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定量的化学物質発がん性予測のためのゲノム安全性評価新規解析手法の開発研究 
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 所属 大阪公立大学 大学院医学研究科・准教授 

  

研究要旨 
本分担研究では、遺伝毒性の無作用量がみられる低用量域における in vivo 変異原性

と発がん性の用量相関関係に DNA 損傷応答（DNA damage response: DDR）が重要な影響

を与えるとの仮説に基づき、既存の発がん性試験で得られたラット肝組織を活用し

て、発がん性指標とDDR関連反応との相互相関性を検討した。令和7年度は、ヘテロサ

イクリックアミンである MeIQx および IQ、ならびにニトロソ化合物である DEN を投与

したラット肝組織を用い、7 種類の DDR 関連タンパク質（γ-H2AX、p21Waf1/Cip1、MOK、

APE1、HP1α、PHLDA3、MYBL1）について免疫組織化学的解析を行った。その結果、γ-

H2AX陽性細胞はMeIQx、IQおよびDENの高用量群で認められたものの、陽性率は低く、

低用量域における発がん初期のDDR反応を定量的に評価する指標としては感度に限界が

あることが示唆された。また、γ-H2AX以外の DDR 関連タンパク質では明確な陽性像は

得られなかった。これらの結果から、発がん初期におけるDDR反応は、肝臓全体に均一

に生じるのではなく、特定の細胞集団に局在して生じる可能性が考えられた。そこ

で、新たに DEN 誘発ラット肝発がん実験を実施し、前がん病変形成期である 12 週およ

び腫瘍形成期である20週の肝組織を対象としてsingle-nucleus RNA-seq（snRNA-seq）

解析を行うことより、DDR 応答細胞集団の同定ならびに発がん性予測に有用な新規 DDR

関連遺伝子候補を進めた。12 週時点では DEN 用量依存的に GST-P 陽性細胞巣が認めら

れ、10 ppm で前がん病変形成の立ち上がりが確認され、50 ppm では肝実質の大部分が

GST-P陽性を示した。さらに、12週時点肝組織を用いたsnRNA-seq解析では、対照群と

DEN投与群との間で UMAP上のクラスター分布に明らかな差異が認められた。DEN投与群

では、前がん病変関連マーカーである Gstp1 の発現を示す細胞集団が認められ、GST-P

陽性前がん病変に対応する細胞状態を単一核レベルで捉えられる可能性が示された。

また、DDR 関連遺伝子群を統合した module score 解析により、DEN 応答性細胞集団にお

ける DDR 活性の上昇傾向が認められた。以上より、snRNA-seq解析は、発がん初期にお

けるDDR応答細胞集団の同定および発がん性予測に有用な新規DDR関連遺伝子候補の探

索に有用である可能性が示された。今後、20 週時点の肝腫瘍の解析結果と統合し、発

がん性の定量評価に資する新規 DDRマーカー候補の探索・検証を進める。 
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A. 研究目的 
化学物質の定量的発がん性評価は、「化

学物質の審査及び製造等の規制に関する法

律」（化審法）等における化学物質のリス

ク評価において、有害性評価値を導出する

ために重要である。通常、発がん性評価で

は、遺伝毒性試験の結果に基づいて変異原

性の有無を判断し、さらに発がん性試験の

結果を用いて発がんリスクの強さや用量反

応性を評価する。しかし、実際には、遺伝

毒性陽性と判断され発がん性の懸念がある

にもかかわらず、長期発がん性試験などの

定量評価に利用可能な情報が十分に得られ

ていない化学物質も少なくない。このよう

な場合、発がん性の有無や強さを科学的に

判断することが困難となり、リスク評価上

の大きな課題となる。 

そのため、本研究班「定量的化学物質発

がん性予測のためのゲノム安全性評価新規

解析手法の開発研究」では、従来の長期発

がん性試験を補完し、より迅速かつ合理的

に化学物質の発がん性を定量的に評価する

ため、ゲノム安全性の観点から新たな発が

ん性評価指標を探索・開発することを目的

としている。特に、DNA 損傷応答（DNA 

damage response: DDR）、染色体不安定性、

変異頻度、変異スペクトルなど、発がん過

程の初期に生じるゲノム毒性関連反応を定

量的に捉えることにより、発がん性試験結

果との関連性を明らかにし、化学物質発が

ん性予測への応用可能性を検証することを

目指している。 

本分担研究では、この研究班全体の中で、

既存の発がん性試験および遺伝毒性試験で

得られた知見と、DDR 関連反応との相互相

関性を明らかにする役割を担う。これまで

に実施してきた遺伝毒性肝発がん物質の低

用量発がん性評価研究では、遺伝毒性物質

であっても、DNA 付加体形成、DNA 損傷、

DNA 修復、変異誘発、前がん病変形成およ

び腫瘍形成の各段階で用量反応性が必ずし

も同一ではないことが示されている。すな

わち、非常に低用量域では DNA 付加体や

DNA 損傷が生じても、DNA 修復機構や細胞

周期制御などの生体防御応答により、変異

誘発や前がん病変形成には直ちに結びつか

ない可能性がある。一方、DNA 損傷が修復

能力や細胞応答の許容範囲を超える用量域

では、変異頻度の上昇、前がん病変の増加、

さらに腫瘍形成へ進展すると考えられる。 

このような発がん過程において、DDR は

DNA 損傷を感知し、DNA 修復、細胞周期停

止、アポトーシス、細胞老化などを制御す

る中心的な応答である。そのため、DDR 関

連分子や DDR 応答細胞集団を同定すること

は、単に DNA 損傷の存在を示すだけでなく、

その損傷が生体内でどの程度発がん過程に

結びつく可能性があるかを評価するうえで

重要である。特に、低用量域において発が

んリスクの立ち上がりを反映する DDR 指標

を同定できれば、長期発がん性試験を補完

する新たな定量的評価指標、さらには

Point of Departure（POD）設定に資する

指標となる可能性がある。 

そこで本研究では、既存の発がん性試験

で得られたラット肝組織を活用し、前がん

病変や腫瘍形成などの発がん性指標と DDR

関連分子との関連を明らかにするとともに、

DDR 法等を適用して両者の定量的・定性的

相関を検討することを目的とした。さらに、

発がん性の定量評価に資する DDR 関連分子

および DDR 応答細胞集団を探索・同定し、
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DDR を指標とした発がん性定量評価に用い

うる新たな POD 設定方法の提案を目指した。 

B. 研究方法 
1. 既存ラット肝組織を用いた DDR 関連タ

ンパク質の免疫組織化学的解析 

これまでに実施した遺伝毒性肝発がん物質

の 16 週間投与試験で得られたラット肝臓

ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）標

本を用いた。対象物質は、ヘテロサイク

リックアミンである MeIQx（2-amino-3,8-

dimethyl-imidazo[4,5-f]quinoxaline）お

よび IQ（2-amino-3-methyl-imidazo[4,5-

f]quinoline）、ならびにニトロソ化合物で

ある DEN（diethylnitrosamine）とした。

解析対象には、F344 ラット、BigBlue ラッ

トおよび gpt delta ラットを用いた既存試

験由来の肝組織を含めた（表 1）。免疫組織

化学的解析では、DDR 関連タンパク質とし

てγ-H2AX、p21Waf1/Cip1、MOK（MOK protein 

kinase ）、 APE1 （ Apurinic/Apyrimidinic 

Endonuclease 1 ） 、 HP1α

（Heterochromatin Protein 1 alpha）、

PHLDA3 （ Pleckstrin Homology-Like 

Domain, Family A, Member 3）および MYBL1

（MYB proto-oncogene like 1）の 7分子を

検討した。これらはいずれも、既報の遺伝

子発現解析において遺伝毒性肝発がん性の

予測に有用な mRNA マーカー候補として抽

出された分子であり、タンパク質レベルで

の可視化マーカーとしての適用可能性を検

討した。 

 

2. DEN誘発ラット肝発がんモデルを用いた

snRNA-seq解析 

免疫組織化学的解析では、検討した DDR

関連タンパク質について、低用量域におけ

る DDR 反応の検出感度に限界がある可能性

が示された。そのため、新たに DEN 誘発

ラット肝発がん実験を実施し、より高感度

に遺伝毒性および発がん性の予測に有用な

新規 DDR 関連遺伝子候補の同定を試みた。 

6 週齢雄性 F344ラットに DEN を 0（対照

群）、1、10および 50 ppm の 4用量で飲水

投与し、12週を発がん早期（前がん病変形

成期）、20 週を腫瘍形成期として肝組織お

よび肝腫瘍を採取する計画とした。各時点

の肝組織および肝腫瘍を対象に、single-

nucleus RNA-seq（snRNA-seq）解析を実施

し、DEN 応答性の高い DDR 関連遺伝子を発

現する肝細胞集団を同定するとともに、新

規 DDR マーカー候補を探索することとした。 

また、本研究で得られた肝組織、肝腫瘍お

よび snRNA-seq 解析データは、研究班全体

における新規 DDR 評価法の適用検証にも活

用可能であり、必要に応じて各分担研究班

へ材料を提供するとともに、各分担研究班

で開発された新規 DDR 関連分子の有用性検

証にも協力する計画である。 

12週時点の肝組織については、前がん病変

マ ー カ ー で あ る glutathione S-

transferase placental form（GST-P）免

疫染色を実施し、DEN 投与による前がん病

変形成の用量反応性を評価した。さらに、

前がん病変形成の立ち上がり用量および

DDR 応答細胞集団の解析に適した高用量条

件を確認した。 

 

3. DEN誘発ラット肝発がんモデルを用いた

single-nucleus RNA sequencing 解析 

DEN 誘発ラット肝発がんモデルにおける

DDR 関連細胞集団および新規 DDR マーカー

候補を探索するため、snRNA-seq 解析を実
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施した。本年度は、無処置群（対照群）お

よび 50 ppm DEN の 12週投与後の肝組織を

対象として解析を行った。 

採取した肝組織から単離核懸濁液を調製

し、BD Rhapsody システムを用いて核およ

び barcoded beadsをロードした。各核由来

mRNA を barcoded beads に捕捉し、逆転写

に よ り cDNA を 合 成 し た 後 、 whole 

transcriptome amplification（WTA）によ

り増幅した。増幅産物はビーズ精製による

サイズセレクションを行い、MultiNA シス

テムを用いてライブラリのサイズ分布を確

認した。続いて、NEBNext Ultra II FS 

Library Prep Kitを用いて DNA断片化およ

びアダプター・バーコード付加を行い、

MGIEasy Universal Library Conversion 

Kit に よ る conversion お よ び

circularization を経て DNB を作製し、

DNBSEQ-T7 によりシーケンスを実施した。 

取得した fastq データは、Cutadaptによ

りアダプタートリミング、ホモポリマート

リミングおよびクオリティフィルタリング

を行った後、STARsolo version 2.7.10bを

用 い て ラ ッ ト 参 照 ゲ ノ ム

mRatBN7.2_107_nosmRNA へマッピングした。

遺伝子 symbol ごとに各核の遺伝子発現カ

ウ ン ト テ ー ブ ル を 作 成 し 、 R の

DropletUtils package および Dropkick 

package を用いて低品質バーコードおよび

background を除外した。Tag 情報に基づく

demultiplex 解析により各検体由来の核を

識別し、得られた発現マトリックスを用い

て RStudio にて DEN 応答性細胞集団および

DDR 関連遺伝子発現の解析を行った。 

 
（倫理面の配慮） 
 動物を用いた実験は、大阪公立大学にお

ける「動物実験の適正な実施に関する規定」

ならびにわが国における「動物の保護及び

管理に関する法律」、「実験動物の飼育及

び保管等に関する基準」に準拠して行った。

加えて、大阪公立大学による動物実験に関

する倫理委員会の承認を得るなど、実験動

物に対する動物愛護を配慮の上で実施した。 
 
C. 研究結果 
1. DDR 関連タンパク質の免疫組織化学的

解析 

MeIQx、IQ および DEN を投与した既存

ラット肝組織を用いて、7 種類の DDR 関連

タンパク質の発現を免疫組織化学的に検討

した（図 1）。その結果、γ-H2AX 陽性細胞

は、MeIQx 100 ppm 群、IQ 100 ppm 群およ

び DEN 10 ppm 群などの高用量群において認

められた。一方で、いずれの物質において

も γ-H2AX 陽性率は低く、低用量域におけ

る DDR 反応を定量的に評価するには十分な

感度が得られない可能性が示された。γ-

H2AX 以外の 6 分子（p21Waf1/Cip1、MOK、APE1、

HP1α、PHLDA3、MYBL1）については、本研

究の検討条件下では明確な陽性像は得られ

なかった。したがって、これらの分子は

mRNAレベルでは遺伝毒性肝発がん性の予測

マーカーとして有用性が示唆されるものの、

免疫組織化学的手法によるタンパク質発現

の可視化マーカーとしては、少なくとも本

検討条件では発がん初期の DDR 反応を捉え

る感度に限界があると考えられた。 

 

2. DEN 誘発ラット肝発がんモデルの 12 週

時点における病理学的評価 

DEN 誘発ラット肝発がんモデルでは、12

週時点において 0 ppm、1 ppmおよび10 ppm

群では肉眼的に明らかな異常所見は認めら

れなかった。一方、50 ppm 群では肝臓に多
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数の結節が認められた（図 2A）。 

GST-P 免疫染色では、DEN 投与量に依存

して GST-P 陽性細胞巣が増加した（図 2B）。

1 ppm 群では対照群と比較して明確な差は

認められず、散発的な単細胞陽性が主体で

あった。10 ppm 群では 10 細胞以上からな

る GST-P 陽性細胞巣が出現し、前がん病変

形成の立ち上がり用量に相当すると考えら

れた。50 ppm 群では肝実質の 80%以上が

GST-P 陽性を示し、前がん病変に由来する

細胞状態を高頻度に回収できることから、

DDR 応答細胞集団の同定を目的とした

snRNA-seq 解析に適した条件であると考え

られた。 

 

3. DEN誘発ラット肝発がんモデルにおける

snRNA-seq解析 

DEN誘発ラット肝発がんモデルの 12週時

点肝組織を用いて、snRNA-seq 解析を実施

した。解析対象は、対照群由来 3 サンプル

および 50 ppm DEN 投与群由来 3 サンプルで

あった。全サンプルを統合して UMAP 解析

を行ったところ、対照群由来サンプルと

DEN 投与群由来サンプルの間で明らかなク

ラスター分布の差異が認められた。特に、

DEN 投与群では対照群と比較して特定のク

ラスターが増加または新たに出現しており、

DEN 曝露に伴う肝細胞状態の変化を反映し

ていると考えられた。現時点の解析では、

DEN 投与に関連するクラスターとして、

Cluster 3、7、8、11、14、17、25、およ

び Cluster 0、12、27 が抽出された（図 3）。 

次に、各クラスターのマーカー遺伝子発

現に基づき、細胞集団のアノテーションを

行った。その結果、主要な細胞集団として、

正常肝細胞集団、DEN 応答性肝細胞集団、

DEN 応答性前駆細胞様集団、内皮細胞集団、

胆管細胞様集団、免疫細胞集団および星細

胞集団が同定された。DEN 投与群では、

Gstp1 をはじめとする前がん病変関連マー

カーの発現を示す細胞集団が認められ、

GST-P 陽性前がん病変に対応する細胞状態

を snRNA-seq 上で捉えられる可能性が示さ

れた（図 4）。 

さらに、Seurat の AddModuleScore を用

いて DDR 関連遺伝子群を統合した DDR 

module score を算出したところ、DEN 応答

性細胞集団、特に DEN 応答性前駆細胞様集

団および一部の DEN 応答性肝細胞集団にお

いて DDR 活性の上昇傾向が認められた（図

5）。 

また、Gstp1 を前がん病変関連細胞集団

の指標、増殖関連遺伝子群を細胞増殖活性

の指標、DDR 関連遺伝子群を DNA 損傷応答

の指標として予備的に評価した。その結果、

DEN 応答性前駆細胞様集団では、GST-P 陽

性前がん病変に関連する分子プロファイル

に加え、増殖関連および DDR 関連スコアが

相対的に高い傾向を示した。 

 
D. 考察 
本研究では、既存の遺伝毒性肝発がん物

質投与試験由来のラット肝組織を用い、

DDR 関連タンパク質の免疫組織化学的解析

を行った。その結果、γ-H2AX 陽性細胞は

高用量群で認められたものの、陽性率は低

く、低用量域における DDR 反応を定量的に

捉えるには感度が十分でない可能性が示さ

れた。 

今回検討した DDR 関連分子の多くは、こ

れまでの mRNA 発現解析により遺伝毒性肝

発がん性の予測に有用な候補として同定さ
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れたものである。したがって、mRNAレベル

では発がん関連応答を高感度に反映する可

能性がある一方で、タンパク質レベルでの

発現量、抗体の特異性、細胞内局在、陽性

細胞の頻度、FFPE 標本における抗原性保持

などの要因により、免疫組織化学的検出で

は十分なシグナルが得られない可能性が考

えられた。一方、γ-H2AX 陽性細胞が高用

量群に限局して散発的に認められたことは、

発がん初期における DDR 反応が肝臓全体に

均一に生じるのではなく、特定の少数細胞

集団に局在して生じる可能性を示唆してい

る。このことは、既知の DDR 関連タンパク

質の免疫組織化学的解析のみでは、発がん

初期の DDR 反応を定量的に捉えることが困

難であることを示しており、細胞集団を分

解して解析可能な snRNA-seq 解析を実施す

る根拠となった。 

DEN誘発ラット肝発がんモデルの 12週時

点の病理学的解析では、GST-P 陽性細胞巣

が DEN 用量依存的に形成され、10 ppm で前

がん病変形成の立ち上がりが確認された。

また、50 ppm群では肝実質の大部分が GST-

P 陽性を示したことから、前がん病変に関

連する細胞状態を効率よく捕捉し、DDR 応

答細胞集団を探索するための解析条件とし

て有用であると考えられる。 

12 週時点サンプルを対象とした snRNA-

seq 解析では、対照群と DEN 投与群の間で

UMAP上のクラスター分布に明らかな差異が

認められ、DEN 投与に関連する複数の細胞

集団が同定された。特に、Gstp1 をはじめ

とする前がん病変関連マーカーを発現する

細胞集団が認められたことから、GST-P 陽

性前がん病変に対応する細胞状態を単一核

レベルで捉えられる可能性が示された。ま

た、DDR 関連遺伝子群を統合した module 

score 解析により、DEN 応答性細胞集団に

おいて DDR 活性の上昇傾向が認められたこ

とから、snRNA-seq 解析は、発がん初期の

DDR 応答細胞集団および発がん性予測に有

用な新規 DDR 関連遺伝子候補を同定するた

めの有効な手法であると考えられた。 

さらに、DEN 投与に関連する特徴的な細胞

集団のうち、GST-P 陽性前がん病変に対応

すると考えられる前駆細胞様集団では、細

胞増殖および DDR 関連応答の活性化傾向が

認められた。このことは、DEN 誘発肝発が

ん早期における DDR 反応が、前がん病変形

成に関わる特定の細胞集団に局在して生じ

る可能性を支持するものと考えられる。 

今後、低用量、中用量および高用量の各

群を比較することで、発がん性指標と DDR

関連遺伝子発現の用量反応性を統合的に評

価できると期待される。また、12週の前が

ん病変形成期サンプルと 20 週の腫瘍形成

期サンプルを統合解析することにより、前

がん病変から腫瘍形成に至る過程で維持ま

たは増強される DDR 関連細胞集団および遺

伝子群を同定し、発がん性の定量評価に資

する新規 DDR マーカー候補として検証する

予定である。 

さらに、本研究で得られた DEN 誘発ラッ

ト肝発がんモデルの肝組織、肝腫瘍および

分子解析データは、研究班全体における

DDR 法等の適用検証にも活用可能である。

必要に応じて各分担研究班に材料を提供す

るとともに、各分担研究班で開発された新

規 DDR 関連分子について、本モデルを用い

た有用性検証を行うことで、研究班全体の

新規発がん性定量評価手法の確立に貢献で

きると考えられる。 
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E. 結論 
snRNA-seqを用いた細胞集団別解析は、

発がん初期のDDR応答細胞集団の同定に有

効であり、発がん性予測に資する新規DDR

関連遺伝子候補の探索にも有用である可能

性が示された。今後、12週および20週サン

プルの統合解析と、研究班内で開発される

DDR関連分子の検証を通じて、定量的発が

ん性評価に資するDDRマーカー候補の確立

を目指す。 
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表 1 DDR 関連タンパク質の免疫組織化学的解析に用いた遺伝毒性肝発がん物質投与ラッ

ト肝組織 

被験物質 ラット 投与期間（投与経路） 用量 

DEN 雄性 F344 16 週（飲水） 0, 0.0001, 0.001, 0.1, 1, 10 ppm 

DEN 雄性 BigBlue 16 週（飲水） 0, 0.0001, 0.001, 0.1, 1 ppm 

IQ 雄性 F344 16 週（混餌） 0, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 ppm 

IQ 雄性 gpt delta 4 週（混餌） 0, 0.1, 1, 10, 100 ppm 

MeIQx 雄性 F344 16 週（混餌） 0, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 ppm 

MeIQx 雄性 BigBlue 16 週（混餌） 0, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 ppm 

 

 

図 1 遺伝毒性肝発がん物質投与ラット肝臓におけるγ-H2AX 発現 
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図 2 DEN 投与 12週時点におけるラット肝臓の肉眼像および GST-P 陽性細胞巣 

A：DEN 投与 12週時点の肝臓肉眼像。B：GST-P 免疫染色像。 

 

図 3 DEN誘発ラット肝発がんモデルにおける snRNA-seq解析：UMAP による DEN 投与関連

クラスターの抽出 
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図 4 snRNA-seq解析による DEN 応答性細胞集団の同定 

 

 

図 5 DEN 応答性細胞集団における DDR module score 解析 

 


