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研究成果の要旨 

 本研究の成果については、乳腺、肺、膀胱、前立腺、舌のがん予防物質の中・短期検索モデル開

発を目指した。ヒト活性型 H-ras 遺伝子導入ラットの肺に微小腫瘍病変を発生させ、４週で抑制物

質の検索可能な方法を見いだした。乳腺短期発がん雌ヒトプロト型 Ha-ras 遺伝子導入ラット

（Hras128）を用いて６週で乳腺発がん予防物質の中期検索系を構築し得た。また、Hras128 と突然

変異検出レポーター遺伝子 gpt delta とのダブル Tg では、ras と gpt delta 遺伝子変異頻度はほぼ

同じで、ras 変異細胞が高確率でがん化する可能性が示唆された。マウスのタバコ関連肺発がんモデ

ルの機序の解析からメチル化阻害蛋白発現を指標とした短期検索モデルへの開発を行っている。砒

素化合物 DMA 暴露膀胱発がんに関与する遺伝子解析から VEGF、v-MYC、 Cyclin D1、v-JUN などの発

現異常を標的とした予防法の基礎データを得た。前立腺がん化学予防剤を短期間スクリーニング検

出指標としては PSA が有力候補であることが分かった。Hras128 を用いてに舌がん対する短期のがん

予防物質検出システム構築実験を行っている。 
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研究報告 

 

１ 研究目的 

 本研究の目的は、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い。 

分担研究課題 

 

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 マイクロアレイを応用した検索モデルの開発 

 

マウスを用いた肺発がん化学予防の短期モデルの開発 

を目指した新しいマーカーの開発 

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 

舌がん発生に対するがん予防物質の検出システムに関す

る研究 

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 

 

 

モデルが開発されて信頼度の高い予防効果と安全性を短

時間に検索し得る動物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い。

信頼度の高い予防効果がんの化学予防は重要であるにも 
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拘わらず実地に使用されているものはきわめて少ない。

信頼度の高い予防効果と安全性を短時間に検索し得る動

物モデルが開発されていないことによる。本研究では、

最も予後不良な難治性がんの一つで、日本における部位

別がん死亡原因の第 1位となっている肺において、吸入

発がんモデルおよび遺伝子改変ラットによる肺、乳腺、

における予防物質の短期検索モデルを開発することを目

的とした。（津田） 

ヒ素曝露とヒト発がんとの因果関係は疫学的に証明

されており、その汚染は地球規模で問題となっている。

しかしながら現在ヒ素の発がん機序はまだ明確にされて

おらず、その化学予防法も確立されていない。本研究は

オリゴマイクロアレイ法によるヒ素発がん機序の解明と

それに基づく化学予防物質の検索を目的としている。本

年度は、マイクロアレイ法を用いて無機ヒ素の主な代謝

物である有機ヒ素化合物のジメチルアルシン酸 (DMA) 

によって誘発された膀胱がんにおける遺伝子発現を解析

し、ヒ素の発がん機序の解明を行った。また、マイクロ

アレイ法のヒ素発がん予防物質検出法としての有用性を

検討した。（福島） 

 疫学的研究で、肺扁平上皮がんの最も大きなリスク要

因は喫煙であることが明らかになっているが、近年増加

している肺の腺がんでは、そのリスク要因が充分に解明

されておらず、食事性要因や女性ホルモン等の関与が示

唆されているのみである。肺腺がんに対する予防と治療

を進めていく上で、様々な要因や物質が肺腺がんに与え

る影響を解明することは非常に重要であると考えられ、

そのためには効率よく判定できるような動物モデルの開

発が望まれる。A/Jマウスにタバコ煙中の発がん物質

4-(methyl-nitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone(NN

K)を投与すると、主としてcytochrome P450 2A6(CYP2A6)

によって代謝活性化れてO6-methylguanine(O6MG) DNA 

adductを形成し、その結果、K-ras等のがん関連遺伝子の

突然変異が引き起こされて発がんに至ると考えられてい

る。さらに、NNK投与後の早期の段階で、形成されたO6MG 

DNA adductを修復するためにその修復酵素である

O6-methylguanine-DNA methyltransferase(MGMT)蛋白が

消費され、MGMT蛋白の活性が低下することが分かってい

る。また、ヒトの様々な臓器のがんにおけるMGMT蛋白の

発現低下やMGMT遺伝子プロモーター領域のメチル化が報

告されており、これはヒトの発がんにおいてもMGMTが重

要な役割を担うことを示唆する。そこで、今回我々は、

A/JマウスのNNK誘発肺腫瘍モデルを用いて、O6MGやMGMT

の変化を免疫組織学的手法やPCR法によって早期に捉え

ることが可能であるかを検討し、可能であればそれを指

標として様々な化学物質による肺発がんに与える影響を

比較的短期に判定する検索モデルを確立することを目的

とした。(松田)  

乳腺においては、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する。今年度は、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 ラットを交配した Hras128/gpt delta rat に

MNU を投与し、発がん高感受性を示す乳腺組織における

レポーター遺伝子の突然変異頻度を野生型と比較検討し、

早期の gpt delta の変異を指標とした発がん・発がん抑

制物質の検索モデルの開発を目指した。（増村） 

前立腺癌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が可能とな

る検索モデルの確立を目的とした。今年度はヒト前立腺

癌細胞株である LNCaP に対して各種タンパク阻害剤を処

理し、LNCaP 細胞の増殖に重要なシグナル伝達系を明ら

かにし、そのカスケード内に存在するタンパク発現を検

討して化学予防剤の検出マーカーとしての有用性につい

て検討した。（高橋） 

ヒト舌がん細胞株に対するがん化学予防物質の検出

システムの構築を目指して、indole-3-carbinol, 

nimesulide, acyclic retinoid, curcumin, 

3,3’-diindolyl methane 等の既知の癌抑制物質の細胞

に対する増殖抑制メカニズムについて、最も作用の顕著

な COX2 選択的阻害薬である nimesulide の作用経路を明

らかにし、バイオマーカーとしての有用性を検討した。

(酒々井)  

 

２ 研究方法および成果 

本年度の研究方法および成果は, 肺吸入発がんモデ

ルでは８週齢雄F344 ラット（約 200g）にNNKを 5mg/ラッ

トの用量で気管支内より噴霧注入して４週、８週、12週

後に屠殺して肺腫瘍の発生を観察している。８週ではま

だ前がん病変も含めて腫瘍発生に至っていない。活性化

H-ras遺伝子による肺発がんの短期化を目的としたモデ

ルでは、ヒト変異型H-ras遺伝子Cre-loxP構築としてコン

ディショナル発現としたトランスジェニックラット

（Hras250）を用い、ベクターのCre-recombinaseを組み

込んだアデノウィルスを予備実験における短期（４週）

発がん用量の 1/100 量である４Ｘ106pfuにして肺内噴霧

し、４週後に屠殺した。その結果、すべての動物に微小
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な過形成巣、腺腫、がん（腺偏平上皮がん）の発生をみ

たが、ベクターのみの対照群では全くみられなかった。

この方法は肺がん予防物質の４週の短期スクリーニング

に利用出来ると考える。乳腺で短期に発がんする雌ヒト

プロト型c-Ha-ras遺伝子トランスジェニックラット

（Hras128）ラットにDMBA投与後にシアニジン化合物の

Cyanidin-3-o-ß-glucosidaseを 0.01％（9匹）、0.1％（10

匹）、1％（10匹）の用量で 8週間混餌投与した。５週に

おける触知による乳腺腫瘍発生頻度は、それぞれで

55.6%、20%、10%、６週では 77.8%、40%、20%と用量相関

的に減少した。この系を用いて６週で乳腺のがん予防物

質の検索が可能と考える。（津田） 

砒素化合物 DMA に暴露された場合の発がん予防法の

開発のために、その発がんに関与する遺伝子について解

析した。方法：200ppm DMA の 104 週間飲水投与で誘発し

た雄ラットの膀胱がん5例と、雌ラットの膀胱がん6例、

および同週齢の無処置ラットの膀胱粘膜（雄 5例、雌 4

例）から RNA を抽出し、Affymetrix GeneChip（Rat Genome 

230 2.0 Array）を用いて発現解析を行った。正常粘膜と

比較して、がんでの発現量が 2 倍以上の発現量の差を示

し、かつｔ検定で有意差が認められた遺伝子を同定した。

結果と考察：雌雄の膀胱がんで正常膀胱粘膜と比較して

共通して高発現する遺伝子を 325 種類、共通して低発現

する遺伝子を 295 種類認めた。またそのうち膀胱がんの

発生に関与すると思われるがん関連遺伝子を 81種類同

定した。さらに、遺伝子機能解析により DMA 誘発膀胱が

んにおいて VEGF、v-MYC、 Cyclin D1、v-JUN および

Collagen 1A1 などの発現異常が中心的な役割を担ってい

ることが示唆された。マイクロアレイ遺伝子発現データ

をリアルタイム定量 PCR により検証した結果、膀胱がん

における遺伝子発現レベルの傾向は、マイクロアレイ遺

伝子発現解析において示された傾向に一致した。したが

って、これらの遺伝子が DMA 膀胱発がんの予防に役に立

つ標的遺伝子になりうる可能性も考えられる。以上の結

果は、ヒ素膀胱発がん機序の解明につながるとともに発

がん予防の手かがりとなることが期待される。また、マ

イクロアレイ法は発がんメカニズムに基づいた発がん抑

制要因を検索する上で有用な方法になり得ることが示さ

れた。（福島） 

 マウスの肺発がんモデルではタバコ関連発がんモデル

における発がん機序の解析から、予防モデルの開発を行

った。実験１：7週齢のA/J雌マウス 24匹を用い、12匹

にNNK 2mg/mouseを腹腔内投与し、12匹に同量の生食を

投与した。それぞれ 3匹ずつ、4,8,12,24 時間後に屠殺

剖検を行い、肺を摘出した。肺は気管からメタカンを注

入して固定して病理組織標本を作製し、免疫染色によっ

て、肺におけるO6MGの発現を検討した。実験２：7週齢

のA/J雌マウス 15匹を 3群に分け、1群(N=5)にはCYP2A6

阻害剤であるmethoxsalen 100ppmを 3日間混餌投与し、

2(N=5)、3群(N=5)には基礎飼料のみを与えた。3日目に、

1、2群にはNNK 2mg/mouseを腹腔内投与し、3群には同量

の生食を投与した。24時間後に屠殺剖検を行い、肺と肝

臓を摘出した。肺と肝臓の一部は凍結保存し、残りの肺

は気管からメタカンを注入して肝臓と共に固定し、免疫

染色によって、肺と肝臓におけるMGMT蛋白の発現を検討

した。凍結保存された材料を用いてreal time PCR法を行

い、肺におけるMGMTのmRNAレベルでの発現を検討した。

結果：実験１：NNK投与後の肺におけるO6MGの発現を免疫

染色によって確認することはできなかった。その理由と

して、O6MGの肺における発現は非常に低いレベルである

可能性が考えられた実験２：real time PCR法の結果、NNK

投与後の肺におけるMGMTのmRNA発現レベルは、1群

(methoxsalen+NNK群)0.86±0.10、2群(基礎飼料+NNK

群)1.12±0.08、3群(基礎飼料+生食群)0.99±0.07 であ

った。群間において有意差は認めなかったが、1群にお

いて 2群に比べMGMT mRNAの発現の減少傾向を認めた。肝

臓におけるMGMTのmRNA発現レベルは、1群 16.93±0.84、

2群 16.50±1.03、3群 8.48±0.82 であった。1群、2群

において 3群に比べ、肝臓でのMGMT mRNAの発現の亢進を

認めた(p<0.0005)。1群と 2群の間での有意差は認めな

かった。現在、免疫染色によって、肺および肝臓におけ

るMGMT蛋白発現の変化を検討することを試みている。（松

田） 

突然変異検出用レポーター遺伝子を導入したgpt 

deltaラットとHras128 ラットを交配し、Hras128/gpt 

deltaダブルトランスジェニックラットを作製した。乳発

がん高感受性を示すHras128 ラットはSprague-Dawley系

であり、同じくSprague-Dawleyをバックグラウンドとす

るgpt deltaラットを用いることで交配による系統差の

問題は生じない。このHras128/gpt deltaラットの雌個体

にMNU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った。MNU投与実験には 50日齡

のHras128/gpt delta rat（Sprague-Dawley）雌個体を用

いた。突然変異解析群として、gpt (+/-) Hras (+/-)個

体およびgpt (+/-) Hras (-/-)個体にMNUを単回投与（50 

mg/kg, 尾静脈注射）し、4週間後に乳腺組織を回収した。

乳腺は鼠径部の一対を採取し、脂肪組織をできるだけ取

り除いたものを乳腺標品として凍結保存した。MNU投与群
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および溶媒対照群について各群 6匹を用いて実験を行っ

た。また、組織解析群として、突然変異検出のレポータ

ー遺伝子を持たないgpt (-/-) Hras (+/-)個体およびgpt 

(-/-) Hras (-/-)個体に対しても同様にMNUを投与し、8

週間後に解剖して組織学的検索を行った。突然変異解析

群においては、MNU投与後 4週間の時点でgpt (+/-) Hras 

(+/-)個体の 5/6 匹に乳腺腫瘍が認められた。溶媒対照群

でも 1/6 匹に乳腺腫瘍が認められ、Hras導入ラットが乳

腺発がんに高い感受性を示すことが確認された。一方、

Hras (-/-)個体については、MNU投与群と溶媒対照群とも

に乳腺腫瘍の発生は認められなかった。MNU投与 8週間後

の組織解析群においても、Hras (+/-)個体の 5/6 匹、溶

媒対照群の 1/6 匹に乳腺腫瘍が認められた一方でHras 

(-/-)個体については乳腺腫瘍の発生は認められなかっ

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。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。乳腺組

織からのDNA抽出には透析法とフェノール抽出法を用い

たが、組織が固く脂肪が多いことから、レポーター遺伝

子の回収に十分な品質のDNAを調製することが難しかっ

た。凍結粉砕と透析法を組み合わせたDNA抽出法によって

回収効率を高められないかと試みた結果、各群３匹から

１匹あたり 10万以上のレポーター遺伝子を回収するこ

とが出来た。こうした回収効率の低さは、採取した乳腺

組織の細胞数が少ないこと、ゲノムに導入されたレポー

ター遺伝子のコピー数が少ない（ハプロイドあたり数コ

ピー）ことによると考えられる。回収したファージから

大腸菌gpt遺伝子をレポーターとする 6-チオグアニン選

択法によって変異体を検出し、点突然変異体頻度を測定

した。Hras (-/-)個体のMNU投与群と溶媒対照群のgpt突

然変異頻度(±SD)はそれぞれ 35.0±23.9 x 10-6、3.8±

4.8 x 10-6であった。ヒトras遺伝子が導入されたHras 

(+/-)個体のMNU投与群と溶媒対照群の変異頻度はそれぞ

れ 23.5±14.8 x 10-6、7.4±4.9 x 10-6であった。Hras 

(-/-)およびHras (+/-)個体ともにMNU投与によって乳腺

組織で点突然変異頻度が有意に増加したが、MNU投与群お

よび対照群ともにras遺伝子導入による変異頻度の有意

な差は認められなかった。さらに、MNU処理群（Hras(-/-), 

Hras(+/-)各３匹）由来のgpt変異体の塩基配列解析を行

い、変異スペクトルを比較した(Fig.2)。その結果、どち

らの群においてもG:C to A:Tのトランジション変異が全

体の７～８割を占めて最も多く、次いでG:C to T:A、A:T 

to T:Aトランスバーション変異が１割程度ずつみられた。

これらはMNU等のアルキル化剤によって生じる代表的な

DNA損傷であるO6-methylguanine、O4-methylthymineに由

来する塩基置換変異と考えられる。以上の結果から、点

突然変異頻度と変異スペクトルについてHras(+/-)と

Hras(-/-)を比較すると、両群の変異頻度に有意な差は認

められず、変異スペクトルも非常に似た特徴を持ってい

た。乳腺組織において、導入ras遺伝子がMNU誘発突然変

異の促進効果あるいは特定の変異タイプの誘発に関わっ

ていることを示す現象は認められなかった。このことか

ら、Hras導入による乳腺発がん感受性の増進は、組織の

突然変異誘発を促進するのではなく、突然変異が起こっ

た細胞が高い確率でがん化することによるという可能性

が示唆される。その場合、Hras128 ラットは自然発がん

に対して高感受性となるだけでなく、タイプの異なる

様々なgenotoxic carcinogensに対して総じて高い乳腺

発がん感受性を示すことが予想される。今後は、Hras導

入ラットの乳腺以外の組織（肝臓）における変異誘発へ

の影響、また、加熱食品に含まれる発がん物質であるPhIP

の突然変異誘発能への影響について検証していくことが

重要と考える。（増村） 

前立腺がん発生もしくはその成長を抑制する化学予

防物質の検出を短期間にスクリーニングすることが可能

となる検索モデルの確立を目的とした。今年度はヒト前

立腺がん細胞株である LNCaP に対して各種タンパク阻害

剤を処理し、LNCaP 細胞の増殖に重要なシグナル伝達系

を明らかにし、そのカスケード内に存在するタンパク発

現を検討して化学予防剤の検出マーカーとしての有用性

について検討した。LNCaP 細胞に対して各種阻害剤を暴

露した結果、PI3 kinase-Akt, MAPK および Hedgehog 

pathway が LNCaP 細胞の増殖に重要なシグナル伝達経路

であることが明らかとなった。前立腺がん細胞の化学予

防剤として知られている Bicalutamide, Genistein, 

Resveratrol を３日間処置すると、LNCaP 細胞は 10uM 

Bicalutamide で 40%、25uM Genistein で 50%、25uM 

Resveratrol で 70%増殖が抑制された。そこでこれらの

LNCaP 細胞におけるタンパク発現について前述した各

pathway 内に存在する分子種を検討するとともに、前立

腺がん細胞増殖に必須である androgen receptor 

pathway の transcriptional effector である PSA につい

ても評価した。その結果、3種化学予防剤の共通事項と

しての Akt, Bad, Erk1/2 の活性化抑制は見いだせなかっ

た。一方、PSA 発現低下は Bicalutamide, Genistein, 

Resveratrol の 3剤に共通して観察された。今回検討し

た範囲内では前立腺がんに対する化学予防剤の検出マー
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カーとしては PSA が有力候補であると考えられた。今回

使用した Bicalutamide、Genistein、Resveratrol はいず

れも PSA 発現を減少させることが知られているが、その

メカニズムとして Bicalutamide では ARに対する DHT の

結合阻害、Genistein は AR 依存性、非依存性メカニズム

の両者、Resveratrol は主として AR非依存性メカニズム

を介すると報告されている。今後、前立腺がん化学予防

物質として知られているlycopene, seleniumなど数種類

の物質を使用し、PSA 発現に対する影響を検討してマー

カーとしての有用性を検証する。最終的には in vitro 

study と同時にラット前立腺がんモデルを用いたスクリ

ーニングも併用させたいと考えているが、ラットには

PSA が存在しないことから in vivo モデルを併用する際

にはPSAに代わるProbasinなどのAndrogen-responsive

な遺伝子やそのタンパクについての検討が必要である。

（高橋） 

ヒト口腔がん細胞株OSC40 を用いてMTTアッセイ法・

コールターカウンター法により複数のがん予防候補物質

を同時にスクリーニングし増殖抑制効果を検討した。

OSC40 株を 1x104/mlの濃度にてRPMI1640/10%FBSの条件

下で培養した。1~500 mMの濃度の被検物質を細胞に 48

時間暴露後、細胞数を測定しdimehtylsulfoxide(DMSO)

処理細胞をネガティブコントロールとし%viabilityを計

算することにより増殖曲線を作成した。5種類の被検物

質は全てOSC40 株に対して濃度依存性の増殖抑制効果を

示した。IC50値（50%増殖抑制率）はindole-3-carbinol 200 

mM, nimesulide 180 mM, acyclic retinoid 50 mM, 

curcumin 40 mM, 3,3’-diindolyl methane 30 mMであっ

た。メカニズム解析にはCOX2 選択的阻害薬である

nimesulideを用いた。フローサイトメトリーの結果、

nimesulideは 50 mMの濃度にて暴露後 48時間で細胞周期

にG1 arrestを誘導した。次に、細胞周期調節に係わる代

表的な分子であるcyclinD1, p21CIP1, p27KIP1, p53 発現に

対する影響をRT-PCR法にて検討した結果 10~200 mMの

nimesulideは濃度依存性にp21CIP1およびp53mRNA発現を

誘導した。CyclinD1 及びp27KIP1mRNA発現に対しては影響

しなかった。さらに、50~200 mM nimesulide暴露後 48

時間で形態変化を引き起こし、96時間で扁平上皮細胞の

分化マーカーであるCK1 及びTGase1mRNA発現を濃度依存

性に誘導した。以上の結果よりnimesulideはヒト口腔が

ん細胞株の増殖を抑制し、その分子作用メカニズムとし

て細胞周期調節分子への作用が考えられた。これら一連

の実験は舌がん予防物質検出のための簡便な実験システ

ムとなることが示唆された。次に、ヒトras遺伝子導入ラ

ットを用いて舌がんに対する超短期・高感度のがん予防

物質検出システムを構築する。現在、発がん剤

4-nitroquinoline 1-oxide(4NQO)をヒトras遺伝子導入

ラットHras128に 4週間飲水投与し計14週間で評価可能

な実験システムを構築中である。対照としてSDラット長

期実験を実施中である。（酒々井） 

 

３ 倫理面への配慮 

 倫理面への配慮については、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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