
 53 

 

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 

次世代型催奇形性評価法の開発に資する研究 
（21KD1001） 

 
令和３年度 分担研究報告書 

 
分担研究課題：化学物質ばく露影響の病理学的解析 

 
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 
 

高橋裕次 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・第三室・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 
 

内山 美樹 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 
 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、自然免疫として知られるⅠ型インターフェロ

ンの負の制御転写因子である Irf2 の欠損マウスにおいて誘導される種々の炎症反応に特異的に誘導される

エクソソーム RNA の同定する計画において、どのような炎症反応が見られるのか、病理組織学的検査および

生化学検査病理組織学的検査および生化学検査を行うことを目的とした。Irf2 欠損マウスが、肝臓および腎

臓において野生型には見られない髄外造血および肝細胞壊死が確認され、腎臓においては毛細血管が拡張し

た異常な糸球体像検出に成功した。 
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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。 
 
● 血液中のエクソソーム RNA が化学物質や医薬品

投与により生じる毒性のバイオマーカーとなること

を示してきたが、骨格異常、発達障害、自己免疫疾

患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を計画している。
今年度は、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、実際に各種炎症反応が見られ
るのかを病理組織学的検査および生化学検査を行う。 
 

 
・自己免疫疾患モデルマウスの導入 
谷口維紹（東京大学名誉教授）より、Irf2 ヘテロ欠

損マウスを導入している。 
 
Symbol: Irf2 
Name: interferon regulatory factor 2 
Synonyms: 9830146E22Rik, Irf-2 
Feature Type: protein coding gene 
MGI:96591  
NCBI Gene: 16363 
 
 
Irf2 ヘテロ欠損マウス（♀）と Irf2 ヘテロ欠損マウ

ス（♂）を交配することで、野生型（Irf2 +/+）、Irf2 
ヘテロ欠損（Irf2 +/-）、Irf2欠損マウス（Irf2 KO マウ

ス；Irf2 -/-）を作成する。 
 
 
・Irf2 KO マウスのジェのタイピング 
マウスの耳片より、DNeasy blood & tissue kit (Qiagen) 
を利用して、DNA を抽出。各個体より抽出した DNA
を以下の PCR プライマーを使用して PCR 増幅を行
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い、電気泳動することでジェノタイプを決定してい

る。 
 
Irf2 F2A4: cgg tag act ctg aag gcg ttg tt 
Irf2 F2S3: ttc cag atc ccc tgg atg cat gc 
Irf2 F2N : aac gca cgg gtg ttg ggt cgt ttg 

 
 
 
 
・病理組織学検査 
エクソソーム RNA の解析のために採血を行ったマ

ウス個体より、肝臓および腎臓の採取を行い、10% 
neutral buffered formalin で臓器・器官の固定を行

う。常法に従って、パラフィンブロック標本を作製し、

薄切を行い、hematoxylin and eosin (H&E) 染色を

行う。病理組織学的検査結果とエクソソーム RNA の

解析の結果の比較を行い、エクソソーム RNA をバイ

オマーカーとした次世代有害性評価法の有効性を検

証する。 
 
 
・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。 
 
 
 

 
（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 

 
 

・炎症に特異的なエクソソーム RNA の同定（小野、

落谷、平林） 
 
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。 
 
同腹由来の６匹の雌（５ヶ月齢：野生型４匹、Irf2 

hetero １匹、Irf2 KO １匹）の解剖を行い、肝臓およ
び腎臓の病理解析、採血を行い、血液生化学検査お
よびエクソソームRNAの網羅的解析を行った。 
 
Irf2 KO マウスにおいては、体重は野生型と変わらな
いが、肝臓が野生型の1.8倍、腎臓が1.5倍の重量があ
った。Irf2 KO マウスの肝臓における H&E 像では、
肝細胞の壊死、および、肥大が確認された。また、野
生型では見られない髄外造血像も確認された。肝臓
の重量増加は、これらが原因であると考えられる。 
一方、腎臓における H&E 像では、野生型では、糸
球体にしっかりと内皮細胞が確認され、毛細血管も
正常な形態を維持しているが、Irf2 KO マウスの糸球
体においては、正常な内皮細胞の欠落、および毛細
血管の拡張が確認された。 
 
このように、自己免疫疾患を起こすことにより、様々
な病変を持つ Irf2 KO マウスに特異的なエクソソー
ム RNA を同定し、その詳細を解析することで、様々
な病変に対するバイオマーカーの同定につながる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: 野生型マウス（５ヶ月齢）の肝臓におけるH＆E染色像。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: Irf2 KO マウス（５ヶ月齢）の肝臓におけるH＆E染色像。
野生型には見られていない髄外造血像（赤丸）、および肝細
胞壊死（黄色丸）が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: 野生型マウス（５ヶ月齢）の腎臓におけるH＆E染色像。
正常な糸球体像（赤丸）が確認できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: Irf2 KO マウス（５ヶ月齢）の腎臓におけるH＆E染色像。
内皮細胞を欠き、毛細血管が拡張した異常な糸球体像（赤丸）
が確認できる。 
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・血液生化学（平林） 
 
H&E 染色像の解析を行った、野生型、Irf2 hetero マ
ウス、Irf2 KO マウスの血液を採取し、血清成分の抽
出を行い、血液生化学解析を行った。 
 
その結果、肝臓障害のマーカーである AST および
ALT については、野生型と比較して高い値を示した。
また、腎臓障害のマーカーである BUN および CRE 
については、BUN では変化がないが、CRE が高い
値になっており、肝臓、腎臓ともに、病理切片から
予想された通りに、野生型と比較して機能低下が確
認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: 野生型、Irf2 KO マウスにおける血液生化学解析の結果 
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Ｄ．考察 

 
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)。 
 
本分担研究の 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ヶ月齢の野生型マウス、Irf2 
ヘテロ KO マウス、Irf2 KO マウスからの採血、病

理組織学的検査および生化学検査を行った。Irf2 KO 
マウスにおいては、様々な自己免疫疾患による症状

が見られた。 
 
Irf2 KO マウスにおいては、体重は野生型と変わらな
いが、肝臓が野生型の1.8倍、腎臓が1.5倍の重量があ
った。Irf2 KO マウスの肝臓における H&E 像では、
肝細胞の壊死、および、肥大が確認された。また、野
生型では見られない髄外造血像も確認された。肝臓
の重量増加は、これらが原因であると考えられる。 
一方、腎臓における H&E 像では、野生型では、糸
球体にしっかりと内皮細胞が確認され、毛細血管も
正常な形態を維持しているが、Irf2 KO マウスの糸球
体においては、正常な内皮細胞の欠落、および毛細
血管の拡張が確認された。 
 
さらに、小野、落谷らが単離した Irf2 KO マウスに特

異的なエクソソーム RNA が、慢性炎症のバイオマー

カーとなる可能性がある。Irf2 KO マウスの表現型の

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。 
 
 
 

Ｅ．結論 

 
本研究は、R3 年度の分担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、

炎症反応のモデルとして、遺伝子改変動物である

Irf2 KOマウスを利用することにした。Irf2 KO マウ

スにおいて、エクソソーム RNA の解析用に採血をす

るのと同時に、病理組織学的検査および生化学検査

を行った。 
 
その結果、Irf2 KO マウスにおいては、体重は野生

型と変わらないが、肝臓が野生型の 1.8 倍、腎臓が

1.5倍の重量があった。Irf2 KO マウスの肝臓におけ

る H&E 像では、肝細胞の壊死、および、肥大が確

認された。また、野生型では見られない髄外造血像

も確認された。 
 
小野、落谷が、ここで採血した血液の解析を行い、

Irf2 KO マウスに特異的なエクソソーム RNA の同定

に成功している。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。 

 

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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