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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」では、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。 

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

検出力について動物実験を行い検証する。令和3年度

は既知の非遺伝毒性肝発がん物質を主体に、その検出

法の有用性を検証する。 

 

Ｂ．研究方法 

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。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（従来モデル）。 

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（14 遺伝子モデル）。 

さらに、発がん物質検出感度を改善するため、14 遺

伝子モデルで用いた 14 遺伝子について、従来はがん原

性試験で 50％に腫瘍発生を認める投与量（TD50）以上

研究要旨 
 本研究は、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」の有用性を検証する。令和 4年度は非遺伝毒性肝発がん物 4

種類と、非発がん物質 6種類の合計 10 種および、非遺伝毒性肝発がん物 2種の濃度依存性について検討

した。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。採取した肝組織から RNA を抽出、マイクロアレイ解析を行い、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用いて、それぞれの物質の発がん性検出を行った。今回検討した化学物質

において従来モデルおよび 14 遺伝子モデルでは、感度 25%(1/4 物質)、特異度 100%(6/6)と判定された。

また、高感受性モデルでは感度 50%(2/4 物質)、特異度 67%(4/6)と判定された。そこで、3 つの異なる発

がん機序ごとにモデルを作成し、その成果を統合するモデル（機序別統合モデル）を作成した結果、感度

50%(2/4 物質)、特異度 83%(5/6)と改善された。新たに作成した機序別統合モデルは、以前の試験データ

による解析と合わせて、感度 64%、特異度 94%、正答率が 82%となる遺伝子セットが確立でき、非遺伝毒

性肝発がん物質の検出法として有用であることを示した。 
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を、判定陽性とする予測モデルを構築していたが、低用

量においても判定を陽性として新たに予測モデルを再

構築した（高感受性モデル）。 

新たな遺伝子セットを作成するため、細胞傷害（TAA、

MP）や酵素誘導（PB、HCB）、PPARαアゴニスト（CFB、

WY）に属する 2 種の化学物質において、高用量および

中間用量を投与した群と対照群との発現差が Weltch T

値で 5 以上となる遺伝子を選んだ後に各 2 種の化学物

質で共通する遺伝子を選出した。次にそれぞれの属す

る化学物質の高用量投与群において、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 2 倍以下となる遺伝子を選出し

た。その結果、選出された細胞傷害 4 遺伝子や酵素誘

導 2遺伝子、PPARαアゴニスト18遺伝子が選出された。

それぞれの遺伝子を用いて各発がん機序に対し陽性と

なる予測モデルを作成し、いずれかで陽性と判定され

た物質を陽性と判定する新たな予測モデルを構築した

（機序別統合モデル）。 

本年度は、非遺伝毒性肝発がん物質 4 種：Monuron 

(MON)、Mirex (MIR)、Safrole (SAF)、Nitrilotriacetic 

acid (NTA)と、非肝発がん物質で優先評価物質に属す

る 6種：Ethylene glycol (EGL)、Terephthalic acid 

(TPA)、Ethyl acrylate (EAL)、Acrylic acid (ACA)、

Triethanolamine (TEA) 、 Dimethyl terephthalate 

(DMT)を用いた。また、投与濃度による陽性判定検証の

ため、非遺伝毒性肝発がん物質 Furan(3, 10, 30 

mg/kg/day 強制胃内投与)および Bis(2-ethylhexyl) 

phthalate (DEHP; 5, 15, 50 g/kg 摂餌)について各投

与濃度および方法で行った。 

 

（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 

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 遺伝子で構成

される従来モデルおよび、新たに開発した 14 遺伝子モ

デルにおいて、非遺伝毒性肝発がん物質 4 物質のうち

SAF のみ(25%)発がん物質として判定された。一方、非

発がん物質 6 物質は、従来モデルでは全て陰性と判定

されていたが、14 遺伝子モデルでは DMT のみ陽性と判

定された。高感受性モデルでは、非遺伝毒性肝発がん物

質 4 物質のうち MIRと SAFが陽性（50%）となったが、

非発がん物質のうち、TPAおよび DMT が陽性と判定され

た（表 1）。 

そこで、細胞傷害や酵素誘導、PPARαアゴニストそれ

ぞれの発がん機序に基づいたモデルを作成し構築した

機序別統合モデルを用いた結果、細胞障害モデルで MON

と SAFが、酵素誘導モデルで SAFが陽性と判定された。

一方、非肝発がん物質は細胞傷害や酵素誘導モデルで

は陰性と判定されたものの、PPARαアゴニストモデル

で DMT が陽性と判定された。以上から、総合評価とし

て感度 50％、特異度 83％と判定された（表 2）。 

表 1. 各モデルによる令和 4年度検討した物質の判定結果 

 
 
表 2. 機序別統合モデルによる令和 4年度検討した物質の判

定結果 

 
 

これまで検証した全ての89化学物質について、各モ

デルにおける感度、特異度および正答率と表3にまとめ

た。従来モデルに比べ、14遺伝子モデルは感度が高く特

異度も遜色なく正答率も80%近く認める優秀なモデル

ではあるが、感度が50%近くと問題点が存在する。今年

度作成した高感受性モデルは、感度が67％と現行モデ

ルから大幅な改善を認める優秀なモデルである一方で、

特異度が下がっており改善が望まれる。 

 
表3.これまでに検討した89物質の予測モデルごとの成績 

 
 

そこで作成した機序別統合モデルでの結果を表4に

示す。各予測モデルから陽性と判定された物質を統合し、

感度64%と高感受性モデルに近い高感度を得られたとと

もに、特異度についても偽陽性判定を統合しても94%と

高い値を維持しており、正答率も80％以上ある良いモデ

ルが作成できた。 

 
表4. 機序別統合モデルにおける89物質の成績 

 
 

非遺伝毒性発がん物質の一部について、投与濃度を

下げて検討を行った結果、Furanについては従来モデル

や14遺伝子モデルで高用量以下は陰性と判定された。

一方、高感受性モデルでは陽性と判定されたことから、

高感受性モデルでは低い濃度から陽性と判定出来るこ

とが示された。新しい機序別統合モデルでは、高用量の

み陽性と判定された。DEHPについては、いずれのモデル

においても低用量から全て陽性と判定された（表5）。 

 
表5.各モデルによる投与濃度ごとの発がん性判定結果 

 

判定 成否 判定 成否 判定 成否

Monuron MON 陽性 陰性 × 陰性 × 陰性 ×
Mirex MIR 陽性 陰性 × 陰性 × 陽性 ○

Safrole SAF 陽性 陽性 ○ 陽性 ○ 陽性 ○

Nitrilotriacetic acid NTA 陽性 陰性 × 陰性 × 陰性 ×
Ethylene glycol EGL 陰性 陰性 ○ 陰性 ○ 陰性 ○

Terephthalic acid TPA 陰性 陰性 ○ 陰性 ○ 陽性 ×
Ethyl acrylate EAL 陰性 陰性 ○ 陰性 ○ 陰性 ○

Acrylic acid ACA 陰性 陰性 ○ 陰性 ○ 陰性 ○

Triethanolamine TEA 陰性 陰性 ○ 陰性 ○ 陰性 ○

Dimethyl terephthalate DMT 陰性 陰性 ○ 陽性 × 陽性 ×

高感受性モデル
投与物質 略名 発がん性

従来モデル 14遺伝子モデル

感度 50% (2/4) 25% (1/4) 0% (0/4) 50% (2/4)
特異度 100% (6/6) 100% (6/6) 83% (5/6) 83% (5/6)
正答率 80% (8/10) 70% (7/10) 50% (5/10) 70% (7/10)

総合評価予測モデル
細胞傷害物質

検出モデル

酵素誘導物質

検出モデル

PPARαアゴニスト

物質検出モデル

予測モデル 従来モデル 14遺伝子モデル 高感受性モデル

感度 39% (14/36) 53% (19/36) 67% (24/36)
特異度 100% (53/53) 96% (51/53) 83% (44/53)
正答率 75% (67/89) 79% (70/89) 76% (68/89)

感度 28% (10/36) 44% (16/36) 19% (7/36) 64% (23/36)
特異度 98% (52/53) 98% (52/53) 98% (52/53) 94% (50/53)
正答率 70% (62/89) 76% (68/89) 66% (59/89) 82% (73/89)

予測モデル
細胞傷害物質

検出モデル

酵素誘導物質

検出モデル

PPARαアゴニスト

物質検出モデル
総合評価

Low Middle High Low Middle High

従来モデル × × ○ ○ ○ ○

14遺伝子モデル × × ○ ○ ○ ○

高感受性モデル ○ ○ ○ ○ ○ ○

機序別統合モデル × × ○ ○ ○ ○

予測モデル
Furan DEHP
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Ｄ. 考察 

これまでに検討した化学物質において、従来モデル

では感度が低い結果となり、14遺伝子モデルで改善さ

れているものの5割近くと、より高い感度のモデル構築

が望まれる結果となった。そこで、高感受性モデルを開

発したが、特異度が低下しており改善する必要があっ

た。発がん機序ごとに構築したモデルを組み合わせて

作成した機序別統合モデルでは、高感受性モデルに近

い感受性を認めるとともに、特異度は以前のモデルと

遜色ない結果が得られた。 

また、投与濃度による陽性判定検証では、従来モデル

や14遺伝子モデルでは高濃度投与でしか陽性判定が出

なかった一方で、高感受性モデルでは低用量でも要請

となったことは、モデル作成に起因すると考えられた。

新たに作成した機序別統合モデルは、高感受性モデル

ほど低濃度での感度が高くない可能性を示した。 

 

Ｅ. 結論 

化審法で実施される28日間反復投与試験において摘

出した肝臓から得られたRNAを用いた遺伝子セットに

よる肝発がん性予測モデルは、感度64%、特異度94%、正

答率82%であり、非遺伝毒性肝発がん物質の検出法とし

て有用であることを示した。 
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8) 鈴木周五、魏民、藤岡正喜、梯アンナ、鰐渕英機. 

芳香族アミンによる職業性膀胱がん. 第81回日本

癌学会学術総会、横浜（2022年9月） 

9) 帶金明日香、小宮雅美、鈴木周五、魏民、鰐渕英機、

戸塚ゆ加里. 職業性膀胱がん候補化学物質による

DNA付加体の網羅的解析. 第81回日本癌学会学術

総会、横浜（2022年9月） 

10) 魏民、鈴木周五、山下聡、藤岡正喜、梯アンナ、山

本与毅、邱桂ユウ、鰐渕英機. 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. 第81回

日本癌学会学術総会、横浜（2022年9月） 

11) 藤岡正喜、魏民、鈴木周五、大石裕司、邱桂ユウ、

梯アンナ、鰐渕英機. マウス経胎盤曝露モデルに

おけるジフェニルアルシン酸(DPAA)のエピジェネ

ティック修飾異常を介した肝発がんの亢進. 第81

回日本癌学会学術総会、横浜（2022年9月） 

12) 藤岡正喜、魏民、鈴木周五、大石裕司、梯アンナ、

邱桂鈺、芝野佳奈、鰐渕英機. マウス経胎盤ばく

露による有機ヒ素化合物の発がん性およびその機

序.第 35 回発癌病理研究会、湯沢（2022年11月） 

13) 帯金明日香、小宮雅美、鈴木周五、魏民、鰐渕英機、

戸塚ゆ加里. 職業性膀胱がん候補化学物質による

DNA付加体の網羅的解析. 第 51回環境変異原学会、

広島（2022 年 11月） 

14) 藤岡正喜、魏民、Vachiraarunwon Arpamas、鈴木周

五、鰐渕英機. 無機ヒ素曝露ヒト肝マウスにおけ

る尿中及び糞中ヒ素の化学形態別性状の解析. 第 

27 回ヒ素シンポジウム、今治（2022年12月） 

15) 鈴木周五、魏民、藤岡正喜、梯アンナ、鰐渕英機.

ジメチルアルシン酸による膀胱発がん機序の解明. 

第27回ヒ素シンポジウム、今治（2022年12月） 

16) 魏民、藤岡正喜、鈴木周五、山本与毅、

Vachiraarunwong Arpamas、梯アンナ、鰐渕英機.

ヒ素誘発膀胱発がん過程における DNAメチル化異

常の関与. 第 27回ヒ素シンポジウム、今治

（2022 年 12月） 

17) 道塲彩乃、魏民、櫻井映子、寺本 篤司、桐山諭和、

山田 勢至、鰐渕英機、塚本徹哉. γH2AXとKi-67 

を用いた遺伝毒性肝発がん物質の早期検出:機械

学習による自動判定の試み.第39回日本毒性病理

学会総会、東京（2023年1月） 

18) 山本与毅、魏民、鈴木周五、藤岡正喜、Arpamas 

Vachiraarunwong、Guiyu Qiu、芝野佳奈、清水一

希、梯アンナ、鰐渕英機. ジメチルアルシン酸誘

発ラット膀胱がんにおけるDNAメチル化異常.第39

回日本毒性病理学会総会、東京（2023年1月） 

19) Arpamas Vachiraarunwong, Min Gi, Tohru Kiyono, 
Shugo Suzuki, Kana Shibano, Guiyu Qiu, 

Pharapirom Aroonrat, Anna Kakehashi, Masaki 

Fujioka, Hideki Wanibuchi. Toxicities of 

various arsenicals on immortalized normal 

human bladder epithelial cells.第39回日本毒性

病理学会総会、東京（2023年1月） 

20) 梯アンナ、西土井悠作、Guiyu Qiu、鈴木周五、藤

岡正喜、魏民、鰐渕英機. ヒト浸潤性膵管癌の新

規バイオマーカー候補の解析.第39回日本毒性病

理学会総会、東京（2023年1月） 

21) Guiyu Qiu、梯アンナ、鈴木周五、藤岡正喜、鰐渕

英機. ヒト浸潤性膵管癌におけるPRDX3 の機能解

明.第39回日本毒性病理学会総会、東京（2023年1

月） 

22) 藤岡正喜、魏民、鈴木周五、芝野佳奈、Guiyu Qiu、

Arpamas Vachiraarunwong、Pharapirom Aroonrat、

大石裕司、梯アンナ、鰐渕英機. マウス経胎盤曝

露モデルにおけるジフェニルアルシン酸(DPAA)の

エピジェネティック修飾異常を介した肝発がんの

亢進.第39回日本毒性病理学会総会、東京（2023年

1月） 

23) 芝 野 佳 奈 、 藤 岡 正 喜 、 魏 民 、 Arpamas 

Vachiraarunwong、Pharapirom Aroonrat、Guiyu 

Qiu、鈴木周五、鰐渕英機. ヒト化肝臓マウスにお

ける無機ヒ素の体内動態及び毒性.第39回日本毒

性病理学会総会、東京（2023年1月） 

24) 鈴木周五、魏民、藤岡正喜、梯アンナ、鰐渕英機．

職業性ばく露を認めたo-toluidineの尿中代謝物

による膀胱尿路上皮への影響.第39回日本毒性病

理学会総会、東京（2023年1月） 

 

Ｇ．知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 

  なし 

２．実用新案登録 

  なし 

３．その他 

  なし

 


