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研究要旨 
本分担研究課題においては、マウス正常組織由来オルガノイドを用いるin vitro発がん
性短中期試験を多施設で実施可能な方法として確立することを目的に、施設間での輸送方
法を検討するとともに、施設間での輸送がオルガノイドへ及ぼす影響について基礎的なデ
ータを収集した。現在のところ、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。そのた
め、マウスの生体からオルガノイドを調製する工程が本試験系の普及の障害となる可能性
がある。他施設で調整済みのオルガノイドを用いて試験を実施することができれば、試験
の実施にあたり、各施設で生体からオルガノイドを調整する必要はなくなり、試験法の普
及に繋がることが期待される。本年度は、基幹施設（国立がん研究センター）で調整され
たオルガノイドを輸送し、研究分担者の所属施設（岐阜大学）において培養を行い、施設
間での輸送がオルガノイドへ及ぼす影響を検討した。野生型BALB/cマウス及びp53ヘテロ
ノックアウト（p53（+/-））マウス（BALB/c背景）由来の胆管および肺オルガノイドを用
い、オルガノイドは細胞培養用プレートでマトリゲルに挟まれた状態で基幹施設から輸送
した。分担者の所属施設において、到着後、速やかに培地を添加し、培養を継続した。胆
管オルガノイドについては1回、肺オルガノイドを３回の輸送を行い、いずれの場合も輸送
後に培養・継代が可能であった。受け取ったオルガノイドは１週間毎に継代を行い、胆管
オルガノイドについては７回、 肺オルガノイドについては９回継代を行った後も、オル
ガノイドは培養可能で、大きな形態学的な変化も生じないことを確認した。また、輸送後
の培養・継代において、野生型とp53（+/-）のオルガノイドの間に明らかな違いは認めら
れなかった。 
以上、今回確立した方法でマウス由来オルガノイドの輸送は可能であることが示された。
輸送後に培養したオルガノイドに形態学的な変化は認められなかったが、今後、実際にin 
vitro発がん性短中期試験に用いた場合に、試験結果を忠実に再現できるか検討する必要が
ある。 
 

 
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
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、最終的に妥当性が検証さ
れるとともに、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。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
策が必要である。 

今年度は、他施設で調製されたオルガノイドを用
いてin vitro発がん性短中期試験が実施可能である
か検討するため、施設間での輸送方法を検討すると
ともに、施設間での輸送がオルガノイドへ及ぼす影
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響について基礎的なデータを収集した。他施設で調
製済みのオルガノイドを用いることが可能になれば、
施設間での試験結果のばらつきを抑えたより再現性
の高い試験となることが期待され、さらに、各実施
機関で生体からオルガノイドを調整する必要がなく
なるため、オルガノイドを用いた試験法の普及に繋
がることが期待される。 

また、p53（+/-）マウスを含めたがん関連遺伝子改
変マウス由来のオルガノイドを用いることで、in 
vitro発がん性短中期試験の検出感度が高まることが
期待される。一方、遺伝子可変マウス由来のオルガノ
イドは輸送ストレスへの感受性も高いことも予想さ
れるため、遺伝子改変のオルガノイドの輸送に及ぼす
影響を検討した。 
 
Ｂ．研究方法 

（１）施設間で輸送がオルガノイドに及ぼす影響の
解析 

１）オルガノイドの調製 
 オルガノイドの調整は、国立がん研究センターに
ておこなった。野生型 BALB/cマウスおよびp53（+/-）
マウス（BALB/c背景）の胆管、肺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）肝臓・肺を摘出、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 

 ２）オルガノイドの輸送 

[１日目] 
ⅰ）継代と同様の操作により軽く破砕したオルガノ
イドをマトリゲル上に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）細胞培養用プレートのまま、常温にて岐阜大学に
送付 

[３日目] 
ⅰ）到着後、速やかにマトリゲル上に液体培地を加
え培養 

[１週間目] 
ⅰ）国立がん研究センターと同様の操作により継代 

ⅱ）１日目、２日目と同様の操作により培養継続 
 
（倫理面への配慮） 
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 

 胆管オルガノイドについては1回、肺オルガノイド
を３回の輸送を行い、いずれの場合も輸送先の施設
（岐阜大学）で培養が可能であった。いずれのオルガ
ノイドについても、１週間毎に継代を行い、胆管オル
ガノイドについては７回、 肺オルガノイドについて
は９回継代を行った後も、オルガノイドは培養可能で、
大きな形態学的な変化も生じないことを確認した（写
真１）。また、輸送後の培養・継代において野生型と
p53（+/-）のオルガノイドの間に明らかな違いは認め
られなかった。また、これまで分担研究者はオルガノ
イドを培養した経験はなかったが、比較的容易にオル
ガノイドを培養することが可能であった。 

 以上より、今回確立した輸送方法により施設間のオ
ルガノイドの受け渡しが可能で、他施設で調製された
オルガノイドを用いてin vitro発がん性短中期試験
が実施可能であることが示唆された。今後、実際にin 
vitro発がん性短中期試験に用いた場合に、試験結果
を忠実に再現できるか検討する必要がある。現在、輸
送後、培養・継代された肺オルガノイドを用いてアク
リルアミドに対する試験を実施し、基幹施設で行った
試験の結果が再現できるか検討している。 
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2.  学会発表 

  該当なし 

 
Ｅ．知的財産権の出願・登録状況 
（予定を含む。） 

1．特許取得 

 該当なし。 

2．実用新案登録 

 該当なし。 

3．その他 

該当なし。

 

 

 


