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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3R(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、オルガノイドを用いた化学物質の新規i
n vitro有害性評価手法を確立するため、各施設で共通
して使用する予定である市販のマウス肝臓由来オルガ
ノイド(STEMCELL Technologies, ST-70932)及び既知の
遺伝毒性化学物質、非遺伝毒性化学物質、肝毒性物質を
用いて、①マウス肝臓オルガノイドの安定性評価、②細
胞毒性試験、③小核試験、④Error-Corrected NGS(ec-
NGS)によるゲノム変異解析について実施した。 
 

Ｂ．研究方法 
⑤ マウス肝臓オルガノイドの安定性評価 

本研究では標準的な毒性試験法の開発を目指して
いることから、オルガノイドの品質が安定であることが
望ましい。しかしながら、オルガノイドは培養条件など
により遺伝子発現に影響することが知られていること
から、使用前にその品質について確認する必要があると
考えた。そこで、2施設間（星薬科大学と国立がん研究
センター）で同一の実験プロトコールに従い培養したオ
ルガノイドの安定性について、各種遺伝子を分子マーカ
ーとして評価した。 

凍結日と継代数が異なる凍結マウス肝臓由来オル
ガノイド(2本)を各々ドーム型培養で播種し、1週間ごと
に3週間継代を行った。播種ならびに継代時に形態学的
観察を行い、リアルタイムPCRによる遺伝子発現解析の
ためオルガノイドを回収した。遺伝子発現解析の対象と
して、肝細胞マーカー(Hnf4,Ttr)、前駆肝細胞マーカ
ー(Sox9)、成熟肝細胞マーカー(Alb, Cyp3a11)、胆管マ
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ーカー(Krt19)の遺伝子発現量を播種時の発現量と比較
して評価した。なお、内部標準遺伝子は18S rRNAを用い
た。また、同じマーカー遺伝子を用いてマウス肝組織に
おける遺伝子発現との比較も行った。 
 
⑥ 細胞毒性試験 

オルガノイドを播種後2時間培養し、S9mix存在下で
被験物質として、フェノバルビタール(PB, 236, 472, 
943 μM)、カルバミン酸エチル(EC, 25, 50, 100 mM)、
 モノクロタリン(MCT, 125, 250, 500 μM)、クマリン
 (CMR, 50, 100, 200 μM)、アセトアミノフェン (APA
P, 10, 20, 40 mM)を24時間曝露し洗浄後、トリプシン
を用いてシングルセルにして、トリパンブルー色素排
除法を用いて評価を行った。 
 
⑦ 小核試験 

オルガノイドを播種後3日間培養し、S9mix存在下被
験物質として、PB(236, 943 μM)、EC(25, 100 mM)、 
MCT(125, 500 μM)、CMR(50, 200 μM)、APAP(10, 40 
mM)を24時間曝露し洗浄後、新しい培地で2日間培養し、
シングルセルにして細胞を回収した。回収した細胞はサ
イトスピン法によりスライドガラスに固定後、ギムザ染
色を行った。評価は、光学顕微鏡下で各スライドにつき
2,000個の細胞を観察し、小核を保有する細胞数を計測
し、算出した小核保有細胞の頻度（小核出現頻度）を指
標に行った。 
 
⑧ Error-Corrected NGSによるゲノム変異解析 

マウス肝臓オルガノイドにS9mix存在下で、MCTの3
回曝露実験を行った。播種後3日間培養したオルガノイ
ドへ1回目の曝露(24時間)を行い、洗浄した後に新しい
培地を添加した。3日間培養した後、オルガノイドを回
収し再播種を行った。3日後、2回目の曝露(24時間)を行
い、洗浄後に新しい培地を添加した。6日間培養後、3回
目の曝露(24時間)を行い洗浄した後、TrypLEを用いて
オルガノイドを回収した。なお、化学物質の培地中最終
濃度は125, 500 μMとした。回収したオルガノイドよ
りAllPrep DNA/RNA Kit(QIAGEN) を用いてゲノムDNAを
抽出し、ec-NGS(Nano-Seq)解析を行った。 
 

Ｃ．研究結果 
③ マウス肝臓オルガノイドの安定性評価 

オルガノイドをドーム型培養法により培養し、継
代時に形態学的変化を観察した結果、図1のように播種
後3週間におけるオルガノイドの形態学的変化は認めら
れなかった。 

 
図1. オルガノイドの形態学的変化 

 

オルガノイドの各種マーカー遺伝子発現は、同
一プロトコールを用い、２施設で培養したオルガノイド
における播種時と継代時で相対比較した。その結果、図
2に示すように両施設において、Sox9(前駆肝細胞マーカ
ー)、Krt19(胆管マーカー)、Ttr(肝細胞マーカー)は、
継代を繰り返しても両施設間で大きな増減は認められ
なかった。一方、Alb(成熟肝細胞マーカー)、Hnf4a(肝
細胞マーカー)およびCyp3a11(成熟肝細胞マーカー)に
関しては、両施設ともに播種時と比較し、継代ごとにや
や変動が認められた。 

図2. 未分化オルガノイドの遺伝子発現 
(上段：星薬科大学, 下段：国立がん研究センター) 

 
⑤ 細胞毒性試験 

化学物質を曝露させた結果、図3に示すように各化
合物とも濃度依存的に細胞生存率が減少した。 
 

 

図3.化学物質曝露による細胞毒性試験 
 
⑥ 小核試験 

化学物質を曝露させた結果、図4に示すような小核
が出現し、小核出現頻度は、遺伝毒性発がん物質(EC, 
MCT, CMR)および肝毒性物質であるAPAPでは曝露によ
り上昇していた(図5)。APAPは、細胞毒性が見られなか
った低濃度曝露では小核発生頻度に大きな上昇は見ら
れなかったが、細胞毒性が強く示された高濃度曝露では
小核発生頻度が上昇し、細胞毒性と小核発生頻度の相関
が認められた。なお、非遺伝毒性肝発がん物質であるPB
はコントロールとほぼ同程度の小核出現頻度であった。 
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図4. 化学物質曝露による出現した小核 
 

 
図5. 小核試験 

 
⑦ Error-Corrected NGSによるゲノム変異解析 

小核試験で小核出現頻度が高かった MCT について

ec-NGS によりゲノム変異の解析を実施した。その際の

１塩基置換変異頻度を図 6に示す。コントロール(DMSO)

と比較して MCTを曝露することで変異頻度が上昇した。

図 7 はゲノム変異データから変異シグネチャー解析を

実施した結果を示す。コントロールのパターンと比較

すると、C>A において変異シグネチャーパターンが異な

ることが認められた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6. １塩基置換変異頻度 

 

 

 

図 7. Error-Corrected NGS(Nano-Seq)による 

変異シグネチャーパターン 
 
Ｄ．考察 
② マウス肝臓オルガノイドの安定性評価 

マウス肝臓オルガノイドの安定性評価に係るマー
カー遺伝子発現解析では、成熟肝細胞マーカー
(Alb,Cyp3a11)や肝細胞マーカー(Hnf4a)の発現におい
て、播種後に変動が認められたが、マウス肝組織のそれ
ら遺伝子発現と比較すると、非常に低いものであり
(data not shown)、これらの遺伝子の発現の変動はオル
ガノイドの安定性に影響をおよぼさない程度であると
考えられる。図2は内部標準遺伝子に18S rRNAを用いて
解析したが、gapdhを内部標準遺伝子に用いて解析を行
った際も同様の結果であることを確認している(data 
not shown)。また、本研究ではオルガノイド播種後、3
週間培養を行ったが、これは3回曝露実験を行う際に必
要な期間である。そして、この期間においてオルガノイ
ドの形態学的変化ならびに大きな遺伝子発現変化がみ
られなかったことから、本試験で用いるマウス肝臓由来
オルガノイドは、同一プロトコールを用いて培養する限
り、曝露実験期間を通して肝前駆オルガノイドとして安
定であると考える。 
 
④ 細胞毒性試験 

初年度に確立したプロトコールで、被験物質に、PB, 
EC, MCT, CMR, APAPを用いて化学物質単回曝露実験を
行った結果、濃度依存的に細胞生存率の低下が確認され、
小核試験ならびにec-NGS解析に使用する被験物質の曝
露濃度の決定を行うことができた。また、確立したプロ
トコールの妥当性も確認できた。 

 
⑤ 小核試験 

化学物質曝露後に小核出現頻度をコントロールと

比較したところ、遺伝毒性発がん物質および肝毒性物

質では上昇したが、非遺伝毒性発がん物質ではコント

ロールと同程度であった。この結果から、オルガノイド

を用いて小核を指標に化学物質の遺伝毒性評価が可能

であること、肝毒性物質も評価できることが示唆され
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た。また、本試験では出現する小核の大きさに違いがあ

ることが確認できた(図８)。大きい小核は、紡錘糸異常

により生じる異数性異常由来、小さい小核は DNA 損傷

により生じる構造異常由来とされており、小核形成の

メカニズムが異なることを意味する。小核の出現頻度

に加え、小核の大きさも考慮することで、遺伝毒性メカ

ニズムを明らかにできる可能性がある。 

 

 
図8. MCT曝露により観察された大きさに違いのある小

核。青○：大きい小核、赤○：小さい小核 
 

④ Error-Corrected NGS によるゲノム変異解析 

小核試験で小核出現頻度が高かった MCT について

ec-NGS によりゲノム変異の解析を実施した。その結果、

コントロールと比較し、曝露により１塩基置換変異頻

度が上昇することがわかった。MCT は肝発がん性を示す

遺伝毒性発がん物質であるが、Ames 試験では陰性とな

ることが知られている。一方、マウス肝臓由来のオルガ

ノイドを用いた本研究では、MCT の変異原性を陽性と捉

えることができた。そのメカニズムについてはまだ詳

細な検討をしていないが、おそらく、我々のアクリルア

ミドの先行研究で報告したものと同様に、MCT の代謝活

性化に係る酵素がオルガノイドで誘導されたものと推

測している。MCT は CYP により代謝活性化され、dG の

DNA 付加体(DHP-dG)の生成を介してゲノム変異を誘発

すると考えられている。事実、本研究で解析した MCT の

変異シグネチャーパターンからも C:G to A:T の変異が

コントロールと比べて増加していることから、マウス

オルガノイドにおいてもこれら MCT の DNA 付加体を介

してゲノム変異を誘発することが示唆された。Ec-NGS

では変異を持つ細胞の表現型によらず、網羅的かつノ

ンバイアスな変異解析が可能であることから、従来の

標的遺伝子上に起こる変異原性評価手法よりも優れて

いると考えられる。今回は、１塩基置換のみの解析結果

を報告したが、得られたゲノム情報からは２塩基置換

やある程度大きな挿入・欠失変異についても検出が可

能であることから、従来の変異原性評価法と比べ、得ら

れる情報も多く、多面的な変異原性評価が可能になる

と考えられる。さらに、ec-NGS では変異頻度による定

量性のみならず、得られる変異パターン（変異シグネチ

ャー）が変異導入の要因と紐づいていることから、これ

らの情報を用いることで、遺伝毒性メカニズムの推測

も可能となる。本研究では、このような新規かつ革新的

な変異解析手法を動物試験代替法としてのオルガノイ

ドに応用可能であることが示すことができ、その意義

は大きいと考える。 

 

Ｅ．結論 
２施設でマウス肝臓オルガノイドの安定性について、

各種遺伝子発現を指標に解析した結果、両施設ともに
遺伝子発現の大きな変化は認められず、初年度に確立し
たプロトコールを用いて培養した際は肝前駆オルガノ
イドとして安定であると判断した。細胞毒性試験におい
て、マウス肝臓オルガノイドに化学物質(PB, EC, MCT, 
CMR, APAP)を曝露すると濃度依存的に細胞生存率が低
下した。小核試験においては、遺伝毒性発がん物質(EC, 
MCT, CMR)および肝毒性物質であるAPAPでは小核出現頻
度がコントロールと比較して上昇したが、非遺伝毒性発
がん物質であるPB曝露ではコントロールと比較して同
程度であったことから、マウス肝臓オルガノイドを用い
た小核を指標とする化学物質の遺伝毒性評価の妥当性
が確認できた。さらにec-NGS解析では、化学物質曝露に
より変異頻度の上昇と変異シグネチャーパターンの変
化が認められた。同手法は、変異を持つ細胞の表現型に
よらず、網羅的かつノンバイアスな変異解析が可能であ
ることから、従来の標的遺伝子上に起こる変異原性評価
手法よりも優れていると考えられる。また、得られるゲ
ノム情報からは１塩基置換のみならず、２塩基置換やあ
る程度大きな挿入・欠失変異についても検出が可能であ
ることから、従来の変異原性評価法と比べ、得られる情
報も多く、多面的な変異原性評価が可能になると考えら
れる。さらに、得られる変異パターン（変異シグネチャ
ー）が変異導入の要因と紐づいていることから、これら
の情報を用いることで、遺伝毒性メカニズムの推測も可
能となる。このような新規かつ革新的な変異解析手法を
動物試験代替法としてのオルガノイドに応用可能であ
ることが示せた意義は大きいと考える。 
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