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A. 研究目的 
近年、化学物質の安全性評価の効率化・

迅速化及び実験動物福祉（3R）の観点から、

長期がん原性試験をより短期間の試験で

代替する手法の開発が求められている。

我々はこれまでに、DNA 損傷マーカーであ

るγ-H2AX が、化学物質の膀胱発がん性早

期検出に有用な指標となり得ることを報

告してきた。一方で、主要な毒性標的臓器

である肝臓及び腎臓への応用を検討する

必要があると考えられる。腎臓を対象とし

て、これまでに 16 物質について検討した

結果、γ-H2AX 免疫染色は膀胱と同様、腎

発がん物質の早期検出にも有用である可

能性が示唆された。 
そこで本研究では、腎発がん物質早期検

出におけるγ-H2AX 形成の感度及び特異

度を検証することを目的とする。具体的に

は、新規の被験物質を用いた 28 日間反復

経口投与試験を実施し、腎臓におけるγ-
H2AX 形成の定量解析を行う。また、過去

に実施した 28 日間反復投与試験で得られ

た腎臓についても同様に検討し、γ-H2AX
形成を指標とした腎発がん物質検出法の

妥当性を評価する。 
 
B. 研究方法 

令和 3 年度の新規被験物質として、腎発

がん物質 5 種：Hexachlorobutadiene (HCBD)、
1-Amino-2,4-dibromoanthraquinone 
(ADBAQ)、Dimethylnitrosamine (DMN)、N-
Ethyl-N-hydroxyethylnitrosamine (EHEN) 及
び Azoxymethane (AOM)を、6 週齢の雄 F344
ラットに 28 日間混餌（HCBD・ADBAQ・

DMN）または飲水（EHEN・AOM）投与し

た（各群 5 匹）。各物質の投与濃度は短期試

験における最大耐量として、 300 ppm 
HCBD, 10000 ppm ADBAQ, 500 ppm DMN, 
1000 ppm EHEN 及び 40 ppm AOM に設定

した。ただし EHEN 投与群については、顕

著な体重増加抑制が認められたため、3 週

目以降投与濃度を 500 ppm に変更した。 

研究要旨 
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早期検出に有用な指標となることを示してきた。本研究では、腎発がん物質検出におけ

るγ-H2AX の感度・特異度の検証を目的とする。令和 3 年度は、腎発がん物質 5 種を

用いたラット 28 日間反復経口投与試験を実施し、腎臓における病理組織学的検索およ

びγ-H2AX 形成の免疫組織化学的解析を行った。その結果、いずれの投与群でも、尿細
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γ-H2AX 免疫染色は腎発がん物質の早期検出に有用である可能性が示唆された。 
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投与期間終了時に解剖し、腎臓及び肝臓

の重量を測定した。腎臓の病理組織学的検

索を実施するとともに、免疫組織化学的手

法によるγ-H2AX 形成の定量解析を実施

した。右腎横断面から、皮質及び髄質外層

外帯の特定部位を顕微鏡下（x400）でそれ

ぞれ 4 か所撮影し、尿細管上皮細胞の総数

ならびにγ-H2AX 陽性細胞数を元に、陽性

細胞率を計測した。 
 
（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 
対照群及び各被験物質投与群の、体重・

摂餌量・飲水量・被験物質摂取量を表 1 に

示す。投与期間終了時点で、HCBD・DMN・
EHEN・AOM 投与群において、対照群と比

較して有意な体重増加抑制が認められた。

摂餌量は HCBD・DMN・EHEN・AOM 投与

群、飲水量は EHEN・AOM 投与群で低値の

傾向を示した。 
各群における臓器重量を表 2 に示す。

HCBD・ADBAQ 投与群では腎絶対・相対重

量の有意な増加が、DMN・EHEN・AOM 投

与群では腎絶対重量の低下及び相対重量

の増加が認められた。また、ADBAQ 投与

群で肝絶対・相対重量の増加、HCBD 投与

群で肝相対重量の増加、DMN・EHEN・AOM
投与群では肝絶対重量の低下が観察され

た。 
腎臓の病理組織学的検索の結果を表 3 に

示す。HCBD・ADBAQ 投与群では再生尿細

管及び尿細管上皮への好酸性顆粒沈着増

加等が、DMN・EHEN・AOM 投与群では間

質における炎症性細胞浸潤、尿細管上皮細

胞の変性/壊死及び核の大型化等が種々の

程度で認められた。 
 腎尿細管上皮細胞におけるγ-H2AX 形

成を免疫組織化学的に検討した結果、対照

群では陽性細胞は稀であったのに対し、被

験物質を投与した各群ではいずれもγ-
H2AX 陽性細胞の有意な増加が認められた

（図 1）。 
 
D. 考察 

令和 3 年度は、新規被験物質として腎発

がん物質 5 種について、短期試験での最大

耐量を用いたラット 28 日間反復経口投与

試験を実施し、腎臓における病理組織学的

検索及びγ-H2AX 形成の免疫組織化学的

解析を行った。その結果、被験物質投与群

ではいずれも、腎臓における病理組織学的

所見及び尿細管上皮細胞でのγ-H2AX 形

成が誘発されることが明らかとなった。こ

れまでの検討結果を総合すると、腎発がん

物質 14 物質中 13 種がγ-H2AX 陽性率の

増加を引き起こした一方、非腎発がん物質

7 種ではいずれも対照群と同じレベルにと

どまった。以上の結果から、γ-H2AX 免疫

染色によって化学物質の腎発がん性を、短

期間かつ高い感度及び特異度で検出可能

であることが示唆された。 
 
E. 結論 
今年度の新規被験物質（腎発がん物質 5

種）はいずれも短期間の投与により、ラッ

ト腎尿細管上皮細胞におけるγ-H2AX 形

成を有意に増加させることが明らかとな

り、γ-H2AX 免疫染色は腎発がん物質の

早期検出に有用である可能性が示唆され

た。 
 
F. 研究発表 
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表 1．各群における体重・摂餌量・飲水量・被験物質摂取量。 

 
 
 
 
 
表 2．各群における腎および肝重量。 

 
 
 
 
 
表3．各群における腎臓の病理組織学的所見。 

 
 

Control 116.5 ± 3.4 225.2 ± 5.4 14.7 22.1 -
HCBD 116.7 ± 3.3 198.6 ± 8.8** 11.6 20.6 20.6
ADBAQ 116.7 ± 3.6 221.5 ± 5.8 13.7 21.9 742.5
DMN 116.4 ± 8.1 170.5 ± 12.1** 10.1 17.2 33.1
EHEN 116.7 ± 4.5 119.3 ± 28.4** 7.0 8.4 60.8
AOM 116.5 ± 4.0 171.6 ± 5.9** 11.8 14.0 3.8

HCBD, hexachlorobutadiene; ADBAQ, 1-amino-2,4-dibromoanthraquinone; DMN, dimethylnitrosamine;
EHEN, N -ethyl-N -hydroxyethylnitrosamine; AOM, azoxymethane.

Water intake
(g/rat/day)Day 28

**; P  < 0.01 vs.  Control by t -test.

Table 1. Body weight and chemical intake data for male F344 rats

Treatment
Body weight (g) Food consumption

(g/rat/day)
Chemical intake

(mg/rat/day)Initial

Control 1.53 ± 0.04 0.68 ± 0.02 8.0 ± 0.28 3.55 ± 0.08
HCBD 1.66 ± 0.08* 0.84 ± 0.02** 7.6 ± 0.31 3.81 ± 0.15**
ADBAQ 1.69 ± 0.02** 0.76 ± 0.01** 10.0 ± 0.34** 4.51 ± 0.24**
DMN 1.30 ± 0.04** 0.76 ± 0.05** 6.3 ± 0.69** 3.67 ± 0.20
EHEN 1.03 ± 0.15** 0.88 ± 0.08** 3.8 ± 1.20** 3.18 ± 0.55
AOM 1.29 ± 0.03** 0.75 ± 0.02** 6.4 ± 0.17** 3.71 ± 0.19

HCBD, hexachlorobutadiene; ADBAQ, 1-amino-2,4-dibromoanthraquinone; DMN,
dimethylnitrosamine; EHEN, N -ethyl-N -hydroxyethylnitrosamine; AOM, azoxymethane.

Absolute (g) Relative (%)

*, **; P  < 0.05 and 0.01 vs.  Control by t -test, respectively.

Table 2. Liver and kidney weight data for male F344 rats

Treatment
Liver weightKidney weight

Absolute (g) Relative (%)

Control HCBD ADBAQ DMN EHEN AOM
Findings
Regenerative tuble (±, +) 0 5** (5, 0) 5** (3, 2) 4* (4, 0) 1 (1, 0) 1 (1, 0)
Inflammation, interstitial (±) 0 2 2 5** 0 4*
Degeneration/necrosis (±) 0 5** 3 1 5** 4*
Eosinophilic granule (±) 0 5** 5** 0 0 0
Karyomegaly (±) 0 0 0 0 3 2

Table 3. Histopathological evaluation in the kidney of male F344 rats treated with renal carcinogens for 28 days

HCBD, hexachlorobutadiene; ADBAQ, 1-amino-2,4-dibromoanthraquinone; DMN, dimethylnitrosamine; EHEN, N -ethyl-
N -hydroxyethylnitrosamine; AOM, azoxymethane.

± and +: slight and mild, respectively.
* and **: significantly different from control at P  < 0.05 and 0.01, respectively.
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図 1．腎尿細管上皮細胞におけるγ-H2AX 陽性率。COR：皮質、OSOM：髄質外層外帯。 
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