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平成 29 年度分担研究報告書 
 

化学物質の有害性評価の迅速化・高度化・標準化に関する研究（H29-化学-一般-001） 
分担研究項目：病理組織発がんマーカーを用いた中期発がんリスク評価法の確立：膀胱発がん物質の評価 

 
研究分担者 豊田武士 国立医薬品食品衛生研究所 病理部 室長 

  
Ａ．研究目的 
本研究では、膀胱を標的とする発がん物質による 28

日間反復投与試験を実施し、病理組織発がんマーカー
を用いた膀胱発がんリスク評価法の確立を目指す。こ
れまでに我々は、鋭敏な DNA 損傷マーカーとして知ら
れるγ-H2AX 形成を指標として、遺伝毒性膀胱発がん物
質の早期検出が可能であることを明らかにしてきた。
本試験系は通常の28日間反復投与毒性試験の検体を用
いて、免疫組織化学的手法を追加することで実施でき
る点を特色とし、化学物質の効率的かつ迅速なリスク
評価に寄与し得ると考えられる。 
平成 29年度は、膀胱発がん物質 5 種類についてラッ

トを用いた 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。 
 
Ｂ．研究方法 
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日間経口投与した。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 飲水および 2.5 mg/kg/day CPA 強制経口投与に設
定した。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。膀

胱粘膜上皮におけるγ-H2AX および Ki67 陽性細胞を定
量的に解析し、陽性率を対照群と比較した。また、γ
-H2AX/Ki67 陽性細胞を、その局在に基づいて基底層
（basal layer）、中間層（intermediate layer）、表層
（superficial layer）の三層に分類し、局在による標
的性の差異について検討した。 
 
（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 
膀胱上皮細胞におけるγ-H2AX 形成および Ki67 発現

を免疫組織化学的に検索した。2000 個以上/匹の粘膜上
皮細胞をカウントし、1000 個あたりのγ-H2AX 陽性細
胞数を算出した結果、DB1、DHPN、EHBN および CPA 投与
群では、対照群と比較してγ-H2AX 陽性細胞の有意な増
加が認められた（図 1）。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 および CPA 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 およ
び DB1 投与群では増加は認められなかった（図 2）。γ
-H2AX または Ki67 の増加が認められた各群について、
陽性細胞をその局在に基づいて三層に分類した（図 3）。
その結果、いずれの群でも基底層に位置する細胞の割
合が高いことが明らかとなった。 
 

研究要旨 
 本研究では、膀胱を標的とする発がん物質による 28日間反復投与試験を実施し、病理組織発がんマー
カーを用いた膀胱発がんリスク評価法の確立を目指す。平成 29年度は、6週齢の雄 F344 ラットに
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 28 日間経口
投与し、投与終了時に膀胱を採材した。膀胱粘膜上皮細胞におけるγ-H2AX（DNA 損傷マーカー）形成お
よび Ki67（細胞増殖関連因子）発現を定量的に解析した結果、DB1、DHPN、EHBN および CPA 投与群ではγ
-H2AX 陽性細胞の有意な増加が、またこのうち DB1 を除く 3群では Ki67 陽性細胞の有意な増加が認めら
れた。一方、ANP 投与群では、γ-H2AX 形成および Ki67 発現の増加は観察されなかった。以上の結果から、
検索した 5種の膀胱発がん物質のうち 4種は、28日間の投与でラット膀胱粘膜にγ-H2AX 形成を誘導する
ことが示され、γ-H2AX の膀胱発がん性早期検出指標としての有用性が示唆された。 
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図 1．ラット膀胱粘膜上皮細胞におけるγ-H2AX 陽性細
胞の定量解析。 
 

 
 
図 2 ．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 3．γ-H2AX および Ki67 陽性細胞の局在。基底層
（Basal）、中間層（Intermediate）、表層（Superficial）。 

 
Ｄ．考察 
本研究で検討した5種の膀胱発がん物質のうち、DB1、

DHPN、EHBN および CPA 投与群の膀胱には、γ-H2AX 形
成の有意な増加が認められ、このうち DB1 を除く 3 群
では Ki67 発現も増加していた。一方、ANP 投与群では
いずれの増加も観察されなかった。ANP によるγ-H2AX
形成の検出には、より高濃度あるいは長期間の投与が
必要と考えられた。 
今後、得られた結果について、他施設（香川大・藤

田保健衛生大・大阪市立大）でのバリデーションを行
う予定である。平成 30年度以降は、新たな膀胱発がん
物質に加え、膀胱発がんプロモーター物質および膀胱
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。 
 
Ｅ．結論 
本研究の結果から、検索した膀胱発がん物質 5 種の

うち 4 種はラット膀胱粘膜におけるγ-H2AX 形成の有
意な増加を引き起こし、膀胱発がん性早期検出マーカ
ーとして有用であることが示された。 
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