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研究要旨 

妊娠維持、胎児の健やかな成⻑には、胎盤の正常な維持と発達が命綱的に不可⽋であり、実際に多
くの胎児発育不全は胎盤の異常や発育の障害を伴ってしまうことが産婦⼈科領域でも⽰されている。
従って、化学物質の⽣殖発⽣毒性評価にあたっても、胎盤への毒性も考慮すべきである。しかし現状
では、化学物質による胎盤毒性の評価は極めて限定的であるうえ、胎盤に焦点をあてた、確⽴された
代替試験法は無い。化学物質の⽣殖発⽣毒性の評価に際して、胎児と⺟体を両輪で解析することは⾔
うまでも無く、そのうえでさらに、「⺟体と胎児をつなぐ胎盤」に関する影響解析も集中的になされる
べきであり、特に、受精卵/胎児の成⻑の基盤となる胎盤への毒性の理解が必須と⾔える。そこで本研
究では、胎盤毒性発現メカニズムを考慮したリスク解析基盤を確⽴し、化学物質による胎盤毒性を判
断できるよう、（1）胎盤動態、（2）胎盤ハザード、（3）胎盤毒性に係るメカニズムなどの各段階への
影響を各々解析し、それら情報を総合集積することで、統合的に評価できるスキームの構築を試みた。 

令和 3〜5 年度における研究成果において、❶胎児に対する毒性兆候が報告されているバルプロ酸
が、ヒト絨⽑がん細胞株（BeWo）における、HIF-1 Pathway を介した胎盤ホルモン hCG の産⽣増
加やグルコースの取り込み低下を引き起こすことを初めて明らかとするなど（J. Toxicol. Sci., in 
press）、バルプロ酸が、胎児直接的だけでなく、胎盤を介して間接的にも毒性を引き起こすことを国
内外で先駆けて明らかにすると共に、「新たな⽣殖発⽣毒性の評価⼿法」の開発に資する切り⼝を得
た。そこで、これら「新たな⽣殖発⽣毒性の評価⼿法」の検証を兼ね、銀ナノ粒⼦をモデルナノマテ
リアル（NM）として供し、その胎盤毒性を探索（スクリーニング）したところ、マウス胎盤形成期に
静脈内投与することで、❷胎盤に移⾏し得ることや、❸胎盤の低形成を誘導し得ることを⽰した。ま
た、❹BeWoにおける forskolin 誘導性の合胞体化の進⾏を抑制すること（Nanotoxicology 2022）、
❺合胞体化の進⾏過程においてエンドサイトーシス経路から細胞内に取り込まれることを⾒出した。
さらに、❻⾮晶質ナノシリカが、BeWoにおける CGB の遺伝⼦発現量を減少し、forskolin 誘導性の
合胞体栄養膜細胞の形成を抑制し得ることを⽰した（BPB Reports 2022）。これら知⾒は、未だ⼗分
に理解されていない NMの⽣殖発⽣毒性の理解に向けて、胎盤毒性の観点からのリスク解析の必要性
を初めて⽰すと共に、バルプロ酸による胎盤毒性研究を通じて得られた新たな⽣殖発⽣毒性評価⼿法
の有⽤性、特に NM等の化学物質に係る胎盤毒性の探索と新規同定に有効であることを⽰唆するもの
である。 
加えて近年、⼀部の NMは絨⽑細胞の酸化ストレス誘導に関わることが報告されており、また妊娠

⾼⾎圧腎症の発症には合胞体栄養膜細胞に対する酸化ストレスが関与するとされる。そこで、細胞内
恒常性維持機構としてのオートファジー経路において酸化ストレスとの関与について検討したとこ
ろ、❼オートファジー抑制が栄養膜細胞における分化や融合を抑制すること（Reprod. Med. 2022）、
❽合胞体栄養膜細胞において抗酸化酵素HO-1 が⾼発現し酸化ストレス耐性を⽰し、オートファジー
抑制が p62-NBR1-Nrf2-HO-1 経路を通して合胞体栄養膜細胞の HO-1 発現を低下させること（J. 
Reprod. Immunol. 2023）、❾オートファジー抑制による合胞体栄養膜細胞における HO-1 発現低下
が、低酸素条件下での sFlt-1/PlGF ⽐を上昇させることを⾒出した。現在、NM の種類・サイズ・修
飾の違いによる絨⽑細胞への酸化ストレス誘導能およびそれに対抗するオートファジー能の評価法
を開発すると共に、ex vivo の胎盤評価系の確⽴を⽬指している。 
以上、NMを含む化学物質への曝露と胎盤毒性に関する科学的根拠を収集し、胎盤毒性機序を考慮
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A. 研究⽬的 

化学物質の⽣殖発⽣に対する影響については、
毒性評価⼿法の感度やコスト、簡便性の問題から、
⾏政判断に活⽤できる情報が不⾜しているうえ、
化学物質の⽣殖発⽣毒性試験における評価の主体
は、催奇形性試験に代表されるように、⺟体より
も胎児を重点とする傾向にある。⼀⽅で、妊娠維
持、胎児の健やかな成⻑には、胎盤の正常な維持
と発達が不可⽋であり、実際に多くの胎児発育不
全は胎盤の異常や発育の障害を伴うことが産婦⼈
科領域でも⽰されている。従って、化学物質の⽣
殖発⽣毒性評価にあたっても、⺟体側の胎盤への
毒性も考慮すべきである。しかし現状では、化学
物質による胎盤毒性の評価は限定的であるうえ、
胎盤に焦点をあてた、確⽴された代替試験法は無
い。化学物質の⽣殖発⽣毒性の評価に際して、⼦
と⺟体は両輪で解析されるべきであり、特に、受
精卵/胎児の成⻑の基盤となる胎盤への毒性の理
解が不可⽋と⾔える。 

そこで本研究では、胎盤毒性発現メカニズムを
考慮したリスク解析基盤を確⽴することで、化学
物質による胎盤毒性を判断できるよう、（1）胎盤
動態、（2）胎盤ハザード、（3）胎盤毒性に係るメ
カニズムなどの各段階への影響を各々解析し、そ
れら情報を総合集積することで、統合的に評価で
きるスキームの構築を試みた。また、本研究で構
築した試験法で得られた結果とガイドラインに
基づいた標準的試験法との関係性を検証すると
共に、胎盤毒性が疑われる化学物質による当該ス
キームの検証を図る。そのうえで、近年のナノテ
クノロジーの進展に伴い、⾹粧品や⾷品領域をは
じめ、既に様々な産業分野の製品に実⽤化されて
いるナノマテリアル（NM）の胎盤毒性情報の収集
を試みる。さらに、近未来的な出⼝として、OECD
テストガイドラインや⾏政活⽤などを念頭に、協
同する業界団体・学協会と連携し、本研究を実施
することで、既存法の無い「統合的胎盤毒性評価
スキーム」を新たに提案しようとするものである。 

 
B. 研究⽅法 
1. 被験化学物質 
銀ナノ粒⼦は、表⾯をクエン酸修飾した、粒⼦

径が5、10、30、70 nm（nAg5、nAg10、nAg30、
nAg70）のものを使⽤した。なお、以後の検討で
銀ナノ粒⼦分散液を培地で希釈する際には、凝集
を防ぐため、蛋⽩質によりコーティングした後に
実験に供した。具体的には、原液の銀ナノ粒⼦と
20 mg/mLウシ⾎清アルブミンを等量ずつ混合し、
1分間ボルテックスミキサーで攪拌した後に、銀ナ
ノ粒⼦分散液を培地で各濃度に希釈した。⾦ナノ
粒⼦は、表⾯をクエン酸修飾した、粒⼦径が10 nm
（nAu10）のものを使⽤した。⾮晶質シリカは、
⼀次粒⼦径が10 nm（nSP10）のものを使⽤した。
使⽤直前に1分間ボルテックスミキサーで撹拌し
た後、必要な濃度の粒⼦分散液を調製した。バル
プロ酸はPBSに溶解させ、実験に供した。 
 
2. 細胞培養 

ヒト妊娠性絨⽑癌細胞株であるBeWoは、⾮働
化処理をした10%ウシ胎児⾎清（FBS）、1%ペニ
シリン-ストレプトマイシン-アムホテリシンB懸
濁液を含むHamʼs F-12を⽤いて培養した。ヒト妊
娠性絨⽑癌細胞株であるJEG-3は、⾮働化処理を
した10% FBS、1%ペニシリン-ストレプトマイシ
ン-アムホテリシンB懸濁液を含むDMEMを⽤い
て培養した。 

合胞体栄養膜細胞セルラインとして絨⽑癌細
胞株である BeWo 細胞株と初代ヒト栄養膜細胞
である PHT 細胞を使⽤し、絨⽑外栄養膜細胞セ
ルラインとして、HchEpC1b細胞、HTR8/SVneo
細胞、TCl1 細胞を使⽤した。絨⽑組織は 37 週以
降の正期産における帝王切開分娩妊婦より同意
を得て採取した。採取した組織は直ちに PBSで⼗
分に洗浄し、絨⽑のみに分離・細切したのち約 25 
mg の⼩⽚と し た 。 10% FBS お よび 1% 
Penicillin/streptomycinを添加した RPMI-1640
培地で培養した。 
 
3. 細胞免疫染⾊による合胞体化の評価 

BeWo細胞を8 wellチャンバースライドに播種

した「新たな⽣殖発⽣毒性の評価⼿法」を構築につながる知⾒を多く⾒出し、当初⽬標を超える成果
が得られた。以上、本研究での成果は、⽣殖発⽣毒性学的観点からの化学物質のリスク解析基盤を構
築し、リスク評価に係る新たな政策形成のための知⾒の提供のみならず、現在、⾏政・国研・学協会・
産業界との相談を深めつつ、OECDテストガイドライン等への展開を⾒据えた今後計画を策定中であ
る。 

研究分担者 
中島彰俊・富⼭⼤学・学術研究部医学系・教授 
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した後、Hamʼs F-12で終濃度50 µMに調製した
forskolin溶液とnAg10を添加した。48時間培養後
に細胞固定、細胞膜の透過処理を実施し、室温で
1時間ブロッキングした。その後1次抗体として
anti-desmoplakin Ⅰ / Ⅱ を 添 加 し 、 4 ℃ で
overnightさせた。その後、2次抗体としてGoat 
anti-Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody, 
Alexa Fluor 488 conjugateを添加し、DAPI染⾊
及びサンプルの封⼊を⾏った。共焦点顕微鏡によ
り蛍光画像を撮影し、（合胞体栄養膜細胞内の核
数／総核数) x 100の計算式で合胞体化割合の算
出を⾏うとともに、ImageJを⽤いてDAPIで染⾊
された核の⼤きさを定量した。合胞体化割合の算
出および核の⼤きさの定量は、各群それぞれ5視野
を撮影し解析に⽤いた。 
 
4. Real-time RT-PCR による遺伝⼦の発現評

価 
NMによる合胞体化への影響は、BeWo細胞を6 

well plateに播種した後、Hamʼs F-12で終濃度50 
µMに調製したforskolin溶液と被験物質をそれぞ
れ添加し、48時間培養した。 
シンシチオトロホブラストにおけるホルモン

産⽣とHIFシグナル経路の分⼦への影響について
は、Hamʼs F-12で終濃度50 µMに調製した
forskolin溶液をBeWoに24時間添加することで
シンシチオトロホブラストへの融合を誘導した。
その後、バルプロ酸を各濃度に調製後、BeWoに72
時間添加した。 
Total RNAの抽出は、FastGene RNA Kitのプ

ロ トコー ル に準じ、 High-Capasity cDNA 
Reverse Transcription Kitにより cDNAに逆転
写した。得られた cDNAを鋳型として、各種プラ
イマーとジーンエース SYBR qPCR ミックス α 
Low ROXにより反応溶液を調製し、CFX384を
⽤いて real-time RT-PCR を実施した。各群の
mRNAの発現量の⽐較は、actin 量で補正した後、
forskolin を添加していない群で除すことで解析
した。 
 
5. HDAC の活性変動評価 

各濃度に調製した被験物質と各 HDAC 酵素を
混合し、37℃で 30 分間インキュベートさせるこ
と で活性 を測定 し た 。 HDAC の活性 は 、
Fluorogenic AssayKit のプロトコールに準じて
測定した。 
 

6. BeWo における nAg10 の細胞内取り込み経
路の解明 
4℃条件における nAg10の BeWo細胞への取

り込み評価については、細胞を 100Φ dish で播
種した後、4℃条件で 1時間培養した後、nAg10
（0.156 μg/mL）を添加し、さらに 4℃で 3 時
間培養した。BeWo 細胞における nAg10 の細胞
内取り込みとエンドサイトーシス経路との連関
解析については、細胞を 100Φ dish で播種し、
マクロピノサイトーシスに対する阻害実験では、
5-(N-Ethyl-N-isopropyl)-Amiloride（EIPA）を終
濃度 100 μMにて 3時間添加した後、終濃度 50 
μMの forskolinと 0.156 μg/mLの nAg10を 3
時間処置して細胞を回収した。クラスリン依存性
エンドサイトーシス、および、カベオラ依存性エ
ンドサイトーシスに対する阻害実験では、
Chlorpromazine hydrochloride（CPZ）を終濃度
10 μg/mL、および、Methyl-β-cyclodextrin（M
βCD）を終濃度 2.5 mMで 1時間処置した後、阻
害剤存在下で終濃度50 μMの forskolinと0.156 
μg/mL の nAg10 を 3 時間処置して細胞を回収
した。 
 
7. 銀ナノ粒⼦の単層細胞膜透過性 
ポアサイズ 3.0 μm、膜⾯積 0.3 cm2 の 

Polyethylene terephthalate メンブレンを有す
る24ウェルのセルカルチャーインサートに JEG-
3 を播種し、24 時間から 48 時間毎に培地を交換
しながら、約 20 ⽇間培養した。細胞層を形成し
た培養膜の上層と下層に電極を浸し、24 時間か
ら 48 時間毎に 20 ⽇間抵抗値を測定した。抵抗
値の測定には、ミリセル ERS装置を⽤いた。同時
に、細胞層の無い培養膜の抵抗値（ブランク）も
測定し、ブランクを差し引いた抵抗値に膜⾯積を
積算して細胞層の TEER値（ohms × cm2）とし
た。TEER値がプラトーに達した後、DMEMを⽤
いて⽬的の濃度とした被験物質を apical 側に添
加し、添加 0、1、3、6、24、48 時間後にサンプ
リングした。銀量は誘導結合プラズマ質量分析
（Agilent 7700 Series ICP-MSを⽤いて定量し
た。 
 
8. 妊娠マウスへの nAg10 単回投与後の胎盤、

胎児移⾏性とハザード同定 
妊娠 10.5 ⽇⽬の BALB/cCrSlc マウスに、グ

ルコース溶液または nAg10（0.078、0.3125、
1.25 mg/kg）を尾静脈内より単回投与し、妊娠
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15.5⽇⽬に解剖を⾏い、胎仔重量および胎盤重量
を測定した。回収した⾎液、胎仔、胎盤における
銀量を ICP-MSにより測定した。本研究における
動物実験は、⼤阪⼤学動物実験規程に準じた。 
 
9. ICP-MS による銀濃度測定 
回収した細胞を超純⽔で懸濁した後に超純⽔

と同量の混酸で処理し、37℃で 1時間振盪した後
に ICP-MSに供した。また、PBSでホモジネート
した胎仔、胎盤を超純⽔で希釈した混酸で処理し、
37℃で 1時間振盪した。得られた試料、ならびに、
⾎液を超純⽔で100倍希釈し、ICP-MSに供した。 
 
10. Western Blotting による関連タンパク質の

発現量評価 
VPAがシンシチオトロホブラストにおける

HIF-1αとGLUT1の発現におよぼす影響について
は、Hamʼs F-12で終濃度50 µMに調製した
forskolin溶液をBeWoに添加し24時間培養する
ことでシンシチオトロホブラストへの融合を誘導
した。その後、各濃度に調製したVPAをBeWoに72
時間添加し、HIF-1α、GLUT1の発現量を評価した。 

各細胞群を培地で培養し、定常時のHO-1発現
を評価した。酸化ストレスとして、H2O2を24時間
添加し、LC3-II発現を評価することでオートファ
ジー活性を評価した。オートファジー阻害剤とし
てBafilomycin A1（BAF︔20 nM）、Chloroquine 
(CHQ︔50 µM)、Wortomannin (Wor︔10 µM)
を、オートファジー活性化剤としてTorin（10 µM）、
Tat-beclin1（20 µM）を使⽤した。 
すべての蛋⽩質は Western blotting により検出
し、Image Jを使⽤して定量化した。 
 
11. sFlt-1/PlGF 評価 
sFlt-1/PlGFは胎盤培養上清を⽤い、ELISAキ

ットを⽤い評価した。 
 
（倫理⾯への配慮） 

本研究は動物実験を避け得ないが、動物愛護の
精神を遵守しつつ⾏うものである。また実験動物
の取り扱い、および動物実験の⼿順等を含めた動
物実験に関しては、「研究機関等における動物実
験等の実施に関する基本指針（⽂科省の指針）」
に準拠し、⼤阪⼤学の各所属研究科の動物実験規
程に則り⾏う。さらに本研究における実験動物の
取り扱いおよび動物実験の⼿順は、所属部署の動
物実験委員会等による倫理審査の承認を受ける

（関連研究は既に承認を受けている）。 
PHT細胞は患者同意を得たサンプルから作成

され、共同研究施設である成育医療研究センター
より譲渡されており、倫理⾯に配慮している。 

本研究では、ナノマテリアルを使⽤したが、そ
の安全性は未知であることを鑑み、平成 20 年 2
⽉に厚⽣労働省労働基準局より通達された「ナノ
マテリアル製造・取扱い作業現場における当⾯の
ばく露防⽌のための予防的対応について」（基発
第 0207004号）【その後、2009年 3⽉に厚⽣労
働省労働基準局からの改訂版「ナノマテリアルに
対するばく露防⽌等のための予防的対応につい
て」（基発第 0331013号）が通達】、2009年 3⽉
に環境省から公表された⼯業⽤ナノ材料に関す
る環境影響防⽌ガイドラインに則って、研究を推
進するものである。 

 
C. 研究結果（次項 D にまとめて記載する） 
D. 考察 
1. バルプロ酸が胎盤のホルモン産⽣におよぼす

影響評価 
近年の科学技術の発展に伴い、ヒトは様々な化

学物質への曝露を避け得ない。中でも、妊娠期に
おける化学物質曝露は⺟親のみならず、胎児への
影響も懸念され、化学物質の発⽣毒性評価が求め
られる。現在、発⽣毒性評価は胎児に着⽬したin 
vivo試験法が存在するが、発⽣毒性においては毒
性発現部位が⺟体・胎盤・胎児と複数存在する。
なかでも胎盤については、妊娠期において胎児が
酸素供給や器官形成が依存する場所であり、胎盤
機能に障害が⽣じると流産・早産や胎児毒性にも
影響が⽣じることは想像に難くない。従って、従
来の「化学物質の胎児への毒性」のみならず、「化
学物質の胎盤への毒性」を評価することで、⾼確
度な発⽣毒性評価につながると考えられる。そこ
で本検討では、⼦に先天性異常を誘発することが
知られているバルプロ酸（VPA）をモデル化学物
質として⽤い、胎盤機能に着⽬したバルプロ酸の
毒性機序解明に向けて、胎盤機能の中でも、胎盤
ホルモン産⽣能と胎盤細胞内へのグルコース取り
込み能に着⽬し、バルプロ酸による影響を評価し
た。 

胎盤は妊娠維持に必須の器官であり、ヒト絨⽑
性ゴナドトロピンβ（hCG、gene name; CGB）、
ヒト胎盤性ラクトーゲン（hPL、gene name︔
CSH1）など胎児発育や⼦宮環境調節の役割を担
う複数のホルモンを産⽣している。これらホルモ



 5 

ンのレベルは妊娠の進⾏に伴い適切に変化するが、
ホルモンレベルが異常値を⽰すと、流産や器官形
成異常などに繋がり得る。ヒト胎盤絨⽑癌細胞株
BeWoに、細胞内の cyclic AMP 濃度を上昇させ
る試薬Forskolin（Frk）を添加し、合胞体栄養膜細
胞へと分化を誘導した。その後、VPAを 0.3、0.6、
0.9、1.2 mM で72時間作⽤させ、胎盤ホルモン
のmRNA量をreal time RT-PCRにより解析した。
その結果、Frk処置群では薬剤未処置群と⽐較して、
CGBが有意に発現上昇すること、さらに、バルプ
ロ酸添加群ではFrk処置群と⽐較して、バルプロ酸
の作⽤濃度依存的にCGBの有意な発現上昇が認め
られた（図1A）。また、Frk処置群と薬剤未処置群
を⽐較した際にCSH1の発現変動は認められなか
ったものの、バルプロ酸添加によりFrk処置群と⽐
較してバルプロ酸の作⽤濃度依存的にCSH1の発
現減少が⽰された（図1B）。この時、胎盤ホルモ
ンの細胞内タンパク質発現量をWestern Blotting
により解析したところ、mRNA量と同様に、VPA
添加群ではFrk処置群と⽐較して、VPAの作⽤濃度
依存的にhCGβの発現上昇が認められた。また、
VPA添加群ではFrk処置群と⽐較して、VPAの作⽤
濃度依存的にhPLの発現減少が認められた（図1C）。
これらの結果から、VPAがBeWoの胎盤ホルモン
産⽣を撹乱することが⽰唆された。 

さらに、VPAが胎盤の栄養素輸送能に及ぼす影
響を評価した。胎児は、ほとんどの栄養素の供給
を⺟体⾎からの胎盤を介した供給に依存している。
そのため、⺟体⾎から胎盤への栄養素の取り込み
と、胎盤から胎児への栄養素の輸送は胎児の発育
に必要不可⽋である。そこで、BeWoにおけるグル
コース取込量を、蛍光グルコースを⽤いて評価し
たところ、VPA添加群においてBeWoへのグルコ
ースの取り込み量が抑制され得ることが⽰された
（図2A）。また、GLUT1は胎盤における主要なグ
ルコーストランスポーターであり、胎盤から胎児
へのグルコース供給機能を担う重要な分⼦である。
そこで、BeWoにVPAを添加した際のGLUT1の発
現量をWestern Blottingにより解析したところ、
VPAの添加濃度依存的に発現量が減少することが
⽰された（図2B）。従って、VPAはBeWoのグル
コース取り込み能を抑制し、その際に、VPAによ
るGLUT1の発現減少が関与し得ることが⽰され
た。 
次に、VPAによる胎盤ホルモン変動機序の解明

を⽬的に、網羅的な遺伝⼦発現変動解析（RNA-
seq）を実施した（図3A）。遺伝⼦発現データを⽤

いて、Pathway解析を実施したところ、VPA添加
により発現減少した遺伝⼦群のPathway候補と
して、HIF-1 Pathway遺伝⼦群を抽出できた（図
3B）。そこで、VPAを添加した際のHIF-1αの発現
量を解析したところ、HIF-1αの発現が経時的に減
少することが⽰された（図4A）。また、RT-PCRに
より、HIF-1の下流遺伝⼦（HK2、ADM）の発現
量がいずれもVPA添加により減少することが認め
られた（図4B）。従って、VPAがHIF-1 Pathway
を阻害し得ることが⽰された。 
VPAがBeWoのHIF-1活性を阻害することが⽰

されたため、バルプロ酸による胎盤ホルモン産⽣
への影響がHIF-1活性阻害を介したものであるか、
検証した。BeWoに、Frkを添加し、合胞体栄養膜
細胞へと分化を誘導した後、VPA（0.6、0.9 mM）
を単独で、または、HIF-1誘導剤である塩化コバル
トとVPAを同時に72時間作⽤させた。VPAと塩化
コバルトを共処置した際の胎盤ホルモン産⽣量を
real time RT-PCRにより評価したところ、VPAと
塩化コバルトの共処置により、VPA添加による
CGB発現上昇が阻害され、CGBの発現量が減少す
ることが明らかとなった（図5A）。しかし、VPA
と塩化コバルトを共処置しても、CSH1の発現は
上昇せず、バルプロ酸単独処置群よりも、さらに
CSH1の発現量が減少することが⽰された（図5B）。
以上の結果から、VPAはHIF-1活性阻害を介する
ことでCGBの産⽣量を変動させることが⽰唆され
た。 

さらに、VPAと塩化コバルトを共処置した際の
BeWoのグルコース取り込み量およびGLUT1発現
量を評価したところ、VPA添加により、Frk処置群
と⽐べ、グルコース取り込み量が抑制された⼀⽅
で、VPAと塩化コバルトの共処置により、グルコ
ース取り込み量がFrk処置群と同程度まで上昇す
ることが⽰された（図5C）。また、VPA添加によ
りFrk処置群と⽐べ、GLUT1の発現量が減少した
⼀⽅で、VPAと塩化コバルト共処置によりGLUT1
の発現量がFrk処置群と同程度まで上昇した（図
5D）。以上の結果から、VPAはHIF-1活性阻害を
通じてBeWoのグルコース取り込み能抑制および
GLUT1発現量を減少させることが⽰唆された。 
今後は、in vivo で VPAを投与した際に、in vitro
の結果との相関性を検証していくことで、VPAに
よる胎盤毒性の発現機序解明を⽬指す。 
 
2. NM が合胞体化に与える影響評価 
少なくとも⼀次元の⼤きさが 100 nm 以下の
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⼈⼯微粒⼦である NMは、⾼い組織浸透性などの
特徴的な機能を有することから利⽤分野が拡⼤
している。従って、その汎⽤性の⾼さも踏まえる
と、⽼若男⼥が容易に曝露し得る物質である。⼀
⽅で、サイズの微⼩さゆえに、従来素材とは異な
る⽣体影響を誘発することが懸念されるなど、安
全性情報の収集が課題となっている。本観点より
我々は、妊娠期における NM曝露の⽣体影響評価
にいち早く取り組み、これまでに NMが胎盤へ移
⾏し得ることや胎仔発育不全を誘発することを
明らかとするなど、妊娠期における NMの安全性
確保に資する情報を収集してきた。そこで本検討
では、NM の胎盤毒性の理解に向けたハザード情
報の収集と将来的なNMの安全性確保に資するハ
ザード発現機序の解明を⽬的に、胎盤形成・成熟
過程における栄養膜細胞の合胞体化に着⽬しナ
ノ粒⼦の⽣体影響評価を試みた。 
NMのモデルとしては、製造量も多く⾝の回り

品に汎⽤されている⾮晶質シリカナノ粒⼦、抗菌
作⽤を有することから医療・⾷品分野での利⽤が
多い銀ナノ粒⼦、安定性の⾼さから化粧品などへ
の適⽤も盛んな⾦ナノ粒⼦を選択した。なお、⽐
較検討のために粒⼦径をいずれも 10 nmに統⼀
した nSP10、nAg10、nAu10を実験に供した。
はじめに合胞体化に対するNMの影響を評価する
ために、BeWo細胞株に forskolinと各 NMを共
処置した際のヒト絨⽑性ゴナドトロピンβ（hCG、
gene name; CGB）の遺伝⼦発現量を解析した。
その結果、CGB のmRNAの発現が、forskolin単
独処置群と⽐較して nAg10 共処置により濃度依
存的に低下することを⽰した（図 6A）。⼀⽅で、
forskolinとともに nAu10（図6B）を処置した群
においては、CGB のmRNAの発現低下は認めら
れなかった。 

そこで、実際に BeWo 細胞株の合胞体化を抑
制しているかを評価するため、BeWo 細胞株に
0.039 µg/mL の nAg10 および forskolin を 48
時間添加し、細胞境界で発現する desmoplakinⅠ
/Ⅱの発現を細胞免疫染⾊により評価した。その
結果、nAg10 ⾮添加群と⽐較して forskolin単独
添加群において、desmoplakinⅠ/Ⅱの発現減少
が認められたものの、nAg10と forskolinの共処
置群では、依然として desmoplalkinⅠ/Ⅱの細胞
境界での強い発現が認められた（図 7A）。また、
撮影した蛍光画像をもとに、総核数に対する合胞
体栄養膜細胞中の核数を計数し、合胞体化割合を
算出したところ、nAg10処置により合胞体化割合

が低下することが⽰された（図 7B）。さらに、合
胞体化により形成される合胞体栄養膜細胞の特
徴の⼀つである核同⼠の凝集によるサイズの増
⼤に関して、ImageJ を⽤いて DAPI で染⾊され
た核の⼤きさを定量することで評価した。解析の
結果、⾮添加群と⽐較して、forskolin添加群にお
いて合胞体化により平均で約 1.6倍程度、核が⼤
きくなっていることが確認された⼀⽅で、
forskolinと nAg10を共処置することで、核のサ
イズ増⼤が抑制されることが⽰された（図 7C）。
以上の結果から、nAg10は、合胞体化の進⾏を抑
制している可能性が⽰された。 
 
3. nAg10 がヒストン脱アセチル化酵素におよ

ぼす影響評価 
胎盤の発達は胎盤栄養膜細胞が合胞体栄養膜

細胞を形成すること（合胞体化）から始まり、合
胞体栄養膜細胞は胎児と⺟体の栄養交換などに関
与することで、継続的に妊娠の過程に貢献する。
この合胞体化の過程は、エピジェネティックな変
化の⼀つであるヒストンアセチル化による制御を
受けることが明らかとされつつある。そこで本検
討では、nAg10曝露による胎盤合胞体化の抑制メ
カニズムの解明に向けて、ヒストンアセチル化へ
の影響の観点から評価することとした。 
nAg10 そのものに対する HDAC（ヒト胎盤お

よび BeWo細胞で発現が認められ、合胞体化進⾏
過程への関与が知られている HDAC1、HDAC2、
HDAC3、HDAC4、HDAC5 を選択した）の活性変
動を評価した。その結果、40 µg/ml において、
HDAC1（図 8A）、HDAC2（図 8B）、HDAC3（図
8C）、HDAC4（図 8D）、HDAC5（図 8E）いず
れの活性も有意に抑制され、処置濃度依存的にそ
の活性が低下することが⽰された。⼀⽅で、昨年
度までの検討で合胞体化への影響が認められなか
った nAu10を⽤い同様の解析を実施したところ、
HDAC1 の活性に対する有意な変動は認められな
かった（図 9）。さらに、銀ナノ粒⼦の粒⼦径の違
いによる影響を評価した。なお、銀ナノ粒⼦はイ
オンを遊離することが知られていることから、硝
酸銀を対照群として⽤いた。その結果、銀イオン、
ならびに、nAg30、nAg70のいずれも HDAC1（図
10A）、HDAC5（図 10B）の活性低下を⽰すこと
が明らかとなり、その程度は、銀ナノ粒⼦の粒⼦
径が⼤きくなるにつれて減弱する傾向を⽰した。 
今後、nAg10による HDACの活性変動が、胎

盤の形成と機能維持に影響を与える可能性を追究
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するため、BeWoにnAg10を曝露した際のHDAC
活性への影響と共に、ヒストンアセチル化の変動
なども評価していく。さらに、ナノ粒⼦の素材の
違いだけでなく、物性（粒⼦径など）の違いによ
る合胞体化への影響についても追究していく。こ
れら検討を通じ、nAg10 の曝露が胎盤栄養膜細
胞に及ぼす影響をエピジェネティックな観点から
メカニズムを解析することで、化学物質の合胞体
化への影響とそのメカニズムに関する情報の蓄積
を図る。 
 
4. BeWo における nAg10 の細胞内取り込み経

路の解明 
合胞体化誘導時における nAg10 の細胞内取り

込み経路について明らかとすることで、メカニズ
ム解明に資する知⾒の集積を試みた。まず、
nAg10 の細胞内取り込みがエネルギー依存的で
あるかどうかを検討するために BeWoを 4℃条件
で 1 時間培養した後、nAg10 を添加し、さらに
4℃で 3 時間培養した。この時の細胞内銀量を
ICP-MS により解析したところ、4℃条件では、
37℃条件と⽐較し、nAg10の細胞内取り込み量が
有意に減少した（図 11A）。従って、nAg10がエ
ネルギー依存的に細胞内に取り込まれることが⽰
唆された。 
エンドサイトーシス経路には、マクロピノサイ

トーシス、クラスリン依存性エンドサイトーシス、
カベオラ依存性エンドサイトーシスといった経路
が存在する。そこで、nAg10の細胞内取り込み経
路を精査する⽬的で、各取り込み経路に対する阻
害剤を処置した際の nAg10 の細胞内取り込みを
評価した。その結果、EIPA（マクロピノサイトー
シス阻害剤）（図 11B）、および、MβCD（カベ
オラ依存性エンドサイトーシス阻害剤）（図11C）
を処置した際には、未処置群と⽐較し、nAg10の
細胞内取り込み量に有意な変動は認められなかっ
たものの、CPZ（クラスリン依存性エンドサイト
ーシス阻害剤）を処置することで、nAg10の細胞
内取り込み量が有意に減少することが明らかとな
った（図 11D）。従って今後は、CPZを処置して
クラスリン依存性エンドサイトーシスを阻害した
際の、nAg10による合胞体化抑制への影響につい
て追究することで、メカニズム解明に資する知⾒
の集積を図る。 

 
5. 銀ナノ粒⼦曝露が妊娠転帰におよぼす影響評

価 

本検討では、nAg10 が胎盤形成や妊娠結果に
およぼす影響を、妊娠マウスにより解析した（図
12A）。まず、妊娠 10.5⽇⽬での nAg10 投与に
より、顕著な⺟体体重変化は認められなかった
（図 12B）。妊娠 15.5⽇⽬に各マウスを解剖し、
胎仔重量および胎盤重量を測定した。その結果、
nAg10 投与群において胎仔重量に顕著な変動は
認められなかったものの（図 12C）、胎盤重量は
nAg10（0.3125 mg/kg mouse）投与群におい
て有意に低下した（図 12D）。従って、nAg10が
胎盤形成に対してハザードを呈することが⽰唆
され、今後は胎盤形成・成熟について、病理解析
や胎盤各層におけるマーカー分⼦の発現を評価
することで、nAg10が胎盤形成過程におよぼす影
響を追究する。 

 
6. nAg10 単回尾静脈内投与後のマウス胎盤・胎

仔移⾏量の評価 
nAg10 が in vivo レベルでも胎盤形成や妊娠

結果に影響を及ぼすかについて、妊娠マウスを⽤
いて解析したところ、nAg10が胎盤形成に対して
ハザードを呈することが⽰唆された。今後、本結
果について多⾓的な視点から考察するうえで、胎
盤や胎仔への nAg10 の移⾏量を追究していくこ
とが重要である。そこで本検討では、nAg10の胎
盤や胎仔への移⾏性を評価した。妊娠 10.5 ⽇⽬
の妊娠マウスに nAg10（0.078、0.3125、1.25 
mg/kg）を尾静脈内より単回投与し、妊娠 15.5
⽇⽬に⺟体⾎液（図 13A）、胎盤（図 13B）、胎仔
（図 13C）を回収し、その銀量を ICP-MSにより
解析した。その結果、いずれの群においても胎仔
中には銀が検出されなかったものの、0.3125 
mg/kg 投与群、1.25mg/kg 投与群において、⺟
体⾎液、胎盤から銀が検出された。従って、⾼濃
度投与群では銀ナノ粒⼦が胎盤へ移⾏する可能
性が⽰された。今後、曝露実態を鑑み、経肺（吸
⼊）、経⽪、経⼝曝露後の胎盤・胎仔移⾏性のみな
らず、胎盤形成や妊娠結果におよぼす影響につい
ても検討していく予定である。 

 
7. 銀ナノ粒⼦の胎盤透過性評価 

化学物質の胎児に対するリスクを把握するに
あたって、⺟親が曝露した化学物質は胎盤を透過
し、胎児へ移⾏することから、胎盤における動態
情報が求められる。そこで、物性の異なる NMが
胎盤透過性、ならびに、胎児側への移⾏性に及ぼ
す影響を評価することで、NM のリスク解析に資
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する動態情報の集積を試みた。トランスウェルセ
ルカルチャーインサートにヒト絨⽑由来 JEG-3 
細胞株を播種し、経時的に TEER値を測定した。
TEER 値がプラトーに達したことを確認できた時
点で、nAg5（図 14A）、nAg10（図 14B）、nAg30
（図 14C）、nAg70（図 14D）をそれぞれ apical
側に添加した。なお、各銀ナノ粒⼦の添加濃度は、
細胞障害性が認められない0.0623 μg/mlに設定
した。添加0、1、3、6、24、48時間後に apical
側、basal 側から培地を回収し、各銀ナノ粒⼦の透
過量を算出した。その結果、いずれの粒⼦径の銀
ナノ粒⼦もapical側の銀量は減少していたものの、
basal 側には移⾏しないことが⽰された。従って、
本条件では、銀ナノ粒⼦は JEG-3単層膜を透過し
ないものの、絨⽑細胞内に取り込まれる可能性が
考えられた。 

 
8. nSP10 が合胞体化関連遺伝⼦の発現に与え

る影響 
本検討では、NMの胎盤毒性の理解に向けたハ

ザード情報の収集と将来的なNMの安全性確保に
資するハザード発現機序の解明を⽬的に、胎盤ホ
ルモン産⽣に着⽬しNMの⽣体影響評価を試みた。
NMのモデルとしては、製造量も多く⾝の回り品に
汎⽤されている⾮晶質ナノシリカを実験に供した。
はじめに、⾮晶質ナノシリカ曝露における胎盤ホ
ルモン産⽣への影響を検討するため、未分化の
BeWoにforskolinを処置し、その後、nSP10を72
時間処置した際のCGBの遺伝⼦発現量をreal-
time RT-PCRにより解析した。なお、作⽤濃度に
対して細胞障害性が認められないことを確認して
いる（図15A）。解析の結果、nSP10曝露群におい
て、対照群と⽐較し、CGBの発現量に有意な変動
は認められなかった（図15B）。⼀⽅で、未分化の
BeWoにforskolinとnSP10を共処置した際には、
nSP10の作⽤濃度に対する細胞障害性は認められ
ず（図15C）、また、CGBのmRNAの発現量は、
forskolin単独処置群と⽐較して、nAg10 50 
µg/mL共処置により有意に発現量が減少するこ
とが明らかとなった（図15D）。 

そこで、nSP10 が合胞体化におよぼす影響を
評価するため、合胞体化の進⾏に伴い⾎管新⽣シ
グナルの伝達に関わる分⼦である Syndecan-1
（gene name; SDC1）、および、合胞体化の促進
に関与する分⼦である Syncytin-2（gene name; 
ERVFRD）の発現量を評価した。その結果、
forskolin添加群と⽐較して、nSP10（50 µg/mL）

共処置群において、各 mRNA の発現が有意に抑
制されることが⽰された（図 16）。以上の結果か
ら、形態学的な解析等が必要であるものの、
nSP10が BeWoにおいて、forskolinにより誘導
される合胞体栄養膜細胞の形成を抑制すること
が⽰唆された。今後は、nSP10 曝露により合胞体
化の誘導が抑制される機序解明を進めると共に、
合胞体栄養膜細胞の形成抑制が、動物レベルにお
いても認められるかについて、並⾏して検討を進
めることで、NM が胎盤形成・成熟過程におよぼ
す影響について理解を深めていく。 

 
9. オートファジーが合胞体化に与える影響評価 

これまで我々は、絨⽑細胞におけるオートファ
ジー抑制がNM蓄積に関与することを報告してき
た。そこでNMとの関連を検討する前段階として、
合胞体化におけるオートファジー活性について
検討した。トロホブラストの合胞体化によるオー
トファジー活性を評価するため、まず BeWo細胞
株に forskolin 25 µMを 72時間添加し分化・融
合を誘導した。またオートファジー抑制剤である
Bafilomycinを蛋⽩回収前に 2時間添加すること
でオートファジーフラックスを評価した。未分化
群（forskolin 未処置群）に⽐し、分化誘導群
（forskolin処置群）でオートファジーフラックス
の低下が認められた（図 17A）。ヒト胎盤から採
取した初代絨⽑細胞である primary human 
trophoblast でも同様の結果であり（図 17B）、
forskokin によりオートファジー活性は上昇する
が、トロホブラストの合胞体化によりオートファ
ジー活性の低下が⽰唆された。 
次にオートファジー調整試薬による合胞体化

への影響評価を⾏った。BeWo細胞株に forskolin 
25 µMを添加するとともに、オートファジー抑制
剤である Bafilomycin 20 nM、オートファジー活
性剤である Torin 10 nM、Tat-Beclin1 20 µMを
添加し、分化の指標として hCG の産⽣を評価し
た。Bafilomycin添加により、細胞内の hCG低下
を認めた。⼀⽅で Torinや Tat-Beclin1 では hCG
産⽣に差は認めなかった（図 17C）。また同様に
primary human trophoblastに Bafilomycinを
投与し評価したところ hCG の低下を認めた（図
17D）。以上のことから、オートファジー抑制によ
りトロホブラストの合胞体化における分化阻害
が⽰唆された。⼀⽅でオートファジー活性化によ
る分化への影響は⽰されなかった。さらに、オー
トファジー抑制がトロホブラストの融合に影響
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を及ぼすかを評価するため、細胞免疫染⾊による
fusion index を 評 価 し た 。 BeWo 細 胞 株 に
forskolin 添加すると融合細胞数が有意に増加し
たが、Bafilomycin を同時に添加すると融合細胞
数が有意に低下した（図 17E）。以上のことから
オートファジー抑制がトロホブラスト合胞体化
における融合も阻害することが⽰された。 

これまでにもオートファジーが胎盤形成に関
与することを報告しており、今後、化学物質とオ
ートファジー活性が如何に胎盤形成・成熟過程に
関与し、ヒト病態（流産、胎児発育不全、妊娠⾼
⾎圧症候群など）に繋がり得るかも検討を⾏う。 

 
10. 合胞体栄養膜類似細胞は HO-1 を恒常的に発

現し、酸化ストレス H2O2に耐性をもつ 
絨⽑細胞の種類によって HO-1 発現の違いを

評価し、合胞体栄養膜細胞に類似する BeWo細胞
や PHT 細胞では定常時に⾼レベルの HO-1 発現
を認めた（図 18A）。さらに、定常時より HO-1 を
⾼発現している細胞では、低発現細胞に⽐し、酸
化ストレスに耐性を持つことが⽰唆された（図
18B-E）。 

 
11. H2O2 は絨⽑細胞株においてオートファジー

活性化に関わる 
次にHO-1 を誘導するとされるH2O2がオート

ファジーを活性化させるかを評価した。BeWo細
胞において H2O2 の濃度依存的に LC3-IIの増加
が認められ、さらに Baf処理によって無処理に⽐
し LC3-II の更なる増加を認めた（＝オートファ
ジーフラックスの上昇）。つまり、H2O2はオート
ファジー活性化を⽰した（図 19A）。また、それに
伴い HO-1 発現も増加した（図 19A、B）。同様の
結果は Hch細胞でも認められた（図 19C）。次に
HO-1 誘導とオートファジー活性化の関与を評価
したが、HO-1 誘導剤である Hemin 投与では、
HO-1 が増加するにもかかわらずオートファジー
フラックスの増加は認めなかった（図 19D）。以
上より酸化ストレス H2O2は HO-1誘導とオート
ファジー活性化をもたらすが、HO-1 誘導は必ず
しもオートファジー活性化を必要としないこと
が⽰唆された。 

 
12. オートファジー抑制剤 Bafilomycin A1 は合

胞体栄養膜細胞の HO-1 を低下させる 
Heminによる HO-1誘導はオートファジーを

活性化させなかったため、オートファジー阻害剤

または活性剤が定常的HO-1 発現に影響を与える
かを評価した。BeWo細胞にオートファジー抑制
剤である Bafilomycin A1（BAF）を投与すると、
HO-1 の発現が低下したが、オートファジー活性
剤である Torinや Tat-beclin1 では HO-1 発現に
影響はなかった（図 20A、B）。さらに別のオート
ファジー抑制剤である Chloroquine（CHQ）や
Wortomannin（Wor）では HO-1 の低下を認め
なかった（図 20C、D）。以上のことからオートフ
ァジー抑制剤である BAF に HO-1 発現低下作⽤
があることが分かった。 

そこで、BAF が実際に酸化ストレス耐性に影
響を与えるか評価したところ、BAFの 24 時間前
処置が BeWo細胞におけるH2O2による細胞増殖
抑制をさらに増強させ、OS 耐性を減弱させるこ
とが判明した。さらに、HO-1 が sFlt-1分泌に関
与するという過去の報告から、BAFが胎盤におけ
る sFlt-1/PlGFに影響を与えるか評価し、正常胎
盤において BAF 投与は sFlt-1増加傾向、PlGF 低
下傾向を認め、sFlt-1/PlGF ⽐は有意な上昇を認
めた。 

 
13. HO-1 誘導は通常のオートファジー経路では

なく p62-NBR1 軸が重要である 
BAF によるオートファジー阻害が HO-1 発現

を低下させたことから、絨⽑細胞における HO-1
誘導にはオートファジー活性化が必要と予想し
た。そこで、オートファジー⽋損細胞株である
HchEpC1b-Atg4BC74A細胞に H2O2処置を⾏っ
たが、Wild type と同等の HO-1誘導能を認めた
（図 21A）。以上のことから⾮選択的に作⽤する
通常のオートファジー経路は H2O2 による HO-1
誘導に必須ではないことが明らかとなった。次に
オートファジーに関連した酸化ストレス誘導機
構である p62-Keap1-Nrf2 軸に着⽬し、BAF に
よる HO-1低下のメカニズムを検討した。BeWo
細胞においてH2O2あるいは BAFを投与したとこ
ろ、BAF は HO-1 並びに NQO1 を低下させた。
また、Nrf2 や活性型であるリン酸化 Nrf2 は BAF
投与で減少した。⼀⽅で p62 は H2O2と BAF 両
薬剤で増加していたが、リン酸化 p62（Ser403
と Ser349）は BAFで著明な増加を認めた。さら
に p62 を介するNrf2活性化に関与するNBR1 は
BAF 投与で有意に低下した（図 21B-D）。 

 
14. Bafilomycin A1 と Chloroquine による絨

⽑への影響 
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ヒト胎盤における影響を評価するため、正期産
の正常胎盤を採取し、H2O2および BAF、CHQを
投与した。実際の胎盤においても H2O2投与によ
り HO-1 の誘導が確認された（図 22A）。BAF 投
与では 10 nM、20 nMともに HO-1 の低下を認
めた。CHQ投与では 50 µMで NQO1 発現は保た
れていたが、HO-1 は軽度低下していた。NBR1 に
関しては BAFとCHQで差がなかった（図22B）。
組織培養では、絨⽑細胞と全く同様という結果は
得られなかったが、これは間質細胞など絨⽑細胞
以外の細胞が多く含まれるためと考えられた。し
かし、BAFには抗酸化酵素を低下させる可能性が
⽰唆された。 
 
E. 結論 
近年、低出⽣体重児や早産の⺟体などが⾶躍的

に増加し、少⼦⾼齢社会の⼤きな問題となってい
る。本観点から、化学物質に⾼感受性の集団に対
する安全性評価の重要性が世界的に指摘されて
いる。⼀⽅で、化審法に基づくリスク評価におい
て対象とされる評価項⽬の中でも、化学物質の⽣
殖発⽣に対する影響については、毒性評価⼿法の
感度やコスト、簡便性等の問題から、⾏政判断に
活⽤できる⼗分な情報が世界的に観ても圧倒的
に不⾜している。さらに化審法をはじめとする化
学物質に係る厚⽣労働⾏政においては、基本的に、
化学物質の構造式（物質名）で規制されており、
化学物質の粒⼦サイズや形状といった物性の違
いと毒性発現の連関は⼗分に考慮されていない。
こうした観点から、本研究は化学物質曝露と胎盤
毒性に関する科学的根拠の収集と分⼦メカニズ
ムの解明により、胎盤毒性メカニズムを考慮した
統合的評価スキームを構築するものであり、⽣殖
発⽣毒性学的観点からの化学物質のリスク解析
基盤を構築し、リスク管理に係る新たな政策形成
に資する知⾒の提供に⼤きく貢献するのみなら
ず、化審法における化学物質のリスク評価に資す
る毒性情報の創出や OECD テストガイドライン
への展開に資する知⾒の集積につながる。 
 
F. 健康危険情報 
該当なし 
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A., Yasuda I., Ito M., Yamashita S., Tsuda 
S., Yoneda S., Cheng S., Sharma S., 
Shima T. : The Role of Autophagy in the 
Female Reproduction System: For 
Beginners to Experts in This Field., 
Biology (Basel)., 12(3): 373, 2024. 

6. 東阪和⾺, 芳賀優弥, 堤 康央︓⾹粧品ナノ
マテリアルの安全性評価―獲得免疫系を介
し た ハ ザ ー ド 解 析 と そ の機序解明 ., 
Fragrance Journal., 51(7): 25-29, 2023. 

7. 堤 康央, 辻野博⽂︓マイクロ・ナノプラス
チックのヒト健康影響の解明に向けて , 
Yakugaku Zasshi., 144(2): 163-4, 2024. 
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8. 辻野博⽂, ⽣野雄⼤, 芳賀優弥, 淺原時泰, 
東阪和⾺, 堤 康央︓環境中の表⾯性状を模
倣した劣化マイクロプラスチックの作製., 
Yakugaku Zasshi., 144(2): 171-5, 2024. 

9. 芳賀優弥, 真鍋颯太, 辻野博⽂, 淺原時泰, 
東阪和⾺, 堤 康央︓劣化したマイクロプラス
チック が ⽰ す 細 胞 毒 性機序の 解明 ., 
Yakugaku Zasshi., 144(2): 177-81, 2024. 

10. 東阪和⾺, 芳賀優弥, 堤 康央︓化学物質の
胎盤毒性解析とその評価⼿法の開発., 細胞., 
56(3): 30-4, 2024. 
 

2. 学会発表 
【シンポジウム等】 
1. 堤 康央︓ナノマテリアルの健康影響〜未病

とのかかわりは︖〜., 富⼭⼤学⼤学院特別
セミナー, オンライン, 2021 年 6⽉. 

2. 東阪和⾺︓ナノマテリアルと胎盤毒性., 第
29 回⽇本胎盤学会学術集会, オンライン, 
2021 年 11⽉. 

3. 東阪和⾺︓物性-動態-毒性の連関解析に基づ
く、脆弱な世代へのナノ粒⼦の健康影響評価
と安全性確保., ⽇本薬学会第 142 年会., 名
古屋（愛知）, 2022 年 3⽉. 

4. 東阪和⾺︓ヒトの健康へのリスク解析に資す
るナノマテリアルの神経細胞分化におよぼ
す影響とその機序解明., ⽇本薬学会第 142
年会, 名古屋（愛知）, 2022 年 3⽉.（シン
ポジウム︓化学物質のヒト健康影響評価とリ
スク解析の今後 〜若⼿研究者⽬線で〜） 

5. 東阪和⾺︓⾷品中ナノマテリアルの安全性評
価︓安全なナノマテリアルの創製に向けた脳
神経機能への影響評価., 第 49回⽇本毒性学
会, 札幌（北海道）, 2022 年 7⽉.（シンポ
ジウム︓⾷品安全に資する⾷品・⾷品添加物
の健康影響評価と品質評価法の基盤開発） 

6. 東阪和⾺, 堤 康央︓ナノマテリアルの安全
性評価について. 第 24 回医薬品品質フォー
ラムシンポジウム, 東京（東京）, 2023 年 2
⽉.（シンポジウム︓欧州での⾷品添加物とし
ての⼆酸化チタンの使⽤停⽌と医薬品規制
への波及） 

7. 堤 康央, 辻野博⽂, 淺原時泰, 東阪和⾺, 
芳賀優弥︓はじめに 〜⽣体外微粒⼦として
のナノ・マイクロプラスチックの⽣体影響評
価〜., ⽇本薬学会第 143 年会, 札幌（北海
道）, 2023 年 3⽉. 

8. 堤 康央, 芳賀優弥, 東阪和⾺, 淺原時泰, 
辻野博⽂︓終わりに 〜薬学的観点からのナ
ノ・マイクロプラスチックの安全性評価〜., 
⽇本薬学会第 143 年会, 札幌（北海道）, 
2023 年 3⽉. 

9. 東阪和⾺︓ナノ粒⼦による胎盤毒性と次世代
への影響., ⽇本薬学会第143年会., 札幌（北
海道）, 2023 年 3⽉.（シンポジウム︓微粒
⼦疾患の発症に関わる⽣体機構の解明と制
御法開発） 

10. 東阪和⾺︓ナノマテリアルの社会受容に向け
た安全性研究の現状と今後. ナノインク懇話
会, ⼤阪（⼤阪）, 2023 年 6⽉. 

11. 東阪和⾺︓脆弱な世代に対する⾦属ナノ粒⼦
の健康影響評価と安全性確保に向けて., メ
タルバイオサイエンス研究会 2023, 岐⾩
（岐⾩）, 2023 年 10⽉.（シンポジウム︓微
⼩⾦属粒⼦のバイオサイエンス︓測定から⽣
体応答まで） 

12. 堤 康央︓微粒⼦との環境共⽣に向けて., ⽇
本薬学会第 144年会., 横浜（神奈川）, 2024
年 3⽉.（シンポジウム︓微粒⼦との環境共⽣
研究 up-to-date 2024） 

13. 東阪和⾺︓ヒトと微粒⼦との環境共⽣に向け
たナノマテリアルの物性とハザード発現と
の連関解析., ⽇本薬学会第 144 年会., 横浜
（神奈川）, 2024年 3⽉.（シンポジウム︓
微粒⼦との環境共⽣研究 up-to-date 2024） 

14. 東阪和⾺︓脆弱世代の健康確保に向けた化学
物質の胎盤毒性解析., ⽇本薬学会第 144 年
会., 横浜（神奈川）, 2024年 3⽉.（シンポ
ジウム︓胎盤機能に関する基礎・臨床的研究
と創薬研究への展開） 

15. 芳賀優弥︓多種多様なマイクロプラスチック
による毒性発現機序の理解., ⽇本薬学会第
144年会., 横浜（神奈川）, 2024年 3⽉.（シ
ンポジウム︓マイクロ・ナノプラスチック研
究の最前線-ヒトリスク評価に向けた取り組
みと課題-） 

 
【国内学会発表】 
1. 坂橋優治, 東阪和⾺, 泉⾕⾥奈, 井阪 亮, 
⼭⼝慎太郎, 清本琴淑, 北原 剛, ⼩林純⼤, 
芳賀優弥, 辻野博⽂, ⻑野⼀也, 堤 康央︓
BeWo細胞合胞体化モデルを活⽤した胎盤形
成過程に対するナノマテリアルの安全性評
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価., 第 46 回⽇本⾹粧品学会., オンライン, 
2021 年 6⽉. 

2. 東阪和⾺, 芳賀優弥, 辻野博⽂, ⻑野⼀也, 
堤 康央︓⾮晶質ナノシリカによる胎盤毒性
とその誘導機序解明., フォーラム 2021︓衛
⽣薬学・環境トキシコロジー., オンライン, 
2021 年 9 ⽉. 

3. ⽣野雄⼤, 辻野博⽂, 芳賀優弥, 東阪和⾺, 
堤 康央︓実環境中のマイクロプラスチック
の⽣体影響評価の基盤構築., 第 18 回次世代
を担う若⼿のためのフィジカル・ファーマフ
ォーラム., オンライン, 2021 年 9 ⽉. 

4. Furuta A., Kawaguchi M., Yamaki A., 
Tomoko S., Yoneda S., Nakashima A. : 
Regulation of Heme Oxygenase-1 (HO-1), 
antioxidant, mediated with autophagy in 
trophoblasts., The 36th Annual Meeting 
Japanese Society for Immnology of 
Reproduction, Tokyo (Tokyo), 29-30 
October, 2021. 

5. 古⽥ 惇, 川⼝美保⼦, ⼭⽊明美, 島 友⼦, 
⽶⽥ 哲, 中島彰俊︓絨⽑細胞においてオー
トファジーは抗酸化ストレスタンパク HO-1
発現維持に関与する., 第 29回⽇本胎盤学会
学術集会., オンライン,  2021 年 11⽉. 

6. 古⽥ 惇, 川⼝美保⼦, ⼭⽊明美, 島 友⼦, 
⽶⽥ 哲, 中島彰俊︓絨⽑細胞における抗酸
化ストレスタンパクHO-1 発現とオートファ
ジーの関与., 第 41回⽇本妊娠⾼⾎圧学会学
術集会., 奈良（奈良）, 2021 年 12⽉. 

7. 東阪和⾺, 仲本 有⾥菜, ⼩林純⼤, 北原 
剛, ⼭本怜奈, 坂橋優治, 泉⾕⾥奈, Seo 
Jiwon, 辻野博⽂, 芳賀優弥, 堤 康央︓化学
物質の胎盤毒性解析に向けて-胎盤細胞のト
ランスポーター発現に対するバルプロ酸の
影響解析., ⽇本薬学会第 142 年会., 名古屋
（愛知）, 2022 年 3⽉.  

8. ⽣野雄⼤, 辻野博⽂, 芳賀優弥, 淺原時泰, 
東阪和⾺, 堤 康央︓実環境中を模したマイ
クロプラスチックの細胞毒性評価., ⽇本薬
学会第 142 年会., 名古屋（愛知）, 2022 年
3⽉.  

9. 坂橋優治, 東阪和⾺, 泉⾕⾥奈, Seo Jiwon, 
北原 剛, ⼩林純⼤, 仲本 有⾥菜, ⼭本怜
奈, 辻野博⽂, 芳賀優弥, 堤 康央︓ナノマ
テリアルの胎盤毒性解析に向けて-銀ナノ粒
⼦が誘導する胎盤細胞の合胞体化抑制にお

ける活性酸素種の関与., ⽇本薬学会第 142
年会., 名古屋（愛知）, 2022 年 3⽉.  

10. ⼩林純⼤, 東阪和⾺, 仲本 有⾥菜, 北原 
剛, ⼭本怜奈, 坂橋優治, 泉⾕⾥奈, Seo 
Jiwon, 辻野博⽂, 芳賀優弥, 堤 康央︓化学
物質の胎盤動態解析に向けて-胎盤栄養膜細
胞における合胞体化の誘導条件に関する検
討., ⽇本薬学会第 142 年会., 名古屋（愛知）, 
2022 年 3⽉.  

11. 奥村 萌, 芳賀優弥, ⼩⻄弘登, 辻野博⽂, 
東阪和⾺, 堤 康央︓神経細胞における⾮晶
質ナノシリカの動態評価., ⽇本薬学会第
142 年会., 名古屋（愛知）, 2022 年 3⽉.  

12. 真鍋颯太, 芳賀優弥, 辻野博⽂, 淺原時泰, 
⽣野雄⼤, 東阪和⾺, 堤 康央︓マイクロプ
ラスチックの細胞毒性及び遺伝毒性評価., 
⽇本薬学会第 142 年会., 名古屋（愛知）, 
2022 年 3⽉.  

13. ⼭本怜奈, 東阪和⾺, 北原 剛, ⼩林純⼤, 
仲本 有⾥菜, 坂橋優治, 泉⾕⾥奈, Seo 
Jiwon, 辻野博⽂, 芳賀優弥, 堤 康央︓ナノ
マテリアルの胎盤毒性解析に向けて-⾮晶質
ナノシリカ曝露による胎盤ホルモン産⽣へ
の影響., ⽇本薬学会第142年会., 名古屋（愛
知）, 2022 年 3⽉. 

14. 東阪和⾺, ⼩椋万⽣, 衞藤舜⼀, 櫻井美由紀, 
辻野博⽂, 芳賀優弥, 堤 康央︓⾮晶質ナノ
シリカの⿐腔を介した吸⼊曝露が免疫系に
およぼす影響の評価., ⽇本薬剤学会第 37年
会., オンライン, 2022 年 5⽉. 

15. 東阪和⾺, 衞藤舜⼀, ⼩椋万⽣, 櫻井美由紀, 
辻野博⽂, 芳賀優弥, 堤 康央︓⾹粧品中ナ
ノマテリアルの安全性評価︓獲得免疫系を介
した⾮晶質ナノシリカのハザード解析とそ
の発現機序解明., 第 47 回⽇本⾹粧品学会., 
東京（東京）, 2022 年 6⽉. 

16. ⽣野雄⼤, 辻野博⽂, 芳賀優弥, 淺原時泰, 
東阪和⾺, 堤 康央︓環境中のマイクロプラ
スチックの劣化状態を考慮した細胞毒性評
価., 第 49回⽇本毒性学会, 札幌（北海道）, 
2022 年 6⽉. 

17. 坂橋優治, 東阪和⾺, 泉⾕⾥奈, Seo Jiwon, 
北原 剛, ⼩林純⼤, 仲本有⾥菜, ⼭本怜奈, 
辻野博⽂, 芳賀優弥, 堤 康央︓活性酸素種
の誘導を介した銀ナノ粒⼦による胎盤合胞
体化の抑制., 第 49 回⽇本毒性学会, 札幌
（北海道）, 2022 年 6⽉. 
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18. 東阪和⾺, 坂橋優治, 北原 剛, 泉⾕⾥奈, 
⼩林純⼤, 仲本有⾥菜, Seo Jiwon, ⼭本怜
奈, 辻野博⽂, 芳賀優弥, 堤 康央︓ナノ粒
⼦が胎盤細胞の合胞体化におよぼす影響評
価., フォーラム 2022., 熊本（熊本）, 2022
年 8⽉. 

19. 坂橋優治, 東阪和⾺, 泉⾕⾥奈, Seo Jiwon, 
北原 剛, ⼩林純⼤, 仲本有⾥菜, ⼭本怜奈,
辻野博⽂, 芳賀優弥, 堤 康央︓胎盤形成段
階の細胞合胞体化に着⽬したナノマテリア
ルの影響評価., 第 21回次世代を担う若⼿の
ためのファーマ・バイオフォーラム 2022., 
名古屋（愛知）, 2022 年 9 ⽉. 

20. 北原 剛, 東阪和⾺, 坂橋優治, 泉⾕⾥奈, 
⼩林純⼤, 仲本有⾥菜, Seo Jiwon, ⼭本怜
奈, 奥野和⾹⼦, 宮地⼀輝, 辻野博⽂, 芳賀
優弥, 堤 康央︓バルプロ酸による胎盤ホル
モンが撹乱するメカニズム解明., 第 72回⽇
本薬学会関⻄⽀部総会・⼤会., 枚⽅（⼤阪）, 
2022 年 10⽉. 

21. 真鍋颯太, 芳賀優弥, 辻野博⽂, ⽣野雄⼤, 
淺原時泰, 東阪和⾺, 堤 康央︓環境中の表
⾯性状を模擬したマイクロプラスチックの
細胞毒性発現機序の解明., 第 72回⽇本薬学
会関⻄⽀部総会・⼤会., 枚⽅（⼤阪）, 2022
年 10⽉. 

22. 古⽥ 惇, 𠮷⽥美保⼦, ⼭⽊明美, 島 友⼦, 
⽶⽥ 哲, 中島彰俊︓オートファジーと妊娠
⾼⾎圧腎症発症と治療開発., 第 7 回中⽇本
産婦⼈科セミナー., 松江（島根）, 2022 年
10⽉. 

23. 古⽥ 惇, ⼭⽥清貴, 𠮷⽥美保⼦, ⼭⽊明美, 
島 友⼦, ⽶⽥ 哲, 中島彰俊︓SLE 妊婦に
使⽤される Chloroquine（オートファジー抑
制剤）による絨⽑毒性への検討., 第 42回⽇
本妊娠⾼⾎圧学会学術集会., オンライン, 
2022 年 10⽉. 

24. ⼩林純⼤, 東阪和⾺, 奥野和⾹⼦, 坂橋優治, 
北原  剛 , 泉⾕⾥奈 , 仲本有⾥菜 , Seo 
Jiwon, ⼭本怜奈, 宮地⼀輝, 辻野博⽂, 芳
賀優弥, 野村鉄也, 鈴⽊ 亮, 宇都⼝直樹, 
堤 康央︓シンシチオトロホブラスト層に着
⽬した化学物質の胎盤透過性評価に適う in 
vitro モデル系の構築に向けた研究., ⽇本薬
物動態学会第 37年会., 横浜（神奈川）, 2022
年 11⽉. 

25. 古⽥ 惇, ⼭⽥清貴, 𠮷⽥美保⼦, ⼭⽊明美, 
島 友⼦, ⽶⽥ 哲, 中島彰俊︓オートファ
ジー抑制剤 Chloroquine の酸化ストレスに
対する新規作⽤の解明., 第 37 回⽇本⽣殖免
疫学会総会・学術集会., ⾼知（⾼知）, 2022
年 11⽉. 

26. 古⽥ 惇, ⼭⽥清貴, 𠮷⽥美保⼦, ⼭⽊明美, 
島 友⼦, ⽶⽥ 哲, 中島彰俊︓オートファ
ジー因⼦ NBR1 は絨⽑における酸化ストレ
ス耐性に重要な役割を果たす., 第 30回⽇本
胎盤学会学術集会., ⾦沢（⽯川）, 2022 年
11⽉. 

27. 奥村 萌, 芳賀優弥, ⼩⻄弘登, 辻野博⽂, 
東阪和⾺, 堤 康央︓⾮晶質ナノシリカの細
胞内取り込みと経⿐投与後の動態評価., ⽇
本薬学会第 143 年会., 札幌（北海道）, 2023
年 3⽉.  

28. 真鍋颯太, 芳賀優弥, 辻野博⽂, ⽣野雄⼤, 
淺原時泰, 東阪和⾺, 堤 康央︓表⾯劣化し
たマイクロプラスチックの細胞毒性発現機
序の解明., ⽇本薬学会第143年会., 札幌（北
海道）, 2023 年 3⽉. 

29. ⼭本怜奈, 東阪和⾺, 北原 剛, 仲本有⾥菜, 
坂橋優治, 辻野博⽂, 芳賀優弥, 堤 康央︓
⾮晶質ナノシリカによる妊娠転帰への影響
と炎症応答との連関追究., ⽇本薬学会第
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図1︓VPAがBeWoにおける胎盤のホルモン産⽣に及ぼす影響評価
BeWo細胞株に50 μM forskolin（Frk）を添加した24時間後に、バルプロ酸（VPA）を添加して72時間培養した。培養後の細胞を回収し、（A）
CGB、（B）CSH1のmRNA発現量をreal time RT-PCRにより解析した。各群のmRNA発現量はGAPDHで標準化することで⽐較した。Data are
presented as mean ± SD (n = 3) . *P < 0.05 by Tukeyʼs method.（C）hCGβ、hPLの産⽣量をwestern blottingにより解析した。
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Scale bar = 500 µm
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図2︓VPA曝露がBeWoにおけるグルコース取り込みにおよぼす影響評価
未分化のBeWoに50 μM forskolinを24時間処置した後、VPA（0.3、0.6、0.9、1.2 mM）を72時間添加した。（A）細胞を回収しwashした後、
蛍光グルコースを添加して、蛍光顕微鏡により細胞内へのグルコース取り込み量を評価した。（B）回収した細胞からタンパク質を抽出し、GLUT1
の発現量をWestern Blottingにより解析した。

(B)

(A)
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図3︓VPA曝露後のBeWoにおける発現変動遺伝⼦の網羅的な解析
未分化のBeWoに50 μM forskolinを24時間処置した後、VPA（0.6 mM）を72時間添加した。細胞を回収しRNAを抽出、逆転写によりcDNAを
作製後、RNA-Seqに供した。 （A）FPKM 0.5以上かつ、発現変動した上位2000個の遺伝⼦を⽤いてクラスター分類を⾏った後に（緑︔低発現、
⾚︔⾼発現）、（B）クラスターB、Dに対してPathway解析を実施した。

(A)

(B)
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図4︓VPAによるHIF-1α、および、HIF-1下流遺伝⼦の変動評価
未分化のBeWoに50 μM forskolinを24時間処置した後、VPA （0.6 mM）を1、3、6時間で経時的に添加した。（A）

回収した細胞からタンパク質を抽出し、HIF-1αの発現量をWestern Blottingにより解析した。（B）未分化のBeWoに

50 μM forskolinを24時間処置した後、VPAを72時間添加し、RNAを抽出した。各群のmRNA発現量は、GAPDHで標準
化することで⽐較した。Data are presented as mean ± SD (n = 3). *P < 0.05、****P < 0.0001.
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(A) (B)

Scale bar = 500 µm

(C)

(D)

図5︓VPA曝露後の胎盤ホルモン産⽣、グルコース取り込みに対するHIF-1活性阻害の影響解析
BeWoに、Frkを添加し、合胞体栄養膜細胞へと分化を誘導した後、VPA（0.6、0.9 mM）を単独で、または、VPA（0.6、0.9 mM）と塩化コバ
ルト（5、10 µM）を同時に72時間作⽤させた。培養後の細胞を回収し、（A）CGB、（B）CSH1のmRNA発現量をreal time RT-PCRにより解
析した。各群のmRNA発現量はGAPDHで標準化することで⽐較した。Data are presented as mean ± SD (n = 3) . *P < 0.05、***P <
0.001 ****P < 0.0001 by Tukeyʼs method.（C）細胞を回収しwashした後、蛍光グルコースを添加して、蛍光顕微鏡により細胞内へのグル
コース取り込み量を評価した。（D）回収した細胞からタンパク質を抽出し、GLUT1の発現量をWestern Blottingにより解析した。
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図6︓ナノ粒⼦曝露による合胞体化マーカーの発現変動解析
BeWo細胞株に（A）nAg10、（B）nAu10を0、0.039、0.078、0.15 µg/mLの濃度で50 μM forskolinと共に処置した。48時間後に細胞

を回収しRNAを抽出、逆転写によりcDNAを作製後、real-time RT-PCRに供した。各群のmRNA発現量は、β-Actinで標準化することで⽐較

した。Data are presented as mean ± SD (n=3). *P < 0.05 by Tukey’s method.
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図7︓合胞体栄養膜細胞の形態評価および合胞体化割合の算出
（A）BeWo細胞株に、nAg10を0、0.039 µg/mLの濃度で50 μM forskolinと共に処置し、48時間後に細胞を固定し、細胞免疫
染⾊を実施した。共焦点顕微鏡（SP5; Leica）により蛍光画像を撮影した。DAPI（blue）、desmoplakin I/II（green）を⽰し
ている。各群5視野を撮影し以降の解析に⽤いた。Scale bars = 50 µm（B）撮影した蛍光画像をもとに、（合胞体栄養膜細胞内の
核数／総核数) x 100の計算式で合胞体化割合の算出をした。（C）ImageJを⽤いてDAPIで染⾊された核の⼤きさを定量した。
****P < 0.0001 by Steel-Dwass test.
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図8︓nAg10がヒストン脱アセチル化酵素の活性におよぼす影響評価
nAg10による（A）HDAC1、（B）HDAC2、（C）HDAC3、（D）HDAC4、（E）HDAC5の活性変動をHDAC fluorogenic assayを⽤いて
評価した。各群のHDAC活性は、TSA曝露群を０、⾮曝露群を100として標準して⽐較した。*P < 0.05, ***P < 0.001, ****P < 0.0001
by Dunnettʼs method.

(A) (B) 

(C) (D) (E) 

nAu10 (µg/mL)

図9︓nAu10がヒストン脱アセチル化酵素1の活性におよぼす
影響評価
nAu10によるHDAC1の活性変動をHDAC fluorogenic assay
を⽤いて評価した。HDAC1活性は、TSA曝露群を０、⾮曝露
群を100として標準して⽐較した。ns: not significant, **P
< 0.05, *****P < 0.0001 by Dunnettʼs method.
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図10︓Ag+、nAg10、nAg30、nAg70がヒストン脱アセチル化酵素（HDAC1、HDAC5）の活性におよぼす影響評価
Ag+、nAg10、nAg30、nAg70による（A）HDAC1、（B）HDAC5の活性変動をHDAC fluorogenic assayを⽤いて評価した。各群
のHDAC活性は、TSA曝露群を０、⾮曝露群を100として標準して⽐較した。ns: not significant, *P < 0.05, ***P < 0.001,
****P < 0.0001 by Dunnettʼs method.
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図11︓BeWoにおけるnAg10の細胞内取り込み経路の解明
（A）BeWoを4℃条件で1時間培養した後、nAg10（0.156 μg/mL）を添加し、さらに4℃で3時間培養し
た。（B）5-(N-Ethyl-N-isopropyl)-Amiloride（EIPA）を終濃度100 μMにて3時間添加した後、終濃度
50 μMのforskolinと0.156 μg/mLのnAg10を3時間処置した。（C）Methyl-β-cyclodextrin （MβCD）を
終濃度2.5 mMで1時間処置した後、阻害剤存在下で終濃度50 μMのforskolinと0.156 μg/mLのnAg10を3
時間処置した。（D）Chlorpromazine hydrochloride（CPZ）を終濃度10 μg/mLで1時間処置した後、阻
害剤存在下で終濃度50 μMのforskolinと0.156 μg/mLのnAg10を3時間処置した。 その後、細胞を回収し、
細胞内銀量をICP-MSにより測定した。Data are presented as mean ± SD (n = 3). ns, not significant,
**P < 0.01, ***P < 0.001 by studentʼs t-test.
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図12︓妊娠マウスへのnAg10単回投与の影響評価
（A）妊娠10.5⽇⽬のBALB/cCrSlcマウスに、グルコース溶液またはnAg10（0.078, 0.3125, 1.25 mg/kg
mouse）を単回尾静脈投与した。妊娠15.5⽇⽬に⿇酔下で解剖を実施し、（B）⺟体体重、（C）胎仔重量、およ
び、（D） 胎盤重量を測定した。The results presented here are pooled from two independent
experiments. Glucose; n = 53, nAg10-0.078; n = 35, nAg10-0.312; n = 43, nAg10-1.25; n = 38. Data
are presented as means ± S.D.; *P < 0.05.
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図13︓妊娠マウスへのnAg10単回投与後の胎盤、胎児移⾏性
妊娠10.5⽇⽬のBALB/cCrSlcマウスに、グルコース溶液またはnAg10（0.078、0.3125、1.25 mg/kg）を尾静脈内より単回投与し、妊娠
15.5⽇⽬に解剖を⾏い、（A）⾎液、（B）胎盤、（C）胎仔における銀量をICP-MSにより測定した。Data are presented as mean ± SEM.
N.D., not detect, ****P < 0.0001 by dunnett-test（N.D.を0として統計解析を実施）
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図14︓銀ナノ粒⼦のJEG-3単層膜透過性の評価
JEG-3をセルカルチャーインサートに播種し、培養することで、単層膜を形成させた。 TEER値がプラトーに達したこ
とを確認できた時点で、細胞障害性の認められない0.0625μg/mlの濃度で、（A）nAg5、（B）nAg10、（C）nAg30、
（D）nAg70をapical側に添加し、添加から0、1、3、6、24、48時間後にサンプリングした。Apical側、Basal側の銀
量をICP-MSにより測定し、0時間におけるapical側の銀量を100%としてapical側、basal側の銀量の割合を算出した。
Data are presented as mean ± SD (n=3).
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図15︓nSP10による細胞障害性とCGBの発現変動評価
（上段）未分化のBeWoに、50 μM forskolinを24時間処置した後、nSP10を各濃度で72時間処置した。（下段）未分化の
BeWoに、nSP10を各濃度で50 μM forskolinとともに48時間処置した。また合胞体化抑制の対照群として、forskolinとH-
89（10 µM）の共処置群を設定した。その後、（A、C）MTTアッセイにより細胞障害性を評価すると共に、（B、D）細胞
からRNAを抽出、逆転写によりcDNAを作製後、real-time RT-PCRに供し、CGBの発現量を解析した。各群のmRNA発現量
は、β-Actinで標準化することで⽐較した。Data are presented as mean ± SD (n=3) . **P < 0.01, ***P < 0.001,
****P < 0.0001.
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図16︓nSP10処置時の合胞体化関連遺伝⼦の発現評価
未分化のBeWoに、nSP10を 0、3.12、12.5、50 µg/mLの濃度で50 μM forskolinとともに処置した。また合胞体
化抑制の対照群として、forskolinとH-89（10 µM）の共処置群を設定した48時間後に細胞を回収しRNAを抽出、逆
転写によりcDNAを作製後、real-time RT-PCRに供した。各群のmRNA発現量は、β-Actinで標準化することで⽐較
した。Data are presented as mean ± SD (n=3) . *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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図17︓オートファジーが合胞体化に与える影響評価
（A）BeWo細胞株にforskolin（25 μM）を72時間処置し合胞体化を誘導した。オートファジーフラックスの確認のため蛋⽩
回収前2時間にBafilomycin（20 nM）を処置した。コントロールはDMSO処置とした。
（B）Primary human trophblastを培養し合胞体化を誘導した。オートファジーフラックスの確認のため蛋⽩回収前2時間に
Bafilomycin（20 nM）を処置した。コントロールはDMSO処置とした。
（C）BeWo細胞株にforskolin（25 μM）を72時間処置し合胞体化を誘導した。forskolinとともにbafilomycin（20 nM）、
Torin（10 nM）、Tat-Beclin1（20 μM）を処置した。
（D） Primary human trophblastを培養し合胞体化を誘導した。培養2⽇⽬よりBafilomycin（20 nM）を処置し、培養3⽇
⽬と5⽇⽬に蛋⽩を回収した。
（E）BeWo細胞株にforskolin（25 μM）とともにBafilomycin（20 nM）を72時間処置し、⽣細胞染⾊を実施した。共焦点
顕微鏡（LSM 700︔ZEISS）により蛍光画像を撮影した。細胞膜をDi-8-ANESS、核をDAPIで染⾊した。撮影した蛍光画像を
もとにfusion index（融合細胞の核数/総核数）を計算した。各群それぞれ6視野を撮影し解析に⽤いた。*P<0.05
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図18︓トロフォブラストにおけるHO-1発現と酸化ストレス抵抗性
（A）様々な種類の絨⽑膜細胞におけるHO-1の発現を定常状態で調べた。タンパク質レベルは、
ウェスタンブロッティングを⽤いて検出した。（B）BeWo細胞、（C）HchEpC1b-mSt細胞、
（D）HTR-mSt細胞、および（E）TCL1細胞を様々な濃度のH2O2（μM）で24時間処理した細胞⽣
存率をWST-1アッセイを⽤いて評価した。グラフは処理細胞の細胞⽣存率を⽰している。結果は少
なくとも3つの独⽴した実験から得られた。有意差検定も実施した。データは平均値±S.D.で表した。
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図19︓絨⽑細胞株におけるH2O2によるHO-1発現とオートファジーフラックス
（A）BeWo細胞を様々な濃度のH2O2（125〜1000 μM）で24時間処理し、タンパク質回収前2時
間DMSOもしくはバフィロマイシンA1（BAF、20 nM）処置した。（B）1000 μMのH2O2で処理
したBeWo細胞におけるHO-1の発現量をアクチンで正規化したグラフ。（C）HchEpC1b-mSt細胞
を、様々な濃度のH2O2（3〜25 μM）で24時間処理し、タンパク質回収前2時間DMSOもしくはバ
フィロマイシンA1（BAF、20 nM）処置した。（D）BeWo細胞を、HO-1の誘導物質である様々な
濃度のヘミン（125〜1000 μM）で24時間処理し、タンパク質回収前2時間DMSOもしくはバフィ
ロマイシンA1（BAF、20 nM）処置した。結果は少なくとも3つの独⽴した実験から得られた。有
意差検定も実施した。データは平均値±S.D.で表した。 **P < 0.01.
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図20︓オートファジー阻害薬バフィロマイシンA1によるHO-1発現の低下
（A）オートファジー阻害薬であるバフィロマイシンA1（BAF、20 nM）、オートファジー活性化
剤であるTorin-1（TRN、10 nM）およびTat-Beclin1（T-B1、20 μM）で48時間処理し、BeWo細
胞のHO-1の発現量をウェスタンブロッティングにより評価した。（B）BeWo細胞中の各薬剤処理
におけるアクチンに対して正規化したHO-1の発現量を⽰すグラフ。（C）リソソーム機能に影響を
与えるオートファジー阻害剤、BAF（20 nM）、Chloroquine（CHQ、50 μM）、ならびにオート
ファゴソーム形成を阻害するWortmannin（Wor、10 μM）で48時間処理したBeWo細胞における
HO-1の発現量を評価した。（D）BeWo細胞の各薬剤処理におけるアクチンの発現量に対して正規
化したHO-1の発現量を⽰すグラフ。結果は少なくとも3つの独⽴した実験から得られた。有意差検
定も実施した。データは平均値±S.D.で表した。*P < 0.05, **P < 0.01.
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図21︓バフィロマイシンA1によるHO-1の発現抑制は、NBR1の低下を伴う
（A）オートファジー正常細胞株であるHchEpC1b-mSt細胞とオートファジー⽋損
細胞株であるHchEpC1b-Atg4BC74A細胞を様々な濃度のH2O2（6.25〜25 μM）で
24時間処理し、ウェスタンブロットでHO-1、LC3-I/II、Actinを定量化した。
（B）BeWo細胞をBAF（20 nM）で48時間処理（BAFの左側にDMSOコントロー
ルを⽰す）、またはH2O2（1000 μM）で24時間処理（H2O2の左側に脱イオン蒸
留⽔コントロールを⽰す）した。ウェスタンブロットでHO-1、NQO-1、NBR1、
Nrf2、p-NRF2、p62、Ser403およびSer349でリン酸化されたp62、およびアクチ
ンの発現量を定量化した。（C）NQO-1、（D）NBR1の発現量をアクチンの発現量
に対して正規化したグラフ。結果は少なくとも3つの独⽴した実験から得られた。
有意差検定も実施した。データは平均値±S.D.で表した。**P < 0.01.
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図22︓ヒト絨⽑組織におけるバフィロマイシンA1またはクロロキンによる抗酸化タンパク質およ
び選択的オートファジー関連タンパク質の発現
胎盤絨⽑組織は帝王切開を受けた合併症のない妊娠の⼥性から得た。（A）絨⽑組織を様々な濃度
のH2O2（62.5〜2000 μM）で48時間処理した。ウェスタンブロットでHO-1、p62、p-p62
（Ser403）、p-p62（Ser349）およびアクチンを定量化した。（B）絨⽑組織をBAF（10と20
nM）またはCHQ（25と50 μM）で72時間処理し、ウェスタンブロットでHO-1（⽮印は特異的バ
ンド、⽮頭は⾮特異的バンド）、NQO-1、NBR1、Nrf2、p-Nrf2、Keap1、 p62、p-p62
（Ser403）、p-p62（Ser349）、およびアクチンを定量化した。


