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研究要旨 
短・中期の発がん性が予測可能な簡便なin vitro試験法の確立を目的として、トランスジェ

ニックマウスであるgpt deltaマウスより各種臓器のオルガノイドを作成し、食品添加物の遺伝
毒性評価に応用可能かどうかについて検討を行っている。今年度は、４〜６週齢程度のgpt 
deltaマウスから肝臓及び膀胱を切り出し細切、コラゲナーゼ／ディスパーゼ処理によ
り細胞を単離後、マトリゲル中で三次元培養、継代を行ないオルガノイドの作成を行
った。オルガノイドを用いた遺伝毒性試験法の手技手法の確立のため、高分子DNA抽出方
法の検討及び背景データとして、spontaneousな変異頻度について確認を行なった。肝臓
より作成したオルガノイド（約1x107 cell）より常法に従ってゲノムDNAを抽出したとこ
ろ、高分子の状態の良いDNAが抽出できることを確認した。このゲノムDNAを用い、イン
ビトロパッケージング法により標的遺伝子をプラスミドとして回収し、gpt変異解析用の試
験菌株に感染させて変異頻度の解析を行った。その結果、変異頻度は6.70 x 10-6であり、
マウス肝臓より直接ゲノムDNAを抽出した場合の変異頻度（4.26±2.10 x 10-6）と同程度
であることがわかった。一方、膀胱由来の細胞は肝臓と同じ培養条件では殆ど増殖せず、
オルガノイドの作成には至らなかった。現在、膀胱に最適な培養条件を検討しているとこ
ろである。今後、大腸、肺などの肝臓以外の臓器についてもオルガノイドを作成し、被験
物質曝露のない状態での変異頻度や突然変異スペクトラムの解析を行なう。変異頻度があ
まりにも高い場合には、オルガノイド調整の際のコンディションなどを再度検討するなど
の工夫をする。更に、gpt deltaマウスの各種臓器から調製したオルガノイドに既知の遺伝
毒性発がん物質と非遺伝毒性発がん物質を曝露し、遺伝毒性の有無を解析し、本試験の妥
当性について検討を行う予定である。 

 
 

                                        
Ａ．研究目的 

既存の食品添加物に対するin vivo遺伝毒性試験として
は、小核試験（染色体異常試験）やレポーター遺伝子を
標的とした遺伝子突然変異試験などが簡便な試験法と
して汎用されている。しかしながら、これらの試験のみ
では食品添加物の発がん性の予測は難しい。通常、発が
ん性試験は大量の実験動物を用い、かつ長期間を要する
ことから、短・中期の発がん性が予測可能な簡便なin 
vitro試験法が必要であると考える。本研究は、実験動
物より作成した各臓器のオルガノイドを食品添加物の
遺伝毒性及び発がん性の予測に用いることの妥当性に
ついて検討することを目的としている。今年度は、まず、
遺伝毒性試験に汎用されているトランスジェニックマ
ウスであるgpt deltaマウスより大腸、肝臓、肺、膀胱
を摘出し、安定してオルガノイドを作成可能かどうか、
及びそれらオルガノイドから食品添加物の遺伝毒性試
験に利用可能な高分子のゲノムDNAの収集が可能かどう
かについて検討した。 
 
Ｂ．研究方法 
４〜６週齢程度の雄性マウスから肝臓、大腸、膀
胱を切り出しそれぞれ細切、コラゲナーゼ／ディ
スパーゼ処理により細胞を単離後、マトリゲル中
で三次元培養、継代を行なった。 
 
Ｃ．研究結果 

現在、トランスジェニックマウスからのオルガノイド
の調整を行っており、近日中には遺伝毒性試験を開始

できそうである。今年度はまず、オルガノイドを用い
た遺伝毒性試験法の手技手法の確立のため、高分子
DNA抽出方法や被験物質の曝露方法などの検討を行
なった。肝臓より作成したオルガノイド（約1x107 
cell）より常法に従ってゲノムDNAを抽出したところ、
高分子の状態の良いDNAが200 g程度抽出できた。
このゲノムDNAを用い、インビトロパッケージング
法により標的遺伝子をプラスミドとして回収し、gpt
変異解析用の試験菌株に感染させて変異頻度の解析
を行った。その結果、変異頻度は6.70 x 10-6であり、
マウス肝臓より直接ゲノムDNAを抽出した場合の変
異頻度（4.26±2.10 x 10-6）と同程度であることがわ
かった。一方、膀胱由来の細胞は肝臓と同じ培養条件
では殆ど増殖せず、オルガノイドの作成には至らなか
った。現在、膀胱に最適な培養条件を検討していると
ころである。今後、大腸、肺などの肝臓以外の臓器に
ついてもオルガノイドを作成し、被験物質曝露のない
状態での変異頻度や突然変異スペクトラムの解析を
行なう。変異頻度があまりにも高い場合には、オルガ
ノイド調整の際のコンディションなどを再度検討す
るなどの工夫をする。更に、gpt deltaマウスの大腸、
肝臓、膀胱から調製したオルガノイドに既知の遺伝毒
性発がん物質と非遺伝毒性発がん物質を曝露し、遺伝
毒性の有無を解析し、本試験の妥当性について検討を
行う予定である。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究で行う動物実験にあたっては、国立がん研究セン
ターを含む各施設における動物実験に関する指針に則
って実施し、可能な限り実験動物の苦痛軽減処置を行う。 
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