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本発表は個人的な見解であり、JaCVAMや
NIHSの見解ではありません。
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動物実験代替法（Alternative to Animal 
Testing,以下、代替法と記す）とは、動物実験の３
Rｓ（Reduction: 削減、Refinement: 苦痛の軽減、
Replacement: 置換え）を指す用語であり、動物実

験を認めることを前提にしている。皆さんが「代替
法」と意識されている試験法とは、“置換え”であ
る。この場合は、in vitro試験あるいはAlternative 
non‐animal test（動物を用いない代替法）という場
合が多い。

動物実験代替法という用語



4

動物実験の国際的流れ

• 国際的な動物実験の施行は、３Rsの原則（動
物実験代替法）を基盤とすべきとなった。

• Replacement(置換)、Reduction(削減)の実効
は当初、化粧品で本格化した。

• ３Rsは医薬品（ICH） 、医療機器（ISO） 、化学
製品等（REACH）の安全性試験、医学研究
（OIE, EU Directive, ILAR Guide, CIOMS ）にも
拡大している。
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• Work plan includes projects lead by member 
countries, updated and declassified annually.

• SPSF template for project proposal, available to NCs, 
concerns projects on: 

• Regulatory need
• Animal welfare main motivations
• Cost effectiveness for projects

Functioning of the Programme

New Test Guideline Guidance document
Revised Test Guideline   Detailed Review Paper
Deletion of an existing Test Guideline Other, specify: 
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Method Lead 
Country

International 
acceptance

In vivo Mammalian Alkaline Comet Assay Japan TG489(2014)

In vitro Micronucleus Test Canada Updated TG487 
(2014)

Mammalian Bone Marrow Chromosomal Aberration 
Test 

Canada Updated TG475 
(2014)

Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test Canada Updated TG474 
(2014)

In vitro Mammalian Chromosome Aberration Test Canada Updated TG473 
(2014)

In vitro Skin Corrosion: Reconstructed Human 
Epidermis (RHE) Test Method : epiCS

German Updated TG431 
(2014)

In vitro Skin Sensitisation: ARE-Nrf2 Luciferase
Test Method 

EU TG442D(2014)

In Chemico Skin Sensitisation: Direct Peptide 
Reactivity Assay (DPRA) 

EU TG442C(2014)

2014年に成立した試験法
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2015年に成立したまたは成立予定の試験法

Method
TG 491: Short-Time Exposure for the detection of chemicals causing Serious 

Eye Damage and chemicals Not Requiring Classification for Serious 
Eye Damage or Eye Irritation

TG 492: Reconstructed Human Corneal Epidermis for the Detection of 
Chemicals Not Requiring Classification and Labelling for Eye Irritation 
or Serious Eye Damage

TG 491: In vitro Thymidine Kinase mutation Test
TG 493: Estrogen Receptor Binding Assay
GD:In vitro Carcinogenicity: Cell Transformation Assay Bhas 42 Assay
GD:In vitro Carcinogenicity: Syrian Hamster Embryo (SHE) Cell 

Transformation Assay 
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Method
Updated TG 404: Acute Dermal Irritation/Corrosion
Updated TG 421: Reproduction/Development Toxicity Screening Test
Updated TG 422: Combined Repeated Dose Toxicity Study with the 

Reproduction/Developmental Toxicity Screening Test
Updated TG 430: In vitro Skin Corrosion: Transcutaneous Electrical 

Resistance Test Method (TER)
Updated TG 431: In vitro skin corrosion (Human Skin Model Test) 
Updated TG 435: In vitro Membrane Barrier Test Method for Skin Corrosion
Updated TG 439: In vitro Skin Irritation - Reconstructed Human Epidermis 

Test Method
Updated TG 455: The Stably Transfected Human Estrogen Receptor-alpha 

Transcriptional Activation Assay for Detection of Estrogenic 
Agonist-Activity of Chemicals

Updated TG 476: In vitro Mammalian Cell Gene Mutation Test 
Updated TG 478: Rodent Dominant Lethal Test
Updated TG 483: Mammalian Spermatogonial Chromosome Aberration Test

2015年に改訂された試験法
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2015年に成立する予定の日本提案のOECD TG案

• Cell Transformation Assay Bhas 42 Assay
• Eye Irritation Test: Short Time Exposure (STE) 

Assay 
• Endocrine Disruptor Screening: Stable 

Transfected Transcriptional Activation (STTA) 
Antagonist Assay
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2015年に作業計画に載った試験法
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OECD作業計画にある日本から提案されたテ
ストガイドライン案

• Skin sensitization assay h-CLAT assay
• IL-8 reporter gene assay for skin sensitization 

testing（今年度に計画として承認された）

• Androgen disruptor screening Stable transfected 
transcriptional activation (STTA) assay (AR-
Ecoscreen)



動物を用いない代替法の開発状況

• 開発されている動物を用いない代替法は、皮
膚刺激性、光毒性、遺伝毒性および眼刺激
性試験に限られる。

• 正確性が良くても、偽陰性の多い方法は認
められない。偽陽性も多い。

• 単独試験法で有害性を担保できるin vitro試
験はない。

13



ボトムアップアプローチ

無刺激性を同定

in vitro test 1

in vitro test 2

トップダウンアプローチ

強刺激性を同定

in vitro test 1

in vitro test 2

無刺
激性

強刺
激性

強刺
激性

無刺
激性

眼刺激性または確認試験

陽性
陽性

陽性

陽性

陰性

陰性

陰性

陰性

眼刺激性評価におけるin vitro試験の組合せ
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Arch Toxicol. 2011 May;85(5):367‐485. doi: 10.1007/s00204‐011‐0693‐22011

Alternative (non‐animal) methods for cosmetics testing: current status and 
future prospects‐2010. Adler S, et al.,

In summary, the experts confirmed that it will take at least 
another 7‐9 years for the replacement of the current in vivo 
animal tests used for the safety assessment of cosmetic 
ingredients for skin sensitisation(皮膚感作性）.

For toxicokinetics（トキシコキネテックス）, the timeframe 
was 5‐7 years to develop the models still lacking to predict 
lung absorption and renal/biliary excretion, and even longer 
to integrate the methods to fully replace the animal 
toxicokinetic models. 

For the systemic toxicological endpoints of repeated 
dose toxicity(反復投与毒性）, carcinogenicity(発癌性） and 
reproductive toxicity（生殖毒性）, the time horizon for full 
replacement could not be estimated.
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(1) Miniature  BlackBox Approach

動物モデルとin vitro

(2) In vivomechanism Excision Approach

Chemical symptoms
(toxicity)

in vivo BLACK BOX

regression linkage

input outpu
t

Living Organism

in vitro endpoint
in vitro BLACK BOX

regression linkage

in vitro endpoint

(1) Miniature  BlackBox
Approach requires 
“diagnostic” process 
similar to in vivo
studies. Until cellular 
symptoms are well 
understood to the 
level of in vivo
diagnosis, the 
validation process will 
be virtually endless.

(2) Mechanism‐excision 
type methods always 
have Positive controls 
and Negative controls. 
With which the 
validation process is 
easy and comcise.

Chemical

input

Chemical

input

outpu
t

symptoms
(toxicity)

outpu
t

Chemical

input outpu
t

菅野純博士より借用 16
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Biologic
Inputs

Normal
Biologic
Function

Morbidity
and

Mortality

Cell 
Injury

Adaptive Stress
Responses

Early Cellular
Changes

Exposure

Tissue Dose

Biologic Interaction

Perturbation

Low Dose
Higher Dose
Higher yet 

Perturbation of Toxicity Pathways

17
Adverse Outcome Pathway

(Adverse Outcome)





GUIDANCE DOCUMENT ON THE EVALUATION AND 
APPLICATION OF INTEGRATED APPROACHES TO TESTING 

AND ASSESSMENT (IATA) FOR SKIN SENSITISATION
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小括

• OECDは毒性毎にAOPの構築を促している。

• OECDはAOPを参考に、MoA（作用機構）に立
脚したTGの開発を促そうとしている。

• 一つひとつのTGではsystematic toxicologyを
予測することは不可能である。OECDはIATA開
発もTG開発とセットと認識している。
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JaCVAMの視点

• 試験法の公定化の有無を問わず、開発され
た方法は再現性と予測性が高くなければなら
ない。その評価作業をする機関としては、有
用なin vitro、in silicoが開発されることに期待
している、



NIHSの視点

• レギュラトリーサイエンスの実践のためには、
品質，有効性及び安全性を科学的知見に基
づき適正かつ迅速に予測，評価する手段とし
て、適正な試験法によって実験されることが
重要である。



安全性予測評価部

第一室

小野敦室長

第二室

小島 肇室長

第三室

森田 健室長

第四室

？？？

広瀬部長



安全性予測評価部の業務





御静聴ありがとうございました
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