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Abstract 

エクスポゾーム概念の発展は、この1R年間の環境・健康研究の特徴の一つである。エクスポソームとは、出生前から
の生活習慣を含むライフコースの環境曝露を包含するものである。この概念は、多くの研究プログラムを刺激し、環
境と健康に関する研究、実践、政策に影響を与えると期待されている。しかし、毒性学とエクスポゾーム概念の橋渡
しをするリンクは、まだ十分に開発されていない。本総説では、エクスポソームの枠組みが毒性学とどのように接点
を持ち、どのように影響を及ぼすか、また、毒性学がエクスポソームの健康への影響に関する必要な機構的理解を提
供することにより、どのようにエクスポソーム分野の発展に寄与するかを述べる。実際、エクスポソーム情報に基づ
く毒性学は、（1）複数のストレス要因、特に化学物質の混合物や化学物質と他のストレス要因との相互作用を統合
するアプローチの開発、（2）有害事象パスウェイなどの機構的枠組みを用いて、様々なストレス要因を毒性発現に
関連付ける、などの方向性を重視すると予想される。 (3) 異なる曝露パターンを区別し、遺伝子およびエピジェネ
ティック研究を通じて環境とDNAのインターフェースをさらに探求することにより、長期的影響のメカニズム基盤を
明らかにすること。エクスポゾームの概念は、複雑な環境と現代のメカニズムに基づく毒性学との接点を提供するも
のです。毒性学がエクスポソームの特性解析にもたらすことができるのは、リスク評価における機構解明と規制の成
果を得るために必要なフレームワークである。
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単純な細胞培養からヒトの肺、腸、肝臓などの3次元モデルや臓器オンチップモデルなどのin vitro毒性学的手法を含
む新しいアプローチ手法（NAMs）は、現行の規制リスク評価における従来の「常識」に挑戦しています。規制当局
では、毒性データの不確実性を考慮するために、不確実性係数が使用され続けている。ヒト細胞NAMの使用拡大に
伴い、「ヒト細胞を使用する場合、不確実性因子は必要か」という問いは、21世紀の規制リスク評価の発展における
重要なトピックとなる。米国EPA内の不確実性要因について詳述した論文の共著者であるM.D., PhDと、臓器オン
チップモデルの開発に携わるエミュレート社科学担当上級副社長のL.E., PhDがこのテーマについて討論を行いまし
た。議論の重要な成果の1つは、チップ上の体外ヒト細胞の場合、種間（動物からヒト）の不確実性要因である10を
排除することができるということであった。しかし、種内（平均的なヒトから感受性の高いヒト）の不確かさ係数10

の場合、この係数を減らすどころかなくすためには、トキシコキネティックまたはトキシコダイナミックデータや関
連情報を追加する必要があります。現在使用されている他の不確実性要因、例えば最低有害事象レベルから無観察有
害事象レベルへの外挿、重要な毒性試験の欠落、そして
急性/亜慢性から慢性への曝露外挿は、in vitroのヒト細胞を使用する場合でも、追加データが必要な場合がある。in

vivoデータで数十年の経験を持つ従来のリスク評価者と、器官チップのような最新技術で作業するリスク評価者のコ
ラボレーションが、今後の方向性を決めるのに必要である。

Abstract 

本研究の目的は、in vitroおよびin silicoの入力データに基づく最小限の汎用ラット生理的動力学（PBK）モデルに
よる単回経口投与時の血漿中ピーク濃度（Cmax）予測性能を評価することである。この目的のため、44化合物につ
いて、in vitroとin silicoの異なるアプローチを組み合わせて化学的パラメータ化を行い、3960のCmax予測値の
データセットを作成し、予測値とin vivoデータとの比較を行った。(1) 肝クリアランスをin vitroで測定した固有ク
リアランス値に基づいてパラメータ化した場合、(2) ロジャースとローランドの方法で分配係数を計算した場合、(3)

in silicoで計算した場合に最も高い性能が得られました。
シリコ計算による血漿中未結合率およびPapp値（後者は特に親油性の高い化合物について）。これらの入力データ
に基づき，32化合物のCmax中央値は，観測されたCmaxの10倍以内，32化合物中22化合物は5倍以内，8化合物は2

倍以内で予測することができた．10倍を超える過大評価は12化合物で観察された。
一方，10倍を超える過小評価はなかった。Cmax予測値の中央値は，非結合型肝内クリアランスをスケーリングした
場合，しばしば実測Cmaxの10倍以内であることがわかった。
(Clint,u）は20 l/h以上または1 l/h以下であった。同様の知見は、5つのBASFの社内化合物からなるテストセットでも
得られた。全体として、本研究は、in vitroとin silicoの入力データに基づく最小限のPBKモデルの予測性能に関連
する洞察を提供する。
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人間は、卵巣の卵胞液から検出される数千種類の未検証の化学物質に常にさらされており、生殖に関する健康を破壊
する可能性があります。ヒトの顆粒膜細胞（GC）は、ステロイド生成およびシグナル伝達活性を持つ卵巣卵胞の機能
単位であり、卵子の発育に極めて重要な役割を担っています。卵胞の進行に伴い、GCは増殖し、3次元の無血管構造
を形成し、最適な生存率と機能を維持するために重要なギャップジャンクション細胞間コミュニケーション（GJIC）
を確立する。我々は、ヒト顆粒膜の GJIC およびエストラジオール（E2）産生に影響を与える化学物質のスクリーニ
ングのために、ヒト GC のハイスループット in vitro プラットフォームを開発した。ヒト卵巣顆粒膜様腫瘍 KGN 細胞
を用いて作製した顆粒膜 3 次元マイクロティッシュは、卵母細胞周囲の無血 管顆粒膜層を模倣した多細胞層構造で
ある。これらのマイクロティッシュは、ステロイド生成酵素CYP19アロマターゼとGJIC細胞間膜チャネル、コネキシ
ン43を強固に発現していた。顆粒膜微小組織は、既報の通り、ヒトの初代GCと同程度の速度でE2を産生した。E2産
生は、CYP19阻害剤であるレトロゾールで抑制され、CYP19活性化剤であるビスフェノールA（100μM）およびゲ
ニステイン（100μM）で誘導されました。顆粒膜微小組織は活発な GJIC 機能を示し、そのことは、ハイスループッ
ト共焦点顕微 鏡とオープンソースの自動画像解析ツールを用いて、カルセイン蛍光色素が微小組織表面 からコアへ
とコネキシン 43 依存的に拡散することによって証明された。全体として、我々の3D ヒト顆粒膜スクリーニングプ
ラットフォームは、卵胞液を汚染し、生殖能力に影響を及ぼす可能性のある化学物質をスクリーニングするための、
予測的かつ効率的な in vitro 毒性試験として非常に有望であると言える。

Abstract 

六価クロム（Cr(VI)）の経口曝露により、マウス十二指腸に腫瘍が誘発される。これまで、マウス十二指腸のホモジ
ナイズ組織を用いたマイクロアレイ解析により、六価クロムが様々な細胞経路やプロセスに変化をもたらすことが明
らかにされている。しかし、蛍光X線顕微鏡では、クロムは6価クロム曝露後に主に十二指腸絨毛に局在することが示
されており、これまでのホモジナイズ組織のトランスクリプトーム解析では、十二指腸における転写反応の不完全な
実態を示すことが示唆される。ここでは、マイクロアレイによる解析が行われた同じ研究のホルマリン固定パラノイ
ン包埋十二指腸横断切片から、陰窩組織と絨毛組織に分けてトランスクリプトーム解析を実施した。合計28グループ
（7用量×2タイムポイント×2組織コンパートメント）について、遺伝子発現の差、用量反応、遺伝子セットの濃縮に
ついて解析された。組織区画の分離は、陰窩区画と絨毛区画の典型的なマーカーの発現の違いによって確認され
た。0.1-5 ppmの6価クロムに7日または90日間暴露したマウスの陰窩区画では、21個以下の遺伝子しか変化しな
かったが、20 ppm以上の6価クロムでは数百または数千の遺伝子に増加した。陰窩の増殖に関する組織学的証拠と一
致して、有糸分裂細胞周期を制御する遺伝子の有意で用量依存的な増加が、時間を合わせた対照群のサンプルと比較
すると、陰窩で顕著であったが絨毛ではわずかであった。クリプトと絨毛のいずれにおいても、DNA損傷反応のトラ
ンスクリプトーム的証拠はごくわずかであり、公表されているin vivo遺伝毒性データと一致している。これらの結果
は、6価クロムによって誘発されるマウスの小腸腫瘍について提案されている作用機序との関連でも議論されてい
る。
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免疫腫瘍治療薬に関連する臨床上の新たな問題として、併用薬の忍容性に及ぼす副次的な影響があります。この現象
の一つとして、免疫チェックポイント阻害剤（ICI）とスルファサラジン（SLZ）の同時投与により、過敏性反応の発
現率が上昇したことが報告されています。そこで、本研究の目的は、このような反応の発症に関与するT細胞の特徴
を明らかにし、化合物に対するデノボ・プライミング反応に対する抑制的チェックポイント阻害の効果をin vitroプ
ラットフォーム内で再現することであった。調節能のあるヒト樹状細胞/T細胞共培養アッセイを用いて、デノボ・ニ
トロソ・スルファメトキサゾールおよびスルファピリジン（SP）（SLZのスルホンアミド成分）ヒドロキシルアミン
特異的プライミング反応に対するICIの効果をモデル化した。3名の患者において、SP/スルファピリジンヒドロキシ
ルアミン（SPHA）反応性T細胞クローン（TCC）の表現型の特徴、交差反応性およびT細胞活性化経路の評価を通じ
て、観察された反応の病因におけるT細胞の役割を調査した。PD-1/PD-L1阻害により、薬剤特異的T細胞の頻度とT

細胞応答の強度が増加することが観察された。3人の患者全員から、SP-およびSPHA-反応性T細胞のモノクローナ
ル集団が分離された。SPおよびSPHA反応性TCCには、それぞれPiおよびハプテン機構を介して進行するコア分泌エ
フェクター分子プロレ（IFN-γ、IL-13、グランザイムB、およびパーフォリン）が同定された。本論文のデータ
は、薬剤応答性T細胞が、ICIおよびSLZを投与されたがん患者において観察される過敏性反応のエフェクターである
ことを示す証拠である。薬剤特異的T細胞プライミングの撹乱は、これらの有害事象の発生率の増加に関する臨床観
察のもっともな説明となる。

Abstract 

クロザピンは非常に有効な統合失調症治療薬ですが、特異的薬剤誘発性無顆粒球症（IDIAG）のリスクがあるため、
十分な処方が行われていません。臨床データでは、本剤を開始した患者の多くが治療初期に一過性の免疫反応を起こ
し、本剤投与ラットでも同様の反応が観察されていますが、本剤がこの一過性の炎症を誘発する機序は不明なままで
す。そこで、本研究の目的は、in vitroおよびin vivoモデルを用いて、本剤に対する初期免疫反応におけるインフラ
マソーム活性化の役割を明らかにすることであった。分化型及び非分化型ヒト単球系 THP-1 細胞において、本薬
は、その構造類似体である fluperlapine 及び olanzapine ではなく、インフラマソーム依存的にカスパーゼ-1の活
性化及び IL-1β の放出を引き起こし、カスパーゼ-1阻害剤 yVAD-cmk により阻害された。Sprague Dawley ラッ
トでは、本薬の単回投与により、投与後数時間以内に循環好中球が増加し、リンパ球が減少し、血液、脾臓及び骨髄
において炎症性メディエーターの IL-1β, CXCL1 及び TNF-α が一過性に上昇した。カスパーゼ1阻害剤VX-765や
IL-1受容体拮抗剤アナキンラでインフラマソームシグナルを遮断すると、この炎症反応は減弱した。これらのデータ
は、カスパーゼ-1依存性のIL-1β産生が本剤に対する初期免疫反応の誘発の基本であることを示し、さらに、特異的
な反応のリスクを伴う薬剤が初期免疫系の活性化を誘発する共通のメカニズムとして、インフラマソームの活性化が
あるという一般仮説を支持するものであった。最終的には、インフラマソームシグナルを阻害することによ
り、IDIAGのリスクを低減し、患者さんにより安全でより頻度の高い本剤の使用を可能にすることが期待されます。
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NEUROTOXICOLOGY
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グリホサート系除草剤（GBH）が、グリホサート単独よりも発がん性のある細胞メカニズムを活性化するかどうかに
ついては、依然として議論のあるところである。GBH はグリホサートより細胞毒性が強いので、発がん経路を活性
化する能力も高いのではないかと考えた。我々は、グリホサートとラウンドアップ社のGBHの効果をin vitroとin 

vivoの両方で比較することにより、この仮説を検証した。まず、哺乳類幹細胞ベースの ToxTracker システムを用い
て、グリホサートと代表的な GBH である MON52276（欧州連合）、MON76473（英国）、MON76207（米国）
を比較しまし た。ここで、MON 52276 と MON 76473 は、グリホサートと MON 76207 ではなく、酸化ストレス
と unfolded protein response を活性化させた。次に、グリホサートまたは MON 52276（グリホサート 

0.5、50、175 mg/kg bw/day） に 90 日間暴露した雌の Sprague-Dawley ラットで肝臓の分子プロリングが実施さ
れ ました。MON 52276 は、グリホサートではなく、肝脂肪沈着と壊死を増加させました。MON 52276 とグリホ
サートは、DNA 損傷による TP53 の活性化および概日リズムの調節を反映した肝臓の遺伝子発現を変化させた。肝臓
で最も影響を受けた遺伝子は、腎臓でも同様に変化した。肝臓の small RNA プローリングでは、MON 52276 の摂
取により miR-22 と miR-17 の量が減少していました。グリホサートは、miR-30 を減少させ、miR-10 のレベル
を増加させました。肝臓の DNA メチル化プロリングでは、対照動物とグリホサートおよび MON 52276 に暴露され
た動物の間で、それぞれ 5727 と 4496 の異なるメチル化 CpG 部位が見出されました。肝臓におけるアプリン／アピ
リミジン酸 DNA 損傷の形成は、グリホサート曝露により増加した。全体として、我々の結果は、ラウンドアップ製
剤がグリホサートよりも発癌に関連する生物学的変化を引き起こすことを示している。

Abstract 

安全剤のような農薬製剤の多くの「不活性」成分の毒性は、人間がこれらの化学物質に暴露される可能性があるとい
う証拠があるにもかかわらず、十分に特徴付けられていません。ジクロロアセトアミド系安全剤のToxCastデータを
ToxPiツールで解析した結果、毒性、特に肝毒性が最も高い可能性を持つ安全剤はベノキサコールであることが判明
しました。その後，Benoxacorを0，0.5，5，50 mg/kg体重（b.w.）の濃度で3日間，マウスに経口投与した。50 

mg/kg b.w.投与群では体重調整した肝臓および精巣の重量が有意に増加した。肝臓および腸のいずれにも明らかな
病変は認められなかった。腸内細菌群の16S rRNA解析では、αおよびβ多様性に対するベノキサコールの影響は認
められなかったが、特定の細菌の存在量に変化が認められた。RNAseq解析により、ベノキサコール曝露により影響
を受ける163の肝臓遺伝子が同定された。Benoxacor曝露により、ジクロロ酢酸や殺菌剤セダキサンと同様の遺伝子
制御プロルを発現した。メタボローム解析により、ベノキサコール曝露により影響を受ける血清代謝物9種、肝臓代
謝物15種を同定したが、その変化は多重比較で補正しても有意ではなかった。抗酸化酵素の活性は、Benoxacorの
曝露によって変化しなかった。雄マウスの肝ミクロソームおよび細胞質を用いたin vitro代謝試験により、ベノキサ
コールはチトクロームP450酵素、カルボキシルエステラーゼおよびグルタチオンS転移酵素によってエナンチオ選択
的に代謝されることが示された。これらの知見は、benoxacorの毒性作用が小さいのは、ジクロロ酢酸などの毒性代
謝物への代謝が速いためである可能性を示唆している。この結果は、農薬製剤の不活性成分が安全であるという思い
込みを覆すものである。
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Neuroin�ammatory and Neurometabolomic Consequences From Inhaled Wild�re Smoke-
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in vitro の新しいアプローチ法の開発は、何千もの化学物質に関する発達神経毒性（DNT）ハザードデータの必要性
によって推進されてきた。ネットワーク形成アッセイは、ネットワーク形成の変化に基づいて DNT ハザードを特徴
づけるが、メカニズムに関する情報は提供しない。本研究では、化学物質によって誘発される神経ネットワーク機能
障害の基盤となる神経系シグナル伝達経路と上流の生理学的調節因子について検討した。微小電極アレイ上で成長さ
せたラット一次皮質神経ネットワークを、これまでの研究でネットワーク形成に変化を与えたシトシンアラビノシ
ド、5-フルオロウラシル、ドモ酸、シペルメトリン、デルタメトリン、ハロペリドールに12日間in vitroで暴露させ
た。また、in vitro 12 日目に採取した細胞からの RNA-seq と培地抽出物のガスクロマトグラフィー/質量分析によ
り、それぞれ遺伝子発現とメタボロームが同定された。各神経毒性物質について、差次的に発現する遺伝子と代謝産
物の統合を ingenuity pathway analysis を用いて解析した。6 種類の化合物すべてが、発達障害や神経疾患に関連
する遺伝子発現を変化させた。例えば、シトシンアラビノシドと 5-フルオロウラシルの暴露で変化した遺伝子と代
謝物は、軸索誘導経路に濃縮されていた。上流制御因子の統合解析は化合物によって不均一であった
が、CREB1、SOX2、NOTCH1、PRODHなどいくつかの転写制御因子が同定された。これらの結果は、ネットワー
ク形成の変化はトランスクリプトームおよびメタボロームの変化を伴うこと、そして化合物のクラスによって異なる
反応をもたらすことを実証している。このアプローチは、新しいアプローチの方法論から得られる情報を強化
し、DNTに関連する有害な結果経路の同定と開発に貢献することができる。

Abstract 

磁気共鳴画像診断に用いられるガドリニウム[Gd (III)]系造影剤の短期および長期の有害作用に関する証拠が、過去
30年間に数多く出現している。安全性の問題は、キレート化合物からのGd（III）の放出と組織への沈着から生じ、
腎臓がこれらの薬剤の主要な排泄器官であるため、腎疾患を有する患者では悪化する。本研究では、ヒト近位尿細管
細胞（HK-2細胞株）のin vitroモデルを用いて、Gd（III）の腎毒性の細胞および分子機構を明らかにすることを目
的とした。GdCl3-6H2Oに曝露した後、細胞生存率は濃度および時間に依存して低下した。24時間暴露
後、1%-50%の細胞死を誘発する推定阻害濃度（IC）は、3.4から340.5 µMの範囲であった。毒性濃度では、Gd 

(III) の曝露により、酸化状態の破壊、ミトコンドリア機能障害、アポトーシスによる細胞死、より高いレベルでのネ
クローシスへの移行、オートファジックの活性化が起こった。脂質代謝の障害は、低毒性 IC で既に観察され、脂質
滴の蓄積や、脂質生成と脂肪分解の両方に関連する遺伝子の発現が 上昇していた。Gd (III)曝露は、低毒性IC01で
も、炎症、低酸素、線維化など腎疾患の発症・進行に関与する様々なシグナル伝達経路の調節因子の発現を増加させ
た。この結果は、Gd（III）の腎毒性のメカニズムに新たな知見を与えるとともに、現在使用されているGd（III）系
造影剤のリスクとベネフィットをさらに明らかにする必要性を示している。

Abstract 

本研究では、山火事煙（WFS）発生源から300km以上離れた移動実験室を利用して、2020年にカリフォル
ニア州、アリゾナ州、ワシントン州で発生した自然山火事の吸入曝露による全身免疫反応プロファイルを、
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Volume 186 Issue 1 | Toxicological Sciences | Oxford Academic

神経炎症およびニューロメタボローム影響に焦点を当てて検討した。ニューメキシコ州に設置した移動実験室で20

日間（4時間/日）曝露した結果、C57BL/6マウスでは、末梢（肺、骨髄）の免疫活性は消失しているように見えた
が、WFS由来微粒子物質（WFPM）の吸入により著しい神経炎症が発生した。重要なことは、WFPM曝露により、
脳血管内皮細胞の活性化と接着分子（VCAM-1およびICAM-1）の発現が増加し、さらにグリア活性化と末梢性免疫
細胞の脳内浸潤が増加したことである。フローサイトメトリー解析により，WFPM曝露マウスの脳ではミクログリ
アおよび末梢性免疫サブセットの炎症性表現型が確認された。興味深いことに、内皮細胞の神経免疫活性は
PECAM-1の発現レベルと差をもって関連しており、脳血管内皮細胞のサブセットが20日間の曝露後に炎症の解消に
移行していることが示唆された。NADやタウリンなど、老化防止に関連する神経代謝産物は、WFPM曝露により減少
した。さらに、神経変性の特徴である病的なアミロイドベータタンパク質の蓄積の増加が観察された。神経炎症は、
主要な神経代謝産物のレベルの低下とともに、炎症と老化に関連する神経変性表現型のプライミングに重要な意味を
持つ結果の一群を反映している。

+

Extract 

Toxicological Sciences, kfab145, https://doi.org/10.1093/toxsci/kfab145

In the originally published version of this manuscript, the images of Figs 8-12 were erroneously

transposed and consequently incorrect for the legends beneath. Figure 9 published as Fig. 8; Fig. 10 as Fig.

9; Fig.11 as Fig. 10; Fig. 12 as Fig. 11; and Fig. 8 as Fig. 12. Figure 8 should appear as Instead ofFigure 9

should appear as:Instead of.Figure 10 should appear as:Instead ofFigure 11 should appear as: Instead

ofFigure 12 should appear as:Instead of.

These errors have now been corrected online.
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Toxicological Sciences, 184(1): 104–126, 2021 https://doi.org/10.1093/toxsci/kfab108

In the article “Children with Amalgam Dental Restorations Have Signi�cantly Elevated Blood and Urine

Mercury Levels” (Toxicological Sciences, 184(1): 104–126), there were a block of data duplication errors in

the last section of Table 4. Those errors have been corrected online.Dee
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Toxicological Sciences, Volume 92, Issue 2, August 2006, Pages 490–499,

https://doi.org/10.1093/toxsci/k�018

In the originally published version of this manuscript, the bar graph in Figure 1 shows the changes in

striatal tyrosine hydroxylase, but the representative western blot in Figure 1 is duplicated in the 14 and 30

day groups. The authors determined that the wrong image was inserted into the �gure, but that the

densitometry data is correctly shown in the bar graph in Figure 1. The authors have corrected Figure 1 for

the representative 30-day western blot as shown below.

This error has been corrected only in this Corrigendum, to preserve the published version of record.
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