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Ａ．研究目的 
環境中の様々な化学物質の曝露は発がん要因の１つ

として重要であり、その発がん性を迅速に検証できる
システムの確立は喫緊の課題である。本研究では、ト
キシコゲノミクス手法から得た遺伝毒性発がん性マー
カーセットにより、遺伝毒性・発がん性を判定できる
ラット超短期動物試験系を用い、化学物質の遺伝毒
性・発がん性評価法の確立を目指す。 
 
Ｂ．研究方法 
30 匹の 6週齢オス Sprague-Dawley (SD)ラットを以

下の 6群に分け、1週間後に実験に供した。 
溶媒の 0.5% Methyl cellulose (MC)を陰性対象群と

した(G1)。陽性対照として 240 mg/kg 体重（body 
weight, BW） 2-Nitropropane を用いた (G6)。 
被験化学物質として、H29 年度、H30 年度の検討

で、1385132_at, Aen, Atp6v1f, Rage, Cdkn1a, 
Fam49a, Glrx3, Nudt5, Phlda3, RGD1308114 の 10 遺
伝子を用いた判定で陽性所見の得られなかった遺伝毒
性肝発がん物質 2物質について２用量の再検討を試
み、以下の 4群を設定した：Vinyl Bromide, 250 
mg/kg 体重 (G2)、Vinyl Bromide, 330 mg/kg 体重 
(G3)、Hydrazinium Sulfate, 300 mg/kg 体重 (G4)、
Hydrazinium Sulfate, 400 mg/kg 体重 (G5)。 
DIMS 医科学研究所において、以上の群について、6

週齢オス Sprague-Dawley (SD)ラット単回強制胃内投
与試験（各群 5匹）を行い、24時間後に剖検を行い、
得られた肝組織の一部を凍結保存した。藤田医科大学
にて、肝組織から total RNA を抽出（RNeasy mini 
kit, QIAGEN）後、cDNA を作製（SuperScript IV VILO 

Mater Mix, ThermoFisher）した。18S rRNA を内部標 
 
準として（Eukaryotic 18S rRNA Endogenous 
Control, ThermoFisher）、昨年と同様の 10遺伝子
（1385132_at, Aen, Atp6v1f, Rage, Cdkn1a, 
Fam49a, Glrx3, Nudt5, Phlda3, RGD1308114）につい
て、ABI PRISM-7900HT を用いて、標識した Roche 
Universal Primer を使い、real time RT-PCR 法によ
り遺伝子発現データを取得した。 
結果は、対照群を 0としたときのΔΔCt値で表し

た。その価を、大阪市大で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 (SVM)による数理学
的アルゴリズムによるモデル）に入力し、遺伝毒性肝
発がん性の評価を行った。 
 
（倫理面の配慮） 
動物実験は、動物の適正な実施に向けたガイドライ

ン（日本学術会議、2006 年）及び藤田医科大学動物実
験取扱規定を遵守した。なお、動物実験は DIMS 医科
学研究所に委託し、現地で研修ののち遂行した。 
 
Ｃ．研究結果 
陰性対象 (G1)を 0 とした時の 10遺伝子

（1385132_at, Aen, Atp6v1f, Rage, Cdkn1a, 
Fam49a, Glrx3, Nudt5, Phlda3, RGD1308114）の
ΔΔCt値を算出した。Groups：2, 3, 4, 5, 6 につい
て、それぞれ以下の通りであった。 
1385132_at：-1.18, -0.68, 0.68, 1.89, 3.02  
Aen：-0.50, -0.00, 2.35, 3.23, 4.05  
Apt6v1f：-0.16, 0.07, 0.78, 1.17, 1.35  
Rage：-0.30, -0.10, 0.98, 1.75, 3.79  
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Cdkn1a：-0.42, -0.05, 3.80, 4.11, 5.04  
Fam49a：-0.19, -0.01, 1.31, 1.54, 1.95  
Glrx3：-0.27, -0.02, 0.83, 1.59, 2.00  
Nudt5：-0.14, 0.04, 1.08, 1.49, 1.37  
Phlda3：-0.47, 0.17, 1.30, 1.54, 3.05  
RGD1308114：-0.46, -0.20, -0.30, -0.81, -4.13  
SVM による解析の結果では、G2-5 の被験物質のう

ち、Vinyl Bromide は陰性となったが、Hydrazinium 
Sulfate の 2 群は低用量、高用量において用量依存性
がありいずれも陽性と判定された。 
 
Ｄ．考察 
平成29年度、平成30年度のreal-time PCRを用いた定

量PCRで、遺伝毒性肝発がん物質の中に、陰性判定とな
るものがあったため、施設を替えて再検討を行った。そ
の結果、Hydrazinium Sulfateの2群は低用量、高用量と
も陽性と判定され、予想通りの判定結果が得られた。 
 
Ｅ．結論 
10 遺伝子の発現量の変動を解析することにより、24

時間という超短期間で、化学物質の遺伝毒性肝発がん
性の予測が可能なモデルの構築が可能と判断された。
しかし、予測と異なる判定となる物質があること、再
評価で判定が異なることがあることなど、さらに詳細
な検討が必要と考えられた。また、解析アルゴリズム
が 2-Nitropropane によって得られたデータに基づい
ているため、異なる化学物質の代謝特異性等の評価も
不可欠と考えられた。 
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