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三次元培養モデルの種類 



再生ヒト表皮モデル 

in vivo 

EPISKIN 
SKinEthics 

利用方法： 
皮膚腐食性試験、 
皮膚刺激性試験、 
光毒性試験、 
経皮吸収試験および代謝など 



再生ヒト角膜上皮モデル 

in vivo 

SkinEthicTM HCE 

利用方法： 
眼性試験、角膜透過性試験および代謝など 



Filaggrin 

Keratin 10 

再生ヒト角膜上皮モデルの免疫染色像 



メラノサイト入り再生ヒト表皮モデル 

利用方法：メラニン生成抑制効果の検証、黒化作用機構の研究 



メラノサイト入り再生ヒト表皮モデル 

Fontana Masson染色 



再生ヒト口腔粘膜モデル 

in vivo 

利用方法：オーラルケア用品・歯科材料の刺激性評価、 
       口腔粘膜への浸透性と代謝、オーラルケア用品の抗炎症評価など 



再生ヒト膣粘膜上皮モデル 

in vivo 

利用方法：婦人衛生用品・入浴剤・ボディソープなどの膣粘膜刺激性評価、 
       膣粘膜への浸透性と代謝など 



再生ヒト歯肉上皮モデル 

in vivo 

利用方法：オーラルケア用品・歯科材料の腐食性、刺激性評価、 
       歯肉への透過性と代謝など 
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Relationships between log P values in excised human cadaver skin and log P values in 
cultured skin models.  (a): LSE-high versus excised human cadaver skin, (b): EpiDerm 
versus excised human cadaver skin, (c): Vitrolife-skin versus excised human cadaver 
skin, (d): Neoderm-E versus excised human cadaver skin, (e): LabCyte EPI-model 
versus excised human cadaver skin, and (f): Episkin versus excised human cadaver skin.  
Each point represents the mean ± S.E. (n=4-6). 

杉林ら引用 



三次元培養モデルの利用 

•安全性評価 
  難水溶性物質の評価、製品の評価、暴露評価 
 
•作用機構の解明 
  二次元培養では機能発現がない物の解明 
 
•有用性評価 
  製品の評価 
 
 
  



三次元培養モデルを用いたテス
トガイドライン 
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分類 試験法 

皮膚腐食性試験 CORROSITEX Skin Corrosivity Test 

EpiSkin Skin Corrosivity Test 

EpiDerm Skin Corrosivity Test 

Rat TER Skin Corrosivity Test 
皮膚刺激性試験 

 

In vitro reconstructed human epidermis (RhE) test 

methods, EpiDerm, EPISKIN,  SkinEthic  

光毒性試験 3T3 NRU Phototoxicity Test 
眼刺激性試験 Bovine Corneal Opacity and Permeability (BCOP) 

Test Method 

Isolated Chicken Eye (ICE) Test Method 
皮膚感作性試験 

 

Updated Murine local lymph node assay (LLNA) for 
skin sensitization (20% 動物数削減) 

Nonradioactive LLNA protocol (LLNA: BrdU-ELISA) 

Nonradioactive LLNA protocol, LLNA:DA 
単回投与毒性試験 Up and Down Procedure (UDP) 

Fixed Dose Procedure (FDP) 

Acute Toxic Class Method (ATC) 

Acute inhalation toxicity 

Inhalation toxicity - acute toxic class method 
内分泌かく乱スク
リーニング 

 

Stably transfected human estrogen receptor- 

transcriptional activation assay for detection of 

estrogenic agonist-activity of chemicals  

H295R Steroidogenesis Assay 
遺伝毒性試験 In vitro micronucleus test 

Transgenic rodent in vivo gene mutation assays. 
経皮吸収試験 Skin Absorption: In Vitro Method 

代替法が 
関与した 
OECDのTG 
(2011) 
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Method Lead 
Country 

International 
acceptance 

BG1Luc Estrogen Receptor Transactivation Test Method 

for Identifying Estrogen Receptor Agonists and 

Antagonists 

USA OECD TG 457 (2012) 

 

Performance-Based Test Guideline for Stably Transfected 

Transactivation In Vitro Assays to Detect Estrogen 

Receptor AgonistsTest 

USA & Japan OECD updated TG 455 

(2012) 

Fluorescein Leakage (FL) test method EU OECD TG 460 (2012) 

Use of anesthetics, analgesics, and humane endpoints for 

routine use in the TG 405 

USA OECD updated TG 405 

(2012) 

In vitro skin irritation testing including LabCyte EPI-Model Japan OECD TG updated 439 

(2013) 

 

Bovine Corneal Opacity and Permeability (BCOP) Test 

Method 

USA & EU OECD TG updated437 

(2013) 

Isolated Chicken Eye (ICE) Test Method Netherland OECD TG updated438 

(2013) 

 In vitro skin corrosion: reconstructed human epidermis 

(RHE) test method  

EU 

 

OECDTG Updated 431 

(2013) 

 

 In vitro skin corrosion: reconstructed human epidermis 

(RHE) test method  

EU OECDTG Updated 431 

(2013) 

      2012および2013年に成立したOECD TG 
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JaCVAMが成立に関与したOECDテストガイドライン 

JaCVAMが主導 

• No. 442a: Skin Sensitisation: Local Lymph Node Assay Non-RI method 
（LLNA：DA) 

• No. 442b: Skin Sensitisation: Local Lymph Node Assay Non-RI 
method （LLNA：BrdU-ELISA) 

•  No.455:The Stable Trasfected Human Estrogen Receptor-alpha 
Transcriptional Activation Assay for Detection of Estrogenic Agonist-
Activity of Chemicals 

• TG439 : Skin irritation assay using LabCyte EPI-MODEL24  

 

JaCVAMが支援 

• No. 429: Updated Skin Sensitisation: Local Lymph Node Assay 

• No. 437 Bovine Corneal Opacity and permeability Test Methods for 
Identifying Ocular Corrosives and Severe Irritants 

• No. 438 Isolated Chicken Eye Test Methods for Identifying Ocular 
Corrosives and Severe Irritants 

• No. 439    In vitro skin Irritation assay 

• No.457     BG1 Luc ER TA Assay for Detection of Estrogenic Agonist-
and antagonist Activity of Chemicals 

- NO.460     Fluorescein leakage (FL) Test Methods for Identifying 

Ocular Corrosives and Severe Irritants 
 

•  

http://lysander.sourceoecd.org/vl=3197231/cl=11/nw=1/rpsv/ij/oecdjournals/1607310x/v1n4/s29/p1
http://lysander.sourceoecd.org/vl=3197231/cl=11/nw=1/rpsv/ij/oecdjournals/1607310x/v1n4/s29/p1
http://lysander.sourceoecd.org/vl=3197231/cl=11/nw=1/rpsv/ij/oecdjournals/1607310x/v1n4/s29/p1
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三次元培養モデルおよび摘出組織に関するテストガ
イドライン 

分類 試験法 

皮膚腐食性試験 Reconstructed human epidermis (RHE) test 
method , EpiDerm, EPISKIN,  SkinEthic，epiCS 

Transcutaneous Electrical Resistance Test 

Method (TER)  

皮膚刺激性試験 

 

In vitro reconstructed human epidermis (RhE) 
test methods, EpiDerm, EPISKIN,  SkinEthic，
LabCyte EPI-MODEL  

眼刺激性試験 Bovine Corneal Opacity and Permeability 

(BCOP) Test Method 

Isolated Chicken Eye (ICE) Test Method 
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EpiSkin 

http://www.skinethic.com/EPISKIN.asp




Pre-incubation 

Treatment for 15min 

Wash out 

Post-incubation for 42hr 

Timetable 

    Episkin Protocol 

MTT assay 

29 

MTT response 

Formazan production 

MTT assay 

Viability 

Formazan 

excretion 

OD（ 570nm 

/650nm ） 

measurement 

Washing 

Tissue 



TG431 TG439 

対象毒性 腐食性 皮膚刺激性 

記載キット EpiSkin™ ,  EpiDerm™ (EPI-
200) , SkinEthic™ RHE1,  
epiCS®  

EpiSkin、SkinEthcs、
EpiDerm、LabCyte-Epi 
Model 

指標 MTTアッセイによる細胞毒
性 

MTTアッセイによる細胞
毒性 

処理時間 3分、1時間、4時間（EpiSkin
のみ） 

15～60分 

回復時間 なし 42時間 

予測モデル 
 

生存率15及び50％で腐食
性評価、生存率35%で評価
(EpiSkinのみ) 

生存率50％でGHS基準
2.3を区分 

習熟用物質 12 10 

培養表皮モデルを用いた試験法の比較 



三次元培養を用いた昨今の研究 
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現在の代替法の特徴 

• 単独試験法で安全性を担保できる代替法はな
い。 

• 物性、既存物質との比較、構造活性相関、別の
代替法との組み合わせが必要である。 

• 試験ありきでなく、情報を活用した毒性の想定が
重要である。 

• 有害性の評価には有用だが、リスク評価はでき
ない。 

• 正確性が良くても、偽陰性の多い方法は認めら
れない。 
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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代替法の組合せ 
33 



ECVAM-LED VALIDATION STUDIES – EYE IRRITATION (EIVS) 

Objective: stand-alone test methods to identify chemicals not 
classified as eye irritant under GHS for use in a bottom-up testing 
strategy 

Test systems: EpiOcularTM EIT and SkinEthicTM HCE 

Status:  

– 104 chemicals selected and undergoing testing in 3 laboratories 

– Testing phase not finished yet, additional tests needed  

– Analysis of data thereafter, Validation Report possibly to ESAC for 
peer review in March 2014 

 

Note: The test methods are not intended to differentiate between GHS Category 1 
(irreversible effects) and 2A-B (reversible effects). This differentiation would be 
left to another tier of the Bottom-up/Top-down testing strategy (ECVAM 
Workshop 2005; Scott et al., 2009). 
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培養角膜モデルLabCyte CORNEA-MODEL24
を用いた眼刺激性試験代替法共同研究 

1小島 肇、2安中 希、3土屋成一朗、4吉武裕一郎、5許 睿、6鈴木 克、7嶋谷 亘、8梶田明美、9

中村 牧、10渡辺美香、11中嶋圓、12坂本興嗣、13竹田竜嗣、14久間將義、15池田英史、16稲垣
愛美、17棟近由記美、18山本 裕、19笠原利彦、20福田隆之、21仲原 聡、22渡辺真一、23倉田
隼人、24篠田伸介、25加藤雅一 

  
• 1国立医薬品食品衛生研究所、2（株）アイビー化粧品、3石原産業（株）、4オッペン化粧品（株）、

5花王（株）、6（一財）化学物質評価研究機構、7（株）化合物安全性研究所、8(株)鎌倉テクノサ
イエンス、9小林製薬（株）、 10(財)食品薬品安全センター秦野研究所、11（公財）食品農医薬
品安全性評価センター、12大正製薬(株)、13DRC(株)、14東洋ビューティ（株）、15日本コルマー
（株）、16（財）日本食品分析センター、17日本農薬（株）、18（株）ノエビア、19富士フイルム（株）、
20(株)ボゾリサーチセンター、21（株）マンダム、22ライオン（株）、23ロート製薬（株）、24（株）薬物
安全性試験センター、25(株)ジャパン・ティシュ・エンジニアリング 
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コラーゲンビトリゲルⓇ膜チャンバーを用いた眼刺激性試験法 
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GENOTOXICITY; COLIPA-led validation study 

Study Objective: 
Pre-validate the micronucleus test and the comet assay in 
reconstructed human epidermis models (ECVAM involved 
in steering committee, sponsoring one lab & statistical 
support) 

 

Test System: EpiDermTM 

 

State of play: 
• Testing phase finished in 2013 

• Analysis of data ongoing 
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R社の掲げる万能細胞ビジネス（次世代バイオ産業）   HPより借用 

本シンポジウムの論点 



iPS細胞を用いた試験法の必要性 

• 創薬支援 

１）創薬の短期スク
リーニング 

２）ヒト組織（正常、疾
病患者）の利用 

３）ヒト臓器モデルの利
用 

• 行政的な受入れ 

１）高いレベルの安全
性確保に期待 

２）国際的なハーモナ
イゼーション 
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新しい安全性試験法などは
国際的にその妥当性が認め
られて初めて広く使うことが
できる。 
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生体の反応を反映しているか？予測精度が高いか？「In vivo とin vitroの壁」 
 
 精度高い                                                       精度低い           
 
効率よい評価系か？（コスト、スピード） 
 
 高い、処理が大変                                          安い、多検体可能、ＨＴＳ 

動物を用いたin vivo実験 → 実績や信頼性はあるが、効率が悪い。 

細胞を用いたin vitro実験 →  効率が良くハイスループット化可能 

本邦発の先端技術を用いて効率が良く、信頼性が高い試験法を構築
するための基盤システムを開発する 

→様々なエンドポイントに対応した有害性評価手法の開発が可能 

個体   →       組織  →             培養細胞 
 in vivo                                                  in vitro 

 従来の有害性評価試験法の課題 



プロジェクトの実施体制(ARCH-Tox) 

経済産業省 

食薬センター 

委託 

肝毒性・腎毒性・神経毒性 
評価系の開発 

産総研 

鳥取県産業振興機構／鳥取大学 化学物質評価研究機構(CERI) 

岡山大 住友化学 

再委託 

培養細胞試験法 

神経毒性物質 
評価法開発 

腎毒性 
In vitro 
試験法開発 

HTP試験 
技術開発 

遺伝子発現解析手法 

In vitro試験法 
の有用性評価 

 

連携 

京都産業大 東京農工大 

共同研究 

免疫毒性 
動物試験 

神経毒性 
動物試験 

発がん性、一般毒性、 
神経毒性等評価法の開発 

生理学研 

遺伝子導入
ラット作製
法の開発 

プロジェクトリーダー（PL） 
小島肇（国立医薬品食品衛生研究所） 

テーマリーダー（ThL） 
押村光雄（鳥取大学医学部） 

テーマリーダー（ThL） 
今田中伸哉（化学物質評価研究機構） 

Tox-Omics Tox-in vitro 



45 

新しい in vitro 有害性評価システム 

① 28日間反復投与動物試験を遺伝子導入した細胞を用い 

   in vitro試験法で補完できる有害性スクリーニングシステム 
 

② 迅速かつ低コストで評価できる。 
 

③ ガイドライン化を目指した信頼性（再現性）の高い試験法である。 

1） 人工染色体ベクター・・・高品質な遺伝子導入細胞の樹立 

2） 多色多様発光システム・・・毒性を発光で定量化 

3） 遺伝子導入キメラマウス・・・in vitroと in vivoの比較解析 

4） 細胞培養技術・・・初代培養細胞/組織幹細胞の三次元培養 

毒性評価用 

｢光る」細胞 

臓器 

ﾏｰｶｰ 

毒性 

ﾏｰｶｰ 

毒性 

ﾏｰｶｰ 

内部 

標準 

最新の技術を活用 

資料6 p.16 
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染色体 

遺伝子領域を 

削除 

任意の遺伝子を細胞・個体に 
導入するためのベクター 
（乗り物）として利用可能 

遺伝情報を担う物質（DNA）が凝集した
もの 
ヒトでは２３対（計４６本）存在 

融合遺伝子や任意のヒト遺伝子 
を搭載 

動原体 

遺伝子領域 

転写制御領域 遺伝子 

人工染色体ベクター テロメア 

１）人工染色体ベクター 安定で高品質 
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長期間、安定に機能する 

宿主遺伝子を破壊する可能性がある 導入コピー数のコントロール不可 

 

導入DNAサイズに制約がない 

（調節領域を含む遺伝子全長の導入が可能） 

複数の遺伝子の導入が可能 

     宿主細胞の生理的発現制御を受ける 

     過剰発現／発現消失が起きにくい 

   

ウイルス／プラスミドベクター ＋ 外来遺伝子制御領域 ＋ 遺伝子 

多い！ 
挿入 

長い制御領域全長を導入できない 

制御過剰発現／発現消失が起きる 

  

人工染色体ベクター（HAC) ＋ ゲノム遺伝子 

ヒト人工染色体 

従来法； 不安定 
再現性に欠ける 

資料6 p.19 
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最大５カ所に遺伝子を導入可能！ 

早い、簡単、高性能化 
Yamaguchi et al. PloS ONE 2011 

 

「マルチインテグレースシステム」 
を用いると複数の遺伝子導入が可能 

ＦＲＴ φＣ３１ Ｒ４ ＴＰ９０１ Ｂｘｂ１ 
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2)多色多様発光技術 
   効率的なスクリーニングシステム  

・マルチ遺伝子転写活性測定システム 
第4385135号、米国US7572629、中国CN1784496、欧州EP1784496 

３つの遺伝子発現を同時に計測 
2免疫系・１コントロール遺伝子発現
をハイスループットに計測可能 

２つの遺伝子発現を分泌液で計測 

・ウミホタルルシフェリン発光基質及びその製造法：PCT/JP2006/319000日本、EC、中国で審査中、米国公開中 
・ウミホタルルシフェラーゼ遺伝子：日本4484429(H22/04/02) 

細胞培地(in vitro)、
血液や尿 ( in vivo）
で計測可能 

CLuc

GLuc

N

S

S

N
COOHHO

Firefly luciferin

(1961, E. H. White)SLG SLO SLR 

資料6 p.20 
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胚盤胞補完法 
多能性幹細胞からin vitroで臓器を作製することは，構成細胞の多様
性や3次元的な立体構造を再現する必要があるため非常に困難 

→個体での胚発生を利用して目的の組織（細胞）を構築する。 
（再生医療では、ブタにヒトiPS細胞を移植して膵臓を作製する試み）  

人工染色体導入 ES細胞から人工染色体導入キメラマウス作製 

人工染色体を保持する
マウスES細胞 キメラマウス 

8細胞期胚へ移植 

子宮へ移植 

３） 遺伝子導入キメラマウス 

      in vitro と in vivo の壁 

事業化実施例：ヒト化抗体産生マウス 
協和キリンで医薬品事業の大きな柱となっている。
前臨床8種類、臨床3種の抗体医薬品の開発継続中 

→人工染色体導入マウス：「染色体工学」と「発生工学」技術を
融合して開発した新しい遺伝子改変動物作製技術 
 

資料6 p.21 
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Cell cluster 

Unique culture condition 

rKS細胞 

培養3週間後（腎臓様構造） 

【Kitamura S et al. FASEB J, 2005)。 

肝スフェロイド 

トランスパレント製の三次元培養法 

４） 細胞培養技術 三次元培養／幹細胞分化誘導 

肝臓 

腎臓 

岡山大学 喜多村 

ラットよりrKS細胞を樹立、試験管内で腎臓様構造体の作製に成功 

マウスES細胞 

分化誘導 

神経 
 

資料6 p.22 
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肝毒性 

腎毒性 

神経毒性 

本研究では、石油精製化
学物質等の反復投与毒
性試験の実施 

In vitro試験 生態毒性試験 

化学物質のスクリーニング毒性試験 

分解性 

蓄積性 

Tox-in vitro研究開発の目標     化審法 

28日間反復投与動物試験 
を培養細胞を用いたin vitro 

試験法で補完できる有害性スク
リーニングシステムを開発する
ことで、化学物質の有害性評価
を高度化し、迅速かつ効率的な
試験の実施に貢献することを目
的とする。  

〔目標〕毒性評価レポーター遺伝子
を導入した細胞を用いて、迅速かつ
効率良く有害性を評価できる新たな
試験法を開発する 

 時間削減/費用削減；HTPスクリーニングにより多検体の迅速な解析が可能 
再現性向上/高精度化；将来的に国際的ガイドライン化が可能な試験法を開発 
複数のエンドポイントの試験法の開発；新しい腎毒性、肝毒性、神経毒性試験法 
 in vitro有害性評価試験法を開発する基盤システムの構築；信頼性が高く、効率の
良いスクリーニング手法を開発する際に広く活用されるメソッドへの発展 

【期待される成果】 

臓器 
ﾏｰｶｰ 

毒性 
ﾏｰｶｰ 

毒性 
ﾏｰｶｰ 

内部 
標準 

28日間反復投与 

毒性評価レポーター 

遺伝子導入細胞 



試験法のバリデーション 



試験法の行政的な受入れまでの経緯 

研究・開発 

• 科学的妥当性 

• 明確な作用機構 

評価 

• バリデーション 

• 専門家による第三者評価 

行政的な  
受入れ 

• テストガイドライン 

• 行政的な必要性 

54 

??年 

２～１０年 

２～３年 
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バリデーションが必要な理由 

新規試
験法 

目的との
整合性 

論文捏造 

データ改
ざん 

開発者の
思い込み、
誤解 

作用機構
の明確化 



56 

試験法の定義 
・選択または開発 
・詳細な解説の供与 
・背景情報の収集 

試験プロトコールの正確性と再現性の初期評価 
・施設内評価 

・初期の施設間評価 
・プロトコールの洗練、最適化、最小化 

試験プロトコルの正確性と再現性の広範な評価 
・追加の施設間評価 
・データの蓄積 

    ・プロトコールの確定 

行政当局による評価および結論 
・使用法の提案 

総合評価と結論 
・専門家による第三者評価 
・バリデーション研究の結論 

・推奨、・印刷 

新規毒性試験法におけるバリデーションおよび 
行政受け入れの過程 



57 57 

目的に合わせた試験法の開発と利用 

安全性試験法 

 

研究 

 

開発 

 

プレバリデーション 

 

バリデーション 

 

第三者評価 

 

受入 

 

履行 

In house バ
リデーション 

データベース 

行政利用 

製品保証 

共同研究 



御静聴ありがとうございました 
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