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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、

化審法で実施される28日間反復投与試験のプロトコー
ルに追加することで早期に検出できる病理組織学的指
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 二重鎖切断のマーカーであるγ
H2AX が、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。平成 28 年度はこのγ
H2AX について、①発現の種差を検討するためのマウス
を用いた動物実験、②多施設共同研究に基づく提供膀
胱サンプルを用いた発現解析、③他臓器（肝・腎）へ
の応用可能性について検討を行った。 
 
Ｂ．研究方法 
① 6 週 齢 の 雄 B6C3F1 マ ウ ス に 、 0.05% 

N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine (BBN), 0.6% 
2-nitroanisole (2-NA), 0.025% 2-acetamidofluorene 
(2-AAF), 1% p-cresidine, 0.125% 
2,2-bis(bromomethyl)-1,3-propanediol (BMP), 0.1% 
phenethyl isothiocyanate (PEITC), 0.01% 

dimethylarsinic acid (DMA), 0.45% melamine, 3% 
uracil, 0.04% glycidol, 0.001% 
N-nitrosodiethylamine (DEN) お よ び 0.005% 
acrylamide (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解析
し た 。 γ H2AX 陽 性 細 胞 を 、 そ の 局 在 か ら
basal/intermediate/umbrella cellの3種に分類した。
2-AAF投与群については、膀胱表層に位置するumbrella 
cell のマーカーである uroplakin III（UpkIII）発現
の検索も実施した。 
②名古屋市立大学（F344 ラットに遺伝毒性発がん物

質 8 種 ： 3,2'-dimethyl-4-aminobiphenyl (DMAB), 
N-nitroso-N-methylurea (MNU), dimethylnitrosamine 
(DMN), 1,2-dimethylhydrazine (DMH), 
2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine 
(PhIP), N-nitrosobis(2-oxopropyl)amine (BOP), 
N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG)および
7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA)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：
aminomethylphenylnorharman (AMPNH) お よ び
aminophenylnorharman (APNH)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。 
③6 週齢の雄 F344 ラットに、肝臓検索用として遺伝

毒性肝発がん物質： 0.001% DEN および 0.015% 
3,3'-dimethylbenzidine (DMB)、遺伝毒性非肝発がん
物質：1% 4-chloro-o-phenylenediamine (COP)および
0.001% N-nitroso-N-ethylurea (ENU)、非遺伝毒性肝
発がん物質：1.2% di-(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP)

研究要旨 
 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 二重鎖切断マーカーであるγH2AX が、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。平成 28 年度はγH2AX に関して、①種差を検討する
ためのマウスを用いた動物実験、②多施設共同研究に基づく提供膀胱サンプルを用いた解析、③他臓器
（肝・腎）への応用可能性について検討を行った。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γH2AX 陽性細胞の有意な増加が認められた。一方、マウ
スに対して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された。また、皮下あるいは膀胱内投与による膀胱発がん性が知られる 3物質
（DMBA, BOP, MNU）を経口投与したラットにおいてもγH2AX の発現増加が認められ、潜在的な膀胱発が
ん性の指標になり得る可能性が示唆された。一方で、肝・腎に対する遺伝毒性発がん物質早期検出への応
用には、細胞増殖活性に関連したγH2AX 発現誘導など、検討すべき課題があると考えられた。 
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および 0.5% 1,4-dioxane (DO)を、腎臓検索用として遺
伝毒性腎発がん物質：0.00625% N-nitrosomorpholine 
(NMOR), 0.01% tris(2,3-dibromopropyl)phosphate 
(TBPP)および 0.05% potassium bromate (KBrO3)、非遺
伝毒性腎発がん物質：2% trisodium nitrilotriacetic 
acid monohydrate (NTA)および 150 mg/kg d-limonene、
非発がん性腎毒性物質：2% carboxin (CBX)を 4週間経
口投与し、投与終了時または2週間の休薬後に解剖し、
それぞれ肝細胞と腎尿細管上皮細胞におけるγH2AX 発
現を解析した。 
 
（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 
①マウス膀胱におけるγH2AX 発現：4 週投与終了時

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γH2AX 陽性細胞の有意な増加が認められた
（図 1、2）。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。2週間の休薬後において
も、BBN および p-cresidine 投与群のγH2AX 発現レベ
ルは対照群と比較して有意に高かった。 
Ki67 発現の検索では、BBN、p-cresidine、PEITC お

よび uracil 投与群で有意な増加がみられた（図 3）。
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 発現の上昇も
みられなかった（図 4）。2-AAF 投与ラットの Upk III
発現は対照群と変化がなかったのに対し、マウスでは
Upk III 陽性 umbrella cell の減少と配列の乱れが観察
された。 
 

 
 

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．マウス膀胱粘膜上皮細胞におけるγH2AX 陽性細
胞の定量解析 
 

 
 
図 3．マウス膀胱粘膜上皮細胞における Ki67 陽性細胞
の定量解析 
 

 
 
図 4．（上）マウス膀胱粘膜のγH2AX 陽性細胞における
basal/intermediate/umbrella cell の割合（下）2-AAF
投与ラットおよびマウス膀胱における Upk III 発現 
 
②他施設提供膀胱サンプルにおけるγH2AX 発現：8

種の遺伝毒性発がん物質を投与したラット膀胱におけ
るγH2AX 発現は、DMAB および BOP 投与群で有意に増加
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し、MNU 投与群でも増加傾向が認められた（図 5）。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（data not shown）。 
4 週間の APNH（アニリンのノルハルマン代謝物）投

与により、膀胱粘膜におけるγH2AX 陽性細胞は有意に
増加した（図 6）。2 週間の休薬後には減少したが、対
照群よりも高い発現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）投与群においても、
統計学的有意差はないものの、4 週時点でγH2AX 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。 
 

 
 
図5.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（名古屋市立大学提供サンプル） 
 

 
 
図 6．ラット膀胱粘膜上皮細胞におけるγH2AX/Ki67 発
現および定量解析（国立がん研究センター研究所提供
サンプル） 
 
③肝・腎におけるγH2AX 発現：遺伝毒性肝発がん物

質（DEN/DMB）のうち、DEN 投与群では核内の点状陽性
巣であるγH2AX foci 発現細胞の有意な増加が認めら
れた一方、DMB 投与群では対照群と同じレベルであった
（図 7）。肝臓を標的としない遺伝毒性発がん物質

（COP/ENU）、非遺伝毒性肝発がん物質（DEHP/DO）を投
与した群では、γH2AX foci の増加はみられなかった。 
遺伝毒性腎発がん物質（NMOR/TBPP/KBrO3）のうち、

NMOR および KBrO3投与群ではγH2AX 陽性細胞の有意な
増加が認められ、TBPP 群では増加傾向がみられた（図
8）。一方で、非遺伝毒性腎発がん物質（NTA/d-limonene）
のうち d-limonene 投与群において、再生尿細管を除外
した検索においてもγH2AX 陽性細胞の有意な増加が認
められた。 
 

 
 
図 7．ラット肝細胞におけるγH2AX（foci）陽性細胞の
定量解析 
 

 
 
図 8．ラット腎尿細管上皮細胞（再生尿細管を除く）に
おけるγH2AX 陽性細胞の定量解析 
 
Ｄ．考察 
 ①マウス膀胱におけるγH2AX 発現：今回の結果から、
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。2-AAF 投与群にみられたγH2AX 陽性細胞は、
ラットでは基底層の basal cell に多かったのに対し、
マウスでは表層の umbrella cell が主体であった。
2-AAFはマウス膀胱のumbrella cellに細胞傷害を誘導
するとの報告があり（Frith et al., Invest Urol, 1981）、
2-AAF 代謝における種差によって、細胞傷害の標的が異
なる可能性が考えられた。また、PEITC および uracil
投与群においても、過形成を伴ったγH2AX/Ki67 陽性細
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胞の有意な増加が認められたことから、細胞増殖活性
に関連したγH2AX 発現を考慮する必要があると思われ
た。 
②他施設提供膀胱サンプルにおけるγH2AX 発現： 

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 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。 
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（Kawamori et al., Carcinogenesis, 
2004）、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。AMPNH 投
与群においても、休薬後に対照群と比較して高いγ
H2AX 発現レベルを維持しており、膀胱発がんに寄与す
る可能性があると思われた。 
③肝・腎におけるγH2AX 発現：肝細胞におけるγH2AX 

foci 陽性細胞は、DEN 投与群で有意に増加した一方、
DMB 投与群では対照群と同じレベルであった。遺伝毒性
肝発がん物質早期検出指標としてのγH2AX の応用には、
これら 2 物質による肝発がん機序の差異等、検討すべ
き課題があると考えられた。 
腎近位尿細管上皮細胞におけるγH2AX 発現は、遺伝

毒性腎発がん物質の投与によって増加した。一方で、
非遺伝毒性腎発がん物質や腎毒性物質を投与した群に
おいても、再生尿細管に一致したγH2AX 発現が認めら
れた。腎臓に対するγH2AX の応用には、細胞増殖活性
に関連したγH2AX 発現を考慮する必要があると考えら
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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