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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大
腸を切り出し細切、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。作成した大腸オルガノイドに既知の遺伝
毒性発がん物質であるPhIPを0, 5, 10 Mの濃度で、S9mixの存在下で曝露した。オルガノイドよ
り常法に則ってゲノムDNAを抽出し、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PhIP曝露群で上昇することを確認した。さらに、変異スペクトルの解析をした結果、大腸オル
ガノイドにPhIP を暴露した群では、G:C->A:T, G:C->T:Aが主な変異スペクトルとなっており、既
報のgpt deltaマウスを用いたin vivo試験結果とほとんど矛盾していなかった。今後、更にサンプル
数を追加して解析を行うとともに、PhIP以外の遺伝毒性/非遺伝毒性発がん物質を用いて解析を行う
予定である。また、肺や膀胱などの大腸・肝臓以外の臓器についてもオルガノイドを作成し、食品
添加物などの、各種臓器を対象としたin vitro遺伝毒性試験法の確立を目指す。 

 
 
 

               （具体的かつ詳細に記入すること）                              
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。昨年度までに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、肝臓を摘出し、オルガノイドの安定した作成手
法を確立し、それらオルガノイドを食品添加物の遺伝
毒性試験に利用することの妥当性について検討した。
今年度は、食品由来の既知遺伝毒性発がん物質である
PhIPの遺伝毒性を大腸オルガノイドを用いて解析し、
in vitro遺伝毒性試験結果との比較を行うこ事でそ
の妥当性について評価した。 
 
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
しオルガノイドを得た。大腸より作成したオルガノ
イドに食品由来の既知遺伝毒性発がん性物質として
知られている PhIP を代謝活性化酵素(S9 mix)の存
在下で 0, 5, 10 M の濃度で曝露し、点突然変異頻度
及び変異スペクトルの解析を行った。 

 
Ｃ．研究結果 

常法に則ってゲノムDNAを抽出し、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0 M 
(n=2)で3.0±0.8 x 10-6、5 M (n=2)で38±1.7 x 10-6、
10 M (n=1)で46 x 10-6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を確認した（図
１）。さらに、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。次に、標的遺伝子のシー
クエンス解析を行った。シークエンス解析が可能なク
ローン数が限定されていたことから、PhIP暴露（5, 10 
M）をまとめたPhIP暴露群と、増村らにより報告さ
れているgpt delta mouseを用いたin vivo試験との比
較をしてみた。その結果を図２に示す。PhIPを投与
したgpt delta マウスの大腸粘膜ではコントロール動
物と比べて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ていた。一方、大腸由来のオルガ
ノイドにPhIPを暴露させた場合には、G:C->C:Gトラ
ンスバージョン変異の観察は見られなかったが、
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
わかった。 

肝臓から作成したオルガノイドはPhIPの曝露が済ん
でいるため近日中に変異頻度及びスペクトルの解析
を行う予定である。今後、更にサンプル数を追加して
解析を行うとともに、PhIP以外の遺伝毒性/非遺伝毒
性発がん物質を用いて解析を行う予定である。また、
肺や膀胱などの大腸・肝臓以外の臓器についてもオル
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ガノイドを作成し、食品添加物などの、各種臓器を対
象としたin vitro遺伝毒性試験法の確立を目指す。 
 
（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。 
 
図１ 大腸オルガノイドを用いたPhIPの遺伝子変異
原性試験 

 
 
 
図２ 変異スペクトル解析結果 
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2．実用新案登録 
該当なし 

3．その他 
該当なし 
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