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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。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。本研究においては、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

す。本分担研究においては、in vivo遺伝毒性

試験結果から遺伝毒性 POD （ Point of 

Departure）の設定を行ない、発がん性PODと

の相関性から量的評価指標の導出が可能か

検討する。 

 

B. 研究方法 

遺伝毒性発がん物質の遺伝毒性試験に基

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、既知の遺伝毒性発がん物質について変

異原性PODと発がん性PODを比較した。肝
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発がん物質を用いた検討では、昨年度に続

き、TGR試験の用量反応データから変異原

性PODを算出し、肝発がん性PODと比較し

た 。 N-nitrosodimethylamine (NDMA) 、 N-

nitrosodiethylamine (NDEA) 、 2-

acetylaminofluoren (2-AAF) 、 2,4-

diaminotoluene (2,4-DAT)を28日間経口投与

したTGR試験（Mutaマウス、lacZアッセイ）

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、ベンチマークドーズ

（BMD）法によって変異原性PODを算出し

た（使用ソフト：PROAST web）。計算の際、

平均化モデル（model averaging）を採用した。

また、陰性対照値からの増加の程度を示す

benchmark response（BMR）またはcritical 

effect size（CES）として0.5（陰性対照値と

比べて50％増加）を設定し、変異原性PODと

してBMDL50を算出した。発がん性データは、

マウスおよびラットの経口投与発がん試験

の 情 報 を carcinogenic potency database 

(CPDB)から収集し、肝発がんのPODとして

TD50およびBMDL10を算出した。変異原性

PODと発がん性PODを比較した。標的組織

が異なる例として、発がん標的が腎臓であ

るアリストロキア酸のTGR試験（gpt deltaマ

ウス、gptアッセイ）（Chen et al. 2020）のデ

ータを追加した。さらに、 Health and 

Environmental Sciences Institute Genetic 

Toxicology Technical Committee (HESI 

GTTC)の定量的解析グループによる論文

（Chepelev et al. 2023）から、遺伝毒性発が

ん 物 質 12 物 質 （ 2-acetylaminofluorene, 

Benzo[a]pyrene, Benzene, 1,3-Butadiene, 

Chlorambucil, 4-Chloro-o-phenylene-diamine, 

Cyclophosphamide, Chloroform, 

Leucomalachite green, N-nitrosodimethylamine, 

Trichloroethylene, Urethane ）のTGR試験の

POD（BMDL50）と発がん性POD（BMDL10）

と比較して相関性を検討した。 

 

（倫理面への配慮） 

ヒトおよび実験動物を使用していないた

め対象外。 

 

C. 研究結果 

TGR試験の用量反応データから変異原性

PODを算出した。BMDの算出基準となる

BMR/CES（背景値からの一定の反応の程度）

は 、 2022 年の International Workshops on 

Genotoxicity Testing (IWGT)会議でin vivo遺

伝毒性試験の用量反応データへの適用が妥

当された0.5（陰性対照値と比べて50％増加）

を用いた。肝発がん物質において、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。CPDBには複数の

発がん試験から得られた異なるTD50が記載

されており、その値には数10倍～数100倍の

ばらつきが認められた。そのため複数の

TD50の平均値と範囲を発がん性PODとして

変異原性BMDL50と比較した（図１）。さら

に、標的組織が異なる遺伝毒性発がん物質

として、腎発がん物質であるアリストロキ

ア酸のデータを加えた。雄gpt delta mouse 

（各群5匹）に28日間経口投与して3日後に

採取した腎臓のgpt遺伝子突然変異頻度の

用量反応データを用いて、BMD法を用いて

変異原性POD（BMDL50）を算出した。発が

ん性PoDはCPDBのharmonic TD50を使用し

た。変異原性POD（BMDL50）と発がん性POD

（TD50）の相関性を示した（図１）。その結

果、アリストロキア酸のデータを加えると

正の相関傾向はあるものの、ばらつきは大

きくなった。発がん性TD50値のばらつきを

考慮して、両者の相関性から変異原性POD

と発がん性PODの量的関係を検討した結果、

変異原性BMDL50 （mg/kg/day）を係数10～

100で除するとTD50 値を下回る傾向が見ら

れた。この傾向をさらに検討するため、HESI 

GTTCにおける定量的解析グループの論文

情報から遺伝毒性発がん物質12物質のTGR

試験のPODを収集した。これらは投与経路、

投与期間、解析組織が異なるデータが混在

している。複数の用量反応データがある場

合はBMDLの最小値を採用した。また、発が

ん性PODとしてはBMDL10を用いた。変異原

性POD（BMDL50）と発がん性POD（BMDL10）
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を比較した結果、両者は概ね正の相関性を

示した（図2）。また、変異原性BMDL50 

（mg/kg/day）を係数100で除すると発がん

性BMDL10を下回る傾向が見られた。 

 

D. 考察 

In vivo遺伝毒性試験と発がん性試験の量

的比較を検討するにあたって、発がんのイ

ニシエーションイベントである遺伝子突然

変異の誘発を指標とすることが適当と考え、

in vivo遺伝子突然変異試験であるTGR試験

の用量反応データから変異原性PODを算出

した。用量反応データからBMD法でPOD

（BMDL）を算出する際、陰性対照値からの

一定の増加の程度を示すBMR/CESをどの

ように設定するかについてはこれまで国際

的なコンセンサスがなかったが、発がん性

試験の用量反応データに対して多く用いら

れるBMDL10（対象値から10％増加）は、遺

伝毒性試験のデータに対しては値が小さく

適切な用量反応モデル選択が難しいとの指

摘があった。適切なCESは各試験系の特徴

によって異なり、バックグラウンドデータ

のばらつきと陽性検出のダイナミックレン

ジを考慮して設定されるものと考えられた。

HESI GTTC等での検討を経て、2022年の

IWGT会議ではin vivo試験（小核試験、コメ

ット試験、Pig-a試験、TGR試験）について、

BMD解析におけるCESの値として0.5を用い

ること、すなわちBMDL50（対象値から50％

増加）が支持された。なお、in vitro遺伝毒性

試験の用量反応データにおけるCESについ

てはデータが不足しており議論が継続中で

ある。したがって、in vivo変異原性と発がん

性を比較する場合、変異原性PODとして

BMDL50 、発がん性 POD として TD50 と

BMDL10を用いることが妥当と考えられた。 

In vivo試験において異なるエンドポイン

トを比較する際、標的組織を考慮すること

で結果のばらつきを低減できる可能性があ

る。既知の遺伝毒性肝発がん物質4物質を用

いた検討では、肝臓におけるTGR試験デー

タから変異原性PODを算出し、肝臓におけ

る発がんデータから発がん性PODを算出し

た。同じ標的臓器で比較を行い、変異原性

POD（BMDL50）と発がん性POD（TD50, 

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POD（BMDL50）

を100倍の係数で除した場合、いずれも発が

ん性POD（TD50）を下回った。さらに標的臓

器が異なる場合にどのような傾向がみられ

るかを検討するため、発がん標的が腎臓で

あるアリストロキア酸について、腎臓にお

ける発がん性とTGR試験データを追加して

比較した。その結果、アリストロキア酸のデ

ータを加えても一定の正の相関傾向はある

と考えられたものの、ばらつきは大きくな

った。使用したマウス系統とレポーター遺

伝子が異なるため、結果の解釈には注意が

必要である。相関性の比較において、検出系

の違いに加えて、発がん物質ごとの標的組

織の違いや発がんメカニズムの違い等がば

らつきの要因になると考えられた。また、in 

vivo遺伝毒性試験と発がん性試験の量的比

較を行う際、同一物質でも試験データによ

ってPODが大きく異なることが不確実性の

要因となる。例えば、異なる発がん試験や異

なる発がん標的臓器から算出された複数の

TD50値には数10倍～数100倍の差がある。定

量的評価においては用量反応データの選択

が適切かどうか検討することが重要と考え

るが、試験データが限られる場合は適切な

データ選択が難しい問題がある。POD値は

相当なばらつきを含むものと考え、精緻な

試算より包括的な係数を用いた比較が実際

的な対応策の一案と考えられた。肝発がん

物質を用いた検討で得られた相関性を検証

するため、HESI GTTCの定量的解析グルー

プの論文情報から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（TD50, BMDL10）を比較した。その結

果、両者は概ね正の相関性を示すことが示

唆された。変異原性BMDL50（mg/kg/day）を

係数10～100で除するとTD50値を下回り、係

数100で除すると発がん性BMDL10を下回る

傾向が見られた。このことは、限られたデー
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タに基づく結果ではあるが、TGR試験から

算出された変異原性PODを発がん性評価の

量的指標に利用できる可能性を示唆してい

る。一方で、TGR試験は解析組織が限られて

おり、投与経路や投与期間が異なるデータ

が混在する点は発がん性評価に応用するに

あたっての課題と考える。 

変異原性PODと発がん性PODの相関関係

には多くの不確実要因が含まれるため、精

度の高い換算等の量的比較に用いるには限

界があると考えられた。量的比較の利用例

としては、発がん性未知の評価対象物質に

対して発がん性データがあるサロゲート物

質が存在するとき、発がん性POD既知物質

の変異原性PODと発がん性未知物質の変異

原性PODを比較することによって発がん性

未知物質の発がん性の強さの順位を推定す

る場面などが考えられる。例えば、物質Aの

変異原性PODが物質Bの変異原性PODの100

倍高ければ、物質Aの発がん性は物質Bより

弱いと推定することには一定の説得力があ

ると考える。現在の医薬品の変異原性不純

物に関するICH M7ガイドラインにおいて

は、変異原性PODに基づいて許容摂取量を

求めることは認められていない。リスク評

価と規制における受け入れ可能性は明らか

でなく、今後の議論が必要と考えられる。発

がん性PODと変異原性PODの量的相関性に

関する知見が蓄積されることで、変異原性

の量的指標をリスク評価に利用する議論が

進むことが期待される。 

 

E. 結論 

TGR試験と発がん性試験の量的比較を試

みた。用量反応データからBMD法により変

異原性PODを算出し、発がん性PODと比較

した。肝発がん物質の標的臓器において概

ね正の相関がみられたが、標的臓器が異な

るデータが加わるとばらつきが大きくなる

傾向がみられた。文献情報に基づいて遺伝

毒性発がん物質の変異原性POD（BMDL50）

と発がん性POD（TD50, BMDL10）を比較し

た結果、両者は概ね正の相関性を示す傾向

がみられた。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

た方法を検討した。変異原性BMDL50を係数

10～100で除するとTD50値を下回り、また係

数100で除すると発がん性BMDL10を下回る

傾向が示唆された。 
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H. 知的財産権の出願・登録状況 

H-1. 特許取得 
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該当なし 

 

H-3.その他 
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図１：変異原性POD（BMDL50）と発がん性POD（TD50）の比較 
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図2：変異原性POD（BMDL50）と発がん性POD（BMDL10）の比較 
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令和5年度 厚生労働行政推進調査事業費 補助金（化学物質リスク研究事業） 

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 

構築のための基盤研究 

 

分担報告書名: 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 

 

研究分担者 井上 薫 国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部 

研究要旨 

本分担研究は、化審法における QSAR やリードアクロス (RA)など in silico 評価手法

の新たな活用場面を提案することを目的としている。 

令和 4 年度に実施した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

況調査の結果、RA やグルーピングは、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ながらも、化審法のスクリーニング

評価項目である一般毒性、生殖発生毒性、遺伝毒性、発がん性に適用可能であると考え

られた。そこで、令和 5 年度以降は、スクリーニング評価において RA を活用促進する

ことを目指し、化審法のスクリーニング評価に供することを前提とした、独自の RA に

よる評価を試みるため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（類似物質候補

の検索方法、評価結果の示し方、類似性や RA/グルーピングの妥当性に関する説明方法

等）の検討を行うこととした。 

ケーススタディの対象物質として、過去の化審法スクリーニング評価において評価

保留となっていた 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)）を選定した。各対象物質について、OECD が

開発した QSAR Toolbox を活用して類似物質候補の検索を行い、類似物質候補の絞り込

み条件を検討した。その結果、ジイソブチル＝ヘキサンジオアートについては 6 物質、

ノナン－１－オールについては C5～22 の直鎖アルコールを最終的な類似物質候補とし

た。類似物質候補について、一般毒性、生殖発生毒性、遺伝毒性、発がん性に関する情

報を収集した。有害性情報は、基本的には化審法のスクリーニング評価と同様、国内外

のリスク評価機関が作成した評価資料等の信頼性が担保された情報源から収集した。ま

た、OECD Toolbox から得られる有害性情報も活用した。ジイソブチル＝ヘキサンジオ

アートについては、類似物質候補の体内動態や物化性状についても調査した。得られた

有害性情報等については、物質毎に表形式に整理した。また、有害性情報については、

スクリーニング評価の際に使用する個別シートに各情報を整理した。 

現在、類似物質候補に関する各毒性項目の有害性情報の精査を進めており、物化性

状や代謝物の有害性も併せて確認し、類似物質候補とした物質が、各評価対象物質と化

学的・毒性学的に類似と言えるかを検証し、妥当な類似物質であると説明可能と言える

場合は、類似物質の有害性情報から類推した各評価対象物質のスクリーニング評価結果

案を作成する。また、本ケーススタディの過程で、評価結果の示し方、類似性や Read 

across/グルーピングによる評価の妥当性に関する説明提示方法等についても検討して

おり、独自の RA によるスクリーニング評価のあり方を提案する。 
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A. 研究目的 

本分担研究は、化審法における QSAR や

リードアクロス (RA)など in silico 評価手法

の新たな活用場面を提案することを目的と

している。 

令和 4 年度は、in silico 評価手法が、国内

外のリスク評価機関でどのように活用され

ているかを調査した。その結果、QSAR につ

いては、化審法での有害性評価項目（一般毒

性、生殖発生毒性、発がん性）のうち、遺伝

毒性の Ames 試験結果を予測する以外に直

ちに活用することは困難な状況であり、新

たな活用場面の提案は難しいことが分かっ

た。また、RA やグルーピングは、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

ないことが明らかになったが、化審法のス

クリーニング評価項目である一般毒性、生

殖発生毒性、発がん性に適用可能であると

考えられた。 

この調査結果を受けて、令和 5 年度以降

の本分担研究では、スクリーニング評価に

おいて RA を活用促進することを目指し、

独自の RA による評価を試みるためのケー

ススタディを実施することとした。 

また、RA の妥当性を示すためには、構

造の類似性だけではなく、毒性プロファイ

ルの共通性、体内動態に関する共通性、物理

化学的性質の共通性などについて、可能な

限り情報を収集し、その根拠を示す必要が

ある。そのため、実施するケーススタディに

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（類似物質候補の検索方法、評価結果の示

し方、類似性や Read across/グルーピングの

妥当性に関する説明方法等）の検討を行う

ことを目的に実施することとした。 

 

B. 研究方法 

RA のケーススタディの対象物質として、

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)）を選定した。これら

は、過去の化審法のためのスクリーニング

評価において、当該物質そのものの毒性情

報が無かったため、簡易的な RA による評

価結果を提案したものの、予審委員により

類似物質の妥当性等が認められなかったた

め評価保留となっていた物質である。 

はじめに、各対象物質について、類似物

質候補の検索を行った。類似物質候補の検

索は、OECD が開発した QSAR Toolbox が有

用と考え、このツールを活用した。QSAR 

Toolbox では、毒性情報等の有無やプロファ

イラ等の共通性により類似候補物質を絞り

込むことができる。そのため、各物質につい

て、絞り込みの条件を各々検討した。 

最終的に得られた類似物質候補につい

て、一般毒性試験、生殖発生毒性試験、発が

ん性試験に関する情報を収集した。有害性

情報の収集は、基本的には化審法のスクリ

ーニング評価と同様、信頼性が担保された

情 報 源

（ https://www.meti.go.jp/policy/chemical_man

agement/kasinhou/files/information/ra/reliabilit

y_criteria03.pdf）から収集した。また、OECD 

Toolbox から得られる有害性情報も活用し

た。ジイソブチル＝ヘキサンジオアートに

ついては、類似物質候補の有害性情報のほ

かに、それらの体内動態や物化性状につい

ても調査し、共通性の有無等を検討した。得

られた有害性情報等については、物質毎に

表形式に整理した。また、有害性情報につい

ては、スクリーニング評価の際に使用する

個別シート（物質毎に用意するエクセルフ

ァイル：毒性項目ごとに、得られた毒性試験

情報を整理し、スクリーニング評価の評価

資料となるもの）に各情報を整理した。 

 

C. 結果 

１．ジイソブチル＝ヘキサンジオアート 

1－1．毒性プロファイルの確認 

本物質については、過去のスクリーニン

グ評価において、通常の有害性情報検索・収

集では有害性情報が無かったため、CAS. 

105-99-7  アジピン酸ジブチルの有害性
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情報を活用した評価結果を提示したところ、

類似物質が1つだけであり、分解物の毒性情

報を示していなかったことから、評価保留

となった。 

本検討では、はじめに OECD QSAR 

Toolbox のプロファイリング機能を用いて、

本物質が有すると考えられる毒性学的特徴

を確認した。その結果、発がん性に関するプ

ロファイラ Carcinogenicity (genotox and 

nongenotox) alerts by ISS から Structure alart 

for nongenotoxic carcinogenicity（化学構造に

少なくとも非遺伝毒性発がん性に関する警

告構造がある）及び Phtalate (or buthyl) 

diesters and monoesters (Nongenotoxic)が、生

殖発生毒性に関するプロファイラ DART 

schemeからKnown precedent reproductive and 

developmental toxic potential（生殖発生毒性

に関する既知の先例がある）及び Di-

carboxylic acid derivatives (adipates)(22d)（ジ

カルボン酸誘導体（アジピン酸塩））が提示

された。 

 

図. Di-carboxylic acid derivatives (adipates) 

 

以下に、OECD Toolbox から得られた各

プロファイルの概要を示す。 

発がん性の Phtalate (or buthyl) diesters and 

monoesters (Nongenotoxic)については、フタ

ル酸 (又はブチル) ジエステル及びモノエ

ステルについて定義されたものであり、フ

タル酸ジ (2-エチルヘキシル) (DEHP) やフ

タル酸ジ (2-イソノニル) (DINP) などのフ

タル酸エステルは、げっ歯類の肝臓におい

てペルオキシソーム増生を引き起こすこと

や、長期投与により肝発がんを引き起こす

ことが報告されている。これらは遺伝毒性

試験で通常は陰性であることから、非遺伝

毒性物質と考えられている。また、その発が

ん機序は、ペルオキシソーム増殖剤応答性

受容体 (PPARα) が、げっ歯類の肝臓におけ

るペルオキシソーム増生作用の大部分を担

っていると考えられているが、ヒトにおけ

るペルオキシソーム増生作用の感受性は低

いことから発がん性の懸念は高くないと考

えられている。 

生 殖 発 生 毒 性 の Di-carboxylic acid 

derivatives (adipates)(22d)については、脂肪族

カルボン酸とその誘導体 (酸部分の炭素原

子が 9 個以下のもの) に催奇形性が認めら

れることに基づき定義されたものである。

ジイソブチル＝ヘキサンジオアートはサブ

カ テ ゴ リ ー の ひ と つ で あ る Alpha-

halogenated acetic acid derivatives に含まれる。

Alpha-halogenated acetic acid derivativesでは、

エステル部分の炭素数は C1-C8 の範囲内と

定義されており、中心的な構造的特徴とし

てアジピン酸 (CAS 番号 124-04-9) が挙げ

られている。また、アジピン酸に結合するア

ルキル鎖は、非分岐又は分岐アルキル鎖で

あることが許容されている。アジピン酸エ

ステルについて、高濃度ばく露により、胚や

胎児の骨格や内臓の肉眼的異常、胎児の大

きさの減少、死亡や吸収が報告されている。

発生毒性物質の例として、Diethylhexyl 

adipate (別名アジピン酸ジ (2-エチルヘキシ

ル)) (CAS RN: 103-23-1) が挙げられている。  

以上のことから、以降の類似物質候補の

検索には「生殖発生毒性」がキーになること

が見込まれた。 

 

1－2．類似物質候補の検索 

次に、OECD QSAR Toolbox を用いて、ジ

イソブチル＝ヘキサンジオアートの類似物

質候補の検索を行った。本物質はアジピン

酸骨格を有し、前述の通りこの骨格を有す

る物質に生殖発生毒性が確認されたことか

ら、検索の第一段階では、アジピン酸骨格を

有するすべての物質を抽出することとした。

その結果、139 物質が抽出されたが、ジイソ
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ブチル＝ヘキサンジオアートにはない複素

環式の構造を有する物質を除外した結果、

67 物質が得られた。さらに、ジイソブチル

＝ヘキサンジオアートと同じ Alpha-

halogenated acetic acid derivatives のみを有す

る物質を抽出した結果、ジイソブチル＝ヘ

キサンジオアートを含む 18 物質の情報が

得られた。このうち、CAS 番号が付され、

OECD Toolbox 上で一般毒性、生殖発生毒性、

発がん性いずれかの情報を有することが確

認できた 6 物質を、ジイソブチル＝ヘキサ

ンジオアートの最終的な類似物質候補とし

た（表 1）。 

 

1－3．有害性情報等の収集・整理 

類似物質候補の 6 物質について、分子量

や物理化学的性状、有害性情報を検索・収集

し整理した。その結果の概要を表 1 に示す。 

6 物質の分子量については、米国 National 

Institutes of Health (NIH)が開発した化学物質

に関する公開データベース PubChem 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) を用いて

調査した。また、物理化学的性状について

は、物理的性状、沸点、融点または凝固点、

溶解度、蒸気圧、オクタノール/水分配係数

に つ い て 、 欧 州 化 学 機 関  (European 

Chemicals Agency, ECHA)による公開データ

ベ ー ス  (https://echa.europa.eu/information-

on-chemicals)を用いて調査したが、評価対象

物質であるジイソブチル＝ヘキサンジオア

ートを含む 3 物質については情報が得られ

なかった。 

一般毒性、生殖発生毒性、発がん性につ

いては、前述の情報源を調査し、各毒性項目

に関する情報を収集した。その結果、現時点

までの調査においては、一般毒性について

は 3物質、生殖発生毒性については 6物質、

発がん性については 1 物質に情報があるこ

とを確認できた（表 1）。 

一般毒性については、Dimethyl adipate に

関する吸入暴露のラット 90 日間反復投与

毒性試験 (ECHA データベースより)の情報

があったが、エアロゾルを暴露した 1 用量

の試験であったため、参考扱いにすること

とした。また、情報が得られた 3 物質の一

般毒性試験は、いずれもラットを用いた 28

日間または 90 日間試験であった。これらは

スクリーニング評価に資する情報であると

考えられ、評価対象物質であるジイソブチ

ル＝ヘキサンジオアートに比しアルキル鎖

長部分が短い Diisopropyl adipate (CAS RN: 

6938-94-9) 及び Dibutyl adipate (CAS RN: 

105-99-7)と、アルキル鎖長部分が長い

Diethylhexyl adipate (CAS RN: 103-23-1)に情

報があった。したがって、これら類似物質候

補に関する得られた情報の内容を精査し、

毒性所見の類似性を含めて確認し、内挿に

よりジイソブチル＝ヘキサンジオアートの

一般毒性の評価が可能かを検討することと

した（後述）。 

生殖発生毒性に関する情報のうち、4 物

質に関する発生毒性について述べられてい

た文献 (Singh et al. 1973：OECD Toolbox か

ら入手)については、研究報告としては古い

ため、今後試験条件等の精査を行い、得られ

た試験結果が妥当であるか評価する必要が

ある。また、生殖発生毒性について、化審法

のスクリーニング評価では経世代影響を評

価する必要があるが、今回得られた情報の

うち経世代影響が評価できるのは Dibutyl 

adipate (CAS. 105-99-7)に関する生殖毒性ス

クリーニング試験（厚労省の既存化学物質

安全性点検事業で実施）と、Diethylhexyl 

adipate (CAS RN: 103-23-1)に関する一世代

生殖毒性試験（AICIS IMAP (2013)、OECD 

SIDS(2005)から入手）だけであった。したが

って、これらの試験結果を精査し、類推によ

り評価対象物質であるジイソブチル＝ヘキ

サンジオアートの経世代影響を評価可能か、

今後検討する。 

発がん性については、Diethylhexyl adipate 

(CAS RN: 103-23-1)のみに情報があり、マウ

スとラットを用いた発がん性試験 (NTP-

TR (1982)が得られた。また、本物質の発が

ん性については、IARC による発がん性区分

3（ヒトに対する発がん性について分類でき

https://echa.europa.eu/information-on-chemicals
https://echa.europa.eu/information-on-chemicals
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ない）、米国 EPA による発がん性区分 C（ヒ

ト発がん性がある可能性がある物質）とさ

れており、前述の発がん性試験試験の精査

が必要な状況である。今年度の検討では、

QSAR Toolbox か ら 、 Dibutyl adipate, 

Diisopropyl adipate, Diisobutyl adipate, 

Diethylhexyl adipate について Ames 試験陰性

と示されていたものの、6 物質の遺伝毒性の

詳細に関しては調査していない。したがっ

て、今後の検討では類似物質候補 6 物質の

遺伝毒性についても情報源を調査し、得ら

れた情報に基づき遺伝毒性を評価する。さ

らに、発がん性に関しては、Diethylhexyl 

adipate 単独での発がん性に関する結論や、

類推によるジイソブチル＝ヘキサンジオア

ートの発がん性評価の可否を、遺伝毒性評

価の結果を踏まえて行うこととする。 

 

1－4．リードアクロスによる一般毒性に関

する評価の試み 

前述の通り、一般毒性については、アル

キル鎖長部分が短長の類似物質候補に関す

る毒性試験情報からジイソブチル＝ヘキサ

ンジオアートの毒性の類推ができる可能性

が確認できたため、各試験情報について内

容を精査した。 

１）Dibutyl adipate (CAS. 105-99-7)のラット

28 日間反復投与試験（経口） 

本物質については、既存化学物質安全性

点検事業による試験結果があった。雌雄ラ

ットに最高 1000 mg/kg/dayの用量で 28日間

強制経口投与を行った結果、いずれの検査

項目においても雌雄ともに投与群に毒性影

響はみられなかったことから、本試験の

NOAEL は 1000 mg/kg/day と判断できると

考えられた。その他に、本物質の一般毒性に

関する情報はなかった。 

 

２）Diisopropyl adipate (CAS RN: 6938-94-9)

のラット 28 日間反復投与試験（経口） 

この試験情報は 2023 年 11月に ECHAの

データベースから入手したが、2024 年 3 月

末時点では同データベースから削除されて

いた。しかし、情報の信頼性が高い reliability 

1 の試験情報であったため、本検討では採用

することとした。 

雌雄ラットに1000 mg/kg/dayの用量で28

日間強制経口投与を行った結果、いずれの

検査項目においても雌雄ともに投与群に毒

性影響はみられなかったことから、本試験

の NOAEL は 1000 mg/kg/day と判断できる

と考えられた。ただし、本試験は 1 用量で

実施された試験であるため、類推の際の参

考情報として扱うが、スクリーニング評価

のための定量的評価の根拠とはしなかった。

その他に、本物質の一般毒性に関する情報

はなかった。 

 

３）Diethylhexyl adipate (CAS RN: 103-23-1)

の一般毒性 

本物質については、比較的多くの有害性

情報が存在した。 

一般毒性については、多くの評価機関が

米国 National Toxicology Program (NTP)が

1982 年に実施、報告した亜慢性毒性試験、

発がん性試験を中心に評価していた。 

NTP (1982)によると、ラット及びマウス

を用いた亜慢性毒性試験（91 日間反復混餌

投与：後述の発がん性試験のための用量設

定試験）では、雌雄のラットまたはマウス

（各群 10 匹/群/性）に本物質を 0, 1,600, 

3,100, 6,300, 12,500, 25,000 ppm の用量で投

与した結果、10%以上の体重増加抑制がラ

ットでは 12500 ppm 以上で、マウスでは

3100 ppm 以上で認められたことから、本試

験の NOAEL はラット 6300 ppm（環境省の

換算では 400 mg/kg/day）, マウス 1600 ppm

（環境省の換算では 400 mg/kg/day）である

と判断された（ただし、この試験の NOAEL

判断は、評価機関により異なっていた）。 

また、発がん性試験については、雌雄の

ラットまたはマウス（各群 50 匹/群/性）に

本物質を 0, 12,500, 25,000 ppm の用量で投与

した結果、ラット、マウス共に高用量群で試

験期間を通して体重の低値が認められた。

その他に投与に関連した毒性影響（発がん
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影響除く）は認められなかったことから、本

試験の一般毒性に関する NOAEL は 12500 

ppm (環境省の換算では、ラット： 697 

mg/kg/day、マウス：2659 mg/kg/day)と判断

した。 

その他、本物質の一般毒性に関する反復

投与試験としては、マウス及びラットへの 6

週間混餌投与試験の結果を得ることができ

たが、前述の NTP (1982)の試験より投与期

間が短く、検査項目（対象臓器）が限られて

いたことから、参考扱いとした。 

また、化審法のスクリーニング評価では、

他機関が評価値を設定していた場合は、そ

の値を優先して採用して一般毒性の有害性

評価値とするが、本物質については EPA 

IRIS (1992)が Reference Dose for Chronic Oral 

Exposure (RfD)を 0.6 mg/kg/day としていた。

この RfD の根拠試験は、ラットを用いた発

生毒性試験 (ICI, 1988a)と１世代生殖毒性

試験 (ICI, 1988b)であったが、エンドポイン

トとして一般毒性に関する所見（１世代生

殖毒性試験における親動物の体重および肝

重量の変化）も含まれていたため、この試験

内容を精査した。 

EPA IRIS (1992)によると、雌雄ラット

（雄：15 匹/群、雌：30 匹/群）に本物質を

0, 28, 170, 1080 mg/kg/day の用量で 10 週間

混餌投与した後、交配し、児動物を生後 36

日まで観察（試験期間中は投与を継続：投与

期間は 18-19 週間）した試験 (ICI, 1988b)の

最高用量群において、一般毒性所見として

母動物の妊娠期間中の体重増加抑制と雌雄

親動物の肝重量の増加が認められた。また、

児動物への影響として、最高用量群に体重

増加抑制、同腹児の総体重および産子数の

減少がみられた。以上の結果から同試験の

NOAEL は 170 mg/kg/day と判断された。な

お、スクリーニング評価においては、妊娠等

による影響を受けない所見を一般毒性のエ

ンドポイントとして扱うため、この試験に

ついては雄親動物の肝重量の増加が採用す

べきエンドポイントとなる。 

 

1－5. 体内動態 

類似物質候補 6 物質について、OECD 

QSAR Toolbox のデータベースからは代謝

物の実測データは得られなかった。また、

OECD QSAR Toolboxによる代謝物予測にお

いて、類似物質候補 6 物質は、ジイソブチ

ル＝ヘキサンジオアートと同様に、アジピ

ン酸とアルコール部分を含む代謝物が推定

された。 

有害性情報検索の結果、現時点では

Diisopropyl adipate (CAS. 6938-94-9) 、

Diethylhexyl adipate (CAS. 103-23-1)の体内動

態に関する情報が得られた。Diisopropyl 

adipate については、経口吸収後にエステル

結合の段階的な加水分解を受け、アルコー

ルとジカルボン酸が形成されることが確認

できた (ECHA (Access in Feb 2024))。また、

Diethylhexyl adipate については、アジピン酸

モノ (2-エチルヘキシル) 及び 2-エチルヘ

キサノールへ代謝され、アジピン酸モノ (2-

エチルヘキシル) は更にアジピン酸と 2-エ

チルヘキサノールへ代謝され尿中排泄され

るとの情報があった (NITE 初期リスク評

価書 (2007))。 

以上のことから、今後の検討においては、

ジイソブチル＝ヘキサンジオアート及び類

似物質候補 6 物質の代謝物（アジピン酸や

アルコール）についても、有害性情報を収

集・整理し、代謝物の毒性の有無や、毒性が

あった場合は親化合物の毒性に影響を及ぼ

すか等を評価する。 

 

２．ノナン－１－オール 

2－1．毒性プロファイルの確認 

本物質は、過去のスクリーニング評価に

おいて、一般毒性と生殖発生毒性には炭素

鎖長12 (C12)アルコール１物質に基づく評

価値を、遺伝毒性にはC8やその分岐アルコ

ールの毒性情報を代用したRAによる評価案

を示したが、専門家判断によりRA適用の科
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学的根拠が不十分とされ、評価保留となっ

た。そのため、RAに関してより妥当性があ

る評価結果が必要である。 

 

本物質の構造をOECD QSAR Toolboxに

入力し、プロファイリングを行った結果、反

復投与毒性に関わるプロファイラ「Long 

Chain Alcohols (C6-22 primary aliphatic 

alcohols) (less susceptible) No rank」及び「n-

Alkanols (Hepatotoxicity) No Rank」がヒット

した。 

「 Long Chain Alcohols (C6-22 primary 

aliphatic alcohols) (less susceptible) No rank」

については、毒性は低く、鎖長が短いアルコ

ールは、鎖長が長い物質と比較して、より顕

著な影響を引き起こす傾向があると説明さ

れていた。また、「n-Alkanols (Hepatotoxicity) 

No Rank」については、C5 から C13 までの

鎖長を持つ n-アルカノールは、同様の毒性

作用を示す直接毒性物質である可能性があ

り、その代謝産物が親アルコールの毒性因

子ではないと説明されていた。 

 

2－2．類似物質候補の検索 

上記のプロファイラのうち、よりアルキ

ル鎖の構造指定の範囲が広い「Long Chain 

Alcohols (C6-22 primary aliphatic alcohols) 

(less susceptible) No rank」を有する類似物質

の情報を収集した結果、33 物質の情報が得

られた。しかし、これら 33 物質のプロファ

イラを確認したところ、製品評価技術基盤

機構 (NITE)が開発した有害性評価支援シ

ステム統合プラットフォーム（Hazard 

Evaluation Support System Integrated Platform, 

HESS）による反復投与毒性に関するプロフ

ァイラに前項で示した 2 つのプロファイラ

以外に適合する物質やCAS番号がない物質

が含まれていたため、これらを削除した結

果、17 物質が抽出された。この 17 物質のう

ち、反復投与毒性、生殖発生毒性、発がん性

いずれかの情報を有したのは、7 物質 (C9

のノナン－１－オールを含みC11を除くC6

～C13)であった。 

一方、本物質は化学構造が単純であるた

め、プロファイラに関わらず、構造類似性に

着目した類似物質候補検索も試みた。OECD 

QSAR Toolbox において本物質と≥90%の構

造類似性をもつ物質を検索した結果、C5～

C12 の直鎖アルコールが抽出された。 

その他に、OECD SIDS (2006)による長鎖ア

ルコールのカテゴリー評価  (Long Chain 

Alcohols (C6-22 primary aliphatic alcohols))を

確認したところ、C16, 18, 22 の直鎖アルコ

ールも評価対象としていた。 

以上の検索結果から、本検討では、C5～

22 の直鎖アルコールをノナン－１－オール

の類似物質候補にすることとした（表 2）。

なお、類似物質候補のうち、C10 のデカン－

１－オール (CAS. 112-30-1)は、化審法の優

先評価化学物質（通し番号 170）として、生

態影響を根拠に優先指定されている。人健

康影響についてはスクリーニング評価の対

象となっているが、未評価状態であった。し

たがって、本検討ではノナン－１－オール

とデカン－１－オールの両方を類似物質候

補の情報から RA により評価し、スクリー

ニング評価に供することが可能かを検討す

ることとした。 

 

2－3．有害性情報等の収集・整理 

ジイソブチル＝ヘキサンジオアートで

の検討と同様に、信頼性が担保された情報

源を調査し、各毒性項目に関する情報を収

集した。その結果、現時点までの調査におい

ては、一般毒性は C5, 6, 7, 12, 16, 18, 22 に、

生殖発生毒性は C7, 12, 18, 22 にスク評に資

する情報を得た。遺伝毒性については、C5

～C22 に関する Ames 試験及び in vitro 又は

in vivo 染色体異常試験の情報を得た。現在、

得られた有害性情報を表形式及びスクリー

ニング評価のための個別シートに整理して

いる。現時点までの整理状況からは、C9 及

び C10 の一般毒性及び生殖発生毒性につい

ては、より短長鎖の直鎖アルコールの情報

から内挿により RA 可能であることが見込

まれている。 
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D. 考察 

１．ジイソブチル＝ヘキサンジオアート 

ジイソブチル＝ヘキサンジオアートに

ついては、プロファイリングによってアジ

ピン酸骨格を有する物質に生殖発生毒性が

確認されたため、OECD QSAR Toolbox を用

いた類似物質候補の検索の第一段階では、

アジピン酸骨格を有するすべての物質を抽

出することとした。このように、最初に毒性

プロファイルを確認することを類似物質候

補検索の絞り込み条件にすることは、化学

構造の類似性だけでなく毒性学的な根拠を

持った類似物質候補の選別に有用であると

考えられた。 

本物質の類似物質候補検索では、OECD 

QSAR Toolbox に依存した方法を選択して

いるが、一般的に、in silico ツールには現存

する情報がすべて収載されているわけでな

く、場合によっては情報に誤りがある場合

がある。そのため、in silico ツール（データ

ベース含む）から得られた情報については、

客観的に精査する必要がある。 

有害性情報収集については、OECD 

QSAR Toolbox 以外のデータベース等から

も情報を得ることとしたが、この方法は、

OECD QSAR Toolboxから得られた化学物質

やその構造や物理化学的性状、有害性情報

の有無や精度を客観的に評価し、有用であ

れば利用する仕組みの基盤になると考えた。 

有害性情報収集・整理の結果、類似物質候補

の一部について情報が得られた。また、各物

質については、評価すべき毒性項目のすべ

てまたは一部に有害性情報があった。この

様に、評価対象物質そのものに有害性情報

がなく RA を試みる場合であっても、類似

物質候補に有害性など必要な情報が十分に

あるとは限らない。また、情報があったから

と言って、評価に資する質を有するとは限

らず、内容の精査が必要である。したがっ

て、本物質について得られた情報について、

現時点では一般毒性しか精査できていない

が、今後は生殖発生毒性、発がん性、遺伝毒

性についても精査していく。 

一般毒性については、得られた試験結果

より、Diethylhexyl adipate は体重や肝重量に

影響を及ぼすことが確認され、前述の他の

類似物質候補 2 物質（1000 mg/kg/day の 28

日間投与で毒性影響なし）とは異なってい

た。これは、投与期間の違いが原因である可

能性があるが、現段階ではジイソブチル＝

ヘキサンジオアートの一般毒性を 3 つの類

似物質候補の毒性情報から類推できるかは

断定できない。 

今後は、各類似物質候補の物理化学的性

状や代謝物の毒性も含めて精査し、ジイソ

ブチル＝ヘキサンジオアートの一般毒性、

生殖発生毒性、遺伝毒性、発がん性を類似物

質候補の情報を活用しで類推することが可

能かをさらに検討していく。 

 

２．ノナン－１－オール 

ノナン－１－オールの類似物質候補検

索については、プロファイリングによる検

索方法だけではなく、化学構造のみに着目

した検索方法及び既評価情報での評価対象

物質を参照したことにより、類似物質候補

の範囲を決定した。今回の 2 例のケースス

タディから、類似物質候補の検索方法は、評

価対象物質の構造や予測される毒性プロフ

ァイルにより、多角的に検索する必要があ

ることが考えられた。C9, C10 について、現

時点では、収集した有害性情報を整理する

にとどまっているが、今後は得られた類似

物質候補の有害性情報を精査し、物理化学

的性状等も確認し、類似物質候補から外す

べきものがないか、RA により C9, C10 のス

クリーニング評価が可能性を検討する。 

 

Ｅ．結論 

2物質を対象としたRAのケーススタディ

により、類似物質候補の検索方法や有害性

情報の収集方法の検討、得られた情報の整

理、有害性情報の精査を行った。現時点で

は、対象とした2物質がRAによりスクリー

ニング評価が可能になるか判断ができない
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が、今後もこのケーススタディを継続し、

類似物質候補に妥当性がありスクリーニン

グ評価に資する評価案を提示できるかを検

討する。また、この過程で、審議に資する

評価資料の提示様式についても提案する。 

 

F. 研究発表 

F-1. 論文発表 

特になし 

 

F-2. 学会発表 

特になし 

 

G. 知的所有権の取得状況 

G-1. 特許取得 

該当なし 

 

G-2. 実用新案登録 

該当なし 

 

G-3. その他 

該当なし 

 

H. 引用文献 

特になし 
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表 1.類似物質候補 

 
Dimethyl 

adipate 
Diethyl adipate Dipropyl adipate Dibutyl adipate Diisopropyl adipate Diisobutyl adipate 

Diethylhexyl 

adipate 

 類似物質候補 類似物質候補 類似物質候補 類似物質候補 類似物質候補 調査対象物質 類似物質候補 

CAS No. 627-93-0 141-28-6 106-19-4 105-99-7 6938-94-9 141-04-8 103-23-1 

構造式 

    
  

 

分子量 174.19 g/mol 

(PubChem 

(Access in Feb 

2024)) 

202.25 g/mol 

(PubChem 

(Access in Feb 

2024)) 

230.30 g/mol 

(PubChem (Access in 

Feb 2024)) 

258.35 g/mol 

(PubChem (Access 

in Feb 2024)) 

230.30 g/mol 

(PubChem (Access in 

Feb 2024)) 

258.35 g/mol (PubChem 

(Access in Feb 2024)) 

370.6 g/mol 

(PubChem (Access 

in Feb 2024)) 

物理化学

的性状 

Physical 

Description: 

Liquid (20°C, 

1013 hPa) 

Boiling Point: 

230.9 °C (1 atm) 

Melting/freezing 

point: 9.1 °C (1 

atm) 

N. A N. A Physical 

Description: Liquid 

(20°C, 1013 hPa) 

Boiling Point: 

165 °C at 10 mmHg 

Melting/freezing 

point: -32.4 °C 

Vapour pressure 

0.021 Pa (25 °C) 

Physical Description: 

Liquid (20°C, 1013 

hPa) 

Boiling point: 

291.9 °C (101,325 Pa) 

Melting/freezing 

point: -3 °C (101,325 

Pa) 

Water Solubility: 180 

N. A Physical 

Description: Liquid 

(20°C, 1013 hPa) 

Boiling point: 

377.88 °C (101,325 

Pa) 

Melting / freezing 

point: -67.8 °C 

(101,325 Pa) 
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Dimethyl 

adipate 
Diethyl adipate Dipropyl adipate Dibutyl adipate Diisopropyl adipate Diisobutyl adipate 

Diethylhexyl 

adipate 

Water 

Solubility: 4 g/L 

(20 °C) 注）

RA による結果 

Vapor Pressure:  

2.84 Pa (21 °C) 

Log Pow =  

1.4 (22 °C, pH 

6.9) 

(ECHA (Access 

in Feb 2024)) 

Water solubility: 35 

mg/L (25 °C) 

 

mg/L (25 °C) 

Vapour pressure: 0.26 

Pa (20 °C) 

Log Pow = 2.85 

(room temperature) 

(ECHA (Access in 

Feb 2024)) 

Water solubility 

0.003 mg/L (22 °C) 

Log Pow = 8.94 

(25° C) (ECHA 

(Access in Feb 

2024)) 

反復投与

毒性 

（参考） 

ラット 90 日間

吸入暴露試験

（エアロゾ

ル） 

用量：400 

mg/m3（1 用

量） 

N. A N. A ラット 28 日間強

制経口投与試験 

用量: 20, 140, 1000 

mg/kg/day 

NOAEL = 1,000 

mg/kg/day (厚労省

既存化学物質毒性

データベース 

(Access in 

ラット 28 日間強制

経口投与試験 

用量: 1000 mg/kg/day 

NOAEL = 1,000 

mg/kg/day (ECHA 登

録情報 (Access in 

November 2023) 

N. A 90 日間経口投与

試験 (混餌) 

NOAEL =  

用量: 詳細不明 

影響: 体重増加抑

制 

189 mg/kg/day (ラ

ット) 

NOAEL = 451 
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Dimethyl 

adipate 
Diethyl adipate Dipropyl adipate Dibutyl adipate Diisopropyl adipate Diisobutyl adipate 

Diethylhexyl 

adipate 

November 2023)) mg/kg/day (マウス) 

(SIDS (2005)) 

生殖発生

毒性 

腹腔内投与試

験 (妊娠 5-15

日) 

用量: 0.06、

0.2、0.4、0.6 

mg/kg/day 

骨格奇形、肉

眼的異常、内

臓の奇形 

(Singh et al. 

1973) 

腹腔内投与試験 

(妊娠 5-15 日) 

用量: 0.08、

0.3、0.5、0.8 

mg/kg/day 

肉眼的異常、骨

格奇形(Singh et 

al. 1973) 

腹腔内投与試験 (妊

娠 5-15 日) 

用量: 0.1、0.4、

0.8、1.3 mg/kg/day 

肉眼的異常、骨格奇

形 (Singh et al. 1973) 

生殖毒性スクリー

ニング試験 

用量: 0, 30, 100, 

1,000 mg/kg/day 

NOAEL (親動物) = 

300 mg/kg/day 

NOAEL (児動物) = 

300 mg/kg/day 

NOAEL (生殖能) = 

1,000 mg/kg/day 

(厚労省既存化学

物質毒性データベ

ース (Access in 

November 2023)) 

 

腹腔内投与試験 

(妊娠 5-15 日) 

用量 0.2、0.5、

 腹腔内投与試験 (妊娠

5-15 日) 

用量: 0.2、0.6、1.2、2.0 

mg/kg/day 

0.6 mg/kg/day 以上の投

与群：骨格奇形、肉眼

的異常 

2.0 mg/kg/day 投与群：

内臓の奇形 (Singh et al. 

1973) 

一世代生殖毒性試

験 

用量: 0、28、

170、1,080 

mg/kg/day 

影響: 1,080 

mg/kg/day で児動

物の体重減少や同

腹子の減少 

NOAEL = 170 

mg/kg/day (SIDS 

(2005)) 

 

発生毒性試験 

用量 0、28、

170、1,080 

mg/kg/day 影響: 

1,080 mg/kg/day で
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Dimethyl 

adipate 
Diethyl adipate Dipropyl adipate Dibutyl adipate Diisopropyl adipate Diisobutyl adipate 

Diethylhexyl 

adipate 

1.0、1.7 mg/kg/day 

肉眼的異常、骨格

奇形、内臓の奇形 

(Singh et al. 1973) 

着床前胎児死亡 

NOAEL = 170 

mg/kg/day (SIDS 

(2005)) 

 

腹腔内投与試験 

(妊娠 5-15 日) 

用量: 1.0、5.0、

10.0 mg/kg/day 

肉眼的異常、骨格

奇形、内臓の奇形

(Singh et al. 1973) 

発がん性 N. A N. A N. A N. A N. A N. A ラット発がん性試

験 (103 週間混餌) 

用量 0、600、

1,250 mg/kg/day 

腫瘍発生なし 

(NTP-TR, 1982) 

 

マウス発がん性試
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Dimethyl 

adipate 
Diethyl adipate Dipropyl adipate Dibutyl adipate Diisopropyl adipate Diisobutyl adipate 

Diethylhexyl 

adipate 

験 (103 週間混餌) 

用量: 0、1,800、

3,750 mg/kg/day  

肝細胞がん、肝細

胞腺腫 (NTP-TR, 

1982) 
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表２．ノナン－１－オールの類似物質候補と有害性情報の有無 

○：有害性情報あり、△：有害性情報があるが参考扱い、×：情報なし 

 

 

 

 

  

Ames試験
in vitro

染色体異常

試験

その他の

in vitro

試験

in vivo

小核試験

その他の

in vivo試験

C5 71-41-0 1-pentanol 〇 △ 〇 〇 〇 × × ×

C6 111-27-3 1-hexanol 〇 △ 〇 × × × × ×

C7 111-70-6 1-heptanol 〇 〇 〇 〇 〇 × × ×

C8 111-87-5 1-octanol × △ 〇 × × × × ×

C9 143-08-8 1-nonanol × × × × × × × ×

C10 112-30-1 1-decanol × × 〇 × × × × ×

C11 112-42-5 1-undecanol × × × × × × × ×

C12 112-53-8 1-dodecanol 〇 〇 〇 × × 〇 × ×

C13 112-70-9 1-tridecanol × × 〇 × × × × ×

C14 112-72-1 1-tetradecanol × × 〇 × × × × ×

C15 629-76-5 1-pentadecanol × × × × × × × ×

C16 36653-82-4 1-hexadecanol 〇 × 〇 × × × × ×

C18 112-92-5 1-octadecanol 〇 〇 〇 × × 〇 × ×

C20 629-96-9 1-eicosanol × × × × × × × ×

C22 661-19-8 1-docosanol 〇 〇 〇 〇 〇 〇 × ×

Primary

Alcohol

(炭素鎖

長)

一般毒性 生殖発生毒性

遺伝毒性

発がん性物質名CAS
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令和5年度 厚生労働行政推進調査事業費 補助金（化学物質リスク研究事業） 

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 

構築のための基盤研究 

 

分担研究課題名: Data Independent Acquisition法による遺伝毒性プロテオミ

クスの基礎的背景データの取得 

 

分担研究者 安井 学  国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部  

分担研究者 杉山 圭一 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部  

 

研究要旨 

In vitro 遺伝毒性試験データから発がん性の定量的予測の具体化が求められており、哺

乳類細胞を用いる in vitro 遺伝毒性試験による新技術のうち、有効なアプローチとしてト

キシコプロテオミクスが挙げられる。それは、得られた遺伝毒性試験データの解釈が困

難な場合、トキシコプロテオミクス統合型 in vitro 遺伝毒性試験によって、Weight of 

Evidence アプローチにおいて重要な役割を果たす可能性がある。本研究では、プロテオ

ミクスデータとエンリッチメント解析の結果が、細胞内の生命活動を正確に反映してい

るかを調べることを目的として、Data Independent Acquisition （DIA）によるノンラベル

化法を用いるトキシコプロテオミクスを遺伝毒性試験のなかで実施した。従来法と比較

して、DIA 法は 6000 を超えるタンパク質数を同定・定量できるため、エンリッチメント

解析を信頼性あるツールとして利用可能ではないかと考えられる。本期間中では、ヒト

TK6 細胞に対して、未処理培養実験、および変異原性を示さない陰性対照物質（マンニ

トール）の処理実験によるプロテオミクスを実施した。その結果、10%馬血清を用いたと

き、通常の細胞増殖等による酸化ストレスのジンオントロジー（GO）が観察されたが、

DNA 修復関連 GO は無かった。また、マンニトール処理実験でも顕著な DNA 修復 GO

は観察されなかった。現段階において、まだ実験データが十分ではないが、昨年度実験

した H2O2 処理細胞では、容易に DNA 修復や DNA 損傷ストレス GO が観察された。そ

れは、主たる生命活動を示す中央クラスターGO とノード接続されたが、未処理細胞では

そうでなかった（引き続き実験が必要）。つまり、プロテオミクスデータの特性上の問題

点、および検索データベースの構成など、いくつかの問題点はあるものの、現時点で、

DIA 法を使用したトキシコプロテオミクスデータとエンリッチメント解析は、in vitro 遺

伝毒性試験に有用であることが示唆された。 

キーワード：TK6 細胞、トキシコプロテオミクス、Data Independent Acquisition 

A. 研究目的 

In vitro 実験において、発がん性物質の処

理細胞と未処理細胞は、顕微鏡視野であっ

ても一見して区別しにくいが、それらの細

胞内の生命活動は極めて異なる。もし、これ

らの両細胞をプロテオミクスした結果が、

その状況通りに、前者の細胞では生命を維

持するため DNA 修復等の生体防御反応が、

後者の細胞では平然とした細胞増殖等が、

主な生命活動として我々に教えてくれると

すれば、それは非常に興味深い。本研究は、

発がん性遺伝毒性物質の定量的評価、およ

び遺伝毒性試験で解釈の難しい化学物質に

対して、細胞にどのような毒性機序が起き

ているのかを問いかけることができるなど、

非常に有用性の高い技術になりうると考え
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られる。 

我々は、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（BER）等の

DNA 修復機構を促進させる遺伝毒性スキ

ームが存在することを知っている。本研究

は、DIA 法による 6000 を超えるタンパク質

群を同定・定量し、細胞の生命活動をエンリ

ッチメント解析によって容易に把握できる

かを調査する。 

昨年度の予備実験において、未処理細胞

に対するプロテオミクスとエンリッチメン

ト解析の結果、コントロールの未処理細胞

であるにも関わらず、まれに DNA 修復等の

ジンオントロジー（GO）が観察されること

があった。よって、基礎的な背景データを得

るために、①培地血清の濃度を変えて培養

した未処理実験、および②変異原性を示さ

ない陰性対照物質マンニトールの処理実験

を行った。なお、GO とは（実験医学増刊 

Vol.29 No.20 (2011)）、遺伝子の属性を記述す

る語彙を統一化し、種を越えた遺伝子関連

情報を記述し構造化することを目的とした

国際プロジェクトであり、すべての語彙は，

biological process（生物学的プロセス）、

cellular component（細胞の構成要素）、

molecular function（分子機能）の 3 カテゴリ

ーのいずれかに属し、語彙と語彙の上下関

係が一義に決まっているのでコンピュータ

に とっ て利 用しや すい （参 照 URL; 

http://www.geneontology.org/）。 

 

B. 研究方法 

１．細胞培養および処理方法 

ヒトリンパ芽球細胞 TK6 株は，10 %馬血

清（JRH Bioscience），200 μg/mL ピルビン酸

ナトリウム（和光純薬工業㈱），100 U/mL ペ

ニシリン，100 μg/mL ストレプトマイシン

（ナカライテスク㈱）を含む RPMI 培地（ナ

カライテスク㈱）で培養された。培養は、37

度、5 % CO2濃度存在下で行った。①未処理

細胞実験では、5%あるいは 10 %馬血清を含

む二種類の培地を使って、培養開始（0 時間）

から 1.5 と 3 時間後の細胞をサンプリング

した。②マンニトール処理細胞実験は、

OECD ガイドラインの TG487：哺乳類細胞

を用いた in vitro 小核試験のプロトコールに

従って実施した。事前にマンニトールの 3

時間処理後の用量設定試験（非代謝活性化

条件下）を行い、24 時間後に細胞毒性が観

察されなかったため、1822 µg/mL（10 mM）

を設定用量とした。マンニトール処理中は、

マンニトール処理群と未処理群を用意して、

培養開始（0 時間）から 1822 µg/mL マンニ

トール連続処理群と未処理群の細胞を、0.5、

4、24 時間後にサンプリングした。各細胞ペ

レット（8 x 105 cells）を液体窒素で急冷、保

存した。 

 

２．プロテオミクスの実験デザイン、およ

び使用した装置と解析ソフト 

将来的に、遺伝毒性試験に組み込むこと

を見据えて、プロテオミクスやエンリッチ

メント解析等の方法は、比較的誰でも簡単

にできるプロトコールを採用した。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。

また、エンリッチメント解析については、フ

リーで利用可能な Metascape ウェブサイト

（https://metascape.org/）を使用し、検索デー

タベースは KEGG（京都大学）を使用した。

詳細な前処理方法や解析方法の条件は、現

段階においてコンフィデンシャルとするが、

以下に簡易なプロトコール概要を示した。 

 

３．プロテオミクスプロトコール 

3-1) 細胞溶解液の調製 

細胞培養ディッシュに培養した細胞を、

冷 PBS にて洗浄し、Minute™ Total 

Extraction Kit の Lysis buffer 200 µL を添加

し、氷上で 3 分間放置し細胞を溶解させ

た。細胞溶解液をピペットチップにて

protein extraction filter cartridge に移し、



 

 

別添 4 

 

40 

 

14,000 rpm、30 秒遠心分離し、コレクショ

ンチューブに溶解液を集めた。 

 

3-2) タンパク質の沈殿と可溶化 

細胞溶解液に 4 倍量のアセトンを加え、

タンパク質を沈殿させ、14,000 x g にて 15

分間遠心分離後、上清を除き、沈殿を 100 

µL の 0.1% Rapigest（Waters）に溶解させ

た。Qubit spectrometer（Invitrogen）にてタ

ンパク質濃度を測定した後、タンパク質

12 µg 相当量を取り、再び 0.1% Rapigest に

て希釈し全量を 24 µL にした。 

 

3-3) 還元アルキル化 

タンパク質画分の調製後、トリプシンに

よる消化を促進するために、タンパク質 S-

S 結合の還元とアルキル化の処理を行なっ

た。タンパク溶液 20 µL に、1 µL の 105 

mM DTT（dithiothreitol）を加え、60 ℃、

30 分間反応させて還元後、室温に戻した

後、1 µL の 330 mM ヨードアセトアミド

溶液を加え、遮光して室温にて 30 分間反

応させた。 

 

3-4) トリプシン消化 

還元アルキル化したサンプル溶液にその

ままトリプシン溶液（Trypsin Gold, 

Promega）を 1 µL（0.25 µg/µL）加え、

37 ℃で 24 時間消化した。消化液を、

ZipTip C18－P10（Millipore）にて精製後、

LC-MS 解析に用いた。 

 

４． LC-MS 解析 

PAL HTS-xt オートサンプラーにて試料

を導入し、配管には内径 50μm のヒュー

ズドキャピラリーチューブを用い、C-18

逆相カラム（CERI、L-column2 ODS）を使

用した。移動相は A（水 0.1% ギ酸）、B

（アセトニトリル）の２種類の組成の溶媒

を用い、B; 2 %から B; 98 %へのグラジエ

ントをかけてペプチドを順次カラムより溶

出させた。 

MS 解析について、通常の測定は、ポジ

ティブモードを使用した。逆相 C-18 カラ

ム（CERI 製 0.1 mm x 150 mm）にてペプチ

ドを分離後、ナノスプレーインターフェー

ス（Dream Spray, AMR）にて質量分析装置

へと導入した。質量分析装置の設定に関し

ては、基本的に以下の項目に関して最適な

MS 測定条件を検討し、使用した。 

・使用した MS: Q Exactive (Thermo Fisher 

Scientific) 

・イオン化法: ESI ポジティブモード 

・測定時間： 130 分 (グラジエント時間 

12～130 分を測定) 

・MS 分析の種類：Overlapping window 

DIA 

・イベント 1 と 3 のフルスキャン(MS1)測

定のパラメーター 

Resolution: 17,500 

AGC target: 3e6 

Maximum IT: 60 ms 

Scan range: 495 to 745 m/z 

・イベント 2 と 4 の DIA(MS2)測定パラメ

ーター 

Resolution: 35,000 

AGC target: 3e6 

Maximum IT: auto 

Loop count: 61 

Normalized Collision Energy: 22, 26, 30 

Isolation window: 4.0 m/z 

Isolation window center m/zs: 

Confidential 

 

５．タンパク質の同定と定量、およびエン

リッチメント解析方法 

タンパク質・ペプチドの同定、並びに定

量値の算出をするために、MS データは

Scaffold DIA ソフトウェアを用いて以下の

条件でデータを取得した。タンパク質同定

は、培養開始 0 時間の細胞と数時間後にサ

ンプリングされた未処理細胞、および培養

開始 0 時間と数時間後にサンプリングされ

たマンニトール処理細胞の DIA MS データ

を Scaffold DIA ソフトウェアで解析した。

統計処理は、ソフトウェア上の t-test ある
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いは Anova（有意水準；p<0.05）で行われ

た。培養開始（0 時間）の細胞に対して、

サンプリングされた細胞で、統計的に有意

差のあったタンパク質（Statistically 

significantly increased and decreased proteins 

(SSPs)）を抽出した。有意に増減したタン

パク質群 SSPs は、Excel ファイルにエクス

ポートし、Metascape ウェブサイト

（https://metascape.org/）を用いてエンリッ

チメント解析を実施した。そのエンリッチ

メント解析の方法は、そのウェブサイトの

仕様に従い行った。本研究では、DNA 修

復、および DNA 損傷の応答に関係する

GO に焦点を当ててエンリッチメント解析

を行った。 

 

・使用したソフトウェア: Scaffold DIA 

(Proteome Software) 

Protein Sequence Database： Human 

UniProtKB/Swiss-Prot database 

Spectral Library： HumanmyPrositLib.dlib, 

Prosit (https://www.proteomicsdb.org/prosit/) 

Fragmentation: HCD 

Precursor Tolerance: 9 ppm 

Fragment Tolerance: 9 ppm 

Data Acquisition Type: Staggered DIA 

Digestion Enzyme: Trypsin 

Peptide Charge: 2-4 

Max Missed Cleavages: 1 

Fixed Modification: Carbamidomethylation [C] 

Peptide FDR: 1%以下 

Protein FDR: 1%以下 

 

C. 研究結果、および考察 

１． 未処理実験 

5 %あるいは 10 %馬血清を含む二種類の

培地を使って、培養開始時（0 時間）の細

胞、1.5 と 3 時間後の TK6 細胞をサンプリ

ングし、タンパク質同定は、それらサンプ

リングされた細胞の DIA MS データを

Scaffold DIA ソフトウェアで解析した。

Table 1 に示した通り、すべての実験でタン

パク質同定数は 6000 を超えた。ソフトウ

ェア上で統計解析した結果、各実験ごとに

333 個以上の SSPs を抽出することができ

た。それらを Metascape ウェブサイトでエ

ンリッチメント解析したところ、5 %馬血

清を使用し、3 時間後にサンプリングした

細胞のプロテオミクスデータ以外は、本研

究で焦点としている GO（DNA 修復、およ

び DNA 損傷応答に関連）は観察されなか

った（Table 1）。このことから、10%馬血清

を含有する培地を用いると良いことが分

かった。 

 

２．マンニトール処理実験 

哺乳類細胞を用いた in vitro 小核試験のプ

ロトコール（OECD ガイドライン）に従っ

て、非代謝活性化条件下によるマンニトー

ルの用量設定試験を行った結果、最高用量

の 1822 µg/mL（10 mM）でも細胞毒性は観

察されなかった（Figure 1）。 

マンニトール処理実験は、マンニトール

処理群と未処理群を用意し、培養開始時（0

時間）の細胞、および 1822 µg/mL マンニト

ール連続処理群と未処理群の細胞を、それ

ぞれ 0.5、4、24 時間後にサンプリングした。

Table 2 に示した通り、すべての実験でタン

パク質同定数は 6000 を超えた。Scaffold DIA

ソフトウェア上で統計解析した結果、各実

験ごとに 772 個以上の SSPs を抽出するこ

とができた。それらを Metascape ウェブサ

イトでエンリッチメント解析したところ、

マンニトールの未処理群（0.5 時間）および

マンニトール処理群（24 時間）以外の実験

では、本研究で焦点としている DNA 修復、

および DNA 損傷応答に関連する GO は観

察されなかった（Table 2）。未処理群 0.5 時

間の実験では、ヌクレオチド除去修復と

DNA 複製がノード接続されたが、それは主

となる生命活動を示す中央クラスターとは

ノード接続されず、マイナーな活動である

ことが示唆された（Figure 2）。また、マンニ

トール処理 24 時間の実験は、Homologus 

Recombination（相同組換え）の GO が観察

されたが、中央クラスターとノード接続さ
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れることはなく、マイナーな活動であると

思われた（Figure 3）。つまり、遺伝毒性を有

さないマンニトール処理をしても、DNA 修

復、および DNA 損傷応答に関連する GO は

主たる生命活動のなかに観察されなかった。

このことは、本研究で構築した DIA 法によ

るプロテオミクスとエンリッチメント解析

は、変異原性物質等の未処理細胞の生命活

動をほぼ正しく反映していると考えられた。 

昨年度実施した H2O2 処理した TK6 細胞

を用いるプロテオミクスも、先と同じ方法

で、H2O2 処理群と未処理群のそれぞれを

Scaffold DIA 上で SSPs を抽出した。それら

をエンリッチメント解析した結果、0.5 時間

処理群では、「アポトーシス」、「BER および

ミスマッチ修復（MMR）を含む DNA 複製」、

および「相同組換え」が、エンリッチメント

解析のトップ 20 位内にリストアップされ

た。つまり、本年度に実施された未処理実験

とマンニトール処理実験によるプロテオミ

クスとエンリッチメント解析の結果に、

DNA 修復関連のGO が観察されないことは、

昨年度の H2O2 処理細胞から得られた結果

が、非常に信憑性が高いことを示すと考え

られた。以上のことから、プロテオミクスお

よびエンリッチメント解析は、既知の H2O2

遺伝毒性スキームどおりに、DNA 修復等の

生命活動を検出できることが分かった。 

昨年度に判明したコントロールの未処理

細胞にも関わらず、まれに DNA 修復等の

GO が観察されることがあった問題点に対

して、本年度の研究によって、それは解決

したと考えられる。その他、昨年度にプロ

テオミクスデータの特性上の問題点、およ

び検索データベースの構成など、いくつか

の問題点を見つけたが、それらの解決には

非常に時間を要すると考えられる。効率良

く解決できる方策としては、KEGG データ

ベースを遺伝毒性用に最適化することが重

要と思われる。 

 

D. 結論 

現段階において、まだ実験データが十分

ではないが、H2O2処理細胞では、容易に

DNA 修復や酸化的ストレス GO が観察さ

れ、主たる生命活動を示す中央クラスター

GO とノード接続されたが、一方、未処理

細胞や非変異原性物質を処理した細胞は、

そうでなかった（引き続き実験が必要）。

つまり、プロテオミクスデータの特性上の

問題点、および検索データベースの構成な

ど、いくつかの問題点はあるものの、現時

点で、DIA 法を使用したトキシコプロテオ

ミクスデータとエンリッチメント解析は、

in vitro 遺伝毒性試験に有用であることが示

唆された。 

 

E. 研究発表 

１．論文発表 

なし 

２．学会発表 

1) 第Ⅱ相薬物代謝酵素を機能させた補因

子補充型 in vitro小核試験系の構築, 安井

学, 鵜飼明子, 澁谷眞也, 本間正充, 杉

山圭一,  日本環境変異原ゲノム学会第

52 回大会, 福岡市(2023.11.11) 

2) DNA 損傷を起因とした過剰なインター

フェロン応答の分子経路の同定, 寺越菜

央, 高藤賢, 中谷一真, 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, 日本環境変異原

ゲノム学会第 52 回大会 , 福岡市

(2023.11.12) 

3) 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, 岩崎滉, 清水開, 上村慶高, 堀

越保則, 孫継英, 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, 第 46回日本分子生物学

会年会, 神戸市 (2023.12.6) 

 

F. 知的所有権の取得状況 

F-1. 特許取得 

該当なし 

 



 

 

別添 4 

 

43 

 

F-2. 実用新案登録 

該当なし 

 

F-3.その他 

該当なし 
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1回目 2回目 ３回目 1回目 2回目 ３回目

10%馬血清培地 6060 6104 6097 6056 6201 6097

SSPs
*1

428 573 1376 700 728 1362

エンリッチメント解析結果 問題なし
*2

問題なし 問題なし 問題なし 問題なし 問題なし

5%馬血清培地 6394 6258 6389 6390 6260 6385

SSPs 466 573 435 768 333 849

エンリッチメント解析結果 問題なし 問題なし 問題なし DNA repair
*3

問題なし 問題なし

*1; SSPs, Statistically significantly increased and decreased proteins

*2; 問題なしは、DNA修復、およびDNA損傷応答に関連するGOが無かったことを示す

*3; 塩基除去修復およびヌクレオチド除去修復などのGOが観察され、中央クラスターGOとノード接続があった

1.5時間 3時間

Table 1. 各培地で1.5および3時間培養したTK6細胞のDIA法によるタンパク質同定数

0.5時間 4時間 24時間

マンニトール処理群 6263 6057 6491

SSPs 772 1252 899

エンリッチメント解析結果 問題なし 問題なし DNA repair*1

未処理群 6263 6057 6491

SSPs 805 1286 977

エンリッチメント解析結果 DNA repair*2 問題なし 問題なし

*1; 相同組み換え修復のGOが観察されたが、中央クラスターGOとのノード接続無し

*2; ヌクレオチド除去修復のGOが観察されたが、中央クラスターGOとのノード接続無し

Table 2. マンニトール処理されたTK6細胞のDIA法によるタンパク質同定数
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令和5年度 厚生労働行政推進調査事業費 補助金（化学物質リスク研究事業） 

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 

構築のための基盤研究 

 

分担研究課題名: 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 

 

研究分担者 堀端 克良 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部 

研究分担者  杉山  圭一 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部 

A. 研究目的 

化学物質等の遺伝毒性評価結果はその発

がん性を評価する上で非常に重要な指標で

ある。一方で、現在確立されている遺伝毒性

の研究手法では、どの程度の遺伝毒性がど

の程度発がん性に関与するのかといった、

遺伝毒性と発がん性の定量定性的な相関解

析は困難である。その原因として、既存の遺

伝毒性評価は定性的であることに加え、遺

伝毒性評価法と発がん性評価法におけるそ

れぞれの研究材料、手法、およびエンドポイ

ントの相違等により相互の相関解析が困難

であること等が挙げられる。これを言い換

えれば、遺伝毒性評価と発がん性評価を同

じ研究材料・試験系等を用いて解析し、相互

の定量定性的な相関解析を実施可能な試験

系を確立することで、遺伝毒性定量定性評

価から発がん性を定量定性的に予測するた

めの研究基盤とすることができる。すなわ

ち、発がん性試験を含む毒性試験等から得

られた組織標本を用いて定量定性的な遺伝

毒性評価を実施することができれば、遺伝

毒性および発がん性評価の相関解析は容易

になると期待できる。しかし、実際の発がん

性試験や関連する毒性試験等の組織標本は

通常ホルマリン等で固定されていること、

また、試験条件も従来の遺伝毒性試験とは

異なるため、これらの標本を用いて従来の

研究手法により遺伝毒性を評価するのは現

状では極めて困難である。 

研究要旨 

化学物質等の遺伝毒性評価結果はその発がん性を評価する上で非常に重要な指標であ

るが、現在確立されている遺伝毒性の研究手法では、遺伝毒性と発がん性の定量定性的

な相関解析は困難である。その原因として、遺伝毒性評価法と発がん性評価法における

それぞれの手法やエンドポイントの相違等が挙げられる。言い換えれば、遺伝毒性評価

と発がん性評価を同じ研究材料・試験系等を用いてそれぞれを解析することにより相互

の定量定性的な相関解析が実施可能な試験系を確立することで、遺伝毒性の定量定性評

価から発がん性を定量定性的に予測するための研究基盤とすることができる。そこで、

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、塩基除去修復機構で重要な役割を

果たすAPE1を認識するモノクローナル抗体を用いたChIP法および定量的PCRにより、定

量定性的なアルキル化DNA損傷応答反応を検出できることを明らかにした。また、固定

化組織を用いる研究では、通常は可溶化等が困難なホルマリン固定化サンプルでも、「ホ

ルマリン固定下の肝小核試験法」の方法を適用することで可溶化できることを明らかに

した。ただし、この方法をそのまま適用するとアルカリ条件が強すぎるため、ChIP法に

適用するには更なる条件検討が必要である。 
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近年発展した分子生物学的研究手法であ

るクロマチン免疫沈降法（Chromatin immuno

precipitation; ChIP）は、DNA上で生じている

タンパク質の諸反応を直接的に定量定性解

析する研究手法である。一般的なChIPでは、

培養細胞を用いて、解析したい任意の時点

でホルムアルデヒド処理によりDNA-タン

パク質間をクロスリンク（架橋）させ、従来

は解析困難であったDNA-タンパク質結合

画分を超音波処理または酵素学的処理で再

可溶化し、免疫沈降法、脱クロスリンク法お

よび定量的PCR法によりDNA-タンパク質間

の諸反応を定量定性解析する（図1）。この

手法を応用した定量定性的なDNA損傷応答

解析による遺伝毒性評価手法の高い潜在性

が最近示されている。その一方で、現状での

ChIPにおけるホルムアルデヒド処理条件は

動物組織固定のホルマリン固定条件と比べ

てやや軽度（低濃度）である場合が多いなど、

ChIPは分子生物学的な基礎研究に特化した

研究手法が確立されているのみであり、遺

伝毒性評価のための十分な研究解析や検証

がなされていない。 

以上を踏まえ、究極的には遺伝毒性およ

び発がん性評価における研究材料・試験系

等の統合を見据えた相互の定量定性的な相

関評価研究手法を開発することを目指し、

そのための基盤研究としてChIPを応用した

in vitro/ in vivo遺伝毒性解析手法の固定化動

物組織標本への適用性の検証を含めた研究

技術基盤を整備することを本研究の目的と

する。 

 

B. 研究方法 

これまでの別研究により、紫外線による

DNA損傷応答反応をChIP法で検出すること

ができることが明らかとなっている。紫外

線DNA損傷は比較大きなDNA損傷であるが、

その一方で、例えばアルキル化剤による

DNA損傷のように比較的小さなDNA損傷に

よるDNA損傷応答反応をChIP法で検出する

ことができるかどうかは不明である。そこ

で、化学物質、特にアルキル化剤によるDNA

損傷応答反応をChIP法で検出することがで

きるかどうかを明らかにするため、293細胞

にN-enthyl N-nitrosorea (ENU)を6 µg/mLまた

は12 µg/mLの濃度で3時間処理し、ChIPおよ

びリボソームDNA（ribosomal DNA; rDNA）

unitを標的とした定量的PCRにより、DNA損

傷誘導時におけるAPE1のrDNA上での位置

的相対量変化を解析した。同時に、DNA損傷

の種類の違いによる差を検証するため、293

細胞に紫外線（UV-C、10 J/m2）を照射し、

同様の解析を実施した。また、rDNA上での

解析結果を踏まえ、ハウスキーピング遺伝

子であるGPADH遺伝子上でのENU処理後

におけるAPE1の相対量変化を解析した。 

加えて、これらの結果から化学物質によ

るDNA損傷応答反応をChIP法で検出するこ

とができることが明らかになったため、動

物固定化標本への適用に着手した。ChIP法

を用いたin vivo遺伝毒性応答反応検出につ

いては前例がないため、動物固定化標本の

作成については、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た。C57BL/6NCrSlc

マウス（8週齢、雄、各群3匹）に、PBS、ENU

（ 100、 50または 25 mg/kg体重 /回）、

Ethylmethanesulfonate（EMS）（200、100また

は 50 mg/kg 体 重 / 回 ） ま た は 2-

Acetylaminofluorene（2-AAF）（200、100また

は50 mg/kg体重/回）を24時間ごとに2回腹腔

内投与し、最終投与後24時間後に末梢血お

よび肝臓を採取した（図2）。末梢血はin vivo

末梢血小核試験に用いるためメタノール固

定を行った。肝臓については、10%中性緩衝

ホルマリン液で終夜固定を行い、PBSで洗浄

後に凍結保存した組織標本を作成した。ま

た、「ホルマリン固定下の肝小核試験法」を

参照に、一部の肝臓組織を使用して組織の

可溶化およびChIPへ向けたDNA切断条件の

検討を開始した。「ホルマリン固定下の肝小

核試験法」で実施されている12 MのKOH終

夜処理により細胞をばらし、昨年度の検証

結果で得られた超音波処理条件を基にした

条件設定によりDNAを切断した後、それぞ
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れを精製してアガロースゲル電気泳動法で

DNAの切断状態を調査した。また一部のサ

ンプルでChIPを実施し、固定標本へのChIP

の適用性の予備検討を実施した。 

 

（倫理面の配慮） 

 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

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。 

 

C. 研究結果 

ENUによるDNA損傷を293細胞に誘導後、

抗APE1抗体を用いたChIPおよびrDNA unit

を標的とした定量的PCRによりAPE1の

rDNA上での位置的相対量変化を解析した

（図3A）。その結果、DNA損傷を誘導しな

い場合では、APE1はrDNA unit全体、特に

rDNAの上流に多くに局在した。ENU処理後

は、解析したrDNA上のほぼ全ての領域で

ENUの濃度依存的なAPE1のrDNAへの結合

量の増大を検出した。またENU処理による

APE1のrDNA上での位置的な局在変化は見

られなかった。紫外線DNA損傷ついては、紫

外線照射によるAPE1のrDNAへの結合量の

変化や、rDNA unit上での局在変化は見られ

なかった（図3B）。 

GAPDH遺伝子を標的とした解析では、

ENU処理によりAPE1のGAPDH遺伝子上へ

の結合量の増大を検出したが、ENUの濃度

依存性は見られなかった（図3C）。 

動物固定化標本の作成については全ての

投与、採材および固定が完了した。また、一

部の固定化肝臓組織を使用した組織可溶化

およびChIPへ向けたDNA切断条件の検討で

は、「ホルマリン固定下の肝小核試験法」で

の条件では、超音波処理の有無に関わらず

全ての分画でDNAが100〜500 bpに切断され

た。これらの一部でChIPを実施したが、共沈

するDNA量は非常に少なく、定量的PCRで

もほとんど検出しなかった。 

 

D. 考察 

今回の結果では、ENUの濃度依存的な

APE1のrDNAへの結合量の増大が見られた。

ENUが誘導するDNA損傷はDNAのアルキル

化であり、これらのアルキル化DNA損傷は

通常は塩基除去修復機構で修復されること

が知られている。APE1は塩基除去修復機構

において、DNA グリコシラーゼが損傷した

塩基を除去するときに作成される AP 部位

のホスホジエステル主鎖にニックを作成す

ることが知られていることからも、今回、

ENUの濃度依存的なAPE1のrDNAへの結合

量の増大を検出したことは、本手法により

定量定性的なアルキル化DNA損傷応答反応

を検出できることを意味する。加えて、APE1

が紫外線DNA損傷の修復には寄与しないこ

とが知られており、今回の結果では紫外線

DNA損傷を誘導した場合においてはAPE1

のrDNAへの結合量に変化がないことから

も、本試験系のDNA損傷の種類に対する特

異性が示された。また、GAPDH遺伝子を標

的とした解析では、ENU処理によりAPE1の

GAPDH遺伝子上への結合量の増大を検出

したが、ENUの濃度依存性は見られなかっ

た。rDNAでの位置的な解析では一部の領域

ではENUの濃度依存性が確認できていない。

今回の結果はGAPDH遺伝子上の特定の１

箇所のみを標的としたものでるため、ENU

の濃度依存性をより詳しく知るためには、

GAPDH遺伝子上の他の部位でも再度検証

する必要がある。 

肝臓組織可溶化の条件検討では超音波処

理の有無に関わらず全ての分画でDNAが

100〜500 bpに切断され、ChIPでも共沈する

DNA量は非常に少なく、定量的PCRでもほ

とんど検出しなかった。その原因として、12 

MのKOHを終夜処理するという条件は非常

に強いアルカリ処理であり、DNA自体が
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ChIPの解析には適さない状態になっている

と考えられる。「ホルマリン固定下の肝小核

試験法」においてもこの条件ではアルカリ

処理が強すぎるという議論もあり（personal 

communication）、アルカリ条件を弱めるなど、

ChIPでの最適な処理条件を検討する必要が

ある。 

 

E. 結論 

塩基除去修復機構で重要な役割を果たす

APE1を認識するモノクローナル抗体を用い

たChIP法および定量的PCRにより、定量定

性的なアルキル化DNA損傷応答反応を検出

できることを明らかにした。また、固定化組

織を用いる研究では、通常は可溶化等が困

難なホルマリン固定化サンプルでも、「ホル

マリン固定下の肝小核試験法」の方法を適

用することで可溶化できることが明らかに

なった。ただし、この方法をそのまま適用す

るとアルカリ条件が強すぎるため、ChIP法

に適用するには更なる条件検討が必要であ

る。これらの条件が整い次第、固定化肝臓で

の定量定性的なアルキル化DNA損傷応答反

応を解析し、また、末梢血小核試験との相関

性を明らかにする必要がある。 
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図1. ChIP assayを利用したDNA損傷応答の検出 
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図2. 組織標本作成のための投与プロトコルとエンドポイント 
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図3. 抗APE1抗体を用いたクロマチン免疫沈降法によるDNA損傷応答 
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令和5年度 厚生労働行政推進調査事業費 補助金（化学物質リスク研究事業） 

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 

構築のための基盤研究 

 

分担報告書名: 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 

 

研究分担者 津田雅貴 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部 

研究分担者 伊澤和輝 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部 

研究分担者 鈴木孝昌 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部 

研究分担者 杉山圭一 国立医薬品食品衛生研究所 変異遺伝部 

 

研究要旨 

化学物資の発がん性予測の場面において、変異原性は重要な指標となる。これまでの

変異原性評価、特にin vivoの評価においては、レポーター遺伝子を導入したげっ歯類

（Transgenic Rodent: TGR）を用いた試験が利用されてきた。しかしながらTGR試験にお

いては、レポーター遺伝子における変異がゲノム全体における変異を反映しているか不

明であることや、TGRという特殊な動物でのみ試験可能なこと、及び動物実験削減の世

界的潮流から改良が期待される試験となっている。近年、TGR試験を代替し、より精緻

な変異原性評価が可能な手法として次世代シークエンサー（NGS）のエラーを低減し、

低頻度の変異を検出可能とするerror-corrected sequencing (ecNGS)法が世界的に注目され

ている。ecNGSを用いた手法においては、原理的にゲノム全体の変異を検出することが

可能である。加えて、レポーター遺伝子など特定の遺伝子に限定されない変異原性評価

法であるため、TGRを用いる必要がない。これらの利点は既存の発がん性試験や反復投

与試験のサンプルから変異原性評価が可能になり、動物試験の削減につながることが期

待され、既にガイドライン化に向けた国際的な議論が開始されている。 

本分担研究においては、ecNGS を用いた発がん性予測手法の開発を目標として、まず

ecNGS を用いた変異原性評価手法について基盤情報の収集を行う。また ecNGS を用い

た変異原性評価手法の基盤技術の検討・開発のため、化学物質投与/非投与群の各種サン

プルから NGS による DNA 配列情報取得とデータ解析を試みる。本年度においては、

過去の TGR 試験サンプルからの ecNGS による DNA 配列情報の取得を試みた。また、

TGR 試験サンプルにおいては、ecNGS を用いた変異原性評価において、先行例が少な

かったラットサンプルを用いることとし、本事業の分担者である石井雄二氏から過去の

TGR 試験サンプルを供与いただいた。手法検討の結果、現時点で本研究分担者らの環

境において直ちに利用可能な手法は PECC-Seq 法であることが判明した。そこで、ラッ

トサンプルから DNA を抽出し、PECC-Seq 法に従ったライブラリを作成、NGS による

解析を行った。その結果、NGS を用いた手法は過去の TGR 試験結果と高い相関を示し

た。また得られたデータから変異スペクトル解析を行ったところ、過去の TGR 試験に

おいてラットに投与された薬剤特有の変異スペクトルを得ることができた。これらの結

果は NGS による変異原性評価手法が既存手法を代替する手法として有用であることを

示す他、発がん性予測手法の基盤技術となり得ることを示す。 
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A. 研究目的 

化学物質の発がん性予測の場面において、

変異原性は一つの指標となるが、in vivo変異

原性評価手法であるTGR試験においては課

題が多い。一方で近年、TGR試験を代替し、

より精緻な変異原性評価が可能な手法とし

て次世代シークエンサー（NGS）を用いた手

法が世界的に注目されている。本分担研究

においては、NGSを用いた発がん性予測手

法の開発を目標として、まずNGSを用いた

変異原性評価手法について基盤情報の収集

を行う。またNGSを用いた変異原性評価手

法の基盤技術の検討・開発のため、化学物質

投与/非投与群の各種サンプルからNGSによ

るDNA配列情報取得とデータ解析を試みる。 

本年度においては、過去のTGR試験サン

プル、特にNGS手法における先行研究例の

少ないラット試料から、NGSによるDNA配

列情報の取得を試みた。またNGSにより得

られたデータについて、いくつかの解析手

法の検討を開始した。 

 

B. 研究方法 

(ラットサンプルを用いた検討) 

過去の TGR 試験（Takasu et al., 2023）に

おいて得られていた薬剤投与群・非投与群

から 3 個体ずつのラット（F344/Nslc gpt delta、

雄）由来の肝臓片サンプルを国立医薬品食

品衛生研究所 病理部 石井雄二氏から供

与いただいた。薬剤投与群においては、ジエ

チルニトロソアミン（DEN）を 40 mg/kg body 

weight の用量で 5 週間腹腔内投与されてい

る。ラット肝臓片サンプルから DNeasy 

Blood & Tissue Kits (QIAGEN, Venlo, 

Nederland)を用いてゲノム DNA を抽出した。 

PECC-Seq 法（You et al., 2020）に従って

ゲノム DNA を超音波破砕した後、S1 

nuclease (Thermo Scientific™, MA, USA) 処

理を行った。約 150bp の DNA 断片について

TruSeq DNA PCR-Free Kit (Illumina, Inc., CA, 

USA)を用いて illumina 社シークエンサー用

のライブラリを作製した。 

ライブラリのシークエンスには、Illumina 

NextSeq 2000 (Illumina, Inc., CA, USA) を用

い、シークエンス試薬としては NextSeq 

1000/2000 P2 (300 cycle) または P3 (300 

cycle)試薬を用いた。 

得られたリードデータについて、アダプ

ター配列をTrimmomatic (v0.39) を用いて除

去した。その後、公開されている F344/NHsd

ラットのゲノム配列（Guo et al., 2013）に対

し、Burrows-Wheeler aligner (BWA)の bwa 

mem モードによってリードのマッピングを

行った。マッピングデータを SAMtools 

(v1.9)によってソートし、適切にペアエンド

のリードがマッピングされており、かつマ

ッピングのクオリティが 60 以上であるリ

ードを抜き出した。計算資源の制限から、以

後の解析に用いるデータのうち、リードが

マッピングされた位置から 10%程度の位置

をランダムに抽出した。その後、4 本のリー

ドのみが同じ位置に適切な方向でマッピン

グされているリードのグループを抽出し、

これらのリードが示す変異を抽出した。 

抽出した薬剤誘導変異候補のうち、ラッ

トの系統特異的な SNP を除外するため、全

てのリードから計算された SNPを薬剤誘導

変異候補から除いた。最後に、残りの薬剤誘

導変異候補を IGV browser を用いて確認・フ

ィルターした。フィルターの条件として、変

異候補位置にマップされたリードが 30 本

以上 100 本以下であること、変異候補を持

つリードに 2 つ以上の候補がないこと、グ

ループ外のリードが変異候補の変異を持た

ないことを条件とした。 

 

（ヒト TK6 サンプルを用いた検討） 

 既存の培養細胞 TK6 由来の DNA サンプ

ルを用いて PECC-Seq 法を行い、ecNGS 法

における残存エラーの要因に関して検討を

行った。 

 また、文献調査により他の ecNGS 法にお

いて S1 ヌクレアーゼ処理がエラー低減に

有効だという報告があったため、PECC-Seq

法においても同様の効果があるかを確認し

た。ライブラリー調製において、断片化した
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DNA の末端修復の際に S1 ヌクレアーゼ

（Thermo Fisher, MA, USA）を 30unit/reaction

共存させ、30 ℃、30 分反応させた。 

 

C. 結果及び考察 

C -1．既存手法と NGS 手法による変異頻度

比較 

PECC-Seq法を用いたNGS解析による結

果の概略を表 1 に示す。PECC-Seq 法によ

り、非投与群において平均 1.00 × 10−6 、DEN

投与群において平均 6.56 × 10−6 の頻度で変

異が見られた。この二群間における変異頻

度の差には統計的に有意であった(p < 0.05)。

この結果から、PECC-Seq 法は DEN が誘発

した変異を検出することに成功していると

考えられた。また既存手法である gpt アッ

セイにおいては変動係数が非投与群におい

て 0.60、DEN 投与群において 0.45 であり、

PECC-Seq 法においては非投与群において

0.53、DEN 投与群において 0.10 であった。

変動係数は各手法・各群における変異体・変

異頻度の変動幅を示すが、PECC-Seq による

手法が既存手法よりもサンプル間における

変動幅の少ない手法であることが示された。

一方で、PECC-Seq 法においても非投与群に

おいては変動幅が大きいことや、既存手法

における DEN 投与群の変異頻度上昇率（平

均約 143 倍）に比べ PECC-Seq 法では上昇

率が低い（平均約 6.5 倍）ことから PECC-

Seq 法の感度には未だ改善の余地があるこ

とが示唆された。改善すべき点として、現状

ではラットサンプルにおける実施例が少な

いため、参照配列に対するラット特有の

SNP を完全に除けていないことが考えられ

る。 

gpt アッセイと PECC-Seq 法の変異頻度

を比較した結果を図 1 に示す。両者が示し

た変異体・変異頻度は相関が高かった(R2 = 

0.89) 。二つの手法は原理的に異なる技術で

ありながら強い相関を示したことから、

PECC-Seq 法（NGS 手法）が既存手法の代替

法として有用であることが示唆された。 

 

C -2． NGS 手法から得られる変異スペクト

ル解析結果 

NGS 手法においては変異頻度のみなら

ず、変異塩基のプロファイルまでもが一度

の解析から得られることも既存手法と比べ

た場合の利点である。PECC-Seq 法において

も変異塩基のプロファイルが得られ、その

結果を図 2 に示す。各群において同様の変

異スペクトルが得られており、PECC-Seq 法

による結果の頑健性がここからも示された。 

各変異スペクトルについて、DEN 投与群

から得られた変異頻度が非投与群に対して

何倍変化しているかをグラフにしたものを

図 3 に示す。A:T > T:A の変異が突出して変

化量が大きく、非投与群の約 43 倍の変異が

このタイプの変異であった。またサンプル

個別に A:T > T:A の頻度をグラフにしたも

のを図 4 に示す。非投与群においては平均

4.36 × 10−8 の頻度で A:T > T:A の変異が見

られたが DEN 投与群においては平均 1.87 × 

10−6の頻度で A:T > T:A の変異が見られた。

この二群間における変異頻度の差は統計的

に有意であった（p < 0.05）。gpt アッセイを

用いた先行研究において、DEN は A:T > T:A

の変異を特徴的に誘導する薬剤であること

が報告されており（Akagi et al., 2015）、

PECC-Seq 法はラットサンプルにおいても

DEN特有の変異を検出すること可能であっ

たと言える。 

 

C-3 残存するエラー要因の解析 

 TK6 細胞 DNA を用いた検討により、コ

ントロール及び変異原物質(ENU, EMS)した

場合ともに、ライブラリーの末端部位での

エラー頻度が高いことがわかった。 

末端 7bp における変異スペクトルを解析

した結果、この部位では GC 塩基対の変異

が主であることがわかった。その後、共同研

究者である上海交通大学の欒教授らの検討

により、GC から TA の変異には sonication

によって生じる酸化的損傷である 8-oxoG

が関与するとともに、GC から CG の変異に

関しては、グアニン残基の損傷である 2-
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aminoimidazole(Iz)が原因となっていること

が明らかとなった。 

 これらの結果から、PECC-Seq 解析におい

ては、末端 10 塩基分を解析対象から除くこ

とにより、バックグランドのエラーを軽減

できることがわかった。 

しかし、それらを除去後も内部にエラー

が残るため、その原因と考えられる損傷し

た DNA フラグメントを除去する目的で S1

ヌクレアーゼ処理を行った。その結果、

sonication により生成される Iz の量は有意

に減少し、それに伴って PECC-Seq におけ

るエラー頻度は１桁以上低減した。これら

の結果より、S1 ヌクレアーゼ処理は、PECC-

Seq 法においても有効であることが確かめ

られた。これらの検討結果は、ラットサンプ

ルを用いた解析にも応用した。 

 

D. 結論 

化学物質の各種毒性評価において、ラッ

トを用いた動物試験の結果は比較的ヒトに

対する外挿性が高いと考えられており、重

要視されている。ecNGS を用いた変異原性

評価手法においては、ラットにおける実施

例が少なかったが、本研究において我々は

ecNGS 手法の一つである PECC-Seq 法を用

い、ラット由来試料から変異検出解析を行

った。結果として、PECC-Seq 法はラット由

来試料から薬剤が誘発する特有の変異を検

出することが可能であることが示された。 

既存手法である TGR 試験においては、

変異スペクトル解析を行うまでに標的臓器

からの DNA 抽出、レポーター遺伝子のパッ

キング、大腸菌へのレポーター遺伝子の導

入、コロニー・プラークのカウント、コロニ

ー・プラークからの DNA 抽出とレポーター

遺伝子のシークエンスといった煩雑な工程

が必要であり、限られた遺伝子の範囲の情

報しか得ることができない。一方で、NGS

手法は標的臓器からの DNA 抽出、NGS ラ

イブラリの作製、シークエンス解析といっ

た簡略な工程で変異スペクトルのデータが

得られ、さらに TGR 試験よりもサンプル間

差の少ないデータをゲノムワイドに得るこ

とができる。これらの比較から ecNGS 手法

は将来的に in vivo の変異原性評価手法とし

て TGR 試験を代替する手法になり得ると

考えられる。すでに国際的にも、OECD ガ

イドライン等への組み込みに向けた検討が

開始されている。 

また TGR を用いない in vivo 毒性試験で

ある発がん性試験や反復投与試験の試験個

体に対し、ecNGS 手法を用いることによっ

て変異原性評価までを行うような試験のマ

ルチエンドポイント化が原理的に可能であ

る。実際に ecNGS のガイドライン化と併せ

て、既存の TGR を用いない試験をマルチエ

ンドポイント化することにより、TGR 試験

を代替・削減することについても国際的な

議論が開始されている。発がん性試験や反

復投与試験においてはラットが頻用される

ことから、ラットサンプルにおける結果を

示した本研究は、今後の国際的な議論の上

でも意義は高い。 

一方で、本年度の研究においては一用量

の結果のみを示すのみであった。変異原性

評価においては用量反応性があるかどうか

についても論点となることから、次年度に

おいては過去の TGR 試験において用量反

応性を見たサンプルから NGS 手法による

変異検出を行い、用量反応性まで検出可能

であるかを検討したい。また、エラー要因の

検討結果から得られた知見を元に、ラット

サンプルにおけるバックグランドのエラー

を低減することにより、更なる高感度化を

めざしたい。 
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表 1.NGS解析結果の概略 
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図 1. 既存手法による変異体頻度と NGS手法による変異頻度比較 
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図 2. 非投与群（Control）と DEN投与群（DEN）サンプルの変異スペクトラム 
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図 3. 非投与群に比した DEN投与群における各スペクトラムの変異頻度の増加率 
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図 4. 各サンプルにおける A:T>T:Aの変異頻度 
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令和5年度 厚生労働行政推進調査事業費 補助金（化学物質リスク研究事業） 

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 

構築のための基盤研究 

 

分担研究課題名：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 

 

研究分担者 石井 雄二 国立医薬品食品衛生研究所 病理部 

   

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，遺伝毒性試験の

情報があるにもかかわらず，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．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．そこで本研

究では，新たな発がん性定量評価を見据え

た基盤研究として，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する．

染色体不安定性や細胞分裂異常の結果生じ

る小核（micronucleus）は，化学物質の安

全性評価において古くから染色体異常の指

標として用いられてきた．しかしながら，小

核そのものの意義や小核が生じた細胞に及

ぼす影響については長い間不明なままであ

った．しかし近年，chromothripsis と呼ば

れる現象が明らかになり，小核そのものが

発がんの原因になることが報告されている
1)．Chromothripsis は，小核の核膜の崩壊

と染色体の粉砕・再構成の後，細胞質に漏出

した染色体が細胞分裂の際に主核に取り込

まれる現象である．取り込まれた異常な染

色体は劇的な遺伝子変異を引き起こし，一

度に複数のがんの発生や進行に関わる遺伝

子の発現変化が生じると考えられている 1）．

研究要旨 

本研究では，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確立を目的とし

て，病理組織学的手法による小核を有する細胞（micronucleated cell; MNC）の定量解

析法の構築と，染色体不安定性による化学発がん機序の解明を実施した．本年度は，令

和4年度に取得した小核誘発物質の投与により発現増加した遺伝子の中から，MNCの指

標となるタンパクを検索した．また，抗γ-H2AX抗体を用いた免疫組織化学染色（IHC）

による小核の検出を検討した．その結果，遺伝子群からMNCの指標となるタンパクは得

られなかったものの，抗γ-H2AX抗体を用いたIHCによりMNCの検出が可能であるこ

とを確認した．28日間反復投与試験へ適用した結果，その割合は肝臓小核試験の結果と

高い相関を示し，検出感度は同等であることを確認した．今後，本法について肝発がん

性の定量的評価法として有用性を検討する．染色体不安定性による化学発がん機序とし

て，AA誘発肝腫瘍において高頻度にコピー数増加が認められたMdm2がコードする

MDM2タンパクのIHCを行った．その結果，MDM2の発現は変異肝細胞巣の40.0%，肝

細胞腺腫の67.9％，肝細胞癌の88.2%の細胞質に認められた．さらに，肝細胞腺腫の

32.1%，肝細胞癌の78.4%はc-Myc及びMDM2の両方に陽性であったことから，これらが

ん遺伝子のコピー数増加がAAの肝腫瘍誘発過程における重要なイベントであることを

明らかにした． 
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実際，chromothripsis の痕跡とされる複雑

なコピー数変異は，次世代シーケンサーに

よる全ゲノムシークエンス解析によって

様々なヒト腫瘍で見つかっており，これら

腫瘍の発生や悪性化の過程に小核が寄与し

ていることが示唆されている 2,3)．また，ラ

ット肝臓小核試験の結果が遺伝毒性の有無

にかかわらず，肝発がん性と高い相関があ

ることが報告されており 4)，化学発がんの

根底にも染色体不安定性が寄与することが

示唆されている．  

このような背景から，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，

小核を有する細胞（micronucleated cell; 

MNC）の免疫組織化学染色（IHC）による

検出法の確立を試みる．近年，様々な臓器を

用いた in vivo 小核試験が検討されている

が，肝臓のように肝細胞が大部分を占める

ような臓器は稀であり，多くの臓器は特徴

の異なる複数の細胞から構成されている．

それ故，病理組織学的に MNC を検出する

ことで，陽性となる領域や細胞を特定する

ことが可能になる．また，肝臓小核試験の反

復投与法では 28 日間投与が高感度である

ことから 4)，MNC を検出する本法は化審法

における 28 日間反復投与毒性試験への組

み込みにも適していると考えられる．さら

に，過去に実施した毒性試験のホルマリン

固定パラフィン包埋（FFPE）試料を用いた

評価も期待される． 

本研究では，28 日間反復投与毒性試験へ

の組み込みが可能な，組織切片を用いた

IHC による MNC 検出法の構築を試みる．

令和 4 年度は，小核を誘発する肝発がん物

質 acetamide（AA），N-nitrosopropylamine

（NNP）及び quinoline をラットに投与し，

肝臓の網羅的遺伝子発現解析により，共通

して発現増加する 34 の遺伝子を抽出した．

令和 5 年度はこれら遺伝子がコードするタ

ンパクの中から，MNC の指標となるマーカ

ーを検索した．また，小核では DNA 二重鎖

切断に伴うヒストンH2AX のリン酸化が生

じることから，抗γ-H2AX 抗体を用いた

IHC による MNC の検出を検討した． 

染色体不安定性が化学物質の発がん性評

価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についても検

討する．前述したように chromothripsis は

様々な腫瘍の発生や悪性化に寄与すると考

えられている．一方，小核を誘発するラット

肝発がん物質は数多く報告されているもの

の ， 化 学 発 が ん 過 程 に お け る

chromothripsis の関与についてはこれまで

に報告はない． 

本研究では，染色体不安定性による化学

発がん機序の解明として，特徴的な大型小

核を誘発するラット肝発がん物質 AA5,6)で

誘発した肝腫瘍における染色体粉砕と再構

成の痕跡を検索することで，発がん過程に

おける chromothripsisの関与について検討

する．令和 4 年度は，AA 誘発腫瘍において

がん遺伝子である Myc および MDM2 のコ

ピー数が共通して増加していることを明ら

かにし，腫瘍における c-Myc タンパクの発

現を確認した．令和 5 年度は MDM2 タン

パクの発現を IHC により検索した． 

 

B. 研究方法 

B-1. 材料および試薬 

AA（>98%），NNP（>98%）及び quinoline

（>97%）は東京化成工業（東京）から購入

した． 

 

B-2. 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 

 

B-2-1. 網羅的遺伝子発現解析による MNC

マーカーの検索 

 IHC には，令和 4 年度に実施した動物実

験において，10%中性緩衝ホルマリン液で

固定後にパラフィン包埋した肝組織標本を

薄切した組織切片を使用した．キシレン，無

水エタノールにて脱バラフィンした後，ク

エン酸緩衝液（関東化学，東京）を用いたオ

ートクレーブ処理により抗原を不活化した．

3%H2O2 にて内因性ペルオキシダーゼ活性
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を阻害し，SRD5A1 の染色には正常ウサギ

血清（ニチレイバイオサイエンス，東京），

その他の染色には正常ヤギ血清（ニチレイ

バイオサイエンス）を用いてブロッキング

を行った．1 次抗体として Abcam 社製（英

国）抗 SRD5A1 ヤギポリクローナル抗体，

Invitrogen 社製（米国）抗 LHX8 ラビット

ポリクローナル抗体，Invitrogen 社製（米

国）抗SRMSラビットポリクローナル抗体，

Invitrogen 社製（米国）抗 OAT ラビットポ

リクローナル抗体を用い，4oC で一晩イン

キ ュ ベ ート し た． Phosphate-buffered 

salineにて洗浄後，2次抗体としてSRD5A1

の染色にはヒストファイン シンプルステ

インヤギ一次抗体用（ニチレイバイオサイ

エンス），LHX8, SRMS, OAT の染色にはヒ

ストファイン ウサギ一次抗体用（ニチレイ

バイオサイエンス）を用いて 30 分間インキ

ュベートした．発色には diaminobenzidine

を用いた． 

 

B-2-2. γ—H2AX を指標とした MNC の検

出 

IHC には，令和 4 年度に実施した動物実

験において，10%中性緩衝ホルマリン液で

固定後にパラフィン包埋した肝組織標本を

薄切した組織切片を使用した．キシレン，無

水エタノールにて脱バラフィンした後，ク

エン酸緩衝液（関東化学，東京）を用いたオ

ートクレーブ処理により抗原を不活化した．

3%H2O2 にて内因性ペルオキシダーゼ活性

を阻害し，1 次抗体として Cell Signaling 

Technology社製(米国)抗γ-H2AXマウスモ

ノクローナル抗体を用い，4oC で一晩イン

キ ュ ベ ート し た． Phosphate-buffered 

saline にて洗浄後，2 次抗体としてヒスト

ファイン シンプルステインマウス一次抗

体用（ニチレイバイオサイエンス）を用いて

30 分間インキュベートした．発色には

diaminobenzidine を用いた． 

小核形成頻度の計測には BX51 システム

生物顕微鏡（オリンパス，東京）を用い，外

側左葉又は中間葉の小核を有する肝細胞

（MNHEP）をカウントした．さらに， 

Aperio AT2（Leica Biosystems，ドイツ）

を用いてバーチャルスライドの作成を行い，

画像解析ソフトウェア HALO（indica labs

製，米国）にて画像解析を行った．画像解析

では計測部位から 0.16 mm2 の正方形領域

をランダムに 6 枚取得し，これら領域に含

まれる核の密度からMNHEPを計測した領

域の総核数を算出した．MNHEP を総核数

で除することでMNHEPの割合を算出した．

また，小核と同時に抗γH2AX 抗体により

陽性を呈する有糸分裂細胞，アポトーシス

細胞および DNA 損傷を示唆する細胞（γ-

H2AX foci）をカウントし，これらの割合も

算出した．AA 投与群の統計学的解析では，

F 検定により分散の均一性を検定し，分散

が均一であった場合は Student の t 検定を

用いた．分散が均一でなかった場合は

Welch の t 検定を用いた．NNP 及び

qunoline 投与群では，Bartlett 検定により

分散の均一性を検定し，分散が均一であっ

た場合は Dunnett 検定を用いた．分散が均

一でなかった場合は Steel 検定を用いた． 

肝臓小核試験には 10%中性緩衝ホルマリ

ン液で固定した肝組織を用いた 9)．2~3 mm

大にカットした肝組織 10 個を 12N 水酸化

カリウム溶液に入れ，室温で 16 時間インキ

ュベーションし，洗浄後，水でホモジナイズ

した．遠心分離後，10%中性緩衝ホルマリン

で洗浄し，固定した．細胞懸濁液を SYBR 

Gold で染色し，蛍光顕微鏡で観察した．

2000 個の肝細胞（HEPs）をカウントし，

そのうち MNHEPs の割合を算出した．統

計 学 的 解 析 に は ， Kastenbaun and 

Bowman’s table による条件付き二項検定

を用いた．  

 

B-2-3. γ—H2AX を指標とした病理組織学

的肝臓小核試験（HLMN assay）の有用性

評価 

雄性 5 週令の F344 ラットを日本エスエ

ルシー株式会社より購入し，CRF-1 粉末基

礎飼料（オリエンタル酵母工業株式会社，東
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京）と水道水で飼育した．動物の飼育はバリ

ヤーシステムの動物にて行った．室内の環

境は温度 24 ± 1oC，湿度 55 ± 5%，換気回

数 18 回／時（オールフレッシュ），12 時間

蛍光灯照明／12 時間消灯であり，この条件

下で飼育を行った．動物は透明なポリカー

ボネート製箱型ケージに 5 匹ずつ収納し，

床敷は三共ラボサービス社（東京）のソフト

チップを用い，週 2 回交換を行った．また，

飼料及び水道水は試験期間中，自由に摂取

させた．一週間の馴化期間の後，ラット 35

匹を各群 5 匹に配し，対照群と NNP 投与

群，quinoline 投与群を設けた．NNP は 5，

10 又は 20 mg/kg 体重 /日の用量で，

quinoline は 15，30 又は 60 mg/kg 体重/日

の用量で 4 週間強制経口投与した．対照群

には溶媒として用いたコーン油を投与した．

試験期間中，飲水及び飼料の交換は週 1 回，

一般状態観察を連日実施した．最終投与の

翌日にイソフルラン麻酔下にて腹部大動脈

より放血し，肝臓を採取し，重量測定後，一

部を 10%中性緩衝ホルマリン液にて固定し，

常法に従いパラフィン切片を作製後，ヘマ

トキシリンエオジン染色又は抗γ-H2AX

抗体を用いた IHC を施して，病理組織学的

検索又は HLMN assay に供した．また， 

AA を 0.625，1.25 又は 2.5%の濃度で 4 週

間混餌投与した F344 ラット肝臓のパラフ

ィンブロックを薄切して組織切片を作製し

た．これらの切片は，抗γ-H2AX 抗体を用

いた IHC を施して，HLMN assay に供し

た．ホルマリン固定後の一部の肝組織は肝

臓小核試験に供した． 

最終体重、臓器重量および HLMN assay

の統計学的解析には，Bartlett 検定により

分散の均一性を検定し，分散が均一であっ

た場合は Dunnett 検定を用いた．分散が均

一でなかった場合は Steel 検定を用いた．

肝臓小核試験の統計学的解析には，

Kastenbaun and Bowman’s table による条

件付き二項検定を用いた． 

 

B-3. 染色体不安定性による化学発がん機

序の解明 

過去にF344ラットにacetamideを2.5％

の濃度で 26～30 週間混餌投与し，得られた

肝腫瘍の標本（変異肝細胞巣 (FCA) 10例，

肝細胞腺腫（HCA）28 例，肝細胞癌（HCC）

51 例）を解析に用いた． 

MDM2 の IHC には，10％中性緩衝ホル

マリン液で固定後にパラフィン包埋した腫

瘍組織標本を薄切した組織切片を用いた．

キシレン，無水エタノールにて脱パラフィ

ンした後，3％H2O2 にて内因性ペルオキシ

ダーゼ活性を阻害し，1 次抗体として

abcam 社製（英国）抗 MDM2 ラビットポ

リクローナル抗体を用い，室温で 1 時間イ

ンキュベートした．Phosphate-buffered 

saline にて洗浄後，2 次抗体としてニチレ

イバイオサイエンス社製（東京）ヒストファ

イン シンプルステイン（ウサギ第一抗体用）

にて 30 分間インキュベートした．発色には

diaminobenzidine を用いた．なお，比較と

し て diethylnitrosamine （ DEN ） と

phenobarbital で誘発した HCA 及び HCC

についても染色を行った． 

 

（倫理面への配慮） 

投与実験は熟練者が実施し，動物の苦痛

を最小限に留めた．また，動物はすべてイソ

フルラン麻酔下で大動脈からの脱血により

屠殺し，動物に与える苦痛は最小限に留め

た．実験動物に関しては，「国立医薬品食品

衛生研究所動物実験の適正な実施に関する

規定」に基づき，動物実験計画書を作成し，

国立医薬品食品衛生研究所動物実験委員会

による審査を受けた後，実施した．  

 

C. 研究結果 

C-1. 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 

 

C-1-1. 網羅的遺伝子発現解析による MNC

マーカーの検索 

抗 SRMS 抗体および抗 SRD5A1 抗体を

用いた IHC では，投与群と対照群ともに特
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異的な陽性像は見られなかった．抗 LHX8

抗体を用いた IHC では，投与群と対照群に

おいて核が顆粒状の陽性像を呈したものの，

MNC 特異的な染色像はみられなかった．抗

OAT 抗体を用いた IHC では，投与群と対

照群ともに核と細胞質にびまん性の陽性像

を認めたものの，MNC に特異的な染色像は

見られなかった（Fig.1）．  

 

C-1-2. γ-H2AX を指標とした MNC の検

出 

抗γ-H2AX 抗体を用いた IHC の結果，

小核は陽性を呈した．また，DNA 損傷を示

唆するγ-H2AX foci の出現に加え，有糸分

裂細胞及びアポトーシス細胞も陽性を呈し

た（Fig.2）． 

 AA を 1.25%の濃度で 4 週間，NNP およ

び quinoline を 40 及び 120 mg/kg 体重/日

の用量で 2 週間投与したラット肝臓の組織

切片について，抗γ-H2AX 抗体を用いた免

疫組織化学的染色を施し，陽性を呈した小

核をカウントし，MNHEP の割合を算出し

た結果，各投与群では対照群に比して有意

な高値を示した（Fig.3A）．また，令和 4 年

度に同試料で実施した肝臓小核試験の結果

と比較した結果，MNHEP の割合は肝臓小

核試験で得られた割合の1/10程度の低値を

示した．一方，これらの結果の間には正の相

関（R²=0.9035）が見られた（Fig.3B）．  

 

C-1-3. γ—H2AX を指標とした HLMN 

assay の有用性評価 

NNP 及び quinoline を 3 用量で 28 日間

反復投与したラット肝臓の最終体重および

臓器重量を Table 1 に示す．NNP 投与群は

中間用量群から肝相対重量の有意な低値が

見られ，高用量群では体重及び絶対重量の

有意な低値が認められた．Quinoline投与群

では中間用量群から肝絶対重量および相対

重量の有意な高値が見られた． 

病理組織学的検索の結果を Fig.4 および

Table2 に示す．NNP 投与群では，低用量

群から肝細胞の空胞化，単細胞壊死，巨大

核，中間用量から有糸分裂像の増加，高用量

群では卵円系細胞の過形成が見られた．

quinoline 投与群では，低用量群から肝細胞

の空胞化および巨大核が見られ，高用量群

では肝細胞の単細胞壊死が見られた． 

肝臓小核試験および HLMN assay の結

果を Fig.5 および 6 に示す．いずれの被検

物質でも両試験において低用量群から

MNHP の割合の有意な増加が確認された．

また，これらの結果の間には正の相関（R²

=0.9084）が認められた（Fig.7）．NNP 高

用量群における MNHEP の割合は，肝臓小

核試験では対照群に比して 24 倍の上昇だ

ったのに対し，HLMN assay では 94 倍の

上昇を示した．また，quinoline 投与群にお

ける MNHEP の割合の SD 値は，肝臓小核

試験に比べ HLMN assay で低値を示した． 

MNHEP の割合に対し，γ-H2AX foci，

有糸分裂細胞及びアポトーシス細胞の割合

をそれぞれプロットした結果，遺伝毒性物

質の NNP，quinoline と非遺伝毒性物質の

AA ではそれらの分布が異なる傾向が見ら

れた（Fig.8）． 

 

C-2. 染色体不安定性による化学発がん機

序の解明 

IHC を用いて Mdm2 遺伝子がコードする

MDM2 タンパクの検出を行った結果，FCA

の 40.0%，HCA の 67.9%，HCC の 88.2%

で陽性所見を認めた（Fig. 9 および 10）．一

方，DEN と phenobarbital で誘発した肝腫

瘍において陽性所見は認められなかった． 

また，令和 4 年度に実施した c-Myc タン

パクの発現解析の結果を組み合わせた結果，

FCAの10％，HCAの32.1%，HCCの78.4%

で両タンパクの発現を認めた（Fig. 11）． 

 

D. 考察 

D-1. 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 

令和 4 年度に実施した網羅的遺伝子発現

解析から抽出した 34 の遺伝子の中から，

MNC の指標となるタンパクを検索した．こ
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れら遺伝子がコードするタンパクのうち，

核又は細胞質に局在し，ラットに交差性が

あり，IHC に対応した抗体が入手できた

SRMS，SRD5A1，LHX8 および OAT につ

いて検討を行ったものの，いずれもMNCに

特異的な陽性像は見られなかった．いずれ

の剤においても MNC は肝細胞全体の 5％

前後であったことから，本結果は，マイクロ

アレイ解析において MNC が特異的に発現

する遺伝子を捉えられなかったことに起因

すると考えられた． 

一方，抗γ-H2AX 抗体を用いた IHC で

は，既報どおり小核が陽性を呈した．本法を

用いてカウントしたMNHEPの割合は肝臓

小核試験と高い相関を示したことから，抗

γ-H2AX 抗体を用いることで病理組織学

的に MNC の評価が可能と考えられた．

HLMN assay に お い て 検 出 さ れ る

MNHEP の割合が肝臓小核試験よりも低値

であったことは，肝臓小核試験が細胞全体

を評価するのに対し，HLMN assay は細胞

の一断面を観察しているためと考えられた．

一方，肝臓小核試験では細胞分散の過程で

細胞傷害を受けたMNHEPを損失すること

が懸念されている．実際，組織傷害が見られ

た NNP や quinoline 投与群では肝臓小核

試験に比して，前処理を必要としない

HLMN assay で感度の上昇や SD 値の低下

が見られた．このことは，HLMN assay の

優位性の一つと考えられた． 

MNHEP の割合とγ-H2AX foci，有糸分

裂細胞及びアポトーシス細胞の割合をプロ

ットした結果，遺伝毒性物質と非遺伝毒性

物質により異なる分布を示す傾向がみられ

た．これらはいずれも発がんに関連する変

化であることから，MNHEP との同時解析

は発がん性評価の一助になることが期待さ

れた． 

 

D-2. 染色体不安定性による化学発がん機

序の解明 

令和 4 年度に実施した AA 誘発腫瘍にお

ける c-Myc 陽性率に比較し，FCA および

HCA において MDM2 の陽性率が高ったこ

とは，細胞の腫瘍化において MDM2 の高発

現による p53 抑制が重要な役割を担ってい

ることを示唆すると考えられた．一方，c-

Myc は HCC において高い陽性率を示すこ

とから，腫瘍の悪性化に寄与しているもの

と考えられた． 

 

E. 結論 

E-1. 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 

抗γ-H2AX 抗体を用いた IHC により

MNHEP を検出する HLMN assay を確立

した．本法を用いることで，28 日間反復投

与試験で得られた組織切片において肝臓の

MNHEP の割合を評価できることを確認し

た．また，本法において同時に検出されるγ

-H2AX foci，有糸分裂細胞及びアポトーシ

ス細胞の変化は，HLMN assay による肝発

がん性評価の一助になることが期待された．

今後，様々な化学物質について本法による

評価を実施し，肝発がん性評価法としての

有用性を検討する． 

 

E-2. 染色体不安定性による化学発がん機

序の解明 

AA による腫瘍の誘発および悪性化には，

Mdm2 および Myc のコピー数増加が寄与

することが明かになった．今後，これらのコ

ピー数変異と染色体再構成の関係について

検討を行う． 
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Table 1 Body and organ weights data for F344 rats treated with NNP and quinoline for 

4 weeks 

 

 

 

 

 

Table 2 Hsitopathological findings for F344 rats treated with NNP and quinoline for 4 

weeks 
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Figure 1. Representative photographs of immunohistochemical staining of (A) SRMS, 

(B) SRD5A1, (C) LHX8 and (D) OAT in the livers of rat. 
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Figure 2. Representative photographs of γ ‐ H2AX-positive hepatocytes. (A) 

micronucleated hepatocytes, (B) large micronucleated hepatocytes, (C) DNA damaged 

foci, (D) apoptotic hepatocytes and (E) mitotic hepatocytes 
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Figure 3. (A) The ratio of MHHEP analyzed by immunohistochemical staining of γ-

H2AX. (B) Correlation between MNHEP ratio analyzed by immunohistochemical 

staining for γ-H2AX and liver micronucleus assay. *, **: Significantly different from the 

control group at p < 0.05, 0.01, respectively. 
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Figure 4. Representative photographs of livers of F344 rats treated with (A) vehicle, 

NNP (20 mg/kg body weight/day) and (C) quinoline (60 mg/kg body weight/day) for 4 

weeks 
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Figure 5. The ratio of MHHEP analyzed by liver micronucleus assay in the livers of rat 

treated with (A) AA, (B) NNP and (C) Quinoline for 4 weeks. **: Significantly different 

from the control group at p < 0.01. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. The ratio of MHHEP analyzed by HLMN assay in the livers of rat treated with 

(A) AA, (B) NNP and (C) Quinoline for 4 weeks. *： Significantly different from the 

control group at p < 0.05, 0.01, respectively. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

別添 4 

81 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Correlation between MNHEP ratio analyzed by HLMN assay and liver 

micronucleus assay in the livers of rat treated with AA, NNP and Quinoline for 4 weeks. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. 2D plot of ratio of (A) DNA damaged foci, (B) mitotic hepatocyte and (C) 

apoptotic hepatocyte versus MNHEP analyzed by HLMN assay in the livers of rat 

treated with AA, NNP and Quinoline for 4 weeks. 
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Figure 9. HE and Immunohistochemical stain with anti-MDM2 antibody, positive 

expression in tumor cells in the AA-induced HCC. 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. The ratio of Mdm2 positive tumor in the AA-induced FCA, HCA and HCC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11. The ratio of c-Myc and Mdm2 positive tumor in the AA-induced FCA, HCA 

and HCC. 


