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研究要旨 

 ヒト体外受精で用いられる培養液中から、正常妊娠の妊婦の血清中平均濃度の

10 倍以上のフタル酸類（DEHP 及び MEHP）が検出されたため、受精卵及び出生

児に及ぼす影響の評価に資する科学的情報を、マウスを用いた各種の実験により

取得するための研究開発を行う。厳密で見落としの無い安全性評価に必要な科学

的情報を得るために、本研究では特に①実験環境中に存在するフタル酸類の混入

排除、②個体発生能のある体外受精由来の胚の安定作出、③微量サンプルからの

網羅的且つ高精度の遺伝子発現及び DNA メチル化の定量解析、の達成に留意し、

平成 26 年度、本分担研究は③に関するプロトコル開発に注力した。 

 評価対象とする胚のステージは、実際のヒト生殖補助医療での普及状況と、DNA、

RNA サンプルの収量に鑑み、受精後 72 時間の胚盤胞としたが、安彦分担研究者

による解析により、この状態の胚盤胞の構成細胞数は平均 20 個であることが分か

った。本研究班で一度に用意できる高品質胚盤胞の数と DEHP 或いは MEHP の

暴露実験の最小構成から勘案して、可能な胚盤胞プールサイズはサンプル１つ当

たり、胚盤胞 50～100 個分、構成細胞数にして 1000～2000 個の微量である。こ

の量は、今までの肝組織等に適用して来た標準的な Percellome 法*プロトコルでは

処理出来ない（希薄すぎてホモジナイズ液中の DNA 含量を定量出来ない）ため、

新たに微量サンプル用プロトコルを開発した。 

 また、より高精度の網羅的な遺伝子発現解析と、ゲノムワイドの DNA メチル化

解析（Post-bisulfite adaptor-tagging(PBAT)法）を同一サンプル由来の RNA、

DNA で実施すべく、微量サンプルからの高品質DNA、RNAの同時抽出法を選定、

最適化すると共に、実際に GeneChip 解析や PBAT 法＋次世代シークエンサ解析

を試行し、高品質のデータを取得することに成功した。 

------------------------------------- 

（*） mRNA 発現値を細胞１個当たりのコピー数として絶対定量する方法。特許第 4415079 号 



Ａ．研究目的 

体外受精操作中に用いる培養液に混入し

たフタル酸類（DEHP及びMEHP）が、受

精卵及び出生児に及ぼす影響の安全性評価

に資する科学的情報を、マウスを用いた各種

の実験により取得すると共に、それらの方法

を基に初期胚の化学物質暴露に対する短期

間且つ高感受性の安全性評価手法を開発す

る。本分担研究では、必要に応じて基本的な

プロトコルやデータ解析アルゴリズムの開

発を行い、以てデータ解析を行う。 

 

Ｂ．研究方法 

本研究班に於いては、一般的な病理検査に

加え、高感度系として情動認知行動試験を行

うが、これらに相対し、フタル酸類が結合す

る核内受容体の存在が知られていることを

踏まえた Percellome トキシコゲノミクス技

術による網羅的遺伝子発現解析やエピゲノ

ム解析を行うために、以下の研究開発を行う。 

 

i) マウス胚盤胞からの DNA、RNA 採取 

体外受精卵から培養作製・プールした

胚 盤 胞 サ ン プ ル か ら 、 Allprep 

DNA/RNA Mini Kit (QIAGEN)或いは

ZR-Duet DNA/RNA MiniPrep Kit 

(Epigenetics)を用いて DNA 及び RNA

を同時に採取した。得られた DNA、

RNA は BioAnalyzer (Agilent 

Technology) 、 Qubit  Fluorometer 

（ Life Technologies ）、 Nanodrop 

(Thermo Scientific)を用いて収量およ

び品質（分解の程度や夾雑物の有無)を

評価した。 

 

ii) 微量サンプルへの Percellome 法適用 

Percellome 法とは mRNA 発現量を細

胞１個当たりのコピー数として絶対定量

する技術（特許第 4415079 号）であり、

遺伝子発現を網羅的且つ高精度に解析す

るために必須の技術であるが、本研究へ

の適用に際しては、細胞数にして103個オ

ーダーの微量サンプルへの最適化が必要

である。特にサンプルに含まれる細胞数

を推測するためのプロトコルの作成を中

心に、胚盤胞を 50～100 個プールしたサ

ンプルへの最適化を行った。 

 

iii) 微 量 サ ン プ ル か ら の GeneChip 

Expression Array 解析 

標準的な Percellome 法を適用して調

整したサンプル由来の微量 total RNA

（Affymetrix 社 GeneChip 標準プロト

コルで指定の 1000 分の 1 量である 5ng、

若しくは 250 分の 1 量である 20ng）を

元に、微量 RNA 増幅キットの 1 つであ

る Ovation RNA Amplification System 

V2 (NuGEN)を利用して逆転写及び

cDNA 増 幅 を 行 い 、 GeneChip 

MouseGenome 430 2 (Affymetrix)によ

る網羅的遺伝子発現解析を行った。得ら

れたデータは Percellome 法により絶対

量化し、既存のデータとの品質比較を実

施した。 

 

iv) Post-bisulfite adaptor-tagging(PBAT)

法の導入 

DNA メチル化状態を厳密に評価する

ためには bisulfite 法による解析が必要

だが、オリジナルプロトコルでは大量の

ゲノム DNA を必要とするため、受精卵

や胚盤胞のような微量サンプルへの適



用が難しかった。そこで近年、国際ヒト

エピゲノムコンソーシアムで開発され

た 改 良 法 Post-bisulfite adaptor- 

tagging(PBAT)法を導入し、Percellome

法と同時実施するためのプロトコル最

適化を行った。 

 

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、

所属の研究機関が定める動物実験に関

する指針のある場合は、その指針を遵守

している。（国立医薬品食品衛生研究所

は国立医薬品食品衛生研究所・動物実験

委員会の制定になる国立医薬品食品衛

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）及び国立医

薬品食品衛生研究所 遺伝子組換え実験

安全管理規則の承認を受けて行う。） 

 

Ｃ．研究結果 

i) マウス胚盤胞からの DNA、RNA 採取 

受精後 72 時間の胚盤胞、約 60 個のプ

ールサンプルから、最大 15ng の DNA

を採取することができたが破砕液中の

DNA 濃度は薄く、Percellome 標準法で

細胞数を推定するための、Picogreen に

よる DNA 含量測定プロトコルの定量

限界以下であった。また RNA 収量も

Nanodrop、Qbit といった計測機器の検

出 限 界 以 下 で あ っ た 。 た だ し

BioAnalyzer による電気泳動では、

DNA、RNA とも分解像は確認されず品

質は良好であったため、大量の胚盤胞を

用意すれば Percellome 遺伝子発現解析

と DNA メチル化解析を同時に進めら

れるものと考えられた。 

 

ii) 微量サンプルへの Percellome 法適用 

実際には高品質を保ったまま胚盤胞

を大量生産することは難しいため、

Percellome 法プロトコルを一部調整し、

微量サンプルに最適化する必要がある。

とりわけ 50～100 個の胚盤胞プールの

破砕液は、既存の Picogreen 試薬を用い

た DNA 含量測定プロトコルで処理す

るには薄すぎるため、サンプルに含まれ

る細胞数を示す新たな指標が必要であ

った。受精後 72 時間の胚盤胞はほぼ一

定数の細胞から構成されると予想され

たため、プールした胚盤胞数をサンプル

破砕液中の細胞数の指標とすべく、胚盤

胞を DAPI にて核染色し、蛍光顕微鏡

下にて構成細胞数を計測したところ、平

均 20 個(標準偏差１）であることが判明

した（安彦分担研究者の解析による）。 

この計測結果を Percellome 用の外部

RNA スパイクの添加量を計算する際の

指標とすべく、Percellome 標準法で ES

細胞や全胚サンプルに対して設定して

いる添加量係数と、細胞 1 個当たりのゲ

ノム DNA 量の推定値を元に、胚盤胞 1

個（細胞 20 個から構成）当たりに添加

すべき量、1x10-4 µL を算出した（詳細

な 展 開 式 は 別 添 参 照 ）。 実 際 に

GeneChip で胚盤胞サンプルを解析し

て、外部 RNA スパイク添加量が適切であ

ることを確認した。 

 

iii) 微 量 サ ン プ ル か ら の GeneChip 

Expression Array 解析 

GeneChip の標準プロトコルに比べ



1000 分の 1 量の total RNA で網羅的な

遺伝子発現解析を行うべく、増幅効率性

能の高い Ovation RNA Amplification 

System V2 (NuGEN)を利用してサン

プル調製を行い、GeneChip Mouse 

Genome 430 2 (Affymetrix)にてトラン

スクリプトームデータを取得した。同一

サンプルを用い GeneChip 標準プロト

コルにて取得したトランスクリプトー

ムデータと比較したところ、両者の間に

は発現レベルに応じて増幅効率にかな

りの差があったが、順位変動のような非

線型の大きな差異は中～高発現域には

少なく、適切な情報処理を行えば、ある

程度の精度で相互比較が可能と考えら

れた。 

実際に胚盤胞を約 50 個プールしたサ

ンプルに対して、C－ii)の胚盤胞数を基

準とした計算式により外部RNAスパイ

クを適量添加して total RNA を抽出、

以後、上記と同じプロトコルにて

GeneChip 解析を行い、正常にデータを

取得できることを確認した。 

 

iv) Post-bisulfite adaptor-tagging(PBAT)

法の導入 

DNA メチル化状態の精密評価に関し

ては、約 60 個の胚盤胞から PBAT 法で

処理可能な量のゲノム DNA を取得で

きているため、本年度は Percellome 法

に最適化した DNA、RNA 抽出操作が

PBAT 法に問題を起こさないかどうか

の検証を中心に、試験測定を実施した。 

具体的にはマウス肝および全脳サン

プルを用いて、PBAT 法による次世代シ

ークエンサ用ライブラリを作成し、

MiSeq (Illumina)にて解析した結果、ラ

イブラリ作成手技的にもデータ品質的

にも特に問題なくデータを取得可能で

あることが確認された。 

 

Ｄ．考察 

一部プロトコルの新規開発と既存の

プロトコルの改良により、本研究体制で

生産することの出来る胚盤胞プールサ

ンプルに相当する 103 個オーダーの細

胞から定量的で網羅的な遺伝子発現解

析および DNA メチル化解析の実施を

可能とした。一般的な single cell 

analysis と異なり、十分量の RNA サン

プルを元に生成したトキシコゲノミク

スデータと比較可能な高精度データを

得るプロトコルを整えたことは、我々が

構築した世界有数規模のトキシコゲノ

ミクスデータベース（Percellome デー

タベース)を本研究で活用可能とするも

のであり、解析の精度、効率を高める。 

これらの成果により、来年度からの本

実験を厳密且つ効率的に実施する準備

が整ったと考えられる。 

 

Ｅ．結論 

本年度は、微量の混入化学物質による

暴露影響を厳密に実施するための解析

プロトコル開発、改良を進め、条件設定

を完了した。今後、計画を実施し、分子

機序の解析に基づく安全性評価研究を

行う。 
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