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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 
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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 鈴木 周五 大阪市立大学大学院医学研究科分子病理学 准教授 

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、microarray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。 

大阪市立大担当分として、非遺伝毒性肝発がん物質 3

種 ： Thioacetamide （ TAA; 0.5 g/kg ） 、 11-

Aminoundecanoic acid（ AUDA; 15 g/kg）、 di(2-

Ethylhexyl)phthalate（DEHP; 12 g/kg）と、非肝発が

ん物質 1 種：Quercetin dihydrate（QDH; 50 g/kg）を

摂餌投与した。 

 

（倫理面への配慮） 

大阪市立大学動物実験委員会から動物実験の許可を

得、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 

実験経過中にTAA投与群において、対照群に比べ摂餌

量が少なく体重増加抑制傾向が見られ、最終屠殺時には

対照群に比べ有意な体重減少を認めた（表1）。また、

DEHP投与群においては肝臓の絶対および相対重量いず

れも対照群に比べ有意な増加を認めた（表1）。一方、

AUDA群やQDH群において、体重や肝重量、摂餌・飲水量

に対照群との差は見られなかった（表1）。 

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、陽性対照物質である

Thioacetamide とともに、非遺伝毒性肝発がん物質 3種と、非発がん物質 1種類を、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。結果、Thioacetamide を含む 2物質については発

がん物質と判定し、非発がん物質 1種類は非発がん物質と判定された。しかしながら 1物質は、発がん物

質ながら非発がん物質と判定された。以上の結果から、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、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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表1. 体重および肝重量、摂餌・飲水量 

 
肝臓の組織学的検討した結果、TAA投与群においてZo

ne 1で細胞質の淡明化とともに、Zone 3での肝細胞腫

大と好酸性化が存在し、核小体も目立った。AUDA投与群

においては、Zone 1で細胞質の淡明化が存在した。また、

DEHP投与群においては、びまん性肝細胞肥大が存在した。

QDH投与群では、投与群との差がはっきりしなかった（図

1）。 
 

図1. 各物質を投与したラット肝組織像 

 
各肝組織からRNAを抽出した結果、平均67.7 ± 20.4

 µgのtotal RNAを回収し、A260/A280吸光度比が平均2.

11 ± 0.01と良い状態だった。マイクロアレイ解析を

行った結果、対照群に対してZ scoreが2倍以上、発現比

が1.5倍以上変動した遺伝子は、TAA投与群においては上

昇475、低下390、AUDA投与群では上昇132、低下240、D

EHP投与群では上昇313低下239、QDH投与群では上昇191、

低下157の遺伝子を認めた。 

各投与群における遺伝子発現データについて、構築済

の非遺伝毒性肝発がん物質検出モデルに入力し、非遺伝

毒性肝発がん性の陽性または陰性の判定を行った結果、

TAAおよびDEHPは陽性と判定され、QDHは陰性と判定され

た一方で、AUDAは陰性と判断された。 

 

Ｄ．考察 

今回、発がん物質として同定できたTAAおよびDEHPは、

強い肝組織像の変化が存在し、対照群との遺伝子発現

が変化した遺伝子数も多く認められた。TAA投与群にお

いては体重抑制が存在し、DHEP投与群においては肝重

量増加を認めたことからも、化学物質の強い影響は反

映される状況だったと推察する。一方、AUDA投与群にお

いては、体重や肝重量については対照群を差が認めら

れず、肝組織像で軽度の変化があるものの、発言の変化

した遺伝子数は非発がん物質であるQDH投与群と同程

度であり、がん原性試験の投与量を4週間投与した場合

には、その影響が弱く発がん物質として検出が困難で

あった可能性がある。 

 

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、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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