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要旨 

H27 年度は、これまでの公表論文等のメカニズム情報を基に肝毒性アラートを作成する

手法に代わる新たなアプローチとして、肝毒性エンドポイントに関連する key event モデ

ルを予測し、生体内経路の攪乱に関与する化合物群のプロファイルと組み合わせることに

よる肝毒性の予測モデルの作成を行った。まず、肝毒性に関連する経路および Key Event

を特定するために、in vitro 肝毒性データ を収集した MIP-DILI プロジェクトの研究成果

を基礎として MIE（molecular initiating event）を特定し、有害転帰経路（AOP）に位置

付けた。さらに、AOP wiki に収載された情報を用いて key event と AOP との相関関係を

構築した。概念実証プロファイラーの作成には 2 種類のアプローチ（Derek Nexsus のアラ

ートパターンの利用とkey eventに関連する公開 in vitroアッセイデータに関連する化合物

群との構造的類似性を利用したリードアクロス法）を採用した。次に key event モデルと

化合物プロファイラーを関連づけ、KNIME 解析プラットフォームを用いて肝毒性の予測

性能を評価した。反復投与毒性データセットをこのプロファイラーで処理して毒性予測を

行った結果、感度は 57%で、特異度は 44%となった。さらに、高濃度でしか肝毒性を示さ

なかった化合物として LOAEL が 1000 mg/kg 超または 250 m/kg 超となる化合物を除外

するとモデルの感度はそれぞれ 63%および 71%に向上することが示された。さらに、物理

化学的な記述子のカットオフとして分子量の480未満またはClogP-5超を利用したところ、

感度を同程度に維持したまま特異度が 44%から 58%に向上することができた。今後の研究

では、感度と特異度の両方を向上させるため、偽陰性や偽陽性の化学物質クラスの解析等



 - 80 -  
 

を行うことによって、様々な key event を予測する方法をさらに調査することが有用であ

ることが示された。 

 

 

 

A. 目的 

本研究に先立つ研究において、げっ歯類反復投与

毒性データセットを用いて作成した肝毒性のラ

ピッドタイプアラートをフルアラートへと発展

させる研究を行ってきており、Derek Nexsus に

おける検出感度を、7%から 40%に上昇させるこ

とに成功してきた。しかし、これまでの、病理組

織学的データや公知のデータセット、公表論文の

調査結果を用いて一つ一つアラートを検討する

ために相当の時間がかかることが問題点として

挙げられてきた。そこで、今年度は、反復投与毒

性の予測に対する新たなアプローチを確立し、こ

れに基づいて肝毒性に関する概念実証モデルを

作成することを試みることとした。まず、複数の

モデルを作成して肝毒性エンドポイントに関連

する生体内経路において攪乱される key event を

予測することとした。さらにこれらのモデルを生

体内経路の攪乱に関与する化合物群のプロファ

イルと組み合わせることにより、対象化合物の肝

毒性の予測に活用することができると考えた。 

 

B. 方法 

B-1肝毒性に関連する経路およびKey Eventの特

定： 

 肝毒性に関連する key event は、Lhasa 社によ

るプロジェクト（MIP-DILI プロジェクト）の一

環として行われた研究を基礎として特定した。デ

ータは ChEMBL、PubChem などの様々な公開

データソースから集められと共に Tox21 のデー

タセット（http://www.ncats.nih.gov/tox21）や他

の公開データセット（Aleo et al.、Thompson et al.、

Sakatis et al.、Xu et al.、Pedersen et al.、Dawson 

et al.、Morgan et al.）から得られたデータも含

めた。次にこれらの key event および key event

に関して収集したデータを有害転帰経路（AOP）

に 位 置 付 け た 。 さ ら に 、 AOP wiki 

(https://aopkb.org/aopwiki/index.php/Main_Pag

e)および公開文献（Vinken et al.、Mellor et al.、

Jennings et al.）に収載された AOP に関する情

報を用いて、key event と AOP との相関関係を構

築した。これによりその攪乱が肝毒性の原因にな

ると考えられる経路のネットワークを特定し、経

路に関する知識および key event と経路との相関

関係を Cytoscape で記録した。（図１）。 

 

B-2 特定された経路における Key Event のモデ

ル化： 

 DX の構造アラートに収録された知識を用い

たモデル作成 

Key event の攪乱に関して DX 知識ベースに存

在する広範な既存知識を利用するため、種々のエ

ンドポイントに関するアラートを分析した。反応

性に基づく情報が最も豊富と考えられた変異原

性と皮膚感作のエンドポイントについて分析を

行い、反応性に基づく新たな MIE（molecular 

initiating event）のエンドポイントに結び付けた。

代謝活性化の必要性についても考慮し、アラート

パターンの中に直接反応する化合物と代謝を必

要とする化合物が混在していた場合には別々の

アラートに分けた。また複数の機序により同一の

毒性に至る化学クラスに関するアラートは、各

key event に関連づけた。さらに、他の関連 key 

event に関する変異原性アラートおよび皮膚感作

アラートについても検討し、該当する key event

エンドポイント（例：酸化剤、核酸塩基模倣作用

など）を付与した。これらのアラートに関する分

析に基づき、肝毒性 AOP につながると考えられ
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るさらなる key event の相互作用を特定し、可能

な場合にはアラートに付与した。さらに、ミトコ

ンドリア機能障害などの key event を既に予測で

きる Derek のエンドポイントもモデルに含めた。 

 

 公開文献から得たデータを用いたリードア

クロスモデルの作成 

Derek の構造アラートにコード化された知識

を用いた予測に加え、クエリー化合物とこれら

key event に関連するアッセイから収集した公開

データとの構造的類似性を利用したリードアク

ロス法を key event の予測に採用した。この作業

はKNIME解析プラットフォームのフレームワー

ク内で実施した。 

ある key event データセットに関連する化合

物 1 つ以上に対して 0.7 以上の類似性を示したク

エリー化合物について、当該 key event のフラグ

を付した。 

 

B-3 肝毒性のエンドポイントをプロファイリン

グする Key Event モデルネットワークの作成 

前述の 2種類の方法で反復投与毒性データセッ

トの key event プロファイリングを行った後、こ

れらの手法で得た各化合物の結果を統合した。異

なる手法で記述した key event の多くは同一のも

のであったが、結果においては別々のプロファイ

ルとした。リードアクロス法で key event 予測を

行ったものには語尾に「RA」を付した。 

 

B-4 肝毒性の総合的予測を目的とした Key Event

プロファイラーの結果の判定 

反復投与データセットにおける化合物の key 

event プロファイリングで得た結果を統合し、各

化合物の肝毒性を総合的に予測した。判定は保守

的に行い、プロファイラーのいずれか一つの key 

event に関連していれば総合的予測は「陽性」と

した。いずれの key event にも関連のない化合物

は肝毒性に関する総合的予測を「陰性」とした。 

 

C. 結果 

C-1 肝毒性に関連する経路および Key Event

の特定。 

前述の方法によって肝毒性のエンドポイント

に関連すると現在特定されている経路および key 

event の概略は図 1 に示した。この図は経路可視

化ツール Cytoscape のスクリーンショットであ

り、影響を及ぼすレベル（分子～組織）によって

全ての key event を色分けして示している。Key 

event は証拠と結び付けられており、その矢印の

太さは証拠の強さによって変えている。 

このネットワークは、化学物質が「活性種」と

して肝臓に到達すると攪乱される可能性のある

key event を示すものである。現時点では、化合

物が標的臓器に到達するために必要な段階や標

的臓器と相互作用を起こしたり不活化されたり

するために必要な代謝などは考慮されていない。

key event に関して構築したモデルおよびこのモ

デルを用いた肝毒性のエンドポイントの推定に

おいては吸収、分布、代謝、排泄を一部考慮する

必要があると考えられ、今後の研究で本ネットワ

ークにも収録すべきである。また、このネットワ

ークで用いた概念大系や用語、さらに key event

を記述したレベルについてもまだ議論の余地が

あり、今後検討する必要がある。 

 

C-2 特定された経路における Key Event のモデ

ル化 

 DX の構造アラートに収録された知識を用い

たモデル作成 

前述の key event の情報を確認するため既存の

DX 知識ベースを解析し、肝毒性に関連したアラ

ートと関連する key event のリストを作成した。

DX 知識ベースで確認された key event および各

key event に関連するアラートの数を表１に示す。
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なお key event の攪乱に代謝活性化を要する化合

物クラスには（M）を付した。 

割り当てられたアラートの数が最も多かった

key eventは反応型のMIEであるタンパク反応性

求電子剤（M）、DNA 反応性求電子剤（M）、タ

ンパク反応性求電子剤、DNA 反応性求電子剤で

あり、その多くは DX における変異原性アラート

や皮膚感作アラートから得られた。またこれらの

エンドポイントは酸化剤および酸化剤（M）とい

った key event エンドポイントの主な原因でもあ

る。ミトコンドリアへの影響は、「ミトコンドリ

ア機能障害」のエンドポイントに対するアラート

に加えて「アセチル CoA 欠乏」、「β酸化阻害」

といったより特異的な key event のアラートによ

っても示されている。 

 

 公開文献から得たデータを用いたリードア

クロスモデルの作成 

前述の方法で概説した基準を用いて構築した

ネットワーク内の key event に関連する公開デー

タを確認し、30 の key event に関するデータを収

集した。データが確認された key event を表 2 に

示す。この表より、関連するアッセイで試験され

た化合物が比較的多い key event もあれば、ほと

んどない key event もあることが分かる。例えば

エストロゲン受容体（ER）結合に関するデータ

は 2233 化合物で存在するが、細胞毒性に関する

データは 6 化合物でしか存在しない。このことは

明らかに各リードアクロスモデルがカバーする

化学スペースに依存するが、予測対象化合物がど

れか一つの構造に類似していればリードアクロ

スを行うことは可能であると考えられる。表 2 は

後回情報の著者の基準に従い陽性と判断された

化合物の数を示しており、リードアクロスにはこ

れらの化合物のみを用いた。大抵の場合、公開文

献では陰性と判断されたり、基準を満たさなかっ

たりする化合物が多くあったが、これらの化合物

はリードアクロスや活性の判定には使用しなか

った。また、リードアクロスからの陰性データポ

イントの除外は、クエリー化合物と類似する陰性

化合物が陽性化合物と同じクラス内にある場合

には当該クエリー化合物が key event をアクティ

ブ化する可能性は否定できないという原則に基

づいて行った。 

 

 肝毒性 Key Event プロファイラーによる反

復投与毒性データセットの解析 

B-3 で示した方法で作成した key event モデル

を用いて、反復投与毒性データセットにおける化

合物の肝毒性を予測した。一つの key event に対

してある予測対象化合物が適合した場合には、予

測方法は問わず、当該化合物を陽性と予測するの

に十分であるとみなした。この予測方法は非常に

保守的であると考えられる。予測を行った結果を

表 3 に示すが、高水準の予測性が得られた。これ

らの結果は、データセットに対する妥当な感度

（57%）および予測に関する明確な根拠説明が維

持されていることを示している。一方、予測の特

異性は低かった（44%）。予測に用いたモデルは

ADME 特性を考慮しておらず、この ADME 特性

により key event プロファイリングの過程で特定

された key event の攪乱が無効化される可能性が

あるため、特異度の低さはある程度予期された。

ADME を考慮に入れたポストフィルタリング等

を行うことにより特異度性が向上する可能性が

ある。 

感度は作成したモデルが既知の key event のど

のくらいをカバーし、これら key event に関して

得られた知識がどのくらい包括的であるかの指

標となる。すなわち 57%という感度は肝毒性に至

る key event に関して改善の余地があることを示

しており、これを達成するため偽陰性を解析し当

該化合物が key event プロファイラーで予測され

なかった理由を特定することが必要である。 

一方、肝毒性を有する可能性のある化合物の多

くが、特異的な経路ではなく高濃度での曝露によ

って肝臓に広範な負担を与える結果毒性を発現
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する可能性に着目した。このケースが今回の解析

研究のデータに当てはまるか確認するため、高濃

度でしか肝毒性を示さなかった陽性化合物

（LOAEL が 1000 mg/kg 超または 250 m/kg 超）

を除外して、予測モデルの感度にどのような影響

が及ぶかも調査した。表３に示すように、LOAEL 

1000 mg/kg 超の化合物をカットオフとするとモ

デルの感度が向上し（63%）し、カットオフの基

準を 250 mg/kg 超まで下げるとさらに感度が上

がった（71%）。カットオフを 250 mg/kg まで下

げた場合に予測から除外された化合物の大部分

は、偽陰性（FN）の化合物であった。 

 

反復投与肝毒性データセットに関して種々の

key event モデルで陽性と予測されたものを図 2

および図 3 に示す。図 2 は DX アラートから予測

された key event、図 3 はリードアクロスで予測

された key event を示している。これらの図より、

モデルが予測した key event の大部分が反応性に

基づく key event（タンパク反応性求電子剤、DNA

反応性求電子剤など）が占めていた。酸化剤の key 

event も相当数の化合物に関して予測されている。

一方、化合物のプロファイリングへのリードアク

ロスの寄与はずっと小さい（Figure 3）。またこれ

らの key event モデルが真陽性化合物の予測数と

同程度の偽陽性化合物数も予測していた。各 key 

event モデルの陽性率の高さから、核内受容体結

合に関連するモデルの多く、およびグルタチオン

枯渇や付加物形成に関連する key event モデルは

肝毒性のエンドポイントを良好に予測すること

が示された。一方、求電子反応に関連する key 

event モデルの陽性適中率は低く、これは同 key 

event モデルが ADME 特性を考慮していないこ

とが原因と考えられた。 

 

 偽陰性の調査 

偽陰性（FN）の解析では、構造解析ツール

（Mercury）およびヒトの視覚的分析によるクラ

スタリングを行い、1）クラス内に 3 種以上の化

合物、2）陽性適中率 50%超のものを選別した結

果、18 の化合物クラス（合計 124 物質）が選択

された。各化学クラスに関連する肝毒性に関する

毒性データおよび機序を探索した。各化学クラス

に関する毒性データは、ChemIDPlus、HESS、

Google などの公開されているデータベースで検

索した。その結果、12 のクラスには毒性と関連す

るデータを得ることができなかったが、4 つのク

ラスは、既存の key event（エストロゲン受容体、

酸化剤、反応性求電子剤、β酸化阻害など）に関

連する化合物と構造が類似しており、これまでの

化学構造の範囲の GAP を補える可能性が示され

た。また一つクラスは（サリチル酸またはアナロ

と類似）は新たな MIE を開発できる可能性を示

した。残りの一つは動物実験による肝毒性との関

連性は低いことが想定された。 これらの解析は、

予備的な段階であり、今後より詳細な情報収集を

行って、肝毒性と関連するアラート構築に向けた

研究が必要である化学物質リストとなるもんと

考えられた。 

 

 偽陽性の調査 

前述のように、反復投与毒性データセットに対

する肝毒性 key event プロファイラーの感度は良

好であった一方で本モデルの特異度（44%）には

改善の余地がある。これらは、ADME 特性や、代

謝による肝毒性の無毒化の可能性を考慮してい

ないことに起因すると考えられた。そこで、

ADME 特性を表現することのできそうな包括的

な記述子を予備的に調査した。プロファイラーの

一つ以上の key event に関連づけられていること

を根拠として肝毒性を有すると予測された全て

の化合物に関し、分子量、ClogP、極性表面積

（TPSA）および化合物が Lipinski's rule of 5 か

ら外れた回数を計算した。次に化合物を真陽性

（実験に基づき陽性）と偽陽性（実験に基づき陰

性）に分け、前述の記述子についてこれら 2 つの

群の区別に用いることのできるカットオフを見

出すための解析を行った。その結果、ほとんどの
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記述子で実験に基づき陰性である化合物を除外

し陽性化合物の除外は最小限とするカットオフ

を選択することができた。ADME 特性の観点から

は非常に大きい化合物は容易に吸収されないで

あろうと考えられると同様に、高親水性の化合物

も吸収されるとは考えにくい。記述子ごとに異な

るカットオフが真陽性と偽陽性の区別に及ぼす

影響を表 4 に示した。真陽性をあまり除外するこ

となく大部分の偽陽性を除外するという点では、

分子量のカットオフが最善の区別方法であると

考えられた。さらに分子量と ClogP の最小値を組

み合わせるとより多くの偽陽性を除外すること

ができた。これらの記述子によるカットオフをポ

ストフィルタとして組み入れた後のモデルの予

測性能は表 5 に示したす。この表より、いずれの

場合にも感度の低下は最小限で特異度が上昇し、

結果として balanced accuracy も上昇した。 

 

D. 考察 

今回の解析で化合物が肝毒性に関連する経路

の key event を攪乱する可能性を予測することは、

当該化合物が肝毒性を誘発する可能性をプロフ

ァイルする方法として有望であることが示され

た。このネットワークを用いて反復投与毒性デー

タセットにおける肝毒性を有する化合物の大部

分（57%）を確認することができ、さらにこの特

定により、攪乱する key event ごとに当該化合物

が活性を示すと考えられた根拠に関する知見も

得ることができた。一方、プロファイラーによる

肝毒性予測の特異度は比較的低かったが、これは

肝毒性に至ると仮定した相互作用を妨げる可能

性のある因子（例、ADME 特性）を考慮していな

かったことによるものであることは想定された。

この特異度が少なくとも活性に関する基礎的な

ADME の要件をモデル化した単純な記述子とカ

ットオフを用いることで改善できることは、既に

予備的調査で明らかにした。また、偽陰性を分析

した結果、ネットワークで予測されない NIHS デ

ータセットにおける化学クラスの多くが未知の

機序により肝毒性を発現する可能性が示された。

これは、肝障害を引き起こすものとして本研究で

採用した MIE が主として医薬品に関して調査さ

れているものを基にしていることが原因と考え

られた。今後の研究では、予測の正確度および適

中率を向上（従って、感度と特異度の両方を向上）

させるため、様々な key event を予測する方法を

さらに調査することが有用であろう。また、プロ

ファイラーが「正しい」理由によって正しい予測

を導いているかをさらに検討（すなわち、化合物

の肝毒性に関して妥当な根拠を確認）し、さらに

潜在的な危険有害性が肝毒性のリスクに変換さ

れるのかを予測するため化合物の物理化学的性

質を用いてモデルの特異度を向上させることも

有益であると考えられる。最後に、現行のシステ

ムでは未だモデル化されていない肝毒性に関連

する key event および経路を特定、モデル化する

ことによってモデルの感度を向上させることも

可能であると考えられた。 

 

E. 結論 

H27 年度は、これまでの公表論文等のメカニズ

ム情報を基に肝毒性アラートを作成する手法に

代わる新たなアプローチとして、肝毒性エンドポ

イントに関連する key event モデルを予測し、生

体内経路の攪乱に関与する化合物群のプロファ

イルと組み合わせることによる肝毒性の予測モ

デルの作成を行った。予測モデル作成のための解

析にはKNIMEプラットフォームを用い化合物プ

ロファイラーを作成した。反復投与毒性データセ

ットをこのプロファイラーで処理して毒性予測

を行った結果、感度は 57%で、特異度は 44%とな

った。さらに、高濃度でしか肝毒性を示さなかっ

た化合物を除外するとモデルの感度は 71%まで

向上することが示された。さらに、分子量の 480

未満またはClogP-5超という物理化学的記述子の

カットオフを適用したところ、感度を同程度に維

持したまま特異度を 58%に向上することができ
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た。今後は、偽陰性や偽陽性の化学物質クラスの

解析等を行うことによって、様々な key event を

予測する方法をさらに調査することが有用であ

ることが示された。 
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2. 実用新案登録: 該当なし 

3. その他: 該当なし 
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図 2．KeyEvent

図 3．リードアクロス解析における
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DB における肝毒性の陽性物質数および陰性物質数
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表 1．肝毒性に関連づけられた DX に記載されている Key Events 

 
Key Event No. Alerts Predicting Event 

Protein reactive electrophile (M) 61 
DNA reactive electrophile (M) 58 
Protein reactive electrophile 51 

DNA reactive electrophile 44 
Mitochondrial dysfunction 24 

Oxidising agent 20 
Oxidising agent (M) 20 

Estrogen receptor binder 17 
Glutathione (GSH) depletion (M) 14 

PPAR binder 7 
Peroxisome proliferation 7 

Phospholipidosis 5 
Nucleobase Mimic 4 

Uncoupler of oxidative phosphorylation 4 
Acetyl CoA depletion 3 

Aryl hydrocarbon receptor binder 2 
CYP inhibition (M) 2 

Electron Transport Chain Inhibition 2 
Microsomal Triglyceride Transfer Protein (MTTP) 

antagonist 2 

Nucleophilic thiol exchange compound (M) 2 
β-Oxidation competitive substrate 2 

β-Oxidation inhibition 2 
3-Hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) 

reductase inhibition 1 

Angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitor 1 
Bile transport competitive substrate (M) 1 

Binding to tubulin 1 
CYP inhibition 1 

Carnitine depletion 1 
Carnitine palmitoyltransferase I inhibition 1 

Chelation of metal ions 1 
Constitutive androstane receptor (CAR) binding 1 

Electron Transport Chain Inhibition - 
succinate-coenzyme Q reductase (SQR) 1 

Glutathione (GSH) depletion 1 
Inhibition of RNA polymerase (M) 1 

Krebs cycle inhibition - alpha-ketoglutarate 
dehydrogenase complex inhibition 1 

Low density lipoprotein (Lys-adduct) reactive 
electrophile (M) 1 

Nucleophilic thiol exchange compound 1 
Protein reactive nucleophile 1 

RNA reactive electrophile (M) 1 
Redox Cycler (Metal) 1 
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表 2 公表文献から得られた肝毒性に関連する KeyEvents と 
リードアクロスに用いた陽性化合物数 

 
Key Event No. of Positive Compounds Reported 

ER Binder (RA) 2233 
GR Binder (RA) 1853 

Tubulin Binder (RA) 705 
LXR Binder (RA) 664 

Topoisomerase Inhibitor (RA) 582 
RXR Binder (RA) 408 

MMP Inhibitor (RA) 385 
RAR Binder (RA) 235 

BSEP Inhibitor (RA) 213 
AHR Binder (RA) 197 

MTTP Binder (RA) 185 
MRP2 Inhibitor (RA) 179 
NADH Depletor (RA) 133 

PXR Binder (RA) 122 
FXR Binder (RA) 98 

GSH Adduct Former (RA) 97 
MRP4 Inhibitor (RA) 83 

PPRgamma Binder (RA) 77 
P450 Inhibitor (MDI assay) (RA) 74 

MitoTox (RA) 53 
CAR Binder (RA) 50 

CPT1 Inhibitor (RA) 39 
PPARdelta Binder (RA) 36 

ROS Intensity Modifier (RA) 32 
MRP3 Inhibitor (RA) 30 

Lipid Intensity Modifier (RA) 25 
PPARalpha Binder (RA) 22 

CPT2 Inhibitor (RA) 20 
CYP Inhibitor (RA) 10 

CytoTox Causing (RA) 6 
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表 3 • 肝毒性 Key Event プロファイラーによる反復投与毒性データの予測性 

陽性 
 Cut-Off 

BA 
(%) 

A 
(%) 

Sen. 
(%) 

Spec. 
(%) 

PPV 
(%) 

NPV 
(%) 

Total TP FP TN FN 

All Data 50 49 57 44 38 63 1458 310 511 402 235 
>1000 

mg/kg を除
外 

54 51 63 44 37 70 1389 301 511 402 175 

>250mg/kg
を除外 

57 52 71 44 35 78 1308 280 511 402 115 

 
 

表 4．物理化学的記述子のカットオフが偽陽性の数に及ぼす影響 

Descriptor Cut-off TP FP 
None n.a. 310 511 
ClogP -5 to 10 296 437 
TPSA <150 299 416 
MW <580 295 391 

Lipinski’s rules <3 302 469 
MW, ClogP MW<580, ClogP>-5 295 387 

 
 

表 5．分子量と ClogP 値のカットオフを適用した場合の反復投与毒性データの予測性 

陽性 
Cut-Off 

BA 
(%) 

A 
(%) 

Sen. 
(%) 

Spec. 
(%) 

PPV 
(%) 

NPV 
(%) 

Tota
l 

TP FP TN FN 

All Data 56 56 54 58 43 68 1458 29
5 

38
7 

52
6 

25
0 

>1000 
mg/kg を除

外 

59 58 60 58 42 73 1389 28
6 

38
7 

52
6 

19
0 

>250mg/k
g を除外 

62 61 67 58 41 80 1308 26
6 

38
7 

52
6 

12
9 
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