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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。さらに令和3年に再度、

遺伝子構築を見直し再構築した14遺伝子モデルや14

遺伝子モデルにおいて低用量においても判定を陽性

とする高感受性モデルを構築し検討した。 

 

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。被検物質は令和2年度に非遺伝性肝発がん物質と

してDecabromo-diphenyl oxide (decaBDE:5%)、dl-

Ethionine (DL-ET:0.1%)、Doxylamine succinate 

(DOX:0.2%)、非発がん物質としてHexachlorophene 

(HCP:0.015%)を摂餌投与した。令和3年度には投与経

路を摂餌投与から強制胃内投与に変更して再度DL-ET 

(200 mg/kg/day)、DOX (200 mg/kg/day)、HCP (20 

mg/kg/day)と新規の非遺伝性肝発がん物質として

Methapyrilene hydrochrolide (MPH)、優先評価化学

物質としてNitrobenzene (NB)を投与した。令和4年度

は濃度変化による検出力を見るためにBis(2-

ethylhexyl)phthalate (DEHP)を0.5%、1.5%、5.0%の3

つの濃度設定で摂餌投与し、新規の優先評価化学物質

としてDimethyl Terephthalate (DMT)を摂餌投与し

た。 

いずれも6週齢SD雄ラットを各群4-6匹に分け、28日間

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、

高感受性モデルにおける肝発がん性予測を行った。 

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、「優先評価化学物質」についての発がん性評価を実施した。令

和2-4年度において非遺伝性肝発がん物質としてDecabromo-diphenyl oxide(decaBDE)、dl-Ethionine(DL-

ET)、Doxylamine succinate(DOX)、Methapyrilene hydrochrolide(MPH)、Bis(2-ethylhexyl)phthalate 

(DEHP)の5種、優先評価化学物質としてNitrobenzene (NB)とDimethyl Terephthalate (DMT)の2種、非発が

ん物質としてHexachlorophene (HCP)の1種を検討した。令和2-3年度にかけてはDL-ET、DOX、HCPについて

投与方法を摂餌投与から強制胃内投与に変更し、令和4年度にはDEHPを3段階の濃度を設定し、低濃度にお

ける検出力を検討した。28日間投与後の肝を用いた遺伝子発現変化による肝発がん性予測は、従来の106遺

伝子モデルにおける正答率は50% (4/8物質)を示し、新規に構築した14遺伝子モデル・高感受性モデルにお

いては徐々に感度は上昇したものの、特異度の低下がみられ、それぞれ正答した物質が異なるものの正答

率は50% (4/8物質)であった。投与経路を摂餌から強制胃内投与にすることにより、DOXは14遺伝子・高感

受性モデルで検出可能となったが共同施設全体での変化はあまり見られなかった。DEHPに関しては、いず

れのモデルでも低濃度から検出可能であることを示し、判定に利用した遺伝子発現量は濃度依存性に変化

した。共同施設と既存の結果と併せ、感度と特異度の両者を高く維持するモデル作成が望まれたため、令

和4年度には新たに機序別統合モデルを作成し、全体で感度64%、特異度94%、正答率82%とモデルの改善を

行い高精度のモデルが開発できたと考えられる。 
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（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

220-026、21-005、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、DL-ET(200 mg/kg/day)群、MPH群、DEHP 

5.0%群、NB群で有意な体重減少を認め、MPH群はday 17, 

28に1匹ずつ、DEHP 5.0%群はday 23に1匹死亡し、NB群

はday 9にメトヘモグロビン血症がday 9に2匹にみられ

day 10に1匹死亡したため、1日の休薬後半量(62.5 

mg/kg/day)で投与を行った(表1)。 

相対肝重量はdecaBDE群、DOX (200 mg/kg/day)群、

DEHP 0.5%、1.5%、5.0%群、NB群、HCP (20 mg/kg/day)

群で有意に上昇し、DEHP群では濃度依存性の変化が見

られた(表1)。 

 
表1. Control群に対する体重(%)と相対肝重量(%) 

 
 

組織学的には相対肝重量の上昇した、decaBDE群、DOX 

(200 mg/kg/kg)群、DEHP 0.5%、1.5%、5.0%群、NB群で

中心静脈周囲の肝細胞腫大を観察し、DEHP群ではその

程度は濃度依存性に強かった。その他、DL-ET (200 

mg/kg/day)群にはKupffer細胞の増生が見られた。 

肝外側左葉におけるKi-67陽性率はMPH群で有意な上昇

が見られたが、その他の群で明らかな上昇は見られず、

DEHP群では陽性率の有意な低下が見られた(図1)。 

 

図1. Control群に対するKi-67陽性率の割合 

 

GST-P陽性細胞の検討においてはグルタチオン抱合

などの代謝の影響でNB群やMPH群で陽性が見られたが、

明らかな前癌病変と考えられるGST-P陽性細胞巣はい

ずれの個体にも見られなかった。 

マイクロアレイデータを用いた肝発がん性予測の結

果、従来の106遺伝子モデルにおける正答率は50% (4/8

物質)を示した。新しく構築した14遺伝子モデルにおい

てはDOXの検出が可能となったが、現在肝発がん性の確

認されていない優先評価科学物質のDMTが陽性を示した

ため、全体としては正答率は50% (4/8物質)と変化がみ

られなかった。高感受性モデルに関しては、さらにDL-

ETの検出が可能となったが、非発がん物質であるHCPが

陽性と判定されてしまっているため、全体としては正答

率は50% (4/8物質)と従来モデル、14遺伝子モデルと変

化がみられなかった(表2)。 

年度ごとでの比較を行うと、令和2年度で検出できな

かったDOXは強制胃内投与にし、平均摂取量が145 

mg/kg/dayから200 mg/kg/dayに上昇させることにより

検出可能となった。 

令和4年度の実験においてはDEHPは体重抑制の見られ

ない低濃度(0.5%)から検出可能であった。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 < 

DEHP 0.5%群 < DEHP 1.5%群 < DEHP 5.0%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。 

 
表2. 各検出モデルの結果と成否 

 
 

Ｄ. 考察 

令和2年度〜4年度にわたって8物質に対して、投与方

法の変化や濃度変化をつけながら、非遺伝性肝発がん

物質の遺伝子発現パターンを観察し、従来の106遺伝子

で評価するとともに、新規で14遺伝子、高感受性モデル

を構築し評価した。 

感度に関しては従来モデルが33% (2/6物質)に対し、

14遺伝子モデルでは50% (3/6物質)、高感受性モデルで

は67% (4/6物質)と改善が見られるが、特異度が低下し

ていたため正答率の改善はみられなかった。私たちの

使用した物質内においては、著明な相対肝重量の上昇
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(DHEP)や肝臓内Ki-67陽性の著明な上昇(MPH)などの明

瞭な変化がみられるような物質においてはいずれのモ

デルでも検出可能であり、軽度の相対肝重量の変化や

軽度の体重減少、軽度の組織学的変化(DL-ET、DOX)に関

しては、14遺伝子モデルや高感受性モデルでの検出で

検出可能であった。NBに関しては、いずれのモデルでも

検出できなかったが、途中でメトヘモグロビン血症と

いう肝病変以外により投与量を半量にせざるを得なか

ったため、肝発がんに十分な量の投与を確保できなか

った可能性があり、慎重な判断が必要である。 

モデルの検出感度に関してはDEHPにおいて低濃度

(0.5%)においても検出可能であり、同濃度はFischer 

344ラットを用いた103週の長期混餌投与実験で、腫瘍

発生増加を認めた6,000 ppmより低い濃度であるため、

DEHPにおいては長期試験と同程度の濃度で検出可能で

あることを示す事ができた。 

投与方法に関しては、胃内投与によってDOXのみ投与

濃度が145 mg/kg/dayから200 mg/kg/dayに上昇し、14

遺伝子モデルや高感受性モデルで検出可能となった。

私たちの実験では改善がみられたが、共同施設全体で

DOXのみの変化にと留まり、投与方法による大きな違い

は観察されなかった。 

モデルの検討は共同施設やこれまで検討した全体で

の評価を要するが、概ね傾向は同様であり、従来モデル、

14遺伝子モデル、高感受性モデルで感度はそれぞれ39% 

(14/36物質)、53% (19/36物質)、67% (24/36物質)、特

異度は100% (53/53物質)、96% (51/53物質)、76% (68/89

物質)となり、感度と特異度の両者を高く維持するモデ

ル作成が望まれた。そのため、令和4年度には新たに機

序別統合モデルを作成し、全体で感度64%、特異度94%、

正答率82%とモデルの改善を行い高精度のモデルが開

発できたと考えられる(代表者総括参照)。 

 

Ｅ. 結論 

 非遺伝毒性肝発がん物質を短期で検出するための遺

伝子セットの構築は従来モデルと比較し、より精度の高

いモデルを構築できたが、より精度の改善や多様な物質

での検討を積み重ねる必要がある。 
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