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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３年目にあたる令和５年度の進捗は以下の通りである。 

 
（1）令和４年度において妊娠中のばく露により二分脊柱などの催奇形性や生後の自閉症などを発現す

ることが知られるバルプロ酸ナトリウムの投与実験（妊娠９―１１日（GD9-11）に反復投与、0mg/kg/day, 
300mg/kg/day, 600mg/kg/day（GD18 解剖群のみ、800mg/kg/day 群あり）を行い、GD11, 15, 18日目に剖検、

および、母体血および胎児羊水のサンプリングを行っていたが、令和５年度研究においては、それらの詳

細な外表面観察を行った。 
その結果、投与したバルプロ酸ナトリウムの濃度依存的に子宮内胎児発達遅延(IUGR)の表現型が有位差

を持って観察され、さらに、高濃度群においては、神経管閉鎖不全の胎児の他、指形成異常の表現型を持

つ胎児が複数観察された。このことから、本研究で行なったバルプロ酸ナトリウム投与による催奇形性モ

デル動物の作製は予定通りに成功した (Ono R. et al., Fundamental Toxicological Sciences 2024)。 
 
(2)  羊水よりエクソソームを抽出するための最適化プロトコールの作成を行なった。羊水から①超遠

心ペレットダウン法、および、②アフィニティーカラム抽出法、の２通りで、エクソソームを採取し、エ

クソソームの表面タンパクである CD9 抗体でのウエスタンブロット解析、および、NTA (Nanoparticle 
Tracking Analysis) によるエクソソームの粒子径および粒子数解析を行い、羊水からは、アフィニティーカ

ラム法が適していると結論した。 
 
(3)  (1) 研究計画において採取したバルプロ酸ナトリウムを投与した妊娠マウスの母動物血清、およ

び、羊水よりエクソソームの抽出を行い、次世代シーケンサーによる網羅的遺伝子発現解析を行うこと

で、催奇形性作用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。(Ono R. et al., 
Fundamental Toxicological Sciences 2024 ) 
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(4)  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、ライン化することに成功した。 
 
（5）肝臓オルガノイドを細胞培養プレートに播種し、5 日間培養した後、肝毒性モデル物質である四塩

化炭素（0mM、0.3mM、1mM、3mM、10mM）を添加した。四塩化炭素添加後の 2 日目に培養上清と

肝臓オルガノイドを回収した。用量依存的に、肝臓オルガノイドに細胞死が見られた一方、肝臓オルガノ

イドの培養上清中の逸脱酵素（AST および ALT）においては、生体マウスに四塩化炭素を投与した時と

同様の著しい値の上昇は確認できなかった。また、肝臓オルガノイドの培養上清中のエクソソーム RNA
解析を行なったところ、肝障害のバイオマーカーである miR-122 や miR-192 の上昇も確認できなかった。 
 
 
（結論） 
 
本研究で行なった催奇形性物質であるバルプロ酸ナトリウムの妊娠動物への投与により、濃度に依存し

た子宮内胎児発達遅延や、神経管閉鎖不全や指形成不全の催奇形性作用が確認された。ここで、重要なの

は、全ての腹で同様に催奇形性作用が確認されたわけではなく、催奇形性の全くでない腹もあれば、ほぼ

全てが催奇形性の表原型を持つ腹もあるという事実である。 
このような催奇形性発現状況こそが、催奇形性試験に経験豊富なエキスパートが必要な大きな理由の一

つと考えられる。そこで、我々は、催奇形性の表原型の有無に関係なく、催奇形性物質投与により、誘導

されるエクソソーム RNA の発現量を催奇形性の指標とする次世代型毒性評価法の開発を本研究の目的と

した。 
 
母動物へのバルプロ酸ナトリウム投与により、胎児における催奇形性作用が確認され、エクソソームを

抽出する体液として、母動物の血清、および、胎児の羊水の採取を行い、それらの網羅的遺伝子発現解析

を行なった。そこで、バルプロ酸ナトリウム投与に依存的に誘導されるエクソソーム RNA の単離に成功

した。(Ono R. et al., Fundamental Toxicological Sciences 2024)。 
 
ここで、GD15 の羊水中のエクソソーム RNA で、バルプロ酸ナトリウム投与依存的に誘導されるエクソ

ソーム RNA には、ゲノムインプリンティングを受ける遺伝子群が濃縮されていることが判明した。 
これは、バルプロ酸ナトリウムは、ヒストン脱アセチル化酵素の阻害作用を持つことから、ヒストンア

セチル化によって遺伝子の転写活性の on/off をしている遺伝子に関しては、転写を活性化すると考えら

れる。このヒストン脱アセチル化酵素の阻害作用を持つ、Trichostatin A も、バルプロ酸ナトリウムと同様

の催奇形性作用を持つことが報告されていることから、これらの催奇形性発現は、ヒストンアセチル化の

異常による遺伝子発現異常にあると考えられる。 
 
そこで、本研究により単離された催奇形性の毒性指標候補であるエクソソーム RNA であるゲノムイン

プリンティングを受ける遺伝子群の発現は、毒性機序の面からも、非常に優れた毒性バイオマーカーであ

ると結論できる。 
 
また、次世代型催奇形性評価法のパイロットスタディとして、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、ライン化することに成功した。このモデ

ルを用いて様々な毒性指標のバイオマーカーが得られることが期待される。 

 

また、肝臓オルガノイドの培養上清中のエクソソームを毒性指標とする動物実験代替法の検証において

は、アセトアミノフェンについては、生体への投与と同様な挙動が見られたが、四塩化炭素投与において

は、生体で見られる反応が見られなかった。これは、肝毒性の発現以前に、培養系における細胞毒性を生

じてしまい、生体とは違うメカニズムで細胞の生存障害が起こっているものと考えられる。 

 

動物実験代替法は推進すべき課題であるが、本当に生体を反映しているかの評価が難しい問題である。

本研究で開発に成功した母動物の血清および胎児羊水中のエクソソーム RNA を毒性指標とする次世代型

毒性評価法は、動物実験における使用匹数の大幅な削減に貢献するだけでなく、オルガノイドなどの培養

系における in vivoを反映しているのかという鋭敏な指標にもなりうると考えられる。 
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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。 

 
令和３年度に確立した試料採取法に基づいて、令

和４年度に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
とを行なっている。今年度は、昨年度に採取したサ
ンプルの詳細な解析を行い、催奇形性の毒性指標と
なるエクソソームRNAの単離を行う。 
 

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



 

 4 

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。 
 
 
● 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。 
 

・マウスを用いたバルプロ酸ナトリウム経口投与に

よる母動物血清中並びに胎児及びその附属物中エク

ソゾームの解析のための試料採取法 
 
催奇形性陽性対照物質として二分脊椎や無脳症、脳
瘤などの神経管閉鎖障害を誘発するバルプロ酸を用
いた。バルプロ酸は抗てんかん薬として使用されて
いる。 
本研究では、マウスの神経管閉鎖時期である妊娠9日
から11日にバルプロ酸を経口投与し、投与最終日（妊
娠11日）、これまでにエクソソーム解析実績のある妊
娠15日、および催奇形性評価に選択されている妊娠2
0日に、それぞれ、母動物血漿および子宮内容物（胎
盤、卵黄嚢膜、胎児）をエクソソーム解析用に採取し
た。 
また、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。 
 
1. 共通事項 
1-1. 被験物質 
測定対象物質：バルプロ酸ナトリウム 
製造元：Sigma-Aldrich Japan G.K. 
CAS番号：1069-66-5 
分子量：166.19 
 
ロット番号：WXBD4552V 
純度：99.0％ 
性状：白色、粉末 
保管条件：密栓、冷暗所 
 
1-2．媒体 
名称：0.5 w/v％メチルセルロース溶液（略称：0.5%
MC溶液） 
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製造元：富士フィルム和光純薬株式会社 
ロット番号：CAE0466 
 
媒体の調製 
 必要量のメチルセルロースを秤取し、撹拌しなが
ら温めた注射用水（日本薬局方、株式会社大塚製薬工
場、ロット番号1J76）に徐々に加えて分散させた。こ
れを冷やしてメチルセルロースを溶解させ、更に注
射用水を加えて0.5%MC溶液とした。調製後、冷蔵保
存した。 
  
1-3. 被験液の分析 
18.75 mg/mL（300 mg/kg群）および37.5 mg/mL（60
0 mg/kg）の被験液について、媒体中濃度を測定した。
各被験液の濃度の表示値に対する割合は100.0%及び
102.2%であり、いずれも許容範囲内（濃度：表示値に
対する割合が100% ± 10%）であった。 
測定施設：一般財団法人日本食品分析センター 
 
1-4. 使用動物 
動物種：マウス（SPF） 
系統：C57BL/6J 
供給源：ジャクソン・ラボラトリー・ジャパン株式会
社、厚木飼育センター 
入荷時週齢：雌10週齢、雄11週齢 
匹数：交配用雄82匹、雌92匹 
使用した妊娠動物：46匹 
 入荷後1週間の検疫・馴化期間を経て、一般状態及
び体重推移に異常のない動物を用いた。 
交配：11週齢以上の雌1匹に12週齢以上の雄1匹を終
夜同居させた。翌朝、腟内に腟栓が確認された雌を交
尾成立動物とし、その日を妊娠0日とした。 
群分け：交尾成立日（妊娠0日）ごとに行い、妊娠0日
の体重を基に各群の体重が可能な限り均等となるよ
うにコンピュータを用いたブロック化により行った。 
余剰動物は動物管理部門へ移管した。 
 
1-5. 飼育環境 
温度（23 ± 3℃）、湿度 （50 ± 20%）、換気
回数（10~15回/時間）、照明（1日12時間、07:00~19:00）
に統御された動物飼育室で飼育した。 
飼育は床敷（コンフィネスト、株式会社ファルマ）を
入れたプラスチックケージ（W155×D245×H150 mm）
に個別飼育した（交配期間を除く）。 
飼料は固型飼料CRF-1（γ線滅菌、オリエンタル酵母
工業株式会社）をステンレス製給餌器に入れて自由
に摂取させ、給水は自動給水装置により自由に水道
水を摂取させた。 
環境エンリッチメントとして、IACUCの指針に従っ
て、ケージの蓋からステンレス棒を吊り下げて遊具
とし、床敷と同じ素材のBiting board (3cm四方のプレ
ートを中央で山折りにしたもの)を噛み材として与え
た。 
 
2．エクソソーム解析用試料採取試験 
2-1. 投与経路、投与期間及び投与回数とそれらの選
択理由 
投与経路は臨床適用経路である経口投与を選択し、
投与期間はバルプロン酸ナトリウムの催奇形作用の
臨界期である妊娠9日より11日までの3日間とした。
投与回数は反復投与試験で一般的に行われている1
日1回（計3回）とした。 
 

2-2. 投与方法 
投与方法は、げっ歯類の経口投与方法に際して一般
的な強制経口投与とした。 
バルプロン酸ナトリウムは注射用水に5%濃度で溶解
することが知られていることから、催奇形作用が明
瞭に発現すると考えられる800 mg/kgを投与可能な16 
mL/kgを投与容量とした。投与液は、フレキシブル胃
ゾンデを用いて胃内に強制経口投与した（8:00~11:00
の間）。動物ごとの投与液量（表示単位：0.01 mL）
は投与当日の体重を基準に算出した。 
 
2-3. 投与量及び群構成 
投与量は300、600及び800 mg/kgの3用量とし、媒体対
照群を含め試料採取時点を考慮した10群構成とした。
すなわち、媒体対照群、300及び600 mg/kg群に妊娠11
日剖検群、妊娠15日剖検群及び妊娠18日剖検群をそ
れぞれ設けた。また、800 mg/kg群には妊娠18日剖検
群を設定した。 
剖検群ごとの交尾成立雌動物数を4匹（800 mg/kgは死
亡等を考慮し8匹）とした。 
群構成を表１に示した。 
ただし、媒体対照群、300及び600 mg/kg群に不妊が認
められた場合は、適宜交尾成立動物を追加した（動物
番号は各群5番以降を続けて割当てた）。 
 
 
 
 
表1 
投 与
量 
(mg/kg
) 

剖検
時期 

投与容
量 
(mL/kg
) 

濃度 
(ng/mL
) 

交
尾
成
立
雌
数 

動物番号 

0 GD1
1 

16 0 4 1101~1104 

GD1
5 

4 2101~2106 

GD1
8 

4 3101~3105 

300 GD1
1 

16 18.75 4 4101~4107 

GD1
5 

4 5101~5106 

GD1
8 

4 6101~6105 

600 GD1
1 

16 37.5 4 7101~7106 

GD1
5 

4 8101~8106 

GD1
8 

4 9101~9106 

800 GD1
8 

16 50 8 10101~101
08 

 
投与量設定根拠 
本被験物質の臨床適用量は成人1人当たり1日400~12
00 mgである。基準体重を50 kgとすると、この量は
8~24 mg/kgに相当する。バルプロ酸を妊娠初期に服
用したヒトでは二分脊椎の他、心室中隔欠損等の心
奇形や多指症、口蓋裂、尿道下裂などの外表奇形を持
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つ児が出現することが知られている。 
本試験においては、明確な影響量における母動物及
び胎児のエクソゾームの量や内容に対する影響を検
討するため、臨床用量の13~75倍で、奇形を起こすと
した文献が存在する300 mg/kg及び600 mg/kgを投与
する群を設けた。なお、600 mg/kgの投与によっても
奇形が認められない胎児が存在したため、800 mg/kg
を追加した。 
 
2-4. 動物の観察 
 全動物について、生死並びに体外表、栄養状態、姿
勢、行動及び排泄物などの一般状態を観察した。 
観察は、投与期間中は1日3回、投与前、投与直後及び
投与1~3時間後の間（ただし、妊娠11日剖検群の妊娠
11日は投与前、投与直後及び採血前の3回）、その他
の期間は1日1回（午前中）行った。 
 体重は、妊娠0、4、9、10、11、15、18日（妊娠11
日剖検群及び妊娠15日剖検群はそれぞれ妊娠11及び
15日まで）の07:00~12:30の間（投与期間中は投与前）
に測定した。 
また、投与期間中（妊娠9日から妊娠11日）の体重増
加量を算出した。 
 
2-5. 剖検 
 妊娠11日剖検群の各4~7例より、妊娠11日の投与後
1時間の時点（許容範囲60±5分）において、イソフル
ラン吸入麻酔下に無処置シリンジを用いて腹大動脈
から可能な限り採血した後、腹大動脈を切断して放
血により安楽死させ、体外表、胸腔内及び腹腔内の主
要器官/組織を詳細に観察した。 
妊娠15日剖検群の各6例は妊娠15日の、妊娠18日剖検
群の各5~6例（800 mg/kg群は8例）は妊娠18日の、い
ずれも妊娠11日に採材した動物とほぼ同じ時刻（09:
00~12:00の間）に、同様に採血後放血して安楽死させ、
剖検した。 
 
2-6. 帝王切開及び母血清中エクソソーム解析用試料
採取 
 剖検時に、着床の有無を肉眼的に観察して、妊娠の
成否を確認した。妊娠が認められた母動物について
は、子宮内の生存胎児数、死亡胚・胎児数を判定・記
録した。生存胎児と死亡胚・胎児の総数を着床数とし
た。 
肉眼的に着床が認められない動物の子宮は、2%NaO
H水溶液により透明化して着床部位の有無を観察し
た。着床部位が認められない動物は不妊と判断した。 
 
2-7. 母動物血清中エクソソーム解析用試料の処理 
 血液をポリプロピレン製容器（タンパク低吸着）に
移し、室温で30分以上放置した後、遠心分離（4°C、
6000 ×g、2分間）により血清を得た。得られた血清試
料は試験番号、試料採取時点、動物番号、試料番号、
採血年月日、試料名を明記したラベルを貼付したタ
ンパク低吸着チューブに入れ、測定時まで−80°Cの冷
凍庫（許容値：−70°C以下）に保存した。 
 
2-8. 羊水、胎児血漿（GD18）、胎児（GD11, GD15）、
胎盤の採取 
 
1) 採取日及び採取時点 
妊娠11日剖検群：各群4例 
最終投与1時間後（09:00~12:00の間） 
妊娠15日剖検群：各群4例、 

妊娠11日帝王切開とほぼ同じ時刻 
（09:00~12:00の間） 
妊娠18日剖検群：各群4例（800 mg/kg群は8例）、 
妊娠11日帝王切開とほぼ同じ時刻（09:00~12:00の間） 
 
2) 対象部位（サンプル）の採取 
(a) 妊娠11日剖検群 
子宮壁を切開し、卵黄嚢膜に被包された胎児を摘出
した。その後、生理食塩液を入れたシャーレ中等で卵
黄嚢膜を切開し、胎児と胎盤を分離した。胎盤はほぼ
均等に2分割し、それぞれRNA laterと10%リン酸緩衝
ホルマリン液を満たした15 mLのコニカルチューブ
に保管した。胎児は10%リン酸緩衝ホルマリン液で固
定後、形態観察を実施した。 
 
(b) 妊娠15日剖検群 
妊娠動物の子宮壁を切開後、卵黄嚢膜の外側から切
開し、バリアチップで羊水をポリプロピレン製容器
（タンパク低吸着）に採取した。羊水を採取した後、
卵黄嚢膜に被包された胎児及び胎盤を摘出した。胎
児と胎盤を分離し、個別に重量を記録した。胎盤はほ
ぼ均等に2分割し、それぞれRNA laterと10%リン酸緩
衝ホルマリン液を満たした15 mLのコニカルチュー
ブに保管した。羊水は遠心分離（4°C、6000 ×g、2
分間）後、上清をバリアチップでタンパク低吸着チュ
ーブに移した。胎児は10%リン酸緩衝ホルマリン液で
固定後、特に神経管の閉鎖状態に注目し、形態観察を
実施した。 
 
(c) 妊娠18日剖検群 
妊娠動物の子宮壁を切開し、卵黄嚢膜に被包された
胎児を摘出後、胎児の頸部を切開して頸動脈を切断
し、漏出した血液をヘパリン処理したヘマトクリッ
ト毛細管を用いて可能な限り採血した。血液はポリ
プロピレン製容器（タンパク低吸着）に移し、遠心分
離（4℃、6000 ×g、2分間）により血漿とし、バリア
チップでタンパク低吸着チューブに移した。採血後
の胎児は重量を記録し、10%リン酸緩衝ホルマリン液
で固定後、特に神経管の閉鎖状態に注目し、形態観察
を実施した。  
また、胎盤は重量を記録後、ほぼ均等に2分割し、そ
れぞれRNA laterと10%リン酸緩衝ホルマリン液を満
たした15 mLのコニカルチューブに保管した。 
 
3) 試料番号 
羊水又は胎児血漿、胎盤及び胎児は、それぞれ試料番
号を記載したものをラベルしたサンプル管に収納し
た。試料番号は、着床番号と内容物を示す番号をハイ
フンで繋ぎ表示した。着床番号は以下の表2に従って
1生存胎児ごとに割り振った。 
表2 
投与量 
(mg/kg) 

剖 検 時
期 

着床番号 

0 GD11 101～ 
GD15 201～ 
GD18 301～ 

300 GD11 401～ 
GD15 501～ 
GD18 601～ 

600 GD11 701～ 
GD15 801～ 
GD18 901～ 
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800 GD18 1001～ 
 
着床番号、ハイフンに続けて示す内容物は、サンプル
管内の試料の種類を1桁の数字で示した。 
すなわち、-1は羊水又は胎児血漿、-2は胎児、-3は胎
盤（RNA later）、-4は胎盤と識別した。 
 

サンプル 枝番号 保存条件 
羊水又は胎児血漿 -1 冷 凍 ( − 8

0℃) 
胎児 -2 室温 
胎盤（RNA later） -3 冷蔵 
胎盤（10%リン酸緩
衝ホルマリン液） 

-4 室温 

 
2-8. 統計処理 
•MiTOX-BOZOシステム（Version 9.3.1.1、三井E&S
システム技研株式会社） 
 
3. バルプロ酸経口投与後の母動物血漿中および子宮
内容物中の濃度確認 
 バルプロ酸をその奇形の臨界期（妊娠9~11日まで）
の妊娠雌動物に投与し、胚・胎児発生への有害作用を
起こした状況での、母動物血漿中並びにその胎児中
のバルプロ酸濃度を測定することにより、被験物質
の妊娠動物における曝露状況を評価した。 
 
3-1. 投与経路、投与期間及び投与回数とそれらの選
択理由 
2．エクソソーム解析用試験と同様 （2-1.参照） 
 
3-2. 投与方法 
2．エクソソーム解析用試験と同様（2-2.参照） 
 
3-3. 投与量及び群構成 
投与量は300及び600 mg/kgの2群構成とした。1群当
たりの交尾成立雌動物数を5匹とした。群構成を表3
に示した。 
 
表3 
投与量 
(mg/kg) 

濃度 
(mg/mL) 

投与容
量 
(mL/kg) 

交尾成
立雌数 

動物番号 

300 18.75 16 5 1101～1105 
600 37.5 16 5 2101～2105 

 
3-4. 投与量設定根拠 
被験物質の臨床適用量は1日400~1200 mgである。基
準体重を50 kgとすると、この量は8~24 mg/kgに相当
する。この量のバルプロ酸を妊娠初期に服用したヒ
トでは二分脊椎の他、心室中隔欠損等の心奇形や多
指症、口蓋裂、尿道下裂などの外表奇形を持つ児が出
現することが知られている。 
Dawning et al.（注1）によれば、800 mg/kg又は400 
mg/kgのバルプロン酸を妊娠9日（膣栓＝妊娠0日）の
昼に単回腹腔内投与した結果、脊椎、肋骨及び指の奇
形が報告されている。本試験においては、当初、明確
な影響量における母動物及び胎児のエクソゾームの
量や内容に対する影響を検討するため、臨床用量の1
6~100倍で、全胎児に奇形を起こすとした文献が存在
する400 mg/kg及び800 mg/kgを投与する群を設けた。

実際に投与を行うと、800 mg/kgでは初回投与で母動
物が死亡し、この用量では必要なTK試料数の確保が
難しいと想定されたことから、投与量を600及び300 
mg/kgに変更した。 
（注1）Downing Chris, Biers Jami, Larson Colin, Ki
mball Alexi, Wright Hali, Ishii Takamasa, Gilliam Da
vid, Johnson Thomas: Genetic and Maternal Effects o
n Valproic Acid Teratogenesis in C57BL/6J and DB
A/2J Mice. Toxicological Sciences. 116 (2) 632-639 
(2010). 
 
3-5. 動物の観察 
生死並びに体外表、栄養状態、姿勢、行動及び排泄物
などの一般状態を観察した。観察は、投与期間中は1
日3回、投与前、投与直後及び投与1~3時間後の間（た
だし、妊娠11日は投与前、投与直後及び採血前の3回）、
その他の期間は1日1回（午前中）行った。 
体重は妊娠0、4、9、10、11日の07:00~12:30の間（投
与期間中は投与前）に測定した。 
なお、800 mg/kgを投与した1例の死亡動物は、搬出前
に測定した結果、著しい重量低下は認められなかっ
た。 
 
3-6. 剖検及び帝王切開 
妊娠11日の投与後1時間の時点（許容範囲60± 5分）
において、イソフルラン吸入麻酔下にて、ヘパリンナ
トリウム処理シリンジを用いて腹大動脈から可能な
限り採血（剖検時間の偏りを考慮し、低用量群と高用
量群を交互に採血した）した後、腹大動脈を切断し放
血により安楽死させ、体外表、胸腔内及び腹腔内の主
要器官/組織を詳細に観察した。 
また、800 mg/kgを投与した1例の死亡動物は、発見後
速やかに、剖検を行ったが、特記すべき異常は認めら
れなかった。本例では死亡に先立つ一般状態の異常
も観察されなかった。800 mg/kgを投与し死亡した1
例の一般状態観察、体重測定、剖検所見については本
試験の結果から、削除した。 
剖検時に、着床の有無を肉眼的に観察して、妊娠の成
否を確認した。妊娠が認められた母動物については、
子宮内の生存胎児数、死亡胚・胎児数を判定・記録し
た。生存胎児と死亡胚・胎児の総数を着床数とした。 
肉眼的に着床が認められない動物の子宮は、2%NaO
H水溶液により透明化して着床部位の有無を観察し
た。着床部位が認められない動物は不妊と判断した。
母動物ごとに妊娠状態を記録し、第6.1.3項で採血し、
第6.1.5項に従って処理した血漿とともに試験場所に
送付した。肉眼的に着床が認められない動物の子宮
は観察後廃棄し、TK試料は測定対象としなかった。 
 
3-7. 母動物血漿中濃度測定用試料の処理 
血液をポリプロピレン製容器に移し、遠心分離（4°C、
6000 ×g、2分間）により血漿を得た。得られた血漿試
料は試験番号、採血時期、動物番号、試料番号、採血
年月日、採血時点、試料名を明記したラベルを貼付し
たポリプロピレン製容器に入れ、測定時まで−80°Cの
冷凍庫（許容値：−70°C以下）に保存した。 
 
3-8. 胎児の採取 
1) 採取日及び採取時点 
妊娠11日：各群5例、最終投与1時間後 
2) 対象部位の採取 
子宮壁を切開後、卵黄嚢膜と胎児及び胎盤を摘出し
分離した。 
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胎児はそれぞれ試料番号をラベルしたサンプル管に
個別に収納し、重量を記録した。 
3) 試料番号 
試料番号は、着床番号と内容物を示す番号をハイフ
ンで繋ぎ表示した。 
着床番号は、300 mg/kg群は201番から、600 mg/kg群
は301番から1生存胎児ごとに割り振った。 
着床番号、ハイフンに続けて示す内容物は、サンプル
管内の試料の種類を1桁の数字で示した。すなわち、
1は胎児がサンプル管の内容であった。 
4) サンプルの保管 
全てのサンプル管は測定まで−80°Cの冷凍庫（許容
値：−70°C以下）に保存した。 
 
3-9. 母動物血漿中濃度及び胎児中濃度測定 
 分析は株式会社ボゾリサーチセンターつくば研究
所に委託した。 
測定対象試料は、各群、各時点の妊娠成立動物のうち
個体番号が若い3例から得られたTK試料を測定対象
とした。 
 
分析方法： 
液体クロマトグラフ－タンデム質量分析（LC-MS/M
S）法 
 

 
測定対象物質：バルプロ酸 
標準物質：valproic acid sodium salt 
ロット番号：WXBD4552V 
塩換算係数：0.8677 (=144.21/166.19) 
内標準物質：Diclofenac sodium salt 
ロット番号：P7E3B 
 
なお、簡易分析バリデーションは昨年度（R3年度）に
実施している。 
                       
                      
 
・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。 
 
 
・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。 
 
・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 
令和５年度に作製した Atp7b 変異マウス（F0 世代 
）を野生型マウス（C57BL/6J♂または、C57BL/6J♀）

と交配を行い、F1 世代マウスの作製を行い、それら

の変異を確認することで、変異アレルの germline 
transmission を確認する。 
 
さらに、germline transmission が確認された変異マウス

機器名及び型式 メーカー 
四重極タンデム型質量
分析計（MS/MS） 

Waters Corporation 

デ ー タ 処 理 ソ フ ト
 MassLynx 4.1 

Waters Corporation 

高速液体クロマトグラ
フ（HPLC） 
ACQUITY UPLC I-CL
ASS 

Waters Corporation 
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同士を交配することで、各変異マウスの homo変異マ

ウスの作製を行い、それぞれのラインの評価を行う。 
 
変異アレルの確認には、下記のプライマーセットを用

いてゲノム編集により変異を導入したオンターゲッ

トサイト部位を含む領域を PCR で増幅し、その後、

それぞれの F および R のプライマーによるダイレク

トシーケンス法により、変異配列を確認する。 
 
Atp7b exon8 変異マウス 
Atp7b-exon8 F1: ttagtgactgccgcccctaa 
Atp7b-exon8 R1: tcaccagaggctgaggaaga 
 
 
Atp7b exon11 変異マウス 
Atp7b-exon11 F1: ataatgcagcccaggtagtc 
Atp7b-exon11 R1: gagtccctcatcacaggttag  
 
 
ここで得られる F2 世代の homo 変異マウスは、生後

６ヶ月において、生化学検査およびエクソソーム解析

用の血清採取、肝臓および腎臓の毒性評価用の病理学

的解析を行う。 
 
 
・オルガノイドの培養上清中に含まれるエクソソー

ム RNA をバイオマーカーに用いた代替法の検討 
 
C57BL6/J ♂マウス（5週齢）マウスを解剖し、肝臓を

採取する。これらをハサミにて 1mm 角に刻み、PBS
にて洗浄後に collagenase処理を行う。その後に 40 μm 
セルストレーナーを通し、酵素的および物理的に組織

を破砕した後、 MBOC (Matrigel Bilayer Organoid 
Culture) 法を用いて細胞をマトリゲルに包埋し、各臓

器毎の至適培地を添加し培養を行った。 
 
樹立に成功した肝臓オルガノイド1x105個を細胞培養

プレートに播種し、５日間培養を行い、四塩化炭素

（0mM、0.3mM、1mM、3mM、10mM）を添加後２

日目に培養上清および、肝臓オルガノイドの回収を行

った。 
 
回収した培養液上清（1ml）より、500µl を使用して、

エクソソーム RNA の網羅的遺伝子発現解析を行う。 
 
 

 

 
（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 
・エクソソーム解析用試料採取試験の解析（R5 年
度：桑形、小野） 
 
1. 一般状態および体重推移 

800 mg/kg群の1例が初回投与（妊娠9日）の投与後
1~3時間に腹臥を呈し、投与2日に死亡した。剖検で
は肉眼的異常はみられなかった。死亡例には肉眼的
に着床が認められ、妊娠が確認された。 
生存例の一般状態は、800 mg/kg群では投与期間中

（妊娠9-11日）の投与後1~3時間に自発運動の減少あ
るいは腹臥がほぼ全例に観察された。 
媒体対照群、300及び600 mg/kg群では、いずれの動

物にも一般状態に異常はみられなかった。 
 

2. 体重（Table 1） 
800 mg/kg群（母動物）では、投与期間（妊娠9-11
日）及び投与終了後期間（妊娠11-18日）の体重に増
加抑制傾向がみられた。 
媒体対照群、300及び600 mg/kg群では、いずれの動

物にも体重推移に異常はみられなかった。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. 剖検 
いずれの母動物にも剖検所見に異常はみられなか
った。 
 
4. 帝王切開所見 
 妊娠１１日の胎児に関しては、まだ胎児の大きさ
が小さいことから、体重測定、および、羊水採取は
行なっていない。また、妊娠１８日の胎児において
は、羊水量が胎児に比較して減少することにより、
採取が困難なことから、羊水採取を行なっていない。 
 
まず、妊娠１５日、および、妊娠１８日での胎児体
重測定の結果、妊娠１５日は、600 mg/kg群において、
妊娠１８日では、300 mg/kg群、600 mg/kg群、800 m
g/kg群で、優位に体重の低下が見られた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：妊娠１５日および１８日における胎児体重測定の結果 
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次に、外表異常を観察したところ、妊娠１１日では、
異常所見は見られず、妊娠１５日においては、600 m
g/kg群において、1胎児（胎児番号：8104-R2、着床番
号：819）で神経管閉鎖不全がみられ、また、多くの
指形成奇形が確認された。 
 
 
表：妊娠１５日における胎児の体重および外表異常 
赤で塗られたサンプルは、後に羊水中のエクソソームRNAの
網羅的遺伝子発現解析を行っている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dose level
(mg/kg)

Animal
No. Location live or dead fetal weight

(g)

placental
weight

(g)

fetus ID
number

neural tube
closure
defect

digit
malformation

R-1 live 0.33 0.10 201 - -
R-2 live 0.23 0.08 202 - -
R-3 live 0.33 0.11 203 - -
L-1 live 0.32 0.10 204 - -
L-2 live 0.36 0.10 205 - -
L-3 live 0.37 0.11 206 - -
L-4 live 0.34 0.12 207 - -
L-5 live 0.34 0.10 208 - -

Mean 0.33 0.10
SD 0.04 0.01
R-1 live 0.33 0.14 209 - -
R-2 live 0.33 0.12 210 - -
R-3 dead
R-4 live 0.29 0.11 211 - -
L-1 live 0.37 0.12 212 - -
L-2 live 0.34 0.11 213 - -
L-3 live 0.38 0.10 214 - -
L-4 live 0.35 0.18 215 - -

Mean 0.34 0.13
SD 0.03 0.03
R-1 0.27 0.08 216 - -
R-2 dead
R-3 live 0.24 0.08 217 - -
R-4 live 0.32 0.08 218 - -
R-5 live 0.33 0.09 219 - -
R-6 live 0.27 0.08 220 - -
L-1 live 0.32 0.09 221 - -
L-2 live 0.33 0.09 222 - -
L-3 live 0.26 0.09 223 - -

Mean 106 0.29 0.09
SD 6 0.04 0.01
R-1 live 0.34 0.07 224 - -
R-2 live 0.41 0.10 225 - -
R-3 live 0.38 0.09 226 - -
R-4 live 0.39 0.11 227 - -
R-5 live 0.35 0.10 228 - -
L-1 live 0.37 0.09 229 - -
L-2 dead

Mean 0.37 0.09
SD 0.12 0.03

0

2102

2103

2104

2105

Dose level
(mg/kg)

pregnant
dam
No.

in utero
Location

fetus status
live or dead

fetal weight
(g)

placental
weight

(g)

fetus ID
number

neural tube
closure
defect

digit
malformation

R-1 live 0.35 0.10 501 - -
R-2 dead
R-3 dead
R-4 live 0.38 0.12 502 - -
R-5 live 0.32 0.09 503 - -
L-1 live 0.36 0.12 504 - -
L-2 live 0.34 0.10 505 - -
L-3 dead

Mean 0.35 0.11
SD 0.02 0.01
R-1 live 0.29 0.11 506 - -
R-2 live 0.36 0.11 507 - -
R-3 live 0.36 0.12 508 - -
R-4 live 0.31 0.07 509 - -
R-5 live 0.33 0.10 510 - -
L-1 live 0.36 0.09 511 - -
L-2 live 0.35 0.09 512 - -
L-3 live 0.30 0.08 513 - -
L-4 live 0.33 0.10 514 - -

Mean 0.33 0.10
SD 0.03 0.02
R-1 dead
R-2 dead
R-3 live 0.37 0.12 515 - -
R-4 live 0.31 0.09 516 - -
L-1 live 0.37 0.09 517 - -
L-2 live 0.35 0.08 518 - -
L-3 live 0.31 0.08 519 - -
L-4 live 0.36 0.09 520 - -

Mean 0.35 0.09
SD 0.03 0.01
R-1 live 0.25 0.10 521 - -
R-2 live 0.31 0.11 522 - -
R-3 live 0.33 0.11 523 - -
R-4 live 0.30 0.10 524 - -
R-5 live 0.29 0.09 525 - -
R-6 live 0.28 0.08 526 - -
R-7 live 0.29 0.08 527 - -
L-1 live 0.34 0.07 528 - -
L-2 live 0.35 0.09 529 - -

Mean 0.30 0.09
SD 0.03 0.01

300

5102

5103

5104

5105

Dose level
(mg/kg)

pregnant
dam
No.

in utero
Location

fetus status
live or
dead

fetal
weight

(g)

placental
weight

(g)

fetus ID
number

neural tube closure
defect digit malformation

R-1 live 0.37 0.12 801 - -
R-2 live 0.34 0.10 802 - -
L-1 live 0.36 0.10 803 - -
L-2 live 0.34 0.10 804 - -
L-3 live 0.31 0.10 805 - -
L-4 live 0.36 0.09 806 - -
L-5 live 0.32 0.09 807 - -
L-6 live 0.32 0.09 808 - -

Mean 0.34 0.10
SD 0.02 0.01
R-1 live 0.28 0.08 809 - -
R-2 live 0.32 0.09 810 - -
R-3 live 0.30 0.09 811 - -
R-4 live 0.28 0.09 812 - -
R-5 live 0.32 0.10 813 - -
R-6 live 0.28 0.08 814 - -
L-1 live 0.30 0.09 815 - -
L-2 live 0.29 0.09 816 - -
L-3 live 0.27 0.09 816 - -

Mean 0.29 0.09
SD 0.02 0.01

R-1 live 0.17 0.06 818 -
Adactyly, forelimb, the 4th, Left
Malpositioned digit, forelimb, the 5th, Left

R-2 live 0.24 0.08 819 exencephaly -

R-3 live 0.27 0.07 820 -
Adactyly, forelimb, the 5th, Left
Adactyly, forelimb, the 1st & 5th, Right
Malpositioned digit, forelimb, the 5th, Right

R-4 live 0.30 0.08 821 -
Adactyly, forelimb, the 5th, Left
Adactyly, forelimb, the 5th, Right

R-5 live 0.24 0.09 822 - Adactyly, forelimb, the 5th, Left

R-6 live 0.24 0.07 823 - Adactyly, forelimb, the 5th, Right

R-7 live 0.25 0.07 824 -
Pendulous digit, forelimb, the 5th, Right
Malpositioned digit, hindlimb, the 1st, Right

L-1 live 0.22 0.06 825 - Adactyly, forelimb, the 5th, Right
Mean 0.24 0.07

SD 0.04 0.01
R-1 live 0.34 0.08 826 - -
R-2 dead
R-3 live 0.33 0.08 827 - -
R-4 dead
R-5 live 0.35 0.09 828 - -
L-1 live 0.31 0.08 829 - -
L-2 live 0.32 0.08 830 - -

Mean 0.33 0.08
SD 0.02 0.004

600

8102

8103

8104

8105

a 
 

b 

c 
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図：妊娠１５日胎児におけるVPA経口投与による形態学的変
化の一例 
妊娠9-11日の期間に600mg/kg/dayのVPAを経口投与され
た結果、妊娠15日の胎児は神経管欠陥および指の形成異常を
示しました。 
妊娠15日のコントロール胎児（溶媒投与）（a）。外骨蓋（6
00mg/kg/day：胎児ID 819）を有する胎児（b）。左前肢の
第五指が異常な位置にある胎児（600mg/kg/day：胎児ID 8
18：赤い円で示されている）（c）。左前肢の第五指に欠損が
ある胎児（600mg/kg/day：胎児ID 820：赤点の円で示さ
れている）。スケールバー=1mm 
 
 
 
 
 
・母動物血清を用いた生化学検査（R5 年度：平林） 
 
 バルプロ酸投与後の妊娠11、15及び18日に300 mg
/kg群および600 mg/kg群の各4匹の母動物から採取
した血清を用いて、母動物の健康状態を把握する目
的で、血液生化学検査を行なった。その結果、溶媒
投与群と比較して、有意差はなかったことから、母
動物の肝障害や腎障害は生じていないと考えられる。 
 
 
 
 
表：バルプロ酸投与による母動物の血液生化学検査への影響 
妊娠マウスに対する反復投与（GD9-11）の後、溶媒投与群
とバルプロ酸投与群（300 mg/kg/day、600 mg/kg/day）
の母動物血清での生化学検査値のまとめ。aminotransferas
e（AST）、alanine aminotransferase（ALT）、尿素窒素
（BUN）、およびクレアチニン（CRE）の平均と標準偏差（M
EAN ± SD）。（N = 4） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

・羊水中のエクソソーム抽出のための最適化プロト

コールの検証（落谷、小野、伊川：R5 年度） 
 
エクソソームは、血液の他にも唾液、涙液、尿な

どの体液にも存在することが報告されている。そこ

で、羊水よりエクソソームを抽出するための最適化プ

ロトコールの作成を行なった。羊水から①超遠心ペレ

ットダウン法、および、②アフィニティーカラム抽出

法（Qiagen 社、exoEasy）の２通りで、エクソソーム

を採取し、エクソソームの表面タンパクである CD9
抗体でのウエスタンブロット解析を行なった。その結

果、下図のように、exoEasy を使用した方が、より多

くの CD9 陽性エクソソームを検出できる結果となっ

た。 
 
 
 
 
 
 
 

図：羊水からのエクソソーム抽出方法の検討。アフィニティー
カラム法(exoEasy)、および、超遠心ペレットダウン法(UC)に
より採取したエクソソームをエクソソームの膜タンパクであ
る CD9 抗体によるウエスタンブロット解析を行なった結果。 
 
 
次に、exoEasy を使用して羊水から抽出したエクソ

ソームを NanoSight を利用して、NTA (Nanoparticle 
Tracking Analysis) 解析を行い、エクソソームの粒子径

および粒子数解析を行なった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mean 197.3nm SD 62.1 
Concentration 2.57e+08 
 
図：羊水中のエクソソームの特性評価。NanoSight を利用し
たNTA解析結果。 
 

NANOSIGHT 231225-Ono-f-UC 2023-12-25 11-37-11 2023-12-25 13-06-36
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FTLA Concentration / Size graph for Experiment:
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Averaged FTLA Concentration / Size for Experiment:
231225-Ono-f-UC 2023-12-25 11-37-11 2023-12-25 13-06-36
Error bars indicate + / -1 standard error of the mean

Included Files

231225-Ono-f-UC 2023-12-25 11-37-11 2023-12-25 13-09-33
231225-Ono-f-UC 2023-12-25 11-37-11 2023-12-25 13-10-38
231225-Ono-f-UC 2023-12-25 11-37-11 2023-12-25 13-11-43

Details

NTA Version: NTA 3.4 - Sample Assistant Build 3.4.4 - SA
Script Used: SOP Standard Measurement 12-34-08PM 25~
Time Captured: 13:06:36  25/12/2023
Operator: Ono
Pre-treatment:
Sample Name: 231225_af-mix_f-ee-40
Diluent: x50_DPBS
Remarks: 3times

Capture Settings

Camera Type: sCMOS
Laser Type: Green
Camera Level: 13
Slider Shutter: 1232
Slider Gain: 175
FPS 25.0
Number of Frames: 1498
Temperature: 25.6 - 25.6 oC
Viscosity: (Water) 0.876 - 0.877 cP
Dilution factor: Dilution not recorded
Syringe Pump Speed: 40

Analysis Settings

Detect Threshold: 5
Blur Size: Auto
Max Jump Distance: Auto: 10.8 - 11.5 pix

Results

Stats: Merged Data
Mean: 197.3 nm
Mode: 174.2 nm
SD: 62.1 nm
D10: 127.6 nm
D50: 184.0 nm
D90: 274.5 nm

Stats: Mean +/- Standard Error
Mean: 197.2 +/- 0.9 nm
Mode: 175.7 +/- 2.9 nm
SD: 61.7 +/- 3.2 nm
D10: 128.0 +/- 1.4 nm
D50: 184.1 +/- 0.6 nm
D90: 275.6 +/- 7.9 nm
Concentration (Upgrade): 2.57e+08 +/- 1.32e+07 particles/ml

40.2 +/- 1.9 particles/frame
43.3 +/- 2.6 centres/frame

d 
 

GD11-0mg GD11-300mg GD11-600mg GD15-0mg GD15-300mg GD15-600mg GD18-0mg GD18-300mg GD18-600mg
AST(U/l) 60±3.56 81±14.65 62.75±6.95 41.25±3.86 45±13.89 46±5.72 51.5±1.73 45±3.37 41.25±0.96
ALT(U/l) 33.25±4.79 31.5±3.51 28.25±2.99 25.25±2.75 24±6.52 21.25±2.75 31.75±2.87 27.5±3.11 25.25±1.26
BUN(mg/dl) 21.825±3.55 31.85±12.61 28.3±9.66 23.45±3.62 37.64±8.48 35.35±6.73 19.55±2.81 24.6±6.06 27.375±6.39
CRE(mg/dl) 0.18±0.03 0.2425±0.07 0.2125±0.05 0.1975±0.02 0.34±0.07 0.2325±0.03 0.21±0.01 0.215±0.02 0.2375±0.04

Marker      amniotic fluid  amniotic fluid 
               (exoEasy)       (UC) 

CD9 

M.W.(kDa)  
25 
20 
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・バルプロ酸投与に特異的な羊水中のエクソソーム

RNA の同定（小野、落谷：R5 年度） 
 
催奇形性物質であるバルプロ酸をモデル物質と

して、妊娠９−１１日の間に妊娠マウスに 0mg/kg, 
300mg/kg, 600mg/kgの濃度で１日１回、反復経口
投与を行い、妊娠１５日目の胎児の重量測定およ

び外表面の異常を評価するとともに、胎児羊水の

採取、およびエクソソームの抽出、そして、エク

ソソーム RNA の網羅的遺伝子発現解析を行なっ
た。 
ここで、エクソソーム RNAの網羅的遺伝子発現
解析を行う胎児羊水は、「エクソソーム解析用試料

採取試験」の項にあるサンプル表の赤く塗られた個

体を解析対象とした。 
 
その結果、溶媒投与群と比較して、バルプロ酸投与

群において有意に遺伝子発現変化が生じるものを

下表に示す。(P<0.001) 
 
表：妊娠 9-11 日の期間にバルプロ酸の反復投与（0 
mg/kg/day、300 mg/kg/day、および 600 mg/kg/day）
の後、妊娠 15 日で有意に上昇（2倍以上）および低下（半
分以下）したエクソソームRNAのリスト。（P < 0.001） 
 
 
 
 
 
                                                               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：妊娠15日における溶媒投与群とバルプロ酸投与群（300 
mg/kg/day または600 mg/kg/day）との間で遺伝子発現変
化する羊水中エクソソームRNAの一例。 *P < 0.01、 

P<0.01 のエクソソーム RNA の中には、多くのインプ

リンティング遺伝子由来のものが含まれていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：妊娠15日における溶媒投与群とバルプロ酸投与群（300 
mg/kg/day または600 mg/kg/day）との間で遺伝子発現変
化する羊水中エクソソーム RNA のうち、インプリンティン
グ遺伝子に由来するものの一例。 *P < 0.01、 
 
 
・バルプロ酸投与に特異的な母体血中のエクソソー

ム RNA の同定（小野、落谷：R5 年度） 
 
妊娠マウスに催奇形性物質であるバルプロ酸を

モデル物質として 0mg/kg/day、300mg/kg/day、600 
mg/kg/day の用量で妊娠 9-11 日の間に投与し、妊
娠１１日、１５日、１８日において母動物の全採

血を行ない、血清を抽出した。 
 
血清中のエクソソームは超遠心ペレットダウン

法により、採取を行なった。 
 
現在までに、妊娠１１日での結果が以下の様に出て

いる。 
 
 
 
 
 
 
 

 

EV small RNA chromosomal region Fold change (300mg/kg) P-value (300mg/kg) Fold change (600mg/kg) P-value (600mg/kg) Associated transcript

chr2:10251250-10252047 0.164675797 0.000356384 0.270070311 9.35E-07 Itih5

chr6:48569539-48570339 0.197762008 0.00045638 0.28556754 1.44202E-06 Lrrc61

chr11:70409748-70410245 0.125681067 0.000273181 0.277137259 2.31618E-06 Pelp1

chr6:55498300-55498660 0.123410302 0.000301313 0.173319734 8.22869E-06 Adcyap1r1

chr16:87415549-87416323 1.556451898 0.243775633 2.132070127 0.000277057 Ltn1

chr4:43522593-43522926 0.289661787 0.001011075 0.286706652 0.000410094 Tpm2

chr4:47312337-47313097 0.293802578 0.00163551 0.324220874 0.000499773 Col15a1

chr7:144461067-144461428 1.569234811 0.135849146 2.350385999 0.000777446 Cttn

chr1:181177217-181177400 2.814389481 0.00337985 4.153382538 0.000917419 Wdr26

* * 

* 
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・遺伝子改変動物作製による催奇形性モデルの作出

（伊川、小野、平林：R5 年度） 
 
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（F0 世代）の

作製を令和４年度に作製している。令和５年度におい

ては、Atp7b 変異マウス（F0 世代）を野生型マウス

（C57BL/6J♂または、C57BL/6J♀）と交配を行い、F1 
世代マウスの作製を行い、それらの変異を確認するこ

とで、変異アレルの germline transmission の確認を

行った。 
 
germline transmission が確認された Atp7b 遺伝子

の変異マウスラインは、以下の通りである。 
 
・Atp7b exon8 変異ライン 
 
1bp insertion 

G to A 

10bp deletion 

10bp deletion, 18bp insertion 

6bp deletion 

Short（判別できない） 

22bp deletion 

about 30 bp deletion 

1bp deletion 
 
 
・Atp7b exon11 変異ライン 
 
9bp insertion 

2bp insertion 

1bp deletion 

判別できない 
 
上記の F1 世代において germline transmission を確認

できたラインのマウスに関して、同変異ライン同士の

雌雄で交配を行い、F2 世代で homo 変異マウスの作

製を行なった。 
 
そこで得られた Atp7b homo変異マウスに関して、病

理的解析、生化学解析を行った結果は下記の通りであ

る。 
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・Atp7b exon8 変異ライン 

 
 
 
・Atp11b exon8 変異ライン 

 
 
 
 
これらの結果から、Atp7b の遺伝子変異の種類によっ

て、肝障害の度合いは大きく異なることが想定される。 
 
ライン化されたこれらの変異マウスを用いて、今後は

銅代謝異常のバイオマーカーのスクリーニングに利

用できると考えられる。 
 
 
 

・オルガノイドの培養上清中に含まれるエクソソー

ム RNA をバイオマーカーに用いた代替法の検討（成

瀬：R5 年度） 
 
近年開発されたオルガノイド 3D 培養法は、in vivo

の特性を高度に保存した in vitroモデルとなっている。

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ものと考えら

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。 
 
血液中のエクソソーム  RNA を毒性指標とした

我々の次世代型毒性評価法は、迅速かつ高感度に評価

可能な方法になっている。しかしながら、動物愛護の

観点から、今後において、動物実験によらない毒性評

価が必要となる可能性を考慮し、我々が既に単離して

いる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

検討を行う。 
R5 年度においては、マウスの肝臓より樹立したオル

ガノイドに対して、肝臓障害を起こすことが知られる

四塩化炭素を添加するばく露実験を行い、細胞の増殖

活性、および肝臓の逸脱酵素である  AST および 
ALT の測定を行った。 
 
下図にある様に、樹立に成功した肝臓オルガノイド

1x105個を細胞培養プレートに播種し、５日間培養を

行い、アセトアミノフェン（0mM, 5mM, 10mM, 20mM, 
40mM）を添加後２日目に培養上清および、肝臓オル

ガノイドの回収を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: C57BL6/Jの肝臓から樹立したオルガノイドに四塩化炭
素をばく露および解析する概略図。  
 
 

Atp7b exon8 変
異ライン hepatocyte  AST(U/l) ALT(U/l) 

1bp insertion 
巨核・銅沈

着 176 234 

G to A - 64 32 

10bp deletion 巨核・銅沈

着 374 685 

10bp deletion, 
18bp insertion 

巨核・銅沈

着 
134 72 

6bp deletion 巨核・銅沈

着 140 89 

Short（判別でき

ない） 
巨核・銅沈

着 143 156 

22bp deletion 巨核・銅沈

着 80 89 

about 30 bp 
deletion 

- 79 70 

1bp deletion 巨核・銅沈

着 160 259 

Atp7b exon11 
変異ライン hepatocyte  AST(U/l) ALT(U/l) 

9bp insertion 巨核・銅沈

着 156 162 

2bp insertion 巨核・銅沈

着 157 163 

1bp deletion 
巨核・銅沈

着 108 115 

判別できない 巨核・銅沈

着 380 354 

cell seeding 
(1 x 10

5
 cells) 

(Day 0) 

四塩化炭素 
(0, 0.3, 1, 3, 10 mM) 
(Day 5) 

analysis 
(Day7) 
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図: C57BL6/Jの肝臓から樹立したオルガノイドに四塩化炭
素を0mM, 0.3mM, 1mM, 3mM, 10mMの濃度で添加し、
４８時間後に細胞生存性の指標として実績の多い還元力を測
定している（N=3）。  
 
 
 
４８時間後においても 10mM 投与群においても細
胞の生存性低下は見られなかった。。 
 
一方、肝臓障害の指標として利用される血液中の逸
脱酵素（AST および ALT）についても、四塩化炭素
添加後４８時間における培養上清において測定した
が、溶媒に比較して有意差のある上昇はASTの10mM
群だけであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: C57BL6/Jの肝臓から樹立したオルガノイドに四塩化炭
素を0mM, 0.3mM, 1mM, 3mM, 10mMの濃度で添加し、
４８時間後に細胞培養上清の生化学検査によるAST濃度を
測定している（N=3）。* P<0.05 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図: C57BL6/Jの肝臓から樹立したオルガノイドに四塩化炭
素を0mM, 0.3mM, 1mM, 3mM, 10mMの濃度で添加し、
４８時間後に細胞培養上清の生化学検査によるALT濃度を
測定している（N=3）。 
 
 
 
四塩化炭素添加による肝臓オルガノイドへの形態を
確認するために、四塩化炭素添加前、および２日後
の細胞像の写真撮影を行っている（下図） 
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図: C57BL6/Jの肝臓から樹立したオルガノイドに0mM, 
0.3mM, 1mM, 3mM, 10mMの濃度で四塩化炭素を添加し、
2日目のオルガノイド。（スケールバー＝500μm） 
 
 
R4年度の研究結果より、肝臓オルガノイドは、アセ
トアミノフェンの添加により、用量依存的に肝臓の
逸脱酵素を分泌し、細胞生存性の活性も低下するな
ど、動物実験と同様の傾向が確認できたが、今年度
（R5年度）研究において、四塩化炭素添加において
は、用量依存的に、肝臓オルガノイドに細胞死が見ら
れた一方、肝臓オルガノイドの培養上清中の逸脱酵
素（ASTおよびALT）においては、生体マウスに四塩
化炭素を投与した時と同様の著しい値の上昇は確認
できなかった。 
 
また、肝臓オルガノイドの培養上清中のエクソソー
ムRNA解析を行なったところ、肝障害のバイオマー
カーであるmiR-122やmiR-192の上昇も確認できなか
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図：C57BL6/J の肝臓から樹立したオルガノイドに 0mM, 
10mMの濃度で四塩化炭素を添加し、2日目のオルガノイド
における 0mM 群と 10mM 群における肝障害のバイオマー
カーであるmiR122の遺伝子発現量（N=3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図：C57BL6/J の肝臓から樹立したオルガノイドに 0mM, 
10mMの濃度で四塩化炭素を添加し、2日目のオルガノイド
における 0mM 群と 10mM 群における肝障害のバイオマー
カーであるmiR192の遺伝子発現量（N=3）。 
 
 
 
 
 
 
 
  

3mM 

10mM 
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Ｄ．考察 

 
昨年度（令和４年度）に、妊娠初期に服用したヒト

では二分脊椎の他、心室中隔欠損等の心奇形や多指

症、口蓋裂、尿道下裂などの外表奇形を持つ児が出

現することが知られているバルプロ酸ナトリウムの

投与実験（妊娠９―１１日（GD9-11）に反復投与、

0mg/kg/day, 300mg/kg/day, 600mg/kg/day（GD18 解剖

群のみ、800mg/kg/day 群あり）を行い、GD11, 15, 18
日目に剖検、および、母体血および胎児羊水のサン

プリングを行っていた。 
 
 今年度（令和５年度）は、これらのサンプルの詳

細な解析を行なった。 
 
その結果、600mg/kg/day でバルプロ酸を投与した場

合に、バルプロ酸の濃度依存的に子宮内胎児発達遅

延(IUGR)の表現型が有位差を持って観察され、さら

に、高濃度群においては、神経管閉鎖不全の胎児の

他、指形成異常の表現型を持つ胎児が複数観察され

た。 
 
ここで、注意したいのは、催奇形性は、全ての腹で

観察されるわけではなく、一部の腹では多くの胎児

が催奇形性の表現型を持つが、他の腹においては正

常であるという点である。 
 
これらの事実から、催奇形性の出現頻度によっては、

判断が難しい事も考えられ、それ故、生殖発生毒性

試験においては、経験豊富なエキスパートによる判

断が必要とされるのであろう。 
 
 
 
Ｅ．結論 
 
今年度（令和５年度：３年計画の３年目）の研究は

計画通りに進捗した。 
今年度研究において、以下の３項目において進捗が

見られた。 
 
（1）令和４年度において妊娠中のばく露により二

分脊柱などの催奇形性や生後の自閉症などを発現す

ることが知られるバルプロ酸ナトリウムの投与実験

（妊娠９―１１日（GD9-11）に反復投与、0mg/kg/day, 
300mg/kg/day, 600mg/kg/day（GD18 解剖群のみ、

800mg/kg/day 群あり）を行い、GD11, 15, 18日目に

剖検、および、母体血および胎児羊水のサンプリン

グを行っていたが、令和５年度研究においては、そ

れらの詳細な外表面観察を行った。 
 
その結果、投与したバルプロ酸ナトリウムの濃度依

存的に子宮内胎児発達遅延(IUGR)の表現型が有位差

を持って観察され、さらに、高濃度群においては、

神経管閉鎖不全の胎児の他、指形成異常の表現型を

持つ胎児が複数観察された。このことから、本研究

で行なったバルプロ酸ナトリウム投与による催奇形

性モデル動物の作製は予定通りに成功した (Ono R. 
et al., Fundamental Toxicological Sciences 2024)。 
 
(2)  羊水よりエクソソームを抽出するための最

適化プロトコールの作成を行なった。羊水から①超

遠心ペレットダウン法、および、②アフィニティー

カラム抽出法、の２通りで、エクソソームを採取し、

エクソソームの表面タンパクであるCD9抗体でのウ

エスタンブロット解析、および、NTA (Nanoparticle 
Tracking Analysis) によるエクソソームの粒子径およ

び粒子数解析を行い、羊水からは、アフィニティー

カラム法が適していると結論した。 
 
(3)  (1) 研究計画において採取したバルプロ酸ナ

トリウムを投与した妊娠マウスの母動物血清、およ

び、羊水よりエクソソームの抽出を行い、次世代シ

ーケンサーによる網羅的遺伝子発現解析を行うこと

で、催奇形性作用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。(Ono R. et al., 
Fundamental Toxicological Sciences 2024) 
 
（4）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（F0 世代）

の作製を令和４年度に作製しており、これらのマウス

より、変異マウスラインを確立するために、Atp7b 変
異マウス（F0 世代）を野生型マウス（C57BL/6J♂ま

たは、C57BL/6J♀）と交配を行うことで、変異アレル

が germline transmission するラインを確立できた。

また、さらに、これらの F1変異マウス同士を交配す

ることで homo変異マウスの作製を行い、その表原型

の評価を行った。 
 
（4）肝臓オルガノイドを細胞培養プレートに播種し、

5 日間培養した後、肝毒性モデル物質である四塩化

炭素（0mM、0.3mM、1mM、3mM、10mM）を添

加した。四塩化炭素添加後の 2日目に培養上清と肝

臓オルガノイドを回収した。容量依存的に、肝臓オ

ルガノイドに細胞死が見られた一方、肝臓オルガノ

イドの培養上清中の逸脱酵素（AST および ALT）に

おいては、生体マウスに四塩化炭素を投与した時と

同様の著しい値の上昇は確認できなかった。また、

肝臓オルガノイドの培養上清中のエクソソーム

RNA 解析を行なったところ、肝障害のバイオマーカ

ーである miR-122 や miR-192 の上昇も確認できなか

った。 
 
 
（まとめ） 
本研究で行なった催奇形性物質であるバルプロ酸

ナトリウムの妊娠動物への投与により、濃度に依存
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した子宮内胎児発達遅延や、神経管閉鎖不全や指形

成不全の催奇形性作用が確認された。ここで、重要

なのは、全ての腹で同様に催奇形性作用が確認され

たわけではなく、催奇形性の全くでない腹もあれば、

ほぼ全てが催奇形性の表現型を持つ腹もあるという

事実である。 
 
このような催奇形性発現状況こそが、催奇形性試験

に経験豊富なエキスパートが必要な大きな理由の一

つと考えられる。そこで、我々は、催奇形性の表原

型の有無に関係なく、催奇形性物質投与により、誘

導されるエクソソーム RNA の発現量を催奇形性の

指標とする次世代型毒性評価法の開発を本研究の目

的とした。 
 
母動物へのバルプロ酸ナトリウム投与により、胎児

における催奇形性作用が確認され、エクソソームを

抽出する体液として、母動物の血清、および、胎児

の羊水の採取を行い、それらの網羅的遺伝子発現解

析を行なった。そこで、バルプロ酸ナトリウム投与

に依存的に誘導されるエクソソーム RNA の単離に

成功した。(Ono R. et al., Fundamental Toxicological 
Sciences 2024)。 
 
ここで、GD15 の羊水中のエクソソーム RNA で、

バルプロ酸ナトリウム投与依存的に誘導されるエク

ソソーム RNA には、ゲノムインプリンティングを受

ける遺伝子群が濃縮されていることが判明した。 
 
これは、バルプロ酸ナトリウムは、ヒストン脱アセ

チル化酵素の阻害作用を持つことから、ヒストンア

セチル化によって遺伝子の転写活性の on/off をして

いる遺伝子に関しては、転写を活性化すると考えら

れる。このヒストン脱アセチル化酵素の阻害作用を

持つ、Trichostatin A も、バルプロ酸ナトリウムと同

様の催奇形性作用を持つことが報告されていること

から、これらの催奇形性発現は、ヒストンアセチル

化の異常による遺伝子発現異常にあると考えられる。 
 
そこで、本研究により単離された催奇形性の毒性指

標候補であるエクソソーム RNA であるゲノムイン

プリンティングを受ける遺伝子群の発現は、毒性機

序の面からも、非常に優れた毒性バイオマーカーで

あると結論できる。 

 

また、肝臓オルガノイドの培養上清中のエクソソー

ムを毒性指標とする動物実験代替法の検証において

は、アセトアミノフェンについては、生体への投与

と同様な挙動が見られたが、四塩化炭素投与におい

ては、生体で見られる反応が見られなかった。これ

は、肝毒性の発現以前に、培養系における細胞毒性

を生じてしまい、生体とは違うメカニズムで細胞の

生存障害が起こっているものと考えられる。 

 

動物実験代替法は推進すべき課題であるが、本当に

生体を反映しているかの評価が難しい問題である。

本研究で開発に成功した母動物の血清および胎児羊

水中のエクソソーム RNA を毒性指標とする次世代型

毒性評価法は、動物実験における使用匹数の大幅な

削減に貢献するだけでなく、オルガノイドなどの培

養系における in vivoを反映しているのかという鋭

敏な指標にもなりうると考えられる。 
 

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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