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研究成果の概要：マウス胚性幹細胞の多機能性を利用して、化学物質曝露による細胞の形態変

化とその時の遺伝子発現量を計測し、遺伝子発現ネットワーク情報と曝露影響情報との関連付

けを数理工学的に解析し、化学物質の曝露量や時間変化による分子間ネットワークの特徴づけ

を試みる。そして、化学物質ごとの遺伝子ネットワークのプロファイリングを作成し、毒性反

応メカニズムの解明、化学物質の毒性予測及びリスク評価のための基盤資料とする。 
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研究分野：総合領域・複合新領域 

科研費の分科・細目：環境影響評価・環境政策 
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１．研究開始当初の背景 
化学物質をはじめとする環境因子への曝露
がヒトを含む生物の健康に及ぼす影響につ
いて様々な研究がなされてきた。従来の実験
動物を用いた最小影響量を求める手法では、
ヒトの健康リスクへの外挿への利用には限
界がある。個体・臓器・細胞レベルにおける
影響についての断片的なデータから、生命現
象のネットワークに基づいて、作用とその影
響を予測しうるアルゴリズムを確立し、シス
テム化する試みは、環境汚染物質の基準値を
算定する上でも必須であり、これからの課題
である。化学物質の生体影響をバイオインフ

ォマティクスという情報科学で予測するこ
とは、動物実験の規模を縮小し、ヒトへの外
挿過程における不確定要因の排除を可能と
すると考えられる。影響を予測するためのア
ルゴリズムに、ベイジアンネットワーク理論
が有用であるとの議論がなされている。 
 Lee ら（2002）は、 酵母における転写制御
ネットワークの推定に関する研究や、マスタ
ー分子となる転写因子を基点としたネット
ワーク構造を構築した。Gardner ら（2003）
は、発現パターンを最もよく説明できる最適
な線型モデルを見つけだすアルゴリズムを
開発し、大腸菌の SOS システムにおける９遺



伝子からなるネットワークの推定を行った。
また、Pipel ら（2001）や、Segal ら（2003）
は、マイクロアレイによる遺伝子の発現デー
タを制御因子下にあるモジュール遺伝子群
の既存モチーフ解析からサブネットワーク
を推定した。このように、海外では、生物事
象のメカニズム解明に力点をおいてベイジ
アンアルゴリズムを用いているようである。
本提案のような化学物質の生体健康影響と
いう政策的視点から、化学物質ごとのプロフ
ァイルリングを行い、予測システムに利用す
る研究は、本提案が初めてである。 
 
２．研究の目的 
マウス胚性幹細胞（ＥＳ細胞）の多機能性を
利用して、化学物質曝露による細胞の形態変
化と遺伝子などの分子変化との関連付けを
数理工学的に解析し、化学物質の曝露量や時
間変化による分子間ネットワークの特徴付
けを試みる。それにより、毒性反応メカニズ
ムの解明、化学物質の毒性予測、リスク評価
への応用に結びつける。 
 
３．研究の方法 
(1) ES 細胞から神経系への分化 
 GFP発現ベクターにCAGプロモーターを繫
いで作製したGreen mouse FM131 mouse由来
のマウス胚性幹細胞株（mES細胞、embryonic 
stem cells）であるB6G-2（理研）を、24 穴 
プレート（Falcon）へ播種し、翌日からLIF
非存在下、胚葉体用培地に交換し、分化を開
始した（Day 0）。培養 2日目と４日目にコン
トロール (0.1%EtOH) もしくは、10-9, 10-8, 
10-7n Ｍ の レ チ ノ イ ン 酸 （ 以 下 RA, 
all-trans-Retinoic acid, SIGMA）を添加し
た。分化開始から 8日目に胚葉体を、再び神
経細胞を特異的に誘導する基底膜上に播種
しニューロスフィアから成熟神経細胞の誘
導を行うため、Day 29 まで培養した。形態情
報と遺伝情報解析のサンプリングは、Day2、
Day8、およびDay29 で行った。 
 免疫染色は、プレート上に固定した神経細
胞に特異的な抗原に対する抗体を反応させ
てその局在を証明する免疫細胞化学の手法
の一つである蛍光抗体法を行った。一次抗体
は、発生初期、後期の脳神経マーカーである
MAP2 (Sigma)及び、グリア細胞マーカーであ
る GFAP（CHEMICON International）を使用し
た。2 次抗体として Alexa Fluor 568 で標識
された anti-mouse IgG 抗体 (Invitrogen)
を使用した。核染色には、2μg/ml の Hoechst 
33342 solution（Dojindo）を用いた。蛍光
画像は、マルチチャンネル画像解析装置（IN 
Cell Analyzer 1000、GE ヘルスケア）で解
析を行った。 
 
(2) ES 細胞から血管内皮への分化 

 同様に、B6G2 を用いた。最初に、血管内皮
細胞分化を評価するために適切な条件を決
定するための試験を行った。 
条件１： ES細胞を接着させたまま血管内皮
増殖因子（VEGF）を含むIMDM培地（血管分化
培地）にて培養する方法、条件 2：ES細胞を
血管分化培地に浮遊して静置する方法、条件
３：ES細胞を血管分化培地に浮遊して振揺す
る方法を試した。その結果、条件３が胚様体
形成に最も適当であった。次に、胚様体から
血管を出芽させるために適切な条件を検討
した。条件１としてI型コラーゲンコート上
にて５日間培養する方法、条件２としてI型
コラーゲンコート上にて２日間培養した後、
I型コラーゲンゲルを重層する方法、条件３
として 0.1%ゼラチン上にて５日間培養する
方法を試した。その結果、血管の出芽率、観
察の容易さなどから、条件３を用いることと
した。この条件３の下、ES細胞をDMSO（溶媒）、
ビスフェノールＡ（BPA：10-7 - 10-5 M）、あ
るいはカルバリル（CAB：10-7 - 10-5 M）を含
む血管分化培地に浮遊して、２週間培養し胚
様体を形成した。胚様体は、0.1%ゼラチンで
コーティングした24穴培養プレートに移し5
日間培養し、4%PFA固定後、血管内皮細胞マ
ーカーPECAM-1 に対する免疫染色を施し、蛍
光実体顕微鏡下で観察、画像取得を行った。
得られた画像は、画像解析ソフトWinRoofを
用いて管腔の太さを計測した。 
 ポリ臭化ジフェニルエーテル 47（BDE47）
の試験でも、上記と同様に培養したマウス ES
細胞 B6G2 を用いた。胚様体形成は市販のマ
イクロスフィアアレイ（ウェル径 600μm）を
用いて、DMSO、BDE 47（0.005、0.05、0.5、
5、50 ng/ml）を含む DMEM 培地中で行った。
11 日間の胚様体形成の後、0.1%ゼラチンでコ
ーティングした 24well 培養プレートに移し
10 日間培養し、4%PFA 固定後、血管内皮細胞
マーカーvWF に対する免疫染色を施し、マル
チチャンネル画像解析装置と蛍光実体顕微
鏡を用いて画像取得および解析を行った。 
 
(3)遺伝子発現データの取得 
 培養細胞は PBS で洗浄後、QIAGEN, RNeasy 
mini kit を用いて RNA を抽出した。抽出した
RNA は Illumina Beads array (MouseWG-6 
Expression Beadchips)にて遺伝子発現デー
タを取得した。これら遺伝子発現データは、
遺伝子発現解析ソフトウェア GeneSpring 
GX10(Agilent Technologies)にて正規化、及
びクラスタリング解析を行った。 
 
(4) ベイジアンアルゴリズムによる遺伝子
間相互作用の構築 
 遺伝子ネットワーク解析には独自に作成
したソフトウェアである mpCEH (multiple 
plofiles of cellular effects on Health) を



用いた。この mpCEH は、豊柴及び中山らによ
って報告された TAO Gen （ Thoretical 
Algorithm for Optimal Gene interaction 
networks）を基にしたアルゴリズムをより最
適化したものである。この TAOGEN は、特に
遺伝子発現の変化のような連続して起こる
事象において有効な予測が可能である。ベイ
ジアンネットワーク（マルコフ連鎖モンテカ
ルロシミュレーション）において予測される
確率は２つの遺伝子間にのみ成立する。２つ
の遺伝子間の相互関係はそれぞれの遺伝子
発現データからβ値（確率値）を算出するこ
とで導いた。β値と確率頻度をグラフに示し
た場合、グラフ下面積がプラス側に偏ってい
る場合、その２つの遺伝子は促進関係にあり、
逆にマイナス側に偏った場合は抑制関係に
あるとした。選定した遺伝子セットの遺伝子
全てのペアにおいて、上記の計算を繰り返す
ことで最終的なネットワークを描いた。時系
列変化や用量の変化のデータを解析セット
として、化学物質ごとのプロファイリングを
行った。 
 
４．研究成果 
(1)マウスＥＳ細胞の神経系及び血管系への
分化と細胞形態変化のイメージング 
 EB、MAP2陽性細胞、GFAP陽性細胞の面積に
ついて数値化し、解析を行った。その結果、
Day29ではDay8と比較するとEBの面積が小さ
くなっていることが分かった(図１)。29日目
のEBは、神経塊となっており全体がMAP2陽性
である。MAP2陽性細胞、GFAP陽性細胞の面積
に関しては、Day29でRA濃度依存的に増加した。
このことは、神経系への分化が進んでいるこ
とを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．レチノイン酸の神経分化への影響:細胞形態

の数値データ 

 血管内皮細胞系への分化については、BPA、
CAB, BDE47について解析を行った(図２)。BPA
添加群では、管腔の太さに明らかな差はみら
れなかった。しかしどの濃度においても、形
成された管腔は、DMSO 添加群に比べて疎なネ
ットワークと、胚様体の外周に沿うような形

態を示し、BPA が血管のネットワーク形成に
影響を及ぼしていることが示唆された。CAB
添加群では、管腔の太さが濃度依存的に細く
なっていた。また、DMSO 添加群に比べて疎な
ネットワークが観察され、CAB が血管の形成
過程を撹乱していることが示された。 
 BDE47 添加群では、InCell Analyzer によ
る解析の結果、血管の占める面積が濃度依存
的に減少し、逆に神経の占める面積が濃度依
存的に増加していることが解った。また、血
管の長さも濃度依存的に減少しているのに
対し、神経の長さや分岐の数が濃度依存的に
増加していた。血管の面積の減少は特に顕著
で、5 ng/ml 及び 50 ng/ml の添加群ではほと
んど検出されなかった。蛍光実体顕微鏡での
観察においても、5 ng/ml及び50 ng/mlでは、
血管の形成がみとめられなかった。(図２) 
 以上から、マウス ES 細胞から血管内皮細
胞の分化系において、化学物質が及ぼす影響
を、形態を基に評価できる可能性が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．BDE-47 による血管内皮細胞分化への影
響:細胞形態の数値データ 
 
 
(2) ベイジアンアルゴリズムによる遺伝子
間相互作用の構築 
 はじめに、遺伝子セットの違いによる遺伝
子ネットワーク構造の変化について検討し
た。ES 細胞から神経系分化過程での遺伝子発
現の変化が TAO-Genを用いたネットワークに
よってどのように表されるか、実際に解析を
行った。まず、ES 細胞から神経系への分化を
分かりやすく見るために文献を基に①ES 細
胞に特異的な多能性維持に関与する遺伝子
群(Nanog, Pou5f1, Zfp42)、②神経系分化に
関与する遺伝子群(Fgfr1, Olig2, Sox2)、③
成熟神経細胞に特異的に発現する遺伝子群
（Gfap, Map2, Nestin, Tuj1）に加え、④今
回神経系への分化誘導に用いた RA に対する
核内レセプター遺伝子群（RARa, RARb, RARg）
を加え、文献ベースの遺伝子セットとした。



この文献ベースの遺伝子リストを用いて、始
めに TAO-Genが導き出す遺伝子ネットワーク
が生物学的な根拠と一致し得るかどうかを
検討した。Day0, 2 では ES 細胞の多能性維持
として働く遺伝子 SOX2, Nanog が様々な遺伝
子を調節しているネットワークになってい
る。Day8 になると Nanog, Pou5f1(Oct3/4)が
中心的なネットワークとなり、RA 添加群では
RAR 群が他の遺伝子を調節することが多く見
られ RA 添加影響がネットワークに現れてい
るものと考えられた。Day29 では神経分化マ
ーカー遺伝子は常に活性化調節を受け、RA 添
加しているものでは GFAP が中心的に作用し
ているネットワークとなっており、神経系へ
の分化で増加した分化マーカー遺伝子がさ
らに他の遺伝子に作用するようになる。つま
り、神経系への分化がかなり進んだ状態であ
ることが反映されている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．文献ベース遺伝子リストでのネットワーク 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．ネットワークのマトリックス展開 

 
遺伝子ネットワークは遺伝子同士の関係を
見るためには有効であるが、その後の類型化
を考慮すると、ネットワークを直感的に識別
できるようなものにする必要がある。そこで、
これらのネットワークをマトリックスに展
開する処理を行った。その結果、ネットワー
クでは矢印により示されていた遺伝子同士
の関係は、マトリックス上では赤（正の関係）
または青（負の関係）のボックスで示し、Day0
から Day8 にかけてネットワークのパスは多
能性関連遺伝子、神経分化関連遺伝子を親ノ
ードとする部分に集中した(緑枠)。RA を添加
すると神経系分化関連遺伝子、神経分化マー
カー遺伝子を調節する方向のパスが増えた
(赤枠)。Day29 コントロールでは Day8 の赤枠

部分に集中するようになり、RA 添加により神
経系分化関連遺伝子が親ノードとなる領域
にパスが収束した(青枠)。これらの結果から
遺伝子発現データを用いて、mpCEC システム
基に行った遺伝子ネットワーク解析が ES 細
胞から神経系の分化への分化を正確に反映
することが可能であることが示唆された。さ
らに、遺伝子発現パターンの変化から遺伝子
セットを選択し、４つのカテゴリー（MAPK 関
連遺伝子群：Map2k1, Mapk1, Mapk3, Pla2y6, 
Rps6ka1, She1、転写因子関連遺伝子群: 
Atbf1, Cdyl, Rhog, Rif1, Sall1, Smarcad1、
神経分化関連遺伝子群：Fos, Gbx2, Hras1, 
Raf1, Sox2、神経分化マーカー遺伝子群: 
Gfap, Map2, Nestin, Tuji1）に分類し、遺
伝子ネットワーク解析を行った（図６）。Day0, 
Day2、Day8 コントロールまでは全体にパスが
散らばっているが、Day8,RA 添加では転写因
子、神経分化関連遺伝子群が親ノードとなる
部分(緑枠)、神経分化関連遺伝子およびマー
カー遺伝子が子ノードとなる部分(赤枠)に
パスが集まった。更に Day29 になると RA 添
加群では赤枠で囲んだ部分から青枠で囲ま
れた神経分化関連遺伝子およびマーカー遺
伝子が親ノードになる部分へと移行してい
く。この変化は文献ベースでの遺伝子リスト
で行った解析と同様の傾向であることから、
遺伝子発現パターンから機械的に抽出した
遺伝子リストにおいても神経への各分化段
階を反映した遺伝子ネットワークを描くこ
とが出来た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６. 発現パターンから選別した遺伝子セットに

よるネットワークマトリックス展開 
 
 さらに、Day2, Day8 及び Day29 の分化段階
ごとの時系列変化のネットワークを同じ遺
伝子セットで解析したところ、各カテゴリー
の遺伝子が全て神経分化に関与した遺伝子
にパスが伸びており、Day0 から Day29 までの
各段階の要素が 1つにまとめられた結果とな
った(図７)。その中でもコントロールでは神
経系分化関連遺伝子群、神経分化マーカー遺
伝子にパスが集中しているのに対し、RA添加
したものは更に集約されてほとんどのパス
が神経分化マーカーに集まっている。分化マ
ーカー遺伝子の発現は神経分化の最終段階



でもあり、RAを添加した群はより神経系への
分化が誘導されていると考えられる。この結
果からも RA 添加により神経系への分化が強
く誘導されていることが示された。各経時段
階でのマトリックスと時系列をまとめたマ
トリックスを組み合わせることにより、より
正確な分化評価が可能になると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 

図７. 時系列変化（Day2→Day8→Day29）を反映さ

せたネットワークのマトリックス展開 
 
(3) 考察及び今後の展望 
 今回の研究期間内では、予測システムを構
築するまでには、至らなかったが、図８に示
したように、４種の異なる化学物質のネット
ワークが構築できた。これは、図６の Day8
に相当するが、RA とは異なるネットワークで
これらの化学物質は、神経分化にはあまり影
響がないことが予測される。今後、このよう
なデータを蓄積して化学物質のプロファイ
リングに関する整備が完成できれば、生命現
象のネットワークに基づいた作用とその影
響を予測しうるシステムが構築できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８．化学物質のネットワーク解析 
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