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研究要旨 
 化学物質の有害性評価、特に化審法におけるヒト健康影響に関する有害性において、化学物質の生殖発

生への影響を迅速でかつ正確に評価することは最重要課題の一つである。 

 

現行の生殖発生毒性試験法の１つである胚・胎児発生に関する試験（発生毒性試験）では、母毒性評価と

ともに胎児形態観察（外表、内臓および骨格観察）から催奇形性を評価する。その際に、腹内・腹間の感

受性に差がある中で催奇形性を判断するには莫大な時間や労力以外に、観察者の経験に依存する部分や、

基準が必ずしも一定とは言えない部分がある。 

 

近年、細胞から分泌される小胞であるエクソソームが注目されている。エクソソームは体液中を循環し、

細胞特異的なマイクロ RNA を内包することから、研究分担者の東京医大・落谷らは、腫瘍細胞に特異的な

マイクロ RNA を指標にした、血液１滴による１３種類の早期がん診断法（精度 95 % 以上）を開発した経

験を持つ。 

 

我々は、厚労科研・化学物質リスク事業（H30-R2 •R3-R5 年度、代表：小野竜一）にて、エクソソーム RNA

を毒性指標とすることで、成獣の血液１滴から全身の病理組織学的診断が可能な次世代型毒性試験法の

開発、および、妊娠動物の母体血および羊水から胎児の催奇形性を検出しうる高感度な系の開発に世界に

さきがけて成功した (Ono R. et al., Toxicology Reports 2020、Ono R. et al., Fundamental 

Toxicological Sciences 2024 )。 

 

しかし、毒性指標となる体液由来エクソソームが本当に標的とする臓器より分泌されたのかという疑問

があった。我々は、目的の細胞・臓器が分泌するエクソソームのみを可視化および単離可能な“エクソソ

ーム可視化マウス”の作製に成功し、世界で初めて、肝臓由来のエクソソームを可視化し、肝毒性バイオ

マーカーが確かに肝臓に由来するエクソソームに由来することの証明に成功している（論文投稿準備中）。 

 
そこで、本研究は、我々が開発した母体血および羊水中のエクソソームを指標にした新規生殖発生毒性評

価法に新たに開発に成功した“エクソソーム可視化マウス”を活用することで、毒性機序に基づいたリスク

評価時に常に一定の判断基準による評価が可能な次世代型生殖発生毒性評価法を開発することを目的と

している。 
 
令和 6 年度の研究では、バルプロ酸を用いた催奇形性モデルマウスを用い、胎児に奇形が発生するメカ

ニズムを詳しく調査した。同じ用量のバルプロ酸を投与しても、すべての胎児に奇形が発生するわけでは

なく、一部の胎児にのみ奇形が見られることが確認された。そのため、奇形の有無を判別できる羊水中の

エクソソーム RNA を網羅的に解析し、バイオマーカー探索を行った。その結果、本来は妊娠 15日目に

は不活化される Hbb-y 遺伝子（胎児型グロビン遺伝子）が、奇形を示す胎児においてのみ活性化されて

いることを明らかにした。これは、バルプロ酸によるヒストン脱アセチル化阻害作用により、胎児型グロ

ビンの発現が誘導される可能性を示唆している。 
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また、エピジェネティック異常が奇形を引き起こす主要な要因であると仮定し、ヒストン脱アセチル化

酵素阻害剤の一種であるトリコスタチン A（TSA）についても同様の影響を検証することとした。母動物

に高用量の TSA を投与した結果、バルプロ酸投与で見られた神経管閉鎖不全や指形成不全、胎児および

胎盤の成長遅延といった異常が観察された。この結果から、TSA もバルプロ酸と同様に強い催奇形性作

用を持つ可能性が高いと考えられる。これらの胎児から採取した羊水を用い、次年度に Hbb-y 遺伝子の

活性化を検証する計画である。 
 
さらに、これまで単離してきたエクソソーム RNA がどの細胞・臓器に由来するかを確定するため、特定

の臓器に由来するエクソソームのみを検出・単離できる“エクソソーム可視化マウス”を作製した。この

マウスでは、特定臓器から分泌されるエクソソーム表面にヒト CD9-EGFP 融合タンパクを発現させるこ

とに成功している。この解析系を利用することで、母体血中のエクソソームを母体由来と胎児由来に完全

に分離して検出する技術を確立した。今年度は、胎児由来のエクソソームのみがヒト CD9-EGFP 融合タ

ンパクでラベルされるようにしたマウスを用い、母体血を採取して超解像度共焦点顕微鏡で胎盤を観察

することで、胎児由来エクソソームの母体側への移行を検出することに成功している。 
 
加えて、動物実験に代わる次世代型の評価法を目指し、in vivo の特性を高度に保持する in vitroモデルと

して注目されるオルガノイド 3D 培養系の上清中に含まれるエクソソームを毒性指標として利用する可

能性についても検討した。今年度は、肝臓特異的（アルブミン陽性細胞特異的）にヒト CD9-EGFP融合タ

ンパクを発現する肝臓オルガノイドを樹立することに成功した。また、超解像度共焦点顕微鏡による観察

およびシングルエクソソーム解析を行い、培養中の肝臓オルガノイドではアルブミン陽性の分化した肝

細胞が一部しか存在しないことを確認した。 
 
このヒト CD9-EGFP陽性エクソソームを指標とすることで、肝臓オルガノイドの分化状況をリアルタイ

ムでモニターすることが可能となり、肝臓オルガノイドを活用した動物実験代替法の高度化に貢献でき

ると考えられる。これらの成果は、新しい毒性評価バイオマーカーの開発や、動物実験に依存しない次世

代型試験法の確立に寄与するものである。今後は、Hbb-y遺伝子の活性化が他のヒストン脱アセチル化酵

素阻害剤によっても見られるかを検証し、さらに精度の高い毒性評価技術を構築する予定である。 
 
令和６年度までの研究の進捗により、エピジェネティック異常による生殖発生毒性発現機構が存在する

可能性を明らかにした。令和７年度、および８年度研究計画においては、Hbb-y遺伝子以外のエピジェネ

ティック異常を検出可能なエクソソーム RNA の単離、および、それらを利用した標準化プロトコールの

作製を行う。 
 
本研究はエピジェネティック異常による生殖発生毒性発現機構が存在する可能性を明らかにしており、

生殖発生毒性評価において、厚生労働行政に大きく貢献するものである。 
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Ａ．研究目的 
 
化学物質の有害性評価、特に化審法におけるヒト

健康影響に関する有害性において、化学物質の生殖

発生への影響を迅速でかつ正確に評価することは最

重要課題の一つである。 

 

現行の生殖発生毒性試験法の１つである胚・胎児

発生に関する試験（発生毒性試験）では、母毒性評価

とともに胎児形態観察（外表、内臓および骨格観察）

から催奇形性を評価する。その際に、腹内・腹間の感

受性に差がある中で催奇形性を判断するには莫大な

時間や労力以外に、観察者の経験に依存する部分や、

基準が必ずしも一定とは言えない部分がある。 

 

近年、細胞から分泌される小胞であるエクソソー

ムが注目されている。エクソソームは体液中を循環

し、細胞特異的なマイクロ RNA を内包することから、

研究分担者の東京医大・落谷らは、腫瘍細胞に特異的

なマイクロ RNA を指標にした、血液１滴による１３

種類の早期がん診断法（精度 95 % 以上）を開発し

た経験を持つ。 
 
我々は、厚労科研・化学物質リスク事業（H30-R2 

•R3-R5 年度、代表：小野竜一）にて、エクソソーム

RNA を毒性指標とすることで、成獣の血液１滴から

全身の病理組織学的診断が可能な次世代型毒性試験

法の開発、および、妊娠動物の母体血および羊水から

胎児の催奇形性を検出しうる高感度な系の開発に世

界にさきがけて成功した (Ono R. et al., Toxicology 
Reports 2020、Ono R. et al., Fundamental Toxicological 
Sciences 2024 )。 

 
しかし、毒性指標となる体液由来エクソソームが

本当に標的とする臓器より分泌されたのかという疑

問があった。我々は、目的の細胞・臓器が分泌するエ

クソソームのみを可視化および単離可能な“エクソ

ソーム可視化マウス”の作製に成功し、世界で初めて、

肝臓由来のエクソソームを可視化し、肝毒性バイオ

マーカーが確かに肝臓に由来することを証明するこ

とに成功している（論文投稿準備中）。 
 
そこで、本研究は、我々が開発した母体血および羊

水中のエクソソームを指標にした新規生殖発生毒性

評価法に新たに開発に成功した“エクソソーム可視

化マウス”を活用することで、毒性機序に基づいたリ

スク評価時に常に一定の判断基準による評価が可能

な次世代型生殖発生毒性評価法を開発することを目

的としている。 
 
 

 

＜各年度の目標＞ 令和６年度•先行研究で得られた

母体血および羊水中のエクソソーム RNA を生殖発

生毒性物質よるマウスモデル動物の作成およびマイ

クロサンプリングを行う。 
 
令和７年度•母体血および羊水中のエクソソーム

RNA の網羅的遺伝子発現解析を行う。妊娠動物にお

いて、胎児のみを“エクソソーム可視化マウス”を利
用することで、胎児由来のエクソソームのみを可視

化、および単離を行ない、毒性機序に基づいた次世代

型生殖発生毒性評価法の高度化を行う。 
 
令和８年度•次世代型生殖発生毒性評価法のバリデ

ーションおよびガイドライン化に向けての施策検討 
 

  

Ｂ．研究方法 
本研究においては、毒性発現メカニズムを考慮した

次世代型の生殖発生毒性評価法を確立することを目

的に、以下の概要を行う。 
 
●次世代型生殖発生毒性試験の開発（研究代表者：

小野、研究分担者：桑形、平林） 
エクソソーム RNA を腹単位の毒性指標とする次世

代型生殖発生毒性試験を開発するために、妊娠マウス

に既知の生殖発生毒性物質を経口投与し、母動物の毒

性検出、および、胎児に発現する形態変化から毒性指

標となる母体血および羊水中のエクソソーム RNA の

同定を次世代シーケンス解析により行う。 
 
●次世代型生殖発生毒性試験の高度化（研究分担

者：落谷、伊川、研究代表者：小野） 
我々は既に、様々な毒性バイオマーカーとなるエク

ソソーム RNA の報告をしているが、それらが実際に

どの細胞•臓器に由来したのかは確定できていなかっ

た。そこで、任意の臓器（細胞）に由来したエクソソ

ームの表面にのみ特異的にヒト CD9-EGFP 融合タン

パクを発現させる遺伝子改変マウス（エクソソーム可

視化マウス）を作製し、目的臓器由来のエクソソーム

のみを検出・単離することに成功した。この“エクソ

ソーム可視化マウス”を用いることで、母体血中のエ

クソソームを母体に由来するもの、胎児に由来するも

のに完全に分けての検出が可能になり、評価法の高度

化に大きく寄与する。また、毒性バイオマーカーとな

るエクソソーム RNA の遺伝子改変マウスを作成する

ことにより、毒性メカニズムへの関与について検証を

行う。 
 
●次世代型毒性試験の in vitroモデル開発（研究分

担者：成瀬、研究代表者：小野） 
in vivo の特性を高度に保存した in vitroモデルとさ

れるオルガノイド 3D培養法の培養上清中に細胞より
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分泌されるエクソソームを毒性指標として利用可能

かを検討し、動物実験によらない次世代型代替法の評

価を行う。 
 
 
これらに加えて、対象マウス個体の一般的な毒性評価

を行うことで、現行の生殖毒性評価と本研究で開発す

る次世代型生殖毒性評価法の比較を行う。 
 
国立医薬品食品衛生研究所・安全性生物試験研究セン

ターにおいては、化学物質のマウスへの投与実験およ

び採血および胎児観察（桑形）、化学物質の用量設定

実験および病理組織学的検査・生化学検査（平林）、

エクソソームの抽出およびエクソソーム RNA の次

世代シーケンサーによる網羅的解析（小野）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、催奇形性のバイオマーカー候補の探索

およびその詳細の解析（落谷）を行い、大阪大学・微

生物病研究所（伊川）においては、催奇形性解析に適

したモデルマウスの作製（伊川）を行う。また、国立

がん研究センター（成瀬）においては、毒性バイオマ

ーカーであるエクソソーム RNA が、オルガノイド 3D
培養上清中に細胞より分泌されるエクソソームにお

いても毒性指標となるのかを検討する。 
 

 

 

・マウス血液からのエクソソーム RNA単離（ 
国立医薬品食品衛生研究所において採取された血液

サンプルを用いて、国立医薬品食品衛生研究所および

東京医科大学・分子細胞治療研究部門においてエクソ

ソームの単離を行う。具体的には、超遠心ペレットダ

ウン法を行い、エクソソーム単離後は、Nanosight ま
たはエクソソームの表面抗原に対するウエスタンブ

ロッティングや、エクソソームの表面タンパクに対す

る抗体をコーティングしたチップ上でエクソソーム

を捕捉して特定のエクソソームを単離可能な

EXOVIEW を利用することで単離されたエクソソー

ムの大きさと分布、数のカウント、および、シングル

エクソソーム上に存在するタンパクの同定を行うこ

とで、エクソソームが由来した細胞の同定が可能にな

る。 
 
・マウスを用いたトリコスタチン A 経口投与による

母動物血清中並びに胎児及び羊水中エクソソームの

解析のための試料採取法 
 
二分脊椎や無脳症、脳瘤などの神経管閉鎖障害を誘発

するバルプロ酸を催奇形性陽性対照物質として、マウ

スの神経管閉鎖時期である妊娠 9日から 11日にバル

プロ酸を 0、300、600 mg/kg の 3用量経口投与し、妊

娠 15日目に、母動物血清および羊水（胎盤、卵黄嚢

膜、胎児）をエクソソーム解析用に採取し、胎児の外

表奇形の観察を行なっている。そこで、外表奇形の有

無を検出するエクソソーム RNA を毒性指標としてバ

イオマーカーの単離を行なった。 
得られたバイオマーカーは、Hbb-y 遺伝子の RNA 断

片であった。 
この遺伝子は、本来、妊娠 15日目には不活化される

Hbb-y遺伝子の発現が、奇形胎児でのみ発現が誘導さ

れているものである。 
投与物質であるバルプロ酸は、ヒストン脱アセチル化

酵素である HDAC の活性を阻害することが知られて

おり、本来、エピジェネティック制御により不活性化

される Hbb-y 遺伝子の発現がエピジェネティック異

常により発現が誘導されているものと考えられる。 
このことから、バルプロ酸と同様に HDAC 阻害作用

を持つトリコスタチン A （TSA）を投与し、バルプソ

酸と同様に催奇形性作用があるのかを観察し、また、

母体血および羊水中のエクソソーム RNA を毒性バイ

オマーカーとしてスクリーニングを行う。 
 
投与物質：トリコスタチン A 
製造元：東京化成工業株式会社 
CAS番号：58880-19-6 
分子量：302.37 g/mol 
 

ロット番号：WXBD4552V 

純度：>98.0%(HPLC) 

性状：白色、粉末 

保管条件：密栓、冷暗所 

 

1-2．媒体 
名称：0.5 w/v％メチルセルロース溶液（略称：0.5%
MC溶液） 
製造元：富士フィルム和光純薬株式会社 
ロット番号：CAE0466 
 

媒体の調製 

 必要量のトリコスタチン A を秤取し、0.5%MC 溶
液に徐々に加えて分散させた。調製後、遮光し、冷蔵

保存した。 
  
使用動物 
動物種：マウス（SPF） 
系統：C57BL/6J 
供給源：ジャクソン・ラボラトリー・ジャパン株式会

社、厚木飼育センター 
入荷時週齢：雌 10週齢、雄 11週齢 
匹数：交配用雄 12匹、雌 24匹 
使用した妊娠動物：4匹 
 入荷後 1週間の検疫・馴化期間を経て、一般状態及

び体重推移に異常のない動物を用いた。 
交配：11週齢以上の雌 1匹に 12週齢以上の雄 1匹を
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終夜同居させた。翌朝、腟内に腟栓が確認された雌を

交尾成立動物とし、その日を妊娠 0日とした。 
群分け：交尾成立日（妊娠 0日）ごとに行い、妊娠 0
日の体重を基に各群の体重が可能な限り均等となる

ようにした。 
 
2．エクソソーム解析用試料採取試験 
2-1. 投与経路、投与期間及び投与回数とそれらの選

択理由 
投与経路は臨床適用経路である経口投与を選択し、投

与期間は妊娠 8日より 9日までの 2日間、および、7
日より 11日までの 5日間とした。 
 
2-2. 投与方法 
投与方法は、げっ歯類の経口投与方法に際して一般的

な強制経口投与とした。 
トリコスタチン A 溶液を胃ゾンデを用いて胃内に強

制経口投与した（8:00~11:00 の間）。動物ごとの投与

液量（表示単位：0.01 mL）は投与当日の体重を基準

に算出した。 
 
2-3. 投与量及び群構成 
投与量は 0、1及び 10 mg/kg の 3用量とし、媒体対照

群を含め試料採取時点を考慮した 6群構成とした。す

なわち、媒体対照群、1及び 10 mg/kg群に妊娠 12日
剖検群、妊娠 15日剖検群をそれぞれ設けた。 
剖検群ごとの交尾成立雌動物数を 4匹とした。 
 
 
 
 
投与量設定根拠 
既報によると、トリコスタチンA (TSA) の静脈内（10、
25、50 µg/kg 体重）および経口（20、50、100 µg/kg 体

重）の 14 日間反復投与毒性試験を Swiss albino mice
で実施し、死亡例や体重、食物摂取量、血液・尿検査、

臓器重量に有意な変化は見られなかったが、高用量群

では腎臓の腫大、充血、変色が認められ、組織学的に

は糸球体および尿細管の変性が確認されている一方、

遺伝毒性試験ではいずれの用量でも有意な変化は見

られていない。この結果から、静脈内では 25 µg/kg、
経口では 50 µg/kg を NOAEL としている(Haritwal T. et 
al., Drug and Chemical Toxicology Volume 47, 2024 - 
Issue 6, 2024)。 
 
また、TSA の妊娠マウスへの投与については、妊娠 8
日に 0, 2, 4, 8, 16mg/kg で投与した報告があるが、着

床部位数、死亡胎児数、および吸収胎児数、平均胎児

体重、外表奇形は認められていない。しかし、骨格を

解析すると、TSA曝露群の胎児では、特異的かつ用量

依存的な椎骨または肋骨の癒合、椎体セグメントの重

複などの体軸の異常が観察されている。 

 
本研究においては、妊娠中に VPA を服用した場合や、

妊娠マウスへの VPA 投与実験で見られる神経管閉鎖

障害や指形成不全が見られる条件検討を行うために、

妊娠 8日より 2日間の反復投与、および、妊娠 7日よ

り 5日間の反復投与を 10 mg/kg を最高用量とし、低

用量として 1 mg/kg として行なった。 
 
2-5. 剖検 
 妊娠 12日剖検群、妊娠 15日剖検群において、イソ

フルラン吸入麻酔下で心採血した後、体外表、胸腔内

及び腹腔内の主要器官/組織を詳細に観察した。 
また、肝臓、腎臓、脾臓の重量を測定し、肝臓、腎臓

についてはその後の遺伝子発現解析およびタンパク

解析用の採材を行い、肝臓、腎臓、脾臓は病理解析を

行う。 
 
2-6. 帝王切開及び母血清中エクソソーム解析用試料

採取 
 剖検時に、着床の有無を肉眼的に観察して、妊娠の

成否を確認した。妊娠が認められた母動物については、

子宮内の生存胎児数、死亡胚・胎児数を判定・記録し

た。生存胎児と死亡胚・胎児の総数を着床数とした。 
 
2-7. 母動物血清中エクソソーム解析用試料の処理 
 血液をポリプロピレン製容器（タンパク低吸着）に

移し、室温で 30 分以上放置した後、遠心分離（4°C、
3000 ×g、10 分間）により血清を得た。得られた血清

試料は試験番号、試料採取時点、動物番号、試料番号、

採血年月日、試料名を明記したラベルを貼付したタン

パク低吸着チューブに入れ、測定時まで−80°C の冷凍

庫（許容値：−70°C 以下）に保存する。 
 
2-8. 羊水、胎児、胎盤の採取 
 
1) 採取日及び採取時点 
妊娠 12日剖検群：各群 4例 
最終投与 1 時間後（09:00~12:00 の間） 
妊娠 15日剖検群：各群 4例、 
妊娠 12日帝王切開とほぼ同じ時刻 
（09:00~12:00 の間） 
 
2) 対象部位（サンプル）の採取 
妊娠動物の子宮壁を切開後、卵黄嚢膜の外側から切開

し、バリアチップで羊水をポリプロピレン製容器（タ

ンパク低吸着）に採取した。羊水を採取した後、卵黄

嚢膜に被包された胎児及び胎盤を摘出した。胎児と胎

盤を分離し、個別に重量を記録した。胎盤はほぼ均等

に 2 分割し、それぞれ RNA later と 10%リン酸緩衝ホ

ルマリン液を満たした 15 mL のコニカルチューブに

保管した。羊水は遠心分離（4°C、6000 ×g、2 分間）

後、上清をバリアチップでタンパク低吸着チューブに
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移した。胎児は 10%リン酸緩衝ホルマリン液で固定

後、特に神経管の閉鎖状態に注目し、形態観察を実施

した。 
 
                                             
 
・エクソソーム RNA網羅的遺伝子発現解析 
 
国立医薬品食品衛生研究所において採取された血液

サンプルより抽出されたエクソソームは、Qiazol 
solution (Qiagen) によって溶解され、miRNeasy micro-
elution kit (Qiagen)によって、RNA を抽出および精製

する。エクソソーム RNA は、Clontech社の SMARTer 
smRNA-Seq kit for Illumina を用いて、次世代シーケン

ス用ライブラリーを作成する。作成した次世代シーケ

ンス用ライブラリーは、Bluepippin サイズセレクター

を用いて、148 bp 〜 185 bp のマイクロ RNA画分だ

けを抽出する。サイズセレクションを行ったエクソソ

ーム RNA の次世代シーケンス用ライブラリーは、

KAPA Library Quantification Kit Illumina® Platforms 
(Nippon Genetics, Japan) または、  Qubit dsDNA HS 
(High Sensitivity) Assay Kit (Life Technologies, CA, USA) 
によって、濃度測定を行った上で、2.0 pM のライブ

ラリーを、毒性部で所有する Illumina 社 Nextseq500 
および国立医薬品食品衛生研究所の共通機器である

Illumina社 Nextseq2000 を用いて、網羅的遺伝子発現

解析を行う。 
 
・エクソソーム RNA の RNA-seq データ解析 
 
Illumina 社 Nextseq500 より出力された raw data (raw 
reads) は、 BCL2-FASTQ program (Illumina, USA) に
より、FASTQ format に変換する。以降、全てのデー

タ解析は、Galaxy platform (https://usegalaxy.org) で行

った。FASTQ は、Filter by quality program を用いて、

quality score が 20 以上のシーケンスが 90 % 存在す

るシーケンスのみ解析対象とした。また、5’ および 3’ 
末端のアダプター配列は、Trim FASTQ program によ

って除いている。 
これらの処理を行ったシーケンスデータは、マウスゲ

ノム (mm10) に対し TopHat program を用いてマッ

ピング作業を行い、 BAM ファイルを生成した。 
BAM ファイルは、Cufflinks and Cuffnorm programs を
用いて、転写産物の定量化および、サンプル間のノー

マライゼーションを行う。 
マウス  miRNA のリファレンスシーケンスは、

miRbase (http://mirbase.org) を利用した。 
 
 
・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。 
 
・遺伝子改変マウスを利用したエクソソームの由来

した臓器の特定 
 
エクソソームの表面には CD9, CD63, CD81 などのテ

トラスパニンが存在する。そこで、臓器、細胞特異的

に CD9-EGFP 融合タンパクを発現させることで、特

定の細胞から分泌されるエクソソームのみが CD9-
EGFP融合タンパクを持つことで、エクソソームがど

この臓器に由来したのかを検出することが可能にな

る。本研究で利用するマウス系統は以下の通りである。 
 
CD9-EGFPノックイン（KI）マウス（エクソソーム可

視化マウス） 
エクソソームはすべての臓器および細胞から分泌さ

れる細胞小胞であり、その表面には CD9、CD63、CD81
などが多く存在する。本マウスは、ROSA26領域にチ

キン βアクチンプロモーターを配置し、Cre-loxPシス

テムを利用することで臓器特異的にヒト CD9-EGFP
融合タンパクを発現するよう設計されたノックイン

マウスである。 
 
Alb-Cre トランスジェニックマウス 
肝細胞に特異的に Cre 酵素を発現するトランスジェ

ニックマウスであり、肝臓特異的な遺伝子発現制御の

研究に利用される。 
Sox2-Cre トランスジェニックマウス 
胚盤葉上層（epiblast）および卵子に特異的に Cre酵素
を発現するトランスジェニックマウスであり、初期発

生過程の解析や遺伝子操作に用いられる。 
 
 
・オルガノイドの培養上清中に含まれるエクソソー

ム RNA をバイオマーカーに用いた代替法の検討 
 
CD9-EGFP KI マウス（flox マウス）と Alb-Cre トラン

スジェニックマウスを交配して作成した flox/Alb-Cre 
マウスの肝臓を採取する。これらをハサミにて 1mm
角に刻み、PBS にて洗浄後に collagenase処理を行う。

その後に 40 μm セルストレーナーを通し、酵素的お

よび物理的に組織を破砕した後、MBOC (Matrigel 
Bilayer Organoid Culture) 法を用いて細胞をマトリゲ

ルに包埋し、至適培地を添加し培養することでオルガ

ノイドを樹立する。 
 
樹立に成功した肝臓オルガノイドを超解像度共焦点
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顕微鏡で観察することで、エクソソームの可視化を行

う。 
 
 
 
（倫理面の配慮） 
 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。 
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Ｃ．研究結果 

●次世代型生殖発生毒性試験の開発（研究代表者：小

野、研究分担者：桑形、平林） 
 
・バルプロ酸投与による催奇形性に特異的なバイオ

マーカーとなるエクソソーム RNA の単離： 
  
厚生労働科学研究費・化学物質リスク事業（21KD1001）
において、我々は、二分脊椎や無脳症、脳瘤などの神

経管閉鎖障害を誘発するバルプロ酸を催奇形性陽性

対照物質として、マウスの神経管閉鎖時期である妊娠

9日から 11日にバルプロ酸を 0、300、600 mg/kg の 3
用量経口投与し、妊娠 11日目、15日目、18日目に、

解剖を行い、胎児の外表奇形観察を行い、600 mg/kg
において催奇形性が発現し、投与したバルプロ酸の濃

度依存的に発現の誘導、もしくは抑制される羊水中の

エクソソーム RNA が複数存在することを明らかにし

ている（ Ono R. et al., Fundamental Toxicological 
Sciences 2024）。 

 

また、これらのエクソソーム RNA の中には、インプ

リンティング遺伝子が多く含まれていることから、こ

れらの遺伝子発現誘導もしくは抑制には、エピジェネ

ティック制御が関与している可能性が高い。 
 
我々の研究で得られたバルプロ酸投与による催奇形

性は、600 mg/kg群において全ての胎児に観察される

ものではなく、一部の胎児でのみ観察された。なお、

妊娠 15日目において確認された８匹の催奇形性の詳

細は、以下の通りである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
表：厚⽣労働科学研究費・化学物質リスク事業（21KD1001）
において得られたバルプロ酸投与による催奇形性を発現した
胎児個体とその表現型（妊娠 15 ⽇⽬、600 mg/kg 群） 
 

今年度は、妊娠 15日目において催奇形性の出現して

いるバルプロ酸 600mg/kg投与群において、催奇形性

の見られていない胎児群と催奇形性の観察された胎

児群の比較を行い、羊水中のエクソソームにおいて

Hbb-y遺伝子の発現が、奇形胎児でのみ発現が誘導さ

れていることを明らかにした（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図：催奇形性ありの胎児の⽺⽔に含まれるエクソソームでは、
Hbb-y 遺伝⼦の発現が特異的に誘導されていた。 
 

 
Hbb-y遺伝子は、βグロビン遺伝子ファミリーに属す

る遺伝子で、マウスの胎生期に特異的に発現する胚性

グロビン鎖（β-like globin chain）をコードしており、

胎生期の酸素運搬に重要な役割を果たしている。 
 
本来、Hbb-y 遺伝子は、妊娠 15 日目までには発現が

抑制され、マウスの βグロビン遺伝子ファミリーの 1
つで、成人型 βグロビン（adult β-globin）鎖をコード

する遺伝子である Hbb-b1遺伝子へと発現がスイッチ

することが知られている（下図）。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図：マウス胎児におけるグロビンスイッチの概略図 
 

 

この遺伝子発現のスイッチ（グロビンスイッチ）は、

LCR（Locus Control Region）により制御されているこ

とが知られ、その制御の一部には、ヒストン修飾が関

与することが報告されている。よって、投与物質であ

るバルプロ酸は、ヒストン脱アセチル化酵素である

HDAC の活性を阻害することが知られていることか

ら、本来、エピジェネティック制御により不活性化さ

れる Hbb-y 遺伝子の発現がエピジェネティック異常
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により発現が誘導されているものと考えられる。 
 
そこで、Hbb-y が、エピジェネティック異常による催

奇形性発現のバイオマーカーになりうるかを検討す

べく、バルプロ酸と同様にヒストン脱アセチル化酵素

として知られるトリコスタチン A を母動物に投与す

ることで、トリコスタチン A にバルプロ酸と同様の

発生毒性作用があるのか、また、Hbb-y がそのバイオ

マーカーとなりうるのかを検討することとした。 
 
 
・トリコスタチン A投与による催奇形性に特異的な

バイオマーカーとなるエクソソーム RNA の単離： 
 
トリコスタチン A (Trichostatin A, TSA) は、放線菌 
Streptomyces hygroscopicus から最初に単離され、クロ

マチン構造を変化させることによって遺伝子の発現

を調節するという独特の作用機序を持っている。具体

的には、HDAC を阻害することでヒストンのアセチル

化を促進し、クロマチンを開いた状態にして特定の遺

伝子を活性化する。このような機能により、トリコス

タチン A はがん細胞に対して細胞周期を停止させた

り、アポトーシスを誘導したり、細胞の分化を促進す

ることができるため、乳がんや白血病、大腸がんをは

じめとするさまざまな種類のがんの治療における可

能性が示されている。 
 
さらに、トリコスタチン A は抗炎症作用も有してお

り、炎症性サイトカインの産生を抑制することで炎症

反応を抑える効果があります。そのため、がん研究だ

けでなく炎症性疾患の治療研究にも役立てられてい

る。また、エピジェネティックな制御メカニズムを解

明するためのツール化合物として、遺伝子発現調節に

関する基礎研究でも広く活用されている。 
 
既報によると、トリコスタチンA (TSA) の静脈内（10、
25、50 µg/kg 体重）および経口（20、50、100 µg/kg 体

重）の 14 日間反復投与毒性試験を Swiss albino mice
で実施し、死亡例や体重、食物摂取量、血液・尿検査、

臓器重量に有意な変化は見られなかったが、高用量群

では腎臓の腫大、充血、変色が認められ、組織学的に

は糸球体および尿細管の変性が確認されている一方、

遺伝毒性試験ではいずれの用量でも有意な変化は見

られていない。この結果から、静脈内では 25 µg/kg、
経口では 50 µg/kg を NOAEL としている(Haritwal T. et 
al., Drug and Chemical Toxicology Volume 47, 2024 - 
Issue 6, 2024)。 
 
また、TSA の妊娠マウスへの投与については、妊娠 8
日に 0, 2, 4, 8, 16mg/kg で投与した報告があるが、着

床部位数、死亡胎児数、および吸収胎児数、平均胎児

体重、外表奇形は認められていない (Menegola E. et al., 

Birth Defects Research (Part B) Volume 74;392-398, 
2005)。しかし、骨格を解析すると、TSA 曝露群の胎

児では、特異的かつ用量依存的な椎骨または肋骨の癒

合、椎体セグメントの重複などの体軸の異常が観察さ

れている (Menegola E. et al., Birth Defects Research 
(Part B) Volume 74;392-398, 2005)。 
 
本研究においては、妊娠中に VPA を服用した場合や、

妊娠マウスへの VPA 投与実験で見られる神経管閉鎖

障害や指形成不全などの表原型が、同じ HDAC 阻害

作用を持つ TSA の投与でも観察されるのかの条件検

討を行うために、既報にあった妊娠 8日目のみの単回

投与ではなく、妊娠 8 日より 2 日間の反復投与を 10 
mg/kg を最高用量とし、低用量として 1 mg/kg として

行なうこととした。また、妊娠 8日からの２日間の反

復投与で表原型の見られない場合は、より投与期間の

多い反復投与を行うこととした。 
 
妊娠 8日より 2日間の反復投与において妊娠 12日お

よび妊娠 15日目に解剖を行い、１群４腹になる計画

で交配を行った。 
 
今年度は、十分な数の妊娠マウスを得られなかったの

で、妊娠 12日目の、1mg/kg 投与群（N=3）、10mg/kg
投与群（N=3）の結果、および、非処置コントロール

群（N=3）のみを示す。残りの投与実験は、令和８年

度に行う予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
v 
 
図：TSA を 1mg/kg（N=3）および 10mg/kg（N=3）で妊娠 8
⽇⽬、9 ⽇⽬に経⼝投与を⾏い、妊娠 12 ⽇⽬に 胎児の重量測
定を⾏なっている。 
⾮処置コントロールの平均体重：92.1 mg 
1 mg/kg TSA 群の平均体重 : 92.3 mg 
10 mg/kg TSA 群の平均体重 : 71.4 mg 
10 mg/kg TSA 群はコントロールと⽐較して、胎児体重を有意
に減少させることが⽰された。 
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図：TSA を 1mg/kg（N=3）および 10mg/kg（N=3）で妊娠 8
⽇⽬、9 ⽇⽬に経⼝投与を⾏い、妊娠 12 ⽇⽬に 胎盤の重量測
定を⾏なっている。 
⾮処置コントロールの平均体重：92.3 mg 
1 mg/kg TSA 群の平均胎盤重量 : 76.9 
10 mg/kg TSA 群の平均胎盤重量 : 61.4 
1 mg/kg TSA 群、および、10 mg/kg TSA 群はともにコントロ
ールと⽐較して、胎盤重量を有意に減少させることが⽰された。 
 
 
このことから、妊娠 8日目のみの TSA の単回投与の

既報では胎児体重には影響しないとされていたが、妊

娠 8日目から 2日間の 10mg/kg TSA の反復投与によ

り、胎児体重、および、胎盤重量におよそ 20 %、およ

び、30% 減少の影響が出ることが明らかになった。 
 
さらに、外表奇形観察を行ったところ、10mg/kg群に

おいては、VPA投与と同様に、指形成異常が確認され

た。体重および胎盤重量の低下も VPA 投与でも観察

されていたので、HDAC阻害という共通のメカニズム

が催奇形性の原因であると言える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：TSA を 1mg/kg（左）、および、10mg/kg（右）で妊娠 8
⽇⽬、9 ⽇⽬に経⼝投与を⾏い、妊娠 12 ⽇⽬に外表奇形観察
を⾏なった。10mg/kg においては、指の異常（⾚丸部分）が
確認されている。 
 
また、VPA の投与およびヒトにおける VPA の服用に

より神経管閉鎖不全の表原型が見られているが、

10mg/kg の TSA 投与（妊娠 8 日、9 日）では見られ

なかった。そこで、投与日数を妊娠 7日から 11日に

広げて反復投与を行ったところ、VPA で見られてい

た神経管閉鎖不全や、浮腫などが観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：TSA を 10mg/kg で妊娠 7 ⽇⽬から 11 ⽇⽬に経⼝投与を
⾏い、妊娠 12 ⽇⽬に外表奇形観察を⾏なった。浮腫（左：⾚
丸部分）、および、神経管閉鎖不全（右：⻘丸部分）が観察さ
れた。 
 
 

今年度の得られた結果より、エピジェネティックな阻

害作用 (HDAC 阻害)は、催奇形性発現の大きな原因

の一つである可能性が考えられる。 

 

TSA投与により、胎盤にも影響がでることを明らかに

したので、令和８年度には胎盤の病理解析を行う予定

である。 

 

また、他のエピジェネティック阻害剤での検証を行い、

さらに、羊水中のエクソソームにおいて Hbb-y 遺伝
子の発現が催奇形性のバイオマーカーになりうるの

かを検証する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

  

1mm 

 
1mm 

 

1mg/kg 投与群 

 
10mg/kg 投与群 

 

2mm 

 
2mm 

 

10mg/kg 投与群 

 
10mg/kg 投与群 
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●次世代型生殖発生毒性試験の高度化（研究分担

者：落谷、伊川、研究代表者：小野） 

  

・遺伝子改変マウスを利用したエクソソームの由来

した臓器の特定： 

  
現在までに、我々は化学物質による臓器障害や遺伝子

改変により引き起こされる病変などのバイオマーカ

ーとなりうる血液中や羊水中のエクソソーム RNA の

単離を行なってきた(Ono R. et al., Toxicology Reports 
2020、Ono R. et al., Fundamental Toxicological Sciences 
2024 )。 
 
また、発生のステージに特異的なエクソソーム RNA
や、雌雄差のあるエクソソーム RNA などの単離にも

成功している。しかしながら、これらのエクソソーム

RNA が実際にどのから体液中に分泌されたのかの証

明はできていない。 
 
そこで、我々は、エクソソームの由来する臓器の特定

を可能とする遺伝子改変マウス“CD9-EGFP Kock-in 
(KI) マウス”（エクソソーム可視化マウス）の作製に

成功している。 
 
エクソソームは、脂質二重膜からなり、その表面には、

CD9、CD63、CD81 などのテトラスパニンが局在する

ことが知られている。そこで、下図の様に特定の細胞

においてヒト CD9-EGFP 融合タンパクを発現させる

ことで、特定の細胞に由来するエクソソームのみを

EGFP の蛍光シグナル、および、ヒト CD9 に特異的な

抗体を利用した免疫染色やウエスタンブロットによ

り検出可能になる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：エクソソームの模式図。表⾯には CD9、CD63、CD81 な
どのテトラスパニンが存在している。mRNA や miRNA なども
エクソソームに内胞されることが知られている。 
 
このヒト CD9-EGFP 融合タンパクを発現するカセッ

トを、マウス 6番染色体上のすべての細胞で恒常的に

遺伝子発現が可能な ROSA26 領域にノックインし、

Cre-loxP システムを利用して条件的に発現を誘導で

きるマウスを作製した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図：通常は Neomycin 耐性遺伝⼦を発現しているが、特定の臓
器で発現する Cre トランスジェニックマウスと交配すること
で、特定の臓器でのみヒト CD9-EGFP 融合タンパクを発現す
るようになる。ここでは、⼀例として、その結果、特定の臓器
から分泌されたエクソソームが EGFP でラベルされ、蛍光観
察が可能になる。また、ヒト CD9 に対する抗体を⽤いること
で、特定の臓器由来のエクソソームを捕捉し、検出することや、
特異的に RNA やタンパクの解析を⾏うこともできる。 
 

本研究においては、これらのエクソソーム可視化系を

利用して、母子間でのエクソソーム交換を検出するこ

とが可能かを検証することとした。 

 

CD9-EGFP Kock-in (KI) マウス (flox) マウス（♀）と

epiblast由来組織で Cre を発現する Sox2 Cre トランス

ジェニックマウス交配することで、flox/Sox2 Cre マウ

ス（♂）を得た。このマウスは、体の全ての細胞でヒ

ト CD9-EGFP を発現する CD9-EGFP allele をヘテロで

有している。 
 
そこで、flox/Sox2 Cre マウス（♂）と野生型C57BL/6J♀
を交配し妊娠すると、子宮内では、半分の胎児が CD9-
EGFP allele を持ち、残りの半分は野生型となる。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図：CD9-EGFP allele をヘテロで持つ flox/Sox2 Cre マウス
（♂）と野⽣型 C57BL/6J♀の交配で得られる妊娠マウスの概
念図。胎内の半数の胎児は CD9-EGFP allele を持つことで、
全⾝の細胞よりヒト CD9-EGFP でラベルされたエクソソーム
を分泌する。EGFP を検出することで、胎児由来のエクソソー
ムがどのくらい⺟動物の⾎液中に循環しているのかを明らか
にできる。 
 

 

実際に得られた妊娠マウスを解剖し、EGFP を超解像
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度共焦点顕微鏡で観察すると、CD9-EGFP allele を持

つ胎児の胎盤は、下図の様に胎児側胎盤組織の全ての

細胞が EGFP陽性となっており、母体側胎盤（脱落膜）

では、EGFPシグナルが弱くなっている。しかしなが

ら、一定量の EGFP シグナルが観察され、これらは、

胎児由来の EGFP 陽性エクソソームを取り込んだ結

果である。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図：CD9-EGFP allele を持つ胎児の胎盤（⽩⽮印部分）の EGFP
蛍光観察像。胎児側胎盤では全ての細胞が EGFP 陽性となっ
ており、⺟体側胎盤（胎児胎盤より上部）においては、胎児側
細胞より分泌された EGFP 陽性エクソソームを取り込むこと
で弱い EGFPシグナルを観察することができる。 
 

一方、CD9-EGFP allele を持たない胎児の胎盤では一

部の細胞において EGFP 陽性が確認できる。これは、

CD9-EGFP allele を持つ胎児より分泌された EGFP 陽
性エクソソームが母体の血液循環を通じて 
CD9-EGFP allele を持たない胎児組織に取り込まれた

ものと判断できる。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図：CD9-EGFP allele を持たない胎児の胎盤（⽩⽮印部分）の
EGFP 蛍光観察像。⺟体側胎盤（胎児胎盤より上部）において
は、⺟体⾎を循環する CD9-EGFP allele を持つ胎児よる分泌
されたヒト CD9-EGFP陽性エクソソームを取り込むことで弱
い EGFP 陽性となっている。胎児側胎盤でも EGFP 陽性とな
っている細胞が確認できる。 
 

来年度は、母体中を循環する胎児由来のエクソソーム

を免疫沈降により濃縮し、母子間でエクソソームを交

換し、どのような母子間相互作用をしているのかを明

らかにする。また、胎児由来の発生毒性のバイオマー

カーを母体血より抽出し、解析することが可能となり、

エクソソームを毒性指標とした生殖発生毒性評価法

の高度化を行う。 
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●次世代型毒性試験の in vitro モデル開発（研究

分担者：成瀬、落谷、研究代表者：小野） 

 

将来的な動物実験によらない安全性評価法の確立

が多方面より求められており、生殖発生毒性評価法の

開発と並行して、我々が既に単離した肝障害のバイオ

マーカーとなるエクソソーム RNA が、肝臓オルガノ

イドの培養上清中のエクソソームでも同様に検出さ

れるものなのかを検討するために行なっている。 
 
in vivo の特性を高度に保存した in vitroモデルとさ

れるオルガノイド 3D培養法の培養上清中に細胞より

分泌されるエクソソームを毒性指標として利用可能

かを検討し、動物実験によらない次世代型代替法の評

価を行う。 
 
本研究では、成熟した hepatocyte に分化した細胞

でのみ CD9-EGFP陽性となる系なので、オルガノイ

ド研究の最大懸案である臓器を反映したオルガノイ

ドの分化条件を、EGFP陽性細胞を指標とすることで

最適化することが可能な優れたアッセイ系を確立で

きると考えている。                                                                                                                                 
 
今年度は、CD9-EGFP Kock-in (KI) マウス (flox) マウ
ス（♂）と肝臓特異的に Cre を発現する Alb Cre トラ

ンスジェニックマウスを交配することで、肝臓特異的

にヒト CD9-EGFP を分泌するマウスを作製し、その

肝臓よりオルガノイドの樹立を行なった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図：肝臓特異的にヒト CD9-EGFP を発現する flox/Alb Cre マ
ウスの臓器を蛍光観察すると、⼀例として、脳では EGFP が
陰性であるが、肝臓では、EGFP の発現が誘導されている。 
 

 

その結果、下図の通り、EGFP陽性の肝臓オルガノイ

ドの樹立に成功した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図：肝臓特異的にヒト CD9-EGFP を発現する flox/Alb Cre マ
ウスの肝臓より樹⽴したオルガノイドは、蛍光観察すると、
EGFP陽性になっている。 
 

さらに、超解像度共焦点顕微鏡を利用して flox/Alb 
Cre肝臓オルガノイドを観察したところ、下図の通り、

肝臓オルガノイドの全体で EGFP 陽性になっている

わけではなく、一部の細胞は EGFP陰性になっている

ことがわかった。これは、肝臓のオルガノイドは、

hepatic stem cell が未分化な状態で細胞増殖し、それら

が分化して hepatocyte になることで、初めてアルブミ

ンを分泌するようになり、それにより、Alb Cre の発

現が誘導されることで、Cre-loxPシステムが働きヒト

CD9-EGFP の発現が誘導されるようになるからであ

る。 
 
また、超解像度共焦点顕微鏡像からは、EGFP陽性細

胞から、単一エクソソームが多数分泌されている様子

が下図の通りに検出できている。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
図：肝臓特異的にヒト CD9-EGFP を発現する flox/Alb Cre マ
ウスの肝臓より樹⽴したオルガノイドを超解像度共焦点顕微
鏡で観察すると、オルガノイドが hepatocyte に分化した細胞
でのみ EGFP 陽性になっている様⼦が検出され、また、それ
らの陽性細胞からは、エクソソームの粒⼦が分泌される様⼦が
観察されている。 
ここで、flox/Alb Cre 肝臓オルガノイドから、培養液
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中にエクソソームが多数分泌されていることが検出

できたので、培養液中に分泌されたエクソソームのシ

ングルエクソソーム解析を行うことで、培養液中に存

在するエクソソームのうち、どれくらいが EGFP陽性

細胞より分泌されているのかを検出することとした。 
 
シングルエクソソーム解析には、Exoview imager を利
用することとした。Exoview は、下図にある様に、チ

ップ上にプリントされた抗テトラスパニン抗体によ

り、エクソソームを捕捉し、その捕捉されたエクソソ

ームを他のエクソソームタンパクに対する最大３種

類の蛍光抗体によりシングルエクソソーム解析を可

能にする。本研究においては、ヒト CD9 抗体、マウ

ス CD63抗体、マウス CD81抗体を用いて解析を行う

ことにより、エクソソーム上に存在するヒト CD9-
EGFP をシングルエクソソーム単位で検出し、カウン

トすることが可能になる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：Exoviewの概略。ExoViewは、チップ上にプリントされた
抗体上に単⼀のエクソソームを捕捉し、蛍光抗体を⽤いること
でエクソソームの表⾯タンパク質をカウントおよび識別する
こ と が 可 能 に な る 。  ( 図 引 ⽤ ：
https://www.ptglab.co.jp/news/blog/new-ways-to-study-
the-elusive-exosome/） 
 
 

flox/Alb Cre培養上清     WT/Alb Cre培養上清 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図：Exoview を利⽤した flox/Alb Cre 肝臓オルガノイド（左）
およびWT/Alb Cre肝臓オルガノイド（右）の培養上清のシン
グルエクソソーム解析。エクソソームを検出するための蛍光抗
体には、マウス CD63（赤点）、マウス CD81（青点）、ヒト CD9
（緑点）抗体を用いており、ヒト CD9 抗体では、ヒト CD9-
EGFP陽性エクソソームのみを検出している。 

 

シングルエクソソーム解析の結果、flox/Alb Cre 肝臓

オルガノイドの培養上清でのみ、ヒト CD9 陽性エク

ソソームが検出された。このことから、我々の作製し

たシングルエクソソーム解析系が機能していること

を示すことができた。 
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Ｄ．考察と結論 

考察 

本研究では、母体にバルプロ酸 (VPA)、および、ト

リコスタチン A（TSA）を投与することで、胎児にお

ける催奇形性発現メカニズムの一端を明らかにし、

羊水中のエクソソーム RNA を用いた新たなバイオ

マーカー探索の可能性を示した。 
 
妊婦が VPA を服用した場合には、胎児において重篤

な影響が出る可能性が広く知られており、多くの国の

ガイドラインで VPA の妊娠中の使用は原則として禁

忌とされている。実際に見られる胎児影響として、神

経管閉鎖障害や、指形成不全などの外表奇形が報告さ

れている。我々の行った妊娠マウスへの VPA 投与実
験においても神経管閉鎖障害や指形成不全などの表

原型が明らかになった。VPA は、HDAC 阻害作用を

持つことから、これらの催奇形性が VPA の持つ

HDAC阻害作用によるものであることが想定された。 
 
そこで、VPA と同様に HDAC 阻害作用を持つ TSA
の妊娠マウスへの投与においても、VPA と同様の催

奇形性が発現するのかを検証した。 
 
既報においては、妊娠 8日目のみの TSA単回投与で

外表奇形は観察されなかった。そこで、妊娠 8日より

2 日間の反復投与を 10 mg/kg を最高用量とし、低用

量として 1 mg/kg として行なうこととした。 
 
我々の行った、妊娠マウスへの TSA 反復投与によ

って、胎児の神経管閉鎖不全や指形成不全といった

VPA で観察されていた外表奇形と同様なものが観察

されたことから、エピジェネティック異常が催奇形

性を誘発する主要な要因である可能性が高いと考え

られる。 
 
さらに、エクソソームの由来を明確にするために

我々の作製した“エクソソーム可視化マウス”を活用
することで、母体血中のエクソソームを胎児由来と

母体由来に分離し、それぞれの動態を解析する技術

基盤が整えることに成功した。この成果により、よ

り精度の高いバイオマーカー探索と評価が可能とな

る。 
 
加えて、将来的に動物実験を行わない毒性評価を可

能とする動物実験代替法を推進するために、in vivo 
を高度に反映しているとされるオルガノイド 3D 培
養系を用いた代替試験法の開発に資する研究にも取

り組んでいる。 
 
我々の作製した hepatocyte において特異的にヒト

CD9-EGFP を発現するマウスの肝臓よりオルガノイ

ドを樹立し、その培養上清中に肝臓オルガノイドか

ら分泌されるエクソソームを指標として検出するこ

とで、hepatocyte への分化状態をリアルタイムにモニ

ターすることが可能な実験系の確立に成功した。肝

臓オルガノイドにおけるアルブミン陽性細胞の分化

状況を評価できるこの手法は、動物実験に依存しな

い毒性評価の高度化に資する研究になっている。 
 

 

 

結論 

本研究を通じて、催奇形性発現におけるエピジェネ

ティック異常の重要性を示すとともに、羊水中のエ

クソソーム RNA を用いた新規バイオマーカー候補

を提示した。 
 
また、胎児由来および母体由来エクソソームを分

離・解析するための新たな技術基盤を確立した。加

えて、肝臓オルガノイドからのエクソソーム分泌を

指標とすることで、動物実験代替法のさらなる発展

に向けた一歩を踏み出した。 
 
今後は、Hbb-y遺伝子の活性化が他のヒストン脱ア

セチル化酵素阻害剤による催奇形性にも共通して見

られるかを検証し、エクソソーム RNAバイオマーカ

ーとしての有用性をさらに明確にする予定である。 
 
また、肝臓オルガノイドを用いた評価系の精度向上

を図ることで、非臨床試験における信頼性の高い代

替法の確立を目指す。これらの成果は、新しい毒性

評価指標や動物実験代替法の開発に寄与するもので

あり、今後の毒性研究において重要な知見を提供す

る。 
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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） 

 

エクソソーム RNA を毒性指標とした 
次世代型生殖発生毒性評価法の開発に資する研究 

（24KD1004） 
 

令和６年度 分担研究報告書 
 

分担研究課題：次世代型生殖発生毒性試験の開発 
 

研究分担者 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 

 
研究分担者 桑形麻樹子 

帝京平成大学 
健康医療スポーツ学部・医療スポーツ学科 

教授 
 

研究分担者 平林 容子 
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･センター長 
 

研究協力者 
北嶋聡     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・部長 
相崎健一    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・第一室長 
高橋祐次    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・動物管理室長 
立原江利加  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 
野崎弘枝     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 

 

研究要旨 
 化学物質の有害性評価、特に化審法におけるヒト健康影響に関する有害性において、化学物質の生殖発生

への影響を迅速でかつ正確に評価することは最重要課題の一つである。 

 

現行の生殖発生毒性試験法の１つである胚・胎児発生に関する試験（発生毒性試験）では、母毒性評価ととも

に胎児形態観察（外表、内臓および骨格観察）から催奇形性を評価する。その際に、腹内・腹間の感受性に差

がある中で催奇形性を判断するには莫大な時間や労力以外に、観察者の経験に依存する部分や、基準が必ず

しも一定とは言えない部分がある。 

 

近年、細胞から分泌される小胞であるエクソソームが注目されている。エクソソームは体液中を循環し、細胞

特異的なマイクロ RNA を内包することから、研究分担者の東京医大・落谷らは、腫瘍細胞に特異的なマイク

ロ RNA を指標にした、血液１滴による１３種類の早期がん診断法（精度 95 % 以上）を開発した経験を持つ。 

 

我々は、厚労科研・化学物質リスク事業（H30-R2 •R3-R5年度、代表：小野竜一）にて、エクソソーム RNA を

毒性指標とすることで、成獣の血液１滴から全身の病理組織学的診断が可能な次世代型毒性試験法の開発、

および、妊娠動物の母体血および羊水から胎児の催奇形性を検出しうる高感度な系の開発に世界にさきがけ

て成功した (Ono R. et al., Toxicology Reports 2020、Ono R. et al., Fundamental Toxicological 

Sciences 2024 )。 

 

しかし、毒性指標となる体液由来エクソソームが本当に標的とする臓器より分泌されたのかという疑問があ

った。我々は、目的の細胞・臓器が分泌するエクソソームのみを可視化および単離可能な“エクソソーム可視

化マウス”の作製に成功し、世界で初めて、肝臓由来のエクソソームを可視化し、肝毒性バイオマーカーが確

かに肝臓に由来するエクソソームに由来することの証明に成功している（論文投稿準備中）。 
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そこで、本研究は、我々が開発した母体血および羊水中のエクソソームを指標にした新規生殖発生毒性評価

法に新たに開発に成功した“エクソソーム可視化マウス”を活用することで、毒性機序に基づいたリスク評価

時に常に一定の判断基準による評価が可能な次世代型生殖発生毒性評価法を開発することを目的としている。 
 
３年計画の１年目にあたる令和６年度の進捗は以下の通りである。 
 
バルプロ酸を用いた催奇形性モデルマウスを用い、胎児に奇形が発生するメカニズムを詳しく調査した。同

じ用量のバルプロ酸を投与しても、すべての胎児に奇形が発生するわけではなく、一部の胎児にのみ奇形が

見られることが確認された。そのため、奇形の有無を判別できる羊水中のエクソソーム RNA を網羅的に解析

し、バイオマーカー探索を行った。その結果、本来は妊娠 15日目には不活化される Hbb-y遺伝子（胎児型グ

ロビン遺伝子）が、奇形を示す胎児においてのみ活性化されていることを明らかにした。これは、バルプロ酸

によるヒストン脱アセチル化阻害作用により、胎児型グロビンの発現が誘導される可能性を示唆している。 
 
また、エピジェネティック異常が奇形を引き起こす主要な要因であると仮定し、ヒストン脱アセチル化酵素

阻害剤の一種であるトリコスタチン A（TSA）についても同様の影響を検証することとした。母動物に高用量

の TSA を投与した結果、バルプロ酸投与で見られた神経管閉鎖不全や指形成不全、胎児および胎盤の成長遅

延といった異常が観察された。この結果から、TSA もバルプロ酸と同様に強い催奇形性作用を持つ可能性が

高いと考えられる。これらの胎児から採取した羊水を用い、次年度に Hbb-y 遺伝子の活性化を検証する計画

である。 
 
 
令和６年度研究（３年計画の１年目）は、計画通りに進捗している。 
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Ａ．研究目的 
 
化学物質の有害性評価、特に化審法におけるヒト

健康影響に関する有害性において、化学物質の生殖

発生への影響を迅速でかつ正確に評価することは最

重要課題の一つである。 

 

現行の生殖発生毒性試験法の１つである胚・胎児

発生に関する試験（発生毒性試験）では、母毒性評価

とともに胎児形態観察（外表、内臓および骨格観察）

から催奇形性を評価する。その際に、腹内・腹間の感

受性に差がある中で催奇形性を判断するには莫大な

時間や労力以外に、観察者の経験に依存する部分や、

基準が必ずしも一定とは言えない部分がある。 

 

近年、細胞から分泌される小胞であるエクソソー

ムが注目されている。エクソソームは体液中を循環

し、細胞特異的なマイクロ RNA を内包することから、

研究分担者の東京医大・落谷らは、腫瘍細胞に特異的

なマイクロ RNA を指標にした、血液１滴による１３

種類の早期がん診断法（精度 95 % 以上）を開発し

た経験を持つ。 
 
我々は、厚労科研・化学物質リスク事業（H30-R2 

•R3-R5 年度、代表：小野竜一）にて、エクソソーム

RNA を毒性指標とすることで、成獣の血液１滴から

全身の病理組織学的診断が可能な次世代型毒性試験

法の開発、および、妊娠動物の母体血および羊水から

胎児の催奇形性を検出しうる高感度な系の開発に世

界にさきがけて成功した (Ono R. et al., Toxicology 
Reports 2020、Ono R. et al., Fundamental Toxicological 
Sciences 2024 )。 

 
しかし、毒性指標となる体液由来エクソソームが

本当に標的とする臓器より分泌されたのかという疑

問があった。我々は、目的の細胞・臓器が分泌するエ

クソソームのみを可視化および単離可能な“エクソ

ソーム可視化マウス”の作製に成功し、世界で初めて、

肝臓由来のエクソソームを可視化し、肝毒性バイオ

マーカーが確かに肝臓に由来することを証明するこ

とに成功している（論文投稿準備中）。 
 
そこで、本研究は、我々が開発した母体血および羊

水中のエクソソームを指標にした新規生殖発生毒性

評価法に新たに開発に成功した“エクソソーム可視

化マウス”を活用することで、毒性機序に基づいたリ

スク評価時に常に一定の判断基準による評価が可能

な次世代型生殖発生毒性評価法を開発することを目

的としている。 
 
 

 

＜各年度の目標＞ 令和６年度•先行研究で得られた

母体血および羊水中のエクソソーム RNA を生殖発

生毒性物質よるマウスモデル動物の作成およびマイ

クロサンプリングを行う。 
 
令和７年度•母体血および羊水中のエクソソーム

RNA の網羅的遺伝子発現解析を行う。妊娠動物にお

いて、胎児のみを“エクソソーム可視化マウス”を利

用することで、胎児由来のエクソソームのみを可視

化、および単離を行ない、毒性機序に基づいた次世代

型生殖発生毒性評価法の高度化を行う。 
 
令和８年度•次世代型生殖発生毒性評価法のバリデ

ーションおよびガイドライン化に向けての施策検討 
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Ｂ．研究方法 
本研究においては、毒性発現メカニズムを考慮した

次世代型の生殖発生毒性評価法を確立することを目

的に、以下の概要を行う。 
 
●次世代型生殖発生毒性試験の開発（研究代表者：

小野、研究分担者：桑形、平林） 
エクソソーム RNA を腹単位の毒性指標とする次世

代型生殖発生毒性試験を開発するために、妊娠マウス

に既知の生殖発生毒性物質を経口投与し、母動物の毒

性検出、および、胎児に発現する形態変化から毒性指

標となる母体血および羊水中のエクソソーム RNA の

同定を次世代シーケンス解析により行う。 
 
●次世代型生殖発生毒性試験の高度化（研究分担

者：落谷、伊川、研究代表者：小野） 
我々は既に、様々な毒性バイオマーカーとなるエク

ソソーム RNA の報告をしているが、それらが実際に

どの細胞•臓器に由来したのかは確定できていなかっ

た。そこで、任意の臓器（細胞）に由来したエクソソ

ームの表面にのみ特異的にヒト CD9-EGFP 融合タン

パクを発現させる遺伝子改変マウス（エクソソーム可

視化マウス）を作製し、目的臓器由来のエクソソーム

のみを検出・単離することに成功した。この“エクソ

ソーム可視化マウス”を用いることで、母体血中のエ

クソソームを母体に由来するもの、胎児に由来するも

のに完全に分けての検出が可能になり、評価法の高度

化に大きく寄与する。また、毒性バイオマーカーとな

るエクソソーム RNA の遺伝子改変マウスを作成する

ことにより、毒性メカニズムへの関与について検証を

行う。 
 
●次世代型毒性試験の in vitroモデル開発（研究分

担者：成瀬、研究代表者：小野） 
in vivo の特性を高度に保存した in vitroモデルとさ

れるオルガノイド 3D培養法の培養上清中に細胞より

分泌されるエクソソームを毒性指標として利用可能

かを検討し、動物実験によらない次世代型代替法の評

価を行う。 
 
 
これらに加えて、対象マウス個体の一般的な毒性評価

を行うことで、現行の生殖毒性評価と本研究で開発す

る次世代型生殖毒性評価法の比較を行う。 
 
国立医薬品食品衛生研究所・安全性生物試験研究セン

ターにおいては、化学物質のマウスへの投与実験およ

び採血および胎児観察（桑形）、化学物質の用量設定

実験および病理組織学的検査・生化学検査（平林）、

エクソソームの抽出およびエクソソーム RNA の次

世代シーケンサーによる網羅的解析（小野）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、催奇形性のバイオマーカー候補の探索

およびその詳細の解析（落谷）を行い、大阪大学・微

生物病研究所（伊川）においては、催奇形性解析に適

したモデルマウスの作製（伊川）を行う。また、国立

がん研究センター（成瀬）においては、毒性バイオマ

ーカーであるエクソソーム RNA が、オルガノイド 3D
培養上清中に細胞より分泌されるエクソソームにお

いても毒性指標となるのかを検討する。 
 

 

 

・マウス血液からのエクソソーム RNA単離（ 
国立医薬品食品衛生研究所において採取された血液

サンプルを用いて、国立医薬品食品衛生研究所および

東京医科大学・分子細胞治療研究部門においてエクソ

ソームの単離を行う。具体的には、超遠心ペレットダ

ウン法を行い、エクソソーム単離後は、Nanosight ま
たはエクソソームの表面抗原に対するウエスタンブ

ロッティングや、エクソソームの表面タンパクに対す

る抗体をコーティングしたチップ上でエクソソーム

を捕捉して特定のエクソソームを単離可能な

EXOVIEW を利用することで単離されたエクソソー

ムの大きさと分布、数のカウント、および、シングル

エクソソーム上に存在するタンパクの同定を行うこ

とで、エクソソームが由来した細胞の同定が可能にな

る。 
 
・マウスを用いたトリコスタチン A 経口投与による

母動物血清中並びに胎児及び羊水中エクソソームの

解析のための試料採取法 
 
二分脊椎や無脳症、脳瘤などの神経管閉鎖障害を誘発

するバルプロ酸を催奇形性陽性対照物質として、マウ

スの神経管閉鎖時期である妊娠 9日から 11日にバル

プロ酸を 0、300、600 mg/kg の 3用量経口投与し、妊

娠 15日目に、母動物血清および羊水（胎盤、卵黄嚢

膜、胎児）をエクソソーム解析用に採取し、胎児の外

表奇形の観察を行なっている。そこで、外表奇形の有

無を検出するエクソソーム RNA を毒性指標としてバ

イオマーカーの単離を行なった。 
得られたバイオマーカーは、Hbb-y 遺伝子の RNA 断

片であった。 
この遺伝子は、本来、妊娠 15日目には不活化される

Hbb-y遺伝子の発現が、奇形胎児でのみ発現が誘導さ

れているものである。 
投与物質であるバルプロ酸は、ヒストン脱アセチル化

酵素である HDAC の活性を阻害することが知られて

おり、本来、エピジェネティック制御により不活性化

される Hbb-y 遺伝子の発現がエピジェネティック異

常により発現が誘導されているものと考えられる。 
このことから、バルプロ酸と同様に HDAC 阻害作用

を持つトリコスタチン A （TSA）を投与し、バルプソ
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酸と同様に催奇形性作用があるのかを観察し、また、

母体血および羊水中のエクソソーム RNA を毒性バイ

オマーカーとしてスクリーニングを行う。 
 
投与物質：トリコスタチン A 
製造元：東京化成工業株式会社 
CAS番号：58880-19-6 
分子量：302.37 g/mol 
 

ロット番号：WXBD4552V 

純度：>98.0%(HPLC) 

性状：白色、粉末 

保管条件：密栓、冷暗所 

 

1-2．媒体 
名称：0.5 w/v％メチルセルロース溶液（略称：0.5%
MC溶液） 
製造元：富士フィルム和光純薬株式会社 
ロット番号：CAE0466 
 

媒体の調製 

 必要量のトリコスタチン A を秤取し、0.5%MC 溶
液に徐々に加えて分散させた。調製後、遮光し、冷蔵

保存した。 
  
使用動物 
動物種：マウス（SPF） 
系統：C57BL/6J 
供給源：ジャクソン・ラボラトリー・ジャパン株式会

社、厚木飼育センター 
入荷時週齢：雌 10週齢、雄 11週齢 
匹数：交配用雄 12匹、雌 24匹 
使用した妊娠動物：4匹 
 入荷後 1週間の検疫・馴化期間を経て、一般状態及

び体重推移に異常のない動物を用いた。 
交配：11週齢以上の雌 1匹に 12週齢以上の雄 1匹を

終夜同居させた。翌朝、腟内に腟栓が確認された雌を

交尾成立動物とし、その日を妊娠 0日とした。 
群分け：交尾成立日（妊娠 0日）ごとに行い、妊娠 0
日の体重を基に各群の体重が可能な限り均等となる

ようにした。 
 
2．エクソソーム解析用試料採取試験 
2-1. 投与経路、投与期間及び投与回数とそれらの選

択理由 
投与経路は臨床適用経路である経口投与を選択し、投

与期間は妊娠 8日より 9日までの 2日間、および、7
日より 11日までの 5日間とした。 
 
2-2. 投与方法 
投与方法は、げっ歯類の経口投与方法に際して一般的

な強制経口投与とした。 

トリコスタチン A 溶液を胃ゾンデを用いて胃内に強

制経口投与した（8:00~11:00 の間）。動物ごとの投与

液量（表示単位：0.01 mL）は投与当日の体重を基準

に算出した。 
 
2-3. 投与量及び群構成 
投与量は 0、1及び 10 mg/kg の 3用量とし、媒体対照

群を含め試料採取時点を考慮した 6群構成とした。す

なわち、媒体対照群、1及び 10 mg/kg群に妊娠 12日
剖検群、妊娠 15日剖検群をそれぞれ設けた。 
剖検群ごとの交尾成立雌動物数を 4匹とした。 
 
 
 
 
投与量設定根拠 
既報によると、トリコスタチンA (TSA) の静脈内（10、
25、50 µg/kg 体重）および経口（20、50、100 µg/kg 体

重）の 14 日間反復投与毒性試験を Swiss albino mice
で実施し、死亡例や体重、食物摂取量、血液・尿検査、

臓器重量に有意な変化は見られなかったが、高用量群

では腎臓の腫大、充血、変色が認められ、組織学的に

は糸球体および尿細管の変性が確認されている一方、

遺伝毒性試験ではいずれの用量でも有意な変化は見

られていない。この結果から、静脈内では 25 µg/kg、
経口では 50 µg/kg を NOAEL としている(Haritwal T. et 
al., Drug and Chemical Toxicology Volume 47, 2024 - 
Issue 6, 2024)。 
 
また、TSA の妊娠マウスへの投与については、妊娠 8
日に 0, 2, 4, 8, 16mg/kg で投与した報告があるが、着

床部位数、死亡胎児数、および吸収胎児数、平均胎児

体重、外表奇形は認められていない。しかし、骨格を

解析すると、TSA曝露群の胎児では、特異的かつ用量

依存的な椎骨または肋骨の癒合、椎体セグメントの重

複などの体軸の異常が観察されている。 
 
本研究においては、妊娠中に VPA を服用した場合や、

妊娠マウスへの VPA 投与実験で見られる神経管閉鎖

障害や指形成不全が見られる条件検討を行うために、

妊娠 8日より 2日間の反復投与、および、妊娠 7日よ

り 5日間の反復投与を 10 mg/kg を最高用量とし、低

用量として 1 mg/kg として行なった。 
 
2-5. 剖検 
 妊娠 12日剖検群、妊娠 15日剖検群において、イソ

フルラン吸入麻酔下で心採血した後、体外表、胸腔内

及び腹腔内の主要器官/組織を詳細に観察した。 
また、肝臓、腎臓、脾臓の重量を測定し、肝臓、腎臓

についてはその後の遺伝子発現解析およびタンパク

解析用の採材を行い、肝臓、腎臓、脾臓は病理解析を

行う。 
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2-6. 帝王切開及び母血清中エクソソーム解析用試料

採取 
 剖検時に、着床の有無を肉眼的に観察して、妊娠の

成否を確認した。妊娠が認められた母動物については、

子宮内の生存胎児数、死亡胚・胎児数を判定・記録し

た。生存胎児と死亡胚・胎児の総数を着床数とした。 
 
2-7. 母動物血清中エクソソーム解析用試料の処理 
 血液をポリプロピレン製容器（タンパク低吸着）に

移し、室温で 30 分以上放置した後、遠心分離（4°C、
3000 ×g、10 分間）により血清を得た。得られた血清

試料は試験番号、試料採取時点、動物番号、試料番号、

採血年月日、試料名を明記したラベルを貼付したタン

パク低吸着チューブに入れ、測定時まで−80°C の冷凍

庫（許容値：−70°C 以下）に保存する。 
 
2-8. 羊水、胎児、胎盤の採取 
 
1) 採取日及び採取時点 
妊娠 12日剖検群：各群 4例 
最終投与 1 時間後（09:00~12:00 の間） 
妊娠 15日剖検群：各群 4例、 
妊娠 12日帝王切開とほぼ同じ時刻 
（09:00~12:00 の間） 
 
2) 対象部位（サンプル）の採取 
妊娠動物の子宮壁を切開後、卵黄嚢膜の外側から切開

し、バリアチップで羊水をポリプロピレン製容器（タ

ンパク低吸着）に採取した。羊水を採取した後、卵黄

嚢膜に被包された胎児及び胎盤を摘出した。胎児と胎

盤を分離し、個別に重量を記録した。胎盤はほぼ均等

に 2 分割し、それぞれ RNA later と 10%リン酸緩衝ホ

ルマリン液を満たした 15 mL のコニカルチューブに

保管した。羊水は遠心分離（4°C、6000 ×g、2 分間）

後、上清をバリアチップでタンパク低吸着チューブに

移した。胎児は 10%リン酸緩衝ホルマリン液で固定

後、特に神経管の閉鎖状態に注目し、形態観察を実施

した。 
 
                                             
 
・エクソソーム RNA網羅的遺伝子発現解析 
 
国立医薬品食品衛生研究所において採取された血液

サンプルより抽出されたエクソソームは、Qiazol 
solution (Qiagen) によって溶解され、miRNeasy micro-
elution kit (Qiagen)によって、RNA を抽出および精製

する。エクソソーム RNA は、Clontech社の SMARTer 
smRNA-Seq kit for Illumina を用いて、次世代シーケン

ス用ライブラリーを作成する。作成した次世代シーケ

ンス用ライブラリーは、Bluepippin サイズセレクター

を用いて、148 bp 〜 185 bp のマイクロ RNA画分だ

けを抽出する。サイズセレクションを行ったエクソソ

ーム RNA の次世代シーケンス用ライブラリーは、

KAPA Library Quantification Kit Illumina® Platforms 
(Nippon Genetics, Japan) または、  Qubit dsDNA HS 
(High Sensitivity) Assay Kit (Life Technologies, CA, USA) 
によって、濃度測定を行った上で、2.0 pM のライブ

ラリーを、毒性部で所有する Illumina 社 Nextseq500 
および国立医薬品食品衛生研究所の共通機器である

Illumina社 Nextseq2000 を用いて、網羅的遺伝子発現

解析を行う。 
 
・エクソソーム RNA の RNA-seq データ解析 
 
Illumina 社 Nextseq500 より出力された raw data (raw 
reads) は、 BCL2-FASTQ program (Illumina, USA) に
より、FASTQ format に変換する。以降、全てのデー

タ解析は、Galaxy platform (https://usegalaxy.org) で行

った。FASTQ は、Filter by quality program を用いて、

quality score が 20 以上のシーケンスが 90 % 存在す

るシーケンスのみ解析対象とした。また、5’ および 3’ 
末端のアダプター配列は、Trim FASTQ program によ

って除いている。 
これらの処理を行ったシーケンスデータは、マウスゲ

ノム (mm10) に対し TopHat program を用いてマッ

ピング作業を行い、 BAM ファイルを生成した。 
BAM ファイルは、Cufflinks and Cuffnorm programs を
用いて、転写産物の定量化および、サンプル間のノー

マライゼーションを行う。 
マウス  miRNA のリファレンスシーケンスは、

miRbase (http://mirbase.org) を利用した。 
 
 
・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。 
 
・遺伝子改変マウスを利用したエクソソームの由来

した臓器の特定 
 
エクソソームの表面には CD9, CD63, CD81 などのテ

トラスパニンが存在する。そこで、臓器、細胞特異的

に CD9-EGFP 融合タンパクを発現させることで、特

定の細胞から分泌されるエクソソームのみが CD9-
EGFP融合タンパクを持つことで、エクソソームがど

この臓器に由来したのかを検出することが可能にな
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る。本研究で利用するマウス系統は以下の通りである。 
 
CD9-EGFPノックイン（KI）マウス（エクソソーム可

視化マウス） 
エクソソームはすべての臓器および細胞から分泌さ

れる細胞小胞であり、その表面には CD9、CD63、CD81
などが多く存在する。本マウスは、ROSA26領域にチ

キン βアクチンプロモーターを配置し、Cre-loxPシス

テムを利用することで臓器特異的にヒト CD9-EGFP
融合タンパクを発現するよう設計されたノックイン

マウスである。 
 
Alb-Cre トランスジェニックマウス 
肝細胞に特異的に Cre 酵素を発現するトランスジェ

ニックマウスであり、肝臓特異的な遺伝子発現制御の

研究に利用される。 
Sox2-Cre トランスジェニックマウス 
胚盤葉上層（epiblast）および卵子に特異的に Cre酵素
を発現するトランスジェニックマウスであり、初期発

生過程の解析や遺伝子操作に用いられる。 
 
 
・オルガノイドの培養上清中に含まれるエクソソー

ム RNA をバイオマーカーに用いた代替法の検討 
 
CD9-EGFP KI マウス（flox マウス）と Alb-Cre トラン

スジェニックマウスを交配して作成した flox/Alb-Cre 
マウスの肝臓を採取する。これらをハサミにて 1mm
角に刻み、PBS にて洗浄後に collagenase処理を行う。

その後に 40 μm セルストレーナーを通し、酵素的お

よび物理的に組織を破砕した後、MBOC (Matrigel 
Bilayer Organoid Culture) 法を用いて細胞をマトリゲ

ルに包埋し、至適培地を添加し培養することでオルガ

ノイドを樹立する。 
 
樹立に成功した肝臓オルガノイドを超解像度共焦点

顕微鏡で観察することで、エクソソームの可視化を行

う。 
 
 
 
（倫理面の配慮） 
 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。 
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Ｃ．研究結果 

●次世代型生殖発生毒性試験の開発（研究代表者：小

野、研究分担者：桑形、平林） 
 
・バルプロ酸投与による催奇形性に特異的なバイオ

マーカーとなるエクソソーム RNA の単離： 
  
厚生労働科学研究費・化学物質リスク事業（21KD1001）
において、我々は、二分脊椎や無脳症、脳瘤などの神

経管閉鎖障害を誘発するバルプロ酸を催奇形性陽性

対照物質として、マウスの神経管閉鎖時期である妊娠

9日から 11日にバルプロ酸を 0、300、600 mg/kg の 3
用量経口投与し、妊娠 11日目、15日目、18日目に、

解剖を行い、胎児の外表奇形観察を行い、600 mg/kg
において催奇形性が発現し、投与したバルプロ酸の濃

度依存的に発現の誘導、もしくは抑制される羊水中の

エクソソーム RNA が複数存在することを明らかにし

ている（ Ono R. et al., Fundamental Toxicological 
Sciences 2024）。 

 

また、これらのエクソソーム RNA の中には、インプ

リンティング遺伝子が多く含まれていることから、こ

れらの遺伝子発現誘導もしくは抑制には、エピジェネ

ティック制御が関与している可能性が高い。 
 
我々の研究で得られたバルプロ酸投与による催奇形

性は、600 mg/kg群において全ての胎児に観察される

ものではなく、一部の胎児でのみ観察された。なお、

妊娠 15日目において確認された８匹の催奇形性の詳

細は、以下の通りである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
表：厚生労働科学研究費・化学物質リスク事業（21KD1001）
において得られたバルプロ酸投与による催奇形性を発現した
胎児個体とその表現型（妊娠15日目、600 mg/kg 群） 
 

今年度は、妊娠 15日目において催奇形性の出現して

いるバルプロ酸 600mg/kg投与群において、催奇形性

の見られていない胎児群と催奇形性の観察された胎

児群の比較を行い、羊水中のエクソソームにおいて

Hbb-y遺伝子の発現が、奇形胎児でのみ発現が誘導さ

れていることを明らかにした（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図：催奇形性ありの胎児の羊水に含まれるエクソソームでは、
Hbb-y 遺伝子の発現が特異的に誘導されていた。 
 

 
Hbb-y遺伝子は、βグロビン遺伝子ファミリーに属す

る遺伝子で、マウスの胎生期に特異的に発現する胚性

グロビン鎖（β-like globin chain）をコードしており、

胎生期の酸素運搬に重要な役割を果たしている。 
 
本来、Hbb-y 遺伝子は、妊娠 15 日目までには発現が

抑制され、マウスの βグロビン遺伝子ファミリーの 1
つで、成人型 βグロビン（adult β-globin）鎖をコード

する遺伝子である Hbb-b1遺伝子へと発現がスイッチ

することが知られている（下図）。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図：マウス胎児におけるグロビンスイッチの概略図 
 

 

この遺伝子発現のスイッチ（グロビンスイッチ）は、

LCR（Locus Control Region）により制御されているこ

とが知られ、その制御の一部には、ヒストン修飾が関

与することが報告されている。よって、投与物質であ

るバルプロ酸は、ヒストン脱アセチル化酵素である

HDAC の活性を阻害することが知られていることか

ら、本来、エピジェネティック制御により不活性化さ

れる Hbb-y 遺伝子の発現がエピジェネティック異常
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により発現が誘導されているものと考えられる。 
 
そこで、Hbb-y が、エピジェネティック異常による催

奇形性発現のバイオマーカーになりうるかを検討す

べく、バルプロ酸と同様にヒストン脱アセチル化酵素

として知られるトリコスタチン A を母動物に投与す

ることで、トリコスタチン A にバルプロ酸と同様の

発生毒性作用があるのか、また、Hbb-y がそのバイオ

マーカーとなりうるのかを検討することとした。 
 
 
・トリコスタチン A投与による催奇形性に特異的な

バイオマーカーとなるエクソソーム RNA の単離： 
 
トリコスタチン A (Trichostatin A, TSA) は、放線菌 
Streptomyces hygroscopicus から最初に単離され、クロ

マチン構造を変化させることによって遺伝子の発現

を調節するという独特の作用機序を持っている。具体

的には、HDAC を阻害することでヒストンのアセチル

化を促進し、クロマチンを開いた状態にして特定の遺

伝子を活性化する。このような機能により、トリコス

タチン A はがん細胞に対して細胞周期を停止させた

り、アポトーシスを誘導したり、細胞の分化を促進す

ることができるため、乳がんや白血病、大腸がんをは

じめとするさまざまな種類のがんの治療における可

能性が示されている。 
 
さらに、トリコスタチン A は抗炎症作用も有してお

り、炎症性サイトカインの産生を抑制することで炎症

反応を抑える効果があります。そのため、がん研究だ

けでなく炎症性疾患の治療研究にも役立てられてい

る。また、エピジェネティックな制御メカニズムを解

明するためのツール化合物として、遺伝子発現調節に

関する基礎研究でも広く活用されている。 
 
既報によると、トリコスタチンA (TSA) の静脈内（10、
25、50 µg/kg 体重）および経口（20、50、100 µg/kg 体

重）の 14 日間反復投与毒性試験を Swiss albino mice
で実施し、死亡例や体重、食物摂取量、血液・尿検査、

臓器重量に有意な変化は見られなかったが、高用量群

では腎臓の腫大、充血、変色が認められ、組織学的に

は糸球体および尿細管の変性が確認されている一方、

遺伝毒性試験ではいずれの用量でも有意な変化は見

られていない。この結果から、静脈内では 25 µg/kg、
経口では 50 µg/kg を NOAEL としている(Haritwal T. et 
al., Drug and Chemical Toxicology Volume 47, 2024 - 
Issue 6, 2024)。 
 
また、TSA の妊娠マウスへの投与については、妊娠 8
日に 0, 2, 4, 8, 16mg/kg で投与した報告があるが、着

床部位数、死亡胎児数、および吸収胎児数、平均胎児

体重、外表奇形は認められていない (Menegola E. et al., 

Birth Defects Research (Part B) Volume 74;392-398, 
2005)。しかし、骨格を解析すると、TSA 曝露群の胎

児では、特異的かつ用量依存的な椎骨または肋骨の癒

合、椎体セグメントの重複などの体軸の異常が観察さ

れている (Menegola E. et al., Birth Defects Research 
(Part B) Volume 74;392-398, 2005)。 
 
本研究においては、妊娠中に VPA を服用した場合や、

妊娠マウスへの VPA 投与実験で見られる神経管閉鎖

障害や指形成不全などの表原型が、同じ HDAC 阻害

作用を持つ TSA の投与でも観察されるのかの条件検

討を行うために、既報にあった妊娠 8日目のみの単回

投与ではなく、妊娠 8 日より 2 日間の反復投与を 10 
mg/kg を最高用量とし、低用量として 1 mg/kg として

行なうこととした。また、妊娠 8日からの２日間の反

復投与で表原型の見られない場合は、より投与期間の

多い反復投与を行うこととした。 
 
妊娠 8日より 2日間の反復投与において妊娠 12日お

よび妊娠 15日目に解剖を行い、１群４腹になる計画

で交配を行った。 
 
今年度は、十分な数の妊娠マウスを得られなかったの

で、妊娠 12日目の、1mg/kg 投与群（N=3）、10mg/kg
投与群（N=3）の結果、および、非処置コントロール

群（N=3）のみを示す。残りの投与実験は、令和８年

度に行う予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
v 
 
図：TSAを 1mg/kg（N=3）および10mg/kg（N=3）で妊娠
8 日目、9 日目に経口投与を行い、妊娠 12 日目に 胎児の重
量測定を行なっている。 
非処置コントロールの平均体重：92.1 mg 
1 mg/kg TSA群の平均体重 : 92.3 mg 
10 mg/kg TSA群の平均体重 : 71.4 mg 
10 mg/kg TSA群はコントロールと比較して、胎児体重を有
意に減少させることが示された。 
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図：TSAを 1mg/kg（N=3）および10mg/kg（N=3）で妊娠
8 日目、9 日目に経口投与を行い、妊娠 12 日目に 胎盤の重
量測定を行なっている。 
非処置コントロールの平均体重：92.3 mg 
1 mg/kg TSA群の平均胎盤重量 : 76.9 
10 mg/kg TSA群の平均胎盤重量 : 61.4 
1 mg/kg TSA群、および、10 mg/kg TSA群はともにコン
トロールと比較して、胎盤重量を有意に減少させることが示さ
れた。 
 
 
このことから、妊娠 8日目のみの TSA の単回投与の

既報では胎児体重には影響しないとされていたが、妊

娠 8日目から 2日間の 10mg/kg TSA の反復投与によ

り、胎児体重、および、胎盤重量におよそ 20 %、およ

び、30% 減少の影響が出ることが明らかになった。 
 
さらに、外表奇形観察を行ったところ、10mg/kg群に

おいては、VPA投与と同様に、指形成異常が確認され

た。体重および胎盤重量の低下も VPA 投与でも観察

されていたので、HDAC阻害という共通のメカニズム

が催奇形性の原因であると言える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：TSAを 1mg/kg（左）、および、10mg/kg（右）で妊娠8
日目、9日目に経口投与を行い、妊娠12日目に外表奇形観察
を行なった。10mg/kg においては、指の異常（赤丸部分）が
確認されている。 
 
また、VPA の投与およびヒトにおける VPA の服用に

より神経管閉鎖不全の表原型が見られているが、

10mg/kg の TSA 投与（妊娠 8 日、9 日）では見られ

なかった。そこで、投与日数を妊娠 7日から 11日に

広げて反復投与を行ったところ、VPA で見られてい

た神経管閉鎖不全や、浮腫などが観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：TSA を 10mg/kg で妊娠 7 日目から 11 日目に経口投与
を行い、妊娠12日目に外表奇形観察を行なった。浮腫（左：
赤丸部分）、および、神経管閉鎖不全（右：青丸部分）が観察
された。 
 
 

今年度の得られた結果より、エピジェネティックな阻

害作用 (HDAC 阻害)は、催奇形性発現の大きな原因

の一つである可能性が考えられる。 

 

TSA投与により、胎盤にも影響がでることを明らかに

したので、令和８年度には胎盤の病理解析を行う予定

である。 

 

また、他のエピジェネティック阻害剤での検証を行い、

さらに、羊水中のエクソソームにおいて Hbb-y 遺伝
子の発現が催奇形性のバイオマーカーになりうるの

かを検証する。 

 
  

1mm 

 
1mm 
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10mg/kg 投与群 
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 28 

Ｄ．考察と結論 

考察 

本研究では、バルプロ酸（VPA）およびトリコスタ

チン A（TSA）というヒストン脱アセチル化酵素

（HDAC）阻害剤を用いた妊娠マウスモデルにおい

て、生殖発生毒性、とくに催奇形性のメカニズムと

バイオマーカー探索を目的とした包括的な解析が実

施された。特に注目すべきは、VPA により神経管閉

鎖障害などの外表奇形が発現するモデルにおいて、

羊水中エクソソーム RNA の発現解析から Hbb-y 遺
伝子の発現誘導が奇形胎児でのみ確認された点であ

り、この遺伝子が催奇形性における新たなバイオマ

ーカーとして浮上したことである。 
 
Hbb-y は胎生期に一時的に発現する胚性グロビン

遺伝子であり、通常は発生の進行とともに発現が抑

制され、成人型グロビン遺伝子にスイッチする。こ

の正常な発現制御には LCR を介したエピジェネテ

ィック制御、特にヒストン修飾が関与することが知

られており、HDAC 阻害によりこの切り替えが破綻

する可能性が高い。実際に、VPA投与胎児の一部で

のみ Hbb-y の異常発現が見られたことは、発生異常

とエピジェネティック破綻との関連を示唆する強い

証拠である。 
 
さらに、TSA を用いた実験により、同様の HDAC
阻害作用が胎児体重や胎盤重量の減少、外表奇形（指

形成異常、神経管閉鎖不全）を誘発することが確認

された。特に、従来の単回投与では観察されなかっ

た毒性影響が、反復投与や投与期間の延長によって

明らかになった点は、曝露条件が発生毒性の発現に

与える影響の重要性を強調している。 
 
また、TSA投与群では胎盤にも顕著な重量減少が認

められ、胎盤形成や機能への影響も含めて HDAC阻
害の影響範囲が広いことが示された。これらの結果

は、VPA と TSA の共通の作用機序としての HDAC
阻害が、胎児発生において極めて重要なエピジェネ

ティック制御を攪乱し、催奇形性を誘導することを

強く支持している。 
 

 

 

結論 

本研究により、HDAC阻害剤であるバルプロ酸およ

びトリコスタチン A の投与が、胎児発生に対してエ

ピジェネティック異常を介して深刻な毒性（催奇形

性）をもたらすことが実証された。特に、羊水中の

エクソソーム RNA における Hbb-y 遺伝子の異常発

現は、外表奇形を呈する胎児に特異的に誘導されて

おり、催奇形性の有望な非侵襲的バイオマーカーと

しての可能性が示された。 

 
また、TSA による反復投与実験では、外表奇形や胎

児体重・胎盤重量の減少といった VPA と共通した表

現型が確認され、エピジェネティック制御破綻が共

通の病態基盤であることが明確となった。さらに、

投与条件によって毒性の発現が大きく異なる点から、

毒性試験の設計における曝露期間や用量設定の重要

性も強調される。 
 
今後は、Hbb-y 以外のエクソソーム RNA の網羅的

解析や、他のエピジェネティック修飾阻害剤との比

較研究を通じて、発生毒性のエピジェネティックメ

カニズムの解明と、信頼性の高いバイオマーカーの

確立を進めていく予定である。本研究は、動物実験

を補完・代替しうる次世代型毒性評価法の確立に向

けて大きな一歩となる成果である。 
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研究要旨 
 化学物質の有害性評価、特に化審法におけるヒト健康影響に関する有害性において、化学物質の生殖発生

への影響を迅速でかつ正確に評価することは最重要課題の一つである。 

 

現行の生殖発生毒性試験法の１つである胚・胎児発生に関する試験（発生毒性試験）では、母毒性評価ととも

に胎児形態観察（外表、内臓および骨格観察）から催奇形性を評価する。その際に、腹内・腹間の感受性に差

がある中で催奇形性を判断するには莫大な時間や労力以外に、観察者の経験に依存する部分や、基準が必ず

しも一定とは言えない部分がある。 

 

近年、細胞から分泌される小胞であるエクソソームが注目されている。エクソソームは体液中を循環し、細胞

特異的なマイクロ RNA を内包することから、研究分担者の東京医大・落谷らは、腫瘍細胞に特異的なマイク

ロ RNA を指標にした、血液１滴による１３種類の早期がん診断法（精度 95 % 以上）を開発した経験を持つ。 

 

我々は、厚労科研・化学物質リスク事業（H30-R2 •R3-R5年度、代表：小野竜一）にて、エクソソーム RNA を

毒性指標とすることで、成獣の血液１滴から全身の病理組織学的診断が可能な次世代型毒性試験法の開発、

および、妊娠動物の母体血および羊水から胎児の催奇形性を検出しうる高感度な系の開発に世界にさきがけ

て成功した (Ono R. et al., Toxicology Reports 2020、Ono R. et al., Fundamental Toxicological 

Sciences 2024 )。 

 

しかし、毒性指標となる体液由来エクソソームが本当に標的とする臓器より分泌されたのかという疑問があ

った。我々は、目的の細胞・臓器が分泌するエクソソームのみを可視化および単離可能な“エクソソーム可視

化マウス”の作製に成功し、世界で初めて、肝臓由来のエクソソームを可視化し、肝毒性バイオマーカーが確

かに肝臓に由来するエクソソームに由来することの証明に成功している（論文投稿準備中）。 

 
そこで、本研究は、我々が開発した母体血および羊水中のエクソソームを指標にした新規生殖発生毒性評価
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法に新たに開発に成功した“エクソソーム可視化マウス”を活用することで、毒性機序に基づいたリスク評価

時に常に一定の判断基準による評価が可能な次世代型生殖発生毒性評価法を開発することを目的としている。 
 
３年計画の１年目にあたる令和６年度の進捗は以下の通りである。 
 
これまで単離してきたエクソソーム RNA がどの細胞・臓器に由来するかを確定するため、特定の臓器に由

来するエクソソームのみを検出・単離できる“エクソソーム可視化マウス”を作製した。このマウスでは、特

定臓器から分泌されるエクソソーム表面にヒト CD9-EGFP 融合タンパクを発現させることに成功している。

この解析系を利用することで、母体血中のエクソソームを母体由来と胎児由来に完全に分離して検出する技

術を確立した。今年度は、胎児由来のエクソソームのみがヒト CD9-EGFP 融合タンパクでラベルされるよう

にしたマウスを用い、母体血を採取して超解像度共焦点顕微鏡で胎盤を観察することで、胎児由来エクソソ

ームの母体側への移行を検出することに成功している。 
 
 
令和６年度研究（３年計画の１年目）は、計画通りに進捗している。 
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Ａ．研究目的 
 
化学物質の有害性評価、特に化審法におけるヒト

健康影響に関する有害性において、化学物質の生殖

発生への影響を迅速でかつ正確に評価することは最

重要課題の一つである。 

 

現行の生殖発生毒性試験法の１つである胚・胎児

発生に関する試験（発生毒性試験）では、母毒性評価

とともに胎児形態観察（外表、内臓および骨格観察）

から催奇形性を評価する。その際に、腹内・腹間の感

受性に差がある中で催奇形性を判断するには莫大な

時間や労力以外に、観察者の経験に依存する部分や、

基準が必ずしも一定とは言えない部分がある。 

 

近年、細胞から分泌される小胞であるエクソソー

ムが注目されている。エクソソームは体液中を循環

し、細胞特異的なマイクロ RNA を内包することから、

研究分担者の東京医大・落谷らは、腫瘍細胞に特異的

なマイクロ RNA を指標にした、血液１滴による１３

種類の早期がん診断法（精度 95 % 以上）を開発し

た経験を持つ。 
 
我々は、厚労科研・化学物質リスク事業（H30-R2 

•R3-R5 年度、代表：小野竜一）にて、エクソソーム

RNA を毒性指標とすることで、成獣の血液１滴から

全身の病理組織学的診断が可能な次世代型毒性試験

法の開発、および、妊娠動物の母体血および羊水から

胎児の催奇形性を検出しうる高感度な系の開発に世

界にさきがけて成功した (Ono R. et al., Toxicology 
Reports 2020、Ono R. et al., Fundamental Toxicological 
Sciences 2024 )。 

 
しかし、毒性指標となる体液由来エクソソームが

本当に標的とする臓器より分泌されたのかという疑

問があった。我々は、目的の細胞・臓器が分泌するエ

クソソームのみを可視化および単離可能な“エクソ

ソーム可視化マウス”の作製に成功し、世界で初めて、

肝臓由来のエクソソームを可視化し、肝毒性バイオ

マーカーが確かに肝臓に由来することを証明するこ

とに成功している（論文投稿準備中）。 
 
そこで、本研究は、我々が開発した母体血および羊

水中のエクソソームを指標にした新規生殖発生毒性

評価法に新たに開発に成功した“エクソソーム可視

化マウス”を活用することで、毒性機序に基づいたリ

スク評価時に常に一定の判断基準による評価が可能

な次世代型生殖発生毒性評価法を開発することを目

的としている。 
 
 

 

＜各年度の目標＞ 令和６年度•先行研究で得られた

母体血および羊水中のエクソソーム RNA を生殖発

生毒性物質よるマウスモデル動物の作成およびマイ

クロサンプリングを行う。 
 
令和７年度•母体血および羊水中のエクソソーム

RNA の網羅的遺伝子発現解析を行う。妊娠動物にお

いて、胎児のみを“エクソソーム可視化マウス”を利

用することで、胎児由来のエクソソームのみを可視

化、および単離を行ない、毒性機序に基づいた次世代

型生殖発生毒性評価法の高度化を行う。 
 
令和８年度•次世代型生殖発生毒性評価法のバリデ

ーションおよびガイドライン化に向けての施策検討 
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Ｂ．研究方法 
本研究においては、毒性発現メカニズムを考慮した

次世代型の生殖発生毒性評価法を確立することを目

的に、以下の概要を行う。 
 
●次世代型生殖発生毒性試験の開発（研究代表者：

小野、研究分担者：桑形、平林） 
エクソソーム RNA を腹単位の毒性指標とする次世

代型生殖発生毒性試験を開発するために、妊娠マウス

に既知の生殖発生毒性物質を経口投与し、母動物の毒

性検出、および、胎児に発現する形態変化から毒性指

標となる母体血および羊水中のエクソソーム RNA の

同定を次世代シーケンス解析により行う。 
 
●次世代型生殖発生毒性試験の高度化（研究分担

者：落谷、伊川、研究代表者：小野） 
我々は既に、様々な毒性バイオマーカーとなるエク

ソソーム RNA の報告をしているが、それらが実際に

どの細胞•臓器に由来したのかは確定できていなかっ

た。そこで、任意の臓器（細胞）に由来したエクソソ

ームの表面にのみ特異的にヒト CD9-EGFP 融合タン

パクを発現させる遺伝子改変マウス（エクソソーム可

視化マウス）を作製し、目的臓器由来のエクソソーム

のみを検出・単離することに成功した。この“エクソ

ソーム可視化マウス”を用いることで、母体血中のエ

クソソームを母体に由来するもの、胎児に由来するも

のに完全に分けての検出が可能になり、評価法の高度

化に大きく寄与する。また、毒性バイオマーカーとな

るエクソソーム RNA の遺伝子改変マウスを作成する

ことにより、毒性メカニズムへの関与について検証を

行う。 
 
●次世代型毒性試験の in vitroモデル開発（研究分

担者：成瀬、研究代表者：小野） 
in vivo の特性を高度に保存した in vitroモデルとさ

れるオルガノイド 3D培養法の培養上清中に細胞より

分泌されるエクソソームを毒性指標として利用可能

かを検討し、動物実験によらない次世代型代替法の評

価を行う。 
 
 
これらに加えて、対象マウス個体の一般的な毒性評価

を行うことで、現行の生殖毒性評価と本研究で開発す

る次世代型生殖毒性評価法の比較を行う。 
 
国立医薬品食品衛生研究所・安全性生物試験研究セン

ターにおいては、化学物質のマウスへの投与実験およ

び採血および胎児観察（桑形）、化学物質の用量設定

実験および病理組織学的検査・生化学検査（平林）、

エクソソームの抽出およびエクソソーム RNA の次

世代シーケンサーによる網羅的解析（小野）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、催奇形性のバイオマーカー候補の探索

およびその詳細の解析（落谷）を行い、大阪大学・微

生物病研究所（伊川）においては、催奇形性解析に適

したモデルマウスの作製（伊川）を行う。また、国立

がん研究センター（成瀬）においては、毒性バイオマ

ーカーであるエクソソーム RNA が、オルガノイド 3D
培養上清中に細胞より分泌されるエクソソームにお

いても毒性指標となるのかを検討する。 
 

 

 

・マウス血液からのエクソソーム RNA単離（ 
国立医薬品食品衛生研究所において採取された血液

サンプルを用いて、国立医薬品食品衛生研究所および

東京医科大学・分子細胞治療研究部門においてエクソ

ソームの単離を行う。具体的には、超遠心ペレットダ

ウン法を行い、エクソソーム単離後は、Nanosight ま
たはエクソソームの表面抗原に対するウエスタンブ

ロッティングや、エクソソームの表面タンパクに対す

る抗体をコーティングしたチップ上でエクソソーム

を捕捉して特定のエクソソームを単離可能な

EXOVIEW を利用することで単離されたエクソソー

ムの大きさと分布、数のカウント、および、シングル

エクソソーム上に存在するタンパクの同定を行うこ

とで、エクソソームが由来した細胞の同定が可能にな

る。 
 
・マウスを用いたトリコスタチン A 経口投与による

母動物血清中並びに胎児及び羊水中エクソソームの

解析のための試料採取法 
 
二分脊椎や無脳症、脳瘤などの神経管閉鎖障害を誘発

するバルプロ酸を催奇形性陽性対照物質として、マウ

スの神経管閉鎖時期である妊娠 9日から 11日にバル

プロ酸を 0、300、600 mg/kg の 3用量経口投与し、妊

娠 15日目に、母動物血清および羊水（胎盤、卵黄嚢

膜、胎児）をエクソソーム解析用に採取し、胎児の外

表奇形の観察を行なっている。そこで、外表奇形の有

無を検出するエクソソーム RNA を毒性指標としてバ

イオマーカーの単離を行なった。 
得られたバイオマーカーは、Hbb-y 遺伝子の RNA 断

片であった。 
この遺伝子は、本来、妊娠 15日目には不活化される

Hbb-y遺伝子の発現が、奇形胎児でのみ発現が誘導さ

れているものである。 
投与物質であるバルプロ酸は、ヒストン脱アセチル化

酵素である HDAC の活性を阻害することが知られて

おり、本来、エピジェネティック制御により不活性化

される Hbb-y 遺伝子の発現がエピジェネティック異

常により発現が誘導されているものと考えられる。 
このことから、バルプロ酸と同様に HDAC 阻害作用

を持つトリコスタチン A （TSA）を投与し、バルプソ
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酸と同様に催奇形性作用があるのかを観察し、また、

母体血および羊水中のエクソソーム RNA を毒性バイ

オマーカーとしてスクリーニングを行う。 
 
投与物質：トリコスタチン A 
製造元：東京化成工業株式会社 
CAS番号：58880-19-6 
分子量：302.37 g/mol 
 

ロット番号：WXBD4552V 

純度：>98.0%(HPLC) 

性状：白色、粉末 

保管条件：密栓、冷暗所 

 

1-2．媒体 
名称：0.5 w/v％メチルセルロース溶液（略称：0.5%
MC溶液） 
製造元：富士フィルム和光純薬株式会社 
ロット番号：CAE0466 
 

媒体の調製 

 必要量のトリコスタチン A を秤取し、0.5%MC 溶
液に徐々に加えて分散させた。調製後、遮光し、冷蔵

保存した。 
  
使用動物 
動物種：マウス（SPF） 
系統：C57BL/6J 
供給源：ジャクソン・ラボラトリー・ジャパン株式会

社、厚木飼育センター 
入荷時週齢：雌 10週齢、雄 11週齢 
匹数：交配用雄 12匹、雌 24匹 
使用した妊娠動物：4匹 
 入荷後 1週間の検疫・馴化期間を経て、一般状態及

び体重推移に異常のない動物を用いた。 
交配：11週齢以上の雌 1匹に 12週齢以上の雄 1匹を

終夜同居させた。翌朝、腟内に腟栓が確認された雌を

交尾成立動物とし、その日を妊娠 0日とした。 
群分け：交尾成立日（妊娠 0日）ごとに行い、妊娠 0
日の体重を基に各群の体重が可能な限り均等となる

ようにした。 
 
2．エクソソーム解析用試料採取試験 
2-1. 投与経路、投与期間及び投与回数とそれらの選

択理由 
投与経路は臨床適用経路である経口投与を選択し、投

与期間は妊娠 8日より 9日までの 2日間、および、7
日より 11日までの 5日間とした。 
 
2-2. 投与方法 
投与方法は、げっ歯類の経口投与方法に際して一般的

な強制経口投与とした。 

トリコスタチン A 溶液を胃ゾンデを用いて胃内に強

制経口投与した（8:00~11:00 の間）。動物ごとの投与

液量（表示単位：0.01 mL）は投与当日の体重を基準

に算出した。 
 
2-3. 投与量及び群構成 
投与量は 0、1及び 10 mg/kg の 3用量とし、媒体対照

群を含め試料採取時点を考慮した 6群構成とした。す

なわち、媒体対照群、1及び 10 mg/kg群に妊娠 12日
剖検群、妊娠 15日剖検群をそれぞれ設けた。 
剖検群ごとの交尾成立雌動物数を 4匹とした。 
 
 
 
 
投与量設定根拠 
既報によると、トリコスタチンA (TSA) の静脈内（10、
25、50 µg/kg 体重）および経口（20、50、100 µg/kg 体

重）の 14 日間反復投与毒性試験を Swiss albino mice
で実施し、死亡例や体重、食物摂取量、血液・尿検査、

臓器重量に有意な変化は見られなかったが、高用量群

では腎臓の腫大、充血、変色が認められ、組織学的に

は糸球体および尿細管の変性が確認されている一方、

遺伝毒性試験ではいずれの用量でも有意な変化は見

られていない。この結果から、静脈内では 25 µg/kg、
経口では 50 µg/kg を NOAEL としている(Haritwal T. et 
al., Drug and Chemical Toxicology Volume 47, 2024 - 
Issue 6, 2024)。 
 
また、TSA の妊娠マウスへの投与については、妊娠 8
日に 0, 2, 4, 8, 16mg/kg で投与した報告があるが、着

床部位数、死亡胎児数、および吸収胎児数、平均胎児

体重、外表奇形は認められていない。しかし、骨格を

解析すると、TSA曝露群の胎児では、特異的かつ用量

依存的な椎骨または肋骨の癒合、椎体セグメントの重

複などの体軸の異常が観察されている。 
 
本研究においては、妊娠中に VPA を服用した場合や、

妊娠マウスへの VPA 投与実験で見られる神経管閉鎖

障害や指形成不全が見られる条件検討を行うために、

妊娠 8日より 2日間の反復投与、および、妊娠 7日よ

り 5日間の反復投与を 10 mg/kg を最高用量とし、低

用量として 1 mg/kg として行なった。 
 
2-5. 剖検 
 妊娠 12日剖検群、妊娠 15日剖検群において、イソ

フルラン吸入麻酔下で心採血した後、体外表、胸腔内

及び腹腔内の主要器官/組織を詳細に観察した。 
また、肝臓、腎臓、脾臓の重量を測定し、肝臓、腎臓

についてはその後の遺伝子発現解析およびタンパク

解析用の採材を行い、肝臓、腎臓、脾臓は病理解析を

行う。 
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2-6. 帝王切開及び母血清中エクソソーム解析用試料

採取 
 剖検時に、着床の有無を肉眼的に観察して、妊娠の

成否を確認した。妊娠が認められた母動物については、

子宮内の生存胎児数、死亡胚・胎児数を判定・記録し

た。生存胎児と死亡胚・胎児の総数を着床数とした。 
 
2-7. 母動物血清中エクソソーム解析用試料の処理 
 血液をポリプロピレン製容器（タンパク低吸着）に

移し、室温で 30 分以上放置した後、遠心分離（4°C、
3000 ×g、10 分間）により血清を得た。得られた血清

試料は試験番号、試料採取時点、動物番号、試料番号、

採血年月日、試料名を明記したラベルを貼付したタン

パク低吸着チューブに入れ、測定時まで−80°C の冷凍

庫（許容値：−70°C 以下）に保存する。 
 
2-8. 羊水、胎児、胎盤の採取 
 
1) 採取日及び採取時点 
妊娠 12日剖検群：各群 4例 
最終投与 1 時間後（09:00~12:00 の間） 
妊娠 15日剖検群：各群 4例、 
妊娠 12日帝王切開とほぼ同じ時刻 
（09:00~12:00 の間） 
 
2) 対象部位（サンプル）の採取 
妊娠動物の子宮壁を切開後、卵黄嚢膜の外側から切開

し、バリアチップで羊水をポリプロピレン製容器（タ

ンパク低吸着）に採取した。羊水を採取した後、卵黄

嚢膜に被包された胎児及び胎盤を摘出した。胎児と胎

盤を分離し、個別に重量を記録した。胎盤はほぼ均等

に 2 分割し、それぞれ RNA later と 10%リン酸緩衝ホ

ルマリン液を満たした 15 mL のコニカルチューブに

保管した。羊水は遠心分離（4°C、6000 ×g、2 分間）

後、上清をバリアチップでタンパク低吸着チューブに

移した。胎児は 10%リン酸緩衝ホルマリン液で固定

後、特に神経管の閉鎖状態に注目し、形態観察を実施

した。 
 
                                             
 
・エクソソーム RNA網羅的遺伝子発現解析 
 
国立医薬品食品衛生研究所において採取された血液

サンプルより抽出されたエクソソームは、Qiazol 
solution (Qiagen) によって溶解され、miRNeasy micro-
elution kit (Qiagen)によって、RNA を抽出および精製

する。エクソソーム RNA は、Clontech社の SMARTer 
smRNA-Seq kit for Illumina を用いて、次世代シーケン

ス用ライブラリーを作成する。作成した次世代シーケ

ンス用ライブラリーは、Bluepippin サイズセレクター

を用いて、148 bp 〜 185 bp のマイクロ RNA画分だ

けを抽出する。サイズセレクションを行ったエクソソ

ーム RNA の次世代シーケンス用ライブラリーは、

KAPA Library Quantification Kit Illumina® Platforms 
(Nippon Genetics, Japan) または、  Qubit dsDNA HS 
(High Sensitivity) Assay Kit (Life Technologies, CA, USA) 
によって、濃度測定を行った上で、2.0 pM のライブ

ラリーを、毒性部で所有する Illumina 社 Nextseq500 
および国立医薬品食品衛生研究所の共通機器である

Illumina社 Nextseq2000 を用いて、網羅的遺伝子発現

解析を行う。 
 
・エクソソーム RNA の RNA-seq データ解析 
 
Illumina 社 Nextseq500 より出力された raw data (raw 
reads) は、 BCL2-FASTQ program (Illumina, USA) に
より、FASTQ format に変換する。以降、全てのデー

タ解析は、Galaxy platform (https://usegalaxy.org) で行

った。FASTQ は、Filter by quality program を用いて、

quality score が 20 以上のシーケンスが 90 % 存在す

るシーケンスのみ解析対象とした。また、5’ および 3’ 
末端のアダプター配列は、Trim FASTQ program によ

って除いている。 
これらの処理を行ったシーケンスデータは、マウスゲ

ノム (mm10) に対し TopHat program を用いてマッ

ピング作業を行い、 BAM ファイルを生成した。 
BAM ファイルは、Cufflinks and Cuffnorm programs を
用いて、転写産物の定量化および、サンプル間のノー

マライゼーションを行う。 
マウス  miRNA のリファレンスシーケンスは、

miRbase (http://mirbase.org) を利用した。 
 
 
・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。 
 
・遺伝子改変マウスを利用したエクソソームの由来

した臓器の特定 
 
エクソソームの表面には CD9, CD63, CD81 などのテ

トラスパニンが存在する。そこで、臓器、細胞特異的

に CD9-EGFP 融合タンパクを発現させることで、特

定の細胞から分泌されるエクソソームのみが CD9-
EGFP融合タンパクを持つことで、エクソソームがど

この臓器に由来したのかを検出することが可能にな
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る。本研究で利用するマウス系統は以下の通りである。 
 
CD9-EGFPノックイン（KI）マウス（エクソソーム可

視化マウス） 
エクソソームはすべての臓器および細胞から分泌さ

れる細胞小胞であり、その表面には CD9、CD63、CD81
などが多く存在する。本マウスは、ROSA26領域にチ

キン βアクチンプロモーターを配置し、Cre-loxPシス

テムを利用することで臓器特異的にヒト CD9-EGFP
融合タンパクを発現するよう設計されたノックイン

マウスである。 
 
Alb-Cre トランスジェニックマウス 
肝細胞に特異的に Cre 酵素を発現するトランスジェ

ニックマウスであり、肝臓特異的な遺伝子発現制御の

研究に利用される。 
Sox2-Cre トランスジェニックマウス 
胚盤葉上層（epiblast）および卵子に特異的に Cre酵素
を発現するトランスジェニックマウスであり、初期発

生過程の解析や遺伝子操作に用いられる。 
 
 
・オルガノイドの培養上清中に含まれるエクソソー

ム RNA をバイオマーカーに用いた代替法の検討 
 
CD9-EGFP KI マウス（flox マウス）と Alb-Cre トラン

スジェニックマウスを交配して作成した flox/Alb-Cre 
マウスの肝臓を採取する。これらをハサミにて 1mm
角に刻み、PBS にて洗浄後に collagenase処理を行う。

その後に 40 μm セルストレーナーを通し、酵素的お

よび物理的に組織を破砕した後、MBOC (Matrigel 
Bilayer Organoid Culture) 法を用いて細胞をマトリゲ

ルに包埋し、至適培地を添加し培養することでオルガ

ノイドを樹立する。 
 
樹立に成功した肝臓オルガノイドを超解像度共焦点

顕微鏡で観察することで、エクソソームの可視化を行

う。 
 
 
 
（倫理面の配慮） 
 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。 
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Ｃ．研究結果 

●次世代型生殖発生毒性試験の高度化（研究分担

者：落谷、伊川、研究代表者：小野） 

  

・遺伝子改変マウスを利用したエクソソームの由来

した臓器の特定： 

  
現在までに、我々は化学物質による臓器障害や遺伝子

改変により引き起こされる病変などのバイオマーカ

ーとなりうる血液中や羊水中のエクソソーム RNA の

単離を行なってきた(Ono R. et al., Toxicology Reports 
2020、Ono R. et al., Fundamental Toxicological Sciences 
2024 )。 
 
また、発生のステージに特異的なエクソソーム RNA
や、雌雄差のあるエクソソーム RNA などの単離にも

成功している。しかしながら、これらのエクソソーム

RNA が実際にどのから体液中に分泌されたのかの証

明はできていない。 
 
そこで、我々は、エクソソームの由来する臓器の特定

を可能とする遺伝子改変マウス“CD9-EGFP Kock-in 
(KI) マウス”（エクソソーム可視化マウス）の作製に

成功している。 
 
エクソソームは、脂質二重膜からなり、その表面には、

CD9、CD63、CD81 などのテトラスパニンが局在する

ことが知られている。そこで、下図の様に特定の細胞

においてヒト CD9-EGFP 融合タンパクを発現させる

ことで、特定の細胞に由来するエクソソームのみを

EGFP の蛍光シグナル、および、ヒト CD9 に特異的な

抗体を利用した免疫染色やウエスタンブロットによ

り検出可能になる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：エクソソームの模式図。表面にはCD9、CD63、CD81な
どのテトラスパニンが存在している。mRNA や miRNA など
もエクソソームに内胞されることが知られている。 
 
このヒト CD9-EGFP 融合タンパクを発現するカセッ

トを、マウス 6番染色体上のすべての細胞で恒常的に

遺伝子発現が可能な ROSA26 領域にノックインし、

Cre-loxP システムを利用して条件的に発現を誘導で

きるマウスを作製した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図：通常は Neomycin 耐性遺伝子を発現しているが、特定の
臓器で発現する Cre トランスジェニックマウスと交配するこ
とで、特定の臓器でのみヒトCD9-EGFP融合タンパクを発現
するようになる。ここでは、一例として、その結果、特定の臓
器から分泌されたエクソソームが EGFP でラベルされ、蛍光
観察が可能になる。また、ヒトCD9に対する抗体を用いるこ
とで、特定の臓器由来のエクソソームを捕捉し、検出すること
や、特異的にRNAやタンパクの解析を行うこともできる。 
 

本研究においては、これらのエクソソーム可視化系を

利用して、母子間でのエクソソーム交換を検出するこ

とが可能かを検証することとした。 

 

CD9-EGFP Kock-in (KI) マウス (flox) マウス（♀）と

epiblast由来組織で Cre を発現する Sox2 Cre トランス

ジェニックマウス交配することで、flox/Sox2 Cre マウ

ス（♂）を得た。このマウスは、体の全ての細胞でヒ

ト CD9-EGFP を発現する CD9-EGFP allele をヘテロで

有している。 
 
そこで、flox/Sox2 Cre マウス（♂）と野生型C57BL/6J♀
を交配し妊娠すると、子宮内では、半分の胎児が CD9-
EGFP allele を持ち、残りの半分は野生型となる。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図：CD9-EGFP allele をヘテロで持つ flox/Sox2 Cre マウス
（♂）と野生型 C57BL/6J♀の交配で得られる妊娠マウスの
概念図。胎内の半数の胎児はCD9-EGFP allele を持つことで、
全身の細胞よりヒト CD9-EGFP でラベルされたエクソソー
ムを分泌する。EGFPを検出することで、胎児由来のエクソソ
ームがどのくらい母動物の血液中に循環しているのかを明ら
かにできる。 
 

 



 

 39 

実際に得られた妊娠マウスを解剖し、EGFP を超解像

度共焦点顕微鏡で観察すると、CD9-EGFP allele を持

つ胎児の胎盤は、下図の様に胎児側胎盤組織の全ての

細胞が EGFP陽性となっており、母体側胎盤（脱落膜）

では、EGFPシグナルが弱くなっている。しかしなが

ら、一定量の EGFP シグナルが観察され、これらは、

胎児由来の EGFP 陽性エクソソームを取り込んだ結

果である。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図：CD9-EGFP allele を持つ胎児の胎盤（白矢印部分）の
EGFP 蛍光観察像。胎児側胎盤では全ての細胞が EGFP 陽性
となっており、母体側胎盤（胎児胎盤より上部）においては、
胎児側細胞より分泌された EGFP 陽性エクソソームを取り込
むことで弱いEGFPシグナルを観察することができる。 
 

一方、CD9-EGFP allele を持たない胎児の胎盤では一

部の細胞において EGFP 陽性が確認できる。これは、

CD9-EGFP allele を持つ胎児より分泌された EGFP 陽
性エクソソームが母体の血液循環を通じて 
CD9-EGFP allele を持たない胎児組織に取り込まれた

ものと判断できる。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図：CD9-EGFP allele を持たない胎児の胎盤（白矢印部分）
の EGFP 蛍光観察像。母体側胎盤（胎児胎盤より上部）にお
いては、母体血を循環するCD9-EGFP allele を持つ胎児よる
分泌されたヒト CD9-EGFP 陽性エクソソームを取り込むこ
とで弱いEGFP陽性となっている。胎児側胎盤でもEGFP陽
性となっている細胞が確認できる。 
 

来年度は、母体中を循環する胎児由来のエクソソーム

を免疫沈降により濃縮し、母子間でエクソソームを交

換し、どのような母子間相互作用をしているのかを明

らかにする。また、胎児由来の発生毒性のバイオマー

カーを母体血より抽出し、解析することが可能となり、

エクソソームを毒性指標とした生殖発生毒性評価法

の高度化を行う。 
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Ｄ．考察と結論 

考察 

本研究では、生殖発生毒性に対する次世代型評価法

の開発に向けて、エクソソーム RNA の臓器由来の特

定を可能にする実験系を構築し、その有用性を検証

した。これまでに我々は、胎児の奇形や臓器障害、

性差、発生ステージに特異的なエクソソーム RNA の

単離に成功していたが、それらのエクソソームがど

の臓器から分泌されたものであるかを直接証明する

手段がなかった。そこで本研究では、エクソソーム

表面に存在するテトラスパニンであるCD9に蛍光タ

ンパク EGFP を融合させた CD9-EGFP を、Cre-loxP
システムを用いて特定の組織に発現させる CD9-
EGFPノックインマウスを作製し、その活用可能性を

探った。 
 
具体的には、全身の細胞で CD9-EGFP を発現する

マウスを作るため、CD9-EGFP flox アレルを持つマ

ウスと Sox2-Cre マウスを交配し、さらにその子を野

生型マウスと交配することで、子宮内に CD9-EGFP
陽性胎児と陰性胎児が混在する妊娠マウスを得た。

胎児および胎盤を超解像度共焦点顕微鏡で観察した

結果、CD9-EGFP を有する胎児から分泌された EGFP
陽性エクソソームが、母体側の胎盤細胞や CD9-
EGFP を持たない胎児の胎盤細胞にも取り込まれて

いることが確認された。これにより、胎児→母体→

他胎児というエクソソームの流れが可視化され、母

子間でエクソソームを介した情報交換が実際に起こ

っていることが明示された。 
 
この成果は、エクソソームが単なる細胞間情報伝達

の手段にとどまらず、母体の生理応答や他の胎児に

まで影響を及ぼす可能性があることを示唆しており、

胎児発生や毒性応答の新たな理解に大きな貢献をも

たらすと考えられる。 

 

 

結論 

本研究において、我々は Cre-loxPシステムを活用し

てヒト CD9-EGFP融合タンパクを特異的に発現する

CD9-EGFP 可視化マウスを作製し、そのエクソソー

ムを臓器起源ごとに可視化・追跡することに成功し

た。このマウスモデルを用いることで、胎児由来エ

クソソームが母体循環に移行し、さらに他胎児にも

取り込まれる現象を実証することができた。これは、

母子間や胎児間でエクソソームを介した情報伝達が

成立している可能性を示すものであり、エクソソー

ムの生理学的・病態学的な意義をより深く理解する

上で極めて重要な知見である。 
 
今後は、母体血中に存在する胎児由来エクソソーム

を免疫沈降等により精製し、その中に含まれる RNA

やタンパク質を網羅的に解析することで、胎児の発

育異常や毒性暴露に伴う特異的バイオマーカーの同

定を進める予定である。これにより、妊娠中の女性

に対して非侵襲的に胎児の健康状態や薬剤曝露の影

響を評価することが可能となり、現在の動物依存的

な生殖発生毒性試験を代替するヒト外挿性の高い評

価法の確立が期待される。さらに、このモデルは毒

性評価に限らず、胎児母体間相互作用や先天疾患の

病態解明など、幅広い生物医学研究に応用可能な革

新的ツールとなりうる。 
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Ikawa, Satoshi Kitajima 
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京都、2024 年 5月 29日、ポスター 
 
●Ono R, Kuwagata M, Naruse M, Watanabe A, Takano M, 
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第５１回日本毒性学会学術年会 (2024.6.21 福岡) 、
口頭 
 
 
●Ono R, Kuwagata M, Naruse M, Watanabe A, Takano M, 
Hasegawa T, Takashima H, Yoshioka Y, Ochiya T, 
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Extracellular Vesicle Small RNAs Secreted from Mouse 
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Annual Conference of the International Federation of 
Placenta Associations (IFPA 2024) (2024.9.4., Montreal, 
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●Ryuichi Ono, Mie Naruse, Makiko Kuwagata, Yusuke. 
Yoshioka, Yoko Hirabayashi, Takahiro Ochiya, Masahito 
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●Ryuichi Ono, Mie Naruse, Yoko Hirabayashi, Takahiro 



 

 42 
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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） 

 

エクソソーム RNA を毒性指標とした 
次世代型生殖発生毒性評価法の開発に資する研究 

（24KD1004） 
 

令和６年度 分担研究報告書 
 

分担研究課題：次世代型毒性試験の in vitro モデル開発 
 

研究分担者 成瀬 美衣 
国立感染症研究所・ウイルス第一部 

主任研究官 
 

 
研究分担者 落谷 孝広 

東京医科大学・ 
医学総合研究所・分子細胞治療研究部門・ 

特任教授 
 

研究分担者 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 

 
研究協力者 
吉岡祐亮   医学総合研究所・分子細胞治療研究部門・講師 
立原江利加  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 
野崎弘枝     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 

 

研究要旨 
 化学物質の有害性評価、特に化審法におけるヒト健康影響に関する有害性において、化学物質の生殖発生

への影響を迅速でかつ正確に評価することは最重要課題の一つである。 

 

現行の生殖発生毒性試験法の１つである胚・胎児発生に関する試験（発生毒性試験）では、母毒性評価ととも

に胎児形態観察（外表、内臓および骨格観察）から催奇形性を評価する。その際に、腹内・腹間の感受性に差

がある中で催奇形性を判断するには莫大な時間や労力以外に、観察者の経験に依存する部分や、基準が必ず

しも一定とは言えない部分がある。 

 

近年、細胞から分泌される小胞であるエクソソームが注目されている。エクソソームは体液中を循環し、細胞

特異的なマイクロ RNA を内包することから、研究分担者の東京医大・落谷らは、腫瘍細胞に特異的なマイク

ロ RNA を指標にした、血液１滴による１３種類の早期がん診断法（精度 95 % 以上）を開発した経験を持つ。 

 

我々は、厚労科研・化学物質リスク事業（H30-R2 •R3-R5年度、代表：小野竜一）にて、エクソソーム RNA を

毒性指標とすることで、成獣の血液１滴から全身の病理組織学的診断が可能な次世代型毒性試験法の開発、

および、妊娠動物の母体血および羊水から胎児の催奇形性を検出しうる高感度な系の開発に世界にさきがけ

て成功した (Ono R. et al., Toxicology Reports 2020、Ono R. et al., Fundamental Toxicological 

Sciences 2024 )。 

 

しかし、毒性指標となる体液由来エクソソームが本当に標的とする臓器より分泌されたのかという疑問があ

った。我々は、目的の細胞・臓器が分泌するエクソソームのみを可視化および単離可能な“エクソソーム可視

化マウス”の作製に成功し、世界で初めて、肝臓由来のエクソソームを可視化し、肝毒性バイオマーカーが確

かに肝臓に由来するエクソソームに由来することの証明に成功している（論文投稿準備中）。 
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そこで、本研究は、我々が開発した母体血および羊水中のエクソソームを指標にした新規生殖発生毒性評価

法に新たに開発に成功した“エクソソーム可視化マウス”を活用することで、毒性機序に基づいたリスク評価

時に常に一定の判断基準による評価が可能な次世代型生殖発生毒性評価法を開発することを目的としている。 
 
３年計画の１年目にあたる令和６年度の進捗は以下の通りである。 
 
動物実験に代わる次世代型の評価法を目指し、in vivo の特性を高度に保持する in vitroモデルとして注目され

るオルガノイド 3D 培養系の上清中に含まれるエクソソームを毒性指標として利用する可能性についても検

討した。今年度は、肝臓特異的（アルブミン陽性細胞特異的）にヒト CD9-EGFP 融合タンパクを発現する肝

臓オルガノイドを樹立することに成功した。また、超解像度共焦点顕微鏡による観察およびシングルエクソ

ソーム解析を行い、培養中の肝臓オルガノイドではアルブミン陽性の分化した肝細胞が一部しか存在しない

ことを確認した。 
 
令和６年度研究（３年計画の１年目）は、計画通りに進捗している。 
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Ａ．研究目的 
 
化学物質の有害性評価、特に化審法におけるヒト

健康影響に関する有害性において、化学物質の生殖

発生への影響を迅速でかつ正確に評価することは最

重要課題の一つである。 

 

現行の生殖発生毒性試験法の１つである胚・胎児

発生に関する試験（発生毒性試験）では、母毒性評価

とともに胎児形態観察（外表、内臓および骨格観察）

から催奇形性を評価する。その際に、腹内・腹間の感

受性に差がある中で催奇形性を判断するには莫大な

時間や労力以外に、観察者の経験に依存する部分や、

基準が必ずしも一定とは言えない部分がある。 

 

近年、細胞から分泌される小胞であるエクソソー

ムが注目されている。エクソソームは体液中を循環

し、細胞特異的なマイクロ RNA を内包することから、

研究分担者の東京医大・落谷らは、腫瘍細胞に特異的

なマイクロ RNA を指標にした、血液１滴による１３

種類の早期がん診断法（精度 95 % 以上）を開発し

た経験を持つ。 
 
我々は、厚労科研・化学物質リスク事業（H30-R2 

•R3-R5 年度、代表：小野竜一）にて、エクソソーム

RNA を毒性指標とすることで、成獣の血液１滴から

全身の病理組織学的診断が可能な次世代型毒性試験

法の開発、および、妊娠動物の母体血および羊水から

胎児の催奇形性を検出しうる高感度な系の開発に世

界にさきがけて成功した (Ono R. et al., Toxicology 
Reports 2020、Ono R. et al., Fundamental Toxicological 
Sciences 2024 )。 

 
しかし、毒性指標となる体液由来エクソソームが

本当に標的とする臓器より分泌されたのかという疑

問があった。我々は、目的の細胞・臓器が分泌するエ

クソソームのみを可視化および単離可能な“エクソ

ソーム可視化マウス”の作製に成功し、世界で初めて、

肝臓由来のエクソソームを可視化し、肝毒性バイオ

マーカーが確かに肝臓に由来することを証明するこ

とに成功している（論文投稿準備中）。 
 
そこで、本研究は、我々が開発した母体血および羊

水中のエクソソームを指標にした新規生殖発生毒性

評価法に新たに開発に成功した“エクソソーム可視

化マウス”を活用することで、毒性機序に基づいたリ

スク評価時に常に一定の判断基準による評価が可能

な次世代型生殖発生毒性評価法を開発することを目

的としている。 
 
 

 

＜各年度の目標＞ 令和６年度•先行研究で得られた

母体血および羊水中のエクソソーム RNA を生殖発

生毒性物質よるマウスモデル動物の作成およびマイ

クロサンプリングを行う。 
 
令和７年度•母体血および羊水中のエクソソーム

RNA の網羅的遺伝子発現解析を行う。妊娠動物にお

いて、胎児のみを“エクソソーム可視化マウス”を利

用することで、胎児由来のエクソソームのみを可視

化、および単離を行ない、毒性機序に基づいた次世代

型生殖発生毒性評価法の高度化を行う。 
 
令和８年度•次世代型生殖発生毒性評価法のバリデ

ーションおよびガイドライン化に向けての施策検討 
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Ｂ．研究方法 
本研究においては、毒性発現メカニズムを考慮した

次世代型の生殖発生毒性評価法を確立することを目

的に、以下の概要を行う。 
 
●次世代型生殖発生毒性試験の開発（研究代表者：

小野、研究分担者：桑形、平林） 
エクソソーム RNA を腹単位の毒性指標とする次世

代型生殖発生毒性試験を開発するために、妊娠マウス

に既知の生殖発生毒性物質を経口投与し、母動物の毒

性検出、および、胎児に発現する形態変化から毒性指

標となる母体血および羊水中のエクソソーム RNA の

同定を次世代シーケンス解析により行う。 
 
●次世代型生殖発生毒性試験の高度化（研究分担

者：落谷、伊川、研究代表者：小野） 
我々は既に、様々な毒性バイオマーカーとなるエク

ソソーム RNA の報告をしているが、それらが実際に

どの細胞•臓器に由来したのかは確定できていなかっ

た。そこで、任意の臓器（細胞）に由来したエクソソ

ームの表面にのみ特異的にヒト CD9-EGFP 融合タン

パクを発現させる遺伝子改変マウス（エクソソーム可

視化マウス）を作製し、目的臓器由来のエクソソーム

のみを検出・単離することに成功した。この“エクソ

ソーム可視化マウス”を用いることで、母体血中のエ

クソソームを母体に由来するもの、胎児に由来するも

のに完全に分けての検出が可能になり、評価法の高度

化に大きく寄与する。また、毒性バイオマーカーとな

るエクソソーム RNA の遺伝子改変マウスを作成する

ことにより、毒性メカニズムへの関与について検証を

行う。 
 
●次世代型毒性試験の in vitroモデル開発（研究分

担者：成瀬、研究代表者：小野） 
in vivo の特性を高度に保存した in vitroモデルとさ

れるオルガノイド 3D培養法の培養上清中に細胞より

分泌されるエクソソームを毒性指標として利用可能

かを検討し、動物実験によらない次世代型代替法の評

価を行う。 
 
 
これらに加えて、対象マウス個体の一般的な毒性評価

を行うことで、現行の生殖毒性評価と本研究で開発す

る次世代型生殖毒性評価法の比較を行う。 
 
国立医薬品食品衛生研究所・安全性生物試験研究セン

ターにおいては、化学物質のマウスへの投与実験およ

び採血および胎児観察（桑形）、化学物質の用量設定

実験および病理組織学的検査・生化学検査（平林）、

エクソソームの抽出およびエクソソーム RNA の次

世代シーケンサーによる網羅的解析（小野）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、催奇形性のバイオマーカー候補の探索

およびその詳細の解析（落谷）を行い、大阪大学・微

生物病研究所（伊川）においては、催奇形性解析に適

したモデルマウスの作製（伊川）を行う。また、国立

がん研究センター（成瀬）においては、毒性バイオマ

ーカーであるエクソソーム RNA が、オルガノイド 3D
培養上清中に細胞より分泌されるエクソソームにお

いても毒性指標となるのかを検討する。 
 

 

 

・マウス血液からのエクソソーム RNA単離（ 
国立医薬品食品衛生研究所において採取された血液

サンプルを用いて、国立医薬品食品衛生研究所および

東京医科大学・分子細胞治療研究部門においてエクソ

ソームの単離を行う。具体的には、超遠心ペレットダ

ウン法を行い、エクソソーム単離後は、Nanosight ま
たはエクソソームの表面抗原に対するウエスタンブ

ロッティングや、エクソソームの表面タンパクに対す

る抗体をコーティングしたチップ上でエクソソーム

を捕捉して特定のエクソソームを単離可能な

EXOVIEW を利用することで単離されたエクソソー

ムの大きさと分布、数のカウント、および、シングル

エクソソーム上に存在するタンパクの同定を行うこ

とで、エクソソームが由来した細胞の同定が可能にな

る。 
 
・マウスを用いたトリコスタチン A 経口投与による

母動物血清中並びに胎児及び羊水中エクソソームの

解析のための試料採取法 
 
二分脊椎や無脳症、脳瘤などの神経管閉鎖障害を誘発

するバルプロ酸を催奇形性陽性対照物質として、マウ

スの神経管閉鎖時期である妊娠 9日から 11日にバル

プロ酸を 0、300、600 mg/kg の 3用量経口投与し、妊

娠 15日目に、母動物血清および羊水（胎盤、卵黄嚢

膜、胎児）をエクソソーム解析用に採取し、胎児の外

表奇形の観察を行なっている。そこで、外表奇形の有

無を検出するエクソソーム RNA を毒性指標としてバ

イオマーカーの単離を行なった。 
得られたバイオマーカーは、Hbb-y 遺伝子の RNA 断

片であった。 
この遺伝子は、本来、妊娠 15日目には不活化される

Hbb-y遺伝子の発現が、奇形胎児でのみ発現が誘導さ

れているものである。 
投与物質であるバルプロ酸は、ヒストン脱アセチル化

酵素である HDAC の活性を阻害することが知られて

おり、本来、エピジェネティック制御により不活性化

される Hbb-y 遺伝子の発現がエピジェネティック異

常により発現が誘導されているものと考えられる。 
このことから、バルプロ酸と同様に HDAC 阻害作用

を持つトリコスタチン A （TSA）を投与し、バルプソ
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酸と同様に催奇形性作用があるのかを観察し、また、

母体血および羊水中のエクソソーム RNA を毒性バイ

オマーカーとしてスクリーニングを行う。 
 
投与物質：トリコスタチン A 
製造元：東京化成工業株式会社 
CAS番号：58880-19-6 
分子量：302.37 g/mol 
 

ロット番号：WXBD4552V 

純度：>98.0%(HPLC) 

性状：白色、粉末 

保管条件：密栓、冷暗所 

 

1-2．媒体 
名称：0.5 w/v％メチルセルロース溶液（略称：0.5%
MC溶液） 
製造元：富士フィルム和光純薬株式会社 
ロット番号：CAE0466 
 

媒体の調製 

 必要量のトリコスタチン A を秤取し、0.5%MC 溶
液に徐々に加えて分散させた。調製後、遮光し、冷蔵

保存した。 
  
使用動物 
動物種：マウス（SPF） 
系統：C57BL/6J 
供給源：ジャクソン・ラボラトリー・ジャパン株式会

社、厚木飼育センター 
入荷時週齢：雌 10週齢、雄 11週齢 
匹数：交配用雄 12匹、雌 24匹 
使用した妊娠動物：4匹 
 入荷後 1週間の検疫・馴化期間を経て、一般状態及

び体重推移に異常のない動物を用いた。 
交配：11週齢以上の雌 1匹に 12週齢以上の雄 1匹を

終夜同居させた。翌朝、腟内に腟栓が確認された雌を

交尾成立動物とし、その日を妊娠 0日とした。 
群分け：交尾成立日（妊娠 0日）ごとに行い、妊娠 0
日の体重を基に各群の体重が可能な限り均等となる

ようにした。 
 
2．エクソソーム解析用試料採取試験 
2-1. 投与経路、投与期間及び投与回数とそれらの選

択理由 
投与経路は臨床適用経路である経口投与を選択し、投

与期間は妊娠 8日より 9日までの 2日間、および、7
日より 11日までの 5日間とした。 
 
2-2. 投与方法 
投与方法は、げっ歯類の経口投与方法に際して一般的

な強制経口投与とした。 

トリコスタチン A 溶液を胃ゾンデを用いて胃内に強

制経口投与した（8:00~11:00 の間）。動物ごとの投与

液量（表示単位：0.01 mL）は投与当日の体重を基準

に算出した。 
 
2-3. 投与量及び群構成 
投与量は 0、1及び 10 mg/kg の 3用量とし、媒体対照

群を含め試料採取時点を考慮した 6群構成とした。す

なわち、媒体対照群、1及び 10 mg/kg群に妊娠 12日
剖検群、妊娠 15日剖検群をそれぞれ設けた。 
剖検群ごとの交尾成立雌動物数を 4匹とした。 
 
 
 
 
投与量設定根拠 
既報によると、トリコスタチンA (TSA) の静脈内（10、
25、50 µg/kg 体重）および経口（20、50、100 µg/kg 体

重）の 14 日間反復投与毒性試験を Swiss albino mice
で実施し、死亡例や体重、食物摂取量、血液・尿検査、

臓器重量に有意な変化は見られなかったが、高用量群

では腎臓の腫大、充血、変色が認められ、組織学的に

は糸球体および尿細管の変性が確認されている一方、

遺伝毒性試験ではいずれの用量でも有意な変化は見

られていない。この結果から、静脈内では 25 µg/kg、
経口では 50 µg/kg を NOAEL としている(Haritwal T. et 
al., Drug and Chemical Toxicology Volume 47, 2024 - 
Issue 6, 2024)。 
 
また、TSA の妊娠マウスへの投与については、妊娠 8
日に 0, 2, 4, 8, 16mg/kg で投与した報告があるが、着

床部位数、死亡胎児数、および吸収胎児数、平均胎児

体重、外表奇形は認められていない。しかし、骨格を

解析すると、TSA曝露群の胎児では、特異的かつ用量

依存的な椎骨または肋骨の癒合、椎体セグメントの重

複などの体軸の異常が観察されている。 
 
本研究においては、妊娠中に VPA を服用した場合や、

妊娠マウスへの VPA 投与実験で見られる神経管閉鎖

障害や指形成不全が見られる条件検討を行うために、

妊娠 8日より 2日間の反復投与、および、妊娠 7日よ

り 5日間の反復投与を 10 mg/kg を最高用量とし、低

用量として 1 mg/kg として行なった。 
 
2-5. 剖検 
 妊娠 12日剖検群、妊娠 15日剖検群において、イソ

フルラン吸入麻酔下で心採血した後、体外表、胸腔内

及び腹腔内の主要器官/組織を詳細に観察した。 
また、肝臓、腎臓、脾臓の重量を測定し、肝臓、腎臓

についてはその後の遺伝子発現解析およびタンパク

解析用の採材を行い、肝臓、腎臓、脾臓は病理解析を

行う。 
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2-6. 帝王切開及び母血清中エクソソーム解析用試料

採取 
 剖検時に、着床の有無を肉眼的に観察して、妊娠の

成否を確認した。妊娠が認められた母動物については、

子宮内の生存胎児数、死亡胚・胎児数を判定・記録し

た。生存胎児と死亡胚・胎児の総数を着床数とした。 
 
2-7. 母動物血清中エクソソーム解析用試料の処理 
 血液をポリプロピレン製容器（タンパク低吸着）に

移し、室温で 30 分以上放置した後、遠心分離（4°C、
3000 ×g、10 分間）により血清を得た。得られた血清

試料は試験番号、試料採取時点、動物番号、試料番号、

採血年月日、試料名を明記したラベルを貼付したタン

パク低吸着チューブに入れ、測定時まで−80°C の冷凍

庫（許容値：−70°C 以下）に保存する。 
 
2-8. 羊水、胎児、胎盤の採取 
 
1) 採取日及び採取時点 
妊娠 12日剖検群：各群 4例 
最終投与 1 時間後（09:00~12:00 の間） 
妊娠 15日剖検群：各群 4例、 
妊娠 12日帝王切開とほぼ同じ時刻 
（09:00~12:00 の間） 
 
2) 対象部位（サンプル）の採取 
妊娠動物の子宮壁を切開後、卵黄嚢膜の外側から切開

し、バリアチップで羊水をポリプロピレン製容器（タ

ンパク低吸着）に採取した。羊水を採取した後、卵黄

嚢膜に被包された胎児及び胎盤を摘出した。胎児と胎

盤を分離し、個別に重量を記録した。胎盤はほぼ均等

に 2 分割し、それぞれ RNA later と 10%リン酸緩衝ホ

ルマリン液を満たした 15 mL のコニカルチューブに

保管した。羊水は遠心分離（4°C、6000 ×g、2 分間）

後、上清をバリアチップでタンパク低吸着チューブに

移した。胎児は 10%リン酸緩衝ホルマリン液で固定

後、特に神経管の閉鎖状態に注目し、形態観察を実施

した。 
 
                                             
 
・エクソソーム RNA網羅的遺伝子発現解析 
 
国立医薬品食品衛生研究所において採取された血液

サンプルより抽出されたエクソソームは、Qiazol 
solution (Qiagen) によって溶解され、miRNeasy micro-
elution kit (Qiagen)によって、RNA を抽出および精製

する。エクソソーム RNA は、Clontech社の SMARTer 
smRNA-Seq kit for Illumina を用いて、次世代シーケン

ス用ライブラリーを作成する。作成した次世代シーケ

ンス用ライブラリーは、Bluepippin サイズセレクター

を用いて、148 bp 〜 185 bp のマイクロ RNA画分だ

けを抽出する。サイズセレクションを行ったエクソソ

ーム RNA の次世代シーケンス用ライブラリーは、

KAPA Library Quantification Kit Illumina® Platforms 
(Nippon Genetics, Japan) または、  Qubit dsDNA HS 
(High Sensitivity) Assay Kit (Life Technologies, CA, USA) 
によって、濃度測定を行った上で、2.0 pM のライブ

ラリーを、毒性部で所有する Illumina 社 Nextseq500 
および国立医薬品食品衛生研究所の共通機器である

Illumina社 Nextseq2000 を用いて、網羅的遺伝子発現

解析を行う。 
 
・エクソソーム RNA の RNA-seq データ解析 
 
Illumina 社 Nextseq500 より出力された raw data (raw 
reads) は、 BCL2-FASTQ program (Illumina, USA) に
より、FASTQ format に変換する。以降、全てのデー

タ解析は、Galaxy platform (https://usegalaxy.org) で行

った。FASTQ は、Filter by quality program を用いて、

quality score が 20 以上のシーケンスが 90 % 存在す

るシーケンスのみ解析対象とした。また、5’ および 3’ 
末端のアダプター配列は、Trim FASTQ program によ

って除いている。 
これらの処理を行ったシーケンスデータは、マウスゲ

ノム (mm10) に対し TopHat program を用いてマッ

ピング作業を行い、 BAM ファイルを生成した。 
BAM ファイルは、Cufflinks and Cuffnorm programs を
用いて、転写産物の定量化および、サンプル間のノー

マライゼーションを行う。 
マウス  miRNA のリファレンスシーケンスは、

miRbase (http://mirbase.org) を利用した。 
 
 
・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。 
 
・遺伝子改変マウスを利用したエクソソームの由来

した臓器の特定 
 
エクソソームの表面には CD9, CD63, CD81 などのテ

トラスパニンが存在する。そこで、臓器、細胞特異的

に CD9-EGFP 融合タンパクを発現させることで、特

定の細胞から分泌されるエクソソームのみが CD9-
EGFP融合タンパクを持つことで、エクソソームがど

この臓器に由来したのかを検出することが可能にな
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る。本研究で利用するマウス系統は以下の通りである。 
 
CD9-EGFPノックイン（KI）マウス（エクソソーム可

視化マウス） 
エクソソームはすべての臓器および細胞から分泌さ

れる細胞小胞であり、その表面には CD9、CD63、CD81
などが多く存在する。本マウスは、ROSA26領域にチ

キン βアクチンプロモーターを配置し、Cre-loxPシス

テムを利用することで臓器特異的にヒト CD9-EGFP
融合タンパクを発現するよう設計されたノックイン

マウスである。 
 
Alb-Cre トランスジェニックマウス 
肝細胞に特異的に Cre 酵素を発現するトランスジェ

ニックマウスであり、肝臓特異的な遺伝子発現制御の

研究に利用される。 
Sox2-Cre トランスジェニックマウス 
胚盤葉上層（epiblast）および卵子に特異的に Cre酵素
を発現するトランスジェニックマウスであり、初期発

生過程の解析や遺伝子操作に用いられる。 
 
 
・オルガノイドの培養上清中に含まれるエクソソー

ム RNA をバイオマーカーに用いた代替法の検討 
 
CD9-EGFP KI マウス（flox マウス）と Alb-Cre トラン

スジェニックマウスを交配して作成した flox/Alb-Cre 
マウスの肝臓を採取する。これらをハサミにて 1mm
角に刻み、PBS にて洗浄後に collagenase処理を行う。

その後に 40 μm セルストレーナーを通し、酵素的お

よび物理的に組織を破砕した後、MBOC (Matrigel 
Bilayer Organoid Culture) 法を用いて細胞をマトリゲ

ルに包埋し、至適培地を添加し培養することでオルガ

ノイドを樹立する。 
 
樹立に成功した肝臓オルガノイドを超解像度共焦点

顕微鏡で観察することで、エクソソームの可視化を行

う。 
 
 
 
（倫理面の配慮） 
 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。 
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Ｃ．研究結果 

●次世代型毒性試験の in vitro モデル開発（研究

分担者：成瀬、落谷、研究代表者：小野） 

 

将来的な動物実験によらない安全性評価法の確立

が多方面より求められており、生殖発生毒性評価法の

開発と並行して、我々が既に単離した肝障害のバイオ

マーカーとなるエクソソーム RNA が、肝臓オルガノ

イドの培養上清中のエクソソームでも同様に検出さ

れるものなのかを検討するために行なっている。 
 
in vivo の特性を高度に保存した in vitroモデルとさ

れるオルガノイド 3D培養法の培養上清中に細胞より

分泌されるエクソソームを毒性指標として利用可能

かを検討し、動物実験によらない次世代型代替法の評

価を行う。 
 
本研究では、成熟した hepatocyte に分化した細胞

でのみ CD9-EGFP陽性となる系なので、オルガノイ

ド研究の最大懸案である臓器を反映したオルガノイ

ドの分化条件を、EGFP陽性細胞を指標とすることで

最適化することが可能な優れたアッセイ系を確立で

きると考えている。                                                                                                                                 
 
今年度は、CD9-EGFP Kock-in (KI) マウス (flox) マウ

ス（♂）と肝臓特異的に Cre を発現する Alb Cre トラ

ンスジェニックマウスを交配することで、肝臓特異的

にヒト CD9-EGFP を分泌するマウスを作製し、その

肝臓よりオルガノイドの樹立を行なった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図：肝臓特異的にヒトCD9-EGFP を発現する flox/Alb Cre
マウスの臓器を蛍光観察すると、一例として、脳ではEGFPが
陰性であるが、肝臓では、EGFPの発現が誘導されている。 
 

 

その結果、下図の通り、EGFP陽性の肝臓オルガノイ

ドの樹立に成功した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図：肝臓特異的にヒトCD9-EGFP を発現する flox/Alb Cre
マウスの肝臓より樹立したオルガノイドは、蛍光観察すると、
EGFP陽性になっている。 
 

さらに、超解像度共焦点顕微鏡を利用して flox/Alb 
Cre肝臓オルガノイドを観察したところ、下図の通り、

肝臓オルガノイドの全体で EGFP 陽性になっている

わけではなく、一部の細胞は EGFP陰性になっている

ことがわかった。これは、肝臓のオルガノイドは、

hepatic stem cell が未分化な状態で細胞増殖し、それら

が分化して hepatocyte になることで、初めてアルブミ

ンを分泌するようになり、それにより、Alb Cre の発

現が誘導されることで、Cre-loxPシステムが働きヒト

CD9-EGFP の発現が誘導されるようになるからであ

る。 
 
また、超解像度共焦点顕微鏡像からは、EGFP陽性細

胞から、単一エクソソームが多数分泌されている様子

が下図の通りに検出できている。 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
図：肝臓特異的にヒトCD9-EGFP を発現する flox/Alb Cre
マウスの肝臓より樹立したオルガノイドを超解像度共焦点顕
微鏡で観察すると、オルガノイドがhepatocyte に分化した細
胞でのみ EGFP 陽性になっている様子が検出され、また、そ
れらの陽性細胞からは、エクソソームの粒子が分泌される様子
が観察されている。 



 

 51 

ここで、flox/Alb Cre 肝臓オルガノイドから、培養液

中にエクソソームが多数分泌されていることが検出

できたので、培養液中に分泌されたエクソソームのシ

ングルエクソソーム解析を行うことで、培養液中に存

在するエクソソームのうち、どれくらいが EGFP陽性

細胞より分泌されているのかを検出することとした。 
 
シングルエクソソーム解析には、Exoview imager を利

用することとした。Exoview は、下図にある様に、チ

ップ上にプリントされた抗テトラスパニン抗体によ

り、エクソソームを捕捉し、その捕捉されたエクソソ

ームを他のエクソソームタンパクに対する最大３種

類の蛍光抗体によりシングルエクソソーム解析を可

能にする。本研究においては、ヒト CD9 抗体、マウ

ス CD63抗体、マウス CD81抗体を用いて解析を行う

ことにより、エクソソーム上に存在するヒト CD9-
EGFP をシングルエクソソーム単位で検出し、カウン

トすることが可能になる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：Exoviewの概略。ExoViewは、チップ上にプリントされ
た抗体上に単一のエクソソームを捕捉し、蛍光抗体を用いるこ
とでエクソソームの表面タンパク質をカウントおよび識別す
る こ と が 可 能 に な る 。  ( 図 引 用 ：
https://www.ptglab.co.jp/news/blog/new-ways-to-
study-the-elusive-exosome/） 
 
 

flox/Alb Cre培養上清     WT/Alb Cre培養上清 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図：Exoviewを利用した flox/Alb Cre肝臓オルガノイド（左）
およびWT/Alb Cre肝臓オルガノイド（右）の培養上清のシン
グルエクソソーム解析。エクソソームを検出するための蛍光抗
体には、マウス CD63（赤点）、マウス CD81（青点）、ヒト CD9
（緑点）抗体を用いており、ヒト CD9 抗体では、ヒト CD9-

EGFP陽性エクソソームのみを検出している。 
 

シングルエクソソーム解析の結果、flox/Alb Cre 肝臓

オルガノイドの培養上清でのみ、ヒト CD9 陽性エク

ソソームが検出された。このことから、我々の作製し

たシングルエクソソーム解析系が機能していること

を示すことができた。 
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Ｄ．考察と結論 

考察 

 

本研究は、動物実験に依存しない次世代型毒性評価

法の確立を目指し、肝オルガノイドを用いた in 

vitro モデルの開発を行ったものである。特に、肝障

害時に放出されることが知られているエクソソーム

RNA バイオマーカーが、肝オルガノイドの分泌する

エクソソームにも反映されるかどうかを検証する点

に特徴がある。 

 

CD9-EGFP KIマウスと Alb-Creマウスを交配するこ

とで、肝臓特異的に EGFP標識されたエクソソームを

分泌するオルガノイドを樹立し、EGFP発現が分化し

た hepatocyte に限定されるという特性を活かして、

オルガノイドの成熟度を可視化・定量化できるアッ

セイ系を構築した。さらに、超解像度共焦点顕微鏡

および Exoview によるシングルエクソソーム解析を

組み合わせることで、EGFP陽性細胞に由来するエク

ソソームの可視化および定量が可能であることを示

した。 

 

この成果により、分化の指標を内在的に持つオルガ

ノイドモデルが確立され、細胞の分化段階とエクソ

ソーム分泌の関係性の検討や、毒性による分泌変化

の評価に応用できる可能性が見出された。 

 

 

結論 
 
本研究により、肝臓特異的に CD9-EGFP を発現す

るマウス由来の肝オルガノイドを用いて、成熟した

hepatocyte に由来するエクソソームを選択的に検

出・解析できるアッセイ系を確立した。このシステ

ムを用いることで、毒性物質曝露に対するエクソソ

ーム応答の評価が動物実験を用いずに可能となるだ

けでなく、オルガノイド分化の最適化にも寄与す

る。以上より、本モデルは将来的な動物実験代替法

として有望な in vitro 毒性評価プラットフォームと

なることが期待される。  
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