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Ａ．研究目的 
 本研究では、短・中期発がん予測バイオアッセイ系
の開発と検証が目的である。結果としてガイドライン
提唱を目指している。既にヨーロッパ・ユーロ圏の諸
国での研究施設では、特に化粧品関連物質に関しては、
法的に動物実験系ができなくなるため、代替実験法の
開発が急がれ、最近では動物愛護の観点から動物発が
ん性から培養細胞を利用する代替法が開発されつつあ
る。しかし、培養細胞での方法論は、生体での変化を
確認することは困難である。そのため、動物モデルで
の評価法はいまだに必要不可欠と考えられるが、国際
的に動物試験に対する３Ｒ（代替法活用、使用数削減、
苦痛軽減）の原則は、動物系実験を肯定的に考える我々
研究者も当然考慮すべきものである。このため、腫瘍
形成を正確に判定し得る病理組織学的な評価を基とし
た各臓器別の発がん試験として短・中期でのバイオア
ッセイ系の開発はその一つの解決策と考えている。実
際、ヒトの場合においても各臓器のがんの早期発見が
その治療と予後に重要な関与があることは周知の事実
であり、実際、ヒトのがんの診断に病理組織診断が利
用されるようになった 150 年ほどの間に、生検標本で
の病理診断技術の発達は、内視鏡的にも病変を認めな
い場合でも、ランダム生検により、病理組織学的に異
型細胞の存在は重要な診断価値があり、その後の精査
の対象となっている。しかるに、未知物質の発がん性
試験には長期動物実験による肉眼的な腫瘍形成を指標
としており、その観察される腫瘤の病理組織学的な検
索はあくまでも腫瘍組織を確定するためのものであっ
た。しかし、動物実験においても従前より前がん病変
として種々の早期に発現する病巣の研究がなされてき
た。その多くの研究は腫瘍発生機序の視点でのもので
あり、微小な病理組織での判定はなされていなかった。 
このため、本研究では、前がん病変とされてきたもの 

 
 
のうち、病理組織学的に腫瘍として認識可能であるも
のは、その肉眼的な腫瘍形成に関わらず、腫瘍として
認められるものを指標とする試験法の開発を目指すこ
とにした。 
加えて、動物使用数を減少させるためには、臓器専門
性を有する多施設間での動物の共有システムの検討を
目的とした。 
 
Ｂ．研究方法 
1)  多施設共同システム構築 

分担者ごとに動物実験の対象臓器以外の臓器に関
して、他施設で研究対象にする臓器を一定の固
定・保存状態をするための共通プロトコールを代
表者がまとめることにした。 
 

2) 中・短期バイオアッセイ系 
① 胃 

ヒト胃がんにおいて、術前化学療法(neoadjuvant 
chemotherapy, NAC)の有無、胃型・腸型形質発現
とγ-H2AX の発現を検討した。胃がんブロックよ
り直径 8mm のパンチ生検用器具を用いがん部分を
採取し、合計 18個の 10x2 組織アレイを作製した。
それらを用いて、遺伝子損傷および修復のマーカ
ー と し て 、 γ − H2AX 、 activation-induced 
cytidine deaminase (AID)、p53、ATM (ataxia 
telangiectasia mutated) 、 Mre11(meiotic 
recombination 11)、 NBS1 (Nijmegen breakage 
syndrome)、胃型腸型マーカーとして、MUC5AC、
MUC6、MUC2、CD10、CDX2 の発現を検討した。MUC5AC
あるいは MUC6 陽性の腫瘍を胃型、MUC2 あるいは
CD10 陽性のものを腸型、胃型(G)および腸型(I)
マーカーのいずれもが陽性のものを胃腸混合型
(GI)、いずれのマーカーも陰性のものをヌル型

研究要旨 
 化学物質は毎年新規に開発され、その一部は Ames 試験等の変異原試験陽性が含まれ、ヒトに対する発
がんへの安全性の確認が必要であるものの、最近では動物愛護の観点から動物発がん性から培養細胞を利
用する代替法が開発されつつある。しかし、培養細胞の性質から生体での変化を確認することはなかなか
困難であるため、本研究では発がん性を検証するために病理組織診断法を利用した短・中期のバイオアッ
セイ系の開発を目的とした。臓器により、免疫組織化学法を含む病理組織学的に、微小の腫瘍性病変を特
定できる解析法の検討を始めた(大腸・肺臓・肝臓)。他の臓器でも in vitro 系との組み合わせによる DNA
損傷依存的ヒストン修飾酵素であるγ-H2AX を予測マーカーとした早期病巣の特定とその特徴解析を検
討した。加えて、分担者間での多施設共同として動物臓器供与のシステムの構築に関して検討するために、
評価マニュアルを作成し、今後そのマニュアルの有用性を検証していく予定である。 



 2

(N)と判定した。γ−H2AX に関しては、Allred 
scoring system により Proportion score (PS)：
0（陰性）、1（≤ 1%）、2（1–10%）、3（11–33%）、
4（34–66%）、5（67–100%陽性）；Intensity score 
(IS)：0（陰性）、1（弱陽性）、2（中等度陽性）、
3（強陽性）にスコアリングし、PSと IS の積＞５
を陽性とし、統計学的に解析した。他のマーカー
は 0〜3 の 4段階にスコアリングした。 

② 大腸 
4 週 齢 の F344 ラ ッ ト に 対 し 、 発 癌 剤
azoxymethane (AOM;15 mg/kg 体重)を投与して、
40 週時での大腸発癌を誘発された大腸腫瘍を用
いて、その杯細胞形成に関係する遺伝子と考え
られている Klf4 の mRNA 発現を検討し、前がん
病変にみられる粘液涸渇病巣(mucin-depleted 
foci; MDF)の特性を検討した。 

③ 肝臓 
動物は 10 週齢の雄性 gpt delta F344 ラット 12 匹
を用いた。実験開始時より無処置群、92 ppm 
dimethylarsinic acid (DMA)飲水投与群の各群 6
匹ずつの 2群に分けて 13 週まで飼育し、剖検を行
った。なお、DMA の 92 ppm は膀胱発がん性、肝発
がん促進作用を示した用量である。得られた肝臓
より genomic DNA を抽出し、突然変異を検出する
gpt assay および欠失変異を検出する Spi- assay
をそれぞれ行い、DMA の in vivo 変異原性の有無
について評価を行った。さらに gpt assay では得
られた変異体について、キャピラリーシーケンサ
ーでレポーター遺伝子である gpt 遺伝子の変異を
同定し、そのスペクトラム解析を行った。 

④ 肺臓 
8 週齢の F344 ラット 46 匹を 4 群に分け、それぞ
れ 1 群：12 匹、2 群：13 匹、3 群：12 匹、4 群：
13 匹とした。実験開始の 0週目から発がん物質を
投与した。1 群には水道水を溶媒とした 0.1%DHPN
をラットの自由に 2 週間飲水投与し、2 群には
urethane を 1g/kg body weight の用量（10ml 生理
的食塩水に 1g urethane の濃度で溶解）で 1 週間
おきに合計 10 回腹腔内投与した。3群では、実験
開始時に 30mg/kg body weight の用量（10ml 生理
的食塩水に 30mg DMN の濃度で溶解）で単回の腹腔
内投与を行った。 4 群には実験開始時に
benzo[a]pyrene を 20mg/kg body weight の用量
（10ml 生理的食塩水に 1g benzo[a]pyrene の濃度
で溶解）で単回の気管内投与を行った。 
肺では、肺内へのホルマリン注入固定と肺重量測
定した。肝、膀胱、前立腺、胃、大腸については、
本研究班の臓器取り扱いマニュアルに従って処理
を行い、それぞれを分担研究者に送付した。 

⑤ 膀胱 
6 週 齢 の 雄 F344 ラ ッ ト に 、 0.05% 
N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) nitrosamine（BBN）、
2% 2,2-bis (bromomethyl)-1,3-propanediol（BMP）、
1.8% 2-nitroanisole（2-NA）、0.1% phenethyl 
isothiocyanate（PEITC）、3% melamine、または
3% uracil を 4週間混餌（BBNのみ飲水）投与した。

各群 10 匹を用い、投与終了時に 5匹、2週間の休
薬後に 5 匹を解剖した。膀胱を採材し、尿路上皮
におけるγH2AX および Ki67 の発現を免疫組織化
学 的 に 解 析 し た 。 さ ら に 、 0.025% 
2-acetamidofluorene (2-AAF)、1% p-cresidine、
0.02%/0.01% dimethylarsenic acid (DMA)、0.04% 
glycidol、0.001% N-nitrosodiethylamine (DEN)、
または0.005% acrylamide (AA)の投与実験（2-AAF, 
p-cresidine のみ混餌、他は飲水投与）を同様に
実施した。 

⑥ 前立腺 
6 週齢 F344 雄ラットに、PhIP 100 mg/kg で週 2回
強制胃内投与を 10 週間行い、60 週齡で屠殺剖検
した前立腺腹葉において認められた腫瘍病変、6
週齢 F344 雄ラットに、DMAB 50 mg/kg で皮下に 2
週間に 1 回を 20 週間行い、60 週齡で屠殺剖検し
た前立腺腹葉において認められた腫瘍病変および
ヒト前立腺癌を含む前立腺組織について、免疫組
織染色を行い、γH2AX, HMGB2 および Ki-67 の標
識率を検討した。 

 
3) 新規 in vitro 発がん性予測試験 
①  網羅的な DNA 付加体解析法 

1,4-ジオキサンを 0, 20, 200 及び 5000 ppm
の濃度で、雄性 F344 ラット（各群それぞれ５
匹）に１６週間飲水投与した後、肝臓を摘出し、
DNA を抽出した。各種ヌクレアーゼにより DNA
をモノヌクレオシドに分解し、DNA 付加体を質
量分析機器を用いて解析した。また、得られた
データを主成分 (PCA)解析により解析し、ジオ
キサン投与に相関する付加体の抽出を実施し
た。抽出した DNA 付加体の同定は、独自に構築
したDNA付加体データベースとの比較により行
った。抽出した付加体の各サンプル中の存在量
は、定量分析用の質量分析機器（Waters Quattro 
Pt LC-MS/MS）により分析した。 

② ヒストン修飾を指標とした解析法 
各種培養細胞に化学物質などを作用後、一定時
間後のヒストン修飾変化をウエスタンブロッ
ト法で検出した。本年度は、DNA 損傷マーカー
として知られる H2AX(Ser139)に焦点を絞り検
討した。また、蛍光免疫染色により、リン酸化
パターンを解析した。 

 
（倫理面への配慮） 
 全ての分担者の動物施設においての規程に基づいて、
実験計画の許可とともに、遺伝子を利用する場合はそれ
ぞれの施設での組み換えDNA実験委員会の許可を得、厳
正に動物愛護と倫理面を配慮した実験を施行した。また、
胃と前立腺の検討ではヒト検体を検討したが、いずれも
インフォームド・コンセントの得られた症例を用い、個
人情報が特定できないような配慮をした。 
 
Ｃ．研究結果 
1) 多施設共同システム構築 

上記の動物系実験をしている施設での専門臓器に
関しての摘出とその保存と前がん病変同定の方法
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プロトコールを PDF としてまとめた。 
実際、今年度、香川大から肺臓モデル実験系と国
立衛研の膀胱モデルで得られた種々の臓器を、マ
ニュアルに沿って保存、搬送を試みた。 
なお、琉球大へのホルマリン保存大腸は航空便で
は既存の宅配便では輸送できないことが判明した。
但し、船便では可能であった。 
現在、各施設での専門臓器での解析を実施中であ
る。 
 

2) 中・短期バイオアッセイ系 
① 胃 

組織アレイを作製したヒト胃癌のうち、140 例の
進行胃がんを対象とした。そのうち NAC を施行し
ていない症例が 79 例、NAC をした症例が 52 例で
あった。残りは未確認のため除外した。NAC なし
症例のγH2AX 陽性/陰性例比は、G 3/8, GI 1/22, 
I 3/27, GI 3/27, N 2/13、NAC あり症例では、G 3/10, 
GI 0/18, I 4/12, N 1/4 であった。NAC の有無に
よる有意な差は確認できなかったが、NAC あり症
例で 11.4%、NAC なし症例で 15.4%がγH2AX 陽性
であることが明らかとなった。ATM、Mre11 は全体
に発現量が多く、NBS は逆に全体に発現量が少な
く有意な差は得られなかった。現在、腫瘍全体で
なく、γH2AX 陽性局在部位について胃型腸型形質、
細胞増殖能等との相関性について、検索中である。 

② 大腸 
33個の大腸腫瘍から抽出したmRNAにおいて、KLF4
発現(GAPDH遺伝子発現との比)は平均0.79であり、
周辺の正常大腸粘膜の比の平均 2.15 と比べると
有意な減少を認めた。前がん病変としての変異陰
窩巣(ACF)や MDF での発現を今後検討している。 

③ 肝臓 
gpt delta ラットを用いた in vivo 変異原性解析
の結果、肝臓において DMA が変異体頻度の有意な
変化を誘発しないことが明らかとなった。また、
gpt 変異体についてスペクトラム解析を行った結
果、無処置群と比較して DMA 投与群で有意な変異
スペクトラムが認められなかった。 

④ 肺臓 
現在、実験は 16 週の解剖を終え、32 週に向けて
実験は進行中である 16 週目における摘出肺の肉
眼所見は、3群（DMN）を除くすべての群で、肺表
面が粗造な印象であった。また、1 群（DHPN）、2
群（urethane）、3 群（DMN）のいずれも、肺表面
に小結節が認められた。組織学的にはhyperplasia、
adenoma、lymphocyte infiltration が見られた。
2 群（urethane）では明らかな上皮増殖性病変は
見られなかった。 

⑤ 膀胱 
遺伝毒性膀胱発がん物質であるBBNおよび2-NAを
4 週間投与したラット膀胱上皮には、γH2AX の発
現が基底細胞（basal cell）を中心に高頻度に認
められた一方、対照群にはほとんど観察されなか
った。細胞 1000 個あたりのγH2AX 陽性細胞数（±
SD）は、BBN 群 76±21 および 2-NA 群 111±37 で、

対照群 0.8±0.6 と比較して有意に高かった。BMP
および PEITC（過形成誘発、遺伝毒性±）群では、
γH2AX 発現はそれぞれ表層細胞（superficial 
cell）と中間細胞（intermediate cell）に多い傾
向を示し、陽性細胞数は 8.3±6.6 ならびに 26±
9.0 であった。非遺伝毒性の膀胱発がん物質であ
る melamine および uracil 群には局所的にγH2AX
発現を示す部位がみられたが、陽性細胞の割合は
遺伝毒性発がん物質と比較して低かった。2 週間
の休薬後、すべての群でγH2AX 発現は減少したも
のの、BBN および 2-NA 群では比較的多くの残存が
認められた。Ki67 発現は、4 週時には BMP 群以外
の各群で上昇し、休薬後には BBN 群を除いて対照
群とほぼ同じレベルにまで低下した。現在、DEN
および AA など膀胱を標的としない遺伝毒性発が
ん物質についても同様の解析を実施しており、γ
H2AXによる評価の臓器特異性を検証する予定であ
る。 

⑥ 前立腺 
PhIP および DMAB 誘発の前立腺腫瘍性病変におい
て、HMGB2 および Ki-67 標識率は周囲正常前立腺
上皮に比べ、有意に上昇した。一方、-H2AX 標
識率は染色性に問題があり、正常上皮及び腫瘍性
病変において差が見られなかった。ヒト前立腺組
織においては、正常前立腺上皮に比べ、γH2AX、
HMGB2 および Ki-67 標識率いずれも腺癌で有意な
上昇を認めるとともに、組織形態の指標である
Gleason grade の上昇に比例して、各標識率の有
意な上昇を確認した。 

 
3) 新規 in vitro 発がん性予測試験 
① 網羅的な DNA 付加体解析法 

1,4-ジオキサンを投与したマウス肝臓 DNA のアダ
クトーム解析を行なった結果を図１に示す。溶媒
対象と比較し、1,4-ジオキサン投与により、付加
体の総数は増加する傾向が観察されたが、必ずし
も 1,4-ジオキサンの濃度とは相関しなかった。更
に、主成分（PCA）解析を行なったところ、各投与
群毎のクラスターに分類され、1,4-ジオキサン投
与に相関する付加体として、複数個の付加体が抽
出された。このうち、1,4-ジオキサン 5000ppm 投
与群からは 6 つの特異的な付加体が検出された。
検出された特異的な付加体の m/z 値および溶出時
間を DNA 付加体データベースと比較した結果、炎
症及び酸化ストレス由来の付加体であることが示
唆された。 

② ヒストン修飾を指標とした解析法 
  化学物質など作用後、アポトーシスが誘導される    

と、顕著なγ-H2AX の誘導が認められた。免疫染
色では、それらは、DNA 損傷に基づくリン酸化パ
ターンとは明らかな違いを示した。DNA 損傷能を
有さない化学物質作用においてもγ-H2AX の誘導
が確認された。特に、界面活性剤、熱などによる
リン酸化は顕著であった。いずれも細胞周期依存
性や活性酸素種生成を起因としておらず、通常の
DNA 損傷に基づくリン酸化とは異なる機構で誘導
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されたものと考えられた。 
 
Ｄ．考察 
 前年度までの研究として、大腸と肺臓での早期がん
病巣を特定できる中短期モデルの可能性が示唆された
ため、今年度は、その 2 臓器に関しては標準的な検索
法を目指し、各施設での標準的なプロトコールでのマ
ニュアル作成をまとめ、多施設間での検討に入った。 
 大腸の前がん病変である ACF と MDF での粘液成分に
関与する杯細胞発生に関与する(iPS 細胞作成にも必要
な遺伝子でもあるが)Klf4 遺伝子の発現が大腸腫瘍で
著明に抑制されている事実も今回確認できた。そのた
め、これらの早期の病理組織学的検索は発がん性試験
として充分に利用できると考えられた。また、肺臓で
は免疫組織学的に Napsin A の染色性で発がん予測とし
て役立つと考えられたが、現在、固定方法の標準化を
施行している過程である。 
 肝臓では従来からの伊東モデルと加えて、変異原性･
遺伝毒性を in vivo で確認できる gpt-delta ラットを
利用することで、変異原性･発癌モデルとして利用でき
る可能性を示唆したが、経済的な側面での考慮が必要
である。 
 胃･膀胱･前立腺での検討臓器では、今年度までの研
究成果として in vitro 系での新規予測マーカーとして
γH2AX を検討し、γH2AX 発現が、ヒトでの胃癌や前立
腺癌での腫瘍マーカーとなる可能性やラットを用いた
短期反復投与試験における遺伝毒性膀胱発がん物質の
早期検出指標となる可能性が示唆されたものの、今後
更なる検討が必要と思われる。 
 新規 in vitro 系での試験においては、付加体解析で
はマウス肝臓に炎症及び酸化ストレスが誘発されてい
た可能性が示唆され、非遺伝毒性物質 1,4-ジオキサン
の発がんメカニズムとして、炎症等が大きく関与する
ことが推測された。今後、本解析で抽出された 1,4-ジ
オキサンに相関する付加体の構造解析を行うとともに、
これら付加体をリスク評価に用いることの妥当性につ
いても検討を行なう事が必要である。更に、アダクト
ーム法の他の遺伝毒性及び非遺伝毒性発がん物質のリ
スク評価への応用についても検討を行なう。また、γ
H2AX発現に関するin vitro系検討でDNA損傷能を有さ
ない化学物質においても顕著なγH2AX が認められたこ
とから、組織免疫染色におけるポジティブなγH2AX の
データは、幾つかのアーティファクトの可能性を加味
して、慎重に評価されるべきと考えられ、in vivo 系へ
の応用の困難さが示された。 
 
Ｅ．結論 
 動物を供する発がん試験における代替法の確立は化
学物質のヒトへの安全性に対して重要である。しかし、
動物実験に対する 3R(代替法活用、使用数削減、苦痛軽
減)の原則は決して動物を使用しないということでは
ないため、今回の研究目標はその精神に基づいて動物
での発がん、すなわち、従来からの伊東法による肝臓
モデルとともに、大腸と肺臓モデルでは腫瘍形成の有
無を推測できるシステムの構築の確立が可能と位置づ

けることができると思われる。しかし、他の臓器での
in vitro 系からの予測マーカーとしてγH2AX の有用性
の検討は重要であると考えられるが、γH2AX は、DNA
損傷以外にもいくつかの要因で誘導される可能性が考
えられるので、それらを加味した評価も考慮する必要
が出てきた。 
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