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研究要旨 

芳香族アミンによる膀胱がん発生のメカニズムはいまだ明らかでない点が多く、本研究では芳

香族アミン取扱事業所で発生した職業性膀胱がんを用いた臨床病理学研究と、動物モデル

を用いた Acetoaceto-o-toluidide (AAOT) の膀胱発がん性評価を行い、ヒトと動物モデルの

両面から発がんに関わる分子メカニズムの解明を行った。芳香族アミン取扱事業所で発生し

た職業性膀胱がんについて次世代シークエンサーを用いたがん関連遺伝子の変異解析を

行った結果、TP53 や FGFR3 などが全例で認められ、さらにこれまでの報告では変異率が高

くない FLT3、KDR、STK11、PDGFR、APC、ERBB4、RET なども高率に変異が認められた。ラ

ットを用いた 36 週間二段階膀胱発がん試験では、AAOT が BBN 誘発ラット膀胱発がんに対

して促進作用を有することを明らかにした。また、AAOT 投与時の尿中から AAOT および o-

toluidine (OTD)などの 7 つの下流代謝物が検出され、OTD 濃度は AAOT 及び多の代謝物

よりも少なくとも 10 倍以上高いことを明らかになった。さらに、4 週間短期試験において、

AAOT 投与群では膀胱尿路上皮の細胞増殖活性亢進とともに、DNA 傷害の指標である γ-

H2AX 形成の亢進を認めた。加えて、JUN とその下流にある「腫瘍の増生」関連遺伝子

（PTGS2、KDR、MMP2、DUSP1、EGR1、SERPINE1、TNC、および PLAU）の発現亢進が明ら

かになった。これらの結果から、AAOT が他の発がん性芳香族アミンと同様に、膀胱発がん性

を有することが強く示唆された。その発がんメカニズムに JUN シグナリング伝達経路の活性化

が関与していることが示唆された。さらに、尿中代謝物であるOTDが AAOT誘発膀胱発がん

の鍵となる物質であることを示した。 
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A. 研究目的 

芳香族アミンによる膀胱がん発生のメカニズ

ムは未だ明らかでない点が多い。本研究では、

芳香族アミン取扱事業所で発生した職業性膀

胱がんについて、ヒト腫瘍検体と動物モデルの

両 面 か ら 解 析 し 、 acetoaceto-o-toluidide 

(AAOT) の毒性について評価することで、発が

んメカニズム解明とヒトへの外挿可能な動物モ

デルの開発を目指す。 

 

B. 研究方法 

①ヒト膀胱がん組織を用いた臨床病理学研究 

解析対象として ortho-toluidine (OTD)などの

芳香族アミン取扱い事業所で発生した職業性

膀胱がん 6 例と、芳香族アミン非ばく露群 8 例

（喫煙歴、性別、病理学的進行度をマッチング

した大阪市立大学附属病院の膀胱がん症例）

を用いた。ホルマリン固定パラフィン包埋組織

標本 (FFPE)標本から DNA を抽出し、次世代

シー ク エ ン サ― (Ion AmpliSeq ™  Cancer 

Hotspot Panel v2)を用いて、50 種類の代表的

ながん遺伝子、がん抑制遺伝子について変異

の有無を検索した。また、芳香族アミン取り扱

い事業所で発生した膀胱がんの遺伝子変異

解析の結果を、芳香族アミンの曝露ない膀胱

がん症例や、既存の膀胱がん遺伝子変異デー

タベース(The Cancer Genome Atlas; TCGA)と

の比較を行うことで、芳香族アミン暴露によって

おこる特徴的な遺伝子変異の有無を検討した。 

 

②動物モデルを用いた AAOT の膀胱発がん

性評価 

1) AAOTの投与用量を決定するためのラット短

期毒性試験（4週間） 

F344 ラットに AAOT を混餌で 0、1.5%、3%で

4 週間投与した後、膀胱について病理組織学

的な検索及び膀胱上皮の細胞増殖活性につ

いて検討した。また、AAOT 3%混餌投与 3日後

の雌ラットの尿を強制排尿にて回収し、尿中の

AAOT、o-toluidine (OTD)の濃度をクロマトグラ

フィーにて測定した。 

 

2) AAOT の膀胱発がん性を検討するためのラ

ット二段階膀胱発がん試験（36週間） 

6 週齢の雄雌 F344 ラット 162 匹（雄 81 匹、

雌 81 匹）を雄雌それぞれ 4 群ずつ、計 8 群に

群分けした。既知の膀胱発がん物質である N-

butyl-(-4-hydroxybutyl)nitrosamine (BBN)を 4

週間飲水投与し、1週間の休薬期間後、AAOT

を 0%、0.167%、0.5%、1.5%濃度で 31 週間混餌

投与した。実験開始 36 週後に、膀胱を採取し

て重量を測定し、ホルマリン注入固定後に病理

組織学的な検索を行った。 

 

3) AAOT の膀胱発がんメカニズム解析（4週間） 

6 週齢の雄 F344 ラット 18 匹を 3 群に分け

た。AAOTを 0%、0.167%、1.5%の濃度で 4週間

混餌投与し、解剖を行った。解剖時にラット膀

胱上皮を採取し、RNeasy Mini Kit (QIAGEN) 

を用いて RNA を抽出し 、 GeneChip Rat 

Genome 230 2.0 Array (Affymetrix) を用いて

マイクロアレイ解析を行った。対照群（0%）に対

して 1.5%投与群において発現が変動した遺伝

子 を 選 出 し 、 Ingenuity Pathway Analysis 

(Ingenuity Systems) を用いてパスウェイ解析を

行った。そこで得られた遺伝子ネットワークに

関わる 9つの遺伝子の発現をリアルタイム PCR

にて評価した。また、解剖時に採取しホルマリ

ン固定を行ったラット膀胱組織に対して JUN、

prostaglandin-endoperoxide synthase 2 

(PTGS2; COX2)の免疫染色を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究はヒト組織標本を用いる研究であり、

研究を実施するにあたり、大阪市立大学倫理

委員会の承認を得ている（受付番号 3560）。ま



 

た、動物実験に関しては大阪市立大学実験動

物施設の承認を得ている。動物実験施設飼育

規定を遵守し、動物愛護の精神で飼育するとと

もに、解剖に際しては苦痛を与えないように麻

酔下で施行した。 

 

C. 研究結果  

①ヒト膀胱がん腫瘍組織を用いた臨床病理学

研究 

芳香族アミン暴露群と非暴露群で変異の頻

度が高かった遺伝子について、TCGA データ

ベースで報告されている変異率を加えて、表１

に示す。芳香族アミン暴露群ではこれまで膀胱

がんで変異率が高いと報告されている TP53や

FGFR3 などが全例で認められ、さらにこれまで

の報告では変異率が高くない FLT3、KDR、

STK11、PDGFR、APC、ERBB4、RET なども高

率に変異が認められた。しかしながら、これらの 

 

表 1. 芳香族アミン取り扱い事業所で発生した膀胱

がんで検出された遺伝子変異 

 
 

遺伝子の変異は、芳香族アミン非暴露群の膀

胱がんでも高率に検出され、両群間に各遺伝

子の変異頻度には有意な差は認められなかっ

た。また、両群間で non-synonymous (非同義)、

synonymous (同義)、合計の変異数はそれぞれ

有意差を認めなかった。なお、単塩基変異

(SNV)の塩基スペクトラム解析の結果、置換を

受けた塩基、置換された後の塩基に関しても

両群間に有意差はみられなかった。 

 

② 動物モデルを用いた AAOT の膀胱発がん 

性評価 

1) AAOTの用量を決定するためのラット短期毒

性試験 （発表論文 1参照） 

AAOT1.5%以上投与した群では膀胱尿路上

皮の過形成とともに、DNA 傷害の指標である

γ-H2AX 形成の亢進が認められた。AAOT を

投与したラット尿中から OTD が高濃度で検出

されることから、AAOT は生体内で OTD に変

換されることで、膀胱上皮細胞の増殖および

DNA 傷害誘発に関与している可能性が示唆さ

れた。また、雌雄 3%投与群いずれも 10%以上の

体重減少が観察されたことから、二段階膀胱

発がん試験において、AAOT の最高用量を

1.5%と設定した。 

 

2) ラット二段階膀胱発がん試験 （発表論文 2

参照） 

肉眼的に雄雌ともに AAOT投与群では膀胱

の腫瘤性病変の数及びサイズが増加していた

（図 1）。膀胱を病理組織学的に検討した結果、

(1) 雄ラットでは、1.5％群の乳頭腫の発生率と、

0.5、1.5％群の尿路上皮癌および総腫瘍病変

（乳頭腫＋尿路上皮癌）の発生率は、対照群と

比較して有意に増加した。(2) 雌ラットでは、

0.5、1.5％群の尿路上皮癌の発生率、1.5％群

の総腫瘍病変の発生率は有意に増加した。(3）

総腫瘍病変の発生数は、雌ラットの 0.5、1.5％

群と雌ラットの 1.5％群で有意に増加した。 

36 週時の尿中 AAOT および代謝物を分析

した結果、AAOT および 7 つの下流代謝物

(OTD、N-acetyl-OTD、4-amino-m-cresol、2-

amino-m-cresol 、 2-aminobenzyl alcohol 、

Anthranilic acid、および N-acetyl anthranilic 

TP53 6 (100％) 7 (87.5％) 198 (48.1％)

FGFR3 6 (100％) 8 (100％) 58 (14.1％)

FLT3 6 (100％) 8 (100％) 10 (2.4％)

KDR 6 (100％) 8 (100％) 17 (4.1％)

STK11 6 (100％) 7 (87.5％) 0 (0％)

PDGFRA 6 (100％) 8 (100％) 15 (3.7％)

APC 6 (100％) 8 (100％) 25 (6.1％)

ERBB4 5 (83.3％) 6 (75％) 13 (3.2％)

RET 5 (83.3％) 7 (87.5％) 9 (2.2％)

CSF1R 4 (66.7％) 7 (87.5％) 11 (2.7％)

PIK3CK 3 (50％) 2 (25％) 91 (22.1％)

HRAS 3 (50％) 2 (25％) 18 (4.4％)

ALK 3 (50％) 2 (25％) 13 (3.2％)

芳香族アミン
曝露群(n=6)

芳香族アミン
非暴露群(n=8)

TCGA2017

(n=412)



 

acid)が検出された。これらの尿中代謝物は、

AAOT投与濃度依存性に増加した。OTDは主

な代謝物であり、他の物質よりも少なくとも 10

倍以上高い濃度で存在することが明らかにな

った。 

 

 

図 1．AAOT 二段階膀胱発がん試験(膀胱肉眼像) 

 

3) AAOT の膀胱発がんメカニズム解析 （発表

論文 2参照） 

対照群と比較し、発がん促進用量である

1.5％投与群の膀胱上皮において、94 個の発

現変動遺伝子が認められた。そのうち 65 個は

発現亢進しており、29 個は発現低下を認めた。

これらの 94 個の発現変動遺伝子を用いた

pathway 解析を行った結果、JUN を中心とした

「腫瘍の増生」関連遺伝子（PTGS2, KDR, 

MMP2, DUSP1, EGR1, SERPINE1, TNC及び

PLAU）の発現亢進を認めた(図 2)。 

 

図 2．「腫瘍の増生」関連遺伝子ネットワーク 

 

D. 考察 

①ヒト膀胱がん腫瘍組織を用いた臨床病理学

研究 

膀胱がんリスクの主な原因として喫煙があり、

膀胱がんの約半数に関与していると考えられ

ている。喫煙による膀胱がんリスクの増加は、タ

バコの煙中に含まれる既知の膀胱発がん物質

である OTD、2-ナフチルアミン、4-アミノビフェ

ニルなどの芳香族アミンのばく露が関与してい

ると報告されている。今回の対照群である芳香

族アミン非ばく露群の膀胱がん患者全員に喫

煙歴がある。本研究の芳香族アミンばく露膀胱

がんと、非ばく露膀胱がんの遺伝子変異に有

意差がない結果は、喫煙による膀胱がん発症

にはタバコ煙中に存在する膀胱発がん物質で

ある芳香族アミンが主に関与しているという考

えを支持するものと考えられる。 

 

② 動物モデルを用いた AAOT の膀胱発がん 

性評価 

AAOT を単独投与したラット膀胱上皮を用い

て、マイクロアレイによる遺伝子発現差異解析

を行った結果、AAOT の膀胱発がんには JUN

シグナリング伝達経路の活性化が関与してい



 

ることが示唆された。 

 

E. 結論 

芳香族アミン取扱事業所で発生した職業性

膀胱がんに高頻度にがん関連遺伝子の変異

が生じたことが明らかになった。 

AAOT が他の発がん性芳香族アミンと同様

に、膀胱発がん性を有することが強く示唆され

た。その発がんメカニズムには体内での代謝が

重要で、発生した OTD が AAOT 誘発膀胱発

がんの鍵となる物質であることを示した。 
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