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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評価手法の開発を行う。また日本を代表する DNT専門家(研究分担者)によ

り DNT 陽性・陰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代謝プロファイルを明らかとし、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の開発を試みる。これ

までに、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、生後発達期の 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、発達期におけるキシレン等の吸入曝露により、成熟後に、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

来的に 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の同定を試みる。 

＜各年度の目標＞令和 5 年度：各試験法の最適化及び DNT 陽性・陰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、DNT陽性・陰性物質リストの作成、及び、生後発達

期 DNT誘発メカニズムの探索、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、将来的に in vitro試験法への適応拡大

する上で必要となる、生後発達期 DNTの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）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
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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た。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、現在、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。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) について、幼若期のマウスに反復吸入曝露を実施し、成

熟後に情動認知行動解析を検討したところ、学習記憶異常が観察された。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の作製に成功した。 

令和 6年度（2年目）は、I）発生期の in vitro DNT 評価手法の開発に向け、従来の手動

計測から自動測定により、DNT陽性対照化学物質の試験を実施した結果、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。一方で、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た。DNT陽性物質リストについては、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、現在、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、絞られ、バリデーション

試験が開始されていることを見出した。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及び 20 ppm) について、幼若期のマウスに反復吸入曝露

を実施し、成熟後に情動認知行動解析を検討したところ、学習記憶異常が観察され、これに

対応すると考えられる神経科学的物証が得られた。加えて、トルエン（0、 0.7及び 7 ppm）

についてもモデル揮発性物質として反復吸入曝露を実施し、情動認知行動解析においてキ

シレンと類似した行動影響が確認された。IIII）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の作

製に成功し、モデル物質サリドマイドを用いて種差を考慮した網羅的メタボローム解析を

実施した。 

令和７年度（今年度）は、I）発生期の DNT を対象とした未分化ヒト iPS 細胞を用いて、

昨年度の成果を踏まえつつ DNT陽性・陰性対照物質の評価をさらに進めた。神経伝達または

神経活動調節に関わる標的を有する DNT 評価対象物質としてニコチン、フルオキセチン及

びカフェインを評価したところ、ニコチン及びフルオキセチンは陽性、カフェインは陰性と

して分類され、未分化ヒト iPS細胞を用いた DynaLux/cが、神経伝達または神経活動調節に

関わる DNT評価対象物質の一部についても検出性を示す可能性が示された。 

一方で、陽性対照物質であるカフェインはシグナルかく乱を示さなかった。そこでこの方

策として、生後発達期の DNTを対象とし、ヒト iPS細胞を神経前駆細胞に分化させ、DNT陽

性対照物質のシグナルかく乱作用の検出法を開発することとした。APEL2 培地および bFGF

刺激条件が最も高い SRF応答を示したが、カフェイン、イミダクロプリド及びバルプロ酸の

評価では、明確なシグナルかく乱作用は認められず、現時点では条件が十分に確立していな

いものと考えられ、追加検討が必要であると考えられた（大久保）。DNT 陽性・陰性対照物

質リストについては、昨年度抽出した陽性対照物質 103化合物、陰性対照物質 67化合物を

最終化とした。また DNT 評価手法の国際標準化に向けた情報収集については、IATA におけ

る農薬の DNT証拠の重みづけ（WoE）評価に、17種の DNT-IVB試験データを統合し、階層型

の評価過程により DNTリスク評価を実施することを目指していることを見出した。加えて、

妊娠期の甲状腺機能障害が次世代の脳発達に影響を及ぼすことが懸念されていることから、

妊娠期甲状腺機能障害に特化して既存試験情報を収集した。なおこのリストと、既に作成し

た DNT陽性・陰性化学物質リストとの重複はないことも見出した（桑形）。 

II）生後発達期の DNTの分子機序解明に向け、幼若期反復吸入曝露実験を行ったトルエン
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(目標曝露濃度：0、0.7及び 7 ppm) につき、昨年度、成熟後に情動認知行動解析を実施し

たところ、令和 5年度（初年度）に検討したキシレン曝露群同様、学習記憶異常が観察され

た。令和７年度（今年度）はさらに、神経科学的物証に基づく解析を進め、検出された行動

影響と関連する海馬歯状回の細胞動態への影響を示唆する所見が得られた(齊藤)。加えて、

得られた脳サンプルの遺伝子発現データについても解析を行った(北嶋)。さらに、別のモデ

ル揮発性物質であるホルムアルデヒド(目標曝露濃度：0、1及び 10 ppm)についても、発達

期反復吸入曝露実験を実施し(西村)、その結果、曝露群において、成熟後の行動影響（不安

の亢進）が認められた(齊藤)。これまでに得られた神経科学的物証に基づき DNT誘発メカニ

ズムの解明を進めるとともに、得られた脳サンプルの遺伝子発現データの解析および毒性

連関性の比較検討を行った結果、「将来的に、生後発達期における 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の同定」に向けて、その候補となるシグナルネットワー

クを見出した（齊藤・北嶋）。 

加えて 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、令和 6 年度（昨

年度）までに、モデル物質につき、ヒト及びマウス胎盤オルガノイドを用いる化学物質代謝

につき検討し、その代謝物の種差を明らかとし、ヒトへの外挿性の向上が期待される結果を

得た。令和７年度（今年度）は、当方が樹立したヒト胎盤オルガノイドをより詳細に解析す

るため scRNA-seq 解析を行った結果、10 のクラスターに分類可能で、cytotrophoblast 

(cluster4, 5）、syncytiotrophoblast (cluster 6)も明確に分画された。現在モデル薬物の

適用により、各クラスターにつき DNA変化を解析しており、その性質を詳細に検討し、解析

系の精度の補完を検討中である（西田）。加えて、令和 6年度（昨年度）までに検討した C57BL/6

マウスの受精後 8.5及び 9.5日目の胎盤の網羅的遺伝子発現解析に加えて、令和７年度（今

年度）は、14.5日目の胎盤の網羅的遺伝子発現解析を行ない、trophoblast giant cells、

spongiotrophoblast 及び labyrinth layerに特異的な遺伝子発現マーカーが、胎盤の発生

ステージと分化異常の評価に有効である事が示唆された（小野）。このように、モデル物質

につき、ヒト及びマウス胎盤オルガノイドを用いる化学物質代謝につき検討し、その代謝物

の種差を明らかとし、以って、当初の目的は基本的に達成されたものと考える。 

 

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。いずれについても、当初の

目的は基本的に達成されたものと考える。すなわち、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、将来的に in vitro試験法への

適応拡大する上で必要となる、生後発達期 DNT 誘発に係る候補シグナルネットワークの同

定を行うことができたものと考える。これにより、ヒトへの外挿性を考慮した、迅速、低コ

ストで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。以って、化審法を

はじめとする化学物質安全行政の支援に貢献することが期待される。 

 

なお試算によれば、「発生期の in vitro DNT 試験法」（約 20 万円/1 物質）は、「DNT に係る in 

vivo 毒性試験」（約 3 億円/1 物質）に比べ 2,000 分の 1 程度のコストで済むこととなり（初期投

資を除く）、実施に係る時間に関しても同様に、「発生期の in vitro DNT 試験法」（約 1 ヶ月/1

物質）は、「DNT に係る in vivo 毒性試験」（約 3 年/1 物質）に比べ 36 分の１程度の時短となる。 

すなわち、in vitro DNT 試験法の場合、in vivo の系と比較して、コスト・時間ともに、桁違い

のパフォーマンスが得られることとなる。 
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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・陰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

な試験系の開発を試みる。これまでに、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、生後発達期の 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、発達期におけるキシ

レン等の吸入曝露により、成熟後に、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 DNT の発現機序を明らか

にし、将来的に 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の同定を

試みる。 

(必要性) 今後、産業の発達とともに新規

物質がますます増加することが想定される

中、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。
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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。以って、化審法をは

じめとする化学物質安全行政の支援に貢献

することが期待される。 

＜各年度の目標＞ 令和 5年度：各試験法の

最適化及び DNT 陽性・陰性物質リストの調

査、令和 6年度：各試験法の実用性の検討、

DNT陽性・陰性物質リストの作成、及び、生

後発達期 DNT 誘発メカニズムの探索、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 

  

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。 

 令和 5年度（初年度）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。 

令和 6年度（昨年度）は、上記の Kronos HT

を用いた DynaLux/c を用いて、48 時間のシ

グナルかく乱作用を基に、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。そこで令和７年度

（今年度）は、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



6 

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検討した。 

 

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 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）。   

令和７年度（今年度）は、2025 年 9 月に

公開された、DNT-IVB 専門家グループが主催

した”The OECD Workshop on Critical 

Innovations in pesti-cides safety 

testing and chemical risk assessment for 

de-velopmental neurotoxicity (DNT).” の

報告書 (workshop proceedings) を精査し

た。また、近年、妊娠期の甲状腺機能障害が

次世代の脳発達に影響を及ぼすことが懸念

されていることから、発達神経毒性評価の

ための化学物質リスト作成の一環として、

妊娠期甲状腺機能障害に特化して既存試験

情報を収集し精査した。 

 

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。その中から令和 5年度（初年度）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。  

令和 6 年度（昨年度）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。 

令和７年度（今年度）は、昨年度までに抽

出した陽性物質 103化合物、陰性物質 67化

合物を精査し最終化とした。 

追加調査として、DNT-IVB専門家グループ

が 主 催 し た ” The OECD Workshop on 

Critical Innovations in pesticides 

safety testing and chemical risk 

assessment for developmental 

neurotoxicity (DNT). ”  の 報 告 書 

(workshop proceed-ings)を精査し、OECDの

DNT評価方針の方向性を分析した。また、近

年、妊娠期の甲状腺機能障害が次世代の脳

発達に影響を及ぼすことが懸念されている

ことから、発達神経毒性評価のための化学

物質リスト作成の一環として、妊娠期甲状

腺機能障害に特化して既存試験情報を収集

した。OECD テストガイドライン改正時期を

考慮し、2010年から 2025年の間に報告され

た経口投与簡易生殖毒性試験（OECD TG421）

および反復投与毒性・生殖毒性併合試験

（OECD TG422）の試験結果を化審法データ

ベースおよび既存化学物質データベースか

ら収集し精査した。 

 

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 
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(IPA) (Ingenuity Systems Inc.)を用いて

行う。 

 

＜キシレンにおける吸入曝露実験＞ 

令和 5年度（初年度）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 倍程度という事とな

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-Σ30NⅡおよび MP-Σ

300NⅡ、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。 

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＞ 

令和 6年度（昨年度）のモデル物質はトル
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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。 

＜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、トルエンをバブリングし気化させる方

法により行った。 

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-Σ

300NⅡ、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。 

 

＜ホルムアルデヒドにおける吸入曝露実験

＞ 

令和７年度（今年度）のモデル物質はホル

ムアルデヒド（Formaldehyde; 分子量：

30.03、CAS No.: 50-00-0）とし、試薬とし

てホルムアルデヒド液（カタログ番号：064-

00406、特級、ホルムアルデヒド濃度 36.0～

38.0％、ロット番号: SEK3790、富士フイル

ム和光純薬(株)）を使用した。ホルムアルデ

ヒドの曝露濃度は先行研究の結果から、1お

よび 10 ppmを目標値とした。因みにこの濃

度は、ホルムアルデヒドの室内汚染化学物

質としての室内濃度指針値が 0.08 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。 

＜ガスの発生方法と濃度測定方法＞ 
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ガス発生方法は、先行研究での検討を基に、

ミリ Q水で 10倍に薄めたホルムアルデヒド

水溶液をバブリングし気化させる方法によ

り行った。なお 10 倍に希釈しない場合、バ

ブリング時にパラホルムアルデヒド（重合

体）と思われる析出物が現れるために、この

希釈操作は必須である。 

ホルムアルデヒド濃度は、2,4-ジニトロフ

ェニルヒドラジンがあらかじめ添加された

捕集管（LpDNPH H Series Cartridges H300、

カタログ番号：505331、Supelco社）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、曝露群は各濃度とも

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、吸入チャンバー内の空気

を吸引した。ホルムアルデヒドは、捕集管内

の 2,4-ジニトロフェニルヒドラジン(2,4-

DNPH)と反応し、ホルムアルデヒド-2,4-DNPH

として捕集管内に生成される。反応・生成し

たホルムアルデヒド-2,4-DNPHは、アセトニ

トリル(LC/MS 用、カタログ番号:01033-76、

関東化学(株))約 90mL により抽出してメス

フラスコで 100 mLに定容し、高速液体クロ

マトグラフ(HPLC)(SPD-M20A フォトダイオ

ードアレイ検出器を接続した LC-20AD シス

テム一式、(株)島津製作所製)により HPLC分

析を実施した。なお、移動相にはアセトニト

リルとオルガノ(株)製超純水装置 PURELAB 

flex で精製した超純水を用い、その組成は

アセトニトリル：超純水＝60：40、流量は 1 

mL/min とした。その他分析条件について、

カラムは COSMOSIL 5C18-MS-II Packed 

Column (4.6 mmφ×250 mm、粒径: 5 µm、

ナカライテスク社製)、検出波長は UV 360 

nm、試料注入量は 2～10 μL とした。また、

検量線はホルムアルデヒド-2,4-DNPH 標準

原液(カタログ番号：16120-96、関東化学

(株))を用い、ホルムアルデヒド量として

0.5～100 ng の範囲で検量線を作成した。

この分析部分は、国立医薬品食品衛生研究

所 食品添加物部の杉本直樹部長、酒井信夫

室長及び、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。

受精後 14.5日目胎盤は、胎盤および脱落膜

を分離することは困難であるため、胎盤を

脱落膜を含めた状態の胎盤を解析する。

RNA-seq のデータが NCBI の GEO データベー

スに収録されているために、公開データを
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利用して解析を行う。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（7.5、

8.5、及び 9.5）（dpc: Days post coitum: 

交配後）分行う。一方 14.5 dpcについては、

利用した公開データベース（NCBI の GEO デ

ータベース）では、McMaster University 

Central Animal Facility に お い て

C57BL6/J ♂および♀ （12週齢）の交配を

行い、14.5 dpc で胎盤のサンプリングを行

っている。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 Nextseq2000 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。NCBI GEO データベー

スより取得した受精後14.5日目胎盤のRNA-

seq データ (SRR19917101, SRR19917104, 

SRR19917109, SRR1991710) に関しては、

Illumina社 NovaSeq 6000 より出力された

pair end sequence (100bp x 2)である。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）： 

 令和 5 年度（初年度）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
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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)及び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）及びシメチジン

（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。 

令和 6年度（昨年度）は、化学物質の FGF-

SRF シグナルかく乱作用を基に DNT 毒性を

評価する DynaLux/c 法を中心に解析を進め

た。胎生期を想定した未分化ヒト iPS 細胞

を用いた試験を実施した。桑形が精査した

DNT 陽性対照物質 7 種サリドマイド(THA)、

バルプロ酸(VPA)、メトトレキサート(MTX)、

ハイドロキシウレア(HU)、レチノイン酸

(RA)、フルオウラシルウラシル(5FU)、ブロ

モデオキシウリジン(BrdU)）、及び、陰性対

照物質 5種(ペニシリン(PenG)、サッカリン

(SAC)、シメチジン(CM)、Dカンファ―(CAM)、

及びジフェンヒドラミン(DHM)))のシグナ

ルかく乱作用を n=3 で取得した。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。  

令和 6 年度（昨年度）はさらに、DNT 陽性

対照物質として 9 種類（アクリルアミド、

ビスフェノール A、カフェイン、シクロフォ

スファミド(及びその代謝物)、フタル酸ビ

ス(2-エチルヘキシル)、エタノール、メチル

水銀及びニコチン）を評価した。その結果、

カフェイン以外の物質でシグナルかく乱作

用がみられ、陽性判定が可能であった。 

令和７年度（今年度）は、DynaLux/cの DNT

試験への応用可能性をさらに検証するため、

NPCs を用いた評価系の条件検討と、未分化

ヒト iPS 細胞を用いた標準 DynaLux/c によ

る追加物質の評価を行った。 

 

未分化ヒト iPS 細胞を用いて、DNT 陽性対

照物質の評価をさらに進めたが、具体的に

は、アクリルアミド、メチル水銀、ビスフェ

ノール A、DEHP及び MEHPの 5種類の物質に

つき検討した結果、DEHP 以外の物質を DNT

陽性として分類できた。DEHP では明確なシ

グナルかく乱は認められなかったが、主要

代謝物である MEHPではシグナルかく乱が認

められたことから、DEHP関連DNTのin vitro

評価では、親化合物だけでなく主要代謝物

を含めた評価設計が重要であると考えられ

た。 

さらに、神経伝達または神経活動調節に関

わる標的を有する DNT 評価対象物質として

ニコチン、フルオキセチン及びカフェイン

を評価したところ、ニコチン及びフルオキ

セチンは陽性、カフェインは陰性として分

類された。この結果は、OECDの DNT in vitro 

battery における報告と概ね整合しており、

未分化ヒト iPS細胞を用いた DynaLux/cが、

神経伝達または神経活動調節に関わる DNT

評価対象物質の一部についても検出性を示

す可能性が示された。 

 

令和 6 年度（昨年度）までに 17 種類の陽

性対照物質を試験し、16 種でシグナルかく

乱を確認し、その有用性につき再確認した。
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一方で、陽性対照物質であるカフェインは

シグナルかく乱を示さなかった。そこでこ

の方策として、次に述べるように、ヒト iPS

細胞を神経前駆細胞に分化させ、生後の DNT

を対象としたシグナルかく乱作用検出法の

開発を試みることとした。 

 

＜生後の DNTを対象とした、ヒト iPS細胞

分化神経前駆細胞を用いた、シグナルかく

乱作用検出法の開発＞ 

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。そこで令

和 6 年度（昨年度）は、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

を行い、分化マーカーの発現を確認した。ま

た、SRFを活性化させるリガンドを検討した。 

令和 7 年度（今年度）は NPCs を用いた評

価系では、APEL2 培地および bFGF 刺激条件

が最も高い SRF 応答を示したが、カフェイ

ン、イミダクロプリド及びバルプロ酸の評

価では、明確なシグナルかく乱作用は認め

られない、または未分化ヒト iPS 細胞を用

いた DynaLux/c よりも小さい応答にとどま

った。したがって、NPCsを用いた DynaLux/c

については、現時点では条件が十分に確立

していないものと考えられ、追加検討が必

要であると考えられた。 

 

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、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、令

和 5 年度（初年度）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、令和 6年度（昨

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、

令和 5年度（初年度）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 

 

令和 6 年度（昨年度）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 170 物質が掲載さ

れている。この内訳は陽性対照が 103 化合

物、陰性対照が 67 化合物であった。令和 6

年度（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。 

令和 7 年度（今年度）は、昨年度までに

抽出した陽性対照物質 103 化合物、陰性対

照物質 67化合物を精査し最終化とした。 

改めてリストを精査した結果、170 化合物
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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 81 

化学物質 65 

 

OECD DNT-IVB専門家会議および OECD ワ

ークショップ議事録から情報収集した結果、

IATA における農薬の DNT 証拠の重みづけ

（WoE）評価に、17種の DNT-IVB試験データ

を統合し、階層型の評価過程により DNT リ

スク評価を実施することを目標とすること

が明らかになった。 

さらに、甲状腺関連の既存試験収集では

39物質が得られた。既に作成した DNT陽性・

陰性化学物質リストとの重複はなかった。

甲状腺機能低下により DNT 誘発の懸念が既

に議論されている化合物が１化合物

（Perfluorohexadecanoic acid）含まれてい

たが、未だ、DNT発現について結論に至って

いない。今回、精査した 39化合物の情報は、

将来、妊娠期甲状腺機能低下による DNT 発

現に関しても化合物リスト作成が必要な際

に有用となりうるものである。 

 

 

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 

令和 5年度（初年度）は、モデル揮発性物

質であるキシレンにつき、幼若期反復吸入

曝露実験を行い、検討を行った。 

＜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 及び 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 及び 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、低濃度（2 ppm）及び高濃度（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。 

 令和 6年度（昨年度）に、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
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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。 

 

トルエンにおける解析について 

令和 6年度（昨年度）は、モデル揮発性物

質であるトルエンにつき、幼若期反復吸入

曝露実験を行い、検討を行った。 

＜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 及び 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。令和 7年度（今年度）は、責任

部位の１つである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、細胞

増殖マーカーである Ki67について、海馬歯

状回の細胞動態への影響を示唆する所見が

得られ、令和 5年度（初年度）に実施したキ

シレン曝露マウスと同様に、検出された行

動影響と関連する海馬への影響が考えられ

た。 

 

＜脳を主対象とする網羅的遺伝子発現解

析＞ 

令和 7年度(今年度)は、トルエン幼若期

吸入曝露試験を行ったマウスについて、行
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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。海馬における各分化マーカーの遺

伝子の発現について、曝露群（低濃度及び高

濃度）と対照群を比較したところ、低濃度

（0.7 ppm）曝露群、高濃度(7ppm)曝露群に

おいて、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、0.7 ppm（低濃

度）のトルエン曝露群において、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。 

 

122 ps (増加)、 111 ps (減少) 

  

 増加分 122 psならびに減少分 111 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、7 ppm（高濃度）の

トルエン曝露群において、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。 

 

 460 ps (増加)、 347 ps (減少) 

 

増加分 460 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、神経炎症シグナル伝達をはじめと

した炎症関連経路が抽出され、炎症性応答

に関わるシグナルの亢進方向の変化が示唆

された。一方、Upstream Analysis を用いて

検討したところ、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。 

 

減少分 347 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、シナプス形成シグナル伝達、髄鞘形

成シグナル伝達、GABA 作動性神経伝達（合

成・放出・再取り込み・分解）に関連する経

路等が抽出され、神経回路の形成・維持や可

塑性に関わる基盤過程への関与が示唆され

た。さらに Upstream Analysis を用いて検

討したところ、神経保護・シナプス可塑性に

関与する beta-estradiolが抽出された。 

 

ホルムアルデヒドにおける解析について 

令和 7年度（今年度）は、モデル揮発性物

質であるホルムアルデヒドにつき、幼若期

反復吸入曝露実験を行い、検討を行った。 

＜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日間反復吸入曝露（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１及び 10ppm に対し、それぞれ測定

値の平均±標準偏差（最低～最高値）は、

1.05±0.04（1.00〜1.11 ppm）、11.28±0.35

（10.58〜11.55 ppm）であり、ほぼ目標濃度

下（それぞれ 105及び 113 %）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ホルムアルデヒド濃

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、ホルムアルデ

ヒド両曝露群では、オープンフィールド試

験において中央滞在時間の有意な減少が認

められた。また、高用量曝露群（10 ppm）で

は、明暗往来試験において暗室待機時間の

増加傾向が認められ、これらの結果から不

安関連行動への影響が示唆された。 
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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)： 

 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 38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 47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

見が得た。 

令和 7年度(今年度)の解析により、特にそ

の代謝経路においてマウスではバリン・ロ

イシン・イソロイシン経路の有意な活性化

を確認し、ヒトにおいては TCA cycle の有

意な活性化を確認し、種差による差異の検

出に成功した。 

 

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、再現性の確認も終了

しバルクでの 

DNA 障害活性を有していることが判明した。 

 

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 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。興味深いことにヒト胎

盤オルガノイドでの代謝が約 10倍早く、よ

り活性を持つ構造に変換されることが判明

し、ヒトでの毒性がマウスとは異なる可能

性が強く示唆された。  

 令和７年度（今年度）は、さらに各種薬

物を用いてその代謝活性の種差における相

違について検討し、生殖毒性評価の新しい

評価系を提案できる可能性をまとめている。 
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C-3-6:ヒト胎盤オルガノイドのシングルセ

ル RNA シークエンス解析（scRNA-seq 解析）

とモデル薬物添加による個別解析: 

 令和 7 年度(今年度)、我々の樹立したヒ

ト胎盤オルガノイドをより詳細に解析する

ため scRNA-seq 解析（Single Cell Gene 

Expression Flex,Choromium X,10x社）を行

った。全検出遺伝子数は human16378遺伝子

に対して mouse20543遺伝子と検出された遺

伝子数はマウスの方が多かった。変動遺伝

子（p-value<0.05）も human 1,615遺伝子、

mouse 6,582 遺伝子と生物種間での大きな

有意差があることが判明した。 

続いて、scRNA-seq解析（Single Cell Gene 

Expression Flex,Choromium X,10x社）を行

った。これまでの検討で 10のクラスターに

分類可能で、cytotrophoblast (cluster 

4,5）、syncytiotrophoblast (cluster 6)も

明確に分画された。胎盤オルガノイドにお

ける薬物誘発性 DNA二重鎖切断（DSB）形成

のパターンが 2 次元培養系と比較、検討し

て明らかに異なることが判明した。特に

syncytiotrophoblast で著明な p53 代謝経

路の活性化が認められた。 

 

C−3-7: 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(令和 5年度（初年度）)、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(令和 6 年度（昨年度）)

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。 

令和 6年度（昨年度）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、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。さら

に、Pl1(Prl3d1)、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することを明ら

かにした。 

令和７年度（今年度）においては、これに

14.5dpc胎盤の遺伝子発現データ(NCBI GEO 

データベース)を追加して解析を行なった。

14.5dpc の交配では、7.5 dpc, 8.5 dpc, 

9.5dpc  と同様に交配し、プラグ陽性かつ

妊娠している雌４匹から正常胚を採取し、

そのうち、４匹（N=4）の雄の胎盤の RNA-seq

データを利用し、解析した。その結果、令和

６年度（昨年度）に明らかにした胎盤の分化

度を反映したバイオマーカーのうち、Prl7b1

および Pl2(Prl3b1)においては、さらに遺伝

子発現が上昇し、Pl1(Prl3d1)は、遺伝子発

現がなくなることが観察された。これらの

ことから、これらのバイオマーカーの発現

を定量することで、胎盤の発生ステージと

分化異常の評価に有効である事が示唆され

た。 

 

Ｄ．考察と結論 

I）発生期の in vitro DNT 評価手法の開

発に向け、令和 5年度（初年度）は、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
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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。 

令和 6 年度（昨年度）は、開発した I)発

生期の in vitro DNT評価手法を用いて、

７種類の DNT陽性対照物質及び５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。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

試みた。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の安定的

な誘導及び培養には至っておらず、条件検

討が必要である。 

令和 7年度（今年度）の検討では、神経伝

達または神経活動調節に関わる標的を有

する DNT評価対象物質について検討したと

ころ、OECDの DNT in vitro batteryにお

ける報告と概ね整合する結果を得、未分化

ヒト iPS細胞を用いた DynaLux/cが、神経

伝達または神経活動調節に関わる DNT評価

対象物質の一部についても検出性を示す

可能性が示された。 

他方、NPCsを用いた評価系では、APEL2培

地および bFGF 刺激条件が最も高い SRF 応

答を示したが、現時点では条件が十分に確

立していないものと考えられ、追加検討が

必要であると考えられた。 

すなわち、NPCs を用いた評価系について

はさらなる条件検討が必要である一方、未

分化ヒト iPS 細胞を用いた標準 DynaLux/c

は、発生過程に関わるシグナル応答の変化

を指標として、神経伝達または神経活動調

節に関わる標的を有する DNT評価対象物質

のシグナルかく乱作用を検出できる有用な

in vitro試験系となり得ると考えられた。

今後は、物質数の拡充、判定閾値の妥当性

検証、再現性評価を進めることで、発生期

の in vitro DNT試験法としての有用性を

さらに明確化する必要がある。 

 

DNT 陽性および陰性化学物質リストにつ

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令和 5 年度

（初年度）は 97化合物、令和 6年度（昨年

度）は 103化合物が抽出された。令和 7年

度（今年度）はこれまで得られた情報を整

理し、DNT 陽性物質は 103 化合物、DNT 陰

性物質 67化合物のリストを最終化した。 

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、令和 5年度（初年度）

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、令和 6年度（昨年度）の時点では 17種

類全ての試験の実施がリスク評価には必

要であると考えられ、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。令和 7年度（今年度）に調査した OECD 

ワークショップ報告書には、IATAにおける

農薬の DNT証拠の重みづけ（WoE）評価に、

17種の DNT-IVB試験データを統合し、階層

型の評価過程により DNTリスク評価を実施

することを目標とし、これからも議論を進

めていくことが明らかになった。加えて、

妊娠期甲状腺機能低下による DNT発現に関

する議論が進んだ際には、今回、甲状腺に

特化して作成した化合物情報が有用とな

りうると考えられた。 
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＜発生期の in vitro DNT試験法を用いた場

合の改善点（時短効果、使用動物数の低減、

コストダウン額など）の定量的な試算＞ 

本研究では、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

を目標としているが、従来の in vivo 試験

の場合に比べて、具体的にどの程度、迅速で

低コストとなるのか、定量的な試算をする

こととした。本研究では、DNTを発生期（胎

生期）と生後発達期とに分け、検討している。

このうち後者の生後発達期 DNT の方は、当

初の目標通り、「生後発達期における、将来

的に 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の同定」に向け、その

有力な候補を見出し、この過程を検討する

in vitro実験系の有用性を明らかとしたが、

今後も引き続き、この評価系の具体的な実

用性の検討が必要であり、この具体的な評

価系がまだ手元に存在しないために、現時

点では試算ができない。 

他方「発生期の in vitro DNT 試験法」に

ついては試算が可能であるため、以下に具

体的に記す。被験物質１物質あたり、陽性対

照と陰性対照との比較を含め、細胞培養用

培地、試験用培地や反応基質などを考慮し

ても約 20万円で実施可能である（この評価

系のために必要な、生細胞リアルタイム ル

シフェレースアッセイ用の機器の購入を考

慮しても 800 万円程度の初期投資で済む）。

実験実施期間は１化合物あたり、長くても 1

ヶ月でできる。 

 これに比して、OECD や米国 EPA の発達神

経毒性ガイドライン試験のような DNT に係

る in vivo毒性試験の実施にかかる費用は、

被験物質１物質あたり 2〜3億円（外部委託

による費用の概算）かかり、動物実験だけで

1.5年を要し、契約からファイナル提出まで

2.5年はかかると考えられる。そもそも現状

では、国内での実施経験（実績）はなく、あ

くまでも海外での外部委託に頼ることとな

る。これに準ずる二世代繁殖毒性試験でも

被験物質１物質あたり１億円程度の費用が

かかる。近年では二世代繁殖試験を実施せ

ずに、拡張型一世代繁殖試験 TG443（F1を３

コホートにわけて、繁殖、DNTと発達免疫毒

性を評価）にて DNT を評価する試みも検討

されておりますが、こちらは、F1 世代から

３種の試験（繁殖、DNT、免疫毒性）を同時

に実施するので、3億円以上かかる見込みで

ある。 

従って上述した試算によれば、「発生期の

in vitro DNT試験法」（約 20万円/1物質）

は、「DNTに係る in vivo毒性試験」（約 3億

円/1 物質）に比べ 2,000 分の 1 程度のコス

トで済むこととなる（初期投資を除く）。実

施に係る時間に関しましても同様に、「発生

期の in vitro DNT試験法」（約 1ヶ月/1物

質）は、「DNTに係る in vivo 毒性試験」（約

3年/1物質）に比べ 36分の１程度の時短と

なる。 

すなわち、in vitro DNT試験法の場合、in 

vivoの系と比較して、コスト・時間ともに、

桁違いのパフォーマンスが得られることと

なる。 

 

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及び 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

シレンの濃度（2 ppm）及び高濃度（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
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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。 

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及び 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。この結果から、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。トルエンの曝露による遺

伝子発現変動解析に基づくパスウェイ解

析の結果からは、特に高濃度（7 ppm）曝露

群においては、GABA作動性神経伝達の抑制

に加え、炎症性応答に関わるシグナルの変

化、および神経回路の形成・維持、可塑性

に関わるシグナルネットワークが抽出さ

れ、行動試験において検出された影響を支

持するものであると考えられた。 

以上のキシレンとトルエンの場合の解析

結果から生後発達期 DNT誘発メカニズムと

して、グルタミン酸受容体あるいは GABA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。この点、中枢神経系は興

奮性（主にグルタミン酸作動性）入力と抑

制性（主に GABA作動性）入力の相互作用に

より成立し、出生後の発達過程で回路機能

が成熟し、発達期には、抑制性回路の機能

的成熟が相対的に遅れて進行する側面が

あ る た め (Le Magueresse & 

Monyer.Neuron,2013[doi:10.1016/j.neur

on.2013.01.011])、興奮／抑制（E/I）バラ

ンスは出生後発達の過程で次第に調整さ

れ る こと が知 られ てい る (Hensch & 

Fagiolini. Prog Brain Res, 2005 

[doi:10.1016/S0079-6123(04)47009-5]) 。

この E/Iバランスの成熟は、情動や認知を

含む脳高次機能を支える神経回路基盤の

形成・維持にも関与するために(Caballero 

et al. Neurosci Biobehav 

Rev,2016[doi:10.1016/j.neubiorev.2016

.05.013]、Ferguson & Gao. Front Neural 

Circuits. 

2018[doi:10.3389/fncir.2018.00037]) 、

生後発達期における重要なイベントとし

て位置づけられるものと考える。キシレン

曝露の場合では興奮性、トルエン曝露での

場合は抑制性に関連するシグナルネット

ワークへの影響が示唆されており、発達期

に進行する E/Iバランス成熟過程のいずれ

かの段階が、当該化学物質曝露によりかく

乱される可能性があると考えられた。すな
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わち、以上の解析結果と考察から、「生後発

達期における、将来的に in vitro 試験法

への適応拡大に必要なシグナルネットワ

ークの同定の試み」に向け、この E/Iバラ

ンス成熟過程が、その候補として挙げられ、

この評価に際しては、この過程を検討する

in vitro実験系が有用と考える。この例と

しては、比較的最近になって報告された、

iPS 細胞から興奮性及び抑制性ニューロン

を個々に分化誘導してから「共培養」する

ことで、E/I バランスの成熟を評価する手

法を挙げることができる(Heider et al. 

BMC Neuroscience, 2024 [doi: 

10.1186/s12868-024-00858-z]）。 

一方、最終年度に検討したホルムアルデ

ヒドについては、行動解析の結果から、オ

ープンフィールド試験における結果を主

とした不安関連行動への影響（不安の亢進）

が示唆された。被験物質 3種についてはい

ずれも生後発達期曝露により成熟後の行

動影響を生じ得る点では共通しており、ホ

ルムアルデヒドについても、生後発達期の

脳に対する共通した影響基盤の存在が示

唆された。しかしながら、行動影響の現れ

方には差異がみられたことから、各モデル

物質の作用特性の違いを反映して、物質ご

とに影響を受けやすい神経機能が異なる

可能性が考えられ、今後は、関連指標との

関係も含めて、この点を慎重に検討する必

要がある。 

 

加えて 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。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っ

た結果、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た。さらに種差から見

た胎盤オルガノイドにおける薬物代謝で

はヒトではバリン・ロイシン・イソロイシ

ン生合成代謝経路を中心にした変動、マウ

スでは TCA サイクルからアスコルビン酸

代謝系の有意な変動が確認され新しい知

見を得ることができた。また scRNA-Seq解

析 に よ り オ ル ガ ノ ド 組 織 中 の

syncytiotrophoblast で著明な薬物誘発性

代謝経路の活性化が確認された。このよう

に、ヒトへの外挿性の向上が期待される結

果を得た。また、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、パルスフィールド電気泳動法や免

疫染色による DNA障害毒性を評価した結果、

バルクでの DNA障害活性を有していること

が判明した。我々の樹立したヒト胎盤オル

ガノイドをより詳細に解析するため

scRNA-seq 解析を行い、これまでの検討で

10 のクラスターに分類可能であることを

示すことができた。 

さらに令和 6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
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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。 

令和 7年度（今年度）は、令和 6年度（昨

年度）までに行なっていた C57BL/6マウス

の受精後 8.5及び 9.5日目の胎盤の網羅的

遺伝子発現解析に加えて、14.5日目の胎盤

の網羅的遺伝子発現解析を行ない、

trophoblast giant cells 、

spongiotrophoblast 及び labyrinth layer

に特異的な遺伝子発現マーカーが、胎盤の

発生ステージと分化異常の評価に有効で

ある事が示唆された。 

 

 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。いずれについても、

当初の目的は基本的に達成されたものと

考える。すなわち、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、将来的に

in vitro 試験法への適応拡大する上で必

要となる、生後発達期 DNT誘発に係る候補

シグナルネットワークの同定を行うこと

ができたものと考える。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については本研

究により、ほぼ確立できたものと考えられ

る。 

 本検討は、ヒトへの外挿性を考慮した、

迅速、低コストで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。以って、化審法をは

じめとする化学物質安全行政の支援に貢

献することが期待される。 
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Ohara, Rieko Matsuura, Yoko Hirabayashi, 
Yoshihiro Nakajima, Junji Fukuda: 
Developmental toxicity testing in human 
iPS cells through disruption of signal 
interaction. The 57th Annual Meeting of 
the Japanese Society of Developmental 
Biologists, Jun. 19, 2024. Kyoto. 
 
◯大久保 佑亮、溝田 華柊、大原 凜太郎、
松浦 利絵子、平林 容子、中島 芳浩、福田 
淳二：リアルタイム発光法を用いたシグナ
ルかく乱を基にした in vitro発生毒性評価
法の開発．第 64回日本先天異常学会学術集
会 (2024年 7月 27日) 東京 
 
◯大久保 佑亮：シグナルかく乱作用を基
にした in vitro発生毒性試験法の開発とそ
の検出機構の解明に向けて．第 51回日本毒
性学会学術年会．2024年 7 月 3日  
 
◯大久保 佑亮：生殖発生毒性試験代替法の
in vitro発生毒性試験法について．2023年
度安研協定期総会及び講演会．2024年 11月
8日 
 
◯Rieko Matsuura, Rintaro Ohara, Kashi 
Mizota, Yoko Hirabayashi, Yoshihiro 
Nakajima, Junji Fukuda, Yusuke Okubo: 
Developmental Toxicity Assessment Using 
Human iPSCs Based on the Wnt Signal 
Disruption. 第 51回日本毒性学会学術年会．
2024年 7月 3日 
 
◯Kashu Mizota, Rintaro Ohara, Rieko 
Matsuura, Yoko Hirabayashi, Yoshihiro 

Nakajima, Yusuke Okubo, Junji Fukuda: 
Developmental Toxicity Assessment Using 
Human iPSCs by Automated Measurement of 
FGF Signaling Disruption. 
58th Congress of the European Societies 
of Toxicology (2024.9.9) 
 
三ヶ島史人、真木一茂、小島肇 、桒形麻樹
子、大久保佑亮、星野裕紀子、片桐龍一、石
黒司、渡部一人、角崎英志、下村和裕:医薬
品の生殖発生毒性試験及び生殖発生毒性評
価代替法に係る状況調査．第 51回日本毒性
学会学術年会 (2024年 7月 3日) 
 
◯溝田華柊、大原凛太郎、松浦利絵子、平林
容子、中島芳浩、大久保佑亮、福田淳二：ヒ
ト iPS 細胞を用いた FGF シグナルかく乱の
自動測定による発生毒性評価．第 51回日本
毒性学会学術年会 (2024年 7月 3日) 
 
◯村山航己、溝田華柊、松浦利絵子、平林容
子、中島芳浩、大久保佑亮、福田淳二：ヒト
iPS 細胞を用いたシグナルかく乱作用を基
にした発生毒性評価法における補完的なシ
グナル経路の検討．日本動物実験代替法学
会 第 37回大会 宇都宮 
 
◯溝田華柊、村山航己、松浦利絵子、平林容
子、中島芳浩、大久保佑亮、福田淳二：ヒト
iPS 細胞を用いた FGF シグナルかく乱作用
の自動測定による発生毒性評価．日本動物
実験代替法学会 第 37回大会 宇都宮 
 
◯溝田華柊、村山航己、松浦利絵子、平林容
子、中島芳浩、大久保佑亮、福田淳二：ヒト
iPS 細胞を用いた FGF シグナルかく乱を指
標とした発生毒性評価．日本バイオマテリ
アル学会シンポジウム 2024 仙台 
 
◯大久保佑亮：「ヒト iPS細胞を用いたシグ
ナルかく乱作用のダイナミクスに基づく発
生毒性試験法の開発」．幹細胞を用いた化学
物質リスク情報共有化コンソーシアム 2023
年度年会「多能性幹細胞を用いた薬剤安全
性 評 価 へ の 挑 戦 と 課 題 」 特 別 講 演 
(2023.6.2)  
 
◯大久保佑亮：「シグナルかく乱作用のダイ
ナミクスに基づくヒト発生毒性の評価法と
その発達神経毒性への応用」．第 63 回日本
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先天異常学会学術集会「若手ピックアップ
シンポジウム」．2023 年 7月 29日 
 
◯大久保佑亮：「生細胞リアルタイム発光シ
ステムを用いた高精度・ハイスループット
な新規発生毒性試験法」．AMEDキャタリスト
ユニット 第 11回 Top Runners in TRS．
2023年 8月 22日 
 
◯Okubo Y., Mizota K., Shibata1 M., 
Ohara R., Kitajima S., Hirabayashi Y., 
Nakajima Y., Fukuda J.: DEVELOPMENTAL 
TOXICITY TEST USING HUMAN IPS CELLS 
BASED ON SIGNAL DISRUPTIONS INDUCED BY 
CHEMICAL SUBSTANCES. 12th World 
Congress on Alternatives and Animal Use 
in the Life Sciences (WC12), Niagara 
Falls, Canada. (Aug. 30, 2023). 
 
◯Yusuke Okubo:「Developmental toxicity 
detection via dynamics of FGF-SRF signal 
disruption in human iPSC-based assay」．
13TH Global Summit on Regulatory Science 
(GSRS23) In-Person Annual conference．
Sep. 27, 2023. 
 
◯大久保佑亮：「シグナルかく乱のリアルタ
イム計測を基にした in vitro 発生毒性試
験」．第 9 回 日本医療研究開発機構レギュ
ラトリーサイエンス公開シンポジウムレギ
ュラトリーサイエンスにおける動物試験代
替法の発展～細胞培養技術の進化と展望～．
2023年 12月 6日 
 
◯大久保佑亮：「シグナルかく乱作用のダイ
ナミクスを基にした in vitro 発生毒性試
験法」．「生殖発生毒性試験代替法の現状」シ
ンポジウム．主催：基礎研究部会 安全性評
価技術課題対応チーム・代替法課題検討タ
スクフォース．2024 年 2月 8日 

 
◯Katsuhiro Hanada, Takeshi 
Terabayashi, Yoshihiro Nishida. 
Investigation of the accumulation of 
double-strand DNA breaks in mouse 
organs by DNA damaging agents using 
pulsed-field gel electrophoresis. The 
59th Congress of the European Societies 
of Toxicology (EUROTOX), (2025.9.15 
Athens, Greece.) 

◯Yoshihiro Nishida, Katsuhiro Hanada, 
Takeshi Terabayashi, Satoshi Kitajima. 
A new approach to assessing 
reproductive toxicity using placental 
organoids. The 59th Congress of the 
European Societies of Toxicology 
(EUROTOX), (2025.9.16. Athens, 
Greece.) 

 

◯西田欣広、井上尚美、佐藤初美、小林栄

仁:胎盤オルガノイドを用いた新しいヒト

生殖毒性評価モデル系の可能性. 第 77 回

日 本 産 科 婦 人 科 学 会 学 術 講 演 会 

（2025.5.24 岡山） 

 

◯田邉明日香、花田克浩、西田欣広：胎盤オ
ルガノイドを用いた DNA ダメージ誘導の二
重鎖切断の検出系の開発. 第 54回日本環境
変異原ゲノム学会 （2025.11.22 静岡） 
 

Katsuhiro Hanada, Takeshi Terabayashi, 

Yoshihiro Nishida. Investigation of 

the cytotoxic action of an indole 

alkaloid evodiamine. 第 99回日本薬理学

会 (2026 3. 16 仙台) 

 

Katsuhiro Hanada, Yoshihiro Nishida：
New strategy of  genotoxicity test 
using organoids in the 3-dimensional 
tissue culture system. The 58th 
Congress of the European Societies of 
Toxicology, 2024.9.9 Copenhagen, 
Denmark. 
 

◯Yoshihiro Nishida, Katsuhiro Hanada, 

Satoshi Kitajima: Establishment of 

placental organoids and application of 

metabolomic  analysis to reproductive 

toxicity studies. The 58th Congress of 

the European Societies of Toxicology, 

2024.9.9 Copenhagen, Denmark. 

 

◯西田欣広、井上尚美、佐藤初美、小林栄

仁：胎盤オルガノイド（ミニ胎盤）を用い

た糖代謝異常のメタボローム解析、第 76回

日 本 産 科 婦 人 科 学 会 学 術 講 演 会 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378427425019678
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378427425019678
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378427425019678
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378427425019678
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花田克浩、西田欣広：胎盤オルガノイドを用
いた DNA ダメージ誘導の二重鎖切断の検出
系の開発第 53回日本環境変異原ゲノム学会 
2024.12.7 岡山 
 
Katsuhiro Hanada, Yoshihiro Nishida. 
Screening of genotoxic substances that 
induce DNA double-strand breaks 
occurred at DNA replication sites. The 
57th Congress of the European Societies 
of Toxicology, Ljublyana, 
Slovenia.(2023.9.10) 
 
◯西田欣広、井上尚美、佐藤初美、衛藤聡、
胎盤オルガノイド（ミニ胎盤）によるメタ
ボローム解析、第 75 回日本産科婦人科学
会学術講演会(2023.5.12) 
 
◯井上尚美、西田欣広、河野康志、ヒト胎
盤における低酸素環境下での代謝変化に
ついての検討、第 75 回日本産科婦人科学
会学術講演会(2023.5.12) 
 
小野竜一（招待講演） 
遺伝子改変マウスを用いた肝由来エクソソ
ームの同定と肝毒性バイオマーカーの同定、 
医薬品毒性機序研究部会シンポジウム：医
薬品毒性の機序を解き明かすモデル動物た
ち 
第 52回 日本毒性学会学術年会、2025年 7
月 2 日、沖縄 
 
小野竜一、成瀬美衣（招待講演） 
エピゲノム変異によるシスプラチン治療抵
抗性の獲得、 
付加体科学部会シンポジウム：環境化学物
質はどのようにエピゲノムを制御している
のか？ 
第 52回 日本毒性学会学術年会、2025年 7
月 2 日、沖縄 
 
相﨑 健一, 森山 紀子, 辻 昌貴, 森田 紘
一, 小野 竜一, 菅野 純, 北嶋 聡（シンポ
ジウム） 
Percellome Project による反復投与毒性の
予測、Systems Toxicology 開発への AI導
入の近未来-実験室、病棟と電脳- 
第 52回 日本毒性学会学術年会、2025年 7

月 4日、沖縄 
 
菅野 純, 森山 紀子, 辻 昌貴, 森田 紘一, 
小野 竜一, 相﨑 健一, 北嶋 聡（シンポジ
ウム） 
PFOA の遺伝子発現解析と PFAS Percellome 
プロジェクトの進捗、有機フッ素化合物
PFASによる環境汚染と人体影響 
第 52回 日本毒性学会学術年会、2025年 7
月 4日、沖縄 
 
R. Ono, M. Naruse, M. Kuwagata, Y. 
Yoshioka, T. Yamamoto, A. Ishii, T. 
Yamada, Y. Hirabayashi, T. Ochiya, M. 
Ikawa, S. Kitajima（ポスター） 
Identification of Organ-Specific 
Extracellular Vesicle (EV) RNAs as 
Toxicity Biomarkers Using CD9-EGFP 
Reporter Mice、 
EUROTOX2025（欧州毒性学会）、2025 年 9 月
15日、ギリシャ 
 
成瀬美衣、伊川正人、吉岡祐亮、山元智史、
山田隆志、北嶋聡、落谷孝広、平林容子、小
野竜一 
肝臓オルガノイド由来 EVを利用した毒性評
価法の開発 
第１２回 日本細胞外小胞学会学術集会、
2025年 10月 14日 
 
小野竜一、成瀬美衣、伊川正人、吉岡祐亮、
森山紀子、立原江利加、野崎弘枝 、三原大
輝、山田隆志、北嶋聡、落谷孝広、平林容子 
臓器特異的エクソソームの単離方法の開発 
第５回国立衛研・島津技術交流会、2025 年
12 月 18 日、Shimadzu Tokyo Innovation 
Plaza 
 
R. Ono, M. Naruse, M. Kuwagata, Y. 
Yoshioka, S. Kitajima, Y. Hirabayashi, 
T. Ochiya, M. Ikawa, and T. Yamada 
Identification of Liver-Specific 
Extracellular Vesicle (EV) RNAs as 
Biomarkers of Hepatotoxicity in CD9-
EGFP Reporter Mice 
SOT2026（米国毒性学会）, 2026 年 3 月 24
日、サンディエゴ 
 
Ryuichi Ono, Mie Naruse, Makiko 
Kuwagata, Yusuke. Yoshioka, Yoko 
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Hirabayashi, Takahiro Ochiya, Masahito 
Ikawa, Satoshi Kitajima: Detection of 
EVs in Hepatotoxicity Using CD9-
mEmerald Reporter Mouse,INTERNATIONAL 
SOCIETY FOR EXTRACELLULAR VESICLES 
ANNUAL MEETING 2024, (2024.5.12, 
Melbourne, Australia) 、口頭 
 
Ono R, Kuwagata M, Naruse M, Watanabe 
A, Takano M, Hasegawa T, Takashima H, 
Yoshioka Y, Ochiya T, Hirabayashi Y, 
Kitajima S:Extracellular Vesicle Small 
RNAs Secreted from Mouse Amniotic Fluid 
Induced by Repeated Oral 
Administration of VPA to Pregnant Mice, 
Annual Conference of the International 
Federation of Placenta Associations 
(IFPA 2024) (2024.9.4., Montreal, 
Canada) 
 
Ryuichi Ono, Mie Naruse, Makiko 
Kuwagata, Yusuke. Yoshioka, Yoko 
Hirabayashi, Takahiro Ochiya, Masahito 
Ikawa, Satoshi Kitajima: Detection of 
extracellular vesicles (EVs) in 
Hepatotoxicity Using CD9-EGFP Reporter 
Mouse,58th Congress of the European 
Societies of Toxicology (2024.9.20., 
Copenhagen, Denmark) 
 
Ryuichi Ono, Mie Naruse, Yoko 
Hirabayashi, Takahiro Ochiya, Masahito 
Ikawa, Satoshi Kitajima: Evaluation of 
CD9-EGFP Reporter Mice for Organ-
Specific EV Detection, ANNUAL MEETING 
of Society of Toxicology, 2024.3.17, 
Orlando、口頭 
 
Ono R, Kuwagata M, Naruse M, Watanabe 
A, Takano M, Hasegawa T, Takashima H, 
Yoshioka Y, Ochiya T, Hirabayashi Y, 
Kitajima S:バルプロ酸 (VPA) の妊娠マウ
スへの反復投与により誘導される羊水由
来の細胞外小胞 Small RNA、第５１回日本
毒性学会学術年会 (2024.6.21 福岡) 、
口頭 
 
小野竜一、 cfDNA メチル化とエクソソー
ム RNAを毒性指標としたリキッドバイオプ
シー、第５０回日本毒性学会学術年会 

2023.6.21 横浜 
 
小野竜一、エクソソームを介した遺伝子
水平伝搬、第５０回日本毒性学会学術年
会 2023.6.22 横浜 
 
Ryuichi Ono: Liquid biopsy using cfDNA 
methylation and EV-associated miRNA as 
a toxicity biomarker 、 The 10th 
International Congress of Asian 
Society of Toxicology, 2023.7.19, 
Taipei 
 
Ryuichi Ono: Extracellular Vesicles 
(EVs) as Novel Toxicity Biomarkers、The 
10th 63RD ANNUAL MEETING of Society of 
Toxicology, 2024.3.14, Salt Lake City 
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