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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） 

令和 4 年度 総括研究報告書 

 

トキシコゲノミクスとシステムバイオロジーとの融合による 

新型化学物質有害性評価系の実装研究 

（２１ＫＤ２００１） 

 

研究代表者  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 室長 

 

研究要旨 

本研究は、毒性の分子機序に基づいて、現行の不確実係数（安全係数）を利用する有害性評

価手法を補強し、より迅速で、高精度且つ省動物を具現化した新たな有害性評価系の開発を目

標として、マイクロアレイ（GeneChip)と次世代シーケンサを用いて基盤となる遺伝子発現及び

エピゲノムの網羅的データを得つつ、独自開発のソフトウェア群による化学物質の生体影響の

網羅的分析法の体系化を行い、これに、毒性学・分子生物学に精通したデータサイエンス専門

家を擁して、システムバイオロジー及び人工知能（AI）技術を融合した新たな有害性評価系の

開発を進める。 

特に先行研究において、Percellome 法*を基盤とする「新型」反復曝露実験**の蓄積によりプ

ロトタイプを構築した化学物質の反復曝露による生体影響のデータベースについては、溶媒の

反復曝露影響や、反復曝露影響の可逆性・非可逆性を遺伝子単位で取得、反映することにより、

解析精度を向上させる。単回曝露のデータベースと共にこれを利用することで、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の期間短縮・効率化を検討する。 

これらの技術開発の為に、分子生物学・分子毒性学の専門家とバイオインフォマティクスの

専門家の緊密な共同研究体制の下、以下の 5 研究を実施した。 

（１）短期間「新型」反復曝露実験と単回曝露実験データベースの対比による反復曝露毒性

予測技術の開発 

（２）反復曝露影響のエピゲノム機構解析 

（３）システムバイオロジーによる毒性解析のAI 化 

（４）統合ツール“Percellome Integrator”の開発 

（５）Percellome データベースを利用した解析パイプライン 

 

本研究班の 2 年目となる令和 4 年度の進捗は以下の通り。 

（１）では、令和 4年度は、エストラゴールの 4 日間の新型反復曝露、及び、フタル酸

ビス(2-エチルヘキシル) の 4 日間の新型反復曝露の 2 実験（以下、Estragole[4+1]及び
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DEHP[4+1]と表記）を実施し、遺伝子発現解析を進めて単回曝露、反復曝露に共通の要素

と異なる要素を抽出した。Estragole [0+1]、及び Estragole[4+1]の遺伝子発現誘導は、とも

に PPAR 下流の脂質代謝に関わる遺伝子が主体であったが、[4+1]により、発現遺伝子の総

数は数倍に増加し、基線反応、及び、過渡反応が増強し発現のタイミングが早まる遺伝子

を多く認めた。4 日間の反復曝露により小胞体ストレスなどを介しての細胞増殖シグナル

の増強が示唆され、少なくともマウス肝に対する発癌性が Gene Ontology から強く示唆さ

れた。DEHP[4+1]についても GeneChip 解析を実施し網羅的な遺伝子発現データを得て先

行研究による DEHP[0+1]（単回曝露）と比較するなどの解析を進めた。 

（２）では、化学物質の反復投与影響によるエピジェネティック変化の解析を行ってい

る。令和 3 年度には、サリドマイドの 14 日間反復曝露によるヒストン修飾解析を ChIP-

Seq 法により解析する実験を実施し、サリドマイドの反復によって、Cyp4a10 のプロモー

ター領域において、活性型ヒストン修飾である H3K4me3 が低下していることが明らかに

なった。また、Cyp4a14 のプロモーター領域においても、活性型ヒストン修飾である

H3K4me3 が低下していることが明らかになった。また、Cyp7b1 のプロモーター領域にお

いては、活性型ヒストン修飾である H3K27Ac が増加していることが明らかになった。 

化学物質の反復投与においては、溶媒も反復投与される訳で、溶媒の反復影響によるエ

ピジェネティック変化を考慮する必要があることから、令和 4 年度研究においては、メチ

ルセルロース 14 日間反復曝露およびメチルセルロース単回曝露のエピゲノム解析を行っ

た。その結果、サリドマイドの反復投与で検出されたエピジェネティック変化の多くが、

溶媒影響によるものであることが明らかになった。しかしながら、一部においてはサリド

マイドの反復暴露影響によるものであると想定される結果を得た。 

（３）では、システム毒性学的手法として、大規模データベースから多くの情報を効率良く

抽出し、それによってより規模の大きな網羅的解析を実施すべく、深層学習(Deep Learning)を

用いて、膨大な遺伝子変動データやエピゲノムデータから、生物学的に有意な変化を呈した遺

伝子を高精度且つ自動的に抽出する自動深層機械学習システムの開発を進めた。また転写

制御解析ツール SHOE の改良を実施し、遺伝子発現データやヒストン修飾データの解析に

おける連携強化を進めた。 

（４）では、新型化学物質有害性評価システムの解析コアの主要ユニットとして、遺伝子発

現データとエピゲノムデータの連携解析ユニットの開発、ゲノムデータ等の表示・解析モ

ジュールのデザインを進めつつ、並行して変動遺伝子の自動抽出パイプラインの改良を実

施した。 

（５）では、既知の PPAR (Peroxisome Proliferator Activated Receptor Alpha)リガンドおよびこ

れまでの研究成果から PPARリガンドであることが示唆されている化学物質（クロフィブラー

ト、バルプロ酸ナトリウム、エストラゴール）に、一部シグナルが重複するフタル酸ジ（2―

エチルヘキシル）とフェノバルビタールを加えた５物質の相互解析を実施し、トランスク

リプトーム情報及びエピゲノム情報を利用した効率的な解析モデルの構築を試みた。 
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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曝露し、遺伝子発現測定直前の曝露時に、溶媒群、低用量群、中用量群、 

 高用量群に分けて最終曝露を一回行う。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。 

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 部長 

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 

 プロジェクトリーダー 

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 客員研究員 

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 

長谷 武志  特定非営利活動法人 

 システム・バイオロジー研究機構 

Natalia Polouliakh 株式会社ソニーコンピュータ

サイエンス研究所 

 

 

Ａ．研究目的 

本研究は、独自構築したトキシコゲノミクス・デー

タベース（DB）にインフォマティクス、及び、人工

知能（AI）を拡大適用し、化学物質が実験動物に惹起

する遺伝子発現変動等の分子毒性学情報から、科学

的根拠に基づく有害性予測評価手法を確立する。こ

れにより「安全係数」を用いる従来の有害性評価手法

を補強するとともに、迅速、高精度、省動物を具現化

する新たな評価システムを構築することを目的とす

る。 

即ち、先行研究にて構築済みの延べ 8 億 5 千万遺

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及び反復曝露の毒性ネット

ワーク解析技術を基盤に、これらを維持・拡充しつ

つ、さらに臓器別のゲノム DNA メチル化及び代表的

物質の反復曝露によるヒストン修飾情報を加えて、

毒性ネットワーク解析による、短期間試験での反復

曝露毒性の予測評価技術を開発する。この際、イン

フォマティクス専門家によりシステムトキシコロ

ジーや人工知能の技術を融合し、反復曝露にも対応

する新型化学物質有害性評価系の実装を進める。 

 

 

Ｂ．研究方法 

（１）短期間「新型」反復曝露実験と単回曝露実験

データベースの対比による反復曝露毒性予測技術の

開発【菅野】 

●試薬及び動物： 

エストラゴール(分子量：148.20、Cas No.: 140-67-0、

純度 98％、Sigma-Aldrich）について、4 日間「新型」

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。エストラゴール
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の 4 回反復曝露の用量は 70.0mg/kg、最終の単回曝露

の用量は先行実験で実施した[0+1]実験と同様に 0、

10、30、100 mg/kg とした。 

またフタル酸ビス(2-エチルヘキシル) (Bis(2-

ethylhexyl) Phthalate（DEHP）、分子量：390.56、Cas No.: 

117-81-7、純度 98％以上、東京化成工業（株））につ

いて、4 日間「新型」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

施予定。 

各曝露実験には 12 週齢の雄性 C57BL/6J マウス（日

本チャールスリバー）を用い溶媒はコーンオイル

（C8267、Sigma-Aldrich）とし、金属製胃ゾンデ（KN-

348、夏目製作所）と、ガラス製シリンジを用いて強

制経口曝露を行い、最終曝露の 2、4、8 及び 24 時間

後に肝を採取した。 

●Total RNA の分離精製： 

マウス肝組織は 5mm 径の生検トレパンにより 3 ヶ

所を各々別チューブに採取した。採取後すみやかに

RNA later （Ambion 社）に 4℃で一晩浸漬し、RNase 

を不活化した。その後、RNA 抽出操作までは-80℃に

て保存した。抽出に当たっては、RNA later を除いた

後、RNeasy キット（キアゲン社）に添付される RLT 

buffer を添加し、ジルコニアビーズを用いて破砕液を

調製した。得られた破砕液の 10 µL を取り、DNA 定

量蛍光試薬Picogreenを用いてDNA含量を測定した。

DNA 含量に応じ、臓器毎にあらかじめ設定した割合

で Spike cocktail （Bacillus 由来 RNA 5 種類の濃度を

変えて混合した溶液） を添加し、TRIZOL により水

層を得、RN easy キットを用いて全 RNA を抽出した。

100ng を電気泳動し RNA の純度及び分解の有無を検

討した。 

●GeneChip 解析： 

全 RNA 5 µg を取り、アフィメトリクス社のプロト

コルに従い、T7 プロモータが付加したオリゴ dT プ

ライマーを用いて逆転写し cDNA を合成し、得た

cDNAをもとに第二鎖を合成し、二本鎖DNAとした。

次に T7 RNA ポリメラーゼ（ENZO 社キット）を用

い、ビオチン化 UTP, CTP を共存させつつ cRNA を合

成した。cRNA はアフィメトリクス社キットにて精製

後、300-500bp となるよう断片化し、GeneChip ター

ゲット液とした。GeneChip には Mouse Genome 430 

2.0（マウス）を用いた。ハイブリダイゼーションは

45℃にて 18 時間行い、バッファーによる洗浄後、

phycoerythrin （PE）ラベルストレプトアビジンにて

染色し、専用スキャナーでスキャンしてデータを得

た。肝サンプルからこの様にして得られたデータに

ついて、我々が開発した Percellome 手法（遺伝子発

現値の絶対量化手法）を適用して絶対量化した後に

網羅的遺伝子発現解析を行った。先ず我々が開発し

た「RSort」ソフトウェアを用いて、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 を数理的に有意

な変動を示す順に自動的に並び替えた。このリスト

の上位のものから専門家による Visual Selection を行

い、生物学的に有意と判定される変化を示した ps を

網羅性を維持しつつ厳選して解析に使用した。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）反復曝露影響のエピゲノム機構解析【北嶋】 

●次世代シーケンサを用いたクロマチン免疫沈降

シーケンス法（ChIP-Seq） 

令和 3 年度研究対象サンプルとしては、サリドマ

イド（700mg/kg）を 14 日間反復投与した後、溶媒

（0.5%メチルセルロース水溶液）を投与し 2 時間後

のマウス肝および、0.5%メチルセルロース水溶液を

単回投与した 2 時間後のマウス肝を、令和 4 年度研

究対象サンプルとしては、溶媒（0.5%メチルセルロー

ス水溶液）を 14 日間反復投与した後、溶媒（0.5%メ

チルセルロース水溶液）を投与し 2 時間後のマウス
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肝および、0.5%メチルセルロース水溶液を単回投与

した２時間後のマウス肝を用いた。 

上記サンプルのヒストンのメチル化およびアセチ

ル化を比較検証した各マウス肝（30 μg）を材料とし

て、１）4μl （30μg）の抗ヒストン H3K4me3 抗体 

（Active Motif, cat # 39159）（H3K4me3：転写活性化

に働くヒストン H3 のリジン 4 トリメチル化）、２）

4μl （30μg）の H3K27Ac3 抗体 （Active Motif, cat 

# 39133）（H3K27Ac3: 転写活性化に働くヒストン 

H3 リジン 27 のアセチル化）、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を

作成し、75 bp のシングルリードで網羅的シーケンス

解析を行った。シーケンス結果は、マウス標準ゲノム

（mm10）に対してマッピング後に in silico で 200 bp

まで各リードを延長し、SICER アルゴリズムを用い

てピークコール（ピーク検出）を行う。SICER アル

ゴリズムはdefaultのパラメータ（p=1e-7（narrow peak）, 

p=1e-1（broad peak））を用いる。各サンプルは、

Drosophila DNA 断片のリード数により補正を行う。 

 

（３）システムバイオロジーによる毒性解析の AI 化

【北野】 

●深層学習を用いた大規模遺伝子発現データベース

からの重要遺伝子群の判別 

先行研究で開発した、深層学習を用いた 3 次元グラ

フの画像解析システム DTOX について改良、即ち特

異パターンの追加学習と GUI 実装の改良を進めた。 

追加学習用の画像セットは、遺伝子発現を用量×時

間×発現量（Percellome 法により細胞 1 個あたりの

mRNA コピー数に換算したデータ）の 3 次元グラフ

に描画したものを用いた。また GUI 実装は、python

の代表的な GUI 作成用のモジュールである、PYQT5

と、Qtdesigner を用いて改良を進めた。 

●深層学習を用いたエピゲノム解析データからの有

意なエピゲノム修飾の判別 

エピゲノム解析では、曝露下の遺伝子のエピゲノム

修飾（ヒストン修飾およびゲノム DNA メチル化の

状態）を、下図に示すような解析画像として表示し、

研究者の判断を助けている。 

 

図．エピゲノム解析画像の例 
上から８行で示される分布がクロマチン修飾の状況を表しており、

下から８行のプロットがメチル化の状況を表している。横軸は配列の
位置を表している。メチル化については、青いプロットがメチル化さ
れていない状態を表している。 

有意なエピゲノム修飾を同定するために、長年の経

験を積んできた研究者が、それぞれの遺伝子に対す

るエピゲノム解析画像を検討し、分類を行ってきた。

しかしながら、化学物質数×遺伝子数の解析画像が

存在し、網羅的に有意なエピゲノム修飾を同定する

には、多大な時間と労力が必要となっている。これを

解決すべく、エピゲノムデータ（解析画像）から、効

率良く有意なエピゲノム修飾を判別する手法の構築

を目的として、深層学習モデルの構築を行った。 

深層学習モデルの訓練には、専門家により分類さ
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れたエピゲノム解析画像を訓練データとして用いた。

このエピゲノム画像データは、四塩化炭素、バルプロ

酸ナトリウム、クロフィブラートの新型反復曝露と

単回曝露において得られたものである。各遺伝子に

対するエピゲノム解析画像を、専門家が視覚的に検

証して、以下の３群に分類している。 

① suppression 群：反復曝露によるエピゲノム

修飾により、遺伝子発現が抑制されたもの（5,937 画

像） 

② induction 群：反復曝露によるエピゲノム修

飾により、遺伝子発現が誘導されたもの（457 画像） 

③ non significant 群：反復曝露によるエピゲノ

ム修飾により、遺伝子発現が有意な変動をしめさな

かったもの（2,349 画像） 

この 3 群の内、化合物の毒性メカニズムを探索す

るために有意な意味の有る群は suppression 群と

induction 群であるが、induction 群の画像の枚数が少

なく、最も分類が難しい状況であった。 

今回、この induction 群に対する訓練画像を増幅する

ことを目的として、深層学習を基盤とした代表手的

な生成モデルである“Generative adversarial network 

(GAN)”の実装を行った(参考文献：Ian J. Goodfellow 

et al. (2014) Generative Adversarial Networks. 

https://arxiv.org/abs/1406.2661、及び Liu B et al. 

(2021) Towards Faster and Stabilized GAN 

Training for High-fidelity Few-shot Image 

Synthesis. https://arxiv.org/abs/2101.04775)。 

●転写領域解析ソフトウェア SHOE の改良 

SHOE の開発は、Java 言語（USA, Oracle Inc.）で行っ

た。Garuda Platform 用ソフトウェア（Garuda ガジェッ

ト）の開発や他の Garuda ガジェットとの連動につい

ては、GarudaDevPack を使用した。クラスター解析ラ

イブラリとしては、従来 ClustalW を使用していたが、

開発・サポート終了のため、Clusteral Omega に変更

した。 

性能評価や試験運用には、Percellome データベース

より実際の化学物質曝露による遺伝子発現時系列

データを用いた。 

 

（４）統合ツール“Percellome Integrator”の開発【相

﨑】 

ソフトウェアの in house 開発に際しては、先行研究

で開発したソフトウェアの改良の際は開発効率と生

成する実行バイナリの実行速度を重視して、

Win32/64 開発及び Web アプリケーション開発は

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。新たに開発するソフトウェアについて

は、ライブラリが充実している Python (ver.3.9.1)を用

いた。主な解析ライブラリとしては numpy (ver.1.19.5)、

pandas (ver.1.2.1)、scikit-learn (ver.1.2.0)を、グラフ描画ラ

イブラリとしてmatplotlib（ver.3.2.2）を用いた。 

 

（５）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： 

クロフィブラート、バルプロ酸ナトリウム、エスト

ラゴール、フタル酸ビス (2-エチルヘキシル ) 

(DEHP)、フェノバルビタールを曝露したマウスの肝

における遺伝子発現プロファイルを使用した。マウ

ス（C57BL/6, 12 週齢、オス）にクロフィブラート（0, 

10, 30, 100 mg/kg、溶媒：メチルセルロース 0.5%）、

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%）、エストラゴール（0, 10, 30, 

100 mg/kg、溶媒：メチルセルロース 0.5%）、DEHP（0, 

200, 700, 2000 mg/kg、溶媒：corn oil）、フェノバルビ

タール（0, 15, 50, 150 mg/kg、溶媒：メチルセルロー

ス 0.5%）をそれぞれ経口投与し、2,4,8,24 時間後に

肝を回収してマイクロアレイ解析（Affymetrix 
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GeneChip Mouse Genome 430 2.0）に供した。これらの

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。 

●データ解析： 

曝露時間及び曝露用量依存的に発現変動が見られ

る遺伝子（DEG）のリストは、遺伝子発現の 3D プ

ロット（曝露用量、曝露時間、細胞一個あたりの

mRNA コピー推定量を三方向の軸に取ったプロット）

の形状より毒性学の専門家があらかじめ作成してい

たものを利用した。次に、遺伝子発現が亢進する時点

のパターンごとに遺伝子リストを分割し、 

TargetMine（http://targetmine.mizuguchilab.org）及び

metascape （ https://metascape.org/gp/index.html#/main 

/step1）を用いてエンリッチメント解析を行った。 

 

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、所属の研究機関が定め

る動物実験に関する指針のある場合は、その指針を

遵守している。（国立医薬品食品衛生研究所は国立医

薬品食品衛生研究所・動物実験委員会の制定になる

国立医薬品食品衛生研究所・動物実験等の適正な実

施に関する規程（平成 27 年 4 月版）） 

 

 

Ｃ．研究結果 

当初計画に沿って研究を行い、下記の成果を得た。 

 

（１）短期間「新型」反復曝露実験と単回曝露実験

データベースの対比による反復曝露毒性予測技術の

開発【菅野】 

令和 4 年度は、エストラゴール(estragole）の新型反

復曝露実験（TTG245：70mg/kg を 4 日間曝露後、5 日

目に 0, 10, 30, 100mg/kg ）（Estragole[4+1]と表記）、及

びフタル酸ビス(2-エチルヘキシル)（DEHP）の新型

反復曝露実験（TTG251 予定）（DEHP[4+1]と表記）を

実施し、GeneChip による肝の網羅的遺伝子発現解析

を実施した。 

 

① Estragole[0+1] （実験コード TTG147-L） 

先 行 研 究 で 実 施 し た 単 回 曝 露 実 験 （ 以 後

Estragole[0+1]と表記）の、2、4、8、24 時間目に増加

を開始した遺伝子の数は、それぞれ 39、20、65、12

であった。 

Estragole は PPARのリガンドであることが知られて

おり、2 時間目の 39 遺伝子には、それに合致する所

見として、PPAR及び PPAR を上流に持つ遺伝子

が誘導開始していた（Acot1、Acot2, Cyp4a31, Pdk4、

等）。 

 

図１ 左[0+1] 右[4+1] にて Acot1、Acot2, Cyp4a31, Pdk4 を示す。 
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4 時間目に誘導開始され 4 時間目にピークとなる遺

伝子は少なかった。4 時間目に誘導開始し 8 時間目

にピークとなる遺伝子、及び 8 時間目に誘導開始さ

れた遺伝子は、PPARや PPARの下流の脂質代謝、

脂質合成に関わる遺伝子が含まれていることが示さ

れた（Abhd6、Gyk 等）。 

図２ 左[0+1] 右[4+1] にて Abhd6、Gyk を示す。 

 

8時間目に誘導開始された 65遺伝子は PPARあるい

は PPARの下流の遺伝子が多く含まれていた（Acaa1、

Por、Paqr7 等）。 

図３ 左[0+1] 右[4+1] にて Acaa1, Por、Paqr7 を示す。 

 

24 時間目に誘導開始された 12 遺伝子は、反応が弱

いものが多く PPARあるいは ESRRa の下流の遺伝

子が含まれていた（Acat1、Ech1、Fabp2 等）。 

図４ 左[0+1] 右[4+1] にて Acat1、Ech1、Fabp2 を示す。 

今までに検討した PPAR リガンド化学物質と比較す

ると、誘導遺伝子数は少なく、単回曝露の影響は 8 時

間目をピークに収束する傾向が認められた。 
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② Estragole[4+1] （実験コード TTG245-L ） 

最終曝露終了後、2、4、8、24 時間目に発現増加を開

始した遺伝子の数は、183、146、176、0 であった。 

2 時間目に誘導開始された遺伝子の数は、

Estragole[0+1]の 5 倍近くに増加した、[0+1]と同様に

PPAR の下流の遺伝子が誘導される（上記 図１右側）

ことに加え、[4+1]のみにおいて、小胞体ストレスシ

グナルが流れることが示唆された（Dnajc3、Hsp90b1、

Mbtps1 等） 

 

図５ 左[0+1] 右[4+1] にて Dnajc3、Hsp90b1、Mbtps1 を示す。 

 

これらの上流には、Xbp1、Ell2、Eif2ak3 等が位置す

ることが示唆された。 

 

 

 

4 時間目に誘導開始された遺伝子の数も、

Estragole[0+1]の 7 倍近くに増加した。多くは脂質代

謝に関わる PPAR、PPARの下流の遺伝子であった

（Abhd6、Ddhd2、Mgll 等）。 

図６ 左[0+1] 右[4+1] にて Abhd6、Ddhd2、Mgll を示す。 

 

8 時間目に誘導開始された遺伝子の数も、

Estragole[0+1]の 3 倍近くに増加した。多くは脂質代

謝に関わる PPAR、PPAR の下流の遺伝子であった

（Slc27a1、Acat1 等）。これに加えて、Estrogen-

mediated S-phase Entry（IPA analysis）に属する Ccnd1、

Cdk2、Tfdp1 などが誘導された。 
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図７ 左[0+1] 右[4+1] にて Ccnd1、Cdk2、Tfdp1 を示す。 

 

24 時間目に誘導開始された遺伝子は Estragole[4+1]

では認められなかった。後述する基線反応の解析の

結果と関係するが、[0+1]と[4+1]とにおいて共に発現

する遺伝子の多くについて、4 日間の反復曝露の結果、

発現のタイミングが早まる現象が認められた。24 時

間目に誘発される遺伝子がなくなった理由として、

この現象が関与していることが示唆された。 

 

③最終曝露後 2、4、8、24 時間に生じる早い変動を

過渡反応（Transient Response）とし、反復曝露で引き

起こされるベースラインの上昇、或いは、低下の変動

を基線反応（Baseline Response）と定義して、その解

析を実施した。 

4 日間反復曝露により誘発された基線反応の解析

を行った。測定 4 時点の内、3 時点乃至 4 時点で、反

復により発現が有意に低下（1.5 倍、t 検定で p<0.05、

3 コピー／細胞以上）した基線反応遺伝子（ソフト

ウェア“Baseline Comparison”による計算結果）は 82、

上昇した基線反応遺伝子は 197 であった。 

基線反応（Baseline Response）が低下した遺伝子群

は、上流に PPAR を持たず、Chemokine Signaling や

Xenobiotic Metabloism Signaling に属する遺伝子が含

まれていた（Arnt、Mapk1 等）。 

図８  左[0+1] 右[4+1] にて Arnt、Mapk1 を示す。 

 

基線反応（Baseline Response）が上昇した遺伝子群

は、上流に PPAR、POR、ESR1 等を持ち、脂質代謝

（Cyp4a14、Retsat 等）の他、Wnt/-catenin Signaling 

（Csnk1d、Nr5a2 等） などの分裂促進等のシグナル

が活性化していることが示唆された。 

図９ 左[0+1] 右[4+1] にて Cyp4a14、Retsat、Csnk1d、Nr5a2 を示す。 

 



 

- 11 - 

 

以上より、Estragole の 4 日間反復曝露は、PPAR 下

流遺伝子の基線反応を上昇させ、一部の脂質代謝関

連遺伝子の過渡反応も増強させ、発現のタイミング

を早めた。また、反復曝露により小胞体ストレスなど

を介した細胞増殖シグナルの増強も示唆された。

Gene Ontology 解析の結果、4 日間反復により、少な

くともげっ歯類に於いて発癌性が強く示唆され、先

行研究において解析した PPAR リガンド化学物質と

の詳細な比較解析を行った。 

 

DEHP の新型反復曝露実験（実験コード TTG251-L）

については、マイクロアレイによる網羅的遺伝子発

現解析を終え、有意な変動を示す遺伝子の抽出と解

析、および DEHP の単回曝露実験（実験コード

TTG098-L）との比較検討を進めた。 

 

 

（２）反復曝露影響のエピゲノム機構解析【北嶋】 

反復曝露時の過渡反応を修飾する基線反応の成立

には、当該遺伝子のヒストン修飾等の遺伝子発現修

飾機構（所謂エピジェネティクス）が関わる可能性が

指摘される事から、本分担研究では次世代シーケン

サを利用し、反復経口曝露した際の肝サンプルにつ

いてエピジェネティックな変化を網羅的に検討した。 

令和 3 年度において、サリドマイド（700mg/kg）

を 14 日間反復曝露した後、溶媒（0.5%メチルセル

ロース水溶液）を投与し2時間後のマウス肝および、

0.5%メチルセルロース水溶液を単回投与した２時間

後のマウス肝のヒストンのメチル化およびアセチル

化を比較検証した各マウス肝（30 g）を材料として、

ヒストン修飾の解析を行なった。 

各抗体について、溶媒対照群と反復投与群におい

て認められた各ピーク数はそれぞれ（以下、溶媒対照

群、反復投与群）、 

 

 

抗 H3K4me3 抗体（15,923、16,870）、 

抗 H3K27Ac 抗体（24,003、23,484）、 

抗 H3K27me3 抗体 （15,339、22,000）、 

抗 H3K9me3 抗体（18,930、15,667）、 

 

となっている。この内、特に H3K27me3のピーク数が

15,339から 22,000へ、43.4% 増加しており、サリド

マイドの反復投与によって H3K27me3 が亢進するこ

とが明らかになった（その他は、H3K4me3:5.9 % 増

加、H3K27Ac: 2.2 % 減少、H3K9me3: 17.2 % 減少）。

したがってサリドマイドの反復投与による基線反応

の変化は、ヒストン修飾の変化で一部は説明できる

可能性がある。今後、実際に ChIP-PCRなどを行い確

認する。 

また、各種抗体を用いた ChIP-seq 解析の結果に

より、溶媒対照群と反復投与群の間で、ピークの値の

変動が大きかった領域の上位20領域とそれらのマッ

ピング結果の一例を以下に示す。 

各ヒストン修飾において変動の大きかった領域の

上位には、薬剤代謝酵素である Cyp が数多く含まれ

ていた。 

 

H3K4me3(活性型)が減少 

 
 

H3K4me3(活性型)が増加 
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H3K27Ac(活性型)が減少 

 
 

H3K27Ac(活性型)が増加 

 
 

H3K27me3(抑制型)が減少 

 

H3K27me3(抑制型)が増加 

 

 

H3K9me3(抑制型)が減少 

 

 

 

 

H3K9me3(抑制型)が増加 

 

 

サリドマイドの反復によって、Cyp4a10 のプロモー

ター領域において、活性型ヒストン修飾である

H3K4me3 が低下していることが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、Cyp4a 14 のプロモーター領域においても、

活性型ヒストン修飾である H3K4me3 が低下してい

ることが明らかになった。 
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また、Cyp7b1 のプロモーター領域においては、活

性型ヒストン修飾である H3K27Ac が増加している

ことが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに、Cyp2b10 のプロモーター領域においても、

活性型ヒストン修飾である H3K27Ac および 

H3K4me3 が増加していることが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

令和 4 年度においては、新たに 0.5%メチルセル

ロース水溶液を 14 日間反復曝露した後、溶媒（0.5%

メチルセルロース水溶液）を投与し２時間後のマウ

ス肝および、0.5%メチルセルロース水溶液を単回投

与した２時間後のマウス肝のヒストンのメチル化お

よびアセチル化を比較検証した各マウス肝（30 μg）

を材料として、ヒストン修飾の解析を行なった。 

これは、0.5%メチルセルロース水溶液の反復投与

により、ヒストン修飾が影響を受けるかどうかを明

らかにすること、すなわち、溶媒影響があるのかを検

証する目的で行なっている。 

各抗体について、溶媒対照群と反復投与群におい

て認められた各ピーク数はそれぞれ（以下、溶媒対照

群、反復投与群）、 

 

抗 H3K4me3 抗体（17,205、18,566）、 

抗 H3K27Ac 抗体（24,329、27,259）、 

抗 H3K27me3 抗体 （20,289、22,147）、 

抗 H3K9me3 抗体（18,961、22,803）、 

 

となっている。この内、特に H3K9me3 のピーク数が

22,803から 18,961へ、26.8% 減少しており、溶媒で

ある 0.5%メチルセルロース水溶液の反復投与によっ

て H3K9me3 が減少することが明らかになった（その

他は、H3K4me3:7.3 % 減少、H3K27Ac: 10.7 % 減少、

H3K27me3: 8.3 % 減少）。したがって VPAの反復投与 

で見られた H3K9me3 のグローバルな抑制は、0.5%メ

チルセルロース水溶液の反復投与が原因である可能

性がある。 

令和 3 年度研究においては、サリドマイドの反復

投与において、多くの薬物代謝酵素の制御領域のヒ

ストン修飾に変化が確認されたが、その多くが溶媒

影響である可能性が明らかになった。個別のデータ

を以下に示す。 

サリドマイドの反復によって、Cyp4a10 のプロ

モーター領域において、活性型ヒストン修飾である

H3K4me3 が低下していたが、溶媒の反復投与でも低

下していることが明らかとなった。 
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また、サリドマイドの反復によって、Cyp4a 14 の

プロモーター領域においても、活性型ヒストン修飾

である H3K4me3 が低下していたが、溶媒の反復投与

でも低下していることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、サリドマイドの反復によって、Cyp7b1 のプ

ロモーター領域においては、活性型ヒストン修飾で

ある H3K27Ac が増加していたが、溶媒の反復投与で

も低下していることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cyp2b10 のプロモーター領域においては、サリド

マイドの反復によって活性型ヒストン修飾である

H3K27Ac および H3K4me3 が増加していたが、溶媒

の反復投与とは、逆の相関を示すことが明らかと

なった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

一方、多臓器ゲノム DNA メチル化解析について

は、Percellome データベースに収録されている遺伝子

発現データ分類を参照して、全ゲノム DNA メチル化

解析を実施すべき肝以外の臓器を選別した。またそ

れらの臓器を対象とする全ゲノムバイサルファイト

解析に必要なサンプル量や処理方法、試薬量等の条

件を最適化した。 
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（３）システムバイオロジーによる毒性解析の AI 化

【北野】 

●深層学習を用いた大規模遺伝子発現データベース

からの重要遺伝子群の判別 

先行研究で開発した深層学習モデル DTOX につい

ては、グラフィカルユーザーインターフェイス（GUI）

を実装し、試用とフィードバックによる改良を継続

している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

また DTOX に関する成果の原著論文化を進めてい

る。 

●深層学習を用いたエピゲノム解析データからの有

意なエピゲノム修飾の判別 

エピゲノム解析画像を① suppression 群、②

induction 群、③non significant 群の三群に分類するこ

とを目的として、先行研究では多様な深層学習アー

キテクチャに基づく分類モデルを構築した結果、構

築した分類モデル全てで、non-significant 群と、それ

以外の 2 群を正確に分類することが出来たが、

induction 群の画像が少なく、分類が難しい状況で

あった。 

今年度はこの induction 群に対する訓練画像を増

幅することを目的として、深層学習を基盤とした代

表的な生成モデルである“Generative adversarial 

network (GAN)”の実装を行った。GAN は、下図に

示すように、(i)生成器ネットワークと(ii)識別器ネッ

トワークの２つのネットワークから構成されている。

生成器ネットワークは、ランダムなノイズから偽の

画像データを生成する。識別器は偽の画像データと

実物の画像データを比較する。比較により、生成器

ネットワークによる画像データから、偽の画像を識

別する。生成器ネットワークと識別器ネットワーク

が競い合う様に訓練が進んでいき、最終的に、GAN

は実際の画像データと同様の特徴を持つ新規の画像

を生成可能となる。しかしながら、GAN 自体を訓練

するためにも、多くの画像データが必要であるとい

う問題があった。そこで、今回は、GAN の改良版で

ある“Fast GAN”の実装を行った(参考文献：Liu B et 

al. (2021) Towards Faster and Stabilized GAN 

Training for High-fidelity Few-shot Image 

Synthesis. https://arxiv.org/abs/2101.04775)。Fast 

GAN では、識別器ネットワークに AutoEncoder を

組み込んだ構造を採用している。その構造の中で、中

間層の出力から元の画像を復元する Decoder を追加

して、その復元誤差をロスに加えて効率の良い学習

を実現しており、少ない訓練画像から、訓練画像と同

様な性質を持つ画像を生成出来る。 

 

GAN の構造 

 

今回、昨年度と同様に、我々はエピゲノム画像

データを分類することを目的として、多様な深層学

習アーキテクチャに基づく分類モデルを構築した。

これらの深層学習アーキテクチャは、代表的な大規

模画像データセット（1000 カテゴリーに分類できる

120 万枚の画像で構成される）である ImageNet 

dataset を用いてプレトレイニングされたものであ

る。これらを、エピゲノム画像に対して転移学習を行
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い、分類モデルを構築した。induction 群に対しては、

訓練データとして、専門家から提供を受けた 457 枚

の実データ画像に加えて、今年度実装を行った生成

モデルで生成した画像 6,000 枚も、訓練データとし

て用いた。 

実装した Fast GAN を使用し、induction 群の画

像を生成するモデルの構築を行った。今回、生成モ

デルについて、500 世代、5,000 世代、50,000 世代

の訓練を行い、その生成画像の特性について検証を

行った（下図）。 

 

Fast GAN による生成画像 

図に示すように、500 世代では、ほぼ訓練画像の

特徴を捉えられていない。5,000 世代では、訓練画

像の主な特徴を捉えられてはいるものの、不鮮明な

部分が存在しているが、50,000 世代では、ほぼ完

全に訓練画像の特徴をとらえた画像を生成すること

ができた。この結果は、この生成モデルを用いるこ

とにより、訓練画像データの生成のために必要で

あった専門家の労力と時間を、大幅に削減できる可

能性があることを示している。 

 

次に、50,000 世代のモデルを使用して、6,000

枚の induction 群の生成画像を生成し、深層学習モ

デルの訓練に用いた。 

今回、エピゲノム修飾に関する実データ画像の内

の 80％と、生成モデルで生成した画像を、トレイニ

ングデータとして用いて深層学習モデルを構築した。

その後、残りの 20％のデータをテストデータとして

用いて構築したモデルの分類精度の検証を行った

（下図）。図に示すように、構築した７種の分類モデ

ル全てで、non-significant 群と、それ以外の 2 群を

正確に分類することが出来た。しかしながら、構築し

た 7 種類のモデル全てで、induction 群を分類するこ

とが困難であった。 

 

 

深層学習モデルの予測精度の検証 

 

この結果から、induction 群の訓練画像を増幅す

るのみでは、これらの深層学習モデルは分類に十分

な特徴量を抽出できていないことが示唆された。 

 

●転写領域解析ソフトウェア SHOE の改良 

今年度は、Garuda Platform 上で、Percellome DB

と SHOE の連動をより密にした。また他の Garuda 

Gadget との連動を強化し、解析パイプラインの構築

を進めた。具体的には Garuda Gatewayの上で動作

連動を行うレシピ機能を利用して、連続的解析の自

動化を行なった。これに合わせて SHOEと ACGTの

Garuda登録を進めた。 
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なおクラスター解析に関して今まで使用していた

ClustralW がサポート終了のため、ClustalW から

Clusteral Omega に変更した。 

 

 

（４）統合ツール“Percellome Integrator”の開発【相

﨑】 

今年度も最終目標である新型化学物質有害性評価シ

ステムの解析コアの主要ユニットとしての、遺伝子発

現とエピゲノムのデータ解析ユニットの開発を進め

た。研究計画初期のデザインのままでは、解析工程の

ボトルネック、即ち、化学物質曝露による発現変動遺

伝子の抽出作業の効率化が不十分である可能性が浮

上したため、新たに遺伝子発現の 3 次元パターン

(Surface)の特徴分類アルゴリズムの開発を進めた。 

具体的な効率化の内容としては、ノイズパターン除

去の強化と、発現パターンからの自動時系列分類で

ある。基本的なアルゴリズムは、①変動幅が参考値以

下の Surface のノイズ判定、②溶媒群と投与群の比較

による概日リズムパターンの自動判別、及び③時系

列パターンや飽和パターンなどの「テンプレート」と

の比較による自動（時系列）分類、から構成される(下

図)。 

 

4 用量×4 時点の Surfaceの基本解析フロー 

 

 
想定されるテンプレートを用意することにより、発現パターンの自動
分類を実現する。ピーク数 1～2、ピーク時点、ピーク幅、立ち上がり
方の組み合わせと、飽和パターンを合わせたテンプレート基本セット
を示す。 
 

  

16群の平均値の中央値から参考値を計算

16群の平均値の変動幅
＞参考値

ノイズと判定

各時点の溶媒群を差し引く(SubY0)

SubY016群の平均値の
変動幅＞参考値

概日リズムと判定

SubY0から各テンプレートを差し引き、
残差の変動幅を計算、参考値と比較。

参考値以下のテンプレートから、
最も変動幅の小さいテンプレートを決定。

false

false

true

true
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このとき参考値の算出は、単純な fold change では

なく、先行研究で考案した empirical な曲線（実際の

Percellome 法により絶対量化した発現値の分散から

パラメータを決定する指数関数（下図、Fx 曲線と仮

称）を用いた。 

 

対数グラフ上で、パラメータによって曲率が変化する Fx 曲線 

 

例えば、下図のような 8 時間ピークの Surface につい

ては、概日リズムパターンではない、有意な変動幅を呈

するピークであり、8 時間高用量ピークに分類された。 

 

 

 

（５）Percellome データベースを利用した解析パイ

プライン【夏目】 

前年度までの我々の研究により、①バルプロ酸投

与によって PPAR、SREBP、ER のクロストークが影

響を受けること、②エストラゴールは特異性の高い

PPARリガンドである可能性があることが既に見い

だされている。Acot（Acyl-CoA thioesterase）といった

PPAR標的遺伝子は共通して 2，4，8 時間で発現亢

進が認められており PPARの活性化は数時間保たれ

ていること、3 種の化学物質によって発現が亢進する

遺伝子リストで重複は大きくないこと、その一方で

発現亢進が認められる遺伝子のうちエンリッチメン

ト解析で検出される共通機能を有するものは 3 種の

化学物質間で似通っていることが見出された。バル

プロ酸では 2，4 時間の時点で転写や細胞周期に関連

する遺伝子の発現が亢進し、少し遅れて脂質代謝関

連遺伝子の亢進のピークが認められた。また、クロ

フィブラートでは曝露 4 時間の時点でリボソーム生

合成関連遺伝子の発現亢進が認められた。 

以上を踏まえ、当該年度は更に 2 化合物を追加し、

metascape を用いた遺伝子発現プロファイルの比較

解析を行なった。その結果、a)クロフィブラートは

PPARの他にも PPAR、PPAR、PPARgc1a の活性化

を介して幅広く脂質代謝関連遺伝子の発現を亢進さ

せる他、Nrf1 や Esrra をも活性化する、b)バルプロ酸

ナトリウムは遺伝子発現変動が大きいが主に E2f1、

E2f4 の活性化によるものであり、PPARも活性化す

るもののその応答は小さく遅い、c)エストラゴールは

PPARの活性化を介した遺伝子発現亢進以外にも曝

露８時間において脂質代謝に関連する遺伝子などが

変動するが、後者は PPAR活性化とは別のメカニズ

ムが疑われる、d)DEHP は PPARの他にも PPAR、

PPAR、PPARgc1a の活性化を介して幅広く脂質代謝

関連遺伝子の発現を亢進させる他、Hif1a、Nfe2l2、

Egr1 をも活性化する、e)PB は曝露 24 時間で Nrf2、

Ahr、Hnf1a、Srebp、Pxr といった様々な核内受容体が

RC (ratio of change)
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活性化する、といった可能性を示唆する結果を得た。 

 

 

Ｄ．考察 

「短期間「新型」反復曝露実験と単回曝露実験デー

タベースの対比による反復曝露毒性予測技術の開発」

【菅野】において、令和 4 年度は、エストラゴール

の 4 日間の新型反復曝露、及び、フタル酸ビス(2-エ

チルヘキシル) の 4日間の新型反復曝露の 2実験（以

下、Estragole[4+1]及び DEHP[4+1]と表記）を実施し、

遺伝子発現解析を進めて単回曝露、反復曝露に共通

の要素と異なる要素を抽出した。 

Estragole[4+1]の結果から、明らかな毒性所見を発

揮しない用量において、4 日間という短期の反復曝

露によって、単回曝露とは大きく異なる変化を明ら

かにすることが出来た。特に、PPAR 下流の遺伝子

の基線反応と過渡反応が増強され、遺伝子発現のタ

イミングが早くなる傾向が明らかとなった。これに

加えて小胞体ストレス等のシグナルが反復投与によ

り活性化し細胞増殖等の発癌性等の毒性を示唆した

ことから、慢性毒性への外挿の可能性が示唆された

と考える。 

 

「反復曝露影響のエピゲノム機構解析」【北嶋】の

令和 3 年度研究において、サリドマイドの反復曝露

によるヒストン修飾解析を行い、薬物代謝酵素の制

御領域の多くで変化を捉えていたが、その変化が本

当にサリドマイドの反復暴露による影響なのか、そ

れとも溶媒の反復暴露による影響なのかを検証する

ために、令和 4 年度においては、サリドマイドの溶

媒であるメチルセルロース水溶液（MC）の反復暴

露影響の解析を行った結果、メチルセルロース水溶

液（MC）の反復暴露による溶媒影響があることが

想定された。 

本年度の研究により、代表的な溶媒であるコーン

オイルとメチルセルロースによる反復曝露影響が揃

うことになり、化学物質の反復曝露による遺伝子発

現及びエピゲノム解析の精度がより一層向上すると

期待される。 

一方、肝以外の臓器のゲノム DNA メチル化解析

については、解剖手順や実験条件を最適化し、

Percellome データベースに収録されているより多く

のトランスクリプトームデータに対応すべく、肝臓

に加えて、肺、海馬、腎をサンプリングすることと

した。また、異常なメチル化 DNA の混入を避ける

ために、近傍の組織サンプルから病理標本を作製

し、炎症の有無などを確認するなどの細心の注意を

以て解析を実施することにより、良質なリファレン

スデータが得られるものと期待される。 

 

「システムバイオロジーによる毒性解析の AI 化」

【北野】においては、独自開発した深層学習遺伝子発

現グラフ画像解析システムDTOX においては一般的な

バイオインフォマティクス解析パイプラインの精度を

大きく上回る性能を達成したことから、深層学習は、

大規模データの自動分類に有効であることがわかっ

た。一方、エピゲノム解析への応用研究について

は、induction 群の訓練用画像の不足から、一部の

分類が困難であり、これを解消すべく使用した生成

モデル FastGAN が増幅した induction 群の訓練画像

のみでは、深層学習モデルは分類に十分な特徴量を

抽出できていないことが示された。 

この原因としては、使用している深層学習アーキテ

クチャは Image Net でプレトレイニングしたもの

であり、これを転移学習するのみではエピゲノム画

像分類に適した特徴量を抽出できていないためであ

ると推察される。そこで、この問題を解決するため

に、①よりエピゲノム修飾画像に特化したモデルを

構築すべく、転移学習ではなく、エピゲノム修飾の

訓練画像のみで、一から深層学習モデルをトレイニ

ングする試みと、②より有用な特徴量を抽出するこ

とを目的として、言語翻訳 AI で活用されている 
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“attention layer”、特に医療画像分類で高い精度

を上げている、attention layer の１種である、

“soft attention”（参考文献：Datta K.S et al. 

(2021) Soft-Attention Improves Skin Cancer 

Classification Performance. https://arxiv.org/abs 

/2105.03358）の実装と深層学習モデルへの組み込

み、を予定している。 

 

「統合ツール“Percellome Integrator”の開発」【相

﨑】については、開発準備はほぼ計画通りに進行して

いる。新型化学物質有害性評価システムの解析コア開

発については、ライブラリの組み込みテストを進めて

いる。 

遺伝子発現の 3次元パターン(Surface)の特徴分類

アルゴリズム開発については、期待されたノイズ除

去と自動(時系列)分類の性能を満たしつつある。ノ

イズ除去が強すぎる傾向があるため、参考値の算出

に利用した Fx 曲線の改良を進めており、現在のと

ころ、パラメータを 1つ追加することで、曲率調整

の柔軟性を向上させ、過度の足切りが起こらない様

にする事に成功している。 

現在使用している RSort（Surface の凹凸を解析

し、有意な変動を示す候補遺伝子を数理的に抽出す

る）と DTOX(北野分担研究者らによる AI。熟練研

究者の判定を学習、再現する)で処理した後、研究

者による最終的なヒューマンキュレーションの前

に、本アルゴリズムの実装フィルターを挿入するこ

とで、データ解析工程の大幅な効率化が期待でき

る。 

 

「Percellomeデータベースを利用した解析パイプライ

ン」【夏目】については、前年度の研究では、どの時

点において発現亢進が認められたかのパターンごとに

細かく遺伝子リストを分割し、それぞれに対してエン

リッチメント解析を行うことで曝露時間の情報をどの

ように活用するのが効果的かを検討した。その結果、

類似化合物との遺伝子発現プロファイルの比較が毒性

発現メカニズム推定において有益であることが見出さ

れた。その結果を受けて、当該年度は化合物と曝露時

間ごとに発現が変動したprobe IDリストを作成し、遺

伝子リストに変換したのちにmetascapeを用いたパター

ン比較を行なった。その結果、どのタイミングで発現

亢進が起こるかによって数パターンに分割することが

可能であり、そのパターンごとに上流因子解析を行う

ことで通常のエンリッチメント解析では見逃しがちな

生体応答を捉え得ることが示唆された。 

 

 

Ｅ．結論 

本研究は、ほぼ計画通りに進捗した。 

「短期間「新型」反復曝露実験と単回曝露実験デー

タベースの対比による反復曝露毒性予測技術の開発」

【菅野】については、僅か 4 日間の反復曝露により

長期の反復毒性を推測する基礎データを取得できる

こと、即ち新型反復曝露実験プロトコルと Percellome

法に基づく網羅的解析技術による、短期間試験での

反復曝露毒性の予測の実現可能性が高いことが示唆

された。 

 

「反復曝露影響のエピゲノム機構解析」【北嶋】に

おいては、代表的な溶媒であるメチルセルロース水

溶液の反復曝露によるヒストン修飾解析を行った。

この解析結果との比較から、サリドマイドの反復に

より検出されていた、薬物代謝酵素群のプロモー

ター領域にけるヒストン修飾の変動の多くは溶媒影

響の可能性が示唆された。しかしながら、Cyp2b10 に

関しては、溶媒影響ではないと考えられた。 

また基盤データとなる肝以外の臓器のゲノム DNA

メチル化解析については、サンプリングが完了した。 

 

「システムバイオロジーによる毒性解析の AI 化」

【北野】については、先行研究により開発した遺伝子
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発現解析用 AI の実装ソフトウェアから、深層学習は、

大規模データの自動分類に有効であることがわかっ

たが、新たに開始したエピゲノム解析の AI 自動化の

試みからは、充分量の訓練用画像が重要であること

は当然として、その構造に関してはさらに精密なデ

ザインが要求されることが分かった。 

一方、解析プロセスの自動化については、初期段階

であるが、極めて効率的であることが分かった。 

今回の成果で、AI を使った高精度解析とその自動

化への可能性が明確になり、課題も同定された。今後

は、それらの課題の解決を行う。 

 

「統合ツール“Percellome Integrator”の開発」【相﨑】

については、遺伝子発現データとエピゲノムデータ

の連携解析ユニットの開発、ゲノムデータ等の表示・

解析モジュールのデザインを進めつつ、並行して変

動遺伝子の自動抽出パイプラインの改良を行い、統

合ツールがより機能的・実用的なものになることが

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」【夏目】においては既知の PPARリガンド、お

よび PPARリガンドであることが示唆されている化

学物質が惹起する遺伝子発現変動パターンを曝露時

間情報を元に分解することにより、時間を追うごと

に変動する生体応答を捉え易くなることを確認した。 

 

 

F. 健康危機情報 

なし 
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versus repeated-dosing and organ-organ interaction. 

the first seminar of ASIATOX webinar series, 

(2022.6.25), Virtual, Oral. 

(23) J. Kanno, K. Aisaki, R. Ono, and S. Kitajima：

Comprehensive Histone, DNA Methylation, and 

mRNA Expression Analysis of Murine Liver 

Repeatedly Exposed to Chemicals: Percellome 

Project 2022 Update. Society of Toxicology (SOT) 

61st Annual Meeting (SOT2022), (2022.3.30), San 

Diego, USA, Poster. 

(24) Y. Taquahashi, S. Yokota, K. Morita, M. Tsuji, 

K. Suga, M. Kuwagata, M. Hojyo, A. Hirose, and J. 

Kanno：Preliminary Report of the Two-Year, Every 

Four-Week-Interval Intermittent Whole Body 

Inhalation Study of the Multiwalled Carbon Nanotube 

in Male Mice. Society of Toxicology (SOT) 61st 

Annual Meeting (SOT2022), (2022.3.29), San Diego, 
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USA, Poster. 

(25) D. M. Saleh, O. H. Ahmed, D. B. Alexander, 

W. T. Alexander, H. Takase, M. Ohnishi, S. Tomono, 

J. Kanno, A. Hirose, S. Takahashi, and H. Tsuda：

Two-Year Study for the Assessment of the 

Carcinogenic and Toxic Effect of Double Walled 

Carbon Nanotubes in the Rat Lung after 

Intratracheal Instillation. Society of Toxicology 

(SOT) 61st Annual Meeting (SOT2022),  

(2022.3.29), San Diego, USA, Poster. 

(26) 長谷武志、谷内江綾子、Samik Ghosh、北

野宏明：AI 駆動型オミックスデータ解析とその

システム毒性学・創薬研究への応用. 第 49 回日

本毒性学会学術年会、(2022.7.2)、札幌コンベン

ション 

(27)  原伶奈、 武田吉人、 足立淳、 夏目やよ

い、 伊藤眞里、 熊ノ郷淳 「エクソソームの次世代

プロテオミクスによる線維化性過敏性肺炎の新規バ

イオマーカー開発」第 62回日本呼吸器学会学術講

演会 2022/4/22 京都 

(28) 網屋沙織、 武田吉人、 榎本貴俊、 白井

雄也、 白山敬之、 三宅浩太郎、 平田陽彦、 足

立淳、 伊藤眞里、 夏目やよい、 熊ノ郷淳「エクソ

ソームの次世代プロテオミクスによるサルコイドーシ

スの新規バイオマーカー探索(PRISM)」第 62 回日

本呼吸器学会学術講演会 2022/4/23 京都 

(29) 白井雄也、 武田吉人、 榎本貴俊、 足立

雄一、 網屋沙織、 野田成美、 菅泰彦、 白山敬

之、 三宅浩太郎、 平田陽彦、 足立淳、 夏目や

よい、 伊藤眞里、 熊ノ郷淳「「PRISM」データから

見えて きた新たな線維化バイオマーカー

"PRISM"data reveal fibrotic biomarkers」第 62回日

本呼吸器学会学術講演会 2022/4/23 京都 

(30) 夏目やよい、 伊藤眞里、 松村泰志、 武田

吉人、 足立淳、 熊ノ郷淳、 水口賢司、 上田修

功 「患者層別化 AI による特発性肺線維症の創薬

標的提示に向けて」第 62 回日本呼吸器学会学術

講演会 2022/4/23 京都 

(31) 榎本貴俊、 武田吉人、 網屋沙織、 足立

雄一、 新津敬之、 原伶奈、 野田成美、 白井雄

也、 足立淳、 伊藤眞里、 夏目やよい、 熊ノ郷淳 

「次世代プロテオミクスにより進行性線維化を伴う間

質性肺疾患の新規バイオマーカー探索(PRISM)」

第 62 回日本呼吸器学会学術講演会 2022/4/23 

京都 

(32) 夏目やよい「診察情報とオミックスデータを

用いたデータ駆動的患者層別化と創薬標的探索」, 

「新薬創出を加速する症例データベースの構築・拡

充／創薬ターゲットの推定アルゴリズムの開発」令

和３年度成果報告会 2022/5/12 オンライン 

(33) 夏目やよい「診察情報とオミックスデータを

用いたデータ駆動的な患者層別化と創薬標的探索 

～特発性肺線維症を例として～」第 4 回メディカル

AI学会学術集会 2022/6/10 宮城 

(34) 夏目やよい、 伊藤眞里、 松村泰志、 武田

吉人、足立淳、 熊ノ郷淳、 水口賢司、 上田修功

「診療情報と紐付けられたプロテオームデータによ

る特発性肺線維症を対象としたデータ駆動的創薬

標的探索 」第 70 回質量分析総合討論会 

2022/6/22 福岡 

(35) 夏目やよい「臨床情報を用いたデータ駆動

的 な 創 薬 標 的 探 索 」 FRONTIERS OF 

ENGINEERING JAPAN 2022/6/24 長崎 

(36) 夏目やよい「診療情報とオミックスデータを

用いたデータ駆動的創薬標的探索 〜特発性肺線
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維症に対する挑戦〜」第 49 回日本毒性学会学術

年会 2022/7/2 北海道 

(37) 吉村華子、 武田吉人、 榎本貴俊、 原伶

奈、 菅泰彦、 川崎貴裕、 三宅浩太郎、 白山敬

之、 平田陽彦、 小山正平、 長友泉、 岩堀幸太、 

足立淳、 伊藤眞里、 夏目やよい、 熊ノ郷淳「次

世代プロテオミクスによる気管支喘息 T2 炎症の新

規 BM 開発」第 43 回日本炎症・再生医学会 

2022/7/6 兵庫 

(38) Yayoi Natsume-Kitatani, Mari N Itoh, Yoshito 

Takeda, Masataka Kuroda, Haruhiko Hirata, Kohtaro 

Miyake, Takayuki Shiroyama, Yuya Shirai, Yoshimi 

Noda, Yuichi Adachi, Takatoshi Enomoto, Saori 

Amiya, Jun Adachi, Ryohei Narumi, Satoshi Muraoka, 

Takeshi Tomonaga, Sadao Kurohashi, Fei Cheng, 

Ribeka Tanaka, Shuntaro Yada, Eiji Aramaki, Shoko 

Wakamiya, Yi-An Chen, Chihiro Higuchi, Yosui 

Nojima, Takeshi Fujiwara, Chioko Nagao, Toshihiro 

Takeda, Yasushi Matsumura, Kenji Mizuguchi, 

Atsushi Kumanogoh, Naonori Ueda 「 Data-driven 

patient stratification and drug target discovery by 

detecting paired itemsets from medical information 

and omics data」ISMB2022 2022/7/11 アメリカ 

(39) Yayoi Natsume-Kitatani 「 Inference of 

mechanisms of toxicity from omics data」The Open 

Tox 2022 Virtual Conference 2022/9/12 オンライン 

(40) Rodolfo S. Allendes Osorio, Johan T. 

Nystroem-Persson, Yuji Kosugi, Kenji Mizuguchi,  

Yayoi Natsume-Kitatani 「 Panomicon, allowing 

hetero-geneous multi-omics analysis on the web 」

ECCB2022 2022/9/18 スペイン 

(41) Natsume-Kitatani Y, Aisaki K, Kitajima S, 

Kanno J「Comparative study of dynamic changes in 

gene expression profiles induced by PPARa ligands」

ECCB2022 2022/9/18 スペイン 

(42) 夏目やよい「新薬創出を加速させる AI の開

発」第 81回日本癌学会学術総会 2022/9/29 神奈

川 

(43) 夏目やよい「診療情報と生体分子の測定

データから薬の標的を探し出すために」ABCI Uer 

Group ウェビナー 2022/10/14 オンライン 

(44) 伊藤眞里, 足立淳, 武田吉人, 黒田正孝, 

朝長毅, 武田理宏, 松村泰志, 夏目やよい, 水口

賢司, 熊ノ郷淳「「新薬創出を加速する人工知能の

開発」特発性肺線維症患者血清中エクソソーム内

プロテオームと診療情報を用いるデータ駆動的創

薬標的の探索」第９回日本細胞外小胞学会学術集

会 2022/10/25 東京 

(45) Mari N Itoh, Yayoi Natsume-Kitatani, 

Masataka Kuroda, Jun Adachi, Yi-An Chen, Kenji 

Mizuguchi, Yoshito Takeda, Atsushi Kumanogoh, 

Naonori Ueda「Artificial Intelligence to Accelerate 

New Drug Discovery: Target identification and drug 

discovery by data-driven approach and experimental 

validation in Idiopathic Pulmonary Fibrosis (IPF)」

CBI学会 2022年大会 2022/10/25 東京 

(46) 夏目やよい「診療情報の利活用とデータ駆

動的創薬標的探索」MD-DSC 研究会 2022/11/4 

オンライン 

(47) 渡邉怜子, 河田敏生, 上田真也, 新保拓未, 

東森光雄, 夏目やよい, 水口賢司「化学構造情報

を用いた代謝酵素のクリアランスへの寄与率予測モ

デルの構築」日本薬物動態学会第 37 回年会 

2022/11/8 神奈川 
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(48) 樋口千洋, 黒田正孝, 伊藤眞里, 長尾知生

子, 水口賢司, 夏目やよい「PRISM 成果利用シス

テム「峰」の構築」第 42 回 医療情報学連合大会  

（第 23 回日本医療情報学会学術大会）2022/11/20 

北海道 

(49) 黒田正孝, 伊藤眞里, 夏目やよい, 鎌田英

世, 深川明子, 武田吉人, 武田理宏, 松村泰志, 

北村 英也, 丹羽崇, 岩澤多恵, 高橋陽子, 荒牧

英治, 黒橋禎夫, 水口賢司, 小倉 髙志, 熊ノ郷淳

「臨床データの匿名加工情報作成に向けた検討-

新薬創出を加速する人工知能の開発におけるデー

タ利用促進に向けて-」第42回 医療情報学連合大

会   （第 23 回日本医療情報学会学術大会）

2022/11/20 北海道 

(50) 夏目やよい「トランスクリプトームデータを用

いた毒性発現メカニズムの推定」第５回医薬品毒性

機序研究会 2022/12/9 東京 

H．知的所有権の取得状況 

１．特許取得 

なし 

２．実用新案登録 

なし 

３．その他 

なし 
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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） 

トキシコゲノミクスとシステムバイオロジーとの融合による 

新型化学物質有害性評価系の実装研究 

（２１ＫＤ２００１） 

 

令和 4 年度 分担研究報告書 

 

短期間「新型」反復曝露実験と単回曝露実験データベースの対比による 

反復曝露毒性予測技術の開発 

 

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 客員研究員 

 

研究要旨 

本研究は、毒性の分子機序に基づいて、現行の不確実係数（安全係数）を利用する有害性評

価手法を補強し、より迅速で、高精度且つ省動物を具現化した新たな有害性評価系の開発を目

標として、マイクロアレイ（GeneChip)と次世代シーケンサを用いて基盤となる遺伝子発現及び

エピゲノムの網羅的データを得つつ、独自開発のソフトウェア群による化学物質の生体影響の

網羅的分析法の体系化を行い、これに、毒性学・分子生物学に精通したデータサイエンス専門

家を擁して、システムバイオロジー及び人工知能（AI）技術を融合した新たな有害性評価系の

開発を進める。 

特に先行研究において、Percellome 法*を基盤とする「新型」反復曝露実験**の蓄積により

プロトタイプを構築した化学物質の反復曝露による生体影響のデータベースについては、溶媒

の反復曝露影響や、反復曝露影響の可逆性・非可逆性を遺伝子単位で取得、反映することによ

り、解析精度を向上させる。単回曝露のデータベースと共にこれを利用することで、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の期間短縮・効率化を検討する。 

令和 4 年度は、エストラゴールの 4 日間の新型反復曝露、及び、フタル酸ビス(2-エチ

ルヘキシル) の 4 日間の新型反復曝露の 2 実験（以下、Estragole[4+1]及び DEHP[4+1]と表

記）を実施し、遺伝子発現解析を進めて単回曝露、反復曝露に共通の要素と異なる要素を

抽出した。Estragole [0+1]、及び Estragole[4+1]の遺伝子発現誘導は、ともに PPAR 下流の脂

質代謝に関わる遺伝子が主体であったが、[4+1]により、発現遺伝子の総数は数倍に増加し、

基線反応、及び、過渡反応が増強し発現のタイミングが早まる遺伝子を多く認めた。4 日

間の反復曝露により小胞体ストレスなどを介しての細胞増殖シグナルの増強が示唆され、

少なくともマウス肝に対する発癌性が Gene Ontology から強く示唆された。年度内に、先

行研究にて解析した PPAR リガンド化学物質との比較を行う。DEHP[4+1]についても

GeneChip 解析を実施し網羅的な遺伝子発現データを得て先行研究による DEHP[0+1]（単
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回曝露）と比較するなどして解析を進めた。 

尚、動物実験の計画及び実施に際しては、科学的及び動物愛護的配慮を十分行い、国立医薬

品食品衛生研究所の「動物実験の適正な実施に関する規程」（動物実験承認番号 365）に従い実

施した。 

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

（*） mRNA発現値を細胞１個当たりのコピー数として絶対定量する方法。 

（**）全動物に同量の検体を反復曝露し、遺伝子発現測定直前の曝露時に、溶媒群、低用量群、中用量群、 

 高用量群に分けて最終曝露を一回行う。実験の反復曝露と単回曝露の回数をもとに[14+1]、[4+1]、[0+1]等

と表記することとした。 

 

Ａ．研究目的 

本研究は、独自構築したトキシコゲノミクス・

データベース（DB）にインフォマティクス、及び、

人工知能（AI）を拡大適用し、化学物質が実験動物に

惹起する遺伝子発現変動等の分子毒性学情報から、

科学的根拠に基づく有害性予測評価手法を確立する。

これにより「安全係数」を用いる従来の有害性評価手

法を補強するとともに、迅速、高精度、省動物を具現

化する新たな評価システムを構築することを目的と

する。 

即ち、先行研究にて構築済みの延べ 8 億 5 千万遺

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及び反復曝露の毒性ネット

ワーク解析技術を基盤に、これらを維持・拡充しつ

つ、さらに臓器別のゲノム DNA メチル化及び代表的

物質の反復曝露によるヒストン修飾情報を加えて、

毒性ネットワーク解析による、短期間試験での反復

曝露毒性の予測評価技術を開発する。この際、イン

フォマティクス専門家によりシステムトキシコロ

ジーや人工知能の技術を融合し、反復曝露にも対応

する新型化学物質有害性評価系の実装を進める。 

 

 

Ｂ．研究方法 

●試薬及び動物： 

エストラゴール(分子量：148.20、Cas No.: 140-67-

0、純度 98％、Sigma-Aldrich）について、4 日間「新

型」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。エストラ

ゴールの 4 回反復曝露の用量は 70.0mg/kg、最終の単

回曝露の用量は先行実験で実施した[0+1]実験と同様

に 0、10、30、100 mg/kg とした。 

またフタル酸ビス(2-エチルヘキシル) (Bis(2-

ethylhexyl) Phthalate（DEHP）、分子量：390.56、Cas No.: 

117-81-7、純度 98％以上、東京化成工業（株））につ

いて、4 日間「新型」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

施予定。 

各曝露実験には 12 週齢の雄性 C57BL/6J マウス

（日本チャールスリバー）を用い溶媒はコーンオイ

ル（C8267、Sigma-Aldrich）とし、金属製胃ゾンデ（KN-

348、夏目製作所）と、ガラス製シリンジを用いて強

制経口曝露を行い、最終曝露の 2、4、8 及び 24 時間

後に肝を採取した。 

 

●Total RNA の分離精製： 

マウス肝組織は 5mm 径の生検トレパンにより

3 ヶ所を各々別チューブに採取した。採取後すみやか

に RNA later （Ambion 社）に 4℃で一晩浸漬し、RNase 

を不活化した。その後、RNA 抽出操作までは-80℃に

て保存した。抽出に当たっては、RNA later を除いた

後、RNeasy キット（キアゲン社）に添付される RLT 
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buffer を添加し、ジルコニアビーズを用いて破砕液を

調製した。得られた破砕液の 10 µL を取り、DNA 定

量蛍光試薬Picogreenを用いてDNA含量を測定した。

DNA 含量に応じ、臓器毎にあらかじめ設定した割合

で Spike cocktail （Bacillus 由来 RNA 5 種類の濃度を

変えて混合した溶液） を添加し、TRIZOL により水

層を得、RN easy キットを用いて全 RNA を抽出した。

100ng を電気泳動し RNA の純度及び分解の有無を検

討した。 

 

●GeneChip 解析： 

全 RNA 5 µg を取り、アフィメトリクス社のプロ

トコルに従い、T7 プロモータが付加したオリゴ dT

プライマーを用いて逆転写し cDNA を合成し、得た

cDNAをもとに第二鎖を合成し、二本鎖DNAとした。

次に T7 RNA ポリメラーゼ（ENZO 社キット）を用

い、ビオチン化 UTP, CTP を共存させつつ cRNA を合

成した。cRNA はアフィメトリクス社キットにて精製

後、300-500bp となるよう断片化し、GeneChip ター

ゲット液とした。GeneChip には Mouse Genome 430 

2.0（マウス）を用いた。ハイブリダイゼーションは

45℃にて 18 時間行い、バッファーによる洗浄後、

phycoerythrin （PE）ラベルストレプトアビジンにて

染色し、専用スキャナーでスキャンしてデータを得

た。肝サンプルからこの様にして得られたデータに

ついて、我々が開発した Percellome 手法（遺伝子発

現値の絶対量化手法）を適用して絶対量化した後に

網羅的遺伝子発現解析を行った。先ず我々が開発し

た「RSort」ソフトウェアを用いて、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 を数理的に有意

な変動を示す順に自動的に並び替えた。このリスト

の上位のものから専門家による Visual Selection を行

い、生物学的に有意と判定される変化を示した ps を

網羅性を維持しつつ厳選して解析に使用した。シグ

ナルネットワークの探索は、 Ingenuity Pathways 

Analysis （IPA）（Ingenuity Systems Inc.）を用いて検

討した。 

 

倫理面への配慮 

動物実験の計画及び実施に際しては、科学的及び

動物愛護的配慮を十分行い、所属の研究機関が定め

る動物実験に関する指針のある場合は、その指針を

遵守している。（国立医薬品食品衛生研究所は国立医

薬品食品衛生研究所・動物実験委員会の制定になる

国立医薬品食品衛生研究所・動物実験等の適正な実

施に関する規程（平成 27 年 4 月版）） 
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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。 

令和 4 年度は、エストラゴール(estragole）の新型

反復曝露実験（TTG245：70mg/kg を 4 日間曝露後、

5日目に 0, 10, 30, 100mg/kg ）（Estragole[4+1]と表記）、

及びフタル酸ビス(2-エチルヘキシル)（DEHP）の新

型反復曝露実験（TTG251 予定）（DEHP[4+1]と表記）

を実施し、GeneChip による肝の網羅的遺伝子発現解

析を実施した。 

 

① Estragole[0+1] （実験コード TTG147-L） 

先行研究で実施した単回曝露実験（以後

Estragole[0+1]と表記）の、2、4、8、24 時間目に増加

を開始した遺伝子の数は、それぞれ 39、20、65、12

であった。 

Estragole は PPARのリガンドであることが知られて

おり、2 時間目の 39 遺伝子には、それに合致する所

見として、PPAR及び PPAR を上流に持つ遺伝子

が誘導開始していた（Acot1、Acot2, Cyp4a31, Pdk4、

等）。 

 

図１ 左[0+1] 右[4+1] にて Acot1、Acot2, Cyp4a31, Pdk4 を示す。 

 

4 時間目に誘導開始され 4 時間目にピークとなる遺

伝子は少なかった。4 時間目に誘導開始し 8 時間目

にピークとなる遺伝子、及び 8 時間目に誘導開始さ

れた遺伝子は、PPARや PPARの下流の脂質代謝、

脂質合成に関わる遺伝子が含まれていることが示さ

れた（Abhd6、Gyk 等）。 

図２ 左[0+1] 右[4+1] にて Abhd6、Gyk を示す。 

 

8時間目に誘導開始された 65遺伝子は PPARあるい

は PPARの下流の遺伝子が多く含まれていた（Acaa1、

Por、Paqr7 等）。 

図３ 左[0+1] 右[4+1] にて Acaa1, Por、Paqr7 を示す。 
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24 時間目に誘導開始された 12 遺伝子は、反応が弱

いものが多く PPARあるいは ESRRa の下流の遺伝

子が含まれていた（Acat1、Ech1、Fabp2 等）。 

図４ 左[0+1] 右[4+1] にて Acat1、Ech1、Fabp2 を示す。 

今までに検討した PPAR リガンド化学物質と比較す

ると、誘導遺伝子数は少なく、単回曝露の影響は 8 時

間目をピークに収束する傾向が認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

② Estragole[4+1] （実験コード TTG245-L ） 

最終曝露終了後、2、4、8、24 時間目に発現増加

を開始した遺伝子の数は、183、146、176、0 であっ

た。 

2 時間目に誘導開始された遺伝子の数は、

Estragole[0+1]の 5 倍近くに増加した、[0+1]と同様に

PPAR の下流の遺伝子が誘導される（上記 図１右側）

ことに加え、[4+1]のみにおいて、小胞体ストレスシ

グナルが流れることが示唆された（Dnajc3、Hsp90b1、

Mbtps1 等） 

 

図５ 左[0+1] 右[4+1] にて Dnajc3、Hsp90b1、Mbtps1 を示す。 

 

これらの上流には、Xbp1、Ell2、Eif2ak3 等が位置す

ることが示唆された。 
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4 時間目に誘導開始された遺伝子の数も、

Estragole[0+1]の 7 倍近くに増加した。多くは脂質代

謝に関わる PPAR、PPARの下流の遺伝子であった

（Abhd6、Ddhd2、Mgll 等）。 

図６ 左[0+1] 右[4+1] にて Abhd6、Ddhd2、Mgll を示す。 

 

8 時間目に誘導開始された遺伝子の数も、

Estragole[0+1]の 3 倍近くに増加した。多くは脂質代

謝に関わる PPAR、PPAR の下流の遺伝子であった

（Slc27a1、Acat1 等）。これに加えて、Estrogen-

mediated S-phase Entry（IPA analysis）に属する Ccnd1、

Cdk2、Tfdp1 などが誘導された。 

図７ 左[0+1] 右[4+1] にて Ccnd1、Cdk2、Tfdp1 を示す。 

 

24 時間目に誘導開始された遺伝子は Estragole[4+1]

では認められなかった。後述する基線反応の解析の

結果と関係するが、[0+1]と[4+1]とにおいて共に発現

する遺伝子の多くについて、4 日間の反復曝露の結果、

発現のタイミングが早まる現象が認められた。24 時

間目に誘発される遺伝子がなくなった理由として、

この現象が関与していることが示唆された。 

 

③最終曝露後 2、4、8、24 時間に生じる早い変動を

過渡反応（Transient Response）とし、反復曝露で引き

起こされるベースラインの上昇、或いは、低下の変動

を基線反応（Baseline Response）と定義して、その解

析を実施した。 

4 日間反復曝露により誘発された基線反応の解析

を行った。測定 4 時点の内、3 時点乃至 4 時点で、反

復により発現が有意に低下（1.5 倍、t 検定で p<0.05、

3 コピー／細胞以上）した基線反応遺伝子（ソフト

ウェア“Baseline Comparison”による計算結果）は 82、

上昇した基線反応遺伝子は 197 であった。 

基線反応（Baseline Response）が低下した遺伝子群

は、上流に PPAR を持たず、Chemokine Signaling や
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Xenobiotic Metabloism Signaling に属する遺伝子が含

まれていた（Arnt、Mapk1 等）。 

図８  左[0+1] 右[4+1] にて Arnt、Mapk1 を示す。 

 

基線反応（Baseline Response）が上昇した遺伝子群

は、上流に PPAR、POR、ESR1 等を持ち、脂質代謝

（Cyp4a14、Retsat 等）の他、Wnt/-catenin Signaling 

（Csnk1d、Nr5a2 等） などの分裂促進等のシグナル

が活性化していることが示唆された。 

図９ 左[0+1] 右[4+1] にて Cyp4a14、Retsat、Csnk1d、Nr5a2を示す。 

 

以上より、Estragole の 4 日間反復曝露は、PPAR 下

流遺伝子の基線反応を上昇させ、一部の脂質代謝関

連遺伝子の過渡反応も増強させ、発現のタイミング

を早めた。また、反復曝露により小胞体ストレスなど

を介した細胞増殖シグナルの増強も示唆された。

Gene Ontology 解析の結果、4 日間反復により、少な

くともげっ歯類に於いて発癌性が強く示唆され、先

行研究において解析した PPAR リガンド化学物質と

の詳細な比較解析を行った。 

 

DEHP の新型反復曝露実験（実験コード TTG251-

L）については、マイクロアレイによる網羅的遺伝子

発現解析を終え、有意な変動を示す遺伝子の抽出と

解析、および DEHP の単回曝露実験（実験コード

TTG098-L）との比較検討を進めた。 

 

 

Ｄ．考察 

令和 4 年度は、エストラゴールの 4 日間の新型反

復曝露、及び、フタル酸ビス(2-エチルヘキシル) の

4 日間の新型反復曝露の 2 実験（以下、Estragole[4+1]

及び DEHP[4+1]と表記）を実施し、遺伝子発現解析

を進めて単回曝露、反復曝露に共通の要素と異なる

要素を抽出した。 

Estragole[4+1]の結果から、明らかな毒性所見を

発揮しない用量において、4 日間という短期の反復

曝露によって、単回曝露とは大きく異なる変化を明

らかにすることが出来た。特に、PPAR 下流の遺伝

子の基線反応と過渡反応が増強され、遺伝子発現の

タイミングが早くなる傾向が明らかとなった。これ

に加えて小胞体ストレス等のシグナルが反復投与に

より活性化し細胞増殖等の発癌性等の毒性を示唆し

たことから、慢性毒性への外挿の可能性が示唆され

たと考える。 
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Ｅ．結論 

本研究は、ほぼ計画通りに進捗した。 

先行研究の成果と同様に、僅か４日間の反復曝露に

より長期の反復毒性を推測する基礎データを取得で

きること、即ち新型反復曝露実験プロトコルと

Percellome 法に基づく網羅的解析技術による、短期間

試験での反復曝露毒性の予測の実現可能性が高いこ

とが示唆された。 
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反復曝露影響のエピゲノム機構解析 
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研究要旨 

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

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

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

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

標とする。特に先行研究（平成 24～29 年度）で実施した Percellome 法*を基盤とした「新

型」反復曝露実験**により、化学物質の反復投与による生体影響のデータベース構築が進

みつつある。単回投与のデータベースと共にこれを利用すれば、現在は長い時間と多額の

費用を要している長期反復曝露の毒性評価を大幅に効率化できる可能性が高い。 

本分担研究では、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、次世代シーケンサーを利用し、反復経口投与した際の肝サンプル

についてヒストン修飾や DNA メチル化状態を網羅的に検討することを目的とする。先行

研究での検討では DNA メチル化状態よりも、ヒストンのメチル化・アセチル化状態に影

響している可能性が強く示唆されたことから、この網羅的解析を中心に検討する。 

令和 3 年度は、サリドマイドの 14 日間反復曝露によるヒストン修飾解析を ChIP-Seq 法

により解析する実験を実施した。サリドマイドの反復によって、Cyp4a10 のプロモーター

領域において、活性型ヒストン修飾である H3K4me3 が低下していることが明らかになっ

た。また、Cyp4a14 のプロモーター領域においても、活性型ヒストン修飾である H3K4me3

が低下していることが明らかになった。また、Cyp7b1 のプロモーター領域においては、活
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性型ヒストン修飾である H3K27Ac が増加していることが明らかになった。 

化学物質の反復投与においては、溶媒も反復投与される訳で、溶媒の反復影響によるエ

ピジェネティック変化を考慮する必要があることから、令和４年度研究においては、メチ

ルセルロース 14 日間反復曝露およびメチルセルロース単回曝露のエピゲノム解析を行っ

た。その結果、サリドマイドの反復投与で検出されたエピジェネティック変化の多くが、

溶媒影響によるものであることが明らかになった。しかしながら、一部においてはサリド

マイドの反復暴露影響によるものであると想定される結果を得た。 

 

 

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

（*） 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。 

 

Ａ．研究目的 

本研究は、独自構築したトキシコゲノミクス・デー

タベース（DB）にインフォマティクス、及び、人工

知能（AI）を拡大適用し、化学物質が実験動物に惹起

する遺伝子発現変動等の分子毒性学情報から、科学

的根拠に基づく有害性予測評価手法を確立する。こ

れにより「安全係数」を用いる従来の有害性評価手法

を補強するとともに、迅速、高精度、省動物を具現化

する新たな評価システムを構築することを目的とす

る。 

即ち、先行研究にて構築済みの延べ 8 億 5 千万遺

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及び反復曝露の毒性ネット

ワーク解析技術を基盤に、これらを維持・拡充しつ

つ、さらに臓器別のゲノム DNA メチル化及び代表的

物質の反復曝露によるヒストン修飾情報を加えて、

毒性ネットワーク解析による、短期間試験での反復

曝露毒性の予測評価技術を開発する。この際、イン

フォマティクス専門家によりシステムトキシコロ

ジーや人工知能の技術を融合し、反復曝露にも対応

する新型化学物質有害性評価系の実装を進める。 

本分担研究では、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、次

世代シーケンサーを利用し、反復経口投与した際の

肝サンプルについてヒストン修飾や DNA メチル化

状態を網羅的に検討することを目的とする。 

 

 

Ｂ．研究方法 

●次世代シーケンサーを用いたクロマチン免疫沈降

シーケンス法（ChIP-Seq） 

【令和 3 年度研究対象サンプル】 

サリドマイド（700mg/kg）を 14 日間反復投与した

後、溶媒（0.5%メチルセルロース水溶液）を投与し 2

時間後のマウス肝および、0.5%メチルセルロース水

溶液を単回投与した２時間後のマウス肝 

【令和 4 年度研究対象サンプル】 

溶媒（0.5%メチルセルロース水溶液）を 14 日間反

復投与した後、溶媒（0.5%メチルセルロース水溶液）

を投与し 2 時間後のマウス肝および、0.5%メチルセ

ルロース水溶液を単回投与した 2 時間後のマウス肝 

上記サンプルのヒストンのメチル化およびアセチ

ル化を比較検証した各マウス肝（30 μg）を材料とし

て、１）4μl （30μg）の抗ヒストン H3K4me3 抗体 
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（Active Motif, cat # 39159）（H3K4me3：転写活性化

に働くヒストン H3 のリジン 4 トリメチル化）、２）

4μl （30μg）の H3K27Ac3 抗体 （Active Motif, cat 

# 39133）（H3K27Ac3: 転写活性化に働くヒストン 

H3 リジン 27 のアセチル化）、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ー解析用のライブラリ

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。 

 

 

Ｃ．研究結果 

反復曝露時の過渡反応を修飾する基線反応の成立

には、当該遺伝子のヒストン修飾等の遺伝子発現修

飾機構（所謂エピジェネティクス）が関わる可能性が

指摘される事から、本分担研究では次世代シーケン

サーを利用し、反復経口曝露した際の肝サンプルに

ついてエピジェネティックな変化を網羅的に検討し

た。 

令和 3 年度においては、新たにサリドマイド

（700mg/kg）を 14 日間反復曝露した後、溶媒（0.5%

メチルセルロース水溶液）を投与し２時間後のマウ

ス肝および、0.5%メチルセルロース水溶液を単回投

与した 2 時間後のマウス肝のヒストンのメチル化お

よびアセチル化を比較検証した各マウス肝（30 μg）

を材料として、ヒストン修飾の解析を行なった。 

 

各抗体について、溶媒対照群と反復投与群において

認められた各ピーク数はそれぞれ（以下、溶媒対照

群、反復投与群）、 

 

抗 H3K4me3 抗体（15,923、16,870）、 

抗 H3K27Ac 抗体（24,003、23,484）、 

抗 H3K27me3 抗体 （15,339、22,000）、 

抗 H3K9me3 抗体（18,930、15,667）、 

 

となっている。この内、特に H3K27me3のピーク数が

15,339から 22,000へ、43.4% 増加しており、サリド

マイドの反復投与によって H3K27me3 が亢進するこ

とが明らかになった（その他は、H3K4me3:5.9 % 増

加、H3K27Ac: 2.2 % 減少、H3K9me3: 17.2 % 減少）。

したがってサリドマイドの反復投与による基線反応

の変化は、ヒストン修飾の変化で一部は説明できる

可能性がある。今後、実際に ChIP-PCRなどを行い確

認する。 

 

また、各種抗体を用いた ChIP-seq 解析の結果に

より、溶媒対照群と反復投与群の間で、ピークの値の

変動が大きかった領域の上位20領域とそれらのマッ

ピング結果の一例を以下に示す。 

各ヒストン修飾において変動の大きかった領域の

上位には、薬剤代謝酵素である Cyp が数多く含まれ

ていた。 
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H3K4me3(活性型)が減少 

 
 

H3K4me3(活性型)が増加 

 
 

H3K27Ac(活性型)が減少 

 
 

H3K27Ac(活性型)が増加 

 
 

H3K27me3(抑制型)が減少 

 

 

 

H3K27me3(抑制型)が増加 

 

 

H3K9me3(抑制型)が減少 

 

 

H3K9me3(抑制型)が増加 

 

 

サリドマイドの反復によって、Cyp4a10 のプロモー

ター領域において、活性型ヒストン修飾である

H3K4me3 が低下していることが明らかになった。 
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また、Cyp4a 14 のプロモーター領域においても、

活性型ヒストン修飾である H3K4me3 が低下してい

ることが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、Cyp7b1 のプロモーター領域においては、活

性型ヒストン修飾である H3K27Ac が増加している

ことが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらに、Cyp2b10 のプロモーター領域においても、

活性型ヒストン修飾である H3K27Ac および 

H3K4me3 が増加していることが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

一方、肝臓以外の臓器のゲノム DNA のメチル化解

析方法については、各種臓器よりゲノム DNA を抽出

した後は、基本的には先行研究でプロトコールを確

立している肝臓での全ゲノムバイサルファイト解析

方法と同じと確認された。 

 

令和 4 年度においては、新たに 0.5%メチルセル

ロース水溶液を 14 日間反復曝露した後、溶媒（0.5%

メチルセルロース水溶液）を投与し 2 時間後のマウ

ス肝および、0.5%メチルセルロース水溶液を単回投

与した 2 時間後のマウス肝のヒストンのメチル化お

よびアセチル化を比較検証した各マウス肝（30 μg）

を材料として、ヒストン修飾の解析を行なった。 

 

これは、0.5%メチルセルロース水溶液の反復投与

により、ヒストン修飾が影響を受けるかどうかを明

らかにすること、すなわち、溶媒影響があるのかを検

証する目的で行なっている。 

 

各抗体について、溶媒対照群と反復投与群におい

て認められた各ピーク数はそれぞれ（以下、溶媒対照

群、反復投与群）、 

 

抗 H3K4me3 抗体（17,205、18,566）、 

抗 H3K27Ac 抗体（24,329、27,259）、 

抗 H3K27me3 抗体 （20,289、22,147）、 

抗 H3K9me3 抗体（18,961、22,803）、 

 

となっている。この内、特に H3K9me3 のピーク数が

22,803から 18,961へ、26.8% 減少しており、溶媒で

ある 0.5%メチルセルロース水溶液の反復投与によっ

て H3K9me3 が減少することが明らかになった（その

他は、H3K4me3:7.3 % 減少、H3K27Ac: 10.7 % 減少、

H3K27me3: 8.3 % 減少）。したがって VPAの反復投与 

で見られた H3K9me3 のグローバルな抑制は、0.5%メ

チルセルロース水溶液の反復投与が原因である可能
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性がある。 

 

令和 3 年度研究においては、サリドマイドの反復

投与において、多くの薬物代謝酵素の制御領域のヒ

ストン修飾に変化が確認されたが、その多くが溶媒

影響である可能性が明らかになった。個別のデータ

を以下に示す。 

 

サリドマイドの反復によって、Cyp4a10 のプロ

モーター領域において、活性型ヒストン修飾である

H3K4me3 が低下していたが、溶媒の反復投与でも低

下していることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、サリドマイドの反復によって、Cyp4a 14 の

プロモーター領域においても、活性型ヒストン修飾

である H3K4me3 が低下していたが、溶媒の反復投与

でも低下していることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、サリドマイドの反復によって、Cyp7b1 のプ

ロモーター領域においては、活性型ヒストン修飾で

ある H3K27Ac が増加していたが、溶媒の反復投与で

も低下していることが明らかとなった。 
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Cyp2b10 のプロモーター領域においては、サリド

マイドの反復によって活性型ヒストン修飾である

H3K27Ac および H3K4me3 が増加していたが、溶媒

の反復投与とは、逆の相関を示すことが明らかと

なった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ｄ．考察 

令和 3 年度研究において、サリドマイドの反復曝

露によるヒストン修飾解析を行い、薬物代謝酵素の

制御領域の多くで変化が見られていた。令和 4 年度

においては、その変化が本当にサリドマイドの反復

暴露による影響なのか、それとも溶媒の反復暴露に

よる影響なのかを検証するために、サリドマイドの

溶媒であるメチルセルロース水溶液（MC）の反復

暴露影響の解析を行った。 

 

今年度の解析結果からは、メチルセルロース水溶

液（MC）の反復暴露による溶媒影響があることが

想定される。 

 

 

 

 

Ｅ．結論 

サリドマイドの反復により、薬物代謝酵素群のプロ

モーター領域において、ヒストン修飾の変動が検出

されていたが、多くは溶媒影響の可能性がある。しか

しながら、Cyp2b10 に関しては、溶媒影響ではないと

考えられる。 
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毒性学会学術年会（2022.7.1） 

(8) 齊藤洋克, 種村健太郎, 菅野純, 北嶋聡：アセ

フェート単回経口投与による雄マウスの情動認

知行動解析―化学物質曝露影響から考える神

経発達障害―第 49 回日本毒性学会学術年会、

(2022.7.1)、札幌コンベンションセンター、シンポ

ジウム、口演. 

(9) 大久保佑亮, 菅野聖世, 北嶋 聡, 平林容子, 

福田淳二：ヒト iPS 細胞を用いたシグナル伝達

かく乱作用のダイナミクスに基づく高精度かつ

網羅的ヒト発生毒性試験法の開発、第 49 回日

本毒性学会学術年会（2022.7.1） 

(10) 菅野純、相﨑健一、小野竜一、北嶋 聡 新型反

復曝露トランスクリプトミクスから見た発癌エピ

ジェネティクスの考察. 第49回日本毒性学会学

術年会、(2022.6.30)、札幌コンベンションセン

ター、シンポジウム、口演. 

(11) 髙橋祐次、鶴岡秀志、大久保佑亮、相崎健一、 

北嶋 聡：バイタルサインの統合的評価による

急性毒性試験の致死性予測 第 49 回日本毒性

学会学術年会（2022.6.30） 

(12) 小野竜一, 山本 雄介, 成瀬 美衣, 田邊 思帆

里, 吉岡 祐亮, 相崎 健一, 広瀬 明彦, 落谷 

孝広, 平林 容子, 北嶋 聡 cfDNA による毒性

評 価  第 49 回 日 本 毒 性 学 会 学 術 年 会 

(2022.6.29.) 札幌コンベンションセンター、シ

ンポジウム、口演. 

(13)  Ryuichi Ono. Horizontal Gene transfer 

mediated by exosomes: a possible new risk 

for genome editing. International Congress of 

Toxicology, Maastricht, October, 2022（口頭発

表；シンポジウムオーガナイザー） 

(14)  小野 竜一、田埜 慶子, 安田 智, 佐藤 陽治, 

内田 恵理子, 平林 容子, 北嶋 聡 ゲノム編

集技術を利用した際の、オンターゲット部位に

おける非意図配列の挿入と、その検出方法の確

立 日本食品衛生学会第１１8 回学術講演会 

2022.11.11 長崎（口頭発表） 

(15) Ryuichi Ono. Toxicity Concerns of Exosome 

Products. American College of Toxicology, 

Denver, Novembr, 2022（invited） 

(16) J. Kanno, K. Aisaki, R. Ono, and S. Kitajima：

Comprehensive Histone, DNA Methylation, and 

mRNA Expression Analysis of Murine Liver 

Repeatedly Exposed to Chemicals: Percellome 

Project 2022 Update. Society of Toxicology 

(SOT) 61st Annual Meeting (SOT2022), 

(2022.3.30), San Diego, USA, Poster. 

 

Ｇ．知的所有権の取得状況 

１．特許取得 

なし 

２．実用新案登録 

なし 

３．その他 

なし 
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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） 

トキシコゲノミクスとシステムバイオロジーとの融合による 

新型化学物質有害性評価系の実装研究 

（２１ＫＤ２００１） 

 

令和 4 年度 分担研究報告書 

 

システムバイオロジーによる毒性解析の AI 化 

 

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 

システム毒性では、一連の解析手順の高度な連携と同時に、大規模データベースから多

くの情報を抽出し、それを解析へと結びつける必要がある。本研究では、深層学習(Deep 

Learning)を用いて膨大な遺伝子変動データから有意に変動した遺伝子を高精度で自動同定

させる技術ならびに解析パイプラインの連動強化を行なった。 

 

研究協力者 

長谷 武志  特定非営利活動法人 

 システム・バイオロジー研究機構 

 

Natalia Polouliakh 株式会社ソニーコンピュータ

サイエンス研究所 

 

Ａ．研究目的 

システム・レベルで毒性を理解するには、膨大な

実験データを格納したデータベース、文献、数値モデ

ルなどを統合的に解析する必要があり、大規模かつ

複雑なデータを意味のある形で解析するには、深層

学習やテキストマイニングなどを含めた一連の人工

知能（AI）アルゴリズム群の連携が有効である。さら

に、複数の解析ツールをスムーズに連動させる必要

がある。本分担研究では、一連の解析過程の AI 化を

実施し、ツール間連動を強化することで、高度な AI

駆動型システム毒性学基盤の構築を推進する。 

 

Ｂ．研究方法 

システム・レベルで毒性を理解するには、膨大な

実験データを格納したデータベース、文献、数値モデ

ルなどを統合的に解析する必要があり、大規模かつ

複雑なデータを意味のある形で解析するには、深層

学習やテキストマイニングなどを含めた一連の人工

知能（AI）アルゴリズム群の連携が有効である。本分

担研究では、一連の解析過程の AI 化を実施する。 

 

●深層学習を用いた大規模遺伝子発現データベース

からの重要遺伝子群の判別 

先行研究で開発した、深層学習を用いた３次元グ

ラフの画像解析システム DTOX について改良、即ち

特異パターンの追加学習と GUI 実装の改良を進めた。 

追加学習用の画像セットは、遺伝子発現を用量×時

間×発現量（Percellome 法により細胞 1 個あたりの

mRNA コピー数に換算したデータ）の 3 次元グラフ

に描画したものを用いた。また GUI 実装は、python

の代表的な GUI 作成用のモジュールである、PYQT5
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と、Qtdesigner を用いて改良を進めた。 

 

●深層学習を用いたエピゲノム解析データからの有

意なエピゲノム修飾の判別 

エピゲノム解析では、曝露下の遺伝子のエピゲノ

ム修飾（ヒストン修飾およびゲノム DNA メチル化

の状態）を、下図に示すような解析画像として表示

し、研究者の判断を助けている。 

 

図．エピゲノム解析画像の例 
上から８行で示される分布がクロマチン修飾の状況を表しており、

下から８行のプロットがメチル化の状況を表している。横軸は配列の
位置を表している。メチル化については、青いプロットがメチル化さ
れていない状態を表している。 

 

有意なエピゲノム修飾を同定するために、長年の

経験を積んできた研究者が、それぞれの遺伝子に対

するエピゲノム解析画像を検討し、分類を行ってき

た。しかしながら、化学物質数×遺伝子数の解析画像

が存在し、網羅的に有意なエピゲノム修飾を同定す

るには、多大な時間と労力が必要となっている。これ

を解決すべく、エピゲノムデータ（解析画像）から、

効率良く有意なエピゲノム修飾を判別する手法の構

築を目的として、深層学習モデルの構築を行った。 

深層学習モデルの訓練には、専門家により分類さ

れたエピゲノム解析画像を訓練データとして用いた。

このエピゲノム画像データは、四塩化炭素、バルプロ

酸ナトリウム、クロフィブラートの新型反復曝露と

単回曝露において得られたものである。各遺伝子に

対するエピゲノム解析画像を、専門家が視覚的に検

証して、以下の 3 群に分類している。 

① suppression 群：反復曝露によるエピゲノム修飾に

より、遺伝子発現が抑制されたもの（5,937 画像） 

② induction 群：反復曝露によるエピゲノム修飾によ

り、遺伝子発現が誘導されたもの（457 画像） 

③ non significant 群：反復曝露によるエピゲノム修飾

により、遺伝子発現が有意な変動をしめさなかった

もの（2,349 画像） 

この 3 群の内、化合物の毒性メカニズムを探索す

るために有意な意味の有る群は suppression 群と

induction 群であるが、induction 群の画像の枚数が少

なく、最も分類が難しい状況であった。 

今回、この induction 群に対する訓練画像を増幅す

ることを目的として、深層学習を基盤とした代表手

的な生成モデルである“Generative adversarial network 

(GAN)”の実装を行った(参考文献 1)。 

 

●転写領域解析ソフトウェア SHOE の改良 

SHOE の開発は、Java 言語（USA, Oracle Inc.）で

行った。Garuda Platform 用ソフトウェア（Garuda ガ

ジェット）の開発や他の Garuda ガジェットとの連動

については、GarudaDevPack を使用した。性能評価や

試験運用には、Percellome データベースより実際の化

学物質曝露による遺伝子発現時系列データを用いた。 

 

 

Ｃ．研究結果 

●深層学習を用いた大規模遺伝子発現データベース

からの重要遺伝子群の判別 

先行研究で開発した深層学習モデル DTOX につ

いては、グラフィカルユーザーインターフェイス

（GUI）を実装し、試用とフィードバックによる改良

を継続している。 
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また DTOX に関する成果の原著論文化を進めてい

る。 

 

●深層学習を用いたエピゲノム解析データからの有

意なエピゲノム修飾の判別 

エピゲノム解析画像を① suppression 群、②

induction 群、③non significant 群の三群に分類するこ

とを目的として、先行研究では多様な深層学習アー

キテクチャに基づく分類モデルを構築した結果、構

築した分類モデル全てで、non-significant 群と、それ

以外の 2 群を正確に分類することが出来たが、

induction 群の画像が少なく、分類が難しい状況で

あった。 

今年度はこの induction 群に対する訓練画像を増

幅することを目的として、深層学習を基盤とした代

表的な生成モデルである“Generative adversarial 

network (GAN)”の実装を行った。GAN は、下図に

示すように、(i)生成器ネットワークと(ii)識別器ネッ

トワークの 2 つのネットワークから構成されている。

生成器ネットワークは、ランダムなノイズから偽の

画像データを生成する。識別器は偽の画像データと

実物の画像データを比較する。比較により、生成器

ネットワークによる画像データから、偽の画像を識

別する。生成器ネットワークと識別器ネットワーク

が競い合う様に訓練が進んでいき、最終的に、GAN

は実際の画像データと同様の特徴を持つ新規の画像

を生成可能となる。しかしながら、GAN 自体を訓練

するためにも、多くの画像データが必要であるとい

う問題があった。そこで、今回は、GAN の改良版で

ある“Fast GAN”の実装を行った(参考文献 3)。Fast 

GAN では、識別器ネットワークに AutoEncoder を

組み込んだ構造を採用している。その構造の中で、中

間層の出力から元の画像を復元する Decoder を追加

して、その復元誤差をロスに加えて効率の良い学習

を実現しており、少ない訓練画像から、訓練画像と同

様な性質を持つ画像を生成出来る。 

 

GAN の構造 

 

今回、昨年度と同様に、我々はエピゲノム画像

データを分類することを目的として、多様な深層学

習アーキテクチャに基づく分類モデルを構築した。

これらの深層学習アーキテクチャは、代表的な大規

模画像データセット（1000 カテゴリーに分類できる

120 万枚の画像で構成される）である ImageNet 

dataset を用いてプレトレイニングされたものであ

る。これらを、エピゲノム画像に対して転移学習を行

い、分類モデルを構築した。induction 群に対しては、

訓練データとして、専門家から提供を受けた 457 枚

の実データ画像に加えて、今年度実装を行った生成

モデルで生成した画像 6,000 枚も、訓練データとし

て用いた。 

実装した Fast GAN を使用し、induction 群の画

像を生成するモデルの構築を行った。今回、生成モ

デルについて、500 世代、5,000 世代、50,000 世代

の訓練を行い、その生成画像の特性について検証を

行った（下図）。 
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Fast GAN による生成画像 

図に示すように、500 世代では、ほぼ訓練画像の

特徴を捉えられていない。5,000 世代では、訓練画

像の主な特徴を捉えられてはいるものの、不鮮明な

部分が存在しているが、50,000 世代では、ほぼ完

全に訓練画像の特徴をとらえた画像を生成すること

ができた。この結果は、この生成モデルを用いるこ

とにより、訓練画像データの生成のために必要で

あった専門家の労力と時間を、大幅に削減できる可

能性があることを示している。 

 

次に、50,000 世代のモデルを使用して、6,000

枚の induction 群の生成画像を生成し、深層学習モ

デルの訓練に用いた。 

今回、エピゲノム修飾に関する実データ画像の内の

80％と、生成モデルで生成した画像を、トレイニン

グデータとして用いて深層学習モデルを構築した。

その後、残りの 20％のデータをテストデータとして

用いて構築したモデルの分類精度の検証を行った

（下図）。図に示すように、構築した 7 種の分類モデ

ル全てで、non-significant 群と、それ以外の 2 群を

正確に分類することが出来た。しかしながら、構築し

た 7 種類のモデル全てで、induction 群を分類するこ

とが困難であった。 

 

 

深層学習モデルの予測精度の検証 

 

この結果から、induction 群の訓練画像を増幅す

るのみでは、これらの深層学習モデルは分類に十分

な特徴量を抽出できていないことが示唆された。 

 

 

●転写領域解析ソフトウェア SHOE の改良 

今年度は、Garuda Platform 上で、Percellome DB

と SHOE の連動をより密にした。下図に連動の概要

と、一連の画面を提示する。 
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また他の Garuda Gadget との連動を強化し、解析

パイプラインの構築を進めた。具体的には Garuda 

Gatewayの上で動作連動を行うレシピ機能を利用し

て、連続的解析の自動化を行なった。これに合わせ

て SHOEと ACGTの Garuda登録を進めた。 

 

 



 

- 53 - 

 

 

 

 

 

なおクラスター解析に関して今まで使用してい

た ClustralW がサポート終了のため、ClustalW から

Clusteral Omega に変更した。 

 

 

 

Ｄ．考察 

本分担研究においては、独自開発した深層学習遺伝

子発現グラフ画像解析システムDTOX においては一般

的なバイオインフォマティクス解析パイプラインの精

度を大きく上回る性能を達成したことから、深層学習

は、大規模データの自動分類に有効であることがわ

かった。 

一方、エピゲノム解析への応用研究について

は、induction 群の訓練用画像の不足から、一部の

分類が困難であり、これを解消すべく使用した生成

モデル FastGAN が増幅した induction 群の訓練画像

のみでは、深層学習モデルは分類に十分な特徴量を

抽出できていないことが示された。 

この原因としては、使用している深層学習アー

キテクチャは Image Net でプレトレイニングした

ものであり、これを転移学習するのみではエピゲノ

ム画像分類に適した特徴量を抽出できていないため

であると推察される。そこで、この問題を解決する

ために、①よりエピゲノム修飾画像に特化したモデ

ルを構築すべく、転移学習ではなく、エピゲノム修

飾の訓練画像のみで、一から深層学習モデルをトレ

イニングする試みと、②より有用な特徴量を抽出す

ることを目的として、言語翻訳ＡＩで活用されてい

る “attention layer”、特に医療画像分類で高い精

度を上げている、attention layer の１種である、

“soft attention”（参考文献 4）の実装と深層学習

モデルへの組み込み、を予定している。 

 

 

Ｅ．結論 

本分担研究についてはほぼ計画通り推移した。先行

研究により開発した遺伝子発現解析用 AI の実装ソ

フトウェアから、深層学習は、大規模データの自動分

類に有効であることがわかったが、新たに開始した

エピゲノム解析の AI 自動化の試みからは、充分量の

訓練用画像が重要であることは当然として、その構
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造に関してはさらに精密なデザインが要求されるこ

とが分かった。 

一方、解析プロセスの自動化については、初期段階

であるが、極めて効率的であることが分かった。 

今回の成果で、AI を使った高精度解析とその自動

化への可能性が明確になり、課題も同定された。今後

は、それらの課題の解決を行う。 

 

(参考文献) 

1. Ian J. Goodfellow et al. (2014) Generative Adversarial 

Networks. https://arxiv.org/abs/1406.2661 

2. Vaswani A et al. (2017) Attention Is All You Need. 

https://arxiv.org/abs/1706.03762 

3. Liu B et al. (2021) Towards Faster and Stabilized GAN 

Training for High-fidelity Few-shot Image Synthesis. 

https://arxiv.org/abs/2101.04775 

4. Datta K.S et al. (2021) Soft-Attention Improves Skin 

Cancer Classification Performance. 

https://arxiv.org/abs/2105.03358 

 

 

Ｆ．研究発表 

１．論文発表 

(1)  Natalia Polouliakh, Takeshi Hase, Samik 

Ghosh, Hiroaki Kitano: Toxicity Analysis of 

Pentachlorophenol Data with a Bioinformatics Tool 

Set.  Methods Mol Biol. 2022;2486:105-125. 

.[ DOI: 10.1007/978-1-0716-2265-0_7] 

 

2. 学会発表 

(1) 長谷武志、谷内江綾子、Samik Ghosh、北野

宏明：AI 駆動型オミックスデータ解析とそのシス

テム毒性学・創薬研究への応用. 第 49回日本毒性

学会学術年会、(2022.7.2)、札幌コンベンションセン

ター、シンポジウム、口演. 

 

 

 

Ｇ．知的所有権の取得状況 

１．特許取得 

なし 

２．実用新案登録 

なし 

３．その他 

なし 
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https://arxiv.org/abs/1706.03762
https://arxiv.org/abs/2101.04775
https://arxiv.org/abs/2105.03358
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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） 

トキシコゲノミクスとシステムバイオロジーとの融合による 

新型化学物質有害性評価系の実装研究 

（２１ＫＤ２００１） 

 

令和 4 年度 分担研究報告書 

 

統合ツール“Percellome Integrator”の開発 

 

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 室長 

 

研究要旨 

本研究は、毒性の分子機序に基づいて、現行の不確実係数（安全係数）を利用する有害性評

価手法を補強し、より迅速で、高精度且つ省動物を具現化した新たな有害性評価系の開発を目

標として、マイクロアレイ（GeneChip)と次世代シーケンサを用いて基盤となる遺伝子発現及び

エピゲノムの網羅的データを得つつ、独自開発のソフトウェア群による化学物質の生体影響の

網羅的分析法の体系化を行い、これに、毒性学・分子生物学に精通したデータサイエンス専門

家を擁して、システムバイオロジー及び人工知能（AI）技術を融合した新たな有害性評価系の

開発を進める。 

特に先行研究において、Percellome 法*を基盤とする「新型」反復曝露実験**の蓄積によりプ

ロトタイプを構築した化学物質の反復曝露による生体影響のデータベースについては、溶媒の

反復曝露影響や、反復曝露影響の可逆性・非可逆性を遺伝子単位で取得、反映することにより、

解析精度を向上させる。単回曝露のデータベースと共にこれを利用することで、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の期間短縮・効率化を検討する。 

本分担研究では、新型化学物質有害性評価系の実装に必要となる全ゲノム配列を参照する

Percellome 解析に最適化された統合ソフトウェアの開発を進める。 

令和 4 年度は、新型化学物質有害性評価システムの解析コアの主要ユニットとして、遺伝子

発現データとエピゲノムデータの連携解析ユニットの開発、ゲノムデータ等の表示・解析モ

ジュールのデザインを進めつつ、並行して変動遺伝子の自動抽出パイプラインの改良を実施し

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曝露し、遺伝子発現測定直前の曝露時に、溶媒群、低用量群、中用量群、 

 高用量群に分けて最終曝露を一回行う。 
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Ａ．研究目的 

本研究は、独自構築したトキシコゲノミクス・デー

タベース（DB）にインフォマティクス、及び、人工

知能（AI）を拡大適用し、化学物質が実験動物に惹起

する遺伝子発現変動等の分子毒性学情報から、科学

的根拠に基づく有害性予測評価手法を確立する。こ

れにより「安全係数」を用いる従来の有害性評価手法

を補強するとともに、迅速、高精度、省動物を具現化

する新たな評価システムを構築することを目的とす

る。 

即ち、先行研究にて構築済みの延べ 8 億 5 千万遺

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及び反復曝露の毒性ネット

ワーク解析技術を基盤に、これらを維持・拡充しつ

つ、さらに臓器別のゲノム DNA メチル化及び代表的

物質の反復曝露によるヒストン修飾情報を加えて、

毒性ネットワーク解析による、短期間試験での反復

曝露毒性の予測評価技術を開発する。この際、イン

フォマティクス専門家によりシステムトキシコロ

ジーや人工知能の技術を融合し、反復曝露にも対応

する新型化学物質有害性評価系の実装を進める。 

本分担研究では、新型化学物質有害性評価系の実

装に必要となる全ゲノム配列を参照する Percellome

解析に最適化された統合ソフトウェアの開発を進め

る。 

 

Ｂ．研究方法 

ソフトウェアの in house 開発に際しては、先行研究

で開発したソフトウェアの改良の際は開発効率と生

成する実行バイナリの実行速度を重視して、

Win32/64 開発及び Web アプリケーション開発は

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。新たに開発するソフトウェアについて

は、ライブラリが充実している Python (ver.3.9.1)を用

いた。主な解析ライブラリとしては numpy (ver.1.19.5)、

pandas (ver.1.2.1)、scikit-learn (ver.1.2.0)を、グラフ描画ラ

イブラリとしてmatplotlib（ver.3.2.2）を用いた。 

 

Ｃ．研究結果 

令和４年度も最終目標である新型化学物質有害性評

価システムの解析コアの主要ユニットとしての、遺伝

子発現とエピゲノムのデータ解析ユニットの開発を

進めた。研究計画初期のデザインのままでは、解析工

程のボトルネック、即ち、化学物質曝露による発現変

動遺伝子の抽出作業の効率化が不十分である可能性

が浮上したため、新たに遺伝子発現の 3 次元パター

ン(Surface)の特徴分類アルゴリズムの開発を進めた。 

具体的な効率化の内容としては、ノイズパターン除

去の強化と、発現パターンからの自動時系列分類で

ある。基本的なアルゴリズムは、①変動幅が参考値以

下の Surface のノイズ判定、②溶媒群と投与群の比較

による概日リズムパターンの自動判別、及び③時系

列パターンや飽和パターンなどの「テンプレート」と

の比較による自動（時系列）分類、から構成される(下

図)。 

 

4 用量×4 時点の Surfaceの基本解析フロー 

16群の平均値の中央値から参考値を計算

16群の平均値の変動幅
＞参考値

ノイズと判定

各時点の溶媒群を差し引く(SubY0)

SubY016群の平均値の
変動幅＞参考値

概日リズムと判定

SubY0から各テンプレートを差し引き、
残差の変動幅を計算、参考値と比較。

参考値以下のテンプレートから、
最も変動幅の小さいテンプレートを決定。

false

false

true

true
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想定されるテンプレートを用意することにより、発現パターンの自動
分類を実現する。ピーク数 1～2、ピーク時点、ピーク幅、立ち上がり
方の組み合わせと、飽和パターンを合わせたテンプレート基本セット
を示す。 
 

 

このとき参考値の算出は、単純な fold change ではな

く、先行研究で考案した empirical な曲線（実際の

Percellome 法により絶対量化した発現値の分散から

パラメータを決定する指数関数（下図、Fx曲線と仮

称）を用いた。 

 

対数グラフ上で、パラメータによって曲率が変化する Fx 曲線 

 

例えば、下図のような 8 時間ピークの Surface (赤色で

表示)については、概日リズムパターンではない、有意

な変動幅を呈するピークであり、8 時間高用量ピークに

分類された。 

 

 

 

RC (ratio of change)

0.5 1.0 2.0 3.0 4.0

W
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2
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Ｄ．考察 

統合ツール“Percellome Integrator”の開発準備はほ

ぼ計画通りに進行している。新型化学物質有害性評価

システムの解析コア開発については、ライブラリの組

み込みテストを進めている。 

遺伝子発現の 3次元パターン(Surface)の特徴分類

アルゴリズム開発については、期待されたノイズ除

去と自動(時系列)分類の性能を満たしつつある。ノ

イズ除去が強すぎる傾向があるため、参考値の算出

に利用した Fx 曲線の改良を進めており、現在のと

ころ、パラメータを 1つ追加することで、曲率調整

の柔軟性を向上させ、過度の足切りが起こらない様

にする事に成功している。 

現在使用している RSort（Surface の凹凸を解析

し、有意な変動を示す候補遺伝子を数理的に抽出す

る）と DTOX(北野分担研究者らによる AI。熟練研

究者の判定を学習、再現する)で処理した後、研究

者による最終的なヒューマンキュレーションの前

に、本アルゴリズムの実装フィルターを挿入するこ

とで、データ解析工程の大幅な効率化が期待でき

る。 

 

 

Ｅ．結論 

遺伝子発現データとエピゲノムデータの連携解析

ユニットの開発、ゲノムデータ等の表示・解析モ

ジュールのデザインを進めつつ、並行して変動遺伝

子の自動抽出パイプラインの改良を行い、統合ツー

ルがより機能的・実用的なものになることが期待さ

れる。 
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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） 

トキシコゲノミクスとシステムバイオロジーとの融合による 

新型化学物質有害性評価系の実装研究 

（２１ＫＤ２００１） 

 

令和 4 年度 分担研究報告書 

 

Percellome データベースを利用した解析パイプライン 

 

研究分担者  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 

プロジェクトリーダー 

 

研究要旨 

令和 4 年度は、既知の PPAR (Peroxisome Proliferator Activated Receptor Alpha)リガンド

およびこれまでの研究成果から PPARリガンドであることが示唆されている化学物質（ク

ロフィブラート、バルプロ酸ナトリウム、エストラゴール）に、一部シグナルが重複するフ

タル酸ジ（2―エチルヘキシル）とフェノバルビタールを加えた５物質の相互解析を実施し、

トランスクリプトーム情報及びエピゲノム情報を利用した効率的な解析モデルの構築を試

みた。 

 

A.研究目的 

毒性を呈する化学物質が惹起する遺伝子

発現プロファイル（マイクロアレイデー

タ）を収集し、定量的な比較を可能とす

る為に細胞一個あたりの mRNA コピー

数を推定するプロセスを加えた

Percellome データベースは、化学物質に

よる毒性発現機構を遺伝子発現カスケー

ドから解明する為に有用なリソースであ

る。本データベースにはマウスへの曝露

用量、曝露時間ごとに遺伝子発現量（推

定される細胞一個あたりの mRNA コ

ピー数）が格納されており、遺伝子発現

量の動的変化から「どのような分子ネッ

トワークの変動が化学物質曝露と関連づ

けられるか」を抽出することができる。

当該年度は、前年度にも解析対象として

いた既知の PPAR (Peroxisome 

Proliferator Activated Receptor Alpha)リ

ガンドおよびこれまでの研究成果から

PPARリガンドであることが示唆され

ている化学物質 3 種（クロフィブラー

ト、バルプロ酸、エストラゴール）に

DEHP（フタル酸ジ（2―エチルヘキシ

ル））及び PB（フェノバルビタール）

を加えて遺伝子発現プロファイルの動的
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変動を比較し、これら 5 種に共通するパ

ターンや固有に認められるパターンを検

出することにより、化合物曝露が惹起す

る生体反応のカスケードを推定するワー

クフローを検討することを研究目的とし

た。 

 

 

B.研究方法 

解析データ： 

クロフィブラート、バルプロ酸ナト

リウム、エストラゴール、DEHPまたは

PBを投与したマウスの肝臓における遺伝

子発現プロファイルを使用した。マウス

（C57BL/6, 12週齢、オス）にクロフィ

ブラート（0, 10, 30, 100 mg/kg、溶

媒：メチルセルロース 0.5%）を経口投

与し、2,4,8,24時間後に肝臓を回収して

マイクロアレイ解析（Affymetrix 

GeneChip Mouse Genome 430 2.0）に供

した。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

後に各臓器（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）に供した。マウス

（C57BL/6, 12週齢、オス）にエストラ

ゴール（0, 10, 30, 100 mg/kg、溶媒：

メチルセルロース 0.5%）を経口投与

し、2,4,8,24時間後に肝臓を回収してマ

イクロアレイ解析（Affymetrix 

GeneChip Mouse Genome 430 2.0）に供

した。これらのデータは Percellome法

[1]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。 

 

データ解析： 

曝露時間及び曝露用量依存的に発現

変動が見られる遺伝子（DEG）のリスト

は、遺伝子発現の 3Dプロット（曝露用

量、曝露時間、細胞一個あたりの mRNA

コピー推定量を三方向の軸に取ったプ

ロット）の形状より毒性学の専門家があ

らかじめ作成していたものを利用した。

次に、遺伝子発現が亢進する時点のパ

ターンごとに遺伝子リストを分割し、 

TargetMine

（http://targetmine.mizuguchilab.org 

[2,3]）を用いて Probe ID から遺伝子リ

ストへの変換を行った。各種エンリッチ

メント解析には、TargetMine および

metascape（https://metascape.org/gp/ 

index.html#/main/step1 [5]）を用い

た。 

 

 

C.研究結果 

前年度までの我々の研究により、①バ

ルプロ酸投与によってPPAR、SREBP、ERの

クロストークが影響を受けること、②エ

ストラゴールは特異性の高いPPARリガ

ンドである可能性があることが既に見い

だ さ れ て い る 。 Acot （ Acyl-CoA 

thioesterase）といったPPAR標的遺伝子
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は共通して  時間で発現亢進が認め

られておりPPARの活性化は数時間保た

れていること、種の化学物質によって発

現が亢進する遺伝子リストで重複は大き

くないこと、その一方で発現亢進が認め

られる遺伝子のうちエンリッチメント解

析で検出される共通機能を有するものは

種の化学物質間で似通っていることが

見出された。バルプロ酸では 時間の時

点で転写や細胞周期に関連する遺伝子の

発現が亢進し、少し遅れて脂質代謝関連

遺伝子の亢進のピークが認められた。ま

た、クロフィブラートでは曝露時間の時

点でリボソーム生合成関連遺伝子の発現

亢進が認められた。 

以上を踏まえ、当該年度は更に化合

物を追加し、metascapeを用いた遺伝子発

現プロファイルの比較解析を行なった。

その結果、a)クロフィブラートはPPARの

他にもPPAR、PPAR、PPARgc1aの活性化を

介して幅広く脂質代謝関連遺伝子の発現

を亢進させる他、Nrf1やEsrraをも活性化

する、b)バルプロ酸ナトリウムは遺伝子

発現変動が大きいが主にE2f1、E2f4の活

性化によるものであり、PPARも活性化す

るもののその応答は小さく遅い、c)エス

トラゴールはPPARの活性化を介した遺

伝子発現亢進以外にも曝露8時間におい

て脂質代謝に関連する遺伝子などが変動

するが、後者はPPAR活性化とは別のメカ

ニズムが疑われる、d)DEHPはPPARの他に

もPPAR、PPAR、PPARgc1aの活性化を介し

て幅広く脂質代謝関連遺伝子の発現を亢

進させる他、Hif1a、Nfe2l2、Egr1をも活

性化する、e)PBは曝露24時間でNrf2、Ahr、

Hnf1a、Srebp、Pxrといった様々な核内受

容体が活性化する、といった可能性を示

唆する結果を得た。 

 

 

D.考察 

前年度の研究では、どの時点において

発現亢進が認められたかのパターンごと

に細かく遺伝子リストを分割し、それぞ

れに対してエンリッチメント解析を行う

ことで曝露時間の情報をどのように活用

するのが効果的かを検討した。その結果、

類似化合物との遺伝子発現プロファイル

の比較が毒性発現メカニズム推定におい

て有益であることが見出された。その結

果を受けて、当該年度は化合物と曝露時

間ごとに発現が変動したprobe IDリスト

を作成し、遺伝子リストに変換したのち

にmetascapeを用いたパターン比較を行

なった。その結果、どのタイミングで発現

亢進が起こるによって数パターンに分割

することが可能であり、そのパターンご

とに上流因子解析を行うことで通常のエ

ンリッチメント解析では見逃しがちな生

体応答を捉え得る。 
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E.結論 

既知のPPARリガンド、およびPPARリ

ガンドであることが示唆されている化学

物質が惹起する遺伝子発現変動パターン

を曝露時間情報を元に分解することによ

り、時間を追うごとに変動する生体応答

を捉え易くなることを確認した。 
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