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要旨 

 大規模な in vivo 遺伝毒性試験（赤血球小核試験(in vivo MN)およびトランスジェニ

ック齧歯類遺伝子突然変異試験(in vivo TGR)）データベースを構築し、各試験単独な

らびに他の試験と組合せた場合の発がん物質検出性、および遺伝毒性指標を同じくす

る in vitro 試験と in vivo 試験間の一致性を評価した。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 では 379 物質（293 の発がん物

質、86 の非発がん物質）、in vivo TGR では 80 物質（76 の発がん物質、4 の非発がん

物質）の知見が得られ、感受性および特異性は、in vivo MN で 41.0%および 60.5%、

in vivo TGR で 72.4%および“計算せず（nc、あまりにも少ない非発がん物質データの

ため）”であった。また、各種の遺伝毒性試験との組合せにおける感受性/特異性は、

Ames + in vivo MNで68.7%/45.3%、Ames + in vivo TGRで83.8%/nc、Ames + in vitro 

染色体異常試験（CA）+ in vivo MN で 80.8%/21.3%、Ames + in vitro CA + in vivo TGR

で 89.1%/nc、Ames + in vivo MN + in vivo TGR で 87.5%/nc、Ames + in vitro CA + in 

vivo MN + in vivo TGR で 89.3%/nc であった。Ames + in vitro CA に比べ、Ames + in 

vivo MN は、比較的バランスのとれた感受性/特異性（74.3%/37.5%）を示した。また、

in vivo MN と in vitro CA の一致性は 50.3％、in vivo TGR と Ames の一致性は 79.5%

であった。これらの in vivo 知見あるいは in vitro/in vivo 試験間の相違に関する知見を

(定量的)構造活性相関（QSAR）に組込むことが精度向上に必要と考えられた。 

 

A. 研究目的 

遺伝毒性の 1 つの指標である染色体異常

誘発性については、in vitro 試験では陽性を

示すものの in vivo 試験では陰性となるケ

ースが多く知られている。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

質感受性を評価し、in vitro と in vivo 試験

間のギャップの要因を検証することが必要

と考えられる。そのため、756 の齧歯類発

がん物質および183の非発がん物質（計939

物質）を網羅したカークランドの CGX デー
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タベースに、2 種の in vivo 遺伝毒性試験、

すなわち MN と TGR のデータを加え、拡

張 CGX データベースを構築し、それら in 

vivo 遺伝毒性試験の単独あるいは他の試験

との組合せによる発がん物質検出の感受

性・特異性を評価する。付随的に、Ames

試験および in vitro 染色体異常試験（CA）

のデータも収集し、これまでに構築した

CGX データベースの更新を図る。さらに、

遺伝毒性指標を同じくする in vitro/in vivo

試験間のデータ比較から、より信頼性の高

い in vitro および in vivo 遺伝毒性試験

QSAR の開発を目指す。 

 

B. 研究方法 

B.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、

https://eurl-ecvam.jrc.ec.europa.eu/datab

ases/genotoxicity-carcinogenicity-db）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、CAS 番

号、構造式、化学物質クラス、DEREK ア

ラートおよび 4 種の in vitro 遺伝毒性試験

結果（Ames, MLA, in vitro MN, in vitro 

CA）が収載されている。 

 

B.2. In vivo 遺伝毒性試験データの検索 

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 TGR 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）、ならびに PubMed

文献サーチを用いた。なお、in vivo 遺伝毒

性試験に関するデータ収集の過程で、新た

にAmesおよび in vitro CAのデータが認め

られた場合には、CGX DB に追加、更新し

て反映させた。 

 

B.3. データの評価 

 試験結果は CGX DB（2005 年版）におけ

る記載に基づき以下の 4 つに分類した。す

なわち、+：陽性、-：陰性、E（equivocal、

不明確）：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、および TC（technically 

compromised、技術的に問題あり）：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。なお、in vivo 試験において TC

に該当する要因の 1 つに、標的臓器の曝露

が挙げられるが、今回利用した情報源のす

べてが標的臓器曝露に関する知見を収載し

ているものではないため、in vivo 試験に対

しては、TC は適用しなかった。また、in vivo 

TGR における陽性（+）の意味は、少なく

とも 1 つの発がん標的部位で陽性、陰性（-）

の意味は、TGR で評価したすべての発がん

標的部位で陰性、である。なお、陽性およ

び陰性は、その内容によって細分化した。

すなわち、+^：TGR で陽性だが発がん標的

部位ではない、-^：TGR 陰性だが発がん標

的部位ではない。なお、in vitro CA におい

て、10 mM 超および 2 mg/mL 超の濃度で

の陽性の知見は、現行のガイドライン規定

を超える過剰な高用量における陽性知見の

ため、陰性と判断した。すなわち、CGX DB

（2005 年版）で in vitro CA 陽性と評価さ
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れた 12 物質（7 つの発がん物質および 5 つ

の非発がん物質）は、本解析では陰性と評

価した。 

 

C. 研究結果 

C.1. 収集された in vivo遺伝毒性試験デー

タ 

CGX データセットついて認められた 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 24 物質、陰性が 162 および

52 物質、不明確が 11 および 10 物質であっ

た（表 2）。また、in vivo TGR おいては 80

物質（発がん物質 76、非発がん物質 4）が

認められたが、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。

76 の発がん物質については、陽性が 55 物

質、陰性が 21 物質であった（表 2）。なお、

収集・整備したデータを CGX DB の発がん

物質については Appendix 1 に、非発がん

物質については Appendix 2 にまとめた。 

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 

 ID C17, Acrylonitrile（陰性） 

ラット静脈内（iv）投与による陽性知

見が認められたが、マウス iv 投与を始

め他の試験で陰性であったことから、

陰性と評価した。 

 ID C179, Chlorpromazine 

hydrochloride（陽性） 

低体温による陽性知見とされており、

閾値のある二次的な遺伝毒性作用様式

（MOA）と考えられるが、ハザードと

しては陽性と評価した。 

 ID C197, C.I. Sovent yellow 3 

(o-aminoazotoluene)（陽性） 

種差が認められ、マウスで陽性、ラッ

トで陰性であった。マウスの陽性知見をハ

ザードとして重視した。 

 ID C246, 1,2-dibromoethane（不明確、

E） 

投与経路差が認められ、経口投与およ

び腹腔内（ip）投与では陰性であった

が、吸入投与では陽性であった。標的

臓器曝露や代謝などの妥当性評価が困

難であることから不明確とした。 

 ID C285, 3,3'-dimethoxybenzidine 

2HCl（陰性） 

本物質のデータは認められなかったが、

遊離塩基（119-90-4）の陰性知見に基

づいた。 

 ID C378, Haloperidol（陽性） 

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。

ハザードとして陽性と評価した。 

 ID C439, Mercuric chloride（陽性） 

種差が認められ、マウスで陽性、ラッ

トで陰性であった。マウスの陽性知見

をハザードとして重視した。 

 ID C466, 4,4'-methylenedianiline 

2HCl（陽性） 

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。 

 ID C478, 

4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyrridyl)

-1-(butanone)  (NNK)（不明確） 

陰性と陽性の知見がそれぞれ 1 つずつ

ある。陽性知見は、マウスにおける 52

週間の皮下投与によるものであり、妥

当性評価が困難であることから不明確

とした。 

 ID C509, Sodium nitrite（不明確） 

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

ら不明確とした。なお、OECD の SIDS

では陽性と評価している。 
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 ID C631, Phenylhydrazine HCl（陽

性） 

本物質のデータは認められなかったが、

遊離塩基（100-63-0）の陽性知見に基

づいた。 

 ID C657, Pyrimethamine（陽性） 

種差が認められ、マウスで陰性、ラッ

トで陽性であった。ラットの陽性知見

をハザードとして重視した。 

 ID C660, Reserpine（陽性） 

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。

ハザードとして陽性と評価した。 

 ID C672, Sodium dichromate（陽性） 

投与経路差が認められ、ip 投与では陽

性であったが、経口投与では陰性であ

った。標的臓器曝露や代謝などの妥当

性評価は困難であるものの、ハザード

として陽性と評価した。 

 ID C676, Styrene（陽性） 

種差が認められ、マウスで陽性、ラッ

トで陰性であった。マウスの陽性知見

をハザードとして重視した。 

 ID C711, o-Toluidine（陽性） 

種差が認められ、マウスで陰性、ラッ

トで陽性であった。ラットの陽性知見

をハザードとして重視した。 

非発がん物質 

 ID NC8, dl-Amphetamine sulfate（陽

性） 

本物質のデータは認められなかったが、

遊離塩基（300-62-9）の陽性知見に基

づいた。 

 ID NC73, EDTA, trisodium salt 

trihydrate（陰性） 

本物質のデータは認められなかったが、

disodium salt（6381-92-6）の陰性知

見に基づいた。なお、disodium salt に

おいて陽性知見も認められたが、

EURAR では信頼性の低い知見とし、

陰性と結論付けている。 

 ID NC91, Sodium fluoride（不明確） 

カークランドらの総説 3)での評価は単

一の陽性知見に基づき陽性と評価して

いるが、他に 3 つの陰性知見が認めら

れたため、不明確とした。 

 ID NC138, Phenol（陽性） 

低体温による陽性知見とされている。

ハザードとして陽性と評価した。 

 

また、in vivo TGR において+^（TGR 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- （̂TGR 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： 

+ （̂TGR で陽性だが発がん標的部位ではな

い） 

 ID C244, 

1,2-dibromo-3-chloropropane 

TGR は、精巣で陽性だが、肝臓で陰性。

発がん標的臓器は、ラットでは鼻腔、

口腔、胃、副腎および乳腺、マウスで

は肺、鼻腔および胃。 

 ID C246, 1,2-Dibromoethane 

TGR は、鼻粘膜および精巣で陽性だが、

肺および肝臓で陰性。発がん標的臓器

は、鼻腔、腹腔、下垂体、胃、肝、肺

および乳腺。 

 ID C340, Ethyl methanesulphonate 

TGR は、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。

発がん標的臓器は、腎、肺および胸腺。 

 ID C457, 3-methylcholanthrene 

TGR は、肝臓で陽性。発がん標的臓器

は、肺、および胸腺。 

 ID C492, Mitomycin C 

TGR は、骨髄および肝臓で陽性だが、

小腸および精巣で陰性。発がん標的臓

器は、小腸、乳腺および腹腔。 
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 ID C702, Thio-tepa 

TGR は、脾臓リンパ細胞で陽性。発が

ん標的臓器は、耳/ジンバル腺、造血系、

皮膚、乳腺よび包皮腺。 

 

-（̂TGR陰性だが発がん標的部位ではない） 

 ID C17, Acrylonitrile 

TGR は、骨髄、脳、肺および脾臓リン

パ細胞および精巣生殖細胞で陰性。発

がん標的臓器は、耳/ジンバル腺、神経

系、口腔、小腸、乳腺および鼻腔。 

 ID C257, 1,2-Dichloroethane 

TGR は、肝臓および精巣で陰性。発が

ん標的臓器は、胃、皮下組織、血管系、

乳腺、肺および子宮。 

 ID C489, Metronidazole 

TGR は、胃で陰性。発がん標的臓器は、

下垂体、精巣、肝、乳腺、肺および造

血系。 

 ID C683, SX Purple 

TGR は、肝臓および胃で陰性。

Carcinogenic Potency Database では、

明確な発がん標的臓器は示されていな

い。 

 

C.2. 感受性・特異性解析 

 Ames および in vitro CA の感受性、特異

性および一致性を表 3 に示す。E（不明確）

を陽性にも陰性にも計数しなかった場合、

Ames の感受性は 59.0％（321/544）、特異

性は 73.9％（130/176）、一致性は 62.6％

（451/720）であった。In vitro CA では、

それぞれ 62.8%（225/658）、48.5%（66/136）

および 58.9%（291/494）であった。で良好

といえるものではなかった。これらの値は

カークランドらによる最初のCGX DBに基

づく報告と同様であった（Ames ではそれ

ぞれ 58.8%、73.9％および 62.5%、in vitro 

CA ではそれぞれ 65.6%、449.%および

59.8%）。In vivo MN および in vivo TGR

の感受性、特異性および一致性を表 2 に示

す。E（不明確）を陽性にも陰性にも計数し

なかった場合、in vivo MN の感受性は

41.0％（120/293）、特異性は 60.5％（52/86）、

一致性は 45.4％（172/379）であった。一

方、in vivo TGR の感受性は、72.4％（55/76）

と比較的高いものであった。なお、in vivo 

TGR 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 vitro CA を組合せた場

合の感受性および特異性をそれぞれ表 4 お

よび表 5 に示した。発がん物質について

Ames と in vitro CA 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 74.3％であった。一方、非発がん物質に

ついてAmesと in vitro CAの両試験を実施

して、両方の試験で陰性となる特異性は

37.5％であった。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 6 および表 7 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

した場合の感受性（少なくとも 1 つ試験で

陽性）は 68.7％で、カークランドらが 2005

年に報告した Ames と他の in vitro 試験

（MLA, in vitro MN, in vitro 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

てAmesと in vivo MNの両試験を実施した

場合の特異性（両方の試験で陰性）は 45.3％

で、Ames と他の in vitro 試験との組合せに

よる特異性の 12.0%～34.6%に比べると高

かった。Ames と in vivo TGR を組合せた

場合の感受性を表 8 に示した。Ames + in 

vivo TGR の感受性は高く、83.8％であった。

特異性は、非発がん物質のデータが極めて

少ないため、算出しなかった。これらをも

とに、Ames、in vitro CA、in vivo MN あ

るいは in vivo TGR のうち、Ames を含む 3
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あるいは 4 試験の組合せによる感受性を算

出した（表 9）。3 試験の組合せによる感受

性は、Ames + in vitro CA + in vivo MN で

80.8%、Ames + in vitro CA + in vivo TGR

で 89.1%、Ames + in vivo MN + in vivo 

TGR で 87.5%であった。また 4 試験すべて

の組合せ（Ames + in vitro CA + in vivo 

MN + in vivo TGR）では 89.3%であった。

3 あるいは 4 試験の組合せによる特異性は、

Ames + in vitro CA + in vivo MN でのみ算

出されたが、21.3%と低いものであった（表

10）。 

 

C.3. In vitro – in vivo 試験間の比較 

 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

一致性を表 11 に示した。両試験の一致性は

50.3％（151/300）であった。多くの物質（70

の発がん物質と 21 の非発がん物質）が in 

vitro CA で陽性、in vivo MN で陰性を示す

一方、27 物質（17 の発がん物質および 10

の非発がん物質、表 12）が in vitro CA で

陰性、in vivo MN で陽性を示した。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Ames 試験とMLA のデ

ータが収載されている。MLA は遺伝子突然

変異に加え染色体異常誘発性をも検出可能

な試験系とされていることから、Ames 試

験を in vivo TGR の対照 in vitro 試験とし

て選択した。In vivo TGR と Ames の一致

性を表 13 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

（79.5%、62/78）を示した。Ames におけ

る不明確（E）の 1 物質を除く 15 物質が不

一致となり、そのうち、5 つの発がん物質

が Ames で陰性だが TGR で陽性、8 つの発

がん物質が Ames で陽性だが TGR で陰性、

2 つの非発がん物質が Ames で陽性だが

TGR で陰性を示した（表 14）。 

 

D. 考察 

CGX DB の化学物質セットについて、in 

vivo MN と in vivo TGR のデータを収集・

解析した結果を表15および図1に要約した。

In vivo MN の感受性は 41.0%、特異性は

60.5%、in vivo TGR の感受性は 72.9%であ

った（特異性は、非発がん物質に対する

TGR のデータが極めて少なかったため、評

価しなかった）。In vivo MN の感受性は、

カークランドらによる in vitro 試験の報告

（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%）。また、Ames と in vivo 

MN を組合せた場合の感受性は 68.7%、特

異性は 45.3％を示し、一般的な in vitro 試

験の組合せである Ames + in vitro CA の感

受性 74.3%、特異性 37.5％と同程度であっ

た。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 試験お

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 + in vivo MN + in vivo TGR は高い

感受性（87.5％）を示し、ICH のオプショ

ン 1 である Ames + in vitro CA + in vivo 

MN の感受性（80.8％）よりも若干高かっ

た。オプション 1 で in vitro 陽性の場合に

想定される 4 試験の組合せである Ames + 

in vitro CA + in vivo MN + in vivo TGR の

感受性も同様に高かった（89.3％）。これら

の知見は、2 つめの in vivo 試験を適切に選

択すれば、オプション 2 は、オプション 1

と同様、発がん物質の検出に有効に働くこ

とを示唆している。In vivo TGR の感受性
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（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。

TGR をより適切に利用するためには、発が

ん性との比較において、発がん標的臓器と

遺伝子突然変異標的臓器の相違の要因、例

えば、動物種、系統、投与期間、投与経路、

ならびにそれらに関連する化学物質の吸収

や代謝について検討することが必要と考え

られる。 

In vivo – in vitro 試験間の比較では、

Ames と in vivo TGR の一致性は 79.5％、

in vitro CA と in vivo MN の一致性は

50.3％であった。In vivo MN は、ジアルキ

ルニトロソ化合物、金属化合物、芳香族ア

ミン類、ハロゲン化物質に対する感受性が

低いことが示されているが、in vitro 陰性だ

が in vivo 陽性となる物質（体温変化などの

遺伝毒性メカニズムによらない in vivo 陽

性を除く）の特徴やそのメカニズムの検証

が必要である。In vivo – in vitro 試験間の

それぞれの比較において、不一致を示した

化学物質の特性等の解明が、より精度の高

いQSARの開発につながるものと考えられ

る。 

 

E. 結論 

 CGX DB を利用し、これまでにない大規

模な in vivo 遺伝毒性試験（in vivo MN お

よび in vivo TGR）のデータベース（拡張

CGX DB）を構築した。構築したデータベ

ースをもとに感受性および特異性を評価し

た結果、in vivo MN の感受性は 41.0%、特

異性は 60.5%、in vivo TGR の感受性は

72.4%であった。試験を組合せた場合の感

受性/特異性は、Ames + in vivo MN で

68.7%/45.3%で、Ames + in vitro CA の

74.3%/37.5%と同程度であり、また、Ames 

+ in vivo TGR では 83.8%/nc と、高い感受

性を示した。また、in vivo MN と in vitro 

CA の一致性は 50.3％、in vivo TGR と

Ames の一致性は 79.5%であった。これら

の in vivo 知見あるいは in vitro/in vivo 試

験間の相違に関する知見を(定量的)構造活

性相関（QSAR）に組込むことが精度向上

に必要と考えられた。 
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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   In vivo MN および in vivo TGR の感受性および特異性 

 

 

 

 

表 3  Ames および in vitro CA の感受性および特異性 
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表 4 Ames と in vitro CA の組合せにおける感受性 

 

 

 

 

表 5  Ames と in vitro CA の組合せにおける特異性 
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表 6  Ames と in vivo MN の組合せにおける感受性 

 

 

 

 

表 7  Ames と in vivo MN の組合せにおける特異性 
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表 8  Ames と in vivo TGR の組合せにおける感受性 

 

 

 

 

表 9  3 試験あるいは 4 試験の組合せにおける感受性 
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表 10  3 試験あるいは 4 試験の組合せにおける特異性 

 

 

 

 

表 11  In vitro CA と in vivo MN の一致性 
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表 12  In vitro CA（陰性）と in vivo MN（陽性）間で結果が不一致となった物質 
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表 13 Ames と in vivo TGR の一致性 
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表 14 Ames と in vivo TGR 間で結果が不一致となった物質 

 
 

 

 

表 15 各試験単独およびそれらの組合せによる感受性および特異性の要約表 
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図 1 各試験単独およびそれらの組合せによる感受性および特異性の要約図 
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