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研究要旨 

本研究課題は、化審法における発がん性定量評価を見据えた新たな遺伝毒性評価技術構築

を進めるものであり、以下に示す各分担課題を推進することで、リードアクロス・ベンチ

マーク（BMD）法等を活用した in silico、プロテオミクス・クロマチン免疫沈降法を用い

た in vitroそして次世代シークエンサー・染色体不安定性に着目した in vivo研究において

同技術構築に資する成果を得た。 

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（広瀬、井上）」では、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

と活用法の提案のため、既知の遺伝毒性発がん物質等の公表データにおける in vivo遺伝毒

性と発がん性の用量反応関係を解析した結果、in vivo 小核試験の小核誘発率と TD50値と

の間に良好な相関関係が得られることが示された。また、トランジェニック遺伝毒性試験

の突然変異頻度（MF）と TD50値との相関性の解析を試行的に行った結果、全体的に in vivo

小核試験における解析結果よりも相関性は良好であった。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、国内外での活用状況

等を調査した結果、リードアクロス(RA)やグルーピングが化審法で評価する毒性項目に適

用できる方法であると考えられた。また、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)を対象としたケースス

タディに基づき、同様の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、In vivo 遺伝子突然変異試験の定量的指標の導出

と発がん性評価への利用可能性を検討するため、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。肝発がん物質の検討では、両者は概ね

正の相関性を示し、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。投与経路や解析臓器が異なる遺伝毒性発がん物質 12 物質の検討でも同様の

傾向がみられた。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。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、in vitro 遺伝毒性試験の精緻化を目的に、TK6 細胞を用いて Data 

Independent Acquisition（DIA）法によるトキシコプロテオミクスを実施し、DNA 修復応答

を検出できるか検討した。H₂O₂処理では、塩基除去修復やアポトーシス等の生命活動が明

確に観察され、既知の遺伝毒性スキームとの整合性が確認された。一方、シスプラチン処
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理では DNA 修復関連の生命活動の検出は限定的であり、感度やサンプリング時間の最適

化が課題として浮上した。DIA 法によるプロテオミクスとエンリッチメント解析の統合

は、遺伝毒性評価の新たな補完手法としての有用性が示唆された。分担課題「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、発がん性試

験を含む毒性試験等から得られる組織標本を用いた定量定性的な遺伝毒性評価法の技術

基盤を整備するため、クロマチン免疫沈降法（Chromatin immunoprecipitation; ChIP）を利

用した遺伝毒性応答反応解析系に着目し、ホルマリン固定標本に ChIP 法を適用した。そ

の結果、固定組織の可溶化等を達成し、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 ChIP法で検出できることを明らかにした。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、次世代シークエンサー

（NGS）を用いた新規の in vivo 変異原性検出手法の開発を目的とし、TGR 試験に用いら

れたラット肝臓サンプルを対象に、エラー補正型シークエンス法（PECC-Seq 法）を適用

した。その結果、検出された変異頻度および変異スペクトルに明確な用量反応性が認めら

れ、従来の gpt アッセイとの間に高い相関を確認した。本手法は、レポーター遺伝子を必

要とせず、通常の試料から薬剤誘発性変異を高感度に検出可能であることから、in vivo変

異原性試験法として有望であり、今後の国際的な試験ガイドライン策定が期待される。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、28日間反復

投与毒性試験に組み込み可能な、病理組織切片を用いた小核検出を検討した。抗 g-H2AX

抗体を用いた免疫組織化学染色による小核検出法として HLMN assay を確立し、種々の肝

発がん物質及び非肝発がん物質の評価を実施することで、その有用性を確認した。また、

染色体不安定性による化学発がん機序として、acetamide（AA）誘発肝腫瘍の原因となる

がん遺伝子の増幅と、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

大型小核を起点とした chromothripsisの関与を支持する結果を得た。 

 

これら得られた成果は、発がん性の定量評価と新規遺伝毒性評価技術提供に資するもの

であり、精緻な化学物質の遺伝毒性・発がん性評価を可能とする技術基盤として、OECD

のテストガイドライン化等を通じ化学物質のより適切な管理措置に活用されることが期

待される。 
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研究分担者 

 

広瀬明彦 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 安全性

予測評価部・客員研究員 

井上 薫 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 安全性予測評価

部・室長 

増村健一 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 安全性予測評価

部・部長 

安井 学 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 ゲノム安全科学

部・室長 

堀端克良 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 ゲノム安全科学

部・室長 

津田雅貴 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 ゲノム安全科学

部・室長 

伊澤和輝 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 ゲノム安全科学

部・主任研究官 

鈴木 昌 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 ゲノム安全科学

部・主任研究官 

石井雄二 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 病理部・室長 

  

 

Ａ．研究目的 

化審法における発がん性定量評価を見据えた

新たな遺伝毒性評価技術構築を進めるため、以下

に記す５項目に関する研究を実施した。 

 

１）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（広瀬、

井上） 

既知の遺伝毒性発がん物質等の公表データに

おける in vivo 遺伝毒性と発がん性の用量反応関

係を解析すること、また、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ことを目的にした。 

２）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（増村） 

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変異原性試験の定量的評価指標の

導出と発がん性評価への利用可能性を検討する

ため、トランスジェニック動物遺伝子突然変異試

験（TGR 試験）の用量反応データから遺伝毒性

POD（Point of Departure）を算出し、発がん性 POD

との比較を行い、両者の相関性から発がん性評価

に資する変異原性の定量的指標の利用可能性に

ついて検討することを目的とした。 

３）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（安井） 

本研究の目的は、in vitro 遺伝毒性試験から発が

んリスクの定量評価に資する高精度な解析手法

を確立することである。特に、Data Independent 

Acquisition（DIA）法を用いた網羅的プロテオミ

クスを in vitro遺伝毒性試験系に導入し、従来の陽

性・陰性判定だけでなく、細胞内における DNA

損傷応答や修復経路の活性化といった毒性機序

を機能的に可視化・定量化することを目指す。既

知の遺伝毒性物質（H₂O₂、シスプラチン）を用い、

エンリッチメント解析を通じて変動タンパク質

群の生物学的意義を抽出し、トキシコプロテオミ

クスによる補完的評価基盤の構築を試みた。 

４）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（堀端） 

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、クロマチン免疫沈降法（Chromatin 

immunoprecipitation; 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。 

５）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（津田、伊澤、鈴木、杉山） 

 本研究は、次世代シークエンサー（NGS）を用

いた新たな in vivo変異原性評価手法の確立を目

指し、発がん性予測の高度化に資する技術基盤の

構築を目的とした。従来の in vivo変異原性試験で

は、レポーター遺伝子を導入したトランスジェニ

ック動物（TGR）を用いた手法が用いられてきた

が、煩雑な動物作製や特殊な解析系を必要とする



- 4 - 

ため、代替技術の開発が求められている。一方、

発がん性試験はラットを用いて長期的に行われ

ることが多いため、ラット組織においても変異原

性を高感度かつ定量的に評価可能な新規手法が

必要である。本研究では、既存の TGR試験由来

のラット肝臓サンプルを用い、エラー補正型 NGS

法（PECC-Seq）を適用することで、ラットにおけ

る薬剤誘発性変異の検出を試み、gptアッセイ等

の従来法との相関性を検証しつつ、用量反応性評

価の可能性を探った。 

６）染色体不安定性を指標とする発がん性の定量

的評価法の検討と染色体不安定性による化学発

がん機序に関する研究（石井） 

肝臓小核試験の結果と肝発がん性の有無には

高い相関があることから、28 日間反復投与毒性試

験に組み込み可能な、免疫組織化学染色法による

小核を有する肝細胞（MNHEP）の検出法を検討

した。また、小核を起点とした化学発がん機序と

して、acetamide（AA）の肝発がんにおける

chromothripsis関与を検討した。 

 

Ｂ．研究方法 

１）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（広瀬、

井上） 

「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（広瀬、

井上）」のうち、既知の遺伝毒性発がん物質等の

公表データにおける in vivo 遺伝毒性と発がん性

の用量反応関係の解析については、発がん性の定

量的データとの比較が可能となる既存の定量的

な in vivo遺伝毒性試験データを収集するために、

Gold らの CPDB に収載されている化学物質につ

いて、in vivo遺伝毒性試験の報告されている文献

収集を行った。原著を入手し、小核の誘発率、あ

るいは変異誘発率（Mutation Frequency）のデータ

とLhasa社のデータベースより得られたTD50値と

の相関性を解析した。化審法での in silico評価手

法の具体的な活用法の提案については、有害性評

価における in silico評価手法の国内外での活用状

況等を調査し、化審法での人健康影響評価におい

て活用可能な方法及び場面について検討した。さ

らに、その調査結果を踏まえ、スクリーニング評

価においてリードアクロス (RA)を活用促進する

ことを目指し、独自の RA による評価のケースス

タディを実施し、そのケーススタディに基づき、

化審法のためのスクリーニング評価における独

自の RA による評価のあり方・進め方の検討を行

った。 

２）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（増村） 

TGR 試験と発がん性の量的相関性を検討した。

肝発がん物質 4 物質について TGR 試験の肝臓に

おける突然変異体頻度の用量反応データを用い

て BMD法により変異原性 POD を算出した。発が

ん性については carcinogenic potency database 

(CPDB)からデータを取得して発がん性 POD を算

出した。変異原性 POD と発がん性 PODを比較し

た。また、発がん標的臓器が異なる 12 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

さの比較を行った。 

３）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（安井） 

ヒト TK6細胞を用い、陽性対照（H₂O₂、シスプ

ラチン）、陰性対照（マンニトール）物質の処理

後、経時的に細胞をサンプリングし、タンパク質

を抽出・トリプシン消化した後、DIA 法により網

羅的プロテオミクス解析を実施した。質量分析デ

ータは Scaffold DIAで解析し、有意に変動したタ

ンパク質群を抽出した。さらに、Metascape ウェ

ブサイトを用いてエンリッチメント解析を行い、

DNA 損傷応答や修復経路の活性化の有無を評価

した。陰性対照においては、遺伝毒性作用が無い

ことを確認し、本解析系の特異性と信頼性を検証

した。 

４）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（堀端） 

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、第一段階として高濃度ホル

ムアルデヒド固定化細胞への ChIP の適用性を検

証した。第二段階として、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 N-enthyl N-nitrosorea

（ENU）等を投与する動物実験を実施し、そこか

ら作成したホルマリン固定化肝臓標本を用いて、

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。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
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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。 

５）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（津田、伊澤、鈴木、杉山） 

本研究では、過去に実施された TGR 試験にお

いて用いられたラットの肝臓組織を対象とし、

DNAを抽出のうえ NGSライブラリを作製し、エ

ラー補正型NGS法であるPECC-Seq法を用いて全

ゲノム領域における変異頻度と変異スペクトル

の解析を実施した。2023年度にはジエチルニトロ

ソアミン（DEN）を用いた毒性試験サンプル（投

与群 3例・溶媒投与群 3例）を対象に、NextSeq2000

を用いたシークエンスを行い、PECC-Seq 解析に

より変異頻度の検出と変異スペクトルの特徴把

握を試みた。2024年度には、より広範な検出能の

確認と用量反応性評価を目的とし、エレミシンを

中用量（100 mg/kg/day）および高用量（ 400 

mg/kg/day）で 13 週間投与したラットの肝臓試料

（中用量 2例、高用量 2例、溶媒投与群 1例）に

ついて同様に PECC-Seq 解析を実施した。得られ

た変異頻度・変異スペクトルのデータは、既存の

gpt アッセイ結果との相関解析を併せて行い、手

法の妥当性と再現性を検証した。 

６）染色体不安定性を指標とする発がん性の定量

的評価法の検討と染色体不安定性による化学発

がん機序に関する研究（石井） 

免疫組織化学染色法による小核の検出を検討

した。構築した抗 g-H2AX 抗体を用いた HLMN 

assay の有用性を検討するため、ラットに種々の肝

発がん物質及び非発がん物質を 28 日間投与後、

HLMN assay と肝臓小核試験により MNHEP を検

出し、比較した。また、AA を 2.5％の濃度で 26

～30 週間混餌投与した F344 ラットの肝臓から採

取した腫瘍切片及び凍結組織を用いて、がん遺伝

子の検索とコピー数増加の機序を検索し、染色体

再構成の関与を検討した。 

 

（倫理面への配慮） 

動物実験の実施に際しては、各研究施設の規定に従

って動物実験倫理委員会の承認を得た後に実施した。

実験においては、適切な人道的エンドポイントを

見極め、動物の苦痛を軽減するよう細心の注意を

払うとともに、使用する動物数を最小限に留める

など、実験動物に対する動物愛護に関して十分配慮

して行った。また、遺伝子組換え実験については、遺

伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様

性の確保に関する法律等、遺伝子組換え生物等の第二

種使用等に当たって執るべき拡散防止措置等を定め

る法令に則り、機関承認を得た後に実施した。 

 

Ｃ．研究結果 

１）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（広瀬、

井上） 

「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（広瀬、

井上）」のうち、既知の遺伝毒性発がん物質等の

公表データにおける in vivo 遺伝毒性と発がん性

の用量反応関係の解析について、文献検索で得ら

れた in vivo 小核試験で得られた小核誘発率を用

いた解析では、十分なデータ数が得られなかった

が、NTP 試験の中で行われた in vivo小核試験のデ

ータと TD50 の解析では良好な相関関係が得られ

ることが示された。一方トランジェニック遺伝毒

性試験の突然変異頻度（MF）と TD50値の相関性

解析も試行的に行った結果は、全体的に R2 値は

in vivo遺伝毒性試験結果で得られた解析結果より

相関性が良好であった。また、体重あたりの全投

与用量に対する MF 増加倍率（ fold change / 

(mg/kg)）に対する相関性が最も高かった。また、

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については、国内外の

リスク評価機関における in silico評価手法の活用

状況等を調査した結果、RA 及びグルーピングに

ついては、理論的には化審法での評価項目となっ

ている一般毒性、生殖発生毒性、遺伝毒性、発が

ん性に適用できると考えられた。この調査結果を

受けて実施した 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)を対象としたケー

ススタディでは、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

ィに基づき、「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
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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）を提

案した。 

２）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（増村） 

肝発がん物質においては、肝臓における変異原

性 POD（BMDL50）と発がん性 POD（TD50）は概

ね正の相関性を示した。標的組織が異なる腎発が

ん物質のデータを加えると相関性が低下する傾

向がみられた。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 を下回った。

BMD の信頼区間（BMDL- BMDU の範囲）を考慮

して検討した結果、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。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。 

３）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（安井） 

DIA 法によるトキシコプロテオミクスは、TK6

細胞から安定的に 5000以上のタンパク質を同

定・定量できた。H₂O₂処理では、DNA 修復やア

ポトーシス関連の生命活動が明確に検出され、既

知の遺伝毒性スキームと一致した。一方、非遺伝

毒性物質であるマンニトール処理では、これらの

生命活動は検出されず、解析系の特異性が示され

た。シスプラチン処理では限定的ながら DNA修

復関連の生命活動が観察されたが、検出にはサン

プリング時間や解析感度の最適化が必要である

ことが明らかとなった。 

４）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（堀端） 

  高濃度ホルムアルデヒド固定化細胞への ChIP

の適用性を検証した結果、1%ホルムアルデヒドで

固定化した条件と同等のリンカーDNA 切断条件

では、3.7%ホルムアルデヒド固定化細胞のリンカ

ーDNAの十分な切断は見られなかった。その一方

で、超音波のサイクルを大幅に増やした結果、

3.7%ホルムアルデヒド固定化細胞のリンカー

DNAは ChIPに供することができる大きさまで切

断することができることを明らかにした。また、

「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。 

５）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（津田、伊澤、鈴木、杉山） 

2023 年度の DEN 投与では、溶媒投与群の

1.0×10⁻⁶に対し、DEN 投与群では平均 6.6×10⁻⁶の

変異頻度が検出され、統計的に有意な増加が示さ

れた（p<0.05）。また、変異スペクトル解析では

T>A 変異が顕著に増加し、DEN 特異的な変異パ

ターンの検出が可能であることが確認された。gpt

アッセイ結果との相関係数も R²=0.89 と高い一致

を示した。2024 年度のエレミシン投与試験では、

非投与群で 1.1×10⁻⁷、中用量群で 1.9×10⁻⁷、高用量

群で 7.4×10⁻⁷の変異頻度が検出され、用量依存的

な増加が確認された。また、T>A、T>C、C>A と

いった特定の塩基変異においても用量依存性が

見られた。これらの結果は、エレミシンがラット

肝臓において変異原性を有することを示唆する

とともに、NGSベースの変異検出手法が薬剤特異

的な変異スペクトルの評価にも有用であること

を示した。gptアッセイとの相関も R²=0.93と非常

に高かった。 

６）染色体不安定性を指標とする発がん性の定量

的評価法の検討と染色体不安定性による化学発

がん機序に関する研究（石井） 

抗 g-H2AX抗体を用いた免疫組織化学染色法に

陽性を呈する小核をカウントすることで、

MNHEP の検出が可能であることを明らかにした。

Acetamide 、 quinolin 、 N-Nitrosodipropylamine 、

nitrosopyrrolidine、thioacetamide、methapyrilene 及

び potassium bromate を 28 日間投与したラット肝

臓の評価を実施した結果、肝発がん物質で

MNHEP の有意な増加が見られ、HLMN assayと肝

臓小核試験の結果は高い相関を示した。また、Myc

及び Mdm2 の免疫組織化学染色において、AA 誘

発肝腫瘍は高頻度に陽性を呈し、Myc遺伝子のコ

ピー数増加領域は染色体外環状 DNA（ecDNA）

を形成していることが明らかになった。 

 

D． 考 察 

１）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（広瀬、

井上） 

「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」のうち、

既知の遺伝毒性発がん物質等の公表データにお

ける in vivo 遺伝毒性と発がん性の用量反応関係

の解析については、予測式から得られる in vivo小
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核誘発率からの TD50予測直線から 5 倍程度以内

の直線の中に多くの点が入るということは、in 

vivo 小核誘発率からこの予測式をもとに予測値を

定量的評価値として使うことができる可能性を

示している。一方、トランジェニック遺伝毒性試

験の突然変異頻度（MF）と TD50値の相関性解析

では、各論文の曝露条件は実験毎に異なっており、

より最適な指標を求めるために、さらなるデ ー

タの集積や試験条件の統一化等も必要になって

くると考えられた。しかし、曝露条件の不均一性

にもかかわらず、良好な相関性が得られたことは、

in vivo試験系による突然変異頻度に関する指標を

用いた発がん性の定量評価手法の方が in vivo 小

核試験よりも精度の高い評価手法が開発できる

可能性を示したと考えられる。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

新たな活用については、国内外のリスク評価機関

における in silico評価手法の活用状況等を調査し

た結果、RA 及びグルーピングについては、理論

的には化審法での評価項目となっている一般毒

性、生殖発生毒性、遺伝毒性、発がん性に適用で

きると考えられた。ただし、類似性等を含め妥当

性がある評価結果が少ない現状から考えると、容

易に活用できる方法ではないと思われた。2 物質

のケーススタディに基づき「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）を提案した。

この進め方（案）は、あくまでも一研究者の検討

結果に基づくものであるが、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年度中に提案した進め方で予審・本

審を実施する。 

２）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（増村） 

肝発がん物質の標的組織において変異原性

PODと発がん性PODに概ね正の相関がみられた。

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と発がん性 PODが概ね正の相

関性を示し、変異原性 POD を係数 100 で除した

値が発がん性 POD を下回ることが示唆された。

TGR 試験から算出した変異原性 POD を発がん性

評価の量的指標に利用できる可能性が示唆され

た。一方、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。 

３）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（安井） 

DIA 法を用いたプロテオミクスは、遺伝毒性評

価における機序的情報の補完手法として有用で

ある可能性が示された。特に、H₂O₂処理において

は DNA 修復やストレス応答に関与する生命活動

が明確に検出され、既知の遺伝毒性スキームと整

合した結果が得られた。一方で、シスプラチンで

は期待された修復関連の生命活動反応が限定的

であり、プロテオーム変動の検出にはサンプリン

グ時間の最適化や感度向上が課題として残った。

また、陰性対照であるマンニトールにおいては

DNA 修復関連の生命活動が検出されなかったこ

とから、本手法が非特異的反応を示さず、遺伝毒

性物質による特異的応答を捉える能力を有する

ことが確認された。 

４）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（堀端） 

第一段階の研究で培養細胞では 3.7%ホルムア

ルデヒド固定化条件においても、ChIP に最適とさ

れるサイズの DNA 画分が得られることが明らか

になった。第二段階の研究では固定化組織への適

用を試みた結果、「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 ENU 投与による APE1 の rDNA への

結合量の増大が見られた。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。培養細胞を用いた通常の ChIP

の結果と比較すると、固定組織を用いた結果では

全般的に%Input値が非常に低くなっていた。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
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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。 

５）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（津田、伊澤、鈴木、杉山） 

ecNGSとくに PECC-Seq法を用いた in vivo変異

原性評価手法が、従来の TGR 試験を代替しうる

信頼性と汎用性を有していることが示された。特

に、ラットにおける薬剤投与後の変異頻度と変異

スペクトルの評価において、既存の gpt アッセイ

と同等、あるいはそれ以上の精度で変異の検出が

可能であること、また薬剤特異的な変異の特徴を

変異スペクトル解析により捉えられる点が大き

な成果である。これにより、レポーター遺伝子を

持たない通常のラットサンプルでも、定量的かつ

特異的な変異評価が可能となる新たな in vivo 試

験系の構築が現実的となった。さらに、エレミシ

ン投与試験では用量依存性も明確に確認され、定

量的な毒性評価指標としての活用可能性も示さ

れた。一方で、解析対象が限られた数のサンプル

であること、標準プロトコールの作成など、ガイ

ドライン化へ向けた課題も残る。 

６）染色体不安定性を指標とする発がん性の定量

的評価法の検討と染色体不安定性による化学発

がん機序に関する研究（石井） 

種々の発がん物質投与によって生じた MNHEP

の割合は、HLMN assay と肝臓小核試験の間で高

い相関を示したことから、HLMN assayがMNHEP

の検出法として有用であることが確認された。既

報と同様にMNHEPの増加は非遺伝毒性肝発がん

物質でも増加したことは、本法が化学物質の発が

ん性評価法にも応用できることを示唆する結果

であった。また、AA 誘発肝腫瘍では、Myc 及び

Mdm2 が高頻度に陽性を呈したことから、コピー

数増加に伴うこれら遺伝子の発現が発がんの原

因であると考えられた。さらに、Myc 遺伝子が

ecDNA を形成していたことは、これらの変化が

chromothripsis によって生じたことを支持する結

果であった。 

 

E．結 論 

１）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（広瀬、

井上） 

「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」のう

ち、既知の遺伝毒性発がん物質等の公表データに

おける in vivo 遺伝毒性と発がん性の用量反応関

係の解析については、既存の in vivo遺伝毒性試験

データと同じ試験対象物質の発がん性の定量指

標である TD50 値との相関性を調べた結果、NTP

試験として行われた in vivo 小核試験の小核誘発

率と TD50値との解析では、良好な相関関係が得ら

れることが示された。また、トランジェニック遺

伝毒性試験の突然変異頻度（MF）と TD50値との

相関性の解析も試行的に行った。全体的に in vivo

小核試験における解析結果よりも相関性は良好

であったが、検索で得られた論文の曝露手法が統

一されていないことから、今後 TD50値と比較する

ための最適な指標の検討が必要になることが示

された。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の提案

については、有害性評価における in silico評価手

法の国内外での活用状況等を調査した結果、RA

やグルーピングが、化審法で評価する毒性項目に

適用できる方法であると考えられたため、化審法

のスクリーニング評価に活用することを前提と

した独自の RA のあり方を提案することを目指し、

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)を対象としたケーススタディを実施

した。各々のケースについてどのように有害性ク

ラスを類推するべきかを検討した結果を踏まえ、

「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。  

２）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（増村） 

In vivo遺伝子突然変異試験の定量的指標の導出

と発がん性との量的相関を検討するため、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。肝発がん物質

の検討では、両者は概ね正の相関性を示し、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。投与経路や解析臓

器が異なる遺伝毒性発がん物質 12 物質の検討で

も同様の傾向がみられた。BMD の信頼区間

（BMDL-BMDU の範囲）の比較において、個々
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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。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。 

３）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（安井） 

TK6細胞に遺伝毒性物質（H₂O₂、シスプラチン）

を処理して DIAプロテオーム解析を行い、その結

果を未処理および非遺伝毒性対照群と比較した。

一度の DIA 解析で約 5000 種のタンパク質を安定

して同定でき、遺伝毒性物質暴露群では DNA 修

復や酸化ストレス応答経路の変動が確認された。

しかし、検出感度の向上や適切なサンプリング時

間の設定など改善が必要であることが分かった。

本研究で構築された DIA プロテオミクスとエン

リッチメント解析系は、Weight of evidenceアプロ

ーチの観点から in vitro 遺伝毒性評価を精緻化し

得る有望な手法であると考えられた。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。 

４）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（堀端） 

ChIP 法ではクロマチン画分の最適な可溶化が

必須である。第一段階の研究で培養細胞では 3.7%

ホルムアルデヒド固定化条件においても、ChIP に

最適とされるサイズの DNA 画分が得られること

が明らかになった。第二段階の研究では、固定組

織標本可溶化の条件検討を実施した結果、「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。 

５）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（津田、伊澤、鈴木、杉山） 

本研究では、次世代シークエンス技術を基盤と

した in vivo 変異原性検出手法の基礎開発と有用

性の検証を目的に、TGR試験サンプルを用いたラ

ット肝臓組織に対する PECC-Seq 解析を実施し、

薬剤誘発性の変異頻度や変異スペクトルの用量

依存的変化を高精度に検出できることを実証し

た。gpt アッセイとの高い相関性も得られ、既存

手法の代替技術として十分な妥当性を有するこ

とが確認された。今後は対象化合物・臓器の拡充

を通じて、in vivo変異原性試験法の国際的ガイド

ライン化に資するデータの蓄積と実用化が期待

される。 

６）染色体不安定性を指標とする発がん性の定量

的評価法の検討と染色体不安定性による化学発

がん機序に関する研究（石井） 

g-H2AX の免疫組織化学染色による  HLMN 

assay を構築し、28日間反復投与試験で得られた

組織切片を用いて、MNHEP の頻度を評価できる

ことを確認した．また、AA 誘発腫瘍において

ecDNA 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。 
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英, 安井学, 本間正充, 岡部篤史, 藤木亮次, 

金田篤志, 田代聡, 佐々彰, 浦聖恵, ヒスト

ンメチル化酵素 NSD2 は部位特異的 DNA 二

本鎖切断の修復経路選択を制御する, 第 46

回 日 本 分 子 生 物 学 会 年 会 , 神 戸 市 

(2023.12.6) 

71. 津田雅貴, 濱田優作, 清水直登．相同組換え

中間体解消における動的変化の可視化．第 46

回日本分子生物学会年会，兵庫県（2023.12） 

72. 石井雄二, 山上洋平, 田原麻衣子, 河上強志, 

瀧本憲史, 笠松健吾, 相馬明玲, 高須伸二, 

小川久美子. Acetamideのラット肝臓における

代謝物と核の形態異常への関与，第 40回日

本毒性病理学会 2024年 1月，東京 

73. 笠松建吾, 石井雄二, 山上洋平, 高須伸二, 

相馬明玲, 小澤俊介, 渋谷 淳, 小川久美子. 

免疫組織化学染色による小核化肝細胞の検

出，第 40回日本毒性病理学会 2024 年 1月，

東京 

74. 高須伸二, 石井雄二, 相馬明玲, 松本真理子, 

小川久美子. SD ラットを用いた

decyltrimethoxysilaneの 13週間反復投与試験，

第 40回日本毒性病理学会 2024年 1月，東京 

75. 石井雄二, 瀧本憲史, 高須伸二, 満元達也, 

相馬明玲, 小川久美子. Acetamide の肝発がん

に寄与する肝細胞質内封入体の形成機序，日

本薬学会第 144年会 2024年 3月，神奈川 

76. 堀端克良, 佐々木沙耶, 杉山圭一. Detection 

of genotoxic reactions by directly analyzing 

DNA damage responses on chromatin fraction. 

日本薬学会第 144年会 (2024.3.30. 横浜) 

77. 牛田和夫，甲斐薫，山下ルシア幸子，川島明，

増村健一，井上薫：化審法のリスク評価（一

次）評価Ⅰにおける発がん性定量的評価：

UR/SF適用の妥当性検討．第51回日本毒性学

会学術年会(2024.07) 

78. 山下ルシア幸子，牛田和夫，甲斐薫，増村健

一，井上薫：1-ノナノールと1-デカノールの

人健康影響に係るスクリーニング評価：異な

る鎖長アルコールのリードアクロス（RA）に

よる検討．第51回日本毒性学会学術年会

(2024.07) 

79. 磯貴子，村田康允，広瀬望，馬野高昭，津田

雅貴，堀端克良，杉山圭一，増村健一，松本

真理子：酢酸コバルト(II)四水和物のin vivo変

異原性評価．第51回日本毒性学会学術年会

(2024.07) 

80. 増村健一，安東朋子，堀端克良，石井雄二，

杉山圭一：アクリルアミドが誘発する生殖系

列突然変異の解析．日本環境変異原ゲノム学

会第53回大会(2024.12) 

81. 松本真理子、磯貴子、馬野高昭、村田康允、

広瀬望、増村健一、堀端克良、杉山圭一：ト

ルエンジイソシアネート経口投与による

MutaMouse肝臓における変異原性．日本環境

変異原ゲノム学会第53回大会(2024.12) 

82. 田中陽菜、山北啓吾、安井学、本間正充、杉

山圭一、藤木亮次、金田篤志、菅澤薫、浦聖

恵、佐々 彰 DNA 修復の機能不全による

DNA 鎖切断を伴わない自然免疫応答メカニ

ズムの解明. 第 31 回日本免疫毒性学会学術

年会、西宮市 (2024.9.19) 

83. 古西乃々香, 北村蒼史, 鵜飼明子, 安井学, 

本間正充, 杉山圭一, 浦聖恵, 佐々彰 O6-メ

チルグアニン DNA メチルトランスフェラー

ゼが炎症応答制御に果たす役割の解明 日

本環境変異原ゲノム学会第 53 回大会、岡山

市(2024.12.8) 

84. 堀端克良, 佐々木沙耶, 杉山圭一：Detection 

of genotoxic reactions by analyzing DNA 

damage response using chromatin 

immunoprecipitation. 第 51 回日本毒性学会学

術年会（2024.7） 

85. 堀端克良, 佐々木沙耶, 杉山圭一：クロマチ

ン免疫沈降法を利用したアルキル化剤誘発

遺伝毒性反応の検出. 第 83 回日本癌学会学

術総会（2024.9） 

86. 堀端克良, 安東朋子, 吉田愛海, 杉山圭一：遺

伝情報発現に付随する突然変異誘発. 日本環

境変異原ゲノム学会第 53回大会（2024.12） 
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87. 羽倉昌志, 加藤雅之, 川上久美子, 皿田巳子, 

須井哉, 杉山圭一, 堀端克良, 峯川和之, 山

本美佳, 山田雅巳：TA100 株の全ゲノム解

析：遺伝子変異のロット間比較（BMS pilot 

study）. 日本環境変異原ゲノム学会第 53 回

大会（2024.12） 

88. 伊澤和輝. ecNGS ってなんだ？ 日本環境

変異原ゲノム学会 第 84 回 MMS 研究会, 

2024年 6月（東京） 

89. 鈴木孝昌 様々な EC-NGS 法の特徴 日本

環境変異原ゲノム学会第 84 回 MMS 研究会, 

東京都 (2024. 6) 

90. 鈴 木 孝 昌 Error-corrected next generation 

sequencing (ecNGS)の現状 第 51回日本毒性

学会学術年会 福岡市（2024.7） 

91. 津田 雅貴. チロシル-DNA ホスホジエステ

ラーゼが関与する新規 DNA 二本鎖切断修復

経路.第 84 回日本癌学会学術総会 2024 年 9

月 21日(福岡) 

92. 鈴木孝昌, 尤馨悦, 伊澤和輝, 津田雅貴, 本

間正充, 欒洋, 杉山圭一. PECC-Seq法の開発

から学ぶエラー修正 NGS(ecNGS)法の残存エ

ラーの要因 第 83回日本癌学会学術総会，福

岡市（2024.9） 

93. 津田 雅貴. DNA 二本鎖切断修復機構の理解

を目指した多角的アプローチ.日本放射線影

響学会第 67回大会. 2024年 9月 26日 (小倉) 

94. 津田雅貴. 三次元培養に関する最新論文紹介. 

MMS 研究会・3D組織モデルを用いた遺伝毒

性研究 第 3 回勉強会. 2024 年 10 月 4 日 

TKP 品川カンファレンスセンター 

95. 清水 直登、諸角 涼介、田村 孝平、中村 誠、

鈴木 厚、石庭 寛子、井出 博、津田 雅貴. ネ

ッタイツメガエルの中期胞胚転移時におけ

る DNA 二本鎖切断の修復経路の変化. 第 47

回 日本分子生物学会 2024年 11月 28日 (福

岡) 

96. 伊澤 和輝、津田 雅貴、鈴木 孝昌、本間 正

充、杉山 圭一. ラット試料を用いた 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) 

97. 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) 

98. 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) 

99. 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) 

100. 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） 

101. 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） 

102. 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) 

103. 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) 

104. 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) 

105. 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) 

106. 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. 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） 

107. 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） 

108. 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） 

109. 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



- 18 - 

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） 

110. 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） 

111. 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） 

112. 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） 

113. 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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