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厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 

総括研究報告書 
 

ラット前がん病変の生物学的特徴に基づいた 
新たな肝発がんバイオマーカーの探索 

 
研究代表者： 高須 伸二  （国立医薬品食品衛生研究所 病理部 主任研究官） 
 

研究要旨 
化学物質の迅速なリスク評価を実現するうえで、動物個体を用いたハザード評価の迅速
化・効率化は大変重要である。胎盤型グルタチオン S-トランスフェラーゼ(GST-P) 陽性細胞
巣の定量的解析は、ラットにおける化学物質の肝発がん性予測に非常に有効な手段である。
我々はこれまでに、diethylnitrosamine（DEN）誘発 GST-P 陽性細胞巣は DEN 休薬後に増加
するのに対して、furan誘発のGST-P陽性細胞巣は furan休薬後に減少し、それは大型のGST-P
陽性細胞巣の減少が大きく寄与していることを見出した。本研究では、発がん性評価のた
めに用いる GST-P 陽性細胞巣定量化解析の精緻化を目的として、動態の異なる GST-P 陽性
細胞巣を峻別するためのバイオマーカーを探索する。昨年度までに、6 週齢の雄性 F344 ラ
ットに DEN を 10 ppm の濃度で 13 週間飲水投与または furan を 8 mg/kg 体重/日の用量で 1
日 1 回、週 5 日間の頻度で 13 週間強制経口投与した。投与終了後、肝臓を摘出し、それぞ
れの GST-P 陽性細胞巣ならびに GST-P 陰性領域をレーザーマイクロダイセクション法によ
り採取した。採取したサンプルから total RNA を抽出し、RNA 増幅を行った後に網羅的遺
伝子発現解析を実施した。今年度は、網羅的遺伝子発現解析の精査を行った結果、DEN 誘
発 GST-P 陽性細胞巣のみで発現上昇した遺伝子として 11 遺伝子が、furan 誘発 GST-P 陽性
細胞巣のみで発現上昇した遺伝子として 57 遺伝子が抽出された。一方、DEN 誘発 GST-P
陽性細胞巣のみで発現低下した遺伝子として 20 遺伝子が、furan 誘発 GST-P 陽性細胞巣の
みで発現低下した遺伝子として 98 遺伝子が抽出された。また、DEN 又は furan と異なる肝
発がん物質における GST-P 陽性細胞巣の休薬後の動態を検討する目的で、
2-Amino-3-methylimidazo[4,5-f]quinoline（IQ）を用いて GST-P 陽性細胞巣の動態するための
動物実験を実施した。その結果、IQ 誘発の GST-P 陽性細胞巣では休薬後の減少は認められ
なかったことから、休薬後に減少する GST-P 陽性細胞巣は furan 誘発 GST-P 陽性細胞巣の特
徴である可能性が考えられた。以上より、DEN 又は furan 誘発 GST-P 陽性細胞巣で特異的
に発現変動した遺伝子の中に GST-P 陽性細胞巣の異なる動態を規定している分子が含まれ
ていると考えられることから、これら分子が生物学的特徴から GST-P 陽性細胞巣を峻別す
るためのマーカー候補になりうる可能性が考えられた。 

 
Ａ．研究目的 
 
化学物質は国民生活に貢献している一方、
有害影響についての関心や懸念が高まって
いることから、リスク評価をより迅速に推
進する必要がある。このような背景のもと、
定量的構造活性相関やカテゴリーアプロー
チ、トキシコゲノミクスなどの毒性評価法

が提唱され、迅速なリスク評価の実現が期
待されている。動物個体を用いたハザード
評価、特に発がん性評価に関しても迅速化
を目的とした短・中期試験法が開発され、
長期発がん実験の結果を短期間に予測でき
る中期発がん性試験等が確立されている。 
胎盤型グルタチオン S-トランスフェラー

ゼ（GST-P）陽性細胞巣は、ラットの肝発が
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ん性を非常によく反映することが知られて
いる前がん病変マーカーであることから、
その定量化は前述の試験系を含む多くの試
験で利用されている。しかし、これまでの
研究から、発生するすべての GST-P 陽性細
胞巣が腫瘍化するのではないこと、つまり、
前がん病変の一部は可逆性を示すことが報
告されている。このように GST-P 陽性細胞
巣には異なる細胞集団が含まれている可能
性が示唆されているが、形態学的な特徴か
ら GST-P 陽性細胞巣の動態を把握すること
ができないため、その生物学的特徴の解析
は十分になされていない。 
これまでに、当研究室では遺伝毒性発が

ん物質である diethylnitrosamine（DEN）は
レポーター遺伝子導入ラットの肝臓におい
て、レポーター遺伝子変異頻度の上昇とと
もに GST-P 陽性細胞巣が増加することを明
らかにしている。一方、furan 投与は肝臓中
のレポーター遺伝子突然変異頻度に影響を
与えないにも関わらず、GST-P 陽性細胞巣
を顕著に増加させることを報告している。
このことから、我々は発生する GST-P 陽性
細胞に質的な違いがある可能性を検討して
きた。その中で、肝発がん物質を投与した
ラットに一定の休薬期間を設け、GST-P 陽
性細胞巣の動態を検討した結果、DEN 誘発
GST-P 陽性細胞巣は休薬後に増加する一方、
furan誘発のGST-P陽性細胞巣は休薬後に減
少し、なかでも大型の GST-P 陽性細胞巣が
減少していることを見出した。 
以上のことから、GST-P 陽性細胞巣のな

かには異なる生物学的特徴を示すものがあ
り、発がん物質や発がん機序によって
GST-P 陽性細胞巣の挙動が異なっている可
能性が考えられた。従って、GST-P 陽性細
胞巣を指標に肝発がん性をより高精度に評
価するためには、GST-P 陽性細胞巣の生物
学的特徴を考慮することが重要であると考
えた。 
本研究では、それぞれの GST-P 陽性細胞

巣の動態の差異に着目し、DEN あるいは
furan誘発GST-P陽性細胞巣の網羅的遺伝子

発現解析を行うことにより、動態の異なる
GST-P 陽性細胞巣を峻別するためのバイオ
マーカーを探索する。本年度は、昨年度に
引き続き網羅的遺伝子発現解析の精査を行
い、特異的に発現変動が認められる遺伝子
を抽出した。加えて、DEN 又は furan と異
なる肝発がん物質における GST-P 陽性細胞
巣の休薬後の動態を検討する目的で、
2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]quinoline（IQ）
誘発の GST-P 陽性細胞巣の休薬後動態を検
討した。 
 
Ｂ．研究方法 
 
１．DEN 及び furan 誘発 GST-P 陽性細胞巣
の為の網羅的遺伝子発現解析 
 
6 週齢の雄性 F344 ラット（日本エスエルシ
ー）10 匹に DEN（東京化成工業）を 10 ppm
の濃度で 13 週間飲水投与した。また、同ラ
ット 30 匹に対して、furan（和光純薬工業）
をコーン油（和光純薬工業）に懸濁させ、8 
mg/kg 体重/日の用量で 1 日 1 回、週 5 日間
の頻度で 13 週間強制経口投与した。さらに、
同ラット 5 匹を対照群に配し、基礎食およ
び蒸留水を自由摂取させた。投与終了後、
肝臓を摘出した。摘出した肝臓から未固定
新鮮凍結サンプルを作成し、連続切片を用
いて GST-P 免疫組織化学的染色および
0.05%トルイジンブルー染色を行った。
GST-P 免疫組織化学染色標本を参照に、
0.05%トルイジンブルー染色標本から
GST-P 陽性細胞巣または GST-P 陰性領域に
相当する部位をレーザーマイクロダイセク
ション法により切除した。サンプリングは
無処置群の GST-P 陰性領域ならびに DEN
投与群および furan 投与群の GST-P 陽性細
胞巣または GST-P 陰性領域（各 3 例づつ）
について実施した。 
 得られたサンプルから RNeasy Plus Micro 
kit（QIAGEN）を用いて total RNA を抽出し、
Agilent 2100 バイオアナライザ（Agilent 
Technology）および Agilent RNA6000 ピコキ
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ット（Agilent Technology）を用いて RNA の
収量および品質チェックを行った。解析可
能な品質および収量が確認されたサンプル
について、Ovation PicoSL WTA System V2
（NuGEN）を用いて RNA 増幅を行った。
RNA 増幅後、リアルタイム PCR 法による
Gstp1 発現解析および Whole Rat Genome
（4x44K）マイクロアレイキット（Agilent 
Technology）による網羅的遺伝子発現解析を
実施した。網羅的遺伝子発現解析から得ら
れ た デ ー タ は GeneSpring （ Agilent 
Technology）により解析し、2 倍以上の発現
変動が認められた遺伝子を抽出した。 

 
２．IQ 誘発 GST-P 陽性細胞巣の休薬後動態
の解析 

 
6 週齢の雄性 F344 ラット（日本エスエルシ
ー ） 20 匹 に
2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]quinolone（IQ）
（Tronto Research Chemicals）を 100 ppm の
濃度で 13 週間混餌投与した。また、同ラッ
ト 20 匹を対照群に配し、基礎食を自由摂取
させた。投与終了後、それぞれの群の半数
のラットに関しては、肝臓を摘出した。ま
た残りのラットは、投与終了後 7 週間休薬
させたのちに肝臓を摘出した。摘出した肝
臓を用いて GST-P 陽性細胞巣の定量的解析
を実施した。 
 

（倫理面への配慮） 
本試験は「国立医薬品食品衛生研究所動物
実験の適正な実施に関する規定」に基づき、
動物実験計画書を作成し、国立医薬品食品
衛生研究所動物実験委員会による審査を受
けた後、実施した。 

 
Ｃ．研究結果 
 
１．DEN 及び furan 誘発 GST-P 陽性細胞巣
の為の網羅的遺伝子発現解析 
 
網羅的遺伝子発現解析で発現変動が認め

られた遺伝子に関して、階層的クラスタリ
ング解析を実施した結果、furan 投与群にお
ける GST-P 陽性細胞巣における遺伝子発現
は、GST-P 陰性領域、DEN 投与群の各領域
および対照群と異なる変動を示した（Figure 
1）。 
具体的な遺伝子発現変動を検討した結果、

DEN 及び furan 誘発の GST-P 陽性細胞巣で
共通して発現上昇した遺伝子として 14 遺
伝子が抽出された。これら遺伝子のうち遺
伝子名が明らかになっている主な遺伝子を
Table 1 に示す。また、DEN 誘発 GST-P 陽性
細胞巣のみで発現上昇した遺伝子として、
11 遺伝子、furan 誘発 GST-P 陽性細胞巣の
みで発現上昇した遺伝子として 57 遺伝子
が抽出された。それぞれで発現変動がみら
れた遺伝子のうち、遺伝子名が明らかにな
っている主な遺伝子をTable 2 及び 3に示す。
同様に、DEN 誘発 GST-P 陽性細胞巣のみで
発現低下した遺伝子として 20 遺伝子、furan
誘発 GST-P 陽性細胞巣のみで発現低下した
遺伝子として 98 遺伝子が抽出された。主な
遺伝子を Table 4 及び 5 に示す。 

 
２．IQ 誘発 GST-P 陽性細胞巣の休薬後動態
の解析 
 
GST-P 陽性細胞巣の定量的解析結果を
Figure 2 に示す。IQ 投与終了後並びに 7 週
間休薬後の GST-P 陽性細胞巣の数及び面積
は、何れもそれぞれの対照群に比して有意
に増加した。IQ 投与群における GST-P 陽性
細胞巣の数及び面積を休薬前後で比較する
と、GST-P 陽性巣の数に顕著な変化は認め
られなかったものの、面積は休薬後におい
て増加する傾向が認められた。 
 
Ｄ．考察 
 
本研究は、GST-P 陽性細胞巣の生物学的特
徴を考慮した発がん性評価を行うため、
DEN 誘発と furan 誘発の GST-P 陽性細胞巣
の生物学的動態の差異に着目し、生物学的
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特徴からの両者の峻別法を確立することを
目的とする。 
網羅的遺伝子発現解析で発現変動が認め

られた遺伝子に関して、階層的クラスタリ
ング解析を実施した結果、furan 投与群の
GST-P 陽性細胞巣における遺伝子発現は、
GST-P 陰性領域、DEN 投与群の各領域およ
び対照群と異なる変動を示した。このこと
から、furan 誘発の GST-P 陽性細胞巣の特異
性が示唆された。さらに、具体的な遺伝子
レベルでの変動を検討した結果、複数の遺
伝子が furan 誘発あるいは DEN 誘発のそれ
ぞれの GST-P 陽性細胞巣で特異的に変動し
ていた。今回実施した遺伝子発現解析は、
被験物質を投与した肝臓の GST-P 陰性領域
に対する GST-P 陽性細胞巣の変動を対象と
していることから、遺伝子発現の変動には
被験物質投与の影響は関与していないもの
と考えられる。従って、これら分子の中に
GST-P 陽性細胞巣の異なる動態を規定して
いる分子が含まれている可能性が考えられ、
GST-P 陽性細胞巣の峻別のためのマーカー
候補になりうる可能性が考えられた。 
また、DEN と furan とは異なる肝発がん

機序を有すると考えられる別の発がん物質
に関して GST-P 陽性細胞巣の生物学的動態
を検討する目的で、IQ 誘発 GST-P 陽性細胞
巣の休薬後動態を検討した結果、IQ 誘発の
GST-P陽性細胞巣では furanで認められたよ
うな休薬後の減少は認められなかったこと
から、休薬後に減少する GST-P 陽性細胞巣
は furan 誘発 GST-P 陽性細胞巣の特徴であ
る可能性が考えられた。 
以上より、DEN 又は furan 誘発 GST-P 陽

性細胞巣で特異的に発現変動した遺伝子の
中に GST-P 陽性細胞巣の異なる動態を規定
している分子が含まれていると考えられる
ことから、これら分子が生物学的特徴から
GST-P 陽性細胞巣を峻別するためのマーカ
ー候補になりうる可能性が考えられた。本
研究成果は発がん性評価のための GST-P 陽
性細胞巣定量的解析に関して、生物学的特
徴も考慮した発がん性予測を可能にし、リ

スク予測法の精緻化に貢献できるものと考
える。 
 
Ｅ．結論 
動態の異なる GST-P 陽性細胞巣の峻別によ
る発がん性評価の精緻化を目的に、DEN 誘
発 GST-P 陽性細胞巣と furan 誘発の GST-P
陽性細胞巣の網羅的遺伝子発現解析を精査
した。その結果、それぞれの GST-P 陽性細
胞巣で特異的に発現変動した遺伝子群が認
められ、これらの中に GST-P 陽性細胞巣の
異なる動態を規定している分子が含まれて
いる可能性が考えられた。 
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該当なし 
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