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研究要旨 
本分担班では、腫瘍性病変をエンドポイントとする発がん性試験法に関連し、オルガノ

イドをヌードマウス皮下に移植した際の造腫瘍性とともに、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を進めている。一方、本分担課
題における検討では、国立がん研究センターにて調製されたgpt deltaマウス肺オルガノ
イドを静岡県立大学へ輸送し、継代培養後に披験物質（アクリルアミド）を曝露した試料
を用い遺伝子突然変異試験を実施することで、オルガノイドを用いた試験結果における施
設間でのばらつきについて基礎的なでデータを蓄積する目的とした。 

 
 

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。

本研究班では、遺伝毒性・発がん性短期包括的試験

法の開発を目指しているが、最終的にその妥当性が

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。分担課題においては、オ

ルガノイドを用いた試験結果における施設間でのば

らつきについて基礎的なでデータを蓄積する目的で、

昨年度は国立がん研究センターにて調製されたgpt 
deltaマウス肺オルガノイドを静岡県立大学へ輸送し、

披験物質（アクリルアミド）の曝露後、細胞を凍結

保存した。本年度は、凍結試料からDNAを抽出し、

パッケージング操作およびコロニー数のカウントを

行った。 
 

Ｂ．研究方法 

gpt deltaマウス肺オルガノイドは、12 wellプレート4 
well分に培養された状態で国立がん研究センターよ

り輸送（室温）された。受け取り後、直ちに1 mL/well
肺用（d1）培地を加え37ºCのCO2インキュベーターで

培養した。披験物質（アクリルアミド）が送付され

てくるまでの間、培地が黄色くなる4－5日毎に継代

した（3倍希釈）。余分な細胞は凍結保存（-80ºC）し

た。披験物質（アクリルアミド）の曝露時には、12 well
プレートに調製したマトリゲル上に350 µL/wellの細

胞懸濁液（d0培地、30.77×104 個/mL）を播種し、そ

こへS9 mix（50 µg prtein/mL）と0 mM、0.28 mM、1.4 
mMのアクリルアミドを含む肺用d0培地を350 µL加
えた。翌日、培地を回収しPBS（1 mL/well）で洗浄

後、70 µL/wellのマトリゲルを重層し37ºCで25分間固

めた後、肺用d1培地（1 mL/well）を加えた。その後、

培地が黄色くなる4－5日毎の継代時にアクリルアミ

ド曝露を同様の方法で実施した（合計3回）。 

オルガノイドからのDNA抽出はRecoverEase DNA
 Isolation Kit（Agilent）を用いて行った。-80ºCで保

存していたオルガノイドを lysis buffer 5 mLに懸濁

した。Cell strainer を装着した50 mL tube に細胞懸

濁液を移し、lysis buffer 3 mLで共洗いした。遠心分

離（4ºC、4,500 rpm、20分）、上清を除去後、50 mL
 tube を逆さにして水分を除去した。さらに、付属の

滅菌綿棒を用いて tube 内壁の水分を除いた。Digest 
solution（digestion buffer 98 µL、Rnase-It cocktail 2 
µL/サンプル）を調製し、ペレットを剥がすように、

digest solution 70 µLを添加した。50ºCのウォーター

バスで45 min 反応させ、ペレットを溶解させた。反
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応終了後、1×TE 300 µLを添加し、透析チューブに

サンプルを移した。透析チューブに蓋をし、1×TE 
500 mLに対し室温で72時間透析した。透析後、ワイ

ドボアピペットチップを用いてDNA溶液を回収後、

変異頻度の解析を行った。 

gpt変異解析に使用した菌株は、国立医薬品食品衛

生研究所変異遺伝部の杉山圭一先生に分与頂いた。 

20%（w/v）maltose 50 µL、kanamycin（25 mg/mL）
5 µLを加えたLB培地 5 mLにYG6020を植菌した。3
7ºC で一晩振盪培養後、滅菌グリセロールを900 µL
加え、ボルテックスした。調製したストックを超低

温用のバイアルに移し、-80ºCで凍結した。 

試験前日に、LB培地 2 mL、20%（w/v）maltose 2
0 µL、kanamycin（25 mg/mL）2 µL、YG6020（グリ

セロールストック）を加え、37ºC で一晩振盪培養し

た。また、6-TG（-）plate、6-TG（+）plate をそれぞ

れ作製した。Bacto agar 6 g を MQ-water 360 mLに
添加し、オートクレーブした。そこに、10×M9 salt
（Na2HPO4・7H2O 128 g、KH2PO4 30 g、NaCl 10 g
 を MQ-water に溶解し、1 Lに調製）40 mL、50% 
(w/v) glycerol 8 mL、1M MgSO4 800 µL、1M CaCl
2 40 µL、1% (w/v) thiamine 200 µL、amino acids（1
0 mg/mLプロリン、ロイシン、イソロイシン） 1.6 
mL、chloramphenicol（25 mg/mL）400 µLを加え、プ

レートに25 mLずつ分注し、6-TG（-）plateを作製し

た。また、Bacto agar 10.5 g を MQ-water 630 mL
に添加し、オートクレーブした。そこに、10×M9 sal
t 70 mL、50% (w/v) glycerol 14 mL、1M MgSO4 1.
4 mL、1M CaCl2 70 µL、1% (w/v) thiamine 350 µL、
amino acids 2.8 mL、chloramphenicol（25 mg/mL）7
00 µL、6-thioguanine（25 mg/mL）700 µLを加え、プ

レートに25 mLずつ分注し、6-TG（+）plate を作製

した。 

試験当日、LB培地 16.8 mL、20%（w/v）maltose 
168 µL、kanamycin（25 mg/mL）16.8 µL、前培養菌

液420 µLを加え、振盪培養した。 

In vitroパッケージングは Transpack Packaging Ex
tract（Agilent）を用いて行った。Packaging kit の re
d tube に、抽出したDNA 10 µLを添加し、37ºCで90
分反応させた。反応終了後、Blue tube のファージ12
 µLを red tubeに添加、ピペッティングし、37ºCで9
0分反応させた。反応終了後、SM buffer（NaCl 0.29 
g、MgSO4・7H2O 0.1 g、1 M Tris-HCl 2.5 mL、2%
 ゼラチン溶液 0.25 mLを MQ-water 50 mLにメス

アップ）268 µLを添加、ボルテックスした。LB培地

 198 µLに 1M MgSO4 1.98 µL、packaging 液 2 µL
を加え、1/100 packaging 液を調製した。 

振盪培養している菌液の濁度が OD600=1.0 になり

次第、50 mL tube に回収し、遠心（4ºC、4,000 rpm、

10分）、上清を除去後、LB培地 8.4 mL、 20% (w/
v) maltose 84 µL、kanamycin（25 mg/mL）8.4 µLを
加え、菌液を調製した。 

1サンプルあたり7本の15 mL tube を用意し、菌液

を200 µLずつ分注した。7本中2本を 6-TG(-) とし、1
/100 packaging 液を10 µL添加した。残りの5本を6-T
G(+) とし、packaging 液を60 µl 添加した。37ºCで2
0分静置後、37ºCで30分振盪した。 

6-TG(-) としたサンプルに、6-TG(-) soft agar（Ba
cto agar 0.6 g、NaCl 0.6 g に MQ-water 100 mLを
加えオートクレーブ）2.5 mLを加え、ボルテックス

後、6-TG（-）plate に重層した。6-TG(+) としたサン

プルに、6-TG(+) soft agar（Bacto agar 0.6 g、NaCl 
0.6 g、にMQ-water 100 mLを加えオートクレーブ後、

25mg/mL 6-thioguanine 100 µL を添加）2.5 mLを加

え、ボルテックス後、6-TG（+）plate に重層した。S
oft agar が固まったら、転置し37ºCで4日間培養した。 

各 plate に出現したコロニーをカウントし、6-TG
（+） plate に生えたコロニーを confirmation した。

1/15 M Na-K buffer（Na2HPO4 7.57 g、KH2PO4 1.82
 gをMQ-water に溶解し、pH 7.4に調製後1 Lにメス

アップ）50 µl を 96 well plate に分注した。滅菌爪

楊枝で6-TG（+） plate に生えたコロニーを搔き取り、

分注した1/15 M Na/K buffer で洗浄後、6-TG（+）p
late、6-TG（-）plate の順にストリークした。ストリ

ークした plate は 37ºC で4日間培養し、コロニーの

有無を確認した。 

 

Ｃ．研究結果 

RecoverEase DNA Isolation Kitを用いて、アクリルア

ミドを曝露したgpt deltaマウス肺オルガノイドの

DNA抽出を行った。DNA濃度の測定結果は下記

（Table 1）のとおり。 

 

Table 1 オルガノイドDNA抽出の結果 

 

次に、Transpack Packaging Extractを用いてin vitro
パッケージングを行い、gpt assayを実施した。一回

sample A260 A260/A280 濃度(ng/ul)

control_1 0.21 1.64 103.5

control_2 0.30 1.65 150.0

control_3 0.13 1.67 62.5

0.28 mM アクリルアミド_1 0.20 1.76 99.5

0.28 mM アクリルアミド_2 0.24 1.69 119.0

0.28 mM アクリルアミド_3 0.19 1.79 96.5

1.4 mM アクリルアミド_1 0.31 1.73 157.0

1.4 mM アクリルアミド_2 0.29 1.70 147.0

1.4 mM アクリルアミド_3 0.17 1.76 83.5
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目の試験の結果、6-TG(-) plate・6-TG(+) plate上に生

育したコロニーが薄く、生育異常がみられた（図1 
左側）。そこで、グリセロールストックの再調製を

行った。 

20%（w/v）maltose 50 µL、Kanamycin（25 mg/mL）
5 µL を加えたLB培地 5 mLにYG6020を植菌し、37º
C で一晩振盪培養した。菌液を50 ml tube に回収し、

遠心（4ºC、4,000 rpm、10分）、上清を除去後、kan
amycin含有プレートに塗布した。37ºC で一晩培養後、

独立したコロニーを釣菌し、20%（w/v）maltose 50 
µL、kanamycin（25 mg/mL）5 µLを加えたLB培地 5
 mLに植菌した。37ºC で一晩振盪培養後、滅菌グリ

セロールを900 µL加え、ボルテックスした。調製し

たストックを超低温用のバイアルに移し、-80ºCで凍

結した。 

新しく調製したグリセロールストックを用いて二

回目のgpt assayを実施した結果、生育阻害は見られ

なかった（図1 右側）。 

現在までに三回の試験を終えたが、突然変異の検

出に十分な数の変異コロニーは得られていない。今

後も試験を継続し、突然変異の検出を試みる。 

 

 

 

 

 

図1 Confirmation後のコロニー 

（左：グリセロールストック再調製前、右：グリセ

ロールストック再調製後） 
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