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研究要旨 

化学物質の審査及び製造等の規制に関する法律（化審法）において、遺伝毒性試験の情報
などから閾値なしと判断された優先評価化学物質のリスク評価を滞りなく進めるために、
多数の労力を要する発がん試験に代わる、新たな発がん性定量的評価手法の開発と確立が
求められている。それを踏まえ、「既存のデータを活用した定量的発がん性評価手法の開
発と活用法の提案に関する研究」については、化審法での人健康に関する有害性評価にお
けるin silico評価手法の新たな活用場面を提案するため、スクリーニング評価において独自
のリードアクロス（RA）を活用することを目指し、ケーススタディを実施した。「遺伝毒
性発がんリスク評価のためのin vivo遺伝毒性の定量的解析」については、トランスジェニ
ック動物遺伝子突然変異試験（TGR試験）からベンチマークドーズ（BMD）法を用いて変
異原性のpoint of departure (POD)を算出し、発がん性PODと比較した結果、概ね正の相関を
示し、変異原性BMDL50（mg/kg/day）を係数100で除すると発がん性BMDL10を下回った。
異なる量的指標を比較するためには包括的な係数を用いることが有用と考えられた。「プ
ロテオミクスデータを利用したin vitro遺伝毒性試験の精緻化に関する研究」については、
明確ではないがシスプラチンに対するDNA修復関連の生命活動を観察することができた。
しかしながら、使用された0.5および1.5 µg/mLシスプラチン用量は、TK6突然変異試験では
明らかに陽性となる用量であり、プロテオミクスとエンリッチメント解析系において、こ
の用量域でDNA修復関連の生命活動変化を十分に捉えるためには、さらなる感度向上の条
件検討や適切なサンプリング時間の設定が重要であることが明らかとなった。「固定化標
本を利用した定量定性的な新規in vitro / in vivo遺伝毒性評価手法の開発」については、「拡
大希釈および終夜脱架橋」による固定組織の可溶化とDNA切断条件を検討し、APE1を認
識するモノクローナル抗体を用いたChIP法に適用した結果、N-enthyl N-nitrosorea投与マウ
ス組織において、アルキル化DNA損傷応答反応を検出できることを明らかにした。「NGS

を用いた発がん性予測手法の開発に資する遺伝毒性研究」については、NGSを基盤とした
in vivo変異原性検出手法の基盤技術開発、および基盤的情報取得のため、既存のTGR試験
サンプル（ラット）のNGS解析を行い、TGR試験結果とNGS解析結果が高い相関性を示す
ことを明らかにした。「染色体不安定性を指標とする発がん性の定量的評価法の検討」で
は、病理組織学的手法による小核を有する肝細胞の定量解析法の構築として、抗-H2AX抗
体を用いたHLMN assayと肝臓小核試を比較し、その結果に高い相関があることを確認し
た。また、染色体不安定性による化学発がん機序として、acetamide（AA）誘発肝腫瘍にお
ける染色体外環状DNAの形成を明らかにし、AAの肝発がんにおけるchromothripsisの関与
を支持する結果を得た。さらに、新規試験法評価として、gpt deltaラットを用いたquinoline

のレポーター遺伝子変異原性試験を実施し、その結果と凍結サンプルを提供した。 
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A. 研究目的 

化学物質の審査及び製造等の規制に関す

る法律（化審法）における優先評価化学物質

のリスク評価（一次）では、評価の優先順位

付けを行う評価I段階から、発がん性情報を

得られた物質については遺伝毒性の定性的

評価結果に基づき判断した閾値の有無に応

じて、発がん性の有害性評価値を導出する

ことされる。しかし、遺伝毒性試験の情報な

どから閾値なしと判断され発がん性の懸念

があるにもかかわらず、発がん性の定量的

評価に資する発がん性試験結果の情報がな

い優先評価化学物質については、発がん性

の定量的評価を行うことができない。評価

Ⅰの段階で、毒性学的懸念の閾値 (TTC)値

を適用するなど暫定的な方法で優先順位付

けを行う事ができても、評価Ⅱ段階で必要

とされる精緻な発がん性定量的評価ができ

ない。そのため、優先評価化学物質に指定さ

れた閾値なし発がん性の懸念を有する物質

が評価Ⅱ段階に停滞しないよう、多数の動

物や時間・費用を要する発がん試験に代わ

る、新たな発がん性定量的評価手法の開発

と確立が求められている。 

一方、近年開発が進むAmes試験結果をin 

silicoにより予測するAmes/QSARは、医薬品

中DNA反応性（変異原性）不純物の評価及び

管理のガイドラインICH-M7でその活用が

医薬品の不純物管理手法として既に実用化

されているが、化審法では、新規化学物質の

審査及び一般化学物質のスクリーニング評

価における遺伝毒性評価の参考データとし

ての取り扱いに留まる。 

以上を踏まえて、分担課題「既存のデータ

を活用した定量的発がん性評価手法の開発

と活用法の提案に関する研究」では、スクリ

ーニング評価においてリードアクロス (RA, 

類推)を活用促進することを目指し、2物質に

関するRAによる評価のケーススタディを実

施し、その結果を踏まえて、独自のRAによ

る評価のあり方・進め方を提案することを

目的に実施することとした。 

分担課題「遺伝毒性発がんリスク評価の

ためのin vivo遺伝毒性の定量的解析」では、

遺伝毒性を有する化学物質の発がん性の定

量的評価に応用可能な遺伝毒性評価法の開

発を目指して、in vivo遺伝毒性試験の用量反

応データから遺伝毒性 POD（ Point of 

Departure）の算出を行い、発がん性PODとの

相関性から発がん性評価に資する変異原性

の量的評価指標について検討することを目

的とした。 

発がん性を有するアルキル化剤や活性酸

素種が、発がん初期において、ゲノムDNA上

で一塩基変異を誘発させるDNA付加体を形

成し、塩基除去修復等のDNA損傷機構を促

進させる遺伝毒性スキームが存在すること

を明らかにしており、それを踏まえて、分担

課題「プロテオミクスデータを利用したin 

vitro遺伝毒性試験の精緻化に関する研究」で

は、典型的な遺伝毒性物質であるシスプラ

チンを用いて、その用量依存的な遺伝毒性

作用がTK6細胞内で観察されるかを調べる

ために、DIA（Data-Independent Acquisition）

法によるプロテオミクスおよびエンリッチ

メント解析系を実施した。 

分担課題「固定化標本を利用した定量定
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性的な新規in vitro / in vivo遺伝毒性評価手法

の開発」については、in vitro遺伝毒性試験結

果から発がん性を定量的に予測するための

基盤的な情報を得るため、遺伝毒性評価お

よび発がん性評価に用いる研究材料・試験

系等の統合を見据えた定量定性的な新規in 

vitro / in vivo遺伝毒性評価手法を開発するこ

とを目指し、その第一段階として、クロマチ

ン 免 疫 沈 降 法 （ Chromatin immunop

recipitation; ChIP）をベースとした遺伝毒性

活性検出法の最適化を行った。 

分担課題「NGSを用いた発がん性予測手

法の開発に資する遺伝毒性研究」では、in 

vivoの変異原性試験と発がん性試験の結果

について、NGSを基盤とした技術によって

解析し、新たな発がん性予測手法の開発を

目指す。これまでin vivoの変異原性試験につ

いて、NGSを用いたin vivo変異原性検出手法

がマウスにより行われているが、発がん性

試験はラットで行われることが多いことか

ら、ラット組織サンプルにおけるNGSを用

いたin vivo変異原性検出手法の基盤技術開

発、および基盤的情報取得を行った。 

近年、小核がchromothripsisと呼ばれる劇

的な遺伝子変異を引き起こすことが明らか

となった。さらに、肝臓小核試験と肝発がん

性には高い相関があることから、化学発が

んの根底にも染色体不安定性が寄与すると

考えられている。そこで分担課題「染色体不

安定性を指標とする発がん性の定量的評価

法の検討」では、発がん性定量評価を見据え

た新たな遺伝毒性評価技術として、染色体

不安定性を指標とする発がん性定量的評価

法を検討した。また、染色体不安定性が発が

ん性の指標になりうる根拠として、染色体

不安定性による化学発がん機序の解明を目

的に、肝臓小核誘発物質であるacetamide

（ AA ）の肝腫瘍誘発過程における

chromothripsisの関与について検討した。 

 

B. 研究方法 

「既存のデータを活用した定量的発がん

性評価手法の開発と活用法の提案に関する

研究」については、過去のスクリーニング評

価において評価保留となった2物質（ジイソ

ブチル＝ヘキサンジオアート  (CAS RN: 

141-04-8)及びノナン－１－オール  (CAS 

RN: 143-08-8)）をRAのケーススタディの対

象物質として選定し、スクリーニング評価

の最終目的である有害性クラス付与を類推

でどのように行うべきかを検討した。また、

ケーススタディの結果を踏まえ、スクリー

ニング評価におけるRAによる有害性クラス

付与の進め方（案）を提案した。 

 「遺伝毒性発がんリスク評価のためのin 

vivo遺伝毒性の定量的解析」については、in 

vivo変異原性試験に基づいた定量的評価指

標の導出と発がん性評価への応用可能性を

検討した。トランスジェニック動物遺伝子

突然変異試験（TGR試験）と発がん性の量的

相関性を検討するため、ベンチマークドー

ズ（BMD）法を用いて変異原性PODを算出

し、発がん性PODと比較した。肝発がん物質

のTGR試験データおよび発がん標的臓器が

異なる物質のデータを用いて相関性を検討

した。さらに、BMDの信頼区間を考慮した

変異原性と発がん性の強さを比較すること

により、順位付けやグループ分けが可能か

どうか検討した。 

「プロテオミクスデータを利用した in 

vitro遺伝毒性試験の精緻化に関する研究」に

ついては、0.5および1.5 µg/mLシスプラチン

処理したTK6細胞を用いるプロテオミクス

（消化物ペプチド１µgを導入）において、シ

スプラチン処理群（0.5および4 hr）と未処理

群（0.5および4 hr）のそれぞれを用意し、未

処理群のそれらも同様の時間培養して、各

細胞ペレット（8 x 105 cells）をサンプリング

し、-80度で保管した。Scaffold DIA上で比較、

統計的有意に増減のあったタンパク質群を

抽出した。質量分析装置はUltimate 3000を備

えたESI-四重極/FT型タンデム質量分析装置

Q-Exactive（Thermo Fisher）、DIA解析ソフト

はScaffold DIA（Matrix Science）を使用した。

エンリッチメント分析は、Metascapeウェブ

サイト（https://metascape.org/）を使用し、検
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索データベースはKEGG（京都大学）を使用

した。 

「固定化標本を利用した定量定性的な新

規 in vitro/in vivo遺伝毒性評価手法の開発」

については、in vitro遺伝毒性試験結果から発

がん性を定量的に予測するための基盤的な

情報を得るため、遺伝毒性評価および発が

ん性評価に用いる研究材料・試験系等の統

合を見据えた定量定性的な新規in vitro / in 

vivo遺伝毒性評価手法を開発することを目

指す。そのため、今年度は従来のin vivo遺伝

毒性評価で実施されているin vivo末梢血小

核試験の投与プロトコルを参照して動物実

験を実施し、そこから作成したホルマリン

固定化肝臓標本を用いて、「ホルマリン固定

下の肝小核試験法」を参照して組織の可溶

化およびChIPへ向けたDNA切断条件の検討

を実施した。また、別途、「拡大希釈および

終夜脱架橋」による固定組織の可溶化と

DNA切断条件を検討した。その結果、ChIP

法への適用可能性が見出されたため、APE1

を認識するモノクローナル抗体を用いた

ChIP法に適用した。ChIP法で得られたDNA

画分を鋳型DNAとし、マウスrDNA unitを標

的としたプライマーセット2種（rDNA_2お

よびrDNA_4）およびハウスキーピング遺伝

子であるGapdh遺伝子を標的としたプライ

マーセット1種を用いた定量的PCR解析によ

り、DNA損傷誘導時におけるAPE1のDNA上

での相対量変化を解析することで、DNA上

で直接的に生じているDNA損傷応答の定

量・定性的検出を試みた。 

「NGSを用いた発がん性予測手法の開発

に資する遺伝毒性研究」については、in vivo

の変異原性試験と発がん性試験の結果につ

いて、NGSを基盤とした技術によって解析

し、新たな発がん性予測手法の開発を目指

す。これまでin vivoの変異原性試験について、

NGSを用いたin vivo変異原性検出手法がマ

ウスにより行われているが、発がん性試験

はラットで行われることが多いことから、

ラット組織サンプルにおけるNGSを用いた

in vivo変異原性検出手法の基盤技術開発、お

よび基盤的情報取得を行った。 

本研究期間においては、過去に実施され

た遺伝子改変げっ歯類（TGR）試験において

用いられたラットのサンプル（用量反応性

あり）を入手し、本研究に使用した。エレミ

シン投与群（中用量（100mg/kg bw/day）n=2, 

高用量（400mg/kg bw/day）n=2）、溶媒（Corn 

oi）投与群（n=1）の各サンプルから、Illumina

社シークエンサーによってゲノム配列情報

を取得した。得られたゲノムデータについ

て、既存の変異原性検出手法（PECC-Seq）

を応用し、エレミシンによって誘導された

変異が検出可能であるかを変異頻度の変化、

変異スペクトルおよび用量反応性から検証

した。 

「染色体不安定性を指標とする発がん性

の定量的評価法」として、令和5年度に構築

したg-H2AXの免疫組織化学染色により小

核を検出するHLMN assayの有用性を検討

した。本年度は、遺伝毒性肝発がん物質とし

てN-nitrosopyrrolidine（NPYR）、非遺伝毒性

肝発がん物質としてmethapyrilene（MP）及び

thioacetamide（TAA）、遺伝毒性非肝発がん

物質としてpotassium bromate（KBrO3）をラ

ットに28日間反復投与し、HLMN assayと肝

臓小核試験肝臓で小核を有する肝細胞

（MNHEP）を検出し、その結果を比較した。

「染色体不安定性による化学発がんメカニ

ズムの解明」として、染色体不安定性による

発がんが疑われるacetamide（AA）誘発のラ

ット肝腫瘍で染色体の構造異形を検索し、

がん遺伝子のコピー数増加との関連を検討

した。さらに、新規試験法評価として、 

quinolineをgpt deltaラットに28日間反復投与

後、肝臓のレポーター遺伝子変異原性試験

を実施した。 

 

（倫理面への配慮） 

 動物を用いた実験は、所属機関における

「動物実験の適正な実施に関する規定」、わ

が国における「動物の保護及び管理に関す

る法律」、「実験動物の飼育及び保管等に関

する基準」ならびに厚生労働省の所管する
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実施機関における動物実験等の実施に関す

る基本指針に準拠して行った。加えて、試験

実施機関による動物実験に関する倫理委員

会の承認を得るなど、実験動物に対する動

物愛護を配慮の上で実施した。また、DNA

組換え動物の使用についても、「国立医薬品

食品衛生研究所遺伝子組換え実験安全管理

規則」に従い、遺伝子組み換え実験計画書を

作成し、審査を受けた。 

 

C. 研究結果 

「既存のデータを活用した定量的発がん

性評価手法の開発と活用法の提案に関する

研究」については、2物質（ジイソブチル＝

ヘキサンジオアート (CAS RN: 141-04-8)）及

びノナン－１－オール (CAS RN: 143-08-8)

を対象として実施したケーススタディを実

施し、前者では、評価対象物質の代謝物、類

似物質候補とその代謝物の有害性評価の結

果付された有害性クラスから、後者では炭

素鎖長の異なる類似物質候補の有害性評価

の結果付された有害性クラスから、類推に

より各評価対象物質（場合により有害性ク

ラス付与ができていなかった一部の類似物

質候補）の有害性クラス（案）を付与するこ

とができた。また、これらのケーススタディ

の結果を踏まえ、「類似物質候補の代謝物に

共通性が認められるケース」及び「炭素鎖長

の異なる類似物質候補が得られるケース」

に遭遇した場合のRAによる有害性クラス付

与の進め方（案）について、具体的方法を提

案した。 

「遺伝毒性発がんリスク評価のためのin 

vivo遺伝毒性の定量的解析」については、文

献情報に基づいて遺伝毒性発がん物質12物

質の変異原性POD（BMDL50）と発がん性

POD（BMDL10）を比較した結果、両者は概

ね正の相関性を示した。変異原性BMDL50を

係数100で除すると発がん性BMDL10を下回

る傾向が見られた。12物質の変異原性の強

さを比較するために BMDの信頼区間

（BMDU-BMDLの範囲）を考慮して検討し

た結果、遺伝毒性が強いグループと弱いグ

ループに大別されたが、さらに細かいグル

ープ分けはできなかった。一方、発がん性に

ついては、発がん性の強さは概ねBMDL10と

相関していた。 

「プロテオミクスデータを利用した in 

vitro遺伝毒性試験の精緻化に関する研究」で

は、DIA法によるプロテオミクスとエンリッ

チメント解析系は、シスプラチンに対して、

明確ではないがDNA修復関連の生命活動を

観察することができた。本実験条件では用

量依存的によりも、経時的に細胞をサンプ

リングするほうがDNA修復関連の生命活動

を検出できる傾向があった。 

「固定化標本を利用した定量定性的な新

規in vitro / in vivo遺伝毒性評価手法の開発」

について、「ホルマリン固定下の肝小核試験

法」を参照して実施した組織の可溶化条件

ではChIPに不適であった。引き続き、「拡大

希釈および終夜脱架橋」による固定組織の

可溶化とDNA切断条件を検討した。その結

果、ChIPに最適とされる500〜100 bpの範囲

内のDNA画分が得られた。この条件下で

PBSまたはN-enthyl N-nitrosorea（ENU; 100 

mg/kg体重/回）を投与したマウス由来のホル

マリン固定化肝臓組織標本の一部を用いて

組織可溶化とDNA切断を実施し、APE1を認

識するモノクローナル抗体を用いたChIP法

およびリアルタイムPCRにより、APE1タン

パク質と共沈するDNA定量と相対比較を実

施した。その結果、rDNA_2およびrDNA_4の

プライマーセットを用いたDNA定量では、

PBS_101群と比較してENU_101群および

ENU_102群では有意に多くの沈降DNA量が

検出された。その一方で、Gapdh遺伝子を標

的としたプライマーセットを用いたDNA定

量では、PBS_101群と比較して有意な差を示

した群は見られなかった。 

NGSを用いた発がん性予測手法の開発に

資する遺伝毒性研究」について、解析の結果、

溶媒投与群においては1.1x10-7の頻度、エレ

ミシン中用量投与群においては平均して

1.9x10-7の頻度、エレミシン高用量投与群に

おいては平均して7.4x10-7の頻度で突然変異
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が検出され用量反応性を示した。また既存

の変異原性試験であるgptアッセイの結果と

R2=0.93と高い相関を示した。 

次に誘発された変異について変異スペク

トル解析を行った。その結果、エレミシン処

理群においてはT>A, T>Cの変異について用

量反応性のある変異頻度の増加が見られた。 

「染色体不安定性を指標とする発がん性

の定量的評価法」では、HLMN assayと小核

試験において肝発がん物質であるNPYP、

TAA及びMP群でMNHEPの増加が認められ、

非肝発がん物質であるKBrO3群で変化は見

られなかった。「染色体不安定性による化学

発がんメカニズムの解明」では、オプティカ

ルゲノムマッピング解析により、Myc遺伝子

を含む環状DNAの形成が明らかとなった。

また、蛍光in situハイブリダイゼーションで

は、AA誘発の肝腫瘍細胞において、7番染色

体セントロメアの増加を伴わないMyc遺伝

子の増幅が確認された。「新規試験法評価の

ためのレポーター遺伝子変異原性試験」で

は、quinoline投与群の肝臓においてG:C-C:G 

transitionの増加を特徴とする用量依存的な

gpt変異体頻度の上昇を明らかにした。 

 

D. 考察 

「既存のデータを活用した定量的発がん

性評価手法の開発と活用法の提案に関する

研究」については、2物質のケーススタディ

の結果を踏まえ、「類似物質候補の代謝物に

共通性が認められるケース」及び「炭素鎖長

の異なる類似物質候補が得られるケース」

に遭遇した場合のRAによる有害性クラス付

与の進め方（案）について、以下の手順で進

める具体的方法を提案することができた。

①毒性プロファイルの把握、類似物質候補

の検索、②類似物質候補の有害性、分子量、

物理化学的性状、体内動態に関する情報の

収集・整理、③類似物質候補等の有害性評価、

④ 評価対象物質の類推による有害性クラ

ス検討、⑤ 有害性評価案の客観的評価（予

審・本審）。ノナン‐１‐オールについては、

既に本審まで終了していることから、類推

した有害性クラスについては妥当性が認め

られており、進め方は実用的であったと考

える。一方、ジイソブチル＝ヘキサンジオア

ートについては、令和７年度中に前述⑤の

進め方で予審・本審を実施する。 

「遺伝毒性発がんリスク評価のためのin 

vivo遺伝毒性の定量的解析」については、投

与経路や解析臓器が異なる遺伝毒性発がん

物質12物質のTGR試験データを用いた検討

において、変異原性POD（BMDL50）と発が

ん性POD（BMDL10）が概ね正の相関性を示

すこと、変異原性POD（BMDL50）を係数100

で除した値が発がん性POD（BMDL10）を下

回ることが示唆された。このことは、包括的

な係数を用いて発がん性の強さを予測でき

る可能性を示唆しているかもしれない。In 

vivo変異原性から発がん性の強さを予測し

ようとする場合、ある程度の不確実性を許

容しつつ、異なるエンドポイントの量的指

標を比較するための包括的な係数を用いた

実際的な方法が有用と考えられる。その際、

どのような条件で試験データを選択して評

価に採用するかが重要である。BMDの信頼

区間（BMDL-BMDUの範囲）を考慮した検

討では、個々の物質の変異原性の強さを順

位付けすることはできず、TGR試験から導

出されたBMDの精度が十分ではない可能

性が考えられた。より精度の高い定量的評

価に適した試験設計を検討することも今後

の課題と考える。 

「プロテオミクスデータを利用した in 

vitro遺伝毒性試験の精緻化に関する研究」に

ついて、プロテオミクスとエンリッチメン

ト解析系の実験データはまだ不十分である

が、細胞内のタンパク質群の動きは予想以

上に劇的に変化するため、本実験系は、一律

のサンプリング時間を設けるのではなく、

被験物質ごとに、DNA修復関連の生命活動

を観察できるサンプリング時間を探索する

必要があると考えられた。今後、より広範な

化学物質を対象とした検証が必要と考える。 

「固定化標本を利用した定量定性的な新

規in vitro / in vivo遺伝毒性評価手法の開発」
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について、ChIP法では免疫沈降に供するた

めのクロマチン画分の調整が極めて重要で

ある。今回の結果から、「拡大希釈および終

夜脱架橋」による固定組織の可溶化条件で

は免疫沈降に適用可能なサンプル調整が可

能であることが明らかになった。また、この

可溶化条件下でのChIPおよび定量的DNA解

析結果から、rDNAを標的とした場合はアル

キル化DNA損傷応答反応を検出できること

を明らかにした。その一方で、Gapdh遺伝子

を標的とした場合は有意な差は検出されな

かった。この原因として、rDNAは1細胞中に

マルチコピー存在する一方で、Gapdh遺伝子

は2コピーしか存在せず、検出感度が低くな

っていることが考えられる。また、昨年度の

分担報告書に記載した培養細胞を用いた結

果と比較すると、今回の結果では全般的

に%Input値が非常に低くなっている。この

原因は、今回適用した組織可溶化条件では

終夜脱架橋という過程が必要であり、この

過程でDNAとAPE1の多くの架橋が外れて

しまっている可能性が考えられる。しかし

ながら、その場合でもENU投与によるAPE1

のrDNAへの結合量の増大が見られている

ことから、今回の可溶化条件でも本手法に

よりアルキル化DNA損傷応答反応を検出で

きることを意味する。従って、「拡大希釈お

よび終夜脱架橋」の方法をベースとしたよ

り詳細な組織可溶化の条件検討等により、

現状よりも感度良くアルキル化DNA損傷応

答反応の検出が可能のなる可能性がある。 

「NGSを用いた発がん性予測手法の開発

に資する遺伝毒性研究」について、本研究で

利用したNGSを基盤とする変異原性評価手

法による解析から、エレミシン投与群にお

いて用量依存的に変異頻度が増加していた

ことから、薬剤処理によって誘発された突

然変異をラットサンプルにおいても検出可

能であることが示された。また既存の評価

手法であるgptアッセイの結果と高い相関を

示したことから、gpt遺伝子のようなレポー

ター遺伝子を持たない通常のラット試料を

用いても、ゲノム遺伝子上で変異原性を評

価できることが示唆された。 

変異スペクトル解析を行った結果から、

エレミシン特有の変異であるT>A, T>Cの変

異が用量依存的に増加していたことから、

薬剤によって誘発される特有の突然変異お

よびその用量反応性について検出可能であ

ることが示された。 

「染色体不安定性を指標とする発がん性

の定量的評価法」では、HLMN assayと肝臓

小核試験の結果に高い相関があることを確

認した。また、既報と同様に、遺伝毒性肝発

がん物質だけでなく、非遺伝毒性肝発がん

物質でもMNHEPの増加が認められたこと

は、MNHEPの検出が化学物質の発がん性評

価に応用できることを示唆する結果であっ

た。染色体不安定性による化学発がんメカ

ニズムの解明」では、Myc遺伝子を含む染色

体外環状DNA（ecDNA）の形成が明らかに

なった。chromothripsisでは、粉砕された染色

体の再構成によってecDNAが生じることが

知られており、本結果は、AAのラット肝発

がんにchromothripsisが寄与することを支持

するものであった。「新規試験法評価のため

のレポーター遺伝子変異原性試験」では、低

用量群からG:C-C:G transversionの増加を特

徴とする遺伝子変異が誘発されることを明

らかにした。 

 

E. 結論 

「既存のデータを活用した定量的発がん

性評価手法の開発と活用法の提案に関する

研究」については、ケーススタディの結果を

踏まえ、「類似物質候補の代謝物に共通性が

認められるケース」及び「炭素鎖長の異なる

類似物質候補が得られるケース」に遭遇し

た場合のスクリーニング評価におけるRAに

よる有害性クラス付与の進め方（案）を提案

することができた。この進め方の案は、あく

までも一研究者による検討結果であるため、

国内外のRA評価事情や専門家からの客観的

意見に基づき、必要に応じて改善すること

がありうる。 

 「遺伝毒性発がんリスク評価のためのin 
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vivo遺伝毒性の定量的解析」については、

TGR試験データからBMD法を用いて変異

原性PODを算出し、発がん性PODと比較し

た。両者は概ね正の相関性を示す傾向がみ

られ、変異原性BMDL50（mg/kg/day）を係数

100で除すると発がん性BMDL10を下回った。

一方、BMDの信頼区間（BMDU-BMDLの範

囲）を考慮した結果、個々の物質の変異原性

の強さを順位付けすることはできなかった。

変異原性試験をより精度の高い定量的評価

に用いるための試験設計を検討することは

今後の課題と考えられた。 

「プロテオミクスデータを利用した in 

vitro遺伝毒性試験の精緻化に関する研究」に

ついては、使用された0.5および1.5 µg/mLシ

スプラチン用量は、TK6試験では明らかに陽

性となる用量であることから、プロテオミ

クスとエンリッチメント解析系において、

この用量域でDNA修復関連の生命活動変化

を十分に捉えるためには、さらなる感度向

上の条件検討や適切なサンプリング時間の

設定が重要であることが明らかとなった。 

「固定化標本を利用した定量定性的な新

規in vitro / in vivo遺伝毒性評価手法の開発」

では、「拡大希釈および終夜脱架橋」による

固定組織の可溶化とDNA切断条件を検討し

た。その結果、ChIP法への適用可能性が見出

された。この可溶化条件を、APE1を認識す

るモノクローナル抗体を用いたChIP法に適

用した結果、ENU投与マウス組織において、

アルキル化DNA損傷応答反応を検出できる

ことを明らかにした。将来的に、解析数を増

やして堅牢性を確認する必要性があるが、

ChIP法による遺伝毒性応答反応解析系のホ

ルマリン固定化組織標本への潜在性が示さ

れた。 

「NGSを用いた発がん性予測手法の開発

に資する遺伝毒性研究」ではNGSを基盤と

したin vivo変異原性検出手法の基盤技術開

発、および基盤的情報取得のため、既存の

TGR試験サンプル（ラット）の解析を行い、

本研究成果は、Genes and Environment誌の

Featured articleとして掲載された。 

「NGSを用いた発がん性予測手法の開発

に資する遺伝毒性研究」ではNGSを基盤と

したin vivo変異原性検出手法の基盤技術開

発、および基盤的情報取得のため、既存の

TGR試験サンプル（ラット）の解析を行った。 

NGSを基盤としたin vivo変異原性検出手

法は既存のin vivo変異原性検出手法を代替

する手法として有用であることが前年度ま

でに示されていたが、今回、用量反応性につ

いても検出可能であることが示され、代替

手法として現状求められる要件を満たして

いることが示された。一方で、未だ限定的な

サンプル・データしかなく、国際ガイドライ

ン化に対しては課題も残る。この中で、ガイ

ドライン化に資する基礎データ拡充のため

には、さらに多くの化合物及び臓器に対し

てデータを蓄積し有用性を示すとともに、

標準プロトコールの提案を含めた手法の普

及を図る必要がある。 

「染色体不安定性を指標とする発がん性

の定量的評価法」として、HLMN assayを用

いることで、28日間反復投与試験で得られ

る肝組織切片においてMNHEPの割合を評

価できることを確認した。また、肝臓小核試

験と同様、本法は肝発がん性評価への応用

も期待された。「染色体不安定性による化学

発がんメカニズムの解明」として、AA誘発

肝腫瘍におけるecDNAの形成を明らかにし、

発がん過程におけるchromothripsisの関与を

支持する結果を得た。「新規試験法評価のた

めのレポーター遺伝子変異原性試験」では、

qunolineのレポーター遺伝子変異原性試験

を実施し、その結果と凍結サンプルを班員

に提供した。 
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定量的評価：UR/SF適用の妥当性検討．
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2. 山下ルシア幸子，牛田和夫，甲斐薫，増
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20. 伊澤 和輝、津田 雅貴、鈴木 孝昌、本
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いた ecNGS による in vivo 変異原性評

価法の確立に向けた研究. 第 47 回 日

本分子生物学会 2024年 11月 27日 (福

岡) 

21. 津田 雅貴、清水 直登、濱田 優作、伊

澤 和輝. TDP2によるDNA修復メカニ

ズムを活用した疾患治療の可能性第

47 回 日本分子生物学会 2024 年 11 月

27日 (福岡) 

22. 濱田 優作、津田 雅貴. 相同組換え中

間体解消における動的変化を可視化す

る技術の開発. 第 47 回 日本分子生物

学会 2024年 11月 27日 (福岡) 

23. 津田 雅貴、清水 直登、濱田 優作、伊

澤 和輝. TDP2によるDNA修復メカニ

ズムを活用した疾患治療の可能性. 第

47 回 日本分子生物学会 2024 年 11 月

27日 (福岡) 

24. 伊澤和輝、津田雅貴、鈴木孝昌、本間

正充、杉山圭一、NGS を用いたラット

試験試 料からの in vivo 変異原性デー

タ取得への取り組み、第 52回構造活性

相関シンポジウム、2024 年 12 月（神

奈川） 

25. 津田 雅貴. DNA の 3'末端に形成され

た損傷の修復機構. 日本環境変異原ゲ

ノム学会 第 53 回大会 2024 年 12 月 7

日（岡山） 

26. 鈴木孝昌, 杉山圭一. ナノポアシーク

エンサーを用いた簡便迅速な  DNA 

メチル化解析手法の開発 日本環境変

異原ゲノム学会第 53 回大会, 岡山市 

(2024.12) 

27. 降旗千惠, 鈴木孝昌. In vivo トキシコ

ゲノミクス試験に有用な４つの遺伝毒

性マーカー遺伝子（Bax, Btg2, Ccng1, 

Cdkn1a）日本環境変異原ゲノム学会第

53回大会, 岡山市 (2024.12) 

28. 東航平, 鈴木孝昌, 青木康展, 山田雅

巳. 魚類腸内細菌叢解析を用いた水環

境中の界面活性剤のモニタリングに関

する研究 日本環境変異原ゲノム学会

第 53回大会, 岡山市 (2024.12) 

29. 鈴木孝昌, 西川可穂子. 河川水のメタ

ゲノム解析による細菌叢と薬剤耐性遺

伝子の探索 日本環境変異原ゲノム学

会第 53回大会, 岡山市 (2024.12) 

30. 濵田 優作, 津田 雅貴. 相同組換え中

間体解消における動的変化の可視化. 
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日本環境変異原ゲノム学会 第 53 回大

会 2024年 12月 8日（岡山） 

31. 津田 雅貴. DNA 二本鎖切断修復の機

序と変異誘発.日本環境変異原ゲノム

学会 第 53 回大会 2024 年 12 月 7 日

（岡山） 

32. 伊澤和輝、データ解析におけるドメイ

ン知識の重要性：ecNGS解析編、日本環

境変異原ゲノム学会第 53回大会

Potential for Computational Genotoxicity

シンポジウ ム、2024年12月（岡山） 

33. アセトアミドのラット肝発がん過程に

おける染色体再構成の関与の検討，山

上洋平，石井雄二，鈴木孝昌，中村賢

志，原島洋文，笠松建吾，高須伸二，

相馬明玲，杉山圭一，村上智亮，小川

久美子，第 51回日本毒性学会学術年

会（ 2024年 6月，福岡） 

34. 化学発がんにおけるクロモスリプシス

の関与，石井雄二，第 53回日本環境

変異原ゲノム学会（ 2024年 12月，岡

山） 

35. アセトアミド誘発の大型小核による

chromothripsis の発生機構，山上洋

平，石井雄二，高須伸二，相馬明玲，

笠松建吾，豊田武士，村上智亮，小川

久美子，第 41回日本毒性病理学会

（ 2025年 1月，静岡） 

36. Investigations of the mechanism 

underlying acetamide-induced 

hepatocarcinogenesis in rat. Ishii Y., 

Nakamura K., Yamagami Y., Takasu S., 

Nohmi T., Toyoda T., Shibutani M., 

Ogawa K., SOT2025（2025年 3月，米

国） 

37. Investigation of the involvement of 

chromothripsis in the acetamide-induced 

hepatocarcinogenesis in rats. Yamagami Y., 

Ishii Y., Nakamura K., Takasu S., Nohmi T., 

Toyoda T., Shibutani M., Ogawa K., 

SOT2025（2025年3月，米国） 
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H-1. 特許取得 

該当なし 

 

H-2. 実用新案登録 

該当なし 

 

H-3. その他 

該当なし 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


