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【序文】

環境中の人工的に生成される,あるいは,自然界で生成される化学物質の

人に対する発がん性が指摘されてきた(3,62,68,98)｡化学物質の発がん性は,そ

の物質に対する暴露量と生体側の要因との相互作用と考えられている｡充分な

観察に基づく科学的な記載は,1775年のPott(80)による煙突掃除人夫における

陰嚢皮膚癌の多発に関する報告が最初とされている｡その後,1858年,Virchow

(4)により刺激説が発表された｡これは,充分な実験事実に基づく提唱ではない

が,がん発生の原因考察に1つの方向性を示し,実験の作業仮説を設定するこ

ととなった｡この作業仮説に基づき,化学物質ががんを発生させることを実験

的に最初に実証したのは,ウサギの耳にコールタールを反復塗布することによ

り,がんの発生を確認した山極と市川(80)の報告である｡その後,1,2,5,

6-dibenzanthraceneがKennawayおよびHieger(80)により,3,4-benzpyreneがHieger,

CookおよびHewett(9)により,コールタール中に含まれる発がん性主成分とし

て示された｡以降,化学物質の発がん性研究は活発になり,人工的に合成また

は自然界に存在する発がん物質の同定,単離が行われ,実験的に化学発がん物

質は,経皮的,経口的および静脈内または腹腔内に投与すると生体のほとんど

全臓器にそれぞれの物質による標的性をもってがんを発生させることが判明し,
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発がん因子としての化学物質の重要性が注目されるようになった｡

発がんに関与する化学物質は,環境中の人工的に生成,あるいは,自然界

で生成される外因性物質とヒトの生体内である条件下で合成される内因性物質

に大別される｡

外因性物質の多くは遺伝子障害性で突然変異原性を示し,DNAを化学的に

修飾する｡化学物質自体で核酸の修飾可能な化学反応性を示す直接的発がん物

質(directcarcinogen)と生体内で代謝を受けて初めて核酸修飾能を獲得する発が

ん前駆物質(pro-CarCinogen)に分けられる｡直接的発がん物質は求電子的反応

性を有しており核酸や蛋白中の求核センター(核酸中の塩基やメチオニン,チ

ロシンなどのアミノ酸)と反応する｡実験的化学発がんでよく用いられる

N-methyl-N,-nitro-N-nitrosoguanidine(MNNG)やN-methyl-N-nitrosourea(MNU)

などは直接発がん物質で,原則的に直接,接した部位に発がん性を示す｡一方,

環境中に存在する発がん物質の多くは,発がん前駆物質であり,化学構造に基

づき,多環式芳香族炭化水素類,芳香族アミンおよび関連ニトロ化合物に分類

されている｡多環式芳香族炭化水素類には不完全燃焼により生ずる｢すす｣や

煙に含まれるbenzo[a]pyrene(BP)やbenzo[a]anthracene(BA),芳香族アミンお

よび関連ニトロ化合物には,肉や魚などの蛋白質を多く含む食品を加熱調理時

にアミノ酸の加熱分解によって生じ,特にその焦げの部分に多く含まれる含窒
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素芳香族異項環化合物(heterocyclicamine)やdiethylnitrosamineが含まれる｡

一般的にタバコの煙は,ヒトの発がんの主な原因として考えられてきた

(15)｡実際にタバコ煙中には,さまざまなタイプの発がん物質,すなわち

POlycyclic aromatichydrocafbon,N-nitrosamine等が含まれている(42)｡Sugimura

ら(88)は,食品の調理で生じる煙にもタバコの煙と同様に何らかの発がんに関

達する物質が含まれる可能性があると予測した｡そこで,グラスファイバー製

のフィルターに焼き魚を調理するときに発生する煙を吸着させて採取したとこ

ろ,POlycyclicaromatichydrocafbonとは明らかに違うbenzo[a]pyreneより高い変

異原性を有する化学物質が抽出された｡また,これらの煙の発生源である焼肉

や焼き魚の焦げからも煙と同様に高い変異原性を示す化学物質が発見された

(89)｡これらの化学物質はheterocyclicamines(HCAs)と呼ばれ,肉や魚などの蛋

白質を多く含む食品を加熱調理した時,アミノ酸の加熱分解産物から形成され

ると考えられた(55)｡その後の研究で,実際にアミノ酸の加熱分解産物,すなわ

ち ト リ プ ト フ ァ ン の 加 熱 分 解 産 物 か ら

3-Amino-1,4-dimethyl-5H-Pyrido[4,3-b]indole(Ttp-P-1)と 3-amino-l-methyl-5H

ーPyride[4,3-b]indole(Trp-P-2)(87)が,グルタミン酸の加熱分解産物から

2-Amino-6-methyldipyride[1,2-a:3',2'-d]imidazole(Glu-P-1)と 2-aminodipyrido

【l,2-a:3',2'-d]imidazole(Glu-P-2)(111)が,大豆グロブリンの加熱分解産物から
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2-amino-9H-Pyride[2,3-b]indole(AαC)と2-amino-3-methyl-9H-Pyrido[2,3-b]indole

(MeAαC)(113)がSdlmonella(S)TyphimuriumTA98に対し変異原性を誘発する

物質としてそれぞれ単離され,構造決定された｡現在までに約21種のHCAsが

見いだされている｡

焼き魚,焼肉の焦げから単離されたHCAsは当初S.TyphimuriumTA98に

対して弱い変異原性を示すか,全く変異原性を示さないとされた｡しかし,

POlychlorinatedbiphenyls(PCB)を投与したラットの肝臓から得たS9mixで処理

するとS.TyphimuriumTA98に対し変異原性が認められた｡HCAsはPCB投与に

よりラット肝臓で誘導されたcytochromeP450(CYP)により代謝活性化された

と考えられた｡Ishiiら(43)はPCB,3-methylcholanthreneおよびphenobarbitalを投

与したラットの肝臓より得られた肝マイクロソームで叫-P-1および取p-P-2を

代謝活性化させた｡ほとんどのHCAsはCYPIA2に代謝活性化されることによ

りN一水酸化が観察され,一部のHCAsではCYPIAlあるいは他のアイソザイム

による触媒作用で活性化されることが見出された(1)｡これまでに加熱調理食品

あるいはアミノ酸などの加熱分解産物の中から,S.1加himuriumTA98に対し変

異原性を誘発する物質として約20種類以上のHCAsが単離,構造決定された(55)｡

これらの物質のうちラットおよびマウスを用いて発がん性試験を実施した10種

類のHCAsの全てに発がん性が確認された(Thblel)(86)｡ほとんどのHCAs
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は肝臓に対する発がん性を有し,他にも小腸,大腸,乳腺,ジンパル腺,陰核

腺等の多彩な器官･組織に対しても発がん性が認められた｡また,PhIPを混餌

経口投与したところマウスには高頻度にリンパ腫が発生したのに対し(20),同様

にPbIPをF344ラットに投与したところ,雄では結腸癌,雌では乳腺痛が主に

観察され(44),動物種や性差によって標的となる器官が異なることも明らかにな

った｡Adamsonら(l)は,IQ20mg/kgを週5日間の経口投与,平均44カ月間投

与し,カニクイザルに肝細胞癌を発生させた｡この腫瘍の発生は,AflatoxinBl

に比較して,短い潜伏期間で高頻度の発生率であった｡HCAsの発がん作用には

S9mixによる代謝活性化が必要であるが,ラット,ヒトあるいはサルから得ら

れたS9mixはそれぞれ同様にHCAsを代謝活性化することが可能であった｡し

かし,HCAsの発がん性に動物種による差,臓器特異性,性差が認められる｡こ

れらは個々のHCAsの薬力学的特徴や最終的な代謝経路に関連すると考えられ

た｡

このように環境中には,タバコの煙,調理食品に含まれる物質を含め,変

異原性や発がん性を示す物質が多く存在する｡これらの物質の多くは,ごく微

量にしか在しないが,組み合わせによって大きな発がんリスクを生じる可能性

も考えられる｡現実的にはヒトの日常生活において,これら変異原性物質ある

いは発がん性物質の暴露を完全に避けることは不可能であるため,これら物質
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について,ヒトの発がんに関連する有害性の評価,変異原性/発がん性の特性

の把握が重要な課題である(84)｡

No血arman(9H-Pyrido[3,4-b]indole)は,L-tryPtOPhanの熱分解産物であり(87),

S9mixの存在に関わらずS.1加himuriumTA98株に対し変異原性を示さない｡し

かし,非変異原性芳香族アミンであるanilineや0-tOluidineと共存させ,S9mixに

よる代謝活性系により代謝されることにより,S.TyphimuriumTA98およびS.

TyphimuriumYGlO24株に対し変異原性を示すようになる(61,63,64)｡これは,

norharmanと非変異原性芳香族アミンであるanilineあるいは0-tOluidineの共存

下で,S9mixによる代謝活性系による代謝を経て両者の複合体である新規

HCAs9-(4'-aminophenyl)-9HJpyrido[3,4-b]indole(Aminophenylnorharman,APNH)

が生成され(Figurel),その後の反応によって生じたAPNHはひき続き

hydroxyamino derivative(誘導体)に転換され,S.Typhimurium TA98および

YGlO24に遺伝子変異を誘発するDNA付加体を生じさせることで,変異原性

を発現する(99)｡このような点からnorharmanはco-mutagenといわれている｡

APNHの遺伝子変異の強度は,2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline

(MeIQx)および2-amino-6-methyldipyrido[1,2-a:3,,2,-d]imidazole(Glu-P-2)に匹敵

する(101)｡

No血a皿anは,タバコの煙,調理食品中など広く環境中に存在する(24)｡

-6-



タバコの煙中のNorharmanは,紙巻タバコ1本あたり900～4240ng含まれてお

り,タバコの主流煙,副流煙とも既知の変異原性/発がん性物質であるHCAs

の100倍量のno血amanを含んでいることが報告されている(102)｡普通の食事

を摂取している健康なヒトの尿中にも,非経口的な栄養補給を受けている患者

の尿中にも常にnofharmanは存在している(109)｡同様にanilineは,タバコの煙

中に紙巻タバコ1本あたり0.1～18.1帽の割合で(60),また,数種の果物では0.1

～30･9mg此gの割合で,また,野菜中にも存在する(41)｡さらに,anilineはヒト

の尿中および乳汁中にも検出されている(5,12)｡これらのことから,ヒトは日常

的にnorharmanとanilineの両方に暴露されていると考えられ,新規に発見され

たHCAsであるAPNHにヒトは日常的に暴露されている可能性は否定できない｡

そのため実験動物モデルを用いてAPNHの発がん性の詳細なデータが必要と考

えられる｡

本研究において,APNHの発がん性を検索するにあたり,第一章でAPNHのイ

ニシエーション活性を中期発がん性試験(invivofiveweekinitiationassay法)で

検討した｡第二章でAPNHの標的臓器と発がんメカニズムへの〆j発がん抑制

遺伝子の関連を検索するために,〆jノックアウトマウスを用いた発がん性試験

を行った｡さらに第三章では,マウス肝臓でのAPNHの代謝に関わる酵素誘導

と発がん性との関連を検討した｡

-7-



Tablel Chemicalnames,Abbreviations,SourceandCarcinogenicitytoRodents

Heterocyclicamine Abb. Spieces Dose Site(S)tumoroccurred

3-Amino-1,4-dimethyl-5HJpyrido[4,3-b]-indole Trp-P-1

3-Amino-1-methyl-5HIpyrido[4,3-b]-indole Trp-P-2

2-Amino-6-methyldipyrido[1,2-a:3',2､-d]imidazole Glu-P-1

2-Aminodipyrido[1,2-a:3',2'-4)imidazole

2-Amino-9Hlpyrido[2,3-b]indole

2-Amino-3-methyl-9HIpyrido[2,3-b]indole

2-Amino-3-methylimidazo[4,5イ】quinoline

00

Rat

Mouse

Rat

Mouse

Rat

MoⅦSe

Glu-P-2 Rat

Mouse

AαC Mouse

MeAαC Mouse

Iq

2-Amino-3,4-dimethylimidazo[4,5二月quinoline MeIQ

Rat

Mouse

Rat

Mouse

2-Amino-3,8-dimethylimidazo[4,5j)quinoxaline 8-MeIQx Rat

Mouse

2-Amino-1-methyl-6-Phenylimidazo[4,5-b]pyridine PhIP Rat

MoⅦSe

0.015 Liver

O.02 Liver

O.01 Liver

O.02 Liver

O.05 Liver;Smallandlargeintestine,

Zymbalgland,Clitoralgland

O.05 LiveIちbloodvessels

O.05 LiveIちSmallandlargeintestine,

Zymbalgland

O.05 Liver;bloodvessel

O.08 Liver;bloodvessel

O.08 Liver;bloodvessel

O.03 Liver;Skine,Smallandlargeintestine,

Zymbalgland,Clitoralgland

O.03 Liverlung,fbrestomach

O.03 Largeintestine,Oralcavity,

mammarygland,Zymbalgland,Skin

O.01 LiveIちfbrestomach

O.04 Liver;Skin,Clitralgland,Zymbalgland

O.06 LiveIち1ung,hematopoieticsystem

O.04 Colon,breast

O.04 Lymphoidtissue



第一章

イニシエーション作用に基づいたラット肝臓中期発がん性試験(血vル0

丘ve-Weekinitiationassay)を用いたaminophenylno血armanの発がん性の解明
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【緒言】

発がんにいたる過程は,イニシエーション,プロモーションおよびプログ

レツションの多段階のプロセスを必要とし(75),その中でもイニシエーション過

程は多段階発がんプロセスの最初の重要な鍵となる｡したがって,新規化合物

の有するイニシエーション活性の量的な性質を分析することは,その新規化合

物の発がん性を評価するにあたって,非常に重要な意義をもつ(26)｡Ames法に

代表される短期i乃Vよ地変異原性試験と長期がん原性試験のそれぞれの欠点を補

うことを目的に開発されたinvivofive-Weekinitiationassaysystemは,ラットを

用い,2/3肝部分切除により肝細胞増殖活性を誘導し,誘発された肝細胞増殖期

にイニシエーターとして検索対象である化合物がラットに一回経口投与される

(74)｡その2週間後,強力な前癌病変形成促進として,2TaCetylaminofluorene

(2-AAF)の投与を2週間行い,その間,細胞増殖を刺激する目的で四塩化炭素

(CC14)を投与する｡イニシエーションが成立していれば,5週間で前癌病変と考

えられる胎盤型glutathioneS-tranSfヒrase(GSTJP)陽性肝細胞巣が形成される｡本

法は,既知の26種類の化学物質において長期癌原性試験との相関性が検討され,

ブ〃V血で短期間に発がん性が評価できる試験系として開発が進んでいる(75)｡ま
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た,本検索法では,肝臓を標的としない物質の検索が可能であり,変異原性物

質であれば,発がん性変異物質と非発がん性変異物質との識別が可能である(45,

46,75,94,105)｡

今回,新たに発見された変異原性ヘテロサイクリックアミンであるAPNH

に対してラット肝臓におけるGSTJP陽性肝細胞巣の誘導をエンドポイントとし

たinvivo丘ve-Weekinitiationassay(92,93,95,105)を適用し,その発がん性につい

て検討した｡
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【実験材料および実験方法】

1.供試動物

雄F344ラットを日本チャールス･リバー社(Atsugi,Japan)より6週齢で

購入し,1週間の馴化の後実験に用いた｡動物はプラスチックケージにそれぞれ

5匹づつ飼育し,室温は22±2℃,湿度は60%,照明は12時間に維持した｡飼料

はオリエンタル酵母工学(Tbkyo,Japan)社製のNMEを,水は水道水をそれぞ

れ自由摂取させた｡床敷きは木製チップを用い1週間ごとに交換した｡実験開

始時の体重は,190-200gであった｡

2.試薬

APNHはS9mix存在下で,nOrharmanとanilineより生成した｡Norharman

HCl(Katsura,Chemical,Tbkyo,Japan)40mg とanilineHCl(WakoPureChemical

Industry,Osaka,Japan)20mgを蒸留水20mlに溶解し,POlychlorinatedbiphenyls

(Kanechlor-500)を投与した雄Sprague-Dawleyラットの肝臓より抽出したS9mix

10mlと混合し,37℃で20分間インキュベー卜した｡冷却アセトニトリル30m

1を反応液に加えた後,10,000回転/分4℃で遠心分離した｡真空下で沈殿物を
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除去し,50%エタノール2mlに溶解後,高速液体クロマトグラフィー(HPllOO

HPLCsystem,AgilentUSA)にて以下の方法で分離した｡HPLCカラムはTSKgel

ODS-120Acolumn(10pmparticlesize,7.8x300mm;Tbsoh,Tbkyo,Japan)を使用

し,移動相にはアセトニトリルおよび25mMリン酸緩衝液(pH2.0)のの混合液を

用いた｡試料を添加し,アセトニトリル濃度を30分まで15%で保持後,30-60

分までは15から50%,その後70分まで10分間保持する勾配溶離法にて溶出し

た｡流速は2ml/分とした(99)｡

四塩化炭素(CC14)は和光純薬工業(Osaka,Japan)より購入した｡

2-aCetylaminofluorene(2-AAF)を0.015%(w/w)混入した飼料は,オリエンタル酵

母より購入した｡

3.実験方法

実験プロトコールをFigure2に示した｡F344ラット各15匹をGroupsl-

に,各10匹をGroups4および5に分けた｡全てのラットにジエチルエーテル麻

酔を施し,腹部を正中線で切開,肝臓を露出した｡肝臓中間葉および左葉の起

始部を絹糸で結染し,切除した｡Groupsl-3については肝部分切除12および

30時間後に2回APNHlO,3および1mg/kgb.w.を経口投与した｡投与用量は

Kawamoriら(51)の報告に基づいて設定した｡検索対象物質であるAPNHの投与
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時点は,Sakaiら(74)の報告をもとに,代謝活性化を考慮し,肝部分切除後細胞

増殖が最も高くなる時間のやや前の時間に設定した｡APNH投与後,基礎飼料

を2週間与え,肝部分切除3週目より2-AAFを0.015%混入した飼料を2週間与

えた｡0.015%2-AAFの混餌投与中,すなわち肝部分切除後3週間目にCCl4(0.8

ml/kgb.w.)を単回経口投与した｡同時に肝部分切除を行った他の2群(Groups4

および5の各10例)は陰性対照群とした｡対照群2群のうち,Gro叩4は肝部

分切除後,Grouplと同様にAPNHlOmg/kgb.w.を経口投与し,2-AAFおよび

CC14経口投与処置は行わなかった｡Group5は肝部分切除のみ施し,他の処置は

行わなかった｡肝部分切除5週間後,全例を安楽殺後,肝臓を採取した｡肝臓

は切り出しを行った後,10%中性緩衝ホルマリンにて固定し,GSTJP陽性巣検索

のための免疫組織化学染色に供した｡

4.免疫組織化学

Constanら(8)の方法に従い,抗GSTJPIgG抗体(MBL,Nagoya,Japan)

を用い,Avidin-biotincomplex(ABC)法(38)にて染色した｡肝臓組織切片単位面

積あたりの直径0.1mm以上のGSTJP陽性肝細胞巣について数と面積を測定した

(93,95,105)｡測定値の統計解析は,一元配置の分散分析(ANOVA)と多重比較

検定(Dunnett法)により行った｡

-14-



【実験結果】

1.肝臓単位面積あたりのGSTJP陽性肝細胞巣の面積

APNH非投与群(Group5)を除く各群ラットの肝臓においてGSl二P陽性

肝細胞巣の発現が認められた｡GSTJPは肝細胞の核および細胞質に認められた

(Figure3)｡

肝臓単位面積あたりのGSTJP陽性肝細胞巣の面積をFigure4に示した｡対

照群であるGroup5の単位面積あたりのGSTJP陽性肝細胞巣の面積は,0.22±0.20

(平均値±標準偏差)mm2/cm2であった｡Groupl(10mg/kg),Group2(3mg/kg)

およびGroup3の単位面積あたりのGSTしP陽性肝細胞巣の面積は,それぞれ

3.43土1.38mm2/cm2,2.18j=l.41mm2/cm2(1mg/kg)および0.94j=0.5lmm2/cm2であ

り,用量相関性に有意な増加を示した｡また,APNH10mg/kgb.w.投与後2-AAF

およびCC14の処置は行わなかったGroup4の単位面積あたりのGSTJP陽性肝細

胞巣の面積は0.59±0.3lmm2/cm2で,対照群と比較して有意な増加を示した｡

2.肝臓単位面積あたりのGSTJP陽性巣の発生数

肝臓単位面積あたりのGSTIP陽性巣数をFigure5に示した｡対照群である

Group5の単位面積あたりのGSTJP陽性肝細胞巣の数は,2.67±1.27foci/cm2であ
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った｡投与群では,Groupl(10mg/kg),Group2(3mg/kg)およびGroup3(lmg/kg)

の単位面積あたりのGSTしP陽性肝細胞巣の数は,それぞれ19.34±7.20,22.75±8.16

および13.61±4.92/cm2であり,対照群に比較して有意な増加が認められた｡

APNHlOmg/kgb.w.投与後に2-AAFおよびCCl｡処置を行わなかったGroup4に

おける単位面積あたりのGST｣P陽性肝細胞巣数は,3.43±l.38/cm2で増加傾向を

示したが,統計学的にAPNH非投与群のGroup5との間には有意差が認められ

なかった｡単位面積あたりのGSTJP陽性肝細胞巣の数は,Group2(3mg/kg),

Group3(lmg/kg)に用量相関性の増加を示したが,最高用量のGroupl(10mg/kg)

はGroup2との間に有意差を示さなかった｡
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【考察】

APNHはnorharmanとanilineの共存下でヒト肝臓ミクロソーム分画による

代謝反応により生じる両者の複合体として,最初に発見された(50)｡Norharman

およびanilineは,タバコ煙,加熱食品や野菜などに含まれ,ヒトの生活環境に

広く分布しており(100),人体はnorharmanおよびanilineに日常的,継続的に暴

露され,APNHが人体で生成されていると考えられる(27,60,102)｡そのため

APNHの発がん性についての研究は重要な意味をもつと考えられる｡

hvivo丘ve-Weekinitiationassayは,変異原性と発がん性を有する遺伝毒性

発がん物質の場合,GSTJP 陽性肝細胞巣を誘導するが,querCetinや

6-hydroxyquinolineのような変異原性陽性であるが発がん性を有しない物質では

GSTJP陽性肝細胞巣を誘導しない｡GSTJP陽性肝細胞がイニシエーションの成立

した細胞であることは,f乃γ血およびf〃γi加の実験により明らかになっており,

以上のことを踏まえると,変異原性と発がん性,特にイニシエーション活性と

は,非常に酷似した現象であるが,全く同一ではない考えられる｡したがって,

hvivo丘ve-Weekinitiationassayは,変異原性物質の発がん性,厳密にはイニシエ

ーション活性が検出できる検索法である｡また,肝臓を標的とした,変異原性

肝発癌物質だけでなくbenzo(a)pyreneや4-nitroquinolinel-OXideのような変異原
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性陽性非肝発がん物質のイニシエーション活性を検索でき,一方,uraCil,

butylatedhydroxyanisoleおよびcatecholのような発癌物質であっても変異原性

陰性物質においてはGSTJP陽性巣を誘導しない(75)｡すなわち,変異原性陽性物

質のうち,標的臓器にかかわらず発癌性が認められた物質のみが本検索法で陽

性所見を示す(91)｡

イニシエーションが成立するためには,細胞増殖による遺伝子変化の固定

が必要である｡また,多くの発がん性物質は,生体内で代謝を受けて発がん性

を獲得する間接型発癌物質のため,代謝活性化もイニシエーション成立に影響

を及ぼす(76)｡hvivofive-Weekinitiationassayでは,肝細胞増殖刺激として2

/3肝部分切除を用いているが,肝部分切除後は細胞増殖の増減が著しく,化学

物質の投与タイミングが細胞増殖の高い時期とずれると偽陰性を生じる恐れが

ある(46,95)｡一般にラットにおける肝部分切除後では,18-24時間後にDNA合

成の最初のピークが起きる(54,77)｡続いて一度,増殖活性が低下した後,最初

の細胞増殖に比較して弱くなるが,36時間後に次の細胞増殖が高まる(2,74)｡

hvivo丘ve-Weekinitiationassayにおいて,l,2-dimethylhydrazineを肝部分切除12

および30時間後に投与することによってGSTLP陽性巣はより強く誘導されこと

が報告されている(2,74)｡細胞増殖活性のピークとGSTJP陽性肝細胞巣の誘導

には時間差が存在するが,これは1,2-dimethylhydrazineの代謝活性化によると
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考えられる(26,76,93)｡以上のことから,本研究では,代謝活性化のために必要

な時間,また,複数回投与による加算効果を利用したイニシエーション活性検

出感度上昇を考慮し,肝部分切除12および30時間後に2回のAPNHの経口投

与を設定した｡また,肝細胞増殖期の低用量の複数回投与は,同時期に複数回

投与の合計投与量を1回で投与した場合と同等の効果を有し,イニシエーショ

ン活性を検索するにあたって,低用量複数回投与は肝部分切除処置後のラット

に対する検索対象とする化学物質の毒性を軽減できることから,同用量の単回

投与に比較して優れていることが報告されている(74)｡

チトクロームP450(CYP)1,2および3は,肝臓において発がん性物質

の代謝に最も深く関与すると報告されており(50,54),発癌物質は活性化過程に,

多くの場合CYPでの複合的な酸化システムによる代謝活性化が必要である(2)｡

ヘテロサイクリックアミンに対する動物の発癌感受性は,発癌過程のイニシエ

ーション初期段階における CYPIA2の活性と誘導によく相関することから,

CYPIA2が代謝活性化に関与することが示唆されている(34)｡一方で,ラット肝

臓におけるCYPIA2,2Eおよび3Aの蛋白レベルは,肝部分切除前と後でほと

んど変化しないことが報告されている(103),したがって,肝臓におけるヘテロ

サイクリックアミンの代謝活性化の観点から,invivo丘ve-Weeksinitiationassay

は,ヘテロサイクリックアミンの発がん性検出にも適していると考えられる｡
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ラットに肝部分切除処置を施し,12時間後および30時間後に10,3ある

いはImg/kgのAPNHを経口投与したところ,GSTIP陽性巣誘導が投与用量相関

性に認められたが,さらにAPNH投与後,プロモーション処置としての2-AAF

の混餌投与およびCCl4投与を行わなかった群(Group4)においても,APNH非

投与群(Group5)に対してGSTJP陽性巣が有意に誘導された｡これは,4週間

のAPNH混餌経口投与(50,20および10ppm)により,F344雄ラットの肝臓

にGSTJP陽性巣が誘導されたとの報告(51)と一致しており,APNHが肝臓を標

的とした発がん性物質であることが強く示唆された(39)｡
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【要約】

新規に認められたヘテロサイクリックアミン,APNHについて,イニシエ

ーション作用検出のためのラット肝臓を用いた中期癌原性試験(よ〃γル0

丘ve-Weekinitiationassay)により発がんイニシエーション活性の検索を行った｡

7週齢の雄F344ラット55匹に2/3肝部分切除術を施し,それぞれ10,3,

1およびO mg/kgb.w.(Groupsl-3および5)の投与量でAPNHを肝部分切除

12時間後および30時間後の2回経口投与した｡肝部分切除2週間後,2週間に

わたり2-aCetylaminofluorene(2-AAF)を0.015%混餌投与し,同じく肝部分切除3

週間後,四塩化炭素(CC14,0.8ml/kgb.w.)を単回経口投与した｡Group4では,

肝部分切除後,APNHを10mg/kgb.w.の投与量で投与し,2-AAF,およびCC14投

与処置は行わなかった｡

肝臓単位面積あたりのGSTJP陽性肝細胞巣面積は,対照群であるGroup5

の0.22±0.20mm2/cm2と比較して,Groupsl-3ではそれぞれ3.43±1.38,2.18±1.41

および0.94±0.51mm2/cm2であり,用量相関性の増加が認められた(Groupl-3vs.

5 p<0.00l,GroupIvs.Group2 p<0.05,Group2vs.Group3p<0.01)｡また,GSTJP

陽性肝細胞巣数においては,Groupsl-3ではそれぞれ19.34±7.20,22.75±8.16

および13.61±4.92foci/cm2であり,対照群であるGroup5(2.67±1.27foci/cm2)
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に比較して有意な増加がみられた｡これらのことより,APNHがイニシエーシ

ヨン活性を有することが示唆された｡さらに,Group4では,単位面積あたりの

GSTしP陽性肝細胞巣の面積は0.59±0.31mm2/cm2であり,Group5群に比較して有

意な増加を示したことから,APNHの肝標的性も強く示唆された｡
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第二章

p53ノックアウトマウスを用いたaminophenylnorharmanの発がん性解明
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【緒言】

p5jがん抑制遺伝子は遺伝子に障害を受けた細胞の異常増殖を抑える転写

調節因子を暗号化しており(59),その遺伝子産物の働きは,ゲノムに傷害を受け

た細胞の細胞分裂をGl期で停止させるために,細胞増殖を負に制御するたんば

く質の遺伝子の転写を促進することで傷害された遺伝子の修復時間を稼ぎ,ま

た,修復が不可能な程度のゲノムの傷害を受けた細胞に対しては,アポトーシ

ス促進遺伝子の転写を活性化し,その細胞をアポトーシスヘ誘導する(58,59)｡

つまり,傷害を受けたゲノムが娘細胞に複製されないように働くことから,〆j

遺伝子は"ゲノムの守護神"とされる遺伝子である(58,59)｡〆j遺伝子の変異は

多くのヒトの腫瘍で報告されており(36,37),〆j遺伝子の機能消失が発がんプロ

セスにおいて重要な役割を果たしていると考えられている(16,17,47,97)｡

近年,胚細胞の遺伝子改変技術の進歩により,ク5j遺伝子をノックアウト

(KO)したマウスが作出され(33),腫瘍発生におけるク5j遺伝子機能の解明や

化学物質の発がん性評価に用いられている(16,17,47,97)｡〆j遺伝子の片側アレ

ルが欠損した〆jKOマウスb5j(+/うマウス)では,自然発生腫瘍の発生頻度

が低く,12カ月齢まで生存可能であり,12カ月齢での腫瘍発生率は8射ことど

まる(19,33),さらに化学物質に対して発がんに感受性が高いことから短期化学
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発がん性実験に用いられている(16,17,96)｡しかし,発がん感受性は臓器によっ

て異なり,腺胃発癌や大腸発癌では,両側のp5j遺伝子アレルを正常に有する

野生型〆けKOマウス匝5j(+/+)マウス)とp5j(+/うマウスの間に有意な差は認め

られなかった｡一方,膜胱発癌や食道発癌では,p5j(+/うマウスの方が,〆j(+/+)

マウスに比較して発がん感受性が高く,さらに発生した腫瘍には残存する片側

p53アレルに変異を示すlossofheterozygosityが認められている｡これらのこと

から,〆j遺伝子の発がんへの関与は,臓器によって異なることが推察される(81,

82)｡対照的に,〆j遺伝子の両側アレルを欠損した〆けKOマウスb5j(イうマ

ウス)では,早期に自然発生性腫瘍を発生し易く,4.5カ月齢で約半数の個体に

リンパ腫あるいは肉腫などの腫瘍が発生しはじめ,10カ月齢までにはほとんど

個体に腫瘍発生が認められるが(33),〆j(イうマウスを用いた化学発がん実験で

は,臓器にかかわらず通常の長期発がん性試験に比較し,非常に短期間に腫瘍

発生を誘導できる(16,97)｡さらに,皮膚発癌や大腸発癌では,早期に悪性腫

瘍を発生させることが知られている(53)｡これらは,〆j遺伝子機能の完全な消

失による,他の発がん関連遺伝子における異常の固定と蓄積の促進と考えられ

る｡

第一章において,APNHは,変異原性のみでなくイニシエーション活性を

有することが明らかにされ,さらに,ラットにおいて肝臓が標的臓器の一つで
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あることが強く示唆された｡続いて,本章においては,遺伝子改変操作にて発

がん感受性を高めたp5jKOマウスを用い,APNHの発がん性を評価し,さらに,

発生した腫瘍について〆jがん抑制遺伝子異常の関与の有無を検討した｡
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【実験材料および実験方法】

1.供試動物

Donehowerら(18)によって作出されたC57BIJ6%遺伝的背景にもつp53

KOマウスを用いた｡〆j KOマウスは,愛知がんセンター研究所動物施設にて

繁殖,継代された｡雄5週齢〆j(+/+),(+/〕および(イうマウスを15週間投与実

験に,雌雄5週齢〆j(+/+)および(+/うマウスを40週間投与実験に用いた｡12時

間の照明サイクル下で,木製チップを敷いたプラチックケージ内で飼育した｡

餌はOrientalNMF(オリエンタル酵母(株),東京),飲料水は水道水をそれぞれ

自由に摂取させた｡

遺伝子型解析は,Tsukamotoら(107)の方法に従った｡DNAは各マウスの尾

の先端からQIAamptissuekit(QIAGEN,K.K.,Tbkyo,Japan)を用い,抽出精製し

たサンプルを使用した｡Thq DNA
polymerase(Thkara,Ohtsu,Japan),1x

POlymerase･でhainreaction(PCR)緩衝液,200pMdNTP,それぞれ200nMの5,-お

よび3,ザrimer,2.5plゲノムDNAよりPCR反応液を調整した｡マウスp53exon

5-8のPCRprimerはThble2に示した｡PCR反応は,94℃1分の後,94℃1

分,65℃1分,72℃1分の3ステップを35サイクル,72℃10分の温度サイ

クルでThkaraPCRThermalCyclerMP(Thkara,Ohtsu,Japan)を用いて実施した｡
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PCR産物の確認は,エチジウムブロマイドを含む3%アガロースゲル(Thkara,

Ohtsu,Japan)で電気泳動した後,紫外線イルミネーション下で行った｡

2.試薬

APNHは,S9mix存在下で,nOrharmanとanilineより生成した｡生成は第

一章で用いた方法に準じて行った｡

3.実験方法

実験プロトコールをFigure6に示した｡APNHをそれぞれ30,10,3およ

びOppmの投与濃度で混入させた飼料を日本クレアで委託製造し,入手後投与

までは4℃に設定された保管庫で保存した｡APNH混餌飼料(APNH 30,10,

3および1ppm)を5週齢の〆j(･/･),(･/〕および(イう雄マウスに15週間,5週

齢の雌雄〆j(+/+)および(+/うマウスに40週間投与した｡給餌方法は自由摂取と

した｡それぞれ遺伝子型および投与期間に対照群を設け,対照群には基礎飼料

(CA-1日本クレア,東京)のみを与えた｡15週間投与群については,投与開始

時より1週間間隔で体重を測定した｡40週間投与群については,投与開始時よ

り投与15週目まで1週間に1回,その後,投与40週目まで4週間に1回体重

を測定した｡投与15週目,あるいは40週目に生存例全例について,安楽殺後,
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肉眼的に全身臓器を観察し,肝臓,腎臓,牌臓,心臓,肺,胃,十二指腸,空

腸,回腸,盲腸,結腸および胸腺を採取した｡投与15週目,あるいは,40週目

の投与終了以前に死亡あるいは切迫屠殺したマウスについても,同様に全身臓

器を肉眼的に観察し,可能な限り,肝臓,腎臓,牌臓,心臓,肺,胃,十二指

腸,空腸,回腸,盲腸,結腸および胸腺を採取した｡なお,40週間投与群では

投与25週目前後の死亡あるいは切迫屠殺例について,肝臓を中心に観察し,15

週間投与群と比較して腫瘍形成などにおいて差が認められなかったため,

1ねmamotoら(112)の方法を参考に投与期間を40週間とした｡

4.組織学的検索

剖検時採取した肝臓の左葉,中間葉および右柔から各1片,3-5mmの厚さ

のスライス片を切り出し,4%中性リン酸緩衝パラホルムアルデヒド水溶液に

て浸漬固定した｡中間葉は胆嚢を含めて切り出した｡腎臓,牌臓,心臓,肺,

胃,十二指腸,空腸,回腸,盲腸,結腸および胸腺も切り出し,4%中性リン

酸緩衝パラホルムアルデヒド水溶液にて浸漬固定した｡固定後,肝臓,腎臓,

牌臓,心臓,肺,胃腸管および胸腺を定法にてパラフィン包埋,薄切の後,へ

マトキシリン･エオジン(HE)染色を施し,15週間投与群については全ての臓

器･組織,40週間投与群について肝臓,胆嚢を鏡検した｡肝臓の病変の組織学
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的分類は,Haradaら(32)の報告に従った｡

また,画像処理装置(ImP;SumikaTbchnos,Thkarazuka,Japan)を用い,15

週間投与群について,肝臓病理組織標本を顕微鏡下で観察し,病変のない箇所

につき400倍視野5視野あたりの肝細胞核数および肝細胞核の合計面積を計測

し,肝細胞核1個あたりの平均面積を算出した｡

5･PCR-Singlestrandconformationpolymorphism(PCRTSSCP)法による肝腫瘍の

〆j遺伝子変異の検索

〆j(+/+)マウスから12個の肝臓腫瘍,〆j(･/うマウスから15個の肝臓腫

瘍を採材しそれぞれをPCR-SSCP法(67)にて分析した｡ゲノムDNAは,未染パ

ラフイン切片の腫瘍部分からDEXPAT(Thkara,Ohtsu,Japan)を使用し,Ⅵmamoto

ら(112)の方法でそれぞれ抽出した｡マウス〆j遺伝子exon5から8のプライマ

ーデザインは恥ukamotoら(107)の報告をもとにした(Thble2)｡PCRはThkaraPCR

ThermalCyclerMP(Thkara,Ohtsu,Japan)を用い,PCR産物は,SSCPloadingbu飴r

を20山加え,10分95℃にて加熱し,氷水にて15分間急冷後,0.625ⅩMDE

POlyacrylamideゲル(FMC,Rockland,ME)/トリス･ホウ酸･EDTA緩衝液で電気

泳動を行った｡8W定電力,室温にて18時間電気泳動を行った後,ゲルを乾燥

させ,イメージングプレート(FdiFilm,Kanagawa)に密着させ,室温にてカセッ
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ト内で転写した0転写されたイメージングプレートは,BAS2500(FtdiFilm,

Kanagawa)により解析した｡

6.統計解析

病理組織学的検査における病変の発生頻度は,Fisherの直接法,生存曲線

および生存率の統計学的解析はKaplan朋eier法およびlogrank法を用いて解析

した(72)｡測定値の統計解析には,1元配置の分散分析と多重比較検定(Dunnett

法)を用いた｡
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【実験結果】

1.体重

15週間投与群および40週間投与群の平均体重増加の推移をFigure7に示

した｡各群の最終体重増加量は,それぞれの対照群と比較してほぼ投与用量に

相関した減少を示した｡15週間投与群では対照群の体重増加量を100%とした場

合,各遺伝子型の3,10および30ppm投与群の体重増加量は,p5j(+/+)マウス

では,98･8%,72.1%および69.1%,〆j(+/うマウスでは,94.6%,93.0%および

63･6%,〆j(イうマウスでは,88.6%,88.8%および98.29乙であった｡40週間投与

群も同様に各遺伝子型の3,10および30ppm投与群の体重増加量は,〆j(+/+)

雄マウスでは,114.9%,95.9%および51.4%,〆j(･/+)雌マウスでは,74.2%,60.2%

および18･0%,〆j(+/う雄マウスでは,106･5%,96･0%および51.0%,〆j(+/う雌

マウスでは,93.8%,63.4%および36.6%であった｡

2.生存率

APNH30,10および3ppmをp53(･/･),(･/うおよび(-/-)マウスに15ある

いは,40週間投与した場合の死亡率をFigures8-10に示す｡

15週間投与において,P53(+′+)マウスはAPNH30,10および3ppm群い

ずれの群においても,全例生存した｡〆j(+/うマウスでは,投与用量に相関し
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て死亡率の増加が認められた｡〆j(イうマウスでは,APNH非投与対照群に比較

して,すべての投与群で死亡率の上昇が認められたが,投与用量相関性は認め

られなかった｡

40週間投与群では･〆j(+/うおよび〆j(+′+)マウスとも3および10ppm

投与群の間で死亡率に有意差はなかったが,雌雄〆j(+′うおよび雌〆j(+/+)の

30ppm投与群は高い死亡率を示した｡

遺伝子型の違いによるAPN=の感受性は,15週間実験では,〆j(+/うおよ

び(イうマウスの30ppm投与群の死亡率は,P53(+/+)マウスの30ppm投与群に比

較して有意に高く,p5j(Jうマウスでの死亡例は,他の遺伝子型に比較して最も

早く,投与2週目より認められた｡また,40週間実験においては,雌雄〆j(+/〕

マウス30ppm投与群では,雄p53(･/･)マウス30ppm投与群と比較して,死亡

率が有意に高かった030ppm投与群の雌p5j(+/〕マウスと雌〆j(+/+)マウスの

間には死亡率に有意差は認められなかった｡

3.病理組織織学的検索

APNHの15週間混餌経口投与により誘発された病変およびそれらの頻度

を恥ble3にまとめた｡検索した臓器のうち,病変は肝臓のみに認められ`他の

臓器では著変が認められなかった｡APNH15週間投与後の各遺伝子型マウスの
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肝臓にOvalcellhyperplasia(OCH)が観察された｡OCHは淡青色楕円形の核と少

量の塩基性細胞質を持つ小型の円形から楕円形の細胞(0Valcell)が門脈域を中

心として,はぼ肝臓実質全域への浸潤性の増殖を特徴としている(FigurellA)｡

15週間投与においてOCHは30ppm投与群のp53(]-)マウス2/14(14.3%),P53

(+/うマウスに14/23(60.9%)および〆j(･/･)2/10(20.09乙)にそれぞれ観察された｡

APNH30ppm投与群p53(+/うマウスのOCHの認められた個体の比率は,同遺伝

子型の対照群のみならず,APNH30ppm投与群p53(･/･)および(イうマウスと比較

して･統計学的に有意な増加が認められた0また,APNH30ppmおよび10ppm

投与群p53(イうマウスの各1例にalteredcellfoci(Foci)が観察された｡

APNHの40週間混餌経口投与により誘発された病変とそれらの発生頻度

を恥ble4にまとめた｡40週間の混餌経口投与によっても,15週間の実験と同

様,検索した臓器のうち,病変は肝臓のみに認められ他の臓器では著変が認

められなかった｡APNH40週間投与後の雌雄各遺伝子型マウスの肝臓にOCH,

各種のFoci,肝細胞腺腫(HCA)および肝細胞癌(HCC)が観察された｡HCAは

肝小葉数個の大きさから葉と同等大までさまざまな大きさの結節で,周囲を圧

排して増殖し,正常肝臓組織との境界は明瞭で,構成細胞は比較的よく分化し

ており,分裂像も散見していた(FigurellB)｡一方,HCCは,浸潤性を示す増

殖巣で,周囲組織との境界は不明瞭,腫瘍の構造的特徴として索状あるいは腺
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様を示し,腫瘍細胞に高度の異型性が認められた(FigurellC)｡40週間投与にお

いてOCHは30ppm投与群の雌雄p53(+/うおよび(+/+)マウスに観察され,それ

ぞれの対照群と比較して,有意に高い発生率を示した｡Fociはp5j(+/〕雄マウ

スの全ての投与群,〆j(･/･)雄マウスの30ppm投与群,〆j(･/う雌マウスの全

ての投与群,P53(･/･)雌マウス10および30ppm投与群に観察された｡HCAは,

30ppm投与群〆j(･/う雌マウスで16/46例(34.8別,〆j(･/･)雌マウスで12/27

例(44.4輝こ認められ,それぞれの対照群に比較して有意な増加を示した｡HCC

は,30ppm投与群〆j(･/う雌マウスで14/46例(30.49乙),〆j(･/･)雌マウスで10/27

例(37･0輝こ認められそれぞれの対照群に比較して有意な増加を示した｡また,

30ppm投与群p53(･/-)雌マウス,P53(･/･)雌マウスのHCCの発生率は,対応す

る投与用量および遺伝子型の雄マウス,すなわち30ppm投与群〆j(+/う雄マウ

ス,P53(+/+)雄マウスに比較して有意に高かった(P<0･001,P<0･05)030ppm投与

群〆j(+/う雄マウスの1/45例(2･2別,〆j(+′+)雄マウス2/12例(16.7%)に

HCCが観察されたが,有意差は認められなかった｡

APNHの15週間混餌経口投与後の病変が認められない箇所の肝細胞の強

拡大像をFigure12に示した｡肝細胞の核は,〆j(JJマウスで他の遺伝子型に

比較して大型であった｡また,画像処理装置による定量的解析における肝細胞

核の平均面積をFigure13に示した0対照群〆j(+/+),(+/〕および(イ〕マウス
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の肝細胞核の平均面積は,それぞれ9.60±2.22,9.33±1.33および15.15±2.25Ⅹ

104岬2(平均値±標準偏差)であった030ppm投与群では,〆j(+/+),(+/うお

よび(イ｣マウスの肝細胞核の平均面積は,それぞれ7.46±1.04,9.97±1.77およ

び27･26±5･55Ⅹ1叫m2(平均値±標準偏差)で,〆j(イうマウスの肝細胞核の平

均面積が対照群〆j(イうマウスに比較して有意な増加を示した(p<0.001)｡また,

30ppm投与群p53(j-)マウスの肝細胞核の平均面積は,30ppm投与群p53(･/+)

および(+/〕マウスとの比較においても有意な増加が認められた(p<0.001)｡

4･PCR一名SCP法による〆j遺伝子変異の検索

雌雄p53(+/うマウスから採取したHCC13例およびHCA2例,雌雄p53

(+/+)マウスから採取したHCC10例およびHCA2例についてPCR-SSCP法によ

るp53遺伝子exon5-8についての遺伝子変異の解析を行ったところ(Thble5),P53

(+/+)および(+/うマウスに発生したHCCおよびHCAにp53遺伝子の変異は認め

らなかった(Figure14)｡
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【考察】

APNH投与15週間あるいは40週間混餌経口投与により〆jノックアウト

(KO)マウスに誘発された主な変化は,体重増加抑制,死亡率の上昇および肝

臓における病理組織学的変化であった｡

15週間投与試験の死亡率は,30ppm投与群〆j(･/･)マウスに比較して〆j

(+/〕および(J〕マウスに有意な増加がみられ,〆j(イうマウスで最も早期に死亡

例が認められた｡40週間投与試験の死亡率は,30ppm投与群〆j(+/う雌雄マウ

ス,〆j(+/+)雌マウスに認められた｡体重増加抑制では,15週間投与試験〆j(イう

マウスを除き,15週間および40週間投与試験とも死亡率の場合と同様の群に体

重増加抑制が認められた｡これらの変化は,肝臓に観察された変化の発現頻度

とほぼ同様の傾向を示していることから,肝臓の変化に起因するものと考えら

れる｡

15週間投与試験において観察されたOCHは,ラット,マウスに2AAF,

a鮎t拡inやアゾ系染料などの種々の肝毒性物質,肝発がん性物質を投与した際に

多く認められる(21,22,70)｡肝細胞が非可逆的障害を受けた後,実質組織の再生

がovalcellの増殖により始まり続いてovalcellは分化し,肝細胞に置き換わる

(21,22)｡このことから,本実験で観察されたOCHはAPNHの肝細胞に対する
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毒性作用の結果生じた変化と考えられる｡15週間投与試験において,肝臓のOCH

の発生率がp5j(･/〕マウスで最も高く,次いでp5j(･/･)であり,〆j(イ〕マウス

の発生率が最も低かった｡一方,15週間投与試験においてp5j(イ〕マウスの全投

与群の死亡率は,他の遺伝子型に比較して最も高く,〆∬KOマウスの〆j遺伝

子型に起因した発がん性物質MNUに対する感受性の違い(112)とよく一致し

ており,APNHの毒性に対して,〆j(イうマウスが最も高い感受性を有している

ことが示唆された｡これはAPNHの有する肝臓に対する作用がp5j(イうマウスに

おいてより強く現れ,肝細胞の再生が起きる前に死に至ったか,あるいは,APNH

が遺伝毒性をもつため肝臓への作用が肝細胞の再生機構にも影響を及ぼしたと

推察される｡

40週間投与30ppm投与群では,OCH以外にも肝細胞変異巣,HCA,HCC

の有意な増加が認められた｡これらの結果から,APNHの肝臓に対する標的性

は明らかである｡しかし,これら肝臓の増殖性病変は,同じ遺伝子型の場合,

雄に比較して雌で常に発生頻度が高く,〆j遺伝子の遺伝子型と増殖性病変の発

生頻度との間に相関性はほとんど認められなかった｡Rimら(115)は,雌雄無処

置マウスの肝臓,腎臓,生殖腺などの遺伝子の発現に検索したところ,肝臓の

薬物あるいはステロイドの代謝に関連する数種のCYPの発現パターンに雌雄差

の存在が認められたことを報告している0 また,Degawaら(116)は,
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BALB/cxDBA/2FlマウスにTrp-P-l,TrpPlを混餌経口投与したところ,雄に比

較して雌でTrpぜ-1,TrpPlの代謝活性化に関与するCYPの増加が肝臓でみられ,

腫瘍発生頻度と一致したと報告している｡これらの報告から,APNH投与によ

る肝臓の増殖性病変発生頻度の雌雄差は,肝臓における代謝活性の雌雄差と関

連性が推察された｡

さらに,15週間投与群において肝臓病理組織標本上の肝細胞核の平均面積

を計測したところ,対照群p5j(Jうマウスと比較して,30ppm投与群〆j(Jう

マウスの肝細胞核平均面積の有意な増加が認められ,肝細胞核の大小不同がみ

られた｡また,30ppm投与群p5j(イうマウスの肝細胞核面積は,同投与量の他

の遺伝子型,すなわち〆j(+/+)および〆j(+/うマウスの肝細胞核面積と比較して

も有意な増加を示した｡肝細胞核の大小不同は,四塩化炭素,パラセタモール

(アセトアミノフェン)(11),N一ニトロソジエチルアミン(25)などの肝毒性物質

の投与によって誘発される｡肝細胞核の大小不同化は主に核小体の大型化によ

るものと考えられているが,アセトアミノフェンの毒性作用(6,90)のように核質

の変化によって生じる場合もある｡さらに肝発がん性物質の暴露により肝細胞

核の大型化,超微細構造の変化が生じることが報告されている(48,104)｡しか

し,化学物質により誘発される細胞核大小不同と〆jがん抑制遺伝子との関連

についての報告は少ない｡また,核小体の大きさはRNA量,すなわち蛋白質合
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成の程度を反映し,核小体が大きいほど細胞は活発に活動していると考えられ

る｡本実験の結果より,〆j(イ〕マウスがAPNHにより誘発される細胞核大小

不同に対して最も感受性が高いと考えられた｡

40週間投与群に発生したHCCおよびHCAのp53遺伝子の変異について

PCR一名SCP法を用いて検索したところ,APNH投与により発生した腫瘍にp53遺

伝子の変異は認められかった｡これらの結果は,化学物質によりC57BL伯Jマウ

スに誘発された肝臓腫瘍にク5j遺伝子変異は認められなかったとする鮎essら

(56)の報告と一致する｡加えて,〆j(+/うマウスは肝発がん性物質に対して高い

感受性を示さない(10,52)との報告もある｡したがって,マウスにおける肝臓腫

瘍形成において,〆j遺伝子は標的とならないか,もしくは〆j遺伝子は他のメ

カニズムによって不括化されていると推察される(10)｡

以上のことから,APNH投与により発生した肝臓の増殖性病変は,同じ道

伝子型の場合,雄に比較して雌で常に発生頻度が高く,増殖性病変の発生に性

差が関連していることから,代謝やホルモンとの関連性が示唆された｡また,

p5j(JうマウスはAPNHにより誘発される肝細胞の大小不同の感受性が他の遺

伝子型に比較して高いため,30ppm投与群〆j(Jうマウスの肝臓における代謝

は他の遺伝子型に比較して冗進していた可能性が示唆された｡さらに,発生し

た腫瘍性病変にp53遺伝子変異は認められず,P53遺伝子とAPNHによる肝発
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がんとの直接の関連性は認められなかった(40)｡
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【要約】

本章では,APNHの発がん性について,短期の発がん性試験に有用なp5j

がん抑制遺伝子を欠損した〆jKOマウスを用いて検索を行った｡

5週齢雄p53KO(イ〕,(･/うおよび(･/+)マウスに30,10および3ppmのAPNH

を15週間混餌経口投与し,また,5週齢雌雄〆j(+/〕および〆j(+/+)マウスに

30,10および3ppmのAPNHを40週間混餌経口投与した｡15あるいは40週目

の投与終了時に安楽殺し剖検,肝臓を中心に全身臓器を組織学的に検索した｡

APNH混餌投与により肝臓にOCH,各種のFoci,HCAおよびHCCなどの多彩

な増殖性病変が観察された｡15週間実験では肝臓のOCHがAPNH30ppm投与

群では,〆j(J〕,〆j(･/うおよび〆j(+/+)マウスにそれぞれ〟14例(14.3別,

14/23例(60.9%)および〟10例(209ち)観察された｡また,APNHにより誘発され

る肝細胞核大小不同に対しては,ク5j(Jうマウスが最も強い感受性を示した｡40

週間実験において,APNH30ppm投与群では,HCCが雌p53(･/うマウス16/46

例(34.8%)および雌〆j(+/+)マウス10/27例(37.0%)に認められた｡しかし,雄

〆j(+/うおよび〆j(･/･)マウスに観察されたHCCは,それぞれ1/45例(2.2%)お

よび2/12例(16.7%)であった｡40週間実験のp5j(･/うおよび〆j(･/･)マウスに観
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察された腫瘍のp53遺伝子exon5から8について,PPCR一名SCP法により検索し

た結果,〆jがん抑制遺伝子の変異は認められなかった｡

これらの結果からAPNHのク5jノックアウトマウスに対する標的臓器は肝臓で

あり,APNHの発がん性が示唆された｡APNHの肝発がん性は,P53遺伝子の変

異との関連性は低く,雌でより多くの腫瘍発生が認められることから肝臓にお

ける代謝活性の雌雄差との関連性が考えられた｡
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Tbble2.PCRprlmerfbrSSCPanalysisofmousep53gene
●

Tbrget PrimerSequence Product

length(bp)

Exom5 sense

antisense

Exon6 sense

antisense

Exon7 sense

antisense

Exon8 sense

antisense

5IJrCTCTTCCAGTACTCTCCTC-3)

5IAGGCGGTGTTGAGGGCTTAC-3)

5,イiGCTTCTGACTTATTCTTGC-3I

5)-tAACTGTCTCTAAGACGCAC-3,

5)JrCACCTGGATCCTGTGTCTT3)

5I-tAGGCTAACCTAACCTACCA3〉

5,ACTGCCTTGTGCTGGTCCTTL3,

5Iイ;GAGAGGCGCTTGTGCAGGT3I

181

170



1もble3.

LesionIncidenceofLiverfromp53KnockoutMiceTreatedwithAminophenylnorharmanfbr15weeks

p5j APNH

genolype (ppm) Sl

a

a

澗
=
脚

A

No.ofmicewithlesions

OCHb(%) FociC(%)

0

3

10

30

1

7

つJ

4

1

1

1

1

0(0)

0(0)

0(0)

2(14.3)

0(0)

0(0)

1(7.乃

1(7.1)

(+/う

(+/+)

0

3

10

30

0

3

10

30

l

l

l

つJ

l

'-

■7一

2

0

0

爪V

O

l

l

l

l

0(0)

0(0)

0(0)

14d,e,r(00.9)

0(0)

0(0)

0(0)

2(20.0)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

a:Micewhichdiedben}retheendofexperimentwereincludedIb:OCH:OvalcellhyperplasiaIC:Foci:Eosinophilic)basophilic,

Clearoramphophiliccellularalterationn}Ci,d:SignificantlydifFbrentfromp53(+/うcontrol;P<0.00l,e:fromp53(1-)with

30ppmofAPNH;P<0･05,f:fromp53(+/+)with30ppmofAPNH;P<0.05,uSingtheFisher,sexacttest.



1もble4.

LesionIncidenceofLiverfromp53KnockoutMiceTreatedwithAminophenylnorharmanfbr40weeks

SeX p53 APNH

genolype (ppm) lS

a

a

姻
=
脚

A

No.ofmicewithlesions

OCHb(%) FociC(%) Adenoma(%)Carcinoma(%)

Male (+/う

)+/+(

0

3

10

30

7

■5

爪U

5

1

ケー

▲2一

4

0(0)

0(0)

1(5.0)

20e(44.4)

0(0.0)

2(8.0)

1(5.0)

4(8.,)

0(0)

0(0)

2(10.0)

3(`.乃

Female (+/う

(+/+)

0
3
1
0
3
0

0
3
1
0
3
0

0
3
1
0
3
0

つJ

史U

4

勺
ム
ー

1

2

2

1

1J

Oノ

爪ツ

`U

l

l

1

4

4

0

4

7

1

2一

サー

▲2一

0(0)

0(0)

0(0)

4r(33.3)

0(0)

0(0)

,(47.4)

0(0)

0(0)

0(0)

4r(33.3)

0(0)

1(5.3)

10(52.`)

0(0)

0(0)

0(0)

2(1`.刀

0(0)

0(0)

4(21.1)

32d,g(`3.0) `け3.0) 1♂,d(34.$) 14抽(30.4)

0(0) 0(0)

0(0) 0(0)

8(33.3) 14(58.3)

17h(`3.0) 81(2,.`)

0(0) 0(0)

0(0) 0(0)

,(37.5) 2(8.3)

121(44.4) 10i･1(37.0)



a:Micewhichdiedbefbretheendofexperimentwereincluded.

b:OCH:Ovalcellhyperplasia.

C:Foci‥Eosinophilic†basophilic,Clearoramphophiliccellularalterationfbci

d:P<0.05vs.p53(+/-)malewith30ppmAPNH.

e:P<0･00lvs.p53(+/-)malecontrolgroup.

f:P<0.05vs.p53(+/+)malecontrolgroup.

g:P<0･001vs･P53(+/うfbmalecontrolgroup.

h:P<0･001vs.p53(+/+)fbmalecontrolgroup.

i:P<0.05vs.p53(+/+)fbmalecontrolgroup.

j:P<0.05vs.p53(+/-)fbmalecontrolgroup.

k:P<0･00lvs.p53(+/うmalewith30ppmAPNHgroup.

1:P<0.05vs.p53(+/+)malewith30ppmofAPNHgroup.



1もble5.

PCR･づingle Strand Confbrmation Polymorphism
analysis(SSCP)of Hepaticれ1mOrS from p53Knockout Micewith

Aminophenylnorharman

P53 APNH No･aOfsamples No･Ofgenemutations

genolype (ppm) Adenoma Carcinoma れ1mOr

(+/+)

PCR-SSCPanalysisn)reXOnS5-80fp53genewereper払rmed･

a:Micewhichdiedbefbretheendofexperimentwereincluded.
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40週間投与(Male)
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第三章

Aminophenylnorharmanのマウス肝臓におけるチトクロームP450の誘導と

発がん性の関連性の解明
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【緒言】

第一章でのイニシエーション作用に基づいた肝臓における中期発がん性

試験(invivofive-Weekinitiationassay)において,APNHの経口投与により雄F344

ラットに投与用量相関性にGSTJP陽性肝細胞巣が誘導され,発がん過程におけ

るイニシエーション活性が認められた｡さらにプロモーション処置を施さない

群においてもGSTしP陽性肝細胞巣が誘導されたことから肝標的性も示唆された｡

また,第二章では,p5jがん抑制遺伝子を機能消失させた〆jK.0マウスにAPNH

を15週間あるいは40週間混餌経口投与したところ,投与用量に相関して肝臓

にOCH,Foci,HCAおよびHCC等の多彩な病変が観察された｡しかし,P53(+/+)

と(+/-)マウスの40週間の経口投与において,2種の遺伝子型間に発がん性の

差はみられず,誘導された肝腫瘍性病変をPCR-SSCP法にて解析した結果にお

いても〆j遺伝子の変異は検出されなかった｡したがって,APNHの肝発がん

において,〆jがん抑制遺伝子の変異との関連性は低いと考えられた｡一方,同

実験により,遺伝子型に関わらず,雄に比較し雌でより多くの腫瘍発生が認め

られることから,肝臓における代謝活性の雌雄差と関連性が推察された

芳香族アミン,POlycyclicaromatichydrocafbonやnitrosamine等の化学発が

ん物質は,生体内でチトクロームP450(CYP)などの異物代謝酵素による活性化
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を受けて,発がん性を獲得した究極発がん物質へと変換される間接型発がん物

質,あるいは発がん前駆物質である(69)｡ヘテロサイクリックアミンも間接型発

がん物質であり,生体内でCYPによる活性化を受けて,発がん性を示すように

なる｡したがって,代謝活性化がその発がん性に大きく影響すると考えられる｡

生体内での発がん性物質代謝活性化に大きな役割を担うCYPは複数のアイソザ

イムからなりそれぞれのアイソザイムの特性や誘導が器官,動物種,性別によ

って異なっており(110,114),化学発がん物質のがん原性は,動物種,性別など

により変化するCYPの特性に依存して,同一物質であってもそれぞれ異なるこ

とが予想される｡ヘテロサイクリックアミンの実験動物に対する発がん性は,

動物種,系統により,その強度や標的器官は異なることが知られている(85)｡

MeIqxは,マウスでは肝臓および前胃に対し発がん性を示すが,ラットでは

Zymbal腺,口腔,結腸,皮膚および乳腺に対し発がん性が認められる(89)｡ま

た,叫-P-1やT叩-P-2などのヘテロサイクリックアミンは,雄マウスに比較し

雌マウスに対し,より強い肝の発がん性を示すことが報告されている(13)｡肝臓

において,CYPIAアイソザイムがヘテロサイクリックアミンの代謝活性化に関

与すると考えられている(1)｡

APNHに投与により〆∬KOマウスに誘発された肝腫瘍の発生が,性差に

関連して認められたこととヘテロサイクリックアミンの代謝活性化にCYPが関
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与することに着目し,本章ではAPNH投与によるCYP誘導の性差とAPNHのが

ん原性との関連性について検索した｡
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【実験材料および実験方法】

1.供試動物

第二章に用いたDonehowerら(16)によって作出されたC57BL/6を遺伝的

背景にもつ〆j K.0マウスを用いた｡12時間の照明サイクル下で,木製チップ

を敷いたプラチックケージ内で飼育した｡餌は0rientalNMF(オリエンタル酵

母,Tbkyo,Japan),飲料水は水道水をそれぞれ自由摂取させた｡遺伝子型解析も

第二章に準じて行った｡

2.試薬

APNHはS9mix存在下で,nOrharmanとanilineより生成した｡生成方法は,

第一章に準じた｡

3.実験方法

実験プロトコールをFigure15に示した｡APNH30,10,3および1ppmを混入

した飼料は日本クレア(Tbkyo,Japan)に製造委託したものを購入した｡また,

粉末基礎飼料(CA-1日本クレア,Tbkyo,Japan)はAPNHを100ppm混入させ,

調整後APNH混餌飼料とした｡各濃度段階の混餌飼料は,投与まで4℃で保存

-69-



した｡APNH混餌飼料(APNHlOO,30,10,3およびOppm)を5週齢のp53

(+/+),(+/一)および(-/-)雌雄マウスに､7日間投与した｡給餌方法は自由摂取とした｡

雌雄それぞれの遺伝子型のマウスに対照群を設け,基礎飼料(CA-1日本クレア,

Tbkyo,Japan)のみを与えた｡投与開始時および投与終了時に体重を測定した｡

投与7日目に生存例全例について,安楽殺後剖検し,肝臓を採取した後に,重

量を測定した｡また,肝臓の左葉を3-5mmの厚さに横断した後,さらに1mm

角の立方体に細切し,液体窒素にて急速凍結,-80℃で保存した｡

4.病理組織学的検索

剖検時採取した肝臓の左葉,中間葉および右葉から各1片,中間葉は胆嚢

を含めて3-5mmの厚さに切り出し,4%中性リン酸緩衝液パラホルムアルデヒ

ド水溶液にて固定した｡固定後,肝臓をパラフィンで包埋し,薄切の後,HE染

色を施し,鏡検した｡

5･Reversetranscription(RT)-PCR法によるマウス肝腫瘍におけるCYPIAアイ

ソザイムmRNAの発現

マウス肝腫瘍の発生とCYPIAアイソザイムの発現の関連性を調べるため

に,第二章において実験に供したAPNH混餌飼料(APNH30,10,3およびOppm)
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を40週間投与した〆j(+/+)および(+/-)雌雄マウスのうち肝細胞癌あるいは肝

細胞腺腫が発生し,PCR-SSCP法にて検索したp53(+/+)マウス25例,P53(+/-)

マウス23例の腫瘍および各遺伝子型の対照群の肝臓を用いRTLPCR法でCYPIA

アイソザイムの発現を調べた｡RNA抽出用の肝臓組織は,剖検時に肝臓左葉を

3-5mmの厚さに横断した後,さらにImm角の立方体に細切,液体窒素にて急

速凍結し,RNA抽出まで-80℃で保存したものを用いた｡

凍結肝臓組織をTRIZOLReagent(InvitrogenCorp.,Carlsbad,CA,USA)を用

いて総RNAを抽出し,1pgの総RNAにDNaseI(InvitrogenCorp.,Carlsbad,CA,

USA)を1pl加え,室温で15分間混入DNAの分解処理を行った｡次に1FLgの

総RNAに01igo dTプライマーを加え,65℃5分間インキュベー卜した後,逆

転写酵素(Superscript-IIreversetranscriptase,InvitrogenCorp.,Carlsbad,CA,USA)

を加えcDNAを合成した｡合成したcDNAは,β-aCtinおよびCYPアイソザイ

ムそれぞれの特異的なプライマー(79)とAmplitaq Gold
polymeraSe(Applied

Biosystems,FosterCity,CA,USA)0.025U/1および緩衝液を混合し,20plの反応

液を調製した｡MgC12の濃度はCYPIAlおよびβ-aCtinでは1.5mM,CYPIA2

では3mMとした｡PCRは酵素活性化のため95℃で10分間インキュベー卜し

た後,denature,armealingおよびextensionの各ステップをそれぞれ94℃l分間,

55℃1分間,72℃1分間の条件にて,CYPIAlは22回,CYPIA2およびβ-aCtin
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は30回でPCRを行った｡それぞれのPCR産物をエチジウムブロマイド添加2%

アガロースゲル(Thkara,Ohtsu,Japan)で電気泳動した｡反応生成物の確認は,

紫外線イルミネ一夕ー下にて行った｡

6.リアルタイムRTLPCR法によるAPNH混餌暴露後のマウス肝臓における

CYPIAアイソザイムmRNAの半定量的解析

APNH混餌暴露後のマウス肝臓におけるCYPIAアイソザイムの発現の変

化を調べるために,APNH混餌飼料を7日間投与した雌雄〆j(+/+),(+/-)および

(-/-)マウスの凍結肝臓組織を用いた｡

凍結肝臓組織をTRIZOLReagent(InvitrogenCorp.,Carlsbad,CAUSA)を用

いて総RNAを抽出し,上記と同様な方法でcDNAを合成した｡

CYPIAlおよびIA2の半定量的PCRはLightCycler(RocheDiagnostics,

Mamieim,Germany)を使用し,恒常的に肝細胞で発現するacidicribosomal

PhosphoproteinPO(ARP)(57)を内部標準として用いた｡PCRはSYBRGreenPCR

Core Reagents kit(Perkin-ElmerApplied Biosystems,FosterCity,CA)を用いて,

Thkamotoら(106)およびSimpsonら(83)の報告に従った｡CDNAIpl,dATP,dCTP

およびdGTPを各20FLM,dUTP4001LM,それぞれに特異的な5,プライマーと

3'プライマー,AmplitaqGoldpolymeraSe(AppliedBiosystems,FosterCity,CA,
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USA)0.025U/1および緩衝液を混合し,20plの反応液を調製した｡MgC12の濃

度はCYPIAlでは1.5mM,CYPIA2およびAPRでは3mMとした｡各プライマ

ーの塩基配列は職ble6に示した｡PCRは酵素活性化のため95℃で10分間イン

キュベー卜した後,denature,annealingおよびextensionの各ステップをそれぞれ

95℃30秒,55℃30秒72℃30秒にて行った｡増幅は50サイクル行った｡SYBR

Greenの蛍光は各サイクルのextensionの終わりに測定した｡それぞれのPCR終

了後には,2%アガロースゲルにて,非特異的な増幅がないことを確認した｡

各アイソザイムの発現量は,PCR指数増加期の任意の蛍光強度において

LightCyclerにより測定したCYPアイソザイムのサイクル数と内部標準ARPの

サイクル数との割合から,対照群の平均値を基準として算出した｡

7.32pポストラベリング法による肝臓におけるDNA付加体の検索

APNH3,10,30および100ppmを7日間投与後のp53(+/+)雌マウスの肝

臓から病理組織学的検査およびRIPCR用試料をそれぞれ採取後,残りの肝臓を

液体窒素にて凍結し,DNA抽出まで-80℃凍結保存した材料を用いた｡DNAは,

Proteinase K(Boehringer Mamieim,Rotkreuz,Switzerland),RNase Tl

(Calbiochem-BehringLaJolla,CA),RNaseA(SigmaChemicalCO.StLouis,MO)

によるタンパク質とRNAの除去後,フェノール,クロロホルム/イソアミルア
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ルコール(24:1v/v)により抽出した｡肝臓より抽出したDNAはミクロコツカ

スヌクレアーゼ(WorthingtonBiochemical,Freehold,NJ)およびホスホジエステ

ラーゼII(WorthingtonBiochemical,Freehold,NJ)で処理し,Tbtsukaら(100)の方

法に従い,32p-ポストラベル法の改良付加体増感法(modi丘edadductintensi丘cation

condition)により32pによりポストラベルした｡32pでポストラベルした試料を

ポリエチレンイミン(PEI)セルロースTLCシート(POIXGRAM CEL300PEI;

Macherey-Nagel,Duren,Germany)ヘスポットした｡DNA付加体は,TLCシートを

イメージングプレート(FdiFilm,Kanagawa,Japan)に暴露した後,Bio-Image

(BAS2000;FltjiPhoto Film Co.,Tbkyo,Japan)により検出した｡Relative adduct

labeling(RAL)はRanderathら(71)の方法に従い行った｡各試料の測定値は,3回

測定し,その平均値を算出した｡

8.統計解析

病理組織学的検査にける病変の発生頻度はFisherの直接確立法,生存曲線

および統計学的解析はKaplan-Meier法およびlogrank法を用いた(72)｡測定値

の統計解析には,1元配置の分散分析と多重比較(Dunnett法)を用いた｡
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【実験結果】

1.体重,肝重量および生存率

7日間投与後の体重と肝臓の体重に対する相対重量を職ble7に示す｡雄

〆j(+/+),(+/-),(-/-),雌〆j(+/+)および(+/-)100ppm投与群の最終体重は,それ

ぞれの対照群と比較して有意な減少を示した(p<0.05～0.0001)｡それぞれの対

照群の最終体重を100%とした場合,100ppm投与群各遺伝子型の最終体重は,

雄ダブj(+/+)マウスは74.4%,〆j(+/-)は61.4%,p5j(-/-)は69.5%,雌〆j(+/+)

マウスは74.5%,〆j(+/-)は75.0%,〆j(-/-)は86.4%であった｡肝臓絶対重

量は雄〆j(+/+),(+/-),(一/-),雌〆j(+/+)100ppm投与群で,それぞれの対照群

と比較して有意な減少を示した｡肝臓の比体重値は,p5j(+/+)および(+/-)雄マウ

ス投与群では投与濃度依存性に減少傾向がみられ,タブj(+/+)および(+/-)雄マウス

とも100ppm投与群においては,対照群に比較して統計学的に有意な減少が認

められた(p<0.001)｡一方,雌マウスでは,各遺伝子型とも肝臓の比体重値の増

加がみられ,〆j(+/-)各投与群および〆j(-/-)の30,10,3ppm投与群において

統計学的に有意な増加が認められた｡最終体重と同様に対照群の肝臓の比体重

値を100%とした場合,100ppm投与群各遺伝子型の肝臓の比体重値は,雄p5j

(+/+)マウスは74･4%,p5j(+/-)78.8%,ダブj(-/-)は101.6%,p5j(+/+)雌マウスは
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98.5%,〆j(+/-)は119.5%およびダブj(-/-)は111.3%であった｡

APNHを100,30,10および3mg/kgの投与用量でp53(+/+),(+/-)および(-/-)

マウスに投与したところ,全群において死亡例は認められかった｡

2.病理組織学的検索

7日間混餌経口投与により誘発された病変をThble8にまとめた｡APNHの

7日間投与により雌p53(-/-)マウス100ppm投与群の肝小葉周辺性にOCHを伴

う壊死が認められた｡7日間投与によって誘発されたOCHは,第2章の15週

間投与試験の30ppm群と同様に淡青色楕円形の核をもち,少量の塩基性細胞質

をもつ小型の円形から楕円形の細胞が門脈域を中心に浸潤性の増殖が認められ

た(Figure16)｡他の群の肝臓に器質的な変化は認められなかった｡

3.APNH誘発マウス肝腫瘍におけるCYPIAアイソザイムmRNAの発現

対照群を含めCYPIAlおよびCYPIA2mRNAの発現レベルはごくわずか

であったが,APNH30ppmを40週間混餌投与したp53(+/+)雌マウス1例に

CYPIAlmRNAの発現冗進が認められた(Figure17)｡この個体は肝臓にHCCが

観察された｡

-76-



4.短期間APNH混餌暴露後のマウス肝臓における CYPIAアイソザイム

mRNAの発現

APNHを7日間投与したp53KOマウスの肝臓におけるCYPIAlおよび

lA2mRNAの発現量を,内部標準としたARPの発現量で校正し,Oppm群の平均

値,すなわち発現が誘導されていない状態を0とした時の各群の結果をFigure

18に示した｡

100ppm投与群の雌タブj(+/+),(+/-),(-/-)マウスおよび雄タブj(+/-),(-/一)

マウスにおいてそれぞれの対照群と比較してCYPIAlmRNAの発現量の有意な

増加が認められ(雌p5j(+/+);p<0.05,雌〆j(+/-);p<0.001,雌p5j(-/-);p<0.0001,

雄〆j(+/-);p<0.0001,雄〆j(-/-)p<0.0001),雌ダブj(+/+),(+/-)および(-/-),

マウスにおけるCYPIAlmRNAの発現量はほぼ用量に相関していた(Figure

18-A)｡また,雌p53(-/-)マウスでは,100,30,10および3ppm投与群の全てに

おいて対照群と比較してCYPIAlmRNA発現量の有意な増加が認められた｡雌

雄APNH30ppm投与群の各遺伝子型間の比較において,P53(-/-)雌マウスの

CYPIAlmRNA発現量は,P53全遺伝子型の雄マウスにそれに比較して,有意

に高い値を示した｡また,P53(+/-)雌マウスのCYPIAlmRNA発現量は,P53(+/-)

雄マウスのそれに比較して有意(p<0.05)に高い値を示した(Figure18-B)｡

CYPIA2mRNAの発現量では,APNHの投与群において,P53遺伝子型の
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違いによる有意な差は認められなかった(Figure18-C)｡

5.肝細胞におけるAPNH-DNA付加体の形成

APNH3,10,30および100ppmを7日間投与後のp53(+/+)雌マウスの肝

臓DNAの付加体レベルをFigure19に示した｡基礎飼料のみを与えたp53(+/+)

雌マウス対照群には,DNA付加体は観察されなかった｡APNHを混餌投与した

群では,P53(+/+)雌マウス100ppm群のDNA付加体は4.17土1.26(平均値土標準

偏差)adducts/107ヌクレオチド,30ppm群は1.08土10.22adducts/107ヌクレオチ

ド,10ppm群は0.51j=0.13adducts/107ヌクレオチド,3ppm群は0.19土0.06

adducts/107ヌクレオチドと投与濃度依存性の増加が認められた｡
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【考察】

APNHの15週間あるいは40週間混餌経口投与により〆j KOマウスに誘

発された変化を確認するため,7日間の混餌経口投与を行い,APNHの肝臓にお

ける代謝について検討した｡

肝臓の代謝を検討するため雌雄ダブj(+/+),(+/-)および(-/-)マウスにAPNH

を100,30,10および3ppmの割合で基礎飼料に混合し,7日間投与した｡雌

雄各遺伝子型の対照群には基礎飼料のみを与えた｡投与終了時の体重は,100

ppm投与群ではそれぞれの対照群の61.4～86.4%であり,雌雄全ての遺伝子型で

減少傾向がみられた｡これはAPNHの毒性によるものと考えられた｡

肝臓の病理組織学的検査では,15週間および40週間投与において観察さ

れた変化と本質的に同様なOCHがp5j(一/-)雌マウスに観察された｡7日間投与

でp53(-/-)マウスのみにOCHが観察されたことで,P53(-/-)マウスがAPNHの毒

性作用に対する高い感受性を有していることがより強く示唆された｡また,主

に門脈領域のみのに0Valcellの浸潤が認められたことから,肝発がん過程の初期

段階(23)と相当すると考えられた｡

一般的に,環境中の前発がん物質の多くは,肝臓をはじめ腎臓,肺,結腸

など種々の臓器(90)で複数のP450薬物代謝酵素の触媒作用により活性化され,
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最終的に発がん作用をもつ代謝物に代謝される(28,31)｡ヘテロサイクリックア

ミンの場合は,一般的にCYPIAl,lA2による代謝活性化が知られている｡ま

た,肝臓におけるヘテロサイクリックアミンの代謝活性化には,ヒトではCYP

1A2(29,30,49,65,78),ラット,マウスでCYPIA2(7,14,24,34)の関与が報告さ

れている｡一方,肝化学発がん物質はその発がん過程において肝臓に過形成結

節を誘発し,それら過形成結節では,さまざまな酵素の偏借が認められ,特に

チトクロームP450は活性の上昇を起こす酵素の1つで,上昇により発がんを促

進すると考えられている(34)｡予め dimethylnitrosamine および

2-aCetylaminofluoreneを投与し,肝臓に過形成結節を誘発したF344ラットにチト

クロームP450誘導物質を投与すると,肝臓の過形成結節発達に付随して過形成

結節内のCYPIAlの増加が認められ,CYPIA2は相反して減少した(14)｡今回の

実験で,APNH30ppmを40週間混餌投与し,肝臓のHCAが観察されたp53(+/+)

雌マウス1例にCYPIAlmRNAの発現の増強が認められ,CYPIA2mRNAの発

現にはほとんど変化が認められなかったことは,発がんの後期を想定した

Degawaら(14)の研究とよく一致する｡

さらにAPNHの発がん性とCYPとの関連について検索するため,発がん

の初期段階を想定してAPNHをごく短期間の7日間投与し,肝臓のCYPIAl

および1A2mRNAの誘導について調べた｡雌雄マウスにAPNHlOO,30,10お
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よび3ppmの投与量で7日間投与しCYPIAlおよびIA2mRNA発現について

解析したところ,CYPIAlmRNA発現量の増加が雌の全ての遺伝子型と雄のp53

(+/-),(-/-)の100ppm投与群で認められた｡30ppm投与群においてはCYPIAl

mRNA発現量は,全ての遺伝子型で雄に比較して雌で高い傾向が認められた｡

また,雌〆けKOマウスの100,30,10および3ppm投与群の全てにおいて対照

群と比較してCYPIAlmRNA発現量の有意な増加が認められた｡CYPIA2

mRNAの発現については,APNHの投与量,P53遺伝子の遺伝子型による差は認

められなかった｡

前述のように肝臓におけるヘテロサイクリックアミンの代謝活性化には

CYPIA2の関与が報告されているが,APNHをp53のKOマウスに短期間投与

した場合CYPIAlmRNAが発現の増加を示したことから,発がんの初期段階で

の肝臓におけるヘテロサイクリックアミンの代謝活性化にCYPIAl関与の可能

性が示唆された(40)｡Hashimotoら(35)およびDegawaら(13)は,マウスでの肝発

がん性において雄に比較して雌でより高感受性を示す3-amino-1,4-

dimethyl-5H-Pyrido[4,3-b]indole(1tp-P-1)を去勢した雄マウスに投与したところ,

肝臓S9の活性が雌と同様に増加したことから,CYPの発現が雄のアンドロジェ

ンレベルにより調節されている可能性があると報告している｡〆jKOマウスに

APNHを投与すると,Hashimotoら(35)の報告と同様に,雄に比較して雌でCYP
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1AlmRNA発現の増加が認められ,P53KOマウスのAPNHによる肝発がんに

おける雌の高感受性も同様に代謝およびホルモン環境に起因することが示唆さ

れた｡

APNH投与による肝臓のDNA付加体形成をp53(+/+)雌マウスにAPNH

lOO,30,10および3ppmを7日間投与した後,32p-ポストラベリング法にて検

索したところDNA付加体はAPNH投与濃度に相関して上昇した｡

hvitTVの実験において変異原性を有しないnorharmanは,同じく変異原性

を有しないanilineの共存下でS9mixに代謝されることによりAPNHが生成さ

れる｡APNH はさらに S9 mix の代謝により N一水酸化され

N-hydroxy-aminophenylnorharman(N-OH-APNH)へ変化し(66),APNH と

N-OH-APNHはS･TyphimuriumYG1024に対し同様のDNA付加体を形成する

(99)o F344ラットにAPNH40ppmを4週間混餌経口投与し,肝臓,腎臓,肺,

結腸,精巣についてAPNH-DNA付加体の形成を調べたところ,DNA付加体の

TLCシート上のパターンは由一融和場合とほぼ同様のスポットとして観察され,

そのDNA付加体レベルは結腸および肝臓で高く,肝臓では1.31土0.26add｡CtS/107

ヌクレオチドを示した(101)0投与量の相違も考慮に入れると,〆jKOマウスを

用いた本実験で得られた肝臓組織のDNA付加体レベルとほぼ同様であると考

えられる0〆jKOマウスを用いた混餌投与試験で肝臓にさまざまな増殖性病変
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が観察されたことからAPNH-DNA付加体は,肝臓前癌病変,肝増殖性病変に関

与することが示唆された(40)○現時点では,観察されたDNA付加体の詳細な構

造を示す報告はないが,変異原性などの生物学的特性を考慮すると他のヘテロ

サイクリックアミンと同様Guanineとの付加体と考えられる(99,108)｡

Norharmanとanilineは我々の生活環境中に広く存在し,この2つの化学

物質はそれぞれヒトの尿,母乳中に検出されている(5,12,73,109)｡F344ラット

にnorharmanとanilineをそれぞれ90mg/kg経口投与し,投与直後から24時間採

取した尿中にAPNH19･6±16･9ngが検出された｡また,nOrharmanとaniline混

合し,代謝系としてヒト肝臓ミクロゾーム分画を用いて培養することにより,

APNHが合成されることが確認された(100)｡

ヒトの日常生活においてnorharmanとanilineに暴露されることは避けがた

く,APNHは常に体内で生成されていると考えられる｡APNHの発がん性の解

明はヒトの健康保持に多大な貢献すると考えられる｡

一83-



【要約】

9-(4r-aminophenyl)-9H-Pyrido[3,4-b]indole(Aminophenylnorharman,APNH)は,

S9mix存在下でnorharmanとanilineの反応によって生成される新規ヘテロサイ

クリックで,SdlmonellaTyphimuriumTA98とYGlO24に変異原性を有する｡イ

ニシエーション作用に基づいた肝臓における中期がん原性試験(血γ血

丘ve-Weekinitiationassay)では,10,3および1mg/kgのAPNHを経口投与によ

り肝部分切除処置後のF344雄ラットに投与用量相関性のglutathioneS-tranSfb,aSe

Placentalform(GSTJP)陽性巣の増加が認められた｡また,P53ノックアウト(KO)

マウスを用いた検索では,肝発がん性が示唆されたが,APNHの肝発がん性は,

〆jがん抑制遺伝子の変異との関連性は認められなかった｡

本実験では,APNHの肝発がん性と肝臓におけるAPNHの代謝,DNA付

加体形成について〆jKOマウスを用いて検索を行った｡

5週齢雌雄〆jKOマウス,すなわち〆j(ノー),(+′一)および(+/+),に100,

30,10および3ppmのAPNHを7日間混餌経口投与した後,安楽死させ剖検し,

肝臓について検索した｡APNH混餌投与により,P53(-′-)雌マウス100ppm投与

群の肝臓にovalcellhyperplasia(OCH)が観察された0100ppm投与群のp53(+/+),

(+/-),(イー)雌マウスおよび〆j(+/-),(-/-)雄マウスにおいてそれぞれの対照群と
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比較してCYPIAlmRNAの発現量の有意な増加が認められた｡100および30ppm

投与群では,同遺伝子型の雄に比較して雌マウスで発現量が多く,さらに,p5j

(-/-)雌マウスは,〆j(+/+)および(+/-)雌マウスに比較し有意に高い発現量を示し

た0また,〆j(+/+)雌マウスの肝臓での付加物形成は,投与濃度に依存した増加

を示した｡

これらの結果からタブjKOマウスのAPNHにおよる肝発がんと肝臓におけ

るCYPIAlによるAPNHの代謝活性化との関連性が示唆された｡
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Tbble6･PCRprimerfbrrealtimereversetranscription(RT)ゼCRanalysisusingaLightCycler

Tbrget primerSequence

geme

CYPIAI sense

antisense

CYPIA2 sense

antisense

ARP sense

antisense

BatallCtin sense

antisense

5,-CAGATGATAAGGTCATCACGA･3,

5,-TTGGGGA-TA工AGAAGCCATTC3,

5,-CAGTATCCAAGACATCACAAG-3,

5,-TGTGTATCGGTAGATCTCCAG･3,

5,-tAGACAACGTGGGCTCCAAGCAGA3,

5,-tCCCGGATGTGAGGCAGCAGTTT･3,

5,-ATGGAT6ACGATÅTCGCT-3,

5,-ATGAGGTAGTCTGTCAGGT-3,



1もble7A.

Malebodyweightandabsoluteliverweightofp53knockoutmicetreatedwithaminophenylnorharman払r7days

Sex p53

+genolype
Male (+/+)

A
P
N
H
幣
3
1
｡
芸
｡
3
1
｡
芸
｡
3
1
｡
芸

Finalbodyweight

(-raIllS)_

22.,±1.354

21.$5±1.488

24.4,±0.734

23.4,±0.$92

17.04±0.77タ***

25.8`±1.481

24.57±0.818

25.`8±0.,07

21.52±5.971

15.$7±1.7`4***

24.43±1.800

24.70±0.,23

24.`3±0.`57

23.42±1.195

1`.,7±2.,58*

Absoluteliverweight

(gr鱒111S)

1.43±0.115

1.33±0.12`

1.49±0.05,

1.25±0.05!)*

0.7,±0.025***

1.`0±0.12,

1.3!)±0.0!I,*

1.37±0.118*

1.0,±0.3,,

0.7`±0.0!)3***

1.3,±0.024

1.54±0.111*

1.4,±0.109

1.43±0.173

0.8,±0.11`**

%Livertobodyweight

ratio

`.27±0.515

`.0,±0.225

`.01±0.1`0

5.31±0.057*

4.``±0.1`0**

`.1`±0.209

5.`4±0.241

5.32±0.2,3

4.,3±0.``9

4.$5±0.3`2**

5.70±0.473

`.23±0.221

`.03±0.484

`.07±0.4`2

5.30±0.$52

ハ什

(イう

Dataindicatemean±SDvalues.

SignificantlydifFbrentfromtherespectivecontrolgroup(*;P<0.05,**;P<0.00l,***;P<0.0001).



1払ble71i.

Femalebodyweightandabsoluteliverweightofp53knockoutmicetreatedwithaminophenylnorharmanfbr7days

Sex p53

+genolype
Female (+/+)

州
幣
3
1
｡
芸
｡
3
1
｡
芸
｡
3
1
｡
芸

Finalbodyweight

(graIllS)

20.28±1.51,

22.02±2.333

20.57±1.244

1`.$`±3.0`0

15.10±2.37`*

20.08±1.14

21.50±1.,3,

1,.`4±1.505

21.54±0.313*

15.0`±0.,30**

1`.`7±2.181

1,.71±1.823

1$.3`±0.80!)

18.5`±2.3,8

14.40±1.74`

Absoluteliverweight

(gram華)

0.,`±0.10$

1.21±0.305

1.28±0.080*

0.8,±0.287

0.`5±0.044**

0.,2±0.124

1.37±0.1`4*

1.18±0.108*

1.27±0.032*

0.83±0.053

0.,2±0.124

1.37±0.1`4**

1.01$±0.10$*

1.27±0.032*

0.$3±0.053*

%Livertobodyweight

ratio

4.73±0.1,8

5.``±0.87,

`.22±0.108

5.20±0.75,

4.``±0.05$

4.5,±0.4``

`.35±0.21,**

`.02±0.137*

5.,1±0.087*

5.48±0.040*

4.5,±0.4``

`.35±0.21!I*

`.02±0.137*

5.,1±0.087*

5.48±0.040

ハ+(

(イう

Dataindicatemean±SDvalues.

SignificantlydifferentfromtherespectivecontroIgroup(P<0.05,★★;P<0.001,***;P<0.0001).



1もble8.

Lesionincidenceofliverfromp53knockoutmicetreatedwithaminophenylnorharmaninn)r15weeks

p53

genolype

(イう

Female 0

0

0

)

)

)

)

0

爪V

O

O

(

(

(

(

a:OCH:Ovalcellhyperplasia,b‥Significantlydi批rentfromp53(1-)fbmalecontrol;P<0.05usingtheFisher,sexacttest.



SeX

♂､♀

(-/-),(+/-),(+/+)

Figure15

5weeksold

▼

APNH
O

Oppm

3ppm

lOppm

30ppm

lOOppm

Experimentaldesign･Five-Week-01dwi1d-type(+/+),heterozygous(+/-)and

nullizygous(-/-)p53KOmicewereused･APNHat100,30,100r3ppm

andbasaldietascontroIwereglVen･

APNH;aminophenylnorharman,S;SaCrificed.



Figure16
Photographsofovalcellhyperplasiaat200Ⅹintheliverofp53(-/-)
micetreatedwithlOOppmofAPNH.
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30ppm
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CYPIAl

CYI}1A2

β-Actin

Figure17

Control

CYPIAlandCYPIA2mRNAgeneexpressionintheliverofp53(+/-)and(+/+)with

andwithoutAPNHtreatment･OneqmicrogramaliquotsofRNAextractedfromliverof

COntrOlandAPNEtreatedmiceofthetwogenotypeswerereverse-tranSCribedand

analyzedbyPCRusingspeci鮎primersn)rtheCYPIAl,CYPIA2andβ-aCtingenes.
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【結論】

本研究では,新規ヘテロサイクリックアミンaminophenylnorharman(APNH)

を用いイニシエーション作用に基づいた肝臓における中期がん原性試験(血v血

nve憎eekinitiationassay)および遺伝子改変動物を用いた発がん性試験を行い,

APNHの発がん性について検討し,さらにAPNHの代謝と発がんとの関連性に

ついて解析した｡本研究は大きく分けて,以下の3つの研究からなる(Figure20)｡

第1に,イニシエーション作用に基づいた肝臓における中期がん原性試験(f〝

Vivo丘ve珊eekinitiationassay)によりAPNHの発がん過程におけるイニシエーシ

ヨン活性の検索を行った｡

その結果,肝臓のglutathioneSlransftraseplacentalform(GSTゼ)陽性巣面積の

検索において,APNHを投与していない対照群と比較して,10mgkgb.w.投与群,

3mgkgb･W･投与群および1mgkgb.w.投与群に用量相関性の増加が認められた｡

GSTゼ陽性巣数においては,APNH投与群,APNHを投与しない対照群に比較し

て有意な増加がみられた｡これらのことより,APNHが発がん過程においてイ

ニシエーション活性を有することが示唆された0さらに,APNHlOmgkgb.w.投

与後2AAF,CC14処置を行わない群では,GSTゼ陽性巣面積がAPNHを投与し

ない対照群に比較して有意な増加を示したことから,APNHの肝臓に対する標
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的性も強く示唆された｡

第2に,APNHの発がん性と〆jがん抑制遺伝子の関係について,〆jが

ん抑制遺伝子を欠損した〆jノックアウト(EO)マウスを用いて検索を行った｡

その結果,APNH混餌投与により肝臓にovalcellhyperplasia(OCH),altered

Cellfoci(Foci),肝細胞腺腫(HCA),肝細胞癌(HCC)等の多彩な病変が観察され

たo APNH投与15週後では肝臓のOCHがAPNH30ppm投与群のp53(イう,P53

(+/うおよび〆j(+/+)マウスにそれぞれ2′14(14･3恥14/23(60.9%)および2/10

(20%)観察されたo APNH投与40週後の安楽殺例では,HCCがAPNH30ppm

投与群の雌〆j(+/うマウス16′46(34･8%)および雌〆j(+′+)マウス10/27(37.0%)

に認められた0しかし,雄〆j(+′〕およびp5j(+/+)マウスに観察されたHCCは,

それぞれ1/45(2･2%)および2′12(16･7%)であった040週屠殺例〆j(+′うおよび〆j

(+/+)マウスに観察された腫瘍の〆jがん抑制遺伝子exon5から8について,

PCR･づinglestrandconformationpolymorphismanalysis(PCRづSCP法)により検索

したところ,〆jがん抑制遺伝子の変異は認められなかった｡

これらの結果からAPNHのp53KOマウスに対する標的臓器は肝臓であり,

APNHの肝発がん性が示唆されたoAPNHの肝発がん性は,P53がん抑制遺伝子

の変異との関連性は低く,雌でより多くの腫瘍発生が認められることから代謝

あるいはホルモン環境との関連性が考えられた｡
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第3に,肝臓でのチトクロームP450(CYP)による代謝とAPNHによる肝臓腫

瘍形成との関連性について検討し,さらに,APNHの肝臓におけるDNA付加体

の意義についても検討した｡APNHによる〆∬KOマウスにおける肝臓腫瘍形成

はp53がん抑制遺伝子の有無に影響されないが,APNH投与により肝臓のCYP

1AlmRNAが誘導されることが明らかになった｡さらに,肝臓において,APNH

投与濃度依存性にDNA付加体が増加した｡以上のことから,肝臓腫瘍形成に

CYPIAlによるAPNHの代謝活性化が関与することが示唆された｡

･99-



1.Initiationef鮎ctofAPNH

OmCarCi血OgemeSis

2･CarCinogemiepotentialof

､IPヽll

3.Rela也0皿5hipbetweenmetabolism

andcarcinogenicpotentialofAPNII

新規に認められた含窒素芳香族異項療化合物a血hophenylnor血armanの発がん性に関する実験腫瘍病理学的研究
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【要旨】

新 規 に 認 め られた 含 窒 素 芳香族 異 項環化 合物,

9-(4'-aminophenyl)-9H-pyrido[3,4-b]indole(Aminophenylnorharman,APNH)は,S9

mix存在下でnorharmanとanilineの反応によって生成され,5b血one肋Typhimurium

TÅ98とYGlO24に変異原性を発現する｡その遺伝子変異の強度は既知のヘテロサ

イクリックアミンに匹敵する｡

No血aⅢnanは,タバコの煙,食品中など広く環境中に存在し,普通の食事を

摂取している健康なヒトの尿中にも,常に存在している｡また,anilineは,タ

バコの煙,ある種の果物,野菜中に存在し,同様にヒトの尿中および乳汁中に

も検出されている｡これらのことから,ヒトは日常的にnorharmanとanilineに

暴露されることは避けがたく,APNHは常に体内で生成,暴露されていると考

えられる｡そのためAPNHの発がん性の詳細なデータが必要と考えられる｡

本研究において,APNHの発がん性を検索するにあたり,イニシエーショ

ン作用に基づいた肝臓における中期発がん性試験(In vivofive-Weekinitiation

assay)および遺伝子改変動物を用いたがん原性試験を行い,APNHの発がん性

について検討した(第一,二章)｡さらにAPNHの代謝と発がんとの関連性につ

いて解析した(第三章)｡

第1に,イニシエーション作用に基づいた肝臓における中期がん原性試験

によりAPNHの発がん過程におけるイニシエーション活性の検索を行った｡そ

の結果,肝臓のglutathioneS-tranSferaseplacentalform(GSTJP)陽性巣面積の検索に

おいて,APNHを投与していない対照群と比較して,APNHlO,3および1mg/kg

の各体重投与群に用量相関性の増加が認められた｡GSTしP陽性巣数においては,

APNH投与群,APNHを投与しない対照群に比較して有意な増加がみられた｡
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これらのことより,APNHが発がん過程においてイニシエーション活性を有す

ることが示唆された｡さらに,APNH10mg/kg体重投与後2-AAF,CCl4処置を

行わない群でも,GSTしP陽性巣面積がAPNHを投与しない対照群に比較して有

意な増加を示したことから,APNHの肝臓に対する標的性も強く示唆された｡

第2に,APNHの発がん性と〆jがん抑制遺伝子の関係について,〆jがん

抑制遺伝子を欠損したダブjノックアウト(KO)マウスを用いて検索を行った｡

その結果,APNH混餌投与により肝臓にovalce11hyperplasia(OCH),alteredce11

foci(foci),肝細胞腺腫(HCA),肝細胞癌(HCC)等の多彩な病変が観察された｡

APNH投与15週後では肝臓のOCHがAPNH30ppm投与群のp53(-/-),P53(+/-)

およびダブj(+/+)マウスにそれぞれ2/14(14.3%),14/23(60.9%)および2/10

(20%)観察された｡APNH投与40週後の安楽殺例では,HCCがAPNH30ppm投

与群の雌〆j(+/-)マウス16/46(34.8%)および雌p5j(+/+)マウス10/27(37.0%)に

認められた｡しかし,雄ダブj(+/-)および〆j(+/+)マウスに観察されたHCCは,

それぞれ1/45(2.2%)および2/12(16.7%)であった｡40週後の安楽殺例〆j(+/-)お

よび〆j(+/+)マウスに観察された腫瘍のp5jがん抑制遺伝子exon5から8につ

いて,PCR-SinglestrandconformationpolymOrPhismanalysis(PCR-SSCP法)によ

り検索したところ,ダブjがん抑制遺伝子の変異は認められなかった｡

これらの結果からAPNHのp5jKOマウスに対する標的臓器は肝臓であり,

APNHの肝発がん性が示唆された｡APNHの肝発がん性は,P53がん抑制遺伝子

の変異との関連性は低く,雌でより多くの腫瘍発生が認められることから代謝

あるいはホルモン環境との関連性が考えられた｡

第3に,肝臓でのチトクロームP450(CYP)による代謝とAPNHによる肝臓腫

瘍形成との関連性について検討し,さらに,APNHの肝臓におけるDNA付加体

の意義についても検討した｡APNHによる〆jK.0マウスにおける肝臓腫瘍形成

はp53がん抑制遺伝子の有無に影響されないが,APNH投与により肝臓のCYP
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lAlmRNAが誘導されることが明らかになった｡さらに,肝臓において,APNH

投与濃度依存性にDNA付加体が増加した｡以上のことから,肝臓腫瘍形成に

CYPIAlによるAPNHの代謝活性化が関与することが示唆された｡
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【英文要旨】

The novel heterocyclic
amine,9-(4t-aminophenyl)-9H-Pyrido[3,4-b]indole

(Aminophenylnorharman,APNH),is produced by the reaction ofnorharman With

anilineinthepresenceofametabolicactivationsystem,S9mlX,andismutagenicto

SdlmonellalサphomuriumTA98andYGlO24.ItsmutagenicactivltylSCOmParable

Withthoseofknownheterocyclicamines.

NorharmaniswidelydistributedinourenvironmentinclgaretteSmOkeandcooked

foodstu蝕,andhas been detectedinurine samplesfromhealthyhumans eatlng an

Ordinary diet･Aniline alsois presentedin clgarette SmOke and some kinds of

Vegetables,andhasbeenfoundinhumanurineandbreast-milksamples.Itisthus

likelythathumansarecontinuouslyexposedtocombinationsofno血armanandaniline

indailylifヒ,SOthatconsequentformationofAPNHinourbodiesmightbeexpected･

Therefore,1tis verylmPOrtanttO Obtaindetaileddata aboutthe carcinogenicltyOf

APNH.

Forthispurpose,ef托ctsofAPNHwereinvestlgatedinamediumterminvivo

CarCinogenesisbioassay(invivo丘ve-Weekinitiationassay)systembasedoninitiation

activityinliverandinstudiesusinggeneticallyalteredanimals(Chaptersland2).

FurthermOre,therelationshipbetweenmetabolicactivationandcarcinogenicpotential

WaSinvestlgated.

First,1nitiationef托ctsofAPNHoncarcinogenesiswereinvestlgatedinaninvivo

five-Weekinitiationassaysystem･AnalysISOfglutathioneS-tranSfヒraseplacentalform

(GSTJP)positivefociinliversectionsrevealedareasingroupsexposedtodosesoflO,

3,1mg/kgbodyweight(b･W･)APNHtobeincreasedinadosedependentmarmer,

COmParedwiththevalueforthecontrolgroupreceivingOm釘kgb.w.Thenumbersof
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GSTJPpositivefociingroupsreceivlng10,3,1mg/kgwerealsoslgnificantlyhigher

thaninthecontrolgroupvalue.ThesedatasuggestedclearinitiationactivltyOfAPNH.

In addition,the areas ofGSTJPpositivefociinthe groupreceiving10mg/kgb･W･

APNHwithout2-aCetylaminofluoreneandCCl4treatmentWaSSlgni丘cantlylnCreaSed

andindicatlngthehepatocarcinogenicpotentialofAPNH.

Secondly,thecarcinogenicpotentialofAPNHandthep53tumorsuppressorgene

WaSaSSeSSedusingmaleandfemalep53knockout(KO)mice.Varioushepaticlesions,

including
ovalcellhyperplasia(OCH),altered cellfoci,hepatocellular adenomas

(HCAs)andhepatocellularcarcinomas(HCCs)developedonadministrationofAPNH

inthediet･IncidencesofOCHwere2/14(14.3%),14/23(60.9%),and2/10(20%)in

P53nullhomozygous(-/-),heterozygous(+/-),andwildtype(+/+)mice,reSPeCtively,

exposedto30ppmAPNHfor15weeks･At40weeks,HCCshaddevelopedin16/46

(34･8%)andlO/27(37･0%)ftmalep53(+/-)and(+/+)mice,incontrasttoonlyl/45

(2･2%)and2/12(16･7%)oftheirmalecounterparts,reSPeCtively.PCR-Singlestrand

COnformationpolymOrPhism analysisfor exons5-80fp53gene was performedon

tumorsfromp53(+/+)and(+/-)micetreatedwithAPNHfor40weeks.Noevidence

Ofp53genemutationswasobtained･Noslgni丘cantlesionsrelatedtodosingofAPNH

Werefoundin other organs･These results agaln demonstrated hepatotoxiclty and

hepatocarcinogenicltyOfAPNH･ItisconsideredthathepatocarcinogenicltyOfAPNH

inmicecouldbelinkedtothelivermicroenvironment,1nCludingthemetabolicand

hormOnalmilieu,butindependentofp53expressionandp53genemutations･

Thirdly,therelationshipbetweenthemetabolismofAPNHbycytochromeP450

(CYP)inliverandcarcinogenicpotentialwasinvestigated,andAPNH-DNAadduct

formationwasalsoexamined･ReversetranscrlPt10nPCRanalysisdemonstratedCYP

IAltranscnptlOn tO be clearlyinduced by APNH administration･FurthermOre,

APNH-DNAadductsdevelopedinadosedependentmarmer･Theseresultssuggested
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thatmetabolicactivationofAPNHinducedbyCYPIAlandDNAdamageareinvoIved

initshepatocarcinogenesis.
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題 目 新規に認められた含窒素芳香族異項環化合物Aminophenylnorhaman

(APN亘)の発がん性に関する実験腫瘍病理学的研究

審査結果の要旨

申請者は､ファイザー株式会社において医薬品の一般毒性試験やがん原性試験に従事

している｡また､愛知がんセンター研究所においてげっ歯類を用いた化学物質の発がん

作用の病理学的研究に従事した｡本研究では,SblmonellatyphomuriumTA98 とYGlO24

に変異原性を発現し,タバコの煙,蛋白質を多く含む加熱食品中に存在するnorharnan

および同様にタバコの煙,ある種の果物,野菜中に存在するanilineを同時に摂取し.

ヒトを始め動物の体内で代謝により生成されると考えられている新規ヘテロサイクリ

ックアミン,9-(4'-aminophenyl)-9H-pyrido[3,4-b]indo.1e(Aminophenylnorharman,

APNH)の発がん性についての基礎的なデータ収集し,ヒトの発がんリスク評価に寄与す



ることを目的とし,実験動物を用いた病理学的研究を行なった｡

まず,イニシエーション作用に基づいた肝臓における中期発がん性試験により APNH

の発がん過程におけるイニシエーション活性の検索を行なった｡その結果,肝臓の

glutathione S-tranSferaseplacentalform(GST-P)陽性巣面積の検索において,APNH

を投与していない対照群と比較して,APNHlO,3および1mg/kgの各投与群に用量相関

性のGST-P陽性巣の面積および数の増加が認められた｡このことからAPNHが発がん過

程においてイニシエーション活性を有することが示唆された｡

次にAPNHの発がん性の有無について,P53がん抑制遺伝子を欠損したp53ノックア

ウト(KO)マウスを用いて検索を行った｡その結果,APNH混餌投与によりp53KOマウ

ス肝臓に多彩な増殖性病変が観察された｡観察された腫瘍についてβエフがん抑制遺伝子

の変異について,PCR-Single strand conformationpolymorphoism analysisにより検

索したところ,P53がん抑制遺伝子の変異は認められなかった｡これらの結果からAPNH

のp53KOマウスに対する標的臓器は肝臓であり,APNHの肝発がん性が示唆された｡APNH

の肝発がん性は,β丘ヲがん抑制遺伝子の変異との関連性は認められなかった｡

次に,雌雄βよブ各遺伝子型のEOマウスを用いて,肝臓でのチトクロームP450(CYP)

による代謝とAPNHによる肝臓腫瘍形成との関連性,さらに,APNHの肝臓におけるDNA

付加体についても検討した｡その結果,APNH投与により,肝臓のCYPIAlmRNAが誘導

されたが,βエフ遺伝子型との関連性は低かった｡さらに,APⅦ投与濃度依存性に肝臓に

おいてDNA付加体が増加した｡

本研究により,APNHは発がん過程においてイニシエーション活性を有し,肝発がん

性が示唆された｡肝臓腫瘍形成に肝臓でのCYPIAlによるAPNHの代謝活性化およびDNA

付加体形成が関与することが示唆された｡また,APN[の肝発がん性はβ丘ヲがん抑制遺

伝子の変異には影響されないことが明らかになった｡これらは新規ヘテロサイクリック

アミン発がん性の評価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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