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論 文 の 内 容 の 要 旨

エストラゴール(ES)は,バジル,アニスなどのハーブに含まれろ天然のアリルベンゼ

ン化合物であり,香料として使用される｡ESの構造類似体であるサフロールやメチルオイ

ゲノーノレは,ラットおよびマウスで発がん性が認められ,ヒトに対する発がんの可能性も

考えられている｡ESについても,マウスにおいて肝発がん性が確認され,また,肝臓で主

にcytochromeP450(CYP)とsulfotransferase(SULT)に触媒され,DNAと共有結合でき

る究極発がん代謝物に代謝されることが知られているが,種々の迫伝毒性試験では,明ら

かな陽性結果は確認されておらず,ESのげっ歯類での肝発がんメカニズムは明らかでない｡

そのため,本研究ではラットにおける肝発がんの可能性,次いでレポーター辿伝子導入ラ

ットを用いて 血γ九っ遺伝毒性について検討した｡さらに,マウスの肝臓中におけるES

の代謝活性化に関与するSULT活性に性差があることに着目して,雌雄のgptdeltaマウス

を用いてESの辿伝毒性および発がんメカニズムについて検討した｡

第一に,ESのラットにおける発がん性について検討した｡6週齢の雄性F344ラットに

600mg/kgの用量でESを強制経口投与し,投与4,8および16週に剖検し,肝臓を用いた

glutathione5Ltransferaseplacentalform(GST-P),PrOliferatingcellnuclearantigen
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(PCNA)免疫組織化学的解析およびLC-MS/MSによるES特異的DNA付加体定抽解析を行っ

たところ,ES投与群において,投与4週からGST-P陽性肝細胞巣が検出され,その数およ

び面桜の経時的増加がみられ,PCNA陽性指数も投与4および8週で増加を示した｡ES特異

的DNA付加体ES-3しN-dG,3,-8-dGおよび3,-〟-dAは,投与4および8週に検出された｡

ラット肝前がん病変を検出できる中期アッセイとして確立しているGST-P陽性肝細胞巣の

発現と推移から,ESがマウスだけでなくラットにおいても肝発がん性を有する可能性が示

唆された｡PCNA免疫組織化学染色を用いた細胞増殖活性の評価では,増殖活性冗進がみら

れたことから,ESが発がんプロモーター活性を有することが示唆された｡また,ES特異的

DNA付加体がES投与群の肝臓から検出されたことから∴遺伝毒性イニシエーション活性を

有する可能性もある｡

第二として,ESのラットにおけるJ■m正和遺伝毒性の評価を行った｡6週齢の雄性卯と

deltaラットに0,22,66,200および600mg/kgの用量でESを4週間強制経口投与した

ところ,600mg/kg投与群で投与開始後1および2週に5例中3例の死亡がみられた｡肝

臓を用いたgptアッセイでは,200mg/kg投与群で突然変異頻度(MF)は有意な高値を示

し,PCNA陽性指数との相関性がみられた｡変異スペクトラム解析では,200mg/kg投与群

においてAT:GC transition頻度の有意な増加がみられ,さらにES特異的DNA付加体定量

解析では,主要なDNA付加体としてES-3しAP-dAが検出された｡200mg/kg投与群でみられ

たMFの高値は,細胞増殖活性の克進とES-3,-AP-dA形成によるAT塩基対の変異頻度の増加

によると考えられた｡これらのことから,ESは少なくとも高用量暴露されたラットにおい

て迫伝毒性および発がん性が誘発される可能性が示唆された｡

第三として,ESのマウスにおけるノ刀Fノァ0道伝毒性の評価を行った｡6週齢の雌雄の卵子

deltaマウスに,ESを0,37.5,75,150および300mg/kgの投与量で13週間強制経口投

与したところ,雌の最高用量群で投与1週に1例の死亡がみられたため,投与2週以降は

投与迫を250mg/kgに変更した｡以前のC57BL/6マウスにおける報告と同様,gPtdelta

マウスにおいても雌の肝臓中∫山とノ∂ノmRNA発現レベルは,雄の同じ投与址群と比較して有

意に高値を示した｡雌のES特異的DNA付加体数は最高用址群を除いたすべての群で雄より

も高値を示した｡gPt迫伝子のMFは,雌の75mg/kg以上の投与群で有意な高値を示した

が,経で有意な高値を示したのは最高用量群のみであった｡骨髄小核試験では群間に差は

みられなかった｡これらのことから,SULTIAlを介した特異的DNA修飾とそれによる迫伝

毒性は,マウスのES誘発肝発がん性の早期に関連する事象であることが示唆された｡

以上のことから,ESは,ラットにおいても肝発がん性を有すること,その発がんメカニ

ズムに迫伝毒性メカニズムが関与していることが示された｡さらに,その発がんメカニズ

ムには,ESのSULT代謝物によって形成される特異的DNA付加体が関与した突然変異に加
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えて,細胞増殖活性などのその他の要因が関与している可能性が考えられた｡本研究は,

SEのげっ歯類における肝発がんメカニズムの解明に有用な情報を提供し得るものと考え

る｡

審 査 結 果 の 要 旨

エストラゴール(ES)は,バジルなどのハーブに含まれる天然のアリルベンゼン化合物

であり,香料として使用されている｡ESの構造類似体であるサフロールでは,ラットおよ

びマウスで発がん性が知られ,ヒトに対する発がんの可能性が考えられている｡ESはマウ

スで肝発がん性を有しており,肝臓で主にcytochrome P450(CYP)と sulfotransferase

(SULT)に触媒され,DNA と共有結合できる究極発がん代謝物に代謝されることが知られ

ている｡しかし,種々の迫伝毒性試験では,陽性の結果は示されておらず,ESによる肝発

がん性のメカニズムは明らかでない｡そのため,本研究では,ラットにおける肝発がんの

可能性を調べ,次いでレポーターうむ伝子きさ字入ラットを用いて,J■刀アプリo遺伝毒性について

検討した｡さらに,マウスの肝臓中におけるESの代謝活性化に関与するSULT活性に性差

があることに着目して,雌雄のgpt deltaマウスを用いてESの辿伝毒性について解析し,

発がんメカニズムについて検討した｡

第一にラットにおけるESの発がんの可能性について評価した｡6週齢の雄性F344ラッ

トに600mg/kgの用量でESを強制経口投与し,･投与4,8および16週に剖検したところ,

ES投与群では,投与4週からGST-P陽性肝細胞巣が検出され始め,経時的にその数および

面積の増加傾向がみられ,PCNA陽性指数も投与4および8週で増加がみられた｡ES特異的

DNA付加体ES-3'一爪紅dG,3'-8-dGおよび3,-AF-dAは,投与4および8週で検出された｡これ

らの結果から,ESがマウスだけでなくラットにおいても肝発がん性を有する可能性が示唆

された｡PCNA免疫組織化学染色を用いて細胞増殖活性を評価した結果,増殖活性克進がみ

られたことから,ESが発がんプロモーター活性を有する可能性が示唆された｡同時に,ES

特異的DNA付加体がES投与群の肝臓から検出されたことから,遺伝毒性イニシエーション

活性を有している可能性も示唆された｡

第二として,ESのラットにおける元=イ関連伝毒性を評価する実験を行った｡6適齢の

雄性8Pt deltaラットに0,22,66,200および60d mg/kgの用量でESを4週間強制経口
投与したところ,600mg/kg投与群で投与開始後1および2週に5例中3例の死亡例がみ

られた｡肝臓を用いたmtアッセイの結果,200mg/kg投与群で突然変異頻度(MF)の有

意な高値がみられ,PCNA陽性指数との相関性が示された｡変異スペクトラム解析の結果,

200mg/kg投与群においてAT:GCtranSitionの頻度が有意に増加し,ES特異的DNA付加体

定量解析の結果,DNA付加体ES-3'-㌦-dAが検出されたことに一致した｡200mg/kg投与群

でみられたMFの高値は,細胞増殖活性の冗進とES-3,-㌦-dA形成によるAT塩基対の変異頻

度の増加によると考えられた｡また,ESは高用量で暴露されたラットで迫伝毒性および発

がん性を発現する可能性が示唆された｡

第三としては,ESのマウスにおける血Fノ用達伝毒性の評価を行った｡6週齢の雌雄の

gptdeltaマウスにESを0,37.5,75,150および300mg/kgの用量で13週間強制経口投
与したところ,雌の最高用量群において投与1週に1例の死亡がみられたため,投与2週

以降は最高投与量を250mg/kgに変更した｡gptdeltaマウスでは,雌の肝臓中SultlalmRNA

発現レベルは,雄の同じ投与量群と比較して有意な高値を示した｡雌のES特異的DNA付加

体量は最高用量群を除いたすべての群で雄よりも高値を示した｡邸け遺伝子のMFは,雌の

75mg/kg以上の投与群で有意な高値を示したが,雄で有意な高値を示したのは最高用量群

のみであった｡骨髄小核試験の結果,群間に差はみられなかった｡これらのことから,

SULTIAlを介した特異的DNA修飾とそれによる迫伝毒性は,マウスのES誘発肝発がん性の

早期に関与する重要な事象と考えられた｡
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以上のことから,ESはラットにおいても肝発がん性を有すること,さらにその肝発がん

メカニズムに迫伝毒性メカニズムが関与していることが示唆された｡さらに,その発がん

メカニズムには,ESのSULT代謝物によって形成される特異的DNA付加体による突然変異

だけでなく,細胞増殖活性などのその他の要因の関与が考えられた｡本研究は,げっ歯類

におけるESの肝発がんメカニズムの解明において,有用な情報を提供すると思われる｡

以上について,審査委員全員一致で本論文が岐鼻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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