
 
 

厚生労働科学研究費補助金（化学物質リスク研究事業） 
分担研究報告書 

 
膀胱を標的とする遺伝毒性発がん物質検出系の開発 

 
研究分担者 小川 久美子 国立医薬品食品衛生研究所 病理部 部長

Ａ．研究目的 
 近年、発がん過程における DNA 損傷・修復経路の重
要性が明らかにされつつあり、特に DNA 二重鎖切断は
ゲノム不安定性の原因となる深刻な傷害と認識されて
いる。DNA に二重鎖切断が生じると、ヒストン構成タン
パクの一種である H2AX が速やかにリン酸化され、γ
H2AX を形成する。γH2AX は DNA 修復因子の結合標的と
なり、二重鎖切断修復に必須の役割を果たすことが知
られている。γH2AX は損傷部位から離れた領域まで広
範囲に集積する特徴があり、特異抗体によって核内の
小型点状巣として検出することが可能となっている。 
本研究は、膀胱を標的とする遺伝毒性発がん物質を

早期に検出できる指標の探索を目的としている。ラッ
トを用いた昨年度までの検討により、DNA 二重鎖切断の
鋭敏なマーカーであるγH2AX を、遺伝毒性膀胱発がん
物質の早期検出指標として利用し得る可能性を示した。 
 γH2AX の有用性を詳細に検討するにあたり、化学物
質による発がん感受性および標的性における種差の存
在を考慮する必要がある。膀胱がんを例に挙げれば、
N-Butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine（BBN）はラ
ット膀胱に乳頭状癌を誘発する一方、マウスに対して
は浸潤癌が多いことがよく知られている。そこで、平
成27年度はマウス膀胱を対象とした動物実験を実施し、
γH2AX 発現の種差について解析を行った。 
 
Ｂ．研究方法 
6 週 齢 の 雄 B6C3F1 マ ウ ス に 、 0.025% 

2-Acetylaminofluorene (2-AAF)、1% p-Cresidine、
0.01% Dimethylarsinic 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。さらに、0.05% 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。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、および細胞増殖マーカーである Ki67 の
発現を免疫組織化学的に解析した。各個体につき約
3,000 個の膀胱上皮細胞を測定し、1,000 個あたりの陽
性細胞数を算出した。さらに、cell population の解析
として、基底層（basal cell）、中間層（intermediate 
cell）および表層（umbrella cell）ごとのγH2AX/Ki67
陽性細胞の割合についても併せて計測した。 
 
（倫理面への配慮） 
動物の数は最小限にとどめ、実験は国立医薬品食品

衛生研究所の実験動物取扱い規定に基づき、動物の苦
痛を最小限とするよう配慮して行った。 
 
Ｃ．研究結果 
γH2AX は膀胱上皮細胞の核内にドット状の foci と

して観察された（図 1）。遺伝毒性膀胱発がん物質であ
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る 2-AAF および p-Cresidine を 4 週間投与したマウス
膀胱上皮には、ラットと同様にγH2AX の発現が高頻度
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、2-AAF 群 34±28 および p-Cresidine 群 34±14 で、
対照群 1.1±0.7 と比較して有意に高かった（図 2）。膀
胱を標的としない遺伝毒性発がん物質（Glycidol、DEN、
AA）投与群では、γH2AX 陽性細胞数はそれぞれ 0.3±
0.3、0.3±0.3 ならびに 1.0±0.9 と、対照群と同じレ
ベルであった。2 週間の休薬後、すべての群でγH2AX
発現は減少したものの、2-AAF および p-Cresidine 群で
は比較的多くの残存が認められた。 
Ki67 発現については、p-Cresidine 群で 4 週時に有

意な上昇がみられたが、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（図 3）。 
cell population の解析では、γH2AX 陽性細胞は

p-Cresidine 群では basal cell の割合が高かったが、
2-AAFおよびDMA群ではumbrella cellの割合が高かっ
た（図 4）。2週間の休薬後、p-Cresidine 群でも basal 
cell が減少し、intermediate/umbrella cell が増加す
る傾向が認められた。 
現在、BBN など残る 6物質についても同様の解析を進

めており、マウスにおける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、ならびにラット
との種差を検討する予定である。 
 

 
 

図 1．マウス膀胱粘膜上皮細胞におけるγH2AX 発現（矢
頭：γH2AX 陽性細胞）  
 

 

図 2．ラット膀胱粘膜上皮細胞におけるγH2AX 陽性細
胞の定量解析 
 

 
 
図 3．ラット膀胱粘膜上皮細胞における Ki67 陽性細胞
の定量解析 
 

 
 
図 4．γ H2AX および Ki67 陽性細胞における
basal/intermediate/umbrella cell の割合 
 
Ｄ．考察 
 マウス膀胱粘膜におけるγH2AX 発現は、遺伝毒性膀
胱発がん物質（2-AAF, p-Cresidine）の投与で有意に
増加した一方、膀胱を標的としない遺伝毒性発がん物
質（Glycidol, DEN, AA）では変動がみられなかった。
これらの結果から、γH2AX は遺伝毒性膀胱発がん物質
の早期検出指標として、マウスモデルにおいても有効
である可能性が示唆された。 
Ki67 発現については、p-Cresidine 投与群ではラッ

トと同様に有意な陽性細胞の増加が観察されたのに対
し、2-AAF 群ではラットと異なり、対照群とほぼ同じレ
ベルであった。また、2-AAF 投与群ではラット・マウス
ともにγH2AX 発現の有意な増加がみられたが、cell 
population の解析において、その陽性細胞の内訳は異
なっていた。ラットでは basal cell でのγH2AX 発現が
多数を占めていたが、マウスでは表層の umbrella cell
の割合が高かった。2-AAF 投与によって、マウス膀胱の
umbrella cell に細胞傷害が誘導されることが、超微形
態学的研究によって示唆されている（Frith et al., 
Invest Urol, 1981）。細胞傷害に関連した umbrella 



cell のγH2AX 発現は、BMP または DMA 投与ラットにも
観察されている（Toyoda et al., Toxicol Sci, 2015）。
今回の結果は、2-AAF 代謝における種差によって、細胞
傷害の標的が異なるものと推察された。 
 
Ｅ．結論 
 本研究の結果から、γH2AX 免疫染色によって、遺伝
毒性膀胱発がん物質を短期間（4週間）の投与で検出し
得る可能性が示唆された。 
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