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研究成果の概要（和文）： 

健常雄性 Slc: Wistar ラット 10 匹に鉄およびキレート剤を腹腔内へ反復投与し，5匹で悪性腹
膜中皮腫を認めたが，コントロール群，キレート剤投与群では認めなった。免疫染色（Calretinin, 
CEA 染色），電子顕微鏡による観察を行い，いずれも上皮型中皮腫であることを確認した。また，
DNA 酸化損傷マーカーである 8-hydroxy-2-deoxyguanosine による免疫染色は陽性であり，従来
の学説は確認された。ラジウムを含む微量元素を最終解析中である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Ten healthy male Slc: Wistar rats were repeatedly injected (i.p.) with a chelating agent 
and iron. Five of 10 rats showed a malignant peritoneal mesothelioma, but no rats showed 
it in the control and the chelating agent administration group. The tumor cells were 
positively stained by Calretinin and CEA. The results of immunostaining and the findings 
by electron microscope indicated epithelial mesothelioma. In addition, immunostaining 
with 8-hydroxy-2-deoxyguanosine is a DNA oxidative damage marker was positive. Thus, the 
conventional theoriy was confirmed. The final analysis of trace elements including 
radium is ongoing. 
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１．研究開始当初の背景 
 
中皮腫を含む肺におけるさまざまな悪性腫
瘍は，ある種の繊維や粒子による被ばくによ
って引き起こされるといわれているが，その
発がんメカニズムはまだ十分に理解させて
いない。一方，鉄に富む物質（アスベストな
ど）の沈着がフェリチン発現を誘導し，含鉄
小体（フェリチン小体）の形成，成長の中で 
微量元素が共沈およびさらに酸化的環境下

におけるフェリチン中のフェリハイドライ
ドによる経時的微量元素の吸着が起こり，ラ
ジウムの「ホットスポット」が形成され，中
皮腫発がんにかかわる可能性が見いだされ
ている（Nakamura E et, al.Proc Jpn Acad Ser 
B Phys Biol Sci 85.2009） 
 
２．研究の目的 

 

岡山大学地球物質科学研究センターの中村



栄三教授らは，微量元素パターンの解析で悪
性中皮腫患者の肺から分離したフェリチン
からなる含鉄蛋白質小体に環境生態系より
高い濃度のラジウムを検出している。生体内
にラジウム吸着によるホットスポットが形
成され，そこから発せられる長期間のα線に
より，細胞傷害あるいは DNA 損傷を介して発
癌を引き起こしている，すなわち“ラジウム
の生体内被曝による癌化”という斬新で独創
的な仮説を提唱している。本研究はこの仮説
を検証するために動物実験を計画した。ラッ
トを使用し，腹腔内に長期に鉄剤を注射する
ことにより腹膜中皮腫を形成させ，自然界に
存在すラジウムが腹膜中皮腫の含鉄小体に
集積しホットスポットを形成するか否かを
地球物理化学的・免疫組織学的・分子生物学
的に検証する。また，アスベスト関連疾患の
臨床検体を用いて，悪性胸膜中皮腫の癌遺伝
子および癌抑制遺伝子のメチル化によるエ
ピジェネテック変化が，腫瘍の進展に関与し
ていることを報告している(Umemura S, 
Kiura K, et al. Carcinogenesis 29:2008)。
従来からある学説はアスベストが取り込ま
れた細胞のアスベスト繊維表面から生じる
フリーラジカル，あるいはマクロファージに
繊維が不完全に貪食されて炎症が惹起され
た結果，炎症細胞から生じるフリーラジカル
による DNA損傷が発癌のイニシエーションと
されている (Shukla A, et al. Free Rad Biol 
Med 34: 2003)。同時に，従来の学説も検証
する。 
 
３．研究の方法 
 
1）試験概要：基本的には Okada らの方法に
よりラット悪性中皮腫を作製し，解析する。 
3週齢の健常雄性 Slc: Wistar ラットを 20匹
購入し，7日間（入荷・検収日含む）馴化飼
育する。馴化終了後，当日の体重を基に最も
体重の小さい動物 6匹を除外し，各群の体重
平均値および標準偏差がほぼ等しくなるよ
うに，第 1群 2 匹，第 2群 2 匹，第 3群 10
匹の計 3群に群分けする。除外された 6匹の

動物のうち，一般状態に異常のみられない 4

匹を無作為に選抜し，モニター動物として設
定する。群分け後，各投与液を一定期間腹腔
内投与した。概要を図 1に示す。 
2）一般状態観察 
試験期間中，動物の一般状態を毎日 1日 1回
観察した。 
3）3 群分け 
群分け当日の体重を基に，最も体重の小さい
動物 6匹を除外し，各群の体重平均値および
標準偏差がほぼ等しくなるように，第 1群 2
匹，第 2群 2匹，第 3群 10 匹の計 3群に群
分けする。除外された 6匹の動物のうち，一
般状態に異常のみられない 4匹を無作為に選
抜し，モニター動物として設定した。 
4）体重測定 
測定回数：投与開始日から 7日毎に，動物別
に測定する。測定値は小数点以下第一位まで
とした。 
測定機器：株式会社 A&D 製上皿電子天秤
FY-3000 
5）投与 
投与経路：腹腔内 
投与回数：1日 1回，週 5回の反復投与（媒
体およ NTA：20 週間，Fe：12 週間） 
投与用量：Fe 5 mg/kg，NTA 83.5 mg/kg 
投与容量：媒体 0.5 mL/animal，Fe：2.5 mL/kg，
NTA：1.0 mL/kg 
投与方法：動物を無麻酔下で手保定し，1 mL
シリンジ（テルモ株式会社製）と 25G 注射針
（テルモ株式会社製）を使用して，動物の腹
腔内に投与した。なお，第 3 群については，
Fe を投与後に NTA を投与した。 
6）生後 20－26 か月で，ラットを sacrifice
し，腹膜中皮腫を摘出する。1/3 は岡山大学
地球物質科学研究センターに送付し，1/3 は
ホルマリン処置後パラフィン包埋（組織学検
討用），1/3 は凍結保存(分子生物学的検討用)
した。 
 
４．研究成果 
 
鉄およびキレート剤を反復投与した 10 匹の
ラットのうち，5 匹で悪性腹膜中皮腫が確認
された（図１）。コントロール群 2 匹（生理
食塩水を腹腔内投与），キレート剤投与群 2
匹（キレート剤を腹腔内投与）においては悪
性腹膜中皮腫を認めなった。得られた悪性腹
膜中皮腫検体は免疫染色（Calretinin, CEA
等を使用：図 3），電子顕微鏡による観察（図
6）を行い，いずれも上皮型であることを確
認した。また，DNA 酸化損傷マーカーである
8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)に
よる免疫染色（図 5）を行い，得られた悪性
腹膜中皮腫においては DNA酸化損傷がおこっ
ていることを確認した。 

 
図 1 実験の概要 

 
今後はラジウムを含む微量元素および走査



型電子顕微鏡による最終解析中である。 
 

 
 

 
図 5 DNA 酸 化 損 傷マ ー カ ーで あ る

8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)

による免疫染色 

図 2 Fe 剤とキレート剤投与後,腹腔・腹

膜に顆粒状の多数の腫瘍を認める。 

 
図 6 電子顕微鏡写真：細胞表面全体に微

絨毛(microvilli)の発育が目立ち，悪性中

皮腫が考えられた。 

図３ HE 染色 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

補足：鉄剤投与中のラットの体重変化を

示す。 

 

図４免疫染色（Calretinin, CEA） 
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