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研究成果の概要（和文）：近年、動物愛護の観点から、動物を使用しない化学物質の毒性評価法が求められている。本
研究は培養細胞を用いて行ったトランスクリプトーム解析の結果（in vitro系）を、生体（in vivo系）での影響評価
に結びつけるインフォマティクスツールを開発することを目的とした。代表的な化学物質をマウスに投与、および初代
培養肝細胞に添加した時に、発現が変動する遺伝子をマイクロアレイを用いて解析し結果を比較検討した。得られたデ
ータをもとに、培養細胞（vitro ）の結果を生体（vivo）の結果予測につなげるためのアルゴリズムを構築し、in viv
o生体影響予測バイオインフォマティクスツールの開発をこころみた。

研究成果の概要（英文）：The development of systems for analyzing global expression patterns by molecular 
profiling techniques provides opportunities to establish the basis of toxicological responses. The 
general profile of gene expression provides insights into the molecular mechanisms by which chemicals 
might exert toxic effects. We developed a customized DNA microarray system and analyzed gene expression 
changes in response to representative chemicals. In vitro hepatotoxicity prediction systems using primary 
cultured hepatocytes have been used in this study. We found in vitro toxicity systems cannot fully 
reflect the in vivo expression profile and cellular function. We tried to establish the bioinformatics 
tool which can predict the in vivo response by using the transcriptome data of in vitro systems.
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１．研究開始当初の背景 
工業化時代とともに、環境中には様々な化

学物質が放出されてきた。化学物質は生活に

不可欠な存在であり、人類の生活レベルの向

上に貢献している。その一方、取扱いを誤っ

たため、野生生物や人体に被害を与えた事例

は多い。今日なお化学物質の生体影響評価は、

環境保健・公衆衛生の観点から重要な課題で

ある。 

現在、化学物質の構造から毒性を予測する

手法のひとつとして、定量的構造活性相関

（QSAR）が進歩している。しかし未だ完全

であるとは言いがたく、化学物質の生体影響

評価には、いまなお生きた動物を用いた in 

vivo 試験が行われている。一方、近年、動物

愛 護 の 観 点 か ら 提 唱 さ れ て い る 3R

（reduction, refinement, replacement）コン

セプトにより、動物をできるだけ使用しない

毒性評価法が求められている。 

実験動物を用いない化学物質の毒性評価

法として、不死化した細胞株や初代培養細胞

を用いた in vitro 評価系がある。しかし vitro

の培養細胞で得られた化学物質に対する反

応は vivo での応答状況を必ずしも反映しな

い場合がある。 

近年の生物情報科学とりわけゲノム情報

科学の進歩は著しい。情報科学を駆使した生

物学では、コンピューター技術により生体情

報を解析する。これまでの情報科学の膨大な

情報量の蓄積を活かし、動物を使用しない化

学物質の毒性評価手法を確立することが求

められている。 
 
２．研究の目的 
化学物質の生体影響評価手法のひとつと

してトランスクリプトーム解析がある。これ

は化学物質の投与により、発現が変動する遺

伝子を網羅的に解析することにより、化学物

質の生体影響を予測する手法である。現在ゲ

ノム情報・アレイ技術の進歩により、多くの

種において遺伝子配列が明らかにされてい

る。またある臓器や細胞で発現している遺伝

子の情報を比較的簡便に、短期間で解析する

ことが可能となっている。 

トランスクリプトーム解析を行うにあた

っては、使用するアレイを選定する必要があ

る。市販のアレイは、多くの遺伝子が搭載さ

れており、多数の遺伝子の発現変動を解析で

きるメリットがある。しかしその反面、変動

する遺伝子が多数検出されるため、primary

な変化と二次的・三次的な変化を判別するこ

とが難しい。これを解決する方策として、ゲ

ノム情報・インフォマティクス情報をもとに、

搭載遺伝子を絞り込み、後の解析が容易なア

レイ（in house マイクロアレイ）を構築する

方法がある。 

化学物質に対する生体応答の要となる臓

器は肝臓である。生体に侵入した化学物質は

肝臓において代謝を受け、一般に生体に対し

て有毒性の低い物質に変換される。さらにこ

れまで肝臓を標的としたトキシコゲノミク

ス解析のデータが数多く蓄積されている。そ

こで本研究では、生体の薬物代謝の要の臓器

である肝臓をターゲットとした。 

本申請研究では、代表的な環境化学物質に

よる肝臓（肝細胞）における遺伝子応答を解

析するために、in house マイクロアレイを用

い、vivo と vitro の遺伝子応答の結果を比較

検討した。そして培養細胞（vitro）を用いて

行ったトランスクリプトーム解析の結果を、

バイオインフォマティクスの技法を用いて、

生体（vivo）での影響評価に結びつけるツー

ルを開発することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

本申請研究を開始するにあたり、搭載遺伝

子を生体応答のキーとなる遺伝子に絞り込

み、後の解析も容易な in house マイクロアレ

イシステムを構築した。 

環境化学物質として、重金属（カドミウ

ム・メチル水銀・鉛）、内分泌かく乱物質（ト



リブチルスズ・ビスフェノールＡ・残留性有

機塩素系化合物）、肝臓障害性物質（アセト

アミノフェン・四塩化炭素・トリクロロエチ

レン）を使用した。 

不死化した細胞は、培養自体は容易である

が、癌細胞由来であることや、SV40 などの

ウィルスで不死化することにより薬物に対

する応答性が生体と大きく異なる可能性が

ある。そこで本申請研究では培養細胞として、

初代マウス肝細胞を用いた。 

環境化学物質をマウス生体に投与、および

初代培養肝細胞に添加した時に、発現が変動

する遺伝子を、in house マイクロアレイを用

いて解析した。また Ingenuity Pathways 

Analysis（IPA）を使用し、変動遺伝子間の相

互関係や生体応答ネットワークについての

解析を行った。 

 

４．研究成果 

トランスクリプトーム解析のために、搭載

遺伝子を絞り込み、肝臓への毒性影響評価の

目的に特化したマイクロアレイシステムを

構築した。本アレイに搭載した遺伝子は、薬

物代謝酵素、ストレス応答遺伝子、アポトー

シス関連遺伝子、細胞内情報伝達系の要とな

る遺伝子、生体異物の代謝に関与する核内受

容体の応答遺伝子等である。 

搭載遺伝子を絞り込むことにより後の解

析が容易になること、生体応答のキーとなる

遺伝子に絞り込んで解析を行っても、バイオ

インフォマティクスの技法を組み合わせる

ことにより、生体で変動を受けるパスウェイ

やネットワークを解析できることを確認し

た。 

環境化学物質として、重金属、内分泌かく

乱物質、肝臓障害性物質を使用し、生体（vivo）

と培養細胞（vitro）における発現変動遺伝子

を in house マイクロアレイを用いて解析し

た。その結果、vivo と vitro では、共通に変動

する遺伝子が認められる一方、応答遺伝子が

異なることや影響を受ける生体パスウェイ

が異なることが明らかとなった。 

その理由として、以下が考察された。 

1.  vivo においては、細胞は異種の複数の種

類の細胞と接触し情報交換を行っているが、

単独の細胞を用いた vitro の評価系では異な

る種類の細胞とは接触していない。 

2.  培養細胞では、vivo でみられる 3 次元立

体構造は消失しており、通常は細胞外マトリ

クスも失われている。 

3. vivo では、化学物質は吸収・代謝され、

生体内に分布しその後排出される。その過程

において、細胞が接する化学物質やその代謝

物質の濃度は一様ではないと推測されるが、

培養細胞ではメディウムに添加した化学物

質は、通常そのままの状態で留まっている。 

4.  vivo では、化学物質は神経系やホルモン

系を介することによっても、生体応答を引き

起こすが、vitro の系ではそのような応答は感

知できない。 

5. 初代培養細胞は、生体から切り離されるこ

とにより、徐々に生理的な作用を消失する。 

 これらの理由により、vitro の培養細胞で得

られた化学物質に対する応答は、vivo での応

答とは異なるものと推察された。 

なお本研究で使用したマウス初代肝細胞

は、培養手技が難しく、培養に著しい困難を

ともなった。すなわち生きた細胞数を確保す

ること、培養細胞のバイアビリティを継続維

持することが当初より困難であった。生体

（vivo）での遺伝子応答は一定の結果が再現

性よく得られたのに対し、培養細胞では、発

現変動遺伝子の再現性が乏しい結果であっ

た。これは初代培養肝細胞では、プレパレー

ション毎に細胞のバイアビリティが異なる

こと等が原因であるためと推測された。 

 今後はこれまで得られたデータをもとに、

vitro の系の結果を vivo の系の結果予測につ

なげるためのアルゴリズムを構築し、in vivo

生体影響予測バイオインフォマティクスツ



ールを開発する。さらに公表されているトキ

シコゲノミクスデータベースを用いて、作成

した in vivo 生体影響予測ツールのバリデー

ションを行う。必要に応じてツールの改良を

行う。 
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