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Ａ．研究目的 
 本研究で、短・中期発がん予測バイオアッセイ系を
開発し、そのガイドライン設定の方向性への提唱が目
的である。既にヨーロッパ・ユーロ圏の諸国での研究
施設では、特に化粧品関連物質に関しては、法的に動
物実験系ができなくなるため、代替実験法の開発が急
がれ、最近では動物愛護の観点から動物発がん性か
ら培養細胞を利用する代替法が開発されつつある。
しかし、培養細胞の性質から生体での変化を確認す 

 
ることはなかなか困難である。そのため、特に発がん 
性に関しては，動物モデルでの評価法は未だに必要不 
可欠であると考えられる。しかし、国際的に動物試験
に対する３Ｒ（代替法活用、使用数削減、苦痛軽減） 
の原則は、動物系実験を肯定的に考えている研究者で
さえ、当然の考慮として受け入れられている。この現
状のためにも、腫瘍形成を正確に判定し得る病理組織
学的な評価を基とした短・中期発がん性試験としての
バイオアッセイ系の開発が望まれる。なお，ヒトの場
合においては各臓器のがんの早期発見がその治療と予
後に重要な関与があることは周知の事実である。実際、
ヒトにおける生検標本での病理診断技術の発達は、胃
や膀胱等内視鏡的にも病変を認めない場合でも、ラン
ダム生検により、病理組織学的に異型細胞の存在は重
要な診断価値があり、その後の精査の対象となってい
る。しかるに、未知物質の発がん性試験には長期動物
実験による肉眼的な腫瘍形成を指標としており、その
観察される腫瘤の病理組織学的な検索はあくまでも腫
瘍の確定するためのものであった。一方，動物実験に
おいても従前より前がん病変として種々の早期に発現
する病巣の研究がなされてきた。それら早期病変に関
する多くの研究は腫瘍発生機序の視点でのものであっ
た。このため、本研究では、前がん病変とされてきた
もののうち、病理組織学的に腫瘍の可能性を有すると
認識できるものは、その肉眼的な腫瘍形成状況に関わ
らず、腫瘍として認める発がん性試験法の開発を目指
すことにした。 
 
Ｂ．研究方法 
 以下のように、主に臓器別に中・短期バイオアッセ
イ系の確立と新規 in vitro 発がん性予測試験を実施し
た。 

研究要旨 
 化学物質は毎年新規に開発され、その一部は Ames 試験等の変異原試験陽性が含まれ、ヒトに対する発が
んへの安全性の確認が必要である。そのため、発がん試験には動物による長期実験試験を要するが、最近で
は動物愛護の観点から動物発がん性から培養細胞を利用する代替法が開発されつつある。しかし、培養細胞
の性質から生体での変化を，特に発がん性を確認することはなかなか困難である。本研究では発がん性を検
証するために，ヒトにおいて日常的に利用され，がんとして認識する病理組織学的な診断を動物系での中・
短期のバイオアッセイ系に出現する早期病変に適応することで、中・短期の発がん試験としての代替法を開
発することを目的とした。今回，中期発がん試験として既に利用される肝臓での伊東法に加えて，大腸と肺
臓で早期の腫瘍性病変を特定できる可能性を示すことができた。他の臓器(胃，膀胱，前立腺)でも早期病巣
特定のためマーカーの検索が行われ，DNA 損傷依存的ヒストン修飾酵素γ-H2AX が候補として考えられた。加
えて，新規のマーカー解析への足がかりとなる in vitro 解析も遂行され，発がん試験法における組織学的
検索への利用の足がかりができた。 



 

1) 中・短期バイオアッセイ系 
① 大腸 
（ア）前がん病変の組織学的検索 

4週齢のF344ラットに対し、発癌剤azoxymethane 
(AOM;15 mg/kg体重)を投与して大腸発癌を誘発し、5、
7、10週でと殺を行い、大腸粘膜表面における前がん病
変に関して検討した。メチレンブルー染色によってACF
ないしアルシアンブルー染色で粘液涸渇巣 mucin- 
depleted foci(MDF)を個々に観察し、その後、大腸粘
膜に対し水平に薄切したパラフィン包埋組織標本を作
製した。大腸粘膜組織標本をHE染色で確認した後、ス
ライドガラスデジタル化装置(バーチャルスライド)に
より組織標本画像をデータベース化し、インターネッ
トでの観察・閲覧可能の状態を構築した。このバーチ
ャルスライド組織標本を本研究班の病理医に依頼診断
してもらい、回答をアンケート形式で募った。 
（イ）前がん病変を構成する細胞起源検索 
タモキシフェン(TAM)投与により Lgr5 とβ- 

galactosidaseを共発現する Lgr5-GFP-IRES-creERT2 
knock-in; Rosa26-LacZ reporter mice に対し、AOM
および TAM をそれぞれ皮下と腹腔内へ同時投与した。
前癌病変の発生を促進するため、投与 1 週間後より
1.5%のデキストラン硫酸ナトリウムを 1 週間飲水投
与した。実験開始 5週間後に犠牲死させ、大腸を摘出
し、病理組織標本を作製した。粘膜内病変に X-gal
染色、HE 染色を行い、染色性と染色パターンを評価
した。 
（ウ）二次胆汁酸によるマウス大腸発がん促進効果の
検討 
8週齢の雄性C57BL6マウスに対しAOM (10 mg/kg 体

重)を 1回/週、4週腹腔内投与し、終了 1週間後から
それぞれ 0.04, 0.2, 0.5%の濃度でデオキシコール酸
を混餌投与した。混餌開始後 2週間で一部マウスの大
腸粘膜を採取し、NF-kB 関連遺伝子の発現解析を行っ
た。実験開始後 24 週で残るマウスの大腸を摘出し、
中遠位大腸は粘膜面に対し en face の病理組織標本
を作成して網羅的に大腸前癌病変を評価した。盲腸隆
起性病変は粘膜面に垂直な病理標本を作製し、ki-67, 
β-catenin の免疫染色を行った。 
（エ）大腸陰窩の分離腺管を利用した遺伝子発現 
正常マウスに X 線照射した後の大腸陰窩における

遺伝子発現変化をモデルに用いた。大腸陰窩を 30mM 
EDTA in Hanks’ Balance solution にて腺管分離を
行い、PAXgene Tissue container(QIAGEN)を用いて、
分離腺管の固定を行い、実体顕微鏡下に、陰窩を腺底
部から腺開口部まで領域ごとに 3 分割して、PAXgene 
RNA kit(QIAGEN)を用いて、total RNA の抽出を行っ
た。GAPDH を内部標準として、p21、p53、β-catenin、
cyclin D1 の遺伝子発現を定量 RT-PCR 法により検討
した。Quantitect SYBR Green RT-PCR kit を用い
Rotor-GeneQ(QIAGEN)を使って定量的に、RT-PCR を行
った。加えて、X線照射に対して発現量が増加あるい
は減少するタンパクの同定を試みた。大腸分離腺管か
ら蛋白質を抽出し、得られた可溶化蛋白質を二次元電
気泳動法により分離し、非照射群と照射群で比較した。
発現量に差異のあるスポットを、MALDI-TOF/TOF タン

デム質量分析計によって解析した。同定されたタンパ
クについて、Western blotting 法および免疫組織化
学により発現変動と発現部位を検討した。 
 
 
 

（オ）大腸前がん病変標本からの組織学的な検索方法
の開発 
本前がん病変の組織学的検索のための方法の標準

化を目指して，標本作製方法における固定条件・薄切
方法等に関して検討した。具体的には固定条件として，
ガラス棒挿入法とホルマリン液充填法(それぞれ 5, 
15, 20, 30 ml 充填別)での薄切標本での進展度を比
較した。 

② 胃 
5 週齢オス C57BL/6 マウスに 120 ppm N-methyl- 

N-nitrosourea 投与(MNU 群)し、H. pylori 感染(Hp)
群、10%食塩食(NaCl)群、それらの複合群を設け実験
第 40 週でと殺した。MNU 群、MNU＋Hp 群、MNU＋NaCl
群、および MNU＋Hp＋NaCl 群において発生した腺癌に
ついて、γ-H2AX の発現を免疫組織学的に検討した。
腫瘍内での発現の割合に応じてスコアリングした
（Score: 0=0-5%、1=6-33%、2=34-66%、3=67-100%）。
ヒト胃腫瘍においてもγ-H2AXの発現を4段階にスコ
アリングし、胃型（MUC5AC あるいは MUC6 陽性）・腸
型（MUC2 あるいは CD10 陽性）・胃腸混合型（胃型、
腸型マーカーのいずれも陽性）・ヌル型（胃型、腸型
マーカーのいずれも陰性）の形質発現との関係を検討
した。 

③ 肝臓 
(実験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 
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）において、発がん性およ
び変異原性の包括評価における有用性を評価した。具
体的に、遺伝毒性肝発がん物質である2-AAFを用いて、
その肝発がん修飾作用、及び gpt アッセイおよび Spi-

アッセイにより in vivo変異原性を検討した。 
(実験２)ジクロロメタンおよびジクロロプロパンの
肝胆道系に及ぼす影響の検討 
近年、大阪の印刷工場従業員において胆管がんが多

発しており、dichloromethane(DCM)及び dichloro- 
propane(DCP)などを含む有機溶剤への高濃度・長期間
曝露が胆管がん発症の原因として疑われている。本研
究では、8 週齢雄性 B6C3F1 マウス及び 8 週齢雄性シ
リアンハムスターに DCM 及び DCP を 500 mg/kg BW の
用量で１日１回、３日間強制胃内投与と，DCP での 125
ないし 2500 mg/kg BW の用量で 4週間強制胃内投与を
行い、これらの化学物質の肝胆道系に及ぼす影響を検
討した。 

（実験３）DCP の肝胆道系および肝薬物代謝酵素への影
響の検討 
B6C3F1 マウスおよびシリアンハムスターに対し、

125 ないし 250 mg/kg BW の用量で、5 回/週、4 週間
強制胃内投与を行い、病理組織学的検討ならびCYP2E1、



 

GST-T1、Ki-67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 スーパーファミリー 1-4 各分子
種の mRNA 発現を検討した。その中で変動が認められ
た CYP1A1 および CYP2A4 については、ハムスターおよ
びマウスの肝臓凍結サンプルからタンパク質を抽出
し、Western blot 法を用いてその発現量を検討した。 

④ 肺臓 
（実験１）NNK 誘発 A/J 雌マウス肺腫瘍（腺系腫瘍、
16 週）及び N-nitroso-tris-chloroethylurea (NTCU)
誘発 A/J 雌マウス肺扁平上皮異形成（20 週）、DHPN
誘発 F344 雄ラット肺腫瘍（腺系腫瘍、30 週）の固定
標本を用い、SP-C(sc-1379, Santa Cruz, CA, USA、
1:50)および Clara cell secretory protein（CCSP, 
CC10）（sc-9773, Santa Cruz, CA, USA、1:2000）に
ついて二重免疫染色を行い評価しした。 
（実験２）DHPN誘発F344雄ラット肺腫瘍（腺系腫瘍、
30 週）の固定標本を用い、Cyclin D1、Napsin A、p27、
TTF-1、Ki-67、Cytokeratin (CK) 7、CK 20、CK 34
βE12、CK 5/6、SP-A、p53、EGF-R、ERα、PR、CEA、
p16、PCNA、chromogranin A および synaptophysin に
ついて免疫染色を行い評価した。 
（実験３）DHPN 誘発 F344 雄ラット肺腫瘍（過形成、
腺系腫瘍、12 週および 30 週）および NNK 誘発 F344
雄ラット肺過形成病変（12週および 30 週、 NNK 単独
群 30 週では病巣がほぼ見られないので、NNK 投与後
に 2mg quartz 微粒子/0.2ml 生理的食塩水の懸濁液を
気管内投与した NNK+quartz 群について検討した）の
固定標本を用い、Cyclin D1、Napsin A、p27、TTF-1
および ERαについて免疫染色を行い評価した。 
（実験４）微粒子の気管内投与後 28 日後の F344 雄ラ
ット肺の固定標本を用い、Napsin A について免疫染
色を行い評価した。微粒子は quartz、NiO および CuO
の３種類であり、いずれも 2mg/0.2ml 生食の用量で被
験微粒子を気管内投与した。 
（実験５）DHPN誘発F344雄ラット肺腫瘍（腺系腫瘍、
30 週）及び quartz 誘発 F344 雄ラット肺（炎症性変
化、28 日目）の固定標本を用いて、SP-A, B, C, D
についてそれぞれ免疫染色を行った。 

⑤ 膀胱 
6 週齢の雄 F344 ラットに、0.05% N-butyl-N- 

(4-hydroxybutyl) nitrosamine（BBN）、2% 2,2-bis 
(bromomethyl)-1,3-propanediol（BMP）、1.8% 2-nitro 
anisole（2-NA）、0.1% phenethyl isothiocyanate 
（PEITC）、3%メラミン、または 3%ウラシルを 4 週間
混餌（BBN のみ飲水）投与した。各群 10 匹を用い、
投与終了時に5匹、2週間の休薬後に5匹を解剖した。
膀胱を採材し、尿路上皮での-H2AX の発現を免疫組
織化学的に検索した。 

⑥ 前立腺 
６週齢 F344 雄ラットに、前立腺発がん物質である

N-Methyl-N-nitrosourea(MNU)、N-Nitrosobis-(2-oxo 
-propyl)amine (BOP)、前立腺以外の臓器に対する発
がん物質として Dimethylnitrosamine (DMN)(標的臓
器：肝、腎)、2-Amino-3,8-dimethyl- imidazo[4,5-f] 

quinoxaline(MeIQx)(標的臓器：肝)、1,2-Dimethyl 
hydrazine (DMH)(標的臓器：大腸)、7,12-Dimethyl 
benz[a]anthracene(DMBA)(標的臓器：乳腺)を単回投
与した。投与経路は、それぞれ皮下投与（BOP、DMH）、
胃内投与（MeIQx、DMBA）もしくは腹腔内投与（MNU、
DMN）を用いた。投与 2 日後に前立腺、肝、腎、大腸
を摘出し、ホルマリン固定および一部は凍結組織を採
取した。免疫組織染色を行い、γ-H2AX, HMGB2 およ
び Ki-67 の標識率を検討した。 

 
2) 新規 in vitro 発がん性予測試験 
① 網羅的な DNA 付加体解析法 
最近、ジクロロメタン(DCM)やジクロロプロパン

(DCP)等のハロゲン系炭化水素は職業性胆管がんの原
因物質の可能性が示唆されているが、これらハロゲン
系炭化水素と印刷業者で多発するヒト胆道がんとの
関係は未だ良くわかっていない。本研究では、遺伝子
変異の基となる、ハロゲン系炭化水素由来の DNA 付加
体の解析を試みた。ハロゲン系炭化水素はグルタチオ
ン-S-転移酵素(GSTT1)により GSH が付加されること
で活性化体となり DNA を修飾し、DNA-アルキル-GSH
付加体を形成すると報告されている。そこで、DCM 及
び DCP のバイオマーカー探索のため、肝臓 DNA 中のハ
ロゲン系炭化水素由来のDNA付加体をLC-TOF-MSを用
いた網羅的解析法（アダクトーム法）により検討した。 
ア) マウスへの被検物質投与と DNA 調整 
雄性 B6C3F1 マウス（８週齢）に DCM を 500 ppm 

の濃度で 3回連続胃内強制投与を行なった。コントロ
ール及び被検物質投与同鵜物の肝臓からDNAを抽出し
た後、消化酵素でヌクレオシドレベルまで分解し、
LC-ESI-MS/MS (Quattro Ultima Pt)に供した。 
イ）in vitro 系における DNA-アルキル-GSH 付加体
生成の検討 
LC-ESI-MS/MS による分析条件の確立のため、ジク 

ロロメタン由来の DNA 付加体の標準品を化学合成し、
これら付加体がハロゲン系炭化水素とGSHの共存下で
GSTT1-1 の作用により生成するかについて検討し、既
報の DNA-アルキル-GSH 付加体以外の未報告の DNA 付
加体の生成について、LC-TOF-MS を用いた網羅的解析
法（アダクトーム法）により検討した。 

    
② ヒストン修飾を指標とした解析法 

4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon
e(NNK)作用後のヒストン修飾を、H2AX(Ser139)、H3
リン酸化(Ser10, Ser28)、アセチル化(global, Lys9, 
Lys14)に焦点を絞り検討した。 

 
3) 多施設共同システム構築 

分担者ごとに動物実験の対象臓器以外の臓器に関
して、他施設で研究対象にする臓器を一定の固定・保
存状態をするための共通プロトコールを班会議等で
議論を開始した。 

  
（倫理面への配慮） 
 全ての分担者の動物施設においての規程に基づいて、
実験計画の許可とともに、遺伝子を利用する場合はそ



 

れぞれの施設での組み換えDNA実験委員会の許可を得、
厳正に動物愛護と倫理面を配慮した実験を施行した。
また、ヒト検体を検討する場合は、インフォームド・
コンセントの得られた検体を用い、個人情報が特定で
きないような配慮をした。 

 
Ｃ．研究結果 
1) 中・短期バイオアッセイ系 
① 大腸 
（ア）前がん病変の組織学的検索 

5週目の採取標本において、大腸粘膜表面の観察 
にてACFの出現を確認し、同じ領域での組織標本の回
答結果は図1に示すように，腫瘍性（腺腫）47.4%、過
形成病変26.7％、炎症性病変21.1％、病変特定不可
15.8％であった。MDFでは、腫瘍性（腺腫）20%、過形
成病変33.3％、炎症性病変20％、病変特定不可26.3％
であった。7週目の採材標本において、ACFでは腫瘍性
（腺腫）12.5％、過形成病変75％、炎症性病変12.5％
であった。MDFでは、腫瘍性（腺腫）38.5%、過形成病
変46.2％、炎症性病変0％であった。10週目の採材標
本において、ACFでは腫瘍性（腺腫）54.5%、過形成病
変18.1％、炎症性病変9％、病変特定不可18.1%であっ
た。MDFでは、腫瘍性（腺腫）77.7%、腫瘍性（癌腫）
16.6％、過形成病変5.5％、炎症性病変0％であった。
結果として、前がん性病変と考えられているACFやMDF
でも早期腫瘍性病変として病理組織診断が可能であ
ると考えられた。特に10週のMDFの判定では、腫瘍性
と診断される一致率が90%を越えており、発がん性試
験のバイオマーカーとして利用できると考えられた。 
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（イ）前がん病変を構成する細胞起源検索 
LacZ を発現するマウス大腸microadenomaの出現

を確認した。LacZ は microadenoma を構成するすべ
ての細胞に発現していた。 

（ウ）二次胆汁酸によるマウス大腸発がん促進効果の
検討 
0.04, 0.2, 0.5%摂取群の腫瘍性病変発生率（処置

マウス中の罹患マウスの割合）、大腸あたりの  mi
croadenoma数、adenocarcinoma数はそれぞれ80%, 1.
7±1.5, 0; 70%, 1.8±2.1, 0.1±0.3; 100%, 6.2
±1.4, 0.7±1.1であり、AOM単独群の60%, 0.7±0.
7, 0と比較してmicroadenoma数、adenocarcinoma数

が0.5%摂取群において有意に増加していた(P<0.01,
 0.05)。また、デオキシコール酸摂取により、盲腸
に隆起性病変の発生が見られ、いずれの病変もβ-c
ateninの胞体内蓄積や核内移行も観察されなかった
が、Ki-67陽性細胞が管状腺管の高位にまで見られ、
構造異型から腺腫、腺癌に分類される病変との結論
に至った。盲腸隆起性病変は0.2, 0.5%摂取群にのみ
見られ、デオキシコール酸単独でも腫瘍の発生が見
られたが、AOMの投与により腫瘍は有意に増加した(P
<0.05)。デオキシコール酸摂取により遠位大腸粘膜
のNF-kB関連遺伝子に変化が見られたが有意ではな
かった。 

（エ）大腸陰窩の分離腺管を利用した遺伝子発現 
１腺管あるいは腺底部部分１、３、10個を用いて、

内部標準に用いるGAPDHと発現変動が期待されるp21
に関して定量的にRT-PCRを行った。その結果、腺管
あるいは腺底部いずれを用いた場合でもGAPDH,p21
のいずれもほぼ定量的な結果が得られた。P21mRNA
は、腺開口部では恒常的に発現していた。腺底部で
は、正常では低値であったが、X線照射と共に15倍程
度に発現が上昇した。p53とCyclin D1は、腺底部に
高値で、腺開口部では低値であった。β-cateninレ
ベルはほぼ一定であった。β-cateninレベルはほぼ
一定であった。二次元電気泳動によって発現量の上
昇するタンパクと減少するタンパクが確認され、We
stern blottingにより、発現変動を確認したところ、
ERM(Ezrin/Radixin/Moesin)および活性型photo-ERM
の経時的な上昇、high mobility group protein bo
x 1(HMGB1)の経時的な減少が確認された。ERMに関し
て、免疫組織化学的に検討したところ、大腸、小腸
上皮細胞の核に集積する像が得られた。 

（オ）大腸前がん病変標本からの組織学的な検索方法
の開発 

ラット大腸固定法について、ガラス棒法では、腸
管壁を強制的に伸展した結果、腸管壁の断裂が生じ
易く、病変の評価を十分に行うことが困難であった。
ホルマリン充填法では、15ml 充填した検体が評価を
行うのに適切であると判定された(図２)。 
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② 胃 

マウス腫瘍では、それぞれのスコアの平均値±SE
は、MNU 群 0.80±0.20 に対して、MNU＋Hp 群、MNU
＋NaCl群、およびMNU＋Hp＋NaCl群では、それぞれ、
2.00±0.71、1.80±0.49、2.20±0.37 といずれも上
昇傾向にあった（Kruskal-Wallis test, P=0.15）。
ヒト胃癌では、胃型＋胃腸混合型では、γ-H2AX の
score 1+2、score 3 が 10 例、0 例に対して、腸型



 

＋ヌル型では、10 例、5 例と後者でγ-H2AX 強発現
症例が増加する傾向が見られた（Fisher’s exact 
test, P=0.06）。マウス胃癌では H. pylori 感染と
それによる炎症によって、ヒト胃癌では H. pylori
長期感染に伴う胃型形質の欠失に伴ってγ-H2AX 発
現が増加する傾向が見られた。 

③ 肝臓 
(実験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 
 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を検討した結果、2-AAF 投与群
で有意に増加が見られ、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、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in vitro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考えられた。 
(実験２)ジクロロメタンおよび 1,2-ジクロロプロ
パンの肝胆道系に及ぼす影響の検討 
 マウスを用いた 3 日間投与試験において、DCP 投
与群にのみ、肝臓の小葉中心性壊死が高率に認めら
れたが、DCP および DCM のいずれの投与群において
も、胆管上皮傷害は認められなかった。DCM の代謝
酵素である GST-T1 の免疫組織化学解析の結果、対
照群マウスの肝細胞および胆管上皮細胞の細胞質
で GST-T1 の発現が認められたが、DCM 投与群におけ
る発現増強は認められなかった。4 週間の DCP 投与
群においても GST-T1 発現のやや低下を認めたが，
発現増強は認められなかった。 
 ハムスターを用いた投与試験において、DCP 投与
群にのみ、肝臓の小葉中心性壊死が全例認められた
が、DCP および DCM のいずれの投与群においても、
胆管上皮傷害は認められなかった。GST-T1 の発現に
ついて、胆管上皮細胞では、投与の有無による変化
は認められなかったが、肝細胞では、DCP 投与群に
おいてのみ明らかな増強が認められた。 
(実験３) DCPの肝胆道系および肝薬物代謝酵素への
影響の検討 
ア）肝臓における病理学的所見 
マウスとハムスターとともに、DCP 125 および 250 

mg/kg BW投与群の全例にびまん性に脂肪変性が認め
られた。 
イ）マウス肝臓における薬物代謝酵素の発現 
対照群の小葉中心部肝細胞に CYP2E1 の発現を認

めたが、125 および 250 mg/kg BW 投与群において
発現増強が認められなかった。昨年度の実験におい
て、DCP 500 mg/kg BW を投与した肝臓についても検
討したところ、肝細胞壊死領域と CYP2E1 陽性領域
が一致していることが見出された。 
 GST-T1 の発現が対照群の小葉中心部の肝細胞に
認められ、125 および 250 mg/kg BW 投与群で減少
が見られた。胆管上皮細胞においても GST-T1 の発

現を認めたが、DCP 投与量による発現変化は認めら
れなかった。 
 肝における P450 スーパーファミリー 1-4 各分
子種の mRNA 発現量を検討した結果、CYP2A4 および
CYP4A14 の発現量が 125 および 250 mg/kg BW 投与
群で、CYP1A1 が 250 mg/kg BW 投与群で有意に増加
した。一方、CYP2C29 および CYP3A11 が両 DCP 投与
群で有意に減少した。なお、CYP1A2、CYP1B1、CYP2B10、
CYP2E1およびCYP4A10が対照群とDCP投与群の間に
有意な差は認められなかった。さらに、CYP1A1 およ
び CYP2A4 について、タンパク質の発現量を検討し
た結果、CYP2A4 の発現量が 125 および 250 mg/kg BW
投与群で増加したことが確認された。一方、CYP1A1
について、DCP 投与による発現量の変化は認められ
なかった。 
ウ）ハムスター肝臓における薬物代謝酵素の発現 
 免疫組織化学的検討では、小葉中心部の肝細胞に
CYP2E1 の発現が認められ、その発現が対照群に比較
して 125 mg/kg BW 投与群で変化は認められなかっ
たが、250 mg/kg BW 投与群では明らかな増強が認め
られた。 
さらに、昨年度の実験で得られたDCP 500 mg/kg BW

を投与したハムスターの肝臓について検討したと
ころ、マウスと同様に肝細胞壊死が CYP2E1 陽性領
域内に起こっていることを見出した。 
 GST-T1 が対照群の肝小葉全体に発現が認められ、
小葉中心部で周辺部より高い発現を示した。GST-T1
の発現が 125 mg/kg BW 投与群で対照群に比較して
小葉中心部で軽度に減少したが、小葉周辺部では軽
度に増加した。さらに、250 mg/kg BW 投与群におい
て、GST-T1 の発現が小葉中心部で認められなかった
が、小葉周辺部では顕著に増加した。 
 一方、胆管上皮細胞ではいずれの群においても
CYP2E1 および GST-T1 の発現は認められなかった。 
 さらに、マウスの肝臓で DCP 投与により mRNA 発
現の増加が認められたCYP1A1および CYP2A4につい
て、Western blot 法を用いて検討した結果、CYP2A4
の発現量が対照群に比較して 125 および 250 mg/kg 
BW 投与群で増加した。一方、CYP1A1 の発現量には
DCP 投与による変化は認められなかった(図３)。 

④ 肺臓 
（実験１）NNK 誘発 A/J 雌マウス肺および DHPN 誘発
F344 雄ラット肺ではいずれも肺胞上皮過形成病変、
腺腫、腺癌が見られた。DHPN 誘発 F344 雄ラット肺
では腺癌の結節の一部に扁平上皮化生が見られた。
マウスおよびラットともに、肺胞上皮過形成性病変、
腺腫、腺癌のいずれも SP-C に強く陽性を示した。
肺胞上皮過形成性病変および腺系腫瘍部に CCSP の
発現は見られなかった。一方、NTCU 誘発 A/J 雌マウ
ス扁平上皮異形成、および DHPN 誘発 F344 雄ラット
肺腺癌中の扁平上皮化生成分ではいずれも CCSP に
陽性を示していた。 
（実験２）DHPN 誘発の肺過形成病変および腺腫に関
して、良好に染色された抗体は、Cyclin D1、Napsin 
A、p27、TTF-1、ERα、CK 34βE12 および CK 5/6 の
７種類であった。このうち、 CK 34βE12 および CK 



 

5/6 に関しては扁平上皮化生を示す部分に陽性像を
示していた。しかし、これらは、過形成病変の鑑別
には適さないと判断した。以上より、Cyclin D1、
Napsin A、p27、TTF-1 および ERαが、さらに詳細
な検討を行うべきマーカーの候補として挙がった。 
（実験３）NNK および DHPN 誘発 F344 雄ラット肺病
変に対して、Cyclin D1、Napsin A、p27、TTF-1、
ERαのいずれも病変部が良好に染色された。一方で、
DHPN誘発過形成病変とNNK誘発過形成病変を比較す
ると、その発現に差が見られたのは Napsin A およ
び TTF-1 であった。いずれも、DHPN 誘発過形成病変
においては、肺胞壁を構成する細胞に強く発現を示
したが、 NNK 誘発過形成性病変では肺胞壁の細胞の
発現は乏しく、肺胞内マクロファージ等の肺胞内の
成分では発現が見られた。また、Napsin A は TTF-1
と比べて染色性が良好であった。以上から、Napsin 
A のラットの肺胞壁内細胞への高発現は malignant 
potential を示唆すると考えられた(図３)。実験３
におけるその他の所見は以下の通りである。Napsin 
A は腫瘍において、悪性度が高いと発現が低下して
いた。 一方で、ERαは悪性度が上昇すると発現が
上昇する傾向が見られた。TTF-1 は悪性度の違いに
よる発現の変化は見られなかった。 
 
図３ 

 
（実験４）炎症により発生する過形成病変は、発癌
物質によって誘発される過形成と比べて腫瘍化す
る可能性は低いと推測される。この炎症性過形成に
ついて、Napsin A の肺胞壁内細胞への発現が乏しい
のか検討を行った。Quartz、NiO および CuO を F344
雄ラットに気管内投与すると、28 日目には肺に炎症
性過形成病変が認められる。Napsin A はこれらの部
に実験３でのNNK誘発過形成性病変とほぼ同様の染

色性を示した。すなわち、肺胞壁内細胞への発現は
乏しく、肺胞内マクロファージ等の肺胞内成分への
高発現が認められた。 
（実験５）SP-A と Dは比較的類似した染色性を示し
た。炎症における肺胞内粘液に強く発現を認めた
（SP-A、Dは肺胞免疫に関与している）。肺増殖性病
変においては、最もSP-Cの発現が強く認められた。
臨床上、SP-A はヒトでの肺癌血清マーカーとして利
用されているが、今回のラットにおける増殖性病変
での発現は低かった。Napsin A の発現パターンは
SP-B と若干の類似性を示したが、SP-A, C, D のい
ずれとも完全な一致は見られなかった(図４)。 
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⑤ 膀胱 
BBN および 2-NA（膀胱発癌性/遺伝毒性あり）を 4

週間投与したラット膀胱上皮細胞には、γ-H2AX の
発現が高頻度に認められた一方、対照群にはほとん
ど観察されなかった。γ-H2AX は上皮細胞の核内に
ドット状の foci として観察され、陽性細胞は膀胱
粘膜の基底側に多かった。BMP（過形成誘発、遺伝
毒性±）投与ラットでは、γ-H2AX 発現は粘膜表層
の大型核を有する細胞において少数観察された。
PEITC（過形成誘発、遺伝毒性±）、メラミンおよび
ウラシル（膀胱発癌性あり、遺伝毒性なし）を投与
した膀胱には中等度から高度の過形成性病変が認
められ、局所的にγ-H2AX 発現を示す部位がみられ
た。2週間の休薬後、BBN および 2-NA 群ではγ-H2AX
発現が残存したが、他の群では過形成の退縮ととも
に陽性細胞は稀となった。以上より、γ-H2AX は膀
胱に対する遺伝毒性/発癌性の指標として利用し得
る可能性が示唆された。 

⑥ 前立腺 
腎尿細管におけるγ-H2AX 標識率は、DMN におい

て上昇傾向を認めるものの有意差は見られなかっ
た。一方で、HMGB2 および Ki-67 標識率は、DMH に
おいて有意な上昇を認めた。腎に標的性のない発が
ん物質 PhIP、DMAB、MNU、BOP、DMBA、MeIQx および
DMH については、γ-H2AX、HMGB2 および Ki67 標識
率は対照群といずれも差がなかった。対照群の標識
率平均はそれぞれ、γ-H2AX:0.02%、HMGB2:11%およ
び Ki67:7%だった。 
 

2) 新規 in vitro 発がん性予測試験 
① 網羅的な DNA 付加体解析法 
ア）DCM 及び DCP を投与したマウス肝臓 DNA のアダ
クトーム解析を行なった結果を図５に示す。溶媒対
象と比較し、複数の付加体スポットが DCM 及び DCP



 

の投与により観察されことがわかった。しかしなが
ら、DCM の既知付加体である GSCH2-DNA や、DCP 由来
と推定されるDNA付加体は検出されなかった。更に、
主成分（PCA）解析を行なったところ、DCM 投与では
４種の付加体（A1, A2, A3, A8）が、DCP 投与では
13 種の付加体がそれぞれの被検物質投与と相関す
ることが示された。これら付加体の m/z 値を DNA 付
加体データベースと比較したところ、そのうちの殆
どが酸化ストレス及び炎症に関与する付加体と一
致することが分かった。 
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イ）CT-DNA との反応で生成させたジクロロメタン由
来の４種の GSCH2-DNA 付加体（GSCH2-dG, GSCH2-dC, 
GSCH2-dA, GSCH2-dT）の生成について調べたところ、
GSCH2-dG がその他の塩基由来の付加体と比べ 40 - 
1400 倍も多く生成することがわかった。また、マ
ウス、ラット及びヒト由来の GSTT1-1 を含む画分で
ある肝 cytosol 存在下で、ジクロロメタン、GSH 及
び４種のデオキシリボヌクレオシドを反応させた
ところ、反応混液中に GSCH2-dG に相当するピーク
のみが観察され、dC、dA および dT に由来する付加
体は検出されなかった。このことから、ジクロロメ
タン由来の GSH 付加体は GSCH2-dG がメジャーな付
加体であることが示唆された。次に、化学合成した
ジクロロメタン由来のDNA付加体の標準品の１つで
ある GSCH2OAc と dG反応液を LC-TOF-MS を用いた網
羅的解析法（アダクトーム法）により解析したとこ
ろ、GSCH2-dG が検出されただけでなく、他にも多数
の DNA 付加体が観察されたことから、GSCH2-dG 付加
体以外にも多くの未報告のDNA付加体が生成されて
いることがわかった(図６)。それらのうち、図６の
arrowhead の DNA 付加体について MS/MS フラグメン
ト解析を行った。その結果、メチル基 + dG に由来
するものと思われるフラグメントイオンが検出さ
れた。 
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② ヒストン修飾を指標とした解析法 

4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butan
one（NNK）の作用後のヒストン修飾について検討し
た結果、H2AX のリン酸化誘導（γ-H2AX）が時間、
濃度依存的に認められた(図７)。NNK は CYP2A13 に
より代謝されることが知られているため、CYP2A13
過剰発現系を構築し同様の検討を行った結果、γ
-H2AX は NNK 代謝による DNA 損傷誘導を反映してい
ることが示された。一方、ヒストンのアセチル化が
NNK 作用後に顕著に認められ、クロマチン構造の変
化と遺伝子発現の変化が示唆された。これらのヒス
トン修飾を指標に、発がんイニシエーションとプロ
モーションを同時に解析可能であると考えられた。 
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3) 多施設共同システム構築 
各施設、主体とする臓器以外には必ずしも、動物

解剖時に保存していないことが判明したために、共
通の臓器保存をしていくかを協議した結果、早急に
各施設の対象臓器の摘出固定・保存の方法をまとめ
ることが第一課題であることが認識された。しかし
ながら，今回の研究期間での提言できる方法マニュ
アルの設定は困難であった。 

 
Ｄ．考察 
 各臓器別で早期がん病巣を特定できる中短期モデル
の開発を目標に進行しているが、大腸では比較的多く
の前がん病変が知られており、特に ACF は従前より、
がんの化学予防のバイオマーカーとしても利用される
とともに、ヒトにおいても動物で提唱された前がん病
変の存在が大腸癌の内視鏡的なマーカーとして認識さ



 

れている。加えて、MDF は中期(10 週)では腫瘍性と病
変として認識される率が9割以上であった。そのため、
これらの早期の病理組織学的検索は発がん性試験とし
て充分に利用できると考えられた。 
 また、肺臓での過形成病変を免疫組織学的な検索に
より、NapsinA の染色性で発がん予測として役立つと考
えられ、指標とした代替法の確立を目指すことにした。
肝臓は従来からの伊東モデルを変異原性･遺伝毒性を
in vivoで確認できるgpt-deltaラットを利用すること
で、変異原性･発癌モデルとして利用できる可能性を示
唆したが、経済的な側面での考慮が必要である。 
 胃・膀胱・前立腺においては in vivo 系でも新規マ
ーカーである-H2AX での免疫組織学的な検討を実施し
た結果，可能性が示されたため，その具体的検索方法
の標準化の検討が必要である。また，前立腺で 
-H2AX,HMGB2 および Ki-67 標識率を組織学的な早期病
変に加味して検討を進めているが、今後、更なる検討
が必要と思われる。
 新規 in vitro 系での試験では、新たに LC-TOF MS を
用いてアダクトーム法を確立の可能性を示唆され、今
後の未知物質に対する検討が必要であり、最近、注目
されている環境性因子が示唆されているヒト胆管がん
発症との関係が疑われている DCM 及び DCP のバイオマ
ーカーを探索することを目的として、マウスを用いた
in vivo モデルにおける DNA 付加体の生成を、LC-MS を
用いたアダクトーム解析により検討した。その結果、
DCM 及び DCP に由来する付加体は観察されず、酸化スト
レスや炎症に関連した付加体が多く観察された。この
ことから、これら被検物質の投与で、マウス肝臓に炎
症及び酸化ストレスが誘発されていたことが示唆され
た。今後は、投与量等を工夫し、炎症等を押さえた条
件下で行なう事が必要であると考えられた。このよう
な付加体の網羅的解析により、バイオマーカーを見出
すことが出来れば、職業性胆管癌の原因候補物質であ
るハロゲン系炭化水素への曝露状況の把握が可能とな
り、DCM 及び DCP の胆管癌発症との関係が明らかになる
と期待された。また、ヒストン修飾ではヒストン
H2AX(Ser139)リン酸化(-H2AX)によりDNA損傷を検出
しながら、 H3(Ser10)のリン酸化により前がん遺伝子
の発現制御を捉えることが可能であることが明らかに
なったことから，-H2AX を in vitro 新規発がんリス
ク評価指標候補として採用し、胃・膀胱・前立腺にお
ける動物系との検討を実施したことで，前述のように
早期病変での発現とともに，発がん性へのマーカー指
標の可能性が示唆された。 
 
Ｅ．結論 
 動物を供する発がん試験における代替法の確立は化
学物質のひとへの安全性に対して重要である。しかし、
動物実験に対する 3R(代替法活用、使用数削減、苦痛軽
減)の原則は決して動物を使用しないということでは
ないため、今回の研究目標はその精神に基づいてヒト
としての生体に近い動物での発がんすなわち、腫瘍形
成の有無を推測できるシステムの構築の確立を目指す
ものと位置づけることができ、その観点で、その可能

性を示唆できるものと考えている。 
 今回の研究期間での結論として，従来の伊東法にお
ける肝臓での病変観察に加えて，大腸における肉眼的
に観察される ACF・MDF の前がん病変とされてきた病変
の病理組織診断での確認と，肺臓での NapsinA のマー
カーとする病変の免疫組織化学的観察により，中短期
での発がん性試験への代替が可能であると考えられ，
その具体的な方法の標準化の必要性を提言する。 
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