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研究要旨 

本研究は、化学物質曝露が実験動物に惹起する遺伝子発現を網羅的にネットワークとし

て描出する技術と、バイオインフォマティクス技術とを実用的に統合し、従来の毒性試験

に不確実係数（安全係数）を組み合わせる評価手法を補強するとともに、さらに迅速、高

精度、省動物を具現化した新たな有害性評価システムとして従来法を代替することを目標

とする。 

特に先行研究（平成 24～29 年度）で実施した Percellome 法*を基盤とした「新型」反復曝露

実験**により、化学物質の反復投与による生体影響のデータベース構築が進みつつある。単回

投与のデータベースと共にこれを利用すれば、現在は長い時間と多額の費用を要している長期

反復曝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」反復曝露実験と単回曝露実験データベースの対比による反復曝露毒性

予測技術の開発 

（２）化学物質の反復曝露による毒性発現のエピジェネティクス機構解析 

（３）システム毒性解析の人工知能化 

（４）Percellome専用解析ソフトウェアの開発・改良 

（５）Percellomeデータベースを利用した解析パイプライン 

 

（１）では、クロルピリフォス、及び、5-アザシチジンの 2 実験を実施し、遺伝子発現

解析を進め、反復曝露に共通の要素と上記の化学物質に特徴的な要素を抽出した。特に先

行研究で実施した化学物質と比較すると、クロルピリフォスは核内受容体系に作用するこ

とで遺伝子発現誘導が開始することが示唆され、同じく低分子の農薬であるアセフェート

と類似した傾向が明らかとなった。5-アザシチジンが反復投与により誘導する基線反応は、

ミトコンドリア機能、EIF-2シグナル系（小胞体ストレス等）、蛋白ユビキチン化系に属す

る遺伝子からなっており、これらの系の変化を誘導するという点では、5-フルオロウラシ

ル、及び、ペンタクロロフェノールに類似する。しかし、遺伝子発現の方向が逆である点

が注目され、既知の毒性や薬効との関係とともに更なる解析を行う予定である。なお、当
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初、パクリタキセルで反復曝露実験を実施する予定であったが、パクリタキセルの納品に

時間がかかることと、購入費用が非常に高価であることから保留とし、翌年度実施予定で

あったクロルピリフォスを優先して実施した。 

（２）では平成 31/令和元年度にジエチルニトロサミンのエピジェネティクス機構解析

を予定していたが、クロフィブレートに変更した。これは昨年度検討したバルプロ酸ナトリ

ウムの PPARα作用との差分を確認する必要があると考えたことから、PPARαの陽性対照

物質であるクロフィブレートに変更、優先して実施した。具体的には、クロマチン免疫沈降

アッセイと次世代シークエンサを組み合わせた、クロマチン免疫沈降シーケンス法を利用して、

クロフィブレートを 14 日間反復投与した際のマウス肝サンプルにおけるヒストン修飾の網羅

的解析を進めた結果、クロフィブレートの反復投与により、DNA メチル化非依存的に遺伝子

発現を抑制することが知られている H3K27me3 のゲノムワイドな亢進を明らかにした。また、

バルプロ酸ナトリウムの反復投与の結果の再解析により、バルプロ酸ナトリウムにおいても、

H3K27me3のゲノムワイドな亢進が起こっていることを確認できた。クロフィブレートとバル

プロ酸ナトリウムは、PPARα作用という点で共通していることから、H3K27me3 のゲノムワ

イドな亢進は、PPARα作用によるものと示唆された。一方、バルプロ酸ナトリウムの反復投

与によるH3K9me3のゲノムワイドな低下は、PPARα作用以外によるものと考えられた。 

（３）では、従来、律速段階となっていた Percellomeデータから有意に変動した遺伝子を

専門的判断に基づき網羅的に抽出する作業を完全自動化する「自動深層機械学習システム」

の開発を進め、多数のモデルの予測結果の統合により精度のより一層の向上を実現しつつ

ある。また予測モデルの判断基準を調べるため explainability model (grad cam)を導入し、モデ

ルの最適化を進めた。さらに、転写制御領域の解析ソフトウェア SHOEとGaruda Platformの連

携を中心に、複数の解析ツールを使ったパイプラインの機能強化を達成した。 

（４）では、計画通り、Percellomeデータベースをフル活用する網羅的比較解析ソフトウェ

ア PercellomeExplorer を、オンラインサービスとして提供するために、内部データ構造を抜本

的に再設計して高速化を果たすなど、必要なシステム開発を進めた。 

（５）では、ペンタクロロフェノール曝露による肝のトランスクリプトームについて、先行

研究により構成しつつある解析パイプラインを用いて解析を進めた結果、ペンタクロロフェノ

ールによる急性症状（発汗・発熱）がRIG-1パスウェイ活性化を介した抗ウイルス応答と類似

した機構によって惹起されることが示唆された。 

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。実験の反復曝露と単回曝露の回数をもとに[14+1]、[4+1]、[0+1]等

と表記することとした。 
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Ａ．研究目的 

本研究は、化学物質曝露が実験動物に惹起する遺

伝子発現を網羅的にネットワークとして描出する技

術と、バイオインフォマティクス技術とを実用的に

統合し、従来の毒性試験に不確実係数（安全係数）を

組み合わせる評価手法を補強するとともに、さらに

迅速、高精度、省動物を具現化した新たな有害性評価

システムとして従来法を代替することを目標とする。 

即ち、先行研究にて構築済みの延べ 8.5 億遺伝子発

現情報からなる高精度トキシコゲノミクスデータベ

ースと単回曝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、代表的物質につい

ての DNA メチル化及びヒストン修飾情報を加え、反

復曝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融合し、反復曝

露にも対応する網羅的有害性予測体系の構築を進め

る。 

 

 

Ｂ．研究方法 

（１）短期間「新型」反復曝露実験と単回曝露実験デ

ータベースの対比による反復曝露毒性予測技術の開

発【菅野】 

 

●試薬及び動物： 

クロルピリフォス（Chlorpyrifos; 分子量：350.59、Cas 

No.: 2921-88-2、純度 98％、富士フイルム和光純薬株

式会社（製造元：Toronto Research Chemicals））、及び、

5-アザシチジン（5-azacytidine; 分子量：244.21、Cas 

No.: 320-67-2、純度＞99％、Sigma-Aldrich）について、

単回曝露の既存データの解析を進めた。単回曝露（0

日間反復曝露後に単回曝露、以降、[0+1]と表記）時

のクロルピリフォス（CPF）及び 5-アザシチジン（AZC）

の曝露量はそれぞれ 0、3、10、30 mg/kg 及び 0、0.3、

1、3 mg/kg である。 

「新型」反復曝露実験を、4 日間反復曝露（4 日間

反復曝露後に単回曝露、以降、[4+1]と表記）のプロ

トコルにて実施した。CPF の 4 回の全動物に対する

反復曝露の用量は用量設定実験の結果 20mg/kg、最終

の単回曝露の用量は[0+1]実験と同様の 0、3、10、

30mg/kg とした。以下、同様に、AZC の 4 回反復投

与の用量は 2mg/kg、最終の単回曝露の用量は[0+1]実

験と同様に 0、0.3、1、3mg/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
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溶媒はCPF、AZC、共に 0.5%メチルセルロース（MC）

（133-14255、富士フイルム和光純薬（株））水溶液と

し、金属製胃ゾンデ（KN-348、夏目製作所）を用い

て、プラスチック製シリンジを用いて強制経口投与

を行い、最終曝露の 2、4、8 及び 24 時間後に肝を採

取した。 

 

●Total RNA の分離精製： 

マウス肝組織は 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。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、RNeasy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。 

 

●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。このソフトウェアは、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）化学物質の反復曝露による毒性発現のエピジ

ェネティクス機構解析【北嶋】 

 

●次世代シーケンサを用いたクロマチン免疫沈降シ

ーケンス法（ChIP-Seq） 

クロフィブレート(70mg/kg)を 14 日間反復投与し

た後、溶媒（0.5%メチルセルロース＋0.1% DMSO 水

溶液）を投与し２時間後のマウス肝および、溶媒

（0.5%メチルセルロース＋0.1% DMSO 水溶液）を単

回投与した２時間後のマウス肝のヒストンのメチル

化およびアセチル化を比較検証し、反復曝露による

クロマチン修飾の変化を明らかにする。各マウス肝

（30 μg）を材料として、１）4μl （30μg）の抗ヒス

トン H3K4me3 抗体 （Active Motif, cat # 39159）

（H3K4me3：転写活性化に働くヒストン H3 のリジ

ン 4 トリメチル化）、2）4μl （30μg）の H3K27Ac3 

抗体 （Active Motif, cat # 39133）（H3K27Ac3: 転写活

性化に働くヒストン H3 リジン 27 のアセチル化）、
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3）4μl（30μg） の H3K27me3 抗体 （Active Motif, 

cat # 39155） （H3K27me3: 転写抑制に働くヒストン 

H3 リジン 27 のトリメチル化）、 4）5μl（30μg） 

の H3K9me3 抗体  （Active Motif, cat # 39161） 

（H3K9me3: 転写抑制に働くヒストン H3 リジン 9 

のトリメチル化）、および Input（抗体無しコントロー

ル）を用いてクロマチン免疫沈降（ChIP）を行った。

その際、サンプル間の補正を行うために、Drosophila

のクロマチンが spike in として添加されている。ChIP

後の DNA は、それぞれの抗体に対する既知の陽性コ

ントロールおよび陰性コントロールを qPCR により

定量し、そのクロマチン免疫沈降の有効性の定量を

行う。 

 クロマチン免疫沈降の有効性の確認ができた ChIP 

DNA より次世代シーケンサ解析用のライブラリー

を作成し、75 bp のシングルリードで網羅的シーケン

ス解析を行った。シーケンス結果は、マウス標準ゲノ

ム（mm10）に対してマッピング後に in silico で 200 

bp まで各リードを延長し、SICER アルゴリズムを用

いてピークコール（ピーク検出）を行う。SICER ア

ルゴリズムは default のパラメータ（p=1e-7（narrow 

peak）, p=1e-1（broad peak））を用いる。各サンプル

は、Drosophila DNA 断片のリード数により補正を行

う。 

 

（３）システム毒性解析の人工知能化【北野】 

●深層学習を用いた大規模遺伝子発現データベース

からの重要遺伝子群の判別 

先行研究において開発した、多層（畳み込み層やプ

ーリング層で構成される 18 層）からなる Resnet モデ

ル（Resnet は、画像分類で高い精度を示すことが多

く、 ImageNet2015 （ http://image-net.org/challenges/ 

LSVRC/2015/） における画像分類に関するコンペテ

ィションで、最も高い精度を示したモデルである

（Kaming He et al（2015）Deep Residual Learning for 

Image Recognition. arXiv:1512.03385.））を利用した深

層学習システムをベースに、予測精度を向上させる

ためにトレイニング及び検証用の画像データ（遺伝

子発現変動を示す 3 次元グラフ）セットを新たに作

成した。この際、平成 30 年度は①ノイズの原因とな

る数値軸や文字を除去し、②3 次元グラフの描画角度

を最適化、さらに③情報量を増やすために、グレーか

らフルカラーに変更し且つ画素数を大幅に増加させ

た。平成 31/令和元年度はさらに④10 種の描画角度

から 3 次元グラフを作成し、トレイニング画像数を

10 倍に増加させることで、深層学習による分類器の

一層の精度向上を試みた。また構築した深層学習モ

デルが、画像のどの部分に着目して判別を行ってい

るかを調べるため、最新の explainability model（grad 

cam：R. R. Selvaraju, M. et al（2019）Grad-CAM: Visual 

Explanations from Deep Networks via Gradient-Based 

Localization. Int J Comput Vis doi:10.1007/s11263-019-

01228-7）を実装してモデルの解析を行った。 

なお深層学習システムのトレイニングとチューニ

ングした予測器の予測精度検証には、熟練した研究

者が逐一検証・分類（Positive, Negative, Rough の３分

類）した 3 次元グラフ画像データセットを重複しな

いよう二分して用いた。 

 

●Garuda Platform 上での Percellome と SHOEの連

動強化 

先行研究で開発を進めていた転写領域解析ソフト

ウェア SHOE の機能追加や改良として、特に将来的

な機能拡張（AI など）を想定した API の定義と実装

を進めた。また Percellome ガジェットを含む他の

Garuda Platform 用ソフトウェア（Garuda ガジェット）

との連動については、実データを利用した試験運用

により、プログラム改良による効果を評価した。 

 

（４）Percellome 専用解析ソフトウェアの開発・改良

【相﨑】 

ソフトウェアの in house 開発に際しては、開発効率
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と生成する実行バイナリの実行速度を重視して、

Win32/64開発はRAD（Rapid Application Development）

対応の Delphi）（Object Pascal 言語、USA, Embarcadero 

Technologies, Inc.）を用いた。データベースエンジン

には組込型の DBISAM（USA, Elevate Software, Inc.）

を、一般的なグラフ描画には TeeChart（Spain, Steema 

Software SL）を利用した。 

 

（５）Percellome データベースを利用した解析パイプ

ライン【夏目】 

先行研究においてマウスにペンタクロロフェノー

ル（0、10、30、100 mg/kg）を経口投与し 2, 4, 8 及

び 24 時間後に摘出した肝を用いて遺伝子発現プロ

ファイルをマイクロアレイにより測定し、

Percellome 法による normalization 後に遺伝子発現が

変動した遺伝子を網羅的に選択した遺伝子リスト

（Kanno J. et al., J. Toxicol. Sci. 2013;38(4): 643-654）

を、Garuda プラットフォームへの入力データとして

用いた。Garuda プラットフォーム上において、使用

したガジェット（Garuda プラットフォームで連結さ

れ、相互に入出力データを共有可能となったソフト

ウェアの総称）は Nandi（使用可能なガジェットの

提示）、Gene ID converter（遺伝子 ID 変換ツール）、

Reactome（pathway enrichment 解析）、PercellomeDB

（遺伝子発現の時間依存的・濃度依存的変動を表す

3D プロットの作成）である。また、当該遺伝子リ

ストを用いて、翻訳により産生されるタンパク質の

相互作用情報をグラフとして表現し、その構造から

相互作用の強いクラスターを検出する MCL クラス

タリングを STRING v11（Szklarczyk, D., et al.,

（2018）. Nucl Acid Res 47.D1: D607-613.）を用いて

実施した。 

 

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」反復曝露実験と単回曝露実験デ

ータベースの対比による反復曝露毒性予測技術の開

発【菅野】 

平成 31/令和元年度は、クロルピリフォス（CPF）、

及び、5-アザシチジン（AZC）を検討した。尚、最終

投与後 2、4、8、24 時間の早い変動を過渡反応

（Transient Response）、反復投与で引き起こされるベ

ースラインの上昇乃至低下の変動を基線反応

（Baseline Response）と定義し解析を実施した。 

 

クロルピリフォス（CPF）では、生物学的に有意と判

断された変動遺伝子数（過渡反応を示す遺伝子）は単

回曝露実験（以下、[0＋1]と表記）において 298、反

復曝露実験（以下、[4＋1]と表記）において 60 であ

り、反復曝露により過渡反応を示す遺伝子数が減少

していた。 

[0+1]と[4+1]に共通する過渡反応遺伝子は 10 であ

り、基線反応と過渡反応の間の規則性は不明瞭であ

ったが、単回曝露時によりも反復曝露時に過渡反応

が減弱する傾向が見られた。 
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【共通する遺伝子 Cyp2b10。基線の変化は見られず過渡反応が減弱し
ている】 

 

基線反応の変化はこの共通 10遺伝子および、発現

コピー数が３以上の全ての遺伝子において変動は少

なかった。共通 10 遺伝子に特徴的なネットワークは

抽出されなかった。 

[0＋1]においてのみ過渡反応が見られ、[4＋1]に

おいては過渡反応が消失した遺伝子は 288 あり、そ

れらは[4+1]における基線反応に弱いながら低下の傾

向がみられた。これらの遺伝子はビタミン D 受容体

系、PXR 受容体系、グルココルチコイド受容体系、

甲状腺ホルモン受容体系等の核内受容体を介したシ

グナルネットワークに属する遺伝子が含まれ、その

上流にグルココルチコイド受容体の作用、グルカゴ

ン等の介在が示唆された。これらは投与後２～4 時

間において顕著に誘導された遺伝子群が示すもので

あった。24 時間目に発現する遺伝子数は僅かであっ

た。 

 
【ビタミン D 受容体系に属する Cebpb。2~4 時間目の過渡反応が反復
曝露により消失している。】 

 

[0＋1]において過渡反応がなく、[4＋1]においては

過渡反応が発現した遺伝子は 50 あり、弱い基線反応

の上昇傾向を伴って Glut2（Slc2a2）、GCK、などが発

現変動を示した。この発現変動遺伝子リストからは、

MODY シグナル（Maturity Onset Diabetes of Young；

若年発症型成人型糖尿病）及び糖代謝系が IPA によ

り抽出され、その上流に PPARA（発現抑制）、insulin

などが挙がった。 

 
【糖代謝に関わる Gck が反復曝露により誘導された。】 

 

 

反復曝露が基線反応に及ぼす影響は CPF の場合は、

軽微ながら上昇作用（210 遺伝子）を有し、コレステ

ロール代謝に関わる遺伝子群が含まれる。 

以上、CPF はマウス肝において、グルココルチコ

イド受容体系へのシグナル入力に反応して、ビタミ

ン D、PXR、甲状腺ホルモン受容体系に作動性を示す

とともに、PPARαの系に抑制的に働くことが示唆さ

れ、反復投与により糖代謝異常が遷延する可能性が

示唆された。 

 
 

【CFP の単回と反復曝露との遺伝子発現の関係の概略を示す。】 

 

CPF がグルココルチコイド受容体シグナル、グル

カゴン系、糖代謝系に影響を与えるという本解析結
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果と、ヒトや実験動物に対して CPF の比較的長期の

曝露が血糖値を上昇させる、或いは、Ⅱ型糖尿病、妊

娠性糖尿病、及び肥満と関係するという報告との関

係の解析を更に進める。一方、小胞体ストレスなどの

“一般的”な毒性を示唆する変化の誘導は弱かった。 

糖代謝等について、先行研究で実施したアセフェ

ート、昨年度実施したイミダクロプリドとの対比解

析をも進める。 

 

5-アザシチジン（AZC）では、生物学的に有意と判

断された変動遺伝子数（過渡反応を示す遺伝子）は単

回曝露実験（以下、[0＋1]と表記）において 24、反復

曝露実験（以下、[4＋1]と表記）において 28 であり、

共通する遺伝子が認められなかった。 

 

 
【p53 シグナル系に属する Trp53inp1、Jun を示す。反復により過渡反
応は消失している。】 

 

[0+1]で上昇する過渡反応を示した遺伝子 24 は、

[4+1]と共通性が無く、p53 を上流とするシグナル系

と、TLR9や TLR3を上流とする JAK/STAT シグナル

系などが IPA により抽出された。 

 

 
【JAK/STAT 系に属する Cish。“ノイズ”が多い遺伝子であるが、反
復により過渡反応のピークが消失している。】 

 

 [4+1]において変動した 28 遺伝子は、[0+1]と共通

性が無く、ユビキチン化系のものを少数含んでいた。 

 
【蛋白ユビキチン化の系に含まれる Hsp90aa1。微弱ながら 2 時間目
の誘導が認められる】 

 

[0+1]も[4+1]も共に、過渡反応の 2 時間目からシグ

ナル系が作動することから、弱いながら標的の比較

的明瞭な系に対する活性を、代謝を受けない状態で

発揮することが確認された。 

反復曝露が基線反応に及ぼす影響を見るため、

[0+1]と[4+1]の溶媒対照群同士の発現値を比較した。

反復曝露により統計学的に有意に発現値が上昇した

細胞当たりの発現コピー数が 3 以上の遺伝子は約

600、低下した遺伝子は約 1,500 であった。上昇した

遺伝子群には、特定のシグナル系および上流因子は

見いだせなかった。 
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基線反応が反復曝露により低下した遺伝子群は、

IPA 分析におけるミトコンドリア機能不全、酸化的リ

ン酸化、EIF-2 シグナル系への強い影響が示された。

また、LXR 系、上流に RICTOR、あるいは HNF4A、

を上流に持つ系シグナルを含んでいた。 

 
 

【基線反応が反復曝露により低下した遺伝子群の IPA 分析結果】 

 

以上、AZC はマウス肝において、4 日間の 2mg/kg

の反復経口投与により強力に、ミトコンドリア機能

障害に関わる諸因子（トランスポーター、NADH ユ

ビキチン酸化還元酵素などのミトコンドリア呼吸鎖

酵素）、EIF2 シグナル系、等を抑制することが確認さ

れた。 

 
【AZC 反復曝露により低下した遺伝子（赤色）のミトコンドリア機
能マップ中の位置を示す（IPA 解析）】 

 

 

【AZC 反復曝露により低下した遺伝子（赤色）の EIF-2 シグナル系の
マップ中の位置を示す（IPA 解析）】 

 

（２）化学物質の反復曝露による毒性発現のエピジ

ェネティクス機構解析【北嶋】 

 反復曝露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等の遺伝子発現修

飾機構（所謂エピジェネティクス）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

サを利用し、反復経口投与した際の肝サンプルにつ

いてエピジェネティックな変化を網羅的に検討した。 

  

●次世代シーケンサを用いた ChIP-Seq 

 平成 31/令和元年度は、クロフィブレート（定用量：

70 mg/kg）を 14 日間反復投与([14+1])した際、及び溶

媒（0.5%メチルセルロース＋0.1% DMSO 水溶液）を

単回投与した際の 12 週齢の雄性 C57BL6/NCrSlc マ

ウスの肝サンプルについて（投与 2 時間後のもの、

それぞれ n=3、これを必要サンプル重量[200 mg 以上]

となるように、それぞれ 1 つにまとめた）、クロマチ

ン免疫沈降 (ChIP)を行った。H3K4me3 抗体、

H3K27me3 抗体、 H3K27Ac 抗体、H3K9me3 抗体の

各抗体の場合の濃縮について確認し、ChIP が正常に

行われたと判断した。これらの ChIP 済み DNA より

ライブラリーを作成し、次世代シーケンスによる

75bp のシングルリードの網羅的シーケンス解析を行

った。 

 今回得られたクロフィブレート（CFB）を 14 日間
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反復投与した際のマウス肝サンプルにおけるヒスト

ン修飾の解析結果は以下である。 

各抗体について、溶媒対照群と反復投与群において

認められた各ピーク数はそれぞれ（以下、溶媒対照

群、反復投与群）、 

 

抗 H3K4me3 抗体（18,185、19,425）、 

抗 H3K27Ac 抗体（21,740、16,450）、 

抗 H3K27me3 抗体（8,650、20,770）、 

抗 H3K9me3 抗体（21,847、20,583）、 

 

となっている。この内、特に H3K27me3 のピーク数

が 8,650 から 20,770へ、140.1 % 増加しており、CFB

の反復投与によって H3K27me3 が亢進されることが

明らかになった【下図】。したがって CFB の反復投与

による基線反応の変化は、ヒストン修飾の変化で一

部は説明できる可能性がある。今後、実際に ChIP-

PCR などを行い確認する。 

【溶媒およびクロフィブレート(CFB)の反復投与をおこなったマウス

肝における ChIP-seq 解析、溶媒およびバルプロ酸ナトリウム(VPA)の

反復投与をおこなったマウス肝における ChIP-seq 解析、さらに、溶

媒および四塩化炭素(CCl4)の反復投与をおこなったマウス肝におけ

る ChIP-seq 解析をまとめた一例（Tcf24 遺伝子および Pppar42 遺伝子

のプロモータ領域）。図中の赤枠部分は、H3K27me3 の溶媒投与（枠

内上段）および CFB, VPA, および CCl4 の反復投与（枠内下段）を

示しており、CFB および VPA において大幅なピークの亢進が見られ

る。一方、CCl4 の反復投与において大幅な亢進は見られなかった】 

 

 なお、CFB の反復投与において、H3K4me3、

H3K27me3、 H3K27Ac、H3K9me3 の各 peak を網羅

的に解析し、溶媒対照群に対して増加あるいは減少

（具体的にはそれぞれ 2 倍以上、もしくは 1/2 以下）

した peak 数で、数の多い方の peak 数が 20 以上とい

う条件にて抽出したところ、それぞれ（以下括弧内は

ピーク数で[増加、減少]をあらわす）、 

 

抗 H3K4me3 抗体（63、15）、 

抗 H3K27Ac 抗体（28、66）、 

抗 H3K27me3 抗体（12198、0）、 

抗 H3K9me3 抗体（1、321）、 

 

という解析結果となった。このように、反復投与によ

りゲノムワイドな変化（増加）をヒストン修飾

（H3K27me3）が示すことを明らかにした。 

 実際に、H3K27me3 が反復投与により増加した遺

伝子の大半が基線反応の低下を伴っており、逆に反

復投与により基線反応が有意に上昇した少数の遺伝

子のプロモータ領域に該当すると考えられる位置の

ヒストンの変化には H3K27me3 の増加は見られず、

他の発現誘導を示唆する変化を伴っていた。  

 

（３）システム毒性解析の人工知能化【北野】 

●深層学習を用いた大規模遺伝子発現データベース

からの重要遺伝子群の判別 

平成 30 年度に深層学習を用いた３次元グラフの画

像解析システムを構築し、生物学的に有意な遺伝子

を高い精度で分類することに成功した。ただし新規

データに適用すると、有意判定される遺伝子数が非

常に多くなる（絞り込みが不十分）という問題があっ

た。これを改善するため、平成 31/令和元年度は多様

な描画角度から 3 次元グラフを作成し、トレイニン

グ画像数を 10 倍に増加させることで、深層学習によ

る分類器の一層の精度向上を試みた。 
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【深層学習のトレイニングに用いた、画像データ （A）前年度の深
層学習モデルのトレイニング画像データ。500✕500 ピクセルのサイ
ズの、RGB カラー画像。positive、negative、other クラスのデータとし
て、4,591、377、496 プローブに対応した、5,441 枚の画像データを作
成した。(B)今年度の深層学習モデルのトレイニングデータ。500✕500

ピクセルのサイズの、RGB カラー画像。それぞれの角度について、
positive、negative、other クラスのデータとして、4,591、377、496 プ
ローブに対応した、5,441 枚の画像データ（合計 54,410 個）を作成し
た。】 

 

具体的には上図の通り１０種の角度からみた画像デ

ータに対する、１０種の深層学習モデルを構築し、

構築したモデルに対して、5 fold cross validation を実

施して予測精度の検証を行った。 

 
 
【多様な描画角度から作成した３次元グラフをトレイニングに用い
た分類器の予測精度：各予測モデルの予測精度、正答率、を表した
（代表例）。作成した１０種のモデル全てが、高い予測精度（94%以
上の正解率）を示した。】 

 

その結果、作成した１０種のモデル全てが、高い予

測精度（94%以上の正解率）を示した。この結果から、

これらのモデルを適切に組み合わせることで、高い

精度を保ったまま有意な遺伝子を絞り込むことがで

きる可能性が示唆された。 

 

【複数の深層学習を組み合わせて有意な遺伝子を絞り込むための
computational pipeline】 

 

また機械学習の予測モデルの判断基準を明確にす

るため、explainability model（grad cam：R. R. Selvaraju, 

M. et al.（2019）Grad-CAM: Visual Explanations from 

Deep Networks via Gradient-Based Localization. Int J 

Comput Vis doi:10.1007/s11263-019-01228-7）を実装し

てモデルの解析を行った。 

 

【Explanatory model（Grad cam）による深層学習モデルの解析の結
果：深層学習モデルは、赤く強調されている所に着目して、判別を
行っている。】 

この結果、上図に示すように、構築した機械学習モ

デルにおいても、専門家と同様、３次元グラフのピー

クの立ち上がり部分に着目して（黒丸内）、判別を行

っていることが明らかになった。 

 

●Garuda Platform 上での Percellome と SHOE の連

動強化 

今年度実施した SHOEの機能強化としては、ChIP-Seq
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データを参照データベースに統合し、解析対象の領域

拡大と精度向上が実現した。 

 

また三種（ヒト,マウス,ラット）共通配列というデ

フォルト条件は厳しすぎる場合があったため、ヒト

－マウス若しくはヒト－ラットの二種共通という条

件設定を可能とした。 

 

今後の AI 活用を想定した API の定義と実装を検討

し、上のような機能強化を実施した結果、下記のよう

に解析ワークフローがより一層強化された。 

 

Garuda Platform 上で SHOE をハブとしたワークフ

ローが拡大・強化されたことにより、SHOE と

Percellome の連動も密になり、その他の複数の解析ソ

フトウェアとの連動も加わり、よりスムーズな解析

が可能となった。 

 

（４）Percellome 専用解析ソフトウェアの開発・改良

【相﨑】 

今年度はPercellomeデータベースをフル活用する網羅

的比較解析ソフトウェア PercellomeExplorerを、オンラ

インサービス（WebAPI)として提供するためのシステム

開発を進めた。 

現状では、比較解析の度に大容量データを参照し高い

計算コストを掛けてクエリ処理を実行するため

PercellomeExplorer はクライアント PC 上でのみ稼働し

ているが、これをオンラインサービスとして提供する

ためには、クエリ毎にサーバーサイドで生じる計算負

荷の大幅な軽減と、実用的な応答時間を実現するため

の処理時間の大幅短縮（百分の一以下）、を両立させる

必要があった。 

サーバー性能の強化やソフトウェアの最適化、通信速

度の高速化等にも限界があり、従来の設計では実用的

な時間内で応答するなどの要件を満たせなかったため、

内部データ構造を抜本的に設計し直した。設計変更後

は主要な計算を経た最終段階の中間データを保持・参
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照するようにした結果、クエリ受付から結果表示まで 5

～30 秒程度の高速化を果たし、実用的なオンラインサ

ービスに足る性能の実現に成功した。 

 

（５）Percellome データベースを利用した解析パイプ

ライン【夏目】 

Reactome ガジェットによる pathway enrichment 解

析の結果、ペンタクロロフェノール投与から 24 時

間後のマウス肝において RIG-1 抗ウイルスパスウェ

イに関連する遺伝子の発現が変動していることが示

唆された。RIG-1 抗ウイルスパスウェイの活性化は

タイプ I インターフェロンの誘導に繋がる。さら

に、インターフェロン α/β シグナリングパスウェイ

に関連する遺伝子の変動も同様に認められた。RIG-

1 は短鎖 dsRNAs や 5’-三リン酸化 ssRNAs を認識す

ることが既に報告されており（Go SG., et al., (2008). 

Virus (in Japanese), 58(2), 97-104.）、上記 RNA を有す

るウイルスとしてインフルエンザウイルスやセンダ

イウイルス、日本脳炎ウイルスが知られている。次

に、STRING を用いて相互作用のあるタンパク質の

ネットワークに対して MCL クラスタリングを行っ

た結果、互いに密に相互作用をしているサブネット

ワークが検出された。当該サブネットワークに含ま

れる遺伝子に対して TargetMine による各種

enrichment解析を実施した結果、RNA ウイルス感染

に関連するパスウェイが検出された。さらに、

disease enrichment 解析により当該サブネットワーク

にはインフルエンザに関連する遺伝子が多く認めら

れることが示された。 

 

 

Ｄ．考察 

「短期間「新型」反復曝露実験と単回曝露実験デー

タベースの対比による反復曝露毒性予測技術の開発」

【菅野】においては、先行研究で実施した 8 物質、

アセトアミノフェン、フェノバルビタールナトリウ

ム、サリドマイド、5-フルオロウラシル（5FU）、アセ

フェート（APT）、ペンタクロロフェノール（PCP）、

イミダクロプリド、及び、ジエチルニトロサミンと、

本年度の 2 物質を比較すると、クロルピリフォス

（CPF）は APT に類似していた。糖代謝に対する急

性及び慢性的な影響が示唆された。5-アザシチジン

（AZC）は、基線反応の変化した遺伝子群が属する遺

伝子発現経路が、5FU や PCP と類似していたが、そ

れらの実際に発現の方向が逆であった。すなわち、

AZC は反復曝露により遺伝子発現が低下するが、

5FU と PCP は増加する。しかし、過渡反応は 5FU で

は増強するのに対して、PCP では減弱する傾向を示

すことから、いずれもが独自の遺伝子発現機構を持

つことが示唆された。 

本年度研究成果により、新たな解析手法やツール

が利用可能となったことから、先行研究のデータに

対してもそれらを適用し、毒性標的とその上流ネッ

トワークを過渡反応と基線反応の両面から更に深く

解析する。特に、これらの化学物質における変動遺

伝子のリストの差分を手掛かりに、既に得ている対

照群動物のエピゲノム情報や、エンハンサー・プロ

モータ領域の特性から（SHOE 等を活用）、時系列

に沿った遺伝子発現制御機構の詳細の分析（AGCT

活用を含む）を進める。また、ラットのトキシコゲ

ノミクスデータについての同様の検討も新たなツー

ルを用いて試みる予定である。 

 

「化学物質の反復曝露による毒性発現のエピジェ

ネティクス機構解析」【北嶋】においては、平成 31/

令和元年度は、ChIP-Seq によりクロフィブレート

（CFB）反復投与により有意な変化を示すヒストン

修飾部位が抽出され、基線反応の成立に関わる新た

な知見が得られた。当初、平成 30 年度に行ったバ

ルプロ酸ナトリウム（VPA）の反復投与のヒストン

修飾解析は、VPA によるヒストン脱アセチル化酵素

1（HDAC1）の阻害を介してヒストンのアセチル化
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を増加させる、という本研究分担課題における陽性

対照物質のデータを得られると想定されたが、実際

はヒストンのアセチル化（H3K27Ac）は増加せず、

むしろ逆に 5% 低下することが明らかになった。他

方、H3K9me3 が 74.5%低下することが明らかとな

り、H3K27Ac の結果と比較するすると、少なくと

もマウス肝においては VPA は HDAC の阻害ではな

く、H3K9me3 を阻害していることが示唆された。 

VPA は、PPARα作用を持つことから、VPA による

H3K9me3阻害が、PPARαシグナルを介して起こるか

否かは重要な課題である。そこで、平成 31/令和元年

度は、VPA 同様に PPARα作用を持つ CFB を反復投

与したマウスの肝における ChIP-Seq 解析を行い、

H3K27me3 のゲノムワイドな亢進という結果を得た。

そこで、VPA の反復投与とは共通項を探索するため

に、VPA の反復投与における H3K27me3 の再解析を

行った結果、ピーク値に 20 % 程の亢進が見られた。

よって、VPA の反復投与で見られた H3K9me3 阻害

は、PPARα作用によるものではないが、H3K27me3

の 20 % ほどの亢進については、PPARα作用による

ものと考えられる。 

なお、溶媒投与群と CFB、VPA、および四塩化炭素

（CCl4）の反復投与群の比較において、CFB で大幅

な H3K27me3 ピークの亢進が見られるが、CFB の溶

媒と同じ組成の溶媒の単回投与サンプルでのみ、

H3K27me3 のピークの大幅に減少しているとも考え

られる。よって、CFB の溶媒である 0.5 % MC + 0.1 % 

DMSO のヒストン修飾に及ぼす影響についても詳細

に解析する必要がある。 

 

「システム毒性解析の人工知能化」【北野】において

実施した深層学習については、大規模データの自動

分類において有効であることが一層明らかになっ

た。平成 31/令和元年度に実施した 3 次元グラフの

形状を複数の描画角度から作図した画像を学習デー

タとして利用することで、深層学習のトレイニング

効果が深まり、より精緻に分類器のチューニングを

行うことが可能であることが分かった。 

 

「Percellome 専用解析ソフトウェアの開発・改

良」【相﨑】については、Percellomeデータベースの全

体を対象とする網羅的比較解析という、より高度な活

用を促進する枠組みの構築が完了した。現状は充分実

用になっているとはいえ、比較解析の基となるプロジ

ェクト毎の特徴データの抽出を数理的な自動処理で行

っているため、ある程度のノイズ混入を許容している

が、今後は分担研究「システム毒性解析の人工知能

化」で進められている「深層学習を用いた大規模遺

伝子発現データベースからの重要遺伝子群の判別」

の成果利用により、より高精度の解析結果が得られる

と期待される。 

 

「Percellome データベースを利用した解析パイプライ

ン」【夏目】については、Garuda プラットフォームを

用いた Percellome データ解析により、ペンタクロロ

フェノール（PCP）投与によって肝においてインフル

エンザ発症時と同様の遺伝子発現変動が起きること

が示された。さらに、この応答には抗ウイルスパスウ

ェイとして機能している RIG-1 パスウェイに関連す

る遺伝子が含まれることが示唆された。つまり、PCP

投与により RIG-1 を介した抗ウイルス応答が惹起さ

れ、その結果としてポジティブフィードバックによ

り RIG-1 パスウェイに関連する遺伝子の発現が亢進

するといった分子メカニズムが働いたのではないか

と考えられる。実際、インフルエンザウイルスは RIG-

1 によって認識されることが既に報告されており

（Kato H. et al., Nature. 2006;441:101–5）、本結果はPCP

による発汗・発熱が RIG-1 パスウェイ活性化を介し

た抗ウイルス応答と類似した機構によって惹起され

るという可能性を提示するものであると言える。遺

伝子リストを取得した Kanno J. et al., J. Toxicol. Sci. 

2013;38(4): 643-654においては、enrichment解析を IPA
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（ Ingenuity pathway analysis, Ingenuity Systems, Inc. 

Redwood City, CA, USA）を用いて実施しており、

Garuda を用いた解析と同じく PCP 投与後 24hr にお

いてインターフェロンシグナリングパスウェイに関

連する遺伝子の発現変動を検出している。更に、

“Role of PKR in Interferon Induction and Antiviral 

Response”や“Role of Pattern Recognition Receptors in 

Recognition of Bacteria and Virus”といった抗ウイルス

応答に関連するパスウェイについても同様に検出し

ており、本解析結果は既報内容と矛盾のないもので

あることを確認した。一方、IPA ではこれらのパスウ

ェイに関連する遺伝子がどのような分子メカニズム

によって発現亢進に至ったかを提示するには至って

おらず、RIG-1の関与の可能性を示唆する本解析結果

が新規に見出したものである。このことから、Garuda

は IPA に代表される有償ソフトに勝るとも劣らぬパ

フォーマンスでデータ解析を行うことが可能であり、

このGarudaに Percellomeを連結させた意義は大きい

と言える。 

 

 

Ｅ．結論 

本研究は、ほぼ計画通りに進捗した。 

「短期間「新型」反復曝露実験と単回曝露実験デ

ータベースの対比による反復曝露毒性予測技術の開

発」【菅野】については、先行研究で実施した化学

物質とは用途や性質の異なる化学物質の解析を実施

しているが、先行研究で実施した化学物質と比較する

と、本年度の２物質のうち、クロルピリフォスは核内

受容体系に作用することで遺伝子発現誘導が開始する

ことが示唆され、同じく低分子農薬であるアセフェー

トと糖代謝系への影響を含めて類似する傾向が明らか

となった。5-アザシチジンは、反復投与により誘導す

る基線反応は、ミトコンドリア機能、EIF-2シグナル

系（小胞体ストレス等）、蛋白ユビキチン化系に属す

る遺伝子からなっており、これらの系の変化を誘導す

るという点では、5-フルオロウラシル、ペンタクロロ

フェノールに類似する。しかし、遺伝子発現の方向が

逆である点が注目され、既知の毒性や薬効との関係と

ともに更なる解析を更に進める。 

以上より、明瞭な毒性発現が誘発されない用量に

おける僅か４日間の反復曝露により長期の反復毒性

を推測する基礎データを取得できることが示唆され

たと考える。 

 

「化学物質の反復曝露による毒性発現のエピジェネ

ティクス機構解析」【北嶋】については、ChIP-Seq に

より、クロフィブレート（CFB）の反復投与により有

意な変化を示すヒストン修飾部位を抽出し解析した

結果、H3K27me3 がゲノムワイドに亢進しているこ

とが示唆された。平成 30年度に ChIP-seq解析を行っ

た HDAC の阻害剤であるバルプロ酸ナトリウム

（VPA）の反復投与により、H3K27Ac ではなく、

H3K9me3 阻害が起こるという新知見が得られてお

り、この H3K9me3 阻害が PPARα作用によるもので

ないことが、CFB の解析から明らかにできた意義は

大きい。 

 今後は、CFB、VPA による H3K27me3 の亢進作用

がこれらの化学物質の反復投与による基線反応に変

化にどう影響をしているかを更に詳細に解析する予

定である。 

 

「システム毒性解析の人工知能化」【北野】につい

ては計画通り推移しており、今回の成果で、人手では

できなかったスケールの遺伝子発現と毒性への連動

解析が可能になると期待される。また、SHOE と

Percellome の連動も密になり、よりスムーズな解析が

可能となった。今後は、これらの成果をさらに多くの

解析プロセスに展開することを目指す。 

 

「Percellome 専用解析ソフトウェアの開発・改良」

【相﨑】においては計画通り、Percellome データベー
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スをフル活用する網羅的比較解析ソフトウェア

PercellomeExplorer をオンラインサービス（WebAPI)

として提供するために、内部データ構造を根本的に

再設計して高速化を果たすなどして、必要なシステ

ム開発を進めた。これにより Percellome データベース

の高度な活用及び、より一層の利用促進が見込まれる。 

 

「Percellome データベースを利用した解析パイプラ

イン」【夏目】においては、Garuda プラットフォーム

を用いた Percellome データ解析により、ペンタクロ

ロフェノール（PCP）の毒性発現機構の推定を行った。

「PCP による発汗・発熱が RIG-1 パスウェイ活性化

を介した抗ウイルス応答と類似した機構によって惹

起される」という知見を事前知識に頼ることなくデ

ータから抽出することに成功しており、Garuda プラ

ットフォームや Percellome データがシステム毒性学

の実践において有用な資源となることを示す成果で

あると言える。 
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