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略語  
3Rs:   Reduction, Replacement, and Refinement 

CTA:  Cell Transformation Assay 
DRP  Detailed Review Paper 
EURL ECVAM: European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing 
FBS:  Foetal Bovine Serum 
GD:   Guidance Document 
IARC:  International Agency for Research on Cancer 

JaCVAM:  Japanese Center for the Validation of Alternative Methods 
JCRB:  Japanese Collection of Research Bioresources 
OECD:  Organization for Economic Co-operation and Development 
SHE:  Syrian Hamster Embryo 
VMT:   Validation Management Team 
WoE:  Weight of Evidence  
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要 旨 
細胞形質転換試験（CTA）は、培養細胞に化学物質を曝露することで起きる「細胞の形

態」や「表現形質」の変化を指標として腫瘍誘発性の有無を調べる試験法の一つである。 
日本動物実験代替法評価センター（JaCVAM）形質転換試験資料編纂委員会は、経済協

力開発機構（OECD）ガイダンス文書（GD）No.231§として 2016 年 2 月に公表された Bhas 
42 細胞を用いる形質転換試験（Bhas 42 CTA）1, 2) が化学物質のがん原性の予測に有用か

否かについて検討し、その結果をまとめた。 
Bhas 42 CTA の特徴としては、1）がん遺伝子 v-Ha-ras を導入して得られた接触阻止

能を有しているクローン由来細胞株（Bhas 42 細胞）を使用すること、2）接触阻止状態

の細胞集団中に形成される多層の形質転換細胞集団（形質転換巣：フォーカス）の有無

を指標とすること、3）in vivo の 2 段階発がん実験モデルに相当するイニシエーション

アッセイとプロモーションアッセイの 2 つのプロトコルからなること、4）多環芳香族

などの代謝活性化を必要とする物質の検出が可能であること、5）培養期間が 3 週間で

動物実験と比較して短期であること、6）試験費用は安価であること、などがあげられ

る。しかし、フォーカスの判定を目視によって行うため、判定者に対する十分な教育

と訓練が必須である。 
Bhas 42 CTA は、JaCVAM によって国際バリデーション研究が実施された。バリデ

ーション研究は、6 ウェルプレートを用いる 6 ウェル法と将来の自動化のためにウェ

ルサイズをスケールダウンした 96 ウェル法のそれぞれの方法について実施された。

EURL ECVAM は、プロトコルの完成度、技術移転性、施設内再現性および施設間再

現性について評価した結果、その有用性を認めている 3)。しかしながら、化学物質に

よる発がん機構の複雑性や代謝能などの in vitro 試験系の本質的な限界を考慮すると、

動物を用いるがん原性試験を CTA に置き換えることは現段階では不適切であると考

えられる。むしろ、構造活性相関や遺伝毒性試験結果などの他の情報と組み合わせ

て、がん原性を疑わせる化学物質等のスクリーニング系として利用することによって、

がん原性評価スキーム全体として、使用する動物数の大幅な削減が可能となり、3Rs

の精神に適う試験方法であると考えられる。また、96 ウェル法におけるフォーカス判

定の自動化が実現できれば、より多くの機関で実施可能な試験となる可能性がある。

このような観点から、Bhas 42 CTA はさらに発がん機構などのデータを積み重ねるこ

とにより、化学物質のがん原性を予測する試験の一つとしてその有用性が増すと考え

られる。 
 

§ Bhas 42 細胞は BALB/3T3 A31-1-1 細胞に v-Ha-ras 遺伝子を導入して樹立された培養細胞である。

Bhas 42 CTA に関する OECD GDNo.231（2016）が公表された後、Bhas 42 細胞の遺伝子型解析が SSLPs
法によって実施された｡ 遺伝子解析の結果は、Bhas 42 細胞の起源となるマウス系統は BALB/c マウ

スではなく、Swiss マウスであることを示していた(K.Uchio-Yamada et al. (2017) In Vitro Cell Dev Biol 
Anim53:225–230)。Bhas 42 細胞の起源と考えられていたマウス系統に誤認があったことが明らかに

されたわけである。しかしながら、もともとの BALB/3T3 A31-1-1 細胞もその起源となるマウスが

Swiss 系であることも併せて報告され、ras 遺伝子が導入される前からマウス系統の誤認があったこ

とが明らかになった。マウス系統の誤認があったとしても、Bhas 42 細胞を用いた形質転換試験に

よって明らかにされたがん原性との相関データ、ガイダンス化のためのバリデーション試験等々の

データの信頼性およびBhas 42 CTAの有用性や重要性には何ら影響を及ぼすことはないと判断され、

Bhas 42 CTAの重要性には影響を及ぼさない旨を記した追補版ENV/JM/MONO(2016)2)が 2017年に公

表された。 
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1. 試験方法の科学的妥当性と規制試験法としての妥当性 
1-1. 科学的妥当性 

一般的に CTA とは、培養細胞に化学物質を曝露することにより不可逆的な形態的変

化を起こすかどうかを調べる in vitro 試験である。 
Bhas 42 細胞は、BALB/3T3 A31-1-1 細胞に v-Ha-ras 遺伝子を導入し、BALB/3T3 

A31-1-1 細胞と同様に接触阻止能を有するクローンに由来する細胞株として 1988 年に

樹立された 4)。Bhas 42 CTA は、化学物質曝露により接触阻止能を失った形質転換細胞

が増殖することによって形成される塩基性色素に濃染する形質転換巣（フォーカス）

の出現頻度を指標に化学物質の形質転換能を評価する試験法である。接触阻止能を

維持している正常な Bhas 42 細胞はヌードマウスに移植しても腫瘍を形成しないが、

形質転換した細胞は、ヌードマウスに対して 100%造腫瘍性を示すことが報告されて

いる 5～7)。 
Bhas 42 CTA は、イニシエーションアッセイとプロモーションアッセイの 2 つのア

ッセイプロトコルから構成されている。少なくともどちらか一方のアッセイで陽性の

結果が得られた場合を CTA 陽性と判定するが、89 物質（52 のがん原物質、37 の非が

ん原物質）についての結果では、一致率 78%、偽陰性率 27%、偽陽性率 16%であった 8)。

代謝活性化を必要とする多環芳香族のがん原物質 10 種のうち 8 物質で CTA の結果は

陽性を示し、多環芳香族化合物 9) 処理により Cyp1a1 の発現が誘導されること、およ

び、2-Acetylaminofluorene（主に Cyp1a2 によって代謝）や Cyclophosphamide（主に

Cyp2b10 によって代謝）のがん原物質の暴露により、CTA は陽性の結果を示している

こと、さらに表 1 で示した 2AAF により Cyp1a1 が誘導する事実から、その代謝活性

化能が示唆される。 

 
表 1 がん原物質で処理した Bhas 42 細胞の Cyp 遺伝子発現誘導（未発表データ） 

適用物質 マウス Cyp 遺伝子の発現誘導（μg RNA あたりのコピー数） 

 mCyp 
1a1 

mCyp 
1a2 

mCyp 
2b10 

mCyp 
2c29 

mCyp 
2d22 

mCyp 
2e1 

mCyp 
3a11 

DMSO 0.5 vol% N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

2AAF 20μg/mL 4.11×107 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

CPD 2 mg/mL N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

MCA 1μg/mL 2.29×108 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

2AAF：2-Acetylaminofluorene、CPD：Cyclophosphamide、MCA: 3-Methylchoｌanthrene 
N.D.: Not determined, under limit of quantification (<5×105 copies/μg RNA)  
 

EURL ECVAM は JaCVAM によって実施された Bhas 42 CTA の国際バリデーション

研究結果に基づいて、そのプロトコルの完成度、技術移転性、施設内再現性および施

設間再現性を評価した結果、その有用性を認めている 3)。 

がん化の多段階説は現在広く受け入れられている概念であるが、その分子生物学的

機構に関しては、遺伝子導入による細胞形質転換研究に依るところが大きい。ヒト初

代培養細胞は c-Ha-ras 遺伝子の導入のみでは形質転換しないが、c-myc などの遺伝子

やがん原物質あるいは 12-O-Teteradecanoyl phorbol 13-acetate（TPA）曝露と組み合わせ
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ることにより形質転換することが知られている。一方、p53 遺伝子の変異等によって

不死化した細胞株では c-Ha-ras 遺伝子の導入のみでも形質転換しうる。また、ras 遺

伝子導入による形質転換が TPA 曝露により増強される。さらに、化学物質曝露によっ

て誘導されたラット腫瘍細胞の ras 遺伝子は、突然変異することによって活性化する

ことが見いだされている。これらの報告は、ras 遺伝子の活性化が細胞の形質転換に

重要な役割を果たしていることを示唆している。活性型 v-Ha-ras が安定導入された

Bhas 42 細胞は、不死化した細胞にさらに ras遺伝子を導入している事実から、多段階

的腫瘍形成過程の後期に起きる状態を反映していると考えられる。 

ras 遺伝子の変異・活性化以外の遺伝的変化やエピジェネティックな変化も細胞形

質転換を引き起こす要因として考えられている。たとえば、細胞周期制御システム、

ゲノム安定性、および分化・増殖過程での遺伝子発現の変化や異常が形質転換の要因

として考えられている。これらの過程に影響を及ぼす遺伝的変異は直接的な遺伝毒性

作用と考えられている。さらに、DNA の高メチル化あるいは低メチル化、ヒストン修

飾およびヌクレオソームリモデリングによる遺伝子発現の変化や遺伝的不安定性が、

エピジェネティックな変化を誘起し、悪性形質転換へと進行させる引き金になると考

えられている。 
非遺伝毒性がん原物質もまた、多段階発がん過程に影響し、正常細胞を形質転換さ

せるものと考えられている。すなわち、ギャップジャンクションによる細胞間コミュ

ニケーションを阻害する酸化的ストレス、細胞分裂回数の増加、アポトーシスの減少、

チューブリン合成阻害、テロメラ−ゼの活性化による老化の阻害、シグナル伝達過程

の阻害、また、ホルモン作用発現過程やペルオキシゾームの増殖に関与する受容体へ

の結合などである。 
Bhas 42 CTA が形質転換することは、がん化の過程で判明している上記のようなメ

カニズムとその一部が整合していることから、Bhas 42 CTA の科学的な検証は、まだ

十分ではないが、現在の分子生物学的水準に基づいてある程度なされている試験と考

えられる。 

 
1-2. 規制上の妥当性 

Bhas 42 CTA は単一の化学物質についてのみバリデーション研究が実施されており、

いくつかの化学物質から構成されている物質、Substances of Unknown or Variable 
composition, Complex reaction products or Biological materials (UVCBs) 或いは混合物につ

いてはバリデーション研究が実施されていないことを留意すべきである。こうした状

況を考慮した上で、OECD の GD 2) が明確にしていることは、がん原性を評価する試験

戦略の一環として、あるいはがん原性にかかる証拠の重み付け（WoE）に基づく評価を

行う際に Bhas 42 CTA 結果を利用することは有用であるということである。 
Bhas 42 CTA のみならず、CTA は遺伝毒性がん原物質に対する検出感度が高いこと

が知られているが、非遺伝毒性がん原物質に対しては未だ議論の余地があり、より多

くの情報が求められているのも事実である。CTA が OECD テストガイドラインとして

承認されなかった理由として指摘されていることは、形質転換に至る分子生物学的作

用機構の理解が限定的であることである。また、CTA の正確性分析で用いた非遺伝毒
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性がん原物質ないし in vivo 発がんプロモーターが少なかったこと 10,11)、CTA の結果か

らは、in vivo におけるがん原性の強さ、種特異性または組織特異性などの情報は得ら

れないことなどが指摘されている。 
本試験法は現行のがん原性試験を完全に代替する試験法としての位置づけではなく、

化学物質等のがん原性に関しての行政的な判断が必要になった場合、例えば WoE に基

づく評価のための補助的な試験として位置づけることが適切であると考えられる。 
 

2．試験方法のプロトコルの妥当性 

2-1. 試験法の概略 
Bhas 42 CTA は、特殊な装置や試薬を必要とせず、一般的な細胞培養設備と細胞培

養技術があれば実施可能な試験法である。また、シリアン・ハムスター胎仔（SHE）細
胞を用いる CTA とは異なり、Bhas 42 CTA は動物やフィーダー細胞を必要としない。 

Bhas 42 細胞に導入した ras 遺伝子はマウスの 17 番および 19 番染色体上に組み込ま

れており、平均 2.4 コピー保持している 5)。この細胞は無限増殖能を有しているが、

培養容器底面全体に広がるまで増殖すると単層の状態で増殖が停止（接触阻止）し、そ

の状態で生存可能である。一方、接触阻止能を失った形質転換細胞は、紡錘状の細胞

で、単層の正常細胞中に浸潤し、互いに交差した状態で増殖し、多層となり塩基性色

素で濃染される形質転換巣（フォーカス）を形成する。また、形質転換細胞のほとんど

は正常な Bhas 42 細胞と比較して、ras 遺伝子の発現が 2～14 倍上昇していることが報

告されている 2)｡ このような形質転換細胞はすべて in vivo で造腫瘍性を示す。 

Bhas 42 CTA は、化学物質曝露により誘発されたフォーカスの有無を指標として、

その形質転換能を評価する試験法である。フォーカスの判定には十分な教育・訓練が

必要であり、判定には画像を用いたアトラスなどが有用であると考えられる。 
 

2-2. 試験法の原理 
Bhas 42 CTA は、イニシエーションアッセイ（細胞増殖期に化学物質を処理する方法）

とプロモーションアッセイ（細胞が定常期にあるときに化学物質を処理する方法）の 2
つのプロトコルから構成されている（図 1、図 2）。 

Bhas 42 CTA は 6 ウェルプレートを用いる方法が最初に開発され、続いて自動化への

応用可能な 96 ウェルプレートを用いる方法が開発されたため、2 つの方法に対するバ

リデーション研究がそれぞれ実施された。2 つの方法は、基本的に同じプロトコルで

あり、播種細胞数がウェルサイズに合わせてスケールダウンされていることが異なる

点である。 
 

2-2-1. イニシエーションアッセイ 
イニシエーションアッセイは、細胞増殖期に化学物質曝露を行い、その後 DNA 合

成を経ることができるように、低密度で細胞を播種し、播種翌日から化学物質を 3 日

間曝露し、培養開始 4 日目に新鮮培地に交換して、3 ないし 4 日毎に 2 回培地交換し

ながら 10 日間培養を継続する。 
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図 1 Bhas 42 CTA のイニシエーションアッセイの方法 

 
2-2-2. プロモーションアッセイ 

プロモーションアッセイは、接触阻止能によって増殖が停止している単層状態の細

胞に化学物質を曝露するため、イニシエーションアッセイの 2 倍の細胞を播種する｡

増殖が停止しはじめるサブコンフルエントの時期から化学物質を含む培地を 3 ないし

4 日毎に 2 回交換しながら 10 日間化学物質を曝露する。 
 

 

図 2 Bhas 42 CTA のプロモーションアッセイの方法 

 
2-2-3. 培養期間 

両アッセイともに、培養開始 14 日目に新鮮培地に交換して以降、培地交換せずに 7
日間培養する。 
 
2-2-4. 細胞の固定と染色 

培養開始 21 日目に細胞を固定し、ギムザ染色を行う。 
 
2-2-5. フォーカスの判定 

1) 判定は全てコード化して実施する｡ 
2) 各ウェルについてフォーカスの有無を観察する。 
3)  6 ウェル法は各ウェルのフォーカス数を数え、ウェルあたりの平均フォーカス数

を溶媒対照と比較する（図 3）。 
4)  96 ウェル法はフォーカスのあるウェル数を数え、有効ウェル数（通常は 96 ウェル）
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あたりのフォーカスのあるウェル数を溶媒対照と比較して判定を行う（図 4）。 
 

 
図 3 6 ウェル法における溶媒対照プレート（左）と陽性対照プレート（右）の CTA 例 
 

 

図 4 96 ウェル法における溶媒対照プレート（左）と陽性対照プレート（右）の CTA 例 
 

2-2-6. 細胞毒性 
細胞毒性については、同じプロトコルで細胞播種および化学物質曝露を行う｡ 培養開

始 7 日目に細胞を固定し、クリスタルバイオレットで染色後、クリスタルバイオレッ

ト抽出液の吸光度（540-570 nm）を吸光度計で測定し、溶媒対照群に対する化学物質曝

露群の増殖の割合を算出する。細胞毒性試験は、化学物質の処理濃度を設定および

CTA における化学物質の細胞毒性の評価のために実施する。ただし、細胞毒性により

接触阻止状態に達していない化学物質曝露群については毒性ありと判断し、フォーカ

スの評価には使用しない。 
 

2-3. プロトコルの妥当性 
GD No.231 では、以下の項目に対する対応が明確にされており、プロトコルは妥当

であると判断された。 
2-3-1. 実験系 

Bhas 42 細胞は、日本細胞バンク(JCRB)（Cell Bank No.: JCRB0149）から入手可能であ

る。また、ストックする凍結細胞の作製方法の詳細についても情報が提供されている。 

 
2-3-2. ウシ胎仔血清（FBS）のロット試験 
新たに用いる FBS については 50%以上のコロニー形成率を示し、自然形質転換率が

低く、陽性対照物質処理によるフォーカス出現率が試験成立基準を満たしているロッ
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トを選択する。 
 

2-3-3. CTA 技術の習熟度確認試験 
CTA 実施施設は、定められた陽性および溶媒対照物質を用いて、定期的に技術熟達

のための CTA を実施し、CTA を実施するための技術の習熟度を確保する。 
 

2-3-4. イニシエーションアッセイとプロモーションアッセイの結果の判断 
イニシエーションアッセイおよびプロモーションアッセイは独立して評価を行う。

当該化学物質の形質転換誘発性については、いずれか一方または両アッセイで陽性結

果が得られた場合には陽性、両アッセイ共に陰性結果が得られた場合には陰性と判定

する。 
 

2-3-5. 6 ウェル法と 96 ウェル法のプロトコルの差異 
6 ウェル法と 96 ウェル法ではウェルサイズが異なるが、ウェルの単位面積あたりの

播種細胞数は同じである。その他の基本的実験プロトコルは同じであるが、判定法が

異なる。6 ウェル法は 6 ウェルプレートのウェルごとにフォーカス数を計数し、ウェ

ルあたりの平均フォーカス数と溶媒対照群のフォーカス数を比較する｡ 96 ウェル法は

フォーカスのあるウェル数を計数し、有効ウェル数（通常は 96 ウェル）とフォーカスの

あるウェル数を溶媒対照と比較して判定する。 
 

2-3-6. Bhas 42 CTA における 6 ウェル法と 96 ウェル法のパフォーマンスの差 
2 つの方法のバリデーション研究において、共通に用いられた物質が 16 物質あり、

それらの物質のうち、適切に実施された 14 物質で得られた結果は、方法間での差が認

められなかったことから、両方法は同等と評価されている。 
 

2-3-7. 試験成立基準 

CTA の結果は、GD No.231 の試験成立基準に基づいて判断する。 
 

2-3-8. CTA 評価の客観性の確保 
CTA の判定は、6 ウェル法と 96 ウェル法ともに、被験物質およびそれぞれのプレー

トはコード化して評価する。 
 

2-3-9. 主観的スコアリングによるデータの変動の防止（客観性の確保） 
   以下のことを実施する。 

1) 施設内外の CTA 経験者によるスコアラーの適切なトレーニング 
2) 正常細胞および種々のフォーカスの写真見本（画像アトラス）の利用（スコアリ

ングにあたっては、常時フォーカスアトラスなどを利用する） 
3) セカンドオピニオン（他のスコアラーまたはスコア経験者の意見を参考にする）

や他のスコアラーによる二重スコアリング 
4) ディッシュもしくはプレートのコード化 
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2-3-10. 結果判定基準 
CTA の結果は、GD No.231 で規定した判定基準に従って判定する。 

 
3. バリデーション研究に用いられた物質の分類と妥当性 

バリデーション研究は、6 ウェル法と 96 ウェル法について実施されている 12)。それ

らの試験に用いられた化学物質のがん原性および遺伝毒性に関する情報については、

OECD DRP3113) を参照し、DRP31 にそのデータが記載されていない化学物質について

は原著論文 14～16) を参照している。 

 
3-1. 6 ウェル法 

6 ウェル法では、下記の 8 つのがん原物質と 4 つの非がん原物質の計 12 物質が用い

られている。 
評価された 12 物質は、in vitro 遺伝毒性試験、in vivo 遺伝毒性試験、国際がん研究

機関 (IARC) の評価、およびがん原性の評価結果を様々に組み合わせて選択されており、

その物質選択は妥当であると考えられる。 

＜がん原物質＞ 
2-Acetylaminofluorene 
Cadmium chloride 
Dibenz[a,h]anthracene 
Lithocholic acid 
Methapyrilene HCl 
Mezerein 
Sodiumu arsenite 
o-Toluidine HCl 
 
<非がん原物質> 
Anthracene 
L-Ascorbic acid 
Caffeine 
D-mannitol 
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表 2 6 ウェル法のバリデーション研究に用いられた物質の遺伝毒性、IARC グループ

およびがん原性 

Chemicals 
Genotoxicity   

IARC 
Group  

Carcinogenicity in vitro in vivo  
Ames MLA CA MN   

2-Acetylaminofluorene + + + +   + 
Cadmium chloride − + +/− −  1 + 
Dibenz[a,h]anthracene + + +   2A + 
Lithocholic acid − +/− −    TP 
Methapyrilene HCl − +/− +    +, TP 
Mezerein −      TP 
Sodium arsenite − +  +  1 + 
o-Toluidine HCl +/−      + 
Anthracene +/− + −   3 − 
L-Ascorbic acid +w/−  − +   − 
Caffeine −  + +  3 − 
D-mannitol − − − −   − 

Carcinogenicity;  +: carcinogen, −:non-carcinogen, TP: Tumor promoter 
Ames: Ames test, MLA: Mouse lymphoma test, CA: Chromosomal aberration test,  
MN: Micromucleus test 
+: positive, −: negative , +/−: positive and negative results in DRP31, +w:weakly positive 

 
なお、SHE CTA の専門家会議において、Methapyrilene HCl と o-Toluidine HCl は遺伝

毒性およびがん原性の分類が再評価された。その結果、Methapyrilene HCl は Ames 試
験と in vitro 染色体異常試験が陽性の遺伝毒性がん原物質、o-Toluidine HCl は明確な遺

伝毒性を示すデータが存在しないことから、非遺伝毒性がん原物質と評価された 11)。

また、o-Toluidine については、遺伝毒性がん原物質と評価されている。このように、

遺伝毒性試験結果の評価は必ずしも確定しておらず、バリデーション研究実施時点で

の遺伝毒性試験データを適切に判断して物質選択が行われたと考えられる。 
 
3-2. 96 ウェル法 

96 ウェル法でのバリデーション研究は、フェーズ I（7 物質）とフェーズ II（16 物質）

が行われている｡ 

フェーズ I 
＜＜がん原物質＞＞ 

3-Methylcholanthrene 
Benzo[a]pyrene 
2-Acetylaminofluorene 
TPA 
o-Toluidine 

<非がん原物質> 
Anthracene 
Phenanthrene 
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フェーズ II 

＜＜がん原物質＞＞ 
MNNG 
Benzo[a]pyrene 
Dibenz[a,h]anthracene 
Sodiumu arsenite 
Cadmium chloride 
Methapyrilene HCl 
Mezerein 
Lithocholic acid 
Phorbol 

<非がん原物質> 
Pyrene 
Caprolactam 
Ampicillin sodium 
L-Ascorbic acid 
D-Mannitol 
Caffeine 
Eugenol 

 
96 ウェル法におけるバリデーション研究のフェーズ I およびフェーズ II では、がん

原物質および非がん原物質ともに遺伝毒性試験結果との組み合わせを考慮し、しかも

6 ウェル法との比較も併せて考慮した物質の選択が行われており、その物質選択は妥

当であると考えられる。表 3 および表 4 はそれぞれの遺伝毒性試験等の結果との組み

合わせを示している。 
 

表 3 96 ウェル法（フェーズ I）バリデーション研究に用いられた物質の遺伝毒性、

IARC グループおよびがん原性 

Chemicals 
Genotoxicity  

IARC 
Group Carcinogenicity in vitro in vivo  

Ames MLA CA MN  
3-Methylcholanthrene + + +    + 
Benzo[a]pyrene + + + +  2A + 
2-Acetylaminofluorene + + + +   + 
TPA −  +    +, TP 
o-Toluidine +/− +/− + −  2A + 
Anthracene +w/− + −   3 − 
Phenanthrene +w/−  −   3 − 
        
Carcinogenicity;  +: carcinogen, −: non-carcinogen, TP: Tumor promoter 
Ames: Ames test, MLA: Mouse lymphoma test, CA: Chromosomal aberration test,  
MN: Micronucleus test 
+: positive, −: negative , +/−: positive and negative results in DRP31, +w: weakly positive 
TPA: 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate  
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表 4  96 ウェル法（フェーズ II）バリデーション研究に用いられた物質の遺伝毒性、

IARC グループおよびがん原性 

Chemicals 
Genotoxicity   

IARC 
Group Carcinogenicity in vitro in vivo  

Ames MLA CA MN   

MNNG + + + +   + 
Benzo[a]pyrene + + + +  2A + 
Dibenz[a,h]anthracene + + +   2A + 
Sodium arsenite − +  +  1 + 
Cadmium chloride − + +/− −  1 + 
Methapyrilene HCl − +/− +    +, TP 
Mezerein −      TP 
Lithocholic acid − +/− −    TP 
Pyrene − + −   3 − 
Caprolactam − − − −  4 − 
Ampicillin sodium − − −   3 − 
L-Ascorbic acid +w/−  − +   − 
D-Mannitol − − − −   − 
Caffeine −  + +  3 − 
Phorbol       @ 
Eugenol − + + +/−  3 − 
Carcinogenicity;  +: carcinogen, −: non-carcinogen, TP: Tumor promoter  
Ames: Ames test, MLA: Mouse lymphoma test, CA: Chromosomal aberration test,  
MN: Micronucleus test 
+: positive, −: negative , +/−: positive and negative results in DRP31, +w: weakly positive 
@: Carcinogenicity in mice (leukaemogenic action) is positive or negative depending on the strains 
[Berenblum and Lonai, 1970; Armuth, 1976]. Tumor-promoting activity in mouse skin is positive in 
a sensitive strain butnegative in other strains [Baird and Boutwell, 1971; Slaga et al., 1976 and 
1980]. These strains are mentioned in the text.  

 
 なお、がん原性が不確実である Phorbol については、最高用量を限定して実験を行っ

たため、評価に必要な毒性が得られず、評価不能という結果となっている。 
 
4. 試験の正確性を評価するために用いられた化学物質の in vivo参照データならびに参

照データ作成の経緯 

Bhas 42 CTA のバリデーション研究に用いる物質選定に DRP31 のがん原性データ*

が利用された。DRP31 に記載の無いデータについては、個々の原著文献データに基づ

いている。In house データである 98 物質の Bhas 42 CTA の結果 9) が採用されている

が、この論文も基本的には DRP31 の情報に基づいて 98 物質を分類している。不足情

報については、Chemical Carcinogenesis Research Information System (CCRIS) およ

び IARC Monograph からデータを得、それらに存在しないデータについては、原著

論文などを参照している。 
 

 
* SHE CTA のガイドライン作成に際して、CTA 専門家グループによる DRP31 のがん原性データの見直しが

行われたが、39 物質（がん原物質：19、非がん原物質：19、がん原性不明：1）中 1 物質（非がん原物質）のみ

がこれまでの評価と異なる結果であった。 
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5. 試験データと結果の利用性 
6 ウェル法のプレバリデーション研究は Tanaka ら 17) による共同研究の結果が利用さ

れている｡ また、6 ウェル法のバリデーション研究結果についは Sakai ら（2011）18) が報

告している。さらに、正確性のデータの一部として利用されている 98 物質のデータに

ついては、Sakai ら（2010）9) が報告している。 
6 ウェル法および 96 ウェル法のバリデーション研究は OECD の GD No.34 19) に準拠

して実施されている｡ 化合物は全てコード化され、GLP 精神に基づいて実施されたデ

ータはマネージメントチームの調査を受けている｡ これらの結果は、バリデーション報

告書 13) としてまとめられ、再確認可能な状態で公表されている。 
 

6. 試験方法の正確性 
 バリデーション研究結果をがん原性試験の結果と比較することによって、一致度、

感度、特異度など試験方法の正確性が評価されている。なお、Bhas 42 CTA は 2 つの

プロトコル（イニシエーションアッセイとプロモーションアッセイ）からなるが、少な

くとも一方が陽性の場合を CTA 陽性と判定し、両アッセイともに陰性の場合を CTA
陰性と判定している。バリデーション報告書では各アッセイ結果について詳細に記載

されているが、ここでは CTA 判定とがん原性試験結果を比較している。また、同一物

質について複数施設の判定結果が存在する場合、一致数の多い判定結果をその物質の

最終判定とし、その結果とがん原性試験結果を比較している（Appendix 1 参照）。 
 

6-1. 6 ウェル法 
6 ウェル法のバリデーション研究では 12 物質（がん原物質：8、非がん原物質：4）

の評価を行ったが、12 物質すべてががん原性試験結果と一致している（表 5）。 

 
表 5 Bhas 42 CTA の正確性（6 ウェル法） 

  in vivo がん原性 
  がん原物質 非がん原物質 
Bhas 42 CTA 陽性 8 0 

陰性 0 4 
一致率（Concordance） ：(8+4)/(8+0+0+4)×100＝12/12×100＝100% 
感度（Sensitivity） ：8/(8+0)×100＝8/8×100＝100% 
特異度（Specificity） ：4/(0+4)×100＝4/4×100＝100% 
偽陰性率（False Negative） ：0/(8+0)×100＝0/8×100＝0% 
偽陽性率（False Positive） ：0/(0+4)×100＝0/4×100＝0% 
 
 その詳細を見ると、施設間で CTA 判定が異なった物質は、o-Toluidine HCl と

Anthracene であり、o-Toluidine については 1 施設が陰性、2 施設が陽性で、最終判定

は陽性となり、がん原性試験結果と一致した。また、Anthracene は 2 施設が陰性、1
施設が陽性で、最終判定は陰性となり、がん原性試験結果と一致している。 

6 ウェル法については、98 物質の in house データ 9) が報告されているが、がん原性

の明らかな 89 物質についてコード化せずに実施した結果では、一致率は 78%、感度
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は 73％および特異度は 84%であった（表 6）。バリデーション研究に用いた物質数が少

ないとはいえ、コード化した試験での正確度が高いことは注目できる。また、バリデ

ーション研究では o-Toluidine HCl が使用され、in house データでは o-Toluidine が使用

されたが、バリデーション研究の最終判定はすべて in house データと一致した。 
 

表 6 Bhas 42 CTA の正確性（6 ウェル法、in house データ） 
  in vivo がん原性 
  がん原物質 非がん原物質 
Bhas 42 CTA 陽性 38 6 

陰性 14 31 
一致率（Concordance） ：(38+31)/(38+14+6+31)×100＝69/89×100＝78% 
感度（Sensitivity） ：38/(38+14)×100＝38/52×100＝73% 
特異度（Specificity） ：31/(6+31)×100＝31/37×100＝84% 
偽陰性率（False Negative） ：14/(38+14)×100＝14/52×100＝27% 
偽陽性率（False Positive） ：6/(6+31)×100＝6/37×100＝16% 
 
6-2. 96 ウェル法 

96 ウェル法のバリデーション研究では、フェーズ I で 7 物質（がん原物質：5、非が

ん原物質：2）、フェーズ II で 16 物質（がん原物質：8、非がん原物質：7、がん原性が

不確かな物質：1）の評価が行われた。フェーズ I とフェーズ II に共通の物質が 1 物

質（B(a)P）存在することから、96 ウェル法のバリデーション研究で使用された物質は

計 22 物質である。しかしながら、1 物質（Phorbol）についてはがん原性が不確かである

ことから、21 物質について正確性が評価されている（表 7）。 
その結果、一致率は 86%、感度および特異度はそれぞれ 83% および 89%であり、6

ウェル法の in house データよりも良好であった。 

 
表 7 Bhas 42 CTA の正確性（96 ウェル法） 
  in vivo がん原性 
  がん原物質 非がん原物質 
Bhas 42 CTA 陽性 10 1 

陰性 2 8 
一致率（Concordance） ：(10+8)/(10+2+1+8)×100＝18/21×100＝86% 
感度（Sensitivity） ：10/(10+2)×100＝10/12×100＝83% 
特異度（Specificity） ：8/(1+8)×100＝8/9×100＝89% 
偽陰性率（False Negative） ：2/(10+2)×100＝2/12×100＝17% 
偽陽性率（False Positive） ：1/(1+8)×100＝6/37×100＝16% 
 
その詳細を見ると、 施設間で CTA の結果判定が異なった物質は 1 物質（Phenanthrene、

4 施設中 1 施設のみで陽性と判定）で、それ以外は、最終判定ががん原性試験結果と異

なった 3 物質（Sodium arsenite、o-Toluidine、Pyrene）も含め施設間の CTA の結果判定は

すべて一致している。 
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7. 試験方法の信頼性 
  Bhas 42 CTA バリデーション研究報告書 12) によると、共同研究実施のためのバリデ

ーション実行委員会 (VMT) が編成されているが、バリデーション実施前のプレバリデ

ーションは VMT が主導していないため、参考資料と考えられる｡しかしながら、同報

告書によると、VMT が精査した結果、プレバリデーション研究の質はバリデーション

研究と同等であるとされており、その有効性については十分な評価がなされている｡ 
 
7-1. 技術移転性 

方法論的には、Bhas 42 CTA は一般的な細胞培養設備と細胞培養技術のみで実施可

能な試験法である｡フォーカスの判定については SHE CTA と同様に十分な教育と訓練

が必要とされる試験方法であると考えられる｡バリデーション研究実施前には、バリデ

ーション参加施設に対する試験方法およびフォーカス判定のためのワークショップが

実施されている｡ 
6 ウェル法では Bhas 42 CTA 国際共同研究 17) に国内 4 施設と海外 2 施設が参加して

いる。96 ウェル法については、6 ウェル法に参加した国内試験施設が参加し、陽性対

照物質を用いたプレバリデーション研究を実施してからバリデーション研究を開始し

ている。 
6 ウェル法プレバリデーション研究：海外 2 施設は Bhas 42 CTA 未経験であったた

め、溶媒対照と陽性対照物質（MCA、TPA）を用いたプレバリデーション研究を実施し

ている｡ 

96 ウェル法プレバリデーション研究：国内 4 施設に対してのみに陽性対照物質

（MCA、TPA）を用いたプレバリデーション研究を実施している｡ 
6 ウェル法のバリデーション研究結果から判断すると、教育と訓練が十分になされ

ていれば、試験の精度は十分に確保されており、技術移転性に困難はないと考えられ

た｡ 
 

7-2. 施設内再現性 
 本報告で評価した Bhas 42 CTA 試験では、すべての試験で溶媒対照群および陽性対

照群を設定している｡プレバリデーション研究、バリデーション研究、あるいは in house
試験における陽性対照、溶媒対照および各試験の共通物質のデータを参照すると、6
ウェル法については、すべての試験施設において陽性対照群は、溶媒対照群と比較し

て有意に増加しており、試験受入条件を満たしている｡ただし、施設ⅠおよびⅤではプ

ロモーションアッセイにおける陽性対照物質のフォーカスの計数値にバラツキが認め

られる（図 5）。 
施設内再現性は、Bhas 42 CTA 国際共同研究 17)、バリデーション研究および in house

データにおける同一物質でのフォーカス計数値を比較することによって評価されてい

る｡バリデーション研究と in house データまたは共同研究から得られたデータを比較

すると、11 物質で結果が一致している（11/12、92%）。共通の 4 物質について施設間に

おいて評価した結果、Anthracene の結果以外はすべて同等であり、6 ウェル法の施設

内再現性は良好であると判断されている｡ 
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96 ウェル法については、すべての試験施設において陽性対照群のフォーカス形成率

の増加に統計学的な有意差が認められ、施設内再現性は良好であり、4 試験施設のバ

ラツキについても良好であると判断されている（図 6）。 
 

 
図 5 各試験施設における溶媒対照群と陽性対照群のウェル当たりの平均フォーカス数

とそのバラツキ（6 ウェル法） 

 

 
図6 各試験施設における溶媒対照群と陽性対照群のウェル当たりの平均フォーカス形

成率とそのバラツキ（96ウェル法） 
 

プレバリデーション研究とフェーズ I バリデーション研究における共通コード化物

質（MCA および TPA）、およびフェーズ I バリデーション研究とフェーズ II バリデー

ション研究における共通コード化物質（B(a)P）を用いて施設内再現性を評価した結果

は、全ての参加施設で 3 物質の最終評価が一致しており、その反応性も同等であるこ

とが報告されている｡したがって、Bhas 42 CTA の施設内再現性は良好であると判断さ

れる｡ 
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7-3. 施設間再現性 
 施設間再現性については、プレバリデーション研究、バリデーション研究、および

in house 試験における溶媒対照群および陽性対照群の結果および試験した物質の最終

判定結果を比較することによって評価されている｡ 
 6 ウェル法では、全ての溶媒対照群のフォーカス出現数と陽性対照群の出現数を比

較した場合、統計学的有意差が認められており、溶媒対照群および陽性対照群の出現

数の施設間再現性については評価できるとしている。試験に用いた 12 物質に関して見

れば、3 施設間の一致率は、83%（10/12）であり、施設間再現性は良好である。なお、

イニシエーションアッセイの Mezerein と Caffeine については、不完全な結果（判定不

能とされているが再現性試験は行われていなかった）であると判断されており、施設間

再現性の評価から除かれている。 
 96 ウェル法では溶媒対照群および陽性対照群の出現数の値およびばらつきともほ

ぼ同等であること（図 6）、および溶媒対照群と比較した時、陽性対照群の値はすべて

統計学的に有意に増加していることから、溶媒対照群と陽性対照群の出現頻度に関す

る施設間再現性は良好であると評価されている。また、がん原性の有無が確認されて

いる 22 物質に関しては、3 施設での一致率が、95%（21/22）と非常に高く、CTA 陽性

物質の多くは類似の陽性反応性を示し、施設間再現性は良好であった。 
 
8. 試験方法のデータの質 
以下の点から 6 ウェル法および 96 ウェル法ともにデータの質は担保されていると考

えられる。 
 プレバリデーションおよびバリデーション試験では、新規参入海外施設に対して

溶媒対照および陽性対照物質を用いた繰り返し実験を実施していないが、得られ

たデータは許容基準範囲から大きく逸脱するものではなく、また、そのデータは

試験成立基準をみたしている｡ 
 イニシエーションアッセイおよびプロモーションアッセイともに溶媒対照群お

よび陽性対照群のフォーカスの出現数（出現頻度）、細胞毒性データおよび試験成

立に必要な最低ウェル数に対しても許容基準が設定されているので、試験データ

の質は担保されていると考えられる｡ 
 フォーカスの判定は CTA にとって重要なファクターである。画像アトラスによ

り観察判定が標準化されているものの、フォーカスの判定は目視で判別するため、

客観性の確保には困難を伴うと考えられる。しかしながら、現時点ではフォーカ

スの判定は目視以外に方法がなく、そのためにデータの客観性を担保するにはコ

ード化して得られたデータであることが特に重要となる｡ Bhas 42 CTA のバリデ

ーション研究においては、化合物や試験プレートはコード化されているので、得

られたデータは客観性が確保されており、そのデータの質は確保されていると考

えられる｡ 
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9. 試験方法に関する他の科学的な報告 
Bhas 42 CTA と同様に培養細胞を用いる CTA には以下の方法が開発されている。 

1) 細胞株 BALB/c3T3 を用いる CTA** 
2) 細胞株 C3H10T1/2 を用いる CTA†† 
3) SHE 由来正常 2 倍体細胞を用いる CTA‡‡ 
4) 細胞株 JB6 細胞を用いる CTA§§ 

 
10. 3Rs への関与（動物福祉面からの妥当性） 

Bhas 42 CTA に使用される細胞は株化細胞にがん遺伝子を組み込んだ株化細胞であ

る｡ SHE CTA のようにたとえ少数といえども胎仔を犠牲にするような試験法ではない｡

また、CTA を適切に実施することにより、多数の動物を必要とするがん原性試験にお

いては、試験の省略或いは一部省略によって動物数の大幅な削減などが可能である｡

動物福祉へ大きく寄与することが期待される。 
 

11. 試験方法の有用性と限界 
11-1. 有用性 
11-1-1. CTA 
 がん化の過程を説明する多段階説によれば、遺伝毒性がん原物質によりイニシエ

ーション作用を受けた細胞は、更にその後さまざまな要因によって悪性形質を獲

得すると考えられている。CTA は、培養正常細胞あるいは株化細胞が形態形質転

換することを指標にして、化学物質の形質転換能の有無を予測する in vitro 試験法

の一つとしての特徴がある。 
 CTA は現行のがん原性試験を完全に代替する試験法としての位置づけではなく、

がん原性試験の実施順位を決めるためのスクリーニング、あるいは、がん原性試

験が要求されないカテゴリーの医薬品のがん原性関連情報の取得など他のがん原

性予測試験結果とともに WoE の一つとしてその結果を利用することができる。 

 3Rs の観点からも有用である。 
 

11-1-2. Bhas 42 CTA 
CTA の有用性に加えて以下の有用性を認める。 
 約 90 物質で評価された結果 8) において、Bhas 42 CTA の結果とがん原性試験結果

との高い相関が認められている。 

 v-Ha-ras 遺伝子を導入したことにより、フォーカス形成を指標とする他の CTA よ

りも試験結果が短期間で得られる。 
 

SHE CTA と比較した場合、以下の有用性が認められる。 

 
** Bhas 42 CTA と同様に形質転換した細胞のフォーカスを評価する試験である。 
†† Bhas 42 CTA と同様に形質転換した細胞のフォーカスを評価する試験である。 
‡‡ SHE 細胞を用いる CTA が 2015 年 5 月 OECD ガイダンス 10) となった｡ 
§§ 寒天培地での増殖能（足場依存性の喪失）を指標とする試験である。 
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 Bhas 42 細胞は、JCRB 細胞バンクなどの公的機関から一定品質の細胞が容易に得

られる。 

 Bhas 42 CTA は株化細胞由来のクローンであるため、SHE CTA のように動物個体

に由来するフィーダー細胞を使用する必要がないため、3Rs の要求が最大限満た

されている。 
 Bhas 42 CTA では、他の CTA にはない 96 ウェル法が確立されており、アッセイ

自動化の可能性が高いと考えられる。 
 Bhas 42 CTA はイニシエーションアッセイおよびプロモーションアッセイの両方

が試験できる試験系であるため、2 段階のがん化過程の一部を in vitro で再現する

ことが可能である｡ たばこ成分 20-25) 、ナノマテリアル 26-28) や薬剤など 29-35) の形

質転換能の研究に利用することが可能である｡ 
 厚生労働省が進める「職場で使用される化学物質のがん原性評価を加速化」政策

により、現在、遺伝毒性試験およびラット肝中期発がん性試験等によるがん原性

試験のスクリーニングの仕組みが導入されている｡ 遺伝毒性試験陰性の高生産量

化学物質について、ラット肝中期発がん性試験の対象化学物質選定のためのスク

リーニング試験法の一つとして Bhas 42 CTA（プロモーションアッセイ）の活用

が開始されている 36-42)。 
 
11-2. 問題点（限界、不利点、適用限界） 
11-2-1. CTA 

 CTA で結果が陽性であっても、化学物質の形質転換能から、当該化学物質の in vivo

におけるがん原性の強さ、臓器特異性、および種特異性に関する情報は得られな

い。 
 CTA のエンドポイントである形質転換の発生機序が明らかになっていないため、

非遺伝毒性がん原物質の作用機序に関する情報は得られない。 
 一般的な in vitro 試験と同様に、結果の妥当性は標準化されたプロトコルに従って

一連の試験操作が正確に実施されることによって保証される。CTA の結果の正確

性を保証するため、試験操作および形質転換コロニー／フォーカスの判別スキル

の習熟が重要である。標準物質で誘導された形質転換コロニー／フォーカスの画

像アトラス等を利用したスキル習熟度の確認は重要である。 
 形質転換コロニー／フォーカスの自動判別法の開発が進展していない。現時点で

の多検体高速スクリーニングの報告数は少ない。広範な化学物質の形質転換能の

有無を CTA によってスクリーニングするためには、試験系の更なる改良ならびに

形質転換コロニー／フォーカスの革新的判別方法の開発が必要である。 
 
11-2-2. Bhas 42 CTA 

SHE CTA と比較した場合、以下の限界あるいは適用限界が認められる。 
 Bhas 42 細胞は外部遺伝子を導入して人工的に改変した細胞であるので、CTA の

結果が生体を正しく反映しているかどうかについては、議論の余地は残る。 
 Bhas 42 細胞では Cyp1a1 の発現誘導が確認されてはいるが、初代培養細胞と比較
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した場合、その代謝活性化能は低い。 
 Bhas 42 細胞は、継代中にその特性（接触阻止能）が失われる可能性があること

から、少ない継代数で多数の凍結細胞アンプルを作製し、細胞の適切な品質管理

（導入遺伝子に関する定期的な安定性の確認など）が求められる。 
 

11-3. 今後の課題 
細胞が形質転換する作用機構の解明が重要である。しかし、この課題はハードルが

高い。 

 ヒト細胞でも起こりうるかを確認するためには、ヒト細胞を用いた CTA が開発さ

れることが望ましい（In vivo における動物からヒトへの外挿と同じ問題を含んで

いる。）。 
 真の（bona fide）非遺伝毒性がん原物質の数を増やして CTA を多く実施し、多くの

データを蓄積し、評価する必要性がある。それらのデータと科学的・技術的な課

題が克服されれば、CTA が OECD 試験法ガイドライン化される可能性はある。 

 Bhas 42 CTA の 96 ウェル法は将来のアッセイ自動化を目的として開発された経

緯があるが、自動判定技術の開発が進展していないのが現実である。自動判定技

術の確立が急がれる。 
 多環芳香族などに関わる代謝機能を保持していることから、代謝活性化を必要と

する化学物質の形質転換能を検出することが可能であり、更に外部代謝活性化系

を適用することにより、この試験系の正確性が高まる可能性がある。 

 Bhas 42 CTA では、2 つのプロトコル（イニシエーションアッセイおよびプロモー

ションアッセイ）を利用できるので、更なる発がん機構に関するデータの蓄積が必

要である。 
 

12. 結論 
1) CTA は in vitro において、化学物質を曝露することによる「細胞の形態」や「表現形質」

の悪性化を指標として腫瘍誘発性の有無を調べる試験法の一つである。 
2) 形質転換した細胞が悪性化することで、ヌードマウスにおいて造腫瘍性が認められ

ることから、がん原性とは何らかの関係があることが推察される。 
3) 化学物質を用いた CTA の結果と、げっ歯類がん原性試験の結果には相関があるこ

とが報告されている。 
4) Bhas 42 CTA の結果とげっ歯類でのがん原性試験との一致率、感度、特異度などの

数値から判断すると、Bhas 42 CTA はがん原性試験の代替法としての位置づけでは

なく、がん原物質検出のスクリーニング試験の一つの方法として位置づけることが

可能である。 
5) Bhas 42 CTAを含めてCTAはがん原性に関するスクリーニング試験としての利用に

期待が高まっている。しかしながら、イニシエーション過程とプロモーション過程

を含めて発がんのメカニズムの詳細は依然として不明である。スクリーニング試験

としての有用性を高めるためには、発がんと CTA の相関に関するデータの更なる

蓄積が必要と考える。 
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Appendix 1 Bhas 42 CTA の正確性評価に用いられた物質とその結果 
 
No. Chemical   in house data        Validation Study         
 (6 well method) 6 well method 96 well method 
 
< Carcinogen > 
 
1 2-Acetylaminofluorene  Initiation + +(3/3)  +(3/4) 
   Promotion + +(3/3)  +(3/4) 
   Transformation + +(3/3)  +(4/4) 
 
2 Cadmium chloride Initiation - - (3/3)  - (2/2) 
   Promotion + +(3/3)  +(2/2) 
   Transformation + +(3/3)  +(2/2) 
 
3 Dibenz[a,h]anthracene Initiation + +(3/3)  +(2/2) 
   Promotion - -(3/3)  - (2/2) 
   Transformation + +(3/3)  +(2/2) 
 
4 Lithocholic acidTP Initiation - - (3/3)  - (2/2) 
   Promotion + +(3/3)  +(2/2) 
   Transformation + +(3/3)  +(2/2) 
  
5 Methapyrilene HClTP Initiation - ‐(3/3)  NT 
   Promotion + +(3/3) 
   Transformation + +(3/3) 
 
6 MezereinTP Initiation - (±)(2/3)  +(2/2) 
   Promotion + +(3/3)  +(2/2) 
   Transformation + +(3/3)  +(2/2) 
 
7 Sodium arsenite Initiation - ?(1/3)  - (2/2) 
   Promotion + +(3/3)  - (2/2) 
   Transformation + +(3/3)  - (2/2) 
 
8 o-Toluidine HCl Initiation  +(2/3)  NT 
   Promotion  +(2/3) 
   Transformation  +(2/3) 
 
 (o-Toluidine) Initiation - NT  - (4/4) 
   Promotion -   - (4/4) 
   Transformation -   - (4/4) 
 
9 Benzo[a]pyrene Initiation + NT  +(4/4), +(2/2) 
   Promotion -   - (4/4), - (2/2) 
   Transformation +   +(4/4), +(2/2) 
 
10 3-Methylcholanthrene Initiation + NT  +(4/4), +(4/4) 
   Promotion -   - (3/4), - (3/4) 
   Transformation +   +(4/4), +(4/4) 
 
11 MNNG Initiation + NT  +(2/2) 
   Promotion -   - (2/2) 
   Transformation +    +(2/2)   
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Appendix 1 Bhas 42 CTAの正確性評価に用いられた物質とその結果（続き） 
 
No. Chemical  in house data       Validation Study        
   (6 well method) 6 well method 96 well method 
 
 
12 TPATP Initiation ± NT  - (4/4), - (4/4) 
  Promotion +   +(4/4), +(4/4) 
  Transformation +   +(4/4), +(4/4) 
 
13 Benz[a]anthracene Initiation + 
  Promotion + 
  Transformation + 
 
14 IQ Initiation + 
  Promotion - 
  Transformation + 
 
15 5-Azacytidine Initiation + 
  Promotion - 
  Transformation + 
 
16 Barium chromate Initiation + 
  Promotion - 
  Transformation + 
 
17 Cyclophosphamide Initiation + 
  Promotion - 
  Transformation + 
 
18 Cyclosporin A Initiation +(±, +) 
  Promotion - 
  Transformation + 
 
19 2,4-Diaminotoluene Initiation + 
  Promotion - 
  Transformation + 
 
20 Melphalan Initiation + 
  Promotion - 
  Transformation + 
 
21 Mitomycin C Initiation + 
  Promotion - 
  Transformation + 
 
22 Sterigmatocystin Initiation + 
  Promotion - 
  Transformation + 
 
23 Thio-TEPA Initiation + 
  Promotion - 
  Transformation + 
 
24 Chenodeoxycholic acid Initiation - 
  Promotion + 
  Transformation + 
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Appendix 1 Bhas 42 CTAの正確性評価に用いられた物質とその結果（続き） 
   
No. Chemical                       in house data         Validation Study        
   (6 well method) 6 well method 96 well method 
 
 
25 4-Chloro-o-toluidine Initiation - 
  Promotion + 
  Transformation + 
 
26 Cholic acid Initiation - 
  Promotion + 
  Transformation + 
 
27 Deoxycholic acid Initiation - 
  Promotion + 
  Transformation + 
 
28 Dichlorvos Initiation - 
  Promotion +(±, ±) 
  Transformation + 
 
29 Epichlorohydrin Initiation - 
  Promotion + 
  Transformation + 
 
30 D-Limonene Initiation - 
  Promotion + 
  Transformation + 
 
31 Methylarsonic acid Initiation - 
  Promotion + 
  Transformation + 
 
32 2-Naphthylamine Initiation ± 
  Promotion + 
  Transformation + 
 
33 Phorbol 12,13- Initiation + 
 didecanoate Promotion + 
  Transformation + 
 
34 Quercetine Initiation - 
  Promotion + 
  Transformation + 
 
35 Sodium arsenate Initiation - 
  Promotion + 
  Transformation + 
 
36 Sodium saccharin Initiation - 
  Promotion + 
  Transformation + 
 
37 Styrene oxide Initiation - 
  Promotion + 
  Transformation + 
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Appendix 1 Bhas 42 CTAの正確性評価に用いられた物質とその結果（続き） 
 
No. Chemical                         in house data           Validation Study        
   (6 well method) 6 well method 96 well method 
 
 
38 Zinc chloride Initiation - 
  Promotion + 
  Transformation + 
 
39 o-Anisidine Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
40 Benzene Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
41 Cobalt sulfate  Initiation - 
 heptahydrate Promotion - 
  Transformation - 
 
42 Diethylstilbestrol Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
43 Dimethylarsinic acid Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
44 1,4-Dioxane Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
45 Ethyl carbamate Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
46 Formaldehyde Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
47 Furylfuramide (AF-2) Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
48 Methyl carbamate Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
49 Nickel (II) chloride Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
50 Nickel monoxide Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
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Appendix 1 Bhas 42 CTAの正確性評価に用いられた物質とその結果（続き） 
 
No. Chemical  in house data         Validation Study        
   (6 well method) 6 well method 96 well method 
 
 
51 Phenobarbital sodium Initiation - 
 salt Promotion - 
  Transformation - 
 
52 p-Toluidine Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
<Non-carcinogen> 
 
1 Anthracene Initiation - - (3/3) - (4/4) 
  Promotion -  - (2/3) - (4/4) 
  Transformation -  - (2/3) - (4/4) 
 
2 L-Ascorbic acid Initiation -  - (3/3) - (2/2) 
  Promotion -  - (3/3) - (2/2) 
  Transformation -  - (3/3) - (2/2) 
 
3 Caffeine Initiation -  - (2/3) - (2/2) 
  Promotion -  - (3/3) - (2/2) 
  Transformation - -  (2/3) - (2/2) 
 
4 D-Mannitol Initiation -  - (3/3) - (2/2) 
  Promotion -  - (3/3) - (2/2) 
  Transformation -  - (3/3) - (2/2) 
 
5 Ampicillin sodium Initiation -  NT - (2/2) 
  Promotion -   - (2/2) 
  Transformation -   - (2/2) 
 
6 Caprolactam Initiation -  NT - (2*/2) 
  Promotion -   - (2/2) 
  Transformation -   - (2/2) 
 
7 Eugenol Initiation -  NT - (2/2) 
  Promotion -   - (2/2) 
  Transformation -   - (2/2) 
 
8 Phenanthrene Initiation -  NT - (4/4) 
  Promotion -   - (3/4) 
  Transformation -   - (3/4) 
 
9 Pyrene Initiation NT  NT +(2/2) 
  Promotion    +(2/2) 
  Transformation   +(2/2) 
 
10 4-Acetylaminofluorene Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
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Appendix 1 Bhas 42 CTAの正確性評価に用いられた物質とその結果（続き） 
 
No. Chemical             in house data        Validation Study        
   (6 well method) 6 well method 96 well method 
 
 
11 Acid red 14 Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
12 Aspartame Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
13 Benzoin Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
14 2-Chloroethanol Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
15 Chromium (III) chloride Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
16 2,6-Diaminotoluene Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
17 Diazepam Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
18 N,N-Dimethylformamide Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
19 HC Blue no.2 Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
20 Hydrocortisone Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
21 Methotrexate Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
22 1-Naphthylamine Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation -  
 
23 Phenol Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
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Appendix 1 Bhas 42 CTAの正確性評価に用いられた物質とその結果（続き） 
 
No. Chemical in house data         Validation Study        
   (6 well method) 6 well method 96 well method 
 
 
24 p-Phenylenediamine Initiation - 
 dihydrochloride  Promotion - 
  Transformation - 
 
25 Phthalic anhydride Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
26 Rotenone Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
27 Sodium chloride Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
28 Sodium nitrite Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
29 Sunset yellow FCF Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
30 Thiabendazole Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
31 m-Toluidine Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
32 Triphenyltin hydroxide Initiation - 
  Promotion - 
  Transformation - 
 
33 Barium chloride Initiation - 
 dihydrate  Promotion + 
  Transformation + 
 
34 tert-Butylhydroquinone Initiation - 
  Promotion + 
  Transformation + 
 
35 8-Hydroxyquinoline Initiation - 
  Promotion + 
  Transformation + 
 
36 Propyl gallate Initiation + 
  Promotion + 
  Transformation + 
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Appendix 1 Bhas 42 CTAの正確性評価に用いられた物質とその結果（続き） 
 
No. Chemical in house data         Validation Study        
   (6 well method) 6 well method 96 well method 
 
 
37 Sodium fluoride Initiation - 
  Promotion + 
  Transformation + 
 
38 Tetracycline  Initiation - 
 hydrochloride  Promotion + 
  Transformation + 
 
<Carcinogenicity is unknown> 
 
1 Phorbol Initiation NT NT i (2/2) 
  Promotion   i (2/2) 
  Transformation   i (2/2) 
 
-：陰性、+：陽性、±：擬陽性、?：判定不能、NT：試験せず、TP：tumor promoter 
括弧内の数：分子は判定の一致した施設数、分母は施設数（データ数） 
括弧内の判定記号：繰り返された個々の実験の判定 
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