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研究要旨 
 本研究は、野生型マウス、がん関連遺伝子改変マウス、レポーター遺伝子導入マウス等
から調製したオルガノイド系あるいはそれらにshRNAを用いて発がん関連遺伝子の発現変
化を加えたオルガノイド系につき、食品添加物等の遺伝毒性試験法としての適用性と腫瘍
性病変をエンドポイントとする発がん性試験法としての妥当性を検証し、遺伝毒性・発が
ん性短期包括的試験法の開発を目標としている。昨年度は、マウス正常器官・組織を用い
て、主に小腸や大腸、肺などのオルガノイド調製法の検討と調製条件の違いによる試験結
果のばらつきをなくすための検討を行い、マウスの組織採取時週齢に注意を要することを
明らかにした。更に大腸のオルガノイドに対しレンチウイルスを用いて種々のがん関連遺
伝子の発現を変化させることによる発がんへの影響を解析した。また、大腸については2-
amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine（PhIP）、肺については4-(methyl- 
nitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone（NNK）の発がん性を検討し、PhIPについては発
がん性が確認され、NNKについては検証を継続した。遺伝毒性については、gpt deltaマウ
ス由来の肝臓のオルガノイドについて、背景データとしてのspontaneousな変異頻度は、肝
臓組織から直接ゲノムDNAを抽出した場合の変異頻度と同程度であることを確認した。今年
度は、胆嚢、子宮のオルガノイド調製法の検討を行うとともに、遺伝毒性発がん物質とし
てacrylamide（AA）、benzo[a]pyrene（BaP）、N-methyl-N-nitrosourea（MNU）、非遺伝
毒性発がん物質としてtriethanolamine（TEA）、非遺伝毒性非発がん物質として1-methyl
naphtalene（1-MN）、perillaldehyde（PA）について検討した。肺あるいは肝臓オルガノ
イドを用いた検討でAA、BaP、MNU及びTEAでは発がん性を示す結果が得られた。  一方、1
-MNについては対照群と差がみられず、PAについては対照群との差の有無について再確認が
必要であった。本試験系では、オルガノイドをヌードマウス皮下に移植し、最長8週間後の
皮下組織について病理組織学的解析を行うが、発がん性の評価には造腫瘍性のほか、上皮
細胞の多層性や浸潤性が指標になり得ることが示された。遺伝毒性については、PhIPを被
験物質とし、変異頻度と変異スペクトルを指標とした場合、大腸オルガノイドを用いる方
法とin vivo試験法と同様の結果が得られることを示した。 
 以上、マウス由来オルガノイドを用いるin vitro化学物質暴露系を用いることで、遺伝
毒性発がん物質のみならず、非遺伝毒性発がん物質についても、それらの発がん性を検出
可能であることを示唆する結果が得られ、遺伝毒性についてもin vivo試験法との同等性を
示された。 
 

 

研究分担者 

今井俊夫・国立研究開発法人国立がん研究センター・研
究所・動物実験部門長 

筆宝義隆・千葉県がんセンター・研究所・発がん制御
研究部長 

戸塚ゆ加里・国立研究開発法人国立がん研究センター・
研究所・ユニット長 

落合雅子・国立研究開発法人国立がん研究センター・研
究所・主任研究員 
 
 
Ａ．研究目的 

 食品添加物等の生体における遺伝毒性評価法と

して、レポーター遺伝子をマウス・ラットに導入し
た遺伝子突然変異検出系の開発により評価精度が向
上したが、発がん性については長期試験の時間・使
用動物削減・経費面の課題と短・中期試験からの予
測による不確実性を克服する評価法の開発を要する。
我々はマウスの大腸・肺等の正常組織から3次元培養
法によりオルガノイドを調製し、臓器毎の発がん機
序に基づく遺伝子改変操作を加えてヌードマウスに
皮下移植すると腫瘍様組織を形成し、既知の発がん
物質処置により当該組織の増殖活性・異型性・浸潤
性を指標とする悪性化が誘導できることを見出した。
本研究では、野生型マウス、がん関連遺伝子改変マ
ウス、レポーター遺伝子導入マウス等から調製した
オルガノイド系あるいはそれらにshRNAを用いて発
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がん関連遺伝子の発現を変化させたオルガノイド系
につき、遺伝毒性試験法としての適用性と腫瘍性病
変をエンドポイントとする発がん性試験法としての
妥当性を検証し、遺伝毒性・発がん性短期包括的試験
法の開発を目指す。また、最終的に多施設で実施可
能な方法として確立できることが重要であるが、現
在マウス正常組織から3次元培養法によりオルガノ
イドを調製する技術は幅広く行われてはおらず、必
要な試薬類にも高価なものが含まれる。しかし、経
費面では長期発がん性試験に対比し十分な費用対効
果が見込まれ、普及面では哺乳類培養細胞を用いる
小核試験等のように、実施機関や技術者の基盤整
備・技術訓練により普及した系も存在することから、
本研究での成果は広く食品添加物等の安全性評価に
活用可能と考えられる。一方、オルガノイドの調製
条件の違いにより施設間で得られる試験結果のばら
つきが生じないような対策が必要であり、本研究課
題においては、結果に重大な影響を及ぼす培養条件
を明らかにする目的で、異なる条件下で調製したオ
ルガノイドについて基盤的なデータ蓄積も併せて行
う。 
 
 
Ｂ．研究方法 

（１）オルガノイドをヌードマウス皮下に移植し造
腫瘍性とともに、病理組織学的に発がん性の有無を
判定する際の形態学的特徴を明らかにするための解
析 

１）オルガノイドの調製 
 C57BL/6J（B6）マウス、p53ヘテロノックアウトマ
ウス、rasH2マウスおよびLSL-KrasG12Dマウスの肺、肝
臓と膀胱からオルガノイドを調製した。調製手順の
概略は次の通りである。 
[１日目] 
ⅰ）肺・肝臓・膀胱摘出、細切、酵素処理 
ⅱ）マトリゲル上に単離細胞を播種し液体培地にて

１日間培養 
[２日目] 
ⅰ）液体培地を除きマトリゲルを重層 
ⅱ）マトリゲル上に液体培地を加え培養 
 
[１週間目（オルガノイドの増殖程度で判断）] 
ⅰ）マトリゲルを除きオルガノイドを軽く破砕して

継代 
ⅱ）１日目、２日目と同様の操作により培養継続 
ⅲ）継代・培養を３回程度繰返し 
[レンチウイルスによる遺伝子導入など] 
ⅰ）B6マウス由来オルガノイド：がん抑制遺伝子の

Pten shRNA(shPten)と陰性対照としてのshLucを
導入 

ⅱ）p53ヘテロノックアウトマウス（BALB/c背景）由

来オルガノイド：p53ヘテロノックアウトと野生
型マウスを使用（遺伝子導入なし） 

ⅲ）rasH2（Jic:CB6F1-TgrasH2）マウス由来オルガノ
イド：rasH2およびnon-Tgマウスを使用（遺伝子
導入なし） 

ⅳ）LSL-KrasG12Dマウス（B6背景）由来オルガノイド：
Cre recombinase遺伝子を導入してKrasを活性化
した後に、がん抑制遺伝子shRNAと陰性対照とし
てのpLKO.1を追加導入 

２）オルガノイドのヌードマウス皮下への移植 
[オルガノイドの継代・培養を３回程度繰返し後] 
ⅰ）イソフルランによる軽麻酔下にて背部皮下左右

２カ所に接種 
ⅱ）移植後4～8週後に頸椎脱臼による安楽死後、皮

下腫瘤を摘出 
ⅲ）腫瘤を10％中性緩衝ホルマリンにて固定、常法

に従いパラフィン包埋切片を作製しヘマトキリ
シン・エオジン染色を行い病理組織学的に評価 

３）オルガノイドへの化学物質暴露 
ⅰ）適用オルガノイドと被験物質： 
 アクリルアミド；p53ヘテロノックアウトおよび

野生型マウス由来の肺オルガノイド（0、0.28、
1.4 mM +S9 mix） 
ベンゾ[a]ピレン；B6マウス由来の肺オルガノイ
ド +shPten（0、0.6、3.0μM +S9 mix）または
shLuc （陰性対照）（0、0.4、2.0μM +S9 mix） 
N-メチル-N-ニトロソ尿素；p53ヘテロノックアウ
トおよび野生型マウス由来の肝臓（Liv-H）オル
ガノイド（0、200、1000μM、S9 mixなし） 
トリエタノールアミン；p53ヘテロノックアウト
および野生型マウス由来の肺オルガノイド（0、
1,000、3,000μM +S9 mix） 
1-メチルナフタレン；LSL-KrasG12Dマウス（B6背
景）由来の肺オルガノイド +Cre（0、10、50μM）
あるいは +pLKO.1（陰性対照）（0、4、20μM） 
ペリルアルデヒド；rasH2およびnon-Tgマウス由
来の肝臓（Liv-C）オルガノイド－rasH2マウス（0、
200、1000μM）、nonTgマウス（0、50、250μM） 

ⅱ）処置：オルガノイドの播種後に加え、2回の継代
時を合せて3回の化学物質暴露を行った。B6マウ
ス由来のオルガノイドについては、初回オルガ
ノイドの播種後にがん抑制遺伝子であるPtenの
shRNAまたはshLucの導入を行い、LSL-KrasG12Dマ
ウスについては、同様にCreまたはpLKO.1の導入
を行い、その後化学物質暴露を行った。 

ⅲ）濃度設定：化学物質のオルガノイドに対する細
胞毒性を、NADの還元能を指標とした96 well 
plateベースの細胞生存性測定試験（同じplate
を用いて、3日間以上の連続した解析が可能）を
用いて解析した。 

ⅳ）ヌードマウス皮下接種：化学物質の3回目の暴露
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終了後1週間程度オルガノイドを増殖させた後、
ヌードマウス皮下に移植し、4〜8週間での腫瘍形
成能及び病理組織学的変化の有無を解析した。 

 
（２）胆嚢および子宮のオルガノイド調製法の検討 

１）オルガノイドの調製 
 LSL-KrasG12DマウスあるいはLSL-Pik3ca変異型ウス
の胆嚢と子宮からオルガノイドを調製した。調製手
順は（１）１）に準じた。 
 
（３）gpt deltaマウスを用いるオルガノイドの調製
と化学物質誘発性の変異頻度と変異スペクトルの検
討 

１）大腸由来のオルガノイドの調製 
 gpt deltaマウス（日本エスエルシーより購入）の
大腸からオルガノイドを調製した。調製手順の概略
は（１）と同様とした。 

２）DNA抽出、in vitroパッケージングと変異頻度解
析 

Masumuraらの方法（1999）に準じてオルガノイド
から高分子ゲノムDNAを抽出し、in vitro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。 
３）変異スペクトル解析 
PhIP暴露（5, 10μM）をまとめたPhIP暴露群のDNA

のgpt遺伝子をPCR増幅させてダイレクトシークエン
スを行い、Masumura K.ら（Carcinogenesis 21:2049-56、
2000）により報告されているgpt delta mouseを用い
たin vivo試験の結果と比較した。 
 
（倫理面への配慮） 
本研究で行う動物実験の実00施にあたり「動物の愛護
及び管理に関する法律（昭和48年法律第105号、平成
24年最終改正法律第50号）」「実験動物の飼養及び保
管並びに苦痛の軽減に関する基準（平成18年環境省告
示第88号、平成25年最終改正環境省告示第84号）」及
び「厚生労働省の所管する実施機関における動物実験
等の実施に関する基本指針（平成18年6月1日厚生労働
省通知、平成27年2月20日一部改正）」を遵守した。
また、「国立研究開発法人国立がん研究センターにお
ける動物実験に関する指針」に従い、事前に動物実験
倫理委員会に計画書を提出し、理事長の実施承認を得
た。実際の実験においては、適切な人道的エンドポイ
ントを見極め、屠殺は頸椎脱臼やイソフルラン麻酔下
にて腹部大動・静脈からの脱血により行うなど動物の
苦痛を軽減するよう細心の注意を払うとともに、使用
する動物数を最小限に留めるなど、動物の愛護に十分
配慮して行った。また、遺伝子組換え実験については、
遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多
様性の確保に関する法律（平成15年法律第97号）等、
遺伝子組換え生物等の第二種使用等に当たって執る
べき拡散防止措置等を定める法令に則り、機関承認を
得た後に実施した。 

Ｃ．研究結果 

（１）オルガノイドをヌードマウス皮下に移植し造
腫瘍性とともに、病理組織学的に発がん性の有無を
判定する際の形態学的特徴を明らかにするための解
析 

１）化学物質の濃度設定のための予備実験 

今年度に解析を開始した6種類の化学物質の各種
オルガノイドに対する発がん性の解析に先立ち、各
化学物質の濃度設定を行う予備実験を行った。N-メ
チル-N-ニトロソ尿素（MNU）に対しては、p53ヘテロ
ノックアウトマウス由来の肺オルガノイドに比し、肝
臓オルガノイドが4倍程度高い毒性感受性を示し、
rasH2マウスについても肺オルガノイドに比し肝臓由
来のオルガノイドでは毒性感受性が高い傾向が示さ
れたことから、各化学物質について、マウス系統毎、
臓器毎の濃度設定予備実験が必要であった。また、ア
クリルアミド（AA）の各濃度に対するp53ヘテロノッ
クアウトマウス由来の肺オルガノイドの細胞生存性
測定結果に示されるように、化学物質処置後の細胞
数推移に対する影響に加え、化学物質はその処置時
間中においても細胞生存性に影響を与えることを示
す結果が得られた。即ち、NADの還元能測定開始時に
おいて濃度依存的な細胞数の違いがみられた。（分
担報告書（落合）図１：グラフの横軸は測定試薬添
加後の時間を示す。）AAの発がん性を検討するため
p53ヘテロノックアウトマウス由来の肺オルガノイド
を用いて１回目に行った解析では、主に化学物質処
置後の細胞数推移に対する影響結果に基づき、0、1.4
及び3.5 mMの濃度にて実施した。その結果、3.5 mM
濃度処置したオルガノイドについては、ヌードマウ
ス皮下移植後に当該部位にて確認された細胞数は僅
少であった。そこで２回目の解析では、化学物質の
処置時間中において細胞生存性に与える影響を考慮
し、0、0.28及び1.4 mMの濃度にて実施した。その結
果、ヌードマウス皮下においてAA処置による腫瘍形
成能は認められなかったが、病理組織学的解析におい
て、発がん性を示唆する所見がみられた。これらの結
果より、正常マウスの臓器から調製するオルガノイ
ドを用いる本法において、化学物質の濃度設定を行
う際には、化学物質処置後の細胞数推移に対する影
響だけでなく、化学物質の処置時間中において細胞
生存性に与える影響についても考慮することが重要
であることが示され、以降に実施したAA以外の化学
物質についても同様に濃度設定を行った。 

２）オルガノイドへの化学物質暴露と発がん性評価 

１）アクリルアミド（AA） 
 前述の通り、発がん性の評価をp53ヘテロノックア
ウトおよび野生型マウス由来の肺オルガノイドにつ
いて、0（対照）、0.28及び1.4 mMの濃度にて実施し
た。 
 ヌードマウス皮下においてアクリルアミド処置に
よる腫瘍形成能は認められなかった。一方、病理組織
学的解析では、p53ヘテロノックアウトマウス由来の
オルガノイドについては、0.28 mM処置により嚢胞状
を呈するオルガノイド（上皮細胞）により形成され
た組織が対照と比し大型化ならびに一部上皮細胞は
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重層化を示し、1.4 mM処置により上皮細胞の重層化
がより高頻度でみられるとともに、乳頭状増殖ある
いは周囲組織への浸潤性が認められた。上皮細胞の
核は大型化し、刷り硝子様を呈した。また、周囲組
織においては反応性の間質細胞の中等度の増生がみ
られた（分担報告書（今井）図１）。野生型マウス
由来のオルガノイドについては、明らかな影響は認
められなかった。 

２）ベンゾ[a]ピレン（BaP） 
 BaPの発がん性を検討するためのshPtenと対照と
してshLucを導入したB6マウス由来の肺オルガノイ
ドに対する細胞生存性を測定した結果、0.2～2.0μM
ではBaP処置時間中における細胞生存性への明らか
な影響はみられなかった。一方、処置後の細胞数推
移に対する影響については、shLuc では0μMに比し
2.0μMで抑制がみられたが、shPtenでは2.0μMでも0
μMに比し明らかな抑制を示さなかったことから、発
がん性の検討は、shLuc では0（対照）、0.4、2.0μ
M、shPtenでは0、0.6、3.0μMで実施した（分担報告
書（落合）図２）。 

ヌードマウス皮下への移植59日後の皮下結節につ
いては、shLuc  とshPtenともにBaP処置による明ら
かな肉眼的変化を示さなかった（分担報告書（落合）
図３）。 
一方、病理組織学的解析では、対照に比し0.4μM

（shLuc）あるいは0.6μM（shPten）では、嚢胞状組
織の大型化がみられ、周囲組織において間質細胞が
軽度に増生していた。2.0μM（shLuc）あるいは3.0
μM（shPten）では、上皮細胞の明らかな重層化が高
頻度でみられるとともに、一部周囲組織への浸潤性
が認められた。 上皮細胞の核は大型化し、核小体が
目立つ特徴も観察された。また、周囲組織において
間質細胞が中等度に増生していた（分担報告書（今
井）図２）。 

３）N-メチル-N-ニトロソ尿素（MNU） 
 MNUの発がん性を検討するため、p53ヘテロノックア
ウトと対照としての野生型マウス由来の肝臓
（Liv-H）オルガノイドに対する細胞生存性を測定し
た結果、p53ヘテロノックアウトおよび野生型マウス
ともに、0μMに比し何れの処置濃度においてもMNU処
置時間中における細胞生存性への明らかな影響はみ
られなかった。また、処置後の細胞数推移に対する
影響についても、p53ヘテロノックアウトでは1000μM
にて僅かな抑制傾向がみられたが、野生型マウスとと
もに濃度依存的な明らかな抑制作用はみれらなかっ
たことから（分担報告書（落合）図４）、発がん性
の検討は、p53ヘテロノックアウトおよび野生型マウ
スともに、0（対照）、200、1000μMで実施した。 

処置後のオルガノイドをヌードマウス皮下に移植
し、56日後の皮下結節については p53ヘテロノック
アウトでは対照に比し200μMで肥大し、野生型では

1000μMで白色化（組織充実化）傾向がみられた（分
担報告書（落合）図５）。病理組織学的解析の結果、
野生型の200μM処置群では、対照に比し、上皮細胞
で裏打ちされた嚢胞状組織の増数がみられた。また、
野生型の1000μM処置群では、がん組織様増殖組織の
形成が確認された（分担報告書（落合）図６）。一
方、p53ヘテロノックアウトマウス由来のオルガノイ
ドについては、対照に比し200μMで嚢胞状組織の大型
化と上皮細胞の肥大がみられたが、1000μM処置群で
確認された細胞数は僅少であった。 

４）トリエタノールアミン（TEA） 
TEAについては、p53ヘテロノックアウトおよび野生

型マウス由来の肺オルガノイドの細胞生存性に明ら
かな影響を及ぼさなかったが、pH変化（培地の変色）
を指標として0（対照）、1,000、3,000μM濃度で発が
ん性の検討を行った。 
ヌードマウス皮下に移植した組織について、TEA処

置による明らかな肉眼的変化はみられなかったが、
病理組織学的解析の結果、p53ヘテロノックアウトお
よび野生型ともに、対照では扁平な上皮細胞で裏打
ちされた嚢胞状組織が観察されたのに対し、1000μM
処置群では、上皮細胞が一部立法状に肥大し、更に重
層化/浸潤性がみられた。3000μM処置群では、対照お
よび1000μM処置群に比し細胞数が減少していたが、
細胞の重層化及び浸潤性が散見された（分担報告書
（落合）図７）。 

５）1-メチルナフタレン（1-MN） 
1-MNについては、LSL-KrasG12Dマウス（B6背景、Cre

導入あるいは陰性対照としてpLKO.1導入）の肺オルガ
ノイドの細胞生存性試験の結果に基づき、Cre群では 
0（対照）、10、50μM濃度、pLKO.1群では0（対照）、
4、20μM濃度で発がん性の検討を行った。 
ヌードマウス皮下に移植した組織について、1-MN

処置による明らかな肉眼的変化はみられなかった。
病理組織学的には、pLKO.1群に比しCre群では、対照
に比し、腺管の大型化と軽度の浸潤性を示したが、Cre
群およびpLKO.1群ともに対照との比較において1-MN
処置群では、発がん性を示唆する変化はみられなか
った。 

６）ペリルアルデヒド（PA） 
PAについては、rasH2およびnon-Tgマウスの肝臓

（Liv-C）オルガノイドの細胞生存性試験の結果に基
づき、rasH2マウスでは0（対照）、200、1000μM濃度、
nonTgマウスでは0（対照）、50、250μM濃度で発がん
性の検討を行った。 
ヌードマウス移植前の培養段階において、rasH2マ

ウス-1000μM処置群では細胞が死滅・消失した。ヌー
ドマウス皮下に移植した組織について、PA処置による
明らかな肉眼的変化はみられなかった。病理組織学
的には、rasH2、non-Tgともに対照においても上皮細
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胞の一部多層化や軽度に核が肥大・活性化している
状態がみられた。PA処置群においては更に浸潤性を
示し、核の活性化が増強する傾向を示した。 

別途培養した肝臓（Liv-H）オルガノイドについて
も、rasH2マウスでは0（対照）、200、500μM濃度、
nonTgマウスでは0（対照）、40、200μM濃度で発がん
性の検討を行った。ヌードマウス皮下に移植した組織
の病理組織学的検査の結果、PA処置群については細胞
数の増加、核の活性化傾向がみられた。これらの結果
より、PAについては、対照群との差の有無について再
確認が必要と判断された。 

（２）胆嚢および子宮のオルガノイド調製法の検討 

LSL-KrasG12DマウスあるいはLSL-Pik3ca変異型ウス
の胆嚢と子宮について、Creの導入によりKrasおよび
Pik3caの活性化を行ったところ、それら単独では腫
瘍系性に至らなかった。そこで、がん抑制遺伝子の
ノックダウンを組み合わせたところ、特定の遺伝子
との組み合わせでのみ腺がん類似の組織像を呈する
腫瘍が誘導された。これらの細胞も化学物質の発が
ん性検出に利用可能と考えられた。 

（３）gpt deltaマウスを用いるオルガノイドの調製
と化学物質誘発性の変異頻度と変異スペクトルの検
討 

被験物質として2-アミノ-1-メチル-6-フェニルイ
ミダゾ[4,5-b]ピリジン（PhIP）を用いて検討した。
変異頻度は0μM (n=2)で3.0±0.8x10-6、5μM (n=2)
で38±1.7x10-6、10μM (n=1)で46x10-6であり、PhIP
の曝露によって変異頻度が10倍以上に上昇すること
が確認され、更に、PhIPの暴露濃度依存的に変異頻度
が上昇する傾向が観察された（分担報告書（戸塚）図
１）。次に、標的遺伝子のシークエンス解析を行った
結果、解析が可能なクローン数が限定されていたこと
から、PhIP暴露（5, 10μM）をまとめたPhIP暴露群と、
Masumuraらにより報告されているgpt delta mouseを
用いたin vivo試験との比較を行った（分担報告書（戸
塚）図２）。PhIPを投与したgpt delta マウスの大腸
粘膜ではnon-Tgマウスと比べG:C->T:Aトランスバー
ジョンが顕著に増加していた。これに加え、G:C->C:G
トランスバージョン変異も観察された。一方、大腸由
来のオルガノイドにPhIPを暴露した場合には、
G:C->C:Gトランスバージョン変異は観察されなかっ
たが、G:C->A:Tトランシジョン及びG:C>T:Aトランス
バージョンが主な変異スペクトルとなっており、in 
vivo試験で観察された結果と大きくは矛盾しないこ
とが示された。 
 
 
Ｄ．考察 
 今年度は、オルガノイドを用いるin vitro被験物質
暴露系による腫瘍性病変をエンドポイントとする発

がん性試験法としての妥当性検証の一環として、遺伝
毒性発がん物質を3物質、非遺伝毒性発がん物質を1
物質、非遺伝毒性非発がん物質を2物質選択して検討
した。一つの成果として、化学物質の濃度設定を行
う際、化学物質処置後の細胞数推移に対する影響だ
けでなく、化学物質の処置時間中において細胞生存
性に与える影響についても考慮することが重要であ
ることを示す結果が得られた。また、肺あるいは肝
臓オルガノイドを用いた検討で遺伝毒性発がん物質
とされる3物質のみならず非遺伝毒性発がん物質とさ
れる1物質についてもヌードマウス皮下での造腫瘍性
あるいは病理組織学的評価における上皮細胞の重層
化や浸潤性を指標として発がん性を検出可能である
ことが示された。特に非遺伝毒性発がん物質のトリエ
タノールアミンについては、長期間投与によるin 
vivo発がん性試験法においてマウスでは肝臓（Stout 
M.D. et al., Toxicol Pathol 36; 783-94, 2008：NTP, 
Natl Toxicol Program Tech Rep Ser 518; 5-163, 2004）、
ラットでは腎臓が発がん標的であることが示されて
いる。それに対し、今回は肺オルガノイドにて発がん
性を示す結果が得られたことから、オルガノイドを用
いるin vitro被験物質暴露系による試験法では、in 
vivo発がん性試験法における発がん標的性に因らな
い検出法としての探索の可能性もあると考えられた。
また、非遺伝毒性非発がん物質とされるペリルアルデ
ヒドについては対照群との差の有無について再確認
が必要と判断された。当該物質についてはEFSAにより
2015年、遺伝毒性を示すことが懸念されるとされ、本
研究課題においても引続き慎重に評価してゆく必要
がある。 
これまで化学物質の発がん性評価に用いてきたマ

ウスの肺、肝臓、膀胱などに由来するオルガノイドの
ほか、今年度は胆嚢、子宮のオルガノイド調製法の
検討を行った結果、オルガノイド調製に適した条件
を明らかにすることができたことから、今後の発が
ん性評価に応用可能であると考えられた。 
遺伝毒性については、PhIPを被験物質とし、変異頻

度と変異スペクトルを指標とした場合、大腸オルガノ
イドを用いる方法とin vivo試験法と同様の結果が得
られることを示し、オルガノイドを用いる系が遺伝毒
性試験法として適用可能であることを示唆する結果
が得られたが、今後、他の被験物質での検討を要す
る。 
 
 
Ｅ．結論 
 マウス由来オルガノイドを用いるin vitro化学物
質暴露系を用いることで、遺伝毒性発がん物質のみな
らず、非遺伝毒性発がん物質についても、それらの発
がん性を検出可能であることを示唆する結果が得ら
れ、遺伝毒性についてもin vivo試験法との同等性を
示された。 
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