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Ａ．研究目的 
 近年、リン酸化ヒストンタンパク質の一種γH2AX が
DNA 二重鎖切断の鋭敏な指標となることが示され、遺伝
毒性試験から臨床診断まで幅広い分野での応用が期待
されている。我々は以前に、遺伝毒性膀胱発がん物質
はラット膀胱上皮細胞にγH2AX 形成を強く誘導する一
方、膀胱を標的としない遺伝毒性発がん物質では対照
群と同じレベルにとどまることを示し、γH2AX を遺伝
毒性膀胱発がん物質の早期検出指標として利用し得る
ことを明らかにした。この試験系は 4 週間という短期
の毒性試験で、通常の免疫組織化学的手法によって実
施できることを特色とし、化学物質の効率的かつ迅速
なリスク評価法と考えられる。 
膀胱がんの原因物質には、染料・顔料の製造原料と

して汎用される芳香族アミン類が多く含まれ、平成 27
年12月に報告された民間事業場での膀胱がん多発事例
にもその関与が疑われている。これらの芳香族アミン
のうち、o-トルイジンと o-アニシジンは労働曝露によ
るヒト膀胱がんへの関与が以前から疑われ、特に前者
について疫学調査や齧歯類を用いた発がん性試験が比
較的多く報告されている。一方で、無毒性量を設定し
得る適切な反復投与毒性試験は過去に実施されておら
ず、膀胱粘膜に対する傷害機序や発がん過程の詳細は
不明なままとなっている。また、o-トルイジンと o-ア
ニシジンはともに in vitro 遺伝毒性試験には陰性を示
し、発がん過程における in vivo 遺伝毒性の関与も明
らかではない。 

本研究では、前述の事業場で扱われていた 5 種の芳
香族アミン（o-トルイジン、o-アニシジン、2,4-キシ
リジン、p-トルイジン、アニリン）をラットに投与し、
膀胱における病理組織学的検索ならびにγH2AX をはじ
めとする毒性・発がん関連因子の発現解析を通じて、
細胞動態への影響と毒性機序に関するデータの取得を
目的とする。 
平成 28 年度はラットへの被験物質投与と組織採材、

病理組織学的検索およびγH2AX/Ki67 発現の解析を実
施し、膀胱に対する毒性影響ならびに in vivo 遺伝毒
性の評価を行った。平成 29 年度は、DNA 修復・細胞周
期関連因子の遺伝子発現動態および膀胱上皮分化マー
カーとの共発現を検索し、芳香族アミンによって誘発
される膀胱粘膜の細胞動態を明らかにし、毒性機序と
ヒトへの外挿性を総合的に判断する予定である。 
 
Ｂ．研究方法 
膀胱がん多発事例が報告された民間事業場で使用さ

れていた 5種の芳香族アミン（0.8% o-トルイジン、1% 
o-アニシジン、0.4% 2,4-キシリジン、0.2% p-トルイ
ジン、0.6%アニリン）の塩酸塩を、6 週齢の雄 F344 ラ
ットに 4 週間混餌投与した。各物質の投与濃度は、報
告されている発がん性試験の用量に基づいて設定した。
膀胱発がん性が知られているo-トルイジンおよびo-ア
ニシジンについては、用量依存性を検討するため、濃
度を下げた低用量群（それぞれ 0.4%、0.3%）を設置し
た。また、無処置対照群に加え、陽性対照として遺伝

研究要旨 
 本研究では、労働曝露による膀胱がん多発事例への関与が疑われる 5種の芳香族アミンについて、安全
性評価に資する毒性発現機序に関するデータ取得を目的とする。具体的には、被験物質をラットに経口投
与し、膀胱上皮細胞に対する in vivo 遺伝毒性および細胞動態に及ぼす影響を、病理組織学的検索ならび
に DNA 修復・細胞周期・分化関連因子の発現解析を通じて明らかにする。平成 28年度は、6週齢の雄 F344
ラットに 0.4%/0.8% o-トルイジン、0.3%/1% o-アニシジン、0.4% 2,4-キシリジン、0.2% p-トルイジン、
0.6%アニリンを 4週間混餌投与し、投与 2日、1週、2週、投与終了時および 2週間休薬後の各時点で膀
胱を採材した。病理組織学的検索において、0.8% o-トルイジン投与群の膀胱には粘膜内出血等の急性毒
性から、び漫性の粘膜上皮過形成に至る経時的な病変の変化が認められた。膀胱上皮でのγH2AX（DNA 損
傷マーカー）/Ki67（細胞増殖関連因子）発現を検索した結果、0.8% o-トルイジンと 1% o-アニシジン投
与群では、γH2AX 陽性細胞の有意な増加が認められた。一方、2,4-キシリジン、p-トルイジン、アニリ
ン投与群では、明らかな膀胱病変およびγH2AX/Ki67 発現誘導は観察されなかった。以上の結果から、o-
トルイジンおよび o-アニシジンによる膀胱に対する in vivo 遺伝毒性が示唆された一方、両者の膀胱粘
膜傷害機序は異なる可能性が示された。今後、膀胱粘膜における DNA 修復・細胞周期関連因子の遺伝子発
現解析を実施し、芳香族アミンによって誘発される細胞動態を明らかにする予定である。 
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毒 性 膀 胱 発 が ん 物 質 で あ る
N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine（BBN）飲水
投与群を設置した。投与 2日、1週間、2週間、投与終
了時（4週間）および 2週間の休薬後に解剖し、膀胱を
含む発がん標的臓器（肝・腎・脾・甲状腺・肺）を採
材した。 
ホルマリン固定パラフィン包埋標本を作製し、膀胱

粘膜の病理組織学的検索および免疫組織化学的手法に
よるγH2AX/Ki67 発現解析を実施した。膀胱粘膜におけ
るγH2AX/Ki67 陽性細胞をカウントし、陽性率を対照群
と比較した。また、γH2AX/Ki67 陽性細胞を、分化段階
に基づいて基底細胞（basal cell ）、中間細胞
（intermediate cell）、表層細胞（umbrella cell）の
三種に分類し、各被験物質および投与期間による差異
について検討した。 
 
（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 
0.8% o-トルイジン投与群の膀胱には、経時的な病理

学的変化が認められた（図 1）。投与 2 日目の時点で、
膀胱粘膜は肉眼的に暗褐色を呈し、病理組織学的に粘
膜内出血、粘膜下織の浮腫、および間質結合織・血管
壊死が広範囲に認められた。1週目には、これら粘膜内
出血を伴う急性炎症は散発的なものとなり、粘膜上皮
の過形成、単核細胞浸潤を特徴とする慢性炎症および
肉芽組織増生が病変の主体となった。2週目から 4週目
にかけては慢性炎症も消退傾向となり、粘膜上皮はび
漫性過形成を呈し、結節性過形成を示す部位も散在し
ていた。0.4% o-トルイジン投与群には、これらの膀胱
病変は認められなかった。 
o-アニシジン投与群では、1%投与群で 2 週目以降に

粘膜の単純過形成がみられた一方（図 2）、0.3%投与群
には膀胱病変は認められなかった。また、2,4-キシリ
ジン、p-トルイジン、アニリン投与群においても、明
らかな膀胱病変は観察されなかった。 
膀胱上皮でのγH2AX および Ki67 発現を免疫組織化

学的に検索した（図 3）。粘膜上皮細胞 1000 個あたりの
γH2AX 陽性細胞数を測定した結果、0.8% o-トルイジン
および 1% o-アニシジン投与群では、対照群と比較して
γH2AX 陽性細胞の有意な増加が認められた（図 4）。1% 
o-アニシジン投与群では 2 日から 4 週にかけて経時的
に増加したのに対し、0.8% o-トルイジン投与群では 2
日から 1 週にかけて一過性の上昇を示し、その発現パ
ターンは異なっていた。0.4% o-トルイジンおよび 0.3% 
o-アニシジン投与群では、γH2AX 形成の有意な増加は
みられなかった。 
細胞増殖マーカーであるKi67もほぼ同様の変化を示

し、0.8% o-トルイジン（2日、1週）および 1% o-アニ
シジン（2日から 4週）投与群において陽性細胞の割合
が有意に増加した一方、それぞれの低用量群では対照
群と同じレベルであった（図 5）。2,4-キシリジン、p-
トルイジン、アニリン投与群では、γH2AX/Ki67 いずれ

の発現増加も観察されなかった。 
0.8% o-トルイジンおよび 1% o-アニシジン投与群の

γH2AX/Ki67 陽性細胞を、分化段階に基づいて三種に分
類した（図 6）。その結果、いずれの群でも basal cell
の割合が高かったが、0.8% o-トルイジン投与群では 1
週目以降、1% o-アニシジン/0.05% BBN 投与群では 2
週間の休薬後に、intermediate cell および umbrella 
cell の割合が上昇する傾向が認められた。 
 

 
 

図 1．0.8% o-トルイジン投与群における膀胱病変の経
時的変化。Day 2：粘膜内出血、粘膜下織の浮腫、結合
織・血管壊死。Week 1：粘膜過形成と間質における単
核細胞浸潤。Week 2：炎症所見は散発的となり、粘膜
上皮はび漫性に過形成を示す。Week 4：結節性過形成
が散在。Week 4+2：単純過形成の残存。 
 

 
 
図 2．1% o-アニシジンおよび 0.05% BBN 投与群におけ
る膀胱病変。Week 4：両群ともに粘膜の単純過形成が
認められ、BBN 投与群では間質への単核細胞浸潤がしば
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しばみられる。 
 

 
 
図 3．投与 2日目の膀胱におけるγH2AX（左列：矢頭）
および Ki67（右列）発現。0.8% o-トルイジンおよび
1% o-アニシジン投与群では、γH2AX/Ki67 陽性細胞数
の増加が認められた。 
 

 
 
図 4．ラット膀胱粘膜上皮細胞におけるγH2AX 陽性細
胞の定量解析。 
 

 
 
図 5．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。 
 

 
 
図 6．γH2AX 陽性細胞における基底細胞（basal）、中
間細胞（intermediate）、表層細胞（umbrella）の割合。 
 
Ｄ．考察 
 本研究で検討した 5 種の芳香族アミンのうち、2,4-
キシリジン、p-トルイジン、アニリン投与群の膀胱に
は、明らかな病理学的所見およびγH2AX/Ki67 発現の変
化は認められなかった。一方、o-トルイジンと o-アニ
シジンは、4週間の混餌投与により膀胱粘膜の過形成お
よびγH2AX/Ki67 陽性細胞の増加を誘導することが明
らかになった。 
o-トルイジンは IARC による評価で Group I（ヒトに

対して発がん性がある）に分類されている。発がん性
の有無を検討した長期試験については複数の報告があ
るが、膀胱病変を詳細に検索した反復投与毒性試験は
過去に行われておらず、膀胱粘膜に対する傷害機序や
発がん過程の詳細は不明なままであった。 
本研究は、高用量（塩酸塩 0.8%混餌投与：o-トルイ

ジンとして 401 mg/kg 体重/日に相当）の o-トルイジン
がラット膀胱に対して、粘膜内出血等の急性毒性から
慢性炎症を経てび漫性過形成に至る、経時的な病理学
的変化を誘発することを明らかにした。これに対して、
o-アニシジンは粘膜の単純過形成を引き起こしたもの
の壊死や重度の炎症は伴わず、遺伝毒性膀胱発がん物
質として知られる BBN による病態と類似していた。と
もに膀胱発がん性を示すo-トルイジンとo-アニシジン
であるが、その粘膜傷害機序は互いに異なる可能性を
この結果は示している。 
 γH2AX/Ki67 発現の定量解析によって、o-トルイジン
とo-アニシジンはともにγH2AX陽性細胞の増加を誘導
し、膀胱に対する in vivo 遺伝毒性を有する可能性が
示唆された。しかし、o-アニシジン投与群では、γ
H2AX/Ki67はいずれも投与開始2日から4週目にかけて
経時的な発現増加を示したのに対し、o-トルイジン投
与群では 2日目から 1週目にかけて増加した後、2週目
に著しく減少するという特徴的な発現パターンを示す
ことが明らかとなった。前述の病理組織学的検索結果
で示された、両物質の粘膜傷害機序の違いが反映され
ていると考えられる。 
o-トルイジンと o-アニシジンによる膀胱病変および

γH2AX/Ki67 発現誘導の有意な増加は、いずれも低用量
群では観察されず、濃度依存性は明瞭ではなかった。
Short ら（Fundam Appl Toxicol, 1983）は、雄 F344
ラットに o-トルイジンを 225 mg/kg/day の用量で 20
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日間強制経口投与した結果、膀胱にいかなる病変もみ
られなかったと報告している。本研究における 0.4% o-
トルイジン投与群での平均検体摂取量は 227 mg/kg 体
重/日であり、この報告とほぼ同じ水準であった。膀胱
粘膜上皮に傷害を及ぼし、γH2AX 発現を誘導する特定
の代謝物（あるいは未変化体）が尿中に現れるための
閾値が存在する可能性があり、リスク評価において留
意すべき点になり得る。尿中代謝物の詳細な解析が、
今後の課題になると考えられる。 
 
Ｅ．結論 
 本研究の結果から、検索した 5 種の芳香族アミンの
うち、o-トルイジンおよび o-アニシジンはラット膀胱
に対して in vivo 遺伝毒性を有する可能性が示唆され
た。一方で、病理組織学的検索により、両物質の膀胱
粘膜傷害機序は互いに異なることが明らかとなった。
今後、o-トルイジンおよび o-アニシジンによる膀胱粘
膜の細胞動態について、遺伝子発現解析等の分子生物
学的検討を交えて、さらに詳細に検討を加える予定で
ある。 
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