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研究成果の概要（和文）：中枢神経系で重要な役割を果たすNMDA型グルタミン酸受容体（NMDAR）の2Cサブユニットの
遺伝子（Grin2c）が、肝細胞肥大誘発作用、肝細胞傷害性あるいは肝細胞増殖性肝肥大誘発作用を示す化学物質の投与
ラット肝臓で顕著に発現亢進することを見いだし、これら化学物質の作用にNMDARが何らかの役割を果たすものと推定
された。しかし、肝細胞株でこのような化学物質によるGrin2c遺伝子の発現亢進を見いだすことができず、他の細胞種
から産生される因子など間接的な要因で発現亢進が引き起こる可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：The present studies demonstrated that the treatments with chemicals inducing 
hepatocellular hypertrophy, hepatocyte injury, and/or liver hypertrophy resulted in super-induction of 
NMDA receptor 2C subunit gene (Grin 2c) expression in the rat livers, suggesting that NMDA receptor plays 
an important role in chemical-induced hepatotoxicity. However, induced Grin2c gene expression could not 
be found in chemical-treated hepatic cell lines. The induction of Grin2c gene expression might result 
from certain cellular factors produced from different types of hepatic cells from parenchymal 
hepatocytes.

研究分野： 分子毒性学
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１．研究開始当初の背景 
	 化学物質の中には、遺伝毒性を示さないが、
肝肥大（肝細胞肥大）、さらには肝がんを惹
起するものが数多く知られている。しかしな
がら、肝肥大は形態学的定義に止まっており、
非遺伝毒性物質による肝肥大誘発作用と肝
発がん性との関連性は明確にされていない。
そこで、本研究者は、これまでに、肝肥大誘
発作用を有する非遺伝毒性物質の肝発がん
予測系の構築、すなわち、肝肥大過程で肝発
がん性を予測しうる科学的指標の検索を行
い、化学物質の安全性評価に貢献することを
研究テーマの１つとして研究を遂行してい
る。 
	 その一環として、肝細胞肥大誘発作用を有
する非遺伝毒性物質による肝臓での特徴的
な遺伝子発現を検索すべく、フェノバルビタ
ール（PB）、クロフィブレート（CF）、ピペ
ロニルブトキシド（PBO）（共力剤）を選択
し、それぞれ肝細胞肥大を誘発しうる用量で
ある 2,500 ppm、500 ppm、20,000 ppmの
混餌食を 6週齢雄性 F344ラットに、3日間、
4週間、13週間与えた（基礎飼料摂食群を対
照群とした）。そのうち、13 週間投与群につ
いては、その肝臓 RNAを用いて、DNAマイ
クロアレイ法による遺伝子発現の網羅的解
析を行った。その結果、中枢神経細胞で発現
し、記憶や学習、神経興奮毒性に重要な役割
を果たすことが知られている NMDA 型グル
タミン酸受容体（NMDAR）の 2C サブユニ
ット（NR2C）遺伝子（Grin2c 遺伝子）が、
用いた化合物中 3化合物で著しく発現亢進す
ること、すなわち、対照群に対する発現上昇
率の高い順に遺伝子を並べると、Grin2c遺伝
子は、PB、CF、PBO投与群において最上位
にランク付けされた。 
	 NMDARは、中枢神経系のみならず、最近、
骨形成や腎機能制御など非神経組織での機
能発現やがん細胞の増殖に対する重要性が
注目されるようになってきている。Grin2c
子発現亢進の機序やそれに伴う NMDAR の
機能変化が、肝臓機能および化学物質による
肝毒性発現とどのように関連しているかを
明らかにすることは極めて重要であると思
われ、これを根拠として本研究立案に至る。 
 
２．研究の目的 
（1）先に検討した PB、CF、PBOに加えて、
その他の肝肥大誘発作用を有する化学物質
をラットに投与し、肝臓での Grin2c 遺伝子
の発現レベルを検討することにより、化学物
質の肝肥大誘発や肝細胞障害性、肝発がんへ
の Grin2c 遺伝子発現亢進の重要性を考察す
ることを最大の目的とした。 
（2）肝肥大誘発作用を有する化学物質で培
養細胞株を処理し、NR2C を含む NMDAR
の発現がどのように変化するかを検討し、化
学物質による NMDAR サブユニット遺伝子
の発現機構を解明することも目的とした。 
 

３．研究の方法 
（1）肝肥大誘発化学物質投与ラット肝臓
RNAの調製 
	 6 週齢雌雄性 F344/DuCrj ラットを、基礎
飼料、あるいは、クロフィブレート（CF）を
2,500 ppm、フェノバルビタール（PB）を
500 ppm、ピペロニルブトキシド（PBO）を
20,000 ppm、βナフトフラボン（BNF）を 
5,000 ppm、インドール -3-カルビノール
（I3C）を 2,000 ppm、アセトアミノフェン
（ＡＡ）を 10,000 ppm の濃度で作製した混
餌食を 3日間、4週間、13週間投与した群（1
群 5匹）から摘出した肝臓からトータル RNA
を調製した（動物実験は、国立医薬品食品衛
生研究所安全性生物センター病理部にて実
施された）。 
	 また、7週齢雄性 Sprague-Dawleyラット
（SDラット）、Wistar-Kyotoラット（WKY
ラット）ならびに脳卒中易発性高血圧自然発
症ラット（SHRSP）に硝酸鉛を 0.1 mmol/kg
の用量で単回尾静脈内投与後、3、6、12、24、
48、96時間で屠殺し、各動物より肝臓の total 
RNA を調製した（動物実験は、静岡県立大
学で実施した）。 
（2）遺伝子発現の検討 
	 DNA マイクロアレイによる遺伝子発現の
網羅的解析は、アジレント・テクノロジー社
の Whole Rat 4x44K oligo DNA 
microarraysを用いて実施した。 
	 NR2C遺伝子（Grin2c遺伝子）の発現は、
Real time RT-PCRによって検討した。 
 
４．研究成果	 
（1）肝細胞肥大誘発化学物質 BNF、I3C、
AA投与 13週間のラット肝臓での Grin2c遺
伝子の発現（DNA マイクロアレイによる解
析） 
	 AA 投与群では、全解析遺伝子のうち、
Grin2c 遺伝子の発現亢進量（vs 対照群）が
約 150倍となり最上位（2番目の遺伝子は約
20 倍）となった。I3C 投与群では、Cyp1a1
遺伝子（約 200倍）に次いで 2番目の発現亢
進量（約 40倍）となった。一方、BNF投与
群での Grin2c 遺伝子の発現亢進量は約 3 倍
程度で、顕著な発現亢進は認められなかった。 
 
（2）PB、CF、PBO、BNF、I3C、AA投与
ラット肝臓での Grin2c 遺伝子の発現（Real 
time RT-PCRによる解析） 
	 PB、CF、PBO、BNF、I3C、AA 投与 3
日、4 週間、13 週間後のラット肝臓での
Grin2c 遺伝子の発現を Real time RT-PCR
により検討した。その結果、PB、CF、PBO 投
与群では、3日から発現が亢進し、13週間で
発現が最大（それぞれ約 500倍、200倍、600
倍）となった（図 1）。また、I3Cおよび AA
投与では、やはり 3日目から発現が亢進した
が、図 2で示すように、4週間投与群での発
現亢進率が高くなった（それぞれ約 60 倍、
130倍）。一方、BNF投与群では、投与 3日



目に約 3 倍の有意な発現亢進が見られたが、
4週間、13週間の投与では有意な発現亢進は
見られなかった（図 2） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1	  PB、CF、PBO 投与ラット肝臓での

Grin2c遺伝子の発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2	  BNF、I3C、AA 投与ラット肝臓での
Grin2c遺伝子の発現 

 
（3）肝細胞増殖型肝肥大誘発物質である硝
酸鉛投与でのラット肝臓での Grin2c 遺伝子
の発現検討 
	 ラットへの硝酸鉛投与により、肝細胞増殖
を伴う肝肥大が惹起される。本研究代表者は、
その感受性が SD ラット＞Wistar-Kyoto
（WKY）ラット＞脳卒中易発性高血圧自然
ラット（SHRSP）であることを既に報告し
ている。これら系統へ硝酸鉛を単回投与し、
肝臓でのGrin2c遺伝子の発現を検討した（図
3）。その結果、SD ラットでは投与 6 時間後
から顕著な発現亢進が見られ、48時間後には
約 70倍に達した。一方、WKYラットでは投
与 12時間後に約 20倍の一過的な発現亢進が

見られたのみであった。また、SHRSP では
Grin2c 遺伝子の有意な発現亢進は認められ
なかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3	 硝酸鉛投与ラット肝臓での Grin2c遺伝子
の発現 

 
（4）肝がん由来細胞株での NMDA受容体発
現の検討 
	 ヒト肝がん由来細胞株 HepG2 細胞と
HuH7 細胞について、NMDA 受容体のサブ
ユニットをコードしている Grin2c 遺伝子と
Grin1遺伝子の発現をRT-PCR法により検討
した。その結果、HepG2 細胞にはこれら両
遺伝子が、HuH7細胞には Grin1遺伝子が発
現していること明らかとなった。さらに、こ
れら細胞株に NMDA 受容体に対する阻害剤
であるメマンチンの暴露がそれら細胞の増
殖抑制を引き起こした。 
 
（5）肝肥大誘発物質処理肝がん細胞株での
Grin2c遺伝子の発現誘導性の検討 
	 HepG2 細胞および Huh7 細胞に PB、CF
あるいは PBOを処理し、Grin2c遺伝子の発
現誘導性を検討したが、その誘導性は確認で
きなかった。 
 
	 （1）、（2）の結果から、肝細胞肥大誘発性
化学物質の多くは、投与後 3日目からNMDA
受容体の NR2C サブユニットをコードする
Grin2c遺伝子の発現亢進を引き起こし、その
発現亢進レベルは、肝細胞肥大とそれに伴う
肝肥大が観察される投与後 4週間後あるいは
13 週間後に顕著なものとなることが明らか
となった。しかし、BNF投与では有意な発現
亢進が見られなかったことから、特定の肝肥
大タイプに依存して Grin2c 遺伝子の発現が
誘導される可能性が考えられた。また、AA
投与でかん細胞傷害性が認められたことか
ら、Grin2c遺伝子の発現亢進は肝細胞傷害に
おいても引き起こる可能性が考えられた。 



	 （3）の結果から、肝細胞肥大を伴う肝肥
大のみならず、肝細胞増殖を伴う肝肥大でも
NMDA 受容体が何らかの機能を発揮するも
のと推定された。 
	 （4）の結果から、肝がん細胞でも機能を
発揮しうる NMDA 受容体が発現し、その発
現は少なくともその増殖に関わる可能性が
示唆された。したがって、肝発がん過程での
NMDA受容体の機能に興味が持たれた。 
	 しかしながら、（5）のように肝がん細胞株
への肝肥大誘発性物質処理は Grin2c 遺伝子
の発現を誘導しなかった。この理由として、
1つには、Grin2c遺伝子の発現亢進は、肝肥
大誘発化学物質の直接的作用で引き起こる
ものではなく、肝実質細胞以外の肝臓内細胞
種から肝肥大誘発化学物質の刺激により産
生された何らかの因子が肝実質細胞に作用
することにより引き起こる可能性が想定さ
れた。また、がん細胞あるいは株化細胞にお
ける Grin2c 遺伝子は、化学物質に対して転
写応答能を失ってしまった可能性も考えら
れた。今後は、初代肝細胞や種々肝臓内の細
胞種を混合させた培養、肝細胞以外の非神経
系由来細胞株などを用いて、Grin2c遺伝子の
化学物質による応答性を検討する必要があ
る。 
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