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○ Replacement
動物を用いない方法に置き換える

（例）In ｖitro エンドトキシン試験法

○ Reduction 
動物の使用数の削減

（例）固定用量による単回投与試験

○ Refinement
動物使用に伴う苦痛の削減
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動物実験の３Rs
(Russel and Burch 1959)
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動物実験代替法

• Alternative test ＝ 代替法
3R原則を実現する試験法

• 3Rs principle ＝ 3R 原則
使用動物数を削減すること（reduction）、実
験動物の苦痛軽減と動物福祉を進めること
（refinement）、および動物を用いる試験を動
物を用いない、あるいは系統発生的下位動
物を用いる試験法に置換すること
（replacement）、という原則。



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
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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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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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REACHの概要

登録 評価 認可 制限

１ｔ以上の
化学物質

当局が登録状況の
適合性確認、試験
提案の評価

高懸念物質の
うち認可対象
物質は、原則
上市禁止、用途
毎に製造・輸入
使用の許可制

容認し難い
リスクがある
場合、製造・
輸入、使用の
制限



17



REACH is a regulation of the European 
Union, adopted to improve the protection of 
human health and the environment from the 
risks that can be posed by chemicals, while 
enhancing the competitiveness of the EU 
chemicals industry. It also promotes 
alternative methods for the hazard 
assessment of substances in order to 
reduce the number of tests on animals.
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ＩＣＣＲ (International Cooperation on 
Cosmetics Regulations:化粧品協力規制国際

会議)と
ICATM (International Cooperation on 

Alternative Test Methods：代替試験法協力国
際会議)
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ICATM 協力関係

ICATM is a voluntary international cooperation of national organizations: Canada, the European 
Union, Japan, South Korea, and the United States. 

H

Health 
Canada

NICEATM-
ICCVAM

ECVAM KoCVAM JaCVAM



21



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
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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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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。

• データは各国が相互利用できる。
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Numbers of OECD Test Guideline (2016)

Section Project Numbers
１ Physical-Chemical properties 24
２ Effects on Biotic Systems 44
３ Degradation and Accumulation 20
４ Health Effects 67 (in vitro 23)
５ Other Test Guidelines 10
Total 165
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分類 試験法

皮膚腐食性試験

CORROSITEX Skin Corrosivity Test :TG435
In vitro skin corrosion: reconstructed human epidermis (RHE) test 
method :TG431
In vitro skin corrosion: Transcutaneous Electrical Resistance Test Method 
(TER) :TG430

皮膚刺激性試験 In vitro reconstructed human epidermis (RhE) test methods, EpiDerm, 
EPISKIN,  SkinEthic, LabCyte EPI-Model: TG439

光毒性試験 3T3 NRU Phototoxicity Test :TG432

眼刺激性試験

Reconstructed human Cornea-like Epithelium (RhCE) test method for 
identifying chemicals not requiring classification and labelling for eye irritation 
or serious eye damage:TG492
Short Time Exposure In Vitro Test Method for Identifying i) Chemicals Inducing 
Serious Eye Damage and ii) Chemicals Not Requiring Classification for Eye 
Irritation or Serious Eye Damage:TG491
Fluorescein Leakage (FL) test method: TG460
Isolated Chicken Eye (ICE) Test Method :TG438
Bovine Corneal Opacity and Permeability (BCOP) Test Method :TG437
Eye Irritation/Corosion: TG405

皮膚感作性試験

Nonradioactive LLNA protocol, LLNA:DA :TG442A
Nonradioactive LLNA protocol (LLNA: BrdU-ELISA) :TG442B
In Chemico Skin Sensitisation Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA): 
TG442C
In Vitro Skin Sensitisation ARE-Nrf2 Luciferase Test Method :TG442D
In Vitro Skin Sensitisation h-CLAT  :TG442E
Updated Murine local lymph node assay (LLNA) for skin sensitization :TG429

動物実験代替法が関与したOECDのTG(2016)
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分類 試験法

単回投与毒性試験

Inhalation toxicity - acute toxic class method : TG436
Up and Down Procedure (UDP): TG425
Acute Toxic Class Method (ATC) : TG423
Fixed Dose Procedure (FDP) : TG420

内分泌かく乱スク
リーニング

Stably Transfected Transactivation In Vitro Assays to Detect Androgen 
Receptor Test ：TG458
Performance-Based Test Guideline for Human Recombinant Estrogen 
Receptor (hrER) In Vitro Assays to Detect Chemicals with ER Binding 
Affinity :TG493
H295R Steroidogenesis Assay :TG456
Performance-Based Test Guideline for Stably Transfected 
Transactivation In Vitro Assays to Detect Estrogen Receptor 
AgonistsTest : TG455

遺伝毒性試験

In vitro Mammalian Cell Gene Mutation Tests Using the Thymidine 
Kinase Gene :TG490
In vitro micronucleus test : TG487
In vitro Mammalian Cell Gene Mutation Test : TG476

In vitro Mammalian Chromosome Aberration Test : TG473
Bacterial Reverse Mutation Test : TG471

経皮吸収試験 Skin Absorption: In Vitro Method :TG428

動物実験代替法が関与したOECDのTG(2016)
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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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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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Perturbation of Toxicity Pathways

35
Adverse Outcome Pathway

(Adverse Outcome)

Toxicology in the 21th century, NAS(2007)
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The AOP concept can be used as a framework for 
the development  of Integrated Approaches to 

Testing and Assessment (IATA) 

MolecularIn silico

OrganelleIn vitro

CellularIn vitro

TissueIn vitro

OrganIn vivo

OrganismIn vivo

PopulationField studies

and in chemico
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皮膚感作性に関するAOP
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Further information on description of AOP Network Development, and 
explanation of filters Filters Layers 

Structured versus free-text fields in the AOP-KB relative to computational applications 
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IATA (integrated approach on testing and assessment) 
framework



GUIDANCE DOCUMENT ON THE EVALUATION AND 
APPLICATION OF INTEGRATED APPROACHES TO 

TESTING AND ASSESSMENT (IATA) FOR SKIN 
SENSITISATION
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現状

• 欧米主導の動物実験の国際的規約、指針が
世界的に普及していく。

• OECDの基本的な考え方から、化学物質等
のための動物実験は厳しくなる一方である。

• REACHにおいても、化学物質の少量生産の

場合（１０ｔ未満）、代替法のみによる安全性
評価でよい時代が来る。

• ICH, ISO,各国行政機関の方針も動物実験を
減らす方向に進んでいる。

42



昨今の国内動向
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環境省
「動物の愛護及び管理に関する法律」（平成１７年改正、平成１８年施行）

動物実験等の実施に関する３省の基本方針

文部科学省
基本方針

（平成１８年文部科学省
告示７１号）

【概要】

大学・試験機関等での
動物の管理方法、試験実
施のための基準を策定

厚生労働省
基本方針

（平成１８年厚生科学
課長通知）

【概要】

厚労省の研究機関・
施設での動物の管理方
法、試験実施のための
基準を策定

農林水産省
基本方針

（平成１８年農林水産
技術会議事務局長通知
）
【概要】

農水省の研究機関・
施設での動物の管理方
法、試験実施のための
基準を策定

実験動物の飼養及び管理並びに苦痛の軽減に関する基準（平成１８年環境省告示）
： 実験動物の飼育・管理方法や試験における動物の苦痛軽減の方法等を定めたもの

３Ｒs：Ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ（苦痛の軽減）、Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ（代替法の利用）、
Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ（動物利用数の削減）

３Ｒsの原則

44

３Ｒsの原則 ３Ｒsの原則

動物愛護に関する規制の状況
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衆・参議院の付帯決議で、

「実験動物の取扱いに係る法制度の検討に際
しては、関係者による自主管理の取組及び関
係府省による実態把握の取組を踏まえつつ、
国際的な規制の動向や科学的知見に関する情
報の収集に努めること。また、関係府省との連
携を図りつつ、３Ｒ（Replacement：置換え、
Reduction：使用数の削減、Refinement：苦痛の
軽減）の実効性の強化等により、実験動物の福
祉の実現に努めること」が記載された。

45

平成24年の動愛法改定
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JaCVAMの歴史

2005年11月 国立医薬品食品衛生研究所

安全性生物試験研究センター薬理部 新規試験法評
価室内に臨時の組織が設立

2011年4月 正式な組織に昇格
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JaCVAMの目的
１．国際的な協力の下、日本で開発された方法を

OECDのガイドラインとする。

２．バリデーションや第三者評価を通じて評価された
代替法について、行政的受入れの適否及びその適
用可能な範囲を明確にし、公表する。



JaCVAM運営委員会
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ｖ

厚生労働省

国立感染症研究所

毒性部 動物管理室

薬理部 変異遺伝部

病理部

安全性予
測評価部

国立医薬品食品衛生研究所

安全性生物試験研究センター

PMDA
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医薬部外品の承認申請資料作成等における動物実験代替法
の利用と JaCVAMの活用促進について
（平成23年2月4日審査管理課事務連絡）

• 国内ではJaCVAM：Japanese Center for the Validation 
of Alternative Methods（日本動物実験代替法評価センタ

ー）が、国際的な動物実験代替法開発の取組みである
ICATM：International Cooperation on Alternative Test 
Methods（代替試験法協力国際会議）と連携し、動物実験

代替法に関する情報を取りまとめ、また、新規開発及び改定
された動物実験代替試験法の妥当性評価を行い、その評価
結果等を公表しています。

• 医薬部外品の承認申請資料の作成においては、下記に示
すJaCVAMのホームページに掲載されている情報も参考の

上、適切な資料を作成し、また化粧品のポジティブリスト改
正要望等においても活用が図られるよう、貴管下関係業者
に対し周知をお願いします。
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No. 試験法

1 皮膚腐食性試験代替法 Vitrolife-Skin, EpiDerm, Episkin, SKinEthics, EpiCS
2 皮膚刺激性試験代替法 Episkin, EpiDerm, SkinEthcs, LabCyte EPI-MODEL
3 眼刺激性試験代替法 牛摘出角膜の混濁および透過性試験(BCOP)
4 眼刺激性試験代替法 ニワトリの摘出眼球試験(ICE) 
5 眼刺激性試験代替法 フルオレセイン（FL)漏出試験法
6 眼刺激性試験代替法 In vitro短時間曝露法（STE法）
7 眼刺激性試験代替法 再構築ヒト角膜様上皮モデル法（RhCE法）
8 改訂OECD TG 405:ウサギを用いる眼刺激性試験
9 光安全性試験法 活性酸素種（ROS）アッセイ
10 皮膚感作性試験代替法 LLNA：DA
11 皮膚感作性試験代替法 LLNA：BrdU-ELISA
12 皮膚感作性試験代替法 rLLNA
13 皮膚感作性試験代替法 ペプチド結合試験(DPRA)
14 皮膚感作性試験代替法 角化細胞レポーターアッセイ

15 皮膚感作性試験代替法 ヒト細胞活性化試験 (h-CLAT)

16 In vitro 皮膚透過性試験
17 単回投与毒性試験代替法
18 ヒトエストロゲン受容体結合による活性化・拮抗作用物質を検出するBG1 Luc ER TA 法
19 ER STTA法：hERα-HeLa-9903細胞を用いたエストロゲン受容体恒常発現系転写活性化試験法

JaCVAMが厚生労働省に受入れを提案した試験法8)
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• 化粧品・医薬部外品の安全性評価に係る光毒性試験代替法（3T3 NRU）を活用するた
めのガイダンス

• 化粧品・医薬部外品の安全性評価に係る感作性試験代替法（LLNA）を活用するため
のガイダンス

• 化粧品・医薬部外品の安全性評価に係る感作性試験代替法（LLNA：DA）を活用する
ためのガイダンス

• 化粧品・医薬部外品の安全性評価に係る感作性試験代替法（LLNA:Brd-ELISA）を活
用するためのガイダンス

• 化粧品・医薬部外品の安全性評価に係る眼刺激性試験代替法（BCOP）を活用するた
めのガイダンス

• 化粧品・医薬部外品の安全性評価に係る眼刺激性試験代替法（ICE）を活用するため
のガイダンス

• 化粧品・医薬部外品の安全性評価に係る皮膚透過性試験を活用するための
ガイダンス

代替法普及のため発出したガイダンス
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厚生労働省、化粧品業界、国立衛研、皮膚科医のメンバーで
より代替法の活用を促すガイダンスを作成。



動物を用いない代替法(in vitro
試験）の開発
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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 sensitisation testing (2016)
 Stable transfected transcriptional activation (STTA) assay for androgen

disruptor screening (AR-Ecoscreen)(2016)
 Performance-Based Test Guideline for Human Recombinant Estrogen 

Receptor (hrER) In Vitro Assays to Detect Chemicals with ER Binding Affinity
（2016）

日本発のOECD TGまたはGD
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Method Current Status Lead Action 
Organization

International 
Acceptance

3T3 NRU 
Phototoxicity Test

Completed OECD TG 432 (2004)

In vitro test method 
based on reactive 
oxygen species (ROS) 
and photostability 

Peer review of the 
JaCVAM-sponsored 
validation study 
finalized in 2013.

JaCVAM; 
EURL ECVAM, 
NICEATM-
ICCVAM, 
Health 
Canada and 
KoCVAM VMT 
liaisons

ICH S10 including the 
ROS assay and the 
3T3 NRU test 
method was 
completed in 2014

ICH S10の中のin vitro光安全性試験
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OECDで検討中の日本で開発されたTG案

 Vitrigel-EIT for eye irritation tesitng
 LabCyte CORNEA-MODEL for eye irritation testing   
 IL-8 Luc assay for skin sensitization testing
 Hand-1 Luc EST for developmental screening
 ROS assay for photosafety testing

本年成立
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In vitro試験法を使用するために

・TGの予測性と適用限界を把握する。

・TGと論文、公開プロトコルでは食い違う場合
があるので、JaCVAM評価書やTGで最終的
な方法を確認する。

・習熟度確認物質にて、プロトコルに習熟する。

・プロトコルは更新されることから、最新の情報
収集に努める。
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• 開発されているｉn vitro試験は、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。

• 単独試験法で安全性を担保できるｉn vitro試験はない。

• 正確性が良くても、偽陰性の多い方法は認められな
い。

• 作用機構に立脚した試験法の開発が期待される。

• 適切な有害性評価のためには、物性、既存物質との
比較、構造活性相関、別のｉn vitro試験との組み合わ
せが必要である。

• 有害性の評価はできても、リスク評価はできない。
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In vitro試験の問題点





Development of protocol for embryotoxicity testing 
using fertilized eggs of zebrafish

AB strain

36 hr  

0h
Fertili-
zation

７d
Endpoints

Normal rate

Image analysis
Movement analysis
Environment analysis

12 hr 6 hr 162 hr

Selection of 
Fertilized eggs

68Tanaka, T., et al., MIE Univ.



Nihon Keizai Shinbun,
February, 6th, 2017
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その他期待される方法

• Body-on-a chip
• ３Dプリンター

• オルガノイド、３D培養

• Read Across
• 人工染色体技術

• Omicsの活用
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御静聴ありがとうございました
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図２ HESSのシステム構成
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図４ カテゴリーアプローチ支援機能
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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
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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







ICH S5(R3) Expert Working Group 
Meeting

参考

EWG face-to-face at June 2016 ICH Meeting is requested
Timeline for Step 2a Document by June 2017 
A total period of 4.5 years is foreseen for Step 4 from the establishment  of 
the EWG
Public comments incorporated into Step 4 Document June 2019

Proposed Next Steps and Timelines

Workpackages
Integrated testing strategies for EFD (Embryonic and Fetal Development study）

•Design of optional integrated testing strategies involving an in vivo mammalian EFD 
assessment and in vitro, ex vivo and non-mammalian in vivo (e.g. zebrafish) EFD 
assays
•Identification of scenarios of use and the limited circumstances under which such a 
testing strategy would be considered.  

Combinations of studies –JPMA&MHLW/PMDA
•Delineate options of combining reproductive toxicity studies and their designs
•Describe the circumstances under which the outcome of preliminary EFD studies 
could determine the ultimate risk assessment for EFD
•Identification of scenarios of use of the different combinations

81



82

（Food Chem. Toxicol.,2002 ,40,193）

More than 30 different culture systems have been proposed

1) Tests on non-vertebrate species (Hydra, Drosophila etc.)
2) Tests on lower vertebrate embryo or embryonic aggregates             

(fish, birds etc.)
3) Tests on whole mammalian embryos
4) Tests on micromass cultures from mammalian embryos
5) Tests on embryonic stem cells (ES cells)
6) Tests on other mammalian cell lines (neuroblastoma cells, 

teratocarcinoma cells etc.）

No tests gain regulatory acceptance and use.

In vitro methods for embryotoxicity

The research on alternative methods for 
detection of embryotoxicity is very challenging!
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The Hand1-Luc EST

83

Hand1-Luc EST is an easy and inexpensive protocol

Establishment of 
the maximum 
dose

1 chemical/96 
round bottom well 
plate

Le Coz et al. (J Toxicol Sci., 2015)
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