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関する研究 

 

発がん性評価は，化学物質の安全性評価において極めて重要である。しかしながら，一般的な発

がん性試験は，何百匹ものげっ歯類動物を用いて長期間に渡って被験物質を投与するため，多大な

時間と費用を要する。このことから，短期間で合理的に発がん性を予測し得る指標の確立が求めら

れている。所属研究室の先行研究において，肝発がん物質をラットに 28 日間反復投与した際に，

肝臓での発がん性に関連した細胞周期分子の反応性が発がん物質の遺伝毒性の有無により異なる

ことを見出している。そこで，本研究では，肝臓を標的とする遺伝毒性ないし非遺伝毒性発がん物

質の in vivo 短期予測指標の探索とその発現特性解明を目的として，エピゲノム発現制御機序の一つ

である DNA のメチル化と，がん細胞における代謝リプログラミングの 2 つの側面から検討を行っ

た。 
第 1 章では，DNA のメチル化に着目して，遺伝毒性肝発がん物質の N-nitrosodiethylamine (DEN) 

と非遺伝毒性肝発がん物質の carbon tetrachloride (CCl4) の発がん用量をラットに 28 ないし 84 日間

反復経口投与した。28 日間投与後に得られた肝臓を用いてメチル化次世代シーケンスおよび発現

マイクロアレイ解析を実施し，CCl4 特異的にプロモーター領域で過メチル化し，且つ mRNA 発現

の下方制御を示した遺伝子として Ldlrad4 (transforming growth factor (TGF)-β の負の制御因子)，Proc 
(血液凝固因子阻害分子)，Cdh17 (カドヘリン接着分子)，Nfia (転写因子) の 4 遺伝子を選出した。さ

らに，これら 4遺伝子のmRNA発現は，ラットに他の非遺伝毒性肝発がん物質 (thioacetamide (TAA)，
methapyrilene hydrochloride (MP)) を発がん用量で最長 90 日間反復投与した後の肝臓においても減

少していた。免疫組織化学的解析により，選出した 4 つの遺伝子の転写産物について，肝前がん病

変である GST-P 陽性巣における発現分布解析 (投与期間 84 ないし 90 日間) を実施した結果，非遺

伝毒性肝発がん物質では遺伝毒性肝発がん物質に比べて，LDLRAD4 および PROC 陰性巣数の増加

がみられた。一方，CDH17 および NFIA の発現は，肝発がん物質の遺伝毒性の有無で差は認められ

なかった。加えて，ラットに腎発がん物質を発がん用量で 28 日間投与した腎臓の髄質外帯の遺伝

子発現解析では，非遺伝毒性腎発がん物質 (ochratoxin A) に特異的な反応性はみられなかった。以

上より，本研究で選出した Ldlrad4，Proc，Cdh17，Nfia の 4 遺伝子は，肝臓を標的とする非遺伝毒

性発がん物質における in vivo エピゲノム短期予測指標となり得る可能性が示唆された。また，

LDLRAD4 および PROC は非遺伝毒性肝発がん物質の発がん性に寄与している可能性が考えられ

た。 
第 2 章では，第 1 章で得られた分子のうち，TGFβ シグナリングの負の制御因子である LDLRAD4

に着目して，LDLRAD4 の発がん過程における機能を明らかにするため，非遺伝毒性肝発がん物質

を最長 90 日間反復投与した肝臓を用いて，TGFβ シグナリングに関連した遺伝子発現を解析すると

ともに，GST-P 陽性巣における LDLRAD4 と TGFβ シグナリング関連分子の発現分布解析を実施し

た。さらに，ラットの二段階肝発がんモデルを用い，非遺伝毒性肝発がん物質の発がんプロモータ

ー作用により誘発された肝増殖性病変における LDLRAD4 の発現分布を検討した。その結果，非遺



 

 

 

伝毒性肝発がん物質を反復投与したラットの肝臓において，LDLRAD4 の発現減少を示す GST-P+巣

では，LDLRAD4 の発現増加を示す GST-P+巣に比べて，TGFβ1，リン酸化 EGFR，ないしリン酸化

AKT2 の陽性巣数が増加し，さらに，PTEN 陰性巣数が増加していた。また，LDLRAD4 の発現減少

を示す GST-P+巣では，caveolin-1 ないし TACE/ADAM17 の陽性巣数が増加したことから，非遺伝毒

性肝発がん物質による発がん過程において，LDLRAD4 の消失による TGFβ シグナリングの活性化

が生じることによって，caveolin-1 依存性の TACE/ADAM17 の活性化を介した EGFR および

PTEN/AKT 経路の亢進が誘発された可能性を見出した。さらに，LDLRAD4 の発現減少を示す GST-
P+巣では，細胞増殖活性の増加，アポトーシスの抑制が認められ，LDLRAD4 の発現減少によって

前がん病変の細胞が増殖に向かった可能性を明らかにできた。ラットの二段階肝発がんモデルにお

いて，長期間の非遺伝毒性肝発がん物質による発がん促進によって誘発された GST-P+増殖性病変

では，LDLRAD4 は発現減少しており，特に，変異肝細胞巣に比べて肝細胞腺腫および肝細胞腺癌

で顕著に認められたことから，LDLRAD4 の発現減少は発がん促進の過程にも関与している可能性

が示唆された。 
第 3 章では，肝発がん物質の遺伝毒性の有無によって，発がんに向かう代謝リプログラミングが

異なるかを検討した。本研究では，遺伝毒性肝発がん物質 (DEN，Aflatoxin B1，N-nitrosopyrrolidine，
carbadox) ないし非遺伝毒性肝発がん物質 (CCl4，TAA，MP) をそれぞれ 28 日間，84 ないし 90 日
間反復投与したラットの肝臓を用いて，酸化的リン酸化，解糖系およびグルタミン代謝関連分子の

mRNA 発現と GST-P 陽性巣における免疫組織化学的な発現分布を比較・検討した。その結果，非遺

伝毒性肝発がん物質では，遺伝毒性肝発がん物質に比べて，投与 28 日後から酸化的リン酸化関連

遺伝子の発現は抑制され，さらに 84 ないし 90 日後では酸化的リン酸化に関連するミトコンドリア

ATP 合成酵素 ATP synthase subunit beta (ATPB) 陰性巣数は増加していた。一方，解糖系酵素および

糖輸送担体 (GLUT1)，また，グルタミン代謝関連遺伝子およびグルタミン輸送担体 (SLC1A5) の
発現は，遺伝毒性の有無に関わらず増加していた。代謝調節因子では，非遺伝毒性肝発がん物質は

28 日後から c-MYC 陽性細胞数が増加した一方で，84 ないし 90 日後で Tp53 の発現抑制がみられ

た。以上より，非遺伝毒性肝発がん物質では，遺伝毒性肝発がん物質に比べて，発がんの初期に酸

化的リン酸化が抑制されている可能性が考えられた。一方，解糖系およびグルタミン代謝は，肝発

がん物質の遺伝毒性の有無に関わらず増加していた。非遺伝毒性肝発がん物質では，代謝調節因子

である c-MYC の増加と Tp53 の抑制により，発がんに向かう標的細胞のエネルギー代謝シフトおよ

び細胞増殖の促進が生じていた可能性が示唆された。 
以上より，まず，DNA のメチル化に着目して，遺伝毒性ないし非遺伝毒性肝発がん物質をラッ

トに反復投与した肝臓についてメチル化次世代シーケンスおよび発現マイクロアレイ解析を実施

することにより，肝臓を標的とする非遺伝毒性発がん物質のエピゲノム in vivo 短期予測指標とし

て，Ldlrad4，Proc，Cdh17，Nfia の 4 遺伝子を選出することができた。加えて，LDLRAD4 および

PROC は非遺伝毒性肝発がん物質の発がん性に寄与している可能性を明らかにした。次に，選出さ

れた分子のうち，TGFβ シグナリングの負の制御因子である LDLRAD4 に着目し，発がん過程にお

ける LDLRAD4 の発現減少と TGFβ シグナリングとの関連性を検討することにより，非遺伝毒性肝

発がん物質投与によって，発がんの過程で LDLRAD4 が発現減少し，TGFβ シグナリングの活性化

を介した EGFR シグナリングの活性化が生じる可能性を明らかにした。最後に，がん細胞における

代謝リプログラミングに着目して，遺伝毒性ないし非遺伝毒性肝発がん物質をラットに反復投与し

た肝臓を用いて，細胞増殖に必要なエネルギー代謝として知られる酸化的リン酸化，解糖系および

グルタミン代謝に関連した分子の反応性を比較・検討することにより，発がん物質投与の初期段階

から発がんに向かう代謝リプログラミングのパターンが，肝発がん物質の遺伝毒性の有無によって

異なる可能性を明らかにした。 
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Evaluation of chemical carcinogenicity is crucial for assessment of chemical safety. However, standard 
carcinogenicity bioassays in which several hundreds of rodent animals are administered test compounds for 
about a life-long period are time-consuming and costly. Therefore, the development of new and rapid means 
for evaluation or prediction of the carcinogenic potential of chemicals is necessary for efficient detection of 
carcinogens. Our previous study revealed that the responses of cell cycle-related molecules were found to be 
different between genotoxic and nongenotoxic hepatocarcinogens by repeated administration to rats for 28 
days. The present study approached by means of the two aspects to explore in vivo markers of genotoxic and 
nongenotoxic hepatocarcinogens from the early stages of treatment in the liver, i.e., DNA methylation, which 
is one of the epigenetic regulatory mechanism of gene expression, and the responses on reprogramming of 
energy metabolic pathways toward carcinogenesis. 

In chapter 1, the present study investigated the hypermethylated and downregulated genes specifically 
in the liver of rats treated with carbon tetrachloride (CCl4) as a nongenotoxic hepatocarcinogen for 28 days 
using Methyl-Seq analysis combined with expression microarray analysis by excluding those hypermethylated 
and downregulated in the liver of rats treated with N-nitrosodiethylamine (DEN) as a genotoxic 
hepatocarcinogen for 28 days. Among 52 genes identified, Ldlrad4, Proc, Cdh17, and Nfia were confirmed to 
show promoter-region hypermethylation by methylation-specific quantitative PCR analysis on day 28. The 
transcript levels of these 4 genes decreased by real-time reverse transcription-PCR analysis in the livers of rats 
treated with nongenotoxic hepatocarcinogens for up to 90 days compared with untreated controls and 
genotoxic hepatocarcinogens. Immunohistochemically, LDLRAD4 and PROC showed decreased 
immunoreactivity, forming negative foci, in glutathione S-transferase placental form (GST-P)+ foci, and 
incidences of LDLRAD4- and PROC- foci in GST-P+ foci induced by treatment with nongenotoxic 
hepatocarcinogens for 84 or 90 days were increased compared with those with genotoxic hepatocarcinogens. 
In contrast, CDH17 and NFIA responded to hepatocarcinogens without any relation to the genotoxic potential 
of carcinogens. All 4 genes did not respond to renal carcinogens after treatment for 28 days. Considering that 
Ldlrad4 is a negative regulator of transforming growth factor-β signaling, Proc participating in p21WAF1/CIP1 
upregulation by activation, Cdh17 inducing cell cycle arrest by gene knockdown, and Nfia playing a role in a 
tumor-suppressor, all these genes may be considered as potential in vivo epigenetic markers of nongenotoxic 
hepatocarcinogens from the early stages of treatment in terms of gene expression changes. LDLRAD4 and 
PROC may have a role in the development of preneoplastic lesions produced by nongenotoxic 
hepatocarcinogens. 

In chapter 2, the present study investigated the relationship between LDLRAD4 downregulation and 
transforming growth factor (TGF)-β signaling in nongenotoxic hepatocarcinogenesis. After 84 or 90 days, 
subpopulation of GST-P+ foci downregulating LDLRAD4 coexpressed TGFβ1, phosphorylated epidermal 
growth factor receptor (EGFR), or phosphorylated serine/threonine-protein kinase (AKT2), and downregulated 



 

 

 

phosphatase and tensin homolog (PTEN), showing higher incidences than those in GST-P+ foci expressing 
LDLRAD4. The subpopulation of GST-P+ foci downregulating LDLRAD4 also coexpressed caveolin-1 or 
metalloprotease tumor necrosis factor-α-converting enzyme (TACE/ADAM17), suggesting that disruptive 
activation of TGFβ signaling through a loss of LDLRAD4 enhances EGFR and PTEN/AKT-dependent 
pathways via caveolin-1-dependent activation of TACE/ADAM17 during nongenotoxic hepatocarcinogenesis. 
The numbers of c-MYC+ cells and PCNA+ cells were increased, and cleaved caspase 3+ cells were decreased 
in the subpopulation of GST-P+ foci downregulating LDLRAD4, suggesting a preferential proliferation of 
preneoplastic cells and attenuation of apoptosis by LDLRAD4 downregulation. At the late 
hepatocarcinogenesis stage in a two-stage model, LDLRAD4 downregulation was higher in adenoma and 
carcinoma than in preneoplastic cell foci, suggesting a role of LDLRAD4 downregulation in tumor 
development. These results suggest that nongenotoxic hepatocarcinogens cause disruptive activation of TGFβ 
signaling through downregulating LDLRAD4 toward carcinogenesis in the rat liver. 

In chapter 3, to clarify difference in the responses on the reprogramming of metabolism toward 
carcinogenesis between genotoxic and nongenotoxic hepatocarcinogens in the liver, rats were repeatedly 
administrated genotoxic hepatocarcinogens (DEN, aflatoxin B1, N-nitrosopyrrolidine, or carbadox) or 
nongenotoxic hepatocarcinogens (CCl4, thioacetamide, or methapyrilene hydrochloride) for 28, 84, or 90 days. 
Nongenotoxic hepatocarcinogens revealed transcript expression changes suggestive of suppressed 
mitochondrial oxidative phosphorylation (OXPHOS) after 28 days and increased GST-P+ foci downregulating 
ATP synthase subunit beta, mitochondrial precursor (ATPB), compared with genotoxic hepatocarcinogens after 
84 or 90 days, suggesting that nongenotoxic hepatocarcinogens are prone to suppress OXPHOS from the early 
stage of treatment, which is in contrast to genotoxic hepatocarcinogens. Both genotoxic and nongenotoxic 
hepatocarcinogens upregulated glycolytic enzyme genes and increased cellular membrane glucose transporter 
member 1 (GLUT1) expression in GST-P+ foci for up to 90 days, suggesting an induction of a metabolic shift 
from OXPHOS to glycolysis at the early stage of hepatocarcinogenesis by hepatocarcinogens without relation 
to genotoxic potential. Nongenotoxic hepatocarcinogens increased c-MYC+ cells after 28 days and 
downregulated Tp53 after 84 or 90 days, suggesting a commitment to enhanced metabolic shift and cell 
proliferation. Genotoxic hepatocarcinogens also enhanced c-MYC activation-related metabolic shift until 84 
or 90 days. In addition, both genotoxic and nongenotoxic hepatocarcinogens upregulated glutaminolysis-
related Slc1a5 or Gls, or both, after 28 days and induced liver cell foci immunoreactive for neutral amino acid 
transporter B (0) (SLC1A5) in the subpopulation of GST-P+ foci after 84 or 90 days, suggesting glutaminolysis-
mediated facilitation of cell proliferation toward hepatocarcinogenesis. 

In conclusion, 4 genes, Ldlrad4, Proc, Cdh17, and Nfia, showed promoter-region hypermethylation and 
transcript downregulation in the liver after 28 days of CCl4 treatment in rats by excluding the genes 
hypermethylated and downregulated with DEN. Gene expression downregulation of Ldlrad4, Proc, Cdh17, 
and Nfia, and increase in downregulated foci of LDLRAD4 and PROC in GST-P+ foci were common among 
the nongenotoxic hepatocarcinogens examined. Thus, Ldlrad4, Proc, Cdh17, and Nfia may be considered as 
potential in vivo epigenetic markers of nongenotoxic hepatocarcinogens from the early stages of treatment. 
LDLRAD4 and PROC may have a role in the development of preneoplastic lesions produced by nongenotoxic 
hepatocarcinogens. In addition, the disruptive activation of TGFβ signaling through downregulating 
LDLRAD4 may contribute to trigger driving hepatocytes into carcinogenesis and further promote 
hepatocarcinogenesis, before forming GST-P+ foci after repeated nongenotoxic hepatocarcinogen treatment. 
Finally, focusing on the difference in the responses on the reprogramming of metabolism toward 
carcinogenesis between genotoxic and nongenotoxic hepatocarcinogens in the liver, it was found that there are 
differential responses between genotoxic and nongenotoxic hepatocarcinogens on reprogramming of energy 
metabolic pathways toward carcinogenesis in liver cells from the early stage of hepatocarcinogen treatment. 

 


