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Ａ. 研究目的 
化学物質の安全性を評価するためには、発がん

性と変異原性の評価は必要不可欠である。しかし、
現行の発がん性試験法と変異原性試験法にはそれ
ぞれ問題点が存在している。標準の発がん性評価
法の問題点として、動物試験だけでも 2 年間とい
う長期的検討が必要であることと、莫大な経費お
よび多数の動物数を要するため、多くの化学物質
に対応することが困難であることなどがあげられ
る。一方、変異原性は in vitro変異原性試験によ
り決められてきたが、in vitroでの試験が臓器特
異性や代謝能を反映していないことが原因となっ
て判定結果の不確実性を生じていることも事実で
あり、化学物質の変異原性を評価するためには in 
vivo 検出系が必要であると考えられる。よって、
安全性評価に適した期間でかつ発がん性および遺
伝毒性を包括的に評価できる試験法の確立が待た
れている。そこで、本研究では、化学物質の遺伝
毒性と発がん性を包括的に検出可能な新しい中期
肝発がんリスク評価法の開発を目的とし、既知遺

伝毒性肝発がん物質を用いて、in vivo 変異原性
の検索が可能な F344 系 gpt delta ラット（以下
gpt delta ラットと略す）を用いた中期肝発がん
性試験法（伊東法）の発がん性および変異原性の
包括評価における有用性を検討する。本年度では、
遺 伝 毒 性 肝 発 が ん 物 質 で あ る
2-acetylaminofluorene (2-AAF) を 用 い て gpt 
delta ラットおよびその野生型であり、発がん性
試験に汎用されている F344 ラットにおける肝発
がん感受性を比較検討した。さらに、gpt delta
ラットにおいて in vivo 変異原性試験である gpt
アッセイと Spi-アッセイを施行し、2-AAF の変異
原性を検討した。 
 近年、大阪の印刷工場労働者において胆管がん
が多発しており、既知の胆管がん発症機序である
ウイルス感染、膵・胆管合流異常、結石や肝吸虫
による発がん機序と異なる化学物質による発がん
機序の可能性が示唆されている。現在、
dichloromethane(DCM)及び dichloropropane(DCP)
などを含む有機溶剤への高濃度・長期間曝露が胆
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管がん発症の原因として疑われている。しかし、
マウスおよびラットを用いた動物発がんモデルに
おいて DCM および DCP の化合物の胆管発がん性は
認められていない。DCM の代謝経路は，げっ歯類
およびヒトで 2 種類あることが知られている。一
つは CYP2E1 による酸化的代謝経路であり、もう一
つは GSTT1 によるグルタチオン抱合経路である。
しかし、DCM のばく露による肝臓におけるこれら
の代謝酵素の発現量の変動に関する報告はほとん
どない。DCP に関しては、P450 酵素及び GST を介
して代謝活性を受けることが示唆されたが、その
詳細に関する報告はまだなされていない。そこで、
本研究では、B6C3F1 マウス及びシリアンハムスタ
ーに DCM および DCP の短期経口投与を行い、これ
らの化学物質の肝・胆道系および代謝活性化酵素
に及ぼす影響を検討した。 
 
Ｂ. 研究方法 
１. 遺伝毒性と発がん性を包括的に検出できる
肝発がんリスク評価法の開発 
5 週齢の雄性 gpt delta ラット 30 匹および雄性

F344 ラット 20 匹（日本エスエルシー株式会社）を
用いた。実験動物納入より 7 日間は、環境に適応さ
せる期間とし、8 日目より実験を開始した。その間
の飲料水は水道水とし、基礎飼料として MF 粉末 (オ
リエンタル酵母) を使用した。動物の飼育は大阪市
立大学大学院医学研究科動物実験施設のバリヤーシ
ステムの動物室にて行い、室内の環境条件は温度 24
±2 度、湿度 50±10%、12 時間蛍光灯照明、12 時間
消灯の条件下で行った。 
実験プロトコルを図 1に示す。第 1、2、5 および

6群は gpt delta ラット 10 又は 5匹ずつ、第 3およ
び第 4群は F344 ラット 10 匹ずつ分けた。第１群か
ら第 4 群に実験開始日に dietheylnitrosamine（東
京化成、以下 DEN と略記）を 200 mg/kg の用量で単
回腹腔内投与し、2週間後より 0あるいは 50 ppm の
2-AAF 添加飼料を 6週間与えた。さらに、実験開始 3
週目に 2/3 部分肝切除を行った。第 5および 6群に
は実験開始後 2週間は基礎飼料を与え、その後 0あ
るいは 50 ppm の 2-AAF 添加飼料を 6 週間与えた。
なお、第 5および 6群には 2/3 部分肝切除を行わな
かった。 
 全動物は，一般状態を毎日観察し，週１回体重、

飲水量および摂餌量を測定した。実験開始より 8 週
間後に、全動物を麻酔下で、腹部大動脈から採血後
に脱血致死させ、屠殺・剖検を行い、肝臓を摘出し、
重量を測定した。全群において肝臓のホルマリン固
定パラフィン標本を作製し、病理組織学的検討なら
びに胎盤型 Glutathione S-transferase (GST-P)の
免疫組織化学的検討を行った。GST-P 陽性細胞巣の
個数および面積を病理標本画像解析装置 IPAP-WIN
［住化テクノサービス株式会社］を用いて計測し、
肝臓切片 1cm2当りの GST-P 陽性細胞巣（直径 0.2mm

以上）の個数および面積を算出し、定量的解析を行
った。また、gpt delta ラット群においては、点突
然変異を検出する gpt アッセイ および欠失変異を
検出する Spi-アッセイを行った。 
 gpt ア ッ セ イ で は 、 肝 臓 凍 結 組 織 か ら
RecoverEaseTM DNA Isolation Kit を用いて DNA を抽
出する。in vivo パッケージングには、Transpack 
Packaging Extract を用いて、抽出した DNA からト
ランスジーンλEG10 をファージ粒子として回収し
た。Cre 組み換え酵素を発現している大腸菌 YG6020
株の菌液に回収したファージを加え、37℃ 20min（静
置）の後、37℃ 20min（振とう）にて回収ファージ
を大腸菌 YG6020 株に感染させた。感染後の YG6020
菌液を 6-TG と chloramphenicol(Cm)を含む M9 寒天
培地にまいて 37℃で２日間培養行い、gpt 遺伝子が
不活化している変異体のコロニーを得た。また、感
染ファージ由来のプラスミドによる形質転換コロニ
ー数は 6-TG を含まない M9 寒天培地にまいて生じた
コロニー数によって求めた。突然変異数は、6-TG を
含む寒天培地にまいて生じたコロニー数から、感染
ファージ由来のプラスミドによる形質転換コロニー
数で除して算出した。 
Spi-アッセイでは、in vivo パッケージングによ

りファージを回収するまでの手法は gpt アッセイ
と同様に行った。P2 溶原菌に回収したファージを加
え、37℃ 20min（静置）により回収したファージを
P2 溶原菌に感染させた後、λトリプティケース寒天
培地にまいて 37℃で一晩培養し、Spi-変異体プラー
クを得た。また、非溶原菌に感染させ、全ファージ
が溶菌してプラーク作ることにより回収プラーク数
を求めた。突然変異体頻度は変異プラーク数を回収
ファージ数で除して算出した。 
 
２. DCM 及び DCP のマウスおよびハムスターの肝胆
道系に及ぼす影響の検討 
 被検物質として DCM(和光純薬、純度＞99.5％)、
お よ び  DCP( 和 光 純 薬 、 1,2-dichloropropane 
dichloromethane、以下 DCP と略記、純度：＞98％)
を使用した。 
 ７週齢雄性シリアンハムスター15 匹を日本エス
エルシー株式会社より購入した。７週齢雄性 B6C3F1
マウス 15 匹を日本チャールス・リバー株式会社より
購入した。マウスとハムスターとも、1 週間の馴化
飼育の後、各群 5匹ずつ 3群に分けた。被検物質投
与群にそれぞれに DCM または DCP を 500 mg/kg bw
の用量で１日１回、3 日間強制胃内投与を行った。
溶媒対照群にはコーン油（和光純薬）を投与した。
投与液量は、3ml/kg bw とし、投与直前に測定した
体重を基に算出した。全動物は，一般状態を毎日観
察し，体重、飲水量および摂餌量を測定した。実験
開始より 3 日間後に、全動物を麻酔下で、腹部大動
脈から採血後に脱血致死させ、屠殺・剖検を行い、
肝臓を摘出し、重量を測定した。全群において肝臓



 

のホルマリン固定パラフィン標本を作製し、病理組
織学的検討ならび Glutathione S-transferase 
T1(GSTT1)の免疫組織化学的検討を行った。また、マ
ウスの肝臓凍結サンプルから RNA を抽出し、
quantitative RT-PCR を用いて薬物代謝酵素である
シトクローム P450 1-4 各分子種の mRNA 発現を検討
した。 
 
４．統計学的解析 
 体重、摂餌量、臓器重量、GST-P 陽性細胞巣の個
数および面積、遺伝子の変異頻度および P450 各分子
種の発現量の平均値について F 検定による等分散検
定を行う。等分散の場合は Student's t-test 検定を
行い、不等分散の場合は Welch t-test 法による両側
検定を行う。 
 
５．倫理面への配慮 
 動物実験は大阪市立大学大学院医学研究科動物実
験施設において行われ、動物実験の開始前には実験
計画書を大阪市立大学実験動物委員会に提出し、そ
の承諾を得た上で動物実験取り扱い規約に基づき、
動物を飼育した。屠殺は動物に苦痛を与えないため
に麻酔下にて実施する。 
 
Ｃ. 研究結果 
1. 遺伝毒性と発がん性を包括的に検出できる肝
発がんリスク評価法の開発 
 
１.１ 一般状態 
実験期間中、第 1 群で 1 匹、第 3 群で 1 匹、第 4

群で 2匹、部分肝切除の影響により死亡した。2-AAF
投与に関連した一般状態への影響は認められなかっ
た。 
 
１.２．最終体重、肝臓重量および 2-AAF 摂取量 
最終体重、肝臓重量および 2-AAF 摂取量を表１に

示す。最終体重について、部分肝切除実施群(第 1～
4群)において、F344 ラットおよび gpt delta ラット
ともに対照群(第1,3群)と比較して2-AAF投与群(第
2、4 群)で有意な体重減少が認められた。しかし、
gpt delta ラット 2-AAF 単独投与群（第 6群）では、
無処置群(第 5 群)と比較して有意な変化は認められ
なかった。 
肝臓重量について評価した結果、部分肝切除実施

群において、F344 ラットおよび gpt delta ラットと
もに、対照群と比較して 2-AAF 投与群で有意な肝臓
の絶対・相対重量の増加が認められた。また、F344
ラット、gpt delta ラット間で有意な変化は認めら
れなかった。一方、gpt delta ラット 2-AAF 単独投
与群において無処置群と比較した結果、肝臓の絶
対・相対重量の増加傾向がみられた。 
実験期間中における１日あたりの平均 2-AAF 摂取

量について、ラットにおける体重当たりの 1 日平均

摂取量 (mg/kg b.w./day) は、第 2 群では 15.04  
mg 、第 4群では 13.88 mg であり、F344 ラットと gpt 
delta ラット間で 2-AFF の摂取量に有意な差はなか
った。また、第 6群(gpt delta ラット)では 16.28 mg
であった。 

 
１.３. GST-P 陽性細胞巣の定量解析 

GST-P 陽性細胞巣 (直径 0.2mm 以上) の肝臓切
片の総面積あたりの発生個数ならびに面積について
評価した結果を図 2に示す。F344 ラットおよび gpt 
delta ラットにおいて、部分肝切除実施群では対照
群と比較して、2-AAF 投与群で GST-P 陽性細胞巣の
発生個数および面積の有意な増加が認められた。ま
た gpt delta ラット、F344 ラット間で有意な差は認
められなかった。 

無処置群および 2-AAF 単独投与群(いずれも gpt 
delta ラット)では GST-P 陽性細胞巣(直径 0.2 mm 以
上)が認められなかったが、GST-P 陽性の細胞数につ
いて比較を行った結果、2-AAF 投与によって有意な
GST-P 陽性細胞の増加が認められた。 
 
１.４．gpt アッセイ 

肝臓におけるgpt遺伝子の変異体頻度を表2に示
す。部分肝切除実施群において、対照群(455.6±
111.8 ×10-6)と比較して 、2-AAF 投与群(973.1±
232.8 ×10-6) で有意な変異体頻度の増加が認めら
れた。また 2-AAF 単独投与群(11.4＋±2.8 ×10-6)
について無処置群(67.9±35.6 ×10-6)と比較した
結果、有意な変異体頻度の増加が認められた。 

 
１.５. Spi-アッセイ  

肝臓における red/gam 遺伝子の変異体頻度を表 3
に示す。部分肝切除実施群において、対照群(141.4
±39.8 ×10-6)と比較して 、2-AAF 投与群(259.4±
68.7 ×10-6) で有意な変異体頻度の増加が認めら
れた。また 2-AAF 単独投与群(9.6±5.9 ×10-6)につ
いて無処置群(79.7±22.9 ×10-6)と比較した結果、
有意な変異体頻度の増加が認められた。 
 
２ DCM および DCP のマウスおよびハムスターの肝
胆道系に及ぼす影響の検討 
２.１. 一般状態 
 最終体重、生存率、絶対および相対肝重量を表 4
に示す。マウスの DCM 投与群で死亡例は認められな
かったが、DCP 投与群で実験開始後の２日目に１例
死亡が認められた。最終体重、絶対および相対肝重
量が各投与群の間に有意な差は認められなかった。 
 ハムスターにおいて、DCP 投与群で実験開始後の
３日目に 1 例死亡が認められた。最終体重が対照群
に比較して DCM 投与群で有意な差は認められなかっ
たが、DCP 投与群で有意に低下した。絶対および相
対肝重量が各群の間に有意な差は認められなかった。 
 



 

２.２. 肝臓における病理学的所見 
 マウスにおいて、DCM 投与群で異常所見は認めら
れなかった。DCP 投与群では、5例中 4例に小葉中心
性肝細胞壊死が認められたが、胆管上皮には投与に
よる変化は認められなかった(表 5、図 3)。 
 ハムスターにおいて、DCM 投与群の異常所見は認
められなかった。DCP 投与群では、5例中全例に肝臓
の小葉中心性壊死が認められた。しかし、胆管上皮
には投与による変化は認められなかった(表 5、図 4)。 
 
２.３. 肝臓における GSTT1 の発現 
 マウスの肝細胞および胆管上皮の細胞質で
GST-T1 の発現が認められた。DCM および DCP 投与群
で対照群に比較して、GSTT1 の発現の増強は認めら
れなかった(表 5、図 5)。 
 ハムスターの肝臓においては、肝細胞の細胞質に
GSTT1 の発現が認められ、その発現が対照群に比較
して DCM 投与で変化は認められなかったが、DCP 投
与群では明らかな増強が認められた。一方、胆管上
皮細胞ではいずれの群においても GSTT1 の発現は認
められなかった(表 5、図 6)。 
  
２.４. マウス肝臓における各 P450 分子種の mRNA
発現 
 マウス肝臓における CYP1A1、CYP1A2、CYP2A4、
CYP2C29、CYP2E1、CYP3A11、CYP4A10、CYP4A14 の発
現を図 7 に示す。DCM 投与群で対照群と比較してい
ずれの P450 分子種においても、有意な差は認められ
なかった。DCP 投与群で肝細胞壊死が高頻度に認め
られたため、P450 の mRNA 発現の解析は行わなかっ
た。 
 
Ｄ. 考察 
 gpt delta ラットを用いて 2-AAF の肝発がん性を
検討した結果、ラット肝前がん病変マーカーである
GST-P 陽性細胞巣の数および面積が対照群に比較し
て 2-AAF 投与群で有意に増加し、2-AAF の肝発がん
促進作用が認められた。また、gpt アッセイと Spi-

アッセイでは対照群に比較して 2-AAF 投与群で点突
然変異頻度および欠失変異頻度の有意な増加が認め
られ、2-AAF の in vivo 変異原性が確認された。こ
れらの結果がこれまでの 2-AAF の肝発がん性および
変異原性に関する報告と一致しており、gpt delta 
ラットを用いた中期肝発がん性試験法は化学物質の
肝発がん性と in vivo 変異原性を包括的に検出でき
る発がんリスク評価法として有用であることが示唆
された。今後、本試験法の有用性をさらに検証する
ために、種々の肝発がん物質を検討する必要がある
と考えられる。 
 DCM および DCP のマウス肝・胆道系に及ぼす影響
を検討した実験で、DCM 投与群で毒性変化がみられ
なかったことに対して、同投与量の DCP 投与群では
高頻度に肝細胞壊死が認められたことから、DCM よ

り DCP の肝毒性が強いことが明らかとなった。また、
免疫組織化学染色解析により、ヒトと同様にマウス
の肝細胞および胆管上皮の細胞質に GSTT1 が発現す
ることが明らかとなった。しかし、いずれの投与群
おいても、投与による GSTT1 発現の増強および肝内
胆管上皮傷害が認められなかった。また、DCM 投与
による CYP2E1 を含める各 P450 酵素分子種の mRNA
レベルの発現上昇は認められなかった。一般的に、
DCM および DCP の代謝は、低濃度ばく露の場合は CYP
経路で行われるが、高濃度ばく露になると、CYP 経
路による代謝が飽和するため、GST 経路が活性化し、
GST 経路による代謝が行われるとされている。さら
に、GST による代謝活性化を受けた究極発がん物質
をイニシエーターとしたこの 2 物質の化学発がん機
序にかが推測される。したがって、今後、より長期
間の投与試験を行うことにより、DCP および DCM に
よる代謝酵素誘導および肝・胆管系障害の用量相関
性を明らかにする必要があると考えられる。さらに、
CYP2E1欠損マウスを用いてDCPおよびDCMの胆道系
に対する毒性を検討する必要あると考えられた。 
 ハムスターにおいて、DCM 投与群で毒性変化がみ
られなかったことに対して、同投与量の DCP 投与群
では高頻度に肝細胞壊死が認められたことから、マ
ウスと同様に DCM より DCP の肝毒性が強いことが明
らかとなった。また、免疫組織化学染色解析では、
DCP 投与群で肝細胞における GSTT1 の発現が対照群
に比較して増強されてことから、GSTT1 が DCP の代
謝に関与することが強く示唆された。一方、本試験
条件下では、DCM による GSTT1 発現の増強が認めら
れなかったため、ハムスターにおいてはGSTT1がDCM
の代謝に関与するか否かを明らかにするためには、
より長期間の投与による検討が必要と考えられる。
また、今後に CYP2E1 を含めた P450 酵素の発現を検
討する必要もあると考えられる。さらに、今回の検
討では、ヒトと異なって、ハムスターの胆管上皮細
胞には GSTT1 の発現は認められないことが判明した。
したがって、ハムスターを用いた実験で得られた
DCM および DCP の胆管発がん性に関する結果をヒト
に外挿する際に、GSTT1 の局在の違いによる影響を
考察する必要がある。 
 
Ｅ. 結論 
in vivo 変異原性の検索が可能な gpt delta ラ

ットを用いた中期肝発がん性試験では、遺伝毒性
肝発がん物質である 2-AAF の肝発がん性および変
異原性が認められたことから、本試験法が化学物
質の遺伝毒性と発がん性を包括的に検出可能な新
しい中期肝発がんリスク評価法として有用である
ことが示唆された。 
DCM および DCP のマウスおよびハムスターの

肝・胆道系に及ぼす影響を検討した実験で、マウ
スおよびハムスターにおいては、DCM より DCP の
肝毒性が強いことが明らかとなった。さらに、ヒ



 

トと異なって、ハムスターの胆管上皮細胞にはDCM
および DCP の代謝酵素である GSTT1 が発現しない
可能性が示唆された。本実験は DCM および DCP の
胆管発がんリスク評価モデルの開発に有用な基礎
データを提供できたものと考えられる。 
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