
240 
 

厚生労働行政推進調査事業費補助金（化学物質リスク研究事業） 
OECDプロジェクトでの成果物を厚生労働行政に反映させるための研究 

令和5年度 分担研究報告書 

発がん性試験における AOP 及び TG の実験データ支援 
 

研究分担者 豊田武士 

国立医薬品食品衛生研究所 安全性生物試験研究センター 病理部 室長 

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

した評価を種々の化学物質を用いて実施

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 5 年度に検索する新規被験物質とし

て、腎発がん物質 5 種：Tris(2-chloroethyl) 
phosphate (TCEP), 1,2,3-Trichloropropane 
(1,2,3-TCP), Bromodichloromethane (BDCM), 
8-Methoxypsoralen (8-MOP) お よ び

Hydroquinone (HQ)を、6 週齢の雄 F344 ラ

ットに 28 日間混餌投与した（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 90 mg/kg TCEP、50 mg/kg 
1,2,3-TCP、100 mg/kg BDCM、75 mg/kg 8-
MOP および 100 mg/kg HQ に設定した。 

研究要旨 
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 5 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γ-H2AX 形成の免疫組織化学的解析を行った。腎発がん物質のうち 3
種（1,2,3-TCP, BDCM, 8-MOP）は、尿細管上皮細胞におけるγ-H2AX 形成を有意に

増加させた。このうち 1,2,3-TCP および BDCM は、腎臓における病理組織学的所見の

発生頻度を増加させなかったことから、γ-H2AX がより鋭敏な指標となり得ることが

示唆された。以上の結果から、γ-H2AX 免疫染色は腎発がん物質の早期検出手法として

利用し得ると考えられた。 
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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 
対照群と各被験物質投与群の、体重およ

び摂餌量を表 1 に示す。投与期間終了時点

で、1,2,3-TCP および BDCM 投与群におい

て有意な体重増加抑制が認められた。摂餌

量に各群間で明らかな差は認められなか

った。 
各群における臓器重量を表 2 に示す。

1,2,3-TCP・8-MOP 投与群では腎絶対/相対

重量の増加、TCEP・BDCM 投与群では腎

相対重量の増加が、統計学的有意差をもっ

て認められた。肝臓については、TCEP・
1,2,3-TCP・8-MOP 投与群で絶対/相対重量

増加、BDCM・HQ 投与群で相対重量の増

加が観察された。 
各群における腎臓の病理組織学的検索

結果を表 3 に示す。8-MOP 投与群におい

て、再生尿細管および尿細管上皮細胞の変

性壊死の発生頻度が、対照群と比較して有

意に増加した。TCEP・BDCM・HQ 投与群

でもこれらの所見および硝子円柱が散発

的に観察されたが、統計学的有意差はみら

れなかった。1,2,3-TCP 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、1,2,3-TCP・BDCM・8-MOP 投与群で

は皮質または髄質外層外帯におけるγ-
H2AX 陽性率の有意な増加が認められた

（図 1）。一方、TCEP・HQ 投与群ではγ-
H2AX 形成の誘導は認められなかった。 
 
D. 考察 
令和 5 年度は、新規被験物質として腎発

がん物質 5 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。 
その結果、5 種の腎発がん物質のうち 3

種が、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。このうち 1,2,3-TCPおよび BDCM では、

腎臓における病理組織学的所見の発生頻

度の増加を伴わなかったことから、γ-
H2AX 免疫染色は化学物質の腎発がん性評

価においてより鋭敏な指標となり得るこ

とが示唆された。 
 

E. 健康危険情報 

特になし 

 
F. 結論 

これまでの検討結果を総合すると、腎発

がん物質 26 種のうち、22 物質（感度：84.6%）

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 8 物質（特異度：88.9%）が陰性であった。

以上より、γ-H2AX 免疫染色は腎発がん物

質の早期検出に有用であることが示唆され

た。 
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表 1．腎発がん物質投与群における体重・摂餌量。 

 
 
 
表2．腎発がん物質投与群における腎および肝重量。 

 
 
 
表3．腎発がん物質投与群における腎臓の病理組織学的所見。 

 
 
 

 

Control 148.0 ± 4.7 239.0 ± 6.5 12.2
TCEP 148.4 ± 4.8 239.3 ± 9.0 12.4
1,2,3-TCP 148.1 ± 5.7 224.8 ± 6.5** 12.5
BDCM 148.4 ± 8.3 222.1 ± 8.5** 12.6
8-MOP 148.3 ± 6.9 232.2 ± 8.9 12.2
HQ 148.0 ± 5.5 236.4 ± 15.5 11.9

Day 28

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

Table 1. Body weight and Food consumption data for male F344 rats

Treatment
Body weight (g) Food consumption

(g/rat/day)Initial

Control 1.52 ± 0.052 0.64 ± 0.02 8.3 ± 0.18 3.5 ± 0.08
TCEP 1.60 ± 0.067 0.67 ± 0.01** 9.0 ± 0.44* 3.7 ± 0.07**
1,2,3-TCP 1.60 ± 0.038* 0.71 ± 0.01** 10.0 ± 0.60** 4.5 ± 0.14**
BDCM 1.49 ± 0.067 0.67 ± 0.01** 8.5 ± 0.58 3.8 ± 0.15**
8-MOP 1.67 ± 0.077** 0.72 ± 0.03** 11.2 ± 0.48** 4.8 ± 0.19**
HQ 1.52 ± 0.142 0.64 ± 0.02 8.9 ± 0.94 3.7 ± 0.15*
*, **; P  < 0.05 and 0.01 vs.  Control by t -test, respectively.

Absolute (g) Relative (%)

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

Treatment
Kidney weight

Absolute (g) Relative (%)
Liver weight

Control 90 mg/kg
TCEP

50 mg/kg
1,2,3-TCP

100 mg/kg
BDCM

75 mg/kg
8-MOP

100 mg/kg
HQ

Findings
Regenerative tubule (±, +, ++) 0 1 (0, 1, 0) 0 0 5** (0, 0, 5) 1 (1, 0, 0)
Degeneration/necrosis (±, +) 0 0 0 2 (2, 0) 5** (1, 4) 0
Hyaline cast (±) 0 0 0 1 0 0

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

±, +, and ++: slight, mild, and moderate, respectively.
**; P  < 0.01 vs.  Control by Fisher's exact probability test.
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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。 

 

 


