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令和元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 鈴木 周五 大阪市立大学大学院医学研究科 分子病理学 准教授 

 
Ａ．研究目的 
近年、発がん過程におけるDNA損傷・修復経路の重要

性が明らかにされつつあり、特にDNA二重鎖切断はゲノ
ム不安定性の原因となる深刻な傷害と認識されている。
DNAに二重鎖切断が生じると、ヒストン構成タンパクの
一種であるH2AXが速やかにリン酸化され、γH2AXを形成
する。γH2AXはDNA修復因子の結合標的となり、二重鎖
切断修復に必須の役割を果たすことが知られている。γ
H2AXは損傷部位から離れた領域まで広範囲に集積する
特徴があり、特異抗体によって核内の小型点状巣として
検出することが可能となっている。 
以前および去年の研究において、膀胱を標的とする発

がん物質について化審法で実施される28日間反復投与
試験のプロトコールに基づいて採取した膀胱について
検討した結果、遺伝毒性の有無に関わらず膀胱発がん物
質を投与された膀胱尿路上皮において、γH2AX免疫染色
による核陽性細胞が有意に上昇することが示され、膀胱
発がん物質を短期間（4週間）の投与で検出し得る可能
性が示唆された。 
令和元年度は、この検出法の検出精度を詳細に検討す

る目的で、膀胱発がん物質での検討とともに、遺伝毒性
を有する非発がん物質や有さない非発がん物質を用い
て、化学物質に対する特異性について検討した。 
 
Ｂ．研究方法 
6週齢F344雄ラットに、16 mg/kg Pioglitazone (PGZ)、

50 mg/kg Rosiglitazone (RGZ)、90 mg/kg 
1-Nitropropane (1-NP)を強制胃内投与し、173 ppm 
Sodium arsenite (NaAsO2)、0.3% 8-Hydroxyquinoline 
(8HQ)を混餌投与した。4週間後に屠殺・剖検し、種々
の臓器を採取した。肝臓を分担研究者に要望された状
態（凍結）で送付した。また、6週齢 F344 雄ラットに、
膀胱発がん促進物質である cotinine を 13、40、120 ppm

で飲水投与し、4週間後に屠殺・剖検し、膀胱を採取し
た。全ての膀胱組織について免疫組織染色を行い、γ
H2AX および Ki67 の標識率を検討した。 
 
（倫理面への配慮） 
大阪市立大学動物実験委員会から動物実験の許可を

得、動物実験指針を遵守して行い、動物愛護に十分に
配慮した。 
 
Ｃ．研究結果 
試験開始3日後に90 mg/kg 1-NP投与群が体重減少を

来したため、以降は45 mg/kgに濃度変更を行った。試験
期間中、1-NP投与群において対照群に比べ、体重増加抑
制傾向を認め、屠殺・剖検時の体重は、1-NP投与群で有
意に抑制された。 
膀胱組織学的検討の結果、NaAsO2群で、軽度肥厚傾向

を認めたものの、simple hyperplasiaと診断する所見は
見られなかった。 
膀胱粘膜上皮におけるγH2AX標識率は、NaAsO2投与群

で強い上昇を認め、多群間比較検定でも有意な上昇を示
した。一方、各化学物質と対照群との一対一での比較を
行った結果、上記のNaAsO2において標識率の有意な上昇
と、8HQの有意な低下を認めた。他の郡では対照群と差
がなかった(図1)。 
膀胱粘膜上皮におけるKi67標識率は、NaAsO2投与群で

強い上昇を認め、多群間比較検定でも有意な上昇を示し
た。一方、各化学物質と対照群との一対一での比較を行
った結果、上記のNaAsO2および8HQにおいて有意な標識
率の上昇を認めた。他郡では対照群と差がなかった(図
2)。 
Cotinine投与群において、γH2AX標識率は、濃度依存

性にいずれの濃度においても対照群と比較し有意な上
昇を認めた。一方、Ki67標識率は、40 ppm以上の投与群
で対照群と比較し有意な上昇を認めた(図3)。 

研究要旨 
 本研究は、膀胱を標的とする発がん物質を早期に検出できる指標の探索を目的としている。現在まで
DNA 二重鎖切断マーカーであるγH2AX が、遺伝毒性の有無に関わらず膀胱発がん物質の早期検出指標と
して利用し得る可能性を示した。令和元年度はγH2AX に関して、膀胱発がん物質および非膀胱発がん物
質を用いて感受性や特異性についても検討した。結果、膀胱発がん物質のみならず発がん促進物質でも
γH2AX の有意な上昇を認め、この試験法の感受性が高いことを示した。一方で、膀胱に発がん性を示さ
ない発がん物質ではγH2AX 標識率が対照群と差がなく、検出法の膀胱発がん物質への特異性についても
示された。以上の結果から、化審法で実施される 28 日間反復投与試験のプロトコールに基づいて採取
した膀胱において、遺伝毒性の有無に関わらず膀胱への発がん性を示す物質を検出でき、膀胱発がん促
進物質についても検出できる可能性を示せた。 
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図1. 膀胱粘膜上皮細胞におけるγH2AX陽性細胞の定量解析 
 

 
図2. 膀胱粘膜上皮細胞におけるKi67陽性細胞の定量解析 
 

 
図3. Cotinine投与ラットの膀胱粘膜上皮細胞におけるγ
H2AXおよびKi67陽性細胞の定量解析 
 
D. 考察 
化審法で実施される28日間反復投与試験においては、

各化学物質を対照群と比較検討すると考えるため、今
回の膀胱発がん物質検出法を検討するにあたり、各化
学物質と対照群との一対一での比較が重要と考えてい
る。結果として、膀胱発がん物質NaAsO2および発がん促
進物質cotinineについては、検出可能だった。一方、
PGZについては、組織学的に膀胱粘膜上皮の肥厚は比較
的目立たず、過形成病変を認めなかった。結石による
増殖性病変形成が今回の実験条件では乏しかったため、
γH2AXやKi67標識率の陽性率上昇が乏しかったと推察
する。一方で、膀胱発がん性を認めない化学物質3つは、
γH2AX標識率はいずれも有意な上昇を示さず、γH2AX
の膀胱発がん性に対する特異性を確認出来た。 
 
E. 結論 
化審法で実施される28日間反復投与試験において摘

出した膀胱を用いたγH2AX免疫染色による標識率の検
討は、膀胱に特異的な発がん物質の検出法として有用
であることを示した。 
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