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Interleukin-8 Reporter Gene Assay（IL-8 Luc assay）は、化学物質の皮膚感作性を予測する

試験法である。本試験法は感作性発現の Key event のひとつである、樹状細胞が活性化す

る際の IL-8 の発現亢進を指標として利用し、ヒト単球系培養細胞株に 2 種のレポーター

遺伝子を導入した THP-G8 細胞の IL-8 遺伝子の発現量の変化を測定することによって皮

膚感作性の有無を判定する 1)。本試験法については、International Cooperation on Alternative 
Test Methods（ICATM）等の支援のもと、Japanese Center for the Validation of Alternative 
Methods（JaCVAM）の主導によってバリデーション研究が実施され 2)、第三者評価 3)が行わ

れたのち、2018 年 6 月に経済協力開発機構 (Organization for Economic Co-operation and 

Development: OECD) 試験法ガイドライン (Test Guideline: TG) 442E の ANNEX III として

追記された 4)。JaCVAM 評価会議は、皮膚感作性試験資料編纂委員会により作成された皮

膚感作性試験評価報告書 IL-8 Luc assay5）を基に本試験法の妥当性について検討した。 
 

1. 試験法の定義 
名称：Interleukin-8 Reporter Gene Assay（IL-8 Luc assay） 

 
代替する対象毒性試験：モルモットを用いる皮膚感作性試験（OECD TG406）およびマウ

スを用いる局所リンパ節試験 [LLNA (OECD TG429)、LLNA:DA (OECD TG442A)、
LLNA:BrdU-ELISA or -FCM (OECD TG442B)] 

 
試験法の概略：本試験法では、樹状細胞のモデルとしてヒト単球系培養細胞株である THP-

1 細胞にルシフェラーゼレポーター遺伝子として IL-8 プロモーターで制御される Stable 
luciferase orange（SLO）遺伝子とGlyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）プロ

モーターで制御される Stable luciferase red（SLR）遺伝子を導入した THP-G8 細胞を用い、

被験物質を添加して培養後、SLO（λmax = 580 nm）および SLR（λmax = 630 nm）の発光

をそれぞれに対応したフィルターを装備したルミノメーターで分別測定し、増加した

IL-8 プロモーター活性の程度により感作性の有無を判定する 6)。なお、SLR 遺伝子の発

現量は細胞生存率の評価に加え、SLO 発現量の補正に利用する。 
 
2. 評価に用いた資料および評価内容の科学的妥当性 
本試験法は、皮膚感作性発現機序における重要なステップである抗原提示細胞の活性化

を、その際に認められる IL-8 の発現上昇をもって測定するという点で、科学的に妥当で

ある。感作成立には局所における好中球の動員が必須であり、IL-8 は代表的な好中球走化

性因子であることが報告されている 7) 。また、IL-8 遺伝子のプロモーター配列に結合す

る転写因子 Nuclear Factor kB は種々の免疫系細胞の分化・活性化や炎症応答を制御するメ

ディエーターとして知られ、IL-8 等のサイトカイン分泌制御の他、樹状細胞の活性化に関

与することも知られている 8)。 
本試験法は、ICATM 等の支援による JaCVAM によるバリデーション研究とそれに続く

第三者評価により、皮膚感作性ハザードを予測する試験の実施と評価のための戦略的統合

方式（Integrated Approach to Testing and Assessment: IATA）の一部として受け入れられるべ

きと報告されており 2,3)、2018 年 6 月に OECD TG に追記されている 4)。JaCVAM 皮膚感
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作性試験資料編纂委員会では、現在までに公開されている情報を基に本試験法の皮膚感作

性試験代替法としての科学的妥当性について評価し、ICATM 等の支援による第三者評価

結果 3）と同様に、証拠の重み付けや他の試験法との組み合わせで用いることを推奨して

いる 4）。 
 

3. 本試験法の有用性と適用限界 
本試験法は、細胞株を用いる in vitro 試験法であり、動物実験における 3Rs の精神に合

致している。試験に用いる THP-G8 細胞は市販されているが、株式会社ジーピーシー研究

所と譲渡契約を締結する必要がある。アッセイは簡便で、抗体染色の操作がなく 16 時間

で終了する。 
本試験は液相での反応を必要とするため、被験物質が試験溶液調製用の媒体 X-VIVOTM 

15 に 20 mg/mL の濃度で溶解しないものは陰性反応を示したとしても、そのまま陰性とし

て判定することはできない。よって、こうした物質は判定不可物質として、バリデーショ

ン研究では一致性の評価から外している。また試験法の原理上、ルシフェラーゼ活性を阻

害する物質は測定を妨害する可能性がある。さらに本試験法では、酸無水物では偽陰性率

が高く、界面活性剤は偽陽性となることが多い。以上のことより、こうした物質は本試験

法の適用範囲外物質として、バリデーション研究の一致性評価から除外された。 
これを踏まえた、OECD TG 442E ANNEX III に記載されているバリデーション研究の結

果によると、3 施設における施設内再現性は平均すると 87.7%（14 物質）、施設間再現性は

87.5%（32 物質）であった 2)。X-VIVOTM 15 を用い、OECD TG 442E ANNEX III 収載の予

測モデルで評価した結果、LLNA のデータがある 143 物質について、判定不可の 25 物質

を除くと、感度 96% (92/96)、特異度 41% (9/22)、正確度 86% (101/118)であった。また別

に、適用範囲外に該当する 7 物質および判定不可の 23 物質を除いた 113 物質についての

結果は、感度 96% (92/96)、特異度 53% (9/17)、正確度 89% (101/113)であった 2)。 
また本試験法において、プロハプテンおよびプレハプテンは適用範囲外ではないが、感

作性発現に酸化や細胞による代謝が必要なこうした物質は偽陰性を生じる可能性がある。

さらに陰性反応を示した物質の場合、判定不可物質に該当するかどうかは目視確認での溶

媒への溶解性の判断に依存するため、注意が必要である。 
 

4. 目的とする物質又は製品の毒性を評価する試験法としての、社会的受け入れ性および

行政上の利用の可能性 
社会的受け入れ性： 

本試験法は、細胞培養の技術と本試験に対応したフィルターを装備したルミノメーター

があれば容易に実施可能である。 
本試験法の実施に必要な THP-G8 細胞は市販されており、試験実施に必要な消耗品費は

h-CLAT や U-SENSTM とほぼ同程度である（ただし細胞購入の費用は別）。本試験法は、

生きた動物を用いないという点で 3Rs の精神に合致しており、社会的受け入れ性は高い。 
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行政上の利用性： 
本試験法において陽性の結果が得られた場合、皮膚感作性物質と判定することは可能で

あるが、感作性の強度を分類することは困難である。また、陰性の結果が得られた場

合、非皮膚感作性物質と判定できない。したがって本試験法単独での皮膚感作性の判定

は不十分であり、被験物質の特性を十分に理解した上で、IATA を構成するその他の情

報と組み合わせて適切に評価することが必要である。なお、本試験法の利用にあたって

は、適用範囲および判定不可物質の判断に十分に配慮した上で使用されるべきである。 
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