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研究成果の概要（和文）：エピジェネティック毒性はその重要性にも関わらず、リスク対応が進んでいない。検
出の難易度が高いことが理由の一つであり、本研究では簡便な検出を可能とするレポーターマウスの開発を行っ
た。レポーターベクターの構築が難航したが、imprint遺伝子由来のSnrpn promoterを採用し、上流にAgouti, 
Daz1のpromoter配列を連結し解決を図った。培養細胞に導入し、両者ともに予想されるレポーター応答を示すこ
とを確認した。DNA脱メチル化物質に対する応答を検討し、ともにレポーター応答増強を確認した。この結果を
受け、レポーターマウス作製(外部委託)に移り、作製されたマウスの詳細解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Regardless of its importance, risk management for epigenetic toxicity has 
not been advanced. One of the reasons is the high degree of difficulty of its detection. In this 
study, we developed a reporter mouse that enables simple detection of epigenetic toxicity. 
Construction of the reporter vector was the most difficult, but adopting the Snrpn promoter derived 
from the imprint gene, we could construct the vectors joining the promoter sequence of Agouti or 
Daz1 to the upstream of Snrpn promoter. We introduced both reporter vectors to culture cell and 
confirmed that both show the expected reporter response. We next examined the response to DNA 
demethylating substances and confirmed the enhancement of both reporter response. Following this 
result, we moved to the production of the reporter mice (outsourcing) and carried out detailed 
analysis of the produced mice.

研究分野：分子毒性学

キーワード： ゲノム　エピジェネティクス　毒性試験　レポーター　有害化学物質

  １版



様 式

１．研究開始当初の背景

（１）エピジェネティック毒性研究の必要性

DNA
化学修飾を介して形質を変化させる「エピジ
ェネティクス」は、その分子機構が詳細に解
明されつつある。新たなエピゲノム化学修飾
が追加され、エピゲノム化学修飾を受けるゲ
ノム領域を決定する転写因子、化学修飾を実
行する酵素群、化学修飾を認識する特異タン
パク質など、実行分子の実体が明らかになっ
てきている。これらの知見を背景に、エピジ
ェネティック毒性が現実味を帯び、米国毒性
学会・生涯教育講習会での企画や、日本毒性
学会での申請者を始めとするシンポジウム
など、関連学会で研究の必要性が取
れ始めてい

（２）研究の遅れ

一方で、エピジェネティック毒性作用が確
認されている化学物質は分子機構から予想
される数より遙かに少なく、バルプロ酸やア
ザシチジンなど、ごく限られたものしか知ら
れていない。その原因として、エピジェネテ
ィック毒性検出手法が、クロマチン免疫沈降
法やバイサルファイト処理法など高度な生
化学解析技術を必要とするために毒性試験
となじまず、毒性試験データからエピジェネ
ティック毒性を検出することが困難で、当該
作用を有する化学物質の同定が進まないこ
とがあげられる。よって、通常の毒性試験時
にエピジェネティック毒性の可能性を判定
できる個体レベル評価システムの開発が急
務である。

（３）レポーターマウス開発によるブレーク

スルー

申請者は
ントに、遺伝子組換え技術を駆使した、観察
が容易なマーカーによってエピジェネティ
ック毒性（本研究では
有無を検出するレポーターマウスを考案し
た（Fig.1
で実験可能であること、作用の検出は各臓器
のGFP
と、を特徴とする。しかも、同じ原理で他の
エピジェネティ
出するレポーターマウスを容易に開発可能
となるよう、システムとしての発展性を持た
せてある。これにより、エピジェネティック
毒性の毒性試験への導入が促進されると期
待できる。
 

式 Ｃ－１９、Ｆ－１９

１．研究開始当初の背景

（１）エピジェネティック毒性研究の必要性

DNA配列の変化無しに
化学修飾を介して形質を変化させる「エピジ
ェネティクス」は、その分子機構が詳細に解
明されつつある。新たなエピゲノム化学修飾
が追加され、エピゲノム化学修飾を受けるゲ
ノム領域を決定する転写因子、化学修飾を実
行する酵素群、化学修飾を認識する特異タン
パク質など、実行分子の実体が明らかになっ
てきている。これらの知見を背景に、エピジ
ェネティック毒性が現実味を帯び、米国毒性
学会・生涯教育講習会での企画や、日本毒性
学会での申請者を始めとするシンポジウム
など、関連学会で研究の必要性が取
れ始めていた。 

（２）研究の遅れ

一方で、エピジェネティック毒性作用が確
認されている化学物質は分子機構から予想
される数より遙かに少なく、バルプロ酸やア
ザシチジンなど、ごく限られたものしか知ら
れていない。その原因として、エピジェネテ
ィック毒性検出手法が、クロマチン免疫沈降
法やバイサルファイト処理法など高度な生
化学解析技術を必要とするために毒性試験
となじまず、毒性試験データからエピジェネ
ティック毒性を検出することが困難で、当該
作用を有する化学物質の同定が進まないこ
とがあげられる。よって、通常の毒性試験時
にエピジェネティック毒性の可能性を判定
できる個体レベル評価システムの開発が急
務である。 

（３）レポーターマウス開発によるブレーク

スルー 

申請者は挑戦的萌芽研究費での研究をヒ
ントに、遺伝子組換え技術を駆使した、観察
が容易なマーカーによってエピジェネティ
ック毒性（本研究では
有無を検出するレポーターマウスを考案し
Fig.1）。このマウスは、通常の飼育条件
で実験可能であること、作用の検出は各臓器
GFP発現を顕微鏡で観察するだけでよいこ
と、を特徴とする。しかも、同じ原理で他の
エピジェネティック化学修飾への作用を検
出するレポーターマウスを容易に開発可能
となるよう、システムとしての発展性を持た
せてある。これにより、エピジェネティック
毒性の毒性試験への導入が促進されると期
待できる。 

Ｃ－１９、Ｆ－１９

１．研究開始当初の背景 

（１）エピジェネティック毒性研究の必要性

配列の変化無しにDNAやヒストンへの
化学修飾を介して形質を変化させる「エピジ
ェネティクス」は、その分子機構が詳細に解
明されつつある。新たなエピゲノム化学修飾
が追加され、エピゲノム化学修飾を受けるゲ
ノム領域を決定する転写因子、化学修飾を実
行する酵素群、化学修飾を認識する特異タン
パク質など、実行分子の実体が明らかになっ
てきている。これらの知見を背景に、エピジ
ェネティック毒性が現実味を帯び、米国毒性
学会・生涯教育講習会での企画や、日本毒性
学会での申請者を始めとするシンポジウム
など、関連学会で研究の必要性が取

 

（２）研究の遅れ 

一方で、エピジェネティック毒性作用が確
認されている化学物質は分子機構から予想
される数より遙かに少なく、バルプロ酸やア
ザシチジンなど、ごく限られたものしか知ら
れていない。その原因として、エピジェネテ
ィック毒性検出手法が、クロマチン免疫沈降
法やバイサルファイト処理法など高度な生
化学解析技術を必要とするために毒性試験
となじまず、毒性試験データからエピジェネ
ティック毒性を検出することが困難で、当該
作用を有する化学物質の同定が進まないこ
とがあげられる。よって、通常の毒性試験時
にエピジェネティック毒性の可能性を判定
できる個体レベル評価システムの開発が急

（３）レポーターマウス開発によるブレーク

挑戦的萌芽研究費での研究をヒ
ントに、遺伝子組換え技術を駆使した、観察
が容易なマーカーによってエピジェネティ
ック毒性（本研究では DNA メチル化
有無を検出するレポーターマウスを考案し

）。このマウスは、通常の飼育条件
で実験可能であること、作用の検出は各臓器
発現を顕微鏡で観察するだけでよいこ

と、を特徴とする。しかも、同じ原理で他の
ック化学修飾への作用を検

出するレポーターマウスを容易に開発可能
となるよう、システムとしての発展性を持た
せてある。これにより、エピジェネティック
毒性の毒性試験への導入が促進されると期

Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９

（１）エピジェネティック毒性研究の必要性

やヒストンへの
化学修飾を介して形質を変化させる「エピジ
ェネティクス」は、その分子機構が詳細に解
明されつつある。新たなエピゲノム化学修飾
が追加され、エピゲノム化学修飾を受けるゲ
ノム領域を決定する転写因子、化学修飾を実
行する酵素群、化学修飾を認識する特異タン
パク質など、実行分子の実体が明らかになっ
てきている。これらの知見を背景に、エピジ
ェネティック毒性が現実味を帯び、米国毒性
学会・生涯教育講習会での企画や、日本毒性
学会での申請者を始めとするシンポジウム
など、関連学会で研究の必要性が取り上げら

一方で、エピジェネティック毒性作用が確
認されている化学物質は分子機構から予想
される数より遙かに少なく、バルプロ酸やア
ザシチジンなど、ごく限られたものしか知ら
れていない。その原因として、エピジェネテ
ィック毒性検出手法が、クロマチン免疫沈降
法やバイサルファイト処理法など高度な生
化学解析技術を必要とするために毒性試験
となじまず、毒性試験データからエピジェネ
ティック毒性を検出することが困難で、当該
作用を有する化学物質の同定が進まないこ
とがあげられる。よって、通常の毒性試験時
にエピジェネティック毒性の可能性を判定
できる個体レベル評価システムの開発が急

（３）レポーターマウス開発によるブレーク

挑戦的萌芽研究費での研究をヒ
ントに、遺伝子組換え技術を駆使した、観察
が容易なマーカーによってエピジェネティ

メチル化影響）の
有無を検出するレポーターマウスを考案し

）。このマウスは、通常の飼育条件
で実験可能であること、作用の検出は各臓器
発現を顕微鏡で観察するだけでよいこ

と、を特徴とする。しかも、同じ原理で他の
ック化学修飾への作用を検

出するレポーターマウスを容易に開発可能
となるよう、システムとしての発展性を持た
せてある。これにより、エピジェネティック
毒性の毒性試験への導入が促進されると期

、Ｚ－１９、ＣＫ－１９

（１）エピジェネティック毒性研究の必要性 

やヒストンへの
化学修飾を介して形質を変化させる「エピジ
ェネティクス」は、その分子機構が詳細に解
明されつつある。新たなエピゲノム化学修飾
が追加され、エピゲノム化学修飾を受けるゲ
ノム領域を決定する転写因子、化学修飾を実
行する酵素群、化学修飾を認識する特異タン
パク質など、実行分子の実体が明らかになっ
てきている。これらの知見を背景に、エピジ
ェネティック毒性が現実味を帯び、米国毒性
学会・生涯教育講習会での企画や、日本毒性
学会での申請者を始めとするシンポジウム

り上げら

一方で、エピジェネティック毒性作用が確
認されている化学物質は分子機構から予想
される数より遙かに少なく、バルプロ酸やア
ザシチジンなど、ごく限られたものしか知ら
れていない。その原因として、エピジェネテ
ィック毒性検出手法が、クロマチン免疫沈降
法やバイサルファイト処理法など高度な生
化学解析技術を必要とするために毒性試験
となじまず、毒性試験データからエピジェネ
ティック毒性を検出することが困難で、当該
作用を有する化学物質の同定が進まないこ
とがあげられる。よって、通常の毒性試験時
にエピジェネティック毒性の可能性を判定
できる個体レベル評価システムの開発が急

（３）レポーターマウス開発によるブレーク

挑戦的萌芽研究費での研究をヒ
ントに、遺伝子組換え技術を駆使した、観察
が容易なマーカーによってエピジェネティ

）の
有無を検出するレポーターマウスを考案し

）。このマウスは、通常の飼育条件
で実験可能であること、作用の検出は各臓器
発現を顕微鏡で観察するだけでよいこ

と、を特徴とする。しかも、同じ原理で他の
ック化学修飾への作用を検

出するレポーターマウスを容易に開発可能
となるよう、システムとしての発展性を持た
せてある。これにより、エピジェネティック
毒性の毒性試験への導入が促進されると期

 

 
２．研究の目的

ジェネティック毒性の重要性が指摘されてい
るが、そのリスクへの対応はほとんど進んで
いない。その原因として、エピジェネティッ
ク毒性検出手法が高度な生化学解析技術を要
するために毒性試験となじまず、毒性試験デ
ータからエピジェネティック毒性を検出する
ことが容易ではないことがあげられる。本研
究では、遺伝子組換え技術を駆使し、観察が
容易なマーカーによってエピジェネティック
毒性の有無を検出するレポーターマウスを開
発する。それにより、通常の毒性試験時に高
度な技術を必要とせずにエピジェネティ
毒性の有無を判定できる「個体レベル評価シ
ステムの構築」を目指す。
 
３．研究の方法
すべての動物実験は、
規程
施した。またすべての遺伝子組換え実験は
薬科大学
実施した。
本研究は、１）提案するレポーターマウス
作製に必要なベクターの構築、２）培養細胞
を用いた
質アザシチジンを用いた
の結果を反映させたレポーターマウス作製
の４つのステップに分けて実施

（１）

である

Fig.1

、ＣＫ－１９（共通）

２．研究の目的
化学物質影響がゲノムに記憶されるエピ
ジェネティック毒性の重要性が指摘されてい
るが、そのリスクへの対応はほとんど進んで
いない。その原因として、エピジェネティッ
ク毒性検出手法が高度な生化学解析技術を要
するために毒性試験となじまず、毒性試験デ
ータからエピジェネティック毒性を検出する
ことが容易ではないことがあげられる。本研
究では、遺伝子組換え技術を駆使し、観察が
容易なマーカーによってエピジェネティック
毒性の有無を検出するレポーターマウスを開
発する。それにより、通常の毒性試験時に高
度な技術を必要とせずにエピジェネティ
毒性の有無を判定できる「個体レベル評価シ
ステムの構築」を目指す。

３．研究の方法
すべての動物実験は、
規程に則り動物実験委員会の承認を経て実
施した。またすべての遺伝子組換え実験は
薬科大学組換え
実施した。 
本研究は、１）提案するレポーターマウス
作製に必要なベクターの構築、２）培養細胞
を用いた検討、３）
質アザシチジンを用いた
の結果を反映させたレポーターマウス作製
の４つのステップに分けて実施

（１） ベクター構築

Imprint 遺伝子由来の
である Snrpn promoter

Fig.1 エピジェネティック毒性レポーター
本研究で開発するマウスを用いることで、通常の
毒性試験における組織解析時にマーカーによっ
て容易にエピジェネティック毒性の有無を検出
可能となる。図は脳海馬領域を例とした模式図

（共通） 

２．研究の目的 
化学物質影響がゲノムに記憶されるエピ
ジェネティック毒性の重要性が指摘されてい
るが、そのリスクへの対応はほとんど進んで
いない。その原因として、エピジェネティッ
ク毒性検出手法が高度な生化学解析技術を要
するために毒性試験となじまず、毒性試験デ
ータからエピジェネティック毒性を検出する
ことが容易ではないことがあげられる。本研
究では、遺伝子組換え技術を駆使し、観察が
容易なマーカーによってエピジェネティック
毒性の有無を検出するレポーターマウスを開
発する。それにより、通常の毒性試験時に高
度な技術を必要とせずにエピジェネティ
毒性の有無を判定できる「個体レベル評価シ
ステムの構築」を目指す。 

３．研究の方法 
すべての動物実験は、星薬科大学動物実験
に則り動物実験委員会の承認を経て実

施した。またすべての遺伝子組換え実験は
組換えDNA安全委員会

本研究は、１）提案するレポーターマウス
作製に必要なベクターの構築、２）培養細胞

、３）既知の
質アザシチジンを用いた有用性検証
の結果を反映させたレポーターマウス作製
の４つのステップに分けて実施

ベクター構築 

遺伝子由来の minimal 
Snrpn promoter の上流に標的配列と

エピジェネティック毒性レポーター
本研究で開発するマウスを用いることで、通常の
毒性試験における組織解析時にマーカーによっ
て容易にエピジェネティック毒性の有無を検出
可能となる。図は脳海馬領域を例とした模式図

化学物質影響がゲノムに記憶されるエピ
ジェネティック毒性の重要性が指摘されてい
るが、そのリスクへの対応はほとんど進んで
いない。その原因として、エピジェネティッ
ク毒性検出手法が高度な生化学解析技術を要
するために毒性試験となじまず、毒性試験デ
ータからエピジェネティック毒性を検出する
ことが容易ではないことがあげられる。本研
究では、遺伝子組換え技術を駆使し、観察が
容易なマーカーによってエピジェネティック
毒性の有無を検出するレポーターマウスを開
発する。それにより、通常の毒性試験時に高
度な技術を必要とせずにエピジェネティ
毒性の有無を判定できる「個体レベル評価シ
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Puromycin で選択した HEK293T 細胞に対
し、既知 DNA 脱メチル化物質である
5-azacytidine（AzaC: 2μM）を添加し 6 日
後にレポーター応答を検討した。その結果、
Fi.2 下段の + の画像の様に、Agouti レポー
ター導入細胞において、AzaC を作用させる
ことで蛍光が顕著に強まることが確認され
た。すなわち、細胞に導入され中程度の DNA
メチル化を受けた Agouti_IAP が、AzaC によ
って DNA 脱メチル化を受け、レポータータン
パク質の発現が上昇したことにより蛍光強
度が上昇したものと考えられた。この結果か
ら、構築したレポーターは、培養細胞内で
DNA脱メチル化物質の作用を検出可能な性能
を有することが確認されたと判断した。 

（４）レポーターマウスの作製と検討 

構築したベクターを受精卵に注入し、
PiggyBac system により transgenic マウス
（Tg マウス）を作製した。本工程は CYAGEN
社に委託した。Agouti, Daz1 ともにジェノ
タイピング陽性の Tg マウスが得られた。納
入された Tg マウスにおける蛍光レポーター
の発現を Agouti マウスについて多数臓器
（脳、心臓、胸腺、甲状腺、肺、 肝臓、胃、
腸、腎臓、脾臓、膀胱、精巣、前立腺、子宮、
卵巣等を対象とした） においてパラフィン
切片を作製し検討したところ、腸において弱
い蛍光が認められた。今後、これらの Tg マ
ウスの特性を、AzaC 等の DNA メチル化変化
作用を持つ物質を活用しながら検討し、通常
毒性試験に適用可能な Tg マウスとして用い
ることが出来るか検証を進めていく必要が
ある。 
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