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令和 4年度分担研究報告書 

 

化審法における監視化学物質・優先評価化学物質の長期毒性評価スキームの創出に関する研究

（20KD0101） 

分担研究項目：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 

 

研究分担者 豊田武士 国立医薬品食品衛生研究所 病理部 室長 

Ａ．研究目的 

化審法の規制区分「監視化学物質」および「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

康影響の懸念が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

物質すべてを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、肝発がん性を短期間で高精度

に検証できるシステムを確立するとともに、「監視化学

物質」および「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～令和元年度にかけて、「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」と「DNA アダクトー

ム解析による遺伝毒性/発がん性評価」は、いずれも 9

割を超える正答率で、遺伝毒性肝発がん物質を検出ま

たは遺伝毒性/非遺伝毒性肝発がん物質を分類できる

試験法である。そこで、令和 2～4年度に「監視化学物

質」および「優先評価化学物質」を含め検討物質数を増

やし、これらの試験法をより信頼性の高い評価法へと

発展させ、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、上記試験法が対応できない非遺伝毒性

肝発がん物質に対して、先行研究で開発した発がん機

序別に分類できる「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」を確立する。令和 2 年度は

既知の非遺伝毒性肝発がん物質を主体に、令和 3 年度

以降は「監視化学物質」および「優先評価化学物質」を

含め検証および改良し、OECD テストガイドライン化を

目指す。最終的に、これら 3 つの試験法を組み合わせ

た短期肝発がん性総合評価スキームの確立を目指す。 

 

Ｂ．研究方法 

令和 4 年度の被験物質として、肝臓を標的としない

非遺伝毒性発がん物質の Ethyl acrylate (EA)および

非遺伝毒性肝発がん物質である Furanを選定し、6 週齢

の雄 SD ラットに溶媒（コーン油）対照群とともに 28 日

間強制経口投与した（5 匹/群）。このうち EA は、化審

法における優先評価化学物質に指定されている。各物

質の投与濃度は短期試験における最大耐量（EA：200 

mg/kg、Furan：30 mg/kg）を用い、Furanについては病

理組織学的所見および遺伝子発現動態の用量相関性を

検討するため、中・低用量群として 10および 3 mg/kg

群を併せて設定した。 

投与期間終了時に解剖し、肝臓および腎臓の重量を

測定した。肝臓の病理組織学的検索を実施するととも

に、凍結採材した肝臓組織から遺伝子発現解析用の

total RNA を抽出した。マイクロアレイ（GeneChip 

Clariom D Assay, Affymetrix）による網羅的遺伝子発

現解析を、（株）セルイノベーターに委託して実施した。 

 

（倫理面への配慮） 

動物実験の実施にあたっては、使用する動物数は最

小限にとどめ、国立医薬品食品衛生研究所の動物実験

委員会の承認を経て、同所が定める実験動物取扱い規

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。 

 
Ｃ．研究結果 

対照群および各被験物質投与群の、体重・摂餌量・飲

水量を表 1 に示す。Furan（高用量）投与群において、

統計学的有意差はないものの体重増加抑制の傾向が認

められた。同群では、摂餌量の低値および飲水量の高値

傾向もみられた。 

各投与群における肝および腎重量を表 2 に示す。

研究要旨 
本研究では、非遺伝毒性肝発がん物質による 28 日間反復経口投与試験を実施し、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を目指す。令和 4 年度は、6 週齢の雄 SD ラットに非遺伝毒

性肝発がん物質であるFuranを0, 3, 10および30 mg/kg、ならびに非肝発がん物質であるEthyl acrylate

を 200 mg/kg の用量で 28 日間反復経口投与し、肝臓の病理組織学的検索および網羅的遺伝子発現解析を

行った。その結果、Furan により誘発される胆管線維症および oval cell 過形成等の特徴的な肝病変は、

明確な用量相関性を示すことが明らかとなった。本研究の成果は、遺伝子セットを用いた肝発がん物質短

期検出法の開発に向け、有効な基礎データになり得ると考えられた。 
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Furan 投与群では用量依存性の肝重量増加が認められ、

中および高用量群における肝相対重量の有意な増加に

加え、高用量群では肝絶対重量の増加も観察された。ま

た、Furan（高用量）投与群では腎相対重量も有意に増

加した。 

 
表 1．各投与群における体重・摂餌量・飲水量 

 
 
表 2．各投与群における肝および腎重量 

 
 

肝臓の病理組織学的検索の結果、Furan（高用量）投

与群において、重度の胆管線維症（図 1 下段左）およ

び oval cellの過形成が特に尾状葉で顕著に認められ

たほか、肝細胞のび漫性肥大および核の大型化（図 1下

段右）が観察された。Furan 投与群におけるこれらの肝

病変の程度は、明確な用量相関性を示した（図1中段）。

一方、対照群および EA投与群では肝臓に明らかな病変

は認められなかった（図 1上段）。 

 

 
図 1．各投与群の肝臓における病理組織学的変化 

 

Ｄ．考察 

令和 4 年度は、肝臓を標的としない非遺伝毒性発が

ん物質（EA）および非遺伝毒性肝発がん物質（Furan）

各 1 物質について、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、肝臓の病理組

織学的検索を行った。 

EA は樹脂・プラスチック等のポリマー原料として用

いられ、優先評価化学物質に指定されている。長期の経

口投与によって齧歯類の前胃に発がん性を示すことが

知られ、国際がん研究機関（IARC）による評価ではグル

ープ 2B（「ヒトに対する発がん性が疑われる」）に分類

されている（IARC, 2019）。一方で、肝臓に対する毒性

影響は報告されておらず、本研究においても肝臓に明

らかな病変は認められなかった。令和 2 年度に検討し

た Caprolactam（非発がん物質）と同様に、遺伝子発現

動態に基づく非遺伝毒性肝発がん物質検出法の開発に

おける陰性対照物質として有用であることが確認され

た。 

Furan は化学物質の合成中間体として利用される一

方、コーヒーや加工食品など、様々な食品中に存在する

ことが知られている。ラット肝臓において胆道系およ

び肝細胞の腫瘍を高頻度に発生させ、IARC による評価

ではグループ 2Bに分類されている（IARC, 1995）。本

研究において、Furanは肝臓に胆管線維症等の特徴的な

病理組織学的所見を誘発し、その程度は明瞭な用量相

関性を示すことが明らかとなった。 

各群の肝臓から抽出した total RNA を用いた網羅的

遺伝子発現解析を実施し、得られた結果を共同研究者

に提出済みである。本研究の成果は、遺伝子セットを用

いた肝発がん性短期検出法の開発に向け、有効な基礎

データになり得ると考えられた。 

 

Ｅ．結論 

令和 4 年度は、肝臓を標的としない非遺伝毒性発が

ん物質（EA）および非遺伝毒性肝発がん物質（Furan）

について、ラットを用いた 28 日間反復経口投与試験を

実施し、肝臓の病理組織学的検索および網羅的遺伝子

発現解析を行った。その結果、EA は明らかな肝病変を

誘導しない一方、Furanにより誘発される肝病変の程度

は明瞭な用量相関性を示すことが明らかとなった。遺

伝子セットを用いた肝発がん性短期検出法の開発にお

いて、両物質はそれぞれ陰性対照および用量相関性の

検証に有用であることが確認された。 

 

Ｆ．研究発表 

1．論文発表 

1) Toyoda T, Sone M, Matsushita K, Akane H, Akagi 
J, Morikawa T, Mizuta Y, Cho YM, Ogawa K. 

Early detection of hepatocarcinogens in rats 

by immunohistochemistry of γ-H2AX. J Toxicol 

Sci. in press 

2) Matsushita K, Toyoda T, Akane H, Morikawa T, 
Ogawa K. A 13-week subchronic toxicity study 

of heme iron in SD rats. Food Chem Toxicol. 

2023; 175: 113702. 

3) Yamada T, Toyoda T, Matsushita K, Akane H, 
Morikawa T, Cho YM, Ogawa K. Persistent γ-

H2AX formation and expression of stem cell 

markers in N-butyl-N-(4-

Control 188.8 ± 9.1 413.3 ± 28.3 21.0 35.3
Ethyl acrylate 188.6 ± 9.3 392.7 ± 22.3 20.2 39.0
Furan (low) 188.8 ± 6.2 384.9 ± 42.0 19.9 38.4
Furan (mid) 188.7 ± 14.4 406.6 ± 59.8 21.8 34.3
Furan (high) 188.3 ± 10.6 358.6 ± 41.3 18.9 47.0

Initial Week 4

Table 1. Body weight, food consumption, and water intake data for male SD rats

Treatment
Body weight (g) Food consumption

(g/rat/day)
Water intake

(g/rat/day)

Control 16.5 ± 1.93 3.99 ± 0.24 2.80 ± 0.25 0.68 ± 0.04
Ethyl acrylate 15.3 ± 1.34 3.89 ± 0.17 2.57 ± 0.05 0.66 ± 0.04
Furan (low) 15.8 ± 3.10 4.08 ± 0.38 2.62 ± 0.48 0.68 ± 0.06
Furan (mid) 19.3 ± 3.64 4.71 ± 0.27* 2.77 ± 0.28 0.69 ± 0.05
Furan (high) 24.2 ± 2.22** 6.76 ± 0.53** 2.91 ± 0.40 0.81 ± 0.04**
*, **; P  < 0.05 and 0.01 vs.  Control (Dunnett).

Absolute (g) Relative (%) Absolute (g) Relative (%)

Table 2. Liver and kidney weight data for male SD rats

Treatment
Liver weight Kidney weight
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