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研究要旨 
 科学技術の進展に伴い年々増加する新規化学物質の安全性確保は極めて重要な課題であり、それらの生体

影響の評価には、毒性機序の解明が必須とされるが、特に、生殖発生毒性学の分野は他の毒性分野よりもメカ

ニズム解析が遅れている。評価方法が経験値に依存する由縁でもある。 

 

我々は、これまでに、細胞間情報伝達の１つとして細胞から分泌される小胞であるエクソソーム中に含まれ

る RNA を指標とした迅速かつ高感度な次世代型毒性試験法の開発を、厚労科研・化学物質リスク事業（H30-
R2 年度）において行い、成獣雄マウスに対して、血液１滴から全身の病理組織学的診断を検出しうる高感度

な系の確立に成功している (Ono R. et al., Toxicology Reports 2020)。 
 
本研究においては、エクソソーム RNA を腹単位の毒性指標とする次世代型催奇形性評価法の開発を行うこと

で、これまでの経験重視に依存していた催奇形性の評価をメカニズムに基づいた安全性評価にステップアッ

プし、リスク評価時に常に一定の判断基準による評価が可能となることで、催奇形性作用を持つ化合物の迅

速化、高感度化した評価が期待される。 

 

特に、胎児の正常な発生に必須なマイクロ RNA の存在が明らかになり、さらに、マイクロ RNA が催奇形性に

寄与している報告もされていることから、本研究により、催奇形性に寄与するエクソソーム中のマイクロ RNA

を明らかにすることは、催奇形性のメカニズムの解明に大きく貢献する。 

 

また、エクソソーム RNA を毒性指標とする評価法を催奇形性評価だけでなく、オルガノイド 3D 培養法を利

用した代替法への応用も視野に入れた本研究は、生殖発生毒性評価、エクソソーム RNA といった新たなバイ

オマーカー評価およびオルガノイド３D培養による in vitro評価を融合させた計画となっている。 

 

３年計画の初年度にあたる R3 年度の本分担研究においては、マウスの正常な発生・発達段階に特異的に誘

導されるエクソソーム RNA の同定、雌雄に特異的なエクソソーム RNA の同定、妊娠の有無に特異的なエク

ソソーム RNA の同定に成功した。また、遺伝子改変動物をモデル動物として利用することにより、自己免疫

疾患における炎症反応に特異的なエクソソーム RNA の同定に成功した。 
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令和３年度研究（３年計画の１年目）は、計画通りに進捗している。 

 

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は、

莫大な費用、時間や労力以外に、観察者の経験に依

存する部分や、得られる判定基準が必ずしも施設間

で一定とは言えない部分がある。 
 
その内の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、形態変化を異常か変異に分類し、その発現率

から催奇形性を判断する事は困難な場合がある。 
 
近年、細胞間情報伝達の１つとして、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（血液、髄液など）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、エクソソーム RNA を指標とした迅速かつ

高感度な次世代型毒性試験法の開発を、厚労科研・

化学物質リスク事業（H30-R2 年度）において行い、

成獣雄マウスに対して、血液１滴から全身の病理組

織学的診断を検出しうる高感度な系の確立に成功し

ている (Ono R. et al., Toxicology Reports 2020)。 
 
本研究は、これまでの実績、経験を活かし、エクソ

ソーム RNA を指標にした次世代型の催奇形性評価

法の確立と催奇形性の発現メカニズムの解明を目的

とする。 
 
エクソソーム中に多く内包されることが知られるマ

イクロ RNA が催奇形性に寄与している報告もある

ことから、本研究の特徴は、エクソソーム RNA を指

標することで、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催奇形性評価法を開発

すると同時に、生殖発生毒性のメカニズムの解明に

も繋がることである。 

 

また、エクソソーム RNA を毒性指標とした動物実験

に依存しないオルガノイド 3D 培養法を利用した次

世代型代替法の開発も視野に入れている。オルガノ

イドは、臓器を構成する能力を持った未分化な組織

幹・前駆細胞が、3D培養環境の中で、形態形成過程

の特徴を模倣してミニ臓器が形成されるものであり、

発生期の模倣モデルとして、化学物質や薬物による

毒性影響の評価にも適用できると考えられる。本研

究計画においては、まずは、オルガノイド由来のエ

クソソームにおいても毒性評価が可能かを明らかに

することを目的としている。動物福祉（3Rs）の観点

による代替法への応用を考慮した取組の一環である。

具体的には、オルガノイドの培養上清中のエクソソ

ームが in vivo のエクソソームと同様に毒性バイオ

マーカーとなりうるのかの検証を行う。 

 

 

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。 
 
● エクソソーム RNA を腹単位の毒性指標とする次

世代型催奇形性評価法を開発するために、妊娠マウ

スに既知の催奇形性化合物を経口投与し、胎児に発

現する形態変化から毒性指標となるエクソソーム

RNA の同定を次世代シーケンス解析により行う。 
 
● 本研究で同定された催奇形性のバイオマーカー

となるエクソソーム RNA のノックアウトマウスお

よび過剰発現マウスを作製することで、催奇形性の

発現メカニズムを解明する。 
 
● 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

法の開発を行う。 
 
 
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、本研究にお
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いて得られる発生ステージに特異的なマイクロ RNA 
の変異マウスの作製、および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。 
 
 
・発生ステージに特異的なエクソソーム RNA の同定 
国立医薬品食品衛生研究所・動物室において 

C57BL6/J ♂および♀ （８週齢、12週齢、２４ヶ月

齢など）および、発生毒性を検出するために重要な

ポイントである (1)妊娠初期（着床直後、妊娠 9日）、

(2)妊娠中期（口蓋閉鎖時、妊娠 15日）、(3)妊娠末期
（帝王切開時、妊娠 18日）(4)非妊娠の母体血および

羊水中のエクソソーム RNA の網羅的遺伝子発現プ

ロファイルを次世代シーケンスにより決定する。 
 
マウス血液を採取後、室温で３０分間静置し、氷上

に移す。全てのサンプルの準備が整い次第、2000 x G, 
10 分遠心分離を行う。遠心分離後は、上層の血清成

分を新しいチューブに移し、総容量を測定後に -80 
度で保存を行う。 
 
・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スクリーン法により、単離され

たエクソソームの大きさと分布、数のカウントを行い、

エクソソーム単離効率の評価を行う。 
 
 

・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。 
 
 
 

 

 
（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 

 
・発生ステージに特異的なエクソソーム RNA の同定

（小野、落谷） 
 
催奇形性のバイオマーカーとなりうるエクソソー

ム RNA を単離するにあたり、背景データとして、発

生ステージおよび性別に特異的なエクソソーム

RNA の同定を試みた。最初に、C57BL6/J ♂および♀ 
（８週齢、12週齢、２４ヶ月齢など）および、発生

毒性を検出するために重要なポイントである (1)妊
娠初期（着床直後、妊娠 9日）、(2)妊娠中期（口蓋閉

鎖時、妊娠 15日）、(3)妊娠末期（帝王切開時、妊娠

18日）(4)非妊娠の母体血の採取を行った。 
 
現在までに、C57BL6/J ♂（８週齢、12週齢、２４

ヶ月齢）の血清より収集したエクソソーム中の small 
RNA の網羅的遺伝子発現プロファイルを次世代シ

ーケンスにより決定した。 
 
尚、2003 年に創設された世界的な遺伝子発現解析

プロジェクトである ENCODE (ENCyclopedia of DNA 
Elements) において、次世代シーケンスによる遺伝子

発現解析方法についてガイドライン  (ENCODE 
Guidelines and Best Practices for RNA-Seq) が示されて

いる。ガイドラインでは、次世代シーケンスによる

遺伝子発現解析は、解析精度および再現性が高いた

めにテクニカルレプリケート（同一検体による再現

性／測定誤差の検討）は行わず、解析個体数を増や

すこと（生物学的レプリケート）が推奨されている。 

本研究においても、このガイドラインに従い、各群

n=3～5、個体毎に単回測定としている。 
 
８週齢、２４ヶ月齢を比較し、有意差 P<0.05 かつ、

read 数が１００以上のものをスクリーニングする

ことで、総計６３個の発達特異的なエクソソーム

RNA の単離に成功した。 
 
下図にあるように、Csn1a1 (casein kinase 1, alpha 1) 遺
伝子中の small RNA は、老齢（２４ヶ月齢）に特異

的な発現を示した。一方、Krt18 (keratin 18) 遺伝子中

の small RNA は、年齢に依存して発現が上昇してい

る。これらの small RNA は、発現量が非常に高く、

老齢バイオマーカーとしての利用が期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: ８週齢（左）、１２週齢（中央）、２４ヶ月齢（右）マウ
スの血液中のエクソソーム RNA の遺伝子発現量の比較（Y
軸：read数）：Csn1a1 (casein kinase 1, alpha 1) 遺伝子
中に存在する新規 small RNA。グラフは、個体ごとのデータ
を示しており、１つの棒グラフが１個体を表している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: ８週齢（左）、１２週齢（中央）、２４ヶ月齢（右）マウ
スの血液中のエクソソーム RNA の遺伝子発現量の比較（Y
軸：read数）：Krt18 (keratin 18) 遺伝子中に存在する新規 
small RNA 
 
また、Myo1d (myosin ID) 遺伝子および  Syne1 
(spectrin repeat containing, nuclear envelope 1) 遺伝子

中に存在するエクソソーム RNA は、若齢期に特異

的な遺伝子発現を示す。遺伝子発現量も非常に高い

ことから、若齢期特異的なバイオマーカーとしての

利用が期待できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

本研究計画 ② 発生ステージ特異的バイオマーカーの単離

８週齢、１２週齢、老齢（２年）マウスの血液中のエクソソームRNAを比較解析。

C57BL/6J 8weeks（♂） C57BL/6J 12weeks（♂） C57BL/6J 24months（♂）

老齢バイオマーカー候補の単離に成功

本研究計画 ② 発生ステージ特異的バイオマーカーの単離

８週齢、１２週齢、老齢（２年）マウスの血液中のエクソソームRNAを比較解析。

C57BL/6J 8weeks（♂） C57BL/6J 12weeks（♂） C57BL/6J 24months（♂）

老齢バイオマーカー候補の単離に成功

本研究計画 ② 発生ステージ特異的バイオマーカーの単離

８週齢、１２週齢、老齢（２年）マウスの血液中のエクソソームRNAを比較解析。

C57BL/6J 8weeks（♂） C57BL/6J 12weeks（♂） C57BL/6J 24months（♂）

若齢バイオマーカー候補の単離に成功
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図: ８週齢（左）、１２週齢（中央）、２４ヶ月齢（右）マウ
スの血液中のエクソソーム RNA の遺伝子発現量の比較（Y
軸：read数）：Myo1d (myosin ID) 遺伝子中に存在する新規 
small RNA。グラフは、個体ごとのデータを示しており、１つ
の棒グラフが１個体を表している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: ８週齢（左）、１２週齢（中央）、２４ヶ月齢（右）マウ
スの血液中のエクソソーム RNA の遺伝子発現量の比較（Y
軸：read数）：Syne1 (spectrin repeat containing, nuclear 
envelope 1) 遺伝子中に存在する新規 small RNA。グラフは、
個体ごとのデータを示しており、１つの棒グラフが１個体を
表している。 
 
 
・性別に特異的なエクソソーム RNA の同定（小野、

落谷） 
 
発生・発達ステージに特異的なエクソソーム RNA
の同定に成功したことから、次に、性別に特異的な

エクソソーム RNA の同定を行った。非妊娠♀および

妊娠♀と８週齢♂マウス間におけるエクソソーム 
RNA の網羅的遺伝子発現解析結果を比較すること

により性別特異的発現を示す遺伝子群のスクリーニ

ングを行った。 
以下に、雄に特異的な遺伝子発現を示すエクソソーム

RNA のうち、一例として、Emr1 (EGF-like module-
containing mucin-like hormone receptor-like 1) 遺伝子、

Drap2 遺伝子中に存在する新規 small RNA の遺伝子

発現解析プロファイルの結果を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図: 非妊娠雌（左）、妊娠15.5日目雌（中央）、８週齢雄（右）
マウスの血液中のエクソソーム RNA の遺伝子発現量の比
較（Y軸：read数）：Emr1 (EGF-like module-containing 
mucin-like hormone receptor-like 1) 遺伝子中に存在する
新規 small RNA。グラフは、個体ごとのデータを示しており、
１つの棒グラフが１個体を表している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: 非妊娠雌（左）、妊娠15.5日目雌（中央）、８週齢雄（右）
マウスの血液中のエクソソーム RNA の遺伝子発現量の比
較（Y軸：read数）：Dpf3 (D4, zinc and double PHD fingers, 
family 3) 遺伝子中に存在する新規 small RNA。グラフは、
個体ごとのデータを示しており、１つの棒グラフが１個体を
表している。 
 
 
次に、雌（妊娠中および非妊娠状態）において特異的

に発現するエクソソーム RNA の同定を行った。単離

された雌に特異的に発現しているエクソソーム中の

small RNA の中で代表的なものを２個に関して、その

詳細を以下に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: 非妊娠雌（左）、妊娠15.5日目雌（中央）、８週齢雄（右）
マウスの血液中のエクソソーム RNA の遺伝子発現量の比
較（Y軸：read数）：Dpf3 (D4, zinc and double PHD fingers, 
family 3) 遺伝子中に存在する新規 small RNA。グラフは、
個体ごとのデータを示しており、１つの棒グラフが１個体を
表している。 
 
 
 
 

８週齢、１２週齢、老齢（２年）マウスの血液中のエクソソームRNAを比較解析。

本研究計画 ② 発生ステージ特異的バイオマーカーの単離

C57BL/6J 8weeks（♂） C57BL/6J 12weeks（♂） C57BL/6J 24months（♂）

若齢バイオマーカー候補の単離に成功

雌雄、および妊娠・非妊娠動物におけるエクソソームRNAを比較解析。

本研究計画 ② 発生ステージ特異的バイオマーカーの単離

non-pregnant Pregnant (15.5dpc) C57BL/6J 8weeks（♂）

性特異的バイオマーカー候補の単離に成功

本研究計画 ② 発生ステージ特異的バイオマーカーの単離

雌雄、および妊娠・非妊娠動物におけるエクソソームRNAを比較解析。

non-pregnant Pregnant (15.5dpc) C57BL/6J 8weeks（♂）

性特異的バイオマーカー候補の単離に成功

本研究計画 ② 発生ステージ特異的バイオマーカーの単離

雌雄、および妊娠・非妊娠動物におけるエクソソームRNAを比較解析。

non-pregnant Pregnant (15.5dpc) C57BL/6J 8weeks（♂）

性特異的バイオマーカー候補の単離に成功
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図: 非妊娠雌（左）、妊娠15.5日目雌（中央）、８週齢雄（右）
マウスの血液中のエクソソーム RNA の遺伝子発現量の比
較（Y軸：read数）：NR_105029 遺伝子中に存在する新規 
small RNA。グラフは、個体ごとのデータを示しており、１つ
の棒グラフが１個体を表している。 
 
 
次に、雄および非妊娠状態の雌においては、遺伝子
発現がないが、妊娠により、遺伝異子が誘導される
エクソソーム中の新規 small RNA のスクリーニン
グを行い、妊娠に特異的なバイオマーカーの単離に
成功した。 
 

これらの中で代表的なものを２個に関して、その詳細

を以下に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: 非妊娠雌（左）、妊娠15.5日目雌（中央）、８週齢雄（右）
マウスの血液中のエクソソーム RNA の遺伝子発現量の比
較（Y軸：read数）：UHRF1 (ICBP90) binding protein 1-
like 遺伝子中に存在する新規 small RNA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図: 非妊娠雌（左）、妊娠15.5日目雌（中央）、８週齢雄（右）
マウスの血液中のエクソソーム RNA の遺伝子発現量の比
較（Y軸：read数）：8番染色体に位置する新規 small RNA。
グラフは、個体ごとのデータを示しており、１つの棒グラフが
１個体を表している。 
 
 
 

・炎症に特異的なエクソソーム RNA の同定（小野、

落谷） 
 
現在までに、エクソソーム RNA を発がんバイオマ
ーカーの指標として利用した早期がん診断が行われ、
さらに、我々は、化学物質投与による肝毒性評価の
指標として、エクソソーム RNA を利用可能なこと
を証明してきた。本研究においては、催奇形性のバ
イオマーカーとなりうるエクソソーム RNA の同定
を目的としているが、成体における骨格異常や、発
達障害などの各種障害のバイオマーカーとしても利
用可能と考えられる。 
そこで、様々な表現型を持つ遺伝子変異を、発達障
害などのモデルとして利用することとした。最初に、
自己免疫疾患マウスモデルとして知られる Irf2 欠
損マウスに特異的なエクソソーム RNA が存在する
のかの解析を行った。 
 
 
 
・炎症反応に特異的なエクソソーム RNA の網羅的
スクリーニング（小野、落谷） 
 
血液生化学に利用した血清の残りを利用して、超遠
心ペレットダウン法にてエクソソームの抽出を行い、
そこからエクソソーム RNA を精製後に、エクソソ
ームRNAの次世代シーケンサーを利用した網羅的遺
伝子発現解析を行った。 
 
令和３年度においては、野生型においては発現がな
いが、Irf2 KO マウスのみで発現が誘導されているエ
クソソーム RNA の単離のみを行った。 
 
マッピングされた次世代シーケンサーRead 数が10
以上のものでは、103 個の small RNA が同定された。
そのうち、発現量の多い上位１０個について詳細な
解析を行った。 
 
現在、既知の  miRNA のデータベースである 
miRbaseに報告されている既知のmiRNAは、マウス
において、1234 個であった。今回、Irf2 KO マウス
にて発現誘導のあった  small RNA 上位１０個を 
RNA の二次元構造予測ツール (RNAfold) を用いて、
ヘアピン構造をとり、miRNA としてプロセスされ
うるかの検証を行った。このうちの一つは、既知の
miRNA である miRNA206 であった。 
 
これらの small RNA は全て、既知の遺伝子である
Abtb2 (ankyrin repeat and BTB (POZ) domain containing 
2)、Col4a2 (collagen, type IV, alpha 2)、Linc-md1 (long 
intergenic non-protein coding RNA of muscle 
differentiation 1)、および  Rabgap1l (RAB GTPase 
activating protein 1-like) のイントロん中、もしくはエ

本研究計画 ② 発生ステージ特異的バイオマーカーの単離

雌雄、および妊娠・非妊娠動物におけるエクソソームRNAを比較解析。

non-pregnant Pregnant (15.5dpc) C57BL/6J 8weeks（♂）

性特異的バイオマーカー候補の単離に成功

本研究計画 ② 発生ステージ特異的バイオマーカーの単離

雌雄、および妊娠・非妊娠動物におけるエクソソームRNAを比較解析。

non-pregnant Pregnant (15.5dpc) C57BL/6J 8weeks（♂）

妊娠特異的バイオマーカー候補の単離に成功

本研究計画 ② 発生ステージ特異的バイオマーカーの単離

雌雄、および妊娠・非妊娠動物におけるエクソソームRNAを比較解析。

non-pregnant Pregnant (15.5dpc) C57BL/6J 8weeks（♂）

妊娠特異的バイオマーカー候補の単離に成功
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クソン中にマップされた small RNA である。二次元
構造予測の結果を、下記に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 : Abtb2 (ankyrin repeat and BTB (POZ) domain 
containing 2) 遺伝子中に存在する新規 small RNA の２次
元構造予測 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
図: Col4a2 (collagen, type IV, alpha 2) 遺伝子中に存在す
る新規 small RNA の２次元構造予測 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: Linc-md1 (long intergenic non-protein coding RNA 
of muscle differentiation 1) 遺伝子中に存在するMir206 
の２次元構造予測 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: Rabgap1l (RAB GTPase activating protein 1-like) 遺
伝子中に存在する新規 small RNA の２次元構造予測 
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Ｄ．考察 

 
令和３年度においては、催奇形性のバイオマーカー

となりうるエクソソーム RNA を単離するための基

盤的研究を行った。最初に、妊娠動物を利用した次

世代型催奇形性評価法を確立するための動物実験系

の確立を行った。具体的には、種々の妊娠状態にあ

る雌マウスを対象とした、採血方法の検討、血清単

離法の検討、胎児由来の羊水の採取方法の検討、用

水由来のエクソソーム単離方法の検討である。 
我々は、エクソソーム RNA を指標とした迅速かつ

高感度な次世代型毒性試験法の開発を、厚労科研・

化学物質リスク事業（H30-R2 年度）において行い、

成獣雄マウスに対して、血液１滴から全身の病理組

織学的診断を検出しうる高感度な系の確立に成功し

ている (Ono R. et al., Toxicology Reports 2020)。 
 
今回、対象動物が、雌マウスおよび胎児になること

により、雄マウスとは異なる点が数多く確認する必

要があった。 
 特に、母動物の血液に加え、胎児由来の羊水のサ

ンプリングおよび胎児からの血液採取など、検証す

べき点が数多くあった。また、化学物質投与による

催奇形性発現系 (VPA) の検討も行っている。R4 年

度からは、実際に VPA を投与し、催奇形性を発現す

るモデル系を解析の対象とする予定である。 
 
次に、発生・発達段階に特異的なエクソソーム RNA
の単離、雌雄に特異的なエクソソーム RNA の単離、

妊娠に特異的なエクソソーム RNA の単離を行った。 
これまでに、老齢マウスのバイオマーカーとなりう

るエクソソーム RNA の単離、若齢マウスのバイオ

マーカーとなりうるエクソソーム RNA の単離、雄

特異的バイオマーカーとなりうるエクソソーム

RNA の単離、雌特異的バイオマーカーとなりうるエ

クソソーム RNA の単離、妊娠・非妊娠のバイオマ

ーカーとなりうるエクソソーム RNA の単離に成功

している。 
R3 年度においては、若齢（８週齢）、成体（１２週

齢）、老齢（２４ヶ月齢）の雄で比較をしていること

から、R4 年度には、生後３日齢、６ヶ月齢、１２ヶ

月齢などを追加する。また、胎児期（羊水もしくは

血液）におけるエクソソーム RNA の網羅的遺伝子発

現解析も行う。 
 
雌雄に特異的なエクソソーム RNA に関しては、雄

特異的なエクソソーム RNA として、Y 染色体上の 
RNA が数多く単離されるのではないかと推察して

いたが、多くは上染色体上の small RNA であった。

これらは、性分化後に、精巣の発達などの性成熟に

機能している可能性も考えられる。 
 
また、妊娠・非妊娠雌に特異的なエクソソーム RNA 
に関しては、妊娠の維持や、出産に必須な機能を持

つエクソソーム中の small RNA である可能性と、母

動物の体内にいる胎児由来のエクソソーム中の 
small RNA である可能性が考えられ、R4 年度にその

由来について検討をする。 
 
また、R3 年度においては、催奇形性のバイオマー

カーの効率的な探索のために、遺伝子組み換えマウ

スをモデル動物として利用することに取り組んだ。 
哺乳類の免疫には、感染した病原体を特異的に見分

け、それを記憶することで、同じ病原体に出会った

時に効果的に病原体を排除できる仕組みである獲得

免疫の他に、受容体を介して、侵入してきた病原体

や異常になった自己の細胞をいち早く感知し、それ

を排除する仕組みである自然免疫が存在する。自然

免疫は、ウィルス RNA を模倣した核酸アナログで

ある Poly I:C を投与することで、誘導できることが

知られている。ここで、本来、自然免疫を抑制して

いる Irf2 遺伝子の欠損マウスを利用することで、慢

性的に自然免疫が活性化された状態を作り出すこと

ができる。 
 
R3 年度においては、５ヶ月齢の雌動物を利用して

自然免疫に特異的なバイオマーカーの探索を行った。

103 個の Irf2 KO マウスに特異的なエクソソーム 
RNA の単離に成功した。これらは、Irf2 KO マウス

の持つ様々な自己免疫疾患による症状のバイオマー

カーとなっていると考えられる。これらの表現型の

出現する前の若い個体を用いての同様の解析を行う

ことで、ここで単離した特異的なエクソソーム RNA 
が、自己免疫疾患の症状に特異的なのか、Irf2 遺伝

子欠損によるインターフェロン応答遺伝子群 
(ISGs) の活性化に特異的なのかを明らかにできる

と考えている。 
 
R3 年度においては、催奇形性のモデルマウスとし

て利用するための、遺伝子改変マウスの導入および

作製を進めた。胎盤形成により初期胚致死となる

Peg10 KO マウスおよび Mash2 KO マウスを比較す

ることにより、確実に初期胚致死のバイオマーカー

を単離できると考えている。また、Peg10 KO マウス

および Mash2 KO マウスは、初期胚致死になるとい

う点では同じであっても、Peg10 KO マウスでは胎盤

の母体側と接する面に存在する trophoblast giant cell
の数が増えることはないが、Mash2 KO マウスにお

いては、trophoblast giant cell の数が過剰になる表現

型を持つ。よって、Mash2 KO マウスに特異的なも

のがあれば、それは、trophoblast giant cell に由来す

るものである可能性があると考えている。 
 
また、胎児期の形態形成異常だけでなく、胎児期の代
謝異常なども検出できる可能性を考え、遺伝子欠損
により体内の銅代謝異常が起こることが知られる
Atp7b 遺伝子の変異マウスの作製を行った。Atp7b 
欠損による銅代謝異常を胎児期にリキッドバイオプ
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シーにより検出できるようになると、迅速かつ安全
な遺伝病の胎児期スクリーニングにも利用可能だと
考えられる。 
 
また、エクソソーム RNA を毒性指標とした動物実

験に依存しないオルガノイド 3D 培養法を利用した

次世代型代替法の開発も視野に入れており、R3 年
度は、肺、肝臓および大腸のオルガノイドを樹立す

ることに成功した。R4 年度以降に、これらのオルガ

ノイドの培養上清に分泌されるエクソソームが、in 
vivo でのエクソソームを反映しているのかを検証

していく予定である。 
 
 

Ｅ．結論 

 
本研究は、R3 年度の研究計画通りに進捗した。  
R3 年度研究（３年計画の１年目）研究において、

以下の５項目において進捗が見られた。 
 
 
（１）マウスの正常な発生・発達段階に特異的に誘

導されるエクソソーム RNA の同定、雌雄に特異的

なエクソソーム RNA の同定、妊娠の有無に特異的

なエクソソーム RNA の同定に成功した。 

 

発生・発達段階に特異的に誘導されるエクソソーム 
RNA の同定からは、マウスの血液１滴からの老齢バ

イオマーカー、幼若バイオマーカーの単離に成功し

たと言える。催奇形性のバイオマーカー候補になる

と同時に、成体における体内年齢の計測が可能とな

る可能性がある。 

 

雌雄に特異的なエクソソーム RNA の同定からは、

妊娠母動物の血液中のエクソソームを解析する際の、

胎児性別の偏りによる影響を考慮するために必須な

データとなる。 
 
妊娠の有無に特異的なエクソソーム RNA の同定
からは、正常な妊娠のバイオマーカー候補が濃縮さ

れている可能性があり、有力な催奇形性のバイオマ

ーカー候補になる。 
 

 

（２）遺伝子改変動物をモデル動物として利用する

ことにより、自己免疫疾患における炎症反応に特異

的なエクソソーム RNA の同定に成功した。 
 
我々は、エクソソーム RNA を指標として、癌細胞

の存在や、化学物質による細胞障害の検出に成功し

てきたが、単一遺伝子欠損の影響による炎症反応の

バイオマーカーとなりうるエクソソーム RNA の同
定に成功した意義は大きい。様々な条件でバイオマ

ーカーとなりうるエクソソーム RNA の単離に成功

したとしても、それが本当に狙った細胞の障害に由

来するものなのかを証明することは難しかった。そ

こで、同一の表現型を持つ、複数の遺伝子改変動物

を利用して、特異的なエクソソーム RNA を同定し、

比較することにより、バイオマーカーの機能をメカ

ニズムベースで考えることができる。 

 

（３）化学物質投与により催奇形性を発現する動物

実験の条件検討を行った。 

具体的には、C57BL6/J ♂および♀ （８週齢、12週
齢、２４ヶ月齢など）および、発生毒性を検出する

ために重要なポイントである ①妊娠初期（着床直後、

妊娠 9日）、②妊娠中期（口蓋閉鎖時、妊娠 15日）、

③妊娠末期（帝王切開時、妊娠 18日）④非妊娠の母

体血および羊水中からエクソソームを採取する条件

検討を行った。また、VPA を投与し、催奇形性ので

る条件設定の検討も行った。これらの条件検討は、

R4 年度以降の動物実験を行う上で必須事項である。 
 

 

（４）化学物質投与をすることなく、胎児に形態形

成異常を引き起こす遺伝子改変マウスの導入および

作製にも成功した。 

具体的には、（２）で利用した自己免疫疾患の表現

型を持つ Irf2 KO マウスの他に、胎盤形成不全によ

る初期胚致死を引き起こす Mash2 KO マウスの導

入、および、同様の表現型を持つ Peg10 KO マウス

の作製を行った。さらに、形態形成異常の表現型を

持たないが、銅代謝異常の表現型を持つ Atp7b 遺伝

子改変マウスの作製にも成功した。 
R4 年度以降に、これらの遺伝子改変マウスを催奇

形性のバイオマーカーとして利用し、催奇形性バイ

オマーカーの単離を行う。 

 

 

（５）オルガノイド 3D 培養法を利用した代替法

の検討のために、マウスの肺、肝臓、大腸よりオル

ガノイドの樹立することに成功した。 
R4 年度以降に、これらのオルガノイドを利用して、

毒性バイオマーカーとして単離したエクソソーム

RNA が、in vitro においても機能しうるのかの検証

を行う。 

 

本研究を推進することで、エクソソーム RNA を指

標としたリスク評価により、常に一定の判断基準に

よる評価が可能な次世代型催奇形性評価法を開発す

ると同時に、生殖発生毒性のメカニズムの解明にも

繋げられると考えられ、厚生労働行政に貢献しうる

研究開発となっている。 
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