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令和 3 年度

厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業）

バイタルサインの統合的評価をエンドポイントとした新規急性経口投与毒性試験方法の開発

-統計学による半数致死量から診断学による概略の致死量への転換-（１９ＫＤ１００２）

総括報告書

研究代表者 髙橋祐次 国立医薬品食品衛生研究所 安全性生物試験研究センター

毒性部 動物管理室 室長

研究要旨

急性毒性試験は時代と共に簡便化され、使用する動物数が削減された。しかし、試験のエンドポイントは動物

の「死亡」のままであり、死因、標的臓器等その内容は一切考慮されていない。そのため、ヒトの中毒治療に有用

ではないとの批判がある。一方、動物福祉の観点から「死亡」をエンドポイントとすることに強い批判がある。本研

究は、ヒトの安全性確保に主眼を置いた上で、Reduction と Refinement により動物福祉の課題を解決する新

規急性経口投与毒性試験方法の開発を目的としている。現在、急性毒性において使用されているエンドポイン

トを「死亡」からより精緻な「複数のバイタルサイン」に置き換え、化学物質の毒性強度の指標を「統計学」を背景

とした「半数致死量（LD50）」から「診断学」を基盤にした「概略の致死量」へ転換を図る。具体的には、1 匹の動

物から多項目に亘る毒性徴候を精緻に測定し、計算科学によって化学物質の急性毒性の強度と毒性標的の合

理的判定基準を作成（スコア化）することで、ヒトが急性曝露された際の危険度をより正確に予測する。これにより、

毒劇法の指定に関して、中毒事象を含むより現実に想定される事故等に即した規制が可能となる。例えるなら

ば、ヒトの急性中毒患者が救急外来で受ける諸検査に該当する所見を 1 匹の動物から取得する試験法の開発

である。

本研究は、①バイタルサインセンサーの開発、②急性毒性試験における遺伝子発現変動解析、③急性毒性

試験における行動解析、④バイタルサインの統合的解析方法（ソフトウエア）の開発の 4 つの分担研究課題を設

定している。バイタルサインセンサーの開発では、Carbon-nanotube yarn(CNT-Y)を用い、従来法に比較して

侵襲性の極めて低い手法にて心電波形及び脳波を取得することに成功した。また、ラット用パルスオキシメータ

の改良を進めた。急性毒性試験における遺伝子発現変動解析では、代謝物によって毒性が発現すると考えら

れる 4,4'-Dihydroxybiphenyl のマウス用量設定実験、並びに 70mg/kg を最高用量として本実験を実施、臓

器のサンプリングを実施した。急性毒性試験における行動解析では、アセフェートとテトロドトキシンを投与した

マウスの行動様式と顔面表情について高速ビデオカメラ画像による経時的解析を行い、加えて超音波発声の測

定を行った。その結果、活動量低下、痙攣、歩行異常、自発運動の消失、振戦を検出、表情観察では眼瞼腫脹

と瞬目不全、半眼、流涙を明確に捉えることに成功した。一方でいずれの群においても超音波発声は確認に至

らなかった。バイタルサインの統合的解析方法（ソフトウエア）の開発では、主に AutoEncoder（AE）タイプのニ

ューラルネットワークモデルを用いた「概略の致死量」を推定するための Acute Toxicity Vital Signs Score 定

義について検討した。開発にはヒトやラット、マウスの心電波形データを用いた。その結果、AE モデルは予測性
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能において、昨年度検討を行なった畳み込みニューラルネットワーク（CNN: Convolutional Neural 

Networks）モデルの性能を上回った。現時点では、血圧、体温は商業的に入手可能な装置を使用し研究を遂

行しているが、新規経口投与毒性試験の実用化のためには、全てのバイタルサインセンサーを統合して実験者

の利便性を高め、かつ、廉価な装置として開発する必要がある。

研究分担者

北嶋 聡 国立医薬品食品衛生研究所

毒性部 部長

相崎健一 国立医薬品食品衛生研究所

毒性部 第一室 室長

種村健太郎 東北大学大学院農学研究科

動物生殖科学分野 教授

A．研究目的

本研究の目的は、ヒトの安全性確保に主眼を置い

た上で、Reduction と Refinement により動物福祉

の課題を解決する新規急性経口投与毒性試験方法

の開発である。現在、急性毒性において使用されて

いるエンドポイントを「死亡」からより精緻な「複数のバ

イタルサイン」に置き換え、化学物質の毒性強度の指

標を「統計学」を背景とした「半数致死量（LD50）」か

ら「診断学」を基盤にした「概略の致死量」へ転換を

図る。

急性毒性試験は時代と共に簡便化され、使用する

動物数が削減された。しかし、試験のエンドポイント

は動物の「死亡」のままであり、死因、標的臓器等そ

の内容は一切考慮されていない。そのため、ヒトの中

毒治療に有用ではないとの批判がある。一方、動物

福祉の観点から「死亡」をエンドポイントとすることに

強い批判がある。そのため、代替法（Replacement）
として、細胞毒性の IC50 を指標として急性毒性を評

価する方法が ICCVAM と ECVAM から提案されて

いるが、難溶性物質、代謝活性化による毒性発現物

質、心臓や神経系など臓器特異的な毒性評価を代

替するに至っていない。

しかし、一般状態、心電波形、心拍、血圧、体温、

呼吸、脳波などの「バイタルサイン」を指標とした更な

る動物数の削減とヒトの安全性確保の向上を可能と

する「新規急性経口投与毒性試験方法」が、近年の

IT デバイスの小型化と新素材センサーの出現により

開発可能となった。具体的には 1 匹の実験動物から

多項目に亘るバイタルサインを取得することにより毒

性徴候を精緻に解析・定量化し、計算科学によって

化学物質の急性毒性の強度と毒性標的の合理的判

定基準を作成し、ヒトが急性曝露された際の危険度

をより正確に予測する事を可能とする。これにより、毒

物及び劇物取締法の指定に関して、中毒事象を含

むより現実に想定される事故等に即した規制が可能

となる。言い換えると、ヒトの急性中毒患者が救急外

来で受ける諸検査に該当する所見を 1 匹の実験動

物から取得する試験法の開発である。

本研究は二つの大きな柱からなる。第一の柱は、

今までの情報や経験から選択した VS の諸項目の、

急性毒性指標としての妥当性、再現性、信頼性、を

確認する研究である。これには、①急性毒性発現に

おける遺伝子発現変動解析、②急性毒性試験にお

ける行動解析の二つを分担研究課題として設定した。

第二の柱は、選択した VS の諸項目を正確に、実験

動物から測定するためのデバイスの改良である。これ

には、③新素材を用いたバイタルサインセンサーの

開発、④バイタルサインの統合的解析方法（ソフトウ

エア）の開発を分担研究課題として設定した。

B．研究方法

B-1 バイタルサインセンサーの開発

1．心電波形・脳波電極としての CNT ヤーンの性能

評価

二層カーボンナノチューブ（Double-Walled Carbon 

Nanotube: DWCNT ） か ら 作 成 さ れ た Carbon-

nanotube yarn （CNT-Y, Siddarmark LLC）を用い、心

電波形（ECG）及び脳波（EEG）を取得する検討を行

なった。CNT-Y は非金属材料であるため、半田付け
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によって従来の電子回路に接続することができない。

そのため、CNT-Y を中空電極内に通し圧着して結合

した。 皮膚に接触する部分を除き、電気的短絡を防

ぐためにシリコーンゴムチューブ（外径：1.2mm、内

径：0.6mm）で被覆した。

CNT-Y は動物の皮膚に縫合針を用い単結紮によ

り皮膚に装着した。動物は、心臓の電気生理学的特

性が異なるラット（ヘアレスラット、HWY/Slc）とモルモ

ット（Slc:Hartley）を使用した。イソフルラン麻酔下で

ヘアレスラットまたはモルモットの頭部から背部にか

けて皮膚 5 箇所に縫合針を用いて CNT-Y を結紮し、

心電波形用に 3 箇所、脳波用に 2 箇所から電位を

測定した。CNT-Y 電極は、生体信号増幅ユニット

（BAS-301、Biotex）および電源を含む DC-DC コン

バーター（IF-2、Biotex）に順次接続した。最終的に

信 号 は 、 AD コ ン バ ー タ （ MP150; BIOPAC 
Systems）を介してデータ取得および解析ソフトウエ

ア（AcqKnowledge; BIOPAC Systems）を使用して、

PC に取り込んだ。サンプリング周波数は 2kHz とし

た。

2．ラット用反射型パルスオキシメータの開発：

覚醒下非拘束ラットにおいて 24 時間以上の計測

を可能とするラット用のパルスオキシメータと、データ

をリアルタイムでグラフ化するソフトウエアの開発を行

なった。非拘束を実現するため、Bluetooth モジュー

ルを実装して無線化した。体動による影響を受けにく

くするため測定は胸部とし、最小のモジュール構成

反射型のパルスオキシメータを作製した。

なお、本装置は下記の研究協力者により開発を行

った。

大久保佑亮 国立医薬品食品衛生研究所

毒性部 主任研究官

太田 裕貴 横浜国立大学大学院工学研究院

システムの創生部門 准教授

B-2 急性毒性試験における遺伝子発現変動解析

肝臓における代謝活性化が毒性発現に寄与して

いると考えられる 4,4'-Dihydroxybiphenyl について、

C57BL/6J マウスを用いて遺伝子発現変動解析のた

めの用量設定試験を実施した。0.5%メチルセルロー

ス溶液（0.5%MC）に懸濁し、0、62.5、125、250 及

び 500 mg/kg の用量にて実験を行なった。

B-3 急性毒性試験における行動解析

8 週齢の雌 ICR マウスを用いて、アセフェート（300

及び 500 mg/kg）、テトロドトキシン（300 µg/kg）、及び

溶媒対照群としてメチルセルロースを投与し、急性経

口投与後における行動様式（移動量、移動様式、痙

攣）、並びに顔面表情（眼、呼吸）への影響について、

ハイスピードカメラによる動画データの取得による解

析を試みるとともに超音波測定装置による超音波発

声（USVs: Ultrasonic vocalizations）の測定を行った。

B-4 バイタルサインの統合的解析方法（ソフトウエア）

の開発

１．学習・評価用データ：

開発中のバイタルサイン（VS）取得デバイスはまだ

充分量のデータを生成していないため、完成時に得

られるデータと同質のものとして、ヒトやラット、マウス

の心電波形データを用いた。

また血圧やパルスオキシメータによる SpO2、活動性

（単位時間あたりの移動距離など）などのデータ処理

を想定し、心電波形データと同様の処理が可能であ

ることを検証した。

2．解析計算及びソフトウエア生成：

異常検出に利用し得る人工知能アルゴリズムのコ

ーディングについては、関連ライブラリが充実してい

る Python 言語（ver.3.6.9）を使用した。機械学習ラ

イブラリとしては Chainer（ver.7.4.0 若しくは 7.7.0）、

PyTorch（ver.1.7.0+cu101）、GPU 処理ライブラリと

して CUDA（ver.10.2.89）、mitdb からの心電波形

データのダウンロード・処理ライブラリとして WFDB 

（ver.3.1.1）、arff 形式データの処理ライブラリとして

arff2pandas（ver.1.0.1）、汎用データ処理ライブラリ

として Pandas（ver.1.1.5）、numpy（ver.1.19.4 若し

くは ver.1.19.5）、データ可視化ライブラリとして
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Matplotlib（ver.3.3.3）を使用した。Python スクリプ

ト実行環境としては Jupyter Notebook（ver.6.1.5）

或いは Google Colaboratory を使用した。

3．計算精度確認：

計算精度は必要に応じて Excel（USA Microsoft 
Corporation ） や R 言 語 （ オ ー プ ン ソ ー ス R 
Development Core Team）で実施し、浮動小数点

誤差以上の乖離がないことを確かめた。

倫理面への配慮

本実験は動物愛護に関する法律、基準、指針を遵

守し、国立医薬品食品衛生研究所は、国立医薬品

食品衛生研究所・動物実験委員会の制定による「動

物実験等の適正な実施に関する規程（平成 27 年 4
月版）」、東北大学大学院農学研究科では、「国立大

学法人 東北大学環境・安全委員会 動物実験専門

委員会内規」に則って実施した。

C．研究結果

C-1 バイタルサインセンサーの開発

1．心電波形・脳波電極としての CNT ヤーンの性能

評価：

電極の取り付け位置を検討した結果、ヘアレスラッ

ト及びモルモットの左側耳介、頸部中央並びに背部

から電位を誘導し明らかな心電波形を得ることができ

た。脳波を解析した結果、ヘアレスラットでは 6Hz 以

下、モルモットでは 2Hz 以下の周波数を有する電位

波形であった。

2．ラット用反射型パルスオキシメータの開発：

非拘束下でデータ取得は可能となったが、体動の

影響によるノイズが発生することが判明した。

C-2 急性毒性試験における遺伝子発現変動解析

用量設定実験では、125 mg/kg 以上で腎が硬化

し、表面が粗造を呈した。250 mg/kg 以上で体重抑

制、500 mg/kg で腎重量増加が認められた。本実験

では、最高用量を 70 mg/kg とし、以下、20、7、0
mg/kg（溶媒：0.5%MC）として実施し、肝臓及び海

馬のサンプリングを実施した。

C-3 急性毒性試験における行動解析

コントロール群はいずれのマウスにおいても投与

後 0、30、60、90 分後において探索行動を行い、そ

の活動量に違いは見られなかったが、アセフェート投

与群において、投与 30 分後ではわずかに活動量が

低下し、痙攣が観察され、60 分後では、活動量は明

らかに低下し、痙攣、歩行異常が見られ、さらに 90
分後では、自発運動はほとんど消失し、振戦が観察

された。また表情については、コントロール群はいず

れのマウスにおいても投与後 0、30、60、90 分後に

おいての表情に変化はなかったが、投与 30 分後で

は、わずかな眼瞼腫脹と瞬目不全が観察され、60 分

後では、眼瞼腫脹と瞬目不全が亢進しており、半眼

も観察された。さらに 90 分後では、眼瞼腫脹と瞬目

不全はさらに悪化し、流涙も見られた。一方でいずれ

の群においても超音波発声は確認に至らなかった。

C-4 バイタルサインの統合的解析方法（ソフトウエア）

の開発

昨年度は代表的な畳み込みニューラルネットワ

ーク（CNN: Convolutional Neural Networks）モデ

ルである ResNet34（arXiv:1512.03385）を用い、心

電波形データでの判別性能を検討したが、今年度

は異常検知によく使われる AutoEncoder について

検討した。

心電波形データの学習には正常拍動のみ 500 件

の心拍データを用いた。学習に用いなかった心電波

形データに対して、学習済み AE で判別予測を実行

した結果、正答率は 0.972 であった。

D．考察

CNT-Y を電極とし心電波形については十分な電

位変化を捉えることに成功した。脳波測定を目的とし

た電位誘導からは、筋電波形またはノイズとは明らか

に異なる波形が得られた。本研究の脳波は、表面電

極により信号を取得しており、これまで報告されてい

る脳波波形とは異なる特性を有する可能性があるた

め、本研究に適切な解析方法を検討すると共に、そ
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の特性を明らかにする必要がある。CNT-Y は皮膚結

紮によって取り付け、電位測定を行なっているため、

一般的に使用されている手法よりも簡便で侵襲性が

低い。そのため、術後の回復期間を設ける必要はな

く、急性毒性試験に対して極めて有用な方法である

と考えられる。また、導電性ペーストが不要であること、

長時間の使用においても分極しないことも利点であ

る。なお、非拘束下での測定には無線通信装置が必

要となるが、半導体等の部品の調達が非常に困難な

状況でありまだ実現できていない。

4,4'-Dihydroxybiphenyl は ラ ッ ト に お い て

2,000mg/kg の用量で強度の黄疸がみられ、投与後

2 日目に 1／3 例が死亡する結果が得られている。毒

性発現に肝臓での代謝が大きく関わっていることが

示唆される。今後、遺伝子発現変動解析により、多臓

器連関を含め解析を進めていく計画である。

行動解析においては、高速ビデオカメラを用いるこ

とで、表情の変化を明確にとらえる事に成功した。動

物の表情から苦痛の程度を評価する Grimace 
Scale が開発されており、行動評価のデータとして加

えることでより精緻な評価が可能となる。

異常を検知するプログラム開発において、今年度

検討した AE モデルは予測性能において、昨年度の

CNN モデル（ResNet34）の性能を上回った。特に

CNN モデルでの成績が悪かった異常拍動予測につ

いては、AE の圧勝であり、異常検知における AE モ

デルの優位性が明らかになった。これは正常データ

のみで学習可能である AE の特性によるものであり、

本研究の目的においては極めて有効な手法であるこ

とが確認された。最終目標である「概略の致死量」を

推定するための Acute Toxicity Vital Signs Score

（ATVSS, 仮称）を「定義」するためには、一次元デー

タのみならず、二次元データ（画像、動画など）を含

む、複数のバイタルサインデータ群を統合評価する

必要があると考えられる。この統合評価については、

各バイタルサインデータで学習した AE などのニュー

ラルネットワークモデルを複数個、融合させるアンサ

ンブル学習（Ensemble learning）が汎用性が高く、尚

且つ高性能と予想されており、設計を進めている。今

後引き続き整備を進める新規急性経口投与毒性試

験では測定機器や試験施設を限定しない、柔軟で

実用的なものであるべきで、そのためにはデータサイ

エンスの専門家でなくともデータ測定、学習、予測と

いった高度な解析処理が可能な解析計算システムを

設計、構築するのが肝要と考えられる。

なお、本研究では実験動物で観察されたバイタル

サインがヒトの所見と符合するか否かについて日本中

毒学会の専門家の協力を得る予定であったが、当該

専門家は救急医療に携わる医師であり COVID-19
への対応のため本年度は実現できなかった。

E．結論

急性毒性試験は全ての毒性試験の起点となる重

要な試験である。急性毒性試験のエンドポイントには

多くの議論がありながら、改善が行なわれてこなかっ

た（小野宏 1990）。死亡に至る時には重要な毒性徴

候が現れるが、刻々と変化する毒性徴候を記録し化

学物質のハザードを判定することは熟練者でも相当

に困難であるため、判定が容易な死亡がエンドポイ

ントとして採用されてきた。一方、バイタルサインの一

部を自動測定する手法は、医薬品開発の安全性薬

理試験で使用されるテレメトリー法が確立されている

が、送信機を埋植する外科処置と術後の回復期間期

間が必要であり、また、専用ケージおよび受信機を備

えた実験室が必要であるため、費用の面から、また

医薬品に比較してはるかに数が多い一般化学物質

への急性毒性試験への導入は難しい。本研究を推

進することにより、簡便かつ安価にバイタルサインの

測定が可能となるため、ヒトの安全性確保、動物福祉

を充足し、試験費用の低減と期間の短縮による効率

化が期待される。
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