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研究要旨 
化学物質の開発には安全性評価が不可欠であり、従来は実験動物を用いた反復投与試験が広く行われてきた

が、動物愛護の観点から代替法の導入が強く求められている。本研究では、マウス肝臓オルガノイドを用いた

新たな in vitro 毒性評価系の確立を目的とし、安定した培養条件や解析手法の最適化を行った。 

まず、マトリゲルとオルガノイドを混合してドーム状に播種し、専用培地（OGM）を用いることで、長期間に

わたる安定培養が可能であることを確認した。評価法としては、発光測定法および生細胞数計測法のいずれで

も適切な毒性判定が可能であり、細胞毒性試験の指標として活用できることが示された。さらに、2 施設にお

いて同一プロトコールで培養されたオルガノイドの遺伝子発現を比較したところ、肝細胞や前駆細胞、胆管細

胞のマーカー遺伝子において大きな差異は認められず、評価結果の再現性が高いことが確認された。被験物質

として、フェノバルビタール（PB）、カルバミン酸エチル（EC）、モノクロタリン（MCT）、クマリン（CMR）、ア

セトアミノフェン（APAP）の 5 化合物を用いて曝露実験を実施した結果、いずれも濃度依存的に細胞生存率が

低下することが確認された。小核試験では、EC、CMR、MCT、APAP において小核出現頻度の上昇がみられ、特に

MCT では最も高い頻度を示した。一方、PB ではコントロールと同程度であった。さらに、MCT 曝露後のオルガ

ノイドを対象に ec-NGS 解析を行ったところ、1 塩基置換変異の頻度上昇に加え、C>A 変異の割合が顕著に増加

し、変異シグネチャーの変化も検出された。MCT は Ames 試験では陰性となるが、本研究では変異原性を陽性と

捉えることができ、オルガノイドモデルの有効性が裏付けられた。また、マウス肝臓に同様の化学物質を投与

した in vivo データとオルガノイドの遺伝子発現を比較した結果、炎症関連パスウェイや Hepatic steatosis

に関する応答に共通性が認められ、オルガノイド系が in vivo との相関性を持つことが示唆された。メチル化

解析では大きな共通パターンは得られなかったが、一部に高メチル化領域が認められ、今後の解析精度向上が

期待される。さらに、マウス肝臓オルガノイドを用いた一次線毛の形態解析法を確立し、フェノバルビタール

曝露による中心小体の増加を観察した。中心小体の過剰複製は染色体不安定性と関連することから、発がん予

測の新たな指標となる可能性が示された。 

これらの結果から、マウス肝臓オルガノイドは、細胞毒性、ゲノム変異、エピゲノム、さらには細胞構造に至

るまでの多面的な評価が可能な高度な in vitro 評価系であり、化学物質の安全性評価における動物実験代替

法としての有用性が極めて高いことが明らかとなった。今後は、ヒトオルガノイドや免疫・間質細胞との共培

養系への応用、さらには評価指標の標準化および自動化を通じて、より実用的で高精度な毒性評価法としての

展開が期待される。 
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Ａ．研究目的 
化学物質の開発には、安全性評価が不可欠であり、

そのために実験動物を用いた反復投与試験等の実施
が必要とされ、その結果が重視されることが多い。一
方、動物愛護3Rs(Replacement・Reduction・Refinem
ent)の観点から、化学物質の発がん性予測等の安全性
評価の動物実験代替法の開発・導入が求められている。
しかしながら、現在汎用されているin vitro毒性試験
はいずれも均質な細胞を用いての評価系であり、生体
への外挿の点で限界があるため、その限界を突破する
イノベーションが期待されている。近年、3次元オル
ガノイド培養法の発展により様々な組織由来の正常
細胞を長期培養することが可能となってきている。オ
ルガノイドはin vitro系で幹細胞から作ることがで
きミニチュアの臓器とも言われており、幹細胞がもつ
自己複製能と分化能を利用し自己組織化させること
で臓器あるいは器官に特異的な3次元構造を形成し、
その機能を再現することが可能である。このことから
発生生物学、疾患病理学、細胞生物学、再生メカニズ
ムといった基礎研究や創薬研究など多岐にわたる研
究分野で使用されている。申請者はこれまでに、レポ
ーター遺伝子導入マウス由来のオルガノイドを用い
て遺伝毒性試験を実施した結果、細菌や哺乳類細胞を
用いる既存の試験法では検出できず、in vivoモデル
でのみ検出できる化学物質の点突然変異をオルガノ
イドでは陽性と判定できることを明らかにした（Kom
iya M、Totsuka Yら、2021）。 
本研究では、オルガノイドを用いた化学物質の新規

in vitro有害性評価手法を確立するため、市販のマウ
ス肝臓オルガノイド用いて、①培養ならびに化学物質
曝露実験の至適条件の決定、②オルガノイドの安定性
評価を行った。そして、既知の遺伝毒性化学物質、非
遺伝毒性化学物質、肝毒性物質を用いて化学物質曝露
実験を行い、③細胞毒性試験、④細胞形態変化評価、
⑤小核試験、⑥Error-Corrected NGS(ec-NGS)による
ゲノム変異解析について実施した。また、マウス肝臓
オルガノイドに既知の肝発がん物質をはじめとした
被験物質をばく露し、その遺伝子発現変化について検
討することで、化学物質の毒性の有無およびその機序
について予測可能かどうか、検討を行った。さらに、
同様の被験物質を4週間あるいは13週間投与し得られ
たマウス肝臓を用いて、網羅的遺伝子発現解析を行い、
マウス肝臓オルガノイドと比較検討することで、in 
vivo(マウス肝臓)およびin vitro(マウス肝臓オルガ
ノイド)における相関性について検討を行った。そし
て、肝臓オルガノイド培養系を用いた化学物質の新規
in vitro有害性評価系の確立を目指すため、実際にマ
ウスを用いてin vivo毒性評価を実施し、オルガノイ
ドを用いた新規評価系の有用なエンドポイントとな
り得るかについて検証することを目的とした。 

一次線毛は細胞膜上の突起物で、細胞内シグナルの
ハブと認識され、腫瘍細胞では発現が消失するなど各
種生命現象への関与を報告している。一次線毛発現と
既存の各種細胞株との関係を解明し、オルガノイドを
用いた新規評価系の有用なエンドポイントとなり得
るかどうかについても検討を行う。これまで毒性評価
に応用されていない一次線毛に着目し、化学物質と一
次線毛との分子生物学的関連性および共培養系およ
びオルガノイドにおける細胞病理学的および機能解
析を行い、一次線毛の発がん予測、安全性評価法構築
への応用を目的とする。 
 

 

Ｂ．研究方法 

本研究では、各施設で使用する被検物質が同じになる

ように調整して研究を実施した。 

各施設で使用した化学物質は以下の表にまとめる。 

 

表１ 各施設における評価方法と使用した化学物質 

 
 

 

1. ゲノム変化を指標としたオルガノイドによる化

学物質の安全性評価法開発 

 
① 培養・化学物質曝露実験方法の検討： 
a)培地：Organoid Growth Medium(OGM, STEMCELL Te
chnologies, ST-06030)と当施設で従来マウス肝臓由
来オルガノイド培養に使用している調製培地を用い
て24well plateで培養を行い、オルガノイドの増殖を
比較した。なお、調製培地はAdvanced DMEM/F12培地
にmEGF、BSA、Y27632、A83-01、CHIR-99021、ITS-G s
upplement等を加えた。また継代時の播種密度は、OGM
は1:30、調製培地は1:2～1:30にして検討を行った。 
b)培養方法：マトリゲルドーム内での培養が推奨され
ているが、当施設で従来オルガノイド培養に用いてい
るMatrigel Bilayer Organoid Culture(MBOC)法でも
培養可能であるか検討を行った。なお、継代時の播種
密度はドーム型培養では1:30とし、MBOC法は推奨培養
方法ではないため1:10で行った。 
c)シングルセル化の検討：トリプシンあるいはAccuma
xを用いてオルガノイドをシングルセルにして培養し
た際のオルガノイドの増殖に及ぼす影響について比
較した。 
d)化学物質曝露実験：メタンスルホン酸エチル(EMS)
を用いて曝露実験を行った。ドーム型培養法ならびに
MBOC培養法を用い、細胞を播種した2時間後から培地
中最終濃度を0, 0.2, 2, 20mMとして24時間曝露後、
RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay (Promega)
ならびにトリパンブルー色素排除法を用い評価を行
った。 
② マウス肝臓オルガノイドの安定性評価： 
本研究では標準的な毒性試験法の開発を目指してお
り、オルガノイドの品質が安定であることが望ましい。
しかし、オルガノイドは培養条件などにより遺伝子発
現に影響することが知られており、その品質について
確認する必要があると考えた。そこで、2施設間（星薬
科大学と国立がん研究センター）で同一の実験プロト
コールに従い培養したオルガノイドの安定性につい
て、各種遺伝子発現を分子マーカーとして評価した。 
凍結日と継代数が異なる凍結マウス肝臓由来オルガ
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ノイド(2本)を各々ドーム型培養で播種し、1週間ごと
に3週間継代を行った。播種ならびに継代時に形態学
的観察を行い、リアルタイムPCRによる遺伝子発現解
析のためオルガノイドを回収した。遺伝子発現解析の
対象として、肝細胞マーカー(Hnf4α,Ttr)、前駆肝細
胞マーカー(Sox9)、成熟肝細胞マーカー(Alb, Cyp3a1
1)、胆管マーカー(Krt19)の遺伝子発現量を播種時の
発現量と比較して評価した。なお、内部標準遺伝子は
18S rRNAを用いた。また、マウス肝組織における遺伝
子発現との比較も同じマーカー遺伝子を用いて行っ
た。 
③ 細胞毒性試験： 
オルガノイドを播種後2時間培養し、S9mix存在下で化
学物質を236, 472, 943 μM(フェノバルビタール(P
B))、25, 50, 100 mM(カルバミン酸エチル(EC))、12
5, 250, 500 μM(モノクロタリン(MCT))、50, 100, 
200 μM(クマリン(CMR))、10, 20, 40 mM(アセトアミ
ノフェン(APAP))で24時間曝露し洗浄後、トリプシン
を用いてシングルセルにして、トリパンブルー色素排
除法を用いて評価を行った。 
④ 細胞形態変化評価： 
マウス肝臓オルガノイドに、化学物質の3回曝露実験
を行った。播種後3日間培養したオルガノイドへ1回目
の曝露(24時間)を行い、洗浄した後に新しい培地を添
加した。3日間培養した後、オルガノイドを回収し再播
種を行った。3日後、2回目の曝露(24時間)を行い、洗
浄後に新しい培地を添加した。6日間培養後、3回目の
曝露(24時間)を行い洗浄した後、セルリカバリーソリ
ューションを用いてオルガノイドを回収した。なお、
化学物質の培地中最終濃度は236, 943 μM(PB)、25,
 100 mM(EC)、125, 500 μM(MCT)、50, 200 μM(CM
R)とした。 
⑤ 小核試験： 
オルガノイドを播種後3日間培養し、S9mix存在下で化
学物質を236, 943 μM(PB)、25, 100 mM(EC)、125, 5
00 μM(MCT)、50, 200 μM(CMR) 、10, 40 mM(APAP)
で24時間曝露し洗浄後、新しい培地で2日間培養後、シ
ングルセルにして細胞を回収した。回収した細胞をサ
イトスピン法によりスライドガラスに固定後、ギムザ
染色を行った。評価は、光学顕微鏡下で各スライドに
つき2,000個の細胞を観察し、小核を保有する細胞数
を計測し、算出した小核保有細胞の頻度（小核出現頻
度）を指標に行った。 
⑥ Error-Corrected NGSによるゲノム変異解析： 
マウス肝臓オルガノイドにS9mix存在下で、MCTの3回
曝露実験を行った。播種後3日間培養したオルガノイ
ドへ1回目の曝露(24時間)を行い、洗浄した後に新し
い培地を添加した。3日間培養した後、オルガノイドを
回収し再播種を行った。3日後、2回目の曝露(24時間)
を行い、洗浄後に新しい培地を添加した。6日間培養後、
3回目の曝露(24時間)を行い洗浄した後、TrypLEを用
いてオルガノイドを回収した。なお、MCTの培地中最終
濃度は125, 500 μMとした。回収したオルガノイドよ
りAllPrep DNA/RNA Kit(QIAGEN) を用いてゲノムDNA
を抽出し、ec-NGS(Nano-Seq)解析を行った。 
 

2. マウスオルガノイドを用いた毒性評価と遺伝子

発現解析 

表１の化学物質をそれぞればく露させたマウス肝

臓オルガノイド由来 mRNA を星薬科大学 戸塚教授よ

り供与いただいた。受領した mRNA を in vitro マウス

肝臓 mRNA として用いて以降に記す解析を行った。さ

らに、4 週間(PB、APAP)あるいは 13 週間(CMR)マウス

に投与した肝臓を東京農業大学 美谷島教授より供与

いただいた。受領した肝臓より mRNA を抽出し、in 
vivo マウス肝臓 mRNA として、以降に記す解析を行っ

た。 

 

［網羅的遺伝子発現解析］ 

回収したマウス肝臓オルガノイド由来 mRNA のうち、

対照群および高用量群をそれぞれ用いて(計 8 検体)、

ClariomTM D Assay, Mouse (Thermoficher)マイクロ

アレイによる網羅的遺伝子発現解析を行った。さらに

in vivo マウス肝臓由来 mRNA のうち、PB、CMR および

APAP 投与群における対照群および高用量群をそれぞ

れ用いて(計 5 検体)、ClariomTM D Assay, Mouse 

(Thermoficher)マイクロアレイによる網羅的遺伝子

発現解析を行った。Expression ConsoleTM を用いて、

数値化および正規化を行った。アルゴリズムは、SST-

RMA を用いた。Annotation Level は、(Exon Level 

ではなく) Gene Level とした。得られた遺伝子発現

パラメータを用いて Ingenuity Pathway Analysis 

(IPA) ソフトウェアを用いて、パスウェイ解析及び各

被験物質ばく露による影響について検討を行った。 

加えて、昨年度実施したマウス肝臓オルガノイドを

用いたマイクロアレイおよびパスウェイ解析で得ら

れたデーターを用いて、in vivo および in vitro 双

方でどのような影響がみられたか、検討を行った。 

 

3. マウスオルガノイドを用いたエピゲノム変化評

価系の構築 

マウス臓器由来オルガノイドに化学物質を反復暴露

した後、エピゲノム変化を同定し、in vitro一般毒性

試験法における指標を探索する。 

①オルガノイドへのカルバミン酸エチル（EC）処置 

樹立したC57BL/6J背景p53(+/-)マウスの肺オルガノ

イドを融解、培養を行い使用した。 オルガノイドは

Accutase処置により細胞を分散させ、さらに40μmの

フィルターを通し、細胞数測定を行い、マトリゲル

(Corning) をゲル状にしてひいた12well plateに

1x105細胞/well播種した。2時間静置後、対照群(0 mM), 

低用量(2.5mM),高用量(10mM)を50μg/mlのS9 mixと

共に添加し、5% CO2,37度のインキュベーターで24時

間処置した。24時間後、化学物質を含む培地を除去し、

マトリゲルを被せて培養した(サンドイッチ法)。 

これを１週間に一度３回繰り返した。 

 

②EC処置オルガノイドのメチル化解析 

EC３回処置後（0mM, 2.5mM, 10mM, 各N=2）96時間の

オルガノイドをCell Recovery Solutionによりマト

リゲルを溶解し、細胞塊として回収しDNA抽出を行っ

た。メチル化解析はRRBS法（Reduced Representation 

Bisulfite Sequencing）を用いた。DNAを精製し、制

限酵素MspIによる制限酵素消化を行い、フラグメント

のサイズ選択を行うことでCpGの豊富な領域を選択し

たものをバイサルファイト処理し、非メチル化シトシ

ンをウラシルに変換し、PCR増幅したものを、次世代

シーケンスを行い、Bismarkを用いたアライメント及
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びMethylKit Analysisによるメチル化解析を行い、対

照群に対するメチル化率の変化の同定を行った (q-

value<0.01, % methylation difference >25%)。同定

した候補はIGV(Intergrative Genonics Viewer)を用

いて確認を行った。 

 

③オルガノイドへのフェノバルビタール（PB）処置 

研 究 代 表 者 か ら 分 与 を 受 け た Mouse Hepatic 

Organoids (STEMCELL Technologies ST-70932, 

C57BL/6 マウス肝臓由来) を用いた。PB暴露法につ

いては研究代表者が検討した方法に準じ、ドーム型培

養法でオルガノイドを３日間培養し、１回目の２４時

間暴露を各対照群(0μM), 低用量(236 μM), 高用量

(943 μM)の濃度で暴露した。２４時間後培地の除去、

洗浄後新しい培地を添加し、３日間培養を行った。３

日間培養後、細胞を再播種し、３日間培養後に２回目

の２４時間暴露を行った。その後培地を除去、洗浄後、

新しい培地を添加し、６日間培養後に、３回目の２４

時間暴露を行った。暴露後、培地を除去、洗浄後にセ

ルリカバリーソルーションを用いてマトリゲルを溶

解し、オルガノイドを細胞塊として回収し凍結した。 

 

④PB処置オルガノイドのメチル化解析 

PB３回処置後（0μM, 243μM, 943μM, 各N=3）のオ

ルガノイドの細胞塊から、DNeasy Blood & Tissue Kit 

(QIAGEN)を用いてDNAを抽出した。メチル化解析は

RRBS法を用い、②と同様に行なった。 

 

⑤PB処置マウス肝臓のメチル化解析 

PBによるin vivo 毒性試験(対照群 PB 0ppm, 高用量 

PB 1000ppm, 各N= 5)を行ったC57BL6マウスの凍結肝

臓の一部を分担研究者:美谷島から分与を受け、

DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN)を用いてDNAを

抽出した。その後のメチル化解析については②と同様

の手順で行った。 

 

⑥肝臓オルガノイド-間質細胞の共培養系の構築 

オルガノイドについては研究代表者から分与を受け

たMouse Hepatic Organoids (STEMCELL Technologies 

ST-70932)、間質細胞の１つとして、理研BRCより不死

化クッパー細胞の提供の提供を受けた。共培養法につ

いては、コンパニオンプレートに、インサート (1.0

μmメンブレン)(Corning)を組み合わせる非接触型を

用い、どちら側にどちらの細胞を播種するか、また共

培養時の培地の条件、オルガノイド培地：HepatiCult 

Organoids Growth Medium (Mouse)、クッパー細胞培

地：DMEM (high glucose)+10% FBS+bovine Insulin 

10μg/ml+monotioglycerol 250μMを用い、観察及び

cell titer gloを用いた生細胞数の測定を行い条件

検討を行なった。 

 

4. In vivo 毒性試験 

分担研究者として、美谷島はオルガノイドによる

新規試験法との類似性を確認するため、毒性対照

物質を用いてマウス in vivo 毒性試験を実施し、標

的臓器である肝臓についての毒性学的データを取

得した。 
1) In vivo 毒性試験 
これまで本分担研究では、雄性 C57BL/6J マウス

に、in vitro 試験と共通してフェノバルビタール

(PB)、カルバミン酸エチル(EC)、クマリン(CMR)、
モノクロタリン(MCT)を投与し。さらに、肝細胞壊

死など顕著な肝毒性を示す化学物質としてアセト

アミノフェン(APAP)を投与し、それぞれの化学物

質の肝毒性プロファイルを明らかにしてきた。特

に本年度のマウスへの投与は、CMR 並びに MCT
について反復投与を行い、それぞれの肝臓毒性を

評価した。 
1-1) CMR を用いた検討 
本分担研究では、マウスに CMR を短期間反復投

与することにより生じる肝臓への影響を解析した。

具体的な研究内容として、6 週齢の雄性 C57BL/6J
系マウスに、CMR を 5,000 ppm で 4 週間、2,500 
ppm 並びに 5,000 ppm で 13 週間混餌投与した。対

照群には標準飼料として粉末 CE-2 を与えた。給餌

期間終了後に解剖し、採血並びに臓器の採取を行

った。肝臓については病理組織学的解析並びに遺

伝子発現解析を行った。 
1-2) MCT を用いた検討 
本分担研究では、マウスに MCT を 2 ないし 4 週

間間歇的に反復投与することにより肝臓への影響

を解析した。具体的な研究内容として、6 週齢の雄

性 C57BL/6J 系マウスに pH を調製した生理食塩水

に溶解して MCT を 200 mg/kg の用量で 2 ないし 4
週間にわたり週１回の間歇腹腔内投与を行った。

対照群には同溶媒を投与した。飼料は固形標準食

(CE-2)を用いた。投与期間中に体重及び摂水量を

測定した。投与期間終了後に解剖し、臓器重量、

血液生化学的検査、病理組織学的解析及び遺伝子

発現解析を行った。 
 

5. 新規 in vivo 有害性評価手法の確立と一次線毛

のオルガノイド評価系への応用検討 

 

1) 一次線毛の形態変化の定量的評価 

様々な細胞の一次線毛にEGFPを発現するゼブラフ

ィッシュの組織切片を作製し、EGFPに対する抗体

を用いた免疫染色により、一次線毛を可視化した。

画像解析ソフト（CiliaQ）を用いて、一次線毛の形

態を定量的に解析した。また、カルバミン酸エチル

やトリクロロエチレンをゼブラフィッシュに曝露

（受精後3日目から7日目まで）し、脳における一次

線毛の形態変化を解析した。 

2) 各癌細胞株の一次線毛の免疫染色：ヒト膵臓

癌細胞株 panc-1、ヒト前立腺癌細胞株 DU-145、
PC-3 を選択した。細胞株は JCRB 細胞バンクよ

り入手した。それぞれの細胞株は対応する添加

物を加えた培養液を用いて 37 ℃、CO2 濃度 5 %
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加湿インキュベーターで培養した。免疫細胞染

色は、一次抗体（抗 ARL13B 抗体）、対比染色

（DAPI）を行った。 
3) 発がん性化合物被爆ラットの肝臓組織標本を

用いた一次線毛の免疫染色：鰐渕班より提供を

受けた、発がん性化合物被爆ラットの肝臓組織

標本を用いて一次線毛を構成するタンパク質

（抗 ARL13b 抗体）に対する蛍光免疫染色をお

こなった。化合物はフェノバルビタール、カルバ

ミン酸エチル、モノクロタリン、クマリンである。 
 
4) 発がん性化合物処理のマウス肝臓オルガノイ

ドを用いた一次線毛およびその構造体の免疫染

色：分担研究者より提供を受けた、発がん性化合

物処理のマウス肝前駆細胞オルガノイド標本を

用いて一次線毛を構成する軸糸（抗α-acetylated 
tubulin 抗体）、中心小体（抗γ-tubulin）に対する

蛍光免疫染色をおこなった。また中心小体の増

幅に関与する Polo-like kinase 4に対する抗体を用

いて蛍光免疫染色をおこなった。化合物はフェ

ノバルビタール、カルバミン酸エチル、モノクロ

タリン、クマリンである。 
 
（倫理面の配慮） 

動物を用いるオルガノイド樹立実験は、国立がん研

究センター研究所で行なっており、「国立がん研究

センターにおける動物実験に関する指針」に従って

行った。動物福祉並びに動物実験倫理の観点から、

適切なエンドポイントを設定し、安楽死させること

により苦痛軽減に配慮した。 
また、マウスの使用は最少匹数に留め、東京農業

大学動物実験委員会より承認を受けた申請内容に

則り実施した。また、他実験で用いたサンプルも

検討に用いるなど、使用動物数の低減に努めた。 
 

Ｃ．研究結果 

1. ゲノム変化を指標としたオルガノイドによる化

学物質の安全性評価法開発 

 
① 培養・化学物質曝露実験方法の検討： 

a)培地：OGMを用いて培養した場合と比べ、調製培
地での培養は増殖性が低かった。OGM の場合は1:
30の播種密度で長期継代培養が可能だったが、調
製培地は、OGMと同じ播種密度では増殖性が著し
く低下し、濃く播種する必要があった。 
b)培養方法：MBOC法でも培養継続可能であったが、
両培養法を比較すると、ドーム型培養法において
増殖性が高いことがわかった。 
c)シングルセル化の検討：トリプシンあるいはAc
cumaxともオルガノイドの増殖に大きな影響は及
ぼさないことが分かった。 
d)化学物質曝露実験：両培養法ともに濃度依存的

に細胞毒性が示された（図１A, B）。また、ドー
ム型培養に曝露した24時間後の細胞毒性について
は両評価法で同様の結果が得られた（図１A, C）。 

 
 

 
 

   図１. EMS暴露による細胞毒性試験 
 

② マウス肝臓オルガノイドの安定性評価： 
オルガノイドをドーム型培養法により培養し、継
代時に形態学的変化を観察した結果、図2のように
播種後3週間におけるオルガノイドの形態学的変
化は認められなかった。 

 
図2. オルガノイドの形態学的変化 

 
オルガノイドの各種マーカー遺伝子発現は、同一
プロトコールを用い、2施設で培養したオルガノイ
ドにおける播種時と継代時で相対比較した。その
結果、図3に示すように両施設において、Sox9(前
駆肝細胞マーカー)、Krt19(胆管マーカー)、Ttr(肝
細胞マーカー)は、継代を繰り返しても両施設間で
大きな増減は認められなかった。一方、Alb(成熟
肝細胞マーカー)、Hnf4α(肝細胞マーカー)および
Cyp3a11(成熟肝細胞マーカー)に関しては、両施設
ともに播種時と比較し、継代ごとにやや変動が認
められた。 
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図3. 未分化オルガノイドの遺伝子発現 

(上段：星薬, 下段：NCC) 
 

③ 細胞毒性試験： 
化学物質を曝露させた結果、図4に示すように各
化合物とも濃度依存的に細胞生存率が低下した。 
 

(A) 
 

 
(B) 
 

 
図4. 化学物質暴露による細胞毒性試験 

((A)S9mix無、(B)S9mix有) 
 

 
④ 細胞形態変化評価： 

複数回曝露したオルガノイドから切片を作成し観
察した結果、いくつかの形態変化が観察された。
形態変化としては以下の図5-1〜5-7に示すものを

形態変化として捉えた。 

   

図 5-1. 細胞肥大 

 

 
図 5-2. 核肥大 

 

 
図 5-3. 核の変形 
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図 5-4. 多核 

 

 
図 5-5. 核の淡明化 

 

 
図 5-6. 核の凝集 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-7. 空胞 

 

上記の図 5-1〜5-6 までの各形態変化を有す細胞

数を全細胞数で割った結果を図 6 に示す。 
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図 6. 形態変化を示した細胞の割合の比較 

 

なお、本研究では空胞の形態変化は空胞の量をス

コア化(なし:0, 少量:1, 多量:2)して図 7 に示す。

空胞の評価法として細胞面積に対する割合で評価

する方法が報告されているが、現在当施設では評価

に必要なソフトウェアがないため今回は空胞の量

をスコア化することで評価した。 

 

 
図 7. 空胞化を有する細胞スコアの比較 

 

以上のスコアをまとめて表 1 に示す。 

 

表１ 細胞形態変化の化学物質毎の比較 

 

 

発がん性の標的臓器が肝臓ではない EC 曝露で多くの

形態変化が観察された。肝臓が標的臓器ではあるもの

の、直接変異原性ではなく、プロモーター作用を持つ

PB では中程度の形態変化が観察された。一方、代謝

活性化条件下で DNA に作用し、肝臓の発がん性を示す

CMR および MCT においては、ほとんど形態変化が観察

されなかった。 
 

⑤ 小核試験： 
化学物質を曝露させた結果、図8に示すような小

核が出現し、小核出現頻度は、遺伝毒性発がん物質(EC, 
MCT, CMR)および肝毒性物質であるAPAPでは曝露によ
り出現頻度が上昇していた(図9)。APAPは、細胞毒性
が見られなかった低濃度曝露では発生頻度に大きな
上昇は見られなかったが、細胞毒性が強く示された高
濃度曝露では発生頻度が上昇し、細胞毒性と小核発生
頻度の相関が認められた。なお、非遺伝毒性肝発がん
物質であるPBはコントロールとほぼ同程度の小核出
現頻度であった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図8. 化学物質曝露による出現した小核 

 

 
図9. 小核出現頻度 

 
⑥ Error-Corrected NGSによるゲノム変異解析： 
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小核試験で最も強く陽性となった MCT について ec-

NGS によりゲノム変異の解析を実施した。その際の１

塩基置換変異頻度を図 10 に示す。コントロール

(DMSO)と比較して MCT を曝露することで変異頻度が

上昇した。図 11 はゲノム変異データから変異シグネ

チャー解析を実施した結果である。コントロールのパ

ターンと比較すると、C>Aにおいて変異シグネチャー

パターンが異なることが認められた。 

 

図 10. １塩基置換変異頻度 

 

 

図 11. Error-Corrected NGS (Nano-Seq)による 

変異シグネチャーパターン 
 
2. マウスオルガノイドを用いた毒性評価と遺伝子

発現解析 

in vitroマウス肝臓オルガノイド由来mRNAを用いた

網羅的遺伝子発現解析の結果(表1)、PB投与において

発現量比1.50以上の遺伝子は83、0.66以下の遺伝子は

228であった。同様に、CMR投与において発現量比1.50

以上の遺伝子は187、0.66以下の遺伝子は132であった。

またMCT投与において発現量比1.50以上の遺伝子は10

8、0.66以下の遺伝子は186であった。EC投与において

発現量比1.50以上の遺伝子は261、0.66以下の遺伝子

は544であった。IPAソフトウェアによるTox Function

s結果、肝発がん物質(PB、CMRおよびMCT)で共通して活

性化が予測され、かつ遺伝毒性非肝発がん物質(EC)に

おいて不活性化が予測された機能として、Hepatic st

atosis、Conjugation of glutathioneが挙げられた。

さらに、肝発がん物質(PB、CMR、MCT)で共通して発現

変動がみられた遺伝子として、C1s、Fabp2、Gm20826、

Ighv5-12、Mir3079、mir-467、Or9i14、Scgb2b27およ

びVmn1r195の9つが同定された。そのうち、非肝発がん

物質(EC)で発現変動がみられなかった、すなわち本研

究に用いた3つの肝発がん物質特異的な変動を示した

遺伝子として、C1s、Ighv5-12、Or9i14、Scgb2b27およ

びVmn1r195が同定された。さらに共通変動遺伝子でネ

ットワーク解析した結果、肝発がん物質共通上流因子

としてHNF4A(hepatocyte nuclear factor 4A)が同定

された。 

鰐渕班研究で構築された遺伝毒性肝発がん物質検

出モデルおよび非遺伝毒性肝発がん物質検出モデル

にて、検討を試みた結果、4物質いずれもNegativeの結

果となった。 

 
in vivoマウス肝臓mRNAを用いた網羅的遺伝子発現

解析の結果(表2)、CMR投与において発現量比1.50以上

の遺伝子は305、0.66以下の遺伝子は213であった。同

様に、PB投与において発現量比1.50以上の遺伝子は39

8、0.66以下の遺伝子は302であった。またAPAP投与に

おいて発現量比1.50以上の遺伝子は341、0.66以下の

遺伝子は318であった。IPAソフトウェアによるTox Fu

nctions解析の結果、3つの物質（CMR、PBおよびAPAP）

で共通して活性化が予測された機能として、Conjugat

ion of glutathioneが挙げられた。これは昨年度に実

施したin vitroマウス肝臓オルガノイドにおいて肝

発がん物質であるCMRおよびPB, MCTの3つで共通して

変動がみられた機能である。同様に、不活性化がみら

れた機能としてCell death of liverが挙げられた。 

3つの化学物質ばく露で共通して変動がみられた遺

表1 in vitro(マウス肝臓オルガノイド)における
網羅的遺伝子発現解析の結果 

 

表2 in vivo(マウス肝臓)における網羅的遺伝子発現
解析の結果 
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伝子として55の遺伝子が同定され、KEGG_PATHWAY解析

の結果、P450を介した代謝や異物代謝シグナル、活性

酸素種(ROS)の産生に関わるシグナルに関連する遺伝

子であることが明らかとなった。また3物質に共通す

る上流遺伝子について、Upstream regulator解析を実

施した結果、NR1/3やNR1/2、AHRなどの異物代謝に関わ

る遺伝子の活性化が確認できた。また、肝発がん物質

であるCMRおよびPBに共通する遺伝子セットについて

Tox Functions解析した結果、Hepatic steatosisの活

性化が挙げられた。これは昨年度に実施したin vitro
マウス肝臓オルガノイドにおいて肝発がん物質であ

るCMR、PBおよびMCTの3つで共通して変動がみられた

機能と一致する結果である。 

 

in vitroマウス肝臓オルガノイドにおける網羅的

遺伝子発現解析との比較の結果、PB投与においては共

通して発現変動を示すシグナルとして、 Liver 

Regeneration 、 Inflammation liver 、 Hepatic 

steatosisがみられ、in vivo(マウス肝臓)で得られた

結果とin vitro(マウス肝臓オルガノイド)が良好に

一致することが示された。一方、CMR投与においては共

通して発現変動を示すシグナルはみられなかった。さ

らに、in vivo(マウス肝臓)およびin vitro(マウス肝

臓オルガノイド)の両者で発現が確認できた遺伝子

(PBでは30遺伝子、CMRでは31遺伝子)について相関解

析を実施した結果、PBでは0.142、CMRでは0.386と弱い

正の相関が得られた。加えて、PBではHepatocellular 

carcinoma関連シグナルに属する遺伝子について相関

解析を行った結果、0.516と正の相関が得られた。以上

の結果から、マウス肝臓オルガノイドで得られた知見

は、in vivo試験で得られた結果と相関することが確

認できた。 

 

3. マウスオルガノイドを用いたエピゲノム変化評

価系の構築 
①EC処置オルガノイドのメチル化解析 
EC３回目処置後（0mM, 2.5mM, 10mM, 各 N=2）96 時間

のオルガノイドの RRBS 解析によるメチル化解析を行

った。ゲノムを 1kb の領域に分けた解析では、EC 0mM 

3 回処置オルガノイドと 10mM 3 回処置オルガノイド

との間で、メチル化変化領域は 30 箇所と非常に少な

かった。IGV による確認を行い、発現に影響を与える

可能性の高いメチル化変化領域は同定されなかった。

1 塩基単位でのメチル化変化部位についてはメチル

化低下、メチル化増加の両者に 2000 箇所程度の候補

箇所があり、IGV による確認においても、メチル化の

変化があることが確認できた。また、染色体全体にお

いて、EC 処理によりメチル化が亢進する傾向が見ら

れた。 

 
② PB処置オルガノイドのメチル化解析 
PB処置３回後の（0μM, 236μM, 943μM,各N=3）オル
ガノイドのRRBS解析によるメチル化解析を行った。 
その結果、染色体毎のメチル化レベルの差は各群で有
意な差は見られなかった。CpGサイト全体のメチル化
率によるPCA解析からも各群を特徴づける有意な差は
見られなかった。対照群と高用量間で統計的にメチル

化率に有意差がある塩基は479箇所、領域ベースで有
意に差がある領域は１箇所であった。 
 
③ PB処置マウス肝臓のメチル化解析 
PBによるin vivo 毒性試験(対照群 PB 0ppm, 高用量 
PB 1000ppm, 各N= 5)を行ったC57BL6マウス肝臓の
RRBS解析によるメチル化解析を行った。その結果、染
色体毎のメチル化レベルの差は群間における有意な
差は見られなかったが、高用量５検体のうち１検体の
みが他と異なり全体的に高いメチル化を示している
ことがわかった。CpGサイト全体のメチル化率による
PCA解析からも同様に、群間の有意な差はないものの、
高用量５検体のうちの１検体が他との差が大きいこ
とがわかった。 
対照群と高用量間で統計的にメチル化率に有意差が
ある塩基は4007箇所、領域ベースで有意に差がある領
域は91箇所であった。有意差があるものについても、
高用量５検体のうちの１検体が他との差が大きいこ
とに依存している傾向が見られたため、高用量５検体
のうちの１検体を除いた解析も行なった。対照群と高
用量間で統計的にメチル化率に有意差がある塩基は2
箇所、領域ベースで有意に差がある領域は0箇所であ
った。 
 
④ PB処置オルガノイドとPB処置マウス肝臓のメチル 
化解析の比較 
PB処置３回後の対照群と高用量群の間で統計的にメ
チル化率に有意差がある塩基は479箇所と、PB処置マ
ウス肝臓の対照群と高用量群の間で統計的にメチル
化率に有意差がある塩基は4007箇所のうち、一致する
塩基はなかった。また、領域ベースの比較で有意にメ
チル化が変化する領域1箇所（オルガノイド）と91箇
所（肝臓）においても一致する領域はなかった。PB処
置マウス肝臓の高用量5検体のうち1検体のみが全体
にメチル化率が高く、２群間の比較に影響が出ている
ようであったため、その1検体を除く解析も行なった
が、同様に一致する領域はなかった。 
 
⑤ 肝臓オルガノイドと間質細胞の共培養系の構築 

コンパニオンプレートとインサート (1.0μmメンブ

レン)を組み合わせて非接触型の共培養システムを行

なった。検討の結果、コンパニオンプレート側にオル

ガノイドのドームを作ると、10μlまでマトリゲル量

を減らしてもインサートに接触することがわかった。

したがって、コンパニオンプレート側にクッパー細胞

を接着培養することにした。同時に、インサート側の

メンブレン上にクッパー細胞を接着させた場合、細胞

増殖が一定になりづらく、やはり間質細胞をコンパニ

オンプレート側に培養するのが適していた。一方イン

サート側にオルガノイドを培養することは、オルガノ

イドの増殖には影響しない。培地については、共培養

開始前の細胞播種時にはそれぞれ細胞に適した培地

を用いることが可能であるが、共培養開始時から培地

を共通なものにする必要がる。検討の結果、クッパー

細胞培地：DMEM (high glucose)+10% FBS+bovine 

Insulin 10μg/ml+monotioglycerol 250μMにした場

合、オルガノイドの増殖が著しく低下するが、逆にオ

ルガノイド培地に合わせた場合、クッパー細胞は至適

培地で培養時と同等に増殖し、共培養可能であった。 
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4. In vivo 毒性試験 

1-1）CMRを用いた検討 

CMRの反復投与により、体重は対照群に対し4及び13週

間群ともに減少傾向にあった。肝臓重量は、対照群に

対し13週間5,000 ppm群で増加傾向にあった。肝臓の

病理組織学的検査では、4週間投与による明らかな変

化は見られなかったが、13週間5,000 ppm群で、小葉

周辺性の肝細胞肥大、巣状壊死及び炎症性細胞浸潤が

認められた。血液生化学的検査では、対照群に対し5,

000 ppm群でALT活性が増加ないし増加傾向にあった。

FABP2の免疫組織化学染色では、全CMR投与群でより広

範囲に陽性肝細胞が確認された。遺伝子発現解析では、

肝細胞分化の指標となる因子であるHptr, Alb, CYP

３A11, Krt19, Hnf4aは4週間5,000 ppm群で減少傾向

を示し、Sox9は４及び13週間5,000 ppm群で増加傾向

を示した。 

1-2）MCTを用いた検討 

MCTの反復投与により、体重は、対照群に対し4週間投

与群で減少傾向を示した。摂餌量は、対照群に対し2

週間投与群で減少傾向を示した。血液生化学的検査で

は、対照群に対しALT及びASTが2週間投与群で増加傾

向を示したが、4週間投与群では明らかな変化は見ら

れなかった。臓器重量では、両投与期間で明らかな影

響は見られなかった。病理組織学的解析では、2週間

投与群で巣状性肝細胞壊死、4週間投与群で、主に小

葉中心性肝細胞のグリコーゲン蓄積の減少が認めら

れた。さらに、対照群に対し両投与期間において2核

肝細胞の増加が見られた。さらに、細胞増殖に関わる

PCNAの免疫組織化学染色において、対照群に対し両投

与期間において陽性細胞が増加傾向を示し、それは2

週間投与群でより顕著であった。これに加え、胆管上

皮細胞の増殖も認められた。遺伝子発現解析では、T

NFαが対照群と比較し、両投与期間において増加傾向

を示した。 

 

5. 新規 in vivo 有害性評価手法の確立と一次線

毛のオルガノイド評価系への応用検討 
近年、細胞膜から突出する不動性線毛である一次線

毛は正常細胞やがんの増殖などに関与するシグナル
ハブであることが知られている。一次線毛には、受容
体やエフェクターが存在し、ヘッジホッグ(Hh)、Wnt、
Notch、mTOR、受容体型チロシンキナーゼ(RTK)、Hip
poシグナル伝達系が関わる。また、一次線毛は、半永
久的に突出する構造物ではなく、正常細胞では細胞周
期に関わり、G0/G1期で出現、分裂期では消失する。
一次線毛の形成・消失は各種シグナル伝達と連動して
いる。一次線毛は、細胞周期に関与するという単純な
ものではなく、発生・分化、細胞可塑性など多彩な生
命現象に関与することが明らかにされつつある。分担
研究者はこれまで毒性評価に応用されていない一次
線毛に着目し、化学物質と一次線毛との分子生物学的
関連性および共培養系およびオルガノイドにおける

細胞病理学的および機能解析を行い、一次線毛の発が
ん予測、安全性評価法構築への応用を目的とする。 
 

 

図 1. 一次線毛について 
 
 

1) 一次線毛の形態変化の定量的評価 
一次線毛の形態を定量的に解析する手法を確立した。
この手法を用いて、カルバミン酸エチル（10 mM）、
トリクロロエチレン（760 nM)の曝露（受精後3日目か
ら7日目まで）により、ゼブラフィッシュ脳の細胞の
一次線毛が短くなることを明らかにした。 
 
 
2) 各癌細胞株の一次線毛の免疫染色 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2. DU-145におけるprimary ciliaの発現 
 
PC-3、Panc-1では、通常培養では、primary ciliaは
発現しておらず、DU-145においてprimary ciliaはわ
ずかに発現していた。 
 
3) 発がん性化合物被爆ラットの肝臓組織標本を用
いた一次線毛の免疫染色 

 
図３ 無処理肝臓の一次線毛 
 
黄色点線で囲った胆管上皮細胞の管腔側にドット状
の一次線毛が多数見られる。 
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図４ 2-Nitropropane処理肝臓の一次線毛 
 
黄色点線で囲った胆管上皮細胞の管腔側にドット状
の一次線毛が見られる。シグナルは無処理肝臓と比較
して減弱し、陽性細胞は減少している。 
 
4) 発がん性化合物処理のマウス肝臓オルガノイド
を用いた一次線毛およびその構造体の免疫染色 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５コントロール（DMSO）オルガノイドの中心小体 
細胞質に緑色のドット状の中心小体が１個ないし２
個見られる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
図６フェノバルビタール（低濃度）オルガノイドの中
心小体 
 
細胞質に緑色のドット状の中心小体が１個ないし２
個明瞭に見られる。 
 
 
 

 
 
図７フェノバルビタール（高濃度）オルガノイドの中
心小体 
 
細胞質に緑色の微細ドット状の中心小体が複数個見
られる細胞がある。 
 
Ｄ．考察 

1. ゲノム変化を指標としたオルガノイドによる化

学物質の安全性評価法開発 

 
① 培養・化学物質曝露実験方法の検討： 
OGMを用いた培養では1:30の播種密度で1週間毎に継
代を行うことで長期培養が可能であったが、調製培地
の場合、OGMと同じ播種密度で培養すると増殖性が低
下していったため、オルガノイドを観察し継代間隔と
播種密度を決める必要があった。培養方法は、MBOC法
を用いた培養でも播種量を多くすることで培養の維
持が可能であると推察されたが、ドーム型培養のほう
が、少ない播種量でも安定して増殖していた。また、
ドーム型培養で播種し、1週間程度経過したオルガノ
イド数は1wellあたり1～5×105個程度であり、24well
 plateを用いたドーム型培養でも、種々の実験に対応
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可能な細胞数を得ることができると考える。シングル
セル化の方法は、STEMCELL TechnologiesはTrypLEを
推奨していることから、成分が似ているトリプシンの
使用がよいと考える。化学物質曝露実験は、これまで
にマウス由来の肝臓オルガノイドに曝露実験を行っ
たことがあるEMSを用いた。ドーム型培養法において
もMBOC法と同様に、濃度依存的に細胞毒性が示され、
ドーム型培養法でも曝露実験が可能であると考えた。
また評価方法については、細胞数計測法、発光測定法
のいずれでも評価可能であったが、本課題では比較的
操作が容易な細胞数計測法で細胞毒性試験を行うこ
とを決定した。 
② マウス肝臓オルガノイドの安定性評価： 
マウス肝臓オルガノイドの安定性評価に係るマーカ
ー遺伝子発現解析では、成熟肝細胞マーカー
(Alb,Cyp3a11)や肝細胞マーカー(Hnf4α)の発現にお
いて、播種後に変動が認められたが、マウス肝組織の
それら遺伝子発現と比較すると、非常に低いものであ
り(data not shown)、これらの遺伝子の発現の変動は
オルガノイドの安定性に影響をおよぼさない程度で
あると考えられる。図2は内部標準遺伝子に18S rRNA
を用いて解析したが、gapdhを内部標準遺伝子に用い
て解析を行った際も同様の結果であることを確認し
ている(data not shown)。また、本研究ではオルガノ
イド播種後、3週間培養を行ったが、これは3回曝露実
験を行う際に必要な期間である。そして、この期間に
おいてオルガノイドの形態学的変化ならびに大きな
遺伝子発現変化がみられなかったことから、本試験で
用いるマウス肝臓由来オルガノイドは、同一プロトコ
ールを用いて培養する限り、曝露実験期間を通して肝
前駆オルガノイドとして安定であると考える。 
③ 細胞毒性試験： 
確立したプロトコールで、被験物質に、PB, EC, MCT,
 CMR, APAPを用いて化学物質単回曝露実験を行った。
その結果、濃度依存的に細胞生存率の低下が確認され、
その後の実験に使用する各化学物質の曝露濃度の決
定を行うことができ、確立したプロトコールの妥当性
も確認できた。S9mixを添加していない曝露実験にお
いても、細胞生存率が低下したことから使用した肝オ
ルガノイドは幼若細胞であるにもかかわらずある程
度の薬物代謝酵素が発現しているか、曝露により代謝
酵素が誘導され、化学物質が代謝を受けたことで肝毒
性を示したとも考えられる。 
④ 細胞形態変化評価： 
すべての化学物質で共通して観察される形態変化は
認められず、ECのみで多くの形態変化のスコアが上昇
した。 
ECの発がん標的臓器は肺であるが、in vitroシステム
では化学物質を直接細胞（オルガノイド）に曝露する
ため、毒性が観察されたと考えられる。その毒性発現
メカニズムはCYP2E1 によってカルバミン酸ビニルエ
ポキシドへの代謝活性を受け、カルバミン酸ビニルエ
ポキシドは、核酸やタンパク質に共有結合し毒性を示
すと考えられている。 
中程度の形態変化が観察されたPBは発がんプロモー
ターであり、直接、核酸やタンパク質に結合するわけ
ではなく、ダメージを受けた細胞の増殖を亢進するな
どして肝臓に発がん性を示す。多核細胞の出現は細胞
分裂の異常により起こることが考えられ、したがって
プロモーション作用を有するPBの曝露で多核細胞の
スコアが上昇したことが示唆される。 
一方、代謝活性化条件下でDNAに作用し、肝臓の発がん
性を示すCMRおよびMCTにおいては、ほとんど形態変化

が観察されなかった。MCTは、肝臓の薬物代謝酵素によ
り代謝され、活性代謝中間体（ピロール構造）がアル
キル化剤として働き、DNAやタンパク質と結合して毒
性を発現していると考えられている。CMRは、肝臓で代
謝を受け3,4-エポキシクマリン(CE)になり、 肝毒性
物質であるo-ヒドロキシフェニルアセトアルデヒド 
(o-HPA)に なることで肝毒性を示すと考えられてい
る。本実験で使用した肝オルガノイドは幼若細胞であ
り、薬物代謝酵素の発現が不十分であったことが考え
られる。 
⑤ 小核試験 
化学物質曝露後に小核出現頻度をコントロールと比

較したところ、遺伝毒性発がん物質および肝毒性物質

では上昇したが、非遺伝毒性発がん物質ではコントロ

ールと同程度であった。この結果から、オルガノイド

を用いて小核を指標に化学物質の遺伝毒性評価が可

能であることが示唆された。本試験では、出現する小

核の大きさに違いがあることが確認できた(図 12)。

大きい小核は、紡錘糸異常により生じる異数性異常由

来、小さい小核は DNA 損傷により生じる構造異常由来

とされており、小核形成のメカニズムが異なることを

意味する。小核の出現頻度に加え、小核の大きさも考

慮することで、遺伝毒性メカニズムを明らかにできる

可能性がある。 

 
図12. MCT曝露により観察された大きさに違いのある

小核。青○：大きい小核、赤○：小さい小核 
 
⑥ Error-Corrected NGSによるゲノム変異解析 
小核試験で最も強く陽性となったMCTについてec-NGS
によりゲノム変異の解析を実施した。その結果、コン
トロールと比較し、曝露により１塩基置換変異頻度が
上昇することがわかった。MCTは肝発がん性を示す遺
伝毒性発がん物質であるが、Ames試験では陰性となる
ことが知られている。マウス肝臓由来のオルガノイド
を用いた本研究では、MCTの変異原性を陽性と捉える
ことができた。そのメカニズムについてはまだ詳細な
検討をしていないが、おそらく、我々のアクリルアミ
ドの先行研究で報告したものと同様に、MCTの代謝活
性化に係る酵素がオルガノイドで誘導されたものと
推測している。MCTはCYPにより代謝活性化され、dGの
DNA付加体(DHP-dG)の生成を介してゲノム変異を誘発
すると考えられている。事実、本研究で解析したMCTの
変異シグネチャーパターンからもC:G to A:Tの変異
がコントロールと比べて増加していることから、マウ
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スオルガノイドにおいてもこれらMCTのDNA付加体を
介してゲノム変異を誘発することが示唆された。Ec-N
GSでは変異を持つ細胞の表現型によらず、網羅的かつ
ノンバイアスな変異解析が可能であることから、従来
の標的遺伝子上に起こる変異原性評価手法よりも優
れていると考えられる。今回は、１塩基置換のみの解
析結果を報告したが、得られたゲノム情報からは２塩
基置換やある程度大きな挿入・欠失変異についても検
出が可能であることから、従来の変異原性評価法と比
べ、得られる情報も多く、多面的な変異原性評価が可
能になると考えられる。さらに、ec-NGSでは変異頻度
による定量性のみならず、得られる変異パターン（変
異シグネチャー）が変異導入の要因と紐づいているこ
とから、これらの情報を用いることで、遺伝毒性メカ
ニズムの推測も可能となる。本研究では、このような
新規かつ革新的な変異解析手法を動物試験代替法と
してのオルガノイドに応用可能であることが示せた
意義は大きいと考える。 
2. マウスオルガノイドを用いた毒性評価と遺伝子

発現解析 

本研究では、マウス肝臓オルガノイドに対して肝発が

ん物質あるいは非肝発がん物質の添加による影響に

ついて、網羅的遺伝子発現解析による比較解析を行う

ことで、in vivoマウス急性毒性試験の代替法となり

得るかについて検討を行った。マウス肝臓オルガノイ

ドに被験物質を投与した際に、肝発がん物質特異的に

Hepatic Steatosisなどの炎症に起因する疾患の機能

が亢進している事が明らかとなった。in vivoマウス

肝臓を用いて比較検討を行った結果、P450を介した代

謝や異物代謝誘導系、グルタチオン抱合の亢進などが

共通してみられた。特に、PBばく露マウス肝臓と肝臓

オルガノイドの比較では、肝傷害やそれらに伴う再生

の亢進が、in vitroおよびin vivoの双方で共通して

発現変動することが確認できた一方で、CMR投与にお

いては共通して発現変動を示すシグナルはみられな

かった。しかしながら、CMR投与においてin vitroに
おいて活性化が示されたNecrosis of liverがin viv
oでは不活性化を示していることから、肝臓オルガノ

イドにおけるNecrosis of liverの活性化に伴う炎症

誘導について、今後マウス組織由来オルガノイドおよ

び免疫/間質細胞との共培養系を用いることで、例え

ば肝細胞と肝星細胞との相関や肝細胞とクッパー細

胞との相関など、より生体を模倣した影響が評価でき

ると期待される。 

 

3. マウスオルガノイドを用いたエピゲノム変化評

価系の構築 

EC の in vitro 処置により、マウス肺オルガノイド

に１塩基レベルのメチル化変化が生じることを明ら

かにした。領域でのメチル化変化ではないため、既報

にあるような遺伝子発現に影響を与えるかどうかに

ついてはさらに検証を必要とする。染色体レベルで

EC 処置による亢進傾向が見られており、EC 処置の回

数を増やすことなどで、メチル化変化領域が同定され

る可能性もあると考える。 
PB処置による肝臓由来オルガノイド(in vitro)と肝

臓(in vivo)のメチル変化の比較では共通する１塩基
レベルの変化部位、また変化領域はなかった。in vivo

試験の高用量のうちの１検体のみが他と異なるメチ
ル化状態を示していたため、その結果が影響した可能
性を考え、１検体を除いての解析を行ったが、同様に
共通したメチル化変化はなかった。組織学的な観察に
おいては、この１検体においても他の高用量の検体と
同様に全体的に肝細胞の肥大が見られているとのこ
とで、単純にこの１検体の部分的なサンプリングされ
た細胞の違いがメチル化の違いに影響したというこ
とではないと思われるため、エピゲノムを解析するタ
イムポイントなど、検討が必要と思われる。in vitro、
in vivo試験の両者において、顕著なメチル化変化が
検出されておらず、暴露方法の検討、他の化学物質で
の検討が必要と考えられる。例えば、オルガノイドの
PB処置後の解析においても、今回３回目暴露24時間後
といった比較的早い段階で解析を行っており、継代を
重ねた後など、何らかの細胞が濃縮される可能性が高
くなった後には特定のメチル化変化が濃縮され検出
されるということがあるかもしれない。 
また、化学物質による毒性、発がん性は共存する間質

細胞に依存することが報告されており、in vitro系で

共培養を行うことで、異なった結果が出るかどうかの

検証が必要である。インサートを用いた肝臓オルガノ

イドとクッパー細胞の共培養法の構築が進んでおり、

それぞれの細胞の特性解析等行い、よりin vivoに近

いin vitro系のさらなる開発も必要であると思われ

る。 

4. In vivo 毒性試験 

1-1）CMRを用いた検討 

CMRは、シナモンなど多くの植物に含まれる芳香物質

であるが、過剰摂取により肝障害を引き起こすとの報

告もある。本分担研究では、マウスにCMRを短期間反

復投与することにより生じる肝臓への影響について

解析した。その結果、本実験条件において、4週間投

与では明らかな組織学的変化は見られなかったが、肝

細胞への分化の指標となる遺伝子発現に影響が見ら

れた。一方、13週間投与では組織学的に明らかな肝障

害が認められたが、Sox9を除き上記の遺伝子発現に明

らかな変化は見られなかった。  

1-2）MCTを用いた検討 

MCTは、マウスやラットに投与することにより肺高血

圧症を誘発することが知られている。肝臓の血流が障

害されることで低酸素血症が生じ、肺高血圧症が誘発

されるとされている。本分担研究では、マウスにMCT

を2ないし4週間間歇的に反復投与することにより肝

臓への影響を解析した。その結果、本実験条件におい

て、MCTによる明らかな肝傷害は認められなかった。

しかし、2核肝細胞並びにPCNA陽性肝細胞は増加傾向

を示し、さらに、胆管増生を示唆する変化も認められ、

MCT反復投与による肝臓への影響が見出された。これ

より、 

両化合物のマウスへの反復投与により、いずれも異な

る肝毒性プロファイルを示す結果が得られた。これは

今後のin vitro毒性評価系の構築において、新たな評
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価指標の確立するための研究支援材料が得られたも

のと考えられた。 

5. 新規 in vivo 有害性評価手法の確立と一次線

毛のオルガノイド評価系への応用検討 
本研究で確立した一次線毛の定量的解析手法を用い

て、カルバミン酸エチルやトリクロロエチレンの曝露
による胆管上皮細胞の一次線毛形態を評価可能と考
えられる。また、今回用いた癌細胞株の通常培養では、
一次線毛はほとんど発現していなかったが、文献
[Cell Biol Int, 39, 1341-47, 2015; Mol Cells, 41, 
224-33, 2018; EMBO Rep, 18, 334-43, 2017; Cell 
Rep, 23, 3042-55, 2018]では、HeLa細胞、MG63、
NIH3T3細胞での発現は報告されており、A549細胞では
薬剤処理で、薬剤耐性を獲得するとともに、一次線毛
発現すると報告されている。一次線毛は密接に細胞周
期と関わるため、細胞培養環境が需要であり、またそ
の形質が変化することより、毒性評価への応用の可能
性は十分あると考えられる。 
薬物や毒物などにより障害をうけた肝臓では，成熟し
た肝細胞自体の増殖が阻害される。このとき，未分化
性をもつ特殊な肝前駆細胞の活性化が誘導され，これ
が増殖および分化することにより新たに細胞を供給
し再生が行われると考えられている。一次線毛は静止
期の細胞に出現することから、薬物投与後に出現する
活性化肝前駆細胞には一次線毛がむしろ出ていない
と推測される。発がん総論的には増殖期の細胞が障害
を受ければ遺伝子異常の頻度高まり、細胞が形質転換
する確率が上がるので、一次線毛陰性の活性化肝前駆
細胞を定量すれば、化学発がんの評価につながると考
えられる。 
オルガノイドのフェノバルビタール高濃度処理では
中心小体の増加が認められた。中心体の過剰複製は染
色体不安定化を誘発し、がん化の初期課程に関与する。
その機序としては細胞周期の停止や延長による中心
体複製の制御破綻があるとされている（BMB Rep. 
2023; 56, 216-224）。従って、フェノバルビタール
の有害性評価の一つとして、中心小体の数的過剰が指
標になりうると考える。 
 

Ｅ．結論 

マウス肝臓オルガノイド(STEMCELL Technologies, 

ST-70932)の培養ならびに化学物質曝露実験方法は、

培地に OGM(STEMCELL Technologies, ST-06030)を用

いマトリゲルとオルガノイドを混ぜてドーム状に播

種する培養方法で行い、シングルセルにする酵素はト

リプシンを用いることにした。２施設でマウス肝臓オ

ルガノイドの安定性について、各種遺伝子発現を指標

に解析した結果、両施設ともに遺伝子発現の大きな変

化は認められず、同一プロトコールを用いて培養した

際には肝前駆オルガノイドとして安定であると判断

した。 

細胞毒性試験において、マウス肝臓オルガノイドに

化学物質(PB, EC, MCT, CMR, APAP)を曝露すると濃

度依存的に細胞生存率が低下した。化学物質の複数回

曝露による細胞形態変化については、すべての化学物

質で共通して観察される形態変化は認められず、EC

のみで多くの形態変化のスコアが上昇した。 

小核試験においては、遺伝毒性発がん物質(EC, MCT, 

CMR)および肝毒性物質である APAP では小核出現頻度

がコントロールと比較して上昇したが、非遺伝毒性発

がん物質である PB 曝露ではコントロールと比較して

同程度であったことから、マウス肝臓オルガノイドを

用いた小核を指標とする化学物質の遺伝毒性評価の

妥当性が確認できた。さらに ec-NGS 解析では、化学

物質曝露により変異頻度の上昇と変異シグネチャー

パターンの変化が認められた。同手法は、変異を持つ

細胞の表現型によらず、網羅的かつノンバイアスな変

異解析が可能であることから、従来の標的遺伝子上に

起こる変異原性評価手法よりも優れていると考えら

れる。また、得られるゲノム情報からは１塩基置換の

みならず、２塩基置換やある程度大きな挿入・欠失変

異についても検出が可能であることから、従来の変異

原性評価法と比べ、得られる情報も多く、多面的な変

異原性評価が可能になると考えられる。さらに、得ら

れる変異パターン（変異シグネチャー）が変異導入の

要因と紐づいていることから、これらの情報を用いる

ことで、遺伝毒性メカニズムの推測も可能となる。こ

のような新規かつ革新的な変異解析手法を動物試験

代替法としてのオルガノイドに応用可能であること

が示せた意義は大きいと考える。 

化学物質にばく露したマウス肝臓オルガノイドに

おいて、網羅的遺伝子発現解析を行うことで、in vivo
マウス肝臓と同様に炎症関連シグナルの誘導や

Hepatic steatosisの亢進が観察できることが示唆さ

れた。また、マウス肝臓オルガノイドにおける化学物

質ばく露による影響が弱いことが予想される場合に

は、マウス肝臓オルガノイドに加えて免疫/間質細胞

共培養系を実施することで、炎症応答による再生の誘

導などが観察できると期待される。In vitro 評価系

において、EC処置により１塩基レベルのメチル化変化

及び染色体全体でメチル化の亢進が起こることを

RRBS解析により同定した。検証やデータの蓄積がさら

に必要であるが、in vivoで同様のことが起こってい

る場合、in vitro 化学物質評価系における指標とな

り得る。PB処置による肝臓由来オルガノイド(in 
vitro)と肝臓(in vivo)のメチル変化の比較では共通

する１塩基レベルの変化部位、また変化領域は同定さ

れなかった。メチル化を指標とするin vitro有害性評

価手法の確立において、暴露方法、共培養の活用など

さらなる条件検討が必要と考えられた。 

オルガノイドのフェノバルビタール高濃度処理で

は中心小体の増加が認められた。中心体の過剰複製は

染色体不安定化を誘発し、がん化の初期課程に関与す

る。その機序としては細胞周期の停止や延長による中

心体複製の制御破綻があるとされている（BMB Rep. 

2023; 56, 216-224）。従って、フェノバルビタール

の有害性評価の一つとして、中心小体の数的過剰が指

標になりうると考える。 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

総合研究報告書 

 

オルガノイドおよびその共培養系を用いた化学物質の新規 in vitro有害性評価手法の確立 

 

ゲノム変化を指標としたオルガノイドによる化学物質の安全性評価法開発 

 

研究代表者  戸塚 ゆ加里  星薬科大学 教授 

Ａ．研究目的 
化学物質の開発には、安全性評価が不可欠であり、そ

のために実験動物を用いた反復投与試験等の実施が必
要とされ、その結果が重視されることが多い。一方、動
物愛護3Rs(Replacement・Reduction・Refinement)の観
点から、化学物質の発がん性予測等の安全性評価の動
物実験代替法の開発・導入が求められている。しかしな
がら、現在汎用されているin vitro毒性試験はいずれ
も均質な細胞を用いての評価系であり、生体への外挿
の点で限界があるため、その限界を突破するイノベー
ションが期待されている。近年、3次元オルガノイド培
養法の発展により様々な組織由来の正常細胞を長期培
養することが可能となってきている。オルガノイドはi
n vitro系で幹細胞から作ることができミニチュアの
臓器とも言われており、幹細胞がもつ自己複製能と分
化能を利用し自己組織化させることで臓器あるいは器
官に特異的な3次元構造を形成し、その機能を再現する
ことが可能である。このことから発生生物学、疾患病理
学、細胞生物学、再生メカニズムといった基礎研究や創
薬研究など多岐にわたる研究分野で使用されている。
申請者はこれまでに、レポーター遺伝子導入マウス由

来のオルガノイドを用いて遺伝毒性試験を実施した結
果、細菌や哺乳類細胞を用いる既存の試験法では検出
できず、in vivoモデルでのみ検出できる化学物質の点
突然変異をオルガノイドでは陽性と判定できることを
明らかにした（Komiya M、Totsuka Yら、2021）。本研
究では、オルガノイドを用いた化学物質の新規in vitr
o有害性評価手法を確立するため、市販のマウス肝臓オ
ルガノイド用いて、①培養ならびに化学物質曝露実験
の至適条件の決定、②オルガノイドの安定性評価を行
った。そして、既知の遺伝毒性化学物質、非遺伝毒性化
学物質、肝毒性物質を用いて化学物質曝露実験を行い、
③細胞毒性試験、④細胞形態変化評価、⑤小核試験、⑥
Error-Corrected NGS(ec-NGS)によるゲノム変異解析
について実施した。 
 

Ｂ．研究方法 
① 培養・化学物質曝露実験方法の検討： 

a)培地：Organoid Growth Medium(OGM, STEMCELL 
Technologies, ST-06030)と当施設で従来マウス肝
臓由来オルガノイド培養に使用している調製培地
を用いて24well plateで培養を行い、オルガノイド

研究要旨 
化学物質の開発には、安全性評価が不可欠であり、そのために実験動物を用いた反復投与試験等の実施が必

要とされ、その結果が重視されることが多い。一方、動物愛護 3Rs (Replacement・Reduction・Refinement)の

観点から、化学物質の発がん性予測等の安全性評価の動物実験代替法の開発・導入が求められている。そこで、

近年、多岐にわたる研究分野で使用されているオルガノイドを用いて、化学物質の新規 in vitro 有害性評価

方法の開発を目指した。まず、マウス肝臓オルガノイド(STEMCELL Technologies, ST-70932)の長期培養、化

学物質曝露の条件について様々な検討を行った。その結果、マトリゲルとオルガノイドを混ぜてドーム状に播

種し、培地に Organoid Growth Medium(OGM, STEMCELL Technologies, ST-06030)を用いた培養方法により安定

した培養状態が維持できた。化学物質曝露実験方法は、ドーム型培養法を用いても Matrigel Bilayer Organoid 

Culture(MBOC)培養法と同様な細胞毒性が示された。また評価法については発光測定法、生細胞数計測法のい

ずれにおいても評価可能であった。オルガノイドの安定性について 2 施設で同一プロトコールにより培養した

オルガノイドを用いて、各種遺伝子発現（前駆肝細胞（Sox9）、肝細胞（Hnf4α, Ttr）、胆管細胞（Krt19）、成

熟肝細胞（Alb, Cyp））を指標に評価を行った結果、両施設ともに大きな発現変化は認められず、同一プロトコ

ールを用いて試験を実施する限りは肝前駆オルガノイドとして安定であると判断した。確立したプロトコール

に従い、被験物質としてフェノバルビタール(PB)、カルバミン酸エチル(EC)、モノクロタリン(MCT)、クマリン

(CMR)、アセトアミノフェン(APAP)を用いて曝露実験を行ったところ、濃度依存的に細胞生存率の低下が確認

できた。オルガノイドに被験物質を 3 回曝露した後、形態観察を行った結果、すべての化学物質で共通して観

察される形態変化は認められず、EC のみで多くの形態変化のスコアが上昇した。また、遺伝毒性試験として小

核試験を行った結果、遺伝毒性発がん物質曝露(EC, CMR, MCT)および肝毒性物質である APAP 曝露では小核出

現頻度がコントロールと比較して上昇したが、非遺伝毒性発がん物質である PB 曝露ではコントロールと比較

して頻度が同程度であったことから、マウス肝臓オルガノイドを用いた小核を指標とする化学物質の遺伝毒性

評価の妥当性が確認できた。さらに MCT を曝露させたオルガノイドを Error-Corrected NGS(ec-NGS）解析した

結果、変異頻度の上昇と変異シグネチャーパターンの変化が認められた。MCT は Ames 試験では陰性と判定され

る遺伝毒性肝発がん物質であることから、マウス正常肝組織由来オルガノイドを用いた遺伝毒性評価法は動物

実験代替法として有用であることを示せた意義は大きいと考える。 
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の増殖を比較した。なお、調製培地はAdvanced DME
M/F12培地にmEGF、BSA、Y27632、A83-01、CHIR-990
21、ITS-G supplement等を加えた。また継代時の播
種密度は、OGMは1:30、調製培地は1:2～1:30にして
検討を行った。 
b)培養方法：マトリゲルドーム内での培養が推奨さ
れているが、当施設で従来オルガノイド培養に用い
ているMatrigel Bilayer Organoid Culture(MBOC)
法でも培養可能であるか検討を行った。なお、継代
時の播種密度はドーム型培養では1:30とし、MBOC法
は推奨培養方法ではないため1:10で行った。 
c)シングルセル化の検討：トリプシンあるいはAcc
umaxを用いてオルガノイドをシングルセルにして
培養した際のオルガノイドの増殖に及ぼす影響に
ついて比較した。 
d)化学物質曝露実験：メタンスルホン酸エチル(EM
S)を用いて曝露実験を行った。ドーム型培養法なら
びにMBOC培養法を用い、細胞を播種した2時間後か
ら培地中最終濃度を0, 0.2, 2, 20mMとして24時間
曝露後、RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay
 (Promega)ならびにトリパンブルー色素排除法を
用い評価を行った。 

② マウス肝臓オルガノイドの安定性評価： 
本研究では標準的な毒性試験法の開発を目指して
おり、オルガノイドの品質が安定であることが望ま
しい。しかし、オルガノイドは培養条件などにより
遺伝子発現に影響することが知られており、その品
質について確認する必要があると考えた。そこで、
2施設間（星薬科大学と国立がん研究センター）で
同一の実験プロトコールに従い培養したオルガノ
イドの安定性について、各種遺伝子発現を分子マー
カーとして評価した。 
凍結日と継代数が異なる凍結マウス肝臓由来オル
ガノイド(2本)を各々ドーム型培養で播種し、1週間
ごとに3週間継代を行った。播種ならびに継代時に
形態学的観察を行い、リアルタイムPCRによる遺伝
子発現解析のためオルガノイドを回収した。遺伝子
発現解析の対象として、肝細胞マーカー(Hnf4α,Tt
r)、前駆肝細胞マーカー(Sox9)、成熟肝細胞マーカ
ー(Alb, Cyp3a11)、胆管マーカー(Krt19)の遺伝子
発現量を播種時の発現量と比較して評価した。なお、
内部標準遺伝子は18S rRNAを用いた。また、マウス
肝組織における遺伝子発現との比較も同じマーカ
ー遺伝子を用いて行った。 

③ 細胞毒性試験： 
オルガノイドを播種後2時間培養し、S9mix存在下で
化学物質を236, 472, 943 μM(フェノバルビター
ル(PB))、25, 50, 100 mM(カルバミン酸エチル(E
C))、125, 250, 500 μM(モノクロタリン(MCT))、
50, 100, 200 μM(クマリン(CMR))、10, 20, 40 m
M(アセトアミノフェン(APAP))で24時間曝露し洗浄
後、トリプシンを用いてシングルセルにして、トリ
パンブルー色素排除法を用いて評価を行った。 

④ 細胞形態変化評価： 
マウス肝臓オルガノイドに、化学物質の3回曝露実
験を行った。播種後3日間培養したオルガノイドへ1
回目の曝露(24時間)を行い、洗浄した後に新しい培
地を添加した。3日間培養した後、オルガノイドを
回収し再播種を行った。3日後、2回目の曝露(24時
間)を行い、洗浄後に新しい培地を添加した。6日間
培養後、3回目の曝露(24時間)を行い洗浄した後、
セルリカバリーソリューションを用いてオルガノ
イドを回収した。なお、化学物質の培地中最終濃度

は236, 943 μM(PB)、25, 100 mM(EC)、125, 500 
μM(MCT)、50, 200 μM(CMR)とした。 

⑤ 小核試験： 
オルガノイドを播種後3日間培養し、S9mix存在下で
化学物質を236, 943 μM(PB)、25, 100 mM(EC)、1
25, 500 μM(MCT)、50, 200 μM(CMR) 、10, 40 m
M(APAP)で24時間曝露し洗浄後、新しい培地で2日間
培養後、シングルセルにして細胞を回収した。回収
した細胞をサイトスピン法によりスライドガラス
に固定後、ギムザ染色を行った。評価は、光学顕微
鏡下で各スライドにつき2,000個の細胞を観察し、
小核を保有する細胞数を計測し、算出した小核保有
細胞の頻度（小核出現頻度）を指標に行った。 

⑥ Error-Corrected NGSによるゲノム変異解析： 
マウス肝臓オルガノイドにS9mix存在下で、MCTの3
回曝露実験を行った。播種後3日間培養したオルガ
ノイドへ1回目の曝露(24時間)を行い、洗浄した後
に新しい培地を添加した。3日間培養した後、オル
ガノイドを回収し再播種を行った。3日後、2回目の
曝露(24時間)を行い、洗浄後に新しい培地を添加し
た。6日間培養後、3回目の曝露(24時間)を行い洗浄
した後、TrypLEを用いてオルガノイドを回収した。
なお、MCTの培地中最終濃度は125, 500 μMとした。
回収したオルガノイドよりAllPrep DNA/RNA Kit(Q
IAGEN) を用いてゲノムDNAを抽出し、ec-NGS(Nano
-Seq)解析を行った。 

 

Ｃ．研究結果 
① 培養・化学物質曝露実験方法の検討： 

a)培地：OGMを用いて培養した場合と比べ、調製培
地での培養は増殖性が低かった。OGM の場合は1:3
0の播種密度で長期継代培養が可能だったが、調製
培地は、OGMと同じ播種密度では増殖性が著しく低
下し、濃く播種する必要があった。 
b)培養方法：MBOC法でも培養継続可能であったが、
両培養法を比較すると、ドーム型培養法において増
殖性が高いことがわかった。 
c)シングルセル化の検討：トリプシンあるいはAcc
umaxともオルガノイドの増殖に大きな影響は及ぼ
さないことが分かった。 
d)化学物質曝露実験：両培養法ともに濃度依存的に
細胞毒性が示された（図１A, B）。また、ドーム型
培養に曝露した24時間後の細胞毒性については両
評価法で同様の結果が得られた（図１A, C）。 

 
 

 
 

   図１. EMS暴露による細胞毒性試験 
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② マウス肝臓オルガノイドの安定性評価： 

オルガノイドをドーム型培養法により培養し、継代
時に形態学的変化を観察した結果、図2のように播
種後3週間におけるオルガノイドの形態学的変化は
認められなかった。 

 
図2. オルガノイドの形態学的変化 

 
オルガノイドの各種マーカー遺伝子発現は、同一プ
ロトコールを用い、2施設で培養したオルガノイド
における播種時と継代時で相対比較した。その結果、
図3に示すように両施設において、Sox9(前駆肝細胞
マーカー)、Krt19(胆管マーカー)、Ttr(肝細胞マー
カー)は、継代を繰り返しても両施設間で大きな増
減は認められなかった。一方、Alb(成熟肝細胞マー
カー)、Hnf4α(肝細胞マーカー)およびCyp3a11(成熟
肝細胞マーカー)に関しては、両施設ともに播種時
と比較し、継代ごとにやや変動が認められた。 

 

 
図3. 未分化オルガノイドの遺伝子発現 

(上段：星薬, 下段：NCC) 
 

③ 細胞毒性試験： 
化学物質を曝露させた結果、図4に示すように各化
合物とも濃度依存的に細胞生存率が低下した。 
 

(A) 

 

 
(B) 
 

 
図4. 化学物質暴露による細胞毒性試験 

((A)S9mix無、(B)S9mix有) 
 

 
④ 細胞形態変化評価： 

複数回曝露したオルガノイドから切片を作成し観
察した結果、いくつかの形態変化が観察された。形
態変化としては以下の図5-1〜5-7に示すものを形
態変化として捉えた。 

  

 
図 5-1. 細胞肥大 
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図 5-2. 核肥大 

 

 
図 5-3. 核の変形 

 

 
図 5-4. 多核 

 

 
図 5-5. 核の淡明化 

 

 
図 5-6. 核の凝集 

 
図 5-7. 空胞 

 

上記の図 5-1〜5-6 までの各形態変化を有す細胞数

を全細胞数で割った結果を図 6 に示す。 
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図 6. 形態変化を示した細胞の割合の比較 

 

なお、本研究では空胞の形態変化は空胞の量をスコ

ア化(なし:0, 少量:1, 多量:2)して図 7 に示す。

空胞の評価法として細胞面積に対する割合で評価

する方法が報告されているが、現在当施設では評価

に必要なソフトウェアがないため今回は空胞の量

をスコア化することで評価した。 

 

 
図 7. 空胞化を有する細胞スコアの比較 

 

以上のスコアをまとめて表 1 に示す。 

 

表１ 細胞形態変化の化学物質毎の比較 
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発がん性の標的臓器が肝臓ではない EC曝露で多くの形

態変化が観察された。肝臓が標的臓器ではあるものの、

直接変異原性ではなく、プロモーター作用を持つ PB で

は中程度の形態変化が観察された。一方、代謝活性化条

件下で DNA に作用し、肝臓の発がん性を示す CMR およ

び MCT においては、ほとんど形態変化が観察されなか

った。 
 
⑤ 小核試験： 

化学物質を曝露させた結果、図8に示すような小核
が出現し、小核出現頻度は、遺伝毒性発がん物質(EC, 
MCT, CMR)および肝毒性物質であるAPAPでは曝露によ
り出現頻度が上昇していた(図9)。APAPは、細胞毒性が
見られなかった低濃度曝露では発生頻度に大きな上昇
は見られなかったが、細胞毒性が強く示された高濃度曝
露では発生頻度が上昇し、細胞毒性と小核発生頻度の相
関が認められた。なお、非遺伝毒性肝発がん物質である
PBはコントロールとほぼ同程度の小核出現頻度であっ
た。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図8. 化学物質曝露による出現した小核 
 

 
図9. 小核出現頻度 

 
⑥ Error-Corrected NGSによるゲノム変異解析： 

小核試験で最も強く陽性となった MCTについて ec-

NGS によりゲノム変異の解析を実施した。その際の

１塩基置換変異頻度を図 10 に示す。コントロール

(DMSO)と比較して MCT を曝露することで変異頻度

が上昇した。図 11 はゲノム変異データから変異シ

グネチャー解析を実施した結果である。コントロー

ルのパターンと比較すると、C>A において変異シグ

ネチャーパターンが異なることが認められた。 

 

図 10. １塩基置換変異頻度 

 

 

 

図 11. Error-Corrected NGS (Nano-Seq)による 

変異シグネチャーパターン 
 
Ｄ．考察 
① 培養・化学物質曝露実験方法の検討： 

OGMを用いた培養では1:30の播種密度で1週間毎に
継代を行うことで長期培養が可能であったが、調製
培地の場合、OGMと同じ播種密度で培養すると増殖
性が低下していったため、オルガノイドを観察し継
代間隔と播種密度を決める必要があった。培養方法
は、MBOC法を用いた培養でも播種量を多くすること
で培養の維持が可能であると推察されたが、ドーム
型培養のほうが、少ない播種量でも安定して増殖し
ていた。また、ドーム型培養で播種し、1週間程度経
過したオルガノイド数は1wellあたり1～5×105個
程度であり、24well plateを用いたドーム型培養で
も、種々の実験に対応可能な細胞数を得ることがで
きると考える。シングルセル化の方法は、STEMCELL
 TechnologiesはTrypLEを推奨していることから、
成分が似ているトリプシンの使用がよいと考える。
化学物質曝露実験は、これまでにマウス由来の肝臓
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オルガノイドに曝露実験を行ったことがあるEMSを
用いた。ドーム型培養法においてもMBOC法と同様に、
濃度依存的に細胞毒性が示され、ドーム型培養法で
も曝露実験が可能であると考えた。また評価方法に
ついては、細胞数計測法、発光測定法のいずれでも
評価可能であったが、本課題では比較的操作が容易
な細胞数計測法で細胞毒性試験を行うことを決定
した。 

② マウス肝臓オルガノイドの安定性評価： 
マウス肝臓オルガノイドの安定性評価に係るマー
カー遺伝子発現解析では、成熟肝細胞マーカー
(Alb,Cyp3a11)や肝細胞マーカー(Hnf4α)の発現に
おいて、播種後に変動が認められたが、マウス肝組
織のそれら遺伝子発現と比較すると、非常に低いも
のであり(data not shown)、これらの遺伝子の発現
の変動はオルガノイドの安定性に影響をおよぼさ
ない程度であると考えられる。図2は内部標準遺伝
子に18S rRNAを用いて解析したが、gapdhを内部標
準遺伝子に用いて解析を行った際も同様の結果で
あることを確認している(data not shown)。また、
本研究ではオルガノイド播種後、3週間培養を行っ
たが、これは3回曝露実験を行う際に必要な期間で
ある。そして、この期間においてオルガノイドの形
態学的変化ならびに大きな遺伝子発現変化がみら
れなかったことから、本試験で用いるマウス肝臓由
来オルガノイドは、同一プロトコールを用いて培養
する限り、曝露実験期間を通して肝前駆オルガノイ
ドとして安定であると考える。 

③ 細胞毒性試験： 
確立したプロトコールで、被験物質に、PB, EC, MC
T, CMR, APAPを用いて化学物質単回曝露実験を行
った。その結果、濃度依存的に細胞生存率の低下が
確認され、その後の実験に使用する各化学物質の曝
露濃度の決定を行うことができ、確立したプロトコ
ールの妥当性も確認できた。S9mixを添加していな
い曝露実験においても、細胞生存率が低下したこと
から使用した肝オルガノイドは幼若細胞であるに
もかかわらずある程度の薬物代謝酵素が発現して
いるか、曝露により代謝酵素が誘導され、化学物質
が代謝を受けたことで肝毒性を示したとも考えら
れる。 

④ 細胞形態変化評価： 
すべての化学物質で共通して観察される形態変化
は認められず、ECのみで多くの形態変化のスコアが
上昇した。 
ECの発がん標的臓器は肺であるが、in vitroシステ
ムでは化学物質を直接細胞（オルガノイド）に曝露
するため、毒性が観察されたと考えられる。その毒
性発現メカニズムはCYP2E1 によってカルバミン酸
ビニルエポキシドへの代謝活性を受け、カルバミン
酸ビニルエポキシドは、核酸やタンパク質に共有結
合し毒性を示すと考えられている。 
中程度の形態変化が観察されたPBは発がんプロモ
ーターであり、直接、核酸やタンパク質に結合する
わけではなく、ダメージを受けた細胞の増殖を亢進
するなどして肝臓に発がん性を示す。多核細胞の出
現は細胞分裂の異常により起こることが考えられ、
したがってプロモーション作用を有するPBの曝露
で多核細胞のスコアが上昇したことが示唆される。 
一方、代謝活性化条件下でDNAに作用し、肝臓の発
がん性を示すCMRおよびMCTにおいては、ほとんど形
態変化が観察されなかった。MCTは、肝臓の薬物代
謝酵素により代謝され、活性代謝中間体（ピロール

構造）がアルキル化剤として働き、DNAやタンパク
質と結合して毒性を発現していると考えられてい
る。CMRは、肝臓で代謝を受け3,4-エポキシクマリ
ン(CE)になり、 肝毒性物質であるo-ヒドロキシフ
ェニルアセトアルデヒド (o-HPA)に なることで肝
毒性を示すと考えられている。本実験で使用した肝
オルガノイドは幼若細胞であり、薬物代謝酵素の発
現が不十分であったことが考えられる。 

⑤ 小核試験 
化学物質曝露後に小核出現頻度をコントロールと

比較したところ、遺伝毒性発がん物質および肝毒性

物質では上昇したが、非遺伝毒性発がん物質ではコ

ントロールと同程度であった。この結果から、オル

ガノイドを用いて小核を指標に化学物質の遺伝毒

性評価が可能であることが示唆された。本試験では、

出現する小核の大きさに違いがあることが確認で

きた(図 12)。大きい小核は、紡錘糸異常により生

じる異数性異常由来、小さい小核は DNA 損傷により

生じる構造異常由来とされており、小核形成のメカ

ニズムが異なることを意味する。小核の出現頻度に

加え、小核の大きさも考慮することで、遺伝毒性メ

カニズムを明らかにできる可能性がある。 

図12. MCT曝露により観察された大きさに違いのある小
核。青○：大きい小核、赤○：小さい小核 

 
⑥ Error-Corrected NGSによるゲノム変異解析 

小核試験で最も強く陽性となったMCTについてec-N
GSによりゲノム変異の解析を実施した。その結果、
コントロールと比較し、曝露により１塩基置換変異
頻度が上昇することがわかった。MCTは肝発がん性
を示す遺伝毒性発がん物質であるが、Ames試験では
陰性となることが知られている。マウス肝臓由来の
オルガノイドを用いた本研究では、MCTの変異原性
を陽性と捉えることができた。そのメカニズムにつ
いてはまだ詳細な検討をしていないが、おそらく、
我々のアクリルアミドの先行研究で報告したもの
と同様に、MCTの代謝活性化に係る酵素がオルガノ
イドで誘導されたものと推測している。MCTはCYPに
より代謝活性化され、dGのDNA付加体(DHP-dG)の生
成を介してゲノム変異を誘発すると考えられてい
る。事実、本研究で解析したMCTの変異シグネチャ
ーパターンからもC:G to A:Tの変異がコントロー
ルと比べて増加していることから、マウスオルガノ
イドにおいてもこれらMCTのDNA付加体を介してゲ
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ノム変異を誘発することが示唆された。Ec-NGSでは
変異を持つ細胞の表現型によらず、網羅的かつノン
バイアスな変異解析が可能であることから、従来の
標的遺伝子上に起こる変異原性評価手法よりも優
れていると考えられる。今回は、１塩基置換のみの
解析結果を報告したが、得られたゲノム情報からは
２塩基置換やある程度大きな挿入・欠失変異につい
ても検出が可能であることから、従来の変異原性評
価法と比べ、得られる情報も多く、多面的な変異原
性評価が可能になると考えられる。さらに、ec-NGS
では変異頻度による定量性のみならず、得られる変
異パターン（変異シグネチャー）が変異導入の要因
と紐づいていることから、これらの情報を用いるこ
とで、遺伝毒性メカニズムの推測も可能となる。本
研究では、このような新規かつ革新的な変異解析手
法を動物試験代替法としてのオルガノイドに応用
可能であることが示せた意義は大きいと考える。 

 

Ｅ．結論 

マウス肝臓オルガノイド(STEMCELL Technologies, 

ST-70932)の培養ならびに化学物質曝露実験方法は、培

地に OGM(STEMCELL Technologies, ST-06030)を用いマ

トリゲルとオルガノイドを混ぜてドーム状に播種する

培養方法で行い、シングルセルにする酵素はトリプシ

ンを用いることにした。２施設でマウス肝臓オルガノ

イドの安定性について、各種遺伝子発現を指標に解析

した結果、両施設ともに遺伝子発現の大きな変化は認

められず、同一プロトコールを用いて培養した際には

肝前駆オルガノイドとして安定であると判断した。 

細胞毒性試験において、マウス肝臓オルガノイドに

化学物質(PB, EC, MCT, CMR, APAP)を曝露すると濃度

依存的に細胞生存率が低下した。化学物質の複数回曝

露による細胞形態変化については、すべての化学物質

で共通して観察される形態変化は認められず、EC のみ

で多くの形態変化のスコアが上昇した。 

小核試験においては、遺伝毒性発がん物質(EC, MCT, 

CMR)および肝毒性物質である APAPでは小核出現頻度が

コントロールと比較して上昇したが、非遺伝毒性発が

ん物質である PB曝露ではコントロールと比較して同程

度であったことから、マウス肝臓オルガノイドを用い

た小核を指標とする化学物質の遺伝毒性評価の妥当性

が確認できた。さらに ec-NGS 解析では、化学物質曝露

により変異頻度の上昇と変異シグネチャーパターンの

変化が認められた。同手法は、変異を持つ細胞の表現型

によらず、網羅的かつノンバイアスな変異解析が可能

であることから、従来の標的遺伝子上に起こる変異原

性評価手法よりも優れていると考えられる。また、得ら

れるゲノム情報からは１塩基置換のみならず、２塩基

置換やある程度大きな挿入・欠失変異についても検出

が可能であることから、従来の変異原性評価法と比べ、

得られる情報も多く、多面的な変異原性評価が可能に

なると考えられる。さらに、得られる変異パターン（変

異シグネチャー）が変異導入の要因と紐づいているこ

とから、これらの情報を用いることで、遺伝毒性メカニ

ズムの推測も可能となる。このような新規かつ革新的

な変異解析手法を動物試験代替法としてのオルガノイ

ドに応用可能であることが示せた意義は大きいと考え

る。 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

総合分担研究報告書 

 

オルガノイドおよびその共培養系を用いた化学物質の新規 in vitro有害性評価手法の確立 

（22KD1001） 
分担研究項目：毒性評価・ゲノム発現解析 

 
研究分担者 藤岡 正喜 大阪公立大学大学院医学研究科分子病理学 講師 

Ａ．研究目的 

マウス肝臓オルガノイドに既知の肝発がん物質をは

じめとした被験物質をばく露し、その遺伝子発現変化

について検討することで、化学物質の毒性の有無およ

びその機序について予測可能かどうか、検討を行った。 

さらに、同様の被験物質を 4 週間あるいは 13 週間投

与し得られたマウス肝臓を用いて、網羅的遺伝子発現

解析を行い、マウス肝臓オルガノイドと比較検討する

ことで、in vivo(マウス肝臓)および in vitro(マウス

肝臓オルガノイド)における相関性について検討を行

った。 

 

Ｂ．研究方法 

［材料と方法］ 

本研究で使用した被験物質について、下記に記す。 

・Phenobarbital Sodium (PB) (CAS RN : 57-30-7) 

・Coumarin (CMR) (CAS RN : 91-64-5) 

・Acetoaminophen (APAP) (CAS RN : 103-90-2) 
・Monocrotaline (MCT) (CAS RN : 315-22-0) 
・Ethyl Carbanate (EC) (CAS RN : 51-79-6) 
 

上記化学物質を用いて、加えて、PB、CMR、MCT オヨ

ビ ECをそれぞればく露させたマウス肝臓オルガノイド

由来 mRNAを星薬科大学 戸塚教授より供与いただいた。

受領した mRNAを in vitroマウス肝臓 mRNAとして用い

て以降に記す解析を行った。さらに、4 週間(PB、APAP)

あるいは 13 週間(CMR)マウスに投与した肝臓を東京農

業大学 美谷島教授より供与いただいた。受領した肝臓

より mRNA を抽出し、in vivo マウス肝臓 mRNA として、

以降に記す解析を行った。 

 

［網羅的遺伝子発現解析］ 

回収したマウス肝臓オルガノイド由来 mRNA のうち、

対照群および高用量群をそれぞれ用いて(計 8 検体)、

ClariomTM D Assay, Mouse (Thermoficher)マイクロア

レイによる網羅的遺伝子発現解析を行った。さらに in 
vivo マウス肝臓由来 mRNAのうち、PB、CMR および APAP

投与群における対照群および高用量群をそれぞれ用い

て ( 計 5 検 体 ) 、 ClariomTM D Assay, Mouse 

(Thermoficher)マイクロアレイによる網羅的遺伝子発

現解析を行った。Expression ConsoleTM を用いて、数

値化および正規化を行った。アルゴリズムは、SST-RMA 

を用いた。Annotation Level は、(Exon Level ではな

く) Gene Level とした。得られた遺伝子発現パラメー

タを用いて Ingenuity Pathway Analysis (IPA) ソフ

トウェアを用いて、パスウェイ解析及び各被験物質ば

く露による影響について検討を行った。 

加えて、昨年度実施したマウス肝臓オルガノイドを

用いたマイクロアレイおよびパスウェイ解析で得られ

たデーターを用いて、in vivo および in vitro 双方で

どのような影響がみられたか、検討を行った。 

 

（倫理面の配慮） 

該当なし 

 

Ｃ．研究結果 

in vitroマウス肝臓オルガノイド由来mRNAを用いた

網羅的遺伝子発現解析の結果(表1)、PB投与において発

現量比1.50以上の遺伝子は83、0.66以下の遺伝子は228

であった。同様に、CMR投与において発現量比1.50以上

研究要旨 
 化学物質の安全性評価には動物実験が必要とされるが、動物愛護の観点から代替法の開発が求められてい

る。本研究では、オルガノイドを用いた化学物質の新規 in vitro 有害性評価方法の開発を目指した。マウス

肝臓オルガノイドに対して Phenobarbital Sodium、Ethyl Carbanate、Monocrotaline、Coumarin を用いて研

究を実施した結果、4 物質で共通して発現変動がみられた 9 つの遺伝子が同定された。そのうち、非肝発がん

物質で発現変動がみられなかった 5 つの遺伝子(C1s, Ighv5-12, Or9i14, Scgb2b27, Vmn1r195)は、本研究で

用いられた肝発がん物質に特異的な変動を示すことが明らかになった。さらに、Tox Function 解析の結果、肝

発がん物質では Hepatitc steatosis 関連パスウェイの活性が予測されたことから、炎症に起因する疾患に関

連する機能の亢進が示唆された。さらに、マウス 4 週間および 13 週間ばく露試験との相関解析を行った結果、

マウス 4 週間および 13 週間ばく露試験においても、Hepatic steatosis 関連パスウェイの活性が予測された。

さらに、炎症誘導や肝細胞の再生誘導に関連するパスウェイが肝オルガノイドおよびマウス肝臓の双方で変動

していることが確認できた。以上の結果から、マウス肝臓オルガノイドで得られた知見は、in vivo 試験で得

られた結果と相関することが確認できた。 
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の遺伝子は187、0.66以下の遺伝子は132であった。また

MCT投与において発現量比1.50以上の遺伝子は108、0.6

6以下の遺伝子は186であった。EC投与において発現量比

1.50以上の遺伝子は261、0.66以下の遺伝子は544であっ

た。IPAソフトウェアによるTox Functions結果、肝発が

ん物質(PB、CMRおよびMCT)で共通して活性化が予測され、

かつ遺伝毒性非肝発がん物質(EC)において不活性化が

予測された機能として、Hepatic statosis、Conjugati

on of glutathioneが挙げられた。さらに、肝発がん物

質(PB、CMR、MCT)で共通して発現変動がみられた遺伝子

として、C1s、Fabp2、Gm20826、Ighv5-12、Mir3079、m

ir-467、Or9i14、Scgb2b27およびVmn1r195の9つが同定

された。そのうち、非肝発がん物質(EC)で発現変動がみ

られなかった、すなわち本研究に用いた3つの肝発がん

物質特異的な変動を示した遺伝子として、C1s、Ighv5-

12、Or9i14、Scgb2b27およびVmn1r195が同定された。さ

らに共通変動遺伝子でネットワーク解析した結果、肝発

がん物質共通上流因子としてHNF4A(hepatocyte nuclea

r factor 4A)が同定された。 

鰐渕班研究で構築された遺伝毒性肝発がん物質検出

モデルおよび非遺伝毒性肝発がん物質検出モデルにて、

検討を試みた結果、4物質いずれもNegativeの結果とな

った。 

 

in vivoマウス肝臓mRNAを用いた網羅的遺伝子発現解

析の結果(表2)、CMR投与において発現量比1.50以上の遺

伝子は305、0.66以下の遺伝子は213であった。同様に、

PB投与において発現量比1.50以上の遺伝子は398、0.66

以下の遺伝子は302であった。またAPAP投与において発

現量比1.50以上の遺伝子は341、0.66以下の遺伝子は31

8であった。IPAソフトウェアによるTox Functions解析

の結果、3つの物質（CMR、PBおよびAPAP）で共通して活

性化が予測された機能として、Conjugation of glutat

hioneが挙げられた。これは昨年度に実施したin vitro
マウス肝臓オルガノイドにおいて肝発がん物質であるC

MRおよびPB, MCTの3つで共通して変動がみられた機能

である。同様に、不活性化がみられた機能としてCell 

death of liverが挙げられた。 

3つの化学物質ばく露で共通して変動がみられた遺伝

子として55の遺伝子が同定され、KEGG_PATHWAY解析の結

果、P450を介した代謝や異物代謝シグナル、活性酸素種

(ROS)の産生に関わるシグナルに関連する遺伝子である

ことが明らかとなった。また3物質に共通する上流遺伝

子について、Upstream regulator解析を実施した結果、

NR1/3やNR1/2、AHRなどの異物代謝に関わる遺伝子の活

性化が確認できた。また、肝発がん物質であるCMRおよ

びPBに共通する遺伝子セットについてTox Functions解

析した結果、Hepatic steatosisの活性化が挙げられた。

これは昨年度に実施したin vitroマウス肝臓オルガノ

イドにおいて肝発がん物質であるCMR、PBおよびMCTの3

つで共通して変動がみられた機能と一致する結果であ

る。 

 

in vitroマウス肝臓オルガノイドにおける網羅的遺

伝子発現解析との比較の結果、PB投与においては共通し

て発現変動を示すシグナルとして、Liver Regeneration、

Inflammation liver、Hepatic steatosisがみられ、in 
vivo(マウス肝臓)で得られた結果とin vitro(マウス肝

臓オルガノイド)が良好に一致することが示された。一

方、CMR投与においては共通して発現変動を示すシグナ

ルはみられなかった。さらに、in vivo(マウス肝臓)お

よびin vitro(マウス肝臓オルガノイド)の両者で発現

が確認できた遺伝子(PBでは30遺伝子、CMRでは31遺伝

子)について相関解析を実施した結果、PBでは0.142、CMR

では0.386と弱い正の相関が得られた。加えて、PBでは

Hepatocellular carcinoma関連シグナルに属する遺伝

子について相関解析を行った結果、0.516と正の相関が

得られた。以上の結果から、マウス肝臓オルガノイドで

得られた知見は、in vivo試験で得られた結果と相関す

ることが確認できた。 

 

D. 考察 

本研究では、マウス肝臓オルガノイドに対して肝発

がん物質あるいは非肝発がん物質の添加による影響に

ついて、網羅的遺伝子発現解析による比較解析を行う

ことで、in vivoマウス急性毒性試験の代替法となり得

るかについて検討を行った。マウス肝臓オルガノイド

に被験物質を投与した際に、肝発がん物質特異的に

Hepatic Steatosisなどの炎症に起因する疾患の機能

が亢進している事が明らかとなった。in vivoマウス肝

臓を用いて比較検討を行った結果、P450を介した代謝

や異物代謝誘導系、グルタチオン抱合の亢進などが共

通してみられた。特に、PBばく露マウス肝臓と肝臓オル

ガノイドの比較では、肝傷害やそれらに伴う再生の亢

進が、in vitroおよびin vivoの双方で共通して発現変

動することが確認できた一方で、CMR投与においては共

通して発現変動を示すシグナルはみられなかった。し

かしながら、CMR投与においてin vitroにおいて活性化

表2 in vivo(マウス肝臓)における網羅的遺伝子発現
解析の結果 

表1 in vitro(マウス肝臓オルガノイド)における
網羅的遺伝子発現解析の結果 
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が示されたNecrosis of liverがin vivoでは不活性化

を示していることから、肝臓オルガノイドにおける

Necrosis of liverの活性化に伴う炎症誘導について、

今後マウス組織由来オルガノイドおよび免疫/間質細

胞との共培養系を用いることで、例えば肝細胞と肝星

細胞との相関や肝細胞とクッパー細胞との相関など、

より生体を模倣した影響が評価できると期待される。 

 

E. 結論 

本研究により、化学物質にばく露したマウス肝臓オ

ルガノイドにおいて、網羅的遺伝子発現解析を行うこ

とで、in vivoマウス肝臓と同様に炎症関連シグナルの

誘導やHepatic steatosisの亢進が観察できることが

示唆された。また、マウス肝臓オルガノイドにおける化

学物質ばく露による影響が弱いことが予想される場合

には、マウス肝臓オルガノイドに加えて免疫/間質細胞

共培養系を実施することで、炎症応答による再生の誘

導などが観察できると期待される。 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

オルガノイドおよびその共培養系を用いた化学物質の新規 in vitro有害性評価手法の確立 

 

オルガノイド培養・毒性評価 

 

研究分担者： 今井 俊夫 国立がん研究センター 研究所 がんモデル開発部門長 

 

Ａ．研究目的 
化学物質の安全性評価において、実験動物を用いる

反復投与毒性試験を始めとする各種試験が行われる。
一方、動物実験における3Rs（Re-placement・ Reducti
on・Refinement)の観点から、動物実験代替法の開発・
導入が求められている。しかし、実験動物に一定期間繰
返して被験物質を投与する反復投与毒性試験やがん原
性試験等については、現在のところ確立された in vi
tro 試験法がなく、多数の被験物質のヒトでの毒性を
予測するためにも、革新的な試験法の開発が期待され
ている。 
申請者らは、マウス正常組織由来のオルガノイドに

対して、被験物質をin vitroで処置する方法を用いて、
比較的短期間にその発がん性を検出できる可能性を見
出し、当該評価系が化学物質の発がん性に加え、反復投
与毒性試験等、他の毒性評価への適用が期待されるこ
とを報告した（Naruse M、Imai Tら、Carcinogenesis、
2020）。また、化学物質によるin vivoにおける毒性、
発がん性は標的細胞に対する直接作用に加え、免疫細
胞等の間質細胞の影響を受ける場合があり、間質細胞
とオルガノイドとの共培養系を用いることで、よりin 
vivo 試験法に近い条件下での評価法の確立にも取り
組んでいる。 
本研究では、これまで取組んできた、マウス正常組織

由来オルガノイドを用いる化学物質の発がん性評価法
に加え、その反復処置による一般（反復）毒性試験法の
確立を目指した検討を行うことを目的とする。 
 

Ｂ．研究方法 
(1) C57BL/6Jマウスまたはgpt deltaマウス（5週齢、
雄）を安楽死させた後、肺と肝臓を摘出し、ハサミで細
切した後にコラゲナーゼPを含む酵素混合液で処理、ポ
アサイズ40 µmのフィルターにかけた後に培地に懸濁
してマトリゲル（コーニング社）上に播種し、37℃で培
養した。培地は、肺についてはAdvanced DMEM/F12培地
にmEGF、BSA、Y27632、A83-01、FGF10等を加えたものを
基本とし、肝臓についてはAdvanced DMEM/F12培地にmE
GF、BSA、Y27632、CHIR-99021、ITS-G supplement等を

加えたものとした。各オルガノイドは、増殖の状態を確
認しつつ、概ね1週間に1回、Accumaxを用いて細胞を単
離した後に継代し、一部はLaboBanker2（トスク社）を
用いて-80℃で凍結保存した。 
(2)肺オルガノイドに対する被験物質のin vitro 処置 
今年度はカルバミン酸エチル(ウレタン)を被験物

質とし、C57BL/6Jマウスの肺由来オルガノイドを用い
る検討を行った。ウレタンは注射用蒸留水に溶解し、培
地中最終濃度を10,000 µMから公比2で156 µMまでの濃
度で24時間処置、RealTime-Glo MT Cell Viability A
ssayキット（プロメガ社）を用いて発光強度により生細
胞数の推移を測定する予備実験を行った。被験物質処
置は、オルガノイドの継代時、単離した細胞をマトリゲ
ル上に播種した2時間後からの24時間とした。また、最
高濃度の10,000 µMについては、マウスにウレタンを60
0 mg/kg体重の用量で週1回、3回または10回腹腔内投与
した際に肺がんが誘発されるとの報告（Ma Xら、Toxic
ol Lett、2016）を参考に設定した。 

被験物質の代謝活性化のため、S9 mixを50 µg/mLの
濃度で培地に加えた。本実験では同様に、肺オルガノイ
ドに対し、ウレタンを10,000、2,500、および0（対照）
 µMで24時間1回または3回処置した。 
(3)肺オルガノイドの形態学的観察 
 ウレタンにて1回または3回処置したマウス肺オルガ
ノイドは、（最終）処置72時間後にiPGell（ジェノスタ
ッフ社）を用いてパラフィン包埋し、常法に従ってヘマ
トキシリン・エオジン（HE）染色を行って病理組織学的
に観察した。 
 また、肺オルガノイドの構成細胞を解析する目的で、
パラフィン包埋切片を用いて、気道上皮細胞およびⅡ
型肺胞上皮細胞の特異マーカーに対する免疫組織化学
染色を行った。用いた一次抗体は、抗Uteroglobin/CC1
0ウサギポリクローナル抗体、抗Naspin Aマウスモノク
ローナル抗体（プロテインテック社）、抗proSFPCウサ
ギポリクローナル抗体（アブカム社）、シグナルの検出
には、ヒストファインシンプルステインマウスMAX-PO
(R)または同MAX-PO(M)（ニチレイバイオサイエンス社）
とDAB発色法を用いた。 
(倫理面への配慮) 

研究要旨 
 B6 系統背景の gpt delta マウスの肺および肝臓オルガノイドを樹立し、継代回数の少ない状態で一部凍結

保存した。B6 系統の野生型マウスの肺オルガノイドについては、凍結保存ストック細胞を融解、培養し、化学

物質の一般毒性の評価系を構築するための検討に用いた。今年度は、従来の in vitro あるいは in vivo 遺伝

毒性試験法および発がん性試験法で陽性を示すが、強い細胞毒性や急性毒性を示さないカルバミン酸エチル

（ウレタン）を被験物質として検討を進めた。ウレタンの 2,500 µM および 10,000 µM 濃度処置により、対照

（0 µM）に比べてオルガノイドが不整形（発芽類似変化）を示す傾向がみられたが、引続き観察数を増やした

検討が必要である。また、形態以外の毒性指標として、細胞分化マーカーを利用した細胞毎の増殖活性、構成

細胞比率等について検討が必要と考えられた。 
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本研究で行う動物実験の実施にあたり「動物の愛護
及び管理に関する法律（昭和48年法律第105号、令和元
年最終改正法律第51号）」「実験動物の飼養及び保管並
びに苦痛の軽減に関する基準（平成18年環境省告示第8
8号、平成25年最終改正環境省告示第84号）」及び「厚
生労働省の所管する実施機関における動物実験等の実
施に関する基本指針（平成18年6月1日厚生労働省通知、
平成27年2月20日一部改正）」を遵守した。また、「国
立研究開発法人国立がん研究センターにおける動物実
験に関する指針」に従い、事前に動物実験倫理委員会に
計画書を提出し、理事長の実施承認を得た。実際の実験
においては、適切な人道的エンドポイントを見極め、屠
殺は頸椎脱臼やイソフルラン麻酔下にて腹部大動・静
脈からの脱血により行うなど動物の苦痛を軽減するよ
う細心の注意を払うとともに、使用する動物数を最小
限に留めるなど、動物の愛護に十分配慮して行った。ま
た、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、平成29年最終改正法律第41
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 
(1)マウス正常組織からのオルガノイド樹立および樹
立したオルガノイドの培養 

C57BL/6Jマウス由来オルガノイドについては、昨年
度までに樹立して凍結ストック細胞を解凍して今年度
の被験物質を処置する予備実験および本実験を行った。
また、gpt deltaマウス由来の肺と肝臓由来オルガノイ
ドについては、概ねスケジュール通りに培養すること
ができ、継代回数の少ない状態で一部凍結保存した。
(2)ウレタンの濃度設定のための予備実験 
 C57BL/6Jマウス由来肺オルガノイドに対して10,000
 µMから156 µMまでの濃度で24時間処置した後の生細
胞数を測定した結果、中間濃度の1,250と2,500μMでは
対照（0μM）に比べて明らかな生細胞数の増加がみられ、
5,000μM以上では対照と同等の値まで低下した（図1）。
この結果より、当該オルガノイドに対するウレタンへ
の最大耐量は10,000 µMより高い濃度と判断された。 

図1 ウレタン処置後のマウス肺オルガノイドの生細胞

数の推移 
(3)ウレタンの24時間1回または3回処置による本実験 
 C57BL/6Jマウス由来肺オルガノイドに対して生細胞
数を増加させる作用のあるウレタンの2,500μM濃度を
低濃度群、その4倍量の10,000 µMを高濃度群とし、処
置後のオルガノイドの形態学的変化をパラフィン包埋
後のHE染色標本にて観察した。その結果、ウレタンの2,
500 µMおよび10,000 µM濃度処置により、対照（0 µM）
に比べてオルガノイドが不整形（発芽類似変化）を示す
傾向がみられた（図2）。 
 パラフィン包埋切片を用いた免疫組織化学において
は、マウス由来肺オルガノイドは、気道上皮のマーカー
であるUteroglobin/CC10およびNaspin A陽性細胞が混
在していたが、Ⅱ型肺胞上皮細胞のマーカーであるppr
oSFPC陽性細胞は認められなかった。 
 
 

 
図2 ウレタン処置後のマウス肺オルガノイドの形態
学的変化 (Bar=50 µm) 
 

Ｄ．考察 

今年度、C57BL/6J マウス由来オルガノイドについては、

昨年度までに樹立して凍結ストック細胞を解凍して予

備実験および本実験を行った。解凍時には速やかに PBS

にて洗浄し、保存液である LaboBanker2 を除くことで

問題なく起眠し、培養継続が可能であることを確認し

た。また、gpt delta マウス由来の肺と肝臓由来オルガ

ノイドについては、これまで、C57BL/6J マウスを含む

複数系統の肺および肝臓オルガノイドを樹立する方法

と同様に培養することで（Naruse M、Imai T ら、

Carcinogenesis、2020）、良好な培養成績が得られるこ

とを再確認した。なお、肺オルガノイドについては、こ

れまでは肺の各葉の肺門部を除く末梢側組織のみを用

いて培養したが、今回は肺葉の部位により形成される

オルガノイドの特性が異なるか否かを確認するため、

肺門部のみを用いる培養も試みた。その結果、培養開始

以降、細胞増殖が確認できるまでの時間が末梢側組織

に比べて肺門部については時間を要し、得られたオル

ガノイドについては扁平上皮化生する傾向が確認され

た。マウスの末梢側組織にはヒト肺組織においては前

駆細胞として位置づけられる Cytokeratin 5（CK5）な

どに陽性を示す基底細胞がなく、マウス肺オルガノイ

ドにも CK5 陽性細胞が認められないことから、今後、

マウス肺の肺門部と末梢側組織由来のオルガノイドに

ついて、各種化学物質に対する毒性感受性差などを検
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討する必要があると考えられる。 

マウス肺オルガノイドを用いてウレタンの毒性反応を

解析する実験を行うため、マウスにウレタンを腹腔内

投与した際に肺がんが誘発される用量を参考に設定し

た 10,000 µM（Ma X ら、Toxicol Lett、2016）を最高

濃度として、1/64 倍の 156.3 µM までの濃度幅で 24 時

間、1 回処置した際の 70 時間後までの生細胞数を測定

した。中間濃度の 2,500 および 1,250 µM で示された生

細胞数の増加が、ウレタンに関する既報にある遺伝毒

性や発がん性と関連するか、あるいは毒性とは判断さ

れない細胞の活性化に該当するのかについては今後の

検討を要する。現段階においては、生細胞数を増加させ

る作用のあるウレタンの 2,500μM 濃度を低濃度群、そ

の 4 倍量の 10,000 µM を高濃度群として、1～3 回処置

した後、細胞分化/増殖マーカーに対する免疫組織化学

を含む病理組織学的解析により毒性を評価することを

目的として本実験を行った。 

 本実験では、ウレタンの 2,500 µM および 10,000 µM

濃度処置により、対照（0 µM）に比べてオルガノイドが

不整形（発芽類似変化）を示す傾向がみられた。この変

化は、予備実験で観察されたウレタン処置による生細

胞数の増加と関連していることが示唆された。但し、当

該観察については、（最終）処置 72 時間後にオルガノ

イドを収集、パラフィン包埋、標本作製を行ったことか

ら、オルガノイドの数が限定的であり、各オルガノイド

を構成する細胞数も少なく、嚢胞状の形態を呈する前

の段階の小型のものであったことから、引続き観察数

を増やした検討が必要である。また、従前に我々がオル

ガノイドを用いる化学物質の発がん性を検出していた

場合とことなり、反復投与毒性を含む一般毒性の検出

に際しては被験物質処置後に時間経過と共に毒性が回

復性を示すことを考慮することが必要であり、被験物

質の（最終）処置後の観察時点についても引続き検討が

必要である。また、形態以外の毒性指標として、細胞分

化マーカーを利用した細胞毎の増殖活性、構成細胞比

率等についても更なる検討を要する。 

 以上、マウス正常組織由来オルガノイドを用いる一

般（反復）毒性試験法として、被験物質をオルガノイド

の継代時、単離した細胞をマトリゲル上に播種した 2時

間後からの 24時間を 1回および 3回繰り返す方法によ

り、少なくとも細胞増殖に対する影響を指標とする毒

性評価には適用可能であることを示す結果が得られた。

一方、幅広い被験物質の解析を可能とするために更に

使用するマウス系統や対象臓器を絞り込む必要があり、

引続き検討が必要と考えられた。 
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オルガノイドおよびその共培養系を用いた化学物質の新規 in vitro有害性評価手法の確立 

 

研究分担者  成瀬 美衣  国立感染症研究所 主任研究員 

Ａ．研究目的 

化学物質の開発には、安全性評価が不可欠であり、

そのために実験動物を用いた反復投与試験等の実施

が必要とされ、その結果が重視されることが多い。

一方、動物愛護 3Rs (Replacement・Reduction・

Refinement)の観点から、化学物質の発がん性予測等

の安全性評価の動物実験代替法の開発・導入が求め

られている。本研究では、マウス肺及び肝臓オルガ

ノイドを用いたエピゲノムを指標とした化学物質の

新規 in vitro有害性評価手法の確立を目指す。 

 

Ｂ．研究方法 

マウスオルガノイドを用いたエピゲノム変化評価系の

構築 

マウス臓器由来オルガノイドに化学物質を反復暴露し

た後、エピゲノム変化を同定し、in vitro一般毒性試

験法における指標を探索する。 

① オルガノイドへのカルバミン酸エチル（EC）処置 

樹立したC57BL/6J背景p53(+/-)マウスの肺オルガノイ

ドを融解、培養を行い使用した。 オルガノイドは

Accutase処置により細胞を分散させ、さらに40μmのフ

ィルターを通し、細胞数測定を行い、マトリゲル

(Corning) をゲル状にしてひいた12well plateに1x105

細胞/well播種した。2時間静置後、対照群(0 mM), 低用

量(2.5mM),高用量(10mM)を50μg/mlのS9 mixと共に添

加し、5% CO2,37度のインキュベーターで24時間処置し

た。24時間後、化学物質を含む培地を除去し、マトリゲ

ルを被せて培養した(サンドイッチ法)。 

これを１週間に一度３回繰り返した。 

 

②EC処置オルガノイドのメチル化解析 

EC３回処置後（0mM, 2.5mM, 10mM, 各N=2）96時間のオ

ルガノイドをCell Recovery Solutionによりマトリゲ

ルを溶解し、細胞塊として回収しDNA抽出を行った。メ

チ ル 化 解 析 は RRBS 法 （ Reduced Representation 

Bisulfite Sequencing）を用いた。DNAを精製し、制限

酵素MspIによる制限酵素消化を行い、フラグメントのサ

イズ選択を行うことでCpGの豊富な領域を選択したもの

をバイサルファイト処理し、非メチル化シトシンをウラ

シルに変換し、PCR増幅したものを、次世代シーケンス

を行い、Bismarkを用いたアライメント及びMethylKit 

Analysisによるメチル化解析を行い、対照群に対するメ

チル化率の変化の同定を行った (q-value<0.01, % 

methylation difference >25%)。同定した候補は

IGV(Intergrative Genonics Viewer)を用いて確認を行

った。 

 

③オルガノイドへのフェノバルビタール（PB）処置 

研究代表者から分与を受けた Mouse Hepatic 

Organoids (STEMCELL Technologies ST-70932, 

C57BL/6 マウス肝臓由来) を用いた。PB 暴露法につい

ては研究代表者が検討した方法に準じ、ドーム型培養

法でオルガノイドを３日間培養し、１回目の２４時間

暴露を各対照群(0μM), 低用量(236 μM), 高用量

(943 μM)の濃度で暴露した。２４時間後培地の除

去、洗浄後新しい培地を添加し、３日間培養を行っ

た。３日間培養後、細胞を再播種し、３日間培養後に

２回目の２４時間暴露を行った。その後培地を除去、

洗浄後、新しい培地を添加し、６日間培養後に、３回

目の２４時間暴露を行った。暴露後、培地を除去、洗

浄後にセルリカバリーソルーションを用いてマトリゲ

研究要旨 

化学物質の開発には安全性評価が不可欠であり、実験動物を用いた反復投与試験等の実施が必要とさ

れ、その結果が重視されることが多い。一方、動物愛護の観点から化学物質の安全性評価の動物実験代

替法の開発・導入が求められている。私たちはこれまでに、マウス正常組織由来のオルガノイドを用い

た発がん性試験法を開発し、化学物質の安全性評価に妥当・有用であることを見出している。またメチ

ル化解析におけるオルガノイドの有用性を示してきた。 

以上の背景よりオルガノイドを用いた化学物質の新規 in vitro評価手法のエピゲノム変化評価系の構

築を目指す。カルバンサンエチル（EC）、フェノバルビタール(PB)を３回暴露した肝臓オルガノイド(in 
vitro 試験)と PBを反復投与したマウス肝臓（in vivo試験）のメチル化解析を行い、オルガノイドによ

る評価法の妥当性の検討のため、in vitro試験と in vivo 試験の比較解析を行った。 
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ルを溶解し、オルガノイドを細胞塊として回収し凍結

した。 
 
④PB処置オルガノイドのメチル化解析 
PB３回処置後（0μM, 243μM, 943μM, 各N=3）のオル
ガノイドの細胞塊から、DNeasy Blood & Tissue Kit 
(QIAGEN)を用いてDNAを抽出した。メチル化解析はRRBS
法を用い、②と同様に行なった。 
 
⑤PB処置マウス肝臓のメチル化解析 
PBによるin vivo 毒性試験(対照群 PB 0ppm, 高用量 
PB 1000ppm, 各N= 5)を行ったC57BL6マウスの凍結肝臓
の一部を分担研究者:美谷島から分与を受け、DNeasy 
Blood & Tissue Kit (QIAGEN)を用いてDNAを抽出した。
その後のメチル化解析については②と同様の手順で行
った。 
 
⑥肝臓オルガノイド-間質細胞の共培養系の構築 
オルガノイドについては研究代表者から分与を受けた

Mouse Hepatic Organoids (STEMCELL Technologies ST-

70932)、間質細胞の１つとして、理研BRCより不死化ク

ッパー細胞の提供の提供を受けた。共培養法については、

コンパニオンプレートに、インサート (1.0μmメンブレ

ン)(Corning)を組み合わせる非接触型を用い、どちら側

にどちらの細胞を播種するか、また共培養時の培地の条

件、オルガノイド培地：HepatiCult Organoids Growth 

Medium (Mouse)、クッパー細胞培地：DMEM (high 

glucose)+10% FBS+bovine Insulin 10 μ

g/ml+monotioglycerol 250μMを用い、観察及びcell 

titer gloを用いた生細胞数の測定を行い条件検討を行

なった。 
 
（倫理面の配慮） 
動物を用いるオルガノイド樹立実験は、国立がん研究セ

ンター研究所で行なっており、「国立がん研究センター

における動物実験に関する指針」に従って行った。動物

福祉並びに動物実験倫理の観点から、適切なエンドポイ

ントを設定し、安楽死させることにより苦痛軽減に配慮

した。 
 
Ｃ．研究結果 
①EC処置オルガノイドのメチル化解析 
EC３回目処置後（0mM, 2.5mM, 10mM, 各 N=2）96 時間

のオルガノイドの RRBS解析によるメチル化解析を行っ

た。ゲノムを 1kb の領域に分けた解析では、EC 0mM 3

回処置オルガノイドと 10mM 3回処置オルガノイドとの

間で、メチル化変化領域は 30箇所と非常に少なかった。

IGV による確認を行い、発現に影響を与える可能性の高

いメチル化変化領域は同定されなかった。1 塩基単位で

のメチル化変化部位についてはメチル化低下、メチル

化増加の両者に 2000 箇所程度の候補箇所があり、IGV

による確認においても、メチル化の変化があることが

確認できた。また、染色体全体において、EC 処理によ

りメチル化が亢進する傾向が見られた。 

 
② PB処置オルガノイドのメチル化解析 
PB処置３回後の（0μM, 236μM, 943μM,各N=3）オル
ガノイドのRRBS解析によるメチル化解析を行った。 

その結果、染色体毎のメチル化レベルの差は各群で有
意な差は見られなかった。CpGサイト全体のメチル化率
によるPCA解析からも各群を特徴づける有意な差は見
られなかった。対照群と高用量間で統計的にメチル化
率に有意差がある塩基は479箇所、領域ベースで有意に
差がある領域は１箇所であった。 
 
③ PB処置マウス肝臓のメチル化解析 
PBによるin vivo 毒性試験(対照群 PB 0ppm, 高用量 
PB 1000ppm, 各N= 5)を行ったC57BL6マウス肝臓のRRBS
解析によるメチル化解析を行った。その結果、染色体毎
のメチル化レベルの差は群間における有意な差は見ら
れなかったが、高用量５検体のうち１検体のみが他と
異なり全体的に高いメチル化を示していることがわか
った。CpGサイト全体のメチル化率によるPCA解析から
も同様に、群間の有意な差はないものの、高用量５検体
のうちの１検体が他との差が大きいことがわかった。 
対照群と高用量間で統計的にメチル化率に有意差があ
る塩基は4007箇所、領域ベースで有意に差がある領域
は91箇所であった。有意差があるものについても、高用
量５検体のうちの１検体が他との差が大きいことに依
存している傾向が見られたため、高用量５検体のうち
の１検体を除いた解析も行なった。対照群と高用量間
で統計的にメチル化率に有意差がある塩基は2箇所、領
域ベースで有意に差がある領域は0箇所であった。 
 
④ PB処置オルガノイドとPB処置マウス肝臓のメチル 
化解析の比較 
PB処置３回後の対照群と高用量群の間で統計的にメチ
ル化率に有意差がある塩基は479箇所と、PB処置マウス
肝臓の対照群と高用量群の間で統計的にメチル化率に
有意差がある塩基は4007箇所のうち、一致する塩基は
なかった。また、領域ベースの比較で有意にメチル化が
変化する領域1箇所（オルガノイド）と91箇所（肝臓）
においても一致する領域はなかった。PB処置マウス肝
臓の高用量5検体のうち1検体のみが全体にメチル化率
が高く、２群間の比較に影響が出ているようであった
ため、その1検体を除く解析も行なったが、同様に一致
する領域はなかった。 
 
⑤ 肝臓オルガノイドと間質細胞の共培養系の構築 
コンパニオンプレートとインサート (1.0μm メンブレ

ン)を組み合わせて非接触型の共培養システムを行な

った。検討の結果、コンパニオンプレート側にオルガノ

イドのドームを作ると、10μl までマトリゲル量を減ら

してもインサートに接触することがわかった。したが

って、コンパニオンプレート側にクッパー細胞を接着

培養することにした。同時に、インサート側のメンブレ

ン上にクッパー細胞を接着させた場合、細胞増殖が一

定になりづらく、やはり間質細胞をコンパニオンプレ

ート側に培養するのが適していた。一方インサート側

にオルガノイドを培養することは、オルガノイドの増

殖には影響しない。培地については、共培養開始前の細

胞播種時にはそれぞれ細胞に適した培地を用いること

が可能であるが、共培養開始時から培地を共通なもの

にする必要がる。検討の結果、クッパー細胞培地：DMEM 

(high glucose)+10% FBS+bovine Insulin 10 μ

g/ml+monotioglycerol 250μM にした場合、オルガノイ

ドの増殖が著しく低下するが、逆にオルガノイド培地

に合わせた場合、クッパー細胞は至適培地で培養時と
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同等に増殖し、共培養可能であった。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   
 
Ｄ．考察 

EC の in vitro 処置により、マウス肺オルガノイドに

１塩基レベルのメチル化変化が生じることを明らかに

した。領域でのメチル化変化ではないため、既報にある

ような遺伝子発現に影響を与えるかどうかについては

さらに検証を必要とする。染色体レベルで EC 処置によ

る亢進傾向が見られており、EC 処置の回数を増やすこ

となどで、メチル化変化領域が同定される可能性もあ

ると考える。 
PB処置による肝臓由来オルガノイド(in vitro)と肝

臓(in vivo)のメチル変化の比較では共通する１塩基
レベルの変化部位、また変化領域はなかった。in vivo
試験の高用量のうちの１検体のみが他と異なるメチル
化状態を示していたため、その結果が影響した可能性
を考え、１検体を除いての解析を行ったが、同様に共通
したメチル化変化はなかった。組織学的な観察におい
ては、この１検体においても他の高用量の検体と同様
に全体的に肝細胞の肥大が見られているとのことで、
単純にこの１検体の部分的なサンプリングされた細胞
の違いがメチル化の違いに影響したということではな
いと思われるため、エピゲノムを解析するタイムポイ
ントなど、検討が必要と思われる。in vitro、in vivo
試験の両者において、顕著なメチル化変化が検出され
ておらず、暴露方法の検討、他の化学物質での検討が必
要と考えられる。例えば、オルガノイドのPB処置後の解
析においても、今回３回目暴露24時間後といった比較
的早い段階で解析を行っており、継代を重ねた後など、
何らかの細胞が濃縮される可能性が高くなった後には
特定のメチル化変化が濃縮され検出されるということ
があるかもしれない。 
また、化学物質による毒性、発がん性は共存する間質細

胞に依存することが報告されており、in vitro 系で共

培養を行うことで、異なった結果が出るかどうかの検

証が必要である。インサートを用いた肝臓オルガノイ

ドとクッパー細胞の共培養法の構築が進んでおり、そ

れぞれの細胞の特性解析等行い、より in vivo に近い

in vitro 系のさらなる開発も必要であると思われる。 

 

Ｅ．結論 
In vitro 評価系において、EC処置により１塩基レベル
のメチル化変化及び染色体全体でメチル化の亢進が起
こることをRRBS解析により同定した。検証やデータの
蓄積がさらにが必要であるが、in vivoで同様のことが
起こっている場合、in vitro 化学物質評価系における
指標となり得る。 
 
PB処置による肝臓由来オルガノイド(in vitro)と肝臓
(in vivo)のメチル変化の比較では共通する１塩基レ
ベルの変化部位、また変化領域は同定されなかった。メ
チル化を指標とするin vitro有害性評価手法の確立
において、暴露方法、共培養の活用などさらなる条件
検討が必要と考えられた。 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

総合研究報告書 

 

オルガノイドおよびその共培養系を用いた化学物質の新規 in vitro有害性評価手法の確立 

 

研究分担者 美谷島 克宏 

東京農業大学応用生物科学部食品安全健康学科 教授 

Ａ．研究目的 
化学物質の開発には、安全性評価が不可欠であり、そ

のために実験動物を用いた反復投与試験等の実施が必
要とされ、その結果が重視されることが多い。一方、動
物愛護3Rs (Replacement・Reduction・Refinement)の
観点から、化学物質の発がん性予測等の安全性評価の
動物実験代替法の開発・導入が求められている。 
本分担研究では、肝臓オルガノイド培養系を用いた

化学物質の新規in vitro有害性評価系の確立を目指す
ため、実際にマウスを用いてin vivo毒性評価を実施し、
オルガノイドを用いた新規評価系の有用なエンドポイ
ントとなり得るかについて検証することを目的とした。 
 

Ｂ．研究方法 
本分担研究では、肝臓由来オルガノイドによる新規試

験と従来のin vivo毒性試験との類似性について精査す
るため、マウスを用いて肝毒性陽性物質の反復投与毒性
試験を実施した。 
6週齢の雄性C57BL/6Jマウスに、in vitro試験と共通

してカルバミン酸エチル(EC)、アクリルアミド(AA)、フ
ェノバルビタール(PB)、クマリン(CMR)、モノクロタリ
ン(MCT)を反復投与した。さらに、肝細胞壊死など顕著
な肝毒性を示す化学物質としてアセトアミノフェン(AP
AP)も反復投与した。 
それぞれの化合物の投与用量並びに投与期間を以下

に示す。 
ECは、0, 300, 1000及び2000 ppmの用量で４週間飲

水投与した（1群各5匹）。 
AAは、0, 250, 500及び1000 ppmの用量で４週間飲水

投与した（1群各5匹）。 
PBは、0, 500及び1000 ppmの用量で混餌投与した。さ

らに、PBは、50 mg/kgの用量で腹腔内投与する群も設定
し、いずれも４週間とした（1群各6匹）。 
CMRは、5,000 ppmで4週間、2,500 ppm並びに5,000 p

pmで13週間混餌投与した（1群各6匹）。 
MCTは、pHを調製した生理食塩水に溶解して0, 200 m

g/kgの用量で2ないし4週間にわたり週１回の間歇腹腔
内投与を行った（1群各5匹）。対照群には同溶媒を投与
した。 
 APAPは、0, 3100, 6200及び12400 ppmの用量で、いず

れも4週間混餌投与した。 
いずれも、対照群の飼料は標準食(CE-2)を用いた。投

与期間中に体重及び摂水量を測定した。投与期間終了後
に解剖し、血液並びに主要臓器を採取した。採取された
臓器は、定法に従いHE染色標本を作製し、さらに未染パ
ラフィン標本を用いて炎症関連の指標としてマクロフ
ァージ(F4/18)、FABP(Fatty Acid Binding Protein)の
免疫組織化学的な染色を実施した。採取した凍結肝臓を
用いて遺伝子発現解析を実施した。さらに解剖時の血清
を用いて血液生化学検査を実施した。 
 
（倫理面への配慮） 
マウスの使用は最少匹数に留め、東京農業大学動物実験
委員会より承認を受けた申請内容に則り実施した。また、
他実験で用いたサンプルも検討に用いるなど、使用動物
数の低減に努めた。 
 

Ｃ．研究結果 
1) ECの反復投与により、対照群と比較し、体重、摂水
量共に減少傾向を示した。血液生化学検査により、血清
中AST及びT-BILの増加傾向、TGの減少傾向が見られた。
病理組織学的検査により、肺及び肝臓に明らかな変化
は観察されなかった。しかし、高用量投与群の免疫組織
化学的染色において、両臓器共にF4/80陽性マクロファ
ージの増加が観察された。遺伝子発現解析では、肺にお
いてMCP-１及びIL-6が、肝臓においてIL-1β、TNFα及
びMCP-１が増加ないし増加傾向にあった。これよりEC
投与が標的臓器において炎症の惹起に影響しているも
のと考えられた。 
2) AAの反復投与により、投与用量に依存して体重、摂
餌量、摂水量並びに一般状態への影響が認められた。血
液生化学的検査では、肝障害の指標である AST、ALTが
500 ppmで高値を示したが、明らかな病理組織学的変化
は伴っていなかった。これより肝障害は示唆されるも
のの明らかな毒性学的影響は捉えられなかった。 
3) PBの反復投与により、体重並びに摂餌量に明らかな
影響は見られなかった。用量依存的な肝重量増加、小葉
中心性肝細胞肥大、血液生化学的検査による肝臓パラ
メータの上昇が認められた。 
4) CMRの反復投与により、体重は対照群に対し4及び13

研究要旨 
本分担研究では、オルガノイドによる新規試験法との類似性を確認するため、肝毒性対照物質を用いてマウ

ス in vivo 反復投与毒性試験を実施し、標的臓器における種々の毒性学的データを取得した。実際には、３年

間にわたり肝臓を標的とした毒性発現化合物をマウスに反復投与し、病理組織学的観察並びに遺伝子発現解析

を実施し、各種物質の毒性プロファイルを明確にした。 

本分担研究により、in vitro オルガノイドを用いた試験より得られた毒性指標を比較検証するための毒性所

見を呈する材料を得ることが出来た。本成果は、in vitro オルガノイド試験による新たな毒性指標の開発に寄

与し得るものと考えられた。 
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週間群ともに減少傾向にあった。肝臓重量は、対照群に
対し13週間5,000 ppm群で増加傾向にあった。肝臓の病
理組織学的検査では、4週間投与による明らかな変化は
見られなかったが、13週間5,000 ppm群で、小葉周辺性
の肝細胞肥大、巣状壊死及び炎症性細胞浸潤が認めら
れた。血液生化学的検査では、対照群に対し5,000 ppm
群でALT活性が増加ないし増加傾向にあった。FABP2の
免疫組織化学染色では、全CMR投与群でより広範囲に陽
性肝細胞が確認された。遺伝子発現解析では、肝細胞分
化の指標となる因子であるHptr, Alb, CYP３A11, 
Krt19, Hnf4aは4週間5,000 ppm群で減少傾向を示し、
Sox9は４及び13週間5,000 ppm群で増加傾向を示した。 
5）MCTの反復投与により、体重は、対照群に対し4週間
投与群で減少傾向を示した。摂餌量は、対照群に対し2
週間投与群で減少傾向を示した。血液生化学的検査で
は、対照群に対しALT及びASTが2週間投与群で増加傾向
を示したが、4週間投与群では明らかな変化は見られな
かった。臓器重量では、両投与期間で明らかな影響は見
られなかった。病理組織学的解析では、2週間投与群で
巣状性肝細胞壊死、4週間投与群で、主に小葉中心性肝
細胞のグリコーゲン蓄積の減少が認められた。さらに、
対照群に対し両投与期間において2核肝細胞の増加が
見られた。さらに、細胞増殖に関わるPCNAの免疫組織化
学染色において、対照群に対し両投与期間において陽
性細胞が増加傾向を示し、それは2週間投与群でより顕
著であった。これに加え、胆管上皮細胞の増殖も認めら
れた。遺伝子発現解析では、TNFαが対照群と比較し、
両投与期間において増加傾向を示した。 
6) APAPの反復投与により、高用量の12400 ppm投与に
より、体重増加抑制が認められた。肝臓重量には明らか
な影響は見られなかった。同高用量群において、血液生
化学的には、対照群に対しALT及びASTの顕著な上昇が
見られた。病理組織学的には肝小葉中心性の壊死が広
範囲にわたり認められた。さらに、壊死が無い領域にお
いては肝小葉中心性の肝細胞肥大も伴っていた。 
さらに、FABP(Fatty Acid Binding Protein)の免疫組
織化学染色により、EC, PB, CMR, APAP投与群において
染色性の増加が認められた。 
 
Ｄ．考察 

肝臓に毒性が発現することが報告されている化合物に

ついてマウスを用いた in vivo 反復投与毒性試験を実

施した。 

EC の反復投与では、肝臓並びに肺において炎症の惹起

を示唆する影響が発現しているものと考えられた。 

AA の反復投与では、肝障害は示唆される血液生科学デ

ータは得られたものの明らかな毒性学的影響は捉えら

れない状態にあるものと考えられた。 

PB 反復投与では、既報のとおりの酵素誘導に伴う肝臓

への影響が発現しているものと考えられた。 

CMR は、シナモンなど多くの植物に含まれる芳香物質で

あるが、過剰摂取により肝障害を引き起こすとの報告

もある。本分担研究の反復投与では、マウスに CMR を

短期間反復投与することにより生じる肝臓への影響に

ついて解析した。その結果、本実験条件において、4 週

間投与では明らかな組織学的変化は見られなかったが、

肝細胞への分化の指標となる遺伝子発現に影響が見ら

れた。一方、13 週間投与では組織学的に明らかな肝障

害が認められたが、Sox9 を除き上記の遺伝子発現に明

らかな変化は見られなかった。  

MCT は、マウスやラットに投与することにより肺高血圧

症を誘発することが知られている。肝臓の血流が障害

されることで低酸素血症が生じ、肺高血圧症が誘発さ

れるとされている。本分担研究の反復投与では、マウス

に MCT を 2 ないし 4 週間間歇的に反復投与することに

より、明らかな肝傷害は認められなかった。しかし、2

核肝細胞並びに PCNA陽性肝細胞は増加傾向認められた。

さらに、胆管増生を示唆する変化も認められ、MCT 反復

投与による肝臓への影響が見出された。 

APAP の投与では、既報のとおりの明らかな肝障害が惹

起されているものと考えられた。 

以上より、AA を除くいずれの化合物もマウスへの反復

投与により、それぞれ異なる肝毒性プロファイルを示

す結果が得られた。これは今後の in vitro 毒性評価系

の構築において、新たな評価指標の確立していくため

の研究支援材料が得られたものと考えられた。 

 

Ｅ．結論 

本分担研究では、3 年度にわたり肝毒性が報告されて

いる陽性対照物質を実際にマウスに反復投与し、標的

臓器である肝臓において、種々の毒性パターンを有す

る病態が得られた。本成果は、オルガノイド培養による

in vitro 毒性評価系における新たな毒性指標の妥当性

を検証していく上で重要な役割を担うものと考えられ

た。 
 
F．研究発表 

１．論文発表 
該当なし 
 
2．学会発表 

1. 大橋 清佳、梶川 明音、前川 竜也、煙山 紀子、戸

塚 ゆ加里、美谷島 克宏. カルバミン酸エチル（ウレ

タン）のマウス反復投与毒性試験における病態解析, 

第 51 回日本毒性学会学術年会, 福岡（2024.7.3-5） 

2. 大橋 清佳、田中 あかり、竹田 結菜、神野 涼平、

煙山 紀子、笹瀬 智彦、前川 竜也、美谷島 克宏. クマ

リンの反復投与毒性試験におけるマウス肝臓の病態解

析, 第 41 回日本毒性病理学会総会及び学術集会

（2025.1.31） 
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１．特許取得 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

分担研究報告書 

 

オルガノイドおよびその共培養系を用いた化学物質の新規 in vitro有害性評価手法の確立 

 

一次線毛のオルガノイドへの応用 

 

研究分担者： 渡邉 昌俊 三重大学大学院医学系研究科 教授 

 

Ａ．研究目的 
化学物質の開発には、実験動物を用いた安全性評価

が必要とされ、その結果が重視されている。一方、動物
愛護3Rsの観点から、化学物質の発がん性予測等の安全
性評価の動物実験代替法の開発・導入が求められてい
る。しかしながら、現在汎用されている細胞を用いたi
n vitro 毒性試験は生体への外挿の点で限界があるた
め、その限界を突破するイノベーションが期待されて
いる。 

また、分担研究者らは一次線毛は細胞膜上の突起物
で、細胞内シグナルのハブと認識され、腫瘍細胞では発
現が消失するなど各種生命現象への関与を報告してい
る。 

  

図1. 一次線毛について 
本研究班の目的は、オルガノイドおよびその共培養

系を用いた化学物質の新規in vitro 有害性評価手法
の確立を目指す。また、一次線毛発現と既存の各種細胞
株との関係を解明し、オルガノイドを用いた新規評価
系の有用なエンドポイントとなり得るかどうかについ
ても検討を行う。 

分担研究として、①既存の細胞を使用した一次線毛
の発現状態および条件の確認、②入手されたオルガノ
イドでの一次線毛の発現状態および条件の確認、③対
象物質による細胞株、オルガノイドによる毒性評価の
解析を行う。 

初年度は、①既存の細胞を使用した一次線毛の発現
状態および条件の確認を目指した。既存の論文報告よ
り、一次線毛発現が確認されている細胞株および毒性
評価上必要と考えられる細胞より、一次線毛発現に関
する細胞パネルの作成を目指した。 
 

Ｂ．研究方法 

1) 細胞パネル用の細胞株選択： 
文献[Cell Biol Int, 39, 1341-47, 2015; Mol Cell
s, 41, 224-33, 2018; EMBO Rep, 18, 334-43, 2017;
 Cell Rep, 23, 3042-55, 2018]より、ヒト肺上皮癌細
胞株A549、ヒト子宮頸癌細胞株HeLa、ヒト膵臓癌細胞株
panc-1、ヒト前立腺癌細胞株DU-145、PC-3を選択した。
細胞株はJCRB細胞バンクより入手した。それぞれの細
胞株は対応する添加物を加えた培養液を用いて37 ℃、
CO2濃度5 %加湿インキュベーターで培養した。 
2) 使用した培養容器および培養条件： 
8 well  chamber slideを使用し、１well当たり、例え
ばP、PC-3では1.5x10⁴cells/500μLあるいは2.0x10⁴ce
lls/500μLを2wellずつ、またPanc-1では0.5x10⁴cells
/500μL, 1.0x10⁴cells/500μLを２Wellずつに播種し、
24時間後に細胞形態、密度などを観察、48時間後に染色
を行い、評価を行った。 
3) 一次線毛の染色： 
細胞固定は、中性ホルマリン200μLで10分、洗い（PBS）
は200μLで5分3回、さらに 
0.1％ Triyon-X-PBS200μLで5分室温放置、最後に洗い
（PBS）を5分3回行った。 
免疫細胞染色は、ブロッティングバッファー100μLで2
0分、一次抗体（ARL13B、カクテル）100μL２時間、洗
い（PBS）200μL5分3回、二次抗体（ARL13B、カクテル）
100μL１時間、洗い（PBS）200μL5分3回、対比染色（D
API：２μg/ml）100μL20分を行った。 
 本研究では、既に樹立された細胞株を用いるin vitr
o実験である。 
 
Ｃ．研究結果 

現在までに、Panc-1, DU-145, PC-3 について、通常培養

で、免疫細胞学的染色を用いて、一次線毛の発現につい

て解析した。 

研究要旨 
 本分担研究では、①既存の細胞を使用した一次線毛の発現状態および条件の確認、②入手されたオルガノイ

ドでの一次線毛の発現状態および条件の確認、③対象物質による細胞株、オルガノイドによる毒性評価の解析

を行う。初年度は、①既存の細胞を使用した一次線毛の発現状態および条件の確認を目指した。３種類の細胞

株で、一次線毛発現を解析した。DU-145 細胞のみに一次線毛を認めた。一次線毛は密接に細胞周期と関わるた

め、細胞培養環境が需要であり、またその形質が変化することより、毒性評価への応用の可能性は十分あると

考えられる。また、先行研究で、線維芽細胞は比較的安定して、一次線毛を発現しているので、細胞パネルに

追加を考えるに至った。 
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図 2. DU-145 における primary cilia の発現 

 
図 3. Panc-1 における primary cilia の発現 

 
図 4. PC-3 に お け る primary cilia の 発 現

 
図 5. DU-145 における primary cilia の発現 
 
PC-3、Panc-1 では、通常培養では、primary cilia は発現

しておらず、DU-145 において primary cilia はわずかに

発現していた。前立腺癌細胞株の結果は、我々の先行解

析の結果と同じである。一方、文献[Cell Biol Int, 39, 
1341-47, 2015; Mol Cells, 41, 224-33, 2018; EMBO Rep, 18, 
334-43, 2017; Cell Rep, 23, 3042-55, 2018]では、HeLa 細

胞、MG63、NIH3T3 細胞での発現は報告されており、

A549 細胞では薬剤処理で、薬剤耐性を獲得するととも

に、一次線毛発現すると報告されている。Primary cilia
は密接に細胞周期と関わるため、細胞培養環境が需要

であり、またその形質が変化することより、毒性評価へ

の応用の可能性は十分あると考えられる。また、先行研

究で、線維芽細胞は比較的安定して、一次線毛を発現し

ているので、細胞パネルに追加を考える。 
 
 
E．研究発表 

１．論文発表 

(1) Yamakawa D, Tsuboi J, Kasahara K, Matsuda C, 
Nishimura Y, Kodama T, Katayama N, Watanabe 
M, Inagaki M. Cilia-Mediated Insulin/Akt and 

ST2/JNK Signaling Pathways Regulate the 
Recovery of Muscle Injury. Adv Sci (Weinh). 
10(1):e2202632, 2022. 

(2) Amemiya T, Shibata K, Takahashi J, Watanabe M, 
Nakata S, Nakamura K, Yamaguchi T. 
Glycolytic oscillations in HeLa cervical 
cancer cell spheroids. FEBS J. 289(18):5551-
5570, 2022. 

(3) Eguchi A, Iwasa M, Yamada M, Tamai Y, 
Shigefuku R, Hasegawa H, Hirokawa Y, Hayashi 
A, Okuno K, Matsushita Y, Nakatsuka T, Enooku 
K, Sakaguchi K, Kobayashi Y, Yamaguchi T, 
Watanabe M, Takei Y, Nakagawa H. A new 
detection system for serum fragmented 
cytokeratin 18 as a biomarker reflecting histologic 
activities of human nonalcoholic steatohepatitis. 
Hepatol Commun. 6(8):1987-1999, 2022. 

2. 学会発表 

該当なし 

 

F.知的財産権の出願・登録状況 

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 
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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

総合研究報告書 

 

オルガノイドおよびその共培養系を用いた化学物質の新規 in vitro有害性評価手法の確立 

 

研究分担者 広川 佳史 三重大学大学院医学研究科 准教授 

 

Ａ．研究目的 
化学物質の開発には、実験動物を用いた安全性評価

が必要とされ、その結果が重視されている。一方、動物
愛護3Rsの観点から、化学物質の発がん性予測等の安全
性評価の動物実験代替法の開発・導入が求められてい
る。しかしながら、現在汎用されている細胞を用いたi
n vitro 毒性試験は生体への外挿の点で限界があるた
め、その限界を突破するイノベーションが期待されて
いる。 
また、分担研究者らは一次線毛は細胞膜上の突起物

で、細胞内シグナルのハブと認識され、腫瘍細胞では発
現が消失するなど各種生命現象への関与を報告してい
る。 
 

図1. 一次線毛について 
 
本研究班の目的は、オルガノイドおよびその共培養

系を用いた化学物質の新規in vitro 有害性評価手法
の確立を目指す。また、一次線毛発現と既存の各種細胞
株との関係を解明し、オルガノイドを用いた新規評価
系の有用なエンドポイントとなり得るかどうかについ
ても検討を行う。近年、細胞膜から突出する不動性線毛
である一次線毛は正常細胞やがんの増殖などに関与す
るシグナルハブであることが知られている。一次線毛
には、受容体やエフェクターが存在し、ヘッジホッグ(H
h)、Wnt、Notch、mTOR、受容体型チロシンキナーゼ(RT
K)、Hippoシグナル伝達系が関わる。また、一次線毛は、

半永久的に突出する構造物ではなく、正常細胞では細
胞周期に関わり、G0/G1期で出現、分裂期では消失する。
一次線毛の形成・消失は各種シグナル伝達と連動して
いる。一次線毛は、細胞周期に関与するという単純なも
のではなく、発生・分化、細胞可塑性など多彩な生命現
象に関与することが明らかにされつつある。分担研究
者はこれまで毒性評価に応用されていない一次線毛に
着目し、化学物質と一次線毛との分子生物学的関連性
および共培養系およびオルガノイドにおける細胞病理
学的および機能解析を行い、一次線毛の発がん予測、安
全性評価法構築への応用を目的とする。 
 

Ｂ．研究方法 
1) 各癌細胞株の一次線毛の免疫染色：ヒト膵臓癌細胞
株panc-1、ヒト前立腺癌細胞株DU-145、PC-3を選択した。
細胞株はJCRB細胞バンクより入手した。それぞれの細胞
株は対応する添加物を加えた培養液を用いて37 ℃、CO
2濃度5 %加湿インキュベーターで培養した。免疫細胞染
色は、一次抗体（抗ARL13B抗体）、対比染色（DAPI）を
行った。 
2) 発がん性化合物被爆ラットの肝臓組織標本を用い
た一次線毛の免疫染色：鰐渕班より提供を受けた、発が
ん性化合物被爆ラットの肝臓組織標本を用いて一次線
毛を構成するタンパク質（抗ARL13b抗体）に対する蛍光
免疫染色をおこなった。化合物はフェノバルビタール、
カルバミン酸エチル、モノクロタリン、クマリンである。 
 
3) 発がん性化合物処理のマウス肝臓オルガノイドを
用いた一次線毛およびその構造体の免疫染色：分担研
究者より提供を受けた、発がん性化合物処理のマウス肝
前駆細胞オルガノイド標本を用いて一次線毛を構成す
る軸糸（抗α-acetylated tubulin抗体）、中心小体（抗
γ-tubulin）に対する蛍光免疫染色をおこなった。また
中心小体の増幅に関与するPolo-like kinase 4に対す

研究要旨 
一次線毛発現を指標とする発がん予測、安全性評価法構築への応用を目的として、①既存の細胞を使用した

一次線毛の発現状態および条件の確認、②各種の発がん物質処理を施したラット肝臓およびマウス肝臓オルガ

ノイドでの一次線毛の発現状態および条件の確認、③対象物質による細胞株、オルガノイドによる毒性評価の

解析を目的とした。各種の発がん物質処理を施したマウス肝臓オルガノイドを用いて一次線毛の発現を検索し

た。 

前立腺癌細胞 PC-3、膵癌細胞 Panc-1 では、通常培養では、primary cilia は発現しておらず、前立腺癌 DU-

145 において primary cilia はわずかに発現していた。 

ラット発がん物質処理の肝臓で肝細胞に一次線毛は観察されなかったが、胆管上皮細胞の一次線毛発現は、

各種発がん物質でシグナルが減弱し、陽性細胞の減少が認められた。 

マウス肝臓オルガノイドを用いて一次線毛の発現を検索したところ、一次線毛の軸糸は認められなかったが、

一次線毛の構造体である中心小体の発現に変化がみられた。特にフェノバルビタール処理オルガノイドでは中

心小体の数が増加した。がんの初期過程で中心体の過剰複製は染色体不安定化を誘発することが知られてお

り、発がん物質のオルガノイドにおける有害性評価の指標になりうることが示唆された。 
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る抗体を用いて蛍光免疫染色をおこなった。化合物はフ
ェノバルビタール、カルバミン酸エチル、モノクロタリ
ン、クマリンである。 
 

Ｃ．研究結果 
1) 各癌細胞株の一次線毛の免疫染色 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図2. DU-145におけるprimary ciliaの発現 
 
PC-3、Panc-1では、通常培養では、primary ciliaは発
現しておらず、DU-145においてprimary ciliaはわずか
に発現していた。 
 
2) 発がん性化合物被爆ラットの肝臓組織標本を用い
た一次線毛の免疫染色 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ 無処理肝臓の一次線毛 
 
黄色点線で囲った胆管上皮細胞の管腔側にドット状の
一次線毛が多数見られる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ 2-Nitropropane処理肝臓の一次線毛 
 

黄色点線で囲った胆管上皮細胞の管腔側にドット状の
一次線毛が見られる。シグナルは無処理肝臓と比較し
て減弱し、陽性細胞は減少している。 
 
 
 
3) 発がん性化合物処理のマウス肝臓オルガノイドを
用いた一次線毛およびその構造体の免疫染色 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５コントロール（DMSO）オルガノイドの中心小体 
 
細胞質に緑色のドット状の中心小体が１個ないし２個
見られる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図６フェノバルビタール（低濃度）オルガノイドの中
心小体 
 
細胞質に緑色のドット状の中心小体が１個ないし２個
明瞭に見られる。 
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図７フェノバルビタール（高濃度）オルガノイドの中
心小体 
 
細胞質に緑色の微細ドット状の中心小体が複数個見ら
れる細胞がある。 
 
 
Ｄ．考察 

今回用いた癌細胞株の通常培養では、一次線毛はほと

んど発現していなかったが、文献[Cell Biol Int, 39, 

1341-47, 2015; Mol Cells, 41, 224-33, 2018; EMBO 

Rep, 18, 334-43, 2017; Cell Rep, 23, 3042-55, 

2018]では、HeLa 細胞、MG63、NIH3T3 細胞での発現は報

告されており、A549 細胞では薬剤処理で、薬剤耐性を

獲得するとともに、一次線毛発現すると報告されてい

る。一次線毛は密接に細胞周期と関わるため、細胞培養

環境が需要であり、またその形質が変化することより、

毒性評価への応用の可能性は十分あると考えられる。 

薬物や毒物などにより障害をうけた肝臓では，成熟し

た肝細胞自体の増殖が阻害される。このとき，未分化性

をもつ特殊な肝前駆細胞の活性化が誘導され，これが

増殖および分化することにより新たに細胞を供給し再

生が行われると考えられている。一次線毛は静止期の

細胞に出現することから、薬物投与後に出現する活性

化肝前駆細胞には一次線毛がむしろ出ていないと推測

される。発がん総論的には増殖期の細胞が障害を受け

れば遺伝子異常の頻度高まり、細胞が形質転換する確

率が上がるので、一次線毛陰性の活性化肝前駆細胞を

定量すれば、化学発がんの評価につながると考えられ

る。 

オルガノイドのフェノバルビタール高濃度処理では中

心小体の増加が認められた。中心体の過剰複製は染色

体不安定化を誘発し、がん化の初期課程に関与する。そ

の機序としては細胞周期の停止や延長による中心体複

製の制御破綻があるとされている（BMB Rep. 2023; 56, 

216-224）。従って、フェノバルビタールの有害性評価の

一つとして、中心小体の数的過剰が指標になりうると

考える。 
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オルガノイドおよびその共培養系を用いた化学物質の新規 in vitro有害性評価手法の確立 

 

研究分担者 西村 有平 三重大学大学院医学系研究科統合薬理学分野 教授 

 

Ａ．研究目的 
ゼブラフィッシュの一次線毛を免疫染色法により可

視化し、解析ツールを用いて一次線毛の形態を定量化
する手法を確立すること。その手法を用いて、化学物質
の曝露による一次線毛の形態変化を定量的に評価する
こと。 
 

Ｂ．研究方法 
様々な細胞の一次線毛にEGFPを発現するゼブラフィッ
シュの組織切片を作製し、EGFPに対する抗体を用いた免
疫染色により、一次線毛を可視化した。画像解析ソフト
（CiliaQ）を用いて、一次線毛の形態を定量的に解析し
た。また、カルバミン酸エチルやトリクロロエチレンを
ゼブラフィッシュに曝露（受精後3日目から7日目まで）
し、脳における一次線毛の形態変化を解析した。 
 

Ｃ．研究結果 
一次線毛の形態を定量的に解析する手法を確立した。
この手法を用いて、カルバミン酸エチル（10 mM）、ト
リクロロエチレン（760 nM)の曝露（受精後3日目から7
日目まで）により、ゼブラフィッシュ脳の細胞の一次線
毛が短くなることを明らかにした。 
 
Ｄ．考察 

本研究で確立した一次線毛の定量的解析手法を用いて、

カルバミン酸エチルやトリクロロエチレンの曝露によ

る胆管上皮細胞の一次線毛形態を評価可能と考えられ

る。 

 

Ｅ．結論 

本研究で確立した一次線毛の定量的解析手法を用い

て、化学物質の曝露による一次線毛の形態変化を様々

な細胞において評価することができる。 
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研究要旨 
ゼブラフィッシュの様々な細胞における一次線毛を蛍光免疫染色法により可視化し、画像解析ソフトを用い

て定量化する手法を確立した。この手法を用いて、カルバミン酸エチル（10 mM）、トリクロロエチレン（760 

nM)の四日間曝露（受精後 3 日目から 7 日目まで）により、ゼブラフィッシュ脳の細胞の一次線毛が短くなる

ことを明らかにした。本手法を用いて、ゼブラフィッシュの様々な細胞において化学物質の曝露による一次線

毛の形態変化を評価することができる。 
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