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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 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。 
 
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、エクソソー
ム単離方法の最適化およびエクソソーム RNA解析の最適化を行った。 
 
令和元年度（平成 31 年度）（３年計画の２年目）は予定通り、平成 30 年度に行った各種
実験の至適条件を考慮し、エクソソーム RNA をバイオマーカーとした化学物質の次世代型
安全性評価法の標準化プロトコールの作成を行なった。さらに、作成した次世代型安全性
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評価法の標準化プロトコールの作成についての学術論文としてまとめて投稿した。 
 
投稿論文においては、次世代型安全性評価法の標準化プロトコールの報告に加えて、次世
代型安全性評価法の標準化プロトコールを用いて、四塩化炭素投与による肝毒性を検出す
る新規バイオマーカーとなりうる miRNA を４２個報告するに至った。 
 
本分担研究では、上記の投稿論文において、四塩化炭素ばく露による肝臓障害を肝臓の病

理組織解析および血液生化学検査を行うことで証明した。 
 
さらに、毒性評価を行うベンゾトリアゾール類５種類をばく露したマウスより、血液採取
を行った後に、組織病理解析用のためのパラフィンブロック作成を完了させた。ばく露実
験を終了したベンゾトリアゾール類５種類のうち、４種類については、肝臓の病理組織解
析を完了した。 
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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、東京医科大学・医学総合研究所・分子細

胞治療研究部門においては、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 

C57BL6J マウス（♂、12 週齢）に対して肝臓障害の

陽性コントロール物質として四塩化炭素を高用量

（70mg/kg）および低容量（7mg/kg）、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)phen 
-ol (CAS#3147-75-9) 
を高用量  (1000mg/kg)、中用量(300mg/kg)、低容量

(100mg/kg) の ３ 用 量 （ 2-(benzotriazol-2-yl)-4, 
6-bis(2-methylbutan-2-yl)phenol (CAS:3846-71-7)に関し

ては高用量のみ）、およびその溶媒コントロールとし

てコーンオイルを 10:00 AM に単回投与し、２時間、

４時間、８時間、２４時間後にイソフルラン麻酔下に

おいて左心房より血液を採取する。肉眼所見で臓器に

障害の起きない用量を設定し、その後の解析を行なう。 
 
これらのベンゾトリアゾール類５種類の化学物質を

CAS番号、もしくは Benzo0000 (0000 は、各ベンゾト

リアゾールのCAS番号の最初の４桁)と省略する場合
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がある。 
 
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。 
（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）・古川祐介（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、肝臓および腎臓の採取を行い、10% 
neutral buffered formalin で組織の固定を行う。その

後、パラフィンブロックを作成し、薄切を行い、

hematoxylin and eosin (H&E) 染色を行い、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。 
 
 
・生化学検査： 
エクソソーム RNA を毒性指標としたバイオマーカ

ーのバリデーションの一つとして、病理組織学検査に

加えて、血清生化学検査を行う。 
aspartate aminotransferase (AST) および  alanine 
aminotransferase (ALT) の項目について、 automatic 
blood chemistry analyzer Dry-Chem NX 500V (Fuji 
Film Co. Ltd, Tokyo, Japan)を利用して測定する。 
 
 
 
（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

物実験に関する規定、指針を遵守した。 
 
 
Ｃ．研究結果 
 
 
 
C−３：病理組織学的検査と生化学検査（平林）： 
 
 平成３０年度および令和元年度研究において行っ

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、腎臓のホロマ

リン固定を行ない、hematoxylin and eosin (H&E) 染
色を行い、病理組織学検査を行った。また、一部に

おいては、血液生化学検査も行った。 

 
C−３−１：四塩化炭素投与 
 
溶媒投与群 (a) および四塩化炭素投与群（7mg / kg）
の H＆E染色像においては、正常な組織形態を示した

（図 1a、b）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 a) 四塩化炭素の溶媒コントロールとして、コーンオ

イルを投与し、２４時間後のマウスの肝臓における H＆E

染色像。上の写真の四角部分を下の写真で拡大してい

る。中心静脈（cv）と周囲の肝細胞は正常な組織構造を

示している。CV：中央静脈 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 b) 四塩化炭素（7mg/kg）を投与し、２４時間後のマ

ウスの肝臓における H＆E 染色像。上の写真の四角部

分を下の写真で拡大している。中心静脈（cv）と周囲の

肝細胞は正常な組織構造を示している。CV：中央静脈 
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一方、四塩化炭素投与群（70 mg / kg）の H＆E染色
像では、四塩化炭素によって誘発された肝臓の組織病

理学的変化が見られた（図 1c）。中心静脈周囲の肝細

胞が空胞化し、ネクローシスを起こしている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1c) 四塩化炭素（70mg/kg）を投与し、２４時間後のマ

ウスの肝臓における H＆E 染色像。上の写真の四角部

分を下の写真で拡大している。中心静脈（cv）周囲の肝

細胞が空胞化し、ネクローシスを起こしている。CV：中央

静脈 
 
 

 
また、エクソソーム RNA を毒性指標としたバイオマ

ーカーのバリデーションの一つとして、病理組織学検

査に加えて、血清生化学検査を行った。 
 
肝毒性の最も一般的に使用される診断テストでは、

アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（ASTまた

は SGOT）やアラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT
または SGPT）など、特定の肝細胞酵素の血中活性を

測定する。  
 
AST は細胞の損傷に比例して血清に放出され、細胞

壊死の急性期に最も上昇するが、ALT の放出は肝臓の

損傷の初期に発生し、比較的長期間上昇したままにな

る。 
 
ALT（図 1d）と AST（図 1e）の血中活性レベルは

溶媒投与群と比較して四塩化炭素投与群 (7 mg / kg) 
では増加しなかったが、溶媒投与群のそれらと比較し

て 70 mg / kg CCl4増加した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 d, e)  0 mg/kg、7 mg / kg、70 mg / kg の四塩化炭

素を経口投与したマウスの血清中の ALT（d）および AST

（e）を表している。 

 
 
結果として、CCl4 投与の結果の血清生化学分析お

よび組織学は、70 mg / kg の CCl4投与のみが明らか

な肝毒性を持つ。 
 
 
 
C−３−２：ベンゾトリアゾール (CAS#3846-71-7) 投与 

 
ベンゾトリアゾール (CAS#3846-71-7) 投与群（1000 

mg / kg）の H＆E 染色像では、ベンゾトリアゾール 
(CAS#3846-71-7) によって誘発された肝臓の組織病

理学的変化が見られた（図 2a, b, c, d）。 
 
投与後８時間後においては、明確な変化はないが、

投与後２４時間では、中心静脈周囲の肝細胞の細胞質

が膨大化し、 hypertrophy を起こしている（図 2a, b）。 
 
投与後９６時間後には、中心静脈周囲の肝細胞の細

胞質が膨大化している細胞がさらに増えており、

hypertrophy の領域が広がっている（図 2c）。また、

Mitosis 細胞の増加が見られた（図 2c）。 
 
投与後１６８時間後には、ほぼ全ての肝細胞の細胞

質が膨大化しているhypertrophyとなっている。また、

Mitosis 細胞の増加がさらに見られた（図 2d）。 
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図 2 a) ベンゾトリアゾール (CAS#3846-71-7) 投与後 

８時間後の肝臓の H & E 染色像 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 b) ベンゾトリアゾール (CAS#3846-71-7) 投与後 

24 時間後の肝臓の H & E 染色像 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 c) ベンゾトリアゾール (CAS#3846-71-7) 投与後 

96 時間後の肝臓の H & E 染色像 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 2 d) ベンゾトリアゾール (CAS#3846-71-7) 投与後 

168 時間後の肝臓の H & E 染色像 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ここで確認された hypertrophy は、肝臓重量の増加

という表現型と一致している（図 3, 4）。 
 
一方、四塩化炭素 (70mg/kg) を投与後２４時間のマ

ウスの肝臓で見られた肝細胞のネクローシス像は全

く見られなかった。 
 
こ の こ と か ら 、 ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル 

(CAS#3846-71-7) の投与で見られた肝臓重量の増加

は、肝細胞の hypertrophy により生じていると結論で

きる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 

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、１６８時間後における肝臓重量(mg)をグラフ化  

 
 
 
 
 
 

 

 

図 4 

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、１６８時間後における肝臓重量(mg)および肝臓の 

H & E 染色像をまとめた表  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

0
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3000

4000

投与後の肝臓重量変化

2h     4h     8h     24h    96h    168h   96h 
 
               (CAS#3846-71-7) 投与           溶媒投与  
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C−３−３：ベンゾトリアゾール (CAS#2440-22-4) 投与 
 
ベンゾトリアゾール (CAS#2440-22-4) 投与群（1000 

mg / kg）の H＆E 染色像では、ベンゾトリアゾール 
(CAS#2440-22-4) によって誘発された肝臓の組織病

理学的変化が見られた（図 5）。門脈周囲の肝細胞が

空胞化を起こしている。 
 
図 5 ベンゾトリアゾール (CAS#2440-22-4) 投与後 

24 時間後の肝臓の H & E 染色像 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
C−３−４：ベンゾトリアゾール (CAS#3864-99-1) 投与 

 
ベンゾトリアゾール (CAS#3864-99-1) 投与群（1000 

mg / kg）の H＆E 染色像では、ベンゾトリアゾール 
(CAS#3864-99-1) によって誘発された肝臓の組織病

理学的変化が見られなかった（図 6）。 
 
図 6  ベンゾトリアゾール (CAS#3864-99-1)投与後 

24 時間後の肝臓の H & E 染色像 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

C−３−５：ベンゾトリアゾール (CAS#70321-86-7) 投
与 
 
ベンゾトリアゾール  (CAS#70321-86-7) 投与群
（1000 mg / kg）の H＆E染色像では、ベンゾトリア

ゾール (CAS#70321-86-7) によって誘発された肝臓

の組織病理学的変化が見られなかった（図 7）。 
 

図 7 ベンゾトリアゾール (CAS#70321-86-7)投与後 

24 時間後の肝臓の H & E 染色像 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
C−３−６：ベンゾトリアゾール 類４種類の投与後２

４時間後の肝臓の病理所見のまとめ 
 
ベンゾトリアゾール類４種類（1000 mg / kg）の投与

後２４時間後の肝臓における  H＆E 染色像では、

（2-(benzotriazol-2-yl)-4,6-bis(2-methylbutan-2-yl)phenol）
(CAS#3846-71-7)において、肝臓の hypertrophy およ

び Mitosis 細胞の増加が見られたが、他の３種類にお

いては同様の病理所見は見られなかった。ベンゾトリ

アゾール (CAS#2440-22-4) においては、肝細胞の空

胞化が見られる一方、残り２種類に関してはベンゾト

リアゾール類によって誘発された肝臓の組織病理学

的変化が見られなかった（図 8）。 
 

図 8 ベンゾトリアゾール投与による肝臓における組織

病理所見のまとめ 
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D．考察 
  
平成３０年度および令和元年度に行った四塩化炭素

投与マウスを肝臓障害のモデルとして利用し、エクソ

ソーム RNA をバイオマーカーとした次世代型毒性

評価法の標準化プロトコールの作成に成功し、論文と

して投稿をするに至った。 
 
新たに開発した標準化プロトコールを利用すること

で、四塩化炭素による肝障害のバイオマーカーとして

４２個の新規 miRNA を報告した。 
 
本研究分担として、これらの四塩化炭素を投与した

マウスの肝臓における病理組織解析および、血液生化

学検査を行い、血液中のエクソソーム RNA を毒性バ

イオマーカーとして利用することが、非常に有効であ

ることの証明することに成功した。 
 
さらに、令和元年度に新たに取得したベンゾトリア

ゾール類４種類の投与実験を行なったマウスの肝臓

の病理組織解析を行うことで、ベンゾトリアゾール類

の毒性を明らかにすることができ、このことは、令和

２年度計画において、ベンゾトリアゾール類５種類の

エクソソーム RNA バイオマーカーおよびベンゾトリ

アゾール類の毒性情報を比較・解析することで、エク

ソソーム RNA を毒性バイオマーカーとしたカテゴリ

ーアプローチが可能となるのかの検証を行う上で有

用になる。 
 
本研究計画は、令和元年度まで計画通りに順調に進

捗しており、既に血液１滴からの超高感度かつ迅速な

次世代型毒性評価法を確立できている。 
 
最終年度（令和２年度計画）において、ベンゾトリ

アゾール類５種類の毒性バイオマーカーのデータが

集積されることで、エクソソーム RNA をバイオマー

カーとしたカテゴリーアプローチへの適応が可能と

なると考えている。 
 
毒性予測評価に向けたエクソソーム RNA をバイオ

マーカーとした次世代型毒性評価法は、より多くの化

学物質のデータを集積することでさらに毒性予測の

精度が極めて高いものにできることが期待される。 
 
 
 
 
E．結論 
  
本研究は、計画通りに進捗した。  
令和元年度研究においては、平成３０年度および令

和元年度研究で得られた化学物質投与実験を行った

マウス肝臓（コーンオイル、四塩化炭素、ベンゾトリ

アゾール類４種類）における病理組織解析を行なった。 
 
また、コーンオイルおよび四塩化炭素投与を行った

マウスに関しては、血液生化学検査も行った。 
 
その結果、四塩化炭素投与実験においては、病理組

織学検査および血液生化学検査で肝臓障害が見られ

る濃度 (70mg/kg) では、新たに単離に成功した毒性

バイオマーカーとなるエクソソーム RNA の発現が

誘導されるが、病理組織学検査および血液生化学検査

で肝臓障害が見られない濃度 (7mg/kg) では、毒性バ

イオマーカーとなるエクソソーム RNA が誘導され

ない結果を得た。このことから、新たに開発した次世

代型毒性評価法は、正しく機能していることが証明で

きた。 
 
また、ベンゾトリアゾール類４種類を投与したマウ

ス肝臓における病理組織解析を行ない、病理所見のな

いもの（２種類）、hypertrophy および mitosis 細胞の増

加（１種類）、肝細胞の空胞化 （１種類）という結果

を得ている。 
 
同じベンゾトリアゾール類の間でも、毒性発現の違

いがあることから、今後の解析により、これらの毒性

発現の違いを表す毒性バイオマーカーの単離を行う

予定である。 
 
令和元年度研究までに、エクソソーム RNA を毒性バ

イオマーカーとして利用した次世代型毒性評価法の

標準化プロトコールの作成に成功し、論文として投稿

するに至り、計画通りに進捗できている。 
 
最終年度（令和２年度）は、ベンゾトリアゾール１

種類 (CAS#3147-75-9) を投与したマウス血清中のエ

クソソーム RNA の網羅的解析を行ない、ベンゾトリ

アゾール類５種類のデータを比較することで、エクソ

ソーム RNA をバイオマーカーとしたカテゴリーアプ

ローチ解析を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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