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１．研究実施の概要

ラット発がんにおいて、遺伝毒性ならびに非遺伝毒性発がん物質の低用量発がん

性には実際上、無作用量があることを "weights of evidence"の観点から実証した。さ

らに発がん中期検索法としての遺伝子改変動物やSCIDマウスの有用性とマーカー

の検討、がん関連遺伝子の変異の高感度検出法の開発、および発がん物質の低用量

複合作用などについて検討を実施した。

２．研究実施内容

　１）遺伝毒性発がん物質の低用量リスク評価

�　ニトロソ化合物であるdiethylnitrosamine（DEN）の肝発がん性をラットを用

いて検討した。21日齢の雄性F344ラット、約2000匹に0, 0.0001, 0.001, 0.01,0.1, 

1および10ppmのDENを飲料水にて16週間投与した。肝前がん病変の指標である

glutathione S-transferase（GST-P）陽性細胞巣の発生は0.1ppm以上で有意な増加

を示した（平坦－立ち上がり曲線）。なお、DEN-DNA付加体であるO6-

ethyldeoxyguanosineの形成は1ppm以上で増加した。

�　CCl4誘発ラット肝障害モデルを用いて、ヘテロサイクリックアミンである2-

amino-3,8-dimethylimidazo［4,5-f］quinoxaline（MeIQx）の低用量肝発がん性を

検討した。21日齢の雄性F344ラットにCCl4を皮下投与し、同時に種々の低用量

のMeIQx含有飼料を16週間投与した。肝GST-P陽性細胞巣の発生はCCl4非投与

群ではMeIQx 100ppmで有意に増加しているのに対し、CCl4投与群ではMeIQx 

10ppm以上で有意に増加し、肝発がん性が増強することが明らかとなった。

　２）非遺伝毒性発がん物質の低用量リスク評価

�　有機塩素系化合物であるdieldrinのラット肝発がんプロモーション作用を伊

東法を用いて検討した。その結果、GST-P陽性細胞巣の発生は低用量域では逆

U字型曲線の傾向を示したものの、無作用量の存在が示唆された。

�　dieldrinと同時、有機塩素系化合物であるp,p'-DDTの低用量発がん性を21日齢

雄性F344ラットを用いて検討した。GST-P陽性細胞巣の発生は0.005～0.5ppmの

範囲内ではU字型曲線を示し、閾値の存在が示唆された。また、CYP3A2は低用
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量では対照群に比較し、低値を示した。これらはPhenobarbitalと同様の変化で

あった。

　３）発がん中期検索法の開発とマーカーの検討

�　ornithine decarboxylase（ODC）トランスジェニックマウスの皮膚発がんリス

ク評価への応用の可能性を検討した。DMBA皮膚発がんにおいて、皮膚発がん

プロモーターであるTPAは強いプロモーション作用を発揮した。また、有機砒

素化合物であるdimethylarsinic acidも発がんプロモーションを示し、砒素の皮膚

発がんにおける作用の一端を明らかにすると共に、ODCトランスジェニックマ

ウスの皮膚発がんプロモーション活性検出系としての有用性が判明した。

�　SCIDマウスに2-amino-3-methylimidazo［4,5-f］quinoxaline（IQ）, 300ppm含有

飼料を32週間投与すると、肝腫瘍のみならず、大腸の腺腫が高率に発生し、IQ

に大腸発がん性があることを始めて明らかにした。

�　ヒト正常型c-Ha-rasトランスジェニックラットでは、2, 2'-dihydroxy-di-n-

propylnitrosamine, TPAなど乳腺を標的としない発がん物質でも乳腺腫瘍が発生

することを見出した。

�　前立腺に特異的に発現するprobasinをプロモーターとして用い、SV40T抗原遺

伝子を導入したトランスジェニックラットの作製に成功した。このラットでは

前立腺がんが早期にしかも全例に発生することが判明した。

�　p53遺伝子ノックアウトマウスの食道ならびに胃発がん高感受性を検討した。

（-/-）にdibutylnitrosamineを投与すると、高率に食道がんが発生した。また、MNU

胃がん発生に対して、（-/-）>（+/-）>（+/+）の順で感受性を示し、p53遺伝子

ノックアウトマウスは既に報告済みの膀胱に対してのみならず、食道や胃発が

んにも高感受性であることが明らかとなった。

�　マウス肝の前がん病変のマーカーをみつけることを目的として、種々のがん

関連遺伝子の変異巣の出現を免疫組織学的に検討し、c-jun陽性細胞巣がマー

カーとして有用であることを確認した。

　４）発がんリスク関連指標の検出法

�　がん関連遺伝子変異の高感度検出DNA塩基配列決定法を応用し、新規の微少

遺伝子変異定量法，Thermosequenase cycle end labeling（TCEL）法を開発した。

本法のモデルとしてラットH-ras 遺伝子のコドン12における変異の検出を試み

た結果，変異率10-5以上において定量性が認められた。本法を用いてMeIQxを投

与したラット肝臓におけるH-ras 遺伝子の変異率を求めた。その結果，無処置

群に比べ10および100ppmのMeIQxを32週間投与した群においてH-ras 遺伝子の

変異率の有意な増加が認められ，32週間目のGST-P陽性細胞巣の出現頻度と高

い相関性が示された。

－207－



�　３種のヘテロサイクリックアミンと有機砒素化合物を用い、それらの１回投

与または７日間混餌投与後３日における標的・非標的臓器の8-hydroxyguanine

（8-OHG）レベルを検索した。その結果、１回投与後３日における8-OHG高レ

ベルを指標とした環境因子の発がんリスク評価の可能性が示されたが、低用量

域への応用のためには７日間投与による感受性亢進を要し、さらに，大腸粘膜

等一部の臓器については免疫組織化学的手法の併用が必要であることが判明し

た。

�　PhIP-DNA付加体に対する抗体を作成し、PhIPを投与したラットにおける付加

体の形成の局在を免疫組織化学的に諸臓器で検索した。その結果、標的臓器で

ある雄の大腸、前立腺、雌の乳腺ではPhIPの投与量に相関した陽性率、染色強

度を示し、PhIPに対する暴露評価に応用可能であると考えられた。

　５）発がん物質の低用量複合作用

３種の発がん性ヘテロサイクリックアミンのIQ、MeIQx、PhIPを10, 1および

0.1ppmの用量にて投与し、低用量域における肝発がん複合作用を検索した。１と

0.1ppmでは前がん病変の発生では相互の有意差はなかった。現在10ppm群につい

て計測中である。

　６）発がん物質の種類と発がん関連遺伝子異常

発がん物質誘発ラット膀胱がんでは遺伝毒性発がん物質のがんにp53変異が高

頻度に認められたが、非遺伝毒性発がん物質の場合にはp53変異頻度は全く認めら

れず、明らかな差がみられた。
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