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Percellome トキシコゲノミクスの実用に向けての進捗 

国立医薬品食品衛生研究所・安全性生物試験研究センター・毒性部 

菅野 純 

Percellome Project  
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トキシコゲノミクスを必要とする理由 

（研究目的と期待される成果） 

 

１．毒性学の近代化：安全係数からの脱却 

２．多数ある標的の一括取り扱い 

   多種類ある毒性試験法  

    （２年かかるもの、億単位の経費のかかるもの） 

３．より正確に、より早く、より安く （3Rにも貢献） 
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目  次 

• Percellome Project 背景・概要 

• 解析方法・ツール 

• 解析例   エストラゴール・PCP 

• 新型反復暴露実験 

• 胎児発生をモデルとしたネットワーク解析 

• Percellomeデータ解析用Software 開発 

• システムトキシコロジー研究 Garuda Platform 

                            

 

  厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業）（H24-化学-指定-006）等による 
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動物実験（毒性試験） 
齧歯類（ラット・マウス）などを用いる 

＝人の身代わりとして 

BLACK BOX 

BLACK BOX 

毒性試験 

（暴露実験） 

事故・職業暴露 

症状 

(毒性所見) 

基本概念 

体は複雑：現代科学ではまだ 

ブラックボックス 

ネズミも人も哺乳類： 

概して似ている 

（似た反応を示す） 

種差、個体差を勘案し 

１００倍程度厳しい基準を 

人に当てはめる 

安全係数による外挿 

症状 

(毒性所見) 
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種差・個体差（胎児・小児・成人・老人の差を含む） 

を如何に科学的に取り扱うか？ 

（近代化） 

生体反応のメカニズムに 

基づいた毒性評価 

↓ 

ブラックボックスの中身の解明 
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毒性学：予期せぬ変化も見逃せない → 網羅性が必須 
↓ 

全遺伝子の発現情報を用いた遺伝子発現カスケードの描出 
↓ 

生体反応のメカニズムによる毒性の理解 

化学物質 症状 

生 体 

BLACK BOX 

回帰モデルによる関連付け 

入力 出力 

化学物質 症状 

入力 出力 
生 体 

ブラックボックスの中身の解明 
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• DNA → ｍRNA → たんぱく質 → 形質発現 

 

• トキシコゲノミクス 

• トキシコプロテオミクス 

»毒性病理学（形態学・機能学） 
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• DNA → ｍRNA → たんぱく質 → 形質発現 

 

• トキシコゲノミクス 

• トキシコプロテオミクス 

»毒性病理学（形態学・機能学；Phenomics） 

網羅性、ハイスループット性、信頼性に優れた技術が利用可能 

（ｃDNAマイクロアレイ技術） 
【全ゲノムが解読されたことが背景にある】 
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形質非依存的アプローチ 

phenotype情報を用いない方法の必要性 

例え話： ウイルス肝炎 

• ひと昔前：A型、B型、non-A non-B型 

– データを 3通りに分類してきた 
 

• 少し前：C型の出現、 

– データを、4通りに分類し直し 
 

• 遺伝子発現情報は、いまは未認識の「分類」を含んでいる。 

– 既知情報で分類してしまう弊害： 新分類の発見を障害する 

 
  既知の情報 遺伝子発現クラスター   照 合 
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トキシコゲノミクスは現行毒性学にとって、光学顕微鏡
しかない時代に現れた電子顕微鏡のようなもの。 

 

その実用化には、皆が納得する「教科書」が必要。 

電子顕微鏡の教科書や図譜が出来るまでに、１０～２０年。
研究者が多数の電子顕微鏡写真をアーカイブ化した。 

 

トキシコゲノミクスは、電子顕微鏡のような立場。 

多数のデータを基に、「教科書」を書く必要がある。 

 

 データを蓄積するには、標準化が必須。 

  →Percellome法を開発した。 

            ↓ 

数万種類のmRNAの各々を、細胞一個当たりのコピー
数として測定。  
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Open Access  

on line journal:  BMC Genomics. 2006 Mar 29;7(1):64  

     PMID: 16571132  

2014年2月21日 化学物質シンポジウム@内閣府 jk 



12 

12 

Fetus (Developmental) toxicogenomics  
(Percellome) 

Mouse Embryo 

Dr. Satoshi Kitajima 

  Embryoid Body   
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ESEB000（半日刻み） 
Klf4 
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( 66 / 0 ) 
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Four Yamanaka iPS genes 

Myc                          Klf4                             Oct3/4                         Sox2 
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0 0 

mRNA Copy mRNA Copy 

Number Per Cell Number Per Cell 

（ （ Absolute Absolute ） ） 

0 0 

mRNA Copy mRNA コピー数 

Number Per Cell Number Per Cell 

（ （ Absolute Absolute ） ） 

1点3匹のデータ 

平均±1sd平面で表示 

代
表
的
化
合
物
を
選
択 

１化合物につき 
４時点 （2hr, 4hr, 8hr, 24hr) 
４用量 (0, 1, 2, 3) 
計１６群 各群３匹  
合計４８匹 
より、肝、腎、肺、脳などを採取 

Affymetrix GeneChip  

MOE430 

 

約45,000のmRNA情報
が一期に得られる  

 

化学物質の投与実験 

（マウス、経口、吸入、他） 
網羅的に遺伝子発
現データを取得 

細胞1個あたりの 

mRNAコピー数 

この様な曲面データが 

一期に約45,000枚 

得られる 

(約3万遺伝子の発現情報に相当） 

定型的プロトコール 

14 
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Cyp1b1Cyp1b1

Cyp7a1

Hspa1aHspa1a

Q-PCR GeneChip 

Percellome Q-PCR versus GeneChip 
TCDD /// 5x4 n=3, 60 sample ///  GSC(5)+19 primer pair set1  Cyp1b1
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H14 H15 H16 H17 H18 H19 H20 H21 H22 H23 

毒性部が展開するトキシコゲノミクス研究 

経口トキシコ班1 

吸入トキシコ班1 

経口トキシコ班2 

ラット トキシコゲノミクス(TGP1) 

発生トキシコ 

食品トキシコ 

吸入トキシコ班2 

経口トキシコ班3 

神経トキシコ班2 

複合トキシコ班 

ラット トキシコゲノミクス(TGP2) 

これらすべての研究が絶対値化したデータを利用＝利点：相互の直接比較が可能である 

Percellomeプロジェクト 

多様な化学物質による、肝臓を
中心とした様々な臓器のトラン
スクリプトーム情報をデータベー
ス化している。 

Percellome 

3D format 

Percellome 

3D format 

Percellome 

3D format 

H24 H25 H26 

経口トキシコ班4 

吸入トキシコ班3 

神経トキシコ班2 

H27 H28 

DEHP班 

吸入トキシコ班4 

神経トキシコ班3 
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• 単回暴露実験 
• Gene Network = 水面 

– 化学物質 = 石 

– 遺伝子発現変動 = 波紋 

Chemical  → Protein etc.→ Gene → Protein → Gene → Protein →・・・・・ 
17 
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Acephate
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Chemical A Chemical BChemical A Chemical B
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Chemical A Chemical BChemical A Chemical B
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RSort Program by Ken-ichi Aisaki 

• 遺伝子発現を3次元曲面として表

示した「Surface」グラフの凸凹の

程度（Roughness）とピークの位

置などを評価して、候補遺伝子リ

ストの並べ替えを行うアルゴリズ

ム 

 

• Up、Downの両方を検出 

• 計算処理が軽い 

21 
2014年2月21日 化学物質シンポジウム@内閣府 jk 



22 

Cyp27a1 

cytochrome P450, family 27, subfamily a, polypeptide 1 

Cyp1b1 

cytochrome P450, family 1, subfamily b, polypeptide 1 

mRNAの変動として見た場合 

生体反応として確からしい曲面 

mRNAの変動として見た場合 

ノイズと見られる曲面 
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香料 エストラゴール 

 

estragole 
(1-allyl-4-methoxybenzene)  

(CAS No.: 140-67-0)  

 

タラゴン（tarragon）の主成分, バジル精油（essential oils of 

basil）, and others.  

 

高用量でげっ歯類に肝発がん性を発揮する (JECFA)  

Kanno et al., Application of Percellome Toxicogenomics to Food Safety 

In: Issues in Toxicology No.11. Hormone-Disruptive Chemical Contaminants in Food. 

Eds. Ingemar Pongratz and Vikstroem Bergander  

Royal Society of Chemistry, London, pp. 184-198 (2012) 
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*:Performed by different protocols

*

*

*

*

*:Performed by different protocols

*

*

*

*

*

*

*

*

PercellomeExplorer Program by K Aisaki  
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kinase, isoenzyme 4 

上段、下段の任意のペアについて 

発現ピーク毎のPSを表示可能で、 

個々のPS同士のSurfaceデータを 

参照することが出来る。 
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Estragole Clofibrate DEHP Phenobarbital

Cyp4a14

Cyp4a10

Cyp2b10

Cyp51

+

+ + +

+ +

+ +

+ +

- -

-

-

-

-
cytochrome P450, 

family 4, 

subfamily a, 

polypeptide 14

cytochrome P450, 

family 2, 

subfamily b, 

polypeptide 10

cytochrome P450, 

family 51

cytochrome P450, 

family 4, 

subfamily a, 

polypeptide 10 /// 

polypeptide 31 /// 

LOC100044218

PPARa 

CAR 
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Pentachlorophenol   

五塩化フェノール 

(PCP) 

殺菌剤 

除草剤 

防腐 

シロアリ駆除 

水虫薬 

 

失効  

急性毒性： 
肝、腎、血液、肺、神経、免疫、消化管障害 

発熱、大量発汗、非協調運動、筋攣縮、昏睡 

 

慢性毒性： 
肝障害、腎障害、神経障害 

肝発がん性（動物発癌性試験）、 

 

毒性を分析すると、 

一般毒性／器質的 （肝細胞障害など） 
フェノール毒（タンパク凝固など）ビラン 

その他、全身症状  

 一般毒性／非器質的 

                 （発熱、大量発汗など） 
 J Tox Sci (2013) 38:643-654. 
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Figure 2 

Kanno et al. J Tox Sci (2013) 38:643-654. 
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Other chemicals 

in Percellome DB  PCP 

Other chemicals

in Percellome DB PCP
Other chemicals

in Percellome DB PCP
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Percellome

No.
Treatment PS

Percellome

No.
Treatment PS

Percellome

No.
Treatment PS

Percellome

No.
Treatment PS

TTG016-L(C) Pentachlorophenol 98 TTG016-L(C) Pentachlorophenol 55 TTG016-L(C) Pentachlorophenol 127 TTG016-L(C) Pentachlorophenol 1192

TTG154-L
Sodium

Dehydroacetate
51 TTG104-L MEHP 21 TTG098-L DEHP 15 TTG098-L DEHP 258

TTG109-L Acephate 24 TTG098-L DEHP 16 TTG041-L Valproic Acid 14 TTG032-L
3-Amino-1H-1,2,4-

triazole
212

TTG059-L Caffeine 19 TTG037-L Phenobarbital 14 TTG104-L MEHP 14 TTG104-L MEHP 177

TTG041-L Valproic Acid 18 TTG032-L
3-Amino-1H-1,2,4-

triazole
12 TTG109-L Acephate 13 TTG037-L Phenobarbital 160

TTG062-L(C) Dexamethasone 18 TTG144-L
Tributyltin x

Phenobarbital
12 TTG160-L 5-fluorouracil 10 TTG041-L Valproic Acid 109

TTG098-L DEHP 17 TTG150-L
Valproic acid sodium

salt x Thalidomide
8 TTG154-L

Sodium

Dehydroacetate
9 TTG157-L

Valproic acid sodium

salt
103

TTG019-L 2-Vinylpyridine 15 TTG141-L
Tributyltin x

Clofibrate
8 TTG141-L

Tributyltin x

Clofibrate
8 TTG031-L

2-Chloro-4,6-

dimethylaniline
94

TTG104-L MEHP 12 TTG074-L Bromobenzene 8 TTG031-L
2-Chloro-4,6-

dimethylaniline
8 TTG154-L

Sodium

Dehydroacetate
77

TTG165-L Chlorpyrifos 12 TTG151-L

Valproic acid sodium

salt x Valproic acid

sodium salt

7 TTG032-L
3-Amino-1H-1,2,4-

triazole
8 TTG162-L

Sesame seed oil

unsaponified matter
71

TTG034-L 4-Ethylnitrobenzene 12 TTG031-L
2-Chloro-4,6-

dimethylaniline
7 TTG146-L Forskolin 6 TTG044-L Clofibrate 69

TTG166-L Carbaryl 10 TTG044-L Clofibrate 6 TTG062-L(C) Dexamethasone 6 TTG074-L Bromobenzene 47

TTG031-L
2-Chloro-4,6-

dimethylaniline
10 TTG162-L

Sesame seed oil

unsaponified matter
5 TTG054-L

Diethylnitrosamine

(C57BL/6)
5 TTG109-L Acephate 17

TTG141-L
Tributyltin x

Clofibrate
9 TTG173-L TCDD/AhRKO 0 TTG132-L Curcumin 3 TTG160-L 5-fluorouracil 13

TTG032-L
3-Amino-1H-1,2,4-

triazole
9 TTG136-L Phytol 2

TTG027-L 1,2,3-Triazole 9 TTG096-L Omeprazole 0

TTG160-L 5-fluorouracil 4  

Sum Set (Total) 75 Sum Set (Total) 31 Sum Set (Total) 46 Sum Set (Total) 636

Sum Set (Up) 59 Sum Set (Up) 22 Sum Set (Up) 23 Sum Set (Up) 636

Sum Set (Dn) 16 Sum Set (Dn) 9 Sum Set (Dn) 23 Sum Set (Dn) 0

PCP NOT Sum 23 PCP NOT Sum 24 PCP NOT Sum 81 PCP NOT Sum 556

 2hr 4hr 8hr 24hr

98 
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23 
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Ppargc1a Foxo1 Cyp2a4 /// Cyp2a5 Cyp4f16 

Cyp7a1 Cyp17a1 Cyp39a1 Fmo2 

Fmo5 Nr1i2 Junb Junb  

(Inverted) 

Junb  

(Inverted, 

subtracted) 

Fos Fos 

(Inverted) 

Fos 

(Inverted, 

subtracted) 

 

Genes  

Induced  

at 2, 4 or 8 hr 
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Genes induced at 24 hr (unique to PCP) 
Stat1 Stat2 Tyk2 Irf7 Irf3 Irf9 

Myd88 Myd88 Oas1a Oas1b Oas3 Cxcl10 

Ifit1 Ifit2 Ifit3 Gm16340 /// Ifi203 

/// LOC100862472 

/// LOC1008624 

Ifi204 /// Ifi205 /// 

Mnda /// Mndal 

Iigp1 

Gm9706 /// Isg15 Igtp Tlr3 Tlr5 Tlr9 Tgtp1 /// Tgtp2 

31 
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32 
Figure 8 

HQ, BQ,  

OH radicals 

PCP 

PXR/SXR↑  

Cyp↑ 

Fmo↑ 

Nrf2↑ 

Protein damage 

DNA damage 

Irf ↑ 

IfnR 

Inflammatory  

Cytokines → 

AP-1↓ Fos↓, JunB↓ 

Tlr ↑ 

Ifn ↑ 
Interferon 

Signaling ↑ 

Other PRRs↑ ? 
? 

? 

代謝過程 

Kanno et al. J Tox Sci (2013) 38:643-654. 32 
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Pentachlorophenol 
(PCP) 

殺菌剤 

除草剤 

防腐 

シロアリ駆除 

水虫薬 

 

失効  

急性毒性： 
肝、腎、血液、肺、神経、免疫、消化管障害 

発熱、大量発汗、非協調運動、筋攣縮、昏睡 

 

慢性毒性： 
肝障害、腎障害、神経障害 

肝発がん性（動物発癌性試験）、 

 

毒性を分析すると、 

一般毒性／器質的 （肝細胞障害など） 
フェノール毒（タンパク凝固など）ビラン 

その他、全身症状  

 一般毒性／非器質的 

                 （発熱、大量発汗など） 
 

インフルエンザ様症状 

J Tox Sci (2013) 38:643-654. 
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Gene Knockout Mice 

 

 

反復暴露の新しい概念 

New Concept of Repeated Dose 

 

 

【新型反復暴露実験】 

34 2014年2月21日 化学物質シンポジウム@内閣府 jk 
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反復投与の意味の考察 

ヒント：遺伝子改変動物の反応を解析する 

2 4 8 24 

単回投与 

野生型マウス

2 4 8 24 

単回投与 



36 Cyp1a2 

NM_009993 

cytochrome P450, family 1, subfamily a, polypeptide 2 

TTG020-L_SpNC_0 TTG056-L_SpNC_0 

TCDD       3-MC 

Wild type mouse 

TTG170-L_SpNC_0 TTG173-L_SpNC_0 

AhR KO mouse 

36 
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単回投与 vs 反復投与後の反応 
（TTG119-G) （TTG130-G) 

2 4 8 24 

単回投与 

単回投与後の反応 (“TTG1 type”) 

2 4 8 24 

反復投与 （全群単一用量） 

反復投与後の反応 (“TTG2 type”)



38 TTG157-L_SpNC_0 TTG151-L_SpNC_0 

Tgoln1 /// Tgoln2 

trans-golgi network protein /// trans-golgi network protein 2 

VPA 肝 単回 VPA  肝 反復 

VPA single                                                  VPA repeat 

バルプロ酸ナトリウム  
[Valproic acid sodium salt：VPA] 
 

単回投与 

[0, 50, 150, 500 mg/kg] 

 

反復後 単回投与 

100 mg/kg (for 14 days) +  [0, 50, 150, 500 mg/kg] 38 
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39 TTG119-L_SpNC_0 TTG130-L_SpNC_0 

Ubqlnl 

ubiquilin-like 

発現が減衰～消失する遺伝子 

CCl4 single                                                    CCl4 repeat 

四塩化炭素  
[Carbon tetrachloride：CCL4] 
 

単回投与 

[0, 0.7, 2, 7 mg/kg] 

反復後 単回投与 

5 mg/kg (for 14 days) +  [0, 0.7, 2, 7 mg/kg] 
39 
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40 TTG119-L_SpNC_0 TTG130-L_SpNC_0 

Serpina7 

serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 7 

発現が増大する遺伝子 

CCl4 single                                                 CCl4 repeat 

40 
2014年2月21日 化学物質シンポジウム@内閣府 jk 



41 

TTG119-L_SpNC_0 TTG130-L_SpNC_0 

TTG119-L_SpNC_0 TTG130-L_SpNC_0 

用語定義 Definition 

 

 Transient Response 

     (T-Res) 

 過渡反応 

 

 Baseline Response  

      (B-Res) 

 基線反応 

 

< 

< 

> 

> 

Single                                        Repeated 

Single                                        Repeated 
41 
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■示唆される法則 

 Baseline が 下がり Transient Resp が低下～消失する 

 Baseline が 上がり Transient Resp が増強する 

 

■課題 

• Baseline の変動がどの様に完成するか。 

• 経時的観察 

• Baseline: up/ down (unchanged) を示す遺伝子の上流は？ 

• 反復暴露する化学物質と最後に投与する化学物質が異なる場合の
影響の様態 

 

 
 

新型反復暴露実験で示唆されたこと 

42 
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43 
2 4 8 24 

2 4 8 24 

2 4 8 24 

2 4 8 24 

2 4 8 24 

A+A’ Protocol 

[ 0 + 1 ] 

[ 2 + 1 ] 

[ 4 + 1 ] 

[ 14 + 1 ] 

[ 1 + 1 ] 

43 
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TTG119-L_SpNC_0 

Mrpl52 

1415761_at 

TTG189-L_SpNC_0 

Mrpl52 

1415761_at 

TTG190-L_SpNC_0 

Mrpl52 

1415761_at 

TTG191-L_SpNC_0 

Mrpl52 

1415761_at 

TTG130-L_SpNC_0 

Mrpl52 

1415761_at 

CCL4 Liver Vehicle 119 130 189 

190 191 from 0+1 

Mrpl52 

1415761_at 

[ 0 + 1 ] [ 2 + 1 ] [ 4 + 1 ] [ 14 + 1 ] [ 1 + 1 ] Vehicle 

CCL4 Liver Vehicle 119 130 189 190 191 from 0+1 

Mrpl52 

1415761_at 

TTG119-L_SpNC_0 

Mrpl52 

1415761_at 

四塩化炭素  

＊:p<0.05 
44 
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TTG119-L_SpNC_0 

Serpina7 

1438617_at 

TTG189-L_SpNC_0 

Serpina7 

1438617_at 

TTG190-L_SpNC_0 

Serpina7 

1438617_at 

TTG191-L_SpNC_0 

Serpina7 

1438617_at 

TTG130-L_SpNC_0 

Serpina7 

1438617_at 

CCL4 Liver Vehicle 119 130 189 

190 191 from 0+1 

Serpina7 

1438617_at 

TTG119-L_SpNC_0 

Mrpl52 

1415761_at 

TTG189-L_SpNC_0 

Mrpl52 

1415761_at 

TTG190-L_SpNC_0 

Mrpl52 

1415761_at 

TTG191-L_SpNC_0 

Mrpl52 

1415761_at 

TTG130-L_SpNC_0 

Mrpl52 

1415761_at 

CCL4 Liver Vehicle 119 130 189 

190 191 from 0+1 

Mrpl52 

1415761_at 

TTG119-L_SpNC_0 

Txndc5 

1423746_at 

TTG189-L_SpNC_0 

Txndc5 

1423746_at 

TTG190-L_SpNC_0 

Txndc5 

1423746_at 

TTG191-L_SpNC_0 

Txndc5 

1423746_at 

TTG130-L_SpNC_0 

Txndc5 

1423746_at 

CCL4 Liver Vehicle 119 130 189 

190 191 from 0+1 

Txndc5 

1423746_at 

[ 0 + 1 ] [ 2 + 1 ] [ 4 + 1 ] [ 14 + 1 ] [ 1 + 1 ] Vehicle 

四塩化炭素  

45 
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TGP0067 + 0066L_SN 

Mettl9 

1376589_at 

3hr      6hr       9hr      24hr 

Single dose 

 

4 d      8 d       15 d       29 d 

Repeated dose 

 

1 d 

TGP0066 TGP0067 

Desensitization  ≒ Reduced Baseline Response  

TGP Rat 四塩化炭素 データ （Percellome変換後に解析） 

46 
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TGP0067 + 0066L_SN 

Reep5 

1371481_at 

3hr      6hr       9hr      24hr 

Single dose 

4 d      8 d       15 d       29 d 

Repeated dose 

1 d 

TGP0066 TGP0067 

Hypersensitization  ≒ Elevated  Baseline Response  

47 
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48 
2 4 8 24 

2 4 8 24 

2 4 8 24 

2 4 8 24 

2 4 8 24 

A+A’ Protocol 

[ 0 + 1 ] 

[ 2 + 1 ] 

[ 4 + 1 ] 

[ 14 + 1 ] 

[ 1 + 1 ]  実施中 

バルプロ酸ナトリウム  

48 
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[ 0 + 1 ] [ 2 + 1 ] [ 4 + 1 ] [ 14 + 1 ] 

[ 1 + 1 ] 

Vehicle 

TTG157-L_SpNC_0 

Cyp2b10 

1422257_s_at 

TTG193-L_SpNC_0 

Cyp2b10 

1422257_s_at 

TTG195-L_SpNC_0 

Cyp2b10 

1422257_s_at 

TTG151-L_SpNC_0 

Cyp2b10 

1422257_s_at 

VPA Liver Vehicle 157 193 195 151 

Cyp2b10 

1422257_s_at 

バルプロ酸ナトリウム  
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新型反復暴露実験 結果 

四塩化炭素 バルプロ酸ナトリウム 

•単回暴露で発現変動した遺伝子の多くは、反復暴露後に反応減弱ないし消失し、基線も

低下傾向だった。 

•反復暴露により反応が増強する少数の遺伝子では、基線が上昇傾向だった。 

•これらの変化は、多くの遺伝子で [1+1] において完成していた。 

反復暴露により、過渡反応が急速に消失
する遺伝子が多い。 

•反復暴露後も過渡反応が消失しない遺

伝子数が多い。 

•一旦発現が抑制されるものの、[14+1]で

再び基線上昇、過渡反応回復の遺伝子

あり 

•基線反応・過渡反応共に反復暴露に影響

されない遺伝子あり 50 
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上流遺伝子の解析の結果、 

 

①少なくとも、小胞体ストレス
経路が、Baseline Respの
低下の上流にあること、 

②遺伝子発現の誘導パターン
により Xbp1 と eIF2 の
使い分けが行われているこ
と 

 

が示唆された。 

 

 

Tachyphylaxis？ 

“Brady”phylaxis？ 

51 2014年2月21日 化学物質シンポジウム@内閣府 jk 
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新型反復：まとめ 

• 反復投与による B-Res と T-Res の関係、B-Res の誘導機構に関して、化学

物質に依らない共通的分子メカニズムの存在が示唆された。 

 

• B-Res に２通り以上の機構が存在することが示唆された： 

 Xbp1 および eIF2。 

 

• 組み合わせデータからのネットワーク抽出を加速する。 

 

• 数日反復暴露による慢性影響の高精度予測の可能性が視野に入りつつある

と考える。 

52 2014年2月21日 化学物質シンポジウム@内閣府 jk 



53 
マウス胎生6.25-9.75日胚 [C57BL/6CrSlc]  12時点 

 胎生6.25、6.50、6.75、7.25、7.50、7.75、8.25、8.50、8.75、9.25、9.50、9.75 

[7.75] [7.50] [7.25] 

[6.75] [6.50] [6.25] 



54 胎児発生過程におけるマスター遺伝子を基軸とした 
遺伝子発現ネットワークの網羅的解析 

1436869_at // Shh 1428853_at // Ptch1 1427048_at // Smo 

1449058_at // Gli1 1446086_s_at // Gli2 1455154_at // Gli3 

1456067_at // Gli3 1423104_at // Irs1 1417494_a_at // Cp 

微分解析による発現変動起点の検出 

【発現変動起点】 と 【 発現ピーク】 による、
候補遺伝子の抽出、及び、シグナルネット
ワーク解析 

54 
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[抽出条件] 
・発現ピークの時点の発現コピー数（平均値）が2コピー／細胞以上 
・発現変動起点と発現ピークの発現に有意差 (p<0.05) 
→ 9,311 psが抽出 

有意差検定 (P < 0.05) 

1436869_at // Shh ( 19.18 // 0.89 ) 

55 

2 copy以上 
【発現変動起点】 【 発現ピーク】  



56 

モデル： ソニックヘッジホッグ（shh）シグナル 

胎生約9.5日胚 

In situ hybridization 

Shh 

Ptch1 

Smo 

Gli1 Gli2 Gli3 

シグナル 

の流れ 

56 
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12     18    24     30     36     42     48     54 

6.75  7.00   7.25   7.50   7.75  8.00   8.25   8.50 胎齢 

時間 

Shh 

Ptch1 

Smo 

Gli1 

Gli2 

Gli3 

♦： 発現変動起点 
♦： 発現ピークの時点 

57 
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12     18    24     30     36     42     48     54 

6.75  7.00   7.25   7.50   7.75  8.00   8.25   8.50 胎齢 

時間 

Shh 

Ptch1 

Smo 

Gli1 

Gli2 

Gli3 

♦： 発現変動起点 
♦： 発現ピークの時点 

Shhの受容体を介さないGli遺伝子の発現制御因子の探索(in silico)  

= SMAD3 (TGFβシグナル)  

Smad3 

Tgfβ2 

58 
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胎児発生過程の遺伝子発現ネットワークの解析：まとめ 

• Shhシグナルを構成する遺伝子のmRNA発現順位はシグナルの
流れと逆であった ⇒ 胎児発生において一般化されるか否か、
確認が必要がある。 
 

• Gli（Gli2、Gli3）は、Shh遺伝子発現に先だって、Smad３・Tgfb2に
誘導される可能性が示された。 
 

• Shhシグナル系に対する発生毒性の標的分子には、自系の構
成因子に加え、構成因子の発現を制御する系の構成因子を考
慮する必要があることが示唆された。 

59 
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●吸入Percellome：  肺・肝・中枢神経（海馬） 
 

●中枢神経Percellome： 情動認知行動異常 



61 

キシレンの異性体⇒ 

「厚生労働省シックハウス問題に関する検討会」にて 
指針値が策定された化学物質 

☆: 気化できず今後検討 

☆ 

☆ 

2014年2月21日 化学物質シンポジウム@内閣府 jk 
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発生機 
暴露チャンバー 

2014年2月21日 化学物質シンポジウム@内閣府 jk 
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0 24 48 72 96 120 144 168 

暴露 

６時間×７日間反復暴露実験 

(hr) 

サンプル採取 
 

２２時間×７日間反復暴露実験 

PM0:00 

PM8:00 AM8:00 

照明周期 

PM0:00 

0 24 48 72 96 120 144 168 192 (hr) 

0 24 48 72 96 120 144 168 

２時間単回暴露実験 

(hr) 

AM10:00 

吸入暴露プロトコル ３種類 

2014年2月21日 化学物質シンポジウム@内閣府 jk 
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0 24 72 96 120 144 168 

暴露 

６時間×７日間反復暴露実験 

(hr) 

サンプル採取 

２２時間×７日間反復暴露実験 

PM0:00 

PM8:00 AM8:00 

照明周期 

PM0:00 

0 24 48 72 96 120 144 168 192 (hr) 

0 24 48 72 96 120 144 168 

２時間単回暴露実験 

(hr) 

AM10:00 

48 
72 96 120 

72 96 120 

High 
Mid 

Low 
Cont 

22hr 
70hr 

166hr 

２２時間×７日間反復暴露実験 ＝ 生活暴露モデル 

190hr 

暴露22、70、166、190時間後に観測 [時刻：10時、10時、10時、10時] 

2014年2月21日 化学物質シンポジウム@内閣府 jk 
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中枢影響解析 

幼若期及び成熟期アセフェート（7、20、70 mg/kg） 

単回強制経口投与 

12-13週齢 

神経行動毒性解析 

行動解析 

形態解析 

遺伝子発現解析 

幼若期投与群 

成熟期投与群 

溶媒投与対照群 溶媒 溶媒 

溶媒 

溶媒 

2週齢 

投与 

11週齢 

投与 

アセフェート 

アセフェート 

65 
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第２週 
月〜水曜日 

第２週 
木曜日 

第１週 
水曜日 

第１週 
木曜日 

第１週 
金曜日 

オープンフィールド 
試験 

条件付け 
学習記憶試験 

明暗 
往来試験 

高架式十字 
迷路試験 

プレパルス驚愕反応 
抑制試験 

遺伝子改変マウスの行動解析で実績があり、 

比較的に短時間で、判りやすい結果が得られる試験を選択した。 

 

行動解析 
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Percellome 3次元データ等の為の専用解析ソフトウェアの開発研究 

異種由来の遺伝子発現データの統合処理 

Mouse Data 

(45,000 Surface) 

Mouse 

candidate GeneList 

PercellomeDB 

Rat candidate GeneList 

Concatenated Id 

candidate GeneList 

RSort 
Ortholog Convert 

（OrthologIdConversion.exe) 

Mouse Id 

Rat Id 

Ortholog table Mouse Id + Rat Id 

Concatenated Id 

非Percellomeデータの絶対量推計 

50%tile 
TTG119-L-011-061006

0.1 1 10 100 1,000 10,000

3,000
2,800
2,600
2,400
2,200
2,000
1,800
1,600
1,400
1,200
1,000
800
600
400
200
0

絶対量化データ（copies/cell） 

Percellome 

データベース 

Species, Tissue, Time, Vehicle, 

SpikeFactorが 

一致する絶対量化溶媒群データ 

絶対量化   (SpNC)  data 

Reference 
ProbeSet List 

データ参照 

* 

* 

原点と基準点を通る直線を検量線とする 

SN  data 

raw 

SN
(a

b
so

lu
ti

ze
d

) 

候補遺伝子自動抽出プログラムの改良 

RSortのupdate 
Graph Density (GD) filterの追加 

発現変動起点の 

自動検出アルゴリズムの開発 a) b) 

微分解析 

Percellome公開サーバーの機能拡張 

* REST=Representational State Transfer  

ハイパーメディア システムのための 

ソフトウェアアーキテクチャのスタイルのひとつ 

データベース参照例）
http://percellome.nihs.go.jp/PDBR/v1.dll/ds/rest/tools/Surface/6/1422217_a_

at/ASIT/N/330-340-50-1/A-0-N/400-400-8 

Percellome DB 

Web API 
REST* 

67 
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PercellomeExplorer 

RSort 
Project Data 

(45,000 Surface) candidate GeneList 

PercellomeDB 

化学物質B 

2hr 4hr 8hr 24hr 

化
学
物
質

A
 

24
h

r 
8h

r 
4h

r 
2h

r 
Project 01 

Project 02 

Project 03 

Project 04 

Project 05 

Project 06 

Project 07 

PercellomeExplorer 

Percellome Explorer :各実験プロジェクトにおいて発現変動する候補遺伝子(ps)

についての総当たり比較を自動化し、短時間で効率良く、解析計算を行う共通変
動遺伝子の高速抽出・評価用の解析プログラム。 
 
本プログラムにより、Percellomeデータベースの全データ（全288実験プロジェ
クト/119化合物[2012年6月時点]）を対象とした化学物質暴露影響の比較解析が数
クリックで容易に実施できる。 68 

2014年2月21日 化学物質シンポジウム@内閣府 jk 



69 

Percellome data clustered 
Clustering 212 selected probes, which are three types of labels. 
TCDD only (78). TCDD-TCDF (TEF=1.0, 6), TCDD-TCDF (TEF=0.1, 128)  

Save clusters on Desktop 

6 clusters is optimum 

状態制御遺伝子群推定ソフトウエア 

AGCT（ A Gene geometric Clustering Tool ） 

69 
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オルソローグ制御領域分析ソフトウエアSHOE 

❶ Genes 

❷Genes orth aln 

❸ 
RPL17  

〜7,000個 
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Red nodes, 0-2 hours (Time1) 

Orange nodes, 2-4 hours  

(Time2) 

Green nodes, 4-8 hours  

(Time3) 

Blue nodes, 8-24 hours  

(Time4) 

8 – 24 hours (Time4) 

Time1、Time2、Time3の遺
伝子から、Time4の遺伝子
へ、多くのリンクが出ている。 

遺伝子制御関係推定アルゴリズムの開発 

71 
2014年2月21日 化学物質シンポジウム@内閣府 jk 



72 

Garuda Alliance 

国際的な研究用ソフトウエアの共通基盤 

www.garuda-alliance.org 

システム・トキシコロジー解析基盤の研究開発 

72 
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Garuda Alliance (snapshot May 2013) 
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Systems Pharmacology for the 

Prediction of Tyrosine Kinase 

Inhibitor non-QT Cardiotoxicity 

SBI to provide software platform and computational 

systems biology expertise 

 

Interlinked with tranSMART Data repository system 

(originally from Johnson & Johnson) 

 

Industrial participants: Merck, Pfizer, AstraZeneca, 

Novartis, Amgen,  

75 
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Garuda DashBoard 
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開発したプログラムのGaruda統合 
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小括 
• 新型反復暴露解析：過渡反応と基線反応の関係を明らかにする。 

– 毒性学的に新規性が高い所見、エピジェネティクス等の機序の関与が示唆される。 

– 反復毒性の分子毒性学的理解の促進、及び、単回暴露データからの予測に重要。 
 

• 胎児発生過程におけるマスター遺伝子を基軸とした遺伝子発現ネットワークの
網羅的解析： 
– 微分解析手法が有効である。 

– 発生毒性の標的分子群の新たな選定法が示唆された。 
 

• Percellome ３次元データ等の為の専用解析ソフトウエアの開発研究 

– 異種動物データ統合技術／非Percellomeデータの絶対量推定技術／RSort改／WebAPI改良 
 

• システムトキシコロジー解析基盤の研究開発： 
– 状態制御遺伝子群推定アルゴリズムAGCT 

– オルソローグ制御領域分析ソフトウエアSHOE 

– 遺伝子制御関係推定アルゴリズム 

– Web公開／Garuda Platform実装 
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まとめ と メッセージ 

[一般的に一つの化学物質は６つ以上の標的を持つ] 
 

• 時間経過の情報を含めた、遺伝子発現ネットワークの網羅的な描
出の準備が整いつつある 
– To Describe biological effect of the chemical by the combination of 

dynamic network 

 

• TGPのrat data と Percellome Project の mouse dataの統合が
進んでいる 
– Join rat data base to mouse data base by PercellomeExplorere 

program 

 

• Percellomeデータを、その解析ソフトウェアと共にGarudaシステ
ム上に公開する準備を進めている。 
– Accelerate/ Synergize analysis speed by world wide users 
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実用化へ 

• Web上へのデータと解析ツールの公開 
– Garuda Alliance への展開  

 

• 多数の化学物質の、迅速かつ安価な評価システム 
– 化審法：カテゴリー評価 

– 既存点検 
• 化審法 

• その他： 職業暴露・家庭暴露 
 

• 創薬支援 

– 非臨床試験の高精度化（網羅性・メカニズム）、迅速化、経費
節減 
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化審法・新規化学物質・既存点検 

• 化審法：ハザード評価からリスク評価へ 

–暴露評価の導入 

– 「類似」した物質の暴露量を集計しなくてよいのか！ 

 

– 集計することとなった前例＝ダイオキシン類 

• Dioxin 

• Dibenzofurane 

• Coplanar PCB 

– AhRを介した作用   TEFs （Toxic equivalency 
factors） 

– 2,3,7,8-TCDDを最強の１とし、他を0.1などと計算 
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化審法・新規化学物質・既存点検 

• 化審法：ハザード評価からリスク評価へ 

–暴露評価の導入 

– 「類似」した物質の暴露量を集計しなくてよいのか！ 

 

– 集計することとなった前例＝ダイオキシン類 

• Dioxin 

• Dibenzofurane 

• Coplanar PCB 

– AhRを介した作用   TEFs （Toxic equivalency 
factors） 

– 2,3,7,8-TCDDを最強の１とし、他を0.1などと計算 
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化審法・新規化学物質・既存点検 

• 化審法：ハザード評価からリスク評価へ 

–暴露評価の導入 

– 「類似」した物質の暴露量を集計しなくてよいのか！ 

• カテゴリー評価 

– 「類似」は、何について？ 
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化審法・新規化学物質・既存点検等の 

カテゴリー評価に対する 

Percellomeトキシコゲノミクスの親和性 

• 化審法：ハザード評価からリスク評価へ 

• カテゴリー評価・「類似」性 

• これらのPercellome data解析による網羅的な（見
落としの無い）評価 

 

• 既存点検 

–単回暴露から複数回暴露の短期・小規模Percellome
試験による、急性毒性及び慢性毒性の迅速予測（カ
テゴリー化） 
 

• 安く、迅速、精密（網羅性担保） 
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現状と今後の予定 

似た動的ネットワークを持つ化学物質の選択 

↓ 

似ていない動的ネットワークを持つ化学物質の選択 

↓ 

動的ネットワークのカタログ作成 

↓ 

単回暴露と反復暴露の関係の動的ネットワーク記述  

動的ネットワークの重ね合わせによる網羅的な（見落としのない）毒性同定 

↓ 

少数の動物の短期実験による迅速な網羅的・包括的な毒性予測 

複合毒性予測（カテゴリー評価を含む） 
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Percellome Projects（2003~） 
国立衛研・毒性部内 

Jun Kanno, MD, PhD 

Ken-ichi Aisaki, MD, PhD 

Katsuhide Igarashi, PhD 
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国立衛研/基盤研 TG Project 立ち上げグループ  

(～summer 2002) (with 17 Pharm)  
 Akihiko Hirose Risk Assess/ BSRC/ NIHS 

 Takayoshi Suzuki  Mutagen/ BSRC/ NIHS 

 Makoto Shibutani Path/ BSRC/ NIHS 
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 Atsushi Ono Tox/BSRC/NIHS 

 Ken-ichi Aisaki Tox/BSRC/NIHS 
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 Ken-ichi Aisaki, MD, PhD 
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