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研究要旨 

本研究では肝毒性について、これまでに開発した Rapid Prototypes（RP）ア

ラートのうち更に調査すべきアラートの優先順位付けを行い、必要に応じて正式

な肝毒性アラートとするための検討を行ってきている。昨年度までは、病理組織

学的データや公知のデータセット、公表論文の調査結果から優先選定を行い、各

アラートの活性とその根拠を詳細に検討してきたが、今年度は、残された 21 種

の RP のすべてについて専門家による簡易評価を行った。その結果、フルアラー

トへの変更の可能性の高い 2 アラートをフルアラートとして作成した。一方、8

つの RP は活性の理論的根拠を確立することができないか、同定された

toxicophore と活性とに関連性がないと判断されこれらのアラートを無効化した。

これにより、トレーニングセット化合物群に対する肝毒性の予測精度は、肝毒性

の予測において感度 39.5%、特異性は 77.9%となった。昨年に比べて感度が落ち

ているが、特異性は向上しており、根拠の低いアラートを無効とした結果である

と考えられた。本年度の検討により、既存の構造アラートを効果的に利用して関

連する毒性メカニズムに基づいた新たなエンドポイントに関するアラートの構

築を迅速化できることが実証された。また、RP を正確に優先順位付けすること

がフルアラート構築の効果的な出発点となることが示された。 

 

A. 目 的 

本研究に先立つ研究において、反復投与毒

性試験結果をもとに肝毒性評価のための

Rapid prototype（RP）アラートの構築を

進めてきた。本研究班では、これらの RP

をさらに検討すること、どちらとも云えな

いと推論される RP や Derek 知識ベース内

の限られた文献とメカニズム的裏付けの数
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を減らすこと、また可能性として、裏付け

となる参考資料、例証、メカニズム的な根

拠などを有する完全なアラートの数を増加

させることである。前年度までの研究にお

いては、病理組織学的データや公知のデー

タセット、公表論文の調査結果から優先選

定を行い、各アラートの活性とその根拠を

詳細に検討し、適切であると判断された場

合にはフルアラートへと変更した。ただし、

この方法はフルアラートに変更できる可能

性のある RP アラートを特定するために有

用であることが証明されたが、優先順位の

低いアラートも含めてすべての RP アラー

トを検証するには時間のかかることが想定

された。そこで、今年度は、残りの肝毒性

に関する 21種のRPアラートのすべてにつ

いて簡易評価を行い、検討すべき RP アラ

ートの分類を行うこととした。 

 

B. 方 法 

データセット 

昨年度と同様の反復投与毒性試験結果デ

ータのうち、より詳細な病理組織学データ

を含む 197 化合物のデータセットを使用し

た。 

RPs の優先順位付け 

  RP の優先順位付けには、昨年度と同様

に、データセットに含まれているアラート

の裏付けとなる化合物数および Vitic に収

録されているアラートをアクティブ化する

肝毒性データを含む化合物数を考慮した。

追加的な手順として、残されている RP の

それぞれについて簡易評価を行った。この

分析には、残されている 22 種の RP アラー

トの各クラスに関する公開毒性データおよ

びメカニズムデータの解釈を含めた。これ

をもとに RP アラートの最終的なスプレッ

ドシートを作成し、検討結果に基づいて各

RP アラートを以下のように分類した。  

クラス 1 – フルアラート構築の可能性のあ

るアラート 

クラス 2 – 保留（有効な toxicophore、フル

アラート構築に利用できる公開デ

ータはあるが不十分、またはメカ

ニズムに基づいた根拠が不十分）

するアラート 

クラス 3 – 無効化すべきアラート（公開文

献中にデータなし、および／また

は活性に当該 toxicophore との関

連なし） 

 

肝毒性アラートの開発 

上記 RP アラートの分類後、まず、フル

アラートへの変更に適していると考えられ

るクラス 1 のアラートから検討を始め、

NIHS より入手した肝毒性の詳細データを

分析した。続いて、原型となる RP アラー

ト作成の根拠となった化合物に関する肝毒

性データを ChemIDPlus、PubMed および

Google を用いて検索した。ChemIDPlus

ではサブストラクチャーによる検索で見つ

かった化合物に関する肝毒性データを収集

した。さらに、公開データセットである

Liver Toxicity Knowledge base（FDA）、

Fourches のデータセット（Fourches et al.）

および NITE が作成した HESS DB でも毒

性データを検索した。 

 

C. 結 果 
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簡易評価によるクラス分類の結果、クラ

ス 1 には 9 アラート、クラス２は 5 アラー

ト、クラス 3 には 8 アラートに分類するこ

とができた。 

今年度は、クラス 1 のうち 2 つのアラー

ト（「2-アミノピリミジン」、「スチレンまた

はその誘導体」）についてフルアラートへの

変更を行うことができた。さらに、フルア

ラートに変更することができないと思われ

るクラス 3 の 8 種の RP すべてを無効化す

ることができた。以下にこれらの解析の概

要を記す。 

 

新たなフルアラート 

RP008「2-アミノピリミジン」  

 この RP はデータセット内の 2 種の陽性

化合物を捕捉したものであり、陽性予測率

は 50%である。また、Vitic 内の陽性化合物

1種およびFourchesのデータセット内の陽

性化合物 4 種が、このアラートをアクティ

ブ化した。公開されている毒性データの綿

密な分析においては、RP アラートの対象と

なる化合物に起因する肝毒性には異なるメ

カニズムが関与している可能性が示された。

図１に示すように、トリメトプリムが代謝

活性化を受けると、ピリミジンパライミノ

キノンメチドが生成される可能性がある。

分離した肝ミクロソーム中でトリメトプリ

ムをインキュベートした場合に、これがタ

ンパク質付加体を形成することが明らかに

されている（Lai et al）。 

Nu

Nu

Nu:

 
図 1. Mechanism of bioactivation of 

trimethoprim （adopted from Damsten et 

al）. 

 イサキソニンの場合も、ミクロソームタ

ンパク質付加体の形成が認められているこ

とから、代謝過程で共有結合付加体を形成

し得る反応種が生成されることが示唆され

た（Letteron et al、Martinat et al）。この

とき形成される付加体の正確な構造は同定

されていないが、イサキソニンの主要な代

謝 物 は 5- ヒ ド ロ キ シ イ サ キ ソ ニ ン

（5-hydroxyisaxonine）であることから、

この化合物に起因する肝障害には 4,5-エポ

キシド（図２）が関与していることが示唆

される（Martinat et al.）。 

Nu

CYP P450

 
図２. Activation of isaxonine 

 イサキソニンに起因する肝障害の症例報

告は多数発表されており、肝毒性は広範な

肝細胞壊死および肝機能酵素の顕著な上昇

として現れることが示されている（Baud et 

al.、Alcabes et al.、Zarski et al.、Espinoza 

et al.、Mallet et al.）。特異体質性の免疫応

答がイサキソニンによる肝毒性のメカニズ
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ムであることが示唆されているが、肝障害

は1日用量750 mg～2.25 gにて治療を受け

た患者で観察されている点に注意が必要で

ある（Baud et al., Alcabes et al., Zarski et 

al., Espinoza et al., Mallet et al.）。 

 

 本検討の結果として、2-アミノピリミジ

ンの肝毒性を記述した新たなフルアラート

が追加された（これに伴い、対応する RP

アラートを無効化）。イサキソニン（図２）

は肝毒性に関するエビデンスが最も多い化

合物クラスであることから、このアラート

の適用範囲はイサキソニンによる毒性に関

与するメカニズムに基づいて定義した。ト

リメトプリム（図１）の生体内活性化によ

っても肝毒性が生じるが、このメカニズム

は NIHS の陽性化合物には該当しないと考

えられるため、本共同研究プロジェクトで

はこのクラスを検討対象にしないこととす

る。この新たなアラートが対象とする主な

部分構造は、1）無置換のピリミジン環 5 位、

および 2）環外窒素上に少なくとも 1 個以

上の水素をもつことである。このアラート

の適用範囲を定義するメカニズムに基づい

た根拠は単一の化合物（イサキソニン）の

代謝データのみを基にしたものであり、デ

ータセット中の陽性化合物を含めるために

はさらに推量が必要であることから、この

アラートの推論レベルは「不確か」とした。

この変更により、この新たなアラートでは

NIHS データセットに対する陽性予測率が

RP アラートに比べて向上した。 

 

RP024 「スチレンまたはその誘導体」 

 この RP アラートの NIHS データセット

に対する陽性予測率は、80%と極めて高い。

このクラスに関して公開されている肝毒性

データを検索した結果、スチレンは生体内

活性化によりスチレン-7,8-オキシドを生成

することが確認された（ Sumner and 

Fennell）。この反応種は、細胞高分子と反

応して付加体を形成することが明らかにさ

れている（Yuan et al.）。このアラートの適

用範囲も、他の共役アルケン、1,3-ブタジエ

ンおよびその類似体を含めるよう拡張した。

この拡張は、それぞれエポキシブテン

（Kirman et al.）、（1-クロロエテニル）オ

キシラン（Munter et al.）およびイソプレ

ンオキシド／2-イソプロペニルオキシラン

（Hurst）に変換されることが明らかにさ

れている 1,3-ブタジエン、クロロプレンお

よびイソプレンが同様の代謝活性を示すこ

とに基づいたものである。スチレンおよび

1,3-ブタジエンの生体内活性化を図 3 に示

す。 

Cyp P450
Adducts

Cyp P450
Adducts

図 3. Metabolic activation of styrene and 

1,3-butadiene. 

 実験動物（ラットおよびマウス）におい

て、数多くの共役アルケンが出血性小葉中

心性肝細胞壊死および肝酵素の上昇を引き

起こす（Vainio et al.、Morgan et al 1993、

NTP 1984、NTP 1998）。また、ヒトにお

いては、スチレンへの職業暴露により肝機

能酵素に変化が生じることが複数の研究で

報告されている（Harkonen et al.）。動物

種間で、求電子性エポキシドへの活性化の

速度および解毒作用に有意差が認められて
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いる（Cruzan et al.）。 

 このアラートに必須の主な部分構造の基

本となるのはエポキシ化部位であり、1）無

置換の末端炭素、および 2）2 番目のアリ

ル炭素のみに限定された置換を含む。ハロ

ゲンで置換された化合物の生体内活性化は

スチレンと同様であることが示されている

ことから（Chung et al.）、このアラートで

は原型となる RP アラートと異なり、スチ

レンのベンゼン環上の置換にハロゲン（F、

Cl、Br）を含めるよう拡張されている。新

規のフルアラート 819 では化学的空間の適

用範囲を拡大したため、原型である RP ア

ラート 024 に比べて陽性予測率が低下した。

また、このアラートは NIHS データセット

中の 1 種の陰性化合物によってもアクティ

ブ化されたが、真の陽性化合物が陰性とみ

なされることはなかった。 

 

無効化した RP アラート 

RP003：ヒダントインまたはその誘導体 

 データセットにおける陽性予測率が 50%

である。フェニルヒダントインの肝毒性に

対するアラートはあるが、このアラートが

対象とする部分構造はフェニル環（アレン

オキシドの生成を介して生体内活性化に関

与すると考えられる）の存在のみである。

フェニル環をもたない化合物の肝毒性のメ

カニズムは同定できなかった。データセッ

トの陽性化合物数が少ないこと、公開され

ている肝毒性データの不足、およびメカニ

ズムデータの欠如により、この RP アラー

トを無効化した。 

 RP004：チオテトラゾールまたはその誘

導体 

 データセットにおける陽性予測率が 25%

である。データセット中に陽性化合物は 1

種のみ。陽性化合物と構造的に類似する陰

性化合物が 1 種みられる。公開データセッ

ト（Fourches および Vitic）中でこの RP

アラートをアクティブ化した陽性化合物は

チオテトラゾール部分を有する β-ラクタム

系抗生物質であり、これらの陽性化合物の

肝毒性は β-ラクタム環によるものであるこ

とが示唆される。陽性予測率が低いこと、

データセットの陽性化合物数が少ないこと、

およびメカニズムデータの欠如により、こ

の RP アラートを無効化した。 

 RP006：チアゾリジノンまたはその誘導

体 

 データセット中 1 種の化合物のみがこの

アラートをアクティブ化。公開文献中に、

類似化合物に関する肝毒性データなし。デ

ータセットの陽性化合物数が少ないこと、

公開されている肝毒性データの不足、およ

びメカニズムデータの欠如により、この RP

アラートを無効化した。 

 RP009：硫化ジフェニル、スルホキシド

またはスルホン 

 データセットにおける陽性予測率が 57%

である。この toxicophore の肝毒性メカニ

ズムは不明。 明確なメカニズムは同定でき

なかったが、いくつかの陽性化合物は、活

性に関与する可能性のある他の官能基を有

している。公開されている肝毒性データの

不足、およびメカニズムデータの欠如によ

り、この RP アラートを無効化した。 

 RP018：ピロリジンまたはその誘導体 

 データセットにおける陽性予測率が 57%

である。公開データセット（Fourches およ

び Vitic）中でこの RP アラートをアクティ

ブ化する陽性化合物は、「N-アシルピロリジ
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ン、ピペリジンおよび類似体」に対する肝

毒性アラート 614 もアクティブ化する。そ

の他の陽性化合物については、肝毒性のメ

カニズムは不明である。メカニズムデータ

の不足により、この RP アラートを無効化

した。 

 RP022：フルオロキノロン-3-カルボン酸 

 データ中 1 種の化合物のみがこのアラー

トをアクティブ化。この化合物は、肝毒性

アラート 471「キノロン-3-カルボン酸およ

びナフチリジン類似体」もアクティブ化す

る。このような化合物による肝障害は既存

の知識ベースにおいてカバーされているた

め、この RP アラートを無効化した。 

 RP028：第三級アルコールまたはエーテ

ル 

 データセットにおける陽性予測率が

57.9%である。毒性データに一貫性なし。

Vitic および データセットの双方で単純

な例証化合物（t-ブタノールなど）が不活性

である。このクラスではメカニズムが不明。

肝障害に関与する可能性がある他の官能基

をもつ化合物が含まれる。公開されている

肝毒性データの不足、およびメカニズムデ

ータの欠如により、この RP アラートを無

効化した。 

 RP031：O-tert-ブチルエステルまたはカ

ルバメート 

 データセットにおける陽性予測率は

100%であり、データセット化合物 5 種がこ

のアラートをアクティブ化するが、このう

ち 2 種は「カルバメート」に対する既存の

肝毒性アラート 692 もアクティブ化する。

この化合物によって引き起こされる肝障害

に「O-tert-ブチルエステル（O-Tertiary 

butyl ester）またはカルバメート」部分が

関与していることを示すメカニズムに基づ

いたエビデンスはない。メカニズムデータ

の不足により、この RP アラートを無効化

した。 

  

 以上、10 種の RP アラートを検討した結

果、2 種の新規アラートを実行し、10 種の

RP アラートを無効化した結果、データセッ

トにおける Derek の肝毒性エンドポイント

予測性能の変化を表１に示す。 

表 1．予測性能比較 

 
Hepatotoxicity 

感度% 特異性% 一致率% 

昨年度 45.4 75.5 64.3 

今年度 39.5 77.9 63.6 
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D. 考察 

前年度までの検討ではデータセットに対

する Derek の知識ベースの感度は上昇また

は変化なしであったのに対し、今年度の更

新後、予測の感度および一致度が低下した。

一見これらの予測精度の低下は望ましくな

い傾向であると思われたが、今年度は、公

開文献から得られる利用可能な肝毒性デー

タおよびメカニズムデータが限られている

ために多くの RP アラートを無効化したこ

とを考慮すると、それほど不良な結果であ

るとは考えられない。例示化合物またはメ

カニズムが明らかにされていない等の裏付

け情報のないアラートは、対象としている

化合物と毒性の関連性が評価できないこと

から、あまり有用ではないと考えられる。
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このため、フルアラートに変更することが

できない RP アラートを無効化することと

は今年度の成果の一部であると考えられる。

このようなアラートは、多くの場合、同定

された官能基は偶然一致した可能性があり、

活性への関与を示すものではないかもしれ

ない。したがって、このような RP は、ト

レーニングデータセットがカバーしている

化学的ドメインの外では良好に機能しない

と考えられる。 

今後の研究課題において、既存の Derek

知識ベースのみならず、より幅広い文献か

ら得た知識情報も用いて、肝毒性のエンド

ポイントに対するこのようなモデルを作成

する。最初に作成するモデルは、肝毒性の

エンドポイントの詳細な予測ではなく、こ

の毒性を生じる可能性のある官能基を当該

化合物が有するか否かの警告を与えるに留

まる可能性がある（したがって、特異度が

低下するかわりに感度が非常に高くなると

考えられる）。しかし、このような高感度の

粗雑なモデルを構築することができれば、

別のモデルを用い、in vivo での活性を減弱

させる可能性がある物理化学的特性に基づ

いたフィルタリングを行うことにより、将

来的には特異度を改善することができるで

あろう。in vitro 染色体損傷のエンドポイン

トについては、比較的良好に機能するモデ

ルおよびこれに用いるために開発された複

数の MIE モデルが既に構築されている他、

Lhasa でもこのような研究の基盤ともなる

別の共同プロジェクトが既に進行中であり、

今後の肝毒性モデルの構築時に役立つと考

えられる。 

 

E. 結論 

本研究では肝毒性について、これまでに

開発した RP アラートのうち更に調査すべ

きアラートの優先順位付けを行い、必要に

応じて正式な肝毒性アラートとするための

検討を行ってきている。今年度は、未解析

22 種の RP アラートのすべてについて専門

家による簡易評価を行った。その結果、フ

ルアラートへの変更の可能性の高い 2 アラ

ートをフルアラートとして作成した一方、8

つの RP は活性の理論的根拠を確立するこ

とができないか、同定された toxicophore

と活性とに関連性がないと判断してアラー

トを無効化した。これにより、トレーニン

グセット化合物群に対する肝毒性の予測精

度は、肝毒性の予測において感度 39.5%、

特異性は 77.9%となった。昨年に比べて感

度が落ちているが、特異性は向上しており、

根拠の低いアラートを無効とした結果であ

ると考えられた。本年度の検討により、既

存の構造アラートを効果的に利用して関連

する毒性メカニズムに基づいた新たなエン

ドポイントに関するアラートの構築を迅速

化できることが実証された。 
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