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文 の 内 容 の 要 旨

過去30年余り,2種のげっ歯類を用いた2年間の長期癌原性試験によって,化学物質

のヒトにおる癌原性が評価されてきた｡しかし,現在,化学物質によって,げっ歯類に誘

発される脛蕩のいくつかは,ヒトヘのリスクアセスメントにおいて明らかに関係のないこ

とが示されている｡併せて,長期落度性試験は,費用および時間がかかりすぎることや,.

使用される動物数が莫大であることから,近年,代替法となり得る,より短期の試験系と

して遺伝子改変動物が注目されている｡〆J欠損マウスはその一つである｡〆Jは,ヒトの

多数の痺において変異あるいは欠失していることが知られている癌抑制遺伝子である｡

ヒトの食道および舌における扁平上皮癌は,〆J変異が多い腫瘍である｡また,その病

因の一つにタバコが挙げられており,その原因物質としてN-ニトロソ化合物が考えられ寧｡

本研究では,N-ニトロソ化合物であるmethyトn-amYlnitrosamine(MNAN)に対する

〆㌻/一および〆J†/一欠損マウスの食道および舌における◆発癌感受性を調べ,これら々ウ

スの究痺性試験の試験系としての有用性を検討した｡さらに,発生した腫癌における〆J

遺伝子の変異を解析し,〆J遺伝子異常と発痺の関連性を検討した｡

脚脚を5または15ppmの濃度で飲水に混入して〆㌻/-および〆J十/一欠損マウスなら

びに野生型(〆β†/†)マウスに8週間連日投与した｡実験開始15週後および25週後に動物
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■を屠殺して食道を病理組織学的に検索し･腫瘍のタイプおよび発生頻度を〆㌻/-,〆鋸-,
〆針/岬各遺伝子型について比較検討した｡その結果,15週後では脚州の5pp血投与で

扁平上皮痛が〆針/一に1/15例(6･7%)みられたが,〆針/十では認められなかった｡両手/-

では扁平上皮癌は10/12例(83･3%)と発生頻度が有意に増加した｡MNAN15ppm投与では

扁平上皮癌が〆針/-で2/14例(14･3軋〆針/+で1/11例(9.1%)認められた｡25週後では

脚甜5ppm投与で扁平上皮痛が〆針/一に7/16例(43.8軋〆針/十に1/13例(7.7射認めら

れ･〆鋸-で有意に高い発生率を示した｡■また,鮒A…5ppm投与群における扁平上皮癌

の発生頻度はが升/一で8/14例(57･1軋〆升/+で2/10例(20.0%)であり,〆J†/-では〆升/†

に比べ発生率が高い傾向を示した｡

以上〆㌻/-では･〆凱/-,〆針/+に比べ明らかに短期間,高頻度で食道扁平上皮瘡が

誘発された■また,〆針/-はが升/+に比べMNANによる食道の発癌感受性が高いことが示さ

れた｡

次に･誘発した腫瘍組織から DNAを抽出し,Single strand conformation

POlymorphism(SSCP)法によってp53遺伝子のexon5-8における遺伝子変異を検索した｡

〆針/十では6/12(50軋〆針/一では14/23(61糾こ食道癌の癌細胞〆J遺伝子の変異が恵め

られ,脚A附こよる〆J遺伝子の異常と食道発癌との因果関係が示唆された｡また,検出さ

れた変異は大半がG:C→A‥Tの塩基転移(transition)であり:ヒトの食道癌における点変

異の種類とよく符合した｡以上のことから･晰AN誘発食道扁平上皮癌がヒト食道癌のモデ

ルとして有用であることが示された｡

同様に,MNAN5ppmを飲水投与した〆㌻/-,〆針/-,〆β+/+の各遺伝子型マウスの舌

発癌感受性を検索した結果･15週後では〆㌻/一において舌扁平上皮癌が5/12例(4l.7%),

乳頭腫が2/12例(16･7捌こ認められた｡一方,〆針/-および〆針/†では増殖性病変の発生

はなく･〆㌻/-では･〆升/-,〆針/+に比べ明らかに短期間,高頻度で舌扁平上皮痺が誘

発された｡25週後では,上皮内痺(carcinomai皿Situ)が〆針/-の1/16例(6.3%)および

〆針/†の1/13例(7･7軋乳頭腫が〆針/-の1/16例(6･3捌こ誘発された｡〆針/-,〆針/‡｣

に発生したcarcinomainsitu'および乳頭腫についてS芦CP法により遺伝子検索した結果,

C→'Tの塩基転移がcarcino皿ainsituで,G→Aの塩基転移が乳頭腫でそれぞれ検出され

た｡これらの塩基転移は食道扁平上皮癌におけ･る変異の種類と同一のものであり,晰AⅣに

よるDNA損傷の可能性が考えられた｡

本研究により,〆㌻/-および〆升/-欠損マウスは晰AⅣ誘発食道癌に高感受性を哀し,

また,誘発された食道癌における〆J遺伝子変異の種類はヒトの食道癌における変異の種

類とよく符合し,ヒト食道癌のモデルとして有用と考えられた｡舌の脚ANに対する発癌

感受性は食道に比べ弱かったが,〆㌻/一欠損マウスでは短期間で扁平上皮痛が誘発され

その試験系としての有用性が示された｡〆β準伝子軋ヒトの多くの腫瘍で最も頻繁に変異

が検出される遺伝子であり･本研究から〆β遺伝子変異の種類の分析により,原因物質が

アルキル化剤のような場合には解明し得ることが示唆された｡
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審 査 結 果 の 要 旨

申請者は,ファイザー製薬株式会社･中央研究所において新規化合物の毒性評価に従事し

ている｡同者は,近年,化学物質の癌原性評価に際し,これまでの長期痺庶性試験に替わり

うる遺伝子改変マウスを用いた短期試験法の応用について世界規模で研究が進められている

ことに着目し,化学物質のヒトに対するリスク評価における〆g遺伝子欠損マウスの有用性

を検討すべく,〆J遺伝子欠損マウスの食道および舌における発癌感受性の検索,さらに遺

伝子変異を調べることによるメカニズム解析を行った｡

1. p53欠損マウスの食道におけるmethy卜n-amylnitrosamineによる発癌感受性および発

癌と遺伝子変異の関連についての研究(ね√Cノ即脚e∫ノ∫)

〆J欠損マウスの化学物質による食道発癌の感受性および発癌過程における〆J遺伝子

変異の関わりについて検討した｡Methyトn-amylnitrosamine(脚AN)を5または15ppmの

濃度で飲水に混入して〆㌻/-および〆J†/-欠損マウスならびに野生型(〆針/†)マウスに

8週間連日投与した｡実験開始l'5週後に卿甜を5ppm投与した〆クー/-で扁平上皮癌が

高頻度(10/12例:83･3射で認められた｡〆升/-では扁平上皮痛が1/15例(6.7%=こみられ

たが,〆針/†での発生はなかった｡.Ⅰ5ppm投与による扁平上皮痺の発生頻度は〆針/-で

2/14例(14･謂),〆J十/†で1/11例(9.ほ)であった｡25週後において,5ppm投与による

扁平上皮癌の発生が〆針/-では7/16例(43.8%)であったのに対して〆升/†では1/13例

(7･7%=こ過ぎず,〆升/-で有意に高い発生率を示した｡また,15ppm投与における発生

頻度は〆針/-で8/14例(57.1軋〆針/†で2/10例(20.0%)であり,〆針/-では〆升/十に

比べ感受性が高い傾向を示した｡

次に,誘発した腫瘍組織からI)NA を抽出1し,Single strand conformation

POIYmOrphism(SSCP)法によってp53遺伝子のexon･5-8における遺伝子変異を検索した｡

食道癌において,〆針/†では6/12(50軋〆升/-では14/23(61幻と,高頻度で〆J準伝子

の変異が検出され,〆J遺伝子の異常と食道発癌との因果関係が示唆された｡また,検出

された変異は大半がG‥C･→A:Tの塩基転移であり,ヒトの食道癌でよく検出される点変異

の種類と符合した｡

以上〆㌻/-では,〆針/-および〆升/十に比べて短期間かつ高頻度で食道扁平上皮痛

が誘発された.｡また,βよ升/-は〆針/†に比べ食道の発癌感受性が高りことが示された｡

さらに,腫瘍組織における.〆J遺伝子変異のバターンはヒトと相同していたことから,化

学物質の食道発癌性評価に,〆J遺伝子欠損マウスが有用であることが毒づけられた｡

2･P53欠損マウスの舌におけるmethy卜n-amylnitrosamineによる発癌感受性および発癌

と遺伝子変異の関連についての研究(J抑√朋ノβ/乃∫ノ〝ノβgノc加血J∂gカ

Methyl-n-amylnitrosamine(MNAN)をp53-/-,P53+/-,P53+/+の各遺伝子型マウスに5ppm

の濃度で8週間連日飲水投与し,舌発癌感受性を検索した｡実験開始15週後において

〆㌻/-で扁平上皮癌が5/12例(41.7射,乳頭腫が2/12例(16.7%)に認められた｡一方,

〆升/-および〆升/十では増殖性病変の発生はなかった｡実験開始25週後では,上皮内庸
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(carcim叩aノβ∫ノ/めが〆針/-で1/16例(6･3糾および〆升/†で1/13例(7･7れ乳頭脛が

〆針/-で1/16例(6･3捌こ誘発された｡さらに,〆升/-･〆針/†に発生したcarcinomaプア

sjtuおよび乳頭鹿についてSingle strand conformation polymorphism(SSCP)法により

P53遺伝子のex?n5｣=こおける遺伝子変異を検索レた結果,C→Tの塩基転移がcarcinoma
ノ〟∫J拍で,.G→Aの塩基転移が乳頭腫でそれぞれ検出された｡

以上のことから,〆㌢/-は,〆針/-および〆針/†に比べて短期間かつ高頻度で舌扁平

上皮痺が誘発され,舌発癌感受性が高いことが示された｡また,検出された〆J遺伝子変

異のバターンは,食道扁平上皮癌で最もよく.認められた塩基転移と同じであったことから,

この塩基転移は,MN卿によるD軋損傷の特徴である可能性が示唆された｡

本研究により,〆J欠損マウス時脚蛸に対する食道および舌の発癌感受性が高いこと

が判明した｡さらに,分子病理学的手法を用いて〆J遺伝子変異を検索することにより発

癌メカニズム解蛎を行い,〆J欠損マウスとヒトの扁平上皮癌との相同性を明らかにした｡

これらは,化学物質の安全性研究およびヒトの上部消化管における痺研究の分野において

多大な貢献を示すものと考えられた｡

以上について,審査委員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

文として十分価値があると認めた｡
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