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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。 
令和元年度は、新規化学物質 5 種についてラット 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、遺伝
毒性・非遺伝毒性膀胱発がん物質をそれぞれ複数の用
量でラットに投与し、膀胱におけるγ-H2AX 形成の用量
相関性を併せて検証した。 
 
Ｂ．研究方法 
新規被験物質として、遺伝毒性非発がん物質 3 種：

2,6-Diaminotoluene (2,6-DAT), 6-Mercaptopurine 
monohydrate (6-MP), 5-Fluorouracil (5-FU)および非
遺伝毒性非発がん物質 2 種：Ethionamide (ETP), 
Ampicillin trihydrate (AMP)を、6週齢の雄 F344 ラッ
トに 4 週間経口投与した。各物質の投与濃度は短期試
験における最大耐量として、0.1% 2,6-DAT 混餌、0.01% 
6-MP 混餌、0.0125% 5-FU 飲水、0.3% ETP 混餌、1000 
mg/kg/day AMP 強制経口（溶媒：コーン油）に設定した。 
用量相関性の検討として、6 週齢の雄 F344 ラットに

遺伝毒性膀胱発がん物質である N-butyl-N-(4-
hydroxybutyl)nitrosamine（BBN）または非遺伝毒性膀

胱発がん物質であるメラミンを、それぞれ 0, 0.0001, 
0.001, 0.01, 0.02, 0.05%（飲水）および 0, 0.3, 1, 
3%（混餌）の用量で 2日または 4週間投与した。 
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 
新規被験物質について、膀胱粘膜上皮細胞における

γ-H2AX 形成を免疫組織化学的に検索した。粘膜上皮細
胞 1000 個あたりのγ-H2AX 陽性率を算出した結果、い
ずれの被験物質もγ-H2AX 陽性率の有意な増加を誘導
しないことが示された（図 1）。 
BBN およびメラミンの複数用量による検討では、投与

開始後 2 日の時点では、いずれの投与群にも病理所見
は認められなかった。4 週時点では、BBN の 0.01%以上
投与群およびメラミンの 3%投与群で、過形成等の病理
組織学的変化が認められた。BBN 投与群では 2日・4週
いずれの時点でも、膀胱粘膜上皮におけるγ-H2AX・
Ki67 陽性率はそれぞれ 0.001%以上・0.01%以上の投与
群で用量相関性を伴って有意に増加した（図 2, 3）。メ
ラミン投与群では、γ-H2AX・Ki67 陽性率は 2日・4週
時点でともに最高用量の 3%群でのみ有意に増加した

研究要旨 
 本研究は、DNA 損傷関連因子であるγ-H2AX を病理組織学的マーカーとして用いた、短期膀胱発がんリ
スク評価法の確立を目的とする。我々は前年度に、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
ンに、オプションとして追加する改定案を提出した。令和元年度は、6週齢の雄 F344 ラットに新規の被
験物質として遺伝毒性または非遺伝毒性の非発がん物質 5種を 28 日間経口投与し、膀胱粘膜におけるγ
-H2AX 形成を検索することで、本解析手法の感度・特異度について検証を行った。また、遺伝毒性
（BBN）および非遺伝毒性膀胱発がん物質（メラミン）を用いて、膀胱粘膜におけるγ-H2AX 形成の用量
相関性を検討した。その結果、非発がん物質 5種はいずれもγ-H2AX 陽性細胞の増加を誘導しないこ
と、膀胱発がん物質によるγ-H2AX 形成は明瞭な用量相関性を示すことが明らかとなった。これまでに
蓄積されたデータを総合すると、ラット膀胱に対する化学物質の発がん性検出における、γ-H2AX 免疫
染色の感度・特異度はそれぞれ 82.9%（29/35）・100%（30/30）と、高い精度で予測できることが示され
た。 
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（図 4, 5）。メラミン投与群（0.3%以上）における Ki67
発現は、2 日目の時点で一過性の有意な増加を示した。 
γ-H2AX および Ki67 の多重免疫蛍光染色を実施した

結果、メラミン投与群ではγ-H2AX 陽性細胞の大半が
Ki67 発現細胞と一致していた一方、BBN 投与群では共
発現細胞のみならず、γ-H2AX 単独陽性細胞も多く認め
られた（図 6）。 

 
図 1．新規被験物質を投与したラット膀胱粘膜上皮細胞にお
けるγ-H2AX 陽性率。(Student t-test). 
 

 
図 2．BBN 投与ラット膀胱粘膜上皮におけるγ-H2AX 陽性率。
**; P < 0.01 (Dunnett 多群検定), ‡; P < 0.01 
(Jonckheere 傾向検定). 
 

 
図 3．BBN 投与ラット膀胱粘膜上皮における Ki67 陽性率。**; 
P < 0.01 (Dunnett 多群検定), †, ‡; P < 0.05, 0.01 
(Jonckheere 傾向検定). 
 

 
図 4．メラミン投与ラット膀胱粘膜上皮におけるγ-H2AX 陽
性率。*, **; P < 0.05, 0.01 (Dunnett 多群検定), †, ‡; 
P < 0.05, 0.01 (Jonckheere 傾向検定). 
 

 
図5．メラミン投与ラット膀胱粘膜上皮におけるKi67陽性率。
**; P < 0.01 (Dunnett 多群検定), ‡; P < 0.01 
(Jonckheere 傾向検定). 
 

 
図 6．BBN およびメラミン投与ラット膀胱粘膜におけるγ-
H2AX/Ki67 免疫蛍光染色。γ-H2AX 単独陽性細胞（白矢頭）、
γ-H2AX/Ki67 共発現細胞（黄矢頭）。 
 
Ｄ．考察 
我々は前年度に、「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
加する改定案を提出し、OECD 加盟国・機関から多くの
レビューコメントを頂いた。令和元年度はこれらの指
摘のうち、非発がん物質の評価が不足していること、お
よびγ-H2AX 形成の用量相関性が未検証であることへ
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の対応を実施した。 
今年度に新たに検討した 5 種の非発がん物質は、い

ずれも膀胱粘膜におけるγ-H2AX 形成を誘導しなかっ
た。これまでに検討したデータと併せ、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 82.9%（29/35）および特異度 100%（30/30）と、高
い精度で予測できることが示された。 
また、遺伝毒性および非遺伝毒性膀胱発がん物質の

代表として、それぞれ BBN およびメラミンを用いて、
γ-H2AX 形成の用量相関性を検証した。その結果、膀胱
におけるγ-H2AX 形成は明瞭な用量相関性を示すこと
が確認された。 
BBN投与群の膀胱におけるγ-H2AX形成の有意な増加

は、過形成等の病理組織学的所見および Ki67 発現増加
が生じる用量（0.01%）よりも低い用量（0.001%）から
認められ、γ-H2AX がより鋭敏な指標であることが明ら
かとなった。また、BBN・メラミン投与群におけるγ-
H2AX 陽性細胞は、いずれも投与開始後 2 日目の時点で
有意な増加を示しており、より短期間の試験にも応用
できる可能性が示唆された。一方で、いずれの投与群に
おいても、4週時点でのγ-H2AX 陽性率が 2日目よりも
高いことから、28 日間投与試験への組み込みが適して
いると考えられる。 
多重免疫蛍光染色を用いた解析では、γ-H2AX・Ki67

陽性細胞の局在パターンが、BBN・メラミン投与群では
互いに異なることが明らかとなった。遺伝毒性発がん
物質である BBN の投与群にはγ-H2AX 単独陽性細胞が
多数認められ、直接的な DNA 損傷が生じていることが
示唆された。一方、メラミンは膀胱結石による物理的刺
激を介して、尿路上皮細胞の増殖活性を高めることが
知られている。メラミン投与群におけるγ-H2AX 形成の
大半が Ki67 陽性細胞に生じている事実は、細胞増殖活
性の増加に伴う複製エラー等、二次的な DNA 損傷の関
与を示唆すると考えられる。以上の結果から、膀胱発が
ん過程における遺伝毒性機序の関与の有無を、病理組
織標本上で評価し得る可能性が示された。 
 
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法として有用であることが示さ
れた。 
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