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研究成果の概要（和文）：1,2,3-trichloropropane（TCP）の細胞毒性は1,2-dichloropropane (DCP)よりも強
い。薬物代謝酵素の誘導は毒性に影響を与えなかった。TCP処理細胞のmRNA解析により、CYPおよびGSTよりもGSH
再生系酵素蛋白のmRNA合成が高い。CYPの関与よりもGSHによる代謝活性化が毒性発現機構に深く関与している可
能性が示唆された。
ヒト胎芽由来胆管細胞を用いた検討では、TNFα処理は体細胞超変異とクラススイッチ組み換えに関連する酵素
およびNFκBのmRNAレベルを増加させた。同酵素の胆管細胞変異への関与の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The cytotoxicity of 1,2,3-trichloropropane (TCP) is higher than that of 1,
2-dichloropropane (DCP). Induction of drug-metabolizing enzymes did not affect toxicity. The mRNA 
synthesis of GSH-regenerating enzymes is higher than those of CYPs and GSTs in TCP treated cultured 
cells, suggesting that the metabolic activation by GSH may be deeply involved in the toxicity rather
 than that by CYPs.
The experiment using human fetal liver-derived cholangiocytes showed that treatment with TNFα 
increased mRNA level of NFκB and an enzyme related with somatic cell hyper mutation and class 
switch recombination, suggesting the involvement of this enzyme with mutation of cholangiocytes.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

 オフセット校正印刷会社労働者にみられ

た胆管がんは、ハロゲン化炭化水素類の高濃

度曝露による業務上疾病とされた。代謝機序

については、一般に、CYP による酸化的代謝

および GST によるグルタチオン抱合代謝に

大別して理解されているが、個々の毒性につ

いてはハロゲンの結合数や異性体で大きく

異なり、代謝過程の定量的解析を含む詳細な

発がん代謝活性化機構の解明が求められる。 

それ故、我々は胆管がんとの因果関係を究

明するために、ハロゲン化炭化水素類の代謝

経路と発がん過程における活性体の生成を

明らかにすることを目的に、細胞障害性、遺

伝毒性を網羅的に検討し、原因物質の追究を

試みる。本申請のメタボロミクス研究により

胆管がん発症の原因となる未知の発がん物

質とその発がん機序の解明が期待される。 

 

２．研究の目的 

我々はハロゲン化炭化水素曝露と胆管が

んとの因果関係を究明するために、①曝露し

た可能性のあるハロゲン化炭化水素類をリ

ストアップし、文献的に代謝や毒性機序を調

査する。②被疑ハロゲン化炭化水素類につい

て、ミクロゾームおよびサイトソル中の GST

で反応させ、ヒト胆管上皮培養細胞を用いた

in vitro 実験にて酸化ストレスを加味した細

胞障害性および DNA 損傷性を網羅的に検討

する。③代謝過程で活性体が形成される可能

性があることから、細胞レベルでの解析にお

いて被疑化学物質の漏れがないように、DNA

アレイ解析により、酸化ストレスのみならず

DNA 修復系酵素、炎症メディエータ誘導、

CYP や GST などの薬物代謝酵素、細胞再輸

送蛋白などの発現量を検討する。④それらの

結果に基づき、被疑ハロゲン化炭化水素類お

よび活性体をスクリーニングする。⑤絞られ

た被疑物質・活性体を対象に、その他の遺伝

毒性を検討する。 

３．研究の方法 

 ヒト肝腫瘍由来の HepaRG 細胞を肝細胞

様および胆管上皮様細胞に分化させ薬物代

謝酵素群を誘導後、 1,2-dichloropropane 

(DCP)および 1,2,3-trichloropropane（TCP）

を 24 時間曝露し、細胞生存性を WST-8 法に

より評価した。TCP 処理による mRNA レベ

ルの変化は DNA チップを用いて調べた。 

不死化ヒト胆管由来細胞株 (MMNK-1 細

胞: DMEM＋5% FBS )に TNFα(100 ng/mL)

を 4，6，8，10 時間曝露した。曝露終了後、

カラム抽出法で細胞から total RNAを抽出し、

逆転写酵素を用いて cDNA (5 mg)を合成し

た。この cDNAを使用してリアルタイムPCR

法（SYBR 法）で NFκB及び体細胞超変異と

クラススイッチ組み換えに関連する酵素の

発現量を測定した。インターナルコントロー

ルとして β-Actin を用いた。  

 

４．研究成果 

TCP の細胞毒性は DCP よりも強く、不純

物として含まれる可能性のある前者の方が

毒性への影響が大きい可能性が示された。ま

た、薬物代謝酵素の誘導は毒性に影響を与え

なかった。加えて、TCP 処理細胞の mRNA

解析により、CYP および GST よりも GSH

再生系酵素蛋白の mRNA 合成が高いことが

示された。すなわち、下図のように CYP の

関与よりも GSH による代謝活性化が毒性発

現機構に深く関与している可能性が示唆さ

れた。 

TNFα曝露はヒト胎芽由来胆管細胞におい

て NFκB および体細胞超変異とクラススイ

ッチ組み換えに関連する酵素発現を mRNA

レベルで亢進させることが示された。先行研

究と合わせるとオフセット印刷工程で発生

した胆管がん症例における胆管の慢性炎症

と胆管がんを結び付ける因子として体細胞

超変異とクラススイッチ組み換えに関連す

る酵素が存在する可能性を示唆する。 



 
Fig.  1,2,3-trichloropropane の代謝活性化

機構(推定)1,2 
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