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(1) Miniature  Black Box Approach

Animal model and in vitro

(2) In vivo mechanism Excision Approach
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(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.
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内容

• 市販されている3次元培養モデルの種類

• 三次元生体組織を用いたテストガイドライン

• 標準化の手順

• 今後への提言



レギュラトリー
サイエンス

応用研究

基礎研究（真理
の探究）

試験法開発の背景



市販されている3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

ニコダーム提供



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

ニコダーム提供



Filaggrin

Keratin 10

再生ヒト角膜上皮モデルの免疫染色像

ニコダーム提供



Corneal Epithelium Tissue

transketolase

retinal 

dehydrogenase

aldehyde

dehydrogenase

keratin tyoe I

gelsolin

HSP27

glutathione S-

transferase

二次元と三次元培養での発現物の比較

山本直樹ら引用

HCE



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

ニコダーム提供



メラノサイト入り再生ヒト表皮モデル

Fontana Masson染色
ニコダーム提供



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

ニコダーム提供



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

ニコダーム提供



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

ニコダーム提供
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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).

杉林堅次ら引用



ブタ皮膚組織を用いた

経皮吸収試験の組織学的評価
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山本直樹ら引用



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バイオマーカー
の検出

•有用性評価
製品の評価



レギュラトリー
サイエンス

応用研究

基礎研究（真理
の探究）

試験法開発の背景



三次元生体組織を用いたテスト
ガイドライン
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Draft Test Guideline proposed by Japan 

in the OECD Work Plan

 Bhas 42 cell transformation assay

 Short time exposure (STE) assay for eye irritation 
testing

 h-CLAT assay for skin sensitisation testing

 Stable transfected transcriptional activation (STTA) 
antagonist assay for estragen disruptor screening

 Stable transfected transcriptional activation (STTA) 
assay for androgen disruptor screening (AR-
Ecoscreen)



来年のOECD work planに提案された試験法

No. Lead country Test method

1United Kingdom

Development of a reference/characterising chemical set for testing in 

vitro metabolism systems in EAS assays

2Korea Androgen Receptor Transactivation Assay

3France MUSST for in vitro skin sensitisation

4France RhCE test method using SkinEthic for eye irritation 

5Japan IL-8 Luc assay for in vitro skin sensitisation

6Italy 

In vitro Macromolecular Test Method for identifying 

Chemicals inducing serious eye damage

7Slovakia

Update of TG 431 for improving predictivity of sub-

categorisation by 3 test method(s)

8Netherlands Extension of the ICE (TG 438)



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

Reconstructed human epidermis (RHE) test 

method , EpiDerm, EPISKIN,  SkinEthic epiCS

Transcutaneous Electrical Resistance Test 

Method (TER) 

In vitro reconstructed human epidermis (RhE) 

test methods, EpiDerm, EPISKIN,  SkinEthic

LabCyte EPI-MODEL

Bovine Corneal Opacity and Permeability 

(BCOP) Test Method

Isolated Chicken Eye (ICE) Test Method







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



試験法の標準化



A global outreach

OECD Member Countries

Countries/Economies Engaged in Working 

Relationships with the OECD

(34)







ICH安全性試験ガイドライン

2006年より、見直し

動物実験数削減の可能性もテーマの一つ

各国・地域における規制上の不調和

公衆衛生上の問題

科学技術の進展への対応

36



ISO and medical devices

• This concept is incorporated in the ISO 10993 
standards.

• ISO 10993 part 2 states, “The protection of 
humans is the primary goal of the ISO 10993 
series of standards. A second equally important 
goal is to ensure animal welfare and to minimise 
the number and exposure of the laboratory 
animals” and that the standard was “developed 
to ensure the welfare of animals used in 
biological evaluation testing.”

37



国際規約の内容

• 実際に動物実験、試験を行う際の考え方、方法
が記載されている

• 動物実験規制とする意見もある

• しかし多くの国際的標準、指針は原則、考え方、
体制整備を定めているだけで、具体的な方法は
記載されていない

• 具体的な動物（実験）試験方法はOECDの指針が
最上流にあり広く引用される
– ICHの医薬品試験方法

– ISO10993の医療機器試験法

– 各国の行政庁の指導



今後の提言



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 finished, no 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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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

竹澤俊明ら引用
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腎杯

糸球体

近位尿細管

ヘンレのループ～遠位尿細管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

三次元培養／幹細胞分化誘導を用いた臓器モデル

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



最後に
• 時流にのった生体組織モデルの構築が待たれ
る。

１）局所から生体へ

２）Human  on-chipへ

３）難水溶性物質の対応へ

・ 開発研究を進めるには魅力あるネーミングも必
要である。

・ 標準化すなわち行政的な受入れを目指すため
には、ユーザーのニーズをつかむことである。



御静聴ありがとうございました


