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研究要旨 

本研究では、化学物質の遺伝毒性を従来の試験によらず、データベース検索や(Q)SAR の

利用により、迅速、且つ正確に予測するシステムの構築と、その実用化を目指す。本研究

は最終的に化学物質のヒト健康リスク評価の効率化や動物愛護に貢献する。 

エームス試験に関しては、予測精度の向上を目指し、世界最大規模のエームス試験デー

タベースの再構築を行った。今年度は安衛法エームス試験データ約 2 万物質を入手し、デ

ータベース化に着手した。2 万物質のうち、12,962 物質が、分子量 500 以下の化学物質デ

ータとして入力可能で有り、これまで、約 8 千化合物をデータベース化した。このデータ

を公開し QSAR ソフト精度向上のための国際共同研究を開始する。 

これまで in vitro の試験データから QSAR モデルを開発してきたが、in vitro でのアラー

トを in vivo へ拡大し、in vivo 遺伝毒性予測モデルの構築にも着手した。その前提として、

in vivo 試験データの精査と、データベースの構築を試みている。CGX DB による 756 の齧

歯類発がん物質と 183 の非発がん物質について、in vivo MN と in vivo TG のデータを収

集・解析した結果、in vivo MN では 379 物質の、in vivo TG では 78 物質の知見が得られ、

in vivo MN の感受性は 41.0%で、特異性は 60.5%、in vivo TG の感受性は 72.9%であるこ

とが判明した。In vivo MN の感受性（41.0%）は in vitro 試験（Ames 58.8%、MLA 73.1%、
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MN 78.7%、CA 65.6%）と比較して低いものであったが、一方、特異性（60.5%）は Ames

に次いで高いものであった（Ames 73.9%、MLA 39.0%、MN 30.8%、CA 44.9%）。In vivo 

TG の感受性（72.9%）は Ames（58.8%）よりも高く、偽陽性が多いとされる in vitro 哺乳

類細胞試験（65.6%～78.7%）と同程度であった。In vivo – in vitro 比較においては、in vivo 

MN と in vitro CA の一致性を検証した。発がん物質に対する両試験の一致性は 53.2%、非

発がん物質に対しては 37.3%で、発がん物質と非発がん物質を統合すると 49.2%であった。

また、発がん物質と非発がん物質を統合した場合の in vivo TG と Ames の一致性は 78.4%

で、高かった。今後、in vivo MN と in vitro CA における一致性の低さの要因（in vitro CA

における反応の代謝活性化系の有無や in vivo MN の曝露経路の妥当性などを含む）あるい

は化学物質群に対する特性等を解明することにより、より精度の高い QSAR の開発につな

がるものと考えられる。 

ブルガス大学との共同研究により変異原性カテゴリー予測のためのメカニズムベースの

サマリーワークフローを導入した。これまでのワークフローに新たに機械論的な理解によ

り情報化される試験法と評価のための統合アプローチ（IATA）を反映さた。変異原性分類

を基準とした入手可能な変異原性データを用いて、精巧な IATA から一連の試験による発が

ん物質のカテゴリー化を行った。IATA を用いると、遺伝毒性によるがん原性陽性を、高感

度（80～85%）で偽陽性の割合を低く抑え（15～20%）予測できることが認められた。 

ラーサ社との共同研究により、知識ベースのトランスジェニック突然変異（TG）試験予

測モデルの開発を行った。本年度は NIHS からのデータの提供（TGR データセット）によ

り感度および正確度が大幅に向上した。本研究で陽性適中率が比較的高い（50%以上）アラ

ートが 4 種確認された。これら 4 種のアラートを拡大適用した場合、感度の向上は最大で

60%に達すると考えられた。さらに感度を高めるためには、NIHS の TGR データセットに

含まれる関連データを用いて、その他の in vitro 変異原性アラートを拡大適用する必要があ

る。しかし、これらのアラートの対象とされている活性化合物は 3 種未満であり、多くの

アラート（32 種中 16 種）が 1 種のみの活性化合物を対象とするものである。したがって、

NIHS の TGR データセット以外に根拠となるデータが得られない限り、これらのアラート

の多くは拡大適用に該当する可能性が低いと考えられる。従って、さらなる試験データベ

ースの拡張が望まれる。 

 

 

 

 

キーワード：エームス試験、染色体異常試験、小核試験、トランスジェニック突然変異（TG）

試験、（Q）SAR、アラート、代謝 



- 17 - 
 

I. 微生物試験を用いた発がんリスクの定量的評価手法の構築 

－世界最大規模の Ames 試験データベース構築―（研究分担：山田雅巳） 

 

研究分担者  山田 雅巳 国立医薬品食品衛生研究所変異遺伝部 第一室長 

研究協力者 北澤 愛莉 国立医薬品食品衛生研究所変異遺伝部 第一室 

 

 

I-1．研究目的 

 OECD を初めとしたEU 諸国および米

国EPA においては、既存化学物質のリスク

管理の目的で、安全性評価未実施の物質を

対象にカテゴリーアプローチおよび（定量

的）構造活性相関（(Q)SAR） の利用が検

討されている。特に、医薬品における変異

原性不純物の評価には実際に(Q)SAR の利

用を取り入れたICH M7ガイドラインが整

備され2014年7月にweb公開されたことか

ら、一般化学物質のヒト健康リスク評価・

管理への適用にも拍車がかかると思われる。 

 本研究課題では、初年度より(Q)SARソフ

トによるAmes試験結果の予測精度向上を

目的に、我が国で行われたGLP 試験データ

を収集し、遺伝毒性試験の大規模データベ

ースを再構築してきた。本データベースは

世界最大規模になると予想され、かつ、信

頼性の高いデータベースである。したがっ

て、そこから抽出される遺伝毒性アラート

は、遺伝毒性の予測精度の向上および、

QSAR モデルの開発に大いに貢献できる

と期待される。 

  

I-2．研究方法 

(1) Ames試験データベースの再構築： 

労働安全衛生法 第五十七条の三 第一項

では、新規化学物質を製造もしくは輸入し

ようとする事業者に、あらかじめその有害

性の調査を義務付け、物質名称と共に調査

結果の届け出を義務付けている。有害性の

調査はAmes試験の実施による。現在までに、

20,000を超える化学物質が届け出られてお

り、その中で、強い変異原性を示すとされ

た物質（平成27年4月時点：新規化学物質

831物質、既存化学物質169物質）は厚労省

ホ ー ム ペ ー ジ の 関 連 サ イ ト

（http://anzeninfo.mhlw.go.jp/user/anzen/

kag/ankgc02.htm）にその名称が公開され

ている。今年度は、厚生労働省 労働基準局 

安全衛生部 化学物質対策課より昨年度入

手した、現在までにAmes試験が実施された

化学物質の情報（物質名称と試験結果（陽

性、陰性等の判定））の、データベース作成

ソフトJChemへの入力を終了した。 

【精査手順】 

労働安全衛生法による届け出のあった化学

物質には、混合物・ポリマーなども含まれ

ている。構造活性相関はあくまでも化学物

質の構造に基づく予測を行うので、そのよ

うな、「構造式が特定できない物質」は、

Ames試験結果はあっても対象にならない。

また、構造情報を得るために有用なCAS番

号の情報がない物質が約半数であったこと

から、CAS番号の有無による振り分けが必

要になった。それに付随して、CAS番号が
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正しいものであるかどうかの確認作業も発

生した。さらに、Ames試験結果（判定）は

基本的に３種類（陰性・陽性〈強いものと

そうでないもの〉）だが、中には判定が保留

になっているもの、データが２つあって判

定が一致しないものも含まれていた。 

以上を踏まえ、以下のフローチャート（図1）

で入手したデータを精査した。 

 

 

図1 20,761化合物のデータの振り分けフローチャート 

 

 

 

I-3．研究結果及び考察 

(1) Ames試験データベースの再構築 

図1のフローチャートに沿って振り分け

たデータの数は以下のとおり。 

 入手したデータ数：20,761 

 構造式が描けないと判断したデータ

数：7,257 （混合物・ポリマー等） 

 入力済み：12,692 （CAS#有：7,972

／CAS#無：4,990） 

 入力保留中のデータ数（CAS#に関わら

ず）：467 

 重複しているデータ数（CAS#に関わら

ず）：75 

 

入力データの中で、陽性判定物質（表1、内

訳AとB）の割合は約14%で、そのうち3分

の1が強い陽性（表1、内訳A）とされるも

のであった。陰性判定物質（表1、内訳C）

は86%である。 

図2は、JChemに入力したデータベース

の一部を示すものである。左端カラムの

Serial_Idにより7,058の物質が特定できる。

resultのカラムはAmes試験結果の判定（陽

性、陰性の別、及び、陽性の程度）を示す。

ANEI_No.は官報公示番号を示している。

SMILES（Simplified molecular input line 

entry specification syntax）は、化学構造

（Structure）をASCII符号の英数字で文字

列化した表記方法であり、多くの種類の分

子エディタでインポート可能であるため、

付記している。SMILESを入力することで
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QSARソフトに構造式が自動的に入力でき

る。Chemical_Nameは英語表記と日本語表

記があるが、適用するソフトウェアは海外

製が多いため、英語表記を使用した。 

 

I-4. 結 論 

 Amesデータベースの再構築を終了した。

入力データの総数は約 2 万である。データ

を公開しQSARソフト精度向上のための国

際共同研究を開始した。 

 

 

 

 

 

 

表1 有害性の調査が実施された物質 

20,761 
未入力物質(ポリマー、
有機金属、縮合物等) 入力済み 内訳 入力保留 重複除外 

総数 
7,257 

12,962 
A:   652 
B:   1161 
C:   11149 

467 75 

CAS#有 
1,811 

7,972 
A:   396 
B:   721 
C:   6855 

263 63 

CAS#無 
5,446 

4,990 
A:   256 
B:   440 
C:   4294 

204 12 
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図2 JChemソフトで作成したAmes試験データベースの一部 

  

表2 データベース再構築に用いたデータのソース別総数一覧  (2015年4月17日現在) 

データ名称 データ出典 
データ入手

総数 

重複を除

いた数* 

Ames_DB903 

・労働安全衛生法に基づき実施された

変異原性試験結果 

・医薬品関連情報 

・既存化学物質毒性データベース 

・微生物を用いる変異原性試験データ

集 

903 903 

labor 
労働安全衛生法に基づき実施された 

変異原性試験結果 
20,761 12,962** 

Kasinhou 化審法 審査シート 379 379 

food 食品安全委員会 評価書 104 104 

JECFA 
Food and Chemical Toxicology, 50, 

1538–1546 (2012) 掲載分 
367 283 

Hansen 
J. Chem. Inf. Model., 49, 2077–2081 

(2009) 掲載分 
6512 5978 

合計 
 

29,015 20,609 

*AmesDB903、Kasinhou、foodの間で重複は無く、重複があった物質のデータは国内＞

JECFA＞Hansenの順で計数しているため、JECFAとHansenの数が入手総数から減ってい

る 

**未入力を除いた数 
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II. In vivo 遺伝毒性試験の発がん物質検出性との関連 

（研究分担：森田健） 

 

研究分担者 森田 健  国立医薬品食品衛生研究所安全情報部第四室室長 

研究協力者 増村 健一 国立医薬品食品衛生研究所変異遺伝部第三室室長 

研究協力者 小宮佐知子 国立医薬品食品衛生研究所安全情報部第四室 

 

 

II-1. 研究目的 

(定量的)構造活性相関（QSAR）による染

色体異常誘発性の予測においては、これま

で、哺乳類培養細胞を用いるin vitro染色体

異常試験（CA）の試験最高濃度の低減化の

影響を検討し、一般化学物質に対する影響

は、その分子量の大きさから極めて小さい

ことを示してきた。一方、染色体異常誘発

性については、in vitro試験では陽性を示す

もののin vivo試験では陽性が示されないケ

ースも多く知られている。そのため、より

精度の高い染色体異常予測率を示すQSAR

モデルの構築には、in vivo試験の発がん物

質検出性を評価し、in vitroとin vivoのギャ

ップの要因を検証することが必要と考えら

れる。ここでは、in vivo染色体異常誘発性

として赤血球小核試験（骨髄あるいは末梢

血）を選択し、in vivo小核試験（MN）の

齧歯類発がん物質に対する感受性ならびに

非発がん物質に対する特異性を検証した。

加えて、トランスジェニック齧歯類による

in vivo遺伝子突然変異試験（TG）について

も同様の検証を行い、Ames試験を含めた遺

伝毒性QSARモデルの予測率の向上に資す

ることとした。 

 

II-2. 研究方法 

2.1. 使用データベース 

 カークランドらによる発がん性・遺伝毒

性データベース（CGX DB、ver. 2、2007

年4月、

http://www.lhasalimited.org/cgx.htm）を

用いた。CGX DBは、756の齧歯類発がん物

質と183の非発がん物質について、4種のin 

vitro遺伝毒性試験情報（Ames, MLA, in 

vitro MN, in vitro CA）が収載されている。 

2.2. In vivo 遺伝毒性データの検索 

In vivo MNに関するレビュー論文あるい

は大規模試験報告書、EUリスク評価書や

OECD SIDS文書などの国際的化学物質評

価文書、US NTPのデータベースサーチ、

ならびにPubMed文献サーチを用いた（表

1）。また、in vivo TGについては、OECD

のレビュー文書（Detailed review paper on 

transgenic rodent mutation assays, 

Series on testing and assessment, 

Number 103, OECD, Paris, July 23, 2009. 

ENV/JM/MONO(2009)7, 

http://www.oecd.org/officialdocuments/pu

blicdisplaydocumentpdf/?cote=env/jm/mo

no(2009)7&doclanguage=en）および食品

添加物の遺伝毒性試験報告書（厚生労働省、

2008～2012年、非公表）を用いた。 

2.3. データの評価 
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 In vivo MNの結果はCGX DB（2005年

版）における記載に基づき以下の3つに分類

した。すなわち、+：陽性、-：陰性、およ

びE（equivocal）：反応が弱いものや、試験

間あるいは試験施設間での再現性が認めら

れないなどの、あいまいな結果。また、in 

vivo TGの結果は、以下の4つに分類した。

すなわち、+：少なくとも1つの発がん標的

部位で陽性、-：TGで評価したすべての発

がん標的部位で陰性、na (+)：TGで陽性だ

が発がん標的部位ではない、na (-)：TG陰

性だが発がん標的部位ではない。なお、in 

vitro試験結果については以下を追加した。

す な わ ち 、 TC （ technically 

compromised）：試験の適切性において、本

質的な基準的規範に適合していないことな

どにより試験結果に疑問がある（技術的問

題点あり、CGX DBの記載による）および + 

at >10 mM：10 mM超の濃度での陽性（in 

vitro CAのみで評価、最終判断は陰性評価

(-)）。なお、+ at >10 mM（10 mM超の濃度

での陽性）の知見は、昨年度までの研究成

果2)に基づいた。すなわち、CGX DB（2005

年版）でin vitro CA陽性と評価された19物

質（10発がん物質および9非発がん物質）は、

10 mMを超えての陽性知見であったため、

本解析では陰性と評価した。 

 

II-3. 研究結果 

3.1. 収集されたin vivo遺伝毒性試験デー

タ 

CGX DB収載の939物質（発がん物質756、

非発がん物質183）について認められたin 

vivo遺伝毒性試験データは、in vivo MNに

おいては379物質（発がん物質293、非発が

ん物質86）であり、うち、発がん物質およ

び非発がん物質について、それぞれ陽性が

120および22物質、陰性が163および52物質、

あいまいが10および12物質であった（表2）。

また、in vivo TGおいては78物質（発がん

物質74、非発がん物質4）であり、非発がん

物質のデータは極めて少なくそれらはすべ

て陰性であった。74の発がん物質について

陽性（na(+)を含む）が54物質、陰性（na(-)

を含む）が20物質であった（表3）。 

In vivo MNにおける特記すべき個別物質の

評価は以下のとおり： 

発がん物質 

 C179, Chlorpromazine hydrochloride 

低体温による陽性知見とされている。 

 C197, C.I. Sovent yellow 3 

(o-aminoazotoluene) 

マウスの陽性知見に基づいたが、ラットで

は陰性であり、種差が認められた。 

 C246, 1,2-dibromoethane 

本物質は液体であるが、経口投与では陰性

だが吸入曝露では陽性であり、妥当性評価

が困難であることからE（equivacal、あい

まい）とした。 

 C285, 3,3'-dimethoxybenzidine 2HCl 

遊離塩基（119-90-4）の陰性知見に基づい

た。 

 C378, Haloperidol 

マウスでは低体温による陽性知見とされて

いる。ラットでは陰性知見がある。 

 C466, 4,4'-methylenedianiline 2HCl 

本物質についての陽性知見に基づいたが、

遊離塩基（101-77-9）については陰性とさ

れている。 

 C478, 4-(methylnitrosamino)-1- 

(3-pyrridyl)-1-(butanone)  (NNK) 

陰性と陽性の知見がそれぞれ1つずつあり、
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妥当性評価が困難であることからEとした。 

 C509, Nitrite, sodium 

陰性と陽性の知見がそれぞれ1つずつあり、

妥当性評価が困難であることからEとした。

なお、OECDのSIDSでは陽性と評価してい

る。 

 C631, Phenylhydrazine HCl 

遊離塩基（100-63-0）の陽性知見に基づい

た。 

 C691, 1,1,2,2-tetrachloroethane 

長期投与によるマウス赤血球における陽性

知見に基づいた。 

 C711, o-Toluidine 

ラットの陽性知見に基づいたが、マウスで

陰性であり、種差が認められた。 

 

非発がん物質 

 NC8, dl-Amphetamine sulfate 

遊離塩基（300-62-9）の陽性知見に基づい

た。 

 NC52, 2,6-Diaminotoluene.2HCl 

カークランドらの総説3)での評価に基づき

Eとしたが、遊離塩基（823-40-5）を用いた

最近の試験における陰性知見がある。 

 NC73, EDTA, trisodium salt 

trihydrate 

disodium salt（6381-92-6）の陰性知見に

基づいた。 

 NC91, Fluoride, sodium 

総説3)での評価は単一の試験に基づき陽性

（+）だが、別の試験における陰性知見が認

められたため、Eとした。 

 NC138, Phenol 

低体温による陽性知見とされている。 

 NC151, Propyl gallate 

総説3)での評価は単一の試験に基づき陽性

（+）だが、別途陽性知見1件、陰性知見2

件が認められたため、Eとした。 

また、in vivo TGにおいてna (+)（TGで

陽性だが発がん標的部位ではない）とされ

た6物質ならびにna (-)（TG陰性だが発がん

標的部位ではない）とされた4物質（計10

物質、いずれも発がん物質）の評価対象臓

器は以下のとおり： 

 

na (+)（TGで陽性だが発がん標的部位では

ない） 

 C16, Acrylamide 

骨髄で陽性だが、肝臓および精巣生殖細胞

で陰性 

 C244, 1,2-dibromo-3-chloropropane 

精巣で陽性だが、肝臓で陰性 

 C340, Ethyl methanesulphonate 

骨髄精巣上体精子および肝臓で陽性だが、

脳および小腸で陰性 

 C457, 3-methylcholanthrene 

肝臓で陽性 

 C492, Mitomycin C 

骨髄および肝臓で陽性だが、小腸および精

巣で陰性 

 C702, Thio-tepa 

脾臓リンパ細胞で陽性 

 

na (-)（TG陰性だが発がん標的部位ではな

い） 

 C17, Acrylonitrile 

骨髄、脳、肺および脾臓リンパ細胞で陰性 

 C257, 1,2-dichloroethane 

肝臓および精巣で陰性 

 C489, Metronidazole 

胃で陰性 

 C683, SX Purple 
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肝臓および胃で陰性 

 

3.2. 感受性・特異性解析 

 In vivo MNの発がん性に対する感受性、

特異性および一致性を表 4に示す。E

（Equivocal）を陽性にも陰性にも計数しな

かった場合、感受性は41.0%（120/293）、

特異性は60.5%（52/86）であり、一致性は

45.4%（172/379）で良好といえるものでは

なかった。一方、in vivo TGの発がん性に

対する感受性は、na(+)を陽性、na(-)を陰性

に加えた場合、72.9%（54/74）と比較的高

いものであった（表4）。なお、in vivo TG

においては、非発がん物質に対するデータ

が合計4件と極めて少なかったため、特異性

ならびに一致性については計算しなかった。 

 また、Amesとin vivo MNを組合せた場合

の感受性および特異性をそれぞれ表5およ

び表6に示した。発がん物質についてAmes

とin vivo MNの両試験を実施して、少なく

とも 1つの試験で陽性となる感受性は

68.7%で、カークランドらが2005年に報告

1)したAmesと他のin vitro試験（MLA, MN, 

CA）との組合せによる感受性の75.3%～

81.0%に比べると低かった。一方、非発が

ん物質についAmesとin vivo MNの両試験

を実施して、両方の試験で陰性となる特異

性は45.3%で、Amesと他の in vitro試験

（MLA, MN, CA）との組合せによる特異性

の12.0%～34.6%に比べると高かった。 

 

3.3. In vitro – in vivo 間の比較 

 CGX DBではin vitro MNのデータが収

載されているが、発がん物質に対する試験

データ数は89件であり、in vitro CAの352

件に比べ圧倒的に少ない。そこで、in vivo 

MNに対する染色体異常を指標とする in 

vitro試験との比較においてはin vitro CA

を選択した。In vivo MNとin vitro CAの一

致性を発がん物質については表7に、非発が

ん物質については表8に、両物質を合計した

場合については表9に示した。In vivo MN

とin vitro CAの一致性、すなわち両試験結

果共に陽性あるいは陰性を示したのは、発

がん物質では53.2%（118/222）、非発がん

物質では37.3%（28/75）であり、発がん物

質に対する一致性の方が高かった。両物質

を 合 計 し た 場 合 の 一 致 性 は 49.2%

（146/287）であった。また、CGX DBでは

遺伝子突然変異を指標とするin vitro試験

として、哺乳類細胞を用いたMLAのデータ

が収載されているが、MLAは染色体異常誘

発性をも検出可能な試験系であることから、

細菌を用いた系ではあるが、Ames試験を 

in vivo TGの対照in vitro試験として選択し

た。In vivo TGとAmesの一致性を発がん物

質および非発がん物質を合計して表10に示

した。評価対象物質数はin vivo MNと比べ

少ないものの、高い一致性（78.4%、58/74）

を示した。 

 

II-3. 考 察 

 CGX DBによる756の齧歯類発がん物質

と183の非発がん物質について、in vivo 

MNとin vivo TGのデータを収集・解析した

結果、in vivo MNでは379物質の、in vivo 

TGでは78物質の知見が得られ、in vivo MN

の感受性は41.0%で、特異性は60.5%、in 

vivo TGの感受性は72.9%であることが判

明した。なお、非発がん物質に対するin vivo 

TGのデータは極めて少なかったため、in 

vivo TGの特異性評価は行わなかった。また、
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Amesとin vivo MNを組合せた場合の感受

性は68.7%で、特異性は45.3%であった。In 

vivo MNの感受性（41.0%）はin vitro試験

（Ames 58.8%、MLA 73.1%、MN 78.7%、

CA 65.6%）と比較して低いものであったが、

一方、特異性（60.5%）はAmesに次いで高

いものであった（Ames 73.9%、MLA 39.0%、

MN 30.8%、CA 44.9%）。ICHにおける医薬

品の遺伝毒性試験の組合せにおけるオプシ

ョン2（Amesおよび2種のin vivo試験、1種

は通常in vivo MN）において検討される可

能性のあるAmesとin vivo MNの組合せに

よる感受性（68.7%）はin vitro試験同士の

組合せ（Ames+MLA 81.0%、Ames+MN 

85.9%、Ames+CA 75.3%、MLA+MN 87.0%、

MLA+CA 81.3%）と比較すると低かったが、

特異性（45.3%）は高かった（Ames+MLA 

32.4% 、 Ames+MN 12.0% 、 Ames+CA 

34.6% 、 MLA+MN 10.0% 、 MLA+CA 

27.1%）。このことは、2つ目のin vivo試験

を適切に選択すれば、発がん物質あるいは

in vivo 遺伝毒性物質を偽陽性なく的確に

検出できることを示しており、オプション2

の妥当性が傍証された。In vivo TGの感受

性（72.9%）はAmes（58.8%）よりも高く、

偽陽性が多いとされるin vitro哺乳類細胞

試験（65.6%～78.7%）と同程度であった。 

In vivo – in vitro比較においては、in vivo 

MNとin vitro CAの一致性を検証した。発

がん物質に対する両試験の一致性は53.2%、

非発がん物質に対しては37.3%で、発がん

物質と非発がん物質を統合すると49.2%で

あった。また、発がん物質と非発がん物質

を統合した場合のin vivo TGとAmesの一

致性は78.4%で、高かった。今後、in vivo 

MNとin vitro CAにおける一致性の低さの

要因（in vitro CAにおける反応の代謝活性

化系の有無やin vivo MNの曝露経路の妥当

性などを含む）あるいは化学物質群に対す

る特性等を解明することにより、より精度

の高いQSARの開発につながるものと考え

られる。 
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表 1  In vivo 小核試験データの収集に用いた主な資料 
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表 2   CGX DB 収載物質における in vivo MN データの要約 (n=379) 

 
 

 

表 3   CGX DB 収載物質における in vivo TG データの要約 (n=78) 

 

 

 

表 4 各 in vivo 遺伝毒性試験の感受性、特異性の要約 a 
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表 5  Ames と in vivo MN の組合せによる齧歯類発がん物質の検出性（感受性） 

 
 

 

 

表 6  Ames と in vivo MN の組合せによる非齧歯類発がん物質の検出性（特異性） 
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表 7 発がん物質に対する in vivo MN と in vitro CA の一致性 a 

 

 

 

表 8 非発がん物質に対する in vivo MN と in vitro CA の一致性 a 
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表 9 発がん物質および非発がん物質に対する in vivo MN と in vitro CA の一致性 a 

 

 

 

表 10 発がん物質および非発がん物質に対する Ames 試験と in vivo TG の一致性 a 
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III. 遺伝毒性エンドポイント予測のための段階的アプローチ：化学物質の変異原性を予測

するためのパスウェイベースのワークフロー（研究分担：本間正充） 

 

 研究協力者  O. Mekenyan ブルガス大学数学化学研究室・教授 

 研究協力者 P. Petkov  ブルガス大学数学化学研究室 

 

 

 

 

III-1. 研究目的 

がん原性は毒性学的エンドポイントの 1

つであり、特に高い関心が持たれる。その

一方、がん原性の評価に用いられるげっ歯

類によるバイオアッセイを実施すると、時

間、金額、動物数に関する損失が大きい。

そのため、がん原性では、遺伝毒性による

がん原性について予測可能な（本質的に in 

vitro と in vivo の両者における）短期試験

（STT）の開発を目的とする多くの取り組

みが行われてきた。利用可能な遺伝毒性試

験により、ヒトのがん、または DNA 損傷

に基づく遺伝毒性作用を導く物質について

は、がん原性の評価が容易になる。このよ

うな遺伝毒性試験データは、規制および化

学物質管理の目的から、物質の危険有害性

の特定とリスク判定の双方に用いられる。 

遺伝毒性に関する危険有害性の特定は主

に in vitro 試験に依拠し、既存の文献や

SAR/QSAR の事前スクリーニングを最初

に検討後、細菌および哺乳類細胞における

物質の変異原性を判定する。物質の遺伝毒

性の指標は、DNA 損傷、DNA 鎖切断また

は DNA 付加体の形成などインディケータ

ー試験結果の評価により得られることもあ

る。In vivo 試験は遺伝毒性のさらなる評価

に用いられ、通常は in vitro における観察

結果の確認のため実施される。 

変異原性の作用機序が複雑であることを

考慮すると、化学物質の遺伝毒性判定にお

いて頑健性を得るには、多数の各種試験を

必要とする。そのため、化学物質の変異原

分類、またはがん原性の評価へのさらなる

取り組みの両観点から、変異原性の評価に

関する戦略を検討する取り組みが多数行わ

れてきた。実際の遺伝毒性試験は、通常 3

段階の試験体系の一部として用いられてき

た。すなわち、段階 I の微生物を用いた in 

vitro 試験法に続き、段階 II の体細胞を用

いる in vivo 遺伝毒性試験法では、先行する

in vitro 試験陽性の化学物質を対象に、in 

vivo での生物学的関連性が判定される。段

階 III の in vivo 試験法は、生殖細胞を用い

る試験および in vivo 世代間試験からなる

と考えられる。最もよくみられる遺伝毒性

バッテリー試験法には、遺伝子突然変異（す

なわち、単一遺伝子または一群の遺伝子に

影響を及ぼす点突然変異）、染色体異常誘発

性（すなわち、染色体構造異常）、異数性（す

なわち、染色体の数的異常）の測定試験が

挙げられる。実際に、米国環境保護庁（US 
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EPA）のバッテリー試験は 3 段階の体系で

あり、段階 I の遺伝子突然変異に関する細

菌復帰突然変異試験（例えば、Ames試験）、

段階 II の哺乳類細胞を用いる in vitro 遺伝

子突然変異試験（例えば、マウスリンフォ

ーマ試験）が挙げられ、また段階 III は哺乳

類の骨髄を用いる in vivo 染色体異常試験

か、赤血球を用いる in vivo 小核試験のいず

れかからなる。また、日本の国立医薬品食

品衛生研究所（NIHS）は、同様の試験実施

戦略を用いている。In vitro 遺伝毒性試験に

関する結果が陽性であり、化学物質に対す

る内因性の遺伝毒性活性が立証されても、

この結果は極端な条件下であることが多い

ため、in vivo 遺伝毒性と関連性がない場合

がある。 

結果として、in vitro 試験（特に染色体異

常試験）により「不適切な陽性」という結

果が高頻度で検出されても、in vivo 試験に

よる追跡では確認されないように思われる。 

予測能向上の取り組みの中で、戦略的な試

験法が統合的試験戦略（ integrated test 

strategy; ITS）の形で確立された。ITS の

目的は、すべての科学関連情報の使用を最

大化し、可能であれば動物による試験法の

使用を回避することにあり、REACH 技術

ガイダンス（REACH Technical Guidance、

欧州化学物質庁（ECHA）、2013 年）記載

の ITS はその好例である。 

さらに最近、分子起始反応（MIE）、介在

する重要事象（KE）、規制上懸念される有

害転帰（AO）の 3 者間の因果関係に関する

情報を提供する有害性転帰経路（Adverse 

outcome pathway; AOP）の枠組みが開発

され、これは規制に関する意思決定に用い

る（ITS を包含する）試験法と評価のため

の統合アプローチ（integrated approaches 

to testing and assessment; IATA）開発促

進の生物学的な背景となっている。IATA は、

危険有害性の特定、危険有害性の特徴付け、

および／または単一化学物質または一群の

化学物質の安全性評価のため、各種データ

の統合および重み付けを行う体系化された

手法である。 

これまで我々は、各種短期遺伝毒性試験

を共に関連付ける手段として in vitro、in 

vivo における外挿のワークフローを導入し

た。本ワークフローは、新たな TIMES モ

デルの開発促進、および戦略的試験法志向

の方法として、生物学的組織に対する試験

の順番を基準とする。また、肝臓を用いる

in vivo 遺伝毒性試験、骨髄を用いる in vivo

小核試験の 2 つの(Q)SAR モデルが開発さ

れた。その実行では、in vitro および in vivo

試験系間の代謝の差異を明らかにするなど、

複数の難問が顕著になった。ワークフロー

は 3 ステップ構造からなり、ステップ 1 で

は in vitro 変異原性試験の結果に基づき、

化学物質を陽性または陰性のカテゴリーに

細分した。ステップ 2 では肝臓を用いる in 

vivo 遺伝毒性試験の結果に基づき同様のカ

テゴリー化が行われ、ステップ 3 は骨髄を

用いる in vivo 小核形成結果が基準とされ

た（Mekenyan ら、2012 年）。最終的な結

果は 5 段階レベルの枠組みに分類され、3

ステップの生物学的組織の結果が 3 つ同時

に陰性であればレベル 1、結果が 3 つ同時

に陽性であればレベル 5 とした。 

AOP の開発および AOP の情報に基づく

IATA に関する最近の取り組みを踏まえ、本

研究では各試験系の機械論的な基準（試験

の能力）を因子にすることにより、in vitro、
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in vivoにおける外挿のワークフローの精緻

化を開始した。その目的は機械論的な情報

に基づく IATA の作成とし、IATA の要素は

試験の能力に基づいてグループ化された各

種 STT とした。次に、IATA の結果を適用

し、化学品の分類および表示に関する世界

調和システム（GHS）の変異原性カテゴリ

ーに従って、一連の試験による genotoxic 

carcinogens の分類について予測した。 

 

III-２. 研究方法および材料 

本研究の最初の部分では、これまで発表

の一環として収集された 162 種類の化学物

質のデータセット（Mekenyan ら、2012 年）

に依拠した。これらの物質について入手可

能なデータは、それぞれの試験の能力に従

ってカテゴリー化した。組織に対する精緻

化されたレベル全体の試験結果について、

試験の能力を踏まえて再検討した。 

データセットの対象とする試験系は、以

下の試験タイプ由来とした。 

 復帰突然変異検出のため、アミノ酸要求性

の複数の細菌株を用いる細菌復帰突然変

異試験（Ames 試験）（OECD TG 471） 

 染色体の構造異常および数的異常を検出

する哺乳類の染色体異常試験（OECD TG 

473） 

 遺伝子突然変異および染色体構造異常を

検出するマウスリンフォーマ試験（OECD 

TG 476） 

 肝細胞を用いる不定期 DNA 合成（UDS）

（OECD TG 486） 

 アルカリ単細胞ゲル電気泳動法（コメット

アッセイ）（現時点で OECD TG なし；国

際的な同意が得られたプロトコールが入

手可能（Olive and Banath（2006 年）参

照）） 

 トランスジェニックげっ歯類突然変異試

験（OECD TG 488） 

 マウス肝細胞を用いる in vivo 小核試験

（現時点で OECD TG なし；国際的な同

意が得られたプロトコールが入手可能

（Cliet ら、1989 年参照）） 

 骨髄小核試験（OECD TG 474） 

IATA の結果を、世界調和システム

（GHS）の変異原性カテゴリー（GHS、2013

年）に従って実際に遺伝毒性化学物質の分

類に適用するため、一連の試験による 214

種類の化学物質を OECD QSAR Toolbox 

v3.2の ISSCAN v4aデータベースから収集

した。本データベースは、OECD QSAR 

Toolbox v3.2 で入手可能なデータベースか

ら重複する遺伝毒性／がん原性データを抽

出したことにより補完された。ISSCAN デ

ータベースはイタリア高等保健研究所

（Instituto Superiore di Sanita）のウェブ

サイトからも自由に入手可能である。 

ISSCAN データベースには、がん原性に

関する情報およびがん原性に関する判定の

要約が含まれており、がん原性データベー

ス（ Carcinogenic Potency DataBase ：

http://potency. berkeley.edu/c pdb.html）

から得られる。がん原性は、ラットおよび

マウスを用いて測定される TD50 値に基づ

いて評価される。TD50 は、投与量がゼロ

であったら腫瘍を発生しなかったと考えら

れる供試動物を対象に、その半数に腫瘍を

誘導する一生を通じた 1 日あたりの投与量

の割合で、mg/kg 体重/日を単位とする。報

告される TD50 値は、ラットおよびマウス

の各実験結果が陽性の場合から得られた最

も強力な TD50 値の調和平均である。本研
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究では、化学物質に関するがん原性の結果

の要約に不一致という結果（すなわち、陰

性と陽性の両結果が混在）があれば、陽性、

すなわち最悪のシナリオとした。 

GHS では、生殖細胞の変異原性に基づい

た化学物質の分類が必要とされる。GHS は

2013 年 に 最 新 版 に 更 新 さ れ 、

http://www.unece.org/trans/danger/publi/

ghs/ghs_rev05/05files_e.html から入手可

能である。GHS の下で生殖細胞の変異原は、

証拠の重み付けに基づき 2 つのカテゴリー

の 1 つに分類される（GHS、2013 年）。変

異原性カテゴリー予測のため、GHS ガイダ

ンスを用いて試験系の組み合わせを導いた。 

 

III-３. 結果および考察 

3.1．試験の能力に従った in vitro、in vivo

におけるワークフローの精緻化 

データセットに反映された各試験につい

て、その予測される試験の能力に従ってサ

ブカテゴリー化した。カテゴリー化の結果

を図 1 に示す。 

細菌を用いて in vitro 変異原性を検討す

るレベル 1A は、ラット肝 S9 の外因性活性

による Ames 試験に代表される。本試験で

明らかにされるのは、短鎖長（例えば、2

～3 核酸塩基）の DNA 損傷のみである。レ

ベル 1B は、哺乳類を用いる染色体異常で

評価される in vitro 変異原性（ivt CA）試

験により特徴付けられ、DNA および／また

はタンパク質の損傷を明らかにし、マウス

リンフォーマ試験（MLA）では、染色体の

構造異常、異数性、ヘテロ接合性を喪失す

る組換え現象（例えば、遺伝子変換）が検

出される。レベル 1 の試験は、試験の能力

が異なるが相補的であることを示す。レベ

ル 2 は A、B、C の 3 つのグループに細分

される。グループ A は、コメットアッセイ

および不定期 DNA 合成（UDS）試験で評

価される、肝臓を用いる in vivo 遺伝毒性に

ついて検討する。コメットアッセイでは、

長鎖長（例えば、20～30 核酸塩基）の DNA

損傷が明らかにされる。肝臓を用いる不定

期 DNA 合成（UDS）試験は、DNA 修復機

能について評価する。両試験とも Ames 試

験と類似しているが、DNA 損傷範囲により

一部に不一致が予測される。グループ B は、

in vivoトランスジェニックげっ歯類突然変

異（TRM）試験に代表され、本試験では点

突然変異を検出する。TRM 試験は Ames

試験と同タイプの範囲の損傷（すなわち短

鎖長の DNA 損傷）を明らかにすることか

ら、Ames 試験に匹敵する能力がある。グ

ループ C の哺乳類を用いる染色体異常試験

（CA）で評価される in vivo 変異原性では、

染色体異常誘発性の事象（例えば、染色体

構造異常、異数性）が特定される。哺乳類

を用いる in vivo 染色体異常（CA）は、レ

ベル 1B に示す ivt CA 試験の範囲と類似し

ている。レベル 3 のカテゴリーは in vivo

変異原性の 1 つのみで、試験も骨髄小核試

験（MNT）の 1 つのみである。本試験は、

変異原性化学物質に対する主要な代謝活性

部位である、肝臓から離れた領域の染色体

異常誘発活性を検出する。レベル 2A のコ

メットアッセイ、レベル 2B の肝臓を用い

る in vivo TRM 試験、レベル 2C の in vivo 

CA は、in vivo MNT を補完する。 

これまでのワークフロー（Mekenyan ら、

2012 年）では、起源に関係なく in vitro 変

異原性試験の結果に基づき、陽性か陰性か

でまず化学物質を細分した。次の分類は肝
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臓を用いる in vivo 遺伝毒性作用に基づき、

続いて in vivo MNT の結果とした。レベル

全体の結果に不一致が生じた物質について

は、例えば in vivo のみの作用として、いわ

ゆる基質チャネリングや化学物質の代謝的

解毒の発生、骨髄など肝臓から離れた組織

への接近の間にタンパク質（または他の生

体分子）との相互作用能を獲得など、諸因

子を考慮することにより可能な限り正当化

された。こうした正当化は事例ごとの基準

では可能であったが、レベルとは無関係に、

少なくとも 1 つ陽性の変異原性データを不

採用にすることが 1 つの欠点であった。こ

れまでの試験系およびサブカテゴリー化の

方法について、図 2 に示す。 

例えば、レベル 1 の場合、最終的な変異

原性が陽性であると、Ames-S9、CA、また

は MLA 由来データが陽性であることに基

づく割り当てであると考えられる。これと

同じ方法が、レベル 2 および 3 における in 

vivo 変異原性の割り当てに用いられると考

えられる。故に、レベル 1 の最終的な変異

原性の判定が、Ames 試験データ陰性かつ

CA データ陽性の結果に基づき陽性に割り

当てられた場合、この化学物質はレベル 2

でなお陰性になることが考えられる。何故

なら、レベル 2 で選択される試験には、CA

試験に匹敵する試験の能力がなかったから

である。そのため、この化学物質の場合、

in vitro試験では陽性、肝臓を用いる in vivo

試験では陰性であると判断され、実際には

可能性がきわめて低い肝解毒作用関与の仮

説が立てられると考えられる。今回の in 

vitro、in vivo における外挿のワークフロー

は、こうした欠点への対処のため精緻化さ

れた。 

3.2. ワークフロー全体からみた Ames 試験

における化学物質の位置付け 

実際に改訂ワークフローの有用性を検討

するため、162 種類の化学物質のデータセ

ットについて、試験のタイプによる特性別

にカテゴリー化した。レベル 1A（すなわち

Ames 試験）陽性の化学物質のワークフロ

ー全体について、結果を図 3 に示す。  

9種類の化学物質は比較できなかったが、

in vitro Ames 試験陽性の化学物質の多く

は ivt CA試験において陽性であることが認

められた（70/78）。Ivt CA 試験で陰性また

は評価されなかった化学物質は、肝臓を用

いる in vivo コメットアッセイおよび／ま

たは UDS 試験で多くに陽性が認められた

（14/17）。このことから、これらレベル 2A

の試験とレベル 1A の Ames 試験との間に

一致した試験の能力があるとの予測が裏付

けられる。In vitro Ames 試験および CA 陽

性の化学物質と、in vivo コメットアッセイ

または UDS の結果との比較には、2 種類の

シナリオが提唱される。レベル 1A および

レベル 1B で陽性の化学物質 37 種類は、レ

ベル 2A の試験でも陽性である。これらの

化学物質について、肝臓を用いる反応が陽

性であることを確認するデータは、レベル

2B にもレベル 2C にもない。その一方、こ

のうち多くの化学物質が in vivo MNT（す

なわちレベル 3）では陰性になる。 

レベル 2A でデータがない 17 種類の化学

物質について、レベル 1 の結果が陽性であ

ることは、レベル2Bの肝臓を用いる in vivo 

TRM 試験により確認される。すなわち、こ

れらの化学物質が示す能力は、Ames 試験

と同じである。Ames 試験陽性の 16 種類の

化学物質は、レベル 2A では陰性である。
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レベル 2A の結果が陰性であることを確認

可能なデータはレベル 2Bにも 2Cにもない

が、これらの化学物質は MNT（すなわちレ

ベル 3）陰性であることから肝解毒作用が

示唆される。In vivo CA 試験では、in vitro 

CA 陽性の化学物質の最終結果を検討する

入手可能なデータが不十分である。 

生物学的組織レベル全体からみた、in 

vitro Ames 試験陰性の化学物質の結果も再

検討した。そのワークフローを図 4 に示す。  

レベル 1A で陰性の化学物質 74 種類のう

ち、レベル 1B でも陰性なのは 28 種類のみ

であった。この 28 種類の化合物のうち、レ

ベル 2A では 6 種類が評価されなかったが、

22 種類中 21 種類がレベル 2A およびレベ

ル 3 で陰性であった。一方、レベル 1A で

陰性の化学物質 74 種類のうち、レベル 1B

では 41 種類が陽性である。こうした結果に

ついては、CA 試験陽性が DNA かタンパク

質いずれかの損傷を示すのに対し、Ames

試験では DNA 損傷のみを評価することか

ら予測可能である。レベル 1A で陰性かつ

レベル 1B で陽性の化学物質 41 種類の in 

vivo 試験における最終結果を解析すると、

可能性として 2 つのシナリオが得られる。

レベル 1B で陽性の化学物質のうち 21 種類

はレベル 2A で陰性であり、レベル 1A と同

じ結果が得られる。試験の能力を因子にす

る場合、これらの化学物質を、CA 陽性であ

る一方コメットアッセイ陰性のデータによ

り示されるとおりに肝解毒作用に関与させ

るべきでないことは明らかである。 

興味深いことに、レベル 1A で陰性の化

学物質のうち、レベル 1B とレベル 2A のい

ずれも陽性の物質が 15 種類みられる。コメ

ットアッセイと Ames 試験との間には、試

験の能力に類似性があるにも関わらず、2

つの試験系間の DNA 損傷範囲が異なるの

である。これらの化学物質について、レベ

ル 2B で最終結果を解析する入手可能なデ

ータはないが、レベル 3 の陽性データによ

れば、これらの化学物質は in vivo 試験すべ

てで陽性を維持している。 

したがって、変異原性陰性（または解毒

作用）を明らかにする場合には、コメット

アッセイは Ames 試験と類似の能力を有す

るが、変異原性陽性を明らかにする場合に

は、コメットアッセイおよび UDS 試験は

CA 試験との類似性がより高くなる。 

試験の能力を因子とすることで、各種試

験の結果を解釈する機能が強化され、その

後の戦略的試験法の志向をより有効なもの

にできることは明らかである。 

化学物質の変異原性カテゴリーへの分類 

今回の改訂ワークフローから得られる見

識を実際に適用する観点から研究を行い、

GHS の下で変異原性の分類および表示の

カテゴリーを予測する際のワークフローの

有用性について判定した。 

GHS の下では、変異原性について 2 種類

のカテゴリー（カテゴリー1A、カテゴリー

1B、カテゴリー2）が定義されている。ヒ

ト疫学研究に基づき遺伝性の突然変異を誘

発することが知られている化学物質は、カ

テゴリー1A と定義され、一方、哺乳類の研

究に基づき遺伝性の突然変異を誘発すると

みなされる化学物質は、カテゴリー1B と定

義される。ヒト集団の突然変異の発生率、

またはその頻度上昇の可能性に関する諸研

究から信頼性の高い情報を得るのはきわめ

て困難であることから、今回の研究では、

遺伝性の突然変異を誘発することが知られ
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ているか、誘発するとみなされる化学物質

は単一のカテゴリー（カテゴリー1）に統合

した。したがって、カテゴリー1 の物質と

するには、 

ヒトまたは哺乳類の生殖細胞の突然変異

について陽性の証拠（優性致死試験など）

が必要とされる。 

カテゴリー2 では、哺乳類の in vivo 体細

胞変異原性試験または体細胞遺伝毒性試験

で得られた陽性の証拠、また一部の例では

in vitro 試験の裏付けを示す試験法から陽

性の結果が必要とされる。換言すると、カ

テゴリー2 は変異原性および遺伝毒性デー

タの組み合わせに基づき、体細胞から生殖

細胞まで、および哺乳類からヒトまで外挿

する。 

本研究では、既存の GHS 分類を補完す

るため、追加カテゴリーであるカテゴリー3

を仮定した。こうした仮定は、GHS 分類を

正式に拡大するためではなく、遺伝毒性対

変異原性の評価試験間の識別に寄与するこ

とを目的としたものである。よって、in vivo

体細胞変異原性試験陽性データが得られ、

in vitro 変異原性試験の裏付けがある化学

物質は、カテゴリー2 の変異原であると判

断する。既に in vitro 変異原性陽性データ

による裏付けがある場合、in vivo 変異原性

陽性データではなく in vivo 遺伝毒性陽性

データ（例えば、コメットアッセイまたは

UDS）が用いられる状況を明らかにするに

は、新たに設けたカテゴリー3 が提唱され

る。 

生殖細胞の情報の必要性を明らかにする

ため、IATA の範囲を拡大し優性致死試験を

特徴付ける要素を得た。その IATA のワー

クフローについて図 5 に概要を示す。 

優性致死試験陽性の化学物質はカテゴリ

ー1 の変異原に分類され、生殖細胞の突然

変異を裏付ける追加的な変異原性陽性デー

タは必要とされない。これは、GHS 分類に

よれば、生殖細胞の変異原性が最終的

（apical）エンドポイントとみなされるこ

とによる。生殖細胞を用いる試験がさまざ

まな国の規制に果たす役割は、なお協議中

である。US EPA、米国食品医薬品局（US 

FDA）、カナダ、英国、EU、日本では、生

殖細胞を用いる試験を段階 2 および段階 3

に配置している。しかし、インド、オース

トラリアにあるのは段階 1 の試験のみであ

り、生殖細胞を用いる試験は含まれていな

い。US FDA、US EPA、欧州食品安全機関

（EFSA）によれば、体細胞を用いる試験

が陽性である化学物質の場合、通常は生殖

細胞に到達することが想定されるため、生

殖細胞変異原であると考えられる（EFSA、

2011 年）。体細胞を用いる試験が陰性であ

る化学物質の場合、生殖細胞でも陰性が想

定されると考えられる。したがって、生殖

細胞の遺伝毒性／変異原性について日常的

に試験を行う必要はないと結論付けられる。

日本の国立医薬品食品衛生研究所（NIHS）

では、体細胞の強力な変異原でがん原性が

ない矛盾する状況の解決の際、生殖細胞を

用いる試験は有用であると判断している。

この場合、変異原性の作用から遺伝性疾患

が最終的に生じると考えられるか否か評価

するため、生殖細胞による試験を実施すべ

きであることが推奨される。 

In vitro 変異原性陽性かつ in vivo 変異原

性陽性であるデータの化学物質は、カテゴ

リー2 の変異原に分類される。すなわち、

図 5 の in vitro Ames 試験および肝臓を用
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いる in vivo TRM 試験で陽性が認められる

化学物質は、カテゴリー2 の変異原である

とみなされる。 

この例でカテゴリー2 の変異原を定義す

る基準となるのは、試験の能力が同一であ

る試験の組み合わせ（すなわち DNA 損傷）

である。ただし、in vitro および in vivo 変

異原性試験にはさまざまな組み合わせがあ

り、化学物質をカテゴリー2 の変異原に分

類するには、その組み合わせに依拠するこ

とも考えられる。同一の能力の試験に基づ

きカテゴリー2 の変異原に分類される例に

は、in vitro Ames 試験と骨髄を用いる in 

vivo TRM 試験、ivt CA と肝臓を用いる in 

vivo CA、ivt CA と in vivo MNT の組み合

わせが挙げられる。カテゴリー2 の変異原

に分類される例は、in vitro Ames 試験と肝

臓を用いる in vivo CA、in vitro Ames 試験

と in vivo MNT、ivt CA と in vivo TRM、

ivt CA と骨髄を用いる in vivo TRM 試験の

組み合わせなど、異なる能力の試験に基づ

く場合もある。 

実際に、ECHA の ITS は、異なる能力の

試験の組み合わせに依拠している（ECHA、

2013 年）。例えば、変異原性が、in vitro 

Ames 試験および／または ivt CA および in 

vivo MNT の組み合わせに基づいて割り当

てられる場合がある。この例では、in vitro 

Ames試験と in vivo MNTの組み合わせが、

カテゴリー2 の変異原の分類には望ましい

と考えられる。対照的に、医薬品の不純物

を評価する NIHS のワークフローでは、同

一の能力を持つ試験の組み合わせ、すなわ

ち in vitro Ames 試験と肝臓を用いる in 

vivo TRM 試験の組み合わせが必要とされ

る。類似の能力か異なる能力かいずれの試

験の組み合わせによる分類に基づいても、

利点と欠点の双方が認められる。同一の能

力を持つ試験の組み合わせに基づいて変異

原性を分類すると、変異原性の経路全体か

らみた予測の確実性が高まる利点があり、

他方、異なる能力の試験では広範な領域の

検討を可能にする利点がある。 

カテゴリー3 は、同一の能力または異な

る能力を持つ in vitro および in vivo 試験の

組み合わせにより定義できる。例えば、in 

vitro Ames 試験と in vivo コメットアッセ

イ（または UDS）を組み合わせた結果から、

DNA に基づく遺伝毒性の結果を明らかに

することにより、カテゴリー3 の変異原で

あることを定義できる。一方、ivt CA と in 

vivo コメットアッセイ（または UDS）を組

み合わせた結果から、DNA およびタンパク

質に基づく変異原性の結果を明らかにする

ことにより、カテゴリー3 の変異原である

ことを定義できる。 

3.3. げっ歯類のがん原性予測に関する変異

原性カテゴリーの性能 

一連の試験のデータを用いたげっ歯類の

がん原性陽性の予測について、試験の能力

の類似か相違のいずれかに基づく試験の組

み合わせを検討する前に、まず個別の in 

vitroおよび in vivo試験の性能を検討した。

表 1 に、げっ歯類のがん原性予測に関する

個別の試験の性能を示す。 

変異原性試験の多く（例えば、Ames 試

験、コメットアッセイ、MNT、げっ歯類優

性致死（RDL）試験）がげっ歯類のがん原

性に高感度を示し、特異度に関し中位を上

回る性能が認められたのは、in vitro Ames

試験および ivt CA 試験のみであった。最終

的に本研究結果は、がん原性の予測に関す
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る偽陽性の割合の高さを代償に、高感度を

得ていることを示す。 

偽陽性の割合が高い結果であることは、

欧州代替法評価センター（ECVAM）が開催

したワークショップ期間中に取り上げられ

議論された（EFSA、2011 年参照）。ヒトに

は無関係とみなされる陽性の結果を得る可

能性としての機序、およびそのことを裏付

ける証拠について、より優れたガイダンス

を要することが確認された。 

今回の研究では、がん原性陽性の予測に

ついて、3 つの変異原性カテゴリーの性能

を検討した。がん原性陽性の予測を定義す

ると、2 つの変異原性試験を用いて、変異

原をがん原性と関連するカテゴリーに分類

する際、いずれも陽性の結果が認められる

ことをいう。がん原性陽性の予測の正しさ

は、あるカテゴリーを定義付ける場合、両

試験の最終的な変異原性の結果が陽性であ

り、その結果が陽性の発がん物質に該当す

るかにより認められると考えられる。 

そこで、最初に我々は、げっ歯類のがん

原性と変異原性のカテゴリー間の関係を検

討し、試験の能力の特徴が同一である場合

について明らかにした。そのため、カテゴ

リー3 の変異原の定義に用いるワークフロ

ーは、in vitro Ames 試験および in vivo コ

メットアッセイが陽性のデータを組み合わ

せ、次にこのデータをげっ歯類のがん原性

と関連付けることにより得た。その解析結

果を表 2 に示す。 

15 種類の化学物質が、定義済みのカテゴ

リー3 の変異原とがん原性に重複すること

が認められた。明らかに、カテゴリー3 の

変異原とげっ歯類の発がん物質との関係は、

感度に関しきわめて優れた性能を示した。

15 種類の化学物質のうち、2 種類のみがカ

テゴリー3 陽性かつがん原性の観察結果に

よれば陰性であることが認められた。こう

したわずかな逸脱は、変異原性を定義する

カテゴリー3 の領域に限界がある（すなわ

ち、遺伝毒性を示したコメットアッセイ陽

性のデータが、最終的にすべて突然変異を

もたらすとは限らない）ことを考慮すると、

予測され得ることである。重複する化学物

質の数は限られているが、本研究の最終結

果をみると、がん原性の予測に関する偽陽

性の割合は低い（13%）。 

次の解析では、in vitro Ames 試験および

in vivo TRGにより定義されるカテゴリー2

の変異原性と、げっ歯類のがん原性との関

係について検討した。少数の化学物質（11

種類）がカテゴリー2 の変異原とがん原性

に重複することが認められた。この場合も、

ほぼすべてのカテゴリー2 の変異原が陽性

の発がん物質であると認められ、そのため

感度に関しては 91%の性能を示し、発がん

物質予測に関する偽陽性は 9%にすぎなか

った。 

同様の研究により、このカテゴリー化の

ワークフローに沿って、DNA および／また

はタンパク質の損傷を明らかにする試験を

基準とし、定義された変異原性のカテゴリ

ーとの関連性について検討した。がん原性

陽性の予測では、まず ivt CA 試験と in vivo 

CA 試験（または MNT）の組み合わせに基

づいた。この場合、陽性データで同一の能

力を持つ試験の組み合わせを基準にすると、

これを満たすカテゴリー2 の変異原に属す

化学物質は、すべて陽性の発がん物質であ

ることが認められた。 

In vitro CA および in vivo MNT 陽性デ
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ータに基づくカテゴリー2 の変異原とがん

原性との関係も、きわめて高感度（92%）

を示した。In vitro CA と in vivo MNT 陽

性データに基づくと、39 種類の化学物質の

うち、3 種類（8%）のみが変異原性かつが

ん原性試験陰性であることが認められた。

偽陽性の発がん物質の割合が低いことから、

肝臓から離れた骨髄に到達する反応性の化

学物質は、がん誘発の可能性が高いことを

示す。 

カテゴリー1 は、in vivo 優性致死試験

（DLT）陽性データに基づき定義される。

表 2 のとおり、カテゴリー1 の変異原とが

ん原性との関係は、重複する 45 種類の化学

物質に基づいている。興味深いことに、カ

テゴリー1に属す 45種類の化学物質のうち

37 種類（82%）は、単一の in vivo DLT 陽

性データに基づくと、陽性の発がん物質で

あることも認められる。45 種類の化学物質

のうち、8 種類（18%）のみが変異原であ

るようにみられ、かつ遺伝性疾患を引き起

こす可能性があると考えられるにも関わら

ず、がん原性に該当しない。偽陽性の予測

が低い数値に留まることから、肝臓で解毒

されず性腺で持続的な変異原性を十分に生

じる化学物質の多くは、遺伝毒性とみなせ

ることが示された。 

さらに同様の解析を、能力が異なる試験

の組み合わせに基づくカテゴリーを定義す

ることにより実施し、カテゴリー2 および 3

の変異原とげっ歯類のがん原性との関係を

検討した。例えば、カテゴリー2 の定義に

は in vitro Ames 試験および in vivo MNT、

カテゴリー3 の定義には ivt CA および in 

vivo コメットアッセイを用いる。 

本研究では、試験の能力の特徴が同一で

ある場合を明らかにした際とほぼ同じ結果

が認められ、がん原性の予測に関する偽陽

性を比較的低い数値（10～12%）に抑え、

85～90%の感度を得ている。変異原性とが

ん原性との関連付けに用いられた限られた

データベースに基づくと、同一の能力また

は異なる能力を持つ試験を用いる利点につ

いて、最終的な結論は下せないと考えられ

る。 

要約すると、類似の能力を持つ in vitro

および in vivo 試験の結果を組み合わせる

と、主に偽陽性の減少により予測能が向上

する。化学物質について、提唱される試験

の組み合わせの立証に要する試験をすべて

検討し、検討した物質数は限られている（す

なわち、計 214 種類のみ）が、個別の試験

に比べ偽陽性の劇的な減少が顕著に認めら

れる。 

 

III-4. 結 論 

これまで作成された遺伝毒性に関する in 

vitro、in vivo における外挿のワークフロー

を、試験の能力に基づいて精緻化した。今

回、改訂ワークフローを通じ化学物質 162

種類のデータセットを再評価し、データの

結果を解釈する際の欠点に対処した。これ

により、最初の TIMES モデルを開発し、

その見識を改善に用いた手法からさまざま

な示唆が得られる。今回の改訂ワークフロ

ーでは、GHS の変異原性カテゴリーから陽

性の遺伝毒性を予測する際、その実用性検

討の取り組みまで範囲を広げた。試験の能

力の類似性または相違性を明らかにした各

種組み合わせの試験系について、その性能

を評価してもほとんど差異が認められなか

った。ただし、研究に利用可能な一連の試
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験が限られていたため、今回の結果には偏

りが含まれていたことが考えられる。 

今後の作業では、このワークフローを拡

大し入手可能な TIMES モデルの結果を取

り込み、体系的な利用に向け、このワーク

フローを実践的な IATA に取り入れていく

ことになる。 
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Ames-S9：外因性代謝活性化系存在下の細菌遺伝子変異試験、CA：染色体異常試験、MLA：

マウスリンフォーマ試験、Comet：コメットアッセイ、UDS：不定期 DNA 合成、TRM：

トランスジェニックげっ歯類突然変異試験、MNT：小核試験 

 

図 1. 試験の能力を考慮した in vitro から in vivo へのワークフロー 

 

 

 

 

 

 

図 2. Mekenyan らによるワークフロー（2012） 
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図 3. Ames 試験陽性化学物質のワークフロー全体における結果の内訳 
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図 4.  Ames 試験陰性化学物質のワークフロー全体における結果の内訳 
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図 5.  遺伝毒性をカテゴリー化して予測するための IATAA ワークフロー 

 

 

 

 

表 1 げっ歯類発がん性を予測するための各遺伝毒性試験の能力 

 

Mutagenicity 

# Chem  

 

 

 

 

 

Carcinogenicity 

In vitro  In vivo liver  In 

vivo 

BM  

In 

vivo 

Germ 

cells  

Ames 

-S9  

Ames 

+S9  

CA 

-S9  

CA 

+S9  

MLA  UDS, 

Comet  

TRM  MNT, 

CA  

MNT  RDL  

478  344  217  63  89  126  54  65  290  111  

Sensitivity, %  81  75  68  59  77  90  94  90  75  82  

False 

Positives, %  

55  49  46  59  78  67  74  70  71  74  
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表 2 発がん性の陽性予測能力が同じと仮定した場合の変異原性カテゴリー化の有効性 

 

Combination of in 

vitro and in vivo  

tests 

Defined 

Category 

mutagens  

Sensitivity to 

positive 

carcinogenicity, 

(%) 

Rate of false 

positive 

carcinogens, (%) 

Total  

#   

chemicals 

Ames and Comet Category 3 87 (13/15) 13 (2/15) 15 

Ames and TRM Category 2 91 (10/11) 9 (1/11) 11 

ivt CA and CA Category 2 100 (13/13) - 13 

ivt CA and MNT Category 2 92 (36/39) 8 (3/39) 39 

DLT Category 1 82 (37/45) 18 (8/45) 45 
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IV. 既存遺伝毒性試験データを用いた in vivo 遺伝毒性の知識ベース SAR モデルの改良に

関する研究  

- Derek Nexus を用いて in vivo 変異原性のエンドポイントを予測するためのトランスジェ

ニックげっ歯類データの利用（研究分担：本間正充） 

 

研究協力者  S. Canipa ラーサ研究所 

研究協力者  A. Cayley  ラーサ研究所 

研究協力者  L. Fisk  ラーサ研究所 

 

 

 

IV-1. 研究目的 

 化学物質の危険有害性およびヒトへのリ

スクの評価の一環として、in vivo での突然

変異誘発性の評価は重要。これは、突然変

異とがんとの因果関係のみではなく、その

他の非がん性疾患を誘発する突然変異の可

能性についても同様である。化学物質の変

異原性の評価は通常、in vitroおよび in vivo

の一連の試験を用いて行われる。現在利用

可能であり、幅広く用いられている in vivo

遺伝毒性試験（in vivo における染色体異常

試験および小核試験など）の一つの欠点は、

これらの試験法では変異原性を直接測定す

るのではなく、染色体損傷を検出すること

によって遺伝毒性を評価しているという点

である。一方、トランスジェニックげっ歯

類を用いる試験法（TGR アッセイ）では、

有害な影響として化学物質の変異原性（化

学物質により誘発される突然変異）を検出

する。多くの場合関心の対象となるのは化

学物質が突然変異を誘発する可能性である

ことから、TGR を用いる試験は他の多くの

遺伝毒性試験に比べて非常に有用性が高い。 

 

in vivoでの化学物質の変異原性を評価する

ことの重要性を考慮すると、このエンドポ

イントに対する構造アラートが有用である

のは明白である。TGR アッセイは、このよ

うなアラートの構築に用いることができる

信頼性の高いデータを提供する。現在公開

されている Derek の知識ベースに収録され

た in vivo 変異原性に関するアラートは

TGR アッセイのデータから導き出された 1

種（キノロンの活性をカバー）のみである

（アラート 016）。この点を踏まえると、

TGRデータのデータセットに対するDerek

の感度は低いことが予測される。このこと

は、OECD が発表したレビュー（Lambert 

et al）に提示されたデータを用いて NIHS

がまとめた TGR アッセイデータのデータ

セットに対する Derek の性能を測定した際

に確認されている。表 1 に示したとおり、

このデータセットに対する感度はわずか

10%であった。 

In vivo において化学物質に誘発される

突然変異を評価することの重要性、および

このエンドポイントのモデル化に用いる

TGR データの利用可能性を考慮し、Derek
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の in vivo 変異原性カバレージを拡大すべ

きであると考えている。これを、今年度の

NIHS プロジェクトの目的の一つとした。 

この目的を達成するため、Derek の知識

ベースにおける in vitro 変異原性に関する

既存のアラートを拡大適用して in vivo で

の活性をカバーできるか否かを検討した。

以下の第 1.2 項に示したこの方法は、過去

の NIHS プロジェクト（第 4 年次～第 7 年

次）でも in vivo 染色体損傷のカバレージを

拡張するために採用され、良好な成果が得

られている。染色体損傷の評価項目に関し

ては、この方法により比較的短期間のうち

に同様のデータセットに対する感度を大幅

に向上させることができた（作業開始前は

5%、昨年度のプロジェクト完了後には

32%）。 

 

表 1. NIHS の TGR データに対する Derek 

KB2014 の予測率 

 Pred +ve Pred –ve 

Exp +ve 11 102 

Exp –ve 0 75 

Sensitivity = 11/113 = 10%; Specificity = 

75/75 = 100%; Accuracy = (11+75)/188 = 

46% 

 

IV-2. 研究方法 

NIHS より、188 種の異なる化合物に関

する TGR アッセイデータのデータセット

が提供された。このデータセットは、OECD

が発表したレビュー（Lambert et al）に提

示された TGR アッセイデータを用いて

NIHS がまとめたものである。Lhasa 社で

は、このデータセットにおける TGR での判

定結果に基づき、以下のルールに従ってこ

れらの化合物を陽性（113 化合物）または

陰性（75 化合物）の結果に振り分けた。  

 ＋＝標的組織で陽性（発がん性データ

が利用できる場合）。総合判定は陽性と

する 

 －＝標的組織で陰性（発がん性データ

が利用できる場合）かつ試験対象とさ

れたことがある他のいかなる組織でも

陰性（コメント欄に記述）。総合判定は

陰性とする。 

 na(+)＝標的組織で陰性（発がん性デー

タが利用できる場合）であるが、コメ

ント欄に記載されている他の組織で陽

性。総合判定は陽性とする。 

 na(-)＝標的組織で陰性（発がん性デー

タが利用できる場合）かつコメント欄

に記載されている試験対象とされた他

の組織で陰性。総合判定は陰性とする。 

2014 年に公開された Derek の知識ベー

ス（KB）を用い（Derek Nexus 4.0）、in vitro

変異原性に関するアラートに対してこのデ

ータセットを検討した。この KB には in 

vitro変異原性に関するアラートが118種収

録されており、これらのアラートのうち 39

種が TGR アッセイデータに関連するもの

であった。 

1 種のみの活性化合物に対するアラート

からは意味のある結果を導き出すために十

分なデータが得られないことが予測された

ため、3 種以上の活性化合物を対象とした

in vitro アラートを優先し、このようなアラ

ートについてさらに検討を行った。優先し

たアラートを表 2 に示す。 

 表 2 に示したアラートを陽性適中率に従

って分類し、さらに優先順位を付した。陽

性適中率の高い（したがって、in vivo のデ
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ータと強く相関する）in vitro アラートほど、

in vivoでの活性の予測に拡大適用できる可

能性が高いと考えられた。このような観点

から、陽性適中率が 70%を超えるアラート

を優先し、これらのアラートについてさら

に検討を行った（表 2、Entry 2～8）。なお、

キノリン（Entry 1）に対するアラート 016

については、既に in vivo 変異原性を予測す

るアラートであるため今回の優先順位付け

から除外されていることに留意されたい。 

上記の優先アラートのそれぞれについて、

ChemIDPlus、Vitic Nexus のデータベース

1、および eChemPortal2を通じた ECHA 毒

性データへのアクセスにより、追加できる

公開データを検索した。 

各活性化合物における総合的な結果を導

き出すため、Lhasa 社の専門家が利用可能

な TGR アッセイデータを厳格に評価した。

続いて、TGR アッセイデータに対する in 

vitro アラートの性能を評価し、in vitro ア

ラートが in vivo データに対して十分な予

測性能を有し（TGR アッセイの結果を用い

て評価）、なおかつ双方のエンドポイントに

は同一のメカニズムが関与していると考え

られた場合、当該アラートを in vivo での活

性の予測に拡大適用した。このようにして

拡大適用されたアラートは、in vitro および

in vivoでの双方の変異原性を予測するもの

であった。予測性能が不十分である場合、

または in vivo での毒性に関与するメカニ

ズムが異なっていると考えられた場合には、

                                                  
1 Vitic Nexus Database バージョン 2.5.0 
2 

http://www.echemportal.org/echemportal/index?pag

eID=0&request_locale=en 

当該の in vitro アラートを拡大適用しない

こととし、観察された結果を追記するため

にアラートの記述を更新した。 
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表 2.  NIHS の TGR データを検索した結果、2 つ以上の in vitro 変異原性のアラートを

持つ化合物

 

Entry 

Alert 

no Alert name Active Inactive 

Pos 

Pred 

(%) 

No of 

compounds 

1a 016 Quinoline 11 0 100 11 

2b 

330 

Aromatic azo 

compound 3 0 100 3 

3b 

351 

Aromatic amine or 

amide 3 0 100 3 

4b 

007 

N-Nitro or N-nitroso 

compound 13 1 92.86 14 

5b 

339 

Polycyclic aromatic 

hydrocarbon or 

hetero-analogue 8 1 88.89 9 

6b 

352 

Aromatic amine or 

amide 7 1 87.5 8 

7b 

354 

Aromatic amine or 

amide 5 1 83.33 6 

8b 019 Epoxide 4 1 80 5 

9 

329 

Aromatic nitro 

compound 10 5 66.67 15 

10 027 Alkylating agent 9 6 60 15 

11 023 vic-Dihalide 2 2 50 4 

12 331 Halogenated alkene 2 2 50 4 

14 328 Halogenated methane 0 3 0 3 

 

 

IV-3. 研究結果 

 表 3 に示すとおり、検討対象とした 7 種

のアラートのうち6種は in vivoでの活性と

関連性があると判断され、in vivo に拡大適

用した。これらのアラートはいずれも in 

vivo データに対する十分な予測性能を有し

ており、活性のメカニズムは in vitro およ

び in vivo のエンドポイントにおいて同一

のものであると考えられた。また、哺乳類

における推論レベルは、拡大適用としたア

ラートの大半（6 種中 5 種）で「妥当」で

あるとみなした。これは、これらのアラー

トは陽性適中率が比較的高いこと、および

観察された活性は特定の toxicophore に起
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因するものであると予想されたことに基づ

いた判定である。 

一方、芳香族アミンおよびアミドに対す

るアラート 352 については推論レベルを下

げて「不確か」とし、このアラートの予測

性能が信頼性に劣ることを示している。ア

ラート 352 において推論レベルを「不確か」

とした理由は、(i)このクラスには複数の不

活性化合物が含まれているために当該アラ

ートの陽性適中率が低くなること、および

(ii)このクラスに属する複数の化合物が他

の toxicophore（芳香族アゾ基）を構造中に

有していることである。このような理由に

より、これらの化合物に関しては、観察さ

れた活性が特定の toxicophore（芳香族アミ

ンまたはアミド）によるものであるという

信頼性に欠けると判断した。 

 

 

表 3 アラート調査の結果 

Entry Alert 

number 

Alert name Outcome Reasoning 

rule 

Likelihood 

1 330 Aromatic azo 

compound 

Comments 

updated 

N/A N/A 

2 351 Aromatic amine or 

amide 

Alert 

extended to 

in vivo 

New 

reasoning 

rule added 

Plausible 

3 007 N-Nitro or N-nitroso 

compound 

Alert 

extended to 

in vivo 

New 

reasoning 

rule added 

Plausible 

4 339 Polycyclic aromatic 

hydrocarbon or 

hetero-analogue 

Alert 

extended to 

in vivo 

New 

reasoning 

rule added 

Plausible 

5 352 Aromatic amine or 

amide 

Alert 

extended to 

in vivo 

New 

reasoning 

rule added 

Equivocal 

6 354 Aromatic amine or 

amide 

Alert 

extended to 

in vivo 

New 

reasoning 

rule added 

Plausible 

7 019 Epoxide Alert 

extended to 

in vivo 

New 

reasoning 

rule added 

Plausible 

 

 

芳香族アゾ化合物に対するアラート 330 は、拡大適用としなかった（表 3、Entry 1）。
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TGR アッセイにおいていくつかの芳香族

アゾ化合物が変異原性を示すことが報告さ

れているが（Lambert et al）、これらの化

合物はその活性に関与する可能性のある他

の構造的特徴（すなわち、芳香族アミン基）

も有していた。結果として、このアラート

に対するコメントを更新したが、新たなル

ールは追加しなかった。 

改良したアラートを含む新しい知識ベー

ス（Derek KB 2014＋第 8 年次 NIHS）の

予測性能は、NIHS の TGR データセットを

用いて評価した（表 4）。比較のために、2014

年に公開された標準的な Derek KB 2014

のこのデータセットに対する性能を表 1 に

示している。  

上記の結果、感度（10%から 41%に上昇）

および正確度（46%から 62%に上昇）に大

幅な向上が認められ、これに伴う特異度の

低下（100%から 93%）はごくわずかであっ

た。 

表 1. NIHS の TGR データに対する Derek 

KB2014 に NIHS Yr8 Knowledgebase を

加えたの予測率 

 Pred +ve Pred –ve 

Exp +ve 46 67 

Exp –ve 5 70 

Sensitivity = 46/113 = 41%; Specificity = 

70/75 = 93%; Accuracy = (46+70)/188 = 

62% 

 

IV-4. 考 察 

化学物質の危険有害性およびリスクの評

価の一環として、ヒトにおける突然変異誘

発性の評価が重要となることが多い。これ

は、突然変異とがんとの因果関係のみでは

なく、その他の非がん性疾患を誘発する突

然変異の可能性についても同様である。化

学物質の変異原性の評価は通常、in vitro

および in vivo の一連の試験を用いて行わ

れる。現在利用可能であり幅広く用いられ

ている in vivo 遺伝毒性試験（in vivo にお

ける染色体異常試験および小核試験など）

の一つの欠点は、これらの試験法では変異

原性を直接測定するのではなく、染色体損

傷を検出することによって遺伝毒性を評価

しているという点である。一方、トランス

ジェニックげっ歯類を用いる試験法（TGR

アッセイ）では、有害な影響として化学物

質の変異原性（化学物質により誘発される

突然変異）を検出する。多くの場合関心の

対象となるのは化学物質が突然変異を誘発

する可能性であることから、TGR を用いる

試験は他の多くの遺伝毒性試験に比べて非

常に有用性が高い。 

この点を考慮し、このようなアッセイに

対する DX の予測性能を改善するために、

公開されている TGR データをまとめて

NIHS が作成したデータセットが Lhasa 社

に提供された。NIHS より提供された TGR

データは、DX における in vivo 変異原性の

エンドポイントに関連するものであった。

このエンドポイントは、DX において未だ十

分に開発されていないものである。現在の

ところ、このエンドポイントに関するアラ

ートは 1 種のみであり、このデータが知識

ベースに使用されている（アラート 016）。

実際に、このエンドポイントに対して上記

のデータセットを処理した結果、感度はわ

ずか 10%、balanced accuracy は 55%であ

った。この分析結果より、このエンドポイ

ントに対する予測性能を改善する必要があ

るのは明白であった。これを行うための一
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つの方法として、in vivo のエンドポイント

に関するアラートの開発を迅速化するため、

過去のプロジェクトで in vivo 染色体損傷

のエンドポイントの開発に用いたものと同

様の方法を採用し、アラート、構造活性相

関およびこのエンドポイントにおいて同定

されているメカニズムを用いて同一のエン

ドポイントに関して十分に開発されている

in vitro での予測システムを利用すること

が考えられた。DX の知識ベースにおける

in vitro 変異原性のエンドポイントは既に

十分に開発されていることから、この方法

は妥当であると判断された。よって、最初

に、上記のデータセットを DX の in vitro

変異原性のエンドポイントに対して処理し

た。予測されたとおり、このエンドポイン

トにおける感度は良好（73%）であったが、

特異度が比較的低い値（57%）を示した。

このため、必要に応じて in vivo の結果とア

ラートとの関連性について各 in vitro アラ

ートを個別に評価することによって、この

高い感度を維持したまま in vivo のエンド

ポイントにおける特異度を改善する必要が

あると考えられた。このような観点から、

トランスジェニックげっ歯類を用いた試験

における in vitro 変異原性アラートの関連

性について検討するため、特定の基準（陽

性適中率 50%以上、かつ当該アラートをア

クティブ化する化合物が 3 種以上）に合致

する in vitro 変異原性アラートのショート

リストを作成した。このリストのアラート

を分析することにより、最も短時間でこの

エンドポイントにおける感度を改善するこ

とができると考えた。11 種のアラートが上

記の基準に合致し、 以下に示す 7 種を今年

度のプロジェクトの一環として検討した。

検討対象とした各アラートに関する文献デ

ータをさらに検討した結果、7 種の in vitro

変異原性アラートのうち 6 種に、関連する

推論ルールを追加して in vivo 変異原性の

予測に拡大適用することとした（以下の 1

～6）。また、すべてのアラート（以下の 1

～7）のコメントを更新し、当該の化学クラ

スに属する化合物の in vivo での活性と in 

vitro での活性との関連性を記述するため

に in vivo データを追記した。また、アラー

トに関連参考文献のリンクを示し、必要に

応じて例証化合物を追加した。 

 

1. アラート 007－N-ニトロまたは N-ニト

ロソ化合物 

2. アラート 019－エポキシド 

3. アラート 339－多環芳香族炭化水素また

はそのヘテロ類似体 

4. アラート 351－芳香族アミンまたはアミ

ド 

5. アラート 352－芳香族アミンまたはアミ

ド 

6. アラート 354－芳香族アミンまたはアミ

ド 

7. アラート 330－芳香族アゾ化合物 

 

上記の方法により DX の知識ベースを更

新した結果、このエンドポイントにおける

上記データセットに対する感度が 41%まで

上昇し、特異度は良好に維持された（93%）。 

トランスジェニックげっ歯類データセッ

ト中の 3 種以上の化合物によってアクティ

ブ化され、なおかつ陽性適中率が 50%超で

ある検討すべき優れた in vitro アラートが

4 種残されている。また、陽性適中率は低

いが 3 種以上の化合物によってアクティブ
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化されるアラートが 1 種、in vivo 変異原性

を予測できるが更新の必要があるアラート

が 1 種（アラート 016）存在する。したが

って、この作業を完了させて共同論文を発

表するために、今後のプロジェクトにおい

てもこの方法を継続することが妥当である

と考えられる。 

この作業の継続にあたっては、この方法

には、カバーすることができる化合物数と

いう点で限界があることに留意する必要が

ある。しかし、さらに重要なことは、in vitro

での活性と in vivo での活性との関係は、必

ずしも当該化学物質が属する化学クラスま

たは遺伝毒性誘発メカニズムによって決定

される（これによりアラートがアクティブ

化）わけではなく、このかわりに化合物の

物理化学的性質に関する記述子および

ADME 特性が関連している可能性がある

という事実に基づいた、より本質的な限界

があることである。このため、メカニズム

に基づいた構造アラートでは、in vivo にお

いて陽性であるか陰性であるかを的確に区

別できないことがある。この点を考慮し、

in vitro で陽性の結果が得られた化合物の

in vivo での活性を、構造クラスのみに基づ

くのではなく物理化学的性質に基づいて予

測する予備的な検討も行った。このアプロ

ーチには、in vitro での結果と in vivo での

活性との関連性に関するより一般的なルー

ルを明らかにすることができる利点がある

と考えられる。このような関連性を発見す

ることができれば、既に十分に開発されて

いる in vitroでの予測を出発点として用い、

より速いペースで in vivo エンドポイント

のカバレージを拡張することができるであ

ろう。しかし、最初に、in vitro で陽性と予

測されている化合物を in vivo で陽性であ

る化合物と陰性である化合物とに区別する

ことができる記述子の同定を目的として行

った調査では、十分な成果が得られなかっ

た。この分析では、正しい記述子またはそ

の組み合わせは発見することができなかっ

たと考えられる。 

In vitro および in vivo の遺伝毒性の結果

／予測とがん原性との関連性に関するより

一般的な分析では、in vitro 変異原性に関す

るアラートをアクティブ化する構造がげっ

歯類に対する発がん性物質であるか否かの

判定に、in vivo における遺伝毒性のエンド

ポイントが有用である可能性が強く示され

た。in vitro 変異原性アラートをアクティブ

化する化合物のうち、in vivo 遺伝毒性のエ

ンドポイントのアラートも一つ以上アクテ

ィブ化する化合物の 75%がげっ歯類に対す

る発がん性物質であったのに対し、in vivo

エンドポイントのいかなるアラートもアク

ティブ化しない化合物ではわずか 35%であ

った。 

 

IV-5. 結 論 

In vivo 変異原性の評価は、化学物質の安

全性評価における重要な要素の一つである。

このため、このエンドポイントに対する構

造アラートが有用であるのは明白である。

本研究では、NIHS より提供を受けた TGR

アッセイデータを用い、いくつかの in vitro

変異原性アラートを in vivo での活性を予

測するために拡大適用した。この結果、

NIHSのTGRデータセットを用いて評価し

たときの感度および正確度が大幅に向上し

た。 

本プロジェクトでは、陽性適中率が最も
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高い（70%超）in vitro アラートを優先して

詳細な検討を行ったが、表 2 に示すとおり、

陽性適中率が比較的高い（50%以上）アラ

ートが 4 種残されている。これらのアラー

トを検討することによって in vivo 変異原

性の予測への拡大適用が可能となり、さら

にこの結果として NIHS の TGR データセ

ットに対する感度がより上昇する可能性が

ある。残されたこれら 4 種のアラートを拡

大適用した場合、感度の向上は最大で 60%

に達すると考えられる。 

この方法を用いてさらに感度を高めるた

めには、NIHS の TGR データセットに含ま

れる関連データを用いて、表 2 には示され

ていないその他の in vitro 変異原性アラー

トを拡大適用する必要がある。しかし、こ

れらのアラートの対象とされている活性化

合物は 3 種未満であり、多くのアラート（32

種中 16 種）が 1 種のみの活性化合物を対象

とするものである。したがって、NIHS の

TGR データセット以外に根拠となるデー

タが得られない限り、これらのアラートの

多くは拡大適用に該当する可能性が低いと

考えられる。 
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