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A. 研究目的 

現在、化学物質の規制に関わる国際機関

や諸外国の規制当局は、リスク評価の迅速化・

効率化のために、in silico 予測手法の利用促

進を図っている。この in silico 予測手法の一

研究要旨 

リードアクロスの信頼性の向上へ向けて、毒性性機序に基づく生殖発生毒性（DART）

AOP キーイベント等のデータをリスク評価に用いるため、REACH 登録情報など国際的

なデータベースなどから毒性データを追加収集し、さらなる AOP 作成のためのデータ

マイニングを行うことを目的とした。令和 4 年度は、ECHA の REACH に登録されてい

るデータセットを用いて、DART リスクと DART の原因となる潜在的メカニズムの探索を

行った。その結果、ECHA REACH データセットの大部分は現時点での DART AOP ネッ

トワーク内に含まれておらず、このデータセットが新たな AOP やそのメカニズム（MIE

や KE 等）を開発する為の検証データセットとして有用であると考えられた。化学構造

フィンガープリント法による類似性検索を用いると AOP ネットワークにヒットする物

質数が上がり、in silico 毒性予測ツールである Derek Nexus よりも感度が高くなること

がわかった。一方、偽陰性となる物質も多くあることが判明した。偽陰性となる物質に

ついて、DART と関連する Derek アラートの探索を行ったところ、ミトコンドリア毒

性、トポイソメラーゼ II 阻害に関連する物質が比較的多く検出できた。今後はこれらの

キーイベントに関して詳細な検討を行うことにより新たな AOP 開発が可能となると考

えられた。 
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つである定量的構造活性相関（QSAR）につ

いて、医薬品不純物の遺伝毒性評価における

ICH M7 ガイドラインの中で、行政利用として

利用されるようになったものの、現状では遺伝

毒性以外の毒性予測におけるリスク管理への

QSAR の利用は極めて限定的であると言わざ

るを得ない。これまでの研究では、反復投与毒

性、生殖発生毒性への in silico 手法の適用

に関して、機序に基づくリードアクロスの適用

を目指して、大規模毒性データベースの構築、

カテゴリーの構築、有害性発現経路（AOP）の

開発を行ってきた。R3年度は、機序に基づくリ

ードアクロスの信頼性の向上へ向けて、AOP

キーイベント等のデータをリスク評価に適用す

る場合のケーススタディにより、AOP アプロー

チの優位性を検証したが、依然生殖毒性に関

するデータギャップが多いことも示された。そこ

で R４年度は、ECHA-REACH 登録情報など

国際的なデータベースなどから毒性データを

追加収集し、さらなる AOP 作成のためのデー

タマイニングを行うことを目的とした。 

 

B. 研究方法 

データセットの作成 

ECHA REACH に提出された 2,278 件の

研究 (陽性 711 件、陰性 1,567 件) から

OECD ガイドライン(TG 421、TG 442、TG 

414-416、TG 443)に従って実施された試験

から生殖発生毒性（DART）データを抽出した。 

モデルの検証 

データギャップ検証のため、ラーサ研究所

の DART AOP ネットワークに対して類似検索

方法を行うとともに Derek Nexus の性能も検

証した。 

データマイニングと知識抽出 

in silico モデルがうまく機能しない化学的・

生物学的空間の領域の特定するために、

ECHA REACH DART データセットにおける

化合物のアッセイおよびモデル結果をレビュ

ーした。 

（倫理面への配慮）本研究は動物及びヒト試料

等を用いた研究を行わないため対象外である。 

 

C. 研究結果 

データセットの作成 

ECHA REACH に提出された 2,278 件の

データセットの解析により、CAS 番号に基づい

て 1,647 種の化合物を特定した。データセット

の構造を SMILES から INCHI に変換し、ラ

ーサ研究所内で開発した KNIME ノードを用

いて構造標準化とコンテキスト化を行った。こ

の処理の結果、コンテキスト化した INCHI に

基づく 1,590 種、標準化 INCHI では 1,612

種の化合物について 2,237 件のデータセット

を得た（表 1）。 

これらは、実施されたガイドライン毎に分類

され、保守的な判断で陰性と陽性の結果に分

類した（表 2）。表 2 は、AOP ネットワークにリン

クするための有用なデータを提供し、表 1 は、

AOP ネットワークのパフォーマンスを検証する

ために使用した。 

 

表 1：コンテキスト化した化合物数と試験結果が陽性と陰性の化合物数： 

Dataset Total number of study 

records 

Total number of 

compounds 

Positive compounds 

(any assay) 

Negative compounds 

(any assay) 

Contextualised 2237 1590 558 1032 
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表 2：ガイドライン毎に分類されたデータセットと試験結果が陽性と陰性の化合物数： 

 

 

モデルの検証 

ECHA REACH データセットの化合物と

AOP ネットワークのデータとの重複の比較：

類似性検索機能を行うに、ECHA REACH

データセット内にある、ラーサ研究所の

AOP ネットワークにそのアッセイデータがあ

る化合物の数を求めた（表 3）。 

 

表 3 データセット化合物と AOP ネットワークデータとの重複 

 

 

この結果は、AOP ネットワークとリンクしてい

ない新規の 804 化合物であることを示して

いると共に、AOP ネットワークに既に存在す

る 786 化合物のうち、毒性データがあるの

は 313 化合物に留まっていることを示してい

る。このため、ECHA REACH データセット

には 1,277 種の化合物に対する新たな毒性

データがある。したがって、このデータセット

は AOP ネットワークツールを検証するのに

役立つほか、現在のデータギャップを特定

することができると考えられる。 

類似性検索法の検証：類似性検索にお

ける化学的フィンガープリントを生成する為

のフラグメンテーション法のうち、CERES2（ラ

ーサ独自方法）、EFFP4（Extended-

Connectivity Fingerprint 法に基づいてラー

サ研究所が作成した方法））および、アトム

ペア extended sybyl（アトムペアに基づいた

独自方法）を用いて、それぞれの手法で

Tanimoto 類似性閾値を 100%、90%および

80%としたときの性能を検証した。その結果、

CERES2 法が類似性検索閾値の減少に対

して、カバーする化合物数の増加が最も大

きく、明らかに類似していない化合物とのマ

ッチが少ないことが示された。 

図 1 及び表 4 に示すように、CERES2 類

似性方法（類似性 90%、80%）の性能を、

AOP ネットワーク内の完全一致の性能や

DART 関連 DX アラートの性能と比較した。

AOP ネットワーク内の完全一致の性能で判

るように、類似検索する前に 74 の偽陽性

（FP）が含まれている。この FP のうち 52 は、

AOP ネットワークに MIE および KE ベース

のデータがある化合物であるが、必ずしも in 

 All assay data associated 

to our AOP network* 

AO assay data associated 

to our AOP network 

Number of 

compounds 
786/1590 313/1590 

OECD 

Guideline 

Total number of 

study records 

Total number of 

compounds 

Positive 

compounds 

Negative 

compounds 

  Contextualised Contextualised Contextualised 

414 630 609 197 412 

415 85 78 47 31 

416 176 166 75 91 

421 444 341 105 236 

422 883 671 198 473 

443 19 19 4 15 
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vivo 毒性試験結果を反映していない MIE

や KE のアッセイ結果に基づいている可能

性がある。また 74 の FP のうち残りの 22

は、有害性発現（AO）データに基づいてい

るが、AO ベース試験の複雑さに基づいて

いる可能性がある。AOP ネットワーク内の完

全一致の性能のモデルでは、全体のバラン

ス精度は約 55%、感度は 20%未満であり、

DX DART 関連アラートの性能とよく一致し

ている。これらのモデルを CERES2 に基づく

類似性評価法の性能と比較した場合、バラ

ンス精度は類似化合物探索で影響を受け

ないことが、類似性の閾値を下げると感度は

約 45%に劇的に増加した。 

 

図 1：各予測法の性能の比較 

 

表 4：各予測法の性能の比較 

 
 

類似性に基づくこの AOP 検索法は、

Derek Nexus と比較して、陽性化合物の感

度を改善するが改善の余地も示した。例え

ば、どのモデルでも「全体での MIE + KE ア

ッセイコール」を「全体のアッセイコール」と

比較することで感度に違いのあることが示さ

 

  
 

Total TP FP TN FN Equivocal Out of 

Domain 

exact match Overall MIE+ KE 

assay call 

1590 41 52 980 517 0 0 

exact match Overall assay call 1579 100 74 951 454 11 0 

CERES2 0.9 Overall MIE+ KE 

assay call 

1590 143 221 811 415 0 0 

CERES2 0.9 Overall assay call 1580 203 259 767 351 10 0 

CERES2 0.8 Overall MIE+ KE 

assay call 

1590 193 317 715 365 0 0 

CERES2 0.8 Overall assay call 1579 260 366 660 293 11 0 

DX DART alerts N/A 1590 63 80 952 495 0 0 
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れている。これは、MIE または KE に関連す

る化合物とのマッチングを通じて、現時点で

AOP を特定しうる DART 物質よりも多くの陽

性物質を特定できる可能性のあることを示し

ている。図 2 は、ECHA REACH データセ

ットの陽性化合物に一致する関連データの

ある MIE アッセイを示したものである

（CERES2 法、類似性閾値 80%）。これは、デ

ータセット内の化合物に重要な意味を持つ

とされる経路に関する知見を示しており、

AOP ネットワーク内で最も多く予測される

MIE が炭酸脱水酵素阻害であり、次が

HDAC 阻害とアロマターゼ阻害であることが

示されている。これ以外にも、ホルモン撹乱

や神経伝達物質の阻害などの因子に関し

て、広範囲にわたる MIE が予測されてい

る。

 

図 2：AOP ネットワークとリンクする MIE アッセイによって予測された陽性化合物の数 

 

データマイニングと知識抽出 

「全体での MIE + KE コール」を用いた

AOP 類似性検索（（CERES2 法、類似性閾

値 80%））における偽陰性（FN）を対象として

AOP ネットワーク内のデータおよびメカニズ

ム的ギャップを調査した。FN と結びついた

推定作用機序（MoA）を特定する為、FN に

関する Derek Nexus アラートの調査を行

い、AOP ネットワーク内に適切な AOP があ

ると考えられるが現時点では把握できてい

ないものと、適切な AOP がネットワークにな

いと考えられるものの 2 種類をマイニングし

た。 

まず、AOP ネットワーク内に既に適切な

AOP があると考えられる FN の特定に関連

する結果として、 

•データセットにグルタチオン枯渇および

グルタチオンとの求電子反応に関連する

Derek アラートとして 40 の FN を捕捉した

（表 5）。これらのアラートは、雄の受精能低

下の AOP をもたらすグルタチオン減少とリ

ンクしている可能性があり、R 元年度の研究

で既に開発したグルタチオン枯渇経路内の

KE を予測する可能性もある。その他に

AOP に対して 1～5 の化合物を捕捉するそ

の他の Derek アラートが示された。 
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表 5：AOP ネットワーク内で KE にリンクする可能性がある Derek アラート 

 

 

表 6：Derek アラートによって特定された推定 MoA を伴う FN（現時点では AOP がない） 

 

Putative MoAs associated to 

Derek alerts 

Number of times a 

relevant alert was fired 

Relevant DART 

AOP in network 

Glutathione (GSH) depletion 41 Yes, (developed) 

Glutathione (GSH) reaction with 

electrophile 
13 Yes, (developed) 

Peroxisome proliferator-activated 

receptor (PPAR) binding 
5 

Yes, PPARα – 

relevant pathway 

Estrogen receptor (ER) binding 5 Yes 

Choline deficiency 4 Potentially 

Triiodothyronine (T3) decrease 2 Yes 

Thyroxine (T4) decrease 2 Yes 

Thyroid peroxidase inhibition 2 Yes 

Gonadotrophin-releasing 

hormone inhibition 
1 Yes, (developed) 

Estrogen receptor (ER) 

modulation 
1 Yes 

Dihydrofolate reductase (DHFR) 

modulation 
1 Yes 

Cholinesterase inhibition 1 Yes 

Aromatase (CYP19) inhibition 1 Yes 

Putative MoAs associate to DX 

alerts 

No of times a relevant 

alert was fired 

Relevant DART 

AOP in network 

Additional evidence 

linking the MoA to DART 

Mitochondrial dysfunction 21 No Yes 

Electron transport chain 

inhibition - succinate-coenzyme 

Q reductase (SQR)* 

1 No Yes 

Krebs cycle inhibition - alpha-

ketoglutarate dehydrogenase 

complex inhibition* 

1 No Yes 

Carnitine depletion* 1 No Yes 

Beta-oxidation competitive 

substrate* 
1 No Yes 

Uncoupling of oxidative 

phosphorylation* 
5 No Yes 

Topoisomerase II-DNA cleavage 

complex binding 
14 No Yes 

Cytochrome P-450 (CYP) 

inhibition 
5 No Insufficient clarity 

Cytochrome P-450 (CYP) 

increase 
2 No Insufficient clarity 

Phospholipidosis 4 No Insufficient clarity 

Constitutive androstane receptor 

(CAR) binding 
3 No Insufficient clarity 

Protein disulfide exchange with 

nucleophile 
3 No Insufficient clarity 

Haemoglobin binding (M) 2 No Insufficient clarity 

Tubulin binding 2 No Yes 

Phosphodiesterase inhibition 1 No Yes 

Pregnane X receptor (PXR) 

binding 
1 No Insufficient clarity 
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また、DART ネットワーク内の適切な AOP

で、現時点でカバーしないと思われる FN の

特定に関連する結果を表 6 に示した。このう

ち、いくつかの AOP について文献レビュー

を実施した。 

• データセットに約 20 の FN を捕捉するミト

コンドリア毒性に関連するアラート 

• データセットに 14 の FN を捕捉するトポイ

ソメラーゼ II 結合に関連するアラート 

• カルボン酸に代謝される可能性があり、

亜鉛代謝、脂質代謝や胚 pH 不均衡を

阻止するエステルおよびジエステル。しか

し、毒性を引き起こす機序については不

明。 

 

D. 考察 

ECHA REACH データセットを用いて、現

在のラーサ研究所の DART AOP ネットワ

ークに対して類似性検索方法を検証し、デ

ータセット内の化学物質のDARTリスクと、

DART の原因となる潜在的メカニズムを探

索することを目的とした。その結果、ECHA 

REACH データセットの大部分は現時点での

DART AOP ネットワーク内に含まれてお

らず、したがって、このデータセットは新た

な AOP やそのメカニズム（MIE や KE 等）

を開発する為の検証データセットとして有

用であると考えられた。CERES2 化学構造

フィンガープリント法による類似性検索を

用いて類似度閾値を 80%とした場合、in 

silico 毒性予測ツールである Derek Nexus

よりもモデルの感度が大幅に高くなること

がわかった。しかし、同時に機構的根拠を予

測しうる化合物（MIE + KE コールにより

予測された化合物）を検討したところ、提供

された活性化合物 365 種が予測できない

（FN となる）ことも判り、さらなる知識の

集積が必要であることも判明した。 

そこで、FN 化合物を調査したところ、

一部の化合物は AOP ネットワークによ

って捕捉されたが、されないものもある

ことが判明した。これは、現時点で当社の

ネットワークにある関連 AOP にリンク

しているデータが不十分であることが原

因である。このようなFNのいくつかを、

関連する Derek アラートを AOP ネット

ワークにリンクすることによって捕捉す

ることができると考え、推定される MoA

の探索を行った。その結果、ミトコンドリ

ア毒性、トポイソメラーゼ II 阻害を KE

の候補とする等とする物質が多く検出さ

れた。その他に DART に関連する可能性

のある KE もいくつか見つけることがで

きた。今後はこれらの KE に関して、よ

り詳細なメカニズム等について文献検索

等を行得ことにより、新たな AOP 開発が

可能となると考えられた。 

 

E. 結論 

国際的なデータベースなどから毒性データ

を追加収集し、さらなる AOP 作成のためのデ

ータマイニングを行うことを目的とし、ECHA 

REACH データセットを用いて、DART リス

クと、DART の原因となる潜在的メカニズ

ムの探索を行った。その結果、ECHA 

REACH データセットの大部分は現時点での

DART AOP ネットワーク内に含まれてお

らず、このデータセットが新たな AOP やそ

のメカニズム（MIE や KE 等）を開発する

為の検証データセットとして有用であると
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考えられた。化学構造フィンガープリント

法による類似性検索を用いると AOP ネッ

トワークにヒットする物質数が上がり、in 

silico 毒性予測ツールである Derek Nexus

よりも感度が高くなることがわかった。一

方、偽陰性となる物質も多くあることが判

明した。偽陰性となる物質について、DART

と関連する Derek アラートの探索を行った

ところ、ミトコンドリア毒性、トポイソメラ

ーゼ II 阻害に関連する物質が比較的多く検

出できた。今後はこれらのキーイベントに

関して、より詳細な検証を行うことにより、

新たな AOP 開発が可能となると考えられ

た。 
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