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Ａ．研究目的 

生活環境を取り巻く化学物質の発がん性を迅速に、
かつ高精度に検証できるシステムの確立は、社会的に
も経済的にも非常に重要であり、システムで得られた
結果は国民生活の安全･安心を保証する重要な基盤と
なる。本研究では化学物質の発がん性評価の迅速化・
高精度化・標準化を目的に、平成23年度～28年度「化
学物質の安全性と発がん性リスク評価としての短・中
期バイオアッセイ系の開発に関する研究」（吉見班）
で蓄積してきた病理組織発がんマーカー及び試験法
をより一層発展・高精度化し、高精度発がん評価モデ
ルとして確立する。さらに国際的に認知させる必要が
あるため、それらの発がん性評価法のOECDテストガイ
ドライン化を目指すことが重要である。そこで、本申
請研究においては、OECDテストガイドライン化の成立
を最終目的として、6研究施設による協同体制にて下
記に記す三つの研究を実施する。第一に、膀胱を標的
とする発がん物質を用いた28日間反復投与試験及び

大腸を標的とする発がん物質を用いた90日間反復投
与試験を実施し、病理組織発がんマーカーを用いた大
腸及び膀胱発がんリスク評価法を確立する。第二に、
これまで開発した遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝
発がん物質短期検出モデルの有用性をより一層検証
し、確立する。第三に、上記の試料を用いてDNA付加
体を網羅的に解析しカタログ化する方法（アダクトー
ム解析）による化学物質のDNA損傷を指標とした遺伝
毒性評価法を開発する。本研究の意義は、成果となる
発がん性評価法及びガイドラインが、化学物質の有害
性評価において汎用的に用いられかつ厚生労働行政
施策の科学的基盤となることであり、得られた発がん
性に関する情報は厚生労働行政施策への活用が非常
に期待できる。また、得られる成果は国内のみならず、
化学物質の安全性評価に係る国際的な試験法やガイ
ドライン等への活用も期待される。 
平成 29年度は、膀胱発がん物質 10種類（国立衛研/

豊田、名古屋市立大/鈴木）についてラット 28 日間反
復投与試験を実施し、γ-H2AX の膀胱発がん性早期検出
指標としての有用性を検証した。また、我々が構築し
た遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質短期検
出モデルを確立するために、9種類の遺伝毒性肝発がん
物質及び 21 種類のそれ以外の化合物（非遺伝毒性肝発
がん物質、肝以外の遺伝毒性および非遺伝毒性発がん
物質、非遺伝毒性非発がん物質）について、ラット単
回投与試験を行い、得られた遺伝子発現データを予測
モデルに入力し、判定を行った（大阪市立大/鰐渕・魏、

研究要旨 
 本研究は化学物質の有害性評価の迅速化・高度化・標準化を可能とする評価モデルの構築を目的とし、
γ-H2AX を用いた短期膀胱発がんリスク評価法の確立および遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの有
用性の検証を行った。γ-H2AX を用いた短期膀胱発がんリスク評価法では、膀胱発がん物質 10 種類につ
いて、ラットを用いた 28日間反復経口投与試験を実施した。膀胱粘膜上皮におけるγ-H2AX 形成を免疫
組織化学的に検討した結果、10 物質中 9 物質で有意に増加した。一方で、Ki67 発現の有意な増加は 10
物質中 7物質で認められた。遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルの有用性の検証では、遺伝毒性肝発が
ん物質を含めた種々の化学物質 30物質についてラット単回投与を行い、投与 24時間後の肝臓におけるマ
ーカー遺伝子（10 遺伝子）の発現データを qPCR で取得し、我々が構築した遺伝毒性肝発がん物質検出モ
デルを用いて肝発がん性を予測した。その結果、全ての遺伝毒性肝発がん物質(9 物質)について陽性判定
が得られ（感度 100％）、その他の 21物質中 19 物質で陰性判定が得られた（特異度 90.5%）。さらに、網
羅的な DNA 付加体解析法を用いた化学物質の DNA 損傷性評価では、遺伝毒性肝発がん物質 4種類と遺伝毒
性陰性の非発がん物質 7種類を投与したラット肝臓における DNA 付加体を網羅的に解析した結果、コント
ロール、非遺伝毒性発がん物質、非遺伝毒性非発がん物質の３つのグループに分離できた。以上の結果か
ら、γ-H2AX の膀胱発がん性早期検出マーカーとして有用性が示唆された。また、本肝発がん性予測モデ
ルは遺伝毒性肝発がん物質を高い精度で検出できる可能性が示唆された。 
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香川大/横平、藤田保健衛生大/塚本）。さらに、DNA ア
ダクトーム解析を用いて化学物質の DNA 損傷を指標と
した安全性評価法を確立するために、遺伝毒性肝発が
ん物質短期検出モデルで得られた肝臓組織を用いて化
学物質の投与に相関する付加体群について検討した
（国立がん研究センター/戸塚、大阪市立大/鰐渕）。 
 

 
Ｂ．研究方法 
１．γ-H2AX を用いた膀胱発がんリスク評価法の確立
（豊田、鈴木） 
国立衛研担当分として、5種類の膀胱発がん物質：

4-Amino-2-nitrophenol (ANP)、Disperse blue 1 (DB1)、
N-Bis(2-hydroxypropyl)nitrosamine (DHPN)、 
N-Ethyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine (EHBN)、
Cyclophosphamide monohydrate (CPA)を、6週齢の雄
F344 ラットに 28日間投与した。 
名古屋市大担当分として、5種類の膀胱発がん物質：

1-Amino-2,4-dibromoanthraquinone (ADBAQ)、 
Phenacetin (PNC)、N-Nitrosodiphenylamine (NDPA)、

Sodium o-phenylphenol (SOPP) 、11-Aminoundecanoic 
acid (AUDA)を、6週齢の雄 F344 ラットに 28日間投与
した。 
各物質の投与濃度/経路は、報告されている発がん性

試験の方法に基づき、0.25% ANP 混餌、0.5% DB1 混餌、
0.2% DHPN 飲水、0.042% EHBN 飲水、2.5 mg/kg/day CPA
強制経口、1% ADBAQ 混餌、0.5% PNC 混餌、0.4% NDPA
混餌、2% SOP 混餌、1.5% AUDA 混餌投与した。膀胱の
採材は、先行研究で作成した多施設での共通臓器処理
マニュアルに従った。膀胱のホルマリン固定パラフィ
ン包埋標本を作製し、免疫組織化学的手法によりγ
-H2AX 形成/Ki67 発現解析を実施した。 
 

２．遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質短期
検出モデルの確立（鰐渕、魏、横平、塚本） 

遺伝毒性肝発がん物質を含めた種々の化学物質 31
種類について、ラット単回強制胃内投与試験を行った。
動物試験は 3 施設（香川大・藤田保健衛生大・大阪市

立大）で行われた。実験動物は 6週齢の雄 SD ラットを

用いた。動物試験プロトコールは事前に共有・配布し、

プロトコールに従い試験を実施した。被験物質と投与
濃度（各物質の LD50 の 1/3）表 1の通りである。 

被験物質投与後 24 時間後に剖検を行った。肝臓を摘
出し、RNA 抽出用として、外側左葉(LL)を摘出後，下端
辺縁部を約2cm×0.5cmの大きさで2スライス切り出し，
それぞれ1mLの RNAlaterが入った1.5mLチューブへ移
した（合計 2 本、そのうち 1 本は、他施設でのバリデ
ーション用）。1.5mL チューブを 4℃で一晩保管後，－
80℃へ長期保管した。凍結保存サンプル用として、外
側左葉の上半分を 1.5ml チューブ 2 本分採取し、液体
窒素により凍結後，－80℃凍結保管した（一本は DNA 
adduct 解析用）。ホルマリン固定用サンプルとして、
外側左葉の下半分、内側右葉(RM)及び右葉尾部(R2)か
ら計 3スライス切り出し、カセットにおいて 10%ホルマ
リンにて固定した。 

遺伝子発現については、リアルタイム PCR にてデー
タを取得した。リアルタイム RT-PCR は施設共通のプロ
トコールに従って行った。肝臓からの total RNA 抽出
と cDNA の合成はそれぞれ RNeasy mini kit（キアゲン）
と Super Script VI VILO Maste Mix(invitrogen）のキ
ットを使用した。 

各施設で得られた遺伝子発現データを我々が構築し
た遺伝毒性肝発がん物質検出モデル（サポートベクタ
ーマシーンによる数理学的アルゴリズムによるモデ
ル）に入力し、判定を行った。 
 
３．DNA アダクトーム解析による遺伝毒性評価（鰐渕、
戸塚） 
遺伝毒性肝発がん物質短期検出モデルで得られた遺

伝毒性肝発がん物質 4種類(2-Nitropropane,2-NP; 
o-Aminoazotoluene (AAT); Dimethylnitrosamine, 
DMN; 4,4-Thiodianiline,TDA)と遺伝毒性陰性の非発
がん物質 7 種類(Diazepam, DZP; Disulfiram, DSF; 
Phenytoin, PHE; Rotenone, ROT; Tolbutamide,TLB; 
Aspirin, ASA; Triamterene,TRI)を投与したラット肝
臓よりゲノム DNA を抽出し、アダクトーム法のサンプ
ルとした。DNA 分解酵素で消化したのちに LC-Q-TofMS
で解析し、化学物質の投与に相関する付加体群のスク
リーニングを行った。得られた質量数から、DNA 損傷の
より詳細な解析やスクリーニングされた付加体群の化
学物質による差異について検討した。 
 
（倫理面への配慮） 
各施設の動物実験委員会から動物実験の許可を得、動
物実験指針を遵守して行い、動物愛護に十分に配慮し
た。 
 
Ｃ．研究結果 
１．γ-H2AX を用いた膀胱発がんリスク評価法の確立
（豊田、鈴木） 
膀胱粘膜上皮におけるγ-H2AX 形成を免疫組織化学

的に検討した結果、10 物質中 9物質(DB1、DHPN、EHBN、
CPA、ADBAQ、PNC、NDPA、SOPP 及び AUDA)で有意に増加
した。ANP 投与群では、γ-H2AX 形成の増加はみられな
かった。細胞増殖マーカーである Ki67 についても同様
の検索を行った。その結果、DHPN、EHBN、CPA、SOPP、 
ADBAQ、PNC 及び AUDA 投与群において陽性細胞の割合が
有意に増加した一方、ANP、DB1 及び NDPA 投与群では増
加は認められなかった 
 

２．遺伝子セットを用いた遺伝毒性肝発がん物質短期
検出モデルの確立（鰐渕、魏、横平、塚本） 
 各施設で取得した遺伝子発現データを構築済の遺伝
毒性肝発がん物質検出モデルに入力し、遺伝毒性肝発
がん性の陽性または陰性の判定を行った(表 1)。本モデ
ルでは、遺伝毒性肝発がん物質を「陽性」、その他の物
質（非遺伝毒性肝発がん物質、肝以外の発がん物質、
非発がん物質）を「陰性」と判定する。その結果、全
ての遺伝毒性肝発がん物質(9 物質)について陽性判定
が得られ（感度 100％）、遺伝毒性陰性の非発がん物質



 3

21 物質のうち、ethionamide と Monocrotaline を除く
19 物質で陰性判定が得られた（特異度 90.5%）。 
 
３．DNA アダクトーム解析による遺伝毒性評価（鰐渕、
戸塚） 

遺伝毒性肝発がん物質（4 物質）と遺伝毒性陰性の
非発がん物質（7物質）から得られたデータをそれぞれ
別々に主成分解析した結果、両者ともコントロールと
分離されてはいるものの、非遺伝毒性非肝発がん物質
ではあまりコントロールとの距離が離れていないこと
から、コントロールとの差があまり大きくないことが
予想された。一方、遺伝毒性肝発がん物質ではコント
ロールとの距離も大きく離れており、その差が大きい
ことが予測された。DNA アダクトーム解析による遺伝毒
性の予測に応用できる可能性が示唆された。 
 
表１ 遺伝毒性肝発がん物質検出モデルを用いた判定結果 

被検物質
投与量
(mg/kg)

判定結果

2-Nitropropane (2-NP)(陽性対照物質） 240 Positive
o-Aminoazotoluene (AAT) 500 Positive
N-Nitrosodimethylamine (DMN) 10 Positive
4,4'-Thiodianiline (TDA) 300 Positive
Nitrosodibutylamine (DBA) 400 Positive
N-Nitrosopyrrolidine  (NPYR) 300 Positive
3'-Methyl-4-
dimethylaminoazobenzene (DMAB)

500 Positive

N-Nitrosodiethylamine (NDEA) 70 Positive
N-Nitrosodiethanolamine (NDELA) 2000 Positive
N-Nitrosoethylmethylamine (DEMA) 30 Positive
Diazepam (DZP) 80 Negative
Disulfiram (DSF) 170 Negative
Phenytoin (PHE) 550 Negative
Rotenone (ROT) 20 Negative
Tolbutamide (TLB) 830 Negative
Aspirin (ASA) 70 Negative
Triamterene (TRI) 130 Negative
Promethazine (PMZ) 190 Negative
Sulindac (SUL) 90 Negative
Tetracycline (TC) 270 Negative
Ethionamide (ETH) 440 Positive
Theophylline (TEO) 80 Negative
Caffeine (CAF) 60 Negative
Chloramphenicol (CMP) 830 Negative
Monocrotaline (MCT) 20 Positive
Phenobarbital (PB) 50 Negative
Cyclophosphamide (CPA) 30 Negative
Nitrofurantoin (NFT) 200 Negative
Phenacetin (PCT) 550 Negative
Indomethacin (IM) 1 Negative
Phenylbutazone (PhB) 80 Negative

　Ames(-)
臓器発がん性

（-）

Ames(+)
肝発がん物質

非遺伝毒性肝
発がん物質
Ames(+)

肝以外の臓器
発がん性
Ames(-)

肝以外の臓器  
 
 
Ｄ．考察 
本研究で検討した10種の膀胱発がん物質のうち、ANP

を除く 9物質で有意に増加した。ANP によるγ-H2AX 形
成検出には、より高濃度あるいは長期間の投与が必要
と考えられた。一方で、Ki67 発現の有意な増加は 10
物質中 7物質で認められた。γH2AX は Ki67 よりも感度
が高い結果を示せた。平成 30 年度以降は、新たな膀胱
発がん物質及び膀胱を標的としない遺伝毒性発がん物
質を用いた検討を行うとともに、OECD テストガイドラ
イン化に関して必要な対応を実施する予定である。 
遺伝毒性肝発がん物質検出モデルの検証では、遺伝

毒性陰性の非発がん物質 ethionamide が遺伝性毒性物
質として判定されたが、in vitro 遺伝毒性試験では毒
性を引き起こす用量で遺伝毒性陽性であったと報告が
ある（Kirkland et. al., 2016）。今回の投与量は LD50

の 1/3 量という高い投与量であったため、ethionamide
が遺伝毒性作用に関連する遺伝子の変動を惹起したと
推測される。Monocrotaline は非遺伝毒性肝発がん物
質であったが、陽性との判定であったため、今後更
なる検討が必要と考えられた。その他の被験物質につ
いては誤りなく判定されており、本遺伝毒性肝発がん
物質検出モデルを用いた判定方法は遺伝毒性発がん物
質の検出に有用と期待される。 
 
Ｅ．結論 

γ-H2AX の膀胱発がん性早期検出マーカーとして有
用性が示唆された。また、我々が構築した遺伝子セッ
トを用いた肝発がん性予測モデルは遺伝毒性肝発がん
物質を高い精度で検出できる可能性が示唆された。 
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