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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 
（H27-化学-指定-005） 

 

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 

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。本研究では、規制の対象と

なるすべての化学物質のヒト健康リスクを評価するためのインシリコ手法を確立すること

ことを目的とする。具体的には、カテゴリーアプローチと、構造活性相関（QSAR）手法に

より、各種毒性エンドポイントを定性的、もしくは定量的に予測する手法を開発、改良し、

化学物質のヒト健康リスク評価に利用することを実現させる。 

エームス試験に関しては、これまで構築してきた大規模データベース利用し、予測精度

の向上を目指した競争的国際共同研究を組織した。H27年度は3,950化学物質のエームス変

異原性の予測に世界7カ国のQSARベンダーが提供する16のQSARモデルが挑戦した。In 

vivo小核試験では379物質、トランスジェニック遺伝子突然変異試験では80物質からなる大

規模in vivo遺伝毒性試験データベースを構築し、発がん感受性およびin vitro/in vivo試験間

の一致性を評価した。今後、これらの知見をQSARモデルに組込む。 

反復投与毒性については、無毒性量評価において、類似物質についての毒性情報が得ら

れておらず化学構造のみからの評価が困難と判断される化学物質について、基本的な化学

構造的特徴と短期毒性試験結果をもとにした毒性クラス判定の可能性について検討を行い、

特定の化学構造的特徴を有する化学物質に限定すれば、予備試験レベルでの短期試験によ

り無毒性量を外挿評価可能であることが示された。 

また、肝毒性の評価に関しては、これまでの公表論文等のメカニズム情報を基に肝毒性

アラートを作成する手法に代わる新たなアプローチとして、肝毒性に関連するkey eventを

予測し、生体内経路の攪乱に関与する化合物群のプロファイルと組み合わせることによる

肝毒性の予測モデルの作成を行った。Key Eventを特定するために、in vitro 肝毒性データ

から MIE（molecular initiating event）を特定し、有害転帰経路（Adverse Outcome 

Pathway; AOP）に位置付けた。さらに、AOP wikiに収載された情報を用いてkey eventと

AOPとの相関関係を構築した。 

 

キーワード：定量的構造活性相関(QSAR)、カテゴリーアプローチ、データベース、遺伝毒

性、反復毒性、肝毒性 
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国立医薬品食品衛生研究所・変異遺伝部  

部長 

森田 健 
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部長 

 

 

Ａ．研究目的 

 化学物質の規制に関わる国際機関や，各国規制

当局の最近の関心の焦点は、規制の対象となるす

べての化学物質を実験的に試験することなく、有

害作用を引き起こす化学物質を同定するための

単純なスクリーニングツールを確立することに

ある。構造活性相関、およびカテゴリーアプロー

チは，コンピュータトキシコロジーの重要な研究

分野であり、有害作用を引き起こす可能性が高い

化学物質を、その化学構造からin silicoで予測す

る手法である。これら手法は統合型毒性評価系の

重要な構成要素の1つであり、安全性評価が必要

とされる化学物質の優先順位付けや絞り込みに

有用である。また、毒性試験における動物利用の

大幅な削減にも貢献できる。 

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（QSAR）やカテゴリーアプローチ手法の化学

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基に

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。本年度は、これまでの研究成果を生

かし、QSARやカテゴリーアプローチ手法の実用

化に向けて予測精度の向上を目指す。 

エームス変異原性に関しては、これまで我が国

で行われた エームス試験データを収集し、大規

模データベースを再構築してきた。本データベー

スもつ化学物質の種類は世界最大規模になると

予想され、かつ、個々の試験はOECDガイドライ

ンに従い、GLP管理下で行われた試験であるため、

信頼性の高いデータベースである。このデータを

ベンチマークデータセットとして、世界中の

QSARベンダーに提供し、全てのQSARツールの

予測率の向上を目指した国際共同研究を開始し

た（本間）。 

染色体異常誘発性については、in vitro試験で陽

性だがin vivo試験では陰性となるケースが多く

知られている。そのため、より精度の高い染色体

異常予測率を示すQSARモデルの構築には、in 

vivo試験の発がん物質感受性を評価し、in vitro

とin vivo試験間のギャップの要因を検証する必

要がある。そのため、CGXデータベースに、小核

試験（MN）と、トランスジェニック遺伝子突然

変異試験（TGR）の2種のin vivo遺伝毒性試験を

加えた拡張版CGXを構築し、各試験の感受性/特

異性を評価する。さらに、遺伝毒性指標を同じく

するin vitro/in vivo試験間のデータ比較から、よ

り信頼性の高い遺伝毒性試験QSARの開発を目指

す（森田）。 

反復投与毒性については、化学構造からの予測

評価手法の実用化に向けて、評価対象とする化学

物質について既知情報からの評価の可能性を判

定するスキームを構築し、判定結果に応じて、化

学構造を指標として可能な限り効率的なリスク

評価スキームを構築することを目指す（小野）。 

臓器別の毒性予測に関しては、これまでの公表

論文等のメカニズム情報を基に肝毒性アラート

を作成する手法に代わる新たなアプローチとし

て、肝毒性エンドポイントに関連するkey event

モデルを予測し、生体内経路の攪乱に関与する化
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合物群のプロファイルと組み合わせることによ

る肝毒性の予測モデルの作成を行った（広瀬）。 

  

B．研究方法 

B.1. エームス変異原性の予測精度の向上（本間） 

安衛法によって実施された約23,000化学物質

のエーム試験結果を精査し。QSARの開発に有用

である12,451化学物質（内エームス陽性1,776化

合物）をデータベース化した。そのうち3,950化

合物のデータを共同研究のPhase Iデータとした。

これらエームス試験の結果以下の3つに分類され

る。 

 A判定：エームス試験における比活性値が

1,000 rev/mg以上の強い陽性と判定され

る物質 

 B判定：エームス試験における比活性値が

1,000 rev/mg未満の陽性判定物質 

 C判定：エームス試験における陰性判定物

質 

 世界7カ国、11のQASRベンダーが共同研究に

参画した。合計16のQSARツールが評価に提供さ

れ、Phase Iトライアルにチャレンジした。 

 

B.2. In vivo遺伝毒性試験QSARの開発（森田） 

対象化学物質はカークランドらの CGX データ

ベースを基にした。データ収集には、総説、国際

的化学物質評価文書、NTP データベースおよび

PubMed 等を用いた。試験結果は以下の 4 つに分

類した。すなわち、+：陽性、-：陰性、E（不明

確）および TC（技術的に問題あり）。TGR にお

ける陽性は「少なくとも 1 つの発がん標的部位で

陽性」、陰性は「TGR で評価したすべての発がん

標的部位で陰性」とした。なお、in vitro CA にお

いて、10 mM 超および 2 mg/mL 超の濃度での陽

性の知見は、これまでの研究成果に基づき陰性と

判断した。 

 

B.3 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（小野） 

 既存化学物質安全性点検事業により、反復投与

毒性試験（28日間試験もしくは反復投与生殖発生

併合試験）が実施された化学物質について、本試

験に先立って実施された予備試験の概要と本試

験・予備試験それぞれにおけるNOAEL、LOAEL

及び主な毒性所見を整理して、予備試験結果と本

試験結果との比較解析及び基本的な物性や毒性

クラス分類との相関について解析を行った。 

 

B.4. 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（広瀬） 

 肝毒性に関連する経路および Key Event を特

定するために、in vitro 肝毒性データ を収集した

MIP-DILI プロジェクトの研究成果を基礎として

MIE（Molecular Initiating Event）を特定し、

有害転帰経路（Adverse Outcome Pathway; 

AOP）に位置付けた。さらに、AOP wiki に収載

された情報を用いて key event と AOP との相関

関係を構築した。概念実証プロファイラーの作成

には 2 種類のアプローチ（Derek Nexsus のアラ

ートパターンの利用と key event に関連する公開

in vitro アッセイデータに関連する化合物群との

構造的類似性を利用したリードアクロス法）を採

用した。次に key event モデルと化合物プロファ

イラーを関連づけ、KNIME 解析プラットフォー

ムを用いて肝毒性の予測性能を評価した。 

 

C. 結 果 

C.1. エームス変異原性の予測精度の向上（本間） 

2014年12月までにに11機関に化学物質の以下

の情報を送付した。情報は、管理番号、CAS#、

化学物質名、SMILESである。2015年9月末まで

に参加機関のQSARツールによるエームス試験判

定予測結果を回収し、予測精度を評価した。 

基 本 的 な 能 力 評 価 は A-Sensitivity 、

AB-Sensisivity 、 Specificity を 用 い た 。

A-Sensitivityは強いエームス陽性化合物を陽性

判定する率で有り、規制側はこの値を最も重要視

する。Specificityはエームス陰性化合物を陰性と
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判定する率で、化学物質や、医薬品の開発にはこ

の数値が高いことが望まれる。最も高い

A-Sensitivityを示したものはイタリアのマリオ

ネギリ研究所のVEGA+MNとマルチケース社の

Case-ULTRA(rule based) であった（ともに

81.3％）。 

今回の3,950化学物質には183の強いエームス

陽性化合物が含まれる（A判定）。しかしながら、

このうち8化合物については、16のQSARツール

の全てが陰性を示した。これら化合物は”False 

Negative(偽陰性)”と考えられる。一方、3,380化

合物はエームス陰性である（C判定）。しかしなが

ら、このうち10化合物については、16のQSARツ

ー ル の 全 て が 陽 性 の 判 定 を し た （ False 

Positive；偽陽性)。 

 

C.2. In vivo遺伝毒性試験QSARの開発(森田) 

 In vivo MNでは379物質、TGRでは80物質のデ

ータが認められた。感受性/特異性は、in vivo MN

で41.0％/60.5％、TGRで72.4％/nc、エームス + in 

vivo MNで68.7％/45.3％、エームス + TGRで

83.8％/ncであった。3試験を組合せた場合の感受

性は、80％超であった。In vitro/in vivo一致性は、

in vivo MNとin vitro CAで50.3％、TGRとエーム

ス試験で79.5%であった。27物質がin vitro CA陰

性でin vivo MN陽性を示し、5物質がエームス試

験陰性でTGR陽性、10物質がエームス試験陽性で

TGR陰性を示した。 

 

C.3 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（小野） 

特定の化学構造的特徴を有しており14日間予

備試験でNOAELが求められている物質について

は、14日間NOAELの組み合わせで、スクリーニ

ングレベルの評価が可能であることが示された。

さらに、化学構造から計算可能な基本的な物性と

Cremer毒性分類との組み合わせにより評価対象

物質を限定することでより信頼性の高い評価が

可能であることが示された。 

 

C.4 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（広瀬） 

反復投与毒性データセットを作成したプロフ

ァイラーで処理して毒性予測を行った結果、感度

は 57%で、特異度は 44%となった。さらに、高濃

度でしか肝毒性を示さなかった化合物として

LOAEL が 1000 mg/kg 超または 250 m/kg 超と

なる化合物を除外するとモデルの感度はそれぞ

れ 63%および 71%に向上することが示された。さ

らに、物理化学的な記述子のカットオフとして分

子量の480未満またはClogP-5超を利用したとこ

ろ、感度を同程度に維持したまま特異度が 44%か

ら 58%に向上させることができた。 

 

D. 考 察 

D.1. エームス変異原性の予測精度の向上（本間） 

今回の3,950化合物の予測精度に関しては、

ICH-M7を契機にエームス試験の予測性の向上に

積極的に取り組んでいるラーサ社、マルチケース

社、リードスコープ社のQSARツールの予測性に

期待が持たれた。3社は、知識ベース、統計ベー

スの両者のモデルを有する。概して、3社のツー

ルはSensitivity、Specificityともバランスがよく、

75～82％の一致率（Correspondennce）を示した。

一方、規制当局が懸念するA-Sensitivity に関し

ては、イタリアのマリオネギリ研究所のVEGA、

およびVEGA+MNモデルが80％以上の検出率を

示したが、一方Specificityは70％以下で有り、偽

陽性が多くなることが懸念された。REACH（EU）、

TSCA（米国）、化審法（日本）等の化学物質の管

理のシーンでは実際の試験対象物質のスクリー

ニング、もしくは優先順位付けに有効かもしれな

い。 

A-Sensitivityが低いツールとして、スイスの

AZMES、スペインのSymmetry、ブルガリアの

AMBIT、日本のADMEWORKSが挙げられる。

これらのA-Sensitivityは60％以下で有り、多くの

危険な化学物質を偽陰性と判断する可能性があ
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る。今後の、改良が望まれる。 

ほとんど全てのQSARツールの全てが陰性と間

違って判定した化学物質が全体の強いエームス

陽性化学物質の10％も存在したことは、これらの

QSARツールがいまだ未熟であることを示すと同

時に、本プロジェクトの意義が明確になった。す

なわち、様々な構造を有する化学物質の試験結果

をデータベース化し、エームス陽性のケミカルス

ペースを拡大することが、偽陰性を減らすことに

繋がるものと確信する。また、偽陽性も多く見つ

かった。警告アラートとは別に、それらアラート

を修飾する部分構造や、トキシコフォーブを同定

することが偽陽性の削減に役立つが、それに対し

ても多くの化学物質の情報が必要である。 

 

D.2. In vivo遺伝毒性試験QSARの開発（森田） 

 In vivo MNの感受性は、in vitro試験より低か

ったが特異性はエームス試験に次いで高かった。

TGRの感受性はエームス試験よりも高く、他のin 

vitro試験と同程度であった。エームス+ in vivo 

MN + TGRは高い感受性を示し、ICH S2(R1)の

オプション2は、有効であることが示唆された。

より精度の高いQSARの開発には、in vitro CA陰

性でin vivo MN陽性の物質の特徴やそのメカニ

ズムの検証、ならびに発がん標的臓器と遺伝子突

然変異標的臓器の相違の要因（動物種、系統、投

与期間、投与経路、化学物質の吸収や代謝など）

の検討が必要と考えられる。 

 

D.3. 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（小野） 

予備試験では、病理組織学的検査や血液生化学

検査が実施されていない場合も多いが、それらの

検査を実施することでより正確な評価（予測）が

可能であり、類似物質についての毒性情報が得ら

れておらず化学構造のみからの評価が困難と判

断された化学物質について、基本的な化学構造的

特徴と短期毒性試験結果をもとに毒性クラスの

効率的な判定が可能であると考察された。 

 

D.4. 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（広瀬） 

今後の研究として感度と特異度の両方を向上

させるためには、偽陰性や偽陽性の化学物質クラ

スの解析等を行うことによって、様々なkey event

を予測する方法をさらに調査することが有用で

あることが示された。 

 

E. 結 論 

エームス変異原性の予測精度の向上に関して

は、エームス試験予測QSARモデルの向上を目指

した国際共同研究を開始した。日本で実施された

安衛法に基づくエームス試験データから、QSAR

モデルの開発に有用と考えられる12,000化学物

質のをデータベース化した。H27年度はこのうち

3,950化合物について、エームス試験結果の予測

精度を競うPhase Iトライアルを行った。世界7カ

国から、11のQSARベンダーがこの国際競争に参

画し、16のQSARツールについて予測精度の評価

を行った。多くのQSARツールの精度は高いもの

であったが、強い陽性化合物を適切に陽性と判定

する能力のさらなる向上が望まれた。また、ほと

んど全てのQSARツールで検出できない強いエー

ムス陽性化合物が多く同定された。これら化合物

は新規の変異原性アラートを有することが考え

られる。多くの外部データで試験を行い、できる

だけケミカルスペースを拡大せることが、QSAR

の予測精度の向上に繋がるものと考えられる。 

In vivo遺伝毒性試験に関しては、これまでにな

い大規模な試験データベースを構築した。In vivo 

MNの感受性/特異性は41.0%/60.5%、TGRの感受

性は72.4%であった。エームス+ in vivo MNでは

68.7%/45.3%、エームス + in vivo TGRでは

83.8%/ncであった。また、in vitro/in vivo 試験の

一致性は、in vivo MNとin vitro CAで50.3％、

TGRとエームス試験で79.5%であった。これらの

in vivo知見あるいはin vitro/in vivo試験間の相違

に関する知見をQSARに組込むことが精度向上に
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必要である。 

 反復毒性については、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、肝毒性に関してはkey Eventを特定する

ために、 in vitro 肝毒性データ  を収集した

MIP-DILIプロジェクトの研究成果を基礎として

MIEを特定し、有害転帰経路AOPに位置付けた。

Key eventとAOPとの相関関係を構築は毒性評価

の新しい可能性をもたらすものと考える。 

 

F. 健康危機情報 

 なし 
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平成 27 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 

 
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 
 

分担研究課題名：エームス変異原性の予測精度の向上に関する研究 

 

 

研究分担者  本間 正充  国立医薬品食品衛生研究所変異遺伝部 部長 

研究協力者  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 

 

研究要旨 

エームス試験予測QSARモデルの向上を目指した国際共同研究を開始した。日本で実施された安衛法

に基づくエームス試験データから、QSARモデルの開発に有用と考えられる12,451化学物質をデータベ

ース化した。平成27年度はこのうち3,950化合物について、エームス試験結果の予測精度を競うPhase I

トライアルを行った。世界7カ国から、11のQSARベンダーがこの国際競争に参画し、16のQSARツー

ルについて予測精度の評価を行った。多くのQSARツールの予測精度は比較的高く、実際のエーム試験

との一致率は70-80％程度であった。しかしながら、強い陽性化合物を適切に陽性と判定する能力は十

分ではなく、偽陰性が多く出ることが懸念され、化審法に基づく化学物質の管理等に実用化するために

はさらなる向上が必要と考えられた。また、ほとんど全てのQSARツールで検出できない強いエームス

陽性化合物が多く同定された。これら化合物は新規の変異原性アラートを有することが考えられる。

様々な構造を持つ化学物質での試験データを収集し、できるだけケミカルスペースを拡大せることが、

QSARの予測精度の向上に繋がるものと考えられる。研究結果は各QSARベンダーで共有し、更に実際

のエームス試験結果を開示した。QSARベンダーはこの結果を取り入れ、Phase IIトライアルに向けて

モデルの改良を行う。このような公正な競争により各QSARツールの予測性が格段に向上することが期

待される。 

 

キーワード：エームス試験、安衛法、化審法、QSAR、国際共同研究 

 

 

A．研究目的 

 EU 各国および米国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

（QSAR） 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

QSAR の利用を明文化したICH-M7ガイド

ラインが2015年1月から適用されたことか

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。 

 国立医薬品食品衛生研究所・変異遺伝部

ではこれまで我が国で行われた エームス

試験データを収集し、大規模データベース

を再構築してきた。本エームス試験データ

ベースは2万化学物質以上からなり、現在で
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は世界最大規模のデータベースである。ま

た、個々の試験はOECDガイドラインに従

い、GLP管理下で行われた試験であるため、

その頼性性も高い。この最大且つ、信頼性

の高いエームス試験データはエームス試験

ベンチマークデータセットとして内部利用

している。このデータベースの中で、未公

開データを、外部評価データとしてQSAR

ベンダーに提供し、世界中で汎用されてい

るQSARツールの予測性の検証と、改良を

行うことが本研究の目的である。 

 未公開のエーム試験データは主に安衛法

に従って、化学・製薬メーカーが要求され、

自社、もしくは外部の試験受託機関で、GLP

で試験されたデータである。安衛法では、

労働者が曝露する可能性がある年間100kg

以上の中間体を含む化学物質について試験

をすることを求めており、その化学物質の

種類は多岐にわたるため、極めて有用なデ

ータベースである。安衛法のエームス試験

データは2万化合物を超えるが、このうち、

高分子ポリマー、混合物、金属化合物を除

き、QSARモデルの開発に有用と考えられ

る12,451の低分子化学物質のデータベース

を構築した。 

国際共同研究では、これら試験データを3

～４回に分けて、エームス試験結果を伏せ

たままでQSARベンダーに提供する。各

QSARベンダーは計算した予測結果を、本

研究班に伝え、本研究班でその予測率を評

価する。評価後、各QSARベンダーに実際

のエームス試験結果を開示する。各QSAR

開発者はその結果を基に、QSARモデルや、

トレーニングセットを改良し、次のトライ

アルに参加する。このようなトライアを繰

り返すことにより、全てのQSARツールの

予測性の向上が期待できる。本年度は、こ

の国際共同研究に向けたデータベースの整

備と、第1回目(PhaseI)のトライアルを行っ

た。 

  

B．研究方法 

B.1. エームス試験データベースの再構築： 

これまで収集したエーム試験データベー

スの概要を述べる。 

最初の903のデータはエーザイ株式会社 

澤田博士から提供された。このデータベー

スは、公開されている安衛法試験データ、

医薬品、既存化学物質、国立医薬品食品衛

生研究所・変異遺伝部で監修した「微生物

を用いる変異原性試験データ集」からのデ

ータからなる。データ形式、インデックス

形式を決定し、これを「AmesDB903」と

した。今後のデータは全て、「AmesDB903」

と同じフォーマットとして入力した。 

食品安全委員会食品安全総合情報システ

ム検索サイトに掲載されている評価書から

「food」データベースを作成した（105化合

物）。 

公開されている既存化学物質データベー

スから「kashinhou1」を作成した（221化

合物）。 

小野らの論文の掲載の香料のデータから

「JECFA(FCT6389)」を作成した（367化

合物）。 

ハンセンらの論文に掲載のデータから

「Hansen」を作成した（6,512化合物）。 

非公開データである化審法の新規化学物

質 の エ ー ム ス 試 験 デ ー タ か ら

「kashinhou2」を作成した（199化合物）。 

最後に、本研究事業で用いる未公開の労

働安全衛生法に基づき実施された変異原性
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試験データから「labor」を作成した（20,760

化合物。 

現在の国立医薬品食品衛生研究所・変異

遺伝部で維持、管理しているエームス試験

データベースを表１に示す。 

 

B.2. 安衛法データベース 

データベースの中の「labor」の試験デー

タは厚生労働省労働基準局安全衛生部化学

物質対策課よりデータの提供を受けた。こ

れれはデータは、本共同研究でのみ使用す

ることが許され、第3社への提供は行わない。

また、共同研究に参加するQSARベンダー

とは、公表データ（職場の安全サイト情報）

を除き、データの第3社への提供、他の目的

への流用は行わない旨の誓約書を取り交わ

した。入手したファイルはAとBの２種類で

あり、次のようなエクセルシートで構成さ

れていた。 

I：変異原性評価リスト 

 変異原性試験結果シートとデータの留

意事項シートの二つで構成されていた。 

 変異原性試験結果シートには分類

ID(安衛法官報公示整理番号) 、

Ames試験判定、官報整理番号が記

載されていた。 

 データの留意事項シートには

Ames試験判定、インデックスの説

明が記載されていた。 

II：職場の安全サイト文字情報 

 Web公開用に作成された物質情報シー

トと、注意事項シートの二つで構成されて

いた。 

 物質情報シートには物質名称(和

名)、CAS番号、分類ID、官報公示

時期などの日付データが記載され

ていた。 

 注意事項シートには情報の公示時

期、公開時期についての説明が記

載されていた。 

 これら元データから以下の条件を考慮し

データを精査した。 

① 除外対象物質、混合物、ポリマー、

縮合物、有機金属を、物質名称から

判断してA、B両ファイルから除外し

た。 

② A、B両ファイルを共通の分類IDを用

いて結合し、「変異原性評価リスト」

(C)とした。 

③ Cの各物質のデータを確認し、物質名

称（和名）とCAS番号について、外

部の化学物質検索サイト（NTP 

database、Chem Spider、PubChem,、

J-Global、日本化学物質辞書web*）

と照合し、誤記と判断されたものに

ついて修正した。 

④ データ項目の中では、分類IDが最も

信頼できると考え、それに基づき検

索が可能な『日本化学物質辞書web』

を利用することにした。ただし、当

該サイトのデータソースが厚労省の

データであるため、CAS番号の誤記

等が共通していた。 

⑤ デ ー タ の 信 頼 性 確 保 の た め 、

『PubChem(USA)』を併用すること

にした。 

⑥ SMILES形式の構造式情報と物質名

称（英名）を、CAS番号をもとに上

記5のPubChem(USA)で検索して、

物質データのカラムに加えた。 

⑦ CAS 番 号 が な い 物 質 お よ び 、

PubChem(USA)に掲載がない物質
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のSMILES形式と物質名称（英名）

については、上記4の日本化学物質辞

書webで検索して情報を入手した。 

ータのうち、物質名、CAS番号、構造に

ついての情報を得た。 

以上の精査により「labor」ユニークな化

学物質の種類は12,451化学物質（内エーム

ス陽性1,776化合物）となった。 

 

B.3. 試験データの提供 

 12,451化合物の内CAS番号がある約

8,000物質についてQSARで計算できる形

式に変換した。8,000物質のうち、4,018の

データをまとめ、共同研究Phase Iデータと

した。これらエームス試験の結果以下の3

つに分類される（表２－１）。 

 A判定：エームス試験における比活性

値が1,000 rev/mg以上の強い陽性と

判定される物質 

 B判定：エームス試験における比活性

値が1,000 rev/mg未満の陽性判定物

質 

 C判定：エームス試験における陰性判

定物質 

 

B.4. 共同研究参加機関 

 2014年7月にイタリアミラノで開催され

た国際学会「QSAR2014」において、本共

同研究を呼びかけたところ、世界7カ国、11

のQASRベンダーが共同研究に参画した。

合計16のQSARツールが評価に提供され、

Phase Iトライアルにチャレンジした（表

３）。 

 

C. 結 果 

2014年12月までにに11機関に4,018化学

物質の以下の情報を送付した。情報は、管

理番号、CAS#、化学物質名、SMILESであ

る。エームス試験結果については開示して

いない。2015年12月末までに参加機関の

QSARツールによるエームス試験判定予測

結果を回収し、予測精度を評価した。 

 

C.1. 非評価対象とする化合物 

Phase Iで提供した4,018物質の中には混

合物であるためQSARによる計算が困難で

ある化合物、もしくはイオン化合物であり、

中性化によって既存の化合物と同一の化合

物となるものが複数存在することが明らか

となった。これらは68化合物であった。こ

れら物質を評価対象とすると、ドメイン適

用率や、予測率が低下することが予想され

たため、共同研究参加者の同意の下、これ

ら68化合物を評価対象から外した。新たに

評価対象とする3,950物質の内訳を表２－

２に記載した。 

 

C.2. 3,950化合物のQSARによるエームス

試験結果の予測 

表４に11のQSARベンダーが提供する16

のQSARツールによるエームス試験予測結

果を示す。ブルガス大学提供する”OASIS 

TIMES”は代謝物をメカニズムベースで予

測するツールを含んでおり、情報となるド

メイン構造が少ないため、ドメイン内とド

メイン外で別々に計算した。ラーサ社、マ

ルチケース社、リードスコープ社は知識ベ

ース、統計ベースの2つのQSARツールを提

供した。イタリアのマリオネギリ研究所は、

3つの統計ベースのQSARツールを提供し

た。 

基本的な能力評価は A-Sensitivity 、
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AB-Sensisivity 、 Specificity を用いた。

A-Sensitivityは強いエームス陽性化合物を

陽性判定する率で有り、規制側はこの値を

最も重要視する。Specificityはエームス陰

性化合物を陰性と判定する率で、化学物質

や、医薬品の開発にはこの数値が高いこと

が望まれる。最も高いA-Sensitivityを示し

たものはイタリアのマリオネギリ研究所の

VEGA+MN と マ ル チ ケ ー ス 社 の

Case-ULTRA(rule based)であった（ともに

81.3％）。 

 

C.3. QSARで検出できない強いエームス陽

性化合物（偽陰性） 

今回の3,950化学物質には183の強いエー

ムス陽性化合物が含まれる（A判定）。しか

しながら、このうち8化合物については（図

１）、16のQSARツールの全てが陰性、もし

くは評価不能と判定をした。また、11の化

合物については1つのQSARツールを覗き

全て陰性の判定であった。これら化合物

は”False Negative(偽陰性)”と判定された

と考えられる。 

 

C.4. QSARで検出できないエームス陰性化

合物 

今回の3,950化学物質のうち3,380化合物

はエームス陰性である（C判定）。しかしな

がら、このうち10化合物については（図2）、

16のQSARツールの全てが陽性の判定をし

た。また、23の化合物については1つの

QSARツールを覗き全て陽性の判定であっ

た。これら化合物は”False Positive(偽陽

性)”と判定されたと考えられる。 

 

D. 考 察 

これまで開発されたQSARツールの予測

性の検証には、多くの場合、開発者が有す

る内部データによって検証されてきた。内

部データはQSAR開発のためのトレーニン

グデータセットを含むため、その予測率が

高いのは同然で有り、客観的評価となって

いない。特に、化学メーカーや製薬企業が

公開するデータの多くは、エームス陰性化

合物で有り、それを基に開発されるQSAR

ツールは、 Specificity は高いものの、

Sensitivityは低いか、もしくはその値は信

頼性に乏しい。規制当局に取っては、スク

リーニング試験であるQSARはSensitivity

が十分に高いことが必須である。これによ

り、変異原性にハザードの高い化学物質が、

安易に環境中に放出されること無く、適切

に管理されることが可能となる。従って、

外部データを用い、QSARモデル、QSAR

ツールの精度を評価することは、QSAR開

発ベンダーにとっても、QSAR利用者にと

っても、そして規制側にとっても有益な情

報を与えてくれる。また、これら結果を各

QSARベンダーで共有し、更に実際に試験

データを開示することは、QSARベンダー

の公正な競争により各QSARツールの予測

性の向上に繋がる。本研究班では、このよ

うな研究を通じ、QSARベンダー、QSAR

ユーザー、規制当局が”ウィン、ウィン、ウ

ィン“の関係となることを目指す。 

今回の3,950化合物の予測精度に関して

は、ICH-M7を契機にエームス試験の予測

性の向上に積極的に取り組んでいるラーサ

社、マルチケース社、リードスコープ社の

QSARツールの予測性に期待が持たれた。3

社は、知識ベース、統計ベースの両者のモ

デルを有する。概して、3社のツールは
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Sensitivity、Specificityともバランスがよ

く、75～82％の一致率（Correspondennce）

を示した。一方、規制当局が懸念する

A-Sensitivityに関しては、マリオネギリ研

究所のVEGA、およびVEGA+MNモデルが

80 ％以上の検出率を示したが、一方

Specificityは70％以下で有り、偽陽性が多

くなることが懸念された。REACH（EU）、

TSCA（米国）、化審法（日本）のような化

学物質の管理のシーンでは、このような高

いSensitivityを有するQSARツールは、化

学物質の初期スクリーニングや実際に試験

をするために優先順位付けに有効かもしれ

ない。 

ブルガス大学のTIMESモデルも高い

Sensitivityを示したが、適用ドメインが

14.5％と極めて低かった。TIMESには薬物

代謝モデルが組み込まれているが、本プロ

ジェクトでは化学物質の代謝情報に関して

は開示していない。今後、TIMESにような

モデルの向上には、エーム試験のS9の条件

の有無、仕様菌株の情報などが必要と考え

られる。 

A-Sensitivityが低いツールとして、スイ

スのAZMES、スペインのSymmetry、ブル

ガリアのAMBIT、日本のADMEWORKSが

挙げられる。これらのA-Sensitivityは60％

以下で有り、多くの強い変異原物質を偽陰

性と判断する可能性がある。今後の、改良

が望まれる。 

ほとんど全てのQSARツールの全てが陰

性と間違って判定した化学物質が全体の強

いエームス陽性化学物質の10％も存在した

ことは、これらのQSARツールがいまだ未

熟であることを示すと同時に、本プロジェ

クトの意義が明確になった。すなわち、様々

な化学構造を有する化学物質の試験結果を

データベース化し、エームス陽性のケミカ

ルスペースを拡大することが、偽陰性を減

らすことに繋がるものと確信する。また、

偽陽性も多く見つかった。警告アラートと

は別に、それらアラートを修飾する部分構

造や、トキシコフォーブを同定することが

偽陽性の削減に役立つ。さらに多くの化学

物質の情報と、予測のためのパラメータの

組み合わせやアルゴリズムの変更が必要で

ある。 

平成28年度からは約3,800の化合物を提

供したPhase IIチャレンジを行う予定であ

る。現在のPhase Iの情報を基に、各QSAR

ツールはバージョンアップし、予測精度が

向上することを期待する。 

 

E. 結 論 

エームス試験予測QSARモデルの向上を

目指した国際共同研究を開始した。日本で

実施された安衛法に基づくエームス試験デ

ータから、QSARモデルの開発に有用と考

えられる12,000化学物質のをデータベース

化した。H27年度はこのうち3,950化合物に

ついて、エームス試験結果の予測精度を競

うPhase Iトライアルを行った。世界7カ国

から、11のQSARベンダーがこの国際競争

に参画し、16のQSARツールについて予測

精度の評価を行った。多くのQSARツール

の精度は高いものであったが、強い陽性化

合物を適切に陽性と判定する能力のさらな

る向上が望まれた。また、ほとんど全ての

QSARツールで検出できない強いエームス

陽性化合物が多く同定された。これら化合

物は新規の変異原性アラートを有すること

が考えられる。多くの外部データで試験を
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行い、できるだけケミカルスペースを拡大

せることが、QSARの予測精度の向上に繋

がるものと考えられる。 

 

F. 健康危機情報 

 なし 

 

G. 研究発表 

誌上発表 

Barber C, Amberg A, Custer L, Dobo KL, 

Glowienke S, Van Gompel J, Gutsell S, 

Harvey J, Honma M, Kenyon MO, 

Kruhlak N, Muster W, Stavitskaya L, 

Teasdale A, Vessey J, Wichard J; 

Establishing best practise in the 

application of expert review of 

mutagenicity under ICH M7. Regul 

Toxicol Pharmacol., 73, 367-377 (2015) 

 

Canipa S,  Cayley A, Drewe WC, 

Williams RV, Hamada S, Hirose A, 

Honma M, Morita T; Using in vitro 

structural alerts for chromosome damage 

to predict in vivo activity and direct 

future testing. Mutagenesis. 31, 17-25 

(2015) 

 

Petko IP, Patlewicz G, Terry, Schultz W, 

Honma M, Todorov M, Kotov S, Dimitrov 

SD, Donner M, Mekenyan OG; A 

feasibility study: Can information 

collected to classify for mutagenicity be 

informative in predicting carcinogenicity? 

Regul. Tox. Pharm., 72, 17-25 (2015) 

 

学会発表 

Honma M; Trend and Progress of OECD 

Genotoxicity Testing Guidelines. 39th 

Annual Meeting of Environmental 

Mutagen Society of India (2015.5、インパ

ール、インド) 

 

Honma M; Ames QSAR Collaborative 

Study. ICCA‐LRI workshop (2015.6、ニ

ューオリンズ、米国) 

 

本間正充；OECDテストガイドラインの変

更点．JEMS・MMS研究会 第66回定例会 

(2015.6、那須) 

 

本間正充：ICH-M7ガイドラインとExpert 

Review 微生物変異試験研究会第53回定例

会（2015.11、福岡） 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

 なし 

 

 

 

 

 

 

 



- 16 - 

 

 

 



- 17 - 

表 1 注訳 

 

 

 

 

 



- 18 - 

  

  

  

表２ 共同研究 Phase I 試験化学物質 
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表 3 共同研究参加機関 
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表 4 Phase I 評価結果 

Builders Contact Person QSAR Models Sensitivity [A] (%) Sensitivity [A+B] (%) Specificity (%) Concordance (%) Applicability (%)

Molecular Networks
GmbH and Altamira

LLC
Chihae Yang

ChemTunes
v1.0AMES2015-02

99.9
(domain

applicability: 14.5)

Nina Jeliazkova

Roustem Saiakhov

Ovanes Mekenyan

Glenn Myatt

FUJITSU KYUSHU
SYSTEMS (Japan)

OASIS TIMES
(In domain)

OASIS TIMES (All)

Rule-based (Alerts)

Statistical-based (QSAR)

BM_PHARMA v1.5.2.0
(Statistical approach;

SALM/ECOLI
consensus)

GT_EXPERT v1.5.2.0
(Rule based)

Ambit consensus model

ADMEWORKS/Predictor
Ames-V71

Hitomi Koga

59.3 50.4 77.1 73.3

74.1 60.1

IdeaConsult Ltd.
(Bulgaria)

Bourgas University
(Bulgaria)

Leadscope Inc （USA）

MultiCASE Inc （USA）

Christine DeMeo

Symmetry
S. typhimurium (Ames)-
gene mutation in vitro

microbial

Istituto Superiore di
Sanita（Italy）

Istituto di Ricerche
Farmacologiche

     Mario Negiri （Italy）

VEGA;
Consensus (CASAR,

Toxtree, SARpy)

VEGA +MN
in ToxRead

CRS4
in ToxRead

Swetox AZAMES

Emilio Benfenati

Lhasa Limited (UK)

Swedish Toxicology
Science Research
Center (Sweden)

Derek_NX ver.4.0.5

Ulf Norinder

Alex Cayley

Sarah ver.1.1.2

ToxTree 2.6.6Bossa Cecilia

79.4 49.5 88.5 82.0

51.4 43.9 80.4 75.1Prous Institute (Spain)

65.5 53.0 84.7 80.1 90.3

94.3

76.2 58.6 83.3 79.9 86.0

79.1 76.4

59.1 43.5 86.3 80.2 93.6

81.3 69.8 75.0 74.2 90.7

77.7 65.7 76.1 74.6 90.3

58.5 46.5 80.1 76.0 57.1

99.9

78.0 66.0 70.3 69.7 99.6

81.3 67.3 64.6 65.0 99.6

68.5 57.1 77.8 74.8

64.7 51.3 82.1 77.7 80.0

91.638.756.2

74.9

72.1 58.6 86.3

96.8

97.184.1

100.082.3

99.965.2 68.2 67.8
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図１  全ての QSAR ツールで陰性と判定されたエームス強陽性化合物（偽陰性） 

 

Serial_Id result Structure ANEI_No. CAS# Chemical_Name overlap Ames Comment
構造式に変
更があった
物質

CAS# ANEI_No.
Serial_Id に変更
があった物質

777 A 2-(10)-175 95465-58-0 N-Ethylideneethylenediamine

1213 A 7-(4)-724 25187-08-0 2,2',4,4'-Tetrachlorobenzophenone

2082 A 1-(3)-288 7783-54-2 nitrogen trifluoride

2159 A 4-(4)-988 87269-99-6 N-(2-Benzoyl-1-ethoxycarbonylethyl)alanine CAS#が検索出来ない

4670 A 8-(4)-1120 3947-65-7 Neamine

5152 A 2-(4)-919 132929-84-1
Peroxycarbonic acid OO-(1,1-dimethylbutyl)O-
isopropyl ester CAS#が検索出来ない

10373 A 2-(1)-31 917-92-0 3,3-Dimethyl-1-Butyne

10612 A 2-(2)-223 16490-49-6 Chlorotris(dimethylamino)phosphonium chloride
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図２  全ての QSAR ツールで陽性と判定されたエームス陰性化合物（偽陽性） 

 

Serial_Id result Structure ANEI_No. CAS# Chemical_Name overlap Ames Comment
構 造 式に 変
更 が あっ た

物質

CAS# ANEI_No.
Serial_Id に 変 更が あっ

た物 質

420 C 8-(4)-931 5026-74-4
p-(2,3-Epoxypropan-1-yloxy)-N,N-bis(2,3-
epoxypropan-1-yl)aniline

2643 C 8-(5)-195 7470-44-2 Safrole epoxide Hansen 1 CAS#変更

2914 C 7-(1)-539 119344-09-1
5-(4-Aminobenzylidene)-5H-
dibenzo[a,d]cycloheptene

CAS#が検索出来ない

3003 C 7-(1)-544 27980-45-6
5-(4-Nitrobenzylidene)-5H-
dibenzo[a,d]cycloheptene

3202 C 4-(7)-1513 96293-52-6
2-[2-Methyl-4-[N-methyl-N-(3-
phenylpropyl)amino]phenylazo]-5-
nitroisophthalonitrile

3466 C 4-(7)-1532 37672-70-1
2-[N-(2-Cyanoethyl)-4-(2,6-dichloro-4-
nitrophenylazo)anilino]ethyl=benzoate

3946 C 4-(7)-1572 5428-51-3 N-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-4-nitrobenzamide

4381 C 4-(14)-191 13118-94-0 1,3-bis(4-nitrophenoxy)benzene

5012 C 4-(14)-209 20638-32-8 4,4'-(1,4-Phenylenedioxy)bis(1-nitrobenzene) CAS#が検索出来ない

5275 C 5-1162 84285-00-7
3-Hydroxy-4-(2-hydroxy-3,5-dinitrophenylazo)-N-
phenyl-2-naphthalenecarboxamide

CAS#が検索出来ない
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平成 27 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 

 

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  

 

分担研究課題名：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 安全性予測評価部 第 1 室長 

 

要旨 

本研究では、既知情報からの評価の可能性を判定するスキームを構築し、判定結果に応じ

て、化学構造を指標として可能な限り効率的なリスク評価スキームを構築することを目的と

した研究を進めている。本年度は、類似物質について毒性情報が得られておらず化学構造の

みからの評価が困難と判断された化学物質について、基本的な化学構造的特徴と短期毒性試

験結果をもとにした毒性クラス判定の可能性について検討を行った。既存化学物質安全性点

検事業により、反復投与毒性試験（28 日間試験もしくは反復投与生殖発生併合試験）が実施

された化学物質について、本試験に先立って実施された予備試験の概要と本試験・予備試験

それぞれにおける NOAEL、LOAEL 及び主な毒性所見を整理して、予備試験結果と本試験

結果との比較解析及び基本的な物性や毒性クラス分類との相関について解析を行った結果、

特定の化学構造的特徴を有しており 14 日間予備試験で NOAEL が求められている物質につ

いては、14 日間 NOAEL の組み合わせで、スクリーニングレベルの評価が可能であることが

示された。また、（14 日間）予備試験では、病理組織学的検査や血液生化学検査が実施され

ない場合も多いが、短期試験においても、それらの検査を実施することでより正確な評価（予

測）が可能であり、類似物質についての毒性情報が得られておらず化学構造のみからの評価

が困難と判断された化学物質について、基本的な化学構造的特徴と短期毒性試験結果をもと

に毒性クラスの効率的な判定が可能であることが示唆された。 

 

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、それらの

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、我が国の化学物質規制法である化

審法（「化学物質の審査及び製造等の規制に関す

る法律」）では、良分解性物質や 10t 未満の物質

（少量新規及び低生産量物質）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

施無しに申請可能であるが、そうした物質であっ

ても可能な限り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、動物を用いた

安全性試験により評価されているが、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、既に安全性評価

が実施済みの化学物質に構造が類似する化学物

質群については、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
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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。また、これまでに評価済みの化

学構造データをもとに様々な構造活性相関モデ

ル構築の検討も進められているが、これまでのと

ころ国際的にリスク評価に受け入れ可能とされ

たモデルはない。さらに、カテゴリーアプローチ

を始めとした構造類似物質の情報をもとにした

評価手法は、既知情報から評価対象物質の評価を

行う経験則に基づいており、用いたデータベース

に毒性既知の類似物質の情報が得られていない、

新規構造物質については予測不可能である。 

そこで本研究では、既知情報からの評価の可能

性を判定するスキームを構築し、判定結果に応じ

て、化学構造を指標として可能な限り効率的なリ

スク評価スキームを構築することを目的とした

研究を進めている。本年度は、類似物質について

毒性情報が得られておらず化学構造のみからの

評価が困難と判断された化学物質について、基本

的な化学構造的特徴と短期毒性試験結果をもと

にした毒性クラス判定の可能性について検討を

行った。 

 

B. 研究方法 

１．In vivo 反復毒性試験における予備試験結果

と本試験結果の比較 

 既存化学物質安全性点検事業により、反復投与

毒性試験（28 日間試験もしくは反復投与生殖発生

併合試験）が実施された化学物質について、本試

験に先立って実施された予備試験の概要と本試

験・予備試験それぞれにおける NOAEL、LOAEL

及び主な毒性所見を整理して、予備試験結果と本

試験結果との比較解析を行った。なお、最も多く

の物質で実施されていた予備試験期間は、14 日間

であったことから、14 日間反復投与試験を予備試

験として実施された物質のみを本研究の解析対

象とした。また、28 日間試験と反復投与生殖発生

併合試験では、本試験における投与期間が異なる

ため、分けて解析を行った。 

 

２．化学構造を指標とした in vivo 短期試験結果

からの毒性クラス判定の検討 

１で得られた解析結果について、さらに化学構

造から評価可能な指標を用いて、化学物質の分類

を行い、短期試験から信頼性の高い評価が可能な

化学構造的特徴について検討を行った。本研究で

は、化学構造的特徴として、Cremer の毒性分類、

分子量、水素結合ドナー、アクセプターの数につ

いて検討を行った。 

 

３．予備試験と本試験における無毒性量判定根拠

の比較 

 ２の解析結果において、Cremer 毒性クラス 1,2

に分類された物質のうち、予備試験と本試験にお

ける無毒性量の比が大きい（5 倍以上）物質につ

いて、予備試験と本試験における無毒性量判定根

拠の比較を行い、無毒性量の比が大きくなる原因

について考察した。 

 

C. 研究結果 

１．In vivo 反復毒性試験における予備試験結果

と本試験結果の比較 

解析を行った化学物質のうち、予備試験として

14 日間試験が実施された物質は、28 日間試験

（TG407）174 物質、反復投与生殖発生併合試験

（TG422）155 物質であった。そのうち、14 日間

試験において NOAEL が求められた物質(TG407: 

96/174, TG422: 97/155)について、14 日間試験に

おける NOAEL（NOAEL_14d）と本試験におけ

る NOAEL（NOAEL_28d）の相関比較を行った

結果を図１に示した。TG407、TG422 いずれの

試 験 結 果 に お い て も 、 NOAEL_14d と

NOAEL_28d は良く相関し、幾つかの物質では、

NOAEL_28d のほうが NOAEL_14d より高い結

果であった。NOAEL_14d と NOAEL_28d の比

の分布（図２）から、TG407、TG422 いずれに

おいても 80％以上の物質で比が 5 倍以内であっ

た。一方、14 日間予備試験で NOAEL が求めら
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れなった物質(TG407: 35, TG422: 41)についての

14 日 間 試 験 に お け る LOAEL_14d と

NOAEL_28dの比は多くの場合で5倍以上であり、

30%以上の物質では、比が 10 倍以上であった（図

３）。 

 

２．化学構造を指標とした in vivo 短期試験結果

からの毒性クラス判定の検討 

 １ の 解 析 結 果 か ら NOAEL_14d と

NOAEL_28d は良く相関し、80%以上の物質では

NOAEL 比（NOAEL_14d/NOAEL_28d）が 5 倍

以内であることが明らかとなった。一方で、約

20%の物質では、NOAEL 比が 5 倍以上で且つ、

数は少ないものの 10 倍を超える物質もあること

が明らかとなった。そこで、化学構造から評価可

能なエンドポイントとして Cremer 毒性クラス分

類を行い、毒性クラスごとの NOAEL 比の分布に

ついて検討を行った。Cremer 分類の結果、毒性

クラス 2に分類された物質は数物質であったため、

毒性クラス 1,2 と毒性クラス 3 の 2 グループに分

けて、NOAEL 比を NOAEL_14d に対してプロッ

トした結果を図４に示した。TG407、TG422 い

ずれにおいても NOAEL 比が大きな物質のほと

んどは毒性クラス 3 に分類され、毒性クラス 1,2

のグループで NOAEL 比が 5 倍を超える物質は、

TG407実施 2物質、TG422実施 4物質であった。

さらに、化学構造から計算可能な、基本的なとし

て Molar Mass 及び 水素結合ドナー、アクセプ

ターの数を計算して NOAEL 比との関係につい

て解析を行った結果を図５に示した。その結果、

Cremer の毒性クラス分類によらず、NOAEL 比

が大きい物質では、Molar Mass が小さく、及び

水素結合ドナー、アクセプターの積数が少ない傾

向が認められた。 

 

３．予備試験と本試験における無毒性量判定根拠

の比較 

 ２の解析結果において、毒性クラス 1,2 のグル

ープで NOAEL 比が 5 倍を超える、TG407 実施 2

物質、TG422 実施 4 物質について、NOAEL 比が

大きくなった原因について検討を行う目的で、予

備試験と本試験それぞれにおける無毒性量判定

根拠について比較を行った結果を表１，２に示し

た。これらの物質の NOAEL 比は 8 から 16 倍で

あった。TG407 実施 2 物質の本試験判定根拠は、

いずれも病理組織学的変化であったが、予備試験

において病理組織学的検査は実施されておらず、

NOAEL 比が大きくなった原因の一つとして考え

られた。一方、TG422 実施 4 物質のうち 3 物質

の本試験判定根拠は、体重や臓器重量、もしくは

血液生化学的検査結果であった。1 物質（CAS 

No.1459-93-4）では、妊娠雌動物でのみ体重増加

抑制が認められており、併合試験では妊娠による

影響も NOAEL 比の原因となる可能性が示唆さ

れた。一方、メチルシクロヘキサン（CAS 

No.108-87-2）では、予備試験、本試験で共通す

る所見としてコレステロール上昇が認められ、本

試験では雄のみ最低用量から認めれられたと報

告されているが、結果を確認したところ、本試験

の雄、最低用量と中間用量におけるコレステロー

ル値は同程度で用量相関性が無い、本試験では雌

では認められていないことから、本試験における

雄コントロール値が低かったため差が有意とな

った可能性も考えられた。 

 

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を指標とした推定評価手法

の実用化を目的としてる。 

これまでに反復投与毒性の構造活性相関手法

については、肝毒性や腎毒性など毒性標的臓器ご

との毒性発現の評価モデルの構築などの検討が

行われてきているが、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
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被害を防止することにある。様々な毒性メカニズ

ムによる無毒性量を化学構造的特徴から予測す

るのは困難であるものの、非常に構造が類似した

化学物質についての毒性情報が得られている場

合には、カテゴリーアプローチを代表例とする毒

性類推の手法が適用可能であることが示されて

おり、一部では利用され始めている。しかし、カ

テゴリーアプローチを始めとした構造類似物質

の情報をもとにした評価手法は、既知情報から評

価対象物質の評価を行う経験則に基いており、用

いたデータベースに毒性既知の類似物質の情報

が得られていない、新規構造物質については予測

不可能であるかもしくは予測結果が得られたと

してもその信頼性は低い。 

そこで本研究では、評価対象とする化学物質に

ついて既知情報からの評価の可能性を判定する

スキームを構築し、判定結果に応じて、化学構造

を指標として可能な限り効率的なリスク評価ス

キームを構築することを目的とした研究を進め

ている。本年度は、類似物質について毒性情報が

得られておらず化学構造のみからの評価が困難

と判断された化学物質について、基本的な化学構

造的特徴と短期毒性試験結果をもとにした毒性

クラス判定の可能性について検討を行った。 

 すなわち、反復投与毒性試験の実施にあたって

は、ほとんどの場合、用量設定のための短期の予

備試験が実施される。毒性の非常に強い一部の化

学物質を除いて用量設定試験において無毒性量

が得られることから、化学構造から評価可能な基

本的な物性等の情報と組み合わせて予備試験レ

ベルの短期試験で得られる無毒性量から、28 日間

試験相当の無毒性量を評価可能であれば、短期試

験において無毒性量が得られた化学物質につい

ては、試験実施に必要な期間や動物数を半減する

ことが可能である。 

 そこで本研究では、まず既存化学物質安全性点

検事業により、反復投与毒性試験（28 日間試験も

しくは反復投与生殖発生併合試験）が実施された

化学物質について、本試験に先立って実施された

予備試験の概要と本試験・予備試験それぞれにお

ける NOAEL、LOAEL 及び主な毒性所見を整理

して、予備試験結果と本試験結果との比較解析を

行った。その結果、予備試験としては 14 日間試

験が最も多く実施されており、14 日間試験におい

て NOAEL が求められた物質では、NOAEL 比

（NOAEL_14d/NOAEL_28d）は、80％以上の物

質で 5 倍以内であった。その一方で、約 20%の物

質では、NOAEL 比が 5 倍以上で且つ、数は少な

いものの 10 倍を超える物質もあることが示され

た。そこで、Cremer 毒性クラス分類を実施して、

毒性クラスごとの NOAEL 比の分布をみたとこ

ろ、毒性クラス 1,2 のグループでは NOAEL 比が

5 倍を超える物質は数個であったのに対して、毒

性クラス 3にはNOAEL比が 5倍を超える物質が

多数分類された。Cremer 毒性分類は、毒性の強

さを簡易分類するルールであるが、本研究結果は、

投与の延長により毒性が強く示される物質が毒

性クラス 3に分類されることを示唆していると考

察された。一方、化学構造から計算可能な基本的

な物性と NOAEL 比との関係について解析した

結果、NOAEL 比が大きい物質では、Molar Mass

が小さく、及び水素結合ドナー、アクセプターの

積数が少ない傾向が認められた。ただし、Molar 

Mass が小さい物質や水素結合ドナー、アクセプ

ターの積数が少ない物質であっても、NOAEL 比

が小さい物質は多く、これらの指標から直接判断

をすることは難しく、Cremer 毒性分類との組み

合わせ等、複数の指標の組み合わせによる評価を

行うことでより信頼性の高い評価が可能である

ことが示された。 

一方、NOAEL 比の大きい物質について予備試

験と本試験における無毒性量判定根拠の比較を

行った結果、NOAEL 比が大きくなった原因とし

て、本試験では病理組織学的変化が判定根拠であ

ったが、予備試験において病理組織学的検査は実

施されていないケース、併合試験で妊娠動物のみ

に影響が認められたケースなどが認められた。さ

らに、本試験で用量相関性が無い血液生化学的変
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化を判定根拠している試験結果もあり、このよう

なケースでは、NOAEL 比は大きかったものの本

試験における所見は毒性学的に重大なものでは

なく、予備試験における NOAEL の 5 倍以内と評

価されたとしてもスクリーニングレベルの評価

においては問題無いと考察された。 

すなわち、本年度の研究結果から、特定の化学

構造的特徴を有しており 14 日間予備試験で

NOAEL が求められている物質については、14 日

間 NOAEL の組み合わせで、スクリーニングレベ

ルの評価が可能であることが示された。また、（14

日間）予備試験では、病理組織学的検査や血液生

化学検査が実施されない場合も多いが、予備試験

においても、それらの検査を実施することでより

正確な評価（予測）が可能であり、類似物質につ

いての毒性情報が得られておらず化学構造のみ

からの評価が困難と判断された化学物質につい

て、基本的な化学構造的特徴と短期毒性試験結果

をもとに毒性クラスの効率的な判定が可能であ

ることが示唆された。 

 

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、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を指標とした

推定評価手法の実用化を目的としてる。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、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

も示されている。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

課題であるとともに、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。そのため本研究で

は、既知情報からの評価の可能性を判定するスキ

ームを構築し、判定結果に応じて、化学構造を指

標として可能な限り効率的なリスク評価スキー

ムの構築を目的としている。本年度の研究により、

特定の化学構造的特徴を有する化学物質につい

ては、短期の動物試験結果からのスクリーニング

評価が可能であることが示された。このアプロー

チは、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

の評価に有用であるだけでなく、全ての化学物質

の評価にも適用可能であると考えられる。 
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図４ Cramer

 

 

図５ 化学構造から計算可能な基本的性質と

 

 

 

Cramer ルールによる毒性クラス分類と
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表１ Cremer 毒性クラス 1,2 で NOAEL 比 5 倍以上となった 28 日間試験(TG407)実施物質の毒性プロ

ファイル 

 

 

 

 

 

 

 

 

表２ Cremer 毒性クラス 1,2 で NOAEL 比 5 倍以上となった反復投与生殖発生併合試験(TG422)実施

物質の毒性プロファイル 

 

 

 

CAS RN Chemical Name
NOAEL_28d (mg/kg/day)
(dose level of main study)

Critical endpoint at
LOAEL of main study

NOAEL_14d (mg/kg/day)
(dose level of dose setting

study)

Critical endpoint at
LOAEL of dose setting

study

NOAEL ratio
(NOAEL_14d/
NOAEL_28d)

Chemical structure
Toxicity class of

Cramer rules

4130-42-1
2,6-Bis(1,1-

dimethylethyl)-
4-ethylphenol

15
(15, 60, 250)

Liver:Hypertrophy,
Thyroid:Hypertrop

hy, follicular
cell(60m,f)

125
(125, 250, 500,

1000)

Liver, Kidney
weight↑

8.3
Intermediate

(Class II)

4286-23-1
4-(1-

Methylethenyl)p
henol

30
(30, 100, 300, 400)

Forestomach:Hyp
erplasia of

squamous cells

300
(30, 100, 300)

- (LD50=600) 10.0 Low (Class I)

CAS RN Chemical Name
NOAEL_28d (mg/kg/day)
(dose level of main study)

Critical endpoint at
LOAEL of main study

NOAEL_14d (mg/kg/day)
(dose level of dose setting

study)

Critical endpoint at
LOAEL of dose setting

study

NOAEL ratio
(NOAEL_14d/
NOAEL_28d)

Chemical structure
Toxicity class of

Cramer rules

90-02-8
2-

Hydroxybenzald
ehyde

10
(2.5, 10, 40, 160)

Liver:lipid droplet↓
(m), glycorgen
deposit↑(f) at

40mg/kg

100
(50, 100, 200, 400)

death(200(m1/5,f2
/5),

400(m5/5,f4/5))
10.0 Low (Class I)

108-87-2
Methyl

cyclohexane
62.5

(62.5, 250, 1000)

Cho↑(62.5m),
Liver weight

(1000m,f)

500
(200, 500, 1000)

Liver weight,
TP,Cho↑(1000m,f)

8.0 Low (Class I)

1459-93-4

1,3-
Benzenedicarb

oxylic acid,
dimethyl ester

62.5
(62.5, 250, 1000)

Weak suppression of
body weight increase
was seen on female of
reproductive test group

at more than 250 mg/kg.
But no effect on body
weight of female of

satellite group.

1000
(500, 1000)

- 16.0 Low (Class I)

58670-89-6
2-Decyl-1-

tetradecanol
62.5

(62.5, 250, 1000)

PT↑, LDH↑
(250m),

UrinCl, K, Na↓
(1000f)

1000
(100, 300, 1000)

- 16.0 Low (Class I)

C H 3

O H

H 3 C C H 3
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平成 27 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 

 

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 

 

分担研究課題名：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 安全性予測評価部 部長 
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研究協力者 高橋 美加 国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部研究員 
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研究協力者 Jonathan Vessey  ラーサ研究所 

 

要旨 

H27 年度は、これまでの公表論文等のメカニズム情報を基に肝毒性アラートを作成する

手法に代わる新たなアプローチとして、肝毒性エンドポイントに関連する key event モデ

ルを予測し、生体内経路の攪乱に関与する化合物群のプロファイルと組み合わせることに

よる肝毒性の予測モデルの作成を行った。まず、肝毒性に関連する経路および Key Event

を特定するために、in vitro 肝毒性データ を収集した MIP-DILI プロジェクトの研究成果

を基礎として MIE（molecular initiating event）を特定し、有害転帰経路（AOP）に位置

付けた。さらに、AOP wiki に収載された情報を用いて key event と AOP との相関関係を

構築した。概念実証プロファイラーの作成には 2 種類のアプローチ（Derek Nexsus のアラ

ートパターンの利用とkey eventに関連する公開 in vitroアッセイデータに関連する化合物

群との構造的類似性を利用したリードアクロス法）を採用した。次に key event モデルと

化合物プロファイラーを関連づけ、KNIME 解析プラットフォームを用いて肝毒性の予測

性能を評価した。反復投与毒性データセットをこのプロファイラーで処理して毒性予測を

行った結果、感度は 57%で、特異度は 44%となった。さらに、高濃度でしか肝毒性を示さ

なかった化合物として LOAEL が 1000 mg/kg 超または 250 m/kg 超となる化合物を除外

するとモデルの感度はそれぞれ 63%および 71%に向上することが示された。さらに、物理

化学的な記述子のカットオフとして分子量の480未満またはClogP-5超を利用したところ、

感度を同程度に維持したまま特異度が 44%から 58%に向上することができた。今後の研究

では、感度と特異度の両方を向上させるため、偽陰性や偽陽性の化学物質クラスの解析等
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を行うことによって、様々な key event を予測する方法をさらに調査することが有用であ

ることが示された。 

 

 

 

A. 目的 

本研究に先立つ研究において、げっ歯類反復投与

毒性データセットを用いて作成した肝毒性のラ

ピッドタイプアラートをフルアラートへと発展

させる研究を行ってきており、Derek Nexsus に

おける検出感度を、7%から 40%に上昇させるこ

とに成功してきた。しかし、これまでの、病理組

織学的データや公知のデータセット、公表論文の

調査結果を用いて一つ一つアラートを検討する

ために相当の時間がかかることが問題点として

挙げられてきた。そこで、今年度は、反復投与毒

性の予測に対する新たなアプローチを確立し、こ

れに基づいて肝毒性に関する概念実証モデルを

作成することを試みることとした。まず、複数の

モデルを作成して肝毒性エンドポイントに関連

する生体内経路において攪乱される key event を

予測することとした。さらにこれらのモデルを生

体内経路の攪乱に関与する化合物群のプロファ

イルと組み合わせることにより、対象化合物の肝

毒性の予測に活用することができると考えた。 

 

B. 方法 

B-1肝毒性に関連する経路およびKey Eventの特

定： 

 肝毒性に関連する key event は、Lhasa 社によ

るプロジェクト（MIP-DILI プロジェクト）の一

環として行われた研究を基礎として特定した。デ

ータは ChEMBL、PubChem などの様々な公開

データソースから集められと共に Tox21 のデー

タセット（http://www.ncats.nih.gov/tox21）や他

の公開データセット（Aleo et al.、Thompson et al.、

Sakatis et al.、Xu et al.、Pedersen et al.、Dawson 

et al.、Morgan et al.）から得られたデータも含

めた。次にこれらの key event および key event

に関して収集したデータを有害転帰経路（AOP）

に 位 置 付 け た 。 さ ら に 、 AOP wiki 

(https://aopkb.org/aopwiki/index.php/Main_Pag

e)および公開文献（Vinken et al.、Mellor et al.、

Jennings et al.）に収載された AOP に関する情

報を用いて、key event と AOP との相関関係を構

築した。これによりその攪乱が肝毒性の原因にな

ると考えられる経路のネットワークを特定し、経

路に関する知識および key event と経路との相関

関係を Cytoscape で記録した。（図１）。 

 

B-2 特定された経路における Key Event のモデ

ル化： 

 DX の構造アラートに収録された知識を用い

たモデル作成 

Key event の攪乱に関して DX 知識ベースに存

在する広範な既存知識を利用するため、種々のエ

ンドポイントに関するアラートを分析した。反応

性に基づく情報が最も豊富と考えられた変異原

性と皮膚感作のエンドポイントについて分析を

行い、反応性に基づく新たな MIE（molecular 

initiating event）のエンドポイントに結び付けた。

代謝活性化の必要性についても考慮し、アラート

パターンの中に直接反応する化合物と代謝を必

要とする化合物が混在していた場合には別々の

アラートに分けた。また複数の機序により同一の

毒性に至る化学クラスに関するアラートは、各

key event に関連づけた。さらに、他の関連 key 

event に関する変異原性アラートおよび皮膚感作

アラートについても検討し、該当する key event

エンドポイント（例：酸化剤、核酸塩基模倣作用

など）を付与した。これらのアラートに関する分

析に基づき、肝毒性 AOP につながると考えられ
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るさらなる key event の相互作用を特定し、可能

な場合にはアラートに付与した。さらに、ミトコ

ンドリア機能障害などの key event を既に予測で

きる Derek のエンドポイントもモデルに含めた。 

 

 公開文献から得たデータを用いたリードア

クロスモデルの作成 

Derek の構造アラートにコード化された知識

を用いた予測に加え、クエリー化合物とこれら

key event に関連するアッセイから収集した公開

データとの構造的類似性を利用したリードアク

ロス法を key event の予測に採用した。この作業

はKNIME解析プラットフォームのフレームワー

ク内で実施した。 

ある key event データセットに関連する化合

物 1 つ以上に対して 0.7 以上の類似性を示したク

エリー化合物について、当該 key event のフラグ

を付した。 

 

B-3 肝毒性のエンドポイントをプロファイリン

グする Key Event モデルネットワークの作成 

前述の 2種類の方法で反復投与毒性データセッ

トの key event プロファイリングを行った後、こ

れらの手法で得た各化合物の結果を統合した。異

なる手法で記述した key event の多くは同一のも

のであったが、結果においては別々のプロファイ

ルとした。リードアクロス法で key event 予測を

行ったものには語尾に「RA」を付した。 

 

B-4 肝毒性の総合的予測を目的とした Key Event

プロファイラーの結果の判定 

反復投与データセットにおける化合物の key 

event プロファイリングで得た結果を統合し、各

化合物の肝毒性を総合的に予測した。判定は保守

的に行い、プロファイラーのいずれか一つの key 

event に関連していれば総合的予測は「陽性」と

した。いずれの key event にも関連のない化合物

は肝毒性に関する総合的予測を「陰性」とした。 

 

C. 結果 

C-1 肝毒性に関連する経路および Key Event

の特定。 

前述の方法によって肝毒性のエンドポイント

に関連すると現在特定されている経路および key 

event の概略は図 1 に示した。この図は経路可視

化ツール Cytoscape のスクリーンショットであ

り、影響を及ぼすレベル（分子～組織）によって

全ての key event を色分けして示している。Key 

event は証拠と結び付けられており、その矢印の

太さは証拠の強さによって変えている。 

このネットワークは、化学物質が「活性種」と

して肝臓に到達すると攪乱される可能性のある

key event を示すものである。現時点では、化合

物が標的臓器に到達するために必要な段階や標

的臓器と相互作用を起こしたり不活化されたり

するために必要な代謝などは考慮されていない。

key event に関して構築したモデルおよびこのモ

デルを用いた肝毒性のエンドポイントの推定に

おいては吸収、分布、代謝、排泄を一部考慮する

必要があると考えられ、今後の研究で本ネットワ

ークにも収録すべきである。また、このネットワ

ークで用いた概念大系や用語、さらに key event

を記述したレベルについてもまだ議論の余地が

あり、今後検討する必要がある。 

 

C-2 特定された経路における Key Event のモデ

ル化 

 DX の構造アラートに収録された知識を用い

たモデル作成 

前述の key event の情報を確認するため既存の

DX 知識ベースを解析し、肝毒性に関連したアラ

ートと関連する key event のリストを作成した。

DX 知識ベースで確認された key event および各

key event に関連するアラートの数を表１に示す。
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なお key event の攪乱に代謝活性化を要する化合

物クラスには（M）を付した。 

割り当てられたアラートの数が最も多かった

key eventは反応型のMIEであるタンパク反応性

求電子剤（M）、DNA 反応性求電子剤（M）、タ

ンパク反応性求電子剤、DNA 反応性求電子剤で

あり、その多くは DX における変異原性アラート

や皮膚感作アラートから得られた。またこれらの

エンドポイントは酸化剤および酸化剤（M）とい

った key event エンドポイントの主な原因でもあ

る。ミトコンドリアへの影響は、「ミトコンドリ

ア機能障害」のエンドポイントに対するアラート

に加えて「アセチル CoA 欠乏」、「β酸化阻害」

といったより特異的な key event のアラートによ

っても示されている。 

 

 公開文献から得たデータを用いたリードア

クロスモデルの作成 

前述の方法で概説した基準を用いて構築した

ネットワーク内の key event に関連する公開デー

タを確認し、30 の key event に関するデータを収

集した。データが確認された key event を表 2 に

示す。この表より、関連するアッセイで試験され

た化合物が比較的多い key event もあれば、ほと

んどない key event もあることが分かる。例えば

エストロゲン受容体（ER）結合に関するデータ

は 2233 化合物で存在するが、細胞毒性に関する

データは 6 化合物でしか存在しない。このことは

明らかに各リードアクロスモデルがカバーする

化学スペースに依存するが、予測対象化合物がど

れか一つの構造に類似していればリードアクロ

スを行うことは可能であると考えられる。表 2 は

後回情報の著者の基準に従い陽性と判断された

化合物の数を示しており、リードアクロスにはこ

れらの化合物のみを用いた。大抵の場合、公開文

献では陰性と判断されたり、基準を満たさなかっ

たりする化合物が多くあったが、これらの化合物

はリードアクロスや活性の判定には使用しなか

った。また、リードアクロスからの陰性データポ

イントの除外は、クエリー化合物と類似する陰性

化合物が陽性化合物と同じクラス内にある場合

には当該クエリー化合物が key event をアクティ

ブ化する可能性は否定できないという原則に基

づいて行った。 

 

 肝毒性 Key Event プロファイラーによる反

復投与毒性データセットの解析 

B-3 で示した方法で作成した key event モデル

を用いて、反復投与毒性データセットにおける化

合物の肝毒性を予測した。一つの key event に対

してある予測対象化合物が適合した場合には、予

測方法は問わず、当該化合物を陽性と予測するの

に十分であるとみなした。この予測方法は非常に

保守的であると考えられる。予測を行った結果を

表 3 に示すが、高水準の予測性が得られた。これ

らの結果は、データセットに対する妥当な感度

（57%）および予測に関する明確な根拠説明が維

持されていることを示している。一方、予測の特

異性は低かった（44%）。予測に用いたモデルは

ADME 特性を考慮しておらず、この ADME 特性

により key event プロファイリングの過程で特定

された key event の攪乱が無効化される可能性が

あるため、特異度の低さはある程度予期された。

ADME を考慮に入れたポストフィルタリング等

を行うことにより特異度性が向上する可能性が

ある。 

感度は作成したモデルが既知の key event のど

のくらいをカバーし、これら key event に関して

得られた知識がどのくらい包括的であるかの指

標となる。すなわち 57%という感度は肝毒性に至

る key event に関して改善の余地があることを示

しており、これを達成するため偽陰性を解析し当

該化合物が key event プロファイラーで予測され

なかった理由を特定することが必要である。 

一方、肝毒性を有する可能性のある化合物の多

くが、特異的な経路ではなく高濃度での曝露によ

って肝臓に広範な負担を与える結果毒性を発現
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する可能性に着目した。このケースが今回の解析

研究のデータに当てはまるか確認するため、高濃

度でしか肝毒性を示さなかった陽性化合物

（LOAEL が 1000 mg/kg 超または 250 m/kg 超）

を除外して、予測モデルの感度にどのような影響

が及ぶかも調査した。表３に示すように、LOAEL 

1000 mg/kg 超の化合物をカットオフとするとモ

デルの感度が向上し（63%）し、カットオフの基

準を 250 mg/kg 超まで下げるとさらに感度が上

がった（71%）。カットオフを 250 mg/kg まで下

げた場合に予測から除外された化合物の大部分

は、偽陰性（FN）の化合物であった。 

 

反復投与肝毒性データセットに関して種々の

key event モデルで陽性と予測されたものを図 2

および図 3 に示す。図 2 は DX アラートから予測

された key event、図 3 はリードアクロスで予測

された key event を示している。これらの図より、

モデルが予測した key event の大部分が反応性に

基づく key event（タンパク反応性求電子剤、DNA

反応性求電子剤など）が占めていた。酸化剤の key 

event も相当数の化合物に関して予測されている。

一方、化合物のプロファイリングへのリードアク

ロスの寄与はずっと小さい（Figure 3）。またこれ

らの key event モデルが真陽性化合物の予測数と

同程度の偽陽性化合物数も予測していた。各 key 

event モデルの陽性率の高さから、核内受容体結

合に関連するモデルの多く、およびグルタチオン

枯渇や付加物形成に関連する key event モデルは

肝毒性のエンドポイントを良好に予測すること

が示された。一方、求電子反応に関連する key 

event モデルの陽性適中率は低く、これは同 key 

event モデルが ADME 特性を考慮していないこ

とが原因と考えられた。 

 

 偽陰性の調査 

偽陰性（FN）の解析では、構造解析ツール

（Mercury）およびヒトの視覚的分析によるクラ

スタリングを行い、1）クラス内に 3 種以上の化

合物、2）陽性適中率 50%超のものを選別した結

果、18 の化合物クラス（合計 124 物質）が選択

された。各化学クラスに関連する肝毒性に関する

毒性データおよび機序を探索した。各化学クラス

に関する毒性データは、ChemIDPlus、HESS、

Google などの公開されているデータベースで検

索した。その結果、12 のクラスには毒性と関連す

るデータを得ることができなかったが、4 つのク

ラスは、既存の key event（エストロゲン受容体、

酸化剤、反応性求電子剤、β酸化阻害など）に関

連する化合物と構造が類似しており、これまでの

化学構造の範囲の GAP を補える可能性が示され

た。また一つクラスは（サリチル酸またはアナロ

と類似）は新たな MIE を開発できる可能性を示

した。残りの一つは動物実験による肝毒性との関

連性は低いことが想定された。 これらの解析は、

予備的な段階であり、今後より詳細な情報収集を

行って、肝毒性と関連するアラート構築に向けた

研究が必要である化学物質リストとなるもんと

考えられた。 

 

 偽陽性の調査 

前述のように、反復投与毒性データセットに対

する肝毒性 key event プロファイラーの感度は良

好であった一方で本モデルの特異度（44%）には

改善の余地がある。これらは、ADME 特性や、代

謝による肝毒性の無毒化の可能性を考慮してい

ないことに起因すると考えられた。そこで、

ADME 特性を表現することのできそうな包括的

な記述子を予備的に調査した。プロファイラーの

一つ以上の key event に関連づけられていること

を根拠として肝毒性を有すると予測された全て

の化合物に関し、分子量、ClogP、極性表面積

（TPSA）および化合物が Lipinski's rule of 5 か

ら外れた回数を計算した。次に化合物を真陽性

（実験に基づき陽性）と偽陽性（実験に基づき陰

性）に分け、前述の記述子についてこれら 2 つの

群の区別に用いることのできるカットオフを見

出すための解析を行った。その結果、ほとんどの
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記述子で実験に基づき陰性である化合物を除外

し陽性化合物の除外は最小限とするカットオフ

を選択することができた。ADME 特性の観点から

は非常に大きい化合物は容易に吸収されないで

あろうと考えられると同様に、高親水性の化合物

も吸収されるとは考えにくい。記述子ごとに異な

るカットオフが真陽性と偽陽性の区別に及ぼす

影響を表 4 に示した。真陽性をあまり除外するこ

となく大部分の偽陽性を除外するという点では、

分子量のカットオフが最善の区別方法であると

考えられた。さらに分子量と ClogP の最小値を組

み合わせるとより多くの偽陽性を除外すること

ができた。これらの記述子によるカットオフをポ

ストフィルタとして組み入れた後のモデルの予

測性能は表 5 に示したす。この表より、いずれの

場合にも感度の低下は最小限で特異度が上昇し、

結果として balanced accuracy も上昇した。 

 

D. 考察 

今回の解析で化合物が肝毒性に関連する経路

の key event を攪乱する可能性を予測することは、

当該化合物が肝毒性を誘発する可能性をプロフ

ァイルする方法として有望であることが示され

た。このネットワークを用いて反復投与毒性デー

タセットにおける肝毒性を有する化合物の大部

分（57%）を確認することができ、さらにこの特

定により、攪乱する key event ごとに当該化合物

が活性を示すと考えられた根拠に関する知見も

得ることができた。一方、プロファイラーによる

肝毒性予測の特異度は比較的低かったが、これは

肝毒性に至ると仮定した相互作用を妨げる可能

性のある因子（例、ADME 特性）を考慮していな

かったことによるものであることは想定された。

この特異度が少なくとも活性に関する基礎的な

ADME の要件をモデル化した単純な記述子とカ

ットオフを用いることで改善できることは、既に

予備的調査で明らかにした。また、偽陰性を分析

した結果、ネットワークで予測されない NIHS デ

ータセットにおける化学クラスの多くが未知の

機序により肝毒性を発現する可能性が示された。

これは、肝障害を引き起こすものとして本研究で

採用した MIE が主として医薬品に関して調査さ

れているものを基にしていることが原因と考え

られた。今後の研究では、予測の正確度および適

中率を向上（従って、感度と特異度の両方を向上）

させるため、様々な key event を予測する方法を

さらに調査することが有用であろう。また、プロ

ファイラーが「正しい」理由によって正しい予測

を導いているかをさらに検討（すなわち、化合物

の肝毒性に関して妥当な根拠を確認）し、さらに

潜在的な危険有害性が肝毒性のリスクに変換さ

れるのかを予測するため化合物の物理化学的性

質を用いてモデルの特異度を向上させることも

有益であると考えられる。最後に、現行のシステ

ムでは未だモデル化されていない肝毒性に関連

する key event および経路を特定、モデル化する

ことによってモデルの感度を向上させることも

可能であると考えられた。 

 

E. 結論 

H27 年度は、これまでの公表論文等のメカニズ

ム情報を基に肝毒性アラートを作成する手法に

代わる新たなアプローチとして、肝毒性エンドポ

イントに関連する key event モデルを予測し、生

体内経路の攪乱に関与する化合物群のプロファ

イルと組み合わせることによる肝毒性の予測モ

デルの作成を行った。予測モデル作成のための解

析にはKNIMEプラットフォームを用い化合物プ

ロファイラーを作成した。反復投与毒性データセ

ットをこのプロファイラーで処理して毒性予測

を行った結果、感度は 57%で、特異度は 44%とな

った。さらに、高濃度でしか肝毒性を示さなかっ

た化合物を除外するとモデルの感度は 71%まで

向上することが示された。さらに、分子量の 480

未満またはClogP-5超という物理化学的記述子の

カットオフを適用したところ、感度を同程度に維

持したまま特異度を 58%に向上することができ
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た。今後は、偽陰性や偽陽性の化学物質クラスの

解析等を行うことによって、様々な key event を

予測する方法をさらに調査することが有用であ

ることが示された。 
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2. 実用新案登録: 該当なし 

3. その他: 該当なし 
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表 1．肝毒性に関連づけられた DX に記載されている Key Events 

 
Key Event No. Alerts Predicting Event 

Protein reactive electrophile (M) 61 
DNA reactive electrophile (M) 58 
Protein reactive electrophile 51 

DNA reactive electrophile 44 
Mitochondrial dysfunction 24 

Oxidising agent 20 
Oxidising agent (M) 20 

Estrogen receptor binder 17 
Glutathione (GSH) depletion (M) 14 

PPAR binder 7 
Peroxisome proliferation 7 

Phospholipidosis 5 
Nucleobase Mimic 4 

Uncoupler of oxidative phosphorylation 4 
Acetyl CoA depletion 3 

Aryl hydrocarbon receptor binder 2 
CYP inhibition (M) 2 

Electron Transport Chain Inhibition 2 
Microsomal Triglyceride Transfer Protein (MTTP) 

antagonist 2 

Nucleophilic thiol exchange compound (M) 2 
β-Oxidation competitive substrate 2 

β-Oxidation inhibition 2 
3-Hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) 

reductase inhibition 1 

Angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitor 1 
Bile transport competitive substrate (M) 1 

Binding to tubulin 1 
CYP inhibition 1 

Carnitine depletion 1 
Carnitine palmitoyltransferase I inhibition 1 

Chelation of metal ions 1 
Constitutive androstane receptor (CAR) binding 1 

Electron Transport Chain Inhibition - 
succinate-coenzyme Q reductase (SQR) 1 

Glutathione (GSH) depletion 1 
Inhibition of RNA polymerase (M) 1 

Krebs cycle inhibition - alpha-ketoglutarate 
dehydrogenase complex inhibition 1 

Low density lipoprotein (Lys-adduct) reactive 
electrophile (M) 1 

Nucleophilic thiol exchange compound 1 
Protein reactive nucleophile 1 

RNA reactive electrophile (M) 1 
Redox Cycler (Metal) 1 

 
  



 - 90 -  
 

表 2 公表文献から得られた肝毒性に関連する KeyEvents と 
リードアクロスに用いた陽性化合物数 

 
Key Event No. of Positive Compounds Reported 

ER Binder (RA) 2233 
GR Binder (RA) 1853 

Tubulin Binder (RA) 705 
LXR Binder (RA) 664 

Topoisomerase Inhibitor (RA) 582 
RXR Binder (RA) 408 

MMP Inhibitor (RA) 385 
RAR Binder (RA) 235 

BSEP Inhibitor (RA) 213 
AHR Binder (RA) 197 

MTTP Binder (RA) 185 
MRP2 Inhibitor (RA) 179 
NADH Depletor (RA) 133 

PXR Binder (RA) 122 
FXR Binder (RA) 98 

GSH Adduct Former (RA) 97 
MRP4 Inhibitor (RA) 83 

PPRgamma Binder (RA) 77 
P450 Inhibitor (MDI assay) (RA) 74 

MitoTox (RA) 53 
CAR Binder (RA) 50 

CPT1 Inhibitor (RA) 39 
PPARdelta Binder (RA) 36 

ROS Intensity Modifier (RA) 32 
MRP3 Inhibitor (RA) 30 

Lipid Intensity Modifier (RA) 25 
PPARalpha Binder (RA) 22 

CPT2 Inhibitor (RA) 20 
CYP Inhibitor (RA) 10 

CytoTox Causing (RA) 6 
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表 3 • 肝毒性 Key Event プロファイラーによる反復投与毒性データの予測性 

陽性 
 Cut-Off 

BA 
(%) 

A 
(%) 

Sen. 
(%) 

Spec. 
(%) 

PPV 
(%) 

NPV 
(%) 

Total TP FP TN FN 

All Data 50 49 57 44 38 63 1458 310 511 402 235 
>1000 

mg/kg を除
外 

54 51 63 44 37 70 1389 301 511 402 175 

>250mg/kg
を除外 

57 52 71 44 35 78 1308 280 511 402 115 

 
 

表 4．物理化学的記述子のカットオフが偽陽性の数に及ぼす影響 

Descriptor Cut-off TP FP 
None n.a. 310 511 
ClogP -5 to 10 296 437 
TPSA <150 299 416 
MW <580 295 391 

Lipinski’s rules <3 302 469 
MW, ClogP MW<580, ClogP>-5 295 387 

 
 

表 5．分子量と ClogP 値のカットオフを適用した場合の反復投与毒性データの予測性 

陽性 
Cut-Off 

BA 
(%) 

A 
(%) 

Sen. 
(%) 

Spec. 
(%) 

PPV 
(%) 

NPV 
(%) 

Tota
l 

TP FP TN FN 

All Data 56 56 54 58 43 68 1458 29
5 

38
7 

52
6 

25
0 

>1000 
mg/kg を除

外 

59 58 60 58 42 73 1389 28
6 

38
7 

52
6 

19
0 

>250mg/k
g を除外 

62 61 67 58 41 80 1308 26
6 

38
7 

52
6 

12
9 
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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 

 

 

要旨 

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

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

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

る in vitro 試験と in vivo 試験間の一致性を評価した。CGX DB による 756 の齧歯類発

がん物質と 183 の非発がん物質について、in vivo MN では 379 物質（293 の発がん物

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

 

A. 研究目的 

遺伝毒性の 1 つの指標である染色体異常

誘発性については、in vitro 試験では陽性を

示すものの in vivo 試験では陰性となるケ

ースが多く知られている。そのため、より

精度の高い染色体異常予測率を示す QSAR

モデルの構築には、in vivo 試験の発がん物

質感受性を評価し、in vitro と in vivo 試験

間のギャップの要因を検証することが必要

と考えられる。そのため、756 の齧歯類発

がん物質および183の非発がん物質（計939

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

すなわち MN と TGR のデータを加え、拡

張 CGX データベースを構築し、それら in 

vivo 遺伝毒性試験の単独あるいは他の試験

との組合せによる発がん物質検出の感受

性・特異性を評価する。付随的に、Ames

試験および in vitro 染色体異常試験（CA）

のデータも収集し、これまでに構築した

CGX データベースの更新を図る。さらに、

遺伝毒性指標を同じくする in vitro/in vivo

試験間のデータ比較から、より信頼性の高

い in vitro および in vivo 遺伝毒性試験

QSAR の開発を目指す。 

 

B. 研究方法 

B.1. 使用データベース 

 カークランドらによる発がん性・遺伝毒

性データベース（CGX DB、ver. 2、2007

年 4 月、

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

ases/genotoxicity-carcinogenicity-db）を用

いた。CGX DB は、756 の齧歯類発がん物

質と 183 の非発がん物質について、CAS 番

号、構造式、化学物質クラス、DEREK ア

ラートおよび 4 種の in vitro 遺伝毒性試験

結果（Ames, MLA, in vitro MN, in vitro 

CA）が収載されている。 

 

B.2. In vivo 遺伝毒性試験データの検索 

In vivo MN に関するレビュー論文ある

いは大規模試験報告書、EU リスク評価書

や OECD SIDS 文書などの国際的化学物質

評価文書、US NTP のデータベースサーチ、

ならびに PubMed 文献サーチを用いた（表

1）。また、in vivo TGR については、OECD

のレビュー文書（Detailed review paper on 

transgenic rodent mutation assays, 

Series on testing and assessment, 

Number 103, OECD, Paris, July 23, 2009. 

ENV/JM/MONO(2009)7, 

http://www.oecd.org/officialdocuments/pu

blicdisplaydocumentpdf/?cote=env/jm/mo

no(2009)7&doclanguage=en）および食品

添加物の遺伝毒性試験報告書（厚生労働省、

2008～2012 年、非公表）、ならびに PubMed

文献サーチを用いた。なお、in vivo 遺伝毒

性試験に関するデータ収集の過程で、新た

にAmesおよび in vitro CAのデータが認め

られた場合には、CGX DB に追加、更新し

て反映させた。 

 

B.3. データの評価 

 試験結果は CGX DB（2005 年版）におけ

る記載に基づき以下の 4 つに分類した。す

なわち、+：陽性、-：陰性、E（equivocal、

不明確）：反応が弱いものや試験間あるいは

試験施設間での再現性が認められないなど

のあいまいな結果、および TC（technically 

compromised、技術的に問題あり）：試験の

適切性において、本質的な基準的規範に適

合していないことなどにより試験結果に疑

問がある。なお、in vivo 試験において TC

に該当する要因の 1 つに、標的臓器の曝露

が挙げられるが、今回利用した情報源のす

べてが標的臓器曝露に関する知見を収載し

ているものではないため、in vivo 試験に対

しては、TC は適用しなかった。また、in vivo 

TGR における陽性（+）の意味は、少なく

とも 1 つの発がん標的部位で陽性、陰性（-）

の意味は、TGR で評価したすべての発がん

標的部位で陰性、である。なお、陽性およ

び陰性は、その内容によって細分化した。

すなわち、+^：TGR で陽性だが発がん標的

部位ではない、-^：TGR 陰性だが発がん標

的部位ではない。なお、in vitro CA におい

て、10 mM 超および 2 mg/mL 超の濃度で

の陽性の知見は、現行のガイドライン規定

を超える過剰な高用量における陽性知見の

ため、陰性と判断した。すなわち、CGX DB

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

の非発がん物質）は、本解析では陰性と評

価した。 

 

C. 研究結果 

C.1. 収集された in vivo遺伝毒性試験デー

タ 

CGX データセットついて認められた in 

vivo 遺伝毒性試験データは、in vivo MN に

おいては 379 物質（発がん物質 293、非発

がん物質 86）であり、うち、発がん物質お

よび非発がん物質について、それぞれ陽性

が 120 および 24 物質、陰性が 162 および

52 物質、不明確が 11 および 10 物質であっ

た（表 2）。また、in vivo TGR おいては 80

物質（発がん物質 76、非発がん物質 4）が

認められたが、非発がん物質のデータは極

めて少なくそれらはすべて陰性であった。

76 の発がん物質については、陽性が 55 物

質、陰性が 21 物質であった（表 2）。なお、

収集・整備したデータを CGX DB の発がん

物質については Appendix 1 に、非発がん

物質については Appendix 2 にまとめた。 

In vivo MN における特記すべき個別物

質の評価は以下のとおり： 

発がん物質 

 ID C17, Acrylonitrile（陰性） 

ラット静脈内（iv）投与による陽性知

見が認められたが、マウス iv 投与を始

め他の試験で陰性であったことから、

陰性と評価した。 

 ID C179, Chlorpromazine 

hydrochloride（陽性） 

低体温による陽性知見とされており、

閾値のある二次的な遺伝毒性作用様式

（MOA）と考えられるが、ハザードと

しては陽性と評価した。 

 ID C197, C.I. Sovent yellow 3 

(o-aminoazotoluene)（陽性） 

種差が認められ、マウスで陽性、ラッ

トで陰性であった。マウスの陽性知見をハ

ザードとして重視した。 

 ID C246, 1,2-dibromoethane（不明確、

E） 

投与経路差が認められ、経口投与およ

び腹腔内（ip）投与では陰性であった

が、吸入投与では陽性であった。標的

臓器曝露や代謝などの妥当性評価が困

難であることから不明確とした。 

 ID C285, 3,3'-dimethoxybenzidine 

2HCl（陰性） 

本物質のデータは認められなかったが、

遊離塩基（119-90-4）の陰性知見に基

づいた。 

 ID C378, Haloperidol（陽性） 

マウスでは低体温による陽性知見とさ

れている。ラットでは陰性知見がある。

ハザードとして陽性と評価した。 

 ID C439, Mercuric chloride（陽性） 

種差が認められ、マウスで陽性、ラッ

トで陰性であった。マウスの陽性知見

をハザードとして重視した。 

 ID C466, 4,4'-methylenedianiline 

2HCl（陽性） 

本物質についての陽性知見に基づいた

が、遊離塩基（101-77-9）については

陰性とされている。 

 ID C478, 

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

-1-(butanone)  (NNK)（不明確） 

陰性と陽性の知見がそれぞれ 1 つずつ

ある。陽性知見は、マウスにおける 52

週間の皮下投与によるものであり、妥

当性評価が困難であることから不明確

とした。 

 ID C509, Sodium nitrite（不明確） 

陰性と陽性の知見がそれぞれ 1 つずつ

あり、妥当性評価が困難であることか

ら不明確とした。なお、OECD の SIDS

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

性） 

本物質のデータは認められなかったが、

遊離塩基（100-63-0）の陽性知見に基

づいた。 

 ID C657, Pyrimethamine（陽性） 

種差が認められ、マウスで陰性、ラッ

トで陽性であった。ラットの陽性知見

をハザードとして重視した。 

 ID C660, Reserpine（陽性） 

マウスでは低体温による陽性知見とさ

れている。ラットでは陰性知見がある。

ハザードとして陽性と評価した。 

 ID C672, Sodium dichromate（陽性） 

投与経路差が認められ、ip 投与では陽

性であったが、経口投与では陰性であ

った。標的臓器曝露や代謝などの妥当

性評価は困難であるものの、ハザード

として陽性と評価した。 

 ID C676, Styrene（陽性） 

種差が認められ、マウスで陽性、ラッ

トで陰性であった。マウスの陽性知見

をハザードとして重視した。 

 ID C711, o-Toluidine（陽性） 

種差が認められ、マウスで陰性、ラッ

トで陽性であった。ラットの陽性知見

をハザードとして重視した。 

非発がん物質 

 ID NC8, dl-Amphetamine sulfate（陽

性） 

本物質のデータは認められなかったが、

遊離塩基（300-62-9）の陽性知見に基

づいた。 

 ID NC73, EDTA, trisodium salt 

trihydrate（陰性） 

本物質のデータは認められなかったが、

disodium salt（6381-92-6）の陰性知

見に基づいた。なお、disodium salt に

おいて陽性知見も認められたが、

EURAR では信頼性の低い知見とし、

陰性と結論付けている。 

 ID NC91, Sodium fluoride（不明確） 

カークランドらの総説 3)での評価は単

一の陽性知見に基づき陽性と評価して

いるが、他に 3 つの陰性知見が認めら

れたため、不明確とした。 

 ID NC138, Phenol（陽性） 

低体温による陽性知見とされている。

ハザードとして陽性と評価した。 

 

また、in vivo TGR において+^（TGR で

陽性だが発がん標的部位ではない）とされ

た 6 物質ならびに- （̂TGR 陰性だが発がん

標的部位ではない）とされた 4 物質（計 10

物質、いずれも発がん物質）の評価対象臓

器は以下のとおり： 

+ （̂TGR で陽性だが発がん標的部位ではな

い） 

 ID C244, 

1,2-dibromo-3-chloropropane 

TGR は、精巣で陽性だが、肝臓で陰性。

発がん標的臓器は、ラットでは鼻腔、

口腔、胃、副腎および乳腺、マウスで

は肺、鼻腔および胃。 

 ID C246, 1,2-Dibromoethane 

TGR は、鼻粘膜および精巣で陽性だが、

肺および肝臓で陰性。発がん標的臓器

は、鼻腔、腹腔、下垂体、胃、肝、肺

および乳腺。 

 ID C340, Ethyl methanesulphonate 

TGR は、骨髄、精巣上体精子および肝

臓で陽性だが、脳および小腸で陰性。

発がん標的臓器は、腎、肺および胸腺。 

 ID C457, 3-methylcholanthrene 

TGR は、肝臓で陽性。発がん標的臓器

は、肺、および胸腺。 

 ID C492, Mitomycin C 

TGR は、骨髄および肝臓で陽性だが、

小腸および精巣で陰性。発がん標的臓

器は、小腸、乳腺および腹腔。 
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 ID C702, Thio-tepa 

TGR は、脾臓リンパ細胞で陽性。発が

ん標的臓器は、耳/ジンバル腺、造血系、

皮膚、乳腺よび包皮腺。 

 

-（̂TGR陰性だが発がん標的部位ではない） 

 ID C17, Acrylonitrile 

TGR は、骨髄、脳、肺および脾臓リン

パ細胞および精巣生殖細胞で陰性。発

がん標的臓器は、耳/ジンバル腺、神経

系、口腔、小腸、乳腺および鼻腔。 

 ID C257, 1,2-Dichloroethane 

TGR は、肝臓および精巣で陰性。発が

ん標的臓器は、胃、皮下組織、血管系、

乳腺、肺および子宮。 

 ID C489, Metronidazole 

TGR は、胃で陰性。発がん標的臓器は、

下垂体、精巣、肝、乳腺、肺および造

血系。 

 ID C683, SX Purple 

TGR は、肝臓および胃で陰性。

Carcinogenic Potency Database では、

明確な発がん標的臓器は示されていな

い。 

 

C.2. 感受性・特異性解析 

 Ames および in vitro CA の感受性、特異

性および一致性を表 3 に示す。E（不明確）

を陽性にも陰性にも計数しなかった場合、

Ames の感受性は 59.0％（321/544）、特異

性は 73.9％（130/176）、一致性は 62.6％

（451/720）であった。In vitro CA では、

それぞれ 62.8%（225/658）、48.5%（66/136）

および 58.9%（291/494）であった。で良好

といえるものではなかった。これらの値は

カークランドらによる最初のCGX DBに基

づく報告と同様であった（Ames ではそれ

ぞれ 58.8%、73.9％および 62.5%、in vitro 

CA ではそれぞれ 65.6%、449.%および

59.8%）。In vivo MN および in vivo TGR

の感受性、特異性および一致性を表 2 に示

す。E（不明確）を陽性にも陰性にも計数し

なかった場合、in vivo MN の感受性は

41.0％（120/293）、特異性は 60.5％（52/86）、

一致性は 45.4％（172/379）であった。一

方、in vivo TGR の感受性は、72.4％（55/76）

と比較的高いものであった。なお、in vivo 

TGR においては、非発がん物質に対するデ

ータが合計 4 件と極めて少なかったため、

特異性ならびに一致性については計算しな

かった。 

 また、Ames と in vitro CA を組合せた場

合の感受性および特異性をそれぞれ表 4 お

よび表 5 に示した。発がん物質について

Ames と in vitro CA の両試験を実施して、

少なくとも 1 つの試験で陽性となる感受性

は 74.3％であった。一方、非発がん物質に

ついてAmesと in vitro CAの両試験を実施

して、両方の試験で陰性となる特異性は

37.5％であった。Ames と in vivo MN を組

合せた場合の感受性および特異性をそれぞ

れ表 6 および表 7 に示した。発がん物質に

ついてAmesと in vivo MNの両試験を実施

した場合の感受性（少なくとも 1 つ試験で

陽性）は 68.7％で、カークランドらが 2005

年に報告した Ames と他の in vitro 試験

（MLA, in vitro MN, in vitro CA）との組

合せによる感受性の 75.3%～81.0%に比べ

ると低かった。一方、非発がん物質につい

てAmesと in vivo MNの両試験を実施した

場合の特異性（両方の試験で陰性）は 45.3％

で、Ames と他の in vitro 試験との組合せに

よる特異性の 12.0%～34.6%に比べると高

かった。Ames と in vivo TGR を組合せた

場合の感受性を表 8 に示した。Ames + in 

vivo TGR の感受性は高く、83.8％であった。

特異性は、非発がん物質のデータが極めて

少ないため、算出しなかった。これらをも

とに、Ames、in vitro CA、in vivo MN あ

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

出した（表 9）。3 試験の組合せによる感受

性は、Ames + in vitro CA + in vivo MN で

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

で 89.1%、Ames + in vivo MN + in vivo 

TGR で 87.5%であった。また 4 試験すべて

の組合せ（Ames + in vitro CA + in vivo 

MN + in vivo TGR）では 89.3%であった。

3 あるいは 4 試験の組合せによる特異性は、

Ames + in vitro CA + in vivo MN でのみ算

出されたが、21.3%と低いものであった（表

10）。 

 

C.3. In vitro – in vivo 試験間の比較 

 CGX DB では in vitro MN のデータが収

載されているが、発がん物質に対する試験

データ数は 89 件であり、in vitro CA の 352

件に比べ圧倒的に少ない。そこで、in vivo 

MN に対する染色体異常を指標とする in 

vitro 試験との比較においては in vitro CA

を選択した。In vivo MN と in vitro CA の

一致性を表 11 に示した。両試験の一致性は

50.3％（151/300）であった。多くの物質（70

の発がん物質と 21 の非発がん物質）が in 

vitro CA で陽性、in vivo MN で陰性を示す

一方、27 物質（17 の発がん物質および 10

の非発がん物質、表 12）が in vitro CA で

陰性、in vivo MN で陽性を示した。また、

CGX DB では遺伝子突然変異を指標とする

in vitro試験としてAmes 試験とMLA のデ

ータが収載されている。MLA は遺伝子突然

変異に加え染色体異常誘発性をも検出可能

な試験系とされていることから、Ames 試

験を in vivo TGR の対照 in vitro 試験とし

て選択した。In vivo TGR と Ames の一致

性を表 13 に示した。評価対象物質数は in 

vivo MN と比べ少ないものの、高い一致性

（79.5%、62/78）を示した。Ames におけ

る不明確（E）の 1 物質を除く 15 物質が不

一致となり、そのうち、5 つの発がん物質

が Ames で陰性だが TGR で陽性、8 つの発

がん物質が Ames で陽性だが TGR で陰性、

2 つの非発がん物質が Ames で陽性だが

TGR で陰性を示した（表 14）。 

 

D. 考察 

CGX DB の化学物質セットについて、in 

vivo MN と in vivo TGR のデータを収集・

解析した結果を表15および図1に要約した。

In vivo MN の感受性は 41.0%、特異性は

60.5%、in vivo TGR の感受性は 72.9%であ

った（特異性は、非発がん物質に対する

TGR のデータが極めて少なかったため、評

価しなかった）。In vivo MN の感受性は、

カークランドらによる in vitro 試験の報告

（Ames 58.8%、MLA 73.1%、MN 78.7%、

CA 65.6%）と比較して低いものであったが、

一方、特異性は Ames に次いで高いもので

あった（Ames 73.9%、MLA 39.0%、MN 

30.8%、CA 44.9%）。また、Ames と in vivo 

MN を組合せた場合の感受性は 68.7%、特

異性は 45.3％を示し、一般的な in vitro 試

験の組合せである Ames + in vitro CA の感

受性 74.3%、特異性 37.5％と同程度であっ

た。ICH における医薬品の遺伝毒性試験の

組合せにおけるオプション 2（Ames 試験お

よび 2 種の in vivo 試験、1 種は通常 in vivo 

MN）において検討される可能性のある

Ames + in vivo MN + in vivo TGR は高い

感受性（87.5％）を示し、ICH のオプショ

ン 1 である Ames + in vitro CA + in vivo 

MN の感受性（80.8％）よりも若干高かっ

た。オプション 1 で in vitro 陽性の場合に

想定される 4 試験の組合せである Ames + 

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

感受性も同様に高かった（89.3％）。これら

の知見は、2 つめの in vivo 試験を適切に選

択すれば、オプション 2 は、オプション 1

と同様、発がん物質の検出に有効に働くこ

とを示唆している。In vivo TGR の感受性
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（72.9%）は Ames（58.8％）よりも高く、

偽陽性が多いとされる in vitro 哺乳類細胞

試験（65.6％～78.7％）と同程度であった。

TGR をより適切に利用するためには、発が

ん性との比較において、発がん標的臓器と

遺伝子突然変異標的臓器の相違の要因、例

えば、動物種、系統、投与期間、投与経路、

ならびにそれらに関連する化学物質の吸収

や代謝について検討することが必要と考え

られる。 

In vivo – in vitro 試験間の比較では、

Ames と in vivo TGR の一致性は 79.5％、

in vitro CA と in vivo MN の一致性は

50.3％であった。In vivo MN は、ジアルキ

ルニトロソ化合物、金属化合物、芳香族ア

ミン類、ハロゲン化物質に対する感受性が

低いことが示されているが、in vitro 陰性だ

が in vivo 陽性となる物質（体温変化などの

遺伝毒性メカニズムによらない in vivo 陽

性を除く）の特徴やそのメカニズムの検証

が必要である。In vivo – in vitro 試験間の

それぞれの比較において、不一致を示した

化学物質の特性等の解明が、より精度の高

いQSARの開発につながるものと考えられ

る。 

 

E. 結論 

 CGX DB を利用し、これまでにない大規

模な in vivo 遺伝毒性試験（in vivo MN お

よび in vivo TGR）のデータベース（拡張

CGX DB）を構築した。構築したデータベ

ースをもとに感受性および特異性を評価し

た結果、in vivo MN の感受性は 41.0%、特

異性は 60.5%、in vivo TGR の感受性は

72.4%であった。試験を組合せた場合の感

受性/特異性は、Ames + in vivo MN で

68.7%/45.3%で、Ames + in vitro CA の

74.3%/37.5%と同程度であり、また、Ames 

+ in vivo TGR では 83.8%/nc と、高い感受

性を示した。また、in vivo MN と in vitro 

CA の一致性は 50.3％、in vivo TGR と

Ames の一致性は 79.5%であった。これら

の in vivo 知見あるいは in vitro/in vivo 試

験間の相違に関する知見を(定量的)構造活

性相関（QSAR）に組込むことが精度向上

に必要と考えられた。 
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表 1  In vivo 小核試験データの収集に用いた主な資料 
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表 2   In vivo MN および in vivo TGR の感受性および特異性 

 

 

 

 

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

 

 

 

 

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

 

 

 

 

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

 

 

 

 

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

 

 

 

 

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

 
 

 

 

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