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Ａ．研究目的 
有機フッ素化合物である PFAS（Per- and Poly-

fluoroalkyl substances：パー及びポリフルオロアル

キル物質は幅広い用途で使用され、環境中での難分解

性及び生体内蓄積性が問題となっている。近年、国内複

数地域の浄水施設の水道水から基準値を超える濃度の

Perfluorooctanoic acid (PFOA)と Perfluorooctane 

sulfonate (PFOS)が検出され、ばく露による有害性、特

に発がんの健康影響が懸念される。特に PFOA や PFOS

は国際がん研究機関（IARC）によりグループ 1と 2B に

分類され、実験的にラットの肝臓を主体に発がん性報

告があり、有機フッ素化合物の発がん性検証は喫緊の

課題である。一方、有機フッ素化合物は 1 万種類以上

存在し、これら全てを発がん性試験で検討することは

莫大な費用や時間等を必要とし極めて困難である。従

って有機フッ素化合物の発がん性を短期間、高精度か

つ効率的に評価できる試験スキームの確立が求められ

る。 

我々はこれまで既知発がん物質の大半が肝臓を標的

にすることに着目し、遺伝毒性及び非遺伝毒性肝発が

ん物質を短期かつ高精度に検出できるスキームを確立

した。本研究ではそのスキームを活用し、有機フッ素化

合物の発がん性検証とともに、新たに有機フッ素化合

物特異的な評価スキーム開発を行う。 

本年度は、合計 19 種類の PFAS について、遺伝毒性

肝発がん物質超短期検出法を用いて急性毒性の検討及

び発がん性判定を行った。 
 
Ｂ．研究方法 
6 週齢の雄 SDラットを用いて、被験物質の単回強制

胃内投与試験を行った。被験物質に関する情報は(表 1)

に示す。また、溶媒対照群(対照群)として 0.5% Methyl 

cellulose（MC）投与群を設けた。 

試験では、LD50既知の 5物質については、遺伝毒性

肝発がん物質超短期検出法に基づき LD50の1/3の用量

を投与した。急性経口毒性情報がない 14物質について

は、OECD TG 423に従い急性毒性試験を実施し、得られ

た 1日単回経口投与試験の最大耐量を投与した(表 2)。

具体的には、初回投与として TG 423で定められた最大

用量である 2000 mg/kgを 3 匹の動物に投与した。その

結果、死亡例が 1匹以下であった場合は、新たに 2000 

mg/kgを 3 匹に追加投与した。2回目の投与でも死亡例

が 1 匹以下であれば、LD50 は 2000 mg/kg 以上と判断

し、投与量を 2000 mg/kgと設定した。一方、いずれか

の投与で死亡例が 2匹以上の場合、LD50は 2000 mg/kg

以下と判断され、次に 300 mg/kgの用量で同様の手順
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を行った。さらに、300 mg/kgの試験でも死亡例が 2匹

以上の場合は、用量を 50 mg/kgに減らし、同様の試験

を繰り返して最大耐量を決定した。 

さらに、PFOA は LD50の 1/3（330 mg/kg）、DFEMS は

最大耐量（300 mg/kg）の用量で遺伝毒性肝発がん物質

と判定されたため、確認試験ではこれらの用量を高用

量として設定し、公比 3 で除した中用量及び低用量を

追加して試験を実施した。 

被験物質投与後 24時間後に剖検を行った。肝臓を摘

出し、RNA抽出用としての外側左葉（LL）を摘出後、下

端辺縁部を約 2cm×0.5cmの大きさで2スライス切り出

し、それぞれ 1mLの RNAlater が入った 1.5mL チューブ

へ移した（合計 2 本）。1.5mL チューブを 4℃で一晩保

管後，-80℃で長期保管した。凍結保存サンプル用とし

て、外側左葉の上半分を1.5mlチューブ 2本分採取し、

液体窒素により凍結後、-80℃で凍結保管した（1 本は

DNA adduct 解析用）。ホルマリン固定用サンプルとし

て、外側左葉の下半分、内側右葉(RM)及び右葉尾部(R2)

から計 3スライス切り出し、カセットに入れ 10%ホルマ

リンにて固定した。 

10 マーカー遺伝子発現については、リアルタイム

PCR（qPCR）にてデータを取得した。肝臓からの total 

RNA抽出と cDNA の合成はそれぞれ RNeasy mini kit（キ

アゲン）と Super Script VI VILO Maste Mix（Thermo 

Fisher Scientific）を使用した。得られた遺伝子発現

データを我々が構築した遺伝毒性肝発がん物質検出モ

デル（サポートベクターマシンによる数理学的アルゴ

リズムによるモデル）に入力し、判定を行った。 

また解剖時に肝臓、腎臓及び脾臓については重量を

測定した。得られた組織は 10%中性緩衝ホルマリン液で

固定を行い、切り出し・パラフィン包埋したのちに病理

組織切片を作成し、ヘマトキシリン・エオジン染色を施

した上で鏡検を行った。 

 

表１. 遺伝毒性肝発がん物質超短期検出法で検討した PFAS 

 
 

（倫理面の配慮） 

動物を用いた実験は大阪公立大学実験動物倫理委員

会の承認を得た上で、関係法令を遵守して実施する。動

物の飼育・処置に当たっては、動物愛護の精神に則ると

ともに倫理規定に十分配慮し、解剖時には麻酔下での

安楽死を施すなど、苦痛軽減に努めることとする。 

Ｃ．研究結果 

① 被験物質の選定 

本研究の課題 3 in silico 評価系の確立と検証（研

究分担者 松本）で得られたPFASに関する情報を基に、

QSAR で「遺伝毒性発がん性を有する」と予測される物

質や、in silico 評価系の構築に必要な構造的類縁物質

を優先的に選定した。また、第一種特定化学物質、監視

化学物質、優先評価化学物質に分類される PFAS を最優

先の検討対象とした（表 1）。なお、選定された 19 物質

のうち、14 物質については急性経口毒性に関する情報

が得られていない（表 2）。 

 

② 急性経口毒性の検討 

本実験条件下で得られた各 PFASの最大耐量、生存率、

及び GHS区分を表 2 に示した。LD50が不明であった 14

物質について急性経口毒性試験を実施した結果、3物質

は LD50が 2000 mg/kg以上であり、GHS区分 5に分類

された。残りの 11 物質は LD50が 300 mg/kgから 2000 

mg/kgの範囲にあり、GHS区分 4に分類された。 

 

③ 遺伝毒性肝発がん性の判定 

qPCR で取得した遺伝子発現データを遺伝毒性肝発が

ん物質検出モデルに入力し、遺伝毒性肝発がん性の陽

性または陰性の判定を行った(表 3)。本モデルでは、遺

伝毒性ラット肝発がん物質を「陽性」、その他の物質を

「陰性」と判定する。その結果、19 物質中 3物質（PFOA、

DFEMS、2,5-BDF）が陽性（遺伝毒性肝発がん物質）と判

定された。それ以外の 16物質は陰性と判定された。 

 
表 2. 各 PFAS の急性経口毒性（遺伝毒性肝発がん物質超短期

検出法） 

 
* LD50 の 1/3 

 

④ 遺伝毒性肝発がん物質超短期検出法の判定結果と

QSAR による予測結果との相関 

遺伝毒性肝発がん物質超短期検出法の判定結果と

QSAR による予測結果を比較した結果を表 4 に示す。
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QSAR で遺伝毒性発がん性が予測された 8 物質について、

本検出法では 2物質（DFEMS、2,5-BDF）が陽性と判定さ

れ、残りの 6物質は陰性と判定された。一方、QSAR で

非遺伝毒性発がん性と予測された 3 物質については、

本検出法で1物質（PFOA）が陽性、残りの2物質（PFHxA、

PFHpA）が陰性と判定された。さらに、その他のアラー

ト構造に分類される 6 物質及びアラート構造を持たな

い 2 物質についても検討した結果、いずれも本検出法

で陰性と判定された。 

 
表 3. 各 PFAS の遺伝毒性肝発がん性（遺伝毒性肝発がん物質

超短期検出法） 

 
 

⑤ 遺伝毒性肝発がん物質超短期検出法の判定結果と

QSAR による予測結果との相関 

遺伝毒性肝発がん物質超短期検出法の判定結果と

QSAR による予測結果を比較した結果を表 4 に示す。

QSAR で遺伝毒性発がん性が予測された 8 物質について、

本検出法では 2物質（DFEMS、2,5-BDF）が陽性と判定さ

れ、残りの 6物質は陰性と判定された。一方、QSAR で

非遺伝毒性発がん性と予測された 3 物質については、

本検出法で1物質（PFOA）が陽性、残りの2物質（PFHxA、

PFHpA）が陰性と判定された。さらに、その他のアラー

ト構造に分類される 6 物質及びアラート構造を持たな

い 2 物質についても検討した結果、いずれも本検出法

で陰性と判定された。 

 
表 4. 遺伝毒性肝発がん物質超短期検出法の判定結果と QSAR

による予測結果との相関 

 

⑥ 確認試験 

PFOA 及び DFEMS の遺伝毒性肝発がん性について実施

した確認試験の結果を表 5に示す。PFOA は中用量（110 

mg/kg）及び低用量（35 mg/kg）では陰性であったが、

高用量（330 mg/kg）では陽性が確認された。一方、DFEMS

は高用量（300 mg/kg）及び中用量（100 mg/kg）におい

て、陽性を示した。 

 
表 5. PFOA 及び DFEMS の確認試験 

 
 
Ｄ．考察  
PFOA、DFEMS 及び 2,5-BDF が遺伝毒性肝発がん物質

であると判定された。また、PFOA 及び DFEMS の遺伝毒

性肝発がん性に用量相関性が確認された。しかし、PFOA

は低用量では非遺伝毒性肝発がん物質と判定されたが、

高用量で遺伝毒性肝発がん物質と判定されたことから、

その遺伝毒性が投与量に依存する可能性が示唆された。

今後は、2,5-BDF については用量反応相関性を含めた検

討を実施し、判定結果について検証する必要がある。ま

た、DFEMS 及び 2,5-BDF は QSAR でも遺伝毒性発がん性

が予測されていたことから、遺伝毒性肝発がん性を有

するPFASには構造的特徴を有する可能性が示唆された。

今後さらに構造類似物質を追加して検討することによ

り、遺伝毒性がん発がん性物質の構造的特徴を明らか

にする必要がある。 

急性経口毒性に関する情報がない14物質はいずれも

GHS 区分 4 または 5 に該当し、区分 3 以下に分類され

る毒劇物が含まれていないことが確認された。以上よ

り、遺伝毒性肝発がん物質超短期検出法を用いた検討

によりPFASの急性経口毒性に関する情報を取得するこ

とができた。 

 

Ｅ．結論 
19 種類の PFAS を対象に、遺伝毒性肝発がん物質超短

期検出法を用いた検討を実施した結果、3 物質（PFOA、

DFEMS、2,5-BDF）が遺伝毒性肝発がん物質と判定された。

特に、DFEMS 及び 2,5-BDF は QSAR でも遺伝毒性発がん

性が予測されており、遺伝毒性肝発がん性を有する

PFAS には構造的特徴が存在する可能性が示唆された。

加えて、急性経口毒性に関する情報が不足していた 14

物質について、OECD TG 423に基づき 1日単回経口投与

試験を実施し、最大耐量の推定及び GHS 急性経口毒性

区分の分類を行った。 

以上、19 種類の PFAS における急性毒性、遺伝毒性・

肝発がん性、及び QSAR予測との相関性に関するデータ

が得られた。これらの成果は、有機フッ素化合物の発が

ん性を評価するスキームの構築において有用であると

考えられる。 
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