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Ａ．研究目的 

生活環境中の化学物質の多くについて十分な毒

性情報がないためリスク評価が実施されていない

現状は化学物質管理における大きな問題であり、

国際的な課題となっている。化学物質の人健康リ

スク評価を効率的に進めるためには、in silico 評

価手法の開発と行政利用への取り組みが重要であ

る。本研究は、in silico 毒性評価手法の開発の一

環として、PBK モデルを活用した in vivo 毒性予測

を行うための基盤を整理することを目的とする。

R6 年度は先行研究（In silico 予測手法の高度化

と New Approach Methodology の活用に基づく化学

物質の統合的ヒト健康リスク評価系の基盤構築に

関する研究：（21KD2005））で収集したデータを基に、

内分泌かく乱化学物質のマウスの子宮肥大に対す

る in vivoの毒性予測（in vitro －in vivo 外挿

（IVIVE）アプローチ）を試行し、IVIVE アプロー

チの適用可能性を評価した。 

 

Ｂ．研究方法 

B.1. 検討対象物質の選定 
厚生労働省の内分泌かく乱化学物質の優先リス

ト（未公表）収載の物質を対象に、以下の3条件を

満たす化学物質を抽出した。 

1)経口投与によるマウスでの子宮肥大試験が実施

されている、 

2) エストロゲン作用の開始イベントの①ERへの結

合から、②受容体の二量化、③二量体のDNA結合、

研究要旨 
内分泌かく乱化学物質の優先リストのマウス子宮肥大試験の結果を用いて、化学物質の定量的リスク評

価に対するin vitro －in vivo外挿（IVIVE）アプローチの適用可能性を評価した。選択された5物質のう

ち、3物質が子宮肥大試験において陽性のエストロゲン活性を示し、2 物質では活性は陰性であった。これ

らの化学物質は、エストロゲン受容体結合（開始イベント）からタンパク質産生までの5つのキーイベント

を調べる 15 の in vitro アッセイで活性を示し、生理学的動態 (PBK) モデルを用いて IVIVE 変換係数

を導出することが可能であった。カットオフポイント、半最大反応および 90% 反応における活性濃度 

(ACC、AC50およびAC90) から外挿された経口等価用量 (OED)を他のキーイベントのOEDと比較し、それらの

重なりの程度からin vivoでの用量－反応関係に大きな影響を与えると予想されるクリティカルなキーイ

ベントを判定した。陽性のエストロゲン活性を示した 3物質については、決定されたクリティカルなキー

イベントのin vitro AC50値から求めたOEDは、子宮肥大試験で観察された最低影響レベルの2倍以内であっ

た。さらに、活性が陰性であった 2物質のOEDは、子宮肥大試験における最高投与量よりも高かった。これ

らの結果に基づき、IVIVEアプローチの適用は概ね妥当と評価され、子宮肥大試験やそれ以外の短期のin 
vivo試験の代替法としての可能性を示唆していると考えられた。しかし、化学物質の定量的リスク評価に

IVIVEアプローチを適用するには、in vivoでの反応に大きく影響するクリティカルなキーイベントを如何

にして特定するか等について、さらに検討する必要がある。 
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④RDAへの情報転写を経て、⑤タンパク質産生に

至る5つのキーイベントのいずれかを対象とする

15のin vitroアッセイ（米国ToxCastプログラム

で実施）が全てinactiveではない、 

3) 生理学的動態 (PBK) マウスモデルによるin 

vitro －in vivo 外挿 (IVIVE) 変換係数算出に

必要なモデルパラメータ (分子量、オクタノール

/水分配係数 (log Kow)、血漿タンパク質非結合

率 (fup)、肝細胞クリアランス (CLint) および

トポロジカル極性表面積 (TPSA)) が入手可能で

ある。 

 

B.2. in vitroアッセイデータ 

In vitroアッセイデータについては、エストロゲ

ン作用の開始イベントのERへの結合からタンパク

質産生に至る5つのキーイベントのいずれかを対象

とする計15のin vitroアッセイでの活性濃度 (カ

ットオフポイント濃度 (ACC)、50 %活性濃度 (AC50) 

および90 %活性濃度 (AC90)) を米国National 

Toxicology Program の Integrated Chemical 

Environment (ICE)データベースから取得した。 

 

B.3. マウスPBKモデル 

下図に示す血液、脂肪、高血流組織、低血流組織、

腎臓および肝臓の6コンパートメントで構成される

PBKマウスモデルを構築し、IVIVE換算係数の算出に

使用した。このモデルは、化学物質が消化管から吸

収され、肝臓経由で血流により輸送され、各コンパ

ートメントに分配され、また肝臓で代謝され、腎臓

から排泄されると想定している。使用するマウスの

生理学的パラメータ (体重、各コンパートメントの

容積、各コンパートメントへの血流量等)には既報

の値を採用した。また、選定した物質に特異的なモ

デルパラメータは米国Environmental Protection 

Agency の CompTox Chemicals Dashboardデータベ

ースおよび医薬基盤・健康・栄養研究所のDruMap V

er1.5から取得した。 

構築したPBKマウスモデルについては、経口投与

後のビスフェノールA (BPA) の経時的なマウス血

清中濃度に関する既報の測定データを用いて、その

予測能を検証した。 

 
 

B.4. IVIVE 

PBKマウスモデルを用いて、1 mg/kg/dayで経口投

与時のマウス血漿中タンパク質非結合態の最高濃

度 (Cmax、µM)を次式で計算した。 

𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓 =
1 𝑚𝑚𝑚𝑚/𝑘𝑘𝑘𝑘/𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑
𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶𝐶 (𝜇𝜇𝜇𝜇)

 

抽出した各物質についてin vitroアッセイのACC、

AC50 およびAC90 の値からIVIVE変換係数を用いて

経口経由の等価用量 (OED) を算出し、5つのキーイ

ベント毎のin vitroアッセイ由来のOEDの離散一様

分布の重なりを連続する2つのキーイベント間で比

較することにより、子宮肥大反応にクリティカルな

キーイベントを選定した。 

選定したクリティカルキーイベントを対象とす

るin vitroアッセイのACCおよびAC50値から外挿し

たOEDの平均値をOED_critとし、子宮肥大試験におけ

る最低影響レベル (LOEL) やベンチマーク用量 

(BMD)の値と比較することにより、IVIVEアプローチ

適用の妥当性を評価した。BMD値の計算には、オラ

ンダRIVMのPROAST web application を使用した。 

 
（倫理面の配慮） 
 本研究では動物を用いた実験は実施しない。 

 

Ｃ．研究結果 

C1. 検討対象物質の選定 
マウス経口投与試験が実施された内分泌かく乱

化学物質の優先リスト内の化学物質の中で、9 物質

が、ER結合からタンパク質産生に至る5つのキーイ
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ベントの各々において2つ以上のアッセイで ACC

とAC50 の値が存在した。また、65物質については、

物質固有のPBKモデルパラメータが全て入手可能

で、PBKモデルによるIVIVE変換係数算出が可能で

あった。これらの結果から、条件を満たす物質を抽

出した結果、5物質が抽出され、これらの物質を

IVIVEの検討対象物質とした。5物質中の3 物質は子

宮肥大試験でエストロゲン作用が陽性で、残り2 物

質は陰性であった。 

物質名 CAS RN 結果 
2,2′,4,4′-
Tetrahydroxybenzophenone 131-55-5 ＋ 

Daidzein 486-66-8 ＋ 
4-Cumylphenol 599-64-4 ＋ 
Heptyl 4-hydroxybenzoate 1085-12-7 － 
2-Ethylhexyl 4-
hydroxybenzoate 5153-25-3 － 

 

C.2. マウスPBKモデル 

構築したPBKマウスモデルで、2レベルで経口投与

後の経時的な BPA のマウス血清中の非結合態の濃

度を予測した。その結果、モデル予測値は測定値の

1/3～3倍の範囲内で、若干過小推定気味であったが、

ほぼ適切に濃度－時間変化を再現した。さらに、

CLintを除く物質に特異的なパラメータである分

子量、log Kow、fupおよびTPSAは、検討対象の5物

質とBPAで大きな差異はないことから、吸収、分布

および腎排泄にも大きな差異は生じないと予想さ

れたため、BPAで予測能が検証されたPBKマウスモ

デルを5物質のIVIVE換算係数の算出に使用するこ

とは可能と判断した。 

 

C.3. IVIVE 

5物質に対して選定されたクリティカルなキーイ

ベントは、タンパク質産生 (3 物質)、受容体の二

量化 (1 物質)、そして二量体の DNA結合 (1 物質)

であった。 

算出された IVIVE 換算係数を使用して対象物質

のクリティカルなキーイベントの AC50 値から外挿

された OED_crit値は、子宮肥大試験でエストロゲン

活性が陽性で、LOELが導出されている 3物質では、

LOELの 1/2～2倍の範囲内であり、BMD50に対しても

同様に 1/2～2 倍の範囲内であった。また、クリテ

ィカルなキーイベントの ACC 値から外挿された

OED_crit 値は、陽性 3 物質ではともに NOEL および

BMD20の 1/4～4倍の範囲内であった。 

一方、子宮肥大試験においてエストロゲン活性

が陰性であった 2 物質では、ACC 値が陽性の 3物質

に比べて高く、反応の発現には 3 物質よりも高い

血漿中タンパク質非結合態の濃度が必要であるこ

とに加えて、IVIVE換算係数も 3物質と同程度かよ

り高値であるため、より多くの投与量を必要となる。

このため、陰性 2 物質の OED_critは子宮肥大試験に

おける最大投与量 (1000 mg/kg/day)よりも大きい

値が算出された。 

物質名 クリティカル

キーイベント 
OED_crit 

mg/kg/day 
2,2′,4,4′-
Tetrahydroxybenzop
henone 

タンパク

質産生 510 

Daidzein 二量体の

DNA 結合 680 

4-Cumylphenol 受容体の

二量化 160 

Heptyl 4-
hydroxybenzoate 

タンパク

質産生 1700 

2-Ethylhexyl 4-
hydroxybenzoate 

タンパク

質産生 9900 

 

Ｄ．考察 

子宮肥大試験でエストロゲン作用が陽性の3物質

について、クリティカルキーイベントのin vitro 

AC50およびACC値から算出したOED_critはそれぞれ、L

OELとBMD50およびNOELとBMD20と同レベルであり、陰

性の2物質については、OED_critは子宮肥大試験の最

高投与量よりも高い値が予測された。これらの結果

から、IVIVEアプローチの適用は、ほぼ妥当と評価

され、子宮肥大試験やそれ以外の短期のin vivo試

験の代替法としての可能性を示唆していると考え

られた。 

現在、IVIVEアプローチは主にスクリーニングと

優先順位付けへの適用が想定されおり、活発に検討

が行われている。しかし、現行の定量的リスク評価

でPoint of Departure (PoD) として使用されるin 

vivo試験のNOAELやBMDL等の代替となり得るOEDを

得るためには、in vivoの毒性発現に係る作用機序

の各キーイベントの中から如何にしてクリティカ

ルなキーイベントを選定し、PoDとなり得るOEDを導

出するかについてのさらなる検討が必要と考えら

れる。 

本検討においては、PBK マウスモデルが重要な

役割を果たしたが、マウス特異的な情報が限られ

ていたため、一部のパラメータにはラットの値を

代用した。BPA での検証の結果は、ほぼ妥当であ

り、代用が 5 物質の IVIVE の検討には大きな影響

を及ぼさなかったと考えられるが、今後の IVIVE
の検討においては、多様なトキシコキネティック

特性を持つ化学物質を対象とする必要があると予
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想される。このため、マウスモデルの検証に利用で

きる薬物動態試験データの入手可能性は限られて

いるが、モデルの予測の不確実性を減らし、信頼性

を向上させるため多様な特性の物質で PBK モデル

の検証を続ける努力が必要である。 
 

Ｅ．結論 

内分泌かく乱化学物質の優先リスト内の5物質を

対象とした本検討では、PBKモデルを利用すること

によりin vitroアッセイの結果から子宮肥大試験

の結果をほぼ妥当に予測できたと考えられるが、今

後もさらに多様な特性の物質に適用を拡大して

IVIVEアプローチの妥当性を子宮肥大試験や他の短

期間のin vivo試験で評価することが重要である。 
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