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A. 研究目的

非遺伝毒性の発がん機序には、甲状腺刺

激ホルモン（TSH）及びサイロキシン（T4）

等の、各種ホルモンレベルの変動と関連し

て い る も の が 多 く み ら れ る 。 OECD

（Organisation for Economic Co-operation and 

Development）において開発が推進されてい

る AOP(Adverse Outcome Pathway）では、起

始となる標的分子の事象（MIE：Molecular 

Initiating Event）及びそれに引き続く重要な

事象（KE: Key Event）は測定可能であるこ

とが必須とされている。よって、毒性試験に

おける甲状腺刺激ホルモン（TSH）及び T4

等の発現変動の評価は、非遺伝毒性発がん

における MIE または KE としても重要な意

味を持つと考えられる。さらに近年、OECD

では TG (Test Guideline）408 の齧歯類を用

いた 90 日間反復投与毒性試験等において、

内分泌攪乱作用の有無を検討するため、血

中トリヨードサイロニン（T3）・T4・TSH 等
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確立を目指し、6 種（AMT, VD3, PTU, PB, AGT, E2）の被験物質をラットに 4 週間経

口投与する動物実験を実施した。令和 2(2020)年度は、従来の測定法では検出限界以

下であった血清プロラクチン（PRL）値の再測定を実施し、定量可能な測定法を確立

した。また、ラット下垂体組織標本を用いて、甲状腺刺激ホルモン（TSH）・副腎皮質

刺激ホルモン（ACTH）・PRL の免疫組織化学的解析を実施した。その結果、ACTH・

PRL については、各群間において発現レベルに差異は認められなかった。一方、下垂

体前葉における TSH 陽性細胞の面積率は、血清 TSH 値の増加を示した AMT・PTU・

AGT 投与群の雌雄で有意な増加を示した。これらの面積率は各個体の血清 TSH 値と

明瞭な相関を有し、同ホルモンレベルの病理組織標本を用いた評価が可能であると考

えられた。本研究により、血清 TSH レベルの亢進を引き起こす化学物質を免疫組織

化学的解析によって検出できる可能性が示された。
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の測定が検索項目として追加された。しか

し、ホルモン濃度の測定には各項目 0.5 mL

程度の血清が必要であり、従来の必須測定

項目である血液生化学検査に追加すること

は、ラットでは可能性があるものの、マウス

では明らかに困難である。以上の背景から、

汎用性が高く、より高感度の測定方法、ある

いは血清以外を用いたホルモン変動の解析

方法が必要と考えられる。

本分担研究では、非遺伝毒性の発がん機序

に関連する、TSH・T4 を含む各種ホルモン

レベルの簡便な半定量的検出法の確立を目

的として、通常の毒性試験で得られる組織

標本を用いた病理組織学的・免疫組織化学

的評価法の開発を実施した。

B. 研究方法

平成 30(2019)年度～令和元(2020)年度に

かけて、6 週齢の SD ラット（各群雌雄 5 匹）

に対し、ホルモン動態への影響が想定され

る 被 験 物 質 6 種 （ 1000 ppm AMT 

(aminotriazole), 20 ppm VD3(vitamin D)、50 

ppm PTU(propylthiouracil) , 500 ppm 

PB(phenobarbital), 6000/1500 ppm 

AGT(aminoglutethimide), 10 ppm E2(estradiol）

を 4 週間反復経口投与する動物実験を行っ

た。甲状腺・下垂体・副腎の重量測定及び病

理組織学的検索ならびに血中 T3・T4・TSH・

副腎皮質刺激ホルモン（ACTH）・卵胞刺激

ホルモン（FSH）・黄体ホルモン（LH）・PRL・

エストラジオール（E2）・プロゲステロン・

テストステロンの測定を実施した。

令和 2(2020)年度は、従来の測定法では検

出限界以下であった血清 PRL について、一

般財団法人残留農薬研究所・青山博昭博士

の協力による再測定を実施した。また、全動

物の下垂体組織標本を用いて、TSH・PRL・

ACTH の免疫組織化学的検索を実施した。

定量解析として、下垂体前葉における TSH

陽性細胞の面積率を測定した。

（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

C.1. 血清ホルモン値

PRL 再測定結果を含めた、各種血清ホル

モン値を Table 1 に示す。AMT・PTU 投与

群では、T3・T4・TSH の変動に加えて、雌

における PRL の増加が認められた。また、

E2 投与群では、雄で T3・T4 に加えて PRL

の有意な増加がみられた。

C.2. 免疫組織化学的検索（下垂体 TSH・

PRL・ACTH）

各投与群の下垂体における TSH・PRL・

ACTH 発現を、免疫染色により検索した。

下垂体前葉における TSH 陽性細胞は、血清

TSH 値の有意な増加を示した AMT・PTU・

AGT 投与群の雌雄で増加が認められ

（Figure 1）、陽性面積率の増加は対照群と

比較して有意であった（Figure 2）。また、こ

れらの陽性面積率は、各個体の血清 TSH レ

ベルと明瞭な相関関係を有することが示唆

された（Figure 3）。一方、PRL・ACTH 発現

については、各投与群で明らかな差異は認

められなかった。

D. 考察
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本分担研究では、非遺伝毒性の発がん機

序に関連する各種ホルモン動態の簡便な検

出法確立を目指し、通常の反復投与毒性試

験で得られる病理組織標本を用いた、免疫

組織化学的手法による評価法の開発を行っ

た。 

下垂体組織標本を用いたTSH免疫染色で

は、血清 TSH 値の増加を示した AMT・PTU・

AGT 投与群において、雌雄ともに TSH 陽性

細胞の面積率増加が認められた。これらの

面積率は各個体の血清TSH値と明瞭な相関

を有し、同ホルモンレベルの病理組織標本

を用いた評価が可能であると考えられた。

一方、PRL・ACTH については、各群間にお

いて下垂体組織標本での発現レベルに差異

は認められなかった。 

 

E. 結論 

本分担研究では、非遺伝毒性の発がん機

序に関連する各種ホルモン動態の簡便な検

出法確立を目指し、通常の反復投与毒性試

験で得られる病理組織標本を用いた、免疫

組織化学的手法による評価法の開発を行っ

た。 

下垂体組織標本を用いたTSH免疫染色で

は、血清 TSH 値の増加を示した AMT・PTU・

AGT 投与群において、雌雄ともに TSH 陽性

細胞の面積率増加が認められた。これらの

面積率は各個体の血清TSH値と明瞭な相関

を有し、同ホルモンレベルの病理組織標本

を用いた評価が可能であると考えられた。

一方、PRL・ACTH については、各群間にお

いて下垂体組織標本での発現レベルに差異

は認められなかった。 
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