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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実施、令

和 4 年度研究においては、溶媒の反復影響によるエピジェネティック変化を評価すべく、

メチルセルロース 14 日間反復曝露のヒストン修飾解析を行って、サリドマイドの反復投

与で検出されたヒストン修飾の変化の多くが、溶媒影響によるものであることを示した。

令和 5年度も追加解析を行い、昨年度発見した Cyp 遺伝子群での変化だけでなく、Car遺

伝子群など、他の遺伝子領域においても顕著な変化が見られた。さらに、サリドマイド影
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響の可逆性検討のため、サリドマイド 14日間反復曝露、15日目から 14日間無処置、29日

目サリドマイド 4 用量単回曝露の実験を実施したところ、サリドマイドの明らかなエピ

ジェネティクス影響は、休薬することで、元に戻ることが明らかになった。 

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

（*） 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。 

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） 

令和 5 年度は、サリドマイド影響の可逆性検討の

ため、サリドマイド（700mg/kg）を 14日間反復投与

した後、15 日目から 14 日間無処置、29 日目に溶媒

（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用いてヒストン

修飾解析を実施している。 

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
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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。 

 

 

Ｃ．研究結果 

令和４年度に測定したメチルセルロース（MC）14

日間反復曝露および MC 単回曝露のエピゲノム解析

の追加解析を行なった。昨年度、多くの Cyp 遺伝子

群が MC の反復投与により、そのエピジェネティッ

ク状態に変化が生じることを報告していた(下図)。 
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探索範囲を拡大したところ、その他の遺伝子領域

においても顕著な変化が見られた。中でも Car 

(carbonic anhydrase)遺伝子群に関連したH3K27Acが、

大きな領域において、MCの反復投与により増加して

いることがわかったが、サリドマイドの反復投与（令

和 3 年度に測定）においては増加していないことが

判明した。 

エピジェネティックな状態の変化がこのようにク

ラスターを形成し、大きな領域で制御されているこ

とから、インスレーターのような制御が存在されて

いる可能性がある。 
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令和５年度は、サリドマイド影響の可逆性検討の

ため、サリドマイド 14日間反復曝露、15日目から 14

日間無処置、29 日目サリドマイド 4 用量単回曝露の

実験を実施した。 

その結果、下図の通り、サリドマイド反復で

H3K4me3 が誘導されていた領域において、休薬する

ことで元に戻る領域があることがわかった。 

 

 

Cyp4a10 

 

 

 

 

 

さらに、下図の通り、サリドマイド反復で

H3K4me3 が抑制されていたが、休薬することで元に

戻る領域があることも明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

一方、多臓器ゲノム DNA メチル化解析について

は、肝、肺、腎、海馬の臓器サンプルを採取し、全ゲ

ノムバイサルファイト解析に代わり、より効率が良

いとされる全ゲノムメチル解析（酵素法、EM-Seq）

を採用して実施した。従来法であるバイサルファイ

ト法で得たデータと比較した結果、一般的な EM-Seq

の評価通り、より高精度のデータであることを確認

した。 

 

 

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年度は、溶媒として使用している

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。その結果、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存在すること

が想定されていたが、昨年度発見した Cyp遺伝子群

だけでなく、今年度は Car遺伝子群への影響を確認

した。さらに、サリドマイドの反復投与により誘導

および抑制された H3K4me3 が、休薬によって元に

戻る領域もあることがわかった。同様のばく露実験

が幼若動物に行われていたのなら、サリドマイドの

休薬によって元に戻ったエピジェネティクス影響が

そのまま維持される可能性もあると考えられる。 

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、腎の正常組織をサンプリングし、

受託機関にて EM-Seq(酵素法)を実施した。これに

よって、肝だけでなく、肺、海馬、腎においても良

質なゲノム DNAメチル化のリファレンスデータが
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得られ、今後の解析精度も向上すると期待される。 

 

 

Ｅ．結論 

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の詳細解析が進み、エピ

ジェネティックな状態変化が遺伝子クラスターを形

成し、大きな領域で制御されていることが示唆され

た。 

さらに、サリドマイドの反復曝露影響によって生じ

たエピジェネティクス影響の一部が、休薬によって

元に戻る領域があることが明らかになった。 

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、EM-Seq法により、より高

精度なリファレンスデータを得られた。 
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