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研究要旨 

本研究は、先行実施されたPercellomeトキシコゲノミクス研究を基盤に、化

学物質による生体影響の分子メカニズムに依拠した網羅的毒性評価手法を構築

し、毒性予測と評価の一層の迅速化、高精度化を進めることを目的とする。本

分担研究では、網羅的解析の一つのモデル事例として、自律的な遺伝子発現に

着目し、これが多く認められる胎児発生過程に焦点をあて、この過程における

マスター遺伝子を基軸とした遺伝子発現ネットワークを網羅的に解析すること

を目的とする。 

平成24年度は、無処置野生型マウス全胚の胎生6.25～9.75日（12時点）の網

羅的トランスクリプトームデータを対象として、全期間を1周期と仮想して周波

数解析を実施した結果、経時的に離れた関連遺伝子のうち発現パターンが異な

るものについて、高調波（ハーモニクス）成分の扱いによる効率の良い抽出法

についての課題が残った。これは、発現の立ち上がりの勾配に着目すれば解決

する可能性を見いだし、発現値の微分解析を実施し、その有用性、及び転写制

御の時系列評価では、発現ピークよりも、発現が開始する時点が重要であるこ

と等を確認した。平成25年度は、3次元Spline補間とその微分関数を利用し、一

階微分及び二階微分により発現変動起点及び発現ピークの時点を同定する技術

の開発を進め、Shh遺伝子シグナルネットワークを局所モデルとして、発生過程

のマスター遺伝子である可能性の高い遺伝子を網羅的に抽出が出来る事を示し、

その過程において、Shhの標的遺伝子であるGli遺伝子の発現は、Shhの受容体を

介さずにTGFβ2- Smad3を介して制御されるという、発生初期における非標準的

(non-canonical)な新たなShhシグナル制御系を見いだした可能性を報告した。 



 

平成26年度は、この発現変動起点候補を抽出する技術を用いて、全ての発現

変動起点について候補遺伝子を抽出・分類し、網羅的に発生初期過程に絡むシ

グナルネットワークの描出について検討した。発現変動起点が胎生8.25日の遺

伝子について、in silicoのプロモーター解析及びwhole mount ISH データベー

スを利用し局在情報を加味して解析した結果、発生過程に絡むシグナルネット

ワークを効率よく描出することができた。この手法により変動を示すすべての

遺伝子について同様にシグナルネットワークの描出が可能となったと考えられ

た。これらの結果により、胎児発生時の遺伝子発現ネットワークの網羅的解析

手法とそれに資するの為の網羅的かつ有効なデータの抽出と発現パターンによ

る分類が完了し、全体像描出の為の最も重要な段階を完了した。更に、Shhでの

手法をモデルとした網羅的解析を進めるとともに執筆準備を開始した。 

 

A. 研究目的 

 本研究は、先行実施されたPercellomeト

キシコゲノミクス研究を基盤に、化学物質

による生体影響の分子メカニズムに依拠し

た網羅的毒性評価手法を構築し、毒性予測

と評価の一層の迅速化、高精度化を進める

ことを目的とする。本分担研究では、自律

的な遺伝子発現に着目し、これが多く認め

られる胎児発生過程に焦点をあて、この過

程におけるマスター遺伝子を基軸とした遺

伝子発現ネットワークを網羅的に解析する

ことを目的とする。 

 マスター遺伝子は一般的に、生物の個体

発生において、他の一群の遺伝子に連鎖的

な発現を誘発し、特定の形質の形態形成を

制御する遺伝子を指すが、ここでは組織特

異的転写因子（組織分化マーカー）、あるい

は組織の発生・分化に必須な遺伝子も含む

こととした。発生過程でのマスター遺伝子

に着目した理由として、多くのマスター遺

伝子は頭記の発生期間中に一過性、即ち単

相性に発現し、空間的に特定の部位に限局

して発現するため、この自律的な経時変化

を示す要素のモデルに適している事、加え

て、生物の個体発生において、他の一群の

遺伝子に連鎖的な発現を誘発し、特定の形

質の形態形成を制御する遺伝子であること

から、発生関連遺伝子の中でも重要な遺伝

子である事が挙げられる。 

 先行3年間研究では、自律的な遺伝子発現

が認められる発生過程や概日リズムの局所

遺伝子ネットワークの描出を目的として検

討した。このために、取得・構築済みの野

生型マウス胚、マウスES（胚性幹）・EB（胚

葉体）分化系及び、成熟期マウス肝および

視交叉上核 (SCN)の遺伝子発現の経時デー

タベースを活用し、トランスクリプトーム

データから遺伝子発現ネットワークを描出

するための基本的な技術開発を行った。特

に概日変動における自律的な遺伝子発現に

ついては、遺伝子発現の経時変化の「周期

性」に着目し、遺伝子発現変動をフーリエ

変換した上で、その波長分布についてピア

ソン相関解析を行うという、効率的で網羅

性の高い結果を得られる方法を見出すこと

ができた。 

 他方、胎児発生過程における遺伝子発現

については、自律的な遺伝子発現が多く認



 

められる為、遺伝子発現シグナルの流れを

解析するのに適しているが、活発な細胞増

殖や多様な細胞分化が同時並行で起こるた

め、従来技術では要素分析が困難であった。  

 初年度（平成24年度）は、経時データベ

ースを有する胎生6.25～9.75日の遺伝子発

現変動を1周期と仮想して、周波数解析を実

施した。各時点４サンプルのデータを１サ

ンプルずつの４周期に展開し、その周期性

を持って、それがマスター遺伝子候補であ

るか否かの程度を推定するパラメータとす

る試みである。周期性を検討する為に、デ

ータベース中の全ての遺伝子発現変動を、

フーリエ変換を利用する独自の解析ソフト

MF Wave analyzerを用いてフーリエ変換し

た上で、その波長分布についてピアソン相

関等の解析をおこなった。モデルとして、

既知のShh（四肢や、脳・脊髄正中線構造な

どのデザイン形成に関与）及びNkx2-5遺伝

子（心筋前駆細胞マーカーであり、心臓発

生過程に関与）が関与するシグナルネット

ワークを選択し、本解析手法の性能評価を

検討した。その結果、既知関連遺伝子の多

くは検出可能であったが、経時的に離れた

関連遺伝子のうち発現パターンが異なるも

のについての、高調波（ハーモニクス）成

分の扱いによる効率の良い抽出についての

課題が残った。この解決として、発現の立

ち上がりの勾配に着目する方策の可能性を

見いだし、一階微分及び二階微分を暫定的

に適用し、既存情報と整合性のある結果を

得たことから、その有用性が示唆された。 

 そこで昨年度（平成25年度）は、3次元

Spline補間とその微分関数を利用し、遺伝

子毎に発現変動起点候補と発現ピークの時

点を抽出する技術を開発し解析を行うこと

とした。モデルとして初年度に検討したShh

遺伝子シグナルネットワークに着目し、条

件設定及び抽出パラメータの最適化を検討

後に解析したところ、Shhシグナル関連候補

遺伝子として8,306 psが自動抽出され、こ

の内、目視により生物学的変動と考えられ

るものとして648 psが抽出された。この中

には、Shhシグナルと関連することが報告さ

れているIrs1、Foxf1、Foxc2、Ccnd1遺伝子

等が含まれ、またTgfβシグナルが、Shhの

受容体を介さずに、Shhの標的遺伝子である

Gli遺伝子の発現を制御する可能性を示唆

する結果を得、発生初期における非標準的

な(non-canonical)新たなShhシグナル制御

系を見いだした可能性を報告した。 

 平成26年度は、平成25年度の成果を踏ま

え、この発現変動基点及び発現ピークの時

点を同定する技術を利用しつつ、全ての発

現変動起点について候補遺伝子を抽出・分

類し、網羅的に発生初期過程に絡むシグナ

ルネットワークを描出する事を検討する事

とした。 

 

B. 研究方法 

無処置野生型マウス胚・全胚の網羅的トラ

ンスクリプトームデータ：   

 C57BL/6CrSlcマウス(日本エスエルシー)

を実験に用いた（プラグが確認された日の

15 時を胎生 0.5 日とした）。経時的にサン

プリングした各ステージのマウス胚（全胚、

ただし卵黄嚢膜は除去した）を 1 腹分プー

ルした RNA サンプルを用い、マイクロアレ

イ[Affymetrix GeneChip Mouse Genome 430 

2.0]を用いて、網羅的遺伝子発現変動解析

を検討することにより、遺伝子発現経時デ

ータベース [胎生 6.25-9.75 日] (TIME 



 

POINT：12 点)を作製した。マウス胚は、直

接、1% の 2-メルカプトエタノール含有 RLT 

バッファー（QIAGEN 社）に変性・溶解させ

た。RLT バッファーは、RNeasy キット

（QIAGEN 社）に含まれる。 

 

Total RNA の分離精製 

 RNA 抽出にあたっては、サンプルの入っ

た RLT buffer の 10 µLを取り、DNA 定量蛍

光試薬 Picogreen を用いて DNA 含量を測定

した。DNA 含量に応じ、臓器毎にあらかじ

め 設 定 し た 割 合 で Spike cocktail 

(Bacillus 由来 RNA 5 種類の濃度を変えて

混合した溶液) を添加し、TRIZOL により水

層を得、RNeasy キットを用いて全 RNA を抽

出した。100ng を電気泳動し RNA の純度及

び分解の有無を検討した。 

 全胚サンプルについては、2 段階増幅に

より cDNA を得た。すなわち、全 RNA の 100ng

にとり、T7 プロモーターの付加したオリゴ

dT プライマーを用い逆転写し cDNA を得、2

本鎖とした後、T7 RNA ポリメラーゼ（Ambion

社）を用いて cRNA を合成（この段階ではビ

オチン化塩基は用いない）した（増幅１回

目）。その cRNA を鋳型に random primer を

用いて逆転写して cDNA を得、2 本鎖にし、

T7 RNA ポリメラーゼ（ENZO 社）を用い、ビ

オチン化 CTP, UTP 共存下 cRNA を合成し、

断片化した後、GeneChip へのハイブリダイ

ゼーションに供した。 

 

GeneChip 解析 

 全 RNA 5 µgを取り、アフィメトリクス社

のプロトコールに従い、T7 プロモーターが

付加したオリゴ dT プライマーを用いて逆

転写し cDNA を合成し、得た cDNA をもとに

第二鎖を合成し、二本鎖 DNA とした。次に

T7 RNA ポリメラーゼ（ENZO 社キット）を用

い、ビオチン化 UTP, CTP を共存させつつ

cRNA を合成した。cRNA は Affymetrix 社キ

ットにて精製後、300-500bp となるよう断

片化し、GeneChip ターゲット液とした。

GeneChip には Mouse Genome 430 2.0（マウ

ス）を用いた。ハイブリダイゼーションは

45℃にて 18 時間行い、バッファーによる洗

浄後、phycoerythrin (PE)ラベルストレプ

トアビジンにて染色し、専用スキャナーで

スキャンしてデータを得た。 

発現変動起点候補と発現ピークの時点を

抽出する解析は、3次元 Spline 補間とその

微分関数を利用する独自の解析ソフト

SeekESP を用いて実施した。遺伝子発現変

動は、独自の解析ソフト MF analyzer を用

いて解析した。 

 

whole mount ISH 

 当該プローブセット (ps)について

GeneChipにて使用している塩基配列を調べ、

その配列を基に、ジゴキシゲニンでラベル

したdNTPを用いてRNAプローブを作製した。

作製した RNA プローブを用いて、固定後プ

ロテナーゼ K 処理したマウス胚とハイブリ

ダイゼーションをおこない、検出は抗ジゴ

キシゲニン抗体、発色は BM purple でおこ

なった。 

（倫理面への配慮） 

 動物実験の計画及び実施に際しては、科

学的及び動物愛護的配慮を十分行い、下記、

所属の研究機関が定める動物実験に関する

規定、指針を遵守した。「国立医薬品食品衛

生研究所・動物実験の適正な実施に関する

規程（平成 19 年 4月版）」。 



 

C. 研究結果及び考察 

C-1: 発現変動起点ごとの遺伝子の抽出： 

 無処置野生型マウス全胚の胎生 6.25～

9.75 日（12 時点）の網羅的トランスクリプ

トームデータを対象に、全ての遺伝子発現

変動につき、解析ソフト SeekESP_s.exe を

用いて、発現変動起点ごとに自動抽出した。

この際、発現変動起点における発現コピー

数が 0.3 以上のものを選択した。その結果、

発現変動起点別に、全部で 4,395 プローブ

セット(PS)が抽出された。次いでこの中か

ら、生物学的変動と考えられる遺伝子を抽

出するために、解析ソフト MF analyzer で

描出した Surface グラフにおける目視によ

り検討した。その結果、2,218 ps を抽出す

ることができた。この検討時に 1）本トラ

ンスクリプトームデータの開始点である胎

生 6.25 日に、ほぼ全ての遺伝子において発

現が認められる事(98％、2,166 ps)、2）胎

生 6.25 日時点で発現変動あるいは発現の

ピークを示し、その後に再び発現変動する

（二峰性）遺伝子が多い事(40％、895ps)

が明らかとなった。二峰性の発現変動を示

す遺伝子の場合、はじめの発現変動と次の

発現変動とが重なり、境目が不明確となり、

次の発現変動起点がどの時点となるのか定

めることはできなかった。そこで本解析で

は、二峰性の発現変動を示す遺伝子は選択

せず、一峰性の発現変動を示す遺伝子（60％、

1,323 ps）について検討を進めることとし

た。図 1 に、二峰性の発現変動を示す遺伝

子の例として Met 遺伝子、一峰性の発現変

動を示す遺伝子の例として Aldob 遺伝子の

発現変動を示す。 

 

 

 

図 1 無処置野生型マウス・ 全胚遺伝子発

現経時データベースにおける二峰性の発現

変動を示す遺伝子の例として Met 遺伝子

（左）、一峰性の発現変動を示す遺伝子の例

として Aldob 遺伝子（右）の発現変動： 

 グラフの線は各平均値を結び、点は各デ

ータの素点を表す(n=2〜4)。縦軸は、発現

コピー数、横軸は胎齢（各胎生 6.25、6.50、

6.75、7.25、7.50、7.75、8.25、8.50、8.75、

9.25、9.50、9.75 日）を表す。 

 

 得られた、目視による生物学的変動と考

えられる遺伝子の内、一峰性を示す遺伝子 

1,323 ps について、発現変動起点別に遺伝

子数を記すと以下の通りとなった。なお解

析ソフト SeekESP_s.exe を用いて、発現変

動起点ごとに自動抽出した際、発現変動起

点が胎生 8.50、8.75、9.25、9.50、9.75 の

ものは得られなかった。この理由として、

これらの場合、発現ピークが定まらない為、

抽出されなかったものと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

   

発現変動起点 遺伝子数(ps)

6.50 3

6.75 7

7.25 239

7.50 837

7.75 209

8.25 28

計 1,323



 

表に示した通り、発現変動起点が胎生

7.50の遺伝子数が最も多い事が明らかとな

った。 

 次いで、発現制御因子とその標的遺伝子

の発現変動は、発現変動起点は前者が早い

が、発現変動パターンは両者で似ていると

の仮説から、発現変動起点について、遺伝

子の発現変動パターン毎に分類し、それぞ

れについて、プロモーター解析(in silico)

及び、wholemount ISH による発現の空間局

在を検討することにより、胎児発生過程に

関与する遺伝子発現ネットワーク情報の網

羅的導出の検討をおこなった。 まず、発現

変動起点がもっとも遅い 8.25 日の場合に

ついて解析する事とした。 

  

C-2: 発現変動起点が胎生 8.25 日の場合の

検討： 

 発現変動起点が胎生 8.25 日を示す 28 ps

について、発現変動パターンにより、下記

の通り、4 つのグループに分類した。横軸

は胎齢を示しており、各色は、赤、オレン

ジ、黄色、黄緑、緑、青緑、青の順に発現

量が多い事を示している。 

 

 

 

 各グループそれぞれについて、含まれてい

る遺伝子の発現調節因子の探索の為に、プ

ロモーター解析(in silico) を、Ingenuity 

Pathways Analysis (IPA) (Ingenuity 

Systems Inc.)における Upstream Analysis

を用いて検討した。当該遺伝子について、

転写調節する上流遺伝子が得られるが、そ

の中から、発現変動起点が、当該遺伝子の

ものの直前の観測時点のもの、またその発

現変動起点以降の発現変動パターンが当該

遺伝子のものと似ているものを選択した。 

 グループ 1 の遺伝子では上流遺伝子は得

られなかった。グループ 2 の遺伝子では、

上流遺伝子として多くのものが得られたが、

この内、発現変動起点が胎生 7.75 日で、発

現変動が当該遺伝子と似たものを示すもの

として、発現変動が一峰性を示す Sox10（当

該遺伝子 PLP1、RET）、Tnnt2（当該遺伝子

Myh7）、Zfpm2 (Fog2) （当該遺伝子 MYH6、

MYH7）遺伝子、及び二峰性を示す Myocd（当

該遺伝子 MYH6、MYH7）、Foxp1（当該遺伝子

MYH6、MYH7）遺伝子の計 5 つの上流遺伝子

が得られた。グループ 3 では上流遺伝子は

得られなかった。グループ 4 では、発現変

動が二峰性を示す Snai2（当該遺伝子

Cxcl12 [SDF1]）の一つの上流遺伝子が得ら

れた。 

 上流遺伝子と当該遺伝子の発現の空間的

局在が一致もしくは隣接しないと、当該遺

伝子発現は、上流遺伝子により制御されな

いと考えられる為、上記 6遺伝子について、

マウス胚における発現の空間的局在につき、

Pubmed 検索による文献調査あるいは 

公開データベース Emage  

(http://www.emouseatlas.org/emagewebap



 

p/pages/emage_gene_browse.jsf)による検

索をおこなった。発現変動起点以降の胎生

約 9.5〜10.5 日の胚では、上記当該遺伝子

の発現は全て、上流遺伝子の発現部位と同

様な、あるいは隣接して限局する空間的発

現パターンが認められた。したがって、当

該遺伝子はこの時期の発生過程において、

各上流遺伝子のシグナルネットワークに属

し機能しているものと考える。この内、上

流遺伝子Sox10とRet遺伝子のwhole mount 

ISH による空間的発現パターンを図 2 に示

す。 

 

      Sox10                Ret 

 

図 2 マウス全胚における Sox10（左）及び

Ret（右）遺伝子の発現（胎生 9.5 日） 

 

 したがって、発現変動起点が胎生 8.25 日 

の 28 ps について本解析を検討したところ、

それぞれの当該遺伝子の転写調節する上流

遺伝子が得られ、下記のシグナルネットワ

ークが得られた。 

 上流遺伝子 → 当該遺伝子  

 Sox10 → Plp1*, Ret 

 Tnnt2 → Myh7* 

 Zfpm2 → Myh6*, Myh7* 

 Myocd → Myh6*, Myh7* 

 Foxp1 → Myh6, Myh7 

 Snai2 → Cxcl12* 

当該遺伝子に*印がついているものは、

Pubmed 検索にて、マウス初期胚において、

上流遺伝子による当該遺伝子の転写調節に

関する報告が見いだされなかったものであ

り、未報告と考えられるものである。 

 以上、発現変動起点が胎生 8.25 日を示す

28 ps について解析を進めたが、本解析手

法により、その他の発現変動起点の遺伝子

についても同様なシグナルネットワークの

描出が可能と考える。 

 

C-3: 転写調節上の、より上流のシグナルネ

ットワークの描出： 

 次いで、これまで得られたシグナルネッ

トワークについて、転写調節上の、より上

流の遺伝子の探索とシグナルネットワーク

の描出の検討をおこなった。一例として、

「Tnnt2→Myh7」のネットワークにつき検討

した。Tnnt2 遺伝子は、発現変動起点が胎

生 7.75日の遺伝子リスト(209 ps)中に存在

した。発現変動起点が胎生 7.75 日の遺伝子

リストは、発現変動パターンにより 9 つの

グループに分類でき、Tnnt2 遺伝子はグル

ープ 7 の中に存在した。このグループ 7 に

ついて、プロモーター解析(in silico) を

検討したところ、発現変動起点が胎生 7.50

日で、発現変動が当該遺伝子と似たものを

示すものとして、発現変動が一峰性を示す

Gata4 遺伝子（当該遺伝子 ACTC1、ACTN2、

ANKRD1、ATP2A2、MYL4、TNNT2）、及び二峰

性を示す Tbx5（当該遺伝子 ACTC1、ACTN2、

ANKRD1、ATP2A2、MYL4、TNNT2）、Mef2c（当

該遺伝子ACTC1、ACTN2、ATP2A2、MYL4、TNNI1、

TNNT2）遺伝子の計 3つの上流遺伝子が得ら

れた。この 3 遺伝子について、マウス胚に



 

おける発現の空間的局在につき、Pubmed 検

索による文献調査あるいは公開データベー

ス Emage による検索をおこなった。発現変

動起点以降の胎生約 9.5〜10.5 日の胚では、

上記当該遺伝子の発現は全て、上流遺伝子

の発現部位と同様な、あるいは隣接して限

局する空間的発現パターンが認められた。

したがって、当該遺伝子はこの時期の発生

過程において、各上流遺伝子のシグナルネ

ットワークに属し機能しているものと考え

る。この内、上流遺伝子 Gata4 と Tnnt2 遺

伝子の whole mount ISH による空間的発現

パターンを図 3に示す。 

 

      Gata4                Tnnt2 

 

図 3 マウス全胚における Gata4（左）及び

Tnnt2（右）遺伝子の発現（胎生 9.5 日） 

 

 したがって、「Tnnt2→Myh7」のネットワー

クの上流遺伝子として Gata4、Tbx5 及び

Mef2c 遺伝子が見いだされ、結果として下

記のシグナルネットワークが得られた。 

 

 Gata4、Tbx5、Mef2c → Tnnt2 → Myh7 

 

 この点、この GATA4、Mef2c、Tbx5 の 3遺

伝子をマウス線維芽細胞に導入することに

より、誘導心筋細胞（iCM 細胞）を作製し

たとの報告(Ieda M et al, Cell 142(3): 

375-386, 2010)があり、本解析結果は、こ

の iCM 細胞作製の際のシグナルネットワー

クの一端を見いだした可能性がある。 

  以上の結果から、in silicoのプロモー

ター解析及び whole mount ISH データベー

スの利用しつつ、発現変動起点に着目した

本解析手法により、網羅的に発生初期過程

に絡むシグナルネットワークの描出シグナ

ルネットワークを効率的に描出することが

できるものと考える。 

 他方、本解析では、発現ピークが二回、

すなわち二峰性の発現変動を示す遺伝子に

ついては、発現変動起点が不明確であるこ

とから、遺伝子リストから除外している。 

 さらに詳細なシグナルネットワークの描

出に向けて、今後は、2 回目の発現変動起

点も含めて抽出する技術開発、条件設定及

び抽出パラメータの最適化を検討する必要

があるものと考える。 

 

D. 結論 

 胎児発生過程におけるマスター遺伝子を

基軸とした遺伝子発現ネットワークの網羅

的解析については発現変動基点及び発現ピ

ークの時点に着目する微分関数を利用した

解析手法の開発と解析を進め、すでに昨年

度（平成 25 年度）に Shh 遺伝子シグナルネ

ットワークをモデルに、発生過程のマスタ

ー遺伝子である可能性の高い遺伝子を網羅

的に抽出が出来る事を報告したが、今年度

（平成 26 年度）は、全ての発現変動起点に

ついて候補遺伝子を抽出・分類し、網羅的

に発生初期過程に絡むシグナルネットワー

クの描出について検討した。発現変動起点

が胎生 8.25 日の遺伝子について検討した



 

結果、報告されていない発生過程に絡むシ

グナルネットワークを効率よく描出するこ

とができた。その他の発現変動起点の遺伝

子についても同様なシグナルネットワーク

の描出が可能と考える。これらの結果によ

り、胎児発生時の遺伝子発現ネットワーク

の網羅的解析手法とそれに資するの為の網

羅的かつ有効なデータの抽出と発現パター

ンによる分類が完了し、全体像描出の為の

最も重要な段階を完了した。更に、Shh で

の手法をモデルとした網羅的解析を進める

とともに執筆準備を開始した。 
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