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厚生労働行政推進調査事業費（化学物質リスク研究事業） 

総合研究報告書 

 

化学物質の有害性評価手法の迅速化、高度化に関する研究 

－新型反復曝露実験と単回曝露実験の網羅的定量的遺伝子発現情報の 

対比による毒性予測の精緻化と実用版毒性予測評価システムの構築－ 

（H27-化学-指定-001） 

 

研究代表者 菅野 純 

国立医薬品食品衛生研究所 安全性生物試験研究センター 客員研究員 

 

研究要旨 

本研究は、先行実施された Percellome*トキシコゲノミクス研究を基盤に、分子メカニズムに

依拠した網羅的毒性評価手法を構築し、毒性予測と評価の一層の迅速化、高精度化を進めるこ

とを目的とする。 

特に平成 24～26 年度に実施した「新型」反復曝露実験**により、化学物質の反復投与による

生体影響が分子レベルにおいて数日で定常化する所見を複数見出した***。これを利用すれば、

現在は長い時間と多額の費用を要している長期反復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６研究を実施した。 

（１）短期間「新型」反復曝露実験と既存の単回曝露実験データベースからの反復曝露毒性

予測技術の開発 

（２）化学物質の反復曝露による基線反応成立のエピジェネティクス機構解析 

（３）化学物質の反復曝露におけるノンコーディングRNA の発現変動解析 

（４）システムトキシコロジー解析技術の基盤整備及び応用開発 

（５）Percellome 専用解析ソフトウェアのオンライン化促進 

（６）Percellome データベースを利用した解析パイプライン 

 

（１）では、平成 27 年度はアセトアミノフェン及びフェノバルビタール ナトリウムに

対し「新型」反復曝露実験セット（[4+1]及び[0+1] **）を行い、先行研究での四塩化炭素と

類似した過渡反応－基線反応関係を確認した。但し、四塩化炭素では過渡反応が急速に消

失する遺伝子が多いのに対し、アセトアミノフェン及びフェノバルビタール ナトリウム

ではむしろ発現が増加する遺伝子が多いという差異が認められた。それにも関わらず、反

復曝露による遺伝子発現変化の基盤的分子機構には、EIF2 シグナル等を主体とする小胞体

ストレスが存在しており、この変化は NRF2 の下流で mTOR シグナルの関与のもとに誘導

されることが示唆された。平成 28 年度はサリドマイド及び 5-フルオロウラシル（5-FU）
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に対し「新型」反復曝露実験セット、網羅的遺伝子発現解析を行った結果、アセトアミノ

フェン、フェノバルビタールに引き続き、むしろ発現が増加する遺伝子が多いという結果

を得た。平成 29 年度はアセフェート及び五塩化フェノールに対し「新型」反復曝露実験

セット、網羅的遺伝子発現解析を行い、前者は反復による影響が軽微な事例、及び、後者

は単回曝露で過渡反応を示した遺伝子の発現が、反復曝露により常時誘導状態へと移行す

る機序の存在を示唆する事例を得て、今までの小胞体ストレス系に加え、ミトコンドリア

／代謝系、細胞回転制御系、など、複数の系の相互作用によるより複雑な制御の存在が示

唆された。 

（２）では、平成 27 年度は DNA メチル化解析手法の性能評価を行った結果、Accel-NGS 

Methyl-Seq DNA Library Kit を利用する次世代シーケンサを用いた手法により、DNA メチル化

状態を網羅的に検討できることが確認した。引き続き、四塩化炭素を 14 日間反復投与した際

の肝サンプルについて、本解析手法を適用し DNA メチル化状態を網羅に解析した結果、現時

点では、DNA メチル化状態が顕著に変化している領域は見いだされなかったが、微細にDNA

メチル化状態が変化した領域を複数抽出した。平成 28 年度はクロフィブレートおよびバルプ

ロ酸ナトリウムを 14 日間反復投与した際の肝サンプルについて、本解析手法を適用しDNA メ

チル化状態を網羅的に解析を行い、DNA メチル化状態が変化する領域を探索した結果、微細

にDNA メチル化状態が変化する領域を複数検出した。平成 29 年度は次世代シーケンサを用い

たChIP-Seq によりヒストン修飾の解析を進め、有意な変動を示す領域を捉えた。 

（３）では、平成 27 年度に、ノンコーティング RNA のうち、特に成熟マイクロ RNA につ

いては、短鎖であるための発生する系統誤差を低減すべく、先ず抽出・測定方法の最適化を行

った。また次世代シーケンサによる RNA-Seq については、ライブラリー調整段階からシーケ

ンス後のデータ処理段階まで Percellome 手法を適用し、その最適化を進めて、実用レベルのデ

ータ処理パイプラインを構築した。これらの最適化技術を適用し、四塩化炭素を 14 日間反復

投与した際の肝サンプルについて解析した。平成 28 年度は四塩化炭素と同様に、バルプロ酸

ナトリウム、クロフィブレートについて、RNA-Seq 解析を進め、発現変動を呈したメッセンジ

ャーRNA や長鎖ノンコーディングRNA（lncRNA）を中心とした転写産物を抽出した。平成 29

年度は 20bp 前後の短鎖となる成熟型 miRNA を対象としたRNA-Seq（miRNA-Seq）を進めた。

miRNA-Seq専用のスパイクカクテルを調整し、これを適用して、四塩化炭素（[14+1],及び[4+1]）、

バルプロ酸ナトリウム（[14+1],及び[4+1]）、クロフィブレート（[14+1]）、アセトアミノフェン

（[4+1]）における、miRNA-Seq を行って、平成 28 年度の lncRNA の測定結果を合わせ、網羅

的に解析して、反復曝露の成立機序に関連する分子の抽出と分子機序について検討した。 

（４）では、毒性機序の複雑性に対応すべく、平成 27 年度より大規模データ解析技術の開発

として ensemble learning system の開発を進め、平成 28 年度は実際のゲノミクスデータを小数

用いた検証を進め、平成 29 年度はさらに実際のゲノミクスデータを複数一括で用いて性能等

の最適化を進めた。ゲノム解析とその関連データベースの整備としては平成 27 年度より継続

的に、先行研究で開発したソフトウェアのより一層の強化（軽量化、高速化）と Garuda プラ
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ットフォーム****上への実装、一般公開を進めた。 

（５）では、平成 27 年度より継続的に Percellome データベース及び公開サイトのセキュリテ

ィ強化を中心とした改良を進め、研究成果のデータベースの公開を維持した。また先行研究で

開発した解析ソフトウェア群 MF-Toolsについては、平成 27年度には各ソフトウェアを機能単

位で評価し、オンライン化に即して再編成を行いつつ、実装方法を検討した。またこれらソフ

トウェアを職務著作物として届け出、併せてエンドユーザーに提供する際のライセンスを選定

した。平成 28年度には最新 OS に対応したインストールパッケージを用意した。平成 29 年度

には解析ソフトウェア PercellomeExplorer のオンライン化の検討を進めつつ、専用データベー

スの拡充を実施した。 

（６）は、開発したシステムの実用性検証のため、平成 29 年度に追加された分担研究である

が、モデルとしてバルプロ酸ナトリウムの多臓器における遺伝子発現データを採用し、in house

開発の解析ソフトウェアや Garuda ガジェットを利用して一連の解析を実際に行い、新規知見

を得た。またこの過程で判明した改善指針は研究班内で共有し、今後のソフトウェアップデー

トに反映する。 

 

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。 

（***）先行3年間の研究により、反復曝露による生体影響は分子レベルでは、曝露の都度の 

変化を示す成分である「過渡反応」と、回を重ねるに連れ発現値の基線を徐々に移動 

させる成分である｢基線反応｣に分けて解釈できることが判明している。 

（****）各種の生物学的研究ソフトウェアのオンライン統合プラットフォーム。 

http://www.garuda-alliance.org/ 

研究分担者 

北野 宏明 特定非営利活動法人 

システム・バイオロジー研究機構 

会長 

北嶋 聡 国立医薬品食品衛生研究所 

安全性生物試験研究センター 

毒性部 第二室 室長 

相﨑 健一 国立医薬品食品衛生研究所 

安全性生物試験研究センター 

毒性部 第一室 室長 

夏目やよい 国立研究開発法人医薬基盤・健康・ 

 栄養研究所  バイオインフォマ

 ティクスプロジェクト 

 研究員 

研究協力者 

小野 竜一 国立医薬品食品衛生研究所 

安全性生物試験研究センター 

毒性部 第五室 室長 
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Ａ．研究目的 

本研究は、化学物質が生体に及ぼす毒性影響の評

価手法を、生体反応の分子メカニズムに基づいて迅

速化、高精度化、省動物化し、インフォマティクス技

術と統合して実用化する事を目的とする。 

即ち、先行研究にて構築済みの延べ 6.5 億遺伝子発

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、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導入し、反復曝露にも対応する

網羅的毒性予測評価システムの構築を進める。 

 

Ｂ．研究方法 

（１）短期間「新型」反復曝露実験と既存の単回曝露

実験データベースからの反復曝露毒性予測技術の開

発【菅野】 

 

●試薬及び動物： 

アセトアミノフェン（Acetaminophen; 分子量：151.17、

Cas No.: 103-90-2、純度 99％以上、Sigma-Aldrich）及

び、フェノバルビタール ナトリウム（Phenobarbital 

sodium salt; 分子量：254.22、Cas No.: 57-30-7、純度

99％以上、Sigma-Aldrich）、サリドマイド（thalidomide; 

分子量：258.23、Cas No.：50-35-1、純度 98.4%、

Carbosynth）、5-フルオロウラシル（5-fluorouracil（5-

FU）、分子量：130.08、Cas No.：51-21-8、純度 99.8%、

東京化成）、五塩化フェノール（pentachlorophenol

（PCP）；分子量 266.34、Cas No.： 87-86-5、純度 99.7%、

和光純薬）、アセフェート（acephate；分子量：183.2、

Cas No.：30560-19-1、純度 99.5%、和光純薬）につい

て、単回投与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）

時のアセトアミノフェン及びフェノバルビタール 

ナトリウム、サリドマイド、フルオロウラシル、五塩

化フェノール、アセフェートの投与量はそれぞれ 0、

18、60、180 mg/kg 及び 0、15、50、150 mg/kg、0、

100、300、1000 mg/kg、0、30、100、300 mg/kg、0、

10、30、100 mg/kg、0、7、20、70 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。アセトアミノフェンの 4 回の

全動物に対する反復投与の用量は用量設定実験の結

果 120 mg/kg、最終の単回曝露の用量は[0+1]実験と同

様の 0、18、60、180 mg/kg とした。以下、同様に、

フェノバルビタール ナトリウムの4回反復投与の用

量は 30 mg/kg、最終の単回曝露の用量は[0+1]実験と

同様に 0、15、50、150 mg/kg、サリドマイドの 4 回

反復投与の用量は 700 mg/kg、最終の単回曝露の用量

は[0+1]実験と同様に 0、100、300、1000 mg/kg、5-フ

ルオロウラシルの 4 回反復投与用量は 7 mg/kg、最終

の単回曝露の用量は[0+1]実験と同様に 0、30、100、

300 mg/kg、五塩化フェノール 4 回反復投与の用量は

70 mg/kg、最終の単回曝露の用量は[0+1]実験と同様

に 0、10、30、100 mg/kg アセフェート 4 回反復投与

の用量は 10 mg/kg、最終の単回曝露の用量は[0+1]実

験と同様に 0、7、20、70 mg/kg とした。12 週齢の雄

性 C57BL/6J マウス（日本チャールスリバー）を用い

溶媒は 0.5%メチルセルロース水溶液とし、金属ゾン

デ及びガラス製シリンジを用いて強制経口投与を行

い、最終投与の 2、4、8 及び 24 時間後に肝を採取し

た。 

 

●Total RNA の分離精製： 

マウス肝組織を採取後すみやかに RNA later 

（Ambion 社）に 4℃で一晩浸漬し、RNase を不活化

する。肝は 5mm 径の生検トレパンにより 3 ヶ所を

各々別チューブに採取した。その後、RNA 抽出操作

までは-80℃にて保存した。抽出に当たっては、RNA 

later を除いた後、RN easy キット（キアゲン社）に添

付される RLT buffer を添加し、ジルコニアビーズを

用いて破砕液を調製した。得られた破砕液の 10 µLを

取り、DNA 定量蛍光試薬 Picogreen を用いて DNA 含

量を測定した。DNA 含量に応じ、臓器毎にあらかじ

め設定した割合で Spike cocktail （Bacillus 由来 RNA 
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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。 

 

 

（２）化学物質の反復曝露による基線反応成立のエ

ピジェネティクス機構解析【北嶋】 

●次世代シーケンサを用いた whole genome bisulfite 

sequencing   

12 週齢の雄性 C57BL/6J マウス（日本チャールスリ

バー）について、先行研究において取得済みの、溶媒

（コーンオイル）を単回投与した際、あるいは四塩化

炭素を14日間反復投与した際の肝サンプルを実験に

用いた。また本解析系の陽性対照サンプルとして、雄

性 C57BL/6J と雌性 JF1 との F1 マウス（4 週齢）の

肝サンプルを実験に用いた。  

肝サンプルを、ProK （10mg/ml） 55 ℃ O/N 処理

後、 フェノール・クロロホルム抽出、エタノール沈

殿、及び 70 % エタノール洗浄により、 DNA を抽

出、精製した。抽出した DNA は Pico Green dsDNA 

定量試薬 （Thermo） を用いて DNA 濃度を決定し、

DNA 500 ng を用いて bisulfite 処理を EZ DNA 

Methylation-Gold kit （Zymo Research 社） により行

った。 

Bisulfite 処理後の DNA 500 ng 用いて、Accel-NGS 

Methyl-Seq DNA Library Kit （Swift 社） を用いて、

Illumina 社の次世代シーケンサ  NextSeq500 用の

whole genome bisulfite sequencing に対応したライブ

ラリーを作成した。ライブラリーは、0.2 N NaOH に

よる denature を行った後に、NextSeq500 v1 試薬に

付属の HT1 溶液を用いて 1.8 pM に希釈し、コン

トロールとして phiX ライブラリーを 20 % 加えて

シーケンスを行った。シーケンス反応は、dual index 

（8bp x 2）, 151 cycle single read の設定とした。シー

ケンス終了後は、bcl2fastq ソフトウェアにより fastq 

ファイルを生成し、fastq groomer ソフトウェアによ

る  grooming を行った後に、マッピングソフト 

bowtie2  による bisulfite 処理済みのマウスゲノム 

（mm10） に対してマッピングを行った。なお、

Bisulfite 処理は、非メチル化シトシンのみをウラシル

に変換する化学反応であり、メチル化シトシンはそ

のまま変換されない。よって、Bisulfite 処理後のゲノ

ム配列は、ワトソン鎖であるかクリック鎖であるか

で一次配列は違い、さらにメチル化シトシンである

か非メチル化シトシンであるかでも１次配列は違っ

てくる。本研究ではこれらのゲノム配列の違いの条
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件を考慮した上で、適切にマッピング処理を実施し

た。マッピング後は、シーケンス可視化ソフト IGV 

の bisulfite mode を用いて DNA メチル化を解析し

た。 

 

●次世代シーケンサを用いた ChIP-Seq 

 四塩化炭素を 14 日間反復投与した後、溶媒（コー

ンオイル）を投与し２時間後のマウス肝臓および、溶

媒（コーンオイル）を単回投与した２時間後のマウス

肝臓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。各マウス肝臓（30 μg）を材料として、

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 （30

μg）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）、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）化学物質の反復曝露によるノンコーディング

RNA の発現解析【相﨑】 

 

ノンコーディング RNAとはタンパク質をコードしな

い RNA の総称であり、メッセンジャーRNA（mRNA）と

同等の長さを有するものから、成熟すると 20bp 前後

の短鎖となるマイクロ RNA まで、様々な長さの RNA分

子を含む概念である。RNA鎖長により生体サンプルか

らの精製効率が異なるため、本分担研究は、まず各

total RNA抽出キットの RNA 鎖長別の収率、品質、及

び再現性の評価から始めた。平成 27 年度には、RNA

抽出キットである RNeasy Kit（Qiagen）、Allprep 

DNA/RNA Mini Kit （ QIAGEN ）、 ZR-Duet 

DNA/RNA MiniPrep Kit （Epigenetics）や、次世代

シーケンサーメーカー製のライブラリ調整キット

TruSeq Stranded Total RNA Library Preparation Kit 及び

TruSeq Stranded mRNA Library Preparation Kit を用いて、

収率や品質などを参考に、最適化を行った。平成 28

年度は前年度に最適化したプロトコルを用い、成熟型

マイクロ RNA 以外の転写産物について次世代シーケ

ンサによる網羅的解析を進めた。平成 29 年度は 20bp

前後の短鎖 RNA である成熟型マイクロ RNA の次世

代シーケンサを用いた発現変動解析を実施するため、

先ず短鎖 RNA で構成される専用 Spike cocktail 

（Bacillus 由来 RNA 5 種類を基に短鎖 RNA5 種を合

成し、これらの濃度を変えて混合した溶液）を調整し

た。さらにこの専用 Spike cocktail を添加して成熟型

マイクロ RNA の定量発現変動解析を進めた。 

次世代シーケンサには Illumina 社の NextSeq500 を

用いた。シーケンスするライブラリーは同社の TruSeq 

シリーズを用いて作成した。なお totalRNA から短鎖

RNA を抽出する際は BluePipin（SageScience）を使用

した。 

次世代シーケンサデータの数値化等、データ処理に
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は、Percellome 手法に最適化したカスタムゲノムを用

意した上で、現在、RNA-Seq 解析ソフトウェアの主流

となっている Tophat、Cufflinks（長鎖 RNA 解析の場

合）或いは、Bowtie2、Cufflinks（短鎖 RNA 解析の場

合）を利用した。Cufflinks から出力された FPKM デ

ータは Percellome 手法による絶対量化計算は、マイク

ロアレイのデータ処理と同様に、独自開発の

SCal4.exe 若しくは AGNCalc.exe を用いた。 

 

（４）システムトキシコロジー解析技術の基盤整備

及び応用開発【北野】 

 

本分担研究で成し遂げようとしている目標は広範

であり、多元的アプローチとそれらを統合すること

が必要となる。そのため、（ａ）大規模データ解析技

術の開発と（ｂ）ゲノム解析とその関連データベース

の整備を行った。 

（ａ）大規模データ解析技術の開発 

近年、大規模かつ多次元的な生物学データが蓄積さ

れつつある。特に、化合物が毒性を引き起こすメカニ

ズムは非常に複雑であり、Percellome 等の化合物の毒

性に関する発現データベースは、この複雑性を内包

している。したがって、Percellome データベースから、

有用な情報を抽出するためには、この様なデータの

複雑性に対処できる解析法が必要不可欠である。し

かしながら、この様な複雑性の高いデータから有用

な情報を引き出すことは、従来の研究で用いられて

きた統計解析法などでは不可能である。 

このようなデータの複雑性に対処するために、

Machine learning の手法が活用されつつある。しかし

ながら、一つの Machine learning の手法のみを使用す

るだけでは、複雑性の高いデータの全貌を捉えるこ

とはできず、適切な解析は難しい。 

 この様な問題に対しては、ensemble learning と呼

ばれる、多数の machine learning アルゴリズムを統合

する手法が有用である。実際に、多数の machine 

learning の手法を統合した IBM Watson は、Jeopardy

クイズショーにおいて、人間のチャンピオンに勝利

するという成果を上げている。 

 そこで、平成 27 年～28 年度においては、大規模

な毒性データの複雑性に対応できる解析手法の確立

を目的として、多数の machine learning の手法の実装

を行い、さらに、これらの手法を統合して解析を行う

ensemble learning system の開発を行った。 

 

 平成 29 年度は、Deep Learning 手法を利用して、

Percellome データベースから、一定の特徴量を認識し

て分類する問題を設置して、その実現可能性を検討

した。Percellome データベースでは、化学物質投与下

の遺伝子の発現情報を画像で表す。これまで、

Percellome データベースの解析では、化学物質投与下

における有意な遺伝子を同定するために、長年経験

とトレーニングを積んできた研究者が、それぞれの

遺伝子の発現パターンの画像を目視にて判別を行っ

てきた。しかしながら、Percellome データベースは、

100 以上の化学物質それぞれに対し、40,000 以上のプ

ローブの発現データが含まれており、400 万以上の発

現データを記述した画像で構成されている。この様

な、大量の画像の全てを目視で有意な遺伝子を判別

するためには、多大な労力と時間が必要となる。 

ところで、近年、機械学習の手法の発展は目覚まし

く、機械学習を用いた画像解析の手法も数多く開発

されつつある。特に、deep learning の手法の発展はめ

ざましく、分野によっては、人間の能力を超えつつあ

る（David Silver et al （2006） Mastering the game of 

Go with deep neural networks and tree search. Nature 

529:484 – 489.）。例えば、deep learning の技術を使用

した画像解析については、非常に高精度に皮膚がん

の分類を行うことのできる deep learning モデルが、

発表されている（ Andre Esteva et al. （ 2017 ） 

Dermatologist-level classification of skin cancer with deep 

neural networks. Nature 52:115-118）。 

そこで、Percellome データベースの画像データから、

効率良く有意な遺伝子を判別する手法の構築を目的

として、最新の多数の層で構成される deep learning 

algorithm を用いた、画像解析システムの実装を行っ
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た。実装した deep learning に基づく画像解析システ

ムの予測精度の検証を、熟練した研究者が目視判別

によって作成した画像データセットを用いて行った。 

（２）ゲノム解析とその関連データベースの整備 

毒性分子機序解析を高精度で効率良く進めるため

には、ゲノム関連のデータベースとの連携をより緊

密にし、例えば、上記 Deep Learning で、同定された

遺伝子リストなどからネットワークや転写因子群

（TFs）を同定して、そこから毒性の推定を行うなど

の一連の処理が必要となる。 

この領域では、従来から開発を行っていた SHOE の

Garuda プラットフォーム上への実装を引き続き行

い、さらに機能強化と連携の拡大を行い、同時に

Garuda プラットフォーム準拠を完了して、これらの

一連の処理に関わる連携を実現した。 

 

 

（５）Percellome 専用解析ソフトウェアのオンライン

化促進【相﨑】 

ソフトウェアの in house 開発に際しては、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）（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。 

 

（６）Percellome データベースを利用した解析パイプ

ライン【夏目】 

解析データとしては Percellome データベースより、

バルプロ酸ナトリウムを投与したマウスの複数の臓

器における遺伝子発現プロファイルを使用した。こ

れらのデータはマウス（C57BL/6、12 週齢、オス）に

バルプロ酸ナトリウム（0、50、150、500 mg/kg、溶

媒：メチルセルロース 0.5%）を経口投与し、2,4,8,24

時間後に脳（大脳皮質及び海馬）、肺、心臓、肝臓、

腎臓を回収してマイクロアレイ解析（Affymetrix 

GeneChip Mouse Genome 430 2.0）に供して生成した

ものである。このデータは Percellome 法により正規

化され、Percellome データとしてデータベース化され

ている。データベース内での該当する Percellome デ

ータ検索、処理時間及び濃度依存的に発現変動が見

られる遺伝子（DEG）のリスト及び発現量の抽出に

は、in house ソフトウェア（PercellomeDB index、MF 

Surface、Rsort）を使用した。次に、TargetMine

（http://targetmine.mizuguchilab.org）でヒトオーソロ

グのリスト入手後に DAVID（https://david.ncifcrf.gov）

で Ensembl gene ID に変換した。DEG の機能解析に

は Garuda プラットフォームを使用した。Garuda プラ

ットフォーム上ではガジェットと呼ばれる対応ソフ

トウェアが多数搭載されている。その中で、Ensembl 

gene ID に対応するガジェットの検索には Nandi を使

用した。入力した DEG と関連するパスウェイの検索

とその描画に用いる XML ファイルのダウンロード

には Biocompendium を使用し、この XML ファイル

と Percellome データを用いてパスウェイ上の遺伝子

の発現変動を可視化する際には Cytoscape を使用し

た。XML ファイルの入手ができないパスウェイ

（”Metabolic Pathway”）の可視化には NaviCell を使

用し、遺伝子発現量は”InsoSigMap: map of functional 

redundancies between informative gene sets”のパスウェ

イにマッピングした。その他の関連パスウェイの検

索には Reactome および TargetMine を使用した。 

 

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）） 
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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」反復曝露実験と既存の単回曝露

実験データベースからの反復曝露毒性予測技術の開

発【菅野】 

平成 27 年度は、アセトアミノフェン、及びフェノ

バルビタール ナトリウムの研究を行い、下記の成果

を得た。 

アセトアミノフェンについて解析した結果、4日間

の反復投与後の単回曝露の［4＋1］実験では、単回曝

露のみの［0＋1］実験の場合に比べて、反応（過渡反

応）が減弱ないし消失する遺伝子が少数、過渡反応が

増強する遺伝子が比較的多数認められた。また、その

際に溶媒対照群の発現値から読み取れるところの基

線反応が、過渡反応が減弱した遺伝子では低下し、過

渡反応が増強した遺伝子では上昇する傾向が認めら

れ、この結果は先行研究と同様であったが、例外も認

められた。先行研究において、最終投与後 2、4、8、

24時間の変動を過渡反応（Transient Response）、反

復投与で引き起こされるベースラインの変動を基線

反応（Baseline Response）と定義したが、その各々

の特性及び両者の関連性について、現段階では、反復

曝露により基線反応が低下した遺伝子群は、先行研

究での四塩化炭素等の場合とほぼ同様遺伝子群を含

むことが確認された。ただし、その多くは過渡反応を

示さない遺伝子であった。過渡反応を示す遺伝子の

基線反応は、先行研究の四塩化炭素等に比較すると、

アセトアミノフェンではその連動性は弱い傾向にあ

り、発現が増加、減少、及び同等である遺伝子が基線

反応の増・減・不変と一致しない場合があるという特

徴が明らかとなった。 

アセトアミノフェンは、先行研究で実施した

600mg/kg、180mg/kg、60mg/kgの 3用量での単回経口

投与実験（TTG010-L、GeneChip MOE430A）における投

与後、２、４、８、24 時間目に肝病理検査及び遺伝

子発現測定を実施）では、600 ㎎/kg においてのみ 4

時間後から24時間に向けて進行性の肝小葉中心性壊

死が誘発された。その２時間前の、投与後 2 時間目

に p53シグナル、NRF2を介した酸化的ストレス応答、

ERK/MAPK、JAK/STAT 等のネットワーク遺伝子群の発

現誘導、すなわち細胞障害応答、増殖応答、炎症シグ

ナル応答といった細胞障害に対する急性応答が認め

られた。180mg/kg 以下では、小葉中心性壊死及び、

上記のネットワークの遺伝子発現は殆ど認められな

かった。今回、[4+1]実験の４日間の反復曝露用量は

120 ㎎/㎏とし、5 日目の曝露用量は、180 ㎎/㎏、

60mg/kg、18mg/kg（TTG211-L）であり、いずれも小葉

中心性壊死を引き起こさない用量域とした。また、こ

れと比較する単回曝露実験データは、180 ㎎/㎏、

60mg/kg、18mg/kgの用量で実施した実験（TTG035-L）

のものを用いた（反復曝露実験と同じバージョンの

GeneChip、MOE430.2 を用いて、小葉中心性壊死を起

こさない用量域で再実施したもの）。TTG035-Lの遺伝

子発現プロファイルは、TTG010-L の 180 ㎎/kg 以下

の群のプロファイルとほぼ同様で、投与により発現

変動した遺伝子数は約80とデータベース中の他の化

学物質と比較して少なく、且つ、8時間までに反応が

収束した。変動遺伝子として、PXR/RXRや GR を介し

た弱い肝毒性を示唆するものが抽出されたが、小葉

中心性壊死を起こさない用量域では肝毒性が非常に

低いことを確認し得た。この様な背景において、4日

間、小葉中心性壊死用量を下回る 120mg/kgの 4日間

反復投与により、5日目の投与による遺伝子発現変動

は、ほぼ TTG035-Lと同等であるが、若干増加し約 170

遺伝子であり、増加した遺伝子は、NRF2 を介した酸

化的ストレス応答、タンパクユビキチン系路、GR 応

答系等に属していた。基線反応は、低下に動く遺伝子

を約 390認め、これらは、EIF2 シグナル系、ミトコ

ンドリア機能障害、FXR/RXR活性化、LXR/RXR活性化、

酸化的リン酸化に関わり、その上流に、RICTOR、MYCN、

HNF4A、NRF2等が位置しており、四塩化炭素や、フェ

ノバルビタールなどと共通する、小胞体ストレス応

答が生じる事、加えて、ミトコンドリアと脂質代謝へ

影響する可能性が示された。 

従来、アセトアミノフェン過剰摂取による肝の急性
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障害（肝小葉中心性壊死に相当）が、グルタチオン枯

渇による活性代謝物の蓄積により生じる事例以外の、

慢性毒性に関わる情報が少ないが、ほぼ唯一、間質性

肺炎、あるいは薬剤性肺炎といった肺障害が報告さ

れている。通常、連投後に発症していることから、肝

壊死量以下で発症していると考えられ、今回の反復

投与で認められたストレス応答等の影響が関連する

か否かが注目される。今回、肺の遺伝子発現を検討し

ていないが、肺と肝を同時に解析可能な他の化学物

質のうち同様の遺伝子発現プロファイルを肝で認め

るものの、肺プロファイルを解析することで、その可

能性を検討できるものと考える。 

フェノバルビタール ナトリウムの新型曝露実験の

データ解析を進めた結果、①四塩化炭素とは異なり、

基線が低下する遺伝子が少ない（約 250）ことが判明

した。EIF2 シグナル等を主体とする小胞体ストレス

の存在が明らかとなりこれは四塩化炭素と共通する

所見であった。基線低下には PPARA を介した FXR、

LXR の系、急性炎症の際に動く系が関与する可能性

が示された。②[0+1]と[4+1]の間で比較したところ、

基線が上昇するものが多かった（約 2,000）。そして、

その多くは過渡反応が増強するものであった。これ

らは、NRF2、Myc、p53、PXR/SXR、CAR などを上

流に持つ遺伝子群であることが示唆された。③基線

反応にも過渡反応にも変化がないものも認められた。

これらは、NRF2 の他に、RICTOR と Myc が上流に

あり、EIF２シグナルの関与が示されており、四塩化

炭素の場合と異なり、細胞増殖に傾いている可能性

が示された。 

平成 28 年度にはサリドマイドと 5-フルオロウラ

シル新型曝露実験のデータ解析を進めた。 

サリドマイドは、単回曝露［0＋1］実験では、２、

４，８時目の反応が見られ、24 時間目の反応はほと

んどなかった。この反応は、グルタチオンによる解毒

系、NRF2 酸化ストレス応答、グルココルチコイド受

容体（GR）を上流にもつ急性炎症応答、が中心である。

これに対し、反復曝露［4＋1］実験により単回曝露［0

＋1］実験よりも基線が上昇し、過渡反応が増強する

遺伝子、及び、単回曝露時に過渡反応がないか微弱な

遺伝子が基線の上昇とともに過渡反応を明瞭に示す

ようになる遺伝子が多数認められた。このような遺

伝子は、過渡反応のピークが 4～8時間目のものであ

った。NRF2 酸化ストレス応答、PXR/RXR 系活性化、

等が中心で、上流に GR、NRF2 等が位置する。これら

は、過渡反応の変化に関わらず基線反応が反復曝露

［4＋1］実験において上昇する遺伝子群と一部重複

するが、それに加えて、RICTOR、MYCN 等を上流にも

つ小胞体ストレス応答も含まれている。この点は、上

述の PBやアセトアミノフェンと共通する。 

［4＋1］実験により、［0＋1］実験の過渡反応が消

失または低下する遺伝子を少数ながら認めた。この

遺伝子群は、［0＋1］実験で 2時間目にピークを示

す即時応答遺伝子系の急性炎症反応性の遺伝子であ

った。これらは、反復曝露により、選択的に反応性

（過渡反応）を停止することが明らかとなった（定

常的発現は維持される）。先行研究において

Thalidomideは、急性ストレスを 2時間目から諸臓

器に誘発するが、反復により、小胞体ストレス、ミ

トコンドリア障害、Sirtuin シグナル系への影響が

表れ、代謝への直接的作用が加わると考えられる。

いずれも臓器共通性と特異性が存在し、サリドマイ

ドの多彩な薬効標的、及び毒性標的の分子基盤を説

明するものと考えられた。 

5-フルオロウラシルについては、反復曝露により

単回曝露時よりも基線反応が上昇し、過渡反応が増

強する遺伝子、及び、単回曝露時に過渡反応のある

遺伝子が基線反応の変化なく過渡反応を消失ないし

減ずる遺伝子が多数認められた。前者は、基線上昇

のみを示す遺伝子群として HNF4A, RICTOR、MYCNな

どを上流にもつ EIF2シグナル、ミトコンドリア機

能障害、ユビキチン系、酸化的リン酸化、といった

小胞体ストレスに関わる反応を基礎としていた。こ

れに対し、過渡反応の増強を示す遺伝子群は、p53

シグナル、細胞回転（G2/M チェックポイント機

能）、などに属していた。この様に、殺細胞性に向

かう抗がん剤としての機能が確認されるとともに、
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直接的な発がん性に向かう分子機構が目立たない特

徴が確認された。 

平成 29 年度は、アセフェート及び五塩化フェノー

ルを検討した。 

アセフェートは、反復曝露［4＋1］実験も単回曝露

［0＋1］実験とほぼ同等の基線を維持している遺伝

子が殆どであり、過渡反応を示す遺伝子のリスト及

び、それらの過渡反応の大きさには殆ど変化がなか

った。これは、基線反応が増加を示す遺伝子にも低下

を示す遺伝子にも該当する所見である。［4＋1］実験

により、［0＋1］実験の過渡反応が消失または低下す

る遺伝子は殆ど認められなかった。その中にあって、

代謝酵素の一部については［4＋1］において過渡反応

が減弱するものが認められた。 

2 時間目の誘導の上流に PXR/SXR 及び GR が位置

し、時間の経過とともに PPAR も作動する様子が示

された。Jun などの神経系においても重要な遺伝子群

が変動することから、肝でのプロファイルを観測し

ているにも拘らず中枢神経影響を示唆する遺伝子リ

ストが含まれるとの出力が IPA解析により得られた。

また、発がん性を示唆する遺伝子群の発現誘導を伴

っていた。 

五塩化フェノールについては、殆どの遺伝子の過

渡反応が消失し、基線反応が上昇すること、基線反応

上昇を示した遺伝子は単回曝露時に過渡反応を示し

たもの、及び、示さなかった遺伝子を多数含み、四塩

化炭素の解析の際と同様に、その上流に RICTOR、

HNF4A、NRF2 が位置し、EIF2 シグナル、ミトコン

ドリア機能異常、ユビキチン化経路の遺伝子発現が

関わり、小胞体ストレスが誘発されていることが明

らかとなった。なお、［0＋1］の五塩化フェノールに

特徴的であったインターフェロンシグナル遺伝子群

はそのすべての過渡反応は[4+1]実験においては消失

し、その多くは有意な基線反応の上昇を示していた。

すなわち、この系の遺伝子群は、反復投与により常時

誘導状態に置かれた可能性が示唆された（但し、実験

の実施時期が離れていることから最終的な定量的確

認は、少数の動物を用いての再現実験を必要とする

可能性がある）。 

注目されるのは、４日間反復曝露により 5 日目の

曝露に対する反応性が、単回時と大幅に変化した状

態における、［4＋1］実験の 24 時間目に誘導される

遺伝子群はインターフェロンシグナル系に属さない

ものの、その上流に、IRF7、IRF3、PTGER4 など、［0

＋1］実験の際の上流と共通の因子が抽出される点で

あり、その共通性の解析を進める必要がある。 

今回、五塩化フェノールが、過渡反応の消失という

点で四塩化炭素類似の反応を示すことが判明したが、

その基線反応の方向が逆である可能性があることか

ら、常時誘導状態の存在とその成立機序の解析が新

たな課題として浮上した。 

 

（２）化学物質の反復曝露による基線反応成立のエ

ピジェネティクス機構解析【北嶋】 

 反復投与時の過渡反応を修飾する基線反応の成立

には、当該遺伝子のヒストン修飾や DNA メチル化等

の遺伝子発現修飾機構（所謂 Epigenetics）が関わる可

能性が指摘される事から、本分担研究では次世代シ

ーケンサを利用し、反復経口投与した際の肝サンプ

ルについて DNA メチル化状態を網羅的に検討する。 

  

●次世代シーケンサを用いた whole genome bisulfite 

sequencing 

 bisulfite 処理したゲノム  DNA を  Accel-NGS 

Methyl-Seq DNA Library Kit を使用してライブラリ 

ーを作成し、次世代シーケンサ（Illumina NextSeq500）

で高速シーケンスする全ゲノムバイサルファイ解析

（WGBS）手法を用いて、12 週齢の雄性 C57BL/6J マ

ウスについて、先行研究において取得済みの、溶媒

（コーンオイル）を単回投与（[0+1]）した際、及び 

5 mg/kg の四塩化炭素を 14 日間反復投与 （[14+1]）

した際の肝サンプルについて WGBS 解析した。 ま

た基線反応の変化が著しかった四塩化炭素以外の物

質、具体的には 70 mg/kg のクロフィブレート及び 

バルプロ酸ナトリウムを 14 日間反復投与（[14+1]） 

した際の肝サンプルについても同様に、溶媒 
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（0.1%DMSO 添加 0.5%メチルセルロース）を単回

投与 （[0+1]）した際のものと、DNA メチル化状態

を網羅的に比較解析した。いずれに於いても顕著に

変化している領域は見いだされていないが、微細に 

DNA メチル化状態が変化する領域を複数検出して

いる。なお この微細に DNA メチル化状態が変化す

る領域を検出する手法として、Bismark および  

BSMAP を使用している。  

 

 

●次世代シーケンサを用いた ChIP-Seq 

 四塩化炭素を 14 日間反復投与した後、溶媒（コー

ンオイル）を投与し２時間後のマウス肝臓および、溶

媒（コーンオイル）を単回投与した２時間後のマウス

肝臓よりクロマチン免疫沈降を行なった結果、

H3K4me3 抗体に関行った 22 倍、H3K27Ac 抗体 に

関しては 202 倍、H3K27me3 抗体に関しては 49 倍、 

H3K9me3 抗体に関しては 15 倍の濃縮が確認された

ので、ChIP は正常に行われたと判断された。これら

の ChIP 済み DNA よりライブラリーを作成し、次世

代シーケンサによる75bpのシングルリードの網羅的

シーケンス解析を行ない、現在データについて解析

中である。今までに得られた有効なデータは、

H3K4me3 抗体に関してはコントロールが 16500 

peaks 反復投与群が 15996 peaks、H3K27Ac 抗体に関

してはコントロールが 20379 peaks、反復投与群が

20826 peaks、H3K27me3 抗体 に関してはコントロー

ルが 20927 peaks、反復投与群が 23816 peaks、

H3K9me3 抗体に関してはコントロールが 29756 

peaks、反復投与群が 31046 peaks となっている。

H3K27me3 は、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、反復投与により 13%も

peak 数が上昇していることから、反復投与による遺

伝子発現の低下に寄与していると考えられる。各

peak の網羅的解析に際して、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ピーク高（各ピ

ークにおける頂点部分においてマッピングされたリ

ード数）が 2 倍以上、もしくは 1/2 以下）で、いずれ

かの高さ 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（48、19）、 

抗 H3K27Ac 抗体（191、50）、 

抗 H3K27me3 抗体（160、1）、 

抗 H3K9me3 抗体（627、6）、 

 

という解析結果となった。このように、反復投与によ

り有意な変化（増加あるいは減少）を示すヒストン修

飾部位を抽出できた。 

 

（３）化学物質の反復曝露によるノンコーディング

RNA の発現解析【相﨑】 

 

ノンコーディング RNA とはタンパク質をコード

しない RNA の総称であり、メッセンジャーRNA

（mRNA）と同等の長さを有するものから、成熟する

と 20bp 前後の短鎖となるマイクロ RNA まで、様々

な長さの RNA 分子を含む概念である。平成 27 年度

のプロトコル検討により、生体サンプルからの RNA

を精製する場合、RNA鎖長により抽出効率が異なり、

定量性を保ったまま、短鎖の成熟型マイクロ RNA と

それ以外（mRNA や長鎖ノンコーディング RNA、マ

イクロ RNA 前駆体など）を同時に抽出する事は困難

であることが判明した。 

そこで平成28年度はより多くの情報を取得するこ

とを優先し、スプライシングバリアント情報も含む

メッセンジャーRNA と長鎖ノンコーディング RNA

など、成熟型マイクロ RNA 以外の転写産物の測定、

解析を進め、四塩化炭素、バルプロ酸ナトリウム、ク

ロフィブレートについて、次世代シーケンサによる

測定を実施し、変動した転写産物、特に lncRNA につ

いては延べ 219 の候補を抽出した。 

平成 29 年度は短鎖である成熟型マイクロ RNA の網

羅的・定量的測定を次世代シーケンサにより実施して、

成熟型 miRNA については延べ 148 の候補を抽出した。
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前年度までに取得した長鎖転写産物の網羅的発現デー

タと合わせ、反復曝露による基線反応の成立機序など

の網羅的解析を進めた。 

 

（４）システムトキシコロジー解析技術の基盤整備

及び応用開発【北野】 

 

（１）大規模データ解析技術の開発 

化合物が毒性を引き起こすメカニズムは非常に複

雑であり、Percellome 等の化合物の毒性に関する発現

データベースは、この複雑性を内包している。したが

って、Percellome データベースから有用な情報を抽出

するためには、この様なデータの複雑性に対処でき

る解析法が必要不可欠である。 

平成 27 年度は、多数の machine learning の手法を統

合して解析を行う、ensemble learning system の開発を

行った。今回実装を行った machine learning の手法は、

（１）クラスの予測を行う分類器、（２）数値の予測

を行うアルゴリズム、の二種類に分類される。 

（１）の分類器は、例えば、遺伝子の各種 cell line に

おける発現データを入力データとして、それぞれの

遺伝子が“薬剤ターゲット候補”か“薬剤ターゲット

候補で無い”などの予測を行うものである。一方、

（２）の数値の予測を行うアルゴリズムは、例として

は、各患者の健康診断データ（年齢や肥満度など）か

ら、一年後の血糖値の数値の予測を行うものである。 

今回、我々は、全部で５８種の分類器の手法を実装

した。また、これらの５８種のアルゴリズムを並列に

実行し、結果を統合して予測を行うシステムの開発

を行った。例えば３つのアルゴリズムを並列に実行

している場合、３つのアルゴリズムは、それぞれ、遺

伝子 A が、“薬剤候補となる”か“薬剤候補とならな

い”かの予測を行っている。その後、この３つのアル

ゴリズムの多数決を取って、最終的な予測を行う。 

今回実装したシステムを、大規模な薬剤投与下にお

ける発現データ（cmap, https://www.broadinstitute.org/ 

cmap/）に対して使用し、薬剤候補遺伝子を正確に予

測できることを確認した。このシステムは、遺伝子や

化合物が毒性を出すかどうかの予測や、パスウェイ

が毒性に関わっているかどうかについての予測に対

し応用可能であり、これらに対しても精度の高い予

測が出来ると期待される。 

さらに、計１２０種の数値予測の machine learning

の手法を実装し、これらの１２０種のアルゴリズム

を並列に実行し、結果を統合して最終的な予測を行

う ensemble learning system の開発を行った。このシ

ステムは、ある化合物の、各種セルラインなどに対す

る薬剤としての有効性の値（IC50）や、毒性の程度を

表す値などの予測に応用可能である。性能評価につ

いては、多次元のマルチオミックスデータ

（ DREAM10, AstraZeneca-Sanger Drug Combination 

Prediction DREAM Challenge; https://www.synapse.org/ 

#!Synapse:syn4231880/wiki/235645）などに対してこの

システムを適用し、薬剤併用による synergy score の

予測が正確に出来るかどうかといった検証を行い、

一定の性能を有することを確認した。 

平成 28 年度は既に実装済みの 58 種類の分類器に

加え、新たに 124 種類の分類器を追加実装し、計 182

種類の分類器の並列実行による多数決で、最終的な

予測を行えるように改良を加えた。このシステムを、

大規模な薬剤投与下における発現データ（cmap, 

https://www.broadinstitute. org/cmap/）や化合物の構造

情報とその化合物が抑制するシグナル伝達パスウェ

イ に 関 す る デ ー タ ベ ー ス （ TOX21, 

https://tripod.nih.gov/tox21/challenge/）を用いて、我々

の解析パイプラインの精度の検証を行い、薬剤候補

遺伝子を正確に予測できることを確認した。 

またデータに含まれるノイズを取り除き、予測の精

度を向上させるために、特徴量抽出アルゴリズムと

して 34 種類のアルゴリズムを実装した。 

平成 29 年度においては、最新の deep learning 

algorithm （resnet アルゴリズム、Kaiming He （2015） 

Deep Residual Learning for Image Recognition.  arXiv: 

1512.03385）を用いて、遺伝子の発現パターンを記述

した画像データから自動で特徴量を抽出し、それぞ

れの遺伝子が有意かどうかを判別する、画像解析シ
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ステムの構築を行った。このシステムは、画像データ

（トレイニングデータとテストデータ）の前処理を

行うコンポーネント（このコンポーネントでは、オリ

ジナルの、遺伝子発現を記述した RGB 画像を、グレ

ースケール画像へ変換する。その後、グレースケール

画像のサイズの縮小を行う）、deep learning に基づく

画像データから有意な遺伝子を予測する分類器を構

築するコンポーネント（このコンポーネントは、多数

の層（畳み込み層やプーリング層等）で構成される。

層の数としては、18 層、または、34 層、または、50

層、または、152 層とした。これらの層を用いて、画

像データから、特徴量の自動抽出を行う。その後、最

後の層において、抽出した特徴量に基づき、それぞれ

の遺伝子を、４つのクラスに分類する。４つのクラス

は、positive class（化学物質により発現が up regulate

されるクラス）、negative class（化学物質により発現

が抑制されるクラス）、rough class（化学物質により

up regulate も抑制もされないクラス）、intermediate 

class（positive または negative class と rough class の間

のクラス）、である。ここでは positive と negative class

に分類された遺伝子を有意な遺伝子と予測されるも

のとした）、そして、構築した分類器の予測精度の検

証を行うコンポーネント、で構成される。今回、熟練

した研究者が、実際に目で見てクラス分けをした画

像データを用いた。全データの内、75 パーセントの

画像を、分類器を作成するためのトレイニングデー

タとして、残りの 25 パーセントを、作成した分類期

の予測精度を評価するための、テストデータとして

用いた。 

その結果、18 層で構成される deep learning アルゴ

リズムを用いた場合、予測の正解率は 83 パーセント

と、高い正答率を示した。この結果は、我々の deep 

learning に基づく画像解析システムにより、有意な遺

伝子を高い精度で推測できることを示唆する。しか

しながら、34 層、50 層、152 層の場合の正答率は、

0.76、0.7、0.72 と、より層の浅い 18 層の場合よりも

低かった。この結果は、層を厚くしすぎると、トレイ

ニングデータに対して過学習を起こしてしまう可能

性を示唆している。また、18 層の場合について、４

クラスそれぞれに対する、予測精度の検証を行った。

その結果、positive class、negative class、intermediate 

class のエラーの割合は、12～16 パーセントであり、

クラス間で大きな差はなかった。しかしながら、

rough classのエラーの割合は、28パーセントであり、

他のクラスよりも予測精度が低かった。このことか

ら、rough class の判別は、他の class よりも困難であ

ることが示唆される。この原因としては、rough class

（有意でない遺伝子）に分類される遺伝子が大部分

であり、このクラスには、多様な発現変動パターンを

示す多様な遺伝子が含まれるためである、と考えら

れる。 

 

（２）ゲノム解析とその関連データベースの整備 

先行研究にて独立システムとして in house開発され

た転写領域解析ソフトウェア SHOE を起点とした一

連の処理を実現した。まず、SHOE 自体は、Garuda プ

ラットフォームの Gadget のみならず、Cloud Service

としても提供可能となった。さらに SHOE の結果か

ら、CellDesigner に連動させ、遺伝子―転写因子マッ

プの表示が可能となり、さらに複数の解析結果をマ

ージし、より全体を俯瞰できる遺伝子―転写因子マ

ップを構築することも可能となった。 

またこの拡大されたマップから、遺伝子と転写因子

を抽出し、抽出されたリストから Percellome DB や

Reactome DB へとアクセスし、関連するデータなど

にアクセスするなど、これらの一連の解析を続ける

と極めて大きなネットワークが形成される。そこで、

我々は、大規模ネットワークに対応できる可視化ツ

ール GeneViz を開発した。 

 

（５）Percellome 専用解析ソフトウェアのオンライン

化促進【相﨑】 

平成 27～29 年度、研究成果のデータベースの公開を

維持しつつ、継続的に Percellome データベース及び公

開サイトのセキュリティ強化を中心とした改良を進め

ていたが、平成 29 年度には外部からの攻撃アクセス
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を模したペネトレーションテストに通過した。 

また先行研究で開発した解析ソフトウェア群 MF-

Tools については、平成 27 年度には各ソフトウェアを

機能単位で評価し、オンライン化に即して再編成を行

いつつ、実装方法を検討した。またこれらソフトウェア

を職務著作物として届け出、併せてエンドユーザーに

提供する際のライセンスを選定した。平成 28年度には

最新 OSに対応したインストールパッケージを用意した。 

また MF-tools の 1 つ、PercellomeExplorer について

は、専用データベースへのデータ追加・拡充を行って

より多くの化学物質データについて、一括で比較解

析できる様にするとともに、PercellomeExplorer のオ

ンライン化に際して解決しなければならない問題（巨

大な参照データベースの保存場所と大量のデータ処理

の負担分配）について検討を行った。 

 

（６）Percellome データベースを利用した解析パイプ

ライン【夏目】 

Reactome と TargetMine を用いたパスウェイ解析を

行い、バルプロ酸ナトリウムによる遺伝子発現への

影響を各臓器で比較した。その結果、特に細胞周期関

連遺伝子への影響が顕著であったが、臓器によって

その影響が認められる時点が異なっていた（海馬：2

時間、心臓:4 時間、腎臓：24 時間）。また、抗原プロ

セシング（腎臓：4 時間）や IL-12 刺激による JAK-

STAT 経路の活性化（肺：8 時間）など、免疫反応に

対する影響も認められた。このように複数の臓器で

認められる遺伝子発現変動パターンに加えて、RHO 

GTPase（海馬：24 時間）、RNA ポリメラーゼ III によ

る rRNA 転写（肺：2 時間）、脂肪酸代謝（肝臓：8 時

間）に関連する遺伝子の変動といった臓器特異的な

影響も検出された。Biocompendium を用いて入手可

能な XML ファイルを検索し、Cytoscape でこのよう

な遺伝子発現変動のパターンを可視化したところ、

腎臓における細胞周期関連遺伝子の発現変動は明瞭

な処理時間・濃度依存性を示した。さらに NaviCell を

用いて、肝臓における代謝関連遺伝子の発現変動を

可視化したところ、特にミトコンドリア、脂肪酸代

謝、エストロゲン応答に関連する遺伝子の発現変動

が同様に明瞭な処理時間・濃度依存性を示した。 

 

Ｄ．考察 

「反復曝露影響の分子機序解析による、既存の単

回曝露実験データベースからの反復毒性予測の性能

評価」においては、先行研究において、肝及び肺に

おける四塩化炭素の新型反復曝露実験により、単回

曝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（曝露回数を重ねるに連れて発現値の

ベースライン（基線）が徐々に変動する反応成分）

は、過渡反応成分（単回曝露時の 2，4，8，24 時間

のうちに発現が変動する速い変化の成分）が増加す

る場合は増加、減弱する場合は減少することを見い

だした。増加する事例があることから、反復投与に

よる代謝誘導による化学物質の分解促進では説明で

きない事象であると考えられた。四塩化炭素は反復

曝露により基線反応が低下し、過渡反応が減弱乃至

消失する遺伝子が多数を占め、それらは小胞体スト

レスと関わることが強く示唆された。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と単

回曝露実験データベースからの反復毒性予測に重要

と考えられた。本研究（２）の次世代シーケンサを

用いた DNA メチル化及びヒストン修飾の解析によ

ると、遺伝子発現に抑制的に働く H3K27 のメチル

化が亢進している可能性が示唆され、反復曝露によ

る遺伝子発現ネットワーク（特に上流）との関係を

検討した。 

これに対して、解熱鎮痛薬として使用されるアセ

トアミノフェン（平成 27 年度実施）は、基線反応

と過渡反応の関係は四塩化炭素と類似しているが、

過渡反応としての発現増加する遺伝子の数が多いと

いう特徴が見られた。この特徴は、治療薬として反

復投与される化学物質の特性として注目される。ま

た、小葉中心性壊死を惹起しない用量での小胞体ス
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トレス、ミトコンドリア影響の存在が推定された。 

抗てんかん薬フェノバルビタール ナトリウム

（平成 27 年度実施）は、反復投与により基線の変

化しない、あるいは基線が上昇する遺伝子での過渡

応答が変化しない、あるいは増強する遺伝子が大半

を占め、それらは細胞増殖に関わる傾向を示した。

サリドマイド（平成 28 年度実施）は反復曝露によ

り単回曝露時よりも基線が上昇し、過渡反応が増強

する遺伝子、及び、単回曝露時に過渡反応がないか

微弱な遺伝子が基線の上昇と共に過渡反応を明瞭に

示すようになる遺伝子が多数認められた。このよう

な遺伝子は過渡反応のピークが 4～8 時間目のもの

であった。これに対し、反復曝露により単回曝露時

の過渡反応が消失又は低下する遺伝子を少数ながら

認めた。この遺伝子群は、単回曝露時に 2 時間目に

ピークを示す急性炎症反応性の遺伝子であった。5-

フルオロウラシル（平成 28 年度実施）は、反復曝

露により単回曝露時よりも基線が上昇し、過渡反応

が増強する遺伝子、及び、単回曝露時に過渡反応の

ある遺伝子が基線の変化無く過渡反応を消失ないし

減ずる遺伝子が多数認められた。それらには、遺伝

子発現を抑制的に調節する遺伝子が多く含まれてい

た。五塩化フェノール（平成 29 年度実施）におい

ては、単回曝露において発現誘導されたインターフ

ェロン・シグナル遺伝子群、及び、NRF2 下流遺伝

子群が 4 日間反復投与により、過渡反応としての発

現誘導を殆ど失った。これに対して、基線反応は上

昇する傾向があり、反復曝露により常時誘導状態が

形成された可能性が示唆された。アセフェート（平

成 29 年度実施）では、単回曝露で発現上昇及び発

現抑制の過渡反応を示した遺伝子の殆どが、反復曝

露後においても同様の過渡反応を示した。Jun など

の神経系においても重要な遺伝子群が含まれてお

り、肝でのプロファイルを観測しているにも拘らず

中枢神経影響を示唆する遺伝子リストが含まれると

の出力が IPA により得られた点が興味深い。 

以上から、四塩化炭素に代表される遺伝子発現抑

制型の化学物質、比較的毒性が低いと考えられる医

薬品に代表される反復曝露により遺伝子発現がほぼ

不変な物質、特徴的な毒性が知られる医薬品等に見

られた反復投与により遺伝子発現の程度と種類が増

大する傾向にある物質、等に、化学物質が分類され

る可能性、及び、分子機序として小胞体ストレス

系、ミトコンドリア／代謝系、細胞回転制御系、な

ど、複数の系の相互作用による複雑な「過渡反応・

基線反応制御」が存在する可能性、が示唆された。 

更に、単回曝露の毒性ネットワークとの比較解析

を進め、複数の制御系の上流に注目しての反復曝露

による生体影響の分子機序の解析をさらに進めるこ

とで反復曝露の分子機構の解明とより詳細・高精度

の類型化を進めることが出来ると期待される。ま

た、ここまでの解析の結果から、多臓器に異なった

標的を有する化学物質、及び、発がん性物質（遺伝

子障害性物質）の[4＋1]反復曝露情報の補充が望ま

れることが示唆された。 

 

「化学物質の反復曝露による基線反応成立のエピ

ジェネティクス機構解析」においては、平成 27 年

度は本解析手法の性能評価を行った結果、Accel-

NGS Methyl-Seq DNA Library Kit を利用する次世代

シーケンサを用いた本解析法により、DNA メチル

化状態を網羅的に検討できることが確認できた。引

き続き、四塩化炭素（平成 27 年度実施）あるいは

クロフィブレート及びバルプロ酸ナトリウム（平成

28 年度実施）を 14 日間反復投与した際の肝サンプ

ルについて、DNA メチル化状態を網羅的に解析中

であり、この結果により、反復投与時の過渡反応を

修飾する基線反応の成立への、当該遺伝子の DNA

メチル化による遺伝子発現修飾機構（所謂エピジェ

ネティクス）の関与について明らかになるものと考

える。平成 29 年度は、ChIP-Seq により反復曝露に

より有意な変化を示すヒストン修飾サイトを抽出し

つつあり、基線反応の成立に関わる知見が得られる

ものと期待される。 

 

「化学物質の反復曝露におけるノンコーディング
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RNA の発現解析」においては、平成 27 年度のプロ

トコル最適化研究の過程で、マイクロアレイや次世

代シーケンサを用いても成熟型マイクロ RNA

（miRNA）の様な短鎖の転写産物と、メッセンジャ

ーRNA（mRNA）や長鎖ノンコーディング RNA

（lncRNA）の様な長鎖の転写産物とを同時に網羅

的且つ定量的に測定するのは困難であり、またマイ

クロ RNA 前駆体と成熟型マイクロ RNA の存在量に

一定の相関関係が維持されている保証はないことが

確認されたため、平成 28 年度はより情報量の多い

長鎖の転写産物の網羅的・定量的測定を先行して実

施した。取得したデータの品質は良好で、

Percellome 法適用のための外部スパイク RNA カク

テルもマイクロアレイと同じものの使用が可能で、

転写産物量に対して適量添加できていることを確認

した。単回曝露[0+1]、14 日間反復曝露[14+1]、及び 4

日間新型反復曝露[4+1]の溶媒対照群のデータを比較す

ることにより、純粋に反復曝露により発現誘導若しく

は発現抑制を受けた転写産物の抽出を行い、反復曝露

による基線反応の成立機序の解析を進めた。平成 29

年度は短鎖RNA 測定専用の外部スパイクRNA カクテ

ルを用意した上で、成熟型miRNA の網羅的・定量的

測定を次世代シーケンサを用いて実施して、前年度ま

でに取得した lncRNA などの転写産物の網羅的発現デ

ータと併せ、反復曝露による基線反応の成立機序の解

析を進めた。 

 

「システムトキシコロジー解析技術の基盤整備及び

応用開発」においては、複雑な毒性機序の解析には大

規模データベースを柔軟に検索し、さらに高度な遺

伝子動態から注目するべき遺伝子群を自動的に同定

する技術が必要である。本研究では、Ensemble 

Learning や Deep Learning を用いた手法でこれを実

現し、その精度を確認した。また従来から開発を行

っていた SHOE に関しては、その機能強化（軽量

化、高速化）をさらに進めると同時に、Garuda プ

ラットフォーム準拠による他ソフトウェアとの連動

性強化をさらに推し進めた。これらの結果、解析パ

イプラインの人工知能駆動化の可能性が見えてき

た。 

 

「Percellome 専用解析ソフトウェアのオンライン化促

進」については、公開サイトのセキュリティ強化を中

心に運用し、利用者の利便性を高めた。また先行研究

で開発した独自ソフトウェア群（MF-tools）について

も最新OS に対応したインストールパッケージを作成

し提供を再開したことで、オンライン/オフラインに拠

らず、より幅広い分野からの利用を促進した。MF-

tools のオンライン化についても移行が最も困難と予想

された PercellomeExplorer についても設計方針が立っ

たことで、今後の移行作業の効率化が期待できる。こ

れらにより、安全性評価技術（データベース、ソフト

ウェア）の普及による国民生活の安全性確保の強化が

期待される。 

 

「Percellome データベースを利用した解析パイプライ

ン」については、バルプロ酸ナトリウム投与によって

各臓器において異なる変動が起きることが確認され

た。特に、腎臓における影響が大きく、半減期よりも

はるかに長い投与後 24 時間で最も変動が顕著である

という結果が得られた。これはバルプロ酸ナトリウム

の代謝物による影響であると考えられ、臓器間で異な

る応答性を理解するためにはその動態を考慮する必要

があると考えられる。一方、細胞周期や免疫応答に関

連する遺伝子は複数の臓器において発現変動が認めら

れたが、このような共通パターンはバルプロ酸ナトリ

ウムの毒性発現機構を推定するために有益な情報であ

ると言える。今後は IL-12 を介した JAK-STAT 経路の

活性化に対してバルプロ酸が与える影響について更に

解析することを計画している。 

Percellome データを効果的にGaruda プラットフォー

ム上で解析するためには、現在使用可能なガジェット

に加えて、①オーソログ検索・変換機能、及び②gene 

ID 変換機能が必要であることが明らかになった。平成

29 年度の解析ではウェブアプリケーションを使用した

が、解析環境の整備の観点からこれらの操作について
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もGaruda プラットフォーム上で可能であることが好ま

しい。この点については改善指針として既に共有済み

であり、今後Garuda ガジェットとしての新規開発を検

討する。 

 

Ｅ．結論 

本研究は、ほぼ計画通りに進捗した。 

アセトアミノフェン、フェノバルビタール、サリ

ドマイド、5-フルオロウラシル、五塩化フェノー

ル、及びアセフェートによる新型反復曝露実験を完

了し、遺伝子発現データの詳細解析を進めたとこ

ろ、より多彩な基線反応・過渡反応が認められ、現

段階で大きく 3 種類に反応が分類されることが示唆

された。今後、可能であれば、これらに多臓器に異

なった標的性を示す化学物質、及び、遺伝子障害性

物質のプロファイルを追加確認して体系化を進めた

い。この過渡反応・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、現段階では主にヒストン修飾であると考え

られる、の関与が示唆される。このエピジェネティ

クス修飾を制御する分子機構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

回曝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。 

次世代シーケンサによる DNA メチル化状態の網

羅的な解析、ヒストン修飾変化の解析が計画通り実

施可能となり、有意な変動を特にヒストン修飾にお

いて抽出しつつある。今後さらに、遺伝子発現変動

との関連性を解析し、反復曝露による基線反応成立

への関与を明らかにしていく。 

ノンコーディングRNA の発現解析は、四塩化炭素、

バルプロ酸ナトリウム、クロフィブレート、アセトア

ミノフェンについて、平成 28 年までに長鎖RNA の転

写産物（ｍRNA、長鎖ノンコーディングRNA、マイ

クロRNA 前駆体など）の次世代シーケンサによる網

羅的定量測定を、平成 29 年度に短鎖RNA の転写産物

である成熟型マイクロ RNA の次世代シーケンサによ

る網羅的定量測定を終え、反復曝露毒性に関与するノ

ンコーディングRNA の網羅的な抽出に成功した。こ

れらの情報から、反復曝露による毒性機序の解析がよ

り進捗するものと期待される。 

システムトキシコロジー解析技術の基盤整備及び応

用開発についても予定通り推移しており、一般向けの

リリース版も完成した。これらを基盤にプロジェクト

の最終目標の達成、即ち毒性解析パイプラインの構築

を進める。 

Percellome 専用解析ソフトウェアのオンライン化促

進においても、Percellome データベース及び公開サイト

のセキュリティ強化、及び in house 開発したソフトウェ

アの提供、オンライン化のための基本設計を実現した。

引き続き研究成果の速やかな社会還元を推進してゆく。 

Percellome データベースを利用した解析パイプライ

ンの研究においては、Percellome データベースの特徴で

もある遺伝子発現データの絶対量化によって複数臓器

での遺伝子発現の同時比較の有用性が示され、またそ

の解析においてはGaruda ガジェットを用いたシステム

生物学的アプローチが有効であると考えられた。また、

Garuda プラットフォームはガジェット間の互換性に改

善の余地は残っているものの、解析プラットフォーム

として十分にその機能を果たすことができることを確

認した。 

以上、少数の動物を用いた短期間の試験を基盤とした

網羅的な化学物質の安全性評価・予測システムの実用

化の基盤が確立したと考える。今後、データ及び解析手

法、解析ツールの公開を通して、また、可能であれば、

不足しているいくつかのデータの収集と継続的な解析

サポート体制を通して、本研究により構築されたシス

テムが広く活用される段階に到達するものと考えられ

る。 
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