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序論 

 

現代人は、様々な天然由来あるいは人為的に合成された化学物質に囲まれて生活しており、環

境中から呼吸や皮膚への接触を介して、又は食品・水に含まれる添加物や残留物として口から摂取

することで、様々な化学物質に暴露されている。これらの化学物質については、人体に与える影響

のポテンシャルや暴露量との関係を調べるため、様々な手法によるリスク評価が行われている。そ

の一つの手法として毒性試験が取り入れられており、主にラットやマウスなどのげっ歯類を実験動

物として用い、対象となる化合物を強制的に摂取させることで、その反応や影響が詳細に調べられ

ている。毒性試験で得られるデータは、化合物によるヒトへの有害性の推測について多くの有用な

情報をもたらす。一方で、生理機能や代謝反応には動物種ごとに差があり、異なる反応を示すこと

があることから、実験動物から得られた情報をもとに有害性の評価を行う際には、その反応や影響

の発現メカニズムを考慮したうえでのヒトへの外挿性を検討する必要がある。とくに化学物質投与

によって実験動物で発がん性が認められた場合、ヒトへの外挿性の判断は、有害性評価の最も重要

なポイントとなる。 

ヒトとげっ歯類における化学物質による発がん感受性の種差については、遺伝子工学的な手法

を取り入れた研究の進展とともに詳細なメカニズムが明らかになりつつある。その一例として、フ

ェノバルビタール（Phenobarbital、以下 PB）による肝発がんに関する種差が挙げられる。PBは抗て

んかん薬として、臨床的に古くから使用されてきた。PBはヒトにおいて肝肥大を起こすものの、疫

学的研究結果からヒトでは肝発がんには関与しないと考えられている（22, 28）。一方で、げっ歯類

においては肝肥大のみならず、長期投与では肝発がんを起こすことが知られている（62）。PB によ
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るマウスの肝発がんは DNAの傷害作用（イニシエーション作用）によるものではなく、持続的に肝

細胞増殖活性を上げるなどの発がん促進作用（プロモーション作用）によると考えられている（62）。

1990 年代後半には、PBによるげっ歯類での肝発がんメカニズムについて、重要な発見があった。す

なわち、薬物代謝酵素の誘導に関わる核内受容体である Constitutive Androstane Receptor（NR1I3、以

下 CAR）のノックアウトマウスでは、PBによる肝肥大及び肝腫瘍が誘発されないことが明らかとな

り、PBによるげっ歯類での肝発がんには CARが重要な役割を果たしていることが示された（19, 61, 

64）。CARは、活性化されることでシトクロム P450（Cyp）、硫黄基転移酵素、及び UDPグルクロン

酸転移酵素等の異物代謝酵素の発現を増加させる核内受容体である（1, 6, 50, 57）。CARの活性化は

げっ歯類及びヒトのいずれにおいても Cyp2b を誘導するが、肝臓由来の培養細胞を用いた研究では、

げっ歯類では DNA合成促進やアポトーシス抑制がみられるのに対し、ヒトの肝細胞ではこれらを示

さなかった（14, 17）。さらに、2000 年代に入ってからヒト由来の CAR 及び他の核内受容体である

Pregnane X Receptor（NR1I2、以下 PXR）を発現させた肝臓を持つマウスでは、PBによって肝肥大

はみられるものの肝細胞増殖は起こらないことも明らかとなった（45）。 

この事例を元に、げっ歯類での CARを介した肝発がんについて、いくつかの科学的な要素を満

たした場合はヒトへの外挿性がないとする Mode of Action（MOA）の考え方が提唱され、広く受け

入れられつつある（4, 7, 18, 49）。その中で、肝肥大、肝細胞増殖などが CARに関連したマウス肝発

がんにおける重要な指標として挙げられており、それらを満たした化合物についてはヒトでの肝発

癌性の懸念はないという判断が可能、としている（10, 18）。実際に、ピレスロイド系殺虫剤など、

げっ歯類に肝発がん性を有する化合物について、MOA 分析を行うことで PB と類似の CAR を介し

たメカニズムであることを示し、ヒトへの外挿性が乏しいと判断している報告も複数ある（8, 37, 42）。
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しかし、化学物質による CAR活性化機序やその下流の薬物代謝酵素の誘導パスウェイや細胞増殖に

至る過程は完全には解明されておらず（3, 43）、また化合物によっては CARのみならず他の核内受

容体にも作用して薬物代謝酵素の誘導や肝肥大を起こすことも知られている中で（35, 54）、画一的

な基準で肝発がん性のリスク評価を行ってしまうことには大きな懸念が残る。このような問題意識

から、本研究ではげっ歯類で肝肥大及び肝発がんの誘発の報告がある、以下の 2 種類の化学物質に

注目した。 

ピペロニルブトキシド（Piperonyl butoxide、以下 PBO）は農薬（殺虫剤協力剤）あるいは食品

添加物（穀類の防虫剤）として広く使用されてきた化合物である。本剤の作用は、虫の体内におけ

るシトクロム P450 阻害により、有機リン系やピレスロイド系の殺虫剤がシトクロム P450 によって

代謝、解毒されるのを妨げることによる。PBOはげっ歯類において Cyp2b を誘導して肝肥大を起こ

し（13, 60）、肝発がん性を示すことが報告されている（5, 21, 51, 52）。 

デカブロモジフェニルエーテル（Decabromodiphenyl ether、以下 DBDE）は臭素含有率が高く燃

えにくい性質を持つことから、家電製品に使われるプラスチックや内装材などに難燃剤として添加

する形で使用されてきた。急性毒性は低く、また体内への吸収も僅かであるとされる一方で、げっ

歯類では甲状腺や肝臓で発がん性を示すという報告がある（20, 33）。また、DBDE はラットにおい

て Cyp2b の誘導を伴う小葉中心性の肝細胞肥大を示すことも知られている（58）。 

PBOとDBDEのいずれについても、十分な数の in vitro，in vivo遺伝毒性試験が実施されており、

いずれの化学物質についても遺伝毒性はないことが知られている（20, 21, 33）。これらの情報から、

PBO及び DBDEは、げっ歯類で Cyp2b を誘導して肝肥大、肝発がんを誘発し、またその作用は非遺

伝毒性的なものであるという点で、PBに類似した機序が働いている可能性が考えられる。しかしこ
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れまでに、これらの化合物による肝肥大、肝発がんと CARとの関係について詳細に調べた報告はな

い。 

そこで、本研究では PBOとDBDEによる肝肥大と肝発がんにおけるCARの関与を明らかにし、

PB型の肝発がんに関わるイベント（肝肥大、肝細胞増殖活性の亢進等）との比較を行うことで、ヒ

トへの外挿性の有無を検討するため、一連の実験を実施した。本研究の注目すべき点は CARの関与

の検討を、野生型マウスと CARノックアウトマウス（以下 CARKOマウス）に各化合物を投与して

比較したことである。CARKOマウスを使用することで、野生型マウスに誘発された肝臓腫瘍が CAR

を介したものであるか、又は CAR以外の経路が発がんに関わっているのか、を明確に示すことが可

能である。 

第 1 章では、PBO 及び DBDE による雄性マウスでの肝肥大及び肝発がんへの CAR の関与につ

いて調べた。また、比較のため肝肥大及び肝発がんへの CARの関与が明らかとなっている PBを処

置する群も設けた。まず、肝肥大における CAR の関与を調べるため、雄性の野生型マウス及び

CARKOマウスに化合物を 1週間又は 4週間混餌投与し、肝重量、病理組織学的検査、薬物代謝酵素

の誘導、及び肝細胞増殖活性について検討を行った。次に、肝発がんにおける CARの関与を調べる

ため、肝発がんのイニシエーターであるジエチルニトロソアミン（Diethylnitrosoamine、以下 DEN）

を用いたイニシエーション・プロモーションモデルを野生型マウス及び CARKO マウスに適用し、

病理組織学的検査を用いて検討した。なお、イニシエーション・プロモーションモデルは、げっ歯

類の肝発がんを調べる方法として国際的にも受け入れられている方法である（9）。 

第 2 章では、げっ歯類での肝発がんが雌と比較して雄で多いこと（25, 44）、及び CARの活性に

も性差があることが知られていることに着目し（12, 16）、PBOと DBDEを雌性の野生型マウス及び
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CARKOマウスに 4週間、あるいは DEN投与後に 27 週間混餌投与し、肝肥大、肝発がんと CARと

の関連性において性差があるかどうかを調べた。 

第 1章及び第 2 章の結果から、PBO の肝肥大には CAR 以外の核内受容体の関与が示唆された。

異物代謝に関わる核内受容体は CAR 以外にも PXR、Peroxisome proliferator-activated receptor（以下

PPAR）、Aryl hydrocarbon receptor（以下 AhR）など多岐にわたり、化学物質によっては複数の核内受

容体を活性化させることで生体に作用を及ぼし、また投与用量によって活性化される核内受容体が

異なるというケースも報告されている（35, 42, 54）。第 1章及び第 2章では、肝発がんの解析に注力

したため、腫瘍誘発が報告されている 1用量のみで投与を実施したが、投与用量に応じた CARを含

めた複数の核内受容体の肝肥大への関与を詳細に調べるためには課題があった。そこで、第 3 章で

は、PBOを雄性の野生型及び CARKOマウスに複数用量投与し、肝肥大への CARを含めた核内受容

体の関与を詳細に検討することとした。 

以上の実験により、PBO 及び DBDE によるマウスでの肝肥大及び肝発がんへの CAR の関与を

調べることで、これらの化学物質による肝発がんのヒトへの外挿性を検討することを本研究の第一

の目的とした。また、それぞれの化学物質による肝肥大及び肝発がんへの CAR以外の核内受容体の

関与を調べることで、Cyp2b 誘導化合物の MOA分析の妥当性についても考察を加えることを第二の

目的とした。  
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第 1章 

 

 

ピペロニルブトキシド及びデカブロモジフェニルエーテルによる 

雄性マウスでの肝肥大及び肝発がんへの CARの関与 
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緒言 

 

ピペロニルブトキシド（以下 PBO）は農薬（殺虫剤協力剤）あるいは食品添加物（穀類の防虫

剤）として広く使用されてきた化合物である（66, 67、本邦での農薬としての登録は 2004 年 7 月 1

日に失効）。この作用は、本剤のシトクロム P450 阻害作用により、虫の体内において有機リン系や

ピレスロイド系の殺虫剤がシトクロム P450 によって代謝、解毒されるのを妨げることによる。 

デカブロモジフェニルエーテル（以下 DBDE）は臭素化難燃剤として広く使用されてきたが、

その高い残留性等から POPs 条約（残留性有機汚染物質に関するストックホルム条約）対象物質とな

り、研究レベルでの使用を除き、現在では世界的に製造及び使用の中止が決定された（48）。しかし、

その難分解性から、環境中にはいまだに多く残留していると考えられている。 

PBO及び DBDEのいずれも、げっ歯類で肝肥大・肝発がんを誘発する報告があり（20, 21）、Cyp2b

の誘導についても報告がある（58, 60）。またいずれの化合物も、遺伝毒性はないとされている。以

上より、フェノバルビタール（以下 PB）に類似した機序で、肝肥大や肝発がんを誘発している可能

性が考えられるが、これまでに CARとの関連についての十分な研究は行われていない。 

そこで本章では、雄性の野生型マウスと CARKOマウスを用いて、PBO及び DBDEによる肝肥

大及び肝発がんに CARが関与しているかを調べた。肝発がんは、イニシエーション・プロモーショ

ンモデルを用いて評価した。 
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実験材料及び実験方法 

 

化合物 

本実験で用いた化合物の化学構造式を Figure 1-1に示す 。ピペロニルブトキシド（PBO、CAS 

No. 51-03-6、純度>90%）、デカブロモジフェニルエーテル（DBDE、CAS No. 1163-19-5、純度 98%）、

及びフェノバルビタール（PB、CAS No. 57-30-7、純度 98%）は、和光純薬工業株式会社（Osaka, Japan）

より入手した。ジエチルニトロソアミン（DEN、CAS No. 55-18-5、純度 99.9%）は、東京化成工業

株式会社（Tokyo, Japan）より入手した。 

 

動物 

C3H/HeNCrl マウスを背景とした CARKO マウス（64）は米国 NIH/NIEHS の根岸博士よりご厚

意でご提供いただいた。同 KOマウスには C57BL系統由来と C3H系統由来マウスが存在するが、今

回の実験の目的が肝発がん性であることから、同博士より肝腫瘍好発系である C3H系統を供与頂い

た。また，雌よりも雄で肝臓腫瘍が好発することから、本実験では雄を選択した。供与後、CARKO

マウスは、国立医薬品食品衛生研究所内で継代繁殖させ、試験実施可能な個体数まで繁殖用動物数

を確保したのち、本試験に用いた。野生型動物として雄性 C3H/HeNCrlCrlj を日本チャールス・リバ

ー株式会社（Kanagawa, Japan）より購入した。なお、全ての動物実験は、国立医薬品食品衛生研究

所の動物実験委員会に承認を受け、国立医薬品食品衛生研究所の動物実験の適切な実施に関する規

定に準拠して行った。 

 



 11 / 114 

 

化合物の投与 

本実験は、実験 1、実験 2、及び実験 3に分けて実施した。 

実験 1では化合物による肝肥大及び肝代謝酵素の誘導と CARの関連を調べるため、4週間の投

与期間を設定した。実験 2 では化合物が早期の段階で野生型及び CARKO マウスの肝細胞の増殖に

与える影響を調べるため、1 週間の投与期間を設定した。実験 1及び実験 2では、6週齢の野生型及

び CARKOのマウス各 20匹を、体重を指標として無作為に 5匹ずつの 4群に分けた。なお野生型マ

ウスについては 5週齢でブリーダーより入荷した。動物は遺伝子型ごと、1群毎に別々のケージに分

けて、12時間の明暗サイクル下で飼育を行った。投与群 3群には PBOを 5000 ppm、DBDEを 50000 

ppm、及び PBを 500 ppmの濃度で粉末基礎飼料（CRF-1, Oriental Yeast Co., Ltd., Tokyo, Japan）に混

餌投与し、実験 1 では 4 週間、実験 2 では 1 週間自由摂取させた。陰性対照群には基礎飼料を同様

の期間自由摂取させた。各化合物の投与量（混餌濃度）については、各化合物についてマウスで肝

肥大や肝発がん性が報告されている用量を参考に選択した（20, 21, 22, 33, 52, 62）。 

実験 3では PBO 及び DBDE による肝発がん性と CAR との関連を調べるため、肝発がんのイニ

シエーターである DEN を用いたイニシエーション・プロモーションモデルを用いた検討を行った

（9）。野生型マウスについては、4週齢でブリーダーより 80 匹を入荷し、5週齢時に 1群 20匹の 4

群に分けた。CARKOマウスについては、5週齢時に 1群あたり 21 から 24匹を 4群に分けた。肝発

がんのイニシエーション処置として、全ての動物について、5週齢時に DENを 90 mg/kgの用量で単

回腹腔内投与した。6 週齢から PBO、DBDE、あるいは PB をそれぞれ 5000，50000，及び 500 ppm

の濃度で基礎飼料（粉状の CRF-1）に混餌投与し、27 週間自由摂取させた。また、陰性対照として、

基礎飼料を自由摂餌させる群を設定した。全ての実験において、化合物の混餌作業及び餌の交換は



 12 / 114 

 

週 1回実施し、餌缶内に残った飼料は廃棄した。 

 

動物の観察及び安楽死の方法 

一般状態観察を 1日 1回以上実施した。体重及び摂餌量は，投与 13 週までは 1週間に 1回測定

し、その後は 2 週間に 1回測定した。投与 1、4、あるいは 27週間後に、CO2吸入による全身深麻酔

下で、マウスを放血により安楽死させた。肝臓を肉眼的に観察後、重量を測定し、以下に記載する

各検査用に切出しを行った。 

 

肝臓の病理組織学的及び免疫組織化学的評価 

4週投与群（実験 1）では、放血安楽死後に肝臓重量を測定し、中間葉を 10%中性緩衝ホルマリ

ン溶液によって固定した。パラフィン包埋した肝臓を薄切し、常法に従ってヘマトキシリンエオジ

ン（HE）染色を実施した。さらに、ホルマリン固定した組織の一部から、肝細胞中の脂質の有無を

調べるために凍結切片を作製し、オイルレッド O染色を実施した。肝細胞肥大の程度は，軽度（mild）、

中等度（moderate）、重度（marked）の 3 段階に分類した。分類は、個々の肝細胞の肥大の程度を元

に行い、肝細胞肥大の領域（小葉中心部のみ、又は小葉中心部から中間葉まで）についても補足情

報として記録を残した。加えて、パラフィン包埋切片について、抗 Cyp2b抗体（Millipore Co., Billerica, 

MA）を用いた免疫組織化学を実施した。パラフィン包埋切片を抗体液とともに 4℃で一晩インキュ

ベートし、ペルオキシダーゼで標識したデキストランポリマーが結合した二次抗体（Histofine Simple 

Stain mouse MAX PO(R), Nichirei, Tokyo, Japan）を反応させ、3-3’-diaminobenzidine（Sigma Chemical Co., 

St. Louis, MO, USA）により視覚化した。また、対比染色として、ヘマトキシリン染色を実施した。 



 13 / 114 

 

27 週投与群（実験 3）では、放血安楽死後に肝臓を採取し、速やかに 10%中性緩衝ホルマリン

溶液によって固定した。固定後、中間葉から 8切片、外側左葉から 5切片の計 13切片を切出し、パ

ラフィン包埋後に HE 染色を施した。肝臓の増殖性病変（変異肝細胞巣及び腺腫）については、構

成される細胞の細胞質の特徴から、好酸性、好塩基性、及びその他の 3 つの分類を行った。個々の

分類について、群毎の発生率（Incidence、増殖性病変を有する個体の割合）及び発生数（Multiplicity、

個体ごとに観察された増殖性病変の数の平均値）を求めた。なお、肝臓の増殖性病変の分類につい

ては、INHAND（International Nomenclature and Diagnosis Criteria of Lesions in Rats and Mice, 55）に従

った。 

 

肝細胞の増殖活性 

1 週投与群（実験 2）及び 4 週投与群（実験 1）のパラフィン包埋肝臓切片について、肝細胞増

殖活性の検索を行った。パラフィン包埋切片について、抗 PCNA抗体（Clone PC10, DAKO, Santa Clara, 

CA, USA）を用いた免疫組織化学を実施した。パラフィン包埋切片を抗体液とともに 4℃で一晩イン

キュベートし、ペルオキシダーゼで標識したデキストランポリマーが結合した二次抗体（Histofine 

Simple Stain mouse MAX PO(Multi), Nichirei, Tokyo, Japan）を反応させ、3-3’-diaminobenzidine（Sigma 

Chemical Co., St. Louis, MO, USA）により視覚化した。また、対比染色として、ヘマトキシリン染色

を実施した。PCNA 染色した切片を用いて、視野中にある PCNA 陽性細胞数を指標に評価した。す

なわち、対物レンズ 10倍の光学顕微鏡及び付属のデジタルカメラを用いて小葉中心部及び辺縁部が

入るように無作為に複数視野を撮影し、少なくとも 1000 個以上の肝細胞中の PCNA陽性細胞数の割

合を算出した。 
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RT-real time PCR 

4週投与群（実験 1）の肝臓について、肝薬物代謝酵素で肝肥大に関連すると報告されている分

子種を中心に解析を行った。安楽死後速やかに肝臓外側左葉の一部を液体窒素で凍結した。凍結し

た肝臓から、ISOGEN（Nippon Gene Co. Ltd., Tokyo, Japan）を用いて Total RNAを抽出した。抽出し

た 1 μgの Total RNAを High Capacity Reverse Transcription kit （Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA）を用いて逆転写し，TaqMan Fast Universal PCR Master Mix（Applied Biosystems）及び TaqMan 

Gene Expression Assays（Applied Biosystems）を用いてリアルタイム PCR（7900HT Fast Real-time PCR 

System, Applied Biosystems）を実施した。本実験では、Cyp1a1 (Mm00487218_m1)、Cyp1a2 

(Mm00487224_m1) 、 Cyp1b1 (Mm00487229_m1) 、 Cyp2b10 (Mm01972453_s1) 、 Cyp3a11 

(Mm00731567_m1)、Cyp4a10 (Mm01188913_g1)、及び Cytochrome P450 reductase (Mm00435876_m1)

のプライマープローブセットを用いた。それぞれの遺伝子発現レベルは、内因性の GAPDH (TaqMan 

Rodent GAPDH Control Reagent, Applied Biosystems) で標準化し、相対標準曲線法により計算した。ま

た、Gadd45β は抗アポトーシス及び CARに関連することが知られている（39, 40, 65）ことから，過

去に小澤らが報告（38）した方法で Gadd45β についても遺伝子発現レベルを調べた。 

 

統計解析 

統計解析は、対照群と化合物投与群（PBO 投与群、DBDE 投与群、及び PB 投与群）の比較を

CARKOマウス及び野生型マウスそれぞれについて実施した。また、CARKOマウスと野生型マウス

の比較を同じ投与群同士で比較した。体重、肝臓絶対重量、肝臓相対重量、肝細胞増殖活性、mRNA
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発現量、及び肝臓増殖性病変の multiplicity のデータについて、F 検定により等分散性の検定を実施

した。等分散性が認められた場合は Student の t 検定を、等分散性が認められなかった場合は Welch

の t 検定を用い、それぞれ媒体対照群と化合物投与群との間で比較した。肝臓増殖性病変の発生頻度

のデータは、Fisher の直接確率検定によって統計解析した。有意水準は 5%及び 1%とした。 
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実験結果 

 

一般状態、体重、及び肝臓重量  

投与 1、4、及び 27週後の最終体重及び肝重量の結果を Table 1-1 に示す。4 週投与実験の PBO

群の CARKOマウスの 1例において、PBO添加による摂餌量低下に起因した衰弱がみられ、PBOの

投与開始から 13日目に死亡が確認された。その他の動物では、化合物の投与に起因した一般状態の

悪化及び死亡は認められなかった。全ての投与期間において、PBO 群の最終体重では陰性対照群と

比較して有意な低値を示した。4週投与実験では PBO群で摂餌量の低値が認められていたことから、

基礎飼料への PBO添加による摂餌忌避によるものと考えられる。27週投与実験では、全ての動物に

おいて DEN の腹腔内投与後に一過性の体重減少が認められたが、3～4 週間で回復した。27 週投与

実験の PB群の CARKOマウスの最終体重は、陰性対照群と比較して優位に低値であったが、同群で

は摂餌忌避行動は認められていなかった。肝臓重量に関しては、1 週及び 4 週投与実験において、

PB群では野生型マウスのみで、PBO群では野生型及び CARKOマウスのいずれにおいても、著しい

肝臓重量の高値がみられた。DBDE群では 1週投与では肝臓重量に影響を与えなかったが、4週投与

後には野生型のみで肝臓重量の有意な高値がみられた。PB 群の CARKO マウスでは、4 週投与後に

陰性対照群と比較して有意な肝臓重量の低値がみられた。 

 

肝臓の病理組織学的変化（腫瘍性病変以外の毒性変化） 

4週投与後の肝臓の病理組織学的変化の結果を Table 1-2に示す。また，4週投与後の代表的な肝

組織の HE染色像を Figure 1-2に示す。4週投与後では、化合物を投与された全ての野生型マウスに
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おいて、肝細胞肥大が認められた。肝細胞肥大は PBO群では小葉中心部から小葉中間帯にかけて高

度に、DBDE群では小葉中心性に中程度に、PB群では小葉中心性に中程度から高度にみられた。一

方の CARKO マウスでは、DBDE 及び PB 群では肝細胞肥大が認められなかったのに対し、PBO 群

では小葉中心部のみ、又は小葉中心部から小葉中間帯にかけて軽度から中程度に肝細胞肥大が認め

られた。さらに、CARKOマウスの PBO群及び DBDE 群の一部の個体では肝細胞の細胞質に空胞化

が認められ、オイルレッド O染色で陽性を示す脂質成分を含んでいた（Data not shown）。その他、

野生型及び CARKOマウスの数例で、肝組織の急性炎症を示す、好中球の浸潤が認められた。 

27週投与後の肝臓の増殖性病変を除く病理組織学的変化の結果を Table 1-3に示す。4週投与後

と同様、野生型マウスでは化合物を投与した全ての群で肝細胞肥大が認められた。CARKOマウスで

は、4週投与後と同様に PBO群で小葉中心性の肝細胞肥大が認められ、PB群では肥大は認められな

かったが、DBDE 群では 4 週投与後時点ではみられなかった小葉中心性の肝細胞肥大が、27 週時点

では軽度又は中程度に認められた。小葉中心部の肝細胞の空胞化が、CARKO マウスの PBO 群及び

DBDE 群で認められた。肝細胞肥大が認められた、野生型マウスの全ての化合物投与群及び CARKO

マウスの PBO 群及び DBDE 群で、肝細胞の核及び細胞質の巨大化（Karyocytomegaly）が認められ

た。Karyocytomegaly は PB 群においては野生型マウスの全例に認められたが、CARKO マウスでは

認められなかった。限局性の肝細胞壊死巣が PBO 群の野生型及び CARKO マウスに散見されたが、

発生頻度は CARKO マウスの方がやや高かった。好中球の浸潤が DBDEの CARKO マウスの約半数

程度にみられた。クッパー細胞への黄色色素の沈着が全ての投与群に認められたが、発生頻度は

DBDE の野生型マウスで最も高かった。本変化は単核細胞浸潤やグリソン氏鞘周囲の Oval cell の過

形成を伴うものであった。 
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肝細胞増殖活性 

1週及び 4 週投与実験での肝細胞増殖活性の結果を Figure 1-3に示す。1週投与後では、陰性対

照群と比較して統計学的に有意な PCNA 陽性細胞率の増加が、PBO 群及び PB 群の野生型マウスで

認められ、統計学的な有意差はなかったものの PBO群の CARKOマウスでも増加の傾向が認められ

た。4 週投与後では、いずれの群においても PCNA陽性細胞率は 1％以下であった。 

 

肝臓における Cyp発現 

4週投与後のマウス肝臓中の Cyps、Gadd45beta 及び Cyp reductase をコードした mRNA発現量を

Figure 1-4 に示す。Cyp2b10 の mRNA 発現レベルは PBO 群、DBDE 群、及び PB 群の野生型マウス

で増加し、その程度は PBO 群と PB 群で顕著であった。CARKO マウスでは、陰性対照群を含むす

べての群で Cyp2b10 mRNA 発現レベルが各群の野生型マウスと比較して低下し、DBDE 群及び PB

群では野生型マウスの陰性対照群と比較して大幅に低下したが、PBO 群の CARKO マウスではある

程度の増加がみられた。Cyp3a11 mRNAは PBO 群の野生型及び CARKOマウスの両方で発現が誘導

された。Cyp3a11 mRNA は PB 群の野生型及び CARKO マウスでも発現レベルが上がったが、PBO

群と比較して軽度であった。DBDE は野生型及び CARKO マウスにおいて、Cyp1a1、Cyp1a2 及び

Cyp1b1 の mRNA発現レベルを顕著に増加させた。Cyp1a2 mRNAは PBO 群の野生型及び CARKOマ

ウスと PB群の野生型マウスでも軽度の増加がみられた。Cyp4a10 mRNA は、全ての群で野生型マウ

スと比較して CARKOマウスで発現レベルが高く、特に PBO群の CARKOマウスで高い発現がみら

れた。肝障害発生時に Nuclear factor-kappa Bの下流で抗アポトーシス因子として働く Gadd45betaの
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mRNA 発現レベルは、PBO 群の野生型及び CARKO マウスと PB 群の野生型マウスで発現レベルの

増加がみられた。Cyp reductase mRNA発現レベルは、PBO群、DBDE群、及び PB群の野生型マウ

ス及び PBO群の CARKOマウスで増加していた。Cyp reductase mRNAは DBDE 群の CARKOマウス

でも増加がみられたが、その程度は野生型マウスよりも軽度であった。 

4週投与後の肝臓の抗 Cyp2b 抗体による免疫組織化学の結果を Figure 1-5 に示す。陰性対照群の

野生型マウスでは、小葉中心部の肝細胞のみが Cyp2b 陽性を示したが、全ての投与群の野生型マウ

スでは、より広範囲に Cyp2b 強陽性像が認められた。すなわち、PBO群では小葉辺縁部まで、DBDE

群及び PB 群では小葉中間帯まで Cyp2b の陽性像が認められた。CARKO マウスでは、陰性対照群、

DBDE 群、及び PB 群では小葉中心部に微弱な Cyp2b 陽性肝細胞がみられ、PBO 群では微弱ではあ

ったが小葉中心部から小葉辺縁部までび慢性に Cyp2b 陽性像が認められた。 

 

肝発がん性の解析 

DENによる肝発がんイニシエーション後に 27週投与を行ったマウス肝臓の肉眼像を Figure 1-6

に示す。肝臓表面の多数の結節が野生型マウスの PBO 群及び PB 群で認められた。一方で CARKO

マウスの PBO 群及び PB 群では、結節はほとんど認められなかった。DBDE 群では野生型マウス及

び CARKOマウスともに、肝臓表面の結節は陰性対照群よりも多く認められた。 

光顕下の観察では、肝増殖性病変を変異肝細胞巣及び肝細胞腺腫に分類し、さらに細胞質の状

態及び染色性から、好酸性、好塩基性、及びその他に分類した。典型的な好酸性及び好塩基性肝細

胞腺腫の組織像を Figure 1-7 に示す。また、変異肝細胞巣及び肝細胞腺腫の発生頻度（Incidence）を

Table 1-4 に、発生数（Multiplicity）を Figure 1-8 に示す。野生型マウスでは、PBO群及び PB群の全
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例、ならびに DBDE群においても半数強で好酸性変異肝細胞巣及び腺腫がみられた一方で、CARKO

マウスのこれらの群では好酸性変異肝細胞巣及び腺腫の発生頻度は有意に低下し、DBDE 群では好

酸性の変異肝細胞巣が 1例でみられたのみ、PB群では 1例も認められなかった。好塩基性の変異肝

細胞巣及び腺腫は、両遺伝子型の全群でみられたが、陰性対照群及び PB群の CARKOマウスでは発

生頻度がやや低かった。その他のタイプの変異肝細胞巣及び腺腫は、CARKOマウスの PB群を除く

全群に散見された。 

発生数としては、野生型マウスの PBO群における好酸性変異肝細胞巣及び腺腫が著しく多く認

められ、本実験で観察した 1個体分の肝臓標本上（個体あたり 13切片）で変異肝細胞巣及び腺腫が

それぞれ平均 30 個以上確認された（Figure 1-8）。次いで、野生型マウスの PB 群における好酸性変

異肝細胞巣及び腺腫が多く、それぞれ 1個体平均で 10 個以上が確認された。野生型マウスの DBDE

群では好酸性の増殖性病変の発生数は陰性対照群と同程度であった。CARKO マウスでは、PBO 群

で好酸性の増殖性病変の発生数が統計学的に有意に優位に増加したものの、その程度は野生型と比

べ明らかに軽微であった。好塩基性の変異肝細胞巣及び腺腫の発生数は、いずれの遺伝子型におい

ても、陰性対照群と比較して PBO群（腺腫のみ）と DBDE群（変異肝細胞巣及び腺腫）で軽度の増

加がみられ、PB群では減少した。野生型マウスと比較して CARKOマウスで減少する傾向がみられ

た。その他のタイプの増殖性病変は、野生型マウスのみで増加がみられ、変異肝細胞巣は DBDE 群

及び PB 群で、腺腫は PBO 群及び PB 群で有意な増加がみられたが、その程度はいずれも軽微であ

った。なお、好塩基性及びその他のタイプの増殖性病変については、野生型と比較して CARKO マ

ウスで発生数が少ない傾向がみられた。 
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考察 

 

第 1 章では、PBO 及び DBDE によるマウスでの肝肥大及び肝発がんと CAR との関連について

調べるため、雄性の野生型マウス及び CARKOマウスに対してこれらの化合物を 1週間、4週間、又

は DEN 単回投与後に 27 週間混餌投与し、肝重量測定、病理組織学的検査、肝細胞増殖活性、及び

肝薬物代謝酵素の発現量変化について検討を実施した。本実験で用いた PBO及び DBDE投与による

雄性マウスでの肝肥大及び肝発がんへの関与が示唆される経路を Figure 1-9に示す。また、本実験で

検討した化合物の PBタイプのMOAにおける Key events/Associateve events を Table 1-5にまとめた。 

本実験で明らかになったことの 1点目として、PBO及び DBDEによる雄性マウス肝肥大におけ

る CARの関与が明確になり、また CAR以外の経路の存在が示唆されたことが挙げられる。PBO及

び DBDEは野生型マウスへの 4週間投与により、Cyp2b の mRNAレベル及び蛋白レベルでの発現増

加、ならびに肝細胞肥大を誘発し、これらの点において PB に類似した Cyp2b 誘導剤であることが

本試験系においても確認できた。また CARKO マウスでは、DBDE は PB と同様に Cyp2b 誘導や肝

細胞肥大を誘発しなかったことから、DBDEによる肝細胞肥大は CARに依存したものであると考え

られた。一方、PBO では CARKO マウスにおいても高度の肝重量増加、肝細胞肥大がみられたこと

から、PBO は CAR 以外の経路を介して肝細胞肥大を誘発していることが示唆された。PBO による

肝肥大に関わる CAR 以外の経路としては、野生型及び CARKO マウスの両方で Cyp3a の mRNA 発

現量が増加し、CARKO マウスでも野生型よりも弱いながら Cyp2b の誘導がみられたことから、こ

れらの Cypを誘導することが知られている PXRが関与している可能性が考えられた（2, 10）。 

DBDEの肝肥大は CARに依存していたものの、同化合物は野生型及び CARKOマウスの両方に
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おいて Cyp1a1、1a2、1b1 の mRNA レベルを増加させたことから、CAR に依存しない Cyp1 family

の誘導能も併せ持つことが明らかとなった。Lee らは DBDE が Sprague-Dawley 系ラットにおいて、

CAR や PXR を介して Cyp1a2、3a1、及び 2b1 を誘導すると報告している（30）。また、Pacyniak ら

は DBDE を含む臭素化難燃剤は C57BL/6 系マウスにおいて、PXR の活性化を介して、Cyp2b や 3a

を誘導するが、Cyp1a は誘導しないと報告している（41）。本実験結果及びこれらの報告から、DBDE

は CARあるいは他の経路を介して薬物代謝酵素を誘導するが、そのパターンは系統や種によっても

異なると考えられた。 

本実験で明らかになった 2 点目は、イニシエーション・プロモーションモデルを用いた肝発が

ん性の検討結果より、PBOによる肝発がんに CARが重要な役割を果たしている一方で、DBDEによ

る肝発がんでは CAR以外の経路の存在が示唆された点である。PBOは PBと同様に野生型マウスで

好酸性の変異肝細胞巣／腺腫を誘発し、これらは CARKO マウスでは大幅に抑制されたことから、

PBOによる肝発がんは主に PBと同様のメカニズムで CARを介して誘発されることが明らかとなっ

た。DBDE は PB や PBO と異なり、野生型マウスにおいて好酸性の増殖性病変を誘発しなかった。

一方で、DBDE は両遺伝子型のマウスにおいて好塩基性の変異肝細胞巣及び腺腫の発生数を増加さ

せた。過去の報告から、PBによって誘発される肝増殖性病変は主に好酸性タイプであるとされてお

り（11, 27, 59）、DBDEによる腫瘍発生数の増加については CARに依存しないものであると考えら

れた。CAR 以外の経路としては、4 週投与時の肝臓中 mRNA 解析において、DBDE は Cyp1 family

の発現を誘導したことから Aryl hydrocarbon Receptor（AhR）に作用する可能性が示唆される。TCDD

（2,3,7,8- tetrachlorodibenzo-p-dioxin）は AhRの誘導を介して DENによる肝発がんを増加させること

が報告されており（26）、DBDE による好塩基性の増殖性病変の増加は、TCDD と同様に AhR を介
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したものである可能性も考えられた。 

げっ歯類における PB と類似した Cyp 誘導剤による肝発がんの MOA において、Holsapple らは

肝肥大を Key event（発がんに直接関わるイベント）としていたが（18）、近年 Elcombe らは肝肥大

を Associative events（発がんに関わる直接的な Key event ではないが、指標となり得るもの）の一つ

として位置付けている（10）。本実験の PBOの結果からは、肝肥大そのものは PBで誘発されるよう

な好酸性の腫瘍増加に直接つながるものではなく、CAR及び Cyp2b の活性化の指標としてのイベン

トであることを支持するものであった。一方、MOAにおける Key eventsの一つとされる肝細胞増殖

については、野生型マウスの PBO 及び PB 群の 1 週投与後で有意な増加がみられたのに加え、明ら

かな肝腫瘍発生数の抑制がみられた CARKOマウスの PBO群でも増加傾向がみられた。また、肝障

害発生時に抗アポトーシス因子として働く Gadd45betaのmRNA発現レベルも、野生型マウスの PBO

群、PB 群、及び CARKO マウスの PBO 群で増加がみられた。上述の通り、PBO による好酸性の増

殖性病変は主に CARに依存していたが、PBOは CARKOマウスにおいても好酸性変異肝細胞巣／腺

腫や、好塩基性肝細胞腺腫を軽度に増加させた。PBO によるげっ歯類での発がん性については、活

性酸素種の生成による酸化ストレスが関与しているという報告がある（24, 32）。また、げっ歯類に

おける PXRの活性化は肝細胞増殖活性を亢進しないという報告（47）の一方で、PXRを活性化させ

る Cyproterone acetate はげっ歯類で肝発がん性を示すという報告もある（56）。本実験において

CARKOマウスによる PBO投与で軽度に増加した増殖性病変については、CAR以外の因子として酸

化ストレスや PXRの活性化を介して、肝肥大、肝細胞増殖活性の亢進、及びアポトーシスの抑制と

しったMOAの Key event / Associative event が関与している可能性も考えられた。  



 25 / 114 

 

小括 

 

本章では、雄性の野生型マウス及び CARKOマウスに、PBO、DBDE及び PBを投与し、肝重量

測定、病理組織学的検査、肝細胞増殖活性の検索、及び肝薬物代謝酵素の発現量変化の解析を行う

ことにより、これらの化合物による肝肥大及び肝発がんにおける CARの役割を調べた。 

その結果、DBDEによる Cyp2b 誘導及び肝肥大は野生型マウスのみでみられたことから、PBと

同じく CARに依存していることが示されたが、PBOによる肝肥大は野生型及び CARKOマウスの両

方で発現し、Cyp3a の誘導もみられたことから PXRが関わっている可能性が示された。 

肝発がんについては、PBO では野生型マウスのみで PB で誘発されるものと同じ好酸性の増殖

性病変を誘発したことから、PBOによる肝発がんでは主に CARが関与していることが示された。一

方の DBDEでは、野生型及び CARKOマウスの両方で、好塩基性の増殖性病変の発生を増加させた。

DBDE は Cyp1a familyを誘導することから、本化合物の発がんには AhRが関わっている可能性が示

唆された。 
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1. 第 1章の図表 

Table 1-1 Final body and liver weights in wild-type and CARKO male mice treated with piperonyl 

butoxide, decabromodiphenyl ether, or phenobarbital for 1, 4, and 27 weeks. 

 

  

Group Wild-type CAR knock-out

1-week (Exp.2)

Final body weight (g) Control 25.1 ± 0.5 22.3 ± 2.1

Piperonyl butoxide 23.4 ± 1.0 ** 21.9 ± 1.6

Decabromodiphenyl ether 24.6 ± 0.9 24.1 ± 1.6

Phenobarbital 25.3 ± 1.5 23.8 ± 1.9

Absolute liver weight (g) Control 1.4 ± 0.1 1.2 ± 0.1

Piperonyl butoxide 2.1 ± 0.1 ** 1.8 ± 0.2 **

Decabromodiphenyl ether 1.4 ± 0.1 1.4 ± 0.1

Phenobarbital 1.8 ± 0.2 ** 1.4 ± 0.1

Relative liver weight (%BW) Control 5.8 ± 0.1 5.5 ± 0.2

Piperonyl butoxide 9.1 ± 0.6 ** 8.1 ± 0.7 **

Decabromodiphenyl ether 5.6 ± 0.2 5.7 ± 0.2

Phenobarbital 7.3 ± 0.4 ** 6.0 ± 0.2

4-week (Exp.1)

Final body weight (g) Control 29.2 ± 0.7 29.8 ± 3.9

Piperonyl butoxide 25.8 ± 1.5 ** 28.5 ± 0.5

Decabromodiphenyl ether 28.3 ± 2.3 29.4 ± 2.2

Phenobarbital 28.3 ± 1.1 30.2 ± 2.8

Absolute liver weight (g) Control 1.4 ± 0.1 1.6 ± 0.2

Piperonyl butoxide 2.2 ± 0.1 ** 2.6 ± 0.2 **

Decabromodiphenyl ether 1.8 ± 0.2 ** 1.6 ± 0.1

Phenobarbital 1.7 ± 0.1 ** 1.4 ± 0.1

Relative liver weight (%BW) Control 4.9 ± 0.2 5.3 ± 0.3

Piperonyl butoxide 8.6 ± 0.2 ** 9.1 ± 0.8 **

Decabromodiphenyl ether 6.2 ± 0.2 ** 5.3 ± 0.1

Phenobarbital 6.2 ± 0.1 ** 4.7 ± 0.1 **

27-week (Exp.3)

Final body weight (g) Control 34.5 ± 2.6 34.9 ± 3.7

Piperonyl butoxide 29.6 ± 1.1 ** 31.1 ± 1.9 **

Decabromodiphenyl ether 33.8 ± 2.8 34.9 ± 4.9

Phenobarbital 33.9 ± 2.6 30.4 ± 3.2 **

Absolute liver weight (g) Control 1.5 ± 0.2 1.6 ± 0.2

Piperonyl butoxide 3.0 ± 0.4 ** 2.4 ± 0.2 **

Decabromodiphenyl ether 1.9 ± 0.2 ** 1.8 ± 0.3

Phenobarbital 2.1 ± 0.4 ** 1.3 ± 0.1 **

Relative liver weight (%BW) Control 4.3 ± 0.5 4.6 ± 0.3

Piperonyl butoxide 10.1 ± 1.3 ** 7.8 ± 0.8 **

Decabromodiphenyl ether 5.5 ± 0.3 ** 5.1 ± 0.5 **

Phenobarbital 6.2 ± 1.0 ** 4.4 ± 0.2 *

The data are shown as mean ± SD.

Significantly different from the control group of each genotype: (* p < 0.05, ** p < 0.01: Student and Welch test)
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Table 1-2 Histopathological findings of livers in wild-type and CARKO male mice treated with PBO, 

DBDE or PB for 4 weeks. 

 

  

Findings Wild KO Wild KO Wild KO Wild KO

N=5 N=5 N=5 N=4 N=5 N=5 N=5 N=5

Hepatocellular hypertrophy

Mild 0 0 0 2 a) 0 0 0 0

Moderate 0 0 0 2 b) 5 a) 0 3 a) 0

Marked 0 0 5 b) 0 0 0 2 a) 0

Neutrophil infiltration

Mild 0 0 1 2 0 0 0 0

Focal necrosis

Mild 0 0 0 1 0 0 0 0

Vacuolation, hepatocyte c)

Mild 0 0 0 3 0 2 0 0

Note; “Wild” indicates wild-type mice.  “KO” indicates CARKO mice.

The numbers in column indicate the numbers of animals which showed each finding. 

a)     Hepatocellular hypertrophy was found at centrilobular area.

b)    Hepatocellular hypertrophy was found at centrilobular to midzonal area.

c)     Vacuolation of hepatocytes was found in centrilobular area.

Control PBO DBDE PB
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Table 1-3 Histopathological non-neoplastic findings of livers in wild-type and CARKO male mice 

treated with PBO, DBDE or PB for 27 weeks after DEN initiation. 

 

 

  

Findings Wild KO Wild KO Wild KO Wild KO

N=20 N=20 N=17 N=20 N=18 N=20 N=18 N=19

Hepatocellular hypertrophy  a)

Mild 0 0 0 2 1 11 0 0

Moderate 0 0 5 11 16 7 0 0

Marked 0 0 12 7 1 0 18 0

Karyocytomegaly

Mild 0 0 6 5 6 7 9 0

Moderate 0 0 2 0 0 1 9 0

Neutrophil infiltration

Mild 0 0 1 0 0 9 0 0

Focal necrosis

Mild 0 0 3 7 1 1 0 0

Moderate 0 0 0 1 0 0 0 0

Single cell necrosis

Mild 0 0 0 0 2 0 0 0

Yellow pigment deposition b)

Mild 0 0 1 1 8 3 4 1

Vacuolation, centrilobular c)

Mild 0 0 0 5 0 5 0 0

Moderate 0 0 0 3 0 3 0 0

The numbers in column indicate the numbers of animals which showed each finding.

a)  Hepatocellular hypertrophy was observed in centrilobular area.

b) Yellowish pigment deposition was found in foci of histiocytes and this change was occasionally

accompanied by mononuclear cell infiltration and oval cell hyperplasia around periportal area.

c) Vacuolations in centrilobular area were supposed to be lipid accumulations which were seen in the

same groups of CARKO mice in Exp. 3.

Control PBO DBDE PB

Note; “Wild” indicates wild-type mice.  “KO” indicates CARKO mice.
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Table 1-4 Incidence of proliferative lesions in wild-type and CARKO male mice treated PBO, DBDE 

or PB for 27 weeks after DEN initiation. 

 

  

Neoplastic lesion Wild KO Wild KO Wild KO Wild KO

N=20 N=20 N=17 N=20 N=18 N=20 N=18 N=19

Eosinophilic altered foci 5 9 17 ** 13 # 9 1 *, ## 18 ** 0 *, ##

adenomas 0 2 17 ** 7 ## 2 0 18 ** 0 ##

Basophilic altered foci 18 13 16 14 18 18 15 5 *, ##

adenomas 19 10 ## 16 15 17 18 * 13 1 **, ##

Other altered foci 8 8 6 4 16 ** 4 ## 15 * 0 **, ##

adenomas 2 1 7 3 6 1 13 ** 0 ##

Note; “Wild” indicates wild-type mice.  “KO” indicates CARKO mice.

The numbers in column indicate the numbers of animals in which one or more lesions were found. 

Significantly different from the control group of each genotype: (*p < 0.05, **p < 0.01: Fisher’s test)

Significantly different from wild-type mice of each group: (#p < 0.05, ##p < 0.01: Fisher’s test)

Control PBO DBDE PB
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Table 1-5 Variability of events in PB like hepatocarcinogenic MOA in male mice compared to the 

control group of each genotype. 

 

  

　Wild-type CARKO 　Wild-type CARKO 　Wild-type CARKO

Liver hypertrophy ++ - +++ +++ ++ +

Cyp2b  induction +++ - +++ ++ ++ -

Proliferating activity

after 1-week treatment
+ - + ± - -

Resistance to apoptosis

(Gadd45beta expression)
++ - ++ ++ - -

Eosinophilic proliferative lesions ++ - +++ + - -

Basophilic proliferative lesions - - + + ++ ++

Note.  -; no change,  +; mild,  ++; moderate,  +++; marked

The authors defined each grade in the table, considering statistical significance or variations of absolute values.

DBDE
Events

PB PBO
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Figure 1-1 Chemical structural formulas of piperonyl butoxide (A) and decabromodiphenyl ether (B).   
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Figure 1-2 Livers of wild-type and CARKO male mice treated with PBO, DBDE and PB or fed basal 

diet (control group) for 4 weeks.  A-D are from wild-type mice.  E-H are from CARKO mice.  A and 

E are from the control group.  B and F are from the PBO group.  C and G are from the DBDE group.  

D and H are form the PB group.  Centrilobular hepatocellular hypertrophy was prominent in all 

treated group of wild-type mice (B, C and D).  In CARKO mice, no hypertrophy was seen except for 

the PBO group (F).  Vacuolations in centrilobular hepatocytes were also observed in the PBO group 

of CARKO mice (F).  Hematoxylin and eosin (H&E) staining.  The scale bar represents 100 μm. 
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Figure 1-3 Labeling indices of hepatocytes after the 1- and 4-week treatment of test chemicals in 

male mice. Values represent mean ± SD of each group and genotype.  * and ** indicate statistically 

significant differences from the control group of each genotype (*p < 0.05, **p < 0.01: Student and 

Welch test).  # and ## indicate statistically significant differences from the wild-type animals of 

each group (#p < 0.05, ##p < 0.01: Student and Welch test). 
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Figure 1-4 Relative mRNA expression levels of Cyp2b10, Cyp3a11, Cyp1a1, Cyp1a2, Cyp1b1, 

Cyp4a10, Gadd45beta, and P450 reductase in the liver of wild-type and CARKO male mice treated 

with test chemicals for 4 weeks.  Values represent mean ± SD of each group and genotype.  The 

expression levels of each gene were divided by the expression levels of GAPDH mRNA of 

corresponding individuals.  * and ** indicate statistically significant differences from the control 

group of each genotype (*p < 0.05, **p < 0.01: Student and Welch test).  # and ## indicate 

statistically significant differences from the wild-type animals of each group (#p < 0.05, ##p < 0.01: 

Student and Welch test). 
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Figure 1-5 Liver sections stained with immunohistochemical reaction to Cyp2b.  Livers were of 

wild-type and CARKO male mice treated with PBO, DBDE and PBOr fed basal diet (control group) 

for 4 weeks.  A-D are from wild-type mice.  E-H are from CARKO mice.  A and E are from the 

control group.  B and F are from the PBO group.  C and G are from the DBDE group.  D and H are 

from the PB group.  Wild-type mice in the control group showed weak staining intensity in 

centrilobular area (A).  In the PBO, DBDE and PB groups on wild-type mice, strong staining 

intensities were detected diffusely (B, C and D).  In CARKO mice, faint staining intensities were 

seen in centrilobular hepatocytes of the control, DBDE and PB groups (E, G and H).  The staining 

intensities in the PBO group of CARKO mice were also faint, however they were diffusely detected 

(F).  The scale bar represents 200 μm.  
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Figure 1-6 Macroscopic appearance of livers after the 27-week treatment of test chemicals.  A-D are 

from wild-type male mice.  E-H are from CARKO male mice.  A and E are from the control group.  

B and F are from the PBO group.  C and G are from the DBDE group.  D and H are from the PB 

group.  Wild-type mice treated with PBO and PB showed many protruding nodules on livers (B and 

D), however there are few or no nodules in those groups of CARKO mice (F and H).  DBDE 

treatment induced pale nodules in both genotypes (C and G).  The scale bar represents 1 cm. 
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Figure 1-7 Typical appearance of eosinophilic and basophilic adenoma.  (A) An eosinophilic 

adenoma, which is circumscribed by broken line, compresses surrounding liver parenchyma.  (B) 

Higher magnification of A.  Tumor cells have abundant eosinophilic cytoplasm.  (C) A basophilic 

adenoma, which is circumscribed by broken line, compresses surrounding liver parenchyma.  (D) 

Higher magnification of C.  Tumor cells are small and have basophilic cytoplasm often containing 

glycogen.  The scale bars in A and C represent 200 μm, and those in B and D represent 50 μm. 
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Figure 1-8  Multiplicity (average number per animal) of proliferative lesions that found in the 13 

liver sections of each individual.  Values represent mean ± SD of each group and genotype.  * and 

** indicate statistically significant differences from the control group of each genotype (*p < 0.05, **p 

< 0.01: Student and Welch test).  # and ## indicate statistically significant differences from the 

wild-type animals of each group (#p < 0.05, ##p < 0.01: Student and Welch test). 
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Figure 1-9 Schematic illustration of possible pathways in liver hypertrophy and adenoma induction 

in the wild-type (upper) and the CARKO (lower) mice treated with PBO, PB and DBDE.  The pink, 

green, and yellow arrows indicate the possible pathways of PBO, PB, and DBDE, respectively.   
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第 2章 

 

 

 

ピペロニルブトキシド及びデカブロモジフェニルエーテルによる 

雌性マウスでの肝肥大及び肝発がんへの CARの関与 
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緒言 

 

第 1 章では雄性マウスを用いて核内受容体を介した肝肥大や肝発がんに関する役割について検

討した。一般的に、マウスにおいては加齢に伴う自然発生性の肝腫瘍、及び化学物質で誘発される

肝腫瘍のいずれにも性差が存在することが知られている（25, 44）。Cyp 発現にも性差があることか

ら、それを制御する核内受容体の肝肥大や肝発がんに関する役割にも雌雄差が存在する可能性が考

えられる。また、男性ホルモン（テストステロン）の代謝物である Androstanol や Androstenol は、

CAR の Inverse agonist として働いて転写活性を抑制することが知られている（12）。CD-1 系のマウ

スでは雄よりも雌の方が PB による肝細胞増殖が起こりやすく（29）、C57BL/10J 系マウスでは PB

投与によって雄では肝細胞腺腫に加えて肝細胞がんが誘発されるが、雌では肝細胞腺腫までしか誘

発されないという報告もある（23）。また、エストロゲン作用を持つ可塑剤であるノニルフェノール

は、雌性マウスでは CAR依存的に、雄性マウスでは CAR非依存的に Cyp2b10、Cyp2c29、及び Cyp3a11

の mRNAを誘導することが知られており（16）、化合物によっては CARの活性化に明らかな性差が

確認されている。ヒトの場合も肝臓がんの発生率は男性の方が多いと言われており（46）、外挿性を

考えるうえでも雌マウスでの検討は重要と考える。 

本章では雌性マウスを用いて、第1章で雄性マウスを用いて行ったものと同様の実験を行った。

すなわち、PBO、DBDE 及び PB を雌性の野生型及び CARKO マウスに 4週間、又は DEN の単回投

与後に 27 週間混餌投与し、肝肥大、肝発がんと CAR との関連性を調べるとともに、雄性マウスの

結果と比較して性差について検討した。 
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実験材料及び実験方法 

 

化合物 

PBO、DBDE、PB、及びジエチルニトロソアミン（DEN）は実験 1 で使用したものと同じもの

を使用した。 

 

動物 

第 1 章と同様に、国立医薬品食品衛生研究所で繁殖している CARKO マウス及び日本チャール

ス・リバー株式会社より購入した野生型マウスを用いた。本実験では、第 1 章で得られた雄性マウ

スでの結果に対し、雌性マウスを用いて同様の実験を行うことで、化合物投与による肝肥大、肝発

がんと CARとの関係における性差を検討した。なお、全ての動物実験は国立医薬品食品衛生研究所

の動物実験委員会に承認を受け、国立医薬品食品衛生研究所の動物実験の適切な実施に関する規定

に準拠して行った。 

 

化合物の投与 

本実験は、実験 1及び実験 2に分けて実施した。 

実験 1では雌性マウスでの化合物による肝肥大及び肝代謝酵素の誘導とCARの関連を調べるた

め、投与期間を 4週間と設定した。6週齢の野生型及び CARKOのマウス各 22 又は 24匹を、体重を

指標として無作為に 5 匹あるいは 6 匹ずつの 4 群に分けた。なお野生型マウスについては 5 週齢で

ブリーダーより入荷した。動物は遺伝子型ごと、1 群毎に別々のケージに分けて、12 時間の明暗サ
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イクル下で飼育を行った。投与群 3 群の用量設定は第 1 章と同様とした。すなわち、各化合物につ

いて肝肥大、肝発がんが報告されている用量として、PBOを 5000 ppm、DBDE を 50000 ppm、及び

PBを 500 ppmの濃度で粉末基礎飼料（CRF-1, Oriental Yeast Co., Ltd., Tokyo, Japan）に混餌投与し、4

週間自由摂取させた。陰性対照群には基礎飼料を同様の期間自由摂取させた。 

実験 2では雌性マウスにおける PBO 及び DBDE による肝発がん性と CAR との関連を調べるた

め、第 1 章と同様に肝発がんのイニシエーターである DENを用いたイニシエーション・プロモーシ

ョンモデルを用いた検討を行った。野生型マウスについては、4 週齢でブリーダーより 83 匹を入荷

し、5 週齢時に 1 群 20又は 21匹の 4群に分けた。CARKOマウスについては、5週齢時に 1群あた

り 22 から 25 匹を 4群に分けた。肝発がんのイニシエーション処置として、全ての動物について、5

週齢時に DENを 90 mg/kgの用量で単回腹腔内投与した。6週齢から PBO、DBDE、あるいは PBを

それぞれ 5000、50000、及び 500 ppmの濃度で基礎飼料（粉状の CRF-1）に混餌投与し、27 週間自

由摂取させた。また、陰性対照として、基礎飼料を自由摂餌させる群を設定した。全ての実験にお

いて、化合物の混餌作業及び餌の交換は週 1回実施し、餌缶内に残った飼料は廃棄した。 

 

動物の観察及び安楽死の方法 

一般状態観察を 1日 1回以上実施した。体重及び摂餌量は、投与 13 週までは 1週間に 1回測定

し、その後は 2 週間に 1 回測定した。投与 4、あるいは 27 週間後に、CO2吸入による全身深麻酔下

でマウスを放血により安楽死させた。肝臓を肉眼的に観察後、重量を測定し、以下に記載する各検

査用に切出しを行った。 
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肝臓の病理組織学的及び免疫組織化学的評価 

第 1 章と同様に、実験 1では肝臓の中間葉を用いて HE染色、及び抗 Cyp2b 抗体（Millopore Co., 

Billerica, MA）を用いた免疫組織化学的染色を実施した。作製した標本を用いて、肝肥大の程度及び

肝細胞の Cyp2b 陽性強度及び範囲について調べた。 

実験 2の 27週投与群では、第 1章と同様の方法で肝発がん性について解析した。すなわち、変

異肝細胞巣及び肝腫瘍を数えるため、肝臓の中間葉から 8切片、外側左葉から 5切片の計 13 切片を

切出し、パラフィン包埋後に HE 染色を施した。肝臓の増殖性病変は、好酸性、好塩基性、その他

（明細胞性及び混合型）のいずれかに分類し、発生頻度（Incidence）及び発生数（multiplicity）につ

いて計算した。 

 

RT-real time PCR 

実験 1では、肝臓の右葉を用いて、第 1章と同様の手法により RT-real time PCR を用いて遺伝子

発現量を評価した。測定対象は、Cyp1a1 (Mm00487218_m1)、Cyp1a2 (Mm00487224_m1)、Cyp1b1 

(Mm00487229_m1) 、 Cyp2b10 (Mm01972453_s1) 、 Cyp3a11 (Mm00731567_m1) 、 Cyp4a10 

(Mm01188913_g1)、及び Cytochrome P450 reductase (Mm00435876_m1) として、GAPDHで標準化し

た発現量によって比較した。 

 

統計解析 

統計解析は、対照群と化合物投与群 (PBO 投与群、DBDE 投与群、及び PB 投与群) の比較を

CARKOマウス及び野生型マウスそれぞれについて実施した。また、CARKOマウスと野生型マウス
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の比較を同じ投与群同士で比較した。体重、肝臓絶対重量、肝臓相対重量、mRNA 発現量、及び肝

臓増殖性病変の発生数（multiplicity）のデータについて、F 検定により等分散性の検定を実施した。

等分散性が認められた場合は Student の t 検定を、等分散性が認められなかった場合は Welch の t 検

定を用いて、それぞれ媒体対照群と化合物投与群との間で比較した。肝臓増殖性病変の発生頻度

（Incidence）のデータは、Fisher の直接確率検定によって統計解析した。有意水準は 5%及び 1%と

した。 
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実験結果 

 

一般状態、体重、及び肝臓重量 

雌性の野生型及び CARKOマウスにおける、各化合物の投与 4週及び 27週後の最終体重及び肝

重量の結果を Table 2-1に示す。いずれの動物においても化合物の投与に起因した一般状態の悪化及

び死亡は認められなかった。4週及び 27週のいずれの投与期間においても、PBO群の最終体重では

陰性対照群と比較して有意な低値を示した。また 27 週投与の PB 群の最終体重も陰性対照群と比較

して有意な低値を示した。肝重量については、4 週投与後の全ての化合物投与群の野生型マウスと

PBO群の CARKOマウスで、陰性対照群と比較して有意な肝臓絶対及び相対重量の高値がみられた。

DBDE 群の CARKOマウスにおいても相対重量のみであったが肝臓重量の高値がみられた。 

 

肝臓の病理組織学的変化（腫瘍性病変以外の毒性変化） 

4週投与後の肝臓の病理組織学的変化の結果を Table 2-2に示す。また、4週投与後の代表的な肝

組織の HE染色像を Figure 2-1に示す。4週投与後では、化合物を投与された全ての野生型マウスに

おいて、肝細胞肥大が認められた。肝細胞肥大は PBO群では小葉中心部から小葉辺縁部までび漫性

に高度に、DBDE群では小葉中心部から小葉中間帯にかけて中程度に、PB群では小葉中心部から小

葉中間帯にかけて高度にみられた。CARKO マウスでは、PB 群では肝細胞肥大が認められなかった

のに対し、PBO 群では小葉中心部から小葉中間帯にかけて高度に、DBDE 群では小葉中心部に軽度

から中程度に肝細胞肥大が認められた。その他、軽度の限局性の壊死巣及び炎症細胞の浸潤が、PBO

群の CARKOマウスと DBDE 群の両遺伝子型マウスに散見された。 
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27週投与後の肝臓の病理組織学的変化の結果を Table 2-3に示す。野生型マウスでは、DBDE群

の 1 例を除いた全ての化合物投与群において、肝細胞肥大が認められた。肝細胞肥大の範囲及び程

度は、PBO 群ではび漫性に中程度から高度、DBDE 群では小葉中心部に軽度から中程度、及び PB

群では小葉中心部から小葉中間帯にかけて中程度から高度であった。CARKO マウスでは、PBO 群

のみで肝細胞肥大がび漫性に中程度から高度にみられた。その他、DBDE 群の CARKO マウスを除

く全群で軽度の限局性の壊死巣が散見されたが、PBO 群の両遺伝子型で頻度が高かった。軽度な単

核細胞等の炎症細胞浸潤が陰性対照群の野生型マウスを除く全群で数例にみられた。肝細胞の空胞

化が PBO群の CARKOマウスにおいて散見された。 

 

肝臓における Cyp発現 

Cyps 及び Cyp reductaseをコードした mRNA発現量を Figure 2-2に示す。Cyp2b10 の mRNA発

現レベルは PBO群、DBDE 群、及び PB群の野生型マウスで増加し、その程度は PBO群と PB群で

顕著であった。Cyp2b10 mRNAは PBO群の CARKOマウスでも増加したが、その程度は野生型マウ

スよりも軽度であった。CARKOマウスの対照群及び DBDE群の Cyp2b10 mRNA は、野生型マウス

の陰性対照群と比較して大幅に減少し、CARKOマウスの PB群では野生型マウスの陰性対照群と同

程度であった。Cyp3a11 mRNA は PBO 群の野生型及び CARKO マウスの両方で発現が誘導された。

Cyp3a11 mRNA は PB 群の野生型マウスでも発現レベルが上がったが、PBO 群と比較して軽度であ

った。また、野生型マウスと CARKO マウスの比較では、Cyp3a11 mRNA は CARKO マウスでやや

発現レベルが高い傾向がみられた。DBDE は野生型及び CARKO マウスにおいて、Cyp1a1、Cyp1a2

及び Cyp1b1 の mRNA 発現レベルを顕著に増加させた。Cyp1a1 及び Cyp1a2 の mRNA は PBO 群の
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両遺伝子型及び PB群の野生型マウスでも発現増加がみられた。Cyp4a10 mRNAは、全ての群で野生

型マウスと比較して CARKO マウスで発現レベルが高く、また野生型マウスでは陰性対照群と比較

して各投与群では発現レベルが低下していた。Cyp reductase mRNA発現レベルは、CARKOマウス

の PB群を除くすべての投与群で増加していた。 

4週投与後の肝臓の抗 Cyp2b 抗体による免疫組織化学の結果を Figure 2-3 に示す。陰性対照群の

野生型マウスでは、小葉中心部の肝細胞のみが Cyp2b 弱陽性を示したが、全ての投与群の野生型マ

ウスでは、より広範囲に Cyp2b 強陽性像が認められた。すなわち、PBO 群及び PB 群では小葉辺縁

部まで、DBDE 群では小葉中間帯まで Cyp2b の陽性像が認められた。CARKO マウスでは、陰性対

照群、DBDE 群、及び PB 群では小葉中心部に微弱な Cyp2b 陽性肝細胞がみられ、PBO 群では微弱

ではあったが小葉中心部から小葉中間帯、あるいは小葉辺縁部までび漫性に Cyp2b 陽性像が認めら

れた。 

 

肝発がん性の解析 

変異肝細胞巣及び肝細胞腺腫の発生頻度（Incidence）を Table 2-4に、発生数（Multiplicity）を

Figure 2-4に示す。好酸性の増殖性病変の発生頻度については、野生型マウスの PBO群及び PB群で

は全例でみられ、CARKO マウスの PBO 群でも腺腫の発生頻度は少なかったものの変異肝細胞巣は

全例でみられた。好酸性の増殖性病変は、DBDE群の両遺伝子型及び PB群の CARKOマウスでは 1

例もみられず、陰性対照群においてもごく少数例にみられたのみであった。好塩基性の増殖性病変

は、両遺伝子型の全群でみられたが、腺腫の発生頻度は CARKO マウスの PBO 群でやや高かった。

その他のタイプについては、変異肝細胞巣が野生型マウスの DBDE 群を除いた全群の少数例に散見
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され、腺腫は CARKO マウスの PBO 群と野生型マウスの PB 群にそれぞれ 1 例みられたのみであっ

た。 

発生数としては、野生型マウスの PBO 群及び PB 群における好酸性増殖性病変が多かった。本

実験で観察した肝臓標本上（個体あたり 13 切片）で、野生型マウスの PBO 群の変異肝細胞巣が 1

個体あたり平均 60 個以上、腺腫が 20 個弱、PB 群の変異肝細胞巣が 20 個弱、腺腫が数個確認され

た（Figure 2-4）。CARKO マウスでは、PBO 群において好酸性変異肝細胞巣が 1個体平均で 5個程

度みられたが、その他の群では好酸性の増殖性病変はほとんど認められなかった。好塩基性の増殖

性病変は、野生型マウスの DBDE群で変異肝細胞巣が、CARKOマウスの PBO群で腺腫が、それぞ

れ陰性対照群と比較して有意に増加したが、いずれの発生数も 1 個体平均で 1 個程度あるいはそれ

以下であった。その他のタイプの増殖性病変は、いずれの群においても 1個体平均で 0.5個以下であ

った。 
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考察 

 

本実験では、第 1章で雄性マウスについて検討した PBO及び DBDEによる肝肥大及び肝発がん

と CARとの関連について、雌雄差を調べるため、雌性の野生型マウス及び CARKOマウスを用いた

検討を実施した。各化合物による肝肥大及び肝増殖性病変の誘発における、雌雄の比較を Table 2-5

に示す。 

本実験において明らかになったことの 1 点目として、PBO による肝肥大、肝発がんについては

雌雄で同様の傾向が認められたことが挙げられる。PBO の 4 週間投与において、雌性の野生型及び

CARKO マウスともに顕著な肝重量増加及び肝細胞肥大がみられ、Cyp2b は mRNA レベル及び蛋白

レベルで野生型では高度に、CARKO では軽度に誘導された。また、いずれの遺伝子型においても

Cyp3a11 mRNAの発現レベルの増加がみられたことから、PBOによる肝肥大には CARに加えて PXR

の様な他の因子が関与していることが、雄性マウスと同様に示された。DEN 単回投与後の PBO の

27 週間投与では、野生型マウスでは PB と同じく好酸性の変異肝細胞巣又は腺腫が全例で多数誘発

され、CARKO マウスではその数が大幅に減少し、雌雄で同様の傾向がみられた。以上から、PBO

は雌雄いずれの性別においても、CAR及び PXRの活性化による肝肥大、及び CARに依存した好酸

性の増殖性病変を誘発することが明らかとなった。また、雄性マウスにおいて、PBO は CARKO マ

ウスにおいても僅かながら好酸性／好塩基性の増殖性病変を増加させたが、雌性マウスにおいては

好酸性の増殖性病変は若干増加させたものの、好塩基性の増殖性病変は対照群と比較して明らかな

増加がみられなかった。これは後述する好塩基性及びその他のタイプの増殖性病変の、そもそもの

発生数の雌雄差が関連すると考えられる。 
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本実験で明らかとなったことの 2点目として、DBDE による肝肥大での CARの関与には雌雄差

が示された。DBDEの 4週投与において、雄性マウスでは CARに依存した肝重量増加及び肝細胞肥

大がみられていたのに対し、雌性マウスでは CARKO においても軽度ではあるが肝重量増加及び小

葉中心性の肝細胞肥大がみられたことから、CAR に依存しない経路でも肝肥大が発生した。DBDE

を投与した雌性CARKOマウスでは、mRNA及び蛋白レベルでCyp2b発現の亢進はみられず、Cyp1a1、

Cyp1a2、及び Cyp1b1 の mRNA 発現量については雌性の野生型及び CARKO マウスいずれにおいて

も有意な増加がみられたが、Cyp1 familyの変動は雄性 CARKOマウスでも同様にみられたものであ

った。Cytochrome P450 reductase の mRNAについては、雄性 CARKOマウスよりも雌性 CARKOマ

ウスで発現増加の程度が大きかった。Cytochrome P450 reductase は小胞体の膜上で NADPHから Cyps

に電子を供与する酵素であり（15）、本研究においてはマウスの性別や遺伝子型に関わらず、肝肥大

の程度と相関するような発現変動がみられていることから、肝細胞内の Cyps の量や活性を反映して

発現量が変動するものと考えられる。本実験で検索した限りでは、DBDE による雌雄の CARKO マ

ウスでの Cyps の発現パターンに差はなかったが、雌性マウスのみでみられた肝肥大については、誘

導された Cyp1 familyの総量や今回検索していない酵素の誘導が関与している可能性が示唆された。 

さらに、本実験で明らかになった 3 点目として、雌性マウスでは DBDE による明らかな腫瘍の

増加がみられなかったことが挙げられる。雄性マウスでは DBDEは CAR非依存的に好塩基性の増殖

性病変を増加させたが、雌では野生型マウスでわずかに好塩基性の変異肝細胞巣が増加したのみで

あった。これは、腫瘍の細胞タイプによる発がん感受性の雌雄差が関連していると考えられる。イ

ニシエーション・プロモーションモデルにおける増殖性病変について、PBや PBOによって CARを

介して誘発された好酸性の増殖性病変については、雌雄両性の野生型マウスで変異肝細胞巣／腺腫
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が全例でみられた。これは、CARを介して誘発される好酸性タイプの増殖性病変の誘発は、雌雄で

の感受性に差がないことを示している。一方で、CARに関与しない好塩基性やその他のタイプの変

異肝細胞巣及び腺腫については、雄と比較して明らかに雌性マウスで発生数が少なかった（Figure 

1-8及び Figure 2-4の比較）。ENU や DEN によって誘発されるマウスの肝腫瘍はテストステロンで

亢進し（25）、エストロゲンによって抑制されることが知られている（34, 44）。本実験の結果及びこ

れらの報告から、今回の実験で用いた C3Hバックグラウンドのマウスにおいては、CARに依存しな

い好塩基性やその他のタイプの増殖性病変の感受性は雄の方が高く、その発生には性ホルモンが関

与している可能性が考えられた。また、DBDE のように好塩基性の増殖性病変を増加させる化合物

の評価には、雄を用いる方が適していると考えらえた。 

なお、PBによってマウスで誘発される肝腫瘍に関する研究は多々あるが（22, 62）、ほとんどの

実験は雄性マウスのみを用いて実施されており、雌雄で誘発される腫瘍のタイプを比較した研究は

意外なほど少ない。今回文献検索をした限りでは、C3H 系統のマウスにおいて PB によって誘発さ

れる腫瘍のタイプを、性別で比較した研究はなかった。第 1章及び第 2章の実験において、PBによ

る C3Hバックグラウンドのマウスにおいて、雌雄でほぼ同程度の好酸性増殖性病変を誘発し、好塩

基性の増殖性病変は雄で多く誘発されることを見出したことは、本研究における新しい知見の一つ

である。  
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小括 

 

本章では、雌性の野生型マウス及び CARKO マウスに PBO、DBDE 及び PB を投与し、病理組

織学的検査及び肝薬物代謝酵素の発現量変化の解析を行うことにより、これらの化合物による肝肥

大及び肝発がんにおける CARの役割を調べ、また第 1章の雄性マウスでの実験結果との比較を行っ

た。その結果、PBO による肝肥大では CAR に依存しない経路が存在し、肝発がんについては CAR

に依存した好酸性の病変が誘発され、雌雄差は認められなかった。一方の DBDE では、野生型及び

CARKOマウスともに 4週投与後に肝肥大がみられたことから、雄と異なり CARに依存しない経路

で肝肥大を誘発することが示された。また、雄性マウスでは DBDE によって好塩基性の増殖性病変

が増加したが、雌性マウスでは陰性対照群やその他の群も含めて好塩基性及びその他のタイプの増

殖性病変の発生が減少しており、DBDE投与では好塩基性の変異肝細胞巣が増加したのみであった。

好塩基性及びその他のタイプの増殖性病変の発生数に関する雌雄差の要因として、性ホルモンの影

響が考えられた。 
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2. 第 2章の図表 

Table 2-1 Final body weights and liver weights in wild-type and CARKO female mice treated with 

piperonyl butoxide, decabromodiphenyl ether or phenobarbital for 4, and 27 weeks. 

 

 

  

Group Wild-type CAR knock-out

4-week (Exp.1)

Final body weight (g) Control 24.5 ± 2.0 27.2 ± 2.0

Piperonyl butoxide 21.8 ± 0.7 * 23.7 ± 0.9 **

Decabromodiphenyl ether 24.4 ± 1.6 26.7 ± 2.0

Phenobarbital 25.1 ± 1.6 25.9 ± 1.6

Absolute liver weight (g) Control 1.3 ± 0.1 1.4 ± 0.1

Piperonyl butoxide 2.0 ± 0.1 ** 2.1 ± 0.2 **

Decabromodiphenyl ether 1.6 ± 0.1 ** 1.5 ± 0.2

Phenobarbital 1.7 ± 0.2 ** 1.4 ± 0.1

Relative liver weight (%BW) Control 5.2 ± 0.3 5.1 ± 0.3

Piperonyl butoxide 9.0 ± 0.2 ** 8.7 ± 0.3 **

Decabromodiphenyl ether 6.7 ± 0.1 ** 5.6 ± 0.3 **

Phenobarbital 6.7 ± 0.3 ** 5.4 ± 0.1

27-week (Exp.2)

Final body weight (g) Control 31.8 ± 3.0 31.6 ± 5.5

Piperonyl butoxide 26.1 ± 1.4 ** 23.6 ± 2.5 **

Decabromodiphenyl ether 31.1 ± 3.3 32.6 ± 4.3

Phenobarbital 31.9 ± 3.2 27.6 ± 4.7 *

The data are shown as mean ± SD.

Significantly different from the control group of each genotype: (* p < 0.05, ** p < 0.01: Student and Welch test)



 55 / 114 

 

Table 2-2 Histopathological findings of livers in wild-type and CARKO female mice treated with PBO, 

DBDE or PB for 4 weeks. 

 

 

  

Findings Wild KO Wild KO Wild KO Wild KO

N=6 N=6 N=6 N=6 N=5 N=6 N=5 N=6

Hepatocellular hypertrophy

Mild 0 0 0 0 0 1 a) 0 0

Moderate 0 0 0 0 5 b) 5 a) 0 0

Marked 0 0 6 c) 6 b) 0 0 5 b) 0

Infiltration, mixed

Minimal 0 0 0 1 1 2 0 1

Focal necrosis

Minimal 0 0 0 2 3 1 0 0

Vacuolation, hepatocyte

Minimal 0 0 0 1 0 0 0 0

Note; “Wild” indicates wild-type mice.  “KO” indicates CARKO mice.

The numbers in column indicate the numbers of animals which showed each finding. 

a)  Hepatocellular hypertrophy was found in centrilobular area.

b)  Hepatocellular hypertrophy was found in centrilobular to midzonal area.

c)  Hepatocellular hypertrophy was found in centrilobular to periportal area.

Control PBO DBDE PB
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Table 2-3 Histopathological non-proliferative findings of livers in wild-type and CARKO female mice 

treated with PBO, DBDE or PB for 27 weeks. 

 

 

  

Wild KO Wild KO Wild KO Wild KO

Findings N=20 N=20 N=21 N=18 N=18 N=19 N=19 N=20

Hepatocellular hypertrophy

Mild 0 0 0 0 15 a) 0 0 0

Moderate 0 0 17 c) 11 c) 2 a) 0 7 b) 0

Marked 0 0 4 c) 7 c) 0 0 12 b) 0

Infiltration, mononuclear

Mild 0 3 1 5 0 1 1 3

Infiltration, mixed

Mild 0 0 0 0 1 0 1 0

Focal necrosis

Mild 1 2 11 12 4 0 4 2

Vacuolation, hepatocyte

Mild 0 1 0 6 0 1 0 0

The numbers in column indicate the numbers of animals which showed each finding.

a)     Hepatocellular hypertrophy was found in centrilobular area.

b)    Hepatocellular hypertrophy was found in centrilobular to midzonal area.

c)     Hepatocellular hypertrophy was found in centrilobular to periportal area.

Control PBO DBDE PB

Note; “Wild” indicates wild-type mice.  “KO” indicates CARKO mice.
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Table 2-4 Incidence of proliferative lesions in wild-type and CARKO female mice treated PBO, DBDE 

or PB for 27 weeks after DEN initiation. 

 

  

Neoplastic lesion Wild KO Wild KO Wild KO Wild KO

N=20 N=20 N=21 N=18 N=18 N=19 N=19 N=20

Eosinophilic altered foci 3 1 21** 18** 0 0 19** 0##

adenomas 0 0 21** 4*,## 0 0 16** 0##

Basophilic altered foci 11 5 9 10 13 11 7 5

adenomas 1 1 2 7* 1 2 0 0

Other altered foci 5 2 2 5 0* 3 6 1#

adenomas 0 0 0 1 0 0 1 0

Note: “Wild” indicates wild-type mice. “KO” indicates CAR knockout mice.

The numbers in column indicate the numbers of animals in which one or more lesions were found.

Significantly different from the control group of each genotype: (* p < 0.05, ** p < 001: Fisher’s test) 

Significantly different from the wild-type mice of each group: (# p < 0.05, ## p < 001: Fisher’s test)

Control PBO DBDE PB
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Table 2-5  Comparison of male and female mice in the response to chemical-inducible liver 

hypertrophy and tumor promotion.  

  

Events Male Female Male Female Male Female

Liver hypertrophy Wild Wild Wild / KO Wild / KO Wild Wild / KO

  Dependance on CAR Yes Yes No No Yes No

  Involvement of

     other nuclear receptors
No No Yes (PXR) Yes (PXR) Yes (AhR) Yes (AhR)

Liver tumor promotion

  Eosinophilic type Yes Yes Yes Yes No No

  Basophilic type No No Equivocal Equivocal Yes Equivocal

Note: “Wild” indicates wild-type mice. “KO” indicates CAR knockout mice.

Red letters indicate the different response to the chemical between males and females.

Phenobarbital Piperonyl butoxide Decabromodiphenyl ether
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Figure 2-1 Livers of wild-type and CARKO female mice treated with PBO, DBDE and PB or fed basal 

diet (control group) for 4 weeks.  A-D are from wild-type mice.  E-H are from CARKO mice.  A and 

E are from the control group.  B and F are from the PBO group.  C and G are from the DBDE group.  

D and H are form the PB group.  Asterisks (*) represent central veins.  Centrilobular 

hepatocellular hypertrophy was prominent in all treated group of wild-type female mice (B, C and D).  

In CARKO female mice, PBO group showed centrilobular to midzonal hypertrophy (F).  DBDE 

group also showed centrilobular hypertrophy (G).  PB treatment in CARKO mice resulted in no 

hypertrophy (H).  Hematoxylin and eosin (H&E) staining.  The scale bar represents 100 μm. 
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Figure 2-2 Relative mRNA expression levels of Cyp2b10, Cyp3a11, Cyp1a1, Cyp1a2, Cyp1b1, 

Cyp4a10, and P450 reductase in the liver of wild-type and CARKO female mice treated with test 

chemicals for 4 weeks.  Values represent mean ± SD of each group and genotype.  The expression 

levels of each gene were divided by the expression levels of GAPDH mRNA of corresponding 

individuals.  * and ** indicate statistically significant differences from the control group of each 

genotype (*p < 0.05, **p < 0.01: Student and Welch test).  # and ## indicate statistically significant 

differences from the wild-type animals of each group (#p < 0.05, ##p < 0.01: Student and Welch test). 

  



 61 / 114 

 

 

 

Figure 2-3 Liver sections stained with immunohistochemical reaction to Cyp2b.  Livers were of 

wild-type and CARKO female mice treated with PBO, DBDE and PB or fed basal diet (control group) 

for 4 weeks.  A-D are from wild-type mice.  E-H are from CARKO mice.  A and E are from the 

control group.  B and F are from the PBO group.  C and G are from the DBDE group.  D and H are 

from the PB group.  Wild-type mice in the control group showed weak staining intensity in 

centrilobular area (A).  In the PBO and PB groups on wild-type mice, positive reactions were 

detected diffusely, while the positive signal in periportal area in the PB group was relatively week (B 

and D).  Wild type mice in the DBDE group showed positive reactions in centrilobular-midzonal 

area (C).  In CARKO mice, faint staining intensities were seen in centrilobular hepatocytes of the 

control, DBDE and PB groups (E, G and H).  The staining intensities in the PBO group of CARKO 

mice were also week, however they were detected in centrilobular-midzonal area or diffusely (F).  
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The scale bar represents 200 μm. 

 

 

 

 

Figure 2-4  Multiplicity (average number per animal) of proliferative lesions that found in the 13 

liver sections of each individual.  Values represent mean ± SD of each group and genotype.  * and 

** indicate statistically significant differences from the control group of each genotype (*p < 0.05, **p 

< 0.01: Student and Welch test).  # and ## indicate statistically significant differences from the 

wild-type animals of each group (#p < 0.05, ##p < 0.01: Student and Welch test). 
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第 3章 

 

 

 

ピペロニルブトキシドによる肝肥大における 

CAR及び他の核内受容体の関与と投与用量の関係  
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緒言 

 

第 1 章の結果から、ピペロニルブトキシド（PBO）による肝肥大には CAR以外の核内受容体の

関与が示唆された。異物代謝に関わる核内受容体は CAR以外にも PXR、PPAR、及び AhRなど、多

岐にわたることが知られている。化学物質によっては複数の核内受容体を活性化させることで生体

に作用を及ぼすことがあり、また投与用量によって活性化される核内受容体が異なるというケース

も報告されている（35, 42, 54）。  

Tamura らは、トリアゾール系の抗真菌薬であるシプロコナゾールやフルコナゾールにおいて、

低用量では CARに依存していた肝肥大が、高用量では別の経路（PXRが疑われる）も肝肥大に寄与

していることを示している（54）。また Peffer らは、同じくトリアゾール系の抗真菌薬によるマウス

での肝肥大及び細胞増殖活性について、低用量では CAR に依存し、高用量では CAR 以外の経路も

関与していることを報告している（42）。このように、ある種の化合物による肝肥大では、投与用量

によって反応が異なり、関与する核内受容体も異なる可能性が示唆されている。 

第 1章及び第 2章では腫瘍誘発用量での PBO投与における肝肥大あるいは関連遺伝子の発現を

調べ、CARや PXRの関与の可能性を示したが、それ以外も含めた核内受容体の関与の詳細は依然と

して不明であった。第 1章及び第 2章で用いた PBOの腫瘍誘発用量では、重度の肝肥大や薬物代謝

酵素の強い誘導がみられていたが、より低用量では、関与する核内受容体が異なってくる可能性も

考えられる。そこで本章では、PBO を複数の用量で雄性の野生型及び CARKO マウスに 1 週間投与

した時の肝肥大、及びそれぞれ CAR、PXR、AhR、及び PPAR によって主に活性化される第 1 相薬

物代謝酵素である Cyp2b、Cyp3a、Cyp1a、及び Cyp4a の mRNA及びタンパク質発現量を調べ、PBO
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による肝肥大と CAR及びその他の経路の関係性について検討した。  
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実験材料及び実験方法 

 

化合物 

PBOは、第 1章で用いたものと同じものを使用した。 

 

動物 

第 1 章及び第 2 章と同様に、国立医薬品食品衛生研究所で繁殖している雄性 CARKO マウス及

び日本チャールス・リバー株式会社より購入した野生型マウスを用いた。なお、全ての動物実験は

国立医薬品食品衛生研究所の動物実験委員会に承認を受け、国立医薬品食品衛生研究所の動物実験

の適切な実施に関する規定に準拠して行った。 

 

化合物の投与 

7週齢の CARKOマウス及び野生型マウスを、体重を基にして無作為に 1群 5匹の 4群に群分け

した。動物は遺伝子型ごと、1 群毎に別々のケージに分けて、12 時間の明暗サイクル下で飼育を行

った。投与群 3 群には PBO を実験 1 で用いた発がん用量である 5000 ppmを最高用量に、公比 5で

中用量 1000 ppm、及び低用量 200 ppmを設定し、粉末基礎飼料（CRF-1, Oriental Yeast Co., Ltd., Tokyo, 

Japan）への混餌投与で 1週間自由摂取させた。なお、中用量及び低用量は、PBOによるマウス肝臓

への影響を調べた過去の報告（13, 21, 52）、及び第 1章の実験の結果から、軽度の肝肥大を示す用量、

及び肝肥大を誘発しない用量を期待して設定した。陰性対照群には基礎飼料を同様の期間自由摂取

させた。 
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動物の観察及び安楽死の方法 

動物の一般状態は、1日 1回以上観察した。体重は投与期間中に 3回及び剖検日に 1 回、摂餌量

は投与期間中に 2回測定した。最終投与日の翌日に、イソフルランの吸入麻酔下で放血安楽死させ、

肝臓の肉眼的観察、重量測定、及びサンプル採取を実施した。 

 

肝臓の病理組織学的検査による肝肥大評価 

肝臓の中間葉を 10％中性緩衝ホルマリン溶液によって浸漬固定し、パラフィン包埋、薄切後に

HE 染色標本を作製した。HE 染色標本については、病理組織学的に肝細胞肥大の領域及び程度を評

価した。すなわち、領域については小葉中心性、び漫性、及びび漫性だが小葉中心部はより重度、

の 3 つに分類し、程度は軽微（Slight）、軽度（Mild）、中程度（Moderate）、及び重度（Severe）の 4

段階に分類した。 

 

肝臓の免疫組織化学的評価 

HE染色標本作製で用いたパラフィン切片を用いて、抗 Cyp2b6抗体（マウス Cyp2b10 のヒトホ

モログ、ab69652, Abcam, Cambridge, MA, USA）、 抗 Cyp3a4 抗体（マウス Cyp3a11/3a13のヒトホモ

ログ、ab3572, Abcam）、 抗 Cyp1a1/1a2抗体（ab111868, Abcam）、及び抗 Cyp4a 抗体（ab140635, Abcam）

を用いた免疫組織化学を実施した。パラフィン包埋切片を抗体液とともに 4℃で一晩インキュベート

し、ペルオキシダーゼで標識したデキストランポリマーが結合した二次抗体（Histofine Simple Stain 

mouse MAX PO, Nichirei, Tokyo, Japan）を反応させ、3-3’-diaminobenzidine（Sigma Chemical Co., St. 
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Louis, MO, USA）により視覚化した。また、対比染色としてヘマトキシリン染色を実施した。免疫

組織化学の標本については、肝小葉内の領域ごとに、反応の強さを半定量的に評価した。すなわち、

領域については小葉中心部、小葉中間帯、及び小葉辺縁部の 3 つに分類し、程度は陰性又はごく軽

微（None or very slight）、軽微（Slight）、軽度（Mild）、及び中程度（Moderate）の 4段階に分類した。 

 

RT-real time PCR 

肝臓の左葉を用いて、第 1章と同様の手法により RT-real time PCRを用いて遺伝子発現量を評価

した。Cyp1a1 (Mm00487218_m1)、Cyp2b10 (Mm01972453_s1)、Cyp3a11 (Mm00731567_m1)、Cyp4a10 

(Mm02601690_gH)、及び cytochrome P450 reductase (Mm00435876_m1) の発現量を GAPDHで標準化

して比較した。 

 

統計解析 

体重、肝臓絶対重量、肝臓相対重量、及び mRNA発現量のデータをについて統計解析を実施し

た。遺伝子型ごとに、対照群と各用量の PBO 投与群の比較を行った。また、CARKO マウスと野生

型マウスの比較をそれぞれの同じ投与群 (同化合物同用量) 同士で比較した。対照群と化合物投与群

の比較は Dunnett 検定を用い、野生型と CARKOマウスとの比較では、第 1章と同様に、Student の t

検定 (等分散性あり) あるいはWelchの t検定 (等分散性なし) を用いた。有意水準は 5%及び 1%と

した。  
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実験結果 

 

一般状態、体重、摂餌量、及び肝重量 

投与 0～1日目及び 5～6日目の摂餌量及び被験物質の摂取量を Table 3-1に示す。剖検時の体重

及び肝重量を Table 3-2に示す。投与期間中、一般状態の変化又は死亡はみられなかった。摂餌量は、

1000 ppm群及び 5000 ppm群で対照群と比較して低値であった。PBOの摂取量は、低、中、及び高

用量群でそれぞれ 44～56、186～220、及び 714～1122 mg/kg/dayであった。CARKOマウスの 1000 ppm

群及び 5000 ppm群では、対照群と比較して有意な体重低値がみられた。肝臓重量では、5000 ppm群

では両遺伝子型で、1000 ppm群では野生型マウスのみで対照群と比較して有意な高値がみられた。 

 

肝臓の病理組織学的変化 

肝臓の HE染色標本による病理組織学的結果を Table 3-3に、対照群、1000 ppm群及び 5000 ppm

群の典型的な HE染色像を Figure 3-2に示す。肝細胞肥大が、両遺伝子型の 5000 ppm群と、野生型

マウスの 1000 ppm群にみられた。野生型マウスでは、1000 ppm群では軽度の、5000 ppm群では中

程度から高度の肝細胞肥大が、主に小葉中心部に認められ、5000 ppm群では肝細胞肥大が小葉中間

帯から辺縁部まで及んでいた。CARKO マウスでは、5000 ppm群のみで、中程度のび漫性肝細胞肥

大がみられた。 

 

肝臓における Cyps mRNA発現 

Cyps 及び Cyp reductaseをコードした mRNA発現量を Figure 3-1に示す。Cyp2b10 の mRNA発
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現レベルは野生型マウスでは投与量に応じて増加し、対照群と比較して 1000 ppm群では 120倍以上、

5000 ppm群では 800倍以上の増加がみられた。一方の CARKOマウスでは、5000 ppm群では野生型

マウスの対照群と比較して約 60倍の増加がみられたが、1000 ppm以下ではほとんど発現がみられな

かった。Cyp3a11の mRNA発現レベルは野生型マウスでは 5000 ppm群のみで統計学的に有意な増加

がみられたのに対し、CARKOマウスでは全ての群で有意な増加がみられた。Cyp1a1 の mRNA発現

レベルは、CARKOマウスの 5000 ppm群のみで統計学的に有意な増加がみられた。Cyp4a10の mRNA

発現レベルは Cyp1a1 のパターンと類似し、CARKO マウスの 5000 ppm 群のみで著明な増加がみら

れた。Cytochrome P450 reductase の mRNA発現レベルは、野生型マウスの 1000 ppm群と両遺伝子型

の 5000 ppm群で統計学的に有意な増加がみられた。 

 

肝臓における Cypsの免疫組織化学 

抗 Cyp2b抗体及び抗 Cyo3a 抗体を用いた免疫組織化学の組織像を Figure 3-2 に、抗 Cyp1a 抗体

及び抗 Cyp4a 抗体を用いた免疫組織化学の組織像を Figure 3-3 に示す。また、各免疫組織化学の結

果の模式図を Figure 3-4に示す。野生型マウスでは、200 ppm群から小葉中心部の肝細胞で中程度以

上の Cyp2b 陽性反応がみられ、用量が上がるにつれて小葉中間帯、小葉辺縁部でも陽性反応が強く

なった。CARKOマウスでは、Cyp2b 陽性反応は対照群及び 200 ppm群ではほとんど確認できず、1000 

ppm以上ではび漫性に軽微な陽性反応がみられるのみであった。Cyp1a、Cyp3a、及び Cyp4a につい

ては、野生型マウスと CARKOマウスで同様の陽性反応がみられた。すなわち、1000 ppmまでは対

照群と同様に小葉中心部又は小葉中間帯までに軽微な陽性反応がみられ、5000 ppmで陽性反応の領

域が小葉中間帯又は辺縁部まで拡大し、Cyp3a 抗体では小葉中心部の陽性反応はやや増強した。 
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考察 

 

本実験では、PBO について第 1 章及び第 2 章で用いた発がん用量を高用量に設定し、中用量、

低用量の 3 用量群で雄性の野生型及び CARKO マウスに混餌投与することで、PBO の肝肥大の発現

に関わる核内受容体と投与用量の関係について検索した。 

本実験の中用量以上での肝肥大、Cyp2b 及び Cyp3a の免疫組織化学、ならびに関与する核内受

容体を Table 3-4に示まとめた。本実験において明らかとなったこととして、PBOによる肝肥大は、

投与量によって関与する核内受容体が変化するということが挙げられる。マウスでの発がん用量で

ある 5000 ppmの混餌投与では、野生型及び CARKOマウスともに肝重量増加、びまん性の肝細胞肥

大を誘発したが、Cyp2b の発現増加は野生型マウスのみで顕著にみられた。また、5000 ppmでは両

遺伝子型ともに Cyp3a11 mRNA 発現レベルが統計学的に有意に増加し、Cyp3a の免疫染色において

もび漫性の陽性反応がみられた。これらの結果は、5000 ppmの PBOによる肝肥大には CAR以外の

経路として PXRが関与している可能性を示しており、第 1章の結果と一致するものであった。さら

に、本実験におけるより詳細な病理組織学的検索により、野生型マウスにおいては小葉中心部でよ

り強い肝細胞肥大及び抗 Cyp2b 抗体に対する陽性反応が観察されたことから、PBO の 5000 ppm に

おける肝細胞肥大には、小葉中心部において CARが寄与していることが示唆された。 

興味深いことに、中用量の 1000 ppm 投与では、野生型マウスのみで小葉中心性の肝肥大、

Cyp2b10 mRNA発現レベルの増加、及び抗 Cyp2b 抗体に対する小葉中心性の陽性反応増強が認めら

れた。これらの結果は、1000 ppmにおいては 5000 ppmと異なり、CARのみが肝肥大の誘発に寄与

していることを示した。1000 ppmにおいて Cyp3a11 mRNAの発現は、CARKOマウスのみで有意な
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増加がみられたが、抗 Cyp3a 抗体による免疫組織化学では陰性対照群と同程度の陽性反応であり、

本用量では PXRの活性化は軽微なものに留まっていると考えられた。低用量の 200 ppmではいずれ

の遺伝子型でも肝肥大はみられず、野生型マウスにおける抗 Cyp2b 抗体に対する小葉中心部での若

干の陽性反応の増強と、CARKO マウスにおける Cyp3a11 mRNA 発現レベルの軽度の上昇以外は代

謝酵素の変動はみられなかった。 

CAR と PXR は同じ NR1 ファミリーに属し、異物の解毒において活性化された際に標的となる

薬物代謝酵素の遺伝子についてもオーバーラップしているものがあることが報告されている（10, 31, 

63）。本実験において、1000 ppmでは CARKOマウスの方が Cyp3a11 mRNA発現レベルが高くなっ

たことは、CAR 欠損に対して代償的に PXR の活性化が亢進している可能性が考えられる。また

5000 ppmにおいては、CAR の活性化のみで対処しきれない PBO の曝露に対して、PXR も動員して

対処している可能性も考えられる。 

Cyp1a1 及び Cyp4a10 mRNA 発現レベルについては、5000 ppmの CARKOマウスで顕著な増加

がみられた。PB は CARKO マウスにおいて PPARα及び Cyp4a10/4a14 の mRNA 発現を誘導すると

いう報告があり（53, 57）、5000 ppmの PBO投与時には CARが欠損していることで PPARが活性化

が促進される可能性が示唆された。しかしながら、免疫組織化学の結果は mRNA発現レベルと一致

せず、5000 ppmでは野生型及び CARKOマウスのいずれにおいても Cyp1a 及び Cyp4a の発現領域の

拡大がみられた。抗 Cyp1a 抗体は Cyp1a1 だけでなく Cyp1a2 とも交差し、無処置マウスでの mRNA

発現量は Cyp1a2の方が多い。本実験において Cyp1a2 mRNAの発現は検討していないが、高用量の

PBO が両遺伝子型のマウスで同程度に Cyp1a2 を誘導していると仮定すると、免疫組織化学の結果

は妥当であると言える。抗 Cyp4a 抗体も同様に、Cyp4a10 のみならず Cyp4a12、Cyp4a14とも交差す
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ることから、他の Cyp4a familyも含めて mRNA を検索することで、高用量の PBOでの PPARの関与

についてより深い考察が可能になると考えられる。  



 75 / 114 

 

小括 

 

PBOの高用量 5000 ppmでは野生型及び CARKOの双方で肝肥大が認められ、CAR以外にも肝

肥大に関わる経路があることが示された。CAR以外の経路としては、CYP3a が強く誘導されたこと

から、PXRが関わる可能性が考えられた。一方で、1000 ppmにおいては野生型マウスのみで Cyp2b

の誘導及び肝肥大がみられ、CARKOマウスでは肝肥大はみられなかった。よって、1000 ppm の PBO

投与においては、主に CARの活性化により肝肥大が誘発され、PXRの関与は小さいことが示された。 

以上より、PBO による肝肥大では、投与量によって関与する核内受容体が変化することが明ら

かとなった。 
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3. 第 3章の図表 

 

Table 3-1 Food intake and calculated PBO intake. 

 

 

  

Dose

Group Food intake PBO intake Food intake PBO intake

(ppm) (g/animal/day) (mg/kg/day) (g/animal/day) (mg/kg/day)

Wild-type

Control 0 6.10 0 5.28 0

PBO_low 200 6.02 52 5.38 44

PBO_middle 1000 4.46 193 5.40 220

PBO_high 5000 3.30 714 4.74 1049

CARKO

Control 0 6.58 0 6.52 0

PBO_low 200 7.04 56 6.02 44

PBO_middle 1000 5.16 207 4.70 186

PBO_high 5000 4.34 865 5.54 1121

All values are the mean values of each group for each genotype.

Day 0–1 Day 5–6
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Table 3-2 Final body weight and liver weight. 

 

  

(n=) 5 5 5

Wild-type

Control 24.9 ± 1.3 1.2 ± 0.1 4.9 ± 0.3

PBO_low 26.0 ± 0.7 1.2 ± 0.1 4.7 ± 0.3

PBO_middle 25.0 ± 1.0 1.4 ± 0.1* 5.7 ± 0.4**

PBO_high 23.4 ± 1.1 1.9 ± 0.1** 8.1 ± 0.3**

CARKO

Control 27.8 ± 1.3 1.5 ± 0.1 5.2 ± 0.2

PBO_low 27.7 ± 1.1 1.4 ± 0.1 5.0 ± 0.2

PBO_middle 25.4 ± 1.2* 1.3 ± 0.1 5.3 ± 0.3

PBO_high 25.3 ± 1.0** 1.8 ± 0.1** 7.2 ± 0.3**

All values are mean ± S.D. (n = 5 for each group for each genotype)

*, **: Significantly different from the corresponding controls at p<0.05 and p<0.01, respectively.

Group

Final body weight Absolute liver weight Relative liver weight

(g) (g) (% of body weight)
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Table 3-3 Histopathological findings of livers in wild-type and CARKO mice treated with PBO for 1 

week. 

 

 

  

Findings of livers Group: Control
PBO

200 ppm

PBO

1000 ppm

PBO

5000 ppm
Control

PBO

200 ppm

PBO

1000 ppm

PBO

5000 ppm

5 5 5 5 5 5 5 5

No findings 5 5 2 0 5 5 5 0

Hepatocellular hypertrophy

mild 0 0 3 0 0 0 0 0

moderate 0 0 0 2 0 0 0 0

Diffuse moderate 0 0 0 0 0 0 0 5

Diffuse and severer in

the centrilobular area
0 0 0

No. of mice examined:

Centrilobular

severe 0 0 0 3 0

Genotype: Wild-type CARKO
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Table 3-4 Summary of effects of middle- and high-dose PBO on liver hypertrophy and Cyp2b/Cyp3a 

immunohistochemistry in wild-type and CARKO mice. 

Dose Genotype Hypertrophy Cyp2b Cyp3a 
Nuclear receptors 

involved 

Middle 

1000 ppm 

Wild-type Centrilobular Centrilobular to midzonal Not increased 

CAR 

CARKO Not detected Not increased Not increased 

High 

5000 ppm 

Wild-type 
Diffuse and severer  
in centrilobular area 

Diffuse but stronger  
in centrilobular area 

Diffuse 
CAR and Others 
 (possibly PXR) 

CARKO Diffuse Diffuse and weak Diffuse 
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Figure 3-1 Relative mRNA expression levels of Cyp-encoding genes and cytochrome P450 reductase. 

Values represent the mean ± SD of each group and genotype. * and ** indicate statistically 

significant differences from the control group of each genotype (*p < 0.05, **p < 0.01: Dunnett’s 

t-test). # and ## indicate statistically significant differences from the wild-type animals of each group 

(#p < 0.05, ##p < 0.01: Student’s and Welch’s t-tests). 
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Figure 3-2  H&E sections or immunohistochemistry for Cyp2b and Cyp3a in the livers of wild-type 

and CARKO mice in the control, middle-dose, and high-dose groups. Upper row represents H&E. 

Middle row and lower row represent Cyp2b and Cyp3a, respectively. The blood vessel on the right 

side in each photo is the central vein. Bar = 100 μm 
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Figure 3-3  Immunohistochemistry for Cyp1a and Cyp4a in the liver of wild-type and CARKO mice 

in the control, middle-dose, and high-dose groups. Upper row and lower row represent Cyp1a and 

Cyp4a, respectively. The blood vessel on the right side in each photo is the central vein. Bar = 100 μm 
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Figure 3-4  Histological localization of positive reactions for Cyp2b, Cyp3a, Cyp1a, and Cyp4a in the 

liver. Concentric circles represent hepatic lobules. Upper and lower hemispheres represent hepatic 

lobules from wild-type and CARKO mice, respectively. 
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総括ならびに結論 

 

本研究では、げっ歯類で Cyp2b を誘導して肝肥大・肝発がんを起こすことが知られ、その病理

発生に CARの活性化が疑われるピペロニルブトキシド（以下 PBO、5, 13, 21, 51, 52, 60）及びデカブ

ロモジフェニルエーテル（以下 DBDE、20, 33, 58）について、MOA分析を行いこれらの化合物によ

る肝発がん性のヒトへの外挿性を検討することを第一の目的とした。実験では、野生型及び CARKO

マウスに PBO又は DBDEを混餌投与し、肝重量測定、病理組織学的検査、肝細胞増殖活性、及び肝

薬物代謝酵素の発現量変化について調べ、ヒトへの外挿性がないとされる PB型の肝発がんに関わる

イベント（CAR活性化、肝細胞増殖活性の亢進、肝増殖性病変の誘発等）との比較を行った。また、

PBO及び DBDEによる肝肥大及び肝発がんにおける CAR以外の核内受容体の関与を調べることで、

Cyp2b 誘導化合物のMOA分析の妥当性を検討することを第二の目的とした。 

第 1 章では、雄性の野生型マウス及び CARKOマウスに PBO又は DBDE を 1週間、4週間ある

いは肝発がんイニシエーターであるジエチルニトロソアミン（DEN）単回投与後に 27 週間混餌投与

し、肝肥大及び肝発がんにおける CARの関与を調べた。その結果、PBOの 5000 ppm混餌投与では、

野生型マウスで強く Cyp2b を誘導し、CAR活性化の関与が示された。一方、肝肥大については野生

型マウスと CARKO マウスの両方で認められ、Cyp3a が遺伝子型に関わらず誘導されたことから、

本剤による肝肥大には CAR以外に pregnane X receptor（PXR）が関与している可能性が示された。

肝発がん性については、PBOは PBと同様に、野生型マウスで好酸性の増殖性病変を誘発し、CARKO

マウスではこれが大幅に抑制されたことから、PBOによる肝発がんは主に CARに依存していること

が明らかとなった。ただし、PBO は CARKO マウスにおいても僅かながら陰性対照群よりも増殖性
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病変の発生頻度及び発生数が高く、CAR以外にも酸化ストレスや PXRを介した肝臓での代謝変化が

腫瘍発生に寄与している可能性も考えられた。DBDE の 50000 ppm混餌投与では、野生型マウスの

みで Cyp2bの誘導及び肝肥大が認められ、DBDEの肝肥大は CARに依存していることが明らかとな

った。一方、DBDE による肝発がん性については、野生型及び CARKO マウスの両方で好塩基性の

増殖性病変を増加させたことから、CARに依存しない経路で肝発がんを促進する可能性が示唆され

た。DBDEは Cyp1a1, Cyp1a2、Cyp1b1 の mRNA 発現レベルを上昇させたことから、肝発がん促進作

用には aryl hydrocarbone receptor （AhR）が関与している可能性が考えられた。 

第 2 章では、マウスの肝腫瘍の発生頻度には性差がある事、化合物によっては CARの感受性に

も性差があることから（16）、雌性の野生型マウス及び CARKOマウスに PBO又は DBDEを 4週間、

あるいは DEN 単回投与後に 27 週間混餌投与し、第 1 章に準じた各種検査を実施し、雌雄差を検討

した。その結果、PBO による肝肥大、肝発がんについて雌雄差は認められなかった。すなわち、雌

マウスにおいても肝肥大には CAR以外に PXRの関与が疑われた一方で、肝発がんについては CAR

に依存して好酸性の増殖性病変を誘発した。DBDEについては、雄での肝肥大は CARに依存してい

たのに対し、雌では CAR 以外の経路が肝肥大に寄与する可能性が示された。また、雄性マウスで

DBDE 投与により CARに依存せず増加した好塩基性の増殖性病変は、雌では野生型マウスで変異肝

細胞巣がみられたのみで腫瘍発生には至らなかった。DBDE 投与群に限らず、好塩基性の増殖性病

変は雄と比較して全体的に雌で少なく、雌雄で感受性の違いがみられた。DENによるイニシエーシ

ョン作用によって誘発される好塩基性の肝腫瘍は性ホルモンによる影響を受けることが知られてお

り（25, 44）、本実験において DBDEにより誘発される好塩基性の増殖性病変の感受性に雌雄差があ

った要因の一つとして、性ホルモンの影響が疑われた。 
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第 3 章では、第 1章及び第 2章の実験において肝肥大における CAR以外の核内受容体の関与が

示唆された PBOについて、投与用量と活性化される核内受容体の関連性について調べた。第 1章及

び第 2章で用いた 5000 ppmは重度の肝肥大及び多数の肝腫瘍を誘発し、組織学的に軽度の肝障害も

みられる用量であったため、中用量、低用量としてそれぞれ 1000及び 200 ppmを設定し、1週間の

混餌投与を行った。その結果、CARに加えて PXRの寄与による肝肥大がみられた 5000 ppmと異な

り、中用量の 1000 ppmでは野生型マウスのみで肝肥大、Cyp2b10 mRNA 発現レベルの増加、及び抗

Cyp2b 抗体に対する小葉中心性の陽性反応増強がみられたことから、1000 ppmでの肝肥大には CAR

のみが寄与していることが明らかとなった。本実験の結果から、PBO による酵素誘導及び肝肥大で

は、その投与量により関与する核内受容体が異なることが示された。 

以上の実験結果から、PBO 及び DBDE の肝発がん性について PB タイプの MOA における Key 

events との整合性を検討した結果を Text table に示す。 

 

Text table: Comparison between the result of this research and the mode of action for phenobarbital-like 

nongenotoxic carcinogen. 

 

 

Key events PB
PBO

1000 ppm

PBO

5000 ppm
DBDE

CAR activation Yes Yes Yes Yes

Altered gene expression specific to CAR activation Yes Yes Yes Yes

Increased cell proliferation Yes - Yes No

Clonal expansion leading to altered foci
Yes

(Eos type)
-

Yes

(Eos type)

Yes

(Baso type)

Hepatocellular adenoma
Yes

(Eos type)
-

Yes

(Eos type)

Yes

(Baso type)

Involvement of other nuclear receptor No No
Yes

(PXR)

Yes

(AhR)

- : Not examined,  Eos type: eosinophilic type,  Baso type: basophilic type
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DBDE による発がんについては CAR 以外の経路が疑われる。すなわち、DBDE は CAR 依存的

に Cyp2b の誘導を示したものの、肝細胞増殖活性の亢進はみられず、PBで特徴的な好酸性の腫瘍も

誘発しなかった。また Cyp1 familyを誘導し AhRの関与も示唆されたことから、DBDEは PBとは異

なるタイプの肝発がんプロモーション作用を有すると考えられる。以上より、MOA 分析によって、

「ヒトへの外挿性なし」との判断はできないと結論した。しかし、本研究において DBDE は好塩基

性タイプの腫瘍発生がもともと少ない雌マウスでは腫瘍発生を誘発しなかったこと、及び今回

DBDE で用いた用量は 50000 ppmと非常に高濃度であり、また DBDE の生体への吸収性は非常に低

いと言われていることから（58）、実際のリスク管理においては、げっ歯類で誘発される腫瘍のタイ

プに応じた発生メカニズム考察や、ヒトでの暴露量も含めた考察が必要になるであろう。 

PBOについては、CAR活性化、Cyp2b 等の誘導、細胞増殖活性の亢進、好酸性の変異肝細胞巣

／腺腫の誘発と、PBタイプのMOAの Key events を満たしていた（10, 18）。一方、PBOでは CARKO

マウスでも僅かながらに増殖性病変を増加させ、肝肥大では PXRといった他の核内受容体の関与も

示されたことから、CAR 以外の経路も弱いながら肝発がん促進に寄与している可能性が示された。

MOA分析結果のヒトへの外挿性については、Key events の確認に加えてヒトと実験動物間での暴露

量や代謝機能の違いを考慮に入れる必要があるが（4）、第 3章では、1000 ppmの PBOによる肝肥大

においては、CARのみが関与していることを明らかにした。本研究では 1000 ppmの PBOによる変

異肝細胞巣や腺腫の誘発に関しては調べていないが、この用量では増殖性病変の発生も完全に CAR

に依存していることが推察され、その場合は PBOによるげっ歯類での肝発がん性については「ヒト

への外挿性なし」と判断できる可能性が高い。非遺伝毒性の発がん物質のリスク評価においては、“閾

値”を考慮するため（36）、PBO についてはマウスにおいて CAR のみが関与する用量と、ヒトでの
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暴露量を比較することで、適切な評価が可能になると考えられる。 

化学物質のげっ歯類での肝発がん性について、ヒトへの外挿性を検討するために用いられる

MOA分析は、人類の生活を豊かにする化学物質を適切に管理しながら使用していくために、非常に

有用なツールである。しかし、通常実施されている野生型マウスやラットを用いた毒性試験では、

CARに依存した肝肥大や肝発がんによって他の経路を介した作用がマスクされてしまう可能性があ

り、潜在的なリスクを見逃す恐れがある。本研究では、げっ歯類で Cyp2b を誘導する非遺伝毒性の

化学物質である PBO及び DBDE について、CARKOマウスを効果的に用いることで、肝肥大／肝発

がんにおける CAR及びその他の核内受容体の関与を明らかにすることができた。また、複数の用量

を設定した実験により、CAR及び他の核内受容体の関与が変化する閾値を見出すことができた。こ

れらの結果と MOA 分析を組み合わせることにより、PBO によるげっ歯類での発がん性については

PB と類似した CAR を介したメカニズムが働いており、ヒトへの外挿性が乏しいこと、及び DBDE

によるげっ歯類での発がん性については CAR 以外に AhR の関与が疑われ、ヒトへの発がん性につ

いてはより慎重なリスク評価が必要であることが明らかとなった。本研究で用いた化合物に限らず、

Cyp2b誘導化合物の発がん性についてCARKOマウスを用いた実験手法をMOA分析と組み合わせる

ことで、より正確で信頼性の高い評価を行うことができると結論した。 
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要旨 

 

現代人は、環境や食事・水を介して様々な化学物質に暴露されている。これらの化学物質につ

いては、人体に与える影響のポテンシャルや暴露量との関係についてリスク評価が行われている。

その一つの手法として、主にげっ歯類を用いた毒性試験が取り入れられており、ヒトへの有害性の

推測に有用な情報をもたらしている。一方、生理機能や代謝反応には動物種差があることから、毒

性試験の結果については実験動物における反応や影響の発現メカニズムを考慮した上でヒトへの外

挿性を検討する必要がある。特に実験動物で発がん性が認められた化学物質の場合、ヒトへの外挿

性の判断は有害性評価の最も重要なポイントとなる。 

げっ歯類とヒトでの発がん性について種差が明らかとなっている化学物質の一例としてフェノ

バルビタール（以下 PB）が挙げられる。PB は実験的にげっ歯類で肝肥大、肝発がんを起こすこと

が知られている。一方、ヒトにおいては疫学的研究結果から肝発がんに関与しないことが知られて

いる。この種差については近年の研究の進展により徐々に明らかにされてきた。すなわち、げっ歯

類において PBは、cytochrome P450 2b（Cyp2b）等の代謝酵素誘導や肝細胞増殖を起こし、肝肥大・

肝発がんを誘発するが、異物の解毒／代謝に関わる核内受容体である constitutive androstane receptor

（CAR）をノックアウトしたマウス（CARKO マウス）では肝肥大／肝発がんが誘発されない。一

方、ヒト由来の CARを発現させたマウスへの暴露では肝肥大は起こるものの、肝細胞増殖が起こら

ない。これらの知見の蓄積により、Cyp2b 誘導化合物によるげっ歯類での肝発がんについて、CAR

の関与やその他 PBの代謝といくつかの共通する key event を有する場合は、「ヒトへの外挿性なし」

とする mode of action（MOA）の考え方が提唱され、広く受け入れられつつある。しかし、化学物質
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による CAR活性化機序やその下流の薬物代謝酵素の誘導パスウェイ、あるいは細胞増殖に至る過程

は完全には解明されておらず、様々な Cyp2b 誘導化合物がある中で、画一的な基準で肝発がん性の

リスク評価を行ってしまうことには大きな懸念が残る。 

そこで本研究では、げっ歯類で Cyp2b を誘導して肝肥大・肝発がんを起こすピペロニルブトキ

シド（PBO）及びデカブロモジフェニルエーテル（DBDE）について、肝肥大及び肝発がんと CAR

との関連性について調べ、これら Cyp2b 誘導化合物の肝発がん性のヒトへの外挿性を検討すること

を第一の目的とした。実験では、野生型及び CARKOマウスに PBO又は DBDE を混餌投与し、肝重

量測定、病理組織学的検査、肝細胞増殖活性、及び肝薬物代謝酵素の発現量変化について検討する

とともに、PB型の肝発がんに関わる変化（肝肥大、肝細胞増殖活性の亢進等）の比較を行い、外挿

性について考察した。また、発がん性における CAR以外の核内受容体の関与についても調べること

で、Cyp2b誘導化合物の MOA分析の妥当性を検討することを第二の目的とした。 

第 1 章では、雄性の野生型マウス及び CARKOマウスに PBO又は DBDE を 1週間、4週間、あ

るいは肝発がんイニシエーターであるジエチルニトロソアミン（DEN）単回投与後に 27週間混餌投

与し、肝肥大及び肝発がんにおける CARの関与を調べた。その結果、PBOの 5,000 ppm混餌投与で

は、野生型マウスで強く Cyp2b を誘導し CAR の活性化が示されたが、肝肥大は野生型マウスと

CARKO マウスの両方で認められた。PBO の投与では遺伝子型に関わらず Cyp3a の誘導もみられ、

本剤による肝肥大には CAR以外に pregnane X receptor（PXR）も関与している可能性が示された。

肝細胞増殖活性は、野生型マウスでは PBOと PBで、CARKOマウスでは PBOのみで亢進していた。

肝発がん性については、PBOは PBと同様に、野生型マウスで好酸性の増殖性病変を誘発し、CARKO

マウスではこれが大幅に抑制されたことから、PBOによる肝発がんは主に CARに依存していること
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が明らかとなった。ただし、PBO は CARKO マウスにおいても陰性対照群よりも増殖性病変の発生

頻度及び発生数が僅かながら高く、CAR以外にも酸化ストレスや PXRを介した肝臓での代謝変化も

腫瘍発生に寄与している可能性も考えられた。DBDEの 50,000 ppm混餌投与では、野生型マウスの

みで Cyp2bの誘導及び肝肥大が認められ、DBDEの肝肥大は CARに依存していることが明らかとな

った。一方、DBDE による肝発がん性については、野生型及び CARKO マウスの両方で好塩基性の

増殖性病変を増加させ、Cyp1a1, Cyp1a2、Cyp1b1 の mRNA発現レベルを上昇させたことから、肝発

がん促進作用には aryl hydrocarbone receptor（AhR）が関与している可能性が考えられた。 

第 2 章では、マウスの肝腫瘍の発生頻度には性差があること、化合物によっては CARの感受性

にも性差があることから、雌性の野生型マウス及び CARKOマウスに PBO又は DBDEを 4週間、あ

るいはDEN単回投与後に 27週間混餌投与し、第 1章に準じた各種検索を実施し雌雄差を検討した。

その結果、PBO による肝肥大、肝発がんについて雌雄差は認められなかった。すなわち、雌マウス

においても肝肥大には CAR以外に PXRの関与が疑われた一方で、肝発がんについては CARに依存

して好酸性の増殖性病変が誘発された。DBDEについては、雄での肝肥大は CARに依存していたの

に対し、雌では CAR以外の経路が肝肥大に寄与する可能性が示された。また、雄性マウスで DBDE

投与により CARに依存せず増加した好塩基性の増殖性病変は、雌では野生型マウスで変異肝細胞巣

の若干の増加がみられたのみであり、雌雄で感受性の違いがみられた。DENによるイニシエーショ

ン作用によって誘発される好塩基性の肝腫瘍は性ホルモンによる影響を受けることが知られており、

本実験において DBDE により誘発される好塩基性の増殖性病変の感受性の雌雄差と一致するもので

あった。 

第 3 章では、PBO による肝肥大における投与用量と活性化される核内受容体の関連性について
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調べた。本章では 5,000 ppm（高容量）に加え、中用量（1,000 ppm）、低用量（200 ppm）の PBO投

与群を設定し、1週間の混餌投与を行い、CAR、PXR、peroxisome proliferator-activated receptor（PPAR）、

及び AhRの各核内受容体の標的である Cyp2b、 Cyp3a、Cyp4a、及び Cyp1a の発現を mRNA及びタ

ンパクレベルで解析した。その結果、高用量と異なり中用量では野生型マウスのみで肝肥大、Cyp2b10 

mRNA発現レベルの増加、及び抗 Cyp2b 抗体に対する小葉中心性の陽性反応増強がみられたことか

ら、中用量での肝肥大には CAR のみが寄与していることが明らかとなった。本章の実験結果から、

PBOによる酵素誘導及び肝肥大では、投与量により関与する核内受容体が異なることが示された。 

以上の研究結果から、DBDE による発がんについては CAR 以外の経路が示唆され、PB とは異

なるタイプの肝発がんプロモーション作用を有すると考えられ、MOA分析によって「ヒトへの外挿

性なし」との判断はできないと結論した。しかし、DBDE は好塩基性の腫瘍がもともと少ない雌マ

ウスでは腫瘍を誘発しなかったこと、及び本研究での DBDE は 50,000 ppm と非常に高濃度であり、

また DBDE の生体吸収性は非常に低いと言われていることから、実際のリスク管理においては、げ

っ歯類で誘発される腫瘍のタイプに応じた発生メカニズム考察や、ヒトでの暴露量も含めた考察が

必要になるであろう。 

PBO については、CAR 活性化、好酸性の変異肝細胞巣／腺腫の誘発などの PB タイプの MOA

の key events を満たしていた。一方、PBO は CARKO マウスでも僅かながらに増殖性病変を増加さ

せ、肝肥大には PXRといった他の核内受容体の関与も示されたことから、CAR以外の経路も弱いな

がら肝発がん促進に寄与する可能性が示唆された。しかしながら、MOA分析結果のヒトへの外挿性

については、key eventsの確認に加えてヒトと実験動物間での暴露量や代謝機能の違いを考慮に入れ

る必要があり、第 3章では 1,000 ppmの PBOによる肝肥大には、CARのみが関与していることを明
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らかにした。よって、1,000 ppmでは増殖性病変の発生も完全に CARに依存していることが推察さ

れ、その場合は「ヒトへの外挿性なし」と判断できる可能性が高いと考えた。 

化学物質のげっ歯類での肝発がん性について、ヒトへの外挿性を検討するために用いられる

MOA分析は、化学物質を適切に管理しながら使用していくために非常に有用なツールである。しか

し、通常実施されている野生型マウスやラットを用いた毒性試験では、CARに依存した肝肥大や肝

発がんによって他の経路を介した作用がマスクされてしまう可能性があり、潜在的なリスクを見逃

す恐れがある。本研究では、げっ歯類で Cyp2b を誘導する非遺伝毒性の化学物質である PBO 及び

DBDE について、CARKOマウスを効果的に用いることで、肝肥大／肝発がんにおける CAR及びそ

の他の核内受容体の関与を明らかにし、げっ歯類での発がん性のヒトへの外挿性判断を行った。ま

た、本研究で用いた化合物に限らず、Cyp2b 誘導化合物の発がん性について CARKO マウスを用い

た実験手法を MOA 分析と組み合わせることで、より正確で信頼性の高い評価を行うことができる

と結論した。 
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Abstract 

 

There are many kinds of chemicals, which are naturally derived or artificially synthesized, in the 

atmosphere of modern life of humans. We are exposed to them by oral route as additives or residues in food or 

water, by respiration, or by cutaneous contact. To assess the effects of these chemicals to humans, a lot of 

experimental procedures have been undertaken. One of them is toxicity study with laboratory animals, usually 

with rodents such as rats and mice, and they provide useful information to speculate hazardous properties of 

the chemicals to humans. On the other hand, we have to consider the relevance of the toxic information 

obtained from animal studies to human reactions based on the mechanism of action, since each animal species 

have different physiological and metabological function. Especially in a case that carcinogenic potential was 

found in laboratory animals, the extrapolation to the humans would be the most important point in its risk 

assessment. 

One of the cases that species difference of carcinogenicity between rodents and humans has been clearly 

defined is phenobarbital (hereafter PB). PB is known to induce liver hypertrophy and liver tumor in rodents. 

In humans, it has been widely used as antiepileptic drug; however, comprehensive epidemiological researches 

revealed that hepatocarcinogenic property of PB in rodents is not relevant to humans. After late 1990’s, 

extensive researches using gene engineering have gradually revealed the mechanism of this species difference. 

PB induces liver hypertrophy accompanied by the induction of certain drug metabolic enzymes such as 

various cytochrome P450s (particularly Cyp2b), stimulation of cell proliferation activity, and inhibition of 
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apoptosis, then long-term treatment with PB promotes liver tumorigenesis in rodents. However, in the mice 

lacking the gene of the constitutive androstane receptor (CAR, NR1I3), the nuclear receptor related to 

detoxification and metabolism of xenobiotics, PB does not induce Cyp2b, liver hypertrophy, or liver tumor; 

clearly indicating that CAR is essential for PB-inducible liver hypertrophy and hepatocarcinogenesis in mice. 

On the contrary, it was reported that the mice which express human CAR in their hepatocytes shows liver 

hypertrophy but no hepatocellular proliferation, suggesting that CAR is involved in the difference of 

susceptibility in the hepatocarcinogenic potential of PB between rodent and human. 

These researches for the species difference in the PB-inducible liver hypertrophy and 

hepatocarcinogenesis developed into a concept of the Mode of Action (MOA) analysis, which is used to assess 

the extrapolation of chemically induced hepatocarcinogenesis. In the MOA analysis, if rodents given a 

chemical show some key events like CAR activation, liver hypertrophy, hepatocellular proliferation, and so on, 

the hepatocarcinogenic potential of the chemical is considered “not human relevant.” However, there are 

various compounds that induce Cyp2b, and the mechanism of CAR activation by those chemical substances, 

the induction pathway of drug-metabolizing enzymes downstream thereof, or the process leading to cell 

proliferation has not been fully elucidated. Under such circumstances, there is a great concern that risk 

assessment of liver carcinogenicity will be conducted according to a uniform standard.  

Therefore, in this research, the involvement of CAR in liver hypertrophy and liver tumor induction were 

examined for piperonyl butoxide (PBO) and decabromodiphenyl ether (DBDE), which are known to induce 

Cyp2b and cause liver hypertrophy and tumor in rodents, and examined the extrapolation of their 

hepatocarcinogenic property to humans. In the experiments, wild-type and CAR knock-out (CARKO) mice 
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were given PBO and DBDE in the diet and examined liver weight, histopathological examination, hepatocyte 

proliferative activity, and expression levels of hepatic drug-metabolizing enzymes, then the extrapolation of 

the hepatocarcinogenic property of PBO and DBDE to humans were discussed by MOA analysis. In addition, 

involvement of nuclear receptors other than CAR was investigated in the experiments in order to discuss the 

validity of the MOA analysis. 

In the Chapter 1, male wild-type and CARKO mice were given PBO and DBDE in the diet for 1 week, 4 

weeks, or 27 weeks (after a single intraperitoneal administration of diethyl nitrosamine (DEN), which is a 

liver tumor initiator), and the involvement of CAR in liver hypertrophy and hepatocarcinogenesis was 

investigated. As a result, strong induction of Cyp2b, which indicates CAR activation, was observed in 

wild-type mice at 5000 ppm of PBO, but increase in liver weights and hepatocellular hypertrophy were 

observed in both wild-type and CARKO mice. Since PBO induced Cyp3a regardless of genotype, it was 

supposed that not only CAR but the pregnane X receptor (PXR, NR1I2) are involved in the liver hypertrophy 

caused by PBO. Hepatocellular proliferative activity was increased in PBO and PB groups in wild-type mice 

and in PBO group in CARKO mice. Regarding hepatocarcinogenesis, PBO induced eosinophilic proliferative 

lesions in wild-type mice as in PB, and those were considerably suppressed in CARKO mice, hence 

hepatocarcinogenesis by PBO is mainly dependent on CAR. In CARKO mice, however, PBO has a higher 

incidence of proliferative lesions than those in the negative control group, thus oxidative stress or the change 

in metabolic status in the liver via PXR may also contribute to tumorigenesis in addition to CAR. In DBDE 

treatment at 50000 ppm in the diet, induction of Cyp2b and liver hypertrophy were observed only in wild-type 

mice, and it was revealed that liver hypertrophy by DBDE is dependent on CAR. On the other hand, DBDE 
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increased the number of basophilic proliferative lesions in both wild-type and CARKO mice, suggested that 

DBDE promotes liver carcinogenesis by a route independent on CAR. Since DBDE increased the mRNA 

expression levels of Cyp1a1, 1a2, and 1b1, the aryl hydrocarbon receptor (AhR) may be involved in the liver 

tumor promoting effect by DBDE. 

In the Chapter 2, sex difference in the relationship between liver hypertrophy/tumor induction and CAR 

activation was examined, since incidences of liver tumor in mice are generally different by sex and some 

chemicals were reported to have different effect on CAR activation between males and females. Female 

wild-type and CARKO mice were treated with PBO and DBDE for 4 weeks, or 27 weeks after single 

administration of DEN, then various examinations such as histopathology and mRNA expression levels were 

carried out in accordance with the Chapter 1. In consequence, there was no sex difference in liver hypertrophy 

and hepatocarcinogenesis induced by PBO. That is, PXR was suspected to be involved in liver hypertrophy in 

addition to CAR, while eosinophilic proliferative lesions were induced depending on CAR in female mice as 

well as in males. As for DBDE, liver hypertrophy in males was dependent on CAR, whereas in females a 

route other than CAR could contribute to liver hypertrophy. In addition, there was a sex difference in the 

promoting effect of basophilic proliferative lesions which were CAR-independently induced by DBDE in 

male mice but not obviously induced in female mice. The sex difference in susceptibility of basophilic 

proliferative lesions by DBDE is probably related to sex hormones considering the report which says that the 

induction of basophilic tumors by DEN initiation is altered by sex hormones. 

In Chapter 3, the relationship between dose levels of PBO and the involvement of nuclear receptors 

including CAR and others. In this experiment, in addition to 5000 ppm, male mice were treated with 1000 and 
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200 ppm of PBO in the diet for 1 week, and investigate the activation of CAR, PXR, PPAR and AhR by 

examine the target phase I liver metabolizing enzymes of each nuclear receptors, Cyp2b, Cyp3a, Cyp4a, and 

Cyp1a, respectively, in mRNA and protein levels. As a result, 5000 ppm of PBO induced liver hypertrophy 

regardless of CAR and the involvement of PXR was indicated by Cyp3a induction. On the contrary, 1000 ppm 

of PBO exhibited liver hypertrophy and Cyp2b induction only in wild-type mice; indicated that only CAR 

contributes at 1000 ppm of PBO. The result of this experiment revealed that the involvement of nuclear 

receptors alters by the dose levels of PBO. 

Based on the results from the experiments in the Chapter 1 to 3, liver tumor induction by DBDE has a 

pathway other than CAR and DBDE has a different mechanism of liver tumor promotion when compared to 

PB. Therefore, according to the MOA analysis, it cannot be said “not human relevant.” DBDE, however, did 

not induce basophilic-type tumors in female mice, thus more detailed disccusion depending on the type of 

tumor induced in rodents will be needed for the risk management of DBDE. Also, considering that the dose 

level of DBDE in this research was extremely high at 50000 ppm, and that it was reported that the orally 

administrated DBDE has very low absorbance to the body, it will be very important to discuss the exposure 

levels to humans in the risk management of the chemical. 

Meanwhile, the effects of PBO coincide with the key events in PB-type MOA such as Cyp2b induction, 

increase in hepatocellular proliferative activity, and induction of eosinophilic altered foci/adenomas. However, 

PBO slightly increased liver proliferative lesions even in CARKO mice and the involvement of PXR was 

suspected in the liver hypertrophy, suggesting the possibility that other pathways other than CAR contribute to 

the promotion of hepatocarcinogenesis. In the MOA analysis, it is necessary to take into consideration the key 
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events as well as the differences on exposures or metabological function between laboratory animals and 

humans. The experiment in Chapter 3 revealed that only CAR is responsible for the liver hypertrophy induced 

by low dose of PBO. Hepatocarcinogenic property of PBO at low dose has not been investigated in this 

research, but it is supposed that the occurrence of liver tumors is also dependent on CAR at low dose, and in 

that case, it could be judged as “not human relevant”. 

The MOA analysis used to examine the extrapolation to humans for chemical hepatocarcinogenicity in 

rodents is a helpful tool for appropriate risk management of chemicals which can enrich our life. However, 

with traditional toxicity studies using wild-type mice or rats, there is a possibility that strong effect of CAR on 

the liver hypertrophy and tumor induction may cover the involvement of other pathway and that may make us 

misunderstand the potential risk of the chemical. In the present research, the effective use of CARKO mice 

shed light on the involvement of CAR and other nuclear receptors in liver hypertrophy and 

hepatocarcinogenesis. From the above, by combining experiments with CARKO mice and the MOA analysis, 

it is possible to conduct more accurate and highly reliable evaluation for hepatocarcinogenic property of 

Cyp2b-inducible chemicals. 


