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研究成果の概要（和文）：ヒト腸由来であるCaco-2細胞を用いて化学物質のin vitro消化管膜透過性と肝毒性発
現リスクの関連性を調査した。化学物質の肝無作用量は、Caco-2細胞単層膜を介した膜透過係数値と有意な関連
を示し、消化管膜透過性が肝臓毒性発現を規定する因子のひとつであることが示唆された。化学物質の肝最小作
用量は肝臓に着目した簡易な生理学的薬物動態モデルにより記述された推定肝臓中濃度と有意な相関を示し、化
学物質の肝毒性発現が体内動態と密接な関係にあることが示唆された。市販ソフトウェアで取得可能なin 
silico分子記述子を用い推定した化学物質の動態パラメータおよび体内動態は、実際の値を精度よく再現した。

研究成果の概要（英文）：Apparent permeability coefficient values of industrial chemicals via Caco-2 
cell monolayer, human intestinal epithelial cell line, showed a significant association with 
reported their hepatic no-observed effect level values in rats. The areas under the hepatic 
concentration-time curves after virtual oral administration of chemicals estimated using simplified 
physiologically based pharmacokinetic modelling were inversely associated with hepatic 
lowest-observed effect levels. These results suggest that intestinal permeability coefficients and 
simulating the hepatic levels of industrial chemicals are important to determine the onset of 
hepatotoxicity and risk assessment.

研究分野： 薬物動態学

キーワード： 消化管吸収性　薬物動態予測　化学物質　肝毒性評価　生理学的薬物動態モデル　一般化学物質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
工業用に生産される化学物質のヒトに対するリスクは、化審法に従い実験動物を用いた反復経口投与による毒性
試験の結果から種差や個人差を補正した値にて評価されている。しかし、化学物質の投与後、毒性発現に至るま
での体内動態はほとんど考慮されていない。一方、動物愛護やコストの削減の観点から、化学物質の毒性を評価
し得る代替法に関する研究が広く行われている。本課題では、化学物質が生体に吸収される過程や、生体内でど
のような運命を辿るかに着目した、新しい毒性評価方法に関する研究を行った。本研究で得られた知見は、従来
の動物実験に取って代わる毒性評価手法開発の基盤情報となりうる極めて有意義なものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
主として工業目的に生産・使用される化学物質の生体への毒性については、「化学物質の審査

及び製造等の規制に関する法律」 (化審法) に定められているげっ歯類への経口反復投与により、
その投与量と組織毒性発現等の関連が調査される。しかし、化学物質の毒性発現リスクを考える
うえで、生体への吸収性や臓器分布などの体内動態はほとんど考慮されていない。一方、動物愛
護の観点および実験時間やコストの削減のため、化学物質の毒性を評価し得る代替法に関する
研究が広く行われている。医薬領域において、薬物の臓器への移行や代謝、排泄過程について、
代謝消失速度などの生理学的情報および物質固有の生化学的情報に従い実態に即して記述する
生理学的薬物動態 (PBPK) モデルを活用した研究が広く行われている。この予測手法を化学物
質に応用することで、体内動態の予測を伴う毒性発現リスク評価を行うことが期待できる。しか
しながら、医薬の生理学的薬物動態モデルでは、生体内における代謝や分布過程について詳細に
検討しているものの、物質が最初に生体内へと移行する吸収過程について詳細に考慮されてい
る例は少ない。 

 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまで化学物質の毒性試験では考慮されていなかった、経口投与後の毒性発現

リスクと消化管吸収性を含む体内動態について着目しその関連性を明らかとすること、さらに、
未知物質においても適用可能な化学物質の新規肝毒性評価方法を確立することを目的とした。 
 
以下の 2 段階のアプローチにて、新規毒性評価法の確立を目指した。 
 
１）Caco-2 細胞を用いた in vitro 消化管膜透過性評価 
従来の毒性試験では、化学物質の投与量には言及されるが、投与されてから生体に入る過程で

ある消化管吸収性に関しては考慮されていない。化学物質の消化管吸収性が推定可能となれば、
真の全身曝露量が推定される。吸収されない(＝生体内に入らない) ことが予測できれば、不要
な動物実験の削減にもつながりうる。そこで、医薬領域で消化管吸収性の in vitro 評価に汎用さ
れている ヒト腸由来の Caco-2 細胞を用いて、化学物質の吸収性とその変動要因、ならびに毒
性発現リスクとの関連性評価を実施した。 
 
２）生理学的薬物動態モデルを基盤とする化学物質の体内動態評価 
毒性試験において経口投与された化学物質の組織・臓器における毒性発現と物質の体内動態

の関連を詳細に検討している例はほとんどない。そこで、医薬領域で体内動態評価手法として注
目・活用されている生理学的薬物動態モデルを活用することで、化学物質の肝毒性発現リスクを
体内動態推移をもって定量的に説明しうる、新たな肝毒性評価方法の確立を試みた。 
 
 
３．研究の方法 
 
１）Caco-2 細胞を用いた in vitro 消化管膜透過性の網羅的評価および未知物質の膜透過性予測 
ヒト腸由来 Caco-2 細胞を多孔性フィルター上に培養し単層膜を形成させた。生体の消化管環

境を模倣した条件にて、種々化学物質の膜透過性を評価した。物質の小腸吸収性に及ぼす変動要
因を明らかにするために、得られた種々物質の膜透過性と in silico で得られる物理化学的パラ
メータ (物性値) を用いた重回帰分析により、膜透過性に影響する重要な物性値を見出した。膜
透過性未知の物質にそれらを適用することで膜透過性を予測しうるかを検討し、未知物質の吸
収性予測につなげることが可能かを検証した。 
 
２）生理学的薬物動態モデルを基盤とする化学物質の体内動態と肝毒性の関連および予測 
一般化学物質、食品、医薬候補品など、多様な化学物質のラット血中濃度推移に関するデータ

を文献検索と一部自ら実施した実験より取得した。得られた血中濃度推移データを用いて、生理
学的薬物動態モデル用の薬物動態パラメータを算出した。血中濃度を再現する生理学的薬物動
態モデリングにより臓器中濃度が推定可能であるか、文献報告値を中心に検証した。未知物質の
毒性発現を体内動態に基づいて予測するため、それら薬物動態パラメータを機械学習手法によ
り予測可能であるかを検討、予測パラメータによる仮想経口投与後の生体内濃度推移を実測値
と比較した。 
 
 
 



４．研究成果 
Caco-2 細胞単層膜を介した薬物

の透過性はヒト小腸吸収率 (Fa) を
反映することが知られている。本研
究においても医薬品の Caco-2 細胞
膜透過係数 (Papp) 実測値は、報告さ
れているヒト Fa 値と有意な相関を
示したことから、本研究において得
られる物質の Caco-2 細胞膜透過性
は、小腸吸収性を反映するものであ
ると考えられた (図 1A)。工業用の一
般化学物質のうち、有害性評価支援
システム統合プラットフォーム  
(HESS) にて肝無影響量  (NOEL)が
明らかとなっている 29 の物質につ
いて、Caco-2 細胞での膜透過係数を
決定し、肝 NOEL との関連性を評価した。調べた範囲において、Caco-2 細胞透過性と肝 NOEL 
値は有意な相関関係にあった (図 1B)。In vitro 腸透過性の小さい物質は肝毒性発現リスクも小
さい傾向にあることを示し、消化管からの吸収性が小さければ、肝毒性の発現リスクは小さいこ
とを示唆した (Toxicol. Rep., 7, 149-154, 2020) 。 

 
化学物質の消化管吸収性および

経口肝毒性発現を評価しうる Caco-
2 細胞膜透過係数を、構造活性相関
等の手法を用いて透過係数あるい
は吸収率を推定することが可能で
あれば、前述した吸収過程に着目し
た毒性発現リスクの予測手法がよ
り簡便なものとなる。そこで、種々
物質の構造情報から物性値計算ソ
フト (Sparc calculator, ARChem) に
より算出した種々の物性値  (logP, 
pKa 等) を用いて重回帰分析を行
い、Caco-2 透過係数を予測可能か否
か検証した。調べた範囲において、
物質の分子量および消化管 pH 環
境を考慮した  2 種の分配係数 
(logD) を組み合わせた重回帰分析で得られた回帰式による膜透過係数予測値は実測値を良好に
再現し (図 2A)、未知物質の膜透過係数も精度よく予測した (図 2B)。以上より、構造情報を活
用することで化学物質の in vitro 膜透過係数および経口吸収性ひいては経口毒性をも予測しう
ることが示された (Toxicol. Rep., 7, 149-154, 2020) 。 
 

工業用化学物質、食品、医薬候補品など 159 種物質のラット各血中濃度推移に関するデータ
を文献検索と実験により取得した。得られた血中濃度推移データを用いて、PBPK モデル用に各
薬物動態パラメータを個別に算
出した。薬物の体内動態を説明
するのに広く使われている既存
の 1-コンパートメントモデル
と比較検討を行ったところ、血
中濃度時間曲線下面積 (AUC) 
が良好に相関したことから、本 
PBPK モデルの妥当性が確認さ
れた (図 3)。 

 
本 PBPK モデルによる推定

肝臓中濃度は、実際の濃度を再
現可能であることが報告されて
いる（J. Health Sci., 56, 566-575, 
2010）。そこで、HESS において
肝最小作用量 (LOEL) が報告さ
れている化学物質 8 種につい
て、PBPK モデルを活用して仮想
投与後の肝臓中濃度推移を推定
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図1. Relationships between values of logPapp and those of reported 
Fa of medicines (A) and hepatic NOEL of chemicals (B). 

図 2. Relationships between observed and calculated logPapp values 
from multivariate linear regression analysis of 56 compounds (A) 
and predicted logPapp values of test 34 compounds (B). 

図 3. Correlation between AUC 
values in plasma of 159 
compounds after virtual oral 
administration to rats estimated 
using one-compartment models 
and simplified PBPK models. 

図4. Inverse correlation between 
LOEL values for rat hepato-
toxicity for eight compounds 
reported in HESS and liver AUC 
values estimated using PBPK 
models. 
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した。調べた範囲において、単回投与時の 1 日あたりの肝中濃度時間曲線下面積とそれぞれの肝
最小作用量は有意な逆相関を示した (図 4) 。このことは、肝毒性発現に化学物質の肝臓中濃度
が関与していることを示唆しており、臓器毒性発現リスクの推定に本 PBPK モデルの活用が有
用である可能性を示した (Chem. Res. Toxicol., 33, 1736-1751, 2020) 。 
 

PBPK モデリング手法による臓器毒性リスク推定
の具体例として、毒性および環境汚染により使用が制
限されている有機フッ素化合物ペルフルオロオクタ
ンスルホン酸 (PFOS) の臓器中濃度の推定について
検討した。論文報告されているラット血中 PFOS 濃度
を 本 PBPK モデルにて再現した。本モデルにより推
定した臓器中濃度は、報告されている肝臓および腎臓
中濃度実測値と概ね一致した (図 5)。このことは、肝
臓および腎臓に着目した簡易な PBPK モデルによ
り、肝臓中のみならず腎臓中濃度も再現可能であるこ
とを示唆した (J. Toxicol. Sci., 45, 763-767, 2020) 。 
 
 
体内動態が未知である物質の肝毒性発現リスクを推

定するために、PBPK モデルを活用する体内動態予測
を試みた。上記 159 物質と同様の PBPK モデリング
手法により、計 246 種の物質の血中濃度を再現する薬物動態パラメータを決定した。分子記述
子計算ソフト Mordred 等を用いて多様な 246 物質の in silico 分子記述子を算出した。それら
のうち 14~26 種を用いた機械学習手法 (LightGBM および nested cross-validation) により、PBPK 
モデルの吸収速度定数、分布容積および肝固有クリアランスの 3 種重要パラメータを精度よく
推定することができた。一例として、吸収速度定数 (ka) の予測計算値と実測値との比較を示す 
(図 6A)。推定した薬物動態パラメータ値を用いて、PBPK モデルにて 1.0 mg/kg 経口投与をシ
ミュレーションしたところ、肝臓中の最高推定濃度 (Cmax) ならびに AUC は、実測パラメータ
由来のそれらと有意な相関を示した (図 6B、C)。このことは、化学物質の構造情報を活用した 
in silico 機械学習予測は、毒性および体内動態が未知の物質についても薬物動態パラメータの予
測に基づいた生体内運命の予測が可能であることを示唆した (Chem. Res. Toxicol., 34, 507-513, 
2021) 。 

 
 

 
 
以上、本研究課題の遂行により得られた、Caco-2 細胞を用いた in vitro 消化管膜透過性評価

および PBPK モデルを基盤とする化学物質の in silico 体内動態評価を活用する化学物質の新
規肝毒性評価手法に関する知見が、動物を用いる毒性試験の代替手法に関する研究において有
用な情報となることが期待される。 
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図 6. Correlations between previously determined and predicted values of absorption rate constants (ka) 
(A) and Cmax (B) and AUC (C) values generated by PBPK models using traditionally determined and 
predicted values of input pharmacokinetic parameters for 246 chemicals. 
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