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主任研究者 土田　成紀

所属機関 弘前大学

研究成果の
概要

 グルタチオンS-トランスフェラーゼ（GST） M1遺伝子がNC型であるラットのペル
オキシソーム増殖剤（PP）に対する低感受性は、PP活性化受容体（PPAR）αの
内因性リガンド（hydroxyepoxyeicosa-trienoic acid, HEETなど）の産生低下によ
ること、ヒト肝でもHEETの産生系は低下、分解系は増加し、その低感受性がNC
型ラットと類似すること、NC型ラットが、ヒト肝でのPPのリスクを評価するモデル
となることを明らかにした。高感受性のKS型のラット肝では、肝前がん病変の出
現に先行して、ペルオキシソームのニ頭酵素（BE）の強い誘導が起きること、こ
の誘導は、ヒストンアセチル化などエピジェネテイックな機構によること、PPによ
るラット肝発がん過程はBE陰性化とGST-A4発現との２段階に分けられることを
明らかにした。これらの結果から、NC型ラットではBEの誘導が低く、前がん病変
ができる前の状態にとどまっていると考えられた。

評価所見

　実験そのものは良く行われたと考えるが、本来、リスク評価に活用することが
目的の研究であり、KCとNC型ラットにペルオキシソーム増殖剤であるクロフィブ
レートを投与した場合、肝毒性や発がん性を指標としたNOAELがどの程度異な
るかを比較する等の研究が必要であった。また、NCラットがペルオキシソーム増
殖剤のヒトに対する評価モデルとなり得ることが示されたとされているが、評価
モデルとして活用可能になるまでには、かなりの時間を要すると考えられる。

評価結果 目標の達成は不十分であった。
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研究成果報告書（研究要旨） 

研究課題名 

遺伝子多型ラットを用いたペルオキシソーム増殖剤のヒト発がんリ

スクの評価法の開発 

 

主任研究者名 
所属：弘前大学大学院医学研究科 

氏名：土田 成紀 (研究課題番号：０７０１) 

 

 

ペルオキシソ−ム増殖剤（PP）は長期投与によりラットやマウスに肝がんを誘発するのに対し、ヒトで

は発がん性は低いと考えられ、動物の種により発がん感受性が異なる。SD ラットのグルタチオン S-ト
ランスフェラーゼ(GST)-M1 遺伝子に KS 型と NC 型の２つの多型が存在する。KS 型ラットは４週間の

PP 投与で肝にニ頭酵素（BE）が強く誘導され、６週間以上の投与で BE 陰性巣（肝前がん病変）が出

現するのに対し、NC 型ラットでは BE の誘導は弱く、陰性巣は出現しない。NC 型ラットの低感受性の

機序を明らかにし、ヒト肝でも同様の機序で低感受性であることから、同ラットがヒト肝での PP のリ

スクを評価するモデルとなることを明らかにした。一方、PP による KS 型ラット肝発がん過程は BE
陰性化と GST-A4 発現との２段階で進み、GST-A4 陽性の病変は、遺伝毒性物質による GST-P 陰性病

変と性質が類似することを明らかにした。 
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研究成果報告書（本体） 
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主任研究者名 
所属：弘前大学大学院医学研究科 

氏名：土田 成紀(研究課題番号：０７０１) 

 

1. 研究の概要 

 

目的、必要性 
 ペルオキシソ−ム増殖剤（PP）には、高脂血症の治療薬や食品包装用プラスチックの可塑剤など食品

に混入する危険のある広汎な物質が含まれる。PP は長期投与によりラットやマウスに肝がんを誘発する

のに対し、ヒトでは発がん性は低いと考えられ、動物の種により発がん感受性が異なる。このため実験

動物の結果をヒトへ外挿できないという問題がある。 
 SD ラットの GST-M1 遺伝子に KS 型と NC 型の２つの多型が存在する。KS 型ラットは４週間の PP
投与で肝に BE が強く誘導され、６週間以上の投与で多数の BE 陰性巣（肝前がん病変）が出現するの

に対し、NC 型ラットでは BE の誘導は弱く、６-６０週間投与しても陰性巣はほとんど出現しない。NC
型ラットのペルオキシソ−ム増殖剤（PP）に対する低感受性はヒトに類似し、ヒトのモデルになると期

待される。 
成果 
 NC 型ラット、KS 型ラット、ヒト肝、ヒト肝細胞、ヒト星細胞での成果と、相互の関係を図にまと

めて示した。 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 本研究は、NC 型ラットの低感受性が、ペルオキシソ−ム増殖剤活性化受容体（PPAR）αの内因性リ

ガンド（hydroxyepoxyeicosatrienoic acid, HEET など）の産生低下により、外来性の PP に低反応に

なることを明らかにした。この低下により、PPARαの内因性の標的遺伝子（ミトコンドリアの脂肪酸β-
酸化酵素など）の発現は低下した。また、ヒト肝でも HEET の産生系は低下、分解系は増加し、NC 型
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ラット肝と類似し、ミトコンドリアの脂肪酸β-酸化酵素遺伝子の発現レベルも同ラット肝に近いことを

明らかにした。さらに培養ヒト肝細胞や星細胞を使い、ヒト遺伝子の PP に対する低反応性を確認した。

これらの結果から、NC 型ラットは、ヒト肝での PP のリスクを評価するモデルとなることを明らかに

した。 
 KS 型ラット肝を利用し、クロフィブレート（CF）によるラット肝発がん過程を解析し、肝前がん病

変の出現に先行して、ペルオキシソームのニ頭酵素（BE）の強い誘導が起きること、この誘導は、BE
遺伝子のプロモーターへの PPARα、steroid receptor coactivator-3、BE などの結合によるヒストンア

セチル化によることを明らかにした。KS 型では CF 投与８週間から BE 陰性巣が出現し、CF 投与１５

週間から BE 陰性巣の 33%は glutathione S-transferase (GST)-A4 陽性、nuclear factor-erythroid 2-related 
factor (Nrf) 2 陽性を示すように変化し、投与６０週間には BE 陰性巣の 80%が陽性になった。 
 NC 型ラットでは CF 投与による BE 誘導が弱く、BE 陰性巣は出現せず、GST-A4 陽性病変もなかっ

た。 
 遺伝毒性発がん物質の投与により、ラット肝に GST-P 陽性と陰性の前がん病変が誘発されること、

GST-P 陰性病変の 70%で GST-A4 と Nrf2 が陽性となることを明らかにした。これらの結果から、CF
による KS 型ラット肝発がん過程は BE 陰性化と GST-A4 発現との２段階に分けられること、GST-A4
陽性の病変は、遺伝毒性物質による GST-P 陰性病変と性質が類似することを明らかにした。 
 これまで、PP と遺伝毒性物質によるラット肝発がん過程は異なると考えられていたが、CF 投与１５

週以降の時点では共通点があることを明らかにした。ラットを用いた化学物質の発がん性試験では、こ

れまで GST-P 陽性の病変が注目されていたが、GST-P 陰性の病変も存在することを明らかにした。 
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２．研究の成果 

（１）研究の成果と概要 

１）平成１９年度研究成果の概要 

 

 GST 遺伝子多型ラットでの PP に対する肝発がん感受性の差異に係わる要因の解析 
①目的 
 SD ラットの GST-M1 遺伝子に KS 型 と NC 型の２つの多型が存在する。KS 型ラットは４週間の PP
投与で肝に BE が強く誘導され、６週間以上の投与で多数の BE 陰性巣（肝前がん病変）が出現するの

に対し、NC 型ラットでは BE の誘導は弱く、６-６０週間投与しても陰性巣はほとんど出現しない。NC
型ラットのペルオキシソ−ム増殖剤（PP）に対する低感受性はヒトに類似し、ヒトのモデルになると期

待される。KS 型と NC 型ラットのクロフィブレート（CF）に対する感受性の差異に係わる要因を解明

する。 

②方法と③成果 

 PPとしてCFを４週間投与したKS型とNC型ラット肝と投与していないコントロール肝の抽出液を用

いて 
イ）BE遺伝子の発現に係わるPPARα、その補助因子（steroid receptor coactivator (SRC)-１、２、３、PPAR 
binding protein (PBP)などの発現をウエスタンブロットで検討した。CF投与に伴いPPARαは２—３倍に増

加したが、KS型とNC型で差を認めなかった。SRC-3はCF投与による変動を認めなかったが、KS型でNC
型の３倍高い値を示した。SRC-1、２、PBPは、両ラットで検出されなかった。 
ロ）PPARαを固定化したカラムに、上記の４種類の核抽出液をかけ、吸着するタンパク質をSDS電気泳

動とウエスタンブロットにより分析した。CF投与のKS型肝では、BE、チオラーゼ（TH）、SRC- 3の結

合を認めた。NC型ラット肝とコントロールのKS型肝では、これらの結合を認めなかった。 
ハ）CF投与のKS型肝では、ウエスタンブロットによりヒストンH3のアセチル化（Lys 9 or 14 残基）を

認めたが、NC型肝やコントロールのKS型肝では認めなかった。 
 これらの結果から、PPに高感受性のKS型ラットでは、肝発がん過程の初期に起こるBEの強い誘導に

ヒストンのアセチル化亢進などエピジェネテイックな機構が関与することが示唆された。一方、NC型で

は、PPARα量には差を認めなかったが、SRC-3は低く、BEやTHはPPARαに結合せず、ヒストンのアセ

チル化が低いことが判明した。 
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２）平成２０年度研究成果の概要 

 

１ GST遺伝子多型ラットでのPPによる非実質細胞の活性化の差異 
①目的 
遺伝毒性発がん物質によるラット肝発がん過程では肝細胞だけでなく、Kupffer細胞などの非実質細胞

の関与が示唆されている。遺伝子多型ラットでのCFによる肝前がん病変出現の差異に、非実質細胞が関

与するか、非実質細胞のCFに対する反応性が異なるか検討する。 
②方法と③成果 
 KS型とNC型ラット肝の間で、CF８週間投与に伴うKupffer 細胞、星細胞、血管内皮細胞の数の変化

を免疫組織化学的に検討した。Kupffer 細胞はCD68を、星細胞は平滑筋α-actin (α-SMA)とcellular  
retinol binding protein（CRBP）1を、内皮細胞はCD34をマーカーとして検出した。Kupffer細胞はCF投
与によりKS型とNC型ともに、約30%減少した。星細胞はKS型で著しく減少した。 
 KS型とNC型ラットの間で、マイクロアレイを用いて遺伝子発現を解析した。α-SMAは、KS型ラット

でCF投与により増加し、免疫組織化学の結果と異なっていたが、この分子は平滑筋にも発現するため、

アレイは、それを反映している可能性が考えられる。内皮細胞のマーカーCD34はCF投与によりKS型と

NC型ともに減少した。 
 さらに、CF投与によりKS型ではBE陰性巣が出現し、同病巣ではGST A4とnuclear factor-erythroid 2- 
related factor (Nrf) 2が発現することを明らかにした。遺伝子毒性発がん剤によるラット肝発がん過程で

はGST-P陽性の病変の他に、GST-P陰性の病変も出現する。GST-P陰性の病変では、GST A4とNrf2が発

現することを見い出した。 
２ ヒトGST遺伝子多型と肝での２頭酵素とPPARα発現の関連の解析 
 
①目的 
 ヒト肝でGST遺伝子多型とペルオキシソーム酵素遺伝子発現の関係を検討した。肝疾患患者の肝組織

20例についてGST-M1遺伝子型（欠損（Null）型、M1A型（K型）、M1B（N型）の３種類）を調べ、そ

れぞれの遺伝子型の肝８例についてアレイ解析を行った。 
②方法と③成果 
ヒトGST-M1遺伝子型の判定はFryerらの方法に従い行った。ヒト遺伝子発現アレイの結果からペルオ

キシソームとミトコンドリアに局在する脂肪酸のβ-酸化に働く17種類の酵素遺伝子を選び、GST-M1遺
伝子型により発現が異なるか検討した。それぞれの遺伝子の発現とGST-M1遺伝子型との間に関連は認

められなかった。また、これらの遺伝子とPPARαの発現にも明らかな関連は認められなかった。 
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３）平成２１年度研究成果の詳細 

 

１ ヒト肝細胞／非実質細胞と NC 型ラット肝の PP に対する応答能の比較 
①目的 
 平成２０年度のヒト肝のアレイ解析で、GST-M1遺伝子型とペルオキシソームやミトコンドリアの脂

肪酸β-酸化酵素遺伝子発現の間に関連が認められなかったことから（表１）、 
 
表１ ヒト肝でのペルオキシソームとミトコンドリアの脂肪酸β-酸化酵素遺伝子の発現 
 各試料の先頭の数字（例えば 3-Null-Mの3）は試料の識別番号、NullはM1遺伝子欠損型、M1Aと

M1BはM1遺伝子型。末尾のMは男性からの試料、Fは女性からの試料。数値は発現アレイの測定結果で

無単位。数値が大きい程、遺伝子の発現量が多い。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
NC型ラットのCFに対する低感受性に係わる新たな要因とその機序を解明する。これらの遺伝子のヒト

肝での発現レベルがNC型ラットのレベルに近いこと、培養ヒト肝細胞を用いてこれらの遺伝子がPPに
低反応性であることを明らかにする。 
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②方法 
 CFを含まない基礎食を投与したコントロールのオスとメスNC型とKS型のラット肝の遺伝子発現を、

アレイにより網羅的に解析した。PP投与前と投与後のヒト肝を得ることはきわめて困難であることから

、非投与肝を用いて、低反応性を規定する分子を明らかにするためである。Comparative genomic  
hybridization (CGH)解析は、NC型とKS型ラット核DNAを材料に、Agilent CGH アレイを用いて、

そのプロトコールに従い行った。 
 NC型ラット肝で低下している後述の遺伝子のヒト肝での発現レベルを調べ、ラットのレベルと比較

した。培養ヒト肝細胞株HepG2とヒト星細胞にclofibric acid処理を行い、ヒト遺伝子の発現変化を解析

した。 
 
 当初計画していたヒト細胞を移植したキメラマウスの実験は、本研究の目的を実現するためにCGH
解析に変更し、代わりにヒト肝細胞と星細胞の実験で補った。 
 
③成果 
イ）NC 型ラット肝での PPARαリガンド産生酵素遺伝子と標的遺伝子の発現低下 
 発現アレイ解析の結果、NC 型ラットでは、脂肪酸のω-水酸化経路の遺伝子（チトクローム P-450 
4a2/4a3 (Cyp4a2/4a3)など）、脂肪酸のβ-酸化経路の遺伝子（Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase b、
acetyl-CoA acyltransferase）など、PPARα標的遺伝子の発現が低下していることを見い出した（表２）。

Epoxide hydrolase 2 の発現は増加した。一方、PPARαにより発現が制御されるペルオキシソームの脂

肪酸β-酸化経路とα-酸化経路の遺伝子、ミトコンドリアの脂肪酸β-酸化経路のその他の遺伝子の発現に

は差がなかった（表３）。このように NC 型ラット肝では、CF の投与がなくても PPARα標的遺伝子の

一部が低下していることが明らかになった。 
 
表２ KS 型と NC 型ラット肝で発現に差がある遺伝子 
 各試料の末尾の M はオス、F はメスを示す。数値は発現アレイの測定結果で無単位。 
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 表２に示した NC 型ラット肝で発現が低下している遺伝子（Cyp4a2/4a3、Hydroxyacyl-CoA 
dehydrogenase b、acetyl-CoA acyltransferase 2 など）は、アラキドン酸を含む不飽和脂肪酸のω-水酸

化とその後のβ-酸化に係わる酵素であり（図１）、enoyl-CoA hydratase 1 (Ech1) 遺伝子は、ミトコン

ドリアとペルオキシソームに局在する delta 3,5-delta 2,4-dienoyl-CoA isomerase をコードし、ミトコ

ンドリアの enoyl-CoA hydratase short chain 1 (Echs1)とは異なる遺伝子である。低下しているβ-酸化

のその他の酵素は、いずれもミトコンドリアに局在する酵素である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    図１ アラキドン酸のω-水酸化とβ-酸化 
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ロ）NC 型ラットでの phospholipase A2 group IVc 遺伝子の欠失 
 CGH 解析の結果、NC 型ラットに、染色体 1q21 領域に phospholipase A2 group IVc (Pla2g4c) 遺伝

子座を含む約 40 kb の欠失が認められた。 
 
 Pla2g4c はグリセロリン脂質からアラキドン酸を放出し、アラキドン酸やそのエポキシ体

（epoxyeicosatrienoic acid, EET）のω-水酸化物  (20-hydroxyeicosatetraenoic acid (HETE) と
hydroxyepoxyeicosatrienoic acid (HEET)) は、PPARαの内因性リガンドとなることが報告されている

（図２）。アラキドン酸から EET の産生はチトクローム P-450 2c (Cyp2c) により、ω-水酸化物の産生

は Cyp4a による。Epoxide hydrolase 2 (EH2) は EET を dihydroxyeicosatrienoic acid (DHET) に変

換し、不活化する。NC 型ラットでは、Pla2g4c 遺伝子の欠失と Cyp4a2/4a3 の発現低下、epoxide 
hydrolase 2 の発現増加により（表２）、PPARαリガンドの産生が低下し、PPARα標的遺伝子の発現が

低下していることが示唆される。Pla2 には多くのアイソザイムが存在する。ラット肝では Pla2g4c の

ほか、Pla2g4a や Pla2g6、Pla2g12a などが発現する。NC 型ラット肝で Pla2g4c 遺伝子が欠失しても、

ほかのアイソザイムによりアラキドン酸のレベルは補償される可能性があり、PPARαのリガンド低下に

は、Cyp4a 低下と epoxide hydrolase 2 増加が主に関与することも考えられる。 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
ハ） ヒト肝における PPARαリガンド産生酵素遺伝子と脂肪酸β-酸化酵素遺伝子の発現 
 NC 型ラット肝で低下していた遺伝子や PPARαのリガンド産生に係わる遺伝子のヒト肝での発現レ

ベルを調べ、その結果を表４にまとめた。ラット Cyp2c に対応するヒト CYP2C はラット肝より発現が

高く、CYP4A11 と epoxide hydrolase 2 は、NC 型ラット肝に近い発現レベルであった（表２との比較

から）。脂肪酸β-酸化経路のacetyl-CoA acyltransferase 2やdodecenoyl-CoA delta isomerase、carnitine 
O-octanoyltransferase の発現レベルも NC 型ラットの対応する遺伝子の発現と同程度であった。 
 これらの結果から、ヒト肝と NC 型ラット肝は、PPARαリガンド産生系と脂肪酸β-酸化酵素遺伝子の

発現レベルで類似することが示唆された。 
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表４ ヒト肝での HEET 産生系と脂肪酸β-酸化経路の遺伝子発現 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ニ）Clofibric acid による培養ヒト肝細胞での脂肪酸β-酸化酵素遺伝子の誘導能の評価 
 ヒト肝のPPARα標的遺伝子の発現レベルは、NC型ラット肝に近いことから、これらのヒト遺伝子が、

PPに低反応性か検討するため、ヒト肝細胞株HepG2細胞を用いて、clofibric acidで処理し、遺伝子発

現の変化を解析した。HepG2細胞の培養は、10% 牛胎児血清を加えたMEM培地で行い、clofibric acid 
処理は、0.5 mMと2.0 mMの最終濃度で培地に加え、３日間培養した。培養後、細胞を回収し、RNA
を調製し、アレイ解析を行った。コントロールは、培地にエタノールのみを加えた。 
 コントロールの HepG2 細胞では、脂肪酸ω-水酸化経路の遺伝子（CYP4A11）の発現は低かったが、

脂肪酸β-酸化経路の遺伝子の多くが（Hydroxyacyl-CoA dehydrigenase b、acetyl-CoA acyltransferase 
2 など）、高濃度の clofibric acid 投与により 44-74%増加した（表５）。ペルオキシソームの enoyl-CoA 
hydratase/ 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (EHHADH、BE をコードする遺伝子) の増加も 63%で

あり、KS 型ラット肝のような著しい増加は認められず、ヒトのこれら遺伝子の誘導は低いことが確認

された。ヒト遺伝子の CF に対する低反応性は、NC 型ラット肝と類似の機序による可能性が考えられ

る。HepG2 細胞ではヒト肝に比べ、CYP4A11 や CYP2C、PLA2G4C の発現は著しく低下し、これが

PPARαリガンドの低下をもたらすのに対し、ヒト肝では epoxide hydrolase 2 が強く発現し、これがリ

ガンド低下に係わることが示唆される。 
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表５ ヒト HepG2 細胞での clofibric acid (CFA) による遺伝子発現の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 NC 型ラット肝とヒト肝、ヒト HepG2 細胞の PPARα リガンド産生系と標的遺伝子の発現変化を表

６にまとめた。HEET は PPARαの内因性のリガンドであり、PLA2G4C と CYP2C、CYP4A は HEET
の産生に、epoxide hydrolase 2 は産生抑制に働く（図２）。NC 型ラットとヒト肝では、PLA2G4C の

発現は異なるものの、それ以外の発現は類似し、両者で内因性のリガンドによる PPARαの活性は低下

していた。内因性のリガンドが、外因性の PP に対する反応性を規定することが報告されている。NC
型ラットで HEET の産生系が低下、分解系が亢進している本研究の結果はこの考えを支持する。ヒト

肝の HEET 代謝系は NC 型ラット肝と類似する。これらの結果から、NC 型ラット肝は、ヒト肝での

PP のリスクを評価するモデルになると考えられる。ただし、GST-M1 の多型が、NC 型ラット肝の PP
に対する低反応性に直接関与する可能性は低く、同ラットで PPARαの内因性のリガンドが低下してい

ることによると考えられた。 
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表６ NC 型ラット肝とヒト肝の PPARa リガンド産生系と標的遺伝子発現の類似性 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ホ）Clofibric acid によるヒト星細胞での脂肪酸β-酸化とレチノール代謝系酵素遺伝子の誘導能の評価 
 ヒト星細胞（ScienCell Research Laboratories, San Diego, CA, USA）をプロトコールに従い培養、

0.5 mM と 2 mM clofibric acid で２日間処理し、遺伝子発現の変化を解析した。ヒト星細胞では、PPARα

の発現は認めたが、PPARαリガンド産生系と epoxide hydrolase 2 遺伝子の発現は認めず、clofibric acid 
処理による脂肪酸β-酸化酵素遺伝子の誘導は、enoyl-CoA hydratase 1 を除いて観察されなかった（表

７）。星細胞はレチノールを多量に含み、活性化刺激によりレチノールからレチノイン酸が合成される

ことが知られている。この合成には alcohol dehydrogenase と aldehyde dehydrogenase が係わること

から、これら酵素遺伝子の発現が clofibric acid 処理により変化するか検討した。星細胞で発現レベルが

高い遺伝子を表７に示した。どのアイソザイムがレチノイン酸の合成に係わるか、明らかでないが、

aldehyde dehydrogenase 1A3 を除いて、明らかな変化はなかった。レチノイン酸の分解に働く

CYP26A1 と CYP26B1 の発現は観察されなかった。CRBP1 については後述する。これらの結果から、

ヒト星細胞の clofibric acid に対する反応性は低いと考えられた。 
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表７ ヒト星細胞の HEET 産生系、脂肪酸β-酸化経路、レチノール代謝系遺伝子の 
clofibric acid （CFA） による発現変化 
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２ PP によるラット肝発がん過程における星細胞の役割−−−−肝発がん感受性と星細胞の反応性との関

連 
（１）CF 投与による星細胞の減少機序の解析 
①目的 
 昨年度、CF 投与８週間で KS 型ラット肝では星細胞が著しく減少することを明らかにしたので、こ

の減少がアポトーシスによるか検討した。 
②方法 
 アポトーシス細胞の検出は、CF 投与８週間の KS 型と NC 型ラット肝の切片を材料に TUNEL 法に

よる in situ apoptosis 検出キット（TAKARA）を用いて行った。肝細胞 1000 個中のアポトーシス陽性

細胞数を測定した。 
③成果 
 CF 投与とコントロールの KS 型ラット肝の TUNEL 陽性細胞はともに 0.1%で、CF 投与による増加

は認められなかった。NC 型ラット肝の陽性細胞も CF 投与とコントロールとも 0.1%で KS 型と差はな

かった。HE 染色による組織切片では明らかな炎症細胞の浸潤などを認めなかった。アポトーシスを検

出できなかったことから、星細胞の別なマーカー、CRBP1 に対する抗体による免疫組織化学を行い、

星細胞数を測定した。その結果、平成２０年度の抗α-SMA 抗体で測定した結果と同様に、KS 型で CF
により星細胞が減少することが確認された。従って、この減少は、アポトーシス以外の機序によること

が示唆された。 
（２）星細胞に発現する遺伝子と clofibric acid による発現変化 
①目的 
 肝細胞のがん化に、星細胞を含む非実質細胞と肝細胞の相互作用が関与することが示唆されている。

星細胞に発現する遺伝子と PP による星細胞での発現変化を明らかにする。 
②方法 
 初代培養ヒト星細胞の培養と clofibric acid処理は前述の方法で行った。遺伝子発現はhuman genome 
U133 Plus 2.0, Affymetrix を用いて、そのプロトコールに従い行った。 
③成果 
 コントロールの星細胞では、CRBP1、vimentin、hepatocyte growth factor などの発現レベルが高く、

星細胞の性質と一致した（表８）。Clofibric acid 処理に伴い、CRBP1 の発現が低下し、α-SMA が増加

した。その他の星細胞に特徴的な遺伝子の発現には明らかな変化がなかった。薬剤処理による細胞数の

減少はないことから、CRBP1 の減少とα-SMA や PPARγの増加は、星細胞が何らかの細胞系列に分化

することを示唆する知見と考えられた。 
 これらの結果から、CF 投与 KS 型ラット肝の CRBP1 陽性細胞の減少は、星細胞のアポトーシスよ

りは、異なる細胞系列への分化による可能性も考えられた。また、CF 投与の同ラットで低下した

SIGLEC5 と CYP7A1 は、コントロールのヒト星細胞で発現がなかったことから、星細胞以外の細胞の

変化を反映していることが示唆された。 
 ヒト星細胞で発現する遺伝子として、hepatocyte growth factor、tumor growth factor-β1、interleukin 
6 などが明らかになった。 
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表８ ヒト星細胞での clofibric acid（CFA） による遺伝子発現の変化 
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４）３年間（２年間）の研究成果のまとめ 

 

研究全体の目的：ペルオキシソ−ム増殖剤（PP）には、高脂血症の治療薬や食品包装用プラスチックの

可塑剤など食品に混入する危険のある広汎な物質が含まれる (1, 2) 。PP は長期投与によりラットやマ

ウスに肝がんを誘発するのに対し (3-5) 、ヒトでは発がん性は低いと考えられ、動物の種により発がん

感受性が異なる (6-8) 。このため、実験動物の結果をヒトへ外挿できないという問題がある。 

我々は、SD ラットの薬物代謝酵素グルタチオン S-トランスフェラーゼ (GST) -M1 遺伝子に KS 型と

NC 型の２種類の遺伝子型が存在することを明らかにし (9) 、さらに、KS 型ラットは PP に高感受性で、

４—８週間の投与で肝前がん病変ができるのに対し、NC 型ラットは６０週間の投与でも肝前がん病変が

できず抵抗性であることを見い出した (10) 。 

本研究は、１）NC 型ラットの低感受性を規定する要因を解明する、２）ヒト肝と肝細胞の PP に対す

る低反応性の機序を解明する、３）PP に対するヒトの低感受性が NC 型ラットと同様の機序によること

を明らかにする。これらのことから、NC 型ラットの結果をヒトに外挿できることを示し、遺伝子多型

ラットを用いて、PP のヒトでの発がんリスクを評価する方法を開発する。 
このために以下の項目について研究した。 

１ クロフィブレート（CF）投与４週間の時点での KS 型と NC 型ラット肝でのペルオキシソームの２

頭酵素（BE）誘導の差異 
２ CF 投与８週間からそれ以降の時点での KS 型と NC 型ラット肝での前がん病変出現の差異 
３ ヒト肝における GST-M1 遺伝子多型とペルオキシソーム関連遺伝子発現との関連 
４ コントロール KS 型と NC 型ラット肝でのペルオキシソーム増殖剤活性化受容体 (PPAR) αリガン

ド産生酵素遺伝子と標的遺伝子発現の差異 
５ ヒト肝における PPARαリガンド産生酵素遺伝子と脂肪酸β-酸化酵素遺伝子の発現 
６ Clofibric acid による培養ヒト肝細胞での脂肪酸β-酸化酵素遺伝子の誘導 
７ CF による培養ヒト星細胞での遺伝子発現の変化 
 
 各項目の全体の研究計画に占める位置づけを図１にまとめた。以下にこれらの項目ごとに研究成果を

説明する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 各項目の全体の研究計画に占める位置づけ。括弧内の数字は項目の番号 
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１ CF 投与４週間の時点での KS 型と NC 型ラット肝での BE 誘導の差異 
[目的]  
 KS 型のラットでは６−８週間の PP 投与による肝前がん病変の出現に先行して、BE が強く誘導され

るのに対し、NC 型ラットでは誘導が弱いことを見出した (10) 。PP による BE の誘導は PPAR αを介

して転写レベルで起こることが知られている。CF 投与４週間の時点で、KS 型ラット肝で BE が顕著に

誘導されるのは、どのような因子によるか検討した (11) 。 
[方法] 
 クロフィブレートの投与は、生後７週齢の KS 型と NC 型の SD ラットに PP として 0.3%クロフィブ

レート（CF）を含む飼料を４週間与えた。コントロールは基礎食を４週間投与した。ウエスタンブロッ

トは、ラット肝の上清、ペルオキシソームあるいは核画分を Laemmli の方法により SDS-電気泳動を行

い、その後、タンパク質をニトロセルロース膜にトランスファーし、抗体により検出した。Northern
ブロットは、ラット肝から RNA を調製し、常法に従い、BE cDNA を用いて行った。PPARαに結合す

るタンパク質の精製は、まず、ラット PPARα を大腸菌で発現させ、精製しアガロースに固定したカラ

ムを作製し、このカラムにラット肝核抽出液をかけ、結合するタンパク質を 1M NaCl により溶出して

行った。溶出したタンパク質の同定は、ウエスタンブロットにより行った。ゲルシフトアッセイは、BE
遺伝子エンハンサーをプローブとして、ラット肝核抽出液を用いて、常法に従い行った。免疫組織化学

は、ラット肝を固定後、薄切切片を作成し、抗 BE 抗体を用いて、常法に従い行った。 
[結果と考察] 
1-1. KS 型ラット肝での BE の強い誘導 
 CF を４週間投与した KS 型と NC 型ラット肝のタンパク質を SDS 電気泳動後、抗 BE 抗体によりウ

エスタンブロットを行なった。KS 型では CF 投与に伴い BE タンパク質が 67 倍に、NC 型では 30 倍

に増加し、KS 型で増加が顕著であった。BE mRNA レベルの増加も KS 型で顕著であった。 
1-2. KS 型ラット肝での SRC-3 と BE の PPARαへの結合 
 BE 遺伝子の発現に働く PPARαのタンパクレベルは、CF 投与に伴い増加したが、KS 型と NC 型ラ

ット肝で差を認めなかった。PPARαを固定したカラムを作製し、CF を投与したラット肝核抽出液をか

けたところ、KS 型では 110、72、42-kDa のタンパク質が結合した。これらはそれぞれ、PPARαのコ

アクチベータである steroid receptor coactivator (SRC)-3、BE、チオラーゼと同定された（図２）。NC
型では結合するタンパク質はほとんどなかった。SRC-3 タンパクレベルは KS 型ラット肝の核で、NC
型の３倍に増加していた。 
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図２ CF 投与 KS 型ラット 
肝での SRC−３、BE、 
thiolase の PPARα 
への結合 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1-3. SRC-3 と BE の PPARα-BE エンハンサーへの結合 
 BE エンハンサーをプローブとしたゲルシフトアッセイで、CF を投与した KS 型の核画分では、抗

SRC-3 抗体や抗 BE 抗体の添加によりバンドが減少した。従って、KS 型では BE や SRC-3 が PPARα
に結合し、BE 遺伝子エンハンサーに結合すると考えられた。NC 型では、これらの結合は観察されな

かった。 
1-4. KS 型ラット肝でのヒストン H3 のアセチル化 
 抗アセチル化ヒストン抗体を用いたウエスタンブロットの結果から、CF を投与した KS 型の核画分

でヒストン H3 のアセチル化が観察された。NC 型では、観察されなかった（図３）。 
 

 

図２ CF 投与 KS 型ラット肝での SRC－３、BE、thiolase
の PPARαへの結合 
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図３ CF 投与 KS 型ラット肝 
でのヒストン H３のアセチル化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1-5. KS 型ラット肝での BE の核局在 
 抗 BE 抗体を用いた免疫組織化学により、CF を投与した KS 型ラット肝では、細胞質が顆粒状に染

色されたほかに核も濃染された。NC 型ラットでは、細胞質が弱く染色されるだけで、核の染色は認め

なかった。 
 BE やチオラーゼはアセチル-CoA の産生に働き、SRC-3 はヒストンアセチルトランスフェラーゼ活

性をもつことから (12, 13) 、KS 型でこれらが PPARαに結合する結果は、BE の著しい誘導がヒストン

アセチル化によることを示唆し、CF により誘導される BE やチオラーゼが、自身の転写を促進してい

る可能性が考えられた。従って、CF によるラット肝発がんには、ヒストンのアセチル化を介するエピ

ジェネテイックな機構の関与が示唆された。 
 
２ CF 投与８週間からそれ以降の時点での KS 型と NC 型ラット肝での前がん病変出現の差異 
 
１）PP によるラット肝前がん病変における GST-A4 と Nrf2 の発現 
[目的] 
 KS 型ラットでは CF 投与により BE が強く誘導された後、投与８週間で BE 陰性の肝前がん病変が

出現する (10, 14, 15) 。従って、CF によるラット肝前がん病変では BE が発現から欠損へと変化する。

この変化がどのような因子によるのかは明らかでない。 
 PP による発がんでは過酸化水素や酸化ストレスの関与が示唆されていることから、同病変出現と過

酸化脂質の代謝産物の解毒に働く GST-A4 (16) 、酸化ストレスの防御に働く転写因子 nuclear factor 
erythroid 2-related factor (Nrf) 2 (17, 18) の発現との関連を検討した (19) 。 
 PP と遺伝毒性発がん物質により誘発されたラット肝前がん病変では、遺伝子発現パターンが異なり、

図３ CF 投与 KS 型ラット肝でのヒストン H３のアセチル化 
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共通のマーカーは知られていない。CF によるラット肝前がん病変での Nrf2 の発現は、遺伝毒性発がん

物質による病変の場合と共通であることから、GST-A4 についても検討し、これらが PP と遺伝毒性発

がん物質による病変の共通のマーカーとなるか解析した (19) 。 
[方法] 
 CF の投与によるラット肝前がん病変は、生後７週齢の KS 型の SD ラットに 0.3%CF を含む飼料を

8-60 週間投与し、誘発した。遺伝毒性物質によるラット肝前がん病変は、Solt-Farber 法に従い、ジエ

チルニトロサミン (DEN) と 2-アセチルアミノフルオレン (AAF)の投与と部分肝切除により誘発した。

免疫組織化学は、前述の方法により行った。 
[結果と考察] 
2-1. CF 投与ラット肝前がん病変における GST-A4 と Nrf2 の発現 
 当初、GST-A4 は BE が発現する非病変部で陽性となると予想したが、そこでは発現せず、BE 陰性

巣の一部で陽性となった。BE 陰性巣と GST-A4 発現の関係を経時的に解析した結果、BE 陰性巣は CF
投与８週間から検出されるのに対し、GST-A4 は CF 投与１５週間から BE 陰性巣の 33%で発現し、投

与６０週間では BE 陰性巣の約 80%で陽性を示した。GST-A4 陽性を示した BE 陰性巣は、GST-A4 陰

性のものに比べ、面積の大きいものが多かった。さらに、GST-A4 の発現に一致して Nrf2 の発現を認

めた (19)（表１）。 
 

表１ クロフィブレート投与による KS 型ラットでの前がん病変の誘発 

 

 

前がん病巣   個数（ ／cm2）  病巣中各タンパク質欠損あるいは発現のパーセント 

                                    --------------------------------------------------------------------------------- 

                    BE 欠損   GST-A4 発現   Nrf2 発現 

 

 

BE 陰性巣    60.4 ± 1.6            ／     86.4 ± 8.2    83.3 ± 7.9 

GST-A4 陽性巣   78.3 ± 7.8      67.7 ± 5.2           ／        93.5 ± 1.0     

 

 
 
2-2. 遺伝毒性物質によるラット肝前がん病変における GST-A4 の発現 
 遺伝毒性発がん物質の投与により、ラット肝には GST-P 陽性および陰性の前がん病変が誘発される。

解析の結果、GST-P 陽性巣の 40%、GST-P 陰性巣では 70%が、GST-A4 陽性であった。これら病変で

の Nrf2 の陽性率は、GST-A4 の陽性率と一致した（表２）。 
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表２ 遺伝毒性発がん物質による KS 型ラットでの GST-P 陽性巣と陰性巣での 

GST-A4 と Nrf2 の発現 

 

前がん病巣   個数（ ／cm２）  病巣中各タンパク質発現のパーセント 

                                   -------------------------------------------------------------- 

                    GST-A4             Nrf2 

 

GST-P 陽性巣   159 ± 15       40.4 ± 2.8    40.3 ± 0.3 

GST-P 陰性巣   139 ± 15       69.7 ± 2.1    70.5 ± 5.6 

 
 
 これらの結果から、GST-A4 は、CF と遺伝毒性物質の両方による前がん病変を検出できる陽性マー

カーとなることが示唆された。最近、GST-A4 を細胞に発現させると、細胞ががん化することが報告さ

れている (20) 。また、Nrf2 は、これまで、がん化を抑える機能が注目されてきたが (21, 22)、前がん

病変に発現することから、発がんを促進する可能性についても検討する必要があることを明らかにした。

遺伝毒性物質によるラット肝前がん病変は、これまで GST-P 陽性の病巣 (22-24) が注目されていたが、

GST-P 陰性の病巣も存在すること (25) 、後者の病変は、CF による GST-A4 陽性の前がん病変と性質

が類似することを明らかにした (19) 。 
 
２） GST遺伝子多型ラット非実質細胞のPPに対する反応性の差異 
[目的] 
 遺伝毒性発がん物質によるラット肝発がん過程では肝細胞だけでなく、Kupffer 細胞などの非実質細

胞の関与が示唆されている (26-28) 。遺伝子多型ラットでの CF による肝前がん病変出現の差異に、非

実質細胞が関与する可能性を考え、KS 型と NC 型ラット肝の間で、CF８週間投与に伴う Kupffer 細胞、

星細胞、血管内皮細胞の数の変化を検討した。 
[方法] 
Kupffer 細胞はCD68を、星細胞は平滑筋α-actin (α-SMA)とcellular retinol binding protein（CRBP） 1を、

内皮細胞はCD34をマーカーとして免疫組織化学的に検出し、細胞数を測定した。アポトーシス細胞の検

出はTUNEL法により行った。マイクロアレイ解析は、Rat Genome 230 2.9, Affymetrixを用い、そ

のプロトコールに従い行った。 
[結果と考察] 
2-3. CF による KS 型ラット肝での星細胞の減少 
 α-SMA と CD34 染色の結果を図４と５、細胞数の結果を表３にまとめた。Kupffer 細胞は CF 投与に

より KS 型と NC 型ともに、約 30%減少した。星細胞は KS 型で著しく減少した。内皮細胞は細胞同士

が連結しているため細胞数を計測できなかったが、CF 投与により KS 型と NC 型ともに CD34 の染色

性が低下し、KS 型では肝細胞が陽性を示すようになった。 
 CF 投与による KS 型ラット肝での星細胞の減少がアポトーシスによる可能性を考え、TUNEL 法に

よるアポトーシスを測定したが、多型ラット間で差異は認められなかった。炎症細胞の浸潤も観察され

なかった。 
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図４ 抗 a-SMA 抗体による星細胞の検出。左下隅に挿入した図は 200 倍。 
矢印は陽性星細胞。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 抗 CD34 抗体による内皮細胞の検出。CF 投与 KS 型ラットでは CD34 は肝細胞に染まる。 
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表３ クロフィブレート投与による GST-M1 遺伝子多型ラットでの非実質細胞の変化 

 

                    KS 型ラット       NC 型ラット 

                       ---------------------------------   ------------------------ 

             Clofibrate (CF)      -           +             -             + 

                                                 個数／mm2 

 

CD68-陽性細胞（Kupffer 細胞）      433 ± 15   313 ± 13    573 ± 16    389 ± 15 

 

α-SMA 陽性細胞（星細胞）           60 ± 14     2 ± 1      44 ± 10     36 ± 7 

 

 

 
2-4. CF による非実質細胞関連遺伝子の発現変化 
 KS型とNC型ラット肝の間で、これら非実質細胞のCFに対する反応性の違いを定量的に評価するため

、マイクロアレイを用いて網羅的に遺伝子発現を解析した。非実質細胞に関連した主要な遺伝子の発現

結果を表４にまとめた。星細胞のマーカーα-SMAは、KS型ラットでCF投与により増加し、免疫組織化

学の結果と異なっていたが、この分子は平滑筋にも発現するため、アレイの結果は、それを反映してい

る可能性が考えられた。内皮細胞のマーカーCD34はCF投与によりKS型とNC型ともに減少した。これら

の非実質細胞とは別に、白血球などに発現するsiglec-5がKS型で著しく低下し、Bcl6は、KS型ラットでC
F投与により著しく低下した。Cyp7a1は、肝細胞に発現する遺伝子であるが、KS型ラットでCFにより著

しく低下した。 
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表４ クロフィブレート投与による非実質細胞に関連した遺伝子発現の変化 

 

                    KS 型ラット       NC 型ラット 

                       ------------------------------     -------------------- 

              Clofibrate (CF)   -        +             -           + 

Kupffer 細胞 

 CD68                                    700      610           760         680 

 MyD88                                  1550     1870          1430        1420 

 Abcg1                                   480     2170           420         850 

 CD36                                    220     2160           160        2280 

 TNF-                                   50       20             9          50 

 IL-6                                      5        3            60           4 

星細胞 

 Glial fibrially acidic protein          170       90             90         70 

 Cellular retinol binding protein      10090      9160          3510       3530 

 -Smooth muscle actin (Actg2)           32        51            46         23 

 Desmin                                  100       120           130         80 

  TGF-1                                 130       200           130         60 

血管内皮細胞 

 CD34                                     70       30             70         20 

 VLDL receptor                            50      230             40        390 

 HGF                                      70      100             60         30 

その他、KS 型と NC 型で発現に顕著な差のある遺伝子 

 Siglec5 (CD170)                           1       14            280        200 

 Bcl6                                   3470      100           4430       2740 

 Cyp7a1                                 8540      470           2110       5710 

 

 
 
 
 
 
 
 一般にアポトーシスを起こした細胞は、マクロファージやその他の細胞に取り込まれ、処理されるた

め、アポトーシス細胞を証明することは困難な場合がある。ラットに硝酸鉛を投与すると一過性に肝細

胞の増殖が起こり、その後アポトーシスが起る (29) 。アポトーシスを起こした肝細胞はマクロファー

ジに取り込まれ、肝細胞を取り込んだマクロファージはフェリチン陽性細胞として検出できることを明

らかにした (30) 。KS 型ラット肝でアポトーシスを起こした星細胞が、マクロファージや肝細胞など

に取り込まれた場合、星細胞に含まれる分子をマーカーに、取り込んだ細胞を検出可能か、検討中であ

る。 
 

３ ヒト肝における GST-M1 遺伝子多型とペルオキシソーム関連遺伝子発現との関連 
[目的] 
 GST-M1遺伝子がKS型のラットではCFによる肝前がん病変ができ、NC型ではできにくいこと、KS
型ラットではCFによりペルオキシソームの酵素が強く誘導されるのに対し、NC型では誘導が低いとい

う結果から、ヒト肝でGST遺伝子多型とペルオキシソーム酵素遺伝子発現の関係を検討した。この解析

を行うため、肝疾患で肝部分切除術を受けた患者の肝組織20例についてGST-M1遺伝子型（欠損（Null
）型、M1A型（K型）、M1B（N型）の３種類）を調べ、男性と女性のそれぞれの遺伝子型の肝を選び、

８例についてアレイ解析を行った。ヒト肝組織を用いた本研究は、弘前大学大学院医学研究科倫理委員
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会の承認を得るとともに、患者にその趣旨を説明し、同意書を得て行った。 
[方法] 
ヒトGST-M1遺伝子型の判定はFryerらの方法 (31) に従い行った。ヒト遺伝子発現アレイは、Human 
Genome U133 Plus 2.0, Affymetrix を用いて、そのプロトコールに従い行った。 
[結果と考察] 
3-1. ヒト GST-M1 遺伝子多型肝でのペルオキシソームとミトコンドリア脂肪酸β-酸化酵素遺伝子の発

現 
 ペルオキシソームとミトコンドリアに局在する脂肪酸のβ-酸化に働く 17 種類の酵素遺伝子 (32) を
選び、GST-M1 遺伝子型により発現が異なるか検討した。発現に個体差はみられたものの、それぞれの

遺伝子の発現と GST-M1 遺伝子型との間に関連は認められなかった。また、これらの遺伝子と PPARα
の発現にも明らかな関連はなかった（表５）。 
 
 
表５ ヒト肝でのペルオキシソームとミトコンドリアの脂肪酸β-酸化酵素遺伝子の発現 
 各試料の先頭の数字（例えば 3-Null-Mの3）は試料の識別番号、NullはM1遺伝子欠損型、M1Aと

M1BはM1遺伝子型。末尾のMは男性からの試料、Fは女性からの試料。数値は発現アレイの測定結果で

無単位。数値が大きい程、遺伝子の発現量が多い。 
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４ コントロール KS 型と NC 型ラット肝での PPARαリガンド産生酵素遺伝子と標的遺伝子発現の差

異 
[目的] 
 ヒト肝のアレイ解析で、GST-M1遺伝子型とペルオキシソームやミトコンドリアの脂肪酸β-酸化酵素

遺伝子発現の間に関連が認められなかったことから、NC型ラットのCFに対する低感受性の機序を、

GST-M1遺伝子以外の要因も考慮に入れ、再検討する必要があると考えられた。PP投与前と投与後のヒ

ト肝を得ることはきわめて困難であることから、非投与の肝を用いて、低反応性を規定する分子を明ら

かにする必要がある。このため、CFを含まない基礎食を投与したオスとメスNC型とKS型のラット肝の

遺伝子発現を、アレイにより網羅的に解析した。その結果、NC型ラット肝でいくつかのPPARα標的遺

伝子の発現が低下していることを明らかにした。そこで、その機序を解明するため、NC型とKS型ラッ

ト核DNAを用いて、comparative genomic hybridization (CGH) 解析を行い、遺伝子の欠失あるいは増

幅の有無を検索した。 
[方法] 
発現アレイの解析は、前述の方法で行った。Comparative genomic hybridization (CGH)解析は、Agi
lent CGH アレイを用いて、そのプロトコールに従い行った。 
[結果と考察] 
4-1. NC 型ラット肝での PPARαリガンド産生酵素遺伝子と標的遺伝子の発現低下 
 発現アレイ解析の結果、NC 型ラットでは、脂肪酸のω-水酸化経路の遺伝子（チトクローム P-450 
4a2/4a3、Cyp4a2/4a3）、脂肪酸のβ-酸化経路の遺伝子（Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase b、acetl-CoA 
acyltransferase 2）など、PPARα標的遺伝子の発現が低下していることを見い出した（表６）。Epoxide 
hydrolase 2 の発現は増加した。一方、PPARαにより発現が制御されるペルオキシソームの脂肪酸β-酸
化経路とα-酸化経路の遺伝子 (33) 、ミトコンドリアの脂肪酸β-酸化経路のその他の遺伝子の発現には

差がなかった（表７）。このように NC 型ラット肝では CF の投与がなくても PPARα標的遺伝子の一部

の発現が低下していることが明らかとなった。 
 NC 型ラット肝で発現が低下している遺伝子（Cyp4a2/4a3、Hydroxyacyl-CoA dehydrigenase b、
acetyl-CoA acyltransferase 2 など）は、アラキドン酸を含む不飽和脂肪酸のω-水酸化とその後のβ-酸化

に係わる酵素であり (34, 35)（図６）、enoyl-CoA hydratase 1 (Ech1)遺伝子は、ミトコンドリアとペル

オキシソームに局在する delta 3,5-delta 2,4-dienoyl-CoA isomerase をコードし (36) 、ミトコンドリ

アの enoyl-CoA hydratase short chain 1 (Echs1)とは異なる遺伝子である。低下しているβ-酸化のその

他の酵素は、いずれもミトコンドリアに局在する酵素である。 
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表６ KS 型と NC 型ラット肝で発現が変化している遺伝子 
 各試料の末尾の M はオス、F はメスを示す。数値は発現アレイの測定結果で無単位。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
表７ KS 型と NC 型ラット肝で発現に差のない遺伝子 
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         図６ アラキドン酸のω-水酸化とβ-酸化 
 
 
 
 
4-2. NC 型ラットでの phospholipase A2 group IVc 遺伝子の欠失 
 CGH 解析の結果、NC 型ラットに、染色体 1q21 領域に phospholipase A2 group IVc (Pla2g4c) 遺伝

子座を含む約 40 kb の欠失が認められた。 
 
 Pla2g4c はグリセロリン脂質からアラキドン酸を放出し (37) 、アラキドン酸やそのエポキシ体

（epoxyeicosatrienoic acid, EET）のω-水酸化物  (20-hydroxyeicosatetraenoic acid (HETE) と
hydroxyepoxyeicosatrienoic acid (HEET)) は、PPARαの内因性リガンドとなることが報告されている 
(38, 39)（図７）。アラキドン酸から EET の産生はチトクローム P-450 2c (Cyp2c) により、ω-水酸化物

の産生は Cyp4a による。Epoxide hydrolase 2 (EH2) は EET を dihydroxyeicosatrienoic acid (DHET) 
に変換し、不活化する (40) 。NC 型ラットでは、Pla2g4c 遺伝子の欠失と Cyp4a2/4a3 の発現低下、

epoxide hydrolase 2 の発現増加により（表６）、PPARαリガンドの産生が低下し、PPARα標的遺伝子

の発現が低下していることが示唆される。Pla2 には多くのアイソザイムが存在する (41) 。ラット肝で

は Pla2g4c のほか、Pla2g4a や Pla2g6、Pla2g12a などが発現する。NC 型ラット肝で Pla2g4c 遺伝子

が欠失しても、ほかのアイソザイムによりアラキドン酸のレベルは補償される可能性があり、PPARα
のリガンド低下には、Cyp4a 低下と epoxide hydrolase 2 増加が主に関与することも考えられる。 
最近、PPARαの新たなリガンドとして 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycerol-3-phosphocholine が報告され

た (42) 。このリガンドの合成には、acetyl-CoA carboxylase、ELOVL family member 6、stearoyl-CoA 
desaturase、choline kinase などが係わることが示唆される。これらの発現は KS 型と NC 型で差を認

めなかった。 
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     図７ PPARαのリガンド HEET と 20-HETE の合成経路 
 

 

５ ヒト肝における PPARαリガンド産生酵素遺伝子と脂肪酸β-酸化酵素遺伝子の発現 
[目的] 
 NC型ラット肝で低下しているPPARαリガンド産生酵素系と脂肪酸β-酸化酵素遺伝子のヒト肝での発

現レベルを調べ、KS型とNC型ラットの発現レベルと比較した。 
[方法] 
発現アレイ解析は、前述の方法で行った。 
[結果と考察] 
5-1. ヒト肝における PPARαリガンド産生酵素遺伝子の発現 
 アレイ解析によるヒト肝でのこれら遺伝子の発現レベルを表８にまとめた。ラット Cyp2c に対応する

ヒト CYP2C はラット肝より発現が高く、CYP4A11 と epoxide hydrolase 2 は、NC 型ラット肝に近い

発現レベルであった（表６との比較から）。脂肪酸β-酸化経路の acetyl-CoA acyltransferase 2 や

dodecenoyl-CoA delta isomerase、carnitine O-octanoyltransferase の発現レベルも NC 型ラットの対

応する遺伝子と同程度であった。 
 これらの結果から、ヒト肝と NC 型ラット肝は、PPARαリガンド産生系と脂肪酸β-酸化酵素遺伝子の

発現レベルで類似することが示唆された。 
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表８ ヒト肝臓での HEET 産生系と脂肪酸β-酸化経路の遺伝子発現 
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６ Clofibric acid による培養ヒト肝細胞での脂肪酸β-酸化酵素遺伝子の誘導 
[目的] 
 ヒト肝での前述したPPARα標的遺伝子の発現レベルは、NC型ラット肝に近いことから、これらのヒ

ト遺伝子が、PPに低反応性であるか検討するため、ヒト肝細胞株HepG2細胞 (43) を用いて、clofibric 
acidで処理し、遺伝子発現の変化を解析した。 
[方法] 
HepG2細胞の培養は、10% 牛胎児血清を加えたMEM培地で行い、clofibric acid 処理は、0.5 mMと2.0 
mMの最終濃度で培地に加え、３日間培養した。培養後、細胞を回収し、RNAを調製し、アレイ解析を

行った。コントロールは、培地にエタノールのみを加えた。 
[結果と考察] 
6-1. ヒト HepG2 細胞での clofibric acid によるβ-酸化酵素遺伝子の低い誘導 
 コントロールの HepG2 細胞では、脂肪酸ω-水酸化経路の遺伝子（CYP4A11）の発現は低かったが、

脂肪酸β-酸化経路の遺伝子の多くが（Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase b、acetyl-CoA acyltransferase 
2 など）、高濃度の clofibric acid 投与により 44-74%増加した（表９）。ペルオキシソームの enoyl-CoA 
hydratase/ 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (EHHADH、BE をコードする遺伝子）の増加も 63%で

あり、KS 型ラット肝のような著しい増加は認められず、ヒトのこれら遺伝子の誘導は低いことが確認

された (44) 。ヒト遺伝子の CF に対する低反応性は、NC 型ラット肝と類似の機序による可能性が考

えられる。HepG2 細胞ではヒト肝に比べ、CYP4A11 や CYP2C、PLA2G4C の発現は著しく低下し、

これらの低下が PPARαのリガンドの低下をもたらすのに対し、ヒト肝では epoxide hydrolase 2 がリガ

ンド低下に係わることが示唆される。 
 NC 型ラット肝とヒト肝、ヒト HepG2 細胞の PP に対する反応性とそれに係わるパラメーターの発現

変化を表１０にまとめた。HEET は PPARαの内因性のリガンドであり、PLA2G4C と CYP2C、CYP4A
は HEET の産生に、EH2 は産生抑制に働く（図７）。NC 型ラットとヒト肝では、PLA2G4C の発現は

異なるものの、それ以外の発現は類似し、両者で内因性のリガンドによる PPARαの活性は低下してい

た。内因性のリガンドが、外因性の PP に対する反応性を規定することが報告されている (39) 。NC
型ラットで HEET の産生系が低下、分解系が亢進している本研究の結果はこの考えを支持する。ヒト

肝の HEET 代謝系は NC 型ラット肝と類似する。これらの結果から、NC 型ラット肝は、ヒト肝での

PP のリスクを評価するモデルになると考えられる。ただし、GST-M1 の多型が、NC 型ラット肝の PP
に対する低反応性に直接関与する可能性は低く、同ラットで PPARαの内因性のリガンドが低下してい

ることによると考えられる。 
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表９ ヒト HepG2 細胞での clofibric acid（CFA） による遺伝子発現の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表１０ NC 型ラット肝とヒト肝の PPARαリガンド産生系と標的遺伝子発現の類似性 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

７ CF による培養ヒト星細胞での遺伝子発現の変化 
[目的] 
 肝細胞のがん化に、星細胞を含む非実質細胞と肝細胞の相互作用が関与することが示唆されている 
(26-28) 。CF 投与による KS 型ラット肝での前がん病変誘発に果たす非実質細胞の役割を明らかにする
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ため、肝組織を用いて発現アレイ解析を行い、KS 型と NC 型で発現の異なる数種類の遺伝子を見出し

た。しかし、これらの発現の差異が、非実質細胞の反応性の差異を反映したものかは明らかでなかった。

そこで、初代培養ヒト星細胞を用いて同細胞に発現する遺伝子と PP による発現変化を解析した。 
[方法] 
 ヒト星細胞（ScienCell Research Laboratories, San Diego, CA, USA）をプロトコールに従い、

Stellate Cell 培地で培養、0.5 mM と 2 mM clofibric acid で２日間処理した。遺伝子発現は human 
genome U133 Plus 2.0, Affymetrix を用いて、そのプロトコールに従い行った。 
[結果と考察] 
 ヒト星細胞では、PPARαの発現は認めたが、PPARαリガンド産生系と epoxide hydrolase 2 の発現は

認めず、clofibric acid 処理による脂肪酸β-酸化酵素遺伝子の誘導は、enoyl-CoA hydratase 1 を除いて

観察されなかった（表１１）。星細胞はレチノールを多量に含み、活性化刺激によりレチノールからレ

チノイン酸が合成されることが知られている (45) 。この合成には alcohol dehydrogenase と aldehyde 
dehydrogenase が係わることから、これら酵素遺伝子の発現が clofibric acid 処理により変化するか検

討した。星細胞で発現レベルが高い遺伝子を表１１に示した。どのアイソザイムがレチノイン酸の合成

に係わるか、明らかでないが、aldehyde dehydrogenase 1A3 を除いて、明らかな変化はなかった。レ

チノイン酸の分解に働く CYP26A1 と CYP26B1 の発現は観察されなかった。これらの結果から、ヒト

星細胞の clofibric acid に対する反応性は低いと考えられた。 
 コントロールの星細胞では、CRBP1、vimentin、hepatocyte growth factor などの発現レベルが高く、

星細胞の性質と一致した（表１２）。Clofibric acid 処理に伴い、CRBP1 の発現が低下し、α-SMA が増

加した。その他の星細胞に特徴的な遺伝子の発現には明らかな変化がなかった。薬剤処理による細胞数

の減少はないことから、CRBP1 の減少とα-SMA や PPARγの増加は、一部の星細胞が何らかの細胞系

列に分化すること (46) を示唆する知見と考えられた。 
 これらの結果から、CF 投与の KS 型ラット肝の CRBP1 陽性細胞の減少は、星細胞のアポトーシス

よりは、異なる細胞系列への分化による可能性も考えられた。また、CF 投与の同ラットで顕著に低下

した SIGLEC5 と CYP7A1 は、コントロールのヒト星細胞で発現がなかったことから、KS 型ラット肝

での結果は、星細胞以外の細胞の変化を反映していることが示唆された。 
 ヒト星細胞で発現する遺伝子として、hepatocyte growth factor、tumor growth factor-β1、interleukin 
6 などが明らかになったので、これらが、KS 型ラット肝で、どのように変動するか検討する必要があ

る。 
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表１１ ヒト星細胞の HEET 産生系、脂肪酸β-酸化経路、レチノール代謝系遺伝子の clofibric acid
（CFA）による発現変化 
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表１２ ヒト星細胞での clofibric acid（CFA） による遺伝子発現の変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
 
 
 
今後のリスク評価への貢献 
イ） NC 型ラットの PP に対する低感受性の機序を解明し、同ラットがヒト肝での PP のリスクを

評価するモデルになることを明らかにしたので、PP のリスク評価を容易にする。 
ロ） KS型ラットの結果からPPによるラット肝発がん過程が少なくとも２段階で進行することを

明らかにし、げっ歯類に対する PP の発がん機構の解明に貢献した。ヒトに対する PP の発がんリ

スクの低さを裏付ける根拠と考えられる。 
ハ） これまで PP と遺伝毒性物質によるラット肝発がん過程は異なると考えられてきたが、CF 投

与１５週以降の時点では GST-A4 や Nrf2 の発現など共通点があることを明らかにした。両物質の

発がん過程を統一的に捉える端緒を開いた。 
ニ） 化学物質のがん原性試験の中で、中期 in vivo ラット発がん試験は、GST-P 陽性の病変を検

出し、発がん性を評価する。遺伝毒性発がん物質の投与により GST-P 陽性の病変だけでなく、GST-P
陰性の病変も出現することから、上記発がん試験の問題点を明らかにした。 

ホ） Nrf2 は、いろいろな抗酸化物質あるいはがんの化学予防に働く物質の標的分子として、がん

化を抑える機能が注目されている。PP や遺伝毒性物質によるラット肝発がん過程で Nrf2 の発現が

あることから、がん化を促進する可能性も排除できない。この場合、化学予防物質は、がん化を促

進するリスクになりうると考えられる。 
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３ 今後の問題点等  

 

１） KS 型ラットの結果から PP によるラット肝発がん過程が少なくとも２段階で進行する 
ことを明らかにしたが、BE 陰性化の機序について、星細胞からのシグナルを必要とするかなど、

解明する必要がある。 

２） これまで PP と遺伝毒性物質によるラット肝発がん過程は異なると考えられてきたが、

GST-A4 や Nrf2 の発現など共通点があることを明らかにした。両物質による発がん過程の異同に

ついてさらに究明し、より効率的な発がんスクリーニング法を開発する必要がある。 
３） 中期 in vivoラット発がん試験は、国際的にがん原性試験として広く使用されていることから、

遺伝毒性発がん物質の投与により出現する GST-P 陰性病変の性質を解明する必要がある。 
４） Nrf2 とがん化学予防物質は、肝発がん過程のある程度進んだ時期には、発がんを促進する可

能性が考えられ、そのような時期における役割の解明が必要である。 
 

 




