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研究要旨 
 
一般に多段階発がん説は、①Initiation→②Promotion→③Progression→④Malign
ant change（悪性転化）という過程を辿る。食品・農薬に含まれる「食品含有・残
留化学物質」の安全性評価に際しては、①~③を中心として評価されている一方で、
抗がん剤耐性・転移能などがんによる死亡原因の殆どを占める④悪性転化に与える
影響は、十分に理解されておらず、評価法確立は遅々として進んでいない。そこで
本研究では、食品含有・残留化学物質によるがん悪性転化機序の解明に基づく、「が
ん悪性転化毒性評価法」の確立を目指すものである。まず、がん悪性転化の機序解
明に基づいて表現系・変動分子を選定し、がん悪性転化を鋭敏に評価可能な試験法
確立する。そのうえで、食品添加物・食品残留農薬等の悪性転化誘発性の情報集積
を目指す。本年度は、モデル食品含有・残留化学物質ビスフェノールAのがん悪性転
化関連遺伝子の変動に与える影響評価と、上皮間葉転換マーカーを活用したレポー
ター細胞の樹立に取り組んだ。以下に詳細を紹介する。 

 
 
 
A. 研究目的 
食品に含まれるアフラトキシンB1などに
加え、農薬などの「食品含有・残留化学物質」
にも、発がん物質が含まれることが知られ
ている。一般に多段階発がん説は、①Initia
tion（発がん）→②Promotion（発がん促進）
→③Progression（異形性変化）→④Malig
nant change（悪性転化）という4つの過程
を辿る。このうち③Progressionは、①②を
経た細胞が「前がん病変が、がんに至るこ
と」を指す。他方、④悪性転化は、抗がん剤
耐性・転移能など、悪性度が増す変化を指
す。一般に化学物質の発がん性については、
Initiation・Promotion作用が評価され、最
近ではProgression作用も病理学的に評価
されている。一方で、がんによる死亡原因
の殆どは、転移や薬剤耐性であるにも関わ
らず、④悪性転化は十分に理解されておら
ず、「悪性転化毒性評価法」確立は遅々とし
て進んでいない。 
この点で近年、食品含有・残留化学物質が
乳がんの悪性転化を促進することが疫学的
に報告され（Koual et al., Environ Healt
h., 2020）、さらに、④悪性転化のみに関与
する遺伝子が同定された（Lambert et al.,
 Cell, 2017）ことからも食品含有・残留化
学物質の悪性転化への影響が懸念されてい
る。従って、❶食品含有・残留化学物質に
よるがん悪性転化機序の解明に基づく、❷
「悪性転化毒性評価法」の確立が必須であ
る。そのうえで、❸動物試験との整合性評
価や、❹食品添加物や食品残留農薬のがん

悪性転化作用の評価は、国民の「食の安全・
安心」の更なる向上を達成するものであり、
社会的ニーズや産業界の要請に答えるもの
である。 
その点、これまでに研究代表者は、転移性
や薬剤耐性に着目した研究を先駆けて推進
しており、「悪性腫瘍が増悪化する（悪性転
化）」過程における変動分子の同定・機能解
明を進めてきた（Cancer Res., 2021, Sci 
Signal., 2021, Cell Rep., 2019）。さらに
食用オイルやおこげに含まれるベンゾピレ
ンが乳がん細胞の悪性転化を誘発する可能
性を見出している。そこで本研究では、 (1)
-❶ がん悪性転化の表現系・変動分子の選
定（1年目）、(2)-❷❸がん悪性転化を鋭敏
に評価可能な試験法確立と共に、動物試験
との関係性を追求する（2,3年目）。そのう
えで、（3）-❹食品添加物・食品残留農薬
等の悪性転化誘発性の情報集積を目指す（3
年目）。 
 
B. 研究方法 
1. 細胞培養 
ヒト乳がん細胞株であるHCC1806は、ATC
C（Manassas, VA, USA）より、MCF7は、
JCRB細胞バンク（Japanese Collection of
 Research Biosources Cell Bank, Natio
nal Institutes of Biomedical Innovation,
 Health and Nutrition, Osaka, Japan）、
非小細胞肺がん細胞株PC9はATCCより購
入した。また、ヒト胎児腎細胞由来細胞株で
あるHEK293Tは、ATCCより購入した。細
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胞の維持培養には、56℃、30分間の非働化処
理を行った10%ウシ胎児血清（Fetal Calf 
Serum; FCS; Biosera; NUAILLE, Franc
e) 、1% ペニシリン-ストレプトマイシン-ア
ムホテリシンB懸濁液 (Wako Pure Chem
ical Industries; Osaka, Japan) を含むD
ulbecco's Modified Eagle Medium (DME
M; Wako Pure Chemical Industries) を
用い、37℃、飽和蒸気圧、5% CO₂条件下で
培養した。 
 
2. 被験化学物質 
BisphenolAは、nacalai tesque (Kyoto, J
apan)より購入し、ジメチルスルホキシド
（DMSO, Wako Pure Chemical Industr
ies）に溶解し、ストック溶液を作製した。
実験に供する際、メディウムに溶解して希
釈し細胞に曝露させ、1週間もしくは4週間
培養した。 
 
3. Migration assayによる遊走能評価 
 FCS不含有のRPMI-1640で懸濁した各細
胞を、1.0×105 cells/0.1 ml/welの細胞濃度
で、24 wellプレート（CORNING, Cornin
g, NY, USA）に配置した孔径8 µmのトラ
ンスウェルチャンバー（CORNING）の上部
に播種した。チャンバーの下部は、10％ F
CSを含むRPMI-1640を0.7 ml満たした。3
7℃、飽和蒸気圧、5％ CO2条件下で24時間
培養した後、トランスウェルメンブレンの
裏側に侵入している細胞を4% パラホルム
アルデヒド（PFA, Wako Pure Chemical 
Industries）で固定し、クリスタルバイオレ
ット（Sigma-Aldrich）を用いて染色した。
オールインワン蛍光顕微鏡BZ-X800（Keye
nce, Osaka, Japan）により撮影した。 
 
4. RNA-seqによる網羅的遺伝子変動解析 
 HCC1806に1週間、もしくは4週間 の間、
10 nMもしくは10 µMのBPAを曝露させ、
それぞれのタイムポイントで回収したRNA
を用い、RNA-seq解析を実施した。RNAは、
FastGene™ RNA Basic Kit（Nippon Ge
netics, Tokyo, Japan）のプロトコルに従
い回収した。RNAシーケンス （mRNA-Se
q, 1000万 reads, single read）は、大阪大
学微生物研究所遺伝情報実験センターに委
託した。なお、解析においては、FPKM (F
ragments Per Kilobase of exon per Mill
ion mapped reads)が0.5以下の遺伝子を除
外し、R（R version 4.2.1, R Foundation
 for Statistical Computing, Vienna, Aus
tria. URL https://www.R-project.org/.）を
用いてグラフを作成した。 
 
 
5. Vimentinプロモーター活性を利用した

レポーター細胞の樹立 
HCC1806のゲノムDNAをDNA 回収kit（Q
iagen, Venlo, Netherlands）を用いて回収
し、プライマー（Forward: TTCAAAATTT
TATCGGCCCGTTAGGTCCCTCGA, Rev
erse: CGGTGGATCCTCTAGGCTCGGC
CGGCTCGCGGT）を用いてVimentinのプ
ロモーター部分（-800/+72, H Zhou, et a
l., Oncol Lett., 2019を参考）を増幅した。
XbaIとClaI（共にNEB, Ipswich, MA, US）
を用いて制限酵素処理したpLU-CMV-GFP
-pBLAST（Kerafast, Boston, MA, US）に、
In-fusion kit（Takara Bio, Shiga, Japan）
を用いてライゲーションし、プロモーター
がGFPの上流に挿入されたベクターを得た。
本ベクターをレンチウイルスパッケージン
グプラスミドpsPAX2 （Addgene, Watert
own, MA, US）、エンベローププラスミド
 pMD2.G（Addgene）と共にHEK293T（A
TCC）にFugene HD（Promega, Madison,
 WI, US)を用い、本製品のプロトコルに従
ってトランスフェクトした。72時間培養し
た後、ウイルス上清を0.45 µmフィルター
で回収した。PC9, HCC1806, MCF7細胞に
ウイルス上清を感染させ、Blasticidinで7日
間、培養することでレポーター細胞を得た。 
 
6. 統計解析 
統計解析には、Prism 9 for macOS (Gra
phPad, Boston, MA, USA)を用いて評価
し、統計学的有意差は、p<0.05の場合を有
意であるとした。 
 
[倫理⾯への配慮] 
本研究は次年度以降、動物実験を避け得な
いが、動物愛護の精神を遵守しつつ行うも
のである。また実験動物の取り扱い、およ
び動物実験の手順等を含めた動物実験に関
しては、「研究機関等における動物実験等
の実施に関する基本指針（文科省の指針）」
に準拠し、大阪大学の各所属研究科の動物
実験規程に則り行う。さらに本研究におけ
る実験動物の取り扱いおよび動物実験の手
順は、所属部署の動物実験委員会等による
倫理審査の承認を受ける（関連研究は既に
承認を受けている）。また、本研究計画では
効果的な安全性評価研究の実施に際して、
遺伝子組換え実験を行う可能性があるが、
「遺伝子組換え生物等の使用等の規制によ
る生物の多様性の確保に関する法律」に基
づいて適切に実施すると共に、所属機関の
組換えDNA実験委員会の承認を受ける（関
連研究は既に機関承認実験として承認され
ている）。 
 
Ｃ．研究結果 
1. BPAにより発現変動する遺伝子の網羅
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的解析 
昨年度に引き続き、モデル化学物質としてB
isphenol A (BPA)を選択し、がん悪性転化
形質に与える影響を評価した。細胞株とし
ては、Bisphenol Aの主要な受容体であるエ
ストロゲン受容体を発現していないトリプ
ルネガティブ乳がんの細胞株であるHCC18
06（Brian D. Lehmann, et al., J Clin I
nvest. 2011）を選択することで、エストロ
ゲン受容体非依存的な遺伝子発現変動につ
いて解析を試みた。また、濃度については昨
年度と比較してより低濃度に設定（10 nM,
 10 µM、昨年度は2~50 µM）し、実際の曝
露濃度を想定した検討を実施した。さらに、
1週間のみならず、4週間というより長期間
の曝露期間を設けることで、長期的な影響
評価を試みた。RNA-Seqによる網羅的変動
解析の結果、10 nM, 10 µMどちらの濃度
においても変動遺伝子が認められ（図1A, 
B）、1週間、4週間で共通して変動する遺伝
子も認められた（図1C, D）。まず、1週間
の時点で10 nM, 10 µMどちらにおいても
発現が変動していた遺伝子は増加、減少そ
れぞれ、29遺伝子、7遺伝子認められた（図
1A）。4週間時点においては、両濃度におい
て変動が認められた遺伝子は、増加、減少そ
れぞれ12遺伝子、10遺伝子であった（図1B）。
濃度別に見てみると、1週間、4週間共に10 
nM BPA曝露にて変動していた遺伝子は、
それぞれ1遺伝子ずつであった（図1C）。1
0 µMについては、1週間、4週間共に変動し
ていた遺伝子は、増加、減少それぞれ55遺伝
子、16遺伝子であった（図1D）。以上より、
10 µM BPA曝露群においてより多くの遺
伝子変動が認められたものの、10 nM BPA
曝露においても複数の遺伝子変動が認めら
れた。特に変動遺伝子が多かった10 µM B
PA曝露群に着目し、変動遺伝子の絞り込み
を機能面から実施したところ、興味深いこ
とに細胞外マトリックスの分解によりがん
細胞の浸潤・転移を促進するMMP13（D.E.
 Kleiner, et al., Cancer Chemother Pha
rmacol., 1999）, 血管新生などを介して転
移に関与するCXCL6（EC Keeley, et al., 
Adv Cancer Res., 2010）, がん細胞の免
疫抑制機構に重要な役割を果たすIDO1（Se
wha Kim, et al., J.Cancer, 2017）などが
見出された。今後は、これらをレポーター細
胞の構築の候補遺伝子として選定し、後述
するレポーター細胞を用いた評価系へと応
用を進める予定である。 
 
3. BPAがHCC1806細胞の細胞遊走性に及
ぼす影響解析 
これまでの結果において、10 nM, 10 µM
のBPA曝露により複数の遺伝子変動が認め
られた。そこで、低濃度のBPA曝露が、細胞

の悪性転化形質に及ぼす影響を評価すると
とした。これまでと同様にHCC1806細胞を
用い、細胞遊走性を評価可能なMigration a
ssayを用いて評価したところ、10 nM BPA
 1週間曝露によって細胞の遊走性が有意に
増加することが示された。一方、高濃度（1
0 µM）BPAによっては遊走性に顕著な変化
は認められなかった（図2）。今後、浸潤性
（細胞外マトリックスを分解し、がん細胞
が浸潤する性質）などを評価する必要があ
るものの、より低濃度（10 nM）のBPAが
遊走性を亢進させる可能性が示された。 
 
3. Vimentinを標識したレポーター細胞の
構築 
昨年度の検討において、CRISPR-Cas9シス
テムを用いたVimentinの発現を評価可能な
レポーター細胞の樹立を試み、HEK293Tを
用いたレポーター細胞の樹立を報告した。
一方で、本年度に乳がん細胞などトランス
フェクション効率が極めて低い細胞株に対
して、検討を試みたものの、レポーター細胞
の樹立には至らなかった。そこで、図4Aに
示すように標的遺伝子のプロモーター領域
を蛍光タンパク質をコードする遺伝子の上
流に組み込むことで、レンチウイルスベク
ターを構築した。なお、本検討では上皮間葉
転換（EMT）マーカーの中でも代表的、か
つ悪性転化することで発現が増加するVim
entinを選択し、ベクターを構築した。作成
したベクターを活用し、トランスフェクシ
ョンが困難であった乳がん細胞（MCF7, H
CC1806）、非小細胞肺がん細胞（PC9）を
用いてレポーター細胞樹立を試みた。その
結果、図4Bに示すようにそれぞれの細胞株
に緑色蛍光が認められた。今後は、EMTを
誘導することが知られているTGF-βなどで
妥当性評価を実施する。 
 
Ｄ．考察 
10 nMという低濃度のBPAの曝露によっ
て、がん細胞におけるがん悪性転化関連遺
伝子の変動が認められ、遊走性の増加傾向
が認められたことから、今後食品含有化学
物質のがん悪性転化形質に与える影響を詳
細に評価する必要があると考えられる。ま
た、プロモーター活性を用いたレポーター
細胞の樹立にはレンチウイルスを用いるこ
とから、ほとんど全てのがん細胞に導入可
能であり、今後の応用が期待される。 
 
Ｅ．結論 
食品含有化学物質・残留農薬の発がん性評
価は、その前期過程（Initiation・Promoti
onなど）に集中している。一方、がん患者
の死亡原因のほとんどは、その後期過程（が
ん悪性転化過程）に発生する転移や薬剤耐
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性などであるものの、化学物質等の評価は
進んでいない。その点、本研究は、食品含
有・残留化学物質によるがん悪性転化機序
の解明に基づく、「がん悪性転化毒性評価
法」の確立を目指している。本年度得られ
た知見をレポーター細胞などの評価系に活
用することで、より多角的ながん悪性転化
毒性評価法の確立を目指す。 
 
Ｆ．健康危険情報 
特になし。 
 
Ｇ．研究発表 
 1.  論文発表 
特になし。 
 
 2.  学会発表 
 
国内学会発表 合計1件 
1. 北本夏子, 芳賀優弥, 辻井勇気, 辻野

博文, 東阪和馬, 堤 康央：ベンゾピレ
ン誘導性細胞老化ががん悪性転化へ及
ぼす影響., 第50回日本毒性学会学術年

会., 横浜（神奈川）, 2023年6月. 
2. 久保美南海, 芳賀優弥, 北本夏子, 辻

井勇気, 東阪和馬, 堤 康央：上皮間葉
転換を介したがん悪性化の評価法確立.,
 第73回日本薬学会関西支部総会・大
会., 神戸（兵庫）, 2023年10月. 
 

国際学会発表 合計1件 
1. Kitamoto N., Haga Y., Tsujii Y., T

sujino H., Higashisaka K., Tsutsu
mi Y. : Investigation of the mecha
nisms of benzopyrene-induced cellu
lar senescence in breast cancer., T
he 10th International Congress of 
Asian Society of Toxicology, Taipei 
(Taiwan), 17-20 July, 2023. 
 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
特になし。 
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