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研究成果の概要（和文）：多能性幹細胞ヒトiPS細胞を用いて、DNA及びヒストンメチル化修飾を指標としたエピ
ジェネティック状態を可視的に検出する方法を開発した。135種の化学物質を解析し、エピジェネティック毒性
の検出を行った。低線量放射線の照射によるヒトiPS細胞の網膜神経節細胞への分化に対する影響を調べた。疾
患原因遺伝子のプロモーター領域でのDNAメチル化変動を特異的DNA配列の解析により詳細に調べた。分化度の違
いによるエピジェネティック状態の差を検出できる手法も開発した。これらの結果は、多能性幹細胞を用いたエ
ピジェネティック活性の迅速な検出により、化学物質や環境要因の初期イベントを把握し後発の影響予測に活用
できる。

研究成果の概要（英文）：We developed a method to visually detect DNA methylation and histone 
modification as an index of epigenetic status using pluripotent stem cells like mouse ES and human 
iPS cells. Using this engineered cell lines, one hundred and thirty-five chemical substances were 
analyzed.  Further epigenetic toxicity was detected by examining DNA methylation variation in the 
promoter region of the disease causing gene in detail by analysis of specific DNA sequences. The 
effect of irradiation on the differentiation of human iPS cells into retinal ganglion cells was also
 investigated. Further we have developed a method that can detect differences in epigenetic status 
during differentiation derived from undifferentiated stem cells. These results suggest that the 
rapid detection of epigenetic activity using pluripotent stem cells can detect initial events of 
exposures to chemicals and environmental factors and then predict the later effects.

研究分野：環境毒性学

キーワード： エピジェネティック　化学物質管理　影響評価　有害物質　幹細胞　毒性予測　放射線

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
エピジェネティック変異の検出は、生体が化学物質に曝露されゲノムで誘発される早期なかく乱イベントを検出
するものである。未だ曝露・影響の実態が把握されていない化学物質は、環境中に多く存在する現状では、未然
予防の観点からヒト健康影響や野生動物の健常な環境を確保するシステムの開発が不可欠である。特に、世代を
受け継いで刻印される影響を有するであろう物質の把握のためには、DNA(CpG)メチル化、ヒストン修飾の２指標
をエンドポイントとした簡易検出系の開発が必要である。このことが、毒性発現メカニズムを基軸としたシステ
ムの開発につながり、精緻な化学物質管理に有用な情報が提供できる点が学術的に価値がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 生体における DNAのエピジェネティックな制御が発がん、生殖･発生やさまざまな慢性疾患
にまで深く関与している知見が蓄積しており、化学物質管理上見過ごせない状況となっている。
エピジェネティック制御機構には、５つの機構①DNA(CpG)メチル化、②ヒストン修飾、③イ
ンプリンティング、④トランスポゾンのサイレンシング、⑤RNA干渉が知られている（Allis D
ら、2007）。このうち、発生異常や発癌には、①DNA(CpG)メチル化、②ヒストン修飾が鍵と
なっており、それらを指標とした網羅的なハイスループット検出系を確立することにより、化
学物質が関与すると考えられる発生異常、癌や慢性疾患を誘因する影響の予防法を見出すこと
ができる。我々はこれまでに、マウス及びヒト胚性幹（ES）細胞から神経系細胞への分化発生
モデル実験において、サリドマイド、シクロパミンなどの催奇形物質、農薬、残留性有機塩素
化合物等を含む発生毒性物質 12種の神経発生阻害作用を、細胞形態及びmRNA発現変動で調
べ、確率推論型統計解析の一つであるベイジアンネットワーク解析により胎生プログラミング
への影響の予測手法を開発してきた。ヒト ES 細胞から神経の分化及び血管内皮細胞への分化
への影響の迅速検出法を開発し、水酸化 PCB、難燃剤 BDE及び内分泌かく乱物質であるビス
フェノール A についても、細胞形態変化を指標とした影響を検出評価した。また、ヒト
DNA(CpG)メチル化結合蛋白質 1 (MBD1)を蛍光蛋白質（GFP）に融合した遺伝子を導入した
マウス個体およびマウス ES 細胞を用いて、発生・発達過程における体細胞中のグローバルな
メチル化変動を in vivo及び in vitroで検出することに成功している。我々は、自前で構築した
海洋天然化学物質のライブラリーを保有している。このライブラリーを用いて、マウス ES 細
胞から各種の分化に影響を及ぼす検出系を検討している。これらの研究成果を結集して、エピ
ジェネティクス制御機構にもとづいたハイスループットな影響評価の検出方法を確立すること
ができれば、環境中のエピジェネティクスの変動を引き起こす物質「エピミュータジェン」の
存在を把握することが可能になる。さらに、この幹細胞の分化能を応用して、化学物質以外の
環境因子放射性セシウム曝露における DNA 傷害やクロマチン関連因子の変化に関する観察や、
ヒト幹細胞における環境有害物質の遺伝子発現変動データを用いたバイオインフォマティクス
解析を行い、予測可能な手法の確立を検討している。 
 
２．研究の目的 
 化学物質と放射線による、エピジェネティクス制御機構を指標とした細胞アッセイを行い、
得られるデータをバイオインフォマティクス解析によって、毒性影響を予測する研究を計画し
た。本研究課題の成果により、従来の遺伝毒性、変異原性と量反応関係でどのように異なるの
か、また、新規なエピミュータジェンが存在し、従来の毒性と異なるエピジェネティック毒性
のリスク管理をどのようにしていけばよいのかという知見を提示する。本研究課題では、「エピ
ミュータジェン」の存在を把握するために、第一目標として、既存の発がん物質及び環境媒体
中高濃度高頻度に検出される環境化学物質等から 100物質を情報科学的に選定する。100物質
を短期間で測定できるアッセイ系を構築する。100 物質の影響を検出するために、エピジェネ
ティック制御機構のうち、DNA(CpG)メチル化、ヒストン修飾変動の 2指標をエンドポイント
とした高速・精緻な検出系を開発する。これによって、ハイスループットで確実なエピジェネ
ティクス変動物質の検出を実施するとともに、発生・分化、発がんに関与する化学物質の再整
理を行う。第二目標として、エピミュータジェンの環境リスクへの予防策の開発を行う。すな
わち、量反応関係解析からの最小影響量の算定、バイオインフォマティクス解析による毒性影
響予測の解析を行い、最小影響量とヒト、生物への影響曝露との差を提示する。 
 
３．研究の方法 
グローバルメチル化可視化細胞の構築 DNA メチル化あるいはヒストン修飾の変動を可視化す
るプローブをマウス胚性幹細胞（mES 細胞）およびヒト iPS 細胞（hiPS）に導入した細胞リソ
ースを作製した。DNA メチル化可視化には、メチル化された CpG 配列に特異的に結合するヒト
MBD1 遺伝子のメチル化 DNA 結合（MBD）ドメインに各種の蛍光蛋白質を融合させたコンストラ
クトを用い、抑制性ヒストン修飾の可視化には、H3K9me3 と結合するタンパク質 HP1  あるい
はに蛍光蛋白質を融合させたコンストラクトを使用した。 
グローバルメチル化モニター細胞における化学物質のスクリーニング MBD1-H3K9me3 が導入
された mES 及び hiPS 細胞株を用いて環境化学物質 135 種のスクリーニング実験を実施した。 
初期曝露の後発エピジェネティック影響の評価方法 マウス ES 細胞における神経分化段階特
異的な毒性の評価では、分化開始、中期及び後期の３段階に化学物質を曝露した。ヒストン修
飾の変化は、20種類の各ヒストン修飾特異的モノクローナル抗体を用いた免疫細胞染色により
解析した。未分化状態のヒト iPS 細胞を浮遊条件下で培養し、胚様体（EB）と呼ばれる凝集体
を形成させ、BPA あるいはサリドマイドを曝露し、分化能に及ぼす影響を調べた。分化能の解
析は EBから RNA を抽出し、各種マーカー遺伝子の発現量をリアルタイム PCR 法で解析した。ヒ
ト網膜神経節細胞に分化誘導する方法においては、未分化 iPS 細胞から EBを形成させ形成後 4
日目に密封セシウム線源を用いて低線量ガンマ線を照射した。照射線量は胎児の神経発達に影
響を及ぼす閾値に近い 180 ミリグレイと影響が報告されていない 30ミリグレイを用いた。解析
は、次世代シーケンサーを用いて分化誘導後 3～35 日目の遺伝子発現を網羅的に測定した
（RNA-seq）。別に、ホルマリン固定した染色体を転写特異的ヒストン修飾抗体でクロマチン免



疫沈降を行い、DNA 配列を解析した（ChIP-seq）。 
エピジェネティック影響の検出及び予測方法 ブタ初期胚および新生仔尾部繊維芽細胞より
ゲノム DNA を抽出しバイサルファイト後、FBN1 を標的分子として PCR 産物をクローン化後、ク
ローン化した染色体アリルごとの CpG shore 領域での DNA メチル化状態を解析した。配列を決
定したクローンのうち 75%以上の CpG が非メチル化であったものを低メチル化アリルとして、
その割合を全クローン中から算出した。組織・細胞で全 RNA を抽出し FBN1 発現解析を行った。 
エピジェネティック制御機構の一つである DNA メチル化状態を解析するにあたり、1細胞レベ
ルでも高効率に解析できる手法を組み立てた。さらに、ヒト iPS 細胞で未分化状態にある naïve
型と通常の prime 型の細胞間での DNA メチル化状態を比較した。また、リファレンスとなるヒ
トおよびマウスの DNA メチロームデータの収集、公開を行った。バイオインフォマティクスに
おいては、毒性予測における遺伝子発現データのベイジアンネットワーク手法以外の手法の有
用性を検討した。 
 
４．研究成果 
＜グローバルメチル化モニター細胞の構築と化学物質のスクリーニング＞ MBD ドメインに緑
色蛍光蛋白質 EGFP を融合させ、構成的プロモーターで駆動するコンストラクトである
EGFP-MBD-nls を導入したマウス ES 細胞および蛍光レポーターとして赤色蛍光蛋白質を用いた
mCherry-MBD-nls を導入したヒト iPS 細胞株を作製した。同一細胞株に、さらに HP1a-レポータ
ー、あるいは HP1b−レポーターを導入し、DNA メチル化、抑制性ヒストン修飾の変動を同時に計
測する細胞株も作製したが、HP1-レポーター発現が不安定であったため、周囲のゲノム領域か
らの影響を受けにくいとされる哺乳動物のトランス遺伝子挿入におけるゲノム上の「安全」部
位の一つであるマウス Rosa26 遺伝子座に、mScarlet-MBD-nls と EGFP-HP1a の二つのコンスト
ラクトをゲノム編集技術を用いてノックインした ES細胞株を作製した。この細胞株では、両方
の導入遺伝子が安定的に発現していることが確認された。EGFP-MBD-nls 導入マウス ES 細胞 お
よび mCherry-MBD-nls 導入ヒト iPS 細胞を蛍光顕微鏡を用いて観察したところ、細胞核内のク
ロモセンターと呼ばれる高度にメチル化された染色体構造が予想どおり検出された。これらの
細胞株を用いて環境化学物質のスクリーニング実験を実施した。 
＜発生段階特異的曝露による影響評価＞ DDT 類農薬の一種である DDT およびその代謝物（DDT
類）を未分化状態の蛍光 MBD 導入多能性幹細胞に曝露した結果、核内に顆粒状に存在する蛍光
MBD の蛍光強度および面積がコントロール群に比べ増加し、発生初期段階における DDT 類のエ
ピジェネティック毒性を明らかにした。さらに、ヒストン修飾レベルの変化を調べたところ、
ヒストン H4 タンパク質の 8番目および 16 番目のリジンのアセチル化（H4K8ac、H4K16ac）レベ
ルが選択的に低下した。神経発生時におけるこれらのヒストン修飾の機能は知られておらず、
DDT類曝露によるH4K8acおよびH4K16acの修飾レベル低下と神経分化毒性との関係性をより詳
細に調べることで、これらの分子が神経分化毒性に関与するエピミュータジェン検出のための
新たなバイオマーカーになりうると考えられた。EB 形成の 12 日間における分化マーカー遺伝
子の FOXA2 発現量は一過性に増加し、中胚葉系マーカーも、分化開始 6日目でピークとなった。
一方、外胚葉系マーカーである SOX1 や PAX6 は分化開始 8日目から徐々に増加していった。未
分化状態で BPA を曝露した結果、FOXA2 の誘導に影響はなかったが、HAND1 や Brachyury はピー
ク時のタイミングで低下する傾向が見られた。一方で、SOX1 や PAX6 は増加する傾向が見られ
た。次に、サリドマイドを曝露した場合では、FOXA2 や HAND1 の濃度依存的な抑制が見られた
が、SOX1 や PAX6 は増加する傾向が見られた。これらの結果から、BPA やサリドマイドは内中胚
葉系への分化から外胚葉系への分化に偏らせることが示唆された。ヒト iPS 細胞から分化誘導
した細胞において、眼特異的な転写因子 RAX、PAX6、網膜特異的な ATOH7, 網膜神経節細胞特異
的な BRN3B などが生体内と同様に順次発現した。このことから、この培養系でヒト iPS 細胞は
網膜神経節細胞に分化することを確認した。網羅的遺伝子発現解析で放射線によって変動する
遺伝子は、被ばく翌日（分化６日目）では E1F2 経路、ミトコンドリア機能異常などのいわゆる
ストレス応答であり、分化 10 日目の胚様体のサイズは被ばく線量に依存して抑制されていた。
分化 10日目は接着因子の発現にも被ばくによる影響が確認された。そして、分化 35日目では
網膜神経節細胞分化に特異的な転写因子は 180 ミリグレイの被ばくによって発現が抑制されて
いた。この抑制された転写因子のエピジェネティックな調節機構を検討するため、放射線照射
で発現変動する転写因子を調べると TP53、POU5F1、REST などが重要な役割を担うと予測された。 
＜エピジェネティック影響の検出及び予測方法の開発＞ 低メチル化アリルによる特定の遺
伝子を発現する細胞の検出法を用いて、発生初期の多能性幹細胞を含む胚での DNA メチル化の
初期化・再構築の検出に応用することを目的とし、ハプロ不全優性遺伝病の原因遺伝子である
FBN1 について、ブタ初期胚での DNA メチル化解析を行った。その結果、胚盤胞初期までにすべ
てのアリルが脱メチル化により多能性細胞が増加し、胚盤胞後期からの器官形成期に再メチル
化による DNA メチル化パターンの再構築が少数の細胞で始まることを明らかにした。これらの
結果から、初期胚での解析においても低メチル化アリルの概念による細胞種の検出が可能であ
ることを示した。これにより、初期発生から器官形成期に多能性幹細胞からの分化過程で組織・
細胞種特異的な DNA メチル化パターン形成が開始されることを明らかにした。さらに、繊維芽
細胞では細胞の継代に伴って偶然の DNA 高メチル化が惹起され、低メチル化アリルの割合と
mRNA 量が正に相関することが示唆された。エピジェネティック変異源による発現動態制御の標



的となりうるハプロ不全性疾患原因遺伝子の解析から、プロモーター領域での DNA メチル化の
偶然の変動が疾患原因遺伝子の発現量に影響を与えることを明らかにした。今後は、本研究で
明らかにしたエピミュータジェンを細胞に曝露し、FBN1 発現アリル割合の変化するものを低メ
チル化アリル率の変化として捉えることで、遺伝病治療のために FBN1 発現に影響を与える化学
物質の探索につながるとともに、DNA メチル化を介して細胞個々のレベルで遺伝子発現を変化
させ得るエピミュータジェンの同定に資することができると考えられる。 
DNA メチル化解析は全ゲノムを対象とした解析が行われているが、コスト面からも CpG アイ
ランドをメインに解析する方が効率的である。しかし従来法ではバイサルファイト処理による
ゲノム DNA の切断が起こり、1 細胞では収量が激減することが問題視されていた。改良した手
法では高効率に解析を可能とし、全ゲノム解析手法に匹敵する範囲をカバーできる結果が得ら
れた。幹細胞は初期化が完全なほどより多くの毒性物質に反応する感受性が高いという強い示
唆が得られた。通常のヒト多能性幹細胞は prime 型であるが、さらに未分化な naïve型の状態
に初期化することで、DNA メチル化状態が低下することを１細胞で確認し、今後の毒性試験で
の標準細胞を開発することが可能となった。ベイジアンネットワークによる予測法は臓器特異
的な毒性が判定できるのみであり、また、高性能ながら遺伝子数の４倍のデータ点が必要とさ
れていたため、少ないデータ点でも同等の性能を達成できる深層学習の開発を行い、事前学習
法として VGG16 モデルを利用した手法で肝毒性の強弱を予測した結果、ベイジアンネットワー
ク学習法とほぼ同等の性能を有する結果が得られた。 
 以上の成果は、環境中のエピジェネティック毒性を有する物質や他の環境因子を迅速に定量
的に検出する手法を提示できる事を示唆している。今後、量反応関係解析からの最小影響量の
算定や毒性影響予測の解析により新たな化学物質管理の手法の一つとした発展が期待される。 
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