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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

日間反復経口投与試験を実施し、病理組織発がんマー
カーを用いた膀胱発がんリスク短期評価法の確立を目
指す。これまでに我々は、鋭敏な DNA 損傷マーカーで
あるγ-H2AX 形成を指標として、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 30 年度は、膀胱発がん物質等新規化学物質 10

種類（名古屋市立大と分担）についてラット 28 日間反
復経口投与試験を実施し、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、以前の検
討で偽陰性を示した膀胱発がん物質 4 種について、投
与条件を変更した再検討を実施した。 
 
Ｂ．研究方法 
国立衛研担当分の新規化学物質として、膀胱発がん

物質 3 種：2-Nitrosotoluene (2-NT), m-Cresidine 
(m-Cre), Sulfasalazine (SSZ)、膀胱発がんプロモー
ター物質：Sodium L-ascorbate (Na-AsA)および非膀胱
発がん物質：2-Nitropropane (2-NP)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、
0.338% 2-NT 混餌、160 mg/kg/day m-Cre 強制経口（溶
媒：コーン油）、675 mg/kg/day SSZ 強制経口、5% Na-AsA
混餌、40 mg/kg/day 2-NP 強制経口投与に設定した。 
偽陰性物質の再検討として、Dimethylarsinic acid 

(DMA), 4-Amino-2-nitrophenol (ANP), ニトリロ三酢

酸三ナトリウム一水和物(NTA), N-Nitrosomorpholine 
(NMOR)を 1週（0.02% DMA 飲水、2% NTA 混餌）または 4
週間（0.015% DMA 飲水、0.5% ANP 混餌、0.0125% NMOR
飲水、2% NTA 混餌）経口投与した。NTA の 4 週投与群
には、同物質による膀胱発がん感受性が高い雌 F344 ラ
ットを用いた。 
膀胱の採材方法は、先行研究班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
胱粘膜におけるγ-H2AX および Ki67 陽性細胞をカウン
トし、陽性率を対照群と比較した。 
 
（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。その結果、新規物質のうち 2-NT 投与
群において、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）。 
細胞増殖マーカーである Ki67 についても、γ-H2AX

と同様の方法で検索を行った。その結果、Na-AsA 投与
群において、陽性細胞の割合が有意に増加した（図 2）。 
再検討物質を投与したラットの膀胱を用いて、同様

にγ-H2AX 陽性細胞をカウントした結果、NTA を 1週間
投与した雄および 4 週投与後の雌において、有意な増

研究要旨 
 本研究では、病理組織発がんマーカーとしてγ-H2AX を用いた短期膀胱発がんリスク評価法の確立を目
指す。平成 30年度は、6週齢の雄 F344 ラットに膀胱発がん物質等新規化学物質 5種を 28日間経口投与
し、膀胱粘膜におけるγ-H2AX 形成を検索した。また、以前の検討でγ-H2AX 形成の増加を示さなかった
偽陰性物質 4種について、投与条件を変更した再検討を実施した。その結果、新規物質のうち膀胱発がん
物質 1種（2-Nitrosotoluene; 2-NT）および再検討物質のうち 1種（ニトリロ三酢酸三ナトリウム一水和
物；NTA）で、γ-H2AX 陽性細胞の有意な増加が確認された一方、膀胱を標的としない発がん物質では対
照群と同じレベルにとどまった。これまでに蓄積されたデータを総合すると、γ-H2AX 免疫染色によって
化学物質のラット膀胱に対する発がん性を、感度 84.4%（27/32）および特異度 100%（22/22）と、高い精
度で予測できることが示された。以上の結果を受けて、化学物質の膀胱発がん性早期検出を目的とした「膀
胱におけるγ-H2AX 免疫染色」を、28日間反復経口投与毒性試験に対する既存の OECD テストガイドライ
ン（TG 407）に、オプションとして追加する改定案（Standard Project Submission Form; SPSF）を厚生
労働省を通じて提出した。 
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加が認められた（図 3）。0.5% ANP および 0.015% DMA
の 4 週投与群においても増加傾向がみられたものの、
統計学的有意差は認められなかった。 
 

 
 
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（新規物質）。（統計：Student t-test） 
 

 
 
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（新規物質）。（統計：Student t-test） 
 

 
 
図 3．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（再検討物質）。（統計：Student t-test） 

 

 
 
図 4．既存の OECD テストガイドライン（TG 407）に、
γ-H2AX 免疫染色による膀胱発がん性早期検出法の追
加を提案する SPSF（表紙）。（厚生労働省を通じて提出） 
 
Ｄ．考察 
今年度に新たに検討した 3 種の膀胱発がん物質のう

ち、2-NT 投与群の膀胱には、γ-H2AX 陽性細胞の有意
な増加が認められた。一方、膀胱発がんプロモーター
物質である Na-AsA 投与群では、γ-H2AX 形成の増加傾
向および Ki67 発現の有意な増加がみられた。膀胱を標
的としない遺伝毒性発がん物質である 2-NP は、γ
-H2AX/Ki67 いずれの増加も誘導しなかった。 
再検討を実施した膀胱発がん物質 4 種のうち、NTA

は雄の 1 週投与群および雌の 4 週投与群において、γ
-H2AX 形成の有意な増加を示した。NTA の 2%混餌投与に
よるラット 2 年間発がん性試験において、膀胱腫瘍発
生率は雄で 4%（1/24）、雌で 21%（5/24）と、雌の方が
感受性が高いことが報告されている（National 
Toxicology Program, 1977）。γ-H2AX による膀胱発が
ん性の検出は、発がん感受性の雌雄差を反映し得るこ
とが示唆された。 
当研究班においてこれまでに蓄積されたデータを総

合すると、γ-H2AX 免疫染色によって化学物質のラット
膀胱に対する発がん性を、感度 84.4%（27/32）および
特異度 100%（22/22）と、高い精度で予測できることが
示された。以上の結果を受けて、「膀胱におけるγ-H2AX
免疫染色」を、28 日間反復経口投与毒性試験に対する
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既存の OECD テストガイドライン（TG 407）に追加する
改定案（Standard Project Submission Form; SPSF）
を厚生労働省を通じて提出した（図 4）。 
本改定案は化学物質の膀胱発がん性早期検出を目的

として、膀胱を用いたγ-H2AX 免疫染色をオプションと
して追加するものである。免疫染色は多くの研究機関
で実施されている一般的な解析手法であり、既存の試
験への組込みが容易である。また、早期に発がん性を
検出することで、不要な長期がん原性試験の実施を回
避できるなど、実験動物の3Rにも貢献し得る。一方で、
本手法のみでは膀胱発がん過程における遺伝毒性機序
の関与を評価することはできず、別個の試験・情報が
必要となる。他のマーカーとの併用等、今後の検討課
題と考えられる。 
 
Ｅ．結論 
本研究の結果から、γ-H2AX 免疫染色は、化学物質の

膀胱発がん性早期検出マーカーとして応用できること
が示された。平成 31 年度は、提出したガイドライン改
定案について、OECD ワーキンググループ（Working 
Group of the National Coordinators for the Test 
Guidelines Programme; WNT）からの指摘に対して必要
な対応を実施する。 
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