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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

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 

－網羅的定量的大規模トキシコゲノミクスデータベースの維持・拡充と

毒性予測評価システムの実用化の為のインフォマティクス技術開発－ 

（H24-化学-指定-006） 

 

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。この為に、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 4 研

究を実施した。 

（１）反復暴露実験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 

（２）胎児発生過程におけるマスター遺伝子を基軸とした遺伝子発現ネットワーク

の網羅的解析 

（３）Percellome 3 次元データ等の為の専用解析ソフトウエアの開発研究 

（４）システムトキシコロジー解析基盤の研究開発 

（１）では、今年度（平成 25 年度）は、ａ）初年度（平成 24 年度）実施した四

塩化炭素による新型反復暴露実験(**)のデータ解析を網羅的に進め、遺伝子発現調節

に係る情報を抽出する手法を検討した。ｂ）バルプロ酸ナトリウムにて同設計の新

型反復暴露実験セットを行い、四塩化炭素と類似した過渡反応－基線反応関係を確

認しつつ、バルプロ酸ナトリウム固有の所見を得た。バルプロ酸ナトリウムの単回

暴露時と比較し、14 回反復（1 日 1 回投与）の新型反復暴露時に、過渡反応成分（暴

露の都度の変化を示す成分（Transient Response ; T-Res））が増加あるいは減少し

た遺伝子の抽出を行ったところ、肝で単回暴露時に発現した遺伝子の多くが反復暴

露時にも発現すること、ただし、基線反応成分（Baseline Response ; B-Res：回を

重ねるに連れて発現値の基線を徐々に移動させる成分と定義）の変動を示す遺伝子

は多く、その増減に同調して、過渡反応が影響を受けることが確認された。すなわ

ち、反復投与の回数と、過渡反応と基線反応の関係を検討したところ、四塩化炭素

と同様に多くの遺伝子については、2 回反復暴露の時点で基線変動が完成すること
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が明らかとなった（例外あり）。そこで投与期間をさらに短くし、1 回の先行暴露を

行う実験を終了し、現在マイクロアレイデータの測定を実施中である。また、TGP

ラットデータ(***)をPercellome変換し、類似の解析を加えマウスデータと比較した。

反復投与により基線反応を示す遺伝子が、どの様な転写制御を受けるかを検討する

為に、当該遺伝子の転写開始点上流において共通する転写因子や結合配列を in 

silico プロモーター解析により検討し、一定の傾向の存在が示唆された。 

（２）では、無処置野生型マウス全胚の胎生 6.25～9.75 日（12 測定）の網羅的

トランスクリプトームデータを対象に、初年度、全期間を 1 周期と仮想して周波数

解析を実施したが、経時的に離れた関連遺伝子のうち発現パターンが異なるものに

ついての、高調波（ハーモニクス）成分の扱いに課題が残った。この問題は発現の

立ち上がりの勾配に着目すれば解決する可能性を見いだし、今年度は、一階微分及

び二階微分により発現変動起点及び発現ピークの時点を同定する技術を開発し、

Shh 遺伝子シグナルネットワークをモデルに、発生過程のマスター遺伝子である可

能性の高い遺伝子を網羅的に抽出する技術開発を進めた。 

（３）では、今年度は各班員のデータ解析の効率と精度の向上を優先して平成 26

年度予定の計画を実施した。3 次元グラフ表示データからの候補遺伝子抽出プログ

ラム RSort の候補遺伝子の自動抽出精度を向上させると共に、線グラフ表示デー

タから候補遺伝子を抽出するアルゴリズムを開発したほか、初年度の成果（非

Percellome データの絶対量推定ソフトウエア、Percellome データベース公開用

WebAPI など）の拡張・改良を進めた。 

（４）では、遺伝子発現ネットワーク推定アルゴリズム及び遺伝子クラスター

解析手法 AGCT（A Geometric Clutering Tool）アルゴリズムの性能向上と機

能実装を進めた。今年度は、遺伝子制御関係推定では、実際の網羅的トランス

クリプトームデータを用いて最適化を進めた。遺伝子クラスター解析手法に関

しては、開発中の AGCT の Garuda（****）対応を順調に進めている。さらに

Percellome DB 対応の Garuda ガジェットプログラムを作成・改良するなど、

その国際的普及活動を進めた。Garuda Platform は、国際的に非常に高い評価

を得ており、普及は予想以上に順調に進んでいる。また、遺伝子上流領域の配

列検索手法の導入を加えた。 

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」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。特許

取得済み。 

（**）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、
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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。 

（***）TGP はその発足時に当研究者らが Percellome 法を基軸に設計したもので

あり、その生データから絶対量化や後述の３次元波面表示・解析が可能である。 

（****）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/ 

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 5 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１室長 

 

Ａ．研究目的 

本研究は、化学物質による生体影響の分

子メカニズムに依拠した毒性評価手法の迅

速化、高度化、及びその実用の為のインフ

ォマティクス開発を目的とする。即ち、先

行研究にて構築済みの延べ 5.8 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（TGDB）に蓄積された単回暴露

時データからの毒性ネットワークを解析す

る技術を基盤に、これらを維持・拡充しつ

つ、反復暴露時のネットワーク解析、及び、

その単回データから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、網羅的毒性予測評価システムの機能強

化と精度向上を図る。 

 

Ｂ．研究方法 

（１）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【菅野】 

 

B1-1:試薬及び動物： 

バルプロ酸ナトリウム（Valproic acid 

sodium salt; 分子量：166.19、Cas No.: 

1069-66-5 、 純 度 98 ％ 以 上 、

Sigma-Aldrich）について既存データ（単回

投与および 14 回反復投与（1 日 1 回投与））

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）時のバルプロ酸ナトリ

ウムの投与量は 0、50、150、500 mg/kg

とした。新型反復暴露である 14 回反復暴

露（14 日間反復暴露後に単回暴露、以降、

[14+1]と表記）時のバルプロ酸ナトリウム

の 14 回反復投与の用量は全例に対し 100 

mg/kg、最終の単回暴露の用量は 0、50、

150、500 mg/kg とした。 

 

B1-2:肝 cRNA ターゲット液の作製： 

マウス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径の皮膚

生検用トレパンにより 3 ヶ所を打ち抜き、

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、

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
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ズを加え、シェーカーにて破砕液を調製し

た。その破砕液の 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 

（細菌由来のmRNA 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。 

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。 

 

B1-3:GeneChip 解析： 

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。肝

サンプルから得られたデータに、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、網羅的遺伝子発現デ

ータを得て、我々が開発した「RSort」ソフ

トウェアを用いて、自動的なノイズデータ

の除去を行った。このソフトは、全遺伝子

（probe set: ps）の用量、時間及び遺伝子

の発現コピー数を各軸とした 3 次元グラフ

の凹凸を評価し、ノイズデータを除去し、

生物学的に有意な反応を示したものを順番

にリストアップするソフトである。また、

既知のシグナルネットワークの探索には、

Ingenuity Pathways Analysis （ IPA ）

（Ingenuity Systems Inc.）を用いた。 

 

（２）胎児発生過程におけるマスター遺伝

子を基軸とした遺伝子発現ネットワークの

網羅的解析【北嶋】 

 

B2-1:無処置野生型マウス胚・全胚の RNA

採取   

C57BL/6CrSlc マウス（日本エスエルシ

ー）を実験に用いた（プラグが確認された

日の 15 時を胎生 0.5 日とした）。経時的に

サンプリングした各発生ステージのマウス

全胚（ただし卵黄嚢膜は除去した）を 1 腹

分プールし、1% の 2-メルカプトエタノー

ル含有 RLT バッファー（QIAGEN 社）に

変性・溶解させ、得た RNA サンプルを用

い 、 マ イ ク ロ ア レ イ （ Affymetrix 

GeneChip Mouse Genome 430 2.0）を用い

て、網羅的遺伝子発現変動解析を検討する

ことにより、遺伝子発現経時データベース

（胎生 6.25～9.75 日、観測時点：12 点）

を作製した。 

 

B2-2:全胚サンプルの cRNA ターゲット液

の作製 

全胚サンプルについては、2 段階増幅に

より cDNA を得た。すなわち、全 RNA の

100ng をとり、T7 プロモーターの付加し

たオリゴ dT プライマーを用い逆転写し

cDNA を得、2 本鎖とした後、T7 RNA ポ
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リメラーゼ（Ambion 社）を用いて cRNA

を合成（この段階ではビオチン化塩基は用

いない）した（増幅１回目）。その cRNA

を鋳型に random primer を用いて逆転写

して cDNA を得て 2 本鎖とし、T7 RNA ポ

リメラーゼ（ENZO 社）を用い、ビオチン

化 CTP、UTP 共存下で cRNA を合成、断

片化した後、GeneChip へのハイブリダイ

ゼーションに供した。 

 

B2-3:Whole mount ISH 

当該プローブセット（ps）について

GeneChip にて使用している塩基配列を調

べ、その配列を基に、ジゴキシゲニンでラ

ベルした dNTP を用いて RNA プローブを

作製した。作製した RNA プローブを用い

て、固定後プロテナーゼ K 処理したマウス

胚とハイブリダイゼーションを行い、検出

は抗ジゴキシゲニン抗体、発色は BM 

purple で行った。 

 

（３）Percellome 3 次元データ等の為の専

用解析ソフトウエアの開発研究【相﨑】 

 

B3-1:参照データ 

a） 遺伝子発現データ：Percellome プロジ

ェクトで生成したマウスの遺伝子発現デー

タを用いた。データ標準化には Percellome

法を利用した。 

b）  遺伝子のアノテーション情報：米

Affymetrix 社 お よ び Gene Ontology 

Consortium、独 BIOBASE 等が提供してい

る情報を参照した。 

c） 原著論文（J Toxicol Sci. 38(4):643-54）

等のヒューマンキュレーションを経た候補

遺伝子リストを参照した。 

 

B3-2:ソフトウエア作成に用いた開発言語

及びコンポーネント 

開発効率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 ver.7 もしくは XE3（Object Pascal

言語、USA, Embarcadero Technologies, 

Inc.）を用いた。Web アプリケーション開

発には Delphi もしくは PHP、JavaScript

を用いた。1 億件以下の小～中規模のデー

タベース処理に際しては組み込み型リレー

ショナルデータベースコンポーネントの

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。

また WebAPI の構築には DataSnap（USA, 

Embarcadero Technologies, Inc.）用いた。 

 

B3-3: データ解析計算 

主たる計算は独自に開発したプログラム

により実施した。検証は必要に応じて Excel

（USA Microsoft Corporation）や R 言語

（オープンソース R Development Core 

Team）で実施し、浮動小数点誤差以上の乖

離がないことを確認した。 

大規模計算が必要な場合は、高速データベ

ースエンジンである Teradata データベー

ス（日本 Teradata 社）を装備する研究計算

用サーバーシステム（MF サーバーシステ

ム）にアプリケーションソフトウエアを移

植して実施した。 

 

（４）システムトキシコロジー解析基盤の

研究開発【北野】 

本研究は、システムバイオロジーをトキシ
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コロジーに応用する研究であり、従来の手

法ではとらえきれなかったネットワークを

基盤とした毒性の理解を可能とする。この

ため、大規模データを利用する手法と大規

模文献情報などをいかに集約するかに関す

る研究、そしてそれらを統合的なプラット

フォームに実装し広く利用できるようにす

る研究によって構成される。この研究は、

以下の項目に区分できる： 

（4-1） 大規模データからの遺伝子制御関

係推定アルゴリズムの開発と改良 

（4-2） 大規模データからの状態制御遺伝

子群推定アルゴリズムの開発と改良 

（4-3） 大規模文献情報などの集約手法と

伝達手法の研究 

（4-4） Garuda Platform とその関連ソフ

トウエアの研究開発 

 

B4-1: 大規模データからの遺伝子制御関係

推定アルゴリズムの開発と改良 

Percellome や多くの研究で利用されてい

る遺伝子発現データを利用し、遺伝子間の

発現変動の相互関係と因果関係ネットワー

クの構築を可能とする手法の研究を行う。

現在、遺伝子発現データからのネットワー

ク抽出の研究は多く行われているが、その

精度は高くない。例えば、広く使われてい

るベイズ統計を利用した方法は、比較的少

数の遺伝子に対して大量のデータが存在す

るときには適切な方法とは言えない。この

ような状況では、相互情報量（Mutual 

Information）を利用する手法の方が適して

いるが、その計算の具体的な手法により、

推定結果の精度などは大きく違ってくる。

我々は、既に、複数の計算手法の組み合わ

せを利用して、これらの現存手法より、精

度の高い手法を開発した。本研究では、こ

の手法をさらに改良し、より精度の高いも

のに改良する。同時に、発現の位相差、時

間差、ゲノム情報などを統合し、相関関係

ではなく因果関係に関するネットワークを

高精度で構築可能な手法の開発を行う。 

 

B4-2: 大規模データからの状態制御遺伝子

群推定アルゴリズムの開発と改良 

システム毒性学で重要なことは、ネットワ

ークとして記述された生体システムが、毒

性物質の影響でどのように「制御」されて

しまうかを理解すること（フォワードアナ

リシス）であり、また、ネットワークを特

定の状態に遷移させた原因は、どの遺伝子

群への影響によるものであるかを特定でき

るということ（バックワードアナリシス）

である。フォワードアナリシスは、研究項

目 4-1 と 4-3 で実現する。この研究項目で

は、ネットワークを制御することができる

遺伝子群の同定を大規模データから行う手

法の研究を行う。 

 

B4-3: 大規模文献情報などの集約手法と伝

達手法の研究 

フォワードアナリシスでは、大規模データ

のみならず、大量の文献やデータベースな

どを総動員して精度の高い分子相互作用ネ

ットワークと遺伝子制御ネットワークを構

築する必要がある。すでに我々は、これら

に 関 係 す る ソ フ ト ウ エ ア で あ る

CellDesigner や Payao などを構築して、こ

のプロセスの効率化と高精度モデルの構築

ノウハウを蓄えてきた。この蓄積から、次

のステップとして大量に存在する文献など

の情報を、知的に集約し、モデル構築を行
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う研究手法などを提示し、可能な範囲で自

動的にモデルを構築する情報を抽出する手

法の開発が必要である。この研究項目では、

このプロセスに関する研究とそのコンセプ

トを実証するソフトウエアの試作を行って

いる。 

 

B4-4: Garuda Platform に準拠する毒性解

析ソフトウエアの開発 

本研究で開発される手法を実装するソフ

トウエアや Percellome などは、国内外の幅

広い研究者に利用されることで、トキシコ

ロジーに関連する研究の発展とその成果の

利用を促進する必要がある。我々は、国際

的なソフトウエアの共通基盤として

Garuda Platform を開発している。ここで

は、この Garuda Platform をトキシコロジ

ーの分野へと応用することを可能とする一

連の開発と普及・啓蒙を行う。 

 

従来の手法では捕え切れなかったネット

ワークを基盤とした毒性の理解を可能とす

るために、生体活動をシステムとして把握

するシステムバイオロジーをトキシコロジ

ーに応用した「システムトキシコロジー」

解析基盤を開発する。その成果をライフサ

イエンスソフトウェアの国際的共通基盤

（Garuda Platform）を介して国内外の研

究者に提供し、国際的な研究活動を促進す

る。 

H25 年度は、大規模データからの状態制

御遺伝子群推定アルゴリズムの開発として、

状態制御遺伝子群（ネットワークを制御す

ることができる遺伝子群）を大量データか

ら同定する手法を開発する。 

H26 年度において、大規模データからの

遺伝子制御関係抽出及び状態制御遺伝子群

推定により、Percellomeトキシコゲノミク

スデータベース等の大規模データベースを

対象としたネットワーク情報の抽出ならび

これらデータの応用の手法を検討する。 

 

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 

当初計画に沿って研究を行い、下記の成

果を得た。 

 

（１）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【菅野】 

 

平成 24 年度の四塩化炭素における新型

反復暴露実験に引き続き、バルプロ酸ナト

リウム（VPA）について同様の新型反復暴

露実験を行い（[1+1]、[4+1]は完了。[2+1]

は1月末に実施済み、データ採取中）、[0+1]、 

[1+1]、 [4+1]、及び[14+1]の 4 通りの反復

投与期間の長短による過渡反応と基線反応

のそれぞれの推移と両反応の関連性の解析

を肝について進めた。VPA は、反復暴露後



 

- 8 - 
 

も過渡反応が完全消失しない遺伝子の数が

多い特徴を有していた。その上で、基線反

応は基本的に四塩化炭素と同様であり、反

復投与により基線が低下した際には、過渡

反応のピークが低下する傾向が認められた。

反復暴露回数が増すことで発現が抑制され

るものの、[14+1]において再び基線が上昇

し、それに伴い過渡反応が回復する遺伝子

が検出されたほか、基線反応、過渡反応と

もに反復暴露に影響されない遺伝子も多数

検出された。現在、[2+1]の新型暴露実験を

1 月下旬に実施した。そのマイクロアレイ

データを待って、[0+1]、[1+1]、[2+1]、[4+1]、

[14+1]から得られている諸傾向を確認し、

分子機序の解析を進める予定である。また、

ラット TGP データを Percellome 変換し、

類似の解析を加えマウスデータと比較した。 

反復投与により基線反応を示す遺伝子

が、どの様な転写制御を受けるかを検討す

る為に、当該遺伝子の転写開始点上流にお

いて共通する転写因子や結合配列を in 

silico プロモーター解析により検討し、一定

の傾向が存在することが示唆された。基線

反応低下には、Xbp1 の関与が示唆される経

路と、Eif2 の関与が示唆される経路とが区

別される可能性がある。前者は単回暴露時

に遺伝子発現が誘発され、反復暴露により

それが減弱する遺伝子群、後者は、単回暴

露による遺伝子発現誘導が見られず、反復

暴露により基線のみが低下する遺伝子群を

有意に多く含むことが判明した。 

 

（２）胎児発生過程におけるマスター遺伝

子を基軸とした遺伝子発現ネットワークの

網羅的解析【北嶋】 

本研究は、発生過程に於いて重要なマスタ

ー遺伝子は一般的に、この期間中に一過性、

即ち単相性の発現を示し、一群の下流遺伝

子に連鎖的な発現を誘発し、特定の形質の

形態形成を制御するという特徴を利用して

いる。 

胎児発生過程における遺伝子発現につい

ては、自律的な遺伝子発現が多く認められ

る為、遺伝子発現シグナルの流れを解析す

るのに適しているが、活発な細胞増殖や多

様な細胞分化が同時並行で起こるため、入

手可能な従来技術では詳細な要素分析が困

難であった。 

そこで初年度は、経時データベースを有す

る胎生 6.25～9.75 日の遺伝子発現変動を 1

周期と仮想して、周波数解析を実施したが、

その結果、既知関連遺伝子の多くは検出可

能であったものの、経時的に離れた関連遺

伝子のうち発現パターンが異なるものにつ

いての、高調波（ハーモニクス）成分の扱

いによる効率の良い抽出についての課題が

残った。この解決として、発現の立ち上が

りの勾配に着目する方法、すなわち一階微

分及び二階微分を適用し、既存情報と整合

性のある結果を得ることを確認した。 

今年度は、3 次元 Spline 補間関数を一階

微分及び二階微分することで発現変動起点

及び発現ピークの時点を同定する独自の解

析ソフト SeekESP_s.exe を用いてデータ

ベース中の全ての遺伝子発現変動につき解

析を行った。モデルとして初年度に検討し

た Shh遺伝子シグナルネットワークを用い

た。抽出パラメータの最適化を実施し、Shh

シグナル関連候補遺伝子として 8,306 ps が

自動抽出され、この内、目視により生物学

的変動と考えられるものとして648 psが抽

出された。この中には、Shh シグナルと関
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連することが報告されている Irs1、Foxf1、

Foxc2、Ccnd1 遺伝子等が含まれていた。

今後、発現の局在が Shh と十分に近いこと

を whole mount ISH 情報により確認しつ

つ、シグナルの流れと、ネットワーク構成

要素の遺伝子の発現起点を精査したところ、

Shh シグナルを障害する可能性のある Shh

外のネットワークとして、Smad3 及び TGF

β2 の関係するものが見出された。今後、in 

silico プロモーター解析を組み合わせ、分析

精度の向上を計る。 

 

（３）Percellome 3 次元データ等の為の専

用解析ソフトウエアの開発研究【相﨑】 

 

今年度は、各班員のデータ解析の効率と

精度の向上を優先してH26年度予定であっ

た計画を実施し、候補遺伝子抽出プログラ

ム RSort の改良と、前年度に作成した

WebAIP の機能拡張を行った。具体的には

以下の通り。 

RSort は、2 条件（主に用量、時間）の組

み合わせにおける遺伝子発現量を 3 次元平

面で表現した遺伝子発現変動パターンの凹

凸を評価し、全遺伝子に対応する総数 4～5

万個の発現データから、ノイズや解析不能

パターンを除去して、候補遺伝子リスト（通

常、総数の 1/10 程度）を短時間（1～2 分）

で自動抽出し、データ解析の作業効率を大

幅に高めている。ただし、毒性評価上の必

要から偽陰性を極力排除するよう最適化さ

れていることから、従来版（ver.0.17）では

偽陽性が多発し、自動抽出結果の 2/3～3/4

を占めていたため、一層の改良が求められ

ていた。 

そこで偽陽性データの混入を減らすべく、

既存の roughness フィルタと独立した追加

フィルタの作成を検討し、3 次元の遺伝子

発現変動パターンを構成する各 2 次元切片

を対象として、増減パターン組み合わせ数

や変曲点数、連続性指標、グラフ密度など

を検討して、最適条件を求めた。 

その結果、偽陰性データの発生数を数個～

200 個程度に抑えつつ、従来版 RSort の抽

出結果から数百～2000 個程度の偽陽性デ

ータを削減することに成功した。 

また、RSort は、時間と用量と発現量の 3

次元表示データを効率的に処理すべく開発

されてきたものなので、経時変化データ等

の線グラフ表示データの処理については精

度が低下する傾向があった。そこで、分担

研究（２）が対象とする個体発生の経時変

動データをサンプルとし、効率的な候補遺

伝子抽出プログラム SeekESP_S.exe を作

成した。 

経時変化を追跡する実験から得られた線

グラフデータに於いて、データ点が十分に

多い場合は、各遺伝子発現変動のピーク（山

頂や谷底の位置）を自動検出して前後関係

を中心に解析するよりも、遺伝子発現の起

点（発現変動起点）を自動検出し解析した

方がシグナルネットワーク描出の制度が向

上することが生物学的に想定される。 

そこで、各群の平均値をなめらかに繋ぐ 3

次スプライン曲線を求め、そのー階微分曲

線と二階微分曲線、三階微分曲線を算出し

て、各遺伝子の発現変動起点を推定するア

ルゴリズムを作成した。 

実証のためのプログラムを作成し、性能試

験を行ったところ、分担研究（２）の成果

で詳細を記載したとおり、既知のシグナル

ネットワークに対応する候補遺伝子リスト
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を適切に抽出する事に成功した。 

初年度にPercellome公開用Webサーバー

に実装した REST（現時点で最も普及して

いるソフトウェアアーキテクチャの１つ）

WebAPI については、当該システムを利用

したオンライン解析能力を向上させるべく、

機能を拡張し、RSort で抽出した候補遺伝

子リストをインターネット経由で提供する

などの機能強化を行った。 

 

（４）システムトキシコロジー解析基盤の

研究開発【北野】 

 

遺伝子制御関係推定アルゴリズムでは、複

数のアルゴリズムの併用を行う方式を開発

し、現状での最も優れた方式と同等の結果

を安定的に維持することに成功している。

さらに、より一層の大規模化に備え、この

性能を維持しつつ、情報エントロピーを利

用しながら計算量を減少させる手法の開発

に成功した。また、これらを Inference cloud

という Web-Service の形で実装し、オンラ

イン上で利用可能な形態にした。 

状態制御遺伝子群推定アルゴリズムに関

しては、以前から開発している A Gene 

geometric Clustering Tool （AGCT） で

Percellome デ−タの特徴を考慮に入れた解

析を容易に実行できるようにするための開

発を行った。具体的には、全データからの

ドーズ選択（細胞選択）、時計遺伝子効果削

除、スペクトラルクラスタリングや主成分

分析の表示の上で６つのアルゴアリムによ

るクラスタリング等の機能を追加した。こ

れらの機能では Percellome デ−タのニーズ

に即し、事前データ削除を行わずに全デー

タを計算した後、必要な部分だけをユーザ

が取り出せるようになっている。更に大規

模データをより短時間で計算できるように

した。 

制御遺伝子群の同定についての予備検討

では、幾つかの事例において、実験的に確

認されている遺伝子群と合致することなど

を確認した。 

さらに、Garuda Platform の開発者向け

パッケージ β２版の配布開始（2013 年 12

月）にあわせ、ネットワークの推定や AGCT

など一連のアプリケーションを Garuda に

準拠し、毒性学に利用できるように対応し

たほか、オルソローグ制御領域分析ソフト

ウエア SHOE（Sequence Homology in 

Higher Eukaryotes）に関してはオンライ

ンで Garuda 経由でサービス提供できるよ

うに準備を進めた。また Percellome DB の

Garuda 上への実装に協力し、Percellome 

DB の国際的普及への準備を行った。 

Garuda Platform は、国際的に非常に高

い評価を得ており、普及は予想以上に順調

に進んでいる。実際に、武田薬品工業株式

会社が、2014 年度からの導入を決めるなど、

普及が加速している。 

 

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、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基線（ベースラ

イン）が徐々に変動する反応成分（Baseline 

Response ; B-Res））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
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が変動する速い変化の成分（Transient 

Response ; T-Res））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。 

今年度は抗けいれん薬として使用されて

いるバルプロ酸ナトリウムについて同様の

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

現抑制を受けない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、長期使用によっても薬効が維持される

ために必要なものであるとの見方が可能性

であるものとして注目される。また、TGP

のラットにより解析したデータから、種間

に共通な分子機構が示唆された点も外挿性

の点から注目される。 

今後、慢性毒性の理解のための過渡反応と

基線反応の分子機序解明に、四塩化炭素と

バルプロ酸ナトリウムの差異を利用した転

写制御領域の解析等を分担研究者の協力の

もとに推進する。 

 

胎児発生過程におけるマスター遺伝子を

基軸とした遺伝子発現ネットワークの網羅

的解析においては、初年度は、周波数解析

（高速フーリエ変換）の性能と限界、微分

関数の利用の有用性、及び胎児発生過程に

おける発現解析の要点（例えば転写制御の

時系列評価では、発現ピークを与える時点

よりも、発現が開始する時点に注目しなけ

ればならないこと、など）を明らかにした。

今年度は、初年度の結果を受け、微分関数

を利用し、発現変動起点及び発現ピークの

時点を解析する手法の開発を進め、モデル

シグナルネットワークにつき検討し、網羅

的・効率的に発生過程のマスター遺伝子で

ある可能性の高い遺伝子の抽出が出来る事

を示唆した。このノウハウは、胎児に限ら

ず、一般的な毒性標的臓器の経時的な遺伝

子発現データの変動解析にも適用可能であ

り有用であると考えられる。 

 

Percellome 3 次元データ等の為の専用解

析ソフトウエアの開発研究においては、本

年度、自動的にノイズデータを除外し、研

究者が操作する候補遺伝子数を減らすこと

で解析効率の向上に大きな役割を果たして

いる RSort の性能を一層向上させた。今ま

では、生物学的な意味のある遺伝子発現デ

ータを除外してしまわないように、若干の

余裕をもってノイズデータを除去していた

ことから、研究者が操作する段階で、若干

のノイズデータが残存していた。今年度は、

この残存ノイズデータを更に高精度に除去

する改良を加えた。この改良は、個々のデ

ータの網羅的遺伝子解析作業の効率を高め

るのみならず、複数の候補遺伝子リストの

和集合計算を行う必要性が生じる大規模解

析、例えば複数の化学物質毎に特異的に発

現する遺伝子群の比較解析時に、その効果

が明瞭に現れる重要な技術である。 
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今まで、時間と用量と発現量の 3 次元表示

データを中心に開発してきた解析ソフトウ

エアに加え、経時変化データ等の線グラフ

表示データに特化した候補遺伝子抽出アル

ゴリズムによるソフトウエアを用意するこ

とが出来た。これにより 3 次元表示データ

に匹敵する解析精度や作業効率の向上が見

込まれ、この一部の技術は 3 次元表示デー

タ解析にも還元可能であり、相互に統合的

解析が可能となる。 

 

システムトキシコロジー解析基盤の研究

開発では、毒性学にシステムバイオロジー

を適用する一連の手法が具体的な形となっ

てきており、複数のソフトウエアの連動が

実現されつつある。 

Garuda は、今後極めて重要なプロジェク

トに成長すると思われる。ソフトウエアを

開発する側の研究者のみならず、ユーザと

なる製薬企業や生命科学の基礎研究に携わ

るものにとっても、重要な Platform である

との認識が広まっている。この Garuda 

Platformにシステムトキシコロジーの研究

を可能とするソフトウエア群を実現する事

は、今後の研究の展開にとって非常に重要

であると考える。 

 

Ｅ．結論 

本研究は、ほぼ計画通りに進捗した。 

初年度に実施した、四塩化炭素による新型

反復暴露解析では、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、今年度、同様の解析

をバルプロ酸ナトリウムで実施し、大筋で

の同様の所見、及び、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。 

来年度は、クロフィブレートについて同プ

ロトコールの実験を実施し、単回暴露（急

性）の毒性ネットワーク解析結果から反復

暴露による生体影響を予測評価する技術の

開発を推進する。 

胎児発生過程におけるマスター遺伝子を

基軸とした遺伝子発現ネットワークの網羅

的解析については発現変動起点及び発現ピ

ークの時点に着目する微分解析手法の開発

と解析を進め、網羅的・効率的に発生過程

のマスター遺伝子である可能性の高い遺伝

子を抽出する事が出来た。今後は、実際に

網羅的の獲得と、信頼性と効率の向上を目

指す。 

Percellome 3 次元データ等の為の専用解

析ソフトウエアの開発研究では、初年度成

果の異種動物由来のデータ統合技術や絶対

量化されていない非 Percellome データの

絶対量推定技術、及び今年度成果の RSort

技術の改良により、網羅的遺伝子発現解析

の効率向上を押し進めている。 

また初年度から公開している Percellome

データベースの WebAPI の改良により、外

部のオンライン解析ソフトウエアからも、

RSort による候補遺伝子情報にアクセス出

来るようになり、解析効率の向上が期待さ

れる。 

システムトキシコロジー解析基盤の研究

開発も順調に推移した。 
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遺伝子制御関係推定アルゴリズム及び状

態制御遺伝子群推定アルゴリズムの性能向

上や機能拡張が進んでおり、システムバイ

オロジーを毒性学に応用しようとする目標

に対して、順調に展開している。すでに幾

つかのソフトウエアが、Garuda Platform

上に実装され連動するなどの成果をあげて

いる。今後、これらのソフトウエアを利用

した具体的適用例を作る事や普及などの展

開にも力を入れたい。 

 

Ｆ．健康危険情報 

  特になし 

 

G. 研究発表 

(１) 論文発表 

Kanno J, Aisaki K, Igarashi K, 

Kitajima S, Matsuda N, Morita K, Tsuji 

M, Moriyama N, Furukawa Y, Otsuka 

M, Tachihara E, Nakatsu N, Kodama Y. 

(2013) Oral administration of 

pentachlorophenol induces interferon 

signaling mRNAs in C57BL/6 male 

mouse liver. J Toxicol Sci. 38(4):643-54. 

 

Si Y, Inoue K, Igarashi K, Kanno J, 

Imai Y. (2013) Autoimmune regulator, 

Aire, is a novel regulator of 

chondrocyte differentiation. Biochem 

Biophys Res Commun. 437(4):579-84. 

 

Fujimoto N, Takagi A, Kanno J. (2013) 

Neonatal exposure to 

2,3,7,8-tetrachlorodibenze-p-dioxin 

increases the mRNA expression of 

prostatic proteins in C57BL mice. J 

Toxicol Sci. 38(2):279-83. 

 

Hase T, Ghosh S, Yamanaka R, Kitano 

H. (2013)  Harnessing Diversity 

towards the Reconstructing of Large 

Scale Gene Regulatory Networks. 

PLOS Computational Biology. 9(11): 

e1003361, 

doi:10.1371/journal.pcbi.1003361. 

 

Matsuoka Y, Matsumae H, Katoh M, 

Eisfeld AJ, Neumann G, Hase T, Ghosh 

S, Shoemaker JE, Tiago Lopes, 

Watanabe T, Watanabe S, Fukuyama S, 

Kitano H,  Kawaoka Y. (2013) A 

comprehensive map of the influenza A 

virus replication cycle. BMC Systems 

Biology. 7, 97, doi:10.1186/1752- 

0509-7-97. 

 

Yamashita F, Sasa Y, Yoshida S, 

Hisaka A, Asai Y, Kitano H, Hashida M, 

Suzuki H. (2013) Modeling of 

Rifampicin-Induced CYP3A4 Activation 

Dynamics for the Prediction of Clinical 

Drug-Drug Interactions from In Vitro 

Data. PLOS ONE. 8, 9, e70330. 

 

Fujita K,  Ostaszewski M, Matsuoka Y,  

Ghosh S, Glaab E,  Trefois C, Crespo I,  

Perumal TM, Jurkowski W, Antony 

PMA, Diederich N,  Buttini M, 

Kodama A,  Satagopam VP,  Eifes S, 

Del Sol A,  Schneider R, Kitano H,  

Balling R. (2014) Integrating Pathways 

of Parkinson's Disease in a Molecular 
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Interaction Map. Molecular 

Neurobiology. 49:88-102. DOI 10.1007/s 

12035-013 -8489-4. 

 

Naito T, Yatsuhashi A, Kaji N, Ando T, 

Sato, K, Moriya H, Kitano H, Yasui T, 

Tokeshi M, Baba Y. (2013) Parallel 

Real-Time PCR on a Chip for Genetic 

Tug-of-War (gTOW) Method. Analytical 

Sciences. 29(3): 367-71. 

 

Makanae K, Kintaka R, Makino T, 

Kitano H,  Moriya H. (2013)  

Identification of dosage-sensitive genes 

in Saccharomyces cerevisiae using the 

genetic tug-of-war method. Genome 

Research. 23, 300-311. 

 

Schaefer MH,  Lopes T, Mah N, 

Shoemaker JE, Matsuoka Y, Fontaine 

JF, Louis-Jeune C, Eisfeld AJ, 

Neumann G,  Perez-Iratxeta C, 

Kawaoka Y, Kitano H, 

Andrade-Navarro MA. (2013) Adding 

Protein Context to the Human 

Protein-Protein Interaction Network to 

Reveal Meaningful Interactions. PLOS 

Computational Biology. 9, 1. 

 

Polouliakh N (2013)  Reprogramming 

resistant genes: in-depth comparison of 

gene expressions among iPS, ES and 

somatic cells. Frontier of Physiology 

doi:10.3389/fphys.2013.00007. 

 

(2) 学会発表 

Jun Kanno, Progress in Japanese 

Percellome Project and incorporation of 

TGP data, 11th International 

Conference of Environment Mutagens

（11th ICEM), (2013.11.4) , Fos do 

Iguassu, Brazil, invited 

 

Jun Kanno, Percellome Toxicogenomics, 

A Quantitative and Comprehensive 

Approach for Basic and Applied 

Toxicology. ICT2013 The XIII 

International Congress of Toxicology, 

(2013.7.2), Seoul, Korea, distinguished 

lecture 

 

菅野 純、"Percellome Project ケミカルバ

イオロジ－の視点からのトキシコゲノミ

クス―Percellome Project の進捗とその

応用性―"、第 40 回日本毒性学会学術年

会、2013 年 6 月 18 日、千葉、シンポジ

ウム 

 

菅野 純、網羅的絶対量化遺伝子発現解析

による外来物質生体影響の動的ネットワ

ークマーカー描出：Percellome Project、

第 102 回日本病理学会総会、2013 年 6

月 7 日、札幌、シンポジウム 

 

Jun Kanno, Percellome toxicogenomics 

for more comprehensive and 

quantitative toxicology-extending the 

analysisi among different organs and 

different species, the workshop on 

Moving Forward in Human Cancer 

Risk Assessment in the Genomics Era 

2.0, (2013.5.16), Paris, France, invited  
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Jun Kanno, Percellome Toxicogenomics 

application to Sick House 

Syndrome-level inhalation toxicity , the 

Meeting of the Extended Advisory 

Group on Molecular Screening, 

(2013.5.15), Paris, France, invited 

 

北嶋 聡,小川幸男, 大西 誠 ,相磯成敏,相

崎健一,五十嵐勝秀, 高橋祐次, 菅野 純 

シックハウス症候群レベルの極低濃度暴

露の際の海馬における Percellome 法に

よる吸入トキシコゲノミクス 

第 40 回日本毒性学会学術年会

(2013.6.18) 

 

Kitajima S, Aisaki K, Igarashi K, 

Kanno J.  Application of Percellome 

Toxicogenomics approach to food 

safety: A flavor, estragole appears to be 

a PPAR-alpha agonist. 

The XIII International Congress of 

Toxicology 2013 (ICT 2013)] (2013.7.3.), 

Seeoul, Korea 

 

Tanemura K, Igarashi K, Furukawa Y, 

Otsuka M, Aisaki K, Kitajima S, Sato E, 

Kanno J. Delayed Effects on CNS 

Induced by Disturbance of Neural 

Activity during Development – 

Behavioral Impairment in Male Adult 

Mice Induced by Postnatal Oral Intake 

of Acephate. 

The XIII International Congress of 

Toxicology 2013 (ICT 2013)] (2013.7.3.), 

Seeoul, Korea 

 

Kitano, H. Systems drug discovery and 

Neuro-degenerative diseases. CHDI's 

8th Annual Huntington's Disease 

therapeutics Conference: A Forum for 

Drug Discovery & Development, 

Molino Stucky Hilton Hotel, Venice, 

Italy, Apr. 9, 2013. (invited)  

 

Kitano, H. Systems Biomedicine for 

Drug Discovery and Personalized 

Healthcare. Seminar at Institute for 

Infocomm Research(I2R), Institute for 

Infocomm Research(I2R), Singapore, 

Apr. 12, 2013. (invited) 

 

Kitano, H. Systems Biology: past, 

present, future. Talk at AIBN at the 

University of Queensland, Australian 

Institute for Bioengineering and 

Nanotechnology, University of 

Queensland, Brisbane, Australia, May 

9, 2013. (invited) 

 

Kitano, H. Systems biology in the 

context of systems and precision 

engineering. Talk at Australian 

Institute of Marine Science(AIMS), 

AIMS, Townsville, Australia, May 10. 

2013. (invited) 

 

北野宏明. システムトキシコロジープラ

ットフォーム. 第 40回日本毒性学会学術

年会 シンポジウム 7「毒性オミクス」, 幕

張メッセ, 千葉, June18, 2013. (invited) 

Kitano, H. Systems biology and 
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systems biomedicine: integrative 

systems sciences and biomedical 

sciences. 35th Annual International 

Conference of the IEEE Engineering in 

Medicine and Biology Society, Osaka 

International Convention Center, 

Osaka, July 7, 2013. (invited keynote) 

 

Kitano, H. Systems Biology Platform 

for Drug Discovery. Talk at Imperial 

College, London, UK, July 30, 2013. 

(invited) 

 

Kitano, H. Systems Biology and 

Software Platform. Nature Publishing 

Group Asian Academic Publishing 

team meeting, Sheraton Miyako Hotel, 

Sep. 6, 2013. (invited) 

 

Kitano, H. Garuda Platform: An 

integrated inter-operability for 

biomedical software and data resources. 

COMBINE 2013, Institut Curie, Paris, 

France, Sep. 16, 2013. (invited) 

 

北野宏明. システムバイオロジーを活用

したバイオマーカー評価. 日経バイオテ

ク/日経バイオテク ONLINE プロフェッ

ショナルセミナー「実例から学ぶクリニ

カルバイオマーカー時代の到来」, コク

ヨホール, Oct. 2, 2013. (invited) 

 

Kitano, H. Systems Drug Discovery 

and Systems Biomedicine. Systems 

Biology Seminar co-hosted by Garvan 

Institute and UNSW, Garvan Institute, 

Sydney, Oct. 11, 2013. (invited) 

北野宏明. システムバイオロジーを活用

したバイオマーカー評価. 講演＠東北メ

ディカルメガバンク機構. Nov. 1, 2013. 

(invited) 

 

北野宏明. Systems drug discovery and 

its software platform システム創薬とソ

フトウエアプラットフォーム. セミナー

＠武田薬品工業株式会社 湘南研究所 , 

Dec. 3, 2013. (invited) 

 

北野宏明. 多階層生体機能学：モデル創

薬から臨床推論サポートまで. 金沢医科

大学 第 15 回 KMU 研究推進セミナー, 

金 沢 医 科 大 学 病 院 , Dec.4, 2013. 

(invited) 

 

北 野 宏 明 . Current Status and 

Perspectives on Systems Drug 

Discovery. システム創薬の現状と今後の

展望. アスビオファーマ社内セミナー, 

アスビオファーマ株式会社 , Dec. 24, 

2013. (invited) 

 

H．知的所有権の取得状況 

１．特許取得 

特許第 5177712 号、2013 年 1 月 18 日登

録、特許権者：国立医薬品食品衛生研究

所、NTT データ、発明者：菅野純、相﨑

健一ら、「競合的ハイブリダイゼーション

における遺伝子データの補正方法及び補

正装置」 

 

２．実用新案登録 

なし 

 

３．その他 

なし 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

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 

－網羅的定量的大規模トキシコゲノミクスデータベースの維持・拡充と 

毒性予測評価システムの実用化の為のインフォマティクス技術開発－ 

 

分担研究課題：「反復暴露実験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」 

 

研究分担者   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、

化学物質による生体影響の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。

本分担研究では、反復暴露実験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を目的とする。 

 今年度(平成25年度)は、１）初年度実施した四塩化炭素による新型反復暴露

実験(**)のデータ解析を網羅的に進め、遺伝子発現調節に係る情報を抽出する

手法を検討した。２）バルプロ酸にて肝を対象に同設計の新型反復暴露実験セ

ットを行い、四塩化炭素と類似した反応を確認しつつ、バルプロ酸固有の所見

を得た。すなわち、バルプロ酸（0、50、150、500 mg/kg）の単回暴露（4用

量、16群構成、各群3匹）時と比較し、14回の新型反復暴露（全動物に100 mg/kg

を1日1回14日間反復投与後、15日目に0, 0.7, 2, 7 mg/kgを単回投与の実験にお

いて、過渡反応（暴露の都度の速い発現変化、ここでは15日目の変化）が増加

あるいは減少した遺伝子は、単回暴露時に発現変動を示した遺伝子の多くと一

致していた。ただし、基線反応（Baseline Response ; B-Res：回を重ねるに連

れて発現値の基線が徐々に変化する）を同時に示す遺伝子は多く、基線反応の

増減が過渡反応に影響を及ぼすことが確認された。基線反応と過渡反応の関係

が反復回数によりどの様に推移するかを検討したところ、多くの遺伝子につい

ては、2回暴露の時点で基線変動が完成することが明らかとなった（例外あり）。

そこで投与期間をさらに短くし、1回の反復暴露実験を実施、現在、データ取得

中である。また、TGPラットデータをPercellome変換し、類似の解析を加えマ

ウスデータと比較した。次いで、反復投与によりどの様な転写制御を受けるこ
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とで基線反応が生じるかを検討する為に、基線反応を示した当該遺伝子の転写

開始点上流に共通する転写因子や結合配列をin silicoプロモーター解析により

検討し、一定の傾向が存在することを明らかにした。基線反応低下には、小胞

体ストレス系のXbp1の関与が示唆される経路と、eIF2の関与が示唆される経路

とが区別される可能性があり、前者は単回暴露時に遺伝子発現が誘発され、反

復暴露によりそれが減弱する遺伝子群、後者は、単回暴露による遺伝子発現誘

導が見られず、反復暴露により基線のみが低下する遺伝子群がより高頻度に該

当する傾向があった。今後、詳細なPromoter解析等を加える予定である。基線

反応が過度反応に影響するメカニズムの解明は、反復暴露による毒性の発現メ

カニズム解明に密接に関係することが考えられる。 

 

（*） 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。特許取

得済み。 

（**）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。 

 

A. 研究目的 

 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、化学物質

による生体影響の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。即ち、先行研究にて構

築済みの延べ5.8億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

（TGDB）及び、単回暴露（急性）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、反復暴露による生体

影響の解析及び、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、網羅的毒性予測評価システムの機能強

化と精度向上を図る。本分担研究では、反

復暴露実験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

予測の性能評価を目的とする。 

 化学物質の反復暴露に対する生体反応は、

毎回の投与の度に、①その都度の変化を示

す過渡反応（Transient Response;T-Res）

と、②回を重ねるに連れて発現値の基線（ベ

ースライン）が徐々に移動する基線反応

（Baseline Response;B-Res）、の二つの成

分から構成されることが判明した。これに

より反復暴露影響は単回暴露影響を単純に

積算して得られる変化とは異なることが明

らかとなった。遺伝子発現データを比較解

析するための標準化に際して、従来の

Global normalization法では基線反応検知

が不正確となる点、さらにそのための遺伝

子発現プロファイルのゆがみが過渡反応の

誤測定のもととなるという問題は、我々が

開発、実用化したPercellome絶対量化法を

用いることで解決済みである。このため、

反復暴露影響の分子機序の解析、特に基線

反応に係わるフィードバック機序を高精度

に解明し、慢性影響予測精度の向上を目指
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すことが可能となっている。 

 

B. 研究方法 

（１）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 

 

試薬及び動物： 

バルプロ酸ナトリウム（Valproic acid 

sodium salt; 分子量：166.19、Cas No.: 

1069-66-5、純度 98％以上、Sigma-Aldrich）

について既存データ（単回投与および 14 回

反復投与）の解析を進めた。また新たに 12

週齢の雄性 C57BL/6J マウス（日本チャー

ルスリバー）に 4 用量 （溶媒：0.5%メチ

ルセルロース水溶液）のバルプロ酸ナトリ

ウムを、金属ゾンデを用いて強制経口投与

を行い、経時的（投与 2、4、8 及び 24 時

間後）に肝及び肺を採取した。 

単回暴露（0 回反復暴露後に単回暴露、

以降、[0+1]と表記）時のバルプロ酸ナトリ

ウムの投与量は 0、50、150、500 mg/kg と

した。新型反復暴露である 14 回反復暴露

（14 日間、1 日 1 回反復暴露の 15 日目に

単回暴露、以降、[14+1]と表記）時のバル

プロ酸ナトリウムの 14 回反復投与の用量

は全例に対し 100 mg/kg、最終の単回暴露

の用量は 0、50、150、500 mg/kg とした。

本年度は[1+1]、[2+1]、[4+1]を実施する。 

 

Total RNA の分離精製： 

マウス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。 

 

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
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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、ノイズデータを排除

し、全ての ps を生物学的に有意な反応を示

していると考えられる順に並び替えるソフ

トである。また、既知のシグナルネットワ

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

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 

バルプロ酸ナトリウム（VPA）について

新型反復暴露実験を行い（[1+1]、[4+1]は

完了。[2+1]は 1 月末に実施済み、データ採

取中）、[0+1]、 [1+1]、 [4+1]、及び[14+1]

の 4 通りの反復投与回数の多寡による過渡

反応と基線反応のそれぞれの推移と両反応

の関連性の解析を肝について進めた。VPA

は、反復暴露後も過渡反応が完全消失しな

い遺伝子の数が多いという特徴を有してい

た。その上で、基線反応との関連傾向は基

本的に四塩化炭素と同様であり、反復投与

により基線が低下した際には、過渡反応の

ピークが低下する傾向が認められた。一旦

発現が抑制されるものの、[14+1]において

再び基線が上昇し、それに伴い過渡反応が

回復する遺伝子が検出されたほか、基線反

応、過渡反応ともに反復暴露に影響されな

い遺伝子も多数検出された。[2+1]の新型暴

露実験結果を待って、[0+1]、[1+1]、[2+1]、

[4+1]、[14+1]から得られる諸傾向を確認し、

分子機序の解析を進める予定である。平行

して、反復暴露後に異なった化学物質を単

回暴露した新型反復毒性実験の結果の解析

も進め、ネットワーク交叉に関する情報を

得る。また、ラット TGP データを

Percellome 変換し、類似の解析を加えマウ

スデータと比較した。 

反復投与による基線反応を示す遺伝子

が、どの様な転写制御を受けるかを検討し

た。当該遺伝子の転写開始点上流において

共通する転写因子や結合配列を in silico プ

ロモーター解析により検討した結果、一定

の傾向の存在が示唆された。基線反応低下

には小胞体ストレスシグナルが関与してお

り、その中の Xbp1 の関与が示唆される経

路と、eIF2 の関与が示唆される経路とが区

別される可能性があることが判明した。前

者は単回暴露時に遺伝子発現が誘発され、

反復暴露によりそれが減弱する遺伝子群、

後者は、単回暴露による遺伝子発現誘導が

見られず、反復暴露により基線のみが低下

する遺伝子群に該当する傾向があった。今

後、研究分担者の協力のもと、詳細な

Promoter 解析等を加える予定である。これ

に関連して、四塩化炭素反復暴露がクロフ
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ィブレート単回暴露に与える影響を解析中

である。 

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。 

 

D. 考察 

先に、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（Baseline Response ; B-Res））は、

過渡反応（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

（Transient Response ; T-Res））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。 

今年度は抗けいれん薬として使用され

ているバルプロ酸ナトリウムについて同様

の解析を実施したところ、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、

発現抑制を受けない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、長期使用でも薬効が維持されるため

に必要なものであるとの見方が可能性であ

るものとして注目される。また、TGP のラ

ットのデータから、種間に共通な分子機構

が存在することを示唆した点は、外挿性の

点から注目される。 

今後、慢性毒性の理解のための過渡反応

と基線反応の分子機序解明に、四塩化炭素

とバルプロ酸ナトリウムの差異を利用した

転写制御領域の解析等を分担研究者の協力

のもとに推進する。 

 

E. 結論 

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、化学物

質による生体影響の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。本分担研究では、反

復暴露実験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

予測の性能評価を目的とする。 

 初年度に実施した、四塩化炭素による新

型反復暴露解析では、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、今年度、同様の解

析をバルプロ酸ナトリウムで実施し、大筋

での同様の所見、及び、化学物質固有の所

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
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復毒性予測法を開発するにあたり重要と考

える。 

来年度は、クロフィブレートについて同

様の実験・解析を実施し、単回暴露（急性）

の毒性ネットワーク解析結果から、反復暴

露による生体影響の予測評価技術の開発を

推進する。 

 

F. 研究発表 

(1)  論文発表 

Kanno J, Aisaki K, Igarashi K, Kitajima 

S, Matsuda N, Morita K, Tsuji M, 

Moriyama N, Furukawa Y, Otsuka M, 

Tachihara E, Nakatsu N, Kodama Y. 

(2013) Oral administration of 

pentachlorophenol induces interferon 

signaling mRNAs in C57BL/6 male 

mouse liver. J Toxicol Sci. 38(4):643-54. 

 

Si Y, Inoue K, Igarashi K, Kanno J, 

Imai Y (2013) Autoimmune regulator, 

Aire, is a novel regulator of chondrocyte 

differentiation. Biochem Biophys Res 

Commun. ;437(4):579-84. 

 

Fujimoto, N, Takagi, A, Kanno, J. 

(2013) Neonatal exposure to 

2,3,7,8-tetrachlorodibenze-p-dioxin 

increases the mRNA expression of 

prostatic proteins in C57BL mice. J 

Toxicol Sci. 38(2):279-83. 

 

(2)  学会発表 

Jun Kanno, Progress in Japanese 

Percellome Project and incorporation of 

TGP data, 11th International 

Conference of Environment Mutagens

（11th ICEM), (2013.11.4) , Fos do 

Iguassu, Brazil, invited 

 

Jun Kanno, Percellome Toxicogenomics, 

A Quantitative and Comprehensive 

Approach for Basic and Applied 

Toxicology. ICT2013 The XIII 

International Congress of Toxicology, 

(2013.7.2), Seoul, Korea, distinguished 

lecture 

 

菅野 純、"Percellome Project ケミカルバ

イオロジ－の視点からのトキシコゲノミ

クス―Percellome Projectの進捗とその応

用性―"、第 40 回日本毒性学会学術年会、

2013 年 6 月 18 日、千葉、シンポジウム 

 

菅野 純、網羅的絶対量化遺伝子発現解析

による外来物質生体影響の動的ネットワ

ークマーカー描出：Percellome Project、

第 102 回日本病理学会総会、2013 年 6 月

7 日、札幌、シンポジウム 

 

Jun Kanno, Percellome toxicogenomics 

for more comprehensive and 

quantitative toxicology-extending the 

analysisi among different organs and 

different species, the workshop on 

Moving Forward in Human Cancer Risk 

Assessment in the Genomics Era 2.0, 

(2013.5.16), Paris, France, invited  

 

Jun Kanno, Percellome Toxicogenomics 

application to Sick House 

Syndrome-level inhalation toxicity , the 
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Meeting of the Extended Advisory 

Group on Molecular Screening, 

(2013.5.15), Paris, France, invited 

 

G. 知的財産所有権の出願・登録状況（予定

も含む） 

1. 特許取得 

特許第 5177712 号、2013 年 1 月 18 日登

録、特許権者：国立医薬品食品衛生研究所、

NTT データ、発明者：菅野純、相﨑健一

ら、「競合的ハイブリダイゼーションにお

ける遺伝子データの補正方法及び補正装

置」 

 

2. 実用新案登録 

なし 

 

3. その他 

なし 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

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 

－網羅的定量的大規模トキシコゲノミクスデータベースの維持・拡充と 

毒性予測評価システムの実用化の為のインフォマティクス技術開発－ 

 

分担研究課題：「胎児発生過程におけるマスター遺伝子を基軸とした遺伝子発現 

        ネットワークの網羅的解析」 

 

研究分担者   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・第五室長 

 

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、化

学物質による生体影響の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。本

分担研究では、自律的な遺伝子発現に着目し、これが多く認められる胎児発生

過程に焦点をあて、この過程におけるマスター遺伝子を基軸とした遺伝子発現

ネットワークを網羅的に解析することを目的とする。 

 初年度（平成24年度）は、無処置野生型マウス全胚の胎生6.25～9.75日（12

時点）の網羅的トランスクリプトームデータを対象に、全期間を1周期と仮想し

て周波数解析を実施した。データベース中の全ての遺伝子発現変動を、フーリ

エ変換を利用する独自の解析ソフトMF Wave analyzerを用いてフーリエ変換

した上で、その波長分布についてピアソン相関等の解析をおこなった。モデル

として、既知のShh及びNkx2-5遺伝子が関与するシグナルネットワークを選択

し、本解析手法の性能評価を検討したところ、経時的に離れた関連遺伝子のう

ち発現パターンが異なるものについての、高調波（ハーモニクス）成分の扱い

による効率の良い抽出法についての課題が残った。これは、発現の立ち上がり

の勾配に着目すれば解決する可能性を見いだし、発現値の微分解析を試み、そ

の有用性を示唆した。 

 そこで今年度（平成25年度）は、3次元Spline補間とその微分関数を利用し、

遺伝子毎に発現変動起点候補と発現ピークの時点を抽出する技術を開発し解析

することとした。本データベースのサンプリング期間である胎生6.25日から

9.75日（3.5日間＝84時間）をSpline補間し1時間毎の補間値を得た。さらにそ

のSpline関数を2回微分して得た曲線にて、この区間内で最初に有意なピークを
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形成する時点を発現変動起点とした。モデルとして初年度に検討したShh遺伝

子及びNkx2-5シグナルネットワークに着目し、条件設定及び抽出パラメータの

最適化を検討後、in silicoのプロモーター解析及びwhole mount ISH データベ

ースの利用しつつ解析した結果、機能が既知の関連遺伝子だけではなく未知の

ものも抽出する事ができた。今後は、複数回目のピークも含めて抽出する技術

開発をおこない解析精度を上げ、この事を通して、発生過程における遺伝子発

現ネットワークを網羅的に解析する事ができるものと考える。 

 

A. 研究目的 

 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、化学物質

による生体影響の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。本分担研究では、自律

的な遺伝子発現に着目し、これが多く認め

られる胎児発生過程に焦点をあて、この過

程におけるマスター遺伝子を基軸とした遺

伝子発現ネットワークを網羅的に解析する

ことを目的とする。 

 マスター遺伝子は一般的に、生物の個体

発生において、他の一群の遺伝子に連鎖的

な発現を誘発し、特定の形質の形態形成を

制御する遺伝子を指すが、ここでは組織特

異的転写因子（組織分化マーカー）、あるい

は組織の発生・分化に必須な遺伝子も含む

こととした。発生過程でのマスター遺伝子

に着目した理由として、多くのマスター遺

伝子は頭記の発生期間中に一過性、即ち単

相性に発現し、空間的に特定の部位に限局

して発現するため、この自律的な経時変化

を示す要素のモデルに適している事、加え

て、生物の個体発生において、他の一群の

遺伝子に連鎖的な発現を誘発し、特定の形

質の形態形成を制御する遺伝子であること

から、発生関連遺伝子の中でも重要な遺伝

子である事が挙げられる。 

 先行3年間研究では、自律的な遺伝子発現

が認められる発生過程や概日リズムの局所

遺伝子ネットワークの描出を目的として検

討した。このために、取得・構築済みの野

生型マウス胚、マウスES（胚性幹）・EB（胚

葉体）分化系及び、成熟期マウス肝および

視交叉上核 (SCN)の遺伝子発現の経時デ

ータベースを活用し、トランスクリプトー

ムデータから遺伝子発現ネットワークを描

出するための基本的な技術開発を行った。

特に概日変動における自律的な遺伝子発現

については、遺伝子発現の経時変化の「周

期性」に着目し、遺伝子発現変動をフーリ

エ変換した上で、その波長分布についてピ

アソン相関解析を行うという、効率的で網

羅性の高い結果を得られる方法を見出すこ

とができた。 

 他方、胎児発生過程における遺伝子発現

については、自律的な遺伝子発現が多く認

められる為、遺伝子発現シグナルの流れを

解析するのに適しているが、活発な細胞増

殖や多様な細胞分化が同時並行で起こるた

め、従来技術では要素分析が困難であった。  

 そこで初年度（平成24年度）は、経時デ

ータベースを有する胎生6.25～9.75日の遺

伝子発現変動を1周期と仮想して、周波数解

析を実施した。各時点４サンプルのデータ
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を１サンプルずつの４周期に展開し、その

周期性を持って、それがマスター遺伝子候

補であるか否かの程度を推定するパラメー

タとする試みである。周期性を検討する為

に、データベース中の全ての遺伝子発現変

動を、フーリエ変換を利用する独自の解析

ソフトMF Wave analyzerを用いてフーリ

エ変換した上で、その波長分布についてピ

アソン相関等の解析をおこなった。モデル

として、既知のShh（四肢や、脳・脊髄正

中線構造などのデザイン形成に関与）及び

Nkx2-5遺伝子（心筋前駆細胞マーカーであ

り、心臓発生過程に関与）が関与するシグ

ナルネットワークを選択し、本解析手法の

性能評価を検討した。その結果、既知関連

遺伝子の多くは検出可能であったが、経時

的に離れた関連遺伝子のうち発現パターン

が異なるものについての、高調波（ハーモ

ニクス）成分の扱いによる効率の良い抽出

についての課題が残った。この解決として、

発現の立ち上がりの勾配に着目する方策の

可能性を見いだし、一階微分及び二階微分

を暫定的に適用し、既存情報と整合性のあ

る結果を得たことから、その有用性が示唆

された。 

 そこで今年度（平成25年度）は、3次元

Spline補間とその微分関数を利用し、遺伝

子毎に発現変動起点候補と発現ピークの時

点を抽出する技術を開発し解析を行うこと

とした。モデルとして初年度に検討した

Shh及びNkx2-5遺伝子シグナルネットワ

ークに着目し、本解析手法の性能評価を検

討した。 

 

B. 研究方法 

無処置野生型マウス胚・全胚の網羅的トラ

ンスクリプトームデータ：   

 C57BL/6CrSlc マウス(日本エスエルシ

ー)を実験に用いた（プラグが確認された日

の 15 時を胎生 0.5 日とした）。経時的にサ

ンプリングした各ステージのマウス胚（全

胚、ただし卵黄嚢膜は除去した）を 1 腹分

プールした RNA サンプルを用い、マイク

ロアレイ [Affymetrix GeneChip Mouse 

Genome 430 2.0]を用いて、網羅的遺伝子

発現変動解析を検討することにより、遺伝

子発現経時データベース [胎生 6.25-9.75

日] (TIME POINT：12 点)を作製した。マ

ウス胚は、直接、1% の 2-メルカプトエタ

ノール含有 RLT バッファー（QIAGEN 社）

に変性・溶解させた。RLT バッファーは、

RNeasy キット（QIAGEN 社）に含まれる。 

 

Total RNA の分離精製 

 RNA 抽出にあたっては、サンプルの入っ

た RLT buffer 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。 

 全胚サンプルについては、2 段階増幅に

より cDNA を得た。すなわち、全 RNA の

100ng にとり、T7 プロモーターの付加した

オリゴ dT プライマーを用い逆転写し

cDNA を得、2 本鎖とした後、T7 RNA ポ

リメラーゼ（Ambion 社）を用いて cRNA

を合成（この段階ではビオチン化塩基は用
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いない）した（増幅１回目）。その cRNA を

鋳型に random primer を用いて逆転写し

て cDNA を得、2 本鎖にし、T7 RNA ポリ

メラーゼ（ENZO 社）を用い、ビオチン化

CTP, UTP 共存下 cRNA を合成し、断片化

した後、GeneChip へのハイブリダイゼー

ションに供した。 

 

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

Affymetrix 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。 

発現変動起点候補と発現ピークの時点を

抽出する解析は、3 次元 Spline 補間とその

微分関数を利用する独自の解析ソフト

SeekESP を用いて実施した。 

 whole mount ISH 

 当該プローブセット (ps) について

GeneChip にて使用している塩基配列を調

べ、その配列を基に、ジゴキシゲニンでラ

ベルした dNTP を用いて RNA プローブを

作製した。作製した RNA プローブを用い

て、固定後プロテナーゼ K 処理したマウス

胚とハイブリダイゼーションをおこない、

検出は抗ジゴキシゲニン抗体、発色は BM 

purple でおこなった。 

 

（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、下記、

所属の研究機関が定める動物実験に関する

規定、指針を遵守した。「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）」。 

 

C. 研究結果及び考察 

C-1: Shh 遺伝子を基とした解析： 

 モデルとして、先ずシグナルネットワー

クが、ある程度既知の Shh 遺伝子を選択し

た。このネットワークには、Ptch1、Smo、

Gli 遺伝子が関与し、Shh シグナルは「Shh

→Ptch1→Smo→Gli」の順に発現が生じる事

が知られている。胎生 6.25 から 9.75 日の

無処置野生型マウス・ 全胚 RNA サンプル

から得た遺伝子発現経時データベース

(TIME POINT：12 点)における、Shh 関連遺

伝子の発現変動を図 1 に示す。Shh 遺伝子

は、胎生 7.25 日から急速に発現が増加しは

じめ、胎生 8.50 日でピークを示す発現パタ

ーンを示す。 
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図 1 無処置野生型マウス・ 全胚遺伝子発

現経時データベースにおける Shh 関連遺伝

子（Ptch1、Smo、Gli 遺伝子）の発現変動： 

 グラフの線は各平均値を結び、点は各デ

ータの素点を表す(n=2〜4)。縦軸は、発現

コピー数、横軸は胎齢（各胎生 6.25、6.50、

6.75、7.25、7.50、7.75、8.25、8.50、8.75、

9.25、9.50、9.75 日）を表す。 

 

 このShh遺伝子の胎生9.5日胚における発

現を whole mount ISH により可視化したも

のを図 2に示す。既に報告されている通り、

主に脊索に発現が認められる。 

 

Gli2 
1459211_at 

GLI-Kruppel family member 
GLI2 

Gli1 
1449058_at 

GLI-Kruppel family member 
GLI1 

Shh 
1436869_at 

sonic hedgehog 
Ptch1 
1428853_at 

patched homolog 1 

Smo 
1427049_s_at 

smoothened homolog 
(Drosophila) 
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図 2 無処置野生型マウス・ 全胚における

Shh 遺伝子の発現（胎生 9.5 日胚） 

 

 次いで、胎児の遺伝子発現経時データベ

ース（12 時点）につき、3次元 Spline 補間

とその微分関数を利用し、遺伝子毎に発現

変動起点候補と発現ピークの時点を抽出す

る解析ソフト SeekESP を用いて検討した。

具体的には、無処置野生型マウス・ 全胚遺

伝子発現経時データベースのサンプリング

期間である胎生 6.25 日から 9.75 日（3.5

日間＝84 時間）を Spline 補間し 1 時間毎

の補間値を得た。さらにその Spline 関数を

2 回微分して得た曲線にて、この区間内で

最初に有意なピークを形成する時点を、発

現変動起点とした。 

 Shh 遺伝子についての解析結果を図 3 と

して示す。 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 Shh 遺伝子についての 3 次元 Spline

補間とその微分関数を利用した解析 

 縦軸は発現量（ノーマライズしたもの）、

横軸は胎齢を示し、上段が 2階微分曲線を、

中段が 1 階微分曲線を、下段が発現データ

を 3次元 Spline 補間曲線を示す。赤の線は

発現変動起点を、青の線は発現ピークの時

点を示す。*：発現変動起点と発現ピークの

時点での発現コピー数の比較において有意

(P<0.05)である事を示す。 

 

 本解析手法を Shh 関連遺伝子について検

討した結果、各関連遺伝子の発現変動起点

及び発現ピークの時点は表 1 の通りとなっ

た。すなわち、Shh 関連遺伝子の発現変動

起点は胎生 7.00〜7.25 日に、発現ピークの

時点は胎生 7.75〜8.50 日に存在すること

が明らかとなった。 

 

    

 

1436869_at // Shh ( 19.18 // 0.89 ) 
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表 1  Shh 関連遺伝子の発現変動起点及び

発現ピークの時点 

 

 次いで本解析手法の有用性を検証する目

的でShhシグナルネットワークに属する候

補遺伝子を抽出することとした。Shh 関連

遺伝子が属していた、発現変動起点が 18～

24（胎生 7.00～7.25）且つ発現ピークの時

点が 36～54(胎生 7.75～8.50)を示す遺伝子

を対象に検討した。 

 まず全ての遺伝子について、本解析手法

により発現変動起点と発現ピークの時点を

算出した上で、抽出条件として、発現ピー

クの時点の発現コピー数が 2 コピー以上、

且つ、両時点にもっとも近接する実測デー

タの存在する時点での各発現コピー数につ

き有意(P<0.05)という条件のもと検討した

結果、9,311 ps が抽出された。この内、Shh

関連遺伝子が含まれる、発現変動起点が 18

～24（胎生 7.00～7.25）且つ発現ピークの

時点が 36～54(胎生 7.75～8.50)を示す遺伝

子として 8,306 ps が得られた。この 8,306 

の遺伝子につき、目視により生物学的変動

を示すと考えられる遺伝子を検討した結果、

上述した Shh 関連遺伝子を含む 648 ps が

得られた。 

 次いで、これら 648 の遺伝子が Shh シグ

ナルの制御を受けているか否かを、既存の

発現制御データベースである Ingenuity 

Pathways Analysis (IPA) (Ingenuity 

Systems Inc.)におけるUpstream Analysis

を用いて検討した。その結果、Shh 関連遺

伝子である Ptch1、Smo、Gli 遺伝子を除く

と下記 37 遺伝子が抽出されてきた。したが

って、発現変動起点に着目する本解析手法

により、少なくとも転写制御を受ける遺伝

子につき、効率よく Shh シグナルネットワ

ークに属すると考えられる遺伝子が抽出で

きたものと考える。 

 

BNC1 、 CCND2 、 COL2A1 、 FOXA1 、

FOXC2、FOXF1、FOXM1、FZD2、HOXA5、

IGF2、IGFBP5、IRS1、LAMA4、LUM、

MAN1C1、MEF2C、MEST、MET、MMP2、

MSX1、NCAM1、NKD1、NREP、NRP2、

OCLN、PDGFA、PITX2、SALL1、SFRP2、

SLC2A2、SNAI2、TAL1、TGFB2、VCAN、

VEGFC、WNT5A、ZC3HAV1L 

 

 上記 37 遺伝子について、胚における発現

の空間的局在につき、Pubmed 検索による

文献調査あるいは、公開データベース

Emage  

(http://www.emouseatlas.org/emageweba

pp/pages/emage_gene_browse.jsf) に よ る

検索をおこなった。ほとんどの遺伝子につ

いて胎生 7.00～8.50 日相当の wholemount 

ISH データを見いだすことが出来なかった

が、胎生約 9.5 日の胚では、FOXC2、FOXF1、

IGFBP5、MEST、MSX1、NCAM1、SFRP2、

WNT5A 遺伝子について、Shh 発現部位に

隣接する中胚葉に、空間的に限局する発現

遺伝子名
(Affymetrix No.)

発現変動起点(時間)
（胎齢）

発現ピークの時点(時間)
（胎齢）

Shh
(1436869_at)

24
(胎生7.25日)

42
（胎生8.00日）

Ptch1
(1428853_at)

23
(胎生7.00〜7.25日)

41
（胎生7.75〜8.00日）

Smo
(1427048_at)

21
(胎生7.00〜7.25日)

38
（胎生7.75〜8.00日）

Gli1
(1449058_at)

22
(胎生7.00〜7.25日)

44
（胎生8.00〜8.25日）

Gli2
(1459211_at)

19
(胎生7.00〜7.25日)

49
（胎生8.25〜8.50日）

Gli3
(1456067_at)

19
(胎生7.00〜7.25日)

40
（胎生7.75〜8.00日）
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パターンが認められ、少なくともこれらの

遺伝子はこの時期の発生過程において、

Shh シグナルネットワークに属し機能して

いるものと考えられた。今後、wholemount 

ISH の実施による確認作業が必要であると

考えられるが、本手法により効率よく Shh

シグナル関連遺伝子の抽出ができたものと

考える。 

 上記の 37 遺伝子のうち、FOXC2、MEST 

IGFBP5 遺伝子の発現変動につき Shh遺伝子

の場合とあわせ図 4に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 無処置野生型マウス・ 全胚遺伝子発

現経時データベースにおける Shh 関連遺伝

子と発現制御から Shh シグナルネットワー

クに属すると考えられる 37 遺伝子の内、

FOXC2、MEST 及び IGFBP5 遺伝子の発現変動： 

 グラフの線は各平均値を結び、点は各デ

ータの素点を表す(n=2〜4)。縦軸は、発現

コピー数、横軸は胎齢を表す。 

 

 加えて、上記 37 遺伝子以外のものについ

て Shh シグナルとの関連を文献検索したと

ころ、Shh シグナルの仲介分子である事が

知られている Sufu 遺伝子、及び Irs1 

遺伝子が Shh シグナルの標的分子とする報

告 (Parathath SR et al., Development 

135(19): 3291-3300, 2008)が見いだされた。

Shh 
1436869_at 

sonic hedgehog 
Foxc2 
1416693_at 

forkhead box C2 
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いずれの遺伝子ともに胎生 6.25-9.75 日で

検討した ISHデータが見いだせなかったた

め、この発生時期での機能については今後

検討を要する。 

 一方、Shh の標的遺伝子である Gli2 及び

Gli3 遺伝子の発現変動起点は、19 時間（胎

生 7.00〜7.25 日）に存在するのに対して、

Shh 及びその受容体 Ptch1 の場合は 24 及

び 23 時間と、両者で逆転が認められた。こ

の事は昨年度の予備的検討でも報告してお

り、この理由として、Shh 系は既存情報に

よる発現順番と異なる因子（Ihh 遺伝子 

[Zhang XM et al, Cell 106: 781-792, 

2001]）を挙げたが、Ihh 遺伝子の発現変動

起点は 22 時間であり（Ihh 遺伝子は、上述

した Shh 関連遺伝子を含む 648 ps に含ま

れていた）該当せず、より早期に Shh の受

容体を介さずに、Gli 遺伝子の発現を制御す

る因子の存在が想定された。そこで発現変

動起点が 19 時間の Gli2、Gli3 遺伝子の発

現と類似の 18 遺伝子について、プロモータ

ー解析(in silico, IPA 解析)を検討した結果、

Hoxb9、Smad3 及び Ctnnb1 が見いだされ

たが、各発現変動起点につき検討した結果、

Smad3 のみが妥当と考えられた。論文検索

の結果、胎児期での検討ではなく発現制御

に関する論文ではあるが、 Smad3 が

Shh-Patch を介さずに直接 Gli 遺伝子を制

御するという報告を見いだした（Dennler S 

et al., Cancer Res 67(14):6981-6, 2007）。

Smad3 は TGFβシグナル関連遺伝子であ

るため、TGFβの発現変動を検討したとこ

ろ、発現変動起点が 19 時間のものとして、

TGFβ2 が見いだされた。したがって、TGF

β2- Smad3 を介して、Shh の受容体を介

さずに Gli 遺伝子の発現を制御する候補因

子と考える。今後、wholemount ISH の実

施による確認作業や機能解析が必要である

と考えられるが、本解析により、発生初期

における非標準的な(non-canonical)新たな

Shh シグナル制御系を見いだした可能性が

ある。Gli3、Tgfb2 及び Smad3 遺伝子の発

現変動につき図 5 に示す。 

 

 

Smad3 
1454960_at 

MAD homolog 3 (Drosophila) 
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図 5 無処置野生型マウス・ 全胚遺伝子発

現経時データベースにおける Shh 関連遺伝

子 Gli3 と Tgfβシグナルネットワークに属

するとTgfb2及びSmad3遺伝子の発現変動： 

 グラフの線は各平均値を結び、点は各デ

ータの素点を表す(n=2〜4)。縦軸は、発現

コピー数、横軸は胎齢を表す 

 

 C-2: Nkx2-5 遺伝子を基とした解析： 

 Shh シグナルの検討に続いてモデルとし

て、シグナルネットワークが、ある程度既

知の Nkx2-5 遺伝子を選択した。このネット

ワークには、Mesp1、Kdr、Actc1、Tnnt2 遺

伝子が関与する。胎生 6.25 から 9.75 日の

無処置野生型マウス・ 全胚 RNA サンプル

から得た遺伝子発現経時データベース

(TIME POINT：12 点)における、Nkx2-5 関連

遺伝子の発現変動を図 6に示す。Nkx2-5 遺

伝子は、胎生 7.50 日から急速に発現が増加

しはじめ、胎生 8.25 日でピークを示す発現

パターンを示す。 

 

 

 

 

 

 

図 6 無処置野生型マウス・ 全胚遺伝子発

現経時データベースにおける Nkx2-5 関連

遺伝子（Mesp1、Nkx2-5 及び Actc1 遺伝子）

の発現変動： 

 グラフの線は各平均値を結び、点は各デ

ータの素点を表す(n=2〜4)。縦軸は、発現

コピー数、横軸は胎齢（各胎生 6.25、6.50、

6.75、7.25、7.50、7.75、8.25、8.50、8.75、

9.25、9.50、9.75 日）を表す。 

 

 このNkx2-5遺伝子の胎生8.75日胚におけ

る発現を whole mount ISH により可視化し

たものを図 7 に示す。既に報告されている

通り、心臓前駆細胞に発現が認められる。 

 

Mesp1 
1426557_at 

mesoderm posterior 1 
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図 7 無処置野生型マウス・ 全胚における

Nkx2-5 遺伝子の発現 

 

 次いでShh関連ネットワークでの検討と

同様に、胎児の遺伝子発現経時データベー

ス（12 時点）につき、3 次元 Spline 補間と

その微分関数を利用し、遺伝子毎に発現変

動起点候補と発現ピークの時点を抽出する

解析ソフト SeekESP を用いて検討した。 

 Nkx2-5遺伝子についての解析結果を図8

として示す。 

 

図 8  Nkx2-5 遺伝子についての 3 次元

Spline 補間とその微分関数を利用した解析 

 縦軸は発現量（ノーマライズしたもの）、

横軸は胎齢を示し、上段が 2 階微分曲線を、

中段が 1 階微分曲線を、下段が発現データ

を 3 次元 Spline 補間曲線を示す。赤の線は

発現変動起点を、青の線は発現ピークの時

点を示す。*：発現変動起点と発現ピークの

時点での発現コピー数の比較において有意

(P<0.05)である事を示す。 

 

 本解析手法を Nkx2-5 関連遺伝子につい

て検討した結果、各関連遺伝子の発現変動

起点及び発現ピークの時点は表 2 の通りと

なった。すなわち、Nkx2-5 関連遺伝子の発

現変動起点は Mesp1 遺伝子以外の場合は、

胎生 7.25〜7.75 日に（Mesp1 遺伝子は胎生

6.25〜6.50 日）、また発現ピークの時点は胎

生 8.00〜8.50 日（Mesp1 遺伝子は胎生 7.00

〜7.25 日）に存在することが明らかとなっ

た。 

 

 

表 2  Nkx2-5 関連遺伝子の発現変動起点

及び発現ピークの時点 

 

 次いで本解析手法の有用性を検証する目

的で Nkx2-5 シグナルネットワークに属す

る候補遺伝子を抽出することとした。

Mesp1 遺伝子を除く Nkx2-5 関連遺伝子が

Harvey et al, 1996   

1449566_at // Nkx2-5 ( 3.63 // 0.29 ) 

遺伝子名
(Affymetrix No.)

発現変動起点(時間)
（胎齢）

発現ピークの時点(時間)
（胎齢）

Mesp1
(1426557_at)

3
(胎生6.25〜6.50日)

21
（胎生7.00〜7.25日）

Kdr
(1449379_at)

30
(胎生7.50日)

44
（胎生8.00〜8.25日）

Nkx2-5
(1449566_at)

29
(胎生7.25〜7.50日)

46
（胎生8.00〜8.25日）

Actc1
(1415927_at)

36
(胎生7.75日)

54
（胎生8.50日）

Tnnt2
(1418726_a_at)

34
(胎生7.50〜7.75日)

52
（胎生8.25〜8.50日）
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属していた、発現変動起点が 24～36（胎生

7.25～7.75）且つ発現ピークの時点が 42～

54(胎生 8.00～8.50)を示す遺伝子を対象に

検討した。つまり、この関連シグナルは

「Mesp1→Kdr/Nkx2-5→Actc1/Tnnt2 遺

伝子」の順に発現が生じる事が知られてい

るが、今回の解析では「Kdr/Nkx2-5→

Actc1/Tnnt2 遺伝子」について解析する事

とした。 

 Shh 遺伝子での解析の場合と同様に、ま

ず全ての遺伝子について、本解析手法によ

り発現変動起点と発現ピークの時点を算出

した上で、発現ピークの時点の発現コピー

数が 2 コピー以上という条件のもと、両時

点にもっとも近接する実測データのある時

点での各発現コピー数につき有意差検定

(P<0.05)をおこなったところ、9,311 ps が

抽出された。この内、発現変動起点が 24～

36（胎生 7.25～7.75）且つ発現ピークの時

点が 42～54(胎生 8.00～8.50)を示す遺伝子

として 227 ps が得られた。この 227 の遺

伝子につき、目視により生物学的変動を示

すと考えられる遺伝子を検討した結果、上

述した Nkx2-5 関連遺伝子を含む 155 ps が

得られた。  

 次いで、これら 155 の遺伝子が Nkx2-5

シグナルの制御を受けているか否かを、既

存 の 発 現 制 御 デ ー タ ベ ー ス で あ る

Ingenuity Pathways Analysis (IPA) 

(Ingenuity Systems Inc.) に お け る

Upstream Analysis を用いて検討した。そ

の結果、Nkx2-5 関連遺伝子を除くと下記

13 遺伝子が抽出されてきた。したがって、

発現変動起点に着目する本解析手法により、

少なくとも転写制御を受ける遺伝子につき、

効率よく Nkx2-5 シグナルネットワークに

属すると考えられる遺伝子が抽出できた。 

 

ANKRD1、COL1A2、EGR2、MYH6、

MYH7、MYL4、MYL7、MYOM1、PLAGL1、

TNNI1、TTN、VCAM1、VCAN 

 

 上記 13 遺伝子について、胚における発現

の空間的局在につき、Pubmed 検索による

文献調査あるいは、公開データベース

Emage  

(http://www.emouseatlas.org/emageweba

pp/pages/emage_gene_browse.jsf) に よ る

検索をおこなった。全ての遺伝子について

胎生 7.25～8.50日を含めwholemount ISH

データを見いだすことが出来なかったが、

少なくとも Myh6（心房型ミオシン重鎖遺

伝子）をはじめ、心臓に発現する細胞骨格

系遺伝子である COL1A2、Myh7、Myl4、

Myom1、Tnni1、Ttn、Vcam1、Vcan 遺伝

子については、Nkx2-5 シグナルルネットワ

ークに属し機能しているものと考えられた。

今後、wholemount ISH の実施による確認

作業が必要であると考えられるが、本手法

により効率よく Nkx2-5 シグナル関連遺伝

子の抽出ができたものと考える。 

 上記の 13 遺伝子のうち、Myh6、TTN 遺

伝子の発現変動につき Actc1 遺伝子の場合

とあわせ図 9 に示す。 
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図 9 無処置野生型マウス・ 全胚遺伝子発

現経時データベースにおける Nkx2-5 関連

遺伝子Actc1と発現制御からNkx2-5シグナ

ルネットワークに属すると考えられる 13

遺伝子の内、Myh6 及び Ttn 遺伝子の発現変

動： 

 グラフの線は各平均値を結び、点は各デ

ータの素点を表す(n=2〜4)。縦軸は、発現

コピー数、横軸は胎齢を表す。 

    

C-3: 発現変動起点 6 時間区間ごとの遺伝

子数の分布： 

 今後の網羅的な検索に向けて、本解析手

法により、発現変動起点 6時間区間ごとに、

抽出される遺伝子数を求めた。抽出条件は、

これまで同様、発現変動起点と発現ピーク

の時点を算出した上で、発現ピークの時点

の発現コピー数が 2 コピー以上で、両時点

にもっとも近接する実測データが存在する

時点での各発現コピー数が有意(P<0.05)に

異なるというものである。その結果、下記

の表 3のように、発現変動起点が胎生 7.00

〜7.25日に存在する遺伝子数が非常に多い

結果となった。この区間は、本報告にて Shh

シグナルを検討した区間に相当する。この

時期は中胚葉誘導や器官形成が活発な時期

であり生物学的に妥当と考えられる。一方、

本解析手法では、Spline 関数を 2回微分し

て得た曲線にて、最初に有意なピークを形

成する時点を発現変動起点としているため、

発現ピークが複数回、つまり発現変動起点

が複数存在する遺伝子の場合、最初のピー

クにより分類され、第二、第三のピーク時

点での抽出が困難になることが考えられる。

したがって、網羅的な検索に向けては、最

初だけではなく、複数回目のピークも含め

て抽出する必要があるものと考えられ、こ

の点は今後の課題である。 
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表 3 発現変動起点 6 時間区間ごとの遺伝

子数の分布 

 

D. 結論 

 初年度は、経時データベースを有する胎

生 6.25～9.75 日の遺伝子発現変動を 1 周期

と仮想して、周波数解析を実施した。各時

点４サンプルのデータを１サンプルずつの

４周期に展開し、その周期性を持って、そ

れがマスター遺伝子候補であるか否かの程

度を推定するパラメータとする試みである。

その結果、既知関連遺伝子の多くは検出可

能であったが、経時的に離れた関連遺伝子

のうち発現パターンが異なるものについて

の、高調波（ハーモニクス）成分の扱いに

よる効率の良い抽出についての課題が残っ

た。この解決として、発現の立ち上がりの

勾配に着目する方策の可能性を見いだし、

一階微分及び二階微分を暫定的に適用し、

既存情報と整合性のある結果を得たことか

ら、その有用性が示唆された。 

そこで今年度は、一階微分及び二階微分

することで発現変動基点及び発現ピークの

時点を同定する技術を開発し解析を行うこ

ととした。3 次元 Spline 補間とその微分関

数を解析に利用する独自の解析ソフト

SeekESP を用いてデータベース中の全て

の遺伝子発現変動につき解析を行った。モ

デルとして初年度に検討したShh遺伝子及

びNkx2-5シグナルネットワークに着目し、

条件設定及び抽出パラメータの最適化を検

討後解析したところ、Shh シグナル関連候

補遺伝子として 8,306 ps、Nkx2-5 シグナル

関連候補遺伝子として227 psが自動抽出さ

れ、この内、目視により生物学的変動と考

えられるものとしてそれぞれ 648 及び 155 

ps が抽出された。発現の局在を検討する

whole mount ISH データベースの利用及

び in silico のプロモーター解析により、機

能が既知の関連遺伝子だけではなく未知の

ものも抽出できた。この中には、Shh シグ

ナルと関連することが報告されている Irs1、

Foxf1、Foxc2、Ccnd1 遺伝子等が含まれ、

また Tgfβシグナルが、Shh の受容体を介

さずに Gli 遺伝子の発現を制御する可能性

を示唆する結果を得た。 

他方、本解析手法では、Spline 関数を 2

回微分して得た曲線にて、最初に有意なピ

発現変動起点(時間)
（胎齢）

抽出された
遺伝子数

(P.S.)

0〜6
(胎生6.25〜6.50日) 60

7〜12
(胎生 (6.25)〜6.50日) 20

13〜18
(胎生 (6.75)〜7.00日) 704

19〜24
(胎生 (7.00)〜7.25日) 7,844

25〜30
(胎生 (7.25)〜7.50日) 405

31〜36
(胎生 (7.50)〜7.75日) 119

37〜42
(胎生 (7.50)〜7.75日) 43

43〜48
(胎生 (8.00)〜8.25日) 17

49〜54
(胎生 (8.25)〜8.50日) 8

55〜60
(胎生 (8.50)〜8.75日) 44

61〜66
(胎生 (8.75)〜9.00日) 46

67〜72
(胎生 (9.00)〜9.25日) 0

73〜78
(胎生 (9.25)〜9.50日) 0

79〜84
(胎生 (9.50)〜9.75日) 0
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ークを形成する時点を発現変動起点として

いる。そのため、発現ピークが複数回、つ

まり発現変動起点が複数存在する遺伝子の

場合、第二、第三のピーク時点での抽出が

困難になる可能性がある。今後、網羅的な

検索に向け、最初だけではなく、複数回目

のピークも含めて抽出する技術の開発、条

件設定及び抽出パラメータの最適化を検討

する予定である。 

これらの手法を通して、発生過程におけ

る遺伝子発現ネットワークを網羅的に解析

する事ができるものと考える。 
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of Acephate. 

The XIII International Congress of 

Toxicology 2013 (ICT 2013)] (2013.7.3.), 

Seeoul, Korea 

 

F. 知的財産所有権の出願・登録状況（予

定も含む） 

１．特許取得 
  なし 
 
２．実用新案登録 
 なし 
 
３．その他 
 なし 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

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 

－網羅的定量的大規模トキシコゲノミクスデータベースの維持・拡充と 

毒性予測評価システムの実用化の為のインフォマティクス技術開発－ 

 

分担研究課題：「Percellome 3 次元データ等の為の専用解析ソフトウエアの開発研究」 

 

研究分担者：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・第一室長 

 

研究要旨 

先行研究に於いて遺伝子発現データの絶対量化技術であるPercellome手法を

実用化し、既に１００余の化学物質による遺伝子発現変動情報を収録して現在

もさらに拡張しつつある網羅的遺伝子発現情報データベース（Percellome デー

タベース）を構築している。この高精度大規模データベースの有効活用に際し

ては、時間×暴露用量×遺伝子発現量からなる遺伝子発現変動情報を生物学者

によるデータ把握が容易な 3 次元波動面（Surface グラフ）に変換して解析す

る直感的で効率のよい手法（”Millefeuille”（ミルフィーユ、MF）データ処理）

を採用している。本分担研究では、Percellome 手法や Surface グラフの特徴を

活かし、遺伝子発現反応の網羅的解析を効率良く行うためのプログラムの開

発・改良を行い、トキシコゲノミクス技術を利用した毒性予測・評価システム

の実用化を推進する。 

平成 24 年度は、Percellome 法の適用を介して、医薬基盤研・トキシコゲノミ

クスプロジェクト（TGP）のラットデータを、マウスデータからなる Percellome

データベースに結合し、統合トキシコゲノミクスデータベースの構築を進めた。

また非 Percellome データの絶対量推定ソフトウエア SnCalc.exe を開発した。

さらに Percellome データベースシステムの WebAPI を開発し、ライフサイエ

ンス研究用ソフトウエアの国際共通プラットホーム GARUDA プロジェクト等、

外部の学術・行政システムからのオンラインアクセスを可能にする本格的な一

般公開の準備を整えた。 

平成 25 年度は各班員のデータ解析の効率と精度の向上を優先して平成 26 年度予

定の計画を実施し、候補遺伝子抽出プログラムRSort に新規フィルタールーチンを

追加して自動抽出精度を向上させたほか、経時変化データ等の線グラフ表示デー

タを対象とした発現変動起点の自動抽出アルゴリズムの新規開発や、前年度に開発
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した SnCalc.exe のラットデータ対応のためのリファレンスデータベースの構築、

及びPercellome データベース一般公開システムのWebAPI の機能拡張を実行した。 

 

A. 研究目的 

本研究班が化学物質による生体影響の分

子メカニズムに依拠した毒性評価手法の実

用化の為のインフォマティクス開発を目指

す中にあって特に、１００余の化学物質によ

る遺伝子発現変動情報を絶対量化して収録

している高精度大規模遺伝子発現情報デー

タベース（Percellome データベース）を活

用し、遺伝子発現反応の網羅的解析を効率良

く行うためのプログラムの開発・改良を行っ

て、トキシコゲノミクス技術を利用した毒性

予測・評価システムの実用化を推進する。 

 

B. 研究方法 

B-1:参照データ 

a） 遺伝子発現データ：Percellome プロジ

ェクトで生成したマウスの遺伝子発現デー

タ、および TGP プロジェクトで生成したラ

ットの遺伝子発現データを用いた。データ

標準化には Percellome 法を利用した。 

b）  遺伝子のアノテーション情報：米

Affymetrix 社 お よ び Gene Ontology 

Consortium、独 BIOBASE 等が提供してい

る情報を参照した。 

c） 原著論文（J Toxicol Sci. 38(4):643-54）

等のヒューマンキュレーションを経た候補

遺伝子リスト。 

 

B-2:ソフトウエア作成に用いた開発言語及

びコンポーネント 

開発効率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 ver.7 もしくは XE3（Object Pascal

言語、USA, Embarcadero Technologies, 

Inc.）を用いた。Web アプリケーション開

発には Delphi もしくは PHP、JavaScript

を用いた。1 億件以下の小～中規模のデー

タベース処理に際しては組み込み型リレー

ショナルデータベースコンポーネントの

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。

また WebAPI の構築には DataSnap（USA, 

Embarcadero Technologies, Inc.）用いた。 

 

B-3: データ解析計算 

主たる計算は独自に開発したプログラム

により実施した。検証は必要に応じて Excel

（USA Microsoft Corporation）や R 言語

（オープンソース R Development Core 

Team）で実施し、浮動小数点誤差以上の乖

離がないことを確認した。 

大規模計算が必要な場合は、高速データベ

ースエンジンである Teradata データベー

ス（日本 Teradata 社）を装備する研究計算

用サーバーシステム（MF サーバーシステ

ム）にアプリケーションソフトウエアを移

植して実施した。 

 

C. 研究結果 

平成24年度は、化学物質評価用の遺伝子

発現データベースの有用性を高めるため

に、医薬基盤研トキシコゲノミクスプロ

ジェクト（TGP）のラットデータをマウ

ス の 遺 伝 子 発 現 デ ー タ か ら な る
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Percellomeデータベースに統合すべく、

マウスとラットのデータをシームレスに

一括解析する手法（マウス-ラットの相同

遺伝子対を一意に示す統合IDとその効率

的な処理アルゴリズム）を生成し、TGP

データをPercellome変換（絶対量変換）

した上で、Percellomeデータベースとの

統合を進めた。 

またデータベース及び解析ツールの公

開に向け、Percellome化せずに取得した

外 部 の マ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ と

Percellome絶対量化データとの比較を可

能にする絶対量推定ソフトウエア

SnCalc.exeを開発したほか、外部研究シ

ステムから直接、Percellomeデータベー

スを利用するためのWebAPIを作成し、運

用を開始した。 

平成 25 年度は、各班員のデータ解析の効

率と精度の向上を優先して平成 26 年度予

定であった計画を実施し、候補遺伝子抽出

プログラム RSort に新規フィルタールーチ

ンを追加して自動抽出精度向上の改良をお

加えたほか、微分解析による遺伝子変動起

点の自動抽出アルゴリズムの新規作成を中

心に、前年度に作成した SnCalc.exe のラ

ットデータ対応のためのリファレンスデー

タベースの構築や Percellome データベー

ス一般公開システムのWebAPI の機能拡張

を進めた。詳細は以下の通り。 

 

C-1：RSort の改良 

RSort は、2 条件（主に用量、時間）の組

み合わせにおける遺伝子発現量を 3 次元平

面で表現した遺伝子発現変動パターンの凹

凸を評価し、全遺伝子に対応する総数 4～5

万個の発現データから、ノイズや解析不能

パターンを除去して、候補遺伝子リスト（通

常、総数の 1/10 程度）を短時間（1～2 分）

で自動抽出し、データ解析の作業効率を大

幅に高めている。ただし、毒性評価上の必

要から偽陰性を極力排除するよう最適化さ

れていることもあり、従来版（ver.0.17）で

は偽陽性が多発し、自動抽出結果の 2/3～

3/4 を占めていたため、一層の改良が必要で

あった。 

そこで偽陽性データの混入を減らすべく、

既存の roughness フィルタと独立した追加

フィルタの作成を検討し、3 次元の遺伝子

発現変動パターンを構成する各 2 次元切片

を対象として、増減パターン組み合わせ数

や変曲点数、連続性指標、グラフ密度など

を検討して、最適条件を求めた。 

その結果、偽陰性データの発生数を数個～

200 個程度に抑えつつ、従来版 RSort の抽

出結果から数百～2000 個程度の偽陽性デ

ータを削減することに成功した。 

 

C-2:発現変動起点の自動抽出アルゴリズム

の開発 

RSort は、時間と用量と発現量の 3 次元表

示データを効率的に処理すべく開発されて

きたものなので、経時変化データ等の線グ

ラフ表示データの処理については精度が低

下する傾向があった。そこで、分担研究（２）

が対象とする個体発生の経時変動データを

サンプルとし、線グラフ表示データからの

効率的な候補遺伝子抽出アルゴリズムを作

成した。 

特に、データ点数の多い線グラフデータを

解析する場合、遺伝子誘導の結果であるピ

ークに着目して線グラフの凹凸を評価する

より、遺伝子発現の起点（発現変動起点）
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に着目したほうが、シグナルネットワーク

描出のために有用である。 

そこで、各群の平均値をなめらかに繋ぐ 3

次スプライン曲線を求め、その一階微分曲

線と二階微分曲線、三階微分曲線を算出し

て、これらを元に発現変動起点を推定する

アルゴリズムを作成した。 

実証のためのプログラムを作成し、性能試

験を行ったところ、分担研究（２）の成果

で詳細を記載したとおり、既知のシグナル

ネットワークに対応する候補遺伝子リスト

を適切に抽出する事に成功した。 

 

C-3:SnCalc.exe のラットデータ対応のため

のリファレンスデータベースの構築 

平成 24 年度に開発した非 Percellome デ

ータの絶対量推計ソフトウエアSnCalc.exe

は、当初、マウスデータを対象としていた

が、ラットやヒトなど、他の動物種由来の

データにも対応できるよう改良を加えた。

実際に絶対量推定計算を行うためには、リ

ファレンスとなる、各動物種の Percellome

データが一定量以上必要だが、ここでは医

薬基盤研・トキシコゲノミクスプロジェク

ト（TGP）のラットデータを利用して、リ

ファレンスデータベースを構築した。 

 

C-4:Percellome データベース一般公開用

WebAPI の機能拡張 

初年度にPercellome公開用Webサーバー

に実装した REST (現時点で最も普及して

いるソフトウェアアーキテクチャの１つ）

インターフェイスについては、当該システ

ムを利用したオンライン解析能力を向上さ

せるべく、機能を拡張し、RSort で抽出し

た候補遺伝子リストをインターネット経由

で提供するなどの機能強化を行った。 

 

D. 考察 

Percellome 3 次元データ等の為の専用解

析ソフトウエアの開発研究においては、本

年度、自動的にノイズデータを除外し、研

究者が操作する候補遺伝子数を減らすこと

で解析効率の向上に大きな役割を果たして

いる RSort の性能を一層向上させた。今ま

では、生物学的な意味のある遺伝子発現デ

ータを除外してしまわないように、若干の

余裕をもってノイズデータを除去していた

ことから、研究者が操作する段階で、若干

のノイズデータが残存していた。平成 25 年

度は、この残存ノイズデータを更に高精度

に除去する改良を加えた。この改良は、個々

のデータの網羅的遺伝子解析作業の効率を

高めるのみならず、複数の候補遺伝子リス

トの和集合計算を行う必要性が生じる大規

模解析、例えば複数の化学物質毎に特異的

に発現する遺伝子群の比較解析時に、その

効果が明瞭に現れる重要な技術である。 

また今までの時間と用量と発現量の 3 次

元表示データを中心に開発してきた解析ソ

フトウエアに加え、経時変化データ等の線

グラフ表示データに特化した候補遺伝子抽

出アルゴリズムによるソフトウエアを用意

することが出来た。これにより 3 次元表示

データに匹敵する解析精度や作業効率の向

上が見込まれ、この一部の技術は 3 次元表

示データ解析にも還元可能であり、相互に

統合的解析が可能となる。 

 

E. 結論 

Percellome 3 次元データ等の為の専用解

析ソフトウエアの開発研究では、平成 24 年
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度成果の異種動物由来のデータ統合技術や

絶対量化されていない非 Percellome デー

タの絶対量推定技術、及び今年度成果の

RSort 技術の改良により、網羅的遺伝子発

現解析の効率向上を押し進めている。 

また平成 24 年度から公開している

Percellomeデータベース一般公開システム

の WebAPI の改良により、外部のオンライ

ン解析ソフトウエアからも、RSort による

候補遺伝子情報にアクセス出来るようにな

り、解析効率の向上が期待される。 

 

F. 研究発表 

（1）論文発表 

Kanno J, Aisaki K, Igarashi K, 

Kitajima S, Matsuda N, Morita K, Tsuji 

M, Moriyama N, Furukawa Y, Otsuka 

M, Tachihara E, Nakatsu N, Kodama Y. 

(2013) Oral administration of 

pentachlorophenol induces interferon 

signaling mRNAs in C57BL/6 male 

mouse liver. J Toxicol Sci. 38(4):643-54. 

 

Abe S, Kurata M, Suzuki S, Yamamoto 

K, Aisaki K, Kanno J, Kitagawa 

M.(2012) Minichromosome 

maintenance 2 bound with retroviral 

Gp70 is localized to cytoplasm and 

enhances DNA-damage-induced 

apoptosis. PLoS One. 7(6):e40129. 

 

（2）学会発表 

北嶋 聡,小川幸男, 大西 誠 ,相磯成敏,相

崎健一,五十嵐勝秀, 高橋祐次, 菅野 純 

シックハウス症候群レベルの極低濃度暴

露の際の海馬における Percellome 法に

よる吸入トキシコゲノミクス 第 40 回

日本毒性学会学術年会(2013.6.18) 

 

Kitajima S, Aisaki K, Igarashi K, 

Kanno J.  Application of Percellome 

Toxicogenomics approach to food 

safety: A flavor, estragole appears to be 

a PPAR-alpha agonist. The XIII 

International Congress of Toxicology 

2013 (ICT 2013)] (2013.7.3.), Seoul, 

Korea 

 

Tanemura K, Igarashi K, Furukawa Y, 

Otsuka M, Aisaki K, Kitajima S, Sato E, 

Kanno J. Delayed Effects on CNS 

Induced by Disturbance of Neural 

Activity during Development – 

Behavioral Impairment in Male Adult 

Mice Induced by Postnatal Oral Intake 

of Acephate. The XIII International 

Congress of Toxicology 2013 (ICT 

2013)] (2013.7.3.), Seoul, Korea 

 

G.  知的財産所有権の出願・登録状況（予

定も含む） 

１．特許取得 
  なし 
 
２．実用新案登録 
 なし 
 
３．その他 
 なし 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 
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 

－網羅的定量的大規模トキシコゲノミクスデータベースの維持・拡充と 
毒性予測評価システムの実用化の為のインフォマティクス技術開発－ 

 

分担研究課題：「システムトキシコロジー解析基盤の研究開発」 

 

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 

 

研究要旨 

本研究では、システムバイオロジーをトキシコロジーに応用し、大規模かつ

網羅的なデータを有効に利用し、化学物質の毒性の機序の理解を推進すると同

時に、遺伝子発現データに反映される生理学的影響から、その原因物質が、遺

伝子制御ネットワークのどの部分に影響を及ぼしているのかなどを同定する手

法を開発する。 

今年度は、遺伝子制御関係推定アルゴリズムとして、複数のアルゴリズムの

併用を行う方式を開発し、現状での最も優れた方式と同等の結果を安定的に維

持することに成功したほか、情報エントロピーの計算より最適なアルゴリズム

の組み合わせを探索し、動的に推論エンジンを構築する技術の開発を行った。

さらに、このシステムを Inference cloud として Web-service として提供できる

ように開発を行った。また、クラスタリングソフトウエア（AGCT）のPercellome

データへの最適化や計算規模及び速度の向上を実施し、高速化を達成した。ま

た Percellome データベースの、国際的なソフトウエアの共通基盤 Garuda 

Platform 上への実装を進め、そのソフトウエアを Garuda platform の開発者

向けバージョンとして国際的に配布を開始した。正式版は、2014 年春を目処に

公開される予定である。 

 

A. 研究目的 

本研究では、大規模かつ網羅的なデータ

を有効に利用し、化学物質の毒性の機序の

理解を推進すると同時に、遺伝子発現デー

タに反映される生理学的影響から、その原

因物質が、遺伝子制御ネットワークのどの

部分に影響を及ぼしているのかなどを同

定する手法を開発する。この手法によって、

大量の文献情報などから集約したボトム

アップな知識の集積によって毒性の機序

が理解できると同時に、大規模データから

毒性に関連して変動する遺伝子群の同定

とそれらの相互作用関係、さらには、各々

の生理学的影響または毒性に相関すると

思われる遺伝子の変動に対して、それらの

上流に存在するどの遺伝子群やどの遺伝

子群を制御する転写因子や受容体が重要

であるかを判別することが出来る。 

 

同時に、これら一連の手法は、ソフトウ
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エアとして実現し、広く利用されることが

望ましい。そこで、我々が、提唱し、開発

が進んでいる、Garuda Common Platform

に準拠した一連のソフトウエアツールを

開発する。 

 

B. 研究方法 

本研究は、システムバイオロジーをトキ

シコロジーに応用する研究であり、従来の

手法ではとらえきれなかったネットワー

クを基盤とした毒性の理解を可能とする。

このため、大規模データを利用する手法と

大規模文献情報などをいかに集約するか

に関する研究、そしてそれらを統合的なプ

ラットフォームに実装し広く利用できる

ようにする研究によって構成される。よっ

て、この研究は、以下の項目に区分できる： 

 

（１） 大規模データからの遺伝子制御関

係推定アルゴリズムの開発と改良 

（２） 大規模データからの状態制御遺伝

子群推定アルゴリズムの開発と改

良 

（３） 大規模文献情報などの集約手法と

伝達手法の研究 

（４） Garuda Platform とその関連ソフ

トウエアの研究開発 

 

1: 大規模データからの遺伝子制御関係推

定アルゴリズムの開発と改良 

Percellomeや多くの研究で利用されてい

る遺伝子発現データを利用し、遺伝子間の

発現変動の相互関係と因果関係ネットワ

ークの構築を可能とする手法の研究を行

う。現在、遺伝子発現データからのネット

ワーク抽出の研究は多く行われているが、

その精度は高くない。例えば、広く使われ

ているベイズ統計を利用した方法は、比較

的少数の遺伝子に対して大量のデータが

存在するときには適切な方法とは言えな

い。このような状況では、相互情報量

(Mutual Information)を利用する手法の

方が適しているが、その計算の具体的な手

法により、推定結果の精度などは大きく違

ってくる。我々では、既に、複数の計算手

法の組み合わせを利用して、これらの現存

手法より、精度の高い手法を開発した。本

研究では、この手法をさらに改良し、より

精度の高いものに改良する。同時に、発現

の位相差、時間差、ゲノム情報などを統合

し、相関関係ではなく因果関係に関するネ

ットワークを高精度で構築可能な手法の

開発を行う。 

 

2: 大規模データからの状態制御遺伝子群

推定アルゴリズムの開発と改良 

システム毒性学で重要なことは、ネット

ワークとして記述された生体システムが、

毒性物質の影響でどのように「制御」され

てしまうかを理解すること（フォワードア

ナリシス）であり、また、ネットワークを

特定の状態に遷移させた原因は、どの遺伝

子群への影響によるものであるかを特定

できるということ（バックワードアナリシ

ス）である。フォワードアナリシスは、研

究項目 1 と３で実現する。この研究項目で

は、ネットワークを制御することができる

遺伝子群の同定を大規模データから行う

手法の研究を行う。 

我々は、すでにプリオン病のデータを利

用して、遺伝子相互作用ネットワークの分

析から、プリオン病と同等の遺伝子発現変

化を生じさせる少数のドライバー遺伝子

を同定し、その効果をシミュレーションで

確認している。同時に、発病した状態に対

応するネットワークを、正常な状態にもど

す制御を可能とする別の数個の遺伝子を

同定する手法も開発している。現在のとこ
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ろ、この手法は研究の初期段階であり、そ

の計算手法や予測精度、応用範囲など、多

くの研究の余地が残されている。本研究で

は、この手法に関する研究を進めることで、

システム毒性研究における重要な手法と

することを目指す。この研究には、遺伝子

制御ネットワークの変化だけでは無く、影

響を及ぼすドライバー遺伝子の同定とそ

れに関わる転写因子や受容体の同定など

も含める。また、SNPs などの違いがこの

ネットワークの挙動に影響を及ぼすこと

が分かった場合には、これらの影響を組み

込む手法の開発も試みる。 

 

3: 大規模文献情報などの集約手法と伝達

手法の研究 

フォワードアナリシスでは、大規模デー

タのみならず、大量の文献やデータベース

などを総動員して精度の高い分子相互作

用ネットワークと遺伝子制御ネットワー

クを構築する必要がある。すでに我々は、

これらに関係するソフトウエアである

CellDesigner や Payao などを構築して、

このプロセスの効率化と高精度モデルの

構築ノウハウを蓄えてきた。この蓄積から、

次のステップとして大量に存在する文献

などの情報を、知的に集約し、モデル構築

を行う研究手法などを提示し、可能な範囲

で自動的にモデルを構築する情報を抽出

する手法の開発が必要であると結論して

いる。この研究項目は、このプロセスに関

する研究とそのコンセプトを実証するソ

フトウエアの試作を行っている。 

 

4: Garuda Platform に準拠する毒性解析

ソフトウエアの開発 

本研究で開発される手法を実装するソフ

トウエアや Percellome などは、国内外の

幅広い研究者に利用されることで、トキシ

コロジーに関連する研究の発展とその成

果の利用を促進する必要がある。我々は、

国際的なソフトウエアの共通基盤として

Garuda Platform を開発している。ここで

は、この Garuda Platform をトキシコロジ

ーの分野へと応用することを可能とする

一連の開発と普及・啓蒙を行う。 

 

従来の手法では捕え切れなかったネット

ワークを基盤とした毒性の理解を可能と

するために、生体活動をシステムとして

把握するシステムバイオロジーをトキシ

コロジーに応用した「システムトキシコロ

ジー」解析基盤を開発する。その成果をラ

イフサイエンスソフトウェアの国際的共

通基盤（Garuda Platform）を介して国内

外の研究者に提供し、国際的な研究活動

を促進する。 

H25 年度は、大規模データからの状態制

御遺伝子群推定アルゴリズムの開発とし

て、状態制御遺伝子群（ネットワークを制

御することができる遺伝子群）を大量デー

タから同定する手法を開発する。 

H26 年度において、大規模データからの

遺伝子制御関係抽出及び状態制御遺伝子

群推定により、Percellome トキシコゲノ

ミクスデータベース等の大規模データベ

ースを対象としたネットワーク情報の抽

出ならびこれらデータの応用の手法を検

討する。 

 

C. 研究成果 

遺伝子制御関係推定アルゴリズムでは、

複数のアルゴリズムの併用を行う方式を

開発し、現状での最も優れた方式と同等の

結果を安定的に維持することに成功して

いる。さらに、より一層の大規模化に備え、

この性能を維持しつつ、情報エントロピー

を利用しながら計算量を減少させる手法



- 190 - 
 

の開発に成功した。また、これらを

Inference cloud という Web-Service の形

で実装し、オンライン上で利用可能な形態

にした(図１)。 

 

 

図１： Inference Cloud の画面例 

 

状態制御遺伝子群推定アルゴリズムに関

しては、以前から開発している A Gene 

geometric Clustering Tool (AGCT) で

Percellome デ−タの特徴を考慮に入れた解

析を容易に実行できるようにするための

開発を行った。具体的には、全データから

のドーズ選択（細胞選択）、時計遺伝子効

果削除、スペクトラルクラスタリングや主

成分分析の表示の上で６つのアルゴリズ

ムによるクラスタリング等の機能を追加

した。これらの機能では Percellome デ−タ

のニーズにそくし、事前データ削除を行わ

ずに全データを計算した後、必要な部分だ

けをユーザが取り出せるようになってい

る。更に大規模データをより短時間で計算

できるようにした。 

制御遺伝子群の同定についての予備検討

では、幾つかの事例において、実験的に確

認されている遺伝子群と合致することな

どを確認した。 

 

さらに、Garuda Platform の開発者向け

パッケージβ２版の配布開始（2013 年 12

月）にあわせ、ネットワークの推定や

AGCT など一連のアプリケーションを

Garuda に準拠し、毒性学に利用できるよ

うに対応したほか、オルソローグ制御領域

分 析 ソフト ウ ェ ア SHOE （ Sequence 

Homology in Higher Eukaryotes）に関しては

オンラインでGaruda経由でサービス提供

で き る よ う に 準 備 を 進 め た 。 ま た

Percellome DBのGaruda上への実装に協

力し、Percellome DB の国際的普及への準

備を行った。 

 

制御関連遺伝子の推定技術開発では実用

レベルのプログラム開発を行い、解析研究

を推進した。また遺伝子制御関係推定では、

実際の網羅的トランスクリプトームデー

タを用いて最適化を進めた。さらに

Percellome DB対応のGarudaガジェット

プログラムを作成・改良し、配布を開始す

るなど、その国際的普及活動を進めた。 

また、遺伝子クラスター解析手法の開発に

関しても、開発中の AGCT (A Geometric 

Clutering Tool)の Garuda 対応が完了して

いる。 

Garuda Platform は、国際的に非常に高

い評価を得ており、普及は予想以上に順調

に進んでいる。実際に、武田薬品工業株式

会社が、2014 年度からの導入を決めるな

ど、普及が加速している。 

 

D. 考察 

毒性学にシステムバイオロジーを適用す

る一連の手法が具体的な形となってきて

おり、複数のソフトウエアの連動が実現さ

れつつある。 

 

Garuda は、今後極めて重要なプロジェ

クトに成長すると思われる。ソフトウエア

を開発する側の研究者のみならず、ユーザ

となる製薬企業や生命科学の基礎研究に
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携わるものにとっても、重要な Platform

であるとの認識が広まっている。この

Garuda Platform にシステム毒性学の研

究を可能とするソフトウエア群を実現す

る事は、今後の研究の展開にとって非常に

重要であると考える。 

 

E. 結論 

本研究は、システムバイオロジーを毒性

学に応用しようとするものであり、そのた

めに一連の方法論とソフトウエアを開発

し、応用するものである。現在、この目標

に対して、順調に展開している。すでに幾

つかのソフトウエアが、Garuda Platform

上に実装され連動するなどの成果をあげ

ている。今後、これらのソフトウエアを利

用した具体的適用例を作る事や普及など

の展開にも力を入れたい。 
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