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研究要旨 
化学物質の開発には安全性評価が不可欠であり、従来は実験動物を用いた反復投与試験が広く行われてきた

が、動物愛護の観点から代替法の導入が強く求められている。本研究では、マウス肝臓オルガノイドを用いた

新たな in vitro 毒性評価系の確立を目的とし、安定した培養条件や解析手法の最適化を行った。 

まず、マトリゲルとオルガノイドを混合してドーム状に播種し、専用培地（OGM）を用いることで、長期間に

わたる安定培養が可能であることを確認した。評価法としては、発光測定法および生細胞数計測法のいずれで

も適切な毒性判定が可能であり、細胞毒性試験の指標として活用できることが示された。さらに、2 施設にお

いて同一プロトコールで培養されたオルガノイドの遺伝子発現を比較したところ、肝細胞や前駆細胞、胆管細

胞のマーカー遺伝子において大きな差異は認められず、評価結果の再現性が高いことが確認された。被験物質

として、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）、ア

セトアミノフェン（APAP）の 5 化合物を用いて曝露実験を実施した結果、いずれも濃度依存的に細胞生存率が

低下することが確認された。小核試験では、EC、CMR、MCT、APAP において小核出現頻度の上昇がみられ、特に

MCT では最も高い頻度を示した。一方、PB ではコントロールと同程度であった。さらに、MCT 曝露後のオルガ

ノイドを対象に ec-NGS 解析を行ったところ、1 塩基置換変異の頻度上昇に加え、C>A 変異の割合が顕著に増加

し、変異シグネチャーの変化も検出された。MCT は Ames 試験では陰性となるが、本研究では変異原性を陽性と

捉えることができ、オルガノイドモデルの有効性が裏付けられた。また、マウス肝臓に同様の化学物質を投与

した in vivo データとオルガノイドの遺伝子発現を比較した結果、炎症関連パスウェイや Hepatic steatosis

に関する応答に共通性が認められ、オルガノイド系が in vivo との相関性を持つことが示唆された。メチル化

解析では大きな共通パターンは得られなかったが、一部に高メチル化領域が認められ、今後の解析精度向上が

期待される。さらに、マウス肝臓オルガノイドを用いた一次線毛の形態解析法を確立し、フェノバルビタール

曝露による中心小体の増加を観察した。中心小体の過剰複製は染色体不安定性と関連することから、発がん予

測の新たな指標となる可能性が示された。 

これらの結果から、マウス肝臓オルガノイドは、細胞毒性、ゲノム変異、エピゲノム、さらには細胞構造に至

るまでの多面的な評価が可能な高度な in vitro 評価系であり、化学物質の安全性評価における動物実験代替

法としての有用性が極めて高いことが明らかとなった。今後は、ヒトオルガノイドや免疫・間質細胞との共培

養系への応用、さらには評価指標の標準化および自動化を通じて、より実用的で高精度な毒性評価法としての

展開が期待される。 
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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・Refinem
ent)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（Kom
iya 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 vitro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、⑥Error-Corrected NGS(ec-NGS)による
ゲノム変異解析について実施した。また、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。そし
て、肝臓オルガノイド培養系を用いた化学物質の新規
in vitro有害性評価系の確立を目指すため、実際にマ
ウスを用いてin vivo毒性評価を実施し、オルガノイ
ドを用いた新規評価系の有用なエンドポイントとな
り得るかについて検証することを目的とした。 

一次線毛は細胞膜上の突起物で、細胞内シグナルの
ハブと認識され、腫瘍細胞では発現が消失するなど各
種生命現象への関与を報告している。一次線毛発現と
既存の各種細胞株との関係を解明し、オルガノイドを
用いた新規評価系の有用なエンドポイントとなり得
るかどうかについても検討を行う。これまで毒性評価
に応用されていない一次線毛に着目し、化学物質と一
次線毛との分子生物学的関連性および共培養系およ
びオルガノイドにおける細胞病理学的および機能解
析を行い、一次線毛の発がん予測、安全性評価法構築
への応用を目的とする。 
 

 

Ｂ．研究方法 

本研究では、各施設で使用する被検物質が同じになる

ように調整して研究を実施した。 

各施設で使用した化学物質は以下の表にまとめる。 

 

表１ 各施設における評価方法と使用した化学物質 

 
 

 

1. ゲノム変化を指標としたオルガノイドによる化

学物質の安全性評価法開発 

 
① 培養・化学物質曝露実験方法の検討： 
a)培地：Organoid Growth Medium(OGM, STEMCELL Te
chnologies, 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、オルガノイドの増殖を
比較した。なお、調製培地はAdvanced DMEM/F12培地
にmEGF、BSA、Y27632、A83-01、CHIR-99021、ITS-G s
upplement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Accuma
x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(EMS)
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
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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,Ttr)、前駆肝細
胞マーカー(Sox9)、成熟肝細胞マーカー(Alb, Cyp3a1
1)、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(P
B))、25, 50, 100 mM(カルバミン酸エチル(EC))、12
5, 250, 500 μM(モノクロタリン(MCT))、50, 100, 
200 μM(クマリン(CMR))、10, 20, 40 mM(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(CM
R)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)、125, 5
00 μM(MCT)、50, 200 μM(CMR) 、10, 40 mM(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(QIAGEN) を用いてゲノムDNA
を抽出し、ec-NGS(Nano-Seq)解析を行った。 
 

2. マウスオルガノイドを用いた毒性評価と遺伝子

発現解析 

表１の化学物質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。 

 

3. マウスオルガノイドを用いたエピゲノム変化評

価系の構築 

マウス臓器由来オルガノイドに化学物質を反復暴露

した後、エピゲノム変化を同定し、in vitro一般毒性

試験法における指標を探索する。 

①オルガノイドへのカルバミン酸エチル（EC）処置 

樹立したC57BL/6J背景p53(+/-)マウスの肺オルガノ

イドを融解、培養を行い使用した。 オルガノイドは

Accutase処置により細胞を分散させ、さらに40μmの

フィルターを通し、細胞数測定を行い、マトリゲル

(Corning) をゲル状にしてひいた12well plateに

1x105細胞/well播種した。2時間静置後、対照群(0 mM), 

低用量(2.5mM),高用量(10mM)を50μg/mlのS9 mixと

共に添加し、5% CO2,37度のインキュベーターで24時

間処置した。24時間後、化学物質を含む培地を除去し、

マトリゲルを被せて培養した(サンドイッチ法)。 

これを１週間に一度３回繰り返した。 

 

②EC処置オルガノイドのメチル化解析 

EC３回処置後（0mM, 2.5mM, 10mM, 各N=2）96時間の

オルガノイドをCell Recovery Solutionによりマト

リゲルを溶解し、細胞塊として回収しDNA抽出を行っ

た。メチル化解析はRRBS法（Reduced Representation 

Bisulfite Sequencing）を用いた。DNAを精製し、制

限酵素MspIによる制限酵素消化を行い、フラグメント

のサイズ選択を行うことでCpGの豊富な領域を選択し

たものをバイサルファイト処理し、非メチル化シトシ

ンをウラシルに変換し、PCR増幅したものを、次世代

シーケンスを行い、Bismarkを用いたアライメント及
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びMethylKit Analysisによるメチル化解析を行い、対

照群に対するメチル化率の変化の同定を行った (q-

value<0.01, % methylation difference >25%)。同定

した候補はIGV(Intergrative Genonics Viewer)を用

いて確認を行った。 

 

③オルガノイドへのフェノバルビタール（PB）処置 

研 究 代 表 者 か ら 分 与 を 受 け た Mouse Hepatic 

Organoids (STEMCELL Technologies ST-70932, 

C57BL/6 マウス肝臓由来) を用いた。PB暴露法につ

いては研究代表者が検討した方法に準じ、ドーム型培

養法でオルガノイドを３日間培養し、１回目の２４時

間暴露を各対照群(0μM), 低用量(236 μM), 高用量

(943 μM)の濃度で暴露した。２４時間後培地の除去、

洗浄後新しい培地を添加し、３日間培養を行った。３

日間培養後、細胞を再播種し、３日間培養後に２回目

の２４時間暴露を行った。その後培地を除去、洗浄後、

新しい培地を添加し、６日間培養後に、３回目の２４

時間暴露を行った。暴露後、培地を除去、洗浄後にセ

ルリカバリーソルーションを用いてマトリゲルを溶

解し、オルガノイドを細胞塊として回収し凍結した。 

 

④PB処置オルガノイドのメチル化解析 

PB３回処置後（0μM, 243μM, 943μM, 各N=3）のオ

ルガノイドの細胞塊から、DNeasy Blood & Tissue Kit 

(QIAGEN)を用いてDNAを抽出した。メチル化解析は

RRBS法を用い、②と同様に行なった。 

 

⑤PB処置マウス肝臓のメチル化解析 

PBによるin vivo 毒性試験(対照群 PB 0ppm, 高用量 

PB 1000ppm, 各N= 5)を行ったC57BL6マウスの凍結肝

臓の一部を分担研究者:美谷島から分与を受け、

DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN)を用いてDNAを

抽出した。その後のメチル化解析については②と同様

の手順で行った。 

 

⑥肝臓オルガノイド-間質細胞の共培養系の構築 

オルガノイドについては研究代表者から分与を受け

たMouse Hepatic Organoids (STEMCELL Technologies 

ST-70932)、間質細胞の１つとして、理研BRCより不死

化クッパー細胞の提供の提供を受けた。共培養法につ

いては、コンパニオンプレートに、インサート (1.0

μmメンブレン)(Corning)を組み合わせる非接触型を

用い、どちら側にどちらの細胞を播種するか、また共

培養時の培地の条件、オルガノイド培地：HepatiCult 

Organoids Growth Medium (Mouse)、クッパー細胞培

地：DMEM (high glucose)+10% FBS+bovine Insulin 

10μg/ml+monotioglycerol 250μMを用い、観察及び

cell titer gloを用いた生細胞数の測定を行い条件

検討を行なった。 

 

4. In vivo 毒性試験 

分担研究者として、美谷島はオルガノイドによる

新規試験法との類似性を確認するため、毒性対照

物質を用いてマウス in vivo 毒性試験を実施し、標

的臓器である肝臓についての毒性学的データを取

得した。 
1) In vivo 毒性試験 
これまで本分担研究では、雄性 C57BL/6J マウス

に、in vitro 試験と共通してフェノバルビタール

(PB)、カルバミン酸エチル(EC)、クマリン(CMR)、
モノクロタリン(MCT)を投与し。さらに、肝細胞壊

死など顕著な肝毒性を示す化学物質としてアセト

アミノフェン(APAP)を投与し、それぞれの化学物

質の肝毒性プロファイルを明らかにしてきた。特

に本年度のマウスへの投与は、CMR 並びに MCT
について反復投与を行い、それぞれの肝臓毒性を

評価した。 
1-1) CMR を用いた検討 
本分担研究では、マウスに CMR を短期間反復投

与することにより生じる肝臓への影響を解析した。

具体的な研究内容として、6 週齢の雄性 C57BL/6J
系マウスに、CMR を 5,000 ppm で 4 週間、2,500 
ppm 並びに 5,000 ppm で 13 週間混餌投与した。対

照群には標準飼料として粉末 CE-2 を与えた。給餌

期間終了後に解剖し、採血並びに臓器の採取を行

った。肝臓については病理組織学的解析並びに遺

伝子発現解析を行った。 
1-2) MCT を用いた検討 
本分担研究では、マウスに MCT を 2 ないし 4 週

間間歇的に反復投与することにより肝臓への影響

を解析した。具体的な研究内容として、6 週齢の雄

性 C57BL/6J 系マウスに pH を調製した生理食塩水

に溶解して MCT を 200 mg/kg の用量で 2 ないし 4
週間にわたり週１回の間歇腹腔内投与を行った。

対照群には同溶媒を投与した。飼料は固形標準食

(CE-2)を用いた。投与期間中に体重及び摂水量を

測定した。投与期間終了後に解剖し、臓器重量、

血液生化学的検査、病理組織学的解析及び遺伝子

発現解析を行った。 
 

5. 新規 in vivo 有害性評価手法の確立と一次線毛

のオルガノイド評価系への応用検討 

 

1) 一次線毛の形態変化の定量的評価 

様々な細胞の一次線毛にEGFPを発現するゼブラフ

ィッシュの組織切片を作製し、EGFPに対する抗体

を用いた免疫染色により、一次線毛を可視化した。

画像解析ソフト（CiliaQ）を用いて、一次線毛の形

態を定量的に解析した。また、カルバミン酸エチル

やトリクロロエチレンをゼブラフィッシュに曝露

（受精後3日目から7日目まで）し、脳における一次

線毛の形態変化を解析した。 

2) 各癌細胞株の一次線毛の免疫染色：ヒト膵臓

癌細胞株 panc-1、ヒト前立腺癌細胞株 DU-145、
PC-3 を選択した。細胞株は JCRB 細胞バンクよ

り入手した。それぞれの細胞株は対応する添加

物を加えた培養液を用いて 37 ℃、CO2 濃度 5 %
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加湿インキュベーターで培養した。免疫細胞染

色は、一次抗体（抗 ARL13B 抗体）、対比染色

（DAPI）を行った。 
3) 発がん性化合物被爆ラットの肝臓組織標本を

用いた一次線毛の免疫染色：鰐渕班より提供を

受けた、発がん性化合物被爆ラットの肝臓組織

標本を用いて一次線毛を構成するタンパク質

（抗 ARL13b 抗体）に対する蛍光免疫染色をお

こなった。化合物はフェノバルビタール、カルバ

ミン酸エチル、モノクロタリン、クマリンである。 
 
4) 発がん性化合物処理のマウス肝臓オルガノイ

ドを用いた一次線毛およびその構造体の免疫染

色：分担研究者より提供を受けた、発がん性化合

物処理のマウス肝前駆細胞オルガノイド標本を

用いて一次線毛を構成する軸糸（抗α-acetylated 
tubulin 抗体）、中心小体（抗γ-tubulin）に対する

蛍光免疫染色をおこなった。また中心小体の増

幅に関与する Polo-like kinase 4に対する抗体を用

いて蛍光免疫染色をおこなった。化合物はフェ

ノバルビタール、カルバミン酸エチル、モノクロ

タリン、クマリンである。 
 
（倫理面の配慮） 

動物を用いるオルガノイド樹立実験は、国立がん研

究センター研究所で行なっており、「国立がん研究

センターにおける動物実験に関する指針」に従って

行った。動物福祉並びに動物実験倫理の観点から、

適切なエンドポイントを設定し、安楽死させること

により苦痛軽減に配慮した。 
また、マウスの使用は最少匹数に留め、東京農業

大学動物実験委員会より承認を受けた申請内容に

則り実施した。また、他実験で用いたサンプルも

検討に用いるなど、使用動物数の低減に努めた。 
 

Ｃ．研究結果 

1. ゲノム変化を指標としたオルガノイドによる化

学物質の安全性評価法開発 

 
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:
30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Ac
cumax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 
 

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。 
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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 

 

 
図 5-2. 核肥大 

 

 
図 5-3. 核の変形 
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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 

 

 

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： 
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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 
 
2. マウスオルガノイドを用いた毒性評価と遺伝子

発現解析 

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10

8、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、0.66以下の遺伝子

は544であった。IPAソフトウェアによるTox Function

s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 st

atosis、Conjugation 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、mir-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 nuclear 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39

8、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318であった。IPAソフトウェアによるTox Fu

nctions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、Conjugat

ion of glutathione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

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 

 

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 
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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。 

 

3. マウスオルガノイドを用いたエピゲノム変化評

価系の構築 
①EC処置オルガノイドのメチル化解析 
EC３回目処置後（0mM, 2.5mM, 10mM, 各 N=2）96 時間

のオルガノイドの RRBS 解析によるメチル化解析を行

った。ゲノムを 1kb の領域に分けた解析では、EC 0mM 

3 回処置オルガノイドと 10mM 3 回処置オルガノイド

との間で、メチル化変化領域は 30 箇所と非常に少な

かった。IGV による確認を行い、発現に影響を与える

可能性の高いメチル化変化領域は同定されなかった。

1 塩基単位でのメチル化変化部位についてはメチル

化低下、メチル化増加の両者に 2000 箇所程度の候補

箇所があり、IGV による確認においても、メチル化の

変化があることが確認できた。また、染色体全体にお

いて、EC 処理によりメチル化が亢進する傾向が見ら

れた。 

 
② PB処置オルガノイドのメチル化解析 
PB処置３回後の（0μM, 236μM, 943μM,各N=3）オル
ガノイドのRRBS解析によるメチル化解析を行った。 
その結果、染色体毎のメチル化レベルの差は各群で有
意な差は見られなかった。CpGサイト全体のメチル化
率によるPCA解析からも各群を特徴づける有意な差は
見られなかった。対照群と高用量間で統計的にメチル

化率に有意差がある塩基は479箇所、領域ベースで有
意に差がある領域は１箇所であった。 
 
③ PB処置マウス肝臓のメチル化解析 
PBによるin vivo 毒性試験(対照群 PB 0ppm, 高用量 
PB 1000ppm, 各N= 5)を行ったC57BL6マウス肝臓の
RRBS解析によるメチル化解析を行った。その結果、染
色体毎のメチル化レベルの差は群間における有意な
差は見られなかったが、高用量５検体のうち１検体の
みが他と異なり全体的に高いメチル化を示している
ことがわかった。CpGサイト全体のメチル化率による
PCA解析からも同様に、群間の有意な差はないものの、
高用量５検体のうちの１検体が他との差が大きいこ
とがわかった。 
対照群と高用量間で統計的にメチル化率に有意差が
ある塩基は4007箇所、領域ベースで有意に差がある領
域は91箇所であった。有意差があるものについても、
高用量５検体のうちの１検体が他との差が大きいこ
とに依存している傾向が見られたため、高用量５検体
のうちの１検体を除いた解析も行なった。対照群と高
用量間で統計的にメチル化率に有意差がある塩基は2
箇所、領域ベースで有意に差がある領域は0箇所であ
った。 
 
④ PB処置オルガノイドとPB処置マウス肝臓のメチル 
化解析の比較 
PB処置３回後の対照群と高用量群の間で統計的にメ
チル化率に有意差がある塩基は479箇所と、PB処置マ
ウス肝臓の対照群と高用量群の間で統計的にメチル
化率に有意差がある塩基は4007箇所のうち、一致する
塩基はなかった。また、領域ベースの比較で有意にメ
チル化が変化する領域1箇所（オルガノイド）と91箇
所（肝臓）においても一致する領域はなかった。PB処
置マウス肝臓の高用量5検体のうち1検体のみが全体
にメチル化率が高く、２群間の比較に影響が出ている
ようであったため、その1検体を除く解析も行なった
が、同様に一致する領域はなかった。 
 
⑤ 肝臓オルガノイドと間質細胞の共培養系の構築 

コンパニオンプレートとインサート (1.0μmメンブ

レン)を組み合わせて非接触型の共培養システムを行

なった。検討の結果、コンパニオンプレート側にオル

ガノイドのドームを作ると、10μlまでマトリゲル量

を減らしてもインサートに接触することがわかった。

したがって、コンパニオンプレート側にクッパー細胞

を接着培養することにした。同時に、インサート側の

メンブレン上にクッパー細胞を接着させた場合、細胞

増殖が一定になりづらく、やはり間質細胞をコンパニ

オンプレート側に培養するのが適していた。一方イン

サート側にオルガノイドを培養することは、オルガノ

イドの増殖には影響しない。培地については、共培養

開始前の細胞播種時にはそれぞれ細胞に適した培地

を用いることが可能であるが、共培養開始時から培地

を共通なものにする必要がる。検討の結果、クッパー

細胞培地：DMEM (high glucose)+10% FBS+bovine 

Insulin 10μg/ml+monotioglycerol 250μMにした場

合、オルガノイドの増殖が著しく低下するが、逆にオ

ルガノイド培地に合わせた場合、クッパー細胞は至適

培地で培養時と同等に増殖し、共培養可能であった。 
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4. In vivo 毒性試験 

1-1）CMRを用いた検討 

CMRの反復投与により、体重は対照群に対し4及び13週

間群ともに減少傾向にあった。肝臓重量は、対照群に

対し13週間5,000 ppm群で増加傾向にあった。肝臓の

病理組織学的検査では、4週間投与による明らかな変

化は見られなかったが、13週間5,000 ppm群で、小葉

周辺性の肝細胞肥大、巣状壊死及び炎症性細胞浸潤が

認められた。血液生化学的検査では、対照群に対し5,

000 ppm群でALT活性が増加ないし増加傾向にあった。

FABP2の免疫組織化学染色では、全CMR投与群でより広

範囲に陽性肝細胞が確認された。遺伝子発現解析では、

肝細胞分化の指標となる因子であるHptr, Alb, CYP

３A11, Krt19, Hnf4aは4週間5,000 ppm群で減少傾向

を示し、Sox9は４及び13週間5,000 ppm群で増加傾向

を示した。 

1-2）MCTを用いた検討 

MCTの反復投与により、体重は、対照群に対し4週間投

与群で減少傾向を示した。摂餌量は、対照群に対し2

週間投与群で減少傾向を示した。血液生化学的検査で

は、対照群に対しALT及びASTが2週間投与群で増加傾

向を示したが、4週間投与群では明らかな変化は見ら

れなかった。臓器重量では、両投与期間で明らかな影

響は見られなかった。病理組織学的解析では、2週間

投与群で巣状性肝細胞壊死、4週間投与群で、主に小

葉中心性肝細胞のグリコーゲン蓄積の減少が認めら

れた。さらに、対照群に対し両投与期間において2核

肝細胞の増加が見られた。さらに、細胞増殖に関わる

PCNAの免疫組織化学染色において、対照群に対し両投

与期間において陽性細胞が増加傾向を示し、それは2

週間投与群でより顕著であった。これに加え、胆管上

皮細胞の増殖も認められた。遺伝子発現解析では、T

NFαが対照群と比較し、両投与期間において増加傾向

を示した。 

 

5. 新規 in vivo 有害性評価手法の確立と一次線

毛のオルガノイド評価系への応用検討 
近年、細胞膜から突出する不動性線毛である一次線

毛は正常細胞やがんの増殖などに関与するシグナル
ハブであることが知られている。一次線毛には、受容
体やエフェクターが存在し、ヘッジホッグ(Hh)、Wnt、
Notch、mTOR、受容体型チロシンキナーゼ(RTK)、Hip
poシグナル伝達系が関わる。また、一次線毛は、半永
久的に突出する構造物ではなく、正常細胞では細胞周
期に関わり、G0/G1期で出現、分裂期では消失する。
一次線毛の形成・消失は各種シグナル伝達と連動して
いる。一次線毛は、細胞周期に関与するという単純な
ものではなく、発生・分化、細胞可塑性など多彩な生
命現象に関与することが明らかにされつつある。分担
研究者はこれまで毒性評価に応用されていない一次
線毛に着目し、化学物質と一次線毛との分子生物学的
関連性および共培養系およびオルガノイドにおける

細胞病理学的および機能解析を行い、一次線毛の発が
ん予測、安全性評価法構築への応用を目的とする。 
 

 

図 1. 一次線毛について 
 
 

1) 一次線毛の形態変化の定量的評価 
一次線毛の形態を定量的に解析する手法を確立した。
この手法を用いて、カルバミン酸エチル（10 mM）、
トリクロロエチレン（760 nM)の曝露（受精後3日目か
ら7日目まで）により、ゼブラフィッシュ脳の細胞の
一次線毛が短くなることを明らかにした。 
 
 
2) 各癌細胞株の一次線毛の免疫染色 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2. DU-145におけるprimary ciliaの発現 
 
PC-3、Panc-1では、通常培養では、primary ciliaは
発現しておらず、DU-145においてprimary ciliaはわ
ずかに発現していた。 
 
3) 発がん性化合物被爆ラットの肝臓組織標本を用
いた一次線毛の免疫染色 

 
図３ 無処理肝臓の一次線毛 
 
黄色点線で囲った胆管上皮細胞の管腔側にドット状
の一次線毛が多数見られる。 
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図４ 2-Nitropropane処理肝臓の一次線毛 
 
黄色点線で囲った胆管上皮細胞の管腔側にドット状
の一次線毛が見られる。シグナルは無処理肝臓と比較
して減弱し、陽性細胞は減少している。 
 
4) 発がん性化合物処理のマウス肝臓オルガノイド
を用いた一次線毛およびその構造体の免疫染色 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５コントロール（DMSO）オルガノイドの中心小体 
細胞質に緑色のドット状の中心小体が１個ないし２
個見られる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
図６フェノバルビタール（低濃度）オルガノイドの中
心小体 
 
細胞質に緑色のドット状の中心小体が１個ないし２
個明瞭に見られる。 
 
 
 

 
 
図７フェノバルビタール（高濃度）オルガノイドの中
心小体 
 
細胞質に緑色の微細ドット状の中心小体が複数個見
られる細胞がある。 
 
Ｄ．考察 

1. ゲノム変化を指標としたオルガノイドによる化

学物質の安全性評価法開発 

 
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
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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, MCT,
 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-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。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
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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-N
GS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。 
2. マウスオルガノイドを用いた毒性評価と遺伝子

発現解析 

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
おいて活性化が示されたNecrosis of liverがin viv
o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。 

 

3. マウスオルガノイドを用いたエピゲノム変化評

価系の構築 

EC の in vitro 処置により、マウス肺オルガノイド

に１塩基レベルのメチル化変化が生じることを明ら

かにした。領域でのメチル化変化ではないため、既報

にあるような遺伝子発現に影響を与えるかどうかに

ついてはさらに検証を必要とする。染色体レベルで

EC 処置による亢進傾向が見られており、EC 処置の回

数を増やすことなどで、メチル化変化領域が同定され

る可能性もあると考える。 
PB処置による肝臓由来オルガノイド(in vitro)と肝

臓(in vivo)のメチル変化の比較では共通する１塩基
レベルの変化部位、また変化領域はなかった。in vivo

試験の高用量のうちの１検体のみが他と異なるメチ
ル化状態を示していたため、その結果が影響した可能
性を考え、１検体を除いての解析を行ったが、同様に
共通したメチル化変化はなかった。組織学的な観察に
おいては、この１検体においても他の高用量の検体と
同様に全体的に肝細胞の肥大が見られているとのこ
とで、単純にこの１検体の部分的なサンプリングされ
た細胞の違いがメチル化の違いに影響したというこ
とではないと思われるため、エピゲノムを解析するタ
イムポイントなど、検討が必要と思われる。in vitro、
in vivo試験の両者において、顕著なメチル化変化が
検出されておらず、暴露方法の検討、他の化学物質で
の検討が必要と考えられる。例えば、オルガノイドの
PB処置後の解析においても、今回３回目暴露24時間後
といった比較的早い段階で解析を行っており、継代を
重ねた後など、何らかの細胞が濃縮される可能性が高
くなった後には特定のメチル化変化が濃縮され検出
されるということがあるかもしれない。 
また、化学物質による毒性、発がん性は共存する間質

細胞に依存することが報告されており、in vitro系で

共培養を行うことで、異なった結果が出るかどうかの

検証が必要である。インサートを用いた肝臓オルガノ

イドとクッパー細胞の共培養法の構築が進んでおり、

それぞれの細胞の特性解析等行い、よりin vivoに近

いin vitro系のさらなる開発も必要であると思われ

る。 

4. In vivo 毒性試験 

1-1）CMRを用いた検討 

CMRは、シナモンなど多くの植物に含まれる芳香物質

であるが、過剰摂取により肝障害を引き起こすとの報

告もある。本分担研究では、マウスにCMRを短期間反

復投与することにより生じる肝臓への影響について

解析した。その結果、本実験条件において、4週間投

与では明らかな組織学的変化は見られなかったが、肝

細胞への分化の指標となる遺伝子発現に影響が見ら

れた。一方、13週間投与では組織学的に明らかな肝障

害が認められたが、Sox9を除き上記の遺伝子発現に明

らかな変化は見られなかった。  

1-2）MCTを用いた検討 

MCTは、マウスやラットに投与することにより肺高血

圧症を誘発することが知られている。肝臓の血流が障

害されることで低酸素血症が生じ、肺高血圧症が誘発

されるとされている。本分担研究では、マウスにMCT

を2ないし4週間間歇的に反復投与することにより肝

臓への影響を解析した。その結果、本実験条件におい

て、MCTによる明らかな肝傷害は認められなかった。

しかし、2核肝細胞並びにPCNA陽性肝細胞は増加傾向

を示し、さらに、胆管増生を示唆する変化も認められ、

MCT反復投与による肝臓への影響が見出された。これ

より、 

両化合物のマウスへの反復投与により、いずれも異な

る肝毒性プロファイルを示す結果が得られた。これは

今後のin vitro毒性評価系の構築において、新たな評
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価指標の確立するための研究支援材料が得られたも

のと考えられた。 

5. 新規 in vivo 有害性評価手法の確立と一次線

毛のオルガノイド評価系への応用検討 
本研究で確立した一次線毛の定量的解析手法を用い

て、カルバミン酸エチルやトリクロロエチレンの曝露
による胆管上皮細胞の一次線毛形態を評価可能と考
えられる。また、今回用いた癌細胞株の通常培養では、
一次線毛はほとんど発現していなかったが、文献
[Cell Biol Int, 39, 1341-47, 2015; Mol Cells, 41, 
224-33, 2018; EMBO Rep, 18, 334-43, 2017; Cell 
Rep, 23, 3042-55, 2018]では、HeLa細胞、MG63、
NIH3T3細胞での発現は報告されており、A549細胞では
薬剤処理で、薬剤耐性を獲得するとともに、一次線毛
発現すると報告されている。一次線毛は密接に細胞周
期と関わるため、細胞培養環境が需要であり、またそ
の形質が変化することより、毒性評価への応用の可能
性は十分あると考えられる。 
薬物や毒物などにより障害をうけた肝臓では，成熟し
た肝細胞自体の増殖が阻害される。このとき，未分化
性をもつ特殊な肝前駆細胞の活性化が誘導され，これ
が増殖および分化することにより新たに細胞を供給
し再生が行われると考えられている。一次線毛は静止
期の細胞に出現することから、薬物投与後に出現する
活性化肝前駆細胞には一次線毛がむしろ出ていない
と推測される。発がん総論的には増殖期の細胞が障害
を受ければ遺伝子異常の頻度高まり、細胞が形質転換
する確率が上がるので、一次線毛陰性の活性化肝前駆
細胞を定量すれば、化学発がんの評価につながると考
えられる。 
オルガノイドのフェノバルビタール高濃度処理では
中心小体の増加が認められた。中心体の過剰複製は染
色体不安定化を誘発し、がん化の初期課程に関与する。
その機序としては細胞周期の停止や延長による中心
体複製の制御破綻があるとされている（BMB Rep. 
2023; 56, 216-224）。従って、フェノバルビタール
の有害性評価の一つとして、中心小体の数的過剰が指
標になりうると考える。 
 

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。 

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。In vitro 評価系

において、EC処置により１塩基レベルのメチル化変化

及び染色体全体でメチル化の亢進が起こることを

RRBS解析により同定した。検証やデータの蓄積がさら

に必要であるが、in vivoで同様のことが起こってい

る場合、in vitro 化学物質評価系における指標とな

り得る。PB処置による肝臓由来オルガノイド(in 
vitro)と肝臓(in vivo)のメチル変化の比較では共通

する１塩基レベルの変化部位、また変化領域は同定さ

れなかった。メチル化を指標とするin vitro有害性評

価手法の確立において、暴露方法、共培養の活用など

さらなる条件検討が必要と考えられた。 

オルガノイドのフェノバルビタール高濃度処理で

は中心小体の増加が認められた。中心体の過剰複製は

染色体不安定化を誘発し、がん化の初期課程に関与す

る。その機序としては細胞周期の停止や延長による中

心体複製の制御破綻があるとされている（BMB Rep. 

2023; 56, 216-224）。従って、フェノバルビタール

の有害性評価の一つとして、中心小体の数的過剰が指

標になりうると考える。 
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