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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・

迅速化および実験動物福祉（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

である肝臓およ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

した評価をこれまでに 16 物質について実

施した結果、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 形成の感度および特異

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 4 年度に検索する新規被験物質とし

て、腎発がん物質 6 種：Lead (II) acetate 
trihydrate (LAT) 、 1-Amino-2-
methylanthraquinone (Disperse orange)、3-(4-
Chlorophenyl)-1,1-dimethylurea (Monuron)、 
Nitrofurantoin (NFT)、Phenolphthalein (Phph)
および Quercetin、ならびに腎毒性/非発がん

物 質 2 種 ： Carboxin (CBX) お よ び

Fradiomycin sulfate (Neomycin)を、6 週齢の

雄 F344 ラットに 28 日間混餌投与した（各

群 5 匹）。腎毒性/非発がん物質の投与濃度

は、報告されている長期がん原性試験およ

び短期試験で用いられた最大耐量として、
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た。腎発がん物質はいずれも、尿細管上皮細胞における γ-H2AX 形成を有意に増加させ

た。腎毒性/非発がん物質である Carboxin は、発がん性試験で用いられた用量（0.04%）

では γ-H2AX 形成の増加を示さなかった一方、短期試験の最大耐量（0.2%）では γ-H2AX
陽性率を有意に増加させた。以上の結果から、γ-H2AX 免疫染色によりラットにおける

腎発がん性と用量との関係を適切に評価し得ると考えられた。
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CBX はそれぞれ 0.04%/0.2%、Neomycin は

0.04%/1%の 2 用量を設定した。腎発がん物

質については、短期試験における最大耐量

として 0.8% LAT、0.24% Disperse orange、
0.2% Monuron、0.25% NFT、5% Phph およ

び 4% Quercetin に設定した。 
投与期間終了時に解剖し、腎臓および肝

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。右腎横断面において皮質および髄質

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 陽性細胞をカウント

することで陽性細胞率を測定した。 
 
（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 
対照群および各被験物質投与群の、体

重・摂餌量・被験物質摂取量を表 1 および

2 に示す。投与期間終了時点で、Disperse 
orange・Monuron・NFT・Quercetin 投与群に

おいて有意な体重増加抑制が認められた。

摂餌量は NFT 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 3 および 4 に

示す。0.2% CBX・LAT・Monuron・NFT・
Quercetin投与群では腎相対重量の有意な増

加が、0.04% CBX・1% Neomycin 投与群で

は腎相対重量の減少が、Disperse orange 投

与群では腎絶対重量の減少が認められた。

また、Disperse orange 投与群で肝絶対・相対

重量の増加、Monuron・Phph・Quercetin 投

与群で肝相対重量の増加、NFT 投与群で肝

絶対重量の減少、1% Neomycin 投与群では

肝絶対・相対重量の減少が観察された。 
各群における腎臓の病理組織学的検索結

果を表 5 および 6 に示す。LAT・Monuron
投与群では、尿細管上皮細胞における核の

大型化が認められた。Disperse orange・CBX
投与群では再生尿細管の形成がみられ、

0.2% CBX 投与群ではさらに尿細管上皮の

変性壊死および髄質における鉱質沈着が認

められた。Monuron・NFT 投与群では尿細

管の変性壊死が認められ、NFT 投与群では

これに加えて近位尿細管上皮細胞における

好酸性顆粒の沈着が認められた。Phph・
Quercetin 投与群では、再生尿細菅の散発的

な増加がみられたものの、発生頻度の有意

な増加は示さなかった。Neomycin 投与群で

は、明らかな腎病変は観察されなかった。 
各群の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、腎発がん物質投与群では皮質および

（Quercetin 投与群を除く）髄質外層外帯の

いずれにおいても γ-H2AX 陽性率の有意な

増加が認められた（図 1）。腎毒性/非発がん

物質投与群では、0.2% CBX 投与群の髄質

外層外帯において γ-H2AX 形成の有意な増

加がみられたのに対し、0.04% CBX 投与群

では対照群と同じレベルにとどまった（図

2）。一方、Neomycin 投与群では 0.04%/1%
いずれの用量においても γ-H2AX 形成の誘

導は認められなかった。 
 
D. 考察 
令和 4 年度は、新規被験物質として腎発

がん物質 6 種および腎毒性/非発がん物質 2
種についてラット 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。 
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その結果、6 種の腎発がん物質はいずれ

も、腎尿細管上皮細胞での γ-H2AX 形成を

有意に増加させることが明らかとなった。

腎発がん物質の早期検出において、γ-H2AX
を指標とした本手法の感度の高さが示唆さ

れた。 
腎毒性/非発がん物質の検索では、CBX は

短期試験の最大耐量（0.2%）を投与した群

では腎臓に種々の病理組織学的所見が観察

され、γ-H2AX 陽性細胞の有意な増加が認

められた。一方、がん原性試験での用量

（0.04%）を投与した群では、腎臓の病理所

見は比較的軽微であり、γ-H2AX 形成の程

度も対照群と同程度であった。以上の結果

は、γ-H2AX 免疫染色はラットがん原性試

験における腎発がん性の結果を、用量に応

じて適切に予測し得る指標であることを示

唆している。 
Neomycin は 1%の混餌投与により、ラッ

トに腎病変を誘導することが報告されてい

るものの（動物用医薬品評価書．2018 年，

食品安全委員会）、試験結果は非公表であり、

詳細は確認できなかった。本研究では病理

組織学的所見・γ-H2AX 形成のいずれも認

められなかったことから、本試験条件下で

は Neomycin はラット腎臓に毒性影響を及

ぼさないことが示唆された。 
 
E. 結論 
これまでの検討結果を総合すると、腎発

がん物質 20種のうち、19物質（感度：95.0%）

が γ-H2AX 陽性細胞の有意な増加を示した

一方、非腎発がん物質は検索した 9 種のう

ち CBX を除く 8 物質（特異度：88.9%）が

陰性であった。以上より、γ-H2AX 免疫染色

を用いることで、腎発がん物質の早期検出

が可能であることが示唆された。 
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腎臓病への移行を予測するバイオマー

カーの探索．第8回次世代を担う若手の
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ためのレギュラトリーサイエンスフォ

ーラム、東京（2022年8月） 
23. 小林琢磨、豊田武士、吉岡泰淳、岸本真

治、松下幸平、赤根弘敏、小川久美子、

渡辺賢二、高村岳樹、戸塚ゆ加里、若林

敬二、三好規之．細胞毒性を有するo-
Toluidineとo-anisidineの尿中代謝物はラ

ット膀胱上皮でALDH1A1を誘導する．

第29回日本がん予防学会総会、京都

（2022年7月） 
24. 赤根弘敏、豊田武士、松下幸平、森川朋

美、小坂忠司、田島均、青山博昭、小川

久美子．甲状腺ホルモン代謝促進物質投

与ラットにおける抗甲状腺作用の検出

に対する病理組織学的及び免疫組織化

学的解析と血中ホルモン値との比較．第

49回日本毒性学会学術年会、札幌（2022
年7月） 

25. 松下幸平、豊田武士、赤根弘敏、森川朋

美、小川久美子．アロプリノール誘発腎

線維化モデルラットを用いたCD44の腎

線維化バイオマーカーとしての有用性

の検証．第49回日本毒性学会学術年会、

札幌（2022年7月） 
26. 赤木純一、水田保子、赤根弘敏、豊田武

士、小川久美子．ナノサイズ酸化チタン

（IV）の毒性研究．第49回日本毒性学会

学術年会、札幌（2022年7月） 
27. 松下幸平、豊田武士、赤根弘敏、森川朋

美、小川久美子．AKIからCKDへの移行

におけるCD44の役割とバイオマーカー

としての応用．第65回日本腎臓学会学術

総会、神戸（2022年6月） 
28. 森川朋美、豊田武士、赤根弘敏、松下幸

平、小川久美子．ラットを用いたオリゴ

ガラクチュロン酸の90日間亜慢性反復

経口投与毒性試験．日本食品化学学会第

28回総会・学術大会、東京（2022年5月） 
 

G. 知的財産権の出願・登録状況 
1. 特許取得 
該当なし 

2. 実用新案登録 
該当なし 

3. その他 
該当なし  
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表 1．腎発がん物質投与群における体重・摂餌量・被験物質摂取量。 

 
 
 
表 2．腎毒性/非発がん物質および LAT 投与群における体重・摂餌量・被験物質摂取量。 

 
 
 
表3．腎発がん物質投与群における腎および肝重量。 

 
 
  

Control 113.1 ± 4.7 229.8 ± 7.7 14.8 -
Disperse orange 112.8 ± 4.5 192.2 ± 9.1** 11.9 177
Monuron 113.1 ± 4.5 198.5 ± 6.6** 12.6 150
NFT 112.7 ± 7.4 165.2 ± 13.4** 9.5 166
Phph 112.9 ± 8.7 222.9 ± 16.9 15.6 4198
Quercetin 112.7 ± 5.2 205.4 ± 7.4** 14.6 3451
*, **; P  < 0.05 and 0.01 vs.  Control by t -test, respectively.

Desperse orange, 1-amino-2-methylanthraquinone; Monuron, 3-(4-chlorophenyl)-1,1-dimethylurea;
NFT, nitrofurantoin; Phph, phenolphthalein.

Table 1. Body weights, food consumption, and chemical intake

Treatment
Body weight (g) Food consumption

(g/rat/day)
Chemical intake

(mg/kg/day)Initial Day 28

Control 120.0 ± 4.3 219.0 ± 9.7 13.9 -
CBX (low) 120.2 ± 4.6 226.8 ± 10.3 15.4 32.8
CBX (high) 119.9 ± 4.7 210.5 ± 4.1 13.7 154.2
Neomycin (low) 119.9 ± 5.9 228.7 ± 6.9 14.1 29.7
Neomycin (high) 119.9 ± 6.3 215.6 ± 12.5 13.6 747.5
LAT 120.1 ± 5.2 213.5 ± 9.5 13.5 607.3

Table 2. Body weights, food consumption, and chemical intake

Treatment
Body weight (g) Food consumption

(g/rat/day)
Chemical intake

(mg/kg/day)Initial Day 28

CBX, carboxin; Neomycin, fradiomycin sulfate; LAT, lead(II) acetate trihydrate.

Control 1.54 ± 0.129 0.67 ± 0.04 7.7 ± 0.58 3.37 ± 0.15
Disperse orange 1.35 ± 0.061* 0.70 ± 0.04 9.7 ± 0.75** 5.04 ± 0.21**
Monuron 1.54 ± 0.078 0.77 ± 0.03** 7.9 ± 0.18 3.99 ± 0.11**
NFT 1.42 ± 0.168 0.86 ± 0.04** 5.6 ± 0.71** 3.36 ± 0.18
Phph 1.52 ± 0.162 0.68 ± 0.02 8.3 ± 0.79 3.71 ± 0.10**
Quercetin 1.52 ± 0.069 0.74 ± 0.03* 7.5 ± 0.27 3.65 ± 0.21*

Desperse orange, 1-amino-2-methylanthraquinone; Monuron, 3-(4-chlorophenyl)-1,1-dimethylurea;
NFT, nitrofurantoin; Phph, phenolphthalein.

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

Absolute (g) Relative (%)

Table 3. Liver and kidney weight data for male F344 rats

Treatment
Kidney weight

Absolute (g) Relative (%)
Liver weight
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表4．腎毒性/非発がん物質およびLAT投与群における腎および肝重量。 

 
 
 
表5．腎発がん物質投与群における腎臓の病理組織学的所見。 

 
 
 
表6．腎毒性/非発がん物質およびLAT投与群における腎臓の病理組織学的所見。 

 
 
 

Control 1.48 ± 0.08 0.68 ± 0.01 7.58 ± 0.61 3.46 ± 0.19
CBX (low) 1.45 ± 0.08 0.64 ± 0.02** 7.91 ± 0.42 3.49 ± 0.07
CBX (high) 1.47 ± 0.06 0.70 ± 0.02* 7.85 ± 0.41 3.73 ± 0.18
Neomycin (low) 1.49 ± 0.08 0.65 ± 0.02 7.52 ± 0.33 3.29 ± 0.11
Neomycin (high) 1.34 ± 0.11 0.62 ± 0.02** 6.29 ± 0.58** 2.92 ± 0.14**
LAT 1.54 ± 0.12 0.72 ± 0.03* 7.43 ± 0.57 3.48 ± 0.12

Table 4. Liver and kidney weight data for male F344 rats

Treatment
Liver weightKidney weight

Absolute (g) Relative (%)

CBX, carboxin; Neomycin, fradiomycin sulfate; LAT, lead(II) acetate trihydrate.

Absolute (g) Relative (%)

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

Control 0.24%
Disperse orange 0.2% Monuron 0.25% NFT 5% Phph 4% Quercetin

Findings
Regenerative tubule (±, +, ++) 0 4* (0, 1, 3) 0 0 2 (2, 0, 0) 3 (2, 1, 0)
Inflammation, interstitial (±) 0 3 0 0 1 2
Degeneration/necrosis (±, +) 0 1 (0, 1) 5** (5, 0) 5** (5, 0) 1 (1, 0) 2 (2, 0)
Eosinophilic granule (±, +) 0 0 0 5** (0, 5) 0 3 (1, 2)
Karyomegaly (+) 0 0 5** 0 0 0

Table 5. Histopathological evaluation in the kidney of male F344 rats treated with renal carcinogens for 28 days

Desperse orange, 1-amino-2-methylanthraquinone; Monuron, 3-(4-chlorophenyl)-1,1-dimethylurea; NFT, nitrofurantoin; Phph, phenolphthalein.

±, +, and ++: slight, mild, and moderate, respectively.
* and **: significantly different from control at P  < 0.05 and 0.01, respectively.

Control 0.04% CBX 0.2% CBX 0.04%
Neomycin 1% Neomycin 0.8% LAT

Findings
Regenerative tubule (±, +, ++) 1 (1, 0, 0) 5* (3, 2, 0) 5* (0, 0, 5) 1 (1, 0, 0) 0 0
Inflammation, interstitial (±) 0 1 2 1 0 0
Degeneration/necrosis (±) 0 0 4* 0 0 0
Calcification, medulla (+) 0 0 5** 0 0 0
Karyomegaly (+) 0 0 0 0 0 5**

Table 6. Histopathological evaluation in the kidney of male F344 rats treated with renal toxicant and carcinogen for 28 days

CBX, carboxin; Neomycin, fradiomycin sulfate; LAT, lead(II) acetate trihydrate.
±, +, and ++: slight, mild, and moderate, respectively.
* and **: significantly different from control at P  < 0.05 and 0.01, respectively.
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図 1．腎発がん物質投与群における γ-H2AX 陽性率。COR：皮質、OSOM：髄質外層外

帯。 

 

図 2．腎毒性/非発がん物質および LAT 投与群における γ-H2AX 陽性率。COR：皮質、

OSOM：髄質外層外帯。 
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