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厚⽣労働科学研究費補助⾦ (化学物質リスク研究事業) 
「ナノマテリアルの胎盤毒性解析とその評価基盤の構築」 

総括研究報告書 
 

ナノマテリアルの胎盤毒性解析とその評価基盤の構築 
 

研究代表者 堤 康央 ⼤阪⼤学⼤学院薬学研究科 教授 
 

 

 
A. 研究⽬的 

化学物質の⽣殖発⽣に対する影響については、
毒性評価⼿法の感度やコスト、簡便性の問題から、
⾏政判断に活⽤できる情報が不⾜しているうえ、
化学物質の⽣殖発⽣毒性試験における評価の主体
は、催奇形性試験に代表されるように、⺟体より
も胎児を重点とする傾向にある。⼀⽅で、妊娠維
持、胎児の健やかな成⻑には、胎盤の正常な維持
と発達が不可⽋であり、実際に多くの胎児発育不
全は胎盤の異常や発育の障害を伴うことが産婦⼈
科領域でも⽰されている。従って、化学物質の⽣
殖発⽣毒性評価にあたっても、⺟体側の胎盤への

毒性も考慮すべきである。しかし現状では、化学
物質による胎盤毒性の評価は限定的であるうえ、
胎盤に焦点をあてた、確⽴された代替試験法は無
い。化学物質の⽣殖発⽣毒性の評価に際して、⼦
と⺟体は両輪で解析されるべきであり、特に、受
精卵/胎児の成⻑の基盤となる胎盤への毒性の理
解が不可⽋と⾔える。 

そこで本研究では、胎盤毒性発現メカニズムを
考慮したリスク解析基盤を確⽴することで、化学
物質による胎盤毒性を判断できるよう、（1）胎盤
動態、（2）胎盤ハザード、（3）胎盤毒性に係るメ
カニズムなどの各段階への影響を各々解析し、そ
れら情報を総合集積することで、統合的に評価で
きるスキームの構築を試みた。また、本研究で構
築した試験法で得られた結果とガイドラインに

研究要旨 
妊娠維持、胎児の健やかな成⻑には、胎盤の正常な維持と発達が命綱的に不可⽋であり、実際に多

くの胎児発育不全は胎盤の異常や発育の障害を伴ってしまうことが産婦⼈科領域でも⽰されている。
従って、化学物質の⽣殖発⽣毒性評価にあたっても、胎盤への毒性も考慮すべきである。しかし現状
では、化学物質による胎盤毒性の評価は極めて限定的であるうえ、胎盤に焦点をあてた、確⽴された
代替試験法は無い。化学物質の⽣殖発⽣毒性の評価に際して、胎児と⺟体を両輪で解析することは⾔
うまでも無く、そのうえでさらに、「⺟体と胎児をつなぐ胎盤」に関する影響解析も集中的になされる
べきであり、特に、受精卵/胎児の成⻑の基盤となる胎盤への毒性の理解が必須と⾔える。そこで本研
究では、胎盤毒性発現メカニズムを考慮したリスク解析基盤を確⽴し、化学物質による胎盤毒性を判
断できるよう、（1）胎盤動態、（2）胎盤ハザード、（3）胎盤毒性に係るメカニズムなどの各段階への
影響を各々解析し、それら情報を総合集積することで、統合的に評価できるスキームの構築を試みた。 
令和5年度における研究成果において、粒⼦径 10 nmの銀ナノ粒⼦（nAg10）をモデルナノマテ

リアルとして供し、その胎盤毒性を探索（スクリーニング）したところ、マウス胎盤形成期に静脈内
投与することで、❶nAg10 は胎盤に移⾏し得ることを⽰した。また、❷合胞体化の進⾏過程におい
て、nAg10 はエンドサイトーシス経路からヒト妊娠性絨⽑癌細胞株である BeWo 細胞内に取り込ま
れることを⾒出した。さらに、❸銀ナノ粒⼦がヒストン脱アセチル化酵素の活性を抑制し、その作⽤
は粒⼦径が⼩さくなるほど強い傾向を⽰すことが明らかとなった。これら知⾒は、未だ⼗分に理解さ
れていないナノマテリアルの⽣殖発⽣毒性の理解に向けて、胎盤毒性の観点からのリスク解析の必要
性を初めて⽰すものである。以上、ナノマテリアルを含む化学物質への曝露と胎盤毒性に関する科学
的根拠を収集し、胎盤毒性機序を考慮した「新たな⽣殖発⽣毒性の評価⼿法」を構築につながる知⾒
を多く⾒出した。本研究の成果が、⽣殖発⽣毒性学的観点からの化学物質のリスク解析基盤を構築し、
リスク評価に係る新たな政策形成のための知⾒の提供に寄与することを期待する。 

研究分担者 
中島彰俊・富⼭⼤学・学術研究部医学系・教授 
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基づいた標準的試験法との関係性を検証すると
共に、胎盤毒性が疑われる化学物質による当該ス
キームの検証を図る。そのうえで、近年のナノテ
クノロジーの進展に伴い、⾹粧品や⾷品領域をは
じめ、既に様々な産業分野の製品に実⽤化されて
いるナノマテリアルの胎盤毒性情報の収集を試
みる。さらに、近未来的な出⼝として、OECDテ
ストガイドラインや⾏政活⽤などを念頭に、協同
する業界団体・学協会と連携し、本研究を実施す
ることで、既存法の無い「統合的胎盤毒性評価ス
キーム」を新たに提案しようとするものである。 
 
B. 研究⽅法 
1. 被験化学物質 
銀ナノ粒⼦は、表⾯をクエン酸修飾した、粒⼦

径が5、10、30、70 nm（nAg5、nAg10、nAg30、
nAg70）のものを使⽤した。なお、以後の検討で
銀ナノ粒⼦分散液を培地で希釈する際には、凝集
を防ぐため、蛋⽩質によりコーティングした後に
実験に供した。具体的には、原液の銀ナノ粒⼦と
20 mg/mLウシ⾎清アルブミンを等量ずつ混合し、
1分間ボルテックスミキサーで攪拌した後に、銀ナ
ノ粒⼦分散液を培地で各濃度に希釈した。⾦ナノ
粒⼦は、表⾯をクエン酸修飾した、粒⼦径が10 nm
（nAu10）のものを使⽤した。使⽤直前に1分間ボ
ルテックスミキサーで撹拌した後、必要な濃度の
粒⼦分散液を調製した。 
 
2. 細胞培養 
ヒト妊娠性絨⽑癌細胞株であるBeWoは、⾮働

化処理をした10%ウシ胎児⾎清（FBS）、1%ペニ
シリン-ストレプトマイシン-アムホテリシンB懸
濁液を含むHamʼs F-12を⽤いて培養した。ヒト妊
娠性絨⽑癌細胞株であるJEG-3は、⾮働化処理を
した10% FBS、1%ペニシリン-ストレプトマイシ
ン-アムホテリシンB懸濁液を含むDMEMを⽤い
て培養した。 
 
3. HDAC の活性変動評価 

各濃度に調製した nAg10 と各 HDAC 酵素を
混合し、37℃で 30 分間インキュベートさせるこ
と で 活 性 を測定 し た 。 HDAC の 活 性 は 、
Fluorogenic AssayKit のプロトコールに準じて
測定した。 
 
4. BeWo における nAg10 の細胞内取り込み経

路の解明 

4℃条件における nAg10の BeWo細胞への取
り込み評価については、細胞を 4℃条件で 1時間
培養した後、nAg10（0.156 μg/mL）を添加し、
さらに 4℃で 3時間培養した。BeWo細胞におけ
る nAg10 の細胞内取り込みとエンドサイトーシ
ス経路との連関解析については、マクロピノサイ
トーシスに対する阻害実験では、細胞に 5-(N-
Ethyl-N-isopropyl)-Amiloride（EIPA）を終濃度
100 μM にて 3 時間添加した後、終濃度 50 μM
の forskolin と 0.156 μg/mL の nAg10 を 3 時
間処置して細胞を回収した。クラスリン依存性エ
ンドサイトーシス、および、カベオラ依存性エン
ドサイトーシスに対する阻害実験では、細胞に
Chlorpromazine hydrochloride（CPZ）を終濃度
10 μg/mL、および、Methyl-β-cyclodextrin（M
βCD）を終濃度 2.5 mMで 1時間処置した後、阻
害剤存在下で終濃度50 μMの forskolinと0.156 
μg/mL の nAg10 を 3 時間処置して細胞を回収
した。銀量は誘導結合プラズマ質量分析（Agilent 
7700 Series ICP-MS）により測定した。 
 
5. ICP-MS による銀濃度測定 
回収した細胞を超純⽔で懸濁した後に超純⽔

と同量の混酸で処理し、37℃で 1時間振盪した後
に ICP-MSに供した。また、PBSでホモジネート
した胎仔、胎盤を超純⽔で希釈した混酸で処理し、
37℃で 1時間振盪した。得られた試料、ならびに、
⾎液を超純⽔で100倍希釈し、ICP-MSに供した。 
 
6. 銀ナノ粒⼦の単層細胞膜透過性 
ポアサイズ 3.0 μm、膜⾯積 0.3 cm2 の 

Polyethylene terephthalate メンブレンを有す
る24ウェルのセルカルチャーインサートに JEG-
3 を播種し、24 時間から 48 時間毎に培地を交換
しながら、約 20 ⽇間培養した。細胞層を形成し
た培養膜の上層と下層に電極を浸し、24 時間か
ら 48 時間毎に 20 ⽇間抵抗値を測定した。抵抗
値の測定には、ミリセル ERS装置を⽤いた。同時
に、細胞層の無い培養膜の抵抗値（ブランク）も
測定し、ブランクを差し引いた抵抗値に膜⾯積を
積算して細胞層の TEER値（ohms × cm2）とし
た。TEER値がプラトーに達した後、DMEMを⽤
いて⽬的の濃度とした被験物質を apical 側に添
加し、添加 0、1、3、6、24、48 時間後にサンプ
リングした。Apical側、Basal側の銀量は ICP-MS
によりそれぞれ測定した。 
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7. 妊娠マウスへの nAg10 単回投与後の胎盤、
胎児移⾏性 

妊娠 10.5 ⽇⽬の BALB/cCrSlc マウスに、グ
ルコース溶液または nAg10（0.078、0.3125、
1.25 mg/kg）を尾静脈内より単回投与し、妊娠
15.5⽇⽬に解剖を⾏い、胎仔重量および胎盤重量
を測定した。回収した⾎液、胎仔、胎盤における
銀量を ICP-MSにより測定した。本研究における
動物実験は、⼤阪⼤学動物実験規程に準じた。 
 
（倫理⾯への配慮） 

本研究は動物実験を避け得ないが、動物愛護の
精神を遵守しつつ⾏うものである。また実験動物
の取り扱い、および動物実験の⼿順等を含めた動
物実験に関しては、「研究機関等における動物実
験等の実施に関する基本指針（⽂科省の指針）」
に準拠し、⼤阪⼤学の各所属研究科の動物実験規
程に則り⾏う。さらに本研究における実験動物の
取り扱いおよび動物実験の⼿順は、所属部署の動
物実験委員会等による倫理審査の承認を受ける
（関連研究は既に承認を受けている）。 

本研究では、ナノマテリアルを使⽤したが、そ
の安全性は未知であることを鑑み、平成 20 年 2
⽉に厚⽣労働省労働基準局より通達された「ナノ
マテリアル製造・取扱い作業現場における当⾯の
ばく露防⽌のための予防的対応について」（基発
第 0207004 号）【その後、2009年 3⽉に厚⽣労
働省労働基準局からの改訂版「ナノマテリアルに
対するばく露防⽌等のための予防的対応につい
て」（基発第 0331013号）が通達】、2009年 3⽉
に環境省から公表された⼯業⽤ナノ材料に関す
る環境影響防⽌ガイドラインに則って、研究を推
進するものである。 

 
C. 研究結果（次項 D にまとめて記載する） 
D. 考察 
1. nAg10 がヒストン脱アセチル化酵素におよ

ぼす影響評価 
胎盤の発達は胎盤栄養膜細胞が合胞体栄養膜

細胞を形成すること（合胞体化）から始まり、合
胞体栄養膜細胞は胎児と⺟体の栄養交換などに関
与することで、継続的に妊娠の過程に貢献する。
この合胞体化の過程は、エピジェネティックな変
化の⼀つであるヒストンアセチル化による制御を
受けることが明らかとされつつある。そこで本検
討では、nAg10曝露による胎盤合胞体化の抑制メ
カニズムの解明に向けて、ヒストンアセチル化へ

の影響の観点から評価することとした。 
nAg10 そのものに対する HDAC（ヒト胎盤お

よび BeWo細胞で発現が認められ、合胞体化進⾏
過程への関与が知られている HDAC1、HDAC2、
HDAC3、HDAC4、HDAC5を選択した）の活性変
動を評価した。その結果、40 µg/ml において、
HDAC1（図 1A）、HDAC2（図 1B）、HDAC3（図
1C）、HDAC4（図 1D）、HDAC5（図 1E）いず
れの活性も有意に抑制され、処置濃度依存的にそ
の活性が低下することが⽰された。⼀⽅で、昨年
度までの検討で合胞体化への影響が認められなか
った nAu10を⽤い同様の解析を実施したところ、
HDAC1 の活性に対する有意な変動は認められな
かった（図 2）。さらに、銀ナノ粒⼦の粒⼦径の違
いによる影響を評価した。なお、銀ナノ粒⼦はイ
オンを遊離することが知られていることから、硝
酸銀を対照群として⽤いた。その結果、銀イオン、
ならびに、nAg30、nAg70のいずれも HDAC1（図
3A）、HDAC5（図 3B）の活性低下を⽰すことが
明らかとなり、その程度は、銀ナノ粒⼦の粒⼦径
が⼤きくなるにつれて減弱する傾向を⽰した。 
今後、nAg10による HDACの活性変動が、胎

盤の形成と機能維持に影響を与える可能性を追究
するため、BeWoにnAg10を曝露した際のHDAC
活性への影響と共に、ヒストンアセチル化の変動
なども評価していく。さらに、ナノ粒⼦の素材の
違いだけでなく、物性（粒⼦径など）の違いによ
る合胞体化への影響についても追究していく。こ
れら検討を通じ、nAg10 の曝露が胎盤栄養膜細
胞に及ぼす影響をエピジェネティックな観点から
メカニズムを解析することで、化学物質の合胞体
化への影響とそのメカニズムに関する情報の蓄積
を図る。 
 
2. BeWo における nAg10 の細胞内取り込み経

路の解明 
合胞体化誘導時における nAg10 の細胞内取り

込み経路について明らかとすることで、メカニズ
ム解明に資する知⾒の集積を試みた。まず、
nAg10 の細胞内取り込みがエネルギー依存的で
あるかどうかを検討するために BeWoを 4℃条件
で 1 時間培養した後、nAg10 を添加し、さらに
4℃で 3 時間培養した。この時の細胞内銀量を
ICP-MS により解析したところ、4℃条件では、
37℃条件と⽐較し、nAg10の細胞内取り込み量が
有意に減少した（図 4A）。従って、nAg10 がエ
ネルギー依存的に細胞内に取り込まれることが⽰
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唆された。 
エンドサイトーシス経路には、マクロピノサイ

トーシス、クラスリン依存性エンドサイトーシス、
カベオラ依存性エンドサイトーシスといった経路
が存在する。そこで、nAg10の細胞内取り込み経
路を精査する⽬的で、各取り込み経路に対する阻
害剤を処置した際の nAg10 の細胞内取り込みを
評価した。その結果、EIPA（マクロピノサイトー
シス阻害剤）（図 4B）、および、MβCD（カベオ
ラ依存性エンドサイトーシス阻害剤）（図 4C）を
処置した際には、未処置群と⽐較し、nAg10の細
胞内取り込み量に有意な変動は認められなかった
ものの、CPZ（クラスリン依存性エンドサイトー
シス阻害剤）を処置することで、nAg10の細胞内
取り込み量が有意に減少することが明らかとなっ
た（図 4D）。従って今後は、CPZを処置してクラ
スリン依存性エンドサイトーシスを阻害した際の、
nAg10 による合胞体化抑制への影響について追
究することで、メカニズム解明に資する知⾒の集
積を図る。 
 
5. nAg10 単回尾静脈内投与後のマウス胎盤・胎

仔移⾏量の評価 
昨年度までに、nAg10 が in vivo レベルでも

胎盤形成や妊娠結果に影響を及ぼすかについて、
妊娠マウスを⽤いて解析したところ、nAg10が胎
盤形成に対してハザードを呈することが⽰唆さ
れた。今後、本結果について多⾓的な視点から考
察するうえで、胎盤や胎仔への nAg10 の移⾏量
を追究していくことが重要である。そこで本検討
では、nAg10の胎盤や胎仔への移⾏性を評価した。
妊娠 10.5 ⽇⽬の妊娠マウスに nAg10（0.078、
0.3125、1.25 mg/kg）を尾静脈内より単回投与
し、妊娠 15.5⽇⽬に⺟体⾎液（図5A）、胎盤（図
5B）、胎仔（図 5C）を回収し、その銀量を ICP-
MS により解析した。その結果、いずれの群にお
いても胎仔中には銀が検出されなかったものの、
0.3125 mg/kg 投与群、1.25mg/kg 投与群にお
いて、⺟体⾎液、胎盤から銀が検出された。従っ
て、⾼濃度投与群では銀ナノ粒⼦が胎盤へ移⾏す
る可能性が⽰された。今後、曝露実態を鑑み、経
肺（吸⼊）、経⽪、経⼝曝露後の胎盤・胎仔移⾏性
のみならず、胎盤形成や妊娠結果におよぼす影響
についても検討していく予定である。 

 
6. 銀ナノ粒⼦の胎盤透過性評価 

化学物質の胎児に対するリスクを把握するに

あたって、⺟親が曝露した化学物質は胎盤を透過
し、胎児へ移⾏することから、胎盤における動態
情報が求められる。そこで、物性の異なる NMが
胎盤透過性、ならびに、胎児側への移⾏性に及ぼ
す影響を評価することで、NM のリスク解析に資
する動態情報の集積を試みた。トランスウェルセ
ルカルチャーインサートにヒト絨⽑由来 JEG-3 
細胞株を播種し、経時的に TEER 値を測定した。
TEER 値がプラトーに達したことを確認できた時
点で、nAg5（図 6A）、nAg10（図 6B）、nAg30
（図 6C）、nAg70（図 6D）をそれぞれ apical側
に添加した。なお、各銀ナノ粒⼦の添加濃度は、
細胞障害性が認められない0.0623 μg/mlに設定
した。添加 0、1、3、6、24、48時間後に apical
側、basal側から培地を回収し、各銀ナノ粒⼦の透
過量を算出した。その結果、いずれの粒⼦径の銀
ナノ粒⼦もapical側の銀量は減少していたものの、
basal側には移⾏しないことが⽰された。従って、
本条件では、銀ナノ粒⼦は JEG-3単層膜を透過し
ないものの、絨⽑細胞内に取り込まれる可能性が
考えられた。 
 
E. 結論 
近年、低出⽣体重児や早産の⺟体などが⾶躍的

に増加し、少⼦⾼齢社会の⼤きな問題となってい
る。本観点から、化学物質に⾼感受性の集団に対
する安全性評価の重要性が世界的に指摘されて
いる。⼀⽅で、化審法に基づくリスク評価におい
て対象とされる評価項⽬の中でも、化学物質の⽣
殖発⽣に対する影響については、毒性評価⼿法の
感度やコスト、簡便性等の問題から、⾏政判断に
活⽤できる⼗分な情報が世界的に観ても圧倒的
に不⾜している。さらに化審法をはじめとする化
学物質に係る厚⽣労働⾏政においては、基本的に、
化学物質の構造式（物質名）で規制されており、
化学物質の粒⼦サイズや形状といった物性の違
いと毒性発現の連関は⼗分に考慮されていない。
こうした観点から、本研究は化学物質曝露と胎盤
毒性に関する科学的根拠の収集と分⼦メカニズ
ムの解明により、胎盤毒性メカニズムを考慮した
統合的評価スキームを構築するものであり、⽣殖
発⽣毒性学的観点からの化学物質のリスク解析
基盤を構築し、リスク管理に係る新たな政策形成
に資する知⾒の提供に⼤きく貢献するのみなら
ず、化審法における化学物質のリスク評価に資す
る毒性情報の創出や OECD テストガイドライン
への展開に資する知⾒の集積につながる。 
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図1︓nAg10がヒストン脱アセチル化酵素の活性におよぼす影響評価
nAg10による（A）HDAC1、（B）HDAC2、（C）HDAC3、（D）HDAC4、（E）HDAC5の活性変動をHDAC fluorogenic assayを⽤いて
評価した。各群のHDAC活性は、TSA曝露群を０、⾮曝露群を100として標準して⽐較した。*P < 0.05, ***P < 0.001, ****P < 0.0001
by Dunnettʼs method.

(A) (B) 

(C) (D) (E) 

nAu10 (µg/mL)

図2︓nAu10がヒストン脱アセチル化酵素1の活性におよぼす
影響評価
nAu10によるHDAC1の活性変動をHDAC fluorogenic assay
を⽤いて評価した。HDAC1活性は、TSA曝露群を０、⾮曝露
群を100として標準して⽐較した。ns: not significant,
****P < 0.0001 by Dunnettʼs method.
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Ag+ nAg10 nAg30 nAg70Ag+ nAg10 nAg30 nAg70
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図3︓Ag+、nAg10、nAg30、nAg70がヒストン脱アセチル化酵素（HDAC1、HDAC5）の活性におよぼす影響評価
Ag+、nAg10、nAg30、nAg70による（A）HDAC1、（B）HDAC5の活性変動をHDAC fluorogenic assayを⽤いて評価した。各群
のHDAC活性は、TSA曝露群を０、⾮曝露群を100として標準して⽐較した。ns: not significant, *P < 0.05, ***P < 0.001,
****P < 0.0001 by Dunnettʼs method.
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図4︓BeWoにおけるnAg10の細胞内取り込み経路の解明
（A）BeWoを4℃条件で1時間培養した後、nAg10（0.156 μg/mL）を添加し、さらに4℃で3時間培養し
た。（B）5-(N-Ethyl-N-isopropyl)-Amiloride（EIPA）を終濃度100 μMにて3時間添加した後、終濃度
50 μMのforskolinと0.156 μg/mLのnAg10を3時間処置した。（C）Methyl-β-cyclodextrin （MβCD）を
終濃度2.5 mMで1時間処置した後、阻害剤存在下で終濃度50 μMのforskolinと0.156 μg/mLのnAg10を3
時間処置した。（D）Chlorpromazine hydrochloride（CPZ）を終濃度10 μg/mLで1時間処置した後、阻
害剤存在下で終濃度50 μMのforskolinと0.156 μg/mLのnAg10を3時間処置した。 その後、細胞を回収し、
細胞内銀量をICP-MSにより測定した。Data are presented as mean ± SD (n = 3). ns, not significant,
**P < 0.01, ***P < 0.001 by studentʼs t-test.
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図5︓妊娠マウスへのnAg10単回投与後の胎盤、胎児移⾏性
妊娠10.5⽇⽬のBALB/cCrSlcマウスに、グルコース溶液またはnAg10（0.078、0.3125、1.25 mg/kg）を尾静脈内より単回投与し、妊娠
15.5⽇⽬に解剖を⾏い、（A）⾎液、（B）胎盤、（C）胎仔における銀量をICP-MSにより測定した。Data are presented as mean ± SEM.
N.D., not detect, ****P < 0.0001 by dunnett-test（N.D.を0として統計解析を実施）
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図6︓銀ナノ粒⼦のJEG-3単層膜透過性の評価
JEG-3をセルカルチャーインサートに播種し、培養することで、単層膜を形成させた。 TEER値がプラトーに達したこ
とを確認できた時点で、細胞障害性の認められない0.0625μg/mlの濃度で、（A）nAg5、（B）nAg10、（C）nAg30、
（D）nAg70をapical側に添加し、添加から0、1、3、6、24、48時間後にサンプリングした。Apical側、Basal側の銀
量をICP-MSにより測定し、0時間におけるapical側の銀量を100%としてapical側、basal側の銀量の割合を算出した。
Data are presented as mean ± SD (n=3).
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厚生労働科学研究費補助金 (化学物質リスク研究事業) 

「ナノマテリアルの胎盤毒性解析とその評価基盤の構築」 

分担研究報告書 

 

「オートファジーが絨毛細胞の酸化ストレスに与える影響評価」に
関する研究 

 

研究分担者 中島 彰俊 富山大学学術研究部医学系 教授 

 

A. 研究目的 

我々は、絨毛細胞における AtP 抑制がナノ粒

子蓄積に関与することを報告してきた。また近年、

二酸化チタンが絨毛細胞の AtP 活性化や OS、ER

ストレスに関与すること（PMID: 30273564）、

またナノ銀も OS 等の誘導に関与することが知ら

れている（PMID: 33662506）。さらに昨年、ナ

ノ粒子による PE 関連ストレス誘導を検討する前

段階として、絨毛細胞の OS と AtP の直接的関与

を調べ、AtP 抑制が p62-NBR1-Nrf2-HO-1 経路

を介して STB の HO-1 発現を減弱させることを

報告した。本年は胎盤組織培養による sFlt-

1/PlGF を測定することで、ex vivo による胎盤評

価系の確立を目指した。 

研究要旨 

胎盤形成不全は妊娠高血圧腎症（Preeclampsia: PE）と密接に関連しており、胎児発育不全に影

響を与える。胎盤の適切な発育には、細胞内恒常性機構であるオートファジー（Autophay:AtP）が

重要であり、AtPの制御異常が胎盤形成不全を伴うPE発症に寄与することを明らかにしてきた。ま

た、我々は AtPの抑制は絨毛細胞におけるナノ粒子蓄積に関与することも明らかにすると共に、R3

年度における成果として、AtP抑制が栄養膜細胞（トロフォブラスト）における分化や融合（シンシ

チウム化）を抑制することを報告した（Reprod. Med. 2022）。近年、銀ナノ粒子や二酸化チタ

ンは絨毛細胞の酸化ストレス（Oxidative stress: OS）や小胞体（ER）ストレス誘導に関わること

が報告されており、またPEの発症には合胞体栄養膜細胞（STB）に対するOSや小胞体ストレスが関

与するとされる。R4年度では、合胞体栄養膜細胞（STB）において抗酸化酵素HO-1が高発現しOS

耐性を示すこと、AtP抑制がp62-NBR1-Nrf2-HO-1経路を通してSTBのHO-1発現を低下させるこ

とを報告した（J Reprod Immunol 2023）。 

本年度はまず、 AtP抑制が実際にSTBのOS耐性を減弱させることを確認した。さらにPE発症予測

に実際に臨床応用されているsFlt-1/PlGF比に着目し、AtP抑制が絨毛におけるsFlt-1/PlGF比を上昇

させることを明らかにした。次に、PE胎盤で低下を認めるHO-1に対し、AtP活性剤でその発現回復

を検討した。PE胎盤組織培養を行い、AtP調整剤を網羅的に投与したところ、クルクミンが著明に

HO-1を誘導することが判明した。しかしクルクミンには細胞増殖抑制を認めたため、AtP調整剤の

中で、クルクミンに類似するがより安全性が高いとされる薬剤Xを検討し、細胞増殖抑制を認めない

濃度でのHO-1誘導、AtP活性化能が確認された。更に、薬剤Xは定常酸素条件下では sFlt-1/PlGF比

に影響を与えなかったが、HO-1発現が低下する低酸素条件下やPE胎盤組織ではsFlt-1/PlGF比を低

下させることがわかった。以上より、 AtP抑制は栄養膜細胞の分化抑制、HO-1低下を介し、sFlt-

1/PlGF比上昇というPEに類似した変化を起こすことを明らかとした。それに対し、薬剤Xは絨毛細

胞の細胞死を誘因しない安全な濃度で、絨毛のHO-1誘導およびAtP活性化能を持つだけでなく、PE

胎盤と同じ低酸素条件下で胎盤組織のsFlt-1/PlGF比を低下させるという、これまでにない絨毛細胞

に直接作用する薬剤という新規性を示した。 

以上より、胎盤形成不全の原因である様々な生物学的ストレスに対する保護機構として、胎盤AtP

活性化が重要であることが判明した。現状、絨毛組織ではsFlt-1/PlGF比以外に臨床につながる評価

法はない。今後は、ナノ粒子等化学ハザード物質を誘因とした“絨毛細胞””胎盤組織“への生物学的

ストレスの種類・多寡を明らかとし、絨毛細胞におけるAtP能の評価法の開発、その方法を実際の胎

盤組織を用いて評価する方法へと繋げ、胎盤毒性リスク評価基盤に繋げていく。 
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B. 研究方法 

1. 細胞培養および絨毛培養 

合胞体栄養膜細胞セルラインとして絨毛癌細胞

株である BeWo 細胞株と初代ヒト栄養膜細胞で

ある PHT 細胞を使用した。 

絨毛組織は 37 週以降の正期産もしくは PE 患者

における帝王切開分娩妊婦より同意を得て採取

した。採取した組織は直ちに PBS で十分に洗浄

し、絨毛のみに分離・細切したのち約 25mg の小

片 と し た 。 10%FBS お よ び

1%Penicillin/streptomycin を添加した RPMI-

1640 培地で培養した。全ての組織は 37℃、5% 

CO2 下の定常酸素下もしくは 1%酸素下で 24 時

間培養した。 

 

2. タンパク質定量の評価 

AtP 阻 害 剤 と し て Bafilomycin A1 

(BAF;20nM)を使用し STB および胎盤培養にお

ける HO-1 発現を評価した。すべての蛋白質は

Western blotting により検出し、Image J を使

用して定量化した。 

 

3. 細胞増殖抑制評価 

OS による細胞障害評価のため、WST-1 を用い

て細胞増殖抑制を評価した。BeWo 細胞を 96well

細胞培養プレートに 1.2×106 個播種し一晩培養

した後、濃度を調整した H2O2 添加培地 100uL

で培地を置き換えて 24 時間培養を行った。 

 

4. sFlt-1/PlGF 評価 

sFlt-1/PlGF は胎盤培養上清を用い、ELISA キッ

トを用い評価した。 

 

5. 統計解析 

群間差の比較には、Welch の t 検定を用いた。

P<0.05 を統計的に有意であるとみなした。デー

タは JMP を使用して解析した。 

 

（倫理面への配慮） 

胎盤検体は文書により患者同意を得たサンプル

から作成され、倫理面に配慮している。 

 

C. 研究結果（次項 D にまとめて記載する） 

D. 考察 

1. オートファジー抑制剤 Bafilomycin A1 は合

胞体栄養膜細胞の酸化ストレス耐性を減弱さ

せる 

これまでの我々の検討で、BeWo 細胞に AtP 抑

制剤である Bafilomycin A1(BAF)を投与すると

HO-1 が低下することが示されたため、BAF が実

際に OS 耐性に影響を与えるか評価したところ、

BAF の 24 時間前処置が BeWo 細胞における

H2O2 による細胞増殖抑制をさらに増強させ、OS

耐性を減弱させることが判明した。 

 

2. Bafilomycin A1 は胎盤培養上清中の sFlt-

1/PlGF 比を増加させる 

次に HO-1 が sFlt-1 分泌に関与するという過去

の報告から、Bafilomycin A1(BAF)が胎盤におけ

る sFlt-1/PlGF に影響を与えるか評価し、正常胎

盤において BAF 投与は sFlt-1 増加傾向、PlGF 低

下傾向を認め、sFlt-1/PlGF 比は有意な上昇を認

めた。 

 

3. クルクミンは合胞体栄養膜細胞の AtP を活

性化させ、HO-1 を増加させる 

AtP 抑制により合胞体栄養膜細胞の HO-1 発現

が低下させることから、HO-1 発現を増加させる

AtP 活性剤の検討を行った。PE 患者の絨毛培養

に AtP 調整剤を網羅的に投与したところ、クルク

ミン投与により HO-1 発現が著明に増加した。

BeWo 細胞による WST-1 では HO-1 発現に要す

るクルクミン濃度では細胞増殖抑制を認めたた

め、より毒性が少ない薬剤スクリーニングを行い

薬剤Xでは細胞増殖抑制を認めない濃度でAtP活

性化を示す LC3-II の増加と HO-1 増加を作用が

あることが示された。 

 

4. 薬剤 X は合胞体栄養膜細胞の酸化ストレス

耐性を増強させる 

薬剤 X による HO-1 発現増加が合胞体栄養膜細

胞の OS 耐性に影響を与えるか検討を行った。薬

剤 X の前処置は H2O2 による細胞増殖抑制を改

善し、OS 耐性を増強させることが示された。 

 

5. 薬剤 X は低酸素条件下において胎盤培養上

清中の sFlt-1/PlGF 比を低下させる 

最後に、薬剤 X による HO-1 発現増加が胎盤培

養における sFlt-1/PlGF 比を低下させると予想し

評価を行った。結果として定常酸素下での胎盤培

養では薬剤 X は胎盤培養上清中の sFlt-1/PlGF に

影響を与えなかった。PE 胎盤は低酸素環境である

ことが知られていたため、低酸素条件下（酸素 1%）
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で胎盤培養を行い、薬剤 X を投与したところ、

sFlt-1/PlGF 比の低下を認めた。 

 

E. 結論 

本研究により、AtP 抑制剤である BAF が STB

の OS 耐性を減弱させることが示され、AtP 抑制

による HO-1 の減弱が STB の OS を増強させる

ことが分かった。さらに胎盤組織培養により sFlt-

1/PlGF 測定が可能となり、BAF が PE と同様に

sFlt-1/PlGF 比を増加させることが明らかとなっ

た。また HO-1 に関連した AtP 活性剤の検討によ

り、薬剤 X が HO-1 を誘導し、PE 要因である低

酸素条件下で sFlt-1/PlGF 比を低下させることが

示された。 

今後ナノ粒子等化学ハザード物質を誘因とした

生物学的ストレスに対する保護機構として、胎盤

オートファジー活性化による絨毛細胞生存能の

評価のため、２つの方法を提案する。一つは、ナ

ノ粒子およびその修飾による絨毛細胞において、

OS 並びに ER ストレス誘導能を明らかとし、AtP

活性化に最も適した評価方法を研究代表者の堤

らと共に確立することである。もう一つは、その

機能評価を実際の胎盤組織を用いて評価する方

法へと繋げることである。胎盤組織培養による

sFlt-1/PlGF 測定は臨床に即した評価法であるが、

それ以外にも蛋白発現解析を通して ex vivo の胎

盤評価系が確立できれば、ナノ粒子を含む化学ハ

ザード物質による胎盤成育の評価法として活用

したい。 

 

F. 研究発表 

1. 論文発表 

1. Cheng S, Huang Z, Nakashima A, Shar

ma S. Gestational Age-Dependent Regu

lation of Transthyretin in Mice during P

regnancy. Biology (Basel). 2023 Jul 2

6;12(8):1048.  

2. Araishi K, Shima T, Yasuda I, Tsuda S, 

Morita K, Yamaki-Ushijima A, Nakashima 

A, Saito S. Dynamics of neuropilin1 

(Nrp1)-positive thymus-derived and 

Nrp1-negative peripherally induced 

paternal antigen specific regulatory T 

cells in the uterus and spleen during 

pregnancy in mice. J Reprod Immunol. 

2023 Feb;155:103792. 

 

【総説・その他】 

1. Nakashima A, Furuta A, Yamada K, 

Yoshida-Kawaguchi M, Yamaki-Ushijima 

A, Yasuda I, Ito M, Yamashita S, Tsuda S, 

Yoneda S, Cheng S, Sharma S, Shima T. 

The Role of Autophagy in the Female 

Reproduction System: For Beginners to 
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2023 Feb 26;12(3):373.  

 

2. 学会発表 

1. Furuta A., Yamada K., Yoshida M., Yamaki 

A., Yasuda I., Tsuda S., Shima T., Satoshi 
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vitro preeclampsia model in the villous 

tissue using an autophagy inhibitor, 

Bafilomycin A1., The 1st Asian Congress 

for Reproductive Immunology (ACRI), 8-

9 April, 2023. 

2. Furuta A., Yamada K., Yoshida M., Yamaki 

A., Yasuda I., Tsuda S., Shima T., Satoshi 

Y., Nakashima A.: Association of 

hemeoxygenase-1 (HO-1), an antioxidant 

enzyme, with autophagy in trophoblasts; 

development of therapy for preeclampsia., 

The 75th Annual Congress of the Japan 

Society of Obstetrics and Gynecology, 12-

14 May, 2023. 

3. 古田 惇, 山田清貴, 𠮷田美保子, 山木明美, 

島 友子, 米田 哲, 中島彰俊:CCM-C1 によ

るオートファジー活性化/HO-1 誘導を介した

PE 治療薬の検討., 第 43 回日本妊娠高血圧学

会学術講演会, 2023 年 9 月 29 日-30 日 

4. 古田 惇, 山田清貴, 𠮷田美保子, 山木明美, 

津田さやか, 島 友子, 米田 哲, 中島彰俊:

オートファジー活性剤 CCM C1 は胎盤 HO-1

増加により妊娠高血圧腎症治療薬となりう

る., 第 31 回日本胎盤学会学術集会, 202３年

11 月 3 日-4 日 

5. 古田 惇, 山田清貴, 𠮷田美保子, 山木明美, 

津田さやか, 島 友子, 米田 哲, 中島彰俊:

抗酸化酵素 HO-1 とオートファジーを介した

妊娠高血圧腎症治療薬の展望., 第 38 回日本
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令和 6 年 5 月 23 日 
 
国立医薬品食品衛生研究所長 殿 

                                                                                            
                  
                              機関名 国⽴⼤学法⼈⼤阪⼤学 

 

                      所属研究機関長 職 名 学⻑ 
                                                                                      
                              氏 名 ⻄尾 章治郎         
 

   次の職員の（令和）5 年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理に

ついては以下のとおりです。 
１．研究事業名  化学物質リスク研究事業                             
２．研究課題名  ナノマテリアルの胎盤毒性解析とその評価基盤の構築                
３．研究者名  （所属部署・職名） 薬学研究科・教授                        

    （氏名・フリガナ） 堤 康央・ツツミ ヤスオ                     
４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ■ □  □ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ■ □  □ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 □   ■ □  □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：動物の愛護及び管理に関する法律、
遺伝⼦組換え⽣物等の使⽤等の規制による⽣物の
多様性の確保に関する法律） 

 ■   □ ■ ⼤阪⼤学 □ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対

象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ■   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ■ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ■ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ■ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ■（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 



令和 6 年 4 月 10日 

国立医薬品食品衛生研究所長 殿 

  機関名 国立大学法人富山大学 

所属研究機関長 職 名 国立大学法人富山大学長

氏 名 齋藤 滋

次の職員の令和5 年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理に

ついては以下のとおりです。

１．研究事業名 化学物質リスク研究事業  

２．研究課題名  ナノマテリアルの胎盤毒性解析とその評価基盤の構築

３．研究者名  （所属部署・職名） 学術研究部医学系・教授 

（氏名・フリガナ） 中島 彰俊・ナカシマ アキトシ

４．倫理審査の状況

該当性の有無 

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み 審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
■ □ ■ 富山大学 □ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針 □ ■ □ □ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
□ ■ □ □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称： ） 
□ ■ □ □ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。

その他（特記事項）

（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対
象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について

研究倫理教育の受講状況 受講 ■   未受講 □ 

６．利益相反の管理

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ■ 無 □（無の場合はその理由：  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ■ 無 □（無の場合は委託先機関：  ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ■ 無 □（無の場合はその理由：  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ■（有の場合はその内容：  ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。

・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。


