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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。 
 
・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。 
 
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。 
 
・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となる Atp7b変異マウ



 

80 

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。 
 
本研究計画は、化学物質ばく露により生じる発生毒性に加えて、遺伝子改変により毒性を生じるモデルマウ

スを利用することで、様々な毒性のバイオマーカーを単離し、安全性が未知の化学物質に対しても、血液一滴

より我々が単離した様々な毒性のバイオマーカーを検出することで、高精度にその毒性を予測することを可

能にする独創的な研究である。 

 

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

物の体内にいる Atp7b KO マウス胎児が分泌するエ
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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。 
 
 
                       
                      
 
 
・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。 
 
 
 
 
・病理組織学検査（R３-４年度） 
 
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（R３-４年度） 
 
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。 
 
R4 年度に測定を行う Atp7b 変異マウス（F0 世代・11
ヶ月齢）は、C57BL/6J ♀と DBA/2 ♂を交配して作製

した F1 マウス由来の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、野生型のコントロールとして、C57BL/6J ♂、

♀、129 SV/EV ♂、♀、および C3H/HeJ ♂、♀マウス

（各 10-12 ヶ月齢）の文献値 (Mazzaccara C., et al, 
PLoS ONE 2008) の平均を便宜上利用している。 
 
 
 

 
（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 
 
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 
 
 
 
・銅毒性モデルマウス（Atp7b変異マウス（F0 世代））

の病理学的解析（R4 年度） 
 
H&E 染色標本作製による解析では、エクソン８変異

マウスおよびエクソン１１変異マウスの肝臓では、共

に部分的に肝細胞の肥大およびネクローシス像が観

察された。 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: 野生型（１２ヶ月齢）の肝臓におけるH＆E染色像。下写
真は、上写真を拡大。スケールバー；100µm 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: Atp7b エクソン8変異マウス（１１ヶ月齢）の肝臓にお
けるH＆E染色像。野生型と比較して、巨核となっており、ま
た肝細胞に肥大およびネクローシスが観察される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: Atp7b エクソン１１変異マウス（１１ヶ月齢）の肝臓に
おけるH＆E染色像。野生型と比較して、巨核となっており、
また肝細胞に肥大およびネクローシスが観察される。 
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・銅毒性モデルマウス（Atp7b変異マウス（F0世代））

の血液生化学（R4 年度） 
 

H&E 染色像の解析および銅濃測定を行ったエクソ

ン８変異マウス、エクソン１１変異マウス、および、

野生型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。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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（10-12ヶ月齢）の血清中のASTの値（U/I）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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（10-12ヶ月齢）の血清中のALTの値（U/I）。 
 
 
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、腎臓においても毒性があると想定
される。R5 年度において腎臓の病理切片の解析を
行う予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
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（10-12ヶ月齢）の血清中のBUNの値（U/I）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
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（10-12ヶ月齢）の血清中のCREの値（U/I）。 
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Ｄ．考察 

 
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
ているが、病理解析によっても炎症反応を確認して
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。 
 
本分担研究においては、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Atp7b 変異マウスの血液生化学

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。 
 

 
 
 
 
Ｅ．結論 
 
次世代型催奇形性評価法のパイロットスタディと

して、遺伝子改変マウスの各種表現型のモデルとし

て利用することで、効率的に各種表現型のバイオマ

ーカーを単離することを目指している。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

ウスの炎症反応像を検出している。令和４年度にお

いては、Atp7b変異マウスの病理解析結果から、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。 
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