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A. 研究目的 
本研究は、反復投与毒性及び生殖発生毒

性を対象としてリードアクロスを実施し、

NAM により精緻な予測を実現することを
目指している。 

研究要旨 
生殖発生毒性や反復投与毒性などの複雑な毒性予測を含むヒト健康リスク評価の基

盤を構築するため、リードアクロスの信頼性向上と高度化へ向けて、New Approach 

Methodology (NAM)手法を取り入れた統合的アプローチの開発に向けた研究を行った。 

令和 6 年度は、OECD IATA Case Study の開発に適切な物質クラスターとシナリオの

調査を行った。生殖発生毒性については、動物試験データセットや有害性発現経路

（AOP）ネットワークの探索により、生殖発生毒性に関連する物質クラスターを同定し

た。これらのクラスターについてさらに調査を進め、ケーススタディに適したクラスタ

ーを 2 つ同定した。いずれも、生殖発生毒性とグルタチオン枯渇に関連していた。ま

た、これらの物質の評価目的に適合する NAM 手法の探索、選別を進めた。 

反復投与毒性については、先行研究にて検討してきた、共通あるいは類似の解毒代謝

を有する可能性が高い低毒性の物質群から、ケーススタディに使用できるクラスター

の選定を行った。毒性発現と代謝の関係性を説明することを目指し、in vitro ADME 試

験手法を調査・選定し、in vitro ADME 試験を試行した。 
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反復投与毒性は、化学物質安全性評価に
おける主要な毒性エンドポイントのひとつ
である。市場に流通する多数の未評価の化
学物質について、その毒性評価を加速化さ
せることが求められている。また、生殖発生
毒性は、化学物質の次世代影響を対象とし
ており、医薬品、農薬など幅広い分野におい
て、安全性評価に必須項目とされているが、
試験には多数の動物個体が必要となる。い
ずれの試験も時間的・経済的コストの低減
が求められており、また近年高まってきて
いる動物福祉の観点などから、段階的な動
物試験の削減は不可避である。そこで、代替
アプローチの開発と、予測の不確実性を考
慮した評価方法の確立およびその適用範囲
の拡大が求められている。 
一方で、反復投与毒性や生殖発生毒性の

ような複雑なエンドポイントの予測につい
ては、単一の定量的構造活性相関（QSAR）
の適用は困難であり、OECD や欧米の規制
行政機関では、試験と評価のための統合的
アプローチ（IATA）の開発が進められてい
る。IATA とは、既存文献、QSAR、リード
アクロス、New Approach Methodology 
(NAM)などの複数のタイプの情報を統合
して評価を導くものである。NAM は、有害
性評価の文脈において、トキシコキネティ
クス（TK）やトキシコダイナミクス（TD）
を包含する、動物を用いない in silico, in 
vitro 等のアプローチを意味し、それらを統
合して利用することにより、ヒト健康リス
ク評価の信頼性を向上させると期待されて
いる。 
我々はこれまで、化学物質の毒性情報を

網羅的かつ容易に検索し解析することがで
きるようにするため、国内外で公開されて

いる毒性試験データを可能な限り統合して
データベース化し、反復投与毒性試験を対
象とした NIHS 統合 DB および生殖発生毒
性試験を対象とした DART NIHS DB を構
築した。そして、IATA に基づくリードアク
ロスの適用範囲の拡大を目指して、有害性
発現経路（AOP）に基づくカテゴリーの構
築に取り組み、その成果を積み重ねてきた。 

R6 年度は、OECD IATA Case Study の開
発に適切な物質クラスターとシナリオの調
査を目的とした。反復投与毒性および生殖
発生毒性両方を対象としたが、より注意深
い解析を必要とする生殖発生毒性により多
くのリソースをかけた。生殖発生毒性につ
いては、AOP ネットワークの探索により、
反復投与毒性については、先行研究にて検
討してきた、共通の解毒代謝機構を有する
可能性が高い低毒性の物質群から、ケース
スタディに使用できるクラスターの選定を
行った。また、評価目的に適合する NAM 手
法の探索、選別を進めた。R7 年度以降は、
NAM 手法の選別とデータ取得を進め、それ
らの組合せによりそれぞれの毒性エンドポ
イントを予測するケーススタディを実施し、
NAM を活用した統合的アプローチの優位
性を検証し、他の事例に展開できるように
留意点を取りまとめることを目指している。 

 
B. 研究方法 
生殖発生毒性ケーススタディ候補物質クラ
スターの解析 
先行研究で使用してきた欧州化学品庁

(ECHA) REACH データセット、国立衛研
が構築し公開している TG422 / TG421 デ
ータセット、先行研究で構築した NIHS 統
合 DB より別途作成した精巣毒性データセ
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ットを対象に、生殖発生毒性（DART）ケー
ススタディの候補となる物質クラスターを
探索した。先行研究で構築した DART AOP
ネットワークに関連する Derek 構造アラー
トやアッセイデータを参照し、AOP ネット
ワークに対して意義のある Derek 構造アラ
ートに関連する物質、または AOP における
MIE (Molecular Initiating Event) と KE 
(Key Event)のアッセイデータで陽性を示
す物質を対象にクラスタリング解析を行っ
た。 

 
反復投与毒性ケーススタディ候補物質群の
解析 
先行研究で検討してきた低毒性物質群の

うちエチレンおよびプロピレングリコール
アルキルエーテル類を対象として、NIHS反
復投与毒性試験統合 DB および OECD 
QSAR Toolbox、PubChem を用いて化学構
造と物理化学的性状、代謝、in vivo 毒性情
報を整理し、毒性の強さに影響する要素を
抽出した。さらに in vitro ADME 情報を取
得することを検討した。 

 
（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 
生殖発生毒性ケーススタディ候補物質クラ
スターの同定 

DART AOP ネットワークを用いた候補
物質群のスクリーニングにより、さまざま
な化学物質を同定することができた。これ
らの物質が最も高頻度に関連づけられた経
路は、グルタチオン枯渇経路とミトコンド

リア毒性経路であり、いずれも我々の先行
研究の中で AOP として提案したものであ
る。他には、ステロイド関連経路（アンドロ
ゲン/エストロゲン受容体関連経路など）も
高頻度で見られた。 
得られたDART AOP関連物質について、

独自のクラスタリングツールとフラグメン
ト化法（CERES 2_CO）を用い、類似性の
閾値を 80%に設定して、Butina に基づく化
学的クラスタリングを行ったところ、4 以
上の物質を含む 17 のクラスターが生成さ
れた。これらのクラスターについて個別に
確認し、DART 陽性物質が 1 または 0 のク
ラスターはDARTへの関連性が低いと考え
られるので、対象外とした。以上から、2 物
質以上が DART 陽性を示す 10 クラスター
が得られた（表 1）。 
これらのクラスターに優先順位をつける

ため、それぞれのクラスターについて、毒性
データ、機序に関するデータや最新の論文
を調査したところ、クラスター4 は近年の
何報か研究があることから、また、クラスタ
ー5 および６は、物質数、構造の多様性、活
性の広がりの観点から、優先順位をさげる
こととした。残る 7 クラスターについてさ
らに精査を進めた。 

 
クラスター1（アルキルフェノール） 
グルタチオン枯渇 AOP とミトコンドリ

ア機能障害 AOP の両方に関連があるもの
として同定された。さらに、幾つかの物質は
AOP ネットワークの MIE アッセイの結果
が陽性であった。これらの MIE のうち、4
つはステロイドシグナル伝達経路に関連し
ていた。このクラスターは、陽性物質が11、
陰性物質が 7 と、バランスよく含まれてお
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り、さまざまな置換フェノール構造を持つ。
このクラスターに含まれる多くの物質につ
いて、エストロゲン受容体活性を予測する
論文が発表されていた。そのため、このクラ
スターについては、優先順位を下げること
とした。 

 
クラスター2（フタル酸エステル） 
クラスター1 同様、陽性物質と陰性物質

がどちらも多く含まれるクラスターである。
しかし、このクラスターに含まれる物質と
その代謝物について論文や総説が発表され
ており、生殖発生毒性プロファイルに基づ
くグループ化なども報告されていた。その
ため、このクラスターについては、優先順位
を下げることとした。 

 
クラスター3（ペルオキシエステル） 
このクラスターの物質のほとんどが、主

要代謝物 tert-ブチルヒドロペルオキシド
（TBHP）を介して毒性を示すことがある
と考えられた。DART 研究では、TBHP は
雄における不妊を誘発し、酸化ストレスを
介して雌の生殖能力を損なうことが報告さ
れている。 

 
クラスター7（クミルペルオキシド） 

ECHA ウェブサイト上のレビューには、
このクラスターの物質は多くの場合、混合
物で、一般特性を示し、生殖毒性データは限
られると書かれている。また、陰性となる原
因が不明であることからも、ケーススタデ
ィには適さないと考えられる。 

 
クラスター8（ベンゼンプロパン酸誘導体） 
このクラスターの物質についてリードア

クロスを行った研究はないが、このクラス
ターの 1 つについて、環境中運命、ヒトへ
の曝露や毒性の評価を試みた文献が 1 報あ
る。ケーススタディの候補となるかについ
ては適合性をさらに精査する必要がある。 

 
クラスター9（アルキルクロリド） 
このクラスターの物質についてリードア

クロスを行った研究はない。ケーススタデ
ィの候補となるかについては適合性をさら
に精査する必要がある。 

 
クラスター10（ニトロ芳香族類） 
先行研究で AOP を作成した際に、グルタ

チオン枯渇に関連する酸化ストレスを引き
起こしうるニトロ芳香族物質を捕捉できる
アラートを 3 つ特定した。これらのアラー
トは、グルタチオン枯渇 AOP の作成に寄与
した物質クラスターを含め、データセット
内のニトロ芳香族物質の大きなクラスター
を同定することができた。これらのニトロ
芳香族物質は発生毒性、生殖発生の両方に
おいて、さまざまな活性を示す。置換基のパ
ターンが活性を決定することがあるため、
これらの物質の活性カテゴリーを定義する
ことができる可能性がある。ただし、このク
ラスターの物質は肝臓や血液などの一般毒
性を示す可能性がある。その場合、高用量で
は他毒性の影響が出るため、NOAEL 算出
を主目的とした一般・生殖発生毒性併合試
験は低用量でしか実施されておらず、精巣
毒性が顕在化していないことも考えられる。
この点を明らかにするためにはさらに詳細
な調査を行う必要がある。 

 
反復投与毒性ケーススタディ候補物質群の
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同定 
先行研究で、NIHS反復投与毒性試験統合

データベースから抽出した低毒性物質 189
物質について、その化学構造の類似性によ
り 10 のクラスターを抽出した。今年度は低
毒性予測の事例研究の新たな対象としてエ
チレンおよびプロピレングリコールアルキ
ルエーテル類を検討した。 
エチレングリコールアルキルエーテルに

ついては、化学構造、特に鎖長と毒性の間に
よい相関性があり、低毒性を示すと考えら
れる構造領域は、グリコールエーテルの単
位が２または３、アルキル基鎖長は 1～4 で
あった。上記の構造領域内において logP 値
および膜透過性パラメータである Peff値に
大きな差異はなかった。主に末端のアルコ
ールがカルボン酸に代謝される。グリコー
ルエーテルの単位が１のときは血液、精巣
において低用量から毒性影響が現れる。こ
の理由は、主要代謝物（アルコキシ酢酸）が
活性体であるためとされている。 
プロピレングリコールアルキルエーテル

の場合、低毒性を示すと考えられる構造領
域は、直鎖型、分岐型いずれもプロピレング
リコールエーテルの単位が 1～３、アルキ
ル基鎖長は 1～4 であった。上記の構造領域
内において logP 値および Peff 値に大きな
差異はなかった。プロピレングリコールエ
ーテルの単位が１のときも低用量から毒性
影響は観察されず、この理由は活性代謝物
であるアルコキシ酢酸が生成されないため
である（表 2）。 
生理学的薬物動態（PBK）モデルの構築

を検討するため、鎖長の異なるエチレング
リコールアルキルエーテル 2 物質について、
膜透過性、タンパク結合、肝クリアランスの

パラメータ値を in vitro 試験により測定を
試行した。 
 
D. 考察 
本研究は、生殖発生毒性及び反復投与毒

性を対象としてリードアクロスを実施し、
NAM により精緻な予測を実現することを
検討した。 
生殖発生毒性に関しては、先行研究で構

築していた AOP ネットワークとデータセ
ットから、ケーススタディに用いる候補物
質を探索し、生殖発生毒性に関連すると考
えられる 10 の物質クラスターを同定した。 
各クラスターを検討した結果、クラスタ

ー3（ペルオキシエステル）、クラスター10
（ニトロ芳香族類）がケーススタディの候
補として最も有望と考えられる。どちらの
クラスターも全体の物質数が多く、陽性物
質、陰性物質数も十分にあり、これまでにリ
ードアクロス研究が報告されていないため
である。クラスター1 も候補となる可能性
があるが、このクラスターを用いる場合は、
エストロゲン受容体活性に関する解析に慎
重を期す必要がある。 
同定したクラスターの多くは雄性生殖毒

性、グルタチオン枯渇 AOP に関連してい
る。来年度以降、ケーススタディを進める際
には、既存の精巣毒性 AOP を対象とする
か、グルタチオン枯渇と発生毒性を結び付
ける新規 AOP の作成を行い、これを対象と
するか、検討する必要がある。また、クラス
ター解析や文献から得られた情報を基に、
評価目的に適合する NAM 手法の探索、選
別を進めた。 
反復投与毒性については、昨年度抽出し

た低毒性物質群のうち、エチレンおよびプ
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ロピレングリコールアルキルエーテル類を
対象に、化学構造、物理化学性状、代謝、毒
性データを解析した。本解析において定義
された構造領域特に鎖長領域においては体
内への吸収に大きな差はなく、親物質は毒
性が弱いカルボン酸代謝物に速やかに代謝
された結果、毒性影響は低くなると考えら
れた。グリコールエーテル 1 単位の場合は
鎖長のわずかな違いが毒性に大きな影響を
与える例外ケースであり、全体として両ク
ラスターはリードアクロスの適用可能性は
高い。ただし、定義された構造領域を超える
鎖長を持つ物質への外挿を行うためにはさ
らなる情報収集と正当化が必要であり、注
意を要する。PBK モデルの構築を想定して
試行的に in vitro ADME 活性試験を実施し
たが、試験の実施または分析が困難な物質
があることが判明した。来年度は、NAM と
して他の in vitro 試験を調査し、その有用
性、本物質群への適用性などを明らかにし、
データの取得を進める。 
 
E. 結論 
令和 6 年度は、生殖発生毒性については、

OECD IATA Case Studies プロジェクトに
提出するケーススタディに供する物質クラ
スターを探索した。先行研究で作成した
AOP ネットワークとその際に使用したデ
ータセットを探索し、さらに文献調査を行
った結果、クラスター3 とクラスター10 の
2 つのクラスターをケーススタディ候補物
質として同定することができた。アラート
構造や MIE の情報から、これらが関係する
AOP を推定することができた。この情報を
基に、評価目的に適合する NAM 手法の探
索、選別を進めている。 

反復投与毒性については先行研究で検討
してきた類似の代謝機構を有する可能性の
ある低毒性物質のクラスターから２つを対
象に解析を行い、リードアクロスの適用可
能性を検討した。グループ化の信頼性向上
に資する NAM として、体内への吸収、代
謝物の構造予測と代謝速度が候補として考
えられた。 

R7 年度以降は、NAM 手法の選別とデー
タ取得を進め、それらの組合せによりそれ
ぞれの毒性エンドポイントを予測するケー
ススタディを実施し、NAM を活用した統合
的アプローチの優位性を検証し、他の事例
に展開できるように留意点を取りまとめる
ことを目指している。 
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表 1 データセットから同定された生殖発生毒性に関連する可能性がある物質クラスター 

クラスター 名称 
発生毒性
分類 

精巣毒性
分類 

アッセイデータに
基づく MIE 仮説数 

Derek アラートに基づく 
仮説 

1 アルキルフェノール 陽性 11 
陰性 7 

陽性 3 
陰性 12 

8 
Glutathione (GSH) decrease, 

Mitochondrial dysfunction 

2 フタル酸エステル 陽性 3 
陰性 7 

陽性 4 
陰性 5 

4 Testicular toxicity 

3 ペルオキシエステル 陰性 3 
陽性 5 

 0 Glutathione (GSH) decrease 

5 アルキル酸 陽性 2 
陰性 2 

陰性 2 3 Glutathione (GSH) decrease 

7 クミルペルオキシド 陽性 3 
陰性 1 

陰性 1 2 Glutathione (GSH) decrease 

8 ベンゼンプロパン 
酸誘導体 

陽性 2 
陰性 4 

陰性 2 1 
Glutathione (GSH) decrease, 

Mitochondrial dysfunction 

9 アルキルクロリド 陽性 1 
陰性 1 

陽性 1 
陰性 5 

0 Mitochondrial dysfunction 

10 ニトロ芳香族類 陽性 14 
陰性 35 

陽性 13 
陰性 69 

0 Glutathione depletion 

 
 

表 2 データセットから同定された反復投与毒性試験における低毒性の可能性がある物質クラスター 

クラスター 名称 
構造領域 

備考 エーテル 
（数） 

アルキル基 
（炭素数） 

1 エチレングリコール
アルキルエーテル 

2~3 1~4 エーテル数 1 の場合、活性代謝
物であるアルコキシ酢酸が生成 

2 プロピレングリコー
ルアルキルエーテル 

1~3 1~4  

 
 


