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研究要旨 
本分担研究課題の目的は、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である。本年度は、①施設間で
のオルガノイドの最適な輸送方法を確立するため、輸送時の温度変化がオルガノイドに及
ぼす影響を検討するとともに、②肺由来オルガノイドにアクリルアミドを処置し、処置後
の形態変化およびヌードマウスにおける造腫瘍性を解析した。①については、冷蔵状態で
のオルガノイドの輸送を試みたが、輸送後の培養時に立体構造が崩壊することが明らかに
なった。また、実験的にCO2非制御下（CO2インキュベーターの庫外）に18時間放置した場合、
低温でインキュベートするとオルガノイドの崩壊が観察された。一方、37℃に近い温度で
維持すれば、オルガノイドの立体構造に大きな影響は見られなかった。②については、野
生型マウスの肺由来オルガノイドにアクリルアミド（0、0.28、1.4mM）を３回処置し、病
理組織学的にオルガノイドの形態変化を解析したところ、アクリルアミド処置後、オルガ
ノイドの壁の重層化が観察された。高濃度処置後のオルガノイドにおいては、重度の重層
化が認められ、内腔内に突出して増殖している像も観察された。一方、アクリルアミド処
置後のオルガノイドをヌードマウスの皮下に接種し、８週間観察したところ、明瞭な腫瘤
の形成は見られなかった。以上より、①オルガノイドは、培養条件に近い温度で輸送する
ことが望ましく、また、②化学物質投与後の形態変化の観察が発がん性の評価に有用であ
る可能性が示唆された。 
 

 

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。 

 昨年度、本分担研究課題において、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研

究分担者の所属施設（岐阜大学）に常温で輸送し、

培養・継代できることを明らかにした。一方で、国内

の気温の変動を考えると、季節を問わない安定した輸

送方法が求められる。そこで、今年度は、安定したオ

ルガノイドの輸送方法を確立することを目的として、

実際に冷蔵での輸送を行うとともに、輸送中の温度

変化がオルガノイドに及ぼす影響について実験的に

検討した。 

さらに、今年度は、輸送したオルガノイドを用い

て化学物質の評価を行なった際に分与元の施設と同

じ評価結果が得られるかを検討するために、マウス

に肺発がん性を示すアクリルアミドでオルガノイド

を処置し、ヌードマウスに皮下移植した際の造腫瘍

性を評価した。また、アクリルアミド処置後のオル

ガノイドの形態変化を病理組織学的に解析した。 
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Ｂ．研究方法 

① 輸送時の温度条件がオルガノイドに及ぼす影響の

検討 

①-１. 冷蔵輸送がオルガノイドに及ぼす影響の解析 

国立がん研究センターにて調製されたマウス肺由

来オルガノイドを継代 2日後に岐阜大学に輸送した。

オルガノイドはマトリゲル内に包埋され、液体培地

を抜いた状態で、冷蔵または常温にて輸送した。輸

送に要した時間はおよそ 18 時間であった。到着後、

マトリゲル上に液体培地を添加し、その後の成長お

よび継代の可否について検討した。 

①-２.温度変化がオルガノイドに及ぼす影響の解析 

 マウス肺由来オルガノイドを継代後3あるいは9日

目にCO2濃度非制御下（外気）で4℃あるいは36℃で液

体培地を抜いた状態で18時間放置し、その後、通常の

条件（37℃、CO2濃度5.0％）で培養を行ない、継代後

11日目で観察した。継代後9日目のオルガノイドはコ

ンフルエントの状態であった。4℃の維持は冷蔵庫内

で行い、36℃の維持は細胞株の輸送に用いられる

iP-Tec潜熱蓄熱材-36（株式会社サンプラテック）を

用いて行なった。通常の条件（37℃、CO2濃度5.0％）

で培養を続けたオルガノイドを対照とした。 

 

②アクリルアミド処置後の肺オルガノイドの解析 

野生型マウスの肺由来オルガノイドにアクリルア

ミド（0、0.28、1.4mM）を３回処置し、オルガノイド

を増殖させた後、オルガノイドの病理組織学的解析お

よびヌードマウスにおける造腫瘍性の検討を行なっ

た。 

②-１．病理組織学的解析 

 iPGell（ジェノスタッフ社）を用いてオルガノイド

を集め、定法に従い、パラフィン包埋切片を作製し、

H&E染色を施し観察した。 

②-１．ヌードマウスにおける造腫瘍性の検討 

 ヌードマウスの腹側部皮下に、マトリゲルと混和し

たオルガノイドを接種した。接種後、８週間飼育した。

さらに、接種部位の組織を病理組織学的に解析した。 

 

（倫理面への配慮） 

動物実験の実施に際しては、本学の動物実験委員会

の承認を得た後に実施し、飼育、実験に際し、実験動

物に対する動物愛護について十分に配慮した。 

 

Ｃ．研究結果 

① 輸送時の温度条件がオルガノイドに及ぼす影響の

検討 

①-1. 輸送時の温度条件がオルガノイドに及ぼす影

響の検討（図１） 

 常温で輸送されたオルガノイドはrasH2、non-Tgと

もに正常に成長し、到着5日目に継代が可能であった。

一方冷蔵で輸送されたオルガノイドはrasH2、non-Tg

ともに到着時に形態的な変化は観察されなかったが、

到着2日後にはほぼすべてのオルガノイドが崩壊して

シート状を呈し、継代は不可能であった。したがって、

冷蔵輸送はオルガノイドの輸送には適さないことが

明らかとなった。 

①-2. 温度変化がオルガノイドに及ぼす影響の解析

（図２） 

継代後3あるいは9日目に4℃条件下に置いた場合、

崩壊したオルガノイド観察された。一方、36℃条件下

に置いた場合、オルガノイドは立体構造をよく保って

いた。したがって、今回用いた保温器具等を用いて、

通常の培養時との温度変化を少なくして輸送するこ

とが有効と考えられた。 

 

②アクリルアミド処置後の肺オルガノイドの解析 

②-１．病理組織学的解析（図３） 

アクリルアミド処置後、オルガノイドの壁の重層化

が観察された。濃度依存的に形態変化を示すオルガノ

イドの頻度が増加し、かつ形態変化も重度となった。

高濃度処置後のオルガノイドにおいては、高度な重層

化に加え、内腔内に突出する像も観察された。以上よ

り、化学物質投与後のオルガノイドの形態変化の観察

が発がん性の評価に有用である可能性が示唆された。

今後、他の発がん性物質でも同様の変化が誘導される

か検討していく必要がある。 

②-１．ヌードマウスにおける造腫瘍性の検討（図４・

図５） 

皮下接種８週後には、肉眼的に明らかな腫瘤形成は

認められなかった。組織学的解析では、接種部位にお

いてオルガノイドが観察された（図５）。また、この

結果は、オルガノイドの提供元である国立がん研究セ

ンターで行われた結果と一致していた。したがって、

輸送したオルガノイドを用いて、分与先でも同じ試験

結果が得られることが示された。 
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1．特許取得 
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2．実用新案登録 
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3．その他 

該当なし。
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図１. 冷蔵輸送時と常温輸送時のオルガノイドの比較 
 
 
 

 
 

図２. 温度変化がオルガノイドに及ぼす影響 
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図３.アクリルアミド処置後のオルガノイドの形態変化 
 
 

 
 

図４.アクリルアミド処置後のオルガノイドのヌードマウスにおける造腫瘍性の検討 
（上段：ヌードマウス、下段：接種部組織） 
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図５.ヌードマウス接種部の病理組織学的解析 
 


