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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、高感度化した評価を可能とすることを目的としている。 
また、本研究においては、胎盤形成異常や、神経形成異常、代謝異常、免疫異常などの表現型を持つ遺伝子

改変マウスを利用することで、催奇形性に関連する各表現型に対応したバイオマーカーとなるエクソソーム 
RNA を単離することも目的としている。そこから得られたバイオマーカーにより、未知の催奇形性物質に対

しても、催奇形性を評価することが可能になる。さらに、エクソソーム RNA を毒性指標とする評価法がオル

ガノイド 3D培養法における培養上清中のエクソソームにも応用が可能かの検証を行なうことで、将来的な新

規の動物実験代替法の開発に資する研究も行う。 
 
３年計画の初年目にあたる令和３年度の本分担研究の進捗は以下の通りである。 
 

・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。 
 
３年計画の２年目にあたる令和４年度の進捗は以下の通りである。 
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・次世代型催奇形性評価法のパイロットスタディとして、ウィルソン病モデルマウスを用いて、母動物の体

内にいるAtp7b KOマウス胎児が分泌するエクソソームRNAを母体血で検出できるかを検証することとした。

今年度においては、Atp7b変異マウスの解析結果から、銅代謝異常により肝臓などに銅毒性の表現型が生じる

ことを確認した。さらに、野生型および Atp7b変異（F0 世代）マウスの血中のエクソソーム RNA の遺伝子発

現解析に成功し、銅代謝異常のバイオマーカー候補となるエクソソーム RNA の単離に成功した。 
 
令和４年度研究（３年計画の２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。 

 

昨年度（令和3年度）に確立した試料採取法に基づ
いて、今年度は催奇形性陽性対照物質であるバルプ
ロ酸投与後の母動物血清および子宮内容物（胎盤、
卵黄嚢膜、胎児）をエクソゾーム解析用に採取する
ことを目的とした。 
 

また、胎盤形成異常や、神経形成異常、代謝異常、免

疫異常などの表現型を持つ遺伝子改変マウスを利用

することで、催奇形性に関連する各表現型に対応し

たバイオマーカーとなるエクソソーム RNA を単離

することも目的としている。そこから得られたバイ

オマーカーにより、未知の催奇形性物質に対しても、

催奇形性を評価することが可能になる。 

 

さらに、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。 
 
そこで、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も目的とし

ている。これは、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。 
 
● 次世代型催奇形性評価法のパイロットスタディ

として、ウィルソン病モデルマウスを用いて、母動
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物の体内にいる Atp7b KO マウス胎児が分泌するエ

クソソーム RNA を母体血で検出できるかを検証す

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

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

（R３年度） 
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（R３-４
年度） 

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。 
 

 
・マウスを用いた生体臓器中の銅濃度測定（R４年度） 
 

ICP (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry:I
CP-MS) 質量分析法により、マウス肝臓中に含まれ
る銅の定量試験を行った。 
  
なお、分析は一般財団法人日本食品分析センターに
委託した。 
 
測定対象物質：銅 
標準物質：ICP-MS 用 17 元素混合標準液 (銅 250
 mg/L) [SCP SCIENCE]  
内標準物質：ガリウム・インジウム・テルル・タリウ
ム混合標準液(ガリウム・テルル500 mg/L，インジウ
ム・タリウム50 mg/L)[SCP SCIENCE]  
およびロジウム標準液(1000 mg/L) [Sigma-Aldrich]  
ICP質量分析装置：Agilent 8800 [アジレント・テク
ノロジー株式会社]  
コリジョン・リアクションセル導入ガス:ヘリウム 
 
R4 年度に測定を行うAtp7b 変異マウス（F0世代・11
ヶ月齢）は、BDF1 マウス（C57BL/6J ♀とDBA/2 ♂
を交配して作製した F1 マウス）♀と C57BL/6J♂ 
を交配して作製した受精卵をゲノム編集によって作
製したものである。 
 
今回は、野生型コントロールとして、C57BL/6J ♂（12
ヶ月齢）３匹の肝臓中の銅濃度を測定している。 
 
 
・エクソソーム RNA網羅的遺伝子発現解析（R３-４
年度） 
 
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 
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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（R３-
４年度） 
 
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。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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。 
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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）：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。 
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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。 
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・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
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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・各種毒性に特異的なエクソソーム RNA の同定（小

野、落谷、平林：R4 年度） 
 
申請者らが確立したマウス血液中のエクソソーム

RNA の次世代シーケンスを利用した網羅的遺伝子

発現解析法を利用して、各種毒性に特異的なエクソ

ソーム RNA の単離を行った。 
 
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。 
 
前年度（R3 年度）においては、背景データとして、

発生ステージに特異的なエクソソーム RNA の同定

を行い、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 の単離に成功している。さら

に、同様の手法で、性差に特異的なエクソソーム

RNAや、妊娠マウスおよび非妊娠マウスに特異的な

エクソソーム RNA の単離にも成功している。 
 
さらに、遺伝子改変マウスを各種毒性のモデルマウ
スとして利用することで、各種毒性に特異的なエク
ソソームRNAの単離にも成功している。 
 

Irf2 遺伝子は、ウイルス感染や細菌感染の際、宿主に
抵抗性を付与する重要なサイトカインとして知られ
ているI型インターフェロンのシグナルを負に制御す
ることが知られる転写因子である。Irf2 欠損マウス
は、自己炎症疾患のマウスモデルとして知られ、 Irf2 
欠損マウスに特異的なエクソソーム RNA、すなわち、
炎症に特異的なエクソソーム RNA の単離に成功し
ている。 
 
今年度（R4年度）においては、伊川（分担）の作製
したAtp7b 遺伝子の変異マウスの表現型解析および、
銅代謝異常のバイオマーカーとなる血中のエクソソ
ームRNAの同定を行った。 
 
Atp7b 遺伝子の機能不全は、自然発生マウス（Toxic 
milk）やヒト遺伝病（ウィルソン病）などで知られ、
銅の胆汁中への排泄が阻害され、全身臓器に銅が沈
着して組織障害を起こす銅毒性の表現型を持つこと
が報告されている。 
 
 
 

（銅毒性モデルマウス（Atp7b変異マウス（F0世代））

の解析（小野：R4 年度）） 
 
伊川（分担）により作製された Atp7b変異マウスを国

立医薬品食品衛生研究所に導入し、その評価を行なっ

た。最初に、Atp7b のエクソン８に変異を導入した F0 
マウス２１匹、および、エクソン１１に変異を導入し

た F0 マウス１４匹を、それぞれ、C57BL6/J マウス

と交配を行い、F1 マウスの作製を行った。Atp7b 変
異マウス（F0）では、受精卵におけるゲノム編集によ

り変異を導入しているため、いくつかの変異アレルの

キメラ状態となっている。 
 
伊川（分担）によるゲノム編集効率は非常に高く、F0 
世代の動物においても、すでに遺伝子欠損動物相当に

なっている可能性があり、F0 世代の動物から注意深

く、その表現型の解析を行った。 
下図にあるように、雄より変異が伝わった場合は、正

常に産子が得られるが、雌より変異が伝わった場合は、

新生児期致死になることが判明した。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図: Atp7b 変異マウス（F0世代）♀と C57BL6/J ♂と交配
した際のF1 世代の離乳率（N = 5 腹）およびAtp7b 変異マ
ウス（F0世代）♂と C57BL6/J ♀と交配した際のF1 世代
の離乳率（N = １４ 腹） 
 

Atp7b 遺伝子に変異を持つ自然発生マウス（toxic milk）
では、母親がホモの変異体の場合に、その産子は、遺

伝子変異の有無に関わらず、新生児期において致死に

なることが知られている。 
 
よって、今回、伊川（分担）の作製した Atp7b変異マ

ウス（F0）は、変異はキメラ状態であるものの、ホモ

に近い状態であり、雌より変異が伝わった場合に新生

児期において、Toxic milk と同様に、母体中および母

乳中の銅の欠乏による神経障害による致死性である

と考えられる。 
 
また、下図に１例ずつ示したが、エクソン８変異マウ

スの肝臓は、解剖時の所見では異常は観察されなかっ

たが、エクソン１１変異マウスの肝臓は、明らかな形
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態異常が観察された。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図: a) Atp7b エクソン8変異マウス（１１ヶ月齢）の肝臓の
写真。正常な形態が確認できている。 b) Atp7b エクソン11
変異マウス（１１ヶ月齢）の肝臓の写真。肝臓のほとんど全
ての部位において多くの隆起が確認できる。 
 

実際にこのマウスが銅代謝異常の表現型を持つのか

の確認を行った。１１ヶ月齢において、肝臓を採取し

ての銅濃度の測定を行った。肝臓の銅濃度は、野生型

に比較して４７倍（エクソン８変異マウス）、３５倍

（エクソン１１変異マウス）の高値を示した。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図: Atp7b エクソン8変異マウス（１１ヶ月齢・N = 10）、
Atp7b エクソン11変異マウス（１１ヶ月齢・N = 7）、およ
び、野生型（１２ヶ月齢・N = 3）の肝臓中に含まれる銅濃度
（µg/g）。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図: Atp7b エクソン8変異マウス（１１ヶ月齢）の♂（N=4）、

♀（N=6）、Atp7b エクソン11変異マウス（１１ヶ月齢）
の♂（N=4）、♀（N=３）、および野生型（１２ヶ月齢）の
♂（N=３）の肝臓中に含まれる銅濃度（µg/g）。** P < 0.01, 
* P < 0.05 
 

Atp7b エクソン８変異体および Atp7b エクソン１１

変異体は、ともに、肝臓中の銅濃度は雌の方が雄のお

よそ２倍の高値となっている。 
 
銅代謝においては、雌雄差が存在すると考えられる。 
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・銅代謝異常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：R4 年度） 
 
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４年度においては、野生型においては遺伝子発
現しているが、Atp7b 変異マウスにおいては遺伝子
発現が抑制されるエクソソームRNA、および、野生
型において遺伝子発現が抑制されているが、Atp7b 
変異マウスにおいてのみで発現が誘導されているエ
クソソーム RNA の単離を行った。 
 
R4 年度においては、野生型（N=3）とAtp7b エクソ
ン8変異マウス（N=9）間で、student t-test < 0.05 かつ、
発現量の多い方のグループで、マッピングされた次
世代シーケンサーRead 数が10以上のものを抽出し、
103 個の small RNA が同定された。 
 
野生型で発現量が多い上位２個のエクソソーム 
RNA の詳細な遺伝子発現量を下図に示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: 野生型（10-12ヶ月齢・N = ３）、Atp7b エクソン8変
異マウス（11ヶ月齢・N = 10）、Atp7b エクソン11変異マ
ウス（11ヶ月齢・N = 8）におけるエクソソームRNAの発現
量。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: 野生型（10-12ヶ月齢・N = ３）、Atp7b エクソン8変
異マウス（11ヶ月齢・N = 10）、Atp7b エクソン11変異マ
ウス（11ヶ月齢・N = 8）におけるエクソソームRNAの発現
量。 

次に、Atp7b エクソン8変異マウスにおいて遺伝子発
現が大量に誘導されるエクソソーム RNA について、
上位２個を下図に示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: 野生型（10-12ヶ月齢・N = ３）、Atp7b エクソン8変
異マウス（11ヶ月齢・N = 10）、Atp7b エクソン11変異マ
ウス（11ヶ月齢・N = 8）におけるエクソソームRNAの発現
量。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: 野生型（10-12ヶ月齢・N = ３）、Atp7b エクソン8変
異マウス（11ヶ月齢・N = 10）、Atp7b エクソン11変異マ
ウス（11ヶ月齢・N = 8）におけるエクソソームRNAの発現
量。 
 
 
今年度に単離に成功した銅毒性のバイオマーカー候
補となりうるエクソソームRNAについては、来年度
（R5年度）に、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ない、miRNA 
であるのならば、遺伝子発現調節を行うであろうタ
ーゲット遺伝子を明らかにする。 
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Ｄ．考察 

 
 
エクソソーム RNA を毒性指標とした次世代型催奇

形性評価法の開発のために、昨年度（令和 3 年度）

に試料採取法に基づいて、今年度は催奇形性陽性対

照物質であるバルプロ酸を妊娠 9～11 日のマウスに

経口投与し、妊娠 11日、15日および 18日に母動物

血清および子宮内容物（胎盤、卵黄嚢膜、胎児）をエ

クソゾーム解析用（R5 年度に解析予定）に採取した。

なお、バルプロ酸の投与量は 0（媒体、0.5%メチルセ

ルロース溶液）、 300、 600、 800 mg/kg とし、投与

容量は 16 mL/kg とした。また、経口投与による曝露

状態を確認するために、母動物および胎児中のバル

プロ酸濃度を確認した。その結果、600mg/kg群で胎

児 1例に神経管閉鎖不全が観察され、800 mg/kg群で

はほとんどの胎児が死亡した。両群ともに胎児には

母動物血漿中濃度の約 30～60％のバルプロ酸が確認

され、子宮内位置による影響はなかった。この試料

を用いて、次年度にエクソソーム解析を行う予定で

ある。 
 
 
また、前年度（令和３年度）より、催奇形性のバイオ

マーカーの効率的な探索のために、パイロットスタ

ディとして、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でいる。胎盤形成異常

や、神経形成異常、代謝異常、免疫異常などの表現

型を持つ遺伝子改変マウスを利用することで、催奇

形性に関連する各表現型に対応したバイオマーカー

となるエクソソーム RNA を単離することを計画し

ている。そこから得られたバイオマーカーにより、

未知の催奇形性物質に対しても、催奇形性を評価す

ることが可能になる。 
 
令和３年度には、Irf2 遺伝子の欠損マウスに特異的
に発現するエクソソーム RNA の単離に成功してい
る。Irf2 遺伝子は、ウイルス感染や細菌感染の際、宿
主に抵抗性を付与する重要なサイトカインとして知
られているI型インターフェロンのシグナルを負に制
御することが知られる転写因子であり、Irf2 欠損マ
ウスは、自己炎症疾患のマウスモデルとなる。Irf2 欠
損マウスに特異的なエクソソーム RNA、すなわち、
炎症に特異的なエクソソーム RNA の単離に成功し
ている。 
 
今年度（R4年度）においては、伊川（分担）の作製
した Atp7b 遺伝子の変異マウスの表現型解析およ
び、Atp7b 遺伝子の変異により惹起される銅代謝異
常のバイオマーカーとなる血中のエクソソームRNA
の同定を行った。（小野、落谷） 
 
Atp7b 遺伝子の機能不全は、自然発生マウス（Toxic 
milk）やヒト遺伝病（ウィルソン病）などで知られ、
銅の胆汁中への排泄が阻害され、全身臓器に銅が沈
着して組織障害を起こす銅毒性の表現型を持つこと
が報告されている。 

 
本研究では、ゲノム編集技術を利用して Atp7b 遺
伝子のエクソン８およびエクソン１１に遺伝子変異

を導入した。ゲノム編集技術による遺伝子変異導入

効率は高く、近年では、マウス受精卵においてゲノ

ム編集を行った F0 マウスがほぼホモの変異を有す

ることで、交配を経てホモマウスを得ずに表現型を

解析できることが報告されている。 
 
具体的には、毛色決定を司る遺伝子で、両アリルと

もに欠損するとアルビノ個体になることが知られて

いる Tyrosinase 遺伝子をマウスやラット受精卵にお

いてゲノム編集により遺伝子変異体を作製するとア

ルビノ個体が数多く産まれることが報告されている。 
 
このことから、本研究においては、Atp7b 変異マウ

スを F0 世代から、その表現型の解析を行うこととし

た。実際に、Atp7b 変異マウス F0 世代の♀を野生型

C57BL/6J♂と交配した場合に、新生児は新生児期致

死の表現型を示した。これは、母体における銅代謝

異常により、胎児は銅欠乏症による神経障害を発症

し、新生児期致死となる自然発生マウスである toxic 
milk の表現型と同様の表現型を示すことから、Atp7b 
変異マウスは、F0 世代であっても解析対象とした。 
 
Atp7b エクソン８変異マウスは、解剖時に肝臓に肉

眼所見は見られない一方、Atp7b エクソン１１変異

マウスは、肝臓に形態異常が高頻度で見られた。ど

ちらの変異マウスも、肝臓中の銅濃度に大幅な上昇

が見られた。（小野） 
さらに、血液生化学試験で、肝臓の逸脱酵素の上昇

が確認され、病理学的解析から、肝細胞肥大、核の

巨核化およびネクローシス像が見られた。（平林） 
 
このことから、Atp7b 変異マウス F0 世代は、銅代

謝異常の表現型を持つことから、これらのマウスの

血液中のエクソソーム RNA の網羅的遺伝子発現を

行った。Atp7b エクソン８変異マウスおよび Atp7b
エクソン１１変異マウスともに共通したエクソソー

ム RNA が発現誘導されることが明らかになった。

（小野、落谷） 
 
今年度（令和４年度）においては、銅代謝異常のバ

イオマーカー候補となるエクソソーム RNA の単離

に成功した。Atp7b 変異マウスでは、母動物が Atp7b 
変異体である場合に、母動物中に存在する銅が母動

物の肝臓などに蓄積し、逆に、胎内の子供は銅が欠

乏した状態になってしまう。 
 
よって、来年度（令和５年度）においては、今年度

に単離した銅代謝異常のバイオマーカー候補が、銅

欠乏状態の検出にも利用できるのか、また、それを

妊娠中の母動物の血液のみで検出しうるのかの検証

を行う。（小野、落谷） 
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Ｅ．結論 
 
今年度（令和４年度：３年計画の２年目）の研究は

計画通りに進捗した。 
今年度研究において、以下において進捗が見られた。 
 
 
・次世代型催奇形性評価法のパイロットスタディ

として、R３年度には、自己炎症疾患のマウスモデル

となる Irf2 欠損マウスを用いて、自己炎症反応のバ

イオマーカー候補となるエクソソーム RNA の単離

に成功している。令和４年度においては、伊川（大

阪大学）の作製した胎盤形成不全の表現型を持つ

Peg10 KO マウス、および、銅代謝異常の表現型を持

つウィルソン病のモデルマウスである Atp7b KO マ

ウスを材料にした解析を開始した。Peg10 KO マウス

においては、既報と同様に、胎盤形成不全により初

期胚致死となることが確認された。 
今年度においては、Atp7b変異マウスの解析結果か

ら、銅代謝異常により肝臓などに銅毒性の表現型が

生じることを確認した。さらに、野生型および Atp7b
変異（F0 世代）マウスの血中のエクソソーム RNA の

遺伝子発現解析に成功し、銅代謝異常のバイオマー

カー候補となるエクソソーム RNA の単離に成功し

た。 
本研究において様々な表現型のバイオマーカーを

単離し、それらが母動物の体内にいる場合に、胎児

が分泌するエクソソーム RNA を母体血で検出でき

るかを検証する予定である。 
 
 

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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