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研究要旨 

H30年度は、化学物質の主要な標的臓器である肝臓に対して、従来の化学構造情報の

みを基にした肝毒性構造アラート作成に代わる新たなアプローチとして、AOP の一部

である分子開始キーイベント（MIE）情報に基づいた in vitro 試験データを用いた肝毒

性予測モデルの作成を試みた。MIE 情報を検索するための化学物質の in vivo データソ

ースとしては HESS と Open TG-GATEs の反復投与毒性試験情報を用い、外部検証とし

て ToxRefDB の反復投与毒性試験情報を適用した。一方、PubChem BioAssay より肝毒

性と関連性のある MIE として 47 の in vitro 試験データを収集した。予測対象物質その

もの（Model A）あるいは類似化合物（Model B）が、それぞれの in vitro試験データに

含まれていた場合に、そのインビト試験の結果（Active or Inactive）を肝毒性の陽性と陰

性を判定する 2種類の予測モデルを作成した。予測モデルは、既存の知識ベース毒性予

測モデル Derek Nexusと比較して幅広いケミカルスペースをカバーしており、高い予測

性能を有していることが示された。また、Model Bは、最適な類似度の設定を模索する

ことで、より幅広いケミカルスペースを対象とすることでより感度の高い予測性能の高

いモデルに発展していくことが期待できた。一方で、本モデルでカバー出来ていない毒

性機序の存在や、in vivo における ADME の影響を考慮することにより、予測性能をさ

らに向上させることができることも示された。 
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A．研究目的 

近年の化学物質の規制に関わる国際的な

関心は、化学物質の安全性評価において動

物実験を用いた試験だけに頼ることなく、

化学物質曝露による有害作用を同定し評価

するための評価ストラテジーを確立するこ

とにあり、その中において構造活性相関

(QSAR)やカテゴリーアプローチなどの in 

silico 手法を用いたコンピュータトキシコ

ロジーは重要な位置づけでもあり、発展の

望まれる研究分野である。本研究では、反復

投与毒性の毒性予測モデル開発の一環とし

て、肝毒性に焦点を当ててきたが、従前の構

造情報と毒性情報との相関性を基にした肝

毒性アラートを作成してきた手法に代えて、

肝毒性エンドポイントに関連する key event

情報を収集し、毒性試験結果で得られた肝

毒性物質の毒性プロファイルと組み合わせ

ることによる新たなアプローチを用いた肝

毒性の予測モデルの作成を行うことを目的

とする。 

 

B．研究方法 

B-1. In vivoデータの収集 

肝毒性予測モデル構築のためのMIE情報

を検索するための化学構造を持つ化学物質

の in vivoデータと、外部検証に用いるため

の in vivoデータを収集した。MIE 検索用デ

ータは内部検証としても用いた。MIE 検索

用データは、HESS (Hazard Evaluation Support 

System)と医薬基盤・健康・栄養研究所が提

供する Open TG-GATEs (Toxicogenomics 

Project-Genomics Assisted Toxicity Evaluation 

System)の反復投与毒性試験情報(HESS：約

700試験、Open TG-GATEs：約 150試験)か

ら収集した。肝臓の臓器重量変化および病

理組織学的変化の所見における LOEL(最小

影響量) Liverが 50 mg/kg/day以下の被験物質

を肝毒性陽性物質とし、LOEL Liver 1000 

mg/kg/day 以上の物質を肝毒性陰性物質と

し、陽性物質：170物質、陰性物質：173物

質を収集した。外部検証用データセットと

しては US EPA が提供する ToxRefDB 

(Toxicity Reference Database)に収載された反

復投与毒性試験(約 500試験)の情報から、上

記の基準に従い肝毒性陽性物質：128物質、

陰性物質：72物質を収集した。 

B-2. MIE情報の収集 

肝毒性と関連すると思われる分子キーイ

ベント（MIE）を測定した in vitro 試験のデ

ータを PubChem BioAssay から収集した。

収集基準は次の(1)~(4)の条件を満たすもの

とした。 

(1) 標的タンパクが明示されていること 

(2) 試験されている物質数が 100以上 

(3) 試験結果のうち陽性(Active)の物質数

が 4以上である 

(4) 試験結果のうち、肝毒性陽性物質数の

割合が 0.7以上であること。 

さらに収集した in vitro試験データの中か

ら、肝毒性と関連性のあるタンパク質の絞

り込みを行うため、QIAGEN 社が提供する

遺伝子パスウェイ解析ソフトウェアの IPA 

(Ingenuity Pathway Analysis)から肝毒性に関

する ToxList に記載されている MIE 情報で

絞り込みを行った。その結果、肝毒性と関連

性のあるMIE として 47の in vitro 試験デー

タを収集した。核内受容体および芳香族炭

化水素受容体のシグナル攪乱に関する試験

は 24 試験、CYP の阻害試験は 12 試験、そ

の他各種シグナル活性化や阻害を測定した

試験 11 試験から各種物質の in vitro 試験デ

ータを収集した。 
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（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. 予測モデルの構築 

収集した 47 の in vitro 試験データを用い

て肝毒性予測モデルを構築した。予測のプ

ロセスの原則としては、クエリー（予測対

象）物質についてそれぞれの in vitro試験デ

ータに含まれていた場合にその試験結果

（Active or Inactive）をそれぞれ陽性/陰性の

判定とした。この予測方法は、収集した in 

vitro 試験で測定されている分子キーイベン

トが引き起されると肝毒性発現につながる

であろうという仮説から設定している。し

かし、全てのクエリー物質に in vitro試験デ

ータが存在するとは限らないので、予測手

法として、2 つのモデル（Model A および

Model B）を構築した。 

Model A：このModelでは、クエリー物質の

構造と一致する in vitro被験物質の試験結果

を採用する。構造の一致する被験物質が存

在しない in vitro試験については、試験結果

の採用は行わない。 

Model B：このModelでは、Model Aの判定

に使用できた物質に加えて、類似する被験

物質の試験結果も採用する。類似物資とし

ては、クエリー物質と分子類似度の最も高

い被験物質の試験結果を採用する。しかし、

被験物質の分子類似度が予め設定した閾値

を超えていない場合は試験結果の採用を行

わないことにした。分子類似度の算出には

比較する物質同士の Morgan Fingerprint 

(Feature Definition、半径 3、2048 ビット)か

ら Dice係数を用いて算出した。 

モデルの構築はプログラミング言語であ

る Python (version 2.7.12) を用い、構造情報

の InChIKey や Morgan Fingerprint の生成、

およびDice係数の計算にはオープンソース

のケモインフォマティクスソフトウェアで

ある RDKitを使用した。 

C-2. 予測モデルの検証 

作成したModel A およびModel B の予測

性能を検証として、内部検証用には HESS-

TGP データセットを、外部検証用には

ToxRefDBデータセットを用いた。比較対象

の毒性予測モデルとして、Lhasa社が提供す

る知識ベース毒性予測モデルの Derek 

Nexusを用いた。Derek Nexus の予測の条件

としては、肝毒性アラートの Level of 

Likelihood( 毒性発現の確からしさ ) を

Equivocal(7 段階の真ん中)以上に設定した。

また、Model Aと Derek Nexus のどちらか一

方でも陽性と予測した時の予測性能も検証

した(Model A + Derek)。 

HESS-TGP データセットを用いて内部検

証の結果、各モデルのクロス集計表と、肝毒

性予測性能は以下のとおりであった。 

Model Aのクロス集計表 

 
予測（Model A） 

陽性 陰性 

in vivo肝

毒性 

陽性 84 86 

陰性 27 146 

Model Bのクロス集計表 

 
予測（Model B） 

陽性 陰性 

in vivo肝

毒性 

陽性 88 82 

陰性 37 136 
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HESS-TGP データセットに対する肝毒性予

測性能 

 
Model 

A 

Model 

B 
Derek 

Model A 

+ Derek 

感度 0.49 0.52 0.44 0.72 

特異度 0.84 0.79 0.82 0.69 

陽性的中率 0.76 0.70 0.72 0.70 

F値 0.60 0.60 0.55 0.71 

正確度 0.67 0.65 0.63 0.71 

 

感度は Model A で 0.49 であった。Model 

B では Model A よりも真陽性が 4 物質増え

たために、感度は上昇し、0.52 であった。

特異度は Model A で 0.84 となった。Model 

B では、偽陽性がModel A よりも 10物質増

加したため、特異度は 0.79に減少した。そ

のほか陽性的中率、F値、正確度については

Model BがModel Aを下回った。Derek Nexus

との比較では、Model A, Model B ともに

Derek Nexusより高い感度となった。Model 

A では全ての評価指標で Derek Nexus より

も高い数値が得られた。Model A + Derekで

はそれぞれのモデルと比べて特異度が低下

したが、感度が 0.7を超え、F値と正確度で

最も高い数値となった。 

肝毒性予測に寄与した in vitro試験データ

を解析するために、Model A についての in 

vitro 試験データごとに F 値を計算した結果、

最も高い F値が得られた in vitro試験データ

は甲状腺ホルモン受容体(Thrb)シグナルの

抑制に関する試験データで、次いでアンド

ロゲン受容体(AR)のアンタゴニスト試験と

CYP2C9の阻害試験のデータとなった。F値

の高い上位 10 データの各々の感度は低い

が、陽性適中率はどれも 0.75 以上と高いも

のであった。 

ToxRefDB データセットを用いての外部

検証の結果、各モデルのクロス集計表と、肝

毒性予測性能は以下のとおりであった。 

Model Aのクロス集計表 

 
予測（Model A） 

陽性 陰性 

in vivo肝

毒性 

陽性 88 40 

陰性 19 53 

Model Bのクロス集計表 

 
予測（Model B） 

陽性 陰性 

in vivo肝

毒性 

陽性 95 33 

陰性 20 52 

 

HESS-TGP データセットに対する肝毒性予測性能 

 
Model 

A 

Model 

B 
Derek 

Model A 

+ Derek 

感度 0.69 0.74 0.43 0.81 

特異度 0.74 0.72 0.78 0.61 

陽性的中率 0.82 0.83 0.78 0.79 

F値 0.75 0.78 0.55 0.80 

正確度 0.71 0.74 0.55 0.74 

 

Model A は感度が 0.69、特異度が 0.74 と

なり、HESS-TGP データセットを用いた時

より感度が高くなった一方で特異度が減少

した。またModel BではModel A と比較し

て特異度の減少に対する感度の上昇が大き

く、陽性的中率、F値、正確度のいずれにお

いてもModel Aを上回った。Model A, Model 

B ともに Derek Nexus と比較して特異度は

下回った。一方で Derek Nexus の感度は 0.5

以下であったことに対して、Model A およ

び Model B は 0.7 前後の感度が得られた。

肝毒性予測に寄与した in vitro試験データを
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解析するために、Model Aについての in vitro

試験データごとに F 値を計算した結果、

HESS-TGP データセットと同じくアンドロ

ゲン受容体(AR)と甲状腺ホルモン受容体

(Thrb)のアンタゴニストを測定した試験デ

ータが上位 2位の高い F値を示した。一方、

HESS-TGP データセットで上位を占めてい

た CYP の阻害に関する試験に代わって、エ

ストロゲン受容体(ER)や CAR などの核内

受容体のシグナル攪乱に関する試験のデー

タが上位に入った。F値の高い上位 10デー

タの各々の感度は低いが、陽性適中率はど

れも 0.83以上とHESS-TGPデータセットの

場合よりも高いものであった。 

 

D．考察 

 本研究で作成した Model A の予測性能に

ついては、内部検証用の HESS-TGP データ

セットに対する全ての評価指標（感度、特異

度、陽性的中率、F値、正確度）と外部検証

用の ToxRefDB データセットに対する特異

度以外の評価指標は Derek Nexus を上回っ

た。このことから、本研究で用意したデータ

セットに対して、Model Aは Derek Nexusよ

りも高い予測性能を有していることが明ら

かになった。Derek Nexusの構造アラートに

よるアプローチと比べて、Model A によっ

てカバーされる肝毒性陽性物質のケミカル

スペースが幅広いことが要因の一つである

と考えられた。例えば、ToxRefDBデータセ

ットの肝毒性陽性物質に対して最も多くヒ

ットした Derek Nexus のアラートは

「Phenylalkyltriazole or analogue」であるが、

肝毒性陽性物質全体のケミカルスペースの

中でカバーしている範囲は狭い。これに対

して Model A で最もヒットしたアンドロゲ

ン 受 容 体 (AR) ア ン タ ゴ ニ ス ト 試 験

(AID:1259243)では、広いケミカルスペース

をカバーしているため、in vitro試験データ

を利用した Model A が Derek Nexus より高

い予測性能を示したと推測される。 

Derek Nexus（左）と Model A（右）がカバーするケ

ミカルスペースの例（ToxRefDB データセットの肝

毒性陽性物質について分子類似度を用いて距離行

列を作成し、多次元尺度構成法で 2 次元に配置し

た。） 

 

 一方、収集された in vitro試験データの多

くは内部検証だけでなく、外部検証用の

ToxRefDB データセットにおいても高い陽

性的中率を有しており、これらが測定の対

象としている分子キーイベントは何等かの

形で肝毒性に寄与していると考えられる。

例えば、肝毒性予測に対して高い F 値を達

成した核内受容体のシグナル攪乱に関する

化学物質については、肝臓における様々な

内在性代謝への影響や、細胞の肥大・増殖な

どとの関連性を示唆する研究報告が知られ

ているほか、CYP 阻害の肝毒性影響に対す

る機序的な関連性についてはよく解明され

ていないが、一部は化学物質が CYP 分子種

の阻害剤として作用することにより、肝臓

における内在性リガンドの代謝を抑制する

可能性、あるいは化学物質が CYP 分子種の

基質として作用して反応性代謝物が生成し、

生体高分子に作用することにより細胞スト
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レスや機能障害を引き起こす可能性などが

報告されている。 

 一方、知識ベースの Derek Nexus より感

度は上がったとは言え、未だ相当数の偽陰

性物質が存在する。これは、未だ肝毒性に関

するMIE情報が不足していることを示すも

のであるが、それだけではない。HESS-TGP

データセットにおいて Model A で偽陰性と

なり Derek Nexus で真陽性となった物質に

ついて Derek Nexus のアラート数を解析す

ると「Aromatic nitro compound」「Halobenzene」

「Halogenated hydrocarbon」に 6物質が含ま

れていた。このうち、「Halobenzene」と

「Halogenated hydrocarbon」については、ハ

ロゲン化物の多くは CYP2E1 による代謝活

性化が毒性発現に関与していると考えられ

ているが、本研究で収集した in vitro試験デ

ータの中に CYP2E1 に関する試験は含まれ

ていなかった。「Aromatic nitro compound」

も Derek Nexus によると毒性発現に代謝が

関与しているとされている。同様に

ToxRefDB データセットに対する Model A

の偽陰性物質については「Phenoxyacetic acid 

or derivative」のアラートが多く、このアラ

ートも代謝活性化が毒性発現に関与してい

るとされている。この様に Model A で偽陰

性となる物質の特徴の１つに代謝活性化の

関与が考えられた。 

 一方、本研究で作成した肝毒性予測モデ

ルの予測性能を下げる偽陽性の要因として、

ADME の影響が考えられ、その１つに、経

口アベイラビリティの影響が挙げられる。

経口バイオアベイラビリティに影響する化

学記述子として TPSA (Topological Polar 

Surface Area) と RBC (Rotatable Bond Count) 

が提案されており、RBC > 10 または TPSA 

> 140 で経口アベイラビリティが低くなる

ことが示されている。HESS-TGP データセ

ットの解析では、RBC > 10 または TPSA > 

140である物質の多くは肝毒性陰性であり、

これらの記述子等を用いて経口バイオアベ

イラビリティが低い物質をあらかじめ予測

することにより、予測性能を向上させるこ

とができる可能性がある。また、排泄の影響

も考えられた。HESS-TGP データセットお

よび ToxRefDB データセットでスルホ基を

持つ物質は全部で 22 物質あり、その内 21

物質が肝毒性陰性であったが、Model A に

偽陽性となった物質が 5 物質含まれていた。

スルホ基を持つ物質は、硫酸抱合反応など

で速やかに体内から排泄され、肝毒性影響

が軽減されると考えられる。この様な

ADME を考慮することにより偽陽性を減ら

すことができる可能性が示された。 

 

E．結論 

H30 年度は、化学物質の主要な標的臓器

である肝臓に対して、従来の化学構造情報

のみを基にした肝毒性構造アラート作成に

代わる新たなアプローチとして、AOP の一

部である分子キーイベント（MIE）情報に基

づいた in vitro試験データを用いた肝毒性予

測モデルの作成を試みた。MIE 情報を検索

するための化学物質の in vivo データソース

としては HESS と Open TG-GATEs の反復

投与毒性試験情報を用い、外部検証として

ToxRefDB の反復投与毒性試験情報を適用

した。一方、PubChem BioAssayより肝毒性

と関連性のあるMIE として 47の in vitro試

験データを収集した。予測対象物質そのも

の（Model A）あるいは類似化合物（Model 

B）が、それぞれの in vitro 試験データに含
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まれていた場合に、その in vitro試験の結果

（Active or Inactive）を肝毒性の陽性と陰性

を判定する 2 種類の予測モデルを作成した。

予測モデルは、既存の知識ベース毒性予測

モデル Derek Nexus と比較して幅広いケミ

カルスペースをカバーしており、高い予測

性能を有していることが示された。また、

Model B は、最適な類似度の設定を模索す

ることで、より幅広いケミカルスペースを

対象とすることでより感度の高い予測性能

の高いモデルに発展していくことが期待で

きた。一方で、本モデルでカバー出来ていな

い毒性機序の存在や、 in vivo における

ADME の影響を考慮することにより、予測

性能をさらに向上させることができること

も示された。 
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