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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。昨年度までは、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
とを明らかにするとともに、遺伝毒性発がん物質として2-アミノ-1-メチル-6-フェニルイ
ミダソ[4,5-b]ピリジン（PhIP）、アクリルアミド（AA）、ベンゾ[a]ピレン（BaP）、N-
メチル-N-ニトロソ尿素（MNU）など、非遺伝毒性発がん物質としてトリエタノールアミン
（TEA）、非遺伝毒性非発がん物質として1-メチルナフタレン（1-MN）について検討した。
その結果、オルガノイド系を用いることにより、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の発がん性を短期間でそれらの発がん性を検出可能であること
が示唆された。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、更に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、発がん標的である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。今年度は、子宮、卵管、胃由来のオルガノ
イド調製法の検討し、それらに対する遺伝子導入により発がん誘導可能なことを示し、化
学物質の発がん性検出にも応用可能であると考えられた。また、遺伝毒性発がん物質とし
てメタンスルホン酸エチル（EMS）、ジメチルヒドラジン（DMH）およびN-ブチル-N-(4-ヒ
ドロキシブチル)ニトロソアミン（BBN）について、非遺伝毒性非発がん物質として安息香
酸ナトリウムについて検討し、EMS、DMHについては発がん性を示す結果が得られ、BBNにつ
いては再検討が必要であった。また、陰性対照としての安息香酸ナトリウムについては対
照群との差がなかった。遺伝毒性については、gpt deltaマウス由来の（PhIPの発がん標的
ではないとされる）肝臓のオルガノイドについて、PhIPの高濃度処理により変異頻度が上
昇傾向を示すことを明らかにし、同マウスを用いるin vivo試験法と矛盾のない結果である
ことを確認した。 
 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試験法との同等性が
示された。 
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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
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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
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
ウスおよびLSL-KrasG12Dマウスの肺、大腸あるいは膀
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・大腸・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）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、
あるいは陰性対照としてのpLKO.1を導入 

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： 
 メタンスルホン酸エチル（EMS）；LSL-KrasG12D

マウス由来の肺オルガノイド +Creあるいは 
+pLKO.1（陰性対照）（0、100、300μM+S9 mix） 
ジメチルヒドラジン（DMH）；p53 +/-マウスおよ
びWtマウス由来の大腸オルガノイド（0、100、500
μM +S9 mix） 
N-ブチル-N-(4-ヒドロキシブチル)ニトロソアミ
ン（BBN）；p53 +/-マウスおよびWtマウス由来の
膀胱オルガノイド（Wt；0、3、15μM +S9 mix、
p53 +/-；0、1、3μM +S9 mix） 
安息香酸ナトリウム；B6マウス由来の肺オルガノ
イド +shPtenあるいは +shLuc（陰性対照）（0、
5,000、20,000μM+S9 mix） 

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
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。 
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（２）子宮、卵管および胃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）肝臓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4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。EMSに
ついてはLSL-KrasG12Dマウス（Cre導入あるいは陰性対
照としてpLKO.1導入）由来の肺オルガノイドを用いて
濃度設定試験を行ったところ、pLKO.1、Creともに対
照群（0 mM）に比し、0.4 mMにおいても細胞増加抑制
がみられたことから、本試験では0.1 mM（100μM）と
0.3 mM（300μM）を選択した（落合－分担研究報告書；
図１）。DMHについては野生型（Wt）BALB/cマウスと
BALB/c-p53 +/-マウス由来の大腸オルガノイドを用
いた解析を行った。用量設定試験においては
Wt-BALB/cマウスの500μM群にて、BALB/c-p53 +/-マ
ウスの250および500μM群にて測定開始48時間以降の
細胞数増加が頭打ちとなったことから、本試験では
100と500μMを選択した（落合－分担研究報告書；図
２）。BBNについては、Wt-BALB/cマウスの6μM以上、
BALB/c-p53 +/-マウスの3μM以上の群にて対照（0μ
M）群に比し明らかな細胞増殖抑制作用がみられたこ
とから、本試験ではWt-BALB/cマウス由来膀胱オルガ
ノイドについては3および15μM、BALB/c-p53 +/-マウ
スについては1および3μMを選択した（落合－分担研
究報告書；図３）。安息香酸ナトリウムについては、
培地のpHに影響を与える高濃度においても細胞増殖
に及ぼす影響は殆どみられなかったことから、5,000
および20,000μMを選択した。 

２）オルガノイドへの化学物質暴露と発がん性評価 
１）メタンスルホン酸エチル（EMS） 
pLKO.1-LSL-KrasG12DマウスとCre-KrasG12Dマウス由

来の肺オルガノイドを用いて行った解析では、
pLKO.1-LSL-KrasG12Dマウスについては0 μM群のみな
らず100および300μM群においてもヌードマウス皮下
にてオルガノイドの増殖はみられなかった。一方、
Cre-KrasG12Dマウス由来の肺オルガノイドを用いた解
析では、0 μM群ではヌードマウス皮下にてオルガノ
イドの増殖はみられなかったが、100μM群では造腫瘍
性がみられた。病理組織学的には、がん肉腫様組織の
増殖として認められた。pLKO.1-LSL-KrasG12Dマウス由
来のオルガノイドについては、EMSによる影響は認め
られなかった（今井－分担研究報告書；写真１）。 

２）ジメチルヒドラジン（DMH）； 
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 Wt-BALB/cマウスとBALB/c-p53 +/-マウス由来の大
腸オルガノイドを用いた解析では、ヌードマウス皮下
に形成された結節について、肉眼的にはDMH処置によ
る明らかな変化はみられなかった。病理組織学的には、
Wtマウス由来の大腸オルガノイドは、DMH 0μM 群で
は拡張した腺管状の増殖を示し、DMH 100μM処置に
より上皮の一部が重層化（扁平上皮化）する傾向が
みられたが異型性は示さなかった。上皮の重層化が
みられる部位では軽度な間質増生を伴っていた。一
方、DMH 500μM処置群では上皮の一部が更に重層化
し、上皮細胞には核の肥大/異型性がみられた。間質
の増生も更に顕著であった（今井－分担研究報告
書；写真２）。 

３）N-ブチル-N-(4-ヒドロキシブチル)ニトロソアミ
ン（BBN） 
 Wt-BALB/cマウスとBALB/c-p53 +/-マウス由来の膀
胱オルガノイドを用いた解析では、ヌードマウス皮下
において何れの系統、処置群においてもオルガノイド
の増殖がみられなかった。例外的にp53 +/-マウスの3
μM群の一部に嚢胞状の上皮細胞の増生がみられた
（今井－分担研究報告書；写真３）本結果を受けて、
膀胱オルガノイドを用いる検討についてはWt-BALB/c
マウスあるいはBALB/c-p53 +/-マウス以外の系統の
マウスを用いた追加検討が必要となった。 

４）安息香酸ナトリウム 
B6マウスの肺オルガノイドに対してshLuc（対照）

とshPtenで前処理したのちに被験物質を曝露した解
析では、ヌードマウス皮下において高濃度群において
オルガノイドの増数がみられたが、上皮細胞に異型性
は認められなかった。 
 

（２）子宮、卵管および胃由来のオルガノイドの遺
伝子導入による発がん 

卵管と子宮内膜に関してはKrasG12D変異+shp16/p19
またはp53KOによりがん肉腫（CarcinomaとSarcomaの
成分の両方を含む病変）が得られることを見出した。
Sarcomaへの変化は不可逆的であり、上皮間葉転換と
は異なる分子機序が想定された。また、子宮オルガ
ノイドに関しては、KrasG12D変異+shPtenおよび
Pik3caH1047R変異+shPtenの両方で通常の腺がんと同様
の組織像の腫瘍形成をみた。胆のうに関しては
KrasG12D変異+shp16/p19変異で通常の腺癌が得られた。
いずれも単独の変異では腫瘍形成が見られなかった。
また、胃に関してもp53KO、KrasG12D変異、shCdh1のそ
れぞれ単独では腫瘍が得られなかったものの、
p53KO+shCdh1の導入により印環細胞を含む腫瘍が得
られ、KrasG12D変異+p53KOにより腺管の分枝や腸上皮
化生が顕著に認められる腫瘍の形成を認めた。これ
らの腫瘍は複数遺伝子変異の協調作用により初めて
認められ、単独の変異では腫瘍形成に至らないこと

から、単独変異導入オルガノイドへの化学物質によ
る変異導入を高感度に検出する実験系の構築に有用
であると考えられた。 

（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 

PhIP曝露によって変異頻度は0 µM (n=4)で1.5±1.7 
x 10-5、5 µM（n=3）で1.1±1.6 x 10-5、10 µM（n=4）
で5.6±7.8 x 10-5であり、5µMでは変異頻度の上昇は
見られなかった。データのバラツキが大きく、統計学
的有意差はつかなものの、10µMでは約5倍程度に上昇
する傾向が観察された(戸塚－分担研究報告書；図１)。
肝臓の標的遺伝子のシークエンス解析の結果につい
ては、解析数が少ないため参考程度でしかないが、変
異頻度の上昇が観察された10µM曝露群では、欠失変異
が主要な変異となっており、次いで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となってい
た(戸塚－分担研究報告書；図２)。この変異スペクト
ルは大腸における変異スペクトルとは異なっている
が、0及び5µMでも欠失変異が多く観察されていること
から、肝臓では欠失変異が背景に存在してことが示唆
された。また、これら欠失変異のうち90%が5’-CC-3’ 
上に存在することが確認された。増村らによると、欠
失変異に占めるG:C塩基対の-1G欠失変異は88%であり、
そのうち64%が5’-GGG-3’または5’-GG-3’ 上にあ
ると報告されており、欠失変異が起きている部位は既
報と矛盾していないと思われる(Masumura K et al, 
2000, Carcinogenesis) 。しかしながら、今回の変異
スペクトル解析数は少な過ぎるため更に解析クロー
ン数を増やして確認する必要がある。 
 
 
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、非遺伝毒性非発がん物質を1
物質選択して検討した。遺伝毒性発がん物質である
EMSについてはがん肉腫様組織を形成する造腫瘍性を、
DMHについては病理組織学的にオルガノイドの上皮の
一部が重層化し、上皮細胞には核の肥大/異型性がみ
られ、発がん性を示す結果が得られた。また、間質
が顕著に増生していた。また、非遺伝毒性非発がん物
質とされる安息香酸ナトリウムについては、病理組織
学的にオルガノイドの増数がみられたが、培地のpH
に影響する濃度での結果と推察された。また、上皮細
胞に異型性は認められなかったことから、オルガノイ
ド系を用いる発がん性の評価としては陰性と判定し
た。BBNの検討に用いた膀胱由来オルガノイドについ
ては、昨年度、B6マウス由来の膀胱オルガノイドに
Pten shRNAをレンチウィルスで導入したもの、p53 +/-
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マウス由来の膀胱オルガノイドを用いる基礎検討を
実施したところ、膀胱上皮は肺や肝臓に比し増殖速度
が遅いが、p53 +/-あるいはWtのBALB/c背景マウスに
おいて比較的良好な増殖を示したことを報告した。ま
た、膀胱由来のオルガノイドは、他臓器由来のオルガ
ノイドと同様に上皮細胞で裏打ちされた嚢胞状組織
として確認した。一方、今年度実施した検討ではBBN
の0μM処置群においてもヌードマウス皮下でのオル
ガノイドの増殖がみられず、その原因については
S9mixの影響など今後の検討を要する。 
 
 
Ｅ．結論 
 遺伝毒性発がん物質であるEMSおよびDMHについて
は各々Cre-KrasG12Dマウス由来の肺オルガノイドある
いはBALB/c-p53 +/-マウス由来の大腸オルガノイド
を用いた検討にて造腫瘍性あるいは発がん性を示す
病理組織学的変化がみられ、一方、遺伝毒性発がん物
質である安息香酸ナトリウムについてはCre-KrasG12D

マウス由来の肺オルガノイドを用いた検討にて発が
ん性を示す病理組織学的変化は認められなかった。以
上より、マウス正常組織由来オルガノイドin vitro
化学物質暴露系を用いることで、昨年度までに得られ
た結果とともに遺伝毒性を伴うあるいは伴わない発
がん物質の発がん性を検出可能であることを示唆す
る結果が得られた。 
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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