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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、発がんの非標的臓
器である肝臓を用いて、PhIPの遺伝毒性を解析した。5週齢のgpt deltaマウスから肝臓を切
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 µM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、PhIP曝露によって変異頻度が上昇したが、濃度依存的な上昇は
観察されなかった。PhIPの発がん標的臓器である大腸に比べると、変異頻度の上昇率が大
きく、in vivo試験とは異なる様相を呈した。オルガノイドにすることで細胞増殖頻度が増
加し、変異が蓄積しやすくなったと考えており、現在、肝臓、大腸オルガノイドについて、
細胞増殖やPhIP-DNA付加体の解析を行う準備を進めている。また、同様に作成した肺オル
ガノイドを用いて、加熱食品中に含まれるアクリルアミド(AA)を0, 0.28, 1.4 µMの濃度でS
9 mix存在下で曝露した結果、高用量曝露によってオルガノイドの形態変化が観察された。 
 

                                      
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
いて検討してきた。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、発がん非標的臓器
である肝臓オルガノイドを用いて解析し、in vivo遺伝毒
性試験結果との比較を行うことでその妥当性について
評価した。さらに、オルガノイドを用いた遺伝毒性試験
法が、他施設間で一致した結果が得られるか検証するた
めに、同一個体の肺から作成したオルガノイドを静岡県
立大学へ分与し、同じプロトコールでAAを曝露させた。 
 
Ｂ．研究方法 
① オルガノイドの作成と被験物質の曝露 
5 週齢の雄性マウスから肝臓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。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。 
③ 肺オルガノイドへのAA曝露 
5週齢の雄性マウスから肺を切り出し細切、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
中で三次元培養しオルガノイドを得た。継代のタイミ
ングでセルカウントし、12wellプレートへ1.0x105/well
に調製して播種した。そこへ、S9mixとAAを混合した
ものを加え、24時間曝露させた。曝露後、PBS(-)で1
回洗浄し、マトリゲルを重層して液体培地を加え、約
1週間培養した。これを合計3回繰り返し、gpt変異解
析用に2回、6wellになるまで継代した。増殖させたオ
ルガノイドからマトリゲルを除いて回収し、DNA抽
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出まで-80℃で保存した。 
 
Ｃ．研究結果 
常法に則って肝臓由来オルガノイドからゲノム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、PhIP曝露によって変異頻度は0 µM (n=4)で1.1±
1.4x 10-5、5 µM (n=3)で8.9±12 x 10-5、10 µM (n=4)で
7.7±7.6 x 10-5であった。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、5, 10µMでは約8倍程
度に上昇する傾向が観察された(図1)。増村らによるin 
vivo試験の結果では、PhIPは発がん非標的臓器である
肝臓でも変異頻度の上昇を認めている(Masumura K et 
al, 2000, Carcinogenesis)。しかしながら、今回の肝臓
オルガノイドを用いた系では、先行研究で得られた発
がん標的臓器である大腸よりも変異頻度が上昇して
いた。大腸由来オルガノイドでの突然変異頻度を図2
に示す。生体内では、肝臓よりも大腸の方が細胞増殖
の頻度が高いが、オルガノイドにすることで増殖頻度
が増加し、変異が蓄積しやすくなったことが変異頻度
の上昇につながったのではないかと考えており、現在、
肝臓、大腸オルガノイドについて、細胞増殖のマーカ
ーであるKi-67を調べることで説明できると考え、準
備を進めている。また同時に、PhIP-DNA付加体の解
析も行う予定である。 
② 肺オルガノイドのAA曝露 
継代毎に細胞数を揃えた肺オルガノイドへAAを曝
露した結果、1.4µMで形態変化が表れた。露直後では
いずれも形態変化を起こさなかったが、曝露後1週間
の培養中に、0µM、0.28µMではオルガノイドのバル
ーン形状を保ったままであったが、1.4µMではバルー
ン形状が崩れ、辺縁が波立った形態へと変化した。(図
3)しかし、変異原性試験用に2回の継代をすると、
1.4Mで見られた形態変化したオルガノイドの数が減
少した。AA曝露後に増殖させ、凍結保存したオルガ
ノイドについては来年度以降、DNA抽出、変異原性
試験および変異スペクトラム解析を行う。静岡県立
大学での結果とあわせて、新規遺伝毒性評価法とし
て有用か評価する。 
 
（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。 
 
 
図1 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2 大腸由来オルガノイドを用いたPhIP遺伝子変異
原性試験（参考資料） 

 

   
図3 肺オルガノイドの形態変化 
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