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緒言 

 われわれは生活するうえであらゆる化学物質に曝露されており、医薬品、食品や

その添加物、残留農薬や容器を介した曝露、大気汚染、廃棄物などによる土壌汚染を介し

た影響など様々な経路が存在する。その健康リスクを回避するためには、曝露可能性の存

在を認識すると共に化学物質の毒性を評価し、有害性によってはヒトが曝露しうる可能性

を排除または低減するための対策を講じなければならない。 

 がんは化学物質に起因する疾患の中でもその致死性から最も恐れるべきものの１

つである。すべてのがんの中でも職業性曝露に起因するものは 5.3-8.4%と言われる

（Takala, 2015）。職業性のがんの報告は、18 世紀にイギリスの外科医であった Percivall 

Pott が煙突掃除夫において陰嚢がんの発生が多いとしたことが最初とされ、この場合は煙

突内の煤が該当する（Peters and Gonzalez, 2018, Walker, 1982）。染料工業にて使用される

芳香族アミンの曝露による膀胱がんなどは現在の日本でも患者が発生しており（Nakano et 

al., 2018）、またアスベスト曝露による中皮腫は工場に勤務していた作業者だけでなく、周

辺 住 民に も発 生 して いる こ とが 兵庫 県 尼崎 市の 例 から わか っ てい る（ Furuya and 

Takahashi, 2017; Zha et al., 2019）。このような化学物質曝露によるがん発症を防ぐために

は産業において使用される化学物質のリスクアセスメントが適正に行われる必要がある。 

有機溶剤が原因とされる職業性胆管がんは、大阪にあったオフセット印刷工場の

労働者において胆管がんが多く起こっているものとして 2012 年の日本産業衛生学会におい

て産業医科大学の熊谷らにより初めて報告された（熊谷ら, 2012）。オフセット印刷とは版

のインクを直接紙に転写するのではなく、ブランケットという樹脂やゴム製のローラーを

介して転写する方法であるが、このブランケットのインク洗浄剤と使用されていた有機溶

剤である 1,2-ジクロロプロパン（1,2-DCP）ががんの原因とされた（Kumagai et al., 2013）。

若くしてがんと診断された患者が多く、2013 年に出版された報告では、校正印刷業務に従

事していた 51 名中、11 名の発症者（診断時の年齢が 25-45 歳、うち 6 名が死亡していた）

について、標準化罹患比（standardized incidence ratio : SIR）は 1171、標準化死亡比

（standardized mortality ratio : SMR）は 2900 とされ（Kumagai et al. 2013）、2015 年の報

告では、106 名の労働者のうち 17 名の発症者について SIR が 1132.5 とされており（Sobue 

et al., 2015）、一般的な罹患とは明らかに異なることがわかる。大阪だけでなく、ほかの地

域においても 1,2-DCP に曝露していたと考えられる胆管がん発症者が報告されている

（Kubo et al., 2016a; Kumagai, 2014; Ogawa et al., 2020）。国際がん研究機関（IARC）はこ

の大阪での報告をもとに 1,2-DCP の発がん分類を Group 1 (carcinogenic to human)に分類

した（IARC, 2017）。元々はマウスを用いた長期試験での肝細胞腫瘍の増加やネズミチフ

ス菌を用いた Ames 試験における陽性判定など一部の発がん性が疑われるようなデータの

集積もあったがヒトにおける疫学データがなく、証拠不十分として Group 3（not 

classifiable as to its carcinogenicity to humans）に分類されていた（IARC, 1999)。 
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日本では 1,2-DCP は 2013 年に労働安全衛生法における特定化学物質に指定され、

作業環境中の管理濃度の厳格化など使用に関する規制がなされた。現在はインク除去剤と

しての使用は日本では絶滅したと考えられる。PRTR 制度によっても排出量、移動量の届

け出がなさされているが、近年は化学工業分野の事業所からの届け出のみとなっている。

韓国においても 2019 年に特別管理物質に指定され曝露リスク低減が図られている（Park 

et al., 2020）。近年では電子電気機器廃棄物（E-waste）に関連した重金属や有機汚染物質

などの有害物質への曝露が特にアフリカやアジアで問題となっている（Lebbie et al., 2021; 

Priyashantha et al., 2022）が、この E-waste をリサイクルする際に放出されるガスに 1,2-

DCP を検出報告も存在する（Chen et al., 2021; Liu et al., 2017）。中国広東省における E-

waste 解体作業場での 1,2-DCP を含む揮発性有機化合物（VOCs）の濃度は 1.6×103 から

6.7×103 μg/m3 と報告される（Liu et al., 2017）。これは多くともおおよそ 1 ppm 程度であ

るので、日本の職業性胆管がんの発生につながった 100~670 ppm や最大 620 ppm といわ

れる高濃度での曝露（Kumagai et al., 2013; Yamada et al., 2014）と比べると微々たるもの

かもしれないが、様々な有害物質の複合的曝露であり健康に及ぼす影響ははかり知れない。 

職業性胆管がんでの組織病理的な所見は主に大阪市立大学から研究報告がなされ

ている。職業性胆管がんでは肝内胆管がん、肝外胆管がんのどちらも報告されているが、

肝 内 胆 管 が ん は 形 態 学 的 に 腫 瘤 形 成 型 （ mass-forming ）、 胆 管 浸 潤 型 （ periductal 

infiltrating）、肝内発育型（intraductal growth）の 3 つに分類されているなか（Banales et 

al., 2020）、職業性胆管がんでは腫瘤形成型、肝内発育型が報告される（Kubo et al., 2014）。

肝外胆管がんは結節型（nodular）、平坦型（sclerosing）、乳頭型（papillary）に分けられ

るが（Chung et al., 2009）、職業性胆管がんの肝外胆管型では乳頭型が主に報告されている

（Kubo et al., 2014）。通常胆管がんでは腺がんが一般的とされており（Nakanuma and 

Kakuda, 2015）、職業性胆管がんにおいても腺がんが主に報告されている（Kubo et al., 

2014）。胆管がんでは「先行病変を伴わずに発症することがほとんど」（日本肝胆膵外科学

会、2019）とされている一方、職業性胆管がんでは浸潤性のがんのほかに前がん病変とし

て biliary intraepithelial neoplasia（BilIN）や intraductal papillary neoplasm of bile duct 

（IPNB）が観察され、原発性胆管硬化炎に似た病変や炎症細胞の増殖、局所的な胆管組

織の欠損などの慢性胆管障害像が見られる（Sato et al., 2014; Kinoshita et al., 2016 and 

2019）。胆管傷害を示すγGTP の上昇もがんの診断の数年前からみられると報告される

（Kubo et al., 2016b）。また腫瘍による胆管狭窄を伴わない胆管拡張が通常胆管がんと比べ

て多いこと（Hamano et al., 2016）や、肝外・肝内といった腫瘍の部位においても肝内の

胆管がんが職業性胆管がんでは多いとされている（Kaneko et al., 2015）。職業性胆管がん

組織では DNA 損傷マーカーであるγ-H2AX が過剰発現していること（Sato et al., 2014; 

Kinoshita et al., 2016 and 2019）や、体細胞変異が通常胆管がんと比較しても約 30 倍と多

い（Mimaki et al., 2016）ことも報告される。これらの特徴から職業性胆管がんは広範囲の

胆管障害から前がん病変を経て、浸潤がんへと至る多段階発がんであると推察されている。 
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薬物治療の面では、職業性胆管がんの患者ではフルオロウラシルやゲムシタビン、

S-1（テガフール・ギメラシル・オテラシル合剤）による治療（術後補助化学療法含む）が

行われたとのことである（Kubo et al., 2016a, Ogawa et al., 2020）。また、職業性胆管がん

においてはがん細胞に対する免疫応答の抑制にも働いてしまう programmed death-ligand 1 

（PD-L1）の発現が通常胆管がんと比較して高く（Sato et al., 2017 and 2020; Tanaka et al., 

2022）、また腫瘍間質への免疫細胞の浸潤も多いことが免疫組織化学染色を用いた結果か

らも報告されている（Sato et al., 2020）。前述した職業性胆管がんにおける体細胞突然変異

の多さ（Mimaki et al., 2016）についても、PD-L1 標的治療への高感受性と関連すると考

えられている（Yi et al., 2018）。これらの理由からニボルマブなどの免疫チェックポイント

阻害剤が職業性胆管がんに対して奏功する可能性が示唆されている。 

尚、胆管がん発症のリスクとなる他の化学物質としては放射線造影剤として使用

されていたトロトラスト（Fukumoto, 2014）や、アスベスト（Brandi et al., 2022）、殺虫

剤などを含む内分泌かく乱物質（Seeherunwong et al., 2022）、酒やタバコ（Palmer and 

Patel, 2012）などがあるとされる。特にアスベストや内分泌かく乱物質については職業性

曝露の可能性もあり、これらが原因の胆管がんについても職業性胆管がんと呼ぶことがで

きると考えられるが、本稿において職業性胆管がんは 1,2-ジクロロプロパンなどの有機溶

剤曝露により発症した胆管がんを指すものとする。 
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第 1 章 

胆管細胞およびマクロファージ共培養系を用いた 1,2-ジクロロプロパンによる

毒性発現機構と遺伝子編集酵素発現との関連 

 

1. 1   背景・目的 

がん細胞は遺伝子変異の結果として、増殖能の獲得や生体の異物排除システムを

かいくぐる能力を得る。この遺伝子変異が化学物質によって引き起こされるメカニズムと

して、古典的には DNA に付加体を形成することによって DNA 複製の際にエラーが発生

し、オリジナルとは異なる塩基対が DNA に組み込まれるというものがある。しかし近年

元来生体に存在する内因性の DNA や RNA の編集酵素の異所性発現により体細胞変異が引

き起こされるという仕組みが明らかになりつつある。 

Activation-induced cytidine deaminase（AID）はマウス B 細胞リンパ腫由来細胞

株 CH12F3-2A に対して免疫グロブリンの IgM から IgA へのクラススイッチ組換えを誘発

する刺激を加えたのちに得た cDNA からクローニングされた（Muramatsu et al., 1999）。

クラススイッチ組換えのほか、抗体の親和性成熟にかかわる体細胞超変異を制御すると報

告されている（Muramatsu et al., 2000; Okazaki et al., 2002; Yoshikawa et al., 2002）。 

AID は apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic polypeptide (APOBEC)

ファミリーに属する。転写反応の際に生成した DNA の一本鎖に作用し、シトシンをウラ

シルへと変換すると考えられており、ウラシルはチミンへと複製反応の中で変換されるこ

とで C to T の変異が起こる（Liu and Schatz, 2009）。AID の役割は B 細胞の免疫グロブリ

ン遺伝子に対する変異作用が研究されてきたが、AID 遺伝子を導入したマウスではリンパ

腫だけでなく肝臓や肺、胃などの上皮細胞がんを発症すること（Morisawa et al., 2008）や、

ヒトにおいても肝臓、胆管、直腸、胃や口腔のがんなどにおいて AID の過剰発現が確認さ

れ（Chan-On et al, 2009; Endo et al., 2007 and 2008; Komori et al., 2008; Kou et al., 2007; 

Matsumoto Y et al., 2007; Miyazaki et al, 2012）、発がんにおける役割も注目されている。 

 職業性胆管がん組織を用いたエクソーム解析では、GpCpY to GpTpY (Y=C or T)

という変異が主要に起こっていると報告され（Mimaki et al., 2016 and 2020）、また、AID

トランスジェニックマウス胚由来線維芽細胞を用いた変異の研究では、GpCp(A/C/T) to 

GpTp(A/C/T)という変異が主要なものとして観察された（Olivier et al., 2014）。これら 2

つの研究結果から得られる変異パターンに一部の共通性を見出し、また免疫組織化学によ

る職業性胆管がん組織における AID の発現確認の報告（Mimaki et al., 2016）をもとに、

職業性胆管がん原因物質である 1,2-DCP による発がん機構において AID が役割を果たし

ているという仮説を立て、今回研究計画を立てた。 
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1. 2.   実験方法 

1. 2. 1  細胞培養 

 ヒト不死化胆管由来細胞株（MMNK-1、接着細胞）は JCRB 細胞バンク（大阪）

よ り 購 入 し た 。 Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM, low glucose, Wako pure 

chemical, 大阪)に 5%の非動化済み牛胎児血清（FBS, Biowest, lot. No. S10265S1560, 

Riverside, MO）を添加したものを培地とし、37℃、5% CO２濃度で培養した。MMNK-1

細胞はシャーレまたはフラスコ内でコンフルエントにならないように適宜アクターゼ

（Innovative Cell Technologies, San diego, CA）を用いて細胞を剥がし継代した。ヒト急性

単球性白血病由来細胞株（THP-1、浮遊細胞）は ATCC（Manassas, VA）から購入したも

のを用い、10％FBS 添加 Roswell Park Memorial Institute medium 1640（RPMI 1640, Wako）

に Penicillin-Streptomycin-Glutamine （100X）（Gibco, Thermo Fisher, Waltham, MA）を

100 倍希釈し、2-mercaptoethanol（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）を 50 μM となるよう

に加えた培地（以下、THP-1 基本培地と呼ぶ）を用い、37℃、5%CO2 濃度で培養した。

THP-1 細胞は 2、3 日おきに新鮮な培地と細胞懸濁培地を 5：1 の割合になるように継代し

た。THP-1 のマクロファージへの分化は、162  nM Phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA, 

Sigma-Aldrich）を培地に添加し、36 時間培養することにより実施した。 

MMNK-1 細胞及び THP-1 由来マクロファージ細胞との共培養は、（1）THP-1 細

胞を 0.4 μm 孔径膜付きトランスウェル（353090, Corning, Kennebunk, ME）上 162 nM 

PMA 添加 THP-1 基本培地で培養（播種数：3×105 cell, 液量 2 mL）し 36 時間後に、播種

後 24 時間経過させた MMNK-1（播種数：１～1.5×105 cell, 液量 2 mL）と 6 well plate 上

で共培養を開始した（図 1- 1）。共培養の際は、5％FBS 添加 DMEM と THP-1 基本培地と

を 1：1 で混合したものを培地として用いており、また、分化し接着した THP-1 のトラン

スウェルは共培養直前に PMA を除去する目的で PBS により数回洗浄をおこなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-1. トランスウェルを用いた MMNK-1 ヒト胆管細胞および THP-1 ヒト単球様細胞由来

マクロファージの共培養の図示。 
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1. 2. 2  細胞への 1,2-DCP 処置 

 1,2-DCP（純度 99％、Sigma-Aldrich）は始めにジメチルスルホキシド（DMSO、

Sigma-Aldrich）に溶解後、培地に添加し、直前まで培養に使用していた培地を除去し、

1,2-DCP 含有培地に置き換えるという形で処置をおこなっている。また、1,2-DCP 処置に

使用した培地は、DMEM または RPMI 1640 の既製品＋DMSO（＋1,2-DCP）で構成され

ており FBS 等は添加していない（コントロール群も含む）。DMSO 濃度は 1,2-DCP 非処

置のグループも含めて 0.05％で統一している。 

今回の実験では、1,2-DCP 処置（コントロール群も含む）の際は 1,2-DCP の培地

からの揮発を抑えるため、培養細胞入り 6-well plate をテドラーバッグ（ポリフッ化ビニル

製）に封入し、37℃の条件で所定の処置時間インキュベートした。 

 

1. 2. 3  細胞増殖、細胞死測定 

 1,2-DCP を処置した際の細胞毒性を評価するために、MTS アッセイを CellTilter 

96🄬 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay（Promega , Madison, WI）を用いて実

施した。MMNK-1 細胞については 96 ウェルプレート（平底）上に 5×103 cell/well 播種

し、37℃ 5％CO2 の条件で 24 時間培養後、1,2-DCP 処置をおこなった。THP-1 細胞は

PMA 処置 36 時間後のマクロファージ細胞に分化させた際に 1,2-DCP の処置をおこなっ

た。1,2-DCP の処置時間は 24 時間として、処置濃度は 1 μM～5 mM の間で振り分けた。

処置後は培地を除去し、MTS アッセイ用試薬をフェノールレッドフリーの DMEM または

RPMI1640 （044-33555 または 183-02165、Wako）に 1：5 の割合で希釈した溶液と入れ

替え、37℃、5％CO2濃度で 2 時間インキュベート後、プレートリーダー（PowerWaveXS2, 

Biotek, Winooski, Vermont）を用いて 490 nm の吸光度を測定した。 

 

1. 2. 4 リアルタイム PCR による遺伝子発現定量 

 1,2-DCP 処置後に細胞 RNA を ReliaPrepTM RNA Cell Miniprep System (Promega)

を用いて抽出した。BL バッファー（グアニジンチオシアン酸塩）にチオグリセロールを添

加した溶液を加え、細胞を溶解した。ミニカラムに RNA を補足させ、DNase による DNA

分解処理などを添付のプロトコルの通り進め、Nuclease-free water に RNA を溶出したもの

を逆転写に使用した。逆転写は Super Script Ⅲ RT、Oligo(dT)12-18 Primer、dNTP Mix、

RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor（18318-012, 18427-013, 18080-044, 

10777-019; Invitrogen, Carlsbad, CA）を用いて、製品プロトコルの通りに mRNA から

cDNA 合成をおこなった。合成に用いた Total RNA 量は 20 μl 反応系において 5 μg であ

る。リアルタイム PCR による定量は、機器は AriaMX Real-time PCR System（Agilent, 

Santa Clara, CA）を用いた。β-アクチン、TNF-α、NF-κB、IκB の mRNA 定量は

THUNDERBIRD SYBR🄬 qPCR Mix（TOYOBO, Osaka, JP）を用いたインターカレーター

法を用いており、初期変性 95℃ 1 分の後に変性 95℃ 15 秒、アニーリング 60℃ 30 秒、伸
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長反応 72℃ 1 分の増幅反応を 45 サイクルおこなった。融解曲線分析もおこない、非特異

的 反 応 が 起 こ っ て い な い こ と を 確 認 し た 。 AIDmRNA の 定 量 で は TaqMan Gene 

Expression Master Mix（Applied Biosystems, Waltham, MA）を用いたプローブ法を用いて

おり、UNG 反応 50℃ 2 分、初期変性 95℃ 10 分の後、増幅反応として変性 95℃ 15 秒、

アニーリング・伸長反応 60℃ 1 分の 50 サイクルでおこなった。実験に使用したプライマ

ー及びプローブの配列は表 1-1 に示す。定量は cDNA 段階希釈液を用いた検量線法により

おこなっているが、AID に関しては MMNK-1 細胞においては mRNA 発現が非常に低いと

考えられるため、AID 発現量が高いヒトバーキットリンパ種・B リンパ球様由来の Raji 細

胞（JCRB）から抽出し合成した cDNA を用いた。各サンプルの遺伝子発現量はハウスキ

ーピング遺伝子としてβ-アクチンを用いて補正している。 

 

表 1-1. PCR 実験に用いたプライマー 

Gene (Alias) Sequence (5’ – 3’) PCR product 

length (bp) 

β-Actin F : CAAGAGATGGCCACGGCTGCT 275 

 R : TCCTTCTGCATCCTGTCGGCA  

TNF-α (TNF) F : CTGGGGCCTACAGCTTTGAT 126 

 R : GGCCTAAGGTCCACTTGTGT  

NF-κB (NFKB1) F : GCAGATGGCCCATACCTTCA 165 

 R : TGCTGGTCCCACATAGTTGC  

IκB (NFKBA) F : AAGTGATCCGCCAGGTGAAG 106 

 R : GCAATTTCTGGCTGGTTGGT  

AID (AICDA) Probe : TCGGCGTGAGACCTACCTGTGCTAC 140 

 F : AAATGTCCGCTGGGCTAAGG  

 R : GGAGGAAGAGCAATTCCACGT  

※AID のプライマー及びプローブに関しては Kou et al., 2007 の配列を使用している。 

 

1. 2. 5  蛍光免疫染色 

 THP-1 由来マクロファージ細胞に対する TNF-αの蛍光免疫染色は以下のように

おこなった。6-well plate の 1 ウェルあたりに 6×105 cell の THP-1 を PMA にと共に播種

し、36 時間かけてマクロファージ細胞へ分化させた。1,2-DCP 処置は 0, 5, 50, 500 μM の

濃度でおこない、処置 9 時間後に−20℃に冷やしておいたメタノールと室温 5 分、次に 4％

パラホルムアルデヒド/PBS（pH 7.4）と室温 10 分おくことにより細胞固定をおこなった。

0.1% Triton X-100 / PBS と室温 10 分インキュベートし透過処理をおこない、1％BSA お

よび 22.52 mg/mL のグリシンを含む PBS-T（0.1% Tween20）で室温 45 分の条件でブロ

ッキングをおこなった。抗 TNF-α抗体（ab6671、Abcam、Cambridge、UK）はブロッキ

ングと同様の組成の溶液に 250 倍希釈し、overnight、4℃の条件でインキュベートした。

二次抗体は Donkey Anti Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor 647, ab150075, Abcam)をブロッキ

ング溶液に 500 倍希釈し室温、遮光で 1 時間インキュベートした。核対比染色には DAPI

を用いた。細胞固定後の各操作間の洗浄には PBS-T を用いている。最後に蛍光顕微鏡
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（Leica DMI 6000B, Leica, Wetzlar, DE）を用いて細胞における TNF-αのシグナルを観察

した。 

 

1. 2. 6  統計解析 

 データはグループにおける平均±標準偏差としてグラフに記載している。統計解

析は、一元分散分析を行い、その後ダネットの多重比較検定をおこない 1,2-DCP 処置によ

る影響をコントロール群と比較した。P 値＜0.05 を統計学的有意差ありと判定した。統計

解析には SPSS 統計解析ソフト v17.0（SPSS Inc., Chicago, IL）を用いた。 
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1. 3   結果 

1. 3. 1  1,2-DCP の細胞毒性および細胞増殖能への影響 

 MTS アッセイにより 1,2-DCP 処置が MMNK-1 胆管細胞または、THP-1 由来マ

クロファージ細胞におよぼす影響を評価した。試薬は細胞内で還元され、ホルマザン色素

を生成するテトラゾリウム塩の 1 種であり、その変換は生細胞でのみ行われると考えられ、

細胞の生存率や増殖を検討する際に用いられる（Cory et al., 1991; Berridge and Tan, 1993）。 

 1,2-DCP 処置は濃度 1 μM – 5 mM の範囲において MMNK-1 細胞または THP-1

由来マクロファージ細胞の活性を減少させなかった。MMNK-1 細胞においては、10 μM- 

5 mM の濃度において 1,2-DCP 処置はコントロール群と比べ有意に細胞活性が増加してい

た（図 1-2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-2. 細胞活性への 1,2-DCP 処置による影響 

(A) MMNK-1 胆管細胞または(B) THP-1 由来マクロファージに対し 1,2-DCP 処置を行な

い 24 時間後の細胞生存率を MTS アッセイにより評価した。棒グラフおよびエラーバーは

平均±標準偏差を表す（N=3）。*p<0.05 ダネットの多重比較によりコントロール（1,2-

DCP  0 μM）と比較。 
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1. 3. 2  MMNK-1 単独培養下での 1,2-DCP 処置の AID 発現への影響 

 1,2-DCP への直接的曝露が胆管細胞において AID の発現上昇を引き起こすかにつ

いて検討した。今回処置時間を 9 時間と置いている理由は、AID の発現はがん細胞を含む

上皮細胞由来細胞株において TNF-αや TGF-βの処置により上昇するが、その遺伝子発現

上昇は主に 12 時間以内に誘導され、24 時間後には減少していく途中となるような挙動を

示す報告（Chan-On et al., 2009; Endo et al., 2007 and 2008; Komori et al., 2008; Kou et al., 

2007）が多かったことが理由である。今回の単独培養下の条件では 1,2-DCP 処置は

MMNK-1 細胞において AID の mRNA 発現上昇を引き起こさなかった。また TNF-αの

mRNA においても 1,2-DCP 処置による誘導は起こっていなかった（図 1-3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-3. MMNK-1 単独培養下での 1,2-DCP 処置後 AID と TNF-αの発現 

1,2-DCP 処置９時間後の AID（A）および TNF-α（B）の遺伝子発現量をリアルタイム

PCR で調べた。補正にはβアクチンの発現量を用いた。棒グラフおよびエラーバーは平均

±標準偏差を表す（N=3）。 
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1. 3. 3  MMNK-1 単独培養下での TNF-α処置の AID 発現への影響 

 前述のように上皮細胞株において AID は TNF-αの処置により引き起こされるこ

と、またその発現は NF-κB の働きを介しているということが報告されている（Endo et al., 

2007 and 2008; Komori et al., 2008）。当研究室で用いている MMNK-1 ヒト胆管細胞株にお

いても同様に AID の発現上昇が引き起こされるか、また、細胞培養から RNA 抽出、PCR

による定量までの実験系が AID の発現上昇を捉える目的に適合しているかを確認するとい

う目的も兼ねて TNF-αの MMNK-1 細胞への処置実験をおこなった。100 ng/ml の TNF-

α（300-01A, Peprotech, Cranbury, NJ）の処置後 4, 6, 8, 10, 12 時間の AID 遺伝子発現の

変化を確認したところ、10 時間の時点でコントロール群と比べて有意に上昇していた（図

1-4 A）。また TNF-αの処置により NF-κB およびその抑制因子である IκＢの mRNA 発

現量が上昇していた（図 1-4 B 及び C）。NF-κB の阻害剤である SN50（145-06761, Wako）

の前処置は有意に TNF-α処置による AID の発現上昇を抑制していた（図 1-5 A）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-4. TNF-α処置の MMNK-1 細胞への影響 

TNF-αを 100 ng/ml の濃度で MMNK-1 細胞に処置し、0 (TNF-α非処置), 4, 6, 8, 10, 12

時間後の AID (A), NF-κB (B), IκB (C)の mRNA 量変化をリアルタイム PCR 法により調

べた。補正にはβアクチンの発現量を用いた。棒グラフおよびエラーバーは平均±標準偏

差を表す（N=3）。*p<0.05 ダネットの多重比較によりコントロール（1,2-DCP 非処置、０

時間）と比較。 
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図 1-5. TNF-α 処置による AID 発現への NF-κB 阻害剤の影響 

MMNK-1 細胞に SN50（NF-κB 阻害剤）の前処置を 2 時間おこなった。PBS で洗浄し、

TNF-α を処置し 10 時間後の AID（A）および NF-κB（B）の mRNA 発現量への変化。

補正にはβアクチンの発現量を用いた。棒グラフおよびエラーバーは平均±標準偏差を表

す（N=3）。*p<0.05 ダネットの多重比較によりコントロール（1,2-DCP 非処置）と比較。

SN50+：250 ng/ml, SN50++：500 ng/ml。TNF-α+：100 ng/ml。 
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1. 3. 4  マクロファージ細胞における 1,2-DCP 処置の TNF-α発現への影響 

 THP-1 由来マクロファージ細胞へ 1,2-DCP を処置した際の TNF-αの発現の変化

を mRNA 量について検討した。50 μM の 1,2-DCP 処置 4, 6, 9, 12 時間後の TNF-α遺伝

子発現は、6 時間の時点で有意に増加していた（図 1-6）。また 6 時間処置において 5, 50, 

500 μM と複数の 1,2-DCP 濃度を処置した際の発現量変動を確認したところ、50 μM に

おいて有意に TNF-αの遺伝子発現が増加していた（図 1-6）。また 1,2-DCP 処置 9 時間後

のマクロファージ細胞に対して抗 TNF-α抗体を用いて蛍光免疫染色を行ったところ、細

胞における TNF-αのシグナルが投与群では増加しており（図 1-7）、1,2-DCP の処置はマ

クロファージ細胞において TNF-αの産生を促すことが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-6. THP-1 由来マクロファージ細胞に対する 1,2-DCP 処置の影響 

THP-1 細胞に PMA を処置し、36 時間かけてマクロファージへ分化させた後に 1,2-DCP

を処置し、0, 4, 6, 9, 12 時間後の TNF-αの mRNA 発現量変化（A）、および 0, 5, 50, 500

μM の 1,2-DCP 処置後 6 時間後の TNF-αの mRNA 発現量変化（B）を RT-PCR 法によ

り調べた。補正にはβアクチンの発現量を用いた。棒グラフおよびエラーバーは平均±標

準偏差を表す（N=3）。*p<0.05 ダネットの多重比較によりコントロール（1,2-DCP 非処

置、０時間または 0 μM）と比較。 
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図 1-7. 1,2-DCP 処置による THP-1 由来マクロファージ細胞での TNF-αタンパク発現へ

の影響 

THP-1 由来マクロファージ細胞に 1,2-DCP を 0, 5, 50, 500 μM の濃度で９時間処置した。

処置後に PFA による固定を行い、蛍光免疫染色で TNF-αを可視化した。核対比染色には

DAPI を用いた。赤：TNF-α、青：DAPI。スケールバー：50 μm。 
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1. 3. 5  胆管細胞とマクロファージ細胞共培養下における 1,2-DCP 処置の AID 発現への影

響 

 胆管細胞単独培養では 1,2-DCP 処置は AID 発現を誘導しなかった。しかしなが

ら、NF-κB を介するような炎症性反応は胆管細胞のみではなく、他の好中球、単球やマ

クロファージなどの非実質細胞の参加によって成り立っている。肝臓ではクッパー細胞と

いう肝臓特異的なマクロファージが肝の非実質細胞の最大 35%を占めているとされる

（Bilzer at al., 2006）。今回 MMNK-1 細胞を THP-1 由来マクロファージ細胞を共培養しな

がら 1,2-DCP 処置後の AID 発現量を経時的変化および、1,2-DCP 濃度依存の変化を確認

した。9 時間および 12 時間において 50 μM の 1,2-DCP 処置は有意に AID の発現をコン

トロール群に比べて上昇させていた。また、5, 50, 500 μM の濃度別における 9 時間処置

では、5 μM および50 μM において AIDの発現は有意に上昇していた（図1-8 A及びB）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-8. 胆管細胞およびマクロファージ共培養下における 1,2-DCP 処置後の AID 発現 

THP-1 から分化させたマクロファージをトランスウェルインサート上で培養し、MMNK-

1 胆管細胞とは 0.4 μm の孔で区切られた状態で共培養を 12 時間おこない、その後 1,2-

DCP 処置をおこなった。（A）1,2-DCP 処置 0, 4, 6, 9, 12 時間後の MMNK-1 細胞における

AID 発現量の変化。（B）濃度 0, 5, 50, 500 μM の 1,2-DCP 処置 9 時間後の MMNK-1 細

胞における AID 発現の変化。補正にはβアクチンの発現量を用いた。棒グラフおよびエラ

ーバーは平均±標準偏差を表す（N=3）。*p<0.05 ダネットの多重比較によりコントロール

（1,2-DCP 非処置、A では 0 時間）と比較。 
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1. 4   考察 

1. 4. 1  今回の共培養系における結果について 

 この研究は 1,2-DCP の曝露が引き起こす職業性胆管がんに AID の異所性の発

現が関わる可能性について検討したものである。職業性胆管がんでは、前がん病変と考え

られる BilIN や IPNB の観察される頻度の高いことが通常胆管がんとの違いの一つである

（Hamano et al., 2016; Kubo et al., 2014ab）が、これら前がん病変はしばしば炎症性の胆

道疾患の結果として発生するとされている（Nakanuma et al., 2009）。また胆管上皮の損傷、

管腔や辺縁の硬化性病変、炎症性の細胞浸潤などの胆管傷害像についても職業性胆管がん

の特徴として報告され（Kubo et al., 2014ab）、職業性胆管がんの発症には炎症が深くかか

わっていることが推定される。今回 1,2-DCP の処置はヒトマクロファージ細胞に TNF-α

の発現を促進し、1,2-DCP の炎症性反応誘導能が示唆される。クッパー細胞を含むマクロ

ファージや単球は TNF-αの主な供給源と考えられており（Vassalli, 1992; González-

Amaro et al., 1994）、特にクッパー細胞は肝臓の常在マクロファージとして肝臓の類洞に遍

在している。また胆管細胞は肝動脈からの血液供給を受けており（Gaudio et al., 2006）、

経肺曝露を通して肝動脈から流入した 1,2-DCP が胆管細胞だけでなくクッパーマクロファ

ージに影響を及ぼした結果炎症応答が亢進した可能性は十分考えられる。 

 我々の実験において、1,2-DCP の胆管細胞単独培養条件での処置は AID の発

現を誘導しなかった。しかし胆管細胞への TNF-α処置、または胆管細胞およびマクロフ

ァージ細胞との共培養の条件で 1,2-DCP 処置をおこなうことにより、胆管細胞における

AID 遺伝子発現が増加した。また TNF-αの処置により起こる AID 発現の増加は NF-κB

の阻害剤である SN50 の前処置により抑えられたことから、この AID 誘導には NF-κB シ

グナルが関与していることが示唆される。がんと炎症のと関係は深く、潰瘍性大腸炎によ

る大腸がん、逆流性食道炎による食道がんなど慢性的な炎症は発がんに結びつくことがわ

かっている。胃がんにおいてはヘリコバクターピロリ菌の感染は胃粘膜の持続的な炎症を

誘発し胃がんのリスクを上昇させる。肝臓においても B 型肝炎、C 型肝炎などのウイルス

性肝炎や、アルコールの多量摂取による肝炎、非アルコール性脂肪肝炎（NASH）などは

肝臓がんを引き起こしうる。 

 マクロファージは通常組織損傷の後、死細胞の貪食によって組織再生や、変異

細胞の除去にかかわるとされる（Mosser and Edwards, 2008）が、その一方で、炎症性サ

イトカイン放出による損傷増悪にもかかわるとされる。特に肝臓のクッパー細胞含むマク

ロファージにおいては、塩化ガドリニウムやクロドロン酸内包リポソームによってマクロ

ファージを枯渇させる手法がマクロファージの機能を明らかにする目的に昔から使用され

てきた。DNA に架橋を形成するアルキル化剤であるメルファランを投与した実験において、

TNF シグナルの阻害は細胞障害を減少させ、またその TNF の由来はクッパー細胞である

と報告された（Kresse et al., 2005）。四塩化炭素、塩化カドミウム、チオアセタミドや、マ

イコトキシンの 1 種であるフモニシン B の投与による肝障害においてクッパー細胞の枯渇
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は障害を軽減させた（Andrés et al., 2003; Edwards et al., 1993; Harstad and Klaassen, 2002; 

He et al., 2005）。動物実験でマクロファージ介在性の DNA 損傷に関して調べた報告は少な

いが、このようなマクロファージの組織傷害への関与を考えると我々の生体における DNA

の障害や変異についても大きな役割を持っていることが推測される。 

 

1. 4. 2  AID 以外の発がん寄与因子について 

 今回の研究によりマクロファージが介在する炎症性シグナル亢進が胆管細胞に遺

伝子編集酵素を発現させ、職業性胆管がんのようながん発生に関与する可能性を示した。

しかしながら、職業性の胆管がんの発がん過程を考察する上では AID の変異作用だけでは

不十分である。職業性胆管がんにおけるがん組織の変異パターンを調べた報告では、DNA

二本鎖のうち、RNA などの転写に利用される転写鎖（アンチセンス鎖）に変異が片寄って

いるというストランドバイアスが見られる。生体には転写に伴い DNA が修復される機構

（transcriptional coupled repair: TCR）があるが、このような機構により転写鎖の変異が

より選択的に修復するということや、親電子性化学物質の DNA 鎖への到達性に偏りがあ

るといったことがストランドバイアスの原因ではないかと考えられている（Hainaut and 

Pfeifer, 2001; Hollstein et al., 1991）。例えばグアニンなどの塩基に化学物質由来の付加体

が形成され、DNA 複製の際にもう一方の DNA 鎖に誤った塩基対が生成されてしまうタイ

プの変異機構において、転写鎖に付加反応が起こった場合は通常の修復に加えて TCR が

働くため相補鎖となる非転写鎖には比較的変異が起こりにくいというような変異の偏りが

生じる。職業性胆管がんにおいてこのようなストランドバイアスが発生している原因は解

明されていない。類縁のジハロゲンアルカンである 1,2-ジブロモエタンは G:C→A:T トラ

ンジションを主に非転写鎖で起こすということがチャイニーズハムスター卵巣細胞を用い

た実験で報告されている（Ballering et al., 1998; Foster et al., 1988; Kalapila and Pegg, 

2010）。より強い手掛かりとして、1,2,3-トリクロロプロパンの長期毒性試験の中でマウス

の前胃に発生した腫瘍における変異パターンが、ストランドバイアスを含め職業性胆管が

んと類似性があることが近年報告された（Riva et al., 2020）。同解析結果では前胃腫瘍で

のみ類似のパターンが認められ、肝臓腫瘍においてはまた異なる変異パターンが観察され

ていることが不思議ではあるが、このマウス前胃腫瘍と職業性胆管がんの形成過程には類

似性があると考えられる。AID 強制発現モデルによる変異パターンでは、特に有意なスト

ランドバイアスは確認されておらず (Olivier et al., 2014)、職業性胆管がんでみられるよう

な転写鎖優位な変異の発生は AID 以外の要因によるものではないかと推察される。 

 

1. 5. 3  今回用いた共培養系の課題と展望 

この共培養は単独の細胞の培養実験から、免疫系の細胞を組み込むことにより

様々な細胞種が混在する生体環境に１つ近づけたモデルではあるが、課題も存在している。

第一に今回の THP-1 由来マクロファージとの共培養条件そのものが MMNK-1 細胞に与え
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る影響が過酷となっている可能性がある。今回実施した共培養の条件下においては、

MMNK-1細胞の形態において通常より細長く見え脚が生えているように見える変化や、細

胞間接着の乱れが観察された（Supplementary Figure 1A）。この形態の変化は、（1）細胞

が障害を受け、細胞膜の構造変化が起こった（2）TNF-αなどのサイトカインの影響によ

り上皮間葉転換のような形質変化が発生していたという 2 通りの仮説で考えているが、今

回の研究では深く検討はしていない。上皮間葉転換に関しては、AID が脱メチル化により

転写因子を制御することによって上皮間葉転換に促進的に働いているとする報告（Muñoz 

et al., 2013）があることや、MMNK-1 細胞を単独培養した場合よりもマクロファージ細胞

と共培養した場合のほうが 1,2-DCP 処置の有無に関わらず AID 遺伝子転写産物の発現が

高く検出されるということが理由となる。 

この課題の解決策として、共培養に THP-1 細胞由来マクロファージを使用する際

は分化条件を再度検討する必要があるかもしれない。マクロファージへの分化にはこの実

験では PMA を 162 nM 処置し、36 時間置くという手法を用いた。この 162 nM（100  

ng/ml）は、様々な濃度設定がおこなわれている PMA を用いた THP-1 の分化条件の中で

も比較的多くの研究者が用いている濃度に近い設定である。おそらく、初めて PMA によ

る THP-1 のマクロファージへの分化誘導を示した報告（Tsuchiya et al., 1982）において

0.16, 1.6, 16, 160 nM の濃度を検討しており、この 160 nM が流用されてきたのではないか

と考えられる。しかし一方で他の PMA 濃度を採用する研究も少なくなく、PMA 濃度が分

化に及ぼす影響に関する報告では、PMA の濃度依存的に TNF-αや IL-8 といった炎症性

の液性因子放出が盛んとなっている（Lund et al., 2016; Park et al., 2007）。また PMA 処置

直後の TNF-α放出が盛んであり、その後時間を経て落ち着いていくという PMA 刺激後の

炎症性動態も伺える（Lund et al., 2016）。当研究室においても、PMA 処置 48 時間、72 時

間および PMA 濃度 32 nM、162 nM の条件を検討したことがあるが、TNF-αおよび IL-1

βの mRNA 発現に関して同様の濃度、処置時間依存性の挙動が観察された（補足図 1 B 及

び C）。100 ng/ml などの高濃度による処置では PMA による影響が他の LPS などによる刺

激をマスクしてしまうのではないかと懸念もされている（Maeß et al., 2014）。PMA を用い

た分化の後に、PMA を含まない培地に交換し馴化期間を設けることも THP-1 由来マクロ

ファージの”過”活性化を抑えるために効果的と考えられる。実際、PMA による分化後の

THP-1 由来マクロファージを M0 のサブタイプとし、M1 に分化させる場合は LPS および

IFNγ、M2 への分化の場合は IL-4 や IL-13 を処置することで表現型をコントロールする

実験系も報告されているが、このような系においては、PMA による分化後 PMA を含まな

い培地で 24 時間以上培養してから M1 またはＭ2 への分化刺激を加えるプロトコルが採用

されている（Baxter et al., 2020; Chanput et al., 2013; Genin et al., 2015; Surdziel et al., 

2017）。今回共培養条件において胆管細胞で見られた外観の変化についてもマクロファー

ジ細胞から放出される液性因子の影響が過多であるために起こったものと予想されるため、

今後の課題としてここに記述する。 
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補足図 1. 共培養における細胞形態の変化、および PMA 処置条件が THP-1 細胞に及ぼす

影響 

(A) PMA を 36 時間処置してマクロファージに分化させた THP-1 細胞と MMNK-1 を 0.4

μm 孔径トランスウェルで仕切り共培養した後の MMNK-1 細胞の形態変化。比較として

MMNK-1 単培養による画像も載せている。 

(B, C) THP-1 細胞に PMA を 20 ng/ml（32 nM）または 100 ng/ml（162 nM）処置し、48

時間または 72 時間培養しマクロファージへ分化させた。その後培地を FBS 及び PMA 非含

有のものに交換し 6 時間後に RNA を抽出した。RT-PCR 法により TNF（B）、IL1B（C）

発現量を定量した。補正には ACTB の発現を用いている。データは平均±標準偏差で表す

（N＝３）。 

 

第二の課題は 1,2-DCP が揮発性の化学物質であることを考慮し、細胞培養プレー

トをテドラーバッグというポリフッ化ビニル製の袋に封入（袋の外、内部で空気の交換は

なくなる）していることである。封入後 37℃に維持された培養インキュベーター内で、今

回の実験では MTS アッセイでは 24 時間、リアルタイム PCR による実験では 4～12 時間

の 1,2-DCP 処置をおこなった。袋に封入されるのは通常の外気であるため、インキュベー

ター中の CO2 濃度をコントロールして培地の pH を安定化させるということができていな

い。通常細胞培養の培地には炭酸水素塩（H2CO3）が加えられており、HCO3
− + H+ ⇔ 

H2CO3 ⇔ CO2 + H2O のように平衡反応が起こる。多量の CO2 の存在下では反応において

H+が増加し、培地の pH 低下させるのだが、外気の CO2 が 0.03％程度しかない状態ではこ

の緩衝作用がはたらかず、pH は通常よりもアルカリ性に傾く。これは長時間のインキュ

ベーションを行う場合、細胞に大きな負荷をかけてしまう。そのためテドラーバッグの内

部に CO2 を通常培養と同じ濃度条件で封入するなど条件改善のための対策が必要となる。 
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1. 5   小括 

 職業性胆管がんの発症機序における内因性遺伝子編集酵素である AID の発現誘導

に関して細胞培養系を用いて研究をおこなった。職業性胆管がんでは胆管組織の繊維化や

損傷など胆管組織において炎症を示す所見が確認されており、発がんに関して AID による

遺伝子変異が関係していた可能性は十分考えられる。 

今回の実験では胆管細胞の単独培養の条件では 1,2-DCP を処置しても AID の発

現は誘導されず、一方マクロファージと胆管細胞を共培養した条件で AID 遺伝子発現の上

昇が起こった。この結果の違いは単一の培養系を用いた毒性評価系の課題とも捉えられる。

現在は毒性評価において動物実験を削減して細胞培養系など生命の消費を伴わない実験系

への代替が進められている。勿論単純な反応を見るうえで細胞培養系は有用であるが、単

純化しすぎたことによるリスクの見落としにも注意する必要がある。胆管の炎症反応が

1,2-DCP への曝露により直接的に誘導されたのか、最初の刺激に伴う胆管細胞変異や肝臓

内の恒常性の破綻による二次的な誘導であるのかは不明であるが、このような炎症反応を

介した DNA 変異誘導機構が詳細に解明されていくということは、化学物質の毒性評価の

将来のためにも重要なことである。今後は今回の共培養系を用いて AID の発現上昇をタン

パクレベルで検出すること、細胞内での AID の一時的な発現が実際にどれほど DNA に変

異をもたらすのかについて検討する必要がある。 

 AID だけでなく他の Apobec ファミリーに関してもがんにおける変異との関連が

報告されており、The Cancer Genome Atlas (TCGA)グループによる研究では、調査した

約 7000 のがんについて 17％に Apobec の関連が疑われる変異パターンがあると報告され

ている（Alexandrov et al., 2013）。そのため、今回の実験で AID に限らず Apobec ファミリ

ーについて網羅的に評価することも必要だったと考えている。 

また、遺伝子編集酵素の発がんへの寄与について着目したが、他にも肺がんの治

療に EGFR チロシンキナーゼ阻害剤（EGFR-TKI）を用いた際の薬剤耐性を引き起こす変

異に AID が関わっているとする報告（Kadi et al., 2019; Yeo et al., 2022）や、遺伝子編集

技術である CRISPR-Cas9 にヌクレアーゼの代わりに AID を作用させて遺伝子の編集を行

う技術（Nishida et al., 2016）など研究の展開は多岐にわたるため、将来 AID の生体内に

おける役割や制御方法の解明や産業技術への応用がどのように進むのかということは大変

興味深い。 
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第 2 章 

1,2-ジクロロプロパン投与がマウス肝臓に引き起こす生体応答および転写因子

Nrf2 が果たす役割 

2. 1  背景・目的 

Nuclear factor erythroid 2-related factor 2（Nrf2）は塩基性領域ロイシンジッパー

（bZIP）構造をもつ転写因子であり、ヘミン誘導 K562（慢性白血病由来）細胞由来の

mRNA とλgtⅡによる cDNA ライブラリから得られ名づけられた（Moi et al., 1994）。通

常 Nrf2 は細胞質においてアミノ末端の Neh2 ドメインを介して Keap1（Kelch-like ECH-

associated protein1）と結合し、プロテアソームによる分解を受けているため核内への移行

が抑制されている（Itoh et al., 1999; Kobayashi et al., 2004; McMahon et al., 2003; Nguyen 

et al, 2003）。酸化ストレスや親電子性物質の存在下ではシステイン残基の修飾により

Keap1 のコンホメーションが変化し、ユビキチン化を介したプロテアソームによる Nrf2

分解が阻害され、Keap1 による補足からのがれた過剰 Nrf2 が核内へと移行するとされる

（Kobayashi et al., 2006; Yamamoto et al., 2008）。核内に移行した Nrf2 は小 Maf 群因子と

呼ばれるタンパクとヘテロダイマーを形成した状態で抗酸化応答配列（ARE）に結合する

ことで NAD(P)H デヒドロゲナーゼ（キノン）1、ヘムオキシゲナーゼ、またグルタチオ

ン S-トランスフェラーゼやグルタチオンレダクターゼなど第Ⅱ相反応にかかわる酵素の制

御をおこなっている（Ishii et al., 2002; Itoh et al., 1997; Venugopal and Jaiswal.,1996）。

Nrf2 は基本的に生体にとって保護的に働くと考えられており、当研究室においてもアクリ

ルアミドの神経毒性や、以前フロン代替物質として工業使用されていた 1-ブロモプロパン

の肝毒性に対して Nrf2 が防御的な役割を果たすことを報告してきた（Davuljigari et al., 

2021; Ekuban et al., 2021; Liu et al., 2010）。 

Nrf2 は発がんにおいては防御的な役割とともに促進的な役割の両面の作用を持つ

とされる。動物を用いた発がん実験に関しては Nrf2 を欠損したマウスでは化学物質曝露

による肝臓、前胃、膀胱での腫瘍の発生率が増加するという報告がある（Iida et al., 2004; 

Kitamura et al., 2007; Ramos-Gomez et al., 2001 and 2003）。その一方で、Nrf2 を欠損した

マウスやラットでは腫瘍や前がん病変の発生が抑えられたという報告も存在する（Ngo et 

al., 2017; Orrù et al., 2018）。ヒトのがん症例においても Nrf2 を過剰発現するがんは多く

報告されており、Nrf2 活性化による解毒機構の強化ががん細胞にとって有利に働いている

のではないかと言われている（Singh et al. 2006; Wang et al., 2008）。今回 1,2-DCP がマウ

スに対してどのような毒性をもたらすのか、さらに Nrf2 がその毒性においてどのような

役割を果たしているのかということを検討した。 
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2. 2   実験方法 

2. 2. 1 実験動物の飼育と 1,2-DCP 曝露 

 今回の動物実験は東京理科大学動物実験倫理委員会の承認を得ておこなった。

Nrf2 ノックアウト C57BL/6JJcl マウスの作製および維持については先行研究にて述べられ

ているため割愛する（Ekuban et al., 2021）。今回の実験に使用した Nrf2 ノックアウトマウ

スは、Nrf2 ヘテロノックアウト(+/−)マウス同士で交配させて得た第一世代の仔を用いて

おり、離乳後に切除した耳から抽出した DNA を用い PCR 反応後、2％アガロースゲル中

で電気泳動後増幅 DNA のバンドを蛍光検出し、ホモノックアウト（−/−）であることを確

認した個体（Nrf2−/−）を用いている。Nrf2−/−マウスの対照群となる野生型 Nrf2 遺伝子を

持つ C57BL/6JJcl マウス（Wild-type）は、Nrf2 ノックアウトマウスの戻し交配が実施さ

れた日本クレアから購入している。 

 Wild-type および Nrf2−/−マウスはナノ棟で曝露開始の約 1 週間前から飼育を開始

した。飼育環境は室内照明 AM8:00～PM20:00 の間が点灯となる 12 時間サイクルとなって

おり、温度は 23±1 度、湿度 40±10%にコントロールされた。マウスはステンレス製の 3

連ケージにて個体それぞれが金網で隔てられるように飼育し、自由飲水、自由摂食できる

環境においた。薬学部動物舎より抵抗された動物飼育用ろ過水を飲用水、CRF-1 を餌とし

て使用した。マウスは体重を投与開始の 2～3 日前に測定した体重をもとにグループを振り

分け、Wild-type、Nrf2−/−それぞれで４つのグループに分けた。 

 曝露はマウスが 9～12 週齢の時期に開始した。1,2-DCP はコーンオイルを溶媒と

し投与体積が 5 ml/kg とした場合に 1,2-DCP 投与量が 83、167、250 mg/kg となるように

希釈している。投与方法はシリンジと鉄製ゾンデを用いた強制経胃投与であり、コントロ

ール群ではコーンオイルのみを投与した。1 日 1 回の投与を 5 日間行い、2 日休みを取るサ

イクルを 5 週間繰り返した。投与の日及びマウスの解剖当日の体重を測定し記録した。 

 今回の実験では組織学的解析と生化学的解析に用いる場合でマウスの解剖方法が

異なる（飼育条件、1,2-DCP の投与方法及び期間は同じである）。組織学的解析に用いる

場合、50 mg/kg ペントバルビタール腹腔内注射による深麻酔下、左心室及び大動脈を介し

た 4％パラホルムアルデヒド（PFA）/リン酸緩衝液の還流固定を行い、肝臓を含む臓器を

摘出し、後のパラフィン包埋処理までは PFA 中 4℃にて保存した。また、この還流固定の

1 時間前に 100 mg/kg の 5-ブロモ-2’-デオキシウリジン（BrdU）を腹腔内投与している。

生化学的検査に用いる場合は、断頭による脱血の後、摘出した臓器を使用まで−80℃にて

保存した。組織学的解析、生化学的解析いずれも解剖は最後の 1,2-DCP 投与から 22~32 時

間後となった。 

生化学用マウスの脱血の際回収した全血はヘパリンと混合後遠心し、血漿サンプ

ルを使用まで−80℃にて保存、SRL 株式会社に検査項目解析を委託した。 
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2. 2. 2 組織病理的解析 

 組織学的サンプルの左葉および中葉をパラフィン包埋し用いた。すなわち固定液

から 70％エタノール（EtOH）、80%EtOH、90%EtOH、99.5%EtOH、100％EtOH の順

に置換し脱水した後、キシレンに置換し透徹を行い、その後パラフィンに浸漬した後にパ

ラフィン包埋器を用いてブロックを作成した。切片は 4~5 μm となるようにミクロトーム

を用いて作成しスライドグラスに張り付け、ヘマトキシリン・エオシン染色を行い核と細

胞質を染め分け、病理的変化の有無を確認した。また肝繊維化の有無を調べるため、ゴモ

リトリクローム染色についても行った。 

 

2. 2. 3 免疫組織化学 

 組織学的サンプルの左葉の切片を染色し BrdU、Ki67、TUNEL 陽性細胞の解析に

用いた。これらの実験に用いた切片は Poly-L-Lysine でコーティングしたスライドグラス

に張り付けてある。またパラフィン伸展は 55℃で 3～6 時間と必要以上に加温しないよう

に注意を払い、伸展後のスライドは使用するまで 4℃または長期の場合は−20℃に乾燥状態

で保管した。 

BrdU に 対 す る 染 色 は BrdU Immunohistochemistry Kit （ ab125306; Abcam, 

Cambridge, UK）を用いたが、一部修正を加えている。脱パラフィン後のトリプシンと塩

酸を用いた処理の代替として 10 mM クエン酸緩衝液（pH 6）中 121℃、20 分加熱し抗原

賦活処理をおこなった。その後、内因性ペルオキシダーゼ不活化のため 20 分間の 3％過酸

化水素/メタノールでの処理、Blocking Solution による 10 分のブロッキング操作をおこな

った。抗 BrdU 抗体である Detector Antibody とのインキュベーションは 4℃、overnight の

条件で行い、Streptavidin-HRP conjugate を PBS で 3 倍希釈した溶液と 30 分反応させた

後、DAB solution 1 と DAB solution 2 を 1：29 の割合で混ぜた発色液と 5 分反応させた。

各々の操作の間では PBS による洗浄をおこなっている。核対比染色はヘマトキシリン溶液

と 5～10 分ほどインキュベーションしおこなった。その後エタノールとキシレンを用いた

脱水を行い、Entellan を用いて封入した。 

 Ki67 に対する免疫染色は、脱パラフィン後に 10 mM クエン酸緩衝液（pH 6）中

121℃、20 分加熱し 3%過酸化水素/メタノールによるペルオキシダーゼ不活化処理後、抗

Ki67 抗体を TBT-T で 1000 倍希釈した溶液と室温 1 時間反応させた。horse anti-rabbit 

secondary antibody（BP-1100, Vector Laboratories）と 30 分、Streptavidin-HRP conjugate

と 30 分反応後、ImmPACT DAB peroxidase substrate（SK-4105, Vector Laboratories）で

10 分間発色反応を行い、ヘマトキシリンを 5～10 分反応させ核対比染色をおこなった。各

操作間の洗浄には TBS-T を用いた。 

 TUNEL 法は DeadEndTM Colormetric TUNEL System（G7130, Promega）の添付

プロトコルを一部変更し用いた。脱パラフィンの途中 100%EtOH からジエチルピロカー

ボネート（DPEC）を 4％含む EtOH 溶液へと移し、4℃で 30 分インキュベーションした。
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この操作は内因性の DNase による DNA 分解が引き起こす擬陽性に DPEC 処理が有効であ

るとする報告を参考に実施した（Stähelin et al., 1998）。その後 20 μg/mL Proteinase K/TE 

buffer (pH 7.5)により後の試薬の浸透性を高めた。0.9%過酸化水素/PBS で 20 分処理し、

Equilibration buffer と 10 分インキュベート後に Terminal Deoxynucleotidyl Transferase

（TdT）および Biotinylated Nucleotide Mix を Equilibration Buffer にそれぞれ 1:100 の割

合で溶解した反応液と 1 時間、37 度湿潤の環境でインキュベート後、34 mM クエン酸ナ

トリウム, 300 mM 塩化ナトリウム溶液中で反応を停止させた。その後 Streptavidin HRP を

PBS に 500 倍希釈した溶液と 30 分インキュベートし、ImmPACT DAB peroxidase 

substrate（SK-4105, Vector Laboratories）で 10 分間発色反応をおこなった。各操作間の洗

浄には PBS を用いた。核対比染色には 1％メチルグリーン液を用い、事前に 65℃に温めた

染色液を切片に乗せ 10 分反応させ、その後手早くエタノールとキシレンを用いた脱水を行

い封入した。 

 γ-H2AX の免疫染色は、脱パラフィン後に 10 mM クエン酸緩衝液（pH 6）中

121℃、20 分加熱し 3%過酸化水素/メタノールによるペルオキシダーゼ不活化処理後、

10%BSA/TBS-T で 30 分ブロックした後に、抗 H2AX 抗体（sc-517348, 1:4000, Santa Cruz 

Biotechnology）を TBT-T で 8000 倍希釈した溶液と 4℃、overnight で反応させた。horse 

anti-rabbit secondary antibody（BP-1100, Vector Laboratories）と 30 分、Streptavidin-

HRP conjugate と 30 分反応後、ImmPACT DAB peroxidase substrate（SK-4105, Vector 

Laboratories）で 2 分間発色反応を行い、ヘマトキシリンを 5～10 分反応させ核対比染色を

おこなった。各操作間の洗浄には TBS-T を用いた。 

 陽性細胞数の解析は切片上陽性核の数を数え、その後染色した切片の面積を

QuPath-0.3.0 画像解析ソフトにより算出し、陽性細胞数（個）÷切片の面積（cm2）を各

個体の計測値として扱った。 

 

2. 2. 4 ウエスタンブロット法を用いたタンパク質発現量の解析 

 生化学用サンプル、左葉の凍結肝を用いた。約 20 μg ほどのサンプルを RIPA バ

ッファー中でビーズとともにホモジナイズし、14000×g で 20 分遠心した。上清をタンパ

ク質溶液として分取し、タンパク質濃度を Pierce 660nm Protein Assy Reagent で測定した。

タンパク質溶液はサンプルバッファー（最終濃度：100 mM Tris-HCl pH 6.8、2% SDS、

10% グリセロール、0.0075% ブロモフェノールブルー、5% β-メルカプトエタノール）と

混合し、1 μg/μl の濃度に合わせ、95℃で 5 分加熱し、冷却した後使用した。SDS-PAGE

はポリアクリルアミドゲル（分離ゲル最終濃度：12％ アクリルアミド/ビス 37.5：1 混液、

0.75 M Tris-HCl pH 8.8、0.1% SDS、0.025～0.05% TEMED, 0.05% APS、濃縮ゲル最終

濃度：4%アクリルアミド/ビス 37.5：1 混液、0.125 M Tris-HCl pH 6.8、0.1% SDS、0.05

～0.1% TEMED、0.05% APS）を低分子量であるγ-H2AX 用、他のタンパクは 4-20%ミ

ニプロティアン TGXTM プレキャストゲル（4561096, Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, 
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CA）用いて分離し、メタノールで親水化した PVDF メンブレンに転写した。ブロッキン

グ操作は BlockPRO Blocking Buffer (BF01-1L, Visual Protein, Taiwan)をγ-H2AX 用、他

のタンパクは 3% スキムミルク/TBS-T を用いて室温にて 30 分間おこなった。1 次抗体は

antiβ-Actin Rabbit mAb (4970S, 1:5000, Cell Signaling Technology)、anti-γ-H2AX mouse 

mAb Ser139 (sc-517348, 1:4000, Santa Cruz Biotechnology) 、 anti-NQO1 rabbit pAb 

(11451-1-AP, 1:5000; Proteintech Group, Inc, Rosemont, IL), anti-HO-1 rabbit pAb 

(ab13243, 1:3000; Abcam), anti-GSTM1 rabbit pAb (12412-1-AP, 1:5000; Proteintech), 

anti-GSTP1 rabbit pAb (A5691, 1:4000; ABclonal, Woburn, MA), anti-G6PD rabbit pAb 

(25413-1-AP, 1:5000; Proteintech), anti-Ferritin Heavy Chain (FTH1) rabbit mAb 

(ab183781, 1:5000; Abcam)を用いており、1% BSA/TBS-T に希釈し、4℃で overnight の

条件でインキュベートした。二次抗体は goat anti-mouse IgG-Peroxidase Ab (1:80000, 

Sigma, A9309)または goat anti-rabbit IgG-peroxidase Ab (1:40000, Sigma, A0545)を 1% 

BSA/TBS-T に希釈して用いており、バンドは ImmunoStar Zeta (Wako)および Fusion Solo 

S（VILBER LOURMAT, Collégien, FR）を用いて化学発光を検出した。 

 

2. 2. 5 グルタチオン定量 

 Glutathione Assay Kit (Cayman Chemical company, Ann Arbor, MI)を用いた。約

20 μg の凍結肝左葉サンプルを 5% メタリン酸/1 mM EDTA 中でビーズと共にホモジナイ

ズし、3000×g で 10 分遠心し脱タンパク処理をおこなった。総グルタチオン量は MES 溶

液（50 mM MES、25 mM リン酸、1 mM EDTA）に希釈し、Assay Cocktail （組成は製品

プロトコル参照、DTNB、グルタチオンレダクターゼ、グルコース-６-リン酸デヒドロゲ

ナーゼ、NADP＋を含む）と反応させ吸光度を測定した。酸化型グルタチオンの測定は、

2-ビニルピリジンと 2 時間反応させて還元型グルタチオンをマスクしたあとに Assay 

cocktail による発色反応をおこなった。キットに付属の濃度既知の酸化型グルタチオン溶液

を用いて検量線を作成し、肝サンプル由来のグルタチオン濃度を定量した。総グルタチオ

ン、酸化型グルタチオン共に反応開始 25 分後の吸光度を定量に用いた。メタリン酸による

沈殿させたタンパクは GSH 定量に使用した上清の除去後 Tris-HCl, 2 M NaCl, pH 7.2 に懸

濁し、15000×g、20℃で 15 分遠心して得たペレットを、1% SDS を含む MES buffer に再

度懸濁、18000×g、20℃で 30 分遠心した上清の 280nm の吸光度を NanoDrop 2000 

(Thermo Fisher Scientific, USA)で測定した。吸光度からのタンパク質濃度算出は次の式を

用いた：Protein concentration (mg/ml) =1.55A280 – 0.76A260（Stoscheck, 1990）。 

 

2. 2. 6 遺伝子発現の定量 

 肝組織からの RNA 抽出には RiliaPrep RNA Tissue Mniprep System（Promega, 

Madison, WI）を用いた。約 20 μg の凍結肝左葉サンプルを LBA+TG バッファー中でビ

ーズによりホモジナイズし、ミニカラムに RNA を補足させ、DNase による DNA 分解処
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理などを添付のプロトコルの通り進め、Nuclease-free water に RNA を溶出したものを逆転

写に使用した。逆転写は、本稿第 1 章と同様に Super Script Ⅲ RT、Oligo(dT)12-18 Primer、

dNTP Mix、RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor を用いて、製品プロトコル

の通りに mRNA から cDNA 合成をおこなった。合成に用いた Total RNA 量は 20 μl 反応

系において 4 μg である。リアルタイム PCR による定量は、機器は AriaMX Real-time PCR 

System（Agilent, Santa Clara, CA）を用いた。今回リアルタイム PCR による検出はすべて

インターカレーター法を用いており、試薬は THUNDERBIRD® Next SYBR® qPCR Mix

（TOYOBO, Osaka, JP）を用いた。初期変性 95℃  30~60 秒の後に変性 95℃ 5～10 秒、

アニーリング 60℃ 30 秒、伸長反応 72℃ 30 秒の増幅反応を 40 サイクルおこなった。融解

曲線分析もおこない、非特異的反応が起こっていないことを確認した。用いたプライマー

配列は表 2-1 に示す。 

 

2. 2. 7 DNA 結合 ELISA を用いた Nrf2 活性化の検出 

 肝組織からのタンパク質核分画の抽出には NE-PERTM Nuclear and Cytoplasmic 

Extraction Reagents (Thermo Fisher Scientific) を用いた。TransAM®Nrf2 (Active Motif, 

Carlsbad, CA) キットを用い、96-well plate 上の固定オリゴヌクレオチド（抗酸化応答配

列；5´-GTCACAGTGACTCAGCAGAATCTG-3´）に結合する活性 Nrf2 を ELISA 様反応

により検出した。1 ウェル当たり 15 μg の抽出核タンパク質を添加した。製品プロトコル

の通りに抗 Nrf2 抗体、HRP 標識抗体を作用させた後に発色反応を行い、プレートリーダ

ー（PowerWaveXS2, Biotek）を用いて 450 nm の波長を検出し Nrf2 活性化の指標とした。 

 

2. 2. 7 統計解析 

 一元配置分散分析（ANOVA）により wild-type または Nrf2−/−におけるグループ

間の平均の差を検定し、有意差があった場合にダネットの多重比較検定を行い、各遺伝子

型におけるコントロール群と 1,2-DCP 曝露グループとの差を検定した。免疫組織化学染色

の結果に対しては単回帰分析をおこない、BrdU、Ki67、TUNEL 陽性細胞を用いた各指標

値に対する 1,2-DCP 曝露濃度の影響を各遺伝子型において検討した。 
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表 2-1. PCR 実験に用いたプライマー配列 

Gene (Alias) Sequence (5’ - 3’) PCR product 

length (bp) 
Reference 

Gapdh F: GCCTGGAGAAACCTGCCAA 117 Mandolesi et al. 2013, Zhong et al., 2015 

 R: TGAAGTCGCAGGAGACAACC   

Gclm F: TCACAATGACCCGAAAGAACTG 90 Noh et al, 2015 

 R: ACCCAATCCTGGGCTTCAAT   

Gclc F: GGAAGGAGGCGCATCAAAGT 107 Hotta et al., 2020 

 R: CCTTTTCTCCTCTCCGATGCC   

Gsr F: CAGTTGGCATGTCATCAAGCA 116 Meling et al., 2020 

 R: CGAATGTTGCATAGCCGTGG   

Gss F: GGGCCTGAATCGCTCAGATTA 148 ID※１: 6680116c3 

 R: CAGGACATTGAGAACGTGTCG   

xCT (Slc7a11) F: GATGGTCCTAAATAGCACGAGTG 181 ID: 80861466c3 

 R: GGGCAACCCCATTAGACTTGT   

Gstm1 F: GGACTGACACACCCGATCC 80 Primer-BLAST※２ 

 R: GCGTCACCCATGGTGTATCT   

Gstt1 F: CTGTCGCGCCATTTATATCTTCG 217 ID: 160298218c1 

 R: GTACCAGTGGTCAGGAACCTT   

Gstp1 F: CTGTCTACGCAGCACTGAAT 74 Primer-BLAST 

 R: CCCTCGAACTGGGAAGTAGAC   

Atf4 F: ATGGGTTCTCCAGCGACAAG 100 Primer-BLAST 

 R: CCGGAAAAGGCATCCTCCTT   

Mthfd2 F: GCAAAGCCCAAATTGGTTGG 73 Primer-BLAST 

 R: GGACGGGAGTGATATAACCAGC   

Psat1 F: CGGTGCTGGTCTGTGACAT 82 Primer-BLAST 

 R: GCACCAGCGAAAATCACACC   

Cbs F: GGAAAATTGGGAACACCCCTAT 103 ID: 118130577c2 

 R: CCACCCGCATTGAAGAACTCA   

Cth F: TACATGAATGGCCACAGCGA 71 Primer-BLAST 

 R: AGCCGACTATTGAGGTCATCA   

Asct2 (Slc1a5) F: TACCGCAATCCTGTATCCAGC 111 ID: 114326473c2 

 R: CACCAAAGACGATAGCGAAGAC   

Asns F: TGACCCGCTGTTTGGAATG 97 ID: 146134364c2 

 R: CTGTAGCGCCTTGTGGTTGTA   

H2ax F: ATGTGAACCCAGTTTCTCTAGG 87 Junghans et al., 2022 

 R: CGGCAGGTATAGAACTCTTGTC   

Atm F: ATAGACGTAGGCTGGGAAGTG 89 Primer-BLAST 

 R: CGGGTTGTAATCTGTAGCCAAG   

Atr F: CTTATGCGGCTCAAGTCTGATT 160 ID: 189339265c2 

 R: TCTGAACTCCAAGAGCGTCTAC   

p53 (Trp53) F: CACAGCACATGACGGAGGTC 101 ID: 187960038c2 

 R: TCCTTCCACCCGGATAAGATG   

※1 ID は PrimerBank ID を示す（Spandidos et al., 2010） 

※2 National Center for Biotechnology Information（NCBI） が提供する Primer-BLAST ツ

ール(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)を用いて配列を設計した。 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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表 2-1. PCR 実験に用いたプライマー配列（続き） 

Gene (Alias) Sequence (5’ - 3’) PCR product 

length (bp) 
Reference 

Nrf2 (Nfe2l2) F: CAGCATAGAGCAGGACATGGAG 107 Sun et al., 2016 

 R: GAACAGCGGTAGTATCAGCCAG   

Keap1 F: CAGCAGCGTGGAGAGATATGA 108 Primer-BLAST 

 R: TACAGCAAGCGGTTGAGCA   

Nqo1 F: GCAGGATTTGCCTACACATATGC 81 Akino et al., 2019 

 R: AGTGGTGATAGAAAGCAAGGTCTTC   

Ho-1 (Hmox1) F: AGGCTAAGACCGCCTTCCT 72 Yamamoto et al., 2019 

 R: TGTGTTCCTCTGTCAGCATCA   

Sod1 F: ATTGGCCGTACAATGGTGGT 116 Qi et al., 2020 

 R: ATCCCAATCACTCCACAGGC   

Nfkb1 F: ATTCCGCTATGTGTGTGAAGG 135 Hosokawa et al., 2020 

 R: GTGACCAACTGAACGATAACC   

IκB (Nfkbib) F: TAGTCTTTGGCTACGTCACTGA 82 ID: 118130180c2 

 R: AAATCCAGGAAGGGCTCATGC   

Tnf F: CCACCACGCTCTTCTGTCTA 103 Carl et al., 2004 

 R: AGGGTCTGGGCCATAGAACT   

Il1b F: TAACCTGCTGGTGTGTGACG 182 Peng et al., 2020 

 R: TGTCGTTGCTTGGTTCTCCT   

Il6 F: TCTATACCACTTCACAAGTCGGA 88 ID: 13624310c2 

 R: GAATTGCCATTGCACAACTCTTT   

G6pd (G6pdx) F: CACAGTGGACGACATCCGAAA 103 ID: 6996917a1 

 R: AGCTACATAGGAATTACGGGCAA   

Pgd F: ATGCCCGTCACCCTCATTG 191 ID: 124486894c3 

 R: AAGCCTTGGGCGTAGGAGAT   

Tkt F: GGCATCCTGTCCCGAAACAA 129 ID: 158508663c2 

 R: TGCAATAGACTCGGTAGCTGG   

Taldo1 F: GTGGGGCGCATCCTTGATT 127 ID: 291291015c3 

 R: TGGTCTTGTAGCCGAACTTCT   

Ppat F: TTCAGGGTGCATAAGGGAATGG 104 ID: 247301190c1 

 R: GCGTACCTCGTATGTCCGA   

Mki67 (Ki67) F: AGAAGTAAGCGGACTGGAAACA 77 ID: 224809383c2 

 R: GCAACTATCTTGGCAACATCCTC   

Pcna F: TTGCACGTATATGCCGAGACC 183 ID: 118130232c1 

 R: GGTGAACAGGCTCATTCATCTCT   

Igf1 F: CACATCATGTCGTCTTCACACC 220 ID: 163659888c1 

 R: GGAAGCAACACTCATCCACAATG   

Notch1 F: GATGGCCTCAATGGGTACAAG 74 ID: 13177625a1 

 R: TCGTTGTTGTTGATGTCACAGT   

Jag1 F: AATCGCATCGTACTGCCTTTC 83 ID: 326439085c2 

 R: GTGTCATTACTGGAATCCCAGG   
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2. 3   結果 

2. 3. 1  マウスの行動、体重および組織重量の変化 

 今回の実験で用いたマウスの数は表 2-2 に示した。5 週間の曝露期間において、

83 ㎎/kg 投与群の 1 匹が途中で死亡したことを除いて、1,2-DCP 処置により弱るような行

動異常は観察されなかった。死亡の 1 匹に関しては解剖した肺や胸腔に油のような液体が

たまっており、経口投与の失敗が原因ではないかと考えられる。この死亡個体については

解析対象外とした。 

 本研究の曝露期間中のマウスの体重変動を図 2-1 に示す。体重の投与初日と解剖

日との差に関して、野生型マウスの 250 mg/kg 投与群においてはコントロール群と比較し

て有意に体重が増加していた（表 2-2）。 Wild-type および Nrf2−/−マウス両者ともに肝臓、

脾臓、腎臓に関して臓器重量の投与群とコントロール群との間に有意な重量変化は観察さ

れなかった（表 2-3）。副腎、肺、心臓、胸腺、精巣、精巣上体、精嚢および前立腺におい

ても同様に投与による有意な重量変化は観察されなかった。肝絶対重量において 1,2-DCP

の投与と共に増加する傾向が観察されたが ANOVA において各グループ間の統計学的有意

差はなかった。 

 

表 2-2. 本実験に使用したマウスの匹数および体重の変化 

遺伝子型 
1,2-DCP 

(mg/kg) 

マウス匹数 
投与初日 

体重 (g) 

解剖日 

体重 (g) 

体重変化 

(g) 組織病理 

免疫染色 

組織重量 

生化学 

計 

Wild-type 

(Nrf2+/+) 

0 

83 

167 

250 

7 

7 

7 

8 

6 

5 

5 

6 

13 

12 

12 

14 

24.7±1.6 

24.8±1.9 

24.3±2.0 

24.5±1.7 

25.4±1.1 

25.7±1.7 

25.7±2.2 

26.9±1.5 

0.69±1.6 

0.89±1.0 

1.48±1.1 

2.41±1.2** 

Nrf2−/− 0 

83 

167 

250 

8 

7 

7 

7 

5 

5 

5 

5 

13 

12 

12 

12 

25.1±2.1 

24.9±2.6 

24.7±2.1 

25.3±2.0 

25.9±2.3 

26.3±2.0 

26.5±1.8 

26.7±1.8 

0.77±1.0 

1.43±1.6 

1.78±1.6 

1.38±1.2 

データは各グループの平均値±標準偏差。 

**p<0.01,ダネットの多重比較によりコントロール（1,2-DCP 非処置、溶媒のみの投与）と

比較。 
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図 2-1 本実験における各グループの体重推移 

野生型（A）および Nrf2−/−（B）マウスの体重は 1,2-DCP の投与日（Day 1）および解剖

日（Day 34）のみ測定した。プロット及びエラーバーは各グループの平均値±標準誤差を

示す。 

 

 

 

表 2-3. 解剖時の組織重量 

  組織絶対重量 (mg) 組織相対重量 (%)a 

 
Genotype 

1,2-DCP dose (mg/kg/day) 

 0 83 167 250 0 83 167 250 

マウス

匹数 

Wild-type 

Nrf2−/− 

6 

5 

5 

5 

5 

5 

6 

5 

6 

5 

5 

5 

5 

5 

6 

5 

肝臓 Wild-type 

Nrf2−/− 

1062±127 

804±155 

1137±127 

812±86 

1154±255 

908±134 

1292±105 

937±106 

4.24±0.45 

3.36±0.60 

4.47±0.60 

3.18±0.40 

4.75±1.12 

3.51±0.50 

4.75±0.38 

3.65±0.54 

腎臓 Wild-type 

Nrf2−/− 

172±11 

153±13 

165±24 

170±24 

173±14 

153±20 

177±15 

165±25 

0.690±0.018 

0.640±0.027 

0.646±0.033 

0.661±0.022 

0.710±0.026 

0.592±0.024 

0.652±0.019 

0.639±0.031 

脾臓 Wild-type 

Nrf2−/− 

52.9±5.9 

57.5±12.3 

61.9±16.8 

66.7±11.0 

57.5±11.1 

71.0±21.3 

60.8±11.7 

72.2±20.1 

0.212±0.009 

0.240±0.021 

0.242±0.026 

0.260±0.013 

0.248±0.016 

0.273±0.033 

0.223±0.016 

0.279±0.033 

データは各グループの平均値±標準偏差。 

a 組織絶対重量を解剖日の体重で除した値とする。 
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2. 3. 2  マウス血漿サンプルにおける生化学マーカーの変化 

 解剖日にマウスより回収した血漿を用いて、血液学的検査を行った。肝障害のマ

ーカーとして用いられる ALT は wild-type マウスにおいて 83、167、250 mg/kg 投与群い

ずれもコントロール群と比べて有意に増加していたが、Nrf2−/−マウスにおいては 1,2-DCP

投与によって上昇する傾向はみられたものの、バラつきが大きく、統計学的有意な差とは

ならなかった。AST は wild-type、Nrf2−/−マウス共に投与群とコントロール群に有意な差

はなかったが、これは全血を採取する際に断頭という衝撃や異物混入が起こりやすい方法

を用いたためにほぼすべてのサンプルに溶血が多少なりとも起こり、血漿に赤血球成分が

混入した結果バラつきが大きくなったためと考えられる（ALT と比べて AST は肝特異性

が低く、溶血の影響を受けやすい）。他、コリンエステラーゼやアルブミンについて wild-

type マウスにおいて 1,2-DCP 投与群とコントロール群と比べて有意な上昇が観察され

た。 

 

表 2-4. 血漿サンプルの解析結果 

遺伝子型 

1,2-DCP 

(mg/kg/day) N 

ALT 

(IU/L) 

AST 

(IU/L) 

ALP 

(IU/L) 

ChE 

(IU/L) 

ビリルビン 

 (10-1 mg/dL) 

アルブミン 

(g/dL) 
A/G 比 

Wild-type          

 0 6 11.2±2.7 102±20 258±47 29.4±2.8 1.00±0.39 2.88±0.21 1.60±0.18 

 83 5 19.2±3.8* 137±11 312±38 31.0±3.2 0.83±0.17 3.11±0.31 1.58±0.27 

 167 5 21.8±2.9** 142±26 263±80 32.2±4.4 1.73±1.46 3.40±0.14** 1.66±0.47 

 250 6 20.6±6.8** 150±71 264±65 35.4±2.2* 1.32±0.57 3.33±0.26* 1.81±0.25 

Nrf2−/−          

 0 5 15.8±6.5 156±19 356±33 32.1±3.0 1.60±1.04 3.07±0.30 1.65±0.17 

 83 5 16.5±5.1 177±72 338±47 32.9±2.8 2.30±0.56 3.24±0.38 1.85±0.19 

 167 5 19.6±3.8 163±26 342±43 31.6±2.4 1.91±0.86 3.35±0.31 1.98±0.13 

 250 5 34.9±34.6 237±130 343±33 35.6±5.0 3.58±2.04 3.00±0.37 1.86±0.28 

データは各グループの平均値±標準偏差。*p<0.05 **p<0.01, ダネットの多重比較検定によ

りコントロールと比較。ALT, アラニントランスアミナーゼ; AST, アスパラギン酸アミノ

トランスフェラーゼ; ALP, アルカリフォスファターゼ; ChE, コリンエステラーゼ; A/G, ア

ルブミン/グロブリン 
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2. 3. 3  組織病理的所見 

 ヘマトキシリン・エオシン染色をおこなった肝切片を用いた解析において、今回

の実験では 1,2-DCP 依存性の有意な変化は観察されなかった。今回病理医のかたに依頼し

て血管拡張、類洞拡張、水腫、リンパ球浸潤、膿瘍、胆管拡張、胆管増生についてスコア

化をおこなわれた（表 2-5）が、血管拡張などは心臓からの還流固定を行ったことにより

発生していると考えられる。 

 

表 2-5  ヘマトキシリン・エオシン染色における各所見のスコア 

 1,2-DCP (mg/kg /day) 

 Wild-type Nrf2−/− 

 0 83 167 250 0 83 167 250 

血管拡張 2.08 

(0.72) 

2.62 

(0.59) 

2.90 

(0.30 

2.88 

(0.34) 

2.29 

(0.75) 

2.50 

(0.69) 

2.15 

(0.75) 

2.08 

(0.72) 

類洞拡張 0.42 

(0.58) 

0.65 

(0.49) 

0.76 

(0.54) 

0.71 

(0.46) 

0.79 

(0.78) 

0.60 

(0.60) 

0.43 

(0.51) 

0.67 

(0.66) 

水腫 0.46 

(0.51) 

0.66 

(0.48) 

0.57 

(0.51) 

0.50 

(0.51) 

1.38 

(0.65) 

1.10 

(0.31) 

0.71 

(0.46) 

0.62 

(0.59) 

リンパ球浸潤 0.33 

(0.48) 

0.29 

(0.46) 

0.19 

(0.40 

0.50 

(0.59) 

0.75 

(0.44) 

0.65 

(0.49) 

0.57 

(0.60) 

0.24 

(0.44) 

膿瘍（大） 0 0 0 0 0.21 

(0.41) 

0 0 0 

膿瘍（中） 0.04 

(0.20) 

0 0 0.08 

(0.28) 

0.42 

(0.58) 

0.10 

(0.31) 

0.29 

(0.46) 

0.24 

(0.44) 

膿瘍（小） 0.33 

(0.56) 

0.29 

(0.64) 

0.19 

(0.40) 

0.54 

(1.06) 

0.58 

(0.65) 

0.50 

(0.69) 

0.67 

(1.06) 

0.48 

(0.60) 

膿瘍（合計） 0.38 

(0.63) 

0.29 

(0.64) 

0.19 

(0.40) 

0.58 

(0.58) 

1.38 

(0.77) 

0.62 

(0.86) 

0.95 

(1.24) 

1.00 

(1.04) 

胆管拡張 0 0.14 

(0.36) 

0 0 0.46 

(0.51) 

0.15 

(0.37) 

0.10 

(0.30) 

0 

胆管増生 0.08 

(0.28) 

0 0 0.04 

(0.20) 

0 0 0 0 

データは各グループの平均値（標準偏差）。スコアは 1: 軽度、2: 中程度、3: 重度として記

載。 
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2. 3. 4  細胞増殖マーカー陽性細胞数の変化 

 1,2-DCP を５週間投与した後の肝臓での細胞増殖に関する変化について、BrdU

を取り込んだ細胞または Ki67 を発現する細胞を免疫組織化学による標識し、陽性の細胞核

を数えて評価した。BrdU は細胞周期の S 期に取り込まれるため、解剖の前に腹腔内投与

を行うことで DNA 複製中の細胞を標識できる。Ki67 は細胞増殖期の休止期である G0 期

を除く細胞に発現し、今回はこの２つの細胞増殖マーカーを選択した。 

 Wild-type、または Nrf2−/−マウスそれぞれにおいて増殖マーカー陽性細胞数に対

する 1,2-DCP 投与量の影響を ANOVA およびダネットの多重比較検定により各群の平均

を比較した。BrdU 陽性肝細胞は Nrf2−/− マウスの 167 mg/kg 投与群においてコントロール

群と比べて有意に上昇していたが、wild-type では有意な変化は観察されなかった (Figure 

2A, C)。Ki67 陽性肝細胞は wild-type、Nrf2−/−共に 167 mg/kg 投与群において有意に上昇

していたが、250 mg/kg においては有意な変化とはならなかった（図 2-2 B 及び D）。BrdU

陽性胆管細胞は、Nrf2−/−の 167 mg/kg 投与群のみでコントロール群と比べて有意な変化が

みられた（図 2-3 A 及び C）。Ki67 陽性胆管細胞は wild-type の 250 mg/kg 投与群のみでコ

ントロール群と比べて有意な変化がみられた（図 2-3 B 及び D）。  

 単回帰分析の結果では wild-type においては４つの指標（BrdU 陽性または Ki67

陽性の肝細胞または胆管細胞）ともに 1,2-DCP 投与量が有意な正の影響を与えていたが、

Nrf2−/−マウスでは BrdU 陽性の肝細胞のみが 1,2-DCP の有意な正の影響を与えていた（表

2-6）。 
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図 2-2. 肝細胞における細胞増殖マーカー（BrdU、Ki67）に対する免疫組織化学染色 

A, B. BrdU、Ki67 に対する免疫組織化学をおこなった肝切片の光学顕微鏡像。陽性核は

3,3’-ジアミノベンジジンによる茶色、核対比染色はヘマトキシリンによる青で染色。倍

率：×20 

C, D. 細胞増殖指標には BrdU、Ki67 陽性細胞肝細胞数を肝切片の面積（cm2）で除した値

を用いた。ドットは各マウスの数値を表す。横棒およびエラーバーはそれぞれ平均、標準

偏差を表す。 

*p<0.05 **p<0.01, ダネットの多重比較検定によりコントロールと比較。 
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図 2-3. 胆管細胞における細胞増殖マーカー（BrdU、Ki67）に対する免疫組織化学染色 

A, BrdU、Ki67 に対する免疫組織化学後の肝切片内胆管組織、光学顕微鏡像。陽性核は

3,3’-ジアミノベンジジンによる茶色、核対比染色はヘマトキシリンによる青で染色。倍

率：×60 

B, 細胞増殖指標には胆管細胞数における BrdU、Ki67 陽性細胞数の割合を用いた。ドット

は各マウスの数値を表す。横棒およびエラーバーはそれぞれ平均、標準偏差を表す。 

*p<0.05 **p<0.01, ダネットの多重比較検定によりコントロールと比較。 
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表 2-6. 免疫組織化学指標値に対する回帰分析の結果 

 

Genotype 

Simple regression 

Regression coefficient of 1,2-DCP 

 (p value) 

Hepatocytes BrdU Wild-type 

Nrf2−/− 

0.56 (p = 0.034) 

0.99 (p = 0.048) 

Ki67 Wild-type 

Nrf2−/− 

1.6 (p = 0.0074) 

1.2 (p = 0.24) 

TUNEL Wild-type 

Nrf2−/− 

0.028 (p = 0.83) 

−0.20 (p = 0.44) 

Cholangiocytes BrdU Wild-type 

Nrf2−/− 

0.0058 (p = 0.022) 

0.0053 (p = 0.052) 

Ki67 Wild-type 

Nrf2−/− 

0.0091 (p = 0.0017) 

0.0050 (p = 0.17) 

TUNEL Wild-type 

Nrf2−/− 

−0.0038 (p = 0.0048) 

−0.0015 (p = 0.13) 
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2. 3. 5  アポトーシス陽性細胞数の変化 

 1,2-DCP を 5 週間投与した後の肝臓でのアポトーシス陽性細胞数の変化は

TUNEL 法によって細胞死の過程の DNA 断片化末端を標識して陽性細胞数のカウントをお

こなった。一部の Nrf2−/−マウスにおいて著しいアポトーシス陽性細胞の増加がみられたが、

全体として 1,2-DCP 依存性の有意なアポトーシスの増加は観察されなかった。Wild-type

の胆管細胞ではアポトーシス陽性数に対する 1,2-DCP の有意な負の影響が観察され、ダネ

ットの多重比較検定においても 250 mg/kg 投与群はコントロール群に比べて有意に減少し

ていた。 

図 2-4. TUNEL 法を用いたアポトーシス陽性肝・胆管細胞の標識 

A, B. TUNEL 法による染色をおこなった肝切片（A）および肝内胆管（B）光学顕微鏡像。

陽性核は 3,3’-ジアミノベンジジンによる茶色、核対比染色はメチルグリーンにより緑に染

色。倍率：×20（A）、×60（B） 

C, D. アポトーシスの指標には陽性肝細胞数を肝切片の面積（cm2）で除した値（C）およ

び TUNEL 陽性胆管細胞の割合（D）を用いた。ドットは各マウスの数値を表す。横棒お

よびエラーバーはそれぞれ平均、標準偏差を表す。 

*p<0.05,ダネットの多重比較検定によりコントロールと比較。 
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2. 3. 6  肝におけるグルタチオン量、および関連遺伝子量の変化について 

 グルタチオンにはスルフヒドリル基を持ち活性酸素種や親電子性化学物質からの

防御に働く還元型と、電子供与に働いたことで二つのグルタチオンがジスルフィド結合で

つながった酸化型が存在する。還元型と酸化型を合わせたものを総グルタチオンとし、総

グルタチオンの量、還元型グルタチオン量をタンパク質量で補正した値、および還元型と

総グルタチオンの比をグラフに示した（図 2-5 A, B 及び C）。 

 250 mg/kg 投与群においては野生型、Nrf2−/−共にコントロール群と比べて総グル

タチオン量が有意に増加していた。酸化型グルタチオンに関しては Nrf2−/−マウスにおいて

増加傾向がみられたが ANOVA において有意な差は見られなかった。還元型と総グルタチ

オンの比に関しては 1,2-DCP 投与に依存した有意な変化は観察されなかった。 

グルタチオンの生成や維持に関与する酵素として、グルタミン酸システインリガ

ーゼの catalytic サブユニット（Gclc）および modifier サブユニット（Gclm）、グルタチオ

ン合成酵素（Gss）、グルタチオン還元酵素（Gsr）、シスチン・グルタミン酸トランスポー

ター（Slc7a11: xCT）の mRNA 発現量を RT-PCR 法により検討した（Fig 9B）。これら 5

種類の遺伝子発現は Nrf2 によって制御されているという報告がある (Chan et al., 2001; 

Rangasamy et al. 2004; Sasaki et al., 2002; Wild et al., 1999)。またグルタチオン抱合を促進

するグルタチオン S-トランスフェラーゼ（Gstm1, Gstp1, Gstt1）を制御する遺伝子の発現

に関しても同様に検討をおこなった（Figure 5D）。野生型マウスにおいてはグルタチオン

合成や還元型グルタチオンの維持に働く Gclc、Gclm、Gss、Gsr の 1,2-DCP 依存性の発現

上昇は観察されなかったが、Slc7a11 の発現量が 250 mg/kg 群において有意に増加してい

た。一方、Nrf2−/−マウスにおいては Gss および Gsr が 1,2-DCP 250 mg/kg 投与群におい

てコントロール群と比べて有意に上昇していた。転移酵素関連遺伝子（図 2-5 E）について

は Gstm1 については両遺伝子型において 1,2-DCP の投与依存的な発現増加がみられた。

また Gstp1 においては Nrf2−/−の 250 mg/kg 投与群において有意にコントロール群と比べ

て減少していた。Gstt1 については両遺伝子型ともに 1,2-DCP 投与による有意な変化は観

察されなかった。 

  



40 

 

 

 

図 2-5. 肝におけるグルタチオン量および関連遺伝子の発現 

A, B, C, 酵素リサイクリング法により肝臓におけるグルタチオン量を酸化型と還元型を合

わせた総グルタチオン（A）、酸化型（B）を定量し、タンパク質量で補正した。総グルタ

チオンに対する酸化型の比（C）も求めた。黒色：野生型、灰色：Nrf2−/− 

D, グルタチオン生成に関連する遺伝子（Gclm, Gclc, Gsr, Gss, Slc7a11）の相対的発現を

RT-PCR 法により定量した。 

E, グルタチオン転移酵素に関連する遺伝子（Gstm1, Gstt1, Gstp1）の相対的発現を RT-

PCR 法により定量した。 

棒グラフおよびエラーバーは平均±標準偏差を表す。 

*p<0.05 **p<0.01, ダネットの多重比較検定により遺伝子型ごとのコントロールと比較。 
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2. 3. 7 Nrf2 に依存しないグルタチオン合成関連遺伝子量の変化について 

前述のグルタチオン合成に関しては、主に Nrf2 によって制御されているが、そ

れだけではない部分もある。ATF4 という小胞体ストレスなどによって活性化する転写因

子によって制御されるメチレンテトラヒドロ葉酸デヒドロゲナーゼ 2（Mthfd2）、ホスホ

セリンアミノトランスフェラーゼ（Psat1）、シスタチオニンβシンターゼ（Cbs）、シスタ

チオニンγリアーゼ（Cth）、アラニン-セリン-システイントランスポーター２（Asct2）、

アスパラギンシンテターゼ（Asns）はグルタチオンの合成に間接的に働いている（Kasai 

et al., 2020）。これらの遺伝子発現について制御因子である ATF4 の遺伝子発現と共に検討

した（図 2-6）。 

Nrf2−/−マウスにおいては Mthfd2 の発現が 1,2-DCP 250 mg/kg 投与群において有

意に亢進していた。Psat1 の発現は、Nrf2−/−マウスだけでなく野生型マウスにおいても

250mg/kg 投与群において有意に亢進していた。 

 

 

 

図 2-6. 肝における Nrf2 非依存性グルタチオン合成関連遺伝子の発現 

グルタチオン生成に関連する遺伝子の中でも ATF4 に依存し、Nrf2 には依存しないと考え

られる遺伝子（Atf4, Mthfd2, Psat1, Cbs, Cth, Asct2, Asns）の相対的発現を RT-PCR 法に

より定量した。 

棒グラフおよびエラーバーは平均±標準偏差を表す。 

*p<0.05 **p<0.01, ダネットの多重比較検定により遺伝子型ごとのコントロールと比較。 
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2. 3. 8  肝における DNA 損傷マーカーの変化 

 肝臓における DNA 損傷の指標として、ヒストン H2AX のリン酸化（γ-H2AX）

を用いた。ウエスタンブロットにより肝サンプル中のタンパク発現を定量し、野生型マウ

スにおいては 167, 250 mg/kg 投与群においてはコントロール群と比べて有意にγ-H2AX が

誘導されていた（図 2-6 A 及び B）。Nrf2−/−マウスでは 1,2-DCP 投与依存性の有意な変化

は観察されなかった。免疫組織化学染色においても同様の傾向が観察できた（図 2-6 C）。

陽性細胞は主に肝細胞において確認され、胆管細胞においては 1,2-DCP 投与群も含めて陽

性反応を観察することは困難であった。 

 また H2AX のタンパクをコードする遺伝子や、H2AX のリン酸化にかかわるリン

酸化酵素である ATM、ATR や、DNA 損傷の際に細胞周期の停止や修復に関わる p53 の遺

伝子発現について RT-PCR によって確認した。今回の結果では、野生型、Nrf2−/−マウス共

に 1,2-DCP 依存性の有意な変化は観察できなかった。 
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図 2-7 DNA 損傷マーカーの肝臓における発現 

5 週間の曝露終了後の肝臓におけるγ-H2AX の発現をウエスタンブロットにより検出した。 

A. 野生型および Nrf2−/−マウスにおけるβ-Actin（45 kDa）およびγ-H2AX（15 kDa）の

発現。 

B. γ-H2AX の発現量はβ-Actin の発現量を用いて補正した。 

C. γ-H2AX に対する免疫組織化学をおこなった肝切片の光学顕微鏡像。陽性核は 3,3’-ジ

アミノベンジジンによる茶色、核対比染色はヘマトキシリンによる青で染色。 

D. DNA 損傷応答に関連する遺伝子（H2ax, Atm, Atr, p53）の相対的発現を RT-PCR 法に

より定量した。 

棒グラフおよびエラーバーは平均±標準偏差を表す。 

*p<0.05 **p<0.01, ダネットの多重比較検定により遺伝子型ごとのコントロールと比較。 
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2. 3. 9  肝臓における抗酸化、炎症シグナル、およびペントースリン酸回路、その他細胞増

殖・分化に関わる遺伝子発現変化 

 Wild-type マウス肝臓における Nrf2 の活性化を抗酸化応答配列（ARE）への結合

を利用した ELISA を用いて検出し、またリアルタイム PCR を用いた遺伝子発現定量によ

り、Nrf2 によって発現が制御されている抗酸化因子である NAD(P)H デヒドロゲナーゼ 

(キノン)1（Nqo1）、ヘムオキシゲナーゼ 1（Hmox1）、スーパーオキシドジスムターゼ

（Sod1）をコードする遺伝子の発現量変化を検討した（図 2-7 A 及び B）。Nrf2 自身の活

性化や遺伝子発現、及び抑制タンパク質である KEAP1 の遺伝子発現量は 1,2-DCP 投与に

よって変化していなかったものの、Nqo1 においては wild-type マウスにおいて 1,2-DCP 曝

露による有意な発現の増加がみられた。Hmox1、Sod1 については有意な変化は得られな

かった。 

細胞増殖や DNA 複製において必要な核酸の合成にかかわるペントースリン酸回

路にかかわる酵素をコードする遺伝子についても着目した。Nrf2 の制御を受けているペン

トースリン酸回路関連遺伝子（Mitsuishi et al., 2012）として、酸化的経路にかかわる酵素

であるグルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼ（G6PD、G6pdx）およびホスホグルコン酸

デヒドロゲナーゼ（Pgd）、非酸化的経路にかかわる酵素であるトランスケトラーゼ（Tkt）、

トランスアルドラーゼ 1（Taldo1）をコードする遺伝子を調べ、またホスホリボシル二リ

ン酸からプリンヌクレオチドの前駆体であるホスホリボシルアミンを生成する酵素である

アミドホスホリボシルトランスフェラーゼ（Ppat）をコードする遺伝子について検討した

（図 2-7 C）。今回グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼをコードする G6pdx は野生型マ

ウスにおいて 1,2-DCP 投与による有意な発現上昇がみられたが、Nrf2−/−マウスでは有意な

変化は観察されなかった。Pgd は Nrf2−/−マウスでのみ 1,2-DCP 投与により有意に増加し

ていた。Ppat はプリン生成においてペントースリン酸回路の下流に当たる酵素であるが今

回 1,2-DCP 投与による有意な影響は見られなかった。 

1,2-DCP 投与の結果としての炎症性反応については、NF-κB（Nfkb1）および

NF-κB の活性抑制に働く IκB（Inhibitor κB、IkB）の mRNA 発現、および炎症性サイ

トカインである TNF-α、IL-1β、IL-6 の mRNA 発現を検討した（図 2-7 D）。Nrf2 は炎

症応答にも抑制的に働くとされる。これは抗酸化経路の活性化を介した二次的な炎症抑制

以外に、炎症性サイトカインである IL-6 や、NF-κB のサブユニットである p65 の遺伝子

への結合を介した直接的な発現制御があるとされる（Bao et al. 2021; Kobayashi et al. 2016）。

今回の実験ではいずれの遺伝子に関しても 1,2-DCP 依存性の有意な変化は観察されなかっ

た。 

また細胞増殖マーカーである Ki67（Mki67）、PCNA（proliferating cell nuclear 

antigen, Pcna）や、細胞周期の調節を行い DNA 損傷修復応答にも関与する p53（Trp53）

（Lakin and Jackson, 1999）、細胞増殖を促進するインスリン様成長因子 1（Igf1）、また細

胞の分化を制御する Notch1 およびそのリガンドである Jag1 の遺伝子発現を検討した（図
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2-7 E）。Igf1、Notch1、Jag1 に関しては Nrf2 の制御下にあると報告されている（Kim et 

al., 2014; Malhotra et al., 2010; Wakabayashi et al., 2010）。細胞増殖に関連する遺伝子発現

は 1,2-DCP の投与により野生型と Nrf2−/−共に誘導されなかった。Notch1 に関しては

Nrf2−/−において 1,2-DCP の 250 mg/kg 投与群で有意に遺伝子発現が亢進していたが、Jag1

は 1,2-DCP 曝露依存性の変化は見られなかった。 
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図 2-8. 抗酸化、ペントースリン酸回路、炎症シグナル、その他細胞増殖・分化に関与する

遺伝子発現変化 

5 週間の曝露終了後の肝臓における Nrf2 活性化を ELISA 法、及び mRNA 発現量を RT-

PCR 法により定量した。 

A. ARE 配列への Nrf2 の結合を検出する ELISA における吸光度。 

B. 抗酸化関連遺伝子（Nrf2, Keap1, Nqo1, Ho-1, Sod1）の相対的発現量。 

C. ペントースリン酸回路に関わる遺伝子（G6pd, Pgd, Tkt, Taldo1, Ppat）の相対的発現

量。 

D. 炎症性反応にかかわる遺伝子（Nfkb1, IkB, Tnf, Il1b, Il6）の相対的発現量。 

E. 細胞増殖マーカー関連遺伝子（Mki67, Pcna, Igf1）および細胞分化に関連する遺伝子

（Notch1, Jag1）の相対的発現量。 

棒グラフおよびエラーバーは平均±標準偏差を表す。 

*p<0.05 **p<0.01, ダネットの多重比較検定により遺伝子型ごとのコントロールと比較。  
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2. 3. 10  肝臓におけるタンパク質発現量変化 

 肝臓における Nrf2 制御下タンパクとして、NQO1、HO-1、FTH1、GSTM1、

GSTP1、G6PD の発現をウエスタンブロット法により検討した。NQO1、GSTM1 のタン

パク発現は野生型の 1,2-DCP 投与群において有意に上昇していたが、Nrf2−/−マウスにお

いて誘導は抑制されており、これは mRNA レベルと同様の傾向であった。一方 HO-1 は

遺伝子発現レベルでは野生型、Nrf2−/−マウス共に 1,2-DCP 投与による誘導はかかってい

なかったが、タンパク発現においては野生型で投与による有意な増加が観察された。

GSTP1 は mRNA の結果と同様に Nrf2−/−マウスにおいて 1,2-DCP 250mg/kg 投与群にお

いてコントロールと比べ有意に発現が低くなっていた。G6PD は mRNA が野生型におい

て 1,2-DCP 投与により誘導されていたが、タンパクでは有意な変化は観察されなかった。 

鉄貯蔵タンパクであるフェリチン（Heavy chain、FTH1）の発現は過去の 1,2-

DCP 吸入曝露マウスの肝臓を用いたプロテオミクス解析の研究において曝露により上昇す

る因子として特定された（Zhang et al., 2020）。また FTH1 は Nrf2 によって発現が調節さ

れているという報告もある（Pietsch et al., 2003）。今回の研究でも発現を検討し、FTH1

は野生型マウスでは有意に上昇していたが、Nrf2−/−マウスではバラつきが大きかったた

め、上昇する傾向はあったものの投与による変化は統計学的有意ではなかった。 

 

図 2-9. Nrf2 関連タンパク発現変化 

5 週間の曝露終了後の肝臓におけるタンパク発現量をウエスタンブロット法により定量し

た。NQO1 (31kDa)、HO-1（32kDa）、FTH1（21kDa）、GSTM1（27kDa）、GSTP1

（23kDa）及び G6PD（59kDa）のバンド（A）及び各タンパク質の相対的発現量（B）。

β-actin をローディングコントロールとして補正している。 

棒グラフおよびエラーバーは平均±標準偏差を表す。 

*p<0.05 **p<0.01, ダネットの多重比較検定により遺伝子型ごとのコントロールと比較。 
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2. 4   考察 

2. 4. 1  実験に用いた 1,2-DCP 曝露濃度について 

 この研究では職業性胆管がん原因物質である 1,2-DCP への生体応答に対する Nrf2

の役割を検討した。５週間の投与において wild-type、Nrf2−/−マウス共に 1,2-DCP 投与に

よる死亡はみられず、肝臓における組織学的変化も遺伝子型間で大きな変化は見られなか

った。今回投与量を 83、167、250 mg/kg、および投与方法を強制経口投与に設定したこ

とはマウスを用いた 2 年間の 125 および 250 mg/kg の 1,2-DCP 強制経口投与によって肝

臓における腫瘍の増加が起こったという過去の報告（NTP, 1986）を参考にしている。今

回の 83~250 mg/kg の投与量は、過去に示された空気中の濃度より曝露量を推定する計算

方法（Lewis et al., 1990）を参考にすると 1 日 6 時間、週 5 日吸入させたとして、マウスに

おいては 70～210 ppm の濃度での曝露に該当することになる。実際に職業性胆管がんの発

生に関わったのは吸入による肺を通した曝露であると考えられるが、その曝露濃度は

100~670 ppm や最大 620 ppm であると推定されている（Kumagai et al., 2013; Yamada et 

al., 2014）。げっ歯類では体重に対する呼吸により取り込む空気量がヒトに比べて多いこと

も加味すると体内取り込み量という点で今回の濃度は胆管がん発症者が曝露していた濃度

と大きな乖離はないと考えられる。1,2-DCP をマウスやラットに 2 年間と長期にわたって

吸入曝露した試験では肝や胆管における発がん促進作用は確認されておらず、かわりにマ

ウスでは肺、ラットにおいては鼻腔における腫瘍が増加したと報告される（Matsumoto et 

al., 2013; Umeda et al., 2010）。同じハロゲン化炭化水素である 1,2-ジクロロエタンの吸入

曝露試験においても代謝経路を阻害する一部の実験系を除き肝腫瘍増加は報告されていな

いが、経口投与においては雄で肝腫瘍が増加している（Cheever et al., 1990; NTP, 1978b） 

 

2. 4. 2  実験に用いた強制経口投与法について 

強制経口投与による曝露の特徴として、投与後の局所的な濃度の急速な増加が起

こることがあり、過剰な反応性代謝物による細胞障害につながりやすい（Haseman, 1985; 

Monro, 1992）。そのような体内動態の特徴もハロゲン化炭化水素の経口投与試験と吸入曝

露試験の結果の違いに関与していると考えられる。またジクロロメタンのようなジハロゲ

ンメタンでは CYP による酸化的代謝がグルタチオン経路に比べ親和性が高いとされる

（Gargas et al., 1986）。そのため 1,2-DCP のような化合物のグルタチオン抱合による代謝

活性化説が正しいと仮定した場合、CYP 経路が飽和する条件でない限りグルタチオン抱合

の影響は観察されづらいと考えられる。経口投与では消化管より吸収され、門脈を通じて

肝臓に化学物質が流入するのに対し、吸入曝露では肝動脈を通じて肝臓に流入するという

点についても気を付けなければならない。しかしながら胆管がんの発生原因を検討すると

いう点で特に肝臓における 1,2-DCP の毒性発現を検討する必要があることを考えると、長

期投与で肝腫瘍の増加が報告されているマウスへの経口投与の形式をとったことは 1,2-

DCP による発がんメカニズムを検討するうえで意義があったと考える。 
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表 2-6. ハロゲン化炭化水素のげっ歯類肝臓への発がん性および投与形態比較 

 

 強制経口投与 吸入曝露 

 マウス ラット マウス ラット 

 投与量

(mg/kg) 
判定 

投与量

(mg/kg) 
判定 

投与量 

(ppm) 
判定 

投与量 

(ppm) 
判定 

1,2-ジクロロプロパ

ン 125,250 

♂ 

〇 
62, 125 ♂ 

× 
32 

~200 

♂ 

× 
80 

~500 

♂ 

× 
♀ 125,250 ♀ ♀ ♀ 

ジクロロメタン 

 

    2000 

~4000 

♂ 

〇 
1000 

~4000 

♂ 

× 
    ♀ ♀ 

1,2-ジブロモエタン 

 60, 120 

♂ 

×(M) 40, 80 

♂ ×(M) 
10~40 

♂ 

× 10~40 

♂ 

× 
♀ ♀ 〇 ♀ ♀ 

1,2-ジクロロエタン 

 

75,150 ♂ 〇 
50, 100 

♂ 

× 
  

50 

♂ 

※1 
125,250 ♀ × ♀   ♀ 

1,2,3-トリクロロプ

ロパン 6~60 

♂ 

〇 3~30 

♂ 

× 
    

♀ ♀     

Cheever et al., 1990; NTP, 1978ab, 1982, 1986, and 1993 を参照して記載。 

※１ジスルフィラムを併用した場合のみ、neoplastic nodule および cholangioma が曝露に

より発生（Cheever et al., 1990）。 

〇：肝腫瘍の発生が投与により有意に増加したと記載されているもの。 

×：肝腫瘍の有意な増加が認められないもの。 

×(M)：肝における腫瘍は認められるものの、多臓器からの転移 (Metastasis)と考えられる

もの。 

 

2. 4. 3  1,2-DCP 曝露がマウス肝における細胞増殖マーカー、アポトーシスに及ぼした影響 

細胞増殖の変化は BrdU の取り込みおよび Ki67 の核内発現を指標に検討した。今

回の実験では回帰分析による結果では野生型マウスにおいては BrdU および Ki67 陽性細胞

は肝細胞、胆管細胞のいずれも有意に 1,2-DCP 用量依存的に増加していたが、Nrf2−/−では

BrdU 陽性肝細胞のみ有意な相関がみられた。この原因として Nrf2−/−では 167 mg/kg 投与

群に比べると 250 mg/kg 投与群では増殖マーカーの増加が抑えられていたことが挙げられ

る。化学物質毒性において高用量では細胞死など有害な影響を与えるのに対して低用量で

は生理活性を刺激し場合によっては有益な影響を与えることをホルミシス（Hormesis）と

呼ぶ（Mattson, 2008）が、今回の実験においても似た影響として 250 mg/kg 投与において

は増殖促進的影響と同時に増殖に抑制的な影響も発生していたのかもしれない。回帰分析
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による検定結果では野生型において多くの項目で有意な相関がみられたが、一部の Nrf2−/−

マウスでは肝細胞における著しい細胞増殖マーカーの上昇がみられた。今回の実験におい

て Nrf2 の欠損が細胞増殖にとって著しく影響を与えているかを判定することは困難ではあ

ったが少なくとも 1,2-DCP がマウス肝にとって細胞増殖に促進的な影響を与えていること

はわかった。細胞増殖は化学物質発がんにおいて重要な要素の１つであり、発がん過程の

イニシエーションにおいて、DNA 付加体などは細胞増殖によって生まれた娘細胞において

DNA の変異として蓄積する。また増殖中の細胞は DNA 修復にかける時間が少なくなると

もいわれている（Oliveira et al., 2007）。mRNA レベルの変化の検討では、毒性病理におい

て細胞増殖の指標で汎用される Ki67 や PCNA をコードする遺伝子の発現は 1,2-DCP の投

与によって増加していなかった。他の研究データ（Orrù et al., 2018）より Ki67 の mRNA

発現量も組織における細胞増殖の程度を反映するものとは考えられたが、今回の 5 週間投

与の条件は、毒性に対する馴化が起こっているためか TUNEL 染色の結果を見てもわかる

ように細胞死はほとんど起こらない条件であり、細胞死を補うための著しい細胞増殖が促

されるような条件ではない。胆管細胞においても非投与と投与の間の細胞増殖マーカー陽

性細胞数の差はわずか数パーセント程度であり、そのため mRNA レベルでは変化が確認で

きなかったと考える。TUNEL 染色の結果においては、一匹の Nrf2−/−マウスで著しい数の

アポトーシス陽性細胞が観察されたが、wild-type マウス胆管細胞で有意に 1,2-DCP 投与

量依存的に減少していたことなど、全体的に見れば 1,2-DCP の投与はアポトーシスに対し

て抑制的に働いているのではないかと考えられた。アポトーシスは異常な細胞の除去機構

としてがんの発生にも抑制的に働き、抗アポトーシス作用は非遺伝毒性発がん物質の作用

としても考えられている（Lima and Van der Laan, 2000; Mally A and Chipan JK, 2002; 

Roberts et al., 1995）。今回の実験において観察された 1,2-DCP の持つ細胞増殖促進能およ

び抗アポトーシス作用は 1,2-DCP の腫瘍促進的作用を反映しているのではないかと考えて

いる。 

 

2. 4. 4  1,2-DCP 曝露がマウス肝内グルタチオン量に与えた影響 

 グルタチオンはハロゲン化炭化水素の解毒および代謝活性化においてよく議論の

的になる。代謝活性化に関して、1,2-ジブロモエタンや 1,2-ジクロロエタンのようなジハ

ロゲン化炭化水素ではグルタチオンが DNA への結合活性や細菌への変異原性を増強する

（Guengerich et al., 1980; Inskeep and Guengerich., 1984; Rannug et al., 1978 and 1979; 

Working et al., 1986）。そのメカニズムとして、グルタチオン抱合の結果エピスルホニウム

と呼ばれる不安定な三員環イオン構造を介する、タンパクや DNA への反応性増強が挙げ

られている(Guengerich, 2003; Anders, 2004)。1,2-DCP と同様に職業性胆管がんの原因に

挙げられたジクロロメタンについてもグルタチオン抱合が DNA への反応性を増強させる

という報告は多い（Akiba et al., 2017; Their et al., 1993）。今回、総グルタチオン濃度につ

いては wild-type と Nrf2−/−共に 1,2-DCP 投与により上昇する傾向があった。また ANOVA



51 

 

で有意な差はでなかったが酸化型グルタチオンについては Nrf2−/−で 1,2-DCP 曝露により

上昇する傾向がみられた。Nrf2 を欠損することで 1,2-DCP の投与により引き起こされる

酸化ストレスが数値として可視化された結果であると考えられる。Nrf2 はグルタチオン産

生に働く酵素を制御しているため（Chan et al., 2001; Rangasamy et al. 2004; Sasaki et al., 

2002; Wild et al., 1999）、Nrf2−/−においてはグルタチオンのアップレギュレーションは発生

することはないのではないかという予想にかかわらず、今回の実験においては総グルタチ

オン量の上昇が 1,2-DCP を投与した Nrf2−/−マウスにおいてみられた。また mRNA レベル

であるが、Nrf2−/−マウスではグルタチオン合成酵素（Gss）や ATF4 の下流遺伝子である

Psat や Mthfd2 が 1,2-DCP 投与により有意な発現上昇を引き起こしていた。PSAT はセリ

ンの合成に関わり、セリンはグルタチオン構成アミノ酸であるシステインへ変換される経

路もある。MTHFD2 は葉酸サイクルを促進し、グルタチオンの構成アミノ酸であるグリ

シンの供給に間接的に貢献する。この他にもグルタチオン合成は Nrf2 だけでなく NF-κB

などの因子のかかわりも報告されている（Meng et al., 2010）。今回 1,2-DCP 投与の結果と

して Nrf2 以外の因子を介した合成促進も発生し、肝内グルタチオン量の増加が起こったと

考えられる。今回野生型マウスでは Gclm や Gclc などの遺伝子発現には変動は見られなか

ったものの、細胞外のシスチンをグルタミン酸と交換に取り込むトランスポーターである

xCT をコードする遺伝子の発現が野生型マウスにおいて増加していたことは 1,2-DCP 投与

によるグルタチオン誘導の原因の１つと考えられる。xCT は Nrf2 により制御を受け、が

ん細胞においても抗酸化ストレスからの防御機構に役割を持っているとされ、特にがん幹

細胞マーカーである CD44v による xCT の安定化機構が議論されている（Ishimoto et al., 

2011; Thanee et al., 2016）。Nrf2−/−マウスでは 1,2-DCP 投与による xCT 発現上昇は抑えら

れており、野生型と Nrf2−/−の間におけるグルタチオン産生機構は遺伝子レベルでは反応性

に異なる部分が存在していた。いずれにせよ細胞内でのグルタチオンの増加は必然的に細

胞内ストレスの減少やアポトーシスの減少とも結びつけられ、このような 1,2-DCP 投与に

対する適応反応ががん細胞の発生や生存にとって都合のよい環境を生み出しているのでは

ないかと推測される。 

 

2. 4. 5  1,2-DCP 曝露がマウス肝内グルタチオン-S-トランスフェラーゼ発現に与えた影響 

 グルタチオン転移酵素に関しては、今回 GSTM1, GSTP1, GSTT1 の発現量につ

いて検討した。GSTM1 は Nrf2 による制御を受けているもの（Chanas et al., 2002; Chang 

et al., 2012）として選定した。今回の結果では GSTM１は野生型マウスにおいて遺伝子発

現、タンパク量共に 1,2-DCP 投与による誘導がかかっていたが、Nrf2 欠損では誘導は抑

制されていた。1,2-DCP をマウスに吸入曝露したプロテオミクス解析の結果からも

GSTM1 タンパク量の上昇が確認されており（Zhang et al., 2020）、GSTM1 は経口、吸入

の投与経路に関わらず 1,2-DCP に対する防御反応に関与していることが示唆される。 

GSTT1はヒトの肝臓において胆管細胞の核に特に強く分布し、マウスでは中心静
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脈域の肝細胞の核において特に分布していることが免疫組織化学染色による検討から報告

され、さらにジクロロメタンの抱合にも関与している（Sherratt et al., 2002）。そのため

GSTT1 は職業性胆管がんの研究においても度々調査の標的とされている。しかしながら

1,2-DCP を用いた細菌への変異原性試験において DCM と比べ GSTT1 依存性の変異増強

が起こらないこと（Akiba et al, 2017）や、1,2-DCP とグルタチオンの抱合反応に関しても

GSTT1 はほとんど増強しなかったことも報告されている（Toyoda et al, 2017）。今回の結

果では GSTT1 の遺伝子発現は 1,2-DCP 投与によって有意に変動していなかった。 

GSTP1 はマウスでは胆管細胞に比べて肝細胞において強く発現するが、ヒトでは

肝細胞よりも胆管細胞やクッパー細胞に局在してみられるという免疫組織化学を用いた報

告があり（Vaughn et al., 2011）、GSTT1 と同様にげっ歯類とヒトとの発がん性の種差にか

かわるのではないかと考え今回調査した。また GSTP1 はラットにおける肝臓前がん病変

に強く発現するマーカー（Tatematsu et al., 1987）として化学物質の発がん性研究に汎用

されている。今回 GSTP1 は遺伝子発現量、タンパク量共に Nrf2−/−マウスの肝では 1,2-

DCP 250mg/kg 投与によって有意に減少しており、野生型マウスでも遺伝子発現レベルで

は抑制されている傾向が見られた。GSTP1 はマウスの肝細胞において発現するタンパク質

の中でも特に量的に多いタンパク質の１つとされ（Azimifar et al., 2014）、今回マウス肝臓

中の GSTP1 をウエスタンブロットで検出する際も少ない照射時間で強いバンドが観察さ

れたことから実際に量は多いタンパクなのではないかと伺える。そのため GSTP1 の発現

減少は肝細胞の生体異物への抵抗性に大きく影響を与えるのではないかと考えられる。例

えば、肝臓の障害につながる内因性の因子として腸内細菌の影響を受け生成される二次胆

汁酸があるが、GSTP1 は大腸の前がん病変につながりうる異常陰窩巣を二次胆汁酸刺激に

よる細胞死から保護する働きがあるとされる（Nobuoka et al., 2004）。職業性胆管がんでは

1,2-DCP など有機溶剤への曝露が疑われる期間が終わってから 9 年後や 18 年後、22 年後

などにがんを診断された患者もおり（Kinoshita et al., 2019; Kubo et al., 2014; Ogawa et al., 

2020）、有機溶剤曝露だけでは完結しない何か別の因子もがんの発症に関与したことが推

定される。そのため GSTP1 など生体防御因子の攪乱や、胆汁酸など内因性のプロモータ

ー刺激を介した 2 次的な肝や胆道の障害機構についての検討もがん発症機序について新た

な知見をもたらす可能性がある。 

 

2. 4. 6  1,2-DCP 曝露がマウス肝内γ-H2AX 発現に与えた影響 

 今回発がん物質の遺伝毒性を検討するうえで重要である DNA 損傷の指標として

はγ-H2AX を用いた。この指標は職業性胆管がんの病理組織を用いた免疫組織化学におい

て、浸潤がんだけでなく前がん病変である BilIN や IPNB からも高度に検出されている

（Sato et al., 2014; Kinoshita et al., 2016 and 2019）。今回ウエスタンブロットの結果が示す

ようにγ-H2AX の発現は野生型マウスにおいて 1,2-DCP の投与依存的に増加しており、

1,2-DCP がもつ遺伝毒性の存在、およびそれが引き起こす肝臓における腫瘍発生の初期段
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階の変化を示しているのではないかと考えられる。一方 Nrf2−/−マウスにおいてはγ-H2AX

の 1,2-DCP 投与による有意な上昇は見られなかった。実験計画を立てた当初では、（１）

ジハロゲン化炭化水素のグルタチオン抱合による代謝活性化説が正しいとすると、Nrf2 の

欠損により DNA 損傷性は減少する、ただし、（２）酸化ストレスを介した DNA 損傷性を

考える場合、これは Nrf2 の欠損により増強されるという 2 種類の影響を考えていた。しか

しながら、グルタチオン定量の結果では、野生型では酸化型グルタチオンの量は増加して

おらず、5 週間の反復投与の実験条件において 1,2-DCP は酸化ストレスを強くは誘導しな

いのではないかと考えられた。今回 Nrf2 により制御される NQO1 や HO-1、G6PD、

GSTM1, xCT の遺伝子発現またはタンパク発現が野生型で有意に誘導されており、1,2-

DCP の Nrf2 を介した抗酸化因子増強によって酸化ストレスが抑え込まれた可能性もある。

そのため今回 1,2-DCP の投与で増加した DNA 損傷マーカーは酸化ストレスよりも別の代

謝活性化物などの影響によるものではないかと考える。しかしながら、グルタチオンの量

は Nrf2−/−マウスにおいても投与により野生型と同程度に増加していたという今回の実験結

果及び、1,2-DCP に対するグルタチオンの抱合は GST の活性なしにも起こりうるという

報告（Toyoda et al, 2017）を考慮すると、今回 Nrf2−/−マウスにおいて DNA 損傷が発生起

こっていないと考えた場合グルタチオン抱合活性化説を強調することはできない。 

 近年では Nrf2 が相同組換修復などの DNA 修復因子の制御をおこなうという報告

が散見されるため（Jayakumar et al., 2015; Khalil and Deeni, 2015; Kim et al., 2012; Sun et 

al., 2020）、このような Nrf2 の DNA 修復系への影響もγ-H2AX の結果の解釈には必要と

なる。他にも、慢性的な酸化ストレスによって H2AX 自身が分解されることによって

H2AXのリン酸化およびDNA修復も同時に低下しうるとされている（Gruosso et al., 2016）。

ただし Nrf2−/−マウスにおいて酸化ストレスが亢進し、H2AX の分解を介してγ-H2AX の

発現低下が起こっていたと考える場合、1,2-DCP 投与は DNA 損傷の蓄積に伴うアポトー

シスを誘発すると考えられる一方、TUNEL の結果ではアポトーシス陽性細胞の増加は

Nrf2−/−マウスにおいて明確ではなかった。 

 

2. 4. 7  1,2-DCP 曝露がマウス肝内ペントースリン酸回路関連遺伝子に与えた影響 

 今回細胞増殖および DNA 複製の際の核酸の供給に関与するペントースリン酸回

路（Horecker, 2002; Kowalik et al., 2017; Stincone et al., 2015）についても mRNA 量から

1,2-DCP の投与がもたらす影響を検討した。今回調べた遺伝子である G6pdx、Pgd、Tkt、

Taldo1、Ppat に関しては Nrf2 の制御を受けているとされる（Mitsuishi et al., 2012）。ペン

トースリン酸回路の酸化的反応にかかわり、律速酵素でもある G6PD の mRNA 量は野生

型で 1,2-DCP 投与依存性の発現上昇がみられ、同じく酸化的反応にかかわる Pgd の mRNA

発現量は Nrf2−/−マウスにおいて有意な上昇が観察された。G6PD と Pgd に関しては

NADPH の産生にもかかわるためグルタチオンの還元状態の維持にも働く（Bolaños and 

Almeida, 2010）。今回は酵素活性に関しては検討していないものの、1,2-DCP の投与が引



54 

 

きおこすこれら遺伝子発現の上昇は、細胞増殖や、DNA 損傷誘導、及び酸化還元状態の維

持と協調する生体応答であると考えられる。今回のリアルタイム PCR の結果では特に

Ppat では解剖の時間帯が遅くなるほど mRNA の発現量が多くなるという傾向が観察され

た。リアルタイム PCR のサンプルを入手した個体においては解剖時間が最大で９時間ほど

すれる場合もあったため、解剖に要した時間もデータの正確性に影響を与えてしまってい

たと考えられ、今後の実験を計画するうえでの課題である。 

 

2. 4. 8  今回の実験系における問題点、課題 

この実験では Nrf2 をノックアウトした C57BL/6J マウスを用いたが、このノック

アウトマウスの表現型として注意しなければならないことがある。それは先天的な奇形と

して、Intrahepatic Shunt と記される血管のシャントが 3 分の 2 ほどの Nrf2 ノックアウト

マウスに形成されるということである（Skoko et al., 2014）。この先天的血管の異常は、門

脈から肝臓ではなく直接下大静脈へつながる経路をもたらし、肝臓における門脈血と肝動

脈血のバランスが変化することにより肝内における低酸素状態の減少が起こること、中心

静脈域に存在する CYP2E1 の分布がシャントのあるマウスでは狭まることなどが報告され

ている。最も重要であるのは毒性物質に対する肝臓の感受性も血流の異常により変化する

ということであり、Skoko らの論文においてはアセトアミノフェンの肝毒性がシャント形

成を伴う Nrf2 ノックアウトマウスでは弱まるとされている。ICR マウスの Nrf2 ノックア

ウトにおいては Skoko らが検討した 8 匹においてはそのようなシャントは認められないと

いうことであるが、C57BL/6J マウスでは野生型においても 6％（2/34 匹）の頻度でシャ

ントが認められたと報告される。別の報告（Cudalbu et al., 2013）では C57BL/6J マウス

において野生型、遺伝子改変型関係なしに脳内グルタミン濃度の上昇や myo-イノシトール

の減少といった異常がしばしば観察されることを発端として研究が行われ、そのような神

経伝達物質の異常が門脈体循環シャント（当該論文では portosystemic shunting と表記）

に由来するとされた。Cudalbu らの報告では 25%ものマウスにそのような異常が観察され

ており、近親交配を原因としている。経口投与の方法は吸入曝露や腹腔内投与に比べても

肝毒性の評価においてこの血管奇形の影響を受けやすいと考えられるため、今回の 1,2-

DCP を経口投与した Nrf2−/−マウスにおける結果の解釈には注意が必要である。 
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2. 5    小括 

 今回の研究から５週間の 1,2-DCP 経口投与がマウス肝臓における（１）細胞増

殖、（２）DNA 損傷マーカーの上昇、（３）グルタチオン量の上昇、および（３）Nrf2 制

御下の遺伝子発現の上昇を引き起こすことがわかった。NTP により実施された２年間の経

口投与実験では肝腫瘍の増加が引き起こされることと合わせて、今回確認されたこれら生

体応答が 1,2-DCP の発がんのメカニズムの一端を担っているのではないかと推測される。

またグルタチオン合成や抱合促進酵素の制御をつかさどる Nrf2 を欠損しているマウスで

は DNA 損傷マーカーの蓄積が抑えられていたことから、ジハロゲン化炭化水素の代謝活

性化メカニズムであるグルタチオン抱合の 1,2-DCP 誘導性 DNA 損傷への関与も推測され

るが、今回の実験では突き詰められていないため、更なる研究で詳細なメカニズムを明ら

かにする必要がある。 

野生型マウスにおけるグルタチオン量の増加は酸化型グルタチオンの増加を伴っ

ておらず、Nrf2 関連遺伝子の上昇と合わせて肝臓における酸化ストレスは逆に抑えされる

方向に働いているのではないかとも解釈できる。酸化ストレスは DNA 損傷能もあること

から発がんに促進的に働くとされる一方、がん細胞を殺傷する作用もあるため、このよう

な酸化ストレスを抑えることがかえって腫瘍の成長を促進するという逆説的な研究結果も

動物モデル（Harris et al., 2015; Sayin et al., 2014; Zou et al., 2021）や臨床試験の結果

（Klein et al., 2011; Nouraie et al., 2005; Zhao and Jin, 2022）に散見される。このような酸

化ストレス抑制反応と DNA 損傷マーカーの併発的な増加が発がん性評価のカギとなる可

能性もある。 

今回野生型マウスにおける NQO1、HO-1、xCT、GSTM1、G6PD の遺伝子ま

たはタンパク発現の上昇は Nrf2 ノックアウトにおいて抑えられており、1,2-DCP が Nrf2

経路を活性化していることが示唆される。ただし Nrf2 の活性上昇を ELISA 法で調べた際

にコントロールと曝露群で変化は見られなかった。この理由として 1,2-DCP 曝露による

Nrf2 の核内移行、活性化が一過性であり、最終投与から解剖の間に核内での Nrf2 転写制

御活性が消失したということがあるのではないかと考えている。いずれにせよ 1,2-DCP 曝

露が Nrf2 経路を活性化することを示唆する報告は私の知る限りこれが初めてである。

Nrf2 に関しても、正の側面である抗酸化応答による生体防御とは別に、がんにおいて過剰

発現し抗がん治療の妨げになるなど負の側面も存在する。職業性胆管がんの治療や発症機

構においても Nrf2 をターゲットにした研究が展開されることを期する。 
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総括 

第 1 章ではヒト胆管細胞およびマクロファージを用いて 1,2-DCP の毒性を検討し

た。細胞実験は、1 種類の細胞を用いて化学物質を処置した際の反応を観察することが多

いが、実際の生体においては、多種の細胞の集団として毒物への反応性を含むシステムが

構築されている。今回の実験では MMNK-1 細胞のみの培養下で 1,2-DCP を処置した場合

では AID 遺伝子の発現上昇は観察できなかったにも関わらず、THP-1 由来マクロファー

ジ細胞と共培養した場合では変化が見られた。発がん過程における炎症応答はそれ自体が

遺伝子編集酵素の発現を促すと考えられ、AID など内因性遺伝子編集酵素がもたらす影響

や炎症性反応の寄与に注意することでより適切な化学物質が有する発がん性のアセスメン

トが可能になるのではないかと考えられる。 

第 2 章においては、Nrf2 ノックアウトマウスを用いて、1,2-DCP の経口投与が引

き起こす肝臓への毒性評価をおこなった。今回は 5 週間の投与であるが、NTP の 2 年間の

長期にわたる 1,2-DCP 投与実験における肝腫瘍発生の報告と合わせて、今回得られた知見

は 1,2-DCP 曝露によってマウスの肝腫瘍が形成されていく初期の段階の変化を明らかにす

るものである。1,2-DCP 投与による抗酸化遺伝子やタンパク発現の上昇は Nrf2 のノック

アウトによって抑制されたことから、1,2-DCP 曝露が Nrf2 を活性化することが示唆され

た。職業性胆管においても Nrf2 の過剰発現が起こっている可能性も今回の実験から仮説と

して生じるのではないかと考えられ、Nrf2 に関与する新たな職業性胆管がんの治療戦略な

どのヒントになることを期待する。 

2023 年現在、化学物質規制に関する労働安全衛生法の大規模な法制改革が進めら

れている。ある程度の危険性が確認される化学物質に関してはすべて取り扱う企業が自律

的に曝露による危害のリスク管理を行わなければならない。これは、有害性の確認により

規制が厳しくなった化合物を企業が使用することを忌避し、その代替としてリスクの不明

瞭な化合物を使用することで新たに労働災害が発生するといういたちごっこを打破するた

めの施策である。企業の化学物質危険性のアセスメントが適正に行われるためにも有害性

を評価する実験系の発展が社会にとって重要になってくる。もともと 1,2-DCP は IARC の

発がん性分類ではグループ 3 とされていることなど発がん性の根拠が薄いとされたために、

産業における使用が漫然と行われ、職業性胆管がんの発生を引き起こしてしまったという

側面もあると考えられる。今後毒性評価技術を発展させていくことで、さらなる産業曝露

被害の抑制を図っていかなければならない。 
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