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色素性乾皮症 A 群 (XPA)遺伝子欠損

マウスにおける肝腫場発生
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緒言

あらゆる生物のゲノムは、細胞内外で生成される様々な物質によ

って引き起こされる DNA損傷を絶えず受けている。もしこれらの

損傷が修復されないと、遺伝子の綴々な変化(遺伝子変異)が生じ、

それら遺伝子変異の種類や起こる部位によっては細胞死や癌がひき

おこされる。

細胞には数種類の DNA修復系が備わっており、 DNA損傷から細

胞を防御している (1，2)。修復されるべき DNA障害の種類により、

1つあるいはそれ以上の修復系が働く。例えば、 DNAのアルキル化

損傷は特異的なアルキルトランスフエラーゼ (3)や baseexcision 

repairとよばれる修復系 (4)により修復され、 DNAの架橋は

recornbinational repair により修復される (5，6)0 DNAの酸化的障害

は、基本的には baseexcision rep却 によって修復されるが (4，7)病

変のタイプによっては nucleotideexcision rep町 (NER)によっても

修復される (8，9)。その他に、 DNAの誤塩基対を修復する mismatch

repair (M恥偲)と呼ばれる修復系も知られている (10，11)。

NERの機構に障害をもっ疾患がヒトでいくつか知られているが、

その中でも色素性乾皮症は代表的なものである。色素性乾皮症は、

常染色体劣性遺伝の疾患であり、我が国では人口 10万人につき 1"-'

2.5人の患者が発生すると推定されている。色素性乾皮症の患者は、

幼小児期より日光に照射された部が日焼けし易く、そばかす状の色

素沈着と皮膚の乾燥が著明となる。毛細血管の拡張も見られる。そ

こに日光角化症が発生し、次いで基底細胞癌、有赫細胞癌、悪性黒

色腫が発生してくる。そのほか、角膜炎、 u艮除外反等の限症状、時

に神経症状を伴う。

色素性乾皮症患者の細胞が除去修復能に異常をもっ事は 1968年に

CI巴averらによって初めて発見された (12)。色素性ー乾皮症は 7つの

相補性群 (A群-G群)と variantの8型に分けられているが、その

中でも A群 (XP-A)は我が国で最も鎮度が高く、かつ最も臨床的

に重篤なものである。

色素性乾皮症各群の原因遺伝子産物は、 NERの過程でそれぞれの



役割を果たしている。 XPA蛋白は、その zincfinger領域を介して障

害を受けた DNA領域に結合する事により種々のDNA障害を認識し

(l3-15)、NERの最初の段階に働くと考えられている。 XPA蛋白は

TFITHと呼ばれる蛋白複合体と相互作用し、 TFITHを DNA損傷部

位へと導入する。 TFITHはXPB蛋白、 XPD蛋白という 2つの DNA

ヘリカーゼをもち、損傷近辺の DNAの部分的な開裂に寄与してい

る。 DNA鎖の切断は煩傷の 5'側と 3'側の2カ所でおこり、損傷を

含む約 30ヌクレオチドのDNAが切除される。 この2カ所の切断は、

XPF蛋白、XPG蛋白により担われている。その後 DNAポリメラー

ゼ ε、δにより新生 DNA鎖が合成され、 DNAリガーゼ lにより連
結されて、 NERの過程は完了する。

1989年、Tanakaらはマウス胎児のゲノム DNAを XPA群細胞

(XP20SSV)に pSV2gptとともに トランスフェクトし、紫外線抵

抗性のトランスフェクタントを得て、 XPA群だけに欠如する DNA
をク ローニングした (16)。

そして 1995年、日本とオランダのグループが別々にgenetargetlllg 

法によりXPA欠損マウスを作成した (17，18)0XPA欠損マウスで

の発癌研究は当教室との共同研究として進められ、皮膚に紫外線

(UVB)を継続的に照射すると、 数ヶ月のうちに高頻度に扇平上皮

癌を生じ、 また、皮膚に 9，1O-dimethyJ-1，2-be田叩thra田 ne(DJ-.佃A)

をくりかえし塗布すると、数ヶ月以内に高頗度に皮膚乳頭腫を生じ

て、ヒ トの色素性乾皮症患者と類似した表現型を示すマウスである

事が確認された (17)。

尚、 xP-c欠損マウスも 1995年に Sandsらによって作成されてお

り(19)、UVB照射によって高い頗度で皮膚腫療の発生を見る事(19)、

2-ac巴tyJaminof)uorene投与により高頻度に肝腫壌が誘発される事
(20)等が確認されている。

色素性乾皮症と皮膚腫第との関係は詳細に研究され、紫外線によ

る DNA塩基の光産物のうち、 cycJobutanepyrimidine dimerと
pyrimidine (6-4) pyrimidoneが色素性乾皮症における皮膚腫蕩発生に

重要であるとされている (21)。それに対し、色素性乾皮症と皮膚

以外の内臓腫蕩発生との関係については未だ不明の点が多い。皮膚
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以外の腫擦の発生率は、色素性乾皮症の患者では一般人の 10""20 

倍と報告され (22)、その原因として、環境中の化学発癌物質への

!曝露などが考えられてきた。しかし、色素性乾皮症の患者に皮膚以

外の悪性腫蕩を生じたとの報告は数少ない症例報告にとどまり、

(23-25)、内臓腫蕩を防ぐ上での DNA除去修復の役割を厳密に評

価するのに十分でない。また、何故色素性乾皮症患者の内臓腫協発

生が皮膚腫療に比して少ないかという事には 1)内臓腫擦が発生する

前に患者が皮膚腫蕩により死亡する為、 2)絶えず紫外線に曝露され

ている皮膚に比べ、内臓では NERにより修復されるべき DNA損傷

が少ない為、 3)紫外線以外の原因による DNA損傷の修復には NER

の関与が少ない為、等様々な可能性が考えられてきた。

今回我々は、 XPA欠損マウスにおける肝腫癌発生を解析する目的

で、元来の遺伝的背景が CBAとC57BLl6とCD-lの hybridである

XPA欠損マウスを、肝腫療好発系でE一定の年齢になると自然発生肝

腫揚が生じ、また化学発癌物質により肝に発癌しやすい C3H マウ

スと代々もどし交配し近交系化した。その上で、 XPA欠損マウスの

自然発生肝腫蕩及びグアニンの N7位に付加体を形成する肝発癌物

質であるアフラトキシン 81(AFBI)誘発の肝腫療の発生頻度を野
生型やヘテロマウスと比較した(尚、マウスはAF8，の毒性や発癌

性に極めて抵抗性であり (26-28)、新生児期に腹腔内投与をすると

いう方法 (29)以外に確実に AF81でマウスに肝腫療を誘発する方

法は確立されていない)。その結果、自然発生肝腫壊、アフラトキ

シン 81誘発性の肝腫壊ともに XPA欠損マウスは野生型やヘテロマ
ウスに比して高い感受性をもっ事が示された。
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方法

遺伝的背景を C3Hに純系化した XPA欠損マウスの樹立

XPA欠損マウスは、もとは 1995年に Tanakaらによって作成され

たものである (17)。作成法は、まずXPA遺伝子の exon4にneoカ

セットを導入した遺伝子ベクターを作成し、この遺伝子ベクターを、

CBAとC57BL/6のFlhybridから得られた任幹細胞 (IT2細胞)に

導入して、得られた導入細胞のコロニーの中から相同組み換えをお

としたコ ロニーを選択した。この任幹細胞を用いて micrornanipuJation

によってキメラ旺を作成し、仮親の子宮に移植してキメラマウスを

得た。次にこれらのキメラマウスを交配して生まれた仔マウスを調

べ、生殖系列キメラマウスが作成されたことを確認した。この段階

での旺幹細胞由来の仔マウスは、 XPA遺伝子に関してはヘテロ接合

体であるが、これらのヘテロ個体同士を交配して、 XPA遺伝子型が

+/+、+/ー、ー/のマウスを得た。 Fig.lに相同組み換えの概略を示す。

交配用の C3H1HeNマウスは日本 SLCラボラトリー(浜松市)か

ら購入した。 XPA欠損マウスは、もともと CBAと C57BL/6の FI

hybridから得られた目玉幹細胞 (TT2細胞)を用いて作成されたもの

であるが、 当教室においては、 一度 CD-1マウスと交配し、それ以

後兄弟聞の交配をくり返して継代維持されていた。 XPA+/ーマウスを

C3H1HeNマウス (XPA遺伝子型は+/+)と交配し、得られた仔マウ

スのうち XPA遺伝子型が+/ーのもののみを選択してそれを再び C3H

マウスと交配するという方法を何代にもわたって行い、遺伝的背景

をC3H に近交系化した XPA欠損マウスを作成した。このもどし交

配は 1996年 5月に開始し N10(約 99.9%まで口Hの遺伝的背景た

なっている)まで近交系化するのに約 2年の歳月を要した。近交系

化を進める過程で、産子数の低下やマウスの発育の遅延などは見ら
れなかった。

XPA遺伝子型の確認は、まずマウスの尻尾を約 1.5cm長切断し、

O.lmg/rnlのプロテナーゼKを加えた lysisbuffer (組成は、 0.2%SDS、

O.lmoUl Tris-HCl (pH8.0)、0.005mol/lEDTA、0.2moll1NaClから成る)

中で一晩溶かし、フエノールークロロホルムによりマウス DNAを
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精製し、 PCR(polymerase chain reaction)で wild鎖、 mutant鎖それ

ぞれに特異的な DNA領域を増幅し、 電気泳動で確認するという方

法で行った。PCRに用いたプライマーは、W1:5'-GTG GGT GCT GGG 

CTG TCT AA-3'、W2:5'-ATG GCG TGG GTT CTT CTT CA-3" Ml 

5'-ATG GCC GCTTTT CTG GATTC-3'，恥12:5'-ATG GCG TGG GTT 

CTTC1寸 CA-3'の4つであり、 W1はintron3 (5' position: 376)、W2

はintron4 (3' position: 561)、M1はintron3 (5' position: 1402)、M2

はintron4 (3' position: 1661)に対応する。 Wild鎖はWlとW2によ

り、 mu凶nt鎖は M1とM2により増幅される。 PCRの条件は、 94"C

を 2分の後、 94"C20秒、50"C20秒、72"C25秒を 30サイクル行

い、最後に 72
0

Cを 5分とした。電気泳動の際、 wild鎖は 205b.pの

DNA fragmentとして、 また、 mutant鎖は279b.p.のDNAfragmentと

して確認された (Fig.2)。

N5の段階で自然発生肝腫壌の観察を、また、 NIOの段階で自然

発生肝腫蕩とアフラトキシン B，により誘発される肝腫療の観察を行
った。実験は東京大学医学部付属動物実験施設W4u2室(温度 23.10C、

湿度 48.9%、午前 9時点灯、午後 9時消灯)で行い、食餌は NMF

ガンマ線照射飼料(オリエンタル酵母工業株式会社、東京)を自由

摂取、また飲水は水道水を自由飲水させた。

自然発生肝腫蕗

まず、 N5(約 96.9%まで C3Hの遺伝的背景に置換されている)の

時点でXPA+/ーマウス間で交配し、得られた雄の仔マウス(+/+15匹、

+/-40匹、 -/-12匹)を自然経過観察後、生後 1年4ヶ月の時点で屠

殺解剖した。 また、N10(約 99.9%まで C3Hの遺伝的背景に置換さ

れている)の時点で同様に+/ーマウス間で交配し、得られた雄の仔マ

ウス(+/+17匹、+/ー18匹、ー/ー 14匹)を生後 1年4ヶ月の時点で屠

殺解剖した。尚、雄マウスのみを実験に用いたのは、 C3Hマウスに

おける肝腫蕩発生の頻度が、雄は雌に比してはるかに高い事が経験

的に知られている為である。

肝臓は解剖時肉眼で全葉をくまなく観察し、直径 1.0mm以上の腫

癒を腫蕩性病変としてカウントした。個々の腫療の直径も全て計測
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した(最大直径は 26mm)0 10%中性バッファーホルマリンで 1日以

上固定後、肝臓は、一定方向を向くように面指定して 2.0mm間隔で

全割全包埋し、薄切後 HE染色を行った。肝細胞腺腫及び肝細胞癌
の診断は、 lARC (Intemational Academy for Research 00 Cancer)出版

の ‘Pathologyof Tumours in Laboratory Arrimals' (30)の基準に従い

光顕的観察にて行った。

各遺伝子型間の肝腫湯(良性、悪性とも含む)の発生率、肝細胞

癌の発生率の差についてはカイ二乗検定を行った。 また、各遺伝子

型聞のマウス 1匹あたりの臆蕩数、個々の腫蕩の直径の差について

はt検定を行った。

アフラトキシン BI誘発肝腫湯

N10の+/ーマウス間あるいは、 ー/ーマウス問の交配で得られた雄の仔

マウスに対して、生後7日の時点で、0.6rng/kg体重(+/+11匹、+/-30 

匹、-/-12匹)及び 1.5mg/kg体重 (+/+16匹、 +/-31匹、十 16匹)

のアフラ トキシン 81CAF81、MakorChemicals、lsrael)をDMSO(ジ

メチルスルホキシド)に溶解させ腹腔内投与し、経過観察後、生後

11ヶ月の時点で屠殺解剖した。尚、生後 7日の時点でマウスの体重

は平均 4.6gであり、 AF8l溶液は、マウス 1匹あたり0.05ml腹腔内

投与すれば目的の AFBl投与量となるようにあらかじめ調整した。

この濃度にて、AF81は DMSOに十分溶解し均一な溶液となった。

コントロール群として、生後 7日に DMSOのみを 0.05ml腹腔内投

与し C+/+17匹、 +/-20匹、 -/-7匹)、生後 11ヶ月の時点で屠殺解

剖した。以下の手順は自然発生腫療の場合と同様に行った。

S期肝細胞の観察

XPA +/+マウスとー/ーマウスの聞に肝細胞の細胞回転に差が生じて

いない事を確認するため、生後7日及び60日の XPA+/+及び二/ーマウ

スの肝組織の 8rdUC5-bromo-2仁dωxyuridine)免疫染色を行った。

まず、生後 7日及び 60日の、 XPA遺伝子型が+/+及びー/ーの NIO

雄マウス各 4匹ずつに 100mg/kg体重の 8rdU CSIGMA社 USA) 

を生理的食塩水に溶解させて腹腔内投与した。尚、生後 7日及び 60
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日のマウスの平均体重はそれぞれ5.0g、20.7gであり、 8rdU溶液は、

マウス l匹あたり生後7日のものは0.05ml、生後60日のものは0.2ml

投与すれば目的の 8rdU投与量となる縁にあらかじめ調整した。こ

の濃度で BrdU は生理的食塩水に十分溶解し均一な溶液となった。

BrdU投与 1時間後にマウスを屠殺解剖し、肝臓を取り出して 10%

中性バッファーホルマリン中で 1日以上固定した。固定後 2mm厚

の肝組織片をマウス l匹あたり l本ずつ切り出し、包埋後薄切し未

染標本を作成した。その上で抗 BrdUモノクローナル抗体 (8民 to日

Dickinson Immunocytometry Systems， USA) を用いて ABC 法

(Avidin-biotinylated peroxidase complex method)により免疫染色を

行った。染色後、顕微鏡下でランダムに数カ所の視野を選択し、そ

の視野中にある全肝細胞数及び8rdU陽性肝細胞数をカウントした。

尚、 トータルで肝細胞数は各標本500個以上をカウントした。

アフラトキシン 81投与後早期における S期肝細胞及び肝細胞

アポ トーシスの経時的変動

アフラトキシン 81投与後早期における肝細胞の細胞回転の変動や

肝細胞のアポトーシス誘導に XPA遺伝子型による差があるかを観

察する為、アフラトキシン 81投与後経時的にマウスを屠殺し、肝組

織の BrdU免疫染色及びTUNEL法を行った。

まず、生後 7日の、 XPA遺伝子型が+1+及びー/ーの Nl0雄マウスに

アフラトキシン81を 1.5mg/kg体重腹腔内投与し、その2、4、8、16、

24、48、72時間後に各遺伝子型それぞれ 4匹ずつ屠殺して肝臓を取

り出した。ただし、解剖する 1時間前に 100mg/kg体重の BrdUを腹

腔内投与した。 AFBl及び 8rdUの投与方法は前記の実験と同様に行

った。尚、コントロールとして、生後 7日及び 10日の AFBl無投与

のマウスについても各遺伝子型 4匹ずつ、 BrdU投与 1時間後に屠

殺解剖を行った。取り出した肝臓は 10%中性バッファーホルマリン

中で 1日以上固定し、固定後 2mm厚の組織片を 3、4葉及び5葉か

ら1匹あたり 2本ずつ切り出した。それを包埋、薄切して未染標本

を作成した。その後前記と同様の方法でBrdU免疫染色を行い、 BrdU

陽性肝細胞を顕微鏡下で観察した。また、同じ未染標本で、 ApopTaq
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Plus-Peroxidase in situ Apoptosis Detection Kit (Oncor社 USA)を用い

てTUNEL法を行い、顕微鏡にてTUNEL陽性細胞を観察した。
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結果

自然発生肝腫蕩

XPA欠損マウスが野生型やヘテロマウスに比して自然発生肝腫療

を生じ易いかを調べる為に、元来遺伝的背景が CBAと C57BLl6の

hybridとして樹立され、その後 CD-1と一度交配した XPA欠損マウ

スを代々、肝!厘蕩好発系である近交系 C3HJHeNマウスともどし交

配した。その N5(約 96.99らまで C3H の遺伝的背景に置換されてい

る)及び N10(約 99.9%まで C3Hの遺伝的背景に置換されている)

の段階でヘテロマウス聞の交配を行い、得られた雄の仔マウスを自

然経過観察後、生後 l年4ヶ月の時点で屠殺解剖した。

解剖時、いずれの遺伝子型マウスにも肝腫蕩発生が認められたが、

肝臓以外の臓器に腫療の発生は見られなかった。各 XPA遺伝子型

マウスの解剖l時の肝臓の肉眼像を Fig.3に示す。組織学的には、発
生した肝腫療には肝細胞腺腫と肝細胞癌の両者が認められた(Fig.4、

5)。

N5での各遺伝子型ごとの腫蕩発生状況を表 lに示す。肝腫第(良

性、悪性とも含む)の発生率は+/+及び、+/ーマウスがそれぞれ47%(7/15)、

53% (21140)であるのに対し、ー/ーマウスでは 92%(11/12)であり、-/-群

は、+/+、+/ー両群に対して有意に高い発生率を示した(カイ二乗検

定、p<0.05)。また、肝細胞癌の発生率も、+/+及び、+/ーマウスがそれ

ぞれ20%(3/15)、18%(7/40)であるのに対し、ー/ーマウスでは58%(7112) 

と高い発生率を示した。マウス 1匹あたりの腫蕩数は、+/+及び+/ー

マウスがそれぞれ 0.9、0.9個であるのに対し、ー/マウスはその 2倍

以上 (2.2個)であり、ー/ー群は+/+、+/ー両群に対して有意に高い値を

示した (t検定、 pく0.05)。個々のj毘痕ーのサイズも、 /ーマウスは+/+や

+/ーマウスに比して大きい傾向が見られた。

N10での各遺伝子型ごとの腫壊発生状況を表2に示す。肝腫揚(良

性、悪性とも含む)の発生率は+/+及び+/ーマウスがそれぞれ47%(8/17)、

33% (6/18)であるのに対し、ー/ーマウスでは 79% (11114)と高い発生率

を示した。また、肝細胞癌の発生率は、+/+及び+/マウスがそれぞ

れ 12%(2117)、17%(3/18)であるのに対し、ー/ーマウスでは57%(8/14)で
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あり、 J司群は、+/+、+/ー両群に対して有意に高い発生率を示した(カ

イ二乗検定、 Pく0.05)。マウス l匹あたりの腫蕩数は、+/+及び+/ーマ

ウスがそれぞれ 0.6、0.3個であるのに対し、ームマウスはその約 2--4

倍(1.3個)であり、-/-群は+/+、+/ー両群に対して有意に高い値を示

した (t検定、 Pく0.05)。また、個々の腫蕩のサイズも、 ー/ーマウスは+/+

や+/ーマウスに比してやや大きい傾向が見られた。

アフラ トキシン BJ誘発肝腫第

次に、 XPA欠損マウスが、 NER によって修復される大きな DNA

付加体形成性の肝発癌物質に対して高い感受性を示すかを調べる為

に、 NlOの+/ーマウス聞の交配、あるいはー/ーマウス聞の交配で得られ

た雄の仔マウスに、生後7日の時点で0.6mg/kg体重あるいは1.5mg/kg

体重のアフラトキシン 81(AFBl)を DMSO(ジメチルスルホキシ

ド)に溶解させて腹腔内投与し、経過観察後、生後 11 ヶ月の時点

で屠殺解剖した。尚、コントロール群として、生後 7 日に DMSO

のみを 0.05ml腹腔内投与し、生後 11ヶ月の時点で屠殺解剖した。

解剖時、どの遺伝子型マウスにも肝腫療の発生が認められたが、

肝臓以外には腫療の発生は見られなかった。各遺伝子型マウスの肝

腫蕩発生状況を表 3、4に示す。肝腫蕩 (良性、悪性とも含む)の

発生率は、 0.6mg/kg体重投与群では、+/+及び+/ーマウスがそれぞれ

55% (6/11)、50% (15/30)であるのに対し、ー/ーマウスでは 83% (10/12) 

であり、 また、 1.5mg/kg体重投与群でも、 +/+及び‘+/マウスがそれ

ぞれ 75% (12116)、68% (21131)であるのに対し、ー/ーマウスは 81%

( 13/16) と高い発生率を示した。肝細胞癌についての発生率も、

0.6mg/kg体重投与群では、 +/+及び+/ーマウスがそれぞれ 0% (0111)、

13% (4/30)であるのに対し、Jーマウスは 50% (6112)であり、 また

1.5mg/kg体重投与群では、十/+及び‘+/ーマウスがそれぞれ 6% (1/16)、

6% (2β1)であるのに対し、一/ーマウスは 38% (6116)と高い発生率を

示した。マウス 1匹あたりの腫蕩数は、 0.6mg/kg体重投与群では、

ー/ーマウスは 4.5個と、 +/+(0.7個)及び、+/ー (1.2個)マウスの約 4........ 

6倍であり、 また 1.5mg/kg体重投与群では、 ー/ーマウスは4.3個と、+/+

(1.5個)及び‘+/-(1.8個)マウスの約 2........3倍であって、いずれの

10 



用量でも、-/-群は+/十、+/ー両群に対して有意に高い値を示した (t検

定、p<0.05)。

DMSOのみを投与したコントロール群での肝腫蕩発生状況を表 5

に示す。肝腫湯(良性、悪性とも含む)の発生率は+1+12% (2/17)、

+1-20% (4/20)、ー/-29% (217)であり、肝細胞癌の発生家は+/+0% (0117)、

+/-5% (1/20)、ー/ー 14%(117)であって、いずれも AFBl誘発性の腫蕩よ

りも明らかに低い発生率であった。また、マウス 1匹あたりの腫湯

数も、+/+0.1個、+/ー 0.2個、-/-0.6個と、 AF81誘発性の腫壌に比し

て明らかに少なかった。

S期肝細胞の観察

XPA +/+マウスとー/ーマウスの聞に肝細胞の細胞回転に差が生じて

いない事を確認する為、生後7日及び60日の XPA+1+及びー/マウス

の肝組織の 8rdU免疫染色を行った。

生後7日の XPA+/+、ー/ーマウスの肝臓の 8rdU免疫染色標本の組織像

をFig.6に示す。 8rdU陽性肝細胞の割合は、 XPA+/+マウスで 6.5%、

XPA-/ーマウスで 7.3%と大きな違いは見られなかった。

生後 60日の XPA+/+、時/勾マウスの肝臓の 8rdU免疫染色標本の組織

像をFig.7に示す。 Fig.7に見る通り、 XPA+/+、ー/マウスとも 8rdU

|場性肝細胞は認められなかった。

アフラ トキシン BI投与後早期における S期肝細胞及び肝細胞

アポトーシスの経時的変動

アフラトキシン 81投与後早期における肝細胞の細胞回転の変動や肝

細胞のアポトーシス誘導に XPA遺伝子型による差があるかを観祭

する為、生後 7日に XPA+/+及び-/-マウスにアフラトキシン 81を腹

腔内投与し、その後マウスを経時的に屠殺解剖して肝組織の 8rdU

免疫染色及びTUNEL法を行った。

アフラトキシン81投与後の 8rdU陽性肝細胞数の経時的変動を Fig.8

に示す。 8rdU陽性肝細胞の割合は、 A回 1投与後減少傾向を示し、 8

時間後に最小となりその後増加するという変化を示すが、その変動

にXPA遺伝子型による顕著な違いは見られなかった。
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次に、アフラトキシン B，投与後の TUNEL法組織像であるが、 XPA
両遺伝子型とも TUNEL法陽性肝細胞の割合はAFB，投与前後で終始
0.1%以下であり、今回の発癌実験で用いた低用量の AFB，投与では

肝細胞のアポトーシス誘導は両遺伝子型マウスともほとんどない事

が示された。コントロール及びAFB，投与 16時間後でのXPA+/+、J
マウスの肝臓のTUNEL法標本の組織像をFig.9、10に示す。
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考察

今回、遺伝的背景を肝腫癌好発系であるC3Hに置き換え、近交
系化した XPA欠損マウスを用いての実験により、 XPA欠損マウス

が、野生型やヘテロマウスに比して自然発生肝腫壊、アフラトキシ

ン誘発性の肝腫湯いずれにおいても高い感受性を持つことが示され

た。

まず、自然発生肝腫壌についてであるが、 1997年にオランダの de

VriesらがXPA+/+及び斗/ーマウス(遺伝的背景は、 50%が Ola129、50%

が C57BLl6)では自然発生肝腫蕩が全く見られないのに対し、 XPA-

/マウスでは、生後 1年3ヶ月から 1年8ヶ月の聞に 24匹中 4匹に

肝細胞腺腫の自然発生が見られたと報告している (31)。今回の遺

伝的背景をC3Hに近交系化しての我々の実験では、 XPA-/マウスは

+/+及び、+/ーマウスに比して肝細胞腺腫のみならず肝細胞癌の自然発

生率も明らかに高く、また、 1匹あたりの腫嘉数についても有意差

をもって多い事がN5、NIOと再現性をもって示された。
C3Hマウスの肝腫蕩感受性に関与する遺伝子については現在も世

界的に解析が進められており、いくつかの遺伝子については既に

linkage aualysisにより染色体上のマッピングがなされている (32，33)。

これら遺伝子の生体内で果たす役割については不明の点が多いが、

前j盟蕩病変の増大を制御している可能性が考えられている (34)。

今回の実験結果から、 XPA遺伝子が内臓腫蕩発生に対し防御的に働

く事が示され、また C3H マウスにおける肝腫療発生のイニシエー

ションには NERの機構で修復される DNA損傷が関与している可能

性が示唆された。

XPA欠損マウスが何故自然発生肝腫蕩を生じ易いかについては現在

の所完全に答える事は難しい。 XPA欠損マウスを作成する際に XPA

遺伝子以外の遺伝子に異常を起こしている可能性については完全に

否定することは出来ないが、今回、生後 7日及び 60日のマウスを

用いて肝組織の BrdU免疫染色を行う事で、 XPA欠損マウスと野生

型マウスの聞に肝細胞の細胞回転に明らかな差がない事が示された。

従って、 XPA欠損マウスで腫蕩発生が多い事を素直にとれば、 NER
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のないことが腫蕩発生のイニシエーションと関わっている、即ち

NERによって修復されるような DNA 損傷が自然発生肝腫療に関わ

っている事が考えられる。その DNA損傷の原因としては、マウス

の飼育されている環境中に存在する発癌物質も考えられるが、生体

内の代謝過程で発生した活性酸素種の可能性も考えられる。実際、

少なくとも数種類の酸化的ストレスによる DNA損傷の修復に NER

が関与している事が知られ、 また、活性酸素種の作用でヌクレオチ

ドプール中に生じる 8-oxo-dGTPを加水分解する酵素 (8-oxo-

dGTPase)の欠損したマウスでは肝腫蕩の発生率が正常マウスに比

して高いという事実が最近九州大学の続教授らにより発見されてい

る。しかし、 XPA欠損マウスでの肝腫蕩発生に酸化的ストレスが実

際に関与している事を証拠づける報告は今の所なく、との点の解明

は今後の課題である。

次にアフラトキシン Bl誘発腫壌についてであるが、アフラトキシ

ンBl(AFBl)は、 Asperg出usflavusにより産生されるカピ毒であり

高祖多湿であるアフリカ、東南アジアでの肝癌発生因子として重要

である。生体内ではチトク ローム p450やプロスタグランジンシン

テターゼ、リポキシゲナーゼにより AFBlexo-8，9-epoxideに活性化

され (35-37)、それが DNAと反応してグアニンの N7位に付加体

を形成する (38，39)。アフラトキシンー DNA付ー加体は正常の細胞

ではすみやかに NERにより除去されるが、色素性乾皮症患者から

とられた細胞ではアフラ トキシンー DNA付加体がはるかに安定し

て残存している事が培養系の実験で確かめられている (40)。今回、

生後 7日の時点で O.6mglkg体重及び 1.5mg/kg体重の AFBlを腹腔

内投与し、生後 11ヶ月の時点で肝腫擦を観察するという実験で、

XPA-/-マウスが、 XPA+/+や+/ーマウスに比して肝腫癒(良性、悪性

とも含む)及び肝細胞癌の発生率が高く、かつ 1匹あたりの肝腫蕩

数が有意に多いという結果が得られた。今回の実験は、初めて、invivo 

の系においても XPA欠損マウスが野生型やヘテロマウスに比して

AFB，の肝発癌性に対する感受性が高い事を示すものである。しかし、

今回の AFBJ投与実験で誘発された肝腫蕩数は、マウス 1匹あたり

XPA-Iーマウスで他の遺伝子型マウスの約 2--6倍であり、これは自然
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発生肝腫蕩の実験と大差ない程度のものである。紫外線照射による

皮膚腫漉誘発実験で、XPA-/-マウスの全てに実験開始 34週までに
皮膚腫蕩の発生が見られ、 XPA+/+や+/ーマウスには全く皮膚腫療の
発生がなかった (17) という事実と比較して、今回の誘発腫擦の実

験は XPA遺伝子型による腫湯感受性の差が小さいものとなってい

る。従って、今回の結果は、 1)生体内では NER以外にも AFBIによ

る DNA損傷の修復に働いている系が存在する可能性、 2)NERの機
構は紫外線による DNA損傷ほどには AFBlによる DNA損傷を効果
的に修復出来ない可能性、 3)AFBIによる肝腫濠発生のメカニズムに

は、 NERにより修復を受ける様な DNA損傷をおこして麗壊発生の
イニシエーションに関わるという以外のメカニズムも存在している

可能性等も考えさせるものである。 AFBI投与後早期における S期肝

細胞数の変動及び肝細胞のアポトーシス誘導には XPA遺伝子型に
よる明らかな差は認められなかった。

アフラトキシンの肝発癌性は、ラット (41)、アヒル (42)、ニジ

マス (43-45)の場合には adultanimalになった後で投与した場合に

も明瞭に認められている。一方マウスの場合は、 adultanimalはアフ

ラトキシンの発癌性に対して抵抗性であり、大量の AFBIを腹腔内

や食餌投与しでも肝腫湯は発生しない (26-28)。しかし、生後まも

ない時期 (4日-7日)にアフラトキシンを腹腔内投与すると、マ

ウスの場合にも肝発癌性が見られることを Vesselinovitchらが 1972

年に発見し (29)、この新生児期に腹腔内投与する方法がマウスに

アフラトキシンで肝腫擦を発生させるほぽ唯一の確立された方法と

なっている。今回の実験で AFBIの投与時期を生後 7日に定めたの

は、以上のような事実をふまえての事であり、実際に高率にマウス

に肝腫蕩が誘発された。

色素性乾皮症の患者に見られる悪性腫療は皮膚癌が圧倒的に多く、

その頻度は正常人の 2000倍以上とされている (46，47)。一方、内臓

腫療の発生頻度は皮膚腫蕩に比して極めて低い。その説明として、

紫外線以外の原因による生体内の DNA障害の修復に NERがほとん
ど働いていないという可能性も考えられてきた。しかし、今回の結

果並びに種々の発癌剤により誘導される内臓腫擦の発生率が XPA
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欠損マウスでは野生型よりも高いとするこれまでの報告 (31，48)は、

紫外線以外の原因による DNA障害の修復にも NERが深く関わって

いる事を示唆するものである。

乙れまで、紫外線や Drv侶A (9，10-dimethyl-1，2-benz拍 tbra田ne)に

よる皮膚腫壊誘発実験 (17)、be回 opyreneによる Iymphomaの誘発

実験 (31)、自然発生腫療の観察 (31)において XPA+/ーマウスと+/+

マウスの聞に腫壌の発生率に差が見られたとする報告はない。今回

の実験においても、自然発生肝腫壊、 AFBI誘発肝腫湯のいずれの場

合でも、 XPA+/+、+/ー両者聞に腫蕩発生と大きな違いは見られなか

った。

今回我々は、遺伝的背景が雑系であった XPA欠損マウスを近交系

C3Hマワスとくりかえし交配し、近交系化したマウスを樹立した。

それを用いて、自然発生肝腫蕩及び AFBl誘導性の肝腫第の発生状

況を観察する実験を正確かつ細心に行う事により、 XPA欠損マウス

が、自然発生肝腫蕩、誘発腫擦のいずれにおいても野生型やヘテロ

マウスに比して高い感受性を示す事を明らかにした。
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Fig. 1 ES細胞での XPA遺伝子の破壊法。細い線は vectorbackbone 

を表す。Iから VIと表記された黒塗りの boxは XPA遺伝子の exon

を表す。示されている制限酵素認識部位は、 B:BamHl、E:EcoRl、

Ss: Sspl。



1 2 3 4 

←279 b.p. 
←205 b.p. 

Fig.2 PCR法によるマウス XPA遺伝子型の確認。 Wild鎖は 205b.p.

の、 mutant鎖は 279b.pのバンドとして検出される。Lane1:サイズ

マーカー (dX174RF DNNHaeIII企agments)、lane2・+/+マウス、 lane3: 

+/ーマウス、 lan巴4・ー/ーマウス。
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Fig.3 XPA各遺伝子型マワス (FI0)の生後 1年 4ヶ月時に発生し

た自然発生肝腫第。
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Fig.4 自然発生肝腫擦の組織像(上X60、下X300)。周辺組織を圧

迫する形で発育する境界明瞭な腫蕩である。主と して 1~2 層の細胞
からなる索状配列を示し、構造異型、細胞異型ともl程度である。核

分裂像も認められない。肝細胞腺腫と診断される。



Fig. 5 自然発生肝腫擦の組織像 (上 X60、下 X600)0 Thin to thick 

回 becularpat匂mを示す肝細胞癌である。所により腺管様構造の形成

や襲胞形成が見られる。細胞異型も目立つ。



Fig. 6 生後 7日の XPA+/+、ー/ーマウスの肝臓の BrdU免疫染色組織

像(上+/+、下旬/ーマウス X600)o BrdU陽性肝細胞の割合は両者と

もほぼ同じである。
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Fig.7 生後 60日の XPA+/+、ー/ーマウスの肝臓の BrdU免疫染色組織

像(上+/+、下ー/ーマウス X300)。両者とも BrdU陽性肝細胞は認め

られない。



Fig.8 AFBl投与後のBrdU陽性肝細胞数の推移
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Fig.9 生後7日、 AFBI無投与の XPA+/+、-/-マウスの肝臓のTUNEL

法標本組織像(上+/+、下-/-マウス X600)。



Fig. 10 生後7日、 AFB，投与 16時間後の XPA+/+、 /ーマウスの肝
臓のTUNEL法標本組織像(上+/+、下ー/マウス X600)。



表1. F5マウスでの自然発生肝腫蕩

腫場を有する 肝癌を有する 1匹あたりの臆腫蕩の直径
遺伝子型マウス数マウス数 マウス数 場数 (平均± (mm、平均

(%) (%) SD) 士SD)

+/+ 15 7(47%) 3(20%) 0.9:i:1.1 6.4:i:7.1 

+/ー 40 21 (53%) 7(18%) 0.9:i: 1.1 5.8:i:5.3 

12 11 (92% )..b 7(58%)b 2.2:i:1.7"，b 10.2土7.1b 

. +/+マウス!と対して有意差あり (p<0.05) 

b +/ーマウスに対して有意差あり (p<0.05) 



表2. F10マウスでの自然発生肝腫蕩

腫蕩を有する 肝癌を有する 1匹あたりの腫腫療の直径

遺伝子型マウス数マウス数 マウス数 持基数(平均士 (mm、平均±
(%) (%) SO) SO) 

+/+ 17 8(47%) 2(12%) 0.6:1:0.8 6.8:1:5.2 

+/ー 18 6(33%) 3(17%) 0.3 :!:0.5 9.3:!:9.0 

14 11(79%)b 8(57%)B，b 1.3土0.9B.b 9.9:!:8.3 

a +/+マウスに対して有意差あり (p<0.05)

b +/ーマウスに対して有意差あり (p<0.05) 



表3. AFBl O.6mg/kg体重投与により誘発された肝腫蕩

腫療を有する 肝癌を有する 1匹あたりの腫臆蕩の直径

遺伝子型マウス数マウス数 マウス数 蕩数(平均::!:: (mm 、平均±

(%) (%) SD) SD) 

+/+ 11 6(55%) 0(0%) 0.7::!::0.8 3.0土1.7

+/ー 30 15(50%) 4(13%) 1.2士1.7 4.6::!::4.3 

12 10(83%)b 6(50%)a.b 4.5::!::3.2a.b 3.9土2.8

a +/+マウスに対して有意差あり (p<0.05)

b +/ーマウスに対して有意差あり (p<0.05) 



表4. AFB1 1.5mg/kg体重投与により誘発された肝腫痕

腫携を有する 肝癌を有する 1匹あたりの腫 』童話事の直径
遺伝子型マウス数マウス数 マウス数 湯数(平均± (mm 、平均±

(%) (%) SD) SD) 

+/+ 16 12(75%) 1 (6%) 1.5:t 1.2 1.9:t1.5 

+/ー 31 21 (68%) 2(6%) 1.8 ::t2.0 2.8土2.1

16 13(81%) 6(38%)b 4.3 :t3.38，b 4.5 ::t4.38，b 

a +/+マウスに対して有意差あり (p<O.05) 

b +/ーマウスに対して有意差あり (p<O.05) 



表5. DMSOのみを投与した場合の肝腫蕩

腹蕩を有する 肝癌を有する 1匹あたりの腫腫療の直径
遺伝子型マウス数マウス数 マウス数 蕩数 (平均± (mm 、平均±

(%) (%) SD) SD) 

+/+ 17 2(12%) 0(0%) 0.1 ::!::0.3 4.0::!::2.8 

+/ー 20 4(20%) 1(5%) 0.2 ::!::0.4 3.5土4.4

7 2(29%) 1 (14%) 0.6::!:: 1.1 5.0::!::3.6 






