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緒緒  言言  

 
2013 年、大阪におけるオフセット校正印刷工場において、20 代の若年者を含む多数の労働者が胆管がんに罹

患していることが報告された。労働者は共通して有機溶剤 1,2-ジクロロプロパン（1,2-DCP）に曝露されていた。

1,2-DCP に曝露した後に胆管がんを発症した労働者から手術によって得られたがん組織の病理組織学的解析に

よると、胆管がん周囲の非がん組織において広範な炎症細胞の浸潤、線維化、増殖性変化が観察された［1］。     
これらは一般的な胆管がんの周囲組織に見られない所見であるとともに 1,2-DCP が炎症を介して胆管がんを誘

導することを示唆している。本研究では 1,2-DCP による胆管がん誘導における免疫細胞の役割を解明すること

を目的とする。本研究は直接的な DNA 障害性を調べている現在のがん原性試験を見直し、免疫細胞を介してが

んを誘導する環境化学物質に対するスクリーニング系を確立することに貢献する。本研究では 1,2-DCP への   
曝露がマクロファージの共存下で胆管細胞の DNA 障害を誘導するシグナルを解明する。 

 
方方  法法  

  
11．．細細胞胞培培養養  
以前の研究に従い、ヒト胆管細胞株 MMNK-1 細胞の単培養、および MMNK-1 細胞とヒト THP-1 単球由来マ

クロファージとの共培養を用いた［2～5］。 
 

22．．細細胞胞生生存存率率のの評評価価  
0、0.05、0.1、0.2、0.4、0.8 mM の 1,2-DCP を曝露した後、を曝露した後、細胞生存率を確認するため、MTS

アッセイを行った。比較対照として同濃度のジクロロメタン（DCM）、1,2,3-トリクロロプロパン（1,2,3-TCP）
に曝露し、同様のアッセイを行った。 
 
33．．DDNNAA 損損傷傷度度合合のの評評価価  

0、0.1、0.4 mM の 1,2-DCP、DCM、1,2,3-TCP を曝露した後、DNA 損傷度合の評価ため、100 個の胆管細

胞における DNA 二重鎖切断マーカーγ-H2AX 陽性 Foci を数えた。Foci 数 0～4 個（低度発現）、5～54 個（中

等度発現）、≧55 個（高度発現）の 3 つの階級に分類した。 
 
44．．γγ--HH22AAXX 汎汎核核陽陽性性細細胞胞のの評評価価  

0、0.1、0.4 mM の 1,2-DCP、DCM、1,2,3-TCP を曝露した後、γ-H2AX 汎核陽性細胞の数も数えた。評価に

は単回帰分析を行った。 
 
55．．TTNNFFααノノッッククアアウウトト（（TTNNFFαα--KKOO））ママウウスス実実験験  
以前の研究に従い、1,2-DCP 曝露による肝臓の細胞増殖および DNA 損傷を調べた［6，7］。 
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9～11 週齢の TNFα-KO マウスおよび野生型マウスをそれぞれ無作為に 4 群に分け、1,2-DCP に 0、125、
250、500 mg/kg 体重を 1 日 1 回、週 5 日、13 週間、強制経口投与した。曝露終了後、ペントバルビタールによ

る深麻酔下、肝臓を剖出し、一部は 4％パラフォルムアルデヒド中性緩衝液で固定するとともに、一部は生化学

解析用に急速凍結保存を行い、解析時まで－80℃保存した。肝臓のパラフィンブロックを作製し、HE 染色によ

る病理組織学的検索を行った。さらに細胞増殖マーカーKi67 および DNA 二重鎖切断マーカーγ-H2AX の免疫

組織化学を行い、それぞれの単位面積あたりの陽性細胞数を定量した。以前の研究においてマウスの 1,2-DCP 曝

露により肝臓における ferritin heavy chain, ferritin light chain タンパク発現が増加していたことから、ベルリ

ンブルー染色による肝臓内鉄蓄積を調べた［8］。また、グルタチオン S-トランスフェラーゼ（GST）がジハロゲ

ン化炭化水素の活性化に貢献するとの仮説があることから［9］、GSTP1 タンパク発現量をウェスタンブロット

で定量した。 
動物実験については、動物愛護管理法、文部科学省告示「研究機関等における適正な動物実験等の実施に向け

た基本的な考え方について」、東京理科大学動物実験指針を遵守するとともに、事前に東京理科大学動物実験委員

会による実験計画の承認を受け、動物への苦痛を最小限にした条件で実験を行う。遺伝子改変動物を使用する際、

事前に組換え DNA 実験計画申請をして、承認を受けた。 
 
66．．統統計計検検定定  
各濃度群間をダネットによる多重比較検定、単培養と共培養の交互性の確認のため重回帰分析を行った。 
 

結結  果果  

  
11．．細細胞胞生生存存率率のの評評価価結結果果  

MTS Assay の結果、1,2-DCP を曝露した共培養胆管細胞では対照群と比較すると各濃度において細胞生存率

が増加していたのに対し、0.8 mM の 1,2,3-TCP を曝露した共培養で細胞生存率が減少していた。DCM では単

培養、共培養ともに変化を確認できなかった（図 1）。 
 

 
 

図 1．単培養および THP-1 単球由来マクロファージとの共培養した 
MMNK-1 胆管細胞の 1,2-DCP 曝露後の MTS 活性 
A） 単培養 MMNK-1 胆管細胞。 
B） THP-1 単球由来マクロファージとの共培養した MMNK-1 胆管細胞。 
*P＜0.05、**P＜0.01（ANOVA 後のダネット多重比較）。 
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22．．DDNNAA 損損傷傷度度合合のの評評価価結結果果  
γ-H2AX 陽性 Foci の発現数では、0.4 mM の 1,2-DCP、DCM、1,2,3-TCP を曝露した共培養胆管細胞で Foci

高度発現細胞がコントロール群と比較すると顕著に増加していた（図 2）。また、Foci 高度発現細胞における重回

帰分析の結果では、交互性を確認できた。 
 

 
図 2．単培養および THP-1 単球由来マクロファージとの共培養における 

MMNK-1 胆管細胞の 1,2-DCP 曝露後のγ-H2AX 陽性 foci 頻度別細胞率 
A） γ-H2AX 陽性 foci 数頻度で分類した単培養 MMNK-1 細胞の百分率。 
B） γ-H2AX陽性 foci数頻度で分類したTHP-1単球由来マクロファージと共培養

した MMNK-1 胆管細胞の百分率。 
 

33．．γγ--HH22AAXX 汎汎核核陽陽性性細細胞胞のの評評価価結結果果 
γ-H2AX 汎核陽性細胞の発現数では、1,2-DCP を曝露した共培養胆管細胞でγ-H2AX 汎核陽性細胞が濃度依

存的に減少していたが、他の物質では確認できなかった。 
 

44．．TTNNFFααノノッッククアアウウトト（（TTNNFFαα--KKOO））ママウウスス実実験験結結果果  
野生型マウスにおいては 500 mg/kg 投与群において一時的な体重減少がみられたが、TNFα-KO マウスにお

いては影響が抑えられた。肝重量は野生型マウスと TNFα-KO マウスどちらにおいても増加が見られた。回帰

分析では野生型マウス、TNFα-KO マウス共に Ki67 陽性肝細胞数が 1,2-DCP 投与量依存的な増加を示した。回

帰分析では野生型マウス、TNFα-KO マウス共にγ-H2AX 陽性肝細胞数が 1,2-DCP 投与量依存的な増加を示し

た（図 3）。1,2-DCP の投与によって zone1（門脈域）、zone2（中間域）における細胞の空砲変性が野生型マウス、

TNFα-KO マウス共に増加した。1,2-DCP の高用量投与群では細胞死、炎症反応を示唆する組織像が得られた。

ベルリンブルー染色を行うと 1,2-DCP を曝露したグループでは、組織障害部位だけでなく、通常に見える細胞に

も微弱な鉄陽性の反応が見られた。GSTP1 はグルタチオン-S-トランスフェラーゼの中でもマウス肝では一番量

に富むサブタイプの 1 つであるが、1,2-DCP の曝露によって減少する傾向があった。 
 
 
 
 
 
 

3



 

 
図 3．1,2-DCP に曝露された野生型および TNFα-KO におけるγ-H2AX 陽性肝細胞密度 

野生型および TNFα-KO マウスの両方で 1,2-DCP 曝露量依存的な肝細胞 DNA 二重鎖切断 
マーカーγ-H2AX 陽性細胞の増加が見られたが、両マウスの間の違いは明瞭ではなかった。 

 
考考  察察  

  

1,2-DCP が単培養胆管細胞の細胞生存率を増加させた結果は、1,2-DCP の細胞増殖作用を示した in vivo     
［6，7］、in vitro［3］の先行研究と一致している。1,2-DCP、DCM、1,2,3-TCP を曝露した共培養胆管細胞で

Foci 高度発現細胞を増加させ、有意な交互作用を確認できたことから、検討したすべての塩素化炭化水素への  
曝露が、THP-1 マクロファージが胆管細胞における DNA 損傷を増強させていることが明らかとなった。一方、

共培養胆管細胞における 1,2-DCP による、カスパーゼ依存的なγ-H2AX 汎核陽性細胞の減少は、我々の最近の

動物実験が示した 1,2-DCP による抗アポトーシス作用と一致している。γ-H2AX 汎核陽性細胞は前期アポトー

シスを誘導している細胞と考えられている［10］。1,2-DCP のみが共培養下における DNA 損傷の増強、γ-H2AX
汎核陽性細胞の減少を示したことから、1,2-DCP が他物質と区別される発がんメカニズムとして抗アポトーシス

作用を有することを示唆している。 
動物実験では、TNFα-KO マウスおよび野生型マウスの両方で 1,2-DCP 曝露量依存的な肝細胞増殖、肝細胞

DNA 二重鎖切断マーカーγ-H2AX 陽性細胞の増加が見られたが、両マウスの間の違いは明瞭ではなかった。   
同様の検討を胆管細胞で行う必要がある。本研究では鉄イオン染色陽性細胞が野生型マウス 1,2-DCP 500 mg/kg
体重曝露群で増加していることを観察したが、野生型マウス、TNFα-KO マウスとの間の比較検討は行っていな

い。1,2-DCP 曝露量依存的な上昇が野生型マウスで以前行ったプロテオミクス研究では 1,2-DCP 曝露されたマ

ウス肝臓において Ferritin heavy chain および Ferritin light chain の発現が上昇していていたことから、フェ

リチンタンパクが胆管細胞 DNA 損傷に果たす影響および胆管誘導作用シグナルとしての役割についてさらなる

研究が必要である。 
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