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JaCVAM（日本動物実験代替法評価センター）
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 設置規則の策定
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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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ICATM
（International Cooperation of Alternative Test Methods)

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

EURL
ECVAM

KoCVAM JaCVAMBraCVAM



6

試験法の利用手順

リスク評価試験法

研究

開発

プレバリデーション
バリデーション

第三者評価

行政的な受入

履行 OECD GD34より

JaCVAMの担当分野
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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 (February, 2016) Guidance document
 h-CLAT assay for skin sensitization testing, TG442E (September, 2016)
 Stable transfected transcriptional activation (STTA) assay for androgen

disruptor screening (AR-Ecoscreen), TG458 (September, 2016)
 IL-8 Luc assay for skin sensitization testing, TG442E (September, 2017)
 Eye irritation test with LabCyte CORNEA-MODEL, TG 492 (July, 2018)

JaCVAMが成立に寄与した日本発の
OECD TGまたはGD（2018）

我が国発の試験法を国際標準化



創薬スクリーニングへの関与

• ARCH-Tox プロジェクトリーダー（2011-2015年度）

• AI-SHIPSサブプロジェクトリーダー（2017年度-）

• AMED医薬品等規制調和･評価研究事業「医薬品等の安全
性評価に関するin vitro 試験（代替法）の開発、国際標準化
及び普及促進に関する研究」代表研究者

• AMED医薬品等規制調和･評価研究事業「ヒトiPS細胞由来
心筋細胞を用いた統合的心臓安全性評価法の開発と国際
標準化」分担研究者

• AMED再生医療の産業化に向けた評価基盤技術開発事業
「再生医療技術を応用した創薬支援基盤技術の開発」PO
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In vivo

In silico,
in vitro
& in vivo

in silico& 
Advanced 
in vitro

非臨床試験の目指す方向
技術革新

AI
ES, iPS細胞の管理

3次元培養, 
Organoid,

Microphysiological
system

10

種差と
個体差への考慮



ES, iPS細胞を用いた試験法の現状

• 薬理試験法としての開発が望まれている段階で
あり、ほとんどの試験が行政的に目的で、安全
性薬理や安全性試験に使われる段階にはない。

• 創薬スクリーニングに利用して頂き、データが
公開されていることを期待したい。
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本発表の内容

• ESTおよびHand1-Luc EST

• ヒトES/iPS細胞を用いた新しい簡易毒性試験

• ヒトiPS細胞を用いた医薬品の国際標準化に関する研究

• 再生医療技術を応用した創薬基盤技術の開発

• AI-SHIPS

• GIVIMP
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The validated embryonic stem cell test to predict embryotoxicity in vitro
Andrea E M Seiler1 & Horst Spielmann2

Nature Protocols volume 6, pages 961–978 (2011

In the embryonic stem cell test (EST), differentiation of mouse 
embryonic stem cells (mESCs) is used as a model to assess 
embryotoxicity in vitro. The test was successfully validated by 
the European Center for the Validation of Alternative 
Methods (ECVAM) and models fundamental mechanisms in 
embryotoxicity, such as cytotoxicity and differentiation. 
In this protocol, we describe the ECVAM-validated method, in 
which the morphological assessment of contracting 
cardiomyocytes is used as an endpoint for differentiation, and 
the molecular-based FACS-EST method, in which highly 
predictive protein markers specific for developing heart tissue 
were selected. With these methods, the embryotoxic potency 
of a compound can be assessed in vitro within 10 or 7 d, 
respectively.
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http://www.nature.com/articles/nprot.2011.348#auth-1
http://www.nature.com/articles/nprot.2011.348#a1
http://www.nature.com/articles/nprot.2011.348#auth-2
http://www.nature.com/articles/nprot.2011.348#a2
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図1. 経済産業省における化学物質管理に関する研究開発



15



16

（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 reproductive toxicity

The research on alternative methods for 
detection of embryotoxicity is very challenging!
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Hand1 gene related pathways

Hand1-Luc EST is an easy and inexpensive protocol

ES-ID50 (Differentiation toxicity)

Day
0

Hand1-ES (KOB1)cells

・Cell viability assay 
(CellTiter Fluor)

・Luc-activity 
(Steady-Glo)

ES-IC50 (cytotoxicity) 

white 96 well round 
bottom plate

120
Hr

(Day 5) 

Preparation of test compound and 
Establishment of the maximum dose

Data analysis



テストガイドライン開発のプロセス

EDTA AG
EAGMST
VMGs- Expert groups

Council
Adoption

Member 
Countries
Secretariat

Proposal for Test 
TG/GD/DRP

SPSF
Essential Criteria
Desirable Criteria

WNT
decision

Draft document 
By Lead country(ies)

WNT Commenting 
Round(s)

+ public reviewExpert 
Meetings

Final draft 
TG/GD/DRP WNT

Approval

Publication
Implementation

FINAL TEST 
GUIDELINE

EPOC/JM
Endorsem

ent

Draft TG/GD 
Revision 

Re-drafting of 
document
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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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腎毒性
神経毒性

化学物質の毒性スクリーニング

Tox-in vitro研究開発の目標

本研究では、石油精製化学物質等の動物試験を培養細胞を用いた
in vitro試験法で補完できる有害性スクリーニングシステムを開発

〔目標〕毒性評価用レポーター遺伝子を導入した細胞を用いて、
効率的に有害性を評価できる新たな試験法を開発する

毒性評価用レポーター
遺伝子導入細胞

臓器
ﾏｰｶｰ

毒性
ﾏｰｶｰ

毒性
ﾏｰｶｰ

内部
標準 肝毒性
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プロトコル作成・公表

試験1: Tubb3-ES/Reln-ES細胞を利用した神経分化アッセイ プロトコール
試験２：マウスＥＳ細胞由来神経細胞を利用した神経突起伸展アッセイ プロトコール
試験３：MAP2-ESおよびGFAP-ES細胞を利用した簡便な神経毒性アッセイ プロトコール

3種類の試験プロトコールを作成・公表

ポイント：短期間で3試験同時に実施できるプロトコールを作成

試験1

試験2

試験 3

Tubb3 p-Luc ES
Reln p-Luc ES

D0 D6

細胞播種 化合物暴露
ルシフェラーゼアッセイ

神経分化

分化12日(凍結細胞)細胞播種 化合物暴露

+0 +1

ハイコンテントイメージング

分化19日(凍結細胞)
細胞播種 化合物暴露

+0 +7 +9成熟化

Wild-type ES

MAP2p-SLG ES
GFAPp-SLG ES ルシフェラーゼアッセイ
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a
b

c
n = 37

Picro n=0; Glu(a,c,e) n=20; NMDA n=0; ATP(a, d) n=15; HighK+ (a-e) n=34

Picro
NMDA 

HighK+
ATP

Glu

Picro: 50 µM picrotoxin 2min
NMDA: 50 µM NMDA 2min
Glu: 100 µM glutamate 2min
ATP: 100 µM ATP 2min
High K+: 80 mM  2min
Iono: 5 µM ionomycin 1min

d
e

Iono

a

b
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Pharmacological profilings of functional receptors

hiPSC clones

Establishment  of human neuronal model from hiPSCs !

Pharmacological and toxicological tests 
using human iPS cells



30



31



32



33



34



35



36



37



Mark U., et al, ALTEX、33(3)272-321（2016）
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再生医療実現拠点ネットワークプログラム
（疾患特異的iPS細胞の利活用促進・難病加速プロラム）

研究拠点１
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項目2-1. 培養モデル
と培養デバイスの設
計に関する研究

項目2-2. デバイスに
搭載するiPS・ES細
胞由来分化細胞等の
安定的な製造に関す

る研究開発

項目1. チップ等デバイスの製造に関する研究

項目3. チップ等デバイスを用いた細胞・組織の検証と
基準作成に関する研究開発

小腸、肝臓、腎臓、血液脳関
門など

再生医療技術を応用した創薬支援基盤技術の開発

医薬候補品

データ解析
薬物動態・安全性等評価

iPS細胞等

分化誘導

各種臓器(肝、
小腸、腎、血液
脳関門)の細胞を
搭載したチップ等
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Japan Regenerative Medicine Project 
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 Research Center Network 
for Realization of 
Regenerative Medicine

・Utilization of Disease Specific iPS cells

 Research and Development  of Medicine for 
Incurable Disease

 Program for Practical Application of 
Regenerative Medicine, etc

 Development of Evaluation Technology for Industrialization of Regenerative Medicine

■：MEXT. ■：MHLW、■：
METI

 Research Center Network for Realization of 
Regenerative Medicine

 Program for Practical 
Application of 
Regenerative 
Medicine, etc

・Supply of safe iPS Cells  ・Development of Manipulation of 
Stem Cell   ・ Promotion of Stem Cell Research
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細胞の基準

臓器ユニットの性能基準設定

多臓器モデルの性能基準設定

・ユーザー（製薬企業）が臓器細胞に求める
細胞性能の業界標準を整備。

・評価法プロトコル、使用細胞や実験の記録方法
のプロジェクト内での共通化

・ユーザー（製薬企業）が臓器ユニットに求める
細胞を実装したMPSの業界標準を整備。

・MPSに搭載しても、各臓器細胞の「基準」を
満たすことが開発上クリアすべき条件。

・多臓器化してもMPSの性能基準を満たすことを
開発上クリアすべき条件に。

46

研究開発の流れ

新薬開発のunmet needs
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経済産業省プロジェクト
“毒性関連ビッグデータを用いた人工知能による
次世代型安全性予測手法の開発”

AI-based
Substances
Hazardous
Integrated
Prediction
System project

48

経済産業省研究開発委託事業
「次世代型安全性予測手法開発」
AI-SHIPS開発センター

http://www.meti.go.jp/index.html



経済産業省研究開発委託事業

「次世代型安全性予測手法開発」

AI-SHIPS開発センター
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Basic concept for Development of AI based next generation 
Chemical Safety prediction system using related Big data

Animal Study------Chemical [Black Box]

ＱＳＡＲ----- Formula [Statistical association]

【Current status】

ADME Cell study and Analysis
【PBPK Model】

Elucidation of toxicity development mechanism

Protein activity
Concentration 
In Blood and 

tissue

Platform Algorism

Gene etc. network structure

Animal Study Data
30.000-40.000?

（Authorities and Industries）

Prediction of
Chemical Risk 

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ
Ｅ

Liver
Kidney
Nurotox.
免疫

Unknown 
substances

Reproduc
tion

【Target Goal】

Structure
Exposure

【Gene etc. network structure】【Variation of gene, intracellular
protein】

Metabolites
structure

Tox.

Tox.

Improvement of prediction model accuracy

（化学物質）

AI
Cytotoxic mechanism

Thousands of substances
(Acquired from now)

AI

50

Gene 
expressio
n

ー2018 AI SHIPS All rights reserved
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http://www.meti.go.jp/index.html
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http://www.meti.go.jp/index.html
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細胞培養の基本原則



基本原則
第一条：培養細胞は生体の一部に由来すること

を認識すること
第二条：入手先の信頼性、使用方法の妥当性を

確認すること
第三条：培養細胞への汚染を防止すること
第四条：培養細胞の管理・取扱い記録を適切に

行うこと
第五条：培養作業者の健康と安全、周囲環境へ

の配慮を行うこと
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多能性幹細胞培養の留意点

近年、ヒト胚性幹（ES）細胞やヒト人工多能性幹（iPS）細胞等のヒト多
能性幹細胞は、基礎研究のみならず、創薬研究、再生医療への応用など、
広い分野でその利用が期待されている。それに伴い、培養資材の供給など
研究環境が整備され、ヒト多能性幹細胞の培養が容易に実施可能となり、
利用者が増加している。研究者・作業者間において、技術とその背景とな
る基本概念の共有と、研究結果の再現性の担保が課題である。ヒト多能性
幹細胞は従来利用されてきた体性細胞とは異なる点が多く、培養経験者で
あっても留意すべき点が多い。そこで、ヒト多能性幹細胞を有用に活用さ
れることを期待し、「多能性幹細胞培養の留意点」案を作成した。本留意
点・案は、ヒト多能性幹細胞の使用開始にあたり確認すべき内容を、７項
目（法令・指針と同意・MTA、多能性幹細胞の多様性、培養資材、解凍作
業、培地交換と継代作業、凍結操作、培養管理）にまとめた。この留意点
の概念が多能性幹細胞の細胞培養を行う研究者・作業者により共有され、
日本の細胞培養技術が上進し、多能性幹細胞を用いた研究の信頼性が向上
することを期待する。
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まとめ
現在、創薬開発において、in vitro試験に求め

られるものは、種差や個体差の壁を越えた創薬
開発である。この壁を越えるえるための、ヒト
iPS細胞や患者やボランティア由来の組織から得
られた初代培養細胞の利用が重視されている。
ただし、求められる培養レベルが上がっており、
二次元培養から三次元あるいは細胞プリント、
オルガノイド、organ-on-a-chipなどより高度なも
のが利用されるようになってきた。同時にそれ
を支える細胞の品質確保に務めねばならない状
況になっている。
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御静聴ありがとうございました
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