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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。本研究では、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。
作成した大腸と肝臓のオルガノイドに、既知の遺伝毒性発がん物質であるPhIPを0, 5, 10 µ
Mの濃度でS9mixの存在下のもと曝露した。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、大腸の変異頻度はPhI
P曝露群で濃度依存的に上昇することを確認し、変異スペクトルの解析をした結果、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。また、変異のホットスポットにおいてもin vivo
試験と矛盾しない結果を得た。肝臓では、PhIPの5µM曝露では変異頻度の上昇は観察され
なかったが、10 µMでは、有意差はないものの約5倍に上昇する傾向が観察された。肝臓の
変異頻度は既報のin vivo試験でも若干の上昇を認めており、大腸と肝臓の上昇の傾向は矛
盾しないことが分かった。このことから、オルガノイドを用いた化学物質の遺伝毒性試験
法は既存のin vitro試験法を補完した発がん性予測試験として有用であることが示唆された。
引き続き、作用点の異なる化学物質を用いて当該試験法の妥当性について検討を行うこと
が必要であると思われる。 
 

 
 

                                             
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。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 
① オルガノイドの作成と被験物質の曝露 
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。大腸と肝臓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 µM
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。 
② gpt 遺伝子を指標とした変異原性試験 
コントロールおよびPhIPを曝露したからオルガノイ
ドからDNAを抽出し、in vitroパッケージングによって
トランスジーンλEG10をファージ粒子として回収し
た。回収したファージをCre組替え酵素発現している
大腸菌YG6020株に感染させると、λEG10上にある一
組のloxP配列に挟まれた領域がCre組替え酵素によっ
て切り出され、プラスミドに転換する。感染後の
YG6020菌液を6-thioguanin (6-TG) とchloramphenicol 
(Cm) を含むM9寒天培地に播いて37℃で培養すると、
プラスミド上のgpt遺伝子が不活化している変異体の
みが、6-TGを含む寒天培地上でコロニーを形成する。
また、Cmを含むM9寒天培地に播いて生じたコロニー
数から、感染ファージ由来のプラスムミドによる形質
転換効率を求め、変異コロニー数を形質転換コロニー
数で除去して突然変異頻度を算出した。更に、変異ス
ペクトラムを解析するために、変異体のgpt遺伝子を
ダイレクトシーケンス法により解析した。 
 
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、大腸での変異頻度は
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0 µM (n=4)で3.8±4.3 x 10-6、5 µM (n=3)で25±24 x 10-6、
10 µM (n=3)で38±27 x 10-6であり、PhIPの曝露によっ
て変異頻度が10倍に上昇することを確認した（図1）。
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曝露（5, 10 µM）をまとめたPhIP曝露
群と、増村らにより報告されているgpt delta mouseを
用いたin vivo試験との比較をした(Masumura K et al, 
2000, Carcinogenesis)。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を曝露させた場合には、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。さらに、増村らのin vivo試験と今回のオルガ
ノイドを使用した系で、gpt遺伝子上のどの部分にど
の変異があるかマッピングして比較した(図3)。増村
らはgpt遺伝子上に5カ所の変異ホットスポットがあ
ると報告しているが、オルガノイドを用いた系ではそ
のうち3カ所が一致していることが分かった。 
大腸由来オルガノイドを用いた系では、変異頻度の上
昇、変異パターン、変異のホットスポットにおいて、
概ねin vivoと同じ傾向を示すことが観察された。 
G:C->C:G変異は、自然突然変異及び変異原・がん原
物質により誘発される変異の中でも非常に稀である
ことが知られている。このG:C->C:Gの変異の誘発に
は8-OH-dGのさらなる酸化によって生成するスピロ
イミノヒダントインやグアニジノヒダントインとい
ったDNA付加体が関与することが報告されている
(Kino K et al, 2001, Chem. Biol., Kornyushyna O, et al, 
2002, Biochemistry) 。このことから、gpt deltaマウス
の大腸内でPhIPの経口投与により誘発された炎症な
どの２次的な変化が、これらの酸化的損傷をDNAに
起こし、G:C->C:Gの変異を誘発しているのではない
かと推測した。PhIPを曝露したオルガノイドで、この
ような変異スペクトルが観察されなかった理由とし
ては、オルガノイドを構成する細胞集団の中に炎症を
惹起する細胞がほとんど存在していないことや、PhIP
の曝露期間が短く、慢性的な影響が反映されないなど
が考えられる。 
肝臓由来オルガノイドを用いた同様の実験では、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、0µMと5µMは同程度であったが10µMでは
5倍程度に上昇した(図4)。次に、肝臓の標的遺伝子の
シークエンス解析の結果を図5に示す。解析数が少な
いため参考程度でしかないが、変異頻度の上昇を認め
た10µMと、図2の大腸PhIP群を比較すると、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いう傾向が一致していた。 
増村らにより報告されているgpt delta mouseを用いた
in vivo試験の結果では、肝臓は大腸と比較すると1/4
程度の上昇ではあるが、PhIP曝露によって変異頻度が
上昇することが報告されている(Masumura K et al, 
1999, Cancer Letters)。本法では大腸で10倍、肝臓で約
5倍の変異頻度の上昇が確認されたことから、変異頻
度の上昇幅の傾向としてはin vivoと大きな差はない
ものと考えられる。また、増村らによると、deletion
に占めるG:C塩基対のdeletion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
ている(Masumura K et al, 2000, Carcinogenesis) 。本研
究では、大腸におけるdeletionのうち50%が5’-GGG-3’、
5’-GG-3’上にあり、もう50%においても、反対鎖であ
る5’-CCC-3’、5’-CC-3’ 上にdeletionが入っていること
が確認された。肝臓では、deletionのうち90%において
5’-CC-3’ 上のdeletionが確認された。insertionに関して
はmutationの数が少ないため勘案していないが、以上
のことから、mutationのパターンにおいてin vivoとオ
ルガノイドの間に大きな矛盾はないものと考えられ
る。 
既知の遺伝毒性発がん物質であるPhIPを、マウス正常
組織由来オルガノイドに曝露させた。PhIPの標的臓器
である大腸由来オルガノイドでは、変異頻度・変異ス
ペクトル・変異ホットスポットのいずれにおいてもin 
vivoと同じ傾向を示した。また、非標的組織である肝
臓由来オルガノイドで変異頻度とスペクトルについ
て調べた結果、解析数が少ないものの、変異頻度にお
いてはin vivoと相関性のある結果を示した。変異スペ
クトルについてはデータ数が少ないのと、in vivoのデ
ータが無いため比較できなかった。 
 
（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 大腸由来オルガノイドを用いたPhIPの遺伝子

変異原性試験 

 
 
図２ 大腸由来オルガノイドを用いた変異スペクト

ル解析結果 

 
 
図３ 大腸由来オルガノイドを用いた変異ホットス
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ポット解析結果 

 
 
図４ 肝臓由来オルガノイドを用いたPhIPの遺伝子

変異原性試験 

 
 
図５ 肝臓由来オルガノイドを用いた変異スペクト

ル解析結果 
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