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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。 

本分担研究は、短期間「新型」反復曝露実験**のデータと単回曝露実験のデータを対比解析

することで、反復曝露毒性の予測技術を開発することを目的とする。平成 31/令和元年度は、

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つつある。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更に進める。なお、当初、パクリ

タキセルで実施する予定であったが、納期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、翌年度予定であったクロルピリフォスを優先して実施した。 

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。 
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（*） 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。 

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 

●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及び 5-アザシチジンの曝露量は

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。クロルピリフォスの 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、5-アザ

シチジンの 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）を用い溶媒はクロルピリフォスで、5-ア

ザシチジン共に 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、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
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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。 

 

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。 

平成 31/令和 01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。 

 
【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】 
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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。 

 

 
【CPF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

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。 
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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）】 

 

 

Ｄ．考察 

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
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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。 

 

 

Ｅ．結論 

本研究は、ほぼ計画通りに進捗した。 

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。 
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