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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・Refine
ment)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、20
21）。 
本研究では、オルガノイドおよびその共培養系を用
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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
肝臓オルガノイド及び既知の変異原性物質を用いて、
①化学物質の暴露濃度の検討②複数回暴露実験を行
った。 
 

Ｂ．研究方法 
マウス肝臓由来オルガノイド(STEMCELL Technolog

ies, ST-70932)の化学物質暴露実験を行った。 
①化学物質暴露実験：フェノバルビタール(PB)、カル
バミン酸エチル(EC)、モノクロタリン(MCT)、クマリ
ン(CMR)を用いて暴露実験を行った。ドーム型培養法
を用い、細胞を播種した2時間後から培地中最終濃度
を236, 472, 943 μM(PB)、25, 50, 100 mM(EC)、12
5, 250, 500 μM(MCT)、50, 100, 200 μM(CMR)とし
て24時間暴露後、トリプシンを用いてシングルセル化
し、トリパンブルーによる生細胞計測法を用いて評価
を行った。 
 
②複数回暴露実験：PB, EC, MCT, CMRを連続して3回
暴露を行った。ドーム型培養法を用い、細胞を播種し
たのち3日間培養し1回目の暴露を行った。化学物質を
培地中最終濃度で236, 943 μM(PB)、25, 100 mM(E
C)、125, 500 μM(MCT)、50, 200 μM(CMR)とした。
24時間暴露後、培地を除去、洗浄したのち新しい培地
を添加した。3日間培養したのち再度細胞を播種し、
3日間培養したのち2回目の暴露を行った。24時間暴露
後、培地を除去し洗浄したのち新しい培地を添加して
6日間培養した。培養後3回目の暴露を行った。24時間
曝露後、培地を回収、洗浄後セルリカバリーソリュー
ション(Corning®)を用いてマトリゲルを除去して細
胞を回収した。 
複数回暴露実験を行った細胞を用いて切片を作成

しHE染色後、顕微鏡を用いてオルガノイドを形成する
細胞の形態変化の観察を行った。形態変化した細胞数
を全細胞数で割って割合を求めることで評価した。空
胞の形態変化は空胞の量をスコア化(なし:0, 少量:1, 
多量:2)して比較した。 
 
 

Ｃ．研究結果 
①化学物質暴露実験：ドーム型培養法でPB, EC, 
MCT,CMR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、下図の結果が得られた。各化合物とも濃度依存的
に細胞生存率が低下した。 
 

 
図 1. 化学物質暴露による細胞毒性試験 

 

②複数回暴露実験：複数回暴露したオルガノイドから

切片を作成し観察した結果、いくつかの形態変化が観

察された。形態変化としては以下の図 2-1〜2-7に示

すものを形態変化として捉えた。 

  

 
図 2-1. 細胞肥大 

 

 
図 2-2. 核肥大 

 

 
図 2-3. 核の変形 
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図 2-4. 多核 

 

 
図 2-5. 核の淡明化 

 

 
図 2-6. 核の凝集 

 

 
図 2-7. 空胞 

 

上記の図 2-1〜2-6までの各形態変化を有する細胞数

を全細胞数で割った結果を図３に示す。 

 

 

図３. 形態変化を示した細胞の割合の比較 
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図３. 形態変化を示した細胞の割合の比較 

 

なお、本研究では空胞の形態変化は空胞の量をスコア

化(なし:0, 少量:1, 多量:2)して図 4に示す。空胞

の評価法として細胞面積に対する割合で評価をする

方法が報告されているが、現在当施設では評価するた

めに必要なソフトウェアがないため今回は空胞の量

をスコア化することで評価した。 

 

 

図４. 空胞化を有する細胞スコアの比較 

 
 

 

 

これらのスコアをまとめて表 1に示す。 

 

表１ 細胞形態変化の化学物質毎の比較 

 
 

発がん性の標的臓器が肝臓ではない EC 曝露で多くの

形態変化が観察された。肝臓が標的臓器ではあるもの

の、直接変異原性ではなく、プロモーター作用を持つ

PB では中程度の形態変化が観察された。一方、代謝

活性化条件下で DNA に作用し、肝臓の発がん性を示す

CMR および MCT においては、ほとんど形態変化が観察

されなかった。 

 

 

Ｄ．考察 

化学物質単回暴露実験は、PB, EC, MCT, CMR を用

いて行った。結果より濃度依存的に細胞生存率の低下

が確認された。また、IC50はそれぞれ 448μM(PB)、

76mM(EC)、279μM(MCT)、140μM(CMR)となった。 

この結果から複数回暴露に使用する濃度を 236, 943 

μM(PB)、25, 100 mM(EC)、125, 500 μM(MCT)、50, 

200 μM(CMR)とした。 

一方、化学物質の複数回曝露による細胞形態変化に

ついては、すべての化学物質で共通して観察される形

態変化は認められず、EC のみで多くの形態変化のス

コアが上昇した。 

EC の発がん標的臓器は肺であるが、in vitroシステ

ムでは化学物質を直接細胞（オルガノイド）に曝露す

るため、毒性が観察されたと考えられる。その毒性発

現メカニズムは CYP2E1 によってカルバミン酸ビニ

ルエポキシドへの代謝活性を受け、カルバミン酸ビニ

ルエポキシドは、核酸やタンパク質に共有結合し毒性

を示すと考えられている。 

中程度の形態変化が観察された PB は発がんプロモ

CMR EC MCT PB
細胞肥⼤ ー ○ ー ○
核肥⼤ ー ○ ー ○
核の変形 ー ○ ー ー
多核 ○ ○ ー ○
核の淡明化 ー ○ ー ー
核の凝集 ○ ○ ー ー
細胞空胞化 ー ー ○ ○
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ーターであり、直接、核酸やタンパク質に結合するわ

けではなく、ダメージを受けた細胞の増殖を亢進する

などして肝臓に発がん性を示す。多核細胞の出現は細

胞分裂の異常により起こることが考えられ、したがっ

てプロモーション作用を有する PB の曝露で多核細胞

のスコアが上昇したことが示唆される。 

一方、代謝活性化条件下で DNA に作用し、肝臓の発

がん性を示す CMR および MCT においては、ほとんど形

態変化が観察されなかった。MCT は、肝臓の薬物代謝

酵素により代謝され、活性代謝中間体（ピロール構造）

がアルキル化剤として働き、DNAやタンパク質と結合

して毒性を発現していると考えられている。CMR は、

肝臓で代謝を受け 3,4-エポキシクマリン(CE)になり、 

肝毒性物質である o-ヒドロキシフェニルアセトアル

デヒド (o-HPA)に なることで肝毒性を示すと考えら

れている。 

本実験で使用した肝オルガノイドは幼若細胞であ

ることから、薬物代謝酵素の発現が不十分であったこ

とが考えられる。しかしながら、単回曝露実験におい

てはいずれの化学物質暴露においても、細胞生存率が

低下したことから使用した肝オルガノイドでは幼若

細胞であるにもかかわらずある程度の薬物代謝酵素

が発現しており、化学物質が代謝を受けたことで肝毒

性を示したとも考えられる。 

今後、成熟肝細胞へと分化させたオルガノイドを用

いて同様の検討を実施するとともに、同化学物質を反

復投与したマウス肝臓組織に観察される形態変化と

の比較を行う。また、化学物質により誘発される遺伝

毒性の評価や遺伝子発現解析についても検討を行う

予定である。 

 

Ｅ．結論 

マウス肝臓オルガノイドに４種の化学物質（PB, EC, 

MCT, CMR）を 24 時間暴露させた結果、濃度依存的に

細胞生存率が低下した。一方、化学物質の複数回曝露

による細胞形態変化については、すべての化学物質で

共通して観察される形態変化は認められず、EC のみ

で多くの形態変化のスコアが上昇した。 

EC の発がん標的臓器は肺であるが、in vitroシス

テムでは化学物質を直接細胞（オルガノイド）に曝露

するため、毒性が観察されたと考えられる。その毒性

発現メカニズムは CYP2E1 によってカルバミン酸ビ

ニルエポキシドへの代謝活性を受け、カルバミン酸ビ

ニルエポキシドは、核酸やタンパク質に共有結合し毒

性を示すと考えられている。 

中程度の形態変化が観察された PB は発がんプロモ

ーターであり、直接、核酸やタンパク質に結合するわ

けではなく、ダメージを受けた細胞の増殖を亢進する

などして肝臓に発がん性を示す。多核細胞の出現は細

胞分裂の異常により起こることが考えられ、したがっ

てプロモーション作用を有する PB の曝露で多核細胞

のスコアが上昇したことが示唆される。 

一方、代謝活性化条件下で DNA に作用し、肝臓の発

がん性を示す CMR および MCT においては、ほとんど形

態変化が観察されなかった。MCT および CMR は、毒性

の発現に肝臓の薬物代謝酵素により代謝されること

が必要であるが、本実験で使用した肝オルガノイドは

幼若細胞であることから、薬物代謝酵素の発現が不十

分であったことが考えられる。しかしながら、単回曝

露実験においてはいずれの化学物質暴露においても、

細胞生存率が低下したことから、使用した肝オルガノ

イドでは幼若細胞であるにもかかわらずある程度の

薬物代謝酵素が発現しており、化学物質が代謝を受け

たことで肝毒性を示したとも考えられる。 
今後、成熟肝細胞へと分化させたオルガノイドを用

いて同様の検討を実施するとともに、同化学物質を反
復投与したマウス肝臓組織に観察される形態変化と
の比較を行う。また、化学物質により誘発される遺伝
毒性の評価や遺伝子発現解析についても検討を行う
予定である。 
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