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血液中の核酸をバイオマーカーに用いた化学物質の 
高感度な有害性評価に資する研究 

 
研究代表者 小野 竜一 

 
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・第五室・室長 

 
研究要旨 
 日常生活に欠かすことのできない様々な物質がヒトの健康や環境に害を及ぼす危険性が
あり、それを把握することは、健康危機を適切に管理・回避し、安全な生活を維持するた

めに必須である。 
トキシコゲノミクス技術を用いた化学物質の単回暴露の際のデータの蓄積によって、分子
メカニズムに基づく化学物質の高精度な影響評価が、実用化段階に到達しつつある。ただ
し、データは特定の臓器（主に肝臓）に由来し、毒性評価に求められる個体レベルでの網
羅性については、多くの労力とコストが必要となる。 
本研究では、ヒトに対する予測性の向上を目指した全身を網羅した次世代型安全性評価法

の確立および毒性データの集積を目的としている。 
 
 最近の知見により、血液中には、細胞より分泌された小胞として知られるエクソソームが
循環していることが明らかとなり、特にヒトにおいて腫瘍細胞種特異的なエクソソームを
バイオマーカーとした診断精度は 90 % を超えるとの報告がある。また、炎症や化学物質誘
発性の臓器障害に対する特異的な血液中のバイオマーカーとして、エクソソームの内部に

含まれるマイクロ RNA (miRNA) やメッセンジャー RNA (mRNA) が同定されつつある。   
 そこで、化学物質等による有害事象に応答して、組織・臓器から血液中に放出されるエク
ソソームに含まれる RNA などの核酸分子は、毒性評価の為の新規バイオマーカーとしての
有用性が期待されることから、本研究では、化学物質ばく露後のマウスの血液中のエクソ
ソーム RNA の網羅的解析により、標的臓器を特定し、更に毒性発現機序の解明を目指す事
で、化学物質の「次世代型」有害性評価による迅速化、高度化および標準化を行うことを

目的とする。 
 
この次世代型有害性評価法は、少量の採血のみで高感度に有害性評価を可能となることか
ら、化学物質を同一個体に反復ばく露を行ない、継時的に採血を行うことで、従来法に比
較し短期間に少数の動物使用で有害性評価が可能となり、動物愛護の 3R に資する評価系
としても期待される。 
 
 平成 30 年度（初年度）は予定通り、化学物質の投与実験と採血方法の検証、およびマウ
ス血液からのエクソソーム RNA 単離の標準化を行った。 
 
 ヒトにおける早期がん診断などにエクソソーム RNA がバイオマーカーとした研究が進ん
でいる。臨床の現場では、採血の際に凝固剤および血清分離剤入り採血管が使用されるこ

とが多いが、マウスの採血方法においては、凝固剤および血清分離剤を用いた場合には、
エクソソームの収量は半分になり、夾雑物が多く含まれることから、エクソソームの単離
には凝固剤、血清分離剤入りのチューブを使用しないプロトコールを採用するに到った。 
 また、溶媒投与群および四塩化炭素投与群における採血後にエクソソームを単離し、比較
することで、四塩化炭素特異的なエクソソーム RNA の単離に成功した。  
  
今年度の成果としてマウスにおけるエクソソーム RNA 解析の標準化に成功したことで、化
学物質の次世代型評価法による毒性データ集積が期待される。 
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Ａ．研究目的 

(背景)  
血液中には、血球細胞の他に血流中を循

環する cell free DNA (cfDNA) や分泌顆粒

として知られるエクソソーム内に含まれる

RNA が存在する。cfDNA は、生体内で障害

を受けた細胞から放出され、 cfDNA の

DNA メチル化状態は、放出元臓器の DNA 
メチル化状態を反映することから、障害を

受けた組織が同定され得る。エクソソーム

は、数十〜百ナノメータ程度の脂質二重膜

の小胞であり、細胞より体液中に分泌され

る。この中に含まれる RNA には、細胞特

異的なものが存在し、腫瘍細胞特異的なエ

クソソームをバイオマーカーとして 90 % 
を超える早期がんの診断精度が謳われてい

る。また、ヒト肺微小血管内皮培養細胞は、

タバコの煙の刺激で特異的なエクソソーム

RNA を放出する報告もあり、これらの指標

は毒性評価の為の新規バイオマーカーとし

ての有用性が期待される。 
 
 

 
(目的)  
本研究では、化学物質ばく露後のマウス

の血液中の核酸のうち、エクソソーム RNA
の網羅的解析により、標的臓器を特定し、

更に毒性発現機序の解明を目指す事で、化

学物質の「次世代型」有害性評価による迅

速化、高度化および標準化を行うことを目

的とする。ここでは、国立医薬品食品衛生

研究所において毒性試験および各種臓器で

の網羅的遺伝子発現解析を行ったベンゾト

リアゾール類を対象とする予定である。こ

れらは化学構造の側鎖の違いで毒性の強さ

や発現する臓器に違いがあり、エクソソー

ム RNA をバイオマーカーとした有害性評

価の有用性を検証する上で効果的である。

また、ベンゾトリアゾール構造からのカテ

ゴリーアプローチによる毒性の予測評価に

対しても有用な情報を提供しうるかの如何

が検討可能となる。 
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(期待される効果) 
本研究は、少量の血液より、エクソソー

ム RNA を網羅的に解析し、全身を網羅し

た毒性バイオマーカーデータベースを構

築することで化学物質の高感度な有害性

評価を可能とする次世代型の有害性評価

法である。さらに、この次世代型有害性評

価法は、少量の採血のみで高感度に有害性

評価を可能となることから、将来的には化

学物質を同一個体に反復ばく露を行ない、

継時的に採血を行うことで、従来法に比較

し短期間に少数の動物使用で有害性評価

が可能となり、動物愛護の 3R に資する評

価系となることが期待される。 
 
 
 
Ｂ．研究方法 
本研究においては、化審法における優先評

価化学物質を迅速に安全性評価するために、

血液中の核酸をバイオマーカーに用いた化

学物質の高感度な有害性評価系の開発を行

う。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・毒性部においては、

化学物質のマウスへの投与実験および採血、

エクソソーム RNA の次世代シーケンサー

による網羅的解析を行い、国立がん研究セ

ンター研究所・分子細胞治療研究分野にお

いては、マウス血液からのエクソソーム

RNA 採取の標準化プロトコールの作成を

行い、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・安全性予測評価部

においては、本研究において得られるベン

ゾトリアゾール構造を持つ５物質のばく露

に特異的なエクソソーム RNA の結果と、

化学構造の基本構造は同じであるが、側鎖

の違いなどによりその毒性の強さや発現す

る臓器に違いがあるベンゾトリアゾール類

の毒性情報を利用することで、カテゴリー

アプローチ手法を用いた毒性予測評価の精

度を飛躍的に向上させ、化審法における優

先評価化学物質の毒性評価の迅速な毒性評

価および毒性予測評価に貢献する。 
 
 
 

 
・化学物質の投与実験と採血方法の検証： 
 
国立医薬品食品衛生研究所・動物室にお

いて C57BL/6J マウス（♂、12 週齢）に対

して先行実験として、ベンゾトリアゾール

構造を持つ化学物質（10 種類）のうち 5 種

類

（ 2-(benzotriazol-2-yl)-4,6-bis(2-methylbutan-
2-yl)phenol (CAS:3846-71-7) 、

2,4-di-tert-butyl-6-(5-chloro-2H-benzotriazol-2-
yl)phenol (CAS:3864-99-1) 、

2-(benzotriazol-2-yl)-4,6-bis(2-phenylpropan-2-
yl)phenol (CAS:70321-86-7) 、

2-(benzotriazol-2-yl)-4-methylphenol (CAS: 
2440-22-4) 、

2-(benzotriazol-2-yl)-4-(2,4,4-trimethylpentan-
2-yl)phenol (CAS: 3147-75-9) を高用量、中用

量、低容量の３用量、およびその溶媒コン

トロールとしてコーンオイル、メチルセル

ロースを 10:00 AM に単回経口投与し、２時

間、４時間、８時間、２４時間後にイソフ

ルラン麻酔下において左心房および眼窩静

脈叢より全血液を採取する。肉眼所見で臓

器に障害の起きない用量を設定し、その後

の解析を行う。 
 
マウス血液を採取後、室温で３０分間静

置し、氷上に移す。全てのサンプルの準備

が整い次第、2000 x G, 10分遠心分離を行う。

遠心分離後は、上層の血清成分を新しいチ

ューブに移し、総容量を測定後に -80 度で

保存を行う。 
また、血液の凝固促進剤、血清、血餅の

分離材が入ったセパラピッドチューブ S 
(Fuchigami)による血清採取の比較検討も行

った。マウス血液をセパラピッドチューブ S
に入れ、混ぜた後に、室温で 20〜30 分ほど

室温で静置の後に、2000 x G, 10 分遠心分離

を行う。分離材の上の層が血清成分となっ

ているので、（動物実験行う際の研究協力者

として北嶋聡（毒性部・部長／研究協力

者）・古川佑介（若手研究協力者）を加えた。） 
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・マウス血液からのエクソソーム RNA 単離

の標準化 
 
国立医薬品食品衛生研究所において採取

された血清サンプルを用いて、国立がん研

究センター研究所・分子細胞治療研究分野

においてヒトの血液からのエクソソーム単

離方法の最適化で行った種々の血中のエク

ソソーム単離方法の比較検討を行なう。具

体的には、ポリマー沈降法、カラム精製法、

超遠心ペレットダウン法を行なった。 
 
超遠心ペレットダウン法は、血清を 10000 

x G で 10 分遠心を行い、夾雑物を沈殿させ

た後に、その上清を超遠心機 (BECKMAN) 
にて 210000 x G にて 32 分間超遠心を行な

い、エクソソームを沈殿させる。上清を除

いた後に新たに PBS を加え、再び 210000 x 
G にて 32 分間超遠心を行ない、上清を除

く。さらにもう一度、新たに PBS を加え、

210000 x G にて 32 分間超遠心を行ない、

上清を除き、30 μl PBS に懸濁し、新しい

チューブに移し、-80 度にて保存する。 
 

ポリマー沈降法は、Total exosome isolation kit 
(Thermo Fisher, Cat# 4478359) を用いて行っ

た。 血清を 10000 x G で 10 分遠心を行い、

夾雑物を沈殿させた後に、175 μl 上清に対

して 35 μl ポリマーを混ぜて、4 度で 30 
分静置する。その後、10000 x G で 10 分遠

心を行い、エクソソームを含むタンパクを

沈殿させ、上清を除いた後に 50 μl PBS に
懸濁した。 

 
エクソソームの単離後は、溶媒中のナノ粒

子を可視化し解析、リアルタイムに粒子径、

粒子数および濃度の測定を可能とするナノ

粒子の観察・計測装置 NanoSight ナノ粒子解

析システム(NanoSight LM10)を用いて解析

を行った。NanoSight により、単離されたエ

クソソームの大きさと分布、数のカウント

を行い、また、エクソソームの表面抗原の

一つである CD9 に対するウエスタンブロッ

ティングにより、ナノ粒子がエクソソーム

に由来するものであるかの確認を行った。

エクソソーム溶液を 10 倍希釈後に、

4xSample buffer (BioRad #161-0747) を加え、

TGX-gel (4-14%) にて 100V 5min の後に、

150V 30min 電気泳動を行なった。ブロッテ

ィングは、Biorad TransBlot Turbo を利用し

て行った。ブロッキングは、Blocking One 
(nacalai tesque) で１時間、１次抗体反応は、

CD9 (Abcam #82390 rat anti-mouse CD9 
monoclonal antibody) を 1000 倍希釈で１時

間後、TBS-T にて 5 分を３回で洗浄。2 次抗

体反応は、Goat anti-rat IgG, HRP-linked (GE 
Healthcare) を使用し、TBS-T にて 5 分、15
分、30 分の３回で洗浄。その後、ImmunoStar 
LD (Wako) を用いて発色反応を行い、

LAS300 (Fuji Film) により検出を行った。

（研究協力者として吉岡祐亮（研究員／若

手研究協力者）を加えた。） 
 
 
・病理組織学的検査： 
エクソソームRNAの解析のために採血を

行ったマウス個体より肝臓および腎臓をす

みやかにサンプル採取を行い、ホルマリン

浸漬固定後に切り出しを行い、脱水処理後

パラフィン包埋し、3μm で切片の作成を行

い、H&E 染色を行なう。病理組織学的検査

結果とエクソソームRNAの解析の結果の比

較を行い、エクソソーム RNA をバイオマー

カーとした次世代有害性評価法の有効性を

検証する。 
 
 
・次世代有害性評価系の政策提言に向けた

化学物質の有害性予測の向上のためのカテ

ゴリーアプローチ： 
本研究課題においては、国立医薬品食品

衛生研究所・毒性部および安全性予測評価

部において毒性試験および各種臓器での網

羅的遺伝子発現解析を行ったベンゾトリア

ゾール類を対象とした。これらの化学構造

は側鎖の違いなどによりその毒性の強さや

発現する臓器に違いがあることから、毒性

バイオマーカーをカテゴリーアプローチに

適応するのに適した化学物質である。これ

らのベンゾトリアゾール類のばく露におけ

るエクソソーム RNA を明らかにすること

で、各種臓器における特異的な毒性バイオ
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マーカーや化学物質の分子構造に依存した

毒性バイオマーカーの同定が可能となる。 
 
また、これらの結果を毒性情報、網羅的

遺伝子発現データと比較・検証することに

より、ベンゾトリアゾール構造からのカテ

ゴリーアプローチ手法を用いた毒性予測評

価を効果的に行うことが可能となる。 
 
 
 
（倫理面への配慮） 
 動物実験の計画及び実施に際しては、科

学的及び動物愛護的配慮を十分行い、所属

の研究機関が定める動物実験に関する指針

のある場合は、その指針を遵守している。

（国立医薬品食品衛生研究所は国立医薬品

食品衛生研究所・動物実験委員会の制定に

なる国立医薬品食品衛生研究所・動物実験

等の適正な実施に関する規程（平成 27 年 4
月版）） 
 
 
 
Ｃ．研究結果 
C−１:採血方法の検証（採血：小野、検証：

落谷）： 
 最初に、採血方法の検証を行った。

C57BL/6J マウス♂（12 週齢）より、心採血

および眼窩静脈叢採血を行い、①20〜30 分

室温放置後に遠心分離により血清採取（通

常法）、②血液凝固促進剤（シリカ）および

液層分離剤入りチューブ（セパラピッドチ

ューブ S, Fuchigami）による血清採取、の２

種類について比較検討を行った。 
血清採取後に、超遠心ペレットダウン法に

より、エクソソームを回収し、粒子径分布

測定装置 (NanoSight) による評価を行った。 
 
最初に、心採血、および眼窩静脈叢採血後

に方法①により血清を採取し、超遠心ペレ

ットダウン法により、エクソソームを回収

し、NanoSight 解析を行った。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図：心採血によるエクソソームの NanoSight 解析

の結果、最頻値サイズ (67nm)、濃度 (3.87E8 

particles/ml) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：眼窩静脈叢採血によるエクソソームの 

NanoSight 解析の結果、最頻値サイズ (57nm)、濃

度 (1.96E8 particles/ml) 

 
採取できたエクソソームのサイズ、濃度に

は、大きな差はなかったので、心採血を採

用することとした。 
 
次に、心採血および眼窩静脈叢採血を行い、

血清採取方法の検討を、通常方法（方法①）、

および、血液凝固促進剤・液層分離剤入り

チューブ利用方法（方法②）において検討

をした。 

Particle Size / Concentration Sample Video Frame

Particle Size / Relative Intensity Particle Size / Relative Intensity 3D plot

Cardiac puncture (heart)

Particle Size / Concentration Sample Video Frame

Particle Size / Relative Intensity Particle Size / Relative Intensity 3D plot

Orbital sinus (eye)
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図：使用した血液凝固促進剤・液層分離剤入りチ

ューブ。血餅と上清を分離剤が隔てるために、血清

部位を血餅の混入なしに多く取れる。 

 
 
方法①の場合、血清量は 335	μl	 (N=12)、
方法②の場合、血清量は376	μl	(N=12)	と
なったことから、分離が優位に働き、12	%
多く血清を採取することができた。	
次に、これらの血清より、超遠心ペレット

ダウン法により、エクソソームを回収し、

粒子径分布測定装置 (NanoSight) による評

価を行った。 
 
方法①の場合、粒子数は 3.87E8/ml、	
方法②の場合、粒子数は 14.30E8/mlとなっ

たことから、およそ	 3.7	倍多くの粒子をセ

パラピッドチューブ S を利用した方が採取

できたことになる。	
	
次に、多く採取できた粒子がエクソソーム

によるものなのかをウエスタンブロットに

より検討を行った。エクソソームの表面抗

原の一つである CD9 に対するウエスタンブ

ロッティングにより、ナノ粒子がエクソソ

ームに由来するものであるかの確認を行っ

た。 
 
 
 
 
 
 
	

１   ２   ３   ４ 
 
 
 
 
 
 
図：CD9 抗体によるウエスタンブロットの結果 
１ 心採血 通常チューブ 
２ 心採血 セパラピッド 
３ 眼採血 通常チューブ 
４ 眼採血 セパラピッド 

 
	
その結果、方法①の方が、方法②（セパ

ラピッドチューブ S を使用）よりも、心採

血においても、眼窩静脈叢採血においても、

およそ 1.6 倍の CD9 陽性シグナルが検出

された。エクソソームが採れていることが

明らかになった。これは、セパラピッドチ

ューブ S を使用した場合は、何らかのタン

パクの凝集した粒子の混入が多く、さらに

エクソソームは、チューブに吸着される、

もしくは、夾雑物と一緒に沈殿して除かれ

てしまうなどにより、回収率が低くなって

いることを意味している。よって、本研究

は、通常法による血清採取を行うこととし

た。 
 
 
C−２ : マウス血液からのエクソソーム

RNA 単離の標準化（小野）： 
 エクソソーム RNA の解析方法について、

比較検討を行った。最初に、エクソソーム

は、miRNA を豊富に含んでいるとされてい

たので、マウス血清より回収したエクソソ

ームより RNA を抽出し、サイズセレクショ

ンを行わずに、次世代シーケンス解析（毒

性部所有の Illumina 社 NextSeq）を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Serum

Separating wall

Clot
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図：サイズセレクションを行わずに、次世代シーケ

ンス解析を行った場合のシーケンス長の分布 

 
その結果、30-34 bp と miRNA に相当する

領域よりも、mRNA, rRNA に相当する長い

領域 (195 bp 以上)が多く見られた。miRNA 
は、安定性が高くバイオマーカーとして有

用であるという利点があることから、サイ

ズセレクションマシーン (BluePippin) を利

用して miRNA のサイズ画分のみを回収し、

次世代シーケンス解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図：サイズセレクションを行った場合の次世代シー

ケンス解析を行った場合のシーケンス長の分布 

 
その結果、miRNAが含まれる領域 (30-34bp)
は、2.6 % から 33 % まで上昇した。すな

わち、miRNA の存在するであろう長さの

領域の比率が 12.7 倍に高くなった。よっ

て、miRNA のサイズ画分のみを解析した

方が、同じ値段でより多くのサンプルを解

析できるメリットとなる。 
 
 

C−３：四塩化炭素ばく露特異的なバイオマ

ーカーの探索（小野）： 
 他グループからの既知の報告として、超

高濃度の四塩化炭素 (300mg/kg, 5days) お
よびアセトアミノフェン (1500mg/kg) をラ

ットに投与した場合に、肝臓で高発現をし

ている miRNA、mir122 および mir192 が血

中に循環することが報告されている。これ

らの miRNA は、肝臓細胞において発現して

いる miRNA のほとんどを占めているとさ

れ、肝臓に障害が出たことで逸脱的に血中

に放出された miRNA である可能性が高い。

また、このような超高濃度の投与では、実

用レベルでの安全性評価はできないと考え

られる。 
 
そこで、本研究においては、コントロー

ル実験として低濃度の四塩化炭素の単回ば

く露 (7mg/kg, 70mg/kg) を行っており、溶媒

投与群と比較した結果、多くの毒性バイオ

マーカー候補の単離に成功した。最初に、

mir122 および mir192 は、いずれも 70mg/kg
の単回ばく露では、溶媒投与群と比較し、

千倍超の発現が誘導されたが、7mg/kg では

全く誘導がかからなかった。これは、肝臓

が障害を受け細胞の内容物が逸脱する程度

だと、mir122 および mir192 は有用なバイ

オマーカーとなるが、低濃度域においては、

バイオマーカーの役割を果たしていないこ

とが判明した。 
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図：四塩化炭素ばく露後２４時間後における肝臓障

害バイオマーカーである mir-192（上）および

mir-122（下）の発現量変化 

 
 
 
他方、我々は、7mg/kg から顕著な発現誘

導がされるバイオマーカー候補を多数（26
個）単離することに成功した。 
多くは、既知のマイクロ RNA ではなく、

四塩化炭素ばく露により初めて誘導される

ものであり、バイオマーカーとしてだけで

なく、毒性のシグナルネットワークにどの

ような影響を及ぼすものなのかの解析も重

要なものとなる。四塩化炭素特異的に誘導

された miRNA は、通常の miRNA がヘア

ピン構造をしているのに対して、ヘアピン

構造が予想できないので、既存の miRNA 
の合成経路とは違う可能性もあり、より詳

細な解析により、その性質を明らかにする

必要がある。 
 
 
 

C−４：化学物質の投与実験（平林）： 
 各種化学物質の溶媒となりうるコーンオ

イル、メチルセルロース、また、肝臓障害

のコントロール物質として四塩化炭素

(7mg/kg, 70mg/kg)、およびベンゾトリアゾー

ル類 5 種類の投与実験を行った。ベンゾト

リアゾール類に関しては、 100mg/kg, 
300mg/kg, 1000mg/kg の３用量で経口投与

を行い、２時間後、４時間後、８時間後、

２４時間後のいずれかで採血を行った。 
 
 
 
C−５：病理組織学的検査（平林）： 
 各本研究において行った各種化学物質お

よび溶媒のマウスへの投与、採血実験を行

った個体の一部において、肝臓および腎臓

のホルマリン固定を行った。今後のエクソ

ソーム RNA 解析により、有用な毒性バイ

オマーカーが検出されたサンプルにおいて

病理解析を行い、バイオマーカーの有用性

を確認する。 
 
 
 
C−６：次世代有害性評価系の政策提言に向

けた化学物質の有害性予測の向上のための

カテゴリーアプローチ（広瀬）： 
 本研究計画の今後のエクソソームRNAの

解析により得られる予定のベンゾトリアゾ

ール類の毒性バイオマーカー以外の情報収

集を行った。具体的には、既知のベンゾト

リアゾール類の GLP および non-GLP デ
ータより、各種臓器における毒性情報、

NOAEL、NOEL、さらにトキシコゲノミク

スデータベースよりトランスクリプトーム

情報、 QSAR Toolbox より Parent Chemical 
との類似性などの情報を収集し、今後に得

られる予定のベンゾトリアゾール類の毒性

バイオマーカーデータを用いることで、毒

性予測向上を検討する準備を整えている。 
また、分担研究者である平林によって、ベ

ンゾトリアゾール類５種類の採血実験を行

い、その際に、臓器重量（肝臓及び腎臓）、

肉眼所見の毒性情報を収集した。 
 現 在 ま で に 集 計 の 終 了 し た

四塩化炭素ばく露に特異的なバイオマーカー候補

7mg/Kg 70mg/Kg corn oil 7mg/Kg 70mg/Kg corn oil

7mg/Kg 70mg/Kg corn oil 7mg/Kg 70mg/Kg corn oil 7mg/Kg 70mg/Kg corn oil

四塩化炭素ばく露に特異的なバイオマーカー候補

7mg/Kg 70mg/Kg corn oil 7mg/Kg 70mg/Kg corn oil

7mg/Kg 70mg/Kg corn oil 7mg/Kg 70mg/Kg corn oil 7mg/Kg 70mg/Kg corn oil
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（ 2-(benzotriazol-2-yl)-4,6-bis(2-methylbutan-
2-yl)phenol (CAS:3846-71-7)）の High dose 
(1000mg/Kg)についての情報は下記の通り

である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 ：

2-(benzotriazol-2-yl)-4,6-bis(2-methylbutan-2

-yl)phenol (CAS:3846-71-7)を 1000g/Kg で経口投

与を行い、２、４、８、２４、９６時間後における

マウス体重(mg)、肝臓、腎臓（左、右）(mg)、の臓

器重量(mg)および血清量(μl)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        2h      4h     8h     24h    96h  96h 溶媒 
 図 ：

2-(benzotriazol-2-yl)-4,6-bis(2-methylbutan-2

-yl)phenol (CAS:3846-71-7)を 1000g/Kg で経口投

与を行い、２、４、８、２４、９６時間後における

肝臓重量(mg)をグラフ化  

 
投与後９６時間後には、肝臓肥大が起こり、

肝臓重量が溶媒投与群に比較して６４％肥

大していた。 

D．考察 
 コントロール実験として行った四塩化炭

素ばく露実験の結果より、既に報告されて

いるよりも低い濃度で、かつ単回ばく露と

いう非常に厳しい条件でも、逸脱的と考え

られる mir122 や mir192 の発現の誘導さ

れないレベルの条件でありながら、新規の

バイオマーカー候補を多数得ることに成功

した。すなわち、高感度な毒性バイオマー

カー候補の単離に至った。これは、血液か

らのエクソソーム RNA 単離の標準化を進

めた結果によるものと思われる。このこと

から、ベンゾトリアゾール類に関しても有

用なバイオマーカーの単離が可能と考えて

いる。 
また、（2 - ( b e n zo t r ia zo l - 2 - y l ) - 4 , 6 - b i s 
(2-methylbutan-2-yl)phenol (CAS:3846-71-7)）
の投与実験の結果から得られた毒性情報と

して、投与後２４時間では肝臓肥大は見ら

れないが、９６時間後では６４％の肥大が

見られることがわかった。これは、９６時

間後において確認できるバイオマーカーを

単離し、それが例えば２４時間後から観察

できるのであれば、肝臓肥大の毒性予測マ

ーカーになりうることを示唆している。 
 
  
 
E．結論 
 このように、本研究の第一の目的として

揚げたマウスにおいてエクソソーム RNA 
をバイオマーカーとして次世代型の安全性

評価法を確立することに関しては、コント

ロール物質として行った四塩化炭素ばく露

群と溶媒投与群の比較から多くの有用なバ

イオマーカー候補が得られたことから、３

年計画の初年度の結果としては、目的を達

成できた。 
 
現在までに他のグループより既に報告さ

れていたバイオマーカーも含め、より低濃

度でより多くのバイオマーカーの単離に至

ったことは、採血から、エクソソームの単

離、さらにエクソソームからエクソソーム

RNA の単離という多くの条件の最適化を行

った結果による。 
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また、次年度以降のバイオマーカー解析、

エクソソームをバイオマーカーとしたカテ

ゴリーアプローチ解析に関しても予定通り

遂行していく予定である。 
 エクソソーム RNA をバイオマーカーに

用いた次世代型の安全性評価法は、微量血

液で超高感度かつ迅速な安全性評価を可能

とすることから、動物愛護の 3R に資する

評価系となることが期待される。また、既

存の安全性評価法と比較しても、短期、小

規模動物試験で可能であり、高いスループ

ット性を発揮するものであり、今後の化学

物質の毒性データの集積に貢献すると考え

られる。 
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