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A. 研究目的 

現在、数多くの化学物質が安全性評価未

実施のまま流通しており、それら化学物質

のリスク管理は世界的な課題となっている。

化学物質の規制に関わる国際機関や諸外国

の規制当局は、リスク評価の迅速化・効率

化のために、in silico 予測手法の利用促進

を図っており、医薬品不純物の遺伝毒性評

価における行政利用として、ICH M7 ガイ

ドラインの中で定量的構造活性相関

（QSAR）が利用されるようになった。し

かし現状では、遺伝毒性以外の毒性予測に

おけるリスク管理への QSAR の利用は極め

研究要旨 

これまでの研究では、反復投与毒性、生殖発生毒性への in silico 手法の適用に関し

て、機序に基づくリードアクロスの適用を目指して、データベースの構築、カテゴリー

の構築、有害性発現経路（AOP）の開発を行ってきたが、本研究では機序に基づくリー

ドアクロスの信頼性の向上へ向けて、AOP キーイベント等のデータを評価目的に適合す

るよう選択し、リスク評価に適用する場合のケーススタディを実施し、AOP アプローチ

の優位性を検証することを目的とした。令和 4 年 5 月 20 日 3 年度は、AOP に基づく生

殖発生毒性の予測系構築に関して、既存化学物質点検結果あるいは文献情報等による生

殖発生毒性エンドポイントを基にしたヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）結合阻害の

AOP を用いてケーススタディを行い、具体例を基にリスク予測における AOP に基づく

アプローチの有用性と課題を検証した。その結果、アッセイ結果を経路に関連付けるこ

とができるデータモデルで AOP の枠組みを拡張し、さらなるデータおよび知識をレビ

ューすることにより、AOP を安全性評価の改善に使用できる 3 つのシナリオを検証し
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て限定的であると言わざるを得ない。これ

までの研究では、反復投与毒性、生殖発生

毒性への in silico 手法の適用に関して、機

序に基づくリードアクロスの適用を目指し

て、大規模毒性データベースの構築、カテ

ゴリーの構築、有害性発現経路（AOP）の

開発を行ってきた。そこで令和 4 年 5 月 20

日 3 年度は、機序に基づくリードアクロス

の信頼性の向上へ向けて、AOP キーイベン

ト等のデータを評価目的に適合するよう選

択し、組合せによりリスク評価に適用する

場合のケーススタディを実施することによ

り、AOP アプローチの優位性を検証するこ

とを目的とした。 

 

B. 研究方法 

化学物質安全性評価における行政的意思

決定支援に AOP が使用される例はほとん

どないことから、先行研究で開発した発達

毒性に関連するヒストン脱アセチル化酵素

（HDAC）結合阻害の AOP を用いて、い

くつかの事例研究を実施し、生殖発生毒性

（DART）エンドポイントに対する AOP が

意思決定をどのように強化できるかを検証

した。用いた事例は以下の通りである。 

Case 1：特定の化合物の評価に妥当なデー

タのレビュー 

Case 2：機序に関する仮説を裏付ける試験

系の優先順位付け 

Case 3：新規物質などを含む類似化合物の

レビューデータの活用 

これらの実証を可能にするために、ヒス

トン脱アセチル化酵素（HDAC）経路に関

連し得るアッセイを特定し、適切な KE に

関連付けた。各アッセイについて、被験化

合物の生物活性データを整理した。構造お

よび生物活性データは標準化を行った。 

 

（倫理面への配慮）本研究は動物を用いた

研究を行わないため対象外である。 

 

C. 研究結果 

データの整理 

Derek Nexus および文献調査から得られ

た知識を用いて、AOP に関連する 6 つのア

ッセイと 1 つの Derek アラートが特定され

た。関連するアッセイ測定を通して、アッ

セイとキーイベント（KE）を関連付けた

（図 1）。アッセイにより複数の KE が測定

される可能性があるため、1 つのアッセイ

から複数の KE のデータが得られる場合が

ある。得られた唯一の非有害データは、分

子開始イベント（MIE）を測定するアッセ

イのものであった。中軸骨格異常の有害性

発現を催奇形性、発生毒性および DART の

親エンドポイントと関連づけることで、in 

vivo 胚 ・ 胎 児 発 生 （ EFD ： traditional 

embryofoetal development studies）試験、in 

vivo スクリーニング試験（OECD TG421 お

よび TG422）、および生物学的複雑性が異

なる 4 種類の代替発生毒性試験（マイクロ

マス、全胚培養、胚性幹細胞およびゼブラ

フィッシュ）を含む追加アッセイを関連づ

けることが可能となった。さらに、in silico 

Derek Nexus アラート A060「短鎖カルボン

酸または前駆体」は催奇形性の KE に関連

付けた。 

表 1 に、整理したデータセットの構成を

示す。各データセットが関連付けられた

KE、および各データセットに使用されて

いる分類方法は以下のように行った。 
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図 1：アッセイを HDAC 経路における関連 KE と関連付けるプロセス阻害アッセイ： 

HDAC 阻害アッセイ、A060：Derek Nexus アラート「短鎖カルボン酸または前駆体」、EFD：従来の胚・胎児発生試験、

mEST：マウス胚性幹細胞アッセイ、MM：マイクロマスアッセイ、WEC：全胚培養アッセイ、ゼブラフィッシュ：ゼ

ブラフィッシュアッセイ、OECD TG421 および 422：OECD TG421 および 422 ガイドラインアッセイ。 

 

 

 

表 1：AOP と関連付けられたアッセイデータセット 
 

データセット 分類方法 測定した KE 試験数 活性あり 活性なし 不確定 

HDAC 阻害* Lhasa による導出 HDAC 阻害 16350 15030 1320  

Lhasa マスターDART Lhasa による導出 催奇形性 1307 820 416 71 

Lhasa マスターDART Lhasa による導出 発生毒性 997 144 567 286 

EST 著者による導出 発生毒性 44 27 17  

EST Lhasa による導出 発生毒性 23 14 2 7 

WEC Lhasa による導出 発生毒性 21 11 3 7 

MM Lhasa による導出 発生毒性 23 13 7 3 

ゼブラフィッシュ EPA による導出 発生毒性 1038 199 839  

NIHS デ ー タ セ ッ ト

TG421、422 

Lhasa による導出 発生毒性 395 150 245  

NIHS デ ー タ セ ッ ト

TG421、422 

Lhasa による導出 生殖発生毒性 395 181 214  

*データを AOP に関連付けるために、多くの HDAC アイソフォームのデータをグループ化した。 

 

RA 依存性遺伝子

転写の増加 
原腸形成障害 

HDAC 阻害 高アセチル化 

凡例： 

HDAC – ヒストン脱アセチル化酵素 

RA – レチノイン酸 

Runx2 – Runt 関連因子 2 

EO – 軟骨内骨化 

軟骨形成障害 

Runx2 シグナル

伝達変調 
骨形成障害 EO 障害 中軸骨格異常 

阻害 
アッセイ A060 

EFD 試験 mEST 

MM 
WEC 

ゼブラ 
フィッシュ 

HDAC 阻害 
主要イベント 

中軸骨格異常 催奇形性 発生毒性 DART 

OECD  
TG421, 422 
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 HDAC 阻害データセットは 16000 を超え

る試験を含む最大のデータセットであっ

た。この経路について記述された MIE は

HDAC アイソフォームに特異的ではない

ため、このデータセットには複数の

HDAC アイソフォームのデータが含まれ

る。マウスのノックアウト試験ではアイ

ソフォーム間の機能的冗長性が実証され

ており、HDAC 阻害剤が複数のアイソフ

ォームを標的とする可能性があるため、

AOP において特定のアイソフォームの経

路を明らかにすることは困難であった

[Ververis ら 2013, Haberland ら 2009]。 

 Lhasa の社内マスターデータセットに含

まれる EFD 試験には、催奇形性および発

生毒性の両方のエンドポイントに関する

データが含まれる。このデータセットに

はげっ歯類および非げっ歯類の毒性試験

が含まれており、各試験にはエキスパー

ト・コールが割り当てられている。 

 EST、WEC および MM に関するデータは

公表されたバリデーション試験から得ら

れたものであり、EST の追加データは追

加公表により提供された [Genschow ら

2002, Genschow ら 2004, Spielmann ら 2004, 

Piersma ら 2004, Paquette ら 2008]。これら

の試験では、いくつかの化合物の胚毒性

を測定し、（エンドポイントの広範な性質

に起因して）発生毒性と関連付けた。 

 同様に、ゼブラフィッシュのデータセッ

トには、胚毒性について EPA が割り当て

た活性コールが含まれている。 

 NIHS TG421 および 422 のデータは、

Lhasa Limited が行ったデータへのエンド

ポイントの割り当てに基づいて、発生毒

性または DART の KE に割り当てた。 

AOP の主要イベントは測定可能な事象で

あるが、この事例では、この経路の多くの

KE について頑健なアッセイやデータセッ

トが特定されなかった。多くの KE に対す

るアッセイは、開発初期段階にあるかまだ

検証されておらず、これから開発が始まる

可能性があるに過ぎない。状況が進むにつ

れて、KE の測定データがより容易に利用

できるようになる可能性がある。これには、

遺伝子発現に関連する主要イベント（RA

依存性の遺伝子転写増加、Runx2 シグナル

伝達変調 KE など）のオミクスデータ、並

びに骨形成および軟骨形成障害 KE に関す

る組織分化試験が含まれる可能性がある。

AOP により、新しく利用可能になるアッセ

イの解釈および試験戦略更新の支援のため

のアプローチが提供されることから、この

方法でデータを AOP に継続的にマッピン

グすることにより、2 つの利点が得られる

と考えられる。 

 異種データを 1 つのデータモデルに統

合することができ、機序の観点からデ

ータを探し出すことができる。 

 この方法は、主要データのギャップを

明示するため、関連アッセイの開発ま

たは既存アッセイによる新規データの

生成を通して、これらのギャップに将

来対処することができる。 

 

 Case 1：特定の化合物に関連するデータ

のレビュー 

 バルプロ酸はヒト催奇形性物質として知

られており、広範に研究されているため、

データが豊富な化合物であるといえる。こ

のようなデータが豊富なケースでは、分析

結果を AOP の周辺で構成することができ
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るため、評価者は、KE に対する化合物の

活性を検討し、続いて AOP 全体に対する

活性を検討することができる。バルプロ酸

のアッセイデータがどのように HDAC 経

路に関連付けられるか、および KE の活性

を分類し、AOP の全体的な予測を行うため

にデータをどのように分解できるかを図 2

に示す。この事例では、KE ごとに活性コ

ールを割り当てる保守的な方法が採用され

た。したがって、KE と関連付けられたア

ッセイのいずれかのアッセイ結果が陽性で

あった場合、KE を引き起こす化合物の活

性を「陽性」と定義した。 

 

 

図 2：KE および AOP レベルでのバルプロ酸に関するデータの分析： 

*バルプロ酸に関連する EFD 試験データは、ヒト、マウス、ラット、ウサギおよびサルにおけるバルプロ酸の催奇形性

を特定する様々な試験の要約から構成される 

 

全体として、データが利用可能な各 KE

について、本 AOP 全体に渡るバルプロ酸

の一貫した活性を示す十分なデータがあっ

た。 

利用可能なデータにより、バルプロ酸

が HDAC1 および HDAC2 の両方を阻害す

ることが示されている。HDAC AOP は、多

くの HDAC アイソフォーム（HDAC1 およ

び 2 を含む）の摂動によって催奇形性が生

じる可能性があり、そのため HDAC 阻害

がバルプロ酸の発生毒性の原因となること

を示している。 

関連する 2 つのエビデンスにより、バ

ルプロ酸が催奇形性を引き起こす可能性が
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あることが示されている。第一に、in vivo

胚・胎児毒性試験のデータは、バルプロ酸

がヒト催奇形性物質であり、バルプロ酸に

関連する一般的な奇形には神経管欠損、四

肢欠損、骨格異常、心臓奇形、二分脊椎、

および頭蓋顔面欠損が含まれることを示し

ている。次に、催奇形性のエンドポイント

を予測する Derek Nexus アラート（A060：

短鎖カルボン酸または前駆体）がバルプロ

酸に対して出されている。しかし、このア

ラートは上記の in vivo 毒性データについて

訓練されているため、情報はこの毒性デー

タと無関係ではない。注釈付けされた構造

アラートは、データが豊富な化合物をレビ

ューする際に、評価者にさらなる信頼をも

たらす可能性がある。この AOP に対する

in silico アラートの関連性は、どのように

異種データや代替データを AOP の枠組み

に統合できるかを強調している。 

また、催奇形性を含む、より広範なエン

ドポイントである、発生毒性の KE に関連

するバルプロ酸のデータが存在する。この

データは、マイクロマスアッセイ、全胚培

養アッセイ、胚性幹細胞試験、ゼブラフィ

ッシュアッセイといった複数の代替モデル

から得られたものである。5 つのモデルの

うち 4 つから得られたデータは、バルプロ

酸が潜在的な発生毒性物質であることを示

している。したがって、KE の総合的なコ

ールを陽性として間違いない。ゼブラフィ

ッシュの陰性結果は、このモデルがバルプ

ロ酸の発生毒性評価に適していないこと、

あるいは生データの解釈を見直す必要があ

ることを示唆している可能性がある。バル

プロ酸が催奇形性物質であることを実証し

た別のゼブラフィッシュの研究が文献中に

存在する[Lee ら 2013]。これは、試験デザ

インまたは結果の解釈が関連要因であり、

AOP モデルへの試験データの更なる統合が

有益であることを示している。これらのこ

とから、バルプロ酸は HDAC 阻害を通じ

て発生毒性を引き起こす可能性があると予

測することができる。この主張は、胚・胎

児毒性データが AOP の結果（骨格異常な

ど）と一致していることからも裏付けられ

る。しかし、この場合 AOP はバルプロ酸

を用いた試験のデータについて訓練されて

いるため、一致は（したがって結論も）驚

くに値しない。しかし、この例は、活性に

対して AOP を用いて論理的で透明性の高

い機序に関する仮説と予測を与えるために、

複数の情報源からデータをまとめる際に、

このアプローチが有用であることを示して

いる。この Case では、解釈を支援するた

めに図 2 のデータの一部をグループ化した。

HDAC 阻害アッセイはその活性によりグル

ープ分けされている。EFD 試験では複数の

動物種（ヒト、マウス、ラット、ウサギお

よびサル）からの総合的な結果が得られて

おり、これらの結果から、バルプロ酸が催

奇形性を有することが示されている。様々

な種の EFD 試験の結果が一致しない場合

は、より詳細な情報が必要となることがあ

る。 

 

 Case 2：機序に関する仮説 1 に基づくア

ッセイ選択の優先順位付け 

毒性データと機序に関するデータの両

方を AOP と関連付けることは、毒性を引

き起こす化合物について懸念される機序を

示すのに役立つ。この潜在的な使用事例を

示すために、提供された TG422 および 421
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のデータセットの化合物について HDAC

阻害データを検索した。2-エチル酪酸が、

NIHS 提供データセットと HDAC 阻害デー

タセットの両方に存在することが判明した

（図 3）。TG422 の試験では 250 mg/kg/日で

投与した場合に生児出生が減少し、「50 

mg/kg/日で分娩時の状態が不良（母体毒性

の徴候の可能性あり）」となり、2-エチル

酪酸が潜在的な発生毒性物質として同定さ

れた。TG422 試験におけるこうした陽性の

所見は、本化合物が DART を引き起こす可

能性があることを示している。HDAC 阻害

についての利用可能なデータは、2-エチル

酪酸が HDAC 阻害剤ではないことを示し

た、詳細不明のアイソフォームを用いた 1

件の試験に限られている。 

 

 

図 3：HDAC 阻害 AOP に関連付けられた 2-エチル酪酸のデータ 

 

このデータによれば HDAC 結合を介し

て起こる可能性は低いものの、この場合、

評価者は 2-エチル酪酸が DART を引き起こ

す可能性があると述べることができる。し

たがって、観察された毒性は、別の標的を

介した別の機序または HDAC 阻害剤への

化合物の代謝によって発生している可能性

がある。しかしその代わりに、評価者は 2-

エチル酪酸が HDAC 阻害を引き起こす可

能性について最終的な評価に至っていない

と判断することもできる。したがって、こ

の機序に関する仮説を最終的に棄却するた

めには、さらなる HDAC 阻害試験が必要

であり、それは QSAR 試験の形態をとると

考えられる。AOP を参照することで、複数

の HDAC アイソフォームを評価する必要

性が示されるとともに、リスク評価者を当

該経路に関連する他の分析法（マイクロマ

スアッセイや EFD 試験など）へ誘導する

ことができる。 

 

 Case 3：新規物質における類似化合物の

レビューデータ 

この Case では、リードアクロスを用い

て意思決定を支援するために、類似化合物

のデータをどのように利用できるかを示し

ている。利用可能なデータを調査した結果、

いくつかのスタチンが HDAC 阻害能を有

することが確認された。このうちの 1 つの

化合物（A）は HDAC を阻害することが示
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されているが、発生毒性を示すデータはな

い（図 4）。 

 
(A) 

 
図 4：スタチンに関する HDAC AOP 関連データ 
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図 5：AOP データセット内で特定された関連部分構造を含む化合物 

（上記の化合物(A)を除く）これらの化合物のデータは、HDAC AOP 上に示されている。 

 

 このような状況では、毒性データが存在

する類似体を用いたリードアクロスにより、

化合物の潜在的な毒性を評価することがで

きる。スタチンに共通の部分構造を用いた、

HDAC AOP アッセイデータベースの部分構

造検索により、9 つの関連化合物が同定さ

れた（図 5）。 

 図 5 のスタチンのうち 1 つを除くすべて

について HDAC 阻害データが得られてお

り、これらの化合物が様々な HDAC を阻

害できることが示された。2 つの化合物に

ついてゼブラフィッシュアッセイのデータ

が得られており、いずれも発生毒性を引き

起こすことが示された。この代替アッセイ

データは、これらの化合物が既知の MIE

を介した有害性発現を引き起こす潜在的リ

スクを有することを示している。したがっ

て、類似化合物のデータに基づき、図 5 に

示す化合物を HDAC 阻害剤および潜在的

な発生毒性物質とみなすことができる。こ

れらの詳細は、この化合物の催奇形性や作

用機序を確定するものではないが、この結

果はこの化合物に関連したリスクの可能性

を示しており、これは追加試験により確定

または否定することが可能である。スタチ

ンは、コレステロールの生合成に関与する

酵素である HMG-CoA 還元酵素を阻害する

よう設計されている[Sirtori 2014]。したが

って、ゼブラフィッシュモデルで観察され

た発生毒性の原因が HMG-CoA 還元酵素の

阻害である可能性があり、推定 AOP とし

てこれを調査する必要がある。 

 

D. 考察 
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 AOP は随時更新される生きた文書であり、

新たなエビデンスが得られる度に修正する

ことができる。アッセイ結果を経路に関連

付けることができるデータモデルで AOP

の枠組みを拡張することにより、更なる情

報の集中化がもたらされた。これは関連情

報を求めるリスク評価者にとって有用であ

る可能性がある。今回収集されたデータお

よび知識をレビューすることにより、AOP

を安全性評価の改善に使用できる 3 つのシ

ナリオを特定することができた。 

Case 1 では、催奇形物資として知られて

いるバルプロ酸を例として取り上げ、

HADC 阻害に始まる各 KE に関連する試験

法でも陽性結果を得ることができ、結果と

して当該 AOP を経由した発生毒性を示す

ことを確認できた。Case 2 では、TG422 試

験が陽性であり且つ、HDAC 阻害 DB に含

まれる 2-エチル酪酸を例として検証が行わ

れたが、HDAC 阻害活性のデータが限定的

であり、仮説の裏付けに必要な試験経験を

選別することが可能となった。Case3 では、

いくつかの類似構造に HDAC 阻害活性が

あるが発生毒性データの無いスタチン類似

構造化合物についての検討が行われ、その

うちの 2 つの化合物におけるゼブラフィッ

シュ陽性結果から HDAC 阻害による潜在

的な発生毒性物質群の推定が可能となった。 

今回、検証した事例研究では、単一の

HDAC 阻害 AOP を用いて各種試験法のデ

ータを評価することに焦点を当てた。AOP

ネットワークにおける各試験法の結果を利

用することで、評価者が更なる仮説を立て、

追加の試験戦略実施できるようになること

や、更なる試験法の結果と解釈を関連付け

ることにより、複数の試験法からなら総合

的な試験戦略の開発に役立つことも明らか

となった。 

 

E. 結論 

これまでの研究では、反復投与毒性、生

殖発生毒性への in silico 手法の適用に関し

て、機序に基づくリードアクロスの適用を

目指して、データベースの構築、カテゴリ

ーの構築、有害性発現経路（AOP）の開発

を行ってきたが、令和 4 年 5 月 20 日 3 年

度は機序に基づくリードアクロスの信頼性

の向上へ向けて、AOP キーイベント等のデ

ータを評価目的に適合するよう選択し、リ

スク評価に適用する場合のケーススタディ

を実施することにより、AOP アプローチの

優位性を検証することを目的とした。AOP

に基づく生殖発生毒性の予測系構築に関し

て、今年度は、既存化学物質点検結果ある

いは文献情報等による生殖発生毒性エンド

ポイントを基にしたヒストン脱アセチル化

酵素（HDAC）結合阻害の AOP を用いて

ケーススタディを行い、具体例を基にリス

ク予測における AOP に基づくアプローチ

の有用性と課題を検証した。その結果、ア

ッセイ結果を経路に関連付けることができ

るデータモデルで AOP の枠組みを拡張し、

さらなるデータおよび知識をレビューする

ことにより、AOP を安全性評価の改善に使

用できる 3 つのシナリオを検証した。 
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