
研究開発項目Ｂ－２ 「28日間反
復投与試験結果と相関する遺伝
子発現データセットの開発」      

Ⅲ． 研究開発成果（詳細） 

Ⅳ． 実用化の見通し（詳細） 

「高機能簡易型有害性評価手法の開発」 

事後評価分科会 

 資料７－２ 

１／７６ 

公開 

事業原簿 III、Ⅳ 



III．研究開発成果（詳細） 

事業原簿 III．3-1～182 ２／７６ 

公開 



３．研究開発成果について     公開 

 成果物 

化学物質数 40種類 

供試動物数 238匹（No.1: 18匹、No.2～8: 28匹、タイムコース： 24匹） 

採材臓器数 No.1： 各26臓器、No.2～4： 各25臓器（No.2はC2, mca, 
4emのみ26臓器）、No.5～8： 各２４臓器、 
タイムコース： 各4臓器 

RNA取得数 3,611 サンプル 

取得プロファイル数 1,028 プロファイル 

遺伝子発現データポイント数 11,827,140 ポイント 

生体応答遺伝子発現 
データセット 

78セット 
（肝臓： 49、腎臓： 24、脾臓： 2、皮下脂肪： 2、小脳： 1） 

遺伝子発現プロファイル公開
（CIBEX） 

97件（1,025プロファイル） 
※３サンプルは化学物質投与とは関係のない病変部位を参考として採取したもので
あるため、あえて登録していない。 

特許出願 10件（但しH23年度に10件追加）  

 取得データ概要 

事業原簿 III．3-39 ３／７６ 

※ 平成２３年８月１７日現在 



研究開発テーマ① 
既存化学物質の２８日間反復投与実験 

４／７６ 事業原簿 III．3-9～35 

公開 



（注）主な標的臓器として判断さ
れていない臓器において、病理
変化が生じる場合はある 

主な標的臓器 
• 肝 臓 ：   20 
• 腎 臓 ：   18 
• 脾 臓 ：   12 
• 神 経 ：   5 
• 胃：      1 
• 毒性なし ： 9 

※「既存化学物質毒性データベース」より 

 本プロジェクトで扱った４０種類の化学物質とその標的臓器 

５／７６ 事業原簿 III．3-8 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ①既存化学物質の２８日間反復投与実験       公開 



≪供試動物： ラット≫ 
Crl:CD(SD) 雄（入荷時5週齢、試験開始時6週齢）、各群 n＝3  

≪投与用量（濃度）≫ 
「既存化学物質毒性データベース」の28日間反復投与実験の最高用量 

≪投与≫ 
強制経口投与（胃ゾンデを使用） 

≪観察項目≫ 
 一般状態  

• 毎日2回（午前・午後）観察 
 体重測定  

• 1週間に2回、投与前に実施 
• 投与1, 4, 8, 11, 15, 18, 22, 25, 28日目および解剖日に測定 

 摂餌量測定 
• 1週間に1回、投与前に実施 
• 投与1, 8, 15, 22日目に給餌量、その約24時間後に残餌量を測定 

 検査項目  
• 血液生化学検査、臓器重量測定 

 動物実験の概要 

事業原簿 III．3-13～36 ６／７６ 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ①既存化学物質の２８日間反復投与実験       公開 



１匹３０分で採材可能 ⇒ ６匹／日 

＜実験条件＞ 
・ 化学物質は４０種類 
・ 各投与物質群、３匹 
・ 対照動物数を最少⇒ 反復投与実験回数を最少 
・ 最大２６臓器採材 
・ 臓器採材時間は日周リズムを考慮して、３時間以内 

２チームで同時進行 ⇒ ８匹／日 

１人で２６臓器採材した場合、１匹４５分以上必要。⇒ ４匹／日 １匹を２人で分割して採材 

 試験設計およびそれにともなう臓器採材時間短縮の検討 

コンタミや臓器の取り違えの可能性あり 

 
 

： それぞれ対照＋5化学物質の計6匹 

投与は各組ごとに1日ずらして開始した。 

これに合わせて 

最も効率が良い 

事業原簿 III．3-10 ７／７６ 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ①既存化学物質の２８日間反復投与実験       公開 



 臓器の分割採材 
 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

麻酔、 
採血（血液採材） 

片づけ、 
次の採材準備 

採材、 
臓器凍結 

分 

解剖担当者2 
 
 
・膵臓 
・前胃 
・腺胃 
・十二指腸 
・空腸 
・回腸 
・結腸 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
・骨髄 

採材した臓器はただちに
液体窒素で凍結した。 

凍結完了臓器は、臓器名、動物番号を
記載したチャック付きビニール袋にドラ
イアイス上で袋詰めし、-80度のディー

プフリーザに移動するまでの間、ドライ
アイスを満たした発泡スチロールケー
スに入れて保管した。 

＊： 重量測定後凍結 

・ 日周リズムの影響を考慮し、中央にあたる3番目に対照を採材することとした。 

解剖担当者1 
 
・脾臓* 
膵臓を含む消化管 
・肝臓* 
・腎臓* 
・副腎 
・精巣* 
・精巣上体 
・前立腺 
・（膀胱） 
・皮下脂肪 
・大腿四頭筋 
・ヒラメ筋 
・胸腺* 
・心臓* 
・肺* 
・褐色脂肪 
・（脊髄） 
大腿骨 
・脳（大脳、小脳）* 

事業原簿 III．3-11 ８／７６ 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ①既存化学物質の２８日間反復投与実験       公開 



 臓器採材の実際 
• 日周リズムを考慮して毎回、ほぼ同時刻に解剖する。また、多臓器・組織を短時間で採材するための手順を確
立した。 

事業原簿 III．3-12 ９／７６ 

血液生化学検査用 

RNA抽出用 

脾臓摘出後 

・膵臓 
・前胃 
・腺胃 
・十二指腸 
・空腸 
・回腸 
・結腸 
・骨髄 

液体窒素へ 

液体窒素へ 

ライセート作製 
（乳鉢法） 

ライセート作製（ポリトロン法） 

‐80℃ 凍結保存 

解剖担当者2 

採血 
・脾臓 
・肝臓 
・副腎 
・腎臓 
・精巣 
・胸腺 
・心臓 
・肺 
・脳 
・精巣上体 
・前立腺 
・皮下脂肪 
・大腿四頭筋 
・ヒラメ筋 
・褐色脂肪 
（・膀胱 ） 
（・脊髄 ） 

臓器重量測定後 
液体窒素へ 

解剖担当者1 

液体窒素へ 

ライセート作製 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ①既存化学物質の２８日間反復投与実験       公開 



RNA調製 

遺伝子発現プロファイル取得・解析 

28日間 
反復投与試験 

投与物質 

契約 平成19年度 平成20年度 

1月  2月  3月   4月   5月    6月   7月   8月   9月   10月 11月  12月  1月   2月   3月   4月   5月   6月   7月  8月  

平成21年度 

• 2bo 
• mxa 
• 3cp 
• 2ae 
• thf 

1 回目 2 回目 

• mca 
• suf 
• 2ip 
• hmh 
• 4em 

3 回目 

• mta 
• bac 
• mns 
• nat 
• mmb 

4 回目 

• dcb 
• 34x 
• nma 
• tdn 
• 2de 

5 回目 

• pcp 
• mcs 
• 23d 
• dhc 
• dhp 

6 回目 

• tbe 
• dba 
• pep 
• tbp 
• tmp 

7 回目 

• 24b 
• 35x 
• nda 
• 13d 
• nhd 

平成22年度 

9月   10月  11月   12月  1月   2月  3月   4月   5月   6月  7月  8月   9月   10月  11月   12月  1月   2月  3月   

平成21年度 

28日間 
反復投与試験 

投与物質 

RNA調製 

8 回目 

• bcp 
• tmb 
• dha 
• 14d 
• ams 

遺伝子発現プロファイル取得・解析 

14日間 

• dhp 

事業原簿 III．3-16 １０／７６ 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ①既存化学物質の２８日間反復投与実験       公開 



総計 26臓器 1,028プロファイル（Total RNA: 3,611サンプル） 

事業原簿 III．3-37 １１／７６ 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ①既存化学物質の２８日間反復投与実験       公開 



【まとめ】 
• 遺伝子発現変動解析用の動物実験標準プロトコルを確立した。 
 
• 最終目標に掲げた取得サンプルを達成した。 

 最終目標：２,２００サンプル 
 取得サンプル： ３,６１１サンプル 

１２／７６ 事業原簿 III．3-9～35 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ①既存化学物質の２８日間反復投与実験       公開 



研究開発テーマ② 
既存化学物質投与ラット組織の 

遺伝子発現解析 

１３／７６ 事業原簿 III．3-36～179 

公開 



80塩基からなる合成ＤＮＡ（約32,000種類）をスライドガラス上に配列（特許取得済） 

特異性の高いプローブ領域選定が可能 

マイクロアレイ作製の高い「歩留り」を達成 

マイクロアレイ表面に特殊化学処理（特許取得済） 

マイクロアレイ化後のガラス表面劣化を防止 

ハイブリダイゼーション条件の安定性を確保 

ランダム・プライミング法による第1鎖cDNA合成で蛍光標識 

mRNA全長にわたって自由自在にプローブ領域設計が可能 

プローブ塩基配列の特異性が向上 

スプライシング・バリアント解析への応用が可能 

特殊な器具（特許出願）を使ったハイブリダイゼーション 

均一なハイブリダイゼーション条件が成立 

mRNAの増幅を行わない 

コントロールしにくい酵素反応行程を最低限にとどめて高い再現性を獲得 

2色法（1枚のマイクロアレイ上で、赤と緑の蛍光色素で標識した2種類のサンプルを混合して競合的にハイ
ブリダイズさせる）を採用 

マイクロアレイのスポット上のＤＮＡ量の変化によって影響を受けないデータ取得が可能 

共通レファレンスRNAを採用 

多数のサンプルのバーチャルな並行解析が可能 

独自の実験プロトコル（数千回の条件検討実験により決定したもの）を採用 

高い再現性を獲得 

 独自開発のDNAマイクロアレイシステム 
• ＮＥＤＯ「タンパク質機能解析・活用プロジェクト」（平成１２〜１７年度）で開発・確立 

１４／７６ 事業原簿 III．3-36～179 

公開 ３．研究開発成果について  研究開発テーマ②既存化学物質投与ラット組織の遺伝子発現解析       



遺伝子発現レベルが高い 

遺伝子発現がレベル低い 

この一行が１つの遺伝子 

よって、上の図は144サンプル、103遺伝子を表していることになる 

サンプル数 
144 

遺伝子数 

103 

クラスタ 

化学物質を表すカラーバー 

この一列が１つのサンプル 

を拡大 

発現パターンが類似したものが集まる 

１５／７６ 事業原簿 III．3-36～179 

 遺伝子発現変動解析データの見方 

公開 ３．研究開発成果について  研究開発テーマ②既存化学物質投与ラット組織の遺伝子発現解析       



溶媒対照 
投与後1日 
投与後3日 
投与後7日 
投与後14日 
投与後28日 

サンプル数 

Du Je Il Lu SAT Gs Ep Ad He Ms Ki Sp BAT Th BM Rmt Bl Li Te Pr Cbll Cbu Fs 
Co Pa Sc 

遺伝子数 

1028 

11505 

＜14日間反復投与毒性試験＞ ＜28日間反復投与毒性試験＞ 

 全遺伝子発現プロファイル（１,０２８サンプル） 
• 最終目標で定めた遺伝子発現プロファイル数（１,０００～１,１００）を達成した。 

事業原簿 III．3-38 １６／７６ 

溶媒対照 
2bo 
mxa 
3cp 
2ae 
thf 

mca 
suf 
2ip 
hmh 
4em 

mta 
bac 
mns 
nat 
mmb 

dcb 
34x 
nma 
tdn 
2de 

pcp 
mcs 
23d 
dhc 
dhp 

tbe 
dba 
pep 
tbp 
tmp 

24b 
35x 
nda 
13d 
nhd 

bcp 
tmb 
dha 
14d 
ams 

公開 ３．研究開発成果について  研究開発テーマ②既存化学物質投与ラット組織の遺伝子発現解析       



遺伝子数 

62 

溶媒対照 

条件: | filer |≧1.5(n=1) , -zero (n=20) 
ファイル: Sample-ref. cont. 

34x 

 特定の化学物質の曝露による複数臓器の横並び比較（34xを例にして） 
• 化学物質のターゲット臓器が明確になる。 

事業原簿 III．3-41 サンプル数 

Du Il Lu SAT Ep Ad Ki Sp Th Bl Li Pr Cbll Cbu BM 

1009 

１７／７６ 

公開 ３．研究開発成果について  研究開発テーマ②既存化学物質投与ラット組織の遺伝子発現解析       



遺伝子数 

サンプル数 
38 

条件: | filer |≧1.5(n=1) , -zero (n=12) 
ファイル: Sample-ref. cont. 

溶媒対照 
dhp 

 特定の化学物質の曝露による複数臓器の横並び比較（dhpを例にして） 
• 予期しなかった臓器（例えば皮下脂肪［SAT］）の影響も検出できる可能性がある。 

事業原簿 III．3-42 

Du Lu SAT Ep Ki Sp Li Te Pr 

１８／７６ 

631 

公開 ３．研究開発成果について  研究開発テーマ②既存化学物質投与ラット組織の遺伝子発現解析       



サンプル数 
95 

遺伝子数 

553 

抽出条件: t検定(Cvs 2ip, 2bo, 34x, nma, 23d, ttest(0.01), ABS(1.0)) 
Sample-control av. 

溶媒対照 
2bo 
mxa 
3cp 
2ae 
thf 

mca 
suf 
2ip 
hmh 
4em 

mta 
bac 
mns 
nat 
mmb 

dcb 
34x 
nma 
tdn 
2de 

pcp 
mcs 
23d 
dhc 
dhp 

tbe 
dba 
pep 
tbp 
tmp 

 化学物質の横並び比較（脾臓を例にして） 
• 脾臓で生じる遺伝子発現変動パターンは多様性が低い。 

事業原簿 III．3-64 １９／７６ 

公開 ３．研究開発成果について  研究開発テーマ②既存化学物質投与ラット組織の遺伝子発現解析       



サンプル数 
144 

遺伝子数 

572 

条件:コントロールで動きのない遺伝子 -zero(n=24), | filter|≦1.7(n=24) 
抽出条件: t検定(Cvs 全化合物, ttest(0.01), ABS(1.0)) 
ファイル: Sample-Ref.cont 

溶媒対照 
2bo 
mxa 
3cp 
2ae 
thf 

mca 
suf 
2ip 
hmh 
4em 

mta 
bac 
mns 
nat 
mmb 

dcb 
34x 
nma 
tdn 
2de 

pcp 
mcs 
23d 
dhc 
dhp 

tbe 
dba 
pep 
tbp 
tmp 

24b 
35x 
nda 
13d 
nhd 

bcp 
tmb 
dha 
14d 
ams 

 化学物質の横並び比較（肝臓を例にして） 
• 肝臓で生じる遺伝子発現変動パターンは脾臓と比べて多様性が高い。 

事業原簿 III．3-73 ２０／７６ 

公開 ３．研究開発成果について  研究開発テーマ②既存化学物質投与ラット組織の遺伝子発現解析       



【まとめ】 
 

• 最終目標に掲げた遺伝子発現プロファイル数を達成した。 
 最終目標： １,０００～１,１００プロファイル 
 取得プロファイル： １,０２８プロファイル 
 公開済みプロファイル： １,０２５プロファイル 

（※ ３サンプルは化学物質投与とは関係のない病変部位を採取したものであった
ため、あえて公開しなかった） 
 

• ゲノム学的手法を取り入れた網羅的遺伝子発現解析により、
臓器間または化学物質間の横並び比較ができる。 

事業原簿 III．36～73 ２１／７６ 

公開 ３．研究開発成果について  研究開発テーマ②既存化学物質投与ラット組織の遺伝子発現解析       



生体応答遺伝子セットの探索 
～肝臓を例にして～ 

２２／７６ 事業原簿 III．3-73～111 

公開 



t検定による遺伝子群の抽出 

２３／７６ 事業原簿 III．3-73～87 

公開 



サンプル数 
144 

遺伝子数 

溶媒対照 
2bo 
mxa 
3cp 
2ae 
thf 

mca 
suf 
2ip 
hmh 
4em 

mta 
bac 
mns 
nat 
mmb 

dcb 
34x 
nma 
tdn 
2de 

pcp 
mcs 
23d 
dhc 
dhp 

tbe 
dba 
pep 
tbp 
tmp 

病変部 24b 
35x 
nda 
13d 
nhd 

bcp 
tmb 
dha 
14d 
ams 
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抽出条件: t検定(C6vs tbe, ttest(0.01), ABS(1.0)) 
ファイル: Sample-Ref.cont 

Li-17 

 tbe曝露により発現変動した遺伝子群によるクラスタ分析 
• tbeの発現変動パターンと類似した化学物質が複数存在した。 

事業原簿 III．3-83 ２４／７６ 

公開 ３．研究開発成果について  研究開発テーマ② t検定による遺伝子群の抽出          
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 14d曝露により発現変動した遺伝子群によるクラスタ分析 
• 14dの発現変動パターンと類似した化学物質が複数存在した。（異なるパターンも存在） 

事業原簿 III．3-87 ２５／７６ 

抽出条件: t検定(C8vs 14d, ttest(0.01), ABS(1.0)) 
ファイル: Sample-Ref.cont 

公開 ３．研究開発成果について  研究開発テーマ② t検定による遺伝子群の抽出          



複数の化学物質で共通に発現変動する 
遺伝子群の抽出 

２６／７６ 事業原簿 III．3-90～94 

公開 



サンプル数 
144 

遺伝子数 

216 

dh
p  

dh
p  

dh
p  

dc
b  

dc
b  

dc
b  

3
c
p  

3
c
p  

3
c
p  

3
4
x  

3
4
x  

3
4
x  

1
4
d  

1
4
d  

1
4
d  

tb
e  

tb
e  

tb
e  

bc
p  

bc
p  

bc
p  

1
3
d  

1
3
d  

1
3
d  

tm
p  

2
d
e  

hm
h  

hm
h  

hm
h  

m
m

b  
m

m
b  

m
m

b  
tm

b  
tm

b  
pc

p  
pc

p  
pc

p  
su

f  
su

f  
su

f  
3
5
x  

3
5
x  

3
5
x  

nm
a  

nm
a  

nm
a  

tb
p  

tm
p  

tm
p  

2
4
b  

2
4
b  

2
4
b  

tm
b  

tb
p  

pe
p  

tb
p  

pe
p  

pe
p  

2
ip  

4
e
m

 
4
e
m

 
td

n  
td

n  
td

n  
m

cs  
m

cs  
m

cs  
2
3
d  

2
3
d  

2
3
d  

2
b
o  

2
b
o  

th
f  

th
f  

th
f  

m
ns  

m
ta  

2
d
e  

m
ca  

n
at  

n
at  

m
ns  

2
ip  

2
ae  

2
b
o  

C
1  

b
ac  

m
ta  

C
3  

n
at  

m
ns  

C
3  

C
2  

m
ca  

2
d
e  

b
ac  

b
ac  

2
d
e  

dh
c  

dh
c  

dh
c  

m
ta  

C
2  

C
3  

C
5  

C
5  

C
4  

C
4  

C
5  

C
4  

2
ip  

C
2  

2
ae  

m
xa  

2
ae  

m
xa  

m
ca  

dh
a  

n
h
d  

C
1  

4
e
m

 
dh

a  
C

1  
d
b
a  

n
d
a  

n
d
a  

d
b
a  

d
b
a  

n
h
d  

n
h
d  

C
6  

am
s  

n
d
a  

am
s  

am
s  

dh
a  

C
8  

C
8  

C
8  

C
6  

C
6  

C
7  

C
7  

C
7  

条件:コントロールで動きのない遺伝子 -zero(n=24), | filter|≦1.7(n=24) 

抽出条件: t検定(Cvs 全化合物, ttest(0.01), ABS(1.0)) 
ファイル: Sample-Ref.cont 

 ２種類以上の化学物質で共通して発現変動した遺伝子群によるクラスタ分析 
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３．研究開発成果について  研究開発テーマ② 
                   複数の化学物質で共通に発現変動する遺伝子群の抽出     公開 
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条件:コントロールで動きのない遺伝子 -zero(n=24), | filter|≦1.7(n=24) 

抽出条件: t検定(Cvs 全化合物, ttest(0.01), ABS(1.0)) 
ファイル: Sample-Ref.cont 
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 ６種類以上の化学物質で共通して発現変動した遺伝子群によるクラスタ分析 
Li-30 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ② 
                   複数の化学物質で共通に発現変動する遺伝子群の抽出     公開 
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条件:コントロールで動きのない遺伝子 -zero(n=24), | filter|≦1.7(n=24) 

抽出条件: t検定(Cvs 全化合物, ttest(0.01), ABS(1.0)) 
ファイル: Sample-Ref.cont 
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 ９種類以上の化学物質で共通して発現変動した遺伝子群によるクラスタ分析 

事業原簿 III．3-94 ２９／７６ 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ② 
                   複数の化学物質で共通に発現変動する遺伝子群の抽出     公開 



サンプル方向のクラスタの切り分けによる 
遺伝子群の抽出 

３０／７６ 事業原簿 III．3-95～104 

公開 
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6 

遺伝子数 

抽出条件: t検定(dhp vs その他, ttest(0.01), ABS(1.0)) 
Sample- Ref.cont （コントロールで動きのない遺伝子,1個以上の化合物で発現に差のあった遺伝子群（肝臓）（572遺伝子）） 
⑤で抜き出してからcol方向でクラスター解析 

Li-48 

事業原簿 III．3-110 ３７／７６ 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ② 
                   遺伝子方向のクラスタの切り分けによる遺伝子群の抽出  

公開 



従来の毒性試験結果と 
遺伝子発現変動解析結果との比較 

３８／７６ 事業原簿 III．3-147～156 

公開 



事業原簿 III．3-148 

9/30物質 

毒性所見が報告されている
化学物質 

対照群と分ける生体応答 
遺伝子セットが存在したもの 

8/9物質 

21/30物質 

毒性所見が報告されてい
ない化学物質 

対照群と分ける生体応答 
遺伝子セットが存在しないもの 

21/21物質 

＜病理データベース＞ ＜血液生化学的検査＞ ＜遺伝子セット＞ 

 従来の毒性試験結果と遺伝子発現変動解析結果との比較（脾臓） 
• 毒性所見が報告されている9物質のうち8物質は対照群と分けることができる遺伝子
セットが存在した。 
• 毒性所見が報告されていない21物質はすべて対照群と分けることができる遺伝子

セットが存在しなかった。 

３９／７６ 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ② 
                   遺伝子方向のクラスタの切り分けによる遺伝子群の抽出  

公開 



 従来の毒性試験結果と遺伝子発現変動解析結果との比較（腎臓） 
• 「既存化学物質毒性データベース」で毒性所見の記載があった21物質のうち20物質
は対照群と分けることができる遺伝子セットが存在した。 

事業原簿 III．3-150 

21/40物質 

データベースで毒性所見が
見られたもの 

データベースで毒性所見が
見られたもので、遺伝子で
区別できたもの 

20/21物質 

＜病理データベース＞ ＜データベース＞ ＜血液生化学的検査＞ ＜遺伝子セット＞ 

病
理

・
血

液
 

遺
伝

子
発

現
 

４０／７６ 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ② 
                   遺伝子方向のクラスタの切り分けによる遺伝子群の抽出  

公開 



 従来の毒性試験結果と遺伝子発現変動解析結果との比較（肝臓） 
• 毒性所見が報告されている25物質のうち24物質は対照群と分けることができる遺伝

子セットが存在した。  

事業原簿 III．3-153 

対照群と分ける生体応答
遺伝子が存在したもの 

24/25物質 

毒性所見が報告されている
化学物質 

25/40物質 

＜遺伝子セット＞ 

＜病理データベース＞ ＜血液生化学的検査＞ 

病理・血液 

遺伝子発現 

４１／７６ 

公開 ３．研究開発成果について  研究開発テーマ② 
                   従来の毒性試験結果と遺伝子発現変動解析結果との比較  



【まとめ】 
 生体応答遺伝子発現データセットを取得した。 

• 肝臓： ４９セット 
• 腎臓： ２４セット 
• 脾臓： ２セット 
• 皮下脂肪： ２セット 
• 小脳： １セット 
 
• 合計： ７８セット 

 従来の毒性試験で得られている知見は、遺伝子発現変動解析でほぼ検出
できる可能性がある。さらに、従来の毒性試験では検出できていない（見逃さ
れていた）変化も遺伝子発現レベルでは検出できる可能性がある。 

事業原簿 III．3-147～156 ４２／７６ 

公開 ３．研究開発成果について  研究開発テーマ② 
                   従来の毒性試験結果と遺伝子発現変動解析結果との比較  



有害性評価マーカーの探索 

４３／７６ 事業原簿 III．3-157～167 

公開 



 3種類以上の化学物質で発現変動した遺伝子群（103プローブ） 

 9種類以上の化学物質で発現変動した遺伝子群（6プローブ） 

 5種類以上の化学物質で発現変動した遺伝子群（24プローブ） 
遺伝子数 
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 複数の化学物質で発現変動する遺伝子は有害性評価マーカーになり得る（肝臓） 
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神経毒性 

４５／７６ 事業原簿 III．3-141～146 

公開 



mcaのみで発現レベルに変動がある
遺伝子群（41プローブ）が存在した。 

FOB： Functional Observation Battery（神経症状観察および神経機能検査） 

5種類中1種類 

 神経毒性を有すると報告されていた化学物質 
• 本プロジェクトの被験化学物質（40種類）には、「既存化学物質毒性データベース」で
神経毒性を有すると記載のあった化学物質が5つ含まれていた。 

事業原簿 III．3-141 ４６／７６ 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ②神経毒性 公開 



抽出条件: C2 vs mca ttest(0.05), ABS(0.75) 
ファイル: Sample-ref. cont. 

サンプル数 

遺伝子数 
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 メタクリルアミド（mca）で発現変動する遺伝子群（41プローブ）（小脳） 
• 3個体中2個体で発現レベルが変動していた遺伝子群が存在した。また、hmhでmcaと
類似する発現変動が検出できた。 

事業原簿 III．3-142 ４７／７６ 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ②神経毒性 公開 



国立医薬品食品衛生研究所の「既存化学物質毒性データベース」では神経毒性

については何の記載もない⇒ラットでは神経毒性に係る所見が出ていない。  

特定標的臓器・全身毒性（単回ばく露）： 
 ヒトについては、「急性暴露によって中枢神経系、肝臓、腎臓に影響を及ぼすことが知られている。」（環境
省リスク評価第1巻 （2002） の記述があることから、中枢神経系、肝臓、腎臓が標的器官と考えられた。 
以上より、分類は区分1（中枢神経系、肝臓、腎臓）とした。 

    中枢神経系、肝臓、腎臓の障害 
特定標的臓器・全身毒性（反復ばく露）： 

ヒトについては、「肝毒性、神経症状、心臓症状」、「黄疸、死後の剖検で重度腎炎、尿細管壊死、糸球体腎

炎、限局性肝細胞壊死がみられた。」（CERI・NITE有害性評価書 No.78 （2004））、「胃炎、振戦、嗜眠、言
動の一貫性喪失、黄疸、 肝臓の肥大で易触診、 血中ビリルビン量の上昇、 血中クレアチニン量の上昇、 
蛋白尿、剖検所見:重度の尿細管壊死」（IARC （1987））等の記述があることから、肝臓、神経系、消化管、

腎臓が標的臓器と考えられた。なお、消化管への影響については、経皮暴露試験での影響のため、標的臓

器として採用した。以上より、分類は区分1（肝臓、神経系、消化管、腎臓）とした。 
長期又は反復ばく露による肝臓、神経系、消化管、腎臓の障害（区分1） 

ところがヒトでは・・・ 

「化学物質等安全データシート」より引用 

ヒトでは神経毒性が報告されていた  

 ヒドラジン一水和物（hmh）の毒性 

事業原簿 III．3-141 ４８／７６ 

公開 ３．研究開発成果について  研究開発テーマ②神経毒性 



【まとめ】 
 

• 遺伝子発現変動解析で、神経毒性を有する化学物質の有害性
を評価できる可能性がある。 

４９／７６ 事業原簿 III．3-141～146 

公開 ３．研究開発成果について  研究開発テーマ②神経毒性 



化学物質の有害性予測 

５０／７６ 事業原簿 III．3-168～169 

公開 



 34ｘと対照群のt検定により特定した生体応答遺伝子発現データセットによりクラ
スタ分析⇒34x以外の化学物質が同じ房に入る⇒他の化学物質の有害性を評価 
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サンプル数 

遺伝子数 

74 

34xによる生体反応とdcb(A)による
生体反応が近いことがわかる。 

A 仮にdcbが毒性未知の化学物
質だったとすると、他の生体応
答遺伝子セットを用いたクラス
タ分析と併せて総合的にどの
既知の化学物質と最も近いか
を検証することができる。 

抽出条件: t検定(C4vs 34x, ttest(0.01), ABS(1.0)) 
ファイル: Sample-Ref.cont 事業原簿 III．3-169 ５１／７６ 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ②化学物質の有害性予測 公開 



反復投与毒性試験期間の 
短縮化の可能性 

５２／７６ 事業原簿 III．3-170～177 

公開 



 タイムコース実験（フタル酸ジヘプチルを例にして） 
• 28日よりも前の段階で多くの遺伝子の発現変動を検出し得る。 

溶媒対照 
投与後1日 
投与後3日 
投与後7日 
投与後14日 
投与後28日 

サンプル数 

30 

遺伝子数 

372 

抽出条件: t検定(各コントロールvs投与後 1,3,14,28日, ttest(0.01), ABS(0.75)) 
Sample-contav 

対照群 1 day 3 days 7 days 14 days 28 days 対照群 1 day 3 days 7 days 14 days 28 days 

※28日目は第5回28日間 
反復投与試験のデータを使用 

事業原簿 III．3-170 ５３／７６ 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ②反復投与毒性試験期間の短縮化の可能性 公開 
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投与日数 

1 

 有害性バイオマーカー遺伝子（６遺伝子）の経時的発現変動 
• 40種類の化学物質全データから絞り込んだバイオマーカー候補遺伝子群は比較的
早い段階から発現変動し始めている。 

事業原簿 III．3-176 ５４／７６ 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ②反復投与毒性試験期間の短縮化の可能性 公開 



【まとめ】 
 

• 従来の反復投与試験よりも短期間で生体内の遺伝子発現レベ
ルの変化を検出できる可能性がある。 
⇒コスト削減の可能性 

５５／７６ 事業原簿 III．3-170～177 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ②反復投与毒性試験期間の短縮化の可能性 公開 



研究開発テーマ③ 
遺伝子発現情報の登録・開示と 

データベース化 

５６／７６ 事業原簿 III．3-180～182 

公開 



Top 
全遺伝子発現 
プロファイル 

採材臓器一覧 

化学物質一覧 

臓器ごとの全化学物質 
の遺伝子発現プロファイル 

臓器ごとの 
生体応答遺伝子 
発現データセット 

化学物質の 
基本情報 

実験計画情報 
第1～8回 

実験結果 
第1～8回 

実験回ごとの 
結果     

化学物質ごと
の結果     

実験情報 
〈化学物質ごとのデータ〉 

〈全データ〉 

〈臓器ごとのデータ〉 

 データベースの構築・公開⇒広く一般に利用可能 
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 外部データベースとのリンク 

【化学物質の毒性情報】 
（日本語） 

遺伝子発現プロファイル 

集積 

【遺伝子の情報】 
（日本語・英語） 

【全データの公開】 
（英語） 

データ登録 

※CIBEXホームページより引用 

※H-Inv DBホームページより引用 

※国立医薬品食品衛生研究所 
既存化学物質毒性DBより引用 

クラスター解析 

◆ 全臓器解析 

◆ 個別解析 

化合物別 臓器別 
生体応答遺伝子セット 

遺伝子発現情報統合データベース 

プロトコル 
分子式 
化学構造式 
etc…… 

◆ 血液生化学データ 
◆ 体重・臓器重量データ 
◆ 基本情報 

事業原簿 III．3-181 ５８／７６ （日本語）⇒将来的に英語表記も予定 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ③遺伝子発現情報の登録・開示とデータベース化  公開 



【まとめ】 
 
• 化学物質の有害性評価に有用な毒性マーカーまたは遺伝子
セットについて知的財産権の確保を行った後（特許出願１０件：但
しH23年度に10件追加）、すべてのデータ（１,０２５プロファイル）を

国立遺伝学研究所のデータベースで登録し、既に公開済みであ
る。 
 
• 一般の研究者などが利用しやすい形に編纂したデータベース
の構築を進めており、平成２３年８月に公開する予定である。 
 
⇒本事業で開発された遺伝子発現データセット（成果）が、広く社
会において（特に、有害性評価やその手法開発に従事している専
門家及び規制行政担当者に）利用され得る環境を提供した。 

５９／７６ 事業原簿 III．3-180～182 

３．研究開発成果について  研究開発テーマ③遺伝子発現情報の登録・開示とデータベース化  公開 



ＩＶ．実用化の見通し（詳細） 

６０／７６ 事業原簿 IV-5～23 

公開 



有害性評価書情報の統合・ 
新規データベースの構築 

６１／７６ 事業原簿 IV-10～12 

公開 



従来の 
毒性試験法 

遺伝子発現 
解析 

 有害性評価書情報の統合⇒既存データの再活用化 

統合 

事業原簿 IV-11 ６２／７６ 

Ⅳ．実用化の見通しについて  有害性評価書情報の統合・新規データベースの構築 公開 



研究・開発等に自由に 
用いることが可能 

・ バイオマーカーの開発 
・ 化学物質有害性評価 
手法の開発 
・ キット化 

・ in vitro試験法の開発 
・ 毒性メカニズムの研究 

受託解析 
各社で開発した化学物質・薬剤
などの毒性評価（同一手法により
遺伝子発現変動解析し、データ
ベースと直接比較） 

アクセス 
情報をフィードバック 

商品化  論文発表等 

＜遺伝子発現情報統合データベース＞ 

遺伝子発現情報のダウンロード（パスワード制） 

閲覧はフリー 

アクセス制限（無料） 

化学物質ごと  生体応答遺伝子セット 

 データベースの活用 

事業原簿 IV-12 ６３／７６ 

株式会社 メディクローム 

Ⅳ．実用化の見通しについて  有害性評価書情報の統合・新規データベースの構築 公開 



キット化・受託ビジネス展開 

６４／７６ 事業原簿 IV-13～21 

公開 



 キット化（製品化）の展開 
プロジェクト 

定量系へ移行 

Real-Time PCR 等 

キット化（製品化） 
・ 生体応答遺伝子セット 
・ 毒性マーカー 

成果物（生体応答遺伝子セット、毒性マーカー） 

特許権取得 

複数の試薬メーカー・検査メーカーに共同開発を打診中 
• キット化する遺伝子の選定 
• 定量系への移行の検討 
• 標準物質（標準RNAなど）の開発 
• 市場調査 

事業原簿 IV-14 ６５／７６ 

Ⅳ．実用化の見通しについて  キット化・受託ビジネス展開 公開 



 受託ビジネスの展開 

事業原簿 IV-15 

〈ビジネスモデルA 〉 

〈ビジネスモデルB〉 

新規物質 対照物質A 対照物質B 対照物質C 

遺伝子発現プロファイルの取得 

サンプルの横並び比較 

新規物質を対照物質（レファレンス）と比較したい 

クライアント 

受託 

ラットへの投与実験 

遺伝子発現プロファイルの取得 

新規物質を毒性既知の既
存化学物質のデータと照合
したい 

クライアント 

遺伝子発現情報統合データ
ベースの閲覧 
生体応答遺伝子セットの確認 

ラットへの投与実験 

遺伝子発現情報統合データ
ベースと照合 

生体応答遺伝子発現データ
セットで評価 

受託 

                                

生体応答遺伝子発現データセットで評価 

６６／７６ 

Ⅳ．実用化の見通しについて  キット化・受託ビジネス展開 公開 



キット化・受託ビジネス展開の具体例 

６７／７６ 事業原簿 IV-16～21 

公開 



対照  薬剤投与 

臓器イ（91遺伝子） 

対照  薬剤投与 

臓器ロ（55遺伝子） 

対照  薬剤投与 

臓器ハ（201遺伝子） 

対照  薬剤投与 

臓器二（71遺伝子） 

基礎研究 
非臨床 

試験 
臨床試験  承認  販売 

重篤な副作用 
⇒開発中止 

実は・・・遺伝子発現レベルでは変化が現れていた。 

 事例１：Ｘ社の場合（ビジネスモデルＡ） 
• 臨床試験で重篤な副作用が出たために開発中止となった抗がん剤は、28日間反復
投与試験で複数の臓器で遺伝子発現レベルに変化が現れていた。 

事業原簿 IV-16 ６８／７６ 

Ⅳ．実用化の見通しについて  キット化・受託ビジネス展開の具体例 公開 



サンプル数 
108 

遺伝子数 

91 

28日間反復投与毒性試験 X社 

対照群 

投与群 

X社 
溶媒対照 
2bo 
mxa 
3cp 
2ae 
thf 

mca 
suf 
2ip 
hmh 
4em 

mta 
bac 
mns 
nat 
mmb 

dcb 
34x 
nma 
tdn 
2de 

pcp 
mcs 
23d 
dhc 
dhp 

tbe 
dba 
pep 
tbp 
tmp 

28日間反復投与毒性試験 

抽出条件: control vs 薬剤, ttest(0.01), ABS(1.0) 
抽出ファイル:  Sample-control av . 

 事例１：Ｘ社の場合（ビジネスモデルＡ） 
• Ｘ社の薬剤候補物質投与により発現変動した遺伝子群の一部は本プロジェクトで使
用した化学物質投与により発現変動した遺伝子群と一致した。 

事業原簿 IV-17 ６９／７６ 

Ⅳ．実用化の見通しについて  キット化・受託ビジネス展開の具体例 公開 



サンプル数 

108 

遺伝子数 

91 

抽出条件: control vs 薬剤, ttest(0.01), ABS(1.0) 
抽出ファイル:  Sample-control av . 

対照群 

投与群 

X社 
溶媒対照 
2bo 
mxa 
3cp 
2ae 
thf 

mca 
suf 
2ip 
hmh 
4em 

mta 
bac 
mns 
nat 
mmb 

dcb 
34x 
nma 
tdn 
2de 

pcp 
mcs 
23d 
dhc 
dhp 

tbe 
dba 
pep 
tbp 
tmp 

28日間反復投与毒性試験 

臨床試験で毒性が 
報告された薬剤 

（一般的な動物試験では 
毒性が検出できなかった） 

事業原簿 IV-18 ７０／７６ 

 事例１：Ｘ社の場合（ビジネスモデルＡ） 
• X社の薬剤の毒性は、非臨床試験（動物試験）で予測できた可能性がある。 

Ⅳ．実用化の見通しについて  キット化・受託ビジネス展開の具体例 公開 



抽出条件:control vs 薬剤C, ttest(0.05), ABS(1.0) 
抽出ファイル:  Sample-control av . 

                                

サンプル数 
16 

遺伝子数 

86 

control 薬剤 A 薬剤 B 薬剤 C 薬剤 D 

類縁体 
（毒性不明） 

上市品 
（毒性なし） 

開発中止 
（毒性あり） 

開発中 
（毒性不明） 

 事例２：Ｙ社の場合（ビジネスモデルＢ） 
• 上市品（薬剤Ｂ）が最も変化が少なく、臨床試験で副作用のために開発中止となった
薬剤（薬剤Ｃ）が最も変化が大きかった。 

事業原簿 IV-19 ７１／７６ 

Ⅳ．実用化の見通しについて  キット化・受託ビジネス展開の具体例 公開 



抽出条件: control vs 薬剤, ttest(0.01), ABS(1.0) 
抽出ファイル:  Sample-control av . 

サンプル数 
130 

遺伝子数 

162 

対照群 

投与群 

X社 
溶媒対照 
2bo 
mxa 
3cp 
2ae 
thf 

mca 
suf 
2ip 
hmh 
4em 

mta 
bac 
mns 
nat 
mmb 

dcb 
34x 
nma 
tdn 
2de 

pcp 
mcs 
23d 
dhc 
dhp 

tbe 
dba 
pep 
tbp 
tmp 

28日間反復投与毒性試験 

対照群 

薬剤A 

Y社 

薬剤B 

薬剤C 

薬剤D 

ｚ
ｚ 

毒性の報告なし（上市品） 

臨床試験で毒性が 
報告された薬剤 

（一般的な動物試験では 
毒性が検出できなかった） 

臨床試験で毒性が 
報告された薬剤 

（従来の毒性試験で 
毒性の検出不能） 

 本プロジェクトの成果を用いたＸ社とＹ社の薬剤の毒性評価 
• 本プロジェクトの手法を用いることにより、非（前）臨床段階で薬剤の毒性（副作用）予
測ができる可能性がある。 

事業原簿 IV-21 ７２／７６ 

Ⅳ．実用化の見通しについて  キット化・受託ビジネス展開の具体例 公開 



研究開発促進・公的な有害性評価試験法認定 

７３／７６ 事業原簿 IV-22～23 

公開 



 研究開発促進 

事業原簿 IV-22 ７４／７６ 

Ⅳ．実用化の見通しについて  研究開発促進・公的な有害性評価試験法認定 公開 



病理学的・ 
血液検査等
で毒性評価 

新規化学物質 
28日間反復与試験 

従来の毒性検査 

遺伝子発現
変動解析と

対比 

【
従
来
】 

【
新
技
術
】 

遺伝子発現プロファイルの集積 

合成DNA 
マイクロアレイ 

ラット共通レファレンスRNA 組織サンプルRNA 
蛍光標識 

多検体 
並行解析 

遺伝子発現解析 

新規化学物質 
28日間反復与試験 

従来の毒性検査 

新規化学物質の毒
性を予見的・効率的

に検出 

 公的な有害性評価試験法認定 

事業原簿 IV-23 ７５／７６ 

Ⅳ．実用化の見通しについて  研究開発促進・公的な有害性評価試験法認定 公開 



【実用化された際の効果】 
有害性評価書情報 統合 新規デ タベ 構築

Ⅳ．実用化の見通しについて   公開 

 有害性評価書情報の統合・新規データベースの構築

• 既存化学物質の毒性評価と遺伝子発現情報を統合することにより、化学物質
の生物学的活性を相互に比較可能となり、既存情報の再活用化という新たな展
開が期待できる。 

 キット化・受託ビジネス展開 
• 多彩な臓器・組織間での比較解析から新規有害性バイオマーカーを同定する 多彩な臓器 組織間での比較解析から新規有害性 イオマ カ を同定する
ことにより、新たな有害性評価法の開発が期待できる。 
• 新規有害性バイオマーカーや生体応答遺伝子セットの検出キットを開発する
ことにより 本事業で開発した手法の普及が期待できることにより、本事業で開発した手法の普及が期待できる。
• （株）メディクロームによる受託ビジネスの再開が期待できる。 
• 本事業で確立した手法を抗がん剤などの各種薬剤に応用することにより、前
臨床試験段階で毒性（副作用）の予測ができ 莫大なコスト削減が期待できる臨床試験段階で毒性（副作用）の予測ができ、莫大なコスト削減が期待できる。 

 研究開発促進・公的な有害性評価試験法認定  
• 各種化学物質投与により発現変動した遺伝子群による毒性発現のメカニズム
を解明することが期待でき さらに 試験法 の応用も期待できるを解明することが期待でき、さらに、in vitro試験法への応用も期待できる。

• 本事業で確立した手法を実用化することで、従来の反復毒性試験のサンプル
の一部を遺伝子発現変動解析に供し、これまでよりも精度の高い化学物質の毒
性評価法の確立が期待できる。 

７６／７６ 事業原簿 IV-10～23 
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