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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
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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。 
 
 本分担研究では、溶媒（コントロール）、四塩化炭素、ベンゾトリアゾール類５種類の経
口投与実験、およびばく露動物の臓器の病理切片作成を行った。
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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。 
  
(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

いて日本チャールズリバー（株）より、 
C57BL/6J マウス（♂、10 週齢）を購入し、

馴化期間として、２週間飼育し、12 週齢で
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投与実験を行う。飼育方法は、１ケージに

１匹で、ケージ交換は週に１回、床敷の種

類は木製、給餌方法は、自由摂取、飼料の

種類は、CRF-1、給水方法は給水瓶とした。

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）のうち以下の 5
種類を高用量、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

回経口投与を行った。単回投与後、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。 
 
（ 2-(benzotriazol-2-yl)-4,6-bis(2-methylbuta

n-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)  
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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。 
 
 
Ｃ．研究結果 
 
C−１：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−２：病理組織学的検査（平林）： 
 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

た個体に関しては、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。 
 
 
 
D．考察 
 溶媒コントロール、およびベンゾトリア

ゾール類の単回ばく露実験を行なった。さ

らに、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。これらのことからも、化学物質

のばく露実験系はうまくいっていると思わ

れる。また、すべてのばく露個体において、

病理解析用のホルマリン固定を行ない、計

画通り進んでいる。 
  
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、分

担研究者が担当した化学物質のばく露実験

はうまくいっている。 
 
また、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なうため

の、病理解析用サンプル作成は計画通り進

んでいる。 
 
 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。研究分担者は、ばく露実験および

病理解析を行うことで、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

性評価法の実データの裏付けを行うことで、

動物愛護の 3R に資する評価系に貢献でき

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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