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研究要旨 
 発達神経毒性(DNT)は、発生期(胎生期)あるいは生後発達期の神経系に対する化学物質に
よる有害作用と説明される。この評価に向けた、より迅速、低コストで省動物に資する新規
評価手法の開発が急務となっている。しかしながら、神経系の発生・発達は極めて複雑な現
象であり、ヒトの発達神経毒性の定義ですら専門家間で認識が異なるのが現状である。また、
有害発現経路(AOP)に立脚した DNT の in vitro 試験法の開発が精力的になされているが、
詳細な AOP の積上げ・組み合わせのみで複雑な DNT に係る試験法の開発や実体の解明が進
むとは考えにくい。本研究では、DNTを発生期と生後発達期とに分け、2つの独自技術によ
る課題の解決を試み、ヒトへの外挿性を考慮した、より迅速、低コストで省動物に資する新
規 in vitro DNT評価手法の開発をおこなう。また日本を代表する DNT専門家(研究分担者)
により DNT陽性物質リストを作成し、併せて、独自のヒト胎盤オルガノイド評価系により、
化学物質の in vitro代謝プロファイルが明らかとし、試験系の予測精度ひいてはヒトへの
外挿性の向上を図る。 
先行研究において、21種類の催奇形性陽性物質及び 14種類の陰性物質を 0.89の高い正確

度かつハイスループットで判別可能なヒト iPS細胞を用いた in vitro発生毒性試験法を開
発している(iScience 2022,J Biosci Bioeng 2022,STAR Protocols 2022)。この試験法で
は、胚発生を制御するシグナルネットワークに対する化学物質のかく乱作用を検出するこ
とで、１つの試験で発生毒性の AOPを包括的に評価可能である。1)本手法をまずは発生期の
DNT の検出に適応拡大し OECD のガイドラインへの採択可能な試験系を開発する。バルプロ
酸のような DNT との関連が指摘されている物質の評価にも成功しており、実現の可能性は
高い。一方、発達期の DNTに関しては、その複雑さ故に基礎的な背景データの不足が大きな
問題である。我々はこれまでに、シックハウス症候群の動物試験モデルの開発に成功し、そ
の中で、発達期においてキシレン等の吸入曝露により、成熟後、DNTの特徴の一つと考えら
れる情動認知行動異常が誘発されることを見出した。また、脳海馬領域の網羅的発現変動解
析により、当該物質の影響をシグナルネットワークとして検出することに成功している。2)
これら独自技術を駆使して発達期 DNTの発現機序を明らかにし、将来的な in vitro 試験法
への適応拡大に必要なシグナルネットワークを同定する。 
＜各年度の目標＞令和 5 年度：各試験法の最適化及び DNT 陽性物質リストの調査、令和 6

年度：各試験法の実用性の検討、生後発達期 DNT誘発メカニズムの探索、及び、DNT 陽性物
質リストの作成、令和 7年度：発生期の in vitro DNT試験法及びヒト胎盤オルガノイドを
用いたメタボローム解析法の提案と、生後発達期 DNT 誘発シグナルネットワークの同定 
 令和 5年度（初年度）は、I）従来の手動計測から自動測定を検討した結果、72時間以上
の再現性のあるシグナルかく乱作用の取得が可能となった。また、従来の 24時間計測では
明らかにできなかった HDAC 阻害剤バルプロ酸の 24 時間以降の大きなシグナルかく乱作用
を発見し、DNTの発生毒性発現機序にはエピジェネティック毒性も関与する可能性が示唆さ
れた（大久保）。DNT 陽性物質リストについては、ラットを用いた動物実験により DNT 陽性
と報告された論文から 97化合物が抽出され、また評価手法の国際標準化に向けた情報収集
については、各神経発生過程に対応した in vitro試験は、現在 17種類に絞られているが、
各試験の信頼性については確認中であることが明らかとなった（桑形）。 
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II）生後発達期 DNTの分子機序解明に向け、モデル揮発性物質であるキシレン(目標曝露濃
度：0、2および 20 ppm) につき、幼若期反復吸入曝露実験を行い(西村)、成熟後に情動認
知行動解析を実施したところ、学習記憶異常が観察され、あわせて、神経科学的物証に基づ
く解析を実施し (齊藤)、得られた脳サンプルの遺伝子発現データの解析及び毒性連関性を
検討した (北嶋)。 
そして III）ヒト胎盤オルガノイド作製とメタボローム解析に向けては、まずヒト胎盤並

びにマウス胎盤組織、双方ともに、安定したオルガノイド作製を検討した（西田）。加えて、
C57BL/6 マウスの発生ステージごとの胎盤の網羅的遺伝子発現解析を行うためのサンプリ
ングを行なった。胎盤は、胎児由来の胎盤細胞と母体由来の脱落膜からなる組織であり、今
回は、胎盤と脱落膜の分離が可能な受精後 7.5日、8.5 日目の胎盤および脱落膜の採取を行
なった（小野）。 
 

 令和 6年度（今年度）は、I）昨年構築した自動計測 in vitro発生毒性試験法を用いて、
昨年度桑形が精査した DNT 陽性対照化学物質の試験を実施した。これまでに、未分化のヒト
iPS細胞を用いた試験により、6 種類の陽性対照物質及び 2種類の陰性対照物質を 100％の
正確度で分類できた。加えて、神経伝達物質受容体を介したシグナルかく乱作用を検出する
ために、ヒト iPS 細胞を神経前駆細胞まで分化させた試験の構築も進めている。今年度中
に、神経前駆細胞の FGF-SRF シグナルへの反応性をリアルタイムルシフェレースアッセイ
により確認し、神経前駆細胞を用いた DynaLux/c の構築に向けた課題点を抽出する（大久
保）。DNT リストについては、OECD in vitro DNT battery (DNT-IVB)文書「Initial 
Recommendations on Evaluation of Data from the Developmental Neurotoxicity (DNT) 
In Vitro Testing Battery.」に掲載されている DNT 陽性対照および陰性対照 171化合物を
精査した。また評価手法の国際標準化に向けた情報収集については、各神経発生過程に対応
した in vitro 試験は現在 17 種類に絞られ、バリデーション試験が開始されていることが
明らかとなった（桑形）。 
 II）生後発達期 DNTの分子機序解明に向け、キシレン(0、2及び 20 ppm)幼若期反復吸入曝
露実験における、情動認知行動試験後の脳サンプルについて神経科学的物証に基づく解析
を行った結果、海馬におけるニューロン新生への影響が疑われた (齊藤)。また、遺伝子発
現データ解析の結果から、特に高濃度（20ppm）曝露群において、情動認知行動解析で検出
された学習記憶異常に対応すると考えられる神経系のシグナルネットワークを抽出した
(北嶋)。加えて、モデル揮発性物質であるトルエン(目標曝露濃度：0、0.7および 7 ppm)に
つき、幼若期反復吸入曝露実験を実施し(西村)、成熟後の情動認知行動試験を実施した結果、
条件付け学習記憶試験において、トルエン 0.7 ppm曝露群では空間-連想記憶の有意な低下
が、トルエン 7 ppm 曝露群では空間-連想記憶の有意な低下および音-連想記憶の低下傾向
が認められた (齊藤)。あわせて、神経科学的物証に基づく DNT誘発メカニズムの解析をす
すめ(齊藤)、得られた脳サンプルの遺伝子発現データの解析及び毒性連関性を比較検討す
る (北嶋)。 
そして III）ヒト胎盤オルガノイド作製とメタボローム解析に向けては、まずヒト胎盤並

びにマウス胎盤組織よりそれぞれ安定したオルガノイド作製に成功した。現在モデル物質
（サリドマイド）を用いて網羅的メタボローム解析を行ない、それぞれの胎盤代謝物を明ら
かにすることで種差からみた生殖毒性を検討している。また、パルスフィールド電気泳動法
や免疫染色による DNA障害毒性を評価している（西田）。加えて、受精後 8.5及び 9.5日目
マウス胚の胎盤の次世代シーケンスを利用した網羅的遺伝子発現解析を行ない、これらの
ステージの胎盤を構成する trophoblast giant cell、 spongiotrophoblast及び labyrinth 
layerに特異的な遺伝子発現マーカーの検出を行なった。次世代シーケンスデータを活用す
ることで、spongiotrophoblastの中でも受精後 9.5日目には invasive glycogen cells が
増加している様子や、secondary trophoblast cells が増加している傾向も検出することが
明らかとなった。よって、今後は、これらのマーカー遺伝子の発現プロファイル解析を行う
ことで、胎盤の分化度を正確に把握することが可能とり、化学物質による胎盤の分化異常な
どの評価を行うことが可能になると思われる（小野）。以上、ほぼ予定通りに進捗した。 
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研究分担者    

西村拓也  国立医薬品食品衛生研究所・ 

安全性生物試験研究センター・ 

毒性部 

桑形麻樹子国立医薬品食品衛生研究所・ 

安全性生物試験研究センター・ 

毒性部 

大久保佑亮国立医薬品食品衛生研究所・ 

安全性生物試験研究センター・ 

毒性部 

齊藤洋克  国立医薬品食品衛生研究所・ 

安全性生物試験研究センター・ 

毒性部 

小野竜一  国立医薬品食品衛生研究所・ 

安全性生物試験研究センター・ 

毒性部 

西田欣広  大分大学・ 

医学部産科婦人科学講座 

  

Ａ．研究目的 

(背景) 発達神経毒性(DNT)は、発生期(胎生

期)あるいは生後発達期の神経系に対する化学

物質による有害作用と説明される。この評価に

向けた、より迅速、低コストで省動物に資する

新規評価手法の開発が急務となっている。しか

しながら、神経系の発生・発達は極めて複雑な

現象であり、ヒトの発達神経毒性の定義ですら

専門家間で認識が異なるのが現状である。また、

有害発現経路(AOP)に立脚した DNTの in vitro

試験法の開発が精力的になされているが、詳細

な AOPの積上げ・組み合わせのみで複雑な DNT

に係る試験法の開発や実体の解明が進むとは

考えにくい。 

(目的)本研究では、DNT を発生期と生後発達

期とに分け、2つの独自技術による課題の解決

を試み、ヒトへの外挿性を考慮した、より迅速、

低コストで省動物に資する新規 in vitro DNT

評価手法の開発をおこなう。また日本を代表す

る DNT専門家(研究分担者)により DNT陽性物質

リストを作成し、併せて、独自のヒト胎盤オル

ガノイド評価系により、化学物質の in vitro

代謝プロファイルが明らかとし、試験系の予測

精度ひいてはヒトへの外挿性の向上を図る。 

先行研究において、21種類の催奇形性陽性物

質及び 14種類の陰性物質を 0.89の高い正確度

かつハイスループットで判別可能なヒト iPS

細胞を用いた in vitro発生毒性試験法を開発

している (iScience 2022,J Biosci Bioeng 

2022,STAR Protocols 2022)。この試験法では、

胚発生を制御するシグナルネットワークに対

する化学物質のかく乱作用を検出することで、

１つの試験で発生毒性の AOP を包括的に評価

可能である。1)本手法をまずは発生期の DNTの

検出に適応拡大し OECD のガイドラインへの採

択可能な試験系を開発する。バルプロ酸のよう

な DNT との関連が指摘されている物質の評価

にも成功しており、実現の可能性は高い。 

一方、発達期の DNTに関しては、その複雑さ

故に基礎的な背景データの不足が大きな問題

である。我々はこれまでに、シックハウス症候

群の動物試験モデルの開発に成功し、その中で、

発達期においてキシレン等の吸入曝露により、

成熟後、DNTの特徴の一つと考えられる情動認

知行動異常が誘発されることを見出した。また、

脳海馬領域の網羅的発現変動解析により、当該

物質の影響をシグナルネットワークとして検

出することに成功している。2)これら独自技術

を駆使して発達期 DNT の発現機序を明らかに

し、将来的な in vitro試験法への適応拡大に

必要なシグナルネットワークを同定する。 

(必要性) DNTの評価に向けた、より迅速、低

コストで省動物に資する新規評価手法の開発

が急務となっている。 

(特色・独創的な点) 本研究では、DNTを発生

期（胎生期）と生後発達期とに分け、2つの独

自技術(ヒト iPS細胞を用いた in vitro発生毒

性試験法、及び、シックハウス症候群の動物試

験モデル)により、複雑な DNT に係る試験法の

開発や実体の解明といった課題の解決を試み

る。 

 (期待される効果) ヒトへの外挿性を考慮し

た、迅速で低コスト、省動物に資する新規 in 

vitro DNT 評価手法（動物実験代替法）の開発

につながることが期待される。加えて、独自の

ヒト胎盤オルガノイド評価系により、化学物質

の in vitro代謝プロファイルが明らかとなる

ことから、胎盤代謝物を加味した評価ができる

ことが期待され、試験系の予測精度ひいてはヒ

トへの外挿性の向上が期待される。また成果物

については、国際的なコンセンサスを得られる

レベルを以って、テストガイドラインへの提案

に繋がるように図る。 

 

＜各年度の目標＞ 令和 5 年度：各試験法の最

適化及び DNT陽性物質リストの調査、令和 6年

度：各試験法の実用性の検討、生後発達期 DNT

誘発メカニズムの探索、及び、DNT陽性物質リ

ストの作成、令和 7 年度：発生期の in vitro 

DNT試験法及びヒト胎盤オルガノイドを用いた
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メタボローム解析法の提案と、生後発達期 DNT

誘発シグナルネットワークの同定 

  

Ｂ．研究方法 

研究体制： 化学物質の有害性評価（班員全

員）、発生毒性（桑形、大久保、北嶋）、特に DNT

（桑形）における毒性評価に精通する専門家を

含むかたちで、研究班体制を構築している。研

究分担者（桑形）が、OECD in vitro DNT expert 

group (発達神経毒性専門家グループ)メンバー

であることから、DNT に係る専門家、行政、業

界団体等の関係者との情報交換も図ることが

できる。研究分担者として、若手研究者（齊藤）・

女性研究者（桑形）が参画している。 

研究班を次の３つの分担課題によって構成し

研究を開始した。すなわち、１）構成的手法に

基づいた発生期の in vitro DNT 試験法の開発

(in vitro)（大久保、桑形）、２）生後発達期 DNT

の分子機序解明に向けた、吸入曝露実験と情動

認知行動解析(in vivo)(西村、齊藤、北嶋)、及

び、３）ヒト胎盤オルガノイド作製とメタボロ

ーム解析 (in vitro / organoid)（西田、小野）。 

研究計画： 本研究では、DNTを発生期（胎生

期）と生後発達期とに分け、2つの独自技術（ヒ

トiPS細胞を用いたin vitro発生毒性試験法、

及び、シックハウス症候群の動物試験モデル）

により、複雑な DNTに係る試験法の開発や実体

の解明といった課題の解決を試み、ヒトへの外

挿性を考慮した、より迅速、低コストで省動物

に資する新規 in vitro DNT 評価手法の開発を

おこなう。ヒト胎盤オルガノイドを用いる化学

物質の代謝についても検討し試験系の予測精

度の向上を図る。以下に、実験方法の概要を示

す。 

 

B-1. 構成的手法に基づいた発生期の in vitro 

DNT 試験法の開発（in vitro）： 

 本評価系は、シグナルかく乱作用の検出によ

り発生毒性が評価可能か否かを検討したこと

に端を発している。FGF シグナルレポーター導

入ヒト iPSC 細胞を、96 穴プレートに播種し、

被験物質による FGF 誘導性の SRF シグナル影

響を連続計測する。適用濃度は、最大溶解量(一

部 IC50)を最大濃度とし、溶媒対照に対する各

物質のシグナルかく乱作用を求め、ROC 曲線解

析によって閾値を設定する(DynaLux/c 法)。適

用実験後、その正確度、特異度、精度といった

性能指標を求め、評価する。 

 昨年度（令和 5年度）はスループット性と再

現性を高めるために細胞培養をしながら連続

の発光測定が可能な Kronos HT装置を用いた 72

時間以上のリアルタイム計測法を開発した。測

定時間及び時間解像度が上昇し、DynaLux/c へ

適用が可能なことを確認した。 

今年度（令和 6年度）は、上記の Kronos HTを

用いた DynaLux/cを用いて、昨年度桑形が精査

した DNT 陽性対照化学物質の試験を実施した。 

発達神経毒性(DNT)は、発生期(胎生期)あるい

は生後発達期の神経系に対する化学物質によ

る有害作用と説明される。上記の DynaLux/cで

は未分化のヒト iPS細胞を用いることで、発生

期の神経系を対象とした試験系を想定してい

る。一方で、生後発達期の神経系に対する影響

は神経伝達物質受容体 (Neurotransmitter 

Receptors :NR)を介したものは少なくない。そ

こで、生後発達期の NR を介したシグナルかく

乱を検出するために、神経前駆細胞(Neural 

precursor cells: NPCs)に分化させたヒト iPS

細胞によるリアルタイムシグナルかく乱計測

法を開発する。 

 

また評価手法の国際標準化に向けた情報収

集については OECD in vitro DNT battery test 

(DNT-IVB) 専門家会議、及び、続いて同メンバ

ーにて開催された Neurotoxicity Conference

へ出席し、情報収集を行った（2023 年 5 月 19

日～26日、ダーラム、北米）。また OECD in vitro 

DNT battery test (DNT-IVB) 専門家会議へ出

席し、情報収集を行った（2024 年 4 月 11 日、

コンスタンツ、ドイツ）。   

そして DNT陽性対照物質の選定は、欧米リス

ク評価機関の報告書及び科学論文を調査した。

その中から昨年度はラットを用いた動物実験

により DNT陽性と報告された論文(Mundy M et 

al, 2015)に掲載された化学物質を精査した。な

お、本リストは、本研究に限らず DNT研究全般

の推進を図るものである。  

今年度（令和 6年度）は DNT-IVB文書「Initial 

Recommendations on Evaluation of Data from 

the Developmental Neurotoxicity (DNT) In 

Vitro Testing Battery.」に掲載されている動

物実験に基づいて判断された DNT陽性および陰

性物質を精査した。 

 

B-2. 生後発達期 DNTの分子機序解明に向けた、

吸入曝露実験と情動認知行動解析 (in vivo)： 

 雄性マウス（幼若期[2 週齢]）を対象とした

22時間/日×7日間反復曝露（3用量、3群構成、

各群 8匹）を実施し、成熟後(12 週齢時)に、オ

ープンフィールド試験、明暗往来試験、条件付
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け学習記憶試験等からなる行動解析バッテリ

ー試験を高精度に実施すると共に、脳における

組織化学解析・タンパク発現解析等により神経

科学的物証の収集を行う。なお、幼若期マウス

は哺乳動物であるため、母マウスと共に吸入曝

露を実施する。 

トキシコゲノミクスのための脳の採取は、4部

位（海馬、皮質、脳幹、小脳）とする。脳 4部

位の mRNA サンプルにつき、当方が開発した

Percellome 手法（遺伝子発現値の絶対化手法）

を適用した網羅的遺伝子発現解析を行う。再現

性、感度、用量相関性、全遺伝子発現の網羅性

を考慮し Affymetrix社 GeneChip、Mouse Genome 

430 2.0 を使用する。また、既知情報との照合

によるシグナルネットワーク及び遺伝子発現

の制御因子の探索は、 Ingenuity Pathways 

Analysis (IPA) (Ingenuity Systems Inc.)を

用いて行う。 

 

＜キシレンにおける吸入曝露実験＞ 

昨年度（令和 5年度）のモデル物質はキシレン

（xylene; 分子量：106.17、CAS No.: 1330-20-

7）とし、試薬としてキシレン（カタログ番号：

244-00081、特級、85% (o -, m -, p -キシレ

ンの合量)、ロット番号: ACG4493、富士フイル

ム和光純薬(株)）を使用した。キシレンの曝露

濃度は先行研究の結果から、2 および 20ppm を

目標値とした。因みにこの濃度は、キシレンの

室内汚染化学物質としての室内濃度指針値は

0.20 ppm（→ H31年 1月 17 日以降、0.05 ppm

に変更された）であることから、この指針値の

それぞれ 40 および 400 倍程度ということとな

る。 

＜ガスの発生方法と濃度測定方法＞ 

 ガス発生方法は、先行研究での検討を基に、

キシレンをバブリングし気化させる方法によ

り行った。 

 キシレン濃度は、捕集管（チャコールチュー

ブ・ジャンボ、カタログ番号：080150-0532、柴

田科学（株））を用いる方法で測定した。捕集時

間は曝露時間（曝露開始から曝露停止まで）に

合わせ 22 時間とした。捕集管の曝露 1 回当た

りの使用本数は、対照群および投与群は各濃度

とも 2本とした。測定に際しては、サンプリン

グ用ポンプとして高負荷型ミニポンプ(MP-Σ

30NⅡおよび MP-Σ300NⅡ、柴田科学株式会社

製)を用いて、動物を収容したケージの上部に

設置した捕集管に吸入チャンバー内の空気を

吸引した。 

捕集管に吸着したキシレンの前処理及び分

析方法は以下の通りとした。捕集管の活性炭

（一層及び二層）を 10mL 容密栓付きガラス試

験管にそれぞれ取り出し、二硫化炭素（富士フ

イルム和光純薬株式会社製、作業環境測定用）

5mL を正確に加え、蓋をしたのち、およそ 30分

に 1回上下に振とうしながら 2時間静置し、得

られた上清を抽出液とした。各活性炭から得ら

れた抽出液は、検量線の範囲に入るように二硫

化炭素で適宜希釈した。次に抽出液又は希釈し

た溶液 2mL を 10mL 容密栓付きガラス試験管に

採り、内部標準溶液（トルエン-d8の二硫化炭素

溶液、4mg/mL）50µL をマイクロシリンジで添加

し、これを測定溶液とした。 

検量線用の標準溶液は、o-キシレン（純度 98%

以上、東京化成工業株式会社製）、m-キシレン

（純度 99%以上、同社製）および p-キシレン（純

度 99%以上、同社製）を混合し、二硫化炭素で

適宜希釈して 0.5～100µg/mL の混合溶液として

調製した。これらの溶液 2mL に内部標準溶液

50µL を添加したものを検量線用の標準測定溶

液とした。 

測定溶液および標準測定溶液を測定用バイ

アル（0.2mL MS-SPEC Sc-Vial, Thermo Fisher 

Scientific 社製）に移し、キャップ（PTFE/シリ

コーン、スリット入り、同社製）をしてガスク

ロマトグラフ（7890A GC＆5975C MSD、Agilent 

Technologies社製）を用いて、以下の分析条件

により測定した。 

 

カラム：DB-5MS（20m×0.18mm, 膜厚 0.36µm、

Agilent Technologies社製） 

オーブン温度：40℃（3.5 分保持）-20℃/min-

150℃（5分保持） 

注入口温度：220℃ 

注入方式：スプリット 

スプリット比：20：1 

キャリヤーガス：N2 

流速：0.27 mL/min（定流量） 

定量イオン（m/z）：91（キシレン 3種）、98（ト

ルエン-d8） 

 

得られた各キシレン及びトルエン-d8 の内標

比から検量線を作成し定量した。ただし、本分

析条件では m-および p-キシレンの保持時間が

重複し分離定量することができないため、これ

らは混合比 1:1の混合物として定量した。捕集

管中のキシレン濃度は、これらの定量値および

o-キシレンの定量値を合算した。さらにこの定

量値からチャンバー内のキシレン濃度を計算

して求めた。 
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この測定部分は、国立医薬品食品衛生研究所 

食品添加物部の六鹿元雄室長、藤原恒司研究員

の協力を仰いだ。 

 

＜トルエンにおける吸入曝露実験＞ 

今年度（令和 6年度）のモデル物質はトルエ

ン（Toluene; 分子量：92.14、CAS No.: 108-

88-3）とし、試薬としてトルエン（カタログ番

号：204-01861、特級、99.5%、ロット番号: 

KSF6107、富士フイルム和光純薬(株)）を使用し

た。トルエンの曝露濃度は先行研究の結果から、

0.7 および 7ppmを目標値とした。因みにこの濃

度は、トルエンの室内汚染化学物質としての室

内濃度指針値は 0.07 ppm であることから、こ

の指針値のそれぞれ 10 および 100 倍程度とい

うこととなる。 

トルエン濃度は、捕集管（チャコールチュー

ブ・ジャンボ、カタログ番号：080150-0532、柴

田科学（株））を用いる方法で測定した。捕集時

間は曝露時間（曝露開始から曝露停止まで）に

合わせ 22 時間とした。捕集管の曝露 1 回当た

りの使用本数は、対照群は 2本、投与群は各濃

度とも 2本とした。測定に際しては、サンプリ

ング用ポンプとして高負荷型ミニポンプ(MP-

Σ30NⅡおよび MP-Σ300NⅡ、柴田科学株式会社

製)を用いて、動物を収容したケージの上部に

設置した捕集管に吸入チャンバー内の空気を

吸引した。 

捕集管に吸着したトルエンの前処理及び分

析方法は以下の通りとした。捕集管の活性炭

（一層及び二層）を 10mL 容密栓付きガラス試

験管にそれぞれ取り出し、二硫化炭素（富士フ

イルム和光純薬株式会社製、作業環境測定用）

5mL を正確に加え、蓋をしたのち、およそ 30分

に 1 回上下に振とうしながら 2時間静置し、得

られた上清を抽出液とした。各活性炭から得ら

れた抽出液は、検量線の範囲に入るように二硫

化炭素で適宜希釈した。次に抽出液又は希釈し

た溶液 2mL を 10mL 容密栓付きガラス試験管に

採り、内部標準溶液（キシレン-d10 の二硫化炭

素溶液、6mg/mL）50µL をマイクロシリンジで添

加し、これを測定溶液とした。 

検量線用の標準溶液は、トルエン（純度 99.5%

以上、東京化成工業株式会社製）を二硫化炭素

で適宜希釈して 0.1～100µg/mL の混合溶液とし

て調製した。これらの溶液 2mLに内部標準溶液

50µL を添加したものを検量線用の標準測定溶

液とした。 

測定溶液および標準測定溶液を測定用バイア

ル（0.2mL MS-SPEC Sc-Vial, Thermo Fisher 

Scientific 社製）に移し、キャップ（PTFE/シリ

コーン、スリット入り、同社製）をしてガスク

ロマトグラフ（7890A GC＆5975C MSD、Agilent 

Technologies社製）を用いて、以下の分析条件

により測定した。 

 

カラム：DB-WAX（20m×0.18mm, 膜厚 0.30µm、

Agilent Technologies社製） 

オーブン温度：40℃（3.5 分保持）-20℃/min-

150℃（5分保持） 

注入口温度：220℃ 

注入方式：スプリット 

スプリット比：20：1 

キャリヤーガス：H2 

流速：0.3 mL/min（定流量） 

定量イオン（m/z）：91（トルエン）、98（キシレ

ン-d10） 

 

得られた各トルエン及びキシレン-d10 の内標

比から検量線を作成し定量した。この検量線よ

り求めた捕集管中のトルエンの定量値からチ

ャンバー内のトルエン濃度を計算して求めた。 

この測定部分は、国立医薬品食品衛生研究所 

食品添加物部の六鹿元雄室長、藤原恒司研究員

の協力を仰いだ。 

 

B-3. ヒト胎盤オルガノイド作製とメタボロー

ム解析 (in vitro / organoid)： 

 ＜ヒト胎盤オルガノイド作製＞ 

 人工妊娠中絶もしくは出産した妊婦の胎盤

（絨毛）組織を、患者の同意を得て採取し、英

ケンブリッジ大学グループの方法(Sheridan MA, 

et al. Nature Protocols. 2020)を基本手技に

して独自の手法を加え胎盤オルガノイドを作

製する。それぞれの胎盤組織マーカーによる免

疫染色により胎盤オルガノイドが形成されて

いることを確認する。 

＜マウスの胎盤オルガノイド作製＞ 

妊娠マウス(ICR マウス,E10.5)より胎盤を採

取し、ヒトと同様に胎盤オルガノイドを作製す

る。 

 

＜メタボローム解析＞   

時間依存性、濃度依存性にモデル物質をオル

ガノイドに適用し、回収後、研究分担者が所属

する大分大学に設置済みの GC-MS/MS 用の試料

を作製し（ GC-MS/MS QT8040, SHIMADZU）、

SIMCA(SHIMADZU)ソフトによる多変量解析

(OPLS-DA 法)、RNA array 解析を行うことによ

り、メタボローム解析を行う。併せて、マウス
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胎盤オルガノイドについても同様な検討を行

い、種差の検討も行う。 

モ デ ル 物 質 と し て 、 サ リ ド マ イ ド

（thalidomide 分子量：258.23、CAS No.: 50-

35-1、純度 98％以上、ロット番号: 0485409-26、

富士フイルム和光純薬(株)[製造元 : Cayman 

Chemical Co.]）を使用した。 

 

 <胎盤の遺伝子発現プロファイリング> 

マウス胎盤の発生・分化のバイオマーカーとな

る遺伝子を単離する目的で、マウス胎盤の発生

ステージごとの網羅的遺伝子発現解析データ

の取得を行う。マウス胎盤は、胎児由来の胎盤

細胞と母体由来の脱落膜からなる組織であり、

今回は、胎盤と脱落膜の分離が可能な受精後

7.5 日、8.5日目、9.5日目において胎盤および

脱落膜の採取を行う。国立医薬品食品衛生研究

所・動物室において C57BL6/J ♂および♀ （12

週齢）の交配を 3ステージ（7.5dpc, 8.5dpcお

よび 9.5dpc）（dpc: Days post coitum: 交配

後）分行う。１ステージあたり、５ペアで交配

を行い、翌朝１０時にプラグの確認を行う。予

定日に雌性マウスをイソフルルラン麻酔下で

帝王切開を行い、子宮を採取し、母動物は麻酔

下で頸椎脱臼による安楽死を行う。採取した子

宮より、マウス胚を取り出し、胎盤および母体

側組織である脱落膜の採取を行い、液体窒素に

て急冷し、凍結保存を行う。 

 

凍結した胎盤より RNAeasy mini kit(Qiagen)を

用いて RNA を抽出および精製する。RNA は、

Stranded mRNA kit (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

したライブラリーは、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、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、pair end sequence 

(150bp x 2)にて RNA-seqを行なう。 

 

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 HISAT2 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、HTseq program 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 mRNA のリファレンスシーケンスは、

UCSC genome browser より入手した。 

 

（倫理面への配慮） 

 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

する（大分大学では大分大学動物実験委員会承

認（2023年 5月 19日 承認番号 232901）とし

て実施する）。 

 他方、人を対象とする生命科学・医学系研究

の実施に際しては、ヒトの組織（胎盤）を対象

とするため、大分大学倫理委員会承認研究

（2022 年 12 月 12 日 承認番号 2432）として

実施する。研究対象者（患者さん）へは丁寧に

説明（文書による同意）を行う。臨床研究法を

はじめ関連法令、学内規則等を忠実に遵守し、

提供を受けた試料はすべて連結可能匿名化を

行っている。個人と試料を結びつける対応表は

情報管理者が厳重に管理するなど個人情報の

取り扱いには最大限の配慮を行っていく。 

 

Ｃ．研究結果 

C-1.構成的手法に基づいた発生期の in vitro 

DNT 試験法の開発（in vitro）： 

 昨年度（令和 5年度）は、KronosHTを用いた

DynaLux/c法の開発に成功した。まず、KronosHT

を用いて 72 時間以上のリアルタイムルシフェ

レース計測を行ったところ、FGF シグナルは 2

回振動することを発見した。しかしながら、こ

の振動の周期、ピークは計測ごとに異なること

が明らかになった。数々の条件検討を行い、96

穴プレートに播種する以前の iPS細胞の培養法

を厳格に規定すること及び、96 穴プレートにお

けるエッジ効果を抑制するためのガス透過性

の不織レーヨン性のシールを用いて培養する

ことにより、再現性のある波形パターンの取得

に成功した。 

KronosHT の導入により、シグナル計測条件が

従来の 24時間の定点観測（0、2、4、6，8，10、

24 時間後）から 72 時間以上のリアルタイム計

測へと改良され、測定時間及び時間解像度が上
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昇した。その結果、手動計測では FGF-SRFシグ

ナルは 6時間をピークとした一過性の活性を示

すと考えられていたが、リアルタイム計測によ

り 2 回ピークを示すことが明らかになった。従

来法での 10時間目から 24時間目の間に 1回目

の振動の底があり、24時間目の計測は 2回目の

振動のシグナルが上昇している途中を捉えて

いたことが明らかになった。また、振動の長さ

が 1 回目と 2回目で異なることも判明した。 

発生毒性陽性物質であるバルプロ酸ナトリウ

ム(抗てんかん剤：DNT陽性物質)、５-FU（抗が

ん剤）、陰性物質であるサッカリン ナトリウム

（人工甘味料）、シメチジン（ヒスタミン H₂受

容体拮抗薬）の FGF-SRFシグナルかく乱作用を

調べた。その結果、バルプロ酸は FGF-SRFシグ

ナルの振動ピークにおいて 1 回目(5 時間前後)

よりも 2回目（30時間前後）の方が強いかく乱

作用を示すことが明らかになった。また、5-FU

は濃度依存的にシグナルかく乱作用を示す時

間が早まることが明らかになった。陰性物質は

いずれもシグナルかく乱作用を示さなかった。 

今年度（令和 6年度）は、昨年開発した Kronos 

HTを用いた DynaLux/cを用いて、桑形が精査し

た 6 種類の DNT 陽性対照物質（サリドマイド、

レチノイン酸、バルプロ酸、フルオウラシルウ

ラシル、ハイドロキシウレア、メトトレキサー

ト）及び 2 種類の陰性対照物質 (ペニシリン、

サッカリン)のシグナルかく乱作用を各 3 例に

て取得した。適用濃度は、最大溶解量(一部 

IC50)を最大濃度とし、溶媒対照に対する各物

質のシグナルかく乱作用を求め、ROC 曲線解析

によって閾値を設定した。その結果、陽性物質

と陰性物質を感度、特異度、正確度 100％で分

類可能であった。  

 

上記の DynaLux/c は未分化のヒト iPS 細胞を

用いて FGF-SRFシグナルに対する化学物質のか

く乱作用をもとめており、対象は発生期の DNT

である。一方で、生後発達期の DNTを検出する

ために NR が発現する細胞を用いた DynaLux/c

の構築を試みた。文献検索や企業への問い合わ

せから、STEMCELL Technologies 社の STEMdiff 

SMADi Neural Induction Kit を用いて分化させ

た NPCsがアセチルコリン受容体(ニコチン受容

体)、グルタミン酸受容体(NMDA型、AMPA型、カ

イニン酸型)、ヒスタミン受容体、ドーパミン受

容体、GABA受容体を発現すること、そして、再

現性や NPCs の保存に関してもデータがそろっ

ていることを確認した。そこで、現在、レポー

ターヒト iPS 細胞を上記の kit を用いて NPCs

へ分化誘導を行っている。加えて、NPCsの FGF-

SRF シグナルへの反応性をリアルタイムルシフ

ェレースアッセイにより確認し、NPCsを用いた

DynaLux/cの構築に向けた課題点を抽出する。 

 

また評価手法の国際標準化に向けた情報収集

については、OECD DNT-IVB会議においては、現

在、各神経発生過程に対応した in vitro 試験

が 17種類に絞られているが、昨年度（令和 5年

度）は、この 17試験をすべて実施するかは議論

が続くようであり、Case studyを増やし、各試

験の信頼性を確認している段階であったが、今

年度の状況では、この 17 試験をすべて実施し

てリスク評価を行う方向性である。現在、17試

験についてバリデーション試験が開始されて

いる。下記の 171化合物を用いてバリデーショ

ン試験が実地中であることが明らかになった。

一方、DNT 陽性対照物質の選定については、昨

年度（令和 5年度）は、ラットを用いた動物実

験により DNT 陽性と報告された論文(Mundy M 

et al., 2015)に掲載された化学物質を精査し

た結果、97化合物が掲載されており、その内訳

は下記の通りでああることが明らかとなった。 

 

農薬 17 

医薬品 38 

化学物質 42 

 

今年度（令和 6年度）は、DNT-IVB文書「Initial 

Recommendations on Evaluation of Data from 

the Developmental Neurotoxicity (DNT) In 

Vitro Testing Battery.」に掲載されている DNT

陽性および陰性物質を精査した。 

動物実験の結果に基づき、4報の論文(Harrill 

J et al., 2018; Frank C et al., 2017; Shafer 

T et al., 2019; Masjusthumsmann S et al., 

2020)から 133物質がリスト化され、さらに、ワ

ークショップのレビュー、公表データのレビュ

ー、および米国 EPAの神経毒性リスク評価ガイ

ドラインの情報が追加された 171物質が掲載さ

れている。この内訳は陽性対照が 104 化合物、

陰性対照が 67 化合物であった。昨年度に精査

したラットを用いた動物実験により DNTの有無

が判断された陽性と報告された論文(Mundy M 

et al., 2015)に掲載された 97化合物は全て含

まれていた。なお、171 化合物の内訳は下記の

通りであることが明らかとなった。 

 

農薬 24 

医薬品 85 
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化学物質 62 

 

C-2: 生後発達期 DNTの分子機序解明に向けた、

吸入曝露実験と情動認知行動解析 (in vivo)： 

  

キシレンにおける解析について 

＜吸入曝露実験＞ 

 雄性マウス（幼若期[2 週齢]）を対象とした

22時間/日×7日間反復曝露（3用量、3群構成、

各群 8匹）を実施した。吸入チャンバー内の被

験物質濃度について、目標曝露濃度 2 および

20ppm に対し、それぞれ測定値の平均±標準偏

差（最低～最高値）は、2.50±0.24（2.66〜1.97 

ppm）、20.26±0.35（20.74〜19.84 ppm）であり、

ほぼ目標濃度下（それぞれ 125及び 101 %）に

て吸入曝露を実施することができた。なお、対

照群および吸入チャンバーが存在する室内の

キシレン濃度は 0.00±0.00 ppm であった。 

 

＜情動認知行動解析＞ 

マウスが成熟後（12 週齢時）に情動認知行動

解析を検討したところ、キシレン曝露群（2、20 

ppm）において、条件付け学習記憶試験における

空間-連想記憶あるいは音-連想記憶の低下（学

習記憶異常）が認められた。得られた脳サンプ

ルのうち、海馬歯状回について免疫組織化学に

よる解析を実施した結果、高濃度（20 ppm）曝

露群において、DCXおよび NeuroD1（新生ニュー

ロンマーカー）陽性細胞数の減少が疑われた。 

 

＜脳を主対象とする網羅的遺伝子発現解析＞ 

予備検討として、対照群の成熟期マウス海馬

サンプルを対象として、当方が開発した

Percellome 手法（遺伝子発現値の絶対化手法）

を適用した網羅的遺伝子発現解析により、中枢

神経系に関わる各細胞の分化マーカーである、

Mtap2、Mapt（ニューロン）、Dcx（新生ニューロ

ン）、Gfap（アストロサイト）、Mag、Mbp（オリ

ゴデンドロサイト）、Nes 及び Sox2（神経幹細

胞）の各遺伝子について、その発現量の絶対値

を求めることができた。 

 今年度は、キシレン幼若期吸入曝露試験を行

ったマウスについて、行動解析終了後に採取し

た、学習記憶の責任部位の１つである海馬の遺

伝子発現解析を行った。海馬における上記の各

分化マーカーの遺伝子の発現について、曝露群

（低濃度および高濃度）と対照群を比較したと

ころ、低濃度（2 ppm）曝露群において DCX（新

生ニューロン）の有意な発現増加が認められた。

高濃度(20ppm)曝露群においては、いずれの分

化マーカーも有意差は認められなかった。 

次いで、対照群と比較し、2 ppm（低濃度）の

キシレン曝露群において、発現が有意(t検定で

の P値＜0.05)に変動（増加及び減少）する遺伝

子（プローブセット: ps）数を検討したところ、

以下のとおりとなった(対照群に対して曝露群

の比率が、増加は 1.200より大きいものを、減

少は 0.833より小さいものを採用)。この際、細

胞 1個あたりの発現コピー数につき海馬におい

て 0.7コピー以上のものを採用した。 

 

 762 ps (増加)、 20 ps (減少) 

  

 増加分 762 psならびに減少分 20 psについ

て検討した結果、 IPA における Canonical 

pathway による検索、並びに、発現変動が認め

られる遺伝子の発現調節因子の探索の為の IPA

における Upstream Analysisを用いて検討した

が、いずれの場合においても、現時点では、神

経系の有害事象に関わる顕著な影響を示す結

果は見いだせなかった。 

 

次に対照群と比較し、20 ppm（高濃度）のキ

シレン曝露群において、発現が有意(t検定での

P 値＜0.05)に変動（増加及び減少）する遺伝子

（プローブセット: ps）数を検討したところ、

以下のとおりとなった(対照群に対して曝露群

の比率が、増加は 1.200より大きいものを、減

少は 0.833より小さいものを採用)。この際、細

胞 1個あたりの発現コピー数につき海馬におい

て 0.7コピー以上のものを採用した。 

 

 83 ps (増加)、 542 ps (減少) 

 

増加分83 psについて、IPAにおける Canonical 

pathway に よ る 検 索 、 並 び に 、 Upstream 

Analysisを用いて検討したが、神経系の有害事

象に関わる顕著な影響を示す結果は現時点で

は見いだせなかった。 

 

一方、減少分 542 ps について検討した結果、

IPA における Canonical pathway による検索に

おいて、神経系の有害事象との関連を示唆する

シグナルネットワークとして、グルタミン酸

AMPA 受容体シグナル伝達、カルシウムシグナ

ルが確認され、グルタミン酸受容体を介すると

考えられる神経伝達の抑制が示唆された。また、

発現減少が認められる遺伝子の発現調節因子

の探索の為に、プロモーター解析（in silico）

を、IPAにおける Upstream Analysisを用いて
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検討したところ、遺伝子発現調節因子として、

中枢神経系における髄鞘形成に関与すると考

えられるマイクロ RNA である mir23 及び mir27

が抽出され、神経伝達や神経回路の維持への関

与が示唆されたが、関与するシグナルネットワ

ークについて、さらに詳細な解析を実施してい

る。 

 

トルエンにおける解析について 

＜吸入曝露実験＞ 

雄性マウス（幼若期[2 週齢]）を対象とした

22時間/日×7日間反復曝露（3用量、3群構成、

各群 8匹）を実施した。吸入チャンバー内の被

験物質濃度について、目標曝露濃度 0.7および

7 ppm に対し、それぞれ測定値の平均±標準偏

差（最低～最高値）は、0.71±0.04（0.74〜0.63 

ppm）、6.82±0.38（7.12〜6.17 ppm）であり、

ほぼ目標濃度下（それぞれ 101及び 97 %）で曝

露することができた。なお、対照群および吸入

チャンバーが存在する室内のトルエン濃度は

0.00±0.00 ppmであった。 

 

＜情動認知行動解析＞ 

マウスが成熟後（12週齢時）に情動認知行動

解析を検討したところ、トルエン 0.7 ppm曝露

群では条件付け学習記憶試験における空間-連

想記憶の低下が、トルエン 7 ppm曝露群におい

ては空間-連想記憶の有意な低下および音-連

想記憶の低下傾向が認められ、これらは遅発性

の影響であることが示唆された。今後、キシレ

ンの場合と同様、得られた脳サンプルについて

は神経科学的物証に基づく解析を行う予定で

ある。 

 

C-3：ヒト胎盤オルガノイド作製とメタボロー

ム解析 (in vitro / organoid)： 

 今年度（令和 6年度）は予定通り、ヒト胎盤

オルガノイドとマウス胎盤オルガノイドを樹

立することに成功した。 

 

C-3-1: ヒトの胎盤オルガノイド作製 (in 

vitro / organoid)： 

 人工妊娠中絶もしくは出産した妊婦の胎盤

（絨毛）組織を、患者の同意を得て採取し、胎

盤オルガノイドを作製し、それぞれの胎盤組織

マーカーによる免疫染色により胎盤オルガノ

イドが形成されていることを確認した。 

 

C-3-2: マウスの胎盤オルガノイド作製 (in 

vitro / organoid)： 

マウス胎盤オルガノイド作製：また昨年度（令

和 5 年度）は妊娠マウス(ICR マウス)より胎盤

を採取し、ヒトと同様に胎盤オルガノイドを作

製した。マウス胎盤は絨毛膜と脱落膜が混在し

たラビリンス構造でその分離は困難であり、わ

れわれの作製した胎盤オルガノイド構造も絨

毛膜と脱落膜（プロラクチン陽性）が一部混在

したオルガノイドとなって作製された。 

 

C−3-3: 樹立オルガノイドに対するマーカー薬

物（サリドマイド）添加による培養液メタボロ

ーム解析 (metabolome   analysis)： 

これまで独自に樹立したそれぞれのオルガノ

イド（1万個≒1drop matrigel）にモデル薬物

としてサリドマイド(0-200μM)を時間依存性

(0-48hr)に作用させたサンプリングが終了し

ている。現在 GC-MS用の試料を作成し、GC-MS/MS

（QT8040, SHIMADZU）によるサンプル解析およ

び LabSolutions Insight Biologics および

SIMCA (SHIMADZU)ソフトによる多変量メタボロ

ーム解析(OPLS-DA 法)を行っている。まず種差

による薬物の生殖毒性評価を代謝産物の相違

から網羅的に検討する。われわれの使用してい

る GS-MS/MS 解析装置では約 460 種の一次代謝

産物を網羅的に検出可能で、今回の検討で胎盤

オルガノイドから検出される一次代謝産物は

約 250種が検出感度以上であった。現時点での

パイロット研究でのメタボローム解析の結果、

サリドマイド負荷によりマウス胎盤オルガノ

イドからのみ検出される一次代謝産物は 33 種

でヒト胎盤オルガノイドからのみ検出される

一次代謝産物は 13 種が確認された。このよう

にオルガノイド組織から産生される一次代謝

産物から検討することで種差に与える影響の

新知見が得られており今後、詳細に解析を行っ

ていく。 

 

C−3-4: 樹立オルガノイドに対するマーカー薬

物（サリドマイド）添加による DNA二重鎖切断

活 性 の 解 析  (DNA double-strand breaks 

analysis)： 

一方、細胞障害毒性の評価としてサリドマイ

ド添加による DNA二重鎖切断活性をわれわれの

開発したパルスフィールド電気泳動法により

解析を行い、再現性の確認作業を継続中である。 

 

C−3-5: LC-MS による培養上清中のサリドマイ

ド お よ び そ の 代 謝 産 物 5- or 5 ’ -

hydroxythalidomide の測定： 

添加 24時間後の培養上清中の thalidomideは
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95％以上が代謝されており、我々の確立したミ

ニ胎盤は十分な薬物分解酵素活性を維持して

いることが判明している。現在さらに種差にお

いてその代謝活性の相違について検討してい

る。ヒトにおいてはマウスと比べ 10 倍程度の

代謝活性が亢進していることが判明した。さら

に責任代謝物についても検討を進めている。 

 

C−3-6: 発生ステージごとのマウス胎盤の網羅

的遺伝子発現解析（国立医薬品食品衛生研究所） 

7.5 dpc用の交配では、5匹中 2匹の雌がプラ

グ陽性(R5年度)、8.5 dpc 用の交配では、５匹

中 3 匹がプラグ陽性(R5年度)、9.5 dpc用の交

配では、5 匹中 2匹の雌がプラグ陽性(R6年度)

であった。7.5dpcにおいては、9匹及び 8匹の

正常発生胚を採取し、8.5 dpc においては、8匹、

9匹及び 7匹の正常発生胚の採取し、9.5 dpcに

おいては、9 匹及び 8 匹の正常発生胚を採取し

た。 

R6 年度においては、このうち、8.5 dpcおよび

9.5 dpc の胎盤組織の網羅的遺伝子発現解析

(各 4例)を行なった。 

これらの胎盤の網羅的遺伝子発現解析を行う

ための次世代シーケンス用のライブラリーと

して、Illumina社の Stranded mRNA kitを選択

し、網羅的遺伝子発現解析を次世代シーケンサ

ー(Illumina社 Nextseq2000)を利用して行なっ

た。 

9.5 dpcの胎盤組織においては、母体側と直接

接している側から、trophoblast giant cell、 

spongiotrophoblast及び labyrinth layerの３

層構造からなることが報告されており、それぞ

れに特異的な遺伝子発現マーカーの存在が知

られている。 

 網羅的遺伝子発現解析から、これらの遺伝子

発現マーカーの遺伝子発現量を定量した。 

その結果、trophoblast giant cell のマーカ

ーである Pl1(Prl3d1)および Pl2(Prl3b1)の遺

伝子発現においては、8.5 dpcよりも 9.5 dpc

において遺伝子発現の顕著な増加が確認され

た。Pl1は、primary trophoblast giant cell

であり、8.5dpcには既に存在しており、9.5dpc

においても同様に存在していることが想定さ

れているが、遺伝子発現データからも一致して

いる。また、Pl2 は secondary trophoblast 

giant cell であり、9.5dpc 以降に増殖するこ

とが報告されており、9.5dpc において発現量が

急激に増加しており、これらも既知の in situ 

hybridizationのデータと一致している。 

また、spongiotrophoblast のマーカーである

Tpbpa の遺伝子の発現は、8.5 dpc および 9.5 

dpc で同様に確認された。Spongiotrophoblast

は、spongiotrophoblast cellsおよび glycogen 

cells に分化することが知られているが、

glycogen cells に関しては、母体側に浸潤する

invasive glycogen cells 集団が存在すること

が知られている。これらの細胞群は、発生が進

むにつれて増加することから、母体側脱落膜と

胎児由来胎盤細胞の分離が難しくなる。これら

のマーカーとしては、Prl7b1が報告されており、

9.5dpc の方がより増加しており、すなわち、

invasive glycogen cells が増加していること

が想定される。 

Labyrinth layer に関しては、8.5dpc から形

成されるものであり、そのマーカーである Gcm1

の発現が確認されている。また、labyrinth 

layer は 、 胎 児 側 毛 細 血 管 と

syncytiotrophoblast より構成されており、胎

児側血管のマーカーとなる Slc16a1 および

syncytiotrophoblasyのマーカーとなる Ly6eの

発現が確認されている。 

今年度、次世代シーケンサーによる網羅的遺

伝 子 発 現 解 析 結 果 が 胎 盤 の 分 化 解 析 

(secondary trophoblast giant cell, 

invasive glycogen cells など) の検出にも有

用であることがわかったことから、他のステー

ジに関しても同様の解析を行う予定である。 

  

Ｄ．考察と結論 

令和 5年度（初年度）は、I）発生期の in vitro 

DNT 評価手法の開発に向け、従来の手動計測か

ら自動測定を検討した結果、72 時間以上の再

現性のあるシグナルかく乱作用の取得が可能

となった。また、従来の 24 時間計測では明ら

かにできなかったバルプロ酸の 24 時間以降の

大きなシグナルかく乱作用を発見した。バルプ

ロ酸は HDAC 阻害剤としても知られており、ヒ

ストンの脱アセチル化を阻害することで転写

を活性化するエピジェネティック作用が知ら

れている。この結果は、DNTの発生毒性発現機

序にはエピジェネティック毒性も関与する可

能性が示唆された。一方で、数日間のリアルタ

イム計測が可能となったことで、データ量が増

え、シグナルかく乱作用の算出法は様々な視点

で解析が可能になるなど複雑化した。 

今年度（令和 6年度）は、昨年開発した I）発

生期の in vitro DNT 評価手法を用いて、6種

類の DNT 陽性対照物質及び 2 種類の陰性対照

物質を正確度 100％で分類に成功した。これら

は物質毎にシグナルかく乱の方向性や強さ、時
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間が異なることから、シグナルかく乱を引き起

こす標的が異なることが考えられる。今後、試

験物質数を増やすことで、DNTの発現機序にも

迫れる可能性がある。併せて、II)生後発達期

の in vitro DNT 評価に関しては、文献情報や

企 業 へ の 問 い 合 わ せ に よ り 、 STEMCELL 

Technologies 社の STEMdiff SMADi Neural 

Induction Kit を用いて NPCs への分化を試み

ている。NR と発現する細胞としてどの細胞を

利用するかに関しては、多くの検討を重ねた。

まずは、既存のヒト iPS細胞を分化させるもし

くは NR 発現細胞にレポーター遺伝子をノック

インすることを検討し、分化させる場合はどの

神経細胞にどの手法で分化させるかに関して

も情報を集める必要がある。今回我々は上記の

手法を用いることで、1.再現性良く、2.安定的

に、3.多種の NR を発現している、4.多くの、

NPCs の誘導法を選定した。現在、NPCs の分化

を進めており、今年度中には NR の発現並びに

FGF-SRF への反応性を確認し、次年度に II)生

後発達期の in vitro DNT評価方を開発する予

定である。 

DNT 陽性物質リストについては、ラットを用

いた動物実験により DNT 陽性と報告された論

文から昨年度は 97 化合物、今年度は 104 化合

物が抽出され、また評価手法の国際標準化に向

けた情報収集については、各神経発生過程に対

応した in vitro 試験は、昨年度の段階では、

17 種類に絞られているが、各試験の信頼性に

ついては確認中であったが、今年度の現時点で

は 17 種類全ての試験の実施がリスク評価には

必要であろうとなっている。各試験のバリデー

ション試験が開始されたことが明らかとなっ

た。 

 

II）生後発達期 DNT の分子機序解明に向け、

モデル揮発性物質であるキシレン(0、2および

20 ppm) につき幼若期反復吸入曝露実験を行

い（それぞれ測定値の平均±標準偏差は、

2.50±0.24、20.26±0.35 であり、それぞれ 125

及び 101 %とほぼ目標濃度下にて実施できた）、

成熟後に 3 種類の試験により情動認知行動解

析を実施したところ、主に情動行動への影響を

検出するオープンフィールド試験および明暗

往来試験においては、キシレン曝露群において

有意な差は認められなかった。他方、主に認知

機能への影響を検出する条件付け学習記憶試

験において、キシレン 2ppm 曝露群では音-連想

記憶の低下が、キシレン 20ppm曝露群では空間

-連想記憶および音-連想記憶の低下が有意に

認められた。すなわち、生後発達期におけるキ

シレンの吸入曝露による遅発性の中枢神経系

への影響として、成熟後の行動、特に学習・記

憶に影響を与えることが示唆された。あわせて、

神経樹状突起・神経細胞・グリア細胞マーカー

等を用いた、神経科学的物証に基づく解析とし

て免疫組織化学を実施した結果、キシレンの高

濃度（20 ppm）曝露群においては、成熟後の神

経回路、特に海馬における新生ニューロンの増

殖に影響を与えることが示唆された。加えて、

遺伝子発現解析において、IPAによる解析から

は、高濃度（20 ppm）曝露群においては、グル

タミン酸受容体を介すると考えられる神経伝

達の抑制が示唆され、関与する候補シグナルネ

ットワークが抽出された。またプロモーター解

析（in silico）を、IPA における Upstream 

Analysis を用いて検討した結果からは、遺伝

子発現調節因子として、中枢神経系における髄

鞘形成に関与すると考えられるマイクロ RNA

である mir23及び mir27が抽出され、神経伝達

や神経回路の維持への関与が示唆された。この

高濃度曝露群における解析結果については、情

動認知行動試験によって検出された学習記憶

への影響を支持するものであると考えられた。 

遺伝子発現解析の結果に関しては、低濃度

（2ppm）曝露群では、中枢神経系に関わる細胞

の分化マーカーである、DCX（新生ニューロン）

の発現変動（増加）が認められ、機能的ではな

い未熟なニューロンが過剰に産生されている

可能性が疑われたが、現時点では免疫組織化学

においてその影響を捉えられておらず、引き続

き検討が必要である。また、高濃度（20ppm）

曝露群では、中枢神経系に関わる各細胞の分化

マーカーに関して、有意差は認められなかった

ものの、免疫組織化学における解析では、新生

ニューロンマーカー陽性細胞数の減少が疑わ

れたため、パスウェイ解析によって確認された

神経伝達などに関与するシグナルネットワー

クが、間接的に神経細胞の分化・増殖に対して

影響を及ぼすことが示唆された。 

これまでの解析結果により、キシレンの低濃

度曝露群と高濃度曝露群では検出される影響

に異なる点が多いことから、それぞれ異なるシ

グナルネットワークを介して、中枢神経系に影

響を及ぼしている可能性が示唆された。 

加えて、モデル揮発性物質としてトルエン(0、

0.7 および 7 ppm) につき幼若期反復吸入曝露

実験を行い（それぞれ測定値の平均±標準偏差

は、0.71±0.04、6.82±0.38 ppm であり、それ

ぞれ 101 及び 97 %とほぼ目標濃度下にて実施
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できた）、成熟後に 3 種類の試験により情動認

知行動解析を実施したところ、トルエン 0.7 

ppm 曝露群では条件付け学習記憶試験におけ

る空間-連想記憶の低下が、トルエン 7 ppm曝

露群においては空間-連想記憶の有意な低下お

よび音-連想記憶の低下傾向が認められ、これ

らは遅発性の影響であることが示唆された。今

回の結果から、昨年度行ったキシレンでの行動

影響と同様、トルエンの生後発達期における曝

露により、DNTの特徴の一つと考えられる行動

異常が確認され、その類似点として、特に記憶

に対する影響が顕著に観察される結果となっ

た。 

引き続き、解析結果を精査するとともに、ト

ルエンについても、キシレン同様得られた脳サ

ンプルの免疫組織化学および遺伝子発現デー

タの解析を行い、毒性連関性を検討する予定で

ある。 

  

そして III）ヒト胎盤オルガノイド作製とメ

タボローム解析に向けては、ヒトとマウスより

それぞれ胎盤オルガノイドを樹立することに

成功し、当初の予定を完遂できたと考えている。

先行論文に比較して効率的にかつ簡易にヒト

胎盤を樹立することができた。再現性・継代も

半年にわたって 10 回以上継代を安定的に管理

することが可能となった。また、マウスにおい

ても同様にマウス専用のサプリメントを調整

し、マウス胎盤オルガノイド用組織（ラビリン

ス構造）の構築を樹立した。特にマウス胎盤オ

ルガノド樹立は現在までに報告例もなくわれ

われの樹立が世界でいち早く行われているも

の推定される。今後はさらにオルガノイド組織

の精度を高めるとともに、省動物に資する発達

神経毒性の新規評価手法の開発のためモデル

薬物を使い、一次代謝産物評価と種差の観点か

ら研究を深めていく。 

加えて R6 年度においては、母体側へと浸潤

することは報告されている invasive glycogen 

cells に特異的なマーカー遺伝子である 

Prl7b1 遺伝子が胎盤の分化度に応じて発現が

増加することを検出することに成功している。 

また、母子間の物質交換は、主に labyrinth 

layer において母体血と胎児血との間で行わ

れていることから、labyrinth layerの成熟が、

母子間の物質交換に大きく影響する。 

そこで、正常胎盤の発生過程における遺伝子

発現データをより多くのステージで解析する

ことで、labyrinth layerの分化度を知るため

に重要なマーカー遺伝子の単離することがで

き、発生ステージ特異的な化学物質の胎児移行

効率などを明らかにできると思われる。 

 

 以上、各試験法の最適化をはじめ、ほぼ予定

通りに進捗した。来年度（令和 7年度）は予定

通り、発生期の in vitro DNT 試験法及びヒト

胎盤オルガノイドを用いたメタボローム解析

法の提案と、生後発達期 DNT誘発シグナルネッ

トワークの同定を行う予定である。 

 本検討により、ヒトへの外挿性を考慮した、

迅速で低コスト、省動物に資する新規 in vitro 

DNT 評価手法（動物実験代替法）の開発につな

がることが期待される。加えて、独自のヒト胎

盤オルガノイド評価系により、化学物質の in 

vitro 代謝プロファイルが明らかとなること

から、胎盤代謝物を加味した評価ができること

が期待され、試験系の予測精度ひいてはヒトへ

の外挿性の向上が期待される。 
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