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Currently, the European Centre for the Validation of Alternative Methods in the EU appears to be at the forefront
of the development of alternative methods for developmental toxicity test (reproductive/developmental toxicity test).
Why is it di‹cult to develop alternative methods for developmental toxicity test in comparison with other toxicity tests?
In developmental toxicity test, chemical substances ˆrst enter the bloodstream and then reach the placenta via
metabolism in the liver and other organs. After further metabolism in the placenta, chemical substances ˆnally reach the
fetus, where they aŠect fetal development. The diŠerence in the in vivo route of chemical substances is an important rea-
son for the di‹culty in the establishment of new methods for developmental toxicologic test in comparison with general
toxicity tests. According to the EU, the use of ``in silico'' techniques for developmental toxicity test may be di‹cult, and
I agree with this. The in silico technique is basically a method for prediction of toxicologic eŠects from existing data, and
cannot predict new eŠects, because data obtained by developmental toxicologic test are too complex. Three techniques
are now being examined to overcome the di‹culty in changing the method of developmental toxicologic test: the tech-
nique utilizing embryonic stem cells; micromass culture technique; and the whole embryonic culture technique. In this
symposium, the current status of developmental toxicity tests and the three techniques being examined in the EU are in-
troduced, and opinions on future progress are presented.
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1. はじめに

動物実験代替法が世界的に重要視されていること

は周知の通りであり，各領域でその検討が進められ

ている．

動物実験代替法の研究が必要とされる理由は，動

物福祉や愛護の立場から，動物を殺すような行為は

廃止すべきとの観点によるところが強い．確かに，

現在までに行われてきた動物実験はすべて有益かつ

極めて意義が高く，不必要な実験は 1 つとしてない

と言及できるかは疑問である．研究者は，この点に

ついて生物を扱う立場として慎重な対応が必要であ

ろう．しかし，動物実験代替法は，この意味からの

み必要とされているものではない．現実を考えた場

合，世の中で使用されている化学物質は 23 万種類

以上あるとされ，しかもそのほとんどの物質の詳細

な安全性は確認されていない状況にある．これを既

存の手法に従い安全性を評価した場合，時間と試験

費が膨大にかかるため，ハイスループット化するこ

と，さらには大幅なコストダウンが現実的に必要と

されている．この理由も動物実験代替法が，必要と

されている大きな理由の 1 つである．これらすべて

の理由により，現在の動物実験代替法は Russell と

Burch が提唱した「 3 つの R」，すなわち削減

（Reduction），純化（Reˆnement），及び置き換え

（Replacement）と言う考えを基本的概念1,2)として，

様々な検討が行われている．

2. 国内外の動向

日本における代替法開発研究は日本動物実験代替

法学会や JaCVAM（Japanese Center for the Valida-

tion of Alternative Methods）などが中心となって進

められ，さらに平成 18 年度から 5 ヵ年計画で



hon p.2 [100%]

766

Fig. 1. Toxicity of Xenobiotic Substances in Fetus: Focus on the Metabolic Activation Process in the Fetal Liver or in the Fetus as a
Whole
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NEDO（New Energy and Industrial Technology De-

velopment Organization）においても代替法開発の

プロジェクトが開始されている．世界的に最も研究

が進んでいるのは EU であり，EU においては 2003

年 3 月 11 日に公布された EU 化粧品指令第 7 次改

正で，多くの試験に対する動物実験廃止の達成期限

を 2009 年 3 月 11 日としたが，薬物動態試験，発生

毒性試験，反復投与試験に限り，その達成期限を

10 年後の 2013 年 3 月 11 日までとし，その後の延

長もあり得るとしている．これは，これら 3 つの手

法が他の試験法と比較して代替化が非常に困難であ

ることを示している．

さらに ECVAM（European Centre for the Valida-

tion of Alternative Methods）においても，EU の代

替法研究の中心を担い，発生毒性試験法の代替化に

積極的に乗り出している．

また，REACH（Registration, Evaluation and

Authorisation of Chemicals）においては，現状のま

ま安全性試験を行うと動物実験が膨大となるので，

代替法の導入を加速することで乗り切ろうと考え

て，平成 17 年より急性毒性・発生毒性・感作性の

3 つのプロジェクトが 5 年計画でスタートしている．

このような EU などの取り組みからも分かるよう

に，発生毒性試験に関する代替法開発は極めて困難

と位置づけられている．

3. 発生・毒性試験としての代替法の課題

Figure 1 のように，一般毒性試験の場合，投与さ

れた化学物質は動物体内に吸収され，肝等で代謝さ

れながら動物に影響を及ぼす．発生毒性試験の場

合，化学物質は，はじめに母獣に投与されると母獣

の肝において代謝されながら母獣の体内を循環する

ところまでは一般毒性と同様である．しかし，それ

以降，その未変化体や代謝産物が胎盤に到達し，胎

盤機能の影響を受け，そして胎盤を通過した物質

は，そこで初めて胎児に到達し影響を及ぼす．当然

ながら，胎児自身や胎児を取り巻く組織（卵黄嚢等）

によっても物質は変化する可能性がある．さらに，

投与された薬物により母獣に変化が生じ，2 次的に

胎児の発育に影響を与えることも考えられる．

このように，発生毒性試験は，胎児に化学物質が

到達するまでに母獣と胎盤を通過するため，何重も

の影響を受ける可能性があり，これが一般毒性試験

と大きく異なる点である．発生毒性試験の代替法を

考える場合は，これらのことをすべて考慮した試験

系でなければ in vivo と同じ結果を導くことは不可

能である．発生毒性試験の代替法は，今までいくつ

かの試験法が考案されている．哺乳動物を使用する

方法312)や，非哺乳動物1327)から非脊椎動物まで実

に様々な生物を使用した手法があるが，どの手法も

前述のように母獣や胎盤機能を考慮した試験系では

なく，現在の哺乳動物を用いた in vivo 試験データ

と完全に一致するものは皆無であり，今後もそれを

期待することは限りなく不可能に近いと考えられ

る．これが，発生毒性試験の代替化が困難を極めて

いる要因である．

当然ながら，in silico による手法も発生毒性試験
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Table 1. Comparison of EST, MM and WEC

Test Animal Evaluation Di‹culty of
technique

Evaluation
period Cost

EST No use DiŠerentiation ＋ 514 days 







No
diŠerence

MM Use DiŠerentiation ＋ 57 days

WEC Use
DiŠerentiation
Morphogenesis
Physiogenesis

[ 23 days

Fig. 2. Photos Indicated Embryos Presenting Abnormalities
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法への適用は無理であろうというのが，EU の見解

である．In silico はあくまで既存の蓄積されたデー

タから影響を予測する手法で，新たな影響を予測す

ることはできない．また，発生毒性試験の結果は，

パターン化できるほど単純なものではなく，in sili-

co により予測することは不可能であろう．

ECVAM は，この困難といわれる発生毒性試験

代替化の取り組みとして，ES 細胞を用いる方法

（EST），マイクロマスカルチャー法（MM），胎児

培養法（WEC）の 3 種類の手法を組み合わせ，総

合的に判断する方向で検討が進められている．

4. 3 手法の比較

EST，MM 及び WEC の 3 つの手法について比較

をした（Table 1）．動物の使用の有無を比較すると，

EST は最初の段階で動物から ES 細胞を採取する

が，その後は全く動物を使用することがない．それ

と比較して，MM は胎児から肢芽（Limb Bud）な

どの未分化細胞を取り出し，この細胞の増殖能を確

認する手法であり，WEC は母体から胎児を取り出

して胎盤が付いている状態の Whole body を培養装

置に入れて胎児が発育する過程を確認する手法であ

るため，MM 及び WEC の両試験法とも試験毎に

動物を使用することになる．すなわち，EST は

Replacement になるが，MM と WEC は Reduction

と考えなければならない．一方，評価については，

EST と MM はともに細胞の増殖率等の判定のため

分化能しか評価できない．これに対し，WEC は，

胎盤を付けた状態で胎児をそのまま培養するため

Fig. 2 に示したように，尾の異常や浮腫，血腫等，

さらに口唇裂などの奇形を予測できるような形態異

常も確認することが可能である．さらに経時的に観

察が可能であるため生理機能などを測定することが

できる．このように WEC は分化能のみならず，形

態形成の異常を実際に確認することや生理機能解析

が可能となることが，EST や MM とは大きく異な

るといえる．
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また，操作方法については，全く手法が異なるた

め技術的な問題であり正確に比較することはでき

ず，また 3 手法とも自動化できるような簡単な手法

ではない．しかし，あえて比較するならば，EST

並びに MM は，細胞を扱うことができれば比較的

容易に操作することが可能だが，一般に WEC は他

の手法に比べ難しいとされている．それは，WEC

はそのすべての過程を人間の手により処理していく

ことになるため，人為的な影響が非常に強く現れる

ことが大きな原因と考えられる．

評価時間においては，in vivo 試験と比較すると，

3 手法とも著しく短期間で判定が可能であり，どれ

もハイスループットな試験法と考えられる．3 手法

間で比較すると，MM と EST は 12 週間ほど判定

に時間を必要とするが，WEC は 3 日以内で判定が

可能となり，WEC が他の試験法と比較するとやや

優れていることになる．しかし，前述したように

WEC は操作性においての難しさや，1 人当たりの

処理能力を考えて総合判定に要する日数は，むしろ

他の手法よりも評価時間が長くなる可能性が考えら

れるため，評価時間の優劣をつけるのは難しい．さ

らに経費については，それぞれの試験法を確立しな

いと比較はできないが，動物費や様々なキット費用

を鑑みても現時点では同じ程度と判断する．

これらのことを総合的に判断して，発生毒性試験

の代替法として最も中心的存在を担うのは，動物を

使用しない EST であることは間違いないであろ

う．しかし EST のみで発生毒性試験の代替法を確

立することは前述したように分化能のみからの判定

となるため不安が残る．

ISO/TC194/WG6 の専門部会が 2007 年 2 月にベ

ルリンにおいて開催され，ECVAM でバリデーシ

ョンを行った 3 手法（EST, MM, WEC）を作業分

科会（Annex）とすることが提案された．すなわち，

現在の発生毒性試験の方向性は，この 3 種を試験法

として確立し，これらの試験データを総合的に判断

することとされている．

このような方向性に WEC が組み込まれることと

なった最大の理由は，発生毒性試験は，あくまで胎

児がどのような奇形を有するかが最も重要だからで

あり，この点において発生毒性試験の代替法におけ

る WEC の果たす役割は，非常に大きいと思われる．

5. 胎児培養法（WEC）

5-1. 歴史及び手技 発生学を研究するために

は，体外でその過程が容易に観察できることが必要

であり，そのため両生類などを用いた研究が進めら

れてきた．

哺乳動物の胎児を母体から取り出してそのまま培

養させる手法は，20 世紀はじめに原始的なものが

開発され，1930 年代に現在の手法の原点ともいえ

る技術開発が進められた．2830)そして 1960 年代に

Watch-Glass culture 法などが確立し，31)哺乳動物に

おける器官形成期の胎児が培養できる手法の基礎は，

1978 年に D. A. T. New によって開発された．3234)

一方，Hsu により，マウス胚盤胞から初期体節数

まで発生させることに成功したとの報告もある

が，3537)成功率が低く操作性が煩雑なため，それ以

降使用された報告は見当たらない．現在はラット，

マウスの胎児の培養が主流であるが，その他にもウ

サギやオポッサムなどの胎児も培養が可能であり，

基本的には哺乳動物ならば培養ができるとされてい

る．

ラットは，器官形成期初期の胎齢 9.5 日目（plug

day＝0）から，マウスは 8.5 日目から培養が可能で

ある．神経管閉鎖前の時期から四肢の指放線が認め

られる時期までが培養の限界であるが，この器官形

成期の胎児を Whole Body で培養できる系は本手法

しか存在しない．培養期間が限られるため，どの時

期の胎児の発生過程を用いるかにより培養開始胎児

を選択する必要がある．

現在，筆者が代替法として検討しているステージ

は，ラット胎齢 11.5 日目から 48 時間である（Fig.

3）．Figure 4 の通り培養開始時の胎齢 11.5 日目の

胎児は，平均値として頂殿長 3.8 mm，総タンパク

質量 300 mg/embryo，総体節数 34 であり，この胎

児を 48 時間培養すると頂殿長 7.8 mm，総タンパ

ク質量 4000 mg/embryo，総体節数 48 にまで成長・

発育する．このステージは，培養開始から 24 時間

後に，卵黄嚢に切開を加えて胎児を卵黄嚢内から開

放する操作が必要となる．この時期は，顔面形態形

成，肢芽や心などの臓器の発達も顕著であり，形態

形成異常も起こり易い時期である．培養液は 100％

ラット血清を用い，本研究室では，Fig. 5 のような

自動送気型の培養装置を使用している．その他に，

ローラーボトルを利用する場合もあるが，詳細な異



hon p.5 [100%]

769

Fig. 3. Time-course of Morphological Change of the Cultured Rat Embryo in the Medium
(1): the embryo isolated from immediately the uterus (incubation time＝0), (2): the embryo 24 h after incubation in the medium, (3): the embryo 48 h after

incubation in the medium.

Fig. 4. Growth and DiŠerentiation of Cultured Rat Embryo

Growth
Marker









Crown-rump
length

Total Protein

3.8 mm→7.8 mm

300 mg/embryo→4000 mg/embryo
DiŠerentiation

marker
Total number of

somites
34→46
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常の確認やメカニズム解析などには，この装置は不

適と考える．

5-2. 利点と欠点 WEC は，前述の通り器官

形成時期の胎児を，そのままの状態で培養するもの

で，成長・発育の過程を肉眼で確認できる唯一の手

法である．発生毒性試験の代替法として ES 細胞を

使用する意義は絶大であり，ES 細胞の遺伝子発現

等の異常を確認することにより多くの催奇形性を予

測することが可能と判断する．しかし発生毒性試験

においては，1962 年まで使用されたサリドマイド

の事例からの教訓により，実際の形態形成はどのよ

うになるのかを確認しない限りは，不安因子を取り

除くことができない．現在の in vivo 試験は，これ

らのことを可及的に解決する手段として確立されて

いる．その in vivo 試験の代替法を考える場合，当

然のごとく形態形成を肉眼で確認することが望まれ

るので WEC は現在の手法の中で，最良とされてい

る．3849)

一方，WEC を動物実験代替法として考えた場合

の最大の欠点は，生体を使用することである．胎児

培養を利用する限り，Replacement にはならず

Reduction の方向で手法の開発を検討することにな

る．使用動物数は，現時点においても in vivo 試験

と比較すれば，圧倒的に WEC の方が少ないと言え
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Fig. 5. This is a Rotor for Culturing the Embryo

770 Vol. 128 (2008)

るが，他の in vitro 試験法と比べた場合，WEC は

確実に多くの動物を使用することになる．特に培養

液として 100％のラット血清を非動化50,51)して使用

するため，血清採取用に大量の動物を使用すること

が大きな課題となる．筆者らはラット血清を使用せ

ず培養を行うため，大型家畜動物（牛，豚），ヒ

ト，5256)ウサギ等の血清の使用を試みたがラット血

清以上の培養成績は得られなかった．マウス血清の

使用は可能であるが，採取量が極めて少ないため現

実的な解決策ではない．さらに人工培養液の検討も

試みたが，一部の培養ステージにおける短期間の培

養は可能であるが，すべての培養ステージで使用で

きる人工培養液の開発は不可能であった．これらの

ことから，現時点において WEC を行う場合は，

100％ラット血清を培養液とする以外に方法はな

く，この培養液の少量化が，WEC を発生毒性試験

の代替法として検討する場合の大きな課題となる．

Figure 3 のような自動送気型培養装置を用いる場

合は，1 匹の胎児を培養するために約 45 ml の培

養液を必要とするため，現在，NEDO のプロジェ

クトにおいて，新しい培養装置の開発を進めてい

る．これが完成することにより，わずか 11.5 ml

の培養液で 1 匹の胎児が培養できることになり，培

養液使用量は現在の約 1/3 に少量化できる計算とな

り，当然使用動物数も 1/3 に減少できる．この開発

が進めば，WEC も Reduction の観点から，発生毒

性試験の代替法として，今以上に有効な手法になる

ものと考えられる．

次に，WEC を動物実験代替法として考える場

合，その操作性と評価が課題となる．本手法には，

自動化できる部分は 1 つもなく，すべての操作を人

間が行うことになる．それゆえ，技術者の能力によ

り，実験結果に大きなバラツキが生じる．ごく普通

に胎児を成長させるだけならば，培養成績に差があ

まり認められない場合でも，化学物質を投与する

と，大きな差が現れることが頻繁にある．またラッ

ト胎齢 11.5 日目以降の培養を行う場合，かならず

卵黄嚢を開放させることが必要となり，この技術が

特に難しいとされる．培養技術の習得には，かなり

の時間と労力が必要となるため，なんらかの対策を

講じる必要がある．評価法においては，Brown57)

が培養終了後の胎児を評価するスコア法を考案して

いるが，評価できるステージが限られており，ま

た，詳細な安全性評価に使用できるかについても疑

問が残る．しかし，これについては in vivo 試験の

評価同様，一定の基準を設け対応することは可能と

考える．またコンピューター技術を用いることによ

り，ある程度の評価法に関する自動化もできると思

われる．

5-3. その他の課題 大きな課題は前項で述べ

た通りだが，その他細かな点を上げれば，化学物質

の処理方法や培養開始時の発生ステージの統一など

の課題もある．一般的な処理方法は，培養液中に化

学物質を投与し，培養期間中その化学物質に暴露し

続けるものであるが，その他にも，短時間の暴露処

理法，卵黄嚢内投与法さらに胎盤投与等もある．ま

た発生ステージを統一するための手法もいくつかあ

る．さらには化学物質を処理する際に使用する溶媒

も検討する必要がある．58)これらの課題は，今後の

対応を期待したい．

5-4‚ 新たなる試み 現在，NEDO のプロジ

ェクトとして，WEC データを in vivo データによ

り近付けるために，培養液にラット肝代謝酵素 S-

9mix を添加して母獣の代謝機能を組み込む手法を

検討している．以前にも WEC にラット S-9mix を

処理する方法の実例はあるが，S-9mix 自体に毒性

がありその安全領域の設定は検討されたことはな

い．そこで，筆者は WEC に対する S-9mix 濃度設

定を行い，さらに S-9mix を添加することにより培

養液中で化学物質が代謝される可能性，そしてその

速度などのデータを取り，発生毒性試験の代替法と

して WEC を確立することを進めている．
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また培養に使用する胎児の検討も必要である．現

時点で使用している胎児は，一般に販売されている

Wistar 系や SD などである．当然ラットとヒトとで

はその代謝機能や存在する薬物代謝酵素が異なるた

め，化学物質に対する反応も変わってくる．サリド

マイドではラットにおける催奇形性が認められなか

ったが，その原因の 1 つとして，代謝機能の差異が

上げられている．

遺伝子操作などを用いて，ヒト肝に存在する

CYP をマウス肝の CYP と入れ替えた動物が現在作

成され始めている．この動物が使用できるようにな

れば，ヒトに対する影響を確認する精度が飛躍的に

向上することは確実である．このようにヒトと同じ

薬物代謝能力を有しているマウス胎児を WEC に用

いることは発生毒性試験の代替法開発として，とて

も意義の高いことである．このようなヒト型の薬物

代謝機能を持った動物が 1 日でも早く確立されるこ

とを切望する．

6. まとめと今後の展望

1954 年に開始された動物福祉のための大学連合

（University Federation of Animal Welfare: UFAW）

が源となり，W.M.S. Russell と R. L. Burch の「3

つの R」が提唱され，動物実験代替法開発は現在に

至っている．残念なことに，この UFAW が開催さ

れてから 1980 年代まで実験動物使用数は増加の一

途を辿ってきた．この増加をきっかけに，1991 年に

はヨーロッパで ECVAM が，さらに 1994 年にアメ

リカで ICCVAM（Interagency Coordinating Com-

mittee on the Validation of Alternative Methods）が

設立された．日本においては，ECVAM 設立前の

1989 年に日本動物実験代替法学会が，そして 2005

年に JaCVAM がそれぞれ設立された．また 1993

年には 1st World Congress on Alternatives & Animal

Use in the Life Sciences が開催された．UFAW の開

催からおよそ 30 年後，ようやく世界的に動物実験

代替法が本格的に検討され始め，20 年あまりが経

過しようとしている．代替法がほぼ確立できた分野

もあるが，発生毒性試験のように，まだ出口が明確

でないものも多いのが現状である．個人的な見解と

しては，EU 化粧品指令第 7 次改正で提示された

2013 年 3 月 11 日の期日までには，発生毒性試験の

代替法開発は，おおよその方向性が示されるのが限

界であり，期間延長が余儀なくされると思われる．

しかし，極めて余裕がないことは事実であり，これ

から 10 年後には明確な指針が示されなければなら

ない．発生毒性試験の代替化は，慎重かつ急速な対

応が望まれている．日本は，これから世界に向けて

動物実験代替法の提案を積極的に発信していくこと

が必要であり，日本の今後の活動に期待したい．
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