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総括研究報告書 
 

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－ 
（H27-化学-指定-001） 

 
 

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 客員研究員 

 
研究要旨 
本研究は、先行実施された Percellome*1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*2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、サリドマイド及び５-フルオロウラシルに対し「新型」反復暴露実験セット

を実施した。四塩化炭素等の毒性物質では過渡反応が急速に消失する遺伝子が多いのに対
し、平成 27 年度のアセトアミノフェン及びフェノバルビタールに引き続き、むしろ発現
が増加する遺伝子が多いという結果がえられた。 
（２）では、平成 27 年度で実施した DNA メチル化解析手法の性能評価の結果により、

Accel-NGS Methyl-Seq DNA Library Kitを採用して、四塩化炭素、クロフィブレートおよびバ
ルプロ酸ナトリウム塩を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
羅に解析した。いずれの化学物質に於いてもDNAメチル化状態が顕著に変化している領域は見
いだされていないが、微細にDNAメチル化状態が変化する領域を複数、検出している。 
（３）では、平成 27 年度の成果（次世代シーケンサーによる RNA-Seq 及びデータ処理への

Percellome 手法適用）を採用し、四塩化炭素、バルプロ酸ナトリウム塩、クロフィブレート、
アセトアミノフェンを 14 日間反復投与した際の肝サンプルについて、短鎖ノンコーディング
RNA（成熟型マイクロRNA：これはH29年度に測定予定）を除く転写産物の発現量を測定し、反
復暴露により変化した遺伝子を抽出した。 
（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 の開発を進め、実際のゲノミクスデータを用いた検証を進めた。ゲノム解析
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とその関連データベースの整備としては先行研究で開発したソフトウェアの一層の強化(軽量
化、高速化)とGaruda プラットフォーム*4上への実装、一般リリースを進めた。 
（５）では、Percellomeデータベースのオンラインサイトのセキュリティー強化とミラーサ

イト設置を進め、また先行研究で開発した解析ソフトウェア群MF-Toolsについて、最新OSに
対応したインストールパッケージを用意した。 
 
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。 

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

（*1） 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。 

（*2）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。 

（*3）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。 

（*4）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/ 

研究分担者 
北野 宏明 特定非営利活動法人 

システム・バイオロジー研究機構 会長 
北嶋 聡 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 第二室 室長 

相﨑 健一 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 第一室 室長 

研究協力者 
小野 竜一 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 第五室 室長 

 
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づいて迅
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： 
サリドマイド（thalidomide; 分子量：258.233、Cas 
No.：50-35-1、純度 98.4%、Carbosynth）、５－フル
オロウラシル(5-fluorouracil(5-FU)、分子量：
130.077、Cas No.：51-21-8、純度 99.8%、東京化成)
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）時のサリドマイド、フルオロウラシルの投
与量はそれぞれ 0、100、300、1000 mg/kg、0、30、
100、300 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、[4+1]と表記）のプロ
トコルにて実施した。サリドマイドの 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、70 
mg/kg、最終の単回暴露の用量は[0+1]実験と同様に 0、
100、300、1000 mg/kg とし、5-FU の 4回の全動物に
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対する反復投与の用量は用量設定実験の結果、7 
mg/kg、最終の単回暴露の用量は[0+1]実験と同様に 0、
30、100、300 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 RNAlater 

（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、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。 
 

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、我々が開発したプログラム「RSort」を
用いて、網羅的に解析した。このプログラムは、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ものである。
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 を元に、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。なお、Bisulfite 処理は、非メチル化シトシンの
みをウラシルに変換する化学反応であり、メチル化
シトシンはそのまま変換されない。よって、
Bisulfite 処理後のゲノム配列は、ワトソン鎖である
かクリック鎖であるかで一次配列は違い、さらにメ
チル化シトシンであるか非メチル化シトシンである
かでも１次配列は違ってくる。本研究ではこれらの
ゲノム配列の違いの条件を考慮した上で、適切にマ
ッピング処理を実施した。マッピング後は、シーケ



 

- 4 - 
 

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。 
 
 

（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】 
 
平成 27 年度に実施した最適化プロトコルにより、

平成28年度は先ず成熟型マイクロRNA以外(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 とは定量性を保ったまま同時に精
製出来ないため)の転写産物について次世代シーケン
サーによる網羅的解析を進めた。 
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ーは同社の
TruSeq Stranded Total RNA 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 手法に最適化したカスタムゲノム
を用意した上で、現在、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 Percellome
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、分類器して

使用する machine learning 手法を多数選定し、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。平成 28
年度には新たに 100 類以上の分類器を評価し、基準
を満たすものを追加実装した。また特徴抽出アルゴ
リズムについても引き続き検討を行い、適切なもの
を実装した。性能評価に際しては、実際の大規模デ
ータを利用した。 
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ソフトウェアのうち、特に
プロモーター領域のホモロジー解析を行うツール
SHOE の機能強化（軽量化及び高速化）を検討し、同
時に Garuda Platform 準拠を完了した。 
 

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 28 年度は、「新型」反復暴露実験により、サリ

ドマイド及び５-フルオロウラシルの肝に対する反
復影響を解析した。 
サリドマイドは、反復曝露により単回曝露時より

も基線が上昇し、過渡反応が増強する遺伝子、及び、
単回曝露時に過渡反応がないか微弱な遺伝子が基
線の上昇とともに過渡反応を明瞭に示すようにな
る遺伝子が多数認められた。このような遺伝子は、
過渡反応のピークが 4～8 時間目のものであった。
これに対し、反復曝露により、単回曝露時の過渡反
応が消失または低下する遺伝子を少数ながら認め
た。この遺伝子群は、単回曝露時に 2時間目にピー
クを示す早期反応性の遺伝子であった。これらの特
徴を説明する上流の遺伝子発現調節機構をさらに
解析中である。 
５-フルオロウラシルについては、反復曝露により

単回曝露時よりも基線が上昇し、過渡反応が増強す
る遺伝子、及び、単回曝露時に過渡反応のある遺伝
子が基線の変化なく過渡反応を消失ないし減ずる
遺伝子が多数認められた。それらには、遺伝子発現
を抑制的に調節する遺伝子が多く含まれていた。こ
れらの特徴を説明する上流の遺伝子発現調節機構
をさらに解析中である。 
 
（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。 
 bisulfite 処理したゲノム DNA を Accel-NGS 
Methyl-Seq DNA Library Kit を使用してライブラリ
ーを作成し、次世代シーケンサー（Illumina 
NextSeq500）で高速シーケンスする全ゲノムバイサ
ルファイト解析（WGBS）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
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済みの、溶媒（コーンオイル）を単回投与([0+1])し
た際、及び 5 mg/kg の四塩化炭素を 14日間反復投与
([14+1])した際の肝サンプルについてWGBS解析した。
また基線反応の変化が著しかった四塩化炭素以外の
物質、具体的には 70 mg/kg のクロフィブレート及び
バルプロ酸ナトリウム塩を14日間反復投与([14+1])
した際の肝サンプルについても同様に、溶媒
（0.1%DMSO 添加 0.5%メチルセルロース）を単回投与
([0+1])した際のものと、DNA メチル化状態を網羅的
に比較解析した。いずれに於いても顕著に変化して
いる領域は見いだされていないが、微細に DNA メチ
ル化状態が変化する領域を複数検出している。なお、
この微細に DNA メチル化状態が変化する領域を検出
する手法として、Bismark および BSMAP を使用してい
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、成熟すると約 20bp 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。平成 27年度のプロトコル検討
により、生体サンプルからの RNA を精製する場合、
RNA 鎖長により効率が異なり、定量性を保ったまま、
短鎖の成熟型マイクロ RNA とそれ以外（mRNA や長鎖
ノンコーディング RNA、マイクロ RNA 前駆体など）を
同時に抽出する事は困難であることが判明している。
そこで平成28年度はより多くの情報を取得すること
を優先し、スプライシングバリアント情報も含むメ
ッセンジャーRNA と長鎖ノンコーディング RNA など、
成熟型マイクロ RNA 以外の転写産物の測定、解析を
進め、四塩化炭素、バルプロ酸ナトリウム塩、クロ
フィブレート、アセトアミノフェンについて、次世
代シーケンサーによる測定を実施した。なお短鎖と
なる成熟型マイクロRNAについては平成29年度に測
定予定である。 
 
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昨年
度までに導入した、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
を再度アップデートした上で、独自に構築した、デー
タの整形、クオリティチェックからカスタムゲノムへ
のマッピング、転写産物毎の数値化までを自動実行す
る解析パイプラインを新しいGalaxy環境上に移植した。 
 

（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】 
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 の開発を進めてきたが、今年度は既に実装済
みの 58 種類の分類器に加え、新たに 124 種類の分類
器を追加実装し、計 182 種類の分類器の並列実行に
よる多数決で、最終的な予測を行えるように改良を
加えた。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/）や化合物の構造情報とその化合物が抑制
するシグナル伝達パスウェイに関するデータベース
（ TOX21 、 https://tripod.nih.gov/tox21/ 
challenge/）を用いて、我々の解析パイプラインの
精度の検証を行った。薬剤候補遺伝子を精度良く予
測できることを確認した。 
またデータに含まれるノイズを取り除き、予測の精

度を向上させるために、特徴量抽出アルゴリズムと
して 34 種類のアルゴリズムを実装した。 
 
さらにゲノム解析の一環として、先行研究で作成し

た転写解析ツールデータに含まれるノイズを取り除
き、予測の精度を向上させるプログラム ACGT 及びプ
ロモーター領域のホモロジー解析を行うプログラム
SHOE の機能強化(軽量化、高速化)と Garuda 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するが、こ
れを利用した TCDD と TCDF の発現解析を進めつつ、
結果をフィードバックしてATCGの最適化を進めてい
る。 
また SHOE については一部の中間データの事前計算

による軽量化やソースコードの見直しによる高速化
といった機能強化を進めると共に、SHOE の Garuda
準拠を進め、一般配布バージョンをリリースした。 
 

（５）Percellome 専用解析ソフトウェアのオンライ
ン化促進【相﨑】 
平成 28 年度は、Percellomeデータベース公開サイト

のセキュリティー検査を行い、RESTfulサーバーアプリ
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ケーションソフトウェアについて、セキュリティー強
化対策を検討した。 
またミラーサイト開設、一般公開準備を進めた。 
また先行研究にて in house 開発した Windows 用

Percellome 専用解析ソフトウェアについては一括イ
ンストールパッケージを再構成し、最新バージョン
の Windows にも対応した。 
 
 

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。 
平成 29 年度は、新型反復曝露実験を実施し、前２

年間に得られた情報をもとに、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、
四塩化炭素（平成 27年度実施）あるいはクロフィブ
レート、バルプロ酸ナトリウム塩（平成28年度実施）
を14日間反復投与([14+1])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て、変化の
見られた領域を抽出している。この様な結果を蓄積
すれば、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

理解が進むものと考える。なお、Bisulfite 処理後の
ゲノム配列のマッピング計算は非常に複雑であり、
１サンプルあたり１週間ほどの時間が掛かるため、
ボトルネックとなっているため、これについても解
析パイプラインの最適化等、改善策を検討する。 
「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、平成 27年度のプロト
コル最適化研究の過程で、マイクロアレイや次世代
シーケンサーを用いても成熟型マイクロ RNA の様な
短鎖の転写産物と、メッセンジャーRNA や長鎖ノンコ
ーディング RNA の様な長鎖の転写産物とを同時に網
羅的且つ定量的に測定するのは困難であり、またマ
イクロ RNA 前駆体と成熟型マイクロ RNA の存在量に
一定の相関関係が維持されている保証はないことが
確認されているため、平成 28年度はより情報量の多
い長鎖の転写産物の網羅的・定量的測定を専ら実施
した。取得したデータの品質は良好で、Percellome
法適用のための外部スパイク RNA も転写産物量に対
して適量添加できていることを確認した。現在、詳
細な解析計算を実行中であり、単回暴露[0+1]、14日
間反復暴露[14+1]、及び4日間新型反復暴露[4+1]の溶
媒対照群のデータを比較することにより、純粋に反復
暴露により発現誘導若しくは発現抑制を受けた転写産
物の抽出を行い、反復暴露による基線反応の成立機序
の解析を進める。 
「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の開発を継続し、精度
や感度の性能向上を確認した。また一般公開に向けて
既存の解析ソフトウェアの機能強化(軽量化、高速化)
とGaruda Platform準拠による他ソフトウェアとの連
動性強化を実施し、一般向けの版をリリースしてオー
プン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、メインサイトのセキュリティー強
化と並行してミラーサイト開設を進め、利用者の利便
性を高めた。また先行研究で開発した独自ソフトウェ
アの最新OSに対応したインストールパッケージを作成
し、オンライン/オフラインに拠らず、より幅広い分野
からの利用を促進することで、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。 
「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、サリドマイド及び５-フルオロウラ
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シルに対し新型反復暴露実験セットを実施した。四
塩化炭素等の毒性物質では過渡反応が急速に消失す
る遺伝子が多いのに対し、平成 27年度のアセトアミ
ノフェン及びフェノバルビタールに引き続き、むし
ろ発現が増加する遺伝子が多いという結果がえられ
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。 
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、
四塩化炭素或いはクロフィブレートを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、単回暴露[0+1]、14日間反復暴露
[14+1]、及び4日間新型反復暴露[4+1]の動物試験を実
施した四塩化炭素、バルプロ酸ナトリウム塩、クロフ
ィブレートについて、成熟型マイクロRNAを除く転写
産物（mRNA、長鎖ノンコーディングRNA、マイクロRNA
前駆体など）の次世代シーケンサーによる網羅的定量
測定を終え、反復暴露毒性に関与するノンコーディン
グRNAの抽出と機能解析のための解析計算を進めた。 
システムトキシコロジー解析技術の基盤整備及び応

用開発についても予定通り推移しており、一般向けの
リリース版も完成した。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、Percellome データベースのセキュリテ
ィー強化、ミラーサイト開設を中心に実施した。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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ックス解析から医療へ」, 東京大学医科学研究所附

属病院, 東京, June 4, 2016. (invited) 

 

(15) 北野宏明. 疾患とシステムバイオロジー. 第

17 回 Atherosclerosis and Biolipid Conference, ヒ

ルトン東京お台場, 東京, Aug. 6, 2016. (invited) 

 

(16) 北野宏明. システムバイオロジーの展開と

Human Immunologyへの可能性. 第44回日本臨床免疫

学会総会, 京王プラザホテル, 東京, Sep. 8, 2016. 

(invited) 



 

- 9 - 
 

 

(17) 北野宏明. システムバイオロジーの可能性. 

日本神経消化器病学会、消化器心身医学研究会、機

能性ディスペプシア研究会、IBS 研究会 合同学術集

会 2016, 北海道大学医学部学友会館 フラテ, 北海

道, Sep. 9, 2016. (invited) 

 

 

G．知的所有権の取得状況 

１．特許取得 
 なし 
 
２．実用新案登録 

なし 
 

３．その他 
なし 


