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Ａ．研究目的  
 本研究では、短・中期発がん予測バイオアッセイ
系の開発と検証が目的であり、化学物質の安全評価
の迅速化、高度化、標準化を目指している。特に発
がん予測評価手法の標準化を目標とする。既にヨー
ロッパ・ユーロ圏の諸国での研究施設では、特に化
粧品関連物質に関しては、法的に動物実験系ができ

なくなるため、代替実験法の開発が急がれ、最近で
は動物愛護の観点から動物発がん性から培養細胞
を利用する代替法が開発されつつある。しかし、培
養細胞での方法論は、生体での変化を確認すること
は困難である。そのため、動物モデルでの評価法は
いまだに必要不可欠と考えられるが、国際的に動物
試験に対する３Ｒ（代替法活用、使用数削減、苦痛
軽減）の原則は、動物系実験を肯定的に考える我々
研究者も当然考慮すべきものである。このため、腫
瘍形成を正確に判定し得る病理組織学的な評価を
基とした各臓器別の発がん試験として短・中期での
バイオアッセイ系の開発はその一つの解決策と考
えている。実際、ヒトの場合においても各臓器のが
んの早期発見がその治療と予後に重要な関与があ
ることは周知の事実である。実際、ヒトのがんの診
断に病理組織診断が利用されるようになった 150
年ほどの間に、生検標本での病理診断技術の発達は、
内視鏡的にも病変を認めない場合でも、ランダム生
検により、病理組織学的に異型細胞の存在は重要な
診断価値があり、その後の精査の対象となっている。
しかるに、未知物質の発がん性試験には長期動物実
験による肉眼的な腫瘍形成を指標としており、その
観察される腫瘤の病理組織学的な検索はあくまで
も腫瘍組織を確定するためのものであった。しかし、
動物実験においても従前より前がん病変として
種々の早期に発現する病巣の研究がなされてきた。
その多くの研究は腫瘍発生機序の視点でのもので
あり、微小な病理組織での判定はなされていなかっ
た。このため、本研究では、前がん病変とされてき

研究要旨 
 化学物質は毎年新規に開発され、その一部は Ames 試験等の変異原試験陽性が含まれ、ヒトに対する発が
んへの危険性の確認が必要であるものの、最近では動物愛護の観点から動物発がん性から培養細胞を利用す
る代替法が開発されつつある。しかし、培養細胞の性質から生体での変化を確認することはなかなか困難で
あるため、行政的な化学物質の安全対策の観点において、本研究では化学物質の発がん性検証に病理組織診
断法を利用する短・中期のバイオアッセイ系の開発を目的とした。大腸と肺臓モデルでの病理組織学的なバ
イオマーカーであるそれぞれ aberrant crypt foci (ACF)と NapsinA は、短・中期発がん予測モデルへ提唱
できる準備が整ってきた。加えて、新たに DNA 損傷依存的ヒストン修飾蛋白であるγH2AX が膀胱癌の早期
病巣同定の予測マーカーとして有用である可能性を見いだした。本年度は、本研究班で検討してきた多施設
共同での動物臓器供与システムを利用して検討し、γH2AX が他臓器においても発がん性化学物質暴露にお
ける早期マーカーとしての可能性を見いだした。また、新たに化学物質に暴露された動物系における発がん
予測モデルを遺伝子マーカーの利用により超短期に検出できる可能性を認め、今後の検証の必要性をみた。
さらに、マウス肝臓 DNA アダクトーム解析により遺伝性発がん物質と非遺伝性発がん物質を区別できる可能
性が示唆された。 
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たもののうち、その肉眼的な腫瘍形成に拘わらず、
病理組織学的に腫瘍として認識可能であるものを
指標とする試験法の検証を目指すことにした。 
 加えて、動物使用数を減少させるため、臓器専門
性を有する多施設間での動物の共有システムの検
討を目的とした。 
 
Ｂ．研究方法 
1) 多施設共同システム構築 

26 年度に、多施設共同評価のために作成した
動物処理マニュアを作成し、毎年、一部修正を
行った。多施設間で臓器を担当施設に搬送し、
その分野での病理組織学的 変化を呈する病変
を検討し、種々の施設の専門臓器で発がん性を
有する化学物質曝露で得られる非標的臓器の
検討を多施設で実施した。また、28 年度は特
に、γH2AX の種々の臓器での発現性が検討さ
れた。 
 
 

2) 短・中期バイオアッセイ系 
① 胃 
1. ラット胃粘膜の実験系 
 吉見班多施設共同研究において採取したラッ
ト胃組織を用いて胃発がん性の検討を行った。
利用されたラットは６週齢オス F344 ラット、化
学 物 質 は N-methyl-N-nitrosourea 
(MNU),3,2'-dimethyl-4-aminobiphenyl (DMAB), 
dimethylnitrosamine (DMN), 
1,2-dimethylhydrazine (DMH), 2-amino-1- 
methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine 
(PhIP), N-nitrosobis(2-oxopropyl)amine 
(BOP), N-methyl-N'-nitro-N-nitroso 
guanidine (MNNG), 7,12- dimethylbenz[a] 
anthracene (DMBA)を検討した。MNU、MNNG は直
接発がん物質であり、DMAB、DMN、DMH、PhIP, BOP, 
DMBA は間接発がん物質である。すなわち、、15 
mg/kg 体 重
2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyr
idine (PhIP) 、 5 mg/kg 体 重
N-nitrosobis(2-oxopropyl)amine (BOP) 、 10 
mg/kg 体 重 
N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine 
(MNNG) 、 5 mg/kg 体 重 7,12- 
dimethylbenz[a]anthracene (DMBA)を週５回ｘ
４週間強制胃内投与した。MNNG は直接発がん物
質であり、DMAB、DMN、DMH は間接発がん物質で
ある。また、対照群には水を投与した。実験第
28 日に屠殺し、胃組織を採取し、胃体部前庭部
境界部の一部より total RNA を抽出し、残りを
ホルマリン固定し、パラフィン切片を作製した。
Hematoxylin eosin (HE)染色およびγH2AX (抗
rabbit polyclonal 抗 体 、 Cell Signaling 
Technology)免疫染色を施行し、胃底腺、幽門腺
領域に関して、腺管あたりのγH2AX 陽性細胞数
をカウントした。また、glyceraldehyde-3- 

phosphate dehydrogenase (gapdh)を内部標準に
ヒストン H2AX (h2afx)、p53 に応答する分子と
して p21waf1、幽門腺領域の pepsinogen として
pepsinogen c (pgc)、胃底腺領域の pepsinogen 
として pepsinogen a5 (pga5)の遺伝子発現の変
化を SYBR Green (QuantiTect SYBR Green PCR 
Kits, QIAGEN) を用いて定量的RT-PCR法により
検討した。数値は Kruskal-Wallis test および
Dunn's multiple comparisons test により統計
学的に解析した。 

2. ヒト胃がんの系 
 ヒト胃がん 160 例について、胃がんブロック
より直径 8mm のパンチ生検用器具を用いがん部
分を採取し、合計 18 個の 5x2 組織アレイを作
製した。臨床病理学的因子、術前化学療法
(neoadjuvant chemotherapy, NAC)の有無、胃
型・腸型形質発現、γH2AX、p53、Ki-67 の免疫
組織学的発現との関係を検討した。γH2AX は、
腫瘍の 10%以上が陽性の場合：high（正常）、10%
未満の場合：low（異常：反応性低下）と判定し
た。p53 は、正常組織と同様程度で増殖細胞で
弱陽性のもの（腫瘍の５％未満）を score 0、
腫瘍の 33%以下で陽性のものを score 1、34-66%
を score 2、67%以上を score 3A とした。Ki-67
値が高く強い増殖性を示すが p53 染色性の見ら
れないものは nonsense mutation や homozygous 
deletion を考え score 3N とした。Score 0, 1
を p53low（正常）、score 2, 3A, 3N を p53high
（異常：蓄積あるいは欠失）とした。Ki-67 は、
腫瘍の 50%以上が陽性の場合：high、50%未満の
場合：low と判定した。以上について、予後と
の相関を検討した。 

 
② 大腸 

 1. 多施設共有システムでの大腸粘膜の早期  
 病変の確認 
多施設共有システムを検討した。特に陽性像が
得られた香川大の検体に関して、以下のごとく
検討した。 
肺 臓 発 が ん モ デ ル に 使 用 さ れ る
N-bis(2-hydroxypropyl)nitrousamine (DHPN)
を飲料水として処理された30週の雄F344ラッ
ト大腸粘膜を観察した。 

 
2. マウス二段階大腸発がんモデルでの ACF と

MDF の確認 
5 週 齢 の 雄 性 ICR マ ウ ス 21 匹 に
azoxymethane(AOM; 10 mg/kg BW)を 1 回腹腔内
投与し、その 1 週間後から 1.5% dextran 
sulfate sodium を 7 日間飲水投与した。実験
開始から 12 週目に大腸を摘出し、前がん病変
とされている aberrant crypt foci (ACF)およ
び mucon-depleted foci (MDF)の測定および 3 
mm 以上の隆起性病変について病理組織学的解
析を行った。 
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3. 大腸粘膜におけるγH2AX の発現変動 
5週齢の雄F344ラット18匹にAOM（15 mg/kg BW）
を腹腔内投与し、その 1 週間後に同量の AOM
を再度腹腔内投与した。2回目の投与から 3日
後、1週後、2週後にそれぞれ 6匹ずつ屠殺し、
大腸をホルマリン固定後、スイスロール状に包
埋してパラフィン切片を作成した。γH2AX 免
疫染色(抗 rabbit polyclonal 抗体、Cell 
Signaling Technology)を試行し、全長が確認
できる crypt 内の細胞数をカウントし、その中
の陽性細胞数をカウントして陽性率を算出し
た。 
 
 
 

③ 肝臓 
1. DMA のラット肝臓における in vivo 変異原

性の検討 
動物は 10 週齢の雄性 gpt delta F344 ラット
12 匹を用いた。実験開始時より無処置群、92 
ppm DMA 飲水投与群の各群 6匹ずつの 2 群に分
けて 13 週まで飼育し、剖検を行った。なお、
DMA の 92 ppm はこれまでの報告で膀胱発がん
性、肝発がん促進作用を示した用量である。ま
た、動物は室温 23 ± 2℃、相対湿度 50 ± 20%、
明期 12 時間の照明条件で飼育し、基礎飼料は
MF pellet を与えた。また、紙の床敷を入れた
プラスチック製ケージに、3匹に分けて飼育し、
ケージ及びチップを週 1回交換した。屠殺まで
の実験期間中は、体重、摂餌量、摂水量を週 1
回測定した。 
 gpt アッセイでは、肝臓凍結組織から
RecoverEaseTM DNA Isolation Kit を用いて
genomic DNA を抽出した。in vivo パッケージ
ングには、Transpack Packaging Extract を用
いて、抽出したDNAからトランスジーンλEG10
をファージ粒子として回収した。Cre 組み換え
酵素を発現している大腸菌 YG6020 株の菌液に
回収したファージを加え、37℃ で 20 分間静置
後、同温度条件下で 20 分間振とうさせ回収フ
ァージを大腸菌 YG6020 株に感染させた。感染
後 の YG6020 菌 液 を 6-TG と
chloramphenicol(Cm)を含む M9 寒天培地には
37℃播種後に 2日間培養行い、gpt 遺伝子が不
活化している変異体のコロニーを得た。また、
感染ファージ由来のプラスミドによる形質転
換コロニー数は6-TGを含まないM9寒天培地に
播種し生じたコロニー数によって求めた。突然
変異数は、6-TG を含む寒天培地に播種し生じ
たコロニー数から、感染ファージ由来のプラス
ミドによる形質転換コロニー数で除して算出
した。 
 Spi-アッセイでは、in vivo パッケージング
によるファージ回収までの手法は gpt アッセ
イと同様に行った。P2 溶原菌に回収したファ
ージを加え、37℃ で 20 分間静置し回収したフ

ァージを P2 溶原菌に感染させた。その後、λ
トリプティケース寒天培地に播種し 37℃で一
晩培養し、Spi-変異体プラークを得た。また、
非溶原菌に感染させ、全ファージが溶菌してプ
ラーク作ることにより回収プラーク数を求め
た。突然変異体頻度は変異プラーク数を回収フ
ァージ数で除して算出した。 
 gpt 遺伝子変異体の変異スペクトラを評価
するため、得られた変異コロニーをコロニーダ
イレクト PCR 法によって、DNA フラグメントを
増幅した。その後、ABI PRISM® 3100 Genetic 
Analyzer で gpt 遺伝子のシークエンス解析を
行い、変異スペクトラについて解析を行った。 
 
2. γH2AX のラットにおける遺伝毒性肝発が

ん物質の早期検出マーカーとしての有用
性の検討 

 吉見班多施設で実施した 4週間投与試験で
得られた肝臓標本について免疫組織染色を行
い、γH2AX の標識率を検討した。試験プロト
コールは以下の通りである。国立衛研・小川に
より実施された試験では、6週齢の雄性 F344
ラットに 250 ppm 2-acetamidofluorene 
(2-AAF)、 10,000 ppm p-cresidine, 200 ppm 
DMA、400 ppm glycidol、10 ppm 
N-nitrosodiethylamine (DEN)、または 5 ppm 
acrylamide (AA)を 4週間投与した。なお、投
与方法は 2-AAF 及び p-cresidine は混餌投与、
その他は飲水投与で実施した。名市大・鈴木に
より実施された試験では、6週齢 F344 雄性ラ
ットに、2 mg/kg dimethylnitrosamine (DMN), 
5 mg/kg 7,12-dimethyl benz [a] anthracene 
(DMBA)、5 mg/kg methylnitrosourea (MNU)、 ま
たは 5 mg/kg 1,2-dimethylhydrazine (DMH)を
4 週間、週 5回の強制胃内投与を行った。大阪
市大・魏により実施した試験では、6週齢 F344
雄性ラットに、2%ダンマル樹脂を 4 週間混餌投
与した。 
 
3. 超短期発がん性予測モデルの開発 
 公的データベースであるOpen TG-GATEs遺伝
子発現データベースを用いて、遺伝子マーカー
群の探索と抽出を行った。約 150 化合物のうち
既知の遺伝毒性肝発がん物質（5物質）につい
ての遺伝子発現データがあり，これら 5物質の
ラット単回投与 24 時間後で共通して発現変化
を示す遺伝子群を探索した。 
 次に単回投与 24 時間後における抽出した遺
伝子マーカー群の遺伝子発現データを使用し，
遺伝毒性肝発がん物質とそれ以外の物質（14
物質）を区別できる予測モデルの構築を行った。 

 
 

④ 肺臓 
1. ラットとマウスでの NapsinA の発現性 
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 8 週齢の F344 ラットと 7週齢の A/J マウス
において、前者には N-nitrosobis(2-hydroxy 
propyl)amine (DHPN)と urethane を、後者では
urethane, 4-(methylnitrosamino)-1-(3- 
pyridyl)-1-butanone (NNK), benzo[a]pyrene
を 16 週から 32 週での肺組織を検討した。 
 
2. γH2AX の発現性 
 2006年〜2014 年に香川大で実施した 6 週齢
または 7 週齢で開始した F344 ラットによる実
験の肺ブロック標本を用いて検討を行った。用
いた肺ブロック材料は 14 実験群で、発がん物
質 は N-bis(2-hydroxypropyl)nitrousamine 
(DHPN) 、 urethane, DMN, benzo[a]pyren 
(B(a)P), NNK である。免疫組織学的にγH2AX
の 染 色 を 、 抗 体 Phospho-Histone H2A.X 
(Ser139) antibody （Cell Signaling,MA,USA）
を実施した。形態的に変化の見られない肺胞上
皮について、細胞 1000 個以上あたりのγH2AX
陽性細胞数を計測し、その割合（％）を算出し
た。 
 
 

⑤ 膀胱 
1. ラット及びマウスモデルのγH2AX 発現性 
 6 週齢の雄 F344 ラットと 6週齢の雄 B6C3F1
マウスに、0.05% BBN、0.6% 2-NA、0.025% 2-AAF、
1% p-Cresidine、0.125% BMP、0.1% PEITC、0.01% 
DMA、0.45% Melamine、3% Uracil、0.04% 
Glycidol、0.001% DEN および 0.005% AA を 4
週間混餌または飲水投与し、投与終了時または
2週間の休薬後に各群 5匹を解剖し、膀胱上皮
でのγH2AX/Ki67 発現を免疫組織化学的に検
索した。  

 
2. 他施設での膀胱組織での検討 
多施設共同システムを利用して、名古屋市立大
学（F344 ラットに遺伝毒性発がん物質 8種を
週 5日、4週間強制経口投与）および国立がん
研究センター研究所（F344 ラットにノルハル
マン代謝物 2種を 4週間混餌投与）から提供さ
れた膀胱を用いて、γH2AX/Ki67 発現を検索し
た。 
 
 

⑥ 前立腺 
6 週 齢 F344 雄 ラ ッ ト に 、 PhIP, BOP, 
7,12-Dimethylbenz[a]anthracene(DMBA),N-me
thyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG)を
週に 5回強制胃内投与し、4週間後に屠殺・剖
検し、種々の臓器を採取した。肝臓、大腸、膀
胱および血液を各分担研究者に要望された状
態（凍結およびホルマリン固定）で送付した。
前立腺組織については免疫組織染色を行い、
γH2AX, HMGB2 および Ki67 の標識率を前立腺
腹葉、側葉および背葉において検討した。 

 
 

2) 新規 in vitro 発がん性予測試験 
①  網羅的な DNA 付加体解析法 
 雄性 F344 ラット（各群それぞれ５匹）に
DEN(0.001%) 、 o-Tolidine-2HCl(0.015%) 、
COP(1.0%)、ENU(0.001%)、DEHP(1.2%)、DO(0.5%)
を４週間飲水投与を行った後、肝臓を摘出した。
DNA を抽出後、各種ヌクレアーゼにより DNA を
モノヌクレオシドに分解し、DNA 付加体を質量
分析機器を用いて解析した。 
 得られたデータを主成分解析により解析し、
それぞれの化学物質投与に相関する付加体の
抽出を実施した。 
 
 

② ヒストン修飾を指標とした評価法 
1. 偽陽性γ-H2AX 誘導とその機構の解析 
 ヒト培養細胞株（MCF7 ヒト乳がん細胞）に
界 面 活 性 剤 (nonylphenol polyethoxylate 
(NPEO))、熱ストレス処理、pH 変化などを行い、
一定時間で培養した後、ウェスタンブロット
法および免疫蛍光染色法により、γH2AX、
deoxyribonuclease I (DNase I)、actin 変化
を免疫染色法により解析した。 
 
2. 化学物質投与ラット組織におけるヒスト

ン修飾の解析法 
   Methylnitrosourea(MNU), 3,2'-dimethyl 
-4-amonobiphenyl(DMAB), dimethylnitroso 
amine (DMN), dimethylhidradine (DMH)を 4
週間投与した F344 ラットから採取した肝臓及
び肺臓を多施設共有システムにより名市大か
ら供給を受けた。他にも同システムから国立衛
生試験所からも肝臓・肺臓組織を供与された。
各組織 50-80mg からヒストンを抽出し、ウェス
タンブロット法により解析を行った。 

 
 
倫理面への配慮 
 全ての分担者の動物施設においての規程に基づ
いて、実験計画の許可とともに、遺伝子を利用する
場合はそれぞれの施設での組み換え DNA 実験委員
会の許可を得、厳正に動物愛護と倫理面を配慮した
実験を施行した。特に動物試験における３Ｒ（代替
法活用、使用数削減、苦痛軽減）の原則を遵守した。 
 
 
 
Ｃ．研究結果 
1) 多施設共同システム構築 

図 1 のように，各施設でのマニュアル(図 2、
別掲)に沿う形で摘出された臓器を一部施設間
ないし一方向で搬送した。 
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図 1今回実施した多施設の相関図 

 
 
 
 
図 2 マニュアル表紙 

 
 
 

 
 
 
 

2) 短・中期バイオアッセイ系 
① 胃 

1. ラットの系 
 ラット胃底腺、幽門腺の増殖帯における１
腺管あたりの γH2AX 陽性細胞数を計測した。
Control 群、PhIP 群、BOP 群、MNNG 群、DMBA
群それぞれで、幽門腺領域では、2.57±0.48、
3.86±0.38 、 2.73±0.50 、 4.82±0.55 、
3.33±0.38 個/腺管 (mean±SD)と PhIP 群
(P<0.05)でγH2AX陽性細胞数の有意な上昇が
あった。胃底腺領域では、2.18±0.25、
4.12±0.83 、 2.85±0.44 、 3.28±0.69 、
3.23±0.42 個/腺管 (AVE±SD)と、PhIP 群と
MNNG 群(P<0.05)で γ-H2AX 陽性細胞数の有意
な上昇が見られた。表層のアポトーシス細胞
は、それぞれ、0.18±0.12、0.52±0.50、
0.23±0.05、3.58±1.30、0,28±0.13個とMNNG
群で有意な増加が見られた(P<0.005)。 
 各種遺伝子発現の検討では、h2afx mRNA の
発現は、Control 群を 0とすると、DMAB (ΔΔ
Log2=-0.40±0.55, NS)、MNU (-0.70±0.39, 

P<0.05)、DMN (-0.59±0.29, P<0.05)、DMH 
(-0.02±0.39, NS)群であった。また、p21 mRNA
の発現をみるとControl群 0±0.30に対して、
そ れ ぞ れ 、 Δ Δ Log2=0.59±0.57 (NS), 
0.61±0.28 (P=0.52), 0.83±0.60 (P=0.52), 
0.43±0.92 (NS)と MNU、DMN 群での発現が上
昇 傾 向 に あ っ た 。 ま た 、 PhIP ( Δ Δ
Log2=-0.51±0.15, P<0.01) 、 BOP 
(-0.71±0.58, NS) 、 MNNG (-0.65±0.44, 
P<0.05)、DMBA (-0.71±0.22, P<0.01)群と
PhIP, DMBA で有意に低下した。また、p21 mRNA
の発現をみるとControl群 0±0.34に対して、
それぞれ、ΔΔLog2=0.18±0.43, 0.39±0.23, 
0.51±0.22, 0.13±0.15と MNNG群での発現が
有意に上昇した(P<0.05)。Pepsinogen C およ
び A については、各群で有意な変動は見られ
なかった。 

 2. ヒトの系 
 ヒト進行胃がん137例を用いてγ-H2AX発現
と予後との相関を検討した。症例の年齢は 31
から 86 才（中央値 66 才）。男女比 95:42 例。
組織像は、分化型 75 例、未分化型 62例。術前
化学療法施行例85例、未施行例52例であった。
γ-H2AX の発現と p53 の染色性を比較すると、
p53 が正常(low)のものでは γH2AX low（反応
性低下）が多く、p53 が異常のものではγ-H2AX 
high が比較的多かった(P<0.001, Fisher’s 
exact test)。γ-H2AX と p53 の異常は比較的
独立的に発生していると考えられた。 
 予後の検討では、γH2AX low（反応性低下）
と p53 high（異常：蓄積あるいは欠失）の組
み合わせが最も予後が悪かった(Log rank test, 
P<0.05) 。 術 前 化 学 療 法 (neoadjuvant 
chemotherapy, NAC)の有無と γH2AX 発現を比
較した結果では、NAC 施行群で γH2AX の発現
反応がない群で予後が悪かった。また、Stage 
III の症例では γH2AX suppressed（反応性低
下）の方が expressed より予後が悪かった(Log 
rank test, P<0.05)。 

 
 
 
 

② 大腸 
1. 多施設共有システムでの大腸粘膜の早期

病変の確認 
 多施設共有システムにおける香川大の検体
のうち、0.1%DHPN を 2 週間飲水投与した大腸
粘膜に、ACF を 53.5±18.3 を観察し、4個以上
の腺管を有するもの 24.7±11.0 観察された。
一部その組織像も確認したが、明らかな異型腺
管増生を認め、微少腺腫と考えられ、対象物質
の主なる標的臓器ではないために、顕在化しな
いまでも、物質の発がん性の可能性が示唆され
た。 
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2. マウス二段階大腸発がんモデルでの ACF
と MDF の確認 

 マウスの系ではラットにおける MDF は確認
できなかったが、ACFは確認できた。ACFは23.8
±14.3 で，ラットでの同一発がん物質投与に
対しての発生数は比較的少なかった。なお、12
週において、3mm 以上の隆起性病変のうち，9
個に異型腺管増生を認め，うち 8個は高異型腺
腫ないし高分化型管状腺癌を認め、3mm 未満の
肉眼的に顕在化されていないより早期での病
変の確認を要することを示唆した。 
 
3. 大腸粘膜におけるγH2AX の発現変動 
 F344 雄ラット大腸粘膜のγH2AX 陽性率は、3
日後群で 1.66±0.6 (対照群: 0.85±0.3)、 1
週後群で 0.13±0.1 (対照群: 0.11±0.1)、2
週後群で 0.08±0.1 (対照群: 0.00±0.2)であ
り、極めて早期での 3日後群では増加傾向を認
めた。 
 

 
 
 
③ 肝臓 

1. DMA のラット肝臓における in vivo 変異原
性の検討 

 点突然変異頻度を評価する gpt アッセイ及
び欠失変異を評価する Spi-アッセイの結果を
図 3に示す。DMA 投与ラット肝臓における gpt 
遺伝子変異頻度及び Spi-変異体頻度は、無処
置ラットと比較して、有意な変化はみられなか
った。 
 

 
図3 肝臓におけるgpt 遺伝子変異頻度及び
Spi-変異体頻度 

 
2. γH2AX のラットにおける遺伝毒性肝発が

ん物質の早期検出マーカーとしての有用
性の検討 

 肝臓におけるγH2AX の標識率を検討した結
果、遺伝毒性肝発がん物質投与群において、対
照群に比較して 2-AAF 群で有意に増加したが、
DEN 群と DMN 群では有意な増加は認められな
かった（図 4）。遺伝毒性非肝発がん物質投与
群において、p-cresidine 群、glycidol 群、AA
群、DMBA 群及び MNU 群でγH2AX の標識率の有
意な増加は認められなかったが、DMH 群では有

意に増加し、非遺伝毒性肝発がん物質であるダ
ンマル樹脂及び非遺伝毒性非肝発がん物質で
ある DMA を投与した肝臓にはγH2AX の標識率
は対照群と有意な差はなかった（図 4）。 
 

 
図 4 肝臓におけるγH2AX の標識率 
 

 
3. 超短期発がん性予測モデルの開発 
 計 10 遺伝子が抽出され，これらを次の予測
モデル構築で使う遺伝子マーカー群として同
定できた。 
 構築した予測モデルを用いて，Open 
TG-GATEs にある遺伝毒性肝発がん物質（計 5
物質）とそれ以外の物質（計 53 物質）につい
て判定した結果、高い正答率(91%)で遺伝毒性
肝発がん物質とそれ以外の物質を判別できる
ことを確認した。予測モデルに当てはめた結果，
全ての物質について陽性判定が得られ、単回投
与 24 時間後の遺伝子マーカー群の遺伝子発現
変化を測定し，構築した予測モデルを使うこと
で，遺伝毒性肝発がん物質を検出できる可能性
が示唆された(図 5)。 
  

 
図 5 

 
 

 
 
 
 

gpt mutant frequency Spi- mutant frequency

Con
tro

l

2-A
AF

DEN

Gly
did

ol

Cre
sid

ine DMA

Con
tro

l
DMN

DMB
A

MN
U

DMH

Con
tro

l

Da
mm

ar 
res

in

0.0

0.5

1.0
2.0

2.5

3.0

3.5

4.0
*

*

*

遺伝毒性肝発がん物質 

その他 

(%) 

遺伝毒性肝発がん物質検出予測モデル開発  

遺伝子マーカ ー群の抽出 

*Open Toxicogenomics Project-Genomics Assisted Toxicity Evaluation Systems (TG-GATEs)： 150化合物の肝臓遺伝子発現データ が格納さ れている  

Open TG-GATEs*に格納されている単回投与後24時間
の肝臓のGeneChip遺伝子発現データ 

予測モデルの構築 

１ 　 予測モデルの構築 

Support Vector Machine 

毒性肝発がん物質 

その他の物質 (others) 

３ 　 予測モデルの応用 
Day1　動物試験 

• 動物：SDラット（雄） 
• 使用動物：対照群，低中高用量(5例/群) 

合計20例 
• 投与期間：単回投与（24時間） 

Day2　遺伝子発現解析 
• 肝臓からのRNA抽出 
• 測定遺伝子数(QPCR)：10遺伝子 

Day３　予測モデル判定 
• 動物試験実施～判定まで最短3日間 

利点  
Ø 3Rの観点： より少ない動物数の使用 
Ø 期間とコスト：より短期間で低コスト 
Ø 感度・特異度：既存検出系と比較して 

　　　　　　　同等以上を保持する  
Ø 多くの物質のスクリーニングが可能 

課題 
より多くの化合物を検討し、 
さらに精度を確認する 

２ 　 予測モデルの検証 

単回投与
24時間後

マーカー遺伝子発現データ

Open TG-GATEsに 
含まれていない 

既知の遺伝毒性肝発がん物質 

モデルの妥当性の確認 
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④ 肺臓 
1. ラットとマウスでの NapsinA の発現性 
 Napsin A の発現について、ラットでは、DHPN、
DMN、Urethane 誘発の 16 週以降にみとめられ
るhyperplasiaにはNapsinAの壁内高発現が認
められた。正常上皮の発現と比較して発現が上
昇していた(図 6)。炎症性と思われる
hyperplasia（Urethane、Benzo[a]pyrene 誘発）
にも NapsinA の壁内発現が見られたが、正常上
皮の発現と比べてコントラストは乏しかった。 
 マウスでは、同様に hyperplasia および
adenoma において、Napsin A の肺胞壁内におけ
る高発現が確認された。この高発現は、正常肺
胞壁と比較し、顕著に認められた。以上の所見
はラットの肺過形成における Napsin A の陽性
所見とほぼ同様の印象であった。 

 
 

 
図 6 ラット肺過形成病変の Napsin A の発現 
 
 
表 1 正常肺胞上皮におけるγH2AX 発現率 
実験群 化学物質名 γH2AX 発現率(% ,

週齢) 
1 Untreated 1.4±0.5 (13W) 
2 Untreated 6.4±2.8 (23W) 
3 DHPN 24.6±10.4 (16W) 
3 urethane 21.6±2.1 (16W) 
3 DMN 25.7±1.9 (16W) 
3 B(a)P 22.4±2.8 (16W) 
4 DHPN 5.0±2.4 (12W) 
4 DHPN 7.5±3.1 (16W) 
4 DHPN 3.1±4.1 (23W) 
4 DHPN 3.7±2.9 (30W) 
5 NNK 1.4±0.5 (12W) 
5 NNK 4.1±1.3 (16W) 
5 NNK 2.3±1.7 (23W) 
5 NNK 1.9±0.7 (30W) 
 

 

2. γH2AX の発現性 
 気管支肺胞腺腫においては、γH2AX 発現細
胞が多く認められた。一方、正常肺胞上皮につ
いては陽性細胞が散見されるのみであった。こ
れらの陽性細胞数を集計したものが表 1 であ
る。今回の 12 週以降の検討では、発癌物質の
有無や種類、実験期間によって、その発現に差
は認められなかった。一部の実験は経時的な変
化を検討するものであり、DHPN 投与後、γH2AX
の経時的発現変化についての結果が期待され
た。しかしながら、その発現率に変化は認めら
れなかった。また、実験ごとに、γH2AX の発
現に差が見られた。 
 

 
 

⑤ 膀胱 
1. ラット及びマウスモデルのγH2AX 発現性 

 遺伝毒性膀胱発がん物質(（BBN, 2-NA, 2-AAF, 
p-cresidine）)を 4週間投与したラット膀胱上
皮細胞には、γH2AX 陽性細胞が高頻度に認め
られた(図 7)。一方、対照群にはほとんど観察
されなかった。一方、マウスにおいては 4週時
の検討において、遺伝毒性膀胱発がん物質であ
る BBN、2-AAF、および p-Cresidine を投与し
たマウスでは、ラットと同様にγH2AX の有意
な発現上昇が認められた。一方、マウスに対し
膀胱発がん性のない 2-NA、Glycidol、DEN およ
び AA 投与群では、対照群と同じ発現レベルに
とどまった。この結果から、γH2AX は遺伝毒
性膀胱発がん物質の早期検出指標として、マウ
スモデルにおいても有効である可能性が示唆
された。しかし、2-AAF 投与マウスにおけるγ
H2AX 陽性細胞は、ラットと異なり umbrella 
cell が主体で、Ki67 発現の上昇は伴わなかっ
た。2-AAF 代謝における種差により、細胞傷害
の標的が異なる可能性が考えられた。また、
PEITC および Uracil 投与群においても、γ
H2AX/Ki67 発現の有意な上昇が認められたこ
とから、細胞増殖活性に伴うγH2AX の誘導を
考慮する必要があると思われた。 
 
 

 
図 7 ラット膀胱粘膜上皮細胞におけるγH2AX 発現 
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2. 他施設での膀胱組織での検討 
 名市大サンプル：γH2AX 発現は DMAB および
BOP 投与群で有意に増加し、MNU 投与群でも増
加傾向が認められた。Ki67 陽性細胞の割合は、
いずれの投与群でも対照群と有意な差はみら
れなかった。DMAB および BOP はそれぞれハム
スターとラットへの皮下投与、BOP と MNU はカ
テーテルを用いたラット膀胱内投与による膀
胱発がん性が報告されていることから、γH2AX
発現は遺伝毒性物質による潜在的な膀胱発が
ん性の指標になり得る可能性が示された。国が
んサンプル：4週間の APNH（アニリンのノルハ
ルマン代謝物）投与により、膀胱粘膜でのγ
H2AX 発現は有意に増加した。2週間の休薬後に
は減少したが、対照群よりも高いレベルを維持
していた。AMPNH（o-トルイジンのノルハルマ
ン代謝物）投与群においても、統計学的有意差
はないものの、γH2AX 発現の増加傾向が認め
られ、6週後の発現レベルは対照群よりも有意
に高かった。AMPNH/APNH はともに、4週時点で
の Ki67 発現を増加させた。APNH は遺伝毒性お
よびラット膀胱への発がん性が報告されてお
り、遺伝毒性膀胱発がん物質検出指標としての
γH2AX の有用性を示唆する結果と考えられた。 
 

 
⑥ 前立腺 

 投与経路の違いによる各標識率の違いを検
討した結果、一部で異なる標識率が存在するも
のの、総じて DMAB および MNU 投与による有意
な上昇を投与経路に関わらず、γH2AX、HMGB2
および Ki-67 いずれにおいても認められた。 
 4 週間の経口投与実験において、PhIP 投与に
よるγH2AX の有意な標識率上昇は見られなか
ったものの、他はγH2AX、HMGB2 および Ki67
いずれにおいても 2 日間投与実験と同様の結
果が得られた。特に HMGB2 および Ki67 は、前
立腺発がん物質をいずれかの葉で有意な標識
率上昇を認め、検出することが可能だった。 
 しかし、HMGB2 および Ki67 は、前立腺発が
ん物質によりいずれかの葉で有意な標識率上
昇を認めた一方で、前立腺に標的性のない発が
ん物質についてはいずれも対照群と差がなか
った。特に、皮下投与や腹腔内投与といった通
常の前立腺発がんモデルで用いる投与方法で
はなく、経口投与を用いても検出出来ることが
確認された。また、各物質の投与濃度も Lethal 
Dose, 50% (LD50)の約 1/20 で用いており、こ
れらの結果から、28 日間反復経口投与毒性試
験で得られた前立腺組織において、HMGB2 およ
び Ki67 の免疫組織化学染色にによる核陽性率
が、前立腺特異的発がん物質の検出法として有
用である可能性がある。 

 
 
 

3) 新規 in vitro 発がん性予測試験 
 
① 網羅的な DNA 付加体解析法 

各種化学物質を投与したマウス肝臓 DNA のア
ダクトーム解析を行なった結果を図に示す。主
成分（PCA）解析を行なったところ、コントロ
ール、非遺伝毒性発がん物質、遺伝毒性発がん
物質の３つのグループに分離されることがわ
かった(図 8)。一方、遺伝毒性発がん物質とコ
ントロールとの比較では、肝発がん性の有無で
２つのクラスターとして分離されることがわ
かった（図 9）。また、非遺伝毒性発がん物質
の分離に寄与している DNA 付加体をデータベ
ースとの比較により探索した結果、抽出された
付加体は酸化ストレスに起因する付加体が多
いことが推測された。現在、これら投与化学物
質に由来する付加体以外の付加体の生成に関
して、アダクトーム法を用いて検索している。 
 

 
図 8 遺伝性および非遺伝性発がん物質のア
ダクトーム解析と PCA 解析 
 
 

 
図 9 遺伝毒性発がん物質の肝臓における DNA
損傷性の評価(PCA 解析による) 

 

 

Score plot
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② ヒストン修飾を指標とした評価法 
1. 偽陽性γ-H2AX 誘導とその機構の解析 
 過剰量の化学物質など作用後、アポトーシ
スが誘導されると、顕著なγ-H2AX の誘導が
認められた。免疫染色では、アポトーシスに
移行すると考えられる細胞は、DNA 損傷に基
づくリン酸化パターンとは明らかな違いを
示した。 
 陰イオン界面活性剤(linear alkylbenzene 
sulfonates ：LAS)作用により、濃度依存的
にγH2AX が誘導されることを明らかにし、そ
の機構について検討してきた。本年度は、非
イオン界面活性剤である NPEO によるγH2AX
の誘導とその機構について解析した。NPEO
によりγH2AX が誘導され、この誘導は、ZnCl2

や EGTA の前作用により阻害された（図 10）。
一方、一般的な DNA 損傷剤である UVB や H2O2

によるγH2AX は ZnCl2や EGTA では抑制され
なかった。ZnCl2や EGTA は、DNase I の阻害
剤であることが知られている。そこで、DNase 
I の挙動を免疫蛍光染色法により確認したと
ころ、通常細胞質に存在する DNase I が、
NPEO 作用と共に核に移行すること、その際、
γH2AX が誘導されることが示された。同時に、
細胞骨格を構成し、DNase I と共存している
アクチンの崩壊が観察された。 
 

 
図 10  NPEO 作用後のγH2AX の誘導。 A: NPEO(1)
作用後、B: EGTA, ZnCl2による誘導阻害 

 
 

2. 化学物質投与ラット組織におけるヒストン
修飾 

 化学物質投与ラットから採取した肝臓から
ヒストンを抽出し、Western blotting により、
γH2AX、ヒストン H3 アセチル化（global, K9, 
K14）の解析を行った。 
 肝臓において、γH2AX、ヒストンアセチル化
が観察された。しかしながら、γH2AX は化学
物質の種類に依存せず、全体的に高く、肝遺伝
毒性を反映した結果とはならなかった。また、
アセチル化においては、修飾部位により、上昇
をさせる化学物質が異なった。DMN, DMH 投与
により、ヒストン H3 アセチル化の変化が認め

られたが、化学物質の肝発がん性や傷害性との
相関は不明であった。今後、さらに化学物質の
種類を増やして解析していくことが必要と考
えられた。 
 肺では化学物質投与後のヒストン修飾変化
がほとんど認められなかった。ヒストンアセチ
ル化が肝臓の様には認められなかった理由と
しては、肺では化学物質が代謝されなかったこ
となどが関係している可能性がある。肺に標的
のある化学物質を使用して検討することによ
り、臓器によるこれら修飾の差異の理由が明ら
かになる可能性がある。 
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Ｄ．考察 
 2011 年度からの 6 年間(実質 5 年間)に班全体で
臓器特異的な発がん物質を含め 50 種類を越える化
学物質を検討した成果を踏まえて、考察する。 
 前年度までに、多施設間共有システム構築のため
の共有臓器摘出できる動物処理マニュアル(図2)を
作成し、実際に運用し、大腸の前がん病変である
ACFや肺がんバイオマーカーである NapsinA及びγ
H2AX の発がんバイオマーカーとしての有用性につ
いて検討した。 
 本研究班で検討した化学物質での ACF 発現を、改
めて表 2 にまとめたが、大腸発がん物質に特異的に
発現していることが判った。さらに、ACF と発がん
性との関連や ACF をバイオマーカーとした大腸発
がん抑制に関する論文数は極めて多く(図 11&12)、
今回、多施設間での検討された物質のうち、上述の
DHPN 除き、大腸への発がん性を見いだしていない
物質での発現は認めていない(表 2)。ACF 検出とそ
の病理組織学的な検討は、毒性病理専門の技術を要
するものの、大腸発がん物質の評価手法としてOECD
ガイドラインに提唱する必要性を有し、具体的な準
備体制になったと考えられた。 
 
 
 
 

表 2 多施設由来の大腸(ラットおよびマウ
ス)での ACF の発現度合い 
標的臓器が検討臓
器と一致する化学
物質の陽性率 

標的臓器が検討臓
器と一致しない、
ないし不明の化学
物質の陽性率 

    2 / 2 
  (AOM & DMH) 

1 / 33 
(DHPN) 

 
 
 
 
 

 
図11 ACFと大腸発がん性に関連する論文数の年次推移 

 

 
図12 ACFをバイオマーカーとした大腸発がん抑制に関
する論文数の年次推移 
 
 
 肺がんモデルでは、ラットにおいて DHPN、DMN、
Urethane 誘発の過形成病変には NapsinA の肺胞壁
内における高発現が認められ、またマウスにおいて
も Urethane, NNK, B[a]P で誘発された過形成病変
において、Napsin A の肺胞壁内における高発現が
認められた。このため、図 13 のように、NapsinA
の免疫組織化学による早期病変の同定により発が
ん性予測が可能と考えられ、今後、同様にガイドラ
インの設定に向けて多施設共同による研究の推進
が必要であると考えられた。 
 
 

 
図 13 肺がんモデルにおける NapsinA 発現の予測 
 
 
 
 本研究班のなかで、提唱された新規のバイオマー
カーγH2AX の発現を多施設共有システムの臓器を
利用して検討し、その成果を表 3にまとめた。当初、
膀胱でその有用性が示され、論文化されたが、表 3
のように、膀胱以外の各臓器における早期発現を認
め、発がん物質の標的臓器に必ずしも特異的に発現
していないものの、γH2AX の早期の発現は各臓器
での発がん予測の可能性があるものと考えられ、今
後の更なる検証が必要である。しかしながら、本研
究班でのγH2AX に関する in vitro 系の実験成果か
ら、遺伝毒性を呈する物質が関与するだけでなく、
一部遺伝毒性を有しない物質でも、DNaseI が遊離
することで、DNA を切断して誘導される可能性が示
され、今後、こうした視点を踏まえた動物系での発
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現解析も、新規マーカーとしての検証と平行して、
実施する必要性がある。 
 
 さらに、二つの化学物質暴露動物系を利用した迅
速評価方法の新展開が示された。一つは肝臓担当者
から、化学物質への動物暴露 24 時間後で、遺伝子
マーカーの利用により発がん性予測の可能性を示
すモデルが提唱された。今後、より多くの検証が必
要と考えられるが、化学物質の評価手法の迅速化に
貢献できる可能性が考えられた。二つ目として、肝
臓における DNA 付加体の網羅的な解析により、遺伝
毒性化学物質と非遺伝毒性化学物質を区別できる
可能性を見いだした。両者ともに今後の検証研究が
不可欠ではあるが、化学物質の評価手法の迅速化へ
の新たな展開と期待される。 
 
 
表 3 γH2AX の各種臓器における発現のまとめ 

検討臓器 検討臓器でγ
H2AX 発現陽
性を示す化学
物質のうち、
発がん標的臓
器と一致する
物質数 

検討臓器が発
がん標的臓器
でない化学物
質のうち、γ
H2AX 発現陽
性を示す物質
数 

胃 2 (MNU & 
MNNG) /  2  

1 (PhIP) / 6  

大腸 1 (AOM) / 1 
 

not examimed 

肝臓 1 (2-AAF) / 3  
 

1 (DMH) / 6 
 

肺臓  5 (DHPN, 
urethane, 
DMN, B(a)P, 
NNK) /   5 

not examimed 

膀胱  4 (BBN, 
2-AAF, 
p-cresidine, 
uracil) / 4 

 0 / 7 

前立腺 3 (DMAB, 
PhIP, MNU)/ 4 

 0 / 4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ｅ．結論 
 今回、短・中期発がん性予測モデルとして、大腸
発がん性に関しては前がん病変である ACF、肺発が
ん性には NapsinA が有用であり、さらに、γH2AX
が種々の臓器において、発がん物質による早期に誘
導されるバイオマーカーとなり得ると考えられた。
特に、従来からの顕在化による腫瘍形成を、個々の
臓器別の毒性専門家による多施設共同型での病理
組織学的な検索によって発がん性を予測する前が
ん病変のスクリーニングが可能である。結果として
短・中期での発がん性予測は、動物実験に対する
3R(代替法活用、使用数削減、苦痛軽減)にも合致し、
OECDガイドラインとして推奨されると考えられた。
そのためには、多施設共同システムの構築を含めた
毒性病理学専門家集団の育成・確立も必要であると
考える。 
 さらに、本班の本年度の新たな成果であるが、ふ
たつの化学物質の評価手法の迅速化への新たな展
開の可能性も示された。この分野での次年度以降で
の新たな検証研究を要する。 
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【一】 サンプル収集マニュアル 

 

A. 肺 

(ア) 固定方法 

1. 気管より肺に固定液（10 %リン酸緩衝ホルマリン）を注入する。 

ピンセットで気管切断口をつまんで閉じたまま、気管切断部よりやや尾

側の気管本幹に注射針（ラット、マウスとも 25 G 針を使用）を刺入する。 

2. 全ての肺葉が膨らむまで固定液を注入し、すべての葉が膨らんだ直後に

注入をストップする。（注入し過ぎると肺胞壁が破壊されるため、適切な

圧での注入が要求される。） 

3. 注入後、それぞれの肺葉を全て気管より切離し、6 葉全てを固定液中に浸

漬する。 

4. 24~48 時間、固定を行う。 

5. 固定終了後すぐ切り出しを行えない場合は、固定時間終了時にエタノー

ル浸漬へ変更する。 

吉見班のプロジェクトでは、ここまででパッキング（肺＋100%エタノール）

し香川大学へ送付する。肉眼的に病変のある肺のみ送付する。必要個体数と

しては 5 匹分程度で十分である。 

 

(イ) 切り出し（参考） 

1. 全個体の肺について、一定の切り出し

線で切り出しを行い病理組織切片を

作成する。 

2. 可能な限り 1 動物につき、1 ブロック

に収め、実験計画毎に切り出し線を一

定にする。結節数がかなり少ない場合

にはその結節が切片上に現れるよう

に切り出しを行う。 

3. 基本的に、肺門部に直交する線で切り

出しを行う。（図 1） 

4. 切り出した肺を包埋し、ブロックを作成する。 

 

(ウ) 凍結方法 

香川大学への凍結サンプルは不要。静岡県立大学への送付用に凍結サンプル

を採取する。凍結サンプルは 2 本分作成し、1 本は伊吹先生、もう一本は戸塚

先生へ送付する。 

図 1. 基本的に肺門部に直交する線

で切り出しを行う。 
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（以下、伊吹先生に要確認） 

1. 肺摘出後、素早く 1.5 mL エッペンチューブに入れ、液体窒素で凍結させ

る。摘出部位は香川大学へ送付する肉眼的結節のある肺以外から採取す

る。 

 

 

B. 消化管 

 Ⅰ. 胃 

(ア) 固定 

1. 実験動物（ラット、マウス、スナネズミ等）から胃を摘出する（図 2 は

マウスの写真）。 

2. 大弯切開し（図 2A）、PBS で洗浄後、広げてピン（注射針などでも可）

でシリコン板（発泡スチロール板でも可）に貼り付ける（図 2B）。 

3. 必要に応じて凍結サンプルを採取する。 

4. 適当な固定液（10%中性緩衝ホルマリン等）で 16~24 時間程度固定する。 

5. 70% エタノール浸漬に替える。 

70%エタノール浸漬の状態で発送してください。切り出し、包埋等その後

の処理は藤田保健衛生大学の方で行う。 

(イ) 切り出し 

1. 前胃から十二指腸方向に短冊状に 6~8 本程度割を入れる（図 2C）。 

2. 包埋カセットに入れて、パラフィン浸透機にかける。 

(ウ) サンプルの凍結 

1. 腺胃の胃底腺・幽門腺境界部あるいは幽門腺領域から 2~5 mm 角の検体

を採取し（図 2B）、複数個に切り分け、マイクロチューブの側面に貼り

付け、凍結する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. マウス胃のサンプリング方法。(A)胃を摘出後、大弯切開し、PBSde 洗浄する。(B)

台湾切開後、シリコン板に貼付する。必要に応じて凍結サンプルを採取する。10%中性

緩衝ホルマリン等で固定する。(C)固定後、割を入れて 6~8 本程度の短冊を作り、包埋カ

セットに入れる。 
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 Ⅱ. 大腸 

(ア) 固定 

1. 肛門から回盲部回腸末端部までの大腸を摘出し、冷生理食塩水で大腸内

部の糞便を洗い流す。 

2. 周囲の余分な組織（脂肪など）を除去する。 

3. 肛門部を鉗子ないし縫合糸で閉じ、回盲部から上行結腸開始部で切り離

す。そこから 10%ホルマリン液を 15 mL（F344 ラットの場合）注入する。 

4. 鉗子で上行結腸部を閉じ、30 分間ホルマリン液に水平に浸す。 

5. 腸間膜側に沿って大腸を開き、濾紙の上で伸展させる。腸管の両端と 1/3

ずつの場所にてホッチキスで濾紙に固定する。 

6. 濾紙に貼り付けた大腸は内腔側に湾曲しているため、内腔側を伸展させ

るためにガラス板（10 cm 平方のものを 2~3 枚程度使用する）で押さえ、

ホルマリン液中で 12~24 時間固定する。 

(イ) サンプルの凍結 

上記の固定する大腸の一部を凍結することは前癌病変が肉眼上判別困難であ

るため特定できない。そのため、凍結材料を収集する場合、予め実験開始時

より凍結用に３匹程度を各グループ群に追加しておくこと。 

 

1. 外科用のメス（FEATHER surgical blade No. 24）を用いて大腸粘膜面

をスクレープして収集する。 

具体的には、大腸の肛門側から 1/3 ずつ、スクレープした粘膜組織をまと

めてアルミホイルで包み液体窒素で凍結する。 

また、付加体解析用に、摘出した大腸の一部をそのまま凍結する。 

2. 凍結サンプルは－80℃で保存する。 

 

 

 

 Ⅲ. 消化管の腺管分離 

1. 実験動物（ラット、マウス、スナネズミ等）から消化管を単離する。 

2. 胃は大弯側で、小腸・大腸は長軸方向に開く。 

3. 適当量の組織（胃 1/2、小腸数 cm、大腸 1/4 から 1/2 程度）を採取する。 

4. 検体を 15 あるいは 50 mL チューブに入れ、ハンクス緩衝液（Hanks’ 

balanced salt solution，HBSS、細胞保護のため糖分を含む HBSS を使

用）で 10 秒×2 回ボルテックスにかけて洗浄し、表面の食物残渣や粘膜

を除去する。 
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5. 小腸、大腸は予め 37℃に加温しておいた 30 mM EDTA 加 HBSS に入れ、

15～20 分インキュベートする。胃は、粘膜内が深いので、EDTA の浸透

をよくするため、粘膜内に 30 mM EDTA 加 HBSS を注入し、短冊状に

割を入れてから EDTA 加 HBSS に入れる。 

6. 時間が来たら、5 mL ほどの HBSS に移し、10 秒×数回ボルテックスに

かけ、粘膜から腺管を分離する。 

7. 適当な固定液（エタノール、ホルマリン、パラホルムアルデヒド等）を

入れ、細胞保護のため直ちに固定する。100%エタノールを 10 mL 入れれ

ば最終濃度が 70%程度になる。 

8. 800~1,500 rpm×3 分遠心し、上清を捨てる。 

9. 分離腺管を適当な固定液（70%エタノール等）で置換する。懸濁後、1.5 mL

チューブ等に移す。 

10. 検体は-20℃あるいは 4℃で保存可能である。 

11. 形態学的、機能的解析あるいは遺伝子発現を解析する。図 3 に解析例を

示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3. ラット／マウス大腸腺管分離。(A)形態学的観察の例。左右の腺管を比較すると、左

は単腺管だが右では腺底部に分岐がある。(B)機能的解析の例。正常腺管は小型でヘキソ

ースアミニダーゼ陽性（赤く染色）だが、Aberrant crypt foci (ACF)は大型でヘキソース

アミニダーゼ陰性である。(C)必要に応じて遺伝子障害刺激に対して感受性の高い腺底部

幹細胞領域を単離し、RNA 等を抽出して定量的 RT-PCR 等種々の解析に供する。 
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C. 肝臓 

(ア) 固定 

1. 肝臓を生理食塩水で十分に洗い、キムタオルなどで水気を拭きとった後

に重量測定を行う。 

2. 肝臓を切り出し、組織片をカセットにおいて 10%ホルマリンにて固定さ

せる。 

3. ホルマリンによる固定は通常 48 時間浸透固定させる。また、解剖の翌日

に一回はホルマリンの交換を行う。 

*今回は試験的に、剖検時に肝臓を葉ごとに 3 つに分け、72 時間ホルマリ

ン浸漬の後、70%アルコールに浸漬した状態で発送する。 

(イ) 切り出し 

1. 図 4 の容量で切り出しを行う。 

2. 外側左葉（LL）、内側右葉（RM）および右葉尾部（R2）を辺縁部から 5 

mm 程度の位置より約 5 mm 幅で計 3 切片切り出す。 

(ウ) サンプルの凍結 

魏先生用と戸塚先生用に 2 本作成する。 

1. 外側左葉（LL）の切り出しの際に生じた断片を素早く 1.5 mL エッペン

チューブに入れ、液体窒素で凍結させる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

凍結サンプル  凍結サンプル  

図 4. 肝臓の切り出し図 
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D. 膀胱 

(ア) 固定 

1. 尿道より 10%ホルマリンを約 0.8 mL 注入し、適度に膨らませ、糸で膀胱

の付け根を結紮する。 

2. 10%ホルマリン内にて 24 時間固定する。 

3. 固定後、長軸に沿って正中で半割および水洗し、70%エタノール中で冷蔵

保存する。（通常 1 週間以内に細切し、包埋過程に移す。） 

(イ) サンプルの凍結 

肉眼的に確認できる病変がない場合には、凍結を採取することは少ないが、

注入前に隆起性病変が認識される場合は、半割病理組織標本と凍結標本を採

取する。 

肉眼的には認識できないが採取が必要な場合は、尿道から切断した膀胱の頂

部を爪楊枝か竹串の鈍端にあて、かぶせるようにして膀胱を裏返し、粘膜上

皮を掻き取ってチューブにいれるか、裏返した状態で適切な抽出溶液内にて

ホモジナイズし採取する。 

 

 

E. 前立腺 

(ア) 固定 

1. 尿道の一部を含む状態で膀胱とともに前立腺を採取する。 

2. 前立腺腹葉周囲の脂肪組織を剥離し、前立腺腹葉を他の葉から切り離し、

臓器重量を測定する（図 5-①）。 

3. 背側葉および前葉は膀胱および尿道を付けたまま、単離した前立腺腹葉

とともに 10%ホルマリンで 24 時間固定する。 

(イ) 切り出し 

1. 他の葉から切り離した前立腺腹葉はそのまま標本作製する。 

2. 前立腺背側葉はホルマリン固定後、尿道に対して垂直に（水平断）、側葉

および背葉が検討できる部位で切り出す（図 5-②）。同部位を標本作製す

る。 

3. 前葉は精嚢と一緒に左右少なくとも 1 片ずつ切り出し、標本作製する（図

5-③）。 

(ウ) サンプルの凍結 

1. 腹葉はホルマリン固定する前の片側を凍結する。 

2. 背側葉は周辺の脂肪織を剥離後に、片側を切り分けて凍結する。 

（基本的に前葉については凍結組織を用いた検討を行うことは少ない。） 
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図 5. 前立腺切り出し図 
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【二】 サンプルの送付について 

 

A. 肺 

① 送付先 

横平 政直  香川大学医学部腫瘍病理学 

住所：〒761-0793 香川県木田郡三木町池戸 1750-1 

e-mail：yokohira@med.kagawa-u.ac.jp 

② 備考 

基本的にはホルマリン浸漬までを統一基準で行い、肉眼的に肺結節様の病変

が有った場合には 48 時間程度でエタノール浸漬に変更し、この状態でパッキ

ングし香川大学へ送付するとする（1 群につき 5 匹程度、肉眼的結節がある個

体が少ない場合には 5 匹未満でも良い）。 

肉眼的結節のない場合、肺の摘出、気管から肺内へのホルマリン注入、ホル

マリン浸漬までを行う。プロジェクト終了までホルマリン浸漬状態でパッキ

ング保存する。 

余力があれば、切片作製し、組織学的な確認を行う。組織学的に病変があれ

ば香川大学へ連絡する。 

 

B. 消化管 

I. 胃 

① 送付先 

塚本 徹哉  藤田保健衛生大学医学部病理診断科 

住所：〒470-1192 愛知県豊明市沓掛町田楽ヶ窪 1 番地 98 

e-mail：ttsukamt@fujita-hu.ac.jp 

② 備考 

ホルマリン等で固定し、翌日 70%エタノールに替え、4℃で保存可。この状態

で発送する。切り出し、包埋等その後の処理は藤田保健衛生大学の方で行う。 

 

II. 大腸 

① 送付先 

吉見 直己  琉球大学大学院医学研究科腫瘍病理学 

住所：〒903-0215 沖縄県西原町字上原 207 番地 

e-mail：yoshimi@med.u-ryukyu.ac.jp 

② 備考 

サンプルは固定した状態で発送する。空輸はできず、船便での輸送になる。

70%エタノール浸漬し、クール便で送付。 
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C. 肝臓 

① 送付先 

魏 民  大阪市立大学大学院医学研究科分子病理学 

住所：〒545-8585 大阪市阿倍野区旭町 1 丁目 4 番 3 号 

e-mail：mwei@med.osaka-cu.ac.jp 

② 備考 

72 時間ホルマリン固定後 70%エタノール浸漬の状態で送付する。 

ホルマリン固定した材料と合わせて凍結材料も送付する。 

 

 

D. 膀胱 

① 送付先 

小川 久美子  

国立医薬品食品衛生研究所安全性生物試験研究センター病理部実験病理学 

住所：〒158-8501 東京都世田谷区上用賀 1-18-1 

e-mail：ogawa93@nihs.go.jp 

② 備考 

膀胱のサンプルはホルマリン固定後、半割・洗浄しカセットに入れ、70%エ

タノール浸漬の状態で送付する。 

クール宅急便で 1 週間以内に送付いただけるのが理想。 

1 群 5 匹あれば十分と思われる。 

 

 

E. 前立腺 

① 送付先 

鈴木 周吾  名古屋市立大学大学院医学研究科実験病態病理学 

住所：〒467-8601 愛知県名古屋市瑞穂区瑞穂町 字川澄 1 

e-mail：shugo@med.nagoya-cu.ac.jp 

② 備考 

前立腺サンプルは前立腺腹葉単独と、他の前立腺組織を尿道を付けたままで

送付ください。もしくは、腹葉前立腺や周囲脂肪織を外さず、尿道を付けた

まま前立腺組織塊で固定後、送付してください。 

送付までに時間がかかる場合は 70%エタノールに浸漬する。 
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F. 凍結サンプルについて 

① 送付先 

戸塚 ゆ加里  国立がん研究センター研究所発がんシステム研究分野 

住所：〒104－0045 東京都中央区築地 5－1－1 

e-mail：ytotsuka @ ncc.go.jp 

② 送付先 

伊吹 裕子  静岡県立大学環境科学研究所環境毒性学 

住所：〒422-8526 静岡県静岡市駿河区谷田 52-1  

e-mail：ibuki@u-shizuoka-ken.ac.jp 

③ 備考 

付加体解析用サンプルは、固定前の状態で、ある程度の大きさのまま、クラ

イオチューブ等に入れて凍結する。 
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