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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i
n 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in vitr
o有害性評価手法を確立するため、市販のマウス肝臓オ
ルガノイド用いて、①培養ならびに化学物質曝露実験
の至適条件の決定、②オルガノイドの安定性評価を行
った。そして、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化学物質曝露実験を行い、
③細胞毒性試験、④細胞形態変化評価、⑤小核試験、⑥
Error-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 
① 培養・化学物質曝露実験方法の検討： 

a)培地：Organoid Growth Medium(OGM, STEMCELL 
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調製培地
を用いて24well plateで培養を行い、オルガノイド
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の増殖を比較した。なお、調製培地はAdvanced DME
M/F12培地にmEGF、BSA、Y27632、A83-01、CHIR-990
21、ITS-G supplement等を加えた。また継代時の播
種密度は、OGMは1:30、調製培地は1:2～1:30にして
検討を行った。 
b)培養方法：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)
法でも培養可能であるか検討を行った。なお、継代
時の播種密度はドーム型培養では1:30とし、MBOC法
は推奨培養方法ではないため1:10で行った。 
c)シングルセル化の検討：トリプシンあるいはAcc
umaxを用いてオルガノイドをシングルセルにして
培養した際のオルガノイドの増殖に及ぼす影響に
ついて比較した。 
d)化学物質曝露実験：メタンスルホン酸エチル(EM
S)を用いて曝露実験を行った。ドーム型培養法なら
びに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
曝露後、RealTime-Glo™ MT Cell Viability 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。 

② 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
おり、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、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おり、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、各種遺伝子発現を分子マー
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(Hnf4α,Tt
r)、前駆肝細胞マーカー(Sox9)、成熟肝細胞マーカ
ー(Alb, Cyp3a11)、胆管マーカー(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、マウス
肝組織における遺伝子発現との比較も同じマーカ
ー遺伝子を用いて行った。 

③ 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
化学物質を236, 472, 943 μM(フェノバルビター
ル(PB))、25, 50, 100 mM(カルバミン酸エチル(E
C))、125, 250, 500 μM(モノクロタリン(MCT))、
50, 100, 200 μM(クマリン(CMR))、10, 20, 40 m
M(アセトアミノフェン(APAP))で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。 

④ 細胞形態変化評価： 
マウス肝臓オルガノイドに、化学物質の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、
セルリカバリーソリューションを用いてオルガノ
イドを回収した。なお、化学物質の培地中最終濃度

は236, 943 μM(PB)、25, 100 mM(EC)、125, 500 
μM(MCT)、50, 200 μM(CMR)とした。 

⑤ 小核試験： 
オルガノイドを播種後3日間培養し、S9mix存在下で
化学物質を236, 943 μM(PB)、25, 100 mM(EC)、1
25, 500 μM(MCT)、50, 200 μM(CMR) 、10, 40 m
M(APAP)で24時間曝露し洗浄後、新しい培地で2日間
培養後、シングルセルにして細胞を回収した。回収
した細胞を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。 

⑥ 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、MCT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(Q
IAGEN) 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 
① 培養・化学物質曝露実験方法の検討： 

a)培地：OGMを用いて培養した場合と比べ、調製培
地での培養は増殖性が低かった。OGM の場合は1:3
0の播種密度で長期継代培養が可能だったが、調製
培地は、OGMと同じ播種密度では増殖性が著しく低
下し、濃く播種する必要があった。 
b)培養方法：MBOC法でも培養継続可能であったが、
両培養法を比較すると、ドーム型培養法において増
殖性が高いことがわかった。 
c)シングルセル化の検討：トリプシンあるいはAcc
umax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。 
d)化学物質曝露実験：両培養法ともに濃度依存的に
細胞毒性が示された（図１A, B）。また、ドーム型
培養に曝露した24時間後の細胞毒性については両
評価法で同様の結果が得られた（図１A, C）。 

 
 

 
 

   図１. EMS暴露による細胞毒性試験 
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② 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2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2. 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3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)、Hnf4α(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3. 未分化オルガノイドの遺伝子発現 

(上段：星薬, 下段：NCC) 
 

③ 細胞毒性試験： 
化学物質を曝露させた結果、図4に示すように各化
合物とも濃度依存的に細胞生存率が低下した。 
 

(A) 

 

 
(B) 
 

 
図4. 化学物質暴露による細胞毒性試験 

((A)S9mix無、(B)S9mix有) 
 

 
④ 細胞形態変化評価： 

複数回曝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5-1〜5-7に示すものを形
態変化として捉えた。 

  

 
図 5-1. 細胞肥大 
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図 5-2. 核肥大 

 

 
図 5-3. 核の変形 

 

 
図 5-4. 多核 

 

 
図 5-5. 核の淡明化 

 

 
図 5-6. 核の凝集 

 
図 5-7. 空胞 

 

上記の図 5-1〜5-6 までの各形態変化を有す細胞数

を全細胞数で割った結果を図 6 に示す。 
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図 6. 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 7 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

する方法が報告されているが、現在当施設では評価

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 7. 空胞化を有する細胞スコアの比較 

 

以上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 
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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。 
 
⑤ 小核試験： 

化学物質を曝露させた結果、図8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
り出現頻度が上昇していた(図9)。APAPは、細胞毒性が
見られなかった低濃度曝露では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。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図8. 化学物質曝露による出現した小核 
 

 
図9. 小核出現頻度 

 
⑥ Error-Corrected NGSによるゲノム変異解析： 

小核試験で最も強く陽性となった 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 10 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 11 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である。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 10. １塩基置換変異頻度 

 

 

 

図 11. Error-Corrected NGS (Nano-Seq)による 

変異シグネチャーパターン 
 
Ｄ．考察 
① 培養・化学物質曝露実験方法の検討： 

OGMを用いた培養では1:30の播種密度で1週間毎に
継代を行うことで長期培養が可能であったが、調製
培地の場合、OGMと同じ播種密度で培養すると増殖
性が低下していったため、オルガノイドを観察し継
代間隔と播種密度を決める必要があった。培養方法
は、MBOC法を用いた培養でも播種量を多くすること
で培養の維持が可能であると推察されたが、ドーム
型培養のほうが、少ない播種量でも安定して増殖し
ていた。また、ドーム型培養で播種し、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
程度であり、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。シングルセル化の方法は、STEMCELL
 TechnologiesはTrypLEを推奨していることから、
成分が似ているトリプシンの使用がよいと考える。
化学物質曝露実験は、これまでにマウス由来の肝臓



27 
 

オルガノイドに曝露実験を行ったことがあるEMSを
用いた。ドーム型培養法においてもMBOC法と同様に、
濃度依存的に細胞毒性が示され、ドーム型培養法で
も曝露実験が可能であると考えた。また評価方法に
ついては、細胞数計測法、発光測定法のいずれでも
評価可能であったが、本課題では比較的操作が容易
な細胞数計測法で細胞毒性試験を行うことを決定
した。 

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(Hnf4α)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。 

③ 細胞毒性試験： 
確立したプロトコールで、被験物質に、PB, EC, MC
T, CMR, APAPを用いて化学物質単回曝露実験を行
った。その結果、濃度依存的に細胞生存率の低下が
確認され、その後の実験に使用する各化学物質の曝
露濃度の決定を行うことができ、確立したプロトコ
ールの妥当性も確認できた。S9mixを添加していな
い曝露実験においても、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
いるか、曝露により代謝酵素が誘導され、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。 

④ 細胞形態変化評価： 
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り、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。 

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が示唆された。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 12)。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12. 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 

 
⑥ Error-Corrected NGSによるゲノム変異解析 

小核試験で最も強く陽性となったMCTについてec-N
GS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。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
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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せた意義は大きいと考える。 

 

Ｅ．結論 

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曝露実験方法は、培

地に 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

培養方法で行い、シングルセルにする酵素はトリプシ

ンを用いることにした。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、同一プロトコールを用いて培養した際には

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。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。 

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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