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論 文 の 内 容 の 要 旨

f〃Vか0短期発がん性スクリーニング法と長期がん原性試験の間のギャップを解消する

ために,短期間で発がん性の検索が可能な中期発がん性試験法の開発が望まれている.中

期発がん性試験の⊥つである中期プロモーション活性検索法は,すでに約300種の化学物

質に適用され,評価に用いられている.一方,イニシエーション活性を検出のための中期

発がん性試験法はいまだ確立されていない.

本研究では,5週間で化学物質のイニシエーション活性が検索可能な中期発がん性試験

法(中期イニシエーション活性検索法)を用いて,化学物質のイニシエーション活性を検

索し,Amesテストおよび長期がん原性試験の結果と比較し,その有効性を検討した.ま

た,異なる細胞増殖刺激後のラット肝臓における細胞増殖動態とcytochrome P450(CYP)

の動態を解析し,.それらのイニシエーション成立への影響を検討した.さらに,中期イニ

シエーション活性検索法における被検物質の分割投与l;よる加算効果も検討した･

肝部分切除(PH)による中期イニシエーション活性検索法を既知の26種類の発がん性

あるいは変異原性化学物質に適用し,前がん病変であるglutathione S-tranSferase placental

form陽性細胞巣(GST-P陽性巣)の誘導を指標にして,中期イニシエーション活性検索にお

ける同法の有用性を検討した.pH処置した雄F344ラットに検索物質を経口投与し,続

いて,GST-P陽性巣の形成促進のために,2-aCetylaminofluoreneを0.015%混餌投与,さ

らにCCl.を経口投与し,GST-P陽性巣は免疫染色にて検出した.

5種の変異原性肝発がん物質を投与したところ,誘導された GST-P陽性巣の数は対照

群に比較して有意に高い値を示した.一方,･変異原性非発がん物質では,有意なGST-P

陽性巣の誘導はみられなかった.同様に,非変異原性肝発がん物質,肝プロモーターIあ
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るいは肝臓を標的臓器としないプロモーター投与でも,有意なGST-P陽性巣の誘導はみ

られなかった.さらに,今回検索した変異原性発がん物質では,発がん標的性に関わらず,

有意に高いGST-P陽性巣の誘導を認めた.したがって,中期イニシエーション活性検索

法は,イニシエーション活性の検索において,きわめて高い有用性を示した.特に臓器標

的性に関わらず,変異原性物質の発がん性が短期間に評価できることが明らかとなった.

次に,中期イニシエーション活性検索法の特徴の一つである,検索物質の暴露前の肝細胞

増殖刺激がイニシエーション成立に与える影響を,PH,CCl.およびD-galactosamine(D-gal)

処置による3種類の細胞増殖刺激の間で比較した.実験1として.BrdU標識法で各細胞

増殖刺激後のラット肝臓における細胞増殖動態を,リアルタイムreverse transcriptase-

polymerasechainreactionによりCYP各アイソザイムのmRNA邑
さらにimmunoblotting

法によって,イニシエーターである1,2-dimethylhydrazine(DMH)の代謝活性化に関与する

CYP2Elタンパク質量を定量し,それぞれ処置後の変化を解析した.実験2として,実

験1の結果とGST-P陽性巣の誘導の関係を解析するために,各処置後,DMHを経時的に

投与し,GST-P陽性巣の誘導を調べた･

実験1において,PHおよびD-gal処置後のCYP2Elタンパク質量の変化は少なく,対

照群と大差がなかったが,CCl.処置では,12時間後に急速な減少を示し,48時間後まで

低値が持続した.BrdU標識率でIま,D-galおよびCCl.処置では36～72時間後に上昇した

が,D-gal処置は,CCl.処置に比較して低い値を示した.cYP各アイソザイムのmRNA

量はP軋 CCl.処置後ともに12時間で急激に低下し,72時間から上昇に転じ,7日後に

は対照群と同レベルに回復した.実験2において,GST-P陽性巣の誘導は,PH処置では

細胞増殖動態との相関性を示したが,DMHの代謝活性化に起因したと考えられる約6時

間の時間差が認められた.一方,CCl.処置では,CYP2Elの回復に伴い,GST-P陽性巣の

誘導が高まった.D-gal処置では,GST-P陽性巣の誘導は低く,これはD-gal投与での低

い細胞増殖誘導に起因すると考えられた.以上より,CYP2Elレベルを維持しつつ,細

胞増殖の誘導が可能なPH処置は,中期イニシエーション活性検索法において効果的な細

胞増殖刺激法と考えられる.

イニシエーション活性の加算効果を検討するために,PHまたはCCl.処置を細胞増殖刺

激として用い,DMHをイニシエーターとした分割および単回投与においてGST-P陽性巣

の誘導を比較した.pHを刺激に用いた場合,単回大量投与,少量分割投与とも総投与量

が等しければ,同じ効果が得られた.これに′対し,CClヰ処置では,総投与量が同じであ

っても,大量単回投与に比較して少量分割投与の方がイニシエーション活性の検出感度は

高かった.さらに異なる種類のイニシエーターの併用投与(DMH十diethylnitrosamine,DMH

十dihydroxy-di-N-PrOPylnitrosamine)でも加算性が成立したことから,本試験系で軋複

合的発がんリスクの評価における有効性も示された.

本研究により,中期イニシエーション活性検索法の有用性さらに同法におけるイニシエー

ション成立に直接的に影響を及ぼす因子として,細胞増殖および代謝活性化が重要である

ことを明らかにした.また,被検物質の投与法において,.少量分割投与することで,副作

用を軽減し,効果的にイニシエーション活性を検索できることも示唆された･同法は,医

薬品開発における安全性研究だけでなく,環境衛生の分野においても多大な貢献が期待で

きると考える.
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審 査 結 果 の 要 旨

現在,化学物質の発がん性評価に際し,長期がん原性試験は実施にあたり莫大なコス

トが必要である点,また変異原性を評価する短期スクl｣-ニング法では,長期がん原性

試験と結果が一致しない偽陰性,偽陽性が存在する点などが問題となっている｡本研究

は,この両試験の間のギャップを解消するために,5週間という短い期間で化学物質のイ

ニシエーション活性が検索可能な中期イニシエーション活性検索法の確立を目的とした

研究である｡

第一章では,中期イニシエーション活性検索法を用いて,変異原性肝発がん物質,非変

異原性肝発がん物質,発がんプロモーター,変異原性非発がん物質および肝臓を標的と

しない変異原性発がん物質のイニシエーション活性をラット肝臓の前がん病変である

glutathioneS-tranSftraseplacentalform(GST-P)陽性巣の誘導により評価した｡その結見変

異原性発がん物質では,発がん標的臓器に関わらず,有意に高いGST-P陽性巣の誘導を

認めた｡したがって,中期イニシエーション活性検索法は,臓器標的性に関わらず,変

異原性物質の発がん性を,肝臓のみの検索で短期間に評価できることを示した｡

第二章では,中期イニシエーション活性検索法の特徴の一つである.検索物質の暴露

前の肝細胞増殖刺激がイニシエーション成畢に与える影響を肝細分切除(PH),CClヰおよ

びD-galactosamine(D-gal)処置による3種類の細胞増殖刺激の間で比較した｡その結見

PH処置では,GST-P陽性巣の誘導は,細胞増殖動態との相関性を示したが,代謝活性化

は維持されており,GST-P陽性巣の誘導と細胞増殖動態との間には代謝活性化に起因し

たと考えられる時間差が見られた｡一方,CClヰ処置では,肝小葉中心性壊死による代謝

活性化の急激な低下後,代謝活性化が回復に転ずる高細胞増殖期後半で,GST-P陽性巣

が有意に誘導された｡D-gal処置では,誘導された細胞増殖活性は低く,有意なGST-P陽

性巣の誘導があったものの,その程度はPHに比較して低値を示した｡以上より,細胞増

殖および代謝活性化はイニシエーション成立に影響を及ぼす重要な因子であり,代謝活

性化を維持しつつ,高い細胞増殖誘導が得られるPH処置は,中期イニシエーション活性

検索法において効果的な細胞増殖刺激法であることを明らかにした｡

第三章において,イニシエーション活性の加算効果を検討するために,PHまたはCCl.

処置を細胞増殖刺激として用い,イニシエーターの少量分割および大量単回投与におい

てGST-P陽性巣の誘導を比較した｡その結果,PH処置の場合,単回大量,少量分割投与

とも総投与量が等しければ,同じ効果が得られた｡これに対し,CCl.処置では,総投与

量が同じであっても,大量単回投与に比較して少量分割投与の方がイニシエーション活

性の検出感度は高かった｡さらに異なる種類のイニシエーターの併用投与でも加算性が

成立したことから,複合的発がんリスクの評価における有効性も示された｡

本研究によりt 中期イニシエーション活性検索法の有用性さらに同法におけるイニシ

エーション成立に直接的に影響を及ぼす因子として,細胞増殖および代謝活性化が重要

であることが明らかにしlさらに,被検物質の投与法において,少量分割投与すること

で,副作用を軽減し,効果的にイニシエーション活性を検索できる可能性があることも
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示した｡同法は,医薬品開発における安全性研究だけでなく,環境衛生分野においても

多大な貢献が期待できる｡

以上について,審査委員会全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学

位論文として十分価値あるものと認めた｡
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