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研究要旨 
本研究では、発がん性定量的評価に資する情報がない化学物質の評価を迅速かつ効率的

に進めるため、発がん性定量評価を可能とするような新しい指標をゲノム安全性の観点か

ら見出し、それらを活用した評価手法を開発するとともに、新手法と既存の発がん性試験

結果等との定量定性的な相関性を明らかにすることで定量的化学物質発がん性予測への適

用性を検証する。そのため、本研究班では以下の分担項目に基づいて研究を進めた。分担

研究項目「化学物質の人健康に関する有害性評価における定量的発がん性評価の現状・課

題の整理と各種新規解析手法の活用場面の検討」については、現時点までに、化審法のた

めのリスク評価における発がん性の定量的評価の現状と課題を整理し、変異原性の有無に

関する判断及び発がん性の定量的評価における 2 つの課題を確認した。分担研究項目

「DNA 損傷応答反応や関連する分子反応を定量定性的に捉える新手法（DDR 法）の開

発」については、クロマチン免疫沈降法などの分子生物学的な手法で化学物質等により誘

発される DNA 損傷応答反応の検出に取り組むとともに、クロマチン定量プロテオミクス

法の前処理法を改良し、TK6(IVGT)細胞のエトポシド曝露により 5 種 DNA 損傷応答・修

復タンパク質のクロマチン結合増加を検出した。本手法は発がん関連応答を捉える評価系

として有用であることを示した。分担研究項目「第Ⅱ相薬物代謝も勘案した in vitro小核試

験系の構築とそのゲノム安全性評価に関する研究」については、ラット肝 S9 存在下でア

リストロキア酸 I の in vitro小核試験を実施した結果、PAPS 補充群は、非補充群よりも小

核細胞の割合が統計的有意に増加した。しかし、それは十分な増加と言えず引き続き陽性

対照物質の探索を行う。分担研究項目「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、種々の遺伝毒性肝発がん物質、非遺伝毒性肝発がん物質を用いて、抗

γH2AX 抗体を用いた病理組織学的小核試験の有用性を検討した。分担研究項目「ecNGS
法を用いた発がん性予測手法の開発に資する遺伝毒性評価法の開発」については、ecNGS
法の用量反応性に関するデータを取得したほか、キノリン曝露ラット肝臓 FFPE を入手し

て次年度の検証準備を完了した。また、PacBio社RevioのHIFIリードや他社ショートリー

ド機種の PECC-seq への応用も検討した。分担研究項目「発がん性試験と遺伝毒性試験や

DNA 損傷応答反応等との相互相関性解析と DDR 法等の適用検証」については、ヘテロサ

イクリックアミンおよびニトロソ化合物の 16 週間投与試験で得られたラット肝組織を用

いて、7 種類の DDR 関連タンパク質を免疫組織化学的に解析した。その結果、γ-H2AX 陽

性細胞は高用量群で認められたものの、陽性率は低く、発がん初期の DNA損傷応答を定量

的評価指標として用いるには感度面で課題があることが示唆された。このため、DEN 誘発

ラット肝発がんモデルを用いた snRNA-seq解析を実施し、発がん過程における DDR応答細

胞集団の同定を進めている。12 週時点では、DEN用量依存的な GST-P 陽性細胞巣の形成を

確認し、snRNA-seq 解析により DEN 投与に伴い変動する細胞集団を抽出した。さらに、

Gstp1 陽性前がん病変関連細胞集団および DDR活性の上昇傾向を示す DEN応答性細胞集団

を同定した。20 週投与試験も終了しており、現在、肝腫瘍を対象とした解析に向けた準

備を進めるとともに、前がん病変形成期から腫瘍形成期に至る DDR関連細胞集団の推移を

検討する予定である。 



別添 3 

2 
 

研究分担者 

杉山圭一：国立医薬品食品衛生研究所 安全

性生物試験研究センター ゲノム安全科学

部・部長 

鈴木孝昌：国立医薬品食品衛生研究所 安全

性生物試験研究センター ゲノム安全科学

部・主任研究官 

安井学：国立医薬品食品衛生研究所 安全性

生物試験研究センターゲノム安全科学部・

室長 

諸角涼介：国立医薬品食品衛生研究所 安全

性生物試験研究センターゲノム安全科学

部・任期付研究員 

井上薫：国立医薬品食品衛生研究所 安全性

生物試験研究センター 安全性予測評価部・

室長 

石井雄二：国立医薬品食品衛生研究所 安全

性生物試験研究センター 病理部・室長 

松田俊：京都大学大学院工学研究科・准教

授 

魏民：大阪公立大学大学院医学研究科・准

教授 

 

A. 研究目的 

化学物質の定量的発がん性評価は、「化

学物質の審査及び製造等の規制に関する

法律」（化審法）等の化学物質安全対策行

政上の種々のリスク評価において必要で

あり、遺伝毒性の定性的評価結果と発が

ん性試験結果に基づき有害性評価値を導

出する。しかし、遺伝毒性陽性と判断さ

れ発がん性の懸念があるにもかかわらず、

発がん性定量的評価に資する情報がない

化学物質については、発がん性定量的評

価を行うことができない。これらの評価

を迅速かつ効率的に進めるために、多大

な労力等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。本研究班では、

発がん性定量評価を可能とするような新

しい指標をゲノム安全性の観点から見出

し、それらを活用した評価手法を開発す

るとともに、新手法と既存の発がん性試

験結果等との定量定性的な相関性を明ら

かにすることで定量的化学物質発がん性

予測への適用性を検証するとともに、

OECDテストガイドライン等へ適用させる

ことを目指す。 

特に、実際の人健康に関する有害性評

価での定量的発がん性評価の現状と課題

を踏まえた適切な活用場面・方法に焦点

をしぼりつつ（井上）、クロマチン免疫沈

降法（ChIP 法）やクロマチン定量プロテ

オミクス法など最新の技術等を活用し、

さらには生体内代謝も勘案した上でゲノ

ム毒性発現初期反応である DNA 損傷応答

や関連する分子反応等を定量定性的に捉

える新手法（DDR 法）を開発し（堀端、

安井、石井、松田）、また、エラー修正型

次世代シーケンス手法（ecNGS 法）につ

いて、データ拡充のためホルマリン固定

パラフィン包埋（FFPE）組織標本等への

適用性等を検証する（杉山、鈴木、諸角）。

加えて、遺伝毒性の無作用量がみられる

低用量下における in vivo変異原性と発がん

性の用量相関関係に DNA 損傷応答等が重

要な影響を与えていることから、発がん

性試験と DNA 損傷応答反応等との相互相

関性を明らかにするとともに、DDR 法を

適用して相互の定量定性的な相関を明ら

かにする（魏）。研究班全体として新手法

の適用性検証を踏まえ、既存の発がん性
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試験等の入手可能な検体等への幅広い適

用検証を試み、既存の方法と新手法との

定量定性的な相関関係を明らかにすると

ともに、国際ガイドライン等への適用を

進める（全員）。特にDDR法では曝露から

ゲノム毒性発現に至る経時的な解析が可

能であることから、時間的検証および試

験期間の短縮化も検討する（堀端、松田）。 

 

B. 研究方法 

「化学物質の人健康に関する有害性評価

における定量的発がん性評価の現状・課

題の整理と各種新規解析手法の活用場面

の検討」（担当：井上） 

有害性評価が技術ガイダンスなど明文

化された文書に基づき行われている化審

法の優先評価化学物質に関する発がん性

の定量的評価の現状を調査し、具体的な

評価事例に基づき課題を整理した。また、

最近、初期リスク評価のスキーム及び詳

細リスク評価の考え方が整備された室内

空気濃度指針の設定のための有害性評価

と、家庭用品のための有害性評価におけ

る発がん性の定量的評価の現状について

も調査した。 

 

「DNA 損傷応答反応や関連する分子反応

を定量定性的に捉える新手法（DDR 法）

の開発」（担当：堀端・松田） 

堀端担当部分では、クロマチン免疫沈

降法（ChIP）とクロマチン分画ウエスタ

ンブロット法（ChWB）を適用して DNA

損傷応答反応解析を実施した。ChIP 法で

は、先行研究により明らかにした「拡大

希釈および終夜脱架橋」により動物組織

標本を可溶化し、抗 APE1 抗体を用いる

ChIP 法に適用した。動物組織標本は従来

の in vivo遺伝毒性評価で実施されている in 

vivo末梢血小核試験の投与プロトコルを参

照して先行研究で作成した以下のものを

使用した。C57BL/6NCrSlc マウス（8 週齢、

雄、各群 3 匹）に、PBS、N-enthyl N-

nitrosorea（ENU）（100、50 ま た は 25 

mg/kg 体 重/回 ）、Ethylmethanesulfonate

（EMS）（200、100 または 50 mg/kg 体重/

回）または 2-Acetylaminofluorene（2-AAF）

（200、100 または 50 mg/kg体重/回）を 24

時間ごとに 2回腹腔内投与し、最終投与後

24 時間後に肝臓および血液を採取し、肝

臓は 10%中性緩衝ホルマリン液で終夜固

定を行い、PBSで洗浄後に凍結保存した。

血液については in vivo小核試験に適用した。 

ChWB法では、パイロットスタディとし

て、培養細胞に紫外線照射または ENU を

処理し、塩濃度の異なる可溶化バッ

ファーで細胞を可溶化し、残る不溶性画

分を SDS sample buffer で可溶化したものを

クロマチン画分とした。得られたそれぞ

れの画分において、γH2AX、モノユビキ

チン化 PCNA、APE1 または POLB を認識

する抗体を使用した ChWB によりそれぞ

れのタンパク質の分画を解析した。 

松田担当部分では、クロマチン定量プ

ロテオミクス法を実施した。ヒトリンパ

芽球由来 TK6(IVGT)細胞を所定濃度およ

び時間のエトポシド（ETP）に曝露した後、

液体窒素による凍結融解で細胞の膜を破

壊した。細胞ペレットを等張液で洗浄し、

遊離（クロマチンに結合していない）タ

ンパク質を抽出除去した。ペレットを高

張液で洗浄することで、クロマチンに弱

く結合するタンパク質を抽出した（画分
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①）。残ったペレットに 2 M NaClを添加し

て超音波破砕処理でクロマチンを破壊後、

遠心分離で上清を回収した（画分②）。各

画分のタンパク質をトリクロロ酢酸沈殿

法で回収した。タンパク質をデオキシ

コール酸ナトリウム（SDC）を含む緩衝

液で再溶解し、内部標準として測定対象

のペプチドに対応する安定同位体を添加

した。これをジチオスレイトール及び

ヨードアセトアミドで還元アルキル化し、

トリプシン消化を行った。固相抽出で消

化物（ペプチド）を脱塩精製して 5%アセ

トニトリルに再溶解し、高速液体クロマ

トグラフィー-タンデム型質量分析装置

（LC-MS/MS）で、測定対象タンパク質に

特異的なペプチドを定量した。LC-MS/MS

には Waters 社 Xevo TQ-S を使用し、

Multiple reaction monitoringモードで測定し

た。 

 

「第Ⅱ相薬物代謝も勘案した in vitro小核試

験系の構築とそのゲノム安全性評価に関

する研究」（担当：安井） 

薬物代謝の第Ⅰ相、および第Ⅱ相代謝酵

素は、遺伝毒性物質の活性化や解毒に重

要な役割を担う。しかし、in vitro 遺伝毒

性試験では第Ⅱ相代謝酵素の機能がほとん

ど勘案されておらず、in vitro と in vivo 試

験結果のギャップを生じさせる要因の一

つと考えられる。本研究では、ラット肝

S9 の第Ⅰ相および第Ⅱ相代謝酵素を機能さ

せるため、それらの補因子を補充した in 

vitro 小核試験系を構築し、代謝酵素機能

の有無で変化する DNA 損傷応答（in vitro

小核試験）を同定・定量し、先のギャッ

プの原因を明らかにすることで発がん性

定量評価の予測向上に寄与する。 

令和７年度は、第Ⅱ相薬物代謝酵素の硫

酸転移酵素（SULT）を機能させる補因子

PAPS を補充した in vitro小核試験系を構築

するために、PAPS 補充、あるいは PAPS

合成系（PAPS-Generating System; PGS）を

用いて小核細胞の誘発が２倍程度に増加

する陽性対照物質を探索した。その候補

物質として、アリストロキア酸 I（AA-I）

を用いた。AA-I の発がん性は、少なくと

も SULT酵素が関与していると考えられ、

AA-I の DNA付加体を増加させることがよ

く知られている。実験プロトコールは

OECD テストガイドライン TG-487 に従っ

た。統計解析は、２～３回の小核試験（計

3000～6000 細胞当たりの小核保有細胞を

計測）を実施し、t検定（有意水準 5%）を

行った。 

 

「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」（担当：石井） 

病理標本を用いた小核検出法の有用性を

検討した。本年度は、小核で発現が報告さ

れているタンパクを指標とした免疫組織化

学染色法（IHC）による小核検出を検討し

た。また、これまでに構築してきた抗

γH2AX抗体を用いたIHCによる病理組織学

的肝臓小核試験（HMN assay）の有用性を

確認するため、遺伝毒性肝発がん物質であ

る 2,4-dinitrotoluene （ 2,4-DNT ） と p-

dimethylaminoazobenzene（DAB）をそれぞ

れ100 mg/kg体重/日、非遺伝毒性肝発がん

物質であるclofibrate（CFB）を400 mg/kg体

重/日の用量で、F344ラットに28日間強制経

口投与し、肝臓の病理組織学的検索、

HMN assayおよび肝臓小核試験を実施した。 



別添 3 

5 
 

 

「ecNGS 法を用いた発がん性予測手法の

開発に資する遺伝毒性評価法の開発」（担

当：杉山、鈴木、諸角） 

R7 年度は、まず in vivo における用量反

応性評価への ecNGS 法（ECS 解析）の適

用可能性を検証するため、既存研究にお

いて用量反応性が示されているエレミシ

ンを対象とした解析を実施した。エレミ

シン投与ラット試料を用い、変異頻度お

よび変異スペクトルの用量依存性を評価

することで、ラット試料における ECS 解

析の有効性を確認する設計とした。 

加えて保存組織への応用を見据え、

ecNGS 法をホルマリン固定パラフィン包

埋（FFPE）サンプルへ展開するための基

盤整備を進めた。具体的には、固定条件

や処理履歴が明確で既存の遺伝毒性デー

タ（gpt アッセイ等）と比較可能なサンプ

ル、あるいは作成条件が規定された試験

用サンプルを候補とし、解析目的に最も

適したサンプル条件を評価した。併せて、

PacBio 社 Revio による HIFI リードを用い

た ECS 法応用可能性をデモデータで評価

したほか、Illumina 社以外の 3 種のショー

ト リ ー ド シ ー ク エ ン サ ー （Onso、

DNBSEQ、AVITI）について原理および

データ特性を検討し、PECC-seq 性能向上

への有効性を検証した。 

 

「発がん性試験と遺伝毒性試験や DNA 損

傷応答反応等との相互相関性解析と DDR

法等の適用検証」（担当：魏） 

これまでに実施した遺伝毒性肝発がん

物質であるヘテロサイクリックアミ

ン MeIQx（0, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 

ppm）、IQ（0, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 ppm）

およびニトロソ化合物 DEN（0, 0.0001, 

0.001, 0.1, 1, 10 ppm）を 16 週間投与した試

験により得られたラット肝組織を用い、 7 

種類の DNA 損傷応答（DDR）関連タンパ

ク 質 〔 γ-H2AX、p21Waf1/Cip1、MOK

（MOK protein kinase） 、APE1

（Apurinic/Apyrimidinic Endonuclease 1）、

HP1α（Heterochromatin Protein 1 alpha）、

PHLDA3（Pleckstrin Homology-Like Domain, 

Family A, Member 3）、MYBL1（MYB 

proto-oncogene like 1）〕の発現を免疫組織

化学的に解析した。 

さらに、新たに DEN を 0（対照群）、1、

10 および 50 ppm で飲水投与するラット肝

発がん実験を実施した。本試験では、発

がん早期である 12 週（前がん病変形成

期） および腫瘍形成期である 20 週 に肝

組織および肝腫瘍を採取し、snRNA-seq 解

析を実施することで、DEN 投与に伴い変

動する細胞集団、DDR 関連分子の発現変

動を示す細胞集団、ならびに新規 DDR 関

連分子候補の同定を行った。 

 

（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。 
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C.  研究結果 

「化学物質の人健康に関する有害性評価

における定量的発がん性評価の現状・課

題の整理と各種新規解析手法の活用場面

の検討」（担当：井上） 

化審法における優先評価化学物質の有

害性評価では、詳細評価の優先順位付け

の段階である評価Ⅰから、発がん性の定

量的評価（有害性評価値の導出）を行っ

ている。発がん性の定量的評価を行う際

は、遺伝毒性（変異原性）に関する試験

結果に基づき、発がん性の閾値の有無を

判断することになる。そのため、一般化

学物質（優先指定されていない既存化学

物質）及び優先評価化学物質のための遺

伝毒性評価の現状についても示し、発が

ん性の定量的評価に関する課題を整理し

た。 
一般化学物質を対象とするスクリーニ

ング評価の段階では、突然変異誘発性だ

けでなく、染色体異常試験や小核試験な

ど染色体異常をエンドポイントとした試

験法についても評価することとなってい

る。また、スクリーニング評価における

発がん性評価は定性的であり、国内外の

機関が公表している発がん性に係る分類

結果に基づき有害性クラスを判定するに

留まっている。つまり、スクリーニング

評価の段階では、遺伝毒性（変異原性）

の評価結果が発がん性評価に反映される

ことはなく、評価対象物質の遺伝毒性

（突然変異誘発性及び染色体異常）の有

無を判断している。 
一方、スクリーニング評価の結果、優

先評価化学物質に指定された物質群は、

詳細評価（評価Ⅱ）の優先度判定を行う

評価Ⅰ段階に進むが、評価Ⅰにおける発

がん性については、可能であれば新たに

収集した既存の定量情報に基づく有害性

評価値の導出を行うこととなっているた

め、発がん性の定量的評価にあたっては、

遺伝毒性（変異原性）の評価結果に基づ

き発がん性の閾値の有無を判断しなけれ

ばならない。この発がん性の閾値の有無

の判断は、評価対象物質が直接 DNA に作

用し突然変異を誘発するか（真の意味で

の変異原性を有するか）否かで決定され

るため、基本的には「突然変異誘発性を

エンドポイントとする試験結果」に基づ

き行われており、この判断を下す過程に

おいて、染色体異常をエンドポイントと

する試験結果は、in vivo の試験結果であっ

ても、その意義は低い。評価Ⅰの結果、

詳細評価が必要と判断された優先評価化

学物質は、評価Ⅱに進むが、この段階で

の遺伝毒性の評価は、評価対象物質が発

がん性を有する場合、その閾値の有無を

判断するため「突然変異誘発性があるか

否か」を判断する目的で行われる。つま

り、現行の有害性評価において、発がん

性の定量的評価を行うにあたっては、「突

然変異誘発性の有無」を判断できればよ

い状況となっている。また、評価Ⅰ及び

評価Ⅱにおける発がん性の定量的評価で

は、閾値の有無に応じて有害性評価値の

導出方法が異なるため、「突然変異誘発性

の有無」を明確に判断できることが、非

常に重要になる 
評価Ⅰ及び評価Ⅱにおける実際の評価

結果を調査し、突然変異誘発性及び発が

ん性の閾値の有無の判断における課題を

抽出することを試みた結果、２つの課題

を抽出した。 
①変異原性を有することが確認された
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ものの、発がん性の定量的評価に資する

有害性情報がないために、発がん性の定

量的評価ができないこと。 
②変異原性の有無を明確に判断できる

遺伝毒性試験結果がない場合、発がん性

の閾値の有無（発がん性の有害性評価値

導出方法）の決定が困難であること。 
その他、室内空気濃度指針設定や家庭

用品のための有害性評価においても、上

記①及び②の課題に直面する可能性があ

り、状況としては化審法と同様であると

考えた。 

 

「DNA 損傷応答反応や関連する分子反応

を定量定性的に捉える新手法（DDR 法）

の開発」（担当：堀端・松田） 

堀端担当部分の ChIP 法では、2-AAF 以

外の投与群の解析が終了した。in vivo小核

試験では陽性であったが、ChIP 法では先

行研究で実施した培養細胞を用いる ChIP

法と比較し、%Input 値自体が著しく低く、

また、各群の%Input 値に統計学的有意差

が見られなかった。 

ChWB法では、紫外線照射後のクロマチ

ン画分において、照射後の培養時間依存

的な γH2AX の増加が検出された。モノユ

ビキチン化PCNAも同様に、照射後の培養

時間依存的な増加が検出された。モノユ

ビキチン化PCNAは、可溶化画分、特に生

理的塩濃度での可溶化画分（150 mM NaCl

の可溶化画分）においてもクロマチン画

分と同様の結果であった。150 mM NaCl の

可溶化画分中、 APE1 と POLB はともに

ENU 処理の有無に関わらず、検出量に変

化は見られなかった。生理的塩濃度での

不溶化画分に高塩濃度バッファーを処理

して得られる可溶化画分では、 APE1 と

POLB はともに ENU 処理後 4 時間で検出

量の増大が見られ、24 時間経過後も残存

した。クロマチン画分においても同様の

結果が得られた。 

松田担当部分であるクロマチン定量プ

ロテオミクス法では、使用する培養細胞

として TK6(IVGT)細胞を、遺伝毒性発が

ん物質としてトポイソメラーゼ II 阻害剤

ETPを選択した。まず用量設定のために細

胞毒性試験を行い、24 h 曝露で生細胞密度

が陰性対照の半分となる濃度（IC50: 0.115 

μM）を求めた。次に、TK6(IVGT)細胞を

IC50の ETP に曝露した後、5 種類の DNA

損傷応答及び修復タンパク質のクロマチ

ン画分中存在量の経時変化を最長 24 h ま

で測定した。DNA 損傷のバイオマーカー

として知られる γH2AX（H2AX の S139 リ

ン酸化体）は、曝露 3 h 以降から検出され、

24 h まで経時的に増加した。DNA 損傷応

答タンパク質について、MDC1のクロマチ

ン結合量は曝露 1 h から増加してほぼプラ

トーに達し（0 h 比で最大 4.6 倍）、53BP1

は曝露 1 h から増加し、曝露 24 h で最大

（同 54.9 倍）となった。DNA二本鎖切断

修復を担う RAD50 及び XRCC6 のクロマ

チン結合量は曝露 1 h から増加し、RAD50

は曝露 6 h で最大（同 3.9 倍）となり、

XRCC6 は曝露 24 h まで経時的に増加した

（同 157.1倍）。一方、H2AX（未リン酸化

体）のクロマチン中存在量に 2倍以上の変

動は見られなかった。 

 

「第Ⅱ相薬物代謝も勘案した in vitro小核試

験系の構築とそのゲノム安全性評価に関

する研究」（担当：安井） 

In vitro小核試験の用量設定試験は、AA-
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I を DMSO に溶解させ、2 mg/mL を最高用

量として公比 3で実験を行った。最終濃度

222 µg/ml 以上で析出が観察された。

OECDテストガイドラインに推奨されてい

る細胞毒性指標として RPD を用いた。

RPD 値が 45±5%となる最適用量が 222 

µg/mL であることが分かった。しかし、

300 µM PAPS を補充する予備実験において、

非補充群よりも補充群の細胞毒性が増強

されることが判明したため、PRD 値が 50

±5%程度を最適用量として用量設定試験

を行った。その結果、AA-I の最適用量は

64.1～94.1 µg/mL の範囲が良好であること

が分かった。 

PAPS 補充、あるいは PGS 補充した in 

vitro 小核試験の本試験を実施した結果、

PAPS 補充実験では、あまり有意な差が観

察できなかったが、PGS 補充実験では非

補充群より補充群のほうが、74.1 µg/mL 以

上の複数の用量群で統計的有意差が得ら

れた（約 45.2%の増加）。 

 

「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」（担当：石井） 

invitrogen社製抗cGAS抗体（PA5-141097

及びPA5-121188）及び抗POLQ抗体（PA5-

115130）を用いて、IHCによる小核の検出

を検討した。その結果、抗cGAS抗体では

良好な染色像は得られず、抗POLQ抗体で

は一部の小核が陽性を呈したものの、陰性

の小核も認められた。抗γH2AX抗体を用い

たHMN assayの有用性評価では、2,4-DNT、

DAB及CFBを、100、100及び400 mg/kg体重

/日の用量でF344ラットに28日間強制経口投

与した。その結果、全ての投与群において、

投与一週目から体重増加抑制が見られ、最

終体重は全ての投与群で対照群に比して有

意な低値を示した。剖検の結果、肝実重量

はCFB群において、肝比重量は全て投与群

で有意に上昇した。肝臓の病理組織学的検

索では、2,4-DNT群において、卵円形細胞

の過形成、空胞変性及び単細胞壊死の増加

が、CFB群において肝細胞肥大及び顆粒状

変性が見られた。HMN assayでは、2,4-DNT

及びDAB群において肝臓の小核含有細胞

（MNHEP）の有意な上昇が認められたの

に対して、肝臓小核試験では、全ての投与

群においてMNHEPsの頻度が上昇した。 

 

「ecNGS法を用いた発がん性予測手法の開

発に資する遺伝毒性評価法の開発」（担

当：杉山、鈴木、諸角） 

R7 年度は、まず in vivo における用量反

応性評価への ECS 解析の有用性を検証し

た。過去の研究において用量反応性が示

されているエレミシン投与ラット試料を

用いて ECS 解析を行った結果、エレミシ

ン投与群において変異頻度は用量依存的

に増加することが確認された。また、エ

レミシンに特徴的とされる T>A および 

T>C の変異スペクトルについても、用量

反応性が認められた。これらの結果から、

ECS 解析がラット試料における in vivo 変

異原性評価に有用である可能性が示唆さ

れた。 

さらに次年度に ecNGS法を FFPEサンプ

ルへ適用するための実験体制を整備した。

キノリン曝露 gpt delta ラット肝臓 FFPE（3

用量＋対照）が提供され、用量反応評価

および gpt アッセイとの比較を可能とする

基盤が確立した。また、抽出条件比較に

用いる別ロット FFPE も確保した。さら採
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用する ecNGS 手法として長鎖リード技術

では、PacBio社RevioのHIFIリードがECS

法に有用である可能性を検討し、初期設

定変更により相補鎖ごとのコンセンサス

配列等が取得可能であることをデモデー

タで確認した。ショートリードでは、

PECC-seq 性能向上を目的に複数機種を評

価し、AVITI について適応可能性を検討中

である。 

 

「発がん性試験と遺伝毒性試験や DNA 損

傷応答反応等との相互相関性解析と DDR

法等の適用検証」（担当：魏） 

MeIQx、IQ および DEN を 16 週間投与

したラット肝組織において、7 種類の 

DDR 関連タンパク質の発現を免疫組織化

学的に解析した結果、γ-H2AX などの陽性

細胞は、MeIQx（100 ppm）、IQ（100 ppm）

および DEN（10 ppm）の高用量群におい

て認められた。しかしながら、いずれの

物質においても陽性率が低く、DNA 損傷

応答反応を定量的評価指標として適用す

るには限界があることが示唆された。な

お、他の DDR 関連タンパク質については

本研究の検討条件下で明確な陽性像は認

められなかった。 

DEN 誘発ラット肝発がん試験について

は、12 週投与実験を終了し、DEN 用量依

存的な GST-P 陽性細胞巣形成を確認した。

10 ppm群では 10 細胞以上からなる GST-P

陽性細胞巣が認められ、50 ppm 群では肝

実質の大部分が GST-P 陽性を示した。さ

らに、対照群および 50 ppm DEN投与群の

12 週時点肝組織を用いた snRNA-seq 解析

により、対照群と DEN 投与群との間で

UMAP 上のクラスター分布に明らかな差

異が認められ、DEN 投与に伴い変動する

複数の細胞集団が抽出された。DEN 投与

群では、Gstp1 陽性前がん病変関連細胞集

団および DDR 活性の上昇傾向を示す DEN

応答性細胞集団が同定された。20 週投与

試験も終了しており、現在、肝腫瘍サン

プルを対象とした snRNA-seq解析に向けて

準備を進めている。 

 

D. 考察 

「化学物質の人健康に関する有害性評価

における定量的発がん性評価の現状・課

題の整理と各種新規解析手法の活用場面

の検討」（担当：井上） 

化審法、室内空気濃度指針、家庭用品

のためのリスク評価における発がん性の

定量的評価の現状と課題を整理した結果、

前項に示した通り、2 つの課題があること

を確認することができた。 

①及び②の課題を解決するには、理想

的には OECD テストガイドラインに準拠

したトランスジェニックげっ歯類の体細

胞および生殖細胞を用いた遺伝子突然変

異試験、または発がん性試験を追加で実

施することが望ましい。しかしながら、

既存物質を対象とした評価の場合、動物

実験の追加実施（特に発がん性試験）は

動物愛護やコストの面で現実的ではない。

したがって、本研究事業により、遺伝毒

性（変異原性）に関する新たな解析方法

を確立し、遺伝毒性（変異原性）の観点

から、発がん性試験データがなくても半

定量的（強/中/弱）あるいは定量的（有害

性評価値）に「発がん性の強さ」を見積

もることを可能にする手法を確立するこ

との重要性が高いと考える。 
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本検討では、発がん性の定量的評価の

現状を踏まえ、変異原性に着目した。し

かしながら、発がん性機序の中には、突

然変異誘発性以外の各種遺伝毒性関連イ

ベントが関与することが知られる。また、

発がん性を有することが明らかな化学物

質に定量的評価に資する発がん試験デー

タがなければ有害性評価値を導出するこ

とができないことは、変異原性の有無に

関係なく共通の課題となる。本研究事業

は、発がん性に関与する可能性がある各

種遺伝毒性関連イベント（DNA 損傷応答、

染色体不安定性、代謝活性化依存的な遺

伝毒性、次世代シーケンスにより検出さ

れる変異頻度・変異スペクトル等）に着

目して取り組んでいるが、これらのイベ

ントと発がん性の定量性との相関性を明

らかにし、新たな評価手法を確立するこ

とは、「発がん性の定量的評価に資する

データ取得」が可能な環境の基盤整備に

つながると考えた。 
 

「DNA 損傷応答反応や関連する分子反応

を定量定性的に捉える新手法（DDR 法）

の開発」（担当：堀端・松田） 

堀端担当部分の ChIP 法では、培養細胞

を用いた先行研究で得られる%Input 値と

比較し、動物標本を用いた ChIP 法で

の%Input 値は著しく低いため、可溶化の

際の終夜脱架橋により DNA 損傷応答解析

の標的である DNA 損傷応答タンパク質が

クロマチン画分から遊離している可能性

が考えられた。組織標本のように長時間

強くホルマリン架橋されたサンプルを

ChIP 法に適用できる組織標本可溶化条件

を見出すのは非常に困難である。 

ChWB 法では、γH2AX、モノユビキチ

ン化 PCNA、APE1 および POLB において、

DNA損傷依存的な DNA損傷応答が観察さ

れた。これらの結果は紫外線照射および

アルキル化剤によって誘発されるクロマ

チン画分上の DNA 損傷応答反応をこの方

法で検出できることを示している。特に、

突然変異を誘発する主要因であると考え

られている DNA 損傷応答反応の一つとし

て知られる損傷乗り越え DNA 合成には

PCNA のモノユビキチン化反応が非常に重

要であることが知られていることから、

今回得られた結果は非常に有望であると

考えられる。 

松田担当部分であるクロマチン定量プ

ロテオミクス法では、既報（松田ら, 

Genes Environ. 45:37 2023）の前処理法を改

変した。具体的にはトリプシン消化に用

いるタンパク質変性剤を尿素から SDC に

変更し、尿素に起因する副反応（タンパ

ク質の N 末端や側鎖のアミノ基のカルバ

ミル化）を抑制した。さらに、ゲノム

DNA断片化をDNase I添加による消化から

超音波破砕に変更し、夾雑成分を低減し

た。本研究では ETP 曝露により、

TK6(IVGT)細胞中の γH2AX含め各種 DNA

損傷応答・修復タンパク質のクロマチン

結合量が増加した一方、これらの変動は

タンパク質によって異なることを明らか

にした。ETP の血漿タンパク質結合率

（94%）に基づけば、標準用量（100 

mg/m2）の投与患者の遊離体血中最大濃度

は約 1 - 2 μM であり、血中終末半減期 6 – 

18 h を考慮する（IARC Monographs Vol.76）

と、本研究で採用した濃度（0.115 μM）は

ヒトで実際に到達しうる条件であると考

えられる。現在さらなる低用量域におけ
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る、ETP とクロマチン画分中各種 DNA 損

傷応答及び修復タンパク質の用量応答を

測定中である。さらに他の DNA 損傷応

答・修復タンパク質や、細胞周期制御や

ヒストン修飾など、測定対象の拡大も進

めており、これにより多様なメカニズム

を有する遺伝毒性発がん物質の発がん性

評価に貢献できる可能性がある。 

 

「第Ⅱ相薬物代謝も勘案した in vitro小核試

験系の構築とそのゲノム安全性評価に関

する研究」（担当：安井） 

PAPS試薬では不十分だが、PGS系を用い

ることにより、ラットS9中に含まれるSUL

Tの機能を十分に利用したin vitro小核試験

を実施できることが分かった。In vitro試験

の最大のメリットは、早く安価に化学的な

作用機序を明確化できることである。本研

究においては、in vitroでPAPS合成を行える

PGS補充による小核試験において、もし、

PGS補充で陽性、PGS非補充で陰性となっ

た場合、PGSの有無だけで陽性陰性に違い

が示されるため、その被験物質は、SULT

のPAPS抱合化によって、遺伝毒性が活性

化（陽性）したことを証明できる。単にin 

vitro試験で陽性になっただけでなく、代謝

酵素機能の有無で変化するDNA損傷応答の

原因が明らかになることで発がん性の定量

性の予測向上、およびその作用機序も理解

することができる。 

AA-Iの発がんには、少なくともSULTの

関与が明らかとされている（Sidorenko et 

al. Carcinogenesis.35, 1814–22 (2014) ; 

Hashimoto et al. Carcinogenesis 37, 647–55 

(2016); Arlt et al. Arch Toxicol. 91, 1957–75 

(2017)）。今回、PGS 補充した in vitro小核

試験でも遺伝毒性が活性化されたことが

確認でき、既報と一致したため、現段階

において、本実験系は有用であると考え

られた。 

 

「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」（担当：石井） 

抗 cGAS抗体及び抗 POLQ抗体による小

核の検出を検討したが、いずれも良好な

染色性は見られず、従来の抗 γH2AX 抗体

を用いた IHC が小核の検出に有効である

ことが確認された。遺伝毒性及び非遺伝

毒性肝発がん物質を用いた HMN assay の

有用性評価では、2,4-DNT 及び DAB 投与

群において両試験で小核含有肝細胞頻度

の有意な増加が認められ、CFB 投与群で

変化がみられなかったことから，本法は

遺伝毒性肝発がん物質の検出が可能であ

るのに対し、一部の非遺伝毒性肝発がん

物質は検出できない可能性が示唆された。

また、CFB 投与群では肝臓小核試験の結

果と相違が見られたが、肝臓小核試験で

は細胞増殖細胞の増加が認められなかっ

たことから、前処理過程における細胞破

壊とそれに伴うアーティファクトが生じ

ていることが示唆された。それ故、本試

験の結果については再現性の確認が必要

と考えられた。 

 

「ecNGS 法を用いた発がん性予測手法の

開発に資する遺伝毒性評価法の開発」（担

当：杉山、鈴木、諸角） 

R7 年度は主として ecNGS 法の in vivo 用

量反応性評価に対する有効性検証と、

FFPE サンプルへの展開に向けた基盤整備

を行った。エレミシン投与ラット試料に
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おいて、変異頻度および特異的な変異ス

ペクトル（T>A、T>C）が用量依存的に増

加したことは、ECS 解析が生体内におけ

る変異原性を定量的に捉え得ることを示

す重要な知見である。特に、既存の遺伝

毒性知見と整合する結果が得られたこと

から、本手法が発がん性評価に資する指

標として機能する可能性が示唆された。 

一方、FFPE サンプルでは、ホルマリン

固定に伴う架橋構造や人工的塩基修飾に

起因するシークエンスエラーが大きな課

題となる。本年度は、こうした制約を踏

まえた技術的整理を行い、比較可能な 

FFPE サンプル確保および解析条件検討の

方向性を明確化した。今後、抽出法や前

処理条件の最適化を通じてアーティファ

クトを低減できれば、保存試料を活用し

た遺伝毒性評価の適用範囲が大きく拡張

されると期待される。また、PacBio HiFi 

リードの活用により、従来法では困難で

あった解析への展開も視野に入る。 

 

「発がん性試験と遺伝毒性試験や DNA 損

傷応答反応等との相互相関性解析と DDR

法等の適用検証」（担当：魏） 

本研究で免疫組織化学的に検討した 

DDR 関連タンパク質の多くは、これまで

の mRNA 発現解析により同定された分子で

あり、mRNA マーカーとしては十分な感度

を有する一方で、免疫組織化学的手法によ

る可視化タンパク質マーカーとしては、十

分な感度が得られないことが示唆された。

また、本研究における γ-H2AX の免疫組織

化学的解析の結果から、発がん初期におけ

る DNA 損傷応答は、肝臓内の特定の少数

細胞集団に限局して生じている可能性が示

唆され、細胞集団レベルで DDR 応答を解

析する必要性が考えられた。そこで、DEN

誘発ラット肝発がんモデルを用いて

snRNA-seq 解析を実施した。 

そこで、DEN 誘発ラット肝発がんモデ

ルを用いて snRNA-seq解析を実施したとこ

ろ、12 週時点の肝組織において、DEN 投

与に伴い変動する細胞集団が抽出され、

さらに Gstp1陽性前がん病変関連細胞集団

および DDR活性の上昇傾向を示す DEN応

答性細胞集団が同定された。これらの結

果から、snRNA-seq を用いた細胞集団別解

析は、発がん初期の DDR 応答細胞集団の

同定、および発がん性予測に有用な新規

DDR 関連遺伝子候補の探索に有用である

可能性が示された。20 週投与試験も終了

しており、今後、肝腫瘍を対象とした解

析を進め、12 週の前がん病変形成期サン

プルとの統合解析により、発がん進展過

程で維持または増強される DDR 関連細胞

集団および新規 DDR マーカー候補の検証

を行う予定である。 

 

E.  結論 

「化学物質の人健康に関する有害性評価

における定量的発がん性評価の現状・課

題の整理と各種新規解析手法の活用場面

の検討」（担当：井上） 

本検討では、化審法、室内空気濃度指

針、家庭用品のためのリスク評価におけ

る発がん性の定量的評価の現状と課題を

整理した。その結果、変異原性の有無を

明確に判断できる遺伝毒性情報が不足す

る場合には発がん性の閾値の有無の決定

が困難であること、また、変異原性が確

認されても発がん性の定量的評価に資す

る有害性情報が不足する場合には定量的
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評価ができないことが明らかとなった。

これらの課題に対応するためには、変異

原性のみならず、DNA 損傷応答、染色体不

安定性、代謝活性化依存的な遺伝毒性、

次世代シーケンスにより検出される変異

頻度・変異スペクトル等の各種遺伝毒性

関連イベントに着目し、それらと発がん

性の定量性との相関性を明らかにするこ

とが重要である。本研究事業でこれらの

評価手法を確立することにより、発がん

性試験データが不足する化学物質につい

ても、発がん性の強さを半定量的又は定

量的に見積もるための基盤整備につなが

ると考えられた。 

 

「DNA 損傷応答反応や関連する分子反応

を定量定性的に捉える新手法（DDR 法）

の開発」（担当：堀端・松田） 

堀端担当部分の ChIP 法では、組織標本

可溶化の際の終夜脱架橋により DNA 損傷

応答解析の標的である DNA 損傷応答タン

パク質がクロマチン画分から遊離してい

る可能性が考えられた。組織標本のよう

に長時間強くホルマリン架橋されたサン

プルを ChIP 法に適用できる組織標本可溶

化条件を見出すのは非常に困難である。 

ChWB 法では、DNA 損傷依存的な DNA

損傷応答、特にモノユビキチン化PCNAの

クロマチン画分への分画が観察された。

これらの結果は紫外線照射およびアルキ

ル化剤によって誘発されるクロマチン画

分上の DNA 損傷応答反応をこの方法で検

出できることを示している。DNA 損傷応

答は in vivo および in vitro は遺伝毒性につ

ながる重要な指標であるため、これらの

DNA 損傷応答検出システムは in vivo と in 

vitro の両方の遺伝毒性評価に適用できる

可能性がある。 

松田担当部分であるクロマチン定量プ

ロテオミクス法では、前処理法を改良し、

処理中の副反応（タンパク質の N 末端や

側鎖のアミノ基のカルバミル化）の抑制、

試料に添加する夾雑物の低減を行った。

確立した手法の概念実証のために、

TK6(IVGT)細胞と遺伝毒性発がん物質 ETP

を用いた曝露実験を実施した。ETP曝露に

よりクロマチン画分中の DNA 損傷応答・

修復タンパク質（γH2AX、MDC1、53BP1、

RAD50、XRCC6）が増加したことを確認

し、これらタンパク質のクロマチン結合

量の増加が発がん性評価の指標となり得

ることを示した。IARC 資料に基づく ETP

の臨床用量における遊離体の血漿中最大

濃度（1 – 2 μM）及び血中終末半減期（6 – 

18 h）を考慮すると、本研究で採用した曝

露濃度（0.115 μM）は、臨床用量で実際に

到達し得る ETP 濃度域に相当し、この実

際的な濃度条件下で生じるクロマチン結

合タンパク質の変動を捉えた点において、

生物学的に妥当な発がん関連応答の評価

系であることを示している。 

 

「第Ⅱ相薬物代謝も勘案した in vitro小核試

験系の構築とそのゲノム安全性評価に関

する研究」（担当：安井） 

ラット肝S9存在下の条件で、SULTの補

因子 PAPSを合成する系を in vitro小核試験

に補完することによって、PGS補充型の in 

vitro 小核試験系をほぼ構築できたと考え

られた。一方、そのための陽性対照物質

が必要であるが、非補充群に対して、補

充群が約２倍程度の小核細胞数を誘発さ

せられる陽性対照物質を見つけることが
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できていない。より多くの小核細胞数を

誘発させる強い遺伝毒性化学物質を引き

続き探索したいと考えている。 

 

「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」（担当：石井） 

免疫組織化学染色に病理切片における小

核の検出には、抗γH2AX抗体が有効である

ことを明らかにした。また、HMN assayは

2,4-DNT及びDABのような遺伝毒性肝発が

ん物質を検出可能であり，肝発がん性評価

法として有用であることが示された．一方，

CFBでは明らかな変化は認められず，一部

の非遺伝毒性肝発がん物質は検出できない

可能性が示唆された．今後さらなる検討を

行い，本法の適用範囲と限界を明らかにす

る必要があると考えられた． 

 

「ecNGS法を用いた発がん性予測手法の開

発に資する遺伝毒性評価法の開発」（担

当：杉山、鈴木、諸角） 

R7 年度において、まず in vivo 用量反応

性評価に対する ECS 解析の有効性を検証

し、加えて FFPE サンプルへの展開に向け

た研究基盤を整備した。過去の研究にお

いて用量反応性が示されているエレミシ

ン投与ラット試料に対する ECS 解析によ

り、変異頻度および特異的な変異スペク

トルが用量依存的に変化することが確認

され、本手法がラット試料における変異

原性を定量的に評価し得る可能性が示さ

れた。 

これらの知見を踏まえ、保存試料を対

象とした応用展開として、キノリン曝露 

gpt delta ラット肝臓 FFPE サンプルおよび

検討用 FFPE 試料を確保し、次年度に予定

する DNA 抽出条件の比較試験やライブラ

リ調製条件最適化に向けた体制を構築し

た。以上より、本年度は、ecNGS 法を用

いた in vivo 遺伝毒性評価の有効性を示す

とともに、FFPE サンプルでの本格的解析

に向けた基盤整備を完了した。今後は、

R8 年度における FFPE 由来 DNA 特性の定

量評価および解析条件の最適化を経て、

R9 年度の ecNGS 法による FFPE 解析と発

がん性予測手法としての妥当性検証へと

展開する計画である。 

 

「発がん性試験と遺伝毒性試験や DNA 損

傷応答反応等との相互相関性解析と DDR

法等の適用検証」（担当：魏） 

ヘテロサイクリックアミンおよびニトロ

ソ化合物の16週間投与試験で得られたラッ

ト肝組織を用い、既知の7種類のDDR関連

タンパク質発現を免疫組織化学的に解析し

た結果、発がん初期におけるDNA損傷応答

を定量的に評価するには、感度面で一定の

課題があることが示唆された。一方、DEN

誘発ラット肝発がんモデルを用いたsnRNA-

seqによる細胞集団別解析により、発がん初

期のDDR応答細胞集団の同定が可能であり、

発がん性予測に資する新規DDR関連遺伝子

候補の探索にも有用である可能性が示され

た。今後、12週および20週サンプルの統合

解析と、研究班内で開発されるDDR関連分

子の検証を通じて、定量的発がん性評価に

資するDDRマーカー候補の確立を目指す。 

 

本研究班では、発がん性の定量的評価

に資する情報が不足している化学物質を

対象に、既存の変異原性試験（Ames 試験

等）を前提としつつ、それらを補完する
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新規ゲノム安全性評価指標の探索および

検証を目的として、複数の分担研究を実

施した。各分担研究は、DNA 損傷応答、

染色体不安定性、変異原性の用量反応解

析、代謝を考慮した遺伝毒性評価など、

発がん過程の異なる段階や側面を捉える

ものであり、相互に補完的な関係にある。 

本年度の検討を通じて、単一の指標の

みで発がん性を定量的に評価することに

は限界がある一方で、複数のゲノム安全

性指標について、それぞれの有用性、適

用範囲および限界を整理することで、行

政評価における活用可能性を段階的に検

討できることが示された。本研究の最終

的な到達点としては、これらの知見を統

合し、行政評価においてどのような場面

で、どのように活用可能であるかを示す

評価の考え方および科学的知見として体

系的に取りまとめることを想定している。 

一方で、新規試験法や評価手法をガイ

ドラインとして位置づけるためには、再

現性や妥当性に関する十分なデータの蓄

積に加え、国内外の専門家間での合意形

成が不可欠であり、通常は複数年にわた

る検討と国際的な議論を要する。そのた

め、本研究期間内にガイドライン策定そ

のものを完了することを目的とするので

はなく、将来的な試験法や評価手法の検

討・高度化、あるいはガイドライン検討

に資する科学的根拠および技術的整理を

提示することを重要な成果として位置づ

けている。 

今後は、各分担研究により得られた成

果を基に、既存の発がん性試験結果や遺

伝毒性試験結果との関係性を整理し、行

政評価における位置づけや活用可能性を

より明確化することで、発がん性評価の

高度化に資する基盤的知見の集積を進め

ていく予定である。 

 

F.  健康危険情報 
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