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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。 
反復投与毒性は、化学物質のヒト健康影

響評価における主要な毒性エンドポイント

研究要旨 
反復投与毒性および生殖発生毒性を含む複雑な毒性エンドポイントを対象とした、

ヒト健康リスク評価の基盤の構築を目的とし、リードアクロスの信頼性向上と高度化
に資する New Approach Methodology (NAM)手法を取り入れた統合的アプローチの開
発に向けた研究に取り組んだ。 
令和 6 年度は、OECD IATA ケーススタディの開発に適切な物質グループおよび評

価シナリオの調査を行った。 
続く令和 7 年度は、反復投与毒性については、先行研究にて検討した低毒性物質群

から、ケーススタディ用に選定した 3 グループを対象とし、その低毒性を機序的に説
明することを目指してトキシコキネティクス（TK）パラメータおよび代謝物に関する
解析を実施した。 
また、生殖発生毒性に関しては、芳香族ニトロ化合物類について調査を進め、その毒

性の傾向や機序に関する情報、評価に使用できる関連アッセイやその結果の情報を収
集し、考えられる複数の毒性メカニズムやサブカテゴリーを見出した。 
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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、次世代影響を対象として
おり、化学物質のヒト健康影響評価項目と
して重要性が増しているが、試験には多数
の動物個体が必要となる。いずれの毒性試
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 反復投与毒性試験統合 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。本研究では、リードア
クロスの信頼性向上へ向け、NAM の概念実
証を行うため、反復投与毒性における低毒
性物質群、生殖発生毒性物質群を探索、選定
し、リードアクロスによる事例研究を行う
ことを目的とする。 

R6 年度は、OECD IATA Case Study の開
発に適切な物質グループとシナリオの調査
を目的とした。反復投与毒性については共
通の解毒代謝機構を有する可能性が高い低
毒性物質群から、生殖発生毒性については
AOP ネットワークの探索により、事例研究
に使用できるグループの選定を行った。ま
た、評価目的に適合するNAM手法の探索、
選別を進めた。R7 年度は、データの豊富さ、
カテゴリー化の可能性、新規性とケースス
タディへの適合性の観点から、反復投与毒
性についてはベンゼンスルホン酸類、エチ
レングリコールアルキルエーテル、プロピ
レングリコールアルキルエーテル類を、生
殖発生毒性については芳香族ニトロ化合物
類を対象に、追加収集したデータの詳細解
析を行い、ケーススタディ作成へ向けてカ
テゴリー化とその妥当性を評価した。 

R8 年度は、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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B. 研究方法 
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、ベンゼンスルホン酸類、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
類の 3 つのグループを対象とした。ベンゼ
ンスルホン酸類はスルホ基を有しない構造
類似物質と比較し、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は、炭素
鎖長と、グリコールエーテル部分の繰り返
し構造を一単位（GE 単位）として、その数
とによる毒性の違いを比較検討した。ツー
ル（ADMET predictor ver. 12、EPI Suite ver. 
4.1、PubChem、OECD QSAR Toolbox ver. 
4.8、Meteor Nexus ver. 3.2.3）を用いて化学
構造と物理化学的性状、代謝情報を整理し
た。log P や Peff、Vd と言った吸収や分布
に関係する TK（トキシコキネティクス）パ
ラメータ及び代謝物の観点から、低毒性の
考察を行った。 

 
生殖発生毒性ケーススタディ候補物質グル
ープの解析 
先行研究で構築したグルタチオン枯渇か

ら精巣毒性に至る有害性発現経路（AOP）
を活性化する芳香族ニトロ化合物について、
先行研究で構築された NIHS 統合データベ
ースおよび PubMed、ECHA 等の毒性デー
タの検索を実施して、それらの定量的な精
巣毒性データ（LOAEL 等）を取得した。さ
らに、物理化学的特性（LogP、分子量）、
Derek Nexus による構造アラートのデータ
を収集・評価した。 また、毒性機序を明ら
かにするため、代謝予測ソフトウェア
（Meteor Nexus）および文献を用いて、グ

ルタチオン枯渇につながる代謝経路を調査
した。さらに、AOP内のキーイベント（KE）
を測定するアッセイデータの探索や、血液
精巣関門（BTB）がこれらの化合物の毒性
に影響を及ぼすかについての文献調査を行
った 

 
（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 
C-1. 反復投与毒性ケーススタディ候補物
質グループ 
C-1-1. ベンゼンスルホン酸類のTKパラメ
ータの解析 
予測ツールによる TK パラメータの取得 
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 のグループを抽出した。昨年度は低毒
性予測の事例研究の対象としてベンゼンス
ルホン酸類と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選定した。
本年度は TK パラメータ及び代謝物の観点
から低毒性の機序について検討した。 
ベンゼンスルホン酸類 9 物質と、それら

に類似するがスルホ基を有しない 14 化合
物（類似物質）の計 23 物質の TK パラメー
タを ADMET predictor で取得した結果、ベ
ンゼンスルホン酸類では類似物質よりも明
らかに log P，Peff，Vd が低かった。スルホ
基によって極性が増すことや、硫酸抱合体
と似た構造であるため消化管膜の透過性が
低く、透過しても組織への分布が低いこと
を示唆すると考えられた。 
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予測ツールの学習データセットによる TK
パラメータの信頼性検証 

TK パラメータの予測値の信頼性を確認
するために、ADMET predictor のマニュア
ルから、学習セットにおける予測精度を参
照した。log P，Peff，Vd について予測値を
説明変数とし、実測値を目的変数とした場
合の決定係数は、0.6～0.9 と高値であった。
CLint では約 0.5 とやや低かった。更に、こ
れらの数値を裏付けるため、学習データセ
ットの化合物の詳細を調査した。各パラメ
ータの学習データセットの物質数は、log P
で約 12,600 物質、Peff で約 300 物質、Vd
で約 1,400 物質、CLint で約 1,300 物質で
あった。この内、Vd、Peff、CLint で実測値
が公開されている化合物数は、それぞれ
1,130 物質，11 物質，261 物質で、知的財
産に該当するため、多くは非公開となって
いると考えられる。物質数の少ない Peff を
除き、Vd と CLint で ADMET predictor に
よる予測値と公開されている実測値を比較
した。Vd については良好な予測性が認めら
れた。ただし、特殊な骨格を有する化合物や
高分子量の化合物は注意が必要な可能性が
示唆された。CLint では全般に、予測が実測
よりも低かった。Tetraconazole（CAS No. 
112281-77-3）で予測値が実測値を大きく上
回ったが、構造や分子量に他の学習データ
セットの化合物との大きな違いは認められ
ず、原因を推定することはできなかった。 
 
ベンゼンスルホン酸類による log P の信頼
性検証 
学習データセットの物質では非公開だっ

た log P については、今回の評価対象とした

23 物質の内、EPI Suite、PubChem あるい
は OECD の公開資料（OECD SIDS）で実
測値が得られた 16 物質について、複数のツ
ール（ADMET predictor、 EPI Suite、
PubChem、Meteor Nexus）の予測値とのプ
ロットを作成した。結果、EPI Suite の決定
係数（0.9665）が最も高く、良好な予測性が
確認できた。 

 
適用範囲外の記述子の考慮 

ADMET predictor では、各パラメータの
予測モデルには、複数の記述子（Descriptor）
が含まれる。仮に 1 つでも適用範囲外の記
述子が含まれると、その予測結果の信頼性
が低いことが明示される。ベンゼンスルホ
ン酸類の検討に用いた 23 物質では、log P
と Peff に適用範囲外の物質はなかったが、
Vd で 2 物質、CLint で 4 物質が適用範囲外
であった。Vd に必要な 99 の記述子の内、
範囲外だったものは各物質 1 つ、CLint で
は 50 の記述子のうち 1-2 つのみであった。 

 
C-1-2 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の TK パラメータと
代謝物の解析 
予測ツールによる TK パラメータの取得 
エチレングリコールアルキルエーテル類

15 物質については、化学構造、特にグリコ
ールエーテル（GE）単位数及びアルキル鎖
長と毒性の間に関連があると考えられ、
OECD QSAR Toolbox で毒性情報を取得し
た結果、GE 単位が 1、アルキル鎖長 1～4
の 5 物質が毒性を示し、それ以上長いもの
では強い毒性は報告されていなかった。低
毒性を示すと考えられる構造領域は、GE 単
位２または３、アルキル鎖長 1～4 で、該当
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する 10 物質を検討した。上記の構造領域内
において log P，Vd，Peff に大きな差異は
なかった。既知見としてエチレングリコー
ルアルコキシエーテル類は、主に末端のア
ルコールがカルボン酸に代謝される。GE 単
位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）が毒性を示すためとさ
れている。 
エチレングリコールアルキルエーテル類

とよく似たプロピレングリコールアルキル
エーテル類では、低毒性の可能性がある構
造領域として、直鎖型、分岐型いずれも GE
単位が 1～３、アルキル鎖長は 1～4 で、7
物質を検討した。上記の構造領域内におい
て、エチレングリコールアルキルエーテル
類と同様に log P，Peff，Vd に大きな差異
はなかった。毒性情報によればプロピレン
グリコールエーテルの GE 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
理由は毒性を示す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と考え
られた。 

 
各種ツールを用いた代謝物予測 
複数のツール（OECD QSAR Toolbox、

ADMET predictor、Meteor  Nexus）を使
用して活性代謝物の予測を行った。代謝物
の生成しやすさをスコアで示し、代謝部位
を予測できる Meteor Nexus や ADMET 
predictor を用いることで、GE 単位 2 およ
び 3 の化合物から、代謝によるアルコキシ
酢酸生成を予測することが可能である。 

GE1単位を有する 5物質の代謝を解析し
た結果、いずれのツールでもアルコキシ酢
酸の生成が予測され、1 単位の親化合物か

ら生成するアルコキシ酢酸のMeteor Nexus
のスコア（499～673/1000）は、2 または 3
単位のスコア（191～545/1000）に比べて、
高い傾向にあった。ADMET predictorでは、
検討した物質すべてが CYP2E1の基質と予
測された。代謝部位数の予測結果は、GE1 単
位で 2～4 カ所、GE2-3 単位で 5～7 カ所あ
り、1 単位の方がアルコキシ酢酸以外の代
謝物が生成しにくいことが示唆された。ま
た GE2-3 単位の物質では代謝部位（中間付
近）によっては、前述のエチレングリコール
アルキルエーテル類が生成する可能性があ
る。今回検討した 9 物質の内、7 物質では
生成が予測されたものの、いずれのツール
の予測でもエチレングリコールアルキルエ
ーテル類は生成しにくいと考えられた。実
際に、OECD SIDS および PubChem の代
謝情報によると GE 単位 2 のジエチレング
リコールエチルエーテル（CAS No. 111-90-

0），ジエチレングリコールプロピルエーテ
ル（CAS No. 112-15-2），ジエチレングリコ
ールブチルエーテル（CAS No. 112-25-4）の
主要な代謝物はアルコキシエトキシ酢酸で
あり、アルコキシ酢酸が主要な代謝物では
ないことが読み取れた。またラットへの経
口単回投与の結果では、Kelsey JR らは、ジ
エチレングリコールメチルエーテル（Cas 
No. 111-77-3）およびトリエチレングリコ
ールメチルエーテル（Cas No. 112-35-6）の
主要な代謝経路は、末端のヒドロキシ基の
酸化であり、メトキシ酢酸の生成は約 0.5～
1.1%程度であることを示した。なお、1 単
位から低毒性を示すプロピレングリコール
アルキルエーテル類では、各ツールでアル
コキシ酢酸は予測されなかった。 
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C-2. 生殖発生毒性ケーススタディ候補物
質グループ 
毒性データの収集 
先行研究で開発した NIHS 反復投与毒性

試験統合データベースから精巣毒性影響に
関する情報を取り出したデータセット（計
1911 試験）に含まれる芳香族ニトロ化合物
および PubMed、ECHA［欧州化学物質庁］
化学物質データベース、および政府関係書
類を追加検索し、構造的に類似した 48 化合
物を選択し、文献検索等により毒性発現レ
ベル情報を収集・評価した。 
その結果、芳香族ジニトロ化合物および

トリニトロ化合物は、単一のニトロ基を持
つ芳香族化合物よりも概して毒性が強力で
あり、最小毒性量（LOAEL）が 100 mg/kg/
日以下のきわめて強力な精巣毒性物質のカ
テゴリーとして妥当であることが判明した。
ただし、大きな第 3 級アミン置換を持つも
のは毒性が低下するなどの例外も認められ
た。また、ニトロトルエンの置換パターンに
おいては、オルト＞パラ＞メタの順に精巣
毒性が強い傾向（LOAEL がそれぞれ 179、
240、661 mg/kg/日）が特定された。一方で、
LogP や Derek アラートと効力との明確な
相関は見られず、リードアクロスのカテゴ
リー作成には代謝運命などの追加の特性の
検討が必要であることが示唆された。 

 
芳香族ニトロ化合物がグルタチオン枯渇お
よび精巣毒性を引き起こす想定機序 
芳香族ニトロ化合物の代謝運命を調査し

た結果、グルタチオン枯渇とそれに伴う酸
化ストレスに導く主要な 2 つの機序が特定
された。第一は、ニトロ基のアニリンへの還
元である。精細胞におけるこの変換により

活性酸素種（ROS）の生成が導かれ、これ
がジニトロ化合物およびトリニトロ化合物
で毒性が増強される一因と考えられる。 
第二は、精細胞におけるオルトまたはパ

ラ位にクロロなどの脱離基を持つ芳香族ニ
トロ化合物と、グルタチオンとの直接的な
反応である。グルタチオン抱合が予測また
は観測された 8 化合物のうち 4 つが精巣毒
性を示し、パラ置換基を持つ化合物の方が
オルト置換基を持つものより立体障害が小
さいため反応しやすく強力であるという仮
説が立てられた。さらに、一部の化合物はグ
ルタチオン-S-トランスフェラーゼの阻害
や、酸化的リン酸化の脱共役剤として作用
することも示された。 
各化合物の精巣毒性は複数の機序が関与

する複雑なものであるが、ROS の生成やグ
ルタチオン抱合体の形成の予測などは機序
に基づいたリードアクロス評価のカテゴリ
ー作成に有用であると考えられる。 
 
関連するアッセイおよびアッセイデータの
レビュー 
グルタチオン枯渇による精巣毒性 AOP

内の KE を測定するアッセイ（RC50 やグル
タチオン-S-トランスフェラーゼ活性アッ
セイなど）を特定し、芳香族ニトロ化合物に
関するデータの検索を実施した。しかし、リ
ードアクロス評価の支援や化合物のカテゴ
リー作成に足る高品質な公開アッセイデー
タは限定的であった。そのため、48 の芳香
族ニトロ化合物それぞれについて文献検索
を行い、約半数の化合物で酸化ストレス誘
発能を裏付けるエビデンスを特定した。ま
た、酸化ストレスの共通バイオマーカーを
用いて、トランスクリプトミクス研究にお
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ける芳香族ニトロ化合物の遺伝子発現への
影響の差や傾向の特定を試みたが、既存の
研究は十分に標準化されておらず、定量的
な判定には至らなかった。 

 
血液精巣関門の関連性の調査 
血液精巣関門（BTB）は精細胞に対する

保護バリアとして機能するため、芳香族ニ
トロ化合物が BTB を通過できるかどうか
が、精巣毒性の効力に影響を及ぼすか、そこ
に化合物間の差があるかを検討した。 
調査の結果、芳香族ニトロ化合物によっ

て引き起こされる酸化ストレスは、セルト
リ細胞に直接作用して BTB の機能自体を
撹乱・損傷させることが示された。したがっ
て、BTB への直接的な損傷は芳香族ニトロ
化合物の精巣毒性に寄与すると考えられる
が、化合物間の透過能の差は毒性誘発能や
選択性に大きな影響を及ぼさないと考えら
れる。結果として、芳香族ニトロ化合物のリ
ードアクロス評価において BTB のバリア
機能に対する化合物間の差異を考慮する必
要性は低いと結論づけられた。 
 
D. 考察 
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
検討した。 
化学物質の反復投与低毒性を予測するに

は、消化管からの吸収や毒性を有する活性
代謝物の生成、生体内への蓄積性などを考
慮する必要がある。昨年度抽出した低毒性
物質群のうち、本年度は、ベンゼンスルホン
酸類と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に、様々な手

法を組み合わせて化学構造、物理化学性状、
代謝、毒性データを解析した。また、低毒性
化合物は、実測値がない場合が多いが、本研
究では、幅広いデータベースから実測値を
調査して予測値の検証に挑戦した。 

log P，Peff，Vd といった TK パラメータ
は、吸収と分布を予測する指標となる。ベン
ゼンスルホン酸類とスルホ基を有しない対
照物質については、ADMET predictorでTK
パラメータを取得したが、いずれもスルホ
ン酸類の方が低値であり、吸収及び分布は
しにくいと考えられた。幾つかのパラメー
タについて学習データセットを調査し、予
測値の信頼性を検証した。Vd に関しては、
一部の構造や分子量に注意が必要であるが、
概ね良好な予測性が確認された。また、log 
P についてはベンゼンスルホン酸類と対照
物質の構造領域の log P の予測値と実測値
を比較した結果、予測には EPI Suite が最も
適しており、対照物質に比べ、ベンゼンスル
ホン酸類の値が低いことが示唆された。 
エチレン及びプロピレングリコールアル

キルエーテル類については、低毒性グルー
プと高毒性グループの間で TK パラメータ
に大きな差はなく、毒性を有する活性代謝
物の生成が影響すると考えられた。そこで 3
つのツールを用いて代謝物を予測した。各
ツールはそれぞれ異なる学習データセット
とアルゴリズムで構成され、適用範囲は必
ずしも明確ではない。複数のツールで共通
した結果が得られれば、予測の確からしさ
を高められると考えた。GE1 単位の場合は、
いずれのツールでもアルコキシ酢酸の生成
が予測され、GE 単位 2 または 3 よりも生
成しやすいというスコアが得られた。また、
GE 単位 2 または 3 の物質について公開さ
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れている代謝物の情報を取得した結果、ア
ルコキシ酢酸が主要な代謝物ではないこと
が分かり、良好な予測性を検証することが
出来た。 
本年度の研究を通じ、ツールを用いて取

得した TK パラメータ及び代謝物が、物質
の低毒性と関連が深いことが示唆された。
ただし、定義された構造領域を超える化合
物への外挿を行うには注意が必要である。
ツールを用いた低毒性化合物の予測を発展
させるには、更なる検証を行う必要がある。 
生殖発生毒性に対しては、今年度の解析

結果から、芳香族ニトロ化合物の精巣毒性
に着目して、毒性強度と毒性機序の双方に
基づいたリードアクロスカテゴリーを構築
できる可能性が示された。第一は、「芳香族
ジニトロ化合物およびトリニトロ化合物」
のカテゴリーである。これらはニトロ基の
還元による活性酸素種（ROS）生成の可能
性が高く、モノニトロ化合物よりも強力な
毒性を示すグループとして十分な裏付けに
なり得る。一方で、特定の置換基（大きな第
三級アミンなど）を持つ一部のジニトロ化
合物は精巣毒性を示さず、これらは毒性否
定のカテゴリーとして有用となる可能性が
ある。第二に、「グルタチオンと直接反応可
能な芳香族ニトロ化合物」のカテゴリーで
ある。クロロ置換化合物などが該当し、立体
障害の小ささからオルト置換体よりもパラ
置換体の方が強力な毒性を示す傾向が認め
られた。 
一方で、本物質群の AOP に関連する高品

質な公開アッセイデータが不足している課
題も明らかとなった。これを補うアプロー
チとして、グルタチオン枯渇の原因となる
システイン枯渇に着目し、確立された皮膚

感作性試験（DPRA など）におけるシステ
イン枯渇の相対速度のデータから精巣毒性
の効力を推定することが、リードアクロス
評価の改善に有用であると考えられる。 
 
E. 結論 
令和 7 年度は、反復投与毒性については

先行研究で得た低毒性物質のグループから
3 つを対象に解析を行い、TK パラメータと
代謝物から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、TK パラメータ、代謝物の
構造予測が候補として考えられた。 
生殖発生毒性については、芳香族ニトロ

化合物のデータ収集および評価を行い、精
巣毒性の強度およびグルタチオン枯渇等の
機序から、OECD IATA ケーススタディに
向けた 2 つの有望なリードアクロスカテゴ
リー（ジ/トリニトロ化合物、および GSH
直接反応性化合物）を提唱した。また、血液
精巣関門（BTB）の直接的な攪乱作用は精
巣毒性への影響はあるものの、BTB 透過性
は化合物間の毒性効力の差に影響しないと
判断された。 
令和 8 年度は、反復投与毒性については、

解析した物質以外で、提唱したカテゴリー
に含まれる物質を探索し、低毒性予測の事
例研究の候補物質を選定する。解析に用い
た TK パラメータや代謝物予測による毒性
予測の事例研究を実施する。 
生殖発生毒性については、提唱したカテ

ゴリーに属する化合物の生物学的特徴をさ
らに解明するため、グルタチオンと関連の
深いシステインへの反応性に対する皮膚感
作性試験データ等による評価や、反復投与
毒性における他のエンドポイントのデータ
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収集を進め、事例研究の実証と具体化を目
指す。これらの事例研究により、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す。 
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