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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ことが

目的である。昨年度までに、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。また、凍結した細

胞から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。本年度は、これまで

に取得したコロニーのシークエンス解析を行い、ア

クリルアミド処理による変異パターンを検討した。 
 

Ｂ．研究方法 

爪楊枝で採取したコロニーをPCR溶液に添加・懸濁

した。PCRプライマーは、gptP1 forward; TAC CAC 
TTT ATC CCG CGT CAG GおよびgptP2 reverse; A
CA GGG TTT GGC TCA GGT TTG Cを用いて、94
ºC 4.5分ののち、94ºC 30秒、58ºC 30秒、72ºC 2分を

30サイクル後、72ºC 5分で、740 bpを増幅させた。ア

ガロースゲル電気泳動にてシングルバンドであるこ

とを確認したPCR後の溶液1 µLと、シークエンスプラ

イマー（9.6 pmol）混合し、シークエンス解析を行っ

た（ユーロフィンジェノミクス株式会社）。シークエ

ンスプライマー配列は以下である。gptA2 forward; T
CT CGC GCA ACC TAT TTT CCC。シークエンス

後のDNA配列を解析し、変異パターンを検討した。 

 

Ｃ．研究結果 

以下に計3回行ったアッセイで得られたコロニー

数をまとめた表を示す。 
Assay Date Assay sample Average Total Titer Confirmation MF
2020.02.14 Control_1 1 2 1.5 6 3 2 6 5 22 4,500 0 0
2020.02.14 Control_2 1 0 0.5 2 3 5 7 4 21 1,500 0 0
2020.02.14 Control_3 1 3 2 4 3 1 5 3 16 6,000 0 0
2020.02.14 0.28 mM AA_1 4 2 3 4 4 5 3 3 19 9,000 0 0
2020.02.14 0.28 mM AA_2 3 5 4 5 2 2 1 3 13 12,000 0 0
2020.02.14 0.28 mM AA_3 2 7 4.5 5 3 1 2 2 13 13,500 0 0
2020.02.14 1.4 mM AA_1 2 3 2.5 7 6 6 2 2 23 7,500 0 0
2020.02.14 1.4 mM AA_2 1 1 1 8 4 3 3 4 22 3,000 0 0
2020.02.14 1.4 mM AA_3 2 1 1.5 7 11 7 5 3 33 4,500 0 0

6-TG(-) 6-TG(+)
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Assay Date Assay sample Average Total Titer Confirmation MF
2019.11.12 Control_1 26 14 20 5 0 3 0 0 8 60000 0 0
2019.11.12 Control_2 13 18 15.5 0 1 0 0 3 4 46500 0 0
2019.11.30 Control_3 4 6 5 0 0 0 0 0 0 15000 0 0
2019.11.12 0.28 mM AA_1 7 1 4 3 5 5 2 4 19 12000 0 0
2019.11.12 0.28 mM AA_2 3 4 3.5 0 0 0 0 0 0 10500 0 0
2019.11.30 0.28 mM AA_3 15 25 20 0 0 0 0 0 0 60000 0 0
2019.11.12 1.4 mM AA_1 19 21 20 1 0 0 1 5 7 60000 0 0
2019.11.30 1.4 mM AA_2 5 6 5.5 5 4 1 2 0 12 16500 6 0.000364
2019.11.30 1.4 mM AA_3 9 11 10 1 0 0 1 5 7 30000 2 6.67E-05

6-TG(-) 6-TG(+)

 

 
Assay Date Assay sample Average Total Titer Confirmation MF
2019.10.11 Control_1 50 36 43 1 0 1 2 0 4 129000 0 0
2019.10.11 Control_2 25 20 22.5 0 1 0 0 0 1 67500 0 0
2019.10.11 Control_3 14 13 13.5 0 1 0 0 5 6 40500 0 0
2019.10.11 0.28 mM AA_1 9 4 6.5 1 0 1 4 2 8 19500 0 0
2019.10.11 0.28 mM AA_2 24 40 32 0 0 0 3 5 8 96000 0 0
2019.10.11 0.28 mM AA_3 84 338 211 2 3 0 0 0 5 633000 0 0
2019.10.11 1.4 mM AA_1 16 19 17.5 3 1 7 6 5 22 52500 0 0
2019.10.11 1.4 mM AA_2 9 11 10 18 21 22 28 19 108 30000 60 0.002
2019.10.11 1.4 mM AA_3 20 27 23.5 0 0 2 1 0 3 70500 0 0

6-TG(-) 6-TG(+)

 

 

 コントロール、0.28 mMおよび1.4 mM アクリルア

ミド（AA）曝露を各n=3で行うアッセイを3回繰り返

した。いずれにおいてもコントロール（Control）お

よび0.28 mM AA群におけるmutation frequency（MF）
は0であった。1.4 mM AA群では計68のコロニーを確

認したが、アッセイ試行毎の結果にばらつきが大き

かった。これら68のコロニーのうち、釣菌可能な35
コロニーについてPCR後シークエンス解析に供した。

35シークエンスのうち5配列についての変異パター

ンを以下に示す。本解析で得られた主要な変異の一

つG->Tが既存のデータとしておおむね一致している。

今後、突然変異の検出に十分な数の変異コロニーを

取得し、オルガノイドを用いた遺伝毒性試験につい

て、基礎的なデータ蓄積を継続する。 
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