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研究要旨

本研究の目的は、化学物質やその混合物の安全性を評価するための国際的な合意を推

進する経済協力開発機構（OECD: Organisation for Economic Co-operation and Development）
の試験法ガイドライン（TG: Test Guideline）プログラム各国調整官作業グループ（WNT: 
Working Group of National Co-ordinators of the TGs programme）において、日本で開発され

た種々の TG やガイダンス文書（GD: Guidance Document）、毒性発現経路（AOP : Adverse 
Outcome Pathway）などの世界各国が必要とする成果物を公定化させるとともに、他国が

提案する OECD 大型プロジェクトに関与し、その成果物に日本の主張を反映させ、これ

らから得られた成果を化学物質の審査及び製造等の規制に関する法律（化審法）や毒物及

び劇物取締法（毒劇法）などの我が国の厚生労働行政に反映させることを目的とする。

過去の研究班の成果として、我が国で開発された腐食性試験代替法、皮膚感作性試験

代替法、光毒性試験代替法、内分泌かく乱性スクリーニング法などに関する TG の成

立、免疫毒性の AOP 成立などに寄与し、非遺伝毒性発がんの試験の実施と評価のため

の戦略的統合方式（IATA: Integrated Approaches to Testing and Assessment）や皮膚感作性の

確定方式（DA: Defined Approach）の開発に協力してきた。 
本研究班では、これまでの成果を生かし、免疫毒性や生殖毒性試験の総説（DRP: 

Detailed Review Paper）及び非遺伝毒性発がんや光毒性の IATA などの GD の公定化に尽

力する。本年度、AOP に関しては、「カルシニューリン阻害による T 細胞依存的抗体産

生抑制：AOP154」が OECD にて正式に承認された。TG に関しては、既存の TG である

皮膚感作性試験代替法 ADRA（Amino acid Derivative Reactivity Assay）を含む TG442C の改

定をなすことができた。同時に承認された Defined Approach for Skin Sensitisation ガイド

ライン 497 の開発にも寄与した。

上記した OECD で検討されている皮膚感作性の確定方式（Defined Approach）や発達神

経毒性に関する大型プロジェクト等に参画して、成果物に日本の意見や結果を反映させ

た。この目的を果たすため、TG や AOP それらに必要な補足実験データを取得するとと

もに、日本から OECD に提出する資料を事前に相互確認し、また、OECD からの提案資

料への意見募集に適切な意見を返した。

別添３
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A. 研究目的 
本研究の目的は、化学物質やその混合

物の安全性を評価するための国際的な合

意を推進する経済協力開発機構（OECD: 
Organisation for Economic Co-operation and 
Development）の試験法ガイドライン（TG：

Test Guideline）プログラム各国調整官作業

グループ（WNT: Working Group of National 
Co-ordinators of the TGs programme）におい

て、日本で開発された種々の TGやガイダ

ンス文書（GD：Guidance Document）、毒性

発現経路（AOP : Adverse Outcome Pathway）
などの世界各国が必要とする成果物を公

定化させるとともに、他国が提案する

OECD 大型プロジェクトに関与し、その

成果物に日本の主張を反映させ、これら

から得られた成果を化学物質の審査及び

製造等の規制に関する法律（化審法）や毒

物及び劇物取締法（毒劇法）などの我が国

の厚生労働行政に反映させることを目的

とする。 
 
B. 研究方法 
B.1. AOP の開発 
分 担 研 究 者 の 小 島 は 、EAGMST

（Extended Advisory Group on Molecular 
Screening and Toxicogenomics）で行われてい

るOECDのAOP開発プロジェクトの進捗に

合わせ、班員を支援した。 
 

B.1.1. 免疫毒性の AOP 
研究分担者の小島と足利は、日本免疫

毒性学会会員をメンバーとする同学会試

験法委員会、AOP 検討小委員会に免疫毒

性 AOP154, AOP313, AOP314, AOP315 およ

び AOP277の開発を委託している。文献調

査 の 結 果 に 基 づ い て 、MIE（Molecular 
Initiating Event)、AO（Adverse Outcome）及
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びその間に介在する KE (Key Event）を定め

て、OECD に指定された外部 （または

scientific）評価者及びコーチの指摘事項に

対応することで開発を進めた。

B.1.2. 発がん性の AOP
研究分担者小川は、研究協力者西川の

協力を得て、ホルムアルデヒド誘発鼻腔

発がん機序に関する論文に引き続き、化

学物質暴露による鼻腔発がん全般の AOP
について論文化に必要な情報を収集し、

解析した。ラット、マウス、ハムスター

に鼻腔腫瘍を誘発する化学物質について、

PubMed の文献に加えて、NTP（National 
Toxicology Program） 、IARC（International 
Agency for Research on Cancer）、及び、日

本バイオアッセイ研究センターのデータ

ベースを使用して抽出し、誘発された鼻

腔腫瘍について、動物種、投与経路、組

織型などを分類した。また、関連する非

腫瘍性病変及び遺伝毒性のデータについ

ても抽出し、腫瘍発生経路の推定を行っ

た。

B.1.3. 光毒性の AOP
研究分担者の尾上は、開発中の光毒性

AOP を AOP wiki に入力した。 

B.2. TG 及び DRP の開発

平林と小島は、OECDのTGの開発プロ

ジェクトWNTの進捗に合わせ、班員を支

援した。

B.2.1.  皮膚感作性試験

小島は、協力研究者の笠原とともに、

皮膚感作性試験代替法 In Chemico Skin 
Sensitisation、 ADRA（Amino acid Derivative 
Reactivity Assay）の追加バリデーション報

告書及び TG442C の改定案を作成した。 

また、小島は協力研究者の相場ととも

に、IL-8 Luc assay TG442E の改定案を作

成した。

小島と足利は、Defined Approach for Skin 
Sensitisation のプロジェクトに参加し、ガ

イドラインの成立に協力した。

B.2.2.  免疫毒性試験

小島は、相場及び国際的な専門家とと

もに、in vitro 免疫毒性に関する DRP 
(Detailed Review Paper)を作成した。 

DRP の承認を待って提出することを予

定している IL-2 を指標とした免疫毒性試

験の TG 案を作成した。 

B.2.3. 生殖毒性試験の DRP
小島は、国際的な専門家とともに、in

vitro 生殖発生毒性に関する DRP を作成し

た。

B.2.4.  発達神経毒性に起因する行動解析

に関する情報収集

研究分担者の斎藤は、これまでの国内

外における発達神経毒性評価の現状につ

いて情報収集を行うとともに課題を抽出

した。今年度は、発達神経毒性試験にお

ける動向を知るために、米国環境保護庁

（EPA: Environmental Protection Agency）及び

OECD の 発 達 神 経 毒 性 （DNT：
Developmental neurotoxicity）に関する TG に

おける、行動解析に関する情報について

内容を確認し、比較を行った。加えて、

PubMed を用い、発達神経毒性評価の現状

について文献調査を行った。

また、JaCVAM発達神経毒性（DNT）資料

編纂委員会にオブザーバーとして参画す

るとともに、公定化に向けて進行中の in 
vitro DNT の DRP に対して、OECD からの
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意見募集に適切な意見を返した。

B.3.  IATA の開発

B.3.1. 非遺伝毒性発がん性の IATA 開発

への協力

1)発がん性 IATA 開発

小川と西川は、非遺伝毒性発がん性

IATA開発専門委員会のweb会議に参加し、

開発方針に関する議論及び最新の評価方法

に関するwebinarに参加した。全体会合に加

えて、当該IATAにおける13のAssay Block
の内2つまたは3つを分担し、そのサブグ

ループ会議にも参加し、現存の試験法の利

用に関する考え方などに関する論文化に向

けて検討した。

2) Bhas42 細胞形質転換試験法の TG 開発

Bhas42 細胞形質転換試験法（Bhas42CTA）

は、化学物質の非遺伝毒性発がん性を遺

伝毒性発がん性と区別して検出できる

OECD 唯一の試験法 （GD231）である。

OECD では、非遺伝毒性発がん性検出を目

的とした IATA開発が 2016年から行われて

いる。専門委員会では mode of action（MoA）

が議論され、それに基づき IATA 構築の方

針が国際合意され、2020 年は専門委員会

として総説論文を公表した。MoA を構成

する各 KE 及びそれらに対応した 13 の

Assay Block において、各種試験法の選出

やその利用に関する考え方の作成及び評

価を行った。

Step 1 では試験法毎にその利用に関する

詳細な情報をとりまとめた考え方を作成

し、Step 2 では他のメンバーが試験法の利

用に関する考え方の評価案を作成した。

Step 2 の評価案をもとに、Assay Block のメ

ンバー全体で協議し、合意したものを

Assay Block からの提案試験法とその評価

結果としてグループ全体に提案した。

分担研究者の大森は、Block 3 の“Cell 
Transformation”と Block 4 の“Gap Junction”
を担当し、Block 3では Bhas 42 CTAのアッ

セイの利用に関する考え方を作成し、Balb
3T3 CTAの評価を担当した。また、Block 4
では、Dye Transfer Assay と Inhibition of
Metabolic Co-operation Assay を提案すると

ともに、Metabolic Cooperation Assay with
（HGPRT+&-） V79 Cells（using 6-TG）の利用

に関する考え方の作成及び代謝活性化に

関与しないアッセイについて評価案を作

成した。

B.3.2. 光毒性 IATA
尾上と小島は、JaCVAM 資料編纂委員会

の協力を得て、光毒性 IATA を作成した。 
B.4.  AOP 及び TG の実験データ支援

B.4.1. 光毒性

1) ROS アッセイ

尾上らが既に公表している ROS アッセイ

推奨プロトコルに基づき、acridine（ACD）、

furosemide（FSM）、hexachlorophene（HCP）、
8-methoxypsoralen（MOP) 、norfloxacin（NFX）

及び promethazine（PMZ）について ROS アッ

セイを行った。

2) In vitro 皮膚内動態実験

上記 5 種の被験物質について、フランツ

型拡散セルを用いて人工膜 Strat-M におけ

る in vitro 皮膚透過性試験を実施した。ド

ナー側に被験物質（各 1 mg/mL）を入れ、経

時的に皮膚を透過したレセプター液中の被

験物質の量を UPLC/ESI-MS にてモニタリ

ングし、in vitro 皮膚透過性のデータを得た。

得られたデータを基に定常状態における各

被験物質の皮膚内濃度（Css）を算出した。得

られた Css の値と光化学的特性データを併

せて考慮することで光毒性予測を実施した。
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3) ラット in vivo 光毒性試験  
    前日に腹部を剃毛した雄性ラットに各被

験物質（10 mg/site）を塗布し、塗布後 3 時間

で black light にて UVA（30 J/cm2）を照射した。

照射終了後 24 時間 に色差計にて皮膚表面

の色調を計測し、光毒性の指標とした。 
 
B.4.2.  In vivoと相関性のある in vitro毒性評

価系による AOP 及び TG の実験データ支

援 
 分担研究者の中江らは以下に示す研究

を実施した。 
 
B.4.2.1. 表皮組織における代替法の検討：

ヒト 3D 再構成系表皮及びヒト表皮角化細

胞単層培養系を用いた folpet に対する経皮

毒性 
ヒト 3D 再構成表皮系としては、LabCyte 
EPI 24 モデル（株式会社ジャパン・ティッ 
シュ・エンジニアリング）を、当該モデル

に添付の培養液と共に用いた。単層培養

系としては、ヒト表皮角化細胞株 HaCaT
細胞を適宜継代して用いた。 
被験物質としては、皮膚刺激性試験で

陰性を示すものの 21 日間反復投与毒性を

示す folpet（フタルイミド系殺菌剤）を使用

した。 
ヒト 3D 再構成表皮系を用いた実験は、

OECD TG439 に従った皮膚刺激性試験（15
分曝露・42 時間後培養）と、24 時間曝露の

2 条件で、同じ濃度の folpet（0、100、300、
1000、2000 μg/mL）による細胞毒性を（3-
(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-di-
phenyltetrazolium bromide: MTT）アッセイで

比較評価した。また、24 時間曝露時にお

ける各種炎症性サイトカイン・バリア機

能関連遺伝子発現を qPCR にて解析した。 
HaCaT 細胞を用いた実験は、folpet を 0、

1、3、10、30、40、60、80、100、120 μg 
/mL の濃度で 24 時間曝露し、WST-8 アッ

セイで細胞毒性を評価した。 
 

B.4.2.2.  肝臓における代替法の検討：正常

または腫瘍肝細胞における脂肪毒性に対

する検討 
ラット正常肝細胞株 Clone 9 と、ヒト肝

癌由来細胞株 HepG2 を用い、各種脂肪酸

（パルミチン酸、オレイン酸、エライジン

酸、リノール酸、アラキドン酸、EPA、

DHA）を 1-1600 µM の濃度で 24 時間曝露

し、WST-8 アッセイで細胞毒性を評価し

た。 
 

B.4.2.3.  腸管由来組織における代替法の検

討 
1) 腸管上皮由来Caco-2細胞を用いた平面

培養による検討 
DSS（Dioctyl Sodium Sulfosuccinate: MP 

Biomedicals）を通常培地（DMEM Low Glu、
10% 胎仔ウシ血清（FBS）、1% 非必須アミ

ノ酸溶液（NEAA）、1% ペニシリン・スト

レプトマイシン）に後述する濃度%（w/v）で
混じ、Caco-2 に 24 時間曝露した。 

 
1-1) 遺伝子発現解析 

2 枚の 12-well plate の各 well に Caco-2 を

4 ×104 cell/mLで播種して 2日毎に培地交換

を行い、コンフルエントになってから 5日
後に DSS をそれぞれの plate の 3well ずつ

に 1、3、5%及び 5、10、15%で曝露した。 
DSS 10、15%においてはRNA量、cDNA

量共に測定できたにもかかわらず、内部

標準遺伝子発現が僅かで、DSS 15％では

内部因子を含めその他のターゲット遺伝

子すべてに発現が見られなかった。従っ

て DSS 10%以上の曝露は、評価に適さな
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い状況にあるものと考えられた。 
 

1-2) 蛍光免疫組織学的染色 
Cell culture slide (4-well タイプ) の各 well

に Caco-2 を 1.3 × 105 cell/mL で播種した。

培地は 400 μL/wellとした。2日毎に培地交

換を行い、約 2 ヶ月後に DSS を 1、3、5%
の濃度で曝露した。DSS 処理後に 3%パラ

ホルムアルデヒドで固定し、0.2% Triton-
X100 で透過処理を行い、更に 1% FBS で

ブ ロ ッ キ ン グ 後 、E-Cadherin Rabbit 
Polyclonal Antibody（ProteinTech）を添加し

一晩処理し、Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) 
Highly Cross Adsorbed Secondary Antibody、 
Alexa Fluor 555（Thermo Fisher Scientific）を
反 応 さ せ 、4',6-diamidino-2-phenylindole
（DAPI）添加剤にて封入した。 
 
1-3) 生細胞数測定（WST-8 アッセイ） 

96-well plateに Caco-2を 8,000 cell/wellで
播種して 2日毎に培地交換し、コンフルエ

ントになってから 5 日後に 5、10、15、20、
25、30%の濃度の DSS を曝露した後、Cell 
Counting Kit-8（同人化学:富士フィルム和光

純薬株式会社）を添加してインキュベート

した。WST-8 試薬添加後のインキュベー

ト時間も考慮して、1 時間経過ごとに 4 時

間まで、マルチモードプレートリーダー

（バイオテックジャパン）にて 450 μm の吸

光度測定を行った。 
 

2) マウス空腸由来のオルガノイドを用い

た検討 
正常 C57BL/6J マウス由来の空腸オルガ

ノイドに後述する濃度の DSS をインジェ

クションし、別のウェルでは培地に同濃

1 Hexachlorobutadiene（HCBD）、1-Amino-2,4-
dibromoanthraquinone（ADBAQ）、 

度の DSS を添加し比較解析した。それぞ

れ経時的に撮影し、DSS のオルガノイド

に対する影響を検討した。 
2-1) 培地添加による曝露 

5、10% DSS（in phosphate-buffered saline 
(PBS) ）を調製し、24-well plate に 0.5、1%
濃度になるよう培地に添加した。Control
群においては PBS を 1%になるように添加

した。培地容量は、PBS、 DSS 共に、400 
μL/wellとした。 
 
2-2) インジェクションによる曝露 

15、30% DSS（in PBS）を調製し、オルガ

ノイドにインジェクションした。オルガ

ノイドの体積とインジェクションする液

量の条件から、投与液は 30 倍希釈される

ことが明らかとなっている。そのため、

インジェクション後オルガノイド中の

DSS 濃度は、0.5、1%となった。Control 群
には、PBS をインジェクションした。 
 
B.4.3. 発がん性試験における AOP 及び TG
の実験データ支援 
分担研究者の豊田は、令和 3 年度に検索

する新規被験物質として、腎発がん物質 5
種 1を、6 週齢の雄 F344 ラットに 28 日間混

餌（HCBD、 ADBAQ、 DMN）または飲水

（EHEN、 AOM）投与した（各群 5 匹）。各物

質の投与濃度は短期試験における最大耐量

として、300 ppm HCBD、 10,000 ppm 
ADBAQ、 500 ppm DMN、 1,000 ppm EHEN
及び 40 ppm AOM に設定した。ただし

EHEN 投与群については、顕著な体重増加

抑制がみられたため、3 週目以降投与濃度

を 500 ppm に変更した。 
投与期間終了時に解剖し、腎臓及び肝臓

Dimethylnitrosamine（DMN）、N-Ethyl-N-hydroxy-
ethylnitrosamine (EHEN）、Azoxymethane（AOM） 
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の重量を測定した。腎臓の病理組織学的検

索を実施するとともに、免疫組織化学的手

法による γ-H2AX 形成の定量解析を実施し

た。右腎横断面から、皮質及び髄質外帯外

層の特定部位を顕微鏡下（x400）でそれぞれ

4 か所撮影し、尿細管上皮細胞の総数なら

びに γ-H2AX 陽性細胞から陽性細胞率を計

測した。 
 

B.4.4. 遺伝毒性の AOP 開発 
分担研究者の堀端は、発がん性の AOP

への組み込みを想定し、遺伝毒性初期応

答反応の早期検出システムを構築するた

め、クロマチン免疫沈降法 （Chromatin 
immunoprecipitation; ChIP）及び定量的 PCR
を用いた DNA 損傷応答の分子生物学的解

析を実施した。なお、一般的なコーディ

ング DNA領域と比べて、リボソーム DNA
（ribosomal DNA; rDNA）は１細胞あたりヒ

トでは 200〜700 コピーから成るクラス

ターを形成しており、また、DNA 代謝反

応である転写のメカニズムについての知

見も豊富であることから、rDNAをChIP及
び定量的 PCRを利用した DNA 損傷応答解

析の標的領域とした。 
DNA 損傷の定量化が可能な紫外線照射

による DNA 損傷を誘導した Flp-In 293 細

胞を用いて、rDNA 上の転写装置である

RNA polymerase I （RNAPI）の構成サブユ

ニット RPA194、DNA損傷応答マーカーで

あるヒストンバリアント γH2AX、または

DNA 損傷応答タンパク質の一つとして知

られるKu80を標的としたChIPを実施し、

RNAPI、γH2AX または Ku80 が局在する

DNA 画分をそれぞれ調製した。これらの

DNA 画分を鋳型 DNA とし、rDNA unit を
転写領域及び非転写領域を含む領域に分

けてそれらを標的とした 9つのプライマー

セット（H1〜H4. 9）を用いた定量的 PCR に

より、DNA 損傷誘導時における RNAPI、
γH2AX または Ku80の rDNA上での位置的

相対量変化を解析することで、DNA 上で

直接的に生じている DNA 損傷応答の定

量・定性的検出を試みた。 
 

B.4.5. 腎障害・線維化の分子メカニズムに

関する研究 
分担研究者の松下は、腎障害・腎線維

化の AOP 作製に資するデータを得るため、

障害機序の異なる 3種類の腎毒性物質：ア

ロプリノール（APL）、バンコマイシン

（VAN）及びピューロマイシン（PAN）を用

いて腎線維化モデルラットの作出を試み

た。 
実験 1：6週齢の雄性 SDラットを 3群に配

し（n=5）、媒体である 0.5%メチルセルロー

スもしくは APLを 100及び 150 mg/kg体重

（5 mL/kg 体重）の用量で 1 日 1 回、28 日間

反復強制経口投与した。体重測定を週に 1
回行い、最新体重に基づいて投与容量を

算出した。最終投与 1日後にイソフルラン

深麻酔下において腹大動脈から採血した

後、放血により安楽死させて剖検を行っ

た。剖検時に腎臓を摘出して重量を測定

した後、一部を 10%中性緩衝ホルマリン

にて固定し、残りの組織は液体窒素にて

瞬間凍結もしくは OCT コンパウンドにて

凍結ブロックを作製した後、-80℃にて保

存した。得られた血液サンプルを常温下

で遠心（3,000 rpm、15 分）して血清を分離

し、尿素窒素（BUN）及びクレアチニン

（sCre）の値を測定した。また、10%中性緩

衝ホルマリンで固定した腎臓組織を用い

て定法に従いパラフィン包埋、薄切し、

HE 染色及び膠原線維を赤色に染色するシ

リウスレッド染色を施して病理組織学的
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検索を行った。さらに免疫組織学的解析

のため、組織標本を抗原賦活化処置とし

てクエン酸緩衝液（pH6.0）に浸漬してオー

トクレーブ処置し（121℃、15 分）、3% 
H2O2/メタノールにて内因性ペルオキシ

ダーゼを除去した。引き続き、非特異反

応を除去するため 10%正常ヤギ血清を用

いてブロッキング処置を施した後、抗

CD44 抗体（ポリクローナル、x10,000、
Abcam）を 4℃にて一晩インキュベートし、

二次抗体（ポリマー法：ヒストファインシ

ンプルステイン）を室温下で 30分インキュ

ベートした。ジアミノベンジジンにて反

応を可視化し、ヘマトキシリンにより核

染色を行った。統計学的解析として、体

重、血液生化学的検査及び腎重量のデー

タについて一元配置分散分析（ANOVA）を

実施した後に Dunnett 法による多重検定を

行った。有意水準は 0.05 に設定した。 
実験 2：6週齢の雄性 SDラットを 3群に配

し（n=5）、媒体である生理食塩水もしくは

VAN を 200 及び 400 mg/kg 体重（10 mL/kg
体重）の用量で 1 日 1 回、28 日間反復腹腔

内投与し、実験 1と同様の測定及び解析を

実施した。 
実験 3：6週齢の雄性 SDラットを 3群に配

し（n=5）、媒体である生理食塩水もしくは

PAN を 8 及び 12 mg/kg 体重（5mL/kg 体重）

の用量で 1日 1回、28日間反復静脈内投与

し、実験 1 及び 2 と同様の測定及び解析を

行った。 
 
B.5. OECD に提出する資料の事前確認と

OECD からの意見募集への対応 
 平林は、WNT の Bureau として OECD
活動に協力するとともに、研究班内に文

書検討グループを組織し、日本から

OECD に提出する資料を事前に相互確認

し、また、OECD からの提案資料への意

見募集に適切な意見を返した。 
 
B.6. 毒性等情報収集調査 
分担研究者の山田は、平成 30 年度開始

の厚生労働科学研究化学物質リスク研究

事業［公募型］計 4 課題の令和 2 年度報告

書を入手して*1、毒性エンドポイントと

解析対象の化学物質、評価系の構築状況

ならびに試験結果を精査して Excel 形式で

整理した。さらに、各研究課題の分担研

究について、AOPの構築と TG化へ向けた

位 置 づ け を 整 理 し 、 俯 瞰 す る 図 を

PowerPoint 形式でまとめた。調査対象は以

下の通りである。 
1) 化学物質の動物個体レベルの免疫毒性

データ集積とそれに基づく Multi-
ImmunoTox assay（MITA）による予測性

試験法の確立と国際標準化 
2) 家庭用品化学物質が周産期の中枢神経

系に及ぼす遅発性毒性の評価系作出に

資する研究 
3) 生体影響予測を基盤としたナノマテリ

アルの統合的健康影響評価方法の提案 
4) 血液中の核酸をバイオマーカーに用い

た化学物質の高感度な有害性評価に資

する研究 
さらに、AOP の IATA への活用に関する

調査を行った。主に、OECD IATA Case 
Studies Project における事例研究から学ん

だ留意事項をまとめた公開資料*2 を使用

した。 
*1https://mhlw-grants.niph.go.jp/ 
*2http://www.oecd.org/chemicalsafety/risk-
assessment/iata-integrated-approaches-to-
testing-and-assessment.htm 
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（倫理面への配慮） 
本研究は動物福祉の3Rs（Replacement、 

Reduction、 Refinement）に配慮して、各施

設における動物実験委員会の承認のもとに

基本指針を遵守して実施し、動物使用数や

動物に与える苦痛は最小限に留めた。 
腸管組織における検討においては、マウ

ス回腸由来のオルガノイド培養組織を実施

するにあたりマウスを使用した。ただし、

その使用は最少匹数に留め、東京農業大学

動物実験委員会より承認を受けた申請内容

に則り実施した。 
国立医薬品食品衛生研究所の実験は、

動物の数は最小限にとどめ、実験動物取

扱い規定に基づき、動物の苦痛を最小限

とするよう配慮して行った。 
ボランティア及びヒト組織は使用しな

かった。これらのことから、倫理的問題は

無いと考える。 
 
C.  研究結果 
C.1. AOP の開発 
C.1.1. 免疫毒性の AOP 
「AOP154: カルシニューリン阻害による T
細胞依存的抗体産生抑制」については、

WNT/WPHA（Working Party of Hazard 
Assessment）に提出したのち、ドイツから

コメントが提示されたという連絡があり、

AOP Wiki の改訂作業を行った。ドイツか

らの主な指摘は、TDAR（T cell Dependent 
Antibody Response）アッセイの方法をガイ

ドラインごとに詳細に記載すること、本

AOP のみで免疫毒性試験が免除されるこ

とはなく、本AOPは IATA開発に利用され

るべきであること、本 AOP の EU 地域で

の規制上の重要性についても記載するこ

となどであった。指摘事項に対応し、

OECD 事務局に改訂完了の連絡と著者回答

ファイルを提出したところ、OECD 事務局

から、本 AOP が WNT/WPHA で承認され

た。その後 OECD 事務局に著作権譲渡に

関する著者全員の署名書類を提出し、令

和 3（2021）年 10月 15日に OECD Libraryに
おいて公開された。 
「AOP313: TLR (Toll-like receptor) 7/8 への

結合による乾癬様皮膚疾患の増悪」につい

ては、コーチとのwebミーティングの指摘

事項（測定結果だけでなく測定対象及び方

法 を 記 載 す る こ と 、Taxonomic 
Applicability は AOP が環境毒性からきてい

るためにある項目であり、サポートする

evidenceをKEやKERに記載すること、IL-
23 について構造だけでなく機能も記載す

ること、IL-17 及び Th17 に focus するので

あればそのことを明記することなど）に対

応中である。 
「AOP314: 免疫細胞に存在する ER

（Estrogen Receptor）の活性化による全身性

リテマトーデス（SLE）の増悪」については、

AO 及び KE の置き換えなど大幅な見直し

を検討していることをコーチに連絡した。 
「AOP315: JAK3の阻害によるT細胞依存

的抗体産生抑制」については、コーチに改

訂完了の連絡と著者回答ファイルを提出

したところ、これに対するコーチコメン

トを受領した。対する AOP Wiki 改訂作業

を行い、再びコーチに改訂版を提出した。

コーチからの主な指摘は、本 AOP の AO
が AOP154 の AO と類似しているので同じ

イベントの場合は AOP154 の AO（KE984）
にリンクさせ、別のイベントを作成した

い場合は全体を修正すること、KER3 の定

量的考察はデキサメタゾンがどのように

STAT5 の DNA への結合を阻害するかをよ

り 詳 細 に 説 明 す る こ と 、“biological 
plausibility of KERs”、 “essentiality of KEs”
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及び“empirical support for KERs”について

ハンドブックに従って要約表を加えるこ

となどであった。OECDより、外部評価に

入れる AOP があればチェックリストを提

出するよう要請を受けたコーチが、2021
年 11 月 8 日にチェックリストを OECD に

提出したことから、今後、外部評価に進

むことが予想される。AOP154 の場合、外

部評価が決まってから OECD に承認され

るまで約 1 年半かかっており、AOP315 も

同程度の期間内の承認を目指す。 
「AOP277: IL-1 receptor 結合阻害」につい

ては、AOP 開発の引継ぎに関する web 会

議を実施し、元の AOP 開発者である東北

大学の相場節也先生、木村裕先生から説

明を受けた。コーチとのweb会議が行われ、

評価結果について説明を受けた。その後

OECD から scientific review report を受領し

た。その主な推奨事項は、IL-1R シグナル

を阻害するストレッサーに特異抗体だけ

でなく化合物/医薬品を加えること、AP-1
など NF-kB が関与しない経路も考慮する

こと、T cell のタイプを明確にすること、

増加する感染のタイプを明確にすること

などであった。現在これらの推奨事項に

対応案を作成中である。 
 

C.1.2. 発がん性の AOP 
網羅的に情報収集した鼻腔発がん物質の

うち 40 種の吸入暴露による発がん物質

（ラット 38 物質、マウス 11 物質、ハムス

ター5 物質）及び 38 種の非吸入暴露による

発がん物質（ラット 36 物質、マウス 5 物質、

ハムスター17 物質）について、誘発された

鼻腔腫瘍を INHANDに基づいて分類した結

果、扁平上乳頭腫、扁平上皮癌、腺腫、腺

癌、腺扁平上皮癌、神経上皮癌、未分化癌、

非特異的な癌、線維肉腫、血管腫、血管肉

腫、粘表皮腫、横紋筋腫、横紋筋肉腫が報

告されていた。最も高頻度の鼻腔腫瘍は扁

平上皮癌であり、投与経路に関係なく認め

られ、その前駆病変として、扁平上皮化生

及び/または扁平上皮乳頭腫と呼吸上皮過

形成が示唆された。 2 番目に多いのは腺癌

であり、その前駆病変として主に嗅上皮過

形成が示唆された。一方、腺腫の前駆病変

は呼吸上皮病変と考えられた。これらの経

路はげっ歯類間で共通していると考えられ

るが、マウスまたはハムスターのデータは

限定的であった。 
 
C.1.3. 光毒性の AOP 
令和元（2019）年 6 月に OECD TG495 と

してガイドライン化された ROS アッセイ

を主軸として、新たに光安全性評価のた

めの AOP 構築を進めている。既に OECD 
の専門家会議で意見を求め、光刺激性に

絞った AOP 作成を進めることで同意を得

た。 
 
C.2.  TG 及び DRP の開発 
C.2.1.  皮膚感作性試験 
小島は、協力研究者の笠原とともに、

昨年度から検討を続けてきた In Chemico 
Skin Sensitisation、 ADRA の改定に尽力し

た結果、令和 3（2021）年 6 月に TG の改定

が承認された。引き続き、OECD の専門

家から要請を受け、ADRA の国内施設の

協力を得て実施した追加バリデーション

の報告書及びTG442Cの最終改定案を作成

し、7 月に OECD に提出した。11 月の専

門家会議を経て、改定TG案をOECDに提

出した。 
また、小島は、協力研究者の相場とと

もに、IL-8 Luc assay TG442E の改定案を

作成し、7 月に OECD に提出した。11 月
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の専門家会議後に反論がでてきたことも

あり、来年、再協議を行うことになって

いる。 
 小島と足利は、昨年度から専門家委員

会で検討を続けてきた Defined Approach 
for Skin Sensitisation の承認に寄与した結果、

令和 3（2021）年 6 月にガイドライン 497 が

承認された。 
本ガイドラインは新しいタイプの

OECD ガイドラインである。DA では化学

物質の物性および in vitro 試験データで検

証された OECD の組み合わせを使用して

いる。その一つとして、 DAでは、化学物

質規制に in silico データを受け入れること

を可能にした最初の事例である。  
このガイドラインには以下に示す画期

的な点が複数含まれている。 
１ 初めて試験法の結果を組み合わせて評

価する手法が公定化された。 
２ 初めて in silico の利用が組み合わせ評

価に利用された。 
ヒトの感作性が予測できる初のガイドライ

ンである。 
 
C.2.2.  免疫毒性試験 

小島は、相場及び国際的な専門家とと

もに、昨年度、in vitro 免疫毒性に関する

DRP を作成した。OECD が集めた意見に

対応する改定版を9月に提出したところ、

2 次募集において追加意見が集まった。現

在、この意見に対応する改定を検討して

いる。 
DRP の承認を待って提出する予定の IL-

2 を指標とした免疫毒性試験の TG 案を作

成し、3 月に OECD に提出した。 
 

C.2.3. 生殖毒性試験の DRP 
国際的な専門家とともに、in vitro 生殖

発生毒性に関する DRP の作成をこの一年

継続して実施している。本来は夏休み前

に適切な論文に投稿する予定であったが、

著者の中に EPA や企業の専門家が含まれ

ていることから、公表にあたり EPA や企

業の同意を得ることに手間取ったことも

あり、令和 4（2022）年 2 月に Current 
Research Toxicology に投稿し、3 月に改訂

の指示を受けた。 
 

C.2.4. 発達神経毒性に起因する行動解析に

関する情報収集 
EPA 及び OECD の DNT に関する TG を

確認し、げっ歯類に対する行動解析に関

する内容を中心に比較を行った結果、発

達神経毒性に関連する OECD TG426 は、

全般にEPAガイドライン(OPPTS 876. 6300)
に沿った内容であり、EPAのガイドライン

に比べ詳細に記載されていた。試験項目

の内容に関しては、大きく分けて「行動発

達」、「自発運動量」、「運動及び感覚機能」、

「学習及び記憶」における推奨検査項目や

実験条件について述べられていた。しか

しながら、実施する行動評価の選択につ

いては具体的な記載はなく、明記されて

いるのは評価の対象となる機能及び試験

を行う際の推奨日齢のみであった。また、

脳高次機能に関する試験項目としては「学

習及び記憶」が該当するが、試験方法の記

述は曖昧な表現にとどまっていた。さら

に、行動試験を行うにあたり、解析環境

の記載については、具体的な説明が乏し

いことや、特定の試験を組み合わせた評

価系を構築するなど、標準化（統一化）さ

れたプロトコルではないことも明らかと

なった。 
PubMed を用い、OECD TG426 が制定さ

れた平成 19（2007）年から令和 3（2021）年ま
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での範囲で文献数調査を行ったところ、

一 例 と し て 、 検 索 キ ー ワ ー ド

「developmental neurotoxicity」のみの検索条

件では総文献数が 995件にのぼり、その報

告数は年々増加していることから、発達

神経毒性研究に対する関心が伺えた。一

方で、「"developmental neurotoxicity" AND 
"OECD test guideline 426"」の検索条件では、

わずか 2件の該当であった。文献検索につ

いては、検索条件を変更しながら、学術

ベースとガイドラインベース（OECD ある

いは EPA のガイドラインに準拠した試験）

で、ガイドラインの使用実績を含めて引

き続き調査を進め、得られた文献情報に

ついてとりまとめる予定である。 
JaCVAM 発達神経毒性資料編纂委員会の

オブザーバーとして委員会に参画すると

ともに、in vitro DNT ガイダンス文書

（Guidance on the Interpretation of Data from 
the Developmental Neurotoxicity (DNT) In-
Vitro Testing Assays for Use in Integrated 
Approaches for Testing and Assessment (IATA)）
及び Case Study に関して、OECD 事務局に

提出するコメント募集に応じた。神経行

動毒性の評価系、特に in vivo試験を行って

いる立場から、本ガイダンスの改善点・

懸念点について以下のコメントを行った。 
1. 提案されている in vitro 試験バッテリー

（Developmental Neurotoxicity In Vitro 
Battery (DNT IVB)）により in vivo 発達神

経毒性を予測するにあたって、化学物

質影響の種間差、性差に関する言及が

ないこと。 
2. 行動毒性においては、in vitro試験の複数

のアッセイを組み合わせたとしても、

予測は困難であり、現在の内容に加え

て、さらに考察を追加する必要がある

こと。 

3. in vivo 試験で観察される神経回路の機能

変化や、顕在化する行動影響に関して、

in vitro 試験において得られたデータは

どこまで対応しうるのか、あるいは妥

当性があるのか、具体的な言及を追加

すること。 
4. 被験物質の複合曝露による、相加・相

乗的影響についての懸念。また、げっ

歯類の代替としてのゼブラフィッシュ

による解析を含めて、検出系の施設間

差、試験プロトコルの統一性（個体数や

分析法）についての議論をすること。 
5. 今後、DNT IVB で種々の化学物質につ

いて検討する際に、in vitro 試験で確認

されなかった影響が in vivo試験のみで確

認された場合の解釈について言及する

こと。 
6. in vivo 脳高次機能（学習や記憶）の評価は

現状難しいと考えられ、その際に、最

終的に in vivoアッセイで補強すべき役割

について言及すること。 
 
C.3.  IATA の開発 
C.3.1.非遺伝毒性発がん性 IATA 開発への

協力 
1)発がん性 IATA 
 小川研究分担者は cell proliferation 及び

resistance to apoptotic cell deathのサブグルー

プに、西川研究協力者は cell transformation、 
indicator of oxidative stress 及び resistance of 
apoptosis cell deathのサブグループに参画し、

Assay Block の 評 価 を 行 っ た 。cell 
proliferation においては、細胞増殖の評価

に関する in vitro/ex-vivo/short term in vivo 
assayの非遺伝毒性発がん性のKEとしての

網羅的文献検索、オミックス解析の利用

の可能性、規制への応用の可能性などを

内容とする論文作成について議論された。 
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 新規評価法としては、米国 EPA の Dr. 
Chris Corton に よ る eSTAR (Emerging 
Systems Toxicology for the Assessment of 
Risk)に関する webinar があり、肝発がんに

おいては、AhR、 CAR、 ER、 PPARa の活

性及び cytotoxicity が非遺伝毒性発がん性

の MIE として利用可能との紹介があった 
（Corton JC, et al.  Toxicol Sci 177; 11-26 2020）。
また、オランダ ライデン大学の Dr. Bob 
van de Water に よる weighted gene co-
expression network analysis（WGCNA）に関

する webinar があり、TXG-MAPr webtool 
（https://txg-mapr.eu/WGCNA_PHH/ 
TGGATEs_PHH/）を用いた初代ヒト肝細胞

のストレス応答遺伝子共発現分析につい

て紹介があった（Callegro G, et al. Archive 
Tox 95; 3745-75  2021）。非遺伝毒性発がん

物質と遺伝毒性発がん物質で誘導される

遺伝子発現パターンの相違について、こ

れらのデータを比較することも有用と考

えられた。 
2) Bhas42 細胞形質転換試験の TG 開発 
大森は、Bhas42 細胞形質転換試験（Bhas 

42 Cell Transformation Assay: Bhas 42 CTA）

が含まれる“Cell Transformation”（Block 3）
及び、約 40 年前からわが国で非遺伝毒性

発がん物質の検出法として有用性評価が

行われてきた“Gap Junction” （Block 4）を担

当した。 
Block 3 の“Cell Transformation”では、

SHE Cell Transformation Assay（SHE CTA）、

Bhas 42 CTA 、Balb 3T3 CTA、 Balb c/3T3 
transformics assay、Clonogenic soft agar 
Assay の計 5 種の assay が評価候補となっ

た。IATA の全 assay 候補の中で OECD の

GD として掲載されている試験法は、SHE 
CTA 及び Bhas 42 CTA のみである。この 2
つの試験法については、各種性能及び再

現性等の検証データに基づき利用に関す

る考え方を作成し、各評価項目においてA
評価を得た結果、Block 3 メンバーの全会

一致でランク A の合意を得た。一方、

Clonogenic soft agar AssayはランクBであっ

た。Balb 3T3 CTA については、2-step assay
と 1-step assay が開発されていることから、

いずれのプロトコルを利用に関する考え

方に記載し評価を行うかについて議論さ

れたが、かつてECVAMからOECDに提案

され評価が中断された 1-step assay を Block 
3 での評価プロトコルとすることになった。

同 プ ロ ト コ ル に 基 づ く Balb c/3T3 
transformics assay も Balb 3T3 CTA とは別に

利用に関する考え方が作成されたが、最

終的には Balb 3T3 CTA の optional assay と

して Balb 3T3 CTA の利用に関する考え方

に組み込まれ、Balb 3T3 CTAとして評価が

行われた。Balb 3T3 CTAでは、対象化合物

での明確な陽性結果が報告されていない

ことに加え、性能評価及び再現性検証の

化合物数も限定的であることなどから、

各評価項目は A 評価と B 評価とが混在し

た。ランキングについて Block メンバー内

で議論され、Balb 3T3 CTA（Balb c/3T3 
transformics assay 含む）はランク A で合意

された。それら 3 種の Cell transformation 
assay 評価結果は、10 月の全体会議での報

告に至った。 
Block 4 の“Gap Junction”では、大森から

提案した、Dye Transfer Assay と Inhibition 
of Metabolic Co-operation Assay について、

該当する 3 種 assay（Metabolic Cooperation 
Assay with (HGPRT+&-) V79 Cells (using 6-
TG)、Gap junction dye transfer assay–
combined、Gap Junction Multiparametric 
Scrape Loading-Dye Transfer assay (mSLDT)）
を選出した。Metabolic Cooperation Assay 
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with (HGPRT+&-) V79 Cells (using 6-TG)に
ついては、467 化合物で結果と 166 化合物

での性能評価について総説（ATLA）が我

が国から報告されており、それをもとに

大森が利用に関する考え方の作成を行っ

た。他の 2 種の assay は、他の 2 名のメン

バーが利用に関する考え方を作成した。

Metabolic Cooperation Assay with 
(HGPRT+&-) V79 Cells (using 6-TG) は、感

度（49％）及び特異性（63％）が十分で

なく施設間再現性評価が未報告のためラ

ンク B となった。Gap junction dye transfer 
assay–combined は、ECVAM のプロトコル

ではあるが、17 化合物のデータのみで検

証データが無いためランク C であった。

Gap Junction Multiparametric Scrape Loading-
Dye Transfer assay（mSLDT）は、328 化合物

での結果と IARCグループ 1及び 2の 72化
合物での性能評価が報告されており、感

度は 75％以上であるが、特異性が 45％と

低値であり、施設間再現性評価が未実施

であることからランクBとなった。これら

Block 4 の 3 種 Gap junction assay の評価結

果についても、10 月の全体会議での報告

に至った。 
 
C.3.2. 光毒性 IATA 

令和元（2019）年 6 月に OECD TG495 とし

てガイドライン化された ROS assay を主軸

として、新たに光安全性評価のための 
IATA 構築を進めている。既に OECD の専

門家会議にて共有し、専門家より修正に資

する重要なコメントを頂いている。ICH 
S10 において推奨されているストレテジー

をベースとし、(i) 被験物質の光化学的特性

評価、(ii) 光生物化学的特性評価、そして 
(iii) 皮膚や眼への移行性・滞留性等体内動

態評価の  3 段階のスクリーニングによる 

tiered approach を案として提示すべく準備

を進めている。 
 
C.4. AOP 及び TG の実験データ支援 
C.4.1. 光安全性評価ツールの予測精度 

被験物質である  ACD、FSM、HCP、
MOP、NFX および PMZ の光毒性リスクを

予測し、本評価系の適用可能性を精査した。

Strat-M® を二層膜モデル、 30 min の間 
methanol 処置した Strat-M® を単層膜モデル

として用い、レセプター液中に到達した被

験物質量を経時的に測定することにより各

被験物質のそれぞれの膜に対する透過性を

評価した。本試験では、 Strat-M® の薄さを

鑑みて試験開始から 8 h で膜透過速度定常

状態に達すると考えた。全被験物質の透過

量について、単層膜モデルの方が二層膜モ

デルと比較して高かった。二層膜および単

層膜モデルのどちらにおいてもレセプター

液中 PMZ 量は全被験物質中最も高く、試

験開始 8 h 後における値はそれぞれ 0.4 およ

び 1.3 µg/cm2 であった。被験物質の累積量

プロファイルに基づき、PTLM は 5.0 × 10-5 
(ACD)、5.0 × 10-5 (FSM)、6.0 × 10-5 (HCP)、
4.0 × 10-5 (MOP)、2.0 × 10-5 (NFX) および 1.0 
× 10-4 (PMZ) cm/s であり、POLM は 4.0 × 10-4 
(ACD)、1.7 × 10-4 (FSM)、1.8 × 10-4 (HCP)、
1.1 × 10-4 (MOP)、1.2 × 10-4 (NFX) および 3.9 
× 10-4 (PMZ) cm/s であった。全被験物質の 
POLM は PTLM と比較して高く、その差は 2.9 
から 7.4 倍であった。二層膜モデルに対す

る透過性は Clog P 値が -0.78 と被験物質中

で唯一負の値を持つ NFX が最も低かった。

HCP および PMZ の Clog P 値はそれぞれ 7.0 
および 4.6 であり、Clog P を基準とした脂

溶性は  HCP が最も高い一方で、PMZ の 
PTLM は HCP より高く全被験物質中最も高

値であった。これら Strat-M® に対する各被
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験物質の透過性を基に Css を算出したとこ

ろ、ACD、FSM、HCP、MOP、NFX およ

び PMZ の Css はそれぞれ 23.4、19.6、20.5、
9.4、5.9 および 38.1 µg/mL であった。すな

わち、PMZ が最も高く、次いで  ACD、

HCP および FSM の順であった。MOP およ

び NFX のCss は他の被験物質と比較し低

かった。 
UV/VIS 吸収スペクトル測定および ROS 

assay を 6 種被験物質に対して実施すること

で、それらの光化学的特性を評価した。全

被験物質は UV 領域に強い吸収を持ち、そ

の範囲で吸収が極大となる波長での MEC 
値は 19,500 (ACD)、14,900 (FSM)、11,200 
(HCP) 、 24,900 (MOP) 、 24,900 (NFX) と 
6,600 (PMZ) M-1·cm-1 であった。つまり、6 
種類の被験物質は高い光励起性を持つと判

断できる。ROS assay において、HCP を除

く全被験物質が擬似太陽光照射により産生

した singlet oxygen および superoxide anion は
ガイドラインによって定められた criteria を
超えていた。HCP は singlet oxygen の産生量

のみ criteria を超え、その産生量は全被験物

質中最も多かった。したがって、6 種の被

験物質全てが criteria を超えており、光反応

性を持つことが明らかになった。特に、

ACD は  singlet oxygen および  superoxide 
anion のどちらの産生量も非常に多く、被

験物質中で最も高い光反応性を有していた。 
提案した光安全性評価系の適用可能性の

検証には、本評価系により予測した結果と

実際に生体内で起こる光毒性反応との関連

性を評価する必要がある。したがって、各

被験物質の in vivo 光毒性を評価すべく、

ラットを用いた in vivo 光毒性試験を行った。

一般に、露光部に分布した光毒性陽性化合

物から産生された ROS および光励起された

化合物自身の一方もしくは両方が細胞膜障

害を引き起こし、発赤や紅斑を主徴とする

光刺激反応を呈する。本試験では、UVA 
照射前後のラット腹部の皮膚表面における

色調変化を客観的に評価することで光毒性、

特に光刺激性の強さを評価した。全被験物

質は UVA 照射により有意に皮膚表面の色

調が変化した。つまり、6 種の被験物質が

光毒性反応を誘発した。UVA 照射群では、

全 6 種被験物質で ∆a 値が正の変化を示し

た。この結果は塗布部の赤みが UVA 照射

により増したこと示しており、単回投与に

より紅斑反応を誘発することを認めた。つ

まり、全被験物質は光刺激性を有すること

が明らかとなった。特に、ACD および 
HCP 投与群の色調変化が他の 4 種被験物質

と比較して大きかった。 
以上、被験物質の in vitro 皮膚滞留性およ

び光反応性の統合的な解析により予測した

光毒性リスクおよび in vivo 光毒性の強さを

以下に示す。 
 
Predicted phototoxic risk:   

ACD＞HCP＞PMZ＞FSM＞MOP＞NFX 
 
Observed phototoxicity:   

ACD≒HCP＞PMZ＞MOP＞FSM＞NFX 
 
 予測した光毒性リスクと in vivo 光毒性の

順は良い対応を示した。人工膜を用いた統

合的光安全性評価法は精度良く被験物質の

光毒性リスク予測ができ、実験動物を用い

ずとも光安全性評価が可能であることを示

唆した。 
 
C.4.2.  In vivo と相関性のある in vitro 毒性評

価系による AOP 及び TG の実験データ支援 
C.4.2.1. 表皮組織における代替法の検討 
ヒト 3D 皮膚再構成系を用いた folpet に
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対する経皮毒性評価において、OECD 
TG439 に従った皮膚刺激性試験では 2000 
µg/mL の最高濃度まで陰性であったのに対

し、24 時間曝露では同条件の対照群と比

較して 2000 µg/mL より細胞毒性がみられ

た。24時間曝露における qPCRでは、炎症

性サイトカインの mRNA 発現が 1000 
µg/mLで有意に増加した。また、濃度依存

による検討では、3 時間あるいは 8 時間の

曝露より炎症性サイトカインの上昇がみ

られた。HaCaT 細胞を用いた 24 時間曝露

では、60 µg/mL 以上で細胞毒性を示した。 
 
C.4.2.2. 肝臓における代替法の検討 

Clone 9、HepG2、Hepa1-6 において、パ

ルミチン酸やリノール酸に比してオレイ

ン酸やオレイン酸のトランス異性体であ

るエライジン酸の細胞毒性は弱かった。

多価不飽和脂肪酸は、Clone 9 と比較して

HepG2と Hepa1-6において、低濃度曝露で

細胞毒性を示した。 
 
C.4.2.3. 腸管由来組織における代替法の検

討 
1) DSS 曝露によるマウス腸管への影響 
DSS 群の小腸では、病理組織学的に明ら

かな変化がなかったが、細胞接着関連因

子(TJP-1)及び炎症関連因子(IL-1β)の遺伝

子発現の減少傾向が見られた。DSS 群の

大腸では、軽度の炎症性病変が誘発され

た。 
2) 腸管上皮由来 Caco-2 細胞を用いた平面

培養による検討 
2-1) Caco-2 の遺伝子発現解析 

DSS 添加により control と比較し 1%濃度

以上で、TJP-1 並びに IL-1βの遺伝子発現

が減少傾向を示した。DSS 5%濃度におい

ては、e-cadherin と IL-1βの発現に加え、

ZO-1、IL-6、TNF-αについても control と
比較し、発現がやや低下する傾向が認め

られた。DSS 10、15%濃度においては、内

部標準遺伝子の発現自体が少なく、PCR
の結果が得られなかった。このことから

DSS 10%濃度以上では、細胞の死滅が生じ

ているものと考えられた。 
 
2-2) Caco-2の蛍光免疫組織学的染色及び遺

伝子発現解析 
2 週間培養し 24 時間 DSS を曝露したと

ころ、10%では明らかな細胞の脱落・離開

が見られた。5%では細胞培養の状態に

control と差が見られなかったが、e-
cadherin の免疫組織化学では細胞間の陽性

部位の減弱が認められた。DSS 1 及び 3%
濃度では、明らかな差が見られなかった。 
 
2-3) Caco-2 の生細胞数測定 (WST-8) 

WST-8試薬添加後のインキュベート 1時
間後の評価において、control に比較し、

DSS 5％濃度以上で、細胞が死滅し毒性が

生じているものと考えられた。 
 

3) マウス空腸由来オルガノイド 
3-1) マウス空腸由来オルガノイドの培地中

曝露 
添加後 1 時間で、DSS 0.5、1%濃度培地

で死滅しているオルガノイドが見られた

ことから、1 時間足らずでオルガノイドへ

の影響が確認できなくなり、マトリゲル

が破壊され緩くなることから、さらに低

濃度による検討を要することが明らかと

なった。 
3-2) マウス空腸由来オルガノイドのイン

ジェクションによる曝露 
インジェクション後に DSS 1％濃度でもオ

ルガノイドは死滅せず、大型化・変形した。
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TJP-1 の遺伝子発現は 0.5%濃度以上で一過

性の顕著な増加を示したが、24 時間後には、

control と差はなく 1%濃度では一転し発現

が低下した。さらに IL-1βの遺伝子発現は

減少傾向を示した。 
 
C.4.3. 発がん性試験における AOP 及び TG
の実験データ支援 

投与期間終了時点で、HCBD・DMN・

EHEN・AOM 投与群において、有意な体重

増加抑制が認められた。摂餌量は HCBD・

DMN・EHEN・AOM 投与群、飲水量は

EHEN・AOM 投与群で低値の傾向を示した。 
HCBD・ADBAQ 投与群では腎絶対・相

対重量の有意な増加が、DMN・EHEN・

AOM 投与群では腎絶対重量の減少及び相

対重量の増加が認められた。また、

ADBAQ 投与群で肝絶対・相対重量の増加、

HCBD投与群で肝相対重量の増加、DMN・

EHEN・AOM 投与群では肝絶対重量の減少

がみられた。 
腎臓の病理組織学的検索の結果、

HCBD・ADBAQ 投与群では再生尿細管の

出現及び尿細管上皮への好酸性顆粒沈着増

加等が、DMN・EHEN・AOM 投与群では

間質における炎症性細胞浸潤、尿細管上皮

細胞の変性及び核の大型化等が種々の程度

で認められた。 
 腎尿細管上皮細胞における γ-H2AX 形成

を免疫組織化学的に検討した結果、対照群

では陽性細胞は稀であったのに対し、被験

物質を投与した各群ではいずれも γ-H2AX
陽性細胞の増加が認められた。 
 
C.4.4.  遺伝毒性の AOP 開発 

遺伝毒性初期応答反応の早期検出シス

テム構築に用いた rDNA unit 上のプライ

マーセット H1〜H42. 9 の内、H1〜H13 は

転写領域、H18〜H42. 9 は非転写領域を検

出することができる。DNA 損傷を誘発し

ない条件において、RNAPI 共沈 DNA 中に

は H1〜H13の転写領域の DNAのみが均一

に存在する一方で、紫外線 DNA 損傷誘発

時の RNAPI共沈 DNA中には、転写領域の

中でも H1 と H4 の DNA領域が特に多く存

在することが示された。一方で、DNA 損

傷を誘発しない条件において、γH2AX 及

び Ku80共沈 DNA 中には rDNA unit 全領域

の H1〜H42。9 がわずかに、かつ、均一に

存在しているが、紫外線 DNA 損傷誘発時

の γH2AX 及び Ku80 共沈 DNA 中には H1
〜H42がさらに多く存在し、その中でも特

に H18及び H27 の DNA領域が多く存在す

ることが示された。 
 
C.4.5. 腎障害・線維化の分子メカニズムに

関する研究 
実験 1： APL投与群では実験期間を通して

体重増加抑制が認められ、APL 100 mg/kg
群では実験開始 1 から 2 週後に、APL 150 
mg/kg 群では実験開始 1 から 4 週後にかけ

て対照群と比較して有意な低値を示した。

血清生化学的検査では、BUN 及び sCre と

もに APL 100 mg/kg 群から増加傾向を示し、

APL 150 mg/kg 群では有意に増加していた。

腎重量の測定では、APL 100 及び 150 
mg/kg 群ともに絶対及び相対重量が用量依

存性を伴って有意に増加した。病理組織

標本を用いたシリウスレッド染色による

線維化の評価では、APL 100 及び 150 
mg/kg 群ともに間質の膠原線維の明らかな

増加を認めた。膠原線維の増加した領域

では尿細管は拡張あるいは萎縮しており、

これらの尿細管は免疫染色にて CD44 陽性

を示した。 
実験 2：体重測定において VAN 投与の影
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響は認められなかった。血清生化学的検

査では、BUN の有意な高値が VAN 200 及

び 400 mg/kg 群に、sCre の有意な高値が

VAN 400 mg/kg 群に認められた。腎重量測

定では、VAN 400 mg/kg 群において絶対及

び相対重量の有意な増加が認められた。

シリウスレッド染色では VAN 200及び 400 
mg/kg 群ともに軽度な膠原線維の増加が認

められ、膠原線維の増加した領域におけ

る尿細管は拡張あるいは萎縮しており、

免疫染色にて CD44 陽性を示した。 
実験 3：体重測定において PAN投与の影響

は認められなかった。血清生化学的検査

は現在実施中である。腎重量測定では、

VAN 12 mg/kg 群において相対重量の有意

な増加が認められた。VAN 8 及び 12 mg/kg
群の腎臓では糸球体及び尿細管障害を示

唆する変化がみられたものの、間質の膠

原線維の明らかな増加は認められず、拡

張／委縮尿細管も観察されなかった。

CD44 の免疫染色においても陽性を示す尿

細管は認められなかった。 
 
C.5. OECD に提出する資料の事前確認と

OECD からの意見募集への対応 
 本年 11 月に日本から以下の SPSF を提

出した。提出にあたり、厚生労働省とも

内容を調整した。 
1) 皮膚感作性試験 Epidermal 

Sensitization Assay (EpiSensA): An In 
Vitro Method for Identifying the Skin 
Sensitisation Potential of Chemicals 

2) 免疫毒性試験 Use of an interleukin-2 
luciferase lymphotoxicity test for 
identifying the immunotoxic potential of 
chemicals that is caused by anti-
proliferative effects 

 上記した活動に加え、本年度、以下の

意見募集が OECD よりあり、コメントを

提出した。 

 Draft TG on physical-chemical properties 
Particle Size and Size Distribution of 
Manufactured Nanomaterials (PSD)  

 Draft TG on Volume Specific Surface 
Area of Manufactured Nanomaterials 
(VSSA) 

 Draft updated Test Guideline No. 488 on 
Transgenic Rodent Somatic and Germ 
Cell Gene Mutation Assays 

 Draft Test Guideline on the Mammalian 
Erythrocyte Pig-a Gene Mutation Assay 

 Draft Test Guideline No. 442C: Draft 
updated Appendix II on In Chemico Skin 
Sensitisation: Amino acid Derivative 
Reactivity Assay (ADRA) 

 Draft updated Performance Standards for 
the assessment of proposed similar or 
modified in vitro skin sensitisation DPRA 
and ADRA test methods 

 Draft Test Guideline No. 442E updated 
with a new Annex: Annex IV on Genomic 
allergen rapid detection for assessment of 
skin sensitisiters (GARD™skin) 

 Draft Test Guideline for Defined 
Approaches for Serious Eye Damage and 
Eye Irritation 

 Draft Supporting Document for Defined 
Approaches for Serious Eye Damage and 
Eye irritation 

 Draft Test Guideline No. 492B on 
Reconstructed Human Cornea-like 
Epithelium (RHCE) test method for eye 
hazard identification 
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 Draft Performance Standards for Test 
Guideline No. 498 on RhE Phototoxicity 

 Draft Detailed Review Paper on the 
miniaturised versions of the bacterial 
reverse gene mutation test 

 Guidance Notes on the Adaptation of 
the In Vitro micronucleus assay 

C.6.  毒性等情報収集調査 
C.6.1. 各研究事業における新規有害性評価

系の開発状況と AOP 開発へ向けた課題 
各研究事業の分担研究ごとに、各分担

研究課題、目的、研究対象物質、材料と

方法、結論、の項目を設定し情報を整理

した。さらにそれらを総合して AOP 開発

へ向けた位置づけを整理し、課題を考察

した。 
1）“化学物質の動物個体レベルの免疫毒

性データ集積とそれに基づく Multi-
ImmunoTox assay（MITA）による予測性試験

法の確立と国際標準化”においては、化

学物質の免疫毒性評価法を 2つ作出した。

IL-2 Luc assay に関しては validation、peer 
review を経て、令和 2（2020）年 11 月に

SPSF を OECD に提出した。IL-1 Luc assay
も validationを行い、reportを作成した。ま

た、上記の評価法の確立の過程で得た免

疫毒性データを収集しデータベースを構

築した。なお、本 assay と免疫毒性を関連

付ける AOP は、“OECD プログラムにおい

て TGと DAを開発するための AOPに関す

る研究”で開発を進めた。 
2）“家庭用品化学物質が周産期の中枢神

経系に及ぼす遅発性毒性の評価系作出に

資する研究”では、家庭用品に含まれる

化学物質について、妊婦（胎児）や小児を

対象に、低用量暴露による遅発性の中枢

神経系への影響を検討した。令和 2（2020）
年度は、アセフェート、塩化トリブチル

スズ、ビスフェノール類などによる成熟

後の行動、中枢神経系、脳回路機能への

影響などを体系的に解析したほか、影響

されるノンコーディング RNA を探索した。

また、液性因子、DNA メチル化などの評

価手法の構築を進めた。さらに、行動影

響と海馬の遺伝子発現様式についてデー

タベース化を行ったほか、ガイドライン

作出に向け、OECDや JaCVAMの協力のも

と、標準プロジェクト化への調整を行っ

た。 
3）“生体影響予測を基盤としたナノマテ

リアルの統合的健康影響評価方法の提案”

では、二酸化チタンのナノ粒子を被験物

質として、（1）ナノマテリアルの in vitro 
安全性評価法の高度化として評価準備を

行った。また、（2）AOP の確立に向けて、

新規評価項目を見出した。（3）毒性試験

データベースの構築に向けては、試験

データや in silico 予測に用いる情報項目の

性差を行った。さらに、（4）in silico 生体

影響予測を組合せたナノマテリアルの統

合的健康影響評価方法の構築を目指し、

機械学習に用いる実測データの条件を決

定した。 
4）“血液中の核酸をバイオマーカーに用

いた化学物質の高感度な有害性評価に資

する研究”では化学物質の「次世代型」有

害性評価による迅速化、高度化および標

準化に向け、化学物質ばく露後のマウス

の血液中のエクソソーム RNA の網羅的解

析により、標的臓器を特定し、更に毒性

発現機序の解明を目指した。昨年度まで

に確立した標準化プロトコルを用いて、

四塩化炭素投与による肝毒性を検出する

新規バイオマーカーとして、エクソソー
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ム中の small RNAの網羅的スクリーニング

を行い、1318 個の新規バイオマーカー候

補を得た。 
また、5 種類のベンゾトリアゾール類そ

れぞれに特異的なバイオマーカー候補と

なる 476 個の新規 small RNA を単離し、ク

ラスタリングを行った結果、ベンゾトリ

アゾール 5 種を 2 群に層別できた。 
今回、エクソソーム RNA を指標とした

次世代型安全性評価法により、迅速かつ

高感度に肝臓毒性を検出でき、評価法の

有効性が確かめられた。 
いずれの研究課題も毒性がよく知られ

ている化合物（AOP に作用する stressor に

相当）を用い、分子レベル、細胞レベル、

個体レベルでの解析（KE に相当）がバラン

スよく配置されていた。しかし、共通の

課題として、in vivo 毒性との関連付けと、

分子開始イベント（MIE）情報の不足が挙げ

られる。MIE は化学物質と生体分子との

相互作用により、毒性発現に至る最初の

引き金となる反応である。OECD での

AOP 開発においては必須の情報であり、

例 え ば ”Histone deacetylase inhibition 
leading to testicular toxicity” (AOP212)のよ

うに、MIE に関する情報は AOP のタイト

ルに含められる。AOP 開発の促進のため

には、毒性発現に寄与する標的分子を効

率的に同定する研究手法の開発が求めら

れる。 
 
C.6.2. AOP ネットワークを用いた IATA の

実例と課題 
OECD IATA Case Studies Project では、

AOP を全身毒性評価の IATA へ活用した事

例の提案が増えつつある。AOP は、リー

ドアクロスなどに毒性機序に基づく類似

性仮説の構築に有用であることは、広く

認識されている。AOPを構成する KEを測

定する in vitro 試験は、毒性予測の不確実

性を減少させ、信頼性を高める上で有効

であると考えられている。 
今回、令和元（2019）年に提出された「2-

エチル酪酸の 90 日反復投与毒性予測」の

ケーススタディを題材として、AOP を活

用する毒性予測の優位性と課題を調査し

た。本ケーススタディはリードアクロス

により 2-エチル酪酸の 90 日間経口曝露毒

性を予測したもので、鎖長の異なる類似

物質の毒性試験データと、提案中の AOP
を統合した AOP ネットワークから選定し

た in vitro 試験と PBPK モデルの情報を総

合的に判断して、肝臓の脂肪症リスクを

導出している。使用された AOP は多因子

の関与する複雑なネットワークを構成し

ており（図 1）、この内、幾つかの MIE と

KE の試験を使用した。 
OECD の専門家レビューでも AOP によ

り高い信頼性で機序を決定できたことが

指摘されており、MIE の活性化だけでは

有害事象を引き起こすと断定できないこ

とを提示し、さらなる根拠として KE の in 
vitro 試験による裏付けを行った点は高く

評価された。 
一方で、複雑な AOP から in vitro 試験を

選定した根拠の明示、提案中で承認され

ていない AOP についての補足などが課題

として指摘された。 
また、予測の不確実性に寄与するもの

として、毒性試験データのない類似物質

や代謝物の毒性を無視したこと、エンド

ポイントの種差、AOP が未承認であるこ

と、in vitro 試験による不確実性が挙げら

れた。 
AOP を活用した IATA 事例から、複雑な

AOP ネットワークを成す事象を論じる場
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合、全ての MIEと KEの測定は不可能かつ

不要である可能性が指摘され、一方で、

MIE だけでは経路全体が活性化されるか

判断できないことが明らかとなった。選

定した in vitro 試験が AOP をどの程度網羅

しているかが不確実性につながるが、必

須の KE の特定や AOP の根拠が示される

ことで低減できるとしている。また、未

承認の AOP を用いたが、in vitro 試験によ

り類似物質の実測データ（陽性/陰性）を正

しく予測できたことで、その不確実性を

低減できたと評価された。 
このケーススタディでは、複数の AOP

を結び付けて AOP ネットワークを形成す

ると、複雑なエンドポイントを評価する

ための共通の有害事象につながるさまざ

まな MIE/KE を検討でき、より適切な in 
vitro 試験を根拠とともに選定できること

により、高い信頼性で作用機序を決定す

ることができたと考えられる。 
AOP を IATA に活用していくためには、

上記を含む様々な経験や情報を関係者が

共有することが有用である。AOP の研究

は日々進められており、IATA への活用事

例も蓄積されつつある。これらの情報は、

本研究で蓄積された AOP に関する知見や

評価手法の実用化に貢献することと期待

している。今後は IATA Case Studies Project
のさまざまな事例の調査を進め、AOP に

よる毒性評価の優位性や課題、ノウハウ

を明らかにしていく。 
 
D. 考察 
D.1.  AOP の開発 
D.1.1. 免疫毒性の AOP 

開発中の AOP については、コーチ及び

scientific reviewer のコメントに基づいて修

正を行っている。IL-23 の機能の説明のよ

うに既存の情報を収集することで対応で

きるものもあるが、医薬品だけでなく化

学物質のストレッサーを示すこと、など

情報がないものについては調査したこと

を示して納得いただく必要がある。また、

AOが疾患の憎悪であるAOPについては、

行政活用の観点からその実用性に疑問が

投げかけられており、すでに承認された

AOP154 のように TDAR に変更するか、開

発そのものを見直すことを検討中である。

ただし、OECD に承認された AOP154 の

KE の一つは IL-2 産生であり、本年度日本

から別途 OECD に提案した免疫毒性スク

リーニング試験 IL-2 Luc assay の TG 化の

理論的基盤になるため、その意義は大き

いと考える。 
 
D.1.2. 発がん性の AOP 

げっ歯類における化学物質誘発鼻腔発

がんの網羅的解析結果は、各種鼻腔腫瘍

の前駆病変は、遺伝毒性に関係なく、腫

瘍タイプの化学物質誘発性の細胞毒性と

一般的に関連している可能性があり、分

子開始イベント後の経路は、遺伝毒性発

がん物質と非遺伝毒性発がん物質の間で

大きく重複している可能性が示唆された。 
 

D.1.3. 光毒性の AOP 
 IATA の開発を基に、それに準じた AOP
案を wiki に入力し、外部評価に入れるよ

う尽力する。 
 
D.2. TG 及び DRP の開発 
 もとより TG 及び DRP の開発は、提案

してから承認まで数年かけて国際合意を

取っていく作業である。免疫毒性や生殖

毒性試験などの全身毒性に関する in vitro 
TG の開発は前例がなく、これまで以上に
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時間を要しており、費用も嵩んでいる。

即ち、OECD は、こうした前例のない TG
を開発するために、まずは DRP の作成を

求めており、数年掛かりで免疫毒性と生

殖毒性のGD作成を進めてきている。さら

に、OECD では公定化にあたり、通常、2
回の意見募集を実施するが、これらに対

しては、OECD 事務局も通例になく慎重

を期している。この分野の先頭を行く日

本としては、国際的な専門家の協力を得

ながら、焦らず、ことを進めて行く所存

である。 
また、OECD からの意見募集（in vitro 

DNT の GD 案）に関しては、ガイダンス文

書自体が、in vitro 試験の有用性を示す内

容でまとめられていることに変わりはな

いが、本来げっ歯類を主とした動物試験

を代替する評価手法として、現行の in vivo
試験との対応や、解決すべき課題につい

ての言及が少ないように感じており、in 
vivo 試験と in vitro 試験で行われる評価手

法と得られる結果のブリッジングの点で、

さらに議論を深める必要があると考える。 
 
D.3. IATA の開発 
D.3.1. 非遺伝毒性発がん性の IATA 開発へ

の協力 
OECDの非遺伝毒性発がん性のIATA開発

においては、新規アッセイ法の有用性につ

いて注視すると共に、アッセイ系の評価が

適切になされるよう、引き続き協力を続け

る必要があると考えられた。 
 Block 3（Cell transformation assay）及び

Block 4（Gap junction assay）での assay の選

出、利用の考え方の作成ならびに評価が

完了し、Block3 は Bhas42 CTA を含む全て

のランクで A と Expert working group の全

体会議で報告された。Block4 では、2 種の

アッセイがランク B、1 種がランク C であ

り、これらも全体会議で報告された。今

後、13の Block間での評価の一貫性を確認

し、整合性を図る工程が重要になると考

えられた。 
 
D.3.2. 光毒性 IATA 
構築した IATA 案については今後当該領

域のエキスパートから頂いたコメントを

基に修正していく予定である。特に 
decision tree の構築を強く求められている

ので、draft を作成して関係者間で慎重な

協議を進めている。専門家の意見を反映

しつつ完成に向けて改訂作業を進めてい

く。 
 
D.4.  AOP 及び TG の実験データ支援 
D.4.1. 光安全性評価ツールの予測精度 

人工膜を用いた in vitro 皮膚透過性試験お

よび ROS assay により構成された光安全性

評価系は化合物の光毒性リスクを適切に予

測可能であった．さらには予測結果のヒト

への外挿可能性においても良い知見が得ら

れた．以上より，in vivo 試験に依存しない

本光安全性評価系は将来的に光安全性の高

い新規化合物創製に貢献すると期待する． 
 
D.4.2.  In vivo と相関性のある in vitro 毒性

評価系による AOP 及び TG の実験データ

支援 
D.4.2.1. 皮膚組織における代替法の検討 
ヒト 3D 皮膚再構成系を用いた評価におい

て、folpet は、OECD TG439 による皮膚刺

激性試験で陰性であったが、24 時間暴露

条件下で濃度が高くなると細胞生存率が

下降傾向を示し、炎症性サイトカインの

mRNA 発現が 1000 µg/mL で有意に増加し

た。したがって、後者のプロトコルは、
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OECD TG439による皮膚刺激性試験で陰性

の化学物質の細胞傷害性や、in vivoの反復

投与経皮毒性に相当する変化を検出でき

る可能性が示唆された。今後、表皮の毒

性に鋭敏な因子の探索や、より簡便なス

クリーニングを目指すための HaCaT 細胞

を用いた検討を行う予定である。 
 
D.4.2.2.肝臓における代替法の検討 
正常または腫瘍肝細胞における脂肪毒性

に対する評価において、本実験で使用し

た細胞株では、特に多価不飽和脂肪酸曝

露に対する細胞毒性が異なることが明ら

かとなった。今後、正常または腫瘍肝細

胞の種類を増やし、脂肪酸曝露による細

胞毒性の差異を精査する予定である。 
 

D.4.2.3. 腸管由来組織における代替法の検

討 
腸管由来組織における動物実験代替法の

確立を目的として、今年度は、マウスへ

の DSS の投与、腸管由来の株化細胞 Caco-
2 を用いた 2 次元培養による影響を検討し、

マウス空腸由来のオルガノイドを用いた 3
次元培養による評価について検討した。

いずれの実験系も陽性対照物質として

DSS を用いた。 
DSS を投与したマウスにおいて、回腸に

明らかな影響は認められなかった。遺伝

子発現解析では、TJP-1 の発現が DSS 群に

おいて減少傾向にあった。その他 IL-1βな
どの炎症促進に関与するサイトカインの

遺伝子発現量も低下した。 
2 次元培養において、遺伝子発現解析の

結果では、DSS 10%濃度以上で細胞が離開

し、毒性が生じているものと考えられた。

また、WST-8 アッセイの結果、DSS 5%濃

度以上で死滅が生じているものと考えら

れた。今後は、死細胞数測定(lactic acid 
dehydrogenase (LDH) assay)も行い、実際に

細胞死について検討することで、２次元

培養条件下における毒性兆候をより明ら

かにする予定である。 
マウス空腸由来のオルガノイドを用いた

DSS の評価では、培地中への曝露により

DSS 0.5、1%といった低濃度からオルガノ

イド組織の死滅を示唆する変化が認めら

れた。一方、オルガノイド管腔内にイン

ジェクション曝露した場合には、オルガ

ノイド自体に大型化など形態的変化を認

めたものの、組織が死滅に至るような傷

害性変化を観察しなかった。このことか

ら、DSS を同濃度に設定して曝露したに

もかかわらず、上記のように結果に差が

生じたことから、腸管管腔側（インジェク

ション曝露）よりも基底膜側（培地内曝露）

からの DSS 処理による影響が大きいこと

が明らかとなった。 
0.5%濃度以上の DSS のインジェクション

により TJP-1 遺伝子発現の変化や IL-1β遺
伝子発現の低下が見られた。 
以上、腸管に関連したいずれの実験系に

おいてもDSSの曝露により TJP-1遺伝子発

現への影響や IL-1β遺伝子発現低下が認め

られた。これは新たな腸管毒性評価にお

ける AOP となり得る可能性を示唆するも

のと考えた。 
 

D.4.3. 発がん性試験における AOP 及び TG
の実験データ支援 
令和 3（2021）年度は、新規被験物質とし

て腎発がん物質 5 種について、短期試験で

の最大耐量を用いたラット28日間反復経口

投与試験を実施し、腎臓における病理組織

学的検索及び γ-H2AX 形成の免疫組織化学

的解析を行った。 
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その結果、被験物質投与群ではいずれも、

腎臓における病理組織学的所見及び尿細管

上皮細胞での γ-H2AX 形成が誘発されるこ

とが明らかとなった。これまでの結果を総

合的すると、腎発がん物質 14 物質中 13 物

質が γ-H2AX 陽性率の増加を引き起こした

一方、非腎発がん物質 7 物質ではいずれも

対照群と同じレベルに留まった。以上の結

果から、γ-H2AX 免疫染色によって化学物

質の腎発がん性を短期間かつ高い感度およ

び特異度で検出可能であることが示唆され

た。 
 

D.4.4.  遺伝毒性の AOP 開発 
発がん性の AOP への組み込みを想定し

た遺伝毒性初期応答反応の早期検出シス

テム構築の研究では、RNAPI、γH2AX ま

たは Ku80 を標的とした ChIP 及び rDNA 
unit領域の定量的 PCRの結果から、通常時

の RNAPIは rDNA unit中の転写領域のみに

満遍なく存在している一方で、紫外線

DNA 損傷誘導時には転写領域の上流に局

在することが明らかになった。これらの

ことから、通常時の RNAPI は滞りなく

rDNA を転写しているが、紫外線 DNA 損

傷誘導時には DNA 損傷上で転写が阻害さ

れ、RNAPI が転写開始領域近辺に蓄積し

ていることが示唆される。他方、γH2AX
及び Ku80 については、通常時には rDNA
領域にはわずかにしか存在せず、DNA 損

傷誘導時に強く rDNA領域に局在すること

が明らかになった。特に、これらの局在

は rDNAの非転写領域の上流 H18及び H27
に偏っており、この DNA 領域において

γH2AX 及び Ku80 が修復に関わるような

DNA損傷である DNA鎖切断が生じている

ことを示唆する。 
本手法は ChIP に用いる抗体を改変する

ことで解析の標的タンパク質を自在に設

定することができる。今後は化学物質に

よる DNA 損傷誘導時、そして、RPA194、
γH2AX、または Ku80 以外の DNA 損傷応

答タンパク質や DNA 修復・複製タンパク

質等を標的とした同様の解析により、こ

の試験法の発がん性・遺伝毒性 AOP 開発

に対する高い有効性を示すことができる。 
 

D.4.5. 腎障害・線維化の分子メカニズムに

関する研究 
APL 投与ラットにおいては広範な線維

化病変が認められ、病変内の尿細管が拡

張あるいは委縮していた。この線維化病

変内の尿細管の形態学的な特徴は虚血再

灌流障害による腎線維化ラットでみられ

たものと一致していた。この拡張／委縮

尿細管は免疫染色において CD44 に明らか

に陽性を示した。PNA 投与ラット腎臓に

おいても軽度な線維化が認められた。APL
投与ラット腎臓と同様に、PAN 投与ラッ

ト腎臓においても線維化病変内の尿細管

は拡張あるいは委縮しており、CD44 の発

現が認められた。PAN 投与ラットの腎臓

では、典型病変である糸球体障害および

それに続発するとされる尿細管障害が認

められたものの、間質の膠原線維の明ら

かな増加はみられず、拡張／委縮尿細管

も認められなかった。これらの結果は、

PAN 投与ラット腎臓では尿細管障害が生

じているものの、その再生機構は破綻し

ていないことを示唆していると考えられ

た、また、PAN 投与ラット腎臓では CD44
陽性の尿細管は認められなかった。 
以上の結果は、CD44 は線維化病変内の

再生機構の破綻した尿細管に発現するこ

とを示唆するものであり、CD44 の汎用性

を支持するものと考えられた。 
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D.5.  OECD に提出する資料の事前確認と

OECD からの意見募集への対応 
 過去に日本の対応の不備により混乱を

引き起こしたり、日本の SPSF の採択率が

低いといった問題点に対処するため、事

前確認を実施している。研究代表者の平

林は WNTの Bureauであるとともに、安全

性生物試験研究センター長でもあること

から、厚生労働省の担当者とも連携を図

り、引き続き、日本として適切な対応を

心掛けていく。 
 
D.6.  毒性等情報収集調査 
 厚生労働科学研究化学物質リスク研究

事業の 4 課題を取り上げ、その進捗を整

理し、AOP の構築に向けた課題を明らか

にした。 
OECD IATA Case Studies Project から AOP

を用いた事例を取り上げ、その優位性や

課題を整理した。この成果は AOP の確立

と AOP を用いた毒性評価の行政導入に検

討に資するものであると期待している。 
 

E.  結論 
AOP に関しては、「カルシニューリン阻

害による T 細胞依存的抗体産生抑制：

AOP154」が OECD にて正式に承認され、

OECD iLibrary において公開された。日本

で 開 発 さ れ た 初 め て の AOP 
である。 
 TG に関しては、皮膚感作性試験代替法

In Chemico Skin Sensitisation、 ADRA 

TG442C の改定案が令和 3（2021）年 6 月

に承認された。また、同時に承認された

Defined Approach for Skin Sensitisation の開

発に寄与した。 
本年 4月のWNTにて、TGに関しては、

In Chemico Skin Sensitisation、 ADRA 

TG442C の最終改定が承認される予定と

なった。DRP に関しては、in vitro 免疫毒

性試験が合意される予定である。 
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