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A. 研究目的

試験データのない数多くの化学物質の安

全性評価が大きな課題となっている。さら

に、動物福祉の観点から動物実験の削減の

流れも着実に進んでいる。こうした動向に

対応するため、近年OECD（Organisation for 
Economic Co-operation and Development）では

AOP（Adverse Outcome Pathway）に基づいて

in silico、in vitro、in vivoの情報を組み合わせ

て化学物質の有害性を評価する IATA 
（ Integrated Approaches to Testing and 
Assessment）のコンセプトの確立へ向けた試

みが進められてきた。

IATAによる評価のワークフローは、現在

以下のように整理されている（図1）。 
① 課題を設定する。規制上のニーズ、制約、

許容される不確実性を整理する。

② 関心のある化学物質について入手可能な

研究要旨

近年、経済協力開発機構 （ OECD: Organisation for Economic Co-operation and 
Development）では、有害性発現経路（AOP: Adverse Outcome Pathway）に基づいて in silico、
in vitro、in vivo の情報を組み合わせて化学物質の有害性を評価する“試験の実施と評価

のための戦略的統合方式(IATA: Integrated Approaches to Testing and Assessment）”及び確

定方式（DA: Defined Approach）の開発が進められている。厚生労働科学研究化学物質

リスク研究事業における化学物質の有害性評価の迅速化・高度化・標準化に関する研究

及び化学物質の新たなリスク評価手法の開発に関する研究の成果を、AOP の開発や代

替試験法の公定化、IATA のコンセプトに基づいた化学物質のリスク評価の促進、規制・

ガイドラインの新設や見直し等に反映させていくためには、当該研究事業で取得された

新規有害性評価系のデータをとりまとめ、化学物質情報や毒性情報などとともに統合し

て利活用することが求められる。そこで本研究では、平成 30 年度に開始された厚生労

働科学研究化学物質リスク研究事業公募型研究 4 課題について、令和元年度（平成 31
年度）の成果を中心に構築する新規有害性評価系、試験物質とその試験データ及び AOP
開発、試験法公定化などの観点から整理することとし、今後の研究開発の参考情報とす

る。
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既存の情報（in vivo, in vitro, in silico等）

を収集し、WoE (Weight of Evidence)によ

り統合的に解析し、規制上の結論を得る。 
③ 既存の情報が不十分な場合は、効率的な

試験戦略を立て、新規の情報を取得し、

規制上の決定を下す。 
IATAの実施において、AOPは種々の情報

の因果関係を明確化し、結論の導出に必要

な情報の同定に役立つと期待されている。 
さらにOECDでは、より透明性と客観性が

高く標準化されたIATAを構築することを目

的としてDA (Defined Approach)の検討が進

められており、そのガイダンスを公開して

いる。どのようなデータが必須であり、それ

ぞれについてどのような重みづけを行うべ

きかが重要であり、それをサポートするの

がAOPであると考えられている。 
国際的には、IATAやDAの行政的な実運用

へ向けて、種々のケーススタディを実施し

て、得られた経験・教訓を整理してガイダン

スを開発する取り組みが進められている。

今後は、動物実験への依存度を軽減しつつ、

化学物質が発現しうるヒトへの毒性を効率

的かつ高精度で予測するために、IATAやDA
に基づいてヒト健康リスク評価のストラテ

ジーを進化させる必要がある。 
厚生労働科学研究化学物質リスク研究事

業では、化学物質の有害性評価の迅速化・高

度化・標準化に関する研究、化学物質の新た

なリスク評価手法の開発に関する研究を推

進し、成果をあげてきた。今後、これらの成

果を、規制・ガイドラインの新設や見直し、

さらには日常生活に利用される種々の化学

物質のリスク評価等に反映させていくため

には、当該研究事業で開発された新規有害

性評価系のデータを、化学物質情報や関連

物質の毒性情報などとともに統合して利活

用することが求められる。そのためには、各

研究課題の成果を整理してデータを集積す

るとともに、体系的にデータを解析し、不足

する情報の同定や研究事業で開発された評

価系の有効利用による規制判断の支援や評

価・試験の戦略を立てることが望まれると

ころである。 
そこで、本研究では、厚生労働科学研究化

学物質リスク研究事業公募型研究でこれま

でに得られた成果の基礎試験データを集積

し、IATAのコンセプトに基づいた安全性評

価・審議の支援、評価・試験戦略の策定に必

要な情報収集の効率化やAOP開発に役立て

ることを目的とする。 
 
B. 研究方法 
B.1 化学リスク研究事業総合報告書の調査 

以下の平成30年度開始の厚生労働科学研

究化学物質リスク研究事業［公募型］計4課
題の令和元年度（平成31年度）報告書を入手

して、毒性エンドポイントと解析の対象化

学物質、評価系の構築状況ならびに試験結

果を精査してExcel形式で整理した。さらに、

各研究課題の分担研究について、AOPの構

築とテストガイドライン化へ向けた位置づ

けを整理し、俯瞰する図をPowerPoint形式で

ま と め た 。 (http://mhlw-
grants.niph.go.jp/niph/search/NIFL00.do)。 
1) 令和元年度 化学物質の動物個体レベル

の免疫毒性データ集積とそれに基づく

Multi-ImmunoTox assay（MITA）による予

測性試験法の確立と国際標準化（H30-化
学-一般-001） 

2) 令和元年度 家庭用品化学物質が周産期

の中枢神経系に及ぼす遅発性毒性の評価

系作出に資する研究（H30-化学-一般-003） 
3) 令和元年度 生体影響予測を基盤とした

ナノマテリアルの統合的健康影響評価方

法の提案（H30-化学-一般-004） 
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4) 令和元年度 血液中の核酸をバイオマー

カーに用いた化学物質の高感度な有害性

評価に資する研究（H30-化学-一般-002） 
 

C. 研究結果及び考察 
C.1 各研究事業における新規有害性評価

系の開発状況と AOP 開発へ向けた課題 
各研究事業の分担研究ごとに、以下の項

目 1）各分担研究課題、2）目的、3）研究

対象物質、4）材料と方法、5）結論、を設

定し情報を整理した（4 研究課題、24 分担

研究）。表 1 に一例を示す。さらにそれらを

総合して AOP 開発へ向けた位置づけを整

理し、課題を考察した。 
“化学物質の動物個体レベルの免疫毒性

デ ー タ 集 積 と そ れ に 基 づ く Multi-
ImmunoTox assay（MITA）による予測性試

験法の確立と国際標準化”においては、1) 
Multi-ImmunoTox Assay (MITA)の OECD テ

ス ト ガ イ ド ラ イ ン 化 に 向 け た 国 際

validation 試験、2) 免疫毒性化学物質のデ

ータベース作成を行ってきた。MITA は、

T 細胞及び単球のサイトカイン転写調節に

及ぼす化学物質の影響をレポーター遺伝

子の発光を利用して評価する in vitro 免疫

毒性評価試験法である。そのうち IL-2 Luc
アッセイについては、プロトコールならび

にクライテリアの改訂によるバリデーシ

ョン研究の再評価を受け、対応を進めた。

さらに、転写誘導抑制を指標とした IL-1 
Luc assay については、昨年度の Phase 0、I
に続く Phase II として、20 物質を用いた

validation 試験を終了し、良好な施設内/施
設間再現性を確認できた。上記 validation 
試験にて評価した 50 化学物質の validation 
report 作成にあたり、MITA にて評価した

60 化学物質に関して免疫毒性データを収

集し免疫毒性データベースを構築した。図

2(A)には、本研究事業の各分担研究の役割

分担を俯瞰する図をまとめた。 
なお、免疫毒性の AOP 開発は、“OECD

プログラムにおいて TG と DA を開発する

ための AOP に関する研究”で実施中である。 
“家庭用品化学物質が周産期の中枢神経

系に及ぼす遅発性毒性の評価系作出に資

する研究”では、家庭用品に含まれる化学

物質について、妊婦（胎児）や小児をシグ

ナル異常に脆弱な集団と位置づけ、生活環

境レベルでの低用量暴露による遅発性の

中枢神経系への影響を検討している。令和

元年度は、 
(1) 発生発達期のビスフェノール類の低用

量長期飲水投与による成熟後の中枢神経

系への影響解析 
(2) 発生発達期の塩化トリブチルスズの低

用量長期飲水投与による成熟後の神経幹

細胞動態解析 
(3) 情動行動及び学習記憶行動への影響を

評価するバッテリー式マウス行動評価系

プ ロ ト コ ー ル の 提 案 ： OECD 
Developmental Neurotoxicity と調整 

(4) 発達神経毒性情報のデータペース化：

行動様式影響と海馬遺伝子発現解析の情

報収集と整理 
(5) 液性因子への影響解析：血液・唾液中の

小分子 RNA の抽出解析技術の構築に向

け、候補となる小分子 RNA の絞り込み 
(6) 化学物質による DNA メチル化への影

響を評価する細胞評価系の開発：定量性

の向上 
(7) 行動様式及び神経幹細胞動態と相関の

ある小分子 RNA マーカー探索：胎生後

期由来ニューロンを用いた神経機能影響

と小分子 RNA の相関の検証 
を実施した。図 2(B)に本研究事業の各分担

研究の役割分担を俯瞰する図をまとめた。 
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各分担研究で対象とする被験物質を共

通化し、遺伝子発現プロファイル、DNA メ

チル化影響など分子レベルでの解析及び

脳神経回路イメージング解析、神経幹細胞

動態解析などの神経科学的解析により、低

用量化学物質の周産期暴露による成熟後

マウスの行動様式への影響の機序につい

て体系的に解明を進めており、遅発性毒性

の評価系構築を進めている。OECD では近

年新しい in vivo 毒性試験の公定化は積極

的ではないとされるが、in vitro 試験への代

替が困難な遅発性毒性評価系について、国

際的なガイドライン作出へ向けた情報発

信を継続して行っている。 
“生体影響予測を基盤としたナノマテリ

アルの統合的健康影響評価方法の提案”で
は、 
(1) ナノマテリアルの in vitro 安全性評価法

の高度化と検証：ヒト 3D 皮膚再構成系に

よる金属ナノマテリアルの一般毒性評価

系の確立、共培養系を用いたナノマテリ

アルの遺伝毒性評価の構築及び二酸化チ

タンでの評価準備 
(2) AOP の確立：microRNA の挙動から、ナ

ノマテリアル依存性、非依存性の有害性

発現経路の発見、新規毒性評価指標の探

索 
(3) 毒性試験データベースの作成： 
ナノマテリアルの安全性に関する試験デ

ータ及び予測に有用な関連情報項目の精

査 
(4) in silico 生体影響予測を組み合わせたナ

ノマテリアルの統合的健康影響評価方法

の構築：マイクロアレイ解析の一色法と

二色法のデータ変換法の開発、機械学習

における学習用サンプル情報のラベリン

グ方法及び入力特徴量の調整と検討、機

械学習用の実測データとして酸化亜鉛、

二酸化チタンの毒性試験を実施した。図

2(C)には、本研究事業の各分担研究の役

割分担を俯瞰する図をまとめた。ナノマ

テリアルは種類が多いため、それらを用

いた多面的な分担研究が進められている。

しかし、AOP の開発及び in silico 手法を

組合せた統合的評価方法の確立を加速化

するためには、他の研究事業のように、被

験物質の共通化、毒性エンドポイントの

絞り込み、in vivo 毒性との関連付けが課

題となる可能性がある。 
“血液中の核酸をバイオマーカーに用い

た化学物質の高感度な有害性評価に資す

る研究”では、化学物質ばく露後のマウス

の血液中の核酸のうち、エクソソーム 
RNA の網羅的解析により、標的臓器を特定

し、更に毒性発現機序の解明を目指すこと

で、化学物質の「次世代型」有害性評価に

よる迅速化、高度化及び標準化を行うこと

を目的としている。令和元年度は、平成 30
年度に行った各種実験の至適条件をもと

にエクソソーム RNA をバイオマーカーと

した化学物質の次世代型安全性評価法の

標準化プロトコルの作成を行なった。この

プロトコールを用いて四塩化炭素投与に

よる肝毒性を検出する新規バイオマーカ

ーとなりうる miRNA を 42 個報告した。さ

らに、化学構造の基本構造は同じであるが、

側鎖の違いなどによりその毒性の強さや

発現する臓器に違いがあるベンゾトリア

ゾール類 5 物質について、マウスへのばく

露実験を行ない、血清の採取及び病理組織

検査用のパラフィンブロックを作製した。

うち 4 種類についてはさらに、肝臓の病理

組織学検査の実施及びエクソソーム RNA
の次世代シーケンスによる網羅的遺伝子

発現データを取得した。その結果、それぞ

れに特異的なバイオマーカー候補となる
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small RNA の単離に成功した。図 2(D)には、

本研究事業の各分担研究の役割分担を俯

瞰する図をまとめた。本研究は基礎研究の

段階であるが、将来、迅速な有害性評価系

としての利活用、AOP 構築を検討するとな

れば、分子マーカーと in vivo の臓器毒性の

因果関係を明確化することが課題のひと

つとして想定される。 
各研究のAOP構築へ向けた共通の課題と

して、分子開始イベント（MIE: Molecular 
Initiating Event）情報の不足が挙げられる。

MIEは化学物質と生体分子との相互作用に

より、毒性発現に至る最初の引き金となる

反応である。OECDでのAOP開発においては

必 須 の 情 報 で あ り 、 例 え ば ”Histone 
deacetylase inhibition leading to testicular 
toxicity” (AOP212)のように、MIEに関する情

報はAOPのタイトルに含められる。将来の

AOP開発の促進のためには、化学物質の毒

性発現に寄与する標的分子を効率的に同定

する研究手法の開発が求められる。 
そこで、MIEに関する情報を収集する方法

を、OECD IATA Case Studies Projectの公開資

料から抽出した。以下に主なものを列挙す

る。 
In silicoツール 
 OECD QSAR Toolbox v. 4.1 
 Derek Nexus 
 MIE Atlas 
 Collaborative Estrogen Receptor Activity 

Prediction Project (CERAPP) 
 Collaborative Modeling Project of Androgen 

Receptor Activity (CoMPARA) 
 CDOCKER module in Discovery Studio 2018 
In vitro bioactivity試験データベース 
 CompTox Chemicals Dashboard 
 PubChem 
 ChEMBL 

 
これらは、MIEの候補をスクリーニングす

るために有用と考えられるものの、MIEを同

定するためには、生物学的な妥当性・毒性と

の因果関係について、各研究課題で集積し

ているデータを詳細に解析し、標的候補分

子と関連付けすることが必要である。 
OECD IATA Case Studies Projectでは、令和

元年度からin silico、in vitro及び関連物質の

in vivo試験データをAOPに基づき組合せて

統合的に安全性を評価するIATAの事例研究

の検討が増えてきた。AOPを構成するKE 
(Key Event)を測定するin vitro試験は、毒性予

測の不確実性を減少させ、信頼性を高める

上で有効であると考えられている。しかし、

たくさんのKEの試験データを取得すればよ

い わ け で は な く 、 MIE と AO(Adverse 
Outcome)に近いKEを測定することが重要で

あるという指摘がなされている。しかし、ど

のようにKEを選択すればよいか、どういう

細胞を用いて何を測定するべきかはケース

バイケースであり、考え方や留意点がまだ

十分に整理されていない状況である。複雑

な毒性に関連するKEを測定するin vitro試験

をIATAに活用していくためには、in vitro試
験法に関する技術開発だけでは不十分であ

る。また、代謝物を評価する必要がある場合

も想定され、すべての物質をin vitro試験で測

定することは不可能であり、KEを予測する

in silico手法の開発も必要である。新しい評

価フレームワークのもとで、どのような場

面でどのように用いるのかを想定しながら

開発を進めていくことが重要であると考え

られる。 
 
D. 結論 

毒性等情報収集では、厚生労働科学研究

化学物質リスク研究事業（公募型）で実施さ
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れた成果を、IATAのコンセプトに基づいた

安全性評価やその基盤となるAOP開発に役

立てるため、年次報告書を精査した。各研究

課題の分担研究について、特にAOP開発へ

向けた位置づけを整理し、課題を考察した。 
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図 1 OECD が提唱する規制判断のための IATA のワークフロー 

 

表１ 各研究事業の分担研究の情報整理の例 
研究課題 化学物質の動物個体レベルの免疫毒性データ集積とそれに基づく Multi-ImmunoTox assay（MITA）

による予測性試験法の確立と国際標準化（H30-化学-一般-001） 
分担研究課題 免疫毒性評価試験法（Multi-ImmunoTox assay）国際標準化へ向けた評価法の検討 
目的 MITA 試験法確立と OECD ガイドライン化：TGCHAC-4A 細胞を用いた試験法の確立を目指し、

バリデーションの技術移転性の確認（Phase0）及び Phase1 試験の実施 
研究対象物質 Phase 0 ：Dapsone，Diethanolamine，p-Nitroaniline（国際バリデーション実行委員会にて選定） 

Phase I ：1 セット 5 種類のコード化した被験物質 3 セット（同委員会にて選定） 
材料 IL-1β と内部標準としての G3PDH プロモーターに SLG 及び SLR ルシフェラーゼ遺伝子をそれ

ぞれ繋いだ人工染色体発現ベクターを THP-1 細胞に導入した 2 色発光細胞株 TGCHAC-4A（THP-
G1β） 

方法 免疫毒性試験法における細胞培養、被験物質調製及び添加、及びルシフェラーゼアッセイ、試験結

果の判定基準等については Multi-Immuno Tox Assay protocol 案 Ver.007E（Phase0）及び Ver.008E
（Phase1）に準ずる。発光の計測には多検体発光測定装置 Phelios を用いた。 

結果 Phase 0：バリデーション試験の実施 3 施設（産総研健康工学研究部門、産総研バイオメディカル

研究部門、東北大医学部皮膚科）の結果を比較検討した結果、良好な施設内、施設間再現性が得ら

れ、技術移転性を確認できた。 
Phase I ：5 物質全てにおいて、3 セットで同一の判定結果となり、良好な施設内再現性を確認し

た。一方、各セットにおける 1st~4th experience を確認すると、3 つの被験試薬（MIB503、MIB601、
MIB602）において、N; No effect と S; Suppression の両判定があった。 

結論 プロトコールの改善や判定基準の再検証を進めることにより、より正確性、再現性を向上した試験

法の確立が見込まれる。 
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図 2 各研究事業の構成と AOP スキームとの関係 
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