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研究要旨 

令和 2 年度は、昨年度に生殖発生毒性に関するリードアクロスの精度向上を目指して行わ

れた毒性試験結果と既知の発生毒性に関する情報を元にして特定された標的に対して、ゴナ

ドトロピン放出ホルモン受容体（GnRHR）とヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）に関連した

AOP（毒性発現経路）の開発を検討した。その結果、GnRHR 結合阻害による妊娠損失と、HDAC

阻害による発生毒性の AOP を開発することができた。GnRHR リガンドを用いた生殖発生毒

性試験では、生殖能の低下および胚・胎児毒性の可能性が示されており、ゴナドトロピン放出

ホルモン（GnRH）システムが着床および胎盤機能に関与すること考えられた。その結果、GnRH

に関連した AOP として GnRHR 結合から妊娠損失の増加に至る 2 系統の AOP を開発した。

一方、HDAC 阻害剤として分類されるいくつかの化合物は、実験動物に催奇形性反応として

心欠陥、骨格奇形および神経管閉鎖障害などを引き起こす。発生毒性に関する文献調査の結

果、HDAC 阻害から中軸骨格欠損に至る 3 系統の AOP を開発することができた。本研究で

は、生殖毒性試験結果と既知の発生毒性に関する情報を元にして特定された標的に対して、よ

り詳細な文献調査を行えば生殖毒性を引き起こす AOP を開発できることが明らかとなった。

これらの AOP の開発は、リードアクロスに対する知識を拡大できる可能性があることに加

え、これらの AOP ネットワークを利用して未解明の部分に新たな毒性機序に関する仮説を立

てるなどして、AOP 内の各イベントを各種（in vitro）試験法等に関連付けることで検証を行

いながら、新たな試験戦略を構築できるという可能性も拡がると考えられた。 
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A．研究目的 
近年の化学物質の規制に関わる国際的な

関心は、化学物質の安全性評価において動

物実験を用いた試験だけに頼ることなく、

化学物質曝露による有害作用を同定し評価

するための評価ストラテジーを確立するこ

とにあり、その中において構造活性相関

(QSAR)やカテゴリーアプローチなどの in 

silico 手法を用いたコンピュータトキシコ

ロジーは重要な位置づけでもあり、発展の

望まれる研究分野である。そこで、反復投与

毒性の毒性予測モデル開発の一環として、

令和 2 年度は、昨年度より取りかかった生

殖発生毒性に関するリードアクロスモデル

の構築を目指して行われた毒性試験結果と

既知の発生毒性に関する情報を元にして新

規の AOP を開発するという手法を基づき、

更に 2 つの AOP の開発を検討した。 

 
B．研究方法 

 昨年度は、毒性学的懸念領域と生殖毒性

の関連性のあるデータセットに含まれる標

的から、GnRHR と生殖毒性の間のシグナル

についての AOP の作成を試みたが、その中

に多く含まれるニトロベンゼン類の調査で

は、本来の受容体を介する影響ではなく、グ

ルタチオンの枯渇を伴う酸化ストレスによ

る精巣毒性の AOP を作成することとなっ

た。今年度は GnRHR による本来の生物学

的影響の蓋然性に基づき、様々な DART エ

ンドポイント（雌の受胎率、催奇形性および

発生毒性等）と GnRHR 変調の間の因果関

係を明らかにするため、さらなる文献調査

を実施し、GnRHR 阻害による AOP の作成

を試みた。また、昨年度のデータセットと

ToxCast 試験結果との相関マイニングによ

って、発生生殖毒性傾向が潜在すると特定

されたタンパク質標的の一つとして、

HDAC の阻害と生殖毒性の間の弱いシグナ

ルも特定されており、さらなる文献検索の

結果に基づき、発生毒性と関連した HDAC

の阻害による AOP を作成した。 

 

（倫理面への配慮）本研究は動物を用いた

研究を行わないため対象外である。 

 

C．研究結果 

C.1. GnRHR 阻害 AOP の作成 

 標的の役割 

GnRH は、GnRHR の活性化を通じて生殖

を調節する、デカペプチドである(Flanagan, 

2017)。GnRH と GnRHR はいずれも視床下

部-下垂体-性腺（HPG）軸の主要な構成要素

であり、男性および女性の生殖能の維持に

不可欠である(Oyola, 2017)。HPG 軸では、視

床下部から分泌された GnRH が GnRHR に

結合し活性化する。下垂体でこの受容体が

活性化されることにより、下垂体における

黄体形成ホルモン（LH）および卵胞刺激ホ

ルモン（FSH）の両方の放出が調節される

(Desaulniers, 2017; Flanagan, 2017)。続いて、

LH および FSH は、配偶子形成、性腺細胞

の増殖および性腺におけるステロイド産生

など、生殖能の鍵となるプロセスを調節す

る(Flanagan, 2017)。 

 哺乳類では、2 種の GnRH デカペプチド

と 2 種の GnRHR アイソフォームが同定さ

れており(Desaulniers, 2017; Lee, 2010; Maggi, 

2016)、各 GnRH は特定の受容体に作用する

と考えられている。しかし、GnRH II および

GnRHR II は、すべての哺乳類種で検出また

は発現されておらず、例えばラットには

GnRH II の遺伝子が含まれていない。さら
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に、ヒトは GnRHR II 遺伝子を保有している

が、完全長タンパク質を産生することはで

きない。そのため、GnRH II および GnRHR 

II の役割はまだ完全に解明されていない。 

 また、GnRH および GnRHR は、生殖能以

外の生物学的過程を調節し、HPG 軸から独

立していると考えられている。例えば、

GnRH およびその受容体は、視床下部およ

び下垂体以外の器官（胎盤、腎臓、卵巣、精

巣など）で発現することが明らかになって

いる(Lee, 2010; Rama, 2001)。雌の生殖器お

よび胎盤に発現する GnRH および GnRHR

は、着床や胎盤形成などの過程で重要な役

割を果たすと考えられているため (Chou, 

2004; Lee, 2010)、妊娠維持に GnRH が重要

である可能性がある。ヒトでは、胎盤性

GnRH がヒト絨毛性ゴナドトロピン（hCG）

（胎盤形成や胎盤の脈管形成など、いくつ

かの重要な過程を調節するホルモン）の発

現を調節することが明らかになっている

(Cole, 2010; Keay, 2004)。 

AOP 概要 

 GnRH 系が生殖能、着床および胎盤形成

において重要な役割を果たすことを考慮す

ると、GnRH シグナル伝達障害が生殖能お

よび妊娠転帰の異常につながり得ることは、

生物学的に妥当である。この AOP は、

GnRHR の結合阻害が、特に着床と胎盤の発

生および機能の妨害を通して妊娠損失の増

加を引き起こす可能性があるという裏付け

のエビデンスを示している。この経路を裏

付けるエビデンスには以下が含まれる。 

・ GnRH アゴニストおよびアンタゴニスト

の両方を用いた前臨床 in vivo 毒性試験

では、これらのタイプの化合物の投与に

より胚・胎児毒性が生じる可能性がある

ことが示されている。妊娠中のラットお

よびウサギにGnRH受容体アンタゴニス

ト（および 1 種類のアゴニスト）を投与

した試験では、胎仔生存率の低下が認め

られた。妊娠中のヒヒに受容体アンタゴ

ニストおよびアゴニストを投与したと

ころ、死産仔および胎盤重量の減少が認

められた。 

・ GnRH により調節されるシグナル伝達分

子の遺伝子（ERK1 および ERK2）を胎

盤で選択的にノックアウト（KO）した

マウスの試験では、妊娠期間延長、胎

盤構造の異常、産仔数減少および新生

児死亡率増加が認められた(Brown, 

2019)。 

この経路は、以下の関連試験によりヒトへ

の適用可能性も裏付けられている。 

• ヒト胎盤細胞（栄養膜細胞および脱落膜

間質細胞）を用いた in vitro 試験で、

GnRH デカペプチドと GnRHR-I はともに

胎盤で発現するだけでなく、hCG の発現

を調節することが示されている(Chou, 

2004; Lee, 2010)。hCG は、妊娠初期にお

ける黄体の維持など、妊娠を支援する重

要な生物学的過程を調節する(Cole, 2010; 

Keay, 2004)。さらに、hCG は胎盤に十分

な血液を供給するために子宮の脈管形成

を調節していると考えられている(Cole, 

2010)。したがって、GnRH 受容体の拮抗

作用を介した GnRH の胎盤機能への影響

は、上記のような調節過程を乱し、流産

を増加させる可能性があると考えられる。 

• GnRH は哺乳類において着床を調節する

重要な因子として特定されている

(Desaulniers, 2017; Maggi, 2016)。ヒトにお

ける GnRHR の不活性化が着床障害につ
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ながり得るというのは生物学的に妥当で

ある。この主張を裏付ける実験に基づく

エビデンスは限られており、現在のとこ

ろ結論は出ていない。 

• 体外受精(In Vitro Fertilization: IVF)治療計

画において、GnRH アゴニストおよびア

ンタゴニストは、FSH および LH 分泌を

抑制するために使用される(Depalo, 2012; 

Santos, 2010)。しかし、IVF で GnRH アン

タゴニストを使用すると着床率が減少

し、早期妊娠損失が増加するという懸念

が複数の文献で提起されている

(Blumenfeld, 2001; Hernandez, 2000; Kol, 

2000)。 

• IVF における GnRHR 調節因子の使用が

着床に及ぼす影響を検討した複数のコホ

ート研究が発表されている。これらの研

究の結果はまちまちであり、例えば入手

可能なメタデータのレビューから、

GnRH アンタゴニストおよびアゴニスト

に基づく IVF が着床成功率の低下を引き

起こす可能性があることが示唆された

(Santos, 2010)。しかし、別の研究では、

IVF 治療計画において GnRH 調節因子を

使用した場合、GnRH 調節因子を使用し

なかった場合と比較して、IVF 治療計画

を通じて妊娠率が改善することが示され

た(Depalo, 2012)。 

GnRHR 調節と着床障害の関連性を直接に

裏付ける実験的データはないが、GnRHR

系の既知の役割と生物学的妥当性に基づい

て、この AOP に含めた。 

 
図 1. GnRHR 結合の AOP による妊娠損失の増加 

 

GnRHR 結合 => GnRHR 不活性化 

GnRH は、GnRHR に結合することで下垂

体からの FSH および LH の放出を調節する

視床下部デカペプチドであることが最大の

特 徴 で あ る (Desaulniers, 2017; Flanagan, 

2017)。哺乳類では、2 種の GnRH（GnRH I

と GnRH II）および 2 種の GnRHR（GnRHR 

I と GnRHR II ） が 特 定 さ れ て い る

(Desaulniers, 2017)。GnRH がその受容体に結

合すると、マイトジェン活性化プロテイン

キナーゼ（MAPK）カスケードが活性化され、

遺伝子転写が変化する。GnRHR I と II はと

もに MAPK ERK1 と 2 を活性化することが

知られているが、GnRHR I は MAPK p38 

MAPK およびビッグ MAPK も活性化させ

ることが実証されている(Desaulniers, 2017; 

Liu, 2009)。 

GnRH およびその受容体は、胎盤、卵巣、

子宮内膜など、その他の多くの器官および

組 織 に 認 め ら れ て い る (Cheng, 2000; 

Desaulniers, 2017; Terashima, 2016; Maggi, 

2016)。GnRH 受容体にアンタゴニストが結

合すると、受容体が不活性化される。GnRH

アンタゴニストは競合的に受容体に結合し、

GnRH アンタゴニストへの長期曝露により、

受容体の発現が低下する可能性がある

(Hernandez, 2000)。したがって、GnRH 受容

体アンタゴニストの結合が、受容体の不活

性化および関連する遺伝子発現の減少につ

ながる可能性がある。GnRHR アンタゴニス

トの例としては、アバレリックス、ガニレリ

クス、セトロレリクスがある(FDA, 2003; 

EMA, 2004)。 

GnRHR アゴニストへの長期曝露により

GnRHR 発現が減少するため、受容体の活性

が低下することも示されている(Kol, 2000; 

GnRHR 結合 GnRHR 不活性化 

着床障害 

胎盤構造およ

び機能障害 

妊娠喪失の増加 
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Hernandez, 2000)。ゴセレリンは、長時間の

投与により GnRHR 活性が低下する GnRHR

アゴニストの一例である(Zeneca, 1998)。 

GnRHR 不活性化 => 着床障害 

GnRH および GnRHR は、特定の子宮内膜

細胞（上皮細胞および間質細胞）で発現する

ことが分かっている(Maggi, 2016)。これらの

細胞における GnRH および GnRHR の発現

は月経周期の黄体期に増加し、着床のため

の子宮内膜の準備に働くと考えられている。

このことから、GnRHR アンタゴニストまた

は強力なアゴニストの投与により着床障害

が起こる可能性があることは生物学的に妥

当である。 

GnRH 調節因子が着床を阻害することを

示す実験データは限られている。ゴセレリ

ンは、長期使用により GnRHR 活性を低下

させる作用を有する GnRHR アゴニストで

あり、投与された雌動物群において生殖能

の障害を引き起こした(Zeneca, 1998)。投与

終了後、交尾成立は回復したが、排卵率およ

び着床率は低下したままであった。 

この生物学的妥当性および動物での限ら

れたエビデンスにも関わらず、GnRHR 調節

因子は IVF 治療計画で使用されている

(Depalo, 2012; Santos, 2010)。IVF 治療におけ

る GnRHR 調節因子の使用に伴う着床への

リスクに関する懸念は、いくつかのグルー

プによって検討されている (Blumenfeld, 

2001; Hernandez, 2000; Kol, 2000)。公表され

た試験の結果は、例えば以下のように様々

である。 

• 入手可能なメタデータのレビューから、

GnRH アンタゴニストおよびアゴニスト

に基づく IVFが着床成功率の低下を引き

起こす可能性があることが示唆された

(Santos, 2010)。 

• IVF での GnRHR アゴニストの使用は、

GnRHR アンタゴニストを使用する IVF

に比べて、子宮内膜厚が増し、妊娠率を

高めることが観察されている (Maggi, 

2016)。 

• Tug らにより、ガニレリクスを着床期の

初期に 4日間連日投与する治療計画が着

床率に影響しないことが観察された

(Tug, 2011)。 

IVF 治療計画において GnRH 調節因子を

使用した場合、GnRH 調節因子を使用しな

かった場合と比較して、IVF 治療計画を通

じて妊娠率が改善することが示された

(Depalo, 2012) 。 こ の KER （ Key Event 

Relationship ）を裏付ける上述のエビデンス

は、ばらつきのある限られた実験的エビデ

ンスと共に、主に生物学的妥当性に基づい

ている。この KER を裏付けるエビデンスは

限られているが、IVF 治療における着床率

低下への関与の可能性から、これを本 AOP

に含めることは妥当といえる。 

着床障害 => 妊娠損失の増加 

着床の成功は妊娠に不可欠である

(Schoenwolf, 2014)。ヒトでは、着床後の栄養

膜細胞から hCG が分泌され、これが妊娠初

期に胎盤が十分に発育するまで黄体を補助

する。着床の過程が乱されると、妊娠損失が

増加する可能性がある。着床しなければ直

ちに妊娠損失が生じる一方、着床に障害が

生じた場合には黄体の補助が不十分になる

ことがある。妊娠第 1 三半期の妊娠損失の

主要な原因に関する研究から、着床障害か

ら生じる可能性がある黄体の維持の失敗が、

早期妊娠損失の一般的な原因であることが

明らかになった(Baird, 2009)。 
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GnRHR 不活性化 => 胎盤の構造および機

能障害 

GnRH は、GnRHR との結合を通して胎盤

機能を調節することが実証されている

(Desaulniers, 2017; Maggi, 2016)。したがって、

GnRHR の不活性化が胎盤機能障害をもた

らす可能性があることは生物学的に妥当で

ある。 

 GnRHR の不活性化が胎盤の構造および

機能の障害をもたらす可能性があることが

示す、動物モデルを用いた試験には、以下の

ものがある。 

・ マウスを用いた組織選択的 KO 試験から、

妊娠中の胎盤 GnRHR 活性の重要性が裏

付けられている(Brown, 2019)。これらの

試験では、胎盤 GnRHR により活性化さ

れるシグナル伝達分子 ERKI および

ERKII を KO した。その結果、妊娠期間

の延長、胎盤構造の異常、産仔数の減少、

新生仔死亡率の増加が認められた。 

・ 妊娠中にGnRHアンタゴニストを投与し

た 3 匹のヒヒのうち、1 匹は低出生体重

仔を出産し、2 匹は死産した(Siler-Khodr, 

1984)。死産の 1 匹から摘出した胎盤は正

常胎盤の半分の大きさであった。ヒヒは

CG（絨毛性ゴナドトロピン：GnRH によ

り調節されるホルモンで、黄体機能の維

持およびプロゲステロンの発現を通じ

て妊娠を補助することが知られている）

を発現する。しかし、CG と GnRH アン

タゴニスト投与との間に相関は認めら

れなかった。妊娠した雌に対し、CG の

ピーク後（これ以降 CG の濃度が低下す

ると予測される）に GnRH アンタゴニス

トを投与した。したがって、著者らは、

化合物投与が CG 濃度に及ぼす影響を明

らかにすることができなかった。投与さ

れた動物では、プロゲステロン、エスト

ロゲンおよびエストラジオールの減少

が認められた。 

・ また、長時間作用型 GnRH アゴニストで

あるゴセレリンを投与した妊娠したヒ

ヒでは、胎盤機能障害が認められた

(Kang, 1989)。これらの試験では、対照群

と比較して CG およびプロゲステロンの

平均濃度がいずれも低下した。長時間ま

たは高用量の GnRHR アゴニストを投与

すると、GnRHR が下方制御され、受容体

が 不 活 性 化 さ れ る た め (Kol, 2000; 

Hernandez, 2000)、ゴセレリンが GnRHR

を不活性化する可能性がある。 

・ GnRHR アンタゴニストであるオルガノ

ン-30276 を投与したヒヒでは、平均 CG

濃度の低下とプロゲステロン濃度の不

安定化が認められた(Kang, 1989)。投与さ

れた 5 匹のヒヒのうち 3 匹では、対照濃

度よりもはるかに高いプロゲステロン

濃度が示された。これらの異常に高いプ

ロゲステロン濃度は、胎盤のフィードバ

ック制御の結果であるとの見解が提案

された。ヒヒ CG に対する用量依存性の

影響が観察され、50 mg 投与群の 3 匹の

ヒヒは正常なヒヒ CG 濃度を示したが、

100 mg 投与群の 2 匹は対照群に比べて

ピーク CG が低かった。 

• GnRHR アンタゴニストであるセトロレ

リクスをラットに子宮内投与した試験

では、胎盤発生が抑制された(Tug, 2011)。 

一方、ヒトに適用可能な KER のエビデンス

としては、GnRH が GnRHR を介して作用

し、hCG の発現を用量依存的に調節するこ

とが示されている (Lin, 1995)。GnRH-I、
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GnRH-II、GnRHR-I mRNA およびタンパク

質は、妊娠満期に分離されたヒト胎盤細胞

（栄養膜細胞、脱落膜間質細胞、不死化細胞

株）で発現することが明らかになっている

(Lee, 2010)。これに加えて、GnRH-I または

GnRH-II で処理した栄養膜（および栄養膜

由来）細胞では用量依存性の hCG 産生の増

加が認められた。上記の用量反応試験の一

環として、他のサイトカイン（インターロイ

キン 8、血管内皮増殖因子など）の調節を評

価したところ、GnRH-I または-II には反応

しないことが明らかになった。これは、栄養

膜細胞では、GnRH とその受容体が主とし

て hCGの発現を調節することを示している。

妊娠満期および妊娠第 1、2 三半期での治療

的流産における GnRH 投与とヒト胎盤の

hCG 産生との間にも、同様の関係が認めら

れた(Lin, 1995)。9 週で終了した妊娠におい

て胎盤を摘出したところ、beta-hCG の増加

が最も大きかった。GnRH アンタゴニスト

（Nal-Glu）の併用投与により、beta-hCG の

発現増強が抑制された。これらの胎盤組織

での GnRH 受容体 mRNA の試験では、妊娠

第 1 三半期の胎盤外植片では GnRH 受容体

が高濃度で存在し、9 週の外植片では発現量

が最大であることが示された。この GnRH

受容体の発現パターンは、妊娠中の hCG 濃

度パターンと一致する。 

 これらの試験は、胎盤 GnRH 受容体の活

性低下が hCG濃度の低下につながる可能性

があることを示している。さらに、子宮内膜

細胞は GnRH および GnRHR を発現するこ

とが示されており、胚-子宮内膜付着後にこ

の系がパラクライン作用で hCGの発現をサ

ポートするとの見解が提案されている

(Maggi, 2016)。 

胎盤の構造および機能障害 => 妊娠損失の

増加 

胎盤は、母体から発育中の胚／胎児へ栄

養を供給するとともに、主要なホルモン

［CG（ヒトおよび高等霊長類）、プロゲステ

ロン、およびエストロゲン］の調節および産

生を通じて妊娠を補助している(Schoenwolf, 

2014)。胎盤の正常構造および生物学的機能

を損なうことにより妊娠の補助が低下し、

結果として妊娠損失が増加する可能性があ

る。GnRHR の不活性化によって誘発される

胎盤の構造および機能の障害と妊娠損失増

加との関連性を裏付ける哺乳動物に適用可

能な KER のエビデンスエビデンスを以下

に示す。主に、妊娠中の動物（サル、ラット、

ウサギ）への GnRHR アンタゴニスト投与

および KO マウスモデルにより、生仔出生

数の減少と胎盤構造障害との間に関連性が

あることが示されている。 

• 胎盤 GnRHR 活性を選択的に KO したマ

ウスの KO 試験では、胎盤発生障害とそ

れに伴う産仔数の減少および新生仔死

亡率の上昇が認められた(Brown, 2019)。 

• GnRHR アンタゴニストを投与した妊娠

中のサル 3 匹のうち、2 匹は死産、1 匹

は出生時低体重であった (Siler-Khodr, 

1984)。このうち 1 匹の胎盤を観察したと

ころ、正常な胎盤の大きさの半分であっ

た。さらに、CG、エストロゲン、プロゲ

ステロンの産生が損なわれていた。 

• GnRHR アゴニストであるゴセレリンを

妊娠 14～21日目から投与したヒヒでは、

妊娠損失が増加した(Kang, 1989)。ゴセレ

リンを投与した 6 匹のヒヒのうち、3 匹

が死産に至り、2 匹が流産し、1 匹が低出

生体重で出生した。プロゲステロンおよ
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び CG の濃度はいずれもゴセレリンの投

与により損なわれていた。著者らは、観

察された妊娠損失の増加は胎盤の障害

による可能性があることを示唆してい

る。 

• GnRHR アンタゴニストであるオルガノ

ン-30276 を妊娠中に投与したヒヒでは、

妊娠損失が増加した(Kang, 1989)。オルガ

ノン-30276 を投与した 5 匹のヒヒのう

ち、1 匹は死産（50 mg 投与群）、2 匹は

流産（100 mg 投与群）、2 匹は生仔出産

（50 mg 投与群）した。この試験では、

投与を行った全ヒヒの平均 CG 濃度は対

照群よりも低かったが、出産した 2 匹お

よび死産の 1匹のヒヒのプロゲステロン

濃度は対照群よりもはるかに高かった。

著者らは、この正常よりも高いプロゲス

テロン産生が、胎盤のフィードバック制

御の結果である可能性を示唆している。 

一方、ヒトに適用可能な KER のエビデンス

としては、hCG の発現が黄体細胞における

プロゲステロン合成の促進、着床、脈管形

成、栄養膜細胞の合胞体細胞への分化、およ

び胎児の成長に応じた子宮の成長など、い

くつかの重要な過程の制御を通じて妊娠を

促進することが知られている(Cole, 2010)。

GnRH 受容体の不活性化による胎盤での

hCG 産生の減少は、hCG の機能に影響を及

ぼし、胚・胎児死亡に至る可能性が知られて

いる。 

• hCG は、子宮脈管構造における血管新生

および脈管形成を促進することが示さ

れている(Cole, 2010)。子宮脈管構造は、

胎盤浸潤に不可欠な血液を供給し、胎児

に栄養を供給する。 

• hCG は、早期の妊娠の維持に重要な黄体

とプロゲステロンおよびレラキシンの

合成を維持する(Keay, 2004)。 

• hCG は免疫抑制を調節し、胎盤浸潤を補

助していることが、多くの研究で示され

ている(Cole, 2010)。 

AOP と関連する医薬品の例 

 市販されているいくつかの医薬品（アゴ

ニストおよびアンタゴニストの両方）が

GnRHR を標的とするよう開発されている

(Tarlatzis, 2007)。アンタゴニストは受容体に

競合的に結合するため、GnRH が介在する

作用（LS および FSH の放出など）を阻害す

る。一方、アゴニストは受容体と結合して活

性化する（LH および FSH の急激な放出な

ど）。しかし、アゴニストによって受容体が

長時間刺激されると、受容体が下方制御さ

れて GnRH に対して脱感作が起こるため、

下垂体ホルモンの放出が減少する。したが

って、GnRH アゴニストおよびアンタゴニ

ストはいずれも GnRHR を不活性化する可

能性がある。 

アンタゴニスト： 

動物モデルに投与した場合、いくつかの

GnRH アンタゴニストで同様の有害性発現

（雌雄の生殖能に対する可逆的な障害、胎

仔吸収の増加、催奇形性の欠如）が誘発され

た。 

• アバレリックス 

雌ラットに 0.3～ 10 mg/kg の用量で

GnRHR アンタゴニストであるアバレリッ

クスを皮下投与したところ、生殖能に対す

る用量依存性の影響が認められた (FDA, 

2003)。 

• ガニレリクス 

ガニレリクス（GnRHR アンタゴニスト）

をそれぞれ 0.1 ug/kg/日および 0.5 ug/kg/日
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を超える用量でラットに投与したところ、

雄および雌の生殖障害が観察された(EMA, 

2004)。妊娠中（器官形成期）にガニレリク

スを投与したラットおよびウサギでは、胎

仔吸収率が増加したが（ラットで 10 ug/kg/

日、ウサギで 30～50 ug/kg/日）、催奇形性は

認められなかった。別の生殖毒性試験でも、

雌雄ラットが高用量（100 ug/kg/日以上）で

不妊となり、この作用は投与終了時に回復

することが示された(Merck, 2019)。 

• セトロレリクス 

雌雄ラットにセトロレリクスを投与した

ところ、用量依存性の生殖毒性が認められ

た(EMA, Cetrotide Scientific Discussion, 2004)。

雌ラットでは生殖能の低下も認められ、い

ずれの影響も可逆的であった。異常または

催奇形性は認められなかった。 

• オルガノン-30276 

 5 匹の妊娠したヒヒに、GnRH アンタゴニ

ストであるオルガノン-30276 を 50 または

100 mg の用量で妊娠第 14～21 日から継続

投与した(Kang, 1989)。低用量群の 3 匹では、

対照群と比較して 3 匹とも正常なヒヒ CG

（bCG）濃度であった。1 匹は死産となり、

他の 2 匹は正常な妊娠転帰となった。しか

し、19 日目に 1 匹の新生仔が死亡した。高

用量群の 2 匹では、いずれの妊娠も流産し、

低濃度の bCG が観察された。プロゲステロ

ン濃度は、妊娠初期に流産しなかった投薬

動物の方が高かった。この所見は、GnRH シ

グナル伝達系の乱れによる胎盤の正常な恒

常性の破綻に起因すると考えられている。 

アゴニスト： 

GnRHR アゴニストは生殖能を（可逆的に）

低下させ、胚・胎児毒性を引き起こす可能性

がある。 

• ゴセレリン 

ヒトの推奨用量（500～1000 ug/kg/日）の

30～60 倍のゴセレリンを投与した雄ラット

では、精巣、精巣上体、精嚢および前立腺の

重量減に加え、萎縮性の組織学的変化が認

められ、精子形成が完全に抑制された(FDA, 

1998)。同様の用量を投与した雌ラットでは

卵巣機能が抑制され、卵巣の大きさおよび

重量の減少、卵胞発達の停止、黄体の大きさ

および数の減少が引き起こされた。これら

の所見の大部分は投与終了後に回復可能で

あったが、生殖能は低下し、着床数および成

功した妊娠における生存胎仔数は減少した。

妊娠したヒヒ 6 匹に対して、妊娠第 14 日に

ゴセレリンを低用量（3.6 mg）または高用量

（7.2 mg）投与した(Kang, 1989)。低用量を

投与した 2 匹の妊娠のうち、1 匹は bCG が

緩やかに増加して流産に至り、もう 1 匹は

対照群と同程度の bCG濃度であったが死産

に至った。高用量群では、2 匹が流産し（い

ずれも対照群よりも著しく低い bCG濃度で

あった）、1 匹は低出生体重仔が生まれて新

生仔死亡に至ったが、もう 1 匹は正常妊娠

であった。このことは、GnRH アゴニストを

妊娠初期に投与すると、妊娠期間を通して

黄体機能と胎盤機能に影響を及ぼす可能性

があることを示唆している。 

• レウプロレリン 

成人を対象とした臨床試験では、レウプ

ロレリンを 24 週間にわたり投与した結果、

生殖能が抑制されたが、投与中止後に回復

した(FDA, 2012)。妊娠したウサギを用いた

毒性試験では、用量依存性の胎仔異常の増

加が認められ、高用量群では胎仔体重の減

少が認められた。ラットを用いた同様の試

験では異常は認められなかったが、高用量
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群で胎仔死亡の増加および胎仔体重の減少

が認められた。 

 

C.2. 発生毒性を引き起こす HDAC 阻害

AOP の作成 

標的の役割 

HDAC は、ヒストン尾部での特定のアセ

チル化リジン残基の脱アセチル化を促進す

る酵素のファミリーである(Seto, 2014)。

HDAC とヒストンアセチルトランスフェラ

ーゼのいずれも、クロマチン／ヌクレオソ

ームの構造を変えることによって遺伝子発

現を制御する働きをする。ヒストン尾部の

脱アセチル化によってヒストンの正電荷が

増加し、同様に負に帯電した DNA に対する

親和性が増加する(Bradley, 2011)。このヒス

トンと DNA の親和性の増加によってクロ

マチン／ヌクレオソーム構造のコンパクシ

ョンおよび、究極的には遺伝子発現の抑制

が生じる(Bradley, 2011; Haberland, 2009)。

HDAC がクロマチン構造の調節で演じる重

要な役割に加え、HDAC は転写因子に存在

するタンパク質を含むヒストン以外のタン

パク質を脱アセチル化することが可能であ

り、その結果 HDAC が遺伝子発現の調節に

関与する別の機序を提供することも研究で

明らかにされている(Bradley, 2011)。HDAC

にはそのイーストHDAC相同性によって定

義される 4 つの異なるクラスに分類される

多数のイソフォームがある(Seto, 2014)。ク

ラス I、II、および IV の HDAC は亜鉛依存

性酵素であり、一方、クラス III の HDAC は

NAD+依存性である。HDAC は核および細

胞質内で触媒機能を果たす (Haberland, 

2009)。例えば、HDAC6（クラス IIbのHDAC）

は、細胞骨格タンパク質（例えば、α-チュー

ブリン）および膜貫通タンパク質（例えば、

IFNαR）を脱アセチル化する主要な細胞質

内デアセチラーゼであるが、クラス I の

HDAC は主として核に局在している。 

発生毒性に関する推測 

HDAC は遺伝子発現の調節に関与し、そ

こで HDACによって促進されるヒストンの

脱アセチル化によって遺伝子発現の抑制が

生じる(Haberland, 2009)。正常な胎芽・胎児

発生のためには、遺伝子発現の慎重な調節

が必要であり、不規則な遺伝子発現による

HDAC 機能障害は心奇形や骨発生障害など

の多くの発生異常を示す(Haberland, 2009)。

バルプロ酸（VPA）は HDAC 阻害薬であり、

神経管、中軸骨格および心欠損に加え、胎

芽・胎児死亡率の増加と関連する既知のヒ

ト催奇形性物質である(Shepard, 2007)。培養

されたラット胎芽およびマウスとヒトの肝

細胞に VPA を投与すると、全般的遺伝子発

現のパターンに変化が生じた(Li, 2016)。遺

伝子発現への HDAC 阻害の幅広い影響

（VPA によって実証されたような）は多数

の毒性機序を許容し、その結果、毒性機序の

描写が困難である可能性がある。アポトー

シス経路の撹乱、DNA メチル化の撹乱、レ

チノイン酸（RA）の不均衡または Runt 関連

転写因子 2（Runx2）シグナル伝達の撹乱な

ど、HDAC 阻害に起因するいくつかの催奇

形性機序が文献で提案されている(Giavini, 

2014; Paradis, 2013)。また、HDAC 阻害の観

察された毒性を生じる機序は時間依存性で

ある可能性がある(Paradis, 2013)。例えば、

HDAC 阻害薬は発生時の中軸骨格欠損を引

き起こすことが明らかにされているが、こ

の毒性を介する機序がいくつか文献で提案

されており、それぞれの機序は胎芽・胎児発
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生の様々な段階（原腸形成、軟骨形成および

骨形成）で起きる(Li, 2016; Paradis, 2013)。

HDAC 阻害は、不規則な RA 媒介遺伝子転

写の結果として、原腸形成時の不規則な軸

パターンと関連している(Li, 2016)。軟骨内

骨化は、軟骨組織が骨形成時に骨と置き換

えられる軟骨形成時の鋳型を形成する

(Paradis, 2013)。HDAC 機能障害は、それぞ

れ Sox9 シグナル伝達障害または Runx2 シ

グナル伝達障害のいずれかを介し、これら

のプロセスの両方に悪影響を与えることが

明らかにされている  (Haberland, 2009; 

Paradis, 2013)。骨格奇形は HDAC 阻害薬を

用いると認められることが多く、これらの

奇形は上記の妥当な機序の結果である可能

性がある。 

AOP の根拠 

AOP の根拠は、多数のマウス HDAC KO

モデル、および in vivo と in vitro の両方の齧

歯類モデルにおける用量反応試験から得ら

れた。単一および多数の両方の HDAC アイ

ソフォームを標的とするマウス KO モデル

から、様々な HDAC のクラス／アイソフォ

ームの役割と冗長性に関する実質的な根拠

が得られている(Haberland, 2009)。特定の

HDAC を標的とする KO モデルによって、

2、3 例を挙げると、原腸形成（HDAC3）、

心臓／血管発生 （HDAC1、HDAC2、HDAC5 

および HDAC9）、および骨発生（HDAC4）

に関与することが明らかにされている

(Haberland, 2009)。VPA、エンチノスタット、

サーチノール、トリコスタチン A などの

HDAC 阻害薬として記載されたいくつかの

化合物は、動物モデルにおける骨および心

臓の発生を害する能力が明らかにされてい

る(Giavini, 2014; Paradis, 2015; Shepard, 2007)。

VPA は、二分脊椎、心臓および骨の欠損を

含むヒトにおける欠損を伴う既知のヒト催

奇形性物質である (Ornoy, 2009)。KO 法ま

たは低分子阻害薬の使用のいずれかによる

in vivo での HDAC の阻害は、骨発生障害、

心臓発生障害および胎芽・胎児の死亡をも

たらす可能性がある。以上の試験によって、

HDAC が発生毒性の影響を媒介する可能性

が明らかになった。この文書は、HDAC の

阻害が骨格奇形を生じ得る機序を裏付ける

根拠に焦点を置いている。 

 

HDAC 阻害 AOP の概要 

 

図 2 HDAC 阻害から中軸骨格欠損に至る重要な事象 

 

HDAC 阻害 高アセチル化 

RA 依存遺伝
子転写増加 

Run x 2 シグナ

ル伝達変調 

軟骨形成障害 

原腸形成障害 

骨形成障害 中軸骨格欠損 EO 障害 

HDAC – ヒストンデアセチラーゼ 
RA – レチノイン酸 
Run x 2 – Runt 関連因子 2 
EO－軟骨内骨化 
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HDAC 阻害 => 過剰アセチル化 

HDAC は、ヒストン尾部の特定のアミノ

酸からアセチル基を除去する働きをする酵

素のファミリーである(Seto, 2014)。HDAC

は、アセチル基の除去によって、DNA によ

り強固に接続し遺伝子転写を減らす正電荷

のヒストン尾部を生じる時、重要な後成的

役割を演じる。HDAC の活性を阻害する化

合物は、ヒストンからのアセチル基の除去

を妨げる可能性がある。これにより、過剰ア

セチル化とその後のヒストン複合体の弛緩

が引き起こされ、遺伝子転写因子に DNA が

曝露される可能性がある。 

HDAC は、Runx2 や他の転写因子などの

ヒストン以外のタンパク質のリジン残基を

脱アセチル化し、それらの遺伝子発現プロ

グラムを改変する(Bradley, 2011)。同様に、

HDAC を阻害する化合物も、ヒストン以外

のタンパク質の過剰アセチル化を生じ得る。

VPA、トリコスタチン A、アピシジン、エン

チノスタット、酪酸ナトリウム、ボロン酸お

よびサリチル酸などのいくつかの化合物は、

HDAC を阻害し、過剰アセチル化を引き起

こすことが知られている(Giavini, 2014)。例

えば、VPA で処理されたマウス胎仔の肢は、

ヒストン-4-アセチル化のレベルで測定した

ように過剰アセチル化が生じる (Bradley, 

2011)。急速なヒストン-4 の過剰アセチル化

が VPA 投与後 1 時間で認められ、6 時間検

出可能であった。VPA 誘導体であるバルプ

ロミドは、催奇形性が限られており、HDAC

を阻害しないと考えられ、マウス胎仔の肢

に投与した場合にヒストン-4-アセチル化の

濃度の増加を生じなかった。 

過剰アセチル化 => RA 依存性遺伝子転写

の増加 

VPA は、原腸形成の in vitro モデルにおけ

る様々な RA 依存性遺伝子の転写を促進す

る(Li, 2016)。この試験で、RA 依存性遺伝子

転写の増加は RA の濃度の増加と相関しな

いことが強調された。ヒストン複合体の過

剰アセチル化は RA 依存性遺伝子へのアク

セスの増加とその後の転写の増加をもたら

すことが提案された。RA 依存性遺伝子は、

Cdx1 および Hox1a などであった。in vitro 

モデルにおける RA 受容体拮抗薬を同時投

与すると、VPA によって促進された Cdx-1

および Hox1a の発現の増加が消失した。用

いたVPAの用量はヒトの医薬品の用量に相

当した。 

RA 依存性遺伝子転写の増加 => 原腸形成

障害  

VPA で処理された in vitro の胚様体モデ

ルによって、RA 依存性遺伝子転写（例えば、

Cdx1 および Hox1a）の増加、並びにパター

ン形成障害や軸方向伸長などの形態発生異

常が実証された(Li, 2016)。これらの奇形は、

RA 受容体拮抗剤の同時投与によって部分

的に回復した。この所見は、VPA 処理モデ

ルで認められた RA 依存性遺伝子転写の増

加の逆転と共に認められた。著者らは、観察

された原腸形成障害は少なくとも部分的に

は RA 依存性遺伝子転写への VPA の影響か

ら生じたものであると結論した。同様の原

腸形成障害が、胚様体モデルを HDAC 阻害

剤であるトリコスタチン A で処理した場合

においても認められた。 

VPA が誘発する RA 依存性遺伝子転写は

HDAC 阻害によって起きると考えられる。

マウス胚性幹細胞 HDAC1、2 および 3 は、

RA 依存性遺伝子であるHoxa1 遺伝子のRA

応答配列のエンハンサー領域に結合するこ
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とが知られている(Li, 2016; Urvalek, 2014)。

上記のHDAC 阻害薬のそれぞれのノックダ

ウンは、Hoxa1 転写の増加をもたらした(Li, 

2016; Urvalek, 2014)。HDAC3 KO マウスは、

原腸形成障害の結果、胎生期 9.5 日前に死

亡した(Haberland, 2009)。 

原腸形成障害 => 中軸骨格欠損 

原腸形成障害は中軸骨格欠損をもたらす

可能性がある (Li, 2016)。VPA は、原腸形成

を障害し、中軸骨格欠損を引き起こすこと

も立証されている(Li, 2016)。 

過剰アセチル化 => 軟骨形成障害 

軟骨形成は骨のための軟骨テンプレート

の形成であり、軟骨内骨化の最初の部分で

ある(Paradis, 2013)。いくつかの研究で、ヒ

ストン脱アセチラーゼ（HDAC）の阻害また

は KO のいずれかの結果、過剰アセチル化

と軟骨形成障害の関連が特定されている。

この KER を裏付ける根拠は以下の通りで

ある： 

• HDAC阻害薬のVPAで処理された

胎仔マウスの肢芽は、Sox9 およびその下

流標的（Sox5 および Sox6）並びにコラー

ゲン 2a1（col2a1）を含む過剰アセチル化

および軟骨形成を調節する遺伝子の発現

の用量依存的減少を生じた(Paradis, 2013)。

これらの結果は、他の HDAC 阻害薬に関

わる所見と一致した。トリコスタチンAと

ベリノスタットは、Wnt5a により介在され

る効果であるウサギ関節軟骨におけるコ

ラーゲン 2 の発現を低下させると報告さ

れている(Paradis, 2013)。 

• クラス I の HDAC 阻害薬であるエ

ンチノスタットは、軟骨形成を撹乱するこ

とが報告されている(Paradis, 2015)。また、

エンチノスタットは、子宮内で処理された

マウスの胎仔に過剰アセチル化を引き起

こすことも明らかになっている(Di Renzo, 

2007)。 

• VPA で処理された培養ラットの成

長軟骨板は、軟骨発生障害を示した(Wu, 

2004)。 

• HDAC1 は、軟骨内骨化時に軟骨形

成を調節する Nkx3.2 と関連することが知

られている(Bradley, 2011)。したがって、

HDAC1 阻害の結果としての過剰アセチル

化は骨形成障害を引き起こす可能性があ

る。また、HDAC4 と HDAC5 は Smad シ

グナル伝達を調節することも知られてお

り、その結果軟骨形成において役割を果た

す可能性があると考えられている。 

軟骨形成障害 => 軟骨内骨化障害  

軟骨内骨化は、軟骨が最初にテンプレー

トを形成し、次いで軟骨形成のプロセス時

に骨化することができる骨形成のプロセス

である(Paradis, 2013)。そのため、軟骨形成

の撹乱は軟骨内骨化の障害をもたらすこと

があり得る。 

軟骨内骨化 => 中軸骨格欠損 

軟骨内骨化は、長骨や椎骨を含む骨格中

のほとんどの骨の形成につながるプロセス

である(Bradley, 2011)。軟骨内骨化の障害は

中軸骨格欠損をもたらす可能性がある。ヒ

ストン脱アセチラーゼ（HDAC）阻害薬は、

マウス並びにヒトにおいて中軸骨格欠損を

引き起こすことが明らかにされている(Di 

Renzo, 2007; Shepard, 2007)。HDAC 阻害薬

または HDAC KO モデルを用いた機構研究

から導かれた根拠から、軟骨形成障害また

は骨形成障害のいずれかの結果としての軟

骨内骨化障害がこれらの骨格欠損を引き起
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こす可能性があることが示唆される

(Haberland, 2009; Paradis, 2013)。例えば、以

下の HDAC 阻害薬、すなわちトリコスタチ

ン A、ホウ酸、VPA、アピシジン、エンチノ

スタットおよび酪酸で処理された齧歯類で

は高い比率で中軸骨格欠損が認められた

(Di Renzo, 2007; Shepard, 2007)。 

過剰アセチル化 => Runx2 シグナル伝達変

調 

HDAC 阻害または HDAC KO モデルのい

ずれかの結果としての過剰アセチル化は、

Runx2 のシグナル伝達の増加もしくは減少

をもたらすことがあり得る(Haberland, 2009; 

Paradis, 2013)。例えば： 

・ HDAC4 KO マウスモデルは、

Runx2 シグナル伝達の増加をもたらした

(Haberland, 2009)。 

・ HDAC4 および 5 によるリジンの

脱アセチル化は、Runx2 活性を負に調節

することが知られている(Paino, 2014.)。 

・ VPA 処理されたマウス胎仔肢芽は、

Runx2 発現の用量依存的減少を示した

(Paradis, 2013)。VPA は HDAC 阻害薬で

あり、過剰アセチル化を引き起こすこと

が明らかにされている。HDAC 阻害特性

が無い VPA の類似物であるバルプロミ

ドで処理されたマウス胎仔肢芽は、最も

高い試験用量でも Runx2 発現の有意な

減少を示さなかった。 

・ マウス胎仔肢芽は、クラス I の

HDAC 阻害薬であるエンチノスタット

で処理されると、コラーゲン 10a1

（col10a1）発現の減少を示した(Paradis, 

2015)。この Col10a1 発現の変化は、Runx2

シグナル伝達の変調に起因した。 

・ HDAC 阻害薬はさらに、間葉系肝

細胞および頭蓋冠由来の初代骨芽細胞

における Runx2 発現を増加させると報

告されている(Paradis, 2013)。上記の試験

における Runx2 の発現の差は、組織特有

かつ発生段階の反応の結果であると推

定されている。 

Runx2 シグナル伝達変調 => 骨形成障害 

骨形成は、骨の石化が起きるプロセスで

ある(Paradis, 2013)。Runx2 は、骨の石化を

促進するコラーゲン10a1の転写を調節する。

いくつかの研究によって、HDAC 阻害薬の

阻害が、軟骨の過剰石化の促進または軟骨

の石化の抑制のいずれかが明らかにされて

いる Runx2 の発現の減少または増加のいず

れかに関連付けられている。 (Haberland, 

2009; Paradis, 2013)。例えば： 

• マウス胎仔肢芽を HDAC 阻害薬

である VPA で処理した試験によって、

Runx2 転写および Col10a1 の減少が実証

された(Paradis, 2013)。これらの所見

は、骨形成の障害をもたらすと結論さ

れた。 

• HDAC4 KO マウスモデルは、軟

骨内軟骨の異所性骨化と一体となった

過剰な Runx2 シグナル伝達をもたらす

ことが明らかになっている(Haberland, 

2009)。 

• マウス胎仔肢芽は、クラス I の

HDAC 阻害薬であるエンチノスタット

で処理されると、コラーゲン 10a1

（Col10a1）発現の減少および骨形成の

障害を示した(Paradis, 2015)。著者らは、

骨形成障害は Runx2 シグナル伝達の撹

乱の結果であると推測した。 
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骨形成障害 => 軟骨内骨化障害 
軟骨内骨化は、軟骨が最初にテンプレー

トを形成し、次いで軟骨形成のプロセスに

おいて、骨形成時に骨化することができる

骨形成のプロセスである(Paradis, 2013)。軟

骨形成の撹乱は、軟骨内骨化の障害をもた

らすことがあり得る。 

AOP と関連する HDAC 阻害化合物の例 

HDAC 阻害薬に分類されるいくつかの化

合物は、実験動物に同様な催奇形性反応を

示している(Giavini, 2014)。HDAC 阻害薬と

関連する催奇形性には、心欠陥、骨格奇形お

よび神経管閉鎖障害などがある (Giavini, 

2014; Shepard, 2007)。神経管欠損は、ヒトと

マウスのモデルのみで認められた (Giavini, 

2014)。同様な催奇形性転帰にかかわらず、

これらの化合物は、短鎖脂肪酸、ベンズアミ

ドおよび環状テトラペプチドなどの多様な

構造的特徴を示す(Giavini, 2014)。いくつか

の HDAC 阻害薬の発生毒性研究の要約を以

下に述べる。検証したHDAC 阻害薬のうち、

1 つ（ボリノスタット）を除いた全てが動物

モデルにおいて催奇形性を示した。 

• アピシジン 

アピシジンに子宮内曝露されたマウスで

は、対照より有意に高い比率で骨格異常が

認められた(Di Renzo, 2007)。妊娠したマウ

スにアピシジン 10 mg/kg を性交後 8 日目に

腹腔内注射した。認められた欠陥の種類は、

いずれも融合（椎骨、肋骨および胸骨分節）

およびセグメントのホメオティックな再特

異化（形態変化、頸肋）であった。認められ

た全ての異常は中軸骨格に限定され、他の

HDAC 阻害薬（例えば、VPA およびトリコ

スタチン A）で見られた異常と同等であっ

た。アピシジンに曝露された胎仔の妊娠中

に明らかな過剰アセチル化が認められ、著

者らはこれが催奇形性を引き起こす機序で

あると示唆している。 

• ホウ酸 

子宮内においてホウ酸で処理されたラッ

トは、水頭症および骨格異常を示した

(Shepard, 2007)。マウスでは異常の増加は見

られなかったが、ウサギでは心血管異常の

増加が認められた。高熱症と併せてホウ酸

に曝露されたラットも、椎骨や肋骨などの

骨格異常の増加を示した。神経管欠損など

いくつかの主要な形成異常がヒトにおける

試験で認められているが、データはヒトで

の発生または生殖毒性について結論するに

は不十分である。 

• 酪酸 

酪酸に子宮内曝露されたマウスでは、対

照より有意に高い比率で骨格異常が認めら

れた(Di Renzo, 2007)。妊娠したマウスに酪

酸 2000 mg/kg を性交後 8 日目に腹腔内注射

した。見られた欠陥の種類は、セグメントの

ホメオティック再特異化（形態変化、頸肋）

で、肋骨の融合は生じたが有意なレベルで

はなかった。認められた全ての異常は中軸

骨格に限定され、他の HDAC 阻害薬（例え

ば、VPA およびトリコスタチン A）で見ら

れた異常と同等であった。酪酸に曝露され

た胎仔の妊娠中に明らかな過剰アセチル化

が認められ、著者らはこれが催奇形性を引

き起こす機序であると示唆している。 

• エンチノスタット 

エンチノスタットに子宮内曝露されたマ

ウスでは、対照より有意に高い比率で骨格

異常が認められた(Di Renzo, 2007)。妊娠し

たマウスにエンチノスタット 25 mg/kg 体重

を性交後 8 日目に腹腔内注射した。認めら
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れた欠陥の種類は、いずれも融合（椎骨、肋

骨および胸骨分節）およびセグメントのホ

メオティックな再特異化（形態変化、頸肋）

であった。認められた全ての異常は中軸骨

格に限定され、他のHDAC 阻害薬（例えば、

VPA およびトリコスタチン A）で見られた

異常と同等であった。エンチノスタットに

曝露された胎仔の妊娠中に明らかな過剰ア

セチル化が認められ、著者らはこれが催奇

形性を引き起こす機序であると示唆してい

る。 

• トリコスタチン A 

トリコスタチン A に曝露された場合、マ

ウス胎仔において神経管および体節の尾方

端で過剰アセチル化が誘発され、さらに肋

骨および椎骨の融合が認められた(Shepard, 

2007)。 中軸骨格の重複やホメオティック

再特異化など、VPA に関連する奇形と同様

の奇形が認められた。著者らは、催奇形性機

序はヒストン脱アセチル化の阻害であると

結論した。 

• VPA 

妊娠時に摂取したVPAの影響に関するヒ

トについての試験が多数行われている

(Shepard, 2007)。神経管欠損、二分脊椎、頭

囲縮小、心臓欠損および四肢欠損などの奇

形のかなりの発生が認められた。いくつか

の試験で、VPA を他の薬剤と同時投与して

いない場合、欠陥のリスクが高いことが見

出された。胎児性 VPA 症候群は、顔の小奇

形、指の大奇形および発達遅延を特徴とす

る。妊娠初期の毒物に関する種間の検証か

ら、ヒトは他の種より VPA の影響に敏感で

あることが示唆された。マウス、ラット、ウ

サギおよびサルにおけるVPAの催奇形性を

評価した試験は多数存在する (Shepard, 

2007)。誘発される奇形には、神経管欠損、

四肢欠損、骨格異常、心奇形、二分脊椎およ

び頭蓋顔面欠陥などがある。ある試験で、

VPA はマウス胎仔の尾側神経管における過

剰アセチル化を誘発することが見出され、

VPA によって誘発される催奇形性機序はヒ

ストン脱アセチル化の阻害であると結論さ

れた。 

追加試験で、HDAC を阻害しない VPA 類

似物は催奇形性ではないことが実証された

(Giavini, 2014)。 

• ボリノスタット 

ラットとウサギを用いた発生毒性試験に

おいて、妊娠している動物にボリノスタッ

ト（それぞれ、妊娠 6～20 日に 0、5、15 ま

たは 50 mg/kg/day、妊娠 7～20 日に 0、20、

50 または 150 mg/kg/day）を毎日投与した

(Wise, 2007)。母体毒性は認められず、胎仔

の生存に対する影響は見られなかったが、

両種とも最高用量で胎仔の体重の低下が認

められた。ラットの場合、全ての用量で外

面、内臓または骨格の異常の発生はなかっ

たが、最高用量で骨格変異が生じた。 これ

らの変異には、四肢、椎骨、胸骨分節または

頭蓋骨の不完全な骨化、および脊椎骨数、頸

肋および過剰肋骨の変異などがある。ウサ

ギでは、最高用量群で骨格奇形は認められ

なかったが、多少の骨格変異、短い第 13 肋

骨および中手骨の不完全な骨化が生じた。

ボリノスタットが VPA より強い HDAC 阻

害薬で同じ催奇形性転帰が認められなかっ

たことから、著者らは VPA の発生毒性機序

は HDAC 阻害によるものではないと示唆し

た。特に、この試験におけるボリノスタット

の母体中濃度は、VPA を用いたそれ以前の

試験よりはるかに高かった。 
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D．考察 

 昨年度の毒性学的懸念領域と生殖毒性の

関連性、データセットに含まれる物質の数

から、GnRHR と生殖毒性の間のシグナルに

ついての AOP の作成を試み、そのデータセ

ットに多く含まれるニトロベンゼン類を対

象として調査では、結果的にグルタチオン

の枯渇による酸化ストレスが引き起こす精

巣毒性という初期の想定とは異なる AOP

が見いだされることとなった、今年度は

GnRHR による生物学的影響の蓋然性に基

づき、さらなる文献調査を実施した結果、裏

付けとなるエビデンスのレビューおよびこ

れを整理することにより、標的に関連した

発生毒性の原因が存在し、有害性発現に至

る妥当な機序が説明可能であると考えられ

たため、GnRHR 結合を介した妊娠損失の増

加に関する AOP を構築することができた。

しかし、不確実性として、複数の動物種から

得られたエビデンスは、妊娠維持における

GnRHR の重要性を裏付けているものの、

hCG を介した系はヒトおよび一部の高等霊

長類でしか観察されていない(Cole, 2010)こ

と、GnRH I および II は、hCG の胎盤発現に

関与すると考えられる(Lee, 2010)が、受容体

の正確な分子シグナル伝達メカニズムは完

全には解明されておらず  (Desaulniers, 

2017)、この AOPで定義した各イベントは、

特定のアイソフォームではなく、より広範

な GnRH シグナル伝達系を指すこと、さら

に、GnRH 類似体は下垂体 GnRHR のアゴニ

ストまたはアンタゴニストに割り当てられ

ることが多く(Kang, 1989)、これらの類似体

が非下垂体 GnRHR に与える影響は、下垂

体 GnRHR に与える影響とは異なる可能性

があるなどの課題がある。 

 一方、HDAC 阻害 AOP については、

HDAC の阻害から生じ得るいくつかの有害

転帰を記述している。個々の HDAC アイソ

フォームの固有の機能はマウスの遺伝子

KO 試験によって解明されているが、機能の

冗長性は全てのアイソフォームに存在し

(Haberland, 2009)、HDAC 阻害薬が多数のア

イソフォームをターゲットにする可能性が

あるため(Ververis, 2013)、特定の有害転帰が

特定のアイソフォームの撹乱に起因する確

実性は低いこと、HDAC は Sox9 転写因子な

どのヒストン以外のタンパク質を脱アセチ

ル化し、これらの脱アセチル化の阻害は、観

察された HDAC 阻害薬の毒性および KO モ

デルにおいて影響力のある役割を果たす

(Bradley, 2011; Di Renzo, 2007; Murko, 2010)

こと、および多数の HDAC 阻害薬は動物モ

デルで催奇形性であり、有害転帰の中でも

とりわけ中軸骨格欠損を生じることが明ら

かにされているが、妊娠したラットとウサ

ギの両方をボリノスタットで処理した場合、

クラス I および II の HDAC 阻害薬は骨格変

異を生じたが、奇形や催奇形性の転帰は生

じなかった(Wise, 2007)ことから、VPA およ

び他の HDAC 阻害薬の毒性はそれらの

HDAC に対する影響に起因する可能性はな

いことも示唆されていることなどの、不確

実性が残っている。 

本研究では、生殖毒性を引き起こす

GnRHR 結合や HDAC 阻害についての AOP

が合成できる可能性があることが明らかと

なった。これらの経路の開発は、Lhasa の

AOP DART ネットワークにおける既存の知

識（エストロゲンシグナル伝達知識と重複）

を活用し、データベースにおける経路の知

識を拡大する可能性がある。提示した事例
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研究では、単一の AOP の観点からデータを

評価することに焦点を当てた。これらの

AOP ネットワークを利用して未解明の部分

に新たな毒性機序に関する仮説を立て、

AOP 内の各イベントを各種（in vitro）試験

法等に関連付けることで検証を行いながら、

新たな試験戦略を構築できる可能性も拡が

ると考えられた。 

 

E．結論 

昨年度に行った毒性試験結果と既知の発

生毒性に関する情報を元にして新規の AOP

を開発するという手法に基づき、特定され

た標的のうち、GnRHR と HDAC に関連し

た AOP の開発を検討した。その結果、

GnRHR 結合阻害による妊娠損失と、HDAC

阻害による発生毒性の AOP を開発した。 

GnRHR リガンドを用いた生殖発生毒性

試験では、生殖能の低下および胚・胎児毒性

の可能性が示されている。観察された主要

な胚・胎児毒性は、胚吸収、死産および産仔

数減少の形をとるが、催奇形性は限られた

例でしか観察されていない。GnRH システ

ムは、生殖能の鍵となる HPG 軸の一部であ

り、妊娠維持における GnRH の役割や妊娠

に及ぼす影響について、文献では十分に説

明されていないものの、本調査では、GnRH

が着床および胎盤機能に関与することが明

らかになった。したがって、［GnRHR 結合 

=> GnRHR 不活性化 => 着床障害 => 妊娠

損失の増加］及び［GnRHR 結合 => GnRHR

不活性化 => 胎盤の構造および機能障害 

=> 妊娠損失の増加］という 2 系統の AOP

が開発できた。 

HDAC 阻害薬に分類されるいくつかの化

合物は、実験動物に催奇形性反応を示し、心

欠陥、骨格奇形および神経管閉鎖障害など

がある。神経管欠損は、ヒトとマウスのモデ

ルのみで認められた。HDAC は遺伝子発現

の調節に関与し、HDAC によって促進され

るヒストンの脱アセチル化によって遺伝子

発現の抑制が生じる。正常な胎芽・胎児発生

のためには遺伝子発現の慎重な調節が必要

であり、不規則な遺伝子発現による HDAC

機能障害は心奇形や骨発生障害などの多く

の発生異常を示す。文献調査の結果、阻害か

ら中軸骨格欠損に至る 3 系統の AOP 

（HDAC 阻害  => 過剰アセチル化  => 

RA 依存性遺伝子転写の増加=>原腸形成障

害 => 中軸骨格欠損； HDAC阻害 => 過剰

アセチル化 => Runx2 シグナル伝達変調 

=> 骨形成障害 => 軟骨内骨化障害 => 中

軸骨格欠損； HDAC 阻害 => 過剰アセチル

化 => 軟骨形成障害 => 軟骨内骨化障害 

=> 中軸骨格欠損）を開発した。 

本研究では、生殖毒性試験結果と既知の

発生毒性に関する情報を元にして,特定さ

れた標的に対して、より詳細な文献調査を

行えば、生殖毒性を引き起こす AOP を開発

できることが明らかとなった。これらの

AOP の開発は、リードアクロスに対する知

識を拡大できる可能性があることに加え、

これらの AOP ネットワークを利用して未

解明の部分に新たな毒性機序に関する仮説

を立てるなどして、AOP 内の各イベントを

各種（in vitro）試験法等に関連付けることで

検証を行いながら、新たな試験戦略を構築

できるという可能性も拡がると考えられた。 
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