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研究要旨 

化学物質の審査及び製造等の規制に関する法律（化審法）において、遺伝毒性試験の

情報などから閾値なしと判断された優先評価化学物質のリスク評価を滞りなく進めるた

めに、多数の労力を要する発がん試験に代わる、新たな発がん性定量的評価手法の開発

と確立が求められている。それを踏まえ、「既存のデータを活用した定量的発がん性評

価手法の開発と活用法の提案に関する研究」では、既存のin vivo小核試験やトランスジェ

ニック動物遺伝子突然変異試験（TGR試験）と同じ試験対象物質の発がん性の定量指標

であるTD50値との相関性を調べ、TGR試験は全体的にin vivo小核試験における解析結果よ

りも相関性は良好であったが、曝露手法が統一されていないことから、TD50値と比較す

るための最適な指標の検討が必要になることが示された。また、化審法での人健康に関

する有害性評価におけるin silico評価手法の新たな活用場面を提案することを目的とし、

国内外のリスク評価機関におけるin silico評価手法の活用状況等を調査しその内容を踏ま

えて検討した結果、read acrossやグルーピングが、化審法で評価する毒性項目に適用でき

る方法であると考えられた。「遺伝毒性発がんリスク評価のためのin vivo遺伝毒性の定量

的解析」については、in vivo遺伝毒性と発がん性の量的相関性を検討するため、TGR試験

の用量反応データを用いて変異原性のpoint of departure (POD)を算出した。また、肝臓に

おける変異原性POD（BMDL50）と発がん性POD（TD50またはBMDL10）が概ね正の相関

性を示すことなどを示した。「プロテオミクスデータを利用したin vitro遺伝毒性試験の

精緻化に関する研究」については、Data Independent Acquisition（DIA）法を遺伝毒性試験

法に導入するため、まずヒトリンパ芽球細胞TK6株から同定数5000以上を目標にDIAプロ

テオミクスのプロトコールを確立することを目的とした。一度のプロテオミクス解析で

安定して6000タンパク質数程度の同定と定量ができるプロトコールを確立できた。予備

実験の結果、既知のH2O2の遺伝毒性スキームどおりに、塩基除去修復などの生物活動を

検出できることなどが示唆された。「固定化標本を利用した定量定性的な新規in vitro / in 

vivo遺伝毒性評価手法の開発」については、遺伝毒性評価と発がん性評価の相互の定量定

性的な相関解析が実施可能な試験系を確立することを究極の目標として、動物組織標本

を用いた定量定性的な遺伝毒性評価法の技術基盤を整備するため、クロマチン免疫沈降

法（Chromatin immunoprecipitation; ChIP）を利用した遺伝毒性応答反応解析系に着目し、

高濃度ホルムアルデヒド固定化細胞へのChIPの適用性を検証した。その結果、高濃度ホ

ルムアルデヒド固定化におけるリンカーDNA切断の超音波処理条件を明らかにした。「染

色体不安定性を指標とする発がん性の定量的評価法の検討」については、染色体不安定

性を指標とする発がん性の定量的評価法の確立を目的として、病理組織学的手法による

小核を有する細胞の定量解析法の構築と、染色体不安定性による化学発がん機序の解明

を実施した。肝臓小核誘発物質3剤をそれぞれ投与したラット肝臓での網羅的遺伝子発現 
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A. 研究目的 

化学物質の審査及び製造等の規制に関す

る法律（化審法）における優先評価化学物質

のリスク評価（一次）では、評価の優先順位

付けを行う評価I段階から、発がん性情報を

得られた物質については遺伝毒性の定性的

評価結果に基づき判断した閾値の有無に応

じて、発がん性の有害性評価値を導出する

ことされる。しかし、遺伝毒性試験の情報な

どから閾値なしと判断され発がん性の懸念

があるにもかかわらず、発がん性の定量的

評価に資する発がん性試験結果の情報がな

い優先評価化学物質については、発がん性

の定量的評価を行うことができない。評価Ⅰ

の段階で、毒性学的懸念の閾値 (TTC)値を

適用するなど暫定的な方法で優先順位付け

を行う事ができても、評価Ⅱ段階で必要とさ

れる精緻な発がん性定量的評価ができない。

そのため、優先評価化学物質に指定された

閾値なし発がん性の懸念を有する物質が評

価Ⅱ段階に停滞しないよう、多数の動物や時

間・費用を要する発がん試験に代わる、新た

な発がん性定量的評価手法の開発と確立が

求められている。 

一方、近年開発が進むAmes試験結果をin 

silicoにより予測するAmes/QSARは、医薬品

中DNA反応性（変異原性）不純物の評価及び

管理のガイドラインICH-M7でその活用が

医薬品の不純物管理手法として既に実用化

されているが、化審法では、新規化学物質の

審査及び一般化学物質のスクリーニング評

価における遺伝毒性評価の参考データとし

ての取り扱いに留まる。 

以上を踏まえて、分担課題「既存のデータ

を活用した定量的発がん性評価手法の開発

と活用法の提案に関する研究」では、既知の

遺伝毒性発がん物質等の公表データにおけ

解析から、 3剤に共通して発現増加する遺伝子34個を明らかにした。また、染色体不安

定性による化学発がん機序として、acetamide（AA）誘発肝腫瘍における原因遺伝子の探

索を行い、Mycのコピー数増加がAAの肝腫瘍誘発過程における重要のイベントであるこ

とを明らかにした。 
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るin vivo遺伝毒性と発がん性の用量反応関

係を解析すること、また、化審法での人健康

に関する有害性評価におけるin silico評価手

法の新たな活用場面を提案することを目的

にした。化審法のための人健康影響評価で

は、現在までに、新規化学物質の評価及び既

存化学物質のスクリーニング評価における

変異原性評価の支援として、Ames試験結果

を推定するQSAR結果の評価者への提供や、

他機関による信頼性が高いRead across評価

結果の採用（既存化学物質のスクリーニン

グ評価のみ）を行っているが、本分担研究は、

その他にin silico評価手法の活用場面や活用

方法があるかを検討するものである。 

分担課題「遺伝毒性発がんリスク評価の

ためのin vivo遺伝毒性の定量的解析」では、

遺伝毒性を有する化学物質の発がん性の定

量的評価に応用可能な遺伝毒性評価法の開

発を目指した。特に、in vivo遺伝毒性試験の

用量反応データから遺伝毒性POD（Point of 

Departure）を算出し、発がん性PODとの相関

性から、発がん性評価に資する遺伝毒性の

量的評価指標について検討することを目的

とした。 

発がん性を有するアルキル化剤や活性酸

素種が、発がん初期において、ゲノムDNA上

で一塩基変異を誘発させるDNA付加体を形

成し、塩基除去修復等のDNA損傷機構を促

進させる遺伝毒性スキームが存在すること

を明らかにしており、それを踏まえて、分担

課題「プロテオミクスデータを利用したin 

vitro遺伝毒性試験の精緻化に関する研究」で

は、まずTK6細胞からリシスしたタンパク質

を回収し、DIAプロテオミクス手法としてタ

ンパク質同定数5000以上を目標にプロトコ

ールを確立することを目的とした。また、予

備実験としてTK6細胞にH2O2を処理し、

DNA損傷応答中のタンパク質群について、

Scaffold DIA解析ソフトウェアおよび

Metascapeの濃縮分析を用いて、既知のH2O2

の遺伝毒性スキームどおりの細胞応答を正

確に反映しているかを調べた。 

分担課題「固定化標本を利用した定量定

性的な新規in vitro / in vivo遺伝毒性評価手法

の開発」については、in vitro遺伝毒性試験結

果から発がん性を定量的に予測するための

基盤的な情報を得るため、遺伝毒性評価お

よび発がん性評価に用いる研究材料・試験

系等の統合を見据えた定量定性的な新規in 

vitro / in vivo遺伝毒性評価手法を開発するこ

とを目指し、その第一段階として、クロマチ

ン 免 疫 沈 降 法 （ Chromatin immunop

recipitation; ChIP）をベースとした遺伝毒性

活性検出法の最適化を行った。 

近年、小核がchromothripsisと呼ばれる劇

的な遺伝子変異を引き起こすことが明らか

となった。さらに、肝臓小核試験と肝発がん

性には高い相関があることから、化学発が

んの根底にも染色体不安定性が寄与すると

考えられている。そこで分担課題「染色体不

安定性を指標とする発がん性の定量的評価

法の検討」では、発がん性定量評価を見据え

た新たな遺伝毒性評価技術として、染色体

不安定性を指標とする発がん性定量的評価

法を検討した。また、染色体不安定性が発が

ん性の指標になりうる根拠として、染色体

不安定性による化学発がん機序の解明を目

的に、肝臓小核誘発物質であるacetamide

（ AA ）の肝腫瘍誘発過程における

chromothripsisの関与について検討した。 

 

B. 研究方法 

「既存のデータを活用した定量的発がん

性評価手法の開発と活用法の提案に関する

研究」については、既存の定量的なin vivo遺

伝毒性試験データの検索として、発がん性

の定量的データとの比較が可能となる既存

のin vivo遺伝毒性試験データを収集するた

めに、発がんの定量的情報が包括的に収集

されているGoldらCPDBに収載されている

化学物質について、in vivo遺伝毒性試験の報

告されている文献収集を行った。検索で得

られた論文の原著を入手し、Table等に記載

されている小核の誘発率、あるいは変異誘

発率（Mutation Frequency）のデータとLhasa

社のデータベースより得られたTD50値との
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相関性を解析した。加えて、化審法でのin 

silico評価手法の具体的な活用法を提案する

ために、有害性評価におけるin silico評価手

法の国内外での活用状況等を調査した。具

体的には、食品安全委員会が作成した報告

書「新たな時代に対応した評価技術の検討 

～化学物質の毒性評価のための(Q)SAR 及

びRead across の利用～」が公表された2017

年前後の国内外でのin silico評価手法の活用

状況や、人健康に関する有害性評価に有用

と考えられる毒性データベースの調査、in 

silico評価手法等を活用した最新の評価手法

や評価の枠組み等に関する文献調査を実施

した。また、調査内容を踏まえ、化審法での

人健康影響評価において活用可能な方法及

び場面について検討した。 

 「遺伝毒性発がんリスク評価のためのin 

vivo遺伝毒性の定量的解析」については、ト

ランスジェニック動物遺伝子突然変異試験

（TGR試験）と発がん性の相関性を検討す

るため、過去に実施した肝発がん物質の

TGR試験データを用いて、肝臓における突

然変異体頻度の用量反応データからベンチ

マークドーズ（BMD）法により変異原性POD

を算出した。肝発がん性は carcinogenic 

potency database (CPDB)をもとにPODを算出

した。International Workshops on Genotoxicity 

Testing (IWGT)においてin vivo遺伝毒性試験

の定量的評価に関する情報収集を行った。 

「プロテオミクスデータを利用した in 

vitro遺伝毒性試験の精緻化に関する研究」に

ついては、将来的に、遺伝毒性試験に組み込

むことを見据えて、プロテオミクスや濃縮

分析等の方法は、比較的誰でも簡単にでき

るプロトコールを採用した。H2O2の処理方

法は、OECDガイドラインのTG487：哺乳類

細胞を用いたin vitro小核試験のプロトコー

ルに従って実施した。H2O2処理濃度は、TK6

細胞が24時間後に倍加できる40 µMとした。

処理時間は、4 hours、1.5 hours、30 minutesと

し、未処理群のそれらも同様に培養して細

胞ペレット（8 x 105 cells）を用意した。質量

分析装置はUltimate 3000を備えたESI-四重

極 /FT型タンデム質量分析装置Q-Exactive

（Thermo Fisher）、DIA解析ソフトはScaffold 

DIA（Matrix Science）を使用した。濃縮分析

については、フリーで利用可能なMetascape

ウェブサイト（https://metascape.org/）を使用

し、検索データベースはKEGG（京都大学）

を使用した。 

「固定化標本を利用した定量定性的な新

規in vitro / in vivo遺伝毒性評価手法の開発」

については、ChIPをベースとした遺伝毒性

活性検出法の最適化を行った。一般的な

ChIPで用いられる細胞固定条件では1%程度

のホルムアルデヒドが使用されるが、組織

固定は一般的に3.7％ホルムアルデヒドが使

用されるため、より強固にDNA-タンパク質

架橋が形成されていると考えられる。そこ

で、組織固定標本へのChIPの適用性を見据

えて、高濃度ホルムアルデヒド固定化条件

下におけるリンカーDNAの切断条件の検討

を実施した。 

「染色体不安定性を指標とする発がん性

の定量的評価法の検討」については、肝臓小

核誘発物質であるAA、N-nitrosopropylamine

（NNP）又はquinolineをそれぞれ投与した雄

性F344ラットの肝臓について、肝臓小核試

験及びcDNAマイクロアレイによる網羅的

遺伝子発現解析を実施し、3剤に共通して発

現する遺伝子を抽出した。染色体不安定性

による化学発がん機序の検討では、AA誘発

肝腫瘍における融合遺伝子解析、主要がん

遺伝子のコピー数変異解析を実施した。コ

ピー数増加がみられたがん遺伝子ついて免

疫組織化学染色法によるタンパクの検出と

遺伝子の挿入部位解析を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

 動物を用いた実験は、所属機関における

「動物実験の適正な実施に関する規定」、わ

が国における「動物の保護及び管理に関す

る法律」、「実験動物の飼育及び保管等に関

する基準」ならびに厚生労働省の所管する

実施機関における動物実験等の実施に関す

る基本指針に準拠して行った。加えて、試験
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実施機関による動物実験に関する倫理委員

会の承認を得るなど、実験動物に対する動

物愛護を配慮の上で実施した。 

 

C. 研究結果 

「既存のデータを活用した定量的発がん

性評価手法の開発と活用法の提案に関する

研究」については、文献検索で得られたin 

vivo小核試験で得られた小核誘発率を用い

た解析では、十分なデータ数が得られなか

ったが、NTP試験の中で行われたin vivo小核

試験のデータとTD50の解析では良好な相関

関係が得られることが示された。一方トラ

ンジェニック遺伝毒性試験の突然変異頻度

（MF）とTD50値の相関性解析も試行的に行

った結果は、全体的にR2値はin vivo遺伝毒性

試験結果で得られた解析結果より相関性が

良好であった。体重あたりの全投与用量に

対するMF増加倍率（fold change / (mg/kg)）

に対する相関性が最も高かった。また、化審

法での人健康に関する有害性評価における

in silico評価手法の新たな活用については、

欧州REACH規則では、反復投与毒性や生殖

発生毒性エンドポイントの動物試験に代わ

る手法としてはread-acrossが主流であった

が、その妥当性については課題があるケー

スが多いことがわかった。一方、ECHAでは、

2027年までにすべての登録物質についてリ

スク管理の優先順位付けを行うことを目的

に、グルーピングアプローチを用いた規制

ニーズ評価を進めている。米国TSCAでは、

規制当局である米国EPAが新規化学物質の

審査にQSAR/read-acrossを活用した評価を

行っており、New Approach Methodologies 

(NAM) の導入等により、2035年までに動物

試験を全廃することとしている。2020年に

はNAM導入に向けたワークプランが公表さ

れており、今後NAMを活用した評価がより

進んでいくと予想される。Read acrossについ

ては、海外ではケーススタディの実施やそ

の共有による課題の洗い出しとそれに基づ

く対処法の検討が行われている状況を確認

できた。また、データギャップの穴埋めのた

めにNAMデータの導入が進められている状

況が確認された。 

「遺伝毒性発がんリスク評価のためのin 

vivo遺伝毒性の定量的解析」については、変

異原性POD算出の際、BMD法における基準

となるcritical effect size (CES)（背景値からの

一定の反応の程度）として0.5（陰性対照値

と比べて50％増加）を用いた。発がん標的臓

器の肝臓において変異原性POD（BMDL50）

と発がん性POD（TD50またはBMDL10）は概

ね正の相関を示した。変異原性BMDL50

（mg/kg/day）を係数10～100で除すると

TD50値を下回る傾向が見られた。2022年8月

のIWGT会議では、遺伝毒性PODの算出に

BMD法が有効とのコンセンサスが得られた。 

「プロテオミクスデータを利用した in 

vitro遺伝毒性試験の精緻化に関する研究」で

は、プロテオミクス前処理方法、およびC18

カラムの選定、ナノLCのグラジエント条件、

およびMS装置のパラメーター設定も数々

の条件で検討した結果、TK6細胞から得られ

るタンパク質溶液から6000前後のタンパク

質同定数を安定に得られる条件を見つけた。

遺伝毒性プロテオミクスおよび濃縮分析は、

既知のH2O2遺伝毒性スキームどおりに、短

い処理時間において、塩基除去修復などの

生物活動を検出できることが示唆された。 

「固定化標本を利用した定量定性的な新

規in vitro / in vivo遺伝毒性評価手法の開発」

については、マイクロチューブ型超音波処

理システムにおいて125 cycleまでの超音波

処理によりリンカーDNAの切断を実施した

場合、1%ホルムアルデヒドで固定化した293

細胞では45 cycleが最適であり、また、3.7%

ホルムアルデヒドで固定した293細胞では

105 cycle以上でChIPに最適とされるDNA、

すなわち、高分子DNAが完全に消失しかつ

十分な量の500〜100 bp DNA画分、が得られ

ることを明らかにした。 

「染色体不安定性を指標とする発がん性

の定量的評価法の検討」について、AA、NNP

又はquinolineを投与したラットの肝臓にお

いて小核を有する肝細胞が増加することを
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確認した。肝臓のマイクロアレイ解析の結

果、3剤に共通して発現増加する遺伝子34個

を明らかにした。染色体不安定性による化

学発がん機序の検討では、融合遺伝子の発

現は確認されなかったものの、腫瘍ではMyc

及びMdm2のコピー数の増加が確認され、c-

Myc タ ン パ ク の 発 現 は hepatocellular 

carcinomaの86.3%が陽性を示した。さらに、

HCA 1例について、Mycを含む7番染色体の

コピー数増加領域が5番染色体と逆位で結

合していること明らかにした。 

 

D. 考察 

「既存のデータを活用した定量的発がん

性評価手法の開発と活用法の提案に関する

研究」については、予測式から得られるin 

vivo小核誘発率からのTD50予測直線から5倍

程度以内の直線の中に多くの点が入るとい

うことは、in vivo小核誘発率からこの予測式

をもとに予測値を定量的評価値として使う

ことができる可能性を示している。一方、ト

ランジェニック遺伝毒性試験の突然変異頻

度（MF）とTD50値の相関性解析では、各論

文の曝露条件は実験毎に異なっており、よ

り最適な指標を求めるために、さらなるデ

ータの集積や試験条件の統一化等も必要に

なってくると考えられた。しかし、曝露条件

の不均一性にもかかわらず、良好な相関性

が得られたことは、in vivo試験系による突然

変異頻度に関する指標を用いた発がん性の

定量評価手法の方がin vivo小核試験よりも

精度の高い評価手法が開発できる可能性を

示したと考えられる。また、国内外のリスク

評価機関におけるin silico評価手法の活用状

況等を調査した結果、Read across及びグルー

ピングについては、理論的には化審法での

評価項目となっている一般毒性、生殖発生

毒性、遺伝毒性、発がん性に適用できると考

えられた。ただし、類似性等を含め妥当性が

ある評価結果が少ない現状から考えると、

容易に活用できる方法ではないと思われる。

したがって、今後の本分担研究では、化審法

のスクリーニング評価対象物質の中からケ

ーススタディを実施し、類似物質候補の検

索方法、化学構造や物化性状、代謝、毒性プ

ロファイル等に関する情報収集の方法や、

スクリーニング評価資料における情報の示

し方、類似性やRead across/グルーピングの

妥当性に関する説明方法について、スクリ

ーニング評価での活用を前提とした検討を

進めていく必要があると考えた。 

 「遺伝毒性発がんリスク評価のためのin 

vivo遺伝毒性の定量的解析」については、肝

発がん物質の標的組織において、変異原性

PODと発がん性PODには概ね正の相関がみ

られた。一方、試験データによってPODの値

は大きく異なり、特に発がん性POD算出に

使用する発がん試験データの違い（異なる

実験、異なるがん種類のスコア）が不確実性

要因となることが示唆された。試験データ

が限られる場合は適切なデータ選択が難し

いことから、個別試験データからの精緻な

計算より包括的な係数を用いた比較が実際

的と考えられた。IWGT会議における、エン

ドポイントが異なるin vivo遺伝毒性試験に

ついてBMD解析のCESとしていずれも0.5を

用いることが妥当との提案は、量的評価を

検討する上で重要と考えられた。 

武 田 ら （ Hirota et al., Genes to cells 

27(5):331-344 (2022).）は、80 µM H2O2で30分

処理したTK6細胞中のDNA損傷が、15分程

度ですぐに修復されることを報告している。

「プロテオミクスデータを利用したin vitro

遺伝毒性試験の精緻化に関する研究」につ

いての今回のプロテオミクス実験結果と武

田らの実験結果は、非常に一致した。一方、

H2O2処理後にDNA修復回路で発現増加が予

想されるタンパク質が減少して検出される

課題が見つかった。プロテオミクスデータ

の特性として、それらの解析結果が既知の

遺伝毒性スキームどおりであれば問題ない

としてもよいか検討すべきと考えられる。

今後、ウェスタンブロッティングの解析も

進めながら、他の発がん性物質（陽性対照物

質）についても同様の遺伝毒性プロテオミ

クスを実施する予定である。 
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「固定化標本を利用した定量定性的な新

規in vitro / in vivo遺伝毒性評価手法の開発」

については、1%のホルムアルデヒドで固定

化した293細胞では45 cycleのマイクロチュ

ーブ型超音波処理で高分子DNAがほぼ消失

し、500〜100 bpの大きさのDNA画分が得ら

れた。一般的にChIPでは高分子DNAを残さ

ずに500〜100 bpの大きさのDNA画分となる

ようにリンカーDNAを切断した上で免疫沈

降を実施する必要があり、この結果は別研

究で示されているChIPによる遺伝毒性応答

反応検出系と同等であった。また、3.7%ホル

ムアルデヒド固定化条件においても、マイ

クロチューブ型超音波処理システムの105 

cycle以上の処理でChIPに最適とされるサイ

ズのDNA画分が得られることが明らかにな

った。マイクロチューブ型超音波処理シス

テムはそれぞれのサンプルをマイクロチュ

ーブに個別に密閉した状態での超音波処理

が可能であるため、この方法で最適なDNA

切断条件が得られたことは今後の実験を進

めるハンドリング上、非常に有望である。リ

ンカーDNAの最適な切断条件を明らかにし

たことから、今後は引き続き、ChIPを用いた

遺伝毒性反応解析に実績のあるDNA損傷応

答タンパク質を認識する抗体を用いた遺伝

毒性反応解析を実施する。 

「染色体不安定性を指標とする発がん性

の定量的評価法の検討」について、小核誘発

機序が異なるAA、NNP及びquinoline の投与

によって共通して発現増加する遺伝子34個

を抽出した。これらの中には小核の形成に

伴って発現誘導される遺伝子が含まれると

考えられた。今後、これらの遺伝子がコード

するタンパクの免疫組織化学染色を検討し、

病理組織学的に小核を有する肝細胞の検出

を試みる。染色体不安定性による化学発が

ん機序の検討では、AA誘発肝腫瘍において、

複数のがん遺伝子に同時にコピー数変異が

生じていることを明らかにし、それに伴うc-

Mycの発現増加を高頻度に認めた。さらに、

Myc遺伝子を含む7番染色体のコピー数増加

領域が5番染色体と逆位で結合していた。こ

れらの特徴は、発がん過程における染色体

粉砕と再構成が生じたことを示唆するもの

と考えられた。 

 

E. 結論 

「既存のデータを活用した定量的発がん

性評価手法の開発と活用法の提案に関する

研究」の既知の遺伝毒性発がん物質等の公

表データにおけるin vivo遺伝毒性と発がん

性の用量反応関係を解析するパートでは、

今年度は、既存のin vivo遺伝毒性試験データ

と同じ試験対象物質の発がん性の定量指標

であるTD50値との相関性を調べた。その結

果、NTP試験として行われたin vivo小核試験

の小核誘発率とTD50値との解析では、良好

な相関関係が得られることが示された。ま

た、トランジェニック遺伝毒性試験の突然

変異頻度（MF）とTD50値との相関性の解析

も試行的に行った。全体的にin vivo小核試験

における解析結果よりも相関性は良好であ

ったが、検索で得られた論文の曝露手法が

統一されていないことから、今後TD50値と

比較するための最適な指標の検討が必要に

なることが示された。化審法での人健康に

関する有害性評価におけるin silico評価手法

の新たな活用場面を提案することを目的と

したパートについては、有害性評価におけ

るin silico評価手法の国内外での活用状況等

を調査した結果、read acrossやグルーピング

が、化審法で評価する毒性項目に適用でき

る方法であると考えられたため、今後は、化

審法のスクリーニング評価対象物質の中か

らRead across及びグルーピングのケースス

タディを実施し、スクリーニング評価での

活用を前提とした検討を進めていく。 

 「遺伝毒性発がんリスク評価のためのin 

vivo遺伝毒性の定量的解析」については、in 

vivo遺伝毒性試験（TGR試験）と発がん性試

験の量的比較を試みた。肝発がん物質の標

的臓器において両者に概ね正の相関がみら

れた。試験データによってPOD（TD50等）

のばらつきが大きいことは、変異原性POD

から発がん性PODへの換算を考える上で不
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確実性要因のひとつと考えられた。遺伝毒

性分野の国際会議であるIWGTにおいて、in 

vivo遺伝毒性試験の用量反応データをBMD

法で解析する場合のCES値として0.5（陰性

対照値と比べて50％増加）が提案された。 

「プロテオミクスデータを利用した in 

vitro遺伝毒性試験の精緻化に関する研究」に

ついては、最近利用可能になってきたDIA法

によるプロテオミクス技術を遺伝毒性試験

に初導入し、TK6細胞をリシスしたタンパク

質溶液から、一度の解析で6000前後のタン

パク質同定数を安定に得られるようにした。

そのプロトコールは、将来、遺伝毒性試験に

統合することを考え、比較的に誰でも実施

可能な方法を採用した。予備的に実施した

H2O2処理の実験結果のみであるが、プロテ

オミクスデータの特性上の問題点、および

その他のいくつか問題点はあるものの、現

時点において、DIA法を使用したトキシコプ

ロテオミクスデータは、in vitro遺伝毒性試験

に有用であることが示唆された。今後、再現

性を確認しながら、他の遺伝毒性発がん性

物質についても調べる予定である。 

「固定化標本を利用した定量定性的な新

規in vitro / in vivo遺伝毒性評価手法の開発」

については、発がん性試験を含む毒性試験

から得られる組織標本を用いた定量定性的

な遺伝毒性評価法の技術基盤を整備するた

め、高濃度ホルムアルデヒド固定化細胞へ

のChIPの適用性を検証した。そのため、最適

なリンカーDNA切断条件を検討した結果、

1%ホルムアルデヒドで固定化した条件と同

等のリンカーDNA切断条件では、3.7%ホル

ムアルデヒド固定化細胞のリンカーDNAの

十分な切断は見られなかったが、超音波の

サイクルを大幅に増やした結果、3.7%ホル

ムアルデヒド固定化細胞のリンカーDNAは

ChIPに供することができる大きさまで切断

することができることを明らかにした。 

「染色体不安定性を指標とする発がん性

の定量的評価法の検討」については、特徴の

異なる肝臓小核誘発物質3剤の投与によっ

て、共通して発現増加する遺伝子34個を抽

出した。これらの遺伝子の中には小核の形

成に伴い発現誘導した遺伝子が含まれると

考えられた。AA誘発腫瘍では、融合遺伝子

の発現は見られなかったものの、複数のが

ん遺伝子のコピー数増加がみられた。さら

に、Myc遺伝子を含む領域と他の染色体との

結合は、発がん過程における染色体粉砕と

再構成を示唆するものと考えられた。 
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