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化学構造によるグルーピング及びリードアクロスによる神経毒性の in silico 予測 

 

研究分担者：吉成浩一 静岡県立大学 教授 

Ａ．研究目的 
化学物質の発達神経毒性（DNT）を動物実験で評価す

るには多大なコストと時間を要する。また、近年動物
福祉の観点から、実験動物を用いた安全性試験の代替
法の開発が求められており、インビトロ及びインシリ
コ手法を活用した評価手法の研究開発が進められてい
る。しかし、DNTに関しては、公的に利用可能な毒性試
験データベースがないことなどの理由から研究が遅れ
ている。 
そこで私達は、本研究班において、DNT評価における

インシリコ手法の有用性を提案するために、既存情報
からDNT予測のためのデータセットを構築し、DNTを示
す物質のグルーピング解析や階層的クラスター解析並
びにリードアクロス手法によるDNT評価手法の開発に
向けた基礎検討を行ってきた。これまでに、化学構造
情報を数値化した分子記述子を利用して化学物質の類
似性を評価し、その結果に基づいたクラスタリングや
リードアクロスを行い、使用する分子記述子の種類、
毒性予測に利用する類似物質の数などの検討を行った。
その結果、化学構造に基づく手法によりある程度の精
度でDNTの予測が可能であることが明らかになった一
方で、使用したデータセットの不確実性が結果に大き
な影響を与えていること、特にDNT陰性物質の正確性に
疑問が感じられた。実際、インシリコ手法で得られた
予測結果を共同研究者の協力のもとインビトロ試験等
で検証すると、データベース上の陰性物質がインビト
ロ試験では陽性であったケースも認められた。これら
の結果から、インシリコ手法による予測を単独で用い
るのではなく、インビトロ試験と組み合わせた予測が
有用であると考えられた。 
そこで本年度は、これまでに収集したDNT陽性物質の

情報を活用して、DNTリスクが高い物質を化学構造情報
からインシリコ手法で簡便にスクリーニングする方法

の開発を試みた。 
 

Ｂ．研究方法 
1. データセット 
これまでの研究で利用してきた文献（Neurotoxicol 

Teratol, 52:25-35, 2015）から、DNTを示す物質及びD
NT情報がない物質を選択し、前者を「DNT陽性物質」（1
64物質）、後者を「DNT不明物質」（197物質）として
使用した。これら化学物質の化学構造情報はPubChemか
ら収集した。 
 
2. 化学物質の類似性評価 
alvaDescソフトウェア（Alvascience、ver 2.0）を

利用して、対象物質の分子記述子を計算した。解析に
は、搭載されている33ブロックに分類された5,666記述
子のうち、化学構造との関連を理解しやすい６ブロッ
ク（Constitutional indices、Ring descriptors、P_V
SA-like descriptors、Functional group counts、Ato
m-centred fragments、Molecular properties）に含ま
れ、被験物質で計算可能であった376記述子を利用した。 
各分子記述子について、最大値が1、最小値が0とな

るように正規化したのち、物質間のユークリッド距離
をRを利用して計算した。物質間距離は理論上の最大距
離（使用した分子記述子数の平方根）で除して相対距
離とした。この相対距離を物質間の類似性の指標とし
た。 
 

Ｃ．研究結果 
1. 類似物質数による予測 
164種のDNT陽性物質について、それぞれの最近傍物

質との相対距離セットのうち、90%が含まれる値を閾値
として設定した。次に、197種のDNT不明物質それぞれ
について、全陽性物質（164種）との相対距離を算出し、
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横軸にDNT不明物質、縦軸に陽性物質との相対距離をプ
ロットした（図１）。この図を元に、各DNT不明物質に
ついて、閾値内に含まれた物質数をカウントした。結
果をヒストグラムとして図2Aに示した。全197物質の最
低値は0、最大値は56、平均値は16.1、中央値14であっ
た。約30%の物質は、0〜3物質しか含まない一方で、12
物質は、陽性物質の25%（41物質）以上を含んでおり、
後者の物質は、非常に多くのDNT陽性物質と化学構造が
類似しており、DNTを示す可能性があるのではないかと
考えられた。 
そこで、これら12物質について確認したところ、カ

ルバメート系農薬が２物質、他に抗てんかん薬（param
ethadione）、オピオイド（tramadol）が含まれ（図3A）、
これらはDNTを示す可能性が高いと考えられた。また、
N,N-diethyl-3-methylbenzamide及びmethyl methacry
lateでは神経毒性の懸念が報告されていた。 

 
2. 物質間距離による予測 
上記の解析では、近傍物質数でDNTリスクを予測して

いることから、用いたDNT陽性物質セットの構造的な偏
りに左右される可能性が高い。すなわち、あるDNT陽性
物質と非常に類似しているにもかかわらず、類似する
化学物質の数が少ない場合には、DNTリスクは小さく
（ランクが低く）判定される。 
そこで次に、各DNT不明物質について、最も構造が類

似しているDNT陽性物質との相対距離（最近傍相対距
離）に着目し、その最近傍相対距離の短さによりDNTリ
スクをランク付けした。 
最近傍相対距離の分布を図2Bに示した。また、図3B

には、距離が短い15物質とそれぞれの最近傍のDNT陽性
物質を示した。15物質の化学構造を見ると、pentane、
propyleneoxide、isopropyl alcoholのような比較的低
分子から、isotretinoinやα-noracetylmethadolのよ
うな比較的大きな分子までが含まれていた。また、い
ずれも最近傍のDNT陽性物質とはメチル基等の官能基
１つ程度の違いしかなく、化学構造が非常に類似して
いたことから、DNTを示す可能性が非常に高いと考えら
れた。実際、神経毒性を示すと考えられる有機リン系
農薬が２物質、枯葉剤の成分である2,4,5-trichloroph
enoxyacetic acid（別名2,4,5-T）、抗てんかん薬para
methadione、レチノイン酸異性体のisotretinoin、中
枢神経毒性が知られているメトキシ酢酸の関連物質2-
methoxyethanolなどが含まれていた。 
前述の閾値内のDNT陽性物質数でのリスク判定で挙

げられた12物質と共通していたのは、paramethadione
の１物質のみであった。 

 
3. 物質数と物質間距離による統合的予測 
閾値内のDNT陽性物質数によるリスク予測並びにDNT

陽性物質の最近傍相対距離によるリスク予測において、
重複する化学物質は１物質しか認められなかったこと
から、両手法による判定は異なる物質群を高DNTリスク
と予測していると考えられた。そこで、これらの解析
を組み合わせた予測を行うために、両手法でのDNTリス
クを低い順にランクをつけ、２つのランクの値の積を
「DNTリスクスコア」として算出した。 
図3Cに上位15物質を示した。このうち、図3A、図3B

に含まれた物質数はそれぞれ６物質、７物質であり、
抗てんかん薬のparamethadioneが共通していた。その
共通性から示唆されるように、paramethadioneが本評
価において最も高リスクと予測された。2-Ethoxyethyl
 acetate、styrene、nitrobenzeneの３物質は本予測に
おいてのみ認められたが、いずれも神経系の毒性を示

すことが知られている。 
DNTリスクスコアによる予測結果と個別予測結果の

関連性を確認するために、全DNT不明物質について、物
質数によるDNTリスク予測ランクと最近傍相対距離に
よるDNTリスク予測ランクをそれぞれ縦軸、横軸として
散布図を作成した（図４）。その結果、両者のランク
には有意な正の相関が認められた（Spearmanのρ値：0.
794、p < 0.001）。また、リスクの上位15物質もほぼ
右上の領域に含まれていた。 
 
Ｄ．考察 
私達の研究室では、化学構造からDNTの有無を予測す

るためのインシリコ手法の開発を進めてきたが、利用
可能な物質セットが限られていること、特にDNT陰性物
質の情報がほとんどないことから、参考文献の情報を
参考に、文献調査によりDNT情報がない物質をDNT陰性
物質として解析を行ってきた。リードアクロスや階層
的クラスタリングにより６割程度の物質の判別が可能
であったが、様々な条件検討を行っても、それ以上の
精度向上は認められなかった。その理由として、デー
タセットには、複数のDNT陽性物質と化学構造が類似し
たDNT陰性物質が多く含まれており、それらが「偽陽性」
として判定されること、また分子量が100未満程度の小
さな化学物質や500を超える大きな化学物質について
はデータセットに類似物質がほとんど存在しないこと
などが、精度向上が認められない主要な原因であると
考えられた。 
実際、前者の「偽陽性」と判定された物質が「真陽

性」である可能性については、共同研究者のインビト
ロ試験結果から、真陽性である可能性が示された物質
も存在した。そのため、これまでに使用してきたDNT陰
性物質は、実際にはDNT陽性物質を多く含む可能性が考
えられた。また、この一連の過程により、インシリコ
手法によるDNT懸念物質のスクリーニングとインビト
ロ試験による検証という組み合わせは、DNT評価の動物
実験代替法として有用であることが示唆された。そこ
で本研究では、これまでの「DNT陰性物質群」を「DNT
不明物質」として再定義し、既知のDNT陽性物質の情報
から「DNT不明物質」のDNTリスクの予測を試みた。 
本研究では、164種のDNT陽性物質を活用して、それ

らの類似性からDNT不明物質のDNTリスクを３つのアプ
ローチにより予測した。１つは、DNT陽性物質間での類
似性（物質間相対距離）から、類似物質を定義する物
質間相対距離の閾値を定義し、各DNT不明物質について
その閾値内に含まれるDNT陽性物質数による予測、２つ
目は、各DNT不明物質と最も類似している（相対距離が
近い）DNT陽性物質との相対距離による予測、３つ目は
これら２つの手法を掛け合わせた予測である。 
１つ目の手法によりDNTリスクが高いと予測された

12物質について確認したところ、カルバメート系農薬
や抗てんかん薬、オピオイドなど、神経毒性を示すと
考えられる物質が多く含まれていた。また、２つ目の
手法においてDNTリスクが高いと予測された上位15物
質についてその化学構造を確認したところ、既知の陽
性物質との類似性が非常に高い物質が多数見出された。
例えば、高用量曝露により催奇形性を示すと考えられ
るall-trans-レチノイン酸（tretinoin）の異性体であ
るisotretinoin、有機リン系農薬、枯葉剤成分、神経
毒性を示すメトキシ酢酸の関連物質などが含まれてい
た。これらの結果から、２つの基準によるDNTリスク予
測は共にある程度の精度でDNTリスクの高い化学物質
を同定できていると考えられた。 
一方で、構造を確認した化学物質数は限られている
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ものの、両手法で共通して同定された物質は、抗てん
かん薬のparamethadioneのみであった。DNT陽性物質で
あるtretinoinの異性体であるisotretinoinについて
は、最近傍相対距離による予測では検出されたが、類
似物質数による予測では検出されなかった。これは、
DNT陽性物質群中に、tretinoinやisotretinoinと類似
した物質がほとんど含まれないことを示唆しており、
実際、isotretinoinは閾値内にDNT陽性物質を２物質し
か含まなかった。逆に、類似物質数による予測でDNTリ
スクが高いと予測されたカルバメート系農薬や枯葉剤
成分の2,4,5-trichlorophenoxyacetic acidは、最近傍
相対距離による予測では検出されなかった。これらの
DNT不明物質は、その化学構造や既知情報からDNT陽性
である可能性が非常に高いと考えられることから、２
つの基準を用いた予測は共に有用であるものの、いず
れの手法もDNTリスクが高い物質を見落とす可能性が
あることが示唆された。 
そこで、両基準を加味した予測を行うために、両予

測で算出された値をDNTリスクとしてランク化し、両ラ
ンクの値の積を「DNTリスクスコア」として定義し、予
測に用いた。リスクが高かった上位15物質を確認した
ところ、１位〜11位及び14位の12物質は、単独の基準
による予測のいずれかで同定された物質であり、総合
評価による予測で同定された物質は３物質であった。
これらの結果から、統合予測は有用であると考えられ
た。 
しかし、isotretinoinは197物質中102位となり、比

較的低リスクであると予測された。今回の解析では、
ランク値の積を用いたことから、一方の指標が著しく
低い場合には、総合評価では上位に入る可能性は低く
なる。これらの問題点を克服するために、今後、２つ
指標（図３の縦軸及び横軸の値）を複数のクラスに分
類してマトリクス化することで、全DNT不明物質やデー
タセット外の物質のDNTリスクを複数のクラスに分類
できるのではないかと考えている。さらには、DNTリス
クが高いと予測された物質について、共同研究者の協
力を得ながらDNT関連インビトロ試験等で検証するこ
とで、本予測手法の妥当性を検証したいと考えている。 
 

Ｅ．結論 
本研究では、DNT陽性物質の化学構造情報を活用した

新たなインシリコDNTリスク予測手法を開発した。本手
法は、①類似物質数、②類似性の高さ、並びに③その
組み合わせにより、被験物質のDNTリスクをランク付け
することが可能であり、実際に神経毒性が知られてい
る有機リン系農薬やカルバメート系農薬、抗てんかん
薬、中枢神経毒性物質などを検出することができた。
本手法は、簡便に既知のDNT陽性物質の類似物質を検出
することが可能であり、DNTリスクのスクリーニング手
法としての活用が期待される。 
 
Ｆ．研究発表 

１．論文発表 
なし 
 

２．学会発表 

高村真弥、大村奈央、保坂卓臣、志津怜太、竹下潤一、

吉成浩一：分子記述子を用いたリードアクロスによる

発達神経毒性予測手法の開発、フォーラム 2023 衛生薬

学・環境トキシコロジー、2023 年 9 月 13 日、広島市 

 

Ｇ.知的所有権の取得状況 

１．特許取得 
なし 
 

２．実用新案登録 
なし 
 

３．その他 
なし 
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図１ 各DNT不明物質とDNT陽性との物質間相対距離 
197種のDNT不明物質（横軸）について、それぞれ164種のDNT陽性物質との相対距離を算出し、プロットした。青線
は、DNT陽性物質で決定したDNTリスク判定閾値（0.128）を示している。 
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図２ DNTリスク指標の分布 
A. 類似物質数による評価：図１において、197種のDNT不明物質について、閾値内に含まれるDNT陽性物質数を算出
し、ヒストグラムとして示した。B. 各DNT不明物質と最も距離が近いDNT陽性物質との相対距離（197個）の分布を
箱ひげ図で示し、統計量を表に示した。 
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図３ DNTリスクが高いと予測されたDNT不明物質のリスト 
A. 類似物質数が41以上であった12物質の化学構造を示した。B. 最近傍相対距離が小さかった上位15物質（青字）
とその最近傍のDNT陽性物質（赤字）の化学構造を示した。下線はAにおいても認められた物質を示す。C. 類似物質
数と最近傍相対距離から算出されたDNTリスクスコアの上位15物質の化学構造を示した。下線はCにおいてのみ認め
られた物質を示す。 
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図４ ２種類のDNTリスク予測ランクにおけるDNT不明物質の分布 
196種のDNT不明物質について、類似物質数によるDNTリスク予測ランク（横軸）と最近傍相対距離によるDNTリスク
予測ランク（縦軸）をプロットした。縦軸、横軸ともにランクが大きいほどDNT陽性物質との類似性が高く、DNTリ
スクは大きい。図３Cに示したDNTリスクスコアの上位15物質を■で示した。また、本文中に記載のある代表的な物
質の名称を記した。 


