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平成 31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） 

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/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

究では、構築した12,140物質より成るAmesデータベースに詳細な試験条件（各菌株の陽性

陰性結果，被験物質純度，媒体）を追加入力すると共に、一部の試験結果の再評価を行い、

より信頼性が高く、情報量の多いベンチマークデータベースを完成させた。これは、第2回

Ames/QSAR国際共同チャレンジプロジェクトに活用される。 

代謝予測モデルの改良によるin vivo遺伝毒性予測性の向上に関する研究では、前年度にデ

ータの妥当性を検証したin vitro染色体異常試験（CA）陰性でin vivo小核試験陽性（MN）の

12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）陽性の4

物質についてin vitro/in vivoの代謝の差異の要因を検証したところ、主な要因として、1）代

謝酵素の発現、2）試験における暴露時間、が挙げられた。これらの知見を活用して代謝シ

ミュレーションシステム（Tissue Metabolism Simulator System: TIMES）の改良に取り組んだ。 

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では、前年度に構築

した国内外で公開されている信頼性の高い反復投与毒性試験データを統合したデータベー

スから神経毒性物質を注意深く選抜し、化学構造、毒性機序に基づいて神経毒性物質をグ

ループ化した。類似物質の情報を解析してカテゴリーの領域を定義し、OECD QSAR Toolbox

に実装することにより、神経毒性を予測評価するカテゴリーアプローチの基盤を構築した。 

AOP キーイベントに基づくリードアクロスモデルの精度向上に関する研究では、化学物

質審査規制法のもとで実施された生殖発生毒性試験を用いて新たなデータベースを作成し、

関連するキーイベント候補を抽出して、そのうちひとつについて AOP を開発することに成

功し、このアプローチの妥当性を検証することができた。 

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）の

文献を収集し、分配係数と代謝パラメータ既報値のデータベースを構築した。さらに、分

子間相互作用と代謝酵素によりカテゴリー化した分配係数と代謝パラメータの代表値を設

定した。これらの代表値を用いて、PBPKモデルでトキシコキネティクスを推定した結果、

カテゴリーごとのトキシコキネティクスの特徴把握にモデルが有用であることが示された。
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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 

笠松 俊夫 

国立医薬品食品衛生研究所・変異遺伝部 

研究員 

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変異原性については、これまで我が

国で行われた安衛法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13000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。平成31年

度は詳細データベースの作成と信頼性の高

いデータのみからなるベンチマークデータ

セットの構築を目指す。（本間） 

In vitro試験の代謝系（肝S9画分）とin vivo

試験（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

ある。この代謝の相違を理解し、これらの

知見を考慮した遺伝毒性予測モデルを構築

することにより、精緻なin vivo遺伝毒性予測

を可能にする。（笠松） 

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） 
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さらに、AOP キーイベントに基づくリー

ドアクロスモデルの精度向上については、

平成 30 年度は化学物質の主要な標的であ

る肝毒性エンドポイントに関連するキーイ

ベント情報と毒性試験結果による毒性プロ

ファイルから肝毒性予測モデルの作成を行

ったが、平成 31 年度は、生殖発生毒性に関

するリードアクロスモデルの構築を目指し

て、毒性試験結果と既知の生殖発生毒性に

関する情報を元に、生殖発生毒性に関連す

るキーイベントと AOP の同定を試みる。

（広瀬） 

化学物質の体内動態予測システムの基盤

整備では、文献等から物理化学的および生

化学的パラメータを引き続き収集し、一般

化学物質のパラメータ既報値に関するデー

タベースを構築する。収集したヒトのパラ

メータをカテゴリー化し、各カテゴリーの

分配係数（血液/空気および組織/血液）、代

謝パラメータ（Vmax と Km）の特徴を解析

し、代表値を設定する。代表値を用いて生

物学的薬物動力学（PBPK）モデルでヒトの

体内での動態を計算し、カテゴリーごとの

トキシコキネティクスの特徴を解析するこ

とを試みる。（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は平成30

年度に終了し、論文化した。合計約25000

物質の試験報告書を電子化し、詳細データ

ベースの作成を試みた。また、既存のCGX、

ハンセンデータベースと共に試験結果を再

評価した。評価が困難な物質に関しては実

際にAmes試験を実施し、結果を検証した。

これら作業により信頼性の高いデータのみ

からなるベンチマークデータセットの構築

を目指す。 

 

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（笠松） 

平成 30 年度に遺伝毒性試験結果の妥当

性が検証された物質について代謝に関する

情報を収集し、代謝マップを作成した。In 

vitro/in vivo の代謝の差異をもたらす要因を

検証したところ、主な要因として、1）代謝

酵素の発現、2）遺伝毒性試験の暴露時間、

が考えられた。Ames 陰性・TGR 陽性物質、

in vitro CA陰性・in vivo MN陽性物質につい

て、どのような要因で説明できるケースか

を整理し、得た知見を基に in silico 遺伝毒性

予測モデル OASIS TIMES の代謝シミュレ

ータの改良を試みた。 

 

B.3. 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（山田） 

国内外で公開されている信頼性の高い化

学物質の反復投与毒性試験データ（HESS、

COSMOS、ToxRef、RepDose、食品健康影

響評価書等、総計約 2,500物質）を統合し

た反復毒性試験統合データベース（新規化

学物質は除く）から、病理組織学的に神経

系（中枢又は末梢）に何らかの異常が見ら

れている物質、および神経系に対する影響

の可能性があると考えられる一般状態の変

化を有する物質を選抜した。この中から、

死亡例あるいは死亡用量でのみ変化の見ら

れているものや、流涎、自発運動低下など

他の要因でも生じる不明瞭な変化しか発現

していないもの、神経組織の色素沈着や空
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胞化など軽度な組織変化が記載されている

にもかかわらず一般状態に変化の見られて

いないものを対象から外した。選抜した物

質について、PubMed、Google、PubChem等

の検索エンジンを用いて、in vivoにおける神

経影響に関する文献や国内外のリスク評価

書及び神経毒性の発現機序に関する文献を

収集し精査した。毒性発現とリンクする測

定または予測可能なキーイベントと部分化

学構造を推定するとともに、関連物質の情

報からカテゴリーの構造領域を考察した。 

 

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） 

既存化学物質点検プログラムで行われて

きた生殖毒性反復投与併合試験（OECD 

TG-421）および簡易生殖試験（OECD 

TG-422）で得られた生殖発生毒性のパラメ

ータをデータベース化すると共に、データ

マイニングを行うためにデータの標準化を

行った。その結果、一意かつ妥当な化学構

造394個のデータセットを対象に解析を行

うこととした。次に、このデータセットに

収録されている試験結果に対する予測能の

指標を得るために、Derek NexusとAOPを用

いた生殖発生毒性予測のプロトタイプモデ

ルを用いてバリデーションを行った。バリ

デーションの結果、既存のモデルではカバ

ーできない毒性学的関心領域を特定するた

めに、5種類のデータマイニングを行った。

さらに、得られた毒性学的関心領域と関連

する構造クラスのうち、性腺刺激ホルモン

放出ホルモン（GnRH）受容体と生殖毒性の

間のシグナルについて、その主要な構造カ

テゴリーであるニトロ芳香族化合物を調査

しAOPの構築を試みた。 

 

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） 

昨年度に引き続き、PBPKモデルに必要な

物理化学的および生化学的パラメータの既

報値を計667の文献から収集した。一般化学

物質の分配係数（血液/空気、組織/血液等）

と生化学的パラメータ（Vmax、Km等）を、

化学物質の特性情報、対象生物種、出典等

の情報と関連付けてまとめ、データベース

を構築した。 

ヒトの分配係数値を、van der Waals力、双

極子－双極子相互作用、水素結合等の分子

間相互作用に基づいて4カテゴリーに分類

し、血液/空気分配係数については、ヘンリ

ー則定数との相関性、組織/血液分配係数に

ついては、オクタノール/水分配係数との相

関性を解析するとともに、各カテゴリーの

分配係数値の分布範囲も解析した。Vmaxと

Kmについては、代謝にCYP2E1が関与する

物質とその他の酵素が関与する物質に分類

し、CYP2E1が関与する物質について分子構

造フラグメント（ベンゼン環、ベンゼン環

水素、炭素－炭素二重結合、二重結合炭素

に結合する水素、メチル基、メチレン基、

メチン基、4級炭素、塩素および臭素）の

VmaxとKmへの寄与を解析した。さらに、

CYP2E1が代謝関与する物質とその他の酵

素が関与する物質のVmaxとKmの値の分布

範囲も解析した。 

上記の解析で得られた各カテゴリーの分

配係数、VmaxおよびKmの代表値を用いて、

ヒトPBPKモデルで吸入曝露中と曝露後の

各組織中の濃度－時間曲線を計算し、各カ

テゴリーのトキシコキネティクスの一般的

な特徴を解析した。 
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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） 

安衛法Ames試験報告書は平成27年10月

までの登録番号27325までの提供を受けた。

このうち、昭和61年以前の登録番号2174ま

での報告書は廃棄され入手できなかった。

従って、合計25151の試験報告書をPDF化し

た。PDF化は株式会社ユートハンズに委託

し、令和元年9月に終了した。 

PDF化した試験報告書を基に、データベ

ースの作成を試みた。まず、Ames陽性の

1549物質の試験結果について主要データ

（物質情報、純度、試験条件、菌株および

代謝条件下での試験結果）を抽出し、詳細

データベースを構築した。さらに陽性1527

と陰性16の試験結果について専門家レビュ

ーを行って、結果の再評価を行った。その

結果、60物質については間違って陽性、も

しくは陰性と判断されていると考えられ、

これら試験結果は変更された。 

また、ハンセンデータベース等でAmes試

験陽性ではあるが試験報告が古く、信頼性

に欠け、さらにQSARでは陰性を示す化合物、

またはその逆の挙動を示す化合物について

平成30年からAmes試験を実施し、結果の検

証 を 行 っ て い る 。 平 成 31 年度 は 、

bis(methoxyethyl)phthalate 、 2',3',4'-trichloro 

acetophenoneの2物質を試験した。両物質と

も再現性の高い陽性反応が観察された。 

 

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（笠松） 

平成30年度に試験データの妥当性を確認

したAmes陰性・TGR陽性43物質、in vitro CA

陰性・in vivo MN陽性12物質について代謝に

関する文献データを検索した。その結果、

代謝マップの作成に十分な代謝情報が得ら

れた。代謝マップを作成し、in vitro陰性・in 

vivo 陽性となった主な要因について検証す

ると1）代謝酵素の発現、2）遺伝毒性試験

の暴露時間、が挙げられた。例えば、Ames

陰性・TGR陽性物質のメチルオイゲノール

は、硫酸転移酵素（SULT）の働きにより反

応性の高い求電子物質が産生され、遺伝毒

性を示すが、in vitroではSLUTの発現が不十

分なため、Ames試験では陰性となると考え

られる。またin vitro CA陰性でin vivo MN陽

性であるジアゼパムは、生体内で継続的な

酸化ストレスを与えることが、in vivo陽性結

果の原因と示唆される。In vitro試験では暴

露時間が短いため、このような持続的なス

トレスが起こらず陰性結果が得られるもの

と考えられる。このようなin vitro陰性・in 

vivo陽性の差異を説明できる代謝情報を使

用して、TIMESの代謝シミュレータの改良

に取り組んだ。現行のTIMESは、データベ

ースの代謝情報に発生確率を割り当ててい

るが、速度論的因子は考慮されていない。

今回、in vitro陰性・in vivo陽性の差異には試

験の暴露時間が重要な因子であることが浮

き彫りになったことから、代謝シミュレー

ションに速度論的因子を導入し、新しいモ

デリングを構築中である。 

 

C.3. 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（山田） 

平成30年度までに統合化した毒性データ

ベースから、神経毒性影響を引き起こす物

質を抽出した。病理組織学的に神経系（中

枢および末梢）に異常が見られた物質数は

23、病理組織学的な神経系の変化はないが、
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神経系に対すると思われる一般状態の異常

が見られた物質数は70であった。神経毒性

と潜在的に関連性を有する可能性がある部

分構造をケモタイプとして抽出したところ、

神経毒性物質はその物質数に対して構造的

多様性が大きいことが判明した。 

 続いて、神経系に病理変化を引き起こし

た物質についてその想定される機序を整理

した。中枢神経系に変性または壊死を示し

た物質のカテゴリーとして、チオフェン類、

ハロアルカン、ベンジルアルコールおよび

その前駆体、ニトロベンゼン類などが同定

された。脳の部位特異的に発現する P450 等

の代謝酵素によって生成した反応性代謝物

による生体分子の機能障害、グルタチオン

抱合による細胞内グルタチオンの枯渇と酸

化的ストレスの誘導などが神経細胞の不可

逆的な障害に関連すると考えられた。 

一般症状にのみ影響が見られた物質では、

フェニルグアニジン類、代謝されて

-hydroxybutyric acid を生成する物質群のよ

うに神経伝達系に作用するカテゴリー、ベ

ンゼンスルホンアミド類のように脳の pH

の制御系に作用するカテゴリー、クロロフ

ェノール/ニトロフェノールのようにミト

コンドリアの脱共役作用を有するカテゴリ

ーなどが同定された。さらに有機溶剤とし

て用いられている物質のグループ化を試み

たところ、脂肪族アルコール、アルキルエ

ーテル、アルコキシアルコール、アルキル

フェノール類がカテゴリーの候補として同

定された。 

 

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） 

解析対象とした 394 データセットについ

て、様々な評価項目を確立されたオントロ

ジーの用語を使用することによって関連付

けを行い、他の毒性に続発するのではなく、

選択的に生殖発生毒性を引き起こす可能性

のある化合物を選択的毒性物質とし、一般

毒性の存在下で生殖発生毒性を引き起こす

化合物を「非選択的毒性物質」として分類

を行った。このデータセットを Derek Nexus

と AOP を用いたプロトタイプモデルで検

証を行った結果、Derek Nexus に比較して

AOPに基づくモデルで感度の上昇が認めら

れたが、この感度上昇は特異性の低下を伴

っており、結果的に 2 モデルの確度は同程

度であった。この AOP に基づくモデルの感

度の上昇の検証と新規の作用機作の存在を

探索するために、5 種類のデータマイニン

グ手法を行った。その結果、パターンマイ

ニング（Sherhod et.al., 2014）では有意な毒

性メカニズムは見つからなかったが、生殖

発生毒性の決定樹（Wu et al., 2013）では 2

種類、Derek Nexus の別の毒性に対する構造

アラートでは 2 種類、ToxCast データとの相

関マイニングでは 7 種類、フィンガープリ

ントによる QSAR モデルでは 8 種類の作用

メカニズム候補を抽出することができた。

そのうち、生殖毒性との関連性やデータセ

ットに含まれる物質の数を参考とし、性腺

刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）受容体

と生殖毒性の間のシグナルについて調査し、

AOPの作成を試みた。その結果、主要な構

造カテゴリーであるニトロ芳香族化合物は、

直接 GnRH とは反応しないことが明らかに

なったが、さらなる調査で、グルタチオン

の減少を伴う酸化ストレスで引き起こされ

る精巣および精子形成障害に繋がる AOP

を確立できた。 
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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） 

208 種の一般化学物質のヒト、ラットお

よびマウスの物理化学的および生化学的パ

ラメータの既報値を収集し、化学物質の特

性情報、その他情報および出典とともに、

化学物質ごとにデータベース化した（延べ

1103 物質×48 データ項目）。 

ヒトの血液/空気分配係数とヘンリー則

定数の間には負の強い相関が見られ、バラ

ツキは大きいものの全カテゴリーの物質は

同じ回帰直線に従う可能性を示した。ヒト

の脂肪/血液分配係数と log D, pH7.4 の間に

は強い正の相関が見られ、同様にバラツキ

は大きいものの全カテゴリーの物質は同じ

回帰直線に従う可能性を示した。一方、肝

臓/血液、高血流組織/血液および低血流組織

/血液の各分配係数では、log D, pH7.4 との

間に強い相関は見られなかった。また、分

子間の相互作用が強くなるに伴い、血液/空

気分配係数は高くなる傾向を、逆に、組織/

血液分配係数は低くなる傾向を示した。 

Vmax と Km の対数値と 10 種の分子構造

フラグメントの出現数との間には、重回帰

分析により有意な決定係数が得られ、log 

Vmax には、炭素－炭素二重結合、二重結合

炭素に結合する水素、4 級炭素および塩素

の出現数が、log Km には、塩素の出現数が

有意な寄与すると示唆された。また、代謝

に CYP2E1 が関与する物質とその他の酵素

が関与する物質の Vmax と Km 値は同じ分

布傾向を示し、両物質カテゴリーの間で

Vmax と Km の分布に差異は見られなかっ

た。 

各カテゴリーの物質の分配係数、Vmax

およびKmの代表値を用いて、各カテゴリー

の物質の典型的な各組織中濃度－時間曲線

をヒトPBPKモデルで推定した結果、カテ

ゴリーごとに推定された最高濃度や濃度の

時間変化パターン、曝露停止後の濃度の初

期半減期から、カテゴリー間でトキシコキ

ネティクスに違いがあることが示された。 

 

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） 

作成した12140物質より成る安衛法Ames

試験データベースについて、陽性が報告さ

れている物質を中心に試験報告書を確認し、

より詳細な試験条件をデータベースに追加

入力した。確認の過程で誤りがあれば訂正、

曖昧な反応については複数の専門家が確認

し、判定を確定させた．最終的には 60 物質

について判定が変更された。 

変更となった主な理由は、1）単純な確認

ミスに起因とすると思われ、これまでのデ

ータベース記載のリストと試験報告書との

食い違いがあったもの。2）試験実施機関の

判定基準が様々であるため、現在の判断基

準に合っていないこと。3）試験としての判

定は陰性だが、QSAR 予測モデル開発の視

点から陽性とするのが妥当と判断されたも

のがある。 

この内 3）については、国際共同チャレ

ンジプロジェクトにて評価した 17のQSAR

予測モデルの内、全て、あるいは 1 つ以外

は全てのモデルが陽性と判定した陰性物質

（偽陽性物質）について試験報告書を確認

し、陽性基準（e.g. 2 倍以上のコロニー数増

加）には達していないものの、再現性のあ

る増加傾向が認められた場合は QSAR 開発

の視点からは陽性と区分するのが妥当と判

断したものである。近年の QSAR 予測モデ
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ルは、確かな根拠に基づいて開発され、予

測性が大きく向上している。一方、実試験

の Ames 試験は試験、あるいは実施機関に

よるバラツキがあり、必ずしも再現性が担

保されたものではない。こうした背景を鑑

みるに、QSAR 予測モデルの殆どが陽性と

判断したことは妥当性の高い根拠があると

考えられ、実試験においても一定の反応が

認められれば、その物質を陽性と区分する

ことに合理性がある。今後、更に QSAR 予

測モデルのパフォーマンスが向上すれば、

実試験よりも QSAR 予測結果が変異原性の

判断において重要視される時代が来る可能

性がある。本データベースでは陰性と判定

された 9,129 物質の再評価がまだ残ってい

る。今後の課題である。 

一方、安衛法以外のデータベースの整備

も重要である。ハンセン、CGX、ECVAM

等のAmes試験データベースが存在するが、

多くのデータは古く、また詳細な試験報告

書が無い場合も多くある。これらデータベ

ースには基本的な化学構造を有する化学物

質が多く収載されており、QSAR モデルの

開発に重要である。今回、新たに 2 化合物

について Ames 変異原性を確認した。更に

試験化合物を増やすことによりケミカルス

ペースの拡大を目指す。 

 

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（笠松） 

In vitro陰性・in vivo陽性の差異を説明でき

る代謝情報を収集して代謝マップを作成し

た結果、発現代謝酵素や代謝物の違いとい

う質的な差異だけでなく、暴露時間差がも

たらす代謝物生成量の違いという量的な差

異もクローズアップされることとなった。

このことは現行のin silico遺伝毒性予測モデ

ル(OASIS TIMES)に速度論的視点を取り入

れた改良の必要性を認識させ、現在、代謝

物の生成を時間軸でシミュレートできるよ

うモデルの改良を進めている。（代謝物を含

む）遺伝毒性物質がDNAやタンパク質など

の標的分子と結合し、その結合量が一定量

以上になると遺伝毒性を示すと考えること

ができることから、この一定量を閾値とし

て遺伝毒性の有無を予測するモデルを、ま

ずin vitroのAmes/CA試験について、その次

にin vivoのTGR/MN試験について開発でき

るよう検討を進める。 

 

D.3. 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（山田） 

国内外で公開されている信頼性の高い反

復投与毒性試験データを統合したデータベ

ースから神経毒性物質を選抜し、その神経

毒性機序情報を集積した。本研究の成果の

一つとして、化学物質の神経毒性機序情報

が集積され、化学物質に対する神経系の選

択的な脆弱性の理解を深めることが出来た

ことが挙げられる。 

類似物質や共通部分構造をもつ医薬品・

農薬関連物質等の毒性データを比較解析す

ることにより、毒性発現に寄与する基本構

造と許容される構造的差異を考察してカテ

ゴリーの領域として定義した。これをOECD 

QSAR Toolboxのカテゴリープロファイラー

へカスタムで搭載することにより、数多く

の化学物質の中から神経毒性物質を機序に

基づいてプロファイリングすることが可能

になると期待できる。本研究では、神経毒

性ポテンシャルを有する物質をできるだけ

見落とさないようにカテゴリー領域を定義

したが、毒性にリンクするキーイベントの
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in vitro試験データ等をより広範囲に収集し

て物質間で比較解析することにより、カテ

ゴリーの領域をより精緻に定義できるよう

になると考えられる。一方で、一部のカテ

ゴリーでは、基本構造を持っていてもin vivo

毒性試験では神経毒性影響が認められてい

ないケースがある。分子ターゲットとの作

用（トキシコダイナミクス）の違いに加え

て、暴露量や体内分布、代謝などに依存す

るトキシコキネティクスの違いも要因とし

て挙げられる。実際にカテゴリーアプロー

チを適用する際には、課題設定を明確にす

ることが重要である。有害作用の類推、

NOAELの推計など、目的によって許容され

る不確実性のレベルが異なり、必要に応じ

て追加で情報を収集する必要があることに

留意する必要がある。 

 

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） 

既存化学物質点検プログラムで行った反

復投与毒性試験のうち生殖発生毒性項目を

解析した結果、知識ベースの予測モデルよ

り、AOPに基づいた予測モデルで感度が上

昇したことから、既存の知識ではカバーで

きていない生殖発生毒性の作用メカニズム

を開発できる可能性のあることが示された

と共に、様々な情報源に基づいてデータマ

イニングすることにより、いくつかの新規

の作用メカニズム候補の抽出を行うことが

できた。そのうちの一つのメカニズムとし

て、GnRHとニトロ芳香族と生殖毒性の間の

シグナルとニトロ芳香族化合物の関連性に

ついて調査を行ったが、実際はGnRHとの

関連性はなく、むしろ酸化ストレスによる

精巣毒性との関連性が浮かび上がった。こ

のことは、構造と生物活性との相関性のみ

に頼った解析では、間違ったメカニズムを

示唆する可能性があることを示したが、更

なる解析結果として別のメカニズムを明ら

かにできたことは、本手法が、生殖毒性に

関してのAOPの開発手段として有用である

ことを示すことができたと考えられる。 

 

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） 

血液/空気分配係数がヘンリー則定数と、

そして脂肪/血液分配係数がlog D, pH7.4と

の強い相関性を示したが、各物質の値には

大きなバラツキが見られ、ヘンリー則定数

やlog D, pH7.4に追加して新たな説明変数

を導入して回帰分析を行うことやカテゴリ

ー内の物質をさらに構造やその他の基準で

細分化し、分配係数の代表値を決定するこ

とを検討する必要があると考えられた。 

生化学的パラメータについては、本年度

検討した分子構造フラグメントの寄与率か

ら推定法としての可能性が示されたことか

ら、本年度は考慮しなかったフッ素、酸素

等も考慮して、CYP2E1以外の酵素が関与

する物質も含めて適用範囲の拡大等を検討

する必要があると考えられた。 

各Categoryの物理化学的および生化学的

パラメータには、かなりの分布幅があるた

め、各Categoryの物質のヒトでの体内動態

をより適切に表現するためには、パラメー

タの分布を考慮するモンテカルロ法による

体内動態の推定とその結果の定量的な不確

実性分析がより適切と考えられる。 

 

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
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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

を進めている。また、令和2年度からは新規

の国際チャレンジプロジェクトを開始する。

In vivo遺伝毒性予測性の向上へ向けて in 

vitro陰性・in vivo陽性の差異を説明できる代

謝情報を収集して代謝マップを作成し代謝

の差異を検証したところ、主な要因として、

代謝酵素の発現と遺伝毒性試験の暴露時間

が挙げられた。得られた知見を基に遺伝毒

性予測モデルの改良を図った。 

反復投与毒性については、国内外で公開

されている信頼性の高い反復投与毒性試験

データを統合したデータベースから神経毒

性物質を選抜し、化学構造、毒性機序に基

づいて神経毒性物質をグループ化した。類

似物質の情報を解析してカテゴリーの領域

を定義し、OECD QSAR Toolboxに実装する

ことにより、神経毒性を予測評価するカテ

ゴリーアプローチの基盤を構築した。 

生殖発生毒性について新たなデータベー

スを作成し、関連するキーイベント候補を

抽出して、そのうちひとつについてAOPを

開発することに成功し、このアプローチの

妥当性を検証することができた。 

体内動態予測システムの基盤整備では、

PBPKモデルで使用される分配係数と代謝

パラメータ値のデータベース化を継続した。

その解析より、カテゴリーに分類された物

質群毎に各パラメータの推計や代表値が導

出できると考えられた。また、医薬品を対

象に、既報のデータベースや推計手法より

得られるパラメータ値に基づいてPBPKモ

デルでヒト血漿中濃度を精度よく推計でき、

経口曝露時の体内動態推定に必要なパラメ

ータ推計法が利用できる可能性が示唆され

た。 

以上のことから本研究は順調に推移して

いる。 

 

F. その他 －OECDにおける活動－ 

本研究班は前研究班（平成27-29年度）に

引き続き、OECDと連携してその活動に貢献

しつつ、最新の国際動向を収集して本研究

へフィードバックさせることを目指してい

る。前研究班の分担研究の継続としてエチ

レングリコールメチルエーテル（EGME）

誘導体を化審法化学物質インベントリーか

らスクリーニングし、その精巣毒性をカテ

ゴリーアプローチにより予測評価するケー

ススタディを2018年に IATA Case Studies 

Projectに提出し、専門家レビュー後の2019

年に正式に承認された。各国で高懸念物質

としてリスト化されるEGMEの類似物質を

機序に基づいて主要な毒性を予測した事例

として高く評価された。その後、OECDの推

薦により同ケーススタディをEU-ToxRiskの

ワークショップで紹介し、さらに米国

ICCVAM Read-Across Work Groupでも同様

に紹介した。OECDを中心にして同手法の国

際的なガイダンス作成に貢献している。 

2019 年 の QSAR Toolbox Management 

Group会議では、本分担研究で作成した生殖

発生毒性のデータベースを次年度にOECD 

QSAR Toolboxに提供することを表明し、質

の高いデータ提供を歓迎された。すでに

QSAR Toolboxに実装されている生殖発生毒

性データと合わせて、カテゴリー解析やグ

ルーピングによるリードアクロス予測の適

用範囲の拡大が期待される。さらに、本研

究班の概要と成果を同会議で紹介した。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
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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る取り組みに対して多

くの関心と期待が寄せられた。また、同会

議では、欧州化学品庁（ECHA）より、欧州

のREACH規制で企業から提出された大規

模の毒性データが、近いうちにQSAR 

Toolboxを介して様々な解析ができるよう

になることが表明された。本研究班で集積

したデータとQSAR Toolboxの新しいデータ

とを相互利用することにより、毒性と体内

動態予測モデルの開発・検証が国際的に進

められるようになると期待される。 

 

G . 健康危険情報 

 なし 
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平成 31 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 副所長 

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 

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  

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

を効率的、且つ正確に検出し、規制の対象と

研究要旨 

これまで労働安全衛生法（安衛法）に基づき実施された Ames 試験の結果に基づく

12,140 物質より成るデータベースを作成し、QSAR ツールの開発を手掛けている事業者

にこのデータベースを学習データとして提供し、QSAR による Ames 試験結果の予測性

向上に寄与してきた（第 1 回 Ames/QSAR 国際共同チャレンジプロジェクト，実施期

間：2014～2017 年）。しかしながら、これまでに提供できたのは化学構造と陰性陽性の

結果のみであった。今回、試験報告書の入手が可能となったことから、陽性結果が報告

されている物質についてはより詳細な試験条件（各菌株の陽性陰性結果，被験物質純度，

媒体）をデータベースに追加入力すると共に、誤りがあれば訂正、曖昧な反応について

は複数の専門家が確認し、判定を確定させた。またこのプロジェクトで殆どのインシリ

コ予測モデルにて陽性と判定された陰性（偽陽性）物質についても、試験報告書を確認

し、一部の判定を修正した。更新されたデータベースは、より信頼性が高く、情報量の

多い学習データとして、第 2 回 Ames/QSAR 国際共同チャレンジプロジェクトに活用さ

れる。また、安衛法データベース以外の既存のハンセンデータベースの改定作業も行っ

た。今回、2 つの QSAR モデルで結果が相反する 2 化合物について実際に Ames 試験を

実施し、試験結果を確認した。 
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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においてインシリコ手法を用いて

医薬品不純物の変異原性の有無を評価する

ことが受け入れられるなど、実試験に依ら

ないインシリコ手法による安全性確認

（Ames試験結果予測）が広がりつつあり、

その予測モデルの性能と信頼性の向上は重

要性を増している。 

化学構造と試験結果のQSARに基づくこ

れらのインシリコ予測モデルは、既存の

Ames試験結果を学習データとして開発さ

れているが、多くの利用可能なAmes試験結

果は質・量ともに限定されている。日本では

安衛法に基づき、過去50年にわたり、国内の

事業場で使用される年間100kg以上の新規

化学物質については、Ames試験が実施され、

登録されてきている。現行の安衛法試験ガ

イドラインはOECDのテストガイドライン 

TG471と実質同等であり、原則GLP条件下で

実施されていることから、極めて信頼性の

高いものである。このような登録数が数万

に及ぶ信頼性の高いAmes試験のデータベ

ースは世界でも稀であり、変異遺伝部では

厚生労働省安全衛生部より得た登録物質の

構造とAmes試験結果（判定によりClass A：

強い陽性、 Class B：陽性、 Class C：陰性）

のリストから、QSAR予測モデル開発に活用

できる12,140物質を抽出してデータベース

化した。これをAmes/QSAR国際共同チャレ

ンジプロジェクトとして12のQSARベンダ

ーに3つのフェーズに分割して提供するこ

とで、それぞれのQSARベンダーが開発する

予測モデル（計17モデル）の予測性能が向上

した（Honma et al., 2019）。 

今回、厚生労働省安全衛生部から登録物

質のAmes試験報告書が入手できるように

なったことから、単に陽性陰性の結果だけ

でなく、予測モデル開発に役立つと思われ

る試験の詳細条件（被験物質の純度、媒体、

試験菌株毎の判定結果と代謝活性化の有無）

を試験報告から抽出し、データベースに追

加入力すると共に、試験結果のリストと試

験報告書内容の整合性を確認、また曖昧な

データについては専門家の確認を得て再判

定した。こうして更に信頼性を高め、かつ詳

細なデータを整備し、提供することにより、

更に予測性の高いインシリコ予測モデルの

開発に寄与することを目的とする。 

 

B. 研究方法 

B-1 詳細Ames試験データベースの作成 

厚生労働省安全衛生部から提供された試

験報告書は、外部委託によりスキャンされ

PDF化されたものについて確認した。登録

物質については、安衛法官報通し番号

（Serial No.）や安衛法官報公示整理番号な

どが割り当てられているが、本業務におい

ては受付番号（Registration No.）をベースに

取り扱った。 

追加入力項目として、1）被験物質の純度、

2）試験に使用した媒体、3）標準5菌株

（TA100, TA1537，WP2uvrA，TA98, TA1537）

それぞれの判定と代謝活性化の有無を設定、
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データベース内のClass A：強い陽性（比活

性>1,000 コロニー /mg）、  Class B：陽性

（Class A 以外の陽性）の受付番号から相当

する試験報告書の該当箇所を確認し、デー

タベースに入力した。但し各菌株の判定は

基本的には通常報告書に記載されている比

活性表に依った。古い年代（概ね平成2年度

以前）の試験報告書など比活性表がないも

のについては、個々のデータから比活性を

算出し判定した。 

データベースのClass C物質（即ちAmes試

験陰性物質）については、量的に膨大で確認

には相当の時間を要すること、かつ上記追

加入力項目の情報の有用性が低いことから

基本的には今回確認対象としなかったが、

前回の国際共同チャレンジプロジェクトに

て評価した17のQSAR予測モデルの内、全て、

あるいは1つ以外は全てのモデルが陽性と

判定した陰性物質（偽陽性物質）については

試験報告書を確認し、その判定が妥当であ

るかを検証した。 

解釈が容易でない、リストと試験報告書

の内容が合わない、その他、専門家の確認を

仰いだほうが良いと判断したケースについ

ては、Ames試験に精通した所内の専門家が

参加する場を設けて、議論・確認をし、同意

を得た上で、判定結果をデータベースに入

力した。 

B-2 Ames試験の実施による試験結果の確認 

ハンセンデータベースに記載の以下の2化

合物についてAmes試験を実施した。 

① bis(methoxyethyl)phthalate (Cas# 117-82-

8) 

② 2',3',4'-trichloroacetophenone (Cas# 

13608-87-2) 

Ames試験は全て外部委託により受託試

験機関が実施した。OECD試験ガイドライン

TG471 に準拠し、細菌を用いる復帰突然変

異試験（Ames Test）を実施した。本試験は

アミノ酸要求性のサルモネラ菌と大腸菌の

株を用いて点変異を検出し、被験物質が

DNAに影響を与えるか否かの判定する試験

である。試験は、「食品添加物の指定及び使

用基準改正に関する指針」(平成8年3月22日

付、衛化第29号生活衛生局長通知) に準拠

し、医薬品医療機器法施行規則第43条「申請

資料の信頼性の基準」に基づいて実施した。 

 

（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 試験報告書確認と詳細条件の入力 

 年度の古い受付番号2174以下の試験報告

書（概ね昭和61年以前）は、厚生労働省安全

衛生部に問い合わせたが所在が確認できず、

入手不可であった。 

入手できた試験報告書の内、確認したの

は陽性物質1549（Class A: 628，Class B: 921）

と、先に記した前回プロジェクトの偽陽性

物質であった16物質について陰性との判定

を見直した。再評価物質のまとめを表1に示

す。 

データベースに追加入力した内容を例示

する（表2）。追加入力項目についての入力方

針は以下の通りである。 

① 被験物質の純度（Purity） 

試験報告書記載の数値(%)を入力。但

し、>と≥の区別をしなかった。 

② 試験に使用した媒体（Solvent） 

実質的に同一と考えられる媒体は試

験報告書の記載に関わらず統一するよ
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うにした（例：脱水DMSO等はDMSOに、

注射用水、蒸留水等はH2Oに）。 

③ 標準5菌株それぞれの判定と代謝活性化

の有無(S9+/-) 

試験報告書記載の比活性表の値に基

づき、どのClassに相当するか判定し、試

験間でClassが異なる場合は試験間で一

番高い比活性値に基づきClassを選択し

た。 

当初は比活性表に数値の記載があれ

ば、その菌株は陽性と見做し、該当する

Classを入力していたが、作業を進める内

に、例えば予備試験と本試験の2試験が

あり、どちらかの一方で陽性反応が確認

された場合、比活性表には数値が記載さ

れているが、確認試験にて再現性が確認

されず、受託試験機関が最終的に陰性と

結論付けているようなケースが散見さ

れた。このような場合、比活性表の記載

そのままにClass分類するのは不適切で

あることから、以降は以下のスキームに

従って判定するようにした（図1）。本ス

キーム確立前の入力箇所も後日再確認

を行い、入力内容を見直した。 

C-2 専門家による試験結果の再評価 

 試験報告書確認とデータ入力と合わせて、

国立衛研のAmes試験に通じた専門家によ

る試験結果の再評価を行い、判定を確定さ

せた。対象はClass A化合物628物質、Class B

化合物が921物質、Class C化合物が16物質で

あった。内、それぞれ26、18、16物質の判定

が変更された（表1）。再判定結果と、判定結

果の理由を表3に示す。 

最終化されたデータベースは、令和2年3

月16日に2回目のAmes/QSAR国際共同チャ

レンジプロジェクト実施のアナウンスと共

に参加を希望するQSARベンダーに学習デ

ータとして提供された。 

C-3 Ames試験の実施とデータベースの改定 

 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

等については実際に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

良を行っている。表4は令和元年度に行った

2つの化合物の特徴とAmes試験結果を示す。

両化合物はハンセンデータベースに収載さ

れ、Ames試験陽性と評価されているが、詳

細な試験報告書の入手はできなかった。2つ

ともDerek Nexusでは陰性、Case Ultraでは既

存の陽性(Known positive)とされている。こ

の陽性はハンセンデータベースの結果を示

しているものと推察される。しかしながら、

Case UltraでのQSARによる陽性確率はそれ

ぞれ、12.4%、11.3%と低く、陽性結果には

疑問が残る。  

 Ames 試 験 を 実 施 し た と こ ろ 、

bis(methoxyethyl)phthalate は Salmonella 

typhimurium TA98 及 び TA1537 並 び に

Escherichia coli WP2 uvrAの-S9において用

量依存的、且つ再現性の高い陽性反応が観

察され、陽性と判定された。最大比活性値は

33.8（ TA98， -S9）であった。  2',3',4'-

trichloroacetophenone は Salmonella 

typhimurium TA100及びEscherichia coli WP2 

uvrAの＋S9において、用量依存的、且つ再

現性の高い陽性反応が観察され、陽性と判

定された。最大比活性値は13,306（TA100，

+S9）であった。以上のことから両物質の

Ames変異原性が確認された。 

 

D. 考察 
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変異遺伝部で作成した 12,140 物質より成

る安衛法Ames試験データベースについて、

陽性が報告されている物質を中心に試験報

告書を確認し、より詳細な試験条件をデー

タベースに追加入力した。確認の過程で誤

りがあれば訂正、曖昧な反応については複

数の専門家が確認し、判定を確定させた。最

終的には 60 物質について判定が変更され

た（表 1）。 

変更となった主な理由は、1）単純な確認

ミスに起因とすると思われ、これまでのデ

ータベース記載のリストと試験報告書との

食い違いがあったもの。2）試験実施機関の

判定基準が様々であるため、現在の判断基

準に合っていないこと。3）試験としての判

定は陰性だが、QSAR 予測モデル開発の視

点から陽性とするのが妥当と判断されたも

のがある。 

1）は数多くのデータを取り扱う上でどう

しても生じうるものであり、多面的に確認

していくことが重要である。当事者による

確認には限界があり、継続的な（可能であれ

ば第 3 者による）データのチェックが必要

である。 

2）については安衛法自体が 50 年に及ぶ

歴史があり、試験に対する要求事項も変遷

してきている．実際に昭和～平成初期の試

験報告書を確認すると、データは 1 試験の

みの記載で再現性や用量の妥当性がはっき

りしないものが数多くあった。現行の安衛

法ガイドラインは基本的には OECD TG471

と同等であるが、それでも試験機関毎に判

定基準が異なることがしばしば認められ、

特に欧米の試験機関はバックグラウンドの

コロニー数が比較的少ない菌株（Salmonella 

typhimurium TA1535 や TA1537 など）には、

日本で標準的な 2 倍よりも 3 倍以上のコロ

ニー数増加でもって陽性と判断していると

ころが多い。もちろん安衛法の登録時に当

局が審査し、日本の基準に基づいて判定し

ているが、改めて確認すると解釈が容易で

ないケースがしばしばあった。更にこれま

では（再現性と用量依存性を併せ）概ね 2 倍

以上のコロニー数増加の有無を陽性の判断

基準としてきたが、近年の International 

Workshop on Genetic Toxicology Testing 

(IWGT)では、（例えば）2 倍という基準を機

械的に当てはめるのは必ずしも生物学的に

妥当とは言えない、と議論されている（Levy 

et al., 2019）。次に述べる QSAR 予測モデル

開発の視点からも、より適切な陽性の判断

基準は何かを絶えず自答していかなければ

ならないと考える。 

3）は、前回の国際共同チャレンジプロジ

ェクトにて評価した 17 の QSAR 予測モデ

ルの内、全て、あるいは 1 つ以外は全ての

モデルが陽性と判定した陰性物質（偽陽性

物質）について試験報告書を確認し、陽性基

準（e.g. 2 倍以上のコロニー数増加）には達

していないものの、再現性のある増加傾向

が認められた場合は QSAR 開発の視点から

は陽性と区分するのが妥当と判断したもの

である。近年の QSAR 予測モデルは、確か

な根拠に基づいて開発され、予測性が大き

く向上している。一方、実試験の Ames 試験

は試験、あるいは実施機関によるバラツキ

があり、必ずしも再現性が担保されたもの

ではない。こうした背景を鑑みるに、QSAR

予測モデルの殆どが陽性と判断したことは

妥当性の高い根拠があると考えられ、実試

験においても一定の反応が認められれば、

その物質を陽性と区分することに合理性が
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ある。今後、更に QSAR 予測モデルのパフ

ォーマンスが向上すれば、実試験よりも

QSAR 予測結果が変異原性の判断において

重要視される時代が来る可能性がある。本

データベースでは陰性と判定された 9,129

物質の再評価がまだ残っている（表 1）。今

後の課題である。 

一方、安衛法以外のデータベースの整備

も重要である。ハンセン、CGX、ECVAM 等

の Ames 試験データベースが存在するが、

多くのデータは古く、また詳細な試験報告

書が無い場合も多くある。これらデータベ

ースには基本的な化学構造を有する化学物

質が多く収載されており、QSAR モデルの

開発に重要である。今回、新たに 2 化合物

について Ames 変異原性を確認した。更に

試験化合物を増やすことによりケミカルス

ペースの拡大を目指す。 

 

E. 結論 

12,140 物質からなる安衛法 Ames 試験デ

ータベースを再評価し、詳細化と精緻化を

行った。さらに、他の既存の Ames 試験デー

タベースの精緻化も行った。将来的にはこ

れらデータベースは統合され、ベンチマー

クデータセットとして QSAR モデルの開発

と改良に利用されることを期待する。 
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表 1 安衛法 Ames 試験データベースの再評価のまとめ（令和 2 年 3 月現在） 

 

 

 

表 2 入力したデータ例 

 

 

 

 

図 1 比活性表による判定スキーム（例） 

A B C Total Note

Original chemicals (I) 672 1085 10383 12140

Study report unavilable（II) 44 164 1238 1446

Re-evaluation possible（III= I-II) 628 921 9145 10694

Re-evaluation completted（IV) 628 921 16 1565

Re-evaluation has not be done（III-IV) 0 0 9129 9129 Re-evaluation will be continued.

Corrected 26 18 16

Increase or decrease by correction -23 15 2 -6 Not Assingend:6

New training data set (March 11, 2020) 649 1100 10385 12134

TA100 TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537 TA100 TA1535 WP2uvrA TA98 TA1537

2159 4-(4)-988 2285 A 87269-99-6 N-(2-benzoyl-1-ethoxycarbonylethyl)alanine[H][C@@](C)(NC(CC(=O)C1=CC=CC=C1)C(=O)OCC)C(O)=O293.319 C15H19NO5 1 98.3 DMSO C C C A C C C C C C

2228 4-(4)-992 2286 A 15121-89-8 3-benzoylacrylic acid ethyl ester CCOC(=O)\C=C\C(=O)C1=CC=CC=C1 204.225 C12H12O3 1 95.1 DMSO C C C A C C C C C C

Structure
Ames

Result
Serial Id ANEI No.

Registration

No.
CAS# Chemical_Name Mol Weight Formula

- S9 + S9

Purity

(%)
Solvent

ANEI_Ph

ase
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表 3 再評価によって判定が変更された物質一覧 

 

Serial Id
Registration

No.

Result

before

review

Result after

review
Reasons

2298 2477 A → B It is weak response, which does not reach to class A.

2914 3193 C → B The study report was negative．But, weak and reproducible responses were confirmed by expert judgement.

3137 3326 C → B The study report was negative．But, weak and reproducible responses were confirmed by expert judgement.

3202 3327 C → B The study report was negative．But, weak and reproducible responses were confirmed by expert judgement.

3466 3711 C → B The study report was negative．But, weak and reproducible responses were confirmed by expert judgement.

4945 5378 C → B The study report was negative．But, weak and reproducible responses were confirmed by expert judgement.

5274 5835 C → A 5176 and 5274 exchanged the results incorrectly.

5176 5834 A → C 5176 and 5274 exchanged the results incorrectly.

6393 6738 C → B The study report was negative．But, weak and reproducible responses were confirmed by expert judgement.

8871 9321 C → B The study report was negative．But, weak and reproducible responses were confirmed by expert judgement.

10459 11048 C → B The study report was negative．But, weak and reproducible responses were confirmed by expert judgement.

12179 12810 A → B It is weak response, which does not reach to class A.

12535 12996 C → A The study report was positive, whcich rearch to  class A.

14751 15469 C → B The study report was negative．But, weak and reproducible responses were confirmed by expert judgement.

17469 18336 C → B The study report was negative．But, weak and reproducible responses were confirmed by expert judgement.

19136 20330 C → B The study report was negative．But, weak and reproducible responses were confirmed by expert judgement.

19398 20768 C → B The study report was negative．But, weak and reproducible responses were confirmed by expert judgement.

19330 20837 C → B The study report was negative．But, weak and reproducible responses were confirmed by expert judgement.

2082 2234 A → NA Non-organic, Gas-phase treatment. The result can not be asigned.

2484 2410 B → C The study report was positive. But, the weak response was confirmed to be meaningless by expert judgement.

2362 2469 A → B It is weak response, which does not reach to class A.

2472 2583 A → B It is weak response, which does not reach to class A.

2434 2608 B → C The study report was positive. But, the weak response was confirmed to be meaningless by expert judgement.

2466 2643 B → C The study report was positive. But, the weak response was confirmed to be meaningless by expert judgement.

2696 2760 B → C The study report was positive. But, the weak response was confirmed to be meaningless by expert judgement.

2732 2765 B → C The study report was positive. But, the weak response was confirmed to be meaningless by expert judgement.

2695 2767 B → C The study report was positive. But, the weak response was confirmed to be meaningless by expert judgement.

2763 2988 A → NA Unorthodox protocol. The result can not be asigned.

2759 3022 A → B It is weak response, which does not reach to class A.

2931 3207 B → NA Ambiguous result. The result can not be asigned.

3319 3445 A → B Gas-phase treatment. The result was positive, but canot be classified to A. 

3223 3469 A → B It is weak response, which does not reach to class A.

3130 3635 B → C The study report was positive. But, the weak response was confirmed to be meaningless by expert judgement.

3497 3743 B → C The study report was positive. But, the weak response was confirmed to be meaningless by expert judgement.

3669 3876 A → B It is weak response, which does not reach to class A.

3643 3915 A → NA Ambiguous result. The result can not be asigned.

3857 4146 B → C The study report was positive. But, the weak response was confirmed to be meaningless by expert judgement.

3934 4161 A → B Gas-phase treatment. The result was positive, but canot be classified to A. 

4391 4740 A → B Gas-phase treatment. The result was positive, but canot be classified to A. 

4466 4749 A → C The study report was positive. But, the response was confirmed to be meaningless by expert judgement.

5161 5390 B → C The study report was positive. But, the weak response was confirmed to be meaningless by expert judgement.

5252 5643 A → B Gas-phase treatment. The result was positive, but canot be classified to A. 

5683 5984 B → C The study report was positive. But, the weak response was confirmed to be meaningless by expert judgement.

5676 6001 B → C The study report was positive. But, the weak response was confirmed to be meaningless by expert judgement.

5924 6240 B → C The study report was positive. But, the weak response was confirmed to be meaningless by expert judgement.

8161 8461 A → B Gas-phase treatment. The result was positive, but canot be classified to A. 

9837 10580 A → B Gas-phase treatment. The result was positive, but canot be classified to A. 

10154 10596 A → B Gas-phase treatment. The result was positive, but canot be classified to A. 

10373 11080 A → B Gas-phase treatment. The result was positive, but canot be classified to A. 

10951 11483 A → B Gas-phase treatment. The result was positive, but canot be classified to A. 

11884 12477 A → B Gas-phase treatment. The result was positive, but canot be classified to A. 

12143 12530 B → C The study report was positive. But, the weak response was confirmed to be meaningless by expert judgement.

12263 13236 B → NA Reactive mixture.  The result can not be asigned.

15410 16274 A → C 15409 and 15410 exchanged the results incorrectly.

15409 16275 C → A 15409 and 15410 exchanged the results incorrectly.

16589 17471 A → B It is weak response, which does not reach to class A.

16134 17623 B → NA Lower purity, ambiguous result. The result can not be asigned.

18254 19589 B → C The study report was positive. But, the weak response was confirmed to be meaningless by expert judgement.

22336 23970 A → B Gas-phase treatment. The result was positive, but canot be classified to A. 

22628 24173 A → B Gas-phase treatment. The result was positive, but canot be classified to A. 

NA: Not Assingend

Peach: Up-dated on '20 Mar 04

Aqua: Up-dated on '19 Sep 25
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表 4 2 化合物の Ames 試験結果 

 

 

Id Structure
Mol

Weight
CAS#

Chemical_

name

Hansen

Ames

result

Derek

NX

result

reasoni

ng

overvie

w

Case

Ultra

GT1_BM

UT

result

CASE

Ultra

GT1_

BMUT

Proba

bility

(%)

Ames結果 結果詳細

5864 282.292 117-82-8

bis(methoxy

ethyl)phthal

ate

Positive INACTIVE

No

misclassifi

ed or

unclassifi

ed

features

Known

Positive
12.4 陽性

本被験物質は代謝活性化非存在下のSalmonella typhimurium TA98

及びTA1537並びにEscherichia coli WP2 uvrAにおいて、用量あたりの

復帰変異コロニー数の平均値が背景データの陰性対照の変動範囲の上限を

超え、かつ陰性対照の平均値の2倍以上に増加させた。また、その増加に用

量反応性が認められ、用量設定試験及び本試験により、試験結果の再現性

が確認された。最大比活性値は、本試験における代謝活性化存在下の

Salmonella typhimurium TA98において、33.8（5000 µg/plate）を

示した。

一方、陽性対照は、代謝活性化の有無に関わらず全ての菌株に対して、復

帰変異コロニー数を陰性対照の2倍以上に増加させた。陰性対照及び陽性

対照の平均値は、全ての試験において背景データの変動範囲内であった。ま

た、無菌試験の結果、雑菌の混入がないことが確認された。これらの結果は、

試験が適切に実施されたことを示す。試験の信頼性に影響を及ぼす疑いのあ

る要因についても、何ら認められなかった。

6336 223.48
13608-

87-2

2',3',4'-

trichloroacet

ophenone

Positive INACTIVE

No

misclassifi

ed or

unclassifi

ed

features

Known

Positive
11.3 陽性

本被験物質は代謝活性化存在下のSalmonella typhimurium TA100

及びEscherichia coli WP2 uvrAにおいて、用量あたりの復帰変異コロニー

数の平均値が背景データの陰性対照の変動範囲の上限を超え、かつ陰性対

照の平均値の2倍以上に増加させた。また、その増加に用量反応性が認めら

れ、用量設定試験、本試験及び確認試験により、試験結果の再現性が確

認された。最大比活性値は、本試験における代謝活性化存在下の

Salmonella typhimurium TA100において、13306（9.77 µ

g/plate）を示した。

一方、陽性対照は、代謝活性化の有無に関わらず全ての菌株に対して、復

帰変異コロニー数を陰性対照の2倍以上に増加させた。陰性対照及び陽性

対照の平均値は、全ての試験において背景データの変動範囲内であった。ま

た、無菌試験の結果、雑菌の混入がないことが確認された。これらの結果は、

試験が適切に実施されたことを示す。試験の信頼性に影響を及ぼす疑いのあ

る要因についても、何ら認められなかった。
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平成 31 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 

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 
 

研究分担者 笠松 俊夫 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部 研究員 

研究協力者 本間 正充 国立医薬品食品衛生研究所 副所長 

研究協力者 Petko Petkov ブルガス大学 数理化学研究所 研究員 

研究協力者 Hristiana Ivanova ブルガス大学 数理化学研究所 研究員 

研究協力者 Elena Kaloyanova ブルガス大学 数理化学研究所 研究員 

研究協力者 Ovanes Mekenyan ブルガス大学 数理化学研究所 教授 

 

A. 研究目的 

近年、in vitro遺伝毒性試験、特にAmes試

験結果に対するin silico予測モデルの開発が

進み、（医薬品規制調和国際会議）ICHのM7

ガイドラインでは、遺伝毒性の判定に in 

silico手法を用いることが許容されるなど、

高い精度で遺伝毒性を予測することが可能

研究要旨 

In silico による in vivo 遺伝毒性予測技術の高度化・実用化を図るため、in vitro と in vivo

で遺伝毒性試験結果が異なる物質に着目し、その差異となる要因を解析して、それらの

知見を反映した遺伝毒性予測モデルの構築を目指した。In vitroの Ames 試験陰性でかつ

in vivo げっ歯類トランスジェニック動物突然変異（TGR）試験陽性、あるいは in vitro 染

色体異常（CA）試験陰性でかつ in vivo 小核（MN）試験陽性と報告されている物質の

内、前年度にデータの妥当性が検証された Ames(-)/TGR(+)の 4 物質、CA(-)/MN(+)の 12

物質に関して、代謝に関する文献データを収集し、代謝マップを作成した。それぞれの

物質について in vitro/in vivo の代謝の差異をもたらす要因を検証したところ、主な要因

として、1）代謝酵素の発現、2）試験における暴露時間、が挙げられた。これらの知見

を活用して代謝シミュレーションシステム（Tissue Metabolism Simulator System: TIMES）

の改良に取り組んだ。現行の TIMES 遺伝毒性予測モデルは、データベースの代謝情報

に発生確率を割り当てているが、速度論的因子は考慮されていない。今回、in vitro 陰性・

in vivo陽性の差異には試験の暴露時間が重要な因子であることが浮き彫りになったこと

から、代謝シミュレーションに速度論的因子を導入し、新しいモデリングを構築中であ

る。 
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になってきている。 

このin silico予測手法の発展を、より精緻

なin vivo遺伝毒性、ひいてはヒトの健康影響

の予測に繋げていくには、化学物質の遺伝

子への反応性を理解するに留まらず、臓器

特異性や評価物質に起こる代謝の種類やそ

のレベルの相違を理解し、それらの知見を

反映させる仕組みが必要である。 

本研究ではin vitroとin vivoの代謝の違い

が予測結果に与える影響に着目する。一般

にin vitro遺伝毒性試験では、げっ歯類の肝ミ

クロソーム画分（S9）に補酵素を添加した代

謝活性化系が用いられるが、必ずしも生体

で起きる代謝を十分に反映しているわけで

はない。代謝酵素（特に第2相）発現の不足

/欠損、また生体と比較した場合の代謝レベ

ルの相違がin vivoとは異なる結果をもたら

す可能性がある。 

そこでin vitro遺伝毒性試験陰性でin vivo

遺伝毒性試験が陽性となる物質について、

これら物質のin vitro/in vivo代謝情報を収集、

分析することで、in vivo特異的陽性の要因を

把握する。こうして得られたin vitro/in vivoの

代謝の違いに関する知見を代謝予測シミュ

レータTIMESに反映させ、Mode of Action

（MoA）に基づく精緻なin vivo遺伝毒性予測

を可能にすることを目的とした。 

 

B. 研究方法 

まずin vivo特異的陽性物質を抽出する上

で、利用する実データの妥当性・適切性が重

要となるため、平成30年度は、既存の各種デ

ータベースからin vitro 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）陽性となっている物質、及び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物質を

探索し、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。その結果、Ames

陰性 /TGR陽性物質は3物質（Cyproterone 

acetate、Tamoxifen、Oxazepam）、In vitro CA

陰 性 /in vivo MN 陽 性 物 質 は 12 物 質

（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）が今後の本研究に活

用すべきデータとして抽出された＊。 

本年度は、これらの物質について代謝情

報を収集し、代謝マップを作成、In vitro/in 

vivoの代謝の差異をもたらす要因を検証し

た。その結果、主な要因として、1）代謝酵

素の発現、2）遺伝毒性試験の暴露時間、が

浮かび上がった。Ames陰性・TGR陽性物質、

in vitro CA陰性・in vivo MN陽性物質につい

て、どのような要因で説明できるケースか

を整理し、得た知見を基にin silico遺伝毒性

予測モデル(TIMES)の改良を試みた。 

＊新たに実施された遺伝毒性試験情報よ

り、Ames陰性/TGR陽性物質として、Methyl 

eugenolを追加、計4物質とした。 

 

（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陰性・in vivo陽性の要因 

平成30年度に試験データの妥当性を確認

したAmes陰性/TGR陽性の4物質、In vitro CA

陰性/in vivo MN陽性の12物質について代謝

に関する文献データを検索し、代謝マップ
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の作成に十分な代謝情報を得た。代謝マッ

プを作成し、in vitro陰性・in vivo 陽性となっ

た主な要因について検証すると1）代謝酵素

の発現、2）遺伝毒性試験の暴露時間、が挙

げられた（表1A、1B）。 

In vitroとin vivoの系における代謝酵素発

現の違いは遺伝毒性の原因となる活性体

（アラート構造）の出現の差異をもたらす

可能性があり、また試験における暴露時間

が異なるとin vitro及びin vivoで生じる代謝

産物の量が影響を受け、最終的に試験結果

に影響を及ぼす可能性がある。今回検証し

たほとんどの物質におけるin vitro陰性・in 

vivo 陽性となった要因は、「代謝酵素の発現」

の差異に関連していると考えられた。 

C-2 Ames陰性/TGR陽性物質 

Ames陰性/TGR陽性の4物質の内、3物質

（ Methyl eugenol 、 Cyproterone acetate 、

Tamoxifen）ではin vitroとin vivoの系における

代謝酵素発現の違いがin vitroとin vivoの試

験結果の矛盾に繋がっていると考えられた。

In vivoの系では第2相の硫酸転移酵素（SULT）

の活性が高いことが、これら物質のin vivo 

TGRデータが陽性であることの原因とされ

る。 

例えば、Methyl eugenolは、SULTの働きに

より反応性の高い求電子物質が産生され、

遺伝毒性を示すが、in vitroではSLUTの発現

が不十分なため、Ames試験では陰性となる

と考えられる。Ames試験においても、SULT

の発現を補うと陽性結果が得られることが

報告されている。これらの知見をもとに

TIMESで、 in vitro及び in vivoでのMethyl 

eugenolの代謝をシミュレーションしたとこ

ろ、文献情報と一致する代謝マップが得ら

れた（図1A, 1B）。Methyl eugenolのin vivo代

謝マップに存在する第2相反応の代謝物（囲

み）は、in vitroでは得られない。この反応性

代謝物がin vivo TGR試験結果が陽性である

ことの原因であり、TIMESによるin vivo TGR

試験の予測が陽性であることと一致する。 

C-3 In vitro CA陰性/in vivo MN陽性物質 

In vitro CA陰性/in vivo MN陽性物質につい

ては12物質中8物質が、それぞれの系におけ

る代謝酵素発現の違いにより、矛盾する試

験結果を得たものと考えられた。In vitro/in 

vivo間の代謝物の安定性の違いや第1相代謝

物の一部がin vivo代謝系に特異的であるこ

とが、これら物質のin vivo MNデータが陽性

であることの原因と考えられる。 

例えば、C.I. Direct black 38はin vivo MN試

験結果が陽性であるが、これはin vivo特異的

な反応性代謝物である4-aminobiphenylを生

成するためである（図2）。In vitroではげっ

歯類肝ミクロソームS9代謝系のアゾレダク

ターゼ酵素活性が低いために、この代謝産

物が生成せず、in vitro CA試験が陰性という

結果に繋がっていると考えられる。 

C-4 遺伝毒性試験の暴露時間 

一方で、一部の物質については、in vitro陰

性・in vivo陽性となった要因は、「遺伝毒性

試験の暴露時間」の差異に関連していると

考えられた。OECDガイドラインによればin 

vitroのAmes試験及びCA試験の代謝活性化

条件での暴露時間はそれぞれ48時間、6時間

である。一方、in vivo TGR試験は動物への反

復投与試験であり、28日間の連日投与を伴

う。in vivo MN試験については末梢血を対象

とした場合、単回投与後の試料採取は最大

72時間が許容されている。このようにin vivo

遺伝毒性試験の方がより試験期間が長く、

さらにin vivoでは第1相水酸化反応が顕著で
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あるため、代謝物による酸化的遺伝子損傷

が起こりやすい。 

例えば、in vitro CA陰性/in vivo MN陽性物

質であるジアゼパムは、標的臓器の骨髄で

有意な活性酸素種の生成が報告され、酸化

ストレスがin vivo陽性結果の原因と示唆さ

れる。In vitro試験では暴露時間が短いため、

このような持続的なストレスが起こらず陰

性結果が得られたと考えられる。 

こうして収集した遺伝毒性試験結果と対

応する代謝情報をTIMESに反映させると同

時に、今回明らかとなったin vitro陰性・in 

vivo 陽性となる要因の一つ、「遺伝毒性試験

の暴露時間」を反映すべく、代謝シミュレー

ションに速度論的因子を導入することを検

討した。 

C-5 代謝シミュレータへの速度論因子の導

入 

TIMESはトキシコキネテックスとトキシ

コダイナミクスとを組み合わせて単一のモ

デリングプラットフォームとしたソフトウ

ェアであり、トキシコキネテックス部分で

は代謝情報に基づく代謝物の予測が行われ、

トキシコダイナミクス部分である毒性メカ

ニズムに基づく警告構造（アラート）と照合

される。その結果、親化合物、親化合物と代

謝物、または代謝物のみが遺伝毒性を示す

（あるいは示さない）と判定される。現行の

TIMESでは代謝物の予測に速度論的な概念

が含まれていない。これまでに収集した代

謝情報から、起こり得る（酵素的反応と非酵

素的反応から成る）生体内変換反応をリス

ト化（変換表）し、各変換反応に対して、文

献情報や専門家知識また実験データを再現

できるように計算された発生確率が割り当

てられる。 

3,3-Dimethyl-1-(4-methylphenyl)triazene を

モデル化合物として、この発生確率を実験

で求められた速度論的データを用いて再評

価した。遺伝毒性試験の暴露時間も考慮し

た時間の関数とし、シミュレーションを行

った結果を図3A, 3Bに示す。代謝マップ自体

は非速度論的なシミュレーション（図3A）

と速度論的なそれ（図3B）とでよく似ている

が、唯一の違いは速度論的なシミュレーシ

ョンで見出されたDNA付加体の生成（図3B

にて強調表示）である。このDNA付加体の生

成が遺伝毒性試験での陽性原因となると考

えられるが、最終的に陽性に至るかどうか

の判定には生成量も加味しなければならず、

陽性となる閾値を設定する必要がある。こ

のモデルリングについては、各種データと

突き合わせて整合性を確認し、適用化合物

を広げるべく、引き続き検討中である。 

 

D. 考察 

In vitro陰性・in vivo陽性の差異を説明でき

る代謝情報を収集して代謝マップを作成し

た結果、1) 代謝酵素の発現、と2) 遺伝毒性

試験の暴露時間、の相違が浮かび上がった。

In vitroの代謝活性化（げっ歯類肝ミクロソー

ムS9）系に、代謝酵素、特に第2相代謝酵素

の発現が不足、あるいは欠如していること

が知られていたが、In vitro陰性・in vivo陽性

の原因となることが改めて確認された。今

回実施したような信頼性の高いIn vitro/in 

vivo遺伝毒性試験のデータの収集と検証を

通じて、in vivo特異的な代謝活性化を受けや

すい物質や構造が特定されれば、in silico手

法による予測性の向上に繋がることが期待

できる。 

In vitro陰性・in vivo陽性の差異のもう一つ
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の主因、遺伝毒性試験の暴露時間の相違に

ついては、現行のin silico遺伝毒性予測モデ

ルに速度論的視点を取り入れた改良の必要

性を認識させた。試験プロトコール上の暴

露時間の違いによって陽性・陰性が分かれ

るのは、本来、本質的な問題ではないのかも

しれないが、この課題をきっかけに速度論

的な考えを取り込んだ精緻なシミュレーシ

ョンができるようになることが、将来ヒト

健康リスクを評価する際、対象物質への暴

露形態や期間に合わせて臨機応変な予測を

する上で役立つはずである。現在、代謝物の

生成を時間軸でシミュレートできるようモ

デリングを進めている。（代謝物を含む）遺

伝毒性物質がDNAやタンパク質などの標的

分子と結合し、その結合量が一定量以上に

なると遺伝毒性を示すと考えることができ

ることから、この一定量を閾値として遺伝

毒性の有無を予測するモデルを、まずin vitro

のAmes/CA試験について、その次にin vivoの

TGR/MN試験について開発できるよう検討

を進めている。 

 

E. 結論 

In vivo遺伝毒性予測性の向上へ向けてin 

vitro陰性・in vivo陽性の差異を説明できる代

謝情報を収集して代謝マップを作成し代謝

の差異を検証したところ、主な要因として、

1) 代謝酵素の発現と2) 遺伝毒性試験にお

ける暴露時間、の相違が浮かび上がった。得

られた知見を基に代謝シミュレータTIMES

の改良を図り、in vivo特異的な代謝を反映で

きるようにすると同時に、速度論的因子を

導入した新しいモデリングを構築中である。 

 

F. 研究発表 

1．論文発表 

なし 

 

2．学会発表 

1) StarDropを活用した香料化合物の in 

silico遺伝毒性評価の試み, 笠松俊夫, 北

澤愛莉, 田島澄恵, 金子昌弘, 本間正充,

第6回アジア環境変異原学会／日本環境

変異原学会第48回大会 合同大会（2019

年11月 東京） 

2) 化学物質のヒト健康リスク評価に対す

る in silico アプローチの開発動向, 山田

隆志, 広瀬明彦, 石田誠一, 笠松俊夫, 

本間正充, 第 47 回構造活性相関シンポ

ジウム（2019年 12月 熊本） 

3) Improvement of Ames test database for 

developing QSAR prediction models. 

Kasamatsu T, Kitazawa A, Sugiyama K, 

Suzuki T, Honma M. 59th Annual Meeting of 

Society of Toxicology (March 2020, 

Anaheim, USA) 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

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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表 1A In vitro/in vivoの試験結果差異の検証（Ames陰性/TGR陽性物質） 

 

# CAS Chemical name in vitro Ames da

ta 

in vivo TGR d

ata 

Factor affecting metab

olic difference 

1 10540-29-1 Tamoxifen Negative Positive Enzyme expression 

2 427-51-0 Cyproterone acetate Negative Positive Enzyme expression 

3 93-15-2 Methyl eugenol Negative Positive Enzyme expression 

4 604-75-1 Oxazepam Negative Positive Durations of tests 

 
 

表1B In vitro/in vivoの試験結果差異の検証（In vitro CA陰性/in vivo MN陽性物質） 
 

# CAS Chemical name in vitro CA dat

a 

in vivo MNT 

data 

Factor affecting meta

bolic difference 

1 62-55-5 Thioacetamide  Negative Positive Enzyme expression 

2 79-34-5 1,1,2,2-Tetrachloroethane Negative Positive Enzyme expression 

3 51-79-6 Urethane Negative Positive Enzyme expression 

4 1937-37-7 C.I. Direct black 38 Negative Positive Enzyme expression 

5 58-25-3 3H-1,4-Benzodiazepin-2-am

ine,7-chloro-N-methyl-5-ph

enyl-,4-oxide 

Negative Positive Enzyme expression 

6 513-37-1 2,2-dimethylvinyl chloride Negative Positive Enzyme expression 

7 599-79-1 Sulfasalazine Negative Positive Enzyme expression 

8 366-70-1 Procarbazine hydrochloride Negative Positive Enzyme expression 

9 439-14-5 Diazepam Negative Positive Durations of tests 

10 1912-24-9 Atrazine  Negative Positive Durations of tests 

11 300-62-9 Amphetamine Negative Positive Durations of tests 

12 842-07-9 1-Phenylazo-2-naphthol (CI

 Solvent yellow 14) 

Negative Positive Durations of tests 
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図1A  In vitroにおけるMethyl eugenolのラットS9/ミクロソーム代謝マップ 
のシミュレーション 

 

 

 

 

 

図1B  In vivoにおけるMethyl eugenolの代謝マップのシミュレーション 

  

Phase II reactive 
metabolite not 
obtained in vitro
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図 2 ハムスターにおける C.I. Direct black 38 の代謝系路 

 

 

図 3A 非速度論的な in vitro肝 S9 代謝シミュレータによるシミュレーションにおける 

3,3-Dimethyl-1-(4-methylphenyl)triazene の親化合物と代謝物量 
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図 3B 速度論的な in vitro 肝 S9 代謝シミュレータによるシミュレーションにおける 

3,3-Dimethyl-1-(4-methylphenyl)triazene の親化合物と代謝物量（Nuは求核剤） 

 

 

 

Q total = 0.676 mol/mol parent  

DNA adduct 1 DNA adduct 2

*

Kinetics metabolic simulator

*NU stands for nucleophile (DNA or protein)
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平成 31 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 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 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 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 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 井上 美香 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 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 

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、

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、インシリコ手法の高度化と実用化に基づいた評価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。神経毒性は有害性評価における重要な毒性エンドポイントのひとつであるが、機序

に基づき多様な物質をカバーする毒性予測モデルはこれまでほとんどない。そこで本研

究では、国内外で公開されている信頼性の高い反復投与毒性試験データを統合したデー

タベースから神経毒性物質を選抜し、毒性専門家のレビューによる確認後にその神経毒

性機序情報を集積することにより、化学物質に対する神経系の選択的な脆弱性を体系的

に整理した。さらに、化学構造と毒性機序に基づいて神経毒性物質をグループ化し、類

似物質の情報を取り入れてその領域を定義して、OECD QSAR Toolbox のカテゴリープ

ロファイラーに実装することにより、神経毒性を予測・評価するカテゴリーアプローチ

を適用するための基盤を構築した。 
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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、今後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

を目指している。今年度は、神経毒性を対象

に、カテゴリーアプローチを適用するため

の基盤を構築する。神経毒性は、有害性評価

における重要なエンドポイントの一つであ

る。化学物質審査規制法の有害性評価では、

神経毒性影響が認められる場合にはその重

篤性を考慮して有害性評価値を算出する際

に不確実係数が追加される。詳細な神経毒

性試験が実施されることは限られており、

神経毒性は反復投与毒性試験の結果に基づ

いて評価されることが多い。しかし、その限

られた測定項目から神経毒性影響を評価す

るのは困難である場合が多いとされる。評

価支援ツールとしての既存の毒性予測モデ

ルは、肝毒性などに対して開発・改良が精力

的に進められているが、神経毒性にはほと

んど対応できていない。したがって、神経毒

性のカテゴリーアプローチを確立すること

は、類似物質の試験データや想定される機

序を含めた統合的なヒト安全性評価のサポ

ートや評価の一貫性の担保のために重要で

ある。構築したカテゴリーをその根拠とな

った毒性データベースとともに OECD 

QSAR Toolbox などに実装することにより、

リードアクロスによるデータギャップ補完

も含めて評価の効率化・精緻化に寄与する

と期待される。 

そこで、昨年度構築した国内外で公開さ

れている反復投与毒性試験データを統合し

たデータベースを活用して神経毒性物質を

選抜し、毒性専門家のレビューの後、化学構

造と毒性機序に関する情報の収集と解析を

行ってカテゴリーを構築し、OECD QSAR 

Toolbox のカテゴリープロファイラーに実

装出来るようその領域を定義した。 

 

B. 研究方法 

国内外で公開されている信頼性の高い化

学物質の反復投与毒性試験データ（HESS、

COSMOS、ToxRef、RepDose、食品健康影響

評価書等、総計約 2,500 物質）を統合した反

復毒性試験統合データベース（新規化学物

質は除く）から、病理組織学的に神経系（中

枢又は末梢）に何らかの異常が見られてい

る物質、および神経系に対する影響の可能

性があると考えられる一般状態の変化を有

する物質を選抜した。この中から、死亡例あ

るいは死亡用量でのみ変化の見られている

ものや、流涎、自発運動低下など他の要因で

も生じる不明瞭な変化しか発現していない

もの、神経組織の色素沈着や空胞化など軽

度な組織変化が記載されているにもかかわ

らず一般状態に変化の見られていないもの

を対象から外した。選抜した物質について、

PubMed、Google、PubChem 等の検索エンジ

ンを用いて、in vivo における神経影響に関

する文献や国内外のリスク評価書及び神経

毒性の機序に関する文献を収集・精査した。

毒性発現とリンクする測定可能なキーイベ
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ントと部分化学構造を推定するとともに、

関連物質の情報からカテゴリーの構造領域

を考察した。 

 

（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 統合データベースから選抜した神経毒

性物質 

平成 30 年度までに統合化した毒性デー

タベース（公開毒性データ 2,500物質相当）

から、神経毒性影響を引き起こす物質を選

抜した。病理組織学的に神経系（中枢および

末梢）に異常が見られた物質数は 23 であっ

た。病理組織学的な変化はないが、神経系に

対すると思われる一般状態の異常が見られ

た物質は、HESSおよび食品健康影響評価書

の毒性情報のレビューにより、約 1,200 物

質から 70 物質が得られた。その化学構造を

比較解析することにより、神経毒性と潜在

的に関連性を有する可能性がある部分構造

をケモタイプとして抽出した（図 1）。神経

毒性物質は、その物質数に対して構造的多

様性が大きいことを示唆している。 

C-2 神経系に病理変化を発現した物質とそ

の想定される機序およびカテゴリーの構築 

チオフェン（CAS: 110-02-1）は小脳に壊

死を引き起こす。医薬品開発における忌避

構造として知られており、肝臓ではシトク

ロム P450（P450）によって酸化され、毒性

代謝物が生成する（Dansette et al., 1992）。

P450が発現する小脳でも肝臓と同様の代謝

活性化を受け、壊死を引き起こすと考えら

れている。またチオフェン誘導体の構造を

持つ医薬品等においても同様の代謝活性化

が報告されており、神経系に毒性発現する

場合があると推測される（Cohen et al., 2017）。 

1,2-ジクロロエタン（107-06-2）は、小脳

壊死を引き起こす。当物質は P450 により酸

化的に代謝される経路と Glutathione S-

transferase（GST）による GSH抱合を経る経

路があることが報告されている（Jean et al., 

1992）。生じた反応性代謝物は生体高分子と

付加体を形成し、肝毒性が発現すると考え

られている。P450や GST が発現する小脳に

おいても同様の機序が推測される。また

GSHの枯渇による酸化ストレスも毒性発現

に寄与すると提唱されている（Zhang et al., 

2019）。同鎖長の Cl 以外のハロゲン置換体

も同様の機序で毒性発現すると考えられる。

1-クロロ 3-ブロモプロパン（109-70-6）は中

枢神経系の特に海馬において病理組織学的

変化を引き起こす。その類似物質である 1-

ブロモプロパン（106-94-5）は、海馬や小脳

に毒性影響を引き起こし、その機序の一部

として GSH の枯渇による酸化ストレス誘

導やタンパク質のスルフヒドリル（SH）基

の酸化などが提唱されている（Wang et al., 

2002）。1-クロロ 3-ブロモプロパンもGSH抱

合を受けると考えられることから同様の機

序が関与する可能性がある（Jones and Welis, 

1981）。また同鎖長の種々のハロゲン置換体

も同様の機序で神経系に毒性発現するポテ

ンシャルを有すると考えられる。 

ベンジルアルコールは海馬歯状回に壊死

を引き起こす。代謝されて生じるベンズア

ルデヒドは、Glutathione Peroxidase を効率的

に阻害することによって、活性酸素分子種

（ROS）産生を誘導する（Tabatabaie and 

Floyd, 1996）。ベンズアルデヒドは、トルエ

ン暴露による中枢神経系のROS産生のトキ
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シカントとして関わっている強い証拠があ

る（Mattia et al., 1993）。ベンズアルデヒドの

類似物質であるフェニルアセトアルデヒド

も同酵素活性をやや弱いながら阻害する

（Tabatabaie and Floyd, 1996）。以上より、代

謝によりベンジルアルコールまたはα-ヒ

ドロキシエチルベンゼンを生成する物質は

神経毒性ポテンシャルを有すると考えられ

る。 

ニトロベンゼン（98-95-3）は、小脳にお

いて海綿状病変を引き起こす。精巣毒性や

血液毒性と比較して、中枢神経系への毒性

機序はほとんど調べられていない。構造類

似の 1,3-ジニトロベンゼンは、小脳に病理

組織学的変化を引き起こす。中枢神経毒性

のモデル物質として、ニトロ基の還元を介

した代謝活性化（Romero et al., 1995, Hu et 

al., 1997）、ROS産生（Ray et al., 1992, Romero 

et al., 1995, Hu et al., 1999）、細胞内タンパク

質の酸化的損傷などを引き起こすことが示

されている。ニトロベンゼンの還元的代謝

は肝臓や精巣で認められていることから、

1,3-ジニトロベンゼンと部分的に類似した

神経毒性機序を持つ可能性がある。 

アクリルアミド（79-06-1）は主に末梢神

経系で軸索変性を引き起こす。アクリルア

ミドは弱い求核剤であり、神経タンパク質

の SH 基と反応することが知られている

（LoPachin et al., 2012）。一つの機序として、

座骨神経細胞の軸索における微小管輸送シ

ステムおよび神経末端における小胞膜融合

に係るタンパクへの作用と機能障害が示唆

されている（Harris et al., 1994）。統合データ

ベース中のアクリルアミド誘導体（79-39-0, 

924-42-5）でも類似した神経毒性症状が認め

られており、短鎖の N-アルキル置換体を含

めて類似のメカニズムが介在すると考えら

れる。 

毒性機序を精査したものの不確実性がや

や大きいと考えられた神経毒性カテゴリー

/物質を以下に列挙する。エマメクチン

（155569-91-8）は、脳/脊髄神経細胞の空胞

化、脊髄/座骨神経の変性を引き起こす。マ

クロライド系物質は、主にイオンチャンネ

ル型GABA受容体を活性化するエビデンス

が数多くある。ツジョン（76231-76-0）は、

脳においてうっ血・出血が引き起こす。近年

の研究では、ツジョンとイオンチャンネル

型GABA受容体との相互作用が確認されて

いる（Hold et al., 2000）。リン酸トリス(2-ク

ロロエチル)（115-96-8）は、中枢神経系で壊

死を引き起こす。高用量で投与した場合、脳

コリンエステラーゼを阻害する。またリン

酸トリメチル（512-56-1）もコリンエステラ

ーゼ阻害を示す。亜リン酸トリメチルは、神

経障害標的エステラーゼの阻害活性が報告

されている。しかし、神経伝達系のチャンネ

ルへの作用や酵素の可逆的な阻害が神経細

胞の不可逆的な病理組織的変化につながる

かどうかは不明な点が残る。ジエタノール

アミン（111-42-2）は中枢および末梢神経繊

維の変性と脱ミエリン化を引き起こす。ジ

エタノールアミンの暴露により種々の細胞

のコリン代謝が撹乱されることが in vitroで

示されている。しかし、コリン代謝撹乱が in 

vivo における病理組織学的変化に寄与して

いるかについて十分な証拠は不足している

と考えられた。 

C-3 神経系への影響と考えられる一般状態

の変化を引き起こす物質とその想定される

機序およびカテゴリーの構築 

ジトルイルグアニジン（97-39-2）は、経
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口投与 30 分後から振戦、自発運動低下、緩

徐呼吸を引き起こす。ジフェニルグアニジ

ン（102-06-7）は、試験データに基づく神経

毒性の判定では equivocal としたが、高用量

で類似した症状が観察される。ジフェニル

グアニジンをリード化合物とした構造活性

相関研究から、ジフェニルグアニジンのシ

リーズは抗てんかん活性を持つ Na+チャン

ネルブロッカーとして報告されている

（Reddy et al., 1998）。テトロドトキシンや

サキシトキシンのようなグアニジン構造を

持つ天然毒素も神経の Na+チャンネルを可

逆的に阻害することがよく知られている。

グアニジン構造を持つ化合物には種々の生

物活性が報告されていることに留意する必

要はあるが（Saczewski and Balewski, 2009）、

多様なグアニジン化合物が Na+チャンネル

阻害を介した神経毒性ポテンシャルを有す

る可能性がある。 

1,4-ブタンジオール（110-63-4）暴露によ

り、昏睡、自発運動低下などが観察される。

1,4-ブタンジオールは、生体内で連続した酸

化反応により-hydroxybutyric acid に変換さ

れ、中枢神経系の GABAB受容体に拮抗的に

作用することを示す数多くの証拠がある

（Carai et al., 2002）。代謝されて 1,4-ブタン

ジオール、-hydroxybutyric acid を生成する

物質は昏睡作用のポテンシャルを持つと考

えられる。 

本研究で解析に用いた統合データベース

は食品安全委員会の食品健康影響評価書由

来の農薬の反復投与毒性試験データが含ま

れている。カーバメート系殺虫剤はアセチ

ルコリンエステラーゼ（AChE）を可逆的に

阻害すること、有機リン系殺虫剤は AChE

を不可逆的に阻害することはよく知られて

いる。 

ベンゼンスルホンアミドおよびその環ア

ルキル置換体（98-10-2, 88-19-7）は、経口投

与 15 分後から活動性低下が観察される。

SO2NH2 部分と炭酸脱水酵素（Carbonic 

Anhydrase; CA）の Zn2 +とスレオニン残基の

間の相互作用を通じて CA と複合体を形成

し、CA 酵素活性を可逆的に阻害する

（Supuran, 2007）。CA は脳内において CO2 

と HCO3
−の相互変換を触媒することによっ

てこのバランスを積極的に制御し、適切な

pHの維持に関わっている。いくつかの臨床

的に成功した抗てんかん薬が効果的な CA

阻害活性を示している（Bhushan Mishra et al., 

2018）。CA 阻害をターゲットとした構造活

性相関研究（Khadikar et al., 2005）から、幅

広いベンゼンスルホンアミド誘導体は CA

阻害を介して、様々な神経生理学的/神経病

理学的影響を引き起こすと考えられる。 

クロロフェノールの暴露により振戦、痙

攣や中枢神経系の depression などが観察さ

れる。クロロフェノールは、ミトコンドリア

の酸化的リン酸化の脱共役作用を示す数多

くの報告がある。クロロフェノールの酸化

的リン酸化の脱共役は塩素化の増加と共に

増大すると考えられている（ATSDR, 1999）。

2,4-ジニトロフェノールもミトコンドリア

の脱共役作用により中枢系に抑制的影響を

示すことが知られている（ATSDR, 2019）。

他のニトロフェノール誘導体も同様の作用

を持つと推測される。 

欧州化学品庁 ECHA は、2017 年に有機溶

剤の麻酔作用と神経毒性の関連について総

説を公開しており、反復投与毒性試験で神

経毒性影響を示す物質をレビューしてリス

ト化している（ECHA, 2017）。この神経毒性
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物質リストと本研究に用いた統合データベ

ースから同定された臨床徴候的に神経毒性

影響を示した物質リストを比較することに

より、化学構造と物理化学的性状の観点か

ら類似する物質のグループ化を試みたとこ

ろ、脂肪族アルコール、アルキルエーテル、

アルコキシアルコール、アルキルフェノー

ル、アルキルベンゼン類がカテゴリーの候

補として同定された。それらの神経毒性機

序として、膜構造への影響や近年では

GABA 受容体への作用などが提唱されてい

るが、いまだ不明な点が多い（ECHA, 2017）。 

その他、メタクリル酸エステル、アントラ

キノン、脂肪族ニトリル、アニリン、二級・

三級アミン、シラノール骨格を持つ物質な

どがカテゴリーの候補として挙げられたが、

カテゴリー化の根拠となる機序に関する情

報は見つからなかった。 

 

D. 考察 

神経毒性は有害性評価における重要な毒

性エンドポイントのひとつであるが、これ

まで機序に基づいた毒性予測モデルはほと

んどない。知識ベースの構造活性相関モデ

ルとして知られる DEREK Nexus も神経毒

性物質を検出する感度は極めて低い。そこ

で本研究では、国内外で公開されている信

頼性の高い反復投与毒性試験データを統合

したデータベースから神経毒性物質を選抜

し、それらを化学構造と想定される毒性機

序に基づいてグループ化し、その領域を定

義して、カテゴリーアプローチを適用する

ための基盤の構築を試みた。 

反復投与毒性試験の統合データベースか

ら神経毒性物質を抽出するために、病理組

織および一般状態の神経毒性学的変化に着

目した。多くのケースでは確認のため元の

報告書を精査した。しかし、海外の公開デー

タベース由来で元の報告書が入手できず、

詳細情報が得られないことも多かった。さ

らにルーチンの一般状態観察のみで詳細観

察や FOB(Functional observational Battery)等

を実施していないケースも多いことから、

神経毒性として判定することが困難な物質

も多く、それらは今回の解析には含めなか

った。神経毒性物質の抽出においては、他の

in vivo 試験や関連物質の評価書等の情報収

集を追加で実施した。 

神経の病理組織学的変化は一般に不可逆

的であり重篤であると考えられている。そ

の機序として、主に神経系の部位特異的に

発現する代謝酵素により生成した反応性代

謝物の生体分子への攻撃と機能損傷、ある

いはグルタチオン抱合・枯渇による SH タ

ンパク質への攻撃と酸化ストレス誘導、神

経細胞に機能維持に重要なタンパクとの付

加体形成などが挙げられた。一方、臨床学的

な変化に関わる機序として、神経系のチャ

ンネルや酵素の拮抗的阻害、ミトコンドリ

アの脱共役、膜系への影響など可逆的な作

用と考えられるものが挙げられた。また、医

薬品や農薬と共通する分子標的への作用が

多く介在することが示された。本研究の成

果の一つとして、化学物質の神経毒性機序

情報が集積され、化学物質に対する神経系

の選択的な脆弱性の理解を深めることが出

来たことが挙げられる。 

類似物質や共通部分構造をもつ医薬品・

農薬関連物質等の毒性データを比較解析す

ることにより、毒性発現に寄与する基本構

造と許容される構造的差異を考察してカテ

ゴリーの領域として定義した（表 1）。これ
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を OECD QSAR Toolbox のカテゴリープロ

ファイラーへカスタムで搭載することによ

り、数多くの化学物質の中から神経毒性物

質を機序に基づいてプロファイリングする

ことが可能になると期待できる（図 2）。本

研究では、神経毒性ポテンシャルを有する

物質をできるだけ見落とさないようにカテ

ゴリー領域を定義したが、毒性にリンクす

るキーイベントの in vitro試験データ等をよ

り広範囲に収集して物質間で比較解析する

ことにより、カテゴリーの領域をより精緻

に定義できるようになると考えられる。一

方で、一部のカテゴリーでは、基本構造を持

っていても in vivo 毒性試験では神経毒性影

響が認められていないケースがある。分子

ターゲットとの作用（トキシコダイナミク

ス）の違いに加えて、暴露量や体内分布、代

謝などに依存するトキシコキネティクスの

違いも要因として挙げられる。実際にカテ

ゴリーアプローチを適用する際には、課題

設定を明確にすることが重要である。有害

作用の類推、NOAEL の推計など、目的によ

って許容される不確実性のレベルが異なり、

必要に応じて追加で情報を収集する必要が

あることに留意する必要がある。 

 

E. 結論 

本研究では、国内外で公開されている信

頼性の高い反復投与毒性試験データを統合

したデータベースから神経毒性物質を選抜

した。その神経毒性機序情報を集積して体

系的に整理することにより、化学物質に対

する神経系の選択的な脆弱性の理解を深め

ることが出来た。さらに、化学構造と毒性機

序に基づいて神経毒性物質をグループ化し、

類似物質の情報を取り入れてその領域を定

義して、OECD QSAR Toolbox のカテゴリー

プロファイラーに実装することにより、カ

テゴリーアプローチを適用するための基盤

を構築した。 
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図 1 選抜した神経毒性物質のケモタイプによる分類 

 

 

 

 

図 2 構築した新規の神経毒性カテゴリーの OECD QSAR Toolbox への実装 
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表 1 構築・精緻化した化学物質の新規の神経毒性カテゴリー 
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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 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 Susanne Stalford ラーサ研究所 研究員 

研究協力者 Adrian Fowkes ラーサ研究所 研究員 

研究協力者 Alun Myden ラーサ研究所 研究員 

研究協力者 Emma Hill ラーサ研究所 研究員 

研究要旨 

平成 31 年度は、生殖発生毒性に関するリードアクロスモデルの構築を目指して、毒

性試験結果と既知の生殖発生毒性に関する情報を元に、生殖発生毒性に関連するキーイ

ベントや毒性発現経路（AOP） の同定を試みた。既存化学物質点検プログラムで行わ

れてきた各毒性のパラメータをデータベース化し、収録されている試験に対する予測能

の指標を得るために、Derek Nexus と AOP に基づく生殖発生毒性予測のプロトタイプモ

デルを用いてバリデーションを行った。その結果、Derek Nexus に比較して AOP に基づ

くモデルで感度の上昇が認められたが、特異性の低下も伴っており、結果的には 2 つの

モデルの確度は同程度であった。この AOP に基づくモデルの感度の上昇を検証するた

めと、新規の作用機作の存在を探索するために、5 種類のデータマイニング手法を行っ

た。パターンマイニング法（Sherhod et.al., 2014）では有意な毒性メカニズムは見つから

なかったが、発生生殖毒性の決定樹（Wu et.al., 2013）では 2 種類、Derek Nexus の他の

毒性に対する構造アラートの解析では 2 種類、ToxCast データとの相関マイニングでは

7 種類、フィンガープリントによる QSAR モデルでは 8 種類の作用メカニズム候補を抽

出することができた。そのうち、ニトロ芳香族化合物に関連する作用メカニズムとして、

グルタチオンの減少を伴う酸化ストレスで引き起こされる精巣および精子形成障害が

原因となる雄性生殖能の低下を示す AOP を同定することができ、リードアクロスモデ

ルの性能向上にむけて今回の AOP の開発手法が有用であることが示された。 

 

 

 

 

 

既存のモデルではカバーできない毒性学的事項を特定するために、 5 種類のデータ

マイニングを行った。 
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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、今年度から生殖発生毒性に関するリー

ドアクロスモデルの構築を目指し、毒性試

験結果と既知の生殖発生毒性に関する情報

を元に、生殖発生毒性に関連するキーイベ

ントや AOP の同定を試みることを目的と

して研究を行った。 

 

B. 研究方法 

B-1 生殖発生毒性試験データの抽出とケミ

カルスペース解析 

既存化学物質点検プログラムで行われて

きた反復投与毒性・生殖発生毒性併合試験

（OECD TG-421）および簡易生殖発生毒性

試験（OECD TG-422）で得られた生殖発生

毒性のパラメータをデータベース化した。

また、Lhasa の生殖発生毒性データセットと

の重複やケミカルスペースの解析を行った。 

B-2 生殖発生毒性試験データの標準化 

 データマイニングへの取り組みの促進

（関連する評価項目のグループ化など）を

行う為、評価項目については、データセット

内でエンドポイントツリーとしてまとめ、

オントロジーとの関係性を調査した。 

B-3 試験結果の分類法 

 データセットのマイニングを支援すべく、

化合物をその試験結果に従って分類するた

めのルールを策定した。 

B-4 In silico モデルのバリデーション 

 分類された試験結果に従って、Derek 

Nexus (v6.0.1)、AOP の枠組みを基礎とした

研究のプロトタイプモデル（Myden et.al., 

2018）を用いて、予測性能の評価を行った。 

B-5 データマイニングと知識抽出 

Derek Nexus と AOP を用いた発生毒性予

測のプロトタイプモデルでは十分にカバー

されなかった毒性学的懸念領域の抽出につ

いて以下の 5 つの方法を適用した。 

• パターンマイニング（Sherhod et.al., 

2014） 

• 生殖発生毒性の決定樹（Wu et.al., 

2013） 

• Derek Nexus（他のアラートを用いる

手法） 

• ToxCast データ（US EPA, 2015）との

相関マイニング（Sipes et.al., 2011) 

• ChEMBL 統計モデルを用いたバイ

オフィンガープリント法 

B-6 AOP の作成の試行 

 抽出した毒性学的懸念領域と生殖毒性

の関連に対する蓋然性、今回のデータセッ

トに含まれる物質の数から、性腺刺激ホル

モン放出ホルモン（GnRH）受容体と生殖毒

性の間のシグナルについて調査し、AOP の

作成を試みた。 

 

（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 生殖発生毒性試験データの抽出とケミ

カルスペース解析 
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既存化学物質点検プログラムのデータに

含まれる 394 の化合物のうち、105 の化合

物が Lhasa の生殖発生毒性データセットに

存在した。また、他の情報源との重複を検討

したところ、試験型についてより詳細な情

報を提供しているデータセット（Lhasa の

DART DB および ToxRefDB 等）との重複と

比較して、化合物分類を目的とした要約デ

ータセット（FDA および NTP など）との重

複が大きかった。 

 

表１ データセットの化合物のうち、他の生殖発生毒性

のデータセットに存在する化合物の数 

データ 

セット 

物質数 Dataset summary 

All 

datasets 
105 

Combination of the 

datasets listed below 

FDA 50 
Mining dataset curated 

and supplied by the FDA[8] 

Lhasa 

Limited 
7 

Curated dataset of studies 

published in the literature 

NTP 94 

A dataset obtained from 

the NTP with a binary 

classification for 

developmental toxicity 

ToxRefDB 7 

A database containing 

repeat dose studies 

including DART studies[9] 

Wu et al 9 

Training set for an expert 

rule-based prediction 

system for DART[10] 

 

また、データによって占有される化学空

間領域を検討するため、提供されたデータ

セットを Lhasa Limited 社が高い信頼性を有

しているデータセットと比較した（図 1）。

プロットは、主成分解析によって 2 次元に

縮小し、Morgan フィンガープリント[RDkit] 

によって決定されたケミカルスペース内の

化合物を表す。青色の密度プロットは、

Lhasa の生殖発生毒性データセットのうち

FDA と ToxRefDB 由来のケミカルスペース

領域で、赤色の点は、今回のデータセットの

394 の構造を表す。今回のデータセットには、

生殖発生毒性作用が比較的知られている化

学空間領域を占めているものもあれば、比

較的密度の低い化学空間領域を占めている

ものもあることがわかった。このプロット

図から、ケミカルスペースには生殖発生毒

性傾向に関する情報が多い領域が 2 箇所あ

ることが示唆される（図 1：領域 A および

B）。この 2 領域の化合物の例を検証すると、

領域 A に含まれる化合物の典型例は、小化

合物、非環式化合物および脂肪族化合物で

あるが、領域 B では芳香族基が多いことが

示された。 

図１ 既存化学物質点検プログラムの生殖発生毒性デー
タと Lhasa Limited 社が所有する既存の生殖発生毒性デ

ータセット中の化合物との関係 

 

C-2 生殖発生毒性試験データの標準化 

 TG-421 と TG-422 試験結果のさまざまな

評価項目とその結果を抽出し、データセッ

ト内の他の評価項目と関連付けた。これら

の抽出された評価項目をデータセット内の

他の評価項目と関連付けるため、小規模な

評価項目集を作成した（表 2）。これらの用

語は、EBI の Ontology Lookup Service や哺

乳類表現型オントロジーなどの既存のオン

トロジーから入手した。このような方法で

評価項目を構成することで、データマイニ

ングへの取り組みのためのネットワーク図

を作成した（図 2）。 
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表 2 評価項目集の作成（サンプル） 

 

 

 

図 2 評価項目とオントロジーとの関連性

を表すネットワーク図 

 

C-3 試験結果の分類 

 データセットのマイニングのために化合

物をその試験結果に従って分類するための

ルールを策定した。これらのルールの目的

は、他の毒性に続発するのではなく選択的

に生殖発生毒性を引き起こす可能性のある

化合物を特定することである。これらの物

質を「選択的毒性物質」とした。また、全身

毒性の存在下で生殖発生毒性を引き起こす

化合物を「非選択的毒性物質」とした。利用

可能なデータおよび用量選択のための試験

計画書を考慮して、最高試験用量（HTD）は

親動物に全身毒性が認められる用量に相当

すると仮定した。その結果以下のルールを

用いて化合物の各評価項目の結果を分類し

た。 

⚫ 評価項目の最小作用量(LOEL) ＜ HTD 

⇒「選択的毒性物質」 

⚫ 評価項目の LOEL ＝ HTD 

⇒「非選択的毒性物質」 

⚫ 評価項目の LOEL が観測されない 

⇒「非毒性物質」 

394 物質の分類結果は表 3 のようになった。 

表 3 分類後の各評価項目の毒性物質数 

評価項目 
選択的毒

性物質 

非選択的

毒性物質 

非毒性

物質 

母動物 39 102 253 

児動物 33 117 244 

 

C-4 In silico モデルのバリデーション 

 上記分類に基づき、現時点で生殖発生毒

性を予測可能な予測モデル Derek Nexus 

(v6.0.1)と AOP の枠組みを基礎とした研究

のプロトタイプモデル（Myden et.al., 2018）

を用いて、モデルの検証を行った。母動物お

よび出生児の評価項目について、Derek 

Nexus および AOP に基くモデル（Lhasa AOP 

Model）のバリデーションを行った（図 4）。

各評価項目に対して関連するモデルを選択

した。例えば、出生児の評価項目についてバ

リデーションを行う場合は、催奇形性およ

Observation Preferred 

term 

Parent 

endpoint 

From 

Abnormal 

estrus cycle 

Abnormal 

estrus 

Female fertility 

toxicity 

http://purl.obolibrary.o

rg/obo/MP_0009016 

No. of mated 

pairs↓ 

Mating 

behaviour 

Mating 

behavioural 

toxicity 

http://purl.obolibrary.o

rg/obo/GO_0007617 

No. of 

copulated 

pairs↓ 

Abnormal 

copulation 

Fertility toxicity http://purl.obolibrary.o

rg/obo/MP_0009697 

Copulation 

index↓ 

Abnormal 

copulation 

Fertility toxicity http://purl.obolibrary.o

rg/obo/MP_0009697 

No. of 

pregnant 

females↓ 

Abnormal 

pregnancy 

Fertility toxicity http://purl.obolibrary.o

rg/obo/MP_0009661 

Fertility index↓ Reduced 

fertility 

Fertility toxicity http://purl.obolibrary.o

rg/obo/MP_0001921 

Pairing days 

until 

copulation↑ 

Mating 

behaviour 

Mating 

behavioural 

toxicity 

http://purl.obolibrary.o

rg/obo/GO_0007617 

Abnormal 

estrus cycle 

Abnormal 

estrus 

Female fertility 

toxicity 

http://purl.obolibrary.o

rg/obo/MP_0009016 

No. of dams 

with live pups↓ 

Embryonic 

lethality 

Embryo/foetal 

lethality 

http://purl.obolibrary.o

rg/obo/MP_0008762 

Gestation 

length↑ 

Long 

gestation 

period 

Female fertility 

toxicity 

http://purl.obolibrary.o

rg/obo/MP_0002293 

No. of corpora 

lutea↓ 

Decreased 

corpora 

lutea 

number 

Female fertility 

toxicity 

http://purl.obolibrary.o

rg/obo/MP_0002680 
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び発生毒性モデルを用いた。また、バリデー

ション基準を作成するために、非選択的毒

性物質も陽性物質に含む「包含（Included）

シナリオ」と、含めない「除外（Excluded）

シナリオ」の 2 つに分けて評価した。 

 

表 4＆図 4.児動物の評価項目のモデル性能 

 
非選択的
毒性物質 Model Total TP FP TN FN 

 
Excluded Derek 

Nexus 
277 2 13 231 31 

 
Excluded AOP 

model 
277 11 62 182 22 

 
Included Derek 

Nexus 
394 6 13 231 144 

 
Included AOP 

model 
394 40 62 182 110 

 

 

表 5＆図 5.母動物の評価項目のモデル性能 

 
非選択的
毒性物質 Model Total TP FP TN FN 

 
Excluded Derek 

Nexus 
292 1 10 243 38 

 
Excluded AOP 

model 
292 12 63 190 27 

 
Included Derek 

Nexus 
394 9 10 243 132 

 
Included AOP 

model 
394 42 63 190 99 

 

 

バリデーションの結果、母動物および児

動物の評価項目、ならびに非選択的毒性物

質を包含するか否かについて、モデルの性

能には同様の傾向が認められた。Derek 

Nexus と比較して、AOP Model で感度の上

昇が認められた。この AOP Model における

感度上昇は、特異性において同様の低下を

伴っており、結果的に両モデルの確度は同

程度で均衡していた。AOP Model における

感度の上昇は、Derek Nexus と比べて化合物

の作用機序の予測に用いられる構造アラー

トの範囲がより広いことによって生じると

考えられた。 

C-5 データマイニングと知識抽出 

 In silico モデルでは十分にカバーされな

い毒性学的関心領域を特定し、新規の発生

毒性および受胎能毒性を予測できるモデル

の開発を支援するために、母動物および出

生児の評価項目の結果を用いて、5 つの手法

を用いて、関心領域とその所見の特定を試

みた。 

• パターンマイニング（Sherhod et.al., 2014） 

 アルゴリズムによって予測結果をデ

ータセット内の各化合物の試験値と比

較した後、モデルによってカバーされな

かった毒性物質の構造的特徴を特定で

きるが、特定されたパターンを検証した

結果、各グループによって裏付けられた

一連の化学物質が異なっていたことよ

り、この手法では新しいパターンを見い

だせなかった。 

• 生殖発生毒性の決定樹（Wu et.al., 2013） 

 特徴的なルールに基く構造アラート

を用いて生殖発生毒性を予測できるモ

デルで、このモデルを用いて、上記の in 

silico モデルがカバーしていない 2 つの

関心領域を特定できた（表 6）。 

• Derek Nexus（他のアラートを用いる手法） 
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Derek Nexus に含まれる他の毒性の評

価項目を予測する構造アラートを用い

て、プロファイリングを行った結果、生

殖発生毒性に関連すると思われるトキ

シコフォアとメカニズムを 2つ特定した

（表 6）。 

• ToxCast データとの相関マイニング

（Sipes et.al., 2011) 

 今回のデータの評価項目の分類結果

と ToxCast の生物活性値との相関関係を、

Sipes らが報告した方法を用いて検討し

た。統計的検定およびルールを用いた。

In vivoにおける有害転帰を予測可能な生

物活性試験および標的領域を 7種特定で

きた（表 7）。 

• バイオフィンガープリントモデル 

ChEMBL から提供を受けた統計モデ

ルを用いて、選択的毒性物質のバイオフ

ィンガープリントを作成した。既に AOP

に基くモデルとして掲載されている標

的タンパクを除外し、残った標的につい

ていくらかでも生殖発生毒性と関連性

のある標的を特定するために検証を行

った。その結果 8 つの標的タンパクを同

定した（表 8）。 

C-6 AOP の作成の試行 

 以上解析によって、今回検証したデータ

セットの様々な化学物質について、潜在的

な生殖発生毒性の因果関係として化学的分

類といくつかの生物学的標的を特定するこ

とができたが、これらの標的について、新た

な AOP を作成することができるかどうか

について検証した。まず、生殖毒性との関連

性やデータセットに含まれる物質の数を参

考とし、性腺刺激ホルモン放出ホルモン

（GnRH）受容体と生殖毒性の間のシグナル

について調査し、AOP の作成を試みた。 

このシグナルは、QSAR 予測によって

GnRH 受容体と相互作用すると見なされた

一群の化合物に基づいているが、これらの

化合物に関する生物活性データベースを検

索した結果、化合物は GnRH 受容体のリガ

ンドではないことが判明した。これらの化

合物の中に多数含まれるニトロベンゼン類

が、ChEMBL の GnRH 受容体モデルのトレ

ーニングセットの活性化合物の部分構造と

して含まれることが QSAR 予測の根拠にな

っていると考えられた。しかし、これらニト

ロベンゼン類は、データセットの中で生殖

発生毒性との関連性を示すことは示されて

いるので、さらなる文献調査を行った結果、

これらの化合物が既知の毒性機序を有する

精巣毒性に関連することが示された。そこ

で、この知見を網羅するように調査を行い、

ニトロ芳香族類が酸化ストレスによって雄

の生殖毒性を引き起こすという AOP を作

成した。この AOP の概要は以下の様になっ

た。 

 グルタチオン（GSH）は、共有結合による

求電子性生体異物化合物の除去および活性

酸素種（ROS）のクエンチングの基質となる

トリペプチドである（Forman et.al., 2009）。

ROS は、シグナル変換における二次メッセ

ンジャーとしての作用、およびイオン輸送、

免疫学的宿主防衛、転写およびアポトーシ

スに関与するプロセスの媒介を含む一連の

正常な生物学的機能に対して重要である

（Ray et.al., 2012; van Gelder et.al., 2010）。内

在性 ROS は、ミトコンドリアの酸化的リン

酸化から生成し、そこで重要な役割を演じ

ることができる（Ray et.al., 2012）。しかしな

がら、過剰な ROS は、精巣毒性および精子
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形成障害を含む広範囲の毒性転帰の原因に

関与する酸化ストレス状態をもたらす可能

性がある（Creasy et.al., 2018; van Gelder et.al., 

2010）。過剰なROSおよび酸化ストレスは、

ニトロ芳香族類などの外因性化合物によっ

て促進される可能性がある (Creasy et.al., 

2018; Kovacic et.al., 2001) (図 6)。 

 

 
図 6. ニトロ芳香族類による雄の生殖毒性の AOP のキー

イベントの関係 

 

ニトロ芳香族の増加 → GSH の減少 

ニトロ芳香族類は、代謝されて GSH と反

応することができる官能基を形成する

(Kovacic et.al., 2014)。GSH とニトロ芳香族

間の芳香族求核置換反応（SNAr 反応）はア

リール化合物の置換様式に依存している

(Ruzza et.al., 2013)。さらに、GSH の二量化

はROSの処理のための酵素反応産物である

ため、GSH の二量化は ROS を産生する生体

外異物によって促進される可能性がある

(Nimse et.al., 2015)。 

GSH の減少 → ROS の増加 

GSH は、過剰 ROS の生成に対する細胞の

最も重要な防御機構である (Nimse et.al., 

2015)。したがって、化学的損傷から生じる

GSH の過剰な枯渇は ROS の増加を引き起

こし得る。GSH との結合の前に、生体外異

物がフリーラジカル中間体に転換を受ける

ことが多い(Wells et.al., 2009)。この GSH と

の結合に加え、これらのフリーラジカルの

中間体自体が追加のROSを生成することが

できる。したがって、生体異物の代謝による

GSH の枯渇によって過剰な ROS が生成す

る。 

ROS の増加 → 酸化ストレス 

 ROS は、ミトコンドリアの酸化的リン酸

化、並びにイオン輸送、免疫宿主防御、転写

およびアポトーシスに関与するプロセスな

どの多数の生物学的プロセスに重要である

(Ray et.al., 2012; van Gelder et.al., 2010; 

Wagner et.al., 2017)。ROS は主に、酸化的リ

ン酸化においてミトコンドリアで生成する

(Ray et.al., 2012)。酸化ストレスは、ROS と

抗 酸 化 防 御 の 不 均 衡 と 定 義 さ れ る

(Betteridge et.al., 2000)。したがって、酸化還

元ホメオスタシスを維持するシステムが崩

壊する点までROSが増加すると酸化ストレ

スが生じる可能性がある。 

酸化ストレス → 精巣毒性 

ROS は DNA、タンパク質および脂質と共

有結合し、細胞構成要素への損傷および細

胞シグナル伝達障害を引き起こす可能性が

ある (Creasy et.al., 2018; van Gelder et.al., 

2010)。酸化ストレスは多数の経路を介して

毒性をもたらし得るため、毒性の正確な機

序を解明することは簡単ではないが、生殖

毒性を有する多数の化合物群は、その毒性

に寄与すると考えられる酸化ストレスを引

き起こすことが知られている(Kovacic et.al., 

2001; Creasy et.al., 2018)。ニトロ芳香族化合

物は酸化ストレスを引き起こすことができ

(Kovacic et.al., 2014)、精巣毒性も誘発する。 

AOP と関連するニトロ芳香族化合物の例 

• 2-sec-ブチル-4,6-ジニトロフェノール（ジ

ノセブ） 

ジノセブが齧歯類に投与された試験の検証

では、ジノセブはラットへの様々な反復経

口投与試験で精子数の減少、精巣萎縮等の

精 巣 毒 性 物 質 で あ る と さ れ て い る
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(Matsumoto et.al., 2008)。 

• 4,6-ジニトロ-o-クレゾール（DNOC） 

総説論文では、DNOC はジノセブより弱

い精巣毒性物質であると結論されている

(Matsumoto et.al., 2008)。 

• 2,4-ジニトロフェノール（DNP） 

総説論文で、DNP は精巣毒性物質ではな

いが、その理由は、迅速な体内クリアランス

に起因すると結論されている (Matsumoto 

et.al., 2008)。 

• トリニトロトルエン（TNT） 

ラットにおける TNT の影響を調べた 13

週間の食餌試験から、TNT は最高用量での

精巣萎縮、精細管上皮の変性、間質性ライデ

ィッヒ細胞の過形成などの病理変化が示さ

れた。低用量でも精子、精子細胞および精母

細胞の減少などが認められた(Levine et.al., 

1984)。 

• ニトロベンゼン（NB） 

ラットにおけるNBの単回投与試験では、

肝臓と精巣がこの化合物の主な標的臓器で

あると結論され、高用量ほど精細管の損傷

が認められ、精母細胞の破壊と精巣上体の

数の減少が認められた(Bond et.al., 1981)。 

• 1,3-ジニトロベンゼン（1,3-DNB） 

ラットへの 8 週間の飲水曝露により、精

巣萎縮に加え、精子形成の低下と精細管の

脱落、崩壊、16 週間では精巣の重量減少が

認められた(Cody et.al., 1981)。また。1,3-DNB

は、ミトコンドリアグルタチオン濃度を低

下させることも明らかにされている(Creasy 

et.al., 2018)。 

• 2,6-ジニトロトルエン（2,6-DNT） 

イヌとラットを用いた 13 週間の試験で

は、精巣萎縮および精子形成の低下が生じ

た(Rickert et.al., 1984)。 

• 2,4-ジニトロトルエン（2,4-DNT） 

 ラットとイヌへ 13 週間曝露で精巣萎縮

と精子形成障害が認められた(Rickert et.al., 

1984)。 

• 3-メチル-4-ニトロフェノール（PNMC） 

マウスへの 100 mg/kg の単回腹腔内投与

で精細管に著しい損傷を示した(Bu et.al., 

2012)。さらに、円形生殖細胞の 40%損失、

長い精子の非検出、精巣萎縮も認められた。

これらの所見もグルタチオン濃度の低下と

同時に認められ、酸化防止剤（ケルセチン）

の同時投与によって、毒性やグルタチオン

減少が緩和された。 

 

D. 考察 

 既存化学物質点検プログラムで行った反

復投与毒性試験のうち生殖発生毒性項目を

解析した結果、知識ベースの予測モデルよ

り、AOP に基づいた予測モデルで感度が情

報したことから、既存の知識ではカバーで

きていない生殖発生毒性の作用メカニズム

を開発できる可能性のあることが示された。

これらの毒性メカニズム候補となる生物活

性標的と関連する化合物群の調査を深めて

いくことができれば、新規の AOP 開発と共

にリードアクロスアプローチや将来的な生

殖発生予測モデルの性能向上に寄与できる

ものと考えられた。そこで、これらの生物活

性標的のうち、生殖発生毒性との関連性や

データセットに含まれる物質の数を参考と

し、性腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）

受容体と生殖毒性の間のシグナルとニトロ

芳香族化合物の関連性について調査を行っ

たが、実際は GnRH との関連性は見いだせ

なかった。しかし、ニトロ芳香族化合物群と

今回のデータセットの解析による選択毒性
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物質との関連性が高いことから、さらなる

調査を進めて結果、酸化ストレスによる精

巣毒性との関連性が浮かび上がった。この

ことは、構造と生物活性との相関性のみに

頼った解析では、間違ったメカニズムを示

唆する可能性があることを示したが、さら

なるデータマイニングで生物反応と構造と

の関連性を抽出することが可能であること

も示している。更に、今回の解析結果として

別のメカニズムを明らかにできたことは、

今回のアプローチは新たな AOP の開発手

段として妥当であったことを示すと共に、

生殖毒性に関して、さらなる AOP の開発の

余地があることも示唆したものと考えられ

る。 

 

E. 結論 

生殖発生毒性に関するリードアクロスモ

デルの構築を目指して、毒性試験結果と既

知の発生毒性に関する情報を元に、発生毒

性に関連するキーイベントや AOP の同定

を試みた。既存化学物質点検プログラムで

行われてきた各毒性のパラメータをデータ

ベース化し、収録されている試験に対する

予測能の指標を得るために、Derek Nexus と

AOP に基づく発生毒性予測のプロトタイプ

モデルを用いてバリデーションを行った。

その結果、Derek Nexus に比較して AOP に

基づくモデルで感度の上昇が認められたが、

特異性の低下も伴っており、結果的には 2

つのモデルの確度は同程度であった。この

AOP に基づくモデルの感度の上昇を検証す

るためと、新規の作用機作の存在を探索す

るために、5 種類のデータマイニング手法を

行った。パターンマイニング法（Sherhod 

et.al., 2014）では有意な毒性メカニズムは見

つからなかったが、生殖発生毒性の決定樹

（Wu et.al.,2013）では 2 種類、Derek Nexus

の他の毒性に対する構造アラートの解析で

は 2 種類、ToxCast データとの相関マイニン

グでは 7 種類、フィンガープリントによる

QSAR モデルでは 8 種類の作用メカニズム

候補を抽出できた。そのうち、ニトロ芳香族

化合物に関連する作用メカニズムとして、

グルタチオンの減少を伴う酸化ストレスで

引き起こされる精巣および精子形成障害が

原因となる雄性生殖能の低下を示す AOP

を同定することができ、リードアクロスモ

デルの性能向上にむけて今回の AOP の開

発手法が有用であることが示された。 
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environmental fate and ecotoxicity for the 

development of environmental risk 

evaluation system of pharmaceuticals. 

Hirose, A., Kobayashi, N., Kurimoto, M., 

Yamamoto, H., Ikarashi, Y., Yamada, T. 
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表 6 専門的なルールに基づくシステムの構造アラートの使用に関連して特定された 

化学的分類 

Compound classa Numbers of 

Chemicals in DB 

and Scoresb 

Biological 

plausibility 

In silico model 

knowledge 

Recommendation(s) 

Anthraquinones  

(DART decision 

tree)  

3 compounds 

 

Signal: 

Dams = 0.5  

Offspring = 0.67 

Chemicals such as 

these can inhibit type 

II topoisomerase and 

thus disrupt DNA 

synthesis and repair. 

Putative AOP linking 

genetic instability to 

developmental toxicity. 

These compounds 

were not captured by 

the current research 

model.  

AOP for type II 

topoisomerase inhibition 

leading to DART. 

 

AOP network linking 

DART to genetic 

instability. 

Perfluoro- 

carboxylic acids 

and perfluoro- 

sulphonic acids  

(DART decision 

tree) 

5 compounds  

 

Signal: 

Dams = 0.2 

Offspring = 0.5 

Chemicals such as 

these are associated 

with DART which may 

be driven by disruption 

to the endocrine 

system. 

No model in the AOP-

based approach 

captures compounds 

of this type. 

Mode of action analysis 

for compounds within 

this class. Synthesise 

structural alert or AOP 

accordingly. 

Alerting for 

mitochondrial 

toxicity (Derek 

Nexus) 

33 compounds  

 

Signal:  

Dams = 0.46 

Offspring = 0.40 

Mitochondria are 

essential for cell 

survival and therefore 

their perturbation of 

could lead to a variety 

of toxic outcomes. 

Disruption to 

mitochondrial function 

is not a key event 

described in the AOP-

based approach. 

Synthesise an AOP 

network for 

mitochondrial toxicity 

and link to DART 

endpoints if appropriate. 

Quaternary 

ammonium salts  

(Derek Nexus) 

6 compounds  

 

Signal: 

Dams 0.42 

Offspring 0.33 

Possible mechanisms 

of action include 

disruption to 

membrane integrity or 

uncoupling/inhibition 

of oxidative 

phosphorylation. 

No Lhasa model for 

predicting the DART 

effects of compounds 

within this class. 

MOA analysis for 

quaternary ammonium 

salts. Synthesise 

structural alert or AOP 

accordingly. 

a. Method used to identify chemical class of concern is given in parentheses. 
b. The signal for each endpoint is the average score for compounds captured by the feature described 

where compounds are assigned values according to the following rules: Selective toxicant = 1, non-
selective toxicant = 0.5 and non-toxicant = 0. 
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表 7 データセットと ToxCast 試験結果との相関マイニングによって、 

生殖発生毒性傾向が潜在すると特定されたタンパク質標的 
Compound classa Numbers of 

Chemicals in DB 

and Scoresb 

Biological plausibility In silico model 

knowledge 

Recommendation(s) 

Pregnane X 

receptor 

(ATG_PXRE_CIS_

up') 

Endpoint = Offspring 

  

Non-selective 

toxicants = excluded 

 

Signal = 0.18 

(17 compounds) 

Pregnane X receptor is 

involved in foetal liver 

metabolism. However, 

mouse knockout data 

indicates that the 

receptor is not required 

for normal development 

or reproduction. 

Pregnane X receptor 

is not described in the 

AOP-based approach. 

Investigate pregnane X 

receptor as a potential 

MIE for reproductive 

toxicity. 

Matrix 

metallopeptidase 9 

(BSK_KF3CT_MM

P9_down)  

Endpoint = Offspring  

 

Non-selective 

toxicants = included 

 

Signal = 0.36  

(11 compounds) 

Matrix 

metallopeptidases 

breaks down 

extracellular matrix 

proteins and are 

required for cell 

differentiation and 

growth. 

Matrix 

metallopeptidases are 

not described in the 

AOP-based approach. 

Investigate matrix 

metallopeptidases as 

potential MIE for 

developmental toxicity 

AOPs. 

SMAD1(ATG_BRE_

CIS_up) 

Endpoint = Dams 

 

Non-selective 

toxicants = excluded 

 

Signal = 0.4  

(5 compounds) 

SMADs (mothers 

against dpp) are signal 

transducers in multiple 

signaling pathways.  

 

Knockout of SMAD 

genes result in embryo 

lethality in mice. 

SMAD1 is not 

described in the AOP-

based approach. 

Investigate SMADs for 

potential roles 

developmental toxicity 

AOPs. 

Histone 

deacetylases 

(BSK_3C_HLADR_

down) 

Endpoint = Dams  

 

Non-selective 

toxicants = included 

 

Signal =0.38  

(8 compounds) 

Histone deacetylases 

have roles in key 

cellular processes. AOP 

leading to testicular 

toxicity is described on 

the AOPwiki. 

The broad family of 

histone deacetylases 

is described in AOP-

based approach.  

Create an AOP network 

for histone deacetylases 

inhibition leading to 

DART endpoints. 

Chemokine ligand 2 

(BSK_3C_MCP1_d

own) 

Endpoint = Dams  

 

Non-selective 

toxicants = included 

Signal = 0.43  

(7 compounds) 

Chemokines act as 

growth factors.  

Chemokine signaling 

is not described in the 

AOP-based approach. 

Create an AOP network 

for disruption of 

chemokine signaling 

leading to 

developmental toxicity. 

Vascular cell 

adhesion molecule 

1 

(BSK_hDFCGF_VC

AM1_down) 

Endpoint = Dams  

 

Non-selective 

toxicants = included 

 

Signal = 0.50  

(8 compounds) 

Inhibition in the placenta 

has been linked with 

restricted foetal growth. 

Vascular cell 

adhesion molecules 

are not described in 

the AOP-based 

approach.  

Investigate disruption to 

vascular cell adhesion 

molecules leading to 

reproductive toxicity. 

P-selectin 

(BSK_4H_Pselecti

n_down) 

Endpoint = Dams  

 

Non-selective 

toxicants = included 

 

Signal = 0.44  

(9 compounds) 

P-selectin is involved in 

angiogenesis. 

P-selectin is not 

described in the AOP-

based approach. 

Investigate disruption of 

P-selectin leading to 

reproductive toxicity. 

Implement models as 

appropriate. 

a. ToxCast assay identified as being predictive for adverse outcome is given in parentheses. 
b. The endpoint and method for compound classification using the donated dataset. The signal is the average score 

for active compounds in the ToxCast assay (IC50 < 10 uM), where compounds are assigned values according to 
the following rules: Selective toxicant = 1, non-selective toxicant = 0.5 and non-toxicant = 0. 

c. Values were calculated using compounds which were present in both the aggregated Lhasa Limited DART dataset 
and the ToxCast assay dataset. Molecules in the Lhasa Limited dataset had a binary classification for DART and 
compounds were classified as active in the ToxCast assay if they were more potent than 10 uM. Prevalence is the 
ratio of compounds classified as a toxicant and the positive predictive value (PPV) is the ratio of compounds 
predicted as active in the in vitro assays which are classified also classified as toxicants in the Lhasa Limited dataset. 
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表 8 QSAR モデルを用いて、選択的毒性物質をフィンガープリント法でプロファイリ
ングすることにより、生殖発生毒性との関連が潜在すると特定されたタンパク質標的 
Compound class Numbers of 

Chemicals in DB 

and Scoresa 

Biological 

plausibility 

In silico model 

knowledge 

Recommendation(s) 

Lanosterol 

synthase 

8 compounds 

 

Signal: 

Offspring = 0.188, 

Dams = 0.188 

Part of the 

cholesterol 

biosynthesis 

pathway. 

Lanosterol synthase is 

not described in the 

AOP-based approach. 

Investigate DART 

liabilities associated with 

Lanosterol synthase. 

Implement models as 

appropriate. 

P2X purinoceptor 2 14 compounds 

 

Signal: 

Dams = 0.11 

Offspring = 0.18 

Marketed 

pharmaceuticals 

show no DART 

effects 

P2X purinoceptor 2 is 

not described in the 

AOP-based approach. 

Curate relevant DART 

data for marketed 

pharmaceuticals. 

targeting P2X 

purinoceptor 2  

G-protein coupled 

receptor 84 

2 compounds 

 

Signal: 

Dams = 0.5 

Offspring = 0.5 

The receptor plays 

a role during eye 

development in 

Xenopus. 

G-protein coupled 

receptor 84 is not 

described in the AOP-

based approach. 

Investigate DART 

liabilities associated with 

G-protein coupled 

receptor 84. Implement 

models as appropriate. 

Serine/threonine-

protein kinase 

WEE1 

1 compound 

 

Signal: 

Dams = 1 

Offspring = 1 

The kinase acts as 

a negative regulator 

of entry into mitosis 

(G2 to M transition). 

Mouse knockout 

data also highlights 

developmental 

toxicity issues. 

Serine/threonine-protein 

kinase WEE1 is not 

described in the AOP-

based approach. 

Investigate DART 

liabilities associated with 

serine/threonine-protein 

kinase WEE1. Implement 

models as appropriate. 

Cannabinoid CB2 

receptor 

11 compounds 

 

Signal: 

Dams = 0.273 

Offspring = 0.227 

The receptor plays 

a role in supporting 

female fertility. 

Cannabinoid CB2 

receptor is not 

described in the AOP-

based approach. 

Investigate DART 

liabilities associated with 

cannabinoid CB2 

receptor. Implement 

models as appropriate. 

Tyrosine kinase 

non-receptor 

protein 2 

1 compound 

 

Signal: 

Dams and 

Offspring = 1 

The kinase is 

involved in signal 

transduction. 

Tyrosine kinase non-

receptor protein 2 

receptor is not 

described in the AOP-

based approach. 

Investigate DART 

liabilities associated with 

tyrosine kinase non-

receptor protein 2. 

Implement models as 

appropriate. 

Somatostatin 

receptor 3 

1 compound 

 

Signal: 

Dams = 1 

Offspring = 0.5 

Pharmaceuticals 

targeting the 

receptor are 

classified as 

pregnancy category 

C and disrupt for 

female fertility. 

Somatostatin receptor 

3 is not described in the 

AOP-based approach. 

Investigate DART 

liabilities associated with 

somatostatin receptor 3. 

Implement models as 

appropriate. 

Gonadotropin-

releasing hormone 

receptor 

12 compounds 

 

Signal: 

Dams = 0.25 

Offspring = 0.292 

Drugs targeting the 

receptor are 

contraindicated for 

use during 

pregnancy. 

Gonadotropin-releasing 

hormone receptor is not 

described in the AOP-

based approach. 

Investigate DART 

liabilities associated with 

gonadotropin-releasing 

hormone receptor. 

Implement models as 

appropriate. 

a. The values represent the signal for each target. The signal is calculated as the average score for 
compounds predicted to interact with the target, where compounds are assigned values 
according to the following rules: Selective toxicant = 1, Non-selective toxicant = 0.5 and Non-
toxicant = 0.  
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平成 31 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 

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 

 

研究分担者 石田 誠一 国立医薬品食品衛生研究所 薬理部 室長 

研究協力者 吉田 喜久雄 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 明関 由里子 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 松本 さおり 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 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 

 

A. 研究目的 

WSSD2020 年目標の達成に向けて、有害

性情報が欠如した化学物質の健康リスクの

評価実施が大きな課題となっている。一方

で、動物福祉の観点から動物毒性試験削減

の流れも着実に進んでいる。 

定量的構造活性相関（QSAR）に加えて、

カテゴリーアプローチが、実験動物を用い

研究要旨 

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の生成量等に大きく依存

するため、無影響濃度や無影響量等の有害性指標を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となる。昨年度に引き続き、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に関する情報も考慮して、より適

切な判断が可能となることを目指して、PBPK モデルに必要な物理化学的および生化学

的パラメータの既報値を収集し、ヒト、ラット、マウスの血液/空気および組織/血液分配

係数、代謝の Vmax、Km 等のデータベース（DB）を構築した。DB 化したヒトの既報値

を用いて、分子間相互作用に基づく 4 カテゴリーに属する物質の血液/空気および組織/

血液分配係数の特徴を解析するとともに、ヒトでの第 I 相の代謝に関与する酵素でカテ

ゴリー化された物質の Vmax と Km の特徴についても解析した。さらに、比較的データ

数が多い 3 カテゴリーの物質の分配係数、Vmax および Km の分布から代表値を設定し、

Ramsey & Andersen type のヒト PBPK モデルを用いてカテゴリーごとの体内動態の特徴

を推定可能なことを確認した。今後は、既報値がない物質の物理化学的および生化学的

パラメータの推定精度の向上についてさらに検討するとともに，確率論に基づいた定量

的不確実性分析が可能な PBPKモデルによるカテゴリーごとの体内動態の推定について

検討が必要と考えられる。 
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ずに、短期間で多数の物質の推定が可能な

ため、近年、代替法として有害性評価での活

用が検討されている。この手法は、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、

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ため、同一カテ

ゴリーの物質であっても無影響濃度（NOEL）

等の有害性指標を推定する際には体内動態

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）

モデルにより推定した内部曝露指標の情報

をカテゴリーアプローチに含めることによ

り、より適切な量－反応評価が可能となる

ことを目指す。 

本年度は、PBPK モデルによる一般化学物

質の体内動態推定に必要な物理化学的パラ

メータ（血液/空気、組織/空気および組織/血

液分配係数）と生化学的パラメータ（代謝に

関する Vmax、Km）の既報値を昨年度に引

き続き収集し、ヒト、ラットおよびマウスに

対するパラメータの既報値のデータベース

（DB）を構築した。さらに、収集したヒト

の血液/空気および組織/血液分配係数の特

性を、分子間相互作用に基づくカテゴリー

ごとに解析するとともに、Vmax と Km につ

いても第 I 相の代謝に関与する酵素に基づ

いて分類し、それらの特性を解析した。これ

らの解析により決定されたカテゴリーごと

の各パラメータの代表値を用いて PBPK モ

デルで推定し、カテゴリーごとのトキシコ

キネティクスの特徴を比較した。 

 

B. 研究方法 

B-1 PBPK モデルパラメータ値の DB 

収集した 667 文献から、PBPK モデルに

必要な物理化学的および生化学的パラメー

タの既報値を抽出した。 

昨年度に抽出した既報値も含めて、物質

の分配係数（血液/空気、組織/空気、組織/血

液：組織 = 肝臓、脂肪、脳、腎臓 等 10 組

織）と生化学的パラメータ（Vmax、Km、代

謝 1 次速度定数、経口吸収速度定数 等）を、

化学物質の特性情報、対象生物種、出典等の

情報と関連付けてまとめ、DB を構築した。 

B-2 ヒト PBPK モデルパラメータの解析 

ヒトでの分配係数の既報値がある化学物

質を、その物質と周囲の媒体に働く分子間

相互作用に基づいて、Category I、IIA、IIB お

よび III の 4 つに分類した（表 1）。血液/空

気分配係数については、空気/水間の化学物

質の分配指標であるヘンリー則定数 [Pa･

m3/mol]との相関性、組織/血液分配係数につ

いては、疎水性の分配指標である pH 7.4 で

のオクタノール/水分配係数（log D, pH7.4）

との相関性を解析するとともに、各カテゴ

リーに属する化学物質の各分配係数の値の

分布範囲についても解析した。 

生化学的パラメータの Vmax [μmol/h/kg]

と Km [μM]については、第Ⅰ相の代謝に

CYP2E1 が主に関与する物質とその他の酵

素（アルコール脱水素酵素、アルカンモノオ

キシゲナーゼ等）が関与する物質に分類し

た。CYP2E1 が関与する物質については分

子構造フラグメントの Vmax と Km への寄

与を次式で解析した。 

log𝑀 =∑ 𝐶𝑖 ∙ 𝑓𝑖
𝑖

 

ここで、M は Vmax または Km、Ci と fi は
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それぞれ、分子構造フラグメントの寄与率

と出現数である。分子構造フラグメントと

しては、ベンゼン環、ベンゼン環水素、炭素

－炭素二重結合、二重結合炭素に結合する

水素、メチル基、メチレン基、メチン基、4

級炭素、塩素、臭素の数を選択し、Ciを重回

帰分析により決定した。さらに、CYP2E1 が

代謝関与する物質とその他の酵素が関与す

る物質の Vmax と Km の値の分布範囲につ

いても解析した。 

B-3 各カテゴリーに属する物質のヒトのト

キシコキネティクスの特徴把握 

上記の B-2 の解析で得られた Category I、

IIAおよび IIBに属する物質の物理化学的パ

ラメータ（空気/血液および組織/血液分配係

数）と生化学的パラメータ（Vmax と Km）

の代表値（中央値を採用）を用いて、肺、肝

臓等の 6 組織コンパートメントで構成され

る Ramsey & Andersen type のヒト PBPK モ

デルで吸入曝露中と曝露後の各組織の濃度

－時間曲線を計算し、各カテゴリーのトキ

シコキネティクスの一般的な特徴を解析し

た。計算の条件は以下の通りである。 

・ 体重：70 kg 

・ 吸入曝露濃度：100 ppm 

・ 曝露時間：4 時間 

・ 濃度計算時間：8 時間 

なお、Category IIIについては、物質数が

少なく、代表値の設定が難しいため、上記の

解析は行わなかった。 

 

（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 

C-1 PBPK モデルパラメータ値の DB 

計 667 文献から 208 の一般化学物質のヒ

ト、ラットおよびマウスの物理化学的およ

び生化学的パラメータの値を収集した。こ

れらの情報は、図 1 のように左から、化学

物質の特性情報、理化学的および生化学的

パラメータ値、そしてその他情報および出

典の順に、化学物質ごとに DB 化した（延

べ情報数：1103 行×48 列）。 

化学物質の特性情報としては、物質№、

Data №、名称、CAS.№、SMILES、分子量、

LogD, pH7.4、LogP、血漿タンパク質に非結

合の割合（fu）、pKa、水素結合ドナー数、水

素結合アクセプター数、総極性表面積を掲

載した。SMILES は基本的に U.S. EPA の EPI 

Suite、分子量、LogD, pH7.4、LogP、血漿タ

ンパク質に非結合の割合（fu）および pKa に

ついては U.S. NTP の Integrated Chemical 

Environment (ICE)、水素結合ドナー数、水素

結合アクセプター数および総極性表面積に

ついては、U.S. NIH の PubChem の各公開デ

ータベースから値を得た。 

物理化学的および生化学的パラメータに

関する情報としては、対象生物種、血液/空

気分配係数、肝臓、脂肪、高血流、低血流、

脳、腎臓、骨髄、皮膚、筋肉、肺の各組織へ

の対空気および対血液分配係数、Michaelis–

Menten 型の代謝の Vmax、Km、その他の代

謝の 1 次速度定数の値をそれらの値の単位、

種類（測定値、推定値、他文献からの引用値

等）とともに掲載した。 

その他情報としては、消化管吸収速度定

数の値、単位および種類を掲載した。さら

に、プルダウンメニューにより組織/血液分

配係数の組織/空気分配係数への変換、Vmax

と Km の単位変更に伴う値の変換が容易に

行えるようにし、使いやすさにも配慮した。 

C-2 ヒト PBPK モデルパラメータの解析 
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PBPK モデルに必要な一般化学物質の物

理化学的および生化学的パラメータの既報

値を 2 年に亘って収集し、200 物質超の情

報を得た。これまでにヒト PBPK モデルが

適用された一般化学物質の多くは、労働者

の健康リスクの観点から、脂肪族および芳

香族の炭化水素類、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

等の揮発性の非水溶性および水溶性の溶剤

であり、脂肪族と芳香族炭化水素類、フッ素

化物を除くハロゲン化炭化水素類が該当す

る Category I の既報値が最も多く、次いで

フッ素化炭化水素類、エーテル類、ケトン類

が該当する Category IIA の既報値が多く、

アルコール類が該当する Category IIB やカ

ルボン酸等が該当するCategory IIIの物質は

少なかった。 

Category I～IIIの計 156物質のヒトの血液

/空気分配係数 [-]とヘンリー則定数の間に

は負の強い相関が見られ、バラツキは大き

いものの全ての Category の物質は同じ回帰

直線に従う可能性が示唆された。同様に計

126 物質のヒトの脂肪/血液分配係数 [-]と

log D, pH7.4 [-]の間には強い正の相関が見

られ、同様にばらつきは大きいものの各

Category の物質は同じ回帰直線に従う可能

性が示唆された。一方、計 131 物質の肝臓/

血液、計 122 物質の高血流組織/血液および

計 148 物質の低血流組織/血液の各分配係数 

[-]では、log D, pH7.4 [-]との間に強い相関は

見られなかった。 

血液/空気分配係数は、Category I、IIA、IIB

と分子間の相互作用が強くなるに伴い、最

小、最大および中央値は高くなる傾向を示

し、一方、肝臓/血液、脂肪/血液、高血流組

織/血液および低血流組織/血液の各分配係

数では、分子間の相互作用が強くなるに伴

い、これらの値は低くなる傾向を示した（表

2）。また、Category III の各分配係数値の分

布は、Category IIB と同様の傾向を示した。 

一般化学物質の代謝はほぼ全てのヒト

PBPK モデルにおいて、Vmax と Km を用い

て表現されている。これらのパラメータが

既知の物質の中で、CYP2E1 が主たる第 I 相

の代謝に関与する物質の多くは Category I

に該当し、残りの一部の物質は Category IIA

に該当した。Vmax と Km の対数値と 10 種

の分子構造フラグメントの出現数との間に

は、重回帰分析により 0.81 と 0.73 の補正付

き決定係数が得られ、log Vmax には、炭素

－炭素二重結合、二重結合炭素に結合する

水素、4 級炭素および塩素の出現数が、log 

Km には、塩素の出現数が有意な寄与すると

示唆された。さらに、代謝に CYP2E1 が関

与する物質とその他の酵素が関与する物質

の Vmax と Km の値の分布は同じ傾向を示

し、CYP2E1 関与物質とその他の代謝酵素

関与物質の間で Vmax と Km の分布に差異

は見られなかった。 

C-3 カテゴリーに属する物質のヒトのトキ

シコキネティクスの特徴把握 

各 Category の化学物質の分配係数、Vmax

および Km の分布の代表値（中央値）を用

いて、Category I、IIA および IIB に属する物

質のヒトの各組織中濃度－時間曲線を

PBPK モデルで推定した結果、内部曝露指標

の推定に重要と考えられる血液、肝臓およ

び高血流組織中の濃度変化は、Category I と

IIA では濃度や変化パターンが比較的類似

しているのに対し、Category IIB では違いが

大きかった（図 2）。また、曝露停止後の濃

度の初期半減期も Category I と IIA で類似
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しており、Category IIB よりも短い傾向を示

し、Category 間でトキシコキネティクスの

違いがあることを示唆した。 

 

D. 考察 

血液/空気分配係数がヘンリー則定数と、

そして脂肪/血液分配係数が log D, pH7.4 と

の強い相関性を示したが、データ数が多く

疎水性相互作用の寄与が大きい Category I

と II の物質に大きなばらつきが見られ、ヘ

ンリー則定数や log D, pH7.4 に加えて新た

な説明変数を追加して回帰分析を行うこと

や Category I や IIA 内の物質をさらに構造

あるいはその他の基準で細分化し、その中

で傾向分析やリードアクロスにより、分配

係数を推定する手法を検討する必要がある

と考えられた。 

生化学的パラメータについては、分子構

造フラグメントの寄与率から推定する方法

の可能性が示されたことから、本年度は考

慮しなかったフッ素、酸素等のフラグメン

トも考慮して、CYP2E1 以外の酵素が関与

する物質も含めて、さらに適用範囲の拡大

等を検討する必要があると考えられた。 

各 Category の物理化学的および生化学的

パラメータの分布には、かなりの幅がある

ため、各 Category の化学物質のヒトでの吸

入曝露後の体内動態をより適切に表現する

ためには、パラメータの統計分布を考慮で

きるモンテカルロ法による体内動態の推定

と結果の定量的不確実性分析がより適切と

考えられる。今後、モンテカルロシミュレー

ションが可能な PBPK モデルの構築とその

不確実性分析への適用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既報値

の DB を構築するとともに、DB を用いて、

分子間相互作用と代謝に関与する酵素に基

づいてカテゴリー化し、ヒトの物理化学的

および生物学的パラメータの特徴を明らか

にした。さらに、それらを用いて体内動態の

特徴を推定できる可能性を確認した。今後

は構築した DB の情報を活用し、カテゴリ

ーをさらに適切に細分化する等し、パラメ

ータ値を精緻化することを検討する必要が

あると考えられる。 
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表 1 血液/空気および組織/血液分配係数の分類のための Category 

 

 

表 2 各 Category の物質の分配係数値の分布範囲 

 Category I Category IIA Category IIB Category III 

（血液/空気分配係数） 

最大値 420 3800 33000 8000 

中央値 8.8 9.1 1100 － 

最小値 0.06 0.08 380 6100 

（肝臓/血液分配係数） 

最大値 21 10 1.6 1.3 

中央値 3.2 1.7 1.1 1.1 

最小値 0.42 0.12 0.80 0.66 

（脂肪/血液分配係数） 

最大値 510 150 2.0 0.77 

中央値 60 23 0.57 0.34 

最小値 2.1 0.23 0.11 0.32 

（高血流組織/血液分配係数） 

最大値 21 10 1.5 1.3 

中央値 3.3 1.8 1.2 1.1 

最小値 0.42 0.12 0.80 1.1 

（低血流組織/血液分配係数） 

最大値 31 33 1.3 1.3 

中央値 1.9 1.4 0.67 0.50 

最小値 0.08 0.31 0.33 0.50 

 

 

  

Category Main interaction

Characteristics

ChemicalsHydrogen 

Bond Donor

Hydrogen 

Bond Acceptor
Ionization

I van der Waals Force × × ×
Aromatics, Aliphatics, 

Chlorinated hydrocarbons etc. 

IIA
van der Waals Force

Dipole-Dipole Interaction
× 〇 ×

Ethers, Esters, Fulorinated

hydrocarbons etc.

IIB

van der Waals Force

Dipole-Dipole Interaction

Hydrogen Bond

〇 × Alcohols

III Ion-Ion Interaction 〇 〇 Acids
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図 1 作成した PBPK モデルパラメータのデータベース 

（化学物質に関する情報の部分） 

 

（分配係数および Vmax、Km に関する部分） 

 

（その他情報および出典の部分） 
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図 2 吸入曝露中および曝露後のヒトの血液と組織中での濃度変化の比較 
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