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研究要旨 

本分担研究では、急性毒性発現時の海馬、肺、肝の遺伝子発現データを取得し、その臓器連関解析を実施

した。具体的には、被験物質を単回経口投与後、得られたマウスの海馬を含む脳 4 部位、肺及び肝の mRNA
サンプルにつき、当方が開発した 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。再現性、感度、用量相関性、全遺伝子発現の網羅性を考慮し Affymetrix 社 GeneChip、
Mouse Genome 430 2.0 を使用した。4 用量、4 時点の遺伝子発現情報を既に開発済みの波面解析等を用い

た教師無しクラスタリング解析を行い、多臓器連関及びインフォマティクス解析の開発を進める計画である。R4
年度は、モデル物質として 4,4'-Dihydroxybiphenyl（4,4'-D）を選択し、0.5％MC を溶媒として 0、7、20 及び

70 mg/kg の用量で実施した。肝についての解析の結果、有害事象との関連を示唆するシグナルネットワークと

して、折りたたみ不全タンパク質反応、酸化ストレス応答転写因子、糖質コルチコイド受容体シグナルが抽出さ

れてきた。発現増加が認められる遺伝子のプロモーター解析した結果、小胞体ストレス応答の下流に位置する

ATF4 あるいは XBP1 が抽出されてきた事から、肝においてはタンパク質の変性が亢進していることが示唆され

た。また、Nrf2 が抽出されてきた事から、酸化的ストレスが更新していることが示唆された。加えて、TNF, IL4, 
IL1B, IL6, IL3 及び TGFB1 が抽出してきたことから、サイトカインシグナルが活性化され炎症が誘発されること

が示唆された。R5 年度は、さらにインフォマティクス解析を進め、具体的には Percellome データベース全体と

網羅的に比較解析を行う、独自に開発した PercellomeExplorer プログラムにより、382 通りの試験データベー

ス中、227 の肝プロファイルデータについて、4,4'-D と類似した反応を惹起する化学物質のリストを生成した。そ

の結果、類似反応を惹起する化学物質として、高順位のものとしてはインディゴや硫酸アンモニウムアルミニウム

などが抽出されてきたが、概して類似度は低く、また各化学物質と共通して発現していた遺伝子群からは、特に
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タンパク質の変性が亢進が示唆されるという、昨年度の解析結果の内容を裏付ける解析結果となった。 
 

A．研究目的 

本研究の目的は、Reduction と Refinement によ

りヒトの安全性確保に主眼を置いた新規急性経口投

与毒性試験方法の開発である。本分担研究では、脳、

肝、腎において、急性毒性発現時にどのような現象

が生じているかを遺伝子発現変動解析により、バイタ

ルサインの妥当性を考察し人への外挿を図る。 

B．研究方法 

急性毒性発現時の海馬、肺及び肝の遺伝子発現

データを取得し、その臓器連関解析を実施する。具

体的には、被験物質を単回経口投与後、得られたマ

ウスの海馬を含む脳 4 部位、肺及び肝の mRNA サ

ンプルにつき、独自の遺伝子発現値の絶対化手法

である Percellome 法（Kanno J et al, BMC 
Genomics 7 64 2006）による網羅的遺伝子発現解

析を行なった。再現性、感度、用量相関性、全遺伝

子発現の網羅性を考慮し Affymetrix 社 GeneChip、
Mouse Genome 430 2.0 を使用した。4 用量、4 時

点の遺伝子発現情報について既に開発済みの波面

解析等を用いた教師無しクラスタリング解析を行なっ

た。 
モデル物質として 、 4,4'-Dihydroxybiphenyl 

（CAS No: 92-88-6,富士フイルム和光純薬）及び

2,5-Di-tert-butylhydroquinone を選択した。 
動物は、12 週齢の雄性 C57BL/6J マウスを用い、

金属製胃ゾンデ（KN-348、夏目製作所）を用いて各

群 3 匹に単回経口投与した。遺伝子発現変動解析

は、投与後の時間 4 点（投与 2、4、 8 及び 24 時間

後）、各群 3 匹、合計 48 匹のマウスについて解析を

行った。マウス各組織を採取後すみやかに RNA 
later (Ambion 社)の入った RNA 用サンプルチュー

ブ（キアゲン社）に採取し、4℃で一晩浸漬し、RNase 
を不活化した。具体的には、解析ソフト RSort を利用

し、遺伝子の発現変動が有意（t 検定での各時点に

溶媒対照との間で P 値＜0.05）で、発現変動の最高

値のコピー数が１以上という条件で遺伝子を粗抽出

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

につき凹凸を評価し、全ての ps を生物学的に有意と

考えられる順に並び替えるものである。また、既知情

報との照合によるシグナルネットワーク及び遺伝子発

現の制御因子の探索は、 Ingenuity Pathways 
Analysis （IPA） （Ingenuity Systems Inc.）を用いて

行った。 
インフォマティクス解析（ビッグデータによる毒性分

子機序解析）には独自に開発した専用ソフトウェア

PercellomeExplorer を使用した。Percellomeデータ

ベースは in vivo 系のトキシコゲノミクスデータベース

としては世界有数の規模となっており、現在では延べ

遺伝子数にして 8 億 5 千万件が登録されている。こ

の比較作業で扱うデータ量は膨大であり、人手では

到底無理と考えられる。そこで、大規模比較解析を

容易に実行できるように、PercellomeExplorer を使

用し、各化学物質の曝露で変動する遺伝子リスト間

で多対多の類似計算を行い、Percellome データベ

ースの全レコードを検索して類似反応を示す化学物

質を抽出した。 
なお実験結果における各遺伝子の発現変動を、

下記図１（別添）のように、各遺伝子につき濃度依存

性、経時変化、遺伝子発現量についての 3 次元グラ

フとして示す。具体的には、縦軸(Z 軸)に絶対値化し

た（細胞 1 個あたりのコピー数）mRNA の発現量をと

り、X, Y 軸にはそれぞれ、投与用量とサンプリング時

間をとり、各条件の n=3 の平均値曲面で表示する。

加えてこの平均曲面の上下に標準偏差(SD)平面

（薄い色）を示す。 
 

倫理面への配慮 
動物実験の計画及び実施に際しては、科学的及

び動物愛護的配慮を十分行い、下記、所属の研究

機関が定める動物実験に関する規定、指針を遵守し

た。「国立医薬品食品衛生研究所・動物実験等の適

正な実施に関する規程（平成 27 年 4 月版）」。 
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C．研究結果及び考察 

R4 年 度 は 、 モ デ ル 物 質 と し て 4,4'-
Dihydroxybiphenyl（4,4'-D）を選択し、0.5％MC を

溶媒として 0、62.5、125、250、500 mg/kg を投与し

た用量設定試験の結果、125 mg/kg以上で腎が硬く

なり、表面が粗造を呈し、250 mg/kg 以上で体重抑

制、500 mg/kg で腎重量増加が認められたことから、

主試験を 0、7、20 及び 70 mg/kg の用量で実施し

た。 
肝についての解析の結果、発現が増加する遺伝

子 1,425 プローブセット（ps）が粗抽出され、このうち

目視による確認により生物学的な変化が示唆された

ものとして 788 ps が抽出された。また発現が減少す

る遺伝子としては 859 ps が粗抽出され、目視による

確認により生物学的な変化が示唆されたものとして

26 ps が抽出された。次いで、増加分 788 ps につい

て検討した結果、IPAによる検索で、有害事象との関

連を示唆するシグナルネットワークとして、折りたたみ

不全タンパク質（unfolded protein）反応、酸化ストレ

ス応答転写因子 Nrf2 （NFE2L2; Nuclear factor 
erythroid 2-related factor 2）や糖質コルチコイド

（Glucocorticoid）受容体シグナルが抽出されてきた。

発現増加が認められる遺伝子の発現調節因子の探

索の為に、プロモーター解析（in silico）を、IPA にお

ける Upstream Analysis を用いて検討した結果、小

胞体ストレス応答の下流に位置する ATF4 あるいは

XBP1 が抽出されてきた事から、肝においてはタンパ

ク質の変性が亢進していることが示唆された。また、

Nrf2が抽出されてきた事から、酸化的ストレスが更新

していることが示唆された。加えて、TNF, IL4, IL1B, 
IL6, IL3 及び TGFB1 が抽出してきたことから、サイ

トカインシグナルが活性化され炎症が誘発されること

が示唆された。 
R5 年度は、さらにインフォマティクス解析を進め、

具体的には Percellome データベース全体と網羅的

に 比 較 解 析 を 行 う 、 独 自 に 開 発 し た

PercellomeExplorer プログラムにより、382 通りの試

験データベース中、227 の肝プロファイルデータにつ

いて、類似した反応を惹起する化学物質のリストを生

成した（表１）。その結果、4,4'-D の類似反応を惹起

する化学物質として、高順位のものとしてはインディ

ゴや硫酸アンモニウムアルミニウムなどが抽出されて

きたが、類似度は低いものばかりであった。続いて、

各化学物質に共通して発現していた遺伝子群につ

いて、IPA における Upstream Analysis を用いて検

討した結果、4,4'-D とインディゴ、あるいは 4,4'-D と

硫酸アンモニウムアルミニウム、双方の場合ともに、

共通して変動した遺伝子群は、特に小胞体ストレス

応答の下流に位置する ATF4 あるいは XBP1 が抽

出されてきた事から、肝においてはタンパク質の変性

が亢進していることが示唆され、この解析結果は、昨

年度の解析結果の内容を裏付ける解析結果となった。

この内、4,4'-D とインディゴの場合に、共通して変動

した遺伝子について、Upstream Analysis を用いて

解析した結果を図２に示す。 
したがって、各化学物質と共通して発現していた

遺伝子群からは、新たな毒性学的な意味付けを見い

だすことは出来ず、特にタンパク質の変性が亢進が

示唆されるという、昨年度の解析結果の内容を裏付

ける解析結果となった。 
4,4'-Dは、ラットにおける単回経口投与では 2,000 

mg/kg の用量で黄疸が、そして投与二日後に、3 匹

中 1 例に死亡が認められている（内部データ）。本遺

伝子発現解析においては、4,4'-D の単回経口投与

により、肝において、折りたたみ不全タンパク質

（unfolded protein）反応の障害が誘発され、タンパ

ク質の変性が亢進していることが示唆されたことから、

この機序が、4,4'-D による遅発性の毒性が認められ

た分子機序である事が示唆された。 
 

D．結論 

急性毒性試験における遺伝子発現変動解析にお

いて、昨年度検討した 4,4'-D を単回投与した場合に

ついて、今年度はさらにインフォマティクス解析を進

めた。その結果、類似反応を惹起する化学物質は抽

出されてきたが、概して類似度は低く、ここから新た

な毒性プロファイルを見出すことはできなかった。ま

た各化学物質と共通して発現していた遺伝子群から

は、特に、タンパク質の変性の亢進が示唆されるとい

う、昨年度の解析結果の内容を裏付ける解析結果と

なった。このタンパク質の変性の亢進という解析結果

からは、遅発性に肝毒性が誘発される事が強く示唆

され、このことは、急性毒性を考慮する際、必ずしも

速やかではなく遅発性に症状が認められる分子機序

があり得る可能性を示唆しており、今後、この観点か

らの観測も本研究に有用となるものと考える。 
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図1 遺伝子発現変動を示す図 
各遺伝子につき、濃度依存性、経時変化、遺伝子発現量についての3次元の曲面グラフとして示し、各条件の

3サンプルの平均値を示す曲面と、その上下に標準偏差(SD)平面（薄い色）をあわせて示した。一つの化学物

質に付き、約45,000枚の平面が描かれる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
表１ 4,4'-D と類似した反応を惹起する化学物質のリスト 
独自に開発した PercellomeExplorer プログラムにより、Percellome データベース全体と網羅的に比較解析を

行った。382 通りの試験データベース中、227 の肝プロファイルデータについて、類似した反応を惹起する化

学物質のリストを生成した（単回経口投与の場合を対象とした）。いずれも類似度は低かった。 
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図 2 4'-D とインディゴの場合に、共通して変動した遺伝子についてのプロモーター解析(in silico) 
IPA における Upstream Analysis を用いて検討した結果、小胞体ストレス関連遺伝子である XBP1 などが調節

因子として抽出されてきた。小胞体ストレス関連と考えられる因子については、カラムの水色を変えた。 
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