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分担研究報告書 

 

分担研究課題 「ヒト胎盤オルガノイド作製とメタボローム解析」 

 

研究分担者 西田 欣広 

 （大分大学医学部産科婦人科学講座） 

 研究要旨 

 発達神経毒性(DNT)は、発生期(胎生期)あるいは生後発達期の神経系に対する化学物質に

よる有害作用と説明される。この評価に向けた、より迅速、低コストで省動物に資する新規

評価手法の開発が急務となっている。しかしながら、神経系の発生・発達は極めて複雑な現

象であり、ヒトの発達神経毒性の定義ですら専門家間で認識が異なるのが現状である。また、

有害発現経路(AOP)に立脚した DNT の in vitro 試験法の開発が精力的になされているが、

詳細な AOP の積上げ・組み合わせのみで複雑な DNT に係る試験法の開発や実体の解明が進

むとは考えにくい。 

ここではその中で分担研究「胎盤オルガノイドによる毒性評価系の開発」について要旨を

述べる。ヒト流産は妊婦の 7-10 人に 1 人の割合で起こり、その 90％は妊娠 12 週までの早

期流産といわれている。その原因もほとんどが胎児の染色体異常とされている（産婦人科学

会 HP）。しかしながら胎盤の形成に関しては長い間、三次元胎盤モデルがなかったため、胎

盤異常と流産の関係についての言及はほとんどなかった。これまで胎盤の形成異常の研究

はその後の妊娠高血圧症候群や癒着胎盤との関係に多くの分子が関与しているとする報告

がほとんどである。しかしながら、このような現象は結果であり、本来、胎盤の形成期から

影響を受けているのではないかとの仮説が本研究を進める背景になった。そこで細胞レベ

ルから組織レベルの間の生体組織を模倣できる胎盤モデルとしてミニ胎盤（絨毛オルガノ

イド）の作成を行う構想に至り、２年前から先行研究としてミニ胎盤の樹立のため、培養条

件を試行錯誤している。 

今回、我々のグループでは三次元培養法開発の責任者である Hans Clevers教授（オラン

ダ）直伝の手法を応用し、ヒトおよびマウス由来のミニ胎盤を樹立に成功した。このミニ胎

盤を用いた生殖毒性評価を行う研究は我々の検索する限り、国内外においてほとんど報告

例がない領域である。我々が独自に樹立したミニ胎盤を用いて初期オルガノイド組織より

網羅的に代謝産物のメタボローム解析を行い、マーカー毒物（サリドマイド）添加環境下で

の代謝変動の解析を計画した。ミニ胎盤樹立からメタボローム解析によりこれまで細胞レ

ベルでしか分からなかった未知な胎盤毒性評価系の開発を目指している。本研究により、迅

速で低コスト、省動物に資する新規 in vitro DNT評価手法（動物実験代替法）の開発の補

完につながることが期待される。我々のヒト胎盤オルガノイド評価系により、化学物質の in 

vitro代謝プロファイルが明らかとなることから、胎盤代謝物を加味した評価ができること

が期待され、試験系の予測精度ひいてはヒトへの外挿性の向上が期待できる。 
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A. 研究目的 

(背景) 2010年ころより“ミニ臓器”と

呼ばれるオルガノイド研究が注目される

ようになった。生体内組織や臓器にきわめ

て似ている３D 培養システムは分化した組

織の複雑な空間的パターンを再現でき、生

理学的機能の解析に有用である。これまで

様々な組織からオルガノイドが樹立され

研究が進んでいる。 

我々の生殖領域で扱う胎盤は胎児と母

親の子宮に接続する臓器で妊娠時に形成

される。妊娠初期に胎児が死亡する原因は

ほとんど解明されておらず、胎盤に起因す

るケースも多々あると想像されているが

適切なモデルがこれまで存在しなかった。

ヒトのミニ胎盤の作成は最も遅れていた

が、2018年末にようやく英ケンブリッジ大

学の研究チームがその作成に成功した

(Turco MY, et.al. Nature. 2018)。その

後、我々の研究チームも約 2年の先行研究

でヒトおよびマウス由来の胎盤の絨毛幹

細胞よりミニ胎盤の作成を行っている。本

分担研究では子宮内胎児の成長のため、あ

らゆる機能をもつ初期胎盤の包括的メタ

ボローム解析を主軸にした毒物代謝機能

の解明を特に種差を通して明らかにする

ことを目指す。 

(目的) 今回の研究課題では、三次元培

養法開発の責任者である Hans Clevers 教

授（オランダ）直伝の手法を応用し、ヒト

およびマウス由来の胎盤より安定したオ

ルガノイド胎盤（以下、ミニ胎盤）を樹立

する。このミニ胎盤を用いた病態解析を行

う研究は我々の検索する限り、国内外にお

いてほとんど報告例がない領域である。さ

らに我々が独自に樹立したミニ胎盤を用

いて初期オルガノイド組織より網羅的に

マーカー毒物（サリドマイド）を用いて代

謝産物のメタボローム解析を行う。 

メタボローム解析自体も我々はその微

量解析法ですでに特許を有しており、他の

研究者より一歩進んだ研究環境にある。ミ

ニ胎盤樹立からメタボローム解析により

これまで細胞レベルでしか分からなかっ

た未知なる胎盤機能への新たな挑戦への

扉を開けるであろう。 

本研究ではマウスとヒトの種差の違い

による初期絨毛での薬物毒性代謝を比較

することでよりヒトに外挿できる試験系

の予測精度の強化を補完することを目的

とする。 

 

（倫理面への配慮） 

 動物実験の計画及び実施に際しては、科

学的及び動物愛護的配慮を十分行い、所属

の研究機関が定める動物実験に関する規

定、指針を遵守した。 

A-1: 大分大学倫理委員会承認 2022 年 12

月 12日 （承認番号 2432） 

A-2: 大分大学動物実験委員会承認 2023

年 5月 19日（承認番号 232901） 

 

 

B. 研究方法と結果 

B−１: ヒトの胎盤オルガノイド作製 (in 

vitro / organoid)： 

 ヒト胎盤オルガノイド作製：令和 5年

度は予定通り、人工妊娠中絶もしくは出

産した妊婦の胎盤（絨毛）組織を、患者

の同意を得て採取し、英ケンブリッジ大

学グループの方法(Sheridan MA, et al. 

Nature Protocols. 2020)を基本手技にし

て独自の手法を加え胎盤オルガノイドを

作製する。それぞれの胎盤組織マーカー

による免疫染色により胎盤オルガノイド

が形成されていることを確認した。 

B−2: マウスの胎盤オルガノイド作製 

(in vitro / organoid)： 

マウス胎盤オルガノイド作製：また令
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和5年度は妊娠マウス(ICRマウス,E10.5)

より胎盤を採取し、ヒトと同様に胎盤オ

ルガノイドを作成する。マウス胎盤は絨

毛膜と脱落膜が混在したラビリンス構造

でその分離は困難である。われわれの作

成した胎盤オルガノイド構造も絨毛膜と

脱落膜（プロラクチン陽性）が一部混在

したオルガノイドとなって作成された。 

B−3: 樹立オルガノイドに対するマーカ

ー薬物（サリドマイド）添加による培養

液メタボローム解析 (metabolome   

analysis)： 

モデル物質として、サリドマイド

（thalidomide 分子量：258.23、CAS No.: 

50-35-1、純度98％以上、ロット番号: 

0485409-26、富士フイルム和光純薬

(株)[製造元 : Cayman Chemical Co.]）を

使用した。 

これまで独自に樹立したそれぞれのオル

ガノイド（1万個≒1drop matrigel）にモ

デル薬物としてサリドマイド(0-200μM)

を時間依存性(0-48hr)に作用させたサンプ

リングが終了している。現在GC-MS用の

試料を作成し、GC-MS/MS（QT8040, 

SHIMADZU）によるサンプル解析および

LabSolutions Insight Biologicsおよび

SIMCA (SHIMADZU)ソフトによる多変

量メタボローム解析(OPLS-DA法)を行っ

ている。まず種差による薬物の生殖毒性

評価を代謝産物の相違から網羅的に検討

する。われわれの使用しているGS-

MS/MS解析装置では約460種の一次代謝

産物を網羅的に検出可能で、今回の検討

で胎盤オルガノイドから検出される一次

代謝産物は約250種が検出感度以上であっ

た。現時点でのパイロット研究でのメタ

ボローム解析の結果、サリドマイド負荷

によりマウス胎盤オルガノイドからのみ

検出される一次代謝産物は33種でヒト胎

盤オルガノイドからのみ検出される一次

代謝産物は13種が確認された。このよう

にすでに組織から産生される一次代謝産

物から検討することで種差に与える影響

の新知見が得られており今後、詳細に解

析を行っていく。 

B−4: 樹立オルガノイドに対するマーカ

ー薬物（サリドマイド）添加によるDN

A二重鎖切断活性の解析 (DNA double-

strand breaks analysis)： 

一方、細胞障害毒性の評価としてサリ

ドマイド添加によるDNA二重鎖切断活

性をわれわれの開発したパルスフィール

ド電気泳動法により解析を行い、再現性

の確認作業を継続中である。 

B-5: LC-MSによる培養上清中のサリド

マイドおよびその代謝産物5- or 5’-hydr

oxythalidomideの測定 

 添 加 24 時 間 後 の 培 養 上 清 中 の

thalidomideは95％以上が代謝されており、

我々の確立したミニ胎盤は十分な薬物分解

酵素活性を維持していることが判明してい

る。現在さらに種差においてその代謝活性

の相違について検討している。 

 

 

C．考察と結論 

 令和５年度はヒトとマウスよりそれぞ

れ胎盤オルガノイドを樹立することに成

功し、当初の予定を完遂できたと考えてい

る。先行論文に比較して効率的にかつ簡易

にヒト胎盤を樹立することができた。再現

性・継代も半年にわたって 10 回以上継代

を安定的に管理することが可能となった。

また、マウスにおいても同様にマウス専用

のサプリメントを調整し、マウス胎盤オル

ガノイド用組織（ラビリンス構造）の構築

を樹立した。特にマウス胎盤オルガノド樹

立は現在までに報告例もなくわれわれの

樹立が世界でいち早く行われているもの
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推定される。今後はさらにオルガノイド組

織の精度を高めるとともに、省動物に資す

る発達神経毒性の新規評価手法の開発の

ためモデル薬物を使い、一次代謝産物評価

と種差の観点から研究を深めていきたい。 
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