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総括研究報告書 

 

研究課題名：インシリコ予測技術の高度化・実用化に基づく化学物質の 

ヒト健康リスクの評価ストラテジーの開発 

（H30-化学-指定-005） 

 

研究代表者  山田 隆志  国立医薬品食品衛生研究所・安全性予測評価部 室長 

 

研究要旨 

本研究では、数万種に及ぶ既存化学物質のヒト健康リスクを効率的に評価するために、

インシリコ手法の高度化と実用化に基づく評価のストラテジーを開発する。 

Ames試験QSARに関しては、構築した大規模データベース利用して予測精度の向上を目

指す国際チャレンジプロジェクトを実施した。Phase IIIトライアルには11社のQSARベンダ

ーが提供する16のQSARモデルが挑戦した。各モデルの予測性はPhase IIに比べて大きな向上

は見られなかった。Phase III化合物はユニークな構造をもち、また分子量800以上の化合物

を多く含むためと考えられる。本プロジェクトは終了したが、さらに予測性の向上を目指

すため、Ames試験報告書の電子化と詳細データベース化に取り組んだ。 

遺伝毒性試験結果の相違をin vitro/in vivoにおける代謝の比較解析から検討する前提とし

て、利用データの妥当性を評価した。In vitro染色体異常試験（CA）陰性でin vivo 小核試験

（MN）陽性物質およびAmes試験陰性でげっ歯類トランスジェニック突然変異試験（TGR）

陽性物質を対象とした結果、前者では21物質中11物質が、後者では13物質中3物質が陰性/

陽性で妥当と判断された。また、一部のAmes陰性・TGR陽性物質については、その代謝様

式の違い、ならびに想定される警告構造について調査し、暫定的な結果を得た。 

反復投与毒性については、カテゴリーアプローチモデルの適用範囲の拡大・高度化を図

るため、国内外の公開反復投与毒性試験データを統合し世界最大規模のデータベースの構

築を行っており、これまでに約 2500物質の試験データを統合した。統合データベースの利

用として、まず血液毒性について、共通する化学構造とそれらの毒性機序に関する情報収

集と解析を行い、新規カテゴリーの候補を見出し、既存カテゴリーの精緻化に対しても統

合データベースが有効に利用できる可能性が示唆された。 

さらに、化学物質の主要な標的臓器である肝臓に対して、従来の化学構造情報のみを基

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

開始キーイベント（Molecular Initiating Event; MIE）情報に基づいた in vitro 試験データを用

いた肝毒性予測モデルの作成を試みた。作成した予測モデルは、既存の知識ベース毒性予

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

性能（感度）を有していることが示された。 

化学物質の体内動態予測システムの基盤整備では、生理学的薬物動態モデル（PBPK）に
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関する文献を収集して、カテゴリーごとに分配係数と代謝パラメータのデータベース化を

進めている。さらに、化学構造から推計した組織/血液間分配係数の妥当性について、15種

の炭化水素類のラットの脳、肝臓、腎臓、脂肪および血中濃度実測値との比較することに

より確認でき、化学物質の体内動態の推計に有用であると考えられた。 

 

 

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 

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 

山田 隆志 

国立医薬品食品衛生研究所・安全性予測評価部 

室長 

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 

石田 誠一 

国立医薬品食品衛生研究所・薬理部 

室長 

 

A．研究目的 

WSSD2020年目標の達成に向けて、膨大

な数の試験データのない化学物質の安全性

評価が大きな課題となっている。さらに、

動物福祉の観点から動物実験の削減の流れ

も着実に進んでいる。こうした動向に対応

するため、現状のin silico評価の技術レベル

の向上、適用範囲の拡大、安全性評価での

実運用が強く求められている。近年OECD

ではAOP（毒性発現経路）の開発が精力的

に進められており、QSARの適用が困難と考

えられる複雑な毒性エンドポイントについ

て、AOPに基づいてin silico、in vitro、in vivo

の情報を組み合わせて化学物質の安全性を

評価する統合的アプローチ（IATA）のコン

セプトが整理されつつある。2020年以降は

動物実験への依存度を軽減しつつ、化学物

質が発現しうるヒトへの毒性を高精度で予

測するin silico評価技術を確立し、IATAに基

づいてヒト健康リスク評価のストラテジー

を進化させる動きが加速すると考えられる。

本研究では、有害性評価の長年の経験を有

する専門家が選別した信頼性が高い試験デ

ータセットを用いて、QSAR並びにカテゴリ

ーアプローチ手法の精度を向上させ、得ら

れた成果を基に、国際的な調和の動向を取

り入れたin silico予測評価ストラテジーを開

発する。 

Ames変異原性に関しては、これまで我が

国で行われた労働安全衛生法（以下、「安衛

法」という）Ames試験データを収集し、大

規模データベースを構築した。その数は約1

万3千物質になる。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チャレンジプロジェ

クトを実施中である。本年度は4,409化学物

質を対象としたPhase IIIトライアルを実施

した。（本間） 

In vitro（肝S9画分）とin vivo（生物個体）

間の代謝の違いは、異なる遺伝毒性試験結

果を引き起こす可能性があり、この代謝の

相違を考慮したin silico遺伝毒性予測モデル
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が構築できれば、予測性の向上につながる

と期待される。In vivo特異的陽性の要因をin 

vitro/in vivoにおける代謝の比較解析等から

検討するための前段階として、利用する実

データの妥当性を評価する。（森田） 

反復投与毒性については、化学構造から

効果的に毒性を予測する手法の実用化に向

けて、化学物質に関する既知毒性情報を網

羅的に検索・解析可能なデータベースを構

築（国内外の公開データベースを統合）す

る。それを有効に活用し、さらに代謝や毒

性機序に関する情報を体系的に整理・集約

して、カテゴリーアプローチにより未試験

化学物質を評価するスキームを確立するこ

とを目指す。（山田） 

反復投与毒性の毒性予測モデル開発の一

環として、肝毒性に焦点を当ててきたが、

従来の構造情報と毒性情報との相関性だけ

を基にした肝毒性アラート法に代えて、肝

毒性エンドポイントに関連するkey event情

報を収集し、毒性試験結果で得られた肝毒

性物質の毒性プロファイルと組み合わせる

ことによる新たなアプローチを用いた予測

モデルの作成を目指した。（広瀬） 

化学物質の体内動態予測システムの基盤

整備では、文献等から代謝関連パラメータ

と分配係数のデータを収集・統合し、デー

タベース化する。取得した代謝関連パラメ

ータと化学構造から推計した組織/血液間

分配係数を用いて体内動態を推定し、既存

体内動態予測モデルを OECDの PBPKガイ

ダンスに留意しつつ検証する。（石田） 

 

B．研究方法 

B.1. Ames/QSAR予測性の向上と運用可能な

Ames変異原性予測のスキームの確立に関

する研究（本間） 

Ames/QSARツールの予測性の向上を目

指す国際チャレンジプロジェクト（Phase 

III）を継続した。4,409化合物を11社のQSAR

ベンダーに提供し、合計で16のQSARツール

が挑戦した。これらAmes試験の結果以下の

3つに分類される。 

⚫ A判定：Ames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：Ames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：Ames試験における陰性判定物質 

 国際チャレンジプロジェクトでは上記の

A, B, Cの試験データしか提供していないが、

詳細データの提供が予測率の向上に重要と

考え、Ames試験報告書の電子化とデータベ

ース化に着手した。1986年～2015年までの

安衛法Ames試験報告書を厚生労働省から

入手し、電子化と、詳細データの抽出を行

った。 

 

B.2. 代謝予測モデルの改良によるMoAに

基づいたin vivo遺伝毒性予測性の向上に関

する研究（森田） 

既存の各種データベースから in vitro CA

陰性で in vivo MN 陽性と報告されている物

質、および Ames陰性で TGR 陽性と報告さ

れている物質を抽出し、原著論文等の精査

により当該試験結果の妥当性を評価し、今

後の研究に活用すべきデータか否かを検証

した。また、一部の Ames 陰性・TGR 陽性

物質については、暫定的にその代謝様式の

違い、ならびに想定される警告構造につい

て調査した。なお、当初の研究計画である

初年度に in vitro CA 陰性・in vivo MN陽性

物質の抽出とそのデータの妥当性評価なら

びに in vitro/in vivo代謝比較解析、次年度に
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同様に Ames 陰性・TGR 陽性物質について

の検討を、作業効率の観点から、初年度に

in vitro/in vivo データの妥当性評価、次年度

以降に、in vitro/in vivo 代謝比較解析を重点

的に実施することとした。 

 

B.3. 反復毒性のカテゴリーアプローチモデ

ルの高度化に関する研究（山田） 

国内外で公開されている化学物質の反復

投与毒性試験データベース（HESS、

COSMOS、ToxRef、RepDose、食品健康影

響評価書等、総計約2500物質）の構成を調

査し、共通・類似のデータ項目を選択して、

一部修正を加えつつ、それらのデータを統

合することにより、新たなデータベースを

構築した。統合データベースを利用して、

NO(A)ELの推定根拠となることが多い血液

毒性を対象に、300 mg/kg/day以下で毒性を

引き起こした物質を収集し、共通する化学

構造をカテゴリーの候補として抽出した。

代謝と毒性機序に関する情報を別途収集し

て解析することにより、構造と毒性の因果

関係を明確化し、エビデンスに基づく化学

物質のカテゴリーの構築を行った。さらに、

構造類似で毒性が現われない物質の構造を

収集・精査することにより、カテゴリーア

プローチの適用範囲を検討・評価した。 

 

B.4. 反復投与毒性のAOPキーイベントリー

ドアクロスモデルの精度向上に関する研究

（広瀬） 

肝毒性予測モデル構築のためのMIE情報

を検索するための化学構造を持つ化学物質

の in vivoデータと、外部検証に用いるため

の in vivoデータを収集した。MIE 検索用デ

ータは内部検証としても用いた。MIE 検索

用データは、 HESS (Hazard Evaluation 

Support System)と医薬基盤・健康・栄養研究

所 が 提 供 す る Open TG-GATEs 

(Toxicogenomics Project-Genomics Assisted 

Toxicity Evaluation System)の反復投与毒性

試験情報 (HESS ：約 700 試験、 Open 

TG-GATEs：約 150 試験)から収集した。外

部検証用データセットとしては USEPA が

提供する ToxRefDB (Toxicity Reference 

Database)に収載された反復投与毒性試験

(約 500試験)の情報から、上記の基準に従い

肝毒性陽性物質：128 物質、陰性物質：72

物質を収集した。また、肝毒性と関連する

MIE 情報を収集するため、 PubChem 

BioAssayから、in vitro試験のデータを収集

した。その際、 IPA (Ingenuity Pathway 

Analysis)に収載されている肝毒性に関連し

たターゲットタンパク質が記載されている

in vitro試験データに絞り込みを行った。 

 

B.5. 化学物質の体内動態予測システムの基

盤整備とIATAへの適用に関する研究（石田） 

Ramsey and AndersenタイプのPBPKモデ

ルにより体内動態を推定する際に必要な分

配係数（血液/空気，組織/血液等）と代謝パ

ラメータ（Vmax，Km）をデータベース化す

るため、主に一般化学物質関連の約1050文

献をリスト化した。これらについてタイト

ルや要旨等からデータベース化に有用性か

否かを判定し，選定した文献を収集し，得

られる情報について精査した。また、一般

化学物質の場合，既報値がある物質が限ら

れるため、収集と並行して、分配係数の推

定法（ Jongeneelen & ten Berge (2011)と

Béliveau, Tardif and Krishnan (2003)）の妥当

性についても、15種の炭化水素類のラット

の脳、肝臓、腎臓、脂肪および血中濃度実

測値（Zalsen et al., 1990）と比較することに
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より確認した。 

（倫理面への配慮）本研究は動物を用いた

研究を行わないため対象外である。 

 

C. 結 果 

C.1. Ames/QSAR予測性の向上と運用可能な

Ames変異原性予測のスキームの確立に関

する研究（本間） 

Phase IIIトライアルに参加した11機関に、

4,409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。2017年3月末までに参加機関の

QSARツールによるAmes試験判定予測結果

を回収し、試験結果（A, B, C）の予測精度

を評価した。基本的な能力評価はSensitivity

（A）、Sensisivity（A, B）、Specificity（C）、

Accuracy（A, B, C）を用いた。全ての評価

項目はPhase IIに比べて概して低く、予測率

の顕著な向上は求められなかった。

Accuracyに関してはCase-ULTRAの統計ベ

ースモデル（87.3％）が最も高く、LeadScope

のルールベース（82.8%）がそれに次いだ。

当初予定した国際チャレンジプロジェクト

は全て終了し、研究成果を論文化した

（Honma et al., 2018）。 

予測率の向上には試験結果のA, B, Cだけ

でなく、陽性を示す試験菌株の情報、代謝

活性化の有無、溶媒、被険物質の純度等が

重要と考え、これら詳細データのデータベ

ース化を開始した。1986年～2015年までの

安衛法Ames試験報告書（約20,000）を厚生

労働省から入手し、電子化作業を行った。

H30年度は約2/3が終了する見込みである。

このうち、国際チャレンジプロジェクトに

利用した、12,140化合物に関して詳細デー

タのデータベース化に着手した。 

 

C.2. 代謝予測モデルの改良によるMoAに

基づいたin vivo遺伝毒性予測性の向上に関

する研究（森田） 

In vitro CA陰性でin vivo MN陽性の21物質

中11物質、およびAmes陰性でTGR陽性の13

物質中3物質が当初の評価通り陰性/陽性で

妥当と判断された。Ames陰性・TGR陽性物

質のTamoxifenおよびCyproterone acetateに

ついては、第1相アリル水酸化を受けた後、

第2相硫酸抱合されることにより代謝活性

化され、これは、in vivo個体においてのみ生

じ、in vitroのS9系では、特別な補酵素を添

加しない限り生じないことが、また、

Oxazepamについては、環収縮代謝反応によ

る酸化的脱炭酸と脱水素環化で生ずる第1

相代謝産物がDNA反応性代謝物と考えられ

ているが、当該物質はin vitroでは認められ

ないことが判明した。 

 

C.3. 反復毒性のカテゴリーアプローチモデ

ルの高度化に関する研究（山田） 

国内外で公開されている毒性試験データ

ベース（HESS、COSMOS、ToxRef、RepDose、

食品健康影響評価書等、総計約2500物質）

について共通するデータ項目を整理し、化

学構造式の修正を行い、データベースを統

合した。その結果、部分化学構造、毒性影

響、試験条件などを指標に、カテゴリーア

プローチの高度化に寄与するデータの検

索・抽出・解析を効率的に行う基盤を構築

することができた。統合データベースの反

復毒性データを利用して化学物質の血液毒

性を評価・検討し、異なる化学構造を有す

るカテゴリー（アニリン類、ニトロベンゼ

ン類、オキシム類、ヒドラジン類）が、直

接的あるいは代謝活性化を介してヘモグロ

ビンを酸化し、活性酸素に起因する血液毒
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性を発現しうる可能性を見いだした。

Ethylene glycol alkyl ether類については、機

序の詳細に不明な部分も残るが、血球膜に

作用し構造・機能変化を促進すること、

aryl-X-aryl構造を有する物質群については、

ヘモグロビンの４つのサブユニットで形成

される中央部分の空洞内壁部分やヘム結合

サイト近傍の疎水ポケット等に複数の分子

が非特異的に結合することで、ヘモグロビ

ンのアロステリーに影響を及ぼしその酸素

運搬機能の一部を阻害することで血液毒性

を発現する可能性が示唆された。 

 

C.4. 反復投与毒性のAOPキーイベントリー

ドアクロスモデルの精度向上に関する研究

（広瀬） 

収集した 47の in vitro 試験データを用い

て肝毒性予測モデルを構築した。予測プロ

セスの原則としては、クエリー（予測対象）

物質あるいは類似構造を持つ物質について

それぞれの in vitro試験データに含まれてい

た場合にその試験結果（Active or Inactive）

をそれぞれ陽性/陰性の判定とする 2つのモ

デル（クエリー物質そのものを予測する

Model A と類似構造もクエリーに含める

Model B）を作成した。 

感度はModel Aで 0.49となった。Model 

B ではModel Aよりも真陽性が 4 物質増え

たために、感度は上昇し、0.52 であった。

特異度はModel Aで 0.84となった。Model B

では、偽陽性がModel Aよりも 10物質増加

したため、特異度は 0.79に減少した。その

ほか陽性的中率、F 値、正確度については

Model BがModel Aを下回った。Derek Nexus

との比較では、Model A, Model B ともに

Derek Nexusより高い感度となった。Model 

A では全ての評価指標で Derek Nexus より

も高い数値が得られた。 

また、外部検証データとして ToxRefDB

で評価した結果では、Model Aは感度が 0.69、

特異度が 0.74 となり、HESS-TGP データセ

ットを用いた時より感度が高くなった一方

で特異度が減少した。また Model B では

Model A と比較して特異度の減少に対する

感度の上昇が大きく、陽性的中率、F 値、

正確度のいずれにおいても Model Aを上回

った。Model A, Model Bともに Derek Nexus

と比較して特異度は下回った。一方で Derek 

Nexusの感度は0.5以下であったことに対し

て、Model A およびModel B は 0.7前後の感

度が得られた。 

 

C.5. 化学物質の体内動態予測システムの基

盤整備とIATAへの適用に関する研究（石田） 

約1050文献の中から，約500を有用文献と

選定し、収集した。収集文献の精査の結果、

約140物質の情報が得られ、文献のそれぞれ

約4割、3割および2割が、炭化水素類、ハロ

ゲン化炭化水素類、アルコール・ケトン・

エステル・エーテル類に関するもので、ま

た約8割の文献からヒトとラットでの分配

係数と代謝パラメータの両方の情報を入手

できた。これらをデータベース化している。 

15種の炭化水素類のラットの組織および

血中濃度を、分配係数測定値（Gargas et al., 

1989）および分配係数推定値（logPから推

定するJongeneelen & ten Bergeの方法、構造

から推定するBéliveauらの方法）を用いて

PBPKモデルで計算し、Zalsenらの実測値と

比較した結果、実測濃度とPBPKモデル計算

濃度間の相関係数はそれぞれ、0.81（測定

値）、0.78（Jongeneelen & ten Bergeの方法）、

0.67（Béliveauらの方法）で、実測値との差

異は平均で4.4倍 [0.2～34]（測定値）、5.6倍 
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[0.02～95]（Jongeneelen & ten Bergeの方法）、

4.6倍 [0.06～44]（Béliveauらの方法）であっ

た。これらの比較結果から、Jongeneelen & 

ten Bergeの方法、Béliveauらの方法による分

配係数推定法がデータ補完に有用であると

判断された。 

 

D. 考 察 

D.1. Ames/QSAR予測性の向上と運用可能な

Ames変異原性予測のスキームの確立に関

する研究（本間） 

今回の Phase III の 4,409 化合物の予測精

度に関しては、Phase IIに比べて大きな向上

は見られなかった。理由として、Phase III

の化合物の多くはCAS番号を持たないユニ

ークな構造をもち、また分子量 800 以上の

高分子化合物を多く含むため、予測が困難

であったことが考えられる。それでも全て

の QSAR ツールは、チェレンジプロジェク

ト前の予測精度を大きく超え、共同研究は

成功裡に終了した。いくつかの QSAR ツー

ルの予測精度は 80-85％を示し、この数字は

Ames 試験自体の試験機関間の再現性に匹

敵する。Ames試験に限らず生物学的試験に

はばらつきや、生物学的不安定は常に存在

し、100％結果が再現できることは少ない。

むしろ、80-85％の再現性は他の毒性試験よ

りも高いかもしれない。従って、予測率の

向上には QSAR モデルの改良だけでなく、

毒性試験の改良や試験結果の再評価が重要

である。Ames試験の問題点はその結果が陽

性、陰性の 2元性(binary)であるため、弱い

陽性反応が、場合によっては陰性と判定さ

れることがある。また、複数のデータが有

り、一つでも陽性を示した場合、安全性を

考慮して保守的に陽性と判断し、データベ

ースに収載されることがある。これらのデ

ータの結果が、科学的妥当性を欠く場合、

それらデータはノイズとなって、正確な予

測モデルの開発の障害となる。生物学的試

験を学習データとする限り、そのデータの

信頼性は予測率向上の最も重要な要素であ

る。信頼できるデータのみからなるベンチ

マークデータセットを学習データとし、モ

デルを開発することが重要である。 

 

D.2. 代謝予測モデルの改良によるMoAに

基づいたin vivo遺伝毒性予測性の向上に関

する研究（森田） 

既存の各種データベース等に基づく試験

結果は必ずしも正確ではないことが示され

た。その要因は、データベース収載時の単

純な記載間違い、原著論文の読み込み不足、

間違った二次資料からの引用などが想定さ

れるが、明らかではない。また、類似の試

験結果が存在する場合には、試験の信頼

性・妥当性など証拠の重みづけ（WOE）に

よる専門家判断に基づき、結果が異なって

くることもある。TGR陽性物質について抽

出された警告構造については、さらに検討

する必要がある。 

 

D.3. 反復毒性のカテゴリーアプローチモデ

ルの高度化に関する研究（山田） 

昨年度までにOECDのIATA Case Studies 

Projectにカテゴリーアプローチによる反復

投与毒性の予測のケーススタディを３つ提

出し、メンバー国の専門家による詳細なレ

ビューを受けた。その結果として、利用で

きる毒性情報は可能な限り収集して信頼性

評価を行い、目的に応じて適切に使い分け

ること、カテゴリーの標的とする臓器毒性

エンドポイントは、他の臓器毒性エンドポ

イントより感受性が高いことを確認するこ
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と、毒性予測は機序に基づいたものである

こと、ヒトへの外挿性についてできるだけ

情報を提供することなどが毒性予測結果を

リスク評価に用いる時の重要ポイントとし

て挙げられた。本研究において信頼性が高

い毒性試験データを基にして構築した血液

毒性カテゴリーの多くは、血液毒性が他の

毒性より低用量から発現している。カテゴ

リーを構成する物質数、ならびに代謝や毒

性機序に関する情報は肝臓を除く臓器毒性

と比較して多く、信頼性の高いカテゴリー

アプローチの適用が可能と考えられる。統

合したデータベースを利用して反復投与に

よる血液毒性の発現について、カテゴリー

アプローチの適用範囲を拡大できる可能性

が示唆されたが、同カテゴリーに分類され

る物質で当該毒性を発現しない事例につい

ては検討が不十分で不明な点も残っている。

今後も統合データベースを利用した詳細な

検討が必要であると考えられる。 

 

D.4. 反復投与毒性のAOPキーイベントリー

ドアクロスモデルの精度向上に関する研究

（広瀬） 

本研究で作成したModel Aの予測性能に

ついては、内部検証用のHESS-TGPデータセ

ットに対する全ての評価指標（感度、特異

度、陽性的中率、F値、正確度）と外部検証

用のToxRefDBデータセットに対する特異

度以外の評価指標はDerek Nexusを上回っ

た。このことから、本研究で用意したデー

タセットに対して、Model AはDerek Nexus

よりも高い予測性能を有していることが明

らかになった。Derek Nexusの構造アラート

によるアプローチと比べて、Model Aによっ

てカバーされる肝毒性陽性物質のケミカル

スペースが幅広いことが要因の一つである

と考えられた。一方、知識ベースのDerek 

Nexusより感度は上がったとは言え、未だ相

当数の偽陰性物質が存在する。これは、未

だ肝毒性に関するMIE情報が不足している

ことを示すものであるが、経口アベイラビ

リティや排泄などADME情報を加えること

で予測性能が高くなる可能性のあることも

示唆された。 

 

D.5. 化学物質の体内動態予測システムの基

盤整備とIATAへの適用に関する研究（石田） 

収集・整理中の炭化水素類、ハロゲン化

炭化水素類、アルコール・ケトン・エステ

ル・エーテル類などの分配係数と代謝パラ

メータの比較解析により、カテゴリー物質

の各パラメータがどの程度類似しているか

について知見を得ることが可能となる。ま

た、炭化水素類の組織血中濃度の実測値と

分配係数推定値を用いたPBPKモデルによ

る推計値と実測値の差異は4-6倍程度であ

り、スクリーニングレベルで活用できる可

能性が示された。今後は、異なるカテゴリ

ーへの適用を検討するとともに、代謝パラ

メータの推計法と推計値の妥当性の検証が

必要である。 

 

E. 結 論 

遺伝毒性については、Ames試験予測

QSARモデルの向上を目指した国際チャレ

ンジプロジェクトは成功裡に終了した。さ

らなる予測性の向上を目指し、詳細データ

からなるベンチマークデータセットの開発

を行う。また、平成31年度は新規の国際チ

ャレンジプロジェクトを開始する。In vitro 

CA陰性・in vivo MN陽性の21物質中11物質、

ならびにAmes陰性・TGR陽性の13物質中3

物質が当該結果通りで妥当と判断され、以
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降の代謝様式あるいは警告構造の検討に利

用すべきと考えられた。 

反復投与毒性については、国内外の公開

反復投与毒性試験データを統合した世界最

大規模のデータベースの構築を開始し、こ

れまでに約2500物質の反復投与毒性試験デ

ータを統合した。血液毒性を対象に、機序

に基づく信頼性が高いカテゴリーを構築で

きた。さらに、肝毒性のAOPの一部である

MIE情報に基づいたin vitro試験データを用

いた肝毒性予測モデルの作成を行い、知識

ベースのツールより高い感度を持つ予測モ

デルの作成に成功した。 

体内動態予測システムの基盤整備では、

取得した分配係数と代謝パラメータのデー

タベース化を進めるとともに、化学構造か

ら推計した組織/血液間分配係数を用いて

精度の高い体内動態を推定することに成功

した。 

以上のことから本研究は順調に推移して

いる。 
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 なし 
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平成 30年度 厚生労働行政推進調査事業費（化学物質リスク研究事業） 

 

研究課題名：インシリコ予測技術の高度化・実用化に基づく化学物質の 

ヒト健康リスクの評価ストラテジーの開発 

（H30-化学-指定-005） 

 

分担研究報告書 

Ames/QSAR予測性の向上と運用可能な Ames変異原性予測の 

スキームの確立に関する研究 

 

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 杉山 圭一 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部 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 研究員 

研究協力者 笠松 俊夫 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部 研究員 

 

 

 
A．研究目的 

現在、人によって新たに作り出された化

学物質は登録されているものだけでも1億4

千万種類を超え、これは1日約4000種類のペ

ースで増え続けている。これまでの調査で

は新規化学物質の約5％は強い変異原性を

有し、人間に対して発がん性を示すと推察

されている。このような変異原性化学物質

研究要旨 

Ames試験結果の定量的構造活性相関（QSAR）予測に関しては、12,140化合物の労

働安全衛生法（以下、「安衛法」という）Ames 試験データを用いて QSAR予測精度の

向上を目指す国際チャレンジプロジェクトを実施した。7カ国 12の QSARベンダーが

開発した 17 のツールがこの国際チャレンジに参画した。全ての QSAR ツールの予測

率が当初のバージョンより向上したことから本プロジェクトは成功裡に終了した。さ

らなる予測率の向上のためにはトレーニングデータの精査が重要である。陽性、陰性

の試験結果だけでなく、陽性を示した菌株、代謝活性化の有無、純度、溶媒などの情

報が、メカニズムベースの予測モデルの開発に有用である。そのため安衛法 Ames 試

験データベースの精緻化に取り組んだ。さらに詳細データベース開発のために全ての

Ames試験報告書の電子化と詳細データベース化も実施中である。また、安衛法 Ames

試験データ以外のデータベースの関しては、信用性向上のために、既存の古く信頼性

の低い試験の再試験も実施した。これら取り組みにより信頼性の高いビッグデータの

みからなるベンチマークデータセットの開発を目指す。 
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を効率的、且つ正確に検出し、規制の対象と

することは公衆衛生上重要な取り組みであ

る。近年、IT（情報技術）の進歩により、化

学物質の変異原性をインシリコで評価する

ことが可能となっている。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Ames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Ames試験データベースは

2万化学物質以上からなり、現在では世界最

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、その信頼性

も高い。この最大且つ、信頼性の高いAmes

試験データはAmes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、改良目的として国際共同研究

を実施した。 

未公開のAmes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

で実施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Ames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12,140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、この試験データを3回

に分けて、Ames試験結果を伏せたままで

QSARベンダーに提供した。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した。評価後、

各QSARベンダーに実際のAmes試験結果を

開示し、各QSAR開発者はその結果を基に、

QSARモデルの改良や、トレーニングセット

のアップデートを行い、次のトライアルに

参加した。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。 

H27年度は、3,902化合物について第1回目

(Phase I)のトライアルを行った。H28年度は

このPhase Iトライアルの結果を各QSARモ

デルに組み込み、新たに3,829化合物につい

てチャレンジを行った(Phase IIトライアル)。

Phase IIでの予測率は、Phase Iよりも向上し

ていた。最後のPhase IIIトライアルはH29年

度に実施した。4,409化合物リストを世界6

カ国、11のQSARベンダーに提供し、19の

QSARモデルが最後のチャレンジを行った。 

本年度（H30）はこれまでの 3回のトライ

アルを総括し、12社、17の QSARツール（1

社 1 ツールは H28-H29 のみ参加。）の予測

性能を評価した。また、ベンチマークデータ

セットの構築が重要と考え、Ames試験報告

書の電子化と詳細データベース化に取り組
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んだ。さらに、偽陽性、偽陰性化合物の同定、

再試験を行い、データベースの堅牢化を図

った。 

 

B．研究方法 

厚生労働省労働基準局安全衛生部化学物

質対策課の協力で、1986年～2015年までの

安衛法Ames試験結果データを入手した。こ

の内、単体の低分子化合物12,140種のAmes

試験結果をデータベース化した。このデー

タベースを用い、Ames/QSARツールの予測

性の向上を目指す国際チャレンジプロジェ

クトを開始した。プロジェクトは3回の

Phaseに分けて行われ、各Phase約4,000化合

物をQSARベンダーに提供した。これらデー

タベースのAmes試験の結果は以下の3つに

分類される。 

➢ A判定：Ames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：Ames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：Ames試験における陰性判定物

質 

 QSAR予測結果の評価は試験結果の陽性

を陽性と予測できる能力（Sensitivity）と、

陰性結果を陰性と判定できる能力

（Specificity）を中心に行った。また、A判定

化合物に関しては特にA-Sensitivityを評価

した。 

国際チャレンジプロジェクトでは上記の

A, B, Cの試験データしか提供していないが、

詳細データの提供が予測率の向上に重要と

考え、Ames試験報告書の電子化とデータベ

ース化に着手した。1986年～2015年までの

安衛法Ames試験報告書を厚生労働省から

入手し、電子化と、詳細データの抽出を行っ

た。 

（倫理面への配慮）本研究は動物を用いた

研究を行わないため対象外である。 

 

C．研究結果および考察 

C.1. 国際共同研究プロジェクト 

 表1に参加機関とQSARツールを示す。12

のQSARベンダーが提供する17のQSARツ

ールがチャレンジした。表2に国際チャレン

ジプロジェクトに利用した12,140化合物の

内訳を示す。3回のトライアルを通して、

Ames試験陽性の化合物の割合は15％程度

であった。この数字はこれまでの報告と類

似しており、概して我が国の新規化学物質

の15％程度は変異原性物質であると推察で

きる。 

 表3にPhase I、II、IIIのQSARモデルの検出

能力の平均値と最小、最大を示したQSARツ

ールの値を示す。また、図1にはSensitivityと

1-SpecificityをプロットしたROCグラフを示

す。Phase IからIIでは多くのQSARツールで

モデルの改良が行われ、全ての評価パラメ

ータが大きく向上した。特にA-Sensitivityは

平均73.2％、最大89.5％を示し、このことは

強い変異原性物質の多くはQSARによって

予測可能であることを示している。また、

Specificityは平均84.2%、最大92.8％であった。

このことは偽陽性が少なく、非変異原物質

は正確に判断できることを示している。 

 一方、Phase IIからIIIでは顕著な予測率の

向上は認められなかった。このことはPhase 

IIIの化合物には高分子量のものが多く含ま

れ、またCAS#が存在しないことから新規性

が高い構造を持つ物質も多く含まれること

が考えられる。Phase IIIの化合物をトレーニ
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ングデータに装備すれば、ケミカルスペー

スを拡大することができるため、さらなる

チャレンジでは高い予測率が期待できる。 

 QSARツールの予測性の向上にはこのよ

うに多くに新規データをトレーニングデー

タに組みこむことが重要ではあるが、数だ

けでなく、データの質にも目を向ける必要

がある。Ames試験の判定には国際的に2倍

法、3倍法が陽性判定の基準として用いられ

ている。QSAR予測で陽性と判定され、試験

が陰性（偽陽性）のケースには、2倍以下の

弱い陽性でありながら再現性、用量依存性

が認められるケースがある。この場合、

QSARツールで明らかなアラート構造が示

された場合は陽性判断が正しいと言える。

一方、QSARで陰性予測でも実データが陽性

（偽陰性）のケースも見受けられる。この場

合、試験データが古く信頼性が問題となる

場合や、複数のAmes試験データが有り、1つ

の試験データが陽性であったために、保守

的に陽性と判断され、データベースに組み

込まれている場合などがある。今回のチャ

レンジしたQSARツールの多くは、古いデー

タベースを用いてモデルを開発しているた

め、このようなケースが多く認められた。

QSARツールのさらなる向上のためには信

頼できるデータのみからなるベンチマーク

データセットの開発が重要である。 

C.2. 詳細データベースの開発 

 厚生労働省労働基準局安全衛生部化学物

質対策課から、1986年～2015年までの約

22,000物質についての安衛法Ames試験結果

報告書の紙媒体を入手し、スキャニングし

電子化（PDF化）を実施した。H30年度はこ

の内、約16,000を電子化（PDF化）した。 

先の国際チャレンジプロジェクトで利用

した12,140化合物の内、1,755物質が陽性物

質であったが、これら物質に関しては、陽性

を示した菌株、代謝活性化の有無、純度、使

用溶媒等の情報を含むデータベースを新た

に構築中である。H30年度は572物質を入力

し、来年度以降は1,183物質を入力予定であ

る。次回チャレンジプロジェクトの際に、こ

れら詳細データをQSARベンダーに提供す

る予定である。このデータベースは精度の

高いQSARツールの開発に役立つ。 

C.3. Ames試験の実施とデータベースの改

良 

 試験データが古く、その信頼性に疑義が

ある場合や、報告ではAmes試験陽性であり

ながら発がん性試験では陰性を示す化合物

については実際にAmes試験を実施し、試験

データを検証し、データベースの修正・改良

を行った。表4はH30年度に行った6つの化合

物の特徴とAmes試験結果を示す。 

 これらの多くは非発がん性物質と判定さ

れながら、Ames試験で陽性、もしくは曖昧

な結果の報告がある。6つの内、4化合物につ

いては陽性の結果が得られた。これらの結

果によりこれまでの陽性の結果が正しいこ

とが検証された。変異原性がある物質は理

論的には発がん性があることを考えると、

これら物質に関しては発がん性試験の報告

が間違いであるか、もしくはこれら変異原

物質は生体内で代謝され、非変異原物質に

変化することが考えられる。後者であれば、

in vivo変異原性予測モデルの開発に繋がる

ため、さらにデータを蓄積させる必要があ

る。 

 一方、2化合物については陰性の結果であ

った。4′-(chloroacetyl) acetanilideは1985年に

報告されたNTPデータの一つであり、複数
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の機関で試験が実施され、TA1537株で陽性

を示す試験があったことから Known 

Positiveとされている。しかしながら、その

試験結果には一貫性がなく、疑義があり、ま

た多くのQSARツールで陰性予測であった

ことからAmes試験を実施した。TA98のS9存

在下の高濃度で一過性の弱い陽性反応が検

出されたが、強い細胞毒性による非特異的

反応と判断した。また、報告があるような

TA1537での陽性は認められなかった。以上

のことから 4′-(chloroacetyl) acetanilide は

Ames陰性であり、QSAR予測が正しいこと

が証明された。このように、時としてQSAR

の結果が実際のAmes試験の結果より正し

い場合がある。QSARは多くの試験結果の蓄

積から変異原性のメカニズムを提供してく

れる。実際のAmes試験の評価に際しても

QSAR結果を利用することは試験結果の評

価に科学的根拠を与えてくれることから

QSARを予測だけでなく、Ames試験サポー

トツールとして利用することを推奨する。 

 Anilineは芳香族アミンの基本形である。

芳香族アミンはAmes変異原性アラートで

ありながら、Aniline自体はAmes陰性を示す

ことが多く報告されているが、一部の報告

ではTA98の代謝活性化系で弱い陽性を示

した。また、AnilineはAmes陰性であるが、

他のin vitro試験（染色体異常試験、MLA）

や、in vivo小核試験では陽性を示すため、変

異原性発がん物質としている評価書も多い。

今回、改めてAmes陰性であることを確認し

た。芳香族アミンはベンゼン環の水酸化（無

毒化）、アミノ基の水酸化（活性化）により

変異原性が決定されるため、他の部分構造

が変異原性の有無や強さに大きな影響を与

える。o-、m-、p-位の官能基による変異原性

発現の量的影響を詳細に調査し、芳香族ア

ミンに対する変異原性増強因子、抑制因子

をカタログ化すれば芳香族アミンの変異原

性の定量的予測が可能となるかもしれない。 

 

D．結論 

Ames 試験 QSAR に関しては、12,140 化

合物の労働安全衛生法 Ames 試験データを

用いて QSAR 予測精度の向上を目指す国際

チャレンジプロジェクトを実施した。12の

QSAR ベンダーが開発した 17 の QSAR モ

デルがこの国際チャレンジに参画し、全て

の QSAR ツールの予測率が向上した。さら

なる予測率の向上のためにはトレーニング

データの精査が重要である。陽性、陰性の試

験結果だけでなく、陽性を示した菌株、代謝

活性化の有無、純度、溶媒などの情報が、メ

カニズムベースの予測モデルの開発に有用

である。そのため安衛法 Ames 試験データ

ベースの精緻化にも取り組んだ。さらに詳

細データベース開発のために全ての Ames

試験報告書の電子化と詳細データベース化

も実施中である。また、安衛法 Ames試験デ

ータ以外のデータベースの関しては、信用

性向上のために、既存の古く信頼性の低い

試験の再試験も実施した。これら取り組み

により信頼性の高いビッグデータのみから

なるベンチマークデータセットを構築する。

このベンチマークデータセットに基づく

QSAR モデルの開発を最終目標とする。 
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表 4 H30化学物質 Ames試験実施化合物候補化合物 （6化合物） 

（灰色の 2化合物は実施していない） 
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A．研究目的 

In vitro（肝 S9画分）と in vivo（生物個体）

間の代謝の違いは、異なる遺伝毒性結果を

引き起こす可能性がある。特に、in vitro遺

伝毒性試験では陰性だが、in vivo 試験で陽

性となる物質の存在は、遺伝毒性試験戦略

ならびに評価において極めて重要な意味を

持つ。In vitroと in vivo における代謝の違い

は、概念的には、1) in vivo における第 2相

代謝反応の存在、2) 臓器（肝臓 S9画分）に

対する生物全体の代謝レベルの相違、3) in 

vivo における受容体介在性の基質特異的酵

素の存在、が挙げられる。すなわち、in vitro

の代謝系では in vivoの代謝系を完全には再

現できないと仮定すべきである。しかしな

がら、この「代謝の違い」を考慮した in silico

遺伝毒性予測モデルが構築できれば、特に

in vivo における予測性の向上につながるこ

とが期待できる。最終的には、in vitro/in vivo

の代謝の相違を反映した代謝予測シミュレ

ータを開発し、Mode of Action（MoA）に基

づく in vivo遺伝毒性の予測性の向上を目指

研究要旨 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

の物質を抽出し、in vivo 特異的陽性の要因

を in vitro/in vivoにおける代謝の比較解析等

から検討する。 

 

B．研究方法 

In vitro 陰性で in vivo 陽性の物質を抽出

し、その要因を in vitro/in vivo における代謝

の比較解析等から検討し、in silico予測技術

の高度化・実用化を実現するためには、利用

する実データの妥当性・適切性が極めて重

要となる。In vitroあるいは in vivoを問わず、

質の高い遺伝毒性試験データに基づき、陽

性・陰性を判断する必要がある。それらの正

しい結果を利用することにより、MoA に基

づく in vivo 遺伝毒性の in silico 予測性の向

上が可能となる。そのため、既存の各種デー

タベースから in vitro 染色体異常試験（CA）

陰性で in vivo 小核試験（MN）陽性と報告

されている 21物質を抽出し、原著論文等の

精査により当該試験結果の妥当性を評価し

た。また、同様に Ames 試験（Ames）陰性

でげっ歯類トランスジェニック突然変異試

験（TGR）陽性と報告されている 13物質を

抽出し、当該試験結果の妥当性を評価した。

それら遺伝毒性試験データの精査に基づき、

今後の研究に活用すべきデータか否かを検

証した。また、一部の Ames 陰性・TGR 陽

性物質については、暫定的にその代謝様式

の違い、ならびに想定される警告構造につ

いて調査した。 

なお、当初の研究計画では初年度に in 

vitro CA陰性・in vivo MN陽性物質の抽出と

そのデータの妥当性評価ならびに in vitro/in 

vivo 比較解析を、次年度に同様に Ames 陰

性・TGR 陽性物質についての検討を実施す

るものであった。しかしながら、作業効率の

観点から、初年度に in vitro CA陰性・in vivo 

MN 陽性物質および Ames 陰性・TGR 陽性

物質のデータの妥当性評価ならびに一部物

質についての in vitro/in vivo 比較解析を実施

し、次年度以降、in vitro/in vivo 比較解析を

重点的に実施することとした。 

（倫理面への配慮）本研究は動物を用いた

研究を行わないため対象外である。 

 

C．研究結果 

C.1. In vitro CA陰性・in vivo MN陽性物質

の検証 

抽出した 21 物質について評価した試験

結果の妥当性の要約を表 1 に、評価の詳細

を Appendix 1に示す。21物質中 11物質が、

当初の評価通り陰性・陽性（-ve/+ve）で妥当

と判断された。1物質は、in vitro CA 陰性と

明確には断定できず、残り 9 物質はいずれ

か、あるいは両方の結果の評価が異なった。

今後の研究に活用すべきデータとしては、

前者の 12 物質（すなわち、Thioacetamide、

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

C.I. Direct black 38 、 Urethane 、

Chlordiazepoxide、Procarbazine hydrochloride、

Diazepam 、 Atrazine 、 Amphetamine 、

Dimethylvinyl chloride お よ び

Salicylazosulfapyridine）を用いることが妥当

と考えられた。また、データベースおよび in 

silico評価における問題点として、in vitro CA

における数的異常（異数性/倍数性）を含む

か否かが挙げられた。必要に応じ、これに該

当する 1 物質（Thiabendazole）も使用デー

タに含めることが妥当と考えられた。 

C.2. Ames陰性・TGR陽性物質の検証 

抽出した 13 物質について評価した試験

結果の妥当性の要約を表 2 に、評価の詳細

を Appendix 2および Appendix 3に示す。13
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物質中 3物質が、当初の評価通り-ve/+veで

妥当と判断された。2物質は Ames陰性の妥

当性が確定できず、また、別の 2物質は TGR

陽性の妥当性が確認できなかった。残り 6

物質はいずれか、あるいは両方の結果の評

価が異なるかデータが認められなかった。

今後の本研究に活用すべきデータとしては、

前者の 3物質（Cyproterone acetate、Tamoxifen、

Oxazepam）および必要に応じ妥当性に疑問

の残る 4 物質（Dicyclanil、Leucomalachite 

green、Hexachlorobutadiene、Procarbazine HCl）

を用いることが妥当と考えられた。 

C.3. 一部の Ames陰性・TGR陽性物質の要

因解析と TGR特異的警告構造の抽出 

In vitro/in vivoにおける代謝の相違の例と

して、対象物質数の少なさから in vitro Ames

と in vivo TGRを対象とした。Ames陽性お

よび TGR陰性は、物質が生体内において代

謝解毒される、すなわち、in vivo における

第 2 相代謝反応の存在によると考えられる。

一方、Ames 陰性および TGR 陽性は、物質

が生体内において代謝活性化される、すな

わち、生体活性化第 2 相硫酸抱合反応の存

在、あるいは、in vivoにおける追加的第 1相

代謝反応の存在によると考えられる。本研

究では、Ames 陰性および TGR 陽性を対象

とし、以下の物質について検討した。 

C.3.1. Tamoxifenと Cyproterone acetate 

Tamoxifen は α-水酸化された後に硫酸抱

合され、脱硫酸すると求電子性の活性中間

体となり DNA 付加体を形成すると考えら

れている。すなわち、第 1 相アリル水酸化

を受けた後、第 2 相硫酸抱合されることに

より代謝活性化される。これは、in vivo 個

体においてのみ生じ、in vitro の S9系では、

特別な補酵素を添加しない限り生じない。

類似の例としてCyproterone acetateが挙げら

れた。これらの知見から、アリルフラグメン

トは TGR で陽性を示す特異的警告構造と

して考えられた。4223 物質の Ames データ

ベースには本警告構造を有するものが 161

物質認められ、その大部分（153物質）は、

Ames陰性であった。このことは、第 2相硫

酸抱合が in vitro の S9 系では生じないこと

を示唆している。 

C.3.2. Oxazepam 

Oxazepamの複数の代謝経路の内、環収縮

代謝反応による酸化的脱炭酸と脱水素環化

で生ずる第 1 相代謝産物が DNA 反応性代

謝物と考えられているが、本物質は in vitro

では認められていない。本知見から、ベンゾ

ジアゼピンフラグメントは TGR で陽性を

示す特異的警告構造として考えられた。

4223 物質の Ames データベースには本警告

構造を有するものは 5 物質しか認められな

かったが、いずれも Ames 陰性であった。こ

のことは、in vivo で追加的第 1 相代謝反応

が生じていることを示唆している。 

 

D．考察 

既存の各種データベース等に基づく試験

結果は必ずしも正確ではないことが図らず

も明らかとなった。最終的に in vitro CA陰

性・in vivo MN 陽性あるいは Ames 陰性・

TGR陽性と評価されたのは、それぞれ 21物

質中 11 物質あるいは 13 物質中 3 物質と、

半分以下であった。その要因は、単純な記載

間違い、原著論文の読み込み不足、間違った

二次資料からの引用などが想定されるが、

明らかではない。また、類似の試験結果が存

在する場合には、試験の信頼性・妥当性など

証拠の重みづけ（WOE）による専門家判断

に基づき、結果が異なってくることもある。

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

的に in vitro と in vivo における代謝様式の

相違を検討し、また、警告構造を抽出した

が、これらについてはより詳細に検討する

必要があろう。 

 

E．結論 

既存の各種データベースから抽出した in 

vitro CA陰性・in vivo MN 陽性の 21物質中

11 物質、ならびに Ames 陰性・TGR陽性の

13物質中 3物質が当該結果通りで妥当と判

断され、以降の代謝様式あるいは警告構造

の検討に利用すべきと考えられた。また、一

部の Ames 陰性・TGR 陽性物質について、

代謝様式の違いおよび想定される警告構造

の暫定的な結果を得た。これらについては

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

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

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

data 
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Appendix 3.  発がん性物質で Ames陰性で TGR陽性 4物質の再評価結果 
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平成 30年度 厚生労働行政推進調査事業費（化学物質リスク研究事業） 

 

研究課題名：インシリコ予測技術の高度化・実用化に基づく化学物質の 

ヒト健康リスクの評価ストラテジーの開発 

（H30-化学-指定-005） 

 

分担研究報告書 

反復投与毒性のカテゴリーアプローチモデルの高度化に関する研究 
 

研究分担者 山田 隆志 国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部 室長 

研究協力者 辻井 伸治 国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部 研究員 

研究協力者 栗本 雅之 国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部 研究員 

研究協力者 川村 智子 国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部 研究員 

研究協力者 三浦 稔 国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部 研究員 

研究協力者 大畑 秀雄 国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部 研究員 

研究協力者 田邊 思帆里 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 

研究協力者 小野 敦 岡山大学大学院医歯薬学総合研究科 教授 

 

 

A．研究目的 

WSSD2020 年目標の達成に向け、膨大な

数の試験データを必要とする化学物質の安

全性評価が大きな課題となっており、また、

動物愛護の観点から、動物実験の削減の流

れも着実に進んでいる。このような世界の

動向に対応するため、現状の in silico 評価

技術レベルの向上、適応範囲の拡大、安全性

研究要旨 

本研究では、数万種に及ぶ既存化学物質のヒト健康リスクを効果的に評価するため

に、in silico 手法の高度化と実用化に基づいた強化ストラテジーの構築の一環として、

反復投与毒性について、カテゴリーアプローチモデルの高度化に関する研究を実施し

た。まず、カテゴリーアプローチモデルの適用範囲の拡大・高度化を図るため、国内外

で公開されている反復投与毒性試験のデータを可能な限り入手し統合することで、世界

最大規模のデータベースを構築した。次に、統合により得られた約 2500 物質の反復投

与試験データの活用として、化学物質の影響が最初に現れることが多い血液毒性につい

て、共通する化学構造（部分構造または官能基）を検索（抽出）し、それらに起因する

毒性発現機序の情報を収集・解析することで、既存カテゴリーの同定と精緻化（＝高度

化）に利用すると共に新規カテゴリー候補も見出すことができ、本件統合データベース

が化学物質のヒト健康リスクの評価（予測）に有用であることを明らかにした。 
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評価での実運用が強く求められている。 

近年 OECDでは、AOP（毒性発現経路）

の開発が精力的に進められており、QSAR

の適用が困難と考えられる複雑な毒性エン

ドポイントについては、AOP に基づき in 

silico、in vitro、in vivo の情報を組み合わせ

て化学物質の安全性を評価する統合的アプ

ローチ（IATA）の活用が提案・推奨されて

いる。従って、2020年以降は動物実験への

依存度を軽減しつつ、化学物質が発現しう

るヒトへの毒性を高い精度で予測する in 

silico の評価技術を確立し、IATA に基づい

たヒト健康リスクの評価手法を進化させる

動きが加速すると考えられる。 

本研究では、上記の国際動向に歩調を合わ

せ、新たな評価スキームの開発と実用化を

目指す。本年度は、まず、化学物質の毒性情

報について、網羅的かつ容易に、検索し解析

することができるデータベースを構築する

ため、国内外で公開されている毒性試験デ

ータを、当研究機関の国内外ネットワーク

を活用して可能な限り入手し、世界最大規

模の毒性データベースを構築する。さらに、

統合したデータベースを活用して、反復毒

性についてのカテゴリーアプローチを実践

し、統合データベースが有用性を明らかに

する。即ち、統合データベースの検索・解析

で示唆される化学物質についてカテゴリー

を予測し、さらにそれぞれについて代謝経

路や毒性発現機序に関する情報を収集して

体系的に整理することで、カテゴリーを精

緻化（高度化）し未試験（又は新規）化学物

質の毒性予測の新たなスキームの確立を図

る。 

 

B．研究方法 

国内外で公開されている化学物質の反復

投与毒性試験データについて、信頼性の高

いデータベース（HESS、COSMOS、ToxRef、

RepDose、食品健康影響評価書等、総計約 

2,500物質）から毒性試験データを入手した。

それぞれのデータベースから入手した情報

は、それぞれの構成を調査し、データベース

間で共通または類似する項目を整理し、必

要に応じて修正を加え、データの検索と解

析が容易な形式で、世界最大規模の反復毒

性試験データベースとして統合した。 

統合データベースの有用性評価（バリデ

ーション）は、NO(A)ELの推定根拠となる

ことが多い血液毒性を対象に、体重 1kg 当

たりの１日摂取量が 300mg以下で毒性所見

が認められる物質を検索・収集し、共通する

化学構造（部分構造または特性的な官能基）

からカテゴリーを予測した後、それぞれの

代謝経路や毒性機序に関する情報を別途収

集して化学構造と血液毒性の因果関係を検

討することで、エビデンスに基づく化学物

質のカテゴリーを構築した。また、共通する

化学構造を保有していても血液毒性を発現

しない物質を併せて評価することでカテゴ

リーアプローチの適用範囲の限定等、精緻

化（高度化）を試みる。 

（倫理面への配慮）本研究は動物を用いた

研究を行わないため対象外である。 

 

C．研究結果 

国内外で公開されている信頼性が高い毒

性試験データベースの内、（独）製品評価技

術基盤機構と国衛研が構築した我が国化審

法にかかる化学物質（HESS：709物質）、欧

州共同体 EU から化粧品等に使用される化

学物質（COSMOS：668物質）、米国 EPAか
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らヒト・環境に影響を及ぼす化学物質

（ToxRef：417物質）、から欧州化学工業会

（Cefic）の委託を受け独国フラウンホーフ

ァー研究所が纏めた化学物質（RepDose：939

物質）、内閣府食品安全委員会の委託を受け

国衛研で纏められた食品健康影響評価書の

化学物質（FCSJ：194物質）等、これまでに

総計約 2,500物質の「反復毒性試験データ」

を入手し、共通するデータ項目を整理する

と共に、各データベースに特有のデータ項

目は維持して統合データベースを構築した

（表 1、図 1）。統合に際し、各データ項目

の品質管理（QC）を実施したところ、化学

物質の毒性情報データベースとして最も重

要な化学構造式の情報に誤記や混乱を招く

記述が存在したため、統合データベースで

は米国ケミカル・アブストラクト・サービス

（CAS）記載の化学構造式に統一し、立体異

性体（相対的および光学的）や位置異性体を

有する化学物質については、詳細な化学構

造情報を含む SMILES 表記に修正し、それ

ぞれのCAS登録番号ごとに毒性データを再

帰属した。その結果、これまで既存毒性デー

タベースの利用の際に生じていたと考えら

れる（多くの場合、データベースの利用者は

認知していないかもしれない）、例えば、同

じ平面構造を持つ化学物質の異性体間での

毒性情報の混乱や誤解の問題を解決した。

ただし、構造異性体が複数存在する化学物

質であっても、既存の毒性データがどの異

性体に帰属されるべきかが明らかでない場

合、原典データベースの帰属に従い、CAS登

録番号ごとに毒性データを帰属した。なお、

化学構造情報を修正した場合、原典データ

ベースとの互換性（連携）を維持するため、

出典データベース名の記載と共に、必要に

応じて、平面構造に帰属された CAS登録番

号や SMILES 表記等を併記した。 

 毒性情報の QC については、収録情報の

80％以上（約 52 万データポイント中約 43

万データポイント）が、我が国化審法又は厚

生労働省、米国 EPA又は NTP、OECD 推奨

のテストガイドラインに従い実施されたデ

ータであり信頼性は高いが、収録に使用し

ている用語が原典データベースにより若干

異なっている。統合データベース利用時の

混乱を回避するためには用語の統一もしく

は同義語索引などで作成が必要であるが、

いずれの対応も未だ完了しておらず、改善

課題である。 

以下に、統合データベースに収録されて

いる主な毒性情報の項目を示した。 

⚫ 試験動物（種・性別） 

⚫ 試験物質（純度） 

⚫ 投与量（最大－最小値） 

⚫ 投与経路および方法 

⚫ 投与期間 

⚫ エンドポイント：LO(A)EL／NO(A)EL 

⚫ 標的臓器又は組織 

⚫ 観察所見：生化学パラメータ等の変化 

⚫ 試験動物の挙動等（特記すべき場合） 

⚫ 準拠ガイドライン 

⚫ 試験報告（公開年） 

これらすべての情報は、上述した通り、完

全に化学物質（＝化学構造）の情報と紐づい

ている（帰属されている）ため、任意の項目

（例えば、毒性発現臓器または組織等）の任

意のデータ（毒性を発現する投与量等）を満

足する化学物質（化学構造）を容易に検索

（抽出）することができ、化学構造と毒性レ

ベルや標的エンドポイントとの関係を解析

する際有効に利用することができる（表 2、
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図 2）。 

以上の通り、統合データベースの構築に

より、カテゴリーアプローチに必要な化学

構造（部分構造を含む）と毒性エンドポイン

ト及びその強度や発現条件など、個別又は

複合的に情報収集や解析等、一連の作業が

極めて容易に実行することが可能となり、

より高度なテゴリーアプローチを実施する

基盤が構築できたと考えている。 

次に、統合データベースの有用性を評価

（バリデーション）として、反復投与による

化学物質の毒性予測のカテゴリーアプロー

チの高度化を検討した。 

毒性エンドポイントは、化学物質の

NO(A)ELの推定根拠となることが多い血液

毒性（赤血球数低下、ヘモグロビン量低下、

ヘマトクリット値低下、網赤血球数変動）を

指標）とし、体重 1kg 当たりの 1 日摂取量

が 300mg以下で毒性所見が認められる物質

を検索し、類似（部分）構造を指標に、以下

の 6 つの化学構造のカテゴリー候補を見出

した（表 3）。 

1. アニリン（アリルアミン）類 

2. ニトロベンゼン類 

3. オキシム類 

4. ヒドラジン類 

5. エチレングルコールアルキルエーテル

（EGA） 

6. アリル－X－アリル類 

これらのカテゴリー物質は、血液毒性が

主要な毒性である。多くの場合、肝臓を中心

に他の臓器にも毒性影響があらわれている

が、血液毒性が他の毒性と比べて低用量あ

るいは同レベルから毒性が発現しており、

血液毒性所見（赤血球数低下、ヘモグロビン

量低下、ヘマトクリット値低下、網赤血球数

変動、脾臓における色素沈着）が、NO(A)EL

の推定根拠となっているものが多い。一方、

同一カテゴリーの化学構造を有する物質で、

血液毒性を示さない物質がある。構造の違

いが血液毒性に与える影響を考察しカテゴ

リーの領域を精緻化すること、毒性機序情

報を整理して血液毒性にリンクする測定・

予測可能なキーイベントを同定することが、

信頼性の高いカテゴリーアプローチの適用

のために重要となると考えられる。 

 

D．考察 

統合データベースを利用した血液毒性物

質の評価で見出した 6 つのカテゴリーにつ

いて、それぞれの毒性発現情報を収集し、以

下の通り整理することができた。即ち、カテ

ゴリーに分類したアニリン類とニトロベン

ゼン類の物質は共に、生体内で代謝されて

生成する N－水酸化体が、血中のヘモグロ

ビンを酸化してさらに活性酸素（過酸化水

素やスーパーオキシド）を生成し、血液毒性

を発現する可能性を見出している。また、ア

ゾ化合物やアミド化合物は代謝により、ア

ニリン類を生成し、血液毒性を発現する可

能性がある。 

オキシム類は、ヒドロキシルアミン類と

同様に、グルタチオンパーオキシダーゼや

グルタチオントランスフェラーゼを阻害す

ることで赤血球内のグルタチオンの欠乏を

引き起こし、赤血球の酸化防御機構を低下

させ血液毒性を発現する機序が示唆された。

また、オキシムエステルやオキシムシラン

などは加水分解によりオキシム類を生成し、

血液毒性を発現する可能性がある。 

ヒドラジン類は、主にヘモグロビンを含

む酸化還元反応系で生成する炭素ラジカル
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や活性酸素類がヘモグロビンと反応しその

機能を阻害することで血液毒性を発現する

と考えられるが、その機序は多様で詳細は

不明である(Ortiz de Montellano et al.（1983）, 

Shetlar and Hill (1985)。 

EGAは、機序の詳細に議論もあるが、主

にエチレングリコール構造に由来する細胞

膜親和性により赤血球膜に作用してその構

造や機能が変化することで血液毒性の発現

に寄与している可能性が示唆されている。

EGAのエステル、ジエチレングリコールア

ルキルエーテルは代謝により EGA を生成

し、血液毒性を発現する可能性がある。 

アリル－X－アリル類は、上記カテゴリー

の血液毒性発現機構とは全く異なり、ヘモ

グロビンの４つのサブユニットで形成され

る中央部分の空洞内壁部分やヘム結合サイ

ト近傍の疎水ポケット等に複数の分子が非

特異的に結合することで、ヘモグロビンの

アロステリーに影響を及ぼしその酸素運搬

機能の一部を阻害することで血液毒性を発

現する可能性を示唆する知見が報告されて

いる(Perutz et al. (1986), Shibayama et al. 

(2002), Mehanna and Abraham (1990))。 

次に、カテゴリーアプローチの高度化を

図るため、先ず、各カテゴリーの適用範囲に

ついて検討した。 

アニリン類は、表 3（A）から明らかな通

り、芳香環にアルキル基、アリル基、アルコ

キシル基、ハロゲン又は水酸基が 1 つ若し

くは複数置換していても血液毒性を発現す

ることがわかる。アニリン類の血液毒性を

発現する強度（最低投与量）は、反復投与期

間に依存するため予測は容易ではない。ま

た、複数の異なる官能基を有する場合も、血

液毒性発現するアミノ基の代謝（活性化）

が、分子内の他の官能基の代謝や物質の体

外への排泄等、様々な要因と競合するため、

同様にその強度の正確な予測は難しい。例

えば、CAS 99-09-2 (3-nitro-aniline)は強い血

液毒性を示すが、CAS 99-57-0 (3-nitro-5-

hydroxy-aniline)は、恐らく水酸基由来の水溶

性の増大や二次代謝（抱合）等により体外排

出能が増大した結果、血液毒性を発現しな

いと考えられる。 

ニトロベンゼン類は、（ハロ）アルキル基、

アルコキシル基、（N－アルキル置換）アミ

ノ基、ハロゲン又は水酸基が１つ若しくは

複数置換していても血液毒性を発現するこ

とがわかる。血液毒性の発現強度は、アニリ

ン類と同様、投与期間や他の官能基との競

合や排泄能の影響を受け予想は困難である。

したがって両カテゴリーに属する未試験物

質の血液毒性を、カテゴリーアプローチに

よりスクリーニングレベルで評価するため

には、NOAEL値が最も低いワーストケース

アナログを選択し、そのキースタディの試

験期間を考慮した不確実性係数を適用して、

TDI 値を算出するなどのプロセスが必要と

なると考えられる。毒性レベルをより精緻

に推計する必要があるケースでは、評価対

象物質の in vivoにおけるキネティクスやダ

イナミクスの詳細なデータが必要になると

考えられる。 

オキシム類は、事例が少なく C4の鎖状ア

ルキル基を有する物質のみであり、現状で

はカテゴリーの領域の精緻化は難しい。 

ヒドラジン類は、アシル置換（チオカルボ

ニル基を含む）された誘導体は毒性試験の

最大投与量でも血液パラメータに変動はな

い。無置換又はアルキル若しくはアリル置

換ヒドラジンが、先述した作用機序で血液
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毒性を発現する。 

EGA類は、単量体で最も強い血液毒性を

示し、二重化により減弱する。三量体は、弱

い血液毒性を示す可能性を否定しない

（CAS 112-49-2: PLT↓、RBC 等は変化無し）。

末端の水酸基の置換基は、分岐（CAS 7580-

85-0：t-Bu）を許容し、C1～C4 までのアル

キル基（CAS 112-59-4 (C6) は血液毒性なし）

又はアリル基（CAS 94-74-6）も血液毒性を

示す。一方、他端の水酸基は、カルボン酸に

酸化されることが必須で、当該部分が 2 級

水酸基であるプロピレングリコール誘導体

は、血液毒性を示さない（CAS 108-65-6、

CAS 29911-28-2）。また、EGA 類の血液毒性

発現機序として赤血球膜への親和性に由来

する膜機能の障害が示唆されているが、鎖

長の短い EGA 類がより強い毒性を示すこ

とから、その他の機序の存在も示唆してい

ると考えられる。 

アリル－X－アリル類は、表 3（B）に示

す物質が含まれるが、これらの他にも多数

の類似物質が存在する。また、その作用機序

が他の血液毒性物質とは異なり、非特異的

に複数ヘモグロビンに結合することでアロ

ステリーに影響を与え酸素運搬能の一部を

障害することで血液毒性を発現することが、

高脂血症治療剤として開発されたベザフィ

ブラート等が、ヘモグロビンと結合するこ

とや臨床上の副作用として貧血が起こすこ

とから示唆されている (KEGG DRUG 

Database)。本カテゴリーの物質は、構造や置

換基の変化でヘモグロビンへの結合部位が

異なることが知られており、適用範囲を明

確に規定することは困難であるが、アリル

－X－アリルの部分構造を有する物質が血

液毒性を発現する可能性を予測することに

利用できると考えている。 

続いて、カテゴリーアプローチの更なる

高度化を図るため、同じカテゴリーに属す

る化学構造で血液毒性を発現しない化学物

質について、個々に、統合データベースの毒

性情報や、必要に応じて、統合前のデータベ

ースの毒性情報（毒性試験報告書が入手可

能な場合は、それを含む）等、詳細に検討し

た。結果は、弱い血液毒性は有するものの検

索条件外であったことが主な原因であった

が、稀に毒性データの未記載や不十分な記

述が認められた。また、誤記も少数存在する

ことが判明した。更に、検索そのものや結果

を混乱させる一つの要因として、同じ毒性

情報でも、統合に利用したデータベースに

より、使用している用語や記載方法が異な

る場合があることが判明した。 

以上のことから、信頼性の高いカテゴリ

ーアプローチの適用のためには、精緻化し

たカテゴリー領域を OECD QSAR Toolbox

や HESS などのカテゴリーアプローチ支援

ツールのカテゴリープロファイラーに実装

するとともに、解析結果を知識ベースとし

て整備する必要がある。さらに、今後統合デ

ータベースを有効に活用するためには収載

した毒性情報の整備を再度実施し、統合デ

ータベースの更なる品質の向上が必要であ

る。 

 

E．結論 

国内外で信頼性が確立された化学物質の

毒性情報を入手・統合することで、世界最大

規模の統合データベースを構築した。 

また、統合データベースの有用性評価と

して、反復毒性情報を使用したカテゴリー

アプローチを実践し、予想したカテゴリー
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物質の代謝経路や毒性発現機序等の情報を

収集して体系的に整理することにより、カ

テゴリーの適用範囲を明確にし、カテゴリ

ーアプローチの高度化（精緻化）を行った。 

以上、統合データベースの構築とカテゴ

リーアプローチの高度化の実践により、将

来的に、化学物質のヒト健康に与える影響

の予測の新たなスキームの基盤を構築した。

但し、統合データベースには修正が必要な

課題があることも判明した。 
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表 1．Ms-Excel形式で統合された反復投与毒性データベース 

図 1．部分構造検索を可能とする ChemDraw形式に変換した反復投与毒性データベース 

    

Source CAS No. Chemical Name SMILES(corrected)Data Value Data Unit Purity (%) Strain Endpoint Route Test Organisms (Species)Duration ValueDuration UnitEffect Gender Reliability Organ (Tissue)Tissue Test GuidelineMax Dose Min Dose Dose Unit Examination Items Year ReportedUsable

COSMOS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;di-n-butylorthophthalate;phthalic acid, di-n-butylester;dibutyl phthalate (dbp);1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester;di-n-butyl phthalate (dbup);dibutylphthatlate (dbp);dibutylphthalate;dibutyl-phtalate;ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occcc;1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester di-n-butylorthophthalate di-n-butyl phthalate phthalic acid, di-n-butylester dibutyl phthalate (dbp) 1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester dibutyl phthalate di-n-butyl phthalate (dbup) dibutylphthatlate (dbp) phthalic acid, dibutyl ester dibutylphthalate dibutyl-phtalate ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occccCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC752 mg/kg/day Wistar LOEL Oral (Feed)rat 90 day Triglyceride↓ Male Blood serum (Lipid) Blood chemical examination1972 Yes

COSMOS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;di-n-butylorthophthalate;phthalic acid, di-n-butylester;dibutyl phthalate (dbp);1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester;di-n-butyl phthalate (dbup);dibutylphthatlate (dbp);dibutylphthalate;dibutyl-phtalate;ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occcc;1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester di-n-butylorthophthalate di-n-butyl phthalate phthalic acid, di-n-butylester dibutyl phthalate (dbp) 1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester dibutyl phthalate di-n-butyl phthalate (dbup) dibutylphthatlate (dbp) phthalic acid, dibutyl ester dibutylphthalate dibutyl-phtalate ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occccCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC752 mg/kg/day Wistar LOEL Oral (Feed)rat 90 day Other findings Male Blood serum Blood chemical examination1972 Yes

COSMOS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;di-n-butylorthophthalate;phthalic acid, di-n-butylester;dibutyl phthalate (dbp);1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester;di-n-butyl phthalate (dbup);dibutylphthatlate (dbp);dibutylphthalate;dibutyl-phtalate;ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occcc;1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester di-n-butylorthophthalate di-n-butyl phthalate phthalic acid, di-n-butylester dibutyl phthalate (dbp) 1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester dibutyl phthalate di-n-butyl phthalate (dbup) dibutylphthatlate (dbp) phthalic acid, dibutyl ester dibutylphthalate dibutyl-phtalate ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occccCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC752 mg/kg/day Wistar LOEL Oral (Feed)rat 90 day RBC↓ Male Blood cell (Erythrocyte) Hematological examination 1972 Yes

COSMOS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;di-n-butylorthophthalate;phthalic acid, di-n-butylester;dibutyl phthalate (dbp);1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester;di-n-butyl phthalate (dbup);dibutylphthatlate (dbp);dibutylphthalate;dibutyl-phtalate;ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occcc;1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester di-n-butylorthophthalate di-n-butyl phthalate phthalic acid, di-n-butylester dibutyl phthalate (dbp) 1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester dibutyl phthalate di-n-butyl phthalate (dbup) dibutylphthatlate (dbp) phthalic acid, dibutyl ester dibutylphthalate dibutyl-phtalate ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occccCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC752 mg/kg/day Wistar LOEL Oral (Feed)rat 90 day HGB↓ Male Blood cell (Erythrocyte) Hematological examination 1972 Yes

COSMOS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;di-n-butylorthophthalate;phthalic acid, di-n-butylester;dibutyl phthalate (dbp);1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester;di-n-butyl phthalate (dbup);dibutylphthatlate (dbp);dibutylphthalate;dibutyl-phtalate;ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occcc;1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester di-n-butylorthophthalate di-n-butyl phthalate phthalic acid, di-n-butylester dibutyl phthalate (dbp) 1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester dibutyl phthalate di-n-butyl phthalate (dbup) dibutylphthatlate (dbp) phthalic acid, dibutyl ester dibutylphthalate dibutyl-phtalate ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occccCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC752 mg/kg/day Wistar LOEL Oral (Feed)rat 90 day HCT↓ Male Blood cell (Erythrocyte) Hematological examination 1972 Yes

COSMOS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;di-n-butylorthophthalate;phthalic acid, di-n-butylester;dibutyl phthalate (dbp);1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester;di-n-butyl phthalate (dbup);dibutylphthatlate (dbp);dibutylphthalate;dibutyl-phtalate;ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occcc;1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester di-n-butylorthophthalate di-n-butyl phthalate phthalic acid, di-n-butylester dibutyl phthalate (dbp) 1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester dibutyl phthalate di-n-butyl phthalate (dbup) dibutylphthatlate (dbp) phthalic acid, dibutyl ester dibutylphthalate dibutyl-phtalate ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occccCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC752 mg/kg/day Wistar LOEL Oral (Feed)rat 90 day Absolute organ weight↑Male Liver Organ weights 1972 Yes

COSMOS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;di-n-butylorthophthalate;phthalic acid, di-n-butylester;dibutyl phthalate (dbp);1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester;di-n-butyl phthalate (dbup);dibutylphthatlate (dbp);dibutylphthalate;dibutyl-phtalate;ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occcc;1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester di-n-butylorthophthalate di-n-butyl phthalate phthalic acid, di-n-butylester dibutyl phthalate (dbp) 1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester dibutyl phthalate di-n-butyl phthalate (dbup) dibutylphthatlate (dbp) phthalic acid, dibutyl ester dibutylphthalate dibutyl-phtalate ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occccCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC752 mg/kg/day Wistar LOEL Oral (Feed)rat 90 day Relative organ weight↑Male Liver Organ weights 1972 Yes

COSMOS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;di-n-butylorthophthalate;phthalic acid, di-n-butylester;dibutyl phthalate (dbp);1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester;di-n-butyl phthalate (dbup);dibutylphthatlate (dbp);dibutylphthalate;dibutyl-phtalate;ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occcc;1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester di-n-butylorthophthalate di-n-butyl phthalate phthalic acid, di-n-butylester dibutyl phthalate (dbp) 1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester dibutyl phthalate di-n-butyl phthalate (dbup) dibutylphthatlate (dbp) phthalic acid, dibutyl ester dibutylphthalate dibutyl-phtalate ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occccCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC752 mg/kg/day Wistar LOEL Oral (Feed)rat 90 day Body weight↓ Male Whole body General signs 1972 Yes

COSMOS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;di-n-butylorthophthalate;phthalic acid, di-n-butylester;dibutyl phthalate (dbp);1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester;di-n-butyl phthalate (dbup);dibutylphthatlate (dbp);dibutylphthalate;dibutyl-phtalate;ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occcc;1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester di-n-butylorthophthalate di-n-butyl phthalate phthalic acid, di-n-butylester dibutyl phthalate (dbp) 1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester dibutyl phthalate di-n-butyl phthalate (dbup) dibutylphthatlate (dbp) phthalic acid, dibutyl ester dibutylphthalate dibutyl-phtalate ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occccCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC752 mg/kg/day Wistar LOEL Oral (Feed)rat 90 day Triglyceride↓ Male Blood serum (Lipid) Blood chemical examination1972 Yes

COSMOS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;di-n-butylorthophthalate;phthalic acid, di-n-butylester;dibutyl phthalate (dbp);1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester;di-n-butyl phthalate (dbup);dibutylphthatlate (dbp);dibutylphthalate;dibutyl-phtalate;ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occcc;1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester di-n-butylorthophthalate di-n-butyl phthalate phthalic acid, di-n-butylester dibutyl phthalate (dbp) 1,2-benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester dibutyl phthalate di-n-butyl phthalate (dbup) dibutylphthatlate (dbp) phthalic acid, dibutyl ester dibutylphthalate dibutyl-phtalate ccccoc(=o)c1=cc=cc=c1c(=o)occccCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC752 mg/kg/day Wistar LOEL Oral (Feed)rat 90 day Other findings Male Blood serum Blood chemical examination1972 Yes

Fraunhofer RepDose 84-74-2 1,2-Benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester|1,2-Benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester|1,2-Benzenedicarboxylic_acid,_dibutyl_ester|dbp|DI-N-BUTYL PHTHALATE|di-n-butyl phthalate (dbup)|Di-n-butyl_phthalate_(DBuP)|DI-N-BUTYLORTHOPHTHALATE|Dibutyl-phtalate|Dibutyl phthalate|DIBUTYL PHTHALATE (DBP)|dibutyl_phthalate|dibutylphthalate|dibutylphthatlate (dbp)|PHTHALIC ACID, DI-N-BUTYLESTER|Phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC420 mg/kg/day Sprague-DawleyLOEL Feed rat 21 day Cholesterol male B clinical chemistry Yes

Fraunhofer RepDose 84-74-2 1,2-Benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester|1,2-Benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester|1,2-Benzenedicarboxylic_acid,_dibutyl_ester|dbp|DI-N-BUTYL PHTHALATE|di-n-butyl phthalate (dbup)|Di-n-butyl_phthalate_(DBuP)|DI-N-BUTYLORTHOPHTHALATE|Dibutyl-phtalate|Dibutyl phthalate|DIBUTYL PHTHALATE (DBP)|dibutyl_phthalate|dibutylphthalate|dibutylphthatlate (dbp)|PHTHALIC ACID, DI-N-BUTYLESTER|Phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC420 mg/kg/day Sprague-DawleyLOEL Feed rat 21 day Changes in Organ Structuremale B liver Yes

Fraunhofer RepDose 84-74-2 1,2-Benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester|1,2-Benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester|1,2-Benzenedicarboxylic_acid,_dibutyl_ester|dbp|DI-N-BUTYL PHTHALATE|di-n-butyl phthalate (dbup)|Di-n-butyl_phthalate_(DBuP)|DI-N-BUTYLORTHOPHTHALATE|Dibutyl-phtalate|Dibutyl phthalate|DIBUTYL PHTHALATE (DBP)|dibutyl_phthalate|dibutylphthalate|dibutylphthatlate (dbp)|PHTHALIC ACID, DI-N-BUTYLESTER|Phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC420 mg/kg/day Sprague-DawleyLOEL Feed rat 21 day Functional Disordersmale B liver Yes

Fraunhofer RepDose 84-74-2 1,2-Benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester|1,2-Benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester|1,2-Benzenedicarboxylic_acid,_dibutyl_ester|dbp|DI-N-BUTYL PHTHALATE|di-n-butyl phthalate (dbup)|Di-n-butyl_phthalate_(DBuP)|DI-N-BUTYLORTHOPHTHALATE|Dibutyl-phtalate|Dibutyl phthalate|DIBUTYL PHTHALATE (DBP)|dibutyl_phthalate|dibutylphthalate|dibutylphthatlate (dbp)|PHTHALIC ACID, DI-N-BUTYLESTER|Phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC5235 mg/kg/day Wistar LOEL Gavage rat 21 day Mortality Increasedfemale B clinical symptoms Yes

Fraunhofer RepDose 84-74-2 1,2-Benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester|1,2-Benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester|1,2-Benzenedicarboxylic_acid,_dibutyl_ester|dbp|DI-N-BUTYL PHTHALATE|di-n-butyl phthalate (dbup)|Di-n-butyl_phthalate_(DBuP)|DI-N-BUTYLORTHOPHTHALATE|Dibutyl-phtalate|Dibutyl phthalate|DIBUTYL PHTHALATE (DBP)|dibutyl_phthalate|dibutylphthalate|dibutylphthatlate (dbp)|PHTHALIC ACID, DI-N-BUTYLESTER|Phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC5235 mg/kg/day Wistar LOEL Gavage rat 21 day Weight Increased female B kidney Yes

Fraunhofer RepDose 84-74-2 1,2-Benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester|1,2-Benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester|1,2-Benzenedicarboxylic_acid,_dibutyl_ester|dbp|DI-N-BUTYL PHTHALATE|di-n-butyl phthalate (dbup)|Di-n-butyl_phthalate_(DBuP)|DI-N-BUTYLORTHOPHTHALATE|Dibutyl-phtalate|Dibutyl phthalate|DIBUTYL PHTHALATE (DBP)|dibutyl_phthalate|dibutylphthalate|dibutylphthatlate (dbp)|PHTHALIC ACID, DI-N-BUTYLESTER|Phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC1047 mg/kg/day Wistar LOEL Gavage rat 21 day Changes in Organ Structurefemale B liver Yes

Fraunhofer RepDose 84-74-2 1,2-Benzenedicarboxylic acid, 1,2-dibutyl ester|1,2-Benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester|1,2-Benzenedicarboxylic_acid,_dibutyl_ester|dbp|DI-N-BUTYL PHTHALATE|di-n-butyl phthalate (dbup)|Di-n-butyl_phthalate_(DBuP)|DI-N-BUTYLORTHOPHTHALATE|Dibutyl-phtalate|Dibutyl phthalate|DIBUTYL PHTHALATE (DBP)|dibutyl_phthalate|dibutylphthalate|dibutylphthatlate (dbp)|PHTHALIC ACID, DI-N-BUTYLESTER|Phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC1047 mg/kg/day Wistar LOEL Gavage rat 21 day Changes in Organ Structurefemale B spleen Yes

FSCJ 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate (dbp)CCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC120 mg/kg/day Wistar NOEL Gavage Rat 3 month Total Male Whole bodyNo description 1200 120 mg/kg/dayNOAEL/LOAEL 2004 Yes

FSCJ 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate (dbp)CCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC120 mg/kg/day Wistar NOEL Gavage Rat 3 month Relative organ weight↑Male Liver No description 1200 120 mg/kg/dayOrgan weights 2004 Yes

FSCJ 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate (dbp)CCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC120 mg/kg/day Wistar NOEL Gavage Rat 3 month Total Female Whole bodyNo description 1200 120 mg/kg/dayNOAEL/LOAEL 2004 Yes

FSCJ 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate (dbp)CCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC120 mg/kg/day Wistar NOEL Gavage Rat 3 month Relative organ weight↑Female No descriptionLiver No description 1200 120 mg/kg/dayOrgan weights 2004 Yes

FSCJ 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate (dbp)CCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC142 mg/kg/day No descriptionWistar NOEL Feed Rat 3 month Total Male No descriptionWhole bodyNo description 688 27 mg/kg/dayNOAEL/LOAEL 2000 Yes

FSCJ 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate (dbp)CCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC142 mg/kg/day No descriptionWistar NOEL Feed Rat 3 month RBC↓ Male No descriptionBlood cell (Erythrocyte)No description 688 27 mg/kg/dayHematological examination 2000 Yes

FSCJ 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate (dbp)CCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC142 mg/kg/day No descriptionWistar NOEL Feed Rat 3 month HGB↓ Male No descriptionBlood cell (Erythrocyte)No description 688 27 mg/kg/dayHematological examination 2000 Yes

FSCJ 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate (dbp)CCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC142 mg/kg/day No descriptionWistar NOEL Feed Rat 3 month HCT↓ Male No descriptionBlood cell (Erythrocyte)No description 688 27 mg/kg/dayHematological examination 2000 Yes

FSCJ 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate (dbp)CCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC142 mg/kg/day No descriptionWistar NOEL Feed Rat 3 month Alb↑ Male No descriptionBlood serum (Enzyme)No description 688 27 mg/kg/dayBlood chemical examination2000 Yes

FSCJ 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate (dbp)CCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC142 mg/kg/day No descriptionWistar NOEL Feed Rat 3 month Triglyceride↓ Male No descriptionBlood serum (Lipid)No description 688 27 mg/kg/dayBlood chemical examination2000 Yes

HESS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC138 mg/kg/day ≧98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day Total Male FDA GLP Whole body NTP  short-term2500 138 mg/kg/dayNOEL/LOEL 1995 Yes

HESS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC138 mg/kg/day ≧98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day Triglyceride↓ Male FDA GLP Blood serum (Lipid) NTP  short-term2500 138 mg/kg/dayBlood chemical examination1995 Yes

HESS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC279 mg/kg/day ≧98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day RBC↓ Male FDA GLP Blood cell (Erythrocyte)NTP  short-term2500 138 mg/kg/dayHematological examination 1995 Yes

HESS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC279 mg/kg/day ≧98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day HGB↓ Male FDA GLP Blood cell (Erythrocyte)NTP  short-term2500 138 mg/kg/dayHematological examination 1995 Yes

HESS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC279 mg/kg/day ≧98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day PLT↑ Male FDA GLP Blood cell (Platelet) NTP  short-term2500 138 mg/kg/dayHematological examination 1995 Yes

HESS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC279 mg/kg/day ≧98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day Alb↓ Male FDA GLP Blood serum (Enzyme)NTP  short-term2500 138 mg/kg/dayBlood chemical examination1995 Yes

HESS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC279 mg/kg/day ≧98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day Absolute organ weight↑Male FDA GLP Liver NTP  short-term2500 138 mg/kg/dayOrgan weights 1995 Yes

HESS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC279 mg/kg/day ≧98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day Relative organ weight↑Male FDA GLP Liver NTP  short-term2500 138 mg/kg/dayOrgan weights 1995 Yes

HESS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC294 mg/kg/day ≧98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day Total Female FDA GLP Whole body NTP  short-term2450 147 mg/kg/dayNOEL/LOEL 1995 Yes

HESS 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC294 mg/kg/day ≧98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day Other findings Female FDA GLP Blood serum NTP  short-term2450 147 mg/kg/dayBlood chemical examination1995 Yes

ToxRef 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC2000 mg/kg/day 98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day Alb↑ Male Blood serum (Enzyme)Subchronic oral toxicity in rodents2000 125 mg/kg/dayBlood chemical examination1995 Yes

ToxRef 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC2000 mg/kg/day 98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day Other findings Male Blood serum Subchronic oral toxicity in rodents2000 125 mg/kg/dayBlood chemical examination1995 Yes

ToxRef 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC2000 mg/kg/day 98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day T. cholesterol↓ Male Blood serum (Lipid) Subchronic oral toxicity in rodents2000 125 mg/kg/dayBlood chemical examination1995 Yes

ToxRef 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC2000 mg/kg/day 98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day ALP↑ Male Blood serum (Enzyme)Subchronic oral toxicity in rodents2000 125 mg/kg/dayBlood chemical examination1995 Yes

ToxRef 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC2000 mg/kg/day 98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day Relative organ weight↑Male Testis Subchronic oral toxicity in rodents2000 125 mg/kg/dayOrgan weights 1995 Yes

ToxRef 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC2000 mg/kg/day 98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day Absolute organ weight↑Male Testis Subchronic oral toxicity in rodents2000 125 mg/kg/dayOrgan weights 1995 Yes

ToxRef 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC2000 mg/kg/day 98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day Relative organ weight↑Male Liver Subchronic oral toxicity in rodents2000 125 mg/kg/dayOrgan weights 1995 Yes

ToxRef 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC2000 mg/kg/day 98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day T. protein↓ Male Blood serum (Enzyme)Subchronic oral toxicity in rodents2000 125 mg/kg/dayBlood chemical examination1995 Yes

ToxRef 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC2000 mg/kg/day 98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day Relative organ weight↑Male Kidney Subchronic oral toxicity in rodents2000 125 mg/kg/dayOrgan weights 1995 Yes

ToxRef 84-74-2 1,2-benzenedicarboxylic acid, dibutyl ester;dibutyl phthalate;di-n-butyl phthalate;phthalic acid, dibutyl esterCCCCOC(=O)C1=CC=CC=C1C(=O)OCCCC2000 mg/kg/day 98 F344 LOEL Oral (Feed)Rat 91 day PLT↑ Male Blood cell (Platelet) Subchronic oral toxicity in rodents2000 125 mg/kg/dayHematological examination 1995 Yes
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表 2 反復投与毒性データベースの活用：化審法有害性クラス 2・ 

クラス外相当物質をソートした例 

 

  



- 49 - 

 

 

 

 

図2 反復投与毒性データベースの活用：亜急性試験を対象とした標的器官ごとに影響

を及ぼす化学物質のLO(A)ELと物質数 
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表 3（A） アニリンカテゴリー 

 

 

CAS Structure

S
tu

d
y
 d

u
ra

tio
n

B
lo

o
d

H
e
a
rt

B
ra

in

S
p
in

a
l C

o
rd

L
u
n
g

S
k
e
le

ta
l m

u
s
c
le

A
d
re

n
a
l

M
a
m

m
a
ry

 g
la

n
d

T
h
y
ro

id

P
itu

ita
ry

P
a
n
c
re

a
s

L
a
rg

e
 in

te
s
tin

e

(C
e
c
u
m

/C
o
lo

n
)

L
iv

e
r

S
a
liv

a
ry

 g
la

n
d

S
m

a
ll 

in
te

s
tin

e

(D
u
o
d
e
n
u
m

)

S
to

m
a
c
h

B
o
n
e
 m

a
rr

o
w

L
y
m

p
h
 n

o
d
e

S
p
le

e
n

T
h
y
m

u
s

E
p
id

id
y
m

is

P
ro

s
ta

te

S
e
m

in
a
l v

e
s
ic

le

T
e
s
tis

O
v
a
ry

U
te

ru
s

K
id

n
e
y

U
ri
n
a
ry

 b
la

d
d
e
r

20265-96-7 91ｄ

103-69-5 28ｄ

95-51-2
93d

(5d/w)

108-42-9 93ｄ

156-43-4 28ｄ

578-54-1 42ｄ

536-90-3 50ｄ

99-88-7 48ｄ

122-42-9 90ｄ

90-41-5 28ｄ

108-44-1 42ｄ

14861-17-7 28ｄ

95-64-7 28ｄ

87-62-7 42ｄ

95-78-3 28ｄ

2185-92-4 91-92ｄ

99-09-2 28ｄ

89-63-4 42ｄ

97-52-9 28ｄ



- 51 - 

 

 

 

 

表 3（B） アリル－X－アリルカテゴリー 
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平成 30年度 厚生労働行政推進調査事業費（化学物質リスク研究事業） 

 

研究課題名：インシリコ予測技術の高度化・実用化に基づく化学物質の 

ヒト健康リスクの評価ストラテジーの開発 

（H30-化学-指定-005） 

 

分担研究報告書 

反復投与毒性の AOPキーイベントリードアクロスモデルの精度向上に関する研究 

 

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 

研究協力者 山田 隆志 国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部 室長 

研究協力者 城島 光司 国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部 研究生 

研究協力者 田邊 思帆里 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 

研究協力者 五十嵐 智女 国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部 研究助手 

研究協力者 鈴木 洋 国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部 研究員 

研究協力者 川村 智子 国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部 研究員 

 

 

研究要旨 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

らに向上させることができることも示された。 
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A．研究目的 

近年の化学物質の規制に関わる国際的な

関心は、化学物質の安全性評価において動

物実験を用いた試験だけに頼ることなく、

化学物質曝露による有害作用を同定し評価

するための評価ストラテジーを確立するこ

とにあり、その中において構造活性相関

(QSAR)やカテゴリーアプローチなどの in 

silico 手法を用いたコンピュータトキシコ

ロジーは重要な位置づけでもあり、発展の

望まれる研究分野である。本研究では、反復

投与毒性の毒性予測モデル開発の一環とし

て、肝毒性に焦点を当ててきたが、従前の構

造情報と毒性情報との相関性を基にした肝

毒性アラートを作成してきた手法に代えて、

肝毒性エンドポイントに関連する key event

情報を収集し、毒性試験結果で得られた肝

毒性物質の毒性プロファイルと組み合わせ

ることによる新たなアプローチを用いた肝

毒性の予測モデルの作成を行うことを目的

とする。 

 

B．研究方法 

B-1. In vivoデータの収集 

肝毒性予測モデル構築のためのMIE情報

を検索するための化学構造を持つ化学物質

の in vivoデータと、外部検証に用いるため

の in vivoデータを収集した。MIE 検索用デ

ータは内部検証としても用いた。MIE 検索

用データは、HESS (Hazard Evaluation Support 

System)と医薬基盤・健康・栄養研究所が提

供する Open TG-GATEs (Toxicogenomics 

Project-Genomics Assisted Toxicity Evaluation 

System)の反復投与毒性試験情報(HESS：約

700試験、Open TG-GATEs：約 150試験)か

ら収集した。肝臓の臓器重量変化および病

理組織学的変化の所見における LOEL(最小

影響量) Liverが 50 mg/kg/day以下の被験物質

を肝毒性陽性物質とし、LOEL Liver 1000 

mg/kg/day 以上の物質を肝毒性陰性物質と

し、陽性物質：170物質、陰性物質：173物

質を収集した。外部検証用データセットと

しては US EPA が提供する ToxRefDB 

(Toxicity Reference Database)に収載された反

復投与毒性試験(約 500試験)の情報から、上

記の基準に従い肝毒性陽性物質：128物質、

陰性物質：72物質を収集した。 

B-2. MIE情報の収集 

肝毒性と関連すると思われる分子キーイ

ベント（MIE）を測定した in vitro 試験のデ

ータを PubChem BioAssay から収集した。

収集基準は次の(1)~(4)の条件を満たすもの

とした。 

(1) 標的タンパクが明示されていること 

(2) 試験されている物質数が 100以上 

(3) 試験結果のうち陽性(Active)の物質数

が 4以上である 

(4) 試験結果のうち、肝毒性陽性物質数の

割合が 0.7以上であること。 

さらに収集した in vitro試験データの中か

ら、肝毒性と関連性のあるタンパク質の絞

り込みを行うため、QIAGEN 社が提供する

遺伝子パスウェイ解析ソフトウェアの IPA 

(Ingenuity Pathway Analysis)から肝毒性に関

する ToxList に記載されている MIE 情報で

絞り込みを行った。その結果、肝毒性と関連

性のあるMIE として 47の in vitro 試験デー

タを収集した。核内受容体および芳香族炭

化水素受容体のシグナル攪乱に関する試験

は 24 試験、CYP の阻害試験は 12 試験、そ

の他各種シグナル活性化や阻害を測定した

試験 11 試験から各種物質の in vitro 試験デ

ータを収集した。 
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（倫理面への配慮）本研究は動物を用いた

研究を行わないため対象外である。 

 

C．研究結果 

C-1. 予測モデルの構築 

収集した 47 の in vitro 試験データを用い

て肝毒性予測モデルを構築した。予測のプ

ロセスの原則としては、クエリー（予測対

象）物質についてそれぞれの in vitro試験デ

ータに含まれていた場合にその試験結果

（Active or Inactive）をそれぞれ陽性/陰性の

判定とした。この予測方法は、収集した in 

vitro 試験で測定されている分子キーイベン

トが引き起されると肝毒性発現につながる

であろうという仮説から設定している。し

かし、全てのクエリー物質に in vitro試験デ

ータが存在するとは限らないので、予測手

法として、2 つのモデル（Model A および

Model B）を構築した。 

Model A：このModelでは、クエリー物質の

構造と一致する in vitro被験物質の試験結果

を採用する。構造の一致する被験物質が存

在しない in vitro試験については、試験結果

の採用は行わない。 

Model B：このModelでは、Model Aの判定

に使用できた物質に加えて、類似する被験

物質の試験結果も採用する。類似物資とし

ては、クエリー物質と分子類似度の最も高

い被験物質の試験結果を採用する。しかし、

被験物質の分子類似度が予め設定した閾値

を超えていない場合は試験結果の採用を行

わないことにした。分子類似度の算出には

比較する物質同士の Morgan Fingerprint 

(Feature Definition、半径 3、2048 ビット)か

ら Dice係数を用いて算出した。 

モデルの構築はプログラミング言語であ

る Python (version 2.7.12) を用い、構造情報

の InChIKey や Morgan Fingerprint の生成、

およびDice係数の計算にはオープンソース

のケモインフォマティクスソフトウェアで

ある RDKitを使用した。 

C-2. 予測モデルの検証 

作成したModel A およびModel B の予測

性能を検証として、内部検証用には HESS-

TGP データセットを、外部検証用には

ToxRefDBデータセットを用いた。比較対象

の毒性予測モデルとして、Lhasa社が提供す

る知識ベース毒性予測モデルの Derek 

Nexusを用いた。Derek Nexus の予測の条件

としては、肝毒性アラートの Level of 

Likelihood( 毒性発現の確からしさ ) を

Equivocal(7 段階の真ん中)以上に設定した。

また、Model Aと Derek Nexus のどちらか一

方でも陽性と予測した時の予測性能も検証

した(Model A + Derek)。 

HESS-TGP データセットを用いて内部検

証の結果、各モデルのクロス集計表と、肝毒

性予測性能は以下のとおりであった。 

Model Aのクロス集計表 

 
予測（Model A） 

陽性 陰性 

in vivo肝

毒性 

陽性 84 86 

陰性 27 146 

Model Bのクロス集計表 

 
予測（Model B） 

陽性 陰性 

in vivo肝

毒性 

陽性 88 82 

陰性 37 136 
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HESS-TGP データセットに対する肝毒性予

測性能 

 
Model 

A 

Model 

B 
Derek 

Model A 

+ Derek 

感度 0.49 0.52 0.44 0.72 

特異度 0.84 0.79 0.82 0.69 

陽性的中率 0.76 0.70 0.72 0.70 

F値 0.60 0.60 0.55 0.71 

正確度 0.67 0.65 0.63 0.71 

 

感度は Model A で 0.49 であった。Model 

B では Model A よりも真陽性が 4 物質増え

たために、感度は上昇し、0.52 であった。

特異度は Model A で 0.84 となった。Model 

B では、偽陽性がModel A よりも 10物質増

加したため、特異度は 0.79に減少した。そ

のほか陽性的中率、F値、正確度については

Model BがModel Aを下回った。Derek Nexus

との比較では、Model A, Model B ともに

Derek Nexusより高い感度となった。Model 

A では全ての評価指標で Derek Nexus より

も高い数値が得られた。Model A + Derekで

はそれぞれのモデルと比べて特異度が低下

したが、感度が 0.7を超え、F値と正確度で

最も高い数値となった。 

肝毒性予測に寄与した in vitro試験データ

を解析するために、Model A についての in 

vitro 試験データごとに F 値を計算した結果、

最も高い F値が得られた in vitro試験データ

は甲状腺ホルモン受容体(Thrb)シグナルの

抑制に関する試験データで、次いでアンド

ロゲン受容体(AR)のアンタゴニスト試験と

CYP2C9の阻害試験のデータとなった。F値

の高い上位 10 データの各々の感度は低い

が、陽性適中率はどれも 0.75 以上と高いも

のであった。 

ToxRefDB データセットを用いての外部

検証の結果、各モデルのクロス集計表と、肝

毒性予測性能は以下のとおりであった。 

Model Aのクロス集計表 

 
予測（Model A） 

陽性 陰性 

in vivo肝

毒性 

陽性 88 40 

陰性 19 53 

Model Bのクロス集計表 

 
予測（Model B） 

陽性 陰性 

in vivo肝

毒性 

陽性 95 33 

陰性 20 52 

 

HESS-TGP データセットに対する肝毒性予測性能 

 
Model 

A 

Model 

B 
Derek 

Model A 

+ Derek 

感度 0.69 0.74 0.43 0.81 

特異度 0.74 0.72 0.78 0.61 

陽性的中率 0.82 0.83 0.78 0.79 

F値 0.75 0.78 0.55 0.80 

正確度 0.71 0.74 0.55 0.74 

 

Model A は感度が 0.69、特異度が 0.74 と

なり、HESS-TGP データセットを用いた時

より感度が高くなった一方で特異度が減少

した。またModel BではModel A と比較し

て特異度の減少に対する感度の上昇が大き

く、陽性的中率、F値、正確度のいずれにお

いてもModel Aを上回った。Model A, Model 

B ともに Derek Nexus と比較して特異度は

下回った。一方で Derek Nexus の感度は 0.5

以下であったことに対して、Model A およ

び Model B は 0.7 前後の感度が得られた。

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

試験データごとに F 値を計算した結果、

HESS-TGP データセットと同じくアンドロ

ゲン受容体(AR)と甲状腺ホルモン受容体

(Thrb)のアンタゴニストを測定した試験デ

ータが上位 2位の高い F値を示した。一方、

HESS-TGP データセットで上位を占めてい

た CYP の阻害に関する試験に代わって、エ

ストロゲン受容体(ER)や CAR などの核内

受容体のシグナル攪乱に関する試験のデー

タが上位に入った。F値の高い上位 10デー

タの各々の感度は低いが、陽性適中率はど

れも 0.83以上とHESS-TGPデータセットの

場合よりも高いものであった。 

 

D．考察 

 本研究で作成した Model A の予測性能に

ついては、内部検証用の HESS-TGP データ

セットに対する全ての評価指標（感度、特異

度、陽性的中率、F値、正確度）と外部検証

用の ToxRefDB データセットに対する特異

度以外の評価指標は Derek Nexus を上回っ

た。このことから、本研究で用意したデータ

セットに対して、Model Aは Derek Nexusよ

りも高い予測性能を有していることが明ら

かになった。Derek Nexusの構造アラートに

よるアプローチと比べて、Model A によっ

てカバーされる肝毒性陽性物質のケミカル

スペースが幅広いことが要因の一つである

と考えられた。例えば、ToxRefDBデータセ

ットの肝毒性陽性物質に対して最も多くヒ

ットした Derek Nexus のアラートは

「Phenylalkyltriazole or analogue」であるが、

肝毒性陽性物質全体のケミカルスペースの

中でカバーしている範囲は狭い。これに対

して Model A で最もヒットしたアンドロゲ

ン 受 容 体 (AR) ア ン タ ゴ ニ ス ト 試 験

(AID:1259243)では、広いケミカルスペース

をカバーしているため、in vitro試験データ

を利用した Model A が Derek Nexus より高

い予測性能を示したと推測される。 

Derek Nexus（左）と Model A（右）がカバーするケ

ミカルスペースの例（ToxRefDB データセットの肝

毒性陽性物質について分子類似度を用いて距離行

列を作成し、多次元尺度構成法で 2 次元に配置し

た。） 

 

 一方、収集された in vitro試験データの多

くは内部検証だけでなく、外部検証用の

ToxRefDB データセットにおいても高い陽

性的中率を有しており、これらが測定の対

象としている分子キーイベントは何等かの

形で肝毒性に寄与していると考えられる。

例えば、肝毒性予測に対して高い F 値を達

成した核内受容体のシグナル攪乱に関する

化学物質については、肝臓における様々な

内在性代謝への影響や、細胞の肥大・増殖な

どとの関連性を示唆する研究報告が知られ

ているほか、CYP 阻害の肝毒性影響に対す

る機序的な関連性についてはよく解明され

ていないが、一部は化学物質が CYP 分子種

の阻害剤として作用することにより、肝臓

における内在性リガンドの代謝を抑制する

可能性、あるいは化学物質が CYP 分子種の

基質として作用して反応性代謝物が生成し、

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

報告されている。 

 一方、知識ベースの Derek Nexus より感

度は上がったとは言え、未だ相当数の偽陰

性物質が存在する。これは、未だ肝毒性に関

するMIE情報が不足していることを示すも

のであるが、それだけではない。HESS-TGP

データセットにおいて Model A で偽陰性と

なり Derek Nexus で真陽性となった物質に

ついて Derek Nexus のアラート数を解析す

ると「Aromatic nitro compound」「Halobenzene」

「Halogenated hydrocarbon」に 6物質が含ま

れていた。このうち、「Halobenzene」と

「Halogenated hydrocarbon」については、ハ

ロゲン化物の多くは CYP2E1 による代謝活

性化が毒性発現に関与していると考えられ

ているが、本研究で収集した in vitro試験デ

ータの中に CYP2E1 に関する試験は含まれ

ていなかった。「Aromatic nitro compound」

も Derek Nexus によると毒性発現に代謝が

関与しているとされている。同様に

ToxRefDB データセットに対する Model A

の偽陰性物質については「Phenoxyacetic acid 

or derivative」のアラートが多く、このアラ

ートも代謝活性化が毒性発現に関与してい

るとされている。この様に Model A で偽陰

性となる物質の特徴の１つに代謝活性化の

関与が考えられた。 

 一方、本研究で作成した肝毒性予測モデ

ルの予測性能を下げる偽陽性の要因として、

ADME の影響が考えられ、その１つに、経

口アベイラビリティの影響が挙げられる。

経口バイオアベイラビリティに影響する化

学記述子として TPSA (Topological Polar 

Surface Area) と RBC (Rotatable Bond Count) 

が提案されており、RBC > 10 または TPSA 

> 140 で経口アベイラビリティが低くなる

ことが示されている。HESS-TGP データセ

ットの解析では、RBC > 10 または TPSA > 

140である物質の多くは肝毒性陰性であり、

これらの記述子等を用いて経口バイオアベ

イラビリティが低い物質をあらかじめ予測

することにより、予測性能を向上させるこ

とができる可能性がある。また、排泄の影響

も考えられた。HESS-TGP データセットお

よび ToxRefDB データセットでスルホ基を

持つ物質は全部で 22 物質あり、その内 21

物質が肝毒性陰性であったが、Model A に

偽陽性となった物質が 5 物質含まれていた。

スルホ基を持つ物質は、硫酸抱合反応など

で速やかに体内から排泄され、肝毒性影響

が軽減されると考えられる。この様な

ADME を考慮することにより偽陽性を減ら

すことができる可能性が示された。 

 

E．結論 

H30 年度は、化学物質の主要な標的臓器

である肝臓に対して、従来の化学構造情報

のみを基にした肝毒性構造アラート作成に

代わる新たなアプローチとして、AOP の一

部である分子キーイベント（MIE）情報に基

づいた in vitro試験データを用いた肝毒性予

測モデルの作成を試みた。MIE 情報を検索

するための化学物質の in vivo データソース

としては HESS と Open TG-GATEs の反復

投与毒性試験情報を用い、外部検証として

ToxRefDB の反復投与毒性試験情報を適用

した。一方、PubChem BioAssayより肝毒性

と関連性のあるMIE として 47の in vitro試

験データを収集した。予測対象物質そのも

の（Model A）あるいは類似化合物（Model 

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

（Active or Inactive）を肝毒性の陽性と陰性

を判定する 2 種類の予測モデルを作成した。

予測モデルは、既存の知識ベース毒性予測

モデル Derek Nexus と比較して幅広いケミ

カルスペースをカバーしており、高い予測

性能を有していることが示された。また、

Model B は、最適な類似度の設定を模索す

ることで、より幅広いケミカルスペースを

対象とすることでより感度の高い予測性能

の高いモデルに発展していくことが期待で

きた。一方で、本モデルでカバー出来ていな

い毒性機序の存在や、 in vivo における

ADME の影響を考慮することにより、予測

性能をさらに向上させることができること

も示された。 
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A．研究目的 

WSSD2020 年目標の達成に向けて、有害

性情報が欠如した多くの化学物質の健康リ

スクの評価の実施が大きな課題となってい

る。また、動物福祉の観点から実験動物を用

いた毒性試験を削減する流れも着実に進ん

でいる。こうした状況に対応するためには、

in silico の有害性評価技術の信頼性の向上

と適用範囲の拡大が必要である。 

研究要旨 

カテゴリーアプローチは、動物試験の代替法として有害性評価での活用が期待されて

いる。化学物質の有害性は、標的部位への到達用量や反応性代謝物量等に大きく依存す

るため、有害性指標をより適切にカテゴリーアプローチで推定するには体内動態を考慮

することが重要である。そこで、我々は生理学的薬物動力学（PBPK）モデルで推定さ

れるトキシコキネティクスの情報を加味して、より適切な判断が可能となることを目指

し、既報の PBPK モデルパラメータ値を収集し、約 100 文献から約 170 物質の分配係数

（血液/空気、組織/血液等）と代謝パラメータ（Vmax、Km）についてカテゴリーごとに

データベース化し、解析した。その結果、分配係数および代謝パラメータには、カテゴ

リーごとに関連性があることが推察された。さらに、推定の妥当性を確認した PBPK モ

デルを用いて既報の分配係数推定手法の妥当性を評価し、これらの推定法は、既報値が

ない物質の分配係数のデータ補完に十分活用できることを確認した。今後収集データを

増やし、データベースを拡充して、種々のカテゴリーごとの関連性を確認するとともに、

欠損データの補完手法のさらなる検討を行い、カテゴリーアプローチにおけるトキシコ

キネティクス情報の有用性を明らかにする。 
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定量的構造活性相関（QSAR）およびカテ

ゴリーアプローチは、実験動物を使用せず

に、短期間で多くの化学物質について推定

可能であるため、近年、代替法として化学物

質の有害性評価での活用が検討されている。

カテゴリーアプローチは、有害性が規則的

または類似のパターンを示す構造類似物質

をグループ（カテゴリー）化し、各カテゴリ

ーに対する傾向分析やリードアクロスによ

り欠損データを補完し、未試験物質の有害

性を推定する手法である。 

化学物質の有害性は、その標的器官・組織

への化学物質の到達用量や反応性代謝物の

生成量等に大きく依存する。したがって、同

一カテゴリーの物質であっても無影響濃度

（NOEL）等の有害性の指標をより適切に傾

向分析やリードアクロスで推定するために

は体内動態を考慮することが重要と考えら

れる。 

本研究は、生理学的薬物動力学（PBPK）

モデルで推定した到達用量や生成代謝物量

等の情報を傾向分析やリードアクロスを行

う際に考慮することにより、より適切な判

断が可能となることを目指す。 

本年度は、PBPKモデルによる化学物質の

体内動態推定に必須の血液/空気および組

織 /血液間の分配係数、代謝パラメータ

（Vmax、Km）の既報値を収集・解析し、デ

ータベース（DB）化した。さらに、有害性

情報と同様に PBPK モデルパラメータ値も

多くの物質で欠如しているため、化学構造

や物性から推定した血液/空気および組織/

血液間分配係数を用いて体内動態を推定し、

推定手法の妥当性を検証した。 

 

B．研究方法 

既報のモデルパラメータ値の収集は、比

較的情報が多い脂肪族および芳香族炭化水

素、ハロゲン化炭化水素等の揮発性有機化

合物（VOCs）を本年は主に対象とした。こ

れらの物質はヒト健康リスク評価が行われ

る代表的な一般化学物質である。 

さらに、VOCsの吸入曝露でのトキシコキ

ネティクス推定に一般に使用される

Ramsey & Andersenタイプの PBPKモデルの

推定の妥当性を測定値との比較で確認し、

このモデルで、血中や組織中濃度を 3 つの

手法で推定された分配係数を用いて推定し、

測定値と比較することで分配係数推定法が

PBPK モデルパラメータ値の補完において

有用であるか否かを検証した。 

 

B.1. PBPK モデルパラメータ値の DB 化 

PBPK モデルによる化学物質の体内動態

推定に必要な分配係数と代謝パラメータの

既報値の収集と DB 化は、主に一般化学物

質に関する約 1050 文献がリスト化された

U.S. EPA (2006)の’List of publications relevant 

to PBPK modeling of environmental chemicals 

and its use’を基にした。 

このリストに記載された各論文について、

タイトルや要旨等から DB 化に有用か否か

を判定し、採用文献を順次収集した。 

その後、収集した文献の内容を精査し、化

学物質ごとの分配係数および代謝パラメー

タを、CAS 番号、SMILES 記法に基づく構

造式、対象種、分子量、物性（Henry則定数、

オクタノール/水分配係数）等の情報と関連

付けてまとめるとともに、カテゴリー（芳香

族炭化水素類、炭化水素類、ハロゲン化炭化

水素類、アルコール・エーテル・エステル・

ケトン類等）ごとに物性との相関性等につ

いて解析した。 
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B.2. 検討に用いる PBPK モデルの検証 

化学物質の血液/空気および組織/血液の

間の分配係数を推定する 3 つの手法を検証

する際に使用する PBPK モデルとして、図

1 の Ramsey & Andersen 型の PBPK モデル

（吉田・吉田, 2018）を選択した。Ramsey & 

Andersen 型のモデルは VOCs の吸入曝露時

の体内動態推定に一般的に用いられる。こ

のモデルは、動脈血中濃度（CA）、静脈血中

濃度（CV）、肝臓中濃度（CL）およびその他

の臓器・組織中濃度（脂肪、高血流組織、低

血流組織）（CF、CR、CS）の時間変化を以下

の式で表す 

𝐶𝐴 = (𝑄𝐴 ∙ 𝐶𝐼 + 𝑄𝑇 ∙ 𝐶𝑣)/(𝑄𝑇 + 𝑄𝐴/𝑃𝑁) 

𝐶𝑉 = (∑ 𝑄𝑖 ∙ 𝐶𝑖/𝑂𝑖
𝑖

) /𝑄𝑇      𝑖 = 𝐿, 𝐹, 𝑅, 𝑆 

𝑉𝐿

𝑑𝐶𝐿

𝑑𝑡
= 𝑄𝐿 (𝐶𝐴 −

𝐶𝐿

𝑃𝐿
) −

𝑉𝑚𝑎𝑥 ∙ 𝐶𝐿/𝑃𝐿

𝐾𝑚 + 𝐶𝐿/𝑃𝐿
 

𝑉𝑗

𝑑𝐶𝑗

𝑑𝑡
= 𝑄𝑗 (𝐶𝐴 −

𝐶𝑗

𝑃𝑗
)       𝑗 = 𝐹, 𝑅, 𝑆 

ここで、QA：肺胞換気速度、CI：吸気中濃度、

QT：心拍出量、PN：空気/血液分配係数、Qi：

臓器･組織 i への血流量、Ci：臓器･組織 i 中

濃度、Pi：臓器･組織 i/血液分配係数、Vi：

臓器･組織 iへの容積、Vmax：最大代謝速度、

そして Km：Michaelis 定数である。 

使用する PBPK モデルによる推定が妥当

であることを確認するため、Haddad el al. 

(2000)により報告されているベンゼン、トル

エン、m-キシレンおよびエチルベンゼンの

ラットの生理学パラメータ、分配係数、代謝

パラメータを用いてモデルで 50、100 また

は 200 ppm の濃度で 4 時間吸入曝露された

ラットの静脈血中濃度を推定し、報告され

ている4時間の吸入曝露終了後6分、30分、

1 時間、1.5 時間、2 時間目に測定された濃

度と比較し、推定の妥当性を検討した。 

B.3. 分配係数推定手法の検証 

一般化学物質の分配係数や代謝パラメー

タの既報値は限られるため、既報値収集と

並行して、以下の分配係数推定法の妥当性

を検証した。 

・ Béliveau, Tardif & Krishnan (2003) 

・ 吉田・吉田 (2014) 

・ Jongeneelen & ten Berge (2011) 

これらはいずれも Gargas et al. (1989)のラ

ットでの血液/空気および組織/空気分配係

数の測定値をベースとしており、Béliveau et 

al.の方法は対数測定値と物質の部分構造

（メチル基、二重結合、芳香環等）の間の重

回帰分析で得られた相関式で炭化水素とハ

ロゲン化炭化水素の分配係数を予測する。

吉田・吉田の方法は物質を構成する元素（sp3

混成軌道炭素，芳香族 sp2混成軌道炭素等）

の間の重回帰分析で得られた相関式で炭化

水素の分配係数を予測する。Jongeneelen & 

ten Berge の方法は、対数測定値と物質のオ

クタノール/水分配係数（log Pow）および

Henry 則定数の間の相関式から様々な物質

の分配係数を予測する。 

これらの分配係数推定法を検証するため、

以下の 15 炭化水素の血液/空気分配係数、

肝臓、脂肪、高血流量組織および低血流量組

織の対血液分配係数を推定した（下線付は

Gargas et al.による測定値がある物質）。 

・ 脂肪族炭化水素：n-ヘキサン、n-ヘプタ

ン、n-オクタン、n-ノナン、n-デカン 

・ 芳香族炭化水素：ベンゼン、トルエン、

o-キシレン、1,2,4-トリメチルベンゼン、

t-ブチルベンゼン 

・ 脂環式炭化水素：シクロヘキサン、メチ

ルシクロヘキサン、1,2-ジメチルシクロ

ヘキサン、1,2,4-トリメチルシクロヘキ

サン、t-ブチルシクロヘキサン 
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分配係数推定値と Gargas et al.の測定値を

用いて，Ramsey & Andersen 型の PBPK モデ

ルで 15 物質のラットの脳、肝臓、腎臓、脂

肪および血中濃度を Zalsen et al. (1990)によ

る体内動態試験と同じ条件で推定した。そ

の際、脳と腎臓中濃度は高血流組織中濃度

と等しいと仮定した。 

・ 動物：ラット（体重：150～200 g） 

・ 曝露濃度：100 ppm 

・ 曝露時間：12 時間/日×3 日 

・ 濃度測定：血液、 脳、肝臓、腎臓、脂

肪組織中の被験物質濃度を吸入曝露開

始後、12、36、60 および 72 時間目に

Head space 法で測定 

なお、PBPK モデルによる推定に必要な

15 物質の Vmax（mg/h/kg0.75）と Km（mg/L）

の値は Price and Krishnan (2011)の既報値を

用いた。また、ラットの生理学パラメータ

は、体重が 0.175 kg としたこと以外は表 3

と同じ値を用いた。 

（倫理面への配慮）本研究は動物を用いた

研究を行わないため対象外である。 

 

C．研究結果 

収集文献の精査結果、使用する Ramsey & 

Andersen 型の PBPK モデルの検証結果およ

び分配係数推定手法の検証結果について以

下に記載する。 

 

C.1. PBPK モデルパラメータ値の DB 化 

U.S. EPA (2006) の ’List of publications 

relevant to PBPK modeling of environmental 

chemicals and its use’内の約 1050 文献のリス

トの中から、約 500 をタイトルや要旨から

有用文献と判定し、収集した。 

収集した文献の内容を精査し約 100 文献

から DB 化に必要な約 170 物質の情報を得

た。表 1 に示すように、情報のそれぞれ、

約 2 割、4 割および 3 割が、炭化水素類、ハ

ロゲン化炭化水素類、アルコール・ケトン・

エステル・エーテル類の各カテゴリーに関

するもので、また約 6 割弱の文献からヒト

とラットでの分配係数と代謝パラメータの

両方の情報を入手できた。 

収集した情報は、表 2 に示す芳香族炭化

水素類の一例のような形式でカテゴリーご

とに DB 化した。 

収集した既報のラットの血液/空気分配

係数値と空気/水平衡定数である Henry則定

数にはいくつかの外れ値も見られるが負の

相関性が見られた。代表的な芳香族炭化水

素類であるトルエン、キシレン、スチレン、

ベンゼン、エチルベンゼン、クロロベンゼン

のラットでの血液/空気分配係数と Henry則

定数は比較的狭い範囲に分布し、ハロゲン

化炭化水素類の血液/空気分配係数と Henry

則定数の分布からも化学物質のカテゴリー

ごとに関係性があることが推察された。 

また収集した既報のラットの Vmax 値と

Km 値の関係を調べた結果、芳香族炭化水素

類とハロゲン化炭化水素化合物類の代謝パ

ラメータは炭化水素類とは異なった位置に

分布し、カテゴリーごとに関係性があるこ

とが推察された。 

C.2. 検討に用いる PBPK モデルの検証 

表 3および表 4に示す Haddad el al. (2000) 

が報告した生理学パラメータ、分配係数お

よび代謝パラメータを用いて Ramsey & 

Andersen 型の PBPK モデルで推定したベン

ゼン、トルエン、m-キシレンおよびエチル

ベンゼンのラット静脈血中濃度と測定濃度

を比較した結果を図 2 に示す。PBPK モデ

ルは 50、100 または 200 ppm で 4 時間吸入

曝露されたラットの血中濃度を再現できる
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と判断された。測定濃度と推定濃度間の相

関係数は 4 物質とも 0.96 であり、推定濃度

と測定値との差異は 0.77 倍（ベンゼン）、

0.93 倍（トルエン）、0.98 倍（エチルベンゼ

ン）および 1.00 倍（m-キシレン）であった。

ベンゼンにおいて推定値は測定値に比べて

若干低いが、これらの比較結果から、分配係

数推定法の妥当性の検証に、Ramsey & 

Andersen 型の PBPK モデルを用いることは

可能と判断した。 

C.3. 分配係数推定手法の検証 

Gargas et al.の分配係数測定値および

Béliveau et al.、吉田・吉田または Jongeneelen 

& ten Berge の方法で推定した分配係数を用

いて Ramsey & Andersen 型の PBPK モデル

で計算した 15 種の炭化水素のラットの脳、

肝臓、腎臓、脂肪および血中濃度と Zalsen et 

al.の測定濃度を比較した。 

Zalsen et al.の測定濃度と PBPK モデルに

よる推定濃度間の相関係数はそれぞれ、

0.85（Gargas et al.の測定値：n = 83（5 物質））、

0.71（Béliveau らの方法による推定値：n=271

（トレーニング用 5物質、検証用 10物質））、

0.87（吉田・吉田の方法による推定値：n=271

（トレーニング用 5物質、検証用 10物質））

および 0.81（Jongeneelen & ten Berge の方法

による推定値：n=214（トレーニング用 5 物

質、検証用 7 物質））であった。また、推定

濃度は測定濃度に比べて高めの傾向を示し、

推定濃度と測定濃度との差異はそれぞれ、

2.8 倍（Gargas et al.の測定値）、 3.5 倍

（Béliveau らの方法による推定値）、1.4 倍

（吉田・吉田の方法による推定値）および

2.8 倍（Jongeneelen & ten Berge の方法によ

る推定値）であった。 

以上の比較結果から、既報の分配係数推

定法はラット体内の臓器・組織中濃度をフ

ァクター5未満の差異で推定でき、分配係数

のデータ補完に十分活用できると判断でき

た。 

 

D．考察 

収集・整理中の炭化水素類、ハロゲン化炭

化水素類、アルコール・ケトン・エステル・

エーテル類等の分配係数と代謝パラメータ

に対する解析により、カテゴリー内物質の

各パラメータがどの程度類似しているかに

ついて知見を得ることが可能となると考え

られた。今後、関連文献をさらに収集・整理

し DB 化に供する物質数およびカテゴリー

の拡大を図り、カテゴリー別の代表的な代

謝パラメータの値を設定する等の検討を行

う必要がある。 

炭化水素類の体内動態試験結果との比較

により、Ramsey & Andersen 型の PBPK モデ

ルは、炭化水素等の VOCs の吸入曝露後の

体内動態を適切に再現でき、体内動態推定

に有用と判断されたが、既報の試験結果を

用いた同様の検証が経口経路の曝露に対し

ても必要と考えられる。 

また、ハロゲン系炭化水素等のように、反

応性代謝物の生成が有害性発現の機序に関

係すると示唆されている物質にも対応でき

るように代謝物の生成量等についてもモデ

ル推定の妥当性を検証する必要があると考

えられる。 

検討した 3 つ推定法による分配係数推定

値には大きな差異はないと考えられるが、

Jongeneelen & ten Berge の方法は、物性値さ

えあれば、炭化水素類やハロゲン化炭化水

素以外の様々な物質の分配係数の推定にも

適用可能なため、3つの方法の中では最も有

用と判断される。今後も含酸素あるいは含

窒素物質等についてもこの方法の推定の妥
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当性を検証する必要がある。 

代謝パラメータについては、残念ながら、

実用に値する既報の推定法はないため、収

集した既報の Vmax 値や Km 値を基にした

推定方法の検討が必要と考えられる。 

 

E．結論 

体内動態予測システムの基盤整備では、

収集した分配係数と代謝パラメータの DB

化を進めるとともに、化学物質の物性や化

学構造から推計した血液/空気および組織/

血液間の分配係数を用いて妥当な体内動態

を推定することが可能であることを確認し

た。 
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表 1．収集文献から得られた約 170 物質の情報の内訳 

 

 

表 2． 芳香族炭化水素類の分配係数および代謝パラメータ一覧 

 

分配係数のみ
代謝パラメーター

のみ

分配係数および

代謝パラメーター

芳香族炭化水素類 12 4 44

ハロゲン化炭化水素類 31 14 69

アルコール・ケトン・エステル・エーテル類 49 5 32

ダイオキシン類 29 0 19

その他 0 0 4

計 121 23 168

合計 312
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表 3．ラットの生理学パラメータ 

パラメータ 値 

体重，kg 0.25 

肺換気速度，L/hr/kg0.75 15 

心拍出量，L/hr/kg0.75 15 

肝臓への血流量割合 0.25 

脂肪への血流量割合 0.09 

高血流組織への血流量割合 0.51 

低血流組織への血流量割合 0.15 

肝臓の容積割合 0.04 

脂肪の容積割合 0.07 

高血流組織の容積割合 0.05 

低血流組織の容積割合 0.75 

[出典：Haddad et al. (2000)] 

 

 

表 4．単環芳香族４物質の分配係数と代謝パラメータ 

化学物質 ベンゼン トルエン m-キシレン エチルベンゼン 

対空気分配係数 

血液 15 18 46 42.7 

肝臓 17 83.6 90.9 83.8 

脂肪 500 1021 1859 1556 

高血流組織 17 83.6 90.9 60.3 

低血流組織 15 27.7 41.9 26 

Michaelis–Menten 型代謝パラメータ 

Vmaxc (mg/h/kg0.74) 2.11 3.44 6.49 6.39 

Km (mg/L) 0.1 0.13 0.45 1.04 

[出典：Haddad et al. (2000)] 

 

  



- 69 - 

 

図 1．Ramsey & Andersen 型の PBPK モデルの構造 

[出典：吉田・吉田, 2018] 

 

 

 

図 2．吸入曝露後の静脈血中濃度の推定値と測定値の比較 

実線：推定値、●：測定値 
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