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研究成果の概要（和文）：本課題はヒトおよび実験動物の放射線応答解析をするため、in vitro実験のツールと
しての乳腺オルガノイドを開発することを目的とする。Sprague Dawleyラット雌から採取した乳腺基底細胞をセ
ルソーティングにより取得し、これをコラーゲンゲル内に包埋して培養することでin vivo乳腺様構造のオルガ
ノイドの発生を確認した。また、ヒト乳腺上皮細胞を同様に培養し、管腔構造を持つヒト乳腺オルガノイドを作
成した。フローサイトメトリーおよび免疫染色解析の結果、これらのオルガノイドは部分的にin vivo乳腺と共
通する性質をもち、これらを組織する各細胞はそれぞれ特有の放射線応答を示すことがわかった。

研究成果の概要（英文）：The objective of this project is to develop mammary organoids as a tool for 
in vitro experiments to analyze radiation response in humans and experimental animals. The 
development of organoids with in vivo mammary-like structures was confirmed by culturing these cells
 embedded in collagen gels. Human mammary epithelial cells were also cultured in the same way to 
generate human mammary organoids with luminal structures. Flow cytometry and immunostaining analysis
 revealed that these organoids partially shared characteristics with the in vivo mammary gland, and 
that each cell organizing them showed a specific radiation response.

研究分野：放射線生物学

キーワード： オルガノイド　乳腺　ラット　ヒト　幹細胞　放射線　放射線影響

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
様々な臓器を対象として動物実験による放射線影響解析が進められているが、ヒトと動物の架け橋となる研究手
法は見つかっていない。また、古くから放射線誘発がんの起源細胞
は組織幹細胞だと考えられているが、幹細胞の科学技術が進展し、放射線生物学の分野でも幹細胞操作技術を応
用した研究を展開する素地が整っている(ICRP Publication 131)。本課題はそのような背景をもとに放射線感受
性が高い臓器である乳腺からin vitro環境でin vivoに近い性質を示すオルガノイドを作成し、低線量影響研究
へ応用することでより効率的かつ迅速に放射線影響解析を行う基礎の作成を試みた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
様々な臓器を対象として動物実験による放射線影響解析が進められているが、ヒトと動物の
架け橋となる研究手法は見つかっていない。また、古くから放射線誘発がんの起源細胞は組織幹
細胞だと考えられているが、幹細胞の科学技術が進展し、放射線生物学の分野でも幹細胞操作技
術を応用した研究を展開する素地が整った(Niwa et al. ICRP Publication 131 2015)。特に、培養下
で幹細胞系を保持したまま組織を培養するオルガノイド培養技術は、様々な生命科学に応用で
きる技術である。  
低線量被ばくの研究では、放射線応答を含む反応が微小なため、有意な結果を得るために非常
に多くの検体が必要となる。そのため、大量に作製可能なオルガノイドの有用性は高い。乳がん
は、原爆被爆者集団に発生したがんの中で最もリスクが高い (Preston et al. 2007)。ラットの乳が
んはマウスのそれよりヒト乳がんに近く、放射線発がん実験に用いられてきた。ラットの乳腺オ
ルガノイドの報告例はまだない。またヒト乳腺細胞は市販されており入手しやすい実験材料で
ある。  
 
２．研究の目的 
本研究は、野生型の Sprague-Dawley (SD)ラット雌乳腺
細胞からオルガノイドを作製し、形態的特徴及び放射線応
答の特徴を生体の乳腺と比較して、実験モデルとして有用
であるかどうかを検証する。また、ヒト乳腺細胞からオル
ガノイドを作成し、放射線発がんプロセス解明のための in 
vitro実験系に応用できるかどうかを追究する。  
 
３．研究の方法 
乳腺は乳管と終末乳管小葉単位  (Terminal Ductal 

Lobular Unit, 以下 TDLU)から成り、それらは基底細胞と
内腔細胞で構成され、その周囲を間質が覆っている (図
1)。本研究ではヒト乳腺に形状的に近い性質を示す
Sprague-Dawley (SD)ラット雌の乳腺より細胞を採取し、コ
ラーゲンゲル内に包埋後 3次元培養を行って、生成したオ
ルガノイドを免疫化学染色法によって基底細胞や内腔細
胞のマーカー(サイトケラチン、CD49f等)を染色し、顕微
鏡下で観察する。また、オルガノイドの各細胞をフローサ
イトメトリーで解析し、放射線応答の定量的探索を行う。
ラット乳腺由来オルガノイド作成手法の樹立後、ヒト乳腺
細胞を購入し、同様の手法でオルガノイド作成を試みる。 

 
1. フローサイトメトリーを用いてセルソーティングし
た各種乳腺細胞を、ラットコラーゲン Iを含む EpiCult-B medium (STEMCELL Technologies) 
と氷上で素早く混合し、超低付着性 24ウェルプレートにプレーティングして 37℃、5％CO2

の条件でインキュベートし、コラーゲンをゲル化させた。1 時間後、5％FBS、組換えラッ
ト EGF、組換えラット FGF、Y-27632、forskolin、および corticosteroneを含む培地をウェル
に加え、10-14日間培養する。培養後、ゲルを 5％リン酸緩衝ホルマリンで固定し、通常の
パラフィン包埋またはホールマウント免疫蛍光染色のために処理した。 

2. ゲル中に生成したオルガノイドを回収するため、コラゲナーゼ処理を行ってゲルを溶解し、
トリプシンとディスパーゼ処理によって細胞凝集体を単一細胞に分散させた。単一になっ
たことは顕微鏡で確認した。得られた細胞の表面抗原
を CD49f、CD24などを標的とした抗体で標識し、続い
て DNA損傷マーカーの γH2AX抗体と増殖マーカーの
エチニルデオキシウリジン(EdU)によって DNA損傷量
と細胞増殖活性をフローサイトメトリーにて解析し
た。 
 

４．研究成果 
 乳腺細胞由来オルガノイドの作成 

2006 年 Stingl らはマウス乳腺細胞をセルソーティングし
て幼齢期マウスの mammary fat padに移植し、再生乳腺を作
成することで乳腺細胞のどの細胞種に乳腺幹細胞が基底細
胞中に含まれているかを明らかにした (Stingl et al. 2006)。ま
た、乳腺オルガノイドの研究は 1980年ころ他の臓器に比べ
て早くはじめられたが、当時は ExtraCellular Matrixとしてマ

図 1 乳腺組織の内部構造 (Visvader 
2012の図を改変) 

図 2 フローサイトメトリーによるラ
ット乳腺細胞の解析結果 



トリゲルではなくコラーゲンが用いられてお
り、Linnemann らはヒト乳腺細胞をコラーゲン
ゲル包埋培養することでヒト乳腺に類似した
TDLU様構造を含むオルガノイドの作成に成功
した (Linnemann et al. 2015)。このような背景か
ら、本研究ではラット乳腺基底細胞をセルソー
ティングしてコラーゲンゲルで包埋培養し、ラ
ット in vivo 乳腺に近いオルガノイドの作成を
試みた。 
ラット乳腺細胞のフローサイトメトリーに
よる結果を図 2に示す。解析の結果、得られた
乳腺細胞には典型的に基底細胞 10-20%、内腔細
胞 30-40%、間質細胞 30-40%が含まれているこ
とがわかった。このうち基底細胞と間質細胞の
画分をセルソーティングによってチューブに
分取し、一定比率でコラーゲンゲルに包埋して
培養したところ、図 3、4に示す直径 1mm大の
TDLU 様構造を含むオルガノイドが検出され
た。オルガノイドの発生割合は間質細胞と共培
養しなかった場合は 1%程度に留まったが、間
質細胞の割合を増やすと 10%程度まで増加を示
した (図 5)。このことから、乳腺幹細胞は乳腺
細胞中に 1-2%の割合で存在していると考えら
れた。また、マクロファージやリンパ球などの
血球、および脂肪細胞等はラット乳腺の細胞分
散およびフローサイトメトリーによる画分によ
って除外されているため (Kudo et al. 2020)、こ
のことは間質細胞中に主に含まれる線維芽細胞
が乳腺幹細胞の組織化に関与しているとする
Zhao らの主張に一致するものであり (Zhao et 
al. Science 2017)、さらに RTPCRによって Zhao
らが主張する Gli2 発現が間質細胞に認められ
たことから、この結果は線維芽細胞が乳腺幹細
胞のニッチを形成することを示唆していると考
えられた。この結果は研究代表者が Zhao らの報
告から着想した独創的な成果であり、報文として
Kudo et al. 2020に掲載した。 
 ラット乳腺細胞由来オルガノイドの作成手法
を確立したあと、基底細胞様の性質を示すヒト乳
腺細胞を ThermoFisher Scientific より購入し、同
様にしてコラーゲンゲル包埋培養を行った。その
結果、図 6 に示す TDLU 様構造をもつオルガノ
イドの発生を確認した。この構造物は明瞭な管腔
構造を形成し、管腔外側に強い CD49fおよび p63

の発現を示し、in vivo 乳腺と同じ性質を示し
た。しかし in vivo乳腺に特有の内腔細胞の発
生が認められず単層構造を示した。このこと
は内腔細胞の発生には特有の条件が必要であ
ることを示唆している。本実験ではエストロ
ゲン・プロゲステロンといった乳腺に影響あ
るホルモンを使用しなかったが、前立腺オル
ガノイド研究などで見るように、ホルモンが
内腔細胞の発生に必要かもしれない。 
このように内腔細胞の発生やミルク産生能
のような臓器特異的な性質についての課題は
残るものの、本研究によってラットおよびヒ
ト乳腺幹細胞を繊維芽細胞分泌物で刺激する
ことで組織化を促し、in vivo 乳腺に類似した
TDLU および管腔構造を再現する一定の成果
が得られた。 

図 3 乳腺基底細胞を培養した後、カーミン染色でコ
ラーゲンゲル全体を観察した 

図 4 ラット乳腺基底細胞と間質細胞をコラーゲンゲ
ル中で共培養したところ、TDLU様構造をもつオル
ガノイドの発生が確認された。1. 明視野像, 2. カー
ミン染色像, 3. CK14/DAPI染色, 4. CD49f/DAPI染
色。Scale bar : 50μm 

図 5 ラット乳腺基底細胞を 100細胞に対し、乳腺
間質細胞の混入数に比例してオルガノイドの発生割
合は増加した。データは 3回実験の平均値±SE。 

図 6 ヒト乳腺由来細胞から作成したオルガノイド
例。(a) 明視野像と HE染色像、(b) 免疫蛍光染色。
Kudo et al. 2022より抜粋 



 
 フローサイトメトリーによる乳腺オルガノイドの解析 
 コラーゲンゲル中に生成したラット乳腺オルガ
ノイドをコラゲナーゼ処理によって摘出し、これを
トリプシンで細胞分散してシングルセルを得た。こ
れを図 2と同様に CD49fと CD24の標識抗体で染色
し、フローサイトメトリーで解析したところ、図 7
の結果が得られた。プロットからオルガノイドには
基底細胞画分が 20-30%、間質細胞画分が 40%、その
ほか内腔細胞に高発現する CD24 陽性画分 
(Unknown、CD24+)が 30%程度含まれていることが
わかった。オルガノイドの培養はあらかじめ基底細
胞と間質細胞を共培養しているので、両細胞の性質
を示す画分ができることは自明だが、CD24 陽性画
分の発生は乳腺幹細胞が内腔様細胞に分化したこ
とを示唆していると考えられる。また、間質細胞も
本来は CD49fに対して陰性だが、培養後は若干の陽
性反応を示している。このような結果は一部の間質細胞が培養中に通常とは異なる状態に変化
していることを示している。 
 また、γ線 2Gyを照射したラット乳腺オルガノイドに γH2AX 抗体を処理して DNA損傷を定
量したところ、図 8 の結果が得られ、基底細胞画分よりも間質細胞画分および CD24+において
γH2AX 陽性率が高いことがわかった。ラット乳腺においても放射線照射後の γH2AX 陽性頻度
は基底細胞より内腔細胞で顕著に高い (Kudo et al. 2020)。さらに、照射後のオルガノイドに EdU
処理をして各画分の細胞増殖活性を評価したところ、CD24+では基底細胞に比べて細胞増殖活性
が顕著に低いことがわかった (図 9)。基底細胞の細胞増殖活性は内腔細胞よりも高く、このこと
は CD24+が内腔細胞に関係する画分であることを示唆している。今後は RNA-seqなどを行って
in vivo乳腺細胞との比較を行っていきたいと考えている。 
 結論として、本研究は放射線影響研究におけるスクリーニング手法の開発のため、ラット乳腺
細胞より in vitro環境でオルガノイドを作成し、放射線応答解析の是非について議論した。本研
究によって乳腺細胞から幹細胞を抽出し、そこからある程度 in vivo 乳腺に近い構造をもったオ
ルガノイドを発生させることができ、さらにフローサイトメトリー解析によって画分によって
異なる放射線応答を示すことが確認された。今後は内腔細胞の発生や臓器特異的機能の確認と
いった問題に対応するため、エストロゲン等ホルモンを添加した培養法の確立、各画分の RNA-
seq解析などによる評価を行って、より in vivoに近い乳腺オルガノイドの確立に取り組んでいき
たい。 
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