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化学物質の有害性評価の迅速化・高度化・標準化に関する研究（H29-化学-一般-001） 
分担研究項目：遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの確立 

 
研究分担者 魏 民 大阪市立大学大学院医学研究科 環境リスク評価学 准教授 

Ａ．研究目的 
生活環境を取り巻く化学物質の発がん性を迅速に、

かつ高精度に検証できるシステムの確立は、社会的に
も経済的にも非常に重要であり、このシステムで得ら
れた結果は国民生活の安全･安心を保証する重要な基
盤となる。本研究では化学物質の発がん性評価の迅速
化・高精度化・標準化を目的に、平成23年度～28年度
「化学物質の安全性と発がん性リスク評価としての
短・中期バイオアッセイ系の開発に関する研究」（吉
見班）で蓄積してきた病理組織発がんマーカー及び試
験法をより一層発展・高精度化し、高精度発がん評価
モデルとして確立する。さらに国際的に認知させる必
要があるため、それらの発がん性評価法のOECDテスト
ガイドライン化を目指すことが重要である。そこで、
本申請研究においては、OECDテストガイドライン化の
成立を最終目的として、6研究施設による協同体制に
て下記に記す三つの研究を実施する。第一に、膀胱を
標的とする発がん物質を用いた28日間反復投与試験
を実施し、病理組織発がんマーカーを用いた膀胱発が
んリスク評価法を確立する。第二に、これまで開発し
た遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質短期
検出モデルの有用性をより一層検証し、確立する。第
三に、上記の試料を用いてDNA付加体を網羅的に解析
しカタログ化する方法（アダクトーム解析）による化
学物質のDNA損傷を指標とした遺伝毒性評価法を開発
する。 

本研究の意義は、成果となる発がん性評価法及び
ガイドラインが、化学物質の有害性評価において汎用
的に用いられかつ厚生労働行政施策の科学的基盤と
なることであり、得られた発がん性に関する情報は厚
生労働行政施策への活用が非常に期待できる。また、
得られる成果は国内のみならず、化学物質の安全性評
価に係る国際的な試験法やガイドライン等への活用
も期待される。 

平成 29 年度および平成 30 年度の検討の結果、遺伝
毒性発がん物質の検出に本モデルの有用性が確認され
た一方で、偽陰性を示す物質が認められた。令和元年
度（平成 31 年度）では、陰性と判定された遺伝毒性肝
発がん物質 3 種類について、投与量を上げた再検討を
実施した。 
 
Ｂ．研究方法 
これまでの検討で陰性と判定された遺伝毒性肝発が

ん物質である Benzidine (BZ)、Hydrazine (HZ)および
4,4'-Oxydianiline (4,4'-ODA)）について、ラット単
回強制胃内投与試験を行った。実験動物は 6 週齢の雄
SD ラットを用いた。投与量はこれまでに検討した LD50
の 1/2 から LD50 の 1/2 および 2/3 に上げた（表１）。 

被験物質投与後 24 時間後に剖検を行った。肝臓を摘
出し、RNA 抽出用として、外側左葉(LL)を摘出後，下端
辺縁部を約2cm×0.5cmの大きさで2スライス切り出し，
それぞれ1mLの RNAlaterが入った1.5mLチューブに移
した（合計 2 本、そのうち 1 本は、他施設でのバリデ
ーション用）。1.5mLチューブを4℃で一晩保管後，-80℃
で長期保管した。凍結保存サンプル用として、外側左
葉の上半分を 1.5ml チューブ 2 本分採取し、液体窒素
により凍結後，－80℃凍結保管した（1本は DNA adduct 
解析用）。ホルマリン固定用サンプルとして、外側左葉
の下半分、内側右葉(RM)及び右葉尾部(R2)から計 3 ス
ライス切り出し、カセットに入れ 10%ホルマリンにて固
定した。 

遺伝子発現については、リアルタイム PCR にてデー
タを取得した。リアルタイム RT-PCR は施設共通のプロ
トコールに従って行った。肝臓からの total RNA 抽出
と cDNA の合成はそれぞれ RNeasy mini kit（キアゲン）
と Super Script VI VILO Maste Mix(invitrogen）のキ
ットを使用した。 

得られた遺伝子発現データを我々が構築した遺伝毒

研究要旨 
本研究は化学物質の有害性評価の迅速化・高度化・標準化を可能とする評価モデルの構築を目的とし、

遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの開発および検証を行った。遺伝毒性肝発がん物質を含めた種々の
化学物質のラット単回投与を行い、投与 24 時間後の肝臓におけるマーカー遺伝子（10遺伝子）の発現デ
ータを qPCR で取得し、我々が構築した遺伝毒性肝発がん物質検出モデルを用いて肝発がん性を予測した。
本年度はこれまでの検討で偽陰性となった遺伝毒性肝発がん物質の 3 物質について投与用量を上げて検
討した。その結果、すべては「陰性」と判定された。この結果から、我々が構築した遺伝子セットを用い
た肝発がん性予測モデルは遺伝毒性肝発がん物質を高い特異度で検出できるが、偽陰性になる物質があ
る。今後も本試験系の検出限界や改良についての検証を引き続き行う必要がある。 
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性肝発がん物質検出モデル（サポートベクターマシー
ンによる数理学的アルゴリズムによるモデル）に入力
し、陽性または陰性の判定を行った。 
 
（倫理面への配慮） 
大阪市立大学動物実験委員会から動物実験の許可を

得、動物実験指針を遵守して行い、動物愛護に十分に
配慮した。 
 
Ｃ．研究結果 
 qPCR で取得した遺伝子発現データを構築済の遺伝毒
性肝発がん物質検出モデルに入力し、遺伝毒性肝発が
ん性の陽性または陰性の判定を行った。本モデルでは、
遺伝毒性ラット肝発がん物質を「陽性」、その他の物質
（非遺伝毒性ラット肝発がん物質、遺伝毒性非発がん
物質）を「陰性」と判定する。その結果、本年度に検
討した 3物質はすべて「陰性」と判定された(表 1)。 
 
表１ 令和元年度に検討した遺伝毒性肝発がん物質 

TD50 投与量

(mg/kg/day) (mg/kg) Dose/LD50

Benzidine (BZ) 1.73 150 1/2 Negative ×

210 2/3 Negative ×

Hydrazine (HZ) 0.613 30 1/2 Negative ×

40 2/3 Negative ×

4,4'-Oxydianiline (4,4'-ODA) 9.51 360 1/2 Negative ×

480 2/3 Negative ×

被検物質 判定結果 正否

 
 
Ｄ．考察 
遺伝毒性肝発がん物質の 3 物質が偽陰性となった。

今後、検出精度を上げるには偽陰性物質について最大
耐量を用いて再評価する必要があると考えられる。 
 
Ｅ．結論 
我々が構築した遺伝子セットを用いた肝発がん性予

測モデルは遺伝毒性肝発がん物質を高い特異度で検出
できるが、偽陰性になる物質がある。今後も本試験系
の検出限界や改良についての検証を引き続き行う必要
がある。 
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