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研究成果の概要（和文）： 
発がん性は変異原性テストによってスクリーニングされるが、変異原性陰性でありながら発が
ん性をもつ物質（非変異原性発がん物質）は多数存在し、その発がんメカニズムは不明である。
近年 AID(activation-induced cytidine deaminase)がＢ細胞以外の体細胞にて異所性に発現誘
導され遺伝子変異を誘発することが報告された。本研究では、非変異原性発がん物質の中で、
異所性に AID を発現誘導するものがあるかどうかを検討し、AID 発現を指標とした非変異原性
発がん物質の in vitro でのスクリーニング系を確立できるか確認した。既知の非変異原性発が
ん物質について、AID の発現誘導能をスクリーニングした結果、Cadmium や o-phenyl phenol 
（OPP）が AID誘導能を持つことが判明した。この発見は非変異原性発がん物質の新たな発がん
メカニズムとして重要であると考えられ、AID を指標としたスクリーニングが有用である可能
性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The molecular mechanisms underlying the carcinogenic activity of non-genotoxic (Ames 
mutagenicity test-negative) carcinogens are not fully understood. Given recent findings that 
ectopic expression of activation-induced cytidine deaminase (AID) in somatic cells play a 
critical role in carcinogenesis, we investigated whether several of the established 
non-genotoxic carcinogens induce AID expression. We examined the AID promoter activity of 
the established non-genotoxic carcinogens; Results showed that o-phenyl phenol and 
cadmium chloride (Cd) increased the promoter activity of AID in a dose-dependent manner, 
and actually induced AID mRNA expression. Our study demonstrated several non-genotoxic 
carcinogens including Cd have the potential to induce the AID gene, suggesting that this may 
represent a novel molecular mechanism of carcinogenesis of non-genotoxic carcinogens. 
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１．研究開始当初の背景 
化学物質の発がんリスクは、変異原性を指標
にされているが、変異原性を持たないにもか
かわらず、実際には発がん性をもつことが実
証された化学物質・金属類は多数知られてい
る（非変異原性発がん物質）。これらは主に
発がんプロモーターとしての役割を持つと
考えられてきたが、具体的なメカニズムは不
明のままである。 
AID (Activation-Induced cytidine 

Deaminase)は抗原刺激後の Bリンパ球に特異
的に発現する分子として発見され、B 細胞に
おいて免疫グロブリンのクラススイッチと
体細胞突然変異に必須の遺伝子であり、免疫
グロブリンに遺伝子変異を生じさせ抗体の
多様性を獲得する働きを持っている。一方で、
AID が B 細胞以外の体細胞で異所性に発現し
た場合は、高頻度に p53をはじめとする癌抑
制遺伝子に変異を誘発することが実証され、
新たな発がん機構として注目されている。 
AID は、体細胞においても様々な機序によ

り異所性に発現誘導される可能性があり、化
学物質が変異原性を持たなくとも、直接的に
体細胞に AID を発現誘導することによって
DNA の変異を誘発し、恒常的に DNA へ変異を
起こしその変異が蓄積することで発がんに
至る機構の可能性を検討した。 
 

２．研究の目的 
非変異原性発がん物質の中に、AIDをＢ細胞
以外の体細胞にて異所性に発現誘導するも
のがあるかどうかを検討し、AID 発現を指標
とした非変異原性発がん物質の in vitroで
のスクリーニング系を樹立することが目的
である。 
 
３．研究の方法 
ヒト AID のプロモーターにルシフェラーゼ
（ Luc）遺伝子を連結したプラスミド
（pGL4.14）を作成し、Panc-1 にリポフェク
チン遺伝子導入法を用いて導入し、TK/NEOで
選択後、安定発現株を得た。コントロールと
して RLuc を用い、プロモーター活性は、
Luc/RLuc の比にて評価した。これまで Ames
試験陰性にてラット肝中期発がん試験陽性
となった o-phenyl phenol (OPP), butyrate 
hydroxyanisole(BHA), butyl benzyl 
phthalate(BBP) , bisphenol A(BHA), di 
(2-ethylhexyl) phthalate(DEHP), cadmium 
chloride (Cd)などの既知の非変異原性発が
ん物質について、AIDの発現活性を測定した。
AID のプロモーター活性を持つ物質について
は AIDが実際に細胞株で誘導されるか数種の
細胞株を用いて、RT-PCR法を用いて確認した。 
 
 

４．研究成果 
1) ヒトAIDのプロモーター領域1.6Kbpを含む
reporter plasmids pGL4.14 を作成し、遺伝
子導入にて安定発現株を得た。まず、この細
胞株が機能するかを検証した。AIDを誘導する
ことが確認されている TNF-αを用いて、実際、
検出可能かどうか確認した。図１にTNF-α処理
24時間後の活性の上昇を示した。また、先行
研究によりAIDはIL-4により増強されること
が報告されていることから、IL-4による増強
効果を確認したところ、IL-4による増強効果

を認めた。（図２）これらの結果から、この安
定発現株は使用可能であることを確認された。 
 
2) 次に既知の発がん物質であるo-phenyl 
OPP, BPA, DEHP, BBP, BHA, and Cd.について、
検討した。至適濃度は内性コントロールであ
るRLuc の活性が減じない、すなわち細胞障害
が生じない濃度を最大濃度として、濃度勾配
を用いて検討した。この結果、OPP と Cd が
濃度依存性にAIDプロモーター活性の上昇を
認めた。（図３）  



 
3)これらをpanc-1細胞に添加した結果、実際
のmRNA が濃度依存性に誘導されることを確
認した。（図４A，図５）Cd については、肺が
ん細胞株であるA549 細胞においても誘導が
確認され、さらにTNF-α. によって増強される
ことが示された。（図4B）  

    
4)次に、OPP、CdがAIDを発現誘導するメカニ
ズムについて検討した。NF-kBの阻害剤である
MG-132を前処置したところ、Cdによる発現誘
導が抑制された（図６）。しかし、OPPではそ
の抑制作用は認められなかった。 

 
本細胞株においてエストロゲンによる誘導が
認められるか検討したが、本細胞株ではエス
トロゲンによる誘導は認められなかった（図
７）。 

 
また、エストロゲン受容体ブロッカーである, 
ICI182,780を前処置したが、OPP、Cdとも抑制
効果は認められなかった(図８)。これらの結
果よりCdについては、NF-kBの活性化により
AIDが誘導されることが示唆された。 
 
 
 
 
 



５）以上の結果から、非変異原性発がん物質
の中に AIDを誘導する化学物質・重金属があ
ることが明らかになり、これらの物質は直接
DNA 障害は来さないものの、AID 誘導を介し
て DNAに変異を惹起し発がんに作用している
可能性が示唆された。 
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