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3,3’-ジクロロ-4,4’-ジアミノジフェニルメタンの

DNA 酸化損傷に関する検討†

小 林 沙 穂*1，柏 木 裕 呂 樹*1, 小 林 健 一*2

3,3’-ジクロロ-4, 4’-ジアミノジフェニルメタン（MOCA）は，ウレタン樹脂の硬化剤等に利用されており，労働

者の健康影響が懸念されている．MOCA の発がん過程には，肝臓をはじめとした各臓器で代謝される際に生じる

活性酸素種（ROS）や DNA 付加体による DNA 損傷が関係すると考えられているが，その中でも ROS によって引

き起こされる DNA 酸化損傷である 8-ヒドロキシ-2’ -デオキシグアノシン（8-オキソグアニン：8-OHdG）は，高頻

度に発生し DNA 複製時の G→T の点突然変異を誘発する．しかしながら実験動物において MOCA が 8-OHdG を

誘発するか否かについて知見は少ない．本研究ではラットに MOCA 反復経口投与を行い，肝臓の病理及び 8-OHdG
の生成レベルを検討した．その結果，病理所見では 50 mg/kg/日投与群において空胞変性が見られた．8-OHdG の

反復経口投与においては，各群において差は認められなかった．以上から，少なくとも 8-OHdG は MOCA により

誘発される発がんの主原因ではないと考えられた．
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1 はじめに

3,3’- ジ ク ロ ロ -4,4’- ジ ア ミノ ジ フ ェ ニ ル メ タ ン 
（MOCA： 4,4’-methylene bis（2- chloroaniline））（図 1A）

は，芳香族アミン類の一種であり，ウレタン樹脂の硬化剤

等に産業利用されている 1)．MOCA は，イヌで膀胱がん，

マウス，ラット等のげっ歯類において肝臓がんや肺がん

を引き起こすことが知られ，ヒトにおける膀胱がん事例

も少数存在することから，国際がん研究機関により 2010
年にグループ１に引き上げられている 1)．さらに最近，我

が国で，MOCA 取扱歴を有する労働者（退職者を含む）

の中に膀胱がんの発症例が見つかり 2)，現在まで 17 名の

膀胱がん事例が確認されている 3)．このような背景から，

MOCA ばく露による膀胱がん発症を予防するため，発が

んメカニズムを解明することが喫緊の課題となっている．

MOCAは細菌を用いた遺伝毒性試験で肝臓抽出物S9存
在下において，変異原性有りとの報告が多数あることか

ら 1,4)，肝臓をはじめとする各臓器における代謝が発がん

過程において鍵を握ると考えられている．一般的に

MOCA を含む芳香族アミン類は，シトクローム P450 
（CYP）等の代謝酵素の働きに伴い発生する活性酸素種 
（ROS）及び DNA 付加体により DNA 損傷が生じ，それ

が遺伝子突然変異を誘発し，がん化へ至ると考えられて

いる（図 1B）5-7)．

DNA の酸化損傷には，ROS によって引き起こされる 8-
ヒドロキシ -2’-デオキシ グアノシン（ 8-hyd r oxy-2’-
deoxyguanosine, 8-オキソグアニン：8-OHdG）が最もよく

知られており，修復されずに DNA 上に残った場合，DNA
複製時に G→T の点突然変異を起こし発がんの原因とな

る 8-9)．MOCA の発がん機序は，他の芳香族アミン類と同

様，代謝に伴い発生する ROS が一部関与すると考えられ

ているが，MOCA ばく露を受けた動物の組織において 8-
OHdG 等の酸化的損傷を調べた研究は我々の知る限り存

在しない．

本研究では，ラット経口反復ばく露により MOCA の発

がんの標的臓器である肝臓における病理解析及び 8-
OHdG レベルの測定を行った．

 
2 方法

1) 試薬 
MOCA（純度>90.0%） は，東京化成工業から購入し，

ジメチルスルホキシド（DMSO, 純度 99.0+%）は富士フイ

ルム和光純薬より購入した．

2) 動物および飼育条件

雄 F344 ラットをジャクソン・ラボラトリー・ジャパン

より購入，8 週齢にて実験に使用した．動物は室温 23 ± 
1℃，相対湿度 55 ± 5％の人工照明下 12 時間明（8：00－
20：00）12 時間暗において，げっ歯類用固形飼料（CE-2，
日本クレア）および水道水（1mm のフィルターでろ過）

を自由摂取させて飼育した．本実験は，独立行政法人労働

者健康安全機構労働安全衛生総合研究所動物実験規程に

準拠して実施した（承認番号：R03-02）．

3) 被験物質の調製，投与期間および投与方法

MOCA を DMSO にて超音波処理により溶解後，コーン

油（富士フイルム和光純薬）にて希釈した（DMSO の最終
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剥離剤中毒事例の一部を日本救急医学会雑誌に 2018
年に発表した伊藤ら 2) の見解では，当時ベンジルアル

コールの皮膚透過性に関するデータが存在しなかったこ

ともあり，剥離剤の中毒影響について，経皮ばく露によ

る可能性は考えにくいと考察されているところであるが，

本研究で新たに得られた結果から判断すると，ベンジル

アルコールの皮膚透過性は極めて高いものであり，また

脳などの組織への移動が非常に早く，現時点では実現場

におけるばく露量は不明なものの，ベンジルアルコール

の経皮ばく露によって急性毒性影響が生じた可能性は十

分にあると考えられる．現場事業者においては，皮膚透

過性が高い物質を扱っているという意識を持つと同時に，

経皮ばく露に対する徹底した防護措置が必須であると考

えられる． 
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濃度は 4％）．対照群はコーン油（4％DMSO）を投与し

た．投与液は用時調製し，0.4，2，10，50 mg/kg/日にて，

週 3 回・2 週間（計 6 回）の強制経口投与を行った（各群

n=3）．投与容量は 5 ml/kg とした．

すべての動物は投与終了日から 3 日後に体重を測定し

イソフルラン麻酔下において，腹大静脈から全採血し，肝

臓を摘出した．

44)) 病病理理学学的的観観察察
肝臓は解剖時に一部切出し 48 時間 10％中性緩衝ホル

マリンにより浸漬固定した．水洗後，70％エタノールに置

換した．自動包埋装置（Tissue-Tek VIP 5 Jr.）を用いパラフ

ィンブロックを作製した．薄切切片（5mm）を作製した．

ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色を行い，光学顕微

鏡下にて写真撮影を行った．

55)) 8-OHdGのの染染色色及及びび定定量量化化
自動免染機（Leica BOND-MAX）で，熱処理及び脱パラ

フィン処理後，抗原賦活化（ER1, pH6.0, 10 分）し，抗

8-OHdG 抗体（N45.1）10）を 8,000 倍希釈し反応させた．

二次抗体は polymer system を使用し，ジアミノベンチジン

にて発色後，ヘマトキシリン染色後に封入した．各検体に

対し，対物レンズ×20 で 5 視野を撮影し ImageJ で color 
deconvolution によりジアミノベンチジン染色結果を抽出

し, threshold 170 としてそれ以上となる染色強度の領域の

面積を測定した．撮影時は，肝小葉全体を評価できるよう

グリソン鞘の近傍から中心静脈の近傍までを収め，また

アーチファクトを避けるため臓器の端部は避けた．結果

は，平均 ± 標準偏差で表示し，統計解析は, Graph Pad 
Prism9 を用い，Kruskal-Wallis 検定を行った．

3 結結果果
11)) MOCA経経口口投投与与ににおおけけるるララッットトへへのの影影響響

ラットの剖検時体重は，対照群 218 ± 5 g，0.4 mg/kg/日
投与群 222 ± 13 g，2 mg/kg/日投与群 222 ± 8 g，10 mg/kg/
日投与群 215 ± 2 g，50 mg/kg/日投与群 214 ± 6 g であり，

いずれのばく露群も対照群と有意差は認められなかった．

肝臓重量については，対照群 9.1 ± 0.2 g，0.4 mg/kg/日投

与群 9.2±0.6 g，2 mg/kg/日投与群 8.8 ± 0.7 g，10 mg/kg/日
投与群 9.0 ± 0.3 g，50 mg/kg/日投与群 9.3 ± 0.9 g であり

いずれも対照群と比べて有意差は認められなかった．

22)) 肝肝臓臓切切片片ににおおけけるる病病理理的的所所見見
対照群及び 0.4, 2, 10mg/kg/日投与群においては，明らか

な変化は認められなかった．しかしながら 50 mg/kg/日投

与群においては，3 匹中全てに肝細胞肥大及び小葉び慢性

の空胞変性が見られた（図 2）．
33)) 肝肝臓臓切切片片ににおおけけるる 8-OHdGのの測測定定

対照群と比べ，0.4 mg/kg/日投与群においてやや減少し

たものの，2 mg/kg/日投与群，10mg/kg/日投与群，50mg/kg/
日投与群では対照群と比べ増加傾向を示したが（図 3），
いずれにも有意差は認められなかった（データ未掲載）．

4 考考察察
これまで Chen らが MOCA を取り扱う労働者の尿中

MOCA 濃度と末梢血における 8-OHdG の関連を調べ，そ

の結果から両者に有意な相関関係はなかった 12)．また

Chen らはその結果から MOCA による DNA 酸化損傷は発

がん過程において大きな役割を果たさないと述べている．

上記のような疫学研究は，労働者のばく露実態把握に重

要な役割を果たすが，遺伝的背景の違いによる代謝酵素

の発現量及び酵素活性の差異が MOCA 代謝に影響し，毒

性影響が変化する可能性も考えられる．MOCA の代謝に

重要な役割を果たしている代謝酵素の 1 つである

CYP3A4 の一塩基多型により MOCA の毒性が変化する報

告もある 13)．

本研究では反復経口投与を行い，ラットにおける

MOCA のがん標的臓器である肝臓において病理解析及び

8-OHdG 生成レベルの測定を行った．その結果，空胞変性

がみられた 50 mg/kg/日投与群を含む全てのばく露群にお

いて 8-OHdG の生成には有意な増加は認められなかった．

ヒトとラットの種差における MOCA 代謝の違い等（一例

として，ヒトでは N-アセチル化による代謝の関与が低い
14)）が存在すると考えられるが，本研究結果は，上記 Chen
らの報告を支持する結果となっていた．

50 mg/kg/日投与群の全ての個体において，肝臓に空胞

変性がみられた．これまで 42 日間及び 2 年間の混餌投与

による発がん性試験で SD ラットにおける空胞変性の報

告がある 15-16)．この所見は，細胞膜の代謝機能が関係する

と言われており 17)，本研究のラット末梢血リンパ球由来

のRNAシークエンス解析において塩化物イオン交換に関

連するClic2が発現増加した遺伝子群の最上位に検出され

図 の化学構造 および 提唱されている発がん機序
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