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研究要旨 

欧米で活発に検討されている in vitro–in vivo 外挿（IVIVE）の実用性について検討し

た。この検討は多岐に亘るため，昨年度は，1) IVIVE に使用される PBK モデルの解析

とそれらを用いた IVIVE 論文のトレース，2) IVIVE 用 PBK モデルに必要なパラメータ

値の整備に関する調査，3) IVIVE の予備的な試行について検討した。本年度は，経口摂

取後の化学物質が，血流により肝臓，脂肪，腎臓等のコンパートメントに輸送・分配さ

れるとともに，肝代謝と腎排泄により消失すると想定した汎用マウス PBK モデルを作

成し，bisphenol A 単回投与時のマウス血中濃度のモデル推定値が実験データと一致する

ことを確認した。PBK モデルパラメータ値のうち腸管吸収に係るパラメータを得ること

を目的として Caco-2 細胞を用いた細胞膜透過性試験及び PBK モデルに必要な代謝クリ

アランスに係るパラメータを得ることを目的としてマウス肝臓 S9 画分を用いた in vitro

代謝安定性試験を実施した。細胞膜透過性試験では，指標化合物 1 物質及び被験物質 5

物質について透過係数（Papp）の算出を実施したが試験系の妥当性が確保できなかった

ため腸管吸収に関する有用なパラメータを得ることはできなかった。一方、代謝安定性

試験では 1 物質のみであるが 4-alpha-cumylphenol の肝クリアランスについてのパラメー

タを得ることができた。さらに，4-alpha-cumylphenol の PBK モデルパラメータ値を in 

vitro および in silico 手法で決定し，in vitro アッセイ濃度と等価な in vivo 影響用量への換

算係数をモデルで求めた。この換算係数を用い，エストロゲン受容体 (ER) アゴニスト

活性に関する in vitro アッセイの AC50値や ACC 値から外挿した等価 in vivo 影響用量は，

マウスの子宮肥大試験の NOEL や LOEL の値と大きな相違はなく in vitro アッセイデー

タの IVIVE は有用と思われた。次年度は，さらに検討物質を増やし，in vitro 測定や in 

silico 推定によりパラメータ値を整備して IVIVE を実施し，子宮肥大影響評価における

IVIVE の実用性を検討する。 
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A. 研究目的 

現在，多数の化学物質が安全性未評価の

まま流通しており，それらのリスク管理は

世界的な課題である。化学物質規制に関わ

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 手

法等の利用促進を図っているが，ヒト健康

リスク評価での利用は限定的である。定量

的構造活性相関（QSAR）は，ICH M7 ガイ

ドラインに基づいた医薬品不純物の遺伝

毒性評価で利用されるようになったが，化

学物質規制での利用拡大には，高品質デー

タセットの使用，モデル予測精度の更なる

向上，予測結果の信頼性評価法等，手法の

高度化が必要である。 

また，動物福祉は国際的に大きな流れと

なっており，動物試験の段階的削減は不可

避である。有害性評価において，New 

Approach Methodology (NAM) は， toxico-

kineticsや toxicodynamicsを包含する動物不

使用の in silico, in vitro 等のアプローチを統

合して利用することにより，ヒト健康リス

ク評価の信頼性の向上が期待されている。

諸外国の規制当局は，新規動物試験を 小

限に抑え，NAM の活用を促進するビジョ

ンやロードマップを近年相次いで公表し

ている。一方で，NAM データを活用した有

害性評価の行政受け入れは未だ限定的で，

ケーススタディで信頼性や規制上のニー

ズを満たし得ることの概念実証が求めら

れる。さらに，NAM 受け入れ促進のため，

その知識をリスク評価関係者が共有する

必要がある。 

本研究では，化学物質の体内動態を推定

する生理学的動力学（PBK）モデルを利用

した in vitro–in vivo 外挿（IVIVE）が欧米で

活発に研究されていることを考慮し，この

手法の実用性について検討する。 

IVIVE は，in vitro アッセイ試験液中遊離

態濃度と等価な血中濃度の推定，PBK モデ

ルによる等価血中濃度と投与量の関係の

推定，さらに等価響量用量の推定を含み，

実用性の評価には多岐に亘る検討が必要

であり，昨年度は，使用される PBK モデル

とそれらを用いた IVIVE 論文のトレース，

モデルパラメータ値の整備に関する調査

および IVIVE の予備的試行を行った。その

結果，調査した PBK モデルは血中濃度を

適切に推定できるが，モデルパラメータの

中には in vitro 肝クリアランスのように，既

存のオンラインデータベースや推定ツー

ルの値と既報文献値の間に大きなバラツ

キが存在するものもあることが明らかに

なった。しかし，これらのデータベースや

推定ツールの値で IVIVE の試行の結果，現

状で IVIVE の試行は可能と判断された。 

そこで，本年度は，エストロゲン受容体

（ER）アゴニスト活性に関する既報の in 

vitro アッセイの結果から IVIVE でアッセイ

濃度と等価な in vivo 影響用量を推定し，国

衛研が保有しているマウスの子宮肥大試験

結果との比較を試み，内分泌かく乱影響評

価への適用性を検討した。また，この検討に

際しては，IVIVE に適用可能な汎用的なマ

ウス PBK モデルを構築し，in vitro および in 

silico 手法で決定したパラメータ値を使用

した。 

 

B. 研究方法 

昨年度に実施した調査および検討の結果

と今年度に新たに得られた文献情報を基に，

IVIVEに適用する汎用的なマウスPBKモデ

ルを構築し，既報のマウス血中濃度の時間

変化と比較することにより，モデルの検証

を行った。さらに，in vitroおよびin silicoの

手法で整備したモデルパラメータ値を用い

て，ERアゴニスト活性に関するin vitroアッ
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セイの濃度を等価なin vivo影響用量に外挿

するための換算係数をモデルで算出した。

そして換算係数を用いて，in vitroアッセイ

のAC50とACC値を等価な影響用量を外挿し，

マウスの子宮肥大試験結果と比較し，評価

した。 

 

B.1. 汎用マウスPBKモデルの構築 

マウス PBK モデルは，今後，様々な物質

に適用する可能性があることを考慮して，

汎用的なモデルとした。マウスの身体は，血

液，脂肪，高血流組織，低血流組織，腎臓，

肝臓の代表的な 6 コンパートメントで構成

し，経口摂取した化学物質は消化管から吸

収され，肝臓を経由して血流により全身の

各コンパートメントに輸送・分配されると

ともに，肝臓で代謝され，また腎臓から排泄

されると想定して，R 言語でモデルをコー

ド化した。 

体重，組織重量，血流量等の生理学的パ

ラメータはマウスに特異的な値を採用し

たが，化学物質に固有のパラメータについ

ては情報がほとんど得られない（特にマウ

スに対して）ため，それらのパラメータ値

は以下のように整備した。 

・組織と血液間の分配係数：オクタノール

/水分配係数 (Kow) で推定されるラット

に対する値を代用 

・消化管からの吸収速度定数：Caco-2 透過

係数 (in vitro 測定値または in silico 推定

値) から算出 

・肝クリアランス：in vitro で測定または in 

silico で推定される S9，肝細胞または肝

ミクロソームでのクリアランスから計

算 

・腎クリアランス：血漿蛋白質非結合割合 

(in vitro 測定値または in silico 推定値)，

尿細管再吸収率 (Kow から計算) 等から

計算 

作成したモデルを用いて，bisphenol A 

(BPA) を 0.4 mg/kg および 100 mg/kg でマウ

スに単回経口投与した場合の血中濃度の投

与後 30 分～6 時間までの変化を計算し，

CD1 マウスでの実験結果（Taylor et al., 2011）

と比較した。計算に際して，組織/血液分配

係数，Caco-2 透過係数，ミクロソームでの

in vitro クリアランスおよび血漿蛋白質非結

合割合はラットに対する値を代用した。組

織/血液分配係数以外は測定値であり，ミク

ロソームでのクリアランスは，フェーズ I の

NADPH 依存性反応に加えて，フェーズ II の

グルクロン酸抱合と硫酸抱合も含む総クリ

アランス測定値である。 

さらに各組織/血液分配係数，血漿蛋白質

非結合割合，in vitro ミクロソームクリアラ

ンス，Caco-2 透過速係数等の単回経口投与

時の BPAの血中 高濃度に及ぼす感度を解

析した。 

 

B.2. in vitro試験によるPBKモデルパラメー

タ値の整備 

国立大学法人岡山大学において，PBK モ

デルに必要な腸管吸収に係るパラメータ

を得ることを目的として Caco-2 細胞を用

いた細胞膜透過性試験及び PBK モデルに

必要な代謝クリアランスに係るパラメー

タを得ることを目的としてマウス肝臓 S9

画分を用いた In vitro 代謝安定性試験を実

施した。 

被験物質は，ER アゴニスト活性に関す

る既報の in vivo 及び in vitro アッセイ両方

のデータがある物質とした。具体的には，

in vivo アッセイとして国衛研が保有してい

るマウスを用いた経口投与による子宮肥

大試験，これと関連する In vitro アッセイ

として ER レポータージーンアッセイのア
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ゴニスト活性評価系に相当するハイスル

ープットスクリーニング（HTS）アッセイ

である Tox21_Era_BLA_Agonist_ratio およ

び/あるいは Tox21_Era_LUC_VM7_Agonist

として下表に示す 12 物質を選定した。 

 

表 1 被験物質 

化学物質 CAS 

4-Alpha-cumylphenol 599-64-4 

Daidzein 486-66-8 

Dicumyl peroxide 80-43-3 

4-Hydroxybiphenyl 92-69-3 

Phenolphthalein 77-09-8 

2-Cyano-3,3’-

diphenylzcrylic acid ethyl 

ester 

5232-99-5 

Nordihydroguaiaretic acid 500-38-9 

1,1,1-Tris(4-

hydroxyphenyl)-ethane 

27955-94-8 

4,4’-Thiodianiline 139-65-1 

N,N-Diphenyl-p-

phenylenediamine 

74-31-7 

Cinnamic acid, phenethyl 

ester 

103-53-7 

Triphenyl phosphate 115-86-6 

 

 

・Caco-2 細胞を用いた細胞膜透過性試験 

対象物質は，被験物質 12 物質及び試験

系の検証のため FDA ガイダンスで透過ク

ラスが明記されている指標化合物のうち 3

物質（透過性高：phenytoin（CAS 57-41-0），

透過性中：furosemide（CAS 54-31-9），透過

性低：chlorothiazide（CAS 58-94-6））の計 15

物質とした。Caco-2 単層膜は岡山大学で保

有する Caco-2 細胞から作成した。細胞の健

全性を確認するため実験開始前後に経上

皮電気抵抗（TEER）を測定し TEER が 1,100

Ω以上のチャンバーを実験に用いた。細胞

膜透過性試験に先立ち，UV-吸収測定，

LC/MS/MS測定のための測定条件プロトコ

ル作成，MeOH 及び DMSO による溶解度

試験を実施した。溶解度試験において溶解

性に問題があった 4 物質（dicumyl peroxide，

N,N-diphenyl-p-phenylenediamine，cinnamic 

acid, phenethyl ester，triphenyl phosphate）を

除く 11 物質について細胞膜透過性試験を

実施した。このうち指標化合物 1 物質

（phenytoin）と被験物質 5 物質（4-alpha-

cumylphenol ， 4-hydroxybiphenyl ，

phenolphthalein，2-cyano-3,3'-diphenylzcrylic 

acid ethyl ester，nordihydroguaiaretic acid）の

計 6 物質について化合物濃度を LC/MS/MS

装置にて測定して透過係数（Papp）（cm/sec）

を算出した。残り 5 物質についてはサンプ

リングまで実施したが濃度測定までは完

了できなかった。 

 

・マウス肝臓 S9 画分を用いた In vitro 代謝

安定性試験 

試験実施するに当たり，7-ethoxycoumarin

（7EC）を薬物代謝第 1 相酵素の陽性対照

基質に用いて解析諸条件を検討し，評価実

施用プロトコルを確定した。次いで，Caco-

2 細胞膜透過性試験において透過性が確認

された被験物質 4-alpha-cumylphenol （4-CP）

および phenolphthalein （PP）の 2 物質につ

いてマウス肝臓 S9 画分及び第 1 相酵素

（NADPH 再生系）による代謝の有無確認，

または代謝安定性試験を実施した。なお，

陽性対照基質及び被験物質の残存量は，

各々について条件プロトコルを作成した

のち，LC/MS/MS 装置を用いて測定した。

消失速度定数（ke）及び in vitro 代謝クリア

ランス CLint（µL/min/mg-蛋白質）は，次の

通り算出した。代謝安定性試験における基

質の未変化体残存率（y 軸、%）を反応時間

x 軸、min）に対して片対数プロットした。
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この場合，各反応液の 0 min のピーク面積

を 100%とし，各時点における割合を算出

した。得られた直線の傾きを ke とした。次

いで，マウス肝臓 S9 画分の CLint は，下記

の式により算出した。 

 

CLint = 1,000×ke S9 画分タンパク質濃度

（mg protein/mL） 

 

B.3. IVIVEの試行 

4-CPを対象に ER アゴニスト活性に関す

る既報の in vitro アッセイの結果から

IVIVE で等価な in vivo 影響用量を推定し，

国衛研が保有しているマウスの子宮肥大

試験結果との比較を試み，内分泌かく乱影

響評価への適用性を検討した。 

4-CP に固有の PBK モデルパラメータで

ある脂肪，高血流組織，低血流組織，腎臓

および肝臓の組織/血液分配係数はオクタ

ノール/水分配係数 (log Kow = 4.07) を基

に DeJongh et al., (1997) の式で推定した。

さらに，消化管からの化学物質の吸収速度

定数は，オンライン推計ツール pkCSM 

(https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/) で 推 定

した Caco-2 透過係数から算出し，肝クリア

ランスは，B.2 に記したように，in vitro で

測定した S9 でのクリアランスの結果から

算出した。また，血漿蛋白質非結合割合は，

米国 EPA のオンラインデータベース 

CompTox Chemicals Dashboard (https:// 

comptox.epa.gov/dashboard/) からヒトに対

する in vitro での測定値を入手した。 

整備した4-CPに特異的なパラメータ値を

用い，汎用マウスPBKモデルで，単位経口投

与量 (1 mg/kg/day) での血漿中非結合態の

ピーク濃度を推計し，IVIVEで等価な影響用

量の推定に用いる換算係数を求めた。 

IVIVEの対象とするin vitroアッセイデー

タとして， Tox21_ERa_BLA_Agonist_ratio 

(AC50: 10.37 μM ， ACC: 4.98 μM) と

Tox21_ERa_LUC_VM7_Agonist (AC50: 0.67 

μM，ACC: 0.28 μM)を選択し，マウスでの子

宮肥大試験の結果 (NOEL: 300 mg/kg/day，

LOEL: 1,000 mg/kg/day) と比較し，妥当性を

評価した。なお，AC50は50％影響濃度，ACC

は有意な影響が見られる 小濃度である。 

 

（倫理面への配慮）本研究は動物を用いた

研究を行わないため対象外である。 

 

C. 研究結果 

C.1. 汎用マウスPBKモデルの構築 

作成した汎用マウス PBK モデルを用い，

ラットに対する BPA の組織/血液分配係数

の推定値と Caco-2 透過係数，ミクロソーム

でのクリアランスおよび血漿蛋白質非結

合割合の測定値をマウスに代用して推定

した 0.4 mg/kg および 100 mg/kg で BPA を

単回経口投与した場合の血漿中濃度の時

間変化は，CD1 マウスでの測定濃度の 1/2

～1.5 倍の範囲内で，良い一致を示した

（BPA の血液/血漿比をヒトと同じ 1.05 と

仮定）。 

単回経口投与時の BPA の血中 高濃度

に及ぼす感度に関する分析では，血中 高

濃度は，in vitro ミクロソームクリアランス

と Caco-2 透過速係数に大きな感度があり，

脂肪，高血流組織，低血流組織，腎臓およ

び肝臓に対する組織/血液分配係数，血漿蛋

白質非結合割合に対する感度は低かった。 

 

C.2. in vitro試験によるPBKモデルパラメー

タ値の整備 

・Caco-2 細胞を用いた細胞膜透過性試験 

指標化合物 1 物質及び被験物質 5 物質に

ついて Papp 算出を実施した。その結果，指

標化合物である phenytoin および被験物質
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は 4-CP および PP について Caco-2 透過係

数（Papp）が下表のように算出された。他

の 3 物質（4-hydroxybiphenyl，2-cyano-3,3'-

diphenylzcrylic acid ethyl ester ，

nordihydroguaiaretic acid）については検出限

界以下のため測定値が得られず Papp は算

出されなかった。 

 

表 2  Papp (×10-6 cm/sec) 

Substance sec Ave.±SD 

Phenytoin 900 1.94±0.24 

1,800 2.68±0.51 

3,600 2.98±0.39 

7,200 2.82±0.21 

4-CP 900 N.D. 

1,800 0.019±0.004 

3,600 0.030±0.008 

7,200 0.033±0.018 

PP 900 ND 

1,800 0.16±0.02 

3,600 0.26±0.02 

7,200 0.30±0.02 

 

 

・マウス肝臓 S9 画分を用いた in vitro 代謝

安定性試験 

陽性対照基質 7EC 及び被験物質 4-CP に

ついてそれぞれの keおよびCLintを算出し

た。7EC の ke は 0.406, それから求められ

た消失半減期（t（1/2））および CLint はそ

れぞれ 1.71 min および 406 μL/min/mg-蛋白

質であった。なお，NDAPH 再生系を添加

しない場合 7EC の残存率は 95.3％であっ

た。 4-CP の ke，t（1/2））および CLint は

それぞれ 0.117 ， 5.92 min および 117 

μL/min/mg-蛋白質であった。なお，NDAPH

再生系を添加しない場合 4-CP の残存率は

ばらつきが大きかったものの平均値は

102.5％であった。諸条件（濃度，反応時間）

は残存率と時間雄回帰式の線形性を十分

に確保していた。なお、PP については，測

定装置 LC/MS/MS の不調などから ke およ

び CLint の算出には至らなかった。 

 

C.3. IVIVEの試行 

log Kow を基に推定した 4-CP の脂肪，高

血流組織，低血流組織，腎臓および肝臓の

組織/血液分配係数はそれぞれ，148，4.57，

1.15，4.57 および 4.57 であった。また，Caco-

2 透過係数推定値 (4.0×10-5 cm/s) から算

出した消化管からの吸収の 1 次速度定数は

0.66 /h で速やかに吸収されると推定された。

また， S9 クリアランス測定値  (117 

μL/min/mg-蛋白質) から計算した肝クリア

ランスは 1.06 L/h で，ヒトでの血漿蛋白質

非結合割合の測定値 (0.02) 等から算出し

た腎クリアランスは尿細管再吸収率が 1 の

ため，4-CP の消失に寄与しないと推定され

た。 

1 mg/kg/day で連続経口投与した場合に

予想される血漿蛋白非結合態の平均濃度

は 0.00015 μM (3.21×10−5 mg/L)，ピーク濃

度は 0.0063 μM (0.001.33×10−3 mg/L)と算出

された。さらに，ピーク濃度に基づく IVIVE

用 換 算 係 数 は 160 mg/kg/day/μM (= 1 

mg/kg/day/0.0063 μM)と求められた。この換

算係数から Tox21_ ERa_BLA_Agonist_ratio

と Tox21_ERa_ LUC_VM7_Agonist の AC50

値から求めた等価の経口用量はそれぞれ，

1,660 および 107 mg/kg/day と外挿され，ま

た，それぞれのアッセイの ACC 値から外

挿された等価の経口用量はそれぞれ，797

および 45 mg/kg/day であった。これらの等

価経口用量は，マウスでの子宮肥大試験の

NOEL と LOEL の値 (それぞれ，300 と

1,000 mg/kg/day)と大きな相違はなかった。 
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D. 考察 

2投与レベルでのBPAのケースのみであ

るが，作成したマウス PBK モデルは，血中

濃度の時間変化を再現した。使用した消化

管吸収速度定数や肝クリアランスの値は，

ラットに対する値であるが，ラットの値を

マウスに代用することは PBK モデルの論

文ではしばしば見られ，今回が特殊な事例

ということはない。しかし，マウスと異な

る生物種に対して得られる吸収速度定数

や肝クリアランスを使用する場合は，PBK

モデル計算結果や IVIVE の結果に不確実

性が生じる可能性があることに注意が必

要であるが，この不果実性の程度の定量化

には，今後もマウス PBK モデルの検証が

必要と考えられる。 

Caco-2 細胞を用いた細胞膜透過性試験

では，指標化合物とした 3 物質のうち高透

過クラスの phenytoin 以外の物質では Papp

が得られておらずこの試験の妥当性を確

保できなかった。また，phenytoin の Papp

値についても文献値 26.9 × 10-6 cm/s

（Yazdanian et al., 1998 referred in Hou et al., 

2004）と比較して低い値であった。さらに，

委託報告書には，透過試験後の薬液を

LC/MS/MS測定までの期間凍結にて保存し

たことにより化学物質の析出が認められ，

LC/MS/MSでの測定値が想定値よりも低く

検出されたと報告されている。したがって，

この試験で得られた Papp については，参

考値として取り扱うことが望ましいと考

えられる。一方，マウス S9 を用いた in vitro

代謝安定性試験については，陽性対照の

7EC のラットのクリアランスの文献値

（Carilile et al.,1998）をもとに両者を同じ肝

臓 1 g 当たりのクリアランスで比較すると

岡山大 2.12 L/h/g-liver，文献値：0.97 L/h/g-

liver となり 2 倍程度の差であり，4-CP の

クリアランスについては，U.S.EPA の

CompTox Chemicals Dashboard に肝細胞 106

個当たりの in vitro クリアランスの測定値

として，27.2 μL/min/million hepatocytes があ

り，ラットの肝臓 1 g 中の細胞数 135×106 

cells/g（Fabian et al., 2019）をもとに両者を

同じ肝臓 1 g 当たりのクリアランスで比較

すると岡山大学：0.640 L/h/g-liver，U.S.EPA：

0.220 L/h/g-liver となり，3 倍弱であること

から得られた試験データは妥当と考えら

れる。 

4-CP，1 物質のみであるが，2 種類の ER

アゴニスト活性に関する in vitro アッセイ

のデータの AC50値や ACC 値から IVIVE で

推定した等価の in vivo 影響用量はマウス

の子宮肥大試験の NOEL や LOEL と大き

くは異ならなかったことから，今回検討し

た外挿手法は妥当と思われるが，手法の妥

当性を判断するには，さらに他の物質での

検討が必要である。さらに検討の過程にお

いて in vitro で測定されたパラメータ値を

用いて，in silico 推定法の検証も同時に行

うことができる。In silico 手法の導入は将

来的には，IVIVE 法に必須と考えられるた

め，この検証も大事である。 

 

E. 結論 

本年度の検討の結果，in vitro アッセイの

データからのマウスの子宮肥大試験の影

響用量推定を IVIVE で試行することは可

能と思われた。次年度は，既報物性値や in 

silico 手法による推定値を基に，さらに検討

に供する物質を選定し，in vitro 測定や in 

silico 推定によりパラメータ値を整備する

とともに，IVIVE を試行し，子宮肥大影響

評価への適用の妥当性をさらに検討する。 

 

F. 研究発表 

F.1. 論文発表 

なし 
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F.2 学会発表 

なし 

 
G. 知的財産権の出願・登録状況 

  （予定を含む。） 

1. 特許取得 
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2. 実用新案登録 

なし 
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なし 
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