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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。 

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の確立を目指す。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)では、遺伝毒性

肝発がん物質を対象として抽出した10遺伝子の発現

をRT-PCRにより定量化することで、60被験物質(肝発

がん物質23物質)における発がん性の検出は感度

82.6%、特異度97.3%であった。本研究は非遺伝毒性肝

発がん物質の検出を目的とし、Open TG-GATEsにおけ

る15種類の非遺伝毒性肝発がん物質をそれぞれ投与

した肝臓マイクロアレイの結果から構築した発がん

物質検出のための106遺伝子による評価系を用いて、

その有用性について検討する。さらに昨年度までに、

新規に構築した14遺伝子モデル、高感受性モデルの

遺伝子セットでの評価を行い、感度、特異度の高い非

肝発がん性予測遺伝子セットの構築と検証を行う。 

 

Ｂ．研究方法 

OECD テストガイドライン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。被検物質として、令和3年度に研究分担者の横平

が検討し、いずれの遺伝子セットにおいても発がん性

予測の陽性を示したBis(2-ethylhexyl)phthalate 

(DEHP)(5.0%摂餌投与)について、低濃度での検出力を

検討するために、5.0%に加えて1.5%、0.5%を設定し

た。さらに、新たな優先評価化学物質としてDimethyl 

Terephthalate (DMT)(3%摂餌投与)を検討した。 

いずれも6週齢SD雄ラットを各群6匹に分け、28日間摂

餌投与実験を行い、肝臓を採取した。その後、HE染色に

よる組織学的検討、Ki-67、GST-P免疫染色による解析を

実施した。Ki-67は外側左葉における陽性率をAperio 

CS2 (Leica)で測定した。また、RNA laterで凍結保存し

た肝外側左葉の一部からmRNAを抽出し、Clariom D 

Assayのマイクロアレイ解析を行った。その結果を用い、

以前に構築した106遺伝子モデル、再構築した14遺伝子

モデル、また昨年度新たに感度を上げて設定した高感受

性モデルにおける肝発がん性予測を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

 動物実験は名古屋市立大学動物実験委員会及び名古

屋市立大学理事長の承認を得て行った(承認番号:医動

22-010)。実施は動物実験指針や3Rの原則を遵守して、

動物愛護や苦痛の緩和に十分留意して実験を行った。 

 

Ｃ．研究結果 

実験期間中DHEP 5.0%群で著明な体重減少が見られ、

実験23日目に1匹死亡を確認した。一方で、DHEP 0.5%、

1.5%群は一時的に体重減少が見られたが、屠殺時に

Control群と有意な差は見られなかった(図1)。屠殺時

の臓器重量は、DEHP群のいずれの濃度においても相対
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肝重量の有意な増加を認め(P<0.001)、DHEP 1.5%、5.0%

群は相対腎重量の有意な増加も見られた(P<0.001)。

DMT群では体重、臓器重量ともに有意な変化は認めなか

った(表1)。 

 

図1. 体重変化(g) 

  
表1. 体重及び臓器重量 

 
体重と摂餌量の結果からDEHP 0.5%、1.5%、5.0%群と

DMT 3.0%群の被検物質投与量量はそれぞれ358、1,017、

3,575 mg/kg/dayと2,428mg/kg/day相当と換算された。 

 病理組織学的検討では、DEHP群のいずれの濃度にお

いても、細胞質の好酸性変化とともに肝細胞腫大を全

例に認めたが、0.5%群ではその程度は弱かった。DMT群

では明らかな組織学的な変化はみられなかった(図2)。

Ki67陽性率はDHEP群の全群で有意な低下が見られた

(図3)。GST-P陽性細胞はいずれの群でも観察されなか

った。 
 

図2. 肝臓のHE所見 

 

図3. 肝外側左葉Ki-67陽性細胞率 

 
マイクロアレイデータを用いた肝発がん性予測の結

果、DEHP 0.5%、1.5%、5.0%群は従来の106遺伝子セッ

ト、14遺伝子セット、高感受性セットのいずれにおいて

も肝発がん性予測判定陽性を示した。DMT群では従来の

106遺伝子セットでは陰性判定であったが、14遺伝子セ

ットや高感受性セットにおいては陽性判定となった 

(表2)。 

 
表2. 肝発がん性予測の結果 

 

Ｄ. 考察 

DEHP 5.0%投与群においては令和3年度に行った横平

の実験結果と同様にいずれの遺伝子セットでも肝発が

ん性予測は陽性判定となり、再現性が確認された。5.0%

は体重抑制が強く見られる濃度であったが、0.5%、1.5%

の低濃度においても各遺伝子セットで肝発がん性予測

は陽性となり、遺伝子発現変化による本検出系は低濃

度でも検出可能であり、高感度のモデルと考えられる。

Fischer 344ラットを用いた103週の長期混餌投与実験

では、6,000 ppm以上の濃度で腫瘍発生増加を認めてい

る。本実験においては、0.5% (5000 ppm)がその濃度に

近似し、長期発がん性試験の濃度でも、28日間投与でそ

の肝発がん性予測が可能であることが示された。遺伝

子発現に関して詳細に見ていくと、その発現量が

Control群 < DEHP0.5%群 < DEHP1.5%群 < DEHP5.0%群

と濃度依存性に上昇していく遺伝子が、14遺伝子モデ

ルにおいては58.3%、高感受性モデルでは60%みられた。

それぞれの遺伝子発現量に対して順位付け(1〜4)を行

って、DHEP濃度との相関性をみると、14遺伝子モデルで

Spearman r = 0.7664 (P < 0.001)、高感受性モデルで

Spearman r = 0.6668 (P < 0.001)と強い相関が観察さ

れ、濃度依存性の遺伝子発現変化がみられた。 

DMTは優先評価化学物質であるが、Fischer 344ラッ

トでは0.175%〜2%の13週混餌投与によって、肝細胞腫

脹が見られている。しかし、Fischer 344ラットにおけ

る103週間混餌投与(最大0.5%)の長期試験において、有

意な腫瘍発生は見られず、発がん性はないとされる。今

回106遺伝子セットでは陰性判定であったが、14遺伝子

モデル、高感受性モデルにおいては陽性を示した。本実

験では3%と高い濃度で投与行っており、高用量におけ

る発がん性については慎重に検討する必要があると考

えられる。 

 

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、非遺伝毒性肝発がん物質

を低濃度から検出できる可能性が示唆された。優先評価

物質であるDMTはモデルによって評価が変動するため、

高用量における発がん性については慎重に検討する必

要がある。 
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