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Ａ．研究目的 

 芳香族アミンは染料・顔料の製造原料として汎用さ

れるが、発がん性への懸念から各国で規制が進められ

ている。平成 27 年には、芳香族アミンを取り扱う民間

事業場において膀胱がんが多発した事例が報告される

など、適正なリスク管理の重要性が改めて認識されて

いる。膀胱発がん性を示す芳香族アミンには、定型的

な in vitro遺伝毒性試験では陰性ながら、生体内で DNA

損傷を誘発する可能性が示唆されるなど、発がん機序

の本態がいまだ不明なものが多く含まれる。 

我々は先行研究として、互いに類似した構造を持つ 5

種の芳香族アミンをラットに 28 日間経口投与し、膀胱

粘膜における細胞・遺伝子動態への影響を検索した（厚

生労働科学研究費補助金：化学物質リスク研究事業

H28-化学-若手-005）。その結果、膀胱発がん性が報告

されているオルト-トルイジンおよびオルト-アニシジ

ンの 2 種のみが、DNA 損傷マーカーであるγ-H2AX 形成

の増加を誘導し、膀胱粘膜に DNA 損傷を引き起こすこ

とが示唆された。遺伝子発現解析では、両物質はとも

に細胞周期・DNA 損傷・分化関連遺伝子を特徴的に変動

させることが明らかとなり、短期間の投与によって膀

胱への傷害性および発がん性を検出し得る可能性が示

された。5 種の投与物質はいずれも芳香族アミンとして

基本的な構造を有することから、包括的リスク評価に

おける基礎データとして活用し得ると考えられる。 

本研究では、オルト-トルイジンと類似構造を有する

複数の芳香族アミンをラットに投与し、膀胱における

細胞・遺伝子動態に及ぼす影響を、病理組織学的検索

ならびにγ-H2AX をはじめとする DNA 損傷因子等の発

現解析を通じて明らかにし、当該解析手法による包括

的評価への応用について検討することを目的とする。 
 
Ｂ．研究方法 

平成30年度から令和2年度にかけて、6週齢の雄F344

ラットに、オルト-トルイジンまたはオルト-アニシジ

ンに類似した構造を持つ芳香族アミン計 17種：1%/0.5% 

4-クロロ-オルト-トルイジン（4-CT）、0.5% 5-クロロ-

オルト-トルイジン（5-CT）、0.5%/0.25%オルト-アミノ

アゾトルエン（AAT）、1%/0.5% 2-アミノベンジルアル

コール（ABA）、1%オルト-アセトトルイジン（o-AT）、
0.4% 3,3'-ジメトキシベンジジン（DXB）、0.5% 2,4-ジ

アミノアニソール（DAA）、0.1% 2,4-ジアミノトルエン

（2,4-DAT）、0.5% 2-アミノ-m-クレゾール（2-AC）、0.3% 

4-アミノ-m-クレゾール（4-AC）、0.5% N-アセチルアン

トラニル酸（AAA）、0.01% 5-ニトロ-オルト-トルイジ

ン（PNOT）、0.1% 3,3'-ジクロロベンジジン（DCB）、0.5% 

4-アミノアゾベンゼン（AAB）、0.08% 4,4'-メチレンジ

アニリン（MDA）、0.1% 4,4'-メチレンビス-2-クロロア

ニリン（MOCA）、1%アントラニル酸（AA）を 4 週間混餌

または（MDA のみ）飲水投与した。各物質の投与濃度は、

4 週間の最大耐量として設定した。投与開始後 2 日、1

週、2 週および 4 週時点で解剖し、膀胱を採材した。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
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γ-H2AX 形成の定量解析を実施した。膀胱尿路上皮にお

けるγ-H2AX 陽性細胞をカウントし、陽性率を対照群と

比較した。 

また、4 物質：1%/0.5% 4-CT、0.25% AAT、0.5% ABA、

1% o-AT 投与群については、膀胱粘膜から抽出した RNA

を用いて、膀胱がんとの関連が指摘される遺伝子群

（DNA 損傷および細胞周期；各 84 遺伝子）の PCR アレ

イ（QIAGEN）による発現解析を行った。 

 

（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程に基づき、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 

平成 30 年度から令和 2 年度にかけて、芳香族アミン

17 種をラットに 4 週間反復経口投与し、経時的に採取

した膀胱における病理組織学的検索およびγ-H2AX 形

成の定量解析により、被験物質による膀胱への傷害性

および発がん性の有無について評価を行った。 

病理組織学的検索の結果、1% 4-CT および o-AT 投与

群には、投与 1 週目以降、経時的な病理学的変化が認

められた（図 1）。投与 1 週目の時点で、両群の膀胱粘

膜は肉眼的に暗褐色を呈し、病理組織学的に粘膜内出

血、上皮細胞の壊死脱落および間質結合織・血管の壊

死が広範囲に認められた。2 週から 4 週目にかけては、

これら出血・壊死を伴う急性病変は局所的に残存した

一方、尿路上皮のび漫性単純過形成、単核細胞浸潤を

特徴とする慢性炎症および間質における肉芽組織増生

が顕著となった。 

一方、AAT, ABA, DXB, ABA, MDA 投与群では、膀胱尿

路上皮における軽微～軽度の単純過形成が認められた

（図 2）。DXB, ABA, MDA 投与群においては、尿路上皮

細胞の空胞変性が時折認められた。対照群および他の

投与群では、いずれの時点においても明らかな膀胱病

変は観察されなかった。 

膀胱尿路上皮におけるγ-H2AX 形成について、免疫組

織化学的手法による解析を実施した（図 3）。尿路上皮

細胞 1000 個あたりのγ-H2AX 陽性細胞数を計測した結

果、4-CT, AAT, ABA, o-AT, DXB, AAB 投与群では、対

照群と比較してγ-H2AX 陽性細胞の有意な増加が認め

られ、MDA 投与群では統計学的有意差は伴わないものの、

増加傾向が観察された（図 4～6）。他の投与群では、γ

-H2AX 陽性細胞の増加は観察されなかった。 

1%/0.5% 4-CT、0.25% AAT、0.5% ABA、1% o-AT 投与

群を対象に、4 週間投与後の膀胱粘膜から RNA を抽出し、

細胞周期・DNA 損傷関連遺伝子（各 84 遺伝子）の発現

動態を PCR アレイにより解析した。その結果、いずれ

の項目についても、1% 4-CT と o-AT、および AAT と ABA

がそれぞれ類似した発現プロファイルを示すことが明

らかとなった。 

また、0.5% および 1% 4-CT 投与群において、病理組

織学的変化ならびにγ-H2AX 形成の程度を比較した結

果、1% 4-CT 投与群では出血・壊死や過形成等の病変が

誘発されたのに対し、0.5% 4-CT 投与群には明らかな膀

胱病変は認められなかった。同様に、1% 4-CT 投与群の

膀胱にはγ-H2AX 陽性細胞の有意な増加が認められた

が、0.5% 4-CT 投与群における陽性率は対照群と同じレ

ベルであった（図 7）。 

 

 
 

図 1．4-CT および o-AT 投与群における膀胱病変。Week 

1：粘膜内出血、上皮細胞の壊死脱落および間質結合

織・血管の壊死。Week 4：び漫性単純過形成、単核細

胞浸潤を特徴とする慢性炎症および間質における肉芽

組織増生。 

 

 
 

図 2．対照群および 5-CT・AAT・ABA 投与群における膀

胱粘膜。AAT・ABA 投与群には、尿路上皮の軽微～軽度

の単純過形成が認められた。 

 

 
 

図 3．投与 4 週目の膀胱におけるγ-H2AX 陽性細胞（矢

頭）。γ-H2AX は核内において、特徴的なドット状の陽

性像を示した。 
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図 4．ラット膀胱尿路上皮細胞におけるγ-H2AX 陽性細

胞の定量解析（平成 30 年度検討分、Student t-test）。 

 

 
 

図 5．ラット膀胱尿路上皮細胞におけるγ-H2AX 陽性細

胞の定量解析（令和元年度検討分）。 

 

 
 

図 6．ラット膀胱尿路上皮細胞におけるγ-H2AX 陽性細

胞の定量解析（令和 2 年度検討分）。 

 

 
 

図 7．0.5%または 1% 4-CTを投与したラット膀胱尿路上

皮細胞におけるγ-H2AX 陽性細胞の定量解析。 

 

Ｄ．考察 

平成 30 年度から令和 2 年度にかけて検討した 17 種

の芳香族アミンのうち、7 物質（4-CT, AAT, ABA, o-AT, 
DXB, AAB, MDA）はラットへの 4 週間の反復経口投与に

より、過形成等の膀胱病変および尿路上皮におけるγ

-H2AX 陽性細胞の増加を誘導することが明らかになっ

た。 

病理組織学的検索により、上記の 7 物質のうち 4-CT

および o-AT はラット膀胱に対して、粘膜内出血等の急

性傷害から慢性炎症およびび漫性過形成に至る、一連

の経時的な病理学的変化を誘発することが明らかとな

り、これはオルト-トルイジンによる膀胱病変の形成過

程に類似していた。また、他の 5 物質（AAT, ABA, DXB, 

AAB, MDA）は尿路上皮の空胞変性や単純過形成を引き

起こした一方で、壊死や重度の炎症は伴わず、オルト-

アニシジンによる病態と類似することが示された。 

遺伝子発現解析を実施した 4 物質の中で、4-CT と

o-AT、AAT と ABA はそれぞれ類似した発現動態を示した。

4-CT と o-AT、AAT と ABA にみられた遺伝子発現パター

ンの類似は、病理組織学的検索で認められた特徴と一

致しており、芳香族アミンの膀胱傷害機序が大きく 2

タイプに分けられることを裏付ける結果と考えられる。 

免疫組織化学的検索により、膀胱傷害性を示したこ

れらの 7 物質は膀胱尿路上皮におけるγ-H2AX 陽性細

胞を増加させ、膀胱粘膜に対して DNA 損傷を誘導する

ことが示唆された。4-CT および o-AT 投与群においては、

陽性細胞率はいずれも 1-2 週目に最大となり、4 週目に

かけてやや減少するパターンを示し、病理所見の変化

に対応している可能性が考えられた。 

4-CT は労働曝露と膀胱がんとの関連を示す疫学調査

の結果が、小規模な研究ではあるが得られている（IARC, 

2010）。一方、齧歯類を用いたがん原性試験では、4-CT

はマウスにおいて血管系腫瘍を誘発するものの、ラッ

トに対する発がん性は認められなかったと報告されて

いる。4-CT 混餌投与による 2 件のラットがん原性試験

における最高用量は、それぞれ 0.4%（SD 系、3 ヶ月目

以降は 0.1%に減量）および 0.5%（F344 系）と、本研究

で膀胱傷害・γ-H2AX 形成の増加を示した用量（1%）の

半量以下であった（NTP, 1979; Weisburger et al., 
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1978）。 

また、本研究では 0.08% MDA 投与群においても、単

純過形成等の膀胱傷害およびγ-H2AX 陽性細胞の増加

傾向が認められた。MDA はラット 2 年間がん原性試験に

おいて、甲状腺濾胞上皮細胞癌および肝腫瘍を引き起

こすことが報告されているが（IARC, 1986）、その投与

量は 0.03%であり、本研究で用いた用量（0.08%）の半

量以下であった（NTP, 1983; Weisburger et al., 1984）。 
我々は本研究において、4-CT について過去のがん原

性試験と同用量（0.5%）の群では、1%投与群にみられ

た膀胱病変・γ-H2AX 陽性率増加が誘発されないことを

確認した。これは先行研究におけるオルト-トルイジン

での結果、すなわち 0.8%投与群で観察された顕著な膀

胱病変およびγ-H2AX 陽性細胞の有意な増加は、いずれ

も 0.4%投与群では観察されなかったことと類似してい

る（Toyoda et al., Arch Toxicol, 2019）。これらの

結果は、膀胱粘膜上皮に傷害を及ぼし、DNA 損傷を誘導

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を示唆している。別途

検証が必要ではあるが、高用量での投与が継続可能で

ある場合、4-CT および MDA はラット膀胱に対しても潜

在的な発がん性を有する可能性があると考えられた。 

AAT および DXB はラットに対し膀胱腫瘍を誘発する

ことが報告されているが（IARC, 1974; IARC, 1975）、

詳細な膀胱傷害・発がん機序は不明であった。本研究

により、両物質の膀胱発がん機序はオルト-アニシジン

と類似する可能性が示唆された。DXB はオルト-アニシ

ジンがベンジジン転位により結合した構造を持ち、両

物質による膀胱傷害機序の類似性と関連している可能

性が示唆される。 

AAB はラットに対し肝腫瘍を誘発することが報告さ

れているが（IARC, 1975）、1940 年代に実施された非常

に古い実験に基づいており（Kirby & Peacock, 1947）、

膀胱に対する詳細な影響については不明である。我々

の結果は、AAB が膀胱傷害性を示すことを初めて明らか

にするとともに、潜在的な発がん性を有する可能性を

示唆するものであり、今後さらに詳細な検討が必要と

思われる。 

2-AC, 4-AC, ABA, AA, AAAはいずれもオルト-トルイ

ジンの代謝物であるが、2-AC・4-AC はオルト-トルイジ

ンの解毒機構に関与すると考えられており、本研究に

おいても両物質は膀胱傷害性を示さなかった。一方、

ABA はγ-H2AX 形成の増加を誘導することが示され、代

謝経路において ABA の下流に位置する AA・AAA は膀胱

傷害やγ-H2AX 形成を誘導しなかった。これらの結果は、

AA の生成がオルト-トルイジン代謝における解毒機構

として重要であることを示唆すると考えられる。 

検討した他の芳香族アミンのうち、PNOT・DCB・MOCA

投与群の膀胱には、明らかな病理組織学的所見および

γ-H2AX 形成の増加は認められなかった。これらの物質

はいずれも過去のがん原性試験において、ラット膀胱

に対して発がん性を示さないことが報告されている。

この結果は、膀胱傷害性・発がん性の早期検出におけ

る、病理組織学的検索およびγ-H2AX 免疫染色の特異性

の高さを支持するものと考えられる。 

本研究および先行研究を通じて、計 31 種の芳香族ア

ミンについて、28 日間反復経口投与後の膀胱尿路上皮

におけるγ-H2AX 形成の定量解析を実施した（図 8）。

ラット膀胱に対して発がん性を示すことが知られてい

る 11物質のうち 9物質がγ-H2AX形成の増加を示し（感

度 81.8%）、膀胱発がん性のない 14 物質では 12 物質が

陰性であった（特異度 85.7%）。以上の結果から、病理

組織学的検索とγ-H2AX 免疫染色を併用した本評価手

法は、芳香族アミンによる膀胱傷害・発がん性の短期

スクリーニング評価に有用であることが示された。 

 

 
 

図 8．膀胱尿路上皮におけるγ-H2AX 形成を指標とした

ラット膀胱発がん物質の検出 

 

Ｅ．結論 

 本研究の結果から、病理組織学的検索およびγ-H2AX

免疫染色を用いた本評価手法は、芳香族アミンの膀胱

傷害性および発がん性の短期スクリーニング評価に有

用であることが示された。本手法は芳香族アミンを含

む化学物質の安全性評価において通常実施される、28

日間反復経口投与毒性試験への組み込みが容易であり、

新たな動物実験を必要としない。動物実験の 3R に貢献

し、試験期間短縮・費用削減につながるとともに、芳

香族アミンの適切なリスク評価への活用が期待される。 
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