が 70%以上の、最低の細胞生存率 

V2: 細胞生存率が 70%未満の、最高の細胞生存率 

C1 と C2: V1 および V2 を示す被験物質濃度 

 

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

C1: CD86 S.I.値が 150%未満の、最大被験物質濃度 

C2: CD86 S.I.値が 150%以上の、最小被験物質濃度 

S.I. 1: 濃度 C1 のときの S.I. 

S.I. 2: 濃度 C2 のときの S.I. 

 

EC150 および CV70 は測定毎に算出し、CD86 陽性率の被験物質濃度依存性を確認する

ために使用される。また、被験物質曝露区ないし対照区の平均値を用いて算出する。 

 

3-7. 予測方法 

CD86 発現測定では、それぞれの被験物質の予測（陰性もしくは陽性）を行うために、

各測定は少なくとも 4 濃度、さらに少なくとも 2 回の独立した測定（別日に実施）を行

う。 

CD86 の S.I.値が、検査に供した細胞毒性のない（細胞生存率が 70%以上）全ての濃度で

150%未満であり、しかも被験物質の溶解性や細胞毒性のように結果に影響を及ぼすような

要因がない場合、その測定における結果は陰性と判断する。一方で陰性以外の全ての場合

（S.I.値が 150%以上、結果に影響を及ぼすような要因が存在等）は、その測定における結

果を陽性と判断する。 
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 少なくとも 2 回の独立した測定において陰性であれば U-SENS™における予測は陰性

とする。また、最初の 2 回の測定において陰性であれば 3 回目の測定は行う必要がな

い。 

 少なくとも 2 回の独立した測定において陽性であれば U-SENS™における予測は陽性

とする。また、最初の 2 回の測定において陽性であれば 3 回目の測定は行う必要がな

い。 

 U-SENS™では濃度設定試験を行わないことから、最初の測定において細胞毒性の見ら

れない最も高い濃度でのみ CD86 発現の S.I.値が 150%以上であった場合は、その結果

を不十分 (NC: Not Conclusive) と判断し、濃度を追加した測定を少なくとも別途 2 回

実施する。3 回目までの結果で判断ができない場合（2 回目と 3 回目の結果が分かれ

た場合）は 4 回目の測定を行い、その測定結果を U-SENS™における予測とする。2 回

目以降の測定では、細胞毒性のない最も高い濃度でのみ S.I.値が 150%以上であったと

しても、陽性と判断する。 

 

U-SENS™における予測のフローチャートを図 1 に示す。 

 

 
図 1 U-SENS™における予測フローチャート 

N: CD86 が陰性かつ結果に影響を及ぼすような事象が認められない場合 

P: CD86 が陽性または結果に影響を及ぼすような事象が認められる場合 

NC: 最初の測定で、細胞毒性のない最高濃度でのみ CD86 の陽性反応が認められた場合 

#: 最初の測定で NC が認められた場合は自動的に 3 回目までの測定が必要となり、3 回 

目までに予測ができない場合は 4 回目の測定を行う 

$: 最初の 2 回の測定結果との組み合わせ 

: 最初の 3 回の測定結果に基づいて実施された 4 回目までの測定結果の組み合わせ 
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3-8. 試験成立の条件 

U-SENS™においては、以下の条件が成立する必要がある。 

 45±3 時間の被験物質曝露終了時に、3 well 設定した無処置 U937 の細胞生存率の平

均が 90%より高く、かつ、その CD86 発現率が 2%以上 25%以下である。 

 DMSO を媒体とした場合、DMSO 媒体対照区 3 well における細胞生存率の平均が、

90%より高くなければならない。さらに DMSO 媒体対照区 3 well の CD86 S.I.の平均

は、無処置区平均の 250%未満である。 

 3 回測定のうち少なくとも 2 回で、無処置区における IgG1 アイソタイプコントロー

ルに対する CD86 発現率が 0.6%以上 1.5%未満である。 

 陰性対照区 (LA) の CD86 S.I.が 3 well 中 2 well で陰性 (CD86 S.I.が 150%未満) で

かつ細胞生存率が 70%以上でなければならない。 

 陽性対照区 (TNBS) の CD86 S.I.が 3 well 中 2 well で陽性 (CD86 S.I.が 150%以上) 

でかつ細胞生存率が 70%以上でなければならない。 

 

3-9. 試験手順および判定方法に関する h-CLAT との比較 

本試験法は樹状細胞の活性化を指標にした検査法であることから、同様に樹状細胞の活

性化に着目した h-CLAT 法との共通点が多い。以下に U-SENS™および h-CLAT の試験手順

および判定方法の比較を示す。 

 
 
 両試験法は、使用する細胞株が異なるが、培養用の培地、継代方法および継代頻度等の

細胞の準備について大きな差異は認められなかった。基本的な被験物質の曝露方法は両試

験で共通であったが、試験に使用できる最高被験物質濃度が h-CLAT で 5000 μg/mL (生理

食塩水及び培養用培地の場合) ないし 1000 μg/mL (DMSO の場合) なのに対し、U-SENS™

では 200 μg/mL であった。被験物質の曝露時間は h-CLAT の 24 時間に対し、U-SENS™で

は 45 時間が必要であり、細胞の反応性や評価方法の差異が要因と考えられた。試験評価

は、h-CLAT が CD54 と CD86 という 2 種類の樹状細胞関連因子の相対蛍光強度を使用して

U-SENS h-CLAT
使用細胞株 U937 (ヒト組織球性リンパ腫細

胞株)
THP-1 (ヒト単球性白血病細胞

株)
培養用培地 RPMI-1640に10% FCS、L-

Glutamine、抗生物質を添加

RPMI-1640に10% FCS、メルカ

プトエタノール、抗生物質を添加

継代頻度 2~3日おき 2~3日おき

用量設定試験 なし CV75を決定するために必要

適用可能被験物質濃度 200 μg/mL 5000 μg/mL (生理食塩水及び培地)

1000 μg/mL (DMSO)
被験物質の曝露時間 45±3時間 24±0.5時間

評価方法 細胞生存率とCD86発現率 細胞生存率、CD54およびCD86
の相対蛍光強度 (RFI)

予測方法 CD86 S.I.値の150%を基準に2
～4回の独立した測定を行い予

測する

CD54 RFI値200%、CD86 RFI値
150%を基準に2～3回の独立し

た測定を行い予測する
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いるのに対し、U-SENS™は CD86 の発現率を使用している。また、先行の h-CLAT に対し

て U-SENS™では蛍光強度ではなく発現率を使用している。試験成立条件は、方法の違い

に応じて若干の相違があるものの、基本的には同様と考えられた。予測方法は、先行の h-

CLAT を参考に U-SENS™の予測フローチャートが作成されていることから、基本的な方針

は同様であったが、U-SENS™では用量依存性を指標に入れているため 4 回目測定の可能性

が考慮されていた。 

 

4. 精度 

本法の技術移転性、施設内再現性、施設間再現性は EURL ECVAM によって評価されている 9)。 

 
4-1. 技術移転性 

 4 つの感作性物質 TNBS, 1,4-Phenylenediamine (PPD), Abietic acid (AA), 4,4,4-Trinitro-1-

Phenylbutane-1,3-dione)と 1 つの非感作性物質 LA の 5 物質を用いて、技術移転性を評価して

いる 9)。まず、Bioassay 社、WIL Research 社、CiToxLAB 社の担当者が開発者である L’Oreal

社で試験法を習得後、それぞれの実験室で週 2 回試験を行い、90%以上の正解があれば成功

で、6 週以内に 3 週連続（もしくは 4 週のうち 1 回は失敗）成功が続けば技術移転したとす

る。 

 Bioassay 社と WIL Research 社は 2011 年に、CiToxLAB 社は 2013 年に技術移転は問題なく

行われた。 

 

4-2. 施設内再現性 

 2013 年 L’Oreal 社で行われた 3 回施行する Ring trial 201310)では、21 物質が施設内再現性

で評価された。そのうち 14 物質は、施設間再現性でも評価された。11 物質が感作性物質、

10 物質が非感作性物質の計 21 物質である。結果は、Chlorobenzene 以外の 20 物質で感作性

(S)と非感作性(NS)が一致し、施設内再現性は 95%（APM）であった（表 1）。OPM での施設

内再現性も 95%で差はなかった。 
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表 1 施設内再現性の評価成績 

 
2014年にL’Oreal社、WIL Research社、Bioassay社、CiToxLAB社の 4社で行われたValidation 

study 201410)では 6 つの感作性、9 つの非感作性の計 15 物質を用いて各社 3 回行い施設内再

現性が評価された。L’Oreal 社、Bioassay 社、WIL Research 社は全て一致（施設内再現性：

WLR=100%）し、CiToxLAB 社は 9 物質の一致に留まり、WLR は 60%であった。4 社の平

均は 90%（APM）であった（表 2）。OPM での 4 社の平均値は 92％であった。 

 
表 2 施設内再現性の評価成績 2 

 
 
  

Exp1 Exp2 Exp3

11 Lauryl gallate 1166-52-5 1A Strong S S S S
17 Methyldibromoglutaronitlirile 35691-65-7 1A Strong S S S S
21 Diethyl maleate 141-05-9 1B Moderate S S S S
35 Phenyl benzoate 93-99-2 1B Moderate S S S S

36
tetramethylthiuram disulfide
(TMTD)

137-26-8 1B Moderate S S S S

63 Benzyl benzoate 120-51-4 1B Weak S S S S
89 Salicylic acid 69-72-7 NC NS NS NS NS NS

109 4-Nitrobenzyl bromide 100-11-8 1A Extreme S S S S
116 m-Phenylenediamine 108-45-2 1A Strong S S S S
127 m-Aminophenol 591-27-5 1B Moderate S S S S
143 12-Bromo-1-dodecanol 3344-77-2 1B Moderate S S S S
152 4-Allylanisole 140-67-0 1B Weak S S S S
160 Chlorobenzene 108-90-7 NC NS NS NS NS S
165 6-Methylcoumarine 92-48-8 NC NS NS S S S
71 Methyl salicylate 119-36-8 NC NS NS NS NS NS
72 Vaniline 121-33-5 NC NS NS S S S
94 Glycerol 56-81-5 NC NS NS NS NS NS

161 Sulfanilic acid 121-57-3 NC NS NS NS NS NS
162 4-Hydroxybenzoic acid 99-96-7 NC NS NS NS NS NS
164 1-Bromobutane 109-65-9 NC NS NS NS NS NS
173 Citric acid 77-92-9 NC NS NS NS NS NS

grey: substances with discordant classification as compared to the other validation laboratories. 

Chemical nameID
U-SENS™ Classification

LLNA
LLNA

potency
category

GHS
potency
category

CAS No

ID Chemical name CAS No
GHS

potency
category

168 Benzoic acid 65-85-0 NC NS NS NS NS NS NS S NS NS NS NS NS
175 Benzyl alcohol 100-51-6 NC NS NS NS NS NS NS NS S S NS NS NS
94 Glycerol 56-81-5 NC NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
91 Hexane 110-54-3 NC NS NS NS NS NS NS NS NS S NS NS NS
93 Lactic acid 50-21-5 NC NS NS NS NS NS SN NS NS S NS NS NS

174 Polyethylene glycol 25322-68-2 NC NS NS NS NS NS NS NS S S NS NS NS
163 Saccharin 81-07ｰ2 NC NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
172 Streptomycin sulfate 3810-74-0 NC NS NS NS NS NS NS S S NS NS NS NS
167 Vinylidene dichloride 75-35-4 NC NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS

22
3-Dimethylamino-

propylamine
109-55-7 1B S S S S S S S S S S S S

33 Ethylene diamine 107-15-3 1B S S S S S S S S S S S S
7 Methylisothiazolinone 2682-20-4 1A S S S S S S S S S S S S
58 Methylmethacrylate 80-62-6 1B S S S S S S S S S S S S
48 Resorcinol 106-46-3 1B S S S S S S S S S S S S

9
Toluene diamine

sulphate
615-50-9 1A S S S S S S S S S S S S

grey: substances with discordant classification as compared to the other validation laboratories. 

L'Oreal Bioassay CiToxLAB WIL Research
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4-3. 施設間再現性 

 Ring trial 2013 の 14 物質（11 種の感作性物質と 3 種の非感作性物質）に加えて、Validation 

study 2014 で 24 物質（8 種の感作性物質と 16 種の非感作性物質）を加えた計 38 物質を

Bioassay 社、CiToxLAB 社、L’Oreal 社、WIL Research 社の 4 社で判定し、施設間再現性を評

価した。 

Ring trial 2013 の 14 物質のうち 12 物質の感作性（S）と非感作性（NS）が 4 社で一致し、

施設間再現性は 86%であった。Validation study 2014 の 24 物質のうち 20 物質が 4 社で一致

し、施設間再現性は 83%であった。併せて 38 物質中 32 物質で一致し、施設間再現性は 84%

（APM）であった（表 3）。OPM でも 84％であった。 

 
表 3 施設間再現性の評価成績 

 
 

  

Study ID Substance CAS LLNA L'Oreal Bioassay CiToxLAB
WIL

Research
164 1-Bromobutane 109-65-9 NS NS NS NS NS

V 162 4-Hydroxybenzoic acid 99-96-7 NS NS NS NS NS
a 168 Benzoic acid 65-85-0 NS NS NS NS** NS
l 175 Benzyl alcohol 100-51-6 NS NS NS S* NS
i 173 Citric acid 77-92-9 NS NS NS NS NS
d 94 Glycerol 56-81-5 NS NS NS NS NS
a 91 Hexane 110-54-3 NS NS NS NS** NS
t 93 Lactic acid 50-21-5 NS NS NS NS** NS
i 71 Methyl salicylate 119-36-8 NS NS NS NS NS
o 174 Polyethylene glycol 100-51-6 NS NS NS S* NS
n 163 Saccharin 81ー07-2 NS NS NS NS NS

172 Streptmycin sulfate 3810-74-0 NS NS NS S* NS
s 161 Sulfanilic acid 121-57-3 NS NS NS NS NS
t 72 Vanillin 121-33-5 NS S NS S NS
u 167 Vinylidene dichloride 75-35-4 NS NS NS NS NS
d 88 Xylene 1330-20-7 NS NS NS NS NS
y 5 1,4-Phenylenediamine 106-50-3 S S S S S
2 22 3-Dimethylaminopropylamine 109-55-7 S S S S S
0 40 Cinnamic alcohol 104-54-1 S S S S S
1 33 Ethylene diamine 107-15-3 S S S S S
4 7 Methylisothiazolinone 2682-20-4 S S S S S

58 Methylmethacrylate 80-62-6 S S S S S
48 Resorciol 108-46-3 S S S S S
9 Toluene diamine sulphate 615-50-9 S S S S S

R 165 6-Methyl coumarine 92-48-8 NS S NS S S*
i 160 Chlorobenzene 109-90-7 NS NS** NS S NS
n 89 Salicylic acid 69-72-7 NS NS NS NS NS
g 152 4-Allylanisole 140-67-0 S S S S S

109 4-Nitrobenzyl bromide 100-11-8 S S S S S
s 143 12-Bromo-1-dodecanol 3344-77-2 S S S S S
t 63 Benzyl benzoate 12-51-4 S S S S S
u 21 Diethyl maleate 141-05-9 S S S S S
d 11 Lauryl galate 1166-52-5 S S S S S
y 127 m-Aminophenol 591-27-5 S S S S S
2 116 m-Phenylenedimine 108-45-2 S S S S S
0 17 Methyldibromo glutaronitrile 35691-65-7 S S S S S
1 35 Phenyl benzoate 93-99-2 S S S* S S
3 36 Tetramethylyhiuram disulphate 137-26-8 S S S S S

grey: substances with discordant classification as compared to the other validation laboratories.
*two 'S' classification and one 'NS'; **two 'NS' classification and one 'S'.
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5. 正確度（および感度と特異度）1* 

Validation study 2014 の 24 物質の結果を LLNA の結果（Xylene は偽陽性となったが、ヒト

での評価は陰性のため最終的に陰性とした）を元に正確度を出した。8 つの感作性物質は 4

社とも陽性となり感度は 100%であった 10)。特異度は CiToxLAB 社が 81%で最も低く WIL 

Research社と Bioassay社が 100%であった。正確度は CiToxLAB社で 88%、L’Oreal社で 96%、

WIL Research 社と Bioassay 社で 100%だった。4 社平均では、感度 100%、特異度 94%、正

確度 96%だった。  

施設間再現性で用いた Ring trial 2013 と Validaton study 2014 を合わせた 38 物質の結果を

LLNA データを参考に分析して正確度を出している（APM）。CiToxLAB 社と L’Oreal 社は 19

の感作性物質は全て陽性と判定され、感度は 100%であった。特異度は CiToxLAB 社が最も

低く 68%、Bioassay 社が最も高く 100%であった。正確度は CiToxLAB 社で 87%、L’Oreal 社

は 95%、WIL Research 社と Bioassay 社は 97%であった。4 社平均では、感度 99%、特異度

88%、正確度 93%であった 10)。4 社平均を OPM で評価した場合は、感度 98%、特異度 90%、

正確度 93%であった。 

本法の感度及び特異度の正確度を分析するため、175物質をL’Oreal社が評価している 11)。

以下全て APM による評価結果を示す。175 物質はヒトまたはモルモットの LLNA のデータ

が有る物質で、in vitro 試験でも評価可能な物質である。70%は化粧品関連で、そのうち香料

が 29%、保存剤が 15%、染料が 6%であった。175 物質中 65%が Aptula and Roberts (2006)の

5 つのタンパク結合様式（Michael acceptor, Shiff base formation, acyl transfer agent, SN2 

(substitution nucleophilic bi-molecular)または SNAr (nucleophilic aromatic substitution)）の少な

くとも一つに属していた 12)。 

理想的にはヒトのデータを参考とすべきであるが、LLNA の EC3 とヒトの感作性との間

に良い相関が見られるため、LLNA が in vitro 皮膚感作性試験の評価のための基礎となって

いる。175 物質中 166 物質に LLNA のデータがあり、101 物質はヒトのデータが、そして 92

物質は LLNA とヒトの両方のデータがあった（図 2）。LLNA のデータがある 166 物質につ

いての検討では、LLNA の結果に対して、感度 91%、特異度 65%、正確度 86%であった。 

ヒトのカテゴリー1 から 4（Basketter ら（2014）13)）の明らかな感作性物質の U-SENSTM

の感度は 100%であった 9)。101 物質のヒトのデータに対しては、U-SENSTM は感度 100%、

特異度 47%、正確度 77%であった。LLNA しかデータが無い 74 物質に対しては、感度 91%、

特異度 76%、正確度 88%であった。  

ヒトのデータがある場合は、まずヒトのデータから、Basketter ら（2014）13)のカテゴリー

1 から 4 までを感作性物質とし、クラス 5 と 6 を非感作性物質として判定した。ヒトのデー

タが無い場合は LLNA から判定した。結果は、感度 96%、特異度 55%、正確度 82%であっ

た 9)。 

 U-SENS TMと同じく第三段階のイベントである、樹状細胞が活性化する際の細胞表面分子

                                                  
1*値は、文献 9)は最新の予測モデル（APM）を用いているが、10)は旧予測モデル（OPM）

を用いている。 
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の発現亢進を利用した in vitro 試験法である h-CLAT との比較を行った。対象物質は、L’Oreal

社が評価した 175 物質 9)のうち LLNA のデータがある 166 物質（APM による評価）と、h-

CLAT の評価化合物 142 物質（すべて LLNA データあり）14)の共通の化合物（104 物質）と

した。この 104 物質について、LLNA に対する U-SENSTM の予測性は、感度 93%、特異度

61%、正確度 86%であり、h-CLAT の予測性は、感度 90%、特異度 68%、正確度 85%であっ

た。したがってこの２つの試験法の LLNA に対する予測性は概ね同様と判断された。 

 

 

図 2 U-SENSTMの正確度のために用いた 175 物質のヒトと LLNA によるデータ（引用文献

9）より） 

 

6. 評価可能な物質の範囲 

L’Oreal 社が評価した 175 物質では、表 4 に示す通り、様々な化学物質の皮膚感作性の予測

が可能であることが示されている 9)。なお、Ethyl vanillin (No. 169)、Polyethylene glycol (No. 

174)、Benzyl alcohol (No. 175)の 3 物質は、OPM では陰性と判定されていたが 11)、表 4 に示

すように APM では陽性と判定された。 
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N° Substance LLNAb

EC3 (%) Potency
cat.c

CLP cat. Vehicle Class EC150
(µg/mL)

CV70
(µg/mL)

1 Tetrachlorosalicy lanilide 1154-59-2 1 0.04 Extreme Cat. 1A DMSO POSITIVE 2 2 

2 2,4-Dinitrochlorobenzen DNCB 97-00-7 1 0.05 Extreme Cat. 1A DMSO POSITIVE 1 1 

3 Dipheny lcy clopropenone 886-38-4 1 0.05 Extreme Cat. 1A DMSO POSITIVE 0.2 1.4 

4 Potassium dichromate 7778-50-9 1 0.08 Extreme Cat. 1A RPMI POSITIVE 0.9 0.9 

5 1,4-Pheny lenediamine 106-50-3 1 0.11 Strong Cat. 1A RPMI POSITIVE 2 21 

6 Dimethy l f umarate 624-49-7 1 0,35 Strong Cat. 1A RPMI POSITIVE 1 27 

7 Methy lisothiazolinone (MI pure) 2682-20-4 1 0.4 Strong Cat. 1A RPMI POSITIVE 1 6 

8 Glutaraldehy de (act. 50%) 111-30-8 2 0.1 Strong Cat. 1A RPMI POSITIVE 83 >200 

9 Toluene diamine sulphate 615-50-9 2 0.2 Strong Cat. 1A RPMI POSITIVE 2 12 

10 Gold chloride 13453-07-1 2 0.3 Strong Cat. 1A RPMI POSITIVE 0.1 0.1 

11 Laury l gallate 1166-52-5 2 0.3 Strong Cat. 1A DMSO POSITIVE 0.7 0.7 

12 Propy l gallate 121-79-9 2 0.32 Strong Cat. 1A RPMI POSITIVE 2 33 

13 2-Nitro-1,4-pheny lenediamine 5307-14-2 2 0.4 Strong Cat. 1A DMSO POSITIVE 5 115 

14 2-aminophenol 95-55-6 2 0.4 Strong Cat. 1A DMSO POSITIVE 0.1 8 

15 Formaldehy de (act. 37%) 50-00-0 2 0.4 Strong Cat. 1A DMSO POSITIVE 6 6 

16 Methy l heptine carbonate 111-12-6 2 0.5 Strong Cat. 1A DMSO POSITIVE 39 70 

17 Methy ldibromo glutaronitrile 35691-65-7 2 0.9 Strong Cat. 1A DMSO POSITIVE 3 6 

18 Isoeugenol 97-54-1 2 1.2 Moderate Cat. 1A DMSO POSITIVE 45 115 

19 Gly oxal (act. 40%) 107-22-2 2 1.4 Moderate Cat. 1A RPMI POSITIVE 33 93 

20 Cinnamic aldehy de 104-55-2 2 2 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 1 8 

21 Diethy l maleate 141-05-9 2 2.1 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 7 30 

22 3-Dimethy laminopropy lamine 109-55-7 2 2.2 Moderate Cat. 1B RPMI POSITIVE 103 >200 

23 1,2-Benzisothiazolin-3-one 2634-33-5 2 2.3 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 0.4 3 

24 Thiogly cerol 96-27-5 2 3.6 Moderate Cat. 1B RPMI POSITIVE 88 >200 

25 Ly ral 31906-04-4 2 17.1 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 6 24 

26 Metol 55-55-0 3 0.8 Strong Cat. 1A RPMI POSITIVE 0.3 3 

27 1,4-Dihy droquinone 123-31-9 3 0.11 Strong Cat. 1A RPMI POSITIVE 1 6 

28 Chlorpromazine 50-53-3 3 0.14 Strong Cat. 1A DMSO POSITIVE 6 6 
29 Benzoy l peroxide 94-36-0 3 0.3 Strong Cat. 1A DMSO POSITIVE 27 33 

30 Hy droxy ethy l acry late 868-77-9 3 1.4 Moderate Cat. 1A RPMI POSITIVE 40 >200 

31 Bisphenol A-digly cidy l ether 1675-54-3 3 1.5 Moderate Cat. 1A DMSO POSITIVE 10 26 

32 2-Mercaptobenzothiazole 149-30-4 3 1.7 Moderate Cat. 1A DMSO POSITIVE 40 80 

33 Ethy lene diamine 107-15-3 3 2.2 Moderate Cat. 1B RPMI POSITIVE 16 58 

34 Farnesol 4602-84-0 3 4.8 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 8 34 

35 Pheny l benzoate 93-99-2 3 5.2 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 101 >200 

36 Tetramethy lthiuramdisulf ide 137-26-8 3 6 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 0.1 3 

37 Citral 5392-40-5 3 13 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 4 13 

38 Eugenol 97-53-0 3 13 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 29 142 

39 Abietic acid 514-10-3 3 15 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 37 66 

40 Cinnamic alcohol 104-54-1 3 21 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 21 110 

41 Imidazolidiny l urea 39236-46-9 3 24 Weak Cat. 1B RPMI POSITIVE 11 28 

42 Coumarin 91-64-5 3 30 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 152 >200 

43 Buty l gly cidy l ether 2426-08-6 3 31 Weak Cat. 1B RPMI POSITIVE 149 >200 

44 Chlorhexidine gluconate 55-56-1 4 na na na DMSO POSITIVE 4 4 

45 Bronopol 52-51-7 4 na na na RPMI POSITIVE 2 6 

46 Hexy l salicy late 6259-76-3 4 0.18 Strong Cat. 1A DMSO POSITIVE 27 27 

47 Iodopropy ny l buty lcarbamate 55406-53-6 4 0.87 Strong Cat. 1A DMSO POSITIVE 2 4 

48 Resorcinol 108-46-3 4 5.5 Moderate Cat. 1B RPMI POSITIVE 5 173 

49 Amy l cinnamic aldehy de 122-40-7 4 11 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 13 27 

50 Lillial 80-54-6 4 19 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 9 34 

51 Hy droxy citronellal 107-75-5 4 20 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 6 9 

52 Benzocaine 94-09-7 4 22 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 103 >200 

53 Amy lcinnamy l alcohol 101-85-9 4 25 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 15 40 

54 Geraniol 106-24-1 4 26 Weak Cat. 1B RPMI POSITIVE 54 134 

55 Linalool 78-70-6 4 30 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 41 >200 

56 Ethy lenegly col dimethacry late 97-90-5 4 35 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 81 >200 

57 Aniline 62-53-3 4 89 Weak Cat. 1B RPMI POSITIVE 63 >200 

58 Methy lmethacry late 80-62-6 4 90 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 157 >200 

59 Anethole 104-46-1 5 2.3 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE >200 >200 

60 Benzy l salicy late 118-58-1 5 2.9 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 66 66 

表　　Database of 175 chemicals used in the evaluation of the predictive performance ot the U‐SENS™ assay

U‐SENSCAS
number

Human
potency
cat.a

Human
versus
LLNA /
U‐SENSd

表 4 

22



17 
 

 

61 Anisy l alcohol 105-13-5 5 5.9 Moderate Cat. 1B DMSO NEGATIVE >200 >200 M

62 Hexy l cinnamic aldehy de 101-86-0 5 8 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 5 22 

63 Benzy l benzoate 120-51-4 5 17 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE >200 >200 
64 Pentachlorophenol 87-86-5 5 20 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 21 21 
65 Benzaldehy de 100-52-7 5 25 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 85 175 

66 Diethanolamine 111-42-2 5 40 Weak Cat. 1B RPMI POSITIVE 27 >200 

67 Isopropy l my ristate 110-27-0 5 44 Weak Cat. 1B DMSO NEGATIVE >200 >200 M

68 Citronellol 106-22-9 5 43.5 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 25 >200 

69 Limonene (not oxidised) 138-86-3 5 69 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 26 43 

70 Py ridine 110-86-1 5 72 Weak Cat. 1B RPMI NEGATIVE >200 >200 M

71 Methy l salicy late 119-36-8 5 NC NS no cat. DMSO NEGATIVE >200 >200 L&M
72 Vanillin 121-33-5 5 NC NS no cat. DMSO POSITIVE 50 >200 L

73 4-Aminobenzoic acid 150-13-0 5 NC NS no cat. DMSO NEGATIVE >200 >200 L&M
74 Propy l paraben 94-13-3 5 NC NS no cat. RPMI POSITIVE 24 122 L

75 Benzalkonium chloride 8001-54-5 5 NC NS no cat. RPMI POSITIVE 0.1 1 L

76 Hy drocortisone 50-23-7 5 NC NS no cat. DMSO NEGATIVE >200 >200 L&M

77 Propy lene gly col 57-55-6 5 NC NS no cat. RPMI NEGATIVE >200 >200 L&M

78 Isopropanol 67-63-0 5 NC NS no cat. RPMI NEGATIVE >200 >200 L&M

79 Phenoxy ethanol 122-99-6 5 NC NS no cat. DMSO POSITIVE 176 >200 L

80 Sorbic acid 110-44-1 5 na na na DMSO POSITIVE 115 >200 

81 Triclosan 3380-34-5 5 na na na DMSO POSITIVE 4 5 

82 Triethanolamine 102-71-6 5 na na na RPMI POSITIVE 189 >200 

83 Buty lene gly col 107-88-0 5 na na na RPMI NEGATIVE >200 >200 M

84 Cetrimide 57-09-0 5 na na na RPMI POSITIVE 0.8 0.8 

85 Tocopherol 59-02-9 6 7.4 Moderate Cat. 1B RPMI NEGATIVE >200 >200 L

86 Sodium laury l sulf ate 151-21-3 6 14 Weak Cat. 1B RPMI POSITIVE 55 76 L&M

87 DMSO 67-68-5 6 72 Weak Cat. 1B RPMI NEGATIVE >200 >200 L

88 Xy lene 1330-20-7 6 96 Weak Cat. 1B DMSO NEGATIVE >200 >200 L

89 Salicy lic acid 69-72-7 6 NC NS no cat. DMSO NEGATIVE >200 >200 

90 Octanoic acid 124-07-2 6 NC NS no cat. RPMI POSITIVE 70 >200 M

91 Hexane 110-54-3 6 NC NS no cat. RPMI NEGATIVE >200 >200 

92 Diethy l phthalate 84-66-2 6 NC NS no cat. DMSO POSITIVE 121 >200 M

93 Lactic acid 50-21-5 6 NC NS no cat. RPMI NEGATIVE >200 >200 

94 Gly cerol/Gly cerin 56-81-5 6 NC NS no cat. RPMI NEGATIVE >200 >200 

95 1-Butanol 71-36-3 6 NC NS no cat. RPMI NEGATIVE >200 >200 

96 Tween 80 9005-65-6 6 NC NS no cat. RPMI POSITIVE 9 200 M

97 Phenol 108-95-2 6 NC NS no cat. DMSO POSITIVE 22 102 M

98 Dextran 3371-50-4 6 NC NS no cat. RPMI NEGATIVE >200 >200 

99 Diethy l toluamide 94271-03-1 6 NC NS no cat. DMSO POSITIVE 53 >200 M

100 Sorbitol 50-70-4 6 na na na RPMI NEGATIVE >200 >200 

101 Glucose 50-99-7 6 na na na RPMI NEGATIVE >200 >200 
102 2,4-Dinitrof luorobenzene 70-34-8 na 0.032 Extreme Cat. 1A RPMI POSITIVE 1 4 -
103 Oxazolone 15646-46-5 na 0.003 Extreme Cat. 1A DMSO POSITIVE 145 >200 -

104 MCI/MI (act. 1.5%) 55965-84-9 na 0.005 Extreme Cat. 1A RPMI POSITIVE 11 34 -

105 7,12-Dimethy lbenz[α]anthracene 57-97-6 na 0.006 Extreme Cat. 1A RPMI POSITIVE 47 >200 -

106 p-Benzoquinone 106-51-4 na 0.01 Extreme Cat. 1A RPMI POSITIVE 2 15 -

107 3-Methy lcatechol 488-17-5 na 0.02 Extreme Cat. 1A RPMI POSITIVE 0.3 4 -

108 Bandrowski's base 20048-27-5 na 0.04 Extreme Cat. 1A DMSO POSITIVE 1 3 -

109 4-Nitrobenzy l bromide 100-11-8 na 0.05 Extreme Cat. 1A DMSO POSITIVE 0.4 0.4 -

110 Methy lnitrosourea 684-93-5 na 0.05 Extreme Cat. 1A RPMI POSITIVE 13 >200 -

111 Cy anuric chloride 108-77-0 na 0.09 Extreme Cat. 1A RPMI POSITIVE 15 68 -

112 p-aminophenol 123-30-8 na - Strong Cat. 1A RPMI POSITIVE 2 6 -

113 Phthalic anhy dride 85-44-9 na 0.16 Strong Cat. 1A DMSO NEGATIVE >200 >200 D

114 Benzy l bromide 100-39-0 na 0.2 Strong Cat. 1A DMSO POSITIVE 8 15 -

115 2,4,6-Trinitrobenzenesulf onic acid 2508-19-2 na 0.36 Strong Cat. 1A RPMI POSITIVE 10 >200 -

116 3-Pheny lenediamine 108-45-2 na 0.49 Strong Cat. 1A RPMI POSITIVE 4 137 -

117 CD3 25646-71-3 na 0.6 Strong Cat. 1A RPMI POSITIVE 1 4 -

118 Squaric acid diethy l ester 5231-87-8 na 0.9 Strong Cat. 1A DMSO POSITIVE 32 71 -

119 1-Pheny l-1,2-propanedione 579-07-7 na 1.3 Moderate Cat. 1A DMSO POSITIVE 35 77 -

120 1-Naphthol 90-15-3 na 1.3 Moderate Cat. 1A DMSO POSITIVE 3 31 -

121 2-Hy droxy ethy l acry late 818-61-1 na 1.4 Moderate Cat. 1A RPMI POSITIVE 2 11 -

122 Nonanoy l chloride 764-85-2 na 1.8 Moderate Cat. 1A DMSO POSITIVE 22 46 -
123 N,N-bis(2-hy droxy ethy l)-p- pheny lenediamine sulf ate

54381-16-7
na 1.04 Moderate Cat. 1A RPMI POSITIVE 8 29 -

124 Methy l-2-nony noate 111-80-8 na 2.5 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 18 105 -
125 3,3,5-trimethy lhexanoy l chloride 36727-29-4 na 2.7 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 17 48 -

126 Pheny lacetaldehy de 122-78-1 na 3 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 7 17 -

127 3-Aminophenol 591-27-5 na 3.2 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 11 128 -

128 diethy l sulf ate 64-67-5 na 3.3 Moderate Cat. 1B RPMI POSITIVE 22 >200 -

129 Benzy lideneacetone 122-57-6 na 3.7 Moderate Cat. 1B RPMI POSITIVE 3 7 -

130 3-Propy lidenephthalide 17369-59-4 na 3.7 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 29 >200 -
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7. 有用性と限界 

本法は細胞実験とフローサイトメトリーを組み合わせた試験法であり、細胞培養機器及

びフローサイトメーターを保有し、その技術に習熟した施設であれば実施可能と思われる。 

また、本法は動物を用いない in vitro の手法であり、科学的目的のために実施される動物

実験に関し、「動物の愛護及び管理に関する法律」及び 3R の精神と合致している。さらに

U-SENSTM及び LLNA 実施の際に必要となる消耗品費は、LLNA では 1 アッセイ当たり約

10 万円であるのに対し、U-SENSTM では約 1.8 万円と試算された。試験期間も LLNA より

短期間で実施可能であることから、試験法として迅速性・経済性の面から有用と思われる。 

                                                

131 Squaric acid 2892-51-5 na 4.3 Moderate Cat. 1B RPMI POSITIVE 63 >200 -

132 a-Methy l cinnamic aldehy de 101-39-3 na 4.5 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 9 >200 -

133 Nickel sulf ate 10101-97-0 na 4.8 Moderate Cat. 1B RPMI POSITIVE 16 55 -

134 trans-2-Hexenal 6728-26-3 na 5.5 Moderate Cat. 1B RPMI POSITIVE 4 51 -

135 3,4-Dihy drocoumarin 119-84-6 na 5.6 Moderate Cat. 1B DMSO NEGATIVE >200 >200 D

136 2-Methoxy -4-methy l-phenol 93-51-6 na 5.8 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 13 159 -
137 Diethy lenetriamine 111-40-0 na 5.8 Moderate Cat. 1B RPMI NEGATIVE >200 >200 D
138 1-Bromoeicosane 4276-49-7 na 6.1 Moderate Cat. 1B RPMI NEGATIVE >200 >200 D

139 2-Pheny lpropionaldehy de 93-53-8 na 6.3 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 4 12 -

140 4-Chloroaniline 106-47-8 na 6.5 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 1 182 -

141 Dihy droeugenol 2785-87-7 na 6.8 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 47 122 -

142 Undec-10-enal 112-45-8 na 6.8 Moderate Cat. 1B RPMI POSITIVE 9 29 -

143 12-Bromo-1-dodecanol 3344-77-2 na 6.9 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 9 28 -
144 Saf ranal 116-26-7 na 7.5 Moderate Cat. 1B DMSO POSITIVE 12 39 -
145 Methy l methanesulphonate 66-27-3 na 8.1 Moderate Cat. 1B RPMI POSITIVE 2 33 -
146 Tween 21 9005-64-5 na - Weak Cat. 1B RPMI POSITIVE 68 >200 -

147 Farnesal 19317-11-4 na 12 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 6 6 -

148 1-Bromohexane 111-25-1 na 10 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE >200 183 -

149 2-Ethy lhexy l acry late 103-11-7 na 10 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 15 200 -

150 2,3-Butanedion 431-03-8 na 11 Weak Cat. 1B RPMI POSITIVE 11 103 -

151 Oxalic acid 144-62-7 na 15 Weak Cat. 1B DMSO NEGATIVE >200 >200 D

152 4-Ally lanisole 140-67-0 na 18 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 98 >200 -

153 Benzy l cinnamate 103-41-3 na 18.4 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 177 >200 -

154 4,4,4-Trif luro-1-pheny lbutane-1,3-dione 326-06-7 na 20 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 18 41 -

155 alpha-iso-Methy lionone 127-51-5 na 21.8 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 22 36 -

156 Cy clamen aldehy de 103-95-7 na 22 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 30 117 -

157 Undecy lenic acid 112-38-9 na 25 Weak Cat. 1B DMSO POSITIVE 18 75 -

158 R(+)-Limonene 5989-27-5 na 69 Weak Cat. 1B RPMI POSITIVE 30 >200 -

159 Tartaric acid 87-69-4 na NC NS no cat. RPMI NEGATIVE >200 >200 -

160 Chlorobenzene 108-90-7 na NC NS no cat. DMSO NEGATIVE >200 >200 -

161 Sulf anilic acid 121-57-3 na NC NS no cat. RPMI NEGATIVE >200 >200 -

162 4-Hy droxy benzoic acid 99-96-7 na NC NS no cat. DMSO NEGATIVE >200 >200 -

163 Saccharin 81-07-2 na NC NS no cat. RPMI NEGATIVE >200 >200 -

164 1-Bromobutane 109-65-9 na NC NS no cat. DMSO NEGATIVE >200 >200 -

165 6-Methy l coumarin 92-48-8 na NC NS no cat. DMSO POSITIVE 94 187 D

166 Ethy l benzoy lacetate 94-02-0 na NC NS no cat. DMSO NEGATIVE >200 >200 -

167 Viny lidene dichloride 75-35-4 na NC NS no cat. DMSO NEGATIVE >200 >200 -

168 Benzoic acid 65-85-0 na NC NS no cat. RPMI NEGATIVE >200 >200 -

169 Ethy l v anillin 121-32-4 na NC NS no cat. DMSO POSITIVE 66 66 D

170 Sulf anilamide 63-74-1 na NC NS no cat. RPMI NEGATIVE >200 >200 -

171 Kanamy cin (sulf ate) 25389-94-0 na NC NS no cat. RPMI NEGATIVE >200 >200 -

172 Streptomy cin sulf ate 3810-74-0 na NC NS no cat. RPMI NEGATIVE >200 >200 -

173 Citric acid 77-92-9 na NC NS no cat. RPMI NEGATIVE >200 >200 -
174 Poly ethy lene gly col 25322-68-3 na NC NS no cat. RPMI POSITIVE 73 >200 D
175 Benzy l alcohol 100-51-6 na NC NS no cat. DMSO POSITIVE 176 >200 D

a Human Skin Sensitizing Potency  category  (Basketter et al., 2014) ; na: not av ailable
b LLNA (TG429 and EU test method B.42 (OECD, 2010a; UN 2011)) ; na: not av ailable
c LLNA potency  category  based on the EC3 v alue as proposed by  Kimber et al. (2003).
d Human v ersus LLNA and/or U-SENS™ S/NS classif ications: ✓: concordant hazard classif ications between human, LLNA and U-SENS™; L: discordant hazard classif ications between LLNA and
human; M: discordant hazard classif ications between U-SENS™ and human; -: concordant hazard classif ications between LLNA and U-SENS™ without any  human data av ailable; D: discordant hazard
classif ications between LLNA and U-SENS™ without any  human data av ailable.
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技術的限界として、液相での反応を必要とする試験系であるため、培地に 50 mg/mL、こ

れに所定の濃度で不溶の場合は、DMSO に 50 mg/mL の濃度で溶解あるいは安定的に分散す

る必要がある（ただし、科学的根拠があれば他の溶媒も使用可能とされている）。 

また、本法はフローサイトメーターを用いる手法であり、蛍光を有する物質も評価は可能

であるが、FITC や PI と同一波長に強い蛍光を有する物質は測定を妨害する可能性がある。

更に、過度の細胞毒性を有する物質は細胞の構造変化を引き起こし正しく評価されない可

能性がある。また、他の細胞を用いる試験系と同様に、揮発性物質は飛散による物質のロス

や近隣のウェルへのクロスコンタミを起こすため、適切に評価されない可能性がある。 

プレハプテン（酸化により活性化される物質）やプロハプテン（P450 等による代謝活性

化を必要とする物質）に関しては、これまでの検討では正しく判定された（プレハプテン 4

種及びプロハプテン 7 種、OPM と APM で判定結果は同じ）11)。しかし、ウェル中での化学

的な酸化の進行については未知であり、また、本細胞の薬物代謝能は限定的であるため、未

検討のプロハプテンやプレハプテンについては偽陰性を生じる可能性もある 15)。 

界面活性剤のような細胞膜に影響を与える物質は、CD86 発現の非特異的増大により偽陽

性となり得るため、このような物質が陽性と判定された場合は注意が必要である。 

また、混合物に関しては、本法の適用例はこれまで 1 例のみであり（OPM と APM で判

定結果は同じ）、適用可能性に関する十分な情報は得られていない 11)。従って、混合物に対

する本法の適用については注意が必要である。 

本法は、IATA (Integrated Approaches to Testing and Assessment)において他の試験法と組み合

わせることにより、感作性物質と非感作性物質との区別に使用することが可能である 16)。

しかし、強度感作性物質（UN GHS 1A 分類）よりも軽度～中等度感作性物質（UN GHS 1B

分類）で偽陰性の判定が生じやすい傾向にあるため、本法単独での感作性強度分類や UN 

GHS のサブカテゴリー分類への応用には適さない。 

 

8. 結論 

U-SENSTMは、感作性発現機序における第三段階のイベントである樹状細胞が活性化する

際の細胞表面分子の発現亢進を利用した in vitro 試験法である。ヒト組織球性リンパ腫細胞

株である U-937 細胞を用い、活性化に伴い細胞表面での発現量が増加する CD86 を測定す

る試験法で、化学物質の感作性を判断する上で重要な情報を与えてくれる。 

マウスを用いる LLNA の 1/5 程度の消耗品費で実施可能と試算され、試験期間も LLNA

に比べ短期間であるため、試験法として迅速性・経済性の面から有用性は高いと思われる。

本法は、細胞実験とフローサイトメトリーを組み合わせた試験法であり、細胞培養機器およ

びフローサイトメーターを保有し、その技術に習熟した施設であれば実施可能と考えられ

る。なお、細胞の反応性の確認と陽性対照および媒体対照の測定で発生するデータを基にヒ

ストリカルなデータベースを作成・維持し、試験系の再現性を保証するために用いる必要が

ある。 

本試験法のバリデーション試験において、15 物質を用いて実施された施設内再現性は、

60～100％であり、平均は 90％であった。OECD 専門家会議における議論で、感作性予測モ

デルが一部改訂され(APM)、判定の煩雑さが解消された。APM で評価すると、ヒトに対す
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る感作性の有無の分類で、Basketter らの報告に基づくヒトのクラス 5 と 6 を感作性無しと

した場合、感度 100％、特異度 47％、正確度 77％であったが、クラス 6 のみを感作性無し

とした場合は、感度 89％、特異度 65％、正確度 85％であった（101 物質対象）。LLNA のデ

ータがある 166 物質についての検討では、LLNA の結果に対して、感度 91％、特異度 65％、

正確度 86％であった。この 166 物質を見る限り、本法は様々な化学物質の皮膚感作性の予

測が可能であることが示されている。 

U-SENSTM で評価した 175 物質と h-CLAT で評価した 142 物質のうち、LLNA のデータが

ある共通物質は 104 物質であった。この 104 物質について、感度、特異度、正確度を比較し

たところ、両者での予測性は概ね同様と判断された。 

U-SENSTM の試験法は、液相での反応を必要とする試験系であるため、培地あるいは

DMSO に 50 mg/mL の濃度で溶解あるいは安定的に分散するものであれば試験が可能であ

る。 

界面活性剤等の細胞膜の構造変化を引き起こすような物質、測定に使用する FITC や PI

と同一波長に強い蛍光を有する物質、揮発性を有する物質などでは、適切に評価されない可

能性がある。プレハプテンやプロハプテンに関しては、本法開発の段階では正しく判定され

たとしているが、ウェル中での化学的な酸化の進行については未知であり、また、本細胞の

薬物代謝能は限定的であるため、未検討のプロハプテンやプレハプテンについては偽陰性

を生じる可能性もある。さらに、本法は混合物に関しては適用可能性に関する十分な情報は

得られていない、従って、混合物に対する本法の適用については注意が必要である。 

本試験法は、強度感作性物質（UN GHS 1A 分類）に比べて、軽度から中等度感作性物質

（UN GHS 1B 分類）で偽陰性の判定が生じやすい傾向にあるため、本法単独での感作性強

度分類や UN GHS のサブカテゴリー分類への利用には適さない。本試験法に用いる細胞の

薬物代謝能は限定的であるため、活性化に代謝系を必要とする化学物質では、正しくその感

作性が検出されない可能性がある。 

本委員会は、上記の本試験法の様々な限界を勘案すると、本試験法単独では皮膚感作性

の判定は不十分で有り、証拠の重み付けや他の試験法との組合せで用いることを推奨する。 
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