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Metabolomic analysis reveals biomarkers in blood plasma from ras H2 mice

島村安俊

要旨

がんとは正常な生体機能を異常な内分泌で妨げ，多数の臓器を機能不全に至らしめる疾病である . 

正常細胞が変化したがん細胞では遺伝子変異による無秩序な細胞増殖が起こり，転移や浸潤によって 

周囲の組織に定着する性質を持っている.進行度と共に生存率が大きく下がるがんでは早期発見が非常 

に重要であり，早期発見にむけた手法の 1 つにバイオマーカーを用いた探索法がある.体液中の代謝 

物濃度の相関からがんの選別や病勢，再発診断などを行うバイオマーカーであるが，微小環境に大き 

く左右されるがんではヒト体液中の代謝物を用いたバイオマーカー探索や発がんメカニズムの解明は困 

難であった .

近年，がん研究の場では高い発がん感受性を持つモデル生物が用いられるようになり， 中でもが 

ん遺伝子を人工的に操作したモデル生物を使用した発がん性評価試験が主流になっている.内因性プロ 

モーター / エンハンサ一を持つヒトプロト型 c-Ha-ros■遺伝子を導入している r a s H 2マウスは通常 2 年か 

かる発がん性評価試験を 2 6 週間で行うことが可能であり， またヒトの発がん物質に適正に反応するこ 

とから短期間でバイオマーカーの探索や発がんメカニズムの考察が可能となっている .

本研究では 9 0 匹に及ぶ r o s H 2マウス及び n o n T gマウスを対象とした 2 6 週間短期発がん性評価試 

験から得られた血漿を対象に時系列解析を進めた . 本研究の目的はバイオマーカー探索，及び腫瘍の 

進行と代謝物の時系列変化の関係性について解析を進めた . バイオマーカー探索では G lu t a t h io n eと 

L a u r a teが候補として挙がり，腫瘍の進行と代謝物の関係性では A R G 活性やがん悪質駅による Cori 

C y c le活性の亢進が推察された .

Keywords : 1. メ夕ボロミクス/ 2. rasH 2マウス / 3 .がん / 4 .時系列解析/ 5. CE-TOFMS
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1. 序論

1 . 1 がん

がんとは正常な生体機能を異常な内分泌で妨げ，多数の臓器を機能不全に至らしめる疾病である . 

腫瘍の中でも一般的には悪性腫瘍を指し， また悪性新生物と称されることもある . World Cancer Report 

2 0 0 8 による と 2 0 0 8 年のがん罹患者数は約 1 2 7 0 万人にのぼり，がんによる死亡者数は約 7 6 0 万人で 

あった （ Ferlav ef a/., 2010 ) ( 表 1 )•

表 1 各大陸の罹患者数と死亡者数（ 2008 )

C ontinen t Populations 
( 1 0 0 0 s)

Cancer cases C ancer deaths
Total % Total %

W orld 6,750,062 12,662,554 100 % 7,564,802 100 %

Arrica 987,092 715,571 6 % 541,779 7 %

Asia 4,075,309 6,092,359 48 % 4,072 ,332 5 4 %

Europe 731 ，568 3,208,882 2 5 % 1，715240 2 3 %

Latin America and Caribbean 576,102 906,008 7 % 542,051 7 %

N orthern  America 345,053 1，603,870 1 3 % 638,328 8 %

がん罹患者数，死亡者数共に最も多い腫瘍は肺がんであり，罹患者では全腫瘍の 1 3 % ， またがん 

による死亡者の 18 % は肺がんが死因であることが明らかになった . 罹患者数では肺がんに続いて，乳 

がん，結直腸がんが多く，死亡者数では肺がん， 胃がん，肝臓がんが多いことが分かっている . 2 0 1 0  

年のがんによる死亡者数は約 8 8 0 万人にのぼり，2 0 0 8 年と比べて約 1 2 0 万人の増加していることが分 

かった . がんは年々増加傾向にあり，2 0 3 0 年には死亡者数が 1 1 4 0 万人，罹患者数が 2 2 2 0 万人にまで 

増加すると予測されている . 進行度と広がりによって生存率が低下するがんは初期の Stage I では生存 

率 が 約 90 % 近いのに対して，末期がんである Stage I V だと生存率は約 10 % まで低下する.またがん 

は転移や浸潤によって周囲の組織に定着する性質をもっており，複数の組織でがんが同時に進行してい 

るケースも少なくない . そうしたことから早期発見は重要視されており，手 法 と し て C T や PET， 

M RI，ノM オマー力一診断などが挙げられる .

1 . 2 本研究の目的

本研究は r似m マウス，および n o n T gマウスの血漿中代謝物を用いた時系列解析によるバイオ 

マーカー探索を目的とした.対象動物である r o s H 2マウスはヒトプロト型C-H a -ra s遺伝子を導入した 

マウスであり，近年よく使用されるがん遺伝子を人工的に操作し）•こモデル生物の1 つであ る .9 0匹に 

及ぶ m s H 2マウス，n o n T gマウスには2 6 週短期発がん性評価試歲 を行い，試験期間中 2 週毎の計14回 

採血していることから，大規模な代謝物データを得ることが可能となった.試験した9 0匹のマウスは 

腫瘍発症個体や腫瘍未発症個体など様々であり，また発症した腫瘍もマウスによって多様であった.本 

研究では肺がん特異的なバイオマーカー探索と腫瘍の進行と代謝物の時系列変化の関係性について解 

析を進めた.

2. ras H2 mouse
2 . 1 ras gene

がん遺伝子には，シグナル伝達を起こすがん原遺伝子と称される遺伝子が存在している .通常はシ 

グナル伝達によって細胞分裂を行っているが，活性化したがん原遺伝子は異常な細胞増殖などを引き起 

こす.がん原遺伝子であるm s 遺伝子ははラット肉腫ウイルス（以 sarcoma ) のがん遺伝子之して単離 
されたことから ， Ras sa rco m aに基づきm s と命名された.はじめにHarveyおよびぬ时 如株のがん遺 

伝子としてv-Ha-m s, v-K i-m s が同定され，正常細胞のゲノムの中にもras遺伝子が存在することが明ら 

かとなつた（C h a n g d a /.，1982 ).ヒト腫瘍組織において遺伝子の変異は多く確認されており，ヒト
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のがんの約30 %にm s遺伝子の変異があると報告されている（B os，1 9 8 9 ).

2. 2 rasH2 mouse
m s 遺伝子を人工的に導入したモデル生物は 1 9 8 0 年代より数多く報告されるようになり，近年で 

は動物実験の現場に多く使用されている . m s 遺伝子導入モデル生物の開発は，正常型および活性型の 

c -H a -m s遺伝子を全身に発現する T g マウスの開発に向けた試験から始まつた . 前述の通り G l y が Val 

に変化するコドン 12， もしくは G i n が L e u に変化するコドン 6 1 に変異を持つ c -H a -m s遺伝子におい 

て， それ自身のプロモータ一領域を含んだゲノムD N A を導入したマウスは胎性致死となり， 目的とす 

る次世代への遺伝子伝達が可能なマウスの開発はできなかった . 次 の 試 験 で E x o n に変異の無い 6.8kb  

の野生型 c -H a -m s遺伝子をマウスに導入すると生存可能なT g マウスが生まれ， 8 匹 中 5 匹 は生後 1 週 

間以内に死亡したが，3 匹のマウスは生存していた . 生 存 し た 3 匹 の マ ウ ス で あ る m sH 2，m sH 7， 

r o s H 8 はその後も成長し，次世代に導入遺伝子を伝達可能なモデルマウスであることが分かった 

(K a tsu k iW a /.， 1989 ). m s H 2 で は 1 8 ヶ月以内に約半数のマウスに自然発症腫瘍が生じており， また発 

がん性物質の投与によって短期間に発がんすることから発がん感受性の高さが確認された . 5 0 m g /k gの 

N-m ethyl-N-nitrosourea ( M N U  ) 投与によって前胃乳頭腫が 1 2 週 間 以 内 に 100 % の頻度で発生し，皮膚 

乳頭腫は 16 % に発生した . M N U 投与によって発生した前胃腫瘍では c -H a -m s遺伝子のコドン 1 2 ある 

い は 6 1 における変異が認められたが， 内 因 性 の m s 遺伝子に変異は見られなかった （ Ando ef a/.， 

1 9 9 2 ).

C B 6F l-T g-m sH 2 マウスとは実験動物中央研究所（Central Institute for Experimental Anim als : C IE A ) 

によって開発された内因性プロモーター/エンハンサ一を持つヒトプロト型c-H a -ro s遺伝子の3 コピー 

がタンデムに導入されたマウスである（M achida扣a /.， 2008 ) . 導入遺伝子はヒト悪性黒色腫およびヒト 

膀胱がんから得られた2 つのc -H a -m s遺伝子のそれぞれにおける点変異箇所を切り離して再結合され 

たプロト型であり，遺伝子の3 コピーは1 5番染色体に挿入されているため安定的な状態を保ってい 

る.

動物実験の対象としてm s H 2マウスは 2 6 週短期発がん性評価試験が認められており，通 常 2 年か 

かる試験期間と比べて非常に短くなっている . これはm s H 2マウスにおける最大の特徴であるとも考 

えられ，高い発がん感受性の性質から可能となっている .またマウスは発がん性評価の再現性と  

安定性の高さが日本や米欧の 5 0 施設以上で証明されている .

3. 対象と手法 

3 . 1 対象生物

本研究の対象生物は C正A によって開発されたm s H 2 マウス，および m s H 2 マウスと同腹の nonTg 

マウスである . 両マウスにおいて被験物質であるM N U を 37.5 m g /k g腹腔内単回投与したマウス群と， 

溶媒対照としてクエン酸緩衝液（PH 4 . 5 ) を 37.5 m g /k g腹腔内単回投与したマウス群を用意した.それ 

ぞれの群におけるマウス数は溶媒を投与したコントロール r o s H 2マウス（n = 1 0 )，M N U 投 与 m sH 2マウ 

ス （n=50)，溶媒投与 n o n T gマウス（n = 1 0 )，M N U 投 与 n o n T gマウス（n = 2 0 )である • これら 9 0 匹の 

マウスを用いた 2 6週間短期発がん性評価試験を実施し，試験期間中 2 週毎に血漿を採取した.試験中 

に瀕死状態のマウスを発見した場合は全採血による安楽死処分を施し，試験期間である 2 6 週間生存し 

ていたマウスも試験終了後に全採血による安楽死処分を施した•試験中に瀕死状態となったマウス及 

び安楽死処分を施したマウスは安楽死処分直後に剖検し，全身の諸臓器で腫瘍の有無を確認した .

様々な動物実験で使用されている発がん性物質であるM NUは生体内投与でDNAに点変異を起こ 

し，0 6-methylguanineを発生させる.〇6-m ethylguanineの発生はC -to -T変異やG - t o - A 変異を誘い，修 

復酵 素 〇6-methylguanine-DNA m eth y ltran sferaseタンパク質の活性低下により腫瘍の活性化を誘導する 

(81«1如以况，2009).\1>111は半減期が15分でぁることゃ数日で体外へ排出されることから，動物実験 

において生物への直接的な影響はないと考えられている（ M orton以a/., 2008 )•
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図 1 G lutath ioneとL aurateのプロット図

縦軸は代謝物の RelAreaを示しており， プロットの数はそれぞれのマウス個体を示している.また a は肺がんのみ確認された 

MNU投 与 nonTgマウス群を示しており，B は腫瘍未発症 M NU投 与 nonTgマウス群を示している.

G lu t a t h io n eとは陽イオン性の抗酸化物質であり， グ ル タチオン抱合を行うことで毒物や薬物を細 

胞外へ排出させ，細胞の解毒を行う生理機能を有している.本研究においてもp _value = 〇〇〇87と有意 

差の見られたG lutathioneは肺がんのみ確認されたM N U 投 与 n o n T gマウス群で濃度が低下しており， 

抗酸化作用が弱まることで発がんやがんの進行に関わったのではないかと推察されたまた  

G lu tath ion eは肺にとって不可欠な保護抗酸化物質であるとの報告もあり，肺における G lu tath io n eの欠 

乏は多臓器と比べてがんの成長を促す可能性が高いと考えられた（Rahman，1999 ). p-value = 0.026で 

あった L a u r a t eも抗酸化作用を有する陰イオン性代謝物である.体内ではM〇n〇laufinという物質に変 

換され，ウイルスの脂質外膜に作用することで動物の免疫系を様々なウイルスやバクテリアから保護 

し，感染や増殖を抑える抗菌，抗ウイルス作用を持つ.L a u ra teに お い て も 腫 瘍 未 発 症 投 与 n〇 nTg  

マウス群と比べて，肺がんのみ確認されたM N U 投与 n o n T gマウス群で濃度が低下していることから， 

抗酸化作用を持つ代謝物の欠如が肺がんに関わっていると推察できた.L a u r a t e は肺がん患者の血清， 

及び肺がん組織の両方で有意差が確認されたという報告もあり，腫瘍組織でも有意差の見られる代謝 

物である（H o ri扣a/.，2011) . 次に G lutathioneとL a u rateを用いてロジスティック回帰分析を行った結果 

を以下に示す（表 2).

3. 2 データ解析

C E -T O F M Sによって測定された血獎デ一夕はI A B の杉本昌弘氏によって開発されたMasterHands 

を用いて解析を行った（Sugim oto W a/., 2010a ) . このソフトウヱアでは各ピークに対して質量電荷比 

( ) と代謝物の泳動時間（MT )，積分値が算出され，w / z と M T から指標成分によるA n n ota tionを行 

い，積分値からサンプノレ中のC o n eや補正値であるR e lA r e aが得られる.各ピークの定量は I S によって 

C E の注入量とM S の感度を補正しており， I S を C ationでは M ethionine s u l fo n eと 3-A m inopyrrolid ineと 

し，A n io nでは M E S とC S A として全てのピーク面積の補正を行った.

3. 3 統計解析

統計解析としてはM ann-W hitney’s u - t e s tやロジスティック回帰分析などを行った.2 群間において 

特異的であると推察される代謝物を特定するために，正規分布に従わないデータに対して固体の統計的 

な有意差を計算するM ann-W hitney’s u - t e s tを行った.さらにがんマウスと健常マウスの比較解析から単 

一腫瘍診断モデノレ作成を目的としてロジスティック回帰分析を行った（Sugim oto e / a/., 2010b ).

4. 結果と考察

4 . 1 肺がんバイオマーカー探索

2 6 週短期発がん性評価試験の剖検結果，肺がんのみ確認されたM N U 投与 n o n T gマウス（n=6 )， 

腫瘍未発症M N U 投与 n o n T gマウス（n = 6 )が見つかった.これら 2 つのマウス群における7 週齢から 

3 1 週齢までの代謝物データを用いて肺がん特異的なバイオマーカー探索を進めた.2 3 週齢目，2 7 週齢 

目，3 1 週齢目を用いた.M ann-W hitney’s u -te s tの結果，2 7 週齢目でG lu ta th ion eとL aurateにおいて有意 

差が見られた（図 1).

Glutathione Laurate

.
1

#

•

X

參

A

0 

靡
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表 2 ロジスティック回帰分析結果

Ru2 夕-value

AUC  T rain ing 1.00 < 0 .001

A U ^  C ro s s  V a l id a tio n 0.94 ± 0.08 < 0.001

ロジスティック回帰分析から得られたAUCTraining= 1 .0 0 という結果は，解析で用いた肺がんのみ確 

認された M N U 投 与 n o n T gマウス（n=6 ) と腫瘍未発症M N U 投 与 n o n T gマウス（n=6 ) のサンプル数が 

少ないためだと考えられた.交差検定では A U C  Cross Validation = 0 .94 ±  0 . 0 8 という結果であり，高確率で肺 

がん発症の有無を判別できるモデルであることが示された . しかしGlutathione, Laurate共に全週齢で 

有意差の見られる代謝物ではなく，それ以外の代謝物においても連続して有意差の見られるものが無 

かった . このことから肺がんによって単調増加や単調減少する代謝物は無く， また階層的クラスタリン 

グの結果から代謝物は多様な変動をしていることが推察された . 4'-m ethyl-4-(dim ethylam ino) azobenzene 

を投与したマウスにおいてG lutath ioneは腫瘍発症後の約 6 週間は濃度が下がり， その後 G lutath ioneは 

濃度が上昇する， そして末期がんで再び下がるといった挙動を示すことが知られている.代謝物はがん 

の発症など様々な要因によって濃度の変化や代謝物挙動の乱れが引き起こされるため，時系列解析に 

よるバイオマーカー探索ではがん発症時期を揃えた解析が有用ではないかと考えられる.がん発症時 

期が確認された状態で時系列解析を行うことが可能となれば，発症前後で大きく変化する代謝物の探 

索や，特異的な代謝物挙動の発見などが期待される .

4. 2 腫瘍の進行と代謝物の時系列変化

2 6 週短期発がん性評価試験中，M N U 投 与 r o sH 2マウスは過半数の 56 % ( 28/50 ) が試験終了前に 

死亡した . 早期死亡マウス群は全ての個体で複数の腫瘍が確認されているが，健常状態から死亡直前の 

末期がん状態までの生命現象を代謝物で追うことが可能である . 本解析では 2 1 週齢死亡 M N U 投与 

マウス群（n=4 ) と 2 9 週齢死亡 M N U 投 与 r o s H 2マウス群（n = 4 ) を対象とし，代謝物の変化を 

追った .

本 解 析 で は 7 週齢で正規化した代謝物の時系列変化グラフを K E G G パスウェイ上に載せること 

で，パスウェイ上での代謝物変動に着目した （ Kono d  a /.， 2009 ) ( 図 2 ).
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図 3 KEGGパ ス ウ ヱ イ 上 に 図 示 し た 7 週 齢 正 規 化 グ ラ フ

7 週齢で正規化した代謝物濃度の時系列変化グラフを代謝マップ上に図示した .グラフの上部で 2 1 週 齢 死 亡 MNU投 与 rosH2 マ 

ウス群を赤色で示しており，下 部 で は 2 9 週 齢 死 亡 MNU投 与 roxH2 マウス群を青色で示してい る .

正規化による時系列変化グラフからAla, A sn, Asp, _ Lactate, Ornithine, Phe， 2 A B が 2 1 週齢死亡 

M N U 投 与 m s H 2マウス群と 2 9 週齢死亡 M N U 投 与 m s H 2マウス群の両群で末期がんにおける濃度上昇 

が確認され，A r g は両群で濃度減少が確認された . 濃度上昇が確認された A s n はがん細胞の増殖にかか 

わる代謝物であり，A s n が上昇していることから両群のマウス内のがん細胞も増殖したのではないかと 

考えられる . また解析から L a c ta teは末期がんで増加が認められており，がん悪液質による Cori C ycle 

活性の冗進が関係していると推察された.進行がんや末期がんで生じるがん悪液質とはがん細胞から分 

泌される物質による代謝異常状態や免疫異常状態を指し，が ん 死 因 の 約 20 % を占めるとされている 

(T isd a le , 1997 ) . また進行した胃がんの 8 0 % 以上で生じることが分かっており， この解析で用いた全 

マウスで胃がんが発症していることからがん悪液質が生じている可能性が考えられる . 大 量 の G lucose  

を消費するがん細胞では解糖系で代謝することでP y ru v a teを生成し，酵 素 L D H を介して L a c ta teを生 

成する . L acta teでは末期がんでの増加が見られたのに対して，p yru vateでは特異的な時系列変化が見ら 

れなかつた . 末期がんで濃度が上昇したO rnith ineは，濃度が減少した A r g と酵素A R G を介して隣接し 

ている代謝物である . A R G は多くのがんで活性化するため，腫瘍進行の指標として用いられている酵 

素であ る （H irayam a以 a/., 2〇09 ) . 解析で使用したマウス両群においてA r g 濃度が徐々に減少している 

のに対して，O rnithineの濃度が上昇していることからA R G 活性が起こっていると推察できる（図 3 ) .
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縦 軸 は RelAreaを示しており，横軸は週齢を示している .また赤線グラフは 2 1 週 齢 死 亡 MNU投 与 rosH2 マ ウ ス （n=4 ) 示してお 

り，青 線 グ ラ フ は 2 9 週 齢 死 亡 MNU投 与 rosH2 マ ウ ス （n= 4 ) を示している.

2 1週齢死亡 MNU投 与 msH2マウス群は全ての個体でArgの減少と Ornithineの上昇が確認できる 

のに対し '"C，2 9 週 齢 死 亡 M NU投 与 rosH2マウス群では異なる個体が存在した . しかしながら，興味 

深いことに 21週齢死亡群でも 29週齢死亡群でもArgが減少を始めるポイントが近似しており （ Died in 
21w : 17w， Died in 29w : 21w ) ， また Ornithineが上昇を始めるポイントも近似していた （ Died in 21w : 
17w， Died in 29w : 23w ). 2 9週齢死亡 MNU投 与 rfwH2マウス群でArgの減少が見られた 2 1週齢目は 

Asnや Thrといったアミノ酸7 つで特徴的な変化を起こしていた（図 4).

2 9 週 齢 死 亡 MNU投 与 rosH2 マ ウ ス （n= 4 ) の 時 系 列 線 グ ラ フ で あ る .縦 軸 は RelArea，横軸は週齢を示している.

これら 7 代謝物では 2 1 週齢目で濃度が上昇するという挙動が確認された . 中 で も Proや Thr，酵 

素 Aspartate 4-decarboxylaseを介して隣接しているAlaや Asnで は 2 3週齢目で——度濃度が下がった後， 

いくつかのマウスでは再び濃度が上昇していた.必須アミノ酸が末期がんで濃度上昇する原因として 

は，Autophagyによるタンパク質分解による生産が考えられる . しかし， この解析では十分なデ一夕が 

足りなかったため，踏み込んだ考察はできなかった . ま た 2 1 週 齢 死 亡 M NU投 与 nw H 2マウス群で 

A rgの減少が見られた 1 7週齢目では特徴的な変化を起こした代謝物は見つからなかった.しかしなが 

ら 2 9 週齢死 亡 MNU投 与 msH2マウス群では 1 2回採血しているのに対して，2 1週 齢 死 亡 MNU投与 

rosH 2マウス群は早期死亡のため 8 回のみの採血だったことが起因している可能性があると考えられ 

た .
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