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Ａ．研究目的 

マウス肝臓オルガノイドに既知の肝発がん物質をは

じめとした被験物質をばく露し、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。 

さらに、同様の被験物質を 4 週間あるいは 13 週間投

与し得られたマウス肝臓を用いて、網羅的遺伝子発現

解析を行い、マウス肝臓オルガノイドと比較検討する

ことで、in vivo(マウス肝臓)および in vitro(マウス

肝臓オルガノイド)における相関性について検討を行

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。 

・Phenobarbital Sodium (PB) (CAS RN : 57-30-7) 

・Coumarin (CMR) (CAS RN : 91-64-5) 

・Acetoaminophen (APAP) (CAS RN : 103-90-2) 
・Monocrotaline (MCT) (CAS RN : 315-22-0) 
・Ethyl Carbanate (EC) (CAS RN : 51-79-6) 
 

上記化学物質を用いて、加えて、PB、CMR、MCT オヨ

ビ ECをそれぞればく露させたマウス肝臓オルガノイド

由来 mRNAを星薬科大学 戸塚教授より供与いただいた。

受領した mRNAを in vitroマウス肝臓 mRNAとして用い

て以降に記す解析を行った。さらに、4 週間(PB、APAP)

あるいは 13 週間(CMR)マウスに投与した肝臓を東京農

業大学 美谷島教授より供与いただいた。受領した肝臓

より mRNA を抽出し、in vivo マウス肝臓 mRNA として、

以降に記す解析を行った。 

 

［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。さらに in 
vivo マウス肝臓由来 mRNAのうち、PB、CMR および APAP

投与群における対照群および高用量群をそれぞれ用い

て ( 計 5 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、昨年度実施したマウス肝臓オルガノイドを

用いたマイクロアレイおよびパスウェイ解析で得られ

たデーターを用いて、in vivo および in vitro 双方で

どのような影響がみられたか、検討を行った。 

 

（倫理面の配慮） 

該当なし 

 

Ｃ．研究結果 

in vitroマウス肝臓オルガノイド由来mRNAを用いた

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

研究要旨 
 化学物質の安全性評価には動物実験が必要とされるが、動物愛護の観点から代替法の開発が求められてい

る。本研究では、オルガノイドを用いた化学物質の新規 in vitro 有害性評価方法の開発を目指した。マウス

肝臓オルガノイドに対して Phenobarbital Sodium、Ethyl Carbanate、Monocrotaline、Coumarin を用いて研

究を実施した結果、4 物質で共通して発現変動がみられた 9 つの遺伝子が同定された。そのうち、非肝発がん

物質で発現変動がみられなかった 5 つの遺伝子(C1s, Ighv5-12, Or9i14, Scgb2b27, Vmn1r195)は、本研究で

用いられた肝発がん物質に特異的な変動を示すことが明らかになった。さらに、Tox Function 解析の結果、肝

発がん物質では Hepatitc steatosis 関連パスウェイの活性が予測されたことから、炎症に起因する疾患に関

連する機能の亢進が示唆された。さらに、マウス 4 週間および 13 週間ばく露試験との相関解析を行った結果、

マウス 4 週間および 13 週間ばく露試験においても、Hepatic steatosis 関連パスウェイの活性が予測された。

さらに、炎症誘導や肝細胞の再生誘導に関連するパスウェイが肝オルガノイドおよびマウス肝臓の双方で変動

していることが確認できた。以上の結果から、マウス肝臓オルガノイドで得られた知見は、in vivo 試験で得

られた結果と相関することが確認できた。 
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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、0.6

6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、0.66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、Conjugati

on of glutathione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、m

ir-467、Or9i14、Scgb2b27およびVmn1r195の9つが同定

された。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および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HNF4A(hepatocyte nuclea

r factor 4A)が同定された。 

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。 

 

in vivoマウス肝臓mRNAを用いた網羅的遺伝子発現解

析の結果(表2)、CMR投与において発現量比1.50以上の遺

伝子は305、0.66以下の遺伝子は213であった。同様に、

PB投与において発現量比1.50以上の遺伝子は398、0.66

以下の遺伝子は302であった。またAPAP投与において発

現量比1.50以上の遺伝子は341、0.66以下の遺伝子は31

8であった。IPAソフトウェアによるTox Functions解析

の結果、3つの物質（CMR、PBおよびAPAP）で共通して活

性化が予測された機能として、Conjugation of glutat

hioneが挙げられた。これは昨年度に実施したin vitro
マウス肝臓オルガノイドにおいて肝発がん物質であるC

MRおよびPB, MCTの3つで共通して変動がみられた機能

である。同様に、不活性化がみられた機能としてCell 

death of liverが挙げられた。 

3つの化学物質ばく露で共通して変動がみられた遺伝

子として55の遺伝子が同定され、KEGG_PATHWAY解析の結

果、P450を介した代謝や異物代謝シグナル、活性酸素種

(ROS)の産生に関わるシグナルに関連する遺伝子である

ことが明らかとなった。また3物質に共通する上流遺伝

子について、Upstream regulator解析を実施した結果、

NR1/3やNR1/2、AHRなどの異物代謝に関わる遺伝子の活

性化が確認できた。また、肝発がん物質であるCMRおよ

びPBに共通する遺伝子セットについてTox Functions解

析した結果、Hepatic steatosisの活性化が挙げられた。

これは昨年度に実施したin vitroマウス肝臓オルガノ

イドにおいて肝発がん物質であるCMR、PBおよびMCTの3

つで共通して変動がみられた機能と一致する結果であ

る。 

 

in vitroマウス肝臓オルガノイドにおける網羅的遺

伝子発現解析との比較の結果、PB投与においては共通し

て発現変動を示すシグナルとして、Liver Regeneration、

Inflammation liver、Hepatic steatosisがみられ、in 
vivo(マウス肝臓)で得られた結果とin vitro(マウス肝

臓オルガノイド)が良好に一致することが示された。一

方、CMR投与においては共通して発現変動を示すシグナ

ルはみられなかった。さらに、in vivo(マウス肝臓)お

よびin vitro(マウス肝臓オルガノイド)の両者で発現

が確認できた遺伝子(PBでは30遺伝子、CMRでは31遺伝

子)について相関解析を実施した結果、PBでは0.142、CMR

では0.386と弱い正の相関が得られた。加えて、PBでは

Hepatocellular carcinoma関連シグナルに属する遺伝

子について相関解析を行った結果、0.516と正の相関が

得られた。以上の結果から、マウス肝臓オルガノイドで

得られた知見は、in vivo試験で得られた結果と相関す

ることが確認できた。 

 

D. 考察 

本研究では、マウス肝臓オルガノイドに対して肝発

がん物質あるいは非肝発がん物質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う

ことで、in vivoマウス急性毒性試験の代替法となり得

るかについて検討を行った。マウス肝臓オルガノイド

に被験物質を投与した際に、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となった。in vivoマウス肝

臓を用いて比較検討を行った結果、P450を介した代謝

や異物代謝誘導系、グルタチオン抱合の亢進などが共

通してみられた。特に、PBばく露マウス肝臓と肝臓オル

ガノイドの比較では、肝傷害やそれらに伴う再生の亢

進が、in vitroおよびin vivoの双方で共通して発現変

動することが確認できた一方で、CMR投与においては共

通して発現変動を示すシグナルはみられなかった。し

かしながら、CMR投与においてin vitroにおいて活性化

表2 in vivo(マウス肝臓)における網羅的遺伝子発現
解析の結果 

表1 in vitro(マウス肝臓オルガノイド)における
網羅的遺伝子発現解析の結果 
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が示されたNecrosis of liverがin vivoでは不活性化

を示していることから、肝臓オルガノイドにおける

Necrosis of liverの活性化に伴う炎症誘導について、

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。 

 

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、網羅的遺伝子発現解析を行うこ

とで、in vivoマウス肝臓と同様に炎症関連シグナルの

誘導やHepatic steatosisの亢進が観察できることが

示唆された。また、マウス肝臓オルガノイドにおける化

学物質ばく露による影響が弱いことが予想される場合

には、マウス肝臓オルガノイドに加えて免疫/間質細胞

共培養系を実施することで、炎症応答による再生の誘

導などが観察できると期待される。 
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18) Arpamas Vachiraarunwong, Masaki Fujhioka, 

Guiyu Qiu, Runjie Guo, Shugo Suzuki, Ikue 

Noura, Anna Kakehashi, Hideki Wanibuchi, Min 

Gi. Hepatotoxicity of per-and polyfluoroalkyl 
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Shugo Suzuki, Masaki Fujioka, Guiyu Qiu, Anna 

Kakehashi, Hideki Wanibuchi. Oncomodulin is a 
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臓 マ ウ ス を 用 い た 4,4’-methylenebis(2-

chloroaniline)のヒト化肝細胞での代謝と膀胱発
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G.知的財産権の出願・登録状況 

  （予定を含む。） 

１．特許取得 

  特になし。 
２．実用新案登録 

  特になし。 
３．その他 

  特になし。
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