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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 

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。前年度から、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

のリードアクロス (RA)のあり方を提案す

ることを目指したケーススタディを実施し

た。ケーススタディは、過去の化審法のため

のスクリーニング評価において、RAによる

評価結果を提案したものの、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 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。各々のケーススタディ

の結果を、以下に示す。また、ケーススタデ

ィを踏まえ、今後同様の RA による評価を

行う場合のあり方（進め方）を提案する。 

 

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 5年度からは、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・進め方の検討を行うこととした。 

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)を対象として実施したケーススタディでは、各々が「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」の前例となった。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。 

これらのケーススタディの結果を踏まえ、上記２つと同様の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）。 

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。 
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B. 研究方法 

１．ジイソブチル＝ヘキサンジオアート 

本物質は、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

物質については、昨年度の取組みによりア

ルキル鎖部分が短長の 6 物質の類似物質候

補（参考資料 1）を得て、これらに関する一

般毒性、生殖発生毒性、発がん性について簡

易的に評価した。また、類似物質候補の

OECD QSAR Toolboxによる代謝物予測の結

果、アジピン酸とアルコール部分を含む代

謝物が推定され、類似物質候補である

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

Diethylhexyl adipate (CAS. 103-23-1)について

は、アジピン酸とアルコールに代謝される

ことを確認した。そのため、今年度は、ジイ

ソブチル＝ヘキサンジオアートの RA によ

る評価について、類似物質候補の毒性評価

（スクリーニング評価）を完結し、ジイソブ

チル＝ヘキサンジオアートの各毒性項目に

関する有害性クラスを類推することを試み、

さらに代謝物（アジピン酸とアルコール類）

の評価を行い、ジイソブチル＝ヘキサンジ

オアートに関する有害性クラスの類推結果

を補強できるかを検討した。 

 

２．ノナン－１－オール 

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ついて

は炭素鎖長 12 (C12)アルコール１物質に基

づく評価値を、遺伝毒性については C8やそ

の分岐アルコールの評価結果に基づき RA

による評価案を作成したが、予審にて毒性

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った。昨年度の取組

みの結果、C5～22の直鎖アルコールを類似

物質候補とするのが妥当と判断した。また、

C9のノナン－１－オールの他、化審法の優

先評価化学物質（通し番号 170：生態影響を

根拠に優先指定）である C10 のデカン－１

－オール (CAS. 112-30-1)についても、人健

康影響についてスクリーニング評価の対象

となっていることから、本検討において C9

と同様にRAによる評価を行うこととした。 

昨年度までに、類似物質候補の有害性情

報収集を完了していたことから、今年度は

各々の類似物質候補について、得られた有

害性情報に基づき 4 つの毒性項目（一般毒

性、生殖発生毒性、遺伝毒性、発がん性）に

ついてスクリーニング評価案を作成し、個

別シート（スクリーニング評価において委

員に回覧するための様式）を作成した。ま

た、毒性項目毎に、各類似物質候補の毒性試

験結果（毒性所見の特徴）を把握し、特定の

類似物質候補に特異的な毒性所見が生じて

いるか否かを確認し、C9及び C10の各毒性

項目について長短の炭素鎖長の直鎖アルコ

ールの毒性情報に基づき挟み込みで類推す

ることが可能かを確認した。さらに、各類似

物質候補の物理化学的性状を調査し、毒性

影響についても物理化学的性状の面でも類

似物質候補が妥当かを検討した。 

 

以上の 2 つのケーススタディに基づき、

スクリーニング評価において「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」と同様のケースに遭遇した

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。 

 

 

C. 結果 

１．ジイソブチル＝ヘキサンジオアート 

１－１．類似物質候補の毒性評価 

ジイソブチル＝ヘキサンジオアートの

類似物質候補のうち、炭素鎖長が比較的同

等である以下 3 つの類似物質候補について、

スクリーニング評価を行い、各々の有害性

クラス（案）を提案した。 
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１）CAS. 105-99-7 Dibutyl adipate 

この物質は、継続的に暴露クラスが 5ま

たは外のため、スクリーニング評価の対象

外であるが、本検討においてスクリーニン

グ評価を行った。本物質については、厚労省

により過去に 28日間反復投与試験、生殖発

生毒性試験、Ames試験、in vitro 染色体異常

試験が実施されていた。評価結果の概要を

以下に示す。 

一般毒性については、ラットを用いた 28

日間反復投与試験（強制経口投与）を行った

結果、最高用量 1000 mg/kg/day で毒性影響

がみられなかったことから、NOAEL 1000 

mg/kg/dayと判断し、この NOAELを不確実

係数積 (UFs) 600（種差 10、個体差 10、試

験期間の不足 6）で除した 1.67 mg/kg/dayを

有害性評価値 (D 値)として導出し、有害性

クラス「外」と判断した。 

生殖発生毒性については、雌雄ラットに

交配前、交配期間中ならびに雄では交配期

間終了後 2週間、雌では妊娠期間を通して

晴育  3 日まで、本物質を 0 , 100, 300, 

1000mg/kg/dayの用量で経口投与し、親ラッ

トの生殖能力および次世代児の発生・発育

に及ぼす影響について検討した結果、親動

物の一般毒性、生殖能に毒性影響は認めら

れなかったが、児動物では、1000 mg/kg/day

で哺育 4日の新生児生存率低下、哺育 0日

および 4 日の体重低値（軽度）を示した。

児動物の生存児数や体重のデータを精査し

た結果、1000 mg/kg/day でみられた哺育 4

日の新生児生存率低下や哺育 0日および 4

日の軽度な体重低値は、ばらつきの範囲内

であり、毒性学的意義はないと判断した。以

上より、親動物及び児動物に対する NOAEL

はいずれも 1000 mg/kg/day と判断し、この

NOAEL を UFs 1000（種差 10、個体差 10、

試験の質（多世代影響を評価できない）10）

で除した1 mg/kg/dayをD値として導出し、

有害性クラス「外」と判断した。 

遺伝毒性については、Ames試験陰性、in 

vitro 染色体異常試験陽性だが、in vivo 小核

試験が陰性であったことから、in vitro 染色

体異常の陽性結果を否定し、有害性クラス

「外」と判断した。 

発がん性については、いずれの評価機関

も発がん性区分を付してなかったため、有

害性クラスは「情報なし」とした。 

 

２）CAS. 6938-94-9 Diisopropyl adipate 

この物質は、継続的に暴露クラスが外の

ためスクリーニング評価の対象外であるが、

本検討においてスクリーニング評価を行っ

た。本物質については、有害性情報がほとん

どなく、十分なスクリーニング評価ができ

なかったため、可能な限り評価した。評価結

果の概要を以下に示す。 

一般毒性については、1 用量で実施した

28日間反復投与試験（強制経口）しかなか

った。ラットに 1000 mg/kg/day の本物質を

投与した結果、毒性影響は認められなかっ

たことから、NOAEL 1000 mg/kg/dayと判断

し、この値を UFs 600 (種差 10、個体差 10、

試験期間の不足 6)で除した 1.67 mg/kg/day

を D値とし、有害性クラス「外」と判断し

た。通常のスクリーニング評価では、1用量

の試験は用量反応関係を評価できないため

不採用とするが、この試験では毒性試験に

おける設定可能な最高用量において毒性影

響がみられなかったことから、結果を採用

して評価した。 

生殖発生毒性については、経口又は吸入

暴露した試験結果がなく、前述の 28日間試

験で生殖器や性周期が検索されただけであ

ったため、生殖能や発生に関する評価がで

きず、有害性クラスは「情報なし」とした。

なお、参考扱いにした妊娠期間中に 3 回腹

腔内投与した発生毒性試験  (Singh et al., 

1973.)では、359.67 mg/kg/day以上の用量で、

軽度の肉眼的及び骨格の異常（詳細不明）が

報告されている。 

遺伝毒性については、スクリーニング評

価において最低限必要な Ames 試験及び in 

vitro 染色体異常試験の結果が無いため、有

害性クラスが「情報なし」とした。 
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発がん性についても、いずれの評価機関

も発がん性区分を付してなかったため、有

害性クラスは「情報なし」とした。 

 

３）CAS. 103-23-1 Diethylhexyl adipate 

この物質は、既にスクリーニング評価が

行われ審議済みであったが、評価結果が古

く見直しが必要であったことから、改めて

評価した。その結果の概要を以下に示す。 

一般毒性について、スクリーニング評価

では、他機関が有害性評価値に相当する値

(例：TDI, RfD, RfC, MRL)を設定している場

合は、その中で最小の値を優先して採用す

ることになっている。本物質については、

WHO の飲料水質ガイドラインが tolerable 

daily intake (TDI)を設定していたことから、

通常であればその値 0.28 mg/kg/day を採用

し、有害性クラスは 4と判断する。EPA IRIS

も RfDを設定していたが、いずれの値も根

拠が生殖毒性試験及び 1 世代生殖発生毒性

試験であったことから、本評価では一般毒

性の評価値としてこれらの値を採用しなか

った（後述の生殖発生毒性の評価で採用）。

入手できた一般毒性試験について精査した

結果、最終的にラット 2 年間反復混餌投与

試験の結果を採用し、体重増加抑制に基づ

く NOAEL 600 mg/kg/dayを UFs 100（種差

10、個体差 10）で除した 6 mg/kg/day を D

値とし、有害性クラス「外」と判断した。 

生殖発生毒性については、前述の通り

WHO の飲料水質ガイドラインが TDI を設

定していたことから、その値 0.28 mg/kg/day

を採用し、有害性クラスは「4」と判断した。

この値は、妊娠Wistarラット (24匹/群) に

本物質を 0、300、1,800、12,000 ppm (0、28、

170、1,080 mg/kg/日相当) の用量で妊娠 1 

日目から 22 日目まで混餌投与した発生毒

性試験(ICI, 1988)で、1,800 ppm以上の群の

胎児に化骨化減少、尿管の拡張、尿管のねじ

れが観察されたことから、胎児の発生毒性

の NOAEL 300 ppm (28 mg/kg/day) と判断さ

れ、不確実係数積 100(種差 10、個体差 10)

で除して導出されたものである。EPA IRIS

も RfD 0.6 mg/kg/day を設定しているが、

WHO の TDI の方が低値であるため、最終

的には 0.28 mg/kg/day を D 値として採用し

有害性クラスを付した。 

遺伝毒性については、Ames試験陰性、in 

vitro 染色体異常試験陽性であったが、in vivo

の染色体異常試験や小核試験が陰性であっ

たことから、in vitro 染色体異常の陽性結果

を否定した。また、優性致死試験及び不定期

DNA 合成試験おいて陽性結果があったが、

精査した結果、いずれも高い用量での陽性

結果であり、試験の妥当性が低いこと等が

確認されたため、これらの陽性結果を採用

せず、有害性クラス「外（専門家判断）」と

して、これらの判断の妥当性について予審・

本審にて判断を仰ぐことにした。 

発がん性については、US EPA が C 

(possible human carcinogen)と判断していた

ことから、本来であれば発がん性分類は「2」

となるが、EPA が根拠としたマウス肝腫瘍

は、PPARを介するペルオキシソーム増生に

関連するマウス特異性の高い発がん機序で

あることから、人への外挿性はないと考え

られる。過去の評価案でも採用していない

ことから、有害性クラスを「情報なし（専門

家判断）」として、予審・本審の判断を仰ぐ

ことにした。 

 

以上の類似物質候補の評価案に基づく

毒性項目毎の有害性クラスを表 1 に示す。

類似物質候補の評価終了時点における本検

討の対象であるジイソブチル＝ヘキサンジ

オアートの類推による有害性クラス案は、

一般毒性「外」、生殖発生毒性「4または外」、

遺伝毒性「外」、発がん性「情報なし」とす

るのが良いと考えられた。これらの有害性

クラスについては、以降の代謝物の評価結

果を踏まえて再考することとする。 

 

１－２．代謝物の毒性評価 

ECHA dossierの情報は事業者による登録

情報であり、行政側による有害性評価が行

われていないものであるが、類似物質候補
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である CAS. 105-99-7 Dibutyl adipateの有害

性情報検索の過程で、ECHA のデータベー

スからグルーピング（The PFAE Linear 

(Polyfunctional Aliphatic Ester) category：PFAE 

直鎖 (多官能脂肪族エステル) カテゴリー ）

の 情 報 が 得 ら れ た 

(https://www.echa.europa.eu/web/guest/registra

tion-dossier/-/registered-dossier/5939/7/2/1)。こ

の情報によると、このカテゴリーには本検

討で類似物質候補とした CAS. 105-99-7 

Dibutyl adipate, CAS. 103-23-2 Diethylhexyl 

adipate, CAS. 6938-94-9 Diisopropyl adipateが

含まれていた。このカテゴリーの特徴につ

いては、一般的なジカルボン酸（アジピン酸 

(C6)、アゼライン酸  (C9)、セバシン酸 

(C10) ）のジエステル誘導体であり、ジエス

テルのアルコール部分には、通常、直鎖また

は分岐した C3 ～ C20 の炭素数範囲のア

ルコールを含んでいることとされていた。

また、すべてのカテゴリー構成物質は、アル

コールとそれぞれのジカルボン酸のエステ

ル化によって生成されるが、エステル化は

原則として可逆反応 (加水分解) であるた

め、アルコールとジカルボン酸部分は、カテ

ゴリメンバーの前駆物質であると同時に分

解生成物でもあるとの説明があった。 

昨年度実施した OECD QSAR Toolboxに

よる代謝物予測において、ジイソブチル＝

ヘキサンジオアートや類似物質候補 6 物質

は、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。 

これらの情報を踏まえると、ジイソブチ

ル＝ヘキサンジオアートが代謝された場合、

アジピン酸 (CAS. 124-04-9)とイソブタノー

ル (CAS. 78-83-1)が生成されることが考え

られる。そこで、各々の代謝物についての毒

性についても評価することとした。 

化審法での過去の評価状況を確認した

結果、いずれの物質についてもスクリーニ

ング評価が 2023 年度または 2024 年度に終

了（本審済み）であった。そのため、本検討

ではこの評価結果を活用することとし、必

要に応じて評価内容を見直した。以下、各代

謝物のスクリーニング評価結果の概要を示

す。 

 

１）アジピン酸 

一般毒性は、OECD SIDS (2006)、 US EPA 

HPV-IS (2008) が情報源であったラット 2

年間混餌投与試験 (Horn et al. 1957)をキー

スタディとして採用していた。この試験で

は、雄に最高 5%、雌に 1%の用量でアジピ

ン酸を投与した結果、雄の 3%以上の群に体

重増加抑制がみられたことを根拠に、

NOAEL 1% (US EPA HPV-IS による換算で

は 280 mg/kg bw/day)と判断し、不確実係数

積 100 で除した 2.8 mg/kg bw/day を有害性

評価値としていた。その結果、有害性クラス

が「外」となった。 

生殖発生毒性については、一般毒性試験

での生殖器への影響や発生毒性試験結果の

みで経世代影響を検索した生殖発生毒性試

験の情報が無かったこと、発生毒性試験も

高用量の試験結果がなく評価できなかった

ことから、評価できず「情報なし」となって

いた。なお、生殖器への毒性影響や発生毒性

は、得られたいずれの試験情報においても

認められなかった。 

遺伝毒性については、Ames試験、in vitro

染色体異常試験、その他の in vitro試験 (Hprt

試験、マウスリンフォーマアッセイ)、in vivo

染色体異常試験がいずれも陰性であったた

め、有害性クラスが「外」であった。 

発がん性については、IARC 等の評価機

関による発がん性分類情報が無く、「情報な

し」であった。 

 

２）イソブタノール 

一般毒性については、EPA IRISが設定し

た Reference Dose (RfD) 0.3 mg/kg/dayを採用

し、有害性クラスは「４」であった。RfDの

根拠は、ラット 13 週間反復経口投与試験 

(US EPA, 1986)であり、最高 1000 mg/kg/day

の用量でイソブタノールを投与した結果、

1000 mg/kg/day で投与初期にみられた軽度

の体重増加抑制、活動量低下や試験期間を
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通してみられた運動失調、血清中カリウム

濃度低値がみられたため、NOEL 316 

mg/kg/dayと判断された。RfDは、NOELを

不確実係数積 1000（種差 10、個体差 10、試

験期間 10）で除した値となる。その他にも

複数の経口または吸入の試験があったが、

RfD由来の上記評価値が最小であった。 

生殖発生毒性については、ウサギ発生毒

性試験 (BASF, 1990)において妊娠 7-19日目

に最高 10,000 mg/m3を吸入暴露した母動物

の妊娠期間中にみられた軽度の体重増加抑

制 を 根 拠 に 、 NOAEL 2500mg/m3 (227 

mg/kg/day に相当)と判断され、不確実係数

積 1000（種差 10、個体差 10、試験の質 10）

で除した 0.23 mg/kg/day が有害性評価値と

なっていた。その結果、有害性クラスが「4」

となった。本検討において、ウサギ発生毒性

試験にみられた母動物の体重増加抑制につ

いて、得られた有害性情報を再確認し、さら

に原著に遡って確認した結果、この体重増

加抑制には統計学的有意差や用量依存性が

ないことが確認できたため、毒性影響では

ないと考えられた。したがって、当該試験の

母動物の NOAEL を見直し、最高用量の

10,000 mg/m3 として上記の通りの不確実係

数積を適用して求めた D 値 0.91 mg/kg/day

に基づく有害性クラス「外」を 最終的な評

価結果とすることとした。なお、本物質につ

いてはラットを用いた吸入経路による 2 世

代試験の情報があり、 2,500 ppm (7,580 

mg/m3) までの用量で親動物及び児動物共

に生殖発生毒性は認められていない。また、

この 2 世代試験の有害性評価値は、前述の

発生試験毒性のものより高値であったため、

発生毒性試験の結果を採用した。 

遺伝毒性については、Ames試験、in vitro

染色体異常試験、その他の in vitro 試験 (小

核試験、Hprt 試験、マウスリンフォーマア

ッセイ)、in vivo 小核試験がいずれも陰性で

あったため、有害性クラスが「外」であった。 

発がん性については、IARC 等の評価機

関による発がん性分類情報が無く、「情報な

し」であった。 

 

１－３．類似物質候補の代謝物の毒性評価 

１）1-ブタノール 

CAS. 105-99-7 Dibutyl adipateは、代謝さ

れるとアジピン酸と CAS. 71-36-3  1-ブタ

ノールに分解する。化審法では、1-ブタノー

ルは評価Ⅰ対象となっており、既に評価が

終了しているため、以下にその概要を示す。 

一般毒性については、EPA IRISが設定し

た RfD 0.1 mg/kg/dayを採用し、有害性クラ

ス「4」であった。RfDの根拠試験は、ラッ

トを用いた 13 週間反復強制経口投与試験

（EPA, 1986）であった。この試験では、雌

雄ラットにブタノールを最高 500 mg/kg/day

の用量で投与した結果、投与期間の最後の 6

週間に 500 mg/kg/day 群の雌雄に運動失調

及び運動機能の低下が認められたことから、

NOAEL 125mg/kg/dayと判断され、不確実係

数積 1000（種差 10、個体差 10、試験期間の

不足 10）で除した値 0.1 mg/kg/dayが RfDと

して設定されていた。この評価において参

照した食品安全委員会の評価 (2005)では、

雌の高用量群で観察された運動失調等につ

いては、投与の２～３分後に発現し、１時間

以内に消失したが、症状が出現した 7 週目

以降も継続して認められていることから、

投与に関連する毒性と考え評価されていた。 

生殖発生毒性については、食品安全委員

会 (2005)及び環境省リスク評価 (2005)に

採用されていたラットを用いた発生毒性試

験 (Ema et al. 2005)がキースタディとして

採用されていた。ラットの妊娠 0－20日に、

1-ブタノールを最高 5,654 mg/kg/day の用量

で飲水投与した結果、5,654 mg/kg/day 群の

母動物に摂餌量及び飲水量の減少を伴った

体重増加の有意な抑制を、同群の胎児に低

体重、過剰肋骨、前肢基部趾骨の骨化遅延の

発生率の有意な増加を認めたことから、

NOAEL は 1,454 mg/kg/day と判断され、不

確実係数積 1000（種差 10、個体差 10、試験

の質 10）で除した 1.454 mg/kg/dayを有害性

評価値としていた。その結果、有害性クラス

は「外」となった。上記キースタディでは経
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世代影響を評価できていないが、本物質に

関する経世代試験（Nelson et al. 1989）を根

拠とした NOAEL や有害性評価値はキース

タディとした発生毒性試験の各値より高値

であったため、発生毒性試験がキースタデ

ィに採用されていた。また、本物質の高用量

投与により胎児に認められた所見は、母動

物の影響（体重増加抑制等）による二次的な

影響であると考えられ、本物質による深刻

な発生毒性ではないと考えられた。 

遺伝毒性については、Ames試験陰性、in 

vitro 染色体異常試験陰性、in vitro 小核試験

及び Hprt 試験陰性、in vivo 小核試験陰性で

あったため、有害性クラスが「外」となった。 

発がん性については、US EPAが D (Not 

classifiable as to human carcinogenicity)と評価

していたものの、他機関は分類結果を出し

ていなかったため、「情報なし」となった。 

 

２）2-プロパノール 

CAS. 6938-94-9 Diisopropyl adipateは、代

謝されるとアジピン酸と CAS. 67-63-0 2-プ

ロパノールに分解する。化審法では、2-プロ

パノールは評価Ⅰ対象となっており、既に

評価が終了しているため、以下にその概要

を示す。 

一般毒性については、OECD SIDS (1997)

に記載があったラット 13 週間反復投与試

験（吸入） (Burleigh-Flayer, H.D., et al., 1994)

をキースタディに選定していた。最高 5000 

ppm の 2-プロパノールを 1 日 6 時間、週 5

日、13週間暴露した結果、1500 ppm以上で

麻酔作用が、5000 ppmで運動失調、体重減

少（1週目のみ）が認められたため、NOAEL 

500 ppm (166 mg/kg/dayに相当)と判断され、

不確実係数積 200（種差 10、個体差 10、試

験期間の不足 2）で除した 0.83 mg/kg/dayを

有害性評価値としていた。その結果、有害性

クラスが「外」となった。 

生殖発生毒性については、OECD SIDS 

(1997)に記載があったウサギ発生毒性試験

をキースタディとして採用していた。2-プ

ロパノールを最高 480 mg/kg/day の用量で

妊娠 6－18日に強制経口投与した結果、480 

mg/kg/day で母動物の死亡、体重増加抑制、

臨床症状が認められたことを根拠に

NOAEL 240 mg/kg/day と判断され、不確実

係数積 1000（種差 10、個体差 10、試験の質

10）で除した 0.24 mg/kg/day を有害性評価

値としていた。その結果、有害性クラスが

「4」となった。この試験で母動物に認めら

れた所見は、いずれも一般毒性に相当する

ものであるが、妊娠中にみられた所見であ

るため、母動物の内分泌系の変化が影響し

ている可能性があることを考慮し、生殖毒

性のエンドポイントとして採用していた。

しかし、本検討のために生殖発生毒性に関

する有害性情報を見直した結果、上記のウ

サギ発生毒性試験に関する環境省のリスク

評価書の記載において、480 mg/kg/day群の

母動物には、飲酒時にみられるような耳の

紅潮、耳の末梢血管の破裂やチアノ－ゼ、喘

ぎ、下痢なども数匹にみられたとされてい

た。したがって、母動物の死亡や体重増加抑

制等は、アルコールによる一般毒性影響で

あり、ウサギだからあるいは妊娠により感

受性が高まった可能性があると考えられた。

また、同群では、着床前/着床後胚損失や胎

仔の性比、数や体重などに影響はなく、奇形

の発生増加もみられなかったことから、本

試験の真の生殖発生毒性に関する NOAEL

は、最高用量の 480 mg/kg/dayであると考え

られた。この評価結果を新たに採用し、改め

て得られた全ての生殖発生毒性試験につい

て確認した結果、キースタディはラットの 2

世代生殖発生毒性試験が妥当であり、

NOAELに相当する BMDL10 (OECD SIDSが

導出) 407 mg/kg/day を基点に不確実係数積

100 で除した 4.1 mg/kg/day が D 値となり、

有害性クラスは「外」となった。なお、得ら

れた各種の生殖発生試験情報から、非常に

高い用量 (1000 mg/kg/day 以上)の本物質投

与により、雄の生殖能低下や母動物の不妊、

全胚吸収、児動物の生後体重の低値、胎児体

重の低値、骨格奇形を、500 mg/kg/dayでは

２世代生殖発生毒性試験での F1, F2の生後
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生存率の低値を誘発することが確認されて

いる。 

遺伝毒性については、Ames試験陰性、in 

vitro 小核試験及び Hprt 試験陰性、in vivo 小

核試験陰性、in vivo 染色体異常試験（骨髄）

陽性であったが、食品安全委員会では陽性

となった in vivo 染色体異常試験は、用量等

の詳細が報告されておらず、評価の対象と

することはできないと判断しており、本物

質に遺伝毒性はないとしていたため、有害

性クラスは「外」であった。 

発がん性については、IARC 3、ACGIH A4、

GHS 分類できない、とされていたことから、

「情報なし」であった。 

 

３）2-エチルヘキサノール 

新エネルギー･産業技術総合開発機構 

(NEDO)による CAS. 103-23-1Diethylhexyl 

adipate の有害性評価書 (https://www.chem-

info.nite.go.jp/chem/chrip/chrip_search/dt/pdf/

CI_02_001/hazard/hyokasyo/No-84.pdf) に よ

ると、アジピン酸ビス(2-エチルヘキシル) 

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た後、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に代謝さ

れ、尿中排泄される。2-エチルヘキサノール

はグルクロン酸抱合されるか、2-エチルヘ

キサン酸へと代謝された後にグルクロン酸

抱合を受け、尿中排泄される。2-エチルヘキ

サノール(CAS. 104-76-7 別名２－エチルヘ

キサン－１－オール)は、化審法ではスクリ

ーニング評価対象となっており、2023年度

に評価が終了していた。以下にその概要を

示す。 

一般毒性については、 JECFA, AU-

NICNAS, 産衛学会, MAK, Patty, ECHAが採

用していたラットを用いた 2 年間強制経口

投与試験 (Astill et al., 1996)をキースタディ

としていた。この試験では、雌雄ラットに最

高 500 mg/kg/day の用量で 2-エチルヘキサ

ノールを投与した結果、150 mg/kg/dayで雌

雄に体重増加抑制、全身状態の悪化、呼吸困

難、立毛および/または尿による被毛の汚れ、

最高用量群で雌の死亡率の高値や雌雄の体

重増加抑制が認められたことから、NOAEL

は 50 mg/kg/day と判断され、不確実係数積

100（種差 10、個体差 10）で除した 0.36 

mg/kg/dayが有害性評価値となり、有害性ク

ラスは「４」となった。 

生殖発生毒性については、発生毒性及び

一般毒性試験での生殖器への影響しか評価

できず、経世代の影響を評価できていない

ことから「情報なし」であった。しかし、得

られた発生毒性試験について確認した結果、

強制経口投与によるラット発生毒性試験 

(Hellwig et al. 1997)において、1300 mg/kg/day

で母動物に死亡、体重増加抑制、臨床症状等

が、胎児に吸収胚数の増加による着床後胎

児死亡数の増加、平均体重の減少、腎盂拡張

および/または水尿管の発生率増加、骨格奇

形を示す胎児数の増加等が認められ、650 

mg/kg/day では母動物の 2/10 例に立毛が認

められただけにも関わらず、胎児では平均

体重（総生存胎児及び雄胎児）のわずかな減

少、骨格変異および発育遅延の統計的に有

意な増加が認められた。AU NICNASではこ

の試験結果に基づき、本物質は発生毒性物

質であるとしていた。スクリーニング評価

では、前述の通り経世代の影響を評価でき

ていない場合は「情報なし」とするが、本物

質の発生毒性を考慮し、仮の評価結果を導

出した場合、上記試験の NOAEL 130 

mg/kg/day を不確実係数積 1000（種差 10、

個体差 10、試験の質 10）で除した 0.13 

mg/kg/dayが有害性評価値となり、有害性ク

ラスは「4」となる。 

遺伝毒性は、Ames試験、in vitro 染色体

異常試験、MLA試験、Hprt 試験、in vivo 小

核試験、優性致死試験、in vivo 染色体異常

試験いずれにおいても陰性であったため、

有害性クラスは「外」であった。 

発がん性については、各機関にて定性的

評価が行われていなかったため、「情報なし」

であった。 
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１－４．RAによるジイソブチル＝ヘキサン

ジオアートの有害性クラス提案 

スクリーニング評価の最終目的は、各毒

性項目の有害性クラスを付し、その中で最

も高い（毒性影響が強いこと示す）有害性ク

ラスを、評価対象物質を代表する有害性ク

ラスとして選定することである。したがっ

て、スクリーニング評価のための RA を活

用した評価では、各毒性項目の有害性クラ

スの類推を目的にすることが妥当であると

考えた。 

ジイソブチル＝ヘキサンジオアートの

代謝物、類似物質候補及びその代謝物の評

価結果（表 2∼表 5）をまとめ、本物質の各

毒性項目に関する妥当と考えられる有害性

クラスを検討した。 

一般毒性について、ジイソブチル＝ヘキ

サンジオアート及び全ての類似物質候補の

代謝物であるアルコール類に、臨床症状が

認められた。これらの症状は、類似物質候補

やアジピン酸によっては誘発されていない

ことから、アルコール特異的な影響である

と考えられた。また、類似物質候補やアジピ

ン酸の一般毒性試験では、毒性影響が認め

られないか、体重増加抑制が認められてい

るだけであった。したがって、3つの類似物

質候補の一般毒性は、代謝物のアルコール

類の影響を受けず、臓器特異的な毒性影響

を誘発しない特性があると考えられた。各

類似物質候補の一般毒性の有害性クラスは、

いずれも「外」であったことから、ジイソブ

チル＝ヘキサンジオアートの一般毒性の有

害性クラスは「外」とするのが妥当であると

考えられた。 

生殖発生毒性について、CAS. 105-99-7 

Dibutyl adipate そのものの生殖発生毒性ス

クリーニング試験では毒性影響を認めず、

代謝物であるアジピン酸は経世代影響を確

認できなかったものの発生毒性は認めず、

1-ブタノールは母動物、胎児ともに影響が

認められたものの、胎児にみられた影響は

母動物の体重増加抑制等による二次的影響

であると考えられ、真の発生毒性とは言え

ないことが考えられた。CAS. 6938-94-9 

Diisopropyl adipateについては、そのものに

関する生殖発生毒性については十分な情報

がなく評価できなかったが、代謝物のアジ

ピン酸については生殖器への影響や発生毒

性は認めず、2-プロパノールについては 2世

代生殖発生毒性試験で F1, F2の生後生存率

低下、生後 0日の体重低値、F2雄の生殖能

指数低値が認められたものの、有害性クラ

スは「外」であった。他の類似物質候補の生

殖発生毒性は、代謝物であるアルコール類

の有害性クラスと同じである傾向が認めら

れることから、本物質の生殖発生毒性の有

害性クラスは「外」である可能性が高いと考

えた。CAS. 103-23-1Diethylhexyl adipateの生

殖発生毒性については、代謝物の 2-エチル

ヘキサノールと共に有害性クラス「4」であ

った。両物質に認められた発生毒性に関す

る所見から、Diethylhexyl adipateの生殖発生

毒性は 2-エチルヘキサノールに起因する可

能性があると考えた。2-エチルヘキサノー

ルはさらに代謝されて 2-エチルヘキサン酸

となるが、この物質は AU NICNAS 等が発

生毒性物質としており、Pennanenら (1992)

によるラット発生毒性試験では、母動物の

NOAEL より低い用量で胎児に波状肋骨の

発生率の有意な増加等が認められることが

確認されている。これらを踏まえると、

Diethylhexyl adipate の発生毒性は代謝物の

2-エチルヘキサノールや 2-エチルヘキサン

酸に起因する可能性が高く、これが、明らか

な発生毒性が認められない他の類似物質候

補（前述）とは異なる理由であると考えられ

た。 

以上の類似物質候補及びその代謝物の

生殖発生毒性や、ジイソブチル＝ヘキサン

ジオアートのアルコール代謝物であるイソ

ブタノールに生殖発生毒性がないことを踏

まえると、ジイソブチル＝ヘキサンジオア

ートが懸念すべき顕著な生殖発生毒性を生

じる可能性は低く、有害性クラスが 3 以上

にはならないと考えられた。本検討の結果

から、ジイソブチル＝ヘキサンジオアート
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の代謝物に生殖発生毒性はない可能性が高

いと考え、最終的に有害性クラスは「外」と

することを提案し、今後行う予審・本審にて

委員の意見に基づき確定することとした。 

遺伝毒性は、類似物質候補及びその代謝

物のほとんどの有害性クラスは「外」であっ

た。CAS. 6938-94-9 Diisopropyl adipateの遺

伝毒性は情報がなく評価できない状況であ

ったが、代謝物や他の類似物質候補が全て

「外」であったことから、Diisopropyl adipate

の遺伝毒性の有害性クラスは「外」とするの

が妥当であると考えた。以上を踏まえると、

本検討の評価対象であるジイソブチル＝ヘ

キサンジオアートの遺伝毒性の有害性クラ

スも「外」とするのが妥当であると考えた。 

発がん性については、今回検討した全て

の類似物質候補や代謝物は「情報なし」であ

ったたため、ジイソブチル＝ヘキサンジオ

アートの発がん性についても「情報なし」と

なる。 

以上をまとめると、ジイソブチル＝ヘキ

サンジオアートの各毒性項目に関する有害

性クラス（案）は、表 6の通りとなる。 

 

 

２．ノナン－１－オール 

２－１．類似物質候補のスクリーニング評

価 

C5~C22 の類似物質候補について、各物

質に関する有害性情報に基づき、4つの毒性

項目（一般毒性、生殖発生毒性、遺伝毒性、

発がん性）を評価し、個別シートを作成し

た。通常のスクリーニング評価では、得られ

た有害性情報に評価対象物質の構造類似物

質に関する毒性試験情報が記載されている

場合は、その情報も個別シートに転載し評

価の参考にすることがあるが、本検討にお

いては、各個別シートには各類似物質候補

そのものに関する毒性試験情報のみを収集

し、評価することとした。各類似物質候補に

ついては、評価結果に基づき 4 つの毒性項

目の有害性クラス案を付し、評価案を作成

した。通常のスクリーニング評価では、一般

毒性や遺伝毒性（Ames 試験及び in vitro 染

色体異常試験）の情報が十分ではなく評価

できない場合は、評価不能（評価保留）とな

るが、本検討では、これらの毒性項目・毒性

試験の情報が十分なくても、その結果を反

映した個別シートを作成することとした。 

この段階での各類似物質候補の有害性

クラス案を表 7に示す。 

 

２－２．類似物質候補の有害性クラスに基

づくノナン－１－オール等の有害性クラス

類推 

類似物質候補の評価結果及び有害性ク

ラス案を確定させた上で、ノナン－１－オ

ール等の有害性クラスの類推を試みた。表 7

に示した通り、本検討の対象物質としたノ

ナン－１－オール及びデカン－１－オール

については、炭素鎖長の異なる類似物質候

補の評価結果による挟み込みにより、各毒

性項目の有害性クラスを類推可能であると

考えた。また、類似物質候補とした物質の中

に、一部または全ての毒性項目についての

有害性情報がないため評価できず「情報な

し（有害性クラス付与不可）」となった物質

があったが、それらについても他の類似物

質候補の評価結果に基づく挟み込みで有害

性クラスを付すことができる（グループ評

価できる）と考えた。 

有害性クラスの類推を行うにあたり、各

類似物質候補の個別シートを改めて見直し、

毒性所見の特徴を精査した。この精査は、有

害性クラスのみに着目し類推を行うと、類

似物質候補間の毒性所見の相違点を見落と

したまま有害性クラスを類推することにな

ってしまうことから、グループ評価におい

ては毒性所見の類似性を最終確認するため

に必要なプロセスであると考えた。 

各類似物質候補の個別シートを見直し

た結果、いずれの物質についても、一般毒性

については臓器特異的な毒性所見は認めら

れず、生殖発生毒性については親動物の生

殖能や胎児/児動物への発生・発達への影響

は認められず、遺伝毒性については全ての
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試験結果が陰性であり、遺伝毒性を有する

可能性はないと言えることを確認すること

ができた。したがって、有害性情報が得られ

た類似物質候補については、いずれの毒性

項目についても人健康影響に類似性がある

と考えられた。また、この検討では類似物質

候補の有害性クラスのみに着目して類推す

ることが可能と判断した。 

 

２－３．類似物質候補の物理化学的性状に

基づくサブグループ化の必要性検討 

RA による評価あるいはグループ評価を

行う場合は、類似物質候補の化学構造及び

毒性影響の類似性だけでなく、暴露や体内

動態に影響を与える物理化学的性状の類似

性についても検討する必要があると言われ

る。そこで、C5~C22 の物理化学的性状を

Pubchemや US EPAの ChemDashboardを活

用して調査した。このとき、オクタノール‐

水分配係数、水溶性、蒸気圧、物理的状態、

大気中に放出された場合の蒸気圧を考慮し

た物理的状態、密度、粘度について調査し

た。 

その結果、炭素鎖長が短いものは液体と

して存在するが、炭素鎖が長くなるにつれ

（C12～）徐々に粘土が増し、C16より長い

炭素鎖長のものは固体として存在すること

が確認できた。また、大気中での物理的状態

も、C14までは蒸気として存在するが、C16

より長い炭素鎖を有するものは蒸気及び粒

子として存在するようになることを確認で

きた。以上のことから、本検討での類似物質

候補のグループ評価においては、物理化学

的性状を考慮し、少なくとも C16 前後でサ

ブグループ化する必要がある可能性が示唆

された。 

 

２－４．予審・本審の進め方の検討 

以上の評価・検討結果をどのように予

審・本審にて審査するかの方法を検討した。 

個別物質の評価において「情報なし」のため

有害性クラスを付すことができなかった毒

性項目について、有害性クラスを付すこと

ができた他の類似物質候補の評価結果から

類推し確定するためには、まずは個別シー

トに示した各類似物質候補の評価案と有害

性クラスを確定することが必要だと考えた。

そこで、２－１．で作成した類似物質候補の

全ての個別シートを予審・本審に回した。そ

の結果、各類似物質候補の付すことができ

た各毒性項目の有害性クラスは、表 7 に示

した当初の案の通りが妥当であると判断さ

れた。 

次に、「情報なし」とした毒性項目の有害

性クラスを、長短の炭素鎖長の類似物質候

補の有害性クラスから挟み込みで類推した

評価案を、表 8 の通り作成し、本審のみに

回すこととした。その際は、先の予審・本審

で評価内容が確定した各類似物質候補の個

別シート及び物理化学的性状データを参考

資料として提供した。その結果、類推による

有害性クラス案は妥当であると判断された。

また、物理化学的性状に基づくサブグルー

プ化の必要性については、本審委員からの

意見はなく、毒性影響についてはサブグル

ープ化の必要性はないと考えられた。この

本審の結果を受けて、C5~C22の直鎖アルコ

ール類の類推による有害性クラスを表 8 の

通り付与し完了することができた。 

 

２－５．RAによるスクリーニング評価にお

ける生殖発生毒性の評価方針について 

通常のスクリーニング評価において、生殖

発生毒性について、「生殖発生毒性の有害性

データは、生殖毒性試験と発生毒性試験に

分けて収集を行い、どちらのデータも得ら

れた場合のみ有害性クラスを付与する。ど

ちらかのデータしか得られない場合、もし

くは、どちらのデータも得られない場合は

「情報なし」とする。」とされている（「化審

法における 人健康影響に関する有害性デ

ータの信頼性評価等について 【改訂第２

版】」より）。つまり、発生毒性試験しか情報

が無い場合は、それらの試験結果について

評価するものの、有害性クラスは付すこと

ができず「情報なし」となる。しかし、発生
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毒性試験しかない物質の中には、重篤な発

生毒性（催奇形性含む）を誘発することが知

られる場合があるため、上記のスクリーニ

ング評価の方針では、このような発生毒性

（催奇形性含む）を無視した評価結果を出

すことになってしまう。 

そこで、C5~C22 の直鎖アルコールに関

するグループ評価では、通常の評価方法で

生殖発生毒性について「情報なし」となった

物質について、発生毒性試験しかなく「情報

なし」となった物質を抽出し、その試験結果

について精査し、有害性クラス付けのため

に考慮すべき所見の有無を確認した。その

結果、C6 と C8 は発生毒性試験のみで「情

報なし」となっていたため、得られた各発生

毒性試験で認められた所見や試験の妥当性

を精査した。 

C6（１－ヘキサノール）については、経

口の発生毒性試験に基づき仮に有害性クラ

スを付した場合「4」となるが、その試験情

報の信頼性が低いことが確認されたため、

この結果は不採用にすべきと判断した。ま

た、吸入の 1 用量のみで実施した発生毒性

試験があり、通常のスクリーニング評価で

は用量反応関係を評価できないとして不採

用とするが、比較的高用量 (756 mg/m3)でも

毒性影響が認められていないことから、こ

の試験結果を採用し、本検討におけるグル

ープ評価での有害性クラス「外」相当（懸念

すべき発生毒性は無し）として扱うことと

した。ただし、通常のスクリーニング評価の

考え方に倣った場合は「情報なし」として扱

う。 

C8（1 ｰオクタノール）については、経口

と吸入の各 1 試験の発生毒性試験の情報し

か得られず、「情報なし」としていたが、こ

れら発生毒性試験について仮に有害性クラ

スを付すと「4」となるため、各試験につい

て精査した。経口の試験では、妊娠母動物に

体重増加抑制、摂餌量低下、臨床症状（側臥

位または腹臥位、立毛、不安定歩行等）が認

められた。これらの所見の種類としては一

般毒性に該当するが、通常のスクリーニン

グ評価では妊娠による影響の可能性を否定

できないことから、母動物への影響と見な

して評価する。しかしながら、本検討ではグ

ループ評価を行うために原著データまで遡

って確認し、各所見が毒性影響あるいは真

の生殖発生毒性影響かを見極めた。結果的

に、体重と摂餌量の変化に有意差はなく、臨

床症状はアルコールによる一般毒性であり、

いずれの変化も妊娠の維持や胎児の発生・

発達に影響するものではないと判断した。

吸入の発生毒性試験については、C8の物理

化学的性状の問題から最大 400 mg/m3 (86.7 

mg/kg/day 相当)しか暴露できないため、十

分に毒性影響を評価できる試験とは言えな

いと判断し、本評価では参考扱いにした。

C8の有害性クラスについても、発生毒性の

情報しか得らなかったため通常の評価の考

え方に倣って「情報なし」となるが、本検討

でのグループ評価においては、経口試験の

発生毒性の有無に基づき評価し、クラス「外」

相当と扱うこととした。 

これらの発生毒性に関する精査結果は、

本審委員の確認を経て最終化した。発生毒

性の精査の結果、前述の類推による生殖発

生毒性の有害性クラスに変更の必要性はな

いと判断された。 

 

D. 考察 

以上の通り、本検討では、ジイソブチル

＝ヘキサンジオアート及びノナン－１－オ

ールを対象にしたケーススタディにより、

有害性クラスの類推を試みた。「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」の検討結果に基づき、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）を以下の通り提案する。 

 

①毒性プロファイルの把握、類似物質候補

の検索 

OECD QSAR Toolbox 等の利用可能なツ

ールを活用し、そのプロファイリング機能
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で評価対象物質が有する可能性がある毒性

学的特徴を確認する。また、構造類似物質を

検索し、毒性プロファイルの共通性や構造

類似性、CAS 番号の有無、有害性情報の有

無等に基づき、類似物質候補を絞り込み選

定する。類似物質候補の検索については、

OECD QSAR Toolboxから得られる情報の他

に、Pubchemや OECD SIDS等の他の機関に

よるカテゴリー評価の結果があれば、それ

らを参照することもできる。この段階では、

類似性が妥当であるかに関わらず、幅広に

類似物質候補を選ぶ。 

 

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 

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/)や欧州化

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)、US EPAによる CompTox 

Chemicals Dashboard 

(https://comptox.epa.gov/dashboard/)を活用し

て、類似物質候補の分子量や物理化学的性

状を調査する。また、有害性については、

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）や OECD QSAR Toolboxか

ら得られる有害性情報を収集する。体内動

態については、入手できた有害性情報（国

内外のリスク評価機関が公表している評価

資料等）を調査する。体内動態に関する情

報を踏まえ、類似物質候補間で代謝物に共

通性が認められる場合は、代謝物の有害性

についても同様に情報収集する。 

 

③類似物質候補等の有害性評価 

入手できた各類似物質候補の有害性情

報（毒性試験の結果等）は、スクリーニング

評価のために物質毎に用意された個別シー

ト（様式）に整理する。各個別シートには、

当該物質に関する情報のみを入力する。各

物質について、一般毒性、生殖発生毒性、遺

伝毒性、発がん性を「スクリーニング評価手

法 の 詳 細 （ 案 ） 」

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

gement/kasinhou/files/information/ra/screening

_detail.pdf)に倣って評価する。毒性項目毎に

有害性クラスを付し、評価案を作成する。こ

のとき、各毒性項目の情報が十分なくても、

その状況を反映した個別シートを作成する。

既にスクリーニング評価が終了している物

質がある場合は、過去の評価結果（個別シー

ト）を活用し、必要に応じて有害性情報の追

加や評価内容の見直しを行う。 

類似物質候補間で代謝物に共通性が認めら

れる場合は、各類似物質候補の代謝物につ

いても個別シートを作成し、評価する。この

有害性評価の過程で、後に行う有害性クラ

ス類推のために、各類似物質候補や代謝物

の毒性所見の特徴を把握し、各物質による

臓器特異的な毒性影響の有無や特定の類似

物質候補による特異的な毒性影響の有無、

あるいは毒性影響の共通性を確認する。ま

た、生殖発生毒性について、発生毒性試験の

結果しか得られなかった場合は、その試験

結果を精査し、経世代影響を評価できない

ものの留意すべき発生毒性がないかを確認

する。この確認の結果、通常のスクリーニン

グ評価では生殖発生毒性の有害性クラスが

「情報なし」となるところ、妊娠の維持や胎

児の発生・発達への影響に基づき、有害性ク

ラスを付す必要性を検討する。 

 

④ 評価対象物質の類推による有害性クラ

ス検討 

③において付した類似物質候補（場合に

よっては代謝物も）に関する各毒性項目の

有害性クラス案に基づき、評価対象物質の

有害性クラスを類推できるか検討する。こ

の過程で、必要に応じて③の評価結果を精

査し、各有害性クラスの根拠が妥当かどう

https://echa.europa.eu/information-on-chemicals
https://echa.europa.eu/information-on-chemicals
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か再確認し、有害性クラス案を見直すこと

もある。炭素鎖長の異なる類似物質候補の

評価結果に基づき評価対象物質の有害性ク

ラスを類推する場合は、炭素鎖の長短の物

質の評価結果から挟み込み（内挿）ができる

かを検討する。また、類似物質候補間で代謝

物に共通性が認められるケースの場合は、

評価対象対象物質の代謝物、類似物質候補

とその代謝物の有害性クラス案に基づき多

角的に評価対象物質の有害性クラスを類推

できるかを検討する。 

 

⑤ 有害性評価案の客観的評価（予審・本審） 

④までの過程で、評価対象物質の有害性

クラス案を用意することができたら、予審・

本審に進める。この過程では、まずは類似物

質候補（場合により代謝物も）に関する個別

シートに示した各物質の評価案及び有害性

クラス案の妥当性を委員に評価いただき、

各物質の有害性クラスを確定する。次のス

テップで、確定した各物質の有害性クラス

に基づく類推による評価対象物質の有害性

クラス案の妥当性を評価いただく。このと

き審査いただく資料は、前のステップで確

定した各物質の有害性クラスと、それらの

有害性クラスに基づく類推による評価対象

物質の有害性クラス案を一覧できる表（例：

本検討で示した各種表）を提示し、各物質の

個別シートや物理化学的データ等は参考資

料として提供する。委員からの意見で評価

対象物質の類推による有害性クラス案の修

正やサブグループ化の必要性が提案された

場合は、その提案に基づき改めて有害性ク

ラスを類推可能か検討する。 

 

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。しかし、

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。 

 

Ｅ．結論 

本検討では、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リー

ドアクロス (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。 
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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 (2024.7.5) 

 

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 (2024.7.5) 
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G-3. その他 

該当なし 
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表１：類似物質候補の各毒性項目の有害性クラスと類推によるジイソブチル＝ヘキサンジ

オアートの有害性クラス：類似物質候補の評価終了時点での案 

CAS No. Chemical name 一般毒性 生殖発生毒性 遺伝毒性 発がん性 

105-99-7 Dibutyl adipate 外 外 外 情報なし 

6938-94-9 Diisopropyl 

adipate 

外 情報なし 情報なし 情報なし 

141-04-8 Diisobutyl 

adipate 

外 4 または外 

 

外 情報なし 

103-23-1 Diethylhexyl 

adipate 

外 4 外 情報なし 

 

 

表２：ジイソブチル＝ヘキサンジオアートの代謝物の各毒性項目に関する有害性クラスと

その根拠となったエンドポイント 

 アジピン酸 イソブタノール 

一般毒性 外（体重増加抑制） ４（軽度の体重増加抑制、活動量

低下等） 

生殖発生毒性 情報なし（生殖器への影響や発生

毒性は認めず） 

外（生殖発生毒性影響なし） 

遺伝毒性 外 外 

発がん性 情報なし 情報なし 
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表３：CAS. 105-99-7 Dibutyl adipate 及びその代謝物の各毒性項目に関する有害性クラス

とその根拠となったエンドポイント 

 Dibutyl adipate アジピン酸 1-ブタノール 

一般毒性 外（最高用量で毒性影

響なし） 

外（体重増加抑制） 4（運動失調及び運動

機能の低下） 

生殖発生毒性 外（生殖発生毒性スク

リーニング試験で、最

高用量でも毒性影響

なし） 

情報なし（生殖器への

影響や発生毒性は認

めず） 

外（母動物：摂餌量・

飲水量の減少、体重増

加抑制 

胎仔：低体重、過剰肋

骨、前肢基部趾骨の骨

化遅延の発生率増加） 

遺伝毒性 外 外 外 

発がん性 情報なし 情報なし 情報なし 

 

 

表４：CAS. 6938-94-9 Diisopropyl adipate 及びその代謝物の各毒性項目に関する有害性ク

ラスとその根拠となったエンドポイント 

 Diisopropyl adipate アジピン酸 2-プロパノール 

一般毒性 外（1000 mg/kg/day で

毒性影響なし） 

外（体重増加抑制） 外（麻酔作用、運動失

調等） 

生殖発生毒性 情報なし（「外」の可能

性） 

情報なし（生殖器への

影響や発生毒性は認

めず） 

外（F1, F2 の生後生存

率低下、生後 0 日の体

重低値、F2 雄の生殖能

指数低値 

遺伝毒性 情報なし 

   

外 外 

発がん性 情報なし 情報なし 情報なし 
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表５：CAS. 103-23-1Diethylhexyl adipate 及びその代謝物の各毒性項目に関する有害性ク

ラスとその根拠となったエンドポイント 

 Diethylhexyl 

adipate 

アジピン酸 2-エチルヘキサノール 

一般毒性 外（体重増加抑制） 外（体重増加抑制） 4（体重増加抑制、全身

状態の悪化、呼吸困難

等） 

生殖発生毒性 4（胎児に化骨化減

少、尿管の拡張、尿

管のねじれ） 

情報なし（生殖器への

影響や発生毒性は認め

ず） 

４（仮：発生毒性に基づ

く。母動物：死亡、体重

増加抑制、臨床症状等、

胎児：着床後胎児死亡

数増加、平均体重減少、

腎盂拡張および/または

水尿管の発生率増加、

骨格奇形等） 

遺伝毒性 外（専門家判断） 外 外 

発がん性 情報なし（専門家判

断） 

情報なし 情報なし 

 

 

表６：ジイソブチル＝ヘキサンジオアートの有害性クラス（最終案） 

一般毒性 外 

生殖発生毒性 外 

遺伝毒性 外 

発がん性 情報なし 
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表７：C5~C22 の直鎖アルコールに関する有害性クラス案 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

物質整理番号 有害性クラス 有害性クラス（RA）

CAS番号 優先通し番号 名称 炭素数 有害性クラス 一般毒性
生殖発生毒

性
遺伝毒性 発がん性

71-41-0 １－ペンタノール 5 外 外 情報なし 外:専 情報なし

111-27-3 １－ヘキサノール 6 情報なし 外 情報なし 情報なし 情報なし

111-70-6 １－ヘプタノール 7 外 外 外 外 情報なし

111-87-5 １－オクタノール 8 情報なし 情報なし 情報なし 外: 専 情報なし

143-08-8 ノナン－１－オール 9 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし

112-30-1 170 デカン－１－オール 10 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし

112-42-5 ウンデカン－１－オール 11 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし

112-53-8 171 ドデカン－１－オール 12 外 外 外 外 情報なし

112-70-9 171 トリデシルアルコール 13 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし

112-72-1 171 テトラデカン－１－オール 14 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし

629-76-5 ペンタデカン－１－オール 15 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし

36653-82-4 １－ヘキサデカンノール 16 情報なし 外 情報なし 情報なし 情報なし

1454-85-9 ヘプタデカン－１－オール	 17 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし

112-92-5 オクタデカン－１－オール 18 外 外 外 外 情報なし

1454-84-8 ノナデカン－１－オール 19 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし

629-96-9 イコサン－１－オール 20 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし

15594-90-8 ヘンイコサン－１－オール 21 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし

661-19-8 ドコサン－１－オール 22 外 外 外 外 情報なし
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表８：類推による有害性クラス付与案（黄色セル） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

＊類推した有害性クラス案（黄色セル）は、その後の本審において妥当性が認められた。 

 

 

 

 

物質整理番号 有害性クラス 有害性クラス（RA） 一般毒性

CAS番号
優先通し
番号

名称 炭素数 一般毒性
生殖発生毒

性
遺伝毒性 発がん性 一般毒性

生殖発生毒
性

遺伝毒性 発がん性

71-41-0 １－ペンタノール 5 外 情報なし 外:専 情報なし 外 情報なし 外:専 情報なし

111-27-3 １－ヘキサノール 6 外 情報なし 情報なし 情報なし 外 情報なし 外 情報なし

111-70-6 １－ヘプタノール 7 外 外 外 情報なし 外 外 外 情報なし

111-87-5 １－オクタノール 8 情報なし 情報なし 外: 専 情報なし 外 外 外: 専 情報なし

143-08-8 ノナン－１－オール 9 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 外 外 外 情報なし

112-30-1 170 デカン－１－オール 10 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 外 外 外 情報なし

112-42-5 ウンデカン－１－オール 11 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 外 外 外 情報なし

112-53-8 171 ドデカン－１－オール 12 外 外 外 情報なし 外 外 外 情報なし

112-70-9 171 トリデシルアルコール 13 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 外 外 外 情報なし

112-72-1 171 テトラデカン－１－オール 14 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 外 外 外 情報なし

629-76-5 ペンタデカン－１－オール 15 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 外 外 外 情報なし

36653-82-4 １－ヘキサデカンノール 16 外 情報なし 情報なし 情報なし 外 外 外 情報なし

1454-85-9 ヘプタデカン－１－オール	 17 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 外 外 外 情報なし

112-92-5 オクタデカン－１－オール 18 外 外 外 情報なし 外 外 外 情報なし

1454-84-8 ノナデカン－１－オール 19 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 外 外 外 情報なし

629-96-9 イコサン－１－オール 20 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 外 外 外 情報なし

15594-90-8 ヘンイコサン－１－オール 21 情報なし 情報なし 情報なし 情報なし 外 外 外 情報なし

661-19-8 ドコサン－１－オール 22 外 外 外 情報なし 外 外 外 情報なし

＊ 



 

 

 

33 

 

 

参考資料：ジイソブチル＝ヘキサンジオアートの類似物質候補 

 
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)) 
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令和56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: 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 

 

研究分担者 増村健一 国立医薬品食品衛生研究所 安全性予測評価部 

 

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、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 

In vivo遺伝毒性試験の定量的評価と発が

ん性評価への利用を検討するため、トラン

スジェニック動物遺伝子突然変異試験

（TGR試験）と発がん性の量的相関性を検

討した。これまでに、肝発がん物質であるN-

nitrosodimethylamine (NDMA) 、 N-

nitrosodiethylamine (NDEA) 、 2-

研究要旨 

In vivo遺伝毒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、TGR試験から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。データ数は限られるものの、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。一方で、変異原性の強さ同士を比較するために、BMDの信頼区間（BMDL-

BMDUの範囲）を考慮した検討を行った結果、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。異なるエンドポイントの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が、変異原性 PODから発がん性 PODを推定す

るためには多くの不確実性要因を考慮する必要があり、中でも試験データをどのような

条件で選択して定量的評価に利用するかが重要である。現在の変異原性試験は定性的評

価のために使用されており、より精度の高い定量的評価に用いることができる試験設計

を検討することも今後の課題と考える。 

 

キーワード: TGR試験、ベンチマークドーズ、point of departure (POD) 
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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、変異原性の定量的指標と

し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。算出のための

ソフトとしてPROAST webを使用した。計算

にはモデル平均化（model averaging）を採用

し、benchmark response（BMR）またはcritical 

effect size（CES）の設定として0.5（陰性対

照値と比べて50％増加）を採用し、BMDL50

を算出した。変異原性PODと発がん性の強

さを比較するため、発がん性については、

carcinogenic potency database (CPDB)からマ

ウスおよびラットの経口投与発がん試験の

情報を収集し、肝臓を標的とした発がん性

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、

量的相関性を検討した結果、正の相関を示

す傾向がみられたことから、次に、相関性に

影響する要因の検討を行った。発がん標的

組織が異なるデータが相関性に与える影響

を検討するため、腎臓を発がん標的とする

アリストロキア酸のTGR試験データ（Chen 

et al. 2020）を加えた結果、正の相関傾向は

あるものの、データのばらつきは大きくな

った。さらに、投与経路や解析臓器が異なる

TGR試験データとして遺伝毒性発がん物質

12物質 

aaf: 2-acetylaminofluorene,  

bap: Benzo[a]pyrene,  

ben: Benzene,  

but: 1,3-Butadiene,  

cbc: Chlorambucil,  

cop: 4-Chloro-o-phenylene-diamine,  

cpa: Cyclophosphamide,  

for: Chloroform,  

leu: Leucomalachite green,  

nda: N-nitrosodimethylamine,  

tce: Trichloroethylene,  

ure: Urethane  

について、TGR試験のPOD（BMDL50）と発

がん性POD（BMDL10）のデータを論文

（Chepelev et al. 2023）から取得し、両者の

相関性を比較した。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。

これらの結果から、試験データの不均一性

と不確実性を考慮して、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。さらに、変異

原性と発がん性の強さ（potency）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。遺伝毒性発がん物質

12物質のBMDLとBMDUをプロットし、

BMDの信頼区間を含めたpotencyの比較を

行った。 

 

（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 

肝発がん物質においては変異原性POD

（BMDL50）と発がん性POD（TD50）は概ね

正の相関性を示したが、発がん標的や解析

対象組織が異なる発がん物質のデータが混

在すると、正の相関傾向はあるものの、ばら

つきが大きくなる傾向がみられた。この傾

向を検討するため、HESI GTTCの定量的解

析グループの論文（Chepelev et al. 2023）か

ら遺伝毒性発がん物質12物質のTGR試験の

POD（BMDL50）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。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）を比較した結果、

両者は概ね正の相関性を示した（図1）。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。さらに、変異原性の強さ同士の比較

および発がん性の強さ同士の比較を行うた

めにBMDの信頼区間を考慮した検討を行

った。変異原性と発がん性それぞれについ

て、信頼区間の下限であるBMDLに対して

信頼区間の上限であるBMDUをグラフに片
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側エラーバーとしてプロットした。変異原

性については、BMDU50/BMDL50比が100を

超える物質が2物質（bap, nda）、10～100の

物質が4物質（aaf, cbc, cpa, leu）あった。

BMDL-BMDUの範囲の重なりを考慮すると、

遺伝毒性が強いグループ（but, cpa, aaf, cbc, 

leu, bap, nda）と弱いグループ（tce, ure, ben, 

cop, for）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、BMDU10/BMDL10比が10を超え

る物質はなく、すべて5未満であった。発が

ん性BMDL-BMDUの範囲の重なりを考慮す

ると、発がん性の強さは概ねBMDL10と相関

し て お り 、

nda>cbc>cpa,bap>aaf>ure,ben>but,leu>for,tce,

cop の 順 で あ っ た 。 変 異 原 性 BMDL50 

（mg/kg/day）を係数100で除すると発がん

性BMDL10を下回る傾向がみられたのに対

して、変異原性BMDU50については係数100

で除した場合でも発がん性BMDL10を上回

る傾向が3物質（nda, cbc, cpa）でみられた。

これらはいずれもBMDU50/BMDL50比が10

を超える物質であった。また、変異原性と発

がん性が比較的強い物質グループであった。 

 

D. 考察 

遺伝毒性試験は発がん性物質のスクリー

ニング試験として広く使われているが、そ

の目的は潜在的な発がん性の有無を予測す

る指標として遺伝毒性の有無を定性的に明

らかにするものであり、すなわち遺伝毒性

試験の結果は陽性または陰性として判定さ

れる。一方で、遺伝子突然変異は発がんのキ

ーイベントとして重要であり、変異原性試

験の結果を定量的に解釈すること、さらに

変異原性試験から発がん性の強さを予測す

ることは遺伝毒性発がん物質の評価におい

て取り組むべき課題の一つである。しかし

ながら、Ames試験を始めとしたin vitro試験

においては、S9mixを用いた代謝活性化がin 

vivoの代謝能を忠実に再現できないことや、

対象組織における暴露濃度を反映した試験

デザインの難しさなどから、定量的指標の

利用可能性には課題が多い。一方、in vivo変

異原性試験であるTGR試験は、発がん試験

と同様に反復投与で行われることが多い試

験であり、任意の組織で突然変異頻度の解

析が可能である。このことから、標的組織に

おける変異原性の定量的評価、および発が

ん標的組織における変異原性と発がん性と

の比較に用いることができる利点がある。 

これまでに、肝発がん物質を用いたTGR

試験データから、変異原性の定量的指標と

してBMD法による変異原性PODの導出を

行った。発がん性の定量的指標としては

TD50およびBMDL10が多く用いられるのに

対して、変異原性PODとしてはBMDL50（対

象値から50％増加）が支持されており、本研

究でもこれに倣った。BMDL50の使用は、

HESI GTTCやIWGTなどの国際的な遺伝毒

性専門家の研究者グループによる検討と議

論を経たものであり、現状においてはin vivo

変異原性試験に基づく変異原性PODとして

使用できる可能性が高いと考えられる。本

研究におけ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

臓における発がん性PODを算出して、同じ

標的臓器で変異原性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。また、変異

原性POD（BMDL50）を係数100で除した値は

発がん性POD（TD50）を下回っていた。この

ことから、限られたデータではあるが、変異

原性PODから発がん性PODを推定すること

で、変異原性試験から発がん性の強さを予

測することができる可能性が示唆された。 

TGR試験と発がん試験の大きな違いのひ

とつは、発がん試験が全身の組織を検索す

る試験であるのに対して、TGR試験では多

くの場合2臓器、多くても4臓器程度を解析

する試験であることである。すなわちTGR

試験の解析は網羅的でなく、潜在的な発が

ん標的組織と異なる組織における変異原性

データしか得られない可能性がある。この

場合、非標的組織の変異原性の定量的指標
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を用いて標的組織における発がん性の予測

が可能かという問題がある。前述の遺伝毒

性肝発がん物質を用いた検討においては発

がん標的と変異原性の解析対象組織がとも

に肝臓だったが、この結果に、腎発がん物質

のアリストロキア酸の腎臓における変異原

性PODと発がん性PODを追加すると、正の

相関性に対するデータのばらつきが大きく

なる可能性が示唆された。変異原性の強さ

から発がん性の強さを予測する際には、精

度を上げるために変異原性PODと発がん性

PODの対象組織を一致させることに加えて、

発がん標的臓器ごとに集計することが必要

かもしれない。しかしながら、そのような方

法は、発がん性不明の物質について変異原

性試験の結果から定量的指標を導出して発

がん性の強さを予測するというアプローチ

では用いることができない。また、組織特異

性の他に、TGR試験と発がん試験の大きな

違いは投与期間である。TGR試験の投与期

間はOECDテストガイドラインが推奨する

28日間反復投与が多く使用されるが、それ

以外の試験デザインも用いられる。一方、発

がん性試験の投与期間は試験によって大き

く異なるが、げっ歯類の試験では2年間など、

より長期の試験となる。投与期間が異なる

ことによる変異原物質の曝露量の違い、ま

た、初期キーイベントとしての遺伝子突然

変異誘発と、有害性アウトカムとしての腫

瘍発生の生じる時期の違いをどのように考

慮するかは、定量的評価において重要な課

題であるが、現時点で確立された手法はな

い。したがって、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。その際は、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。 

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

検討では、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

な係数を用いた発がん性の強さの予測の可

能性を支持しているかもしれない。一方で、

変異原性の強さ同士を比較するために、

BMDの信頼区間（BMDL-BMDUの範囲）を

考慮した検討を行った結果、12物質は遺伝

毒性が強いグループ（7物質）と弱いグルー

プ（5物質）に大別されるものの、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。このことは、変異原性PODの

比較から発がん性の強さの大小を予測する

ことには限界があることを示している。原

因として、TGR試験結果から算出したBMD

に お い て は 12 物 質 中 6 物 質 で

BMDU50/BMDL50比が10を超えていたこと

が挙げられる。一方、発がん性PODについて

はBMDU10/BMDL10比が10を超えていた物

質はなく、個々の物質の発がん性の強さの

順位付けも比較的容易であった。このこと

から、TGR試験から導出されたBMDの精度

が十分ではないことが考えられる。TGR試

験は、変異原性の有無を定性的に評価する

ために使用されており、現在の試験デザイ

ンが定量的評価に最適化されていないこと

は問題のひとつと考えられる。1群5匹で陰

性対照群＋3投与群を設定するデザインに

対して、BMD解析のためには用量群を増や

すことが有効との議論もある。3R推進の視

点から使用動物数の削減が求められている

中、定量的評価に適した試験デザインが模

索されている。近年開発された error-

corrected NGS（ecNGS）と呼ばれる次世代

DNAシークエンサーを用いた遺伝子突然変

異検出法は、反復投与毒性試験への組み込

みなどが期待できることで注目が高いが、

加えて、ecNGSでは突然変異頻度を測定し

た際に同一群内の個体差が小さい可能性が

報告されている。そのような特徴を利用し

て、1群の動物数を減らしてその代わりに用

量群を増やすなど、定量的解析に最適化し
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た試験デザインが可能になるかもしれない。 

近年、医薬品中のニトロソアミン不純物

の管理においても、発がん性データのない

変異原性物質のリスク評価のためにin vivo

変異原性試験データを利用できないかとの

議論が始まっている。現在のICH M7ガイド

ラインではTGR試験データを発がん性の定

量的リスク評価に利用することができない

が、将来的な利用についてICH等の国際的な

議論の場で継続的に検討されるものと考え

る。変異原性の量的指標をリスク評価に利

用する議論を進めるために、変異原性POD

と発がん性PODとの量的相関性に関する知

見が蓄積されることが必要である。変異原

性PODと発がん性PODの相関関係には多く

の不確実性要因が含まれるため、精度の高

い量的比較に用いるには限界がある。限ら

れたデータ数ではあるが、変異原性PODを

係数100で除した値が発がん性PODを下回

るという本研究結果は、変異原性の量的評

価と発がん性の予測への利用に示唆を与え

るものと考える。 

 

E. 結論 

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。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。変異原性の強さ同士を比較するため

に、BMDの信頼区間（BMDL-BMDUの範囲）

を考慮した検討を行った結果、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。変異原性試験は定性的評価の

ために使用されており、より精度の高い定

量的評価に用いることができる試験設計を

検討することも今後の課題と考えられた。 
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性検討．第51回日本毒性学会学術年

会(2024.07) 

2. 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) 

3. 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) 
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4. 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) 

5. 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) 

 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

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 
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図1：変異原性POD（BMDL50）と発がん性POD（BMDL10）の比較および信頼区間（BMDU
-BMDLの範囲）の検討 
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Supplementary Table S6 数 データ  

   Mutation_POD  Cancer_POD

      10    10  1 発がんリスク
    Mutation_POD 100  Cancer_POD
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令和６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） 

分担研究報告書 

 

研究課題名：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：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 

 

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 室長 

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 部長 

  

研究要旨 

近年、in vitro 遺伝毒性試験のデータを基に発がん性を定量的に予測する手法の確

立が強く求められている。こうした要請に応える新たな技術の一つとして、哺乳類細

胞を用いた in vitro試験に Data Independent Acquisition（DIA）法によるトキシコプロ

テオミクスを統合するアプローチがある。本研究では、DIAトキシコプロテオミクス

の実装可能性とその有用性を検証するため、遺伝毒性試験と組み合わせたプロテオ

ーム解析を実施し、DNA 修復および DNA 損傷の応答に関連する生命活動に焦点を

絞ってエンリッチメント解析を行った。本期間では、典型的な遺伝毒性物質であるシ

スプラチン処理した TK6 細胞から抽出されたタンパク質溶液について、一度の解析

で 5000以上のタンパク質を同定し、未処理群と比較して統計的有意差のあったタン

パク質群について複数エンリッチメント解析した。その結果、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。しかしながら、そもそも使用された 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。 

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 実験で発がん性物質や遺伝毒性物質

に処理した細胞と未処理細胞を比較すると、形

態学的には顕微鏡下で両者を識別することは

困難な場合が多い。しかし、細胞内で進行して

いる生命活動には顕著な差異が生じる。DNA損

傷を受けた細胞では、生存維持のため DNA 修

復や細胞周期停止などの防御応答が活性化さ

れ、一方で未処理の正常細胞では通常の細胞増

殖や代謝といった恒常的プロセスが支配的で

ある。このように外観上は類似していても、発

がん性物質処理の有無によって細胞内機能動
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態は大きく異なる。 

両者の細胞をプロテオミクス解析し、そのタ

ンパク質発現プロファイルを比較することで、

この違いが定量的に可視化できる可能性があ

る。実際、プロテオミクスにより、遺伝毒性試

験で陽性と判定された原因が、遺伝毒性作用だ

けでなく、酸化ストレスの発生という細胞毒性

に起因している可能性が示唆された（Yasui et al., 

Genes Environ 43(1):7 (2021)。多くの遺伝毒性物

質においても、プロテオーム上で DNA 修復な

どの生体防御反応の亢進が捉えられ、未処理細

胞では平常時の細胞周期進行が示されるなら、

細胞応答の状態を直接読み解く手法として極

めて興味深いと考えられる。 

発がんの初期段階では、化学的な DNA 損傷

によって遺伝子変異が蓄積することが知られ

ている。例えば、活性酸素種による酸化損傷で

はグアニン塩基が 8-オキソグアニンに変化し、

未修復のまま複製されると本来のシトシンで

はなくアデニンが対合されるため、G:C から

T:A への置換変異が生じる。細胞はこうした塩

基レベルの損傷に対処するため、DNAグリコシ

ラーゼによる損傷塩基の除去に始まる塩基除

去修復（BER）経路を活性化する。BERは酸化

やアルキル化による小さな塩基損傷を修復す

る主要な機構であり、この経路が適切に機能す

れば DNA 損傷は変異へと固定される前に除去

されうる。このような遺伝毒性のスキームが存

在することは広く認識されており、遺伝毒性お

よび発がん性物質による初期変異誘発には

DNA 付加体形成とそれに対する修復応答が重

要である。 

本研究では、新しい質量分析技術である DIA

（Data-Independent Acquisition）法を用いて、典

型的な遺伝毒性物質であるシスプラチンを処

理した細胞に対して、細胞内タンパク質群を網

羅的に同定・定量した。DIA法はデータ非依存

型の包括的プロテオミクス手法であり、1 回の

分析で 5000 種以上のタンパク質を一斉に検出

可能な高い網羅性を有する。取得された大規模

なプロテオミクスデータに対しては、機能的エ

ンリッチメント解析を適用し、変動タンパク質

群から特徴的な生物学的プロセスを抽出した。

以上のアプローチによって、遺伝毒性や発がん

性物質処理細胞と未処理細胞のプロテオーム

を比較し、それぞれの細胞内で亢進している生

体機能を包括的かつ的確に明らかにすること

を目指した。 

 

Ｂ．研究方法 

１．細胞培養およびシスプラチン処理方法 

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。 

プロテオミクスのためのシスプラチン処理

方法は、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

に従って実施された。シスプラチンの用量設定

方法は後述するが、プロテオミクスの処理では

0.5 および 1.5 µg/mL とした。処理時間は、0.5

および 4 hrとし、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

サンプリングして、-80度で保管した。 

 

２．TK6細胞を用いるチミジンキナーゼ遺伝子

突然変異試験（TK6試験） 

シスプラチン処理用量を設定するために、

TK6試験を実施した。その方法は OECDガイド

ラインの TG490（チミジンキナーゼ遺伝子を用

いた哺乳類細胞の in vitro遺伝子突然変異試験）

に従って実施した。用量は、1.5 µg/mLを最高用

量とする公比 3、計 3 用量で試験された。シス
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プラチンに対する TK6 細胞の相対生存率

（Relative survival; RS）と突然変異体頻度

（Mutant Frequency; MF）をそれぞれ測定した。

未処理群およびシスプラチン処理群のMFの誘

発性に関する有意差検定は、大森法（Omori et al., 

Mutat. Res. 517,199-208 (2002)）の Dunnett検定

（有意水準 p < 0.05）を用いた。 

 

３．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。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。 

 

４．プロテオミクスプロトコール 

4-1) 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、

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。 

 

4-2) 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。 

 

4-3) 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。 

 

4-4) 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。 

 

５．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 50 µm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。サンプルの必要量、最適なグラジエ

ント組成、流速等の測定条件について様々な検

討を行なった。 

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



 

 

 

-44- 

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 

 

６．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

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。その際に KEGG（Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes）データベースを選択した。

本研究では、DNA修復、および DNA損傷の応

答に関係するジンオントロジー（GO）に焦点を

当ててエンリッチメント解析を行った。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/）。 

 

・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 
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Ｃ．研究結果、および考察 

１．シスプラチン処理用量の設定 

 シスプラチンは一般に細胞毒性が強いこと

が知られており、まず基礎的データとして TK6

細胞に対する細胞毒性およびチミジンキナー

ゼ遺伝子突然変異体頻度に関するデータを取

得した。その結果、1.5 µg/mLシスプラチンの用

量群で TK6試験の最適用量（RS 10～20%）を

得ることができた（Figure 1）。また、その変異

体頻度は 30 x 10-6であり、未処理群の変異体頻

度 3.5 x 10-6と比べ、明らかな上昇を示した。シ

スプラチン処理用量 0.17、0.5、1.5 µg/mL のす

べての処理群で統計的に有意差が認められた

（陽性判定）。このうち、0.5、1.5 µg/mL用量で

は、処理してから 24時間後の培養細胞数が 2.6、

1.5 倍に回復できる用量であることから、本用

量をプロテオミクスの処理実験に利用した。ま

た本研究では、シスプラチン処理の用量依存性

を調査することも目的としているため、これら

２用量についてプロテオミクスすることにし

た。 

 

２．シスプラチン処理した TK6細胞プロテオミ

クス 

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 Scaffold DIA 上で比較、統計

的有意に増減のあったタンパク質群 SSPs を抽

出し、Metascape ウェブサイトでエンリッチメ

ント解析を実施した。Table 1に示した通り、各

処理時間 0.5および 4 hrの処理群において同定

できたタンパク質数は、いずれも 5500 を超え

た。そのうち、Scaffold DIAの t-testで有意差が

得られた SSPs をそれぞれ抽出した（Table 1）。 

それら SSPs について、それぞれを単独でエ

ンリッチメント解析した結果、0.5 および 1.5 

µg/mLシスプラチン処理群（0.5および 4 hr）、

並びに未処理群（0.5 および 4 hr）のすべてで

DNA修復や DNA損傷応答関連の GOを残念な

がら観察することができなかった。 

一方、単独ではなく、未処理群と処理群の複

数についてエンリッチメント解析する方法を

用いた結果、いくつか DNA 修復関連の GO が

観察できた（Figure 2、3）。Figure 2および 3の

ヒートマップ上に記載した〇はシスプラチン

処理により増加したDNA修復関連GOであり、

×はそうでない。0.5および 1.5 µg/mLシスプラ

チン処理群のそれぞれにおいて、0.5 hr と 4 hr

を総合的に観察すると、長時間処理すると DNA

修復関連 GOが増える傾向があるかもしれない。

一方、0.5 µg/mLと 1.5 µg/mLを比較すると、高

用量だからといって DNA 修復関連 GO が多く

なることは無かった（Figure 2、3）。これらのこ

とから、本実験条件では用量依存的にサンプリ

ングするよりも、経時的にサンプリングするほ

うが DNA 修復関連 GO を検出できる傾向が見

いだされた。 

しかしながら、Figure 2、3で観察された複数

エンリッチメント解析によるヒートマップは

Top 100を示した図であり、かろうじて DNA修

復関連 GOを検出、観察ができたのではないか

と考えている。さらに、0.5および 1.5 µg/mLシ

スプラチンは、Figure 1で示したとおり、TK6試

験では明らかな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の実験系で

も DNA 修復関連 GO が容易に観察されると予

想していたが、そうではなかった。 

本研究班の初年度に報告した過酸化水素を

処理した実験において、シスプラチン処理とほ

ぼ同条件（処理してから 24 時間後の培養細胞

数が約２倍に回復できる用量）でプロテオミク

スとエンリッチメント解析をした。その結果は、

過酸化水素を処理して 0.5 hr後サンプリングし
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た時に DNA 修復関連 GO が容易に検出され、

非常に良好な結果が得られたが、シスプラチン

処理（0.5 hr）はそうでなかった。このことから、

おそらく被験物質ごとに DNA 修復関連 GO が

観察できる時間帯が大きく異なり、シスプラチ

ンの場合は 1～3 時間後のサンプリングが良か

ったかもしれない。 

以上のことから、まだ実験データが不十分で

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、プロテオミクスおよ

びエンリッチメント解析の実験系は、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 GO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。本研究によって、遺伝毒性スキームが既知

であるシスプラチンであっても、DNA修復関連

GO が観察できるサンプリング時間を見つける

ことは容易ではなかったため、未知の被験物質

の場合ではさらに困難となるかもしれない。プ

ロテオミクスとエンリッチメント解析系にお

いて、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。 

 

Ｄ．結 論 

 最近利用可能になってきた DIA 法によるプ

ロテオミクス技術を遺伝毒性試験に初導入し、

シスプラチン処理した TK6 細胞をリシスした

タンパク質溶液から、一度の解析で 5000 以上

のタンパク質を同定し、未処理群と比較して統

計的有意差のあったタンパク質群についてエ

ンリッチメント解析を行った。複数エンリッチ

メント解析の結果、明確ではないが、DNA 修復

関連 GO を検出できたと考えられた。本実験条

件では用量依存的にサンプリングするよりも、

経時的にサンプリングするほうが DNA 修復関

連 GO を検出できる傾向があった。しかしなが

ら、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。 
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0.5時間 4時間

実験① 0.5 µg/mLシスプラチン処理群 6942 6626

処理群SSPs 768 1225

未処理群 6942 6626

未処理群SSPs 933 736

実験② 1.5 µg/mLシスプラチン処理群 5602 5778

処理群SSPs 720 669

未処理群 5602 5778

未処理群SSPs 1031 623

Table 1. シスプラチン処理されたTK6細胞のDIA法によるタンパク質同定数
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令和6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 ゲノム安全科学部 

研究分担者  杉山  圭一 国立医薬品食品衛生研究所 ゲノム安全科学部 

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

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た。その結果、これまでに塩基除去

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、培養細胞では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ている。そのため、上記ChIP法のホルマリン固定化組織標本へ

の適用を試みた。ChIP法ではクロマチン画分の可溶化が必須のため、固定組織標本可溶

化の条件検討を実施した結果、「ホルマリン固定下の肝小核試験法」を参照した組織可

溶化条件では、過剰なDNA障害が生じてしまい、ChIP法への適用は不適であると判断さ

れた。つぎに、「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、引き続き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。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。 
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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。 

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上のタンパク質

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

法等により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昨年度の

分担報告書等で示されている。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、短時間）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 

これまでの研究により、化学物質、特にア

ルキル化剤によるDNA損傷応答反応につい

て、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、培養

細胞では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て

いる。そのため、この手法の動物固定化標本

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、パイロット試験として動物固定化

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、N-enthyl N-nitrosorea（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時間後に肝臓を採

取し、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（図2）。これらの組織標本の

一部を使用し、「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。この方法では12 MのKOH終夜処理を実

施して組織標本を可溶化後、超音波処理シ

ステムを用いてChIPに最適なDNA画分であ

る500〜100 bpのDNA画分が得られ、かつ、

高分子DNAが消化されるようなリンカー

DNA切断条件を見出すことを目指した。結

果として過剰なDNA障害が生じてしまい、

ChIP法への適用は不適であると判断し、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。

この方法は、培養細胞を用いる一般的な

ChIP法での可溶化緩衝液量を順次拡大添加
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し、加えて可溶化の条件を65˚C終夜として

ホルマリン固定を脱架橋させ、可溶化を進

める。可溶化確認後、超音波処理システムを

用いてChIPに最適なDNA画分である500〜

100 bpのDNA画分が得られ、かつ、高分子

DNAが消化されるようなリンカーDNA切断

条件を見出すことを目指した。その結果、

ChIP法への適用可能性が見出されたため、

引き続き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。

得られたDNA定量結果は統計ソフトである

エクセル統計を用いて、PBS_101群（図2）

に対するDunnetの多重比較検定（増加傾向）

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 

「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。12 Mの

KOH終夜処理を実施して組織標本を可溶化

後、超音波処理システムを用いて30〜300サ

イクルまで超音波処理を実施し、アガロー

スゲル電気泳動法によりDNAの状態を確認

したが、ChIPに最適とされる500〜100 bpの

DNA画分が得られなかった。また、低サイク

ル数時にも高分子DNAが見られなかった

（図3）。 

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。超音波処理システムを用いて30〜

60サイクルまで超音波処理を実施し、アガ

ロースゲル電気泳動法によりDNAの状態を

確認した。その結果、30サイクルでは高分子

DNAが検出され、超音波サイクル数の増加

に応じてDNAの切断が見られた。これらの

DNA画分はChIPに最適とされる500〜100 bp

の範囲内であった（図4）。 

ChIPに最適とされるDNA切断条件が得ら

れたため、この条件下でPBSまたは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（図5AおよびB、*P<0.05、 

**P<0.01）。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（図5C）。 

また、組織の可溶化条件の検討に大幅な

時間を要したため、他の投与群の解析は未

了となってしまったが、作成した組織標本

は次期新規研究課題で利用予定である。 

 

D. 考察 

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、「ホルマリン固定下の肝小核

試験法」の可溶化条件はChIP法に不適であ
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る一方で、「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。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。 

 

E. 結論 

ChIP法ではクロマチン画分の可溶化が必

須のため、固定組織標本可溶化の条件検討

を実施した結果、「ホルマリン固定下の肝小

核試験法」を参照した組織可溶化条件では、

過剰なDNA障害が生じてしまい、ChIP法へ

の適用は不適であると判断された。つぎに、

「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。 

 

F. 健康危険情報 

なし 

 

G. 研究発表 
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1. Parsons BL, Beal MA, Dearfield KL, 
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Zeller A, Johnson G, White PA. Severity of 

Effect Considerations Regarding the Use of 

Mutation as a Toxicological Endpoint for 

Risk Assessment: A Report from the 8th 

International Workshop on Genotoxicity 

Testing (IWGT). Environmental and 

Molecular Mutagenesis. in press 
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一 , 松本真理子： In vivo mutagenicity 

evaluation of cobalt acetate tetrahydrate. 第

51回日本毒性学会学術年会（2024.7） 

3. 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） 
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允, 広瀬望, 増村健一, 堀端克良, 杉山
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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） 

6. 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） 

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） 
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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 
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図3. 「ホルマリン固定下の肝小核試験法」を参照した組織可溶化およびDNA切断 
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図4. 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 
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図5. 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6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 ゲノム安全科学部 

研究分担者 伊澤和輝 国立医薬品食品衛生研究所 ゲノム安全科学部 

研究分担者 鈴木孝昌 国立医薬品食品衛生研究所 ゲノム安全科学部 

研究分担者 杉山圭一 国立医薬品食品衛生研究所 ゲノム安全科学部 

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。前年度までに、過去

のラットを用いた TGR 試験サンプルから ecNGS による DNA 配列情報の取得を試み

た。結果として、ラット試料を用いた場合も ecNGS による変異原性評価が可能である

とことが示されていたが、一用量サンプルのみの結果となっていた。本年度においては、

変異原性評価に重要な用量反応性について検討を行うべく、過去の TGR 試験サンプル

において用量反応性が示されているラット試料を用いて、ecNGS解析を行った。サンプ

ルについては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。非投与群、中用量群、高用量群のサンプルについて解析した結果、ecNGSか

ら得られたデータは用量反応性を示し、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

ecNGSによる変異原性評価手法が既存手法の代替法として有用であることを示す。 
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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、前年度までにNGSを基盤とす

る低頻度体細胞変異検出手法であるecNGS

手法に着目している。また一般毒性試験や

発がん試験で広く用いられるラットのサン

プルに対しecNGS手法を利用した例が少な

かったため、ラットのサンプルを用い基盤

情報の収集を行った。結果として、ラットの

サンプルにおいてもecNGS手法による変異

原性評価が可能であることが示されたが、

一用量のみのデータであり、用量反応性の

検出について課題が残った。そのため、本年

度においては、過去のラットを用いたTGR

試験において用量反応性が認められたサン

プルを用いecNGS手法を利用し、用量反応性

が検出可能であるかについて検討した。 

 

B. 研究方法 

過去の TGR試験（Ishii et al., 2023）にお

いて得られていた溶媒(Corn oil)投与群 1 個

体、薬剤中用量投与群 2 個体、薬剤高用量

投与群 2個体のラット（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、エレ

ミシンを 100 mg/kg body weight/day（中用量）、

400 mg/kg body weight/day（高用量）の用量

で 13週間投与されている。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）における

ライブラリ作製プロトコルを改良し、ゲノ

ム DNAを NEBNext® dsDNA Fragmentase®

（New England Biolabs, USA）により、37℃, 

30分の条件で断片化を行った。断片化した

DNA を Invitrogen™ S1 Nuclease（Thermo 

Fisher Scientific, USA）で 30℃、30分処理し

た。得られた約 150bp程度の 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 

NovaSeq (Illumina, Inc., CA, USA) を用いた

NGSシークエンスサービス（Azenta US Inc., 

USA）を利用した。 

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、公開されているラットのゲ

ノム配列（GRCr8）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

てのリードから検出された 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。 

 

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
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果の概略を表 1 に示す。PECC-Seq 法によ

り、溶媒投与群において 1.11 × 10−7 、エレ

ミシン中用量投与群において平均 1.90 × 

10−7、 エレミシン高用量投与群において平

均 7.35 × 10−7の頻度で変異が見られた。こ

の結果から、PECC-Seq法はエレミシンが誘

発した変異を検出することに成功している

と考えられる。また中用量、高用量群につい

て用量依存的な変異頻度の上昇がみられた

ことから、用量反応性についても検出可能

であると考えられた。加えて、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

頻度は高い相関 （R2   0.93）を示した 。こ

れらの結果は ecNGS 手法が既存の TGR 試

験と同等の変異検出力を持ち、TGR試験を

代替可能であることを示す。 

 

C -2． ecNGS手法から得られる変異スペク

トル 

PECC-Seq 法において得られた変異スペ

クトルを図 2 に示す。中用量、高用量のサ

ンプルについては平均変異頻度を示した。

先行研究（Ishii et al., 2023）の TGR試験に

おいて T>A、T>Cの変異が大幅に増加して

いることが示されていたが、ecNGS 解析か

ら得られた変異スペクトルにおいても、

T>A、T>C の変異が増加していることが示

された。加えて、これらの変異は用量依存的

に増加していることが示された。 

これらの結果から、PECC-Seq 法はラッ

トサンプルにおいてもエレミシン特有の変

異を用量依存的に検出することが可能であ

ることを示す。 

 

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。 

これまで 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り、さらに変異原性

評価において重要である用量反応性につい

ても検出可能であることが示された。 

ecNGS 手法は原理的にゲノム全体から

変異頻度を評価可能であるため、TGRを用

いない in vivo 毒性試験である発がん性試験

や一般毒性試験の試験試料に対し、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

ト化および代替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。これらの流れの中で、発

がん性試験や一般毒性試験において頻用さ

れるラット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と

言える。 

またこれまでのがん原性評価において

はラットが用いられることが多かった一方

で、in vivo 変異原性評価においてはマウス

が用いられることが多かった。変異原性試

験とがん原性試験の結果についてはデータ

の定量性のほか種差というギャップが存在

している状況であると言える。 

一方で、本研究によりラットに対し

ecNGS 手法が適用可能であることが示され

たため、今後既存のがん原性試験に用いら

れたラット由来のサンプルからのデータ収

集を継続することにより、将来的に変異頻

度と発がん頻度が比較可能となる可能性が

ある。今後の発がん性定量評価を見据えた

ecNGS による変異頻度データ拡充に関して、

冷凍保存されたサンプルのみならず、ホル

マリン固定パラフィン包埋（FFPE）サンプ

ル等の長期間保存されたサンプルから

ecNGS 手法による変異頻度解析が可能であ

るのかの検討が今後必要であると考えられ
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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. エレミシン投与群における各スペクトラムの変異頻度 
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令和6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，

再構成される現象である．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

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肝細胞（micronucleated hepatocyte; 

MNHEP）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5年度に構築した-H2AXの免疫組織化学染色によるHLMN assay

の有用性を検討した．種々の被検物質をラットに28日間投与し，肝臓小核試験及び

HLMN assayを実施した結果，MNHEPの発生頻度の変化はいずれのassayにおいても

肝発がん物質で増加し，非肝発がん物質において変化しなかった．以上から，HLMN 

assayがMNHEPの検出に有効であることが示唆された．染色体不安定性による化学発

がん機序として，acetamide（AA）誘発肝腫瘍についてオプティカルゲノムマッピング

による構造異形解析と蛍光in situハイブリダイゼーション解析を行った結果，Mycを含

むコピー数増加領域が複数の染色体への転座を経て染色体外環状DNA（ecDNA）を形

成していることが明らかになった．染色体粉砕と再構成によって生じるecDNAの存在

は，AAの肝発がんにおけるchromothripsisの関与を支持する結果であった．さらに，本

年度は新規試験法評価として，遺伝毒性肝発がん物質であるquinolineをgpt deltaラット

に28日間反復投与し，肝臓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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いる．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

あることが知られており 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，病理組織学的に小核を

有する細胞を検出することで，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)，小核を

有する細胞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．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． 

令和 4 年度は，小核を誘発する肝発がん

物 質 acetamide （ AA ） ， N-

nitrosopropylamine 及び quinoline を投与

したラット肝臓の網羅的遺伝子発現解析を

実施し，令和 5 年度は遺伝子がコードする

タンパクから，小核を有する細胞の指標と

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-H2AX 抗

体を用いた IHCによる小核を有する細胞の

検出を検討し, 病理組織学的肝臓小核試験

（HLMN assay）の可能性を示した．令和

6 年度は HLMN assay の有用性を確認する

ため，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）を用い，本法と肝臓小核試験の

比較を行った． 

また，本研究では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，acetamide（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

タンパクの発現を明らかにした．令和 5 年

度は IHC により腫瘍における MDM2 タン

パクの発現を明らかにした．令和 6 年度は

AA 誘発のラット肝腫瘍についてオプティ

カルゲノムマッピング解析による染色体構

造異形の解析を実施し，これまでに明らか

になったがん遺伝子のコピー数増加と構造

異形の関係を検索した． 

さらに，令和 6 年度は，新規試験法評価

として，遺伝毒性肝発がん物質である

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，その結果と凍結サンプル

を班員に提供する． 

 

B. 研究方法 

B-1. 材料および試薬 
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NPYR（ >95%）は Toronto Research 

Chemicals社（カナダ）から，MP HCl（>99%）

は Sigma-Aldrich 社（米国）から，quinoline

（>97%）及び TAA（>98%）は東京化成工

業（東京）から，KBrO3（>99%）は Thermo 

Fisher Scientific 社（米国）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 

 雄性 5 週令のF344 ラット 25 匹を日本エ

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，東京）と調整水で飼育した．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 2 又は 3 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，飼料及び調整水は試験期間

中，自由に摂取させた．一週間の馴化期間の

後，ラット 25 匹を各群 5 匹に配し，対照群

と NPYR，KBrO3，MP 及び TAA 投与群

を設けた．NPYR，KBrO3，MP 及び TAA

注射用水に溶解し，それぞれ 50，80，80 及

び 20 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

注射用蒸留水を投与した．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，外側左葉，中葉及

び尾状葉の一部を 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-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，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． 

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．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．  

抗-H2AX 抗体を用いた HLMN assay

では、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肝組織標本から作製

した組織切片を，キシレン及び無水エタノ

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-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． 

MNHEP 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，中葉で

カウントを行った．また，  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）

を用いて、カウントした葉から 0.16 mm2の

正方形領域をランダムに 6 枚取得し，これ

ら領域の核密度からMNHEPをカウントし

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．統計学的解析では，Kruskal-Wallis 検

定により群間の差異を検出した後，Steel 検

定による多重比較検定を行った． 

 

B-3. 染色体不安定性による化学発がん機
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序の解明 

オプティカルゲノムマッピング解析は、

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凍結

腫瘍組織（肝細胞腺腫 1 例及び肝細胞癌 2

例）と，diethylnitrosamine（DEN）及び

phenobarbital で誘発したラット肝細胞癌

2 例，正常肝組織 1 例を解析に用いた．約

10 mg の凍結組織から SP Tissue and 

Tumor DNA Isolation Kit（BioNano、米国）

を用いて長鎖 DNA を抽出した．抽出した

長鎖 DNA の濃度を測定し，750 ng の DNA

を DLS-G2 Labeling kit（BioNano）を用

いて蛍光標識し，Saphyr System（BioNano）

で電気泳動することで，直鎖化した DNA の

蛍光標識パターンの画像を取得した．

Bionano Access Software（BioNano）を用

いて蛍光標識バターンからゲノムアッセン

ブリを行い，ラットのリファレンス配列

（GRCr8）にアライメントした後，対象群

で認められた染色体構造異形を差し引くこ

とで，投与群特異的な染色体構造異形を抽

出した．蛍光 in situ ハイブリダイゼーショ

ン（FISH）では、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組織標本

から作製した，6 m の組織切片を用いた．

キシレン及び無水エタノールにて脱バラフ

ィンした後，Target Retrieval Solution 

pH9.0（Dako、デンマーク）を用いたオー

トクレーブ処理により不活化した．0.01%

ペプシン/0.1N 塩酸溶液にて処理し，PBS

で洗浄後，エタノールにより脱水及び乾燥

を行った． Rat Myc/7cen FISH probe

（Chromosome Science Labo、北海道）を

滴下し，90oC のホットプレートで変性処理

した後，37oC で一晩インキュベートした．

SSC 溶液で洗浄後，VECTASHIELD 社製

mounting medium with DAPI で封入し，

蛍光顕微鏡で観察した． 

B-4. 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 

5週齢の雄性F344 系 gpt deltaラット 20

匹を日本エスエルシー株式会社（静岡）から

購入し，透明なポリカーボネート製箱型ケ

ージに 2 または 3 匹ずつ収容した．飼育条

件は B-2-1 に同じ．ラットは各群 5 匹に配

し，対照群と低用量，中間用量及び高用量群

の計 4 群を設けた．文献情報及びこれまで

の試験結果をもとに，高用量を発がん用量

の 80 mg/kg 体重/日，中間用量および低用

量群は公比 4 で除した 20 および 5 mg/kg

体重/日とし，13 週間強制経口投与した．対

照群には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，体重及び摂餌量測定は週

1 回実施した．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，外側左葉，内側右

葉，内側左葉及び尾状葉の一部を 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

エオジン染色を施して，病理組織学的検索

に供した．また，肝臓の外側左葉の一部は，

in vivo 変異原性試験（gpt assay 及び Spi- 

assay）及び ecNGS による変異原性試験の

評価に供するため液体窒素により急速凍結

して-80oC で保存した． 

gpt assay では回収したファージ粒子を

大腸菌 YG6020 に感染させ 6-チオグアニン

（6-TG）とクロラムフェニコール（Cm）を

含む培地上で生育するコロニーを単離した．

単離したコロニーについては，再度，6-TG

と Cm を含むプレートにストリークして生

育することを確認した．また，ファージ粒子

の懸濁液を適宣希釈した後に YG6020 株に

感染させ，Cm のみを含む培地上で生育し

たコロニー数を計測した．Cm プレートで

生育したコロニー数に希釈倍率を掛けて回

収した総ファージ数（あるいは回収した総

トランスジーン数）を求めた．6-TG と Cm

に耐性となったコロニー数を総ファージ数

で除して gpt 遺伝子変異体頻度（MF）を算

出した．また，6-TG と Cm に耐性となった

コロニーはサンガーシーケンス（Azenta, 

東京）にて gpt 遺伝子の塩基配列解析を行

い，変異部位を同定した． 
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（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．また，遺伝子組換え動物の使用につい

ては，「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 

C-1. —H2AX の免疫組織化学染色による

HLMN assay の有用性評価 

 被検物質を 28 日間反復投与したラット

肝臓の最終体重及び肝重量を Table 1 に示

す．KBrO3 群では誤投与により 1 例の死

亡が認められた。NPYP，TAA 及び MP

群では，投与開始 1 週目から体重増加抑制

が認められ，最終体重において有意な低値

を示した．また，TAA 群では肝実重量及

び相対重量の，MP 群では相対重量の有意

な増加が見られた．病理組織学的検索の結

果を Figure 1 および Table 2 に示す．

NPYP 及び MP 群では，肝細胞の壊死，カ

リオメガリー及びオーバルセルの過形成

が，TAA 群ではカリオメガリーが見られ

た． 

肝臓小核試験および HLMN assay の結

果を Figure 2 に示す．HLMN assay では

抗-H2AX 抗体に陽性を呈する小核を持つ

肝細胞（Fig. 2C）をカウントした．肝臓小

核試験では，対照群に比して NPYP 及び

MP 群で有意な増加が，TAA 群で増加傾向

が見られ，KBrO3 群で変化は見られなかっ

た．HLMN assay では，NPYP，TAA 及び

MP 群で対照群に比して有意な増加を示し，

KBrO3 群で変化は見られなかった．なお，

HLMN assay で得られた MNHEP の頻度

は，肝臓小核試験の約 1/10 であった． 

 

C-2. 染色体不安定性による化学発がん機

序の解明 

オプティカルゲノムマッピング解析で得

られた染色体内および染色体間転座の結果

を Figure 3 に示す．AA 誘発肝腫瘍では，

すべてのサンプルで高頻度な転座が認めら

れたのに対し，DEN 誘発肝腫瘍ではそれら

の変化はほとんど見られなかった．また，7

番染色体のMycを含むコピー数増加領域の

前後では染色体間転座が見られ（Fig. 3C），

転座先を検索した結果，これらの領域はい

ずれも環状 DNA を形成していることが明

かになった（Fig. 4）．さらに，Myc と 7 番

染色体セントロメア（CEN7）の FISH 解析

を行った結果，非腫瘍部の肝細胞では，

CEN7とMycは対になって検出されたのに

対し，腫瘍細胞では CEN7 の増加を伴わな

い，Myc の増幅が確認された（Fig. 5）．  

 

C-3. 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 

肝臓の gpt assay の結果を Table 3 に示

す．Quinoline 投与群では，用量依存的な

MF の上昇が認められ，中間用量群から有

意な変化となった．gpt 変異体の変異スペク

トラム解析の結果，中間用量群から G:C-

C:G transversion の有意な増加が，高用量

群ではG:C-T:A及びA:T-T:A transversion，

A:T-G:C transition の有意な増加が認めら

れた（Table 4）． 

 

D. 考察 

D-1. —H2AX の免疫組織化学染色による

HLMN assay の有用性評価 

遺伝毒性肝発がん物質である NPYP，非

遺伝毒性肝発がん物質であるTAA及びMP，

遺伝毒性非発がん物質である KBrO3 を投

与したラット肝臓において，肝臓小核試験

及び HLMN assay による MNHEPs の検
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出を行った．その結果，いずれの検出法にお

いても NPYP，TAA 及び MP 群において

MNHEP の増加が認められ，対照群に対す

る増加の割合も同程度であった．一方，

KBrO3 群ではいずれの検出法においても

変化は見られなかった．従って，HLMN 

assay には肝臓小核試験と同程度の検出力

があると考えられた．また，令和 5 年度の

検討結果と同様に，HLMN assay における

MNHEP の頻度は肝臓小核試験の 1/10 程

度の値を示したが，これは細胞の断面を評

価していることに起因する差と考えられる．

一方，一切片あたり 100 万個以上の肝細胞

を観察する HLMN assay では，対照群でも

常に数個のMNHEPが検出されることから，

被検物質投与による変化を正確に評価でき

ると考えられた．また，既報 4)と同様に

MNHEP の増加は，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

認められた．このことは，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． 

 

D-2. 染色体不安定性による化学発がん機

序の解明 

染色体の構造異形を検出するオプティカ

ルゲノムマッピング解析の結果から，Myc

遺伝子を含む 7 番染色体のコピー数増加領

域が他の染色体に転座し，環状の DNA を

形成していることが示唆された．また，

FISH 解析では，腫瘍細胞において CEN7

の増加を伴わないMyc遺伝子の増幅が認め

られ，Myc を含む染色体外環状 DNA

（ecDNA）の形成が明らかになった．セン

トロメアを持たない ecDNA は，細胞分裂

時に不均等に分配され，高度に増幅される

ことから，AA 誘発腫瘍で認められた Myc

遺伝子の顕著なコピー数増加の原因と考え

られた．また，小核によって引き起こされる

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

ん過程において chromothripsisが生じたこ

とを支持するものと考えられた． 

 

D-3. 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 

gpt assay の結果，quinoline を投与した

ラット肝臓ではG:C-C:G transversionの増

加を特徴とする遺伝子変異が誘発された．

これらの変異の特徴は既報と一致するもの

であった．また，低用量群の gpt MF の上

昇は約 2 倍で，有意差は認められなかった

が，変異スペクトラム解析では G:C-C:G 

transversion の明らかな増加が確認された

ことから，毒性学的意義のある変化と考え

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 

-H2AX の免疫組織化学染色による 

HLMN assay の有用性を確認した．本法を

用いることで，28 日間反復投与試験で得ら

れた組織切片を用いて肝臓のMNHEPの割

合を評価できることを確認した．また，本法

は肝臓小核試験と同様，肝発がん性評価へ

の応用も期待された．  

 

E-2. 染色体不安定性による化学発がん機

序の解明 

AA 誘発腫瘍で認められた Myc のコピー

数増加が，ecDNA の形成によって生じてい

ることが明らかになった．以上より，AA の

肝発がんに chromothripsisによる染色粉砕

と再構成が寄与すると考えられた． 

 

E-3. 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 

 Qunoline のレポーター遺伝子変異原性

試験を実施し，変異体頻度及び変異スペク

トラムを明らかにした．また，新規試験法と

の比較のため，凍結サンプルを班員に提供

した。 

 

F. 健康危険情報 
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特になし 
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Table 1 Body and organ weights data for F344 rats treated with test compounds for 4 

weeks 

 

 

 

Table2. Histopathlogical findings in rat liver treated with test compounds for 4 weeks. 

 

 

 

Table 3. gpt mutant frequencies in the livers of F344 gpt delta rats administered with 

quinoline for 4 weeks 
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Table 4. gpt mutation spectra in the livers of F344 gpt delta rats administered with 

quinoline for 4 weeks 
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Figure 1. Representative photographs of livers of F344 rats treated with (A) vehicle, (B) 

NPYP (C) TAA, (D) MP and (E) KBrO3 for 4 weeks. Single necrosis (arrowhead), 

Karyomegaly (open arrowhead), and oval cell proliferation (arrow) were observed. Scale 

bar is 100 μm. 
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Figure 2. (A) The ratio of MHHEP analyzed by liver micronucleus assay (A) and HLMN 

assay (B). *, **Significantly different from the control group at p < 0.05, 0.01, 

respectively. (C) Representative photographs of γ-H2AX-positive micronucleated 

hepatocytes (arrowhead). Scale bar is 50 μm. 
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Figure 3. (A) Circos plot visualizing translocations between chromosomes observed in 

AA-induced liver tumors (A) and DEN-induced liver tumors (B). Chromosomes are 

radially aligned. Arcs within this circle indicate inter-chromosomal and intra-

chromosomal interactions. (C) Myc-related inter-chromosomal interactions. 
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Figure 4. Myc containing extra-chromosome circular DNA detected in AA-induced liver 

tumors. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Two-color FISH analysis for Myc (red) and CEN7 (green) in the AA induced-

liver non-tumor (A) and tumor (B) regions. 

 

 

 

 

 


