
別添 1 
 

 

 

厚生労働科学研究費補助金 

 

化学物質リスク研究事業 

 

化学物質のヒト健康リスク評価における（定量的） 

構造活性相関およびカテゴリーアプローチの実用化に関する研究 

（H24-化学-指定010） 

 

 

 

平成２６年度 総括・分担研究報告書 

 

研究代表者 本間正充 

 

平成２7（２０１5）年 ３月 

 



別添 1 
 

目   次 

 

I. 総括研究報告書（別添 3） 

化学物質のヒト健康リスク評価における 
（定量的）構造活性相関およびカテゴリーアプローチの実用化に関する研究   １ 
 本間 正充 

 

II. 分担研究報告書（別添 4） 

遺伝毒性の予測に関する研究                          １５ 
 本間 正充/ 森田 健/ 山田 雅巳 

反復投与毒性を指標にした構造活性相関モデルに関する研究          ５９ 
 広瀬 明彦/ 長谷川 隆一 

構造活性相関モデル構築手法の比較と利用に関する研究           ７１ 
 小野 敦 

類似化合物のカテゴリー化による毒性評価に関する研究             ８５ 
 吉田 緑 
カテゴリー化による神経系毒性評価に関する研究                ９５ 
  西村 哲治 

 

III.研究成果の刊行に関する一覧表（別添 5）             １０３ 

 

IV. 研究成果の刊行物・別冊                                             １０７ 

 

 

 

 

 

 



- 1 - 
 

平成 26年度 厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

総括研究報告書 

 

研究課題名：化学物質のヒト健康リスク評価における（定量的）構造活性相関および 

カテゴリーアプローチの実用化に関する研究 

（H24-化学-指定-010） 

 

研究代表者 本間 正充 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部 部長 

 

 

研究要旨 

化学物質のヒト健康リスク評価に、構造活性相関（QSAR）や、カテゴリーアプローチ手法

の導入が注目されている。本研究ではこれら手法の実用化に向けた改良と、得られた成果を基

にした評価ストラテジーの提案を行う。本年度は以下の研究結果を得た。 

 

A） 遺伝毒性の予測に関する研究 

エームス試験に関しては、QSAR予測精度の向上を目指し、世界最大規模のエームス試験デ

ータベースの再構築を行った。今年度は安衛法エームス試験データ約 2万物質を入手し、デー

タベースを完成させた。約 2 万物質のうち、12,962 物質が、分子量 500 以下の化学物質デー

タとして入力可能で有り、且つ QSAR のトレーニングセットとして利用できる。この 12,962

物質のエームス試験データベースを公開しエームス/QSAR モデルの予測精度向上のための国

際共同研究を開始する。 

これまで in vitroの試験データから QSARモデルを開発してきたが、in vitroでのアラート

を in vivoへ拡大し、in vivo遺伝毒性予測モデルの構築にも着手した。その前提として、in vivo

試験データの精査と、データベースの構築を行った。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 小核（MN）試験と in vivo トランスジェニック突

然変異（TG）試験のデータを収集・解析した結果、MNでは 379物質の、TGでは 78物質の

知見が得られMNの感受性は 41.0%で、特異性は 60.5%、TGの感受性は 72.9%であることが

判明した。In vivo MNの感受性（41.0%）は in vitro試験（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（60.5%）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%）。 

ブルガス大学との共同研究により変異原性カテゴリー予測のためのメカニズムベースのサ

マリーワークフローを導入した。これまでのワークフローに新たに機械論的な理解により情報

化される試験法と評価のための統合アプローチ（IATA）を反映させた。変異原性分類を基準

とした入手可能な変異原性データを用いて、精巧な IATAから一連の試験による発がん物質の

カテゴリー化を行った。IATAを用いると、遺伝毒性によるがん原性陽性を、高感度（80～85%）

で偽陽性の割合を低く抑え（15～20%）予測できることが認められた。 

ラーサ社との共同研究により、知識ベースの TG試験予測モデルの開発を行った。本年度は

NIHSからのデータの提供（TGRデータセット）により感度および正確度が大幅に向上した。

本研究で陽性適中率が比較的高い（50%以上）アラートが 4種確認された。これら 4種のアラ

ートを拡大適用した場合、感度の向上は最大で 60%に達すると考えられた。さらに感度を高め
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るためには、さらなる試験データベースの拡張が望まれる。 

B） 反復投与毒性を指標にした構造活性相関モデルに関する研究： 

肝毒性について、これまでに開発した Rapid Prototypes （RP）アラートのうち更に調査す

べきアラートの優先順位付けを行い、必要に応じて正式な肝毒性アラートとするための検討を

行った。今年度は、残された 21 種の RP のすべてについて専門家による簡易評価を行った。

その結果、フルアラートへの変更の可能性の高い 2 アラートをフルアラートとして作成した。

一方、8 つの RP は無効化した。これにより、トレーニングセット化合物群に対する肝毒性の

予測精度は、肝毒性の予測において感度 39.5%、特異性は 77.9%となった。 

C） 構造活性相関モデル構築手法の比較と利用に関する研究 

毒性フェノタイプからの評価モデル構築の検討として、病理変化とあわせて血液化学及び、

血液生化学的変化のクラスタリング解析を行い、毒性学的に意味のあるパラメータセットの変

動を示すエンドポイントクラスター化学物質群について科学的に妥当と考えられるに共通部

分構造の抽出に成功した。無毒性量の評価アプローチの検討においては、評価対象を特定の部

分構造を有する化学物質群に限定することで精度の高い予測式の構築が可能であることが示

唆された。さらに、化学構造全体の類似度と無毒性量との関係を解析した結果、類似度 70%以

上の化学物質について無毒性量が得られていれば無毒性量の評価がある程度可能であること

が示された。 

D） 類似化合物のカテゴリー化による毒性評価に関する研究 

日本で評価された農薬の毒性について公表データを基に構造別に分類し、子宮内膜腺癌が増

加した農薬を抽出し、各剤の既知情報から考えられる発がん機序予測の可否と化学構造および

作用機序を解析した。子宮癌はラットの慢性毒性発がん性併合試験のみ計 7剤で投与により発

生頻度が増加した。7剤のうち 5剤では機序試験が実施されており、このうち化学構造の異な

る 4 剤では機序試験から発がん機序が予測できた。機序試験が実施されていない 2 剤は構造、

作用機序および毒性プロファイルが類似していたが、発がん機序は予測できなかった。これら

の結果から、子宮発がん性機序予測には機序試験が重要であることが確認された。 

E） カテゴリー化による神経系毒性評価に関する研究 

有機リン系殺虫剤を対象物質群として、アセチルコリンエステラーゼ（AChE）活性阻害を

指標とした神経系への毒性に関して、作用と構造の関係を検討した。個々の物質の評価では、

問題とする作用濃度ではないが、類似の基本骨格をもち、側鎖の構造は変化に富み多岐にわた

ることから、それらの環境に共存する状況における複合暴露については注意を払う必要がある。

今後、さらにカテゴリー化を進め、詳細な検討を行うことが重要な課題である。 

 

 

 

キーワード；化学物質管理、構造活性相関（QSAR）、カテゴリーアプローチ、遺伝毒性、一般

毒性 
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国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部・部長 

小野 敦 

国立医薬品食品衛生研究所安全性予測評価部・主任研究

官 

山田 雅巳 

国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部・室長 

吉田 緑 

国立医薬品食品衛生研究所 病理部・室長 

森田 健 

国立医薬品食品衛生研究所安全性予測評価部・室長 

長谷川 隆一 

国立医薬品食品衛生研究所・客員研究員 

西村 哲治 

帝京平成大学 薬学部・教授 

 

Ａ．研究目的 

本研究では、化学物質のヒト健康リスク評価の

効率化や動物愛護の観点から（定量的）構造活性

相関（(Q)SAR）手法やカテゴリーアプローチの

化学物質評価における実用化を目的として、それ

ぞれについて規制へ適用可能な手法を構築およ

び改良を行うとともに、最終的に得られた成果を

もとにした評価ストラテジーの提案を行うこと

を目的としている。数万種に及ぶ安全性評価未評

価の既存化学物質のリスク管理は、世界的な課題

となっており、カテゴリーアプローチや(Q)SAR

の利用については、OECD を始めとして EC 諸

国および米国 EPAにおいても検討されているが、

実際のヒト健康リスク評価における利用は未だ

限定的である。医薬品においては、変異原性不純

物の評価に QSAR やカテゴリーアプローチが本

格的に利用されつつあり、この流れは一般化学物

質の評価・管理に波及することが予想される。

我々は、これまでにヒト健康影響に関するスクリ

ーニング試験の内、変異原性、染色体異常につい

て 3 種のプログラムを用いた予測システムの開

発を、反復毒性については肝毒性と腎毒性をター

ゲットとしたアラート開発等により有用性に関

する知見を得ている。 

本研究では、得られたシステムのリスク評価へ

の実用化に向けて、予測精度の向上を目指す。遺

伝毒性に関してはエームス試験、染色体異常試験、

小核試験、トランスジェニック突然変異（TG）

試験の大規模データベースを再構築し、適切かつ

多数の遺伝毒性アラートを抽出し、遺伝毒性の予

測精度の格段の向上を行う。一方、反復毒性につ

いては、これまでのところ国際的に認められる信

頼性の高い手法は提案されていない。本研究では、

病理変化や生化学的変化などの毒性変化の組み

合わせにより毒性の機序分類を行い、一方で化学

構造面の類似性と毒性機序の類似性について相

関性について解析を行う。これにより、高精度の

予測モデルやカテゴリー候補物質群の構築およ

び OECD で検討されている毒性パスウェイ

（AOP）候補となる情報を得ることが可能とな

る。さらに、同様の取り組みを行っている米国

EPAやEUおよびOECDにおける取組について

情報収集を行い、国際強調に対応した利用法につ

いて検討し、最終的に、実際の評価過程でカテゴ

リーアプローチや、QSARを用いるストラテジー

を国際的に提案することで日本の国際貢献へも

寄与することを目的とする。 

 

Ｂ．研究方法 

１）エームス試験データベースの再構築 

厚生労働省 労働基準局 安全衛生部 化学物質

対策課より昨年度入手した。労働安全衛生法によ

る届け出のあった化学物質には、混合物・ポリマ

ーなども含まれている。構造活性相関はあくまで

も化学物質の構造に基づく予測を行うので、その

ような、「構造式が特定できない物質」は、Ames

試験結果はあっても対象にならない。また、構造

情報を得るために有用なCAS番号の情報がない

物質が約半数であったことから、CAS番号の有無

による振り分けを行った。以上のことを考慮し、

現在までに12,962の化学物質のAmes試験の情
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報（物質名称と試験結果（陽性、陰性等の判定））

を作成ソフトJChemに入力し、データベースを

完成させた。 

 

２）In vivo遺伝毒性試験の発がん物質検出性と

の関連 

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）は、756の齧歯類発がん物

質と183の非発がん物質について、4種の in vitro

遺伝毒性試験情報（Ames, MLA, in vitro MN, in 

vitro CA）が収載されている。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。

また、in vivo TGについては、OECDのレビュ

ー文書および食品添加物の遺伝毒性試験報告書

を用い、有用なデータを検索した。遺伝毒性試験

結果と CPDB の発がん性データを比較し、その

一致率を評価した。 

 

３）遺伝毒性エンドポイント予測のための段階的

アプローチ：化学物質の変異原性を予測するため

のパスウェイベースのワークフロー 

本研究の最初の部分では、これまで発表の一環

として収集された 162 種類の化学物質のデータ

セット（Mekenyanら、2012年）に依拠した。

これらの物質について入手可能なデータは、それ

ぞれの試験の能力に従ってカテゴリー化した。組

織に対する精緻化されたレベル全体の試験結果

について、試験の能力を踏まえて再検討した。 

データセットの対象とする試験系は、以下の試

験タイプ由来とした。 

 復帰突然変異検出のため、アミノ酸要求性の複

数の細菌株を用いる細菌復帰突然変異試験

（Ames試験）（OECD TG 471） 

 染色体の構造異常および数的異常を検出する

哺乳類の染色体異常試験（OECD TG 473） 

 遺伝子突然変異および染色体構造異常を検出

するマウスリンフォーマ試験（OECD TG 476） 

 肝細胞を用いる不定期 DNA 合成（UDS）

（OECD TG 486） 

 アルカリ単細胞ゲル電気泳動法（コメットアッ

セイ）（現時点で OECD TGなし；国際的な同

意が得られたプロトコールが入手可能（Olive 

and Banath（2006年）参照）） 

 トランスジェニックげっ歯類突然変異試験

（OECD TG 488） 

 マウス肝細胞を用いる in vivo 小核試験（現時

点で OECD TGなし；国際的な同意が得られた

プロトコールが入手可能（Clietら、1989年参

照）） 

 骨髄小核試験（OECD TG 474） 

 

４）Derek Nexusを用いて in vivo変異原性のエ

ンドポイントを予測するためのトランスジェニ

ックげっ歯類データの利用 

NIHS より、188 種の異なる化合物に関する

TGR アッセイデータのデータセットが提供され

た。このデータセットは、OECD が発表したレ

ビュー（Lambert et al）に提示された TGRアッ

セイデータを用いて NIHS がまとめたものであ

る。Lhasa 社では、このデータセットにおける

TGR での判定結果に基づき、以下のルールに従

ってこれらの化合物を陽性（113化合物）または

陰性（75化合物）の結果に振り分けた。  

 ＋＝標的組織で陽性（発がん性データが利用

できる場合）。総合判定は陽性とする 

 －＝標的組織で陰性（発がん性データが利用

できる場合）かつ試験対象とされたことがあ

る他のいかなる組織でも陰性（コメント欄に

記述）。総合判定は陰性とする。 

 na（+）＝標的組織で陰性（発がん性データ

が利用できる場合）であるが、コメント欄に

記載されている他の組織で陽性。総合判定は

陽性とする。 

 na（-）＝標的組織で陰性（発がん性データ

が利用できる場合）かつコメント欄に記載さ

れている試験対象とされた他の組織で陰性。

総合判定は陰性とする。 

2014 年に公開された Derek の知識ベース

（KB）を用い（Derek Nexus 4.0）、in vitro変

異原性に関するアラートに対してこのデータセ

ットを検討した。この KBには in vitro変異原性
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に関するアラートが 118種収録されており、これ

らのアラートのうち 39 種が TGR アッセイデー

タに関連するものであった。 

 

５）反復投与毒性を指標にした構造活性相関モデ

ルに関する研究 

5.1 データセット 

昨年度と同様の反復投与毒性試験結果データ

のうち、より詳細な病理組織学データを含む 197

化合物のデータセットを使用した。 

5.2 RPsの優先順位付け 

RPの優先順位付けには、昨年度と同様に、デ

ータセットに含まれているアラートの裏付けと

なる化合物数および Viticに収録されているアラ

ートをアクティブ化する肝毒性データを含む化

合物数を考慮した。追加的な手順として、残され

ている RP のそれぞれについて簡易評価を行っ

た。この分析には、残されている 22種の RPア

ラートの各クラスに関する公開毒性データおよ

びメカニズムデータの解釈を含めた。これをもと

に RP アラートの最終的なスプレッドシートを

作成し、検討結果に基づいて各 RPアラートを以

下のように分類した。  

 クラス 1 – フルアラート構築の可能性のあ

るアラート 

 クラス 2 – 保留（フルアラート構築に利用

できる公開データはあるが不十分、またはメ

カニズムに基づいた根拠が不十分）するアラ

ート 

 クラス 3 – 無効化すべきアラート（公開文

献中にデータなし、活性に当該 toxicophore

との関連なし） 

 

６）構造活性相関モデル構築手法の比較と利用に

関する研究 

これまでの研究で整理した既存化学物質点検

による試験結果データベースを用いて血液化学

及び血液生化学的変化が有意に認められた用量

分布についてパラメータごとに解析を行った。血

液化学及び血液生化学的変化が有意に認められ

た最低用量及び病理変化が認められた最低用量

をパラメータとしてフェノタイプ及び化学物質

のクラスタリング解析を行った。その中で毒性学

的に意味のあると考えられた２つのクラスター

について共通する化学構造的特徴の検討を行い、

さらに構造記述子や部分構造セットを用いた判

別モデルを構築して化学構造からの評価の可能

性を検討した。既存化学物質点検による試験結果

データベースを用いて化学物質間の構造類似度

と無毒性量の近似度について解析した。毒性の強

い化学物質群に共通する特徴部分構造の幾つか

に着目して、特徴構造を有する化学物質群のみに

限定して基本的物性と無毒性量の相関性につい

て検討を行った。 

 

７）類似化合物のカテゴリー化による毒性評価に

関する研究 

公表されている約 200の農薬の報告書を基に、

ラットおよびマウスの長期毒性試験（慢性毒性発

がん性併合試験/発がん性試験）で投与により子

宮内膜腺癌が増加した農薬を検索した。子宮腫瘍

が増加した各剤について、農薬名（common 

name）、農薬の分類、化学構造の特徴、農薬とし

ての作用機序、毒性プロファイル（急性毒性、毒

性の特徴、1日許容摂取量（ADI）とその設定根

拠試験における最小毒性量（LOAEL）と無毒性

量（NOAEL）、子宮癌の NOAEL と LOAEL）

と評価年を記載した。 

また公表データより機序試験の有無について

も検索した。まず既知の子宮がん発生機序をタイ

プ Aから Eの 5つに分けて評価した。 

 
８）カテゴリー化による神経系毒性評価に関する
研究 
ネオニコチノイド系殺虫剤であるアセタミプ

リド、イミダクロプリド、チアクロプリド、ニテ

ンピラム、チアメトキサム、ジノテフラン、クロ

チアニジン、フィプロニル、フロニカミドに対し

て、ヒトアセチルコリンエステラーゼ活性阻害を

指標とした評価を行った。 

 

Ｃ．研究結果 

１）エームス試験データベースの再構築 

エームス試験データの内訳は以下の通りであ
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る。 

 入手したデータ数：20,761 

 構造式が描けないと判断したデータ数：

7,257 （混合物・ポリマー等） 

 入力済み：12,692 （CAS#有：7,972／CAS#

無：4,990） 

 入力保留中のデータ数（CAS#に関わら

ず）：467 

 重複しているデータ数（CAS#に関わら

ず）：75 

入力データの中で、陽性判定物質の割合は約

14%で、そのうち3分の1が強い陽性とされるもの

であった。陰性判定物質は86%であった。 

 

２）In vivo遺伝毒性試験の発がん物質検出性と

の関連 

In vivo MNの発がん性に対する感受性は

41.0%（120/293）、特異性は60.5%（52/86）で

あり、一致性は45.4%（172/379）で良好といえ

るものではなかった。一方、in vivo TGの発がん

性に対する感受性は、72.9%（54/74）と比較的

高いものであった。また、Amesとin vivo MNを

組合せた場合の感受性および特異性も評価した。

発がん物質についてAmesとin vivo MN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, MN, 

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

Amesとin vivo MNの両試験を実施して、両方の

試験で陰性となる特異性は45.3%で、Amesと他

のin vitro試験（MLA, MN, CA）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。 

 

３）遺伝毒性エンドポイント予測のための段階的

アプローチ：化学物質の変異原性を予測するため

のパスウェイベースのワークフロー 

これまでのワークフロー（Mekenyan et al. 

2012）では、起源に関係なく in vitro変異原性試

験の結果に基づき、陽性か陰性かでまず化学物質

を細分した。次の分類は肝臓を用いる in vivo遺

伝毒性作用に基づき、続いて in vivo MNTの結

果とした。レベル全体の結果に不一致が生じた物

質については、例えば in vivoのみの作用として、

いわゆる基質チャネリングや化学物質の代謝的

解毒の発生、骨髄など肝臓から離れた組織への接

近の間にタンパク質（または他の生体分子）との

相互作用能を獲得など、諸因子を考慮することに

より可能な限り正当化された。こうした正当化は

事例ごとの基準では可能であったが、レベルとは

無関係に、少なくとも 1つ陽性の変異原性データ

を不採用にすることが 1つの欠点であった 

例えば、レベル 1の場合、最終的な変異原性が

陽性であると、Ames-S9、CA、またはMLA由

来データが陽性であることに基づく割り当てで

あると考えられる。これと同じ方法が、レベル 2

および 3における in vivo変異原性の割り当てに

用いられると考えられる。故に、レベル 1の最終

的な変異原性の判定が、Ames試験データ陰性か

つ CAデータ陽性の結果に基づき陽性に割り当

てられた場合、この化学物質はレベル 2でなお陰

性になることが考えられる。何故なら、レベル 2

で選択される試験には、CA試験に匹敵する試験

の能力がなかったからである。そのため、この化

学物質の場合、in vitro試験では陽性、肝臓を用

いる in vivo試験では陰性であると判断され、実

際には可能性がきわめて低い肝解毒作用関与の

仮説が立てられると考えられる。今回の in vitro、

in vivoにおける外挿のワークフローは、こうし

た欠点への対処のため精緻化された。 

 

４）Derek Nexusを用いて in vivo変異原性のエ

ンドポイントを予測するためのトランスジェニ

ックげっ歯類データの利用 

検討対象とした 7 種のアラートのうち 6 種は

in vivo での活性と関連性があると判断され、in 

vivo に拡大適用した。これらのアラートはいず

れも in vivoデータに対する十分な予測性能を有

しており、活性のメカニズムは in vitroおよび in 

vivo のエンドポイントにおいて同一のものであ

ると考えられた。また、哺乳類における推論レベ

ルは、拡大適用としたアラートの大半（6種中 5

種）で「妥当」であるとみなした。これは、これ

らのアラートは陽性適中率が比較的高いこと、お
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よび観察された活性は特定の toxicophoreに起因

するものであると予想されたことに基づいた判

定である。 

一方、芳香族アミンおよびアミドに対するアラ

ート 352 については推論レベルを下げて「不確

か」とし、このアラートの予測性能が信頼性に劣

ることを示している。 

TGR アッセイにおいていくつかの芳香族アゾ

化合物が変異原性を示すことが報告されている

が（Lambert et al.）、これらの化合物はその活性

に関与する可能性のある他の構造的特徴（すなわ

ち、芳香族アミン基）も有していた。結果として、

このアラートに対するコメントを更新したが、新

たなルールは追加しなかった。 

改良したアラートを含む新しい知識ベース

（Derek KB 2014＋第 8年次 NIHS）の予測性能

は、NIHSの TGRデータセットを用いて評価し

た結果、感度（10%から 41%に上昇）および正

確度（46%から 62%に上昇）に大幅な向上が認

められ、これに伴う特異度の低下（100%から

93%）はごくわずかであった。 

 

５）反復投与毒性を指標にした構造活性相関モデ

ルに関する研究 

簡易評価によるクラス分類の結果、クラス 1

には 9アラート、クラス２は 5アラート、クラス

3には 8アラートに分類することができた。 

今年度は、クラス 1のうち 2つのアラート（「2-

アミノピリミジン」、「スチレンまたはその誘導

体」）についてフルアラートへの変更を行うこと

ができた。さらに、フルアラートに変更すること

ができないと思われるクラス 3の 8種のRPすべ

てを無効化することができた。 

 新たなフルアラート 

 RP008「2-アミノピリミジン」 

 RP024 「スチレンまたはその誘導体」 

 無効化した RPアラート 

 RP003：ヒダントインまたはその誘導体 

 RP004：チオテトラゾールまたはその誘

導体 

 RP006：チアゾリジノンまたはその誘導

体 

 RP009：硫化ジフェニル、スルホキシド

またはスルホン 

 RP018：ピロリジンまたはその誘導体 

 RP022：フルオロキノロン-3-カルボン

酸 

 RP028：第三級アルコールまたはエーテ

ル 

 RP031：O-tert-ブチルエステルまたは

カルバメート 

以上、10種の RPアラートを検討した結果、2

種の新規アラートを実行し、10 種の RP アラー

トを無効化した結果、データセットにおける

Derek の肝毒性エンドポイント予測性能の変化

を表１に示す。 

表 1．予測性能比較 

 
Hepatotoxicity 

感度% 特異性% 一致率% 

昨年度 45.4 75.5 64.3 

今年度 39.5 77.9 63.6 

￥ 

６）構造活性相関モデル構築手法の比較と利用に

関する研究 

血液学的検査では、RBC, Hct, Hgbの変化が

他に比べ低い用量域で認められた。一方、血液生

化学的変化については、いずれにおいても同様の

用量域で変化が認められた。クラスタリングの結

果、幾つかのフェノタイプクラスターで特徴的に

変化する化合物群があることが示唆された。2つ

のフェノタイプクラスターの変動が認められる

化学物質群について、共通部分構造の抽出を試み

た結果、脂質代謝への影響により肝肥大する化学

物質を特徴づけるクラスターと判断された。特徴

部分構造として、多種のアルキルベンゼン骨格が

抽出された。また、RBC, Hct, Hgbの低下に特

徴づけられる貧血を惹起する化学物質を特徴づ

けるクラスターと判断され、それに関する特徴部

分構造として、アニリン骨格が抽出された。 

最終的な判別モデルの予測率は学習セットに

ついてはほぼ 100%であったが、評価用セットに

ついては、50%程度の予測率に留まった。類似度

が 70%を超える物質の無毒性量は、評価対象物

質と近似するのに対して、構造類似度が 50%以
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下の物質では、無毒性量の近似は認められず、構

造類似度からの無毒性量の予測には利用出来な

いことが示された。 

 

７）類似化合物のカテゴリー化による毒性評価に

関する研究 

検索した農薬において、投与によって子宮内膜

腺癌の頻度が 7化合物において増加し、これらは

全てラット慢性毒性発がん性試験併合試験で認

められた。農薬の分類では、殺虫剤が 2剤、殺菌

剤が 3剤、除草剤が 2剤であった。農薬としての

作用機序の点からは、除草剤のピリミノバックメ

チル、メタゾスルフロンはアセト乳酸合成酵素

（ALS）阻害作用、殺菌剤であるイソピラザム、

セダキサンおよび殺虫剤シエノピラフェンはミ

トコンドリアのコハク酸脱水素酵素阻害剤、殺菌

剤のベンチアバリカルブイソプロビルと殺虫剤

のスピロジクロフェンは脂質系生合成阻害を有

する化合物であった。7剤の化学構造は、5剤は

異なっていた。2剤（イソピラザム、セダキサン）

のみピラゾールカルボキサアミド系と類似した

化学構造を有していた。 

発がん用量の比較において、子宮内膜腺癌の増

加は 6 剤で高用量のみに認められた。ADI の設

定根拠試験との比較では、差が最も小さい剤がベ

ンチアバルカルブイソプロピルであったが子宮

癌が増加した投与量は 318mg/kg 体重以上と大

量投与条件下であった。ピリミバックツメチルで

は ADI設定根拠試験との差が 200倍近かった。 

 
８）カテゴリー化による神経系毒性評価に関する
研究 
ネオニコチノイド系殺虫剤は、イミダクリプリ

ドが開発されて、－C－N－C－N－の構造を共通

に有する類似の作用性を持つ殺虫剤として、開発

されて登録されている（図１）。アセタミプリド

とイミダクリプリド及びニテンピラムが類似の

骨格構造を有し、チアクロプリド、チアメトキサ

ム及びクロチアニジンが類似の骨格構造を有し、

ジノテフランが他の２群と異なった構造をもつ。

アセタミプリドが最も作用が強く、ダイアジノン

オキソンに比較して、相対濃度として約 1150倍

に相当する濃度（1150 分の一の作用）で AChE

の阻害を示した。アセタミプリド（１）に対して、

ジノテフランが相対濃度として 0.08 であった他

は 0.1～0.3 に相当し、毒性が低いこともあり、

構造と明確な定量関係を明らかにすることがで

きなかったが、－C－N－C－N－の構造を共通骨

格構造として、側鎖として結合している構造が作

用に関与していることが推測された。 

 

Ｄ．考 察 

 エームス試験に関しては、QSARによる予測精

度の向上を目指し、世界最大規模のエームス試験

データベースの再構築を行っている。これら試験

データを QSAR のトレーニングセットに組み入

れることにより、格段の予測精度の向上が期待で

きる。昨年度から、安衛法エームス試験データ

20,761 物質を入手し、データベース化に着手し

た。うち、12,962物質が、分子量 500以下の化

学物質データとして入力可能で有り、これをすべ

てデータベース化した。 

遺伝毒性 in vivo試験に関しては、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とin vivo TGのデータを

収集・解析した。In vivo MNの発がん性に対す

る感受性は41.0%で、特異性は60.5%、in vivo TG

の感受性は72.9%であることが判明した。また、

Amesとin vivo MNを組合せた場合の感受性は

68.7%で、特異性は45.3%であった。In vivo MN

の感受性（41.0%）はin vitro試験（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（60.5%）

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%）。

In vivo – in vitro比較においては、in vivo MNと

in vitro CAの一致性を検証した。発がん物質に対

する両試験の一致性は53.2%、非発がん物質に対

しては37.3%で、発がん物質と非発がん物質を統

合すると49.2%であった。また、発がん物質と非

発がん物質を統合した場合のin vivo TGとAmes

の一致性は78.4%で、高かった。今後、in vivo MN

とin vitro CAにおける一致性の低さの要因（in 

vitro CAにおける反応の代謝活性化系の有無や
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in vivo MNの曝露経路の妥当性などを含む）あ

るいは化学物質群に対する特性等を解明するこ

とにより、より精度の高いQSARの開発につなが

るものと考えられる。 

 ブルガス大学との共同研究により変異原性

カテゴリー予測のためのメカニズムベースのサ

マリーワークフローを導入した。これまで作成さ

れた遺伝毒性に関する in vitro、in vivoにおける

外挿のワークフローを、試験の能力に基づいて精

緻化した。今回、改訂ワークフローを通じ化学物

質 162 種類のデータセットを再評価し、データ

の結果を解釈する際の欠点に対処した。これによ

り、最初の TIMESモデルを開発し、その見識を

改善に用いた手法からさまざまな示唆が得られ

る。今回の改訂ワークフローでは、GHS の変異

原性カテゴリーから陽性の遺伝毒性を予測する

際、その実用性検討の取り組みまで範囲を広げた。

試験の能力の類似性または相違性を明らかにし

た各種組み合わせの試験系について、その性能を

評価してもほとんど差異が認められなかった。た

だし、研究に利用可能な一連の試験が限られてい

たため、今回の結果には偏りが含まれていたこと

が考えられる。 

今後の作業では、このワークフローを拡大し入

手可能な TIMESモデルの結果を取り込み、体系

的な利用に向け、このワークフローを実践的な

IATAに取り入れていくことになる。 

ラーサ社との共同研究により、知識ベースのト

ランスジェニック突然変異（TG）試験予測モデ

ルの開発を行った。本年度は NIHS からのデー

タの提供（TGR データセット）により感度およ

び正確度が大幅に向上した。本研究で陽性適中率

が比較的高い（50%以上）アラートが 4種確認さ

れた。これら 4種のアラートを拡大適用した場合、

感度の向上は最大で 60%に達すると考えられた。

さらに感度を高めるためには、NIHSの TGRデ

ータセットに含まれる関連データを用いて、その

他の in vitro変異原性アラートを拡大適用する必

要がある。しかし、これらのアラートの対象とさ

れている活性化合物は 3種未満であり、多くのア

ラート（32種中 16種）が 1種のみの活性化合物

を対象とするものである。したがって、NIHSの

TGR データセット以外に根拠となるデータが得

られない限り、これらのアラートの多くは拡大適

用に該当する可能性が低いと考えられる。従って、

さらなる試験データベースの拡張が望まれる。 

肝毒性の予測に関しては、これまでに開発した

Rapid Prototypes （RP）アラートのうち更に調

査すべきアラートの優先順位付けを行い、必要に

応じて正式な肝毒性アラートとするための検討

を行ってきている。今年度は、残された 21種の

RPのすべてについて専門家による簡易評価を行

った。その結果、フルアラートへの変更の可能性

の高い 2 アラートをフルアラートとして作成し

た。一方、8つの RPは活性の理論的根拠を確立

することができないか、同定された toxicophore

と活性とに関連性がないと判断されこれらのア

ラートを無効化した。これにより、トレーニング

セット化合物群に対する肝毒性の予測精度は、肝

毒性の予測において感度 39.5%、特異性は 77.9%

となった。本年度の検討により、既存の構造アラ

ートを効果的に利用して関連する毒性メカニズ

ムに基づいた新たなエンドポイントに関するア

ラートの構築を迅速化できることが実証された。

また、RPを正確に優先順位付けすることがフル

アラート構築の効果的な出発点となることが示

された。 

リスク評価における in vivo反復毒性試験の目

的はむしろ毒性の起きない用量である無毒性量

を明らかにし、毒性の強さに応じた化学物質の管

理を行うことによりヒト健康被害を防止するこ

とにある。本研究では、反復投与毒性の化学構造

からの評価について、毒性フェノタイプについて

の予測評価と無毒性量の予測評価の両面からの

アプローチについて検討を進めてきた。血液化学

及び血液生化学的変化を病理変化とあわせてク

ラスタリング解析を行った結果、毒性評価におい

てもそれぞれ関連する項目として評価される脂

質代謝に関わる項目や貧血症状を示す項目がク

ラスターとして抽出された。これらをフェノタイ

プクラスターとして変動の認められた化学物質

について共通部分構造の抽出を行った結果、脂質

代謝異常については、アルキルベンゼン骨格が、

貧血についてはアニリン骨格が抽出された。これ
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らの結果は、おおよそ既知ではあるが、本解析ア

プローチの妥当性及び有用性を示していると考

察された。本年度の解析結果から、対象物質の無

毒性量については、構造類似度が高い化学物質の

情報からの予測評価の可能性及び特定の部分構

造を有する化学物質に限定した予測評価式構築

の可能性が示された。構造類似度からの評価や特

定の部分構造からの評価モデルについて適用範

囲を明確化し、それぞれの評価モデルの適用範囲

であると評価された化学物質について評価を行

うことで、適用範囲の化学物質についてのみでは

あるが、実用的な評価が可能になるとともに、さ

らに、適用範囲の異なる複数のモデルを構築し組

み合わせることにより多くの化学物質について

の評価を可能にする評価スキームの構築が可能

であると考えられる。 

ラットの子宮発がん作用機序として、エストロ

ゲン作用、持続的な相対的高エストロゲン状態の

持続、あるいは肝臓におけるエストロゲン代謝変

調によるカテコールエストロゲンの産生の 3 つ

の経路が知られている。今回検索した 7 剤中 5

剤については機序試験が実施され、そのうち各 2

剤が相対的高エストロゲン状態の持続およびエ

ストロゲン代謝変調によるカテコールエストロ

ゲンの産生であったことから、これら 4剤の試験

では適切な機序試験が実施されていると判断さ

れ、長期毒性試験で発がん性が認められた場合の

適切な機序試験の実施が発がん機序予測さらに

はヒトへの外挿性予測のためには重要であると

結論した。 

一方、今回の検索結果より化学構造から子宮発

がん機序を予測することはできなかった。しかし

興味ある点として、化学構造が類似していた 2

剤では適切な機序試験が実施されていないため

に発がん機序を予測することはできなかったが、

毒性のプロファイルも類似していることから同

様の機序により子宮内膜腺癌が増加した可能性

が示唆された。 

ネオニコチノイド系殺虫剤は、天然物であるニ

コチンと同様、神経のシナプス後膜に局在するア

セチルコリン受容体に結合し、神経興奮を遮断す

ることにより毒性作用を発現されるとされてい

る。 

ネオニコチノイド系殺虫剤７物質の間で、アセ

タミプリドが、AChE に対して最も作用が強く、

ダイアジノンオキソンに比較して、相対濃度とし

て約 1150 倍に相当する濃度（1150 分の一の作

用）で AChE の阻害を示した。アセタミプリド

（１）に対して、ジノテフランが相対濃度として

0.08 であった他は、0.1～0.3 に相当し、毒性が

低いこともあり、構造と明確な定量関係を明らか

にすることができなかったが、－C－N－C－N

－の構造を共通骨格構造として、側鎖として結合

している構造が作用に関与していることが推測

された。 

 

Ｅ．結 論 

本研究では、構造活性相関やカテゴリーアプロ

ーチ手法の化学物質のヒト健康リスク評価にお

ける実用化に向けた改良と、得られた成果を基に

したストラテジーの提案を行う。本年度は計画通

りの研究結果を得た。今後の方向性としては、エ

ームス試験に関しては、既存の QSAR ツールの

予測精度の向上を目指し、世界最大規模のエーム

ス試験データベースの再構築を行う。公開可能な

データを公開し、QSARツールの予測性向上のた

めの国際共同研究を組織し、この分野で国際的イ

ニシャティブを取る。In vitroの試験データから

QSARモデルを開発してきたが、in vitroでのア

ラートを in vivoへ拡大し、in vivo遺伝毒性予測

モデルの構築にも着手した。その前提として、in 

vivo 試験データの精査と、データベースの構築

を行う。Ames試験の予測だけで無く、他の遺伝

毒性エンドポイントの予測モデルも着実に開発

を続ける。 

反復毒性については、予測対象の毒性指標を毒

性学的な観点から整理してデータベース化し毒

性機序の分類を行い、化学構造面の類似性と毒性

の類似性について相関解析を行うことで、高精度

の予測モデルやカテゴリー評価法を構築するこ

とで実用化に貢献する。今回、その結果、２つの

フルアラート作成と、8つの RPの無効化により

肝毒性の予測精度は、感度 39.5%、特異性は

77.9%となった。 
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これまでの研究から反復毒性については、予測

対象の化学物質に類似した化学物質について情

報が得られていれば、ある程度、信頼出来る予測

評価が可能であることが示された一方、多様な化

学構造の化学物質を一括して評価する予測モデ

ルの構築は難しいことも示された。幅広い化学構

造に対応したデータベースの拡充が今後の課題

である。化学物質ごとに入手可能な類似物質の情

報をもとに適用可能な評価手法を選択して評価

を行う評価スキームのほうが化学物質規制にお

ける実用性は高いと考えられる。また、類似構造

や共通部分構造の化学物質について予測に十分

な知見の得られていない化学物質については、化

学構造のみで評価を行うのではなく、毒性発現メ

カニズムに立脚した in vitro試験や少数例の動物

試験との組み合わせによる評価手法の検討も重

要である。 

毒性エンドポイントに関しては、これまでの肝

毒性、腎毒性だけでなく、血液毒性、脾臓毒性、

神経毒性にも目を向けた。ここでの蓄積データに

ついては、OECD 等で提案される手法の評価等

に再利用可能な既知見情報になり得る。本研究成

果をもとに OECD や諸外国との情報交換を行い、

最終的に実際の評価過程で、カテゴリーアプロー

チや QSAR を使うための評価ストラテジーを提

案し、国際貢献に寄与したい。 
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平成 26年度厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担報告書 

 

化学物質のヒト健康リスク評価における（定量的)構造活性相関およびカテゴリーアプロー

チの実用化に関する研究（H24-化学-指定-010） 

 

－遺伝毒性の予測に関する研究－ 

 

研究代表者  本間 正充   国立医薬品食品衛生研究所変異遺伝部・部長 

研究分担者  山田 雅巳   国立医薬品食品衛生研究所変異遺伝部・第一室長 

研究分担者 森田  健   国立医薬品食品衛生研究所安全情報部・第四室長 

研究協力者  増村 健一  国立医薬品食品衛生研究所変異遺伝部・第三室室長 

研究協力者  北澤 愛莉  国立医薬品食品衛生研究所変異遺伝部第一室 

研究協力者  小宮佐知子  国立医薬品食品衛生研究所安全情報部第四室 

研究協力者  O. Mekenyan  ブルガス大学数学化学研究室・教授 

研究協力者  P. Petkov ブルガス大学数学化学研究室 

研究協力者  S. Canipa  ラーサ研究所 

研究協力者  A. Cayley  ラーサ研究所 

研究協力者  L. Fisk  ラーサ研究所 

 

研究要旨 

本研究では、化学物質の遺伝毒性を従来の試験によらず、データベース検索や(Q)SARの

利用により、迅速、且つ正確に予測するシステムの構築と、その実用化を目指す。本研究

は最終的に化学物質のヒト健康リスク評価の効率化や動物愛護に貢献する。 

エームス試験に関しては、予測精度の向上を目指し、世界最大規模のエームス試験デー

タベースの再構築を行った。今年度は安衛法エームス試験データ約 2 万物質を入手し、デ

ータベース化に着手した。2万物質のうち、12,962 物質が、分子量 500 以下の化学物質デ

ータとして入力可能で有り、これまで、約 8 千化合物をデータベース化した。このデータ

を公開し QSARソフト精度向上のための国際共同研究を開始する。 

これまで in vitroの試験データから QSARモデルを開発してきたが、in vitroでのアラー

トを in vivoへ拡大し、in vivo遺伝毒性予測モデルの構築にも着手した。その前提として、

in vivo試験データの精査と、データベースの構築を試みている。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と in vivo TGのデータを収

集・解析した結果、in vivo MNでは 379物質の、in vivo TGでは 78物質の知見が得られ、

in vivo MNの感受性は 41.0%で、特異性は 60.5%、in vivo TGの感受性は 72.9%であるこ

とが判明した。In vivo MNの感受性（41.0%）は in vitro試験（Ames 58.8%、MLA 73.1%、
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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（60.5%）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%）。In vivo 

TGの感受性（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。In vivo – in vitro比較においては、in vivo 

MNと in vitro CAの一致性を検証した。発がん物質に対する両試験の一致性は 53.2%、非

発がん物質に対しては 37.3%で、発がん物質と非発がん物質を統合すると 49.2%であった。

また、発がん物質と非発がん物質を統合した場合の in vivo TGと Amesの一致性は 78.4%

で、高かった。今後、in vivo MNと in vitro CAにおける一致性の低さの要因（in vitro CA

における反応の代謝活性化系の有無や in vivo MNの曝露経路の妥当性などを含む）あるい

は化学物質群に対する特性等を解明することにより、より精度の高い QSAR の開発につな

がるものと考えられる。 

ブルガス大学との共同研究により変異原性カテゴリー予測のためのメカニズムベースの

サマリーワークフローを導入した。これまでのワークフローに新たに機械論的な理解によ

り情報化される試験法と評価のための統合アプローチ（IATA）を反映さた。変異原性分類

を基準とした入手可能な変異原性データを用いて、精巧な IATAから一連の試験による発が

ん物質のカテゴリー化を行った。IATAを用いると、遺伝毒性によるがん原性陽性を、高感

度（80～85%）で偽陽性の割合を低く抑え（15～20%）予測できることが認められた。 

ラーサ社との共同研究により、知識ベースのトランスジェニック突然変異（TG）試験予

測モデルの開発を行った。本年度は NIHSからのデータの提供（TGRデータセット）によ

り感度および正確度が大幅に向上した。本研究で陽性適中率が比較的高い（50%以上）アラ

ートが 4 種確認された。これら 4 種のアラートを拡大適用した場合、感度の向上は最大で

60%に達すると考えられた。さらに感度を高めるためには、NIHSの TGRデータセットに

含まれる関連データを用いて、その他の in vitro変異原性アラートを拡大適用する必要があ

る。しかし、これらのアラートの対象とされている活性化合物は 3 種未満であり、多くの

アラート（32種中 16種）が 1種のみの活性化合物を対象とするものである。したがって、

NIHSの TGRデータセット以外に根拠となるデータが得られない限り、これらのアラート

の多くは拡大適用に該当する可能性が低いと考えられる。従って、さらなる試験データベ

ースの拡張が望まれる。 

 

 

 

 

キーワード：エームス試験、染色体異常試験、小核試験、トランスジェニック突然変異（TG）

試験、（Q）SAR、アラート、代謝 
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I. 微生物試験を用いた発がんリスクの定量的評価手法の構築 

－世界最大規模の Ames試験データベース構築―（研究分担：山田雅巳） 

 

研究分担者  山田 雅巳 国立医薬品食品衛生研究所変異遺伝部 第一室長 

研究協力者 北澤 愛莉 国立医薬品食品衛生研究所変異遺伝部 第一室 

 

 

I-1．研究目的 

 OECD を初めとしたEU 諸国および米

国EPA においては、既存化学物質のリスク

管理の目的で、安全性評価未実施の物質を

対象にカテゴリーアプローチおよび（定量

的）構造活性相関（(Q)SAR） の利用が検

討されている。特に、医薬品における変異

原性不純物の評価には実際に(Q)SAR の利

用を取り入れたICH M7ガイドラインが整

備され2014年7月にweb公開されたことか

ら、一般化学物質のヒト健康リスク評価・

管理への適用にも拍車がかかると思われる。 

 本研究課題では、初年度より(Q)SARソフ

トによるAmes試験結果の予測精度向上を

目的に、我が国で行われたGLP 試験データ

を収集し、遺伝毒性試験の大規模データベ

ースを再構築してきた。本データベースは

世界最大規模になると予想され、かつ、信

頼性の高いデータベースである。したがっ

て、そこから抽出される遺伝毒性アラート

は、遺伝毒性の予測精度の向上および、

QSAR モデルの開発に大いに貢献できる

と期待される。 

  

I-2．研究方法 

(1) Ames試験データベースの再構築： 

労働安全衛生法 第五十七条の三 第一項

では、新規化学物質を製造もしくは輸入し

ようとする事業者に、あらかじめその有害

性の調査を義務付け、物質名称と共に調査

結果の届け出を義務付けている。有害性の

調査はAmes試験の実施による。現在までに、

20,000を超える化学物質が届け出られてお

り、その中で、強い変異原性を示すとされ

た物質（平成27年4月時点：新規化学物質

831物質、既存化学物質169物質）は厚労省

ホ ー ム ペ ー ジ の 関 連 サ イ ト

（http://anzeninfo.mhlw.go.jp/user/anzen/

kag/ankgc02.htm）にその名称が公開され

ている。今年度は、厚生労働省 労働基準局 

安全衛生部 化学物質対策課より昨年度入

手した、現在までにAmes試験が実施された

化学物質の情報（物質名称と試験結果（陽

性、陰性等の判定））の、データベース作成

ソフトJChemへの入力を終了した。 

【精査手順】 

労働安全衛生法による届け出のあった化学

物質には、混合物・ポリマーなども含まれ

ている。構造活性相関はあくまでも化学物

質の構造に基づく予測を行うので、そのよ

うな、「構造式が特定できない物質」は、

Ames試験結果はあっても対象にならない。

また、構造情報を得るために有用なCAS番

号の情報がない物質が約半数であったこと

から、CAS番号の有無による振り分けが必

要になった。それに付随して、CAS番号が
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正しいものであるかどうかの確認作業も発

生した。さらに、Ames試験結果（判定）は

基本的に３種類（陰性・陽性〈強いものと

そうでないもの〉）だが、中には判定が保留

になっているもの、データが２つあって判

定が一致しないものも含まれていた。 

以上を踏まえ、以下のフローチャート（図1）

で入手したデータを精査した。 

 

 

図1 20,761化合物のデータの振り分けフローチャート 

 

 

 

I-3．研究結果及び考察 

(1) Ames試験データベースの再構築 

図1のフローチャートに沿って振り分け

たデータの数は以下のとおり。 

 入手したデータ数：20,761 

 構造式が描けないと判断したデータ

数：7,257 （混合物・ポリマー等） 

 入力済み：12,692 （CAS#有：7,972

／CAS#無：4,990） 

 入力保留中のデータ数（CAS#に関わら

ず）：467 

 重複しているデータ数（CAS#に関わら

ず）：75 

 

入力データの中で、陽性判定物質（表1、内

訳AとB）の割合は約14%で、そのうち3分

の1が強い陽性（表1、内訳A）とされるも

のであった。陰性判定物質（表1、内訳C）

は86%である。 

図2は、JChemに入力したデータベース

の一部を示すものである。左端カラムの

Serial_Idにより7,058の物質が特定できる。

resultのカラムはAmes試験結果の判定（陽

性、陰性の別、及び、陽性の程度）を示す。

ANEI_No.は官報公示番号を示している。

SMILES（Simplified molecular input line 

entry specification syntax）は、化学構造

（Structure）をASCII符号の英数字で文字

列化した表記方法であり、多くの種類の分

子エディタでインポート可能であるため、

付記している。SMILESを入力することで
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QSARソフトに構造式が自動的に入力でき

る。Chemical_Nameは英語表記と日本語表

記があるが、適用するソフトウェアは海外

製が多いため、英語表記を使用した。 

 

I-4. 結 論 

 Amesデータベースの再構築を終了した。

入力データの総数は約 2 万である。データ

を公開しQSARソフト精度向上のための国

際共同研究を開始した。 

 

 

 

 

 

 

表1 有害性の調査が実施された物質 

20,761 
未入力物質(ポリマー、
有機金属、縮合物等) 入力済み 内訳 入力保留 重複除外 

総数 
7,257 

12,962 
A:   652 
B:   1161 
C:   11149 

467 75 

CAS#有 
1,811 

7,972 
A:   396 
B:   721 
C:   6855 

263 63 

CAS#無 
5,446 

4,990 
A:   256 
B:   440 
C:   4294 

204 12 
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図2 JChemソフトで作成したAmes試験データベースの一部 

  

表2 データベース再構築に用いたデータのソース別総数一覧  (2015年4月17日現在) 

データ名称 データ出典 
データ入手

総数 

重複を除

いた数* 

Ames_DB903 

・労働安全衛生法に基づき実施された

変異原性試験結果 

・医薬品関連情報 

・既存化学物質毒性データベース 

・微生物を用いる変異原性試験データ

集 

903 903 

labor 
労働安全衛生法に基づき実施された 

変異原性試験結果 
20,761 12,962** 

Kasinhou 化審法 審査シート 379 379 

food 食品安全委員会 評価書 104 104 

JECFA 
Food and Chemical Toxicology, 50, 

1538–1546 (2012) 掲載分 
367 283 

Hansen 
J. Chem. Inf. Model., 49, 2077–2081 

(2009) 掲載分 
6512 5978 

合計 
 

29,015 20,609 

*AmesDB903、Kasinhou、foodの間で重複は無く、重複があった物質のデータは国内＞

JECFA＞Hansenの順で計数しているため、JECFAとHansenの数が入手総数から減ってい

る 

**未入力を除いた数 
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II. In vivo遺伝毒性試験の発がん物質検出性との関連 

（研究分担：森田健） 

 

研究分担者 森田 健  国立医薬品食品衛生研究所安全情報部第四室室長 

研究協力者 増村 健一 国立医薬品食品衛生研究所変異遺伝部第三室室長 

研究協力者 小宮佐知子 国立医薬品食品衛生研究所安全情報部第四室 

 

 

II-1. 研究目的 

(定量的)構造活性相関（QSAR）による染

色体異常誘発性の予測においては、これま

で、哺乳類培養細胞を用いるin vitro染色体

異常試験（CA）の試験最高濃度の低減化の

影響を検討し、一般化学物質に対する影響

は、その分子量の大きさから極めて小さい

ことを示してきた。一方、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試験では陽性が示されないケ

ースも多く知られている。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

質検出性を評価し、in vitroとin vivoのギャ

ップの要因を検証することが必要と考えら

れる。ここでは、in vivo染色体異常誘発性

として赤血球小核試験（骨髄あるいは末梢

血）を選択し、in vivo小核試験（MN）の

齧歯類発がん物質に対する感受性ならびに

非発がん物質に対する特異性を検証した。

加えて、トランスジェニック齧歯類による

in vivo遺伝子突然変異試験（TG）について

も同様の検証を行い、Ames試験を含めた遺

伝毒性QSARモデルの予測率の向上に資す

ることとした。 

 

II-2. 研究方法 

2.1. 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、

http://www.lhasalimited.org/cgx.htm）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、4種のin 

vitro遺伝毒性試験情報（Ames, MLA, in 

vitro MN, in vitro CA）が収載されている。 

2.2. In vivo 遺伝毒性データの検索 

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 TG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）を用いた。 

2.3. データの評価 
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 In vivo MNの結果はCGX DB（2005年

版）における記載に基づき以下の3つに分類

した。すなわち、+：陽性、-：陰性、およ

びE（equivocal）：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。また、in 

vivo TGの結果は、以下の4つに分類した。

すなわち、+：少なくとも1つの発がん標的

部位で陽性、-：TGで評価したすべての発

がん標的部位で陰性、na (+)：TGで陽性だ

が発がん標的部位ではない、na (-)：TG陰

性だが発がん標的部位ではない。なお、in 

vitro試験結果については以下を追加した。

す な わ ち 、 TC （ technically 

compromised）：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（技術的問

題点あり、CGX DBの記載による）および + 

at >10 mM：10 mM超の濃度での陽性（in 

vitro CAのみで評価、最終判断は陰性評価

(-)）。なお、+ at >10 mM（10 mM超の濃度

での陽性）の知見は、昨年度までの研究成

果2)に基づいた。すなわち、CGX DB（2005

年版）でin vitro CA陽性と評価された19物

質（10発がん物質および9非発がん物質）は、

10 mMを超えての陽性知見であったため、

本解析では陰性と評価した。 

 

II-3. 研究結果 

3.1. 収集されたin vivo遺伝毒性試験デー

タ 

CGX DB収載の939物質（発がん物質756、

非発がん物質183）について認められた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22物質、陰性が163および52物質、

あいまいが10および12物質であった（表2）。

また、in vivo TGおいては78物質（発がん

物質74、非発がん物質4）であり、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。74の発がん物質について

陽性（na(+)を含む）が54物質、陰性（na(-)

を含む）が20物質であった（表3）。 

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 

 C179, Chlorpromazine hydrochloride 

低体温による陽性知見とされている。 

 C197, C.I. Sovent yellow 3 

(o-aminoazotoluene) 

マウスの陽性知見に基づいたが、ラットで

は陰性であり、種差が認められた。 

 C246, 1,2-dibromoethane 

本物質は液体であるが、経口投与では陰性

だが吸入曝露では陽性であり、妥当性評価

が困難であることからE（equivacal、あい

まい）とした。 

 C285, 3,3'-dimethoxybenzidine 2HCl 

遊離塩基（119-90-4）の陰性知見に基づい

た。 

 C378, Haloperidol 

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。 

 C466, 4,4'-methylenedianiline 2HCl 

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。 

 C478, 4-(methylnitrosamino)-1- 

(3-pyrridyl)-1-(butanone)  (NNK) 

陰性と陽性の知見がそれぞれ1つずつあり、
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妥当性評価が困難であることからEとした。 

 C509, Nitrite, sodium 

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Eとした。

なお、OECDのSIDSでは陽性と評価してい

る。 

 C631, Phenylhydrazine HCl 

遊離塩基（100-63-0）の陽性知見に基づい

た。 

 C691, 1,1,2,2-tetrachloroethane 

長期投与によるマウス赤血球における陽性

知見に基づいた。 

 C711, o-Toluidine 

ラットの陽性知見に基づいたが、マウスで

陰性であり、種差が認められた。 

 

非発がん物質 

 NC8, dl-Amphetamine sulfate 

遊離塩基（300-62-9）の陽性知見に基づい

た。 

 NC52, 2,6-Diaminotoluene.2HCl 

カークランドらの総説3)での評価に基づき

Eとしたが、遊離塩基（823-40-5）を用いた

最近の試験における陰性知見がある。 

 NC73, EDTA, trisodium salt 

trihydrate 

disodium salt（6381-92-6）の陰性知見に

基づいた。 

 NC91, Fluoride, sodium 

総説3)での評価は単一の試験に基づき陽性

（+）だが、別の試験における陰性知見が認

められたため、Eとした。 

 NC138, Phenol 

低体温による陽性知見とされている。 

 NC151, Propyl gallate 

総説3)での評価は単一の試験に基づき陽性

（+）だが、別途陽性知見1件、陰性知見2

件が認められたため、Eとした。 

また、in vivo TGにおいてna (+)（TG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na (-)（TG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： 

 

na (+)（TGで陽性だが発がん標的部位では

ない） 

 C16, Acrylamide 

骨髄で陽性だが、肝臓および精巣生殖細胞

で陰性 

 C244, 1,2-dibromo-3-chloropropane 

精巣で陽性だが、肝臓で陰性 

 C340, Ethyl methanesulphonate 

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 

 C457, 3-methylcholanthrene 

肝臓で陽性 

 C492, Mitomycin C 

骨髄および肝臓で陽性だが、小腸および精

巣で陰性 

 C702, Thio-tepa 

脾臓リンパ細胞で陽性 

 

na (-)（TG陰性だが発がん標的部位ではな

い） 

 C17, Acrylonitrile 

骨髄、脳、肺および脾臓リンパ細胞で陰性 

 C257, 1,2-dichloroethane 

肝臓および精巣で陰性 

 C489, Metronidazole 

胃で陰性 

 C683, SX Purple 
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肝臓および胃で陰性 

 

3.2. 感受性・特異性解析 

 In vivo MNの発がん性に対する感受性、

特異性および一致性を表 4に示す。E

（Equivocal）を陽性にも陰性にも計数しな

かった場合、感受性は41.0%（120/293）、

特異性は60.5%（52/86）であり、一致性は

45.4%（172/379）で良好といえるものでは

なかった。一方、in vivo TGの発がん性に

対する感受性は、na(+)を陽性、na(-)を陰性

に加えた場合、72.9%（54/74）と比較的高

いものであった（表4）。なお、in vivo TG

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 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5およ

び表6に示した。発がん物質についてAmes

とin vivo MNの両試験を実施して、少なく

とも 1つの試験で陽性となる感受性は

68.7%で、カークランドらが2005年に報告

1)したAmesと他のin vitro試験（MLA, MN, 

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Amesとin vivo MNの両試験

を実施して、両方の試験で陰性となる特異

性は45.3%で、Amesと他の in vitro試験

（MLA, MN, CA）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。 

 

3.3. In vitro – in vivo 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

致性を発がん物質については表7に、非発が

ん物質については表8に、両物質を合計した

場合については表9に示した。In vivo MN

とin vitro CAの一致性、すなわち両試験結

果共に陽性あるいは陰性を示したのは、発

がん物質では53.2%（118/222）、非発がん

物質では37.3%（28/75）であり、発がん物

質に対する一致性の方が高かった。両物質

を 合 計 し た 場 合 の 一 致 性 は 49.2%

（146/287）であった。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、哺乳類細胞を用いたMLAのデータ

が収載されているが、MLAは染色体異常誘

発性をも検出可能な試験系であることから、

細菌を用いた系ではあるが、Ames試験を 

in vivo TGの対照in vitro試験として選択し

た。In vivo TGとAmesの一致性を発がん物

質および非発がん物質を合計して表10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（78.4%、58/74）

を示した。 

 

II-3. 考 察 

 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とin vivo TGのデータを収集・解析した

結果、in vivo MNでは379物質の、in vivo 

TGでは78物質の知見が得られ、in vivo MN

の感受性は41.0%で、特異性は60.5%、in 

vivo TGの感受性は72.9%であることが判

明した。なお、非発がん物質に対するin vivo 

TGのデータは極めて少なかったため、in 

vivo TGの特異性評価は行わなかった。また、
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Amesとin vivo MNを組合せた場合の感受

性は68.7%で、特異性は45.3%であった。In 

vivo MNの感受性（41.0%）はin vitro試験

（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（60.5%）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%）。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とin vivo MNの組合せに

よる感受性（68.7%）はin vitro試験同士の

組合せ（Ames+MLA 81.0%、Ames+MN 

85.9%、Ames+CA 75.3%、MLA+MN 87.0%、

MLA+CA 81.3%）と比較すると低かったが、

特異性（45.3%）は高かった（Ames+MLA 

32.4% 、 Ames+MN 12.0% 、 Ames+CA 

34.6% 、 MLA+MN 10.0% 、 MLA+CA 

27.1%）。このことは、2つ目のin vivo試験

を適切に選択すれば、発がん物質あるいは

in vivo 遺伝毒性物質を偽陽性なく的確に

検出できることを示しており、オプション2

の妥当性が傍証された。In vivo TGの感受

性（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。 

In vivo – in vitro比較においては、in vivo 

MNとin vitro CAの一致性を検証した。発

がん物質に対する両試験の一致性は53.2%、

非発がん物質に対しては37.3%で、発がん

物質と非発がん物質を統合すると49.2%で

あった。また、発がん物質と非発がん物質

を統合した場合のin vivo TGとAmesの一

致性は78.4%で、高かった。今後、in vivo 

MNとin vitro CAにおける一致性の低さの

要因（in vitro CAにおける反応の代謝活性

化系の有無やin vivo MNの曝露経路の妥当

性などを含む）あるいは化学物質群に対す

る特性等を解明することにより、より精度

の高いQSARの開発につながるものと考え

られる。 
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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   CGX DB収載物質における in vivo MNデータの要約 (n=379) 

 
 

 

表 3   CGX DB収載物質における in vivo TGデータの要約 (n=78) 

 

 

 

表 4 各 in vivo遺伝毒性試験の感受性、特異性の要約 a 
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表 5  Amesと in vivo MNの組合せによる齧歯類発がん物質の検出性（感受性） 

 
 

 

 

表 6  Amesと in vivo MNの組合せによる非齧歯類発がん物質の検出性（特異性） 
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表 7 発がん物質に対する in vivo MNと in vitro CAの一致性 a 

 

 

 

表 8 非発がん物質に対する in vivo MNと in vitro CAの一致性 a 
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表 9 発がん物質および非発がん物質に対する in vivo MNと in vitro CAの一致性 a 

 

 

 

表 10 発がん物質および非発がん物質に対する Ames試験と in vivo TGの一致性 a 
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III. 遺伝毒性エンドポイント予測のための段階的アプローチ：化学物質の変異原性を予測

するためのパスウェイベースのワークフロー（研究分担：本間正充） 

 

 研究協力者  O. Mekenyan ブルガス大学数学化学研究室・教授 

 研究協力者 P. Petkov  ブルガス大学数学化学研究室 

 

 

 

 

III-1. 研究目的 

がん原性は毒性学的エンドポイントの 1

つであり、特に高い関心が持たれる。その

一方、がん原性の評価に用いられるげっ歯

類によるバイオアッセイを実施すると、時

間、金額、動物数に関する損失が大きい。

そのため、がん原性では、遺伝毒性による

がん原性について予測可能な（本質的に in 

vitroと in vivoの両者における）短期試験

（STT）の開発を目的とする多くの取り組

みが行われてきた。利用可能な遺伝毒性試

験により、ヒトのがん、または DNA 損傷

に基づく遺伝毒性作用を導く物質について

は、がん原性の評価が容易になる。このよ

うな遺伝毒性試験データは、規制および化

学物質管理の目的から、物質の危険有害性

の特定とリスク判定の双方に用いられる。 

遺伝毒性に関する危険有害性の特定は主

に in vitro 試験に依拠し、既存の文献や

SAR/QSAR の事前スクリーニングを最初

に検討後、細菌および哺乳類細胞における

物質の変異原性を判定する。物質の遺伝毒

性の指標は、DNA損傷、DNA鎖切断また

は DNA 付加体の形成などインディケータ

ー試験結果の評価により得られることもあ

る。In vivo試験は遺伝毒性のさらなる評価

に用いられ、通常は in vitro における観察

結果の確認のため実施される。 

変異原性の作用機序が複雑であることを

考慮すると、化学物質の遺伝毒性判定にお

いて頑健性を得るには、多数の各種試験を

必要とする。そのため、化学物質の変異原

分類、またはがん原性の評価へのさらなる

取り組みの両観点から、変異原性の評価に

関する戦略を検討する取り組みが多数行わ

れてきた。実際の遺伝毒性試験は、通常 3

段階の試験体系の一部として用いられてき

た。すなわち、段階 Iの微生物を用いた in 

vitro 試験法に続き、段階 II の体細胞を用

いる in vivo遺伝毒性試験法では、先行する

in vitro 試験陽性の化学物質を対象に、in 

vivo での生物学的関連性が判定される。段

階 IIIの in vivo試験法は、生殖細胞を用い

る試験および in vivo 世代間試験からなる

と考えられる。最もよくみられる遺伝毒性

バッテリー試験法には、遺伝子突然変異（す

なわち、単一遺伝子または一群の遺伝子に

影響を及ぼす点突然変異）、染色体異常誘発

性（すなわち、染色体構造異常）、異数性（す

なわち、染色体の数的異常）の測定試験が

挙げられる。実際に、米国環境保護庁（US 
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EPA）のバッテリー試験は 3 段階の体系で

あり、段階 I の遺伝子突然変異に関する細

菌復帰突然変異試験（例えば、Ames試験）、

段階 IIの哺乳類細胞を用いる in vitro遺伝

子突然変異試験（例えば、マウスリンフォ

ーマ試験）が挙げられ、また段階 IIIは哺乳

類の骨髄を用いる in vivo 染色体異常試験

か、赤血球を用いる in vivo小核試験のいず

れかからなる。また、日本の国立医薬品食

品衛生研究所（NIHS）は、同様の試験実施

戦略を用いている。In vitro遺伝毒性試験に

関する結果が陽性であり、化学物質に対す

る内因性の遺伝毒性活性が立証されても、

この結果は極端な条件下であることが多い

ため、in vivo遺伝毒性と関連性がない場合

がある。 

結果として、in vitro試験（特に染色体異

常試験）により「不適切な陽性」という結

果が高頻度で検出されても、in vivo試験に

よる追跡では確認されないように思われる。 

予測能向上の取り組みの中で、戦略的な試

験法が統合的試験戦略（ integrated test 

strategy; ITS）の形で確立された。ITSの

目的は、すべての科学関連情報の使用を最

大化し、可能であれば動物による試験法の

使用を回避することにあり、REACH 技術

ガイダンス（REACH Technical Guidance、

欧州化学物質庁（ECHA）、2013 年）記載

の ITSはその好例である。 

さらに最近、分子起始反応（MIE）、介在

する重要事象（KE）、規制上懸念される有

害転帰（AO）の 3者間の因果関係に関する

情報を提供する有害性転帰経路（Adverse 

outcome pathway; AOP）の枠組みが開発

され、これは規制に関する意思決定に用い

る（ITS を包含する）試験法と評価のため

の統合アプローチ（integrated approaches 

to testing and assessment; IATA）開発促

進の生物学的な背景となっている。IATAは、

危険有害性の特定、危険有害性の特徴付け、

および／または単一化学物質または一群の

化学物質の安全性評価のため、各種データ

の統合および重み付けを行う体系化された

手法である。 

これまで我々は、各種短期遺伝毒性試験

を共に関連付ける手段として in vitro、in 

vivo における外挿のワークフローを導入し

た。本ワークフローは、新たな TIMES モ

デルの開発促進、および戦略的試験法志向

の方法として、生物学的組織に対する試験

の順番を基準とする。また、肝臓を用いる

in vivo遺伝毒性試験、骨髄を用いる in vivo

小核試験の 2 つの(Q)SAR モデルが開発さ

れた。その実行では、in vitroおよび in vivo

試験系間の代謝の差異を明らかにするなど、

複数の難問が顕著になった。ワークフロー

は 3ステップ構造からなり、ステップ 1で

は in vitro 変異原性試験の結果に基づき、

化学物質を陽性または陰性のカテゴリーに

細分した。ステップ 2では肝臓を用いる in 

vivo 遺伝毒性試験の結果に基づき同様のカ

テゴリー化が行われ、ステップ 3 は骨髄を

用いる in vivo 小核形成結果が基準とされ

た（Mekenyan ら、2012 年）。最終的な結

果は 5 段階レベルの枠組みに分類され、3

ステップの生物学的組織の結果が 3 つ同時

に陰性であればレベル 1、結果が 3 つ同時

に陽性であればレベル 5とした。 

AOP の開発および AOP の情報に基づく

IATAに関する最近の取り組みを踏まえ、本

研究では各試験系の機械論的な基準（試験

の能力）を因子にすることにより、in vitro、
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in vivoにおける外挿のワークフローの精緻

化を開始した。その目的は機械論的な情報

に基づく IATAの作成とし、IATAの要素は

試験の能力に基づいてグループ化された各

種 STTとした。次に、IATAの結果を適用

し、化学品の分類および表示に関する世界

調和システム（GHS）の変異原性カテゴリ

ーに従って、一連の試験による genotoxic 

carcinogensの分類について予測した。 

 

III-２. 研究方法および材料 

本研究の最初の部分では、これまで発表

の一環として収集された 162種類の化学物

質のデータセット（Mekenyanら、2012年）

に依拠した。これらの物質について入手可

能なデータは、それぞれの試験の能力に従

ってカテゴリー化した。組織に対する精緻

化されたレベル全体の試験結果について、

試験の能力を踏まえて再検討した。 

データセットの対象とする試験系は、以

下の試験タイプ由来とした。 

 復帰突然変異検出のため、アミノ酸要求性

の複数の細菌株を用いる細菌復帰突然変

異試験（Ames試験）（OECD TG 471） 

 染色体の構造異常および数的異常を検出

する哺乳類の染色体異常試験（OECD TG 

473） 

 遺伝子突然変異および染色体構造異常を

検出するマウスリンフォーマ試験（OECD 

TG 476） 

 肝細胞を用いる不定期 DNA合成（UDS）

（OECD TG 486） 

 アルカリ単細胞ゲル電気泳動法（コメット

アッセイ）（現時点で OECD TGなし；国

際的な同意が得られたプロトコールが入

手可能（Olive and Banath（2006年）参

照）） 

 トランスジェニックげっ歯類突然変異試

験（OECD TG 488） 

 マウス肝細胞を用いる in vivo 小核試験

（現時点で OECD TG なし；国際的な同

意が得られたプロトコールが入手可能

（Clietら、1989年参照）） 

 骨髄小核試験（OECD TG 474） 

IATA の結果を、世界調和システム

（GHS）の変異原性カテゴリー（GHS、2013

年）に従って実際に遺伝毒性化学物質の分

類に適用するため、一連の試験による 214

種類の化学物質を OECD QSAR Toolbox 

v3.2の ISSCAN v4aデータベースから収集

した。本データベースは、OECD QSAR 

Toolbox v3.2 で入手可能なデータベースか

ら重複する遺伝毒性／がん原性データを抽

出したことにより補完された。ISSCAN デ

ータベースはイタリア高等保健研究所

（Instituto Superiore di Sanita）のウェブ

サイトからも自由に入手可能である。 

ISSCAN データベースには、がん原性に

関する情報およびがん原性に関する判定の

要約が含まれており、がん原性データベー

ス（Carcinogenic Potency DataBase：

http://potency. berkeley.edu/c pdb.html）

から得られる。がん原性は、ラットおよび

マウスを用いて測定される TD50 値に基づ

いて評価される。TD50 は、投与量がゼロ

であったら腫瘍を発生しなかったと考えら

れる供試動物を対象に、その半数に腫瘍を

誘導する一生を通じた 1 日あたりの投与量

の割合で、mg/kg体重/日を単位とする。報

告される TD50 値は、ラットおよびマウス

の各実験結果が陽性の場合から得られた最

も強力な TD50 値の調和平均である。本研
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究では、化学物質に関するがん原性の結果

の要約に不一致という結果（すなわち、陰

性と陽性の両結果が混在）があれば、陽性、

すなわち最悪のシナリオとした。 

GHSでは、生殖細胞の変異原性に基づい

た化学物質の分類が必要とされる。GHSは

2013 年 に 最 新 版 に 更 新 さ れ 、

http://www.unece.org/trans/danger/publi/

ghs/ghs_rev05/05files_e.html から入手可

能である。GHSの下で生殖細胞の変異原は、

証拠の重み付けに基づき 2 つのカテゴリー

の 1つに分類される（GHS、2013年）。変

異原性カテゴリー予測のため、GHSガイダ

ンスを用いて試験系の組み合わせを導いた。 

 

III-３. 結果および考察 

3.1．試験の能力に従った in vitro、in vivo

におけるワークフローの精緻化 

データセットに反映された各試験につい

て、その予測される試験の能力に従ってサ

ブカテゴリー化した。カテゴリー化の結果

を図 1に示す。 

細菌を用いて in vitro 変異原性を検討す

るレベル 1Aは、ラット肝 S9の外因性活性

による Ames 試験に代表される。本試験で

明らかにされるのは、短鎖長（例えば、2

～3核酸塩基）の DNA損傷のみである。レ

ベル 1B は、哺乳類を用いる染色体異常で

評価される in vitro変異原性（ivt CA）試

験により特徴付けられ、DNAおよび／また

はタンパク質の損傷を明らかにし、マウス

リンフォーマ試験（MLA）では、染色体の

構造異常、異数性、ヘテロ接合性を喪失す

る組換え現象（例えば、遺伝子変換）が検

出される。レベル 1 の試験は、試験の能力

が異なるが相補的であることを示す。レベ

ル 2 は A、B、C の 3 つのグループに細分

される。グループ Aは、コメットアッセイ

および不定期 DNA 合成（UDS）試験で評

価される、肝臓を用いる in vivo遺伝毒性に

ついて検討する。コメットアッセイでは、

長鎖長（例えば、20～30核酸塩基）の DNA

損傷が明らかにされる。肝臓を用いる不定

期 DNA合成（UDS）試験は、DNA修復機

能について評価する。両試験とも Ames 試

験と類似しているが、DNA損傷範囲により

一部に不一致が予測される。グループ Bは、

in vivoトランスジェニックげっ歯類突然変

異（TRM）試験に代表され、本試験では点

突然変異を検出する。TRM 試験は Ames

試験と同タイプの範囲の損傷（すなわち短

鎖長の DNA 損傷）を明らかにすることか

ら、Ames 試験に匹敵する能力がある。グ

ループ Cの哺乳類を用いる染色体異常試験

（CA）で評価される in vivo変異原性では、

染色体異常誘発性の事象（例えば、染色体

構造異常、異数性）が特定される。哺乳類

を用いる in vivo染色体異常（CA）は、レ

ベル 1Bに示す ivt CA試験の範囲と類似し

ている。レベル 3 のカテゴリーは in vivo

変異原性の 1 つのみで、試験も骨髄小核試

験（MNT）の 1 つのみである。本試験は、

変異原性化学物質に対する主要な代謝活性

部位である、肝臓から離れた領域の染色体

異常誘発活性を検出する。レベル 2A のコ

メットアッセイ、レベル 2B の肝臓を用い

る in vivo TRM試験、レベル 2Cの in vivo 

CAは、in vivo MNTを補完する。 

これまでのワークフロー（Mekenyanら、

2012年）では、起源に関係なく in vitro変

異原性試験の結果に基づき、陽性か陰性か

でまず化学物質を細分した。次の分類は肝
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臓を用いる in vivo遺伝毒性作用に基づき、

続いて in vivo MNTの結果とした。レベル

全体の結果に不一致が生じた物質について

は、例えば in vivoのみの作用として、いわ

ゆる基質チャネリングや化学物質の代謝的

解毒の発生、骨髄など肝臓から離れた組織

への接近の間にタンパク質（または他の生

体分子）との相互作用能を獲得など、諸因

子を考慮することにより可能な限り正当化

された。こうした正当化は事例ごとの基準

では可能であったが、レベルとは無関係に、

少なくとも 1 つ陽性の変異原性データを不

採用にすることが 1 つの欠点であった。こ

れまでの試験系およびサブカテゴリー化の

方法について、図 2に示す。 

例えば、レベル 1 の場合、最終的な変異

原性が陽性であると、Ames-S9、CA、また

は MLA 由来データが陽性であることに基

づく割り当てであると考えられる。これと

同じ方法が、レベル 2および 3における in 

vivo 変異原性の割り当てに用いられると考

えられる。故に、レベル 1 の最終的な変異

原性の判定が、Ames 試験データ陰性かつ

CA データ陽性の結果に基づき陽性に割り

当てられた場合、この化学物質はレベル 2

でなお陰性になることが考えられる。何故

なら、レベル 2で選択される試験には、CA

試験に匹敵する試験の能力がなかったから

である。そのため、この化学物質の場合、

in vitro試験では陽性、肝臓を用いる in vivo

試験では陰性であると判断され、実際には

可能性がきわめて低い肝解毒作用関与の仮

説が立てられると考えられる。今回の in 

vitro、in vivoにおける外挿のワークフロー

は、こうした欠点への対処のため精緻化さ

れた。 

3.2. ワークフロー全体からみた Ames試験

における化学物質の位置付け 

実際に改訂ワークフローの有用性を検討

するため、162 種類の化学物質のデータセ

ットについて、試験のタイプによる特性別

にカテゴリー化した。レベル 1A（すなわち

Ames 試験）陽性の化学物質のワークフロ

ー全体について、結果を図 3に示す。  

9種類の化学物質は比較できなかったが、

in vitro Ames 試験陽性の化学物質の多く

は ivt CA試験において陽性であることが認

められた（70/78）。Ivt CA試験で陰性また

は評価されなかった化学物質は、肝臓を用

いる in vivo コメットアッセイおよび／ま

たは UDS 試験で多くに陽性が認められた

（14/17）。このことから、これらレベル 2A

の試験とレベル 1A の Ames 試験との間に

一致した試験の能力があるとの予測が裏付

けられる。In vitro Ames試験および CA陽

性の化学物質と、in vivoコメットアッセイ

または UDSの結果との比較には、2種類の

シナリオが提唱される。レベル 1A および

レベル 1Bで陽性の化学物質 37種類は、レ

ベル 2A の試験でも陽性である。これらの

化学物質について、肝臓を用いる反応が陽

性であることを確認するデータは、レベル

2Bにもレベル 2Cにもない。その一方、こ

のうち多くの化学物質が in vivo MNT（す

なわちレベル 3）では陰性になる。 

レベル 2Aでデータがない 17種類の化学

物質について、レベル 1 の結果が陽性であ

ることは、レベル2Bの肝臓を用いる in vivo 

TRM試験により確認される。すなわち、こ

れらの化学物質が示す能力は、Ames 試験

と同じである。Ames試験陽性の 16種類の

化学物質は、レベル 2A では陰性である。
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レベル 2A の結果が陰性であることを確認

可能なデータはレベル 2Bにも 2Cにもない

が、これらの化学物質はMNT（すなわちレ

ベル 3）陰性であることから肝解毒作用が

示唆される。In vivo CA試験では、in vitro 

CA 陽性の化学物質の最終結果を検討する

入手可能なデータが不十分である。 

生物学的組織レベル全体からみた、in 

vitro Ames試験陰性の化学物質の結果も再

検討した。そのワークフローを図 4に示す。  

レベル 1Aで陰性の化学物質 74種類のう

ち、レベル 1Bでも陰性なのは 28種類のみ

であった。この 28種類の化合物のうち、レ

ベル 2Aでは 6種類が評価されなかったが、

22 種類中 21 種類がレベル 2A およびレベ

ル 3 で陰性であった。一方、レベル 1A で

陰性の化学物質 74種類のうち、レベル 1B

では 41種類が陽性である。こうした結果に

ついては、CA試験陽性が DNAかタンパク

質いずれかの損傷を示すのに対し、Ames

試験では DNA 損傷のみを評価することか

ら予測可能である。レベル 1A で陰性かつ

レベル 1B で陽性の化学物質 41 種類の in 

vivo 試験における最終結果を解析すると、

可能性として 2 つのシナリオが得られる。

レベル 1Bで陽性の化学物質のうち 21種類

はレベル 2Aで陰性であり、レベル 1Aと同

じ結果が得られる。試験の能力を因子にす

る場合、これらの化学物質を、CA陽性であ

る一方コメットアッセイ陰性のデータによ

り示されるとおりに肝解毒作用に関与させ

るべきでないことは明らかである。 

興味深いことに、レベル 1A で陰性の化

学物質のうち、レベル 1Bとレベル 2Aのい

ずれも陽性の物質が 15種類みられる。コメ

ットアッセイと Ames 試験との間には、試

験の能力に類似性があるにも関わらず、2

つの試験系間の DNA 損傷範囲が異なるの

である。これらの化学物質について、レベ

ル 2B で最終結果を解析する入手可能なデ

ータはないが、レベル 3 の陽性データによ

れば、これらの化学物質は in vivo試験すべ

てで陽性を維持している。 

したがって、変異原性陰性（または解毒

作用）を明らかにする場合には、コメット

アッセイは Ames 試験と類似の能力を有す

るが、変異原性陽性を明らかにする場合に

は、コメットアッセイおよび UDS 試験は

CA試験との類似性がより高くなる。 

試験の能力を因子とすることで、各種試

験の結果を解釈する機能が強化され、その

後の戦略的試験法の志向をより有効なもの

にできることは明らかである。 

化学物質の変異原性カテゴリーへの分類 

今回の改訂ワークフローから得られる見

識を実際に適用する観点から研究を行い、

GHS の下で変異原性の分類および表示の

カテゴリーを予測する際のワークフローの

有用性について判定した。 

GHSの下では、変異原性について 2種類

のカテゴリー（カテゴリー1A、カテゴリー

1B、カテゴリー2）が定義されている。ヒ

ト疫学研究に基づき遺伝性の突然変異を誘

発することが知られている化学物質は、カ

テゴリー1Aと定義され、一方、哺乳類の研

究に基づき遺伝性の突然変異を誘発すると

みなされる化学物質は、カテゴリー1Bと定

義される。ヒト集団の突然変異の発生率、

またはその頻度上昇の可能性に関する諸研

究から信頼性の高い情報を得るのはきわめ

て困難であることから、今回の研究では、

遺伝性の突然変異を誘発することが知られ
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ているか、誘発するとみなされる化学物質

は単一のカテゴリー（カテゴリー1）に統合

した。したがって、カテゴリー1 の物質と

するには、 

ヒトまたは哺乳類の生殖細胞の突然変異

について陽性の証拠（優性致死試験など）

が必要とされる。 

カテゴリー2では、哺乳類の in vivo体細

胞変異原性試験または体細胞遺伝毒性試験

で得られた陽性の証拠、また一部の例では

in vitro 試験の裏付けを示す試験法から陽

性の結果が必要とされる。換言すると、カ

テゴリー2 は変異原性および遺伝毒性デー

タの組み合わせに基づき、体細胞から生殖

細胞まで、および哺乳類からヒトまで外挿

する。 

本研究では、既存の GHS 分類を補完す

るため、追加カテゴリーであるカテゴリー3

を仮定した。こうした仮定は、GHS分類を

正式に拡大するためではなく、遺伝毒性対

変異原性の評価試験間の識別に寄与するこ

とを目的としたものである。よって、in vivo

体細胞変異原性試験陽性データが得られ、

in vitro 変異原性試験の裏付けがある化学

物質は、カテゴリー2 の変異原であると判

断する。既に in vitro 変異原性陽性データ

による裏付けがある場合、in vivo変異原性

陽性データではなく in vivo 遺伝毒性陽性

データ（例えば、コメットアッセイまたは

UDS）が用いられる状況を明らかにするに

は、新たに設けたカテゴリー3 が提唱され

る。 

生殖細胞の情報の必要性を明らかにする

ため、IATAの範囲を拡大し優性致死試験を

特徴付ける要素を得た。その IATA のワー

クフローについて図 5に概要を示す。 

優性致死試験陽性の化学物質はカテゴリ

ー1 の変異原に分類され、生殖細胞の突然

変異を裏付ける追加的な変異原性陽性デー

タは必要とされない。これは、GHS分類に

よれば、生殖細胞の変異原性が最終的

（apical）エンドポイントとみなされるこ

とによる。生殖細胞を用いる試験がさまざ

まな国の規制に果たす役割は、なお協議中

である。US EPA、米国食品医薬品局（US 

FDA）、カナダ、英国、EU、日本では、生

殖細胞を用いる試験を段階 2 および段階 3

に配置している。しかし、インド、オース

トラリアにあるのは段階 1 の試験のみであ

り、生殖細胞を用いる試験は含まれていな

い。US FDA、US EPA、欧州食品安全機関

（EFSA）によれば、体細胞を用いる試験

が陽性である化学物質の場合、通常は生殖

細胞に到達することが想定されるため、生

殖細胞変異原であると考えられる（EFSA、

2011 年）。体細胞を用いる試験が陰性であ

る化学物質の場合、生殖細胞でも陰性が想

定されると考えられる。したがって、生殖

細胞の遺伝毒性／変異原性について日常的

に試験を行う必要はないと結論付けられる。

日本の国立医薬品食品衛生研究所（NIHS）

では、体細胞の強力な変異原でがん原性が

ない矛盾する状況の解決の際、生殖細胞を

用いる試験は有用であると判断している。

この場合、変異原性の作用から遺伝性疾患

が最終的に生じると考えられるか否か評価

するため、生殖細胞による試験を実施すべ

きであることが推奨される。 

In vitro変異原性陽性かつ in vivo変異原

性陽性であるデータの化学物質は、カテゴ

リー2 の変異原に分類される。すなわち、

図 5の in vitro Ames試験および肝臓を用
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いる in vivo TRM試験で陽性が認められる

化学物質は、カテゴリー2 の変異原である

とみなされる。 

この例でカテゴリー2 の変異原を定義す

る基準となるのは、試験の能力が同一であ

る試験の組み合わせ（すなわち DNA損傷）

である。ただし、in vitroおよび in vivo変

異原性試験にはさまざまな組み合わせがあ

り、化学物質をカテゴリー2 の変異原に分

類するには、その組み合わせに依拠するこ

とも考えられる。同一の能力の試験に基づ

きカテゴリー2 の変異原に分類される例に

は、in vitro Ames 試験と骨髄を用いる in 

vivo TRM試験、ivt CAと肝臓を用いる in 

vivo CA、ivt CAと in vivo MNTの組み合

わせが挙げられる。カテゴリー2 の変異原

に分類される例は、in vitro Ames試験と肝

臓を用いる in vivo CA、in vitro Ames試験

と in vivo MNT、ivt CAと in vivo TRM、

ivt CAと骨髄を用いる in vivo TRM試験の

組み合わせなど、異なる能力の試験に基づ

く場合もある。 

実際に、ECHAの ITSは、異なる能力の

試験の組み合わせに依拠している（ECHA、

2013 年）。例えば、変異原性が、in vitro 

Ames試験および／または ivt CAおよび in 

vivo MNT の組み合わせに基づいて割り当

てられる場合がある。この例では、in vitro 

Ames試験と in vivo MNTの組み合わせが、

カテゴリー2 の変異原の分類には望ましい

と考えられる。対照的に、医薬品の不純物

を評価する NIHSのワークフローでは、同

一の能力を持つ試験の組み合わせ、すなわ

ち in vitro Ames 試験と肝臓を用いる in 

vivo TRM 試験の組み合わせが必要とされ

る。類似の能力か異なる能力かいずれの試

験の組み合わせによる分類に基づいても、

利点と欠点の双方が認められる。同一の能

力を持つ試験の組み合わせに基づいて変異

原性を分類すると、変異原性の経路全体か

らみた予測の確実性が高まる利点があり、

他方、異なる能力の試験では広範な領域の

検討を可能にする利点がある。 

カテゴリー3 は、同一の能力または異な

る能力を持つ in vitroおよび in vivo試験の

組み合わせにより定義できる。例えば、in 

vitro Ames試験と in vivoコメットアッセ

イ（または UDS）を組み合わせた結果から、

DNA に基づく遺伝毒性の結果を明らかに

することにより、カテゴリー3 の変異原で

あることを定義できる。一方、ivt CAと in 

vivoコメットアッセイ（または UDS）を組

み合わせた結果から、DNAおよびタンパク

質に基づく変異原性の結果を明らかにする

ことにより、カテゴリー3 の変異原である

ことを定義できる。 

3.3. げっ歯類のがん原性予測に関する変異

原性カテゴリーの性能 

一連の試験のデータを用いたげっ歯類の

がん原性陽性の予測について、試験の能力

の類似か相違のいずれかに基づく試験の組

み合わせを検討する前に、まず個別の in 

vitroおよび in vivo試験の性能を検討した。

表 1 に、げっ歯類のがん原性予測に関する

個別の試験の性能を示す。 

変異原性試験の多く（例えば、Ames 試

験、コメットアッセイ、MNT、げっ歯類優

性致死（RDL）試験）がげっ歯類のがん原

性に高感度を示し、特異度に関し中位を上

回る性能が認められたのは、in vitro Ames

試験および ivt CA試験のみであった。最終

的に本研究結果は、がん原性の予測に関す
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る偽陽性の割合の高さを代償に、高感度を

得ていることを示す。 

偽陽性の割合が高い結果であることは、

欧州代替法評価センター（ECVAM）が開催

したワークショップ期間中に取り上げられ

議論された（EFSA、2011年参照）。ヒトに

は無関係とみなされる陽性の結果を得る可

能性としての機序、およびそのことを裏付

ける証拠について、より優れたガイダンス

を要することが確認された。 

今回の研究では、がん原性陽性の予測に

ついて、3 つの変異原性カテゴリーの性能

を検討した。がん原性陽性の予測を定義す

ると、2 つの変異原性試験を用いて、変異

原をがん原性と関連するカテゴリーに分類

する際、いずれも陽性の結果が認められる

ことをいう。がん原性陽性の予測の正しさ

は、あるカテゴリーを定義付ける場合、両

試験の最終的な変異原性の結果が陽性であ

り、その結果が陽性の発がん物質に該当す

るかにより認められると考えられる。 

そこで、最初に我々は、げっ歯類のがん

原性と変異原性のカテゴリー間の関係を検

討し、試験の能力の特徴が同一である場合

について明らかにした。そのため、カテゴ

リー3 の変異原の定義に用いるワークフロ

ーは、in vitro Ames試験および in vivoコ

メットアッセイが陽性のデータを組み合わ

せ、次にこのデータをげっ歯類のがん原性

と関連付けることにより得た。その解析結

果を表 2に示す。 

15種類の化学物質が、定義済みのカテゴ

リー3 の変異原とがん原性に重複すること

が認められた。明らかに、カテゴリー3 の

変異原とげっ歯類の発がん物質との関係は、

感度に関しきわめて優れた性能を示した。

15種類の化学物質のうち、2種類のみがカ

テゴリー3 陽性かつがん原性の観察結果に

よれば陰性であることが認められた。こう

したわずかな逸脱は、変異原性を定義する

カテゴリー3 の領域に限界がある（すなわ

ち、遺伝毒性を示したコメットアッセイ陽

性のデータが、最終的にすべて突然変異を

もたらすとは限らない）ことを考慮すると、

予測され得ることである。重複する化学物

質の数は限られているが、本研究の最終結

果をみると、がん原性の予測に関する偽陽

性の割合は低い（13%）。 

次の解析では、in vitro Ames試験および

in vivo TRGにより定義されるカテゴリー2

の変異原性と、げっ歯類のがん原性との関

係について検討した。少数の化学物質（11

種類）がカテゴリー2 の変異原とがん原性

に重複することが認められた。この場合も、

ほぼすべてのカテゴリー2 の変異原が陽性

の発がん物質であると認められ、そのため

感度に関しては 91%の性能を示し、発がん

物質予測に関する偽陽性は 9%にすぎなか

った。 

同様の研究により、このカテゴリー化の

ワークフローに沿って、DNAおよび／また

はタンパク質の損傷を明らかにする試験を

基準とし、定義された変異原性のカテゴリ

ーとの関連性について検討した。がん原性

陽性の予測では、まず ivt CA試験と in vivo 

CA試験（またはMNT）の組み合わせに基

づいた。この場合、陽性データで同一の能

力を持つ試験の組み合わせを基準にすると、

これを満たすカテゴリー2 の変異原に属す

化学物質は、すべて陽性の発がん物質であ

ることが認められた。 

In vitro CAおよび in vivo MNT陽性デ



- 40 - 
 

ータに基づくカテゴリー2 の変異原とがん

原性との関係も、きわめて高感度（92%）

を示した。In vitro CAと in vivo MNT陽

性データに基づくと、39種類の化学物質の

うち、3種類（8%）のみが変異原性かつが

ん原性試験陰性であることが認められた。

偽陽性の発がん物質の割合が低いことから、

肝臓から離れた骨髄に到達する反応性の化

学物質は、がん誘発の可能性が高いことを

示す。 

カテゴリー1 は、in vivo 優性致死試験

（DLT）陽性データに基づき定義される。

表 2 のとおり、カテゴリー1 の変異原とが

ん原性との関係は、重複する 45種類の化学

物質に基づいている。興味深いことに、カ

テゴリー1に属す 45種類の化学物質のうち

37種類（82%）は、単一の in vivo DLT陽

性データに基づくと、陽性の発がん物質で

あることも認められる。45種類の化学物質

のうち、8 種類（18%）のみが変異原であ

るようにみられ、かつ遺伝性疾患を引き起

こす可能性があると考えられるにも関わら

ず、がん原性に該当しない。偽陽性の予測

が低い数値に留まることから、肝臓で解毒

されず性腺で持続的な変異原性を十分に生

じる化学物質の多くは、遺伝毒性とみなせ

ることが示された。 

さらに同様の解析を、能力が異なる試験

の組み合わせに基づくカテゴリーを定義す

ることにより実施し、カテゴリー2および 3

の変異原とげっ歯類のがん原性との関係を

検討した。例えば、カテゴリー2 の定義に

は in vitro Ames試験および in vivo MNT、

カテゴリー3 の定義には ivt CA および in 

vivoコメットアッセイを用いる。 

本研究では、試験の能力の特徴が同一で

ある場合を明らかにした際とほぼ同じ結果

が認められ、がん原性の予測に関する偽陽

性を比較的低い数値（10～12%）に抑え、

85～90%の感度を得ている。変異原性とが

ん原性との関連付けに用いられた限られた

データベースに基づくと、同一の能力また

は異なる能力を持つ試験を用いる利点につ

いて、最終的な結論は下せないと考えられ

る。 

要約すると、類似の能力を持つ in vitro

および in vivo 試験の結果を組み合わせる

と、主に偽陽性の減少により予測能が向上

する。化学物質について、提唱される試験

の組み合わせの立証に要する試験をすべて

検討し、検討した物質数は限られている（す

なわち、計 214種類のみ）が、個別の試験

に比べ偽陽性の劇的な減少が顕著に認めら

れる。 

 

III-4. 結 論 

これまで作成された遺伝毒性に関する in 

vitro、in vivoにおける外挿のワークフロー

を、試験の能力に基づいて精緻化した。今

回、改訂ワークフローを通じ化学物質 162

種類のデータセットを再評価し、データの

結果を解釈する際の欠点に対処した。これ

により、最初の TIMES モデルを開発し、

その見識を改善に用いた手法からさまざま

な示唆が得られる。今回の改訂ワークフロ

ーでは、GHSの変異原性カテゴリーから陽

性の遺伝毒性を予測する際、その実用性検

討の取り組みまで範囲を広げた。試験の能

力の類似性または相違性を明らかにした各

種組み合わせの試験系について、その性能

を評価してもほとんど差異が認められなか

った。ただし、研究に利用可能な一連の試
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験が限られていたため、今回の結果には偏

りが含まれていたことが考えられる。 

今後の作業では、このワークフローを拡

大し入手可能な TIMES モデルの結果を取

り込み、体系的な利用に向け、このワーク

フローを実践的な IATA に取り入れていく

ことになる。 
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Ames-S9：外因性代謝活性化系存在下の細菌遺伝子変異試験、CA：染色体異常試験、MLA：

マウスリンフォーマ試験、Comet：コメットアッセイ、UDS：不定期 DNA 合成、TRM：

トランスジェニックげっ歯類突然変異試験、MNT：小核試験 

 

図 1. 試験の能力を考慮した in vitroから in vivoへのワークフロー 

 

 

 

 

 

 

図 2. Mekenyanらによるワークフロー（2012） 
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図 3. Ames試験陽性化学物質のワークフロー全体における結果の内訳 
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図 4.  Ames試験陰性化学物質のワークフロー全体における結果の内訳 
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図 5.  遺伝毒性をカテゴリー化して予測するための IATAAワークフロー 

 

 

 

 

表 1 げっ歯類発がん性を予測するための各遺伝毒性試験の能力 

 

Mutagenicity 

# Chem  

 

 

 

 

 

Carcinogenicity 

In vitro  In vivo liver  In 

vivo 

BM  

In 

vivo 

Germ 

cells  

Ames 

-S9  

Ames 

+S9  

CA 

-S9  

CA 

+S9  

MLA  UDS, 

Comet  

TRM  MNT, 

CA  

MNT  RDL  

478  344  217  63  89  126  54  65  290  111  

Sensitivity, %  81  75  68  59  77  90  94  90  75  82  

False 

Positives, %  

55  49  46  59  78  67  74  70  71  74  
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表 2 発がん性の陽性予測能力が同じと仮定した場合の変異原性カテゴリー化の有効性 

 

Combination of in 

vitro and in vivo  

tests 

Defined 

Category 

mutagens  

Sensitivity to 

positive 

carcinogenicity, 

(%) 

Rate of false 

positive 

carcinogens, (%) 

Total  

#   

chemicals 

Ames and Comet Category 3 87 (13/15) 13 (2/15) 15 

Ames and TRM Category 2 91 (10/11) 9 (1/11) 11 

ivt CA and CA Category 2 100 (13/13) - 13 

ivt CA and MNT Category 2 92 (36/39) 8 (3/39) 39 

DLT Category 1 82 (37/45) 18 (8/45) 45 
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IV. 既存遺伝毒性試験データを用いた in vivo遺伝毒性の知識ベース SARモデルの改良に

関する研究  

- Derek Nexusを用いて in vivo変異原性のエンドポイントを予測するためのトランスジェ

ニックげっ歯類データの利用（研究分担：本間正充） 

 

研究協力者  S. Canipa ラーサ研究所 

研究協力者  A. Cayley  ラーサ研究所 

研究協力者  L. Fisk  ラーサ研究所 

 

 

 

IV-1. 研究目的 

 化学物質の危険有害性およびヒトへのリ

スクの評価の一環として、in vivoでの突然

変異誘発性の評価は重要。これは、突然変

異とがんとの因果関係のみではなく、その

他の非がん性疾患を誘発する突然変異の可

能性についても同様である。化学物質の変

異原性の評価は通常、in vitroおよび in vivo

の一連の試験を用いて行われる。現在利用

可能であり、幅広く用いられている in vivo

遺伝毒性試験（in vivoにおける染色体異常

試験および小核試験など）の一つの欠点は、

これらの試験法では変異原性を直接測定す

るのではなく、染色体損傷を検出すること

によって遺伝毒性を評価しているという点

である。一方、トランスジェニックげっ歯

類を用いる試験法（TGR アッセイ）では、

有害な影響として化学物質の変異原性（化

学物質により誘発される突然変異）を検出

する。多くの場合関心の対象となるのは化

学物質が突然変異を誘発する可能性である

ことから、TGRを用いる試験は他の多くの

遺伝毒性試験に比べて非常に有用性が高い。 

 

in vivoでの化学物質の変異原性を評価する

ことの重要性を考慮すると、このエンドポ

イントに対する構造アラートが有用である

のは明白である。TGRアッセイは、このよ

うなアラートの構築に用いることができる

信頼性の高いデータを提供する。現在公開

されているDerekの知識ベースに収録され

た in vivo 変異原性に関するアラートは

TGRアッセイのデータから導き出された 1

種（キノロンの活性をカバー）のみである

（アラート 016）。この点を踏まえると、

TGRデータのデータセットに対するDerek

の感度は低いことが予測される。このこと

は、OECDが発表したレビュー（Lambert 

et al）に提示されたデータを用いて NIHS

がまとめた TGR アッセイデータのデータ

セットに対するDerekの性能を測定した際

に確認されている。表 1 に示したとおり、

このデータセットに対する感度はわずか

10%であった。 

In vivo において化学物質に誘発される

突然変異を評価することの重要性、および

このエンドポイントのモデル化に用いる

TGRデータの利用可能性を考慮し、Derek
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の in vivo 変異原性カバレージを拡大すべ

きであると考えている。これを、今年度の

NIHSプロジェクトの目的の一つとした。 

この目的を達成するため、Derek の知識

ベースにおける in vitro 変異原性に関する

既存のアラートを拡大適用して in vivo で

の活性をカバーできるか否かを検討した。

以下の第 1.2 項に示したこの方法は、過去

の NIHSプロジェクト（第 4年次～第 7年

次）でも in vivo染色体損傷のカバレージを

拡張するために採用され、良好な成果が得

られている。染色体損傷の評価項目に関し

ては、この方法により比較的短期間のうち

に同様のデータセットに対する感度を大幅

に向上させることができた（作業開始前は

5%、昨年度のプロジェクト完了後には

32%）。 

 

表 1. NIHSの TGRデータに対する Derek 

KB2014の予測率 

 Pred +ve Pred –ve 

Exp +ve 11 102 

Exp –ve 0 75 

Sensitivity = 11/113 = 10%; Specificity = 

75/75 = 100%; Accuracy = (11+75)/188 = 

46% 

 

IV-2. 研究方法 

NIHS より、188 種の異なる化合物に関

する TGR アッセイデータのデータセット

が提供された。このデータセットは、OECD

が発表したレビュー（Lambert et al）に提

示された TGR アッセイデータを用いて

NIHS がまとめたものである。Lhasa 社で

は、このデータセットにおける TGRでの判

定結果に基づき、以下のルールに従ってこ

れらの化合物を陽性（113 化合物）または

陰性（75化合物）の結果に振り分けた。  

 ＋＝標的組織で陽性（発がん性データ

が利用できる場合）。総合判定は陽性と

する 

 －＝標的組織で陰性（発がん性データ

が利用できる場合）かつ試験対象とさ

れたことがある他のいかなる組織でも

陰性（コメント欄に記述）。総合判定は

陰性とする。 

 na(+)＝標的組織で陰性（発がん性デー

タが利用できる場合）であるが、コメ

ント欄に記載されている他の組織で陽

性。総合判定は陽性とする。 

 na(-)＝標的組織で陰性（発がん性デー

タが利用できる場合）かつコメント欄

に記載されている試験対象とされた他

の組織で陰性。総合判定は陰性とする。 

2014 年に公開された Derek の知識ベー

ス（KB）を用い（Derek Nexus 4.0）、in vitro

変異原性に関するアラートに対してこのデ

ータセットを検討した。この KB には in 

vitro変異原性に関するアラートが118種収

録されており、これらのアラートのうち 39

種が TGR アッセイデータに関連するもの

であった。 

1 種のみの活性化合物に対するアラート

からは意味のある結果を導き出すために十

分なデータが得られないことが予測された

ため、3 種以上の活性化合物を対象とした

in vitroアラートを優先し、このようなアラ

ートについてさらに検討を行った。優先し

たアラートを表 2に示す。 

 表 2 に示したアラートを陽性適中率に従

って分類し、さらに優先順位を付した。陽

性適中率の高い（したがって、in vivoのデ
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ータと強く相関する）in vitroアラートほど、

in vivoでの活性の予測に拡大適用できる可

能性が高いと考えられた。このような観点

から、陽性適中率が 70%を超えるアラート

を優先し、これらのアラートについてさら

に検討を行った（表 2、Entry 2～8）。なお、

キノリン（Entry 1）に対するアラート 016

については、既に in vivo変異原性を予測す

るアラートであるため今回の優先順位付け

から除外されていることに留意されたい。 

上記の優先アラートのそれぞれについて、

ChemIDPlus、Vitic Nexusのデータベース
1、および eChemPortal2を通じた ECHA毒

性データへのアクセスにより、追加できる

公開データを検索した。 

各活性化合物における総合的な結果を導

き出すため、Lhasa 社の専門家が利用可能

な TGRアッセイデータを厳格に評価した。

続いて、TGR アッセイデータに対する in 

vitroアラートの性能を評価し、in vitroア

ラートが in vivo データに対して十分な予

測性能を有し（TGRアッセイの結果を用い

て評価）、なおかつ双方のエンドポイントに

は同一のメカニズムが関与していると考え

られた場合、当該アラートを in vivoでの活

性の予測に拡大適用した。このようにして

拡大適用されたアラートは、in vitroおよび

in vivoでの双方の変異原性を予測するもの

であった。予測性能が不十分である場合、

または in vivo での毒性に関与するメカニ

ズムが異なっていると考えられた場合には、

                                                  
1 Vitic Nexus Database バージョン 2.5.0 
2 

http://www.echemportal.org/echemportal/index?pag

eID=0&request_locale=en 

当該の in vitro アラートを拡大適用しない

こととし、観察された結果を追記するため

にアラートの記述を更新した。 
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表 2.  NIHSの TGRデータを検索した結果、2つ以上の in vitro変異原性のアラートを

持つ化合物

 

Entry 

Alert 

no Alert name Active Inactive 

Pos 

Pred 

(%) 

No of 

compounds 

1a 016 Quinoline 11 0 100 11 

2b 

330 

Aromatic azo 

compound 3 0 100 3 

3b 

351 

Aromatic amine or 

amide 3 0 100 3 

4b 

007 

N-Nitro or N-nitroso 

compound 13 1 92.86 14 

5b 

339 

Polycyclic aromatic 

hydrocarbon or 

hetero-analogue 8 1 88.89 9 

6b 

352 

Aromatic amine or 

amide 7 1 87.5 8 

7b 

354 

Aromatic amine or 

amide 5 1 83.33 6 

8b 019 Epoxide 4 1 80 5 

9 

329 

Aromatic nitro 

compound 10 5 66.67 15 

10 027 Alkylating agent 9 6 60 15 

11 023 vic-Dihalide 2 2 50 4 

12 331 Halogenated alkene 2 2 50 4 

14 328 Halogenated methane 0 3 0 3 

 

 

IV-3. 研究結果 

 表 3に示すとおり、検討対象とした 7種

のアラートのうち6種は in vivoでの活性と

関連性があると判断され、in vivoに拡大適

用した。これらのアラートはいずれも in 

vivo データに対する十分な予測性能を有し

ており、活性のメカニズムは in vitro およ

び in vivo のエンドポイントにおいて同一

のものであると考えられた。また、哺乳類

における推論レベルは、拡大適用としたア

ラートの大半（6 種中 5 種）で「妥当」で

あるとみなした。これは、これらのアラー

トは陽性適中率が比較的高いこと、および

観察された活性は特定の toxicophore に起
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因するものであると予想されたことに基づ

いた判定である。 

一方、芳香族アミンおよびアミドに対す

るアラート 352については推論レベルを下

げて「不確か」とし、このアラートの予測

性能が信頼性に劣ることを示している。ア

ラート 352において推論レベルを「不確か」

とした理由は、(i)このクラスには複数の不

活性化合物が含まれているために当該アラ

ートの陽性適中率が低くなること、および

(ii)このクラスに属する複数の化合物が他

の toxicophore（芳香族アゾ基）を構造中に

有していることである。このような理由に

より、これらの化合物に関しては、観察さ

れた活性が特定の toxicophore（芳香族アミ

ンまたはアミド）によるものであるという

信頼性に欠けると判断した。 

 

 

表 3 アラート調査の結果 

Entry Alert 

number 

Alert name Outcome Reasoning 

rule 

Likelihood 

1 330 Aromatic azo 

compound 

Comments 

updated 

N/A N/A 

2 351 Aromatic amine or 

amide 

Alert 

extended to 

in vivo 

New 

reasoning 

rule added 

Plausible 

3 007 N-Nitro or N-nitroso 

compound 

Alert 

extended to 

in vivo 

New 

reasoning 

rule added 

Plausible 

4 339 Polycyclic aromatic 

hydrocarbon or 

hetero-analogue 

Alert 

extended to 

in vivo 

New 

reasoning 

rule added 

Plausible 

5 352 Aromatic amine or 

amide 

Alert 

extended to 

in vivo 

New 

reasoning 

rule added 

Equivocal 

6 354 Aromatic amine or 

amide 

Alert 

extended to 

in vivo 

New 

reasoning 

rule added 

Plausible 

7 019 Epoxide Alert 

extended to 

in vivo 

New 

reasoning 

rule added 

Plausible 

 

 

芳香族アゾ化合物に対するアラート 330 は、拡大適用としなかった（表 3、Entry 1）。
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TGR アッセイにおいていくつかの芳香族

アゾ化合物が変異原性を示すことが報告さ

れているが（Lambert et al）、これらの化

合物はその活性に関与する可能性のある他

の構造的特徴（すなわち、芳香族アミン基）

も有していた。結果として、このアラート

に対するコメントを更新したが、新たなル

ールは追加しなかった。 

改良したアラートを含む新しい知識ベー

ス（Derek KB 2014＋第 8年次 NIHS）の

予測性能は、NIHSの TGRデータセットを

用いて評価した（表 4）。比較のために、2014

年に公開された標準的な Derek KB 2014

のこのデータセットに対する性能を表 1 に

示している。  

上記の結果、感度（10%から 41%に上昇）

および正確度（46%から 62%に上昇）に大

幅な向上が認められ、これに伴う特異度の

低下（100%から 93%）はごくわずかであっ

た。 

表 1. NIHSの TGRデータに対する Derek 

KB2014に NIHS Yr8 Knowledgebase を

加えたの予測率 

 Pred +ve Pred –ve 

Exp +ve 46 67 

Exp –ve 5 70 

Sensitivity = 46/113 = 41%; Specificity = 

70/75 = 93%; Accuracy = (46+70)/188 = 

62% 

 

IV-4. 考 察 

化学物質の危険有害性およびリスクの評

価の一環として、ヒトにおける突然変異誘

発性の評価が重要となることが多い。これ

は、突然変異とがんとの因果関係のみでは

なく、その他の非がん性疾患を誘発する突

然変異の可能性についても同様である。化

学物質の変異原性の評価は通常、in vitro

および in vivo の一連の試験を用いて行わ

れる。現在利用可能であり幅広く用いられ

ている in vivo遺伝毒性試験（in vivoにお

ける染色体異常試験および小核試験など）

の一つの欠点は、これらの試験法では変異

原性を直接測定するのではなく、染色体損

傷を検出することによって遺伝毒性を評価

しているという点である。一方、トランス

ジェニックげっ歯類を用いる試験法（TGR

アッセイ）では、有害な影響として化学物

質の変異原性（化学物質により誘発される

突然変異）を検出する。多くの場合関心の

対象となるのは化学物質が突然変異を誘発

する可能性であることから、TGRを用いる

試験は他の多くの遺伝毒性試験に比べて非

常に有用性が高い。 

この点を考慮し、このようなアッセイに

対する DX の予測性能を改善するために、

公開されている TGR データをまとめて

NIHSが作成したデータセットが Lhasa社

に提供された。NIHSより提供された TGR

データは、DXにおける in vivo変異原性の

エンドポイントに関連するものであった。

このエンドポイントは、DXにおいて未だ十

分に開発されていないものである。現在の

ところ、このエンドポイントに関するアラ

ートは 1 種のみであり、このデータが知識

ベースに使用されている（アラート 016）。

実際に、このエンドポイントに対して上記

のデータセットを処理した結果、感度はわ

ずか 10%、balanced accuracyは 55%であ

った。この分析結果より、このエンドポイ

ントに対する予測性能を改善する必要があ

るのは明白であった。これを行うための一
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つの方法として、in vivoのエンドポイント

に関するアラートの開発を迅速化するため、

過去のプロジェクトで in vivo 染色体損傷

のエンドポイントの開発に用いたものと同

様の方法を採用し、アラート、構造活性相

関およびこのエンドポイントにおいて同定

されているメカニズムを用いて同一のエン

ドポイントに関して十分に開発されている

in vitro での予測システムを利用すること

が考えられた。DX の知識ベースにおける

in vitro 変異原性のエンドポイントは既に

十分に開発されていることから、この方法

は妥当であると判断された。よって、最初

に、上記のデータセットを DX の in vitro

変異原性のエンドポイントに対して処理し

た。予測されたとおり、このエンドポイン

トにおける感度は良好（73%）であったが、

特異度が比較的低い値（57%）を示した。

このため、必要に応じて in vivoの結果とア

ラートとの関連性について各 in vitro アラ

ートを個別に評価することによって、この

高い感度を維持したまま in vivo のエンド

ポイントにおける特異度を改善する必要が

あると考えられた。このような観点から、

トランスジェニックげっ歯類を用いた試験

における in vitro 変異原性アラートの関連

性について検討するため、特定の基準（陽

性適中率 50%以上、かつ当該アラートをア

クティブ化する化合物が 3 種以上）に合致

する in vitro 変異原性アラートのショート

リストを作成した。このリストのアラート

を分析することにより、最も短時間でこの

エンドポイントにおける感度を改善するこ

とができると考えた。11種のアラートが上

記の基準に合致し、 以下に示す 7種を今年

度のプロジェクトの一環として検討した。

検討対象とした各アラートに関する文献デ

ータをさらに検討した結果、7種の in vitro

変異原性アラートのうち 6 種に、関連する

推論ルールを追加して in vivo 変異原性の

予測に拡大適用することとした（以下の 1

～6）。また、すべてのアラート（以下の 1

～7）のコメントを更新し、当該の化学クラ

スに属する化合物の in vivo での活性と in 

vitro での活性との関連性を記述するため

に in vivoデータを追記した。また、アラー

トに関連参考文献のリンクを示し、必要に

応じて例証化合物を追加した。 

 

1. アラート 007－N-ニトロまたは N-ニト

ロソ化合物 

2. アラート 019－エポキシド 

3. アラート 339－多環芳香族炭化水素また

はそのヘテロ類似体 

4. アラート 351－芳香族アミンまたはアミ

ド 

5. アラート 352－芳香族アミンまたはアミ

ド 

6. アラート 354－芳香族アミンまたはアミ

ド 

7. アラート 330－芳香族アゾ化合物 

 

上記の方法により DX の知識ベースを更

新した結果、このエンドポイントにおける

上記データセットに対する感度が 41%まで

上昇し、特異度は良好に維持された（93%）。 

トランスジェニックげっ歯類データセッ

ト中の 3 種以上の化合物によってアクティ

ブ化され、なおかつ陽性適中率が 50%超で

ある検討すべき優れた in vitro アラートが

4 種残されている。また、陽性適中率は低

いが 3 種以上の化合物によってアクティブ
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化されるアラートが 1種、in vivo変異原性

を予測できるが更新の必要があるアラート

が 1 種（アラート 016）存在する。したが

って、この作業を完了させて共同論文を発

表するために、今後のプロジェクトにおい

てもこの方法を継続することが妥当である

と考えられる。 

この作業の継続にあたっては、この方法

には、カバーすることができる化合物数と

いう点で限界があることに留意する必要が

ある。しかし、さらに重要なことは、in vitro

での活性と in vivoでの活性との関係は、必

ずしも当該化学物質が属する化学クラスま

たは遺伝毒性誘発メカニズムによって決定

される（これによりアラートがアクティブ

化）わけではなく、このかわりに化合物の

物理化学的性質に関する記述子および

ADME 特性が関連している可能性がある

という事実に基づいた、より本質的な限界

があることである。このため、メカニズム

に基づいた構造アラートでは、in vivoにお

いて陽性であるか陰性であるかを的確に区

別できないことがある。この点を考慮し、

in vitro で陽性の結果が得られた化合物の

in vivoでの活性を、構造クラスのみに基づ

くのではなく物理化学的性質に基づいて予

測する予備的な検討も行った。このアプロ

ーチには、in vitroでの結果と in vivoでの

活性との関連性に関するより一般的なルー

ルを明らかにすることができる利点がある

と考えられる。このような関連性を発見す

ることができれば、既に十分に開発されて

いる in vitroでの予測を出発点として用い、

より速いペースで in vivo エンドポイント

のカバレージを拡張することができるであ

ろう。しかし、最初に、in vitroで陽性と予

測されている化合物を in vivo で陽性であ

る化合物と陰性である化合物とに区別する

ことができる記述子の同定を目的として行

った調査では、十分な成果が得られなかっ

た。この分析では、正しい記述子またはそ

の組み合わせは発見することができなかっ

たと考えられる。 

In vitroおよび in vivoの遺伝毒性の結果

／予測とがん原性との関連性に関するより

一般的な分析では、in vitro変異原性に関す

るアラートをアクティブ化する構造がげっ

歯類に対する発がん性物質であるか否かの

判定に、in vivoにおける遺伝毒性のエンド

ポイントが有用である可能性が強く示され

た。in vitro変異原性アラートをアクティブ

化する化合物のうち、in vivo遺伝毒性のエ

ンドポイントのアラートも一つ以上アクテ

ィブ化する化合物の 75%がげっ歯類に対す

る発がん性物質であったのに対し、in vivo

エンドポイントのいかなるアラートもアク

ティブ化しない化合物ではわずか 35%であ

った。 

 

IV-5. 結 論 

In vivo変異原性の評価は、化学物質の安

全性評価における重要な要素の一つである。

このため、このエンドポイントに対する構

造アラートが有用であるのは明白である。

本研究では、NIHSより提供を受けた TGR

アッセイデータを用い、いくつかの in vitro

変異原性アラートを in vivo での活性を予

測するために拡大適用した。この結果、

NIHSのTGRデータセットを用いて評価し

たときの感度および正確度が大幅に向上し

た。 

本プロジェクトでは、陽性適中率が最も
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高い（70%超）in vitroアラートを優先して

詳細な検討を行ったが、表 2に示すとおり、

陽性適中率が比較的高い（50%以上）アラ

ートが 4 種残されている。これらのアラー

トを検討することによって in vivo 変異原

性の予測への拡大適用が可能となり、さら

にこの結果として NIHS の TGR データセ

ットに対する感度がより上昇する可能性が

ある。残されたこれら 4 種のアラートを拡

大適用した場合、感度の向上は最大で 60%

に達すると考えられる。 

この方法を用いてさらに感度を高めるた

めには、NIHSの TGRデータセットに含ま

れる関連データを用いて、表 2 には示され

ていないその他の in vitro 変異原性アラー

トを拡大適用する必要がある。しかし、こ

れらのアラートの対象とされている活性化

合物は 3種未満であり、多くのアラート（32

種中 16種）が 1種のみの活性化合物を対象

とするものである。したがって、NIHS の

TGR データセット以外に根拠となるデー

タが得られない限り、これらのアラートの

多くは拡大適用に該当する可能性が低いと

考えられる。 
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平成 26 年度厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

化学物質のヒト健康リスク評価における（定量的）構造活性相関および 

カテゴリーアプローチの実用化に関する研究（H24-化学-指定-010） 

 

分担研究課題：反復投与毒性を指標にした構造活性相関モデルに関する研究 

 

研究分担者 広瀬 明彦  国立医薬品食品衛生研究所 総合評価研究室 

研究分担者 長谷川 隆一 国立医薬品食品衛生研究所 客員研究員 

研究協力者 高橋 美加  国立医薬品食品衛生研究所 研究員 

研究協力者 松本 真理子 国立医薬品食品衛生研究所 研究員 

研究協力者 川村 智子  国立医薬品食品衛生研究所 研究員 

 

研究要旨 

本研究では肝毒性について、これまでに開発した Rapid Prototypes（RP）ア

ラートのうち更に調査すべきアラートの優先順位付けを行い、必要に応じて正式

な肝毒性アラートとするための検討を行ってきている。昨年度までは、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から優先選定を行い、各

アラートの活性とその根拠を詳細に検討してきたが、今年度は、残された 21 種

の RPのすべてについて専門家による簡易評価を行った。その結果、フルアラー

トへの変更の可能性の高い 2 アラートをフルアラートとして作成した。一方、8

つの RP は活性の理論的根拠を確立することができないか、同定された

toxicophore と活性とに関連性がないと判断されこれらのアラートを無効化した。

これにより、トレーニングセット化合物群に対する肝毒性の予測精度は、肝毒性

の予測において感度 39.5%、特異性は 77.9%となった。昨年に比べて感度が落ち

ているが、特異性は向上しており、根拠の低いアラートを無効とした結果である

と考えられた。本年度の検討により、既存の構造アラートを効果的に利用して関

連する毒性メカニズムに基づいた新たなエンドポイントに関するアラートの構

築を迅速化できることが実証された。また、RP を正確に優先順位付けすること

がフルアラート構築の効果的な出発点となることが示された。 

 

A. 目 的 

本研究に先立つ研究において、反復投与毒

性試験結果をもとに肝毒性評価のための

Rapid prototype（RP）アラートの構築を

進めてきた。本研究班では、これらの RP

をさらに検討すること、どちらとも云えな

いと推論される RPや Derek知識ベース内

の限られた文献とメカニズム的裏付けの数
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を減らすこと、また可能性として、裏付け

となる参考資料、例証、メカニズム的な根

拠などを有する完全なアラートの数を増加

させることである。前年度までの研究にお

いては、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から優先選

定を行い、各アラートの活性とその根拠を

詳細に検討し、適切であると判断された場

合にはフルアラートへと変更した。ただし、

この方法はフルアラートに変更できる可能

性のある RP アラートを特定するために有

用であることが証明されたが、優先順位の

低いアラートも含めてすべての RP アラー

トを検証するには時間のかかることが想定

された。そこで、今年度は、残りの肝毒性

に関する 21種のRPアラートのすべてにつ

いて簡易評価を行い、検討すべき RP アラ

ートの分類を行うこととした。 

 

B. 方 法 

データセット 

昨年度と同様の反復投与毒性試験結果デ

ータのうち、より詳細な病理組織学データ

を含む 197化合物のデータセットを使用し

た。 

RPsの優先順位付け 

  RP の優先順位付けには、昨年度と同様

に、データセットに含まれているアラート

の裏付けとなる化合物数および Vitic に収

録されているアラートをアクティブ化する

肝毒性データを含む化合物数を考慮した。

追加的な手順として、残されている RP の

それぞれについて簡易評価を行った。この

分析には、残されている 22種の RPアラー

トの各クラスに関する公開毒性データおよ

びメカニズムデータの解釈を含めた。これ

をもとに RP アラートの最終的なスプレッ

ドシートを作成し、検討結果に基づいて各

RPアラートを以下のように分類した。  

クラス 1 – フルアラート構築の可能性のあ

るアラート 

クラス 2 – 保留（有効な toxicophore、フル

アラート構築に利用できる公開デ

ータはあるが不十分、またはメカ

ニズムに基づいた根拠が不十分）

するアラート 

クラス 3 – 無効化すべきアラート（公開文

献中にデータなし、および／また

は活性に当該 toxicophore との関

連なし） 

 

肝毒性アラートの開発 

上記 RPアラートの分類後、まず、フル

アラートへの変更に適していると考えられ

るクラス 1のアラートから検討を始め、

NIHSより入手した肝毒性の詳細データを

分析した。続いて、原型となる RPアラー

ト作成の根拠となった化合物に関する肝毒

性データを ChemIDPlus、PubMedおよび

Googleを用いて検索した。ChemIDPlus

ではサブストラクチャーによる検索で見つ

かった化合物に関する肝毒性データを収集

した。さらに、公開データセットである

Liver Toxicity Knowledge base（FDA）、

Fourchesのデータセット（Fourches et al.）

および NITEが作成した HESS DBでも毒

性データを検索した。 

 

C. 結 果 
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簡易評価によるクラス分類の結果、クラ

ス 1には 9アラート、クラス２は 5アラー

ト、クラス 3には 8アラートに分類するこ

とができた。 

今年度は、クラス 1のうち 2つのアラー

ト（「2-アミノピリミジン」、「スチレンまた

はその誘導体」）についてフルアラートへの

変更を行うことができた。さらに、フルア

ラートに変更することができないと思われ

るクラス 3の 8種の RPすべてを無効化す

ることができた。以下にこれらの解析の概

要を記す。 

 

新たなフルアラート 

RP008「2-アミノピリミジン」  

 この RP はデータセット内の 2 種の陽性

化合物を捕捉したものであり、陽性予測率

は 50%である。また、Vitic内の陽性化合物

1種およびFourchesのデータセット内の陽

性化合物 4 種が、このアラートをアクティ

ブ化した。公開されている毒性データの綿

密な分析においては、RPアラートの対象と

なる化合物に起因する肝毒性には異なるメ

カニズムが関与している可能性が示された。

図１に示すように、トリメトプリムが代謝

活性化を受けると、ピリミジンパライミノ

キノンメチドが生成される可能性がある。

分離した肝ミクロソーム中でトリメトプリ

ムをインキュベートした場合に、これがタ

ンパク質付加体を形成することが明らかに

されている（Lai et al）。 

Nu

Nu

Nu:

 
図 1. Mechanism of bioactivation of 

trimethoprim （adopted from Damsten et 

al）. 

 イサキソニンの場合も、ミクロソームタ

ンパク質付加体の形成が認められているこ

とから、代謝過程で共有結合付加体を形成

し得る反応種が生成されることが示唆され

た（Letteron et al、Martinat et al）。この

とき形成される付加体の正確な構造は同定

されていないが、イサキソニンの主要な代

謝物は 5-ヒドロキシイサキソニン

（5-hydroxyisaxonine）であることから、

この化合物に起因する肝障害には 4,5-エポ

キシド（図２）が関与していることが示唆

される（Martinat et al.）。 

Nu

CYP P450

 
図２. Activation of isaxonine 

 イサキソニンに起因する肝障害の症例報

告は多数発表されており、肝毒性は広範な

肝細胞壊死および肝機能酵素の顕著な上昇

として現れることが示されている（Baud et 

al.、Alcabes et al.、Zarski et al.、Espinoza 

et al.、Mallet et al.）。特異体質性の免疫応

答がイサキソニンによる肝毒性のメカニズ
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ムであることが示唆されているが、肝障害

は1日用量750 mg～2.25 gにて治療を受け

た患者で観察されている点に注意が必要で

ある（Baud et al., Alcabes et al., Zarski et 

al., Espinoza et al., Mallet et al.）。 

 

 本検討の結果として、2-アミノピリミジ

ンの肝毒性を記述した新たなフルアラート

が追加された（これに伴い、対応する RP

アラートを無効化）。イサキソニン（図２）

は肝毒性に関するエビデンスが最も多い化

合物クラスであることから、このアラート

の適用範囲はイサキソニンによる毒性に関

与するメカニズムに基づいて定義した。ト

リメトプリム（図１）の生体内活性化によ

っても肝毒性が生じるが、このメカニズム

は NIHSの陽性化合物には該当しないと考

えられるため、本共同研究プロジェクトで

はこのクラスを検討対象にしないこととす

る。この新たなアラートが対象とする主な

部分構造は、1）無置換のピリミジン環 5位、

および 2）環外窒素上に少なくとも 1 個以

上の水素をもつことである。このアラート

の適用範囲を定義するメカニズムに基づい

た根拠は単一の化合物（イサキソニン）の

代謝データのみを基にしたものであり、デ

ータセット中の陽性化合物を含めるために

はさらに推量が必要であることから、この

アラートの推論レベルは「不確か」とした。

この変更により、この新たなアラートでは

NIHS データセットに対する陽性予測率が

RPアラートに比べて向上した。 

 

RP024 「スチレンまたはその誘導体」 

 この RPアラートの NIHSデータセット

に対する陽性予測率は、80%と極めて高い。

このクラスに関して公開されている肝毒性

データを検索した結果、スチレンは生体内

活性化によりスチレン-7,8-オキシドを生成

することが確認された（ Sumner and 

Fennell）。この反応種は、細胞高分子と反

応して付加体を形成することが明らかにさ

れている（Yuan et al.）。このアラートの適

用範囲も、他の共役アルケン、1,3-ブタジエ

ンおよびその類似体を含めるよう拡張した。

この拡張は、それぞれエポキシブテン

（Kirman et al.）、（1-クロロエテニル）オ

キシラン（Munter et al.）およびイソプレ

ンオキシド／2-イソプロペニルオキシラン

（Hurst）に変換されることが明らかにさ

れている 1,3-ブタジエン、クロロプレンお

よびイソプレンが同様の代謝活性を示すこ

とに基づいたものである。スチレンおよび

1,3-ブタジエンの生体内活性化を図 3 に示

す。 

Cyp P450
Adducts

Cyp P450
Adducts

図 3. Metabolic activation of styrene and 

1,3-butadiene. 

 実験動物（ラットおよびマウス）におい

て、数多くの共役アルケンが出血性小葉中

心性肝細胞壊死および肝酵素の上昇を引き

起こす（Vainio et al.、Morgan et al 1993、

NTP 1984、NTP 1998）。また、ヒトにお

いては、スチレンへの職業暴露により肝機

能酵素に変化が生じることが複数の研究で

報告されている（Harkonen et al.）。動物

種間で、求電子性エポキシドへの活性化の

速度および解毒作用に有意差が認められて
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いる（Cruzan et al.）。 

 このアラートに必須の主な部分構造の基

本となるのはエポキシ化部位であり、1）無

置換の末端炭素、および 2）2 番目のアリ

ル炭素のみに限定された置換を含む。ハロ

ゲンで置換された化合物の生体内活性化は

スチレンと同様であることが示されている

ことから（Chung et al.）、このアラートで

は原型となる RP アラートと異なり、スチ

レンのベンゼン環上の置換にハロゲン（F、

Cl、Br）を含めるよう拡張されている。新

規のフルアラート 819では化学的空間の適

用範囲を拡大したため、原型である RP ア

ラート 024に比べて陽性予測率が低下した。

また、このアラートは NIHSデータセット

中の 1 種の陰性化合物によってもアクティ

ブ化されたが、真の陽性化合物が陰性とみ

なされることはなかった。 

 

無効化した RPアラート 

RP003：ヒダントインまたはその誘導体 

 データセットにおける陽性予測率が 50%

である。フェニルヒダントインの肝毒性に

対するアラートはあるが、このアラートが

対象とする部分構造はフェニル環（アレン

オキシドの生成を介して生体内活性化に関

与すると考えられる）の存在のみである。

フェニル環をもたない化合物の肝毒性のメ

カニズムは同定できなかった。データセッ

トの陽性化合物数が少ないこと、公開され

ている肝毒性データの不足、およびメカニ

ズムデータの欠如により、この RP アラー

トを無効化した。 

 RP004：チオテトラゾールまたはその誘

導体 

 データセットにおける陽性予測率が 25%

である。データセット中に陽性化合物は 1

種のみ。陽性化合物と構造的に類似する陰

性化合物が 1 種みられる。公開データセッ

ト（Fourches および Vitic）中でこの RP

アラートをアクティブ化した陽性化合物は

チオテトラゾール部分を有する β-ラクタム

系抗生物質であり、これらの陽性化合物の

肝毒性は β-ラクタム環によるものであるこ

とが示唆される。陽性予測率が低いこと、

データセットの陽性化合物数が少ないこと、

およびメカニズムデータの欠如により、こ

の RPアラートを無効化した。 

 RP006：チアゾリジノンまたはその誘導

体 

 データセット中 1 種の化合物のみがこの

アラートをアクティブ化。公開文献中に、

類似化合物に関する肝毒性データなし。デ

ータセットの陽性化合物数が少ないこと、

公開されている肝毒性データの不足、およ

びメカニズムデータの欠如により、この RP

アラートを無効化した。 

 RP009：硫化ジフェニル、スルホキシド

またはスルホン 

 データセットにおける陽性予測率が 57%

である。この toxicophore の肝毒性メカニ

ズムは不明。 明確なメカニズムは同定でき

なかったが、いくつかの陽性化合物は、活

性に関与する可能性のある他の官能基を有

している。公開されている肝毒性データの

不足、およびメカニズムデータの欠如によ

り、この RPアラートを無効化した。 

 RP018：ピロリジンまたはその誘導体 

 データセットにおける陽性予測率が 57%

である。公開データセット（Fourchesおよ

び Vitic）中でこの RPアラートをアクティ

ブ化する陽性化合物は、「N-アシルピロリジ
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ン、ピペリジンおよび類似体」に対する肝

毒性アラート 614もアクティブ化する。そ

の他の陽性化合物については、肝毒性のメ

カニズムは不明である。メカニズムデータ

の不足により、この RP アラートを無効化

した。 

 RP022：フルオロキノロン-3-カルボン酸 

 データ中 1 種の化合物のみがこのアラー

トをアクティブ化。この化合物は、肝毒性

アラート 471「キノロン-3-カルボン酸およ

びナフチリジン類似体」もアクティブ化す

る。このような化合物による肝障害は既存

の知識ベースにおいてカバーされているた

め、この RPアラートを無効化した。 

 RP028：第三級アルコールまたはエーテ

ル 

 データセットにおける陽性予測率が

57.9%である。毒性データに一貫性なし。

Vitic および データセットの双方で単純

な例証化合物（t-ブタノールなど）が不活性

である。このクラスではメカニズムが不明。

肝障害に関与する可能性がある他の官能基

をもつ化合物が含まれる。公開されている

肝毒性データの不足、およびメカニズムデ

ータの欠如により、この RP アラートを無

効化した。 

 RP031：O-tert-ブチルエステルまたはカ

ルバメート 

 データセットにおける陽性予測率は

100%であり、データセット化合物 5種がこ

のアラートをアクティブ化するが、このう

ち 2 種は「カルバメート」に対する既存の

肝毒性アラート 692もアクティブ化する。

この化合物によって引き起こされる肝障害

に「O-tert-ブチルエステル（O-Tertiary 

butyl ester）またはカルバメート」部分が

関与していることを示すメカニズムに基づ

いたエビデンスはない。メカニズムデータ

の不足により、この RP アラートを無効化

した。 

  

 以上、10種の RPアラートを検討した結

果、2種の新規アラートを実行し、10種の

RPアラートを無効化した結果、データセッ

トにおけるDerekの肝毒性エンドポイント

予測性能の変化を表１に示す。 

表 1．予測性能比較 

 
Hepatotoxicity 

感度% 特異性% 一致率% 

昨年度 45.4 75.5 64.3 

今年度 39.5 77.9 63.6 
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D. 考察 

前年度までの検討ではデータセットに対

するDerekの知識ベースの感度は上昇また

は変化なしであったのに対し、今年度の更

新後、予測の感度および一致度が低下した。

一見これらの予測精度の低下は望ましくな

い傾向であると思われたが、今年度は、公

開文献から得られる利用可能な肝毒性デー

タおよびメカニズムデータが限られている

ために多くの RP アラートを無効化したこ

とを考慮すると、それほど不良な結果であ

るとは考えられない。例示化合物またはメ

カニズムが明らかにされていない等の裏付

け情報のないアラートは、対象としている

化合物と毒性の関連性が評価できないこと

から、あまり有用ではないと考えられる。
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このため、フルアラートに変更することが

できない RP アラートを無効化することと

は今年度の成果の一部であると考えられる。

このようなアラートは、多くの場合、同定

された官能基は偶然一致した可能性があり、

活性への関与を示すものではないかもしれ

ない。したがって、このような RP は、ト

レーニングデータセットがカバーしている

化学的ドメインの外では良好に機能しない

と考えられる。 

今後の研究課題において、既存の Derek

知識ベースのみならず、より幅広い文献か

ら得た知識情報も用いて、肝毒性のエンド

ポイントに対するこのようなモデルを作成

する。最初に作成するモデルは、肝毒性の

エンドポイントの詳細な予測ではなく、こ

の毒性を生じる可能性のある官能基を当該

化合物が有するか否かの警告を与えるに留

まる可能性がある（したがって、特異度が

低下するかわりに感度が非常に高くなると

考えられる）。しかし、このような高感度の

粗雑なモデルを構築することができれば、

別のモデルを用い、in vivoでの活性を減弱

させる可能性がある物理化学的特性に基づ

いたフィルタリングを行うことにより、将

来的には特異度を改善することができるで

あろう。in vitro染色体損傷のエンドポイン

トについては、比較的良好に機能するモデ

ルおよびこれに用いるために開発された複

数の MIE モデルが既に構築されている他、

Lhasa でもこのような研究の基盤ともなる

別の共同プロジェクトが既に進行中であり、

今後の肝毒性モデルの構築時に役立つと考

えられる。 

 

E. 結論 

本研究では肝毒性について、これまでに

開発した RPアラートのうち更に調査すべ

きアラートの優先順位付けを行い、必要に

応じて正式な肝毒性アラートとするための

検討を行ってきている。今年度は、未解析

22種の RPアラートのすべてについて専門

家による簡易評価を行った。その結果、フ

ルアラートへの変更の可能性の高い 2アラ

ートをフルアラートとして作成した一方、8

つの RPは活性の理論的根拠を確立するこ

とができないか、同定された toxicophore

と活性とに関連性がないと判断してアラー

トを無効化した。これにより、トレーニン

グセット化合物群に対する肝毒性の予測精

度は、肝毒性の予測において感度 39.5%、

特異性は 77.9%となった。昨年に比べて感

度が落ちているが、特異性は向上しており、

根拠の低いアラートを無効とした結果であ

ると考えられた。本年度の検討により、既

存の構造アラートを効果的に利用して関連

する毒性メカニズムに基づいた新たなエン

ドポイントに関するアラートの構築を迅速

化できることが実証された。 
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平成 26年度厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

化学物質のヒト健康リスク評価における（定量的）構造活性相関および 

カテゴリーアプローチの実用化に関する研究（H24-化学-指定-010） 

 

分担研究課題：構造活性相関モデル構築手法の比較と利用に関する研究 

 

研究分担者 小野 敦   国立医薬品食品衛生研究所 総合評価研究室 主任研究官 

研究協力者 スィロィ ホセ  ㈱富士通九州システムエンジニアリング 

 

研究要旨 

本研究では、化学構造を指標にした in vivo反復毒性評価手法について検討するた

め、化学物質の構造や物性の類似性から化学物質をグループ化して、グループの化

学物質に類似する毒性を解析し、特定の化学構造にひもづけられる毒性変化の解析、

および毒性試験で認められた毒性フェノタイプからの評価モデル構築について検討

を進めている。本年度は、毒性フェノタイプからの評価モデル構築の検討として、

化審法既存点検により反復投与毒性試験実施済みの化合物について、毒性試験にお

ける病理変化とあわせて血液化学及び血液生化学的変化のクラスタリング解析を行

い、得られたクラスターのうち毒性学的に意味のあるパラメータセットの変動を示

すエンドポイントクラスター化学物質群について共通部分構造の抽出を行い、科学

的に妥当と考えられるに共通部分構造の抽出に成功した。しかし、構造記述子をパ

ラメータとして構築した判別モデルでは、外部評価セットにおける一致率は、50%

台に留まった。一方、無毒性量の評価アプローチの検討においては、評価対象を特

定の部分構造を有する化学物質群に限定することで精度の高い予測式の構築が可能

であることが示唆された。さらに、化学構造全体の類似度と無毒性量との関係を解

析した結果、類似度 70%以上の化学物質について無毒性量が得られていれば無毒性

量の評価がある程度可能であることが示され、結果をもとに類似度からの無毒性量

の予測信頼限界を示す関係式が導出出来る可能性が示された。 

 

A. 研究目的 

現在、世の中には数万種に及ぶ既存化学

物質が安全性評価未実施のまま流通してお

り、それら化学物質のリスク管理は、世界

的な課題となっている。さらに、我が国の

化学物質審査規制法では、良分解性物質や

10t 未満の物質（低生産量物質）について

は、ヒト健康影響に関するスクリーニング

毒性試験の実施は不要とされているが、そ

うした物質であってもヒト健康リスクを把

握し適切な管理を行うことが望まれる。 

化学物質のヒト健康影響評価は、従来、
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動物を用いた安全性試験により行われてい

るが、評価の効率化や動物愛護の観点から、

動物試験の削減が求められている。そうし

た背景から、特に構造が類似する化学物質

群については、既に安全性評価が実施済み

の、構造類似物質の評価結果をもとに類推

評価するカテゴリーアプローチによる評価

が検討されており、既に一部、実用化され

ている。しかし、カテゴリーアプローチに

よる化学物質の類似性評価には、合意され

た客観的な手法が存在するわけではなく、

評価を行うエキスパートによりケースバイ

ケースで妥当性が判断されるのが実情であ

る。 

本研究は、特に in vivo反復投与毒性の評

価における化学構造からの in silico評価の

実用化に向けて、有用性が期待される幾つ

かのアプローチによる評価モデル構築を行

い、信頼性や適用範囲等についての検証を

行い、化学物質の規制管理における実用的

な利用法を検討することを目的としている。 

本年度は、毒性フェノタイプからの評価

モデル構築の検討として、化審法既存点検

により反復投与毒性試験実施済みの化合物

について、毒性試験で認められた血液化学

及び血液生化学的変化についての部分構造

及び記述子からの特徴抽出及び判別モデル

構築を試みた。一方、無毒性量の評価アプ

ローチの検討においては、化学構造類似度

と無毒性量との関係の解析及び評価対象構

造を限定した評価予測性の検討を行った。 

 

B. 研究方法 

１．In vivo反復毒性試験における血液化学

及び血液生化学的変化をフェノタイプとす

る構造活性相関モデル構築の検討 

１．１ In vivo反復毒性試験における血液

化学及び血液生化学的変化のクラスタリン

グ 

In vivo 反復毒性試験における重要な毒

性評価エンドポイントの一つである血液化

学検査及び血液生化学的検査の変動を評価

対象とした、化学構造からの予測モデル構

築について検討を行うため、まず初めにこ

れまでの研究で整理した既存化学物質点検

による試験結果データベースを用いて血液

化学及び血液生化学的変化が有意に認めら

れた用量分布についてパラメータごとに解

析を行った。次に血液化学及び血液生化学

的変化が有意に認められた最低用量及び病

理変化が認められた最低用量をパラメータ

としてフェノタイプ及び化学物質のクラス

タリング解析を行った。クラスタリングで

は Log（1,000/最低用量）をパラメータと

して使用し、変化が認められない項目は、

デフォルトで 0 をパラメータとして用い階

層化クラスタリング解析を実施した。 

 

１．２ フェノタイプクラスター化学物質

の共通部分構造解析及び構造活性相関予測

モデル構築 

上記のクラスタリング解析において得ら

れたフェノタイプクラスターのうち毒性学

的に意味のあると考えられた２つのクラス

ターについてフェノタイプ変動が認められ

た化学物質群について共通する化学構造的

特徴について検討を行い、さらに構造記述

子や部分構造セットを用いた判別モデルを

構築して化学構造からの評価の可能性につ

いて検討を行った。本解析には KNIME 

2.9.4 を用い、共通部分構造の抽出は、

KNIME に 搭 載 さ れ て い る MoSS 
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（Molecular Subsstructure miner）を、判

別モデルの構築は LibSVMをそれぞれ用い

て実施した。 

 

２．化学構造類似度と in vivo反復毒性試験

における無毒性量の近似性の解析 

これまでの研究で整理した既存化学物質

点検による試験結果データベースを用いて

化学物質間の構造類似度と無毒性量の近似

度について解析した。構造類似度の指標と

して tanimoto係数を用い、評価対象となる

ターゲット物質を選択して、その他の物質

について構造類似度と毒性試験で報告され

た無毒性量の比較を行った。 

 

３．特定部分構造を有する化学物質群の in 

vivo 反復毒性試験における無毒性量の化学

構造からの予測性の検討 

これまでの研究から、化学物質の基本的

な物性である logP や分子量と動物実験に

おける無毒性量には、ある程度の関連があ

ることが示唆されたものの、直接予測可能

な相関式等を構築するにはいたらなかった。

そこで、昨年度までに見出された毒性の強

い化学物質群に共通する特徴部分構造の幾

つかに着目して、特徴構造を有する化学物

質群のみに限定して基本的物性と無毒性量

の相関性について検討を行った。解析では

各部分構造について 10 以上の化学物質に

ついて毒性試験結果が得られている部分構

造を評価対象とした。 

 

C. 研究結果 

１．In vivo反復毒性試験における血液化学

及び血液生化学的変化をフェノタイプとす

る構造活性相関モデル構築の検討 

１．１ In vivo反復毒性試験における血液

化学及び血液生化学的変化のクラスタリン

グ 

血液化学及び血液生化学的変化のクラス

タリングを実施するに先立って、それらの

変化が起こる投与量について確認する目的

で、既存物質点検データベースをもとに血

液学的検査及び血液生化学的検査のパラメ

ータごとに変化が認められた被験物質投与

量をプロットした結果を図 1、2 に示した。

血液学的検査では、RBC, Hct, Hgbの変化

が他に比べ低い用量域で認められた。一方、

血液生化学的変化については、いずれにお

いても同様の用量域で変化が認められた。 

次に昨年度解析を行った病理変化も含め

血液化学及び血液生化学的変化について、

それぞれの化学物質で変化が認められた最

低用量をパラメータとして化学物質と毒性

変化の関係を階層クラスタリング解析した

結果を図 3 に示した。クラスタリングの結

果、幾つかのフェノタイプクラスターで特

徴的に変化する化合物群があることが示唆

された。 

 

１．２ フェノタイプクラスター化学物質

の共通部分構造解析及び構造活性相関予測

モデル構築 

上記のフェノタイプクラスタリング結果

より、毒性学的に意味のあるフェノタイプ

の変動により特徴づけられる 2 つのフェノ

タイプクラスターを得た。そこでまず初め

に、これらの 2 つのフェノタイプクラスタ

ーの変動が認められる化学物質群について、

共通部分構造の抽出を試みた。図 4,5 にフ

ェノタイプクラスターのみに絞り込んだ再

クラスタリング結果と抽出された共通部分
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構造をそれぞれ示す。図 4 のフェノタイプ

クラスターは、TP, Cho, Albの上昇ととも

に肝肥大が認められ、脂質代謝への影響に

より肝肥大する化学物質を特徴づけるクラ

スターと判断された。特徴部分構造として、

多種のアルキルベンゼン骨格が抽出された。

一方、図 5は RBC, Hct, Hgbの低下に特徴

づけられる貧血を惹起する化学物質を特徴

づけるクラスターと判断され、特徴部分構

造として、アニリン骨格が抽出された。次

にそれぞれのクラスターでパラメータ変動

が認められた化学物質を陽性として、その

他の化学物質を陰性として予測する判別モ

デルの構築を試みた。モデルの予測精度の

判定のため、ランダムサンプリングにより

一部（20%）の物質を検証用として、残り

の物質を学習セットとしてモデル構築を行

い、検証用物質の評価を実施した。その結

果、構築された判別モデルの予測率は学習

セットについてはほぼ 100%であったが、

評価用セットについては、50%程度の予測

率に留まった。 

 

２．化学構造類似度と in vivo反復毒性試験

における無毒性量の近似性の解析 

既存物質点検データベースからランダム

に 1 物質を選択し、それを評価対象物質と

した場合の他のデータベース登録物質の構

造類似度と無毒性量の関係について解析を

行った結果の代表例を図 6に示した。図 6A, 

6B の結果より類似度が 70%を超える物質

の無毒性量は、評価対象物質と近似するの

に対して、図 6C, 6Dの結果より、構造類似

度が 50%以下の物質では、無毒性量の近似

は認められず、構造類似度からの無毒性量

の予測には利用出来ないことが示された。 

 

３．特定部分構造を有する化学物質群の in 

vivo 反復毒性試験における無毒性量の化学

構造からの予測性の検討 

これまでに研究から、毒性の強い化学物

質群に共通する特徴部分構造を有する化学

物質群について、化学物質の無毒性量と構

造から計算される脂溶性指標である LogP

との相関性の解析結果の代表例を図 7 に示

す。結果は、解析を行った一部の部分構造

についての結果ではあるが、これまでの解

析では、多様な構造の化学物質について一

括して評価を実施していたため明確な相関

関係は得られなかったが、構造の絞り込み

を行うことで LogP と無毒性量の相関性が

示されたことから、これらの部分構造を有

する化学物質については LogP からの無毒

性量評価の可能性が示された。 

 

D. 考 察 

本研究では、化審法におけるヒト健康影

響評価で要求されるスクリーニング毒性試

験のうち、特に反復投与毒性試験により評

価される in vivo 毒性について化学構造か

ら推定評価するための構造活性相関手法の

リスク評価における実用化に向けて、有用

性が期待されるアプローチについて検証を

行い、有効な利用法について検討を進めた。 

本研究に先立つ研究においては、既存化

学物質点検で得られた毒性試験結果をもと

に、多くの物質の毒性標的臓器である肝毒

性や腎毒性など臓器ごとの毒性発現の有無

を評価対象として評価モデルを構築して予

測精度の検証を進めてきた。 

一方、リスク評価における in vivo反復毒

性試験の目的はむしろ毒性の起きない用量
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である無毒性量を明らかにし、毒性の強さ

に応じた化学物質の管理を行うことにより

ヒト健康被害を防止することにある。 

そこで本研究では、反復投与毒性の化学

構造からの評価について、毒性フェノタイ

プについての予測評価と無毒性量の予測評

価の両面からのアプローチについて検討を

進めてきた。 

毒性フェノタイプの評価においては、こ

れまで病理変化を対象とした解析を行い、

肝臓の病理所見を分類した判別モデルの構

築により精度の向上が示されたことから毒

性メカニズムの分類による構造からの予測

の可能性が示唆された。しかし、他の臓器

では病理所見ごとの化合物数が少なく、予

測モデル構築は難しい。そこで、本年度は

血液化学検査や血液生化学検査における毒

性変化の構造的特徴の抽出及びモデル構築

について検討を行った。通常、血液化学検

査や血液生化学的検査の検査項目の変動は、

独立に統計検定が行われるものの、毒性評

価においては多くの場合、関連する複数の

パラメータの組み合わせにより毒性プロフ

ァイルの評価が行われる。そこでまず、構

造活性相関モデル構築のターゲットとなる

陽性及び陰性化学物質群を選択するため臓

器を選択する目的で、これまでの研究で整

理した既存化学物質点検による試験結果デ

ータベースを用いて血液化学及び血液生化

学的変化を病理変化とあわせてクラスタリ

ング解析を行った結果、毒性評価において

もそれぞれ関連する項目として評価される

脂質代謝に関わる項目や貧血症状を示す項

目がクラスターとして抽出された。これら

をフェノタイプクラスターとして変動の認

められた化学物質について共通部分構造の

抽出を行った結果、脂質代謝異常について

は、アルキルベンゼン骨格が、貧血につい

てはアニリン骨格が抽出された。これらの

結果は、おおよそ既知ではあるが、本解析

アプローチの妥当性及び有用性を示してい

ると考察された。一方、これらのフェノタ

イプクラスターについて判別モデルを構築

して評価を行った結果では、外部評価セッ

トの一致率は、50%台に留まった。外部評

価セット評価精度が高くならない原因とし

て、判別モデル構築に用いた構造記述子の

不適合もしくは、データセットの不足など

も考えられるが、血液化学的検査や血液生

化学検査の結果を判別モデルで評価するこ

とは困難であり、むしろ関連する特徴部分

構造による評価のほうが有用であると考察

された。今後は、今回対象とした以外のフ

ェノタイプクラスターについても検討を実

施する。 

一方、無毒性量の評価については、これ

までに毒性の強い化学物質群に共通する部

分構造が見出され、部分構造をもとに決定

木型の判別モデルを構築することによりあ

る程度の分類が可能であることが示されて

いる。これまでの解析では、既存化学物質

点検データベースとして整理を行った多様

な化学物質全てを解析対象として検討を進

めてきた。本年度の解析結果から、対象物

質の無毒性量については、構造類似度が高

い化学物質の情報からの予測評価の可能性

及び特定の部分構造を有する化学物質に限

定した予測評価式構築の可能性が示された。

構造活性相関の原理は、類似物質について

既知の情報から評価対象の物質について評

価を行うことであり、今回の結果は構造類

似物質の情報の無い化学物質についての化
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学構造からの評価は難しいことを示すもの

であると考察される。これまでに得られた

結果から、構造類似度からの評価や特定の

部分構造からの評価モデルについて適用範

囲を明確化し、それぞれの評価モデルの適

用範囲であると評価された化学物質につい

て評価を行うことで、適用範囲の化学物質

についてのみではあるが、実用的な評価が

可能になるとともに、さらに、適用範囲の

異なる複数のモデルを構築し組み合わせる

ことにより多くの化学物質についての評価

を可能にする評価スキームの構築が可能で

あると考えられる。 

 

E. 結 論 

本研究は、化学物質のヒト健康リスク評

価の効率化や動物愛護の観点から（定量的）

構造活性相関（（Q）SAR）手法やカテゴリ

ーアプローチの化学物質リスク評価におけ

る実用化を目的として、それぞれについて

レギュレーションへ適用可能な手法を構築

および改良を行うとともに、最終的に得ら

れた成果をもとにした評価ストラテジーの

提案を行うことを特色としている。反復毒

性については、これまでのところカテゴリ

ーアプローチによる評価例はあるものの、

国際的に認められる信頼性の高い構造活性

相関による評価手法は提案されていない。

in vivoにおける毒性変化は様々なメカニズ

ムにより引き起こされるためそれら全てを

単一の評価モデルで評価を行うことが困難

であるためと考えられる。 

これまでの研究から反復毒性については、

予測対象の化学物質に類似した化学物質に

ついて情報が得られていれば、ある程度、

信頼出来る予測評価が可能であることが示

された一方、多様な化学構造の化学物質を

一括して評価する予測モデルの構築は難し

いことも示された。多くの化学物質に対し

て予測を行うためには、データベースに構

造類似の化学物質が含まれていることの重

要性を示しており、幅広い化学構造に対応

したデータベースの拡充が今後の課題であ

る。少なくとも現時点では、単一のモデル

やルールで全ての化学物質について評価を

行うアプローチよりも、化学物質ごとに入

手可能な類似物質の情報をもとに適用可能

な評価手法を選択して評価を行う評価スキ

ームのほうが化学物質規制における実用性

は高いと考えられる。また、類似構造や共

通部分構造の化学物質について予測に十分

な知見の得られていない化学物質について

は、化学構造のみで評価を行うのではなく、

毒性発現メカニズムに立脚した in vitro 試

験や少数例の動物試験との組み合わせによ

る評価手法の検討も重要である。 
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図 1 血液学的検査のパラメータに変化が認められた被験物質投与量 

 

 

 

図 2 血液生化学的検査のパラメータに変化が認められた被験物質投与量 
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図 3 

 

 

 病理変化、血液化学及び血液生化学的変化の階層クラスタリング解析結果
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 脂質代謝異常を主徴とするフェノタイプクラスター

 

脂質代謝異常を主徴とするフェノタイプクラスター

 

脂質代謝異常を主徴とするフェノタイプクラスター

  

- 81 - 

脂質代謝異常を主徴とするフェノタイプクラスター脂質代謝異常を主徴とするフェノタイプクラスター（上図上図）と共通部分構造と共通部分構造（

 

 

（下図） 



 

 

 

 

 

図 5 

 

 

 貧血を主徴とするフェノタイプクラスター
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貧血を主徴とするフェノタイプクラスター（（上図）と共通部分構造と共通部分構造（（下図） 
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平成 26 年度厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

化学物質のヒト健康リスク評価における（定量的）構造活性相関および 

カテゴリーアプローチの実用化に関する研究（H24-化学-指定-010） 

 

分担研究課題：類似化合物のカテゴリー化による毒性評価に関する研究 

 

研究分担者 吉田 緑国立医薬品食品衛生研究所 病理部第二室 室長 

 

研究要旨 

平成 24年度の本研究において日本で評価された農薬の毒性について公表データを基に

構造別に分類し、201農薬のうち 145農薬を構造別に 26の系に分類し、平成 25年度

はその結果を応用して化学構造から懸念される神経毒性について解析した。平成 26年

度も平成 24年度の解析結果を応用し、生殖器毒性・発がん性の予測に取り組んだ。特

にヒトへの外挿性が高いと考えられる子宮癌について、子宮内膜腺癌が増加した農薬

を抽出し、各剤の既知情報から考えられる発がん機序予測の可否と化学構造および作

用機序を解析した。子宮癌はラットの慢性毒性発がん性併合試験のみ計 7剤で投与に

より発生頻度が増加した。7剤のうち 5剤では機序試験が実施されており、このうち化

学構造の異なる 4剤では機序試験から発がん機序が予測できた。機序試験が実施され

ていない 2剤は構造、作用機序および毒性プロファイルが類似していたが、発がん機

序は予測できなかった。これらの結果から、子宮発がん性機序予測には機序試験が重

要であることが確認された。今回の結果と既知情報を基に子宮発がん機序予測のため

のフローチャートを作成した。しかし今回の検索結果から化学構造の類似性により子

宮発がん機序を予測することはできなかった。 

 

 

A．研究目的 

反復投与毒性を指標にした構造活性相関

モデルに関する研究および反復投与毒性予

測モデル構築のための毒性情報の評価と数

値化に関する研究の一環として、既存及び

新規化学物質の短期毒性試験から得られた

病理学的所見の分類およびシソーラスの構

築を行ってきた。 

本研究では、初年度である平成 24年度に

201 農薬について、公表毒性試験データを

基に構造別に 26 系に分類した結果を応用

し、神経毒性に焦点を当てて、構造と毒性

について解析を行った。 

次年度の 25 年度は前年度の解析結果を

応用して神経毒性と化学構造および作用機

序について解析した。ヒトへの外挿上重要

な毒性所見であるだけでなく、農薬におい

て神経毒性が良く知られている有機リン系、
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カーバメイト系殺虫剤が使用されており毒

性試験データが得られやすいことから選択

した。 

最終年度である平成 26年度は、エストロ

ゲン類を始めとする化学物質で誘発される

ことが既知の子宮癌を取り上げた。子宮体

部癌（子宮内膜腺癌）はヒトにおいても閉

経期の女性の悪性腫瘍であり、その主因と

して閉経期の卵巣ホルモンアンバランスに

よるエストロゲンが挙げられている[1]。げ

っ歯類においても同様にエストロゲン類の

長期投与や持続発情の連続として示される

相対的高エストロゲン状態の持続が子宮癌

の重要な因子であることが既知であること

から、ラットでの子宮癌誘発は、ヒトへ外

挿性のある可能性が高いと考えられている

[2]。上記以外の子宮発がん機序として、肝

臓などのエストロゲン代謝において

DNAadduct 形 成 に 関 わ る

4-hydroxyestradiol （4HE） を増加させ

る変調が生じた場合、エストロゲン依存性

臓器の腫瘍化を促進する可能性がヒト[3]お

よびラットで報告されている[4,5]。またヒ

トでの報告はないものの近年、化学物質投

与によるエストロゲンの排泄抑制により血

中エストロゲン高値でラットで子宮癌を増

加させる可能性が報告された[6]。このよう

に子宮癌は、その機序がヒトと同様の場合

が多く、ヒトへの外挿性が高い腫瘍である

こと、ヒトにおいても重要な腫瘍であると

考えられることから、今回同腫瘍を選択し

た。 

 

B．研究方法 

 公表されている約 200の農薬の報告書を

基に、ラットおよびマウスの長期毒性試験

（慢性毒性発がん性併合試験/発がん性試

験）で投与により子宮内膜腺癌が増加した

農薬を検索した。子宮腫瘍が増加した各剤

について、農薬名（common name）、農薬

の分類、化学構造の特徴、農薬としての作

用機序、毒性プロファイル（急性毒性、毒

性の特徴、1日許容摂取量（ADI）とその設

定根拠試験における最小毒性量（LOAEL）

と無毒性量（NOAEL）、子宮癌の NOAEL

と LOAEL）と評価年を記載した。 

また公表データより機序試験の有無につ

いても検索した。まず既知の子宮がん発生

機序をタイプ Aから Eの 5つに分けた: 

タイプ A（図 1） 

エストロゲン（E2）/プロゲステロン（P4）

比の増加（Increased ratio of E2 to P4） 

同義語:相対的高エストロゲン状態の持続。 

 加齢あるいは化学物質投与等の原因によ

り、卵巣からのステロイドホルモンのアン

バランスが生じ、P4産生が E2に比較して

低値である場合、相対的な高エストロゲン

状態となる。このような状態は膣スメア像

では持続発情、形態学的に卵巣ののう胞状

の閉鎖卵胞と黄体が欠如/少数を伴う萎縮、

子宮被覆/腺上皮や膣粘膜の扁平上皮化と

してとらえられる。 

 

タイプ B（図 2） 

エ ス ト ロ ゲ ン 作 用 物 質

（ Estrogens/chemicals with estrogenic 

activity） 

 エストロゲン作用物質の持続投与は子宮

癌を増加させる。子宮肥大試験等で子宮肥

大が認められればその物質は in vivo エス

トロゲン作用を示すことが明らかとなる。

短期投与の場合、卵巣が存在した状況では
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高用量投与でないと性周期の異常など明ら

かな影響は出にくい。しかし比較的低用量

のエストロゲン作用物質の長期投与による

組織像は、タイプ Aに類似する。 

 

タイプ C（図 3） 

P450 薬物代謝酵素誘導によるエストロゲ

ン代謝変調（Modulation of estrogen 

metabolism via CYP induction） 

 血中エストロゲンは肝臓等の代謝器官に

おいて、水酸化を受けて代謝される。通常

は 2-水酸化酵素によりエストロゲン作用の

少ない 2-hydroxyestroradiol となるが、

CYP1B 等の薬物代謝酵素が誘導された場

合は、子宮等に DNAadduct を形成すると

報告されている catechol estrogen である

4-hydroxyestradiol へと代謝する 4 水酸化

酵素誘導が促進し、その結果子宮癌が増加

すると考えられている。このような場合は、

肝肥大が認められるが、薬物代謝酵素誘導

による肝肥大は、CYP2B等によっても誘導

される最も一般的な指標であるため、エス

トロゲン代謝が変調していることを直接確

認するためには、エストロゲン代謝変調に

関わる CYP1B 等の薬物代謝酵素誘導の確

認、肝臓中の 2あるいは 4水酸化酵素の測

定あるいは血中や組織中の 2-あるいは

4-hydroxyestraiol を測定することが最も

有効と考えられる。組織学的には雌性生殖

器に特に異常は認められない。 

 

タイプ D（図 4） 

エストロゲン排泄阻害による血中エストロ

ゲン高値持続 

 この機序による子宮癌増加の報告は比較

的新しい。性周期回帰中であれば baseline

時（発情休止から発情前期以外）の血中ホ

ルモン測定（性周期停止後であれば考慮せ

ず）における E2 の増加が直接的な根拠と

なりうると考えられる。第 2 相酵素の測定

も支持データとなるがこれらの誘導は化学

物質全般で一般的に認められるため、E2増

加の直接的根拠とはなりにくいと考える。

このタイプで相対的高エストロゲン状態で

あれば、タイプ Aと同様の形態学的特徴を

示す可能性が推測されるが報告はない。 

 

タイプ E（図 4） 

局所におけるアロマターゼ増加 

 ヒト子宮内膜腺癌内でのアロマターゼ遺

伝子増加が報告されていることから、局所

におけるアロマターゼ増加が子宮癌を増悪

化させる可能性が示唆される。げっ歯類で

の報告はない。 

 

次にこれらのタイプ分類において重要と

考えられる以下の項目について、公表され

ている機序試験の実施の有無と各項目の検

査結果を記載し、どの発がん機序タイプに

予測されるかを示した。 

1. 肝肥大の有無と肥大のタイプ 

2. 肝薬物代謝酵素誘導と誘導される酵素

のタイプ 

3. エストロゲン代謝酵素測定 

4. エストロゲン作用（子宮肥大試験） 

5. アロマターゼ測定 

6. ホルモン測定および E2/P4比 

7. その他関連項目  

 

これらの結果を総合的に考察し、最終的

にげっ歯類子宮がんの機序を評価するため

のフローチャートを提案した。 
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C．研究結果 

検索した農薬において、投与によって子

宮内膜腺癌の頻度が 7 化合物において増加

し、これらは全てラット慢性毒性発がん性

試験併合試験で認められた。農薬名

（common name）、農薬の分類、化学構造

の特徴、農薬としての作用機序、毒性プロ

ファイル（急性毒性、毒性の特徴、1 日許

容摂取量（ADI）とその設定根拠試験にお

ける最小毒性量（LOAEL）と無毒性量

（NOAEL）、子宮癌の NOAELと LOAEL）

と評価年を記載した（表 1）。農薬の分類で

は、殺虫剤が 2剤、殺菌剤が 3剤、除草剤

が 2 剤であった。農薬としての作用機序の

点からは、除草剤のピリミノバックメチル、

メタゾスルフロンはアセト乳酸合成酵素

（ALS）阻害作用、殺菌剤であるイソピラ

ザム、セダキサンおよび殺虫剤シエノピラ

フェンはミトコンドリアのコハク酸脱水素

酵素阻害剤、殺菌剤のベンチアバリカルブ

イソプロビルと殺虫剤のスピロジクロフェ

ンは脂質系生合成阻害を有する化合物であ

った。7剤の化学構造は、5剤は異なってい

た。2 剤（イソピラザム、セダキサン）の

みピラゾールカルボキサアミド系と類似し

た化学構造を有していた。 

発がん用量の比較において、子宮内膜腺

癌の増加は 6 剤で高用量のみに認められた。

ＡＤＩの設定根拠試験との比較では、差が

最も小さい剤がベンチアバルカルブイソプ

ロピルであったが子宮癌が増加した投与量

は 318mg/kg 体重以上と大量投与条件下で

あった。ピリミバックツメチルでは ADI設

定根拠試験との差が 200倍近かった。 

公表された機序試験から得られたデータ

を基に子宮発がん機序がタイプAからEの

いずれに分類可能が予測した結果を表 2 に

示す。その結果、多くのメカニズム試験が

公表されているピリミノバックメチルとス

ピロジクロフェンがタイプ Aの相対的高エ

ストロゲン状態の持続、シエノピラフェン

とベンチアバリカルブイソプロピルがタイ

プ Cの肝臓エストロゲン代謝変調を介した

カテコールエストロゲン産生が子宮内膜腺

癌増加に関連していると予想された。一方

メタゾスフロンは繁殖毒性試験で通常観察

されない膣開口早期化が認められたことか

ら何等かのホルモン様作用を有することが

示唆されたが、機序試験でエストロゲン活

性やエストロゲン受容体結合能を有しない

ことから、いずれのタイプの機序も予想す

ることはできなかった。イソピラザムにつ

いては機序試験結果よりエストロゲン活性

やエストロゲン受容体結合能はないと考え

られ、類似構造を有するサダキサンでは子

宮発がん機序試験が実施されていないこと

から、両剤についても発がん機序予測する

ことはできなかった。しかし両剤の毒性プ

ロファイルは肝肥大や甲状腺への影響等多

くの類似点が認められた。 

既知のげっ歯類子宮発がん機序に有用と

考えられる薬物代謝酵素、エストロゲン代

謝、エストロゲン活性、アロマターゼ測定、

E2や P4測定、毒性試験からの情報等と今

回予測を行った 7 剤を基に、げっ歯類子宮

がんの機序を評価するためのフローチャー

トを作成した（図 5）。 

 

D．考 察 

ラットの子宮発がん作用機序として、

エストロゲン作用、持続的な相対的高エ
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ストロゲン状態の持続、あるいは肝臓に

おけるエストロゲン代謝変調によるカテ

コールエストロゲンの産生の 3 つの経路

が知られている。今回検索した 7 剤中 5

剤については機序試験が実施され、その

うち各 2 剤が相対的高エストロゲン状態

の持続およびエストロゲン代謝変調によ

るカテコールエストロゲンの産生であっ

たことから、これら 4 剤の試験では適切

な機序試験が実施されていると判断され、

長期毒性試験で発がん性が認められた場

合の適切な機序試験の実施が発がん機序

予測さらにはヒトへの外挿性予測のため

には重要であると結論した。 

一方、今回の検索結果より化学構造か

ら子宮発がん機序を予測することはでき

なかった。しかし興味ある点として、化

学構造が類似していた 2 剤では適切な機

序試験が実施されていないために発がん

機序を予測することはできなかったが、

毒性のプロファイルも類似していること

から同様の機序により子宮内膜腺癌が増

加した可能性が示唆された。 

げっ歯類子宮がんの機序を評価するため

のフローチャートについては、さらに多く

の剤の機序試験を用いて検証するだけでな

く、毒性学的な知見を加えることにより、

予測性の高いものになると考えられる。 

 

E. 結 論 

子宮内膜腺癌が誘発された剤は 7剤であ

った。発がん機序試験が提出された 5剤中

4剤で既知の発がん機序の予測が可能であ

り、適切な機序試験の重要性が確認された。

化学構造の類似性による子宮発がん機序予

測はできなかった。子宮発がん機序を予測

するフローチャートを作成することができ

た。 
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図 1 既知の子宮癌の発がん機序タイプ A 相対的エストロゲン高値の持続を起こす化合

物 
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図 2 既知の子宮癌の発がん機序タイプ B エストロゲン作用がある化合物 
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図 3 既知の子宮癌の発がん機序タイプ C 薬物代謝酵素によるエストロゲン代謝変調を

起こしカテコールエスロゲン産生を促進する化合物 
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図 4 その他の子宮発がん機序として考えられているもの 

 

D.disrupts estrogen m etabolism  by 
com peting for access to tissue-
specific sulfotransferases, e.g. 
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図 5 子宮発がん機序予測フローチャート 
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表 1 子宮癌の増加が認められた 7剤の化学構造、作用機序および毒性プロファイル 

ADI
(mg/kg
bw)

Lowest
NOAEL
(mg/kg bw
per day)

Lowest
LOAEL
(mg/kg bw
per day)

設定根拠となる毒
性所見

試験名

動物種 ﾗｯ
ﾄ,R;ﾏｳｽ,M;
ｲﾇ,D;ｳｻ
ｷﾞ，Rb

ADI設定
根拠の値
が他の試
験よりも高
い

NOAEL LOAEL

ピリミノ
バックメチ
ル

英名：
pyriminoba
c-methyl

136191-
64-5

草

ヘテロ系。(ピリミジ
ニルカルボキシ
系)(安息香酸系)除
草剤

ALS阻害。アセト乳酸合成酵素（ALS）の阻害

肝臓、腎
臓、血液
(ラット)、発
がん性

貧血(ラット)、ラットでLGL白血病、雄ラットで肝
細胞腺腫、雌ラットで子宮腺癌、雌マウスで
肝細胞腺腫

1,850 0.02 2 36
親動物：体重増加
抑制等
児動物：低体重

繁殖
2世代

R 372 777

シエノピラ
フェン

英名：
cyenopyra
fen

560121-
52-0

虫
ピラゾール系殺虫
剤

ミトコンドリアの電子伝達複合体Ⅱの阻害。既
存の殺ダニ剤と違い、生体内の代謝により生成
するシエノピラフェンの加水分解物が電子伝達
複合体Ⅱに作用し、コハク酸からコエンザイム
Qへの電子の流れを非拮抗的に阻害すること
で、ハダニ類の細胞内呼吸を強く攪乱すると考
えられている。

肝臓、腎
臓、子宮、
網膜、発
がん性

小葉中心性肝細胞肥大等、腎皮質尿細管褐
色色素沈着等、子宮内膜過形
成等、眼球網膜萎縮、ラットで子宮腺癌

>5,000 0.05
①5.1
②5

①104
②50

①雄：腎及び肝比
重量増加等
雌：甲状腺ろ胞上
皮細胞過形成等、
子宮内膜腺癌
②母動物：体重増
加抑制
胎児：毒性所見なし

①慢性毒
性/発がん
性併合・2
年間
②発生毒
性・23日

①R
②Rb

1.2 124

ベンチア
バリカルブ
イソプロピ
ル

英名：
benthiavali
carb-
isopropyl

177406-
68-7

菌
カーバメイト系(アミ
ノ酸アミドカーバメ
イト系)殺菌剤

リン脂質の生合成系阻害

肝臓、甲
状腺、血
液、発が
ん性

肝細胞肥大等、甲状腺（ろ胞上皮細胞過形
成）、貧血、ラット雄で肝細胞腺腫、雌で子宮
腺癌が、マウス雌雄で肝細胞腺腫、雄で甲状
腺ろ胞細胞腺腫、肝芽細胞腫及び肝細胞癌

>2,000 0.069 6.9 68.5

親動物：肝細胞肥
大等
児動物：肝絶対重
量増加

繁殖
2世代

R

メタゾスル
フロン

英名：
metazosul
furon

868680-
84-6

草
スルホニルウレア
系の水稲用除草剤

ALS阻害。分枝アミノ酸合成の鍵酵素であるア
セト乳酸合成酵素（ALS）阻害により雑草を枯死
させると考えられている

体重、肝
臓、血液

体重増加抑制、肝細胞肥大、貧血 > 2,000 0.12 12 30

雄：MCHC 減少、低
色素性赤血球増
加、T.Bil 増加等
雌：嘔吐、運動失
調、体重増加抑
制、体重及び摂餌
量減少等

慢性毒性
1年間

D 564 1170

スピロジク
ロフェン

英名：
spirodiclof
en

148477-
71-8

虫

環状ケトエノール
系。テトロン酸誘導
体でハダニに広範
囲な活性を有する
新規構造を有する

脂質生合成を阻害することが明らかにされてい
るが、詳細な作用機構は不明

副腎、生
殖器、発
がん性

副腎（皮質空胞化）、ライディッヒ細胞肥大、
ラット雄でライディッヒ細胞腫・雌で子宮腺癌、
マウス雄で肝細胞腺腫瘍、ラットF1 世代の雄
に生殖器官の萎縮及び精子数減少

>2,500 0.013
雄：1.38
雌：1.52

雄：4.33
雌：4.74

副腎皮質束状帯空
胞化

1年間慢
性毒性

D 19.9 153

イソピラ
サ゜ム

isopyraza
m

881685-
58-1

菌
ピラゾールカルボキ
サミド系殺菌剤

ミトコンドリアの電子伝達複合体Ⅱの阻害、す
なわちコハク酸脱水素酵素を阻害することより
呼吸機能に影響を及ぼし殺菌効果を表す。

体重増加
抑制、肝
臓、発が
ん性

体重増加抑制、肝細胞肥大、肝重量増加、好
酸性変異肝細胞巣、ラット肝細胞腺腫、ラット
子宮癌、ラット繁殖着床数低下、ラット発生毒
性骨化遅延に基づく骨格変異、ウサギ発生毒
性小眼症

2000 0.055 雄　5.5 雄　27.6

好酸性変異肝細胞
巣、小葉中心性肝
細胞肥大(雌雄)、
GGT、肝細胞空胞
化(雄)、TG低下、肝
細胞褐色色素沈着
(雌)

慢性毒性
/発がん性
併合・2年
間

R 34.6 233

セダキサ
ン

sedaxane
87497-
67-6

菌
ピラゾールカルボキ
サミド系殺菌剤

コハク酸脱水素酵素阻害剤であり、TCAサイク
ルを阻害して殺菌効果をしめす

体重増加
抑制、肝
臓、甲状
腺、発が
ん性

体重増加抑制、肝細胞肥大、肝重量増加、
ラット子宮癌、ラット甲状腺肥大

>5000 0.11 11 67

肝重量増加、小葉
中心性肝細胞肥
大、甲状腺ろ胞上
皮細胞肥大

慢性毒性
/発がん性
併合・2年
間

R 86 261

植物・昆虫・細菌への作用機序

たい LD50 ラッ
ト経口投
与、複数
ある時は
一番低い
もの)
mg/kg bw

Setting ADI 子宮癌

標的臓
器・組織

毒性の特徴
農薬名(和
名)
農薬名(英
名)

CAS

分類(殺虫
剤、虫:
殺菌剤,菌;
除草剤,草;
植物成長
調整剤,調;
殺鼠剤，

剤の特徴

 

 



- 94 - 
 

表 2 子宮癌が増加した 7剤の子宮発がん機序に関連する検査項目の結果と結果から予測される子宮癌の発現機序 

 

Drug metabalism enzymes in
the liver

Estrogen metabolism Estrogenic activity Aromatase Hormonal assay Others

Pyriminobac-methyl Predictable, A
Centrilobular
hypertrophy

Increases in N-DEM activity,
CYP3A2 by IHC

NE NE NE
E2 No change:
P4 decresase:
E/P increase

Cyenopyrafen Predictable, C
Centrilobular
hypertrophy

Increased EROD, PROD,
MROD, mRNA(CYP3A,
CYP1A1, CYP1B1)

No change of 2-, 4-OH
Estradiol, CYP1B1 mRNA No
change in the liver and uterus

No NE No change

Benthiavalicarb-
isopropyl

Predictable, C
Centrilobular
hypertrophy

Increased EROD, PROD,
MROD, mRNA of CYP3A,
CYP1A1, CYP1B1

Increased 2-, 4-OH Estradiol,
CYP1B1 mRNA in the LIVER,
but not in theuterus

No
Uterotrophic assay, Eralpha
binding assay

Increse in the liver but
not in the uterus

No change 　

Metazosulfuron Not defined
Centrilobular
hypertrophy

NE NE

ER binding assay,
Uterotrophic assay:; negative;
Anti-androgen activity,
negative

No change
Early vaginal opening in
rat reproductive study

Spirodiclofen Predictable, A None NE NE NE NE
E2,P4, decrease;
E/P increase

Isopyrazam Not defined
Centrilobular
hypertrophy

Increased EROD, PROD
(Rat), BrdU increase (rat),
BROD( human liver in vitro).
No cell proliveration in human
hepatocyte in vitro

NE
No
Uterotrophic assay, Eralpha
binding assay

NE NE

Sedaxane Not defined
Centrilobular
hypertrophy

EROD, PROD (Rat) NE NE NE NE

Parameters in mechanism studiesLiver
hypertrphy

Common name

NE, Not examined; EROD,7-ethoxyresorufin; O-deethylationPROD, pentoxyresorufin-O-dealkylase; BROD, benzyloxyresorufin-O-dealkylase; MROD, 7-methoxyresorufin O-demethylation

Predictable?
What MOR is
appropriate?

 
水色のカラム 発がん機序が予測できた剤と、予測に有用であった指標 

緑色のカラム 予測できなかった指標 

A, 相対的高エストロゲン状態の持続による子宮癌の増加（前述 Fig.1参照）; C,エストロゲン代謝変調による子宮癌の増加（前述 Fig.3参照）  
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分担研究課題： カテゴリー化による神経系毒性評価に関する研究 

－ネオニコチノイド系殺虫剤のアセチルコリンエステラーゼ活性阻害作用と構造－ 

 
研究分担者  帝京平成大学  薬学部  西村 哲治 
研究協力者  帝京平成大学  薬学部  深山 俊 

         研究協力者 帝京平成大学  薬学部  山下 亜紀子 
 

研究要旨 

アセチルコリンによる神経伝達機構に影響を及ぼす化学物質に関する検討の一環として、

昆虫に対して選択性の高いネオニコチノイド系殺虫剤の神経毒性に関する検討を実施した。 

アセタミプリドとイミダクリプリド及びニテンピラムが類似の骨格構造を有し、チアクロ

プリド、チアメトキサム及びクロチアニジンが類似の骨格構造を有し、ジノテフランが他の

２群と異なった構造をもつ。ヒトアセチルコリンエステラーゼ活性に対するネオニコチノイ

ド系殺虫剤７物質の作用を検討した結果、アセタミプリドが、AChEに対して最も作用が強

く、ダイアジノンオキソンと比較して、相対濃度として約 1,150 倍に相当する濃度（1,150

分の一の作用）でAChEの阻害を示した。アセタミプリド（1）に対して、ジノテフランが

相対濃度として0.08であった他は、0.1～0.3に相当し、毒性が低いこともあり、構造と明確

な定量関係を明らかにすることができなかったが、－C－N－C－N－の構造を共通骨格構造

として、側鎖として結合している構造が作用に関与していることが推測された。 

当該物質は AChE の酵素に作用して、アセチルコリンの分解を抑制する作用も最大で

1/1,000～1/10,000程度ではあるが、0.1～0.3 μg/mLの濃度から示した。個々の物質の評価

では、問題とする作用濃度ではないが、類似の基本骨格をもち、側鎖の構造は変化に富み多

岐にわたることから、それらの環境に共存する状況における複合暴露については注意を払う

必要がある。今後、さらにカテゴリー化を進め、詳細な検討を行うことが重要な課題である。 

          

 

Ａ．研究目的 

末梢神経系と中枢神経系に大別される神経系は、

部位によって特異的で複雑な機能を発現して生体

の生理機能を維持しているが、細胞としては主と

してニューロンとグリア細胞によって機能を分担

しているといえる。ニューロンは、①情報を集め

る、②情報を処理する、③処理された情報を他の

細胞や部位に伝達する、④対象とする細胞・組織

等の部位に情報を伝える（作用発現）などの働き

を担っている。あるニューロンから素早く他の部

位に情報を伝達するために電気的信号伝達機構と、

ニューロン間の情報伝達するために化学的信号伝

達機構により機能を発揮している。 

化学的信号伝達機構は、多種多様な神経伝達物

質を用いて情報の伝達を行っている。そのため、

多様な情報信号の伝達処理が可能となり、機能の
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多様化にも現れている。典型的な化学シナプスは、

シナプス前部とシナプス後部との狭いシナプス間

隙と呼ばれる領域から成る構造をしており、シナ

プス前部が情報を得て脱分極すると、シナプス小

胞に蓄えられた神経伝達物質の遊離が促される。

シナプス間隙に放出された神経伝達物質はシナプ

ス後部に存在する神経伝達物質受容体に結合し、

シナプス後部の膜のイオン透過性を変化させるこ

とにより、情報の伝達が達成される。これらの過

程において、神経伝達物質の合成と蓄積、神経伝

達物質の遊離の促進と阻害、神経伝達物質受容体

との結合能に対するアンタゴニスト活性とアゴニ

スト活性、そして神経伝達物質の分解や再吸収な

どの段階に化学物質が作用することにより、情報

伝達機能に影響が及ぶことが考えられる。 

ボツリヌス毒素は、運動ニューロンの前終末に

取り込まれることにより、アセチルコリンを蓄積

している小胞がシナプス前膜との融合に必須なタ

ンパク質を切断する。そのために、シナプス間隙

へのアセチルコリンの遊離が阻害されて、神経筋

接合部の伝達機能が阻害される。 

イオンチャネル型アセチルコリン受容体（ニコ

チン受容体）は、自律神経節細胞と骨格筋で構成

されているサブユニットがそれぞれ異なり、ヘキ

サメトニウムは自律神経節細胞のニコチン受容体

に、α-ツボクラリン（クラーレ）は神経筋接合部

ニコチン受容体にそれぞれ作用することにより、

伝達機能を阻害する。 

神経伝達物質の再取り込みを阻害することによ

り、伝達物質がシナプス間隙にとどまる時間を延

ばして効果を増強する物質がある。フルオキセチ

ンはセレトニンの、コカインはドパミン等の再吸

収を阻害する。 

有機リン酸化合物は、アセチルコリンエステラ

ーゼに結合し、シナプス間隙に放出されたアセチ

ルコリンの分解を阻害することにより、骨格筋の

シナプス後部の膜にアセチルコリンが長時間留ま

り、骨格筋は脱分極した状態が継続することにな

る。その結果、筋繊維は非興奮性の収縮ができな

ることで有害作用を発現する。アセチルコリンは、

ニコチン受容体に作用する、末梢神経系で速い興

奮性伝達を担う伝達物質である。ニコチン受容体

は、神経筋伝達がおきている骨格筋繊維に多く見

られ、自立神経筋細胞にも存在している。 

以上のように、化学物質が神経系における情報

伝達の作用を及ぼす例が知られている。 

本研究では、アセチルコリンによる神経伝達機

構に影響を及ぼす化学物質に関する検討の一環と

して、昆虫に対して選択性の高いネオニコチノイ

ド系殺虫剤の神経毒性に関する検討を実施した。 

 

Ｂ．研究方法 

１．ネオニコチノイド系殺虫剤 

 ネオニコチノイド系殺虫剤であるアセタミプリ

ド（純度98.0%）、イミダクロプリド（純度98.0%）、

チアクロプリド（純度98.4%）、ニテンピラム（純

度99.0%）、チアメトキサム（純度99.9%）、ジノテ

フラン（純度99.0%）は和光純薬工業株式会社、

クロチアニジン（純度99.5%）はDr. Ehrenstorfer 

GmbH社から購入した。フィプロニル（純度97.0%）

は関東化学（株）、フロニカミド（純度98.0%）は

和光純薬工業（株）から購入した。 

２．ヒトアセチルコリンエステラーゼ活性阻害を

指標とした評価 

アッセイ緩衝液（100 mmol/Lリン酸溶液

（pH7.4））50 μLを96穴ウエルプレートに加え、

ヒトアセチルコリンエステラーゼ（AChE）を含

むアッセイ緩衝液溶液 50 μL、アッセイ緩衝液に

溶解した2 mmol/L 5,5'-Dithiobis（2-nitrobenzoic 

acid）（DTNBと省略）溶液 50 μLと2 mmol/L 

1,1-Dimethyl-4- 

acetylthiomethylpiperidinium iodide（MATP+と

省略）溶液を順次加え均一にした。その混合溶液

に、アッセイ緩衝液により公比２で希釈した被験

物質溶液を50 μL加え、37℃で、60分間保温した。

反応後、マイクロプレートリーダ（コロナ電気株

式会社製、型式：MTP-810Lab/880Lab）を用い

て、450 nmの吸光度を測定した。 

 

Ｃ．結果および考察 
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１．ヒトアセチルコリンエステラーゼに対する活

性阻害を指標とした評価 

ヒトアセチルコリンエステラーゼ活性に対する

ネオニコチノイド系殺虫剤７物質の作用を検討し

た（図２）。 

アセタミプリドは、60分間の反応後において1 

mg/mL（最終作用濃度；以下同様）で93.8%、0.5 

mg/mLで84.2%、0.25 mg/mLで71.6%、0.125 

mg/mL で 50.5%、0.0625 mg/mL で 32.0%、

0.03125 mg/mLで19.5%の割合で、AChEの活

性を阻害した。一方、有機リン系殺虫剤の一つで

あるダイアジノンの活性体であるダイアジノンオ

キソンの場合には、0.0007 mg/mLの濃度で90%

以上の阻害が認められた。アセタミプリドの設定

濃度である 0.125 mg/mLの作用で示した阻害の

割合（約50%）は、ダイアジノンオキソンが示す

阻害の作用濃度では約0.11 μg/mLに相当した。 

イミダクロプリドは、60分間の反応後において

1 mg/mLで45.7%、0.5 mg/mLで56.0%、0.25 

mg/mLで30.1%、0.125 mg/mLで17.6%の割合

で、AChEの活性を阻害した。設定濃度である0.5 

mg/mLの作用で示した阻害の割合（約56%）は、

ダイアジノンオキソンが示す阻害の作用濃度では

約0.13 μg/mLに相当した。 

ニテンピラムは、60 分間の反応後において 1 

mg/mL で 37.1%、0.5 mg/mL で 35.2%、0.25 

mg/mLで31.2%、0.125 mg/mLで17.8%の割合

で、AChE の活性を阻害した。設定濃度である

0.25 mg/mLの作用で示した阻害の割合（約30%）

は、ダイアジノンオキソンが示す阻害の作用濃度

では0.049 μg/mL/mLに相当した。 

チアクロプリドは、60分間の反応後において1 

mg/mL で 67.4%、0.5 mg/mL で 55.2%、0.25 

mg/mLで22.6%、0.125 mg/mLで13.2%の割合

で、AChEの活性を阻害した。設定濃度である0.5 

mg/mLの作用で示した阻害の割合（約55%）は、

ダイアジノンオキソンが示す阻害の作用濃度では

0.13 μg/mLに相当した。 

チアメトキサムは、60分間の反応後において1 

mg/mL で 43.7%、0.5 mg/mL で 36.3%、0.25 

mg/mLで29.1%、0.125 mg/mLで21.1%、0.0625 

mg/mLで21.8%、0.03125 mg/mLで15.4%の割

合で、AChEの活性を阻害した。設定最高濃度で

ある 1 mg/mL の作用で示した阻害の割合（約

44%）は、ダイアジノンオキソンが示す阻害の作

用濃度では0.088 μg/mLに相当した。 

クロチアニジンは、60分間の反応後において1 

mg/mL で 37.1%、0.5 mg/mL で 35.2%、0.25 

mg/mLで30.2%、0.125 mg/mLで17.8%の割合

で、AChE の活性を阻害した。設定濃度である

0.25 mg/mLの作用で示した阻害の割合（約30%）

は、ダイアジノンオキソンが示す阻害の作用濃度

では0.057 μg/mLに相当した。 

ジノテフランは、60 分間の反応後において 1 

mg/mL で 39.5%、0.5 mg/mL で 26.3%、0.25 

mg/mLで20.7%、0.125 mg/mLで17.6%の割合

で、AChE の活性を阻害した。設定濃度である

0.25 mg/mLの作用で示した阻害の割合（約40%）

は、ダイアジノンオキソンが示す阻害の作用濃度

では0.073 μg/mLに相当した。 

ネオニコチノイド系殺虫剤は、イミダクリプリ

ドが開発されて、－C－N－C－N－の構造を共通

に有する類似の作用性を持つ殺虫剤として、開発

されて登録されている（図１）。アセタミプリドと

イミダクリプリド及びニテンピラムが類似の骨格

構造を有し、チアクロプリド、チアメトキサム及

びクロチアニジンが類似の骨格構造を有し、ジノ

テフランが他の２群と異なった構造をもつ。アセ

タミプリドが最も作用が強く、ダイアジノンオキ

ソンに比較して、相対濃度として約1,150倍に相

当する濃度（1,150分の一の作用）でAChEの阻

害を示した。アセタミプリド（１）に対して、ジ

ノテフランが相対濃度として 0.08 であった他は

0.1～0.3に相当し、毒性が低いこともあり、構造

と明確な定量関係を明らかにすることができなか

ったが、－C－N－C－N－の構造を共通骨格構造

として（図３）、側鎖として結合している構造が作

用に関与していることが推測された。 

Ｄ．結論 

ネオニコチノイド系殺虫剤は、天然物であるニ
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コチンと同様、神経のシナプス後膜に局在するア

セチルコリン受容体に結合し、神経興奮を遮断す

ることにより毒性作用を発現されるとされている。 

ネオニコチノイド系殺虫剤７物質の間で、アセ

タミプリドが、AChE に対して最も作用が強く、

ダイアジノンオキソンに比較して、相対濃度とし

て約 1,150倍に相当する濃度（1,150分の一の作

用）でAChEの阻害を示した。アセタミプリド（１）

に対して、ジノテフランが相対濃度として 0.08

であった他は、0.1～0.3に相当し、毒性が低いこ

ともあり、構造と明確な定量関係を明らかにする

ことができなかったが、－C－N－C－N－の構造

を共通骨格構造として、側鎖として結合している

構造が作用に関与していることが推測された。 

一方、本研究で明らかとなったように、当該物

質はAChEの酵素に作用して、アセチルコリンの

分解を抑制する作用も最大で 1/1,000～1/10,000

程度ではあるが、0.1～0.3 μg/mLの濃度から示し

た。個々の物質の評価では、問題とする作用濃度

ではないが、類似の基本骨格をもち、側鎖の構造

は変化に富み多岐にわたることから、それらの環

境に共存する状況における複合暴露については注

意を払う必要がある。今後、さらにカテゴリー化

を進め、詳細な検討を行うことが重要な課題であ

る。 
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ネオニコチノイド系殺虫剤の構造
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 図３ ネオニコチノイド系殺虫剤の基本骨格 
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表１　ネオニコチノイド系殺虫剤のヒトAChE活性の阻害

物質名
最小毒性発現
濃度（g/mL）

評価濃度
（mg/mL）

阻害割合相当のダイアジノ
ンオキソン濃度(g/mL) 相対毒性

アセタミプリド 15.6 0 .125 0.11 8.8

イミダクロプリド 31.3 0.5 0.13 2.6

ニテンピラム 15.6 0 .25 0.049 2

チアクロプリド 62.5 0.5 0.13 2.6

チアメトキサム 15.6 1 0.088 0.88

クロチアニジン 15.6 0 .25 0.057 2.3

ジノテフラン 31.3 1 0.073 0.73

図２ ネオニコチノイド系殺虫剤とダイアジノンオキソンのAChE活性に対する阻害作用  
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