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研究要旨 

本分担研究課題においては、マウスオルガノイド系を用いる遺伝毒性・発がん性短中期

試験法として多施設で実施可能な標準法の確立を目的として、バリデーション試験におい

て使用する陽性および陰性対照物質の選択と発がん感受性に対するオルガノイド樹立に使

用するマウス系統差を明らかにするための解析を行っている。今年度は、C57BL（B6）背

景の野生型、Trp53 ヘテロノックアウト（Trp53 +/－）およびTrp53 ホモノックアウト

（Trp53－/－）マウスを用いて肺および肝臓（胆管）由来のオルガノイドを調製し、陽性

対照物質の遺伝毒性発がん物質としてはメチルニトロソ尿素（MNU）、被験物質として遺

伝毒性発がん物質とされるアセトアミドの発がん作用を検討した。結果として、高感受性

を期待したTrp53－/－マウス由来オルガノイドではMNU、アセトアミドともに明らかな影

響示さなかったが、野生型およびTrp53 +/－マウス由来の特に肝臓（胆管）オルガノイド

をヌードマウス皮下に移植した結果、発がん性を示す上皮細胞の重層化／浸潤性／異型性

（一部微小がんを含む）が、各処置群の1用量あるいは2用量において3/4～4/4の頻度でみ

られた。以上より、B6背景の野生型およびTrp53 +/－マウスの肝臓（胆管）由来オルガノ

イドは遺伝毒性・非遺伝毒性発がん物質のMNUとアセトアミドのin vitro 処置に対して発

がん感受性を示し、香料等の発がん性評価に有用であることが示された。 
 
 

Ａ．研究目的 

香料等の遺伝毒性・発がん性短・中期包括的試験法

の開発と、その標準的安全性評価法の確立に関する研

究において、レポーター遺伝子導入マウスから3次元

培養法により調製したオルガノイド系を用いること

で既知の遺伝毒性物質を検出し、野生型マウス、がん

関連遺伝子改変マウスあるいはshRNAにより発がん

関連遺伝子の発現を変化させたオルガノイド系を用

いることで既知の発がん物質による造腫瘍性あるい

は上皮細胞の重層化・浸潤性・異型性の誘発を指標と

する発がん性を検出する方法を確立する。本分担研究

においては、マウスオルガノイド系を用いる遺伝毒

性・発がん性短中期試験法として多施設で実施可能な

標準法の確立を目的としている。平成30年度は、gpt 
deltaマウス、BALB/c背景およびC57BL（B6）背景

のTrp53ヘテロノックアウト（Trp53 +/－）および野

生 型 マ ウ ス 、 令 和 元 年 度 は 、 CByB6F1- 
Tg(HRAS)2Jic（rasH2）およびnonTgマウスの正常

組織として肺と肝臓（胆管）からオルガノイドを調製

して研究に供した。今年度は、マウス系統差を明らか

にする一環として、B6背景の野生型、Trp53 +/－お

よびTrp53 ホモノックアウト（Trp53－/－）のオル

ガノイドを用いる解析を行った。 

 
具体的には、平成30年度にBALB/c背景およB6背景

のTrp53 +/－および野生型マウス由来の肺および肝

臓（胆管）由来オルガノイドを用いて3つの遺伝毒性

発がん物質を用いる解析を行った結果、顕著な系統差

がみられなかったことから、マウス背景系統としては

B6マウスとし、マウス個体でのin vivo 発がん実験で

は遺伝毒性発がん物質に高感受性を示すが短期間で

リンパ腫が発生し他臓器における発がん性が検出し

づらいTrp53 －/－マウスを加えることとした。また、

遺伝毒性発がん物質としてはin vivo 発がん実験では

肺を含む多臓器で発がん性を示すメチルニトロソ尿

素（MNU）を、被験物質としては食品中に含まれラ

ットの長期発がん性試験で肝臓に発がん性を示すア

セトアミドをin vitroで処置した。各化学物質の発が

ん性評価は、オルガノイドをヌードマウス皮下に接種

後8週間経過後に採取した組織の病理組織学的解析に

より行った。 
 

Ｂ．研究方法 

（１）マウス正常組織からのオルガノイドを樹立お

よび樹立したオルガノイドに対する化学物質のin 
vitro 暴露 
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１）オルガノイドの調製 
 国立がん研究センター研究所にて繁殖・維持して

いるB6背景のTrp53 －/－、Trp53 +/－および野生型

の雄マウス（5週齢）の肺および肝臓からオルガノイ

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）肺・肝臓を摘出、細切、酵素処理 
ⅱ）12ウェルプレートにマトリゲルを滴下、37℃で

固まらせた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時期を判断）] 
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 
ⅲ）継代・培養を3回程度繰返し 

２）オルガノイドへの化学物質暴露 
ⅰ）被験物質濃度： 

メチルニトロソ尿素（MNU）；１）で調製し 96
ウェルプレートに播種した B6 背景の Trp53－/－；

Trp53 +/－；野生型マウス由来の肺および肝臓（胆

管）オルガノイドに対して 0、0.125～4.0 mM（+S9 
mix 添加なし；発がんに代謝活性化を要さないため）

濃度にて MNU を 24 時間暴露した後、RealTime- 
Glo™ MT Cell Viability Assay（プロメガ）により

生細胞数を測定した。MNU 処置直後と 72 時間後ま

での生細胞数から、本実験では、肺オルガノイドに

ついては各系統とも 0、0.125、0.5 mM、肝臓（胆管）

オルガノイドについては Trp53－/－；Trp53 +/－；

野生型マウスについて各々0、0.125、0.5 mM；0、
0.25、1.0 mM；0、0.5、2.0 mM（+S9 mix 添加な

し）濃度で行うこととした。 
アセトアミド；MNU と同様に予備検討を行い、2.0、

4.0 mM 濃度においても生細胞数に影響がみられな

かったことから、本実験は 0、0.5、2.0 mM（+S9 mix 
添加あり）濃度で行うこととした。 
ii）被験物質処置： 
 肺および肝臓（胆管）オルガノイドは12ウェルプ

レートで培養し、約1週間毎の継代の際、1日目の播

種後に培地に被験物質を添加、24時間暴露後の2日目

にPBSで洗浄後マトリゲルを重層し培養を継続した。

被験物質処置は連続3回の継代時に行った。 

４）オルガノイドのヌードマウス皮下への接種 
[オルガノイドの継代・培養を３回程度繰返し後] 
ⅰ）オルガノイドをマトリゲルとともに回収し、等

量のマトリゲルを混和した。 
ⅱ）イソフルランによる麻酔下にて１ウェル分のオ

ルガノイドを背部皮下1カ所に、1匹あたり左右

２カ所に接種した。 

（２）ヌードマウス皮下に接種したオルガノイドか

ら形成された組織に対する病理組織学的評価 

１）パラフィン包埋切片の作製と病理組織学的評価 
 接種8週後に熟練した技術者によりヌードマウス

を頸椎脱臼により安楽死させた後、皮下から結節/腫
瘤あるいはオルガノイド接種部位を摘出し、10％中

性緩衝ホルマリン液にて1日固定した。常法に従い、

パラフィン包埋した後、4 μmの切片を作製し、ヘマ

トキシリン・エオジン染色を行い、光学顕微鏡にて

観察した。 
 
（倫理面への配慮） 
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88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）メチルニトロソ尿素（MNU） 
１）肉眼所見 
ヌードマウス皮下におけるTrp53 －/－、Trp53 +/

－および野生型マウス由来の肺オルガノイドについ

て、MNU処置群と非処置群ともに長径2.7～9.0 mm
程度の白色～乳白色透明の結節としてみられ、MNU
処置による明らかな違いは認められなかった。肝臓

（胆管）オルガノイドについても、MNU処置群と非

処置群ともに長径2.9～9.8 mm程度の白色～乳白色

透明の結節（一部赤褐色出血痕または透明嚢胞を含

む）としてみられ、MNU処置による明らかな違いは

認められなかった。 
２）病理組織学的所見 

Trp53 +/－および野生型マウス由来の肝臓（胆管）
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オルガノイドのMNU低濃度および高濃度処置群各

3/4あるいは4/4部位において、発がん性を示す上皮細

胞の重層化／浸潤性／異形成（高濃度群1/4部位では

微小がん）がみられた（写真１）。Trp53 －/－マウ

ス由来の肝臓（胆管）オルガノイドでは、MNU低濃

度および高濃度処置群各1/4部位に同様の所見（低濃

度処置群1/4部位では微小がん）がみられたが有意で

はなかった。肺オルガノイドについては、各系統由

来ともにMNU処置による影響はみられなかった。

（表１） 
（２）アセトアミド 
１）肉眼所見 
ヌードマウス皮下におけるTrp53 －/－、Trp53 +/

－および野生型マウス由来の肺オルガノイドについ

て、アセトアミド処置群と非処置群ともに長径2.7～
9.0 mm程度の無色透明～白色～乳白色透明の結節

としてみられた。肝臓（胆管）オルガノイドについ

ても、アセトアミド処置群と非処置群ともに長径2.5
～16.3 mm程度の結節がみられたが、明らかなアセ

トアミドの影響は認められなかった。 
２）病理組織学的所見 

Trp53 －/－マウス由来の肺オルガノイドには、ア

セトアミド高濃度処置群の2/4部位に浸潤性増殖が

みられたが、有意ではなかった（写真２）。Trp53 +/
－マウスと野生型マウス由来の肺オルガノイドには

アセトアミド処置による影響はみられなかった。野

生型マウス由来の肝臓（胆管）オルガノイドのアセ

トアミド低濃度および高濃度処置群各3/4部位およ

び4/4部位において、上皮細胞の重層化と浸潤性増殖

がみられ、発がん性を示唆する所見と考えられた。

Trp53 +/－マウス由来の肝臓（胆管）オルガノイド

のアセトアミド高濃度処置群においても2/4部位の

微小がん、2/4部位には浸潤性がみられた（写真３）。

Trp53 －/－マウス由来の肝臓（胆管）オルガノイド

には、明らかなアセトアミド処置による影響はなか

った。（表１） 
 以上、B6背景のTrp53 +/－マウスと野生型マウス

由来の肝臓（胆管）オルガノイドは遺伝毒性発がん物

質のMNUあるいは非遺伝毒性発がん物質とされるア

セトアミドのin vitro 処置に対して発がん感受性を

示した。一方、Trp53 －/－マウス由来の肝臓（胆管）

オルガノイドはMNUに対し軽微な感受性を示したも

のの有意ではなく、アセトアミドには非感受性であっ

た。また、B6背景のTrp53 －/－マウス由来の肺オル

ガノイドはアセトアミドに対して軽微な感受性を示

したものの有意ではなく、Trp53 +/－マウスと野生型

マウス由来の肺オルガノイドは非感受性であった。更

に、何れの系統マウス由来の肺オルガノイドにおいて

もMNUには非感受性であった。 
 肺における化学発がんに関し、B6マウスは感受性

であることが示されているが（Kakehashi A et al., 
Int J Mol Sci 18, 2017）、一方でB6背景のTrp53 －

/－およびTrp53 +/－マウスに対するMNUの発がん

性はリンパ腫および皮下などの肉腫などとする報告

もあり（Ohgagi H et al., Mol Carcinog 28, 2000）、

広範囲の化学物質に感受性を示すマウス系統につい

ては引続き検討を要すると考えられた。 
 
Ｄ．健康危険情報 
特になし。 
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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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（表１） 

 

マウス肺/肝由来オルガノイドに対する化学物質処置によるヌードマウス皮下での病理組織学的変化（上皮浸潤性/重層化）

対照 低濃度 高濃度 対照 低濃度 高濃度

野生型 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4

Trp53 +/- 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 : p=0.0025

Trp53 -/- 0/4 0/4 2/4 0/4 0/4 0/4 : p=0.012

野生型 0/4 3/4 4/4 1/4 3/4 4/4 : p=0.018

Trp53 +/- 1/4 0/4    4/4** 0/4 4/4  4/4* : p=0.072

Trp53 -/- 0/4 0/4 0/4 0/4   1/4* 1/4 : p=0.091 （mxn分割表）

　　* 1/4造腫瘍性を含む ** 2/4造腫瘍性を含む

肝
（肝内胆管）

R2

肺

遺伝子型 臓器マウス系統

B6

年度 アセトアミド N -メチル-N -ニトロソ尿素

被験物質
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（写真１）MNU処置したTrp53 ＋/－マウス由来の肝臓（胆管）オルガノイドのヌードマウス皮下接種後の病理
組織像。 

対照群（左）では単層の上皮細胞に裏打ちされたオルガノイドと線維細胞、膠原繊維、残存するマトリゲル
などで構成される。MNU高濃度群（右）では写真下方に微小がんが、左上方には浸潤性を示す腺管が認められ
る。 

 

 
 

 

（写真２）アセトアミド処置したTrp53 －/－マウス由来の肺オルガノイドのヌードマウス皮下接種後の病理
組織像。対照群（左）では単層の上皮細胞に裏打ちされたオルガノイドと線維細胞、膠原繊維、残存するマ
トリゲルなどで構成される。アセトアミド高濃度群（右）では上皮細胞が立方上皮化し、さらに周囲組織に
浸潤し炎症細胞が反応している像がみられる。 
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（写真３）アセトアミド処置したTrp53 ＋/－マウス由来の肝臓（胆管）オルガノイドのヌードマウス皮下接
種後の病理組織像。対照群（左）では単層の上皮細胞に裏打ちされたオルガノイドと線維細胞、膠原繊維、
残存するマトリゲルなどで構成される。アセトアミド高濃度群（右）では写真上方に隆起性の微小がんがみ
られる。 
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