
 - 1 - 

別添 3 
令和２年度 厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

総合研究報告書（平成３０年度～令和２年度） 
 

研究課題名：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 
 

研究代表者： 本間正充 国立医薬品食品衛生研究所 副所長 
 

研究要旨 
本研究では、香料化学物質の安全性を in silico、in vitro、in vivo で階層的に評価

する評価系を構築し、食品香料の効率的かつ信頼性の高い安全性評価の推進に資する

ことを目的とする。また、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

試験法としての条件設定を行い、多施設で実施可能な標準法の確立を目指す。 
I.標準的安全性評価法の確立に関する研究 

QSAR と Ames 試験による香料の遺伝毒性評価に関する研究として、香料に特化したロ

ーカル QSAR モデル（Star Drop）の開発に取り組んだ。その結果、既存の商業ベースの

Ames/QSAR モデルが示す予測率を上回る可能性のあるモデル構築に至る成果を得た。突

然変異試験で相反する結果を示す物質（Ames 試験陽性でげっ歯類発がん性試験陰性を示

す 10 化合物、および Ames 試験陽性で QSAR 予測陰性を示すフラン化合物１種）につい

て、ヒトリンパ芽球 TK6 細胞によるチミジンキナーゼ遺伝子突然変異試験（OECD ガイ

ドライン TG490）を実施した結果、前者は 10 物質中 2 物質が総合判定で陰性（フォロー

アップ試験として 20％有効）であった。後者は陰性であった。トキシコプロテオミクス

と組み合わせる TK6 アッセイは in vitro 特異的反応による偽陽性の結果を解釈するのに

役立つ可能性があり、Ames 試験の偽陽性の減少に有効であると考えられた。得られたデ

ータは、QSAR 予測性の向上、および専門家判断のための重要な遺伝毒性評価データとし

て資すると考えられる。アクリルアミド（AA）をモデル化合物として gpt delta マウスを

用いたトランスジェニック遺伝子突然変異試験（TGR 試験）を実施した結果、DNA 付加

体量と遺伝子突然変異頻度は定性的には相関するが異なる用量反応性を示した。AA 発が

んのメカニズムは特定の DNA 付加体による遺伝毒性 MoA のみでは十分説明できない可

能性が示唆された。従来系統よりもレポーター遺伝子の回収効率が高い新規 gpt delta ラ

ットの評価を行い、in vivo 遺伝子突然変異試験に有用であることを示した。gpt delta ラ

ットを用いた一般毒性・遺伝毒性・発がん性短期包括試験の有用性を検討するため、本法

を用いて acetamide の評価を実施した。一般毒性評価の結果、acetamide が肝臓及び造血

器系組織に毒性影響を示すことが明らかとなった（NOAEL：0.625%）。遺伝毒性評価の

結果、acetamide は変異原性を示さないものの、肝臓において染色体異常を誘発すること

が明らかになった。発がん性評価の結果、発がん用量に一致して GST-P 陽性細胞巣の数

及び面積の有意な増加が認められた。本法を用いることで acetamide の一般毒性、遺伝毒

性及び発がん性の包括的毒性評価が可能であった。また、新たに肝臓小核試験の有用性も

確 認 さ れ た 。 In silico 解 析 結 果 か ら 遺 伝 毒 性 が 疑 わ れ る 化 合 物 と し て
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3-acetyl-2,5-dimethylfuran の in vivo 遺伝毒性・発がん性を検討した。F344 gpt delta ラ

ットに本剤を 13 週間強制経口投与し、一般毒性ならびに肝臓の遺伝毒性・発がん性を検

索した。一般毒性に関しては体重、鼻腔、肝臓及び脂質代謝に影響を与える可能性が示唆

された。遺伝毒性に関しては肝臓の gpt 変異体頻度は有意な高値を示したことから、ラッ

ト肝臓において変異原性を示すことが明らかとなった。発がん性に関しては、肝前がん病

変の有意な増加が認められたことから、ラット肝発がん性を有する可能性が示された。本

試験法は in silico 解析結果から遺伝毒性が疑われる化合物について、in vivo での遺伝毒

性や発がん性を検証するための有益なモデルであると考えられた。 
II.オルガノイドを用いる評価系の確立に関する研究 

マウス正常組織由来オルガノイドに対する in vitro での被験物質暴露による遺伝毒性試

験および発がん性試験の妥当性検証を行った。遺伝毒性試験については、gpt delta マウ

スの大腸および肺由来オルガノイドを用いて遺伝毒性を示す 2 物質について評価した結

果、処置濃度に対応した変異頻度の増加と in vivo における結果と矛盾のない変異スペク

トルが確認された。発がん性試験においては、マウス背景系統として C57BL（B6）およ

び BALB/c について、改変遺伝子として、野生型、Trp53 ヘテロ欠失（Trp53 ＋/－）、

Trp53 ホモ欠失（Trp53－/－）、CByB6F1- Tg(HRAS)2Jic（rasH2）マウスについて、肺

および肝臓（胆管）オルガノイドを用いて、遺伝毒性発がん性のある 3 物質、非遺伝毒性

発がん物質と非発がん物質を各 1 物質の検討を行った。オルガノイドに被験物質を処置し

た後ヌードマウス皮下に接種し、病理組織学的に発がん性を評価した。その結果、B6 あ

るいは BALB/c 背景の野生型および Trp53＋/－マウス由来の肺あるいは肝臓（胆管）オル

ガノイドが高感受性であることが示された。オルガノイド培養および被験物質暴露法につ

いては標準操作手順書を作成し、常温下あるいは凍結状態で施設間の輸送を行い、多施設

で実施可能であることを確認した。更に、マウス個体を用いる実験では腫瘍性病変が嫌発

である胃について、そのオルガノイドに対する変異遺伝子の再構成と遺伝毒性発がん物質

の組合せにより発がん性を示すことを明らかにした。 



- 3 - 

 
研究分担者 
 
杉山圭一 国立医薬品食品衛生研究所  

変異遺伝部 部長 
安井 学 国立医薬品食品衛生研究所  

変異遺伝部 室長 
増村健一 国立医薬品食品衛生研究所  

変異遺伝部 室長 
石井雄二 国立医薬品食品衛生研究所  

病理部 室長 
高須伸二 国立医薬品食品衛生研究所  

病理部 主任研究官 
小川久美子 国立医薬品食品衛生研究所  

病理部 部長 
西川秋佳 国立医薬品食品衛生研究所  

病理部 客員研究員 
今井俊夫 国立がん研究センター・研究所 

動物実験部門長 
落合雅子 静岡県立大学 

客員共同研究員 
戸塚ゆ加里 国立がん研究センター・研究所 

がんモデル開発部門ユニット長 
三好規之 静岡県立大学 

食品栄養科学部 准教授 
筆宝義隆 千葉県がんセンター・研究所 

発がん制御研究部長 
平田暁大 岐阜大学 

応用生物化学科 助教 
 
Ａ．研究目的 

 本研究では、香料化学物質の安全性を in silico、
in vitro、in vivo で階層的に評価する評価系を構

築し、食品香料の効率的且つ信頼性の高い安全性

評価の推進に資することを目的とする。QSAR（in 
silico）、Ames 試験、TK6 試験（in vitro）、一般

毒性・遺伝毒性・発がん性短期包括試験法（in 
vivo）を階層的に組み合わせることにより、遺伝

毒性及び発がん性を包括的評価することが可能

なだけでなく、各階層の結果から発がんに対する

遺伝毒性の寄与や、そのメカニズムを解析する。

遺伝毒性が疑われる香料については in vivo 試験

（一般毒性・遺伝毒性・発がん性短期包括試験）

や肝臓または腎臓を標的とする遺伝毒性・発がん

性中期包括試験による評価を行う。また、マウス

オルガノイド系を用いる遺伝毒性・発がん性短中

期試験法としての条件設定を行い、多施設で実施

可能な標準法の確立を目指す。更に、従来の動物

モデルでは腫瘍性病変が発生しづらい胃由来の

オルガノイドに対する化学物質の反応性解析法

の確立を目的とし技術基盤を構築する。 

本研究班は上記の目的を達成するため、以下の

研究に取り組んだ。 

I.標準的安全性評価法の確立に関する研究 

１）QSAR と Ames 試験による香料の遺伝毒性評

価に関する研究（本間、杉山）： 
食品香料は、一般に数十から数百種類混合して

用いられることが多く、個々の香料の食品への添

加量は数 ppt から数 ppm レベルである。変異原

性の評価のためのAmes試験には数グラム程度の

試験サンプルが必要であるため QSAR の適用が

望まれるが、その精度が問題となる。本研究では

QSAR で変異原性が予測された化合物について、

実際に Ames 試験を実施し、QSAR 結果を検証す

るとともに、機械学習による独自の統計ベース

QSAR モデル開発を目的とした。 
２）Ames 試験陽性のフォローアップのためのヒ

ト TK6 細胞を用いた遺伝子変異試験による評価

（安井）： 
細菌を用いる復帰突然変異試験（Ames 試験）

と哺乳類の発がん性試験の間で矛盾する結果は、

代謝、ゲノム構造、および DNA 修復システムに

よる種の違いが原因である可能性がある。上位試

験であるヒト細胞を用いた突然変異試験は、

Ames 試験で陽性判定となった時のフォローアッ

プ試験として有利であると考えられている。本研

究では、OECD ガイドライン TG490 で確立され

たヒトリンパ芽球 TK6 細胞を用いるチミジンキ

ナーゼ遺伝子突然変異試験（TK6 アッセイ）を使

用して、フォローアップ試験としての TK6 アッ
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セイの有用性を明らかにすることを目的とする。 
３）AOP と定量的評価を取り入れた遺伝毒性発が

んリスク評価法の精緻化（増村）： 
OECD が提唱する「化学物質と生体の相互作用

から個体での毒性発現までのメカニズムを関連

づけて説明する手法（AOP）」を取り入れた遺伝

毒性発がんリスク評価法の精緻化を目指し、分子

的初期イベントである DNA 初期損傷（DNA 付加

体形成）とこれに続くキーイベントである遺伝子

突然変異誘発に関して、in vivo における量的相関

性を検討する。既存の gpt delta ラット試験系の

実験コストが高い欠点を改善するため、レポータ

ー遺伝子の回収効率を高めた新規 gpt delta ラッ

トの作出と評価を行う。 
４）Acetamide の一般毒性・遺伝毒性・発がん性

短期包括試験法による評価（石井、高須、西川、

小川）： 
レポーター遺伝子導入動物を用いた一般毒

性・遺伝毒性・発がん性包括試験の有用性を検討

した。本研究では、過去に食品香料として用いら

れていた acetamide について一般毒性・遺伝毒

性・発がん性包括試験による評価を実施した。ま

た、新たに in vivo での染色体異常を検出する肝

臓小核試験を実施しその有用性を検討した。 
５）肝又は腎遺伝毒性・発がん性中期包括試験法

による香料等の評価（高須、石井、西川、小川）： 
食品香料化学物質の安全性を in silico、in 

vitro、in vivo で階層的に評価する評価系を構

築することを目的に、in silico 解析結果から遺

伝毒性が疑われる化合物を対象として、in vivo
での遺伝毒性・発がん性を検討する。In silico
解析結果から遺伝毒性が疑われる化合物とし

てリストアップされた 10 候補化合物のうち、

げっ歯類において肝発がん性を示すことが知

られるフラン環を基本骨格とする香気成分で

ある 3-acetyl-2、5-dimethylfuran を被験物質

として遺伝毒性・発がん性包括的試験による in 
vivo での評価を行った。 
 

II.オルガノイドを用いる評価系の確立に関する

研究（今井、落合、戸塚、三好、筆宝、平田） 

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物質を検出する方法を

確立することを目的とする。加えて、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する

こととした。更に、マウス個体を用いる実験では

腫瘍性病変が嫌発である胃についても、正常組織

由来オルガノイドを用いることで、化学物質の発

がん性が検出可能か検討を行った。 
遺伝毒性試験については、gpt delta マウスから

大腸および肺オルガノイドを調製した。発がん性

については、平成 30 年度に BALB/c 背景および

C57BL（B6）背景の Trp53 ヘテロ欠失（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、令和 2 年度は B6 背景の Trp53 ホモ欠失

（Trp53 －/－）、Trp53 +/－および野生型マウス

から肺および肝臓（胆管）オルガノイドを調製し

て系統間の比較を行った。胃オルガノイドについ

ては、発がんに関連する変異遺伝子の再構成によ

る発がん性、ならびに Trp53 コンディショナル

アレルホモ欠失（p53f/f）マウスおよび Apc コン

ディショナル truncation ホモ変異マウス

(Apc580Sf/f)との二重変異マウスのオルガノイドを

用いて化学物質による発がん性について検討し

た。 
 

Ｂ．研究方法 
I.標準的安全性評価法の確立に関する研究 

１）QSAR と Ames 試験による香料の遺伝毒性評

価に関する研究（本間、杉山）： 
商業ベースの Ames/QSAR モデルを用いて食

品香料化合物データベース収載物質 3942 種類の
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香料について変異原性を予測し、変異原性の懸念

があるものについてAmes試験を行ないデータベ

ースの拡大と堅牢化を進めた。それらのデータを

基盤に、Auto-Modeller™を用いて機械学習によ

る独自の統計ベース QSAR モデル開発を行なっ

た。 
２）Ames 試験陽性のフォローアップのためのヒ

ト TK6 細胞を用いた遺伝子変異試験による評価

（安井）： 
突然変異試験で相反する結果を示す物質

（Ames 試験陽性でげっ歯類発がん性試験陰性を

示す 10 化合物、および Ames 試験陽性で QSAR
予測陰性を示すフラン化合物１種）について、上

位試験である TK6 アッセイで調べた。前者は、

日本環境変異原学会 MMS 共同研究で実施した。

後者は、以下に示す Ames 試験と QSAR 予測結果

が一致するフラン類 2 種を含め、計 3 種のフラン

化合物の TK6 アッセイを実施した。 
 3-Acetyl-2,5-dimethylfuran (Cas; 

10599-70-9)；Ames 試験陽性、QSAR 予測陽

性 
 4-Acetoxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone 

(Cas; 4166-20-5)；Ames 試験陽性、QSAR
予測陰性 

2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanone 
(Cas; 4077-47-8)；Ames 試験陰性、QSAR 予測

陰性 

３）AOP と定量的評価を取り入れた遺伝毒性発が

んリスク評価法の精緻化（増村）： 
雄 gpt delta マウスにアクリルアミド（AA）（30, 

100, 300 ppm）を 28 日間飲水投与して最終投与

3 日後に組織を採取した。肝臓、肺、精巣の DNA
付加体量と gpt 遺伝子突然変異体頻度を測定して

用量反応データを取得し、ベンチマークドーズ法

により PoD を算出した。λEG10 をホモに持った

新規 gpt delta ラット（Wistar Hannover）を作

出し、レポーター遺伝子回収効率を評価した。

BaP（62.5, 125 mg/kg、28 日間強制経口投与）、

ENU（50mg/kg、5 日間腹腔内投与）を投与し、

突然変異頻度の測定と変異スペクトルの解析を

行った。 
４）Acetamide の一般毒性・遺伝毒性・発がん性

短期包括試験法による評価（石井、高須、西川、

小川）： 
4 週間の用量設定試験の後、F344 系 gpt delta

ラットに acetamide を 0.6、1.25 及び 2.5%の濃

度で 13 週間混餌投与し、一般毒性評価（一般状

態観察、体重、摂餌量、臓器重量、血液学的検査、

血清生化学的検査及び病理組織学的検索）、遺伝

毒性評価（gpt assay、Spi- assay 及び肝臓小核試

験）及び発がん性評価（免疫組織化学染色法によ

る GST-P 陽性細胞巣の検索）を実施した。また、

肝臓小核試験の標準プロトコールに従い、

acetamide を F344 ラットに 0.6、1.25 及び 2.5%
の濃度で 4週間混餌投与し肝臓及び骨髄小核試験

を実施し、包括試験における肝臓小核試験の結果

と比較した。 
５）肝又は腎遺伝毒性・発がん性中期包括試験法

による香料等の評価（高須、石井、西川、小川）： 
用量設定試験として雄性 F344 ラットに

3-acetyl-2,5-dimethylfuran を最大 540 mg/kg の

濃度で 28 日間強制経口投与した。その結果に基

づき、本試験として雄性 F344 gpt delta ラットに

3-acetyl-2,5-dimethylfuran を最大 300 mg/kg の

用量で 13 週間強制経口投与し、一般毒性評価な

らびに肝臓を対象とした遺伝毒性・発がん性の検

索を実施した。遺伝毒性評価では肝臓の gpt 
assay による検索を、発がん性評価では肝前がん

病変マーカーである GST-P 陽性細胞巣の免疫組

織化学染色法による検索を実施した。 
 

II.オルガノイドを用いる評価系の確立に関する

研究（今井、落合、戸塚、三好、筆宝、平田） 

（A）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に対する化学物質のin 
vitro暴露 
１）マウス系統 
i）遺伝毒性試験：gpt deltaマウス（雄、5週齢） 
ii）発がん性試験：B6あるいはBALB/c背景の野生

型、Trp53 ＋/－およびTrp53－/－マウス、およ
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びrasH2、nonTgマウス（いずれも、雄、5週齢） 
iii）胃の発がん実験：Trp53のコンディショナル

アレルのホモ欠失マウス（p53f/f）、Krasのコン

デ ィ シ ョ ナ ル ア レ ル の ヘ テ ロ マ ウ ス

（KrasLSL-G12D/+）、Rosa26-Pik3caコンディショ

ナル変異アレルのノックインヘテロマウス

(R26-Pik3caH1047R）、Apcのコンディショナル

truncation ホモ変異マウス (Apc580Sf/f) および

p53f/f; Apc580Sf/f二重変異マウスを用いた。 
２）オルガノイドの調製 
マウスを安楽死させた後、肺および肝臓を摘出

し、細切・酵素処理してオルガノイドを調製した。

培養にはマトリゲル重層オルガノイド培養

（MBOC）法を用いた。オルガノイドの培養法に

ついては標準操作手順書を作成し、各施設では本

手順書に従って培養を行った。 
３）オルガノイドの輸送 

12ウェルプレートに播種、培養中の状態から培

地のみを除き、重層したマトリゲル中でオルガノ

イドを常温維持して宅配便により輸送した。また、

CELLBANKER2（ゼノアックリソース）を用い

て凍オルガノイドを結保存し、ドライアイス中に

梱包、冷凍状態で宅配便により輸送した。 
４）被験物質 
i）遺伝毒性試験：2-アミノ-1-メチル-6-フェニル

イミダゾ[4,5-b]ピリジン（PhIP：対象臓器、大腸）、

アクリルアミド （AA：同、肺） 
ii）発がん性試験： 
・遺伝毒性発がん物質 
メタンスルホン酸エチル（EMS）メチルニトロソ

尿素（MNU：以上の対象臓器、肺および肝臓（胆

管））、アクリルアミド（AA：対象臓器、肺）、

ジエチルニトロソアミン（DEN：同、肝臓（胆管）） 
・非遺伝毒性発がん物質 
アセトアミド（同、肺および肝臓（胆管）） 
・非発がん物質 
・安息香酸ナトリウム（同、肺および肝臓（胆管）） 
５）各被験物質の処置濃度 
遺伝毒性試験および発がん性試験における被

験物質の濃度は、試験実施前に96ウェルプレート

に播種したオルガノイドに対し、0～4 mM（+S9 
mix 添加：MNUを除く）にて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決定した。 
６）オルガノイドへの被験物質暴露 
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。被験物質曝露法については標準操作手順書

を作成し、各施設では本手順書に従って処置した。 
（B）遺伝毒性試験 

１）変異原性試験 
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、Creリコンビナーゼを発

現している大腸菌YG6020株に感染させることに

よりプラスミドに転換させた。感染後のYG6020
菌液を6-thioguanin (6-TG) とchloramphenicol 
(Cm) を含むM9寒天培地にて培養することで、

gpt遺伝子が不活化している変異体のコロニーを

形成させた。この変異コロニー数については、Cm
を含むM9寒天培地にて形成された形質転換コロ

ニー数で除して突然変異頻度を算出した。 
２）変異スペクトルの解析 

１）で得られた変異コロニーのシーケンス解析

を行い、変異スペクトルを解析した。 

（C）発がん性試験 
１）オルガノイドのヌードマウス皮下への接種 

被験物質をin vitro にて暴露させた後、オルガ

ノイドの継代・培養を3回程度繰返して細胞数を

増やした。オルガノイドとマトリゲルを回収し、

等量のマトリゲルを追加混和した後、ヌードマウ

スの皮下にイソフルランによる麻酔下にて接種

した。接種は、１ウェル分のオルガノイドを背部

1カ所に、マウス1匹あたり左右２カ所とした。 
２）皮下に接種したオルガノイドに対する病理組

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
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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固定後、常法にて

パラフィン包埋切片を作製し、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。 
（D）マウス胃由来オルガノイドの樹立と化学発

がん 
１）遺伝子異常の再構成 
レンチウイルスベクターとしてpLKO.1の骨格

にCreおよび shRNAを組み込んだものを使用し

た。オルガノイドの感染は単一細胞にまで分散さ

せた上で、マトリゲル上で一晩共培養することで

行った。当該遺伝子の組替えはゲノムPCRで確認

し、標的遺伝子のノックダウンはぴゅーろマイシ

ンによる薬剤選択後にウエスタンブロット解析

で確認した。 
２）化学発がん 
被験物質として MNU と 7,12-ジメチルベンズ[a]
アントラセン（DMBA）を用いた。遺伝子改変後

の胃オルガノイドに対し、前述の発がん性試験と

同様の手順で行った。 

 
（倫理面への配慮） 
動物実験の実施に際しては、各研究施設の規定に従

って動物実験倫理委員会の承認を得た後に実施した。

実験においては、適切な人道的エンドポイントを

見極め、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、実験動物に対する動物愛護に関して十分配慮

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 
I.標準的安全性評価法の確立に関する研究 
１）QSAR と Ames 試験による香料の遺伝毒性評

価に関する研究（本間、杉山）： 
当該研究により得られたAmes試験結果を活用

することでAmes試験データベースの精緻化と拡

充化を行った。このデータベースを利用して開発

したローカル QSAR モデル（Star Drop）は他の

商業 QSAR モデル（Derek Nexus 及び CASE 
Ultra）よりも感度・特異度・正確度のいずれに

おいても優れたパフォーマンスを示すことを明

らかにした。 
２）Ames 試験陽性のフォローアップのためのヒ

ト TK6 細胞を用いた遺伝子変異試験による評価

（安井）： 
突然変異試験で相反する結果を示す 10 物質中

2 物質が総合判定で陰性であった（フォローアッ

プ試験として20％有効）。8つの陽性物質のうち、

4-ニトロアントラニル酸で処理された TK6 細胞

のトキシコプロテオミクスを実施した結果、24
時間処理後に発現差のあるタンパク質が、in vitro
特異的酸化ストレスに関与していることを確認

した。Ames 試験陽性で QSAR 予測陰性を示す

4-Acetoxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone は、TK6
アッセイでは陰性であった。 
３）AOP と定量的評価を取り入れた遺伝毒性発が

んリスク評価法の精緻化（増村）： 
AA 投与群の DNA 付加体量は用量依存的に直

線的な増加を示した。変異頻度は陰性対照群と比

較して有意に増加したが、高用量群では頭打ちの

傾向を示した。BMD 信頼区間（BMDL-BMDU）

は付加体量、変異頻度、発がんで概ね重なってい

た。新規 gpt delta rat (homo)は従来系統と比較

してレポーター遺伝子回収効率が 5 倍高く、BaP
および ENU 投与によって gpt 突然変異体頻度の

有意な増加と、特徴的な塩基置換変異の誘発を示

した。トランスジーン λEG10 がラット 1 番染色

体にマルチコピーで導入されていることが確認

された。 
４）Acetamide の一般毒性・遺伝毒性・発がん性

短期包括試験法による評価（石井、高須、西川、

小川）： 
一般毒性評価では、血清生化学検査の肝毒性パ

ラメーターとともに、肝臓では 1.25%から肝細胞

の空胞化、有糸分裂像の増加、単細胞壊死、好塩
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基性の細胞質内封入体、核の大小不同、オーバル

セル過形成及び変異肝細胞巣が認められた。脾臓

では、2.5%において赤芽球の減少が認められた。

遺伝毒性評価では、いずれの投与群においても

gpt 及び Spi-変異体頻度の有意な変化は認められ

なかったのに対し、肝臓小核試験では主核の 1/4
以下の通常の小核に加え 1/2～1/4 程の大型の小

核が検出され、どちらも 1.25%から有意に増加し

た。発がん性評価では、肝前がん病変マーカーで

ある GST-P 陽性細胞巣の数及び面積が発がん用

量の 1.25%から有意に増加した。肝臓小核試験の

標準プロトコールである 4週間投与における肝臓

小核試験でも同様の傾向が認められ、骨髄小核試

験は陰性だった。 
５）肝又は腎遺伝毒性・発がん性中期包括試験法

による香料等の評価（高須、石井、西川、小川）： 
3-acetyl-2、5-dimethylfuran の用量設定試験

では 540 mg/kg/day 投与群で顕著な体重増加

抑制、鼻出血、鼻腔嗅上皮の壊死が認められた。

本試験においては、300 mg/kg 投与群において

投与 1 週目から 2 週目に鼻出血がみられ、全投

与期間を通じて有意な体重増加抑制が認めら

れた。血清生化学検査の結果、30 mg/kg/day
以上の投与群において総蛋白、トリグリセリド、

総コレステロール、リン脂質の有意な低値が認

められた。300 mg/kg/day 投与群の肝臓の絶対

および相対重量はいずれも有意な高値を示し、

病理組織学的に軽度の小葉中心性肝細胞肥大、

鼻腔嗅上皮の変性／壊死、呼吸上皮化生が認め

られた。300 mg/kg/day 投与群の gpt 変異体頻

度は対照群に比して有意な高値を示し、GST-P
陽性細胞巣の数および面積は有意に増加した。 
 

II.オルガノイドを用いる評価系の確立に関する

研究（今井、落合、戸塚、三好、筆宝、平田） 

（A）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 
gpt deltaマウス、B6あるいはBALB/c背景の野

生型、Trp53 ＋/－およびTrp53－/－マウス、お

よびrasH2、nonTgマウスの大腸、肺、肝臓（胆

管）由来オルガノイドは標準操作手順書に従った

方法で、各施設において概ね所期のスケジュール

通りに培養できた。 
（B）遺伝毒性試験 

 PhIPをS9mixの存在下にて0、5、10 µM濃度で

大腸オルガノイドに曝露させたところ、変異頻度

はPhIPの濃度に応じて上昇した。また変異スペク

トルは、G:C>A:T, G:C>T:Aであり、既報のgpt delta

マウスを用いたin vivo試験の結果と殆ど矛盾して

いなかった。肝臓では、PhIPの濃度に応じて変異

頻度の上昇傾向が観察された。 

 AAをS9mixの存在下にて0、0.28、1.4 mM濃度

で肺オルガノイドに暴露させたところ、1.4 mM濃

度群で約4倍の変異頻度の上昇傾向がみられた。変

異スペクトルについては、A:T > T:A、A:T > C:G、

Insertion及びDeletionの増加が認められ、一部既

報 の in vivo 試 験 の 結 果 （ Ishii Y et al. 
Mutagenesis 30, 2015）と一致した。 
（C）発がん性試験 
 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）オルガノ

イドを用いて、遺伝毒性発がん物質であるEMS
、AAおよびDENを用いる解析を行った結果、顕

著な系統差はみられなかった。また、陰性対照と

して用いた安息香酸ナトリウムによる変化は認

められなかった。Trp53＋/－および野生型マウス

に加え、個体レベルでの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－/－マウスに対して遺伝毒性

発がん物質のMNUと非遺伝毒性発がん物質とさ

れるアセトアミドを用いる解析を行った結果、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

影響がみられず、野生型およびTrp53＋/－マウス

由来の特に肝臓（胆管）オルガノイドが高感受性

を示す結果が得られた。 
なお、rasH2マウスとnon-Tgマウス由来の肺お

よび肝臓（胆管）オルガノイドを用いて、EMS
、AAおよびDENの解析を行ったが、rasH2マウ
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ス由来肺および肝臓（胆管）オルガノイドは遺伝

毒性発がん物質のin vitro 処置に対して軽度の発

がん感受性を示すものの、Trp53＋/－あるいは野

生型マウス由来のオルガノイドに比しその感受

性が低いことが示された。 
（D）マウス胃由来オルガノイドの樹立と化学発

がん 
Cdh1に対するshRNAを用いたノックダウン、

CreによるKrasG12D誘導、Pic3caH1047R誘導、Trp53
欠失などを単独または組合せて導入した後にヌー

ドマウス皮下へ移植したところ、基本的に単一の

遺伝子変異で腫瘍形成を認めることはなかった。

一方、Trp53欠失にCdh1ノックダウン、KrasG12D

誘導、Pic3caH1047R誘導を組合せると腺がんが誘導

された。 
 化学発がんについては、遺伝子変異の再構成の

みでは発がんに十分ではないものの、前がん病変

は誘導可能である Trp53 欠失および Trp53/Apc
二重欠失胃オルガノイドを用いて検討した。

MNU では明らかな変化はみられなかったが、

DMBA を Trp53/Apc 二重欠失胃オルガノイド暴

露したところ明らかな発がん促進効果が認めら

れた。 
 
D． 考 察 
I.標準的安全性評価法の確立に関する研究（本間、

杉山、安井、増村、石井、高須、西川、小川） 

今後、専門家により再評価されたデータなど質

の高い情報を取り込むことで、開発した

StarDrop QSAR モデルの特異性が向上する可能

性がある。このような予測性能向上への取り組み

を継続することは、将来的に実試験と遜色ない結

果予測を得ることに繋がると考えられる。 
トキシコプロテオミクスで見出された酸化ス

トレスに関与する発現変動タンパク質群は、同様

に矛盾する試験結果を持つ他の化学物質でそれ

らのタンパク質が観察されるかどうかを確認す

るためにさらなる研究解析が必要である。TK6 ア

ッセイは、Ames 試験と QSAR 予測で陽性物質

（3-Acetyl-2,5-dimethylfuran）を陽性、そして

Ames 試験と QSAR 予測（Case Ultra）で陰性物

質（2,5-Dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanone）
を陰性と判定したことから、TK6 アッセイは精度

が良く信頼性の高い試験であり、相反する結果を

示す 4-Acetoxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanone の

結果が陰性であることからおそらくAmes試験の

結果は偽陽性であると考えられた。 
遺伝毒性発がん AOP において、DNA 付加体

形成と遺伝子突然変異誘発が定性的に相関する

一方で、用量反応性が異なる特徴を示す場合があ

ることが示唆された。AA 発がんのメカニズムは

特定の DNA 付加体による遺伝毒性 MoA のみで

は十分説明できない可能性が示唆された。λEG10
がホモに導入された新規 gpt delta ラットは、変

異原が誘発する点突然変異の検出が可能であり、

in vivo 遺伝子突然変異試験に有用であることが

示唆された。 
Acetamide の一般毒性評価では、血清生化学

検査の肝毒性パラメーターとともに、1.25%か

ら肝傷害性の変化が観察された。脾臓では赤芽

球の減少が認められ、血液学的検査における赤

血球系パラメーターの変化と一致した。これら

の変化は 0.625%において認められなかったこ

とから、本試験における無毒性量は 0.625%と

考えられた。遺伝毒性評価では、acetamide は

染色体異常を誘発することが明らかとなり、染

色体を含む大型の小核の形成から異数性誘発

物質と考えられた。また、骨髄小核試験は陰性

だったことから、acetamide の染色体異常の誘

発には肝臓における代謝活性化が寄与すると

考えられた。発がん性評価の結果、発がん用量

の 1.25%において GST-P 陽性細胞巣の増加が

認められたことから、本法が肝発がん性評価に

有用であることを確認した。肝臓小核試験は投

与期間の延長によりわずかに検出感度の低下

が認められたものの、包括試験への組み込みは

可能と考えられた。 
3-acetyl-2、5-dimethylfuran の用量設定試験

において、540 mg/kg/day 投与群では顕著な体

重増加抑制が認められたことから、本試験の最
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高用量は 300 mg/kg/day に設定した。本試験に

おいて鼻出血、鼻腔嗅上皮の変性、呼吸上皮化

成が認められたことから、本物質が鼻腔嗅上皮

を毒性標的とすることが明らかとなった。また、

肝重量増加および小葉中心性肝細胞肥大が認

められ、血清中のトリグリセリド、総コレステ

ロール、リン脂質は用量依存的に低下したこと

から、肝臓および脂質代謝に影響を与える可能

性が考えられた。遺伝毒性に関しては肝臓にお

ける gpt 変異体頻度は有意な高値を示したこ

とから、ラット肝臓において変異原性を示すこ

とが明らかとなった。さらに、 GST-P 陽性細

胞巣の有意な増加が認められたことから、肝発

がん性を有する可能性が示された。本試験法は

in silico 解析結果から遺伝毒性が疑われる化合

物について、in vivo で検証するための有益なモ

デルであると考えられた。 
 

II.オルガノイドを用いる評価系の確立に関する

研究（今井、落合、戸塚、三好、筆宝、平田） 

（A）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に対する化学物質のin 
vitro暴露 
 オルガノイド系を用いる試験系は、基幹施設で

のバンク化と多施設への常温あるいは凍結条件下

での安定的輸送により普及可能であると考えられ

た。 
（B）遺伝毒性試験 

 AAの遺伝毒性については、染色体異常誘発性は

あるものの、Ames試験ではS9 mixの存在の有無に

かかわらず陰性であることが示されている。一方、

本研究課題において、gpt deltaマウスの肺由来オル

ガノイドを用いた検討を行った結果、AA処置によ

り変異頻度の上昇が観察された。AAはCYP2E1に

より代謝され、Ames試験で陽性を示すグリシドア

ミドに変化することが示されている。一方、今回

のオルガノイドを用いる試験でも用いたS9 mixに

はCYP2E1が殆ど含まれていない。現在、マウスの

正常肺由来オルガノイドにおけるCYP2E1の発現

量解析を行っている。  

（C）発がん性試験 
B6あるいはBALB/c背景の野生型およびTrp53

＋/－マウス由来の肺あるいは肝臓（胆管）オルガ

ノイドが遺伝毒性発がん物質および一部の非遺伝

毒性発がん物質に高感受性であることが示された。

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が、

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が、

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

非感受性であり、肺オルガノイドについてはマウ

スの背景系統についての課題が残った。 
（D）マウス胃由来オルガノイドの樹立と化学発

がん 
胃由来オルガノイドを用いる実験においては、

Kras 変異単独では異型腺管を伴う腫瘤は誘導さ

れなかったが、Kras 変異と Trp53 欠失の組合せ

を検討したところ、分化型腺がんが誘導されるこ

とを示した。これを受け、Trp53 欠失および

Trp53/Apc 二重欠失胃オルガノイドを用いて

MNU と DMBA の発がん性を検討した。その結

果、Kras 変異と DBMA 処置の組合せでは明らか

な発がん性を示さなかったが、Trp53/Apc 二重欠

失と DBMA 処置の組合せで発がんが可視化する

ことを示した。従来のマウス個体を用いるモデル

では検出が難しい胃発がんについて、今回、胃オ

ルガノイドの変異遺伝子の再構成モデルと遺伝

毒性発がん物質を組合せることで発がんが誘導

できることを見出した。 
 以上、マウス正常組織由来オルガノイドを

用いることにより、被験物質を in vitro にて処置

する遺伝毒性試験法および発がん性試験法を

確立することが可能であることを示した。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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E．結 論 
I.標準的安全性評価法の確立に関する研究  
香料Ames試験データベースを構築するとともに、

商業モデルよりも優れた予測性を示す可能性の

あるローカル QSAR モデルを開発した。TK6 ア

ッセイは精度が良く信頼性の高い試験であるが、

プロテオミクスなどの新しい技術と組み合わせ

ない方法の TK6 アッセイの有用性は、フォロー

アップ試験として限定的であることがわかった。

しかし、それでも Ames 試験の偽陽性結果を減ら

す（20％）のに役立つと考えられた。オミクス技

術と TK6 アッセイの統合は、in vitro 特異的な不

規則な結果の解釈に寄与する可能性があり、

Ames 試験のフォローアップで偽陽性をさらに減

少させることにつながると考えられた。AA 投与

gpt delta マウスの組織において gpt 突然変異体

頻度は有意に増加したが、DNA 付加体量および

発がんとの用量相関性は低く、AA 発がんメカニ

ズムは特定の DNA 付加体による遺伝毒性 MoA
のみでは十分説明できない可能性が示唆された。

試験の効率化のため、従来の系統と比べてレポー

ター遺伝子回収効率が高い新規 gpt delta ラット

を作出し、in vivo 遺伝毒性試験に有用であること

を示した。Acetamide は 1.25%から肝臓及び造血

器系組織に毒性影響を示すことが明らかとなり、

本試験における無毒性量は 0.625%（394 mg/kg
体重/日に相当）と考えられた。肝臓で認められた

acetamide の染色体異常はその肝発がん性への寄

与を示唆するものと考えられた。また、GST-P 陽

性細胞巣の検索により化学物質の発がん性評価

が可能であることが確認された。以上より、gpt 
delta ラットを用いた包括試験は香料の迅速かつ

包括的な安全性評価に有用な試験法と考えられ

た。さらに、肝臓小核試験の包括試験への組み込

みは、変異原性に加え染色体異常の評価を可能に

す る 有 用 な 手 段 と 考 え ら れ た 。

3-acetyl-2,5-dimethylfuran の in vivo 遺伝毒性・

発がん性を検討した結果、一般毒性に関しては体

重、鼻腔、肝臓及び脂質代謝に影響を与える可能

性が示唆された。遺伝毒性に関しては肝臓の gpt 

変異体頻度は有意な高値を示したことから、ラッ

ト肝臓において変異原性を示すことが明らかと

なった。発がん性に関しては、肝前がん病変の有

意な増加が認められたことから、ラット肝発がん

性を有する可能性が示された。本試験法は in 
silico 解析結果から遺伝毒性が疑われる化合物に

ついて、in vivo での遺伝毒性や発がん性を検証す

るための有益なモデルであると考えられた。 
 
II.オルガノイドを用いる評価系の確立に関する

研究 
マウス正常組織由来オルガノイドに対する in 

vitro での被験物質暴露による遺伝毒性試験およ

び発がん性試験の妥当性検証を行った。遺伝毒性

試験については、gpt delta マウスの大腸および肺

由来オルガノイドを用いて遺伝毒性を示す 2物質

について評価した結果、処置濃度に対応した変異

頻度の増加と in vivo における結果と矛盾のない

変異スペクトルが確認された。発がん性試験にお

いては、マウス背景系統として C57BL（B6）お

よび BALB/c について、改変遺伝子として、野生

型、Trp53 ヘテロ欠失（Trp53 ＋/－）、Trp53 ホ
モ欠失（Trp53－/－）、CByB6F1- Tg(HRAS)2Jic
（rasH2）マウスについて、肺および肝臓（胆管）

オルガノイドを用いて、遺伝毒性発がん性のある

3 物質、非遺伝毒性発がん物質と非発がん物質を

各 1 物質の検討を行った。オルガノイドに被験物

質を処置した後ヌードマウス皮下に接種し、病理

組織学的に発がん性を評価した。その結果、B6
あるいは BALB/c 背景の野生型および Trp53＋/
－マウス由来の肺あるいは肝臓（胆管）オルガノ

イドが高感受性であることが示された。オルガノ

イド培養および被験物質暴露法については標準

操作手順書を作成し、常温下あるいは凍結状態で

施設間の輸送を行い、多施設で実施可能であるこ

とを確認した。更に、マウス個体を用いる実験で

は腫瘍性病変が嫌発である胃について、そのオル

ガノイドに対する変異遺伝子の再構成と遺伝毒

性発がん物質の組合せにより発がん性を示すこ

とを明らかにした。 
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ノイドを用いた胃発がんモデルの確立 第

78回日本癌学会学術総会 2019年9月  
52. 筆宝義隆 オルガノイドモデルによる臓器

横断的な発がん過程の再構成 先端モデル

動物支援プラットフォーム 若手支援技術

講習会 2019 年 9 月 5 日 
53. 星大輔、喜多絵美里、丸喜明、筆宝義隆 膵

腺房細胞癌のオルガノイド培養 先端モデ

ル動物支援プラットフォーム 若手支援技

術講習会 2019 年 9 月 5 日  
54. 筆宝義隆 3 次元オルガノイド培養を用いた

がんの本態解明と個別化医療・創薬への応用

（株）情報機構 細胞培養セミナー 2019
年 8 月  

55. 丸喜明、筆宝義隆 マウス胃オルガノイドへ

の包括的な遺伝子導入による胃発がん過程

の再現 第 16 回がんとハイポキシア研究会 

2018 年 11 月 
56. 筆宝義隆 オルガノイド培養を用いた発が

んの再構成 神奈県立がんセンター臨床研究

所セミナー 2018 年 11 月 
57. 丸喜明、筆宝義隆 マウス卵管由来オルガノ

イドを用いた高異型度漿液性卵巣癌に対す

る包括的な疾患モデル作製 第 77 回日本癌

学会学術総会 2018 年 9 月 
58. 泉谷昌志、吉原靖典、丸喜明、落合雅子、松

浦哲也、今井俊夫、筆宝義隆 変異遺伝子の 

in vitro 再構成による胆管細胞発がんの誘

導 第 77 回日本癌学会学術総会 2018 年 9
月 

59. Daisuke Hoshi, Emiri Kita, Yoshiaki Maru, 
Taketo Yamaguchi, Wataru Takayama, 
Makiko Itami, Yoshitaka Hippo. Organoid 
culture of pancreatic acinar cell carcinoma 
平成 30 年度文部科学省新学術領域研究先端

モデル動物支援プラットフォーム若手支援

技術講習会 2018 年 9 月 
60. 筆宝義隆 Past, present and future of 

organoid in cancer research 東京大学 先

端科学技術研究センターシステム生物医学

セミナー 2018 年 9 月 
61. 丸喜明、筆宝義隆 マウス胃細胞の 3 次元培

養を用いた胃発がん過程の再現 第 27 回日

本癌病態治療研究会 2018 年 5 月 
62. 戸塚ゆ加里、佐藤春菜、松田知成、加藤 護、

アスマ・エルザワハリ, 遠藤 治：全ゲノム

解析データを用い、化学物質のヒト発がんへ

の関与を明らかにする 第 47 回日本環境変

異原学会（2018 年 11 月） 
63. 佐藤 春菜、落合雅子、今井俊夫、戸塚ゆ加

里：マウス正常組織由来オルガノイドを用い

た遺伝毒性解析法の構築 第 47 回日本環境

変異原学会（2018 年 11 月） 
64. Totsuka Y, Whole genome sequencing 

analysis elucidates the association between 
environmental factors and human cancer 
development, 日本癌学会学術総会シンポジ

ウム. （2019 年 9 月） 
65. 戸塚ゆ加里 NGS によるノンバイアスな変

異解析の現状と将来展望 第 47 回日本毒性

学会学術年会シンポジウム（2020 年 6 月） 
66. 入澤祐太、平田暁大、酒井洋樹、今井俊夫：

マウス正常組織由来オルガノイドの施設間

輸送の最適条件の検討. 第 36 回日本毒性病

理学会（2020 年 2 月） 
67. 入澤祐太、平田暁大、酒井洋樹、今井俊夫：

アクリルアミド暴露後の肺オルガノイドの

病理組織学的変化.第 37 回日本毒性病理学会

（2021 年 1 月） 
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