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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・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（Komiya M、Totsuka Yら、2021）。 
本研究では、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有害性評価手法を確立す
るため、共通して使用する予定である市販のマウス肝
臓オルガノイドを用いて、①培地、②培養方法、③シン
グルセル化、④化学物質の暴露方法の検討を行い長期
培養ならびに化学物質暴露実験の至適条件を決定し、
既知の変異原性物質を用いて化学物質暴露予備実験を
行った。 
 

Ｂ．研究方法 
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暴露実験に関して、
いくつかの検討を行った。 
①培地の検討：Organoid Growth Medium(OGM, STEMCE
LL 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培地(Liv-H・L
iv-C)を用いて24well plateで培養を行い、各培地にお
けるオルガノイドの増殖を比較した。なお、Liv-H培地
はAdvanced DMEM/F12培地にmEGF、BSA、Y27632、A83-0
1、CHIR-99021、ITS-G supplement等を加え、Liv-C培
地はAdvanced DMEM/F12培地にmEGF、BSA、Y27632、Jag
ged1等を加えたものを調製した。また継代時の播種密
度は、OGMは1:30、Liv-H培地ならびにLiv-C培地は1:2
～1:30にして検討を行った。 
 
②培養方法の検討：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)
法でも培養が可能であるか検討を行った。なお、継代時
の播種密度はマトリゲルドーム状培養では1:30とし、M
BOC法は推奨培養方法ではないため多めに播種したほ
うがよいと考え1:10で行った。 
 
③シングルセル化の検討：継代時にトリプシンあるい
はAccumaxで酵素処理をし、オルガノイドをシングルセ
ルにした後に培養を行った場合に酵素がオルガノイド
の増殖に及ぼす影響について酵素を使用しない通常の
継代時の増殖と比較した。 
 
④化学物質暴露方法の検討：被験物質が非水溶性や高
分子の場合、ドーム型培養法ではマトリゲル内に物質が
浸透せず、オルガノイドへの被験物質の暴露が困難にな
ると予想されるため、暴露時の培養方法について、オル
ガノイドを(1)チューブに回収、(2)wellにマトリゲル
を敷いて播種、(3)マトリゲル非存在下でwellに播種と
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いった3通りの方法を用いて37度、5%CO2下で24時間イン
キュベートした後、オルガノイドを回収し、ドーム型培
養を再開した場合のオルガノイド増殖の様子を通常の
培養方法と比較した。なお、本検討では暴露方法の違い
がオルガノイド増殖に及ぼす影響を比較するため、化
学物質非存在下で行った。 
 
⑤化学物質暴露実験：メタンスルホン酸エチル(EMS)を
用いて暴露実験を行った。ドーム型培養法ならびに当
施設で従来行ってきた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時間暴露後、RealTime-Glo™ MT Cell Viabilit
y 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。 
 
Ｃ．研究結果 
①培地の検討：OGMを用いて培養した場合と比べ、Liv-
H培地ならびにLiv-C培地での培養は、オルガノイドの
増殖速度が遅いことがわかった。またOGM培地を用いた
継代では、1:30の播種密度で長期継代培養が可能だっ
たが、Liv-H培地を用いた場合は、播種密度が1:30では
2回目の継代でオルガノイドの増殖が著しく低下し、濃
く播種する必要があることがわかった。 
 
②培養方法の検討：当施設でオルガノイド培養に用い
ているMBOC法でも培養を継続することは可能であった。
ただ継代時の播種密度を推奨法であるドーム型培養法
は1:30、MBOC法は1:10にして播種し、7日後のオルガノ
イド数を比較した結果、MBOC法はドーム型培養法より多
く播種したにもかかわらず、オルガノイドの数はドーム
型培養と比べて少なかった。 
 
③シングルセル化の検討：オルガノイドを回収したチュ
ーブ内あるいは培養well内でトリプシンあるいは
Accumaxによる酵素処理を行った後に播種した結果、両
者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。また、酵素を使用しない通常の継代方
法とwell内で酵素を用いてオルガノイドをシングルセ
ルにした後に播種を行った場合を比較すると、播種3日
後では酵素を使用したオルガノイドは若干成長が遅い
ようだったが、6日後では酵素の有無による大きな差は
みられなくなった。さらに酵素の種類によりオルガノイ
ドの成長に大きな影響を及ぼすこともなかった。 
 

④化学物質暴露方法の検討：オルガノイドを wellにマ

トリゲルを敷いた上、あるいはマトリゲル非存在下で

のチューブ内あるいは well で 37℃、5%CO2下で 24時間

インキュベートした後にオルガノイドを回収し、ドー

ム型培養を再開した結果、最初の播種から 3日後では、

マトリゲル存在下ではオルガノイドの増殖が確認でき

たが、マトリゲル非存在下では、明らかな増殖は認めら

れなかった。ただ、マトリゲル非存在下での暴露方法に

おいても培養日数が経つにつれてオルガノイドの増殖

は認められた。また、マトリゲル存在下で培養したオル

ガノイドを回収しドーム型培養を再開させた場合は、

ドームがうまく形成されない場合があった。 
 

⑤化学物質暴露実験：EMS暴露による細胞毒性試験を
RealTime-Glo MT Cell Viability Assayで評価した結
果、ドーム型培養法で暴露した場合でも従来の暴露方法
であるMBOC培養法と同じように濃度依存的に細胞毒性

が示された（図１A, B）。また、ドーム型培養法でEMS
を暴露した24時間後の細胞毒性についてトリパンブル
ーによる生細胞計測法を用いて評価した結果、
RealTime-Glo MT Cell Viability Assayと同様の結果
が得られた（図１A, C）。これらの結果から、本実験で
使用するマウス肝臓オルガノイドの化学物質暴露実験
は被験物質によってはドーム型培養で行うことが可能
であると考える。 
 

 
 

   図１. EMS暴露による細胞毒性試験 

 

Ｄ．考察 

マウス肝臓オルガノイドの培養に関して、培地、培養

方法、酵素の影響、化学物質の暴露方法などの検討を行

った。培地に関しては、Liv-H 培地や Liv-C 培地を使用

する場合、播種密度を濃くする必要があると考えられ

た。Liv-H培地を用い、播種密度 1:5で培養を開始した

検討では、次の継代は 1:10、その次の継代は 1:5 の播

種密度で行った。このことから、Liv-H 培地での培養は

常に同じ播種密度による継代ではなく、オルガノイド

を観察しながら継代間隔と播種密度を決める必要があ

る可能性が示唆された。一方、OGM による培養では 1:30

の播種密度で 1 週間毎に継代を行えば培養が維持され

ることがわかり、OGMを用いることで安定した連続培養

が可能であると考える。 

培養方法は、MBOC 法を用いた培養も継代時にオルガ

ノイドの播種量を多くすれば培養の維持が可能である

と推察されたが、ドーム型での培養方法のほうが、少な

い播種量でも安定して増殖し効率がよい培養方法であ

ると考える。また、ドーム型培養で播種した後 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、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。 

酵素によるシングルセル化の方法は、酵素反応をチ

ューブ内で行う方法と well内で行う方法の 2種類で行

ったところ、その後のオルガノイドの増殖に大きな差

はみられなかった。well 内で酵素反応を行う場合、酵

素反応中に顕微鏡でシングルセル化の状況を確認でき

るだけでなく、チューブ内での酵素反応で必要となる

酵素反応前にオルガノイドをチューブに回収して遠心

し上清を除去する工程を省くことが可能なことから
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well 内で酵素反応を行う方法がよいと考える。使用す

る酵素については、STEMCELL Technologies が推奨する

シングルセル化の方法では TrypLEを使用していること

からトリプシンの使用がよいと考える。 

化学物質の暴露方法は、マトリゲル存在下と比べて

マトリゲル非存在下では、ドーム型培養に戻した時に

増殖開始がやや遅れることがわかったため、マトリゲ

ルを敷いた上にオルガノイドを播種し化学物質を暴露

する方法がよいと考えられる。ただし、この方法で培養

したオルガノイドで、ドーム状培養を再開させた際に

ドームがうまく形成されない場合が認められた。これ

は、おそらく暴露時に well に敷いたマトリゲルをドー

ム状培養開始前に行った通常の洗浄方法では完全に除

去できなかったことに起因するのではないかと考えた。

そのため、この方法を暴露方法に使用する場合は、ドー

ム形成のためにさらなる検討が必要となる。 

化学物質暴露実験は、予備実験として、これまでにマ

ウス由来の肝臓あるいは肺オルガノイドに対して暴露

実験を行ったことがある EMS を用いて行った。

RealTime-Glo MT Cell Viability Assay で評価した場

合、ドーム型培養法で EMS を暴露しても、従来の MBOC

法と同様に、濃度依存的に細胞毒性が示されたことか

ら、培地に対して可用性の物質は、ドーム型培養法でも

RealTime-Glo MT Cell Viability Assay を用いて暴露

濃度の決定を行い、種々の実験を進めることが可能で

あると考える。また評価方法については、発光測定法だ

けでなく、トリパンブルー色素排除法でも可能なこと

が分かった。今後はドーム型培養法で暴露を行った場

合のオルガノイドへの化学物質の取り込みについて解

析し、種々の化学物質を用いて細胞毒性試験を行って

いく予定である。 

 

Ｅ．結論 
マウス肝臓オルガノイド(STEMCELL Technologies, 

ST-70932)の培養は、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
ム状に播種する方法で行う。シングルセルにする方法
は、効率よく行うため培養well内にトリプシンを加え
る方法で行う。オルガノイドを用いた化学物質暴露実
験は、引き続き検討が必要となるが、培地に可溶性な物
質を用いる場合は、ドーム状培養法を用いても化学物
質を暴露させることができるのではないかと考えてい
る。 
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