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A．研究目的 

In vitro（肝 S9画分）と in vivo（生物個体）

間の代謝の違いは、異なる遺伝毒性結果を

引き起こす可能性がある。特に、in vitro遺

伝毒性試験では陰性だが、in vivo 試験で陽

性となる物質の存在は、遺伝毒性試験戦略

ならびに評価において極めて重要な意味を

持つ。In vitroと in vivo における代謝の違い

は、概念的には、1) in vivo における第 2相

代謝反応の存在、2) 臓器（肝臓 S9画分）に

対する生物全体の代謝レベルの相違、3) in 

vivo における受容体介在性の基質特異的酵

素の存在、が挙げられる。すなわち、in vitro

の代謝系では in vivoの代謝系を完全には再

現できないと仮定すべきである。しかしな

がら、この「代謝の違い」を考慮した in silico

遺伝毒性予測モデルが構築できれば、特に

in vivo における予測性の向上につながるこ

とが期待できる。最終的には、in vitro/in vivo

の代謝の相違を反映した代謝予測シミュレ

ータを開発し、Mode of Action（MoA）に基

づく in vivo遺伝毒性の予測性の向上を目指

研究要旨 

In silicoによる in vivo 遺伝毒性予測技術の高度化・実用化を実現するためには、in vitro

陰性で in vivo陽性の物質を抽出し、その要因を in vitro/in vivoにおける代謝の比較解析

から検討する必要がある。その前提として利用するデータの妥当性・適切性が極めて重

要となるため、既存の各種データベースから in vitro染色体異常試験（CA）陰性で in vivo 

小核試験（MN）陽性と報告されている 21物質および Ames試験（Ames）陰性でげっ歯

類トランスジェニック突然変異試験（TGR）陽性と報告されている 13 物質を抽出し、

当該試験結果の妥当性を評価した。その結果、前者では 21物質中 11物質が、後者では

13 物質中 3 物質が当初の評価通り陰性/陽性で妥当と判断された。また、一部の Ames

陰性・TGR陽性物質については、その代謝様式の違い、ならびに想定される警告構造に

ついて調査し、暫定的な結果を得た。 
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す。そのために、in vitro陰性で in vivo陽性

の物質を抽出し、in vivo 特異的陽性の要因

を in vitro/in vivoにおける代謝の比較解析等

から検討する。 

 

B．研究方法 

In vitro 陰性で in vivo 陽性の物質を抽出

し、その要因を in vitro/in vivo における代謝

の比較解析等から検討し、in silico予測技術

の高度化・実用化を実現するためには、利用

する実データの妥当性・適切性が極めて重

要となる。In vitroあるいは in vivoを問わず、

質の高い遺伝毒性試験データに基づき、陽

性・陰性を判断する必要がある。それらの正

しい結果を利用することにより、MoA に基

づく in vivo 遺伝毒性の in silico 予測性の向

上が可能となる。そのため、既存の各種デー

タベースから in vitro 染色体異常試験（CA）

陰性で in vivo 小核試験（MN）陽性と報告

されている 21物質を抽出し、原著論文等の

精査により当該試験結果の妥当性を評価し

た。また、同様に Ames 試験（Ames）陰性

でげっ歯類トランスジェニック突然変異試

験（TGR）陽性と報告されている 13物質を

抽出し、当該試験結果の妥当性を評価した。

それら遺伝毒性試験データの精査に基づき、

今後の研究に活用すべきデータか否かを検

証した。また、一部の Ames 陰性・TGR 陽

性物質については、暫定的にその代謝様式

の違い、ならびに想定される警告構造につ

いて調査した。 

なお、当初の研究計画では初年度に in 

vitro CA陰性・in vivo MN陽性物質の抽出と

そのデータの妥当性評価ならびに in vitro/in 

vivo 比較解析を、次年度に同様に Ames 陰

性・TGR 陽性物質についての検討を実施す

るものであった。しかしながら、作業効率の

観点から、初年度に in vitro CA陰性・in vivo 

MN 陽性物質および Ames 陰性・TGR 陽性

物質のデータの妥当性評価ならびに一部物

質についての in vitro/in vivo 比較解析を実施

し、次年度以降、in vitro/in vivo 比較解析を

重点的に実施することとした。 

（倫理面への配慮）本研究は動物を用いた

研究を行わないため対象外である。 

 

C．研究結果 

C.1. In vitro CA陰性・in vivo MN陽性物質

の検証 

抽出した 21 物質について評価した試験

結果の妥当性の要約を表 1 に、評価の詳細

を Appendix 1に示す。21物質中 11物質が、

当初の評価通り陰性・陽性（-ve/+ve）で妥当

と判断された。1物質は、in vitro CA 陰性と

明確には断定できず、残り 9 物質はいずれ

か、あるいは両方の結果の評価が異なった。

今後の研究に活用すべきデータとしては、

前者の 12 物質（すなわち、Thioacetamide、

1,1,2,2-Tetrachloroethane、CI Solvent yellow 14、

C.I. Direct black 38 、 Urethane 、

Chlordiazepoxide、Procarbazine hydrochloride、

Diazepam 、 Atrazine 、 Amphetamine 、

Dimethylvinyl chloride お よ び

Salicylazosulfapyridine）を用いることが妥当

と考えられた。また、データベースおよび in 

silico評価における問題点として、in vitro CA

における数的異常（異数性/倍数性）を含む

か否かが挙げられた。必要に応じ、これに該

当する 1 物質（Thiabendazole）も使用デー

タに含めることが妥当と考えられた。 

C.2. Ames陰性・TGR陽性物質の検証 

抽出した 13 物質について評価した試験

結果の妥当性の要約を表 2 に、評価の詳細

を Appendix 2および Appendix 3に示す。13



- 28 - 

 

物質中 3物質が、当初の評価通り-ve/+veで

妥当と判断された。2物質は Ames陰性の妥

当性が確定できず、また、別の 2物質は TGR

陽性の妥当性が確認できなかった。残り 6

物質はいずれか、あるいは両方の結果の評

価が異なるかデータが認められなかった。

今後の本研究に活用すべきデータとしては、

前者の 3物質（Cyproterone acetate、Tamoxifen、

Oxazepam）および必要に応じ妥当性に疑問

の残る 4 物質（Dicyclanil、Leucomalachite 

green、Hexachlorobutadiene、Procarbazine HCl）

を用いることが妥当と考えられた。 

C.3. 一部の Ames陰性・TGR陽性物質の要

因解析と TGR特異的警告構造の抽出 

In vitro/in vivoにおける代謝の相違の例と

して、対象物質数の少なさから in vitro Ames

と in vivo TGRを対象とした。Ames陽性お

よび TGR陰性は、物質が生体内において代

謝解毒される、すなわち、in vivo における

第 2 相代謝反応の存在によると考えられる。

一方、Ames 陰性および TGR 陽性は、物質

が生体内において代謝活性化される、すな

わち、生体活性化第 2 相硫酸抱合反応の存

在、あるいは、in vivoにおける追加的第 1相

代謝反応の存在によると考えられる。本研

究では、Ames 陰性および TGR 陽性を対象

とし、以下の物質について検討した。 

C.3.1. Tamoxifenと Cyproterone acetate 

Tamoxifen は α-水酸化された後に硫酸抱

合され、脱硫酸すると求電子性の活性中間

体となり DNA 付加体を形成すると考えら

れている。すなわち、第 1 相アリル水酸化

を受けた後、第 2 相硫酸抱合されることに

より代謝活性化される。これは、in vivo 個

体においてのみ生じ、in vitro の S9系では、

特別な補酵素を添加しない限り生じない。

類似の例としてCyproterone acetateが挙げら

れた。これらの知見から、アリルフラグメン

トは TGR で陽性を示す特異的警告構造と

して考えられた。4223 物質の Ames データ

ベースには本警告構造を有するものが 161

物質認められ、その大部分（153物質）は、

Ames陰性であった。このことは、第 2相硫

酸抱合が in vitro の S9 系では生じないこと

を示唆している。 

C.3.2. Oxazepam 

Oxazepamの複数の代謝経路の内、環収縮

代謝反応による酸化的脱炭酸と脱水素環化

で生ずる第 1 相代謝産物が DNA 反応性代

謝物と考えられているが、本物質は in vitro

では認められていない。本知見から、ベンゾ

ジアゼピンフラグメントは TGR で陽性を

示す特異的警告構造として考えられた。

4223 物質の Ames データベースには本警告

構造を有するものは 5 物質しか認められな

かったが、いずれも Ames 陰性であった。こ

のことは、in vivo で追加的第 1 相代謝反応

が生じていることを示唆している。 

 

D．考察 

既存の各種データベース等に基づく試験

結果は必ずしも正確ではないことが図らず

も明らかとなった。最終的に in vitro CA陰

性・in vivo MN 陽性あるいは Ames 陰性・

TGR陽性と評価されたのは、それぞれ 21物

質中 11 物質あるいは 13 物質中 3 物質と、

半分以下であった。その要因は、単純な記載

間違い、原著論文の読み込み不足、間違った

二次資料からの引用などが想定されるが、

明らかではない。また、類似の試験結果が存

在する場合には、試験の信頼性・妥当性など

証拠の重みづけ（WOE）による専門家判断

に基づき、結果が異なってくることもある。

Ames 陰性・TGR 陽性において結果が正し
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いものと判断された 3 物質について、暫定

的に in vitro と in vivo における代謝様式の

相違を検討し、また、警告構造を抽出した

が、これらについてはより詳細に検討する

必要があろう。 

 

E．結論 

既存の各種データベースから抽出した in 

vitro CA陰性・in vivo MN 陽性の 21物質中

11 物質、ならびに Ames 陰性・TGR陽性の

13物質中 3物質が当該結果通りで妥当と判

断され、以降の代謝様式あるいは警告構造

の検討に利用すべきと考えられた。また、一

部の Ames 陰性・TGR 陽性物質について、

代謝様式の違いおよび想定される警告構造

の暫定的な結果を得た。これらについては

より詳細に検討する必要がある。 
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表 1.  In vitro CA陰性・in vivo MN陽性と報告されている 21物質のデータ評価 
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表 2.  Ames陰性・TGR陽性（-ve/+ve）と報告されている 13物質のデータ評価 
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Appendix 1.  Evaluation of in vivo bone marrow (BM) or peripheral blood (PB) micronucleus 

(MN) data on certain chemicals which showed negative in in vitro chromosomal aberration (CA) 

test but positive in in vivo MN test. 
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Appendix 2.  Evaluation of 9 substances having in vitro Ames negative and in vivo TGR positive 

data 
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Appendix 3.  発がん性物質で Ames陰性で TGR陽性 4物質の再評価結果 

 

 

 


