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研究要旨 

化学物質が胚・胎児発生に及ぼす影響は、ヒトと実験動物の種差が大きいことが知られている。そのた

め、従来の発生毒性試験では複数の動物種を多数用いた動物実験を通じてヒトへの外挿性を高める手法

が取られてきた。しかし、このような試験系は高コストであり、動物福祉の観点からも動物実験の代替法の

開発が強く求められている。一方で、受精卵から胎児に至るまでの複雑な発生過程を細胞レベルで正確か

つ網羅的に再現することは極めて困難であり、現在のところ実用に耐える in vitro 試験系は確立されてい

ない。これまで我々は、胚・胎児発生が少数のシグナル伝達相互作用によって制御される点に着目し、化学

物質のシグナルかく乱作用を基に発生毒性を評価するDynaLux/cを開発してきた。DynaLux/cは動物

を用いた従来の発生毒性試験とは概念的に異なる細胞ベースの試験法であり、高い正確性と網羅性を有

するだけでなく、96 穴プレートを用いて一週間程度で実験を完了できるため、高スループットかつ低コスト

という特徴を持つ。しかしながら、現在の段階ではハザード評価が主眼であり、化審法などの行政判断に必

要なリスク評価に用いるには、毒性強度を定量評価できる指標を取得する必要がある。本研究の目的は、

DynaLux/c を改良し、ヒトへの外挿性が高くリスク評価にも活用できる新たな NAM (New Approach 

Method)を確立するとともに、公定化を目指すことである。具体的には、定量的な有害性評価指標を得る

仕組みを構築し、将来的に OECD テストガイドラインとして承認されるように研究を推進する。 

本分担研究では、DynaLux/c の更なる高精度化のため、従来の FGF シグナルのかく乱モニター用

NLuc に加え、測定ウェル間の補正および細胞毒性モニターとして用いる第二のルシフェラーゼ（内部標準

ルシフェラーゼ）を導入する多色ルシフェレースアッセイ系の構築を行った。 

A．研究目的 

化学物質による胚・胎児発生への影響は、ヒトと

実験動物の種差が大きいことが知られている。その

ため、従来の発生毒性試験では複数の動物種を多

数用いた動物実験によってヒトへの外挿性を高めて

きた。しかしながら、このような試験系は高コストで

あるうえ、動物福祉の観点からも動物実験代替法の

開発が強く求められている。一方で、受精卵から胎

児に至るまでの複雑な発生過程を細胞レベルで正

確かつ網羅的に再現することは非常に困難であり、

現在のところ実用に耐える in vitro 試験系は確立

されていない。 

そこで、我々は、胚・胎児発生が少数のシグナル

伝達相互作用によって制御される点に注目し、化学

物質のシグナルかく乱作用を基盤とした発生毒性評

価法「DynaLux/c」を開発してきた(iScience 等)。

DynaLux/c は動物を用いた従来の発生毒性試験

とは概念的に異なる細胞ベースの試験法であり、高

い正確性と網羅性を有するだけでなく、96 穴プレ

ートを用いて一週間程度で実験を完了できるため、

高スループットかつ低コストという特徴を持つ。しか

しながら、現在の段階ではハザード評価が主眼であ

り、化審法などの行政判断に必要なリスク評価に用

いるには、毒性強度を定量評価できる指標を取得す

る必要がある。 

本研究の目的は、DynaLux/c を改良し、ヒトへ

の外挿性が高くリスク評価にも活用できる新たな

NAM (New Approach Method)を確立すると

ともに、公定化を目指すことである。具体的には、定

量的な有害性評価指標を得る仕組みを構築し、

OECD テストガイドラインとして承認されるように研

究を推進する。化審法の審査においては、一般毒性

(28 日間反復投与毒性)に加えて生殖発生毒性試

験や発がん試験の情報が要求されるが、GLP 準拠

の発生毒性試験や発がん試験は高コストかつ長期

間を要するため、既存情報が十分に整っているとは
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言い難い。そのため、低コスト・短期間で信頼性の高

い生殖発生毒性情報を提供可能な試験法の開発が

強く望まれている。 

本研究では、発生毒性評価の専門家 (桑形麻樹

子 ) 、 公 定化に関する専門家  ( 平林容子 : 

JaCVAM)、業界団体および国際的な合意形成に

関わる専門家 (小島肇: 日化協 LRI 顧問) らが

連携し、さらに産業技術総合研究所の佐々木大輔

博士 (若手) や横浜国立大学の Seo Jieun 博士 

(若手・女性・多国籍) などを含む研究体制を構築

する。こうした専門知識を融合させることで、

DynaLux/c の有害性評価値の導出を可能にし、

最終的にはリスク評価が可能な in vitro 生殖発

生毒性代替法として確立することを目指す。 

この新たな試験法が公定化されれば、行政判断に

必要な有害性データを効率的に取得できるようにな

り、動物実験の削減や審査コストの軽減につながる

だけでなく、新規化学物質の適切なリスク管理の下

での迅速な上市を促進することが期待される。さら

に、化学産業や規制当局における国際競争力を強

化し、産業界のイノベーションを支えながら社会の持

続的発展に寄与する可能性がある。 

本分担研究では、試験実施者や実施機関間での

再現性の向上および DynaLux/c 法の更なる高精

度化を目的とし、FGF シグナル（青色）に加えて、内

部標準（赤色）を組み込んだ多色ルシフェラーゼアッ

セイの構築を目的とする。 

 

B．研究方法 

従来のシグナルかく乱モニター用ルシフェラーゼ

（NLuc）に加え、測定ウェル間の補正および細胞毒

性モニターとして機能する第二のルシフェラーゼ（内

部標準ルシフェラーゼ）を導入した多色ルシフェラー

ゼアッセイ系の構築を試みた。内部標準ルシフェラー

ゼには、NLuc とは異なる発光基質で発光する甲虫

由来の赤色発光ルシフェラーゼ（SLR3）を用い、こ

れら２種のルシフェラーゼを導入した iPS 細胞を樹

立した。さらに昨年度に検討した光学フィルターを用

いた多色リアルタイム発光測定を試みた。またこれら

の取り組みに加えて、シグナルかく乱モニターに用い

るプロモーターについても検討を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

該当なし。 

 

C．研究成果および考察 

C-1：2 色発光 iPS 細胞のリアルタイム発光測定 

これまでの DynaLux/c では、シグナルかく乱モ

ニター用のルシフェラーゼとして、発光基質

Endurazine を用い青色に発光する NLuc を採用

している。今回、第二のルシフェラーゼ（内部標準ル

シフェラーゼ）として、NLuc と最大発光波長が最も

離れ、異なる発光基質（D-ルシフェリン）で発光する

赤色発光ルシフェラーゼ（SLR3）を選定した。昨年

度、血清応答配列（serum response element、

SRE）制御下で NLuc を、恒常的プロモーター

（elongation factor1α）制御下で赤色ルシフェラ

ーゼを同時に発現するヒト iPS 細胞を樹立した。今

年度は、この細胞を用い、両ルシフェラーゼの発光を

経時的に同時測定する多色リアルタイム発光測定を

実施した。 

まず、NLuc と赤色ルシフェラーゼの発光強度を

指標に、D-ルシフェリンの至適濃度を決定した。次

に、両者の発光を同時測定できるかを検討するため、

ショートパスフィルター（SPF500 フィルター）とロン

グパスフィルター（R62 フィルター）を併用し、発光

の分離を試みた（図１）。その結果、定量的に両ルシフ

ェラーゼの発光を分離できることが明らかとなった。

さらに、FGF 添加による FGF シグナル活性化時の

発光を測定したところ、NLuc の発光強度は顕著に

増加する一方、赤色ルシフェラーゼの発光強度は一

定に保たれた。この結果から、両ルシフェラーゼの発

光を定量的に同時測定できることを確認した（図２）。 

 

C-2：ルシフェラーゼの発現に用いるプロモーターの

検討 

iPS 細胞において、本研究で実施しているような

転写因子応答配列の応答をモニターするレポーター

アッセイの報告はほとんどなく、そのためこの目的に
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適したプロモーターも知られていない。現状では、当

該研究ではプロメガ社製のミニプロモーターを使用

しているが、さらに応答性に優れ、高い発光強度が

得られるプロモーターの探索を行った。具体的には、

3種類の最小プロモーター（SV40、CMV、AdMLP

プロモーター由来）をSREと NLucの間に挿入した

ベクターを作製した。続いて、これらを iPS 細胞の

AAVS1領域にCRISPR-CAS９システムを用いて

ノックインした安定細胞株を樹立した。FGF 添加に

より、これまで使用している細胞と応答性および発

光強度をリアルタイム発光測定で比較した結果、検

討した 3 種類のプロモーターはいずれも現在使用し

ているミニプロモーターを上回ることはなく、現状で

はミニプロモーターが最も適していることが明らかと

なった（図３）。しかし、ミニプロモーターの基底プロ

モーター活性は決して高くなく、発光測定できるシグ

ナル伝達が限定されるため、今後も継続してミニプ

ロモーターよりも優れたプロモーターの探索が必要

と考えられる。 

 

C-3：シングルセル発光イメージングの測定 

当該アッセイ系において発光測定で観察される

FGF添加による発光強度の一過的な増加（すなわち

FGF シグナルの活性化）については、各細胞が同期

して活性化しているのか、あるいは非同期的に個別

に活性化しているのかは、光電子増倍管を検出器と

する KronosHT では明らかにできない。活性化の

同期性の有無は、今後の毒性発現機序を考察する

上で極めて重要な知見になる。そこで高感度 CCD

カメラを検出器とする発光イメージング装置を用い

て、各細胞における発光強度の変化をリアルタイム

に測定した。細胞には DynaLux/c で使用している

SRE-NLuc を発現する iPS 細胞を用いた。各細胞

の発光強度を定量化した結果、一部の細胞では同

期しない挙動が見られたものの、大部分の細胞は測

定開始約４時間後にピークを有する発光キネティク

スを示すことが明らかとなった（図４）。この結果から、

DynaLux/cで観察されるFGFシグナルは、主とし

て各細胞が同期的に活性化される現象であることが

明らかとなった。 

 

D．結論 

試験法の精度向上を目的として、多色ルシフェラ

ーゼアッセイ系の構築を行い、異なる発光基質に対

応する2種類のルシフェラーゼを同時にリアルタイム

で測定可能な手法を確立した。本手法の導入により、

測定精度が向上するとともに、細胞毒性や測定誤差

を補正するための新たな内部基準の導入が可能と

なった。 
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図 1：２種類の光学フィルターを用いた NLuc と SLR3 の測定。最初にショートパスフィルターである SPF５０

０を用いて NLuc の発光（青色斜線部分）を測定、続いてロングパスフィルターである R62 を用いて SLR3

の発光（赤色斜線部分）を測定する。 DynaLux/c で用いている発光測定装置（KronosHT）には、これらの

フィルターが組み込まれており、自動的に連続した測定が可能である。 

 

 

 

 

 

図 2：２色発光 iPS 細胞を用いた多色リアルタイム発光測定の結果。図１に示した方法に従い、NLuc（青線）

および SLR3（赤線）の発光を経時的に測定した。左図は FGF 無添加、右図は FGF を添加した細胞の発光

測定結果を示す。 
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図 3：ルシフェラーゼ発現用プロモーターの検討。3 種類の最小プロモーター（SV40、CMV、AdMLP プロ

モーター由来）を SRE と NLuc の間に挿入したベクターを作製し、これらを AAVS1 領域に挿入した iPS

細胞を樹立した。各細胞のリアルタイム発光測定結果を示す。 

 

 

 

 

図 4：SRE-NLuc iPS 細胞のシングルセル発光イメージング。 SRE-NLuc iPS 細胞に FGF を処理し、３

０時間発光イメージングを行った。左図は測定開始約４時間後のイメージング画像、右図は各細胞の発光強

度の定量結果を示す。 

 


