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Ａ．研究目的 

生活環境を取り巻く化学物質の発がん性を迅速に、

かつ高精度に検証できるシステムの確立は、社会的に

も経済的にも非常に重要であり、システムで得られた

結果は国民生活の安全･安心を保証する。本研究では

化学物質の発がん性評価の迅速化・高精度化・標準化

を目的に、平成23年度～28年度「化学物質の安全性と

発がん性リスク評価としての短・中期バイオアッセイ

系の開発に関する研究」（吉見班）で蓄積してきた病

理組織発がんマーカーおよび試験法をより一層高精

度化し、確立する必要性がある。さらに国際的に認知

させる必要があるため、それらの発がん性評価法のO

ECDテストガイドライン化を目指すことが重要である。

そこで、本申請研究においては、OECDテストガイドラ

イン化の成立を目指して、6研究施設による協同体制

にて下記の研究を実施する。膀胱を標的とする発がん

物質を用いた28日間反復投与試験を実施し、病理組織

発がんマーカーを用いた膀胱発がんリスク評価法を

確立する。また、これまで開発した遺伝子セットを用

いた遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの有用性

をより一層検証し、確立する。さらに、上記の試料を

用いてDNA付加体を網羅的に解析しカタログ化する方

法（アダクトーム解析）による化学物質のDNA損傷を

指標とした遺伝毒性評価法を開発する。本研究の意義

は、成果となる発がん性評価法およびガイドラインが、

化学物質の有害性評価において汎用的に用いられか

つ厚生労働行政施策の科学的基盤となることであり、

得られた発がん性に関する情報は厚生労働行政施策

への活用が期待できる。また、得られる成果は国内の

みならず、化学物質の安全性評価に係る国際的な試験

法やガイドライン等への活用も期待される。 

平成29年度から令和元年度にかけて、膀胱発がん

物質35種および非膀胱発がん物質30種について、ラッ

ト28日間反復投与試験を実施し、γ-H2AXの膀胱発が

ん性早期検出指標としての有用性を検証した。また、

OECDからの評価結果に対応するために、γ-H2AXの陽

性率と用量相関性について検討した（国立衛研/豊田、

大阪市立大/鈴木）。我々が構築した遺伝子セットを

用いた遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの有用

性の検証では、平成29年度から30年度にかけて、遺伝

毒性肝発がん物質23種及び37種類のそれ以外の化合

物（非遺伝毒性肝発がん物質、肝以外の発がん物質、

非発がん物質）について、ラット単回投与試験を行い、

得られた遺伝子発現データを予測モデルに入力し、判

研究要旨 

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

γ-H2AX を用いた短期膀胱発がんリスク評価法の確立及び遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの有用

性の検証を行った。ラットを用いた 28 日間反復経口投与試験を実施し、膀胱発がん物質を含む 65 物質

について検討した結果、γ-H2AX 免疫染色によって化学物質のラット膀胱に対する発がん性を、感度

82.9%（29/35）及び特異度 100%（30/30）と、高い精度で予測できることが示された。加えて、「膀胱

におけるγ-H2AX 免疫染色」を、28 日間反復経口投与毒性試験に対する既存の OECD テストガイドライン

（TG 407）に、オプションとして追加する改定案（Standard Project Submission Form; SPSF）を厚生

労働省を通じて提出した。また、遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの有用性の検証では、遺伝毒性

肝発がん物質等 60 物質についてラット単回投与を行い、投与 24 時間後の肝臓におけるマーカー遺伝子

（10 遺伝子）の発現データを qPCRで取得し、予測モデルで肝発がん性を予測させた。その結果、我々

が構築した遺伝子セットを用いた予測モデルは遺伝毒性肝発がん物質を、感度 82.6%(19/23)及び特異度

97.3%(36/37)と、高い精度で検出できる可能性が示唆された。さらに、遺伝毒性肝発がん物質短期検出

モデルで用いた 29 物質の肝組織を用いた DNAアダクトーム解析による評価を行った結果、主成分分析に

より遺伝毒性及び肝発がん物質の分類が明瞭に出来た。また、毒性予測モデルを作成し検討した結果、

遺伝毒性については感度 100%(11/11)及び特異度 88.9%(16/18)、肝発がん性については感度

90.0%(9/10)及び特異度 100%(19/19)と高い予測性を示した。 
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定を行った。令和元年度には、これまでに偽陰性とな

った6化学物質に対して、投与用量を上げて検証した

(大阪市立大/鰐渕・魏、香川大/横平、藤田医科大/塚

本）。さらに、DNAアダクトーム解析を用いて化学物

質のDNA損傷を指標とした安全性評価法を確立するた

めに、遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルで得られ

た肝臓組織を用いて化学物質の投与に相関する付加

体群について検討した（国立がん研究センター/戸塚、

大阪市立大/鰐渕）。 
 
Ｂ．研究方法 

１．γ-H2AXを用いた膀胱発がんリスク評価法の確立

（豊田、鈴木） 

国立衛研担当分として、8種類の膀胱発がん物質：

4-Amino-2-nitrophenol (ANP)、Disperse blue 1 

(DB1)、N-Bis(2-hydroxypropyl)nitrosamine 
(DHPN)、N-Ethyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine 
(EHBN)、Cyclophosphamide monohydrate (CPA)、2-

Nitrosotoluene (2-NT)、 m-Cresidine (m-Cre), 
Sulfasalazine (SSZ)、膀胱発がんプロモーター物質

１種：Sodium L-ascorbate (Na-AsA)及び非膀胱発が

ん物質 6種：2-Nitropropane (2-NP)、Ethionamide 

(ETP)、2,6-Diaminotoluene (2,6-DAT)、5-

Fluorouracil (5-FU)、6-Mercaptopurine (6-MP)、

Ampicillin (AMP)を、6週齢の雄 F344ラットに 28 日

間経口投与した。各物質の投与濃度/経路は、報告さ

れている発がん性試験の方法に基づき行った。 

大阪市立大担当分として、10 種類の膀胱発がん物

質：1-Amino-2,4-dibromoanthraquinone (ADBAQ)、

Phenacetin (PNC)、N-Nitrosodiphenylamine 

(NDPA)、Sodium o-phenylphenol (SOPP)、11-

Aminoundecanoic acid (AUDA)、N-Butyl-N-(3-

carboxypropyl)nitrosamine (BCPN)、1-Naphtyl-N-

methylcarbamate (Carbaryl)、Tributyl phosphate 

(TBP)、Pioglitazone (PGZ)、Sodium arsenite 

(NaAsO2)、膀胱発がんプロモーター物質 1 種：

Saccharin sodium salt dihydrate (Na-Sac) 及び非

膀胱発がん物質 4 種：4-Nitroquinoline 1-oxide 

(4NQO)、Rosiglitazone (RGZ)、1-Nitropropane (1-

NP)、8-Hydroxyquinoline (8-HQ)を、6週齢の雄 F344

ラットに 28 日間投与した。各物質の投与濃度/経路

は、報告されている発がん性試験の方法に基づき行っ

た。 

用量相関性の検討として、6週齢の雄 F344ラットに

遺伝毒性膀胱発がん物質である N-butyl-N-(4-hydro 
xybutyl)nitrosamine（BBN）または非遺伝毒性膀胱発

がん物質であるメラミンをそれぞれ 0, 0.0001, 

0.001, 0.01, 0.02, 0.05%（飲水）および 0, 0.3, 1, 

3%（混餌）の用量で 2日または 4 週間投与した。 

膀胱の採材は、先行研究で作成した多施設での共通

臓器処理マニュアルに従った。膀胱のホルマリン固定

パラフィン包埋標本を作製し、免疫組織化学的手法に

よりγ-H2AX 形成を検討した。 

 

２．遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質短期

検出モデルの確立（鰐渕、魏、横平、塚本） 

平成 29年度から 30年度には、遺伝毒性肝発がん物

質を含めた種々の化学物質合計 60 種類について、ラ

ット単回強制胃内投与試験を行った。動物試験は 3施

設（香川大・藤田医科大・大阪市立大）で行われた。

実験動物は 6週齢の雄 SD ラットを用いた。動物試験

プロトコールは事前に共有・配布し、プロトコールに

従い試験を実施した。投与濃度は各物質 LD50 の 1/3

とした。令和元年度は、前年度までに偽陰性となった

遺伝毒性肝発がん物質 6種について、投与濃度を各物

質 LD50 の 1/2 および 2/3 に設定し行った。 

被験物質投与後 24 時間後に剖検を行った。肝臓を

摘出し、RNA 抽出用として、外側左葉(LL)を摘出後，

下端辺縁部を約 2cm×0.5cmの大きさで 2スライス切

り出し，それぞれ 1mLの RNAlaterが入った 1.5mL チ

ューブへ移した（合計 2 本、そのうち 1本は、他施設

でのバリデーション用）。1.5mL チューブを 4℃で一

晩保管後，－80℃へ長期保管した。凍結保存サンプル

用として、外側左葉の上半分を 1.5ml チューブ 2 本分

採取し、液体窒素により凍結後，－80℃凍結保管した

（一本は DNA adduct 解析用）。ホルマリン固定用サ

ンプルとして、外側左葉の下半分、内側右葉(RM)及び

右葉尾部(R2)から計 3 スライス切り出し、カセットに

おいて 10%ホルマリンにて固定した。 

遺伝子発現については、リアルタイム PCRにてデー

タを取得した。リアルタイム RT-PCRは施設共通のプ

ロトコールに従って行った。肝臓からの total RNA 抽

出と cDNAの合成はそれぞれ RNeasy mini kit（キアゲ

ン）と Super Script VI VILO Maste 

Mix(invitrogen）のキットを使用した。 

各施設で得られた遺伝子発現データを我々が構築し

た遺伝毒性肝発がん物質検出モデル（サポートベクタ

ーマシーンによる数理学的アルゴリズムによるモデ

ル）に入力し、判定を行った。 

 

３．DNAアダクトーム解析による遺伝毒性評価（鰐

渕、戸塚） 

平成 29年度から令和元年度にかけて、遺伝毒性肝

発がん物質短期検出モデルの検証試験で遺伝毒性肝発

がん物質 8種 （o-Aminoazotoluene (AAT) 
Dimethylnitrosamine (DMN), 4,4’-Thiodianiline 

(TDA),N-Nitrosodiethylamine (NDEA),N-Nitroso-

diethanolamine (NDELA), N-Nitrosoethylmethyl-

amine (NEMA), Nitrosodibuthylamine (NB),N-

Nitrosopyrrolidine (NNP)）、遺伝毒性非肝発がん物

質 3種(Cyclophosphamide (CPA), Nitrofurantoin 

(NFT), Phenacetin (PCT))、非遺伝毒性肝発がん物質

2種 (Monocrotaline (MCT),Phenobarbital (PB))、非

遺伝毒性非肝発がん物質 16種 (Diazepam (DZP), 

Disulfiram(DSF), Phenytoin(PHE), Rotenone(ROT), 

Tolbutamide(TLB), Aspirin(ASA), Triamterene 

(TRI),Indomethacin (IM), Phenylbutazone (PhB), 

Promethazine (PMZ), Sulindac (SUL), Tetracycline 

(TC), Ethionamide (ETH), Theophylline(TEO), 

Caffeine (CAF), Chloramphenicol (CMP))を投与した

ラット肝臓より DNAを抽出した。DNAを抽出後、

DNaseI、ヌクレアーゼ P1、アルカリホスファターゼ、
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ホスホジエステラーゼによりモノデオキシリボヌクレ

オシドに消化した後、LC-TOF MS に供し DNA 付加体の

網羅解析を行った。なお、コントロールとして 0.5%メ

チルセルロースを用いた。得られたデータは SCIEX社

が提供するバイオインフォマティクス解析ソフトウェ

アを用い、デオキシリボヌクレオチドに特徴的なニュ

ートラルロス （-116.04736）および各種核酸に特異

的なニュートラルロス（-152.0572; dG, -136.0623; 

dA, -112.0511; dC, -127.0508; dT）を生じたピーク

を選択的に抽出することで、ノイズなどを抽出しない

ように系をデザインした。得られたデータを線形判別

分析(LDA)により解析した。 

次に、得られたデータから、対照群である 2-NPお

よび MC を除いた、146サンプルのデータを用いた。各

曝露群について、全データの 3/4を訓練データに、残

りの 1/4をテストデータに、それぞれ分配し、機械学

習の訓練データおよびテストデータの作成を行った。

遺伝毒性、肝発がん性、遺伝毒性/肝発がん性を付加

体から予測するモデルを、教師あり機械学習手法を用

いて試作した。学習アルゴリズムとしては、ランダム

フォレストを使用した。 

 

（倫理面への配慮） 

各施設の動物実験委員会から動物実験の許可を得、動

物実験指針を遵守して行い、動物愛護に十分に配慮した。 
 
Ｃ．研究結果 

１．γ-H2AXを用いた膀胱発がんリスク評価法の確立

（豊田、鈴木） 

平成 29年度から令和元年度までの実験により、膀胱

粘膜上皮におけるγ-H2AX 形成を免疫組織化学的に検

討した結果、膀胱発がん物質 18 物質中 14物質で有意

に増加した。一方で、非膀胱発がん物質 10物質では

いずれも対照群と有意な差は認められなかった。 

これまでに行った計 65物質について、遺伝毒性膀胱

発がん物質 22種、非遺伝毒性膀胱発がん物質 13種の

うち、それぞれ 20 種および 9 種の投与群において、

γ-H2AX 陽性率の検討により検出可能であった。膀胱

を標的としない発がん物質および非発がん物質につい

ては、検索した 30 種すべてが陰性であった。以上よ

り、γ-H2AX 陽性率を指標とした膀胱発がん物質検出

の感度は 82.9%（29/35）、特異度は 100%（30/30）で

あった（図 1）。 

平成 30年度に、化学物質の膀胱発がん性早期検出を

目的とした「膀胱におけるγ-H2AX 免疫染色」を、28

日間反復経口投与毒性試験に対する既存の OECD テス

トガイドライン（TG 407）に、オプションとして追加

する改定案を厚生労働省を通じて提出した（図 2）。

その結果、OECD 加盟国・機関からのレビューコメント

として、非膀胱発がん物質での検討数およびγ-H2AX

陽性率の用量相関性への懸念を受け、その対応が必要

となった。そこで令和元年度には、非膀胱発がん物質

での検討を増やすとともに、遺伝毒性膀胱発がん物質

BBNおよび非遺伝毒性膀胱発がん物質メラミンを用い

て用量相関性を検討した。 

BBN・メラミンの複数用量による検討では、4 週時点

で、BBNの 0.01%以上投与群およびメラミンの 3%投与

群で過形成等の病理組織学的変化が認められた。膀胱

粘膜におけるγ-H2AX 陽性率は、BBNおよびメラミン

投与群で 2日・4 週いずれの時点でも用量依存的に有

意に増加した。 

 

 
図 1．γ-H2AX 形成を指標としたラット膀胱発がん性の検出

感度および特異度 

 

 
図 2．既存の OECD テストガイドライン（TG 407）に、γ-

H2AX 免疫染色による膀胱発がん性早期検出法の追加を提案

する SPSF（表紙）（厚生労働省を通じて提出） 

 

２．遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質短期

検出モデルの確立（鰐渕、魏、横平、塚本） 

各施設で取得した遺伝子発現データを構築済の遺伝

毒性肝発がん物質検出モデルに入力し、遺伝毒性肝発

がん性の陽性または陰性の判定を行った。本モデルで

は、遺伝毒性肝発がん物質を「陽性」、その他の物質

（非遺伝毒性肝発がん物質、肝以外の発がん物質、非

発がん物質）を「陰性」と判定する。 

平成 29年度は、全ての遺伝毒性肝発がん物質(11物

質)について陽性判定が得られ（感度 100％）、遺伝毒

性陰性の非発がん物質 20物質のうち、Ethionamide 
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を除く 19物質で陰性判定が得られた（特異度 95%）。

平成 30年度は、遺伝毒性肝発がん物質 12 物質のう

ち、6物質について陽性判定が得られ（感度 46％）、

その他の全ての物質（17物質）で陰性判定が得られた

（特異度 100%）。令和元年度では、偽陰性であった 6

物質のうち、Hydrazine sulfateについては、LD50の

1/2 および 2/3 投与量で、Dichloroacetic acidにつ

いては LD50の 2/3 投与量で、陽性となった。 

以上より、検討した 60物質での結果は、感度

82.6%(19/23)(表１)、特異度 97.3%(36/37)(表 2)とな

った。 

 
表１. 遺伝毒性肝発がん物質の判定結果 

 
 

３．DNAアダクトーム解析による遺伝毒性評価（鰐

渕、戸塚） 

各種化学物質を投与したラット肝臓 DNAのアダクト

ーム解析を行なった結果を図 3 に示す。LDA 解析を行

なったところ、遺伝毒性肝発がん物質、非遺伝毒性肝

発がん物質、遺伝毒性非肝発がん物質、非遺伝毒性非

肝発がん物質の 4つのグループに綺麗に分離されるこ

とがわかった。 

遺伝毒性について検討した結果、MCTおよび PB 以外

は全て予測でき、感度 100% (11/11)、特異度 88.9% 

(16/18)の結果が得られた。また、肝発がん性の予測

結果は、MCT 以外は全て予測でき、感度 90% (9/10)、

特異度 100% (19/19)の結果が得られた。遺伝毒性およ

び肝発がん性の予測結果を、表 3 にまとめた。MCTお

よび PB 以外は、全て予測できており、遺伝毒性およ

び肝発がん性に高い予測性を示した。 

 
表 2. その他の物質の判定結果 

 
 

 

	��
 ���� ��

2-Nitropropane (2-NP) (������� Positive �

N-Nitrosodiethylamine (NDEA) Positive �

Nitrosoheptamethyleneimine (NHMI) Positive �

N-Nitrosodiethanolamine (NDELA) Positive �

N-Nitrosoethylmethylamine (DEMA) Positive �

Nitrosodibutylamine (DBA) Positive �

N-Nitrosopyrrolidine  (NPYR) Positive �

3'-Methyl-4-dimethylaminoazobenzene (DMAB) Positive �

o-Aminoazotoluene (AAT) Positive �

N-Nitrosodimethylamine (DMN) Positive �

4,4'-Thiodianiline (TDA) Positive �

Benzidine (BZ) Negative ×

Auramine-O (AO) Positive �

Hydrazine (HZ) Negative ×

4,4'-Oxydianiline (4,4'-ODA) Negative ×

Monocrotaline (MCT) Positive �

4,4'-Methylene-bis(2-chloro­aniline) (MBOCA) Positive �

Tris-(1,3-dichloro-2-propyl)phos­phate (TDCPP) Positive �

Retrorsine (RTS) Positive �

Vinyl bromide (VB) Negative ×

Dichloroacetic acid (DCA) Positive �

Hydrazine sulfate (HS) Positive �

Acid Red 26 (AR-26) Positive �

�	�� ��
� 
�

Phenobarbital (PB) Negtive �

Hexachlorobenzene (HCB) Negtive �

Carbon tetrachloride (CCL4) Negtive �

Gemfibrozil (GFZ) Negtive �

Ethinylestradiol (EE) Negtive �

Coumarin Negtive �

Cyclophosphamide (CPA) Negtive �

Nitrofurantoin (NFT) Negtive �

Phenacetin (PCT) Negtive �

Ethylene thiourea (ETU) Negtive �

2,4-Dinitrotoluene (DNT) Negtive �

Isoniazid (INH) Negtive �

Indomethacin (IM) Negtive �

Phenylbutazone (PhB) Negtive �

Butylated hydroxyanisole (BHA) Negtive �

Methimazole (MTZ) Negtive �

Sulfasalazine (SS) Negtive �

Diazepam (DZP) Negtive �

Disulfiram (DSF) Negtive �

Phenytoin (PHE) Negtive �

Rotenone (ROT) Negtive �

Tolbutamide (TLB) Negtive �

Aspirin (ASA) Negtive �

Triamterene (TRI) Negtive �

Promethazine (PMZ) Negtive �

Sulindac (SUL) Negtive �

Tetracycline (TC) Negtive �

Ethionamide (ETH) Positive ×
Theophylline (TEO) Negtive �

Caffeine (CAF) Negtive �

Chloramphenicol (CMP) Negtive �

Allyl alchol (AA) Negtive �

Furosemide (FUR) Negtive �

Chlorpheniramine (CHL) Negtive �

Chlorpropamide (CPP) Negtive �

Methyldopa (MDP) Negtive �

Ames(-)/������+�

Ames(+)/�����������+�

Ames(-)�����������+�

Ames(-)/�����-�

Ames(+)/�����-�

遺伝毒性非肝発がん物質

非遺伝毒性肝発がん物質

非遺伝毒性非肝発がん物質

遺伝毒性肝発がん物質
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図 3. 遺伝毒性肝発がん物質/遺伝毒性非肝発がん物質/非遺

伝毒性肝発がん物質/非遺伝毒性非発がん物質の肝臓におけ

る DNA 損傷性の評価(LDA 解析による) 
 
表 3. DNA アダクトーム解析による遺伝毒性/肝発がん性評価 

 解析結果 

実

際

の

分

類 

 +/+ +/- -/+ -/- 

+/+ 8 0 0 0 

+/- 0 3 0 0 

-/+ １ １ 0 0 

-/- 0 0 0 16 

 

Ｄ．考察 

これまでの検討結果から、γ-H2AX 免疫染色によっ

て化学物質のラット膀胱に対する発がん性を、感度

82.9%（29/35）および特異度 100%（30/30）と、28 日

という短期間の試験で高い精度で予測できることが示

された。 

「膀胱におけるγ-H2AX 免疫染色」を、28 日間反復

経口投与毒性試験に対する既存の OECD テストガイド

ライン（TG 407）に追加する改定案（Standard 

Project Submission Form; SPSF）を、平成 30年 11

月に厚生労働省を通じて提出した。本改定案は化学物

質の膀胱発がん性早期検出を目的として、膀胱を用い

たγ-H2AX 免疫染色をオプションとして追加するもの

である。免疫染色は多くの研究機関で実施されている

一般的な解析手法であり、既存の試験への組込みが容

易である。また、早期に発がん性を検出することで、

不要な長期がん原性試験の実施を回避でき、実験動物

の 3Rにも貢献し得る。提出した改定案に対し、OECD

加盟国・機関からレビューコメントを頂いた。令和元

年度に、これらの指摘のうち、非発がん物質の評価が

不足していることおよびγ-H2AXの用量相関性が不明

であることへの対応を実施した。非発がん物質を中心

に新たに 10物質の検討を行い、遺伝毒性および非遺

伝毒性膀胱発がん物質の代表として、それぞれ BBNお

よびメラミンを用いて、γ-H2AX 形成が明瞭な用量相

関性を示すことを確認した。 

遺伝毒性肝発がん物質検出モデルの検証では、平成

29年度から 30年度に合計 60物質の検証を行い、遺伝

毒性肝発がん物質を、感度 73.9%(17/23)および特異度

97.3%（36/37）で検出することが出来た。令和元年度

には、偽陰性となった 6物質について投与濃度を上げ

て検証した結果、2物質については陽性と判定され

た。これまでに取得した 60物質に対して、我々が構

築した遺伝子セットを用いた予測モデルは遺伝毒性肝

発がん物質を、感度 82.6%(19/23)および特異度 97.3%

（36/37）と、高い精度で検出できる可能性が示唆さ

れた。 

29 種の遺伝毒性/非遺伝毒性・肝発がん/非肝発がん

物質を投与したラットの肝臓から DNAを抽出し、アダ

クトーム法を用いて DNA 付加体の網羅解析を行なっ

た。得られたデータを用いて LDA 解析を行った。その

結果、遺伝毒性肝発がん物質、非遺伝毒性肝発がん物

質、遺伝毒性非肝発がん物質、非遺伝毒性非肝発がん

物質の 4つのグループに分離できた。アダクトームデ

ータの一部を教師データとして化学物質の遺伝毒性/

肝発がん性を予測するモデルを機械学習手法を用いて

試作した。試作された遺伝毒性/肝発がん性予測モデ

ルを用いてテストデータに対して予測を行ったとこ

ろ、93%以上の正解率が得られた。予測精度をさらに

向上させるためには、説明変数の加工、学習アルゴリ

ズムの変更、チューニングなどの学習方法を改良する

必要がある。さらに、訓練データの増加も必要である

と思われる。 

 

Ｅ．結論 

本研究の結果から、γ-H2AX 免疫染色は、化学物質

の膀胱発がん性早期検出マーカーとして応用できるこ

とが示された。提出したガイドライン改定案につい

て、OECDワーキンググループ（Working Group of the 

National Coordinators for the Test Guidelines 

Programme; WNT）からの指摘に対して、検討化学物質

数の増加および用量相関性を検証した。今後もコメン

ト対応を継続し、短期試験による発がん性評価手法と

しての有効性を高めていく予定である。 

また、我々が構築した遺伝子セットを用いた肝発が

ん性予測モデルは遺伝毒性肝発がん物質を高い精度で

検出できる可能性が示唆された。今後も本試験系の限

界や改良についての検証を引き続き行う必要がある。 

DNAアダクトーム解析を用いて化学物質の DNA 損傷

を指標とした化学物質の肝発がん性・遺伝毒性への分

類、遺伝毒性および肝発がん性の予測が可能となる結

果を示した。各グループの予測に重要な付加体の探索

を行うと同時に、更に化学物質の数を増やし、予測精

度の向上について検討を行う予定である。 
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渕英機．o-Acetoacetotoluidideによる膀胱に対す

る毒性、発がんプロモーション作用の検討．第 35

回日本毒性病理学会総会及び学術集会，東京都

（2019年 1月） 

33) 山口貴嗣、魏民、藤岡正喜、梯アンナ、鰐渕英機．

ジフェニルアルシン酸の F344 ラットにおける慢

性毒性試験及び発がん性試験．第 35 回日本毒性病

理学会総会及び学術集会，東京都（2019 年 1 月） 

34) 豊田武士、山田貴宣、小川久美子．オルト-トルイ

ジン類似構造を有する芳香族アミンによるラット

膀胱粘膜傷害およびγ-H2AX 形成．第 78回日本癌

学会学術総会、京都（2019年 9月） 

35) 豊田武士、山田貴宣、松下幸平、曺永晩、赤木純一、

森川朋美、水田保子、西川秋佳、小川久美子．γ-

H2AXを指標とした膀胱発がん物質早期検出法．第

46回日本毒性学会学術年会、徳島（2019年 6月） 

36) 田島悠也、豊田武士、平山裕一郎、橋詰力、松下幸

平、小川久美子、渡辺賢二、戸塚ゆ加里、若林敬二、

三好規之：DNA付加体を形成する膀胱発がん性芳香

族アミン o-toluidine 代謝物の分析、ACEM/JEMS 

2019、東京（2019年 11月） 

37) 降旗千惠、尤馨悦、豊田武士、小川久美子、鈴木孝

昌．肝がん原物質 2-アセチルアミノフルオレンと

p-クレシジンの遺伝毒性を FFPE-RNA-Seq で評価．

ACEM/JEMS 2019、東京（2019年 11月） 

38) 田島悠也、豊田武士、平山裕一郎、橋詰力、松下幸

平、小川久美子、渡辺賢二、戸塚ゆ加里、若林敬二、

三好規之．膀胱発がん性芳香族アミン o-toluidine
の DNA 付加体および代謝物分析．第 8回食品薬学

シンポジウム、静岡（2019年 10月） 

39) 山田貴宣、豊田武士、小川久美子．ラット膀胱発が

ん過程におけるγ-H2AX 及び膀胱がん幹細胞マー

カー陽性細胞の役割．第 78回日本癌学会学術総会、

京都（2019年 9月） 

40) 赤木純一、曺永晩、豊田武士、横井雅幸、花岡文雄、

小川久美子．ベンゾ[a]ピレンおよびα-ナフトフ

ラボン併用投与による腫瘍形成における Polκ欠

損の影響．第 78回日本癌学会学術総会、京都（2019

年 9月） 

41) Ogawa K, Cho YM, Ide T, Akagi J, Toyoda T, 
Yamashita S, Hirata T. Size-dependent 

toxicity of silver nanoparticles. Global 

Summit on Regulatory Science 2019, Ispra 

(2019.9) 

42) 曺永晩、水田保子、赤木純一、豊田武士、井手鉄哉、

小川久美子．腹腔内投与銀ナノ粒子による BALB/c

マウスの急性毒性における N-acetyl-l-cysteine

の影響．第 5 回次世代を担う若手のためのレギュ

ラトリーサイエンスフォーラム、東京（2019 年 9

月） 

43) 曺永晩、水田保子、赤木純一、井手鉄哉、豊田武士、

山下修司、平田岳史、小川久美子．腹腔内投与銀ナ

ノ粒子による BALB/c マウスの急性毒性に関する

検討．第 34 回発癌病理研究会、鳥羽（2019年 8月） 

44) Matsushita K, Toyoda T, Morikawa T, Yamada T, 
Ogawa K. The toxicological profiles of 1,3-

dichloro-2-propanol determined by a repeated-

dose 28-day oral toxicity study in F344 rats. 

IUTOX 15th International Congress of 

Toxicology, Honolulu (2019.7) 

45) Cho YM, Akagi J, Mizuta Y, Ide T, Toyoda T, 
Ogawa K. Effects of antioxidant and inhibitor 

of γ-glutamylcysteine synthetase on acute 

toxicity of silver nanoparticles 

intraperitoneally administered in BALB/c mice. 

IUTOX 15th International Congress of 

Toxicology, Honolulu (2019.7) 

46) 田島悠也、豊田武士、平山裕一郎、橋詰力、松下幸

平、小川久美子、渡辺賢二、戸塚ゆ加里、若林敬二、

三好規之．メタボローム解析による膀胱発がん性

芳香族アミン化合物の活性代謝物の解明．第 26回

日本がん予防学会総会、札幌（2019年 6月） 

47) 松下幸平、豊田武士、山田貴宣、森川朋美、小川久

美子．腎臓の再生尿細管及び線維化病変内の尿細

管における Survivin、SOX9 及び CD44の発現．第

46回日本毒性学会学術年会、徳島（2019年 6月） 

48) 井手鉄哉、山下修司、平田岳史、水田保子、赤木純

一、豊田武士、曺永晩、小川久美子．レーザープラ

ズマ質量分析計を用いたナノ粒子イメージングに

よる銀ナノ粒子の粒径依存的な肝毒性メカニズム

検証の試み．第 46回日本毒性学会学術年会、徳島

（2019年 6月） 

49) 山田貴宣、豊田武士、松下幸平、森川朋美、小川久

美子．BBN誘発ラット膀胱発がん過程におけるγ-

H2AX形成及び膀胱がん幹細胞マーカー発現の経時

的変化．第 46回日本毒性学会学術年会、徳島（2019
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年 6月） 

50) 森川朋美、豊田武士、松下幸平、山田貴宣、小川久

美子．ラットを用いた 2-（ｌ-メントキシ）エタノ

ールの 90日間亜慢性反復経口投与毒性試験．日本

食品化学学会第 25 回総会・学術大会、松本（2019

年 6月） 

51) 野村幸世、豊田武士．MEK阻害剤 Selumetinibによ

る H. pylori感染スナネズミ胃粘膜の化生粘膜の

回復．第 97 回日本消化器内視鏡学会総会、東京

（2019年 6月） 

52) Nomura S, Toyoda T, Ishibashi Y, Ohmoto Y, 
Ohtsu H, Yasuda T, Seto Y, Goldenring JR. 

Evaluation of serum TFF3 levels in gastric 

cancer patients long after gastrectomy and 

the origin of high serum TFF3 in gastric 

cancer animal models. Digestive Disease Week 

2019, San Diego (2019年 5月) 

53) 野村祐介、藤澤彩乃、松下幸平、豊田武士、福井千

恵、森下裕貴、小川久美子、鄭雄一、中村義一、蓜

島由二．RNAアプタマーを利用した機能性医療材料

開発．日本薬学会第 139年会、千葉（2019年 3月） 

54) Cho YM, Akagi J, Mizuta Y, Toyoda T, Ogawa K. 
Effects of N-acetyl-L-cysteine on acute 

toxicity of silver nanoparticles 

intraperitoneally administered in BALB/c mice. 

58th Annual Meeting of the Society of 

Toxicology, Baltimore (2019年 3月) 

55) 豊田武士、山田貴宣、松下幸平、森川朋美、小川久

美子．膀胱発がん物質投与初期における遺伝子発

現解析および新規膀胱発がんマーカーの探索．第

35 回日本毒性病理学会総会及び学術集会、東京

（2019年 2月） 

56) 松下幸平、豊田武士、山田貴宣、森川朋美、小川久

美子．1,3-Dichloro-2-propanolの F344ラットを

用いた 28 日間反復強制経口投与による毒性プロ

ファイルの検索．第 35 回日本毒性病理学会総会及

び学術集会、東京（2019年 2月） 

57) 山田貴宣、豊田武士、松下幸平、森川朋美、小川久

美子．膀胱発がん物質投与によるγ-H2AX形成の用

量相関性及び経時的変化．第 35 回日本毒性病理学

会総会及び学術集会、東京（2019年 2月） 

58) 赤木純一、曺永晩、豊田武士、横井雅幸、花岡文雄、

大森治夫、小川久美子．C57BL/6J野生型および Pol

κ欠損マウスにおけるベンゾ[a]ピレンおよびα-

ナフトフラボン併用投与の効果．第 35 回日本毒性

病理学会総会及び学術集会、東京（2019 年 1 月） 

59) 曺永晩、水田保子、赤木純一、豊田武士、井手鉄哉、

小川久美子．腹腔内投与銀ナノ粒子による BALB/c

マウスの急性毒性における抗酸化剤の影響．第 35

回日本毒性病理学会総会及び学術集会、東京（2019

年 1月） 

60) 鈴木周五、加藤寛之、内木綾、山下依子、高橋智

ラット膀胱発がんに対するコチニンの影響、第

108回日本病理学会総会、東京 (2019年 5月) 

61) 鈴木周五、加藤寛之、不二哲、内木綾、髙橋智、

ラット膀胱発がんに対するニコチンの影響、第

35 回日本毒性病理学会総会および学術集会、東

京（2019年 1月） 

62) 戸塚ゆ加里．発がん性評価法としての DNA アダク

トーム解析の展望．日本毒性学会シンポジウム、

徳島（2019年 6月） 

63) 戸塚ゆ加里．ナノマテリアルの遺伝毒性評価の動

向 ―JRC 会議に参加してー．MMS 定例会、京都

（2019年 6月） 

64) Totsuka Y. Exploration of Esophageal Cancer 
Etiology using DNA Adductome Analysis, 6th 

ACEM-48th JEMS、東京（2019年 11月） 

65) Iwamura K, Shimada H, Matsuda T, Kato M, 
Elzawahry A, Nagai M, Endo O, Totsuka Y. Whole 

genome sequencing analysis elucidates the 

association between environmental factors and 

human cancer development. 6th ACEM-48th JEMS、

東京（2019年 11月） 

66) Ono H, Nagai M, Narushima D, Hamamoto R, 

Totsuka Y, Kato M. Detection of DNA adducts 

by nanopore sequencing using deep learning. 

6th ACEM-48th JEMS、東京（2019年 11月） 

67) Totsuka Y. How Adductomics Can Inform Cancer 
Etiology, Mutgraph meeting, リヨン（2019年 7

月） 

68) Totsuka Y. Whole genome sequencing analysis 
elucidates the association between 

environmental factors and human cancer 

development, 日本癌学会学術総会シンポジウム、

京都（2019年 9月） 

69) Totsuka Y. Exploration of Esophageal Cancer 
Etiology using Comprehensive DNA Adduct 

Analysis (DNA Adductome Analysis) 2nd Hebei 

International Forum on Theory and Oractice of 

Cancer Prevention and Control、石家庄（2019年

7月） 

70) 塚本徹哉、寺本篤司、桐山諭和、山田あゆみ、深層

学習によるヒト肺癌細胞像自動分類：アーキテク

チャーの違いと分類精度の比較、第 60 回日本臨床

細胞学会総会（春期大会）、東京（2019 年 6 月） 

71) 塚本徹哉、寺本篤司、桐山諭和、山田あゆみ、シン

ポジウム、毒性病理学会からのトピックス：新し

い評価法への挑戦 「人工知能を使ったヒト肺癌

細胞像の自動分類」．第 46回日本毒性学会学術年

会、徳島（2019年 6月） 

72) 藤岡正喜、魏民、奥野高裕、行松直、大石裕司、梯

アンナ、鰐渕英機．マウス経胎盤ばく露による有

機ヒ素化合物 Dimethylarsinic acid の発がん性

およびその機序．日本毒性学会生体金属部会主催

メタルバイオサイエンス研究会 2018、宮城（2018

年 11月） 

73) 藤岡正喜、魏民、奥野高裕、行松直、大石裕司、梯

ア ン ナ 、 鰐 渕 英 機 ． 有 機 ヒ 素 化 合 物

Dimethylarsinic acidのマウス経胎盤ばく露によ

る発がん機序の検討．第 77 回日本癌学会学術総会、

大阪（2018 年 9月） 

74) 奥野高裕、行松直、藤岡正喜、梯アンナ、魏民、鰐
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渕英機．Acetoaceto-o-toluidideはラット膀胱上

皮細胞の増殖と DNA 傷害を誘発する．第 77 回日本

癌学会学術総会、大阪（2018 年 9月） 

75) 梯アンナ、石井真美、奥野高裕、藤岡正喜、多胡善

幸、魏民、鰐渕英機．メタボリックシンドロームモ

デル TSOD マウスにおける NASH肝臓組織及び腫瘍

のメタボローム解析．第 77 回日本癌学会学術総会、

大阪（2018 年 9月） 

76) 魏民、藤岡正喜、奥野高裕、行松直、山口貴嗣、梯

アンナ、鰐渕英機．ラットにおける 1,4-dioxaneの

変異原性と発がん性の定量的解析．第 77 回日本癌

学会学術総会、大阪（2018 年 9月） 

77) 鰐渕英機、魏民、藤岡正喜、梯アンナ、奥野高裕．

環境化学物質による発がんと細胞傷害・修復の破

綻．第 107 回日本病理学会総会、北海道（2018 年

6月）（ワークショップ） 

78) 梯アンナ、石井真美、奥野高裕、魏民、鰐渕英機．

非アルコール性脂肪肝炎（NASH）の肝細胞と肝が

んにおけるプロテオーム解析．第 107 回日本病理

学会総会、北海道（2018 年 6月） 

79) 奥野高裕、石井真美、梯アンナ、魏民、鰐渕英機．

NASH 由来の肝細胞癌における mTOR の活性化．第

107 回日本病理学会総会、北海道（2018 年 6月） 

80) 魏民、藤岡正喜、梯アンナ、奥野高裕、鰐渕英機．

職業性胆管がんにおける疫学的および動物モデル

での知見．第 25 回日本がん予防学会学術総会、香

川（2018 年 6月） 

81) 行松直、奥野高裕、魏民、藤岡正喜、梯アンナ、鰐

渕英機．o-Acetoacetotoluidideによる膀胱に対す

る毒性の検討．第 33回発癌病理研究会、静岡（2018

年 8月） 

82) 熊田賢次、藤岡正喜、魏民、大石裕司、奥野高裕、

梯アンナ、鰐渕英機．マウス経胎盤ばく露による

有機ヒ素化合物 Dimethylarsinic acid の発がん

性およびその機序．第 17 回分子予防環境医学研究

会、三重（2018 年 2月） 

83) 魏民、藤岡正喜、梯アンナ、鰐渕英機．遺伝毒性肝

発がん物質超短期検出法の開発．第 34 回日本毒性

病理学会総会及び学術集会、沖縄（2018 年 1 月） 

84) 奥野高裕、石井真美、梯アンナ、藤岡正喜、魏民、

鰐渕英機．2つの NASHモデルマウスにおける病理

組織学的所見の違い．第 34 回日本毒性病理学会総

会及び学術集会、沖縄（2018 年 1月） 

85) 藤岡正喜、魏民、奥野高裕、熊田賢次、梯アンナ、

大石裕司、鰐渕英機．マウス経胎盤ばく露による

有機ヒ素化合物 Dimethylarsinic acid の発がん

性およびその機序．第 34 回日本毒性病理学会総会

及び学術集会、沖縄（2018 年 1月） 

86) 梯アンナ、奥野高裕、藤岡正喜、魏民、鰐渕英機．

NASHの肝臓組織や肝臓癌におけるプロテオーム解

析．第 34 回日本毒性病理学会総会及び学術集会、

沖縄（2018 年 1月） 

87) 熊田賢次、奥野高裕、魏民、藤岡正喜、行松直、梯

アンナ、鰐渕英機．O-Acetoacetoluidide(AAOT)の

毒性影響の検討．第 34 回日本毒性病理学会総会及

び学術集会、沖縄（2018 年 1月） 

88) Tajima Y, Toyoda T, Hirayama Y, Hashidume T, 
Matsushita K, Yamada T, Ogawa K, Watanabe K, 

Totsuka Y, Wakabayashi K, Miyoshi N. 

Metabolomics and DNA adductome analysis of 

urinary bladder carcinogen o-toluidine. The 
23rd Shizuoka Forum on Health and Longevity, 

Shizuoka (2018 年 11月) 

89) Tajima Y, Toyoda T, Hirayama Y, Hashidume T, 
Matsushita K, Yamada T, Ogawa K, Watanabe K, 

Totsuka Y, Wakabayashi K, Miyoshi N. 

Metabolomics and DNA adductome analysis of 

urinary bladder carcinogen o-toluidine. The 
4th International Conference on Pharma-food 

General Information, Shizuoka (2018 年 11月) 

90) Akagi J, Cho YM, Toyoda T, Mizuta Y, Yokoi M, 
Hanaoka F, Ohmori H, Ogawa K. Benzo[a]pyrene-

induced tumorigenesis in Polκ-knockout mice. 

3R&3C Symposium, Kanazawa (2018 年 11月) 

91) 野村祐介、藤澤彩乃、松下幸平、豊田武士、福井千

恵、森下裕貴、小川久美子、鄭雄一、中村義一、蓜

島由二．RNAアプタマーを用いた新規骨再生用材料

の in vivo性能評価．第 40 回日本バイオマテリア

ル学会大会、神戸（2018 年 11月） 

92) 野村幸世、豊田武士、菅原寧彦．胃癌バイオマーカ

ーとしての血清 TFF3 の起源とその上昇機序の解

明．第 22回日本肝臓学会大会、神戸（2018 年 11

月） 

93) 田島悠也、豊田武士、平山裕一郎、橋詰力、松下幸

平、小川久美子、渡辺賢二、戸塚ゆ加里、若林敬二、

三好規之．膀胱発がん性芳香族アミン o-toluidine
の代謝物分析と DNA 付加体．日本環境変異原学会

第 47 回大会、京都（2018 年 11月） 

94) 降旗千恵、豊田武士、小川久美子、鈴木孝昌．RNA-

Seq による 1,4-ジオキサン（DO）のラット肝臓に

おける遺伝子発現プロフィール：遺伝毒性および

非遺伝毒性肝発がん物質との比較．日本環境変異

原学会第 47 回大会、京都（2018 年 11月） 

95) 豊田武士、山田貴宣、三好規之、小川久美子．芳香

族アミン誘発ラット膀胱発がん過程の初期段階に

おける遺伝子発現動態．第 77 回日本癌学会学術総

会、大阪（2018 年 9月） 

96) 山田貴宣、豊田武士、小川久美子．幹細胞マーカー

免疫染色による膀胱発がん物質の早期検出．第 77

回日本癌学会学術総会、大阪（2018 年 9月） 

97) 保田智彦、吉田寛、内田英二、豊田武士、瀬戸泰之、

野村幸世．MEK阻害剤によるヘリコバクター・ピロ
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

総合分担研究報告書 

 

化学物質の有害性評価の迅速化・高度化・標準化に関する研究（H29-化学-一般-001） 

分担研究項目：病理組織発がんマーカーを用いた中期発がんリスク評価法の確立：膀胱発がん物質の評価 

 

研究分担者 豊田武士 国立医薬品食品衛生研究所 病理部 室長 

Ａ．研究目的 

齧歯類を用いた長期がん原性試験の代替法が求めら

れる中で、我々は免疫組織化学的バイオマーカーを用

いた、膀胱発がん物質の早期検出法開発を目指してい

る。これまでに我々は、DNA 損傷マーカーであるγ-H2AX

形成を指標として、膀胱発がん物質の早期検出が可能

であることを明らかにしてきた。本試験系は化学物質

の安全性評価において広く実施されている28日間反復

経口投与毒性試験の検体を用いて、免疫組織化学的手

法を追加することで実施できる点を特色とし、化学物

質の効率的かつ迅速なリスク評価に寄与し得ると考え

られる。 
 
Ｂ．研究方法 

これまでに、遺伝毒性・膀胱発がん物質 22 種、非遺

伝毒性・膀胱発がん物質 13 種、遺伝毒性・非膀胱発が

ん物質 16 種、非遺伝毒性・非膀胱発がん物質 6種、遺

伝毒性・非発がん物質 4 種、非遺伝毒性・非発がん物

質 4 種の、計 65 物質について検討した。6 週齢、雄ま

たは雌の F344 ラット（日本チャールス・リバー）に、

各物質を 4 週間経口投与した。各被験物質の投与濃度

および経路は、報告されている発がん用量または 4 週

間の最大耐量に基づき設定した。 

用量相関性の検討として、6 週齢の雄 F344 ラットに

遺伝毒性膀胱発がん物質である N-butyl-N-(4-
hydroxybutyl)nitrosamine（BBN）または非遺伝毒性膀

胱発がん物質であるメラミンを、それぞれ 0, 0.0001, 

0.001, 0.01, 0.02, 0.05%（飲水）および 0, 0.3, 1, 

3%（混餌）の用量で 2日または 4週間投与した。 

膀胱の採材方法は、先行研究（吉見班：H26-化学-指

定-001）で作成した多施設での共通臓器処理マニュア

ルに従った。膀胱のホルマリン固定パラフィン包埋標

本を作製し、免疫組織化学的手法によりγ-H2AX 形成お

よび細胞増殖マーカーである Ki67の定量解析を実施し

た。膀胱粘膜上皮におけるγ-H2AX および Ki67 陽性細

胞数をカウントし、陽性率を対照群と比較した。 

 

（倫理面への配慮） 

動物の数は最小限にとどめ、実験は国立医薬品食品

衛生研究所の実験動物取扱い規定に基づき、動物の苦

痛を最小限とするよう配慮して行った。 
 
Ｃ．研究結果 

計 65 物質について、膀胱粘膜上皮細胞におけるγ-

H2AX 形成を免疫組織化学的に検索した。上皮細胞 1000

個あたりのγ-H2AX陽性率を算出した結果、遺伝毒性膀

胱発がん物質 22 種、非遺伝毒性膀胱発がん物質 13 種

のうち、それぞれ 20 種および 9 種の投与群において、

γ-H2AX 陽性率の有意な増加が認められた（図 1）。膀

胱を標的としない発がん物質および非発がん物質につ

いては、検索した 30 種すべてが陰性であった。以上よ

り、γ-H2AX陽性率を指標とした膀胱発がん物質検出の

感度は 82.9%（29/35）、特異度は 100%（30/30）であっ

た（図 2）。 

BBN およびメラミンの複数用量による検討では、投与

開始後 2 日目の時点では、いずれの投与群にも病理所

見は認められなかった。4 週時点では、BBN の 0.01%以

上投与群およびメラミンの 3%投与群で、過形成等の病

理組織学的変化が認められた。BBN 投与群では 2 日・4

週いずれの時点でも、膀胱粘膜上皮におけるγ-H2AX・

Ki67 陽性率はそれぞれ 0.001%以上・0.01%以上の投与

群で用量相関性を伴って有意に増加した（図 3, 4）。メ

研究要旨 
 齧歯類を用いた長期がん原性試験の代替法が求められる中で、我々は DNA 損傷マーカーとして知られ

るγ-H2AX の免疫染色による、膀胱発がん物質の早期検出法開発を目指している。これまでに膀胱発が

ん物質 35 種、非膀胱発がん物質 30 種の計 65 物質について、F344 ラットへの 28 日間経口投与後の膀胱

粘膜におけるγ-H2AX 形成の定量解析を実施した。その結果、γ-H2AX 陽性率を指標とした膀胱発がん性

の検出感度は 82.9%（29/35）、特異度は 100%（30/30）であり、28 日という短期間の試験で高い精度で

予測できることが示された。この結果を受けて、化学物質の膀胱発がん性早期検出を目的とした「膀胱

におけるγ-H2AX 免疫染色」を、28 日間反復経口投与毒性試験に対する既存の OECD テストガイドライン

（TG 407）に、オプションとして追加する改定案を提出した。OECD 加盟国・機関からのレビューコメン

ト（用量相関性への懸念）への対応として、2種の膀胱発がん物質（BBN およびメラミン）について複数

用量による検討を行った結果、膀胱粘膜におけるγ-H2AX 形成は明瞭な用量相関性を示すことを確認し

た。本手法は化学物質の安全性評価において広く実施されている、既存の 28 日間反復投与試験への組み

込みが容易であり、化学物質の効率的かつ迅速なリスク評価法として有用と考えられる。 
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ラミン投与群では、γ-H2AX・Ki67 陽性率は 2日・4週

時点でともに最高用量の 3%群でのみ有意に増加した

（図 5, 6）。メラミン投与群（0.3%以上）における Ki67

発現は、2 日目の時点で一過性の有意な増加を示した。 

γ-H2AX および Ki67の多重免疫蛍光染色を実施した

結果、メラミン投与群ではγ-H2AX 陽性細胞の大半が

Ki67 発現細胞と一致していた一方、BBN 投与群では共

発現細胞のみならず、γ-H2AX単独陽性細胞も多く認め

られた（図 7）。 

 

 
図 1．ラット膀胱粘膜上皮細胞におけるγ-H2AX 陽性率の解

析結果（国立衛研担当分）。 

 

 
図 2．膀胱上皮におけるγ-H2AX 形成を指標としたラット膀

胱発がん性の検出感度および特異度。 

 

 
図 3．BBN 投与ラット膀胱粘膜上皮におけるγ-H2AX 陽性率。

**; P < 0.01 (Dunnett 多群検定), ‡; P < 0.01 

(Jonckheere 傾向検定). 

 

 
図 4．BBN 投与ラット膀胱粘膜上皮における Ki67 陽性率。**; 

P < 0.01 (Dunnett 多群検定), †, ‡; P < 0.05,  0.01 
(Jonckheere 傾向検定). 

 

 
図 5．メラミン投与ラット膀胱粘膜上皮におけるγ-H2AX 陽

性率。*, **; P < 0.05, 0.01 (Dunnett 多群検定), †, ‡; 

P < 0.05, 0.01 (Jonckheere 傾向検定). 

 

 
図6．メラミン投与ラット膀胱粘膜上皮におけるKi67陽性率。

**; P < 0.01 (Dunnett 多群検定), ‡; P < 0.01 

(Jonckheere 傾向検定). 
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図 7．BBN およびメラミン投与ラット膀胱粘膜におけるγ-

H2AX/Ki67 免疫蛍光染色。γ-H2AX 単独陽性細胞（白矢頭）、

γ-H2AX/Ki67 共発現細胞（黄矢頭）。 

 

 
図 8．既存の OECD テストガイドライン（TG 407）に、γ-H2AX

免疫染色による膀胱発がん性早期検出法の追加を提案する

SPSF（表紙）。 

 

Ｄ．考察 

これまでの検討結果から、γ-H2AX 免疫染色によって

化学物質のラット膀胱に対する発がん性を、感度 82.9%

（29/35）および特異度 100%（30/30）と、28 日という

短期間の試験で高い精度で予測できることが示された。

この結果を受けて、「膀胱におけるγ-H2AX 免疫染色」

を、28 日間反復経口投与毒性試験に対する既存の OECD

テストガイドライン（TG 407）に追加する改定案

（Standard Project Submission Form; SPSF）を、平

成 30年 11月に厚生労働省を通じて提出した（図 8）。 

本改定案は化学物質の膀胱発がん性早期検出を目的

として、膀胱を用いたγ-H2AX 免疫染色をオプションと

して追加するものである。免疫染色は多くの研究機関

で実施されている一般的な解析手法であり、既存の試

験への組込みが容易である。また、早期に発がん性を検

出することで、不要な長期がん原性試験の実施を回避

でき、実験動物の 3Rにも貢献し得る。 

提出した改定案に対し、OECD 加盟国・機関から多く

のレビューコメントを頂いた。令和元年度はこれらの

指摘のうち、非発がん物質の評価が不足していること、

およびγ-H2AX 形成の用量相関性が不明であることへ

の対応として、非発がん物質を中心に新たに 5 物質の

追加検討を行った。また、遺伝毒性および非遺伝毒性膀

胱発がん物質の代表として、それぞれ BBN およびメラ

ミンを用いて、γ-H2AX 形成が明瞭な用量相関性を示す

ことを確認した。 

用量相関性を検討した実験では、BBN 投与群の膀胱に

おけるγ-H2AX 形成の有意な増加は、過形成等の病理組

織学的所見および Ki67発現増加が生じる用量（0.01%）

よりも低い用量（0.001%）から認められ、γ-H2AX がよ

り鋭敏な指標であることが明らかとなった。また、BBN・

メラミン投与群におけるγ-H2AX陽性細胞は、いずれも

投与開始後 2 日目の時点で有意な増加を示しており、

より短期間の試験にも応用できる可能性が示唆された。

一方で、いずれの投与群においても、4 週時点でのγ-

H2AX陽性率が 2日目よりも高いことから、28 日間投与

試験への組み込みが適していると考えられる。 

多重免疫蛍光染色を用いた解析では、γ-H2AX・Ki67

陽性細胞の局在パターンが、BBN・メラミン投与群では

互いに異なることが明らかとなった。遺伝毒性発がん

物質である BBN の投与群にはγ-H2AX 単独陽性細胞が

多数認められ、直接的な DNA 損傷が生じていることが

示唆された。一方、メラミンは膀胱結石による物理的刺

激を介して、尿路上皮細胞の増殖活性を高めることが

知られている。メラミン投与群におけるγ-H2AX 形成の

大半が Ki67 陽性細胞に生じている事実は、細胞増殖活

性の増加に伴う複製エラー等、二次的な DNA 損傷の関

与を示唆すると考えられる。以上の結果から、膀胱発が

ん過程における遺伝毒性機序の関与の有無を、病理組

織標本上で評価し得る可能性が示された。 

 

Ｅ．結論 

本研究の結果から、γ-H2AX 免疫染色は、化学物質の

膀胱発がん性早期検出法として有用であることが示さ

れた。 
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（2017 年 9 月） 

68) 豊田武士、松下幸平、森川朋美、小川久美子．芳香

族アミン投与ラット膀胱粘膜におけるγH2AX発現．

第44回日本毒性学会学術年会、横浜（2017年7月） 

69) 曺永晩、赤木純一、水田保子、豊田武士、小川久美

子．サイズによって異なるナノ銀の急性毒性．第

44回日本毒性学会学術年会、横浜（2017 年 7 月） 

70) 野村幸世、豊田武士、長田梨比人、市田晃彦、大津

洋、石橋祐子、愛甲丞、菅原寧彦、國土典弘、瀬戸

泰之．胃癌、膵癌早期発見バイオマーカーとして

の血清 TFF3 の起源とその上昇機序の解明．第 26

回日本癌病態治療研究会、横浜（2017 年 6月） 

71) 竹島秀幸、丹羽透、豊田武士、山下聡、牛島俊和．

組織におけるエピゲノム傷害の程度は，発がん要

因への曝露期間により決まる．第 11回日本エピジ

ェネティクス研究会年会、東京（2017 年 5月） 
 
G.知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 

 該当なし 
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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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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

総合分担研究報告書 

 

化学物質の有害性評価の迅速化・高度化・標準化に関する研究（H29-化学-一般-001） 
分担研究項目：病理組織発がんマーカーを用いた中期発がんリスク評価法の確立：膀胱発がん物質の評価 

 

研究分担者 鈴木 周五 大阪市立大学大学院医学研究科分子病理学 准教授 

 

Ａ．研究目的 

近年、発がん過程におけるDNA損傷・修復経路の重要

性が明らかにされつつあり、特にDNA二重鎖切断はゲノ

ム不安定性の原因となる深刻な傷害と認識されている。

DNAに二重鎖切断が生じると、ヒストン構成タンパクの

一種であるH2AXが速やかにリン酸化され、γH2AXを形成

する。γH2AXはDNA修復因子の結合標的となり、二重鎖

切断修復に必須の役割を果たすことが知られている。γ

H2AXは損傷部位から離れた領域まで広範囲に集積する

特徴があり、特異抗体によって核内の小型点状巣として

検出することが可能となっている。 

以前の研究において、膀胱を標的とする発がん物質に

ついて化審法で実施される28日間反復投与試験のプロ

トコールに基づいて採取した膀胱について検討した結

果、遺伝毒性膀胱発がん物質を投与された膀胱尿路上皮

において、γH2AX免疫染色による核陽性細胞が有意に上

昇することが示され、膀胱発がん物質を短期間（4週間）

の投与で検出し得る可能性が示唆された。 

3年間において、この検出法の検出精度を詳細に検討

する目的で、膀胱発がん物質での検討とともに、遺伝毒

性を有する非発がん物質や有さない非発がん物質を用

いて、化学物質に対する特異性について検討した。 

 

Ｂ．研究方法 

6 週齢 F344 雄ラットに、遺伝毒性膀胱発がん物質 1% 

1-Amino-2,4-dibromoanthraquinone (ADBAQ)、0.5% 

Phenacetin (PNC)を混餌投与、N-Butyl-N-(3-

carboxypropyl)nitrosamine (BCPN)を飲水投与、非遺

伝毒性膀胱発がん物質 0.4% N-Nitrosodiphenylamine 

(NDPA)、2% Sodium o-phenylphenol (SOPP) 、1.5% 11-

Aminoundecanoic acid (AUDA)、0.75% 1-Naphtyl-N-

methylcarbamate (Carbaryl)、0.3% Tributyl 

phosphate (TBP)、173 ppm Sodium arsenite (NaAsO2) 

 

を混餌投与、16 mg/kg Pioglitazone (PGZ)を強制胃

内投与、膀胱発がん促進物質 0.0114% nicotine 

hydrogen tartrate (nicotine)、0.012% cotinineを

飲水投与、5% Saccharin sodium salt dihydrate 

(Na-Sac)を混餌投与、遺伝毒性非膀胱発がん物質

0.005 (→0.0025)% 4-Nitroquinoline 1-oxide 

(4NQO)を飲水投与、非遺伝毒性非膀胱発がん物質 50 

mg/kg Rosiglitazone (RGZ)、90 (→45) mg/kg 1-

Nitropropane (1-NP)を強制胃内投与、0.3% 8-

Hydroxyquinoline (8-HQ)を混餌投与した。4週間後に

屠殺・剖検し、種々の臓器を採取した。全ての膀胱組

織について免疫組織染色を行い、γH2AX の標識率を検

討した。 

 

（倫理面への配慮） 

倫理面の配慮については、大阪市立大学動物実験委

員会および名古屋市立大学動物実験委員会から動物実

験の許可を得て、動物実験指針を遵守して行い、動物

愛護に十分に配慮した。 

 

Ｃ．研究結果 

試験開始3日後に90 mg/kg 1-NP投与群が体重減少を

来したため、以降は45 mg/kgに濃度変更を行った。試験

開始1週間後に0.005% 4NQO投与群が体重減少を来した

ため、2週目以降は0.0025%に濃度変更を行った。試験期

間中、ADBAQ、SOPP、AUDA、Carbaryl、4NQO、1-NP、nicotine

投与群において対照群に比べ、体重増加抑制傾向を認め、

屠殺・剖検時の体重は有意に抑制された。 

膀胱組織学的検討の結果、 TBP投与群全てに

papillary/nodular (PN) hyperplasiaを認めた。BCPNお

よびnicotine投与群全てにsimple hyperplasiaを認め、

AUDA投与群においては、5匹中2匹に、cotinine投与群で

は、10匹中3匹にsimple hyperplasiaを認めた。 

研究要旨 
 本研究は、膀胱を標的とする発がん物質を早期に検出できる指標の探索を目的としている。以前に

DNA 二重鎖切断マーカーであるγH2AX が、遺伝毒性膀胱発がん物質の早期検出指標として利用し得る

可能性を示した。γH2AX に関して、膀胱発がん物質、膀胱発がん促進物質および非膀胱発がん物質を

用いて感受性や特異性について検討した。結果、遺伝毒性の有無に関わらず膀胱発がん物質でγH2AX

の有意な上昇を認め、加えて発がん促進物質でも有意な上昇が存在し、この試験法の感受性が高いこ

とを示した。一方で、膀胱に発がん性を示さない発がん物質や非発がん物質ではγH2AX 標識率が対照

群と差がなく、検出法の膀胱発がん物質への特異性についても示された。以上の結果から、化審法で

実施される 28 日間反復投与試験のプロトコールに基づいて採取した膀胱において、遺伝毒性の有無に

関わらず膀胱への発がん性を示す物質を検出でき、膀胱発がん促進物質についても検出できる可能性

を示せた。 
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膀胱粘膜上皮におけるγH2AX標識率は、膀胱発がん物

質ADBAQ、PNC、NDPA、SOPP、AUDA、BCPN、Carbaryl、TBP、

NaAsO2投与群で有意な上昇を認めた。一方、PGZ投与群の

み対照群と差がなかった。また、膀胱発がん促進物質

nicotine、cotinine、Na-Sac投与群では、有意な上昇を

認めた。遺伝毒性の有無に関わらず非膀胱発がん物質

RGZ、1-NP、4NQO、8-HQは対照群と差がなかった。（図1

〜4参照） 

 

 
図1. 2017年度 膀胱粘膜上皮細胞におけるγH2AX陽

性細胞の定量解析 

 

 
図2. 2018年度 膀胱粘膜上皮細胞におけるγH2AX陽

性細胞の定量解析 

 

 
図3. 2019年度 膀胱粘膜上皮細胞におけるγH2AX陽

性細胞の定量解析 

 

 
図4. NicotineおよびCotinine投与膀胱粘膜上皮細胞

におけるγH2AX陽性細胞の定量解析 

 

D. 考察 

化審法で実施される28日間反復投与試験においては、

各化学物質を対照群と比較検討すると考えるため、今回

の膀胱発がん物質検出法を検討するにあたり、各化学物

質と対照群との一対一での比較が重要と考えている。結

果として、PGZを除く膀胱発がん物質については、遺伝

毒性の有無に関わらず検出可能であった。加えて、膀胱

発がん促進物質3つについても検出できたことから、こ

の試験法の感受性の高さを示した。一方で、膀胱発がん

性を認めない化学物質4つのγH2AX標識率はいずれも有

意な上昇を示さず、γH2AXの膀胱発がん性に対する特異

性を確認出来た。 

今までの膀胱発がん物質に対するγH2AXを指標とし

た膀胱発がん物質検出の感度は82.9%（29/35）、特異度

は100%（30/30）であった（図5）。 

 

 
図 5．γ-H2AX 形成を指標としたラット膀胱発がん性の検出

感度および特異度。 

 

E. 結論 

化審法で実施される28日間反復投与試験において摘

出した膀胱を用いたγH2AX免疫染色による標識率の検

討は、膀胱に特異的な発がん物質の検出法として有用で

あることが示唆された。 

 

F．研究発表 

1．論文発表 

1) Suzuki S, Cohen SM, Arnold LL, Pennington 
KL, Kato H, Naiki T, Naiki-Ito A, Yamashita 
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in press. 

2) Fujioka M, Suzuki S, Gi M, Kakehashi A, 

Oishi Y, Okuno T, Yukimatsu N, Wanibuchi H. 
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in a transplacental mouse model. Arch 

Toxicol. 2020; 94: 927-37. 

3) Yukimatsu N, Gi M, Okuno T, Fujioka M, 
Suzuki S, Kakehashi A, Yanagiba Y, Suda M, 

Koda S, Nakatani T, Wanibuchi H. Promotion 

effects of acetoaceto-o-toluidide on N-

butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine-induced 
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9) Etani T, Naiki T, Naiki-Ito A, Suzuki T, 
Iida K, Nozaki S, Kato H, Nagayasu Y, Suzuki 

S, Kawai N, Yasui T, Takahashi S. NCL1, A 

Highly Selective Lysine-Specific Demethylase 

1 Inhibitor, Suppresses Castration-Resistant 

Prostate Cancer Growth via Regulation of 

Apoptosis and Autophagy. J Clin Med. 2019; 

8. 

10) Takeshita S, Yamashita Y, Shiomi K, Suzuki 
N, Yoshida J, Naiki-Ito A, Suzuki S, 

Akatsuka S, Toyokuni S, Takahashi T, Mase S, 

Arakawa A, Sugiura-Ogasawara M, Takahashi S. 

Expression of P-REX2a is associated with 

poor prognosis in endometrial malignancies. 

Oncotarget. 2018; 9: 24778-86. 

11) Suzuki S, Kato H, Fuji S, Naiki T, Naiki-Ito 
A, Yamashita Y, Takahashi S. Early detection 

of prostate carcinogens by 

immunohistochemistry of HMGB2. J Toxicol 

Sci. 2018; 43: 359-67. 

12) Suzuki S, Cohen SM, Arnold LL, Kato H, Fuji 
S, Pennington KL, Nagayasu Y, Naiki-Ito A, 

Yamashita Y, Takahashi S. Orally 

administered nicotine effects on rat urinary 

bladder proliferation and carcinogenesis. 

Toxicology. 2018; 398-399: 31-40. 

13) Naiki T, Naiki-Ito A, Iida K, Etani T, Kato 
H, Suzuki S, Yamashita Y, Kawai N, Yasui T, 

Takahashi S. GPX2 promotes development of 

bladder cancer with squamous cell 

differentiation through the control of 

apoptosis. Oncotarget. 2018; 9: 15847-59. 

14) Kuno T, Kato H, Naiki-Ito A, Suzuki S, 
Tanaka T, Takahashi S, Mori H. Preventive 

Effects of Fermented Brown Rice and Rice 

Bran on Spontaneous Lymphomagenesis in 

AKR/NSlc Female Mice. Asian Pac J Cancer 

Prev. 2018; 19: 3217-23. 
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2．学会発表 

1) 鈴木周五、加藤寛之、内木綾、山下依子、久野壽

也、髙橋智、前立腺発がん物質早期検出のための

分子マーカーおよびラットモデルの確立、第 106

回日本病理学会総会、東京（2017年 4月） 

2) 鈴木周五、加藤寛之、不二哲、内木綾、山下依

子、久野壽也、髙橋智、前立腺発がん物質早期検

出のための分子マーカーおよびラットモデルの確

立、第 76回日本癌学会学術総会、横浜（2017年

9 月） 

3) 鈴木周五、内木綾、加藤寛之、髙橋智、前立腺発

がん物質の早期検出モデルの確立、第 34回日本

毒性病理学会総会および学術集会、沖縄（2018

年 1月） 
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4) 鈴木周五、加藤寛之、内木綾、山下依子、髙橋

智、ラット膀胱発がんに対するニコチンの影響、

第 107 回日本病理学会総会、札幌（2018 年 6

月） 

5) 鈴木周五、加藤寛之、内木綾、山下依子、髙橋

智、ラット膀胱発がんに対するニコチンの影響、

第 77 回日本癌学会学術総会、大阪（2018 年 9

月） 

6) 鈴木周五、加藤寛之、不二哲、内木綾、髙橋智、

ラット膀胱発がんに対するニコチンの影響、第

35 回日本毒性病理学会総会および学術集会、東

京（2019年 1月） 

7) 鈴木周五、加藤寛之、内木綾、山下依子、高橋智

ラット膀胱発がんに対するコチニンの影響、第

108回日本病理学会総会、東京 (2019年 5 月) 

8) 鈴木周五、加藤寛之、内木綾、山下依子、鰐渕英

機、高橋智、ラット尿路上皮に対するコチニンの

腫瘍促進効果、第 78回日本癌学会学術総会、大

阪 (2019年 9 月) 

9) 鈴木周五、加藤寛之、内木綾、鰐渕英機、高橋

智、ラット尿路上皮に対するコチニンの増殖性病

変促進効果、第 36回日本毒性病理学会総会およ

び学術集会、東京 (2019年 2月) 

 

G.知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 

  特になし。 

２．実用新案登録 

  特になし。 

３．その他 

  特になし。
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

総合分担研究報告書 

 

化学物質の有害性評価の迅速化・高度化・標準化に関する研究（H29-化学-一般-001） 

分担研究項目：遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの確立 

 

研究代表者 鰐渕英機 大阪市立大学大学院医学研究科 分子病理学 教授 

Ａ．研究目的 

生活環境を取り巻く化学物質の発がん性を迅速に、

かつ高精度に検証できるシステムの確立は、社会的に

も経済的にも非常に重要であり、システムで得られた

結果は国民生活の安全･安心を保証する重要な基盤と

なる。本研究では化学物質の発がん性評価の迅速化・

高精度化・標準化を目的に、平成23年度～28年度「化

学物質の安全性と発がん性リスク評価としての短・中

期バイオアッセイ系の開発に関する研究」（吉見班）

で蓄積してきた病理組織発がんマーカー及び試験法

をより一層発展・高精度化し、高精度発がん評価モデ

ルとして確立する。さらに国際的に認知させる必要が

あるため、それらの発がん性評価法のOECDテストガイ

ドライン化を目指すことが重要である。そこで、本申

請研究においては、OECDテストガイドライン化の成立

を最終目的として、6研究施設による協同体制にて下

記に記す三つの研究を実施する。第一に、膀胱を標的

とする発がん物質を用いた28日間反復投与試験を実

施し、病理組織発がんマーカーを用いた膀胱発がんリ

スク評価法を確立する。第二に、これまで開発した遺

伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質短期検出

モデルの有用性をより一層検証し、確立する。第三に、

上記の試料を用いてDNA付加体を網羅的に解析しカタ

ログ化する方法（アダクトーム解析）による化学物質

のDNA損傷を指標とした遺伝毒性評価法を開発する。 

平成 29 年度は、我々が構築した遺伝子セットを用い

た遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルを確立するた

めに、11 種類の遺伝毒性肝発がん物質及び 20 種類のそ

れ以外の化合物（非遺伝毒性肝発がん物質、肝以外の

遺伝毒性および非遺伝毒性発がん物質、非遺伝毒性非

発がん物質）について、ラット単回投与試験を行い、

得られた遺伝子発現データを予測モデルに入力し、判

定を行った。 
平成 30 年度は、我々が構築した遺伝子セットを用い

た遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルを確立するた

めに、12 種類の遺伝毒性肝発がん物質及び 17種類のそ

れ以外の化合物（非遺伝毒性肝発がん物質、肝以外の

遺伝毒性および非遺伝毒性発がん物質、非遺伝毒性非

発がん物質）について、ラット単回投与試験を行い、

得られた遺伝子発現データを予測モデルに入力し、判

定を行った。 

令和元年度度は、前年度までに解析した遺伝毒性肝

発がん物質 23 種のうち、偽陰性となった 6種の物質に

ついて、投与用量を上げてラット単回投与試験を行い、

得られた遺伝子発現データを予測モデルに入力し、判

定を行った。 
 
Ｂ．研究方法 

平成 29 年度から令和元年度まで、遺伝毒性肝発がん

物質を含めた種々の化学物質合計 60 種類について、ラ

ット単回強制胃内投与試験を行った。動物試験および

遺伝子解析は 3 施設（香川大・藤田医科大・大阪市立

大）で行われた。 

各施設で得られた遺伝子発現データを我々が構築し

た遺伝毒性肝発がん物質検出モデル（サポートベクタ

ーマシーンによる数理学的アルゴリズムによるモデ

ル）に入力し、判定を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

各施設の動物実験委員会から動物実験の許可を得、

動物実験指針を遵守して行い、動物愛護に十分に配慮

した。 

 
Ｃ．研究結果 

各施設で取得した遺伝子発現データを構築済の遺伝

毒性肝発がん物質検出モデルに入力し、遺伝毒性肝発

がん性の陽性または陰性の判定を行った。本モデルで

は、遺伝毒性肝発がん物質を「陽性」、その他の物質（非

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

遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの開発および検証を行った。平成 29 年度から 30 年度に遺伝毒性肝

発がん物質を含めた種々の化学物質 60 物質についてラット単回投与を行い、投与 24 時間後の肝臓におけ

るマーカー遺伝子（10 遺伝子）の発現データを qPCR で取得し、我々が構築した遺伝毒性肝発がん物質検

出モデルを用いて肝発がん性を予測した。令和元年度には、遺伝毒性肝発がん物質のうち偽陰性となった

6物質について投与濃度を上げて検討した。その結果、60 物質のデータを総合すると、我々が構築した遺

伝子セットを用いた予測モデルは遺伝毒性肝発がん物質を、感度 82.6%(19/23)及び特異度 97.3%(36/37)

と、高い精度で検出できる可能性が示唆された。 
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遺伝毒性肝発がん物質、肝以外の発がん物質、非発が

ん物質）を「陰性」と判定する。 

平成 29 年度は、全ての遺伝毒性肝発がん物質(11 物

質)について陽性判定が得られ（感度 100％）、遺伝毒性

陰性の非発がん物質 20 物質のうち、Ethionamide を除

く 19 物質で陰性判定が得られた（特異度 95%）。平成

30 年度は、遺伝毒性肝発がん物質 12 物質のうち、6物

質について陽性判定が得られ（感度 46％）、その他の全

ての物質（17物質）で陰性判定が得られた（特異度100%）。

令和元年度では、偽陰性であった 6 物質のうち、

Hydrazine sulfateについては、LD50 の 1/2 および 2/3

投与量で、Dichloroacetic acidについては LD50 の 2/3

投与量で、陽性となった。 

以上より、検討した 60 物質での結果は、感度

82.6%(19/23)(表１)、特異度 97.3%(36/37)(表 2)とな

った。 

 
表１. 遺伝毒性肝発がん物質の判定結果 

 
 

Ｄ．考察 

これまでに取得した 60 物質に対して、我々が構築し

た遺伝子セットを用いた予測モデルは遺伝毒性肝発が

ん物質を、感度 82.6%(19/23)および特異度 97.3%

（36/37）と、高い精度で検出できる可能性が示唆され

た。 

 

Ｅ．結論 

我々が構築した遺伝子セットを用いた肝発がん性予

測モデルは遺伝毒性肝発がん物質を高い精度で検出で

きる可能性が示唆された。今後も本試験系の限界や改

良についての検証を引き続き行う必要がある。 
 
表 2. その他の物質の判定結果 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

総合分担研究報告書 

 

化学物質の有害性評価の迅速化・高度化・標準化に関する研究（H29-化学-一般-001） 

分担研究項目：遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの確立 

 

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

Ａ．研究目的 

生活環境を取り巻く化学物質の発がん性を迅速に、

かつ高精度に検証できるシステムの確立は、社会的に

も経済的にも非常に重要であり、システムで得られた

結果は国民生活の安全･安心を保証する重要な基盤と

なる。本研究では化学物質の発がん性評価の迅速化・

高精度化・標準化を目的に、平成23年度～28年度「化

学物質の安全性と発がん性リスク評価としての短・中

期バイオアッセイ系の開発に関する研究」（吉見班）

で蓄積してきた病理組織発がんマーカー及び試験法

をより一層発展・高精度化し、高精度発がん評価モデ

ルとして確立する。さらに国際的に認知させる必要が

あるため、それらの発がん性評価法のOECDテストガイ

ドライン化を目指すことが重要である。そこで、本申

請研究においては、OECDテストガイドライン化の成立

を最終目的として、6研究施設による協同体制にて下

記に記す三つの研究を実施する。第一に、膀胱を標的

とする発がん物質を用いた28日間反復投与試験を実

施し、病理組織発がんマーカーを用いた膀胱発がんリ

スク評価法を確立する。第二に、これまで開発した遺

伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質短期検出

モデルの有用性をより一層検証し、確立する。第三に、

上記の試料を用いてDNA付加体を網羅的に解析しカタ

ログ化する方法（アダクトーム解析）による化学物質

のDNA損傷を指標とした遺伝毒性評価法を開発する。 

平成 29 年度から令和元年まで、我々が構築した遺伝

子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデ

ルを確立するために、11 種類の遺伝毒性肝発がん物質

及び 12 種類のそれ以外の物質（非遺伝毒性ラット肝発

がん物質、遺伝毒性非ラット肝発がん物質及び非遺伝

性非発がん物質）について、ラット単回投与試験を行い、

得られた遺伝子発現データを予測モデルに入力し、判

定を行った。 
 
Ｂ．研究方法 

遺伝毒性肝発がん物質を含めた種々の化学物質合計

23 種類について、ラット単回強制胃内投与試験を行っ

た。遺伝子発現については、リアルタイム PCR にてデ

ータを取得した。リアルタイム RT-PCRは施設共通のプ

ロトコールに従って行った。肝臓からの total RNA抽

出と cDNA の合成はそれぞれ RNeasy mini kit（キアゲ

ン）と Super Script VI VILO Maste Mix(invitrogen）

のキットを使用した。 

得られた遺伝子発現データを我々が構築した遺伝毒

性肝発がん物質検出モデル（サポートベクターマシー

ンによる数理学的アルゴリズムによるモデル）に入力

し、陽性または陰性の判定を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

大阪市立大学動物実験委員会から動物実験の許可を

得、動物実験指針を遵守して行い、動物愛護に十分に配

慮した。 
 
Ｃ．研究結果 

取得した遺伝子発現データを構築済の遺伝毒性肝発

がん物質検出モデルに入力し、遺伝毒性肝発がん性の

陽性または陰性の判定を行った。本モデルでは、遺伝毒

性肝発がん物質を「陽性」、その他の物質（非遺伝毒性

肝発がん物質、肝以外の発がん物質、非発がん物質）を

「陰性」と判定する。その結果、遺伝毒性肝発がん物質

の 11 物質のうち、7物質について陽性判定が得られ（表

１）、その他の全ての物質（12 物質）で陰性判定が得ら

れた（表 2）。 

 

表１. 遺伝毒性肝発がん物質の判定結果 

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

遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの開発および検証を行った。平成 29 年度から 3 年間にわたり遺伝

毒性肝発がん物質を含めた種々の化学物質 23 物質についてラット単回投与を行い、投与 24 時間後の肝

臓におけるマーカー遺伝子（10 遺伝子）の発現データを qPCR で取得し、我々が構築した遺伝毒性肝発が

ん物質検出モデルを用いて肝発がん性を予測した。その結果、遺伝毒性肝発がん物質 11 物質のうち、7物

質について陽性判定が得られ、その他の全ての物質（12 物質）で陰性判定が得られた。研究班の結果を

総合すると、我々が構築した遺伝子セットを用いた予測モデルは遺伝毒性肝発がん物質を、感度

82.6%(19/23)及び特異度 97.3%(36/37)と、高い精度で検出できる可能性が示唆された。今後、偽陰性物

質について最大耐量を用いて再評価するとともに、本試験系の検出限界や改良についての検証を引き続

き行う必要がある。 
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表 2. その他の物質の判定結果 

 
 

 

Ｄ．考察 

非遺伝毒性ラット肝発がん物質、遺伝毒性非ラット

肝発がん物質及び非遺伝性非発がん物質の合計 12物質

はすべて陰性と判定されたことから、本モデルは遺伝

毒性肝発がん物質を高い特異度で検出できる可能性が

示唆された。一方で、遺伝毒性肝発がん物質 11 物質の

うち、4物質が偽陰性となった。今後、検出精度を上げ

るには偽陰性物質について最大耐量を用いて再評価す

る必要があると考えられる。 

 

Ｅ．結論 

我々が構築した遺伝子セットを用いた肝発がん性予

測モデルは遺伝毒性肝発がん物質を高い特異度で検出

できるが、偽陰性になる物質がある。今後も本試験系の

検出限界や改良についての検証を引き続き行う必要が

ある。 
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総合分担研究報告書 

 

化学物質の有害性評価の迅速化・高度化・標準化に関する研究（H29-化学-一般-001） 

分担研究項目：遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの確立 

 

研究分担者 横平 政直 香川大学医学部腫瘍病理学 准教授

 

Ａ．研究目的 

生活環境を取り巻く化学物質の発がん性を迅速にか

つ高精度に検証できるシステムの確立は、社会的にも経

済的にも非常に重要であり、システムで得られた結果は

国民生活の安全･安心を保証する。本研究では化学物質

の発がん性評価の迅速化・高度化・標準化を目的に、平

成23年度～28年度「化学物質の安全性と発がん性リスク

評価としての短・中期バイオアッセイ系の開発に関する

研究」（吉見班）で蓄積してきた病理組織発がんマーカ

ーおよび試験法をより一層精度化し、確立する必要性が

ある。6研究施設による協同体制にて多数の化学物質を

同時に評価することにより、評価法の標準化を推進し、

国際動向を見据えたOECDテストガイドライン化を実現

する。 

当施設ではこれまで開発した遺伝子セットを用いた

遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの有用性をより

一層検証し、確立することを目的とした。遺伝毒性肝発

がん物質検出モデル（SVMモデル）の検出力を検証する

ため検討を行った。多種の遺伝毒性肝発がん物質、非肝

発がん物質、及び非遺伝毒性非発がん物質をラットに単

回投与し，24時間後の肝臓における遺伝子マーカーセッ

トの発現変化を調べた。本研究の特色は化学物質の発が

ん性を迅速に、かつ高精度に予測できる評価法及びヒト

への外挿に必要な発がんメカニズムに関する情報が得

られる試験系を確立することにある。 

平成29年度および平成30年度は、TGP由来ラット肝臓

遺伝子発現データをもとに構築した遺伝毒性肝発がん

物質検出モデル（SVMモデル）の検出力を検証するため，

多種類の遺伝毒性肝発がん物質及び非遺伝毒性非発が

ん物質をラットに単回投与し，24時間後の肝臓における

遺伝子マーカーセットの発現変化を調べた。その結果、

遺伝子セットを用いた判定方法により、遺伝毒性発がん

物質が正確に判定されており、この方法は遺伝毒性発が

ん物質の検出に有用性が確認された。一方で、擬陽性や

偽陰性を示す物質が認められた。令和元年度（平成31年

度）では、偽陰性物質についてさらに投与容量の設定を

詳細に検証する検討を行った。 

 

 

Ｂ．研究方法 

平成29年度では、遺伝毒性肝発がん物質を含めた種々

の発がん物質10種類について（表１）、平成30年度では、

遺伝毒性肝発がん物質を含めた発がん物質10種類につ

いて（表２）、令和元年度（平成31年度）では、平成29

年度および平成30年度で偽陰性となった2物質（表３）

について検討を行った。各物質についてラット単回投与

試験（剖検は投与24時間後）を行い、得られた肝組織か

ら遺伝子発現データを取得した。動物試験は3施設（担

当：鰐渕/魏、塚本、横平）で行われた。動物試験プロ

トコールは事前に共有・配布し、プロトコールに従い試

験を実施した。遺伝子発現については、リアルタイムP

CRでのデータを取得した。 

日本チャールズリバー社（神奈川県厚木）より購入し

た4週齢のSDラット（雄性）について、２週間の訓化期

間の後に実験を開始した。群構成を表２に示す。訓化期

間に体重測定を行い、各群の平均体重にばらつきがない

よう群分けを行った。実験開始時に、体重測定を行いな

がら体重当たりの投与量に調整した被験物質を各動物

に強制胃内投与した。被験物質の投与濃度は平成29年度

および平成30年度はLD50の1/3とし、平成31年度は1/2お

よび2/3とした。被験物質投与後24時間後に剖検を行っ

たが、剖検は、イソフルラン (abbvie #B506) 吸入麻酔

後、腹部大動脈から自然放血により安楽死させた。安楽

死後、開腹し、臓器に肉眼的異常の有無を観察した。肝

臓を摘出し、RNA抽出用として、外側左葉(LL)を摘出後、

下端辺縁部を約2cm×0.5cmの大きさで2スライス切り出

した。それぞれ1mLのRNAlaterが入った1.5mLチューブへ

移した（合計2本、そのうち1本は、他施設でのバリデー

ション用）。1.5mLチューブを4℃で一晩保管後、－80℃

へ長期保管した。凍結保存サンプル用として、RNA抽出

用に採材した後の残りの外側左葉の上半分を1.5mlチュ

ーブ2本分採取し、液体窒素により凍結後、ディープフ

リーザーにて凍結保管した（一本はDNA adduct 解析用）。

ホルマリン固定用サンプルは、外側左葉の下半分、内側

右葉(RM)および右葉尾部(R2)から計3スライス切り出し、

カセットにおいて10%ホルマリンにて固定した。 

リアルタイムRT-PCRについては施設共通のプロトコ

研究要旨 
遺伝毒性肝発がん物質検出モデル（SVMモデル）の検出力を検証するため検討を行った。多種の遺伝毒性

肝発がん物質、非肝発がん物質、及び非遺伝毒性非発がん物質をラットに単回投与し，24時間後の肝臓に

おける遺伝子マーカーセットの発現変化を調べた。その結果、本モデルでは大多数の遺伝毒性肝発癌物質

の検出を行うことができると考えられるが、稀に偽陰性となる物質があり、投与濃度等に留意する必要が

あると考えられた。また、今回は投与24時間後にのみ評価を行ったが、評価時期の再考の必要性も感じら

れた。また、今回は投与24時間後にのみ評価を行ったが、評価時期の再考の必要性も感じられた。 
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ルを基に行った。具体的には、肝臓からのtotal RNA抽

出はRNeasy mini kit（キアゲン）を使用し、3mm×3mm

程度の肝組織片からtotal RNAを抽出した。30uLのRNas

e free H2Oで溶出した。cDNAの合成はSuper Script IV

 VILO Maste Mix(invitrogen）のキットを使用し、tot

al RNA 1000 ngとした。逆転写反応は，total 20uLのv

olumeで行った。サーマルサイクラーによる反応は、2

5℃：10min、50℃：10min、85℃：5min、4℃：∞とした。

QPCR用サンプルは「RT反応液(20ul)+ MilliQ 80 ul=10

0 ul」で調整した。TaqMan Fast Universal PCR Maste

r Mixes（サーモフィッシャー）を使用し、リアルタイ

ムPCR反応をおこなった。用いたプライマーは表４の通

りである。 

リアルタイムRT-PCRの結果について、遺伝子発現デー

タを構築済の肝発がん性予測モデル（サポートベクター

マシーンによる数理学的アルゴリズムによるモデル）に

入力し、肝発がん性の陽性または陰性の判定を行った。 

 

（倫理面の配慮） 

いずれの動物実験も実験に先立ち、香川大学、動物実

験委員会に動物実験計画書を提出し、その許可を得た後

に総合生命科学研究センター、同実験部門において香川

大学動物実験規程に従って飼育管理した。 

 

Ｃ．研究結果 

平成29年度の実験では、被験物質投与後24時間後に2

-Nitrosopropane群の1匹、3'-Methyl-4-dimethylamino

azobenzeneの3匹の死亡が確認された。 

肝臓の病理組織所見では、2-Nitrosopropane群はうっ

血、門脈域を中心とする炎症細胞浸潤（多形核白血球、

リンパ球）を認めた。5匹中3匹が死亡した3'-Methyl-4

-dimethylaminoazobenzene群（9群）は、肝組織に著変

は見られなかった。その他の群では、陰性対照群とくら

べて、わずかな炎症細胞浸潤〜変化は乏しい印象であっ

た。 

平成30年度の実験では、検討予定であった物質のVin

yl chlorideについて、予定濃度の試薬を入手すること

が困難であり、この群は実験から削除した。 

実験中、全群とも外見に異常を認めなかったが、被験

物質投与後24時間後に2-Nitrosopropane群の1匹の死亡

が確認された。 

肝臓の病理組織所見では、2-Nitrosopropane群は平成

29年度と同様の像を認めたが、その他の群では、陰性対

照群とくらべて、わずかな炎症細胞浸潤〜変化は乏しい

印象であった。 

令和元年度（平成31年度）の実験では、被験物質投与

後24時間後に2-Nitrosopropane群の2匹、Ethlene thio

urea 1/2群の1匹、Dichloroacetic acid 2/3群の2匹、

Dichloroacetic acid 2/3群の2匹の死亡が確認された。

Dichloroacetic acid投与群の死亡例は全例に胃穿孔が

確認された。 

肝発がん性の陽性または陰性の判定の結果を表５に

示す。非遺伝性発がん物質のethionamideが遺伝性発が

ん物質として判定された。それ以外の被験物質について

は、遺伝性発がん物質である物質は遺伝性発がん物質と

判定された。また、4,4'-Oxydianiline、2,4-Dinitrot

oluene (containing 1.0-1.5% 2,6-dinitrotoluene)は

遺伝性発癌物質として判定されるべきところ、陰性と判

定された。 

これらの偽陰性だった物質について、令和元年度（平

成31年度）は検証を行った。偽陰性の原因が、投与濃度

の低さによるものと仮定して、より高濃度での検証を行

った。その結果、Dichloroacetic acid はLD50の2/3用

量で陽性となった一方で、Ethylene thioureaは陰性で

あった。 

 

Ｄ．考察 

非遺伝性毒性発がん物質であるethionamideが遺伝性

毒性物質として判定された。in vitro遺伝毒性試験では

毒性を引き起こす用量で遺伝毒性陽性があるという報

告がある（Kirkland et. al., 2016）。今回の投与量は

LD50の1/3量という高い投与量であった。このため、et

hionamideが遺伝毒性作用を発揮したと推測される。2,

4-Dinitrotolueneについては、Ames試験は陽性であるも

のの、in vivoにおいての肝発がん性は乏しいという報

告があった（Leonard TB. et al., 1987）。この報告は

本試験系での陰性の理由を支持するものである。一方で、

4,4'-Oxydianilineについては、ラットにおける明らか

な肝発がんが報告されている（Maronpot RR. et al., 

1989）。Ethylene thioureaについてはマウスでは肝臓

をターゲットとするが、ラットではターゲットとしない

報告があり（National Toxicology Program, 2002）、

再検証結果の陰性を支持するものである。 

今回の実験から、本試験系ではほぼ遺伝毒性肝発癌物

質の検出を行うことができるが、稀に偽陰性となる物質

があり、投与濃度等に留意する必要があると考えられた。

また、今回は投与24時間後にのみ評価を行ったが、評価

時期の再考の必要性も感じられた。 

 

Ｅ．結論 

今回、遺伝子セットを用いた判定方法により、ほとん

どの遺伝毒性発がん物質が正確に判定されたが、偽陰

性例も見られ、今後も本試験系の限界や改良について

の検証を引き続き行う必要があると考えられた。 
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表 1 平成 29 年度の実験における群構成 

 
 

表２ 平成 30 年度の実験における群構成 

 
 
表 3 令和元年度（平成 31 年度）の実験における群構成 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Group 被験物質 LD50 mg/kg
投与量(1/3 of
LD50)

1 2-Nitrosopropane (2-NP) 遺伝毒性肝発がん物質（陽対） 720 240

2 Nitrosodibutylamine (NB) 遺伝毒性肝発がん物質 1200 400
3 N-Nitrosopyrrolidine  (遮光)(NNP) 遺伝毒性肝発がん物質 900 300
4 Promethazine (PMZ) ⾮遺伝毒性⾮肝発がん物質 580 190
5 Sulindac (SUL) ⾮遺伝毒性⾮肝発がん物質 264 90
6 Tetracycline (TC) ⾮遺伝毒性⾮肝発がん物質 807 270
7 0.5% Methyl cellulose (MC) 対照群 5ml/kg b.w.

8 2-Nitrosopropane (2-NP) 遺伝毒性肝発がん物質（陽対） 720 240

9
3´-Methyl-4-dimethylaminoazobenzene
(MDA) 遺伝毒性肝発がん物質 1500 500

10 Ethionamide (ETH) ⾮遺伝毒性⾮肝発がん物質 1320 440
11 Theophylline (TEO) ⾮遺伝毒性⾮肝発がん物質 225 80
12 Caffeine (CAF) ⾮遺伝毒性⾮肝発がん物質 192 60
13 Chloramphenicol (CMP) ⾮遺伝毒性⾮肝発がん物質 2500 830
14 0.5% Methyl cellulose (MC) 対照群 5ml/kg b.w.

Group  被験物質
LD50
mg/kg

投与量（1/3 of
LD50)

1 2-Nitrosopropane (2-NP) 遺伝毒性肝発がん物質（陽性対照） 720 240
2 Vinyl chloride 遺伝毒性肝発がん物質 500 170
3 4,4´-Oxydianiline 遺伝毒性肝発がん物質 725 240
4 4,4´-Methylene-bis(2-chloro­aniline) 遺伝毒性肝発がん物質 1140 380
5 2,4-Dinitrotoluene (containing 1.0-1.5% 2,6-dinitrotoluene) 遺伝毒性肝発がん物質 286 100
6 Tris-(1,3-dichloro-2-propyl)phos­phate 遺伝毒性肝発がん物質 1850 620
7 Retrorsine 遺伝毒性肝発がん物質 34 10
8 Butylated hydroxyanisole (BHA) Ames(-) 肝以外の臓器発がん性(+) 2000 670
9 Methimazole (MTZ) 2250 750
10 Sulfasalazine (SS) 15600 2000
11 Allyl alcohol (AA) Ames(-) 臓器発がん性(-) 64 20
12 0.5% Methyl cellulose 5ml/kg b.w.

Groups 被験物質 LD50 mg/kg 投与量mg/kg
1 2-Nitrosopropane 720 240
2 Ethylene thiourea 2/3(LD50) 1832 1220
3 Ethylene thiourea 1/2 1832 920
4 Dichloroacetic acid 2/3 2820 1880
5 Dichloroacetic acid 1/2 2820 1410
6 0.5% Methyl cellulose 5ml/kg b.w.
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表４ リアルタイム RT-PCR で用いたプライマー 

 
 
表５ 判定結果 

 

Gene Forward(5'-3') Reverse(5'-3')
1385132_at ggtatgtgtgaagtcagtttcca ttttctgaagatgccaagca
Aen ggcctgccctcatacttaaa agcggtaagaaagctctgga
Atp6v1f tgaaatcgaagacactttcagg gctccttggacgggatct
Rage ccagtcacaactggtcattctc cagactagtcggcccctgt
Cdkn1a gatccacagcgatatcgagac acatcaccaggatcggacat
Fam49a cacacttcttcctggattttga aggatgctctcggaatcttg
Glrx3 ccacagtgtgtacagatgaacg aacagcttcggcttccag
Nudt5 ggctacaaaggtgacattgct gcagtttgacaagcctggat
Phlda3 accacgaggcataccatttt caaccaaccaaagtggacag
RGD1308114 atggcctcgttatggagatg tgcctctgacatcttgaacttg

Chemicals Predicted (Carcinogenicity)
平成29年度
2-Nitrosopropane (Ex 1) [Positive]
Nitrosodibutylamine [Positive]
N-nitrosopyrrolidine [Positive]
Promethazine [Negative]
Sulindac [Negative]
Tetracycline [Negative]
2-Nitrosopropane (Ex 2) [Positive]
3-Methyl-4-dimethylaminoazobenzene [Positive]
Ethionamide [Positive]
Theophyline [Negative]
Caffeine [Negative]
Chloramphenicol [Negative]

平成30年度
2-Nitrosopropane­２ [Positive]

4,4'-Oxydianiline [Negative]
4,4'-Methylene [Positive]

2,4-Dinitrotruene [Negative]
Tris [Positive]

Retororsine [Positive]

Butylated hydroxyanisole [Negative]
Methimazole [Negative]
Sulfasalazine [Negative]
Allyl alchol [Negative]

令和元年度（平成31年度）
2-Nitrosopropane­２ [Positive]
Ethylene thiourea 2 of 3 [Negative]
Ethylene thiourea 1 of 2 [Negative]
Dichloroacetic acid 2 of 3 [Positive]
Dichloroacetic acid 1 of 2 [Negative]
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

総合分担研究報告書 

 

化学物質の有害性評価の迅速化・高度化・標準化に関する研究（H29-化学-一般-001） 

分担研究項目：遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの確立 

 

研究分担者 塚本徹哉 藤田医科大学医学部病理診断学 教授 

 

 

Ａ．研究目的 

環境中の化学物質の発がん性を迅速に検証できるシ

ステムの確立は喫緊の課題である。本研究では、トキ

シコゲノミクス手法から得た遺伝毒性発がん性マーカ

ーセットにより、遺伝毒性・発がん性を判定できるラ

ット超短期動物試験系を用い、化学物質の遺伝毒性・

発がん性評価法の確立を目指す。 

 

Ｂ．研究方法 

平成 29 年度、平成 30 年度は、種々の遺伝毒性肝発

がん物質、非遺伝毒性肝発がん物質、遺伝毒性非肝発

がん物質、非遺伝毒性非肝発がん物質について、検討

を行った。 

平成 29 年度は、４種類の遺伝毒性肝発がん物質 

(Group 1 (G1): N-Nitrosodiethylamine (NDEA), G2: 

N-Nitrosodiethanolamine (NDELA), G3: N-

Nitrosoethylmethylamine (NEMA), G4: 2-

Nitropropane (2-NP))、２種類の非遺伝毒性肝発がん

物質（G5: Monocrotaline (MCT), G6: Phenobarbital 

(PB)）、３種類の遺伝毒性非肝発がん物質（G7: 

Cyclophosphamide (CPA), G8: Nitrofurantoin 

(NFT), G9: Phenacetin (PCT)）、２種類の非遺伝毒性

非肝発がん物質（G10: Indomethacin (IM), G11: 

Phenylbutazone (PhB)）、および対照群（G12: 0.5% 

Methyl cellulose (MC)）を用いた。 

平成 30 年度は、５種類の遺伝毒性肝発がん物質と

して、G3: 90 mg/kg BW 

Nitrosoheptamethyleneimine, G4: 610 mg/kg BW 

Ethylene thiourea、G5: 100 mg/kg BW Benzidine、

G6: 500 mg/kg BW Auramine-O、G7: 20 mg/kg BW 

Hydrazine を使用した。その他の化学物質として、 

 

G8: 870 mg/kg BW Furosemide (FUR)、G9: 40 mg/kg 

BW Chlorpheniramine (CHL)、G10: 720 mg/kg BW 

Chlorpropamide (CPP)、G11: 1670 mg/kg BW 

Methyldopa (MDP)を用いた。また、G12 として 0.5% 

Methyl cellulose (MC)投与群を設けた。 

令和元年度は、偽陰性となった遺伝毒性肝発がん物

質 Vinyl Bromide および Hydrazinium Sulfate につい

て再検を試み、以下の 4群を設定した：Vinyl 

Bromide, 250 mg/kg 体重 (G2)、Vinyl Bromide, 330 

mg/kg 体重 (G3)、Hydrazinium Sulfate, 300 mg/kg

体重 (G4)、Hydrazinium Sulfate, 400 mg/kg 体重 

(G5)。 

6 週齢オス Sprague-Dawley (SD)ラット単回強制胃

内投与試験（各群 5匹）を行い、24 時間後に剖検を行

い、肝組織から total RNA を抽出（RNeasy mini kit, 

QIAGEN）後、cDNA を作製（SuperScript IV VILO 

Mater Mix, ThermoFisher）した。18S rRNA を内部標

準として（Eukaryotic 18S rRNA Endogenous 

Control, ThermoFisher）、10 遺伝子（1385132_at, 

Aen, Atp6v1f, Rage, Cdkn1a, Fam49a, Glrx3, 

Nudt5, Phlda3, RGD1308114）について、real time 

RT-PCR 法により遺伝子発現データを取得した。結果

は、対照群を 0としたときのDDCt値で表した。その

価を、大阪市大で構築済の肝発がん性予測モデル（サ

ポートベクターマシーン (SVM)による数理学的アルゴ

リズムによるモデル）に入力し、遺伝毒性肝発がん性

の評価を行った。 

 

（倫理面の配慮） 

動物実験は、動物の適正な実施に向けたガイドライ

ン（日本学術会議、2006 年）及び藤田医科大学動物実

研究要旨 

 環境中の化学物質の発がん性を迅速に検証できるシステムの確立は課題である。本研究では、6週齢

オス Sprague-Dawley (SD)ラット単回強制胃内投与試験を行い、24 時間後に肝から total RNA を抽出

後、real time RT-PCR 法により 10 遺伝子（1385132_at, Aen, Atp6v1f, Rage, Cdkn1a, Fam49a, 

Glrx3, Nudt5, Phlda3, RGD1308114）の発現データを取得し、対照群を 0としたときのDDCt 値を用い

て、サポートベクターマシーン (SVM)による肝発がん性予測数理学的モデルを用いて、化学物質を遺伝

毒性肝発がん物質とその他の化学物質（非遺伝毒性肝発がん物質、遺伝毒性非肝発がん物質、非遺伝毒

性非肝発がん物質）に分類、評価するシステムの検証を行った。その結果、24 時間という超短期間で、

10 遺伝子の発現量の変動を解析することにより、概ね遺伝毒性肝発がん性の予測が可能なモデルの構築

が可能と判断された。従来の知見と異なる評価となったものがあったが、今後、用量依存性、代謝特異

性等、更なる検討が必要と考えられた。 
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験取扱規定を遵守した。なお、動物実験は DIMS医科

学研究所に委託し、現地で研修ののち遂行した。 

 

Ｃ．研究結果 

溶媒である 0.5% Methyl cellulose (MC)を陰性対照

とし、ΔΔCt値＝0 と設定した時の 10 遺伝子

（1385132_at, Aen, Atp6v1f, Rage, Cdkn1a, 

Fam49a, Glrx3, Nudt5, Phlda3, RGD1308114）のDDCt
値を求めた。 

SVM による解析の結果、平成 29 年度は、４種類の遺

伝毒性肝発がん物質 N-Nitrosodiethylamine (NDEA), 

N-Nitrosodiethanolamine (NDELA), N-

Nitrosoethylmethylamine (NEMA), 2-Nitropropane 

(2-NP)、１種類の非遺伝毒性肝発がん物質

Monocrotaline (MCT)が陽性と判定された。 

一方、1種類の非遺伝毒性肝発がん物質

Phenobarbital (PB)）、３種類の遺伝毒性非肝発がん

物質 Cyclophosphamide (CPA), Nitrofurantoin 

(NFT), Phenacetin (PCT)）、２種類の非遺伝毒性非肝

発がん物質 Indomethacin (IM), Phenylbutazone 

(PhB)は陰性と評価された。 

平成 30 年度の結果では、遺伝毒性肝発がん物質の

うち、2物質 Nitrosoheptamethyleneimine、

Auramine-O は陽性判定となったが、3物質 Ethylene 

thiourea、Benzidine、Hydrazine は陰性判定となっ

た。 

令和元年度は、前年度までに偽陰性となった遺伝毒

性肝発がん物質 Vinyl Bromide および Hydrazinium 

Sulfate について再検を試みた結果、Vinyl Bromide

は陰性となったが、Hydrazinium Sulfate の低用量、

高用量の 2群は用量依存性を持って陽性と判定され

た。 

 

Ｄ．考察 

SVM による予測モデルによる解析の結果、遺伝毒性

肝発がん物質 N-Nitrosodiethylamine (NDEA), N-

Nitrosodiethanolamine (NDELA), N-

Nitrosoethylmethylamine (NEMA), 2-Nitropropane 

(2-NP), Nitrosoheptamethyleneimine、Auramine-O、

Hydrazinium Sulfate は正しく評価された。 

また、1種類の非遺伝毒性肝発がん物質

Phenobarbital (PB)）、３種類の遺伝毒性非肝発がん

物質 Cyclophosphamide (CPA), Nitrofurantoin 

(NFT), Phenacetin (PCT)）、２種類の非遺伝毒性非肝

発がん物質 Indomethacin (IM), Phenylbutazone 

(PhB)は陰性と正しい判定となった。 

しかし、非遺伝毒性肝発がん物質 Monocrotaline 

(MCT)が陽性、遺伝毒性肝発がん物質 Vinyl Bromide

は陰性との予想と異なる評価となった 

以上の如く概ね予測通りの評価が得られた。 

 

Ｅ．結論 

24 時間という超短期間で、10 遺伝子の発現量の変

動を解析することにより、概ね遺伝毒性肝発がん性の

予測が可能なモデルの構築が可能と判断された。従来

の知見と異なる評価となったものがあったが、今後、

用量依存性、代謝特異性等、更なる検討が必要と考え

られた。 
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た胃発がん物質の短期同定、第 34 回日本毒性病理

学会総会及び学術集会、沖縄（2018 年 1月） 

2) 塚本徹哉、寺本篤司、桐山諭和、山田あゆみ、ファ

インチューニングした Deep Convolutional 

Neural Networks によるヒト肺癌細胞像の自動分

類．第 107 回日本病理学会総会、札幌（2018 年 6

月） 

3) 塚本徹哉、寺本篤司、桐山諭和、山田あゆみ、シン

ポジウム、毒性病理学会からのトピックス：新し

い評価法への挑戦 「人工知能を使ったヒト肺癌

細胞像の自動分類」．第46回日本毒性学会学術年会、

徳島（2019年6月） 

4) 塚本徹哉、寺本篤司、桐山諭和、山田あゆみ、深層

学習によるヒト肺癌細胞像自動分類：アーキテク

チャーの違いと分類精度の比較、第60回日本臨床

細胞学会総会（春期大会）、東京（2019年6月） 
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G.知的財産権の出願・登録状況 

  （予定を含む。） 

１．特許取得 

 なし。 

 

２．実用新案登録 

 なし。 

 

３．その他 

 なし。 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

総合分担研究報告書 

 

化学物質の有害性評価の迅速化・高度化・標準化に関する研究（H29-化学-一般-001） 

網羅的な DNA 付加体解析法を用いた化学物質の DNA 損傷性評価 

 

研究代表者 戸塚 ゆ加里 国立がん研究センター研究所発がん・予防研究分野 ユニット長 

 

Ａ．研究目的 

既存の in vitro 遺伝毒性試験としては、Ames 試験

（変異原性試験）、コメットアッセイ（DNA 損傷試験）、

小核試験（染色体異常試験）などが簡便な試験法として

汎用されている。しかしながら、これらの in vitro 試
験のみでは化学物質の発がん性の予測は難しく、別の

視点から遺伝毒性を評価する試験法を更に追加するこ

とが必要であると考える。これまで我々は、LC-MS/MS に

より DNA 付加体を網羅的に解析する方法（アダクトー

ム法）を用い、DNA 損傷のより詳細な評価を行ない、化

学物質のin vitro安全性評価法として妥当かどうかに

ついて確かめてきた。これまでに、遺伝毒性を示すマグ

ネタイトナノ粒子を気管内投与したマウス肺の解析を

行ない、マグネタイトナノ粒子が誘発する G:C->A:T 及

び G:C->T:A 変異の基となる付加体(エテノーデオキシ 

 

シチジン、ε-dC)を含む複数の付加体を確認すること

を報告した。この結果は、アダクトーム法による化学物

質の DNA 損傷性評価が有用であることを示唆するもの

である。今年度は、ラットを用いた in vivo モデルに

を用い、肝臓をターゲットとした複数の遺伝毒性/非遺

伝毒性非発がん物質の肝臓における DNA 損傷を LC-MS

を用いたアダクトーム解析により検討し、DNA 付加体の

生成を指標とした有害性評価の検証を行なう。 

 

Ｂ．研究方法 

① 平成２９年度 

雄性 SD ラット（各群それぞれ５匹）に遺伝毒性肝発

がん物質; 2-Nitropropane (2-NP；陽性対照), o-

Aminoazotoluene (AAT), Dimethylnitrosamine (DMN), 

4,4’-Thiodianiline (TDA)、非遺伝毒性非肝発がん物

研究要旨 

我々は新規のヒト発がんリスク評価法として、DNA 付加体の網羅的解析手法(DNA アダクトーム法)の構

築に取り組んできた。本研究班では、肝発がん性検出評価系の再現性確認と施設間バリデーション試験の

実施に用いたラット肝臓サンプルを用い、複数の遺伝毒性/非遺伝毒性肝発がん物質の肝臓における DNA

損傷性の評価を、アダクトーム法により検討した。まずは遺伝毒性ラット肝発がん物質として、2-

Nitropropane (2-NP；陽性対照) o-Aminoazotoluene (AAT), Dimethylnitrosamine (DMN), 4,4’-

Thiodianiline (TDA)、非遺伝毒性非肝発がん物質：Diazepam (DZP), Disulfiram (DSF), Phenytoin 

(PHE), Rotenone (ROT), Tolbutamide (TLB), Aspirin (ASA), Triamterene (TRI)をそれぞれラットに

投与し、24 時間後に肝臓に生成される DNA 付加体を網羅的に解析した。得られたデータを主成分解析

(PCA)解析により分類したところ、コントロール、非遺伝毒性発がん物質、非遺伝毒性非発がん物質の３

つ の グ ル ー プ に 分 離 で き た 。 さ ら に 遺 伝 毒 性 ラ ッ ト 肝 発 が ん 物 質 と し て 、 N-

Nitrosodiethylamine(NDEA),N-Nitrosodiethanolamine(NDELA),N-Nitrosoethylmethylamine(NEMA), 

Nitrosodibuthylamine(NB),N-Nitrosopyrrolidine(NNP),3'-Methyl-4-dimethylaminoazobenzene(MDA)、

遺伝毒性非発がん物質；Cyclophosphamide(CPA),Nitrofurantoin(NFT),Phenacetin(PCT)、非遺伝毒性肝

発がん物質；Monocrotaline(MCT),Phenobarbital(PB)、非遺伝毒性非肝発がん物質；Indomethacin(IM), 

Phenylbutazone(PhB),Promethazine(PMZ),Sulindac(SUL),Tetracycline(TC),Ethionamide(ETH),Theoph

ylline(TEO),Caffeine(CAF),Chloramphenicol(CMP)をそれぞれラットに投与し、24 時間後に肝臓に生成

される DNA 付加体を網羅的に解析した。PCA-DA により、コントロール及び非遺伝毒性非肝発がん物質、

遺伝毒性非発がん物質、非遺伝毒性肝発がん物質、遺伝毒性肝発がん物質の 4つのグループに分離される

ことがわかった。次に、同データを用いて遺伝毒性/肝発がん性の予測モデルを開発することを試みた。

得られたデータの一部を使用して、遺伝毒性、肝発がん性、遺伝毒性/肝発がん性を付加体から予測する

モデルを、教師あり機械学習手法を用いて試作した。学習アルゴリズムとしては、ランダムフォレストを

使用した。試作された遺伝毒性/発がん性予測モデルを用いてテストデータに対して予測を行ったとこ

ろ、93%以上の正解率が得られた。また、Leave-One-Out 交差検証を適用した毒性予測モデルの予測精度

評価を実施したところ、わずかに正答率が減少した。更に化学物質の数を増やし、予測精度の向上につい

て検討を行うことが、アダクトーム法を化学物質のリスク評価へ応用することの妥当性を評価する上で

必要である。 
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質; Diazepam (DZP), Disulfiram (DSF), Phenytoin 

(PHE), Rotenone (ROT), Tolbutamide (TLB), Aspirin 

(ASA), Triamterene (TRI)を各種濃度（表１参照）で

投与を行った後 24 時間後に肝臓を摘出した。DNA を抽

出後、DNaseI、ヌクレアーゼ P1、アルカリホスファタ

ーゼ、ホスホジエステラーゼによりモノデオキシリボ

ヌクレオシドに消化した後、LC-TOF MS に供し DNA 付

加体の網羅解析を行った。得られたデータは SCIEX 社

が提供するバイオインフォマティクス解析ソフトウェ

アを用い、デオキシリボヌクレオチドに特徴的なニュ

ートラルロス （-116.04736）及び各種核酸に特異的な

ニュートラルロス（-152.0572; dG, -136.0623; dA, -

112.0511; dC, -127.0508; dT）を生じたピークを選択

的に抽出することで、ノイズなどを抽出しないように

系をデザインした。得られたデータを主成分 (PCA)解

析により解析した。更に、これら投与化学物質に由来す

る特徴的な付加体の探索をバイオインフォマティクス

解析によりスクリーニングし、我々が構築した in-

house DNA addut database との比較により、これら付

加体の同定を試みた。 

 

② 平成３０年度 

雄性 SD ラット（各群それぞれ５匹）に遺伝毒性肝発

がん物質; 2-Nitropropane(2-NP；陽性対照), N-

Nitrosodiethylamine(NDEA),N-Nitrosodiethanol 

amine(NDELA),N-Nitrosoethylmethylamine(NEMA), 

Nitrosodibuthylamine(NB),N-Nitrosopyrrolidine 

(NNP),3'-Methyl-4-dimethylaminoazobenzene(MDA) 、

遺伝毒性非発がん物質；Cyclophosphamide(CPA), 

Nitrofurantoin(NFT),Phenacetin(PCT)、非遺伝毒性肝

発がん物質； Monocrotaline(MCT),Phenobarbital(PB)、

非遺伝毒性非肝発がん物質; Indomethacin(IM), 
Phenylbutazone(PhB),Promethazine(PMZ),Sulindac(S

UL),Tetracycline(TC),Ethionamide(ETH),Theophylli

ne(TEO),Caffeine(CAF),Chloramphenicol(CMP)を各種

濃度（表２参照）で投与を行った後 24 時間後に肝臓を

摘出し、前年度と同様の方法で DNA を抽出し、DNA アダ

クトーム解析を実施した。 

 

③ 令和１年度 

前年度までにアダクトームで得られたデータを用い、

対照群である 2-NP および MC を除いた、146 サンプルの

データを用いて遺伝毒性/肝発がん性予測モデルの開

発を試みた。各曝露群について、全データの 3/4 を訓

練データに、残りの 1/4 をテストデータに、それぞれ

分配し、機械学習の訓練データおよびテストデータの

作成を行った。遺伝毒性、肝発がん性、遺伝毒性/肝発

がん性を付加体から予測するモデルを、教師あり機械

学習手法を用いて試作した。学習アルゴリズムとして

は、ランダムフォレストを使用した。さらに、実際に予

測モデルを使用する場合では遺伝毒性/肝発がん性の

情報がない化学物質に対して実施することを想定して、

Leave-One-Out 交差検証により予測結果の精度評価を

行った。Leave-One-Out交差検証は、ある曝露物質のデ

ータをテスト用とし、他の曝露物質のデータを用いて

学習したモデルの精度を評価することを、物質を変え

ながら繰り返す検証方法であり、毒性が未知の物質に

対する予測を模擬した精度評価方法である。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究で行う動物実験にあたっては、国立がん研究

センターを含む各施設における動物実験に関する指針

に則って実施し、可能な限り実験動物の苦痛軽減処置

を行う。 
 
Ｃ．研究結果 

① 平成２９年度 

各種化学物質を投与したラット肝臓DNAのアダクトー

ム解析を行なった結果を図１に示す。PCA解析を行なっ

たところ、コントロール、非遺伝毒性非肝発がん物質、

遺伝毒性肝発がん物質の３つのグループに分離される

ことがわかった。遺伝毒性肝発がん物質と非遺伝毒性非

肝発がん物質から得られたデータをそれぞれ別々にPCA

した結果、両者ともコントロールと分離されてはいるも

のの、非遺伝毒性非肝発がん物質ではあまりコントロー

ルとの距離が離れていないことから、コントロールとの

差があまり大きくないことが予想された（図２）。一方、

遺伝毒性肝発がん物質ではコントロールとの距離も大

きく離れており、その差が大きいことが予測された（図

３）。つまり、遺伝毒性肝発がん物質由来のDNA付加体

が生成していることが推測される。更に、これら投与化

学物質に由来する特徴的な付加体の探索をバイオイン

フォマティクス解析により実施した。その結果、ボルケ

ーノプロットより、遺伝毒性肝発がん物質に特徴的な付

加体を幾つかスクリーニングした（図４、５）。我々が

構築したin-house DNA addut database との比較によ

り、これら付加体の同定を試みたが、類似するm/z値を

持つ付加体はほとんど見つからなかった。 

 
表１ 使用した化学物質 

 

② 平成３０年度 

平成２９年度に試験した化学物質に加え、新たに被験

物質を追加しラット肝臓DNAのアダクトーム解析を行な

った。使用した化学物質を表２に、アダクトームデータ

を用い解析した結果を図６に示す。PCA-DA解析を行なっ

たところ、コントロール及び非遺伝毒性非肝発がん物質、

遺伝毒性非発がん物質、非遺伝毒性肝発がん物質、遺伝

毒性肝発がん物質の4つのグループに分離されることが

わかった。前回の報告と同じく、非遺伝毒性非発がん物

質及びコントロール、遺伝毒性肝発がん物質でPCA-DA会

席を行ったところコンロールと非遺伝毒性非発がん物

質、遺伝毒性肝発がん物質の２つのグループに分離でき

た（図７）。非遺伝毒性非発がん物質ではあまりコント
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ロールと分離が出来ていないことから、コントロールと

の差があまり大きくないことが予想された。一方、遺伝

毒性肝発がん物質ではコントロールとの距離も大きく

離れており、その差が大きいことが予測された。遺伝毒

性非発がん物質と非遺伝毒性肝発がん物質では距離が

あまり離れていないプロットが存在した。そこで、遺伝

毒性非発がん物質と非遺伝毒性肝発がん物質において

コントロールとともにPCA-DA解析を行ったところコン

トロールと遺伝毒性非発がん物質、非遺伝毒性肝発がん

物質それぞれで分離することができた（図８）。そのた

め、非遺伝毒性物質と遺伝毒性非発がん物質は本来であ

れば、別の物質として区別することは出来るが、コント

ロールや非遺伝毒性非発がん物質、遺伝毒性肝発がん物

質と比較すると比較的差が小さいため分離が出来なか

ったと予測された。しかし、非遺伝毒性肝発がん物質は

遺伝毒性非発がん物質と比べ比較的に遺伝毒性肝発が

ん物質よりにプロットしている傾向があることから、プ

ロットにおいて、発がん性の有無の要素の関与が大きい

と予測された。これらのことから、発がんに関与する物

質であるDNA付加体が生成していることが推測される。 

一方、ボルケーノプロットより、遺伝毒性肝発がん物質

に特徴的な付加体を幾つかスクリーニングした。In-

house database と の比較か ら 、 adduct_545(m/z 
282.1185)は ホルムアルデヒド、アルキル化剤、マロン

ジアルデヒドのいずれかに由来する付加体である可能

性が示唆された（図９,１０）。また、adduct_75(m/z 
569.1211)はそのm/z値及びフラグメンテーションのデ

ータから、dA を含む付加体であることが示唆された（図

１１）。 

 

 
図１ 遺伝毒性肝発がん物質/非遺伝毒性非肝発がん物質の

肝臓におけるDNA損傷性の評価(PCA解析による) 

 

 
図２ 非遺伝毒性非肝発がん物質の肝臓におけるDNA損傷性

の評価(PCA解析による) 

 

 
図３ 遺伝毒性肝発がん物質の肝臓におけるDNA損傷性の評

価(PCA解析による) 

 

 
図４ ボルケーノプロットによる遺伝毒性/非遺伝毒性非肝

発がん物質のグルーピングに寄与する付加体の探索 
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図５ ボルケーノプロットで抽出された付加体存在量（遺伝

毒性化学物質に特徴的なもの） 

 
表２ 使用した化学物質 

 
 

 
図６ 遺伝毒性肝発がん物質/遺伝毒性非肝発がん物質/非遺

伝毒性肝発がん物質/非遺伝毒性非発がん物質の肝臓におけ

るDNA損傷性の評価(PCA-DA解析による) 

 

 
図７ コントロール/非遺伝毒性非発がん物質/遺伝毒性発が

ん物質の肝臓におけるDNA損傷性の評価（PCA-DA解析による） 

 

 
図８ 非遺伝毒性肝発がん物質/遺伝毒性非発がん物質/の肝

臓における DNA 損傷性の評価(PCA-DA 解析による) 

 

 
図９ ボルケーノプロットとAdduct 545のMS flagment data 
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図１０ Adduct 545 の in-house database との比較による構

造予測 

 

 
図１１ ボルケーノプロットと Adduct 75 の MS flagment 

data 

 

③ 令和１年度 

各種化学物質を投与したラット肝臓DNAのアダクトー

ム解析を行なった結果を図１２に示す。LDA解析を行な

ったところ、非遺伝毒性非肝発がん物質、遺伝毒性非発

がん物質、非遺伝毒性肝発がん物質、遺伝毒性肝発がん

物質の4つのグループに綺麗に分離されることがわかっ

た。 

 

1) 遺伝毒性の予測結果 

試作されたgenotoxicity予測モデルを用いて、テス

トデータの29サンプルに対して予測を行った結果、

27サンプルに対して正答となった（93%、表３）。 

2) 肝発がん性の予測結果 

試作された毒性予測モデルを用いて、テストデータ

の29サンプルに対して予測を行った結果、28サンプ

ルに対して正答となった（97%、表４）。 

3) 遺伝毒性/肝発がん性の予測結果 

試作された毒性予測モデルを用いて、テストデー

タの 29 サンプルに対して予測を行った結果、27 サ

ンプルに対して正答となった（93%、表５）。 

4) Leave-One-Out 交差検証により予測結果の精度評

価 

Leave-One-Out 交差検証を適用した毒性予測モデ

ルの予測精度評価を実施した。なお、訓練データ

とテストデータは対照群を含まない。結果を表６

に示すが、Leave-One-Out交差検証を用いるとわず

か に 正 答 率 が 減 少 し た 。 具 体 的 に は 、

genotoxicity/carcinogenicity の予測結果は 3%、

genotoxicity の予測結果は 7%、carcinogenicity

の予測結果は 7%減少した。 

 

 
図１２ 遺伝毒性肝発がん物質/遺伝毒性非肝発がん物質/非

遺伝毒性肝発がん物質/非遺伝毒性非発がん物質の肝臓にお

ける DNA 損傷性の評価(LDA 解析による) 

 
表３ 遺伝毒性の予測結果 

exposure sample_no truth pred correct 
AAT 1 + + 1 
DMN 5 + + 1 
TDA 2 + + 1 
NDEA 2 + + 1 
NDELA 5 + + 1 
NEMA 5 + + 1 
NB 3 + + 1 
NNP 2 + + 1 
CPA 2 + + 1 
NFT 3 + + 1 
PCT 4 + + 1 
MCT 2 - + 0 
PB 2 - + 0 
DZP 4 - - 1 
DSF 3 - - 1 
PHE 1 - - 1 
ROT 5 - - 1 
TLB 5 - - 1 
ASA 2 - - 1 
TRI 5 - - 1 
IM 3 - - 1 
PhB 5 - - 1 
PMZ 3 - - 1 
SUL 5 - - 1 
TC 5 - - 1 
ETH 2 - - 1 
TEO 4 - - 1 
CAF 2 - - 1 
CMP 4 - - 1 

（灰色：誤答） 
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表４ 肝発がん性の予測結果 

exposure sample_no truth pred correct 
AAT 1 + + 1 
DMN 5 + + 1 
TDA 2 + + 1 
NDEA 2 + + 1 
NDELA 5 + + 1 
NEMA 5 + + 1 
NB 3 + + 1 
NNP 2 + + 1 
CPA 2 - - 1 
NFT 3 - - 1 
PCT 4 - - 1 
MCT 2 + - 0 
PB 2 + + 1 
DZP 4 - - 1 
DSF 3 - - 1 
PHE 1 - - 1 
ROT 5 - - 1 
TLB 5 - - 1 
ASA 2 - - 1 
TRI 5 - - 1 
IM 3 - - 1 
PhB 5 - - 1 
PMZ 3 - - 1 
SUL 5 - - 1 
TC 5 - - 1 
ETH 2 - - 1 
TEO 4 - - 1 
CAF 2 - - 1 
CMP 4 - - 1 

（灰色：誤答） 

 
表５ 遺伝毒性/肝発がん性の予測結果 

exposure	 sample_no	 truth	 pred	 correct	
AAT	 1	 +	+	 +	+	 1	
DMN	 5	 +	+	 +	+	 1	
TDA	 2	 +	+	 +	+	 1	
NDEA	 2	 +	+	 +	+	 1	
NDELA	 5	 +	+	 +	+	 1	
NEMA	 5	 +	+	 +	+	 1	
NB	 3	 +	+	 +	+	 1	
NNP	 2	 +	+	 +	+	 1	
CPA	 2	 +	-	 +	-	 1	
NFT	 3	 +	-	 +	-	 1	
PCT	 4	 +	-	 +	-	 1	
MCT	 2	 -	+	 +	-	 0	
PB	 2	 -	+	 +	-	 0	
DZP	 4	 -	-	 -	-	 1	
DSF	 3	 -	-	 -	-	 1	
PHE	 1	 -	-	 -	-	 1	
ROT	 5	 -	-	 -	-	 1	
TLB	 5	 -	-	 -	-	 1	
ASA	 2	 -	-	 -	-	 1	
TRI	 5	 -	-	 -	-	 1	
IM	 3	 -	-	 -	-	 1	
PhB	 5	 -	-	 -	-	 1	
PMZ	 3	 -	-	 -	-	 1	
SUL	 5	 -	-	 -	-	 1	
TC	 5	 -	-	 -	-	 1	
ETH	 2	 -	-	 -	-	 1	
TEO	 4	 -	-	 -	-	 1	
CAF	 2	 -	-	 -	-	 1	
CMP	 4	 -	-	 -	-	 1	

（灰色：誤答） 

 

 

 
表６ DNA アダクトーム解析の毒性予測結果の精度評価の比較 

 
 

Ｄ．考察 

遺伝毒性/非遺伝毒性非肝発がん物質を投与したラッ

トの肝臓からDNAを抽出し、アダクトーム法を用いてDN

A付加体の網羅解析を行なった。PCA解析を行なったとこ

ろ、コントロール、非遺伝毒性非肝発がん物質、遺伝毒

性肝発がん物質の３つのクラスターに分離されること

がわかった。遺伝毒性肝発がん物質と非遺伝毒性非肝発

がん物質から得られたデータをそれぞれ別々にPCAした

結果、両者ともコントロールと分離されてはいるものの、

非遺伝毒性非肝発がん物質ではあまりコントロールと

の距離が離れていないことから、コントロールとの差が

あまり大きくないことが予想された。このことは、非遺

伝毒性非肝発がん物質がDNA損傷（付加体）を殆ど作成

しないため、その結果、溶媒対照とほとんど変化してい

ないと推測される。一方、遺伝毒性肝発がん物質ではコ

ントロールとの距離も大きく離れており、その差が大き

いことが予測された。つまり、遺伝毒性肝発がん物質由

来のDNA付加体が生成していることが推測される。遺伝

毒性肝発がん物質とコントロールとの距離に着目して

みたところ、2-NP（陽性対照）とTDAがよりコントロー

ルと離れたクラスターを形成しており、AATとDMNがコン

トロールにやや近いクラスターを形成している。その理

由については未だ分からないが、これら化学物質間でD

NA損傷性や発がんメカニズムが異なることを示唆して

いるかもしれない。 

さらに、平成３０年では被験物質の追加を行い同様に

検討した。PCA-DA解析を行なったところ、コントロール

及び非遺伝毒性非肝発がん物質、遺伝毒性非発がん物質、

非遺伝毒性肝発がん物質、遺伝毒性肝発がん物質の4つ

のグループに分離されることがわかった。前回の報告と

同じく、非遺伝毒性非発がん物質及びコントロール、遺

伝毒性肝発がん物質でPCA-DA解析を行ったところコン

ロールと非遺伝毒性非発がん物質、遺伝毒性肝発がん物

質の２つのグループに分離できた。非遺伝毒性非発がん

物質ではあまりコントロールと分離が出来ていないこ

とから、コントロールとの差があまり大きくないことが

予想された。一方、遺伝毒性肝発がん物質ではコントロ

ールとの距離も大きく離れており、その差が大きいこと

が予測された。遺伝毒性非発がん物質と非遺伝毒性肝発

がん物質は距離があまり離れていないプロットが存在

した。そこで、遺伝毒性非発がん物質と非遺伝毒性肝発

がん物質、コントロールの３つの群のみでPCA-DA解析を

行ったところコントロールと遺伝毒性非発がん物質、非

遺伝毒性肝発がん物質それぞれで分離することが出来

た。そのため、非遺伝毒性物質と遺伝毒性非発がん物質

は本来であれば別の物質として区別することはできる

が、コントロールや非遺伝毒性非発がん物質、遺伝毒性

肝発がん物質と比較すると比較的差が小さいため分離
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できないと考えられる。しかし、非遺伝毒性肝発がん物

質は遺伝毒性非発がん物質と比べ比較的遺伝毒性肝発

がん物質よりにプロットしている傾向があることから、

プロットにおいて、発がん性の有無の要素の関与が大き

いと予測された。これらのことから、発がんに関与する

物質であるDNA付加体が生成していることが考えられる。 

アダクトームデータがPCA-DAで、遺伝毒性/肝発がん

性の違いにより綺麗に分離できたことから、同データを

用いて遺伝毒性/肝発がん性の予測モデルを開発するこ

とを試みた。アダクトームデータの一部を教師データと

して化学物質の遺伝毒性/発がん性を予測するモデルを

機械学習手法（アルゴリズムとしてはランダムフォレス

トを使用）を用いて試作した。試作された遺伝毒性/発

がん性予測モデルを用いてテストデータに対して予測

を行ったところ、93%以上の正解率が得られた。また、

Leave-One-Out交差検証を適用した毒性予測モデルの予

測精度評価を実施したところ、わずかに正答率が減少し

た。予測精度をさらに向上させるためには、説明変数の

加工、学習アルゴリズムの変更、チューニングなどの学

習方法を改良する必要がある。さらに、訓練データの増

加も必要であると思われる。特に、今回、いずれの予測

モデルにおいても予測に失敗した化学物質物質（MCT、

PB）は、非遺伝毒性発がん物質である。この結果は、デ

ータが他の化学物質に比べ極端に少ないことが予測度

を低くしている可能性を示唆している。今回、この２種

しか非遺伝毒性発がん物質の暴露は行なっておらず、同

カテゴリーのサンプルを追加することが、予測精度を上

げるためにも重要であると考えられる。 

 

Ｅ．結論 

遺伝毒性ラット肝発がん物質として、2-NP（陽性対照）、

AAT, DMN, TDA、非遺伝毒性非肝発がん物質としてDZP,

 DSF, PHE, ROT, TLB, ASA, TRIをそれぞれラットに投

与し、24時間後に肝臓に生成されるDNA付加体を網羅的

に解析した。得られたデータをPCA解析により分類した

ところ、コントロール、非遺伝毒性発がん物質、非遺伝

毒性非発がん物質の３つのグループに分離できた。さら

に遺伝毒性ラット肝発がん物質として、NDEA,NDELA,NE

MA,NB,NNP,MDA、遺伝毒性非発がん物質として、CPA,NF

T,PCT、非遺伝毒性肝発がん物質として、MCT,PB、非遺

伝毒性非肝発がん物質としてIM,PhB,PZ,SUL,TC,ETH,TE

O,CAF,CMPをそれぞれラットに投与し、24時間後に肝臓

に生成されるDNA付加体を網羅的に解析した。PCA-DAに

より、コントロール及び非遺伝毒性非肝発がん物質、遺

伝毒性非発がん物質、非遺伝毒性肝発がん物質、遺伝毒

性肝発がん物質の4つのグループに分離されることがわ

かった。前回の報告と同じく、非遺伝毒性非発がん物質

及びコントロール、遺伝毒性肝発がん物質でPCA-DA解析

を行ったところコンロールと非遺伝毒性非発がん物質、

遺伝毒性肝発がん物質の２つのグループに分離できた

（図７）。非遺伝毒性非発がん物質ではあまりコントロ

ールと分離が出来ていないことから、コントロールとの

差があまり大きくないことが予想された。一方、遺伝毒

性肝発がん物質ではコントロールとの距離も大きく離

れており、その差が大きいことが予測された。遺伝毒性

非発がん物質と非遺伝毒性肝発がん物質においてコン

トロールとともにPCA-DA解析を行ったところコントロ

ールと遺伝毒性非発がん物質、非遺伝毒性肝発がん物質

それぞれで分離することができた。そのため、非遺伝毒

性物質と遺伝毒性非発がん物質は本来であれば、別の物

質として区別することはできるが、コントロールや非遺

伝毒性非発がん物質、遺伝毒性肝発がん物質と比較する

と比較的差が小さいため分離が出来なかったと予測さ

れた。しかし、非遺伝毒性肝発がん物質は遺伝毒性非発

がん物質と比べ比較的に遺伝毒性肝発がん物質よりに

プロットしている傾向があることから、プロットにおい

て、発がん性の有無の要素の関与が大きいと予測された。

つまり、発がんに関与する物質であるDNA付加体が生成

していることが推測される。一方、ボルケーノプロット

より、遺伝毒性肝発がん物質に特徴的な付加体を幾つか

スクリーニングした。In-house databaseとの比較から、

adduct_545(m/z 282.1185)は ホルムアルデヒド、アル

キル化剤、マロンジアルデヒドのいずれかに由来する付

加体である可能性が示唆された。また、adduct_75(m/z
 569.1211)はそのm/z値及びフラグメンテーションのデ

ータから、dAを含む付加体であることが示唆された。 

アダクトームデータがPCA-DAで、遺伝毒性/肝発がん

性の違いにより綺麗に分離できたことから、同データを

用いて遺伝毒性/肝発がん性の予測モデルを開発するこ

とを試みた。得られたデータの一部を使用して、遺伝毒

性、肝発がん性、遺伝毒性/肝発がん性を付加体から予

測するモデルを、教師あり機械学習手法を用いて試作し

た。学習アルゴリズムとしては、ランダムフォレストを

使用した。アダクトームデータの一部を教師データとし

て化学物質の遺伝毒性/発がん性を予測するモデルを機

械学習手法（アルゴリズムとしてはランダムフォレスト

を使用）を用いて試作した。試作された遺伝毒性/発が

ん性予測モデルを用いてテストデータに対して予測を

行ったところ、93%以上の正解率が得られた。また、Le

ave-One-Out交差検証を適用した毒性予測モデルの予測

精度評価を実施したところ、わずかに正答率が減少した。

今回、いずれの予測モデルにおいても予測に失敗した化

学物質物質（MCT、PB）は、非遺伝毒性発がん物質であ

る。同カテゴリーのサンプルを追加することが、必要で

あると考えられた。 

現在、アダクトームデータに化学物質構造データを追

加し、予測精度の向上について検討中である。また、各

グループの予測に重要な付加体の探索を行うと同時に、

更に化学物質の数を増やし、予測精度の向上について検

討を行うことが、アダクトーム法を化学物質のリスク評

価へ応用することの妥当性を評価する上で必要である。 
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