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Ａ．研究目的 

化学物質による妊娠期の甲状腺機能低下は、発達神

経毒性（DNT）等の次世代影響を誘発することが懸念さ

れている。2018 年に改定された OECD 試験ガイドライン

（TG407、408 および 414）では、甲状腺ホルモン等、関

連指標の検索が必須あるいは推奨項目となった。しか

し、血中ホルモン測定は採血/測定時の条件による変動

等の問題があることに加え、抗甲状腺物質を効率的に

検出するための指標はいまだ明らかではなく、次世代

影響の発現機序および適切に評価するためのエンドポ

イントも不明である。 

我々は、厚生労働科学研究費補助金・化学物質リスク

研究事業（令和 3～5 年度；21KD1003）において、抗甲

状腺物質をラットに 28 日間経口投与した際、甲状腺の

病理組織学的所見が最も鋭敏な指標となること、臓器

重量および免疫組織化学的解析によりその機序を推定

し得ることを報告した（Akane et al., J Appl Toxicol, 
2024）。 

本研究では、先行研究をさらに発展させ、既存ガイド

ライン試験を活用した抗甲状腺物質の効率的な検出お

よび機序推定を可能とする in vivo 試験法の確立を目

的とする。 
 

Ｂ．研究方法 

1. ラット 28 日間反復経口投与試験（赤根・豊田） 

令和 6 年度までに、6 週齢の SD ラット（ジャクソン・

ラボラトリー・ジャパン）（雄 5 匹/群）に対し以下の 6

種の機序に基づく計 12 種の抗甲状腺物質を 28 日間反

復経口投与した。 

①甲状腺ペルオキシダーゼ阻害：Propylthiouracil 

(PTU)および Methimazole (MMI) 

②ヨウ素取込み阻害：Ammonium perchlorate (APC)お

よび Potassium thiocyanate (PTC) 

③脱ヨウ素酵素阻害：Iopanoic acid (IOP)および

Erythrosine (ER) 

④肝 臓 に お け る 甲 状 腺 ホ ル モ ン 代 謝 促 進 ：

Phenobarbital sodium salt (NaPB) お よ び

Nicardipine hydrochloride (NCD) 

⑤TSH 産生阻害：Bexarotene (BEX)および LG100268 

(LG) 

⑥TSH 受容体拮抗：VA-K-14および LM224 (LM) 

 

令和 7 年度は、昨年度に投与実験を実施した 2 物質

（LG・LM）について、病理組織学的・免疫組織化学的解

析を行った。また、新規被験物質として、④甲状腺ホル

モ ン 代 謝 促 進 剤 で あ る Pregnenolone 16α-

研究要旨 

化学物質による妊娠期の甲状腺機能低下は発達神経毒性（DNT）等の次世代影響を誘発することが知られ

ているが、抗甲状腺物質の検出および次世代影響の有無を適切に評価するためのエンドポイントは未だ確立

されていない。本研究では、化学物質の抗甲状腺作用の評価および機序推定に有用なパラメータを特定し、

効率的な in vivo 評価法を確立することを目的とする。 

令和 7年度までの解析結果から、ラット 28日間反復経口投与試験における甲状腺の病理組織学的解析が、

①甲状腺ペルオキシダーゼ阻害剤、②ヨウ素取込み阻害剤、③脱ヨウ素酵素阻害剤、④甲状腺ホルモン代謝

促進剤の検出において最も鋭敏な指標であることが示された。網羅的遺伝子発現解析により新たに見出され

た DPP4・SNPHを用いた免疫染色は、病理解析結果をサポートする指標として利用できる可能性がある。ま

た、甲状腺 T3・NIS、下垂体 TSHおよび肝 UGT1A6等の各種免疫染色を併用することで、抗甲状腺作用の機

序推定が可能であることが示された。本手法は、既存の OECDガイドライン試験（TG407）に容易に組込み

が可能であり、化学物質の抗甲状腺作用検出のための簡便かつ効率的な in vivo 評価法として利用し得る。 

国際的には、OECD・EPA/ICCVAM等の専門家会議において、甲状腺機能低下に関する in vitro 評価系の開

発およびバリデーションが進められている。一方、提案されている評価法はいずれもリスク評価ではなく、

ハザード評価を主眼としている点に留意すべきであり、使用する培養細胞の安定供給やヒト由来細胞の使用

における倫理的な課題についても継続的な情報収集が必要と考えられた。 
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carbonitrile（PCN）の投与実験を実施した。さらに予

備検討として、以下の計 7 種の抗甲状腺物質を、各物

質 1 用量にて 28 日間反復経口投与した。 

② ヨウ素取込み阻害：Ammonium perrhenate (APR)、

Potassium hexafluorophosphate (PHF) 、

Oxyfluorfen (OFF)および Etoxazole (ETX) 

③ 脱 ヨ ウ 素 酵 素 阻 害 ： Fluazinam (FLU) 、

Chlorothalonil (PTN)および Octhilinone (OIT) 

その他の物質について、令和 7 年度は新たなバイオ

マーカー候補を用いた免疫組織化学的解析を実施した。

各物質の投与用量は以下の通りである（下線は令和 7年

度実施分。APC, PTC, ER 以外は強制経口投与）。 

 

①PTU: 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3 mg/kg 

MMI: 0.3, 1, 3, 10 mg/kg 

②APC: 1, 10, 100, 1000 ppm（飲水） 

PTC: 10, 100, 1000, 2000, 5000 ppm（飲水） 

③IOP: 3, 10, 30, 100, 300 mg/kg 

ER: 0.06, 0.25, 1, 4%（混餌） 

④NaPB: 10, 30, 100 mg/kg 

NCD: 15, 50, 150 mg/kg 

PCN: 8, 25, 80 mg/kg 

⑤BEX: 0.1, 0.3, 1, 3, 10 mg/kg 

LG：0.016, 0.8, 0.4, 2 mg/kg 

⑥VA-K-14: 1, 3, 10, 30, 100 mg/kg 

LM：1, 3, 10 mg/kg 

 

予備検討試験（APR, PHF 以外は強制経口投与） 

②APR: 2000 ppm（飲水） 

PHF: 2000 ppm（飲水） 

OFF: 300 mg/kg 

ETX: 500 mg/kg 

③FLU: 100 mg/kg 

TPN: 300 mg/kg 

OIT: 200 mg/kg 

 

各実験において、最終投与翌日に採血および解剖を

実施し、甲状腺・下垂体・肝臓等の重量測定ならびに病

理組織学的解析を実施した。また、血清中の甲状腺関連

ホルモン（T3・T4・TSH）の測定を行った。さらに、甲

状腺における T3・T4・Ki67・ナトリウム/ヨウ素共輸送

体（NIS; sodium-iodide symporter）・NAD(P)H quinone 

dehydrogenase 1（NQO1）・glutathione peroxidase 2

（ GPX2）、 dipeptidylpeptidase 4（ DPP4）および

syntaphilin（SNPH）、下垂体前葉における TSH、肝臓に

おける甲状腺ホルモン代謝に関与するグルクロン酸転

移酵素（UGT1A6）の免疫組織化学的解析を実施した。

Ki67 については甲状腺濾胞上皮における陽性細胞率、

NIS・NQO1・GPX2・DPP4・SNPH（甲状腺）、TSH（下垂体）

および UGT1A6（肝臓）についてはそれぞれ陽性面積率

を測定した。 

 

2. ラット甲状腺および下垂体における網羅的遺伝子

発現解析（石井） 

甲状腺機能阻害物質投与時のラット甲状腺および下

垂体における遺伝子発現変動を検索するため、令和 7年

度は⑤TSH 産生阻害剤（LG）の 28 日間反復経口投与を

実施した。6 週齢の SD ラット（各群雄 7 匹；ジャクソ

ン・ラボラトリー・ジャパン）に、コーン油に懸濁した

LG を 2 mg/kg/day の用量で強制経口投与した。投与濃

度は令和 6 年度の赤根・豊田らの検討結果に基づき、

抗甲状腺作用が認められた用量として設定した。各群 7

例のうち 3 例は病理組織学的解析用とし、10%中性緩衝

ホルマリン液にて固定後、甲状腺および下垂体重量を

測定した。残る 4 例は RNA 抽出用とし、採材した甲状

腺および下垂体は直ちに ISOGEN（ニッポンジーン）で

ホモジナイズした後、-80℃で凍結保存した。 

また、令和 7 年度の追加検討物質として、①甲状腺

ペルオキシダーゼ阻害剤 4,4'-Oxydianiline（ODA）お

よび Sulfamethazine（SMT）、③脱ヨウ素酵素阻害剤（TPN）

を用いたラット 28 日間反復経口投与試験を実施した。

各群 4 匹の雄 SD ラットを用い、投与方法は混餌投与と

し、抗甲状腺作用が認められる濃度として ODA は 400 

ppm、SMT は 3200 ppm、TPNは 6000 ppm を設定した。な

お、本実験は前項の赤根らの試験と同時に実施するた

め、病理所見確認用の群は設けなかった。甲状腺および

下垂体の重量測定、RNA 抽出用組織の採材は、前述の LG

と同様に実施した。 

凍結組織から total RNA を抽出後、RNA 濃度を

NanoDrop ND-1000（Thermo Fisher Scientific）で測定

し、RINの評価を RNA6000 Nano kitおよび Agilent 2100 

バイオアナライザ（Agilent）により測定した。200 ng

の total RNAからビオチン標識 cRNA を合成し、1.65 µg

の cRNA にて Whole Rat Genome Microarray Ver3.0 

4x44K（G2519F#28282、Aglent）にハイブリダイズした。

アレイのスキャンは、Agilent Microarray Scanner で

解析した。階層クラスタリングなどのアレイデータマイ

ニング解析には GeneSpring GX ver.14.9 を用い、擬陽

性率（FDR; False discovery rate）を 0.05以下、かつ

Cut off 値を発現量比（FC; fold change）＞2.0 で条件

を満たす転写産物をマイクロアレイデータから抽出し

た。 

 

3. 国際機関および諸外国等における甲状腺機能評価

に関する情報収集（小川） 

令和 7 年 7 月 9 日に開催された、米国動物実験代替

法検証省庁間連絡委員会（ ICCVAM; Interagency 

Coordinating Committee on the Validation of 

Alternative Methods）の要請による甲状腺機能評価法

のバリデーション（VMT; Validation Management Team）

に関する専門家作業部会の Web 会議に参加し、米国環

境保護庁（EPA; Environmental Protection Agency）

が提案する 3D Human Thyroid Microtissue Assay のバ

リデーションの進捗状況について、情報収集を行った。 

令和 7 年 9 月 22 日および 10 月１日に開催された、

OECD Thyroid Disruption Methods Expert Group の

Web 会議に参加し、本専門家会議参加団体における甲状

腺機能障害評価法の開発動向を調査した。さらに、OECD

の専門家会議の議論の元となるデータを提供している

EU-NETVAL（European Union Network of Laboratories 

for the Validation of Alternative Methods）、PEPPER

（Public-Private Platform for the Validation of 
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Endocrine Disruptors Characterization Method）お

よび PARC（ The European Partnership for the 

Assessment of Risks from Chemicals）等の諸団体の

動向調査を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

動物実験は国立医薬品食品衛生研究所における動物

実験に係る規定に基づく審査・承認を得た上で、使用す

る動物数ならびに動物が受ける苦痛を最小限とするよ

う配慮して行った。 
 
Ｃ．研究結果 

1. ラット 28 日間反復経口投与試験 

1-1. 血清中の甲状腺関連ホルモン値 

血清 T3・T4・TSH 値の測定結果を Figure 1 に示す。

令和 7 年度に解析を実施した抗甲状腺物質では、以下

の変動が統計学的有意差をもって認められた。 

 

LG：T4 低下；0.4 mg/kg 以上、T3 低下；2 mg/kg 

LM：有意な変動なし 

PCN：T4 低下；25 mg/kg 以上、TSH 増加；80 mg/kg 

予備検討試験： 

APR・PHF：T4 低下、TSH 増加 

OFF・FLU：T4 低下 

TPN：TSH 増加 

OIT：T4 増加 

 

なお、前年度までに実施した投与実験においては、①

甲状腺ペルオキシダーゼ阻害剤（PTU・MMI）、②ヨウ素

取込み阻害剤（APC・PTC）、④甲状腺ホルモン代謝促進

剤（NaPB・NCD）は、用量依存的な血清 T3・T4 低下およ

び TSH 増加を引き起こした。③脱ヨウ素酵素阻害剤

（IOP・ER）では TSH の有意な増加に加え、IOP で血清

T3・T4の有意な増加がみられた。⑤TSH産生阻害剤（BEX）

では T3・T4 の有意な減少がみられたが、TSH の有意な

変動は認められなかった。 

 

1-2. 臓器重量 

LG・LM・PCN の投与実験および 7 物質（APR・PHF・

OFF・ETX・FLU・TPN・OIT）の予備検討試験について、

解剖時体重ならびに臓器重量（甲状腺・下垂体・副腎・

肝臓）の測定結果を Table 1 に示す。以下の変動が統

計学的有意差をもって認められた。 

LG（Table 1-1）：2 mg/kg で肝絶対/相対重量の増加 

LM（Table 1-2）：有意な変動なし（1 mg/kg 群の下垂

体相対重量の増加は、用量依存性を欠くことから偶発

的変化と考えられた） 

PCN（Table 1-3）：80 mg/kg で甲状腺絶対/相対重量

の増加、25 mg/kg 以上で肝絶対/相対重量の増加、8 

mg/kg で肝相対重量の増加 

予備検討試験（Table 1-4、1-5）： 

APR・PHF：甲状腺絶対/相対重量の増加 

OFF・ETX：肝絶対/相対重量の増加 

FLU：甲状腺相対重量の増加、肝絶対/相対重量の増加 

TPN：甲状腺絶対/相対重量の低下 

OIT：甲状腺絶対重量の低下、肝絶対重量の低下、副

腎絶対/相対重量の増加 

 

1-3. 病理組織学的解析 

LG・LM・PCN の投与実験および 7 物質の予備検討試験

における甲状腺・下垂体・肝臓の病理組織学的所見を

Table 2 に示す。 

LG（Table 2-1）：甲状腺におけるコロイド退縮が 0.08 

mg/kg 以上の各 1 例で観察された。 

LM（Table 2-2）：甲状腺におけるコロイド退縮が 10 

mg/kg の 1 例で観察された。下垂体前葉では、統計学的

有意差はないものの、空胞化/肥大が 1 mg/kg 以上で散

見された。 

PCN（Table 2-3）：甲状腺における濾胞上皮細胞肥大

/過形成（全群で有意）およびコロイド退縮（25 mg/kg

以上で有意）の発生頻度が全群で用量依存的に増加し

た。下垂体前葉では、肥大/空胞化が全群で散見された。

肝臓の小葉中心性/辺縁性肝細胞肥大が全群で観察さ

れ、中心性肥大は 80 mg/kg、辺縁性肥大は 25 mg/kg 以

上で有意に増加した。 

予備検討試験（Table 2-４、2-5）： 

甲状腺：7 物質すべての投与群において濾胞上皮肥大

/過形成が観察され、肥大の発生頻度の有意な増加が

APR・PHF・ETX・FLU・TPN投与群で認められた。 

下垂体：APR・PHF・ETX・FLU・TPN 投与群で前葉の肥

大/空胞化がみられ、APR・PHF 投与群で有意な発生頻度

増加を示した。 

肝臓：OFF・ETX・FLU 投与群で小葉中心性肝細胞肥大

が観察され、FLU 投与群で有意な発生頻度増加を示した。 

 

なお、前年度までに投与実験を実施した①甲状腺ペ

ルオキシダーゼ阻害剤（PTU・MMI）、②ヨウ素取込み阻

害剤（APC・PTC）、③脱ヨウ素酵素阻害剤（IOP・ER）、

④甲状腺ホルモン代謝促進剤（NaPB・NCD）の各物質に

おいては、甲状腺濾胞上皮細胞の肥大が、血中ホルモン

値の有意な変動がみられた用量よりも低用量からもし

くは同用量で、統計学的有意差をもって認められた。ま

た、NaPB・NCD 投与群では、血中ホルモン値の有意な変

動がみられた用量よりも低用量から、小葉中心性肝細

胞肥大が有意な増加を示した。これらのうち PTU・APC・

IOP・NaPB・BEX の甲状腺および肝臓の病理組織学的所

見を Table 2-6～2-10 に示す。 

 

1-4. 免疫組織化学的解析：甲状腺 T4・T3 

令和 7 年度は、LG・LM・PCN の投与実験および 7 物質

の予備検討試験について、甲状腺における T4・T3 産生

を免疫染色により検索した。 

その結果、LG・LM・PCN 投与群ではいずれも、T4・T3

染色性の低下は認められなかった（Figure 2～3, Table 

2-1～3）。予備検討の 7 物質のうち、APR・PHF は T4・

T3 の有意な低下を引き起こした。一方、OFF・ETX・FLU・

TPN・OIT 投与群では T4・T3 の低下はみられなかった。 

なお、前年度までに実施した甲状腺における T4・T3

の検索において、①甲状腺ペルオキシダーゼ阻害剤

（PTU・MMI）および②ヨウ素取込み阻害剤（APC・PTC）

では、用量依存的な T4・T3 の有意な低下が認められ、

PTU・MMI では病理組織学的解析において濾胞上皮細胞
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肥大が認められた用量と一致していた。一方、③脱ヨウ

素酵素阻害剤（IOP・ER）、④甲状腺ホルモン代謝促進剤

（NaPB・NCD）および⑤TSH 産生阻害剤（BEX）では、い

ずれの投与群においても T4・T3 の明らかな低下は認め

られなかった。これらのうち PTU・APC・IOP・NaPB・BEX

の検索結果を Figure 2～3、Table 2-6～2-10 に示す。 

 

1-5. 免疫組織化学的解析：甲状腺 NIS 

前年度までに実施した甲状腺を用いたマイクロアレ

イ解析において、PTU・MMI・APC・PTC 投与群で発現増

加を、IOP 投与群で発現低下を示した NIS について、免

疫染色を用いて新規マーカーとしての可能性を検討し

た。令和 7 年度は、LG・LM・PCN および 7 物質の予備検

討試験について甲状腺における NIS発現（陽性面積率）

を検索した（Figure 4）。 

LG・LM：有意な変動なし 

PCN：80 mg/kg で有意に増加 

予備検討試験：APR・PHF・ETX 投与群で有意に増加 

 

なお、前年度までに実施した甲状腺 NIS 発現解析で

は、PTU・MMI・APC・PTC・VA-K-14 投与群において有意

な増加が、IOP・ER 投与群では対照的に有意な低下が認

められた。⑤TSH 産生阻害剤である BEX 投与群では有意

な変化は認められず、今回の LGの結果と一致していた。

これらのうち、PTU・APC・IOP・BEX の検索結果を Figure 

4 に示す。 

 

1-6. 免疫組織化学的解析：甲状腺 NQO1 および GPX2 

前年度までに実施した甲状腺のマイクロアレイ解析

の結果、PTU・MMI・IOP 投与群に共通して発現増加を示

した NQO1 および GPX2 について、甲状腺における発現

（陽性面積率）を免疫染色により検索した。令和 7 年

度は、LG・LM の 2 物質について解析を実施した。その

結果、LG・LM ともに NQO1・GPX2 発現の有意な変動は認

められなかった（Figure 5～6）。 

なお、令和 6 年度に実施した発現解析では、PTU・MMI・

APC・PTC・IOP 投与群で NQO1 発現の有意な増加、PTU・

MMI・PTC・IOP・ER 投与群で GPX2 発現の有意な増加が

検出された。⑤TSH 産生阻害剤である BEX 投与群では有

意な変化は認められず、今回の LG の結果と一致してい

た。これらのうち PTU・APC・IOP・NaPB・BEX の検索結

果を Figure 5～6 に示す。 

 

1-7. 免疫組織化学的解析：甲状腺 DPP4 および SNPH 

前年度までに実施した甲状腺のマイクロアレイ解析

の結果、PTU・APC・PTC 投与群に共通して発現増加を示

した DPP4、および PTU・MMI・APC・PTC・NaPB・NCD 投

与群に共通して発現増加を示した SNPH について、それ

ぞれ PTU・MMI・APC・PTC投与群の甲状腺における発現

（陽性面積率）を免疫染色により検索した（Figure 7

～8）。 

DPP4：①甲状腺ペルオキシダーゼ阻害剤（PTU・MMI）

では、病理組織学的解析における濾胞上皮細胞肥大の

増加に一致した増加傾向を示し、3 mg/kg PTU および

10 mg/kg MMI で有意であった。②ヨウ素取込み阻害剤

（APC・PTC）では、100 ppm 以上 APC、1000 および 5000 

ppm PTC で統計学的有意差をもって増加した。 

SNPH：血清 TSH 増加に一致した増加傾向を示し、①

甲状腺ペルオキシダーゼ阻害剤（PTU・MMI）では 1 mg/kg

以上 PTU および 10 mg/kg MMI、②ヨウ素取込み阻害剤

（APC・PTC）では 100 ppm 以上 APC で有意に増加した。 

 

1-8. 免疫組織化学的解析：下垂体 TSH 

令和 7 年度は、LG・LM・PCN および予備検討試験の 7

物質について、下垂体前葉における TSH 発現（陽性面

積率）を免疫染色により検索した（Figure 9）。 

LG：0.4 mg/kg 以上で有意に低下 

LM：有意な変動なし 

PCN：全ての投与群で有意に増加 

予備検討試験：APR・PHF・OFF・ETX・FLU・TPN・OIT

投与群で有意に増加 

 

なお、前年度までに実施した下垂体前葉における TSH

発現解析では、PTU・MMI・APC・PTC・IOP・NCD・VA-K-

14 投与群で TSH 発現の有意な増加が認められた。対照

的に、⑤TSH 産生阻害剤である BEX 投与群では有意な低

下が認められ、今回の LG の結果と一致していた。これ

らのうち、PTU・APC・IOP・BEX の検索結果を Figure 9

に示す。 

 

1-9. 免疫組織化学的解析：甲状腺 Ki67 

令和 7 年度は、LG について甲状腺における Ki67 発現

（陽性細胞率）を免疫染色により検索した結果、有意な

変動は認められなかった（Figure 10）。 

なお、前年度までに実施した甲状腺における Ki67 発

現解析では、PTU・MMI・APC・NaPB・NCD 投与群で Ki67

発現の有意な増加が検出された。⑤TSH 産生阻害剤であ

る BEX 投与群では有意な変化は認められず、今回の LG

の結果と一致していた。これらのうち、PTU・APC・IOP・

NaPB・BEX の検索結果を Figure 10 に示す。 

 

1-10. 免疫組織化学的解析：肝臓 UGT1A6 

令和 7 年度は、LG・LM・PCN および予備検討試験の 7

物質について、肝臓における UGT1A6発現（陽性面積率）

を免疫染色により検索した（Figure 11）。 

LG・LM：有意な変動なし 

PCN：全ての投与群で有意に増加し、特に小葉周辺域

において顕著に認められた 

予備検討試験：OFF・FLU・OIT 投与群で有意に増加 

 

なお、前年度までに実施した解析では、NaPB・NCD 投

与群で有意な増加が認められ、病理組織学的解析で認

められた肝細胞肥大に一致していた。その他、PTU・MMI・

IOP 投与群でも有意な増加が認められたが、血清ホルモ

ン値変動および甲状腺の病理組織学的所見がみられた

用量よりも高用量であった。これらのうち、NaPB・NCD・

PTU・IOP の検索結果を Figure 11 に示す。 

 

2. ラット甲状腺および下垂体における網羅的遺伝子

発現解析 

2-1. 体重・摂餌量・臓器重量 

LG 投与群では、対照群と比較し摂餌量の増加がみら
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れ、最終体重は対照群に比して 5%の高値を示した

（Figure 12A）。 

ODA、SMT および TPN 投与群では、いずれの群におい

ても投与 2 週目で摂餌量の減少がみられた。ODA 投与群

では投与 2 週目以降に体重増加抑制が認められ、最終

体重は対照群に比して 6.6%の低値を示した。一方、SMT・

TPN 投与群では、体重への影響は認められなかった

（Figure 12B）。 

 

2-2. マイクロアレイ解析 

甲状腺および下垂体では、対照群および LG 投与群は

それぞれ異なるクラスターとして分類された（Figure 

13）。甲状腺では、LG 投与群において発現増加した遺伝

子が 7、発現低下した遺伝子が 21 認められた。下垂体

では、LG 投与群において発現増加した遺伝子は認めら

れず、22 遺伝子で発現低下が認められた。発現変動を

示した遺伝子の一覧を Table 3-1～3-3 に示す。 

甲状腺では、甲状腺ペルオキシダーゼ阻害作用を示

す ODA・SMT投与群の一部は重なりが認められたものの、

対照群・TPN 群はそれぞれ異なるクラスターとして分類

された（Figure 14）。発現増加した遺伝子数は、ODA 投

与群で 32、SMT 投与群で 42、TPN 投与群で 126 であり、

このうち 4 遺伝子が共通していた。発現低下した遺伝

子数は ODA 投与群で 366、SMT 投与群で 397、TPN 投与

群で 1046 であり、このうち 164 遺伝子が共通していた

（Figure 15）。発現変動を示した遺伝子の一覧を Table 

3-4～3-9 に示す。 

 

3. 国際機関および諸外国等における甲状腺機能評価

に関する情報収集 

令和 7 年 7 月 9 日に開催された ICCVAM による、米国

EPA の 3D Human Thyroid Microtissue Assay のバリデ

ーション進捗報告に関する Web 会議には、事務局の

Inotiv、開発者の EPA および NIEHS・CPSC・EC・JRC・

NIHS/JaCVAM から合計 9 名の参加者があった。4 施設に

おけるバリデーションの結果が示され、試験法そのも

のは一定の再現性を保持したデータが得られると考え

られた。一方で、ヒトの正常甲状腺組織を用いた検討の

ため、必要な甲状腺組織の入手については、安定供給や

倫理的な問題点も残ると考えられた。 

令和 7 年 9 月 22 日および 10 月 1 日に開催された

OECD の Thyroid Disruption Method Expert Group の

Web 会議には、OECD 事務局に加えてカナダ（議長）・EC-

JRC・フランス・米国・スウェーデン・ベルギー・デン

マーク・ドイツ・オランダ・英国・スイス・ノルウェー・

スロバキア・日本・ECHA・EFSA・BIAC・ICAPO から合計

48 名の参加者があった。以下の内容について、報告と

質疑が行われた。 

 

1） アッセイ開発者から本専門家会議に対して評価

依頼のあった NIS、TPO および 2 種類の DIO アッ

セイについて、評価内容を元に議論された。 

・NIS assay (KalyCell) 
4 名のレビュアーの評価は概ね肯定的であり、本

アッセイが他の類似した NIS アッセイと同等で

あること（同等の活性、陽性反応）を示した。結

論として、本アッセイはバリデーションへ移行

する準備が整っており、PEPPER への提案が可能

であるとされた。一方、ライセンス契約および将

来のユーザーにとっての受容性について若干の

疑問が提起された。 

・TPO inhibition (guaiacol oxidation, using 
of microsomes from multiple species) (CLS) 
4 名のレビュアーが評価し、ミクロソームの使用

による問題と、それに伴う結果のばらつきが議

論された。また、ヒト由来ミクロソームの場合、

商業目的での使用に関する倫理的問題が提起さ

れた。可能な限り in vitro 由来の試料を使用す

ることが推奨され、これにより上記 2 つの問題

が同時に解決される（細胞株に関連するその他

の問題としては、認証・維持のための生物資源セ

ンターへの保護・寄託等がある）。その他の制限

事項：1) 現在のアッセイは酸化反応における色

干渉に対処していない；2) 検出技術（グアヤコ

ール酸化に基づく）は AUR よりも感度が低い。 

・DIO の 2 アッセイ（Kalycell および CLS）のう

ち Kalycell のアッセイ評価には小川も参加した

が、レビュアー数がいずれも 2 名と不十分であ

ったことから、グループでの評価は見送られた。 

 

2） PEPPER project のバリデーション報告 

・DIO 1 アッセイの検証：第 2 段階が進行中。1

施設から得られたデータの品質が不十分であっ

た。BfR（ドイツ）は 2026年に追加で 2 施設を支

援し、この検証において 3 カ所の独立した施設の

セットを構築する予定。 

•FITC-T4 TTR：移転可能性の検証は完了。参加ラ

ボすべてが盲検試験を適切に実施中。VMG は 2026

年の盲検リング試験移行を承認予定。 

•TYRO-IOD アッセイ：ECCAC（欧州細胞培養認定

コレクション）における細胞株寄託の問題により、

検証開始が遅延している。 

 

3） ドイツにおける 3 種のアッセイ（DIO 1,2,3-SK、

NIS-SK、TPO-AUR）の検証に関する状況報告 

・3 施設（BASF、BfR、Charite Berlin）における

3 アッセイのバリデーション計画が紹介された。 

・アッセイ担当者の熟練度、被験物質の EU-

NETVAL との重複が限られていること、酵素源が

Pepper と異なることなどが議論された。 

 

4） 米国 EPA による 3D マイクロ組織法の状況 

・4 施設（バイエル、ライフネットヘルス、EPA、

コルテバ）がバリデーションに参加している。こ

の取り組みは ICCVAM-NICEATMが調整を担当して

いる。試験システムは 4 人のドナー由来の一次

甲状腺細胞（プールなし）で構成される。実験設

定：4 プレート（4 物質/プレート）、6 日間処理、

T4 産生測定は 14 日目に実施する。陽性対照とし

て PTU を使用。施設間で一貫性が確認され、受容

基準を満たしている。報告書はほぼ完成し、論文

は投稿済み。 
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•T4 産生測定法は ELISA を使用しており、細胞計

数は標準化が必要との意見があった。 

•ヒト組織の使用に関連し、倫理的配慮と一次細

胞の商業利用可能性について質問があり内部協

議することとなった。 

•T4 測定の信頼性問題が指摘され、これは高濃度

T4 のみに関わる可能性がある。 

 

5） プロジェクト 2.64 の魚類試験法への甲状腺エン

ドポイントの追加について 

・検証中の 4 種の新規甲状腺関連エンドポイン

トは、TG236（FET）および TG210（FELS）の付属

書として追加される予定である。標準操作手順書

（SOP）は現在、提携研究所と協議中である。欧

州、日本、米国の計 16 施設がこの活動に参加し

ている。4 種の生物種が試験対象となる。 

 

6） 甲状腺機能障害に関する PARC IATA 作成プロジ

ェクトの進捗について 

・魚類および in vitro 法を用いた甲状腺ホルモ

ン影響に焦点を当てた IATA の現状が提示された。 

・ECHA および EFSA と協議しながら、さらに多く

のケーススタディ（約 10 種類の化学物質）を開

発する予定である。 

・OECD 事務局は、PARC の IATA 活動の進捗状況を

事前に把握していなかったものの、in vitro 試

験法の評価で得られた知見に基づき、TDM EG が

戦略策定において取る可能性のある方向性につ

いて、出発点を策定した。事務局は、IATA で使用

される方法が必ずしも試験ガイドラインである

必要はないことを参加者に説明した。 

・一部の反応として、in vitro で検証済みの方

法が存在せず、OECD レベルで IATA を開発するリ

ソースが不十分であることから、IATA の開発は

時期尚早である可能性が示唆された。また、規制

上の問題（分類かあるいは有害性評価か）を明確

にする必要があるとの意見があった。 

 

Ｄ．考察 

1. ラット 28 日間反復経口投与試験 

OECD ガイドライン（TG407）および化学物質の審査及

び製造等の規制に関する法律に規定される齧歯類を用

いた 28 日間反復経口投与試験に準じて、様々な機序に

基づく抗甲状腺物質をラットに複数用量で投与し、臓

器重量測定、病理組織学的・免疫組織化学的解析を実施

し、血清ホルモン値との比較を行った。 

令和 6 年度までに、①甲状腺ホルモン合成に必須の

酵素である甲状腺ペルオキシダーゼの阻害剤（PTU・

MMI）、②甲状腺ホルモンの重要な構成成分であるヨウ

素の濾胞上皮細胞内への取込み阻害剤（APC・PTC）、③

末梢における T4→T3 変換を担う脱ヨウ素酵素（DIO）

の阻害剤（IOP・ER）、④肝薬物代謝酵素の発現誘導を介

した甲状腺ホルモンの代謝促進による抗甲状腺物質

（NaPB・NCD）、⑤下垂体における TSH 産生抑制による

甲状腺機能低下誘発物質（BEX・LG）、⑥in vitro にお

いて TSH 受容体拮抗作用が報告されている物質（VA-K-

14・LM）を用いた、ラット 28 日間反復経口投与試験を

実施してきた。 

令和 7 年度は、上記のうち LG・LM の詳細な検索、新

たな被験物質として④甲状腺ホルモン代謝促進剤 PCN、

および各物質 1 用量を用いた予備試験として③ヨウ素

取込み阻害剤 4 種（APR・PHF・OFF・ETX）と④脱ヨウ素

酵素阻害剤 3 種（FLU・TPN・OIT）の検討を実施した。 

④PCN 投与群では、血清 T4 減少が中用量から、TSH 増

加が高用量で検出された一方、病理組織学的解析にお

ける甲状腺濾胞上皮細胞肥大が低用量から、肝細胞肥

大が中用量から観察された。また、肝重量および肝

UGT1A6 発現の有意な増加が低用量から、甲状腺重量お

よび甲状腺 NIS 発現の増加が高用量で認められた。 

⑤LG 投与群では、用量依存的な血清 T3・T4 の低下が

検出された一方、血清 TSH、甲状腺・下垂体重量の変動

は認められなかった。病理組織学的解析では、甲状腺の

コロイド退縮が散見され、免疫染色により下垂体にお

ける TSH 発現の有意な減少が観察された。 

⑥LM 投与群では、血清 T3・T4・TSH 値および甲状腺・

下垂体重量の有意な変動は認められなかった。病理組

織学的解析では下垂体前葉の肥大/空胞化が散見され

た一方、免疫染色において甲状腺 T3・T4 産生、NIS・

NQO1・GPX2 発現および下垂体 TSH 発現の変動はいずれ

も認められなかった。 

 

令和 6 年度までに得られた最も重要な結果として、

①～④の機序の各物質において病理組織学的解析にお

ける甲状腺濾胞上皮細胞の肥大が、血清ホルモン値の

変動がみられた用量と同等もしくは低用量から、統計

学的有意差をもって認められた。令和 7 年度に実施し

た④PCN 投与群においても同様の結果が得られ、①～④

の抗甲状腺物質の検出に際し、甲状腺の病理組織学的

解析が最も高感度な指標となり得ることが示された。

一方、⑤LG 投与群では、BEX と同様に濾胞上皮細胞肥

大は認められなかったが、コロイド退縮が誘発され、

TSH 産生阻害による影響を反映した変化である可能性

がある。また、⑥LM 投与群では、⑤と同様に濾胞上皮

細胞肥大は認められなかったものの、下垂体前葉の肥

大/空胞化が誘発され、TSH 受容体拮抗作用による影響

を反映した特徴である可能性が考えられた。 

 

免疫染色による甲状腺 T3・T4 染色性の低下が①甲状

腺ペルオキシダーゼ阻害剤および②ヨウ素取込み阻害

剤により誘発された一方で、令和 7 年度検討分（LG・

LM・PCN）を含む、他の機序による抗甲状腺物質では同

様の低下は認められなかった。したがって、甲状腺にお

ける T3・T4 産生を直接的に阻害する物質（①・②）と、

他の機序を介した間接的な抗甲状腺物質を区別するた

めに、T3・T4 免疫染色が有用であることが示された。 

免疫染色による甲状腺 NIS の検索では、②ヨウ素取

込み阻害剤（APC・PTC）による発現増加が、血清ホルモ

ン値変動、病理組織学的所見、甲状腺 T3・T4 染色と比

較してより低い用量から検出された。対照的に、③脱ヨ

ウ素酵素阻害剤（IOP・ER）では、血清ホルモン値変動・

病理組織学的所見と同用量またはより低用量から NIS

発現の低下が観察された。令和 7 年度検討分の⑤LG お
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よび⑥LM では NIS 発現変動は認められず、④PCN では

発現が増加したものの、血清 T4 低下の方が高感度であ

った。以上の結果から、NIS 免疫染色は②および③の機

序を高感度に鑑別可能な指標であることが示された。 

 

網羅的遺伝子発現解析の結果からバイオマーカー候

補として見出された NQO1 および GPX2 について、①甲

状腺ペルオキシダーゼ阻害剤、②ヨウ素取込み阻害剤、

③脱ヨウ素酵素阻害剤について免疫染色を実施した結

果、血清ホルモン値変動と同用量で有意な発現増加が

検出された。これらの結果は①～③の機序を有する抗

甲状腺物質の検出に利用可能であることを示している。

また、統計学的有意差はないものの、④（NaPB・NCD）

で血清ホルモン変動・甲状腺肥大に伴う NQO1・GPX2発

現の増加傾向、対照的に⑤（BEX・LG）および⑥（LM）

で NQO１または GPX2 発現の減少傾向がみられたことか

ら、TSH 産生抑制等、④～⑥の機序予測への利用可能性

も示唆された。 

網羅的遺伝子発現解析の結果から、令和 7 年度に新

たなバイオマーカー候補として DPP4・SNPH が見出され

た。DPP4 は②ヨウ素取込み阻害剤投与群の甲状腺にお

いて、血清ホルモン値変動と同用量（APC）またはより

低用量（PTC）から発現が有意に増加したことから、同

機序を有する抗甲状腺物質の検出に有用な指標である

ことが示された。加えて①甲状腺ペルオキシダーゼ阻

害剤では、濾胞上皮細胞肥大の程度に伴った発現増加

傾向を示した。また SNPHは、①・②の各投与群の甲状

腺において、血清ホルモン変動と同用量で発現増加傾

向を示した。以上の結果から、いずれも病理組織学的解

析をサポートする所見として有用である可能性が示唆

された。 

 

甲状腺重量、免疫染色による下垂体 TSH 発現および

甲状腺 Ki67 発現の増加が、①・②・④の各物質におい

て血清 T4または TSHの変動と同程度の感度で検出され

たから、これらの解析は同機序による抗甲状腺物質の

検出に有用と考えられた。一方、⑤TSH 産生阻害剤（LG）

は、BEX と同様に下垂体 TSH 発現低下を誘発した。LG 投

与群における発現低下は血清 T4値の有意な減少と同用

量から統計学的有意差をもって認められたことから、

TSH 免疫染色は TSH 発現亢進のみならず、TSH 産生阻害

の機序の推定に有用である可能性が示された。 

齧歯類では肝臓における UGT の発現亢進によって血

中 T4 の代謝・排泄が促進され、間接的な抗甲状腺作用

が誘導されることが知られている。令和 7 年度の解析

を含め、④（NaPB・NCD・PCN）による UGT1A6 発現の増

加は、血清ホルモン値の変動ならびに病理組織学的所

見と同用量またはより低用量から認められ、血清ホル

モン値の変動がより鋭敏であった①・③の各物質とは

対照的であった。以上の結果から、肝臓の重量測定・病

理検査と UGT1A6 免疫染色は、④甲状腺ホルモン代謝促

進剤の検出に有用であると考えられた。 

 

令和 7 年度に予備検討実験を実施した 7 種の抗甲状

腺物質は、in vitro における②ヨウ素取込み阻害また

は③脱ヨウ素酵素阻害作用が知られる一方、in vivo で

の血中ホルモン値への影響に関する情報は乏しい。今

回のラットを用いた 28 日間反復投与試験において、以

下の結果が得られた。 

②ヨウ素取込み阻害剤では、APR・PFH 投与群におい

て血清 T4 減少および TSH増加が検出され、病理組織学

的解析における甲状腺濾胞上皮細胞肥大、免疫染色に

おける甲状腺 T3・T4 減少および NIS 発現増加、下垂体

TSH 発現増加が認められ、同機序の検討済物質（APC・

PTC）の結果と一致した。OFF 投与群では血清 T4 減少お

よび下垂体 TSH 発現増加が同様に検出されたが、濾胞

上皮細胞肥大の有意な増加は認められなかった。ETX投

与群では甲状腺濾胞上皮細胞肥大、下垂体 TSH および

甲状腺 NIS 発現増加が同様に誘発されたが、血清およ

び甲状腺の T3・T4 低下はみられなかった。 

③脱ヨウ素酵素阻害剤では、TPN 投与群において血清

TSH 増加、下垂体 TSH 発現増加および甲状腺濾胞上皮細

胞肥大が誘発され、NIS 発現は減少傾向を示し、これら

の結果は同機序の検討済物質（IOP・ER）と一致した。

FLU 投与群では血清 T4 減少が検出されたが、④代謝促

進物質（NaPB）と同様の小葉中心性肝細胞肥大および顕

著な UGT1A6 発現増加が認められたことから、in vivo
では④肝臓を介した抗甲状腺作用の影響が大きいこと

が示唆された。OIT 投与群では IOP と同様に血清 T4 増

加がみられたが、濾胞上皮細胞肥大の有意な増加は認

められなかった。 

以上の結果を考慮し、令和 8 年度に実施する複数用

量を設定した 28 日間反復投与実験の被験物質として、

②ヨウ素取込み阻害剤：APR・PHF および③脱ヨウ素酵

素阻害剤：TPN の 3 物質を選択した。また、評価法とし

ての信頼性向上のため、①甲状腺ペルオキシダーゼ阻

害剤についても、新たに追加の被験物質として ODA お

よび SMT を用いた検索を実施する。 

 

2. ラット甲状腺および下垂体における網羅的遺伝子

発現解析 

令和 6 年度までに、①甲状腺ペルオキシダーゼ阻害

剤（PTU・MMI）、②ヨウ素取込み阻害剤（APC・PTC）、③

脱ヨウ素酵素阻害剤（IOP）、④甲状腺ホルモン代謝促進

物質（NaPB・NCD）および⑤TSH 産生阻害剤（BEX）の計

8 物質について、ラット甲状腺および下垂体における網

羅的遺伝子発現解析を行ってきた。令和 7 年度は新た

に、①甲状腺ペルオキシダーゼ阻害剤（ODA・SMT）、③

脱ヨウ素酵素阻害剤（TPN）および⑤TSH 産生阻害剤（LG）

の 4 物質を被験物質として選定し、LG は甲状腺・下垂

体のマイクロアレイ解析を、ODA・SMT・TPN は甲状腺の

マイクロアレイ解析を実施した。 

LG 投与群では、対照群と比較して体重の増加傾向が

みられたが、甲状腺および下垂体重量に変化は認めら

れなかった。同様の傾向は、今年度に先行して実施され

た赤根らの結果とも一致しており、本試験の再現性が

確認された。 

マイクロアレイ解析の結果、LG 投与群では甲状腺お

よび下垂体における遺伝子発現変動はわずかであり、

過去に実施した⑤TSH 産生阻害剤 BEX と同様の傾向を

示した。ODA・SMT 投与群の甲状腺では、過去に検討し

た①甲状腺ペルオキシダーゼ阻害剤 PTU・MMI に比較し
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て遺伝子発現変動は軽度であったが、これは抗甲状腺

作用の程度を反映したものと考えられた。また、TPN投

与群の甲状腺では、③脱ヨウ素酵素阻害剤 IOP と同程

度の発現増加遺伝子が認められた。今後は、作用機序ご

とにデータの再解析を行い、機序特異的な遺伝子変化

について検討する予定である。また、マイクロアレイ解

析の詳細なデータは豊田・赤根らに提供し、新たなバイ

オマーカーとしての活用に加え、抗甲状腺作用機序の

特定への応用を目指す。 

 

3. 国際機関および諸外国等における甲状腺機能評価

に関する情報収集 

OECD の専門家会議においては、甲状腺機能障害を誘

発する種々の機序に基づく複数の in vitro評価法が開

発されつつあり、一部ではあるものの着実にバリデー

ション評価が進められている。また、EU-NETVAL 以外の

組織（PEPPER、PARC 等）との協力や魚類を用いた評価

法など多様化していく可能性もみられた。 

EPA のヒト甲状腺細胞を用いた評価系については、4

施設におけるバリデーション結果が一定の精度をもっ

て示され、その内容が論文化された（Toxicol Sci. 
2024; 199: 89-107; Toxicol Sci. 2025; 207: 415-
34; Toxicol Sci. 2025; kfaf166.）。一方で、EPA での

主担当であった研究者の退任が報告されており、研究

の継続性については不透明な部分が示された。 

一方、これらの評価法はいずれもリスク評価ではな

く、ハザード評価を主眼としている点は留意が必要と

考えられた。また、アッセイに必要な培養細胞の恒常的

な供給および血清や細胞を含むヒトサンプルを用いた

評価系の倫理的な問題に関する意見も提起されており、

継続的な情報収集が必要と考えられた。 

 

Ｅ．結論 

令和 7 年度までの解析結果から、ラット 28 日間反復

経口投与試験を用いた①甲状腺ペルオキシダーゼ阻害

剤、②ヨウ素取込み阻害剤、③脱ヨウ素酵素阻害剤、④

甲状腺ホルモン代謝促進剤の検出において、甲状腺の

病理組織学的解析が、血中ホルモン値測定よりも鋭敏

かつ最も高感度な指標となり得ることが示された。網

羅的遺伝子発現解析により、令和 7 年度に新たに見出

された DPP4・SNPH を用いた免疫染色は、これらの病理

所見をサポートする指標として有用である可能性が示

された。また、甲状腺 T3・T4・NIS、下垂体 TSH および

肝 UGT1A6 等の各種免疫染色を併用することで、抗甲状

腺作用の機序推定が可能であることが示された

（Figure 16）。本手法は、既存の OECD ガイドライン試

験であるラット 28日間反復経口投与毒性試験（TG407）

に容易に組込みが可能であり、化学物質の抗甲状腺作

用検出のための簡便かつ効率的な in vivo 評価法とし

て利用し得る。 

国際的には、EU-NETVALを中心とした OECDおよび EPA

が主導する ICCVAM の専門家会議において、甲状腺機能

低下に関する in vitro 評価系の開発が検討されてい

る。進行中のバリデーションによって、これら複数の in 
vitro 評価系についてそれぞれ適切な利用範囲および

改良すべき課題が明らかになると期待された。一方、提

案されている評価法はいずれもリスク評価ではなく、

ハザード評価を主眼としている点は留意が必要と考え

られた。また、OECD の専門家会議では、アッセイに必

要な培養細胞の恒常的な供給、および血清や細胞を含

むヒトサンプルを用いた評価系の倫理的な問題に関す

る意見も提起された。さらに、EPA の組織再編による影

響も懸念され、今後の動向について継続的な情報収集

が必要と考えられた。 
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Table 1-1. Organ weight data for male SD rats treated with LG for 28 days 

 
 

 
Table 1-2. Organ weight data for male SD rats treated with LM for 28 days 

 
 

 

Table 1-3. Organ weight data for male SD rats treated with PCN for 28 days 

 
 

 

 

Dose (mg/kg)

No. of animals examined 5 5 5 5 5

Males

Body weight (g) 385 ± 38 395 ± 28 388 ± 26 381 ± 29 415 ± 21

Thyroids (mg) 21.9 ± 2.4 21.0 ± 1.7 19.6 ± 2.5 21.4 ± 3.0 23.2 ± 2.6

(mg%) 5.7 ± 0.4 5.4 ± 0.6 5.0 ± 0.6 5.6 ± 0.8 5.6 ± 0.5

Pituitary (mg) 13.2 ± 1.1 14.5 ± 1.1 14.0 ± 1.8 13.5 ± 2.0 15.0 ± 1.5

(mg%) 3.4 ± 0.2 3.7 ± 0.3 3.6 ± 0.3 3.6 ± 0.6 3.6 ± 0.3

Adrenals (mg) 55.9 ± 11.3 51.0 ± 5.5 52.1 ± 7.6 52.8 ± 7.5 61.5 ± 6.0

(mg%) 14.6 ± 2.8 13.0 ± 1.9 13.4 ± 1.9 13.9 ± 1.6 14.8 ± 1.1

Liver (g) 11.14 ± 1.81 11.02 ± 0.99 10.99 ± 0.76 10.57 ± 0.95 13.57 ± 1.10*

(g%) 2.88 ± 0.23 2.79 ± 0.10 2.83 ± 0.16 2.78 ± 0.15 3.27 ± 0.13**

Each value represents the mean ± SD.

*, **: Significantly different from the control group at P < 0.05 and P < 0.01, respectively.

0 0.016 0.08 0.4 2

Dose (mg/kg)

No. of animals examined 5 5 5 5

Males

Body weight (g) 385 ± 38 364 ± 13 376 ± 31 366 ± 31

Thyroids (mg) 21.9 ± 2.4 23.8 ± 3.5 20.6 ± 2.7 20.7 ± 2.9

(mg%) 5.7 ± 0.4 6.5 ± 0.8 5.5 ± 0.4 5.6 ± 0.6

Pituitary (mg) 13.2 ± 1.1 14.5 ± 1.2 14.4 ± 1.0 13.5 ± 1.9

(mg%) 3.4 ± 0.2 4.0 ± 0.2* 3.9 ± 0.4 3.7 ± 0.4

Adrenals (mg) 55.9 ± 11.3 49.9 ± 5.9 49.5 ± 5.3 48.3 ± 5.8

(mg%) 14.6 ± 2.8 13.7 ± 1.8 13.2 ± 0.8 13.2 ± 1.1

Liver (g) 11.14 ± 1.81 10.15 ± 0.59 10.88 ± 1.41 9.95 ± 1.67

(g%) 2.88 ± 0.23 2.79 ± 0.09 2.89 ± 0.16 2.70 ± 0.23

Each value represents the mean ± SD.

*: Significantly different from the control group at P < 0.05.

3 100 1

Dose (mg/kg)

No. of animals examined 5 5 5 5

Males

Body weight (g) 424 ± 30 437 ± 23 451 ± 32 412 ± 25

Thyroids (mg) 24.4 ± 2.7 24.8 ± 1.9 27.8 ± 3.9 34.4 ± 2.5**

(mg%) 5.8 ± 0.6 5.7 ± 0.6 6.2 ± 1.1 8.4 ± 1.0**

Pituitary (mg) 14.0 ± 0.3 13.7 ± 1.2 14.3 ± 1.6 14.8 ± 2.1

(mg%) 3.3 ± 0.2 3.1 ± 0.4 3.2 ± 0.1 3.6 ± 0.4

Adrenals (mg) 55.3 ± 7.8 53.8 ± 5.6 61.1 ± 4.1 53.6 ± 7.5

(mg%) 13.1 ± 2.4 12.3 ± 1.0 13.7 ± 1.7 13.1 ± 2.6

Liver (g) 12.15 ± 1.14 14.31 ± 1.09 14.68 ± 2.06* 16.26 ± 1.12**

(g%) 2.87 ± 0.19 3.27 ± 0.14** 3.25 ± 0.27* 3.95 ± 0.09**

Each value represents the mean ± SD.

*, **: Significantly different from the control group at P < 0.05 and P < 0.01, respectively.

0 8 25 80
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Table 1-4. Organ weight data for male SD rats treated with iodide uptake inhibitors for 28 days 

 
 

 
Table 1-5. Organ weight data for male SD rats treated with deiodinase inhibitors for 28 days 

 
 

 
Table 2-1. Histopathological findings in male SD rats treated with LG for 28 days 

 
  

APR PHF OFF ETX

Dose (ppm・mg/kg)

No. of animals examined 5 5 5 5 5 5

Males

Body weight (g) 407 ± 33 411 ± 25 422 ± 36 389 ± 32 404 ± 30 406 ± 22

Thyroids (mg) 23.2 ± 3.6 46.6 ± 4.2** 42.4 ± 6.4** 25.1 ± 1.8 24.9 ± 2.5 24.8 ± 2.9

(mg%) 5.67 ± 0.49 11.38 ± 1.34** 10.15 ± 2.18** 6.46 ± 0.46 6.18 ± 0.66 6.12 ± 0.78

Pituitary (mg) 16.1 ± 2.3 14.9 ± 2.4 15.8 ± 0.7 14.2 ± 1.5 13.6 ± 1.6 13.9 ± 1.6

(mg%) 3.95 ± 0.37 3.62 ± 0.55 3.75 ± 0.22 3.66 ± 0.35 3.36 ± 0.31 3.42 ± 0.36

Adrenals (mg) 54.6 ± 3.2 55.5 ± 6.6 56.3 ± 11.0 52.5 ± 4.7 47.6 ± 16.2 53.7 ± 8.5

(mg%) 13.5 ± 1.8 13.5 ± 1.6 13.3 ± 2.1 13.6 ± 1.8 11.7 ± 3.6 13.2 ± 2.0

Liver (g) 11.19 ± 1.75 11.04 ± 1.25 11.77 ± 1.20 10.35 ± 1.01 12.30 ± 1.55* 13.81 ± 0.86**

(g%) 2.74 ± 0.27 2.68 ± 0.16 2.79 ± 0.12 2.66 ± 0.11 3.04 ± 0.23* 3.40 ± 0.11**

Each value represents the mean ± SD.

*, **: Significantly different from the control group at P < 0.05 and P < 0.01, respectively.

0 2000 2000 0 300 500

FLU TPN OIT

Dose (mg/kg)

No. of animals examined 5 5 5 5

Males

Body weight (g) 424 ± 30 406 ± 30 410 ± 11 381 ± 15

Thyroids (mg) 24.4 ± 2.7 28.8 ± 4.7 20.3 ± 1.9* 20.4 ± 2.3*

(mg%) 5.78 ± 0.64 7.08 ± 0.71* 4.96 ± 0.46* 5.35 ± 0.52

Pituitary (mg) 14.0 ± 0.3 14.4 ± 1.5 14.6 ± 1.3 13.7 ± 0.7

(mg%) 3.32 ± 0.22 3.56 ± 0.39 3.56 ± 0.35 3.61 ± 0.30

Adrenals (mg) 55.3 ± 7.8 53.4 ± 8.1 56.4 ± 2.2 76.3 ± 6.3**

(mg%) 13.1 ± 2.4 13.2 ± 1.8 13.8 ± 0.7 20.1 ± 1.8**

Liver (g) 12.15 ± 1.14 15.53 ± 1.60** 12.29 ± 1.10 10.33 ± 0.53*

(g%) 2.87 ± 0.19 3.83 ± 0.25** 3.00 ± 0.22 2.71 ± 0.09

Each value represents the mean ± SD.

*, **: Significantly different from the control group at P < 0.05 and P < 0.01, respectively.

0 100 300 200

0 0.016 0.08 0.4 2

No. of animals examined 5 5 5 5 5

Males Thyroid Hypertrophy, follicular cell 0 0 0 0 0

Hyperplasia, follicular cell 0 0 0 0 0

Colloid depletion (±) 0 0 1 1 1

Decrease in T4 level a) 0 0 0 0 0

Decrease in T3 level b) 0 0 0 0 0

Pituitary Vacuolation, pars distalis 0 0 0 0 0

Hypertrophy, pars distalis (±) 0 0 1 0 0

Liver 0 0 0 0 0

±, minimal; +, mild; ++, moderate; +++, severe
a)

: Immunohistochemistry for T4
b)

: Immunohistochemistry for T3

No significant difference was detected from the control group.

Dose (mg/kg)
Sex Organs and findings
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Table 2-2. Histopathological findings in male SD rats treated with LM for 28 days 

 
 

 

Table 2-3. Histopathological findings in male SD rats treated with PCN for 28 days 

 
 

 

Table 2-4. Histopathological findings in male SD rats treated with iodide uptake inhibitors for 28 days 

 
  

0 1 3 10

No. of animals examined 0 1 3 10

Males Thyroid Hypertrophy, follicular cell 0 0 0 0

Hyperplasia, follicular cell 0 0 0 0

Colloid depletion (±) 0 0 0 1

Decrease in T4 level a) 0 0 0 0

Decrease in T3 level b) 0 0 0 0

Pituitary Vacuolation, pars distalis 0 1 1 1

Hypertrophy, pars distalis (±) 0 2 2 3

Liver 0 0 0 0

±, minimal; +, mild; ++, moderate; +++, severe
a)

: Immunohistochemistry for T4
b)

: Immunohistochemistry for T3

No significant difference was detected from the control group.

Sex Organs and findings
Dose (mg/kg)

0 8 25 80

No. of animals examined  5 5 5 5

Males Thyroid Hypertrophy, follicular cell (±, +, ++) 0 5(5, 0, 0)** 5(1, 4, 0)** 5(0, 3, 2)**

Hyperplasia, follicular cell (±, +, ++) 0 4(4, 0, 0)* 5(2, 3, 0)** 5(0, 4, 1)**

Colloid depletion (±, +, ++) 0 3(3, 0, 0) 5(4, 1, 0)** 5(2, 2, 1)**

Decrease in T4 level 
a) 0 0 0 0

Decrease in T3 level 
b) 0 0 0 0

Pituitary Vacuolation, pars distalis (±) 0 1 2 2

Hypertrophy, pars distalis (±, +) 0 1(1, 0) 3(2, 1) 3(1, 2)

Liver 0 1 3 5**

0 2(0, 2, 0) 5(2, 3, 0)** 5(0, 3, 2)**

±, minimal; +, mild; ++, moderate; +++, severe
a)

: Immunohistochemistry for T4
b)

: Immunohistochemistry for T3

*, **: Significantly different from the control group at P < 0.05 and P < 0.01, respectively.

Sex Organs and findings
Dose (mg/kg)

Hypertrophy, hepatocyte, centrilobular (±)

Hypertrophy, hepatocyte, periportal (±, +, ++)

APR PHF OFF ETX

Organs and findings Dose (ppm・mg/kg) 2000 2000 0 300 500

No. of animals examined  5 5 5 5 5 5

Males Thyroid Hypertrophy, follicular cell (±, +, ++, +++) 0 5(0, 0, 5, 0)** 5(0, 0, 4, 1)** 0 3(3, 0, 0, 0) 5(4, 1, 0, 0)**

Hyperplasia, follicular cell (±, +, ++) 0 5(0, 5, 0, 0)** 5(0, 2, 3, 0)** 0 3(3, 0, 0, 0) 5(4, 1, 0, 0)**

Colloid depletion (±, +, ++, +++) 0 5(0, 2, 3, 0)** 5(0, 1, 3, 1)** 0 0 4(4, 0, 0, 0)*

Decrease in T4 level 
a) 

(±, +) 0 5(3, 2)** 5(2, 3)** 0 0 0

Decrease in T3 level 
b) 

(±, +, ++, +++) 0 5(0, 1, 4, 0)** 5(0, 0, 2, 3)** 0 0 0

Pituitary Vacuolation, pars distalis (±, +) 0 1(1, 0) 4(4, 0)* 0 0 1(1, 0)

Hypertrophy, pars distalis (±, +) 0 4(4, 0)* 4(2, 2)* 0 0 3(3, 0)

Liver 0 0 0 0 1 3

±, minimal; +, mild; ++, moderate; +++, severe
a)

: Immunohistochemistry for T4
b)

: Immunohistochemistry for T3

*, **: Significantly different from the control group at P < 0.05 and P < 0.01, respectively.

Sex

Hypertrophy, hepatocyte, centrilobular (±)
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Table 2-5. Histopathological findings in male SD rats treated with deiodinase inhibitors for 28 days 

 
 

 
Table 2-6. Histopathological findings in male SD rats treated with PTU for 28 days 

 
 

 
Table 2-7. Histopathological findings in male SD rats treated with APC for 28 days 

 
 

  

FLU TPN OIT

Organs and findings Dose (mg/kg)  0 100 300 200

No. of animals examined  5 5 5 5

Males Thyroid Hypertrophy, follicular cell (±, +) 0 5(2, 3)** 4(4, 0)* 3(3, 0)

Hyperplasia, follicular cell (±, +) 0 5(3, 2)** 3(3, 0) 2(2, 0)

Colloid depletion (±, +) 0 3(2, 1) 2(2, 0) 1(1, 0)

Decrease in T4 level 
a) 0 0 0 0

Decrease in T3 level 
b) 0 0 0 0

Pituitary Vacuolation, pars distalis (±) 0 1 2 0

Hypertrophy, pars distalis (±) 0 1 2 0

Liver 0 4* 0 0

±, minimal; +, mild; ++, moderate; +++, severe
a)

: Immunohistochemistry for T4
b)

: Immunohistochemistry for T3

*, **: Significantly different from the control group at P < 0.05 and P < 0.01, respectively.

Sex

Hypertrophy, hepatocyte, centrilobular (±)

Dose (mg/kg) 0 0.03 0.1 0.3 1 3

No. of animals examined  5 5 5 5 5 5

Males Thyroid Hypertrophy, follicular cell (±, +, ++, +++) 0 1(1,0,0,0) 5(4,1,0,0)** 5(0,5,0,0)** 5(0,0,3,2)** 5(0,0,2,3)**

Hyperplasia, follicular cell (±, +, ++) 0 0 3(2, 1, 0) 5(2, 3, 0)** 5(0, 0, 5)** 5(0, 0, 5)**

Colloid depletion (±, +, ++, +++) 0 1(1,0,0,0) 3(2,1,0,0) 5(2,3,0,0)** 5(0,0,3,2)** 5(0,0,3,2)**

Decrease in T4 level (±, +, ++, +++)a) 0 1(1,0,0,0) 4(4,0,0,0)* 5(1,4,0,0)** 5(0,0,4,1)** 5(0,0,0,5)**

Decrease in T3 level (±, +, ++, +++)b) 0 0 5(5,0,0,0)** 5(0,2,3,0)** 5(0,0,0,5)** 5(0,0,0,5)**

Liver 0 0 0 0 0 0

±, minimal; +, mild; ++, moderate; +++, severe
a): Immunohistochemistry for T4
b): Immunohistochemistry for T3

*, **: Significantly different from the control group at p<0.05 and p<0.01, respectively.

Sex Organs and findings

Dose (ppm) 0 1 10 100 1000

No. of animals examined  10
 c) 5 5 5 5

Males Thyroid Hypertrophy, follicular cell (±, +, ++, +++) 0 1(1,0,0,0) 4(4,0,0,0)* 5(1,4,0,0)** 5(0,0,4,1)**

Hyperplasia, follicular cell (±, +, ++) 0 0 2(2,0,0) 4(2,2,0)* 5(0,1,4)**

Colloid depletion (±, +, ++, +++) 0 0 2(2,0,0,0) 5(1,2,2,0)** 5(0,0,1,4)**

Decrease in T4 level (±, +, ++)
a) 0 0 1(1,0,0) 2(2,0,0) 5(0,2,3)**

Decrease in T3 level (±, +, ++, +++)
b) 0 0 0 5(0,4,1,0)** 5(0,0,0,4)**

Liver 0 0 0 0 ‐

±, minimal; +, mild; ++, moderate; +++, severe
a)

: Immunohistochemistry for T4
b): Immunohistochemistry for T3
c)

: Total of two experiments

*, **: Significantly different from the control group at p<0.05 and p<0.01, respectively.

Sex Organs and findings
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Table 2-8. Histopathological findings in male SD rats treated with IOP for 28 days 

 
 

 

Table 2-9. Histopathological findings in male SD rats treated with NaPB for 28 days 

 
 

 

Table 2-10. Histopathological findings in male SD rats treated with BEX for 28 days 

 
  

0 3 10 30 0 30 100 300

No. of animals examined  5 5 5 5 5 5 5 5

Males Thyroid Hypertrophy, follicular cell (±, +) 0 4(4, 0)* 5(4, 1)** 5(4, 1)** 0 5(4, 1)** 5(2, 3)** 5(1, 4)**

Hyperplasia, follicular cell (±, +) 0 3(3, 0) 5(4, 1)** 5(5, 0)** 0 4(4, 0)* 4(4, 0)* 5(4, 1)**

Colloid depletion (±) 0 2 1 0 0 0 0 1

Colloid alteration (±, +) 4(4, 0)* 4(3, 1)* 5(5, 0)** 0 5(4, 1, 0)** 5(2, 2, 1)** 5(1, 2, 2)**

Decrease in T4 level a) - - - - 0 0 0 0

Decrease in T3 level 
b) 0 0 0 0 0 0 0 0

Pituitary Vacuolation, pars distalis (±, +) 0 1(1, 0) 0 2(2, 0) 1(1, 0) 3(3, 0) 4(4, 0) 5(2, 3)*

Hypertrophy, pars distalis (±, +) 0 1(1, 0) 0 3(3, 0) 1(1, 0) 4(4, 0) 5(4, 1)* 5(2, 3)*

Adrenal 0 0 0 0 0 0 0 0

Liver
0 0 0 0 0 0 1 5**

±, minimal; +, mild; ++, moderate; +++, severe
a)

: Immunohistochemistry for T4
b): Immunohistochemistry for T3

-: not examined

*, **: Significantly different from the control group at p<0.05 and p<0.01, respectively.

Hypertrophy, hepatocyte,

 centrilobular (±)

Sex Organs and findings
Dose (mg/kg)

0 10 30 100

No. of animals examined  5 5 5 5

Males Thyroid Hypertrophy, follicular cell (±, +) 0 2(2, 0) 4(3, 1)* 5(3, 2)**

Hyperplasia, follicular cell (±) 0 0 2 5**

Colloid depletion (±) 0 1 3 4*

Decrease in T4 level 
a) 0 0 0 0

Decrease in T3 level 
b) 0 0 0 0

Liver
0 4(4,0,0,0)* 5(0,4,1,0)** 5(0,0,3,2)**

±, minimal; +, mild; ++, moderate; +++, severe
a)

: Immunohistochemistry for T4
b)

: Immunohistochemistry for T3

*, **: Significantly different from the control group at p<0.05 and p<0.01, respectively.

Sex Organs and findings
Dose (mg/kg)

Hypertrophy, hepatocyte, centrilobular

 (±, +, ++, +++)

0 0.1 0.3 1 0 1 3 10

No. of animals examined  5 5 5 5 5 5 5 5

Males Thyroid Hypertrophy, follicular cell 0 0 0 0 0 0 0 0

Hyperplasia, follicular cell 0 0 0 0 0 0 0 0

Colloid depletion (±) 0 1 1 1 0 0 1 3

Decrease in T4 level 
a) - - - - 0 0 0 0

Decrease in T3 level b) 0 0 0 0 0 0 0 0

Pituitary Vacuolation, pars distalis 0 0 0 0 0 0 0 0

Hypertrophy, pars distalis 0 0 0 0 0 0 0 0

Adrenal 0 0 0 0 0 0 0 0

Liver Glycogen accumulation (±, +) 0 0 0 0 0 0 2(2, 0) 3(1, 2)

±, minimal; +, mild; ++, moderate; +++, severe
a): Immunohistochemistry for T4
b)

: Immunohistochemistry for T3

-: not examined

No significant difference was detected from the control group.

Dose (mg/kg)
Sex Organs and findings
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Table 3-1. Upregulated genes in the thyroid gland of SD rats treated with LG for 28 days 

 
 

 

Table 3-2. Downregulated genes in the thyroid gland of SD rats treated with LG for 28 days 

 
 

 

Table 3-3. Downregulated genes in the pituitary gland of SD rats treated with LG for 28 days 
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Table 3-4. Upregulated genes in the thyroid gland of SD rats treated with ODA for 28 days 
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Table 3-5. Top 100 downregulated genes in the thyroid gland of SD rats treated with ODA for 28 days 
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Table 3-6. Upregulated genes in the thyroid gland of SD rats treated with SMT for 28 days 
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Table 3-7. Top 100 downregulated genes in the thyroid gland of SD rats treated with SMT for 28 days 
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Table 3-8. Top 100 upregulated genes in the thyroid gland of SD rats treated with TPN for 28 days 
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Table 3-9. Top 100 downregulated genes in the thyroid glad of SD rats treated with TPN for 28 days 
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Figure 1. Serum hormone levels in male SD rats. * and **: significantly different from the controls at P < 0.05 

and 0.01, respectively. 

 

  



86 

 

 
 

Figure 2. Immunohistochemistry for T4 in the thyroid gland of male SD rats. 
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Figure 3. Immunohistochemistry for T3 in the thyroid gland of male SD rats. 
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Figure 4. Immunohistochemistry for NIS in the thyroid gland of male SD rats. * and **: significantly different 

from the controls at P < 0.05 and 0.01, respectively. 
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Figure 5. Immunohistochemistry for NQO1 in the thyroid gland of male SD rats. * and **: significantly different 

from the controls at P < 0.05 and 0.01, respectively. 

 

 

 
 

Figure 6. Immunohistochemistry for GPX2 in the thyroid gland of male SD rats. * and **: significantly different 

from the controls at P < 0.05 and 0.01, respectively. 
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Figure 7. Immunohistochemistry for DPP4 in the thyroid gland of male SD rats. **: significantly different from 

the controls at P < 0.01. 

 

 

 

 
 

Figure 8. Immunohistochemistry for SNPH in the thyroid gland of male SD rats. * and **: significantly different 

from the controls at P < 0.05 and 0.01, respectively. 
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Figure 9. Immunohistochemistry for TSH in the pituitary gland of male SD rats. * and **: significantly different 

from the controls at P < 0.05 and 0.01, respectively. 
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Figure 10. Immunohistochemistry for Ki67 in the thyroid gland of male SD rats. * and **: significantly different 

from the controls at P < 0.05 and 0.01, respectively. 
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Figure 11. Immunohistochemistry for UGT1A6 in the liver of male SD rats. * and **: significantly different from 

the controls at P < 0.05 and 0.01, respectively. 
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Figure 12. Mean body weight for SD rats treated with LG (A), ODA, SMT, and TPN (B) for 28 days.  

 

 

 

 

 
Figure 13. Cluster analysis of microarray data obtained from thyroid gland (A) and pituitary gland (B) 

of SD rats treated with LG for 28 days. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Cluster analysis of microarray data obtained from thyroid gland of SD rats treated with ODA, 

SMT, and TPN for 28 days. 
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Figure 15. Ven diagrams of upregulated genes (A) and downregulated genes (B) in the thyroid gland of SD 

rats treated with ODA, SMT, and TPN for 28 days. 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 16. Flowchart for detection and mechanism estimation of antithyroid chemicals in 28-day repeated-dose 

oral toxcity studies in rats. 

 


