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Ａ．研究目的 
膀胱がんの原因物質には、染料・顔料の製造原料と
して汎用される芳香族アミン類が多く含まれ、平成 27
年12月に報告された民間事業場での膀胱がん多発事例
にもその関与が疑われている。これらの芳香族アミン
のうち、o-トルイジンと o-アニシジンは労働曝露によ
るヒト膀胱がんへの関与が以前から疑われ、特に前者
について疫学調査や齧歯類を用いた発がん性試験が比
較的多く報告されている。一方で、無毒性量を設定し
得る適切な反復投与毒性試験は過去に実施されておら
ず、膀胱粘膜に対する傷害機序や発がん過程の詳細は
不明なままとなっている。また、o-トルイジンと o-ア
ニシジンはともに in vitro 遺伝毒性試験には陰性を示
し、発がん過程における in vivo 遺伝毒性の関与も明
らかではない。 
近年、リン酸化ヒストンタンパク質の一種γ-H2AX
が DNA 二重鎖切断の鋭敏な指標となることが示され、
遺伝毒性試験から臨床診断まで幅広い分野での応用が
期待されている。我々は以前に、遺伝毒性膀胱発がん
物質はラット膀胱上皮細胞にγ-H2AX 形成を強く誘導
する一方、膀胱を標的としない遺伝毒性発がん物質で
は対照群と同じレベルにとどまることを示し、γ-H2AX
を遺伝毒性膀胱発がん物質の早期検出指標として利用
し得ることを明らかにした。この試験系は 4 週間とい
う短期の毒性試験で、通常の免疫組織化学的手法によ
って実施できることを特色とし、化学物質の効率的か
つ迅速なリスク評価法と考えられる。 
 
本研究では、前述の事業場で扱われていた 5 種の芳
香族アミン（o-トルイジン、o-アニシジン、2,4-キシ

リジン、p-トルイジン、アニリン）をラットに短期間
投与し、膀胱における病理組織学的検索ならびにγ
-H2AX をはじめとする毒性・発がん関連因子の発現解析
を実施する。曝露初期における細胞動態への影響と毒
性機序を明らかにし、芳香族アミンのリスク評価に資
するデータの取得を目的とする。 
平成 28 年度はラットへの被験物質投与と組織採材、
病理組織学的検索およびγ-H2AX形成/Ki67発現の解析
を実施し、膀胱に対する毒性影響ならびに in vivo 遺
伝毒性の評価を行った。平成 29 年度は、膀胱がんとの
関連が指摘される 5 項目の遺伝子群（細胞増殖・DNA
損傷・Hedgehog 経路・クロマチン修飾・クロマチン再
構築）の発現動態を検索し、芳香族アミンへの曝露初
期に生じる遺伝子動態の特徴を明らかにした。 
 
Ｂ．研究方法 
膀胱がん多発事例が報告された民間事業場で使用さ
れていた 5 種の芳香族アミン（o-トルイジン、o-アニ
シジン、2,4-キシリジン、p-トルイジン、アニリン）
のうち、平成 28年度に実施したラットを用いた解析の
結果、病理組織学的所見およびγ-H2AX 形成/Ki67 発現
の増加を誘導したo-トルイジンおよびo-アニシジンの
2種を、平成 29 年度の解析対象として選択した。 
6 週齢の雄 F344 ラットに、0.8% o-トルイジンおよび
1% o-アニシジンを 4週間混餌投与した。また、無処置
対照群に加え、遺伝毒性膀胱発がん物質である
N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine（BBN）飲水
投与群ならびに非遺伝毒性膀胱発がん物質である 3%ウ
ラシル混餌投与群を併せて設置した。 
4 週間の投与終了時に解剖し、膀胱粘膜を凍結採材後、
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RNA を抽出した。PCR アレイを用いて、膀胱がんとの関
連が指摘される 5項目（細胞周期・DNA 損傷・Hedgehog
経路・クロマチン修飾・クロマチン再構築）各 84遺伝
子について、RT-PCR 法による発現解析を行った。 
 
（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程に基づき、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 
対照群、0.8% o-トルイジン、1% o-アニシジン、3%
ウラシル、0.05% BBN 投与群の膀胱粘膜から RNA を抽出
し、細胞周期・DNA 損傷・Hedgehog 経路・クロマチン
修飾・クロマチン再構築関連遺伝子の発現動態を解析
した。その結果、検索した 5 項目の中で、細胞周期・
DNA 損傷・Hedgehog 経路関連遺伝子では多数の発現変
動がみられた一方（図 1-3）、クロマチン修飾・クロマ
チン再構築関連因子の発現変動は比較的少なかった
（図 4）。 
投与群ごとの特徴として、o-アニシジン・BBN 投与群
では多数の遺伝子発現変動がみられた一方で、o-トル
イジン投与群では、投与 4 週時点での変動遺伝子数は
比較的少なかった。また、ウラシル投与群では、発現
増加だけでなく減少を示す遺伝子も、他群と比較して
多数認められた。 
クラスタグラム解析により、投与群の遺伝子発現パ
ターンを各項目ごとに比較した結果、5 項目すべてで
o-アニシジンおよび BBN 投与群が発現パターンの類似
したグループとして位置づけられた。 
 
 

 
 
図 1．投与 4週時点での膀胱粘膜上皮における細胞周期
関連遺伝子の発現動態。Gene Symbol:遺伝子名、Fold 
Regulation：対照群からの変動倍率。 
 

 
 
図 2．投与 4週時点での膀胱粘膜上皮における DNA 損傷
関連遺伝子の発現動態。Gene Symbol:遺伝子名、Fold 
Regulation：対照群からの変動倍率。 
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図 3．投与4週時点での膀胱粘膜上皮におけるHedgehog
経路関連遺伝子の発現動態。Gene Symbol:遺伝子名、
Fold Regulation：対照群からの変動倍率。 
 

 
 
図 4．投与 4週時点での膀胱粘膜上皮におけるクロマチ
ン修飾・クロマチン再構築関連遺伝子の発現動態。Gene 
Symbol:遺伝子名、Fold Regulation：対照群からの変
動倍率。 
 
Ｄ．考察 
 前年度の病理組織学的解析により、o-トルイジンは
ラット膀胱に対して、粘膜内出血等の急性毒性から慢
性炎症を経てび漫性過形成に至る、経時的な病理学的
変化を誘発することを明らかにした。これに対して、
o-アニシジンは粘膜の単純過形成を引き起こしたもの
の壊死や重度の炎症は伴わず、遺伝毒性膀胱発がん物
質として知られる BBN による病態と類似していた。こ

の結果から、ともに膀胱発がん性を示す o-トルイジン
と o-アニシジンであるが、その粘膜傷害機序は互いに
異なることが示唆された。 
また、γ-H2AX 形成/Ki67 発現の定量解析によって、
o-トルイジンと o-アニシジンはともにγ-H2AX 陽性細
胞の増加を誘導し、膀胱に対する in vivo 遺伝毒性を
有することが示唆された。しかし、o-アニシジン投与
群では、γ-H2AX/Ki67 はいずれも投与開始 2 日から 4
週目にかけて経時的な発現増加を示したのに対し、o-
トルイジン投与群では 2 日目から 1 週目にかけて増加
した後、2週目以降は著しく減少するという特徴的な発
現パターンを示すことが明らかとなった。前述の病理
組織学的検索結果で示された、両物質の粘膜傷害機序
の違いが反映されていると考えられる。 
本年度は、芳香族アミン曝露初期の膀胱における遺
伝子発現動態を明らかにするため、膀胱がんへの関与
が知られる 5 項目（細胞周期・DNA 損傷・Hedgehog 経
路・クロマチン修飾・クロマチン再構築）の遺伝子群
について、PCR アレイによる発現解析を行った。その結
果、いずれの項目も o-アニシジンおよび BBN 投与群で
近い発現パターンを示し、両物質の病理組織学的所見
の類似と一致していた。一方、o-トルイジン投与群の 4
週時点での変動遺伝子数は o-アニシジン投与群と比較
して少なく、粘膜傷害機序の違いならびにγ-H2AX 形成
の一過性の増加を反映する結果となった。 
検索した 5項目のうち、細胞周期・DNA 損傷・Hedgehog
経路関連遺伝子では多数の発現変動がみられ、これら
は膀胱発がん過程の初期に重要である可能性が示唆さ
れた。特に粘膜上皮の分化に関与する Hedgehog 経路関
連遺伝子は、o-トルイジンおよび o-アニシジン投与群
で発現上昇を示す一方、非遺伝毒性膀胱発がん物質で
あるウラシル投与群では変動がみられない遺伝子が複
数（Foxe1, Bmp5, Runx2）見出され、芳香族アミンに
よる膀胱発がんに重要な役割を果たしている可能性が
ある。一方、クロマチン修飾・クロマチン再構築関連
遺伝子の発現変動は比較的少なく、これらは膀胱発が
ん過程の後期に関与する可能性が考えられた。 
 
Ｅ．結論 
本研究の結果から、膀胱粘膜の遺伝子発現解析によ
って、o-アニシジンは遺伝毒性膀胱発がん物質である
BBN と近い発現パターンを示すこと、細胞周期・DNA 損
傷・Hedgehog 経路関連遺伝子が o-トルイジン・o-アニ
シジンの曝露初期に特徴的に変動することが示唆され
た。被験物質はいずれも芳香族アミンとして基本的な
構造を有することから、本研究の成果は芳香族アミン
全般のリスク評価における基礎データとして活用し得
る。 
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