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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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