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Ａ．研究目的 
マウス肝臓オルガノイドに化学物質をばく露し、そ
の遺伝子発現変化について検討することで、化学物
質の毒性の有無およびその機序について予測可能か
どうか、検討を行った。 
 

Ｂ．研究方法 
［材料と方法］ 
本研究で使用した被験物質について、下記に記す。 
非遺伝毒性肝発がん物質 
・Phenobarbital Sodium (PB) (CAS RN : 57-30-7) 
遺伝毒性肝発がん物質 
・Coumarin (CMR) (CAS RN : 91-64-5) 
・Monocrotaline (MCT) (CAS RN : 315-22-0) 
遺伝毒性非肝発がん物質 
・Ethyl Carbanate (EC) (CAS RN : 51-79-6) 
なお、培養細胞としてMouse Hepatic Organoids
（STEMCELL Technologies）を使用し、液体培地とし
てCultureSur® Y-27632およびペニシリン/ストレプ
トマイシンを加えたHepatiCult™ Organoid Growth 
Medium (Mouse)(STEMCELL Technologies)を使用し
た。 
 
［被験物質の投与］ 
マウス肝臓オルガノイドに対して、対照群、低用量
群、高用量群の3用量設定した。具体的には、PBSで
溶解したPhenobarbital Sodiumを最終濃度0, 236uM, 
938uM、Dimethyl Sulfoxide (DMSO) で溶解した
Coumarinを最終濃度0, 50uM, 200uM、DMSOで溶解し
たMonocrotalineを最終濃度0, 125uM, 500uM、DMSO
で溶解したEthyl Carbanateを最終濃度0, 25mM, 
100mMでそれぞれ添加し、mRNAを回収した。 
 
［網羅的遺伝子発現解析］ 
回収したマウス肝臓オルガノイド由来mRNAのうち、
対照群および高用量群をそれぞれ用いて(計8検体)、

ClariomTM D Assay, Mouse (Thermoficher)マイクロ
アレイによる網羅的遺伝子発現解析を行った。
Expression ConsoleTM を用いて、数値化および正規
化を行った。アルゴリズムは、SST-RMA を用いた。
Annotation Level は、(Exon Level ではなく) Gene 
Level とした。得られた遺伝子発現パラメータを用
いてIngenuity Pathway Analysis (IPA) ソフトウ
ェアを用いて、パスウェイ解析及び各被験物質ばく
露による影響について検討を行った。加えて、網羅
的遺伝子発現解析の結果を用いて、これまで鰐渕班
研究(厚生労働科学研究(H29-R1およびR2-R4)にて構
築した遺伝毒性肝発がん物質検出モデルおよび非遺
伝毒性肝発がん物質検出モデルによる判定が可能で
あるかどうか検討を行った。 
 
（倫理面の配慮） 
該当なし 
 
Ｃ．研究結果 
網羅的遺伝子発現解析の結果(表1)、PB投与におい
て発現量比1.50以上の遺伝子は83、0.66以下の遺伝
子は228であった。同様に、CMR投与において発現量
比1.50以上の遺伝子は187、0.66以下の遺伝子は132
であった。またMCT投与において発現量比1.50以上の
遺伝子は108、0.66以下の遺伝子は186であった。EC
投与において発現量比1.50以上の遺伝子は261、0.6
6以下の遺伝子は544であった。IPAソフトウェアによ
るTox Functions結果、肝発がん物質(PB, CMRおよび
MCT)で共通して活性化が予測され、かつ遺伝毒性非
肝発がん物質(EC)において不活性化が予測された機
能として、Hepatic statosis, Conjugation of glu
tathioneが挙げられた。さらに、肝発がん物質(PB, 
CMR, MCT)で共通して発現変動がみられた遺伝子と
して、C1s, Fabp2, Gm20826, Ighv5-12, Mir3079, 
mir-467, Or9i14,Scgb2b27,Vmn1r195の9つが同定さ
れた(表2)。そのうち、非肝発がん物質(EC)で発現変
動がみられなかった、すなわち本研究に用いた3つの
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肝発がん物質特異的な変動を示した遺伝子として、
C1s, Ighv5-12, Or9i14, Scgb2b27, Vmn1r195が同
定された。さらに共通変動遺伝子でネットワーク解
析した結果、肝発がん物質共通上流因子としてHNF4
A(hepatocyte nuclear factor 4A)が同定された(図
1)。 
鰐渕班研究で構築された遺伝毒性肝発がん物質検
出モデルおよび非遺伝毒性肝発がん物質検出モデル
にて、検討を試みた結果、4物質いずれもNegativeの
結果となった。 
 
 
表1 網羅的遺伝子発現解析の結果 

 
表2 肝発がん物質(MCT, CMR, PB)特異的に発現変動
がみられた遺伝子 

 
 

図1 肝発がん物質共通変動遺伝子のネットワーク解
析による上流因子の探索結果 
 
 
Ｄ．考察 

本研究では、マウス肝臓オルガノイドに対して非

遺伝毒性肝発がん物質 1 種、遺伝毒性肝発がん物質

2 種および遺伝毒性非肝発がん物質 1 種の添加によ

る影響について、網羅的遺伝子発現解析による比較

解析を行った。その結果、肝発がん物質特異的に

Hepatic Steatosis などの炎症に起因する疾患の機

能が亢進している事が明らかになった。今後、マウ

ス組織由来オルガノイドおよび免疫/間質細胞との

共培養系を用いることで、例えば肝細胞と肝星細胞

との相関や肝細胞とクッパー細胞との相関など、よ

り生体を模倣した影響が評価できると期待される。

これまでに鰐渕班研究で構築された遺伝毒性肝発が

ん物質検出モデルおよび非遺伝毒性肝発がん物質検

出モデルにて、検討を試みた結果、4 物質いずれも

Negativeの結果となった点については、構築したモ

デルはラットの遺伝子発現データを元に構築されて

いることから、本オルガノイドの背景動物であるマ

ウスとの発がん感受性や代謝経路などの違いが今回

の結果となったと考えられる。今後、ラットにおけ

る同じ化学物質に曝露した際の発現データと本オル

ガノイドにおける発現データをそれぞれ比較するこ

とで、モデルの最適化を検討する。 

 

Ｅ．結論 
本研究により、化学物質にばく露したマウス肝臓オ
ルガノイドにおいて、肝発がん物質に共通して発現
変動がみられた遺伝子が同定された。今後、同定さ
れた遺伝子について、定量的PCR法による発現の確認
および用量相関性について、検討を行う。加えて、
今回得られた遺伝子発現パラメータを用いて数理モ
デルを構築することで、遺伝毒性・肝発がん性未知
の化学物質に対する毒性スクリーニング法の構築を
試みる。また、マウス組織由来オルガノイドおよび
免疫/間質細胞共培養系における化学物質のばく露
影響について、遺伝子発現変化を指標として検討す
ることで毒性影響の有無および機序の予測が可能か
試みる。 
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