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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。本年度は、昨年度に引き続き、
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）より購入した。
細胞の維持培養には、56℃、30分間の非働
化処理を行った10%ウシ胎児血清（Fetal C
alf Serum; FCS; Biosera; NUAILLE, F
rance) 、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 
Chemical Industries; Osaka, Japan) を
含むDulbecco's Modified Eagle Medium 
(DMEM; Wako Pure Chemical Industri
es) を用い、37℃、飽和蒸気圧、5% CO₂条
件下で培養した。 
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2. 被験化学物質 
BisphenolAは、nacalai tesque (Kyoto, J
apan)より購入した。それぞれ、ジメチルス
ルホキシド（DMSO, Wako Pure Chemic
al Industries）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週間培養
した。 
 
3. RNA-seqによる網羅的遺伝子変動解析 
 HCC1806に1週間の間、10 nMもしくは
10 µMのBPAを曝露させ、回収したRNAを
用い、RNA-seq解析を実施した。RNAは、
FastGene™ RNA Basic Kit（Nippon Gen
etics, Tokyo, Japan）のプロトコルに従い
回収した。RNAシーケンス （mRNA-Seq, 
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 (Fra
gments Per Kilobase of exon per Millio
n 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。また、未処置群と
比較した際のp値が、0.05以下の遺伝子を抽
出し、増加もしくは減少している遺伝子群
ごとにEnricher (https://maayanlab.cloud/
Enrichr/)を用いて、BioPlanet 2019のデー
タベースを用いてパスウェイ解析を実施し
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。HCC1806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. 遺伝子発現データベース解析 
各遺伝子の正常組織、腫瘍組織、転移組織
における発現解析には、TMNplot（https:/
/tnmplot.com/analysis/）を用いた。TMNp
lotには、GEO, GTex, TCGA, and TARG
ET databasesから様々ながん種における
発現データが集約されている（全がん種を
合わせた症例数、正常組織：15,648 、腫瘍
組織：40,442、転移組織：848 ） 
 
[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. RNA-seq解析によるBPA誘導性変動遺
伝子の網羅的解析 
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昨年度に実施したRNA-seq解析の更なる妥
当性評価を目的に、n数を増やし、再度RN
A-seq解析を実施した。モデル化学物質とし
てはBisphenol A (BPA)を選択し、がん種
としては食品含有化学物質とがん悪性転化
の関連が示唆される乳がん (M Koual, et 
al., Environ Health, 2020) を選択し、エ
ストロゲン受容体非依存的な遺伝子発現変
動について解析するべく細胞株としてはエ
ストロゲン受容体の発現がほとんど認めら
れないトリプルネガティブ乳がん細胞株で
あるHCC1806  (Brian D. Lehmann, et 
al., J Clin Invest. 2011）を用いた。現実
的な曝露濃度として10 nMと10 µMを設
定し、一週間の曝露後に変動する遺伝子群
の解析を試みた。n数を増やしたことで、群
間の有意差を考慮した検討が可能となり、
Volcano plot等を用いて変動遺伝子を絞り
込んだ。その結果、10 nM曝露群、10 µM
曝露群いずれにおいても多数の変動遺伝子
が認められた（図1Aに増加（赤）、減少（青）
した遺伝子群をプロットで示す）。さらに、
有意な発現変動が認められた遺伝子群を対
象に、昨年度は実施していなかったパスウ
ェイ解析を実施した。その結果、10 nMの
発現増加群において（図1Bの左上）p値の低
い経路の絞り込みが認められた。中には、A
lpha-9 beta-1 integrin pathwayやSynde
can 2 pathwayなどEMTを始めとした腫
瘍の悪性化と関連のある経路が認められた
（SK Gupta, et al., Oncogene, 2013, P
G Loftus, et al., Int J Cancer, 2021な
ど）。さらに、それぞれの変動遺伝子にも着
目し、10 nM曝露群において、発現変動比
が2倍以上、もしくは1/2以下に減少した遺
伝子のうち、p値が0.05以下であった遺伝子
の中から、HIST1H2AE (Up), SEMA5A 
(Down), HOXC12 (Down)の三遺伝子につ
いて、患者データベースを用いて正常組織、
がん組織、転移組織における発現を評価し
た。TMNplotを用いて正常組織、腫瘍組織、
転移組織における発現を評価した結果、乳
腺組織において、BPAにより発現増加が示
唆されたHIST1H2AEについては正常組織、
腫瘍組織、転移組織と次第に発現が高くな
る傾向を示し、悪性転化促進遺伝子である
可能性が示された。一方、SEMA5Aについ
ては、正常組織と比較して腫瘍組織もしく
は転移組織で発現が低く腫瘍抑制遺伝子で
ある可能性が示された。とHOXC12につい
ては、腫瘍組織と比較して転移組織におい
て発現が低く、悪性転化抑制因子である可
能性が示された。 
 
2. レポーター細胞を用いた妥当性評価 
次に、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

組み込んだレンチウイルスベクターを用い
て樹立したHCC1806-Vimレポーター細胞
に関して更に妥当性を評価した。なお、本
検討では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を標的遺伝子として採用した。TGF-
βはEMTを誘導し細胞遊走性を亢進させ
るのみならず、その際にVimentinの遺伝子
発現量を増加させることが知られている 
(MK Wendt, et al., Future Oncol., 200
9)。そこで、HCC1806-Vimレポーター細胞
に対し血清飢餓処理を施した後、TGF-βを
処置し、24時間後の蛍光強度を測定した。
その結果、緑色蛍光の増加が認められた（図
2A, 2B）。 
 
Ｄ．考察 
10 nMという低用量のBPA曝露により、が
ん細胞における悪性転化に関与する遺伝子
発現の変化が確認され、悪性形質との関連
が示唆された。また、プロモーター活性を指
標とするレポーター細胞の樹立にはレンチ
ウイルスベクターを用いており、ほとんど
のがん細胞系への導入が可能であることか
ら、今後の幅広い応用が期待される。 
 
Ｅ．結論 
食品含有化学物質や残留農薬の発がん性評
価は主に初期段階に焦点が当てられてきた
が、がんの致死的要因である転移や薬剤耐
性といった後期過程に関する評価は進んで
いない。本研究は、がん悪性転化機構の解明
に基づき、それらを対象とした新たな毒性
評価法の確立を目指すものであり、本年度
の知見をレポーター細胞などに応用するこ
とで、将来的な評価系の構築が期待される。 
 
Ｆ．健康危険情報 
特になし。 
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Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
特になし。 
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