
核内受容体作用と酵素誘導解析を基盤とした、
化学物質による肝肥大の毒性学的評価に関する研究

吉成 浩一（よしなり こういち）

＜研究成果概要＞

肝肥大および肝細胞肥大は、化学物質のばく露によりしばしば認められるが、その発現機序や毒性学
的意義は明確ではなく、それらを毒性影響とすべきか否かは議論の余地がある。本研究の目的は、毒性
試験情報を用いたデータ解析と、酵素誘導に関連する核内受容体活性化作用を評価するインビトロ試験
を行なうことで、肝肥大および肝細胞肥大の毒性学的特徴を明らかにすることである。特に、これまで
経験的に言われてきた肝細胞肥大と酵素誘導との関連性を明確にすることを主たる目的とした。

まず、（独）製品評価技術基盤機構で公開されているHESSデータベースおよび食品安全委員会で公
開されている農薬評価書を利用して構築したラット毒性試験データベースを利用して、肝細胞肥大およ
び肝肥大の毒性学的特徴の抽出を試みた。その結果、HESS-データベースおよび農薬評価書を用いたい
ずれの場合においても、中心性肝細胞肥大と甲状腺関連所見の関連性が認められた。関連が認められた
甲状腺所見は、薬物代謝酵素誘導と強く関連するものであることから、中心性肝細胞肥大と薬物代謝酵
素誘導との関連性が強く示唆された。一方、農薬評価書を用いた解析により、中心性肝細胞肥大とびま
ん性肝細胞肥大との間で関連する毒性所見に違いが認められ、両者の発現機序や毒性学的意義に違いが
ある可能性が示唆された。さらに、肝肥大や肝細胞肥大は必ずしも肝がんの初期病変ではないことが示
された。

次に、小葉中心性肝細胞肥大を起こす化学物質をHESSデータベースおよび農薬データベースから選
出し、酵素誘導と関連するラット核内受容体（AHR、PXR、CAR、PPARalpha）に対する作用をイ
ンビトロ試験で評価した。その結果、上記核内受容体活性化作用と小葉中心性肝細胞肥大の間に強い関
連性が認められた。また、農薬を用いた評価において、中心性肝細胞肥大とびまん性肝細胞肥大を起こ
す農薬の間で上記核内受容体活性化作用に差が認められた。以上の結果は、上述のデータ解析で得られ
た結果と一致し、中心性肝細胞肥大は薬物代謝酵素誘導と関連していること、また中心性肝細胞肥大と
びまん性肝細胞肥大では毒性学的特徴が異なることを支持している。

環境および食品汚染物質でありげっ歯動物で肝肥大を誘発するperfluorooctanoic acid (PFOA)によ
る肝肥大におけるCARの寄与を、マウス個体および培養細胞を用いて解析した。その結果、PFOAは
CAR活性化作用を有すること、またPFOAによる肝肥大におけるCARの寄与はPPARalphaと同程度で
あることが示唆された。

以上、本研究では、毒性試験データベースを用いた情報・統計学的解析により、肝肥大（肝重量増
加）および肝細胞肥大は肝がんの初期病変ではないことが強く示唆された。さらに、情報・統計学的
データ解析ならびにレポーターアッセイや酵素誘導評価などのインビトロ試験を用いた解析により、中
心性の肝細胞肥大の多くは、薬物代謝酵素誘導と強く関連していることが実証された。また、中心性と
びまん性の肝細胞肥大では発現機序や毒性学的意義が異なる可能性が示された。酵素誘導を伴う肝細胞
肥大は、肝臓の適応反応であり、可逆性の反応であるとされている。したがって、酵素誘導試験や核内
受容体活性化作用評価の実施は、肝細胞肥大の発現機序や毒性学的影響を推定する上で有用と思われる。
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化学物質誘発性の肝肥大と肝細胞肥大

化学物質の暴露によりしばしば肝臓が肥大する。

肝肥大は、肝実質細胞の肥大（肝細胞肥大）と増殖
に起因する。

多くの肝細胞肥大は中心性に見られるが、周辺性・
門脈周囲性にも認められる。

肝細胞肥大・肝肥大の生理学的・毒性学的意義なら
びに発現機序は不明である。

Mouse

Control PB-treated

PB, phenobarbital
CV, central veinCV

Toxicol Pathol 2012 40: 971.PB-treated
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化学物質誘発性の肝肥大と肝細胞肥大(2)

化学物質による肝細胞肥大の多くは可逆的である。

化学物質による薬物代謝酵素の誘導は、中心性〜
びまん性に起こり、肝細胞肥大を伴う。

これら化学物質による肝細胞肥大は、薬物酵素誘導
に伴う適応反応adaptive effectと考えられている。

我が国における化学物質の安全性評価では、肝肥
大・肝細胞肥大は毒性影響adverse effectとされ、
NOAEL/ADIの設定根拠となることもある。

肝がんとの関連も指摘されている。
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肝肥大と肝細胞肥大の理解に向けて

化学物質の安全性評価において、肝肥大及び肝細胞
肥大の毒性学的理解が必要とされている。

実験的アプローチ：インビボ・インビトロ

酵素誘導と肝細胞肥大の関連性解析

動物個体を用いた発現機序解析、など

情報解析的アプローチ：インシリコ

関連文献情報の収集と整理、解析

既存の毒性試験情報からのデータマイニング、など
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研究項目

１：化学物質による肝肥大の作用機序情報収集と分類

1-1：既知の肝肥大誘発性化学物質の情報収集
製品評価技術基盤機構NITEのHESS-DB、食品安全委員会の農薬評価書
肝肥大・肝細胞肥大、他の毒性兆候を抽出、整理
肝肥大・肝細胞肥大と他の毒性兆候との関連性解析

1-2：肝肥大誘発性化学物質の核内受容体活性化作用評価と分類
上記化学物質のラット核内受容体作用評価（インビトロ試験）
情報科学的解析による肝細胞肥大誘発性化学物質のグループ化

1-3：核内受容体作用のインビトロ・インビボ検証試験
 グループ化の検証（インビトロ試験）
肝細胞肥大の機序解明（インビボ試験）

２：酵素誘導が肝機能に及ぼす影響の評価

2-1：培養細胞における酵素誘導影響評価
 CYP発現に伴う肝細胞での遺伝子発現変動の網羅的解析（インビトロ試験）

2-2：インビボにおける酵素誘導影響評価
 CYP発現に伴うマウス個体での変化（インビボ試験）
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肝肥大、肝細胞肥大の毒性学的特徴の抽出
〜農薬評価書を用いた試み〜

方法

食品安全委員会で公開されている266の農薬評価書のpdfファ
イルをダウンロード

評価書中のラット90日間反復投与毒性試験、２年間反復投与
毒性試験及び発がん性試験から、全毒性所見を抽出

投与量、雌雄別に各所見を含むデータシート（Microsoft Excel）
を作成

類似所見を統合・整理

各所見に７桁のコード番号を付与

統計学的解析により、肝肥大、肝細胞肥大と他の毒性所見と
の関連性を解析
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農薬評価書の情報収集

8(1)



農薬評価書の情報収集

8(2)



農薬評価書の情報収集

8(3)



農薬毒性試験で認められた全毒性所見について、農薬名と番号、
ラットの雌雄、投与量がわかるよう入力した。

農薬名
性

投与量

毒性所見

農薬毒性試験結果のデータ抽出：データシート作成
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101 01 1 0  = 肝絶対重量増加

大カテゴリー：臓器/組織、血液学、血液生化学、腫瘍/がん

中カテゴリー：所見/徴候、検査項目

小カテゴリー：部位/細胞、毒性学的特徴

予 備 ：さらに細分化したいときに使用

毒性所見（日本語）をコード化することで、統計学的・情報学的解析

をスムーズに行うことが可能

コード番号の付与

類似・同一所見を整理後、各所見に７桁のコード番号を付与した。
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コード番号 臓器等 コード番号 臓器等 コード番号 臓器等
101 肝臓/胆嚢 115 精巣/精嚢/精巣上体 129 ハーダー腺
102 肺 116 その他の雄性生殖器 130 耳
103 咽喉頭 117 卵巣/子宮 131 骨格筋
104 鼻腔 118 その他の雌性生殖器 132 骨/関節
105 歯 119 中枢神経 133 胸腔
106 唾液腺 120 坐骨神経 134 皮膚/皮下組織/毛
107 胃 121 骨髄 135 乳腺
108 小腸 122 リンパ節 136 脂肪組織
109 大腸 123 脾臓 201 血液学
110 膵臓 124 胸腺 202 血液生化学
111 血管 125 甲状腺 203 尿/便
112 心臓 126 上皮小体 301 体重
113 腎臓 127 副腎 302 外観/行動
114 膀胱/尿管/尿道 128 眼 401 腫瘍/がん

全2,052毒性所見を分類できるようなカテゴリー（大項目）に分けた。

101～ : 臓器/組織 201～ : 血液学，血液生化学，尿/便
301～ : 体重，外観/行動 401     : 腫瘍/がん

コード番号の割り当て : 大カテゴリー
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コード番号 臓器等 コード番号 臓器等 コード番号 臓器等
101 肝臓/胆嚢 115 精巣/精嚢/精巣上体 129 ハーダー腺
102 肺 116 その他の雄性生殖器 130 耳
103 咽喉頭 117 卵巣/子宮 131 骨格筋
104 鼻腔 118 その他の雌性生殖器 132 骨/関節
105 歯 119 中枢神経 133 胸腔
106 唾液腺 120 坐骨神経 134 皮膚/皮下組織/毛
107 胃 121 骨髄 135 乳腺
108 小腸 122 リンパ節 136 脂肪組織
109 大腸 123 脾臓 201 血液学
110 膵臓 124 胸腺 202 血液生化学
111 血管 125 甲状腺 203 尿/便
112 心臓 126 上皮小体 301 体重
113 腎臓 127 副腎 302 外観/行動
114 膀胱/尿管/尿道 128 眼 401 腫瘍/がん

コード番号 所見等 コード番号 部位等

01 重量増加 0
01 1 絶対

01 2 相対

01 3 その他

02 重量減少 0
02 1 絶対

02 2 相対

03 肝腫大 1 肝臓

04 肝細胞肥大 0
04 1 中心性

04 2 中間性

04 3 周辺性

04 4 びまん性

05 脂肪化/空胞化 0
05 1 中心性

05 2 中間性

05 3 周辺性

05 4 びまん性

05 5 限局性

05 6 その他

06 細胞死/炎症 0
06 1 アポトーシス

06 2 単細胞

06 3 中心性

06 4 周辺性

06 5 びまん性

06 6 限局性

06 7 巣状

06 8 海綿状変性

類似所見のグループ化（肝臓の例）
肝臓での全169毒性所見について、

19の所見等（中項目）、64の部位等
（小項目）に分類することができた。

101 : 肝臓/胆嚢

コード番号の割り当て : 中・小カテゴリー
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コード番号 003 004 005 006 007 008 009 010 011 017 019 021 023 026 027 028 030 032 035 037 038 039 040 042 044 047 048 050 053 264 056 057 058 059 060 061 063 064 065 066 068 070 071 073 074 075 076 078 079 080 081 082 084 086 087 088 090 091 093 094 095 096 097 098 099 100 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 114 115 116 120 121 122 123 125 127 128 129 131 132 136
1010100 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
1010110 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0
1010120 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0
1010130 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010210 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010220 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010310 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
1010400 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0
1010410 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0
1010420 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010430 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
1010440 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
1010500 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0
1010510 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
1010520 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
1010530 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010540 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010550 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010560 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0
1010600 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
1010610 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010620 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010630 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010640 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010650 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010660 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010670 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010680 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
4011520 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010710 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010720 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010730 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010800 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010810 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010820 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010830 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010840 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010850 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010860 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010900 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
1010910 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010920 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
1010930 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1010940 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011010 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011020 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011030 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011100 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
1011110 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011120 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011130 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011140 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011150 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011160 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
1011200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 0
1011210 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0
1011220 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0
1011230 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0
1011240 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
1011300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011310 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011320 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011410 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011510 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011520 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011530 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011610 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011620 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011630 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011700 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011710 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011720 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011730 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011810 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1011910 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1250100 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1250110 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1250120 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1250200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1250210 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1250220 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1250300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1250310 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1250320 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1250330 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1250340 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

用量を考慮せず、各毒性所見の有無を1（陽性）又は0（陰性）として

データシートを作成し、関連解析（カイ二乗検定）を行った。

陽性 陰性

農薬数：174（２年間）、196（90日間）

毒性所見数：869

毒性所見の関連性解析
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肝相対重量増加と肝細胞肥大の関連性（90日間：196農薬）

約6割の農薬で肝相対重量の増加が認められた。
肝相対重量が増加しても、肝細胞肥大が認められない場合がある。

雄 雄

肝相対重量増加 肝細胞肥大 肝相対重量増加 肝細胞肥大

有無
数

（％）
発現部位 数 （％） 有無

数
（％）

発現部位 数 （％）

あり
116
(59%)

小葉中心性 45 (39%)

あり
121
(62%)

小葉中心性 45 (37%)

小葉中間性 1 (1%) 小葉中間性 1 (1%)

小葉周辺性 5 (4%) 小葉周辺性 5 (4%)

びまん性 32 (28%) びまん性 33 (27%)

なし 37 (32%) なし 42 (35%)

なし
80

(41%)

小葉中心性 9 (11%)

なし
75

(38%)

小葉中心性 4 (5%)

小葉中間性 0 (0%) 小葉中間性 0 (0%)

小葉周辺性 0 (0%) 小葉周辺性 0 (0%)

びまん性 3 (4%) びまん性 2 (3%)

なし 68 (85%) なし 69 (92%)
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肝絶対重量増加と肝細胞肥大の関連性（90日間：196農薬）

約４割の農薬で肝絶対重量の増加が認められた。
肝絶対重量が増加しても、肝細胞肥大が認められない場合がある。
肝細胞肥大が認められても、絶対重量が増加しない場合がある。

雄 雄

肝絶対重量増加 肝細胞肥大 肝絶対重量増加 肝細胞肥大

有無
数

（％）
発現部位 数 （％） 有無

数
（％）

発現部位 数 （％）

あり
71

(36%)

小葉中心性 29 (41%)

あり
84

(43%)

小葉中心性 31 (37%)

小葉中間性 1 (1%) 小葉中間性 1 (1%)

小葉周辺性 3 (4%) 小葉周辺性 4 (5%)

びまん性 21 (30%) びまん性 26 (31%)

なし 21 (30%) なし 27 (32%)

なし
125
(64%)

小葉中心性 25 (20%)

なし
112
(67%)

小葉中心性 18 (16%)

小葉中間性 0 (0%) 小葉中間性 0 (0%)

小葉周辺性 2 (2%) 小葉周辺性 1 (1%)

びまん性 14 (11%) びまん性 9 (8%)

なし 84 (67%) なし 84 (75%)
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肝細胞肥大と肝重量増加の関連性（90日間）

肝細胞肥大が認められても、絶対重量は増加しないことも多い。
肝細胞肥大が認められなくても、肝重量が増加することも多い。

性
肝細胞肥大 絶対重量増加 相対重量増加

発現 数（％） 発現部位 数 発現数 (%) 発現数

雄
あり 91 (46%)

小葉中心性 54

50 (55%) 79 (87%)
小葉中間性 1

小葉周辺性 5

びまん性 35

なし 105 (54%) - 21 (20%) 37 (35%)

雌
あり 85 (43%)

小葉中心性 49

57 (67%) 79 (93%)
小葉中間性 1

小葉周辺性 5

びまん性 35

なし 111 (57%) - 27 (24%) 42 (38%)
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肝相対重量増加と肝細胞肥大および肝がんの関連性（２年間）

肝がんを誘発した農薬のほとんどでは肝細胞肥大が認められた。

肝細胞肥大を示した農薬のうち、肝がんを誘発したのは雄で16%、
雌で12%であった。

性別 農薬数
肝相対重量増加 肝細胞肥大 肝がん

陽性数発現 数（％） 発現 数

雄 174

あり 86 (49%)
あり 51 10

なし 35 1

なし 88 (51%)
あり 16 1

なし 72 0

雌 174

あり 79 (45%)
あり 49 4

なし 30 2

なし 95 (55%)
あり 16 4

なし 79 1

17



肝相対重量増加と肝細胞肥大および肝がんの関連性（２年間）その２

肝がんを誘発した農薬のほとんどは、小葉中心性または
びまん性の肝細胞肥大を伴っていた。

性別 肝がん*1
肝重量増加 肝細胞肥大

絶対 相対 陽性 部位 数（%）

雄
12

(16%)
10

(83%)
11

(92%)
11

(92%)

小葉中心性 6 (50%)

小葉中間性 0

小葉周辺性 0

びまん性 5 (42%)

雌
11

(12%)
5

(45%)
6

(55%)
8

(73%)

小葉中心性 5 (45%)

小葉中間性 0

小葉周辺性 1 (9%)

びまん性 4 (42%)*2

*1雌雄で共に肝がんを誘発したのは４農薬で、肝がん陽性農薬数は延べ19農薬（11%）。
*2２農薬では、小葉中心性、周辺性でも認められたため、合計数が10となっている。
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肝相対重量増加と肝細胞肥大および肝がんの関連性（90日間）

肝がんを誘発した農薬のほとんどは、小葉中心性または
びまん性の肝細胞肥大を伴っていた。

性別 肝がん*1
肝重量増加 肝細胞肥大

絶対 相対 陽性 部位 数（%）

雄 11
7

(64%)
9

(82%)
9

(82%)

小葉中心性 6 (55%)

小葉中間性 0

小葉周辺性 0

びまん性 3 (27%)

雌 9
6

(67%)
7

(78%)
4

(44%)

小葉中心性 4 (44%)

小葉中間性 0

小葉周辺性 0

びまん性 0

*1肝がんを生じた全19農薬のうち、17農薬で90日間の毒性試験データがあり、そのうち3農薬が
雌雄で共に肝がんを誘発した。肝がん陽性農薬数は延べ20農薬。
*2２農薬では、小葉中心性、周辺性でも認められたため、合計数が10となっている。
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関連性解析（90日間）：肝、甲状腺、血液学、血液生化学

小葉中心性肝細胞肥大と甲状腺所見に強い相関が認められた。

雌雄間、小葉中心性・びまん性間で、関連所見に差が認められた。

毒性所見

肝細胞肥大

毒性所見

肝細胞肥大

小葉
中心性

びまん性
小葉

中心性
びまん性

肝臓

肝重量増加

肝臓

肝重量増加

肝絶対重量増加 肝絶対重量増加

肝比重量増加 肝比重量増加

肝脳比重量増加 肝脳比重量増加

肝細胞死 肝腫大/肥大

肝_色調変化 肝細胞死

肝暗調化 肝_色調変化

甲状腺

甲状腺ホルモン値変動 肝暗調化

TSH増加

甲状腺

甲状腺絶対重量増加

甲状腺肥大/過形成 甲状腺比重量増加

甲状腺ろ胞細胞径の増大 甲状腺ホルモン値変動

血液学

ヘモグロビン減少 TSH増加

ヘマトクリット減少 甲状腺肥大/過形成

血小板増加 甲状腺ろ胞細胞径の増大

赤血球ChE （AChE）活性阻害（20%以上） 血液学 血小板増加

血液生化学

総タンパク増加

血液生化学

総タンパク増加

総タンパク減少 アルブミン増加

アルブミン増加 アルブミン減少

アルブミン減少 グロブリン増加

グロブリン増加 AST増加

AST増加 GGT増加

GGT増加 総コレステロール増加

BUN増加 リン脂質増加

総コレステロール増加 Ca増加

TG減少 K上昇

リン脂質増加 Cl減少

雄 雌

：P < 0.001 ：P < 0.01
：P < 0.05 ：有意差なし
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農薬毒性所見の関連性解析：カイ二乗検定（2年間）

 肝以外の所見とも有意な関連性が認められた。

 雌雄間、中心性・びまん性間で、関連する所見に差が認められた。

雌雄共にP < 0.001
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肝細胞肥大と薬物代謝酵素誘導の関連性解析
〜データベース情報を利用したインビトロ試験の試み〜

中心性肝細胞肥大は、薬物代謝酵素誘導に伴ない起こると考
えられている。

全ての農薬について、インビボでの酵素誘導作用を評価するこ
とは現実的でない。

酵素誘導の多くには、核内受容体（AHR/CAR/PXR/PPARα）が
中心的に働いている。

CYP2E1誘導は、基質の結合により起こる。

目的：インビトロ・インシリコ手法により、これらの関連性を明らか
にできるか？

方法：肝肥大陽性物質、陰性物質（毒性試験データベースを利用）
について下記項目を評価

 核内受容体活性化作用（インビトロアッセイ）
 CYP2E1代謝予測（インシリコ解析） 22



方法

1. 試験化合物の選出
 ラット毒性試験結果データベース（HESS-DB）から選出

 小葉中心性肝細胞肥大陽性物質：81種

 小葉中心性肝細胞肥大陰性物質：90種

2. 評価系
 核内受容体活性化作用の評価（3、10、30 µM）

• ラットAHR/CAR/PXR/PPARαレポーターアッセイ
• ラットPPARαワンハイブリッドアッセイ
• 陽性対照の活性化率に対する相対値を利用
• ３濃度のうち、最も高値を示した値を利用
• t検定による増加率判定（カットオフ値の設定）

 CYP2E1の基質・非基質の判定
• インシリコヒトCYP2E1代謝予測システムを使用
• 基質を1、非基質を0と数値化 23



A
hR

C
A

R
P

X
R

P
PA

R
α

P
PA

R
α-

1H
2 0 0 0 0 29.49
3 0 0 0 0 22.23
4 76.7 0 0 10.84 21.77
7 28.96 0 12.03 61.16 36.3
8 44.43 0 0 7.329 23.76
9 0 0 46.32 46.69 30.56

14 51.23 0 11.16 0 29.25
16 0 0 16.19 22.93 40.52
18 0 0 0 0 14.73
19 20.89 0 0 0 57.37
23 0 0 10.3 22.54 0
25 0 0 0 4.417 0
27 52.99 0 0 66.03 75.22
29 16.26 0 0 50.08 23.44
30 77.29 0 0 27.4 0
33 0 0 0 23.2 16.88
35 0 0 0 0 0
40 79.22 0 24.82 70.3 87.08
41 18.25 0 0 0 37.99
51 66.41 0 0 11.58 27.84
52 0 0 0 23.34 0
54 0 0 0 45.6 1061
57 15.73 19.99 0 22.29 14.52
58 14.53 0 0 12.89 0
59 16.04 0 0 28.73 15.8
61 72.2 0 13.72 0 49.05
63 0 0 11.64 20.36 27.73
68 0 0 0 17.86 0
73 0 0 0 0 0
78 0 0 0 0 0
83 0 15.46 0 0 165.5
84 0 38.68 11.72 63.46 0
88 0 0 14.1 25.79 0
89 0 0 0 0 39.64
90 35.78 32.53 71.4 64.22 140.9
91 0 0 0 0 0
92 27.53 0 0 0 0
99 81.47 0 0 31.37 142.1

102 0 0 0 26.99 0
107 35.53 0 0 28.65 0
112 0 0 0 0 0
115 0 0 0 4.77 0
117 137.2 17.55 23.17 42.3 41.96
119 0 0 0 0 0
120 0 0 5.37 27.59 20.3

122 28.26 28.6 0 0 0
132 61 0 100.5 0 0
133 0 0 0 38.8 45.28
134 0 0 0 46.39 0
137 35.75 0 0 0 0
138 0 0 0 0 0
143 26.56 0 12.56 0 0
147 0 0 19.47 0 0
155 13.61 25.3 12.2 15.26 28.21
156 0 8.89 0 0 0
158 0 0 21.15 0 31.2
160 0 0 0 14.92 0
161 0 0 9.468 0 39.65
162 16.6 0 0 0 0
165 55.92 0 0 0 57.54
166 62.54 0 58.61 38.18 41.41
167 0 0 0 0 0
169 0 0 0 0 16.67
174 13.32 0 28.66 0 0
175 0 13.6 0 0 0
179 109 0 0 25.59 9.574
182 0 0 0 0 0
185 0 0 13.55 0 0
186 102.1 0 0 0 60.42
187 115.3 0 0 0 59.2
189 0 0 0 0 0
192 0 10.37 0 0 0
193 0 0 0 0 0
195 0 16.83 0 0 0
197 25.05 0 0 0 37.22
198 52.58 0 0 0 29.28
203 16.81 0 0 0 143.5
207 0 0 0 24.8 21.41
214 42.61 28.56 9.17 0 20.69
217 30.48 20.6 14.87 23.18 27.02
218 0 0 0 0 7.193
219 27.58 10.98 9.591 0 33.15
223 22.33 0 10.91 43.86 28.98
224 96.1 0 7.617 26.74 87.71
226 0 15.89 0 0 0
229 0 14.63 0 0 7.291
245 49.04 0 15.3 0 0
249 0 0 9.393 105.7 0
260 27.12 0 9.338 0 0
308 0 0 0 24.41 0

170 0 0 21.82 0 0
173 28.37 0 10.11 92.87 0
176 28.99 0 5.487 0 0
177 74.86 0 9.06 0 61.33
178 132.8 32.1 0 0 248
181 100.2 0 0 0 0
183 89.71 0 0 0 35.97
188 58.43 74.89 93.28 72.68 276.4
190 18.67 7.083 30.38 26.24 0
196 20.66 0 8.723 27.68 0
199 0 0 0 0 14.41
204 23.8 11.87 9.467 0 49.68
208 20.07 0 0 0 43.71
212 0 0 0 90.85 27.02
213 27.37 0 0 0 22.74
232 50.64 0 0 40.68 124.4
243 0 0 15.05 0 0
248 0 0 0 0 15.68
255 51.83 0 53.68 50.49 0
276 0 0 0 0 21.47
277 0 0 16.79 0 0
428 0 0 0 20.68 27.95
430 69.3 0 0 58.37 840.3
434 0 8.233 27.26 0 0
439 0 0 13.92 0 0
443 43.03 49.57 29.51 10.35 17.72
447 0 0 0 23.65 10.01
449 165.8 24.85 39.53 59.91 107.5
455 0 0 14.85 20.92 15.32
462 0 0 0 0 0
463 0 17.76 0 0 0
464 31.23 17.41 23.02 12.19 10.94
465 0 45.4 0 0 0
471 19.24 0 0 0 0
495 0 44.77 33.34 0 0
499 0 77.83 11.41 12.68 18.3
501 0 0 0 23.93 19.64
502 82.92 36.22 18.88 70.81 50.61
506 0 0 7.463 11.91 29.27
508 22.15 0 54.37 43.64 30.8

肝細胞肥大陽性物質 肝細胞肥大陰性物質
試

験
化

合
物

試
験

化
合

物

24 0 0 16.35 13.56 20.04
32 0 0 61.06 38.9 14.3
34 26.23 0 66.22 29.77 0
37 39.85 0 9.156 15.52 19.23
38 35.57 17.11 15.55 0 41.46
43 51.86 37.19 80.21 21.69 0
45 0 0 84.66 0 0
46 31.82 0 6.712 23.33 0
47 20.12 0 5.87 15.18 20.54
50 11.44 0 0 0 0
53 0 0 4.213 20.38 15.46
55 0 0 65.57 21.8 20
56 32.85 0 7.596 0 29.99
64 0 0 11.46 14.91 0
66 0 0 0 19.09 0
67 19.94 0 0 18.31 0
69 22.65 0 51.73 30.52 50.99
70 0 0 0 35.16 0
77 83.75 43.33 60.25 53.45 178.5
79 0 0 9.115 33.97 0
80 0 55.58 0 41.39 0
81 0 54.73 0 25.73 0
82 0 43.92 0 14.64 120.6
85 0 42.02 9.284 14.68 92.55
86 0 0 0 0 22.83

100 14.38 59.21 84.95 19.19 58.8
104 37.44 0 0 0 0
105 0 0 0 0 0
108 25.52 0 0 28.96 14.63
109 0 0 0 0 0
116 43.05 0 0 0 0
118 54.47 0 0 25.36 10.45
121 0 0 0 30.95 17.18
124 21.28 0 0 19.32 0
126 13.59 0 0 17.56 0
127 0 0 24.22 48.13 29.32
128 45.53 0 0 20.87 0
157 61.72 0 0 0 53.91
163 21.35 0 0 0 27.15
164 8.323 18.85 0 0 44.61
168 38.53 0 8.012 0 42.05

A
hR

C
A

R
P

X
R

P
PA

R
α

P
PA

R
α-

1H

A
hR

C
A

R
P

X
R

P
PA

R
α

P
PA

R
α-

1H

A
hR

C
A

R
P
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R
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R
α

P
PA

R
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1H

陰性

陽性

活性化物質の割合：78/81 活性化物質の割合：80/90

PPARα-1H:PPARαワンハイブリッドアッセイ

被験物質の核内受容体活性化作用
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データ解析：カイ二乗検定

肝細胞肥大と単独の核内受容体活性化との間に、有意な関連は
認められなかった。

肝細胞肥大と単独の核内受容体活性化との関連性を評価

インビトロ評価結果

毒性試験データベース
小葉中心性肝細胞肥大 P値

あり なし

AHR活性化作用
あり 44 42

0.36
なし 37 48

CAR活性化作用
あり 22 16

0.14
なし 59 74

PXR活性化作用
あり 45 37

0.07
なし 36 53

PPAR活性化作用
あり 47 41

0.21
なし 34 49
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目的変数：肝細胞肥大の有無（毒性試験DBから取得）
説明変数：核内受容体活性化作用、CYP2E1の基質判定

説明変数目的変数

データ解析：決定木の作成

決定木解析（判別分析の一種）の実施 26



CAR
< 40.35

hCYP2E1>=0.5

AhR
< 18.74

AhR
>=13.6

AhR
< 4.162

PPARa.1H
>=29.41

PPARa.1H
< 8.602

PXR
< 14.57

AhR
>=20.77

CAR
< 30.33

AhR
>=52.2

PXR
< 15.43

PXR
>=10.51

PPARa
< 13.23

PXR
< 13.82

CAR
>=40.35

hCYP2E1< 0.5

AhR
>=18.74

AhR
< 13.6

AhR
>=4.162

PPARa.1H
< 29.41

PPARa.1H
>=8.602

PXR
>=14.57

AhR
< 20.77

CAR
>=30.33

AhR
< 52.2

PXR
>=15.43

PXR
< 10.51

PPARa
>=13.23

PXR
>=13.82

N
7/7

N
9/9

N
29/34

Y
4/5

Y
12/19

Y
3/4

N
15/20

N
5/5

Y
4/4

Y
12/20

Y
3/3

Y
5/5

N
7/10

Y
3/3

Y
11/12

Y
11/11

感 度：84%     
特異度：80%
一致率：82%

Y：肝細胞肥大陽性
N：肝細胞肥大陰性

Y
A/B

A：インビボで肝細胞肥大陽性
B：インビボで肝細胞肥大陽性と分類

決定木
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肝細胞肥⼤と核内受容体活性化：農薬を用いた解析

実験・解析方法

農薬評価書が公開されている農薬162種について、HESS-DB化
合物と同様の手法で、ラットの４つの核内受容体（AHR、CAR、
PXR、PPAR）に対する作用をレポーターアッセイで評価した。

各農薬の濃度は3、10、30 µMとした。

化学物質の核内受容体活性化作用は、各アッセイの陽性対照物
質処置によるレポーター活性の増加率を100%とした時の相対値
として表した。20%以上の増加率を示した化合物を陽性とし、そ
れ以外を陰性とした。

これら農薬から細胞毒性等のため適切なレポーターアッセイが
行えなかった5農薬を除き、毒性試験データ肝肥大および肝細胞
肥大との関連性を解析した。
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農薬の肝肥大、肝細胞肥⼤と核内受容体活性化作用の関連性（１）

いずれかの核内受容体を活性化する農薬では、肝相対重量・絶対重量増加を起こ
す可能性が高かった。

核内受容体活性化と肝細胞肥大には明確な関連が認められなかった。

90⽇間毒性所⾒
（全108農薬）

核内受容体活性化作⽤
（AHR, CAR, PXR or PPARα）

陽性 陰性 オッズ オッズ比

所見 有無 数（％） 89 (82%) 19 (18%) 4.82 -

絶対重量増加
有 56 (52%) 50 6 8.33 

2.78 
無 52 (48%) 39 13 3.00 

相対重量増加
有 79 (73%) 69 10 6.90 

3.11 
無 29 (27%) 20 9 2.22 

肝
細
胞
肥
大

すべて
有 60 (56%) 50 10 5.00 

1.15 
無 48 (44%) 39 9 4.33 

小葉中心性
有 37 (34%) 31 6 5.17 

1.16 
無 71 (66%) 58 13 4.46 

びまん性
有 23 (21%) 18 5 3.60 

0.71 
無 85 (79%) 71 14 5.07 
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農薬の肝肥大、肝細胞肥⼤と核内受容体活性化作用の関連性（２）

いずれかの核内受容体を活性化する農薬では、肝重量増加、肝細胞肥大を生じる
確率が高かった。

核内受容体活性化と肝がん、甲状腺がんには明確な関連が認められなかった。

２年間毒性所⾒
（全99農薬）

核内受容体活性化作⽤
（AHR, CAR, PXR or PPARα）

陽性 陰性 オッズ オッズ比

所見 有無 数（％） 82 (83%) 17 (17%) 4.82 -

絶対重量増加
有 42 (42%) 39 3 13.00 

4.23 
無 57 (58%) 43 14 3.07 

相対重量増加
有 58 (59%) 50 8 6.25 

1.76 
無 41 (41%) 32 9 3.56 

肝
細
胞
肥
大

すべて
有 49 (49%) 44 5 8.80 

2.78 
無 50 (51%) 38 12 3.17 

小葉中心性
有 31 (31%) 27 4 6.75 

1.60 
無 68 (69%) 55 13 4.23 

びまん性
有 21 (21%) 20 1 20.00 

5.16 
無 78 (79%) 62 16 3.88 

肝がん
有 15 (15%) 12 3 4.00 

0.80 
無 84 (85%) 70 14 5.00 

甲状腺がん
有 13 (13%) 11 2 5.50 

1.16 
無 86 (87%) 71 15 4.73 
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農薬の肝肥大、肝細胞肥⼤と核内受容体活性化作用の関連性（３）

 肝絶対重量陽性農薬では、AHR、CAR、PPAR活性化作用陽性率が高かった。

 肝相対重量増加陽性農薬では、PXR活性化作用陽性率が高かった。

 肝細胞肥大陽性農薬ではPXR、PPAR活性化陽性率が低かった。

 中心性とびまん性肝細胞肥大陽性農薬では、AHRやCARの陽性率に差が認められた。

各肝臓所見の場合分けをしない場合のオッズに比べて、1.25倍以上高いオッズを赤、低いオッズを青で示した。ま
た、オッズ比が1.5以上を赤、0.67以下を青で示した。

90日間毒性所見
（全108農薬）

核内受容体活性化作用

AHR CAR PXR PPAR

陽
性

陰
性

オ
ッ

ズ
（
陽

/ 陰
）

オ
ッ

ズ
比

陽
性

陰
性

オ
ッ

ズ
（
陽

/ 陰
）

オ
ッ

ズ
比

陽
性

陰
性

オ
ッ

ズ
（
陽

/ 陰
）

オ
ッ

ズ
比

陽
性

陰
性

オ
ッ

ズ
（
陽

/ 陰
）

オ
ッ

ズ
比

所見 有無
数

（％）
45

(42%)
63

(58%) 0.71 - 31
(29%)

77
(71%) 0.40 - 63

(58%)
45

(42%) 1.40 - 17
(16%)

91
(84%) 0.19 -

絶対重量増加
有 56(52%) 26 30 0.87 

1.51 
19 37 0.51 

1.71 
35 21 1.67 

1.43 
12 44 0.27 

2.56 
無 52(48%) 19 33 0.58 12 40 0.30 28 24 1.17 5 47 0.11 

相対重量増加
有 79(73%) 32 47 0.68 

0.84 
23 56 0.41 

1.08 
49 30 1.63 

1.75 
13 66 0.20 

1.23 
無 29(27%) 13 16 0.81 8 21 0.38 14 15 0.93 4 25 0.16 

肝
細
胞
肥
大

すべて
有 60(56%) 26 34 0.76 

1.17 
18 42 0.43 

1.15 
31 29 1.07 

0.53 
8 52 0.15 

0.67 
無 48(44%) 19 29 0.66 13 35 0.37 32 16 2.00 9 39 0.23 

小葉
中心性

有 37(34%) 16 21 0.76 
1.10 

11 26 0.42 
1.08 

17 20 0.85 
0.46 

5 32 0.16 
0.77 

無 71(66%) 29 42 0.69 20 51 0.39 46 25 1.84 12 59 0.20 

びまん
性

有 23(21%) 8 15 0.53 
0.69 

8 15 0.53 
1.44 

11 12 0.92 
0.58 

2 21 0.10 
0.44 

無 85(79%) 37 48 0.77 23 62 0.37 52 33 1.58 15 70 0.21 
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農薬の肝肥大、肝細胞肥⼤と核内受容体活性化作用の関連性（４）

 肝絶対・相対重量陽性農薬では、CAR、PXR、PPAR活性化作用陽性率が高かった。

 中心性とびまん性肝細胞肥大の間に、核内受容体活性化作用に差が認められた。

 甲状腺がん陽性物質では、PXR活性化作用陽性率が高かった。

２年間毒性所見
（全99農薬）

核内受容体活性化作用

AHR CAR PXR PPAR

陽
性

陰
性

オ
ッ

ズ
（
陽

/ 陰
）

オ
ッ

ズ
比

陽
性

陰
性

オ
ッ

ズ
（
陽

/ 陰
）

オ
ッ

ズ
比

陽
性

陰
性

オ
ッ

ズ
（
陽

/ 陰
）

オ
ッ

ズ
比

陽
性

陰
性

オ
ッ

ズ
（
陽

/ 陰
）

オ
ッ

ズ
比

所見 有無
数

（％）
44

(44%)
55

(56%)
0.80 -

29
(29%)

70
(71%)

0.41 -
52

(53%)
47

(47%)
1.11 -

20
(20%)

79
(80%)

0.25 -

絶対重量増加
有 56(52%) 19 23 0.83 

1.06 
16 26 0.62 

2.08 
26 16 1.63 

1.94 
14 28 0.50 

4.25 
無 52(48%) 25 32 0.78 13 44 0.30 26 31 0.84 6 51 0.12 

相対重量増加
有 79(73%) 26 32 0.81 

1.04 
20 38 0.53 

1.87 
32 26 1.23 

1.29
14 44 0.32 

1.86 
無 29(27%) 18 23 0.78 9 32 0.28 20 21 0.95 6 35 0.17 

肝
細
胞
肥
大

すべて
有 60(56%) 23 26 0.88 

1.22 
16 33 0.48 

1.38 
28 21 1.33 

1.44 
11 38 0.29 

1.32 
無 48(44%) 21 29 0.72 13 37 0.35 24 26 0.92 9 41 0.22 

小葉
中心性

有 37(34%) 16 15 1.07 
1.52 

7 24 0.29 
0.61 

17 14 1.21 
1.14 

7 24 0.29 
1.23

無 71(66%) 28 40 0.70 22 46 0.48 35 33 1.06 13 55 0.24 

びまん
性

有 23(21%) 9 12 0.75 
0.92 

9 12 0.75 
2.18 

14 7 2.00 
2.11 

4 17 0.24 
0.91 

無 85(79%) 35 43 0.81 20 58 0.34 38 40 0.95 16 62 0.26 

肝がん
有

15(15%
)

5 10 0.50 

0.58 

4 11 0.36 

0.86 

7 8 0.88 

0.76

1 14 0.07 

0.24 
無

84(85%
)

39 45 0.87 25 59 0.42 45 39 1.15 19 65 0.29 

甲状腺がん
有

13(13%
)

5 8 0.63 

0.75

4 9 0.44 

1.08 

9 4 2.25 

2.25 

3 10 0.30 

1.22
無

86(87%
)

39 47 0.83 25 61 0.41 43 43 1.00 17 69 0.25 
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レポーターアッセイの結果では説明できない化合物の検討

• レポーターアッセイでは検出できない機序により核内受容体を
活性化させる。

• 代謝により核内受容体活性化作用が変化する。

• 処置濃度で活性化作用を検出できない。

• 酵素誘導以外の機序で肝細胞肥大を起こす。

決定木解析の結果より、試験化合物の一部（18%）はレポーター
アッセイによる核内受容体活性化作用の評価では説明できない
ことが示された。

現在のCARレポーターアッセイでは検出できない、フェノバルビ
タール型の間接的CAR活性化作用について、ラット肝細胞を用い
て解析した。

考えられる原因
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CARの活性化機序

肝細胞肥大陽性物質の中に、非リガンドタイプのCAR活性化物質が
存在する可能性がある。

CCRP
Hsp90

CAR CAR

核細胞質

非リガンドタイプリガンドタイプ

標的遺伝子
CAR

• CARには、リガンド結合による活性化の他に、リン酸化シグナル
経路を介し核内移行を促進する活性化経路が存在する。

• 原因は明らかとなっていないが、 現在のCARレポーターアッセイ
では、非リガンドタイプの活性化物質を検出できない。

脱リン酸化

P
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• 溶媒（0.1% DMSO)
• フェノバルビタール (500 μM)
• 試験化合物 (30, 300 μM)

• ラット初代肝細胞（Rs740）
• 1.5 x 105 cells/well
• 48‐well collagen‐coated plate

ラット初代肝細胞を用いた酵素誘導能の評価

細胞播種

薬物処置

24 hr

回収
mRNAレベル測定

• レポーターアッセイでいずれの核内受容体に対しても活性化
作用を示さない肝細胞肥大陽性物質について評価した。

• CARの標的である薬物代謝酵素CYP2B1、2B2、3A1および3A2
遺伝子のmRNAレベルを測定した。

試験化合物

6 hr

プロトコール
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ラット肝P450 mRNAレベルの変動
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Data are shown as mean ± SD (n=3). The significant differences were assessed by Dunnett’s test. *, p < 0.05; ***, p < 0.001.
PB: phenobarbital.
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まとめ

 肝肥大・肝細胞肥大の毒性学的意義の解析に有用な反復投与
毒性試験及び発がん性試験結果のデータベースを構築した。

 データベースを用いた解析により、肝肥大（肝重量増加）及び肝
細胞肥大は肝がんの初期病変ではないことが示唆された。

 情報・統計学的データ解析及びレポーターアッセイや酵素誘導
評価などのインビトロ試験を用いた解析により、中心性の肝細
胞肥大の多くは、薬物代謝酵素誘導と強く関連していることが示
唆された。

 ただし、一部の化合物は酵素誘導を伴わずに中心性肝細胞肥
大を起こす可能性が示された。

 中心性とびまん性の肝細胞肥大では発現機序が異なる可能性
が示された。
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結語

 肝肥大及び中心性肝細胞肥大の多くは、薬物代謝

酵素誘導に伴うと考えられた。

 一方、酵素誘導とは異なる機序で起こる肝肥大や

肝細胞肥大の存在も示唆された。

 肝肥大及び肝細胞肥大の毒性学的影響の評価に

は、酵素誘導試験や核内受容体作用評価を行い、

発現機序を推定することが有用と考えられる。
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