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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

る試験法及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･安心に繋

がる。 

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」及び「DNAア

ダクトーム解析による遺伝毒性評価」はいずれも正答

率が9割を超える高精度試験系であるが、初年度から

次年度に「監視化学物質」及び「優先評価化学物質」

を含め化学物質数を増やし、より信頼性の高い評価法

へと発展させる。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、上記試験法で解決できない

非遺伝毒性肝発がん物質に対する試験法確立を目指

す。これまでに非遺伝毒性肝発がん物質の発がん機序

に着目して構築した「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」の検出力について動物実

験を行い検証する。初年度は既知の非遺伝毒性肝発が

ん物質を主体に、次年度以降は「監視化学物質」及び

「優先評価化学物質」を含め検証及び改良し、最終的

にOECDテストガイドラインへ化を目指す。これら3つ

の試験法を基に、短期肝発がん性総合評価スキームの

確立を目指す。 

「非遺伝毒性肝発がん物質に対する試験法」につい

研究要旨 
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。非遺伝毒性肝発がん物質に対する試験法確立を目指し、本年度は新たに優先評

価物質 6 種類を含む合計 10 種について、ラット 28 日間反復投与試験に基づき投与した肝臓における遺

伝子発現をマイクロアレイにより取得した。併せて、これまでに構築した非遺伝毒性肝発がん物質検出モ

デルの改良を行い、その肝発がん性予測精度の検証を行った。その結果、これまでに解析した 89 物質に

対して、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）

は、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。遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの有

用性の検証では、これまでに開発した検出モデル-1 では、遺伝毒性肝発がん物質を感度 83%及び特異度

95%で検出できた。本年度は、これまでの検出モデル-1 を用いた検討において偽陰性となった遺伝毒性肝

発がん物質の 5 種類について新たな肝発がん検出モデル-2 を作成し検討した。その結果、新モデル作成

に用いた 2物質及び 2つの陽性と判定された物質の合計 4物質が陽性判定とされるモデル構築が出来た。

我々の開発した 2つの検出モデルを組み合わせて用いることで、遺伝毒性肝発がん物質を感度 97%及び特

異度 95%と、高い精度で検出可能である。また、DNA アダクトーム解析による評価では、毒性予測モデル

の更なる正答率向上に向け、毒性予測モデルの実用性の観点から、標準化したデータを用い、遺伝毒性予

測ラベルと発がん性予測ラベルを作成し、ランダムフォレスト(RF)と線形判別分析（LDA）及び Leave-One-

Out 交差検証による機械学習手法により検討した結果、LDA による結果がより良好で発がん性（83％）お

よび遺伝毒性（65%）を予測するモデルが作成できた。 
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て、令和2年度には陽性対照化学物質3つを含む16化学

物質を、令和3年度には非遺伝毒性肝発がん物質かつ

「優先評価化学物質」である5つの化学物質を含む合

計20化学物質について、ラット28日間反復投与試験を

実施し、肝組織を採取、RNAを抽出・生成し、網羅的遺

伝子発現解析を行い、各化学物質について判定を行っ

た。その結果、これまでに解析した79化学物質につい

て、従来モデルでは感度41%(13/32物質)、特異度100%

(47/47)と感度が低いため、新規に14遺伝子モデルを

作成し感度59%(19/32物質)、特異度98%(46/47)と感度

の改善を認めた。しかしながら、まだ感度が6割程度

と低いため高感受性モデルを作成し、感度69%(22/32

物質)、特異度85%(40/47)と感度が7割と高いモデル作

成に成功した一方で、特異度の低下を認めた。 

令和4年度は、「優先評価化学物質」を5つ含む新た

な10化学物質について検討するとともに、2つの非遺

伝毒性肝発がん物質について、投与濃度による陽性判

定について検証した。また、精度向上を目指して、発

がん機序ごとに判定モデルを確立し、それらを統合し

て判定するモデル（機序別統合モデル）を作成し検証

を行った(大阪公立大/鰐渕・鈴木、香川大/横平、国

立衛研/豊田、名古屋市立大/加藤）。 

「遺伝毒性肝発がん物質超短期検出法」について、令

和 2〜3年度は、遺伝毒性発がん物質の検出に本モデル

（検出モデル-1）の有用性が確認された一方で、偽陰性

を示す物質が認められ投与用量を上げて再検討を実施

したものの、陰性と判定された。そこで令和 4年度は、

偽陰性となった物質を陽性と判定出来る新たなモデル

（検出モデル-2）構築を試み検証した (大阪公立大/

魏）。 

さらに、DNAアダクトーム解析を用いて化学物質の

DNA損傷を指標とした安全性評価法を確立するために、

遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルで得られた肝臓

組織を用いて化学物質の投与に相関する付加体群を用

いた予測モデルの改善を試みた（日本大学/戸塚、大阪

公立大/鰐渕）。 

 

Ｂ．研究方法 

１．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（鰐渕、横平、豊田、加藤、鈴木） 

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

屠殺剖検し肝臓を採取した。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)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、検出法の感度及び

特異度について検証した。 

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

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）。 

令和 4年度は、「優先評価化学物質」を 5つ含む新た

な 10化学物質について検討するとともに、2 つの非遺

伝毒性肝発がん物質について、投与濃度による陽性判

定について検証した。 

大阪公立大担当分として、非遺伝毒性肝発がん物質 3

種：Monuron（MON; 3 g/kg）、Mirex（MIR; 100 mg/kg）、

Safrole (SAF; 10→5 g/kg)、非肝発がん物質かつ優先

評価化学物質である Ethylene glycol（EGL; 40 g/kg）、

Terephthalic acid (TPA; 30 g/kg)を混餌投与した。 

香川大学担当分として、非遺伝毒性肝発がん物質 1

種：Nitrilotriacetic acid（NTA; 1 g/L）、非肝発が

ん物質かつ優先評価化学物質である Acrylic acid 

(ACA; 5 g/L）、Triethanolamine (TEA; 20 g/L）を飲

水投与した。 

国立衛研担当分として、非遺伝毒性肝発がん物質で

ある Furanを 3, 10, 30 mg/kgで、非肝発がん物質か

つ優先評価化学物質である Ethyl acrylate (EAL; 200 

mg/kg）を強制胃内投与した。 

名古屋市立大担当分として、非遺伝毒性肝発がん物

質かつ優先評価化学物質である Bis(2-ethylhexyl) 

phthalate (DEHP)を 5, 15, 50 g/kgで、非肝発がん物

質 か つ 優 先 評 価 化 学 物 質 で あ る Dimethyl 

terephthalate (DMT; 30 g/kg）を混餌投与した。 

 

２．遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質超短

期検出法の確立（鰐渕、魏） 
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新たな遺伝毒性肝発がん物質検出モデル-2作成に用

いた物質を表 1 に記す。これまでに行った 6 週齢の雄

SD ラットに被験物質の単回強制胃内投与試験で採取し

た肝組織から RNeasy mini kit（キアゲン）を用いて

total RNA を抽出・精製し、GeneChip Clariom D Assay 

(Rat)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、優先評価化学物質である o-
phenylenediamine (OPD)、既知の遺伝毒性肝発がん物

質である 1-Amino-2,4-dibromoanthraquinone (ADBAQ)

において対照群と 2 倍以上発現差がある共通遺伝子で

あるとともに、陰性対照である carbon tetrachloride 

(CCL4)で発現変動が異なる遺伝子を選出した。選出遺

伝子の発現変動を基に、OPDおよび ADBAQを陽性、CCL4

および平成 30年度および令和 3年度の対照群を陰性と

する教師セットを用いて、サポートベクターマシンに

よる数理学的アルゴリズムによる新たな遺伝毒性肝発

がん物質の検出モデル-2 を作成した。 

新たに作成した遺伝毒性肝発がん物質検出モデル-2

に、2-Nitropropane (2NP)、Vinyl bromide (VB)、o-
phenylenediamine (OPD) 、 4,4‘-Diaminodiphenyl 

ether (ODA)、Disperse Blue 134 (DB-134)及び Safrole

の遺伝子発現結果を入力し、判定を行った。 
 

表1. 新たな遺伝毒性肝発がん物質検出モデルを用いた検討 

*OECD TG420 急性経口毒性試験において定められる最高用量 

 
３．DNAアダクトーム解析による遺伝毒性評価（鰐渕、

戸塚） 

今年度は、課題 2「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確立」で得られた非遺伝毒

性肝発がん物質 4 種(EE, MCT, PB, CCL4), 遺伝毒性肝

発がん物質 4 種(4,4-ODA, NEMA,ETU, MDA), 遺伝毒性

非肝発がん物質 2種(CPA, DNT), 非遺伝毒性非肝発が

ん物質 4 種（AA, TEO, CHL, PhB）について、再度 HRAM-

アダクトーム解析を行なったデータを用いて検討を行

った。 

抽出した DNA を、DNaseI、ヌクレアーゼ P1、アルカ

リホスファターゼ、ホスホジエステラーゼによりモノ

デオキシリボヌクレオシドに消化した後、LC-TOF/MS 

に供し DNA 付加体の網羅解析を行った。得られたデー

タは SCIEX 社が提供するバイオインフォマティクス解

析ソフトウェアを用い、デオキシリボヌクレオチドに

特徴的なニュートラルロス（-116.04736）及び各種核酸

に特異的なニュートラルロス（-152.0572; dG, -

136.0623; dA, -112.0511; dC, -127.0508; dT）を生

じたピークを選択的に抽出することで、ノイズなどを

抽出しないように系をデザインした。 

昨年までの結果から、PCA-DA のクラスタリング傾向

と毒性予測モデルの正答率の乖離があることがわかっ

た。そこで原因を究明するために、ランダムフォレスト

(RF)の過学習があるのではないかと予測し、これを検

証するため自由度の低い学習アルゴリズム（線形判別

分析（LDA））を用いて物質毎・サンプル毎の leave-One-

Out 交差検証(LOOCV)の検討を実施した。また、毒性予

測モデルの実用性の観点から遺伝毒性のみの遺伝毒性

予測ラベル（遺伝毒性「＋」or「－」）と発がん性のみ

の発がん性予測ラベル（発がん性「＋」or「－」）を作

成し、それぞれの予測モデルの検討を実施した。 

 

（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 

１．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（鰐渕、横平、豊田、加藤、鈴木） 

実験開始1週間後にSAF群において体重減少を認めた

ため、2週目から10から5 g/kgへ投与濃度を下げて実験

を継続した。また、実験期間中にDHEP 50 g/kg投与群

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、終屠殺時には対照群に比べ有意な体重減少を認め

た。MONおよびSAF投与群において、対照群に比べ体重増

加抑制傾向が見られ、最終屠殺時には対照群に比べ有意

な体重減少を認めた。 

MON投与群において肝重量の有意な低下、MIRおよびS

AF投与群においては肝臓相対重量が対照群に比べ有意

な増加を認めた。Furan投与群では用量依存性の肝重量

増加が認められ、10、30 mg/kg投与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。DEHP投与群の5、15 mg/kg投与群におい

て肝重量増加を認め、いずれの投与量においても相対

肝重量の有意な増加を認めた。 

採取された肝組織について検討した結果、MIR、SAF、

Furan、DEHPにおいて肝細胞肥大や空胞変性などの組織

学的変化を認めた。また、MON においても軽度ながら肝

細胞肥大などの組織学的変化が存在した。Furan および

DEHP いずれにおいても組織学的変化は用量依存性を示

した。 

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 2）。 

TD50 LD50

(mg/kg (mg/kg)

2-Nitropropane (2-NP)
遺伝毒性

肝発がん物質
不明 不明 240 陰性 不正解

Vinyl bromide (VB)
遺伝毒性

肝発がん物質
18.5 500 170 陽性 正解

CCL4
非遺伝毒性

肝発がん物質
27.8 2350 780 陰性 正解

Disperse Blue 134

(DB-134 )

遺伝毒性

「発がん性不明」
不明 不明 2000* 陰性 不明

o-phenylenediamine

(OPD)

遺伝毒性

肝発がん物質
不明 510 510 陽性 正解

Safrole
遺伝毒性

肝発がん物質
441 1950 1950 陽性 正解

1-Amino-2,4-

dibromoanthraquinone

(ADBAQ)

遺伝毒性

肝発がん物質
46 不明 2000* 陽性 正解

4,4‘-Diaminodiphenyl

ether (ODA)

遺伝毒性

肝発がん物質
9.51 725 480 陰性 不正解

被検物質 分類
投与量

(mg/kg)

判定結果

（新モデル）
正否
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表 2. 各モデルによる令和 4年度検討した物質の判定結果 

 
 

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 3）。 

 
表 3. 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4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。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4.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5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5. 機序別統合モデルにおけるこれまでに検討した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6）。 

 
表6.各モデルによる投与濃度ごとの発がん性判定結果 

 
 

２．遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質短期

検出モデルの確立（鰐渕、魏） 

網羅的遺伝子発現解析で取得した遺伝子発現データ

を新規の遺伝毒性肝発がん物質検出モデル-2 に入力し、

遺伝毒性肝発がん性の陽性または陰性の判定を行った。

本モデルでは、遺伝毒性ラット肝発がん物質を「陽性」、

その他の物質（非遺伝毒性ラット肝発がん物質、遺伝毒

性非発がん物質）を「陰性」と判定する。その結果、VB

及び Safrole が陽性と判定された。教師セットとして

用いた OPD 及び DBAQに合わせて、5つの遺伝毒性発が

ん物質のうち4つが陽性（OPD、ADBAQ、VB及び Safrole）

となる新しい遺伝子セットによるモデルが確立できた

(表 1)。一方、2NP、ODA、及び DB-134は陰性と判定さ

れた。 

 

３．DNAアダクトーム解析による遺伝毒性評価（鰐渕、

戸塚） 
まず物質毎のLOOCVの検討を行った結果、全66サンプ
ルのうち23サンプルについて正答した（平均的な正答率
35%）。毒性別の平均的な正答率は、「－－」は90%、「－
＋」10%、「＋－」0%、「＋＋」18%であった。また、PCA-
DAの「－＋」と「＋＋」は一部のクラスターが重なって
おり、毒性予測モデルでも「－＋」の物質をLOOCVでテ
ストしたとき「＋＋」に誤答する傾向があり、同様に「＋
＋」の物資をLOOCVでテストしたとき「－＋」に誤答す
る傾向が見られた（表7、図1）。 
 

表7. 物質毎の正答率 

 
次にサンプル毎のLOOCVの検討を行った結果、全66サ

ンプルのうち31サンプルについて正答した（平均的な
正答率47%）。毒性別の平均的な正答率は、「－－」は
90%（物質毎のLOOCVと変化なし）、「－＋」は45%（物
質毎のLOOCVよりも35ポイント増加）、「＋－」は0%（物
質毎のLOOCVと変化なし）、「＋＋」は24%（物質毎のLOOCV
よりも6ポイント増加）であった。また、PCA-DA（図2）

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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でクラスターの一部が重なった「－＋」と「＋＋」につ
いて、物質毎のLOOCVよりも「－＋」は正答率が向上
（10％→45%）、同様に「＋＋」も正答率が向上（18%→
24%）した（表8）。なお、すべて誤答した「＋－」は正
答率の変化は確認できなかった。 
 

図1. 遺伝毒性肝発がん物質/遺伝毒性非肝発がん物質/非遺

伝毒性肝発がん物質/非遺伝毒性非発がん物質の肝臓におけ

るDNA損傷性の評価（PCA-DAによる） 
 
表8. サンプル毎の正答率 

 

図 2. サンプル毎の分類クラス別正答率。括弧内の数値は物

質毎の正答率からの変化 

② 毒性予測ラベルの変更による予測精度向上の検討 

毒性予測モデルの正答率向上に向けて、毒性予測モデ

ルの実用性の観点から遺伝毒性のみの毒性予測ラベル

（遺伝毒性「＋」or「－」）と発がん性のみの毒性予測

ラベル（発がん性「＋」or「－」）を作成し、毒性予測

モデルの検討を実施した。 

 

・遺伝毒性のみを用いた毒性予測モデル 

2018年度測定データ、2019 年度測定データ、2021 年

度測定データについて、毒性予測ラベルに遺伝毒性のみ

を用いた毒性予測モデルを構築・評価した（表 9）。そ

の結果、ランダムフォレスト(RF)と線形判別分析（LDA）

の正答率は同程度であり、測定データと学習アルゴリズ

ムに関係なく、正答率は物質別 LOOCVよりもサンプル別

LOOCVの方が高かった。また、2018年と 2019 年データ

を統合した 2021 年度データの正答率は、遺伝毒性と発

がん性（「＋＋」「＋－」「－＋」「－－」の 4 種類の毒

性予測ラベル）を組み合わせて用いた場合よりも約 20

ポイント向上した。 

 
表 9. 遺伝毒性のみを予測した場合の平均的な正答率 

 
 

・発がん性のみを用いた毒性予測モデル 

2018年度測定データ、2019 年度測定データ、2021 年

度測定データについて、毒性予測ラベルに発がん性のみ

を用いた毒性予測モデルを構築・評価した（表 10）。 

その結果、遺伝毒性のみを用いた場合と同様に、RFと

LDA の正答率は同程度であった。ただし、2021 年度測定

データは RF よりも LDA の方が正答率は約 30 ポイント

高くなった。また、測定データと学習アルゴリズムに関

係なく、正答率はおおよそ物質別 LOOCVよりもサンプル

別 LOOCV の方が高かった。一方、2021 年度データの正

答率は、物質毎、サンプル毎の LOOCVに関わらず、LDA

による毒性予測結果は 83%であった。 

 
表 10. 遺伝毒性のみを予測した場合の平均的な正答率 

 
 

③ 5-methyl-dCによるデータの標準化 

2018 年測定データと 2019 年度測定データを合わせ、

5-methyl-dCを内部標準として normalizeを行った。そ

のピークリストを用いて PCA-DA解析を行なった結果、

一部の「＋＋」と「－－」は分離しなかったが、「＋－」

「－＋」はクラスタリングされることがわかった(図 3)。 

さらに、毒性予測モデルの更なる正答率向上に向け、

毒性予測モデルの実用性の観点から、標準化したデー

タを用い、遺伝毒性のみの毒性予測ラベル（遺伝毒性

「＋」or「－」）と発がん性のみの毒性予測ラベル（発
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がん性「＋」or「－」）を作成し、毒性予測モデルの検

討を実施した。遺伝毒性のみの毒性（遺伝毒性「＋」or

「－」）と発がん性のみの毒性（発がん性「＋」or「－」）

に分けた PCA-DA解析の結果、遺伝毒性ではデータが分

離されなかったが(図 4)、発がん性では「＋」と「－」

で分離される傾向にあることがわかった(図 5)。 

 

 
図3. 5-methyl-dC による標準化と PCA-DA 解析 

 

 
図4. 遺伝毒性の有無による分類 

 

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。今年度に開発し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、高精度のモデ

ルが開発できたと考えられる。 

 
図5.発がん性の有無による分類 

 

図 6. 2021 年度測定データの PCA-DA（遺伝毒性） 

 

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陽性

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。 

今回新たに作成した検出モデル-2において、5つの遺

伝毒性発がん物質のうち4つが陽性となったことから、

これまでに偽陰性となった遺伝毒性発がん物質には共

通した発がん機序が存在する可能性が見られた。加えて、

今までのモデルで陽性対照群として用いてきた2-NPが

陰性となったことから既存の検出モデル-1とは異なる

発がん機序である可能性を示した。また、遺伝毒性陽性

で発がん性不明の「監視化学物質」DB-134はOECD TG420 

急性経口毒性試験において定められている最高用量の

2000 mg/kgにおいても「陰性」と判定されたことから、
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遺伝毒性非肝発がん物質である可能性が示唆された。 

これまでに検討した69物質に対して、我々の開発した

2つの検出モデルを組み合わせて用いることで、遺伝毒

性肝発がん物質を感度97%及び特異度95%と、高い精度で

検出可能である。 

2021 年度測定データについて LDA を用いた遺伝毒性

のみの予測結果（59%-65%）と発がん性のみの予測結果

（83％）を比較すると、発がん性のみを予測した方が正

答率は高かった。その理由として、遺伝毒性のみを予測

した場合では「－」と「＋」が明確に分離していないこ

と（図 6）に対して、発がん性のみを予測した場合では

「－」と「＋」が比較的に分離していること（図 7）に

起因すると考えられる。 

今年度、2018年データセットと 2019 年データセット

を統合し、5-methyl-dCのピークを内部標準として標準

化を行った。PCA-DA 解析を行ったところ、遺伝毒性と

発がん性（「＋＋」「＋－」「－＋」「－－」）のうち、「＋

－」、「－＋」、それ以外、とクラスタリングできた。「＋

＋」と「－－」の分離ができなかったが、保持時間や質

量数の許容度など解析ソフトの条件の変更や、5-

methyl-dC 以外の内部標準での標準化を試み、より精度

よく分離ができる方法を検討する必要がある。 

 

図 7. 2021 年度測定データの PCA-DA（発がん性） 

 

Ｅ．結論 

我々が構築した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モデルは、非遺伝毒性肝発がん物

質を高い精度で検出できる可能性が示唆された。今年

度作成した機序別統合モデルは、今まで問題となって

いた感度に対して向上する成果を出すとともに、特異

度も高水準を保持しており、高い精度のモデルが開発

できたと考えている。施設間で共通の試験法を行う事

で、標準化された試験法確立を目指すとともに、モデル

作成に用いた遺伝子から肝発がん機序解明を目指した

い。 

我々が遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質

短期検出モデルおよび新規モデルを組み合わせて用い

ることで、遺伝毒性肝発がん物質を極めて高い精度で検

出できる可能性が示唆された。 

DNA アダクトーム解析を用いて化学物質の DNA 損傷

を指標とした化学物質の遺伝毒性・肝発がん性への分

類、遺伝毒性及び肝発がん性の予測が可能となる結果

を示した。 

 

Ｆ. 健康危険情報 

今回の研究において得られた成果の中で、健康危険

情報に該当する情報は得られなかった。 
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 11 

年 11月） 

39) 岡本悠佑、福井千恵、赤根弘敏、豊田武士、梶山

健次、権英淑、神山文男、小川久美子、伊豆津健

一、山本栄一、野村祐介. コーティング型マイク

ロニードルアレイにおける高極性薬剤の皮膚透過

性の評価．第 44回日本バイオマテリアル学会、東

京（2022 年 11月） 

40) 増田寛喜、豊田武士、宮下知治、吉田寛、瀬戸泰

之、野村幸世. ラット外科的逆流モデルにおける

バレット食道に対する MEK インヒビターの治療効

果の検討．第 33回日本消化器癌発生学会総会、東

京（2022 年 11月） 

41) 赤木純一、水田保子、赤根弘敏、豊田武士、小川

久美子. ナノサイズ二酸化チタンの 90 日間反復

経口投与毒性．第 59回全国衛生化学技術協議会年

会、川崎（2022 年 11月） 

42) 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） 

43) 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） 

44) 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） 

45) Totsuka Y. Comprehensive analyses of genome 
and DNA adducts elucidate association between 

environmental factors and human cancer 

development. 12th AACR-JCA Joint Conference, 

Maui (2022 年 12月) 

46) 松下幸平、豊田武士、赤根弘敏、森川朋美、小川

久美子. 薬剤性腎障害の慢性化病変における

CD44 陽性尿細管の病態生理学的意義．第 5回医薬

品毒性機序研究会、東京（2022 年 12月） 

47) 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） 

48) 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） 

49) 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） 

50) 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） 

51) 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） 

52) 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） 

53) 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） 

54) 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） 

55) 豊田武士、松下幸平、赤根弘敏、森川朋美、小川

久美子. γ-H2AX 免疫染色を指標とした腎発がん

性の短期評価法開発．第 39回日本毒性病理学会総

会、東京（2023年 1月） 

56) 赤根弘敏、豊田武士、松下幸平、森川朋美、小坂

忠司、田島均、青山博昭、小川久美子. ヨウ素取

込み阻害剤によるラット抗甲状腺作用の検出指標

としての病理組織学的及び免疫組織化学的解析と

血中ホルモン値の比較．第 39回日本毒性病理学会

総会、東京（2023年 1月） 

57) 松下幸平、豊田武士、赤根弘敏、森川朋美、小川

久美子. 腎線維化における部分的上皮間葉転換の

生じた尿細管の役割と CD44との関連．第 39回日

本毒性病理学会総会、東京（2023年 1月） 

58) Toyoda T, Yamada T, Matsushita K, Akane H, 
Morikawa T, Ogawa K. Early detection of 

urinary bladder carcinogens in rats by 

immunohistochemistry for γ-H2AX. 62nd Annual 

Meeting of the Society of Toxicology, 

Nashville（2023年 3月） 

59) Ogawa K, Akagi J, Mizuta Y, Akane H, Toyoda 
T. Oral toxicological study of titanium 

dioxide nanoparticles with a crystallite 

diameter of 6 nm in rats. 62nd Annual Meeting 

of the Society of Toxicology, Nashville（2023

年 3月） 

60) Akane H, Toyoda T, Matsushita K, Morikawa T, 
Kosaka T, Tajima H, Aoyama H, Ogawa K. 

Comparison of sensitivity between 

histopathological and immunohistochemical 

analyses and blood hormone levels for early 

detection of antithyroid effects in rats 

treated with thyroid peroxidase inhibitors 



 

 12 

and promoters of thyroid hormone metabolism. 

62nd Annual Meeting of the Society of 

Toxicology, Nashville（2023年 3月） 

61) 赤木純一、水田保子、赤根弘敏、豊田武士、小川

久美子．結晶子径 6 nmの超微小粒子径アナターゼ

型二酸化チタンナノ粒子の反復経口投与毒性．日

本薬学会第 143年会、札幌（2023年 3月） 

62) 小林琢磨、豊田武士、吉岡泰淳、渡邉正悟、岸本

真治、松下幸平、赤根弘敏、小川久美子、渡辺賢

二、高村岳樹、戸塚ゆ加里、若林敬二、三好規之．

単環芳香族アミンの新規尿中代謝物はラット膀胱

上皮における ALDH1A1 の発現を誘導する．日本農

芸化学会 2023年度大会、Web開催（2023年 3月） 

 

Ｈ. 知的所有権の取得状況 

１．特許取得 

該当なし 

２．実用新案登録 

該当なし 

３．その他 

該当なし

 


