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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り、化学物質の安全評価
の迅速化、高度化、標準化を目指している。特に発
がん予測評価手法の標準化を目標とする。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

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
んへの危険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、行政的な化学物質の安全対策の観点において、本研究では化学物質の発がん性検証に病理組織診
断法を利用する短・中期のバイオアッセイ系の開発を目的とした。大腸と肺臓モデルでの病理組織学的なバ
イオマーカーであるそれぞれ aberrant crypt foci (ACF)と NapsinA は、短・中期発がん予測モデルへ提唱
できる準備が整ってきた。加えて、新たに DNA 損傷依存的ヒストン修飾蛋白であるγH2AX が膀胱癌の早期
病巣同定の予測マーカーとして有用である可能性を見いだした。本年度は、本研究班で検討してきた多施設
共同での動物臓器供与システムを利用して検討し、γH2AX が他臓器においても発がん性化学物質暴露にお
ける早期マーカーとしての可能性を見いだした。また、新たに化学物質に暴露された動物系における発がん
予測モデルを遺伝子マーカーの利用により超短期に検出できる可能性を認め、今後の検証の必要性をみた。
さらに、マウス肝臓 DNA アダクトーム解析により遺伝性発がん物質と非遺伝性発がん物質を区別できる可能
性が示唆された。 
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指標とする試験法の検証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 

一昨年度(26 年度)の多施設共同評価のために
作成した動物処理マニュアルの若干の修正を
各施設に要請した。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。今年度は特に、γH2AX
と in vitro 系実験に利用して、検討された。 
 
 

2) 中・短期バイオアッセイ系 
① 胃 
1. ラット胃粘膜におけるγH2AX の発現 
 多施設共有システムにおいて名古屋市立大学
がラットで行った実験の胃組織を用いて胃発が
ん性の検討を行った。すなわち、６週齢オス
F344 ラ ッ ト に 、 15 mg/kg 体 重
2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyr
idine (PhIP) 、 5 mg/kg 体 重
N-nitrosobis(2-oxopropyl)amine (BOP) 、 10 
mg/kg 体 重 
N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine 
(MNNG) 、 5 mg/kg 体 重 7,12- 
dimethylbenz[a]anthracene (DMBA)を週５回ｘ
４週間強制胃内投与した。MNNG は直接発がん物
質であり、DMAB、DMN、DMH は間接発がん物質で
ある。また、対照群には水を投与した。実験第
28 日に屠殺し、胃組織を採取し、胃体部前庭部
境界部の一部より total RNA を抽出し、残りを
ホルマリン固定し、パラフィン切片を作製した。
Hematoxylin eosin (HE)染色およびγH2AX (抗
rabbit polyclonal 抗 体 、 Cell Signaling 
Technology)免疫染色を施行し、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。また、glyceraldehyde-3- 
phosphate dehydrogenase (gapdh)を内部標準に
ヒストン H2AX (h2afx)、p53 に応答する分子と
して p21waf1、幽門腺領域の pepsinogen として
pepsinogen c (pgc)、胃底腺領域の pepsinogen 
として pepsinogen a5 (pga5)の遺伝子発現の変
化を SYBR Green (QuantiTect SYBR Green PCR 
Kits, QIAGEN) を用いて定量的RT-PCR法により
検討した。PCR primer の配列は以下の通りであ
る。gapdh (forward: CTACTGGCGTCTTCACCACCAT; 
reverse: TTGTCATATTTCTCGTGGTTCACACCCAT), 
h2afx (forward: GGGCCTAGCTATCCCTCTCCCT; 
reverse: CTGCAAAAGTTCCAGTTCAGAAGCCAGA) 、
p21waf1 (forward: 
CACACAGGAGCAAAGTATGCCGTCGTC; reverse: 
TGGCGAAGTCAAAGTTCCACCGTT) 、 pgc (forward: 
GTGCCACCACCGCCTTGCAG; reverse: 

TGCCCACCGTTAGACCCCTG) 、 pga5 (forward: 
ACCTACCCAGTGCCAGCCAGT; reverse: 
ATCAAACACGGTGAAGTACAGCCTCAGGA) 。 数 値 は
Kruskal-Wallis test および Dunn's multiple 
comparisons test により統計学的に解析した。 

 
 
② 大腸 

 1) 多施設共有システムでの大腸粘膜の早期  
 病変の確認 
多施設共有システムにより、香川大の検体に関
して検討した。 
肺 臓 発 が ん モ デ ル に 使 用 さ れ る
N-bis(2-hydroxypropyl)nitrousamine (DHPN)
を飲料水として処理された30週の雄F344ラッ
ト大腸粘膜を観察した。 

 
2) 大腸粘膜におけるγH2AX の発現変動 

5 週齢の雄 F344 ラット 18匹に AOM（15 mg/kg 
BW）を腹腔内投与し、その 1 週間後に同量の
AOM を再度腹腔内投与した。2 回目の投与から
3 日後、1 週後、2 週後にそれぞれ 6 匹ずつ屠
殺し、大腸をホルマリン固定後、スイスロール
状に包埋してパラフィン切片を作成した。γ
H2AX 免疫染色(抗 rabbit polyclonal 抗体、
Cell Signaling Technology)を試行し、全長が
確認できる crypt 内の細胞数をカウントし、そ
の中の陽性細胞数をカウントして陽性率を算
出した。 
 
 
 

③ 肝臓 
1. 超短期発がん性予測モデルの開発 
 公的データベースであるOpen TG-GATEs遺伝
子発現データベースを用いて、遺伝子マーカー
群の探索と抽出を行った。約 150 化合物のうち
既知の遺伝毒性肝発がん物質（5物質）につい
ての遺伝子発現データがあり，これら 5物質の
ラット単回投与 24 時間後で共通して発現変化
を示す遺伝子群を探索した。 
 次に単回投与 24 時間後における抽出した遺
伝子マーカー群の遺伝子発現データを使用し，
遺伝毒性肝発がん物質とそれ以外の物質（14
物質）を区別できる予測モデルの構築を行った。 

 
2. モデル精度検証 
 公的データベースであるOpen TG-GATEs遺伝
子Open TG-GATEsには含まれていない遺伝毒性
肝発がん物質（計 5物質）について，新たにラ
ット単回投与試験を行い，投与 24時間後の肝
臓を摘出し，10 遺伝子マーカー群の遺伝子発
現変化を qPCR にて測定した。 
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④ 肺臓 
2006 年〜2014 年に香川大で実施した 6週齢ま
たは 7週齢で開始した F344 ラットによる実験
の肺ブロック標本を用いて検討を行った。用い
た肺ブロック材料は 14 実験群で、発がん物質
は N-bis(2-hydroxypropyl)nitrousamine 
(DHPN) 、 urethane, DMN, benzo[a]pyren 
(B(a)P), NNK である。検討した週齢は 13週か
ら 30 週と幅がある。各群、３匹ずつの肺につ
いて検討した。 
 
免疫組織学的検討 
γ H2AX の 染 色 に 関 し て 、 抗 体 は 、
Phospho-Histone H2A.X (Ser139) antibody 
（Cell Signaling,MA,USA）を用いた。すべて
の染色行程はベンタナ自動免疫染色装置
（ VENTANA Discovery XT system,VENTANA 
medical Systems,AZ,USA）を使用した。クエン
酸 buffer (CC2 extended（90 分）)で抗原賦活
化を行い、1次抗体は 10 倍希釈で 60 分、2次
抗体（rabbit）は 30分反応させた。 
形態的に変化の見られない肺胞上皮について、
細胞1000個以上あたりのγH2AX陽性細胞数を
計測し、その割合（％）を算出した。 
 
 

⑤ 膀胱 
1. 6 週齢の雄 B6C3F1 マウスに、0.05% BBN、

0.6% 2-NA、0.025% 2-AAF、1% p-Cresidine、
0.125% BMP、0.1% PEITC、0.01% DMA、0.45% 
Melamine、3% Uracil、0.04% Glycidol、
0.001% DEN および 0.005% AA を 4週間混
餌または飲水投与し、投与終了時または 2
週間の休薬後に各群 5匹を解剖し、膀胱上
皮でのγH2AX/Ki67 発現を免疫組織化学的
に検索した。  

2. 多施設共同システムを利用して、名古屋市
立大学（F344 ラットに遺伝毒性発がん物
質 8種を週 5日、4週間強制経口投与）お
よび国立がん研究センター研究所（F344
ラットにノルハルマン代謝物2種を4週間
混餌投与）から提供された膀胱を用いて、
γH2AX/Ki67 発現を検索した。 

 
 

⑥ 前立腺 
6週齢F344雄ラットに、PhIPを15 mg/kg、BOP、
7,12-Dimethylbenz[a]anthracene(DMBA) を 5 
mg/kg 、
N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine 
(MNNG)を 10 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、γH2AX, HMGB2 および Ki67 の

標識率を前立腺腹葉、側葉および背葉において
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 
 雄性 F344 ラット（各群それぞれ５匹）に
DEN(0.001%) 、 o-Tolidine-2HCl(0.015%) 、
COP(1.0%)、ENU(0.001%)、DEHP(1.2%)、DO(0.5%)
を４週間飲水投与を行った後、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。 
 
 

② ヒストン修飾を指標とした評価法 
1. 界面活性剤NPEOによるγ-H2AX誘導機構の

検討 
 ヒト培養細胞株（MCF7 ヒト乳がん細胞）に
界 面 活 性 剤 (nonylphenol polyethoxylate 
(NPEO))作用を行い、一定時間で培養した後、
ウェスタンブロット法および免疫蛍光染色法
により、γH2AX、deoxyribonuclease I (DNase 
I)、actin 変化を解析した。 
 
2. 化学物質投与ラット組織におけるヒストン

修飾の解析法 
   Methylnitrosourea(MNU), 3,2'-dimethyl 
-4-amonobiphenyl(DMAB), dimethylnitroso 
amine (DMN), dimethylhidradine (DMH)を 4
週間投与した F344 ラットから採取した肝臓を
多施設共有システムにより名市大から供給を
受けた。各組織 50-80mg からヒストンを抽出し、
ウェスタンブロット法により解析を行った。 

 
 
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 

図 1のように，各施設でのマニュアル(図 2)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。 
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図 1今回実施した多施設の相関図 

 
 
 
 
図 2 マニュアル表紙 

 
 

 
 
 

2) 中・短期バイオアッセイ系 
① 胃 

 ラット胃底腺、幽門腺の増殖帯における１
腺管あたりのγ-H2AX陽性細胞数を計測した。
Control 群、PhIP 群、BOP 群、MNNG 群、DMBA
群それぞれで、幽門腺領域では、2.57±0.48、
3.86±0.38 、 2.73±0.50 、 4.82±0.55 、
3.33±0.38 個/腺管 (AVE±SD)と PhIP 群
(P<0.05)で γ-H2AX 陽性細胞数の有意な上昇
があった。胃底腺領域では、2.18±0.25、
4.12±0.83 、 2.85±0.44 、 3.28±0.69 、
3.23±0.42 個/腺管 (AVE±SD)と、PhIP 群と
MNNG 群(P<0.05)で γ-H2AX 陽性細胞数の有意
な上昇が見られた。表層のアポトーシス細胞
は、それぞれ、0.18±0.12、0.52±0.50、
0.23±0.05、3.58±1.30、0,28±0.13個とMNNG
群で有意な増加が見られた(P<0.005)。各種遺
伝子発現の検討では、Control 群を 1とすると、
PhIP (ΔΔLog2=-0.51±0.17, P<0.01)、BOP 
(-0.71±0.67, NS) 、 MNNG (-0.65±0.50, 
P<0.05)、DMBA (-0.71±0.23, P<0.01)群で
h2afx mRNA の発現が有意に低下した。また、
p21 mRNA の発現をみると Control 群 1 に対し

て 、 そ れ ぞ れ 、 Δ Δ Log2=0.18±0.48, 
0.39±0.26, 0.52±0.26, 0.13±0.17 と MNNG
群での発現が有意に上昇した(P<0.05)。
Pepsinogen C および A については、各群で有
意な変動は見られなかった。 

 
 
 
 

② 大腸 
1. 多施設共有システムでの大腸粘膜の早期病

変の確認 
 多施設共有システムにおける香川大の検体
のうち、0.1%DHPN を 2 週間飲水投与した大腸
粘膜に、ACF を 53.5±18.3 を観察し、4個以上
の腺管を有するもの 24.7±11.0 観察された。
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、物質の発がん性の可能性が示唆され
た。 
 
2. 大腸粘膜におけるγH2AX の発現変動 
 F344 雄ラット大腸粘膜のγH2AX 陽性率は、3
日後群で 1.66±0.6 (対照群: 0.85±0.3)、 1
週後群で 0.13±0.1 (対照群: 0.11±0.1)、2
週後群で 0.08±0.1 (対照群: 0.00±0.2)であ
り、極めて早期での 3 日後群では増加傾向を認
めた。 
 

 
 
 
③ 肝臓 

1. 超短期発がん性予測モデルの開発 
 計 10 遺伝子が抽出され，これらを次の予測
モデル構築で使う遺伝子マーカー群として同
定できた。 
 構築した予測モデルを用いて，Open 
TG-GATEs にある遺伝毒性肝発がん物質（計 5
物質）とそれ以外の物質（計 53 物質）につい
て判定した結果、高い正答率(91%)で遺伝毒性
肝発がん物質とそれ以外の物質を判別できる
ことを確認した。 
  
2. モデル精度検証 
 投与 24時間後の肝臓を摘出し，10 遺伝子マ
ーカー群の遺伝子発現変化を qPCR にて測定し
た。その結果を予測モデルに当てはめた結果，
全ての物質について陽性判定が得られ、単回投
与 24 時間後の遺伝子マーカー群の遺伝子発現
変化を測定し，構築した予測モデルを使うこと
で，遺伝毒性肝発がん物質を検出できる可能性
が示唆された(図 3)。 
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図 3 
遺伝毒性肝発がん物質検出予測モデル開発  

遺伝子マーカ ー群の抽出 

*Open Toxicogenomics Project-Genomics Assisted Toxicity Evaluation Systems (TG-GATEs)： 150化合物の肝臓遺伝子発現データ が格納さ れている  

Open TG-GATEs*に格納されている単回投与後24時間
の肝臓のGeneChip遺伝子発現データ 

予測モデルの構築 

１ 　 予測モデルの構築 

Support Vector Machine 

毒性肝発がん物質 

その他の物質 (others) 

３ 　 予測モデルの応用 

Day1　動物試験 
• 動物：SDラット（雄） 
• 使用動物：対照群，低中高用量(5例/群) 

合計20例  
• 投与期間：単回投与（24時間） 

Day2　遺伝子発現解析  
• 肝臓からのRNA抽出  
• 測定遺伝子数(QPCR)：10遺伝子 

Day３　予測モデル判定 
• 動物試験実施～判定まで最短3日間 

利点 
Ø 3Rの観点： より少ない動物数の使用 
Ø 期間とコスト：より短期間で低コスト 
Ø 感度・特異度：既存検出系と比較して 

　　　　　　　同等以上を保持する 
Ø 多くの物質のスクリーニングが可能 

課題 
より多くの化合物を検討し、 
さらに精度を確認する  

２ 　 予測モデルの検証 

単回投与
24時間後

マーカー遺伝子発現データ

Open TG-GATEsに 
含まれていない 

既知の遺伝毒性肝発がん物質 

モデルの妥当性の確認 

 
 

 
 
 

④ 肺臓 
気管支肺胞腺腫においては、γH2AX 発現細胞
が多く認められた（図 4）。一方、正常肺胞上
皮については陽性細胞が散見されるのみであ
った。これらの陽性細胞数を集計したものが表
1 である。今回の 12 週以降の検討では、発癌
物質の有無や種類、実験期間によって、その発
現に差は認められなかった。一部の実験は経時
的な変化を検討するものであり、DHPN 投与後、
γH2AX の経時的発現変化についての結果が期
待された。しかしながら、その発現率に変化は
認められなかった。また、実験ごとに、γH2AX
の発現に差が見られた。 
 
 
 
 
表 1 正常肺胞上皮におけるγH2AX 発現率 
実験群 化学物質名 γH2AX 発現率(% ,

週齢) 
1 Untreated 1.4±0.5 (13W) 
2 Untreated 6.4±2.8 (23W) 
3 DHPN 24.6±10.4 (16W) 
3 urethane 21.6±2.1 (16W) 
3 DMN 25.7±1.9 (16W) 
3 B(a)P 22.4±2.8 (16W) 
4 DHPN 5.0±2.4 (12W) 
4 DHPN 7.5±3.1 (16W) 
4 DHPN 3.1±4.1 (23W) 
4 DHPN 3.7±2.9 (30W) 
5 NNK 1.4±0.5 (12W) 
5 NNK 4.1±1.3 (16W) 
5 NNK 2.3±1.7 (23W) 
5 NNK 1.9±0.7 (30W) 
 

 
 
 

図 4 ラット、気管支肺胞腺腫における γH2AX の
発現（14EX DHPN, 16w） 

 

 
 

 
 
 

⑤ 膀胱 
  

1. 4 週時の検討において、遺伝毒性膀胱発がん
物質である BBN、2-AAF、および p-Cresidine
を投与したマウスでは、ラットと同様にγ
H2AX の有意な発現上昇が認められた。一方、
マウスに対し膀胱発がん性のない 2-NA、
Glycidol、DEN および AA 投与群では、対照群
と同じ発現レベルにとどまった。この結果か
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。しかし、2-AAF
投与マウスにおけるγH2AX 陽性細胞は、ラッ
トと異なり umbrella cell が主体で、Ki67
発現の上昇は伴わなかった。2-AAF 代謝にお
ける種差により、細胞傷害の標的が異なる可
能性が考えられた。また、PEITCおよびUracil
投与群においても、γH2AX/Ki67 発現の有意
な上昇が認められたことから、細胞増殖活性
に伴うγH2AX の誘導を考慮する必要がある
と思われた。 

2. 名市大サンプル：γH2AX 発現は DMAB および
BOP 投与群で有意に増加し、MNU 投与群でも
増加傾向が認められた。Ki67 陽性細胞の割合
は、いずれの投与群でも対照群と有意な差は
みられなかった。DMAB および BOP はそれぞれ
ハムスターとラットへの皮下投与、BOPとMNU
はカテーテルを用いたラット膀胱内投与に
よる膀胱発がん性が報告されていることか
ら、γH2AX 発現は遺伝毒性物質による潜在的
な膀胱発がん性の指標になり得る可能性が
示された。国がんサンプル：4週間の APNH（ア
ニリンのノルハルマン代謝物）投与により、
膀胱粘膜でのγH2AX 発現は有意に増加した。
2 週間の休薬後には減少したが、対照群より
も高いレベルを維持していた。AMPNH（o-ト
ルイジンのノルハルマン代謝物）投与群にお
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いても、統計学的有意差はないものの、γ
H2AX 発現の増加傾向が認められ、6週後の発
現レベルは対照群よりも有意に高かった。
AMPNH/APNH はともに、4週時点での Ki67 発
現を増加させた。APNH は遺伝毒性およびラッ
ト膀胱への発がん性が報告されており、遺伝
毒性膀胱発がん物質検出指標としてのγ
H2AX の有用性を示唆する結果と考えられた。 

 
 

⑥ 前立腺 
 4 週間の経口投与実験において、PhIP 投与に
よるγH2AX の有意な標識率上昇は見られなか
ったものの、他はγH2AX、HMGB2 および Ki67
いずれにおいても 2 日間投与実験と同様の結
果が得られた。特に HMGB2 および Ki67 は、前
立腺発がん物質をいずれかの葉で有意な標識
率上昇を認め、検出することが可能だった。 
 去年および今年度の結果から、HMGB2 および
Ki67 は、前立腺発がん物質によりいずれかの
葉で有意な標識率上昇を認めた一方で、前立腺
に標的性のない発がん物質についてはいずれ
も対照群と差がなかった。特に、皮下投与や腹
腔内投与といった通常の前立腺発がんモデル
で用いる投与方法ではなく、経口投与を用いて
も検出出来ることが確認された。また、各物質
の投与濃度も Lethal Dose, 50% (LD50)の約
1/20 で用いており、これらの結果から、28 日
間反復経口投与毒性試験で得られた前立腺組
織において、HMGB2 および Ki67 の免疫組織化
学染色にによる核陽性率が、前立腺特異的発が
ん物質の検出法として有用である可能性を示
せた。 

 
 
 
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 

各種化学物質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に示す。主
成分（PCA）解析を行なったところ、コントロ
ール、非遺伝毒性発がん物質、遺伝毒性発がん
物質の３つのグループに分離されることがわ
かった(図 5)。一方、遺伝毒性発がん物質とコ
ントロールとの比較では、肝発がん性の有無で
２つのクラスターとして分離されることがわ
かった（図 6）。また、非遺伝毒性発がん物質
の分離に寄与している DNA 付加体をデータベ
ースとの比較により探索した結果、抽出された
付加体は酸化ストレスに起因する付加体が多
いことが推測された。現在、これら投与化学物
質に由来する付加体以外の付加体の生成に関
して、アダクトーム法を用いて検索している。 

 
 

図 5 遺伝性および非遺伝性発がん物質のア
ダクトーム解析と PCA 解析 

 

 
 
図 6 遺伝毒性発がん物質の肝臓における DNA
損傷性の評価(PCA 解析による) 

Score plot

 
 
 
 

② ヒストン修飾を指標とした評価法 
1. 界面活性剤 NPEO によるγH2AX 誘導機構の

検討 
 昨年度までに、陰イオン界面活性剤
(linear alkylbenzene sulfonates ：LAS)作
用により、濃度依存的にγH2AX が誘導される
ことを明らかにし、その機構について検討し
てきた。本年度は、非イオン界面活性剤であ
る NPEO によるγH2AX の誘導とその機構につ
いて解析した。NPEO によりγH2AX が誘導さ
れ、この誘導は、ZnCl2や EGTA の前作用によ
り阻害された（図 7）。一方、一般的な DNA
損傷剤である UVB や H2O2によるγH2AX は
ZnCl2や EGTA では抑制されなかった。ZnCl2

や EGTA は、DNase I の阻害剤であることが
知られている。そこで、DNase I の挙動を免
疫蛍光染色法により確認したところ、通常細
胞質に存在する DNase I が、NPEO 作用と共
に核に移行すること、その際、γH2AX が誘導
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されることが示された。同時に、細胞骨格を
構成し、DNase I と共存しているアクチンの
崩壊が観察された。 

 
図 7  NPEO 作用後のγH2AX の誘導。 A: 
NPEO(1)作用後、B: EGTA, ZnCl2による誘導
阻害 

 
 

2. 化学物質投与ラット組織におけるヒストン
修飾 

 化学物質投与ラットから採取した肝臓から
ヒストンを抽出し、Western blotting により、
γH2AX、ヒストン H3 アセチル化（global, K9, 
K14）の解析を行った。 
 一部の化学物質でγH2A が上昇する傾向が
認められたが有意ではなかった。DMN, DMH 投
与により、ヒストン H3 アセチル化の変化が認
められたが、化学物質の肝発がん性や傷害性と
の相関は不明であった。この変化の意義につい
てはさらなる検討が必要である。 
 
 

 
 
 
Ｄ．考察 
 2011 年度からの 6 年間(実質 5 年間)に班全体で
臓器特異的な発がん物質を含め 50 種類を越える化
学物質を検討した成果を踏まえて、考察する。 
 前年度までに、多施設間共有システム構築のため
の共有臓器摘出できる動物処理マニュアル(図2)を
作成し、実際に運用し、大腸の前がん病変である
ACFや肺がんバイオマーカーである NapsinA及びγ
H2AX の発がんバイオマーカーとしての有用性につ
いて検討した。 
 本研究班で検討した化学物質での ACF 発現を、改
めて表 2 にまとめたが、大腸発がん物質に特異的に
発現していることが判った。さらに、ACF と発がん
性との関連や ACF をバイオマーカーとした大腸発
がん抑制に関する論文数は極めて多く(参考 下図8 
& 9、2013 年度の本研究班での調査結果より)、今
回、多施設間での検討された物質のうち、上述の
DHPN 除き、大腸への発がん性を見いだしていない
物質での発現は認めていない(表 2)。ACF 検出とそ
の病理組織学的な検討は、毒性病理専門の技術を要

するものの、大腸発がん物質の評価手法としてOECD
ガイドラインに提唱する必要性を有し、具体的な準
備体制になったと考えられた。 
 
 

表 2 多施設由来の大腸(ラットおよびマウ
ス)での ACF の発現度合い 
標的臓器が検討臓
器と一致する化学
物質の陽性率 

標的臓器が検討臓
器と一致しない、
ないし不明の化学
物質の陽性率 

    2 / 2 
  (AOM & DMH) 

1 / 33 
(DHPN) 

 
 
 
図 8 ACF と大腸発がん性に関連する論文数の年次推移

 
 
 
 
図 9 ACF をバイオマーカーとした大腸発がん抑制に関
する論文数の年次推移 
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 肺がんモデルでは、ラットにおいて DHPN、DMN、
Urethane 誘発の過形成病変には NapsinA の肺胞壁
内における高発現が認められ、またマウスにおいて
も Urethane, NNK, B[a]P で誘発された過形成病変
において、Napsin A の肺胞壁内における高発現が
認められた。このため、図 10 のように、NapsinA
の免疫組織化学による早期病変の同定により発が
ん性予測が可能と考えられ、今後、同様にガイドラ
インの設定に向けて多施設共同による研究の推進
が必要であると考えられた。 
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図 10 肺がんモデルにおける NapsinA 発現の予測 

 
 
 
 
 
 本研究班のなかで、提唱された新規のバイオマー
カーγH2AX の発現を多施設共有システムの臓器を
利用して検討し、その成果を表 3にまとめた。当初、
膀胱でその有用性が示され、論文化されたが、表 3
のように、膀胱以外の各臓器における早期発現を認
め、発がん物質の標的臓器に必ずしも特異的に発現
していないものの、γH2AX の早期の発現は各臓器
での発がん予測の可能性があるものと考えられ、今
後の更なる検証が必要である。しかしながら、本研
究班でのγH2AX に関する in vitro 系の実験成果か
ら、遺伝毒性を呈する物質が関与するだけでなく、
一部遺伝毒性を有しない物質でも、DNaseI が遊離
することで、DNA を切断して誘導される可能性が示
され、今後、こうした視点を踏まえた動物系での発
現解析も、新規マーカーとしての検証と平行して、
実施する必要性がある。 
 
 さらに、二つの化学物質暴露動物系を利用した迅
速評価方法の新展開が示された。一つは肝臓担当者
から、化学物質への動物暴露 24 時間後で、遺伝子
マーカーの利用により発がん性予測の可能性を示
すモデルが提唱された。今後、より多くの検証が必
要と考えられるが、化学物質の評価手法の迅速化に
貢献できる可能性が考えられた。二つ目として、肝
臓における DNA 付加体の網羅的な解析により、遺伝
毒性化学物質と非遺伝毒性化学物質を区別できる
可能性を見いだした。両者ともに今後の検証研究が
不可欠ではあるが、化学物質の評価手法の迅速化へ
の新たな展開と期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
表 3 γH2AX の各種臓器における発現のまとめ 

検討臓器 検討臓器でγ
H2AX 発現陽
性を示す化学
物質のうち、
発がん標的臓
器と一致する
物質数 

検討臓器が発
がん標的臓器
でない化学物
質のうち、γ
H2AX 発現陽
性を示す物質
数 

胃 2 (MNU & 
MNNG) /  2  

1 (PhIP) / 6  

大腸 1 (AOM) / 1 
 

not examimed 

肝臓 1 (2-AAF) / 3  
 

1 (DMH) / 6 
 

肺臓  5 (DHPN, 
urethane, 
DMN, B(a)P, 
NNK) /   5 

not examimed 

膀胱  4 (BBN, 
2-AAF, 
p-cresidine, 
uracil) / 4 

 0 / 7 

前立腺 3 (DMAB, 
PhIP, MNU)/ 4 

 0 / 4 

 
 
 
 
 
Ｅ．結論 
 今回、短・中期発がん性予測モデルとして、大腸
発がん性に関しては前がん病変である ACF、肺発が
ん性には NapsinA が有用であり、さらに、γH2AX
が種々の臓器において、発がん物質による早期に誘
導されるバイオマーカーとなり得ると考えられた。
特に、従来からの顕在化による腫瘍形成を、毒性専
門家による病理組織学的な検索での短・中期での発
がん性予測は、動物実験に対する 3R(代替法活用、
使用数削減、苦痛軽減)にも合致し、OECD ガイドラ
インとして推奨されると考えられた。そのためには、
多施設共同システムの構築を含めた毒性病理学専
門家集団の育成・確立も必要であると考える。 
 さらに、本班の本年度の新たな成果であるが、ふ
たつの化学物質の評価手法の迅速化への新たな展
開の可能性も示された。次年度以降での新たな検証
が必須である。 
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