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研究成果の概要（和文）：本研究では肝脂肪変性の細胞内イベントを遺伝子発現から組織変化までを統合的に解
析した。四塩化炭素(CCl4)とエチオニン(ET)をラットに最大28日間投与した結果、肝白色化やALP、γ-GT、
T-BilおよびTBAの有意な増加は共通だったものの、AST、ALT、LDHの有意な増加はCCl4のみ、T-Colの減少はETの
みだった。遺伝子発現解析では、UPS系及びERストレス関連の低下はET群で有意で、酸化的リン酸化の異常は
CCl4群で有意だった。脂肪酸のβ酸化や輸送異常は共通性が高かったことから、イニシエーション反応には差が
あるものの、脂肪蓄積の細胞イベントには共通性が高いことが分かった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed intracellular events of hepatic fatty 
degeneration in an integrated manner from gene expression to tissue changes. After up to 28 days of 
administration of carbon tetrachloride (CCl4) and ethionine (ET) to rats, liver whitening and 
significant increases in ALP, γ-GT, T-Bil and TBA were common to both substances.However, the 
significant increase in AST, ALT, and LDH was only in the CCl4 group, and the decrease in T-Col was 
only in the ET group. In gene expression analysis, UPS and ER stress-related reductions were 
significant in the ET group, and abnormal oxidative phosphorylation was significant in the CCl4 
group.
Since β-oxidation and transport abnormalities of fatty acids were highly common to both substances,
 it was found that although there are differences in initiation reactions, there is high commonality
 in cellular events of fat accumulation.

研究分野：毒性学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果から、毒性症状としては同じ脂肪変性を示す化合物であっても、その分子メカニズムや肝臓に与え
る毒性影響には時間的なものを含めてそこに至るまでの細胞内イベントが異なることが分かった。しかし、その
結果として脂肪変性が生じると、その表現型に関与する遺伝子群には共通性が高かったことから、毒性としては
“収束”していくことが分かった。本研究成果は毒性症状の段階的な進行に関して分子レベルでのメカニズムを
考察できる非常に有用なもので、複雑な毒性症状を理解し、より早期の検出法開発への応用が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

化学物質の毒性評価は、化学物質の安全利用のために必要不可欠である。従来は、実験動

物の病理組織学的検査などで有害性評価を行ってきたが、データの評価・解釈は毒性学者の

経験に拠る面が大きく、不確実性を伴うという課題を抱えてきた。化学物質暴露により最も

影響を受けるのは肝臓である。例えば、代表的な肝毒性物質の四塩化炭素は生体内でラジカ

ルを発生させ、脂肪変性を生じる。脂肪変性は肝炎を経て肝硬変や肝がんに至る可能性が高

い重要な毒性症状の一つであるが、そこに至るまでのメカニズムは不明である。四塩化炭素

を含め多くの化学物質の毒性は、「入口」と「出口」の知見は多く蓄積されているものの、

その間のメカニズムはブラックボックスのままである。このように、シーケンシャルな毒性

メカニズムの解明は毒性学上の推進すべき重要課題の一つである。総合的な毒性メカニズ

ムの理解には、従来法の毒性学的知見とオミクスなどの分子レベルのデータを関連付けた

総合的な毒性パスウェイ解析が必要である。OECD（経済協力開発機構）は、有害事象発現

（Adverse Outcome Pathway: AOP）の概念に基づいた化学物質管理を提唱している。

OECD は試験に用いる毒性指標の意義を AOP により明確にすることを求めており、世界

的にもシーケンシャルな毒性メカニズムの解明がますます重要になってきている。 

「なぜ化学物質暴露により、その遺伝子が変動したのか」、「その下流でどのような細胞イ

ベントが生じた結果、毒性が現れたのか」、これらの学術的「問い」を研究課題の核心に据

え、これまで知見が乏しかった化学物質投与による生体内でのタンパク質の機能的変化や

細胞内局在の変化を捉えることが重要だと考えた。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、肝脂肪変性の細胞内イベントにかかわるタンパク質の機能的変化や細胞内

局在を調べ、遺伝子、タンパク質、細胞、組織の各階層のデータを統合的に解析し、シーケンシ

ャルな毒性メカニズムを解明することである。 

個別の遺伝子発現量の変化だけでなく、タンパク質の機能的変化を含む細胞内イベント

に着目し、その変化を多層的に捉えた毒性学研究は他にない。また、化学物質による脂肪変

性について、申請者独自のユビキチン-プロテアソーム系に着目した毒性パスウェイの仮説 

に基づく研究はない。これら 2 点が本研究の独自性である。期待される成果が得られれ

ば、化学物質による肝脂肪変性の発現メカニズム解明の発端となり、停滞している毒性メカ

ニズム研究に新潮流を生み出す創造性を有する。 

 

３．研究の方法 

同一の毒性症状を示すにも関わらず、途中の細胞内イベントにどのような共通性もしく

は相違点があるのかを調べるために、肝脂肪変性のモデル化合物として四塩化炭素とエチ

オニンをラットに投与し、肝臓の遺伝子発現量データを元に詳細な毒性パスウェイの仮説

を構築した後、シーケンシャルな毒性メカニズムを解明した。 

項目① 脂肪変性に関連した標的分子の絞り込み 

化学物質暴露後の肝ゲノミクスデータには TGP（トキコゲノミクスプロジェクト）の TG-

GATEs を用い、動物実験データは TG-GATEs に加えて HESS（Hazard Evaluation Support 

System Integrated Platform）を用いた。 

項目② 細胞内イベントのオミクス解析 

四塩化炭素とエチオニンをラットに 1～28日間反復投与し、経時的に肝臓組織を採取し、

標的分子の発現量をマイクロアレイ法にて網羅的に解析した。 

項目③ 多層的データからの毒性パスウェイ構築 

遺伝子発現量データは経時的データも加えて、GSEA（Gene Set Enrichment Analysisで

解析し、AOP概念に沿ってシーケンシャルな毒性メカニズムを解明した。 

 



４．研究成果 

４．１ 肝臓への毒性影響および肝脂肪変性の程度は物質によって異なる 

四塩化炭素(CCl4、40 mg/kg および 200 mg/kg)とエチオニン(ET、50 mg/kg および 250 

mg/kg)を Wistar-Han ラットの雄に 7、14 および 28 日間反復投与し、臓器重量の測定、剖

検、血液組織学的検査を行い、化学物質投与による毒性影響を調べた。その結果、CCl4 お

よび ETともに投与が進むにつれて有意な体重抑制および肝白色化の重篤化がみられたもの

の、投与 28 日目で肝臓の絶対および相対重量が増加したのは CCl4 のみであった（図１）。

投与 28日目の血液生化学的検査では、CCl4および ETともに ALP、γ-GT、T-Bilおよび TBA 

の有意な増加がみられたものの、AST、ALT、

LDH の有意な増加がみられたのは CCl4 の

みであった。また、血中の総コレステロー

ル(T-Cho)は投与 7～14日までは CCl4およ

び ETともに有意な減少がみられたものの、

投与 28日目では ET投与群のみで有意な減

少が継続した（表 1）。 
 

表 1 血液生化学的検査 

 

 

 

 

 

 

 
 

４．２ 肝脂肪変性を引き起こすイニシエーションカスケードは化合物間で差がある 

投与 28 日目(高用量)の肝臓の網羅的な遺伝子発現量データについて GSEA 解析を行い、

化学物質投与による脂肪肝の誘発メカニズムを解明した。その結果、ユビキチン-プロテア

ソーム系(ERAD pathway)及び ER(小胞体)ストレス関連遺伝子の発現減少は ET投与群で有意

性が高く、ミトコンドリア機能及び酸化的リン酸化の異常は CCl4投与群でみられた。しか 

し、脂肪酸のβ酸化や

脂質輸送の異常、オー

トファジーの機能不全

は CCl4 および ET とも

に共通性が高かったこ

とから、肝脂肪変性を

引き起こす初期の反応

は化合物間で差異があ

るものの、脂肪蓄積に

繋がる細胞イベントに

は共通性が高いことが 

分かった（図 2）。さらに、ET 投与群では、ER 膜上タンパク質に有意な発現低下がみられ、

ER 膜の構造異常およびリン脂質の恒常性破綻がリポタンパク質の産生低下を引き起こして

いる可能性が示唆された。これは、ET 投与群のみで血中の T-Cho 減少が有意な減少が継続

したことを支持する。これらの結果から、毒性症状としては同じ脂肪変性を示す化合物であ

っても、その分子メカニズムや肝臓に与える毒性影響には時間的なものを含めてそこに至

るまでの細胞内イベントが異なることが分かった。しかし、その結果として脂肪変性が生じ

ると、その表現型に関与する遺伝子群には共通性が高かったことから、毒性としては“収束”

していくことが分かった。本研究成果は毒性症状の段階的な進行に関して分子レベルでの

メカニズムを考察できる非常に有用なものである。 

 
図 1 肝臓写真及び肝相対重量 

 

 

 図 2 GSEA 解析 

(NES: Normalized Enrichment Scores) 
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