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in vivo試験法

研究の背景
安全性評価

ヒトに外挿

in vitro試験法

？

• 一般毒性試験
• 特殊毒性試験
（発がん性、遺伝毒性、
催奇形性など）

動物愛護
3R (Replacement, 

Reduction, 
Refinement)

in vivo試験
代替法

ヒトに外挿？

人への外挿性が高い試験とし
て、トランスジェニック動物を用
いた遺伝毒性試験が注目



培養哺乳類細胞を用いた従来のin vitro遺伝毒性試験

• 生体の複雑さを反映しない単一細胞株を使用
• 生体内に共存する他の細胞成分の影響を評価できないため、

生体への外挿という点では限界がある

研究の背景

従来の評価システムを補完することができ、
実験動物に代わる評価方法として期待されている

進化型のin vitro試験法

生体を模倣した評価系；3次元培養法

オルガノイド スフェロイド



オルガノイドとスフェロイド

フナコシHPより

定義 幹細胞（ES/iPS、成体幹細胞）や腫瘍組
織から、自己組織化してミニ臓器様構造
を形成した3D構造体

がん細胞や細胞株を立体的に凝集させた
単純な球状細胞塊

機能性 高い：臓器特異的機能（代謝、分泌、吸
収など）を保持

限定的：腫瘍微小環境や薬剤感受性の再現
にとどまる

作成方法 MatrigelなどECM＋特定の分化誘
導因子により自己組織化

U底プレート、ハンギングドロップなどで細胞
が凝集



スフェロイドを用いた遺伝毒性評価

使用細胞: HepaRG, Primary Human Hepatocyte (PHH)

Collagen 3D culture

• Hepoid-HepaRG

• Hepoid-PHH

遺伝毒性の指標：
• -H2AX

• Comet assay

• Micronuclei (HepaRGのみ)

• DNA adduct formation

被験物質：
Genotoxic hepatocarcinogens

AFB1, DMH, MMC, MMS, Vinblastine, 

Colchicine, AC, IQ, MeIQx

Non genotoxic hepatocarcinogens

DEHP, Methylcarbamate,

Non hepatocarcinogens

Ethionamide, PhIP



スフェロイドを用いた遺伝毒性評価 (Comet assay)

AFB1 DMH MethylcarbamateDEHP Ethionamide

Genotoxic hepatocarcinogens

Non. genotoxichepatocarcinogens

Non hepatocarcinogens

Hepoid-HepaRG

Hepoid-PHH

Rose S. et al., Toxicology (2025)



スフェロイドを用いた遺伝毒性評価 (Comet assay & DNA adduct)

Comet assay DNA adduct

Hepoid-HepaRG Hepoid-PHH Hepoid-HepaRG Hepoid-PHH

Rose S. et al., Toxicology (2025)



スフェロイドを用いた遺伝毒性評価（小核& ec-NGS）

使用細胞: HepG2

遺伝毒性の指標：
• Micronuclei

• DuplexSeq

被験物質：Aristolochic 
acid (AA)



小核試験

AA

DupSeq

スフェロイドを用いた遺伝毒性評価（小核& ec-NGS）

AA signature AA

sig



小括 1

• 株化された正常肝および肝がん細胞由来のスフェロイドは薬物代謝酵素活性を有することが確認で

きた

• ヒト由来の初代培養肝細胞由来のスフェロイドでは、薬物代謝酵素活性を有するものの、ドナーによ

る違いが大きいことがわかった

• 細胞増殖能をもつ正常肝および肝がん細胞株由来のスフェロイドでは、DNA損傷性に加えて小核の

観察も可能である

• 細胞増殖能を持たないヒト初代培養肝細胞由来のスフェロイドでは、DNA付加体形成およびDNA損

傷性の観察が可能である

→株化細胞由来の3D 肝スフェロイドは、2D 培養よりもより生理的な応答が得られるモデル
として有用と考えられる。一方で、ヒト初代培養肝細胞由来のスフェロイドは、細胞増殖能を
持たず、ドナーによるばらつきも大きいことなどから、遺伝毒性試験への応用は限定的だと思
われる。



( Hofer et al. Nat Rev Mater. 2021; 6(5): 402–420. )

オルガノイド技術の活用例

( Hofer et al. Nat Rev Mater. 2021; 6(5): 402–420. )

・発生生物学、疾患病理

学、細胞生物学、再生メ

カニズムなどの基礎研究

や、疾患の病態理解や薬

物の毒性および有効性試

験、薬物動態などの創薬

研究など幅広い分野で使

われている。



マトリゲル
翌日

マトリゲル重層播種

Mouse strain

gpt delta mouse
(3-6 week old)

約1週間
接着細胞

オルガノイド形成

継代

細切
(4℃)

酵素処理
(30分・37℃)

トランスジェニックマウス(gpt delta mouse) 正常組織由来オルガノイドの作成
（遺伝毒性試験に特化したオルガノイドの作成）

濾過処理

Collagenase/
Dispase 処理

Lung Liver Colon

今井俊夫先生との共同研究



24h
+ Matrigel 3回曝露

化学物質曝露

S9mix
PhIP or AA

MediumMatrigel

DNA抽出
Mutation assay

(gpt assay)

被検物質 遺伝毒性 発がん性 使用したオルガノイド

PhIP あり あり（大腸・乳腺・前立腺） 大腸・肝臓

アクリルアミド(AA) あり あり（肺） 肺

TGマウス由来正常組織オルガノイドを用いた遺伝毒性評価

Genomic DNA
λEG10 phage

λ in vitro packaging

λEG10 DNA 

gpt

red, gam

λEG10
48 kb

CAT loxPloxP

Cre-lox

recombination

E. coli Cre+

Conversion

to plasmid

6-TGr コロニー

gpt

CAT

×
6-TG(+)

gpt: guanine 

phosphoribosyltransferase

6-TG(-)

野生型コロニー

gpt Assay

オルガノイド回収
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PhIP/AA曝露によるオルガノイドの形態変化（3回曝露後）



PhIP曝露による大腸および肝臓由来オルガノイドの変異頻度とDNA付加体レベル

Komiya M., Totsuka Y. et al., Front. Genet. (2021) 
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Type of mutation

Control Control-2a PhIP

Number of 

mutants 
(%)

Specific 

MFc (10-6)

Number of 

mutants 
(%)

Specific 

MFc (10-6)

Number of 

mutants 
(%)

Specific MFc (10-6)

Base 

substitution

Transition
G:C to A:T 0 (0) 0 31 (43.1) 2.62 13 (37.1) 6.40

A:T to G:C 0 (0) 0 8 (11.1) 0.67 0 (0) 0

Transversion

G:C to T:A 3 (100) 3.34 19 (26.4) 1.60 15 (42.9) 7.39

G:C to C:G 0 (0) 0 0 (0) 0 1 (2.9) 0.49

A:T to T:A 0 (0) 0 4 (5.6) 0.34 0 (0) 0

A:T to C:G 0 (0) 0 3 (4.2) 0.25 0 (0) 0

Insertion 0 (0) 0 4 (5.6) 0.34 0 (0) 0

Deletion 0 (0) 0 3 (4.2) 0.25 6 (17.1) 2.95

Others 0 (0) 0 0 (0) 0 0 (0) 0

Total 3 (100) 3.34 72 (100) 6.08 35 (100) 17.2

a in vivo data (Masumura et al. 2000, Carcinogenesis) 
b PhIP vs control. 
c PhIP vs control-2.

PhIP曝露により大腸オルガノイドに誘発された変異パターン

＊

＊

＊

＊

dG-C8-PhIP

G:C -> T:A, 
G:C -> A:T, 
-1G del

Komiya M., Totsuka Y. et al., Front. Genet. (2021) 



大腸オルガノイドにおけるHot Spot Mapping (gpt gene)

in vivo data (gpt delta mice) 
(Masumura et al. 2000, Carcinogenesis)

Komiya M., Totsuka Y. et al., Front. Genet. (2021) 
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Komiya M., Totsuka Y. et al., Front. Genet. (2021) 



変異原性試験 標的遺伝子 判定

In vitro

Ames hisG46 陰性

In vivo

gpt deltaマウス
（肺）

gpt 陽性

Spi- 陽性

CYP2E1

AA
Glycidamide (GA)

DNA adduct
(GA-dG)

Mutation
(G to T, deletion)

AAはAmes試験では陰性となるがin vivo試験では陽性となる

AAの変異原性発現メカニズム

N7-GA-Gua
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マウス肺オルガノイドにおける
CYP2E1 expression



Type of mutation

Control Control-2a AA

Number of 

mutants (%)

Specific 

MFc (10-6)

Number of 

mutants (%)

Specific MF 

(10-6)

Number of 

mutants (%)
Specific MFc (10-6)

Base 

substitution

Transition
G:C to A:T 1 (16.7) 1.28 6 (60.0) 0.15 8 (16.0) 5.19

A:T to G:C 0 (0) 0 0 0 0 (0) 0

Transversion

G:C to T:A 2 (33.3) 2.57 1 (10.0) 0.02 4 (8.0) 2.59

G:C to C:G 0 (0) 0 1 (10.0) 0.03 0 (0) 0

A:T to T:A 0 (0) 0 0 0 3 (6.0) 1.95

A:T to C:G 0 (0) 0 0 0 5 (10.0) 3.24

Insertion 0 (0) 0 0 0 3 (6.0) 1.95

Deletion 3 (50.0) 3.85 2 0.06 27 (54.0) 17.51

Others 0 (0) 0 0 0 0 (0) 0

Total 6 (100) 7.71 10 (100) 0.26 50 (100) 32.43

a in vivo data (Ishii et al. Mutagenesis, 2015, 30 227-235)
b AA vs control. 
c AA vs control-2.

AA曝露により肺オルガノイドに誘発された変異パターン

＊

＊

＊

＊

＊

• G:C -> T:A, 1塩基欠失が有意
Ishii et al, Mutagenesis, 2015

AAのin vivo遺伝毒性結果
(gpt delta mice)

Komiya M., Totsuka Y. et al., Front. Genet. (2021) 



• 大腸・肝臓オルガノイドとも、PhIP曝露によってgpt変異頻度は同程度に上昇した。gpt delta mouseを用いた試験では、

PhIPの発がん標的臓器である大腸、非標的臓器の肝臓ともに変異頻度の上昇が報告されているが、大腸の方がよ

り変異頻度が高いことが報告されている。

• 大腸・肝臓オルガノイドにおけるdG-C8-PhIPの生成レベルを比較したところ、ほぼ同じレベルでDNA付加体の生成が

認められた。

• 大腸オルガノイドの変異スペクトルを解析した結果、 G:C->T:AおよびDeletionが主要なスペクトルでありin vivoの結

果と同じ傾向を示した。

→臓器特異性が観察されない理由として、オルガノイドに直接PhIPを曝露していることによると考えられた。

小括 2

【PhIP曝露】

• gpt遺伝子の変異頻度を解析した結果、コントロールと比べAA高濃度群で優位に増加した。

• 肺オルガノイドのCYP2E1遺伝子の発現を調べたところ、肺オルガノイド自身にCYP2E1が存在し、さらに、AAの高

濃度曝露により発現が誘導されることが明らかとなった。

• 変異スペクトルを解析した結果、in vivoと同様の傾向を示した。

→オルガノイド自身の代謝酵素によりAAが代謝されることで、Ames試験では検出できない変異原性を本試

験法では観察できることがわかった。

【AA曝露】
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◆オルガノイドを用いた遺伝毒性評価系と
して適切な組み合わせについて検討

オルガノイドを用いた遺伝毒性試験の今後の展望

ヒトと齧歯類で代謝が異なる化学物質

• アクリルアミド
• 3,3'－ジクロロ－4,4'－ジアミノジフェニルメタン (MOCA)
• アミノアントラセン
• ジメチルニトロサミン

発がん標的臓器

化学物質毎に発がん性を示す
臓器が異なる


	Slide 1
	Slide 2
	Slide 3
	Slide 4
	Slide 5
	Slide 6
	Slide 7
	Slide 8
	Slide 9
	Slide 10
	Slide 11
	Slide 12
	Slide 13
	Slide 14
	Slide 15
	Slide 16
	Slide 17
	Slide 18
	Slide 19
	Slide 20
	Slide 21
	Slide 22

