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分担研究項目：遺伝子セットを用いた非遺伝毒性肝発がん物質短期検出法の確立 
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Ａ．研究目的 

化審法の規制区分「監視化学物質」及び「優先評価化

学物質」には、スクリーニング毒性試験の結果から健康

影響の懸念が評価されているものの、慢性毒性や発が

ん性が不明の物質が多く存在する。しかし、それらの物

質を全て長期試験により検討することは、莫大な費用

や時間等を必要とするため困難である。 

本研究では化学物質の標的となる臓器の大半は肝臓

であることに着目し、肝発がん性を短期で高精度に検

証できるシステムを確立し、「監視化学物質」及び「優

先評価化学物質」について発がん性評価を行う為、平成

29 年度～令和元年度「化学物質の有害性評価の迅速化・

高精度化・標準化に関する研究」（鰐渕班）においては

遺伝性肝発がん物質について 10 種類の遺伝子発現を

RT-PCR を行い定量することにより 60 物質(肝発がん物

質 23 物質)において感度 82.6%、特異度 97.3%の検出を

することが可能であった。本研究においては非遺伝毒

性肝発がん物質の検出を目的とし、Open TG-GATEs にお

ける15の非遺伝毒性肝発がん物質を投与した肝臓のマ

イクロアレイの結果から構築した 106 遺伝子での評価

系を用いて、その有用性について検討する。 

令和 2 年度においては、4 研究施設で 16 物質を担当

し、本大学では非遺伝毒性肝発がん物質であ

る”Decabromo- diphenyl oxide (Decabromodiphenyl 

ether: decaBDE)” 、 ”dl-Ethionine (DL -

ET)”、”Doxylamine succinate (DOX)”、非発がん物

質である”Hexachlorophene (HCP)”のラット 28日間

混餌投与試験を行い、その肝臓から RNA を抽出し、発

がん性の評価を検討した。また、本評価系は Open TG-

GATEs内での 28日間の強制胃内投与、もしくは尾静脈

投与の反復投与によるマイクロアレイの結果を用い、

評価物質として非遺伝毒性肝発がん物質 15 物質、非肝

発がん物質 42 物質の評価を行い、特異度 100%、感度

77%の結果を得ている。 

 

Ｂ．研究方法 

 6週齢SD雄ラットにdecaBDE（5%）、DL-ET（0.1%）、

DOX（0.2%）、HCP（0.015%）を投与する群と基礎食のみ

のControl群(Cont)の5群を設定し、各群4匹とした。そ

れぞれの群に対し28日間被検物質の混餌投与を行った。

その後解剖を行い、肝臓のHEによる組織学的解析、Ki-

67、GST-Pの免疫組織学的解析を行った。Ki-67陽性率は

外側左葉、内側右葉、右葉尾部全体の陽性率をAperio 

CS2(Leica)で測定した。GST-P陽性細胞は全体における

陽性細胞数を計測した。また肝臓の外側左葉の一部を摘

出後、RNA later で凍結保存した。その検体からmRNAを

抽出し、各群４個体からmRNA 1μgを合わせた検体に対

し、Clariom D Assayのマイクロアレイ解析を行い、以

前に構築した106遺伝子セットにより発がん性評価を行

った。 

 

(倫理面への配慮) 

 動物実験は名古屋市立大学動物実験委員会及び名古

屋市立大学理事長の承認を得て行った(承認番号:医動

20-026)。実施は動物実験指針や3Rの原則を遵守して、

動物愛護や苦痛の緩和に十分留意して実験を行った。 

 

Ｃ．研究結果 

いずれの群においても実験途中で死亡した個体はみ

られなかった。薬剤摂取量は実験期間全体の平均で

decaBDE群 :3,678mg/kg/day, DL-ET群 :78mg/kg/day, 

DOX群:145mg/kg/day, HCP群11mg/kg/dayであった。DL-

研究要旨 
 本研究では化学物質の標的となる臓器の大半は肝臓であることに着目し、肝発がん性を短期で高精度

に検証できるシステムを確立するとともに、「監視化学物質」及び「優先評価化学物質」についての発が

ん性評価を行う。本年度は肝発がん性のある Decabromodiphenyl oxide、dl-Ethionine、Doxylamine 

succinate、非発がん物質である Hexachlorophen の 4 物質について、28 日間混餌投与を行い、以前に確

立した発がん性予測遺伝子セットで評価を行った。その結果、Decabromodiphenyl oxide、dl-Ethionine

では軽度の組織学的変化、あるいは Ki-67 陽性率の増加傾向はみられた。しかし、いずれの物質において

も発がん性予測遺伝子セットによる発がん性の検出はできなかった。今回使用した発がん性予測遺伝子

セットは特異度の高い評価系であり、本試験においても Hexachlorophen では発がん性陰性の結果を示し

たが、発がん性予測における感度が低く、被検物質の投与方法・濃度などの問題点を抽出すると同時に遺

伝子セットの再検討が必要と考える。 
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ET 群 で は 投 与 初 期 に 摂 餌 量 低 下 (Cont 群 : 

22.1g/day/rats, DL-ET群: 19.9g/day/rats)があった

ために体重増加抑制が見られたが、屠殺時の体重では

有意差はみられなかった。屠殺時の臓器重量は、肝重量

がdecaBDE投与群で有意に増加していた (表１)。 

肝 の 組 織 学 的 検 討 に よ り 、 decaBDE 群 に は

centrilobular hepatocellular hypertrophyが見られ

た。また、DL-ET群では肝細胞の核分裂像が散見された。

一方でDOX群、HCP群では明らかな組織学的変化はみられ

なかった (図1)。肝臓各葉におけるKi-67陽性率は、DL-

ET群で高い傾向がみられたが、いずれの群間においても

有意な差は見られなかった(図2)。GST-P陽性細胞数(個

/mm2)はCont群:0.06±0.08, decaBDE群:0.13±0.20, 

DL-ET群:0.14±0.23, DOX群:0.11±0.08, HCP群:0.25

±0.24を示し、群間で有意差はみられなかった。 

肝臓から抽出したmRNAのマイクロアレイデータ内の

103遺伝子で発がん性を予測した結果、被検4物質のい

ずれも肝発がん性は陰性の結果を示した。 

 
Ｄ．考察 

本試験で用いた被検物質投与量は、長期発がん性試験

の結果をもとに決定している。decaBDEはマウスにおけ

る２年間の発がん性試験において3,200mg/kg/dayで肝

細 胞 癌 の 発 生 の 有 意 な 上 昇 (control:4/50 匹 , 

decaBDE:14/50匹)を認めている。ラットの２年間発がん

試験では最大用量が2,240mg/kg/dayであり、最大用量に

おいては線維化や結節性病変(過形成や腺腫)の増加は

みられているが明らかな肝細胞癌の発生は見られてい

ない。本試験では3,678mg/kg/dayの投与量となってお

り、２年間の発がん性試験における発がん用量には達し

ている。 

DL-ETに関しては、本試験と同様の0.1%の用量で

Wistarラットに34週間投与することで、肝細胞癌の発生

を認めている(control: 0/9匹, DL-ET:3/12匹)。一方

で、0.25％の用量でWistar, Fischer, SDラットに5ヶ月

以上の投与を行うと、半数以上に肝細胞癌の発生が観察

されている。28日間のSDラットにおける強制胃内投与試

験においては、本試験とほぼ同量の80mg/kg/dayで軽度

の体重抑制や数匹に肝臓の組織学的変化がみられてい

るが、本試験においてもほぼ同様の結果が得られている。

投与量としてはある程度肝毒性を示す量に達している

と考えられる。 

DOXにおいては、ラットの２年間発がん性試験から

95mg/kg/dayに対して肝細胞癌の発生(2/57匹)、肝細胞

腺腫+肝細胞癌の発生の有意な上昇(control:0/57匹, 

DOX:5/57匹)を認めている。本試験では145mg/kg/dayの

投与量を得られているが、遺伝子セットの評価系の構築

時にはThe Carcinogenic Potency Database(CPDB)にお

けるTD50(腫瘍発生率が50%となる用量)以上の投与量で

の変化を基準にしている。decaBDE, DL-ET, DOXのTD50

はそれぞれ3,340、9.76、1,610 mg/kg/dayであり、本試

験におけるDOXの投与量はTD50に達しておらず、組織学

的変化も乏しい事から、遺伝子セットによる解析で良好

な結果が得られなかった可能性がある。 

今回のマイクロアレイを用いた評価はRat Clariom D 

Assay(Affymetrix)のプラットフォームを用いて行って

いる一方、評価系の構築の際に使用したOpen TG-GATEs

はRat Genome 230 2.0 array(Affymetrix)を使用して

おり、今回は106遺伝子ではなく103遺伝子で評価を行っ

ている。そのため、プラットフォームの違いによる影響

を完全には否定できない。 

以上の事から、本年度の結果は被検物質の投与方法、

濃度および遺伝子セットの違いに起因する可能性があ

る。次年度には上記を考慮した投与法、投与量とともに、

評価系で使用する遺伝子の再検討を行う必要がある。 

 

Ｅ．結論 

 本年度実施した非遺伝毒性肝発がん物質において、

化審法で実施される28日間混餌投与試験での肝発がん

性の検出は既存の遺伝子セットでは困難であった。投

与濃度、経路、投与物質、遺伝子セットについて再度修

正し、実験を行う必要がある。 
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