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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」及び「DNAア

ダクトーム解析による遺伝毒性評価」はいずれも正答

率が9割を超える高精度試験系であるが、初年度から

次年度に「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。また、上記試験法で解決できない

非遺伝毒性肝発がん物質に対する試験法確立を目指

す。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「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。初年度は既知

の非遺伝毒性肝発がん物質を主体に、次年度以降は

「監視化学物質」及び「優先評価化学物質」を含め検

証及び改良し、最終的にOECDテストガイドラインへ化

を目指す。これら3つの試験法を基に、短期肝発がん

性総合評価スキームの確立を目指す。 

令和2年度は、非遺伝毒性肝発がん物質短期検出法

を確立するために用いた陽性対照化学物質3つを含む

16化学物質について、ラット28日間反復投与試験を実

施し、肝組織を採取、RNAを抽出・生成し、網羅的遺
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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。非遺伝毒性肝発がん物質に対する検出法の確立を目指し、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。ラット 28 日間反復投

与試験に基づき投与した肝臓における遺伝子発現情報をマイクロアレイにより取得し、我々が構築した

非遺伝毒性肝発がん物質検出法の改良を行い、肝発がん性を予測した。その結果、感度 45%(5/11 物

質)、特異度 100%(5/5)の結果が得られ、過去に検討した化学物質の結果と合わせて、感度 65%、特異度

98%、正答率が 86%の高い精度で検出できる可能性が示唆された。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、「監視化学物質」及び「優先評価化学物質」を含む 6化学物質

について検討した結果、「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検出法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。さらに、遺伝毒性

肝発がん物質短期検出法の検証で得られた肝組織を用いた DNAアダクトーム解析による評価を行った。

線形判別分析により、非遺伝毒性非肝発がん物質、遺伝毒性非発がん物質、非遺伝毒性肝発がん物質、

遺伝毒性肝発がん物質の 4つのグループに分離されることが判明した。 
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伝子発現解析を行い、各化学物質について判定を行っ

た(大阪市立大/鰐渕・鈴木、香川大/横平、国立衛研

/豊田、名古屋市立大/加藤）。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モデ

ルの有用性の検証では、「監視化学物質」及び「優先

評価化学物質」を含む6化学物質について、検討を行

った(大阪市立大/鰐渕・魏）。さらに、DNAアダクト

ーム解析を用いて化学物質のDNA損傷を指標とした安

全性評価法を確立するために、遺伝毒性肝発がん物質

短期検出モデルで得られた肝臓組織を用いて化学物

質の投与に相関する付加体群について検討した（国立

がん研究センター/戸塚、大阪市立大/鰐渕）。 
 
Ｂ．研究方法 

１．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（鰐渕、横平、豊田、加藤、鈴木） 

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。今回は、優先評価化学

物質を 2物質含む、非遺伝毒性肝発がん物質 11 種およ

び非発がん物質 5 種の合計 16 物質について検討した。

発がん物質は、2年間のがん原性試験に用いられた投与

量および経路で投与した。 

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。 

香川大学担当分として、非遺伝毒性肝発がん物質 2

種：Phenobarbital, sodium（PB; 500 mg/L）、1,4-

Dioxane（1,4-D; 5 g/L）と、非肝発がん物質 2 種：

Phytic acid（PhA; 2.5%）、Cyclohexanone（CHN; 6.5 

g/L）を飲水投与した。 

国立衛研担当分として、非遺伝毒性肝発がん物質 3

種：Clofibrate（CFB; 5 g/kg）、Chlorendic acid（CRA; 

1.25 g/kg）、Ponceau 3R（P3R; 50 g/kg）と、非肝発

がん物質 1 種：Caprolactam（CPL; 7.5 g/kg）を摂餌

投与した。 

名古屋市立大担当分として、非遺伝毒性肝発がん物

質 3 種：Decabromodiphenyl oxide（DBDPO; 50 g/kg）、

dl-Ethionine（DL-ET; 1 g/kg）、Doxylamine succinate

（ DOX; 2 g/kg）と、非肝発がん物質 1 種：

Hexachlorophene（HCP; 150 mg/kg）を摂餌投与した。 

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）、PPAR

α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）。 

 

２．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（鰐渕、魏） 

6 週齢の雄 SDラットを 8 群に分け、被験物質を単回

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 5 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。 

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(invitrogen）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ーン

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。 

 

３．DNAアダクトーム解析による遺伝毒性評価（鰐

渕、戸塚） 

雄性 SDラット（各群それぞれ 5匹）に遺伝毒性肝発

がん物質（2018年；9種、2019 年；13 種、計 22種）、

遺伝毒性非発がん物質（2018年；3 種、2019 年；3 種、

計 5 種）、非遺伝毒性肝発がん物質（2018 年；2 種、

2019 年；5 種、計 7 種）、非遺伝毒性非肝発がん物質
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（2018年；16 種、2019 年；8 種、計 24 種）を投与 24

時間後に肝臓を摘出した。使用した化学物質は図１に

示す。 

 

図１ 使用した化学物質 

 

DNA を抽出後、DNaseI、ヌクレアーゼ P1、アルカリホ

スファターゼ、ホスホジエステラーゼによりモノデオ

キシリボヌクレオシドに消化した後、LC-TOF MS に供

し DNA 付加体の網羅解析を行った。得られたデータは

SCIEX 社が提供するバイオインフォマティクス解析ソ

フトウェアを用い、デオキシリボヌクレオチドに特徴

的なニュートラルロス （-116.04736）及び各種核酸に

特異的なニュートラルロス（ -152.0572; dG, -

136.0623; dA, -112.0511; dC, -127.0508; dT）を生

じたピークを選択的に抽出することで、ノイズなどを

抽出しないように系をデザインした。得られたデータ

を線形判別分析(LDA)により解析した。 

次に、得られたデータから、対照群である 2-NPおよ

び MCを除いたデータを用いた。実際に予測モデルを使

用する場合では遺伝毒性/肝発がん性の情報がない化

学物質に対して実施することを想定して、Leave-One-

Out 交差検証により予測結果の精度評価を行った。

Leave-One-Out交差検証は、ある曝露物質のデータをテ

スト用とし、他の曝露物質のデータを用いて学習した

モデルの精度を評価することを、物質を変えながら繰

り返す検証方法であり、毒性が未知の物質に対する予

測を模擬した精度評価方法である。この方法を用いて、

遺伝毒性、肝発がん性、遺伝毒性/肝発がん性を付加体

から予測するモデルを試作した。学習アルゴリズムと

しては、ランダムフォレストを使用した。 

 

（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 

１．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（鰐渕、横平、豊田、加藤、鈴木） 

各物質を 4 週間投与後に屠殺・剖検した際に、TAA、

PBおよび PhA は、有意な体重増加抑制を認めた。特に

PhA は毒性のため 4 週目に 2匹死亡した。また、DL-ET

も体重増加抑制傾向を認めたが、最終屠殺時には有意

な差は見られなかった。肝重量は、DEHP、CHN、CRA、P3R、

CFBおよび DBDPO 投与により、絶対および相対肝重量が

有意に増加した。一方、PhA においては、絶対肝重量の

低下を認めたが相対肝重量には変化を認めなかった。

採取された肝組織について検討した結果、TAA、DEHP、

PB、DBDPOにおいて肝細胞肥大や空胞変性などの変化を

認めた。また、AUDA、CHN、CRA、P3R、CFBおよび DL-ET

においても軽度ながら肝細胞肥大などの変化が存在し

た。 

 
表 1 非遺伝毒性肝発がん物質の判定結果 

 

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 2）。 

図 2 遺伝子セットを用いた主成分解析 
 

Diazepam (DZP), Disulfiram (DSF), Phenytoin (PHE), 
Rotenone (ROT), Tolbutamide (TLB), Aspirin (ASA), 
Triamterene (TRI) , Indomethacin (IM),  
Phenylbutazone (PhB), Promethazine (PMZ), Sulindac (SUL), 
Tetracycline (TC), Ethionamide (ETH) Theophylline (TEO), 
Caffeine (CAF), Chloramphenicol (CMP)

• 遺伝毒性ラット肝発がん物質 (+/+) : 9種

o-Aminoazotoluene (AAT), Dimethylnitrosamine (DMN), 
3'-Methyl-4-dimethylaminoazobenzene (MDA),
4,4’-Thiodianiline (TDA), 
N-Nitrosodiethylamine (NDEA), 
N-Nitrosodiethanolamine (NDELA), 
N-Nitrosoethylmethylamine (NEMA), 
Nitrosodibuthylamine (NB), 
N-Nitrosopyrrolidine (NNP)

• 遺伝毒性非肝発がん物質 (+/-) : 3種

Cyclophosphamide (CPA), 
Nitrofurantoin (NFT), 
Phenacetin (PCT)

• 非遺伝毒性肝発がん物質 (-/+) : 2種

Monocrotaline (MCT), 
Phenobarbital (PB)

• 非遺伝毒性非肝発がん物質 (-/-) : 16種

Allyl alchol (AA), Butylated hydroxyanisole (BHA), 
Chlorpheniramine (CHL), 
Chlorpropamide (CPP), Furosemide (FUR), Methyldopa 
(MDP), Methimazole (MTZ) , Sulfasalazine (SS)

• 遺伝毒性ラット肝発がん物質 (+/+) : 13種

4,4'-Oxydianiline (44-ODA), Auramine-O (AO), 
Acid Red 26 (C1-16150)(AR-26), Benzidine (BZ), 
Dichloroacetic Acid (DCA), Ethylene thiourea (ETU), 
Hydrazinium Sulfate (HS), Hydrazine (HZ), 
4,4'-Methylene-bis(2-chloro-aniline)(MBOCA),
Nitrosoheptamethyleneimine (NHMI),
Retrorsine (RTS),
Tris-(1,3-dichloro-2-propyl)phosphate (TDCPP),
Vinyl Bromide (VB)

• 遺伝毒性非肝発がん物質 (+/-) : 2種

2,4-Dinitrotoluene (containing 1.0-1.5% 2,6-dinitorotoluene) (DNT), 
Isonicotinic Acid Hydrazide (INH), 

• 非遺伝毒性肝発がん物質(-/+) : 5種

Carbon Tetrachloride (CCL4), 
Coumarine (Coumarine),
Ethynylestradiol (EE),
Gemfibrozil (GFZ),
Hexachlorobenzene (HCB)

• 非遺伝毒性非肝発がん物質 (-/-) : 8種

2018年セット（計30化合物） 2019年セット（計28化合物）

陽性対照 2-Nitropropane (2-NP) 陰性対照 Methyl cellulose (MC)

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 ○
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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。 
 

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） 

 

２．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（鰐渕、魏） 

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。 

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 3)。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。 

表 3 遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの有用性の検証結果 

 

図3 遺伝毒性肝発がん物質/遺伝毒性非肝発がん物質/非遺伝毒性肝

発がん物質/非遺伝毒性非発がん物質の肝臓におけるDNA損傷性の評

価(LDA解析による) 

 

３．DNAアダクトーム解析による遺伝毒性評価（鰐

渕、戸塚） 

各種化学物質を投与したラット肝臓DNAのアダクトー

ム解析を行なった結果を図2に示す。LDA解析を行なった

ところ、2018データセット単独、2019データセット単独、

及び2018＋2019データセットのいずれにおいても、非遺

伝毒性非肝発がん物質、遺伝毒性非発がん物質、非遺伝

毒性肝発がん物質、遺伝毒性肝発がん物質の4つのグル

ープに綺麗に分離されることがわかった（図3）。 

2018+2019統合データセットから1被験物質を除いてL

DA解析を行ない、そのパターンの変化の大・中・小で分

類を行なってみたところ、2019年に試験した被験物質に

変化の大きなものが多数存在することがわかった（図4）。 

Leave-One-Out交差検証により化学物質の遺伝毒性/

発がん性を予測するモデルを機械学習手法（ランダムフ

ォレストを使用）を用いて試作した。試作された遺伝毒

性/発がん性予測モデルを用いて2018+2019統合データ

セットに対して予測を行ったところ、遺伝毒性/肝発が

ん性の予測結果は49%、遺伝毒性の予測結果が50%、肝発

がん性の予測結果は65%と2018年データセット単独の結

2018+2019 (p<0.05)

元のデータから１物質を抜いて
解析し、パターンの変化で分類

パターンの変化が⼤ パターンの変化が中 パターンの変化が⼩

被験物質 パターン変化
⼤きい 中程度 ⼩さい

2018年度曝露物質 9 2 19
2019年度曝露物質 14 7 7
計 23 9 26

• 2018年度は「変化が⼩さい」ものが多く、2019年度は
「変化が⼤きい」ものが多いことがわかった。

• ⾔い換えると2018年度に使⽤した被験物質は互いに類似
した特徴を持っており、2019年度は互いに異なる特徴を
もつ物質によって構成されていることが⽰唆される。

• 2018データと2019データの正答率の違いは、このような
被験物質のもつ特徴に起因する可能性が考えられた。

投与物質 分類
LD50 

(mg/kg)

投与量

(mg/kg)
判定 正否

0.5% Methyl cellulose (MC)
溶媒

（陰性対照物質）

2-Nitropropane (2-NP)
遺伝毒性陽性
肝発がん物質

（陽性対照物質）
720 240# 陽性 ○

o-phenylenediamine (OPD)
優先評価化学物質

遺伝毒性陽性
肝発がん物質 510 170# 陰性 ×

Disperse Blue 134 (DB-134)
監視対象化学物質

遺伝毒性陽性
「発がん性不明」 「不明」 1000* 陰性

Safrole 
遺伝毒性陽性
肝発がん物質

1950 650# 陰性 ×

2-Nitrofluorene (2-NF)
遺伝毒性陽性
肝発がん物質

「不明」 1000* 陽性 ○

2-Aminoanthraquinone (2-AAQ)
遺伝毒性陽性
肝発がん物質

>3200 1000* 陽性 ○

1-Amino-2,4-
dibromoanthraquinone 
(ADBAQ)

遺伝毒性陽性
肝発がん物質

「不明」 1000* 陰性 ×

# LD50の1/3に相当する用量。
*入手可能な情報に参考にして、1日単回投与試験での致死量は1000 mg/kgより低い可能性が高い
と推定した。

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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果と比べ正答率が低くなった（表4）。これは2019年デ

ータセットでの正答率が極端に低いことが大きく影響

していると考えられた。 
 

図4 2018+2019統合データセットから１被験物質を除いたLDA解析 

 

表4 遺伝毒性の予測結果の比較 

Ｄ．考察 

今回の非遺伝毒性肝発がん物質の検出法開発に用い

た化学物質は、2年間のがん原性試験で用いた投与量を

用いて検討した。PhA については文献的に用いられてい

る濃度を用いたものの、体重増加抑制傾向強く 4 週間

投与時に死亡症例も出たことから、より低い濃度での

投与が望まれる。一方で、陽性対照群として用意した PB

投与群では、がん原性試験で用いた投与濃度 0.5 g/L

飲水投与では、一日体重あたり平均 43.3 mg/kgしか投

与されておらず、強制胃内投与で行われたトキシコゲ

ノミクスプロジェクトで発がん性として扱った 100 

mg/kgに比べ半分以下と低いため、判定が陰性となった。 

新規に検討した化学物質において、特異度は 100％と

高かったものの、感度は 27％と低い結果となった。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。以

前の成果と合わせて、特異度 100%(47/47)で、正答率は

84%(61/73)と高いものの、感度 54%(14/26)については、

改善が必要である。 

その改善策として、遺伝子選定方法を変更した結果、

今回検討した新規化学物質において、感度 45%(5/11物

質)、特異度 100%(5/5)と改善された。既存の化学物質

の判定についても、特異度 98%(41/42)はわずかに低下

したものの、感度 80%(12/15物質)と以前よりも感度が

高い検出法が確立された。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。今後は、本年度に判定が異なった

物質の、投与濃度や投与方法の改善や、遺伝子選定を含

めた予測モデルの改善を検討する予定である。 

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%(24/29)、特異度 95%（38/40）正答率 90%(62/69)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。 

HRAM-アダクトームを用いてDNA付加体の網羅解析を

行ないLDA解析を行った結果、遺伝毒性肝発がん物質、

非遺伝毒性肝発がん物質、遺伝毒性非肝発がん物質、非

遺伝毒性非肝発がん物質の４つのグループに分離でき

た。 

これらデータを用いてLeave-One-Out交差検証を適用

した毒性予測モデルの予測精度評価を実施したところ、

50〜65%の正答率となり、2018データセットを単独で用

いた場合（88〜94%）と比較して精度が低下することが

わかった。この結果は、2019年データセット単独での低

い正答率が影響していると推測された。2018+2019統合

データセットから１被験物質を除いてLDA解析を行ない、

そのパターンの変化の大・中・小で分類を行なってみた

ところ、2019年に試験した被験物質に変化の大きなもの

が多数存在することがわかった。このことは、2018年度

に使用した被験物質は互いに類似した特徴を持ってお

り、2019年度は互いに異なる特徴をもつ物質によって構

成されていることが示唆される。2018データと2019デー

タの正答率の違いは、このような被験物質のもつ特徴に

起因する可能性が考えられた。今後は、2018+2019統合

データセットの正答率向上について更に検討を行う。ま

た、各グループの予測に重要な付加体の探索やアダクト

ームデータに化学物質構造データを追加するなど予測

精度の向上についても検討する。 

 

Ｅ．結論 

我々が構築した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は、非遺伝毒性肝発がん物質を

高い精度で検出できる可能性が示唆された。施設間で

共通の試験法を行う事で、標準化された試験法確立を

目指すとともに、今後も本検出法の限界についての検

証を引き続き行う必要がある。 

我々が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、遺伝毒性肝発がん物質を高い精度で

検出できる可能性が示唆された。今後も本検出法の限

界についての検証を引き続き行う必要がある。 

DNA アダクトーム解析を用いて化学物質の DNA 損傷

を指標とした化学物質の肝発がん性・遺伝毒性への分

類、遺伝毒性および肝発がん性の予測が可能となる結

果を示した。予測精度については化学物質数を増やし

データセット 付加体
2018年度 DNAアダクトーム解析データ 1014
2019年度 DNAアダクトーム解析データ 852
統合データ 1412
統合データ (p<0.05) 197

アダクトームにより同定した付加体数

各データセットにおけるアダクトームデータの線形判別分析

2018 2019

2018+2019 2018+2019 (P<0.05)

• 紫 (geno/carcino; +/+) 

• 青 (geno/carcino; +/-) 

• 緑 (geno/carcino; -/+) 

• オレンジ (geno/carcino; -/-) 

2019年よりは2018年の⽅がきれいに
分かれており、統合データ(P<0.05)は
⾮常に綺麗に分かれる

結果：全体まとめ

2018+2019データセット使⽤ 2018+2019(P<0.05)データセット使⽤

正解率
（％）

Geno/Carcino 49
Geno 50
Carcino 65

正解率
（％）

Geno/Carcino 49
Geno 55
Carcino 61

データセット Geno/Carcino
正解率（％）

Geno 正解率
（％）

Carcino正解率
（％）

2018 88 88 94
2019 38 41 60
2018+2019 49 50 65

毒性予測モデルの精度評価の比較
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た際に低下しており、より改善したモデル構築を行う

予定である。 
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