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化学物質の有害性評価手法の迅速化、高度化に関する研究 

－新型反復暴露実験と単回暴露実験の網羅的定量的遺伝子発現情報の対比による 
毒性予測の精緻化と実用版毒性予測評価システムの構築－ 
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研究代表者 菅野 純 
国立医薬品食品衛生研究所 安全性生物試験研究センター 毒性部 部長 

 
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、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。 
特に先行3年間に実施した「新型」反復暴露実験**により、化学物質の反復投与による生体影

響が分子レベルにおいて数日で定常化する所見を複数見出した***。これを利用すれば、現在は
長い時間と多額の費用を要している長期反復暴露の毒性評価を大幅に効率化できる可能性が
高い。 
この技術開発の為に、分子生物学・分子毒性学の専門家とバイオインフォマティクスの専門

家の緊密な共同研究体制の下、以下の５研究を実施した。 
（１）短期間「新型」反復暴露実験と既存の単回暴露実験データベースからの反復暴露毒性

予測技術の開発 
（２）化学物質の反復暴露による基線反応成立のエピジェネティクス機構解析 
（３）化学物質の反復暴露におけるノンコーディングRNAの発現変動解析 
（４）システムトキシコロジー解析技術の基盤整備及び応用開発 
（５）Percellome専用解析ソフトウェアのオンライン化促進 
 
（１）では、平成 27 年度はアセトアミノフェン及びフェノバルビタール ナトリウム塩

に対し同設計の「新型」反復暴露実験セットを行い、先行研究での四塩化炭素と類似した
過渡反応－基線反応関係を確認した。注目すべきは、四塩化炭素では過渡反応が急速に消
失する遺伝子が多いのに対し、アセトアミノフェン及びフェノバルビタール ナトリウム
塩ではむしろ発現が増加する遺伝子が多いという差異が認められた。それにも関わらず、
反復暴露による遺伝子発現変化の基盤的分子機構には、EIF2 シグナル等を主体とする小胞
体ストレスの存在が明らかとなった。この変化は NRF2 の下流でｍTOR シグナルの関与のも
とに誘導されることが示唆された。詳細をさらに解析中である。 
（２）では、平成 27 年度は DNA メチル化解析手法の性能評価を行った結果、Accel-NGS 

Methyl-Seq DNA Library Kitを利用する次世代シーケンサーを用いた手法により、DNAメチル
化状態を網羅的に検討できることが確認した。引き続き、四塩化炭素を 14 日間反復投与した
際の肝サンプルについて、本解析手法を適用しDNAメチル化状態を網羅的に解析中である。 
（３）では、ノンコーティングRNA のうち、成熟マイクロRNA については短鎖であるための

誤差発生を低減するために抽出・測定方法の検討を行った。また本分担研究で主な解析手段と
なる次世代シーケンサーによるRNA-Seqについて、ライブラリ調整段階からシーケンス後のデ
ータ処理段階まで Percellome 手法適用の最適化を進め、実用レベルのデータ処理パイプライ
ンを構築した。これらの最適化技術を適用し、四塩化炭素を 14 日間反復投与した際の肝サン
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プルについて、解析中である。 
（４）では、毒性機序の複雑性に対応すべく、大規模データ解析技術の開発としてensemble 

learning system の開発を、ゲノム解析とその関連データベースの整備として先行研究で開発
したソフトウェアの強化とGaruda プラットフォーム****上への実装を進めた。 
（５）では、各ソフトウェアを機能単位で評価し、オンライン化に即して再編成を行いつつ、

実装方法を検討した。またこれらソフトウェアを職務著作物として届け出、併せてエンドユー
ザーに提供する際のライセンスを選定した。 
 
尚、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、国立医

薬品食品衛生研究所の「動物実験の適正な実施に関する規程」（動物実験承認番号 365）に従
い実施した。 

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

（*） 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。 

（**）全動物に同量の検体を反復投与し、遺伝子発現測定直前の投与時に、溶媒群、低用量群、中用量群、 

 高用量群に分けて最終投与を一回行う。 

（***）先行3年間の研究により、反復暴露による生体影響は分子レベルでは、暴露の都度の変化を示す成分で 

 ある「過渡反応」と、回を重ねるに連れ発現値の基線を徐々に移動させる成分である｢基線反応｣に 

 分けて解釈できることが判明している。 

（ **** ） 各 種 の 生 物 学 的 研 究 ソ フ ト ウ ェ ア の Web 公 開 型 統 合 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム 。

 http://www.garuda-alliance.org/ 
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Ａ．研究目的 
本研究は、化学物質が生体に及ぼす毒性影響の評

価手法を、生体反応の分子メカニズムに基いて迅速
化、高精度化、省動物化し、インフォマティクス技
術と統合して実用化する事を目的とする。 
即ち、先行研究にて構築済みの延べ 6.5 億遺伝子情

報からなる高精度トキシコゲノミクスデータベース
と単回暴露時の毒性ネットワーク解析技術を基盤に、
これらを維持・拡充しつつ、反復暴露のネットワー

ク解析、及び、その予測評価技術を開発する。ここ
にインフォマティクス専門家によるシステムトキシ
コロジーの概念を導入し、反復暴露にも対応する網
羅的毒性予測評価システムの構築を進める。 

 
Ｂ．研究方法 
（１）短期間「新型」反復暴露実験と既存の単回暴
露実験データベースからの反復暴露毒性予測技術の
開発【菅野】 
 
B1-1:試薬及び動物： 
アセトアミノフェン（Acetaminophen; 分子量：151.17、
Cas No.: 103-90-2、純度 99％以上、Sigma-Aldrich）及
び、フェノバルビタール ナトリウム塩（Phenobarbital 
sodium salt; 分子量：254.22、Cas No.: 57-30-7、純度
99％以上、Sigma-Aldrich）について、単回投与の既
存データの解析を進めた。単回暴露（0 日間反復暴露
後に単回暴露、以降、[0+1]と表記）時のアセトアミ
ノフェン及びフェノバルビタール ナトリウム塩の
投与量はそれぞれ 0、18、60、180 mg/kg 及び 0、15、
50、150 mg/kg である。 
「新型」反復暴露実験を、4 日間反復暴露（4 日間

反復暴露後に単回暴露、以降、[14+1]と表記）のプロ
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トコールにて実施した。アセトアミノフェンの 4 回
の全動物に対する反復投与の用量は用量設定実験の
結果 120 mg/kg、最終の単回暴露の用量は[0+1]実験
と同様の 0、18、60、180 mg/kg とし、フェノバルビ
タール ナトリウム塩の4回の全動物に対する反復投
与の用量は用量設定実験の結果、30 mg/kg、最終の
単回暴露の用量は[0+1]実験と同様に 0、15、50、150 
mg/kg とした。12 週齢の雄性 C57BL/6J マウス（日本
チャールスリバー）を用い溶媒は 0.5%メチルセルロ
ース水溶液とし、金属ゾンデを用いて強制経口投与
を行い、最終投与の 2、4、8 及び 24 時間後に肝を採
取した。 
 
B1-2:Total RNA の分離精製： 
マウス肝組織を採取後すみやかに RNA later 

（Ambion 社）に 4℃で一晩浸漬し、RNase を不活化
する。肝は 5mm 径の生検トレパンにより 3 ヶ所を
各々別チューブに採取した。その後、RNA 抽出操作
までは-80℃にて保存した。抽出に当たっては、RNA 
later を除いた後、RN easy キット（キアゲン社）に添
付される RLT buffer を添加し、ジルコニアビーズを
用いて破砕液を調製した。得られた破砕液の 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、RN easy 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。 

 
B1-3: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 はアフィメトリクス社キットにて精
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。得られた肝サンプルについて、我々が開発した
Percellome 手法（遺伝子発現値の絶対化手法）を適用
した網羅的遺伝子発現解析を行った。遺伝子発現デ
ータを、我々が開発した「RSort」を用いて、網羅的
に解析した。このソフトは、各遺伝子（probe set: ps）

につき、用量、経時変化及び遺伝子の発現コピー数
を各軸とした 3 次元グラフにおいて、発現を表す平
面の凹凸を評価し、全ての ps を生物学的に有意な順
に並び替えるソフトである。これにより抽出された、
有意に変動する ps について目視による選択を行い、
生物学的に有意と判定される変化を示した ps を解析
に使用した。シグナルネットワークの探索は、
Ingenuity Pathways Analysis （IPA）（Ingenuity Systems 
Inc.）を用いて検討した。 

 
（２）化学物質の反復暴露による基線反応成立のエ
ピジェネティクス機構解析【北嶋】 
 
B2-1: 次世代シーケンサーを用いた whole genome 
bisulfite sequencing   

12 週齢の雄性 C57BL/6J マウス（日本チャールスリ
バー）について、先行研究において取得済みの、溶
媒（コーンオイル）を単回投与した際、あるいは四
塩化炭素を14日間反復投与した際の肝サンプルを実
験に用いた。また本解析系の陽性対照サンプルとし
て、雄性 C57BL/6J と雌性 JF1 との F1 マウス（4 週
齢）の肝サンプルを実験に用いた。  
肝サンプルを、ProK (10mg/ml) 55 ℃ O/N 処理後、 

フェノール・クロロホルム抽出、エタノール沈殿、
及び 70 % エタノール洗浄により、 DNA を抽出、
精製した。抽出した DNA は Pico Green dsDNA 定量
試薬 (Thermo) を用いて DNA 濃度を決定し、DNA 
500 ng を 用 い て bisulfite 処 理 を EZ DNA 
Methylation-Gold kit (Zymo Research 社) により行っ
た。 

Bisulfite 処理後の DNA 500 ng 用いて、Accel-NGS 
Methyl-Seq DNA Library Kit (Swift 社) を用いて、
Illumina 社の次世代シーケンサー NextSeq500 用の
whole genome bisulfite sequencing に対応したライブ
ラリーを作成した。ライブラリーは、0.2 N NaOH に
よる denature を行った後に、NextSeq500 v1 試薬に
付属の HT1 溶液を用いて 1.8 pM に希釈し、コン
トロールとして phiX ライブラリーを 20 % 加えて
シーケンスを行った。シーケンス反応は、dual index 
(8bp x 2), 151 cycle single read の設定とした。シーケ
ンス終了後は、bcl2fastq ソフトウェアにより fastq フ
ァイルを生成し、fastq groomer ソフトウェアによる 
grooming を行った後に、マッピングソフト bowtie2  
による bisulfite 処理済みのマウスゲノム (MM10) 
に対してマッピングを行った。マッピング後は、シ
ーケンス可視化ソフト IGV の bisulfite mode を用い
て DNA メチル化を解析した。 
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（３）化学物質の反復暴露によるノンコーディング
RNA の発現解析【相﨑】 
 
ノンコーディング RNAの一種であるマイクロ RNAは

成熟すると 20bp 前後の短鎖となるため、通常の mRNA
や長鎖ノンコーディング RNA とは生体サンプルから
の精製効率が異なる。そこで RNA-Seq に用いる total 
RNA を抽出する方法を選定するために、マイクロアレ
イと同様のプロトコル（上記 B1-2）の他、Allprep 
DNA/RNA Mini Kit (QIAGEN)或いは ZR-Duet DNA/RNA 
MiniPrep Kit (Epigenetics)を用いて RNA を抽出し、
BioAnalyzer (Agilent Technology) 、 Qubit 
Fluorometer （Life Technologies）、Nanodrop (Thermo 
Scientific)を用いて収量及び品質、サイズ分布等を
評価した。 
次世代シーケンサーには Illumina 社の NextSeq500

を用いた。シーケンスするライブラリは同社の
TruSeq Stranded Total RNA Library Preparation Kit
及び TruSeq Stranded mRNA Library Preparation Kit
を用いて作成した。 
次世代シーケンサーデータの数値化等、データ処理

には、Percellome 手法に対応させたカスタムゲノム
を用意した上で、RNA-Seq 解析ソフトウェアの主流と
なっているTophat, Cufflinksを利用した。Cufflinks
から出力された raw データの絶対量化計算はマイク
ロアレイと同様に、独自開発の SCal4.exe を用いた。 
 

（４）システムトキシコロジー解析技術の基盤整備
及び応用開発【北野】 
 
大規模データ解析技術の開発としては、多数の

machine learning の手法を選定し、これらを統合し
て複雑性の高いデータの解析を可能とする、
ensemble learning system を開発した。 
性能評価に際しては、大規模な薬剤投与下における

発現データ（cmap, https://www.broadinstitute.org/ 
cmap/）を利用し、薬剤候補遺伝子の予測精度を指標
とした。 
ゲノム解析とその関連データベースの整備として

は、先行研究で作成した転写解析ツール ACGT と、
プロモーター領域のホモロジー解析ツールSHOEの
機能強化と、Garuda Platform 準拠を進めた。 

 

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・動物実験等の適正な実
施に関する規程（平成 27 年 4 月版）） 

 
Ｃ．研究結果 
当初計画に沿って研究を行い、下記の成果を得た。 
 
（１）短期間「新型」反復暴露実験と既存の単回暴
露実験データベースからの反復暴露毒性予測技術の
開発【菅野】 
平成 27 年度は、「新型」反復暴露実験により、アセ

トアミノフェン及びフェノバルビタール ナトリウ
ム塩の肝に対する反復影響を検討した。 
アセトアミノフェンについて解析した結果、4日間

の反復投与後の単回暴露では、単回暴露のみの場合
に比べて、反応が減弱ないし消失する遺伝子が少数、
反応が増強する遺伝子が比較的多数認められた。ま
た、その際に溶媒対照群の発現値から読み取れると
ころのベースラインが、反応が減弱した遺伝子では
低下し、反応が増強した遺伝子では上昇する傾向が
認められ、この結果は先行研究と同様であったが、
例外も認められた。先行研究において、最終投与後 2、
4、8、24 時間の変動を過渡反応（Transient Response）、
反復投与で引き起こされるベースラインの変動を基
線反応（Baseline Response）と定義したが、その各々
の特性及び両者の関連性について更に解析を進めて
いる。現段階では、反復暴露により基線反応が低下
した遺伝子群は、先行研究での四塩化炭素等の場合
とほぼ同様遺伝子群を含むことが確認された。ただ
し、その多くは過渡反応を示さない遺伝子であった。
過渡反応を示す遺伝子の基線反応は、先行研究の四
塩化炭素等に比較すると、アセトアミノフェンでは
その連動性は弱い傾向にあり、発現が増加、減少、
及び同等である遺伝子が基線反応の増・減・不変と
一致しない場合があるという特徴が明らかとなった。
それらの遺伝子群の特徴について更なる解析を実施
中である。 
フェノバルビタール ナトリウム塩の新型暴露実験

のデータ解析は途上にあるが、結果はアセトアミノ
フェンと同様の傾向を示した。詳細な解析を継続す
るが、反復暴露による遺伝子発現変化の基盤的分子
機構には、EIF2 シグナル等を主体とする小胞体スト
レスの存在が明らかとなり、これは四塩化炭素と共
通する所見であった。尚、初期の PXR/SXR、CAR のシ
グナルネットワークの発動に前後し、GADD45 などの
細胞増殖、修復、アポトーシス関連のシグナルが単
回暴露と同様、あるいは、増幅傾向をもって反復暴
露においても維持されていることが示された。これ
はアセトアミノフェンには見られない反応である。 
これらの解析と、既存の反復暴露後に異なった化学
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物質を単回暴露した新型反復毒性実験の結果との対
比を進め、ネットワーク交叉に関する情報を得る。 
これらを総合し、基線反応と過渡反応の組み合わせ

による遺伝子リストを完成させ、その経時的な変動
を調節する上下流の遺伝子発現ネットワークを明ら
かにし、慢性毒性の分子背景の解明を進める計画で
ある。 
 
（２）化学物質の反復暴露による基線反応成立のエ
ピジェネティクス機構解析【北嶋】 
 反復投与時の過渡反応を修飾する基線反応の成立
には、当該遺伝子のヒストン修飾や DNA メチル化等
の遺伝子発現修飾機構（所謂 Epigenetics）が関わる
可能性が指摘される事から、本分担研究では次世代
シーケンサーを利用し、反復経口投与した際の肝サ
ンプルについて DNA メチル化状態を網羅的に検討す
る。 
 平成 27 年度は、まず本解析系の陽性対照サンプル
として、雄性 C57BL/6J と雌性 JF1 との F1 マウス（4
週齢）の肝サンプルを実験に用いた。C57BL/6J と JF1
系統間には系統間に約 1 千万の一塩基多型(SNPs)が
存在する。このサンプルを用いる事で、親由来のメ
チル化の違いにより発現制御される事が既知のイン
プリンティング遺伝子の DNA メチル化について、親
の由来に分けて決定でき、本解析法の性能評価が可
能となる。 
 凍結肝サンプルよりゲノム DNA を抽出し、
bisulfite 処 理 後 、 Accel-NGS Methyl-Seq DNA 
Library Kit を用いてライブラリを作成後、
NextSeq500 V1 試薬 (150 cycles) を用いて whole 
genome bisulfite シーケンスを行った結果、Q30 値
（シーケンスのエラー率が 0.1% 以下の比率）は、
80.0% 、計 2 億 8 千万リードの出力を得た。また、
得られたシーケンスリードをマウスゲノム(MM10)に
対してマップさせたところ、8千万リードがマップし、
シーケンスの depth はおよそ 20x であった。57BL/6J
マウス及び JF1 マウスの遺伝子多型を用いて、既知
の父性発現インプリンティング遺伝子である Peg10 
及 び Mest の DMR (Differentially Methylated 
Region)にマップされるリードの親由来を解析した
ところ、全てのメチル化されたシーケンスリードは
57BL/6J マウス由来であり、また、全ての非メチル化
されたシーケンスリードは JF1 マウス由来であるこ
とが確認できた。この結果より、ゲノム DNA の
bisulfite 処理は完全に行われており、Accel-NGS 
Methyl-Seq DNA Library Kit を利用する次世代シー
ケンサーを用いた本解析法により、DNA メチル化状態
を網羅的に検討できることが確認できた。 
 引き続き本解析手法を用いて、12 週齢の雄性

C57BL/6J マウスについて、先行研究において取得済
みの、溶媒（コーンオイル）を単回投与した際、及
び四塩化炭素を14日間反復投与した際の肝サンプル
について、DNA メチル化状態を網羅的に解析中であり、
平成 27 年度中に解析が終了する見通しである。 
 平成 28 年度は、基線反応の変化が著しかった四塩
化炭素以外の物質を反復投与した際の肝サンプルに
ついて、DNA メチル化状態を網羅的に解析する。 

 
（３）化学物質の反復暴露によるノンコーディング
RNA の発現解析【相﨑】 
 
ノンコーディング RNA とはタンパク質をコードし

ない RNA の総称であり、メッセンジャーRNA(mRNA)と
同等の長さを有するものから、成熟すると 20bp 前後
の短鎖となるマイクロ RNA まで、様々な長さの RNA
分子を含む概念である。RNA 鎖長により生体サンプル
からの精製効率が異なるため、まず各 total RNA 抽
出キットの RNA 鎖長別の収率、品質、及び再現性を
評価した。マイクロアレイ用の total RNA を抽出す
るために長年使用してきた RNeasy Kit(Qiagen)の他、
Allprep DNA/RNA Mini Kit (QIAGEN) 或いは
ZR-Duet DNA/RNA MiniPrep Kit (Epigenetics)を
用いて total RNA を抽出した結果、mRNA 等の長鎖
RNA の抽出効率や品質については、製品間に大きな
差異はなかったが、短鎖 RNA の抽出効率は製品間で
差が見られた。 
また次世代シーケンサーのメーカー推奨のライブ

ラリ作成プロトコル（Illumina 社の TruSeq Stranded 
Total RNA Library Preparation Kit 及び TruSeq Stranded 
mRNA Library Preparation Kit）において、RNA 鎖長に
よる選別が掛かることが判明した。つまり専用プロ
トコルを用いない限り、短鎖 RNA は各プロトコルの
精製ステップで相当量が失われることが判明した。 

 
並行して、RNA発現量の絶対量計算を施してデータの

高精度化を実現し、尚且つ既存のマイクロアレイデー
タとのブリッジングを行うために、次世代シーケンサ
ーによる RNA-Seq についても、Percellome 手法を適用
した。 
Wetプロトコルで最も重要なPercellome外部RNAスパ

イクカクテル（枯草菌ゲノム配列由来のRNA5種を異な
る濃度で混合したもの。GSC）の添加については、マイ
クロアレイと同じプロトコルで可能であることを確認
した。スパイク添加量についてもデータレベルでの終
検討を行った結果、マイクロアレイと同じ添加比率を
採用すべきであること、すなわちGSCのRNA5種のうち
最も多い RNA スパイクであってもトランスクリプトー
ム全体に対して過剰ではなくリードを無駄にしていな
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いこと、及び総リード数が少なくなり低発現 RNA の検
出が難しくなる 10 サンプル/フローセルのマルチプレ
ックス解析においても、GSC の RNA5 種のうち最も少な
いRNAスパイクを検出できていること、を確認した。 
 
一方、シーケンス後の数値化に際しては、枯草菌ゲノ

ム由来の配列を持つ GSC の RNA スパイク 5 種の定量方
法の検討を行った。従来、マウスゲノムと枯草菌ゲノ
ムの双方に対して独立にマッピングを実施していたが、
計算時間が倍化し計算処理効率が悪かった。またマッ
ピングソフトウェアのパラメータ設定によってはミス
マッピングが発生する恐れもあり、特に RNA スパイク
定量に際して誤差発生の懸念があった。 
そこで平成27年度はマウスゲノムmm10にRNAスパイ

ク5種の配列のみを追加したカスタムゲノムを作成し、
一括マッピングする手法を検討した。この手法でもミ
スマッピングの懸念が残るが、マウスゲノムmm10に対
してマッピングした結果とカスタムゲノムに対してマ
ッピングした結果を比較し、問題ないことを確認した。 
 
さらに、Linux のコマンドライン操作に精通していな

い Wet 研究者でもデータ処理を簡便に行えるよう、グ
ラフィカルユーザーインターフェイス（GUI）ベースの
Web 統合プラットフォーム Galaxy 上で、カスタムゲノ
ムへのマッピングを中心に、アダプタ配列の除去やク
オリティチェック、転写産物毎の数値化の各プロセス
を包含した解析パイプラインを構築し、自動化した。 
上記成果を反映した上で、引き続き、先行研究にお

いて取得済みの、12 週齢の雄性 C57BL/6J マウスに溶
媒（コーンオイル）を単回投与した肝サンプル、及
び同様のマウスに四塩化炭素を14日間反復投与した
肝サンプルについて、全種類の RNA を網羅的に解析
中である。 

 
（４）システムトキシコロジー解析技術の基盤整備
及び応用開発【北野】 
化合物が毒性を引き起こすメカニズムは非常に複

雑であり、Percellome 等の化合物の毒性に関する発
現データベースは、この複雑性を内包している。し
たがって、Percellome データベースから有用な情報
を抽出するためには、この様なデータの複雑性に対
処できる解析法が必要不可欠である。 
これを実現するために、多数の machine learning

手法を統合して解析を行う ensemble learning 
system の開発を行った。今回実装を行った machine 
learning の手法は、（１）クラスの予測を行う分類器、
（２）数値の予測を行うアルゴリズム、の二種類に
分類される。 
（１）としては 58 種類の分類器を実装し、多数決

を取って、最終的な予測を行うこととした。このシ
ステムを、大規模な薬剤投与下における発現データ
（cmap, https://www.broadinstitute.org/cmap/）に
対して使用し、薬剤候補遺伝子を正確に予測できる
ことを確認した。 
（２）としては 120 種の数値予測の machine 

learning 手法を実装し、これらを並列実行して最終
的な予測を行うシステムを開発した。今後、多次元
の マ ル チ オ ミ ッ ク ス デ ー タ （ DREAM10,  
AstraZeneca-Sanger Drug Combination Prediction 
DREAM Challenge; https://www.synapse.org/#! 
Synapse:syn4231880/wiki/235645）に対してこのシ
ステムを適用し、薬剤併用による synergy score の予
測が正確に出来るかどうかの検証を行う予定である。 

 
さらにゲノム解析の一環として、先行研究で作成し

た転写解析ツールACGT とプロモーター領域のホモ
ロジー解析を行う SHOE の機能強化と Garuda への
準拠を行った。 

ACGT は転写産物の動態から遺伝子間の相互作用
を情報幾何学的に推定し、可視化する。これにより、
ACGT で解析した遺伝子相互作用のうち重要な部分
を、既存の大規模知識ベースや Pathway map 上に
投射することで生体内での影響の推定が容易になっ
た。これを利用して、TCDD と TCDF の発現データ
を解析したところ、毒性面での同一性・差異を
Pathway 上にマップして解析することができた。 
また SHOE の機能強化、具体的には解析精度の向

上やデータベースの整備とともに遺伝子とそれに対
する転写因子のゲノム上での位置を可視化するなど
の改良を実施した。さらに SHOE も Garuda に準拠
することで、他のツールとの連携を強化した。 

 
（５）Percellome 専用解析ソフトウェアのオンライン
化促進【相﨑】 
先行研究にて in house開発したPercellome専用解

析ソフトウェアはほぼすべて Delphi 言語にて記述
した Windows 専用プログラムであるため、本研究に
てオンライン化や Garuda 準拠を進めるに当たって
は、基本的に Java 等のコンピュータ言語に移植する
ことになる。また取り扱うデータ容量に制限のない
ローカルプログラムに比し、オンラインプログラム
では通常、サーバーサイドに保持可能なデータ量や、
サーバー/クライアント間のデータ通信量に制限がか
かるため、既存のプログラムを単純にそのまま移植
するのではなく、必要な機能単位に分解して移植し
たり、データ内容や形式などを見直し軽量化する必
要がある。 
そこで平成 27 年度は機能別に優先順位を割り振り、
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データ処理内容を吟味して、毒性評価・予測に必要
な情報提供が優先されるよう、開発スケジュールの
調整を行った。具体的には、既存のオンライン
Percellomeデータベースを拡張することとし、Rsort
による候補遺伝子リスト及び PercellomeExplorer
の化合物比較結果を参照する機能の追加を優先する
こととした。また Percellome による絶対量化計算や、
Percellome 非対応データの絶対量推計計算を行うサ
ービスについても提供方法を検討することとした。 
これと並行して、オンライン Percellome データベ

ースからエンドユーザーが引き出したデータの取り
扱いや配布したソフトウェアの使用ライセンスを明
確化すべく、これらソフトウェアを正式に職務著作物
として届け出るとともに、エンドユーザーに提供する
際のライセンスとして、Creative Commons License や 
Apache License ver.2を選定した。 

 
Ｄ．考察 
反復暴露影響の分子機序解析による、既存の単回暴

露実験データベースからの反復毒性予測の性能評価
においては、先行研究において、肝及び肺における
四塩化炭素の新型反復暴露実験により、単回暴露時
に発現変動した遺伝子のほぼ全てについて、基線反
応成分（暴露回数を重ねるに連れて発現値のベース
ライン（基線）が徐々に変動する反応成分）は、過
渡反応成分（単回暴露時の 2，4，8，24 時間のうち
に発現が変動する速い変化の成分）が増加する場合
は増加、減弱する場合は減少することを見いだした。
増加する事例があることから、反復投与による代謝
誘導による化学物質の分解促進では説明できない事
象であると考えられた。むしろ、この過渡反応と基
線反応の連関性に関する知見は、生物学的・毒性学
的に新規性が高くエピジェネティクスに関わる分子
機序の関与が示唆されることから、これを明らかに
することは、反復毒性の分子毒性学的理解の促進、
及び、単回暴露実験データベースからの反復毒性予
測法を開発するにあたり重要と考えられる。 
H27 年度は解熱鎮痛薬として使用されているアセ

トアミノフェンにおいて同様の実験を行ったところ、
四塩化炭素で見られた所見と基本的に同傾向である
ものの、発現増加する遺伝子の数が多いという特徴
が見られた。この特徴は、治療薬として反復投与さ
れている化学物質の特性として、長期のアセトアミ
ノフェン服用による肝障害と関連する可能性があり
注目され、引き続き関係するシグナルネットワーク
を含め解析中である。また抗てんかん薬フェノバル
ビタール ナトリウム塩についても解析を進め、単回
暴露と反復暴露との差異を含め、共通点と相違点が
整理されつつある。 

平成 28 年度は、5-FU の一定用量を 4日間反復暴露
後５日目にサリドマイドを単回暴露（4用量）した際、
及び五塩化フェノールの一定用量を 4日間反復暴露
後５日目にバルプロ酸ナトリウムを単回暴露（4用量）
した際の解析を実施し、単回暴露の毒性ネットワー
クとの比較解析結果から、反復暴露による生体影響
の予測評価精度の向上を目指す。 
化学物質の反復暴露による基線反応成立のエピジ

ェネティクス機構解析においては、平成 27 年度は本
解析手法の性能評価を行った結果、Accel-NGS 
Methyl-Seq DNA Library Kit を利用する次世代シー
ケンサーを用いた本解析法により、DNA メチル化状態
を網羅的に検討できることが確認できた。引き続き、
平成 27 年度中に解析終了の見込みで、四塩化炭素を
14 日間反復投与した際の肝サンプルについて、DNA
メチル化状態を網羅的に解析中であり、この結果に
より、反復投与時の過渡反応を修飾する基線反応の
成立への、当該遺伝子の DNA メチル化による遺伝子
発現修飾機構（所謂 Epigenetics）の関与について明
らかになるものと考える。 
化学物質の反復暴露におけるノンコーディング

RNA の発現解析においては、成熟型マイクロ RNA をメ
ッセンジャーRNA や長鎖ノンコーディング RNA と同
時に測定するのは困難であることが確認された。し
かしマイクロ RNA 前駆体であれば成熟型より長いた
め同時測定可能であること、またRNA-Seqの原理上、
前駆体由来のリードカウントと成熟型由来のリード
カウントを厳密に分解することは難しいこと、から、
当面は他の RNA と同時にマイクロ RNA 前駆体の定量
を行いつつ、成熟マイクロ RNA を独立に測定して、
前駆体と成熟型の存在量に相関関係があるかどうか
を検証することとした。 
システムトキシコロジー解析技術の基盤整備及び応

用開発においては、複雑な毒性機序の解析に対応する
ensemble learning systemの開発を行い、開発者が得
意とする薬剤候補遺伝子等の検証データを参照する
ことにより、所定の性能を有することを確認した。ま
た既存の解析ソフトウェアの機能強化とGaruda準拠に
よる他ソフトウェアとの連動性強化を実施し、オープ
ンな環境における毒性解析パイプラインの構築に向け、
大きく進展した。 
Percellome専用解析ソフトウェアのオンライン化促

進については、権利や利用ライセンス関係の整理を進
めたことで、より幅広い分野から利用されるようにな
り、安全性評価技術の普及による国民生活の安全性確
保の強化が期待される。 

 
Ｅ．結論 
本研究は、ほぼ計画通りに進捗した。 
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平成 27 年度に実施した、アセトアミノフェンによ
る新型反復暴露解析では、大筋で先行研究と同様の
所見、すなわち単回暴露時の過渡反応成分と反復暴
露時の基線反応成分の基本的な関連性を見いだし、
また、化学物質特有の所見を得た。この過渡反応と
基線反応に関する知見は生物学的・毒性学的に新規
性が高くエピジェネティクス等の機序の関与が示唆
されることから、これを明らかにすることは、反復
毒性の分子毒性学的理解の促進、及び、単回暴露実
験データベースからの反復毒性予測法を開発するに
あたり重要と考える。 
平成 28 年度も、別の化学物質について同様の実

験・解析を実施し、単回暴露の毒性ネットワークと
の比較解析結果から、反復暴露による生体影響の予
測評価精度の向上を目指す。 
化学物質の反復暴露による基線反応成立のエピジ

ェネティクス機構解析においては、Methyl-Seq DNA 
Library Kit を利用する次世代シーケンサーを用い
た、本解析手法の性能評価を行い、DNA メチル化状態
を網羅的に解析できることが明らかとなった。今後
は、四塩化炭素を 14 日間反復投与した際の肝サンプ
ルについて、DNA メチル化状態を網羅的に解析し、反
復暴露による基線反応成立への関与を明らかにして
いく。 
化学物質の反復暴露におけるノンコーディングRNAの

発現解析については、平成 27 年度で測定基盤の整備を
ほぼ終えた。測定・解析中の四塩化炭素反復暴露に引
き続き、平成 28 年度からは他の化学物質についても解
析を進め、反復暴露毒性に関与するノンコーディング
RNAの抽出と機能解析を進める。 
システムトキシコロジー解析技術の基盤整備及び応

用開発についても予定通り推移しており、これらを基
盤にプロジェクトの最終目標の達成、即ち毒性解析パ
イプラインの構築を進める。 
Percellome 専用解析ソフトウェアのオンライン化促

進においても、平成 27 年度、データやソフトウェアの
利用ライセンスを明確化した。引き続き研究成果の速
やかな社会還元を推進してゆく。 
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