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1．要旨

　銅は、ヒトや動物にとって必須の元素であり、様々な酵素の構成成分として酸素の運搬や酸化

還元反応等に関与している。一方、生体必須金属あるいはそれ以外の金属であっても、生体の

恒常性維持の限界を超える量の暴露を受けた場合や、なんらかの原因で代謝機能が低下してい

る場合、あるいはその金属の種類によって、毒性作用が生じる。一過性の暴露であれば、中毒症

状を呈するが、長期間暴露された場合、ある種の金属では発がん性を有することが、職業がんや

実験動物の研究により明らかにされている。ヒトに対する銅の発がん性は証明されていないが、動

物への過剰な銅化合物の投与や銅代謝異常ラットで見られる肝臓への異常な銅蓄積は、酸化ス

トレスの発生を介し、肝炎あるいは肝発がんを誘発することが報告されている。

　近年、グルコン酸銅が栄養機能食品としてサプリメント等への添加が認可されたため、利用拡

大が予想されるが、一方でその過剰摂取による健康被害が危惧される。しかし、グルコン酸銅の

発がんリスクの有無については、動物を用いた長期発がん性試験の報告はなく、未だ不明のまま

である。またin　vitroにおいてポリフェノール類、特にカテキンと銅との相互作用により、酸化的

DNA損傷を誘発することが報告され、さらにカテキンにっいては、　in　vivoにおいて亜硝酸との複

合投与により、胃の発がんリスクを増加させることが報告されている。しかしながら、動物を用いた

in　vivOでの銅とカテキンとの複合影響について、実際に発がんリスクが増大するか否かについて

は、未だ明らかではない。

　これらの背景から我々は、本研究においてin　vivOの動物実験により、グルコン酸銅の発がんリ

スクの検討とその背景機構、並びにグルコン酸銅とカテキンとの複合投与による発がん修飾作用

について検索することを目的に、ラット中期発がんモデルである中期多臓器発がん性試験並びに

中期肝発がん性試験を実施した。

　これらの研究を実施するにあたり、初めに、中期発がん性試験に用いる発がん剤の肝臓にお

けるDNA損傷と前がん病変との関連性について研究を行い、両者に密接な関連があることを明

らかにした。さらに肝臓の葉によって、DNA損傷及び前がん病変発生の反応性が異なることが明

らかとなり、以降の中期発がん性試験では、葉間差を考慮し肝臓の観察部位を決定した。

　次に、中期多臓器発がん性試験法を実施するにあたり、グルコン酸銅の投与用量及び毒性メ

カニズム探索の方法を検討すべく、小規模な動物数を用い、中期多臓器発がん性試験の期間を
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半分にした予備的な試験を行った。その結果、グルコン酸銅は複数の発がん物質を投与した条

件下ながら、比較的低い用量より、単独でも肝臓の銅代謝に影響を及ぼすことが判明した。また、

グルコン酸銅の暴露が肝臓の代謝能力を超えることが明らかとなる用量は、6000ppmであるものと

判断し、以降の試験のグルコン酸銅の最高用量は6000ppmとした。

　次いで、グルコン酸銅とカテキンのそれぞれ単独あるいは複合投与による影響にっいて、ラット

中期多臓器発がん性試験法を用いて全身臓器について検索を行った。その結果、肝前がん病

変の発生個数は、グルコン酸銅単独群の300ppm以上にて有意に増加したが、グルコン酸銅及

びカテキン併用群では増加しなかった。一方、前胃過形成の発生頻度はグルコン酸銅単独群の

6000ppmにて有意に増加したが、カテキンの併用投与ではグルコン酸銅によるこの現象を有意に

抑制した。グルコン酸銅の単独またはカテキンとの併用投与下での他臓器への影響や、カテキン

単独による被検索臓器への影響は認められなかった。

　さらに・発がんリスクが増加した肝臓にターゲットを絞り、グルコン酸銅の及ぼす生体影響の背

景機構を詳細に検索することを目的に、ラット中期肝発がん性試験並びに2週間反復投与試験

を実施した。その結果、ラット中期肝発がん性試験において、グルコン酸銅は、6000ppmの投与

により肝前がん病変発生と、肝細胞の酸化的DNA損傷、細胞増殖活性及びアポトーシス誘導を

有意に増強した。この時の遺伝子発現変化としては、金属代謝、炎症、アポトーシスに関連する

遺伝子とがん遺伝子の発現が増強した。これらの遺伝子の一部は、2週間反復投与試験でも発

現増強が認められた。

　以上の結果から、グルコン酸銅は、肝臓と前胃を標的とする増殖性病変誘発促進作用を発揮

し、高用量で発がんリスクを有するが、ヒト暴露レベルにおいてそうしたリスクが顕現する可能性は

低いものと判明した。またその機序には、酸化ストレス、細胞増殖、炎症反応及びアポトーシスの

誘導が関与することが示唆された。一方、カテキンは、単独ではなんら影響を示さず、グルコン酸

銅との複合投与により、グルコン酸銅の発がんリスクを軽減する可能性が示唆された。
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H．省略用語の説明

8－oxoG：8－oxoguanine　8一オキソグアニン

ABC：avidin－biotin　complex

AP・一　1：activator　protein　l

BBN：N－－buty1－1＞L（4－hydroxybutyl）－nitrosamine

DEN：1＞－nitrosodiethylamine

DHPN：2，2，－dihydroxy－di－n－propylnitrosamine

DMH：1，2－dimethylhydrazine

GADD45α：growth　and　DNA　damage　45α

GSH：glutathioneグルタチオン

GSSG：glutathione　disulfide酸化型グルタチオン

GST－P：glutathione　S－－transferas　e　placenta1　form胎盤型グルタチオンS一トランスフェラーゼ

H202：hydrogen　peroxide過酸化水素

HE：hematoxylin－－eosinヘマトキシリンーエオジン

ICH：International　Conference　orl　Harmonization　of　Technical　Requirements　for　Registration　of

　　　Pharmaceuticals　for　Human　Use

IL1α：interleukin　1αインターロイキン1α

LEC：Long－Evans　cinamonロングーエバンスーシナモン

MNU：1脇methylnitrosourea

MRE：rnetal　responsive　element

MT：metallothioneinメタロチオネイン

MYH：MutY　homologアデニルDNAグリコシラーゼ

NF一κB：nuclear　factorκB

NOS2：nitric　oxide　synthase　2一酸化窒素シンターゼ2

02｝：superoxide　ionスーuパーオキシドイオン

102：singlet　oxygen一重項酸素

OGG1：8－－oxoguanine　DNA　glycosylaseオキソグアニンDNAグリコシラーゼ
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・OH：hydroxy　radicalヒドロキシラジカル

PCNA：proliferative　cel1　nuclear　antigen増殖性細胞核抗原

SOD：superoxide　dismutaseスーパーオキシドジスムターゼ

TBARS：thiobarbituric　acid　reactive　substancesチオバルビツール酸反応陽性物質

TNFα：tumor　necrosis　factorα腫瘍壊死因子α

TUNEL：terminal　deoxynucleotidyl　transfbrase－mediated　d－uridinetriphosphate－・・biotin　nick

end－labeling
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皿．緒言

生体微量金属の生理作用、毒性作用及び発がん性

　ヒトや動物の体には、多量に存在し、その主な構成成分となっている元素（酸素、炭素、水素、

窒素等）のほかに、微量しか存在しないが、生命維持の必須なものとして、鉄、亜鉛、銅、セレン、

コバルト、マンガン、クロム、ヨウ素、モリブデン、ニッケル、バナジウム等の微量金属が知られてい

る（桜井ら，1994）。それらの機能について表皿一1に記載する。これらの必須微量元素は摂食によ

り体内に取り込まれ、健常状態では生体内に常に一定範囲の濃度で存在し、過剰分は体外に排

出され、それらの金属の恒常性が保たれている。また、体内で利用されやすい状態で血液中に

存在するものと、肝臓や骨などの組織に安定な状態で貯蔵されるものとがあり、両者の間で平衡

関係が成り立っている。そして、何らかの理由により、ある臓器において微量金属が不足した場合、

貯蔵部位から取り出され、血流によって必要な部位に供給される（田中，1995）。

　一方、生体必須金属あるいはそれ以外の金属であっても、その恒常性維持の限界を超える量

の暴露を受けた場合や、なんらかの原因で代謝機能が低下している場合、あるいは金属の種類

により毒性作用が現れる（Valk。　et　a1．，2005）（表皿一1）。一過性の暴露であれば、中毒症状を呈

するが、長期間暴露され続けた場合、ある種の金属では発がん性を有することが、職業がんや実

験動物を用いた研究により明らかになっている。微量金属が関与する発がん性について、鉄、コ

バルト、クロム、ニッケル、鉛、カドミウム、ベリリウム、ヒ素等の研究は数多くなされ、その発がん性

が評価されている（表皿一一・1）。一方、亜鉛、銅、マンガン、バナジウム、チタン等は、明確にヒトに対

する発がん性の有無が評価されておらず、今後更なる研究が必要である（Kawanishi　et　al．，1989＞

（表皿一1）。

　金属による発がん機構は、複雑であり十分に解明されてはいないが、金属による酸化ストレスと

DNA修復機構の阻害等が作用機序として考えられている（Desoize，2003；Leonard　et　al．，2004）。

鉄錯体・コバルト、クロム、ニッケル等から成る発がん性金属化合物は、過酸化水素（H202）やス

ーパーオキシドイオン（02－）からヒドnキシラジカル（・OH）、一重項酸素（102）、金属一酸素錯体

等の種々のタイプの活性酸素種を生成し、DNAに損傷を与えると考えられている（Kawanishi　et

al・，1986）（図皿一1）。もっとも典型的な酸化的DNA損傷は塩基変化であり、代表的なものとして
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8一オキソグアニン（8－oxoG）が知られている（Nakae　et　al．，1997）。8－oxoGは、　DNAの構成分子

であるグアニン（G）の8位の炭素を・OH等の活性酸素が傷害したもので、一部が本来の相補塩

基であるシトシン（C）ではなくアデニン（A）と結合し、さらに複製の過程でアデニンはチミン（T）と対

合し、G：C→T：Aトランスバージョンを特異的に誘発することで、発がんに関与していると考えられ

ている（Halliwell　and　Aruolna，1991；Kasai，1997）（図皿一2）。また酸化ストレスはDNA以外にも、

脂質やタンパク質等を傷害し、過酸化脂質に代表されるそれらの傷害も発がんに関与している

（Nakae，1999）。さらに一酸化窒素をはじめとする活性窒素種は、炎症性サイトカン、アポトーシス

あるいは細胞増殖等を制御する種々のシグナル因子等とともに複雑なネットワークを形成し、発

がんに関与していることが明らかとされつつある（NeWton　et　a1，，1997；Szabo，1997；Maeda　and

Akaike，1998）（図皿一1）。

　一方、亜鉛、マンガン、鉛、カドミウム、ベリリウム、ヒ素等のそれ自身が活性酸素種の生成に直

接関わることはない金属では、スーパーオキシドジスムターゼ（SOD）、カタラーゼ、ペルオキシダ

ーゼ等の活性酸素消去酵素を阻害、あるいはDNAポリメラーゼ等のDNA修復や複製機構を阻

害することにより、発がん過程で重要な役割を果たしていると推察されている（Waalkes　et　a1．，

1989；Hartwig　and　Schlepegrel1，1990；Luke　et　aL，1975）。

銅の生理作用、ヒトにおける摂取量、毒性作用及び発がん性

　遷移金属である銅は、ヒトや動物にとって必須の元素である。銅は酸化型第二銅イオン［Cu

（II）］あるいは還元型第一イオン［Cu（1）］として生体に存在しており、SOD、セルロプラスミン、チ

トクロームオキシダーゼ、チロシナーゼ、アスコルビン酸酸化酵素等の構成成分として、酸素の運

搬や酸化還元反応等の働きに関与するほか、エラスチン、コラーゲン等の結合組織代謝や、電

子伝達系に関係している（Aruoma　et　a1．，1991；Prohaska　et　a1．，2003；Wasser　et　a1．，2003）。また

銅は核にも含まれており、DNAのクロマチン高次構造形成に関与している（Dijkwel　and　Wenink，

1986）。鉄が不足すると、骨格異常、毛髪の色素脱落や構造異常及び心筋変性などの症状が現

れるが・銅はその欠乏により貧血が起こることが報告されているなど、鉄と共に造血機能に関与す

るほか、銅含有酵素のいくっかは鉄の利用に深く関係している（高橋ら2002）。このように銅は、ヒ

トの生命活動にとって重要な役割を果たしている。
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　日本人の銅摂取量と所要量に関する調査結果を表皿一2に示す。これは平成13年国民栄養

調査結果（健康・栄養情報研究会，2003）の銅に関わる部分を抜粋したもので、年齢別更に男女

別に銅の摂取量を示すと共に、第6次改定日本人の栄養所要量（財団法人厚生統計協会，

2003）より抜粋した銅の所要量を示したものである。これによれば、銅は小児を除く幅広い年齢層

で不足している傾向にあり、食品への添加物などによって摂取を強化する必要性があると考えら

れている。

　銅の毒性作用にっいては、銅は酸化ストレスを誘導し、細胞や組織に障害を与えることが明ら

かになっている（Oikawa　et　aL，2001，2003；Murata　et　aL，1999；Naito　et　aL，1994；Yamamoto　et

al．，1993）。さらに肝臓に銅が異常に蓄積するロングーエバンスーシナモン（LEC）ラットでは、銅によ

る酸化ストレスの関与により、肝炎及び肝がんを発症する（Yamamoto　et　a1．，1993）。また、ヒトでの

先天性代謝異常症のウィルソン病では、銅が肝臓や脳等に過剰に蓄積し、肝硬変や中枢神経障

害を発症する（Ala　et　a1．，2007）。一方、ヒトに対する銅の発がん性は証明されていない。しかしな

がらヒトにおいて、血清銅と乳がん発生との関係が調べられた結果、かなりの低濃度とかなりの高

濃度で乳がんの発生が多いことが明らかになった（Overvad　et　a1．，1993）。これは、通常レベルの

銅が発がん性を示すことはないが、低濃度ではSODの活性が低下することにより、また高濃度で

はLECラットと同様の機構で発がんの可能性が高まると推察されている。従って、銅は必須微量

金属であっても、ある条件下では発がんに寄与している可能性が考えられる。

グルコン酸銅の使用及び毒性

　現在、栄養機能食品（いわゆるサプリメント）や健康食品が数多く販売されている。これらの健

康補助食品は、高齢化やライフスタイルの変化等により、通常の食生活を行うことが難しく1日に

必要な栄養成分を取れない場合に、その補給のために摂取する。

　グルコン酸銅は、銅塩類の一っとして、人工栄養児の銅強化の目的で1983年に食品添加物

に指定された。その構造式を図皿一3に示す。グルコン酸銅は、日本では近年まで母乳代替食品

以外の食品への使用が認められていなかった（Nakamoto　et　aL，1983）。しかしながら、米国では、

栄養強化を目的としてサプリメント類、あめ類、飲料等に用いられており（HHS，ユ997）、EUにおい

ても・食品添加物ではなく食品成分扱いとされ（EC，2001）、幅広く用いられている。日本におい
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ても、2004年に栄養機能食品として通常の食品の形態をしていない液剤、カプセル、顯粒、錠剤

及び粉末に使用できるよう使用基準の改正が行われた。グルコン酸銅の許容上限摂取量は、銅

として9皿g／ヒト／日と設定され（http：／／www．fsc．go．jp／hyouka／hy－gluconatecu－hy。uka．p　df）、今後

の使用拡大が予想される。

　グルコン酸銅の安全性については、Ames試験にて陰性（Hujita　et　al．，1998）、各種動物の反

復投与毒性試験では、高用量投与の場合に肝障害等が認められている（Harrisson　et　a1，，1954；

Aburto　et　a1・，2001）。一方ヒトでは、グルコン酸銅の投与試験が行われており、ヒトの許容上限摂

取量付近である10mg／ヒト／日の12週間反復投与において、なんら影響がないことが報告されて

いる（Pratt　et　aL，1985）。しかしそれ以上の用量での影響については、試験が行われておらず不

明である。また、グルコン酸銅の発がんリスクの有無にっいては、動物を用いた長期発がん性試

験の報告はなく、未だ明らかではない。

栄養機能食品等の評価の現状及び食品中化学物質の複合影響に関する安全性研究の動向

　栄養機能食品や健康食品は、手軽に必要な栄養素を摂取できる反面、食事から栄養素をとる

揚合とは異なり、容易に許容上限摂取量よりも数倍から数十倍もの量を一度に摂取することが可

能となり、過剰摂取による健康被害が危惧される。また、安全性が十分に確認されないまま市場

に投入される商品も数多い。そのため昨今、栄養機能食品や健康食品あるいは食品添加物に対

する再評価の動きが進んでいる。最近の情報では、健康食品であるアガリクスを含む3製品につ

いて、厚生労働省がラットを用いた発がん性試験を行い、1っの製品において、製品の摂取目安

量の約5倍から10倍程度の用量で発がんを促進する作用が認められ、さらに変異原性も陽性で

あったことから、商品の自主回収が要請された
（http：／／www．mhlw．go．jp／topics／bukyoku／iyaku／syoku－anzen／qa／060213－1．html）。また、食品

添加物であるアカネ色素もラット発がん性試験において腎臓腫瘍の増加が認められ、変異原性も

陽性であったことから使用禁止となった
（http：／／www．mhlw．go．jp／topics／2004／06／tpO618－1．htrn1）。

　栄養機能食品や健康食品の再評価の動きがある一方、食品中化学物質の複合影響に関する

安全性について、基礎的研究が厚生労働省の研究班で行われている。ヒトは常に食事等から数
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多くの化学物質を摂取し、これらの化学物質に対し常に複合的に暴露され続けている。しかしな

がら、これらの化学物質の安全性は、それぞれ個別に評価されているが、複合的に摂取した場合

の安全性についての情報は極めて乏しい。そこで、実態に即した安全性評価の必要性から、化

学物質の複合影響に関する基礎的研究が行われている。これらの背景から我々の研究グループ

は、食品健康影響評価と複合影響の観点で研究を進めるに至った。

　実際、抗酸化物質など多くの化学物質は、鋼や鉄などの金属の存在下でDNA損傷をおこし、

ヒト健康に影響を及ぼす可能性があることが報告されている。とくにポリフェノール類（カテキン類、

オルトフェニルフェノール、カフエー酸、カテコール等）の揚合、in　vitroにおいて、それぞれと銅と

の相互作用により8－oxoGを生成し、　DNA損傷をもたらすことが報告されている（Oikawa　et　a1．，

2001，2003；Murata　et　a1．，1999；Naito　et　al．，1994）。特にカテキン類は（図皿一一4）、これまでに抗

酸化作用や発がん抑制作用をはじめとする種々の作用を示すことが報告され（Scaltriti　et　a1．，

2006；Morley　et　a1．，2005；Weyant　et　al．，2001）、それらの好影響に基づいて、様i々な用途として

食品等への使用が拡大している。そのためカテキン類の複合影響による安全性について研究す

ることは、非常に重要であると考える。カテキンと銅との相互作用により酸化的DNA損傷が誘発さ

れる機構を図皿一5に示す。さらに、老化防止や健康増進を期待されるピクノジノールの成分であ

り、カテキンの2量体であるprocyanidin　B2は、in　vitroにおいて適量では細胞内の酸化ストレス

を抑制するが、高濃度では銅の存在下で酸化ストレスを促進し、酸化的DNA損傷を誘発すること

が報告されている（Sakano　et　aL，2005）。また金属以外にも、ラット胃発がんモデルにおいて、カ

テキンあるいはカテコールと亜硝酸ナトリウム（NaNO2）を同時投与すると、胃の中で酸化ストレス

が発生し、前胃発がんを促進することが報告されている（Ishii　et　a1．，2006；Kuroiwa　et　al．，2007）。

ラット中期発がんモデル

　発がん性試験は、対象とする化学物質に腫瘍を発生させる作用あるいは腫瘍の発育を促進さ

せる作用があるかを検討するために行われている。長期発がん性試験では、ラットあるいはマウス

を50匹以上／群を使用し、ラットでは24ヶ月以上、マウスでは18ヶ月以上投与し、全ての臓器

の腫瘍発生を検索する方法であるが、膨大なコストと人手を必要とする。

　ラット中期発がんモデルは、発がんがイニシエーションとプロモーションの2つの過程からなると
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する発がん二段階説に基づき、長期発がん性試験の代替法として提唱された。このモデルは比

較的短期間に、全身の主要臓器あるいは単一臓器に対する化学物質の発がん性の有無を評価

することができる。また、長期発がん性試験の結果ともよく相関することが報告されている（lto　et

a1．，1988；Fukushima　et　al．，1991；Takahashi　et　a1．，1992；Fukushima　et　aL，2005）。発がんのイニ

シエーションとは、発がん物質が活性化されて細胞の遺伝子に作用し、変異細胞を形成する起

始的変化を起こす過程で、プロモーションとは、変異した細胞が増殖・進展し、前がん病変あるい

はがんを形成する過程をいう（Ito　eta1．，1988）。

　ラット中期肝発がん性試験は、代表的な単一臓器発がんモデルのひとっであり、イニシエータ

ーとしてN－nitrosodiethylamine（DEN）を用い、さらに肝部分切除処置を施し、肝前がん病変であ

る胎盤i型グルタチオンS一トランスフェラーゼ（GST－P）陽性細胞巣の数及び大きさを指標に、肝を

標的とする発がん物質を比較的短期に検出する試験法である（Shirai，1997；Ito　et　al．，2000）。

GST－Pとは、薬物代謝酵素のうちの抱合酵素の一つで、正常なラットの肝臓では発現していない

が、ラットの肝前がん病変において発現するため、GST－P陽性細胞巣は、ラットの肝発がんのマ

ーカーとして広く用いられている（Shirai，1997）。300以上の化学物質について評価が行われ、

90％以上の確率で肝発がん物質を検出でき、長期発がん性試験ともよく相関することが報告され

ている（Fukushima　et　a1．，2005）。この試験のメリットは、単一臓器にターゲットを絞り、肝発がんリ

スクの評価を前がん病変の数量的データを用いて解析するため、ばらつきの少ない精度の高い

結果を比較的短期間に得ることができることである。一方、肝臓以外に標的臓器がある化学物質

の場合は、十分な評価を行うことができない。

　ラット中期多臓器発がん性試験は、化学物質の全身諸臓器への発がん性を一括して検索する

ために開発された試験法である（Ito　et　a1．，1988；Fukushima　et　a1．，1991；Takahashi　et　a1．，1992）。

複数の発がん物質を用いて種々の臓器にイニシエーション処置をした後、化学物質をプロモー

ション期に投与して、試験開始後28－30週で動物を屠殺し、全身諸臓器の発がん性を、前がん病

変あるいは腫瘍の発生を指標として検索する。この方法のメリットは、同時に多くの臓器に対する

発がん効果を判定できるため、標的臓器のスクリーニングに用いることができることと、ある臓器で

発がんしたものが他の臓器ではどうかという関連性の確認が行なえることが挙げられる。一方、複

数の発がん物質を投与していることと、投与期間が比較的長いことから、結果のばらっきがやや

大きく、評価精度の点から単一臓器を対象としたモデルよりも劣る。
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研究の目的

　近年、グルコン酸銅が栄養機能食品の成分として利用拡大が予想され、その過剰摂取による

健康被害が危惧される。一方、動物への過剰な銅化合物の投与やLECラットで見られる異常な

銅蓄積は、酸化ストレスの発生を介し毒性あるいは肝発がんを誘発することが報告されている。し

かしながら、グルコン酸銅の発がんリスクの有無については、動物を用いた長期発がん性試験の

報告はなく、未だ不明のままである。

　また・in　vitroにおいてポリフェノール類、特にカテキンと銅との相互作用によりDNA損傷を誘

発することが報告され、さらにカテキンにっいては、in　vivOにおいて亜硝酸との複合投与により、

胃の発がんリスクを増加させることが報告されている。しかしながら、動物を用いたin　vivOでのカ

テキンと銅との複合影響について、実際に発がんリスクが増大するか否かについては、未だ明確

な結論はない。

　これらの背景から我々は本研究において、in　vivOの動物実験により（ユ）グルコン酸銅の発がん

リスクの検討とその背景機構を明らかにすること、（2）グルコン酸銅とカテキンとの複合投与による

発がん修飾作用にっいて検索することを目的とした。発がんリスクの検討には、ラット中期多臓器

発がん性試験並びに中期肝発がん性試験を用いることとした。

　我々は、中期多臓器発がん性試験を先に実施することで、グルコン酸銅の発がんリスクについ

て全身の臓器に対して検索し、次いで、特に発がんリスクが増加した肝臓にターゲットを絞り、中

期肝発がん性試験を行い、その再現性の確認と詳細な背景機構の検索を行った。

　第1部では、これらの研究を開始するにあたり、まず初めに中期発がん性試験に用いるDEN

によるイニシエーション作用について理解を深めるため、DEN投与の幼若ラットの肝臓における

DNA損傷とGST－P発現との関連性にっいて検討した。さらにこれらの検討は、肝臓の3つの

別々の葉について実施し、各葉での反応性の違いについても合わせて調べることとした。

　第2部では、グルコン酸銅の発がんリスク検索のため中期多臓器発がん性試験法を実施する

にあたり、グルコン酸銅の投与用量及び毒性メカニズム探索の方法を検討すべく、小規模な動物

数を用い、中期多臓器発がん性試験法の期間を約半分にした予備的な試験を行い、銅の影響

が予想される肝臓に焦点をあて、グルコン酸銅の毒性及び発がん性について検索した。
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　第3部では・グルコン酸銅とカテキンのそれぞれ単独、あるいは複合投与による影響について、

中期多臓器発がん性試験法を用いて全身臓器について検索を行った。

　第4部では、第3部で発がんリスクが増加した肝臓にターゲットを絞り、より精度の高い再現性

を得ること・さらにグルコン酸銅の及ぼす生体影響の背景機構を詳細に検索することを目的に、

中期肝発がん性試験並びに2週間反復投与試験を実施し、組織化学的検索及び遺伝子発現解

析を行った。
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IV・第1部：DEN投与の幼若ラットの肝臓におけるDNA損傷とGST－P発現との関連性

IV－1．背景及び目的

　化学物質による発がんは、DNA付加体の形成をはじめとする様々なDNA損傷に始まり、変異

の固定・変異細胞増殖の過程を経て腫瘍形成に至る。近年、in　vivoでのDNA初期損傷を検出

する手法として・コメットアッセイが定着しつつある（Singh　et　a1．，1988；Fairbaim　et　aL，1995；

Sasaki　et　a1．，1997）。コメットアッセイ（comet　assay；単細胞ゲル電気泳動法）とは、単離した細胞

または核をアガn一スに閉じ込めて融解した後、アルカリ処理で二本鎖DNAを単鎖にし、電気泳

動による泳動パターンの変化より、DNA鎖切断を検出する方法である。正常な細胞のDNAは、

非常に大きな分子であるため、電揚をかけてもほとんど移動せず球形の核DNAとして観察される。

一方・DNA付加体形成等に対する修復過程でDNAの脆弱性やDNA切断等が起っている場合

には・DNA断片の大きさに応じて移動し、球形の核DNAを頭に尾を引いたコメット（彗星）のよう

な泳動パターンとなる（図IV－1）。DNA損傷の程度は、コメットの長さにより数量的に判定すること

が可能である。この方法は培養細胞のみならず、化学物質を処理した動物より細胞を単離するこ

とで・in　vivOでの評価にも応用できる。理論的には全ての細胞を対象に試験が可能であり、実際i、

肝臓・腎臓・胃、肺、膀胱、子宮等の組織を用いて実施されており（Sasaki　et　a1．，1997；Sasaki　et

a1・・2000）・我々の研究グループにおいても、子宮でのコメットアッセイについて報告している

（Ogawa　et　a1．，2007）。

　一方、肝前がん病変マーカーであるGST－P陽性細胞巣とDNA付加体との間に相関があること

が報告されている（Dragan　et　aL，1994）。しかしながら、　DNA初期損傷とGST－P発現との相関性

は、明らかにされていない。

　そこで我々は、幼若ラットに10あるいは40ppmのDEN飲水投与を行い、肝臓でのコメットアッ

セイによるDNA初期損傷とGST－P発現との相関性について検討した。これらの試験は、肝臓の

外側左葉、内側右葉及び外側右葉の3葉について実施し、各葉での反応性の違いについても

合わせて調べることを目的とした。

IV－2．材料及び方法
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化学物質

　DENはTokyo　Chemical　Industry　Co．，　Ltd．（Tokyo，　Japan）より購入し、試験期間中は、毎目脱

イオン水を用いて10あるいは40PPmに希釈し投与検体とした。投与用量はRichardsonら（1986）

の報告を基に設定した。

動物

　4週齢のBr1Han：WIST＠Jc1（GALAS）雄性ラットをCLEA　Japan，　Inc．（Tokyo，　Japan）より54匹入

手した。動物は1週間の検疫馴化期間後5週齢にて試験に供し、適切な無作為抽出法を用いて

割り付けた。動物はバリアーシステム内の温度及び湿度を制御した動物室内で飼育した。室内の

環境は温度22℃（下限19℃、上限25℃）、湿度55％（下限45％、上限70％）、i換気回数18回／

時・12時間照明とした。動物は各1匹ずつ、ステンレス網底側板アルミ打抜きブラケットケージ内

に収容した。餌（CE－2：CLEA　Japan）及び水は自由に摂取させた。

試験設計

　5週齢の動物を3群（各群18匹）に無作為に分け、0、10あるいは40PPmのDEN飲水投与を

14日間実施した（図IV－2）。体重及び飲水量を3、7及び14日に測定し、検体摂取量を算出した。

各群3・7及び14日に、6匹の動物をエーテル麻酔下で放血屠殺し、肉眼的病理学検査の後、

肝臓を摘出して重量測定を行った。肝臓の外側左葉、内側右葉及び外側右葉を切り出し（図W

－3）・それらを半分にし、それぞれ一方を10％中性緩衝ホルマリン液にて固定し、通常の方法でパ

ラフィン包埋し4μm切片を作成した。もう一方は＝メットアッセイに供した。

病理組織学的及び免疫組織化学的検索

作成した切片に対しヘマトキシリンーエオジン（HE）染色を常法にて実施し、病理組織学的検索
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を行った。肝でのGST－P免疫組織化学染色（Kishida　et　a1．，2000）はavidin－biotin　complex

（AB　C）法（Vector　Laboratories　Inc．，　California，　USA）にて実施した。脱パラフィン後、0．3％H202

により15分間室温で処理し、一次抗体（抗ラットGST－Pウサギポリクローナル抗体：Medical　and

Biological　Laboratories　Co。，　Ltd．，　Aichi，　Japan，×100倍希釈）を添加し、1時間室温にて静置し

た。洗浄後、ビオチン結合抗ウサギIgG抗体（Vector　Laboratories　Inc．）を30分室温、次いでペ

ルオキシダーゼ結合アビジン（Vector　Laboratories　lnc．）を30分室温にて処理し、0．04％ジアミノ

ベンチジン溶液にて茶褐色に発色させた。GST－P陽性細胞率の算出には、アイパップイメージア

ナライザー一（Sumika　Technoservice　Co．，　Osaka，　Japan）を用いた。

コメットアッセイ

　各葉の肝臓片に24mM　EDTA緩衝液を加え、600　rpmで緩やかにホモジナイズした。700×g

で10分間遠心後、上清を除き沈殿した核分画を同溶液で再懸濁し核懸濁液とした。核懸濁液を

1％アガロ・・一ス処理済のスライドグラス上に置き、直ちにその上にスライドグラスをかぶせて、アガロ

ースを固化させた。その後スライドグラスを引き剥がしゲルのみとし、これを第1層ゲルとした。次

に、溶解した2％低温度ゲル化アガロースを、核懸濁液と1：1で混和し、直ちに固化した第1層ゲ

ルに重層し固化させ、第2層ゲルとした。第3層ゲルとして第1層ゲルと同じく1％アガロースを

重層させた。作製したアガロースゲルに核溶解液（1％TritonX－100－10mMトリス緩衝液）を加え、

1時間4℃で静置し核を溶解させた。核溶解が終了したアガロースゲルを電気泳動槽に並べ電気

泳動液［1mM　EDTA緩衝液（pH13）ユに浸し、10分間4℃で静置してDNAをアルカリ変性させた

後、1V／cm（250－－300・mA）で15分間電気泳動を行った。その後、ゲルを25μg／m1臭化エチジウ

ム液にて染色し、蛍光顕微鏡を用いて画像解析装置（KEIO　EIectronic　Industry　Co．，　Ltd．　Osaka，

Japan）に画像を取り込み観察した。1枚の標本につき50個の核について、無作為にDNA移動距

離（コメット像の尾の長さ）を計測した。

統計学的解析

各データはバートレット検定またはF検定を実施し、有意であった場合は、Stee1検定または
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Aspin－Welch　t検定を実施した。有意でなかった揚合には、　Dunnett検定またはStudent’s亡検定

を実施した。P値が0・05以下の揚合を有意な変化とした。また同じDEN用量あるいは同じ投与期

間における各葉での違いについては、Tukey’smultiple　comparison検定を実施した。

倫理面への配慮

　本研究においては、実験動物の適切な扱いに関する国内外の法規、規則、ガイドライン等及

び試験実施施設の規定に準拠し、適切な倫理面への配慮を行った。

IV－3．結果

　全動物は試験期間中死亡あるいは症状の異常は認められなかった。組織病理学的に肝細胞

の重度の壊死は認められなかったが、DEN　40ppmの14日間投与群において、肝細胞の核濃縮

やアポトーシスの増加が認められた。

　図IV－4に各葉におけるGST－P陽性細胞率を示す。　GST－P陽性細胞率は、用量及び投与期

間依存的に増加し、40ppm群では、7日間投与の外側左葉及び内側右葉、並びに14日間投与

の全葉でGST－P陽性細胞率が増加した（図IV－4、5）。一方、10PPm群では40PPmよりも程度が

低く・14日間投与であっても有意な増加は認められなかった。40ppm群の外側左葉と内側右葉

を比較した場合、外側左葉のGST－P陽性細胞率は、3及び7日間投与では若干高いが、14日

間ではほぼ同程度であった。一方、外側右葉のGST－P陽性細胞率は、試験期間を通して他の

葉と比較し低値であった。

　図IV－6はコメットアッセイにより、各葉の細胞核DNAの移動距離を調べたものである。　DNA移

動距離は用量及び投与期間依存的に増加した。3日間投与では、40ppm群の外側左葉のみで

DNA移動距離が有意に増加したが、7あるいは14日間投与では、40ppm群の全葉で有意に増

加した。一方、10ppmでは14日間投与の外側左葉のみで有意な増加が認められた。各葉間で

は、外側左葉が最も高かく、40ppm群の14目間投与群では、外側左葉のDNA移動距離は外側

右葉よりも有意に増加した。
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IV－4。考察

　今回の結果から、DNA移動距離として認められるDNA初期損傷とGST－P発現は、各葉にお

いて用量及び投与期間によく相関することが示され、その各葉の反応性は、外側左葉≧内側右

葉〉外側右葉の傾向を有することが明らかとなった。また他の報告では、ラットを用いたDEN投与

試験において・DNA付加体が外側左葉で高い傾向が認められ（Richardson　et　a1．，1986）、我々

のコメットアッセイの結果と一致した。このことは、コメットアッセイにより検出されるDNA初期損傷

のメカニズムを説明しうる。ラット肝臓においてDENは、様々な種類のDNA付加体を形成するが

（Dragan　et　aL，1994；Dyroff　et　al．，1986）、損傷を受けたDNA部位は修復酵素により近隣のリン

酸結合を切り出す形で修復される。その過程でDNA断片が形成され、コメットとして検出されると

考えられる（Singh　et　al．，1988）。

　DEN投与に対する肝臓での各葉の反応性は、外側左葉と内側右葉では100％の腫瘍を形成す

るのに対し・外側右葉では5％に留まっているとの報告があり（Dyroff　et　a1．，1986）、各葉でのDNA

初期損傷及びGST－P陽性細胞率は、腫瘍の発生頻度とも、よく一致することが示唆された。一方、

10pPmのGST－P陽性細胞率の程度は、　DNA移動距離と比較し明らかに低かった。また、10PPm

群の14日間投与の外側左葉では、DNA移動距離が有意に増加したのに対し、　GST－－P　pa性細胞

率は、どの葉でも有意な増加を示さなかった。従って、コメットアッセイはGST－P発現よりも感度が

高い可能性が推察された。DNA損傷を受けたほとんどの細胞は、アポトーシス等により除去され

たり・完全にDNAが修復されることで、　GST－Pを発現するに至らないと推察される（Enomoto　and

Farber・1982；Tatematsu　et　a1・，1983）。従来のラット肝臓を用いたin　vivoコメットアッセイでは、内

側右葉を含む肝の中間葉を供試するのが一般的であるが、低濃度、反復投与においては、葉に

よって反応の異なることが明らかとなったことから、今後葉間差を考慮する必要があると考えられ

る。

　以上の結果より、DENの14日間飲水投与による幼若ラットの肝臓において、各葉における

DNA初期損傷とGST－P陽性細胞を調べ、両者には密接な関連があることが明らかとなり、in　vivo

コメットアッセイは・肝発がんのイニシエーション過程を明確に反映していることが示唆された。さ

らに葉によって、これらの反応性が異なることが明らかとなり、以降の中期発がん性試験の肝臓検

索部位は、葉間差を考慮し外側左葉、内側右葉及び外側右葉の3葉とした。
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V．第2部：ラット中期多臓器発がん性試験のグルコン酸銅投与用量検討

V－1．背景及び目的

　銅は・ヒトや動物にとって必須の元素であり、様々な酵素の構成成分として酸素の運搬や酸化

還元反応等に関与している（Aruoma　et　a1．，1991）。一方、生体必須金属であっても、生体の恒常

性維持の限界を超える量の暴露を受けた場合や、なんらかの原因で代謝機能が低下している場

合・毒性作用が生じる（Valko　et　a1．，2005）。一過性の暴露であれば、中毒症状を呈するが、長期

間暴露された揚合、ある種の金属では発がん性を有することが明らかにされている（Desoize，

2003；Leonard　et　aL・2004）。一方、ヒトに対する銅の発がん性は証明されていないが、動物への

過剰な銅化合物の投与やLECラットで見られる肝臓への異常な銅蓄積は、酸化ストレスの発生を

介し、肝炎あるいは肝発がんを誘発することが報告されている（Oikawa　et　al．，2001，2003；Murata

et　aL，1999；Naito　et　al．，1994；Yamamoto　et　al．，1993）。

　グルコン酸銅は、銅塩類の一つとして、人工栄養児の銅強化の目的で、日本では1983年に食

品添加物に指定された。一方米国では、栄養強化を目的にサプリメント類、あめ類、飲料等に用

いられており（HHS，1997）、EUにおいても食品添加物ではなく食品成分扱いとされ（EC，2001）、

幅広く用いられている。日本においても、2004年に栄養機能食品として使用できるよう使用基準

を改正が行われ・許容上限摂取量を銅として9mg／ヒト／臼と設定され、今後の使用拡大が予想さ

れる・グルコン酸銅の安全性については、A皿es試験にて陰性であるが（Hujita　et　a1．，1998）、動

物を用いた反復投与毒性試験では、高用量投与群において肝障害等が認められている

（Harrisson　et　a1．，1954；Aburto　et　al．，2001）。一方、グルコン酸銅の発がんリスクの有無について

は、動物を用いた長期発がん性試験の報告はなく、未だ明らかではない。

　長期発がん性試験は、多数のラットあるいはマウスを用い、1年半から2年間化学物質を投与し

続け・全ての臓器及び組織について病理組織学的検査を実施し、投与群における腫瘍発生が

対照群と比較し・増加しているか否かについて検査しなければならない。この試験法は、膨大な

コストと人手を必要とすることから、より短期間に効率よく発がん性を評価できる代替法の確立が

提唱され・中期発がん性試験法が開発されるに至った。この試験法は比較的短期間で、全身の

主要臓器あるいは単一臓器に対する化学物質の発がん性の有無を評価することが可能であり、
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長期発がん性試験の結果ともよく相関することが報告されている（Ito　et　al．，1988；Fukushima　et

aL・1991；Takahashi　et　aL・1992）。その中に全身諸臓器への発がん性を一括して検索できる試

験法として、ラット中期多臓器発がん性試験がある。

　　中期多臓器発がん性試験では、DEN、N－m，thylnit，。，。u，ea（MNU）、

NLbutyl＋（4－hyd・・xybuty1）’－nit…amin・（BBN）、1，2－dim・thylhydrazin，（DMH＞、

2・2㌧dihydroxy－dh－propylnitrosamine（DHPN）より成る計4週間のイニシエーション処置（それ

ぞれの頭文字をとりDMBDD処置と呼ぶ）を施行した後、化学物質をプnモーション期に投与して、

試験開始後28～30週で動物を屠殺し、全身臓器の病理組織学的検索を行い、化学物質投与よ

る前がん病変あるいは腫瘍性病変数の変動を評価する。さらに、肝臓については、病理組織学

的検索と合わせて・肝前がん病変であるGST－P陽性細胞巣の数及び大きさを指標に評価を行う。

イニシエーション処置に用いるDENは肝臓、肺及び腎臓、　MNUは神経系腫瘍、　BBNは膀胱、

DMHは消化管や膵臓・DHPNは甲状腺をそれぞれ主な標的臓器としている。

　これらの背景から我々は・グルコン酸銅の発がんリスクについて明らかにすることを目的に、ラ

ット中期多臓器発がん性試験を実施することとした。この試験を実施するにあたり、始めにグルコ

ン酸銅の至適投与用量及び毒性メカニズム探索の方法を検討すべく、小規模な動物数を用い、

中期多臓器発がん性試験の期間を約半分にした13週間の試験を行った。

　検索項目として・血清、肝組織及び尿中の銅濃度測定、主要臓器の病理組織学的検索、さら

に影響が予想される肝臓に焦点をあて、肝でのGST－P、8－－oxoG、増殖性細胞核抗原（PCNA）及

びメタロチオネイン（MT）免疫組織化学的染色並びに肝銅組織化学染色を実施した。　MTは、

重金属イオンに対して高い親和性を持っシステインを多く含むタンパク質であり、生体内の金属

代謝、貯蔵、交換、金属解毒及び酸化剤からの防御に対し、重要な役割を担っている（DaviS　and

Cousins，2000）。MTは、高濃度の銅に曝露され銅ホメオスタシス機構が充分でなくなった揚合、

細胞内で発現が誘導され、二次的防衛機構として機能する（Danks，1989）。銅と結合したMTは

胆汁中に排泄される（Vallee　and　Brady．，1993）。そこでグル＝ン酸銅投与よる肝臓での防御機構

を明らかにするため、MT誘導にっいて検索した。

V－2．材料及び方法
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化学物質

　DEN・MNU・DMH及びBBNはTokyo　Chemical　Industry　Co．，　Ltd．より購入した。　DHPNは

Nacalai　Tesque・Inc・（Kyoto，　Japan）、グルコン酸銅はWako　Pure　Chemical　Industries，　Ltd．

（Osaka，　Japan）より購入した。

動物

　5週齢のBrlHan：WIST＠Jcl（GALAS）雄性ラットをCLEA　Japan，　Inc．より16匹入手した。動物は

1週間の検疫馴化期間後6週齢にて試験に供し、適切な無作為抽出法を用いて割り付けた。ラッ

ト中期多臓器発がん性試験法は通常Fischer344系ラットを使用するが（lto　et　al．，1988；

Fukushima　et　aL・1991；Takahashi　et　al．，1992）、今回BrlHan：WIST＠Jc1（GALAS）ラットを用いた。

この系統はFischer344の代替として、国際的に毒性試験に供試されている系統のひとつである

（King－Herbert　and　Thayer，2006）。動物はバリアーシステム内の温度及び湿度を制御した動物

室内で飼育した。室内の環境は温度25±5℃、湿度50±10％、i換気回数12回／時、12時間照

明とした。動物は1－3匹ずっソフトチップを敷いたポリカーボネイト製のプラスチックケージに収容

し、ケージ及びチップを週1回交換した。餌（CE－2）及び水は自由に摂取させた。

試験設計

　6週齢の動物を6群（各群1－3匹）に無作為に分け、試験開始時より、ラット中期多臓器発がん

性試験法に準拠したDEN（100mg／kg体重、腹腔内投与1回）、MNU（20mg／kg体重、腹腔内投

与4回）、DMH（40mg／kg体重、皮下投与4回）、BBN（0．05％混水投与2週間）及びDHPN（0．1％

混水投与2週間）より成る計4週間のイニシエーション処置（DMBDD処置）を施行すると共に、グ

ルコン酸銅を0、1000、3000、4800、6000（各群3匹）あるいは12000PPm（1匹）の用量にて、粉末

CE－2飼料に混じて13週間自由摂取させた（図V－1）。グルコン酸銅の用量は、　Harrissonら

（1954）及びAburtoら（2001）の報告を基に設定した。体重及び摂餌量を毎週測定し、試験開始

から13週間後の全動物を以降の検索に供した。
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動物の解剖

　動物はエ』テル麻酔下で腹部大静脈より採血し屠殺した後、血液を4℃に・静置することで血清

を分離した・また必要に応じて尿の採取を行った。肉眼的病理学検査の後、主要臓器及び組織

を摘出し・肝臓重量を測定した。各臓器は10％中性緩衝ホルマリン液を用いて固定を行い、肺、

食道・胃・腸・膀胱についてはホルマリン液を内腔に注入した。小腸及び大腸は、多くの領域を

観察するためスイスロール標本を作製した。肺は全葉、肝臓は3葉（外側左葉、内側右葉及び外

側右葉）・食道及び膀胱は4箇所、その他の臓器はそれぞれ1箇所を切り出し、通常の方法によ

りパラフィン包埋し、4μm切片を作成した。

病理組織学的、組織化学的及び免疫組織化学的検索並びに銅濃度測定

　作成した臓器切片に対しHE染色を常法にて実施し、病理組織学的検索を行った。免疫組織

化学的検索にっいては、肝でのGST－P（Kishida　et　a1．，2000）、8－oxoG（Nakae　et　a1．，2000）、

PCNA（Tsutsumi　et　al・，1995）及びMT（Jasani　and　Elmes，1991）免疫染色をABC法にて実施し

た。脱パラフィン後、0．3％H202により15分間室温で処理し、一次抗体（抗ラットGST－一一Pウサギポリ

クローナル抗体：×100倍希釈；抗ヒトPCNAマウスモノクローナル抗体：Dako　Japan　Inc．，Tokyo，

Japan・×100倍希釈；抗ウマMTマウスモノクロ・・一一ナル抗体：Dako　Japan　Inc．，×50倍希釈）を添

加し、1時間室温にて静置した。洗浄後、ビオチン結合抗ウサギIgG抗体あるいはビオチン結合

抗マウスIgG（Vector　Laboratories　Inc．）を30分室温、次いでペルオキシダーゼ結合アビジンを

30分室温にて処理し、0・04％ジアミノベンチジン溶液にて茶褐色に発色させた。8－oxoG染色の場

合、10％硫酸亜鉛溶液（3分、95°C）、次いで2M塩酸（30分、37°C）にて処理した後、0．3％H202、

次いで一次抗体（抗8－oxoGマウスモノクローナル抗体：Nikken　Seil　Co．，　Ltd．，　Tokyo，　Japan，

×100倍希釈）を添加し、24時間4°Cにて静置した。GST－P陽性細胞巣数及び面積並びに

8－oxoG及びPCNA陽性細胞率の算出には、アイパップイメージアナライザーを用いた。

　肝銅組織化学染色はロダニン法（Pearse，1985）を用いた。薄切標本を脱パラフィン後に精製

水にて湿潤し、5％酢酸ナトリウム水溶液100mlにp一ジメチルアミノベンジリデンロダニン（Wako
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Pure　Chemical　Industries，　Ltd．）の飽和アルコール溶液3m1を加え混じた染色液中で、12－24時

間室温にて反応させた・また血清、肝組織及び尿中の銅濃度は、原子吸光分析装置を用いて測

定した。

統計学的解析

　体重・摂餌量・臓器重量、各銅濃度測定及び免疫組織化学的検索結果にっいては、分散分

析を行い・群間に有意差が認められた場合に、Dunnett法により対照群と各投与群を検定した。　P

値が0．05以下の揚合を有意な変化とした。

倫理面への配慮

　本研究においては・実験動物の適切な扱いに関する国内外の法規、規則、ガイドライン等及

び試験実施施設の規定に準拠し、適切な倫理面への配慮を行った。

V－3．結果

　試験期間中・全動物において死亡、症状の異常及び摂餌量の著変は認められなかった。しか

し、グルコン酸銅3000ppm群以上で黒色糞が認められた。最終の体重に著変は認められなかっ

た（表V－1）。絶対及び相対肝重量は、6000ppm群までは明らかな変化は認められなかったが、

12000ppm群では増加傾向が認められた（表V－1）。肝臓は全群において、肉眼的に異常は認め

られず、また病理組織学的にも、0から4800ppm群では著変は認められなかった。一方、

6000PPm群において軽度及び中等度の肉芽腫が認められ、さらに12000PPmでは、び漫性の肉

芽腫及び肝細胞壊死が高頻度で認められた（図V－2、表V－2）。これらの肉芽腫は、主に単核細

胞（マクロファージ及びリンパ球等）より構成され、一般的にこの週齢で認められる微小肉芽腫と

は異なるものであった。肝臓以外の主要臓器及び組織では、グルコン酸銅投与による影響は認

められなかった。

血清及び尿中銅濃度は・グルコン酸銅4800ppm群までは明らかな変化は認められなかったが、
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6000PPm群で増加傾向が認められ、さらに12000PPm群で明らかに増加した（表V－3）。肝組織

中銅濃度は、3000ppm群までは低値であったが、6000ppm群以上で高値を示した（表V－3）。肝

銅組織化学染色では・1000PPIn群までは陰性であったが、3000PPm群で若干の陽性像が認めら

れ・用量依存的に染色強度及びその範囲が増加した（表V－3）。銅は肝細胞の細胞質中に赤色

穎粒として認められ、高用量では肝組織中にび慢性に分布していた（図V－3A）。

　MT免疫染色の結果・対照群では1から2個の肝糸朋包の陽性像が散発的に認められたが、ほ

とんどの領域は陰性であった。一方、1000ppm群以上では、肝小葉中心性に軽度の陽性を示し、

4800及び6000PPm群では・小葉中心・性あるいはび慢性に陽性を示し、12000PPm群ではさらに

増加した（図V－3B・表V・一一4）・8－・x・G免疫染色では、対照群でも8－。x。G陽性の肝細胞椥謹

かに認められるが・4800PPm群までは明らかな変化は認められなかった。一方、6000PPm群以上

では・8－oxoG陽性細胞が明らかに増加した（図V－3C、　D、表V－4）。肝細胞のPCNA陽性細胞

率は・3000PPm群から増加傾向を示し、4800PPm群以上で明らかな増加を示した（図V＿4、表V

｝4）。GST－P陽性細胞巣の数及び総面積は、12000PPm群で増加傾向を示した（図V＿5、表V

－5）。

V－4．考察

　複数の発がん物質が投与された条件下であるが、体重、最終平均体重にっいて群間に明らか

な差がなかったことから、今回の試験条件では、死に至らしめる重篤なグルコン酸銅の毒性が現

れなかったものと判断した。しかし、1000ppm群以上で肝MT発現増加、3000ppm群以上で黒色

糞と肝での銅蓄積増加・6000PPm群以上で肉芽腫、8－oxoG及び細胞増殖活性の増加、

12000ppm群で血清及び尿中銅濃度の増加に加え、肝前がん病変の増加傾向が認められた。

　本研究において、グルコン酸銅1000PPInより肝でのMT蛋白発現が増加したことから、比較的

低いこの用量で既に銅負荷がかかり、MT誘導による防御機構が働いていることが推察された。

3000ppmでは肝銅蓄積に伴い黒色糞が観察され、腸管での非吸収あるいは胆汁を介した過剰

銅の体外への排泄がより顕著となった。さらに6000PPInでは肉芽腫が増加したことから、この用量

では肝での銅排出機構の能力を超える過負荷により細胞障害を誘発し、肉芽腫は壊死細胞の除

去反応として出現したものと推察された。12000ppmでは血清及び尿中の銅レベルも増加し、肝の
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処理能力を超える重篤な銅過負荷状態に立ち至ったものと判断された。一方、ラットにグルコン

酸銅を約11000PP皿の用量で40－44週間混餌投与した報告があり、35週までに83％が死亡し、

肝臓において著名な銅蓄積が認められた（Harrisson　et　aL，1954）。本研究では、13週間の

12000ppmの投与において死亡は認められなかったが、さらに長期間の投与では肝臓への過剰

な銅蓄積により・肝障害が重篤化し、死亡に至るものと推察された。また、12000ppm群では肝前

がん病変が増加したことから・グルコン酸銅の高用量暴露では発がんリスクを増加させる可能性

が推察された。

　6000PPm群以上で8－oxoGが増加したことから、グルコン酸銅の肝毒性発現に酸化ストレスが

関与しているものと推察された。一方、肝細胞増殖活性の増加は、肝細胞壊死に対する再生性

の変化と考えられた。

　以上の結果より・グルコン酸銅は、複数の発がん物質を投与した条件下ながら、比較的低い用

量より、単独でも肝臓に影響を及ぼすことが判明した。また、グルコン酸銅の暴露が肝における代

謝能力を超え・細胞傷害が明らかとなる用量は、6000ppmであるものと判断された。今回の結果

を基に、中期多臓器発がん性試験のグルコン酸銅の最高用量は6000ppmと設定した。
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W．第3部：ラット中期多臓器発がん性試験を用いたグルコン酸銅及びカテキンの単独または複

　　　　　　合投与による発がんリスクの検索

VI－1．背景及び目的

　グルコン酸銅は・米国やEUでは、栄養強化材として様々な食品に添加されている（HHS，

1997；EC，2001）。一方日本では、近年まで母乳代替食品以外の食品への使用が認められてい

なかったが・2004年に栄養機能食品として使用できるよう使用基準の改正が行われ、今後の使

用拡大が予想される。グルコン酸銅は、Ames試験にて陰性（Hujita　et　a1．，1998）、各種動物を用

いた反復投与毒性の高用量投与群において、肝障害等が認められている（Harrisson　et　aL，

1954；Aburto　et　al．，2001）。また、肝臓に銅が異常に蓄積するLECラットでは、銅による酸化スト

レスにより肝炎及び肝がんを発症することが報告されている（Yamamoto　et　a1，，1993）。これらのこ

とから、銅化合物は高用量の暴露条件では、発がんリスクを有する可能性が推察されるが、グル

コン酸銅の発がんリスクの有無については、動物を用いた長期発がん性試験の報告はなく、未だ

明らかではない。

　カテキン類は、ツバキ科チャの茎及び葉、マメ科ペグアセンヤクの幹枝、アカネ科ガンビール

の幹枝及び葉等に含まれているポリフェノール化合物の総称である。これに含まれるカテキン類

として、カテキン、エピカテキン、ガロカテキン、エピガロカテキン、エピカテキンガレート、エピガロ

カテキンガレー一ト等が挙げられる（図皿一4）。これ以降、カテキン類を総称しカテキンと呼ぶことと

する。カテキンは、これまでに抗酸化作用あるいは発がん抑制作用をはじめとする種々の作用を

示すことが報告され（Scaltriti　et　a1．，2006；Morley　et　al．，2005；Weyant　et　al．，2001）、それらに好

影響に基づいて、水産加工品・食肉加工品・菓子類・油脂・清涼飲料水等に食品添加物（酸化防

止剤としても）として使用されている。一方、カテキンに対する安全性評価としては、変異原性試

験及び反復投与試験が実施されており、変異原性試験では、Ames試験にて陽性、ハムスター培

養細胞を用いた染色体異常試験にて弱陽性、in　viVOでのマウス染色体異常試験にて陰性の結

果が得られている（Hayashi　et　a1．，2000）。しかしながら最近の報告では、変異原性が無いか弱い

（Chang　et　a1．，2003；Isbrucker　et　a1．，2006；Sugisawa　et　al，，2004）、あるいは抗変異原性とも言わ

れている（Sugisawa　et　a1．，2004；Bunkova　et　a1．，2005；Geetha　et　a1．，2004；Ohsawa　et　a1．，2001；
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Sasaki・2003）。ラットを用いた反復投与試験では、1．25％以上の用量群で投与による影響が認め

られ・現在ラットを用いた1年間慢性毒性試験と2年間発がん性試験が行われている。

　一方・カテキンは、in　vitroにおいて銅との相互作用により酸化的DNA損傷である8－oxoGを

生成することが報告されている（Oikawa　et　a1．，2003）。もし同様の作用がin　vivoで起こるならば、

複合影響による毒性が大きな問題として提起される。なぜならば、これらの酸化ストレスは、腫瘍

を含む様々な疾患の進行に関与していると考えられているためである（Hunina　and　Oliinyk，

2006）。しかしながら、動物を用いたin　vivoでのカテキンと銅との複合影響にっいて、実際に発が

んリスクが増大するか否かについては、未だ明確な結論はない。

　これらの背景から我々は、ラット中期発がんモデルを用いてグルコン酸銅とカテキンの単独また

は複合投与による発がんリスクについて検索することを目的とした。第2部では、中期多臓器発が

ん性試験法を実施するにあたり予備的な試験を行い、本試験におけるグルコン酸銅の最高用量

を6000ppmと決定した。第3部では、グルコン酸銅とカテキンの単独または複合投与による影響

について・中期多臓器発がん性試験法を用いて全身臓器の検索を行った。

　本試験の検索項目として、血清及び肝組織中の銅濃度測定、主要臓器の発がん性に着目し

た病理組織学的検索、さらに肝でのGST－－P、8－oxoG、PCNA、アポトーシスの観察のための

terminal　d・・xynu・1・・tidyl　tran・fera・e－m・di・t・d　d－－u・idin・t・iph。・ph・t・－bi・tin　ni・k・nd－1、b。1ing

（TUNEL）免疫組織化学染色並びに肝銅組織化学染色を行った。

VI－2．材料及び方法

化学物質

　DEN、　MNU、　DMH及びBBNはTokyo　Chemical　Industry　Co．，　Ltd．より購入した。　DHPNは

Nacalai　Tesque、グルコン酸銅はWako　Pure　Chemical　Industries，　Ltd．より購入した。カテキン（サ

ンフェノン100S）は・Taiyo　Kagaku　Co・，　Ltd．（Mie，　Japan）より供与された。本製品は緑茶抽出物

であり、全ポリフェノール含量は89．0％、カテキン及びカフェイン含量は、それぞれ74．1％、0．1％で

あった。この製品は、（＋）一カテキン［1．5％］、（＋）一エピカテキン［4．4％］、（＋）一ガロカテキン［0．9％］、（一）

一エピガロカテキン［9．1％］、（一）一エピカテキンガレート［13．5％］、（一）一エピガロカテキンガレート
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［43．0％］、（一）ガロカテキンガレート［1．6％］及び（一）一カテキンガレート［0．1％］より構成される

（Hara－Kudo　et　aL，2005；Zhong　et　a1．，2002）（図皿一4）。

動物

　5週齢のBr1Han：WIST＠Jc1（GALAS）雄性ラットをCLEA　Japanより174匹入手した。動物は1

週間の検疫馴化期間後6週齢にて試験に供し、適切な無作為抽出法を用いて割り付けた。動物

はバリアーシステム内の温度及び湿度を制御した動物室内で飼育した。室内の環境は温度25±

5℃、湿度50±10％、i換気回数12回／時、12時間照明とした。動物は3匹ずつソフトチップを敷

いたポリカーボネイト製のプラスチックケージに収容し、ケージ及びチップを週1回交換した。餌

（CE－2）及び水は自由に摂取させた。

試験設計

　6週齢の動物を16群（各群9－12匹）に無作為に分け、1－10群はDEN（100mg／kg体重、腹腔

内投与1回）、MNU（20mg／kg体重、腹腔内投与4回）、DMH（40mg／kg体重、皮下投与4回）、

BBN（0．05％混水投与2週間）及びDHPN（0．1％混水投与2週間）より成る計4週間のイニシエー

ション処置（DMBDD処置）を施した後、1－5群では、直ちに0、10、300、3000あるいは6000ppm

のグルコン酸銅混餌投与を試験終了時まで実施した（各群12匹）（図W－1）。試験用量は、第2

部の用量検討試験及びHarrissonら（1954）並びにAburtoら（2001）の報告を基に設定した。グル

コン酸銅10ppmは、ヒトでの一日あたりの銅許容上限摂取量に相当する。さらに6－10群では、

DMBDD処置後直ちに0、10、300、3000あるいは6000ppmのグルコン酸銅を投与するとともに、

5000ppmのカテキン飲水投与をDMBDD処置後1週間目から試験終了時まで実施した（各群

9－12匹）。カテキンの用量は、90日間反復投与試験（広瀬班厚生労働省報告書、国立医薬品食

品衛生研究所、東京、日本）の結果を基に設定した。11－16群（各群9匹）では、DMBDD無処置

にて、試験開始4週終りから試験終了時まで、11－13群では、0、3000あるいは6000ppmのグル

コン酸銅投与、14－16群では、0、3000あるいは6000PPmのグルコン酸銅投与とともに5000PPm

のカテキン投与を実施した。体重及び摂餌量を1－2週間ごとに、飲水量は3－4日ごとに測定した。
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試験期間中動物は、死亡または切迫例が認められた揚合直ちに剖検し、試験開始から29週間

後の計画解剖時の全生存動物を有効動物数とし以降の検索に供した。

動物の解剖

　動物はエーテル麻酔下で腹部大静脈より採血し屠殺した後、血液を4℃に静置することで血清

を分離した。肉眼的病理学検査の後、主要臓器及び組織を摘出し、肝臓及び腎臓重量を測定し

た。各臓器は10％中性緩衝ホルマリン液を用いて固定を行い、肺、食道、胃、腸、膀胱について

はホルマリン液を内腔に注入した。小腸及び大腸は多くの領域を観察するためスイスロール標本

を作製した。肺は全葉、肝臓は3葉（外側左葉、内側右葉及び外側右葉）、食道及び膀胱は4箇

所、その他の臓器はそれぞれ1箇所を切り出し、通常の方法によりパラフィン包埋し、4μm切片

を作成した。

病理組織学的、組織化学的及び免疫組織化学的検索並びに銅濃度測定

　作成した臓器切片に対しHE染色を常法にて実施し、前がん病変あるいは腫瘍性病変にっい

て病理組織学的検索を行った。免疫組織化学的検索にっいては、肝でのGST－P、8－oxoG、

PCNA及びTUNEL（Gold　et　al．，1994）免疫染色を第2部と同様にABC法にて実施した。　TUNEL

染色については、In　situ細胞死検出キット（Roche　Diagnostics，　Indiana，　USA）を用いた。脱パラフ

ィン後、20μ9／mlプロテアーゼK溶液（37°C、30分）にて処理し、次いで標識TUNEL反応液（タ

ーミナルトランスフェラーゼ及びフルオレセイン標識ヌクレオチドの混合溶液）（60分、37°C）にて

処理した。一次抗体としてペルオキシダーゼ結合抗フルオレセインヒツジポリクローナル抗体：

Roche　Diagnostics，×50倍希釈）を添加し、30分37°Cにて静置した後、0．04％ジアミノベンチジン

溶液にて茶褐色に発色させた。GST－P陽性細胞巣数及び面積並びに8－oxoG、　PCNA及び

TUNEL陽性細胞率の算出には、アイパップイメージアナライザーを用いた。

　第2部と同様に、肝銅組織化学染色はロダニン法を、血清及び肝組織の銅濃度測定は、原子

吸光分析装置を用いた。
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統計学的解析

　体重・摂餌量・臓器重量、各銅濃度測定及び免疫組織化学的検索結果については、分散分

析を行い、群間に有意差が認められた場合に、Dunnett法により対照群と各投与群を検定した。　P

値が0．05以下の揚合を有意な変化とした。中期多臓器発がん性試験の病理組織学的検索結果

については、Fischerの直接確率検定法を用いて検定した。

倫理面への配慮

　本研究においては、実験動物の適切な扱いに関する国内外の法規、規則、ガイドライン等及

び試験実施施設の規定に準拠し、適切な倫理面への配慮を行った。

VI－3．結果

　試験期間中、DMBDD処置後に発がん剤投与の影響と考えられる死亡または切迫殺が、各群

数例ずつ認められた（表VI－1）。そのため1－10群の有効動物数は、それぞれ11、11、11、10、12、

11・9・7・10及び11匹となった。DMBDD無処置群では、全動物が試験期間満了まで生存し

たため、有効動物数は各群9匹となった。しばしばDMBDD処置により多少の死亡例が認められ

ることがあるが・通常このような死亡例は統計学的有意にはならず、結果の解析にも悪影響は与

えることはない。

　摂餌量、最終体重、相対肝重量及び相対腎重量に著変は認められなかったが（表V［－1）、飲

水量がカテキン群において、DMBDD処置の有無に関わらず有意に低下した。これはカテキンの

悪味による飲水忌避による影響と推察された。グルコン酸銅の摂取量は、投与量に比例し増加し、

カテキン併用投与あるいはDMBDD処置の有無の影響は認められなかった（表VI－2）。グルコン

酸銅10PPm群の銅摂取量は、基礎飼料中の銅濃度（約10PPm）と合わせると、約8mg／ヒト／日に

相当し・ヒトの銅摂取目安5mg／日及び許容上限摂取量9mg／日の範囲内にある。一方、カテキン

5000PPm群のカテキン摂取量（表VI・－2）は、約209／ヒト／日であり、一般的なカテキン含有の健康

食品に表示される摂取目安であるSOO－1000mg／日の約20－40倍に相当する。
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　血清中銅濃度は、DMBDD処置の有無に関わらず著変は認められなかった（表VI－3）。一方、

肝組織中銅濃度は0－300PPm群では低値であったが、3000PPm群で増加傾向を示し、6000PPm

群では有意に増加した（表VI－3）。さらにグルコン酸銅6000ppmカテキン併用群では、同濃度の

単独群と比較し、肝組織中銅濃度が高い傾向を示した（表VI－3）。DMBDD無処置群では、グル

コン酸銅6000PPm群及びその併用群で肝組織中銅濃度が増加したが、その程度はDMBDD処

置群と比較し低値であった（表V【－3）。肝銅組織化学染色では、対照群及びグルコン酸銅10ppm

群では陰性であったが、300PPm群で陽性染色像が認められ、3000PPm群以上でさらに染色強度

及び範囲の増加が認められた（図V［－2、表VI－3）。銅は肝細胞の細胞質内に赤色穎粒として認

められ、3000及び6000ppm群では、肝組織中にび慢性に認められた。肝銅組織化学染色に対

するカテキン併用投与の明らかな修飾作用は認められなかった。DMBDD無処置群では、

3000ppm群で若干の陽性、6000ppm群でさらに増加したが、その程度はDMBDD処置群と比較

し軽度であった（表VI－3）。

　全身諸臓器について、病理組織学的あるいは免疫組織化学的に検索した結果、肝臓及び前

胃以外の臓器では、前がん病変あるいは腫瘍性病変に対するグルコン酸銅またはカテキンによ

る修飾作用は認められなかった（表VI－4）。

　肝臓では、GST－P陽性細胞巣数が、　DMBDD処置群のグルコン酸銅10ppm群では、影…響が認

められなかったが、300ppm群以上で有意に増加した（表VI－5）。一方、カテキン群では、単独で

は影響を示さず、併用群においてグルコン酸銅300ppm群以上で認められた統計学的に有意な

陽性細胞巣数の増加を無効にした（表VI－5）。DMBDD無処置群では、僅かな数の陽性細胞巣

が観察されたが著変は認められなった（表V［－5）。また、GST－P陽性細胞巣1個あたりの面積及

び総面積は、全投与群において著変は認められなかった（表V［－5）。8－oxoG陽性肝細胞は

DMBDD処置の全群で認められたが、グルコン酸銅300PPm群からその陽性率が増加し始め、

6000PPm群で有意に増加した（表VI－5）。8－oxoG陽性肝細胞は、前がん病変あるいは周囲組織

の区別なくび慢性に認められた。カテキン群では、単独では影響を示さず、グルコン酸銅300ppm

以上による8－oxoG陽性率の増加を抑制する傾向が認めらた（表VI－一一5）。DMBDD無処置群では、

対照群で8－oxoG陽性肝細胞が認められず、グルコン酸銅6000PPm群で若干の陽性率の増加

傾向を示したが、その程度は弱く有意な変化ではなかった（表VI－5）。　PCNA陽性肝細胞は、

DMBDD処置群において無処置群と比較し明らかに増加していたが、各群間での著変は認めら

53



れなかった（データは示していない）。一方、TUNEL陽性率は全群通して著変は認められなかっ

た（データは示していない）。

　前胃では、DMBDD処置群において前胃境界縁の過形成病変が、グルコン酸銅6000PPm群

で頻度及び程度ともに増加した（図VI－3、表VI－6）。一方、カテキン群では単独では影響を示さ

ず、グルコン酸銅6000ppmとの併用群において過形成の有意な抑制が認められた。

VI－4．考察

　ラット中期多臓器発がん性試験において、グルコン酸銅は肝臓及び前胃に対し高用量で発が

んリスクを有することが示された。一方、カテキンは単独では発がんリスクを示さず、複合投与によ

りグルコン酸銅の発がんリスクを軽減する可能性があることが明らかとなった。

　GST－P陽性細胞巣数が、　DMBDD処置群のグルコン酸銅300PPm群以上で有意に増加した。

肝臓銅濃度はグルコン酸銅3000ppln群において23．8μg／g湿重で増加傾向を示し、6000ppm

群では、117・1μ9／9湿重と有意に増加した。LECラットでは、肝臓中に銅が定常的に200－300μ

g／g湿重程度蓄積し、重篤な肝障害や肝細胞腫瘍を誘発する（Yamamoto　et　aL，1993；Hattori　et

a1．，1995；Sawaki　et　a1．，1998）。一方、　penicillamineやtrientineのような銅キレート剤投与により、

LECラットの肝発がんは抑制される（Jong－－Hon　et　al．，1993；Sone　et　a1．，1996）。それ故、肝臓内

の銅蓄積は、グルコン酸銅の発がんリスク増加に関連していると考えられる。高用量の銅を摂取し

た場合、過剰な部分は取り込まれず、また吸収された銅は主に肝臓で代謝され、余剰は胆汁そし

て糞として排出される（Pena　et　a1．，1999）。今回の試験で、　DMBDD処置のグルコン酸銅3000あ

るいは6000ppm群において、組織化学的に明らかな銅の蓄積と黒色糞が認められた。これらのこ

とから、DMBDD処置条件下において、グルコン酸銅3000PPm以上の投与では、銅処理能力を

超えているものと推察した。さらに組織化学的検索により、肝臓中銅濃度や黒色糞が認められな

いグルコン酸銅300PPInでも、すでに肝臓への銅蓄積が始まっていることが明らかになった。グル

コン酸銅の継続的な投与により、高用量投与でみられるような著明な銅蓄積がないとしても、肝細

胞への継続的な銅取り込みと排出は、肝発がん促進に重要な役割を担っている可能性が推察さ

れた。

　DMBDD処置群において、肝臓での銅蓄積は、8－oxoG陽性率と同様に、グルコン酸銅用量依
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存的に増加した。銅は酸化ストレスを誘導し、細胞や組織に障害を与えることがin　vitroあるいは

in　vivoの実験から明らかになっている（Oikawa　et　a1．，2001，2003；Murata　et　a1．，1999；Naito　et　aL，

1994；Yamamoto　et　aL，1993）。さらに酸化ストレスは、　LECラットにおける肝毒性及び肝発がん性

に重要な役割を果たしていることが報告されている（Yamamoto　et　a1．，1993）。これらのことから、グ

ルコン酸銅の肝発がん促進作用は、銅の過剰供給による肝臓での酸化ストレス誘導が関与して

いると推察された。

　しかしながら、GST－P陽性細胞巣数は、8－oxoG陽性率や銅蓄積とは異なり、グルコン酸銅の

用量依存的な増加を示さず、300PPmでプラトーに達していた。8－oxoGは主要な酸化的DNA付

加体であるが・ほかにも20種類以上の酸化的DNA付加体が存在する（Cooke　et　a1．，2003）。さ

らに酸化ストレスは・DNAのみではなく、さまざまな生体物質に対し作用することから（Klaunig　et

a1・・1998）・8－oxoGの動向だけでは、全ての細胞性酸化ストレス障害の程度を示唆することはで

きない。一方・鋼の生体内での増加は、酸化ストレスを誘導するが、最終的な組織内での酸化還

元の均衡は・様々な因子により規定される。以上のことから、銅による酸化ストレスは、グルコン酸

銅の発がん作用に重要な役割を有しているが、未知の要素（銅依存的あるいは非依存的、他の

酸化ストレスあるいは生体防御、細胞死等）が関与している可能性も推察された。さらに今回の試

験では・グルコン酸銅による細胞増殖活性あるいはアポトーシスの変化は認められず、肝発がん

性への酸化ストレスや他の因子の関与にっいて、十分に明らかにすることはできなかった。グルコ

ン酸銅の肝発がん促進作用にっいて更なるメカニズム解明が必要である。

　DMBDD無処置群において、グルコン酸銅は顕著な銅蓄積や8－oxoG生成あるいは肝臓や前

胃での前がん病変を誘導しなかった。DMBDD処置群の肝臓は、肝毒性を有する発がん剤により

暴露されることで、肝代謝機能低下が起こり、グルコン酸銅の代謝が容易に障害されると推察さ

れた。一方・DMBDD無処置群では、肝臓の代謝機能は正常であるため、グルコン酸銅の暴露に

対して耐性を示すと考えられた。

　DMBDD処置のグルコン酸銅6000PPm群において、前胃過形成の頻度及び程度が有意に増

加した。前胃境界縁における扁平上皮の角化充進を伴う過形成は、硫酸銅の2あるいは13週間

投与のラット及びマウスでの発生が報告されている（Hebert，1993）。銅化合物は、一般的に前胃

に対し毒性作用を有すると考えられ、銅の過剰摂取による酸化ストレスの関与が推察された。

　一方、肝GST－P陽性細胞巣及び前胃過形成病変以外に、他の臓器においてグルコン酸銅に
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よる前がん病変あるいは腫瘍性病変に対する修飾作用は認められなかった。肝臓は銅の主な貯

蔵部位であること（Pena　et　aL，1999）、前胃は食物を一時的に貯蔵する器官であることから、銅に

よる暴露を長時間受けていることが推察された。一方、それ以外の臓器では、過剰な銅蓄積は生

じにくく（Pena　et　a1．，1999）、従って銅による作用が顕現しなかったものと推察された。

　カテキンは・発がんの抑制あるいは予防効果を有することが報告されている（Scaltriti　et　a1．，

2006；Morley　et　a1．，2005；Weyant　et　aL，2001）。一方、　DMHによりイニシエーション処置したラッ

トにおいて・カテキン（0・1％混餌投与）は大腸がんを促進させることや（Hirose　et　al．，200ユ）、

Fischer344系ラットによる中期肝発がん性試験において、カテキン（0．1、1．0％混餌投与）は、

GST－P陽性細胞巣を増加させることが報告されている（Hirose　et　a1．，1993）。しかしながら、前者

の実験では用量相関性が明らかではなく、後者ではその作用が弱いものであり、いずれも発がん

促進作用を明確に示したものではない。カテキンの毒性あるいは発がん性抑制効果は、抗酸化

作用及び抗炎症作用に基づくことが一般的に考えられている（Abe　et　al．，2005）。カテキンは、・

OHや02一を捕捉し（He　et　a1．，2007；Anjaneyulu　et　aユ．，2003）、マウスにおいて、　tamoxifen投与

により誘導した肝臓での酸化ストレスを抑制することや（Parvez　et　a1．，2006）、ラットにおいて、

2－nitropropanあるいはDENにより誘導した肝毒性及び肝発がんに対し抑制作用を示すとともに、

肝臓の8－oxoGレベルを低下させることが報告されている（Hasegawa　et　a1．，1995；Tanlura　et　aL，

1997）。一方、カテキンはin　vitroにおいて、銅イオン存在下で8－oxoGを生成することが報告され

ており（Oikawa　et　al．，2003）、in　vitroの作用がin　vivoでも起こった場合、グルコン酸銅とカテキ

ン複合投与は、8－oxoG生成を促進し発がんリスクを増大させる可能性が懸念された。しかし、

5000PPmのカテキン投与は、グルコン酸銅による肝臓での前がん病変、8－oxoG生成あるいは前

胃前がん病変に対し抑制的に作用した。以上ことから、in　vivoでのグルコン酸銅とカテキンの複

合投与は、in　vitroで見られるような作用は生じないことが明らかとなった。さらに、今回認められ

た発がんリスクに対する抑制作用は、カテキンのもつ抗酸化作用が関与しているものと推察され

た。

　第2部の用量検討試験及び今回の中期多臓器発がん性試験では、ともに肝への明らかな銅

蓄積は、グルコン酸銅3000ppm投与から認められたが、中期多臓器発がん性試験では、肝での

肉芽腫の明らかな増加は認められなった。おそらく、より長期の試験期間のため、壊死細胞がす

でに除去されたことで、肉芽腫が見られなくなった可能性が推察された。一方、炎症反応の終末
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像である繊維化が、対照群を含め各群で散見されたが、投与群で明らかな増加は認められなか

った（データは示していない）。DMBDD処置によっても肝毒性による肝臓の繊維化が生じてしまう

ため、グルコン酸銅と炎症との関連性にっいては、十分に明らかにすることができなかった。

　グルコン酸銅の肝臓及び前胃に対する前がん病変の促進は、それぞれ300及び6000ppmで

あった。一方、ヒトの摂取量とほぼ同等の10ppmでは、いずれの悪影響も認められなかった。グル

コン酸銅は非変異原性として知られ（Hujita　et　aL，1998）、DMBDD無処置群では、全臓器におい

て前がん病変の発生は認められず、肝臓での銅蓄積や8－oxoG陽性率の増加の程度も小さかっ

た。それ故、ヒト暴露レベルにおいて発がんリスクが顕現する可能性は低いものと推察された。

　以上のことから、グルコン酸銅は高用量の場合、肝臓及び全胃において発がんリスクを増加さ

せるが、カテキンの複合投与は、それらに対し抑制的に作用することが本研究により明らかとなっ

た。
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表VI－4 ラット中期多臓器発がん性試験における腫瘍性病変あるいは前がん病変の病理組織学

的検索結果
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※肝臓の免疫組織化学的検索及び前胃の前がん病変の病理組織学的検索結果については、

以降の表に記載する。
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va．第4部：ラット中期肝発がん性試験を用いたグルコン酸銅の肝発がん促進作用の機序解明

W－1．背景及び目的

　近年、グルコン酸銅が栄養機能食品としてサプリメント等への添加が認可されたため、利用拡

大が予想されるが、一方でその過剰摂取による健康被害が危惧される。しかし、グルコン酸銅の

発がんリスクの有無については、動物を用いた長期発がん性試験の報告はなく、未だ不明のまま

である。一方、in　vitroにおいてポリフェノール類、特にカテキンと銅との相互作用により、酸化的

DNA損傷を誘発することが報告されている（Oikawa　et　aL，2001，2003；Murata　et　aL，1999；Naito

eta1．，1994）。

　これらの背景から我々は、in　viVOの動物実験により、グルコン酸銅の発がんリスクの検討とその

背景機構について検索すること、並びにグルコン酸銅とカテキンとの複合投与による発がんリスク

を検索することを目的に、第3部においてラット中期多臓器発がん性試験を行った。その結果、グ

ルコン酸銅は、肝臓及び前胃に対し高用量で発がんリスクを有することが明らかとなった。一方、

カテキンは単独では発がんリスクを示さず、複合投与によりグルコン酸銅の発がんリスクを軽減す

ることが明らかとなった。

　そこで第4部では、発がんリスクが増加した肝臓にターゲットを絞り、より精度の高い再現1生を

得ること、さらに、グルコン酸銅の及ぼす生体影響の背景機構を詳細に検索することを目的に、ラ

ット中期肝発がん性試験並びに2週間反復投与試験を実施した。

　ラット中期肝発がん性試験とは、イニシエーターとしてDENを用い、さらに肝部分切除処置を

施し、肝前がん病変であるGST－P陽性細胞巣の数及び大きさを指標に、肝を標的とする発がん

物質を検出する短期発がん性試験である（Shirai，　1997；Ito　et　a1．，2000）。300以上の化学物質に

っいて評価を行い、90％以上の確率で肝発がん物質を検出でき、長期発がん性試験ともよく相

関することが報告されている（Fukushima　et　aL，2005）。

　中期肝発がん性試験並びに2週間反復投与試験の検索項目として、肝臓の病理組織学的検

索、肝GST－P、8－oxoG、　PCNA及びTUNEL陽性細胞の観察並びに肝銅組織化学染色を実施し

た。また、中期肝発がん性試験では、肝でのGST－P及びMT発現並びに銅の局在の関連性を明

らかにするため、GST－P・銅二重染色、　GST－P・MT二重染色及びGST－P・MT・銅三重染色を実
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施した。

　さらに両試験において、グルコン酸銅の遺伝子発現への影響を明らかにするため、それらの肝

臓サンプルを用いてリアルタイム定量PCR法を行い、金属代謝関連遺伝子、炎症関連遺伝子、

アポトーシス関連遺伝子等の発現を解析した。この方法は、PCRによる増幅反応をリアルタイムに

モニタリングし、サンプル中に存在するRNAの量を定量的に測定する方法であり、あらかじめ決

められたサイクル数でのバンドの有無（濃淡）により、PCR産物量を測定する従来のRT－PCR法に

比べて、感度、定量性、測定レンジ及び再現1生に優れている。

W－2．材料及び方法

化学物質

　DENはTokyo　Chemical　Industry　Co．，　Ltd．より、グルコン酸銅はWako　Pure　Chemical

Industries，　Ltd．より購入した。

動物

　5週齢のFischer344系雄性ラットをCharles　River　Laboratories，　Inc．（Kanagawa，　Japan）より86

匹購入した。動物は1週間の検疫馴化期間後6週齢にて試験に供し、適切な無作為抽出法を用

いて割り付けた。動物はバリアーシステム内の温度及び湿度を制御した動物室内で飼育した。室

内の環境は温度22℃（下限19℃、上限25℃）、湿度55％（下限45％、上限70％）、換気回数18

回／時、12時間照明とした。動物は各1匹ずつ、ステンレス網底側板アルミ打抜きブラケットケージ

内に収容した。餌（CE－2）及び水は自由に摂取させた。

試験設計

（1）中期肝発がん性試験
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　6週齢の動物を6群に無作為に分け、1－4群は、DEN（200mg／kg体重、腹腔内投与1回）を

投与した（各群12匹）。5及び6群は、DENの溶媒である生理食塩液を同様に投与した（各群9

匹）。1－4群は、その2週間後より0、10、300あるいは6000ppmのグルコン酸銅混餌投与を6週

間実施した（図VH）。5及び6群は、0あるいは6000ppmのグルコン酸銅を投与した。全ての動

物は試験開始の3週間後に、エーテル麻酔下で肝臓の左外側葉及び中間葉を切除する2／3部

分肝切除術を実施した。体重及び摂餌量は1週間ごとに測定した。試験期間中動物は、死亡ま

たは切迫例が認められた場合、直ちに剖検し、試験開始から8週間後の計画解剖時の全生存動

物を有効動物数とし以降の検索に供した。

（2）2週間反復投与試験

　6週齢の動物を4群（各群5匹）に無作為に分け、0、10、300あるいは6000ppmのグルコン酸

銅混餌投与を2週間実施した（図VU－2）。

動物の解剖

　動物はエーテル麻酔下で腹部大静脈より採血し屠殺した。肉眼的病理学検査の後、肝臓を摘

出して重量測定を行った。肝臓は3葉（外側左葉、内側右葉及び外側右葉）を切り出し、10％中

性緩衝ホルマリン液を用いて固定後、通常の方法によりパラフィン包埋し、4Pt　m切片を作成した。

残余の肝臓組織（外側左葉）の一部は、液体窒素を用いて急速冷凍後一80℃に保存し、以降の

遺伝子発現解析に用いた。

病理組織学的、組織化学的及び免疫組織化学的検索

　作成した臓器切片に対し、HE染色を常法にて実施し、病理組織学的検索を行った。免疫組

織化学的検索については、肝でのGST－P、8－oxoG、　PCNA及びTUNEL免疫染色を第2及び3

部と同様にAB　C法にて実施した。さらに肝でのGST－P、　MT及び銅の局在の関係性を明らかに

するため、GST－P・銅二重染色、　GST－P・MT二重染色及びGST－P・MT・銅三重染色を実施した。

69



銅染色はロダニン法、GST－P及びMTの発色には、アルカリフオスファターゼキット（赤、青〉

（Vector　Laboratories　lnc．）を用いた。　GST－P陽性細胞巣数及び面積並びに8－oxoG、　PCNA及

びTUNEL陽性率算出にはアイパップイメージアナライザーを用いた。

リアルタイム定量PCR法

　肝凍結保存標本は、Isogen（Nippon　Gene　Co．，　Ltd．，　Tokyo，　Japan）を用いて、ポリトロンホモジ

ナイザー（Kinematica，　Inc．　New　York，　USA）により組織を破砕後にtotal　RNAを抽出し、

SuperScript　First－Strand　Synthesis　System　fbr　RT－PCR（Invitrogen　Life　Technologies，　Ltd，，

Califbrnia，　USA）によりcDNAを作製した。得られたcDNAは、7200リアルタイムPCRシステム

（Applied　Biosystems，　Califbrnia，　USA）により、TaqMan　Gene　Expression　Assays（Applied

Biosystems）及びTaqMan　Universal　PCR　Master　Mix（Applied　Biosystems）を用いて増幅し、

mRNA発現を解析した。反応条件は、50℃で2分間、次いで95℃で10分間加温後、95℃で15

秒並びに60℃で1分間のサイクルを40回繰り返した。mRNA発現解析は、Mtヱa

（RnOO821759－g1）、growth　and　DNA　damage　45α　（Gadd45α、RnOO577049－m　1）、p21

（RnOO589996－m　1）、p53（RnOO755717．m　1）、腫瘍壊死因子α（Tnfα、Rn99999017－m　1）、インター

ロイキン1α（刀1α、RnOO566700．m1）、一酸化窒素シンターゼ2（Nos2、　RnOO561646－m1）、c－fos

（RnO2396759－m1）及び18S　ribosomal　RNA（eukaryotic　18S　rRNA、　Hs9999990Ls1）（上記全て

ApPlied　Biosystems）について実施した。　mRNA発現率の測定は、18S　rRNA発現量で補正後、対

照群のmRNA発現量の平均値を1とした場合の投与群のmRNA発現率を算出した。

統計学的解析

　各データはバートレット検定またはF検定を実施し、有意であった場合はStee1検定または

Aspin－Welch　t検定を実施した。有意でなかった場合にはDunnett検定またはStudent’s亡検定

を実施した。P値が0．05以下の場合を有意な変化とした。

倫理面への配慮
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　本研究においては、実験動物の適切な扱いに関する国内外の法規、規則、ガイドライン等及

び試験実施施設の規定に準拠し、適切な倫理面への配慮を行った。

VR－3．結果

　中期肝発がん性試験において、各群1－4匹の動物が肝切除術の後死亡した。そのため各群

の有効動物数は、それぞれ8、11、10、9、8及び6匹となった（表VII－一・1）。最終体重、実肝重量及

び摂餌量は、DEN処置のグルコン酸銅6000PPm群で有意に減少したが（表VII－一　1、表VII－2）、相

対肝重量では著変は認められなかった。グルコン酸銅10ppm群の銅摂取量は、基礎飼料中の

銅濃度（約10PPm）と合わせると、約14　mg／ヒト／日に相当し、ヒトの許容上限摂取量9mg／目の

近似値となる。一方、2週間反復投与試験では、最終体重、肝重量あるいは摂餌量に著変は認

められなかった。

　中期肝発がん性試験において、肝臓は全群で肉眼的に正常であった。組織学的に3000ppm

群までは、グルコン酸銅投与に起因した変化は認められなかったが、6000ppm群では、肝臓にア

ポトーシス小体の増加が観察された。2週間反復投与試験では、肉眼的にも組織学的にも著変

は認められなった。

　中期肝発がん性試験のDEN処置の肝GST－P陽性細胞巣数は、グルコン酸銅6000pPm群で

有意に増加した（表VII－3）。一方、その面積には著変は認められなかった（表Vll－3）。GST－P陽性

単細胞は、DEN処置の全群で認められたが、グルコン酸銅6000ppm群で有意に増加した（図’VII

－3、表W－3）。興味深いことに、DEN無処置の対照群では、まったくGST－P陽性単細胞が認めら

れないのに対し、6000ppm群では有意に増加した（表VII－一一3）。また、肝臓の8－。xoG、　PCNA及び

TUNEL陽性細胞率は、　DEN処置の有無に関わらずグルコン酸銅6000ppm群において有意に増

加した（図VII－4、表W－4）。

　GST－P・銅二重染色では、　DEN処置あるいは無処置のグルコン酸銅6000ppm群で銅陽性細

胞が認められ、DEN処置群では多くの場合GST－P陽性細胞巣に銅陽性所見は認められなかっ

た（図VII－5）。GST－P・MT二重染色では、　DEN処置及び無処置のグルコン酸銅6000PPm群で

MT陽性細胞が認められた。　DEN処置群では、　GST－PとMTは多くの場合、それぞれ単独で発

現していたが、一部のGST－P陽性細胞巣では、　MTとの共発現が認められた（図Vff－6）。GST－P・
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MT・銅三重染色では、　DEN処置のグルコン酸銅6000PPm群で多くの場合、銅陽性細胞は・

GST－P及びMTの発現のいずれにも一致せず、一部のGST－P陽性細胞巣では、　MTとの共発

現が認められた（図W－7）。

　中期肝発がん性試験及び2週間反復投与試験において、肝臓の金属代謝、炎症及びアポト

ーシス関連遺伝子等の発現を解析した結果を図VII－8に示す。金属代謝関連遺伝子であるMtヱa

は、両試験においてDEN処置の有無に関わらず、グルコン酸銅6000ppm群で有意に増加した。

アポトーシス関連遺伝子であるP21は、2週間反復投与試験では、300及び6000PPm群で有意

に増加し、中期肝発がん性試験では、DEN処置の有無に関わらずグルコン酸銅6000ppm群で

増加した。また、アポトーシス関連遺伝子であるG＆dd45αは、両試験においてDEN処置の有無

に関わらず、6000ppm群で増加した。もうひとっのアポトs…一・シス関連遺伝子であるp53は、2週間

反復投与試験では変化が認められなかったが、中期肝発がん性試験では、DEN処置の有無に

関わらずグルコン酸銅6000ppm群で増加し、さらに300ppm群でも有意な増加を示した。炎症関

連遺伝子であるTnfα、1ヱ1α及びNos2、並びにがん原遺伝子であるcrfosは、2週間反復投与

試験では変化が認められなかったが、中期肝発がん性試験では、DEN処置の有無に関わらずグ

ルコン酸銅6000ppm群で有意に増加した。

W－4．考察

　中期肝発がん性試験において、GST－P陽性細胞巣数は、　DEN処置のグルコン酸銅6000　PPm

群で有意に増加した。一方、グルコン酸銅10及び300PPm群では、　GST－P陽性細胞巣数に変

化は認められなかった。さらに、中期肝発がん性試験及び2週間反復投与試験の両試験におい

て、グルコン酸鋼10ppm群では、遺伝子発現の変動も認められなかった。これらのことから、グル

コン酸銅は、ヒトが摂取すると考えられる用量では何ら影響を示さないが、それよりも明らかに高い

用量を与えた場合、肝増殖性病変誘発促進作用を有し、発がんリスクを増加させる可能性が示

唆された。一方、第3部の中i期多臓器発がん性試験では、グルコン酸銅300ppm群でもGST－P

陽性細胞巣数が有意に増加した。この用量では比較的長期間の投与により、はじめて肝前がん

病変が増加するものと推察された。さらに8－oxoG陽性率が、グルコン酸銅6000　PPIn群で有意に

増加したことから、グルコン酸銅の高用量での発がん促進機序には、銅の過剰供給による肝臓で
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の酸化ストレス誘導が関与しているものと推察された。

　中期肝発がん性試験において、DEN処置の有無に関わらずGST－P陽性単細胞がグルコン酸

銅6000ppm群で認められたが、2週間反復投与試験ではそれらは認められなかった（データは示

していない）。前がん病変での肝細胞でのGST－Pの発現は、イニシエートされた肝細胞が毒性物

質や発がん物質に対し解毒活性を強化することで、周辺細胞よりも増殖しやすい環境を得るため

と考えられている（Suzuki　et　a1．，1994）。これらの細胞は、発がんプロポーション期においてクロー

ン増殖を行いGST－P陽性細胞巣を形成する（Farber，1996）。一方、　DENや鉛投与のラット肝臓

において、GST－Pが僅か24時間後に誘導されることが報告されている（Suzuki　et　al．，1994；

Suzuki　et　al．，1996）。また、　GST－P陽性領域（単細胞及び多細胞を含む）の90－95％は、正常な肝

細胞に復帰すると言われている（Enomoto　and　Farber，1982；Tatematsu　et　a1．，1983）。事実、

我々の研究においても、13週間あるいは29週間の中期多臓器発がん性試験での高用量のグル

コン酸銅投与群でも、GST－P陽性単肝細胞は認められなかった。従って、今回認められた

GST－P陽性単肝細胞は、前がん病変において恒久的に発現するものとは異なり、グルコン酸銅

暴露に対する解毒あるいは防御系として、一時的に誘導されたものと推察された。

　今回、組織学的あるいは組織化学的に銅の蓄積（データは示していない）や肝細胞毒性が認

められない2週間のグルコン酸銅6000ppm投与でも、　M亡laの誘導が確認された。　MTはグルコン

酸銅による毒性に対する防御機構として機能し、比較的早い期間に誘導されることが示唆された。

一方、発がん過程においても、MTの発現は重要であり、LECラットの肝GST－P陽性細胞巣では・

周囲組織に比べMTの発現が増強していることが知られている（Sawaki　et　aL，1994）。中期肝発

がん性試験でのGST－P・MT・銅の二重あるいは三重染色の結果から、　DEN投与のグルコン酸銅

6000ppm群においてMT発現及び銅蓄積が認められた。さらにGST－P陽性細胞巣には、銅蓄積

がほとんど認められず、その一部でMTの共発現が認められた。以上のことから、　MTは銅負荷へ

の反応として比較的早期から発現し、銅毒性に対する防御機構として機能する一方で・GST－P

陽性細胞巣では、MT発現やそのほかの機序により銅蓄積を阻止することで、前がん細胞が銅毒

性を回避し、周囲組織よりも優位な細胞環境を得ているものと推察された。

　中期肝発がん性試験において高用量のグルコン酸銅は、TUNEL陽性細胞及びアポトーシス

関連遺伝子であるGadd45α、P21及びP53の発…現を誘導し、肝細胞アポトーシスシグナルを活

性化させることが示された。LECラットにおいて、銅蓄積量とアポトーシス細胞出現率は相関する
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ことが報告されている（Fong　et　a1．，2004）。また、ラット及びマウスへの過剰銅投与やイヌでの先天

性の銅蓄積等でも、肝臓でのアポトーシスの増加が知られている（Fuentealba　and　Haywood，

1988；Haywood　et　a1．，1996；Deng　et　a1．，1998）。　P53はDNA複製のための細胞周期を止め、

アポトーシスを誘導することが知られている（Lotem　et　a1．，1996；Janus　et　al．，1999）。また、

GADD45はp21と直接的に相互作用し、細胞周期を制御しているが、これらはp53によって制御

されている（Kearsey　et　a1．，1995）。さらにLECラットの肝臓では、過剰な銅蓄積がp53及びp21

を誘導し、細胞増殖活性を抑制することが報告されている（Obata　et　al．，1996）。今回の結果から、

Gadd45α及びP2ヱは、銅蓄積が認められない2週間投与でも誘導が認められているが、この時

期のp53の発現には変化がなかった。可能性として、放射線照射のWI－L2－NS細胞での

Gadd45の発現で見られるようなP53とは独立した機構が存在する可能性も考えられた（Carrier　et

a1．，1996）。

　炎症関連遺伝子であるTnfα、11ヱα及びNos2は、中期肝発がん性試験においてDEN処置

の有無に関わらず、グルコン酸鋼6000ppm群で増加したが、2週間投与では変化は認められな

かった。TNFα、IL1α及びNOS2は、様々な肝臓疾患や実験的な肝障害モデルにおいて、細胞

毒性の重要なメディエーターとして知られている（Ramadori　and　Christ，1999；Hon　et　a1．，2002；

Soas　et　a1．，2001）。また、肝臓疾患や実験的な肝障害モデルでは、アポトーシス小体を取り込ん

だクッパー細胞が観察される（Canbay　et　al．，2003）。さらにLECラットの肝臓において、　Tnfα発

現の増加が報告されている（Fong　et　al．，2004）。TNFαはTNFαレセプターを介したアポトーシ

ス誘導し、結果としてカスペースカスケードを活性化させる（Cohen，1997）。中期肝発がん性試験

での高用量のグルコン酸銅投与群のみで認められたアポトーシス小体の増加は、これらの炎症

関連遺伝子の増加とよく相関していた。がん原遺伝子であるc－fosの増加は、　LECラットの肝臓で

も報告されている（Suzuki　et　a1．，1990）。銅は核でのc－fos誘導を制1御することで、血清応答因子

を活性化させることが報告されており、これらのメカニズムがLECラットでの肝発がんに重要な役

割を担っている（Maeda　et　al．，1997）。グルコン酸銅による肝発がん促進にもc－fbsが何らかの役

割を果たしていることが推察された。

　以上の結果から、グルコン酸銅は、高用量で肝発がんリスクを有し、その機序には酸化ストレス、

炎症及びアポトーシスが関与しているものと推察された。
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皿．総論

　本研究により、グルコン酸銅は、中期多臓器発がん性試験並びに中期肝発がん性試験におい

て、肝臓及び前胃を標的とする増殖性病変誘発促進作用を発揮し、高用量で発がんリスクを有

することが明らかとなった。その背景機構を理解するためには、銅の動態、酸化ストレス、それによ

ってもたらされる障害作用と細胞応答について考察する必要がある。

銅の体内動態及び銅に対する防御機構

　銅は、ヒトの場合、小腸刷子縁の表面に局在する特異性のある銅転送因子、あるいは非特異

的な2価金属イオン転送因子により、小腸上皮細胞内にまず取り込まれる。新たに吸収された銅

の組織への取り込みは、異なる2つの相から成る。第1相では、腸細胞の基底側部の膜を経て門

脈循環に入る銅の一定方向の転送であり、そこで銅はゆるやかにアルブミンや銅輸送タンパク質

と結合し、肝臓に輸送される。第2相では、銅は肝臓からセルロプラスミンに結合して、血漿の中

に再分泌される（Pena　et　a1．，1999）。セルロプラスミンは、血漿における銅の主要な貯蔵タンパク

質である（Hellman　and　Gitlin，2002）。細胞に取り込まれた銅は、様々な酵素の構成成分となり、

細胞内、細胞外に分泌される（Aruoma　et　al．，1991；Pena　et　al．，1999）。また、胆汁由来の銅と非

吸収性経口銅が糞へ、あるいは腎臓を経て尿へ排出されることで、常に生体内の銅レベルは正

常に保たれている（Linder　and　Hazegh－Azam，1996）（図㎜一1）。またウィルソン病やLECラットの

研究から、銅の血中あるいは胆汁中への輸送には、ATP　7B遺伝子と呼ばれる銅輸送P型

ATPaseが関与することが明らかになっている（Pena　et　a1．，1999；Camakaris　te　a1．，1999）。細胞質

内の銅は、ATP7Bタンパク質によってゴルジ装置内に取り込まれ、そこで銅とセルロプラスミンが

結合しトランスゴルジに移行し、血中に分泌される。また銅の細胞内濃度が上昇すると、ATP7B

はリソソームに再配布され銅をリソソーム内に輸送し、この小胞が肝細胞の胆管膜と融合すること

で、過剰な銅を胆汁中に排泄する（図VM－2）。ウィルソン病やLECラットではATP7B遺伝子が欠

損しているため、血中への銅分泌と胆汁中への銅排出が十分に行われず、肝臓内に銅が過剰

蓄積し、重篤な肝障害が生じると考えられている。

　本研究を通じて、グルコン酸銅の高用量投与は、ラットに対し死に至らしめる重篤な毒性は示
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さなかった。しかし、グルコン酸銅3000あるいは6000ppm群において、生化学的あるいは組織化

学的に明らかな肝臓への銅蓄積と黒色糞が認められた。これらのことから、グルコン酸銅

3000ppm以上の投与では、銅処理能力を超えているものと推察される。さらに中期多臓器発がん

性試験では、組織化学的検索により肝臓中銅濃度や黒色糞が認められないグルコン酸銅

300ppmでも、すでに肝臓への銅蓄積が始まっていることが明らかになった。複合的な発がん剤

投与により、肝臓の代謝機能が低下していると考えられる動物においては、比較的長期間の継続

的な銅投与は、その排出機構の限界をさらに引き下げてしまう可能性が推察される。

　MTは高濃度の銅に曝露され、上述の銅のホメオスタシス機構が充分でなくなった場合、細胞

内で発現が誘i導され、二次的防衛機構として機能している（Danks，1989）。銅が細胞内にCTRユ

と呼ばれる銅転送たんぱく質によって取り込まれると、未知の転写因子と結合しMTのプロモータ

ー領域のmetal　responsive　element（MRE）に結合し、　MT転写を活性化させる（Dameron　and

Harrison，1998）。銅と結合したMTは、そのほとんどがリソソームに移行した後に胆汁中に排泄さ

れる（Vallee　and　Brady，1993）（図VI［－2）。さらにMTは、02薗、H202、・OH等の活性酸素種の消去

能（Miles　et・a1．，2000；Viarengo　et　al．，2000）、さらに一酸化窒素やペルオキシナイトライト等の活

性窒素種の消去能を有することが報告されている（Cai　et　al．，2000＞。本研究において、　MTの発

現誘導は2週間投与と比較的早期、あるいは少なくとも1000ppmの比較的低用量から誘導される

ことが確認された。このことから、MTは銅負荷及び酸化ストレスへの反応として比較的早期から発

現し、銅毒性に対する防御機構として機能していると考えられる。

　一方、GST－P陽性細胞巣では、銅蓄積がほとんど認められず、その一部にMTの共発現が認

められた。GST－P陽性細胞巣では、　MT発現やそのほかの機序により、銅蓄積を阻止することで、

周囲組織よりも優位な細胞環境を得ているものと推察される。さらにMTがプロオキシダントとして

も機i能することが報告されている。LECラットの肝臓では、過剰な銅蓄積とともにMTが過剰発現

しており、銅結合型MT（Cu－MT）として存在する。これがH202と反応すると・OHが生成されること

が見出された（Suzuki　et　a1．，1995）。さらにMTは正常細胞では、ほとんどが細胞質に局在するが、

癌細胞ではS期の核に局在し、増殖活性に対し何らかの作用があることが推察されている

（Cherian，1994）。これらのことから、　MTは生体防御的に働くだけでなく、発がん促進過程でも重

要な役割を果たしていると考えられる（図～旺3）。
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銅による酸化ストレス発生機構

　銅は酸化ストレスを誘導し、細胞や組織に障害を与えることがin　VitrOあるいはin　VivOの実験

から明らかになっている（Oikawa　et　al．，2001，2003；Murata　et　al．，1999；Naito　et　a1．，1994；

Yamamoto　et　al．，1993）。さらに酸化ストレスは、　LECラットにおける肝毒1生及び肝発がん性に重

要な役割を果たしていることが報告されている（Yamam。to　et　al．，1993）。銅による酸化ストレスの

発生機構は以下のように考えられる（図VIII－－3）。

　生体内では、環境因子や代謝により細胞内に活性酸素が発生する。たとえはミトコンドリアでは、

02からOiが生成される。02一は比較的その反応性が低いため、直接生体成分の修飾には関与し

ないと考えられている（Grivennikova　and　Vinogradov，2006）。一方、02一の消去系としてSODが存

在し、O，’”Er　H202と02に変換する（Tsan，1997）。　H202はほとんどカタラーゼやグルタチオンペル

オキシダーゼで分解されるが、わずかに分解されずに残ったH202は遷移金属である銅や鉄が存

在すると・OHが生成される（Kawanishi　et　a1．，2002）。・OHの生成は、鉄の場合、2価の鉄による

フェントン反応［Fe（il）＋H202→Fe（皿）＋・OH］による。一方、銅の場合、1価の銅ではフェントン

様反応により・OHを生成するが［Cu（1）＋H202→Cu（II）＋・OH］、2価の銅でもH202が共存す

ると金属に結合した状態の・OH（クリプト・OH）が生成されることが報告されている（Yamamoto　and

Kawanishi，1989）。また、　Cu（ll）はグルタチオン（GSH）により還元されCu（1）になり、上記のよう

にフェントン様反応へと供給される。さらにCu（1）は02により再び酸化され、　Cu（II）に戻る

（Kawanishi　et　a1．，2002）。・OHあるいはクリプト・OHは活性酸素の中でもっとも反応性が高く、

DNA、タンパク質、脂質等あらゆる生体成分と反応する。　LECラットの肝臓では・OHが生成してい

ることが報告されており（Yamarnoto　et　al．，2001）、本研究においても、同様に肝臓中で・OHが継

続的に生成されていると考えられる。これらのことから、グルコン酸銅の肝発がん促進作用は、銅

の過剰供給による肝臓での酸化ストレス誘導が関与していると考えられる。

銅による酸化的DNA損傷機構

　本研究において、グルコン酸の高用量投与により、酸化的DNA損傷である8－ox。Gの生成が

認められた。その生成機構は以下のように考えられる（図VII［－3）。・OHの半減期は非常に短いた
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め、遠くまで拡散することができず、近傍の生体成分と反応する。しかしH202は核に到達すること

ができ、また核内でのH202の生成も報告されている（Puntarulo　and　Cederbaum，1992）。DNA近

傍においてH202と銅が存在する場合、・OHが生成されDNAに対し酸化的損傷を与えると考え

られる。代表的な酸化的DNA損傷である8－oxoGはグアニンが酸化的に損傷されたものである

（Halliwell・and・Aruoma．，1991；Kasai．，1997）。グアニンは4っの塩基の中で酸化還元電位が最も

低いことから酸化修飾を受けやすいことが報告されている（lto　and　Kawanishi，1997）。実際、　LEC

ラットでは、週齢の増加とともに肝臓への銅蓄積と8－oxoGレベルの増加が報告されている

（Otsuka　et　al．，2006）。

　それでは銅は、酸化的DNA損傷を引き起こすことで遺伝子突然変異を誘発し、発がん作用を

発揮しているのであろうか。LECラットにおいて肝臓、腎臓及び脳を用いコメットアッセイを行った

ところ、これらの臓器で週齢の増加に伴いDNA初期損傷の増加が認められ、酸化ストレスによる

DNA損傷が生じていることが示唆された（Hayashi　et　al．，2001，2005，2006）。一方、8－oxoGに対

し特異的な修復酵素が存在し、哺乳類では8一オキソグアニンDNAグリコシラーゼ（OGG1）とアデ

ニルDNAグリコシラーゼ（MYH）が知られている（Arai　et　aL，1997；Slupska　et　a1．，1996）。OGG1

は8－oxoG・シトシン対から8－oxoGを、　MYHは8－oxoG・アデニン対からアデニンを除去する。こ

れらの修復酵素により、多くの酸化的DNA損傷は修復されると考えられる。また8－oxoG以外にも、

種々のタイプの酸化的DNA損傷が生成されることが報告されているが（Cooke　et　a1．，2003）、これ

らのDNA損傷に対しても特異的な修復酵素が存在する（Bjelland　and　Seeberg，2003；Wallace，

2002）。そのため、これらのDNA損傷は、すべてが遺伝子突然変異に結び付くわけではない。

　8－oxoGの生成に関し興味深い報告がある。　DENは遺伝子突然変異を検出するAmes試験で

強い陽性を示し、イニシエ・…一・ション作用を有する発がん物質である。その発がん機構は、DNA付

加体、DNAメチル化及びそれ自身のフリーラジカル体への転換が生じ、これらが複合的に細胞

に作用し、DNA損傷を誘発することで、イニシエ…一一・ション作用を発揮すると考えられている

（Dragan　et　a1．，1994；DyrofF　et　a1．，1986）。DENをラットに単回投与すると、投与後6時間より用

量依存的に肝臓で8－oxoGの生成が認められ、少なくとも72時間まで高値を示すことが報告され

た（Nakae　et　al．，1997）。さらに、　DEN投与後早期の持続的な8－oxoGの生成は、前がん病変形

成とよく相関していた（Nakae　et　a1。，1997）。一方、酸化ストレスによる肝毒性を示すが、肝発がん

性はないと考えられているアセトアミノフェンを用い同様に単回投与を行うと、投与後初期から用
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量依存的に8－oxoGは増加するものの、72時間以内に消失することが明らかになった（Nakae　et

aL，1990）。従って、酸化ストレスにより誘発される酸化的DNA損傷だけでは、イニシエーション作

用は十分ではなく、化学物質の有する様々なDNA損傷作用の種類や強さ、さらにはそれらの修

復機構の阻害等により、発がんに至るイニシエーション作用が完全なものになると推察される。

　我々は本研究において、DEN投与の肝臓でのDNA初期損傷とGST－P発現との間には密接

な関連性があることを明らかにした。ある程度の大きさの前がん病変は、遺伝子変異を起こし増殖

に向かったひとっの細胞からクローン増殖により形成される。それらの細胞では、GST－Pを発現

するが、その意義はイニシエートされた細胞が化学物質（毒性物質や発がん物質等）に対する解

毒活性を強化し、周辺細胞よりも増殖しやすい環境を得るためと考えられている（Farber，1984；

Roomi　et　aL，1985）。一方、　DENや鉛投与のラット肝においてGST－Pが、僅か24時間後に誘導

されることが報告されている（Suzuki　et　al．，1994；Suzuki　et　a1．，1996）。本研究において、中期肝

発がん性試験のDEN処置の有無に関わらず、　GST－P陽性単細胞がグルコン酸銅6000PPm群で

認められたが、2週間反復投与、13週間あるいは29週間の中期多臓器発がん性試験では、高用

量のグルコン酸銅投与でも、GST－P陽性単肝細胞は認められなかった。以上のことから、今回認

められたGST－P陽性単肝細胞は、前がん病変において恒久的に発現するものとは異なり、グル

コン酸銅暴露に対する解毒あるいは防御系として一時的に誘導されたものと推察される。肝細胞

におけるGST－P発現は、必ずしも全てが遺伝子変異により形質転換を起こした細胞を意味するも

のではないと推察される。

　実際、グルコン酸銅はAmes陰性であることから、遺伝子突然変異を誘発する可能性は低く、さ

らに本研究において、発がん剤処置を行っていない動物群では、グルコン酸銅による発がんに

対する影響は認められていない。以上のことから、グルコン酸銅のDNAに対する作用は、　DENの

ような発がん物質とは異なり、十分なイニシエーション作用になりえないものと推察される。

　一方、酸化ストレスはDNA以外にも脂質やタンパクに対しても傷害し、過酸化脂質に代表され

るそれらの障害も発がんに関与している（Klaunig　et　a1．，1998）（図Vlll－3）。LECラットの肝臓では、

過酸化脂質が生成されることが報告されている（Ohhira　et　al．，1995）。また本研究において、中期

多臓器発がんでは300PPmより発がん促進作用が見られたが、8－oxoGの量とは相関していなか

った。コリン欠乏アミノ酸食餌を用いた内因性ラット肝発がんモデルにおいて、抗酸化剤を投与し

た場合、8－oxoGと代表的な過酸化脂質であるチオバルビツール酸反応陽性物質（TBARS）の量
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に相関性がないことが報告されている（Nakae　et　a1．，1999）。これらのことから、グルコン酸銅投与

により誘導された酸化ストレスは、DNA損傷以外にも脂質やタンパクに対して作用し、プロテイン

キナ・・一一一・ゼ活性、膜構造やその機能、あるいは遺伝子発現等に影響を与え、結果的に細胞増殖活

性を誘発し、発がんを促進している可能性が推察される（Klaunig　et　al．，1998）。

銅の酸化ストレスに対する細胞応答機構

　本研究において、グルコン酸銅投与により肝臓で炎症反応、細胞増殖活性及びアポトーシス

が誘導されることを明らかになった。酸化ストレスは種々のシグナル因子の活性化や動態に影響

し、さらに種々のシグナル伝達においてセカンドメッセンジャーとして働くことが知られている。たと

えば酸化ストレスは、nuclear　factorκB（NF一κB）やactivator　protein　1（AP－1＞等の転写因子の

活性化に関与する（NeWton・et・a1．，1997）。実際にラット銅投与においてNF－・K・Bが誘導され、さら

にNOS2やTNFαは、　NF－一　rc・Bにより転写活性化されることが報告されている（Persichini　et　al．，

2006）。AP－1は、　c一君osとc－Junの転写因子複合体であり、細胞増殖活性を促進する（GIQver　and

Harrison，1995）。今回、中期発がん性試験において、　NOS2、　TNFα及びc－－fo・s発現、あるいは細

胞増殖活性の増加が認められていることから、種々のシグナル因子が活性化し、細胞増殖を促

進している可能性が推察される。また、アポトーシスに関連するシグナル系も、酸化ストレスをセカ

ンドメッセンジャーとする（Kumar　er　a1．，2001）。さらに、近年注目されている活性窒素による反応

系は、酸化ストレス反応系と密接に関連することが知られている（Szabo　and　Ohshima．，1997）。活

性窒素反応系と酸化ストレス反応系は、慢性炎症において種々のサイトカインの変動とともに重

要な役割を果たす（Maeda　and　Akaike．，1998）。従って、酸化ストレスはこれらの種々の要因との

複雑なネットワ・一一・…クの下に、肝発がん促進に関与しているものと推察される。これらのことから、グ

ルコン酸銅の高用量での肝発がん促進作用には、酸化ストレスを介した炎症及びアポトーシスあ

るいは細胞増殖のシグナル応答が重要な役割を担っていると考えられる（図Vill－3）。

グルコン酸銅の発がんリスク評価

我々は、グルコン酸銅の発がんリスク評価についてどのように考えればよいのだろうか。本研究
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は厳密な意味で行政のリスクアセスメントのための研究ではないが、何らかの貢献をすることを目

的としている。我々が中期多臓器発がん性試験あるいは中期肝発がん性試験を用いた一っの理

由として、これらの方法は発がんリスク評価法としてInternational　Conference　on　Harmonization　of

Technical　Requirements　for　Registration　of　Pharmaceuticals　for　Hu皿an　Use（ICH）でも認められて

いることが挙げられる。レギュラトリーサイエンスの分野では、変異原性を有さない発がん物質は

非遺伝毒性発がん物質として分類され、その発がん性には閾値が設定できると考えられている。

グルコン酸銅は変異原性が陰性であることから（Hujita　et　a1．，1998）、その発がん性に閾値がある

と考えられる。本研究において、ヒトの許容摂取量に近い10ppmではなんら影響は認められず、

さらに発がん剤処置を行っていない動物群では、グルコン酸銅による発がんに対する影響は認

められなかった。実際、ヒトでのグルコン酸銅の投与試験では、許容上限摂取量付近である

10mg／ヒト／日の12週間反復投与において、なんら影響がないことが報告されている（Pratt　et　al．，

1985）。以上のことから、グルコン酸銅の発がんリスクには閾値が存在し、ヒトの許容摂取量におい

ては、なんら問題ないものと考えられる。

　一方、それ以上の濃度でのヒトでの試験は行われていないため、どの程度の安全マージンが

あるかは十分に明らかになっていない。本研究では、比較的長期間の試験である中期多臓器発

がん性試験では、300ppmから肝臓での前がん病変が増加した。また疫学調査では、高濃度の血

清銅と乳がんの発生には相関あり（Overvad　et　al．，1993）、インドにおいては、銅が溶出したミルク

を長期間にわたり摂取した小児が肝硬変を発症した事例が報告されている（Food　and　Nutrition

Board，2001）。その場合の銅濃度は、実験的に行われる高濃度暴露とは異なり、正常値の数十

倍程度に留まると推察されるが、それでも発がんあるいは肝障害への関与が疑わる。銅をサプリメ

ントとして、基準値よりも数十倍高い量を一度に、あるいは長期間に亘って摂取することは、代謝

機構が発達していない小児や疾病等により代謝機構が低下しているヒトにとっては、過剰な銅蓄

積につながり、障害あるいは発がんリスクを増加させる可能性が考えられるため、不用意な銅の

過剰摂取は避けるべきであろう。

グルコン酸銅とカテキンとの複合影響

カテキンは、in　vitroにおいて銅イオン存在下で8－oxoGを生成することが報告されており
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（Oikawa　et　al．，2003）、in　vitroの作用がin・vivoでも起こった場合、グルコン酸銅とカテキンとの複

合投与は8－oxoG生成を促進し、発がんリスクを増大させる可能性が懸念された。本研究におい

て、5000PPmのカテキン投与は、グルコン酸銅による肝臓での前がん病変及び8－oxoG生成、あ

るいは前胃前がん病変に対し抑制的に作用した。以上のことから、in　vivOでのグルコン酸銅とカ

テキンの複合投与では、in　vitroで認められた作用は生じず、発がんリスクの増大はないことが示

唆される。また他のグル…一・・一プにより現在、in　vivOにおけるグルコン酸銅と他のポリフェノール類で

あるカテコールとの複合投与による影響が検討されているが、カテコールによる修飾作用は今の

ところ得られていない（岡村ら2008）。これらのことから、in　vitroでのグルコン酸銅とポリフェノー

ル類の複合影響による毒性は、in　vivoでは生じにくいものと推察される。またカテキンは、・OH

や02を捕捉することで、ラットやマウスの肝臓において、酸化ストレスや肝発がんに対し抑制的に

作用するとともに（He　et　a1．，2007；Anjaneyulu　et　al．，2003）、8－oxoGレベルを低下させることが報

告されている（Parvez　et　a1．，2006；Hasegawa　et　a1．，1995；Tamura　et　a1．，1997）。本研究において

認められたカテキンの発がんリスクに対する抑制作用は、これらの抗酸化作用が関与しているも

のと推察される。

　しかしながら、ラット胃発がんモデルにおいて、亜硝酸ナトリウム（NaNO2）とカテキンあるいはカ

テコールを複合投与すると、胃の中で酸化ストレスが発生し、前胃発がんを促進することが報告さ

れている（lshii　et　a1．，2006；Kuroiwa　et　a1．，2007）。これらのことを踏まえ、今後も化学物質の複合

影響による安全性の評価をしていくことは、実態に即した化学物質のリスク評価をする上で重要

であると考える。
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IX．結語

　グルコン酸銅は、肝臓と前胃を標的とする増殖性病変誘発促進作用を発揮し、高用量で発が

んリスクを有するが、ヒト暴露レベルにおいてそうしたリスクが顕現する可能性は低いものと判明し

た。またその機序には、酸化ストレス、細胞増殖、炎症反応及びアポトーシスの誘導が関与するこ

とが示唆された。一方、カテキンは、単独ではなんら影響を示さず、グルコン酸銅との複合投与に

より、グルコン酸銅の発がんリスクを軽減する可能性が示唆された。
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