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研究要旨 

本分担研究は、急性毒性発現時における海馬・肺・肝の遺伝子発現変動を取得し、多臓器間の連関解析に

より毒性発現機構の解明と人への外挿可能性向上を目的とした。マウスに各種化学物質を単回経口投与し、脳

4 部位（海馬を含む）、肺、肝の mRNA を対象に Percellome 法による網羅的遺伝子発現解析を実施した。

Affymetrix 社 GeneChip を用い、4 用量・4 時点での取得データに対し、波面解析等を用いた教師なしクラス

タリングにより解析を行った。令和 4 年度は 4,4'-Dihydroxybiphenyl および DTBHQ を対象に、肝におけるタ

ンパク質変性、酸化ストレス、サイトカイン応答の活性化が示唆され、また海馬においては概日リズムに関与する

遺伝子（PER1、PER2、CLOCK、CRY1/2 等）の変動が確認された。令和 5 年度は、PercellomeExplorer を
用いて試験データベース（382 通り）と網羅的比較を行い、227 の肝プロファイル中から 4,4'-D と類似反応を示

す物質（インディゴ、硫酸アンモニウムアルミニウムなど）を抽出、肝におけるタンパク質変性の進行を示唆する

遺伝子群が共通して確認され、前年度の知見が補強された。令和 6 年度はテトロドトキシンを用い、海馬におけ

る遺伝子発現変動から、デキサメタゾンや TNF などのストレス応答・炎症関連因子が抽出された。さらに、軸索

輸送に関与しハンチントン病の病因遺伝子として知られる HTT が抽出され、海馬の機能変化との関連が示唆

された。以上により、毒性に伴う神経系や肝での特徴的な分子応答が整理され、今後の急性毒性評価における

バイオマーカー探索やヒト毒性予測への貢献が期待される。 
 

 

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 

本研究では、急性毒性発現時における海馬、肺、

肝の遺伝子発現データを収集し、臓器連関の解析を

通じて毒性発現機構を明らかにすることを目的とした。

令和 4～6 年度にかけて、12 週齢雄性 C57BL/6J
マウスに各種被験物質（4,4'-Dihydroxybiphenyl、
DTBHQ、テトロドトキシン）を単回経口投与し、投与

後 2、4、8、24 時間で海馬を含む脳 4 部位、肺、肝

を採取、mRNA を Percellome 法により絶対定量化

し、Affymetrix 社 GeneChip を用いた網羅的遺伝

子発現解析を実施した。用量・時間依存性を含む発

現変動データは、独自に開発した波面解析や Rsort
ソフトウエアを用いた教師なしクラスタリングにより評

価し、生物学的に有意と考えられる遺伝子を抽出し
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た。さらに、Ingenuity Pathways Analysis（IPA, 
Ingenuity Systems Inc.）によりシグナルネットワー

クや制御因子を探索した。令和 5 年度には、解析結

果を世界有数規模の in vivo トキシコゲノミクスデー

タベースである Percellome データベースと比較する

ため、独自開発の PercellomeExplorer を用いて類

似反応を示す化学物質群の抽出を行った。

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

膨大であるため、大規模比較解析を容易に実行可

能な 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。 
海馬を対象とした TTX 試験では、酢酸を含む酸

性のメチルセルロース液を溶媒とし、GeneChip 
MOE430v2を用いて約45,000プローブの解析を行

った。投与溶液は pH3.5 で調製し、安定性を確保し

た。RNA は RNAlater 中で保存し、RNase の不活

化を行った。得られたデータは、投与用量、時間、発

現コピー数を軸とした3次元プロットとして視覚化され、

遺伝子ごとの経時的かつ用量依存的変動を精密に

評価した。 

C．研究結果及び考察 

本研究では、急性毒性発現時の海馬・肺・肝の遺

伝子発現変動を網羅的に解析し、毒性発現機構の

解 明 を 試 み た 。 令 和 4 年 度 に は 、 4,4'-
Dihydroxybiphenyl を 0～500 mg/kg で用量設定

試験後、0、7、20、70 mg/kg で主試験を実施。肝で

発現が増加した 1,425 ps 中 788 ps、減少した 859 
ps 中 26 ps が生物学的変化と関連した。これらは、

折りたたみ不全タンパク質反応、酸化ストレス応答

（Nrf2）、糖質コルチコイド受容体シグナルなどに関

与しており、ATF4 や XBP1 が調節因子として抽出さ

れた。DTBHQ では海馬で 1,256 ps の発現増加中

87 ps、337 ps の減少中 1 ps が生物学的意義を持

ち、概日リズム関連遺伝子（PER1/2, CLOCK, 
CRY1/2）が変動。肝では 802 ps 中 63 ps の増加、

296 ps 中 5 ps の減少が確認され、Nrf2 やサイトカ

イン因子（TNF, IL1B 等）が関与。令和 5 年度は、

4,4'-D に よ る 発 現 変 動 に 注 目 し 、

PercellomeExplorer で肝プロファイル 227 例と比

較した結果、インディゴや硫酸アンモニウムアルミニ

ウムなどが類似反応を示したが、共通遺伝子群の機

能的意義は限定的で、主に ATF4/XBP1 を介したタ

ンパク質変性が共通していた。これにより、前年度の

知見が裏付けられた。加えて、4,4'-D はラットにおい

て黄疸や死亡例が報告されており、本研究で示され

た小胞体ストレスの関与は、遅発性毒性の分子機構

の一端を示唆する。令和 6 年度は TTX をモデルと

し、300、100、30 μg/kg を設定。海馬で 121 ps の

発現増加が観察され、Upstream Analysis によりデ

キサメタゾン、TNF、cAMP 関連因子（フォルスコリン、

IBMX）を介したストレス応答が浮上。さらに、神経変

性疾患関連の HTT が抽出され、軸索輸送異常との

関連が示唆された。これらの結果から、化学物質によ

る毒性は、臓器特異的な遺伝子応答に反映されるだ

けでなく、系統的なストレス応答や概日リズム異常、

細胞内恒常性の破綻とも深く関連しており、本研究

で得られた知見は、今後の毒性予測および新規毒

性マーカーの探索に資する重要な基盤情報となるこ

とが示唆された。 
＊＊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。 
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D．結論 

本研究では、急性毒性試験における網羅的遺伝

子発現解析を通じて、各化学物質の毒性プロファイ

ルと関連する分子機構を明らかにした。令和 4 年度

には、DTBHQ 投与による海馬の概日リズム変調が

神経毒性に関与する可能性を示唆した。5 年度には、

4,4'-D に対するインフォマティクス解析を進めたが、

新たな毒性分類は得られず、タンパク質変性の亢進

が一貫して観察された。このことは、肝における遅発

性毒性の可能性を示し、急性毒性にも時間経過を考

慮した評価が重要であることを示す。6 年度には、

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、詳細な経路は

未解明であり、今後の解析が求められる。また、

apathy のような行動変容の客観的評価には、脳波

などによる指標化が有用と考えられた。 
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型反復ばく露実験による PFOA の毒性発現分析

Clofibrate の網羅的エピジェネティク情報を参照し
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北嶋 聡：職域における環境因子による健康影響〜

化学物質によるヒト健康への影響評価に関する試

験・研究〜、第 38 回日本健康科学学会学術大会、

東京、2023 年 12 月 2 日 
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