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Ａ. 研究目的 
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
1,2-dichloropropane(DCP)などを含む有機溶剤の
長期間にわたる高濃度曝露が胆管がん発症の原因
として疑われている。一方、ラットとマウスを用
いたがん原性試験において DCM および DCP の胆管
発がん性は認められていないが、胆道系発がん高
感受性であるハムスターを用いた一般毒性と発が
ん性の検討はまだなされていない。また、DCM お
よび DCP の代謝に P450 酵素群及び glutathione S 
transferase T１ (GST-T1)の関与を示唆する報告
があるが、代謝経路の詳細に関する報告はまだな
されていない。本研究では、DCM および DCP のハ
ムスターおよびマウスにおける肝・胆道系および
肝薬物代謝酵素発現に及ぼす影響を明らかにする
ことを目的とした。昨年度では、B6C3F1 マウスお
よびシリアンハムスターに DCP および DCM 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。その結果、胆管において、両化合物で
ハムスターおよびマウス投与群に毒性変化を認め
なかった。一方、肝臓において、マウスおよびハ
ムスターの DCP 投与群のみ全例に広範囲な小葉中
心性肝細胞壊死が認められた。このことから、DCP
は DCM と比較し、強い肝毒性を有することが明ら
かとなった。しかし、いずれの群においても胆管
上皮傷害は認められなかった。また、マウスおよ
びハムスターの DCP 投与群で、非壊死領域の肝細
胞における GST-T1 の発現が対照群に比較して増
加したことから、GST-T1 が DCP の毒性発現機序に
関与することが示唆されたが、肝細胞壊死が広範
囲のためその他の代謝酵素を含めた詳細検討は行
えなかった。そこで、本年度は、DCP 誘発肝毒性
の機序解明にフォーカスして、B6C3F1 マウスおよ
びシリアンハムスターに前年度より低い用量の
DCP（125 ないし 250 mg/kg BW）で 4週間強制胃内
投与を行い、DCP の肝胆道系および肝薬物代謝酵
素に及ぼす影響を検討した。 
 

Ｂ. 研究方法 
１．動物実験 
 ７週齢雄性 B6C3F1 マウス 15 匹を日本チャール

研究要旨 
 本研究では、DCP のマウスおよびハムスターにおける肝・胆道系および肝薬物代謝酵素発現に及ぼ

す影響を明らかにすることを目的とした。昨年度に行った DCP の B6C3F1 マウスおよびシリアンハムス
ターを用いた 3日間強制胃内投与試験では、500 mg/kg BW の用量でマウスおよびハムスターに広範囲な
小葉中心性肝細胞壊死を誘発することを明らかとした。また、マウスおよびハムスターの DCP 投与群で、
非壊死領域の肝細胞における GST-T1 の発現が対照群に比較して増加したことから、GST-T1 が DCP の毒
性発現機序に関与する可能性が示唆された。本年度では、さらなる肝毒性機序の解明を目指し、B6C3F1
マウスおよびシリアンハムスターに前年度より低い用量の DCP（125 ないし 250 mg/kg BW）で 4週間強
制胃内投与を行い、DCP の肝胆道系および肝薬物代謝酵素に及ぼす影響を検討した。その結果、マウス
およびハムスター共に、125 および 250 mg/kg BW 投与群の全例で肝細胞におけるびまん性脂肪変性が認
められた。一方、マウスおよびハムスターの胆管上皮では、病理組織学的所見を認めず、Ki-67 陽性率
で、対照群と DCP 投与群との間に有意な差を認めなかった。肝細胞の薬物代謝酵素に対する検討では、
マウスおよびハムスター共に、小葉中心部（壊死発生部位）が CYP2E1 陽性であったことから、CYP2E1
が DCP 誘発肝細胞障害の発症に重要である可能性が示唆された。一方、GST-T1 の発現では、対照群に比
較してDCP投与群で壊死発生部位である小葉中心部で減少し、小葉周辺部では増強したことから、GST-T1
は、DCP の解毒酵素として働く可能性が強く示唆された。また、マウスとハムスターの DCP 投与群で
CYP2A4 の発現増加が認められた。以上より、マウスおよびハムスターにおいては、DCP による肝細胞毒
性が認められ、CYP2E1、CYP2A4 および GST-T1 による DCP の代謝が毒性発現機序に重要であることが示
唆された。 



 
 

ス・リバー株式会社より購入した。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。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 DCP(和光純薬、
1,2-dichloropropane dichloromethane、純度：＞
98％)を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った。溶媒対照群にはコー
ン油（和光純薬）を投与した。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 4 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、と殺・
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 CYP2E1、Glutathione 
S-transferase T1(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CY2A4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。 
 
２．統計学的解析 
 体重、摂餌量、臓器重量および P450 各分子種の発
現量の平均値について Barlett 法による等分散検定
を行った。等分散の場合はパラメトリックの
Dunnett 法による両側検定を行い、不等分散の場合
はノンパラメトリックの Steel 法による両側検定を
行った。病理組織学的検査における発生頻度の差の
検定については、Fisher の直接確率検定を行った。 
 
３．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
に麻酔下にて実施した。 
 
Ｃ. 研究結果 
１．一般状態 
 最終体重、生存率、絶対および相対肝重量を表１
に示す。 

マウスの DCP 投与群で死亡例は認められなかっ
た。最終体重が各投与群の間に有意な差は認められ
なかったが、絶対および相対肝重量が対照群に比較
して 125 および 250 mg/kg BW 投与群で有意に増加し
た。 
 ハムスターにおいて、125 mg/kg BW 投与群で第１
週に、250 mg/kg BW 投与群で第１、3，および 4 週

に、1 例ずつ死亡が認められた。最終体重が対照群
に比較して 250 mg/kg BW 投与群で統計学的に有意な
差は認められなかったものの、顕著に低下した。相
対肝重量が 250 mg/kg BW 投与群で有意に増加したが、
絶対肝重量には有意な変化は認められなかったため、
相対肝重量の増加は体重の減少に伴ったものと考え
られた。 
 
２．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、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。しかし、いずれの群においても胆管上皮に
は DCP 投与による変化は認められなかった（表 2）。 
 
３．マウス肝臓における薬物代謝酵素の発現 
 免疫組織化学染色の結果を表 2 に示す。小葉中心
部の肝細胞に CYP2E1 の発現が認められた。125 およ
び 250 mg/kg BW 投与群で CYP2E1 の発現が DCP 投与
による変化は認められなかったが、昨年度の実験で
得られた 500 mg/kg BW DCP を投与したマウスの肝臓
について検討したところ、肝細胞壊死が CYP2E1 陽性
領域内で起こっていることを見いだした（図 1）。 
 GST-T1 の発現が小葉中心部の肝細胞に認められ、
その発現量が対照群に比較して 125 および 250 
mg/kg BW 投与群で減少した（図 2）。胆管上皮細胞に
おいても GST-T1 の発現が認められたが、DCP 投与に
よる変化は認められなかった。 
 マウス肝における 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（図 3A）、
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、Western 
blot 法を用いてタンパク質の発現量を検討した結
果（図 3B）、CYP2A4 の発現量が対照群に比較して 125
および 250 mg/kg BW 投与群で増加したことが確認さ
れた。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。CYP4A14 の蛋白質発現解析
に適した抗体が入手できなかったため、そのタンパ
ク質発現量の検討は行わなかった。 
 
４．ハムスター肝臓における薬物代謝酵素の発現 
 免疫組織化学染色では、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（図 4）。さらに、昨年度の実験で得られた 500 
mg/kg BW DCP 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いだし



 
 

た（図 5）。 
 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（図 6）。 
 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（図7）、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。 
 
５．マウスおよびハムスターの胆管上皮における細
胞増殖能 
 マウスおよびハムスターの胆管上皮における
Ki-67 陽性率は、各群の間に有意な差を認めなかっ
た（図 8）。 
 
Ｄ. 考察 
 マウスとハムスターとともに、DCP 投与による肝
細胞壊死が CYP2E1 陽性領域内に認められたことが
ら、CYP2E1 が DCP の肝毒性の発現には重要な役割を
果たしていることが示唆された。さらに、興味深い
ことに、GST-T1 により代謝された際の代謝中間体が
DCP の発がんに関与する可能性が報告されているが、
本研究では、GST-T1 の発現が対照群に比較してマウ
スおよびハムスターの DCP 投与群で小葉中心部（壊
死の発生部位）の肝細胞で減少し、小葉周辺部（壊
死の非発生部位）の肝細胞では増強した。これらの
ことから、GST-T1 が肝細胞においては DCP の解毒酵
素として働いていることが強く示唆された。今後の
予定として、CYP2E1 欠損マウスを用いて、CYP2E1
の DCP の肝毒性の発現における役割を明らかにする
と同時に、DCP が CYP2E1 の欠損によって作り出され
た GST-T1 の高活性化状態下で肝胆道系に及ぼす影
響を検討する。 
 また、本研究では DCP 投与群で胆管上皮に組織学
的変化および細胞増殖能の変動は認められなかった
が、投与期間が短いため、DCP の胆管系に及ぼす影
響を明らかにするためには、今後長期投与試験なら
びに二段階胆管発がんモデルを用いた検討が必要と
考えられた。 
 
Ｅ. 結論 
本研究の条件下では、DCP がマウスおよびハム

スターにおいて肝毒性を示すことが明らかとなっ
た。一方で、胆管上皮における DCP の毒性は特定
できなかった。また、 CYP2E1,2A4 および GST-T1

が DCP の代謝及びその肝毒性の発現に関与するこ
とが示唆された。本研究は 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。 
Ｆ．健康危険情報 
1,2-ジクロロプロパンがマウスおよびハムスターで
は肝毒性を示す。 
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図１．マウス肝臓における CYP2E1 の発現(3 日間試験) 

 

  

図２．マウス肝臓における GST-T1 の発現(4 週間試験) 
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図３．マウス肝臓における P450 分子種の発現. A:mRNA 発現量（Q-PCR 法）; B:蛋白質発現量

（Western blot 法） 
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