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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遺伝毒性肝発がん物質超短期検出法の確立 

 

研究分担者 魏 民 大阪市立大学大学院医学研究科 環境リスク評価学 准教授 

Ａ．研究目的 

生化審法の規制区分「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」は正答率が 9 割を超

える高精度試験系であるが、本研究で「監視化学物質」

及び「優先評価化学物質」を含め化学物質数を増やし、

より信頼性の高い評価法へと発展させる。加えて「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」

の OECD テストガイドライン化を目指す。 

本研究の特色は、化学物質の発がん性を迅速に予測

できる評価法を構築することにある。多数の化学物質

を同時に評価することにより、評価法の標準化を推進

し、国際動向を見据えた OECD テストガイドライン化を 

目指すことが本研究の独創的な点である。 

令和2年度は、既知遺伝毒性発がん物質、「監視化

学物質」及び「優先評価化学物質」6物質について検

討した。 

 

Ｂ．研究方法 

6 週齢の雄 SD ラットを 8群に分け、被験物質の単

回強制胃内投与試験を行った。被験物質に関する情報

と投与濃度は表 1に示す。判定対象物質として、優先

評価化学物質１種（o-phenylenediamine (OPD)）、監

視対象化学物質１種（Disperse Blue 134 (DB-134)）

を、既知の遺伝毒性肝発がん物質 4 種（Safrole; 2-

Nitrofluorene (2-NF); 2-Aminoanthraquinone (2-

AAQ); 1-Amino-2,4-dibromoanthraquinone (ADBAQ)）
の合計 6 物質を用いた。また、溶媒対照群(対照群)と

して 0.5% Methyl cellulose（MC）投与群、および陽

性対照群として 2-Nitropropane（2-NP）投与群を設け

た。 

被験物質投与後 24時間後に剖検を行った。肝臓を摘

出し、RNA 抽出用として、外側左葉(LL)を摘出後、下端

辺縁部を約 2cm×0.5cm の大きさで 2 スライス切り出

し、それぞれ 1mLの RNAlaterが入った 1.5mL チューブ

へ移した（合計 2 本）。1.5mL チューブを 4℃で一晩保

管後，-80℃で長期保管した。凍結保存サンプル用とし

て、外側左葉の上半分を 1.5mlチューブ 2本分採取し、

液体窒素により凍結後、-80℃で凍結保管した（１本は

DNA adduct 解析用）。ホルマリン固定用サンプルとし

て、外側左葉の下半分、内側右葉(RM)及び右葉尾部(R2)

から計 3スライス切り出し、カセットに入れ 10%ホルマ

リンにて固定した。 

研究要旨 
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、「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」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。本年度は、[監視化学物質」及び「優先評価化学物質」を含む 6 化

学物質を用いたラット単回投与を行い、投与 24 時間後の肝臓におけるマーカー遺伝子（10 遺伝子）の発

現データを qPCR で取得し、我々が構築した遺伝毒性肝発がん物質検出モデルを用いて肝発がん性を予測

した。その結果、「陽性」と判定されたものは、2遺伝毒性肝発がん物質であった。しかし、「優先評価化

学物質」o-phenylenediamine を含めた 3 遺伝毒性肝発がん物質は「陰性」と判定された。遺伝毒性陽性

で発がん性不明の「監視化学物質」DB-134 は「陰性」と判定された。今後、検出精度を確認するに、偽陰

性物質について投与量を上げて再評価する必要があると考えられる。これまでに取得した 69 物質に対し

て、我々が構築した遺伝子セットを用いた予測モデルは遺伝毒性肝発がん物質を、感度 83%、特異度 95%、

正答率 90%の高い精度で検出できる可能性が示唆された。 
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遺伝子発現については、リアルタイム PCR (qPCR)に

てデータを取得した。肝臓からのtotal RNA抽出とcDNA

の合成はそれぞれ RNeasy mini kit（キアゲン）と Super 

Script VI VILO Maste Mix(Thermo Fisher Scientific）

を使用した。得られた遺伝子発現データを我々が構築

した遺伝毒性肝発がん物質検出モデル(サポートベク

ターマシンによる数理学的アルゴリズムによるモデ

ル)に入力し、判定を行った。 

 

（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

得て、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 

2-NP（陽性対照群）で 1 例が死亡した。2-NP、2-NF群

および 2-AAQ 群で対照群に比較して有意な体重増加抑

制が認められた。また、2-NPおよび OPD 群で、絶対肝

重量および相対肝重量の有意な減少が認められた。DB-

134 群では、相対肝重量の有意な減少が認められたが、

絶対肝重量に有意な変化はみられなかった。同群では

体重が増加傾向を示したことから、相対肝重量の減少

は体重増加に伴ったものである可能性が示唆された。

2-AAQ群で絶対肝重量の有意な減少が認められたが、相

対肝重量に有意な変化はみられなかった。これには同

群での体重減少が関連する可能性があると考えられた。 

 
表1 令和2年度に検討した遺伝毒性肝発がん物質 

 

病理組織学的には、2-NP群および Safrole群で肝細

胞壊死および脂肪変性が認められた。2-NF 群では小葉

中心性両染性変化が見られた。OPD 群、DB-134群、ADBAQ

群では明らかな病理学的変化はみられなかった。 

qPCR で取得した遺伝子発現データを構築済の遺伝毒

性肝発がん物質検出モデルに入力し、遺伝毒性肝発が

ん性の陽性または陰性の判定を行った(表 1)。本モデル

では、遺伝毒性ラット肝発がん物質を「陽性」、その他

の物質）を「陰性」と判定する。その結果、「陽性」と

判定されたものは、遺伝毒性肝発がん物質である 2 物

質（2-NF, 2-AAQ）であった。しかし、それ以外の 3遺

伝毒性肝発がん物質は「陰性」と判定された。遺伝毒性

陽性で発がん性不明である DB-134は「陰性」と判定さ

れた。 

 

Ｄ．考察 

我々が構築した遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発

がん物質短期検出法の有用性の検証では、「優先評価化

学物質」OPD を含めたそれ以外の 3遺伝毒性肝発がん物

質は「陰性」と判定された。遺伝毒性陽性で発がん性不

明の「監視化学物質」DB-134は「陰性」と判定された。

今後、検出精度を確認するに、偽陰性物質については投

与量を上げて再評価する必要がある。これまでに検討

した 69 物質に対して、我々が構築した遺伝子セットを

用いた予測モデルは遺伝毒性肝発がん物質を、感度83%、

特異度 95%、正答率 90%の高い精度で検出できる可能

性が示唆された。なお、これまでに 2-NF、DB-134及び

ADBAQのラットおける経口 LD50に関する報告はなかっ

たが、本試験では、いずれの投与群においても死亡例が

みられなかったことから、これらの物質の LD50は 1000 

mg/kg 以上であることが明らかになった。GSH分類にお

いては経口急性毒性区分 4 以上に該当することが示唆

された。 

 

Ｅ．結論 

我々が構築した遺伝子セットを用いた肝発がん性超

短期検出法は遺伝毒性肝発がん物質を高い特異度で検

出できるが、偽陰性になる物質がある。今後も本試験系

の検出限界や改良についての検証を引き続き行う必要

がある。 
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