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研究要旨 
短・中期の発がん性が予測可能な簡便なin vitro試験法の確立を目的として、トランスジェ
ニックマウスであるgpt deltaマウスより各種臓器のオルガノイドを作成し、食品添加物の遺
伝毒性評価に応用可能かどうかについて検討を行っている。昨年度は、作成した肺オルガ
ノイドに、加熱食品中に含まれるアクリルアミド(AA)を0, 0.28, 1.4  mMの濃度、S9mix存
在下で曝露したところ、高用量曝露群において形態変化が観察されたことから、AAに曝露
した肺オルガノイドのDNAを常法に則って回収し、gpt遺伝子を標的とした変異原性試験を
行った。その結果、AAの濃度依存的に変異頻度が上昇する傾向が見られた。今年度は、肺
オルガノイドのAAに対する変異スペクトルを解析し、in vivo試験結果との比較を行うこと
により、本試験系の妥当性の検討を行った。 
 

                                      
Ａ．研究目的 

既存の食品添加物に対するin vivo遺伝毒性試験とし
ては、小核試験（染色体異常試験）やレポーター遺伝
子を標的とした遺伝子突然変異試験などが簡便な試
験法として汎用されている。しかしながら、これらの
試験のみでは食品添加物の発がん性の予測は難しい。
通常、発がん性試験は大量の実験動物を用い、かつ長
期間を要することから、短・中期の発がん性が予測可
能な簡便なin vitro試験法が必要であると考える。本研
究は、実験動物より作成した各臓器のオルガノイドを
食品添加物の遺伝毒性及び発がん性の予測に用いる
ことの妥当性について検討することを目的としてい
る。昨年度までに遺伝毒性試験に汎用されているトラ
ンスジェニックマウスであるgpt deltaマウスより大腸、
肝臓を摘出し、オルガノイドの安定した作成手法を確
立し、それらオルガノイドを食品添加物の遺伝毒性試
験に利用することの妥当性について検討してきた。今
年度は、同様に作成した肺オルガノイドを用いて、加
熱食品中に含まれるAAを曝露し、変異原性試験を行
い、当試験の妥当性についてさらなる検討を行った。 
 
Ｂ．研究方法 
① gpt 遺伝子を指標とした変異原性試験 
コントロールおよびAAを曝露したからオルガノイド
からDNAを抽出し、in vitroパッケージングによってト
ランスジーンλEG10をファージ粒子として回収した。
回収したファージをCre組替え酵素発現している大腸
菌YG6020株に感染させると、λEG10上にある一組の
loxP配列に挟まれた領域がCre組替え酵素によって切
り出され、プラスミドに転換する。感染後のYG6020
菌液を6-thioguanin (6-TG) とchloramphenicol (Cm) を
含むM9寒天培地に播いて37℃で培養すると、プラス
ミド上のgpt遺伝子が不活化している変異体のみが、
6-TGを含む寒天培地上でコロニーを形成する。また、
Cmを含むM9寒天培地に播いて生じたコロニー数か
ら、感染ファージ由来のプラスミドによる形質転換効
率を求め、変異コロニー数を形質転換コロニー数で除
去して突然変異頻度を算出した。 
 
② 上記試験における変異スペクトルの解析および既
報のin vivo試験結果との比較 

①で得られた変異コロニーのシーケンス解析を行い、
変異スペクトルを算出した。 
これらのデータとすでに報告のあるin vivo実験の結
果を照合し、当試験の妥当性の検討を行った。 
 
Ｃ．研究結果 
① gpt 遺伝子を指標とした変異原性試験 
肺オルガノイドから抽出したゲノムDNAを用い、イ
ンビトロパッケージング法により標的遺伝子をプラ
スミドとして回収し、gpt変異解析用の試験菌株に感
染させて変異頻度の解析を行った。その結果、AA曝
露によって変異頻度は0 mMと比べて0.28 mM (n=3)で
は差がなかったが、1.4 mM (n=3)で約4倍と増加傾向
が見られた（図1）。 
 
② 上記試験における変異スペクトルの解析および既
報のin vivo試験結果との比較 
① の変異原性試験で得られた変異コロニーの変異

スペクトルの解析を行ったところ、変異頻度と同
様にコントロールと0.28 mM曝露群に差は見られ
なかったが、1.4 mM曝露群においては、AT > TA、
AT > CG、Insertion及びDeletionの有意な増加が認
められた（図2）。 

これらの変異スペクトルデータと既報（Y. Ishii et al. 
Mutagenesis, 2015,30,227-235）のin vivo試験結果と比較
したところ、一部で同様の傾向を示した。 
 
図1 肺オルガノイドを用いたAAの遺伝子変異原性
試験 
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図2 肺オルガノイドを用いたAAの遺伝子変異原性
試験の変異スペクトル 

* Y. Ishii et al. Mutagenesis, 2015,30,227-235 
 
（倫理面への配慮） 
本研究で行う動物実験にあたっては、国立がん研究セ
ンターを含む各施設における動物実験に関する指針
に則って実施し、3Rの原則に則り、可能な限り実験
動物の苦痛軽減処置を行う。 
 
Ｄ．考察 
初めてマウスにおけるアクリルアミドのがん原性が
報告されて久しいが、最も汎用されている遺伝毒性試
験であるAmes試験ではS9 mixの存在の有無にかかわ
らず陰性の結果となっている。しかし今回、オルガノ
イドを用いた実験では高濃度群において約4倍の変異
頻度の上昇が観察された。この矛盾の理由として、代
謝酵素であるCYP2E1の影響が考えられる。アクリル
アミドは体内でCYP2E1により代謝を受け、グリシド
アミドへと変化し、これがDNA付加体を形成しゲノ
ム変異を誘発すると考えられている。事実、グリシド
アミドはS9 mixの存在の有無にかかわらずAmes試験
陽性と報告されている。Ames試験で汎用されている
S9 にはCYP2E1が殆ど含まれておらず、アクリルア
ミドの遺伝毒性の本態と考えられるグリシドアミド
への変換が起こらないため、結果が陰性となるのでは
ないかと考えられている。本研究では、Ames試験で
使用しているS9 と同じS9を用いているが、アクリル
アミド高用量群で優位に変異頻度の上昇が観察され
た。このことから、使用したマウス由来の肺オルガノ
イドがCYP2E1を有していることが推測され、現在、
この代謝酵素の発現について調べているところであ
る。 
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