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分担研究項目：遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの確立 

 
研究分担者 横平 政直 香川大学 准教授 

 
Ａ．研究目的 
 生活環境を取り巻く化学物質の発がん性を迅速に
かつ高精度に検証できるシステムの確立は、社会的に
も経済的にも非常に重要であり、システムで得られた
結果は国民生活の安全･安心を保証する。本研究では
化学物質の発がん性評価の迅速化・高度化・標準化を
目的に、平成 23 年度～28年度「化学物質の安全性と
発がん性リスク評価としての短・中期バイオアッセイ
系の開発に関する研究」（吉見班）で蓄積してきた病
理組織発がんマーカーおよび試験法をより一層精度
化し、確立する必要性がある。さらに国際的に認知さ
せる必要があるため、その OECD テストガイドライン
化を目指すことが重要である。そこで、本申請研究に
おいては、OECD テストガイドライン化の成立を目指
して、6研究施設による協同体制にて研究を実施する。
これまで開発した遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝
発がん物質短期検出モデルの有用性をより一層検証
し、確立する。本研究の特色は化学物質の発がん性を
迅速に、かつ高精度に予測できる評価法及びヒトへの
外挿に必要な発がんメカニズムに関する情報が得ら
れる試験系を確立することにある。さらに、多施設協
同研究で多数の化学物質を同時に評価することによ
り、評価法の標準化を推進し、国際動向を見据えた
OECD テストガイドライン化を実現するのが本研究の
独創的な点である。 
 平成 29 年度年度は、TGP 由来ラット肝臓遺伝子発
現データをもとに構築した遺伝毒性肝発がん物質検
出モデル（SVM モデル）の検出力を検証するため，4
種の遺伝毒性肝発がん物質及び 7 種類の非遺伝毒性
非発がん物質をラットに単回投与し，24 時間後の肝
臓における遺伝子マーカーセットの発現変化を調べ
た。 
 
Ｂ．研究方法 
日本チャールズリバー社（神奈川県厚木）より購入
した 4週齢の SD ラット（雄性）について、２週間の

訓化期間の後に実験を開始した。群構成は表２の通り
で、体重測定を行い、各群の平均体重にばらつきがな
いよう群分けを行った。平成 29 年度で、遺伝毒性肝
発がん物質を含めた種々の発がん物質 20 種類につい
て、ラット単回投与試験（剖検は投与 24 時間後）を
行い、得られた肝組織から遺伝子発現データを取得す
る。動物試験は 3施設（担当：鰐渕/魏、塚本、横平）
で行われたが、当施設では被験物質として、遺伝毒性
肝発がん物質を 4種類、非遺伝毒性肝発がん物質を 7
種類について検討した（表１）。群構成が多くなった
ため、実験は２回に分けて行った（実験１および実験
２）。動物試験プロトコールは事前に共有・配布し、
プロトコールに従い試験を実施した。遺伝子発現につ
いては、リアルタイム PCR でのデータを取得した実験
開始時に、体重測定を行いながら体重当たりの投与量
に調整した被験物質を各動物に強制胃内投与した。被
験物質の投与濃度は表３の通りである。被験物質投与
後 24 時間後に剖検を行った。剖検は、イソフルラン 
(abbvie #B506) 吸入麻酔後，腹部大動脈から自然放
血により安楽死させた。安楽死後，開腹し，臓器に肉
眼的異常の有無を観察した。肝臓を摘出し、RNA 抽出
用として、外側左葉(LL)を摘出後，下端辺縁部を約
2cm×0.5cm の大きさで 2 スライス切り出し，それぞ
れ 1mL の RNAlater が入った 1.5mL チューブへ移した
（合計 2本、そのうち 1本は、他施設でのバリデーシ
ョン用）。1.5mL チューブを 4℃で一晩保管後，－80℃
へ長期保管した。凍結保存サンプル用として、RNA 抽
出用に採材した後の残りの外側左葉の上半分を
1.5mlチューブ2本分採取し、液体窒素により凍結後，
ディープフリーザーにて凍結保管した（一本は DNA 
adduct 解析用）。ホルマリン固定用サンプルは、外
側左葉の下半分、内側右葉(RM)および右葉尾部(R2)
から計 3スライス切り出し、カセットにおいて 10%ホ
ルマリンにて固定した。 
リアルタイム RT-PCR については施設共通のプロト
コルに従って行った。具体的には、肝臓からの total 
RNA 抽出は RNeasy mini kit（キアゲン）を使用し、
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3mm×3mm 程度の肝組織片から total RNA を抽出した。
30uL の Rnase free H2O で溶出した。cDNA の合成は
Super Script VI VILO Maste Mix(invitrogen）のキ
ットを使用し、total RNA 1000 ng とした。逆転写反
応は，total 20uL の volume で行った。サーマルサイ
クラーによる反応は、25℃：10min、50℃：10min、85℃：
5min、4℃：∞とした。QPCR 用サンプルは「RT 反応液
(20ul)+ MilliQ 80 ul=100 ul」で調整した。TaqMan 
Fast Universal PCR Master Mixes（サーモフィッシ
ャー）を使用し、リアルタイム PCR 反応をおこなった。 
 
（倫理面への配慮） 
 いずれの動物実験も実験に先立ち、香川大学、動物
実験委員会に動物実験計画書を提出し、その許可を得
た後に総合生命科学研究センター、同実験部門におい
て香川大学動物実験規程に従って飼育管理した。 
 
Ｃ．研究結果 
 実験１では動物は全匹とも死亡例はなく、外見にも
以上は認めなかった。実験２では外見に以上は認めな
か っ た が 、 被 験 物 質 投 与 後 24 時 間 後 に
2-Nitrosopropane 群 の 1 匹 、
3’-Methyl-4-dimethylaminoazobenzene の 3 匹の死
亡が確認された。 
 肝臓の病理組織所見では、2-Nitrosopropane 群（実
験１および実験２）はうっ血、門脈域を中心とする炎
症細胞浸潤（多形核白血球、リンパ球）を認めた。匹
中 ３ 匹 が 死 亡 し た
3’-Methyl-4-dimethylaminoazobenzene 群（９群）
は、肝組織に著変は見られなかった。その他の群では、
陰性対照群とくらべて、わずかな炎症細胞浸潤〜変化
は乏しい印象であった。 
 リアルタイム RT-PCR の結果を代表研究者に送った。
遺伝子発現データを構築済の肝発がん性予測モデル
（サポートベクターマシーンによる数理学的アルゴ
リズムによるモデル）に入力し、肝発がん性の陽性ま
たは陰性の判定を行った（表４）。その結果、非遺伝
性発がん物質の ethionamide が遺伝性発がん物質と
して判定された。それ以外の被験物質については、遺
伝性発がん物質である 4 物質は遺伝性発がん物質と
判定され、非遺伝性発がん物質のうち ethionamide 
以外の 6物質は非遺伝性発がん物質と判定された。 
 
D. 考察 
 今回、非遺伝性毒性発がん物質である ethionamide
が遺伝性毒性物質として判定された。in vitro 遺伝
毒性試験では毒性を引き起こす用量で遺伝毒性陽性
があるという報告がある（Kirkland et. al., 2016）。
今回の投与量は LD50 の 1/3 量という高い投与量であ
った。このため、ethionamide が遺伝毒性作用を発揮
したと推測される。その他の被験物質については誤り
なく判定されており、この遺伝子セットを用いた判定
方法は遺伝毒性発がん物質の検出に有用と期待され
る。 
 
E. 結論 

 今回、遺伝子セットを用いた判定方法により、遺伝
毒性発がん物質が正確に判定されており、この方法は
遺伝毒性発がん物質の検出に有用であることが確認
された。 
 
（F. 健康危険情報 なし） 
 
G．研究発表 
１．論文発表 
Yokohira M, Nakano-Narusawa Y, Yamakawa K, 
Hashimoto N, Yoshida S, Kanie S, Imaida K. 
Validating the use of napsin A as a marker for 
identifying tumorigenic potential of lung 
bronchiolo-alveolar hyperplasia in rodents. Exp. 
Toxicol. Pathol., 69(8): 637-642, 2017. 
 
２．学会発表 
肺胞サーファクタントの役割と発癌リスク評価への
応用、横平政直、第 34回日本毒性病理学会総会及び
学術集会（日本毒性病理学会、沖縄、2018.01 
 
H．知的財産権の出願・登録状況 
  （予定を含む。） 
１．特許取得 
 なし 
２．実用新案登録 
 なし 
３．その他 
 なし 
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表１ 今回の検討で用いた被験物質についての情報 

 
 
 
表２ 今回の実験における群構成 

 
 
 
表３ 被験物質の投与量の調整 
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表４ 肝発がん性予測モデルの結果 

 

Chemicals Predicted (Carcinogenicity) 

2-Nitrosopropane (Ex 1) [Positive] 

Nitrosodibutylamine [Positive] 

N-nitrosopyrrolidine [Positive] 

Promethazine [Negative] 

Sulindac [Negative] 

Tetracycline [Negative] 

2-Nitrosopropane (Ex 2) [Positive] 

3-Methyl-4-dimethylaminoazobenzene [Positive] 

Ethionamide [Positive] 

Theophyline [Negative] 

Caffeine [Negative] 

Chloramphenicol [Negative] 
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図１ 肝臓の組織所見（実験１） 
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図２ 肝臓の組織所見（実験２） 
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