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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。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により、死因の究明につながる情報を得

ることを目的としている。R6 年度は、フグ毒として知られているテトロドトキシンを対象に、海馬の解析を行った。

遺伝子発現変動解析の結果、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、in silico プロモー

ター解析を、IPA における Upstream Analysis を用いて検討した結果、ストレス応答に絡むデキサメタゾン、ある

いはサイトカインである TNF が調節因子として抽出されてきた。興味深いことに、海馬での上流解析において、

軸索輸送に関与していることが知られハンチントン病の病因遺伝子であるが、正確な機能は未解明であるハン

チンチンタンパク質（HTT）が抽出された。 
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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 

モデル物質として、フグ毒として知られているテトロ

ドトキシン(Tetrodotoxin, TTX)を選択し、雄性マウス

に単回経口投与した際の、「海馬」における網羅的な

遺伝子発現変動解析について検討した。 
24 時間無作用量を高用量とし、12 週齢の雄性

C57BL/6J マウスを対象とし、モデル物質として、フ

グ毒としてしられるテトロドトキシン（tetrodotoxin, 
TTX、生化学用 ; ロット番号：LKG5746; 純度：

95.7 ％[HPLC]、富士フイルム和光純薬(株)）を、金

属製胃ゾンデ（KN-348、夏目製作所）を用いて強制

経口投与し、投与後の時間 4 点（投与 2, 4, 8 及び 
24 時間後）、投与用量各 300, 100, 30, 0 μg/kg（溶
媒：0.1%酢酸を含む 0.5%メチルセルロース(MC)液
（0.5w/v% メチルセルロース溶液 400cP, 滅菌済）、

富士フイルム和光純薬(株)), pH3.5）の 4 点からなる

計 16 群、各群 3 匹、合計 48 匹の海馬の mRNA を

採取し、GeneChip MOE430v2 （affymetrix 社）を

用い、約 45,000プローブセット（ps）の遺伝子発現の

絶対量を Percellome 法（Kanno J et al, BMC 
Genomics 7 64 2006）により得て網羅的解析をおこ

なった。なお、TTX はアルカリ性の溶液中では不安

定であり、酸性条件下で溶解し、投与溶液を準備す

ることは必須操作である（常法では、0.1％酢酸で希

釈）。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 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。 
 

C．研究結果 

用量設定実験の結果、24 時間無作用量であった

300 μg/kg を最高用量をとし、公比√10 で除して 300、 
100、30μg/kg の投与用量を設定した。海馬におい

て、比較的多くの遺伝子の発現変動が認められ

（121ps の増加、減少はゼロ）、解析の結果、ストレス

応答やサイトカインに係るシグナルネットワークが抽

出された。具体的には、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、in silico プロモー

ター解析を、IPAにおけるUpstream Analysisを用

いて検討した結果、ストレス応答に絡むデキサメタゾ

ン、あるいはサイトカインである TNF が調節因子とし

て抽出されてきた。また、フォルスコリンとイソブチルメ

チルキサンチンが抽出され、細胞内 cAMP レベル

の増加が示唆された。興味深いことに、海馬での上

流解析において、軸索輸送に関与していることが知

られハンチントン病（HD）の病因遺伝子であるが、正

確な機能は未解明であるハンチンチンタンパク質

（HTT）が抽出されてきた。 
 

D．考察 

急性毒性試験における遺伝子発現変動解析につ

いては、以下のような背景をもとに実施した。すなわ

ち、フグ毒として知られる TTX とその類似物質が、ヨ

ーロッパ海域の腹足類や二枚貝から検出されたため、

欧州食品安全機関（EFSA）は、海産二枚貝におけ

る TTX のリスク評価を実施した。雌性 Swiss マウス

を用いた急性経口試験の結果に基づき、最も感度の

高いエンドポイントとして「apathy（無気力状態）」が

選択され、その無影響量（NOAEL）である 25 μg/kg
体重に基づいて、TTX およびその類縁物質の急性

参照用量（ARfD）として 0.25 μg/kg 体重が導き出さ

れた(2017 年)。従ってマウスにおいては、TTX の経
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口投与により、人での中毒症状としてあまり知られて

いない「apathy」という中枢影響が、最も感度良く誘

発されることが示唆された。TTX誘発apathyの誘発

分子メカニズムの探索を目的として、分子メカニズム

に基づく毒性予測に向けて開発されたPercellomeト
キシコゲノミクスを適用した。 

TTX の単回経口投与により、マウス海馬において

ストレス応答や炎症、及び、細胞内 cAMP レベルの

増加が示唆され、後者では海馬における記憶の長期

増強や非選択的なニューロン活性化が起きている可

能性が示唆された。しかし、チャネル分子など、神経

伝達に絡むシグナル分子の発現変動は目立たなか

ったことから、示唆されたこれらの影響では、apathy
との関連は不明であった。そこでさらに詳細な解析を

行うために、Percellome データベース（150 化学物

質）について、海馬において TTX の場合と類似した

遺伝子発現変動を惹起する物質を探索したところ、

デヒドロ酢酸ナトリウム、サリドマイド、クロルピリホスな

どが挙がってきた。これらについてもそれぞれ上流解

析をしたところ、興味深いことに、これらに共通して、

ストレス応答やサイトカインに関わるものに加え、やは

りHTTが抽出されてきた。すなわち、これらの物質に

おいても急性影響として apathy が誘発される可能

性が示唆されたが、いずれも未報告であり、今後の

検討を要する。この点、apathyは一般状態の変化で

あり、人への外挿性を考慮すると、本研究班でも扱っ

ている脳波などの測定により Apathy の把握の客観

化をする必要があるものと考える（急性毒性の近代化

の必要性）。 
そこで、この HTT と apathy との関連について文

献検索をしたところ、「ハンチントン病（HD）は常染色

体優性の神経変性疾患であり、運動障害、認知症、

精神症状を引き起こすが、apathy は一般的な症状

であり、HD における apathy は時間とともに増加し、

臨床転帰の悪化と関連し、これらの関連はうつ病とは

独立していた」という論文（Michael H Connors et al, 
J Neuropsychiatry Clin Neurosci 35(1): 69-
76,2023）を見出した。すなわち、TTXによる apathy
誘発に、HTT シグナルネットワークが関与する可能

性が強く示唆された。しかし、apathy 誘発に向けた

HTT の具体的なシグナルネットワークは不明であり、

HTT シグナルのさらなる機能解析が待たれる（シグ

ナルネットワーク基礎研究の必要性）。 
 

D．結論 

急性毒性試験における遺伝子発現変動解析につ

いては、apathy はハンチントン病（HD）で最もよくみ

られる神経行動学的症状の 1 つとする論文から、

TTX による apathy 誘発に、HTT シグナルネットワ

ークが関与する可能性が示唆されたが、apathy 誘

発に向けた HTT の具体的なシグナルネットワークは

不明であり、HTT シグナルのさらなる機能解析が待

たれる。また人への外挿性を考慮すると、apathy の

ような一般状態の変化を、脳波などの測定により

Apathy の把握の客観化をする必要があるものと考

えられた。 
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