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急性経口毒性を予測するための in vitro 細胞毒性試験（以下、本試験法）は、動物を用いた急性経

口毒性試験（固定用量法 TG420 1)、急性毒性等級法 TG423 2)、上げ下げ法 TG425 3)の 3 種類（以下、

in vivo 試験法））の代替として開発された試験法である（なお、動物を用いた試験 TG401 は使用動

物数の削減 [Reduction] の観点より OECD の試験法ガイドラインから 2002 年に削除されている）。

本試験法は、細胞毒性を評価する方法として広く一般に利用されている「3T3 細胞を用いた Neutral 

Red Uptake cytotoxicity assay（3T3 NRU）」の結果から、in vivo 試験法での急性経口毒性試験におけ

る致死量が 2,000mg/kg より高いか否かを予測する手法である。 

本試験法を「in vivo 試験法の初回投与量設定」の目的で利用することが、ICCVAM（Interagency 

Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods：米国代替法に関する省庁間連絡会議）

から 2006 年に提案されており 4)、また、OECD ガイダンス文書 No.129（Guidance Document on Using 

Cytotoxicity Tests to Estimate Starting Doses for Acute Oral Systemic Toxicity Tests：2011 年）5)においても

このような利用が推奨されている。JaCVAM 評価会議では、急性毒性試験代替法評価委員会により作

成された「in vitro 細胞毒性試験による急性経口毒性試験の初回投与量設定試験の第三者評価報告書

（2011 年）」6)を用いて、本試験法のこの目的での利用の妥当性について評価している 7)。 

一方、本試験法を「in vivo 試験法のエンドポイントである動物の半数を致死させる用量（LD50 値）

が 2,000 mg/kg 以下でない」こと、すなわち EU CLP 等で「区分外」（あるいは UN GHS で「区分 5

または区分外」）であることを判別する目的で利用することが、ECVAM（European Centre for the 

Validation of Alternative Methods：欧州代替法評価センター）から提案され、バリデーション研究が実

施されている 8)。 

今回、JaCVAM 評価会議は、この ECVAM の提案に対して急性毒性試験資料編纂委員会により作

成された「急性経口毒性を予測するための in vitro 細胞毒性試験の評価報告書（2018 年）」9)を用い

て、「LD50 値が 2,000 mg/kg 以下でない」ことを判別する目的での本試験法の利用の妥当性について

検討した。 

 

１．試験法の定義 

名称： 急性経口毒性を予測するための in vitro 細胞毒性試験 

代替する対象毒性試験： 動物を用いた急性経口毒性試験（以下の 3 種類の in vivo 試験） 

           ・固定用量法（TG420）1) 

    ・急性毒性等級法（TG423）2) 

       ・上げ下げ法（TG425）3) 

 

試験法の概略： 本試験法は、げっ歯類由来の細胞株（BALB/c mouse fibroblasts : 3T3）を用いた細胞

毒性試験である。被験物質を 3T3 に曝露し、水溶性の弱陽イオン超生体染色色素

である Neutral Red（NR）の細胞への取り込み量をもとにした細胞生存率を測定し

て 50％細胞生存濃度（IC50）を算出する。これは、正常な細胞では NR は細胞形質

膜を透過して酸性のライソゾームマトリクスに蓄積されるが、傷害が生じた細胞
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には取り込まれる NR が減少することに基づいている。NR の取り込み量と生細胞

数が比例関係にあることを利用して細胞毒性の評価が可能である。この IC50 値を、

参照物質について別途求められている「LD50 値と IC50 値の関係式」に代入し、算

出された LD50 の予測値から、被験物質が「LD50 値＞2,000 mg/kg」であるかどうか

を判断する。なお、IC50 から LD50 の予測に使用される関係式は以下の 2 種類が利

用できる（LD50 値と IC50 値の表記単位はモル濃度あるいは重量濃度が使用されて

いる）8, 9)。試験法の詳細については、ECVAM (2011)8)を参照されたい。 

  ① Millimole regression model（モル濃度関係式） 

            Log LD50 (mmol/kg) = 0.439 log IC50 (mM) + 0.621 

 

 ② Weight regression model（重量濃度関係式） 

            Log LD50 (mg/kg) = 0.372 log IC50 (μg/mL) + 2.024 

 

（上記の関係式が ECVAM での本試験法のバリデーションで利用されている。 
 ①は分子量が明確で純度の高い物質に適しており、②は混合物や構造/分子量が不

明な物質や不純物の割合が高い物質に使用できる。なお、②は高分子量の物質で

は明らかに毒性を過大評価することが判明している。）8, 9) 
 

 

２．評価に用いた資料および評価内容の科学的妥当性 

3T3 細胞を用いた Neutral Red Uptake cytotoxicity assay（3T3 NRU）は細胞毒性試験として広く使用

されており、データも豊富である。また、3T3 NRU は ICCVAM が提案した「in vitro 細胞毒性試験に

よる急性経口毒性試験の初回投与量設定試験」4)として検証された試験系であり、陽性対照等の試験

成立基準などの実施手順も整備されていることから、本試験法の適用可能な範囲が遵守されている

場合は、試験法として妥当であると判断される。 

本試験法を「LD50 値が 2,000 mg/kg 以下でない」ことを判別する目的で利用することについては、

ECVAM で検証され、また、その結果は公表されており 8)、透明性が高く、独立した科学的評価が行

われている。本邦においては、JaCVAM 急性毒性試験資料編纂委員会がこれらの資料を用いて本試験

法を評価している 9)。 

なお、本細胞毒性試験のエンドポイントは細胞死である。In vitro 試験における細胞死は基本的な

細胞機能への影響の結果（basal cytotoxicity）であり、化学物質による細胞死が誘発される濃度域にお

いては、個体においても同様のメカニズムが働き、細胞毒性が現れていると考えられている 10)。一

方、in vivo 試験法のエンドポイントは動物の病的状態あるいは個体死であり、両者は大きく異なって

いるように思われる。すなわち、細胞死と個体死のメカニズムが異なる可能性がある場合は、本試験

法の利用は妥当ではない。  
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以上の点から、本試験法は、basal cytotoxicity に基づく in vivo 個体毒性を検出することに起因する

限界を理解した上で利用するならば、in vivo 試験法の代替法として科学的妥当性があると判断する。

したがって、類似構造のものが他に存在しない新規化合物については本試験法のみで評価すること

は困難である。 

 

３．本試験法の有用性と適用限界 

 本試験法は、動物を使用しておらず、3Rs の精神に合致している。 

 本試験法は細胞毒性を評価する方法として広く一般に利用されている 3T3 NRU を利用した試験系

であり、技術移転性は高いと判断できる。「LD50値が 2,000 mg/kg 以下でない」ことを判別する目的

で利用する場合の妥当性の評価が 3 施設の協力において実施された 8, 9)。その結果、施設内および施

設間再現性は高く、毒性が過小評価される確率も低かったが、試験精度をより高めるためには、化学

物質の揮発性、溶解性等の物性や毒性発現機序に関する情報も必要になると判断された。なお、培養

系における細胞毒性発現濃度は、使用される細胞の種類や培養条件により大きく変わる可能性があ

る 14)ことから、前記の関係式を用いる場合は、それらのバリデーションに使用された培養条件 8)に厳

密に従う必要がある。また、条件を変更する場合には、その妥当性について確認する必要がある。 

 施設内再現性は、モル濃度関係式と重量濃度関係式の 2 つのモデルについて評価され、前者のモデ

ルでは 94%～100%、後者のモデルでは 93%～98%であった。揮発性、溶解性等に問題のある化学物

質の再現性は低かったが、それ以外の化学物質についての再現性は高かった。施設間再現性も評価さ

れ、施設内再現性の結果と同様であった。 

 予測性についてはモル濃度関係式と重量濃度関係式の 2 つのモデルにより評価された結果を表１、

２に示した。 

 

 表１. ３施設での予測性の比較（モル濃度関係式） 
 施設１ 施設２ 施設３ 

評価物質（総数） 44 51 54 
一致度 64% (28/44) 67% (34/51) 65% (35/54) 

「LD50 値 ＞2,000 mg/kg」
の物質を正しく予測 

（特異度） 

42% (11/26) 44% (12/27) 40% (12/30) 

「LD50 値 ≦2,000 mg/kg」
の物質を正しく予測 

（感度） 

94% (17/18) 92% (22/24) 96% (23/24) 
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 表２. ３施設での予測性の比較（重量濃度関係式） 

 施設１ 施設２ 施設３ 

評価物質（総数） 40 46 47 
一致度 53% (21/40) 57% (26/46) 55% (26/47) 

「LD50 値 ＞2,000 mg/kg」
の物質を正しく予測 

（特異度） 

17% (4/23) 17% (4/24) 13% (3/24) 

「LD50 値 ≦2,000 mg/kg」
の物質を正しく予測 

（感度） 

100% (17/17) 100% (22/22) 100% (23/23) 

 
 
 
本試験法は以下のような物理化学的性質を有する物質は適用範囲外である 8, 9)。 

① 細胞培養液に不溶性の物質 

② 低分子量の物質  

（モル濃度関係式を用いる場合には分子量 174 以下の物質および重量濃度関係式を用いる場合に

は分子量 77 以下の物質） 

③ 細胞培養液と反応する物質 

④ 揮発性の高い物質 

⑤ 細胞に残留する性質を有する赤色、あるいは NR の吸光度測定を阻害する有色の物質 

 

 

本試験法は以下のような毒性発現機序や細胞機能への影響を有する場合は偽陰性が生じることが

あるので注意が必要である 8, 9)。 

① 代謝により活性化されて毒性を発現する物質 

② 神経毒性や心臓毒性等、臓器特異的な作用機序により毒性を発現する物質  

③ ライソゾームへ特異的な影響を与え、この結果、細胞内の NR の挙動（結合や保持など）に影響

を与える物質 

 

 本試験法では 2,000 mg/kg を閾値として、LD50値がそれ以下で無いことの評価が可能であることが

示されている。ただし、本試験法で評価する場合は、類似性が高い物質についての毒性の知見や、評

価物質について生体影響に関する周辺情報（例えば、28 日間反復投与毒性試験の情報を用い、NOAEL

が 200 mg/kg/day より大きいなど）があることが望ましい 11, 12, 13)。なお、臓器特異的な毒性発現を示

す化合物の 3T3 細胞に細胞死を引き起こす機序の解析を進めることにより、適用範囲を広げること

ができる可能性がある。 
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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、生きた動物を用いないという点で、動物実験代替法の 3Rs の原則に適った試験法であ

る。また、本試験法の、技術移転性は高いと判断できる。 

以上の観点から、本試験法の社会的受け入れ性は高いと判断する。 

 

行政上の利用性： 

本試験法の特性とその適用範囲を十分に考慮し、厳密にバリデーション時のプロトコル 8)に従っ

て利用されるならば、「急性経口毒性の LD50値が 2,000 mg/kg 以下でない」ことの判別を目的とし

て本試験法を行政的に利用できる可能性がある。本試験法を利用する場合は、「市場で既に使用実

績があり、急性経口毒性が弱いことが示唆される豊富な情報がある物質」、「構造・物理化学的性

質・体内挙動などの特性について、急性経口毒性が既知の物質との類似性が極めて高いことが説明

できる物質」などを適用対象とし、信頼性の高い他の情報と組み合わせて weight of evidence による

評価を行うことを推奨する。 

また、このような本試験法の特性を踏まえると、本試験法の利用が想定されるのは「毒物および

劇物取締法」における劇物を含む製剤の除外申請、医薬部外品の製造販売承認申請および化粧品

のポジティブリストの改正要請である。 
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