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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。単回投与のデーター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。また次年度以

降、多臓器のゲノム DNA メチル化解析を本格的に実施するにあたり、組織保存条件やデータ

解析に際して解決しなければならない技術的問題の対応策の検討を進めている。 

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

（*） mRNA発現値を細胞１個当たりのコピー数として絶対定量する方法。 

（**）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 

●次世代シーケンサを用いたクロマチン免疫沈降

シーケンス法（ChIP-Seq） 

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。 
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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。 

 

 

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。 

 

 

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。 

 

 

 

 

 

 

 

 

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。 

 

 

 

 

 

Ｄ．考察 

令和３年度はサリドマイドの反復曝露によるヒス

トン修飾解析データが得られる予定である。これに

はサリドマイドの反復曝露影によるエピゲノム影響

の解析といった直接的な意義だけでなく、サリドマ

イドの溶媒はメチルセルロース水溶液（MC）であ

ることから副次的な意義が認められている。即ち、

先行研究において VPA の反復曝露によりグローバ

ルな H3K9me3 の低下が見られていることから、こ

れが溶媒影響かどうか、溶媒が同じ MC であるサリ

ドマイドの反復曝露の解析結果から判別可能と考え

られる。もしグローバルな H3K9me3 の低下が溶媒

影響であった場合は、MC がよく利用される溶媒で

あるだけに影響が大きいと予想されるため、MC の

反復曝露影響の詳細解析を速やかに実施すべく、来

年度は MC の反復曝露影響について検討予定であ

る。 

さらに今年度のサリドマイド反復曝露の解析結果

においては、各種薬物代謝酵素のプロモーター領域

において、ヒストン修飾に大きな変動がみられた。 

これは、サリドマイドという薬物により、発現が

誘導および抑制され、そのままエピジェネティック

修飾も固定されたのではないかと考えられる。 

今後は、これらのヒストン修飾が、サリドマイド

の反復を止めることで元に戻りうるのかを検証する

ための良い対象遺伝子となるのではないかと考えら

れる。 

 

今年度は、個別の領域の解析を行ったが、ゲノム

ワイドには、H3K27me3のピーク数が、サリドマイド

の反復投与により 43.4% 増加していることに関し

て、その原因の解明を行いたい。 

 

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
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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が、サンプリング可能な臓

器片の量や、臓器を構成する細胞種の多寡、細胞種ご

との存在比率やエピゲノムに関連しているであろう

細胞種毎の分化状態など、組織片全体をホモジナイ

ズして解析する際に問題となり得る要素の検討を継

続する必要がある。 

 

 

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

された。これは、発現誘導または抑制状態がエピジェ

ネティックな変化により、固定されたとも考えられ

る。２年目においては、サリドマイドの反復投与によ

り 43.4% の増加が見られた H3K27me3 について、変

化のあった領域にどのような共通性があるのかを明

らかにする必要がある。また、肝臓以外の臓器のゲノ

ム DNA メチル化解析方法については、基本的には先

行研究で実施した肝臓での解析方法と同等と確認さ

れ、次年度以降、適切な臓器を選定の上、適切に実施

してゆく予定である。 
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