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研究要旨 

化学物質の安全性評価に必要とされる遺伝毒性試験のデータは、従来「陽性」か「陰性」

かの定性的な二分法で解釈され、用量-反応関係は分析されてこなかった。本研究では、in 

vitro トランスジェニック突然変異（TG）試験データの定量的な用量-反応関係を用いて、

発がんリスク評価法の開発を試みた。肝臓に腫瘍を誘発することが知られている遺伝毒性

発がん物質である 2-アセチルアミノフルオレン（2-AAF）、2，4-ジアミノトルエン

（2,4-DAT）、ジメチルニトロサミン（DMN）、ジエチルニトロサミン（DEN）についてト

ランスジェニックマウス（Muta™Mouse）を用いて肝臓における遺伝子突然変異誘発性（TG

試験）を実施し、用量-反応曲線の分析および出発点（POD）となる測定基準として、遺伝

毒性無作用量（NOGEL）、ベンチマーク用量（BMD10を算出した。発がん性試験結果はカ

リフォルニア大学の発がん能力データベース（CPDB）から抽出し、TD50 値から発がんの

ベンチマーク用量（CARC-BMDL10）を計算した。両者のベンチマークドーズは量的相関

性が高く、互いに外挿可能であった。このことから、発がん性データが十分でない場合で

も、TG 試験結果から発がんリスクを評価できる可能が示唆された。 

 

キーワード：変異原性、リスク評価、低用量、ベンチマーク用量、出発点、無遺伝毒性影

響濃度、用量-反応 

Ａ．研究目的 

 遺伝毒性の評価は、化学物質の安全性評価の枢

要な構成要素である。従来、遺伝毒性学者は、遺

伝毒性の検出のために、一連の遺伝毒性試験を実

施してきた。In vitro および in vivo における遺伝

毒性をスクリーニングする試験には通常、（1）細

菌を用いる in vitro 遺伝子突然変異試験、（2）培

養哺乳類細胞を用いる in vitro 染色体異常試験お

よび／または遺伝子突然変異試験、（3）げっ歯類

骨髄細胞の細胞遺伝学的 in vivo 試験、の 3 種類

が挙げられる。こうした試験実施の枠組みは、強

力な遺伝毒性物質、および遺伝毒性発がん物質の

検出に有効であり、規制のために十分な機能を果

たしていることが広く認められている。 

ヒトへの暴露に伴うリスク評価の際には、危険

有害性スクリーニングの解析結果として、in vivo

用量-反応関係を評価する必要性が、規制の上で重

要であることが認識されている。しかし、遺伝毒
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性は他の毒性とは対照的に、その判定は、「陽性」

か「陰性」で分類する定性的方法を基準にしてい

るためこのような定量的解析手法は十分に検討

されていない。しかし、遺伝毒性においても、in 

vivo 試験では最大耐量（MTD）まで、また in vitro

試験では細胞毒性および／または濃度の最大限

度まで試験を行うという考え方を受け入れてい

る。遺伝毒性試験に比較的高用量／高濃度を用い

る理由は、作用の検出能を最大化するためである

が、この方法は有害性の特定には適切であるが、

用量-反応曲線に必要なデータが得られない場合、

このデータは、遺伝毒性無作用量（NOGEL）の

測定には使用できない。また、さらにこのデータ

は、現実の暴露レベルにおけるリスク予測にも使

用できない。 

In vivo 試験では遺伝毒性がないようにみえる

化学物質についても、in vitro 試験系を用いた実

験では、遺伝毒性陽性の知見が得られていること

が多くある。このことは、in vitro 試験で陽性を

示す暴露濃度が in vivo 試験で達成可能な実際の

暴露レベルに比べはるかに高いこと、また代謝、

薬物動態、標的細胞の分布が in vivo および in 

vitro 試験系間で異なることを考慮すると、驚く

には当たらない。それにも関わらず、ヒトの安全

性について無視できる懸念であることを示す毒

性データが他に存在しても、in vitro 遺伝毒性試

験結果が陽性であると、使用禁止および／または

開発中止とされてしまうケースが多い。したがっ

て、遺伝毒性試験法では、遺伝毒性データの評価

について、より定量的な方法が重要と考える。 

本研究では、齧歯類発がん性試験結果と相関性

が高いとされるトランスジェニック動物遺伝毒

性試験（TG 試験）結果から、遺伝毒性リスク評

価のための POD（Point of Departure）を導き、

試験結果から発がんのリスク評価を行うための

手法の開発を行う。TG 試験は代表的な遺伝毒性

肝発がん物質 4 種類について実施する。用量相関

性を明らかにするため十分な試験用量を確保し

た試験を実施する。試験結果から遺伝毒性ベンチ

マークドーズ（TG-BMDL10）、NOGEL を算出し、

遺伝毒性 POD とする。発がん性試験結果はカリ

フォルニア大学の CPDB から抽出し、TD50 値か

ら 発 が ん の ベ ン チ マ ー ク ド ー ズ

（CARC-BMDL10）を計算する。両者のベンチマ

ークドーズを比較し、発がんに対する遺伝毒性の

関与を検証する。また、発がん性の程度の指標

（TD50）に替わる遺伝子突然変異誘発性の程度の

指標を開発し、発がん性データが十分でない場合、

遺伝毒性試験結果から発がんリスクを評価する

手法を提案する。 

 

Ｂ．研究方法 

トランスジェニック突然変異（TG）試験 

 2-アセチルアミノフルオレン（2-AAF）、2，4-

ジアミノトルエン（2,4-DAT）、ジメチルニトロサ

ミン（DMN）、ジエチルニトロサミン（DEN）に

ついてトランスジェニックマウス（Muta™

Mouse）を用いて肝臓における遺伝子突然変異誘

発性（TG 試験）を実施した。 

無遺伝毒性影響濃度 

NOGEL（Non-observed genotoxic effect level）

とは、遺伝毒性作用の発生率の統計的に有意な上

昇が、適切な無処置対照（すなわちバックグラウ

ンド）に対し認められなくなる、最高の被験用量

と定義される。理想的には、NOGEL は、その定

義に用いられる試験の統計的検出力に関係する。

TG 試験データは分散分析（ANOVA）により評価

後、SPSS v16.0.1 を用い α=0.05 として片側

Dunnett 検定を行った。本分析では、ある用量に

よる反応が、同時無処置対照サンプルの反応と統

計的に識別不能となる場合、その用量を特定した。

対象エンドポイントとバックグラウンドとの有

意差が認められない最高用量を NOGEL と特定

した。 

ベンチマーク用量 

BMD による定量法は、用量-反応データの数学

モデリングに基づくものであり、無毒性量

（NOAEL）による方法の改善版として提唱され

た。本定量法は毒性学の他の分野に広く用いられ、

発がんと非がんの両エンドポイントについて
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POD の値を定義してきた。BMD による定量法で

は、所定の生物学的関連性があると考えられる、

対照を上回る程度の反応の上昇（すなわち、ベン

チマーク反応（BMR））をもたらす用量（すなわ

ち BMD）について予測する。本定量法では、標

本数や用量-反応曲線の形状などの因子を考慮す

る用量-反応の数学モデリングを用い、測定可能な

わずかな作用（すなわち BMR）および作用を生

じる臨界用量（すなわち BMD）について、デー

タ変換を必要とせず予測する。連続的なエンドポ

イントの場合、BMR は、適合モデルにより予測

されるバックグラウンドの反応（すなわち陰性対

照）との比較から得られるパーセンテージの変化

（例えば 5%または 10%の変化）のことであり、

一方、非連続的なエンドポイントの場合、BMR

はバックグラウンドの発生率との比較から得ら

れる発生率の特異的上昇（例えば、付加リスクま

たは超過リスク）となる。BMD の片側 95% CI

の下限値をベンチマーク用量信頼下限値

（BMDL）と言う。このうち、BMDL10とは、連

続的なエンドポイントの場合、適合するバックグ

ラウンドレベルより 10%の上昇をもたらす用量

の 95%下側 CI 予測値であり、非連続的なエンド

ポイントの場合、10%の超過リスクの同予測値で

ある。BMDL は、入手可能なデータ範囲を下回る

用量-反応データについて外挿する場合、適切な

POD とみなされることが多い。遺伝毒性に関す

る用量-反応データは、データセットが用量依存的

な傾向を示す場合、二項対立の（非連続的な）反

応と連続的な反応の双方を分析可能であること

から、BMD の方法論によりモデル化できる。

BMD 予測値は、予測用量に伴う作用の大きさを

予測できる点で、NOGEL 値とは異なる。 

BMDL10の計算には、オランダ国立公衆衛生環

境研究所（RIVM）で開発された用量-反応モデリ

ン グ ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ PROAST

（www.proast.nl；v26.4、28.1、28.3）、もしく

は米国環境保護庁の BMDS ver2.5 ソフトウェア

が用いられる。本研究では後者を用いた。 

げっ歯類発がん試験データ 

 4 種類の遺伝毒性発がん物質の発がんデータは

Carcinogenic Potency Database（CPDB）から

得た。マウスを用いた試験の中から、信頼性が高

く、且つ TD50 の値が最も低い試験データを参照

した。マウスでの試験データが無い場合にはラッ

トでの試験データを用いた。 

遺伝毒性 BMD10値とがん原性 BMD10値の比較 

 発がん試験、TG 試験で得られた用量反応デー

タから、BMD10およびその信頼区間を導いた。両

BMD10のプロットし、y 方向および x 方向の偏差

を乗じて合計する積和法（y 方向の偏差のみを小

さくする二乗和法の逆）を用いて、（もとのスケ

ールでは 0で交差した）直線性の適合を検討した。 

適合した線から、発がん-BMD が TG-BMD に比

例することが推定された。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究で、動物を用いる実験は国立医薬品食品衛

生研究所、および試験委託機関の各規定に基づき、

動物実験（倫理）委員会の承認を得て実行されたも

のである。 

 

Ｃ．研究結果 

肝臓に腫瘍を誘発することが知られている遺

伝毒性発がん物質である 2-アセチルアミノフル

オレン（ 2-AAF）、 2， 4-ジアミノトルエン

（2,4-DAT）、ジメチルニトロサミン（DMN）、

d) ジエチルニトロサミン（DEN）についてトラ

ンスジェニックマウス（Muta™Mouse）を用いて

肝臓における遺伝子突然変異誘発性（TG 試験）

を実施した（図１）。試験結果から、遺伝毒性無

作用量（NOGEL）、遺伝毒性ベンチマークドーズ

（TG-BMDL10）を求めた。 

a）2-アセチルアミノフルオレン（2-AAF） 

文献より得られた情報から 90.0 mg/kg/day を

最高用量とし、30.0、10.0、3.00、1.00 および

0.300 mg/kg/day の計 6 用量を被験物質群とし

て設定した。各群 6 匹に 1 日 1 回、28 日間連続

強制経口投与した。90.0 mg/kg/day 群において
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は投与 13 日目に死亡が 1 例認められた。最終投

与後 3 日に各群 5 匹から肝臓および膀胱を摘出

し、肝臓について lacZ assay による遺伝子突然

変異体頻度を求めた。その結果、2-AAF の 90.0 

mg/kg/day 投与群において、遺伝子突然変異体頻

度に、陰性対照群と比較して統計学的に有意な増

加が認められた。以上の結果から、当該試験条件

下において、2-AAF はトランスジェニックマウ

スに対して遺伝子突然変異誘発性を示すものと

判定された。また、遺伝毒性無作用量（NOGEL）

は 30 mg/kg/day、遺伝毒性ベンチマークドーズ

（TG-BMDL10）は 2.99 mg/kg/dayと計算された。 

b）2，4-ジアミノトルエン（2,4-DAT） 

文献より得られた情報より 80.0 mg/kg/day を

最高用量とし、40.0、20.0、10.0、5.00 および

2.50 mg/kg/day の計 6 用量を被験物質群として

設定した。各群 6 匹に 1 日 1 回、28 日間連続

強制経口投与した。最終投与後 3 日に各群 5 匹

から肝臓および大腿骨を摘出し、肝臓について

lacZ assay による遺伝子突然変異体頻度を求め

た。その結果、2, 4-DAT の 80.0 mg/kg/day 投与

群において、遺伝子突然変異体頻度に、陰性対照

群と比較して統計学的に有意な増加が認められ

た。以上の結果から、当該試験条件下において、

2, 4-DAT はトランスジェニックマウスに対して

遺伝子突然変異誘発性を示すものと判定された。

また、遺伝毒性無作用量（NOGEL）は 40 

mg/kg/day 、遺伝毒性ベンチマークドーズ

（TG-BMDL10）は 3.33 mg/kg/dayと計算された。 

c）ジメチルニトロサミン（DMN） 

生存率低下が認められた文献情報と、用量設定

試験を基に、3.00 mg/kg/day を高用量とし、1.00、

0.300、0.100、0.0300 および 0.0100 mg/kg/day

の計 6 用量を設定した。各群 6 匹に 1 日 1 回、

28 日間連続強制経口投与し、3 日間の遺伝子突然

変異発現期間をおいた後、肝臓および肺を摘出し、

肝臓について lacZ assay により遺伝子突然変異

体頻度を求めた。その結果、DMN の 0.300、1.00

および 3.00 mg/kg/day 群において、用量依存的

な遺伝子突然変異体頻度の増加が認められ、陰性

対照群と比較して統計学的に有意な増加が認め

られた。以上の結果から、当該試験条件下におい

て、DMN はトランスジェニックマウスの肝臓に

対して遺伝子突然変異誘発性を示すもの（陽性）

と判定された。遺伝毒性無作用量（NOGEL）は

0.1 mg/kg/day、遺伝毒性ベンチマークドーズ

（TG-BMDL10）は 0.0138 mg/kg/day と計算され

た。 

d) ジエチルニトロサミン（DEN）  

用量設定試験を基に、最大耐量の 10.0 

mg/kg/day を高用量とし、2.50、0.625、0.156、

0.0391 および 0.00977 mg/kg/day の計 6 用量を

設定した。各群 6 匹に 1 日 1 回、28 日間連続

強制経口投与し、3 日間の遺伝子突然変異発現期

間をおいた後、肝臓および肺を摘出し、肝臓につ

いて lacZ assay により遺伝子突然変異体頻度を

求めた。その結果、DEN の 0.625，2.50 および

10.0 mg/kg/day 群において、用量依存的な遺伝子

突然変異体頻度の増加が認められ、陰性対照群と

比較して統計学的に有意な増加が認められた。以

上の結果から、当該試験条件下において、DEN

はトランスジェニックマウスの肝臓に対して遺

伝子突然変異誘発性を示すもの（陽性）と判定さ

れた。遺伝毒性無作用量（NOGEL）は 0.156 

mg/kg/day 、遺伝毒性ベンチマークドーズ

（TG-BMDL10）は 0.0539 mg/kg/day と計算され

た。 

TG 試験で得られた各肝発がん物質の TG 試験

結果から NOGEL と TG-BMDL10を算出した。ま

た、CPDB データから得られたそれら発がん性試

験の結果から TD10、および CARC-BMDL10を計

算した。CPDB に複数の試験結果が存在した場合

は、データの信頼性が高く、より保守的な値を示

すデータセットを用いた。DEN に関してはマウ

スのデータが無かったためラットのデータを用

いた。これらのリスク評価のための POD とし、

比較検討した（表 1）。 

今回試験した 4 つの遺伝毒性発がん物質のそ

れぞれの BMDL10 をプロットしてグラフ化した

（図２）。発がん性と TG 変異原性は量的相関性
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が高く、TG 試験の BMDL10 から発がん性の

BMDL10 を推測できる。データにばらつきがある

ことを考慮し、10～100 倍の安全ファクターを

とることが必要かもしれない。この手法は発がん

データが無い場合でも、TG 試験データから発が

んリスク評価ができる可能性を示している。発が

ん性の発現が遺伝毒性に質的・量的に依存してい

ることが明らかな場合には有効な方法と考えら

れるが、実現化のためにはさらなるデータの蓄積

が必要と考える。 

 

Ｄ．考 察 

In vivo 遺伝毒性とがん原性の相関を量的に調

べた試験はほとんどない。ここでのアプローチは

がん原性試験から予測される等価用量と in vivo

遺伝毒性試験から予測される等価用量の相関を

可能にする BMD アプローチを採用した点に新

規性がある。これまでの TG 試験の多くは、

OECD 試験ガイドラインに基づき、4 用量以上

の用量群を設けた TG 試験がほとんどない点が

このような解析を不可能にしてきたが、本研究で

は 7 用量を用いた。 

遺伝毒性化合物のリスク評価は、がん原性デー

タがないことが多い。この場合、遺伝毒性発がん

物質に対するヒトの許容曝露量を評価するには、

別の戦略を練る必要がある。現在、in vivo 遺伝

毒性試験から得られた用量反応データを用いた

ハザード特性付けのための量的アプローチまた

は半定量アプローチは存在しない。リスク評価の

ために、遺伝毒性試験の予測強度にもとづき、ど

の化合物をがんに関する試験にかけるべきで、ど

れを省略すべきか決定する際、遺伝毒性試験は有

用である。本研究で行ったように、遺伝毒性とが

ん原性の相関をプロットすることは、そうした決

定を行う上で有用である。ただし、相関プロット

のばらつきと強度予測の不確実性を十分に考慮

する必要がある。この場合、10～100 倍の不確

実性の考慮が適切かもしれない。TG 試験から観

察された BMDL10 を 100 で割ると、対応する腫

瘍 BMD10 の控えめな予測値が得られる。がん原

性データがない化学物質の発がんリスクの評価

にはこのような控えめな BMD10 の適用が現実

的かもしれない。 

毒性の初期の分子的反応から、最終的な in 

vivo の病態までの発現プロセスを Adverse 

Outcome Pathway（AOP）としてとらえ、プロ

セスの重要な生物学的イベント（Critical Event）

を、エンドポイントとして試験法と評価法を構築

す る Integrated Approach to Testing and 

Assessment（IATA）手法が OECD で提唱され

ている。発がんのプロセスからすると遺伝毒性は

初期の分子的反応（DNA 損傷、突然変異）にあ

たり、これは発がんに先行しなければならない。

しかしながら、これまで遺伝毒性試験と発がん性

試験は独立して行われており、このような、時間

的な相関性については検討されていない。同様に、

今回示した用量的相関性に関しても、検討されて

こなかった。理想的には、遺伝毒性試験と発がん

性試験の低用量の長期試験を同一動物で同時並

行して行い、遺伝毒性の発現用量と発現時期、発

がん性の発現用量と発現時期を正確に解析する

ことが必要である。現在の遺伝毒性試験は高用量

短期間で試験されており、これはヒトにおける発

がん物質の曝露環境と大きく乖離していること

はおろか、動物を使った発がん性試験の条件とも

乖離している。ヒトに対する遺伝毒性評価と発が

んリスク評価の精緻化のためには、現在の遺伝毒

性試験のプロトコールの見直しが必要と考える。

さらには、OECD の提唱する IATA 手法に則っ

た新たな遺伝毒性試験の開発、及び評価ストラテ

ジーの転換も必要である。 

 

E．結 論 

遺伝毒性試験結果は一般にハザードの同定に

使用されるが、リスク評価を目的として遺伝毒性

試験結果を定量的に評価する試みが注目されて

いる。4 種類の代表的な遺伝毒性肝発がん物質に

ついて、7 用量の用量設定で TG 試験は実施し、

その定量的反応性を解析した。試験結果から遺伝

毒性ベンチマークドーズ（TG-BMDL10）を算出
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し、遺伝毒性 POD とした。発がん性試験結果は

カリフォルニア大学の CPDB から抽出し、TD50

値 か ら 発 が ん の ベ ン チ マ ー ク ド ー ズ

（CARC-BMDL10）を同様に計算した。両者の

ベンチマークドーズは量的相関性が高く、互いに

外挿可能であった。このことから、発がん性デー

タが十分でない場合でも、TG 試験結果から発が

んリスクを評価できる可能が示唆された。 
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図１ 4 つの肝発がん物質の肝臓での突然変異の誘発（Muta™Mouse） 
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表１ 4 つの肝発がん物質の遺伝毒性 POD と発がん性 POD の比較 

 
 

 

 

 

図２ 遺伝毒性 TG-BMDL10と発がん性 CARC-BMDL10との相関性 

 

 


