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本発表は、個人的な見解であり、必ずしも
OECDや国立衛研の公式見解ではありません。

また、発表に利益相反はありません。
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昨今の国際動向
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The NTP Roadmap are consistent with the recent 
NAS Report

 2007 NRC Report:
– Calls for transforming toxicology: “from a 

system based on whole-animal testing to 
one founded primarily on in vitro 
methods that evaluate changes in 
biologic processes using cells, cell lines, 
or cellular components, preferably of 
human origin.”

– Envisions pathway-based toxicology, 
where pathway perturbations are used 
to predict adverse effects

– 2009 NRC report:  “the realization of the 
promise [of the 2007 report] is at least a 
decade away”

National Research Council. 2007. Toxicity Testing in the Twenty-first Century: A Vision and a Strategy. 
Washington, DC: National Academy of Sciences. Available: 
http://books.nap.edu/catalog.php?record_id=11970



Vision

１）to provide broad coverage of chemicals, 
chemical mixtures, outcomes, and life stages

2) To reduce the cost and time of testing
3) To use fewer animals and cause minimal suffering 

in the animals used
4)To development a more robust scientific basis for 

assessing health effects of environmental agents
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CRAFT - Chemical Reactivity And Fate Tool

Endocrine-Active 
Chemicals Database

Toxmatch – Chemical grouping

Toxtree – Hazard estimation

Computational Toxicology: physicochemical and 
reactivity profiling of compounds/metabolites
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High throughput testing

Large datasets 
using the standard 

metabolic competent 
system

Compound managementCompound management

Cell culturing Compound RepositoryCompound Repository

Liquid handling robotLiquid handling robot
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EU第７次
改正発効

各国国内法施行期限

＜Testing ban＞
化粧品最終製品：EU域内での即時禁止

成分 ：
危険物指令Annex V or 化粧品指令Annex IX で

規定された代替法がある場合,  即時禁止
（光毒性・皮膚腐食性・経皮吸収性）

＜marketing ban＞
共同体レベルでバリデートされ採択された代替

法がある動物試験を実施した成分 ・ 最終処方を
使用した化粧品の即時販売禁止

（光毒性・皮膚腐食性）

＜Testing ban＞
成分 ： EU域内での即時禁止

＜marketing ban＞
動物試験した成分 ／最終処方を
使用した化粧品の完全販売禁止

＊ただし, 毒物動態 ・ 生殖毒性
・ 反復投与毒性試験は除外さ

れる

2003/3/11 2004/9/11 2009/3/11 2013/3/11

＜marketing ban＞
動物試験した成分
／最終処分を使用
した化粧品の完全

販売禁止

＊ただし,  毒物動態
・生殖毒性 ・ 反復

投与毒性試験の
代替法開発状況
によっては,  期

限延長もあり得る

• 国内法施行までは代替
法

• のある動物実験でも
• 実施可能

• 代替法ができた時点で即時禁止
• （禁止時期以前に動物実験を実施したものは規制対象外）

Fragrance journal, 2005-2

ＥＵ化粧品における動物実験規制
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化粧品の安全性評価と
動物実験における各国の状況

国名 状況 補足説明
EU 禁止 化粧品製品とその原料
イスラエル 禁止 化粧品製品とその原料
インド 禁止 2014年より輸入も禁止
中国 動物実験の廃止 2014年より一般化粧品に限る
ブラジル 禁止法案提出 サンパウロ州は禁止
米国 禁止法案提出
オーストラリア 禁止法案提出
韓国 一般品の動物実験の

要求なし
機能性化粧品においても代替法
の受入れを表明

日本 一般品の動物実験の
要求なし

医薬部外品においても代替法の
受入れ
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Seurat-1 Research Initiative
First step in long term 
goal : „Towards the 
replacement of in vivo 
repeated dose systemic 
toxicity testing“

• Joint funding by the 
European Commission 
and a specific 
industrial sector 
(cosmetics industry / 
Colipa)

• € 25 million EC   &   
€ 25 million Colipa

• OBJECTIVES
• Development of an innovative 

concept for repeated dose 
systemic toxicity testing. 

Proof of concept for a future full 
implementation of a mode-of-
action strategy.

Development of innovative 
testing methods more 
predictive than existing testing 
procedures.

More information and access to SEURAT-1 Annual Report : www.seurat-1.eu
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小括
• 動物実験3Rsの国際的な浸透に加えて、実験動
物とヒトとの種差等の克服のために、既存の毒
性試験法の見直しが進んでいる。

• 規制に関わるICH(医薬品規制調和国際会議)、
ICCR(化粧品規制協力国際会議)、OECD(経済協
力開発機構)等の国際機関においても、医薬
品・化粧品等の安全性評価のために動物を用い
ない代替法による開発・評価が進んでいる。
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http://www.pmda.go.jp/int-activities/int-harmony/ich/0014.html


OECDのTG
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OECD加盟国および関係国

OECD Member Countries
Countries/Economies Engaged in Working 
Relationships with the OECD

(34)
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Numbers of OECD Test Guideline (2018)

Section Project Numbers

１ Physical-Chemical properties 24

２ Effects on Biotic Systems 44

３ Degradation and Accumulation 20

４ Health Effects 68 (in vitro 23)

５ Other Test Guidelines 10

Total 166
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TG No. TG名称 含まれている試験法ま
たはモデル

皮膚腐食性試験

430 In vitro皮膚腐食性：経皮電気抵抗試験 (TER) 1

431 In vitro皮膚腐食性：ヒト皮膚モデル試験 4 （EpiSkin, EpiDerm,
SkinEthic RHE, EpiCS)

435 皮膚腐食性評価のためのin vitro膜バリア試験法 1

皮膚刺激性試験

439
In vitro皮膚刺激性：再構築ヒト表皮試験法 4 （EpiSkin, EpiDerm,

SkinEthic RHE, LabCyte
EPI-MODEL24 )

光毒性試験

432 In vitro 3T3 NRU光毒性試験 1

眼刺激性試験

437
i) 眼に対する重篤な損傷性を引き起こす化学品、およびii) 眼刺激性または眼に対す
る重篤な損傷性に分類する必要のない化学品を同定するための、ウシ角膜を用いる

混濁度および透過性試験法

1

438
i) 眼に対する重篤な損傷性を引き起こす化学品、およびii) 眼刺激性または眼に対す
る重篤な損傷性に分類する必要のない化学品を同定するための、ニワトリ摘出眼球

を用いる試験法

1(改定2018）

460 眼腐食性物質および眼に対する重篤な刺激性物質を同定するためのフルオレセイン
漏出試験法

1

491
i) 眼に対する重篤な損傷性を引き起こす化学品、およびii) 眼刺激性または眼に対す
る重篤な損傷性に分類する必要のない化学品を同定するための、In vitro 短時間曝
露法

1

492
眼刺激性または眼に対する重篤な損傷性に分類する必要のない化学品を同定するた
めの、再構築ヒト角膜試験法

3 （EpiOcular,
SkinEthic HCE, 

LabCyte CORNEA-
MODEL)

表1. 動物実験代替法(置き換え）が関与したOECDのヒト健康評価に寄与するTG(2018)
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TG No. TG 名称 含まれている試験法
またはモデル

皮膚感作性試験

442C In Chemico皮膚感作性：ペプチド結合性試験（DPRA) 1

442D In vitro皮膚感作性：角化細胞株レポーターアッセイ ２（KeratinoSens, Lu-
Sens)

442E In vitro皮膚感作性：ヒト細胞株活性試験 3（h-CLAT, U-SENS,
IL-8 Luc assay）

内分泌スクリーニング

455
性能基準TG 化学物質のエストロゲンアゴニスト活性の検出を目的とした、安定に形
質移入されたヒトエストロゲン受容体-αの転写活性化（STTA)試験

2(STTA assay, 
VM7Luc ER TA assay )

456 H295R細胞ステロイド生合成アッセイ法 1

458 アンドロゲン受容体（AR）作動・拮抗剤検出安定トランスフェクトトランス活性化
（STTA) 試験

1

493
性能基準TG 化学物質のヒト組み換えエストロゲンレセプター(hrER) in vitro法 ER
結合アフィニティ

2(FW In Vitro ER 
Binding Assay, CERI In 

Vitro ER Binding
Assay)

遺伝毒性試験

471 細菌復帰突然変異試験 1

473 哺乳類のin vitro染色体異常試験 1

476 Hprt遺伝子とxprt遺伝子を用いる哺乳類細胞のin vitro遺伝子突然変異試験 1

487 哺乳類細胞を用いたin vitro小核試験 1

490 チミジンキナーゼ遺伝子を用いた哺乳類細胞のin vitro遺伝子突然変異試験 1

経皮吸収試験

428 In vitro皮膚吸収試験法 1

表2. 動物実験代替法（置き換え）関与したOECDのヒト健康評価に寄与するTG(2018)

合計36試験法
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 Skin sensitization assay, LLNA：DA, TG 442A (2010)
 Skin sensitization assay, LLNA：BrdU-ELISA , TG 442B  (2010)
 In vivo comet assay TG 489 (2014)

 Skin irritation assay with LabCyte EPI-MODEL 24, TG 439 (2013)
 Performance-based Test Guideline for stably transfected transactivation in 

vitro assays to detect estrogen receptor agonists and antagonist, Revised 
TG 455 (2015)

 Short time exposure (STE) assay for eye irritation testing, TG490 (2015)
 Bhas 42 cell transformation assay (2016) Guidance document
 h-CLAT assay for skin sensitization testing, TG442E (2016)
 Stable transfected transcriptional activation (STTA) assay for androgen

disruptor screening (AR-Ecoscreen), TG458 ( 2016)
 IL-8 Luc assay for skin sensitization testing, TG442E (2017)
 Eye irritation assay with LabCyte CORNEA-MODEL, TG492 (2018)

日本発のOECD TGまたはGD（2018）

国際標準化された我が国発の試験法



OECD作業計画にある日本発の試験法

•光毒性スクリーニング ROSアッセイ
• 眼刺激性試験 Vitrigel-EIT
• 発生毒性スクリーニング Hand1-Luc EST
• 皮膚感作性試験 ADRA
• 皮膚腐食性試験 LabCyte EPI-MODEL24
• 眼刺激性試験 BCOPの病理評価
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Arch Toxicol. 2011 May;85(5):367-485. doi: 10.1007/s00204-011-0693-22011 
May 1.
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.

For toxicokinetics, 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, carcinogenicity and reproductive toxicity, the 
time horizon for full replacement could not be estimated.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pelkonen%20O%22%5bAuthor%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Adler%20S%22%5bAuthor%5d
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AOP(Adverse Outcome Pathway)の概要



29OECD TG翻訳サイトより



30OECD TG翻訳サイトより



全身毒性を非動物で評価するためのDefined 
Approach(DA)開発へ

I
A
T
A

A
O
P

Exposure

ADME

(Q)SARs

Categorisation

ITS / STS

Element n

Others e.g. Use, Non-Mechanistic 
(Q)SAR, other MoA / Mechanistic 

reasoning

Non-standard tests

Test Guideline Dev

Chemical / 
Stressor

DA
Under 

MAD
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まとめ
• 動物実験を用いないTGが増えている。
• ただし、その範囲は遺伝毒性や局所毒性試験に
限られる。

• 全身毒性の代替法開発を目指し、AOPおよび
IATA開発の重要性が叫ばれている。
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バリデーションと論文の予測性が異なる

n 正確度 感度 特異度
ECVAM validation study 24 76% 81.3% 65.6%
Ashikaga（2010） 100 84% 87% 75%

結果として、論文の100物質はバイアスが掛かっていた
（適用しやすい物質：水溶性が高い物質）を用いていたこと
が判明。

開発者の論文は信頼性に欠ける。
やはりバリデーションは必要？

R2= 0.397
P<0.01

0

1

10

100

1000

10000

0.001 0.01 0.1 1 10 100

相関性と予測性は別ものである
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OECDの基本指針

• 動物実験の３Rsを念頭に試験法ガイドライン
（TG）を承認する。

• TGの開発には、バリデーションを必須とする。
• 適用限界を明確にし、偽陰性が限りなく少ないTG
を開発する。
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Test Method Evolution and Translation Process: 
Concept to Implementation 

Stage Objective

Review Risk Assessment Methods

Research

Development

(Pre) Validation
Validation

Peer Review

Acceptance

Implementation

Identify need for new, improved and/or 
alternative test methods

Investigate toxic mechanisms;
identify biomarkers of toxicity

Incorporate biomarkers into
standardized test method

Optimize transferable test
method protocol

Determine relevance and reliability 

Independent scientific evaluation
of validation status

Determine acceptability for
regulatory risk assessment

Effective use of new methods by
regulators and users
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バリデーションで明らかにすべき試験
法の条件

• 科学的な意義付けと必要性
• 順調に増殖し、安定な指標を発現する生物材料の
存在

• 機能的で安定供給できる試験材料（素材）の存在
• 試験経験のない施設が実施可能なプロトコルの存
在

↓
• 試験経験のない施設(実験者)への高い技術移転性
• 3施設以上における施設内・施設間再現性
• コード化物質を用いた予測性
• 有用性と適用限界
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試験法の科学的意義

• 目的の明確化
行政的な必要性、創薬スクリーニング、
国際合意

• 指標の科学的妥当性
• 最先端の科学に起因
• 既存法方法の改良
• 動物実験の３Rs

37



バリデーション計画

• 客観的な評価が可能な組織の構築
被験物質管理グループ、記録管理グループ、
統計処理グループ
できれば、国際的な組織構築

• バリデーションの目標値設定

これらを含む計画書がまず重要
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プロトコル

• 詳細な手法を記載
記録用紙も含む

• 試験法の限界やコツ（ノウハウ）を記載
• 予測モデル（陽性基準）を記載
• データの受け入れ基準を記載
• バリデーションを経て改定されることが前提
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施設内再現性および施設間再現性の低さ

41



施設内再現性および施設間再現性の低さ
陽性基準の設定による差

Lab.
A B C

No. Judge(AVE) Judge(AVE) Judge(AVE)

08 SSS SSS SSS
12 SSS NSS SSS
19 NSN SNN NNN
21 SSN SSS SSS
22 NSN NNN NNN

基準B基準A

Lab.
A B C

No. Judge(AVE) Judge(AVE) Judge(AVE)

08 SSS SNS NNS
12 SSS NSS SSS
19 NNN NNN NNN
21 NNN SSS NSS
22 NSN NNN NNN
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被験物質の種類と数

• 施設内再現性のために最低12物質、施設間再現
性のために最低20物質必要とされている。ただ
し、この場合、予測性は評価不可。

• 最適なスケールは再現性と予測性で40物質以上
である。

• 毒性強度・物性・偽評価物質などを考慮してバ
ランスよく選択する。

• バリデーションと名乗るなら、コード化した物
質を使うべきである。
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有用性と適用限界

バリデーション終了後
・有用性を再確認
・予測性を高める適用限界を記載
・安全性評価への使い方を提案

44



偽陽性と偽陰性のバランス

45

感度95%以上、最低でも動物実験と
同程度のプロトコルを探す



Independent Peer review
(merit review)

• バリデーション後は、国内外の専門家による報
告書のIndependent peer reviewが重要である。
Reviewerは最低でも3名以上。

• 国内施設のみのバリデーションでは、国際信用
度は低くなるので、必ず、国際的な専門家に座
長を任せるべきである。
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バリデーションの一例
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１9９0年代以降の日本における
動物実験代替法に関する経緯

1991年 厚生科学研究“新規化粧品原料配
合化粧品の安全性評価のための試験法の研
究”の開始

ドレイズ眼刺激性試験への対応

 文献調査、情報収集

 バリデーション研究の開始
48



参加機関

 NIHS毒性部、薬理部、変異原性部

 横浜市立大学医学部

 昭和大学薬学部

 理化学研究所細胞銀行

 東京理科大学工学部

 JCIA傘下企業

花王、カネボウ、コーセー、資生堂、ライオン

メナードなど 計29機関

49



厚生科学研究眼刺激性試験バリデーション

実施された代替試験方法

1. 受精鶏卵試験（CAM)

2. 赤血球試験

3. 蛋白変性

ヘモグロビン変性試験、EYTEXTM

4. 培養真皮モデル

Skin2TM(ZD1100)、MATREXTM

5. 細胞毒性試験

1）正常ウサギ角（CornePackTM)

2）細胞株

SIRC（ウサギ角膜由来）

HeLa（ヒト 子宮癌由来）

CHL（ﾁｬｲﾆｰｽﾞﾊﾑｽﾀｰ肺由来） 受精鶏卵 50



厚生科学研究眼刺激性試験バリデーション

進行内容

第一次バリデーション

界面活性剤 9点＋生理食塩水

結果解析

第二次バリデーション

広範な種類の被験物質15点

結果解析

第三次バリデーション

刺激性がやや強い被験物質14点

計39物質を動物実験結果と比較
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厚生科学研究眼刺激性試験バリデーション

結論

 SIRCまたはHeLa細胞を用いる細胞毒性試験は、
ドレイズスコアとの対応も良い。

刺激性の有無の識別が可能である。

 その他の細胞毒性試験および人工皮膚モデルの
中にも、刺激性の有無の識別が可能な方法もあ
る。
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厚生科学研究眼刺激性試験バリデーション

評価スキーム

第一段階
物理化学的性状に基づき代替法か、動物実験か選択

第二段階
代替法により、概略の刺激性を評価

第三段階
動物実験で評価

53



厚生科学研究眼刺激性試験バリデーション

使用できる代替法にかけられた制限

SIRCまたはHeLaを用いる細胞毒性試験

・刺激性物質と無刺激性物質との識別

・ある程度の刺激性強度の識別可能

（陽性対照との比較）
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Peer reviewerの指摘を受けての最終結論

• These results demonstrated that the test method:
1) Was easily transferable to technically proficient laboratory 
technicians,
2) Has excellent intra-laboratory reproducibility (100%, 20/20) and 
inter-laboratory reproducibility (90%, 27/30),
3) Has a low predictive capacity for distinguishing non-irritants from 
irritants per UN GHS categories in a bottom-up approach, 

For high predictive capacity, the VMT could not finally find a valid 
applicability domain within the technical limitations such as poor 
water solubility, volatility, color and so on of the test chemicals.We
therefore concluded that the SIRC-CVS:TEA test method has 
excellent intra- and inter-laboratory reliability and that it may be 
difficult to use this test method as the alternative test method to 
the Draize test for distinguishing test chemicals that are ocular 
irritants from those that are non-irritants.
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まとめ
日本で開発された方法を国際的な場で標準化する

ためには、バリデーションが必須である。
バリデーションを行う場合、国際的なバリデー

ション実行委員会にプロトコルの確認と被験物質の
選択を委託すべきである。
さらに、International peer reviewもバリデーション

の一環として実施すべきである。

いかに短期間かつ効率的に国際的な合意を取るか？
56



ICHガイドラインと
OECD試験法ガイドライン、

プロトコルの相違点
ICHガイドライン OECD試験法

ガイドライン
プロトコル

医薬品のある毒性検出
のために行われる安全
性評価の望ましい実施
方法を示す

化学物質等のある毒性
検出のための試験法の
特徴、適用限界を示す

試験実施者に対して
試験法をどのように
実行するかを、明確
に段階を追って記述
した文書

試験法の複数記載あり 類似した一～複数試験
法の記載あり

各試験法毎

具体的な手順の説明は
なし

プロトコルなしでは実
施はできない

これをもとにSOPが作
成される

試験法は公定化されて
いなくともよい

公定化にはバリデー
ションが必要

バリデーションで改
良される

57真に試験法の標準化を目指すなら、OECD TGが最適
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千葉科学大学堀本教授の資料より借用59
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Goal of ARCH-Tox Cell Culture system

●Speedily
●Low cost
●High specificity
●High–throughput

Development of 
multi-color system

Tox-in Vitro

Hepatotoxicity

Nephrotoxicity

NeurotoxicityLiver

Kidney

Bone 
Marrow

Spleen

Brain

Gene expression 
analysis

Tox-Omics

Prediction 
system

New 
Biomarker

More  another 
testings: 

carninogenicity,
Long reputed 

dose testing, etc. 

Screening

Our project has received funding from the METI in Japan.

ARCH-Tox



未来投資戦略2017
Society 5.0の実現に向けた改革

１．健康・医療・介護
III)日本発の優れた医薬品・医療機器等の開発・事業家
・医薬品候補の安全性等の評価方法の開発
・革新的な医療機器・再生医療等製品の評価方法等を世
界的に先駆けて提案し、国際標準の獲得を図る。
２．規制改革、行政手続の簡素化、IT化の一体的推進
III)技術改革に合わせた行政手続の改革
・化学物質の審査について、事業者の試験に要する負担
を軽減するため、これまで申請されたデータ等のAI分析
を本年度より開始し、動物試験に係るスクリーニング試
験の不要化を目指す。
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科学技術イノベーション 総合戦略2017

②プラットフォームを支える基盤技術の強化
III)社会実装に向けた取組
・社会実装に向け、材料や製品の安全性・環境
影響を適切に評価する技術の開発及び評価基準
の策定、国際標準化や国際連携策を戦略的に検
討する。
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試験法公定化の重要性

我が国発の優れた
技術の活用

我が国発の試験法
の国際標準化

ICH等での

評価戦略

高品質の医薬品・
化学物質の開発

特許、ライセンス
契約

関連産業の

活性化

開発者しかわからないノウハウがある

標準化はボランティアではない
AMED、経産省、

厚労省

支援

OECD
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今後の課題
• 先にルールを作ったものがゲームを支配する。
• 新しい技術(organ-on-chips, toxicogenomics)のバ
リデーションはこの手法でよいのか。

• 特許が絡む方法をどう守るか。
• 全身毒性の代替は、有害性の同定でなく、リス
ク評価が主流である。LOAEL、NOAELに代わる
ものをin vitroでどう評価するか。

• 動物実験データベースが乏しい全身毒性の代替
法をどう開発すべきか。
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御静聴ありがとうございました
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