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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３
Ｒ（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
事実である。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、その肉眼的な腫瘍形成に拘わらず、病理組織学
的に腫瘍として認識可能であ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、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 

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で、動物における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γH2AX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での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、一部搬送して専
門家領域での検討を行った。今後作成したマニュアルの修正と検証していく予定である。 



昨年度(26 年度)、多施設共同評価のために作成
した動物処理マニュアルを用いて、多施設間
で臓器 を担当施設に搬送し、その分野での病
理組織学的 変化を呈する病変を検討した。実
際の方法は，以下の各臓器の項に記載した。 
 
2) 中・短期バイオアッセイ系 
① 胃 
4 種類の発がん物質を強制胃内投与して、胃粘膜
上 皮細胞の DNA 障害性をγH2AX の発現を指標に
検討 した。胃粘膜を採取後、ホルマリン固定し
パラ フィン切片を作製した。γH2AX 免疫染色を
施行 した。胃底腺、幽門腺領域に関して、腺管
あたり のγH2AX 陽性細胞数をカウントした。 
 
② 大腸 
1. 多施設共同システムでの大腸粘膜の早期病変
の確認 
香川大，名市大，国立衛研からの検体に関しては
検討した。 
香 川 大 で は 肺 臓 モ デ ル に 使 用 さ れ る
N,N-bis(2-hydroxypropyl)nitrous amine (DHPN)
を 飲 料 水 と し て ， ま た Urethane ，
N-Nitrosodimethylamine (DMN)，Benzopyrene(BP)
は i.p.処理され，16 週ないし 32 週後の雄 F344
ラ ッ ト 大 腸 粘膜 を観 察し た。 名市 大は
3,2'-dimethyl-4-aminobiphenyl (DMAB) ， 
N-Nitroso-N-methylurea (MNU) ，
N-Nitrosodimethylamine (DMN) ，
1,2-dimethylhydrazine (DMH)を 4 週間 i.g.投与
された F344 ラット大腸粘膜，国立衛研からは
2-Acetamidofluorene (2-AAF) ， p-Cresidine ，
dimethylarsenic acid (DMA) ， Glycidol ，
N-Nitrosodiethylamine (DEN)，acrylamide をそ
れぞれ種々の投与方法で処理された雄 F344 ラッ
トないし雄 B6C3F1 マウス大腸粘膜を観察した。 
 

2. マウス二段階大腸発がんモデルでの aberrant 
crypt foci（ACF）と mucin-depleted foci (MDF)
の確認 
5週齢の雄性ICRマウス21匹にAOM（10 mg/kg BW）
を 1 回腹腔内投与し、その 1 週間後から 1.5% 
dextran sulfate sodium を 7 日間飲水投与した。
実験開始から 12 週目に大腸を摘出し、メチレン
ブルー染色による ACFとアルシアンブルー染色に
よる MDF の測定及び 3 mm 以上の隆起性病変につ
いて病理組織学的解析を行った。 
  

③ 肝臓 
1. 非遺伝毒性肝発がん物質ダンマル樹脂の発が
ん機序の解明 
6 週齢の雌雄 F344 ラットを 2群に分け、それぞ
れにダンマル樹脂を 0、2%（肝発がん用量）の
濃度で混餌投与を 4週間行った。剖検時は吸入
麻酔による安楽死後、肝臓を採取し、-80℃に

て冷凍保存した。肝臓よりTrizol (invitrogen)
にて mRNAを抽出し、RT-for-PCR Kit (clontech)
にて逆転写反応を行い、cDNA を合成した。得ら
れた cDNA を qPCR 法にて細胞増殖因子 (PCNA， 
cyclin D1)、アポトーシス関連遺伝子（BAX、
PUMA、Bcl-2, BCL2L1, MCL1, Survivin）、P450
関連遺伝子(CYP1A1、1B1、2A1、2A1、2B1、2B2、
2C6、2C11、2E1、3A1、3A2、4A1、4A2)の発現
変動について検討した。 
 
2. 多施設共同システムでの肝臓におけるγH2AX
の検討 
 各施設で実施した4週間試験で得られた肝臓
標本について免疫組織染色を行い、γH2AX の標
識率を検討した。試験プロトコールは以下の通
りである。国立衛研・小川により実施された試
験では、6 週齢の雄 F344 ラットに 250 ppm 
2-acetamidofluorene (2-AAF) 、 10000 ppm 
p-cresidine、200 ppm dimethylarsenic acid 
(DMA) 、 400 ppm glycidol 、 10 ppm 
N-nitrosodiethylamine (DEN)、または 5 ppm 
acrylamide (AA)を 4 週間投与した（2-AAF, 
p-cresidine のみ混餌、他は飲水投与）。名市
大・鈴木により実施された試験では、6週齢F344
雄ラットに、2 mg/kg dimethylnitrosamine 
(DMN) 、 5 mg/kg 7,12-dimethyl benz [a] 
anthracene (DMBA)、5 mg/kg methylnitrosourea 
(MNU)、5 mg/kg 1,2-dimethylhydrazine (DMH)
で週 5回強制胃内投与を 4週間行った。大阪市
大・魏により実施した試験では、6週齢 F344 雄
ラットに、2%ダンマル樹脂を 4週間混餌投与し
た。 
 
④ 肺臓 
実験１ 
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。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。実験開始 16 週目と 32 週
目で各群約半数ずつ解剖を行い、解剖時には肺、
肝、腎、膀胱、前立腺、胃、大腸を摘出した。肺



では、肺内へのホルマリン注入固定と肺重量測定
のため、以下の操作を行った。 
(a)摘出直後の心臓、胸腺、肺が一塊となった状
態で重量を測定する。 
(b)肺に固定液を気管より注入する。肺に固定液
を注入しない状態では肺胞が収縮した状態であ
り、病変（特に過形成）の診断が困難になる。ピ
ンセットで気管切断口をつまんで閉じたまま、気
管切断部よりやや尾側の気管本幹に注射針（25G
針）を刺入する。全ての肺葉が膨らむまで固定液
を注入する。注入しすぎると肺胞壁が破壊される
ため、適切な圧での注入が要求される。 
(c)注入後、それぞれの肺葉を全て気管より切離
し、6 葉すべてを固定液中に浸漬する。気管、心
臓、胸腺が残る。 
(d)残った心臓、胸腺、気管の重量を測定し、(a)
から差し引くと正確な肺の実重量が算出される。 
 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（Napsin 
A 以外の検討のため）。 
実験２ 
7週齢のA/Jマウスに1群：urethane 5.0mg/head、
2 群：NNK 2.0mg/head、3 群：benzo[a]pyrene 
1.0mg/head をそれぞれ腹腔内投与し、26 週後に
実験終了した。以上は日本たばこ産業株式会社で
行われ、各群５匹ずつの肺のパラフィンブロック
を借用し検討を行った（無償貸与）。 
免疫組織学的検討 
Napsin A の染色に関しては、実験１のラット肺に
ついては、NCL-L-Napsin A (Liquid concentrated 
monoclonal antibody) （ Leica Microsystems 
Newcastle Ltd., Newcastle Upon Tyne, UK）を
1:100 の希釈倍率（15 分）で染色した。実験２の
マウス肺では、rabbit anti-napsin A polyclonal 
antibody(bs-4753R、Bioss antibodies、MA,USA)
を 1:50 の希釈倍率（1時間）で染色した。 
 
⑤ 膀胱 
6 週 齢 の 雄 B6C3F1 マ ウ ス に 、 0.025% 
2-acetamidofluorene (2-AAF)、1% p-cresidine、
0.01% dimethylarsenic acid (DMA) 、 0.04% 
glycidol、0.001% N-nitrosodiethylamine (DEN)、
または 0.005% acrylamide (AA)を 4 週間（2-AAF, 
p-cresidine のみ混餌、他は飲水）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。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。また、0.05% N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) 
nitrosamine（BBN）、0.6% 2-nitroanisole（2-NA）、
0.125% 2,2-bis (bromomethyl)-1,3-propanediol
（BMP）、0.1% phenethyl isothiocyanate（PEITC）、
0.45% melamine、または 3% uracil の混餌投与実
験（BBN のみ飲水）を同様に実施した。 

⑥ 前立腺 
6 週 齢 F344 雄 ラ ッ ト に 、 DMAB 、 MNU 、
1,2-Dimethylhydrazine (DMH) を 5 mg/kg 、
Dimethylnitrosamine (DMN)を 2 mg/kg で週に 5
回強制胃内投与し、4週間後に屠殺・剖検し、種々
の臓器を採取した。肝臓、大腸、膀胱および血液
を各分担研究者に要望された状態（凍結およびホ
ルマリン固定）で送付した。 
前立腺組織については免疫組織染色を行い、γ
H2AX, HMGB2 および Ki67 の標識率を検討した。 
 分担研究者より頂いた前立腺組織を標本作製
し、免疫組織染色を行い、γH2AX, HMGB2 および
Ki67 の標識率を検討した。今回解析した前立腺組
織は、6 週齢 F344 雄ラットに、対照群および、
2-acetylaminofluorene (2-AAF) 0.025% 、
p-cresidine 1%、dimethylarsinic acid (DMA), 
0.2-0.1%、glycidol 0.04%、diethylnitrosamine 
0.001%、acrylamide 0.005%を 4 週間投与した実
験から得られたものである。 

 
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 
 肝臓組織は多施設共同システムで採取された
大阪市大より供給され，雄性 F344 ラット（各群
それぞれ５匹）に 2-AAF を 0.02%の濃度で４週間
混餌を行った。また、DEN は 0.001%の濃度で４週
間飲水投与を行った。2 週間の休薬の後、肝臓を
摘出した。DNA を抽出後、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。 
 得られたデータを主成分 (PCA)解析により解
析し、それぞれの化学物質投与に相関する付加体
の抽出を実施した。今年度はまず、AAF 及び DEN
に由来する既知付加体の生成について検討を行
った。 
② ヒストン修飾を指標とした解析法 
 In vivo 中・短期バイオアッセイ系実験で採取
した肝臓からヒストンを抽出し、各種ヒストンの
化学修飾をウエスタンブロット法で検出した。 
 

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。
特に動物試験における３Ｒ（代替法活用、使用数削減、
苦痛軽減）の原則を遵守した。 
 
Ｃ．研究結果 
1) 多施設共同システム構築 
下図のように，各施設でのマニュアルに沿う形で
摘出された臓器を一部施設間ないし一方向で搬
送した。 
実際の結果は，以下の各臓器の項に記載した。 
 



2) 中・短期バイオアッセイ系
① 胃 
1. 既知の胃
でγH2AX
幽門腺とも）。

2. 胃発がん
γH2AX
であった

3. 胃発がん
陽性細胞数増加を認め、胃
要した
 

② 大腸 
1. 多施設
の確認
名市大，国立衛研からの大腸粘膜では，
察されなかった。
香川大の検体のうち，
腸粘膜に，
週)を観察した。
察され，一部その組織像も確認したが，明らかな
異型腺管増生を認め、微少腺腫と考えられ、対象
物質の主なる標的臓器ではないために、顕在化し
ないまでも、物質の
た。また，
少数ながら観察された。
2. マウス二段階大腸
の確認
今回の 12
ける MDF
ACF は 23.8
生数は少なかった。
ち，9 個に異型腺管増生を認め，うち
型腺腫ないし高分化型管状腺癌を認めた。
 
③ 肝臓 
1. 非遺伝毒性肝発がん物質ダンマル樹脂の発が
ん機序の解明
細胞増殖能の指標である
発現量が無処置群と比較してダンマル樹脂投与
群の雌雄のいずれにおいても有意な増加は認め
られなかった。一方、アポトーシス抑制因子であ
る Bcl-2
ル樹脂投与群の雌ラットで有意な変化はみとめ
られなかったが、雄ラットでは有意な増加が認め
られた。
群と比較してダンマル樹脂投与群の雌雄ともに
CYP1A1、
有意に増加した。一方、

中・短期バイオアッセイ系

既知の胃発がん物質
H2AX 陽性細胞の増加が見られた（胃底腺、
幽門腺とも）。 
発がん性の報告されていない
H2AX 陽性細胞の増加なし。
であった。 
発がん性の報告されていない
陽性細胞数増加を認め、胃
要した。 

多施設共同システムでの大腸粘膜の早期病変
の確認 
名市大，国立衛研からの大腸粘膜では，
察されなかった。 
香川大の検体のうち，
腸粘膜に，ACFを25.7 
を観察した。4個以上の腺管を有するものも観
察され，一部その組織像も確認したが，明らかな
異型腺管増生を認め、微少腺腫と考えられ、対象
物質の主なる標的臓器ではないために、顕在化し
ないまでも、物質の発がん
た。また，BP においても，
少数ながら観察された。
マウス二段階大腸
の確認 
12 週時でのマウスの系ではラットにお
MDF は確認できず，
23.8±14.3 で，ラットに比べて比較的発

生数は少なかった。
個に異型腺管増生を認め，うち
腺腫ないし高分化型管状腺癌を認めた。

非遺伝毒性肝発がん物質ダンマル樹脂の発が
ん機序の解明 
細胞増殖能の指標である
発現量が無処置群と比較してダンマル樹脂投与
群の雌雄のいずれにおいても有意な増加は認め
られなかった。一方、アポトーシス抑制因子であ
2の発現量が無処置群と比較して、ダンマ

ル樹脂投与群の雌ラットで有意な変化はみとめ
られなかったが、雄ラットでは有意な増加が認め
られた。P450 遺伝子の発現量解析の結果、無処置
群と比較してダンマル樹脂投与群の雌雄ともに
、CYP2B1、CYP2B2

有意に増加した。一方、

中・短期バイオアッセイ系 

物質 MNU により胃腺管増殖帯
陽性細胞の増加が見られた（胃底腺、
 

性の報告されていない
陽性細胞の増加なし。

性の報告されていない
陽性細胞数増加を認め、胃発がん

システムでの大腸粘膜の早期病変

名市大，国立衛研からの大腸粘膜では，

香川大の検体のうち，0.1%DHPN2
25.7 ±9.2(16週
個以上の腺管を有するものも観

察され，一部その組織像も確認したが，明らかな
異型腺管増生を認め、微少腺腫と考えられ、対象
物質の主なる標的臓器ではないために、顕在化し

発がん性の可能性を示唆され
においても，32 週で

少数ながら観察された。 
マウス二段階大腸発がんモデルでの

週時でのマウスの系ではラットにお
は確認できず， ACF のみ確認できた。

で，ラットに比べて比較的発
生数は少なかった。3mm 以上の隆起性病変のう
個に異型腺管増生を認め，うち
腺腫ないし高分化型管状腺癌を認めた。

非遺伝毒性肝発がん物質ダンマル樹脂の発が

細胞増殖能の指標である PCNA 及び
発現量が無処置群と比較してダンマル樹脂投与
群の雌雄のいずれにおいても有意な増加は認め
られなかった。一方、アポトーシス抑制因子であ
の発現量が無処置群と比較して、ダンマ

ル樹脂投与群の雌ラットで有意な変化はみとめ
られなかったが、雄ラットでは有意な増加が認め

遺伝子の発現量解析の結果、無処置
群と比較してダンマル樹脂投与群の雌雄ともに

CYP2B2 及び CYP3A1
有意に増加した。一方、CYP2C6、CYP2E1

により胃腺管増殖帯
陽性細胞の増加が見られた（胃底腺、

性の報告されていない DMN、DMH では
陽性細胞の増加なし。予想通りの結果

性の報告されていないDMABでγH2AX
発がん性の検討を

システムでの大腸粘膜の早期病変

名市大，国立衛研からの大腸粘膜では，ACF は観

0.1%DHPN2 週間飲水投与大
週)，29.0±9.7(32

個以上の腺管を有するものも観
察され，一部その組織像も確認したが，明らかな
異型腺管増生を認め、微少腺腫と考えられ、対象
物質の主なる標的臓器ではないために、顕在化し

性の可能性を示唆され
週で 1.75±0.96

モデルでのACFと

週時でのマウスの系ではラットにお
のみ確認できた。

で，ラットに比べて比較的発
以上の隆起性病変のう

個に異型腺管増生を認め，うち 8 個は高異
腺腫ないし高分化型管状腺癌を認めた。 

非遺伝毒性肝発がん物質ダンマル樹脂の発が

及び cyclin D1
発現量が無処置群と比較してダンマル樹脂投与
群の雌雄のいずれにおいても有意な増加は認め
られなかった。一方、アポトーシス抑制因子であ
の発現量が無処置群と比較して、ダンマ

ル樹脂投与群の雌ラットで有意な変化はみとめ
られなかったが、雄ラットでは有意な増加が認め

遺伝子の発現量解析の結果、無処置
群と比較してダンマル樹脂投与群の雌雄ともに

CYP3A1 の発現量が
CYP2E1 及び CYP3A2

 

により胃腺管増殖帯
陽性細胞の増加が見られた（胃底腺、

では
予想通りの結果

H2AX
性の検討を

システムでの大腸粘膜の早期病変

は観

週間飲水投与大
9.7(32

個以上の腺管を有するものも観
察され，一部その組織像も確認したが，明らかな
異型腺管増生を認め、微少腺腫と考えられ、対象
物質の主なる標的臓器ではないために、顕在化し

性の可能性を示唆され
0.96 と

とMDF

週時でのマウスの系ではラットにお
のみ確認できた。

で，ラットに比べて比較的発
以上の隆起性病変のう

個は高異
 

非遺伝毒性肝発がん物質ダンマル樹脂の発が

D1 の
発現量が無処置群と比較してダンマル樹脂投与
群の雌雄のいずれにおいても有意な増加は認め
られなかった。一方、アポトーシス抑制因子であ
の発現量が無処置群と比較して、ダンマ

ル樹脂投与群の雌ラットで有意な変化はみとめ
られなかったが、雄ラットでは有意な増加が認め

遺伝子の発現量解析の結果、無処置
群と比較してダンマル樹脂投与群の雌雄ともに

の発現量が
CYP3A2

④

の発現量がダンマル樹脂
で有意に増加した。
 
2. 多施設
の検討
 肝臓における
遺伝毒性肝発がん物質投与群において、対照群に
比較して２−
DMN 群では有意な増加は認められなかった。遺
毒 性非 肝発 がん 物質 投与 群に おい て、
p-cresidine
MNU 群でγ
れなかったが、
伝毒性肝発がん物質であるダンマル樹脂及び非
遺伝毒性非肝発がん物質である
臓ではγH2AX
かった。 
 
④ 肺臓 
実験１ 
 過去の文献に基づき、実験開始時、
benzo[a]pyren
して使用する計画であった（
の用量、10ml 70
の濃度で溶解）。しかし、投与直後に死亡例が続
出しため、急遽、溶媒を生理的食塩水に変更し同
様の濃度、用量で投与を行った。この時、
死亡し、4
計 10 匹）の計画に変更した。実験開始日に
で 3匹死亡例が発生したが、それ以外に死亡例は
ない。16 週目では最終的に、
匹、3 群 6
3 群（DMN）および
2 群（urethane
肺重量は、
れた。その他の項目に群間で有意な差は認められ
なかった。
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、
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
lymphocyte infiltration
hyperplasia lymphocyte infiltration
と 4群では
は形態的に炎症性と推測されるのを区別して評
価した。 
 32 週目では最終的に、
3 群 6 匹、
体重および臓器重量を表１に示した。体重では、
各群間に有意差は認められなかった。絶対及び相
対肺重量は、
意な上昇が見られた。その他の項目に有意な群間
差は認められなかった。
肉眼所見は、すべての群で、肺表面が粗造な印象
であった。組織学的には
hyperplasia

の発現量がダンマル樹脂
で有意に増加した。 

多施設共同システムでの肝臓における
の検討 
肝臓におけるγH2AX
遺伝毒性肝発がん物質投与群において、対照群に
比較して２−AAF 群で有意に増加したが、
群では有意な増加は認められなかった。遺
毒 性非 肝発 がん 物質 投与 群に おい て、
cresidine 群、glycidol
γ-H2AX の標識率の有意な増加は認めら

れなかったが、DMH 群では有意に増加した。非遺
伝毒性肝発がん物質であるダンマル樹脂及び非
遺伝毒性非肝発がん物質である

H2AX の標識率は対照群と有意な差はな
 

過去の文献に基づき、実験開始時、
benzo[a]pyren について、
して使用する計画であった（
10ml 70％ ethanol

の濃度で溶解）。しかし、投与直後に死亡例が続
出しため、急遽、溶媒を生理的食塩水に変更し同
様の濃度、用量で投与を行った。この時、
4群について
匹）の計画に変更した。実験開始日に
匹死亡例が発生したが、それ以外に死亡例は
週目では最終的に、
6 匹、4 群：5
）および 4群（
urethane）では有意な減少を認めた。相対

肺重量は、4 群と比べ
れた。その他の項目に群間で有意な差は認められ
なかった。16 週目における摘出肺の肉眼所見は、

）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

）のいずれも、肺表面に小結節が認めら
れた。組織学的には1群では
lymphocyte infiltration
hyperplasia lymphocyte infiltration
群では hyperplasia
は形態的に炎症性と推測されるのを区別して評
 
週目では最終的に、
匹、4 群：5 匹を解剖した。

体重および臓器重量を表１に示した。体重では、
各群間に有意差は認められなかった。絶対及び相
対肺重量は、2 群および
意な上昇が見られた。その他の項目に有意な群間
差は認められなかった。
肉眼所見は、すべての群で、肺表面が粗造な印象
であった。組織学的には
hyperplasia、adenoma

の発現量がダンマル樹脂投与群の雄ラットのみ
 

システムでの肝臓における

H2AX の標識率を検討した結果、
遺伝毒性肝発がん物質投与群において、対照群に

群で有意に増加したが、
群では有意な増加は認められなかった。遺
毒 性非 肝発 がん 物質 投与 群に おい て、

glycidol 群、AA
の標識率の有意な増加は認めら
群では有意に増加した。非遺

伝毒性肝発がん物質であるダンマル樹脂及び非
遺伝毒性非肝発がん物質である DMA

の標識率は対照群と有意な差はな

過去の文献に基づき、実験開始時、
について、70% ethanol

して使用する計画であった（20mg/kg body weight 
ethanol に 1g benzo[a]pyrene

の濃度で溶解）。しかし、投与直後に死亡例が続
出しため、急遽、溶媒を生理的食塩水に変更し同
様の濃度、用量で投与を行った。この時、

群について 16 週：5匹、
匹）の計画に変更した。実験開始日に
匹死亡例が発生したが、それ以外に死亡例は
週目では最終的に、1群：

5 匹を解剖した。体重では、
群（Benzo[a]pyrene

）では有意な減少を認めた。相対
群と比べ 1 群では有意な

れた。その他の項目に群間で有意な差は認められ
週目における摘出肺の肉眼所見は、

）を除くすべての群で、肺表面が粗造な
1群（DHPN）、2群（

）のいずれも、肺表面に小結節が認めら
群ではhyperplasia

lymphocyte infiltration が 、
hyperplasia lymphocyte infiltration

hyperplasia が見られた。
は形態的に炎症性と推測されるのを区別して評

週目では最終的に、1 群：5 匹、
匹を解剖した。

体重および臓器重量を表１に示した。体重では、
各群間に有意差は認められなかった。絶対及び相

群および 4 群と比べて
意な上昇が見られた。その他の項目に有意な群間
差は認められなかった。32 週目における摘出肺の
肉眼所見は、すべての群で、肺表面が粗造な印象
であった。組織学的には 1 群および

adenoma、lymphocyte infiltration

投与群の雄ラットのみ

システムでの肝臓におけるγH2AX

の標識率を検討した結果、
遺伝毒性肝発がん物質投与群において、対照群に

群で有意に増加したが、DEN 群と
群では有意な増加は認められなかった。遺
毒 性非 肝発 がん 物質 投与 群に おい て、

AA 群,DMBA 群及び
の標識率の有意な増加は認めら
群では有意に増加した。非遺

伝毒性肝発がん物質であるダンマル樹脂及び非
DMAを投与した肝

の標識率は対照群と有意な差はな

過去の文献に基づき、実験開始時、4 群の
70% ethanol を溶媒と
20mg/kg body weight 
1g benzo[a]pyrene

の濃度で溶解）。しかし、投与直後に死亡例が続
出しため、急遽、溶媒を生理的食塩水に変更し同
様の濃度、用量で投与を行った。この時、3 匹が

匹、32 週：5匹（合
匹）の計画に変更した。実験開始日に 4
匹死亡例が発生したが、それ以外に死亡例は

群：6匹、2群：
匹を解剖した。体重では、
Benzo[a]pyrene）と比べ

）では有意な減少を認めた。相対
群では有意な上昇が見ら

れた。その他の項目に群間で有意な差は認められ
週目における摘出肺の肉眼所見は、

）を除くすべての群で、肺表面が粗造な
群（urethane

）のいずれも、肺表面に小結節が認めら
hyperplasia、adenoma
が 、 2 群 で は

hyperplasia lymphocyte infiltration が、3
が見られた。Hyperplasia

は形態的に炎症性と推測されるのを区別して評

匹、2 群：6
匹を解剖した。32 週解剖時の

体重および臓器重量を表１に示した。体重では、
各群間に有意差は認められなかった。絶対及び相

群と比べて 1 群では有
意な上昇が見られた。その他の項目に有意な群間

週目における摘出肺の
肉眼所見は、すべての群で、肺表面が粗造な印象

群および 3 群では
mphocyte infiltration

投与群の雄ラットのみ

H2AX

の標識率を検討した結果、
遺伝毒性肝発がん物質投与群において、対照群に

群と
群では有意な増加は認められなかった。遺伝
毒 性非 肝発 がん 物質 投与 群に おい て、

群及び 
の標識率の有意な増加は認めら
群では有意に増加した。非遺

伝毒性肝発がん物質であるダンマル樹脂及び非
を投与した肝

の標識率は対照群と有意な差はな

群の
を溶媒と

20mg/kg body weight 
1g benzo[a]pyrene

の濃度で溶解）。しかし、投与直後に死亡例が続
出しため、急遽、溶媒を生理的食塩水に変更し同

匹が
匹（合
4 群

匹死亡例が発生したが、それ以外に死亡例は
群：6

匹を解剖した。体重では、
）と比べ

）では有意な減少を認めた。相対
上昇が見ら

れた。その他の項目に群間で有意な差は認められ
週目における摘出肺の肉眼所見は、

）を除くすべての群で、肺表面が粗造な
urethane）、

）のいずれも、肺表面に小結節が認めら
adenoma、
群 で は
3 群
erplasia

は形態的に炎症性と推測されるのを区別して評

6 匹、
週解剖時の

体重および臓器重量を表１に示した。体重では、
各群間に有意差は認められなかった。絶対及び相

群では有
意な上昇が見られた。その他の項目に有意な群間

週目における摘出肺の
肉眼所見は、すべての群で、肺表面が粗造な印象

群では
mphocyte infiltration



が、2群および
infiltration
に炎症性と推測されるのを区別して評価した。
 Napsin A
誘発の hyperplasia
認められた。正常上皮の発現と比較して発現が上
昇していた。炎症性と思われる
（Urethane
の壁内発現が見られたが、正常上皮の発現と比べ
てコントラストは乏しい印像であった。
実験２ 
Urethane, NNK, B[a]P
および adenoma
おける高発現が確認された。この高発現は、正常
肺胞壁と比較し、顕著に認められた。以上の所見
はラットの肺過形成における
見とほぼ同様の印象であった。
 
⑤ 膀胱 
 遺伝毒性膀胱発がん物質である
p-cresidine
は、ラットと同様に
られた一方、対照群にはほとんど観察されなかっ
た。細胞
SD）は、
34±14 で、対照群
かった。膀胱を標的としない遺伝毒性発がん物質
（glycidol, DEN, AA
細胞数はそれぞれ
1.0±0.9
間の休薬後、
ものの、
多くの残存が認められた。
p-cresidine
が、休薬後にはすべての群が対照群と同じレベル
にまで低下した。現在、
いても同様の解析を進めており、マウスを用いた
遺伝毒性膀胱発がん物質早期検出指標としての
γH2AX の有用性を検討する予定である。
 
⑥ 前立腺 
 4 週間の経口投与実験においても、
HMGB2および
験と同様の結果が得られた。これは、
経口投与毒性試験で得られた前立腺組織に
て、上記
陽性率が、発がん予測法として使用できる可能性
を示した。
 また、分担研究者より頂いた前立腺に標的性が
ないと言われている種々の発がん物質を投与さ
れた前立腺組織における検討の結果、体重の高度
減少を認めた
昇、Ki67
おいて、
た。IARC monographs
て飲水内砒素レベルと前立腺癌死亡率に有意な

群および 4群では
infiltration が見られた。
に炎症性と推測されるのを区別して評価した。
Napsin A の発現について、
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Ｄ．考察
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実際の運用に関して、今年度は具体的に可能性を検討
した。大腸に関しては、既に発がん性の可能性を示唆
する早期病変の ACF を、肺に関しては NapsinA の免疫
組織化学による同定を、標的臓器が異なる発がん物質
の実験系で得られた臓器を使用し、検索された。また、
その他の臓器に関しては、in vitro 系での研究成果で
あるバイオマーカーγH2AX の発現を同様に、本来、標
的臓器が異なる発がん物質の実験系で得られた臓器で
の発現を検討した。結果として、全体的には標的臓器
でない臓器では、多くは早期病変 ACF や NapsinA の発
現は認めず、また、バイオマーカーγH2AX の各臓器に
おける早期発現性に関して、標的臓器以外の臓器では
必ずしも、発現しなかった。ネガティブ結果ではある
もの、結果自体は多施設共同システムの有用性を否定
するものではないと考えられ、逆に、試験物質を検討
する上では、臓器別のエキスパート診断により精度を
高く維持しながら、相対的に動物数の軽減につながる
と考えられる。実際、肺癌モデルで利用される
N,N-bis(2-hydroxypropyl) nitrous amine (DHPN)に
おいて、従来、大腸は標的臓器としての文献的な報告
はみられないものの、今回、大腸粘膜で ACF および微
小腺腫と考えられる小巣が多数に認められた。従来の
発がん試験では、顕在化した腫瘍性病変のみでの検索
であったことを考えると、臓器特異的な専門家による
病理組織学的検索の重要性を示唆するものであり、本
研究班での目的でもある病理組織学的な早期病変の同
定の意義を示唆するものと考えられる。多施設共同に
よる体制づくりが将来的に必要となるかと思われる。
また、同時に、こうした動物を含む病理組織診断がで
きる臓器別専門家の育成も、極めの細かな検査体制を
実施するためにも、必須である。 
 また、目的である病変の検出に関しては、大腸・肺
臓・肝臓以外において、in vitro 系から提案されたγ
H2AX が膀胱において、その可能性を示唆され、本研究
班での他臓器においても、早期病変での変化として考
えられる可能性を有した。上述の多施設共同システム
においても、標的臓器以外には発現していないようで
あり、来年度は拡げて検索したいと考えている。 
 
 
 
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、従来からの顕在化によ
る腫瘍形成を、早期での病変の病理組織学的な検索で
予測することを目指しており、その方法の中で、多施
設共同システムの構築による専門家集団での効果を模
索できることが示唆され、加えて、新たなバイオマー
カーγH2AX 発現の有用の可能性をみた。 
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