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研究成果の概要：最も単純な芳香族炭化水素であるベンゼンが多環芳香族炭化水素受容体

(AhR)を介して生体異物応答を引き起こすこと、並びに造血幹・前駆細胞など未分化細胞の発

生生物学的維持にかかるニッチ機能の毒性発現に AhR の機能局在が関与する事を初めて見出

した。この未分化な造血幹・前駆細胞レベルでの AhR 特異的な対ベンゼン相互作用は、各群毎

に特異的な遺伝子発現プロファイル(BICGEP)と、それら群毎のマウスに個別の stochastic な遺

伝子発現プロファイル(BISGEP)に分別された。 
  
We have discovered that, first, the simplest and fundamental aromatic hydrocarbon, benzene, can induce 
xenobiotic responses through the activation of the aryl hydrocarbon receptor (AhR) and that, second, the 
functional localization of AhRs affects niche function related to the developmental biological 
maintenance of undifferentiated progenitor cells. The benzene-induced xenobiotic responses through 
AhR activation at the primitive hematopoietic/progenitor level can be classified on the basis of the 
pattern of gene expression profile: benzene-induced common gene expression profiles (BICGEP), which 
are the specifically and commonly expressed profiles among the test mice in the same group, and 
benzene-induced stochastic gene expression profiles (BISGEP), which are the stochastic gene 
expression profiles that are probabilistically different in each of the test mice in the same group. 
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１．研究開始当初の背景 

当研究者らは、最も単純な芳香族炭化水素

であるベンゼンが、多環芳香族炭化水素受容

体(AhR)を介して造血障害などの生体異物応

答を引き起こすこと(Yoon BI et al. 2002)と、

そして AhR の機能局在が、造血幹・前駆細胞

を初めとした未分化細胞の発生生物学的維

持にかかるニッチ(niche)の毒性発現に関与す

ること(Hirabayashi Y et al. 2002/ Hirabayashi Y 
and Inoue T, 2009)を見いだした。本研究はそ

れらの研究を発展させてきたことに基づい

ており、その結果、AhR 欠失の諸関連ミュー
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タントマウスを駆使することにより、ベンゼ

ンの造血障害性を、骨髄における Cyp2E1 の

発現に伴う、造血幹・前駆細胞に特異的な細

胞周期障害と apoptosis の惹起、ならびに、肝

などに由来するベンゼン代謝物やこれによ

る酸化的ストレスと、apoptosis や clastogenesis
など主として末梢血に対する障害との、双方

の局面から成るものとする新しい認識を明

らかにした。 
ベンゼン誘発の白血病に関する現時点で

の認識は、１］ベンゼンもその Cyp2E1 代謝

物も、Ames の復帰突然変異試験が陰性であ

ること、２］ベンゼンそのものや、phenol, 
hydroquinone などの代謝物が嫌電子性で非親

核性であることにより、DNA 結合や DNA 付

加体形成を生じないこと、他方 benzene oxide
や benzoquinine 、 trans-trans-mucon-aldehyde
及び benzene diolepoxide 等は、親電子性でア

ルブミン付加体形成が認められ、また、

benzoquinine についてはさらにその親核性に

より、DNA 結合や DNA 付加体形成も認めら

れるものの、これら単独の白血病誘発の事実

はないことなど、白血病原性を示すデータが

得られないことが知られている（尚、benzene 
oxide などの酸化的ストレス産物単独では遺

伝子障害性の惹起に不十分で、ベンゼン誘発

白血病に至る造血障害を説明し得ない点も

知られている）。３］他方、代謝物のうち

benzene oxide、phenol、hydroquinone、catechol､
p-1,2,4-benzene-triol 、 trans,trans-muconalde- 
hyde などは全て小核試験陽性であり、これが

ベンゼンの in vivo における小核形成陽性の

遺伝子障害性を裏付けており、４］特に、こ

のうち hydroquinone, catechol, p-benzo-quinine
及び 1,2,4- benzenetriol については、染色体破

砕性も知られ、Topoisomerase II の抑制事実と

符合しているにもかかわらず、これら単独の

白血病原性も証明されていない。５］従って、

先の genotoxicity は、p53 欠失マウスでの高発

がん性と、Thioredoxin 過剰発現マウスでのベ

ンゼン誘発胸腺リンパ腫発生の消去、即ち、

ベンゼン誘発白血病への酸化的ストレスの

関与の背理的示唆などの情報とは相補的で

あるものの、上記１］～４］の結果とは乖離

し、代謝物全体の共同作用のようなモデルで

も想定しない限りベンゼンの白血病原性は

説明できず、正確な白血病発症因果関係は不

明と言わざるを得ない。ここにベンゼン白血

病の今日的研究課題として残された最大の

焦点がある。 
そうした未解明の問題点に対しては、先の

染 色 体 の 破 砕 性 や こ れ と 関 連 す る

Topoisomerase II の抑制に併行して、ベンゼン

の造血障害において、白血病を引き起こし得

るだけの付加的要因を明らかにする必要が

あり、併せて、ベンゼン誘発白血病で認めら

れる「骨髄性白血病」の頻度におけるマウス

間の系統差とヒトへの外挿性に関わるデー

タギャップを埋めること、がある。 
当申請者らはこれらを解明するため、

C57BL/6 マウスと C3H/He マウスのそれぞれ

に p53 欠失を導入することにより、C3H/He
マウスの p53 欠失群で有意な骨髄性白血病の

発症と、C57BL/6 での少数例の骨髄性白血病

の発症を惹起することに成功し、潜在性骨髄

性白血病発症要因研究のモデル条件を明ら

かにした（Kawasaki et al. 2009）。また、その

基盤を形成する特徴遺伝子プロフィールの

抽出も試みた。結果として、細胞周期関連遺

伝子として melanoma inhibitory activity 3 
(Mia3)、structural maintenance of chromosomes 
2-like 1 (Smc2)、再生・血管増生関連因子とし

て chromodomain helicase DNA binding protein 
4 (Chd4)、receptor (calcitonin) activity modifying 
protein 2 (Ramp2)、purine rich element binding 
protein B (Purb)など、酸化的ストレス関連遺

伝子として Bach-1 などの修復遺伝子と、

integrin alpha 4（細胞接着）、Ddx6 や centromere 
protein E（染色体維持機能）など、約 50 種類

の遺伝子が、C57BL/6 と C3H/He の双方に共

通した発現遺伝子として抽出された。更に、

Ing3、Ikbkb、Vcam1 などの接着因子関連遺伝

子群、及び B-cell leukemia /lymphoma 2、
B-cell stimulating factor 3 (Bsf3)、erythrocyte 
protein band 4.1-like 2 (Epb4)などが、それぞれ、

C57BL/6 ならびに C3H/He 系に特有の、先の

現象を裏付ける遺伝子として抽出された。こ

れらの遺伝子変動は、細胞増殖シグナル下流

の動きとしてよく理解されるものの、これま

での申請者らのマイクロアレイにおける研

究結果（Yoon BI et al. 2003/ Hirabayashi Y and 
Inoue T, 2008/ ibid, 2005/ Hirabayashi Y et al. 
2009）に照らしてみると、ここで観察された

遺伝子群には Ivanova らの造血幹細胞特異的

遺伝子群の発現（Ivanova NB et al. 2004）が殆

ど含まれておらず、AhR を発現する未熟幹・

前駆細胞を介したニッチ機能の変動の理解

の為には、これらの構成遺伝子だけではその

理解には不十分なものと考えられた。そこで

本研究では、更に一歩進めて、造血幹・前駆

細胞における AhR の制御とベンゼン暴露の

影響の本質をより詳細に明らかにする計画

に至った。 
 

２．研究の目的 
造血幹・前駆細胞における AhR の制御と
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ベンゼン暴露の影響の本質をより詳細に明

らかにすることを目的とし、造血幹・前駆細

胞（LKS［分化抗原陰性（Lineage(-)）c-kit 陽
性 Stem cell antigen (SCA1)陽性］や、CD34 陰

性 Tie2 陽性の side population (SP)細胞亜分画

など）での遺伝子発現の検討を、いわゆる造

血幹細胞ニッチ・シグナルによる AhR の制御

そのものと、ベンゼン暴露の引き起こす影響

の両者から解明することを企図していた。 
 

３．研究の方法 
ベンゼン曝露プロトコル：白血病惹起プロト

コルとして、本申請者らも関与して開発され

た 5 日／週、26 週の曝露プログラムの特徴は、

幹細胞特異的細胞周期の停止と、曝露休止期

（週 5 日投与直後から次回投与開始までの約

3 日間）における急速な回復性増生との持続

的な振幅に基づいている。本研究では、これ

に基づいて、2 週間の間歇曝露を基本とし、

遺伝子発現については非特異的変化が終了し、

特異変化が固定された曝露終了后 28 日目で

の観察を計画した。 
実験動物：ヒトでの骨髄性白血病の好発性の

疫学的事象（evidence）に基づいて、骨髄白血

病の好発系である C3H/He と、一般系統とし

ての C57BL/6 を比較することとした。尚、両

者は後述のとおり、AhR の遺伝子亜型が異な

ることでも知られている。更に、自然発症白

血病の高感受性である両系統の p53 遺伝子ヘ

テロ欠失マウスや、ベンゼン誘発造血器障害

がアリールヒドロカーボン受容体（AhR）原

性であることに基づいて、野生型と AhR 遺伝

子のホモ欠失マウス（筑波大・藤井義明教授

由来）との比較なども計画した。 
細胞の分画採取：造血幹・前駆細胞としては

LKS 分画や、SP 分画など、また造血支持細胞

としてはさしあたり造血幹・前駆細胞の維持

にかかるニッチの構成分子、Tie2 ligand の

Angipoietin -1 (Ang)や、骨組織マーカーとして

知られる ALCAM や Runx などを発現する分

画を対象とすることを計画した。 
発現遺伝子解析：抽出した RNA による網羅的

遺伝子発現解析(Mouse Genome 430 2.0 array 
[Affymetrix])や、reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR)ないしは real time PCR
による解析などを行うこととした。 
発現遺伝子のデータマイニング：網羅的遺伝

子発現の解析に当たっては、系統間相互に共

通して発現する遺伝子と系統独自に発現する

遺伝子群について、それぞれにおける、発現

強度に基づく有意差による群共通に特異的な

遺伝子プロファイル（BICGEP）と、群毎のマ

ウス個別の確率論的発現な遺伝子発現プロ

ファイル（BISGEP）とを念頭において解析を

することとした。SPSS®, GeneSpring GX 7.3.1, 
Microsoft office excel 2007 などを利用して、前

者 BICGEP については、ANOVA 解析や

Welch-T 検定など、後者 BISGEP については、

主要因解析を遺伝子リストの抽出手段として

用い、得られた遺伝子リストについて

Ingenuity Pathway Analysis（Ingenuity® Systems, 
Redwood City, CA）や, KeyMolnet Light ver.5.3
（Institute of Medicinal Molecular Design, Inc. 
Tokyo, Japan）など、既存のデータベースを利

用した gene ontologyや pathway analysisなどに

よる解析を行うこととした。 
 

４．研究成果 
(1) AhR の造血器での発現について：造血幹・

前駆細胞分画としてセルソータで分取した

LKS 分画での遺伝子発現検索を進めた。結果

として、AhR の発現は、LKS 分画では明瞭に

認められるが、骨髄細胞全体ではトレース程

度に留まり、末梢血有核細胞では認められず、

造血器における AhR の発現が未分化幹細胞

に限局していることが確かめられた(図１)。 

 

 
図１：AhR の RT-PCR による発現解析（WBC:末梢血白血球、

BMC：骨髄細胞、LKS：造血幹・前駆細胞［分化抗原陰性

c-kit 陽性 Stem cell antigen 陽性］分画、RT-： reverse 
transcriptase 陰性対照群、RT+：RT 添加群） 

 
(2) AhR 欠失マウスのベンゼン毒性に対する

不応状態：これまでのデータに加え、骨髄の

網赤血球を指標とした小核発生頻度も野生

型の 1/7 に留まることを明らかとし、障害そ

のものが生じていないとするこれまでの仮

説に合致する結果を得た。また、野生型と比

較した AhR 欠失マウス骨髄へのベンゼンの

到達量の多寡や代謝の遅延、特異的な代謝物

の有無などを検討することを目的に、質量分

析による予備的検討を行った。当初懸念され

た背景データとしてのベンゼンの検出は認

められず、代謝物が含まれると考えられる

ピークが多数得られたものの、現時点で投与

に特異的な物質の同定には至っていない。 

(3) AhR 遺伝子亜型に基づくベンゼン毒性の

系統差： AhR 遺伝子は、マウスの系統によっ

て異なった亜型の存在が知られており、

C57BL/6 は b1 型、C3H/He は b2 型である。
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双方とも、DBA/2 に代表される d 型とは異な

りリガンド結合能は高感受性を示すが、受容

体の発現量や Cyp1A2 の誘導能など、受容体

の生物活性として、b2 型の C3H/He では、b1
型の C57BL/6 に比べて相対的に不応状態に

あることが想定された。ベンゼンによる培養

性造血前駆細胞数は、1 日 1 回の 5 日連続経

口投与後、C57BL/6 では非投与対照群の 88%
まで減少したが、C3H/He では全く減少しな

かった。一方、骨髄細胞数や末梢血球数は両

系統とも同程度に減少した。これはベンゼン

による造血障害を、ベンゼン代謝物を介した

細胞障害機構と、造血幹・前駆細胞特異的な

AhR を介した造血障害機構という異なった

機序で理解されるとするこれまでの仮説に

符合する結果と考えられた。尚、AhR ホモ欠

失マウスとは異なり、2 週間の曝露直後の培

養性造血前駆細胞数の減少やその後の回復

には、系統による差異は見られなかった。 
 

 
図２：ベンゼン 150mg/bwKg/日、週 5日、2週間の経口投与に

よる末梢血白血球数（WBC）、骨髄細胞数（BMC）、培養性造

血前駆細胞数（CFU-GM）の推移（非投与対照群に対する比

率）（●実線：C57BL/6、■破線：C3H-He、横棒：ベンゼン投与

日程、エラーバー：WBC と CFU-GM は標準誤差／BMC は標準

偏差、*:p<0.05） 

(4) ベンゼン暴露 28日後の骨髄細胞における

発現遺伝子の系統差： マウスの系統別に発

現強度に応じた有意差によって選別した各

群 毎 に 特 異 的 な 遺 伝 子 プ ロ フ ァ イ ル

（BICGEP: C57BL/6 103 遺伝子、C3H/He 102
遺伝子）と、それら群毎のマウス個別の

stochastic な遺伝子発現を主要因分析によっ

て選別したプロファイル（BISGEP: C57BL/6 
1,289 遺伝子、C3H/He 907 遺伝子）について、

それぞれ既存のデータベースなどを利用し

てその特性を解析した。その結果、BICGEP
では、IPA の機能分類で含まれる遺伝子数が

最も多いカテゴリー順に発がん
．．．

、もしくは細

胞死／アポトーシスに関連している点で系

統間に共通性があること、BISGEP では Gene 
ontology にも、予測される支配転写遺伝子に

も系統差が認められることなどが明らかと

なった。特に C57BL/6 では予測される支配転

写因子の候補として AhR の抑制状態が含ま

れており、その生物学的意義は不明ながら、

個体別に異なる転帰に関わる事象として注

目された。 
 

 
図３：BISGEP の gene ontology による分類 
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尚、BISGEP の分別には、統計的に多数の

動物データが必要であり、結果の証明は不十

分である。本研究課題は、各群毎に特異的な

遺伝子発現プロファイル(BICGEP)と、それら

群毎のマウスに個別の stochastic な遺伝子発

現プロファイル(BISGEP)は当研究者らがは

じめて見いだした知見に立脚しており、何ら

かの研究支援を得て、さらに発展させる研究

方針である。 

(5) LKS 分画でのベンゼンの作用：造血系に

おいて AhR の発現が限局的に見られる LKS
分画では、非分画骨髄細胞に比べてベンゼン

暴露後 24 時間の非暴露対象群に比べた細胞

数の減少率がより大きいことを見出した

（LKS 分画：55.8%；骨髄細胞：79.8%）。こ

の LKS 分画での酸化的ストレス状態を

DCFH-DA 蛍光色素の蛍光強度で測定したと

ころ、ベンゼン非暴露群に比べて高輝度を示

す分画は僅かに観察されるのみであり、

AnnexinV 陽性細胞の増加も観察されなかっ

た。さらに、 LKS 分画は、ベンゼン投与 2
時間後には、既に非暴露群の 56.0%まで減少

していることが明らかとなり、障害を受けた

細胞は、表面マーカー上 LKS 分画からは速

やかに消失しているものと解釈された。 

(6) LKS分画による発現遺伝子解析について： 

LKS 分画は、定常状態では骨髄の約 0.05%程

度であること、当研究者らが安定的に RNA
を回収できる細胞数は、約 5×104 程度である

こと、などの予備検討結果を踏まえ、3～5 匹

分の骨髄細胞から LKS 分画を分取して RNA
を回収し、解析することとした。また、DNA 
chip を用いた解析には、鋳型として回収した

RNA を増幅する処置が必要であることが明

らかとなったため、骨髄細胞由来の RNA の

増幅の有無による２検体、及び、幹細胞分画

由来の RNA の増幅検体による予備的 Gene 
chip 解析をおこなった。その結果、主要因解

析の第１要因で、RNA の増幅の有無が分別要

因となることから、幹細胞分画由来の RNA
の増幅検体による発現遺伝子を骨髄細胞の

それと比較する際には、従来のデータは基本

的には使えず、同一手法で調整した検体の

データを新たに用意する必要があることが

明らかとなった。更に第２要因で LKS 分画は

骨髄と分離したが、contribution score が 0.98
より大、若しくは-0.98未満であった 388 probe 
sets のうち、幹細胞分画での発現遺伝子リス

ト(Ivanova, 2002)との重複は 20 probe setsに留

まった。以上の解析からは、群共通に特異的

な遺伝子プロファイル(BICGEP)が得られる

可能性はあるものの、白血病発症頻度などに

鑑みた個体別の転帰を反映する確率論的な

遺伝子発現プロファイル(BISGEP)は得られ

ないことから、当初の目的を達成するには至

らなかった。 
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