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総括報告書 

 

研究代表者   髙橋祐次 国立医薬品食品衛生研究所 安全性生物試験研究センター 

毒性部 動物管理室長 

 

研究要旨 

本研究の目的は、Reduction と Refinement によりヒトの安全性確保に主眼を置いた新規急性経口投与毒

性試験方法の開発である。近年の情報技術の果実であるウエアラブルデバイスは、バイタルサインの取得

を容易とし人の健康管理に利用されている。先行研究の成果により小動物でもその可能性が見出された

（Taquahashi 2022）。本研究は【1】バイタルサイン測定器の更なる改良を進め、【2】in vitro 急性毒性試験代

替法にて外れ値を示す化合物を動物に投与しバイタルサインを取得、【3】タンパク結合率測定と予測、【4】

AI によるバイタルサインの統合的評価と致死性予測を目的とする。この結果、【5】人の中毒治療に利用可

能な情報取得、【6】急性毒性試験の「人道的エンドポイント」として利用することで動物福祉を充足すること

が可能となり、また、【7】in vivo と in vitro のギャップを埋める情報が得られることから、代替法の開発に寄与

できる。バイタルサインセンサーの開発においては、新素材であるカーボンナノチューブヤーン（CNT-Y）を

表面電極として使用し、イソフルラン麻酔下でヘアレスラットから心電波形（ECG）及び脳波（EEG）を測定

し、脳及び心臓に作用する三環系抗うつ薬の一つであるアミトリプチリンの影響を捉えることに成功した。生

体電位を測定する部位及び方法がこれまで報告されている ECG、EEG とは異なる特性を有するため、今後

はその特性を明らかにすると共に適切な解析方法を検討する必要がある。しかしながら、ECG、EEG 共にア

ミトリプチリンによる変化を明確に捉えていることから、ベンチマークとなる化学物質のデータを蓄積すること

で、急性毒性評価の指標を定めることが可能と考えられた。タンパク結合率については、化学物質とタンパ

ク質の結合モデルの構築を進めており、文献情報から 222 物質のデータを用いた化合物の吸着、分散の

指標となるパラメータを計算しモデル式を検討中である。急性毒性試験における遺伝子発現変動解析につ

いては、12 週齢の雄性 C57BL/6Jマウスを用い、4,4'-Dihydroxybiphenyl 及び2,5-Di-tert-butylhydroquinone

の用量設定試験並びに主試験を実施し、肝、腎、肺及び海馬をサンプリングした。独自の遺伝子発現値の

絶対化手法である Percellome 法による網羅的遺伝子発現解析により。4,4'-Dihydroxybiphenyl では肝にお

いてはタンパク質の変性が亢進していることが示唆され、2,5-Di-tert-butylhydroquinone では海馬において

概日リズムの乱れが示唆された。急性毒性試験における行動解析については、ICR マウスを使用し、ホーム

ケージ活動量測定装置およびオープンフィールド活動量測定装置を用い、アセフェート・ニコチン・無水カ

フェイン・テトロドトキシンを投与したマウスの行動様式を解析した。また、超音波測定装置による超音波発

声解析の測定を試みたが超音波発声の確認には至らなかった。ソフトウエア開発においては、時系列デー

タ、特に心電図のような繰り返しパターンのある波形データの解析に有用な Matrix Profile アルゴリズムの性

能評価や要件検討を実施した。その結果、評価方法の最適化の進んでいない段階での異常検知において

有用であり、また先行研究で評価した機械学習モデルとの組み合わせによる相乗効果が予想されることか

らも、本研究班の目標実現に有効な手法であることが確認された。ヒト iPS 細胞由来ニューロンの MEA 計

測により ICCVAM の急性毒性試験代替法の開発において、予測性の低かった化合物を選定し、毒性リス

ク評価を実施した結果、、毒性リスク評価法としての有効性が示された。 
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A．研究目的 

本研究の目的は、Reduction と Refinement によ

りヒトの安全性確保に主眼を置いた新規急性経口投

与毒性試験方法の開発である。近年の情報技術の

果実であるウエアラブルデバイスは、バイタルサイン

の取得を容易とし人の健康管理に利用されている。

先行研究の成果により小動物でもその可能性が見出

された（Taquahashi et al., Fundam. Toxicol. Sci. 

2022）。本研究は【1】バイタルサイン測定装置の更な

る改良を進め、【2】in vitro 急性毒性試験代替法に

て外れ値を示す化合物を動物に投与しバイタルサイ

ンを取得、【3】化学物質の体内動態に資する情報と

して血漿タンパク結合率測定と予測、【4】AI によるバ

イタルサインの統合的評価と致死性予測を目的とす

る。この結果、【5】人の中毒治療に利用可能な情報

取得、【6】急性毒性試験（ATS）の「人道的エンドポイ

ント」として利用することで動物福祉を充足することが

可能となり、【7】in vivo と in vitro のギャップを埋め

る情報が得られることから、代替法の開発に寄与でき

る。 

被験物質は、ICCVAM（2006）の急性毒性試験代

替法の開発で使用された 72 化合物の中で、in vitro

細胞毒性から LD50 の予測において外れ値を示した

22 物質のうち入手可能な 17 化合物（ジゴキシン、ブ

スルファン、シクロヘキシミド、1-フェニル-2-チオ尿素、

ジスルホトン、シアン化カリウム、硫酸タリウム、ベラパ

ミル塩酸塩、カフェイン、パラオキシ安息香酸プロピ

ル、フタル酸ジエチル、フタル酸ジブチル、5-アミノサ

リチル酸、フェノバルビタールナトリウム、ニコチン、ジ

ゴキシン、L-アドレナリン）について検討を行なう。ま

た、先行研究で使用され背景データがあるアセフェ

ート、ジヒドロキシビフェニル、DTBHQ、アミトリプチリ

ン、テトロドトキシン（TTX）についても検討する計画

である。 

B．研究方法 

B-1 バイタルサインセンサーの開発（髙橋） 

二 層 カ ー ボ ン ナ ノ チ ュ ー ブ （ Double-Walled 

Carbon Nanotube: DWCNT）を基にした CNT ヤ

ーン（Siddarmark LLC）を用い、バイタルサイン測

定のための電極として利用について検討した。CNT

ヤーン（CNT-Y）は動物の皮膚に縫合針（外科強角

針 No.0 バネ穴、夏目製作所）を用いて単結紮した状

態で使用した。動物は、ラット（ヘアレスラット、

HWY/Slc）を使用した。ラットの飼育は、ポリカーボネ

イト製のケージを使用した。紙製の床敷を使用し、1

ケージ当り 1 匹のラットを収容した。ケージラックはケ

ミカルセーフティ対応のケージ個別換気式飼育装置

（RAIR HD SUPER MOUSE 750TM 個別換気式

飼育装置 特型）を使用した。飼育条件は、温度；

25±1℃、湿度；55±5％、換気回数；約 20 回/h、照明

時間；8 時～20 時点灯（照明明暗サイクル 12 時間）

とし、固型飼料 CRF-1（オリエンタル酵母工業株式会

社）を自由摂取させ、飲水は市水をフィルター濾過し

給水瓶により自由摂取させた。 

イソフルラン麻酔下でヘアレスラットの頭部から背

部にかけて皮膚 5 箇所に縫合針を用いて CNT-Y を

結紮し、心電波形（ECG）測定用電極として 3 箇所

（左耳介基部、頚部、腰部）、脳波（EEG）測定用電

極として 2 箇所（ブレグマ、右耳介基部）から電位を

測定した（図 1）。動物は麻酔による体温低下を防止

するためヒーターマット（KN-475-3-35、夏名製作所）

の上に載せて保温した。CNT-Y 電極は、生体信号

増幅ユニット（BAS-301、Biotex）および電源を含む

DC-DC コンバーター（IF-2、Biotex）に順次接続し

た。CNT-Y を通して取得した信号は、AD コンバータ

（MP150; BIOPAC Systems）を介してデータ取得

および解析ソフトウエア（AcqKnowledge; BIOPAC 

Systems）を使用して、PC に取り込んだ。サンプリン

グ周波数は 2kHz とした。 

電極を装着後、イソフルラン麻酔濃度を 1％とし、

平常時の生体電位測定を行なうと共に、三環系抗う

つ 薬 の 一 つ で あ る ア ミ ト リ プ チ リ ン 塩 酸 塩

（Amitriptyline HCl、富士フイルム和光純薬）を腹

腔内投与し、心電波形及び脳波への影響を観察した。
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アミトリプチリンは神経終末におけるノルアドレナリン

及びセロトニンの再取り込みを阻害することで心臓及

び脳神経に作用する。並行して赤外線サーモグラフ

ィ（サーモフレックス F50B-STD、協和テクノロジーズ）

による体表温度の変化をモニターした。 

B-2 タンパク結合率測定（髙橋、研究協力者：山本） 

毒性予測にトキシコキネティクス（TK）は有用であ

るが、一般化学物質では費用の面から TK の実施は

難しい。本研究では、化合物のタンパク結合率の情

報を得ることで、in vivo と in vitro のギャップを埋め

TK に資する情報を得ることを目的として、タンパク結

合率の予測及び測定を行なう計画である。 

医薬品に比較して、一般化学物質の血漿タンパク

質結合率の情報は極めて少ない。そのため、まずは

医薬品のタンパク結合率の情報を収集し、それを基

に予測式を構築する手法を選択した。実際のデータ

測定は今後、実施する計画である。 

B-3 急性毒性試験における遺伝子発現変動解析

（北嶋） 

急性毒性発現時の海馬、肺及び肝の遺伝子発現

データを取得し、その臓器連関解析を実施する。具

体的には、被験物質を単回経口投与後、得られたマ

ウスの海馬を含む脳 4 部位、肺及び肝の mRNA サ

ンプルにつき、独自の遺伝子発現値の絶対化手法

で あ る Percellome 法（Kanno J et al, BMC 

Genomics 7 64 2006）による網羅的遺伝子発現解

析を行なった。再現性、感度、用量相関性、全遺伝

子発現の網羅性を考慮し Affymetrix 社 GeneChip、

Mouse Genome 430 2.0 を使用した。4 用量、4 時

点の遺伝子発現情報について既に開発済みの波面

解析等を用いた教師無しクラスタリング解析を行なっ

た。 

モ デ ル 物 質 と し て 、 4,4'-Dihydroxybiphenyl 

（CAS No: 92-88-6,富士フイルム和光純薬）及び

2,5-Di-tert-butylhydroquinone（CAS No: 88-58-

4, DTBHQ、富士フイルム和光純薬）を選択した。 

B-4 急性毒性試験における行動解析（種村） 

急性毒性試験における行動解析については成熟

雌 ICR マウスを使用し、モデル化合物としてアセフェ

ート（300 mg/kg）、ニコチン（50 mg/kg）、無水カフェ

イン（300 mg/kg）、TTX（500 μg/kg）を選択し、既存

の行動解析装置により急性経口毒性発現時の行動

様式（移動量、移動様式）とへの経時的影響を検討

した。また、投与直後、投与 30 分後、投与 60 分後、

投与 120 分後における微細な経時変化を捉えるため

に 、 ハ イ ス ピ ー ド カ メ ラ （ CHU30-BSNA-12, 

Shodensha, Inc.）を用いて撮影した。並行して、超

音波測定装置による聴音波発声（USVs: ultrasonic 

vocalizations）の測定を検討した。 

 

B-5 バイタルサインの統合的解析方法（ソフトウエア）

の開発（相﨑） 

バイタルサインデータとして想定される測定項目と

しては、血圧やパルスオキシメーターによる SpO2、

心電図などの、時系列データが想定されるため、評

価用のバイタルサインデータとしては、主として心電

図データを用いた。ただし最終的にはバイタルサイン

の種類や測定機器を限定することなく汎用性を持た

せることを重視して、バイタルサイン以外の時系列デ

ータも追加評価用として取り入れた。異常検知に利

用し得る人工知能等のアルゴリズムのコーディングに

ついては、関連ライブラリが充実している Python 言

語（ver.3.9.1）を使用した。汎用データ処理ライブラリ

として Numpy （ver.1.19.5）、Pandas（ver.1.2.1）、

データ可視化ライブラリとしてMatplotlib （ver.3.3.4）

を使用した。また Matrix Profile アルゴリズムの実装

ライブラリとして matrixprofile （ver.1.1.10）を導入

した。Python スクリプト実行環境としては Visual 

Studio Code （ver.1.74.2）, Jupyter Extension for 

VSCode （ ver. v2022.11.1003412109 ） 或 い は

Google Colaboratory を使用した。計算精度は必要

に応じて Excel（USA Microsoft Corporation）や R

言語（オープンソース R Development Core Team）

で実施し、浮動小数点誤差以上の乖離がないことを

確かめた。 

B-６ 脳波解析による神経毒性予測（鈴木） 

ヒト iPS 細胞から分化させた Glutamatergic 

neuron と GABAergic neuron とヒトアストロサイトを

7：3：3.5 の割合で混合し、8.0×105 cells/cm2 の密

度で Polyethyleneimine との Laminin-511 でコー

ティングした MEA plate に播種した。同様に、ドーパ

ミンニューロンを 7.3 × 104 cells/cm2 の密度 で

Polyethyleneimine でコーティングした MEA plate

に播種し，培養 1 週間後、ヒトアストロサイトを 1.2×

104 cells/cm2 の密度で追加し、共培養とした。試験

化 合 物 は 、 痙 攣 陽 性 化 合 物 と し て 、 4-AP ， 
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Picrotoxin，Pilocarpine を用いた。痙攣陰性化合

物として、Acetaminophen，Amoxicillin，DMSO

を用いた。ICCVAM の急性毒性試験代替法の開発

において、予測性の低い結果が得られた化合物とし

て、Caffeine と Nicotine を用いた。 

神経ネットワーク活動の計測は、Maestro （Axion 

BioSystems）を用いて 37 ℃、CO2 5%存在下で行

っ た 。 計 測 デ ー タ は 、 AxIS Navigator （ Axion 

BioSystems）を用いて検出したスパイクデータから、

独 自 に 開 発 し た 4-step method （ Biochem 

Biophys Res Commun, 497, 612-618, 2018）を用

いて同期バースト発火の検出を行った。解析パラメー

タ は 、 Total Spikes, No. of SBF, Inter Burst 

Interval, Duration of SBF, Spikes in a SBF, Max 

Frequency （MF）, CV of MF, Inter MF Interval 

（IMFI）, CV of IMFI と Duration of SBF, Spikes 

in a SBF の CV 値、Duration の四分位範囲 （IQR）

および、神経ネットワーク活動の規則性を指標とした

Periodicity を合わせた 13 パラメータを用いた。 

倫理面への配慮 

本実験は動物愛護に関する法律、基準、指針を遵

守し、国立医薬品食品衛生研究所は、国立医薬品

食品衛生研究所・動物実験委員会の制定による「動

物実験等の適正な実施に関する規程（平成 27 年 4

月版）」、東北大学大学院農学研究科では、「国立大

学法人 東北大学環境・安全委員会 動物実験専門

委員会内規」に則って実施した。また，本研究で実施

したヒト iPS 細胞由来ニューロンの利用は、市販のニ

ューロンであり、平成 30 年 8 月、令和元年 6 月に東

北工業大学研究倫理審査委員会で承認済である。 

C．研究結果 

C-1 バイタルサインセンサーの開発 

イソフルラン麻酔下（1％）にて、CNT-Y を動物の

皮膚に単結紮して生体電位測定を行なった結果、明

確な心電図波形（ECG）が得られた。ブレグマと右耳

介基部から誘導した電位変化は、呼吸による筋電波

形に加えて、ノイズとは明らかに異なる波形が得られ

た。 

ECG は、一般的な ECG とは異なる波形であった。

P 波に相当する電位変化が二相性を示し、Q 波に相

当する波形は明確ではなく、R 波よりも S 波の振幅が

大きく記録された。アミトリプチリン塩酸塩を投与する

と、15 分後には RS 波形の一時的な増高が見られ、

20 分以降には RS 波増高不良を認めた一方、T 波

の増高が認められた。呼吸停止後にも EEG は観察

されたが、約 50 分後には観察されなくなった。 

ブレグマと右耳介基部から誘導した電位変化は、

麻酔下で照明と音に反応して波形の変化が観察され

たことから脳波（EEG）を反映している可能性が示唆

された。個体によっては、呼吸と同期した EEG 波形

の変化、及び ECG の S 波と同期した波形が認めら

れた。アミトリプチリン投与により EEG 波形の変化が

認められ、パワースペクトル解析によっても変化が認

められた。呼吸停止後には波形の変化は認められな

かった。 

C-2 タンパク結合率測定 

一般化学物質に比較して、情報が豊富な医薬品

のタンパク結合率データを用いて計算科学によるタ

ンパク結合率の予測式の構築を行い、実際にタンパ

ク結合率の測定を行なう計画とした文の情報を参照

し 222 物質のデータを用いた。タンパク結合率のモ

デルは研究協力者の山本が報告済みの文献の手法

を基盤として吸着、分散の指標となる Abraham 

Solvation Parameter を計算し、現在、モデル式を

検討したが、十分な性能は得られていない。 

C-3 急性毒性試験における遺伝子発現変動解析 

動物は何れも、12 週齢の雄性 C57BL/6J マウス

を用い、金属製胃ゾンデ（KN-348、夏目製作所）を

用いて各群 3 匹に単回経口投与した。遺伝子発現

変動解析は、投与後の時間 4 点（投与 2、4、 8 及び 

24 時間後）、各群 3 匹、合計 48 匹のマウスについて

解析を行った。具体的には、解析ソフト RSort を利用

し、遺伝子の発現変動が有意（t 検定での各時点に

溶媒対照との間で P 値＜0.05）で、発現変動の最高

値のコピー数が１以上という条件で遺伝子を粗抽出

した。このソフトウェアは、各遺伝子（probe set: ps）

につき、用量、経時変化及び遺伝子の発現コピー数

を各軸とした 3 次元グラフにおいて、発現を表す平面

につき凹凸を評価し、全ての ps を生物学的に有意と

考えられる順に並び替えるものである。また、既知情

報との照合によるシグナルネットワーク及び遺伝子発

現 の 制 御 因 子 の 探 索 は 、 Ingenuity Pathways 

Analysis （IPA） （Ingenuity Systems Inc.）を用

いて行った。 

4,4'-Dihydroxybiphenyl は、0.5％MC を溶媒と
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して主試験を 0、7、20 及び 70 mg/kg の用量で実施

した。肝についての解析の結果、発現が増加する遺

伝子 1,425 プローブセット（ps）が粗抽出され、このう

ち目視による確認により生物学的な変化が示唆され

たものとして 788 ps が抽出された。また発現が減少

する遺伝子としては 859 ps が粗抽出され、目視によ

る確認により生物学的な変化が示唆されたものとして

26 ps が抽出された。次いで、増加分 788 ps につい

て検討した結果、IPA による検索で、有害事象との関

連を示唆するシグナルネットワークとして、折りたたみ

不全タンパク質（unfolded protein）反応、酸化ストレ

ス応答転写因子 Nrf2 （NFE2L2; Nuclear factor 

erythroid 2-related factor 2）や糖質コルチコイド

（Glucocorticoid）受容体シグナルが抽出されてきた。

発現増加が認められる遺伝子の発現調節因子の探

索の為に、プロモーター解析（in silico）を、IPA にお

ける Upstream Analysis を用いて検討した結果、小

胞体ストレス応答の下流に位置する ATF4 あるいは

XBP1 が抽出されてきた事から、肝においてはタンパ

ク質の変性が亢進していることが示唆された。また、

Nrf2 が抽出されてきた事から、酸化的ストレスが更

新していることが示唆された。加えて、TNF, IL4, 

IL1B, IL6, IL3 及び TGFB1 が抽出してきたことか

ら、サイトカインシグナルが活性化され炎症が誘発さ

れることが示唆された。 

2,5-Di-tert-butylhydroquinone（DTBHQ）はコ

ーンオイルを溶媒として、0、100、300，1000 mg/kg

を投与した用量設定試験の結果、300 mg/kg 以上

において体重増加抑制及び肝重量の増加、100 

mg/kg 以上において腎重量の増加が認められたこと

から、主試験を 0、10、30、100 mg/kg の用量で実施

した。 

海馬についての解析の結果、発現が増加する遺

伝子 1,256 ps が粗抽出され、目視による確認により

生物学的な変化が示唆されたものとして 87 ps が抽

出された。また発現が減少する遺伝子としては 337 

ps が粗抽出され、目視による確認により生物学的な

変化が示唆されたものとして 1 ps が抽出された。次

いで、増加分 87 ps について検討した結果、IPA に

よる検索で、有害事象との関連を示唆するシグナル

ネットワークとして、概日リズムが見出された。発現増

加が認められる遺伝子の発現調節因子の探索の為

に、プロモーター解析（in silico）を、IPA における

Upstream Analysis を用いて検討した結果、やはり

概 日 リ ズ ム 関 連 遺 伝 子 で あ る PER2 、 PER1 、

CLOCK や CRY1、CRY2 などが抽出されてきた。し

たがって、被験物質の投与により、少なくとも海馬領

域における概日リズムの変調が示唆された。この概

日リズムの乱れを誘発する因子は現時点では不明で

あり、また有害事象との直接的な関連は不明である

が潜在的に、生理現象（睡眠、摂食、細胞の分裂・再

生、ホルモン分泌など）における体内リズムの変調に

よるなんらかの異常が誘発される可能性が示唆され

た。 

肝についての解析の結果、発現が増加する遺伝

子 802 ps が粗抽出され、目視による確認により生物

学的な変化が示唆されたものとして 63 ps が抽出さ

れた。また発現が減少する遺伝子としては 296 ps が

粗抽出され、目視による確認により生物学的な変化

が示唆されたものとして 5 ps が抽出された。次いで、

増加分 63 ps について検討した結果、IPA による検

索で、有害事象との関連を示唆するシグナルネットワ

ー ク と し て 、 酸 化 ス ト レ ス 応 答 転 写 因 子  Nrf2 

（ NFE2L2; Nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2）シグナルが見出された。発現増加が認めら

れる遺伝子の発現調節因子の探索の為に、プロモー

ター解析（in silico）を、IPA における Upstream 

Analysis を用いて検討した結果、insulin, IGF1, 

LEPR（レプチン受容体）は抽出されてきた。インスリ

ンは、グリコーゲン合成酵素（glycogen synthase）を

活性化させ、グリコーゲン合成を促進させるため、グリ

コーゲンが貯蔵させる作用を有する可能性が示唆さ

れた。また、TNF と IL1B が抽出してきたことから、

サイトカインシグナルが活性化され炎症が誘発される

ことが示唆された。 

C-4 急性毒性試験における行動解析 

アセフェート投与群は、投与直後にはコントロール

群との差異はなかった。投与 30 分後には活動量の

低下が見られ振戦が観察された。投与60分には、著

しい活動量の低下が観察され痙攣が確認された。投

与90分後には、ほとんど動かず、全身性の強い痙攣

が見られた。また、テトロドトキシン投与群では、投与

直後から 30 分後の間には活動量の低下が見られ、

振戦や痙攣が観察され、投与 60 分後から 90 分後

にはわずかに痙攣が見られたものの、ほぼ回復状態

を示した。 

アセフェート投与群では、投与直後はコントロール

群と同様の表情が見られた。投与 30 分後には眼瞼



 

 -6-

脱色と眼瞼腫脹が見られた。また、浅速呼吸や頻呼

吸が見られた。投与 60 分後には呼吸不全が更に強

く現れ、流涙が見られた個体も存在した。投与 90 分

後には眼瞼下垂、瞬目不全、流涙が観察された。ま

た、テトロドトキシン投与群では、表現型が現れる時

間に個体差はあったものの、投与直後から60分後に

かけて眼瞼脱色とわずかな眼瞼腫脹が見られた。ま

た、呼吸不全も観察された。 

C-5 バイタルサインの統合的解析方法（ソフトウエア）

の開発 

今年度は、時系列データ、特に心電図のような繰り

返しパターンのある波形データの解析に有用な

Matrix Profile（MP）アルゴリズムの性能評価や要

件検討を実施した。 

MP は基本的に、部分データ（Ａ）と、時系列データ

全体をＡと同じ長さに分解した部分時系列データＢ

の類似性を計算するものであり、異常検知だけでなく、

繰り返しパターンの検出についても有用で、数理的

なアルゴリズムであるため、事前学習や特別な処理を

必要としない。またアルゴリズムの実装において優れ

たライブラリが提供されており、最小限のパラメータの

みで実行可能である。波形データのベースラインの

調整など、事前の正規化処理も不要であり、汎用性

が高い。 

性能評価としては、具体的には、ラベル付加や正

規化などの前処理を適用していない、30 分間（測定

頻度 650,000 回）連続測定した心電図データにおい

て MP 解析を実行した。 

ま ず 、 MP に パ ラ メ ー タ を 一 切 与 え ず 解 析

（matrixprofile.analyze）を実行した場合、基本的な評

価単位となる部分データのサイズ（幅）を一定の範囲

で変化させて自動解析する（”Pan-Matrix Profile”と

呼称）が自動実行されるが、データ点数が数千程度

の小規模データを解析した場合を除き、実用的な時

間内に計算が終わらず、また解析結果も充分な異常

検知性能を示さなかった。 

次に、時系列データ（波形）の目視確認を元に、部

分データのサイズ（幅＝周期的に出現するパターン

のサイズ）を適切に指定したところ、その他のパラメー

タを一切指定せずとも自動的に解析が実行され、実

用的な時間内に充分な異常検知性能を示した。 

 

ただし、部分データに比べ、長大な時系列データ

を解析した場合は相応の実行時間が掛かること、ま

た時系列データ内に極端な変動があった場合、異常

の自動検知に大きな影響を与えてしまうこと、が確認

された。 

また、心電図データと同様に周期性のある時系列

データとして、一定の動作を繰り返す機械音を数値

化したものを MＰ解析したところ、心電図での解析結

果と同様の結果を得た。これは同アルゴリズムが様々

な種類の時系列データに対応可能であることを示唆

している。 

一方、規則性に乏しいランダムな時系列データや、

不整脈時の心電図など異常パルスが有意に頻出し

ているようなデータを MP 解析すると、偶然の波形を

繰り返しパターンと誤認したり、正常心電パルスを異

常と検出したが、MP により自動出力された解析図を

確認すれば容易にそれと認識できた。 

C-６ 脳波解析による神経毒性予測（鈴木） 

攣陽性化合物、痙攣陰性化合物および Caffeine

に対するデータを取得し、13 個の解析パラメータを

導出した。本実験で使用したヒト iPS 細胞由来ニュー

ロンにおいては、単一パラメータで毒性判定すること

は難しい為、多変量解析を用いた。DMSO の各濃

度の間に有意差が 1 つも認められない主成分マップ

を作成することで、DMSO の影響を除外する解析法

を採用した。 

使用したパラメータは、同期バースト発火数、同期

バースト発火の持続時間（Duration）、同期バースト

発火内のスパイク数、同期バースト発火内の最大周

波数（Max Frequency）、同期バースト発火内のスパ

イク数の変動係数、最大周波数時刻の間隔における

変動係数（CV of IMFI）、神経ネットワーク活動の規

則性を指標とした Periodicity である。既知の痙攣陽

性化合物は濃度依存的に毒性リスクの上昇を示した。

一方、痙攣陰性化合物は濃度が上昇しても毒性リス

クが上昇することはなかったことから、毒性リスク評価

法としての有効性が示された。ICCVAM の急性毒性

試験代替法の開発において、予測性の低かった

Caffeine においても、痙攣陽性化合物と同様に濃度

依存的な毒性リスクの上昇が検出されたことから、ヒト

iPS 細胞由来ニューロンの MEA 計測法による神経

毒性リスク推定は、ICCVAM の急性毒性試験代替

法の開発において、予測性の低い化合物に対しても

有効な評価法であることが示された。 



 

 -7-

D．考察 

先行研究では ECG の電極を、左耳介先端部を陽

極、頚部をアース電極、両肩甲骨の間を負極として

測定したが、今後の無線装置の開発において耳介

部先端は電極とトランスミッターの接続が困難である

ことから、耳介基部に電極を移動させた。これにより、

ECG のシグナルが小さくなるが、負極の位置を腰部

に移動させることで十分なシグナルを得ることが可能

となった。 

心電波形においては、最初の陰性波を Q 波、最

初の陽性波を R 波、その後の陰性波を S 波と定義さ

れるが、本研究で得られた ECG は一般的な波形と

は異なる波形であった。本研究では、最終的に動物

を拘束しない状態で測定可能な装置として開発する

ため、動物の口が届かない背部に電極を装着してい

る。そのため、心臓に伝わる電気信号を、腹部と水平

な面にプロットする一般的な双極誘導心電図（I、II、

III）とは異なる波形であると考えられる。また、本研究

の EEG は、表面電極により信号を取得している。現

在、論文で報告されている EEG は脳内に刺入した

金属電極により信号を取得しており、脳神経の活動

電位が発生する場所の近傍の情報である。本研究で

得られた EEG は、脳神経の活動電位が大脳皮質、

頭蓋骨、皮膚などインピーダンスの異なる組織を介し

て記録されており、これまで報告されている EEG とは

異なる特性を有するため、その特性を明らかにすると

共に適切な解析方法を検討する必要がある。しかし

ながら、ECG、EEG共にアミトリプチリンによる変化を

明確に捉えていることから、ベンチマークとなる化学

物質のデータの蓄積により、急性毒性評価の指標を

定めることが可能と考えられる。 

急性毒性試験における遺伝子発現変動解析にお

いては、肝での解析では、それぞれの化学物質をマ

ウスに単回経口投与した際の毒性プロファイルが明

らかとなったが、特に注目すべきは、DTBHQ を投与

した際の海馬における概日リズムの乱れを示唆する

所見であり、このことは神経毒性を示唆する一般状態

の変化には、概日リズムの乱れが寄与する可能性を

示唆しており、今後、この観点からの観測も本研究に

有用となるものと考える。 

バイタルサインの統合的解析方法（ソフトウエア）の

開発においては、先行研究では、汎用性の高い異常

検知アルゴリズムとして人工知能（AI）、とりわけ近年、

開発研究が飛躍的に進み、代表的な手法となってい

る機械学習に着目し、代表的な、畳み込みニューラ

ル ネ ッ ト ワ ー ク （ CNN: Convolutional Neural 

Networks ） モ デ ル や 自 己 符 号 化 器 （ AE: 

AutoEncoder）について、急性毒性試験においてバ

イタルサイン評価に用いる際の実用性と問題点を検

討した結果、専門家による安全性評価に資する情報

を提供し得ることを示した。一方で AI、特に CNN モ

デルにおいては事前の学習工程が出力データの精

度に大きく影響することが確認され、学習のために十

分な量の異常データのサンプリングが難しいバイタル

サインの性質上、初期運用に際して困難が伴うことが

予想された。 

これらに比して、今年度取り上げたMatrix Profile

（MP）は機械学習の類ではなく、基本的には数理的

な手法といえるため、学習済みの機械学習モデルの

ように、検出された特徴波形（パターン）の分類を行う

事は困難だが、原理的に事前の学習工程を必要とし

ないため、汎用性、即応性に優れており、解析速度

も急性毒性試験実施中のリアルタイム処理が可能な

ほどに高速であることが確認された。 

この特性は、本研究班の目指す、急性毒性試験

中の動物の死亡の回避（致死性予測）の実現におい

て大変有効である。そのため、全ての測定を終えて

から全測定範囲を一括解析するのではなく、急性毒

性試験進行中に、現時点から遡って、高速処理が可

能な範囲（データ量）の時系列データを対象にした

MP 解析を連続実行することで、異常の発生をほぼリ

アルタイムに検知可能になると思われる。 

不整脈心電図などの異常が多発しているデータを

入力した際には誤識別をする可能性があるが、むし

ろ人道的見地からそのような状態に至る前に急性毒

性試験を終了すべきであり、適切な運用を行えば実

用に際しての技術的問題にはならないと予想される。 

今回の研究結果は、MP と機械学習のいずれが優

れているか、というものではなく、組み合わせによる相

乗効果を示唆するものと考えられる。実用化イメージ

としては、急性毒性試験実施中は MP による自動且

つ高感度の致死性予測をその場でリアルタイムに行

い、試験実施後の詳細解析や評価においては機械

学習による特徴分類によって、専門家による判断の

補助を行うなど、適切な使い分け・組み合わせが有

効と考えられる。 

また MP は、上記の性能に加え、①実行に際して

設定が必要なパラメータがほとんどなく、唯一必要と
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思われる 部分データの幅についても、設定に際して

専門的な知識を前提としないため、データサイエンス

の専門家でなくとも運用が容易であること、さらには

②測定された時系列データをそのまま入力しても異

常検知を実施できるため、バイタルサイン統合解析ソ

フトウエアの機械学習モジュールを測定機器や試験

施設に最適化するために必要な学習用データを抽

出・生成する際にも活用可能であること、の 2 点から

も導入するに値するものと評価された。 

ヒト iPS 細胞由来ニューロンを用いた MEA 計測

において，DMSO の SD 範囲を基準とした毒性リスク

推定法は、化合物の毒性リスク評価法として有効で

あることが示唆された。推定された痙攣陽性化合物

の毒性用量が妥当であったことから、被験物質の毒

性用量も妥当であると考えられる。細胞種によって

DMSO に有意差が認められない主成分（パラメータ

セット）が異なった。これは細胞種によって自発活動

特性が異なることを意味する。ICCVAM の急性毒性

試験代替法の開発において、予測性の低い複数の

化合物に対して有効であるとともに、異なる細胞種を

用いた場合にも有効な評価法であることが示された。

これらのことから、本研究で実施した MEA を用いた

ヒト iPS 細胞由来ニューロンの電気活動を指標とした

化学物質の in vitro 毒性評価法の応用性が非常に

高いことが示唆された。 

E．結論 

バイタルサインセンサーの開発においては、新素

材である CNT-Y を表面電極として使用し、イソフルラ

ン麻酔下でヘアレスラットから ECG 及び EEG を測

定し、脳及び心臓に作用する三環系抗うつ薬の一つ

であるアミトリプチリンの影響を捉えることに成功した。

生体電位を測定する部位及び方法がこれまで報告さ

れている ECG、EEG とは異なる特性を有するため、

今後はその特性を明らかにすると共に適切な解析方

法を検討する必要がある。しかしながら、ECG、EEG

共にアミトリプチリンによる変化を明確に捉えており、

ベンチマークとなる化学物質のデータを蓄積すること

で、急性毒性評価の指標を定めることが可能と考えら

れた。救急医療の現場においてはバイタルサインの

中で、呼吸観察の重要であるとのことから、本研究に

おいてもその解析を進める。 

急性毒性発現における遺伝子発現変動解析では

肝毒性により死亡する4,4'-Dihydroxybiphenylと神

経症状を呈する 2,5-Di-tert-butylhydroquinone 毒

性発現メカニズムの一端を明らかにした。 

ホームケージ活動量測定およびオープンフィール

ド活動量測定は急性毒性試験においても有効な手

段であることが確認されたが、超音波発声について

は測定条件を含めて再検討が必要である。 

ソフトウエア開発においては、今年度検討した

Matrix Profile アルゴリズムは、最適化の進んでい

ない段階での異常検知において有用であり、また先

行研究で評価した機械学習モデルとの組み合わせ

による相乗効果が予想されることからも、本研究班の

目標実現に有効な手法であることが確認された。今

後も、バイタルサインの統合的解析に有効と思われる

手法や追加項目を検討すると共に、従来からの統計

指標等の手法や機械学習技術を組み合わせ、本研

究班で開発したバイタルサイン取得デバイス等による

多項目の入力データに対応する評価システムの設

計・構築を進める。 

ヒト iPS 細胞由来ニューロンの MEA 計測法による

神経毒性リスク推定は、ICCVAM の急性毒性試験

代替法の開発において、予測性の低い化合物に対

しても有効な評価法であることが示された。 

F．研究発表 

1．論文発表 

Horibata K, Takasawa H, Hojo M, Taquahashi 

Y, Shigano M, Yokota S, Kobayashi N, 

Sugiyama KI, Honma M, Hamada S. In vivo 
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carbon nanotube in a mouse ex vivo culture. 

Genes Environ. 2022 Oct 19;44(1):24. 

鶴岡秀志、髙橋祐次、カーボンナノチューブのヘル

スケア応用、2022, Nanofiber 13(1,2) 19-24 

Tsunematsu T, Arakaki R, Sato M, Saito M, 

Otsuka K, Furukawa Y, Taquahashi Y, 

Kanno J, Ishimaru N., Exposure to 
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Fibrous Proliferation by Production of 

Matrix Metalloproteinase-12 via NF-κB 

Activation in Chronic Peritonitis., Am J 

Pathol. 2022 Aug 10:S0002-9440(22)00240-1. 

髙橋祐次、齊藤洋克、桒形麻樹子、北嶋聡, 加圧式
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Development of a non-invasive method for 

testicular toxicity evaluation using a novel 

compact magnetic resonance imaging 

system. J Toxicol Sci. 2022; 48 in press. 

相﨑健一、小野竜一、菅野純、北嶋聡：Percellome

プロジェクト～トランスクリプトミクスとエピジェネテ

ィクスによる毒性分子機序の探求～、日本薬理学

雑 誌 , 2022; 157: 200-206. 

doi.org/10.1254/fpj.21122 

Kanno H, Kurata S, Hiradate Y, Hara K, 

Yoshida H, Tanemura K. High concentration 

of dopamine treatment may induce 
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Reprod Med Biol. 2022 Oct 1;21(1):e12482. 

doi: 10.1002/rmb2.12482. PMID: 36310655; 

PMCID: PMC9601866. 
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Hara K, Tanemura K. Exogenous gamma-

aminobutyric acid addition enhances porcine 

sperm acrosome reaction. Anim Sci J. 2022 

Jan;93(1):e13744. doi: 10.1111/asj.13744. 

PMID: 35699686; PMCID: PMC9286608. 

Kawabe Y, Numabe T, Tanemura K, Hara K. 

Characteristics of alpha smooth muscle 

actin-positive peritubular cells in 

prepubertal bovine testes. Biochem Biophys 

Res Commun. 2022 Jun 18;609:48-53. doi: 

10.1016/j.bbrc.2022.03.149. Epub 2022 Apr 7. 

PMID: 35413539. 

Hiradate Y, Harima R, Yanai R, Hara K, 
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Taquahashi Y, Yokota S, Tsuji M, Morita K, 

Suga K, Hojyo M, Hirose A, Kanno J, 
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Taquahashi Y, Tsuruoka S, Okubo Y Tanemura 

K, Aisaki K, Kitajima S, Modernization of 

acute toxicity testing with integrated 

assessment of multiple vital signs as 

endpoints, 第 96 回日本薬理学会学術年会シ

ンポジウム (2022.12.2) 

髙橋祐次、DPI 製品化の課題：粉体の吸入剤研究

開発における有効性・薬物動態・安全性の評価

を推進する非臨床評価手法の開発、第 13 回 

粉末吸入剤研究会シンポジウム(2022.11.24)  

Taquahashi Y, Non-clinical Safety Issue in 

Pediatric Drug Development: What issues 

are to be considered from now on? 第 49 回日

本毒性学会学術年会 シンポジウム(2022.7.2) 

髙橋 祐次、動物を用いない新たなリスク評価アプロ

ーチ法の開発：In vivo 毒性試験の経験に基づく

NGRA による安全性評価手法に関する考察、日

本 動 物 実 験 代 替 法 学 会  第 35 回 大 会 

(2022.11.20)  
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令和 4 年度 

厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

 

バイタルサインの統合的評価による急性毒性試験の判定基準策定と代替法に資する研究 

-診断学と AI による致死性予測と人道的エンドポイントの設定- 

 

分担研究報告書 

 

分担研究課題 バイタルサインセンサーの開発及び研究統括 

 

研究分担者 髙橋 祐次 国立医薬品食品衛生研究所 安全性生物試験研究センター 

毒性部 動物管理室長 

     

研究協力者 山本栄一 国立医薬品食品衛生研究所 医療機器部 部長 

研究協力者 鶴岡秀志 Siddarmark LLC 

研究協力者 桒形麻樹子 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 室長 

研究協力者 大久保佑亮 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 主任研究官 

研究協力者 森田紘一 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 

研究協力者 辻 昌貴 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 

研究協力者 菅 康佑 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 

研究要旨 

本研究の目的は、Reduction と Refinement によりヒトの安全性確保に主眼を置いた新規急性経口投与毒

性試験方法の開発である。近年の情報技術の果実であるウエアラブルデバイスは、バイタルサインの取得を容

易とし人の健康管理に利用されている。先行研究の成果により小動物でもその可能性が見出された

（Taquahashi 2022）。本研究は【1】バイタルサイン測定器の更なる改良を進め、【2】in vitro 代替法にて外れ

値を示す化合物を動物に投与しバイタルサインを取得、【3】化学物質の体内動態に資する情報としてタンパク

結合率測定、【4】AI によるバイタルサインの統合的評価と致死性予測を目的とする。この結果、【5】人の中毒治

療に利用可能な情報取得、【6】急性毒性試験（ATS）の「人道的エンドポイント」として利用することで動物福祉

を充足することが可能となり、また、【7】in vivo と in vitro のギャップを埋める情報が得られることから、代替法の

開発に寄与できる。バイタルサインセンサーの開発においては、新素材であるカーボンナノチューブヤーン

（CNT-Y）を表面電極として使用し、イソフルラン麻酔下でヘアレスラットから心電波形（ECG）及び脳波（EEG）

を測定し、脳及び心臓に作用する三環系抗うつ薬の一つであるアミトリプチリンの影響を捉えることに成功した。

生体電位を測定する部位及び方法がこれまで報告されている ECG、EEG とは異なる特性を有するため、今後

はその特性を明らかにすると共に適切な解析方法を検討する必要がある。しかしながら、ECG、EEG 共にアミト

リプチリンによる変化を明確に捉えていることから、ベンチマークとなる化学物質のデータを蓄積することで、急

性毒性評価の指標を定めることが可能と考えられた。タンパク結合率については、化学物質とタンパク質の結合

モデルの構築を進めており、文献情報から 222 物質のデータを用いた化合物の吸着、分散の指標となるパラメ

ータを計算しモデル式を検討した。今後、実測データと比較し有用なモデル作成を進める計画である。



 

 -13-

A．研究目的 

本研究の目的は、Reduction と Refinement によ

りヒトの安全性確保に主眼を置いた新規急性経口投

与毒性試験方法の開発である。現在、急性毒性にお

いて使用されているエンドポイントを「死亡」からより精

緻な「複数のバイタルサイン」による評価に置き換える

ことを計画している。 

急性毒性試験は時代と共に簡便化され、使用する

動物数が削減された。しかし、試験のエンドポイント

は動物の「死亡」のままであり、死因、標的臓器等そ

の内容は一切考慮されていない。そのため、ヒトの中

毒治療に有用ではないとの批判がある。一方、動物

福祉の観点から「死亡」をエンドポイントとすることに

強い批判がある。そのため、代替法（Replacement）

として、細胞毒性の IC50 を指標として急性毒性を評

価する方法が ICCVAM と ECVAM から提案されて

いるが、難溶性物質、代謝活性化による毒性発現物

質、心臓や神経系など臓器特異的な毒性評価を代

替するに至っていない。 

近年の情報技術の果実であるウエアラブルデバイ

スは、バイタルサインの取得を容易とし人の健康管理

に利用されている。先行研究の成果により小動物で

もその可能性が見出された（Taquahashi et al., 

Fundam. Toxicol. Sci. 2022）。本研究は【1】バイタ

ルサイン測定器の更なる改良を進め、【2】in vitro 代

替法にて外れ値を示す化合物を動物に投与しバイタ

ルサインを取得、【3】血漿タンパク結合率測定、【4】

人工知能（AI）によるバイタルサインの統合的評価と

致死性予測を目的とする。この結果、【5】人の中毒治

療に利用可能な情報取得、【6】急性毒性試験の「人

道的エンドポイント」として利用することで動物福祉を

充足することが可能となり、【7】in vivo と in vitro の

ギャップを埋める情報が得られることから、代替法の

開発に寄与できる。 

被験物質は、ICCVAM（2006）の急性毒性試験

代替法の開発で使用された 72 化合物の中で、in 

vitro 細胞毒性から LD50 の予測において外れ値を

示した 22 物質のうち入手可能な 17 化合物（ジゴキ

シン、ブスルファン、シクロヘキシミド、1-フェニル-2-

チオ尿素、ジスルホトン、シアン化カリウム、硫酸タリ

ウム、ベラパミル塩酸塩、カフェイン、パラオキシ安息

香酸プロピル、フタル酸ジエチル、フタル酸ジブチル、

5-アミノサリチル酸、フェノバルビタールナトリウム、ニ

コチン、ジゴキシン、L-アドレナリン）について検討を

行なう。また、先行研究で使用され背景データがある

アセフェート、ジヒドロキシビフェニル、DTBHQ、アミ

トリプチリン、テトロドトキシン（TTX）についても検討

する計画である。 

B．研究方法 

B-1 バイタルサインセンサーの開発 

1．使用動物： 

雌性ヘアレスラット（HWY/Slc）8～12 週齢を用い

た。ラットの飼育ケージは、ポリカーボネイト製のケー

ジを使用した。紙製の床敷を使用し、1 ケージ当り 1

匹のラットを収容した。ケージラックはケミカルセーフ

ティ対応のケージ個別換気式飼育装置（RAIR HD 

SUPER MOUSE 750TM 個別換気式飼育装置 特

型）を使用した。飼育条件は、温度；25±1℃、湿度；

55±5％、換気回数；約 20 回/h、照明時間；8 時～20

時点灯（照明明暗サイクル 12 時間）とし、固型飼料

CRF-1（オリエンタル酵母工業株式会社）を自由摂

取させ、飲水は市水をフィルター濾過し給水瓶により

自由摂取させた。 

2．被験物質： 

被験物質として三環系抗うつ薬の一つであるアミト

リプチリン塩酸塩（Amitriptyline HCl、富士フイル

ム和光純薬）を用いた。用量は OECD 化学物質試

験に関するガイドライン TG423（毒性等級法）にて設

定されている 5 mg/kg、50 mg/kg、300 mg/kg 及び

2,000 mg/kg の 4 段階を考慮して、本研究では

50mg/kg を用いた。 

3．生体電位測定電極 

二 層 カ ー ボ ン ナ ノ チ ュ ー ブ （ Double-Walled 

Carbon Nanotube: DWCNT）を基にした CNT ヤ

ーン（Siddarmark LLC）を用い、バイタルサイン測

定のための電極として利用について検討した。CNT

ヤーン（CNT-Y）は動物の皮膚に縫合針（外科強角

針 No.0 バネ穴、夏目製作所）を用いて単結紮した状

態で使用した。イソフルラン麻酔下でヘアレスラットの

頭部から背部にかけて皮膚 5 箇所に縫合針を用いて

CNT-Y を結紮し、心電波形（ECG）測定用電極とし

て 3 箇所（左耳介基部、頚部、腰部）、脳波（EEG）

測定用電極として 2 箇所（ブレグマ、右耳介基部）か

ら電位を測定した。動物は麻酔による体温低下を防

止するためヒーターマット（KN-475-3-35、夏名製作
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所）の上に載せて保温した。CNT-Y 電極は、生体信

号増幅ユニット（BAS-301、Biotex）および電源を含

む DC-DC コンバーター（IF-2、Biotex）に順次接続

した。CNT-Y を通して取得した信号は、AD コンバー

タ（MP150; BIOPAC Systems）を介してデータ取得

および解析ソフトウエア（AcqKnowledge; BIOPAC 

Systems）を使用して、PC に取り込んだ。サンプリン

グ周波数は 2kHz とした。 

電極を装着後、イソフルラン麻酔濃度を 1％とし、

平常時の生体電位測定を行なうと共にアミトリプチリ

ン塩酸塩を腹腔内投与し、心電波形及び脳波への

影響を観察した。並行して赤外線サーモグラフィ（サ

ーモフレックス F50B-STD、協和テクノロジーズ）によ

る体表温度の変化をモニターした。 

B-2 タンパク結合率の予測モデル 

毒性予測にトキシコキネティクス（TK）は有用であ

るが、一般化学物質では費用の面から TK の実施は

難しい。本研究では、化合物のタンパク結合率の情

報を得ることで、in vivo と in vitro のギャップを埋め

TK に資する情報を得ることを目的として、タンパク結

合率の予測及び測定を行なう計画である。医薬品に

比較して、一般化学物質の血漿タンパク質結合率の

情報は極めて少ない。そのため、まずは医薬品のタ

ンパク結合率の情報を収集し、それを基に予測式を

構築する手法を選択した。 

倫理面への配慮 

本実験は動物愛護に関する法律、基準、指針を遵

守し、国立医薬品食品衛生研究所は、国立医薬品

食品衛生研究所・動物実験委員会の制定による「動

物実験等の適正な実施に関する規程（平成 27 年 4

月版）」に則って実施した（承認番号：721、896）。 

C．研究結果 

C-1 ラットを用いた化学物質の急性影響評価 

イソフルラン麻酔下（1％）にて、CNT-Y を動物の皮

膚に単結紮して生体電位測定を行なった結果、明確

な心電図波形（ECG）が得られた。ブレグマと右耳介

基部から誘導した電位変化は、呼吸による筋電波形

と考えられる大きな電位変化に加えて、ノイズとは明

らかに異なる波形が得られた。 

ECG では、一般的な ECG とは異なる波形であっ

た。P 波に相当する電位変化が二相性を示し、Q 波

に相当する波形は明確ではなく、R 波よりも S 波の振

幅が大きく記録された。アミトリプチリン塩酸塩を投与

すると、15 分後には RS 波形の一時的な増高が見ら

れ、20 分以降には RS 波増高不良を認めた一方、T

波の増高が認められた（図 1 B, C, D）。呼吸停止後

にも EEG は観察されたが、約 50 分後には観察され

なくなった（図 1A）。 

ブレグマと右耳介基部から誘導した電位変化は、

麻酔下で照明と音に反応して波形の変化が観察され

たことから脳波（EEG）を反映している可能性が示唆

された。個体によっては、呼吸と同期した EEG 波形

の変化、及び ECG の R 波と同期した波形が認めら

れた。アミトリプチリン投与により EEG 波形の変化が

認められ、パワースペクトル解析によっても変化が認

められた（図 1E, F, G）。呼吸停止後には波形の変化

は認められなかった。 

C-2 タンパク結合率の予測モデル 

医薬品のデータとしては、以下の文献 1 の情報を

参照し 222 物質のデータを用いた。タンパク結合率

のモデルは研究協力者の山本が報告済みの文献 2

の 手 法 を 基 盤 と し て 吸 着 、 分 散 の 指 標 と な る

Abraham Solvation Parameter を計算し、モデル

式を検討中であるが、十分な性能を有するモデル式

は得られていない。 

文献 1：Zhang et al., Compilation of 222 drugs’ 

plasma protein binding data and guidance for 

study designs, Drug Discovery Today (2012) 

文献 2：Yamamoto et al., Evaluation of Drug 

Sorption on Laboratory Materials with 

Abraham Solvation Parameters of Drugs and its 

Prevention, Pharmaceutical Research (2021) 

D．考察 

先行研究では ECG の電極を、左耳介先端部を陽

極、頚部をアース電極、両肩甲骨の間を負極として

測定したが、今後の無線装置の開発において耳介

部先端は電極とトランスミッターの接続が困難である

ことから、耳介基部に電極を移動させた。これにより、

ECG のシグナルが小さくなるが、負極の位置を腰部

に移動させることで十分なシグナルを得ることが可能

となった。 

心電波形においては、最初の陰性波を Q 波、最

初の陽性波を R 波、その後の陰性波を S 波と定義さ

れるが、本研究で得られた ECG は一般的な波形と
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は異なる波形であった。本研究では、最終的に動物

を拘束しない状態で測定可能な装置として開発する

ため、動物の口が届かない背部に電極を装着してい

る。そのため、心臓に伝わる電気信号を、腹部と水平

な面にプロットする一般的な双極誘導心電図（I、II、

III）とは異なる波形であると考えられる。また、本研究

の EEG は、表面電極により信号を取得している。現

在、論文で報告されている EEG は脳内に刺入した

金属電極により信号を取得しており、脳神経の活動

電位が発生する場所の近傍の情報である。本研究で

得られた EEG は、脳神経の活動電位が大脳皮質、

頭蓋骨、皮膚などインピーダンスの異なる組織を介し

て記録されており、これまで報告されている EEG とは

異なる特性を有するため、その特性を明らかにすると

共に適切な解析方法を検討する必要がある。しかし

ながら、ECG、EEG共にアミトリプチリンによる変化を

明確に捉えていることから、ベンチマークとなる化学

物質のデータの蓄積により、急性毒性評価の指標を

定めることが可能と考えられる。 

なお、本研究では実験動物で観察されたバイタル

サインがヒトの所見と符合するか否かについて日本中

毒学会の救急医療の専門家である順天堂大学医学

部附属練馬病院 救急・集中治療科 診療科長 杉

田学先生にインタビューを行なった。杉田先生は、救

急医療の現場におけるバイタルサインの中で、呼吸

観察の重要性を強調された。以下にインタビューの

概要を記載する。 

近年、簡便な SpO2 測定器が普及したことにより、

血液の酸素化と脈波を定量的に観察できるようにな

っているが、呼吸は血液の酸素化だけの役割ではな

く、換気により血液の pH を 7.4 に維持する役割があ

る。深部の臓器が障害を受けている場合、血流の低

下により酸素が供給されず、嫌気性代謝により乳酸

が発生する。この乳酸による pH の低下を換気回数

の増加により呼吸性アルカローシスにて代償すること

がある。そのため、呼吸数の増加は深部臓器への影

響を示している可能性がある。呼吸による pH 調整が

できない患者の場合、腎臓による調整が行なわれる

が、呼吸性よりも時間がかかる。脳幹に障害が有る場

合、呼吸による pH の調整ができなくなるため、死亡

につながる。災害の際に避難している方が突然死す

ることがあり、小さな肺塞栓が原因となっていることが

ある。その際も呼吸数の増加が生じているため、これ

をモニターすることで、急死を防げる。脈の波形は胸

腔内圧の影響をうける（陰圧：血管拡張、陽圧：血管

収縮）。SpO2 はその変動を捉えており、また、心電図

からの情報から得ている呼吸数はこのインピーダンス

の変化をみているため、精度が良くない。 

本研究にて CNT-Y を用いた EEG には、呼吸に

応じた波形も同時に捉えられている。一つのセンサ

ーで複数の情報を得られることは利点であるが、毒

性影響を詳細に解析するためには、複数の手法によ

り呼吸数モニタリング手法の開発を行なうことも必要と

考えられる。実際に、CNT-Y を用いた簡便なヒトの呼

吸数測定機器はプロトタイプが完成している（研究協

力者：鶴岡秀志）。今後、実験用小動物へ適用できる

デザインを進める計画である。 

皮膚結紮による方法は、表面電極に比較して作業

が多くなるが、ラットの個体識別に使用される耳パン

チと同程度の作業量であるため、動物実験へ組み込

むことへの難易度は低いと考えられる。次年度はこの

手法による脳波測定に取り組む計画である。この手

法により脳波が取得でれば、現在、一般的に使用さ

れている方法である動物の頭蓋骨を穿孔して金属電

極を埋め込む手法よりも簡便で侵襲性が極めて低い。 

E．結論 

バイタルサインセンサーの開発においては、新素

材である CNT-Y を表面電極として使用し、イソフルラ

ン麻酔下でヘアレスラットから ECG 及び EEG を測定

し、脳及び心臓に作用する三環系抗うつ薬の一つで

あるアミトリプチリンの影響を捉えることに成功した。

生体電位を測定する部位及び方法がこれまで報告さ

れている ECG、EEG とは異なる特性を有するため、

今後はその特性を明らかにすると共に適切な解析方

法を検討する必要がある。しかしながら、ECG、EEG

共にアミトリプチリンによる変化を明確に捉えており、

ベンチマークとなる化学物質のデータを蓄積すること

で、急性毒性評価の指標を定めることが可能と考えら

れた。 
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研究分担者 北嶋 聡 国立医薬品食品衛生研究所 安全性生物試験研究センター 

毒性部 部長 

 

研究協力者 桒形麻樹子 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 室長 

研究協力者 齊藤洋克 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 

研究協力者 森田紘一 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 

研究協力者 辻昌貴 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 

研究協力者 森山紀子 国立医薬品食品衛生研究所 毒性部 

 

研究要旨 

本分担研究では、急性毒性発現時の海馬、肺、肝の遺伝子発現データを取得し、その臓器連関解析を実施

した。具体的には、被験物質を単回経口投与後、得られたマウスの海馬を含む脳 4 部位、肺及び肝の mRNA

サンプルにつき、当方が開発した Percellome 手法を適用した網羅的遺伝子発現解析を行った。再現性、感度、

用量相関性、全遺伝子発現の網羅性を考慮し Affymetrix 社 GeneChip、Mouse Genome 430 2.0 を使用し

た。4 用量、4 時点の遺伝子発現情報を既に開発済みの波面解析等を用いた教師無しクラスタリング解析を行

い、多臓器連関及びインフォマティクス解析の開発を進める計画である。4,4'-Dihydroxybiphenyl は、0.5％

MC を溶媒として 0、7、20 及び 70 mg/kg の用量で実施した。肝についての解析の結果、有害事象との関連を

示唆するシグナルネットワークとして、折りたたみ不全タンパク質反応、酸化ストレス応答転写因子、糖質コルチ

コイド受容体シグナルが抽出されてきた。発現増加が認められる遺伝子のプロモーター解析した結果、小胞体

ストレス応答の下流に位置する ATF4 あるいは XBP1 が抽出されてきた事から、肝においてはタンパク質の変

性が亢進していることが示唆された。また、Nrf2 が抽出されてきた事から、酸化的ストレスが更新していることが

示唆された。加えて、TNF, IL4, IL1B, IL6, IL3 及び TGFB1 が抽出してきたことから、サイトカインシグナルが

活性化され炎症が誘発されることが示唆された。2,5-Di-tert-butylhydroquinone（DTBHQ）はコーンオイルを

溶媒として 0、10、30、100 mg/kg の用量で実施した。海馬において有害事象との関連を示唆するシグナルネ

ットワークとして、概日リズムが見出された。発現増加が認められる遺伝子の発現調節因子のプロモーター解析

した結果、やはり概日リズム関連遺伝子である PER2、PER1、CLOCK や CRY1、CRY2 などが抽出されてき

た。したがって、被験物質の投与により、少なくとも海馬領域における概日リズムの変調が示唆された。海馬にお

ける概日リズムの乱れを示唆する所見であり、このことは神経毒性を示唆する一般状態の変化には、概日リズム
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の乱れが寄与する可能性を示唆しており、今後、この観点からの観測も本研究に有用となるものと考える。 

A．研究目的 

本研究の目的は、Reduction と Refinement によりヒ

トの安全性確保に主眼を置いた新規急性経口投与

毒性試験方法の開発である。本分担研究では、脳、

肝、腎において、急性毒性発現時にどのような現象

が生じているかを遺伝子発現変動解析により、バイタ

ルサインの妥当性を考察し人への外挿を図る。 

B．研究方法 

急性毒性発現時の海馬、肺及び肝の遺伝子発現

データを取得し、その臓器連関解析を実施する。具

体的には、被験物質を単回経口投与後、得られたマ

ウスの海馬を含む脳 4 部位、肺及び肝の mRNA サ

ンプルにつき、独自の遺伝子発現値の絶対化手法

で あ る Percellome 法（Kanno J et al, BMC 

Genomics 7 64 2006）による網羅的遺伝子発現解

析を行なった。再現性、感度、用量相関性、全遺伝

子発現の網羅性を考慮し Affymetrix 社 GeneChip、

Mouse Genome 430 2.0 を使用した。4 用量、4 時

点の遺伝子発現情報について既に開発済みの波面

解析等を用いた教師無しクラスタリング解析を行なっ

た。 

モ デ ル 物 質 と し て 、 4,4'-Dihydroxybiphenyl 

（CAS No: 92-88-6,富士フイルム和光純薬）及び

2,5-Di-tert-butylhydroquinone （ CAS No: 88-

58-4, DTBHQ、富士フイルム和光純薬）を選択した。 

動物は何れも、12 週齢の雄性 C57BL/6J マウス

を用い、金属製胃ゾンデ（KN-348、夏目製作所）を

用いて各群 3 匹に単回経口投与した。遺伝子発現

変動解析は、投与後の時間 4 点（投与 2、4、 8 及び 

24 時間後）、各群 3 匹、合計 48 匹のマウスについて

解析を行った。具体的には、解析ソフト RSort を利用

し、遺伝子の発現変動が有意（t 検定での各時点に

溶媒対照との間で P 値＜0.05）で、発現変動の最高

値のコピー数が１以上という条件で遺伝子を粗抽出

した。このソフトウェアは、各遺伝子（probe set: ps）

につき、用量、経時変化及び遺伝子の発現コピー数

を各軸とした 3 次元グラフにおいて、発現を表す平面

につき凹凸を評価し、全ての ps を生物学的に有意と

考えられる順に並び替えるものである。また、既知情

報との照合によるシグナルネットワーク及び遺伝子発

現 の 制 御 因 子 の 探 索 は 、 Ingenuity Pathways 

Analysis （IPA） （Ingenuity Systems Inc.）を用

いて行った。 

倫理面への配慮 

動物実験の計画及び実施に際しては、科学的及

び動物愛護的配慮を十分行い、下記、所属の研究

機関が定める動物実験に関する規定、指針を遵守し

た。「国立医薬品食品衛生研究所・動物実験等の適

正な実施に関する規程（平成 27 年 4 月版）」。承認

番号：365、716-1 

C．研究結果及び考察 

4,4'-Dihydroxybiphenyl は、0.5％MC を溶媒と

して 0、62.5、125、250、500 mg/kg を投与した用量

設定試験の結果、125 mg/kg 以上で腎が硬くなり、

表面が粗造を呈し、250 mg/kg 以上で体重抑制、

500 mg/kg で腎重量増加が認められたことから、主

試験を 0、7、20 及び 70 mg/kg の用量で実施した。 

肝についての解析の結果、発現が増加する遺伝

子 1,425 プローブセット（ps）が粗抽出され、このうち

目視による確認により生物学的な変化が示唆された

ものとして 788 ps が抽出された。また発現が減少す

る遺伝子としては 859 ps が粗抽出され、目視による

確認により生物学的な変化が示唆されたものとして

26 ps が抽出された。次いで、増加分 788 ps につい

て検討した結果、IPA による検索で、有害事象との関

連を示唆するシグナルネットワークとして、折りたたみ

不全タンパク質（unfolded protein）反応、酸化ストレ

ス応答転写因子 Nrf2 （NFE2L2; Nuclear factor 

erythroid 2-related factor 2）や糖質コルチコイド

（Glucocorticoid）受容体シグナルが抽出されてきた。

発現増加が認められる遺伝子の発現調節因子の探

索の為に、プロモーター解析（in silico）を、IPA にお

ける Upstream Analysis を用いて検討した結果、小

胞体ストレス応答の下流に位置する ATF4 あるいは

XBP1 が抽出されてきた事から、肝においてはタンパ

ク質の変性が亢進していることが示唆された。また、

Nrf2 が抽出されてきた事から、酸化的ストレスが更
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新していることが示唆された。加えて、TNF, IL4, 

IL1B, IL6, IL3 及び TGFB1 が抽出してきたことか

ら、サイトカインシグナルが活性化され炎症が誘発さ

れることが示唆された。 

2,5-Di-tert-butylhydroquinone（DTBHQ）はコ

ーンオイルを溶媒として、0、100、300，1000 mg/kg

を投与した用量設定試験の結果、300 mg/kg 以上

において体重増加抑制及び肝重量の増加、100 

mg/kg 以上において腎重量の増加が認められたこと

から、主試験を 0、10、30、100 mg/kg の用量で実施

した。 

海馬についての解析の結果、発現が増加する遺

伝子 1,256 ps が粗抽出され、目視による確認により

生物学的な変化が示唆されたものとして 87 ps が抽

出された。また発現が減少する遺伝子としては 337 

ps が粗抽出され、目視による確認により生物学的な

変化が示唆されたものとして 1 ps が抽出された。次

いで、増加分 87 ps について検討した結果、IPA に

よる検索で、有害事象との関連を示唆するシグナル

ネットワークとして、概日リズムが見出された。発現増

加が認められる遺伝子の発現調節因子の探索の為

に、プロモーター解析（in silico）を、IPA における

Upstream Analysis を用いて検討した結果、やはり

概 日 リ ズ ム 関 連 遺 伝 子 で あ る PER2 、 PER1 、

CLOCK や CRY1、CRY2 などが抽出されてきた。し

たがって、被験物質の投与により、少なくとも海馬領

域における概日リズムの変調が示唆された。この概

日リズムの乱れを誘発する因子は現時点では不明で

あり、また有害事象との直接的な関連は不明である

が潜在的に、生理現象（睡眠、摂食、細胞の分裂・再

生、ホルモン分泌など）における体内リズムの変調に

よるなんらかの異常が誘発される可能性が示唆され

た。 

肝についての解析の結果、発現が増加する遺伝

子 802 ps が粗抽出され、目視による確認により生物

学的な変化が示唆されたものとして 63 ps が抽出さ

れた。また発現が減少する遺伝子としては 296 ps が

粗抽出され、目視による確認により生物学的な変化

が示唆されたものとして 5 ps が抽出された。次いで、

増加分 63 ps について検討した結果、IPA による検

索で、有害事象との関連を示唆するシグナルネットワ

ー ク と し て 、 酸 化 ス ト レ ス 応 答 転 写 因 子  Nrf2 

（ NFE2L2; Nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2）シグナルが見出された。発現増加が認めら

れる遺伝子の発現調節因子の探索の為に、プロモー

ター解析（in silico）を、IPA における Upstream 

Analysis を用いて検討した結果、insulin, IGF1, 

LEPR（レプチン受容体）は抽出されてきた。インスリ

ンは、グリコーゲン合成酵素（glycogen synthase）を

活性化させ、グリコーゲン合成を促進させるため、グリ

コーゲンが貯蔵させる作用を有する可能性が示唆さ

れた。また、TNF と IL1B が抽出してきたことから、

サイトカインシグナルが活性化され炎症が誘発される

ことが示唆された。 

D．結論 

急性毒性試験における遺伝子発現変動解析にお

いては、肝での解析では、それぞれの化学物質をマ

ウスに単回経口投与した際の毒性プロファイルが明

らかとなったが、特に注目すべきは、DTBHQ を投与

した際の海馬における概日リズムの乱れを示唆する

所見であり、このことは神経毒性を示唆する一般状態

の変化には、概日リズムの乱れが寄与する可能性を

示唆しており、今後、この観点からの観測も本研究に

有用となるものと考える。 

E．健康危機情報 

なし 

F．研究発表 

1．論文発表 

Takahiro Sasaki, Hirokatsu Saito, Yusuke 

Furukawa, Takashi Tominaga, Satoshi 

Kitajima, Jun Kanno, Kentaro Tanemura: 

Exposure to bisphenol A or its phenolic 

analogs during early life induces different 

types of anxiety-like behaviors after 

maturity in male mice. J. Toxicol. Sci. 2023; 

in press. 

Satoshi Yokota, Hidenobu Miyaso, Toshinori 

Hirai, Kousuke Suga, Tomohiko Wakayama, 

Yuhji Taquahashi  and Satoshi Kitajima, 
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Development of a non-invasive method for 

testicular toxicity evaluation using a novel 

compact magnetic resonance imaging 

system. J Toxicol Sci. 2022; 48 in press. 

相﨑健一、小野竜一、菅野純、北嶋聡：Percellome

プロジェクト～トランスクリプトミクスとエピジェネテ

ィクスによる毒性分子機序の探求～、日本薬理学

雑 誌 , 2022; 157: 200-206. 

doi.org/10.1254/fpj.21122 

髙橋祐次、齊藤洋克、桒形麻樹子、北嶋 聡： 加圧

式定量噴霧式吸入器（pMDI）製剤のげっ歯類を

対象とした鼻部ばく露装置の開発 , 中毒研究

(Jpn J Clin Toxicol), 2022; 35: 255-59.[ISSN: 

0 914-3777] 

2．学会発表 

北嶋 聡：創薬研究における薬理ー病理連携の必要

性: 毒性学の立場から ー食品トキシコゲノミクス

と薬理学ー、第  96 回日本薬理学会年会、

（2022.12.2）、横浜 

相 﨑 健 一 、 小 野 竜 一 、 菅 野  純 、 北 嶋  聡 ：

Percellome プロジェクト 〜トランスクリプトミクスと

エピジェネティクス、インフォ マティクスによる毒

性分子機序の探求〜、第 96 回日本薬理学会

年会、（2022.12.2）、横浜 

高橋祐次、鶴岡秀志、大久保佑介、種村健太郎、相

﨑健一北嶋 聡：バイタルサインの統合的評価を

エンドポイントとした急性毒性試験の近代化、第 

96 回日本薬理学会年会、（2022.12.2）、横浜 

小野 竜一、田埜 慶子, 安田 智, 佐藤 陽治, 内

田 恵理子, 平林 容子, 北嶋 聡 ゲノム編集技

術を利用した際の、オンターゲット部位における

非意図配列の挿入と、その検出方法の確立 日

本 食 品 衛 生 学 会 第 １ １ 8 回 学 術 講 演 会 

2022.11.11 長崎（口頭発表） 

J. Kanno, K.-I. Aisaki, R. Ono, S. Kitajima：

Histone Modification, DNA Methylation, 

and mRNA Expression Analysis of Murine 

Liver Repeatedly Exposure to a Chemical. 

The XVITH International Congress of 

Toxicology (ICT2022), (2022.9.19), 

Maastricht, The Netherlands Oral. 

五十嵐智女、藤井咲子、釣本真理子、高橋祐次、北

嶋 聡、桒形麻樹子：ビスフェノール類似体 4,4'-

(1,3-dimethylbutylidene)diphenol の卵巣摘

出マウスにおける皮下および経口投与による子

宮肥大試験 第 49 回日本毒性学会学術年会

（2022.7.2） 

菅 野  純 、 相 﨑 健 一 、 小 野 竜 一 、 北 嶋  聡 ：

Percellome project からみた毒性 AI の展望 

第 49 回日本毒性学会学術年会（2022.7.2） 

五十嵐智女、松村万里、小川いづみ、矢川千織、早

川孝彦、越智美代子、齊藤 洋克、桒形麻樹子、

北嶋 聡：「新規の食品」の安全性を確保するた

めの諸外国の制度比較 第 49 回日本毒性学会

学術年会（2022.7.1） 

齊藤洋克、種村健太郎、菅野 純、北嶋 聡：アセフ

ェート単回経口投与による雄マウスの情動認知行

動解析 -化学物質曝露影響から考える神経発達

障害-第 49 回日本毒性学会学術年会（2022.7.1） 

大久保佑亮, 菅野聖世, 北嶋 聡, 平林容子, 福田

淳二：ヒト iPS 細胞を用いたシグナル伝達かく乱

作用のダイナミクスに基づく高精度かつ網羅的ヒ

ト発生毒性試験法の開発、第 49 回日本毒性学

会学術年会（2022.7.1） 

菅野 純、相﨑健一、小野竜一、北嶋 聡：新型反復

曝露トランスクリプトミクスから見た発癌エピジェネ

ティクスの考察 第 49 回日本毒性学会学術年会

（2022.6.30） 

髙橋祐次、鶴岡秀志、大久保佑亮、相﨑健一、 北

嶋 聡：バイタルサインの統合的評価による急性

毒性試験の致死性予測 第 49 回日本毒性学会

学術年会（2022.6.30） 

小野竜一、山本雄介、成瀬美衣、田邊思帆里, 吉岡

祐亮、相﨑健一、広瀬明彦、落谷孝広、 平林容

子、北嶋 聡：cfDNA による毒性評価 第 49 回

日本毒性学会学術年会（2022.7.2） 
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G．知的財産所有権の出願・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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令和 4 年度 

厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

 

バイタルサインの統合的評価による急性毒性試験の判定基準策定と代替法に資する研究 

-診断学と AI による致死性予測と人道的エンドポイントの設定- 

 

分担研究報告書 

 

分担研究課題 急性毒性おける行動解析 

 

研究分担者  種村健太郎 東北大学大学院農学研究科 動物生殖科学分野 教授 

 

研究要旨 

本分担研究では、急性経口毒性発現時に動物が呈する行動様式（移動量、移動様式、痙攣、流涎、瞬目）

への影響、赤外線サーモグラフィによる体表温度の変化、超音波測定装置による超音波発声（USVs: 

ultrasonic vocalizations）、顔面の動き、等を計測し、非侵襲的なバイタルサインとしての利用について検討す

る。今年度は、急性毒性試験における非侵襲的な新規バイタルサインの候補として、 ホームケージ活動量測定

装置およびオープンフィールド活動量測定装置を用いて行動様式を解析した。また、超音波測定装置による超

音波発声解析の測定を試みた。生後 8 週齢の成熟雌 ICR マウスを使用し、有機リン農薬成分であるアセフェ

ート（300 mg/kg）、ニコチン（50 mg/kg）、無水カフェイン（300 mg/kg）、テトロドトキシン（500 μg/kg）を用いた。

その結果、ホームケージ活動量測定装置による解析からは、コントロール群と比較して、ニコチン投与群におい

て投与 10 分後以降に活動量の低下が認められた。またアセフェート投与群においては投与 20 分後以降に活

動量の低下が認められた。一方でテトロドトキシン投与群においては投与 10 分後に活動量の亢進が認められ

たが、投与 30 分後以降に急激な活動量の低下が認められた。また、無水カフェイン投与群については投与 12

時間後も活動量の亢進が認められた。オープンフィールド活動量測定装置による解析からはコントロール群と比

較して、いずれの投与群おいても投与 10 分後以降に活動量の低下が認められた。最も活動量の低下が著しく

認められたのはテトロドトキシン投与群であり、投与 30 分後以降はほとんど動かなかった。またアセフェート投与

群においては投与 60 分後以降にはほとんど動かなかった。一方でニコチン投与群と無水カフェイン投与群は

活動量の低下を示すものの完全に活動を停止する事はなかった。なお、超音波測定装置による超音波発声解

析では約 20 Hz の音を聞かせることによる音に対する反応性も含めて、いずれの群においても超音波発声は確

認に至らなかった。 
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A．研究目的 

本研究の目的は、Reduction と Refinement によ

りヒトの安全性確保に主眼を置いた新規急性経口投

与毒性試験方法の開発である。本分担研究では、実

験動物の行動様式に現れる影響を非侵襲的なバイ

タルサインとして利用するための計測手法の開発とそ

のスコア化による急性毒性指標の設定を目的とする。 

B．研究方法 

本分担研究では、急性経口毒性発現時にマウス

が呈する投与後の行動様式（移動量、移動様式、痙

攣、流涎、瞬目）への影響、赤外線サーモグラフィに

よる体表温度の変化、超音波測定装置による超音波

発声や、顔面の動きを計測し、非侵襲的なバイタル

サインとしての利用について検討する。 

今年度は生後 8 週齢の成熟雌 ICR マウスを使用

し、有機リン農薬成分であるアセフェート（300 mg/kg、

N=4）、ニコチン（50 mg/kg、N=4）、 無水カフェイン

（300 mg/kg、N=4）、テトロドトキシン（500μg/kg、

N=4）を用いた。急性毒性試験における非侵襲的な

新規バイタルサインの候補としては、①ホームケージ

活動量測定装置（W:25 cm×D:15 cm×H:13 cm、

22 hour 施行、14 時から翌日の 12 時まで測定した。

また 14 時から 19 時までを明期、19 時から翌日の 7

時までを暗期、7 時から 12 時までを再び明期とした。

なお、自由飲水自由摂餌とした）による解析と②オー

プンフィールド活動量測定装置（W:50 cm×D:50 

cm×H:50 cm、120 min 施行）による解析を選択し

た。また、③超音波測定装置による超音波発声の測

定を試みた。またその際に約 20 Hz の音を聞かせる

ことによって音に対する反応性も検討した。なお、い

ずれの実験もコントロール群には同量のメチルセルロ

ースの経口投与（N=4）を行った。 

 

C．研究結果 

ホームケージ活動量測定装置による解析 

ニコチン投与群において投与直後（１分後以内）に

死亡した個体を確認した。この 1 例は解析から除外し

た。残りのマウスは少なくとも 24 時間生存していた。 

コントロール群と比較して、ニコチン投与群におい

て投与 10 分後以降に活動量の低下が認められた。

またアセフェート投与群において投与20分後以降に

活動量の低下が認められた。一方でテトロドトキシン

投与群においては投与 10 分後に活動量の亢進が

認められたが、投与 30 分後以降に急激な活動量の

低下が認められた。また無水カフェイン投与群につ

いては投与 12 時間後も活動量の亢進が認められ、

特に暗期（本来のマウスの活動時間帯）の活動量の

亢進は顕著であった。ホームケージ活動量測定装置

による解析結果を図１に示す。 

オープンフィールド活動量測定装置による解析 

コントロール群と比較して、 いずれの投与群にお

いても投与 10 分後以降に活動量の低下が認められ

た。最も活動量の低下が著しく認められたのはテトロ

ドトキシン投与群であり、投与 30 分後以降はほとんど

動かなかった。またアセフェート投与群においては投

与 60 分後以降にはほとんど動かなかった。一方でニ

コチン投与群と無水カフェイン投与群は活動量の低

下を示すものの完全に活動を停止する事はなかった。

また、オープンフィールド活動量測定装置における

不安関連行動に認められる中央滞在時間に関して、

ニコチン投与群においては著しい上昇が認められた。

オープンフィールド活動量測定装置による結果を図

２及び図３に示す。なお、全ての群において 24 時間

の生存を確認できた。 

超音波測定装置による超音波発声解析 

約 20 Hz の音を聞かせることによる音に対する反

応性も含めて、いずれの群においても超音波発声は

確認に至らなかった。なお、全ての群において 24 時

間の生存を確認できた。 

D．考察 

ホームケージ活動量測定装置による解析について、

測定時間を延長すべきであると考えられた。また、無

水カフェイン投与群の投与用量について、投与 12

時間後も活動量の亢進が認められ、特に暗期（本来

のマウスの活動時間帯）の活動量の亢進は顕著であ

ったことから、無水カフェインの用量を再考すべきで

あると考えられた。 

オープンフィールド活動量測定装置による解析に

ついては、測定時間内に死に至るマウスが認められ

なかったため、より高用量にすべきであると考えられ

た。同時に赤外線サーモグラフィとの併用が効果的
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であると考えられた。 

約 20 Hz の音を聞かせることによる反応性も含め

て、いずれの群においても超音波発声は確認に至ら

なかった。すなわち、外界音に応答するわけではな

いことが明らかとなった。 

E．結論 

既存の行動解析装置をアレンジすることで従来の

「目視観察に基づく記述式の一般状態観察による毒

性発現」を「バイタルサイン計測データ取得によって

スコア化可能なデータ」として取得することに成功し

た。これは標準化に向けた基礎データとして利用可

能と考えられる。 

F．研究発表 

1．論文発表 

Hirokatsu Saito, Kentaro Tanemura, Yusuke 

Furukawa, Takahiro Sasaki, Jun Kanno, 

Satoshi Kitajima: Behavioral effects induced 

by the oral administration of acetamiprid in 

male mice during the postnatal lactation 

period or adulthood. J Toxicol Sci. 2023; 

48(4): 203-210.[doi.org/10.2131/jts.48.203] 

Takahiro Sasaki, Hirokatsu Saito, Yusuke 

Furukawa, Takashi Tominaga, Satoshi 

Kitajima, Jun Kanno, Kentaro Tanemura: 

Exposure to bisphenol A or its phenolic 

analogs during early life induces different 

types of anxiety-like behaviors after 

maturity in male mice. J Toxicol Sci. 2023; 

48(4): 211-219.[doi.org/10.2131/jts.48.211] 

Sakai K, Hara K, Tanemura K. Testicular 

histone hyperacetylation in mice by valproic 

acid administration affects the next 

generation by changes in sperm DNA 

methylation. PLoS One. 2023 Mar 

9;18(3):e0282898.[doi:10.1371/journal.pone.

0282898.] 

Hasegawa A, Sasaki T, Islam J, Tominaga T, 

Nochi T, Hara K, Tanemura K. Effects of 

early-life tosufloxacin tosilate hydrate 

administration on growth rate, 

neurobehavior, and gut microbiota at 

adulthood in male mice. J Toxicol Sci. 

2023;48(3):149-159. [doi: 

10.2131/jts.48.149.] 

Kanno H, Kurata S, Hiradate Y, Hara K, 

Yoshida H, Tanemura K. High concentration 

of dopamine treatment may induce 

acceleration of human sperm motility. 

Reprod Med Biol. 2022 Oct 1;21(1):e12482. 

[doi: 10.1002/rmb2.12482.] 

Kurata S, Umezu K, Takamori H, Hiradate Y, 

Hara K, Tanemura K. Exogenous gamma-

aminobutyric acid addition enhances porcine 

sperm acrosome reaction. Anim Sci J. 2022 

Jan;93(1):e13744. [doi: 10.1111/asj.13744. 

Kawabe Y, Numabe T, Tanemura K, Hara K. 

Characteristics of alpha smooth muscle 

actin-positive peritubular cells in 

prepubertal bovine testes. Biochem Biophys 

Res Commun. 2022 Jun 18;609:48-53. [doi: 

10.1016/j.bbrc.2022.03.149.] 

Hiradate Y, Harima R, Yanai R, Hara K, 

Nagasawa K, Osada M, Kobayashi T, 

Matsuyama M, Kanno SI, Yasui A, 

Tanemura K. Loss of Axdnd1 causes sterility 

due to impaired spermatid differentiation in 

mice. Reprod Med Biol. 2022 Mar 

30;21(1):e12452. [doi: 10.1002/rmb2.12452.] 

2．学会発表 

高橋祐次、鶴岡秀志、大久保佑介、種村健太郎、相

崎健一北嶋 聡：バイタルサインの統合的評価を

エンドポイントとした急性毒性試験の近代化、第 

96 回日本薬理学会年会、（2022.12.2）、横浜 

佐々木 貴煕、原 健士朗、種村 健太郎：発生-発達

期のアセフェート曝露による性成熟への影響評

価、第２４回環境ホルモン学会研究発表会（環境

化学物質３学会合同大会）（2022.6.14-16） 

佐々木 貴煕、原 健士朗、種村 健太郎: アセフェ

ートの発生-発達期慢性曝露が雌雄の生殖能成
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熟に及ぼす遅発性影響評価、第４９回日本毒性

学会学術年会（2022.6.30-7.2） 

長谷川 彩乃、佐々木 貴煕、原 健士朗、Jahidul 

ISLAM、野地 智法、種村 健太郎：発達期ニュ

ーキノロン系抗菌薬(TFLX)投与による成熟後の

行動影響と腸内細菌叢解析、第４９回日本毒性

学会学術年会（2022.6.30-7.2） 

張磨 琉亜、平舘 裕希、原 健士朗、種村 健太郎：

精子完成におけるダイニン関連因子（Axdnd1）

の機能解明、第１１５回日本繁殖生物学会大会

（2022.9.11-7-9.14） 

Takahiro Sasaki, Kenshiro Hara, Kentaro 

Tanemura, The effects of early life exposure 

to acephate on sexual maturation in male 

and female. The XVIth International 

Congress of Toxicology, （2022.9.18-7-9.21） 
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なし 

2．実用新案登録 
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なし 
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令和 4 年度 

厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

 

バイタルサインの統合的評価による急性毒性試験の判定基準策定と代替法に資する研究 

-診断学と AI による致死性予測と人道的エンドポイントの設定- 

 

分担研究報告書 

分担研究課題 バイタルサインの統合的解析方法（ソフトウエア）の開発 

 

研究分担者 相﨑 健一 国立医薬品食品衛生研究所 安全性生物試験研究センター 

毒性部 第一室長 

研究要旨 

バイタルサインの統合的評価による急性毒性試験の判定基準策定を主目的とした本研究班において、計測し

たバイタルサインの諸項目から「診断学」を基盤にした「概略の致死量」を推定するための統合的解析手法の開

発と、これを実装したソフトウエアの開発を最終目標として研究を行った。今年度は、（1）バイタルサイン測定機

器を限定することなく汎用性を持たせること、（2）学習プロセスを必要としないこと、の前提条件に適合し、時系列

データ、特に心電図のような繰り返しパターンのある波形データの解析に有用な Matrix Profile アルゴリズムの

導入を検討した。 

 

A．研究目的 

バイタルサインの統合的評価による急性毒性試験

の判定基準策定を主目的とした本研究班において、

計測したバイタルサインの諸項目から「診断学」を基

盤にした「概略の致死量」を推定するための統合的解

析手法の開発と、これを実装したソフトウエアの開発

を最終目標とする。 

B．研究方法 

B-１ 学習・評価用データ 

バイタルサインデータとして想定される測定項目と

しては、血圧やパルスオキシメーターによる SpO2、

心電図などの、時系列データが想定されるため、評

価用のバイタルサインデータとしては、主として心電

図データを用いた。ただし最終的にはバイタルサイ

ンの種類や測定機器を限定することなく汎用性を持

たせることを重視して、バイタルサイン以外の時系列

データも追加評価用として取り入れた。 

B-2 解析計算及びソフトウエア生成 

異常検知に利用し得る人工知能等のアルゴリズム

のコーティングについては、関連ライブラリが充実し

ている Python 言語（ver.3.9.1）を使用した。汎用デ

ータ処理ライブラリとして Numpy （ver.1.19.5）、

Pandas（ver.1.2.1）、データ可視化ライブラリとして

Matplotlib （ver.3.3.4）を使用した。また Matrix 

Profile ア ル ゴ リ ズ ム の 実装ラ イ ブ ラ リ と し て

matrixprofile （ver.1.1.10）を導入した。 

Python スクリプト実行環境としては Visual Studio 

Code （ ver.1.74.2 ） , Jupyter Extension for 

VSCode （ ver. v2022.11.1003412109 ） 或 い は



 

 -29- 

Google Colaboratory を使用した。 

 

B-3 計算精度検証 

計算精度は必要に応じて Excel（USA Microsoft 

Corporation ）や R 言語（オ ー プ ン ソ ー ス  R 

Development Core Team）で実施し、浮動小数点誤

差以上の乖離がないことを確かめた。 

C．研究結果 

今年度は、時系列データ、特に心電図のような繰り

返しパターンのある波形データの解析に有用な

Matrix Profile（MP）アルゴリズムの性能評価や要件

検討を実施した。 

MPは基本的に、部分データ（Ａ）と、時系列データ

全体をＡと同じ長さに分解した部分時系列データＢの

類似性を計算するものであり、異常検知だけでなく、

繰り返しパターンの検出についても有用で、数理的

なアルゴリズムであるため、事前学習や特別な処理

を必要としない。またアルゴリズムの実装において優

れたライブラリが提供されており、最小限のパラメー

タのみで実行可能である。波形データのベースライ

ンの調整など、事前の正規化処理も不要であり、汎用

性が高い。 

性能評価としては、具体的には、ラベル付加や正

規化などの前処理を適用していない、30 分間（測定

頻度 650,000 回）連続測定した心電図データにおい

て MP 解析を実行した。 

まず、 MP にパラメータを一切与えず解析

（matrixprofile.analyze）を実行した場合、基本的な

評価単位となる部分データのサイズ（幅）を一定の範

囲で変化させて自動解析する（”Pan-Matrix Profile”

と呼称）が自動実行されるが、データ点数が数千程度

の小規模データを解析した場合を除き、実用的な時

間内に計算が終わらず、また解析結果も充分な異常

検知性能を示さなかった。 

次に、時系列データ（波形）の目視確認を元に、部

分データのサイズ（幅＝周期的に出現するパターン

のサイズ）を適切に指定したところ、その他のパラメー

タを一切指定せずとも自動的に解析が実行され、実

用的な時間内に充分な異常検知性能を示した。 

 

 

MatrixProfile ライブラリが自動生成する解析図。上段が心電

図を示し、中段がヒートカラー、下段がピークにより、異常検知

状況を示す。入力データは正規化していないためベースライ

ン変動がそのまま残っている（上段）が、異常検知への影響は

少ないこと（中段・下段）が示されている） 

ただし、部分データに比べ、長大な時系列データ

を解析した場合は相応の実行時間が掛かること、また

時系列データ内に極端な変動があった場合、異常の

自動検知に大きな影響を与えてしまうこと、が確認さ

れた。 

 

長大な時系列データを入力した場合、異常検知状況は不調

（中段は青く、下段はピークが少ない、つまり候補が少ない）で、

専ら大きな変動（artifact の可能性が高い）を異常と検知してい

る） 

また、心電図データと同様に周期性のある時系列

データとして、一定の動作を繰り返す機械音を数値

化したものを MＰ解析したところ、心電図での解析結

果と同様の結果を得た。これは同アルゴリズムが様々

な種類の時系列データに対応可能であることを示唆

している。 

一方、規則性に乏しいランダムな時系列データや、

不整脈時の心電図など異常パルスが有意に頻出し

ているようなデータを MP 解析すると、偶然の波形を

繰り返しパターンと誤認したり、正常心電パルスを異

常と検出したが、MP により自動出力された解析図を

確認すれば容易にそれと認識できた。 
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周期性の乏しい時系列データを入力した場合、異常検知状況

は候補の過剰検出状態（中段は赤く、下段は乱雑な小ピークし

かない）で、有意かどうか判別困難な部分を異常と検知してい

る。 

D．考察 

先行研究では、汎用性の高い異常検知アルゴリズ

ムとして人工知能（AI）、とりわけ近年、開発研究が飛

躍的に進み、代表的な手法となっている機械学習に

着目し、代表的な、畳み込みニューラルネットワーク

（CNN: Convolutional Neural Networks）モデル

や自己符号化器 （AE: AutoEncoder）について、急

性毒性試験においてバイタルサイン評価に用いる際

の実用性と問題点を検討した結果、専門家による安

全性評価に資する情報を提供し得ることを示した。一

方で AI、特に CNN モデルにおいては事前の学習

工程が出力データの精度に大きく影響することが確

認され、学習のために十分な量の異常データのサン

プリングが難しいバイタルサインの性質上、初期運用

に際して困難が伴うことが予想された。 

これらに比して、今年度取り上げた Matrix Profile

（MP）は機械学習の類ではなく、基本的には数理的

な手法といえるため、学習済みの機械学習モデルの

ように、検出された特徴波形（パターン）の分類を行う

事は困難だが、原理的に事前の学習工程を必要とし

ないため、汎用性、即応性に優れており、解析速度も

急性毒性試験実施中のリアルタイム処理が可能なほ

どに高速だった。 

この特性は、本研究班の目指す、急性毒性試験中

の動物の死亡の回避（致死性予測）の実現において

大変有効である。 

具体的な方策としては、全ての測定を終えてから

全測定範囲を一括解析するのではなく、急性毒性試

験進行中に、現時点から遡って、高速処理が可能な

範囲（データ量）の時系列データを対象にした MP 解

析を連続実行することで、異常の発生をほぼリアルタ

イムに検知可能になると思われる。 

不整脈心電図などの異常が多発しているデータを

入力した際の誤識別については、むしろ人道的見地

からそのような状態に至る前に急性毒性試験を終了

すべきであり、適切な運用を行えば実用に際しての

技術的問題にはならないと予想される。 

今回の研究結果は、MP と機械学習のいずれが優

れているか、というものではなく、組み合わせによる

相乗効果を示唆するものと考えられる。実用化イメー

ジとしては、急性毒性試験実施中は MP による自動

且つ高感度の致死性予測をその場でリアルタイムに

行い、試験実施後の詳細解析や評価においては機

械学習による特徴分類によって、専門家による判断

の補助を行うなど、適切な使い分け・組み合わせが

有効と考えられる。 

また MP は、上記の性能に加え、①実行に際して

設定が必要なパラメータがほとんどなく、唯一必要と

思われる 部分データの幅についても、設定に際して

専門的な知識を前提としないため、データサイエンス

の専門家でなくとも運用が容易であること、さらには

②測定された時系列データをそのまま入力しても異

常検知を実施できるため、バイタルサイン統合解析ソ

フトウエアの機械学習モジュールを測定機器や試験

施設に最適化するために必要な学習用データを抽

出・生成する際にも活用可能であること、の 2 点から

も導入するに値するものと評価された。 

E．結論 

今年度検討した Matrix Profile アルゴリズムは、

最適化の進んでいない段階での異常検知において

有用であり、また先行研究で評価した機械学習モデ

ルとの組み合わせによる相乗効果が予想されること

からも、本研究班の目標実現に有効な手法であること

が確認された。 

今後も、バイタルサインの統合的解析に有効と思

われる手法や追加項目を検討すると共に、従来から

の統計指標等の手法や機械学習技術を組み合わせ、

本研究班で開発したバイタルサイン取得デバイス等

による多項目の入力データに対応する評価システム

の設計・構築を進める。 
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研究要旨 

本研究では、ヒト iPS 細胞由来ニューロンの MEA 計測において、陰性対照である DMSO の SD 範囲を基準

とした毒性リスク評価を実施した。ICCVAM の急性毒性試験代替法の開発において、予測性の低かった化合物

を選定し、毒性リスク評価を実施した結果、用量依存的なリスク判定ができた。毒性リスク評価では解析法の検証

として痙攣陽性化合物 3 種類と痙攣陰性化合物 3 種類を用いて毒性リスク推定の妥当性を検証した。その結

果、痙攣陽性化合物はこれまで報告されている用量で毒性リスクが推定され、痙攣陰性化合物では毒性リスクが

検出されなかったことから、毒性リスク評価法としての有効性が示された。本研究成果により、ヒト iPS 細胞由来ニ

ューロンの MEA 計測法による神経毒性リスク推定は、ICCVAM の急性毒性試験代替法の開発において、予測

性の低い化合物に対しても有効な評価法である言える。 

 

 

A研究目的 

本研究では、ICCVAM の急性毒性試験代替法の

開発において、予測性の低かった化合物を選定し、

ヒト iPS 細胞由来ニューロンの電気活動を指標とした

化学物質の in vitro 毒性評価法の有効性の検証を

目的とした。ヒト iPS 細胞由来ニューロンの微小電極

アレイ（MEA）計測で得られたデータから、陰性対照

である DMSO の SD 範囲を基準とした毒性リスク評

価を実施した。 

B．研究方法 

ヒト iPS 細胞から分化させた中枢の Glutamatergic 

neuron （Glutamatergic induced neurons, NeuCyte Inc.)

と GABAergic neuron （GABAergic induced neurons, 

NeuCyte Inc.）とヒトアストロサイト（Astroglia, NeuCyte 

Inc.）を 7：3：3.5 の割合で混合し、8.0×105 cells/cm2

の密度で 0.1%の Polyethyleneimine （Sigma Aldrich）

と 20 µg/mL の Laminin-511 （Nippi）でコーティングし

た MEA plate （Axion BioSystems）に播種した。 

FUFIFILM Cellular Dynamics 社のヒト iPS 細胞由ド

ーパミンニューロン（iCell dopaminergic neurons）を 7.3
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×104 cells/cm2 の密度で 0.1%の Polyethyleneimine 

（Sigma Aldrich）と 20 µg/mL の Laminin-511 （Nippi）

でコーティングした MEA plate （Axion BioSystems）に

播種した。培養 1 週間後、ヒト iPS 細胞由来アストロサ

イト （iCell astrocytes）を 1.2×104 cells/cm2 の密度で

追加し、共培養とした。 

試験化合物は、痙攣陽性化合物として、4-AP：0.3, 

1, 3, 10, 30 µM、Picrotoxin：0.1, 0.3, 1, 3, 10 µM、

Pilocarpine：0.3, 1, 3, 10, 30 µM を用いた。痙攣陰性化

合物として、Acetaminophen：1, 3, 10, 30, 100 µM、

Amoxicillin：1, 3, 10, 30, 100 µM、DMSO：0.2, 0.3, 0.4, 

0.5, 0.6%を用いた。また、ICCVAM の急性毒性試験

代替法の開発において、予測性の低い化合物として、

Caffeine：10, 30, 100, 300, 1000 µM、Nicotine：1, 3, 10, 

30, 100 µM を用いた。試薬はすべて DMSO（D8418-

100ML ; Sigma Aldrich）で溶解した。 

神経ネットワーク活動の計測は、Maestro （Axion 

BioSystems）を用いて 37 ℃、CO2 5%存在下で行っ

た 。 計 測 デ ー タ は 、 AxIS Navigator （ Axion 

BioSystems）を用いてスパイク検出行った。各電極の

活動休止期のベースラインノイズの標準偏差 ± 

530%の閾値を上回るものをスパイクとして検出した。

検出したスパイクデータから、我々が開発した 4-step 

method （Biochem Biophys Res Commun, 497, 612-618, 

2018）を用いて同期バースト発火の検出を行った。解

析パラメータは、図 1 に示すように、Total Spikes, No. 

of SBF, Inter Burst Interval, Duration of SBF, Spikes in a 

SBF, Max Frequency （MF） , CV of MF, Inter MF 

Interval （IMFI）, CV of IMFI と Duration of SBF, Spikes 

in a SBF の CV 値、Duration の四分位範囲 （IQR）お

よび、神経ネットワーク活動の規則性を指標とした

Periodicity を合わせた 13 パラメータを用いた。 

（倫理面の配慮） 

本研究で実施するヒト iPS 細胞由来ニューロン

の利用は、市販のニューロンであり、平成 30 年 8

月、令和元年 6 月に本学研究倫理審査委員会で承

認済である。 

C．研究結果 

ヒト iPS 細胞由来ニューロンの MEA 計測 

図 2 にヒト iPS 細胞由来ニューロンの活動電位を

細胞外で記録したスパイクデータのラスタープロット

と発火数のヒストグラムを示す。異なる電極で同期し

た信号（同期バースト発火）と個々のニューロンの発

火が混じった自発活動が観察されているのがわかる。

Caffeine 投与で、濃度依存的に同期バースト発火頻

度の上昇が見られた（図 2）。同期バースト発火はシ

ナプス伝達を介して行われる為、培養神経ネットワー

クにおける薬剤応答において、同期バーストに関す

る解析パラメータが有効である。 

毒性リスク推定の実施 

Neucyte 社のヒト iPS 細胞由来ニューロンを用い

て 痙攣陽性化合物、 痙攣陰性化合物お よ び

Caffeine に対するデータを取得し、13 個の解析パラ

メータを導出した。本実験で使用したヒト iPS 細胞由

来ニューロンにおいては、単一パラメータで毒性判

定することは難しい為、多変量解析を用いた。

DMSO の各濃度（0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6%）の間に有

意差が 1 つも認められない主成分マップを作成する

ことで、DMSO の影響を除外する解析法を採用した。

使用したパラメータは、同期バースト発火数、同期バ

ースト発火の持続時間（Duration）、同期バースト発

火内のスパイク数、同期バースト発火内の最大周波

数（Max Frequency）、同期バースト発火内のスパイ

ク数の変動係数、最大周波数時刻の間隔における変

動係数（CV of IMFI）、神経ネットワーク活動の規則

性を指標とした Periodicity である。図 3 は、作成し

た主成分マップに各化合物のデータをプロットしたも

のである。主成分マップに、DMSO の標準偏差（SD）

の範囲と 2×SD の範囲を描き、SD の範囲内であれ

ば低リスク、2×SD の範囲であれば中リスク、2×SD

の範囲外であれば高リスクとして評価を行った。各化

合物の濃度依存別のリスク評価結果を図 4 にまとめ

た。既知の痙攣陽性化合物は濃度依存的に毒性リス

クの上昇を示した。一方、痙攣陰性化合物は濃度が

上昇しても毒性リスクが上昇することはなかったことか

ら、毒性リスク評価法としての有効性が示された。

ICCVAM の急性毒性試験代替法の開発において、

予測性の低かったCaffeineにおいても、痙攣陽性化

合物と同様に濃度依存的な毒性リスクの上昇が検出

されたことから、ヒト iPS 細胞由来ニューロンの MEA

計測法による神経毒性リスク推定は、ICCVAM の急

性毒性試験代替法の開発において、予測性の低い

化合物に対しても有効な評価法であることが示された。 
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異なる細胞種による毒性リスク推定の実施 

様々な作用機序を有する化合物の毒性リスク推定

を可能とするため、異なる細胞種を用いた毒性リスク

推定を検討した。FUFIFILM Cellular Dynamics

社のヒト iPS 細胞由来ドーパミンニューロンを用いて、

痙攣陰性化合物と ICCVAM の急性毒性試験代替法

の開発において、予測性の低かった Nicotine に対

するデータを取得し、13 個の解析パラメータを導出

した。本実験で使用したヒト iPS 細胞由来ニューロン

においては、単一パラメータで毒性判定することは難

しい為、多変量解析を用いた。DMSO の各濃度（0.2, 

0.3, 0.4, 0.5, 0.6%）の間に有意差が 1 つも認められ

ない主成分マップを作成することで、DMSO の影響

を除外する解析法を採用した。使用したパラメータは、

同期バースト発火数、同期バースト発火の持続時間

（Duration）、同期バースト発火の持続時間の変動係

数、同期バースト発火内のスパイク数の変動係数、同

期バースト発火内の最大周波数（Max Frequency）

の変動係数、同期バースト発火の持続時間の四分位

範囲である。図5は、作成した主成分マップに各化合

物のデータをプロットしたものである。主成分マップ

に、DMSO の標準偏差（SD）の範囲と 2×SD の範

囲を描き、SD の範囲内であれば低リスク、2×SD の

範囲であれば中リスク、2×SD の範囲外であれば高

リスクとして評価を行った。各化合物の濃度依存別の

リスク評価結果を図 6 にまとめた。痙攣陰性化合物で

ある Acetaminophenでは濃度が上昇しても毒性リス

クが上昇することはなく、Nicotineの濃度依存的な毒

性リスク上昇のみを検出することに成功した。

ICCVAM の急性毒性試験代替法の開発において、

予測性の低い複数の化合物に対して有効であるとと

もに、異なる細胞種を用いた場合にも有効な評価法

であることが示された。 

D．考察 

DMSO の SD 範囲を基準とした毒性リスク推定法

は、化合物の毒性リスク評価法として有効であること

が示唆された。推定された痙攣陽性化合物の毒性用

量が妥当であったことから、被験物質の毒性用量も

妥当であると考えられる。細胞種によって DMSO に

有意差が認められない主成分（パラメータセット）が異

なった。これは細胞種によって自発活動特性が異な

ることを意味する。ICCVAM の急性毒性試験代替法

の開発において、予測性の低い複数の化合物に対し

て有効であるとともに、異なる細胞種を用いた場合に

も有効な評価法であることが示された。これらのこと

から、本研究で実施した MEA を用いたヒト iPS 細胞

由来ニューロンの電気活動を指標とした化学物質の

in vitro 毒性評価法の応用性が非常に高いことが示

唆された。 

E．結論 

本研究で実施したヒト iPS 細胞由来ニューロンの

MEA計測法による神経毒性リスク推定は、ICCVAM

の急性毒性試験代替法の開発において、予測性の

低い化合物に対しても有効な評価法であることが示

された。 

F．研究発表 

1．論文発表 

なし 

2．学会発表 

なし 

G．知的所有権の取得状況 

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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図１ 解析パラメータの模式図 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ Caffeine 投与による神経ネットワークの活動変化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 7 パラメータを用いた痙攣陽性化合物および痙攣陰性化合物の主成分プロット 
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図４ 主成分分析による化合物の毒性リスク評価 

 

 

 

 

図５ 6 パラメータを用いた痙攣陰性化合物および Nicotine の主成分プロット 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６ 主成分分析による Nicotine の毒性リスク評価 
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    （氏名・フリガナ）高橋 祐次・タカハシ ユウジ                     

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ☑ □ 

 
□ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ☑ □ 
 

□ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 ☑   □ ☑ 国立医薬品食品衛生研究所 □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ☑ □ 

 
□ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェックし
一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」や「臨床研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ☑   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ☑（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 
 



令和５年３月３０日 
                                          

国立医薬品食品衛生研究所長  殿 
                                                                                               
                             機関名 国立医薬品食品衛生研究所 

 
                      所属研究機関長 職 名 所長 
                                                                                      
                              氏 名 合田 幸広       印 

   次の職員の令和４年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理については

以下のとおりです。 

１．研究事業名 厚生労働科学研究費補助金 化学物質リスク研究事業                  

２．研究課題名 バイタルサインの統合的評価による急性毒性試験の判定基準策定と代替法に資する研究-診断

学と AI による致死性予測と人道的エンドポイントの設定-             

３．研究者名  （所属部局・職名）安全性生物試験研究センター毒性部・部長             

    （氏名・フリガナ）北嶋 聡・キタジマ サトシ                     

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ☑ □ 

 
□ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ☑ □ 
 

□ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 ☑   □ ☑ 国立医薬品食品衛生研究所 □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ☑ □ 

 
□ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェックし
一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」や「臨床研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ☑   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ☑（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 
 



令和５年４月２４日 
                                          

国立医薬品食品衛生研究所長  殿 
                                                                                               
                             機関名 東北大学 

 
                      所属研究機関長 職 名 総長 
                                                                                      
                              氏 名 大野 英男         

   次の職員の令和４年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理については

以下のとおりです。 

１．研究事業名 厚生労働科学研究費補助金 化学物質リスク研究事業                  

２．研究課題名  バイタルサインの統合的評価による急性毒性試験の判定基準策定と代替法に資する研究-診断

学と AI による致死性予測と人道的エンドポイントの設定-             

３．研究者名  （所属部局・職名） 東北大学大学院農学研究科・教授         

    （氏名・フリガナ） 種村 健太郎・タネムラ ケンタロウ          

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ☑ □  □ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ☑ □  □ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 ☑   □ ☑ 東北大学 □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ☑ □  □ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェックし
一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 

                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」や「臨床研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ☑   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 ☑ 無 □（有の場合はその内容： 研究実施の際の留意点を示した ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 

                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 

 

 



令和５年３月３０日 
                                          

国立医薬品食品衛生研究所長  殿 
                                                                                               
                             機関名 国立医薬品食品衛生研究所 

 
                      所属研究機関長 職 名 所長 
                                                                                      
                              氏 名 合田 幸広       印 

   次の職員の令和４年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理については

以下のとおりです。 

１．研究事業名 厚生労働科学研究費補助金 化学物質リスク研究事業                  

２．研究課題名 バイタルサインの統合的評価による急性毒性試験の判定基準策定と代替法に資 する研究-診断

学と AI による致死性予測と人道的エンドポイントの設定-                        

３．研究者名  （所属部局・職名）安全性生物試験研究センター毒性部・室長               

    （氏名・フリガナ）相﨑 健一・アイサキ ケンイチ                     

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ☑ □ 

 
□ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ☑ □ 
 

□ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 ☑   □ ☑ 国立医薬品食品衛生研究所 □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：遺伝子組換え実験安全管理規則） 
 ☑   □ ☑ 国立医薬品食品衛生研究所 □ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェックし
一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」や「臨床研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ☑   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ☑（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 
 



令和５年５月２９日 
                                         

国立医薬品食品衛生研究所長殿 
                                                                                             
                  
                              機関名  東北工業大学 

 
                      所属研究機関長 職 名  学長 
                                                                                      
                              氏 名  渡邉 浩文         
 
   次の職員の令和４年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理
については以下のとおりです。 

１．研究事業名  化学物質リスク研究事業                                  

２．研究課題名  バイタルサインの統合的評価による急性毒性試験の判定基準策定と代替法に資する研究

-診断学と AI による致死性予測と人道的エンドポイントの設定                                  

３．研究者名  （所属部署・職名）大学院工学研究科 電子工学専攻 教授                              

        （氏名・フリガナ）鈴木 郁郎 スズキイクロウ                    

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ■ □  □ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ■ □  □ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 □   ■ □  □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ■ □  □ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対
象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ■   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ■ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ■ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ■ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ■（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 


