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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、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。 

 

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
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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 

 
本分担研究においては、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。 
 
● 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。 
 
● 催奇形性解析に適したモデルマウスの作製を行

う。 
 
 
・遺伝子改変マウスを利用した発生異常および形態

形成異常に特異的なバイオマーカーの単離 
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

スの作製を行う。 
遺伝子改変マウスの作製には、エレクトロポレーショ

ンによる CRISPR/Cas9 RNP 導入法を利用する。その

手順は、以下の通りである。 
 
ガイド(g) RNA の調整 
crRNA溶液（100 μM）、tracrRNA溶液（100 μM）、

を RNase free water により 10 μM に希釈し、95℃で 
1 分間インキュベート後に室温に１時間ほど静置。 
10 μM の gRNA を OPTI-MEM で 200 ng/μl に希釈
する。 
  
エレクトロポレーション用の溶液の調整 
 
・Cas9溶液(1 μg/μl)  4 μl 
・gRNA溶液(200 ng/μl) 8 μl 
・oligoDNA (2 μg/μl)  4 μl 
・OPTI-MEM      24 μl 
 
利用する tracerRNA および Cas9 タンパクは、以下を

使用。 
tracrRNA (Sigma) 
cat no. TRACRRNA05N 
Cas9 (Thermo Fisher Scientific) 
TrueCut Cas9 Protein V2 
cat no. A36497 (25 μg) 
 
37℃で 5 分間インキュベート後に oligoDNA (ssODN 
or dsDNA, final: 200 ng/μl)を添加し、Nepagene製エレ

レクトロポレーターにて、マウス受精卵にエレクトロ

ポレーションを行う。エレクトロポレーソンの設定値

は、以下の通りである。 
（上段：Poring Pulse，下段：Transfer Pulse） 
項目：Voltage [V], Pulse Length [msec], Pulse Interval 
[msec], Number of pulses, Decay Rate [%] 
上段：225 V、2 msec、50 msec、4 pulses、10 rate、＋ 
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下段：20 V、50 msec、50 msec、5 pulses、40 rate、＋
/－ 
 
 
（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 

 
・遺伝子改変動物作製による催奇形性モデルの作出

（伊川） 
 
効率よく催奇形性を発現させるモデルを作出するた
めに、遺伝子改変動物の導入および作出を行う。父
性発現インプリンティング遺伝子 Peg10 および母
性発現インプリンティング遺伝子 Mash2 は、胎盤
形成に必須な遺伝子であり、その欠損マウスにおい
ては、胎盤形成不全により致死になることが報告さ
れている。 
 これらの遺伝子は、インプリンティング遺伝子あ
るので、子宮内において、野生型：KO = 1 : 1 の比率
で存在する。よって、効率よくKO個体を得ることが
できる特徴がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: 野生型♀マウスとPeg10 KO マウスを交配し、受精後１
１日目での解剖像。野生型 (WT) と Peg10 欠損 (KO) の
個体が 1 : 1 の比率で確認できる。 
 
 
そこで、これらの遺伝子欠損マウスの導入および作
出を行った。Mash2 欠損マウスについては、国立医
薬品食品衛生研究所で既に維持していた系統を繁殖
させ、催奇形性のモデルマウスとして利用する準備
が完了した。Peg10 欠損マウスについては、大阪大
学において、CRISPR/Cas9 システムを用いて、Peg10 
欠損マウスの作製を行ない、１匹の遺伝子改変動物
を得られた。 
 
 
また、エクソソーム RNA は、形態形成異常以外に
も、 Irf2 KO マウスの解析結果より、炎症反応など
のバイオマーカーとなりうることが本研究において
明らかになったことから、胎児の代謝異常などの検
出も可能になるかの検討を行うこととした。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い、複数の
ラインの Atp7b 変異マウスの作製に成功している。 
 
Atp7b 遺伝子のエクソン８およびエクソン１１をタ
ーゲットとして受精卵においてゲノム編集を行い、
産まれた変異マウスのオンターゲット部位のゲノム

編集結果を下記に示した。 
 
 
マウス名前 雌雄 アレル１ アレル２ 

Atp7b-ex8-01 ♂ 8bp deletion 2bp insertion 

Atp7b-ex8-02 ♂ 逆位挿入   

Atp7b-ex8-03 ♂     

Atp7b-ex8-04 ♂ 2bp insertion 1bp insertion 

Atp7b-ex8-12 ♂ 6bp deletion   

Atp7b-ex8-13 ♂ Large deletion   

Atp7b-ex8-14 ♂     

Atp7b-ex8-15 ♂     

Atp7b-ex8-16 ♂ 1bp deletion   

 
図: Atp7b (ATPase Copper Transporting Beta) 遺伝子エ
クソン８に対するゲノム編集により産まれてきた雄マウスの
ジェノタイプ。空欄は、複雑なゲノム編集により、変異配列
を特定できていない。 
 
マウス名前 雌雄 アレル１ アレル２ 

Atp7b-ex8-05 ♀ 10bp deletion 3bp deletion 

Atp7b-ex8-06 ♀     

Atp7b-ex8-07 ♀ 10 bp deletion homo   

Atp7b-ex8-08 ♀   1bp insertion 

Atp7b-ex8-09 ♀     

Atp7b-ex8-10 ♀ 10 bp deletion homo   

Atp7b-ex8-11 ♀     

Atp7b-ex8-17 ♀ 5bp deletion   

Atp7b-ex8-18 ♀ 4bp insertion   

Atp7b-ex8-19 ♀    

Atp7b-ex8-20 ♀    

Atp7b-ex8-21 ♀ 4bp insertion  

 
 
図: Atp7b (ATPase Copper Transporting Beta) 遺伝子エ
クソン８に対するゲノム編集により産まれてきた雌マウスの
ジェノタイプ。空欄は、複雑なゲノム編集により、変異配列
を特定できていない。 
 
 
マウス名前 雌雄 アレル１ アレル２ 

Atp7b-ex11-01 ♂ 9bp insert homo 
CATTAAACT 

3bp deletion 

Atp7b-ex11-02 ♂ 2bp deletion homo CC   

Atp7b-ex11-03 ♂ 
1bp deletion homo 
CCC>TT 

  

Atp7b-ex11-04 ♂ 2bp insert homo CC 1bp insertion 

Atp7b-ex11-05 ♂ 1bp deletion homo C   

Atp7b-ex11-12 ♂     

 
 
図: Atp7b (ATPase Copper Transporting Beta) 遺伝子エ
クソン１１に対するゲノム編集により産まれてきた雄マウス
のジェノタイプ。空欄は、複雑なゲノム編集により、変異配
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列を特定できていない。 
 
マウス名前 雌雄 アレル１ アレル２ 

Atp7b-ex11-06 ♀ 1bp deletion homo A   

Atp7b-ex11-07 ♀ human type   

Atp7b-ex11-08 ♀ deletion 1bp insert C 

Atp7b-ex11-09 ♀ 2bp deletion homo CC   

Atp7b-ex11-10 ♀     

Atp7b-ex11-11 ♀ 1bp deletion   

Atp7b-ex11-13 ♀     

Atp7b-ex11-14 ♀ 1bp deletion homo C   

 
図: Atp7b (ATPase Copper Transporting Beta) 遺伝子エ
クソン１１に対するゲノム編集により産まれてきた雄マウス
のジェノタイプ。空欄は、複雑なゲノム編集により、変異配
列を特定できていない。 
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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。 
 
また、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
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。 
 
 

Ｅ．結論 

 
本分担研究は、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、

以下の進捗が見られた。 
 

 

（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、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。 

 

 

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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哺乳類のレトロトランスポゾン研究から解き明かす
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