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研究成果の要旨 

 発がん高感受性ヒトプロト型c-Ha-rasトランスジェニックラットによる乳腺発がん抑制物質短期

検索法を開発し、さらにこのラットと突然変異検出用 gpt delta ダブルトランスジェニックラット

を作り、標的臓器の in vivo 変異原性を指標とした予防物質の短期検索法を開発してきた。また、

ヒトへの外挿の容易なヒト Ki-ras 遺伝子導入ラットの作成を行っている。ラット膀胱がんの遺伝子

発現プロファイリングからがん予防物質のスクリーニング法の開発を行っている。ハムスター膵発

がんモデルにおいて、オリゴ糖による検証によって膵液の変異原性の減少を指標として膵がん化学

予防物質のスクリーニング法を開発している。雌 A/J マウスの NNK 誘発肺腫瘍モデルにおいて、既

知の予防物質による検証から実験期間 16 週から 12 週に短縮できる事が分かった。g enistein は２

種のヒト前立腺がん細胞株に対して細胞増殖抑制と相関性を示すシグナル伝達分子である

PDK1(Ser241)の発現増加が共通して観察され、発がん抑制の分子マーカー候補としての有用性が示

された。 
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  乳腺短期発がんトランスジェニックラットを用いた 

 がん化学予防物質の短期検索法の開発 

  cDNA マクロアレイを応用した検索モデルの開発 

  

 膵がん化学予防物質の短・中期モデル開発 

   

  マウスを用いた肺発がん化学予防短期開発を目ざした 

 新しいマーカの開発 

 マウスを用いた肺発がん化学予防の中期検索モデルの 

 開発  

 突然変異検出用レポーター遺伝子を組み込んだがん 

 化学予防モデルの開発 

 前立腺がん抑制物質早期検出のための遺伝子・タン 

 パクマーカーの確立 
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総括研究報告 

１ 研究目的 

 がんの化学予防は重要であるにも拘わらず実地に使用

されているものはきわめて少なく、医薬としての抗炎症

剤があるのみである。その主な理由は動物実験による評

価を経て客観的に十分な効果と安全性の確認されている

物質が限られているためであり、今後更に新しい物質に

ついて検索を行う必要がある。しかしながら予防物質を

通常の動物実験で見出すには長期間必要であり、短い時

間に多くの物質について検索し得る信頼度の高い短期動

物モデルが開発されていない。本研究では、新しいがん

化学予防物質を作用メカニズムに立脚した in vivo 短期

間探索モデルを開発し、それを利用して可及的速やかに

がんの二次さらには一次予防に送りだすことの出来る方

法基盤の確立を行う。具体的には、乳腺・皮膚高発がん

感受性ラットおよび膵中期発がんモデルを用いた方法、

突然変異検出動物モデルによる in vivo 抗変異原物質検

索法の開発、動物組織の DNA チップ・プロテオミクス解

析による前立腺・子宮発がん予防物質の検出法およびマ

ウスの NNK 肺発がん予防物質の検索モデルの開発を行っ

た。 

 

２ 研究成果 

 １）乳腺発がん高感受性ヒトプロト型 c-Ha-ras トラン

スジェニックラットを用いて 50日齢時に

N-methyl-N-nitrosourea (MNU)を腹腔内投与した後より

被検物質を投与する方法によって、腹乳腺組織の検索に

おいてイソフラボンやアントシアニンの強い発がん抑制

作用を８週間程度で見出す事ができることを示してきた。

しかしながらこのトランスジェニックラットは Ha-ras

を導入しているためヒトで Ki-ras の変異によって発生

すると考えられている大腸、肺、膵等の臓器においては、

化学発がん感受性の亢進が見られないので、ヒトに外挿

できる発がん抑制物質の検索法としての開発には限界が

あることが分かってきた。そこでこのプロジェクトにお

いては２年目よりヒト Ki-ras 遺伝子導入ラットを作成

し、先ずこれらの結果の外挿につてより容易な臓器に発

がんさせるモデルの作製を行うことを目標をとした。ヒ

ト Ki-ras 遺伝子は０～４の５つのエクソンを持ち、エク

ソン４は 4Aと 4B からなるがストップコドンの位置によ

ってスプライス後に Ki-ras4A または Ki-ras4B を持つ遺

伝子になる。Ki-ras4A は肝、肺、腎に、Ki-ras4B は全身

に発現されている。そこでまず変異型 Ki-ras4B をラット

に導入することとし、CAG プロモーター下 Cre-LoxP のコ

ンディショナル発現系の構築し、ラット大腸がん細胞

COS-7に導入して蛋白の産生を確認した後にSD系ラット

の受精卵への注入を行っている。中間報告には F1が得ら

れる予定である。得られればまず Ki-ras の変異によって

イニシエーションされた細胞の増殖を阻止する物質の探

索に利用する。今後プロト型ヒト Ki-ras 遺伝子はそのま

までは非常に大きいイントロンを含むので適宜削った構

築のものを作成し導入を試みる（津田洋幸）。 

２）（１）膀胱発がん抑制要因を検索する目的で行った実

験において、質的に異なる膀胱発がん物質の発がん性と

惹起される遺伝子変化との相互関係を検討した。遺伝毒

性発がん物質である N-butyl-N-(4-hydeoxybutyl) 

nitrosamine (BBN)、または非遺伝毒性発がん物質である

Uracilで誘発したラット膀胱がんそれぞれ6個について、

個別に遺伝子プロファイリングをマイクロアレイ法を用

いて行った。さらに、ラット膀胱早期増殖病変検索のた

め BBN または Uracil を投与開始後、2, 4, 8 週目に動物

を屠殺、膀胱病変を摘出し、同様に遺伝子プロファイリ

ングを行った。その結果、BBN 誘発膀胱がんにおいては

細胞周期関連遺伝子群、ストレス応答関連遺伝子群の順

で異常発現遺伝子が多く認められた。Uracil 誘発膀胱が

んにおいては逆にストレス応答関連遺伝子群、細胞周期

関連遺伝子群の順で異常発現遺伝子が多く認められた。

以上の結果より病理学的に同一ながんの発がん過程にお

ける遺伝子発現パターンはそれを誘発した発がん物質の

質的相違に左右される可能性が示唆された。また、cDNA

アレイ法は化学物質の発がん性の評価と発がん抑制要因

の検索に有用な方法になり得ると考えられる。現在、膀

胱発がん過程に持続して発現する遺伝子、および発がん

の各過程において特異的に異常発現する遺伝子、すなわ

ち膀胱発がん抑制の標的となりうる遺伝子を同定する目

的で、これまでに得られているマイクロアレイデータの

統計解析を行い、膀胱病変における遺伝子異常発現プロ

ファイリングを経時的に比較検討を進めている。（２）ヒ

トでは実験動物と異なり発がん物質に対する曝露は極め

て低く、発がんは動物に較べ穏やかに進行すると考えら

れる。このため、がん予防物質腱索モデルを確立するに

は低用量発がん物質投与によるモデルの確立が必要であ

る。この目的で azoxymethane（AOM）の投与後にヘテロ

サイクリックアミンの

2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine 

(PhIP)を投与する 2段階発がんモデルを用いて、低用量

のPhIPの大腸発がん性を検討した。雄性F344ラット192

匹を 8群に分け、全群に対して AOM 15 mg/kg、週 1回皮
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下投与×2回後、各群に対し 0、0.001、0.01、0.1、1、

10、50、200 ppm の用量で PhIP を混餌投与した。16週と

36 週で屠殺し、大腸の腫瘍性病変を病理学的に解析した。

その結果、16週での大腸前がん病変マーカーである

aberrant crypt foci (ACF) の発生個数は、200 ppm 群

を除く全群間において有意差を認めなかった。36週での

大腸腫瘍の発生頻度と個数は、0から 10 ppm まで有意差

を認めず、50 ppm 以上で 100%に発生し、特にその個数が

著明に増加した。PhIP を投与した各群の腫瘍発生個数を、

対照群のそれで除した値の用量曲線は、PhIP 投与の

0.001-10 ppm まではほとんど平坦であり、50 ppm 以上で

急峻に立ち上がった。なお、大腸粘膜上皮における免疫

染色の結果、50 ppm 以上では有意な細胞増殖能の増加を

認めた。これらの結果より、AOM 誘発ラット大腸発がん

において、50 ppm 以上の PhIP 投与は有意に腫瘍発生を

促進させた。一方 10 ppm までは実際上の無作用量域と考

えられた。今後、マイクロアレイを用いて各群で発生し

た腫瘍の解析により、PhIP の発がん修飾作用に関連する

遺伝子を検索するとともにその PhIP の用量依存性変化

を検討する予定である。 

３）突然変異を検出するためのレポーター遺伝子を導入

した gpt delta トランスジェニックラットを用いて、発

がん抑制物質の短期検索系に貢献するモデルを樹立する

ことを目的とした。乳がん高感受性 Hras128 ラットに突

然変異検出のレポーターを導入し、発がんおよび遺伝毒

性を指標とした発がんおよびがん化学予防モデルの開発

を行っている。（１）H16 年度では、コリン欠乏アミノ

酸(CDAA)食による酸化ストレスによる内因性肝発がん系

を用いて、体細胞遺伝子突然変異の関与について gpt 

delta ラットによる検索を行った。コリン欠乏アミノ酸

(CDAA：choline-deficiented, L-amino acid-defined 

diet)食は、重要な栄養素であるコリンの欠乏とメチオニ

ンの低減を行った半精製コリン欠乏食(CD)の蛋白質成分

を同一組成のアミノ酸で置換してさらにコリン含有量を

下げたものであり、齧歯類において慢性肝障害を背景に

肝細胞がんを誘発することが報告されている。食餌成分

組成によって誘導される内因性肝発がんの誘発機構に関

して遺伝子突然変異が関与しているかを明らかにするた

め、レポーター遺伝子を導入した gpt delta ラットを用

いて肝臓における突然変異誘発能の検索を行った。実験

には７週齡の gpt delta ラット（Sprague-Dawley）の雌

雄を用いた。ラットを３群に分け、それぞれ CDAA 食、対

照食として CDAA 食にコリンを添加した CSAA 食(CSAA：

choline-supplemented, L-amino acid-defined diet)、

および基礎食（CRF-1）を 22 週間連続投与して臓器を回

収した。また、抗酸化作用と種々のシグナル異常抑制作

用を有する抑制物質である phenyl N-tert-butyl 

nitrone(PBN) を併用（0.003%混水投与）した条件におい

ても同様に行った。gpt delta ラットの 4番染色体には、

変異検出のためのレポーターとなるλEG10 ファージ DNA

が導入されている。肝臓組織よりゲノム DNA を抽出し、

in vitro パッケージング法にて導入 DNA をファージ粒子

として回収した。点突然変異は大腸菌 gpt 遺伝子をレポ

ーターとする 6-チオグアニン選択法で検出し、点突然変

異体頻度を測定した。欠失変異はラムダファージの

red/gam 遺伝子をレポーターとする Spi-選択法で検出し、

欠失変異体頻度を測定した。さらに、得られた変異体の

塩基配列解析を行い、組織の細胞分裂によって同一個体

から同じ変異が多数検出される現象（clonal expansion）

によって変異頻度が過大評価される可能性を除いた上で

突然変異頻度を算出した。雄の肝臓における gpt 点突然

変異頻度は、CDAA 食群で 7.3±6.0×10-6であり、CSAA

食群（9.2±0.7×10-6）および通常食群 

（8.5± 3.9 x 10-6）と比較して有意な差は認められな

かった。また、Spi-欠失変異頻度は、CDAA 食群で 4.5±

1.9×10-6であり、CSAA 食群（5.3±2.6×10-6）および通

常食群（4.4± 0.9 x 10-6）と比較して有意な差は認め

られなかった。各群から得られた変異スペクトルを比較

したところ、CDAA 食による有意な変化は認められなかっ

た。PBN 投与群についての検討は行っていない。肝臓の

GST-P 陽性細胞巣および 8-oxoG レベルの発生は認めら

れたが、その強度は Fischer 系や Wistar 系雄性ラットに

比べてはるかに弱かった。無処理群と比較して CDAA 処理

群の点突然変異頻度および欠失変異頻度に有意な差が認

められなかった結果と併せて、CDAA 食による内因性肝発

がんに系統差があることが示唆された。現在、gpt delta

ラット（SD）による長期投与（45週間）の実験と平行し

て、gpt delta ラットのバックグラウンドを発がん試験

で頻用される Fischer へと戻し交配を進めており、これ

を用いて内因性肝発がんにおける体細胞突然変異の関与

と系統差について検討を行う予定である。（２）ヒト ras

遺伝子が導入された Hras128 ラットと突然変異検出用

gpt delta ラットを交配し、Hras128/gpt delta ラットの

作成を現在進めている。Hras128 ラットは

Sprague-Dawley 系であり乳がん高感受性が確認されて

いる。同じく Sprague-Dawley をバックグラウンドとする

gpt delta ラットとの交配による系統差の問題は生じな

いと考えられる。今後、Hras128/gpt delta ラットの雌
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個体に MNU あるいは PhIP を投与し、乳腺組織における突

然変異頻度および変異スペクトルの解析を行う計画であ

る（増村健一）。 

４）難治がんの代表的なものである膵がんの予後を改善

するためには、環境中や内因性の発がん要因の検索とそ

の情報に基づく予防法の開発が重要な研究課題の１つで

ある。膵がんの前がん病変の発生には K-ras 遺伝子変異

が重要であることから、K-ras 遺伝子変異の発生を阻止

する物質の検索法が確立できれば、膵がんの化学予防法

の開発に貢献しうると考えられる。我々は膵管がんの発

生に対する膵液の関与に注目し、膵管がんの発生するハ

ムスターに膵管発がん物質である BOP や BHP を投与する

と膵液に変異原性がみいだされるが、膵管がんの発生し

ないラットにこれらの物質を投与しても膵液に変異原性

は現れないとの現象をみいだした。このことは膵液中の

変異原物質が膵管がんの誘発に重要であることが示唆す

るものである。本研究は、膵液の変異原性を指標として、

膵管がんを予防する候補物質の短期にスクリーニングし

うる系の開発を目的とするものである。〔実験方法〕動物

は雄性シリアンハムスターを用いた。膵液の採取法は図

１に示す。ネンブタール麻酔下に動物を開腹し、胆管よ

り膵管にカテーテルを挿入後、内因性の膵発がん促進物

質として知られているデオキシコール酸を 400mg/kg の

量で小腸内へ注射投与した。その後、膵液の分泌量を増

加させるためセルレインを静脈内投与し、約５時間にわ

たって膵液を採取した。膵液の変異原性は、Ames test

にて S9 mixture 非存在下に常法に従って行った。菌株は

ニトロサミン高感受性の YG7108 株（国立衛研増村博士よ

り供与）を用いた。なお、１回の Ames test には動物は

５～６匹を用い、採取した膵液はプールし凍結保存した。

Ames test を行う直前に膵液を解凍し 0.4μm孔径のフィ

ルターで処理して用いた。実験は２回以上繰り返し、結

果の再現性を確認した。今回の披験物質として、デオキ

シコール酸の代謝に影響すると考えられるオリゴ糖

( XOA および XOB )を 0.4%の濃度で含有する飼料を４週

間投与した（図２）。披験物質投与後、前述した方法によ

り膵液を採取し、膵液の変異原性に及ぼす披験物質投与

の影響を観察した。その結果膵液のAmes testの結果は、

デオキシコール酸を投与したハムスターでは、非投与に

比べてリバータントの数が約９倍に増加した。実験膵液

の採取の４週間前からオリゴ糖( XOA および XON )含有食

を投与した後デオキシコール酸を投与した膵液のリバー

タント数は、オリゴ糖食を投与しないハムスター膵液に

比べ半数以下に減少した。以上から、デオキシコール酸

は内因性の膵発がん促進物質として重要であることから、

デオキシコール酸投与により膵液に分泌される変異原物

質を減少させることを指標とした膵がん予防物質の短期

検索法の有用性が示唆された。今後、本研究でみいださ

れたオリゴ糖食の膵発がん抑制作用を検索し、膵液を用

いた短期検索系の有用性を検証する（堤 雅弘）。 

５）近年、増加傾向を示している肺がん、特にその腺が

んは、発がん要因として喫煙よりもむしろその他の環境

要因、特に食事性要因が疑われており、喫煙と異なって

予防方法については研究されていない。これまでにヒト

の肺腺がんに組織型が類似している A/J マウスを用いて、

様々な要因による肺腫瘍発生に及ぼす影響について検討

を行ってきており、第一相薬物代謝酵素 CYP 2A6 阻害剤

の methoxsalen が、

4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone NNK

誘発肺腫瘍の発生を強力に抑制することを報告した。実

験（1A）では、肺発がん抑制モデルとして雌の A/J マウ

スを用いすでに大腸発がん抑制物質として知られている

ウシラクトフェリン（bLF）について、initiation、

promotion、whole carcinogenesis step それぞれの時期

にその効果を検討した。6週齢、雌の A/J マウスを用い、

bLFを1群(0.02%bLF+NNK群)は0.02％、2群(0.2%bLF+NNK

群)は 0.2％、3群(2%bLF+NNK 群)は 2％、5群

(0.2%bLF+saline 群)は 0.2％の濃度で粉末飼料中に混じ、

1週間経口自由摂取させ、4群(NNK 群)には bLF 未混入の

粉末基礎飼料(MF)を与えた。実験開始から 1週後に、1

～4群には、NNK を生理食塩水に溶解し、2 mg/mouse を

単回腹腔内投与し、5群には、同量のその溶媒である生

理食塩水を腹腔内注入した。実験開始 16週後に、屠殺剖

検し、肺腫瘍の発生頻度と各個体毎の発生個数を病理組

織学的に検討した。その結果、腫瘍の発生個数と

lactoferrin 投与量の間には有意な相関を認めず、NNK

誘発肺腫瘍の initiation の段階における lactoferrin

による修飾作用は見られなかった。次に、実験（1B）NNK

誘発肺腫瘍の initiation、promotion、whole 

carcinogenesis step における bLF の抑制作用の検討を

行った。6週齢、雌の A/J マウスを用い、1群(pre & post 

bLF+NNK 群)、4群(pre & post bLF+saline 群)には実験

の全期間に渡って、2群(NNK+post bLF 群)には実験開始

2週から実験終了までの期間に、bLF を 2%の用量で混餌

経口摂取させた。3群(NNK 群)には bLF 未混入の粉末基礎

飼料(MF)を与えた。実験開始から 1週後に、1～3群には

NNK (2mg/mouse)を単回腹腔内投与し、4群には同量の生

理食塩水を腹腔内投与した。実験開始 16週後に、屠殺剖
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検した。その結果、マウス 1匹あたりの肉眼的肺結節数

は pre & post bLF+NNK 群、NNK+post bLF 群、NNK 群、pre 

& post bLF+saline 群でそれぞれ、7.63, 4.65, 6.70, 0.20

個であり、NNK+post bLF 群では対象群の NNK 群と比較し

て、肉眼的な肺結節数が NNK+post bLF 群において NNK

群と比較して有意に減少しており、promotion の段階に

おける bLF の抑制効果が認められた。 

実験（２）では、マウス肺発がん化学予防の中期検索モ

デルの開発を目的とし、methoxsalen 100ppm の混餌投与

を行い、NNK 単独投与群と比較し化学予防効果を評価可

能な適切な時期を検討した。6週齢、雌の A/J マウス 120

匹を用い、A群(methoxsalen 100ppm群)とB群(基礎食群)

の 2群に分けた。A群には実験開始 1週目と 7週目に、

methoxsalen 100ppm を 3日間混餌投与し、3日目に NNK 

(2mg/mouse)を腹腔内投与した。B群には実験開始 1週目

と 7週目に、methoxsalen 未混入の粉末基礎飼料(MF)を

与え、3日目に NNK (2mg/mouse)を腹腔内投与した。両群

とも 8週目、10週目、12週目に、16週目に各群 15匹ず

つ屠殺剖検し、肺腫瘍について病理組織学的な検討を行

い、経時的肺腫瘍の発生を統計学的に比較検討した。そ

の結果、肺腫瘍数のカウントや病理組織標本の作製が難

しい点を考慮して、実験開始 12週での評価が最も適して

いると結論された。これまで NNK 誘発肺腫瘍の実験期間

として 16週を設定していたが、4週間短縮可能であるこ

とが判明した（松田陽子）。 

６）前立腺がんは生活習慣の西洋化に伴って日本におい

ても増加が著しい悪性腫瘍の１つである。初期の前立腺

がんはホルモン治療に良好な反応を示すため寛解状態を

得るのは容易であるが、多くの症例は数年後に再燃しホ

ルモン治療に対して抵抗性を示すことが知られている。

このような臨床的事項から、前立腺がんの発生過程に着

目してその発生を抑制する化学予防という概念は重要で

あると考えられる。今回の研究では前立腺がん発生もし

くはその成長を抑制する化学予防剤の検出を短期間にス

クリーニングすることを可能とする分子マーカーの検出、

確立を試みた。方法はヒト前立腺がん細胞株でアンドロ

ゲンレセプター(AR)陽性であるLNCaP, 22Rv1に対して前

立腺がん治療薬である bicalutamide (Casodex)、あるい

は動物実験でその前立腺発がん抑制効果が明らかにされ

ており、イソフラボンの主成分である genistein を３日

間処理し、この時の細胞内シグナル伝達タンパクの発現

変動を検討し、細胞増殖抑制と相関性を示すタンパク分

子を探求した。その結果、アンドロゲン依存性・感受性

細胞株である LNCaP およびアンドロゲン非依存性・感受

性細胞株である 22Rv1 に対して 2, 10 および 50uM 

bicalutamide を３日間処理すると濃度依存性に増殖抑

制が観察され、50uM では約 50%の抑制が認められた。そ

こで 50uM bicalutamide で３日間処理した LNCaP, 22Rv1

細胞を用いて MAPK pathway, Akt/PKB pathway, Death 

receptor signaling pathway を中心にタンパク発現に対

する影響を検討した。MAPK pathway では MEK1/2 で

bicalutamide 処理により発現がやや減弱する傾向にあ

るがそのリン酸化タンパクである MEK1/2 (Ser217/221)

には明らかな発現変動は観察されなかった。Erk1/2, p38 

MAPK, SEK1/MKK4, SAPK/JNK, Erk5 およびそのリン酸化

タンパクの発現量に変化はみられなかった。Akt/PKB 

pathway では Akt, PTEN, PDK1, Bad, GSK-3beta、Death 

receptor signaling pathway では FADD, NK-kB, 

IkB-alpha, Caspase 3, 6, 7 についてそのリン酸化タン

パクを含めて検討したが bicalutamide 処理により変動

するものはなかった。その他種々のタンパクについても

検討を加えたが、IGF-1R 発現が bicalutamide 処理によ

りやや減弱する傾向が観察されたのみであった。

genistein においては LNCaP, 22Rv1 両者とも 5uM では約

30%、25uM では 40～50%増殖抑制が観察された（Fig.1）。

そこで 25uM genistein を処理した両細胞株を用いて MAP 

kinase を中心に 23種類のリン酸化タンパクの発現変動

について検討を行った結果、genistein 処理により

PDK1(Ser241)発現上昇が両細胞株に共通して観察された。

以上から、PDK1 は Akt, PKC あるいは p70 S6 kinase 活

性化など多くのシグナル伝達系において重要な役割を演

じているキナーゼ分子で、細胞増殖、分化、アポトーシ

スに関与していることが知られている。今回のデータで

は PDK1 が活性化しているにも関わらず細胞増殖が抑制

されていることから、この PDK1 活性化は前立腺がん細胞

に対してはむしろ分化に作用しているものと推察された。

今後、前立腺がん細胞株に対して増殖抑制効果を示す

alpha-, gamma-tocopherol、lycopene、selenium、

resveratrol などの処理により、リン酸化 PDK1 の発現上

昇が共通して観察される事象かどうか検討を加え、前立

腺がん化学予防剤をスクリーニングする際の分子マーカ

ーとしての有用性について評価する（高橋 智）。 

 

３ 倫理面への配慮 

 本研究における倫理面への配慮については、各班員は

所属施設の動物実験における動物保護および倫理指針を

遵守し、わが国における「動物の保護及び管理に関する

法律(昭和 48 年 10 月 1 日、法律第 105)」並びに「実験
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動物の飼育及び保管等に関する基準(昭和 53 年 3 月 27

日、総理府告示第 6 号 )」、また World Health 

Organization(WHO)の医学研究顧問委員会の勧告に基づ

く The Council for International Organization of 

Medical Sciences(CIOMS)による「動物を用いる生物医学

研究のための国際指導原則 (International Guiding 
Principles for Biomedical Research Involving  
Animals)」に準拠した実験を行っている。 
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