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化審法における監視化学物質・優先評価化学物質の長期毒性評価スキームの創出に関する研究 

（20KD0101） 

分担研究項目：遺伝子セットを用いた非遺伝毒性肝発がん物質短期検出法の確立 

 

研究分担者 鰐渕 英機 大阪市立大学大学院医学研究科分子病理学 教授 

Ａ．研究目的 

化審法の規制区分「監視化学物質」及び「優先評価

化学物質」には、スクリーニング毒性試験の結果から

健康影響の懸念を評価されているものの、慢性毒性や

発がん性が不明の物質が多く存在する。しかし、それ

らの物質を全て長期試験により検討することは、莫大

な費用や時間等を必要とするため困難である。そこで、

化学物質の発がん性を迅速に、かつ高精度に評価でき

る試験法および試験スキームの確立は、社会的にも経

済的にも非常に重要であり、国民生活の安全･安心を

保証する。 

本研究では化学物質の標的となる臓器の大半は肝

臓であることに着目し、肝発がん性を短期で高精度に

検証できるシステムを確立するとともに、問題となる

「監視化学物質」及び「優先評価化学物質」について

発がん性評価を行う。平成29年度～令和元年度「化学

物質の有害性評価の迅速化・高精度化・標準化に関す

る研究」（鰐渕班）で開発した「遺伝子セットを用い

た遺伝毒性肝発がん物質超短期検出法」では、解決で

きない非遺伝毒性肝発がん物質に対する試験法確立

を目指す。 

非遺伝毒性肝発がん物質の発がん機序ごとに選出

した遺伝子を組み合わせ「遺伝子セットを用いた非遺

伝毒性肝発がん物質短期検出法」を確立したが、その

検出力を動物実験を行い検証する。令和2年度は既知

の非遺伝毒性肝発がん物質を主体に、その検出法の有

用性を検証する。 

 

Ｂ．研究方法 

OECD テストガイドラインの TG407：げっ歯類におけ

る 28 日間反復経口投与毒性試験を基に動物実験を行

った。6週齢 SD 雄ラットに被験物質を 28 日間投与後

に屠殺剖検を行い肝臓を採取した。肝臓から RNeasy 

mini kit（キアゲン）を用いて total RNAを抽出・精

製し、GeneChip® Clariom D Assay, Rat (Rat 

Transcriptome Array 2.0)を用いて網羅的遺伝子発現

解析を行い、被験物質ごとの遺伝子発現変化データを

取得した。 

得られた遺伝子発現変化のうち、以前に GeneChip® 

Rat Genome 230 2.0 Arrayを使用して、非遺伝毒性肝

発がん物質の発がん機序ごとに選出した遺伝子を組み

合わせた 106 遺伝子セットから、共通の遺伝子として

選出可能であった 103遺伝子を用いて、非遺伝毒性肝

発がん物質の検出（サポートベクターマシーンによる

数理学的アルゴリズムによるモデル）及び発がん機序

に基づいた分類を行い、検出法の特異性及び感受性に

ついて検証した（現行予測モデル）。 

また、新たな遺伝子セットを検討するため、以前と

同様に細胞傷害（TAA、MP）や酵素誘導（PB、HCB）、

PPARαアゴニスト（CFB、WY）に属する化学物質 2種

において、共通して対照群との発現差が Weltch T値

が 5 以上となる遺伝子を選出した。次にそれぞれの属

する化学物質において対照群との平均した発現差が 4

倍以上異なるとともに、42 の非発がん物質で発現変動

平均が 0.5 以下となる遺伝子を選出した。加えて、選

出した遺伝子が、各所属化学物質の 8割以上で変化す

るとともに、非発がん物質において 2倍以上変化する

物質が 4つ以下となる遺伝子を選出した（新規予測モ

デル）。 

非遺伝毒性肝発がん物質 11種として、Thioacetamide

（TAA）、11-Aminoundecanoic acid（AUDA）、di(2-

Ethylhexyl)phthalate（DEHP）、Phenobarbital, sodium

研究要旨 
 本研究は、非遺伝毒性肝発がん物質の発がん機序ごとに選出した遺伝子を組み合わせ「遺伝子セット

を用いた非遺伝毒性肝発がん物質短期検出法」の有用性を検証する。本年度は、非遺伝毒性肝発がん物

質 11 種類と、非発がん物質 5種類の合計 16 種について検討した。OECD テストガイドラインの TG407：

げっ歯類における 28 日間反復経口投与毒性試験を基に動物実験を行った。採取した肝組織から RNA を抽

出、マイクロアレイ解析を行い、遺伝子セットを用いた非遺伝毒性肝発がん物質短期検出法を用いて、

それぞれの物質の発がん性検出を行った。今回検討した新規化学物質において感度 27%(3/11 物質)、特

異度 100%(5/5)と判定され、以前のデータと合わせて感度 54%、特異度 100%および正答率が 84%となっ

た。そこで、新たな遺伝子セットを作成および検討した結果、新規化学物質において感度 45%(5/11 物

質)、特異度 100%(5/5)と改善され、以前の試験データによる解析と合わせて、感度 65%、特異度 98%、

正答率が 86%となる遺伝子セットが確立でき、非遺伝毒性肝発がん物質の検出法として有用であること

を示した。 
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（PB）、1,4-Dioxane（1,4-D）、Clofibrate（CFB）、

Chlorendic acid（CRA）、 Ponceau 3R（ P3R）、

Decabromodiphenyl oxide（DBDPO）、dl-Ethionine（DL-

ET ）、Doxylamine succinate（DOX）と、非肝発がん物

質 5 種：Quercetin dihydrate（QDH）、Phytic acid

（PhA）、Cyclohexanone（CHN）、Caprolactam（CPL）、

Hexachlorophene（HCP）を用いた。 

 

（倫理面への配慮） 

各施設の動物実験委員会から動物実験の許可を取得

し、動物実験指針を遵守して行い、動物愛護に十分に

配慮した。 

 

Ｃ．研究結果 

マイクロアレイ解析により対照群との遺伝子発現変

化を確認し、非遺伝毒性肝発がん物質の発がん機序ご

とに選出した遺伝子を組み合わせた 103遺伝子セット

を用いて、非遺伝毒性肝発がん物質の検出を行った。

結果、11の非遺伝毒性肝発がん物質うち、TAA、DEHP

および CFBについては、発がん物質と判定されたもの

の、他の 8物質は陰性と判定された。一方、5つの非

発がん物質はいずれも陰性と判定された（表 1）。 

予測モデルの作成時の結果、感度 73%(11/15物

質)、特異度 100%(42/42)に今回の結果を加えると、感

度 54%(14/26)、特異度 100%(47/47)で、正答率が

84%(61/73)となった。遺伝子セットを用いた主成分解

析では、陽性判定された TAAは細胞障害に、DEHPおよ

び CFBは PPARαアゴニストに属することが確認出来た

（図 1）。 

 
表 1.非遺伝毒性肝発がん物質の判定結果（現行予測モデル） 

 

そこで、モデル解析に用いる遺伝子について再選定

し、予測率の改善を試みた。細胞障害（TAA、MP）から

4 遺伝子、酵素誘導（PB、HCB）から 3遺伝子、PPARα

アゴニスト（CFB、WY）から 8遺伝子が選出され、酵素

誘導と PPARαアゴニストに共通の遺伝子が 1つ存在し

たことから、合計 14 遺伝子からなるセットが作成され

た。その 14 遺伝子を用いて、新規予測モデルを再作成

して検討した結果、感度 80%(12/15 物質)、特異度

98%(41/42)が得られ、今回検討した新規化学物質にお

いても感度 45%(5/11物質)、特異度 100%(5/5)と改善さ

れた（表 2）。これらの結果をまとめると、感度65%(17/26

物質)、特異度 98%(46/47)で、正答率が 86%(63/73)と

なった。 

図 1. 遺伝子セットを用いた主成分解析 
 
表 2.非遺伝毒性肝発がん物質の判定結果（新規予測モデル） 

 

D. 考察 

今回、新規に検討した化学物質において、特異度は高

かったものの、感度は低い結果となった。以前より、特

異度に対して感度がやや低い傾向があり、今回の結果

はその傾向が強く反映した結果となった。その改善策

として、遺伝子選定方法を変更した結果、特異度がやや

低下したものの、感度が高い検出法が確立された。 

今後も、より正答率の高い検出法を確立するため、遺

伝子選定や方法について検討予定である。 

 

E. 結論 

化審法で実施される28日間反復投与試験において摘

出した肝臓から得られたRNAを用いた遺伝子セットに

よる肝発がん性予測モデルは、感度65%、特異度98%、正

答率86%であり、非遺伝毒性肝発がん物質の検出法とし

て有用であることを示した。 

 

F．研究発表 

１．論文発表 

1) Suzuki S, Cohen SM, Arnold LL, Pennington KL, 

Gi M, Kato H, Naiki T, Naiki-Ito A, Wanibuchi 

施設 投与物質 略名 投与量 発がん性 判定 成否

大阪市大 Thioacetamide TAA 0.5g/kg diet 陽性 陽性 ○

di(2-Ethylhexyl)phthalate DEHP 12g/kg diet 陽性 陽性 ○

11-Aminoundecanoic acid AUDA 15g/kg diet 陽性 陰性 ×

Quercetin dihydrate QDH 50g/kg diet 陰性 陰性 ○

香川大学 1,4-Dioxane 1,4-D 5g/L drink 陽性 陰性 ×

Phenobarbital, sodium PB 0.5g/L drink 陽性 陰性 ×

Phytic acid PhA 25g/L drink 陰性 陰性 ×

Cyclohexanone CHN 6.5g/L drink 陰性 陰性 ○

国立衛研 Chlorendic acid CRA 1.25g/kg diet 陽性 陰性 ×

Ponceau 3R P3R 50g/kg diet 陽性 陰性 ×

Clofibrate CFB 5g/kg diet 陽性 陽性 ○

Caprolactam CPL 7.5g/kg diet 陰性 陰性 ○

名市大 Decabromodiphenyl oxide DBDPO 50g/kg diet 陽性 陰性 ×

dl-Ethionine DL-ET 1g/kg diet 陽性 陰性 ×

Doxylamine succinate DOX 2g/kg diet 陽性 陰性 ×

Hexachlorophene HCP 0.15g/kg diet 陰性 陰性 ○

施設 投与物質 略名 投与量 発がん性 判定 成否

大阪市大 Thioacetamide TAA 0.5g/kg diet 陽性 陽性 ○

di(2-Ethylhexyl)phthalate DEHP 12g/kg diet 陽性 陽性 ○

11-Aminoundecanoic acid AUDA 15g/kg diet 陽性 陰性 ×

Quercetin dihydrate QDH 50g/kg diet 陰性 陰性 ○

香川大学 1,4-Dioxane 1,4-D 5g/L drink 陽性 陰性 ×

Phenobarbital, sodium PB 0.5g/L drink 陽性 陽性 ○

Phytic acid PhA 25g/L drink 陰性 陰性 ×

Cyclohexanone CHN 6.5g/L drink 陰性 陰性 ○

国立衛研 Chlorendic acid CRA 1.25g/kg diet 陽性 陽性 ○

Ponceau 3R P3R 50g/kg diet 陽性 陰性 ×

Clofibrate CFB 5g/kg diet 陽性 陽性 ○

Caprolactam CPL 7.5g/kg diet 陰性 陰性 ○

名市大 Decabromodiphenyl oxide DBDPO 50g/kg diet 陽性 陰性 ×

dl-Ethionine DL-ET 1g/kg diet 陽性 陰性 ×

Doxylamine succinate DOX 2g/kg diet 陽性 陰性 ×

Hexachlorophene HCP 0.15g/kg diet 陰性 陰性 ○
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G.知的財産権の出願・登録状況 

  （予定を含む。） 

１．特許取得 

  該当なし 

２．実用新案登録 

  該当なし 

３．その他 

  該当なし 
 


