
                                                                                 
                                                                                               

 
 

労災疾病臨床研究事業費補助金 
 
 

芳香族アミン代謝に着目した膀胱発がん評価法の開発 
 
 

令和2年度 総括･分担研究報告書 
 
 

研究代表者 鈴木 周五 
 
 

令和３（２０２１）年 ３月 

 
      
 
 
 



                                                                                               
 
      目   次 
 
   Ｉ．総括研究報告 
  芳香族アミン代謝に着目した膀胱発がん評価法の開発      ------------  1 
  鈴木周五 
 
 
 
   II．分担研究報告  
  １．ヒト化肝臓マウスを用いた芳香族アミン代謝の役割 

尿中芳香族アミン代謝物と膀胱発がんおよび機序の解明   -------------   9 
    鈴木周五 
    
 
  ２．尿中芳香族アミン代謝物と膀胱発がんおよび機序の解明   -------------  13 
    鰐渕英機 
     
 

３．ヒト化肝臓マウスを用いた芳香族アミン代謝の役割       -------------  16 
    末水洋志 
     
 

４．尿中芳香族アミン代謝物と膀胱発がんおよび機序の解明   -------------  19 
    戸塚ゆ加里  
       
 
 
 
   III．研究成果の刊行に関する一覧表         -----------------------------  22 
 
 

 
 
 
 
  



 1 

 

労災疾病臨床研究事業費補助金 

令和 2年度総括研究報告書 

 

芳香族アミン代謝に着目した膀胱発がん評価法の開発（200502-01） 

 

研究代表者 鈴木 周五 大阪市立大学 分子病理学 准教授

研究分担者  

鰐渕 英機 大阪市立大学 分子病理学 教授 

末水 洋志 実験動物中央研究所 研究部門 部門長 

戸塚ゆ加里 国立がん研究センター研究所 

        ユニット長 

 

Ａ．研究目的 
芳香族アミンによる職業性膀胱癌は社会的な問題の

一つであり、最近でも福井県の化学工場において、o-t
oluidine(OTD)等の芳香族アミンを取り扱う従事者から
膀胱癌が発生しており、今後も類似の芳香族アミン類に
よる職業膀胱癌発生の危険性が存在する可能性は高い。 
我々は福井県の化学工場において取り扱いのあったa

cetoaceto-o-toluidide (AAOT)に着目して、その毒性や
発がん性を検討した結果、動物実験により膀胱発がん促
進作用を確認するとともに、尿中にOTDおよびOTD代謝物
を検出した。これらの結果は、AAOTが既知の膀胱発がん
物質OTDに代謝され尿中に排泄されることが、膀胱発が
ん促進作用に関与している可能性を示した。この成果は、
化学物質の有害性評価において、異なる物質でも類似の
代謝経路を通る化学物質が共通の有害性を持ち、包括的
な評価手法を確立出来る可能性を示した。 
そこで、芳香族アミンの代謝経路および代謝物を検討

するとともに、膀胱への発がん性の有無およびその発が

ん機序を検討する事で、芳香族アミンの膀胱発がん性を

包括的に評価できるかを検証した。方法として、「ヒト

化肝臓マウス」を用いて、ヒトでの芳香族アミン代謝を

実現し、芳香族アミンの代謝および膀胱発がん性につい

て検討を行った。また、ラットに種々の芳香族アミンを

投与し、尿中代謝物とその膀胱発がん性を種々の方法で

検討し、膀胱に対する発がん原因となる芳香族アミン代

謝物の同定とともにその発がん機序を解明を試みた。 

令和2年度は、「ヒト化肝臓マウス」に対して、ヒト

膀胱には発がん性を示すものの、マウスでは発がん性を

示さないOTDを投与し検討した（末水、鈴木、鰐渕）。

また、ラットに対しては、福井県の化学工場において取

り扱いのあった芳香族アミンOTDやAAOT、anilinium、p
-toluidineについて投与し検討を行った（鈴木、鰐渕、

戸塚）。 
 
Ｂ．研究方法 

課題 1. ヒト化肝臓マウスを用いた芳香族アミン代謝

の役割 

ヒト化肝臓マウスの作成のため、Herpes simplex 

virus thymidine kinase遺伝子を肝細胞特異的に発現

する超免疫不全 NOD/scid-IL-2rgc (TK-NOG)マウスを

交配により作出した。ガンシクロビル投与によりマウ

ス肝細胞を選択的に破壊した後、脾臓門脈経由でヒト

肝細胞を移植した。血中ヒトアルブミン濃度の上昇に

よりヒト肝細胞の生着を確認し、移植に適した肝細胞

ロットの選抜を行う目的で、異なるロット（Ａ細胞；

12歳由来、Ｂ細胞；11 ヶ月齢由来）のヒト肝細胞を移

植した。実験に安定供給できる体制づくりと移植した

ヒト肝細胞に増殖性の良い肝傷害条件を検討した。 

研究要旨 

本研究は、芳香族アミンの代謝経路および代謝物を検討するとともに、膀胱への発がん性の有無およびその

発がん機序を検討する事で、芳香族アミンの膀胱発がん性を包括的に評価することを目標として、ヒト化肝臓

マウスを用いた芳香族アミン代謝の役割を検討し、尿中芳香族アミン代謝物と膀胱発がんおよび機序の解明を

行う。本年度は、改良型 TK-NOGマウスを用いて、11 ヶ月齢ヒト由来の肝細胞を移植したマウスにおいて、ヒ

ト肝細胞比率が平均 93.8%と高いヒト化肝臓マウスの作成が出来た。そのヒト化肝臓マウスを用いた芳香族ア

ミン代謝の役割を検証する実験として、o-toluidine hydrochloride (OTD)を 4 週間投与した。その結果、OTD

は野生型マウスよりもヒト化肝臓マウスで体重抑制などの毒性が強く認められたが、いずれのマウス群におい

ても OTD 投与によるマウス尿路上皮への影響について対照群との差は見られなかった。尿中芳香族アミン代謝

物と膀胱発がん性の関係および機序の解明を検証する実験として、福井県の化学工場において取り扱いのあっ

た 4種の芳香族アミンを用いて、ラットに 4週間の投与実験を行った結果、OTDおよびacetoaceto-o-toluidide 

(AAOT)投与群において尿路上皮に過形成病変や細胞増殖活性促進を認めた。がんや細胞増殖に関わる遺伝子発

現変動が、OTD および AAOT 投与群に共通して認められた。また、尿中の芳香族アミンおよび代謝物を検討した

結果、膀胱に増殖性病変を示した OTD および AAOT 投与群において検出された主な尿中の芳香族アミンは OTD

であった。膀胱尿路上皮への影響は、AAOT群よりも OTD群において強いことから、OTD群で尿中濃度がより高

い OTD や 4-amino-m-cresol、2-amino-m-cresol が、膀胱増殖性に対して影響する代謝物である可能性が示さ

れた。以上より、ヒト肝細胞比率の高いヒト化肝臓マウス作成法が確立され、OTD の代謝や尿中排泄への影響

を検証可能となった。また、OTD を主体とした芳香族アミンおよび代謝物が、ラット膀胱尿路上皮に発がん性

影響を与えることが判明し、がんや細胞増殖に関わる遺伝子の発現変動が確認出来た。 
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また、作成したヒト化肝臓マウスおよび非移植群の

F1-TKm30マウスに、0.6% o-toluidine hydrochloride 
(OTD)を混餌投与した。投与第 4週目および解剖時に新

鮮尿を採取し、凍結保存を行った。4 週間後に麻酔下採

血により屠殺・剖検し、種々の臓器を採取した。血液

は血漿を分離し凍結保存した。肝臓は主な葉を切り出

し標本を作製するとともに、一部を凍結保存した。肝

組織標本に対して抗ヒトミトコンドリア抗体で免疫組

織化学染色を行い、肝組織内のヒト肝細胞比率を計測

した。膀胱は、膀胱腔内にホルマリンを注入固定し、

標本を作製した。膀胱組織については、Ki67の免疫組

織染色を行い、標識率を検討した。 

 

課題 2. 尿中芳香族アミン代謝物と膀胱発がんおよび

機序の解明 

6 週齢 F344 雄ラットに、0.6% anilinium chloride 

(ANL)、0.6％ p-toluidine hydrochloride (PT)、1.5% 
acetoaceto-o-toluidide (AAOT)および 0.6% 

o-toluidine hydrochloride (OTD)を混餌投与した。投

与第 4週目に新鮮尿を採取し、凍結保存を行った。4

週間後に麻酔下採血により屠殺・剖検し、種々の臓器

を採取した。血液は血漿を分離し凍結保存した。肝臓

は主な葉を切り出し標本を作製するとともに、一部を

凍結保存した。膀胱は、膀胱腔内にホルマリンを注入

固定し、標本を作製した。膀胱組織については、Ki67

の免疫組織染色および ApopTag® Peroxidase In Situ 

Apoptosis Detection Kit で TUNEL 染色を行い、それぞ

れの標識率を検討した。網羅的遺伝子発現解析用に、

膀胱粘膜上皮を ISOGENにより剥離し total RNA を抽

出・精製した。Microarrayを用いて網羅的遺伝子発現

解析を行い、被験物質ごとの遺伝子発現変化データを

取得した。また、芳香族アミンを投与した尿路上皮で

変動した遺伝子について、Ingenuity Pathways 

Analysis (IPA)を用いて関連する機能について検討し

た。DNA採取用に、膀胱組織を粘膜面を外側にして凍結

保存した。また、DNA を用いた解析の対照臓器として、

尾および心臓を採取し、凍結保存した。 

採取した尿は、各群 5匹ずつ Liquid Chromatography 

with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)を用いて、

尿中における芳香族アミンおよび代謝物を測定した。

測定した物質およびその測定限界値は、それぞれ、ANL 

(3.4 nmol/mL)、Acetanilide (AAD; 1.5 nmol/mL)、

Acetaminophen (AAP; 5 nmol/mL)、PT (1.8 nmol/mL)、

6-Amino-m-cresol (6AMC; 2.0 nmol/mL)、AAOT (1.8 

nmol/mL)、OTD (2.5 nmol/mL)、N-Acetyl-o-toluidine 

(NAOT; 1.2 nmol/mL)、4-Amino-m-cresol (4AMC; 5.4 

nmol/mL)、2-Amino-m-cresol (2AMC; 2.2 nmol/mL)で

ある。 

膀胱粘膜上皮から DNA を回収するため、Tissue Lysis 

Bufferを入れたすり面付き 1.5mL チューブ（バイオマ

ッシャーII）内で膀胱粘膜上皮を剥離し、Proteinase K

および SDSを加えて 37℃一晩反応させ、フェノール・

クロロホルム法により DNA抽出を行なった。イソプロ

パノール沈殿後に適当量の TEに溶解し、分光光度計に

より DNA濃度を測定した。 

 

（倫理面への配慮） 

各施設の動物実験委員会から動物実験の許可を得、

動物実験指針を遵守して行い、動物愛護に十分に配慮

した。本研究で使用したヒト肝細胞は全て一般市場か

ら購入した細胞で患者個人情報に結びつくものは無く、

個人の人権、利益に支障を及ぼさない手続きがなされ

ている。 

 

Ｃ．研究結果 

課題 1. ヒト化肝臓マウスを用いた芳香族アミン代謝

の役割 

本年度は、ヒト肝臓マウス作成に、雄性が不妊になら

ない改良型TK-NOGを使用した。25mg/kgガンシクロビル

投与群6匹と37.5mg/kgガンシクロビル投与群6匹の血中

ALTレベルを比較すると37.5mg/kg投与群が全体的に高

値を示した。ヒト肝細胞・ロットＡ移植群では移植4週

後でも血中ヒトアルブミン濃度が1 mg/mLに達しなかっ

たのに対し、ロットＢ移植群では6匹中4匹が移植4週後

に2 mg/mLを越えていた。移植後約10週のヒトアルブミ

ン濃度はロットＡ移植群で最高3.3 mg/mLであったのに

対し、ロットＢ移植群では16 mg/mLに達した。 

ロットＢ移植群については、OTDを混餌投与する実験

に供した。代表的な肝組織像および抗ヒトミトコンドリ

ア抗体による免疫組織化学染色を図1に示す。大半の肝

細胞がやや小型なヒト肝細胞で構成され、抗体陽性とな

ることが確認出来た。合計5匹のヒト細胞の占有率を求

めたところ、平均93.8%であった。 

 

 
図1. 肝組織像、ヒトミトコンドリア抗体による免疫組織化学

染色およびヒト肝細胞比率 

 

 

芳香族アミン投与試験の開始1週間後にヒト化肝臓マ

ウスの0.6％ OTD投与群において体重減少（平均18.8g

から15.9gに低下）を来したため、以降は0.3％に濃度変

更を行った。その結果、体重は増加傾向を認め途中死亡

することなく実験は終了した（表1）。また、ヒト化肝

臓マウスでは、野生型マウスに比べ肝の絶対および相対

重量が高かった。いずれのマウス群においても、OTD投

与により肝重量増加傾向が見られた（表1）。 

 
表1. 実験開始および屠殺時体重および肝重量 

 

 

野生型 - 3 26.0 ± 1.3 26.5 ± 1.7 1.06 ± 0.14 4.0 ± 0.3
ヒト化肝臓 - 2 20.3 ± 4.8 23.3 ± 1.3 2.41 ± 0.07 10.4 ± 0.9
野生型 + 5 26.0 ± 1.4 26.2 ± 1.8 1.23 ± 0.09 4.7 ± 0.3
ヒト化肝臓 + 3 18.8 ± 4.2 16.7 ± 2.6 1.97 ± 0.32 11.8 ± 0.3

Liver OTD No. of
mice

Body weight (g) Liver
Start End Absolute (g) Relative (%)
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肝臓を病理組織学的に検討した結果、OTD投与による

組織学的な変化はヒト化肝臓マウスおよび野生型マウ

スいずれにおいても見られなかった（図1）。 

 

 
図1. 野生型マウスおよびヒト化肝臓マウスの肝組織像 

 

 

膀胱組織を検討した結果、ヒト化肝臓マウスのOTD投

与群において、1匹のみ軽度肥厚傾向を認めたものの、

いずれのマウス群においてもOTD投与による単純過形成

病変など、病変として診断しえる組織学的な変化は見ら

れなかった（図2）。細胞増殖活性の指標であるKi67の

陽性率を検討した結果、野生型マウスおよびヒト化肝臓

マウスそれぞれ1匹のみ高い陽性率を示す個体が存在し

たが、OTD投与による有意な上昇は見られなかった（図3）。 

 

 
図2. 野生型マウスおよびヒト化肝臓マウスの膀胱組織像 

 

 
図3.膀胱尿路上皮のKi67陽性率 

 

 

課題 2. 尿中芳香族アミン代謝物と膀胱発がんおよび

機序の解明 

試験開始1週間後に0.6％ PT投与群が体重減少を来し

たため、以降は0.3％に濃度変更を行った。試験期間中、

芳香族アミン投与群いずれも対照群に比べ、体重増加抑

制傾向を認めた。屠殺・剖検時の体重は、芳香族アミン

投与群において、いずれも有意に抑制された（表2）。

また、実験開始1週目は、芳香族アミン投与群いずれに

おいても摂餌や飲水量は対照群に比べ低かった。一方、

2週目以降は、対照群と差が見られなかった（表2）。 

 

 

 
表2. 体重および摂餌・飲水量 

 

 

膀胱を組織学的に検討した結果、AAOTおよびOTD投与

群において単純過形成病変（simple hyperplasia）が対

照群に比べ有意に増加していた（表3）。加えて、膀胱

尿路上皮における細胞増殖活性の指標であるKi67陽性

率を検討した結果、AAOTおよびOTD投与群において陽性

率の有意な増加を認めた一方で、ANLやPTでは対照群と

差がなかった（表3）。アポトーシスについてTUNEL陽性

率を用いて検討した結果、いずれの群間でも差がなかっ

た（表3）。 

 
表3. 膀胱尿路上皮病変、Ki67およびTUNEL陽性率 

 
 

 

Microarrayにより網羅的遺伝子発現解析を行った結

果、対照群と比較し大きな発現変動を認めた遺伝子数が、

OTD投与群では576遺伝子存在し、他の投与群（ANL: 26

2遺伝子、PT: 253遺伝子、AAOT: 283遺伝子）に比べ多

く認めた。また、4つの芳香族アミン投与群において共

通した遺伝子発現変動を認めた遺伝子が103遺伝子存在

し、発がん性とは別に芳香族アミン投与による影響が存

在することが明らかとなった（表4）。 

 
表4. 芳香族アミン投与により発現変動を認めた遺伝子数 

 

 

今回の実験でラット膀胱に増殖性病変を認めたAAOT

およびOTD投与群に共通して発現変動を認めた遺伝子

について、IPAを用いて機能について解析を行った結果、

「Cancer」や「Cellular Growth and Proliferation」

など、膀胱発がんに関連する可能性がある遺伝子群が

選出されていた（表5）。 

 

 

 

Control 228.2 ± 8.3 12.3 ± 0.4 18.7 ± 0.8 13.4 ± 0.5 20.0 ± 0.9
ANL 214.7 ± 6.5 *** 10.0 ± 0.3 17.9 ± 0.9 13.0 ± 0.6 20.9 ± 0.8
PT 200.2 ± 8.0 *** 5.0 ± 0.4 12.6 ± 1.3 12.8 ± 0.5 20.2 ± 1.3
AAOT 207.5 ± 10.1 *** 11.3 ± 0.7 18.0 ± 1.5 13.2 ± 0.7 19.2 ± 1.2
OTD 210.2 ± 8.2 *** 8.7 ± 0.6 16.2 ± 0.9 12.8 ± 0.3 20.3 ± 1.0
***: 0.001 vs Control, respectively

Treatment Body weight
(g)

Consumption (1st week) Consumption (2 to 4 weeks)
Food (g/day) Water (g/day) Food (g/day) Water (g/day)

Control 6 0 1.7 ± 0.4 0.6 ± 0.4
ANL 6 0 2.0 ± 0.5 0.4 ± 0.3
PT 6 1 1.7 ± 0.4 0.4 ± 0.2
AAOT 6 5* 3.6 ± 0.7*** 0.5 ± 0.3
OTD 6 6** 4.9 ± 1.3*** 0.6 ± 0.2
P< 0.05, 0.01 and 0.001 vs Control, respectively

Treatment No. of rat Simple
hyperplasia Ki67 (%) TUNEL (%)

Control - - -
ANL 132 130 262
PT 134 119 253
AAOT 172 111 283
OTD 262 314 576
All aromatic amines 35 68 103

Treatment Up-regulated
genes Total genesDown-regulated

genes
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Control 5 14.3 ± 6.5
ANL 5 2733.9 ± 975.9 816.4 ± 350.9 3.6 ± 1.2 1908.4 ± 736.7
PT 5 658.1 ± 370.0 644.1 ± 366.6 6.5 ± 2.9
AAOT 5 1967.4 ± 872.5
OTD 5 8603.4 ± 1953.2 3.7 ± 0.3

Control 5
ANL 5 3.7 ± 0.7
PT 5
AAOT 5 63.9 ± 28.9 1562.7 ± 636.6 55.8 ± 12.2 214.2 ± 212.4 67.4 ± 28.7
OTD 5 7955.9 ± 1704.8 19.8 ± 9.7 519.1 ± 802.0 103.5 ± 22.9

Treatment

AA: acetoaminophen; ANL: Aniline; AAD: Acetanilide; AAP: Acetaminophen; PT: p-Toluidine; 6AMC: 6-Amino-m-cresol; AAOT: N-Acetoacetyl-o-toluidine;
OTD: o-Toluidine; NAOTD: N-Acetyl-o-toluidine; 4AMC: 4-Amino-m-cresol; 2AMC: 2-Amino-m-cresol; N.D.: not detected

N.D.
N.D.

N.D.
N.D.
N.D.

N.D.

N.D.

N.D.N.D.
N.D.
N.D. N.D.

N.D.

No. of rat AAOT OTD NAOTD

N.D.

4AMC

N.D.
N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D.

N.D.

2AMC

N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. N.D. N.D.

N.D.

N.D.

N.D. N.D. N.D.

PT 6AMCTreatment No. of rat Total AAs ANL AAD AAP

Sample Name Concentration Units A260 260/280 260/230 Volume(uL) (ug)
Control 113 206.766 ng/uL 4.1353 1.91 2.20 45 9.3

114 167.467 ng/uL 3.3493 1.89 2.24 45 7.5
115 312.29 ng/uL 6.2458 1.96 2.16 45 14.1
116 496.831 ng/uL 9.9366 1.93 2.16 45 22.4
117 593.614 ng/uL 11.8723 1.96 2.15 45 26.7
118 666.822 ng/uL 13.3364 1.96 1.54 45 30.0
119 636.296 ng/uL 12.7259 1.94 2.20 45 28.6
120 815.979 ng/uL 16.3196 1.92 2.23 45 36.7
121 485.313 ng/uL 9.7063 2.04 2.18 45 21.8
122 872.206 ng/uL 17.4441 1.99 2.25 45 39.2
123 1109.056 ng/uL 22.1811 1.99 2.30 45 49.9
124 414.552 ng/uL 8.2910 2.00 2.18 45 18.7

ANL 213 631.45 ng/uL 12.6290 2.00 2.19 45 28.4
214 889.765 ng/uL 17.7953 2.03 2.24 45 40.0
215 778.508 ng/uL 15.5702 2.01 2.24 45 35.0
216 879.524 ng/uL 17.5905 2.04 2.17 45 39.6
217 555.424 ng/uL 11.1085 1.98 2.15 45 25.0
218 688.131 ng/uL 13.7626 1.98 2.19 45 31.0
219 685.743 ng/uL 13.7149 1.98 2.23 45 30.9
220 803.266 ng/uL 16.0653 1.96 2.28 45 36.1
221 562.778 ng/uL 11.2556 2.02 2.18 45 25.3
222 506.005 ng/uL 10.1201 1.99 2.16 45 22.8
223 601.576 ng/uL 12.0315 2.04 2.16 45 27.1
224 670.599 ng/uL 13.4120 2.00 2.22 45 30.2

PT 313 486.624 ng/uL 9.7325 2.00 2.21 45 21.9
314 736.835 ng/uL 14.7367 2.00 2.21 45 33.2
315 874.751 ng/uL 17.4950 2.06 2.22 45 39.4
316 789.667 ng/uL 15.7933 2.04 2.16 45 35.5
317 798.845 ng/uL 15.9769 2.03 2.19 45 35.9
318 839.136 ng/uL 16.7827 2.02 2.20 45 37.8
319 798.307 ng/uL 15.9661 2.01 2.24 45 35.9
320 842.373 ng/uL 16.8475 2.02 2.25 45 37.9
321 825.72 ng/uL 16.5144 2.06 2.21 45 37.2
322 1204.04 ng/uL 24.0808 2.09 2.24 45 54.2
323 526.552 ng/uL 10.5310 2.05 2.20 45 23.7
324 979.544 ng/uL 19.5909 2.01 2.27 45 44.1

AAOT 413 882.03 ng/uL 17.6406 1.99 2.25 45 39.7
414 787.68 ng/uL 15.7536 2.02 2.12 45 35.4
415 795.522 ng/uL 15.9104 1.99 2.22 45 35.8
416 672.859 ng/uL 13.4572 2.00 2.19 45 30.3
417 369.924 ng/uL 7.3985 1.95 2.14 45 16.6
418 881.498 ng/uL 17.6300 2.02 2.23 45 39.7
419 1040.424 ng/uL 20.8085 2.08 2.21 45 46.8
420 773.625 ng/uL 15.4725 2.03 2.24 45 34.8
421 572.066 ng/uL 11.4413 1.97 2.23 45 25.7
422 676.079 ng/uL 13.5216 2.04 2.19 45 30.4
423 584.041 ng/uL 11.6808 2.04 2.22 45 26.3
424 808.083 ng/uL 16.1617 2.07 2.19 45 36.4

OTD 513 1447.504 ng/uL 28.9501 2.04 2.02 45 65.1
514 1938.769 ng/uL 38.7754 2.00 2.01 45 87.2
515 1799.839 ng/uL 35.9968 2.05 2.09 45 81.0
516 1638.81 ng/uL 32.7762 1.94 1.87 45 73.7
517 1185.343 ng/uL 23.7069 1.88 2.03 45 53.3
518 940.735 ng/uL 18.8147 2.08 2.19 45 42.3
519 1559.078 ng/uL 31.1816 1.97 2.06 45 70.2
520 1979.162 ng/uL 39.5832 2.04 2.06 45 89.1
521 1367.069 ng/uL 27.3414 1.97 1.98 45 61.5
522 1277.515 ng/uL 25.5503 2.02 1.92 45 57.5
523 1332.5 ng/uL 26.6500 1.98 1.99 45 60.0
524 1947.156 ng/uL 38.9431 2.05 2.08 45 87.6

表5. AAOTおよびOTD投与群で共通して変動する遺伝子の機能

に基づいた分類 

 

 

尿中の芳香族アミンおよび代謝物について解析した

結果を、表6に示す。尿中に含まれる芳香族アミンおよ

び代謝物の総量は、OTD群において他の芳香族アミン投

与群に比べ著しく高いことが確認出来た。特に投与濃

度を加味して換算すると、OTD群は、ANL群に比べ約3倍、

PT群に比べ約7倍、AAOT群に比べ約11倍も高い濃度割合

で検出されている。 

また、尿中の主な物質を検討した結果、ANL群は大半

がAAPに代謝されていることが確認された。一方、PT群

およびOTD群では代謝されていない投与物質であるPT

およびOTDが大半を占めていた。AAOT群では、大半が代

謝されOTDが多く存在し、AAOTはわずかであった。 

ラット尿路上皮への影響に基づいて、尿中の芳香族

アミンおよび代謝物を検討した結果、膀胱に増殖性病

変を示したAAOT群およびOTD群において検出された主

な尿中の芳香族アミンはOTDであった。その尿路上皮へ

の影響は、AAOT群よりもOTD群において強いことから、

尿中濃度が高いOTDや4AMC、2AMCが、膀胱増殖性に対し

て影響がある代謝物の可能性が示された。 

 
表6. 尿中の芳香族アミンおよび代謝物の量 

 

 
各群12匹ずつのラット尿路上皮から抽出したDNAの質

および量について検討した結果を表7に示す。ほとんど
の個体から総量20 µg以上のDNAが回収可能であること
が確認出来た。また、260/280および260/230の比につい
ても2に近いもしくは2以上の値であり、回収したDNAの
質についても問題ないことが確認出来た。この結果は、
高分解能精密質量分析装置を用いたDNA付加体の網羅的
解析手法（HRAM-アダクトーム）において、今回のDNA
抽出・精製法により、個体ごとに解析を実施できるDNA
量を回収可能なことが示された。 
 
 
 
 

表7. ラット尿路上皮より抽出したDNA濃度と総量 

＊黄色マーカーは20 µg以上回収できているサンプル 

 

 

D. 考察 

課題 1. ヒト化肝臓マウスを用いた芳香族アミン代謝

の役割 

今回のヒト化肝臓マウス作成にあたり、改良型TK-NOG

肝傷害マウスにおける生着性はロットＡ細胞（12歳由

来）よりもロットＢ細胞（11ヶ月齢由来）の方がすぐれ

ていることがわかった。より若齢の方が高い生着性を示

すように見えるが、移植時のALTレベルがＢ細胞移植群

の方が高かったことから、肝傷害の重症度が生着性に寄

与する可能性も示唆された。 

芳香族アミンOTDの混餌投与実験のヒト化肝臓マウ

スにおいて、OTD投与による毒性影響が野生型マウスよ

りも強く存在したことは、ヒト肝細胞においてより代

謝が行われている可能性が推察される。一方、剖検屠

殺時の肝組織においては、OTD投与による組織学的な変

化が野生型マウスおよびヒト化肝臓マウスいずれにお

いても認められなかった。今後、肝組織における代謝

酵素発現を検討し、ヒト肝細胞とマウス肝細胞におけ

るOTD代謝への代謝酵素発現の相違について検討予定

である。 

Diseases and Disorders p-value range # Molecules
Cancer 3.04E-03 - 1.03E-08 51
Organismal Injury and Abnormalities 3.04E-03 - 1.03E-08 56
Reproductive System Disease 3.04E-03 - 1.03E-08 26

Molecular and Cellular Functions p-value range # Molecules
Cellular Growth and Proliferation 3.04E-03 - 6.21E-08 35
Cell-To-Cell Signaling and Interaction 3.04E-03 - 2.67E-07 18
Protein Synthesis 1.19E-05 - 2.69E-07 13

Physiological System Development and Function p-value range # Molecules
Tissue Development 3.04E-03 - 6.21E-08 26
Hematological System Development and Function 3.04E-03 - 2.67E-07 26
Immune Cell Trafficking 3.04E-03 - 2.67E-07 16
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また、OTD投与による膀胱組織への影響を検討した結

果、ヒト化肝臓マウスおよび野生型マウスいずれにお

いても、組織学的な影響や細胞増殖活性への変化は有

意な差が見られなかった。ラットで認められるOTD投与

による過形成病変が、マウスにおいて認められない原

因は、肝臓における代謝だけでなく、OTDおよびその代

謝物に対する膀胱尿路上皮の感受性が、ラットとマウ

スで異なることに起因する可能性がある。今後、尿中

や血清中のOTDおよび代謝物測定とともに、肝組織代謝

酵素発現を検討する事で、ヒトへの外挿可能なデータ

を取得する予定である。 

 

課題 2. 尿中芳香族アミン代謝物と膀胱発がんおよび

機序の解明 

福井県の化学工場において取り扱いのあった芳香族

アミンANL、PT、AAOTおよびOTDの4種についてラットを

用いた動物実験を行った結果、OTDおよびAAOT投与群に

おいてのみラット尿路上皮に過形成病変や細胞増殖活

性促進を認めた。その尿中の芳香族アミンおよび代謝物

として一番多く認められた物質はOTDであり、OTDに関連

した膀胱発がん作用が考えられた。興味深いことに、

1.5%投与したAAOT群よりも、0.6% OTD投与群の方が尿中

のOTDが高いことから、肝組織での代謝割合に大きな違

いが予想される。また、AAOT群よりもOTD群で検出量の

高いOTD代謝物である4AMCや2AMCが、膀胱尿路上皮への

影響に寄与する可能性が存在する。 

AAOT群およびOTD群の尿路上皮で、共通してみられた

遺伝子発現変化は、がんや細胞増殖に関わる遺伝子が選

出されていることが確認され、OTD関連発がん機序解明

に重要な結果が得られた。今後は、代謝されOTDが発生

する芳香族アミンや、OTDの代謝物など、OTD関連の芳香

族アミンおよび代謝物に着目して、発がん性やその発が

ん機序解明への研究を行う予定である。加えて、各芳香

族アミン投与による尿路上皮のDNA損傷をHRAM-アダク

トームにより解析し、DNA付加体の生成を指標とした有

害性評価について検討する予定である。 

 

E. 結論 

ヒト肝細胞比率の高いヒト化肝臓マウス作成法が確

立され、OTDの代謝や尿中排泄への影響を検証可能とな

った。また、OTDを主体とした芳香族アミンおよび代謝

物が、ラット膀胱尿路上皮に発がん性影響を与えるこ

とが判明し、がんや細胞増殖に関わる遺伝子の発現変

動が確認出来た。 

 
Ｆ．健康危険情報 
今回の研究において得られた成果の中で、健康危険

情報に該当する情報は得られなかった。 
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5) Gi Min, Suzuki Shugo, Kakehashi Anna, Matsue 
Taisuke, Wanibuchi Hideki. Aberrant histone 

H3K9 methylation in lung carcinogenesis 

induced by transplacental organic arsenical 

exposure in mice.第 79 回日本癌学会学術総会、
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会、福岡（2020年4月） 

7) 鰐渕英機、魏民. 職業曝露によるがん発生の要因

解明と予防研究への展開.第 27 回がん予防学会総
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11) 梯アンナ、鈴木周五、藤岡正喜、魏民、鰐渕英機．

マウス肝発がんにおける新規マーカーとして

canopy homolog 2 の解明.第 37 回日本毒性病理学
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労災疾病臨床研究事業費補助金 

令和 2年度分担研究報告書 

 

芳香族アミン代謝に着目した膀胱発がん評価法の開発（200502-01） 

分担研究項目：ヒト化肝臓マウスを用いた芳香族アミン代謝の役割 

         尿中芳香族アミン代謝物と膀胱発がんおよび機序の解明 

 

研究分担者 鈴木 周五 大阪市立大学大学院医学研究科 分子病理学 准教授

Ａ．研究目的 
芳香族アミンによる職業性膀胱癌は社会的な問題の

一つであり、最近でも福井県の化学工場において、o-t
oluidine(OTD)等の芳香族アミンを取り扱う従事者から
膀胱癌が発生しており、今後も類似の芳香族アミン類に
よる職業膀胱癌発生の危険性が存在する可能性は高い。 
我々は福井県の化学工場において取り扱いのあったa

cetoaceto-o-toluidide (AAOT)に着目して、その毒性や
発がん性を検討した結果、動物実験により膀胱発がん促
進作用を確認するとともに、尿中にOTDおよびOTD代謝物
を検出した。これらの結果は、AAOTが既知の膀胱発がん
物質OTDに代謝され尿中に排泄されることが、膀胱発が
ん促進作用に関与している可能性を示した。この成果は、
化学物質の有害性評価において、異なる物質でも類似の
代謝経路を通る化学物質が共通の有害性を持ち、包括的
な評価手法を確立出来る可能性を示した。 
そこで、芳香族アミンの代謝経路および代謝物を検討

するとともに、膀胱への発がん性の有無およびその発が

ん機序を検討する事で、芳香族アミンの膀胱発がん性を

包括的に評価できるかを検証した。方法として、「ヒト

化肝臓マウス」を用いて、ヒトでの芳香族アミン代謝を

実現し、芳香族アミンの代謝および膀胱発がん性につい

て検討を行った。また、ラットに種々の芳香族アミンを

投与し、尿中代謝物とその膀胱発がん性を種々の方法で

検討し、膀胱に対する発がん原因となる芳香族アミン代

謝物の同定とともにその発がん機序を解明を試みた。 

令和2年度は、ヒト化肝臓マウスに対して、ヒト膀胱

には発がん性を示すものの、マウスでは発がん性を示さ

ないOTDを投与し検討した。また、ラットに対しては、

福井県の化学工場において取り扱いのあった芳香族ア

ミンOTDやAAOT、anilinium、p-toluidineについて投与

し検討を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

課題 1. ヒト化肝臓マウスを用いた芳香族アミン代謝

の役割 

F1-TKm30 雌マウスに、ヒト肝細胞移植 9〜10 週後の

ヒト化肝臓マウスを用いた。ヒト化肝臓マウスおよび

非移植群の F1-TKm30 雌マウスに、0.6% o-toluidine 
hydrochloride (OTD)を混餌投与した。投与第 4週目お

よび解剖時に新鮮尿を採取し、凍結保存を行った。4

週間後に麻酔下採血により屠殺・剖検し、種々の臓器

を採取した。血液は血漿を分離し凍結保存した。肝臓

は主な葉を切り出し標本を作製するとともに、一部を

凍結保存した。膀胱は、膀胱腔内にホルマリンを注入

固定し、標本を作製した。膀胱組織については、Ki67

の免疫組織染色を行い、標識率を検討した。 

 

課題 2. 尿中芳香族アミン代謝物と膀胱発がんおよび

機序の解明 

6 週齢 F344雄ラットに、0.6% anilinium chloride 

(ANL)、0.6％ p-toluidine hydrochloride (PT)、1.5% 

acetoaceto-o-toluidide (AAOT)および 0.6% 

o-toluidine hydrochloride (OTD)を混餌投与した。投

与第 4週目に新鮮尿を採取し、凍結保存を行った。4

週間後に麻酔下採血により屠殺・剖検し、種々の臓器

を採取した。血液は血漿を分離し凍結保存した。肝臓

は主な葉を切り出し標本を作製するとともに、一部を

研究要旨 
本研究は、芳香族アミンの代謝経路および代謝物を検討するとともに、膀胱への発がん性の有無およびそ

の発がん機序を検討する事で、芳香族アミンの膀胱発がん性を包括的に評価することを目標として、ヒト化

肝臓マウスを用いた芳香族アミン代謝の役割を検討し、ラットに種々の芳香族アミンを投与し尿中代謝物と

その膀胱発がん性の関係および機序の解明を試みる。本年度は、ヒト化肝臓マウスを用いた芳香族アミン代

謝の役割を検証する実験として、o-toluidine hydrochloride (OTD)を 4 週間投与した。その結果、OTD は野

生型マウスよりもヒト化肝臓マウスで体重抑制などの毒性が強く認められた。また、いずれのマウス群にお

いても OTD 投与によるマウス尿路上皮への影響について対照群との差は見られなかった。尿中芳香族アミン

代謝物と膀胱発がん性の関係および機序の解明を検証する実験として、福井県の化学工場において取り扱い

のあった 4種の芳香族アミンを用いて、ラットに対して 4週間混餌投与実験を行った結果、OTD および

acetoaceto-o-toluidide (AAOT)投与群において尿路上皮に過形成病変や細胞増殖活性促進を認めた。OTD 群

および AAOT 群により共通してみられた遺伝子発現変化は、がんや細胞増殖に関わる遺伝子が選出されている

ことが確認された。以上より、OTD を主体とした芳香族アミンおよび代謝物による尿路上皮を主体とする影

響が、ヒト化肝臓マウスモデルおよびラットモデルにおいて確認出来た。 
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凍結保存した。膀胱は、膀胱腔内にホルマリンを注入

固定し、標本を作製した。膀胱組織については、Ki67

の免疫組織染色および ApopTag® Peroxidase In Situ 

Apoptosis Detection Kit で TUNEL 染色を行い、それぞ

れの標識率を検討した。網羅的遺伝子発現解析用に、

膀胱粘膜上皮を ISOGENにより剥離し total RNA を抽

出・精製した。Microarray を用いて網羅的遺伝子発現

解析を行い、被験物質ごとの遺伝子発現変化データを

取得した。また、DNA採取用に、膀胱組織を凍結保存し

た。また、DNA を用いた解析の対照臓器として、尾およ

び心臓を採取し、凍結保存した。また、芳香族アミン

を投与した尿路上皮で変動した遺伝子について、

Ingenuity Pathways Analysis (IPA)を用いて関連する

機能について検討した。 

 

（倫理面への配慮） 

大阪市立大学動物実験委員会から動物実験の許可を

得、動物実験指針を遵守して行い、動物愛護に十分に

配慮した。 

 

Ｃ．研究結果 

課題 1. ヒト化肝臓マウスを用いた芳香族アミン代謝

の役割 

試験開始1週間後にヒト化肝臓マウスの0.6％ OTD投

与群において体重減少（平均18.8gから15.9gに低下）を

来したため、以降は0.3％に濃度変更を行った。その結

果、体重は増加傾向を認め実験は終了した（表1）。ま

た、ヒト化肝臓マウスでは、野生型マウスに比べ肝の絶

対および相対重量が高かった。いずれのマウス群におい

ても、OTD投与により肝重量増加傾向が見られた（表1）。 

 
表1. 実験開始および屠殺時体重および肝重量 

 

 

肝臓を病理組織学的に検討した結果、OTD投与による

組織学的な変化はヒト化肝臓マウスおよび野生型マウ

スいずれにおいても見られなかった（図1）。 

 

 
図1. 野生型マウスおよびヒト化肝臓マウスの肝組織像 

 

 

膀胱組織を検討した結果、ヒト化肝臓マウスのOTD投

与群において、1匹のみ軽度肥厚傾向を認めたものの、

いずれのマウス群においてもOTD投与による単純過形成

病変など、病変として診断しえる組織学的な変化は見ら

れなかった（図2）。また、細胞増殖活性の指標であるK

i67の陽性率を検討した結果、野生型マウスおよびヒト

化肝臓マウスそれぞれ1匹のみ高い陽性率を示したが、O

TD投与による有意な上昇は見られなかった（図3）。 

 

 
図2. 野生型マウスおよびヒト化肝臓マウスの膀胱組織像 

 

 
図3.膀胱尿路上皮のKi67陽性率 

 

 

課題 2. 尿中芳香族アミン代謝物と膀胱発がんおよび

機序の解明 

試験開始1週間後に0.6％ PT投与群が体重減少を来し

たため、以降は0.3％に濃度変更を行った。試験期間中、

芳香族アミン投与群いずれも対照群に比べ、体重増加抑

制傾向を認めた。屠殺・剖検時の体重はいずれも有意に

抑制された（表2）。また、実験開始1週目は、芳香族ア

ミン投与群いずれにおいても摂餌や飲水量は対照群に

比べ低かった。一方、2週目以降は、対照群と差が見ら

れなかった（表2）。 

 
表2. 体重および摂餌・飲水量 

 

 

膀胱を組織学的に検討した結果、AAOTおよびOTD投与

群において単純過形成病変（simple hyperplasia）が対

照群に比べ有意に増加していた（表3）。加えて、細胞

増殖活性の指標であるKi67の陽性率を検討した結果、A

AOTおよびOTD投与群において陽性率の有意な増加を認

めた一方で、ANLやPTでは対照群と差がなかった（表3）。

また、アポトーシスについてTUNEL陽性率を検討した結

果、いずれの群間でも差がなかった（表3）。 

 

 

 

 

野生型 - 3 26.0 ± 1.3 26.5 ± 1.7 1.06 ± 0.14 4.0 ± 0.3
ヒト化肝臓 - 2 20.3 ± 4.8 23.3 ± 1.3 2.41 ± 0.07 10.4 ± 0.9
野生型 + 5 26.0 ± 1.4 26.2 ± 1.8 1.23 ± 0.09 4.7 ± 0.3
ヒト化肝臓 + 3 18.8 ± 4.2 16.7 ± 2.6 1.97 ± 0.32 11.8 ± 0.3

Liver OTD No. of
mice

Body weight (g) Liver
Start End Absolute (g) Relative (%)

Control 228.2 ± 8.3 12.3 ± 0.4 18.7 ± 0.8 13.4 ± 0.5 20.0 ± 0.9
ANL 214.7 ± 6.5 *** 10.0 ± 0.3 17.9 ± 0.9 13.0 ± 0.6 20.9 ± 0.8
PT 200.2 ± 8.0 *** 5.0 ± 0.4 12.6 ± 1.3 12.8 ± 0.5 20.2 ± 1.3
AAOT 207.5 ± 10.1 *** 11.3 ± 0.7 18.0 ± 1.5 13.2 ± 0.7 19.2 ± 1.2
OTD 210.2 ± 8.2 *** 8.7 ± 0.6 16.2 ± 0.9 12.8 ± 0.3 20.3 ± 1.0
***: 0.001 vs Control, respectively

Treatment Body weight
(g)

Consumption (1st week) Consumption (2 to 4 weeks)
Food (g/day) Water (g/day) Food (g/day) Water (g/day)
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表3. 膀胱尿路上皮病変、Ki67およびTUNEL陽性率 

 
 

Microarrayにより網羅的遺伝子発現解析を行った結

果、対照群と比較し大きな発現変動を認めた遺伝子数が、

OTD投与群では576遺伝子存在し、他の投与群（aniline:

 262遺伝子、p-toluidine: 253遺伝子、AAOT: 283遺伝

子）に比べ多く認めた。また、4つの芳香族アミン投与

群において共通した遺伝子発現変動を認めた遺伝子が1

03遺伝子存在し、発がん性とは別に芳香族アミン投与に

よる影響が存在することが明らかとなった（表4）。 

 
表4. 芳香族アミン投与により発現変動を認めた遺伝子数 

 

 

今回の実験でラット膀胱に増殖性病変を認めたAAOT

およびOTD投与群に共通して発現変動を認めた遺伝子

について、IPAを用いて機能について解析を行った結果、

「Cancer」や「Cellular Growth and Proliferation」

など、膀胱発がんに関連する可能性がある遺伝子群が

選出されていた（表5）。 

 
表5. AAOTおよびOTD投与群で共通して変動する遺伝子の機能

に基づいた分類 

 

 

D. 考察 

課題 1. ヒト化肝臓マウスを用いた芳香族アミン代謝

の役割 

ヒト化肝臓マウスにおいて、OTD投与による毒性影響

が強く存在したことは、ヒト肝細胞においてより代謝

が行われている可能性が推察される。一方、剖検屠殺

時の肝組織においては、OTD投与による組織学的な変化

が野生型マウスおよびヒト化肝臓マウスいずれにおい

ても認められなかった。今後、肝組織における代謝酵

素発現を検討し、ヒト肝細胞とマウス肝細胞における

OTD代謝への代謝酵素発現の相違について検討予定で

ある。 

また、OTD投与による膀胱組織への影響を検討した結

果、ヒト化肝臓マウスおよび野生型マウスいずれにお

いても、組織学的な影響や細胞増殖活性への変化は有

意な差が見られなかった。ラットで認められるOTD投与

による過形成病変が、マウスにおいて認められない原

因は、肝臓における代謝だけでなく、膀胱尿路上皮に

おけるラットとマウスの感受性の違いに起因する可能

性がある。今後、尿中や血清中OTDおよび代謝物測定と

ともに、肝組織代謝酵素発現を検討する事で、ヒトへ

の外挿可能なデータを取得する予定である。 

 

課題 2. 尿中芳香族アミン代謝物と膀胱発がんおよび

機序の解明 

OTDおよびAAOT投与群においてのみラット尿路上皮

に過形成病変や細胞増殖活性促進を認めた。我々は、

AAOT投与したラット尿中の主な代謝物はOTDであること

を報告しており、この2群においてはOTDに関連した膀胱

発がん作用と考えている。それら芳香族アミン投与によ

り共通してみられた遺伝子発現変化は、Cancerや細胞増

殖に関わる遺伝子が選出されていることが確認され、

OTD関連発がん機序解明に重要な結果が得られた。今後

は、代謝されOTDが発生する芳香族アミンや、OTDの代謝

物など、OTD関連の芳香族アミンおよび代謝物に着目し

て、発がん性やその発がん機序解明への研究を行う予定

である。 

 

E. 結論 

OTDを主体とした芳香族アミンおよび代謝物による尿

路上皮を主体とする影響が、ヒト化肝臓マウスモデルお

よびラットモデルにおいて確認出来た。 

 

F．研究発表 

1．論文発表 

1) Fujioka M, Suzuki S, Gi M, Kakehashi A, Oishi 

Y, Okuno T, Yukimatsu N, Wanibuchi H. 

Dimethylarsinic acid (DMA) enhanced lung 

carcinogenesis via histone H3K9 modification 

in a transplacental mouse model. Arch Toxicol. 

2020; 94: 927-37. 

2) Iida K, Naiki T, Naiki-Ito A, Suzuki S, Kato H, 
Nozaki S, Nagai T, Etani T, Nagayasu Y, Ando R, 
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L-arginine and Glucose Metabolites by Liver 
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Control 6 0 1.7 ± 0.4 0.6 ± 0.4
ANL 6 0 2.0 ± 0.5 0.4 ± 0.3
PT 6 1 1.7 ± 0.4 0.4 ± 0.2
AAOT 6 5* 3.6 ± 0.7*** 0.5 ± 0.3
OTD 6 6** 4.9 ± 1.3*** 0.6 ± 0.2
P< 0.05, 0.01 and 0.001 vs Control, respectively

Treatment No. of rat Simple
hyperplasia Ki67 (%) TUNEL (%)

Control - - -
ANL 132 130 262
PT 134 119 253
AAOT 172 111 283
OTD 262 314 576
All aromatic amines 35 68 103

Treatment Up-regulated
genes Total genesDown-regulated

genes

Diseases and Disorders p-value range # Molecules
Cancer 3.04E-03 - 1.03E-08 51
Organismal Injury and Abnormalities 3.04E-03 - 1.03E-08 56
Reproductive System Disease 3.04E-03 - 1.03E-08 26

Molecular and Cellular Functions p-value range # Molecules
Cellular Growth and Proliferation 3.04E-03 - 6.21E-08 35
Cell-To-Cell Signaling and Interaction 3.04E-03 - 2.67E-07 18
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Physiological System Development and Function p-value range # Molecules
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Hematological System Development and Function 3.04E-03 - 2.67E-07 26
Immune Cell Trafficking 3.04E-03 - 2.67E-07 16
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労災疾病臨床研究事業費補助金 

令和 2年度分担研究報告書 

 

芳香族アミン代謝に着目した膀胱発がん評価法の開発（200502-01） 

分担研究項目：尿中芳香族アミン代謝物と膀胱発がんおよび機序の解明 

 

研究分担者 鰐渕 英機 大阪市立大学大学院医学研究科 分子病理学 教授

Ａ．研究目的 

芳香族アミンによる職業性膀胱癌は社会的な問題の
一つであり、最近でも福井県の化学工場において、o-t
oluidine(OTD)等の芳香族アミンを取り扱う従事者から
膀胱癌が発生しており、今後も類似の芳香族アミン類に
よる職業膀胱癌発生の危険性が存在する可能性は高い。 
我々は福井県の化学工場において取り扱いのあったa

cetoaceto-o-toluidide (AAOT)に着目して、その毒性や
発がん性を検討した結果、動物実験により膀胱発がん促
進作用を確認するとともに、尿中にOTDおよびOTD代謝物
を検出した。これらの結果は、AAOTが既知の膀胱発がん
物質OTDに代謝され尿中に排泄されることが、膀胱発が
ん促進作用に関与している可能性を示した。この成果は、
化学物質の有害性評価において、異なる物質でも類似の
代謝経路を通る化学物質が共通の有害性を持ち、包括的
な評価手法を確立出来る可能性を示した。 
そこで、芳香族アミンの代謝経路および代謝物を検討

するとともに、膀胱への発がん性の有無およびその発が

ん機序を検討する事で、芳香族アミンの膀胱発がん性を

包括的に評価できるかを検証した。方法として、ラット

に種々の芳香族アミンを投与し、尿中代謝物とその膀胱

発がん性を種々の方法で検討し、膀胱に対する発がん原

因となる芳香族アミン代謝物の同定とともにその発が

ん機序を解明を試みた。 

令和2年度は、福井県の化学工場において取り扱いの

あった芳香族アミンOTDやAAOT、anilinium、p-toluidi
neについてラットを用いた動物実験により検討を行っ

た。 

 

Ｂ．研究方法 

6 週齢 F344 雄ラットに、0.6% anilinium chloride 

(ANL)、0.3％ p-toluidine hydrochloride (PT; 体重

低下のため 2週目より 0.6%から 0.3%へ変更)、1.5% 

acetoaceto-o-toluidide (AAOT)および 0.6% 

o-toluidine hydrochloride (OTD)を混餌投与した。投

与第 4週目に新鮮尿を採取し、凍結保存を行った。4

週間後に麻酔下採血により屠殺・剖検し、膀胱は、膀

胱腔内にホルマリンを注入固定し、標本を作製した。

膀胱組織については、Ki67の免疫組織染色および

ApopTag® Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit

で TUNEL染色を行い、それぞれの標識率を検討した。 

Liquid Chromatography with tandem mass 

spectrometry (LC-MS/MS)を用いて、各群 5匹ずつ採取

した尿中における芳香族アミンおよび代謝物を測定し

た。測定した物質およびその測定限界値は、それぞれ、

ANL (3.4 nmol/mL)、Acetanilide (AAD; 1.5 nmol/mL)、

Acetaminophen (AAP; 5 nmol/mL)、PT (1.8 nmol/mL)、

6-Amino-m-cresol (6AMC; 2.0 nmol/mL)、AAOT (1.8 

nmol/mL)、OTD (2.5 nmol/mL)、N-Acetyl-o-toluidine 

(NAOT; 1.2 nmol/mL)、4-Amino-m-cresol (4AMC; 5.4 

nmol/mL)、2-Amino-m-cresol (2AMC; 2.2 nmol/mL)で

ある。 

 

（倫理面への配慮） 

大阪市立大学動物実験委員会から動物実験の許可を

得、動物実験指針を遵守して行い、動物愛護に十分に

配慮した。 

 

Ｃ．研究結果 

各芳香族アミンを4週間投与したラットの膀胱を組織

学的に検討した結果、AAOTおよびOTD投与群において単

純過形成病変（simple hyperplasia）が対照群に比べ有

意に増加していた（表1）。加えて、細胞増殖活性の指

標であるKi67による免疫組織化学染色の結果、AAOTおよ

びOTD投与群において陽性率の有意な増加を認めた、一

方で、ANLやPTでは対照群と差がなかった（表1）。また、

研究要旨 
本研究は、芳香族アミンの代謝経路および代謝物を検討するとともに、膀胱への発がん性の有無およびその

発がん機序を検討する事で、芳香族アミンの膀胱発がん性を包括的に評価することを目標として、尿中芳香族

アミン代謝物と膀胱発がんおよび機序の解明を行った。本年度は、尿中芳香族アミン代謝物と膀胱発がんおよ

び機序の解明を検証する実験として、福井県の化学工場において取り扱いのあった4種の芳香族アミンを用いて

ラットに4週間投与する実験を行った結果、OTDおよびacetoaceto-o-toluidide (AAOT)投与群において尿路上皮

に過形成病変や細胞増殖活性促進を認めた。尿中の芳香族アミンおよび代謝物を検討した結果、尿中に含まれ

る芳香族アミンおよび代謝物の総量は、OTD群において他の芳香族アミン投与群に比べ高いことが確認出来た。

また、膀胱に増殖性病変を示したAAOT群およびOTD群において検出された主な尿中の芳香族アミンはOTDであっ

た。膀胱尿路上皮への影響は、AAOT群よりもOTD群において強いことから、OTD群で尿中濃度がより高いOTDや

4AMC、2AMCが、膀胱増殖性に対して影響がある代謝物である可能性が示された。以上より、OTDを主体とした芳

香族アミンおよび代謝物が、ラット膀胱尿路上皮に発がん性影響を与える可能性を示した。 
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Control 5 14.3 ± 6.5
ANL 5 2733.9 ± 975.9 816.4 ± 350.9 3.6 ± 1.2 1908.4 ± 736.7
PT 5 658.1 ± 370.0 644.1 ± 366.6 6.5 ± 2.9
AAOT 5 1967.4 ± 872.5
OTD 5 8603.4 ± 1953.2 3.7 ± 0.3

Control 5
ANL 5 3.7 ± 0.7
PT 5
AAOT 5 63.9 ± 28.9 1562.7 ± 636.6 55.8 ± 12.2 214.2 ± 212.4 67.4 ± 28.7
OTD 5 7955.9 ± 1704.8 19.8 ± 9.7 519.1 ± 802.0 103.5 ± 22.9

Treatment

AA: acetoaminophen; ANL: Aniline; AAD: Acetanilide; AAP: Acetaminophen; PT: p-Toluidine; 6AMC: 6-Amino-m-cresol; AAOT: N-Acetoacetyl-o-toluidine;
OTD: o-Toluidine; NAOTD: N-Acetyl-o-toluidine; 4AMC: 4-Amino-m-cresol; 2AMC: 2-Amino-m-cresol; N.D.: not detected

N.D.
N.D.

N.D.
N.D.
N.D.

N.D.

N.D.

N.D.N.D.
N.D.
N.D. N.D.

N.D.

No. of rat AAOT OTD NAOTD

N.D.

4AMC

N.D.
N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D.

N.D.

2AMC

N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

N.D. N.D. N.D.

N.D.

N.D.

N.D. N.D. N.D.

PT 6AMCTreatment No. of rat Total AAs ANL AAD AAP

アポトーシスについてTUNEL陽性率を検討した結果、い

ずれの群間でも差がなかった（表1）。 

 
表1. 膀胱尿路上皮病変、Ki67およびTUNEL陽性率 

 
 

 

尿中の芳香族アミンおよび代謝物について解析した

結果を、表2に示す。尿中に含まれる芳香族アミンおよ

び代謝物の総量は、OTD群において他の芳香族アミン投

与群に比べ著しく高いことが確認出来た。特に投与濃

度を加味して換算すると、OTD群は、ANL群に比べ約3倍、

PT群に比べ約7倍、AAOT群に比べ約11倍も高い濃度割合

で検出されている。 

また、尿中の主な物質を検討した結果、ANL群は大半

がAAPに代謝されていることが確認された。一方、PT群

およびOTD群では代謝されていない投与物質であるPT

およびOTDが大半を占めていた。AAOT群では、大半が代

謝されOTDが多く存在し、AAOTはわずかであった。 

ラット尿路上皮への影響に基づいて、尿中の芳香族

アミンおよび代謝物を検討した結果、膀胱に増殖性病

変を示したAAOT群およびOTD群において検出された主

な尿中の芳香族アミンはOTDであった。その尿路上皮へ

の影響は、AAOT群よりもOTD群において強いことから、

尿中濃度が高いOTDや4AMC、2AMCが、膀胱増殖性に対し

て影響がある代謝物の可能性が示された。 

 
表2. 尿中の芳香族アミンおよび代謝物の量 

 

 

D. 考察 

今回用いた芳香族アミンのうち、OTDおよびAAOT投与

群においてのみラット尿路上皮に過形成病変や細胞増

殖活性促進を認めた。その尿中の芳香族アミンおよび代

謝物として一番多く認められた物質はOTDであり、OTD

に関連した膀胱発がん作用が考えられた。興味深いこと

に、1.5%投与したAAOT群よりも、0.6% OTD投与群の方が

尿中のOTDが高いことから、肝組織での代謝割合に大き

な違いが予想される。また、AAOT群よりもOTD群で検出

量の高いOTD代謝物である4AMCや2AMCが、膀胱尿路上皮

への影響に寄与する可能性が存在する。 

今後は、代謝されOTDが発生する芳香族アミンや、OTD

の代謝物など、OTD関連の芳香族アミンおよび代謝物に

着目して、発がん性やその発がん機序解明への研究を行

う予定である。 

 

E. 結論 

ラット尿路上皮への影響および尿中の芳香族アミン

および代謝物を検討した結果、OTDを主体とした芳香族

アミンおよび代謝物が、ラット膀胱尿路上皮に発がん性

影響を与える可能性を示した。 
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労災疾病臨床研究事業費補助金 

令和 2年度分担研究報告書 

 

芳香族アミン代謝に着目した膀胱発がん評価法の開発（200502-01） 

分担研究項目：ヒト化肝臓マウスを用いた芳香族アミン代謝の役割 

 

研究分担者 末水洋志 公益財団法人実験動物中央研究所 研究部門 部門長 

Ａ．研究目的 

一般的に肝臓における代謝は発がんに重要であるが、

その肝代謝酵素発現は種によって異なり発がん性に影

響を与える。そこで、よりヒトへの外挿性を高めた発

がん実験系の確立をめざし、ヒト肝細胞をマウスに移

植した「ヒト化肝臓マウス」を作製する。 

 

Ｂ．研究方法 

Herpes simplex virus thymidine kinase 遺伝子を肝

細胞特異的に発現する超免疫不全 NOD/scid-IL-2rgc 
(TK-NOG)マウスを交配により作出した。ガンシクロビ

ル投与によりマウス肝細胞を選択的に破壊した後、脾

臓門脈経由でヒト肝細胞を移植した。血中ヒトアルブ

ミン濃度の上昇によりヒト肝細胞の生着を確認し、移

植に適した肝細胞ロットの選抜を行った。実験に安定

供給できる体制づくりと移植したヒト肝細胞に増殖性

の良い肝傷害条件を検討した。 

作成したヒト化肝臓マウスおよび非移植マウスに、

o-toluidine hydrochloride (OTD)を混餌投与する実験

に供与した。屠殺・剖検後に肝臓を採取し、主な葉を

切り出し標本を作製した。抗ヒトミトコンドリア抗体

で免疫組織化学染色を行い、肝組織内のヒト肝細胞比

率を計測した。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究で使用したヒト肝細胞は全て一般市場から購

入した細胞で患者個人情報に結びつくものは無く、個

人の人権、利益に支障を及ぼさない手続きがなされて

いる。動物実験については当研究所の「動物実験委員

会」に本研究内容を申請し、承認を得たうえで 3Rに十

分配慮して実施した。 

 

Ｃ．研究結果 

本年度、雄性が不妊にならない改良型TK-NOGを使用し

た。25mg/kgガンシクロビル投与群6匹と37.5mg/kgガン

シクロビル投与群6匹の血中ALTレベルを比較すると

37.5mg/kg投与群が全体的に高値を示した。それぞれの

群に異なるロット（Ａ細胞；12歳由来、Ｂ細胞；11ヶ月

齢由来）のヒト肝細胞を移植した。ロットＡ移植群では

移植4週後でも血中ヒトアルブミン濃度が1 mg/mLに達

しなかったのに対し、ロットＢ移植群では6匹中4匹が移

植4週後に2 mg/mLを越えていた。移植後約10週のヒトア

ルブミン濃度はロットＡ移植群で最高3.3 mg/mLであっ

たのに対し、ロットＢ移植群では16mg/mLに達した。 

ロットＢ移植群については、OTDを混餌投与する実験

に供した。代表的な肝組織像および抗ヒトミトコンドリ

ア抗体による免疫組織化学染色を図1に示す。大半の肝

細胞がやや小型なヒト肝細胞で構成され、抗体陽性とな

ることが確認出来た。合計5匹のヒト細胞の占有率を求

めたところ、平均93.8%であった。 

 

研究要旨 
本研究は、芳香族アミンの代謝経路および代謝物を検討するとともに、膀胱への発がん性の有無およびその

発がん機序を検討する事で、芳香族アミンの膀胱発がん性を包括的に評価することを目標として、ヒト化肝臓

マウスを用いた芳香族アミン代謝の役割を検討する。そこで発がん性に影響を与える肝代謝酵素発現の種を考

慮し、よりヒトへの外挿性を高めた発がん実験系の確立をめざす。Herpes simplex virus thymidine kinase遺

伝子を肝細胞特異的に発現する超免疫不全NOG (TK-NOG)マウスは雄性不妊であるため、回避した改良型TK-NOG

マウスを用いた。芳香族アミン代謝に着目した膀胱発がん評価に資する「ヒト化肝臓マウス」を効率よく作製

するため、移植用ヒト肝細胞２種類（Ａ細胞；12歳由来、Ｂ細胞；11ヶ月齢由来）について生着性評価を実施

した。ヒト肝細胞移植10週後の血中ヒトアルブミン濃度を比較したところ、Ａ細胞移植群では最高3.3 mg/mLで

あったのに対し、Ｂ細胞移植群では16mg/mLに達するマウスが見られた。Ｂ細胞移植群では6匹中5匹のマウスで

ヒト肝細胞置換率が90%以上と推定された。これら5匹のマウスの肝臓切片を抗ヒトミトコンドリア抗体で染色

しヒト細胞の占有率を求めたところ、平均93.8%であり、高いヒト化率であることを確認した。以上より、改良

型TK-NOGを用いることによりヒト率が極めて高いヒト化肝臓マウスを作製することが可能となり、ヒトへの外

挿性を高めた発がん実験系の確立に近づいた。 
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図1. 肝組織像、ヒトミトコンドリア抗体による免疫組織化学

染色およびヒト肝細胞比率 

 

D. 考察 

改良型TK-NOG肝傷害マウスにおける生着性はロット

Ａ細胞（12歳由来）よりもロットＢ細胞（11ヶ月齢由来）

の方がすぐれていることがわかった。より若齢の方が高

い生着性を示すように見えるが、移植時のALTレベルが

Ｂ細胞移植群の方が高かったことから、肝傷害の重症度

が生着性に寄与する可能性も示唆された。 

 

E. 結論 

改良型TK-NOGを用いることによりヒト率が極めて高

いヒト化肝臓マウスを作製することが可能となり、ヒト

への外挿性を高めた発がん実験系の確立に近づいた。 
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1) 末水洋志．TK-NOG ヒト肝キメラマウスおよびその

単離肝細胞を利用した創薬研究．第 27 回肝細胞研

究会．Web 開催（2020 年 12月） 

 

H.知的財産権の出願・登録状況 

  （予定を含む。） 

１．特許取得 

 該当なし  

２．実用新案登録 

 該当なし  

３．その他 

 記載なし 
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労災疾病臨床研究事業費補助金 

令和 2年度分担研究報告書 

 

芳香族アミン代謝に着目した膀胱発がん評価法の開発（200502-01） 

分担研究項目：尿中芳香族アミン代謝物と膀胱発がんおよび機序の解明 

 

研究分担者 戸塚ゆ加里 国立がん研究センター研究所 がんモデル開発部門 ユニット長 

Ａ．研究目的 

芳香族アミンによる職業性膀胱癌は社会的な問題の

一つであり、最近でも福井県の化学工場において

o-toluidine(OTD)等の芳香族アミンを取り扱う従事者

から膀胱癌が発生している。日本で発がん性物質とし

て規制されている芳香族アミン類は benzidine や

2-naphthylamine など 7種類と少ないが、今後も類似の

芳香族アミンによる職業膀胱癌発生の危険性が存在す

る可能性は高い。発がん予測試験として、遺伝毒性試

験が挙げられるが、既存の遺伝毒性試験としては、Ames

試験（変異原性試験）、コメットアッセイ（DNA 損傷試

験）、小核試験（染色体異常試験）などが簡便な試験

法として汎用されている。しかしながら、これら試験

のみでは化学物質の発がん性の予測や有害性発現経路

(Adverse Outcome Pathway, AOP)の解析は難しく、別

の視点から遺伝毒性を評価する試験法を開発すること

が必要であると考える。 

我々は、高分解能精密質量分析装置(HRAM)を用いた

DNA 付加体の網羅的解析手法（HRAM-アダクトーム）を

用い、DNA 損傷のより詳細な評価を行ない、化学物質の

in vitro 安全性評価法として妥当かどうかについて検

討してきた。最近、アダクトーム法を用いたラット肝

臓をターゲットとした化学物質の安全性評価法の開発

を目的とし、DNA 付加体の生成を指標とした有害性評価

の検証を行なったところ、高い正答率が得られること

がわかった。 

本研究では、この手法を膀胱発がん予測へと応用す

ることを目的に、既存の膀胱発がん物質を含む複数の

化学物質を投与したラットの膀胱における DNA 損傷を

HRAM-アダクトームにより検討し、DNA 付加体の生成を

指標とした有害性評価の検証を行なう。 

 

Ｂ．研究方法 

6週齢F344雄ラットに、0.6% anilinium chloride (A
NL)、0.3％ p-toluidine hydrochloride (PT)、1.5% a
cetoaceto-o-toluidide (AAOT)および0.6% o-toluidin
e hydrochloride (OTD)を4週間混餌投与し、麻酔下採血
により屠殺・剖検し、膀胱組織を尿路上皮粘膜を表向き
にして、凍結保存した。 
全てのサンプルについて、Tissue Lysis Bufferを入

れたすり面付き1.5mLチューブ（バイオマッシャーII）
内で膀胱粘膜上皮を剥離し、Proteinase KおよびSDSを
加えて37℃一晩反応させ、フェノール・クロロホルム法
によりDNA抽出を行なった。イソプロパノール沈殿後に
適当量のTEに溶解し、分光光度計によりDNA濃度を測定
した。 
DNA を抽出後、DNaseI、ヌクレアーゼ P1、アルカリ

ホスファターゼ、ホスホジエステラーゼによりモノデ

研究要旨 
分担研究者らは高分解能精密質量分析装置(HRAM)を用いた DNA 付加体の網羅的解析手法（HRAM-アダクトー

ム）を用いた化学物質の安全性評価法の開発をおこなっている。本研究では、この手法を膀胱発がん予測へ

と応用することを目的に、既存の膀胱発がん物質を含む複数の化学物質を投与したラットの膀胱におけるDNA

損傷を HRAM-アダクトームにより解析し、DNA 付加体の生成を指標とした有害性評価について検討する。F344

雄ラットに、芳香族アミン（acetoaceto-o-toluidide (AAOT)、o-toluidine (OTD)、aniline(ANL)、p-toluidine 

(PT)）を 4 週間混餌投与し、屠殺・剖検後、膀胱を回収した。HRAM-アダクトーム法はゲノム DNA 中に存在す

る DNA 付加体をそのまま解析するため、遺伝子変異解析などと異なり、通常は µg オーダーの DNA が必要とな

る。また、腫瘍は粘膜上皮から発生することから、膀胱組織全体からゲノム DNA を抽出すると目的とする発

がんに重要な DNA 付加体の存在レベルが希釈されてしまうことが懸念される。実験動物の膀胱は非常に小さ

く、1 個体からはアダクトーム解析に十分な量の DNA を回収することが困難であると予測していたため、各

投与群を 12匹として実験を行ない、個体ごとの DNA 量が解析に満たない場合はグループ毎に pool した DNA

サンプルを用いて解析することを考えた。今年度は、コントロールおよび芳香族アミン投与群（AAOT、OTD、

ANL、PT）いずれも 12匹から回収した膀胱粘膜の DNA について、HRAM-アダクトームに供する十分量の DNA が

回収できるか検討を行なった。回収量の向上を考え、すり面付き 1.5mL チューブ（バイオマッシャーII）内

で膀胱粘膜上皮を剥離し、Proteinase Kおよび SDSを加えて 37℃一晩反応させ、フェノール・クロロホルム

法により DNA抽出する方法を用いた。その結果、ほとんどの個体から総量 20 µg 以上の良質な DNA が回収で

きていたことから、グループ毎に DNAサンプルを pool することなく、個体ごとにアダクトーム解析を実施で

きると考えた。今後は、各グループ毎に５サンプルを抽出し、酵素消化後に LC-HRAM-MSにて付加体の網羅的

解析を実施する。 
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Sample Name Concentration Units A260 260/280 260/230 Volume(uL) (ug)
Control 113 206.766 ng/uL 4.1353 1.91 2.20 45 9.3

114 167.467 ng/uL 3.3493 1.89 2.24 45 7.5
115 312.29 ng/uL 6.2458 1.96 2.16 45 14.1
116 496.831 ng/uL 9.9366 1.93 2.16 45 22.4
117 593.614 ng/uL 11.8723 1.96 2.15 45 26.7
118 666.822 ng/uL 13.3364 1.96 1.54 45 30.0
119 636.296 ng/uL 12.7259 1.94 2.20 45 28.6
120 815.979 ng/uL 16.3196 1.92 2.23 45 36.7
121 485.313 ng/uL 9.7063 2.04 2.18 45 21.8
122 872.206 ng/uL 17.4441 1.99 2.25 45 39.2
123 1109.056 ng/uL 22.1811 1.99 2.30 45 49.9
124 414.552 ng/uL 8.2910 2.00 2.18 45 18.7

ANL 213 631.45 ng/uL 12.6290 2.00 2.19 45 28.4
214 889.765 ng/uL 17.7953 2.03 2.24 45 40.0
215 778.508 ng/uL 15.5702 2.01 2.24 45 35.0
216 879.524 ng/uL 17.5905 2.04 2.17 45 39.6
217 555.424 ng/uL 11.1085 1.98 2.15 45 25.0
218 688.131 ng/uL 13.7626 1.98 2.19 45 31.0
219 685.743 ng/uL 13.7149 1.98 2.23 45 30.9
220 803.266 ng/uL 16.0653 1.96 2.28 45 36.1
221 562.778 ng/uL 11.2556 2.02 2.18 45 25.3
222 506.005 ng/uL 10.1201 1.99 2.16 45 22.8
223 601.576 ng/uL 12.0315 2.04 2.16 45 27.1
224 670.599 ng/uL 13.4120 2.00 2.22 45 30.2

PT 313 486.624 ng/uL 9.7325 2.00 2.21 45 21.9
314 736.835 ng/uL 14.7367 2.00 2.21 45 33.2
315 874.751 ng/uL 17.4950 2.06 2.22 45 39.4
316 789.667 ng/uL 15.7933 2.04 2.16 45 35.5
317 798.845 ng/uL 15.9769 2.03 2.19 45 35.9
318 839.136 ng/uL 16.7827 2.02 2.20 45 37.8
319 798.307 ng/uL 15.9661 2.01 2.24 45 35.9
320 842.373 ng/uL 16.8475 2.02 2.25 45 37.9
321 825.72 ng/uL 16.5144 2.06 2.21 45 37.2
322 1204.04 ng/uL 24.0808 2.09 2.24 45 54.2
323 526.552 ng/uL 10.5310 2.05 2.20 45 23.7
324 979.544 ng/uL 19.5909 2.01 2.27 45 44.1

AAOT 413 882.03 ng/uL 17.6406 1.99 2.25 45 39.7
414 787.68 ng/uL 15.7536 2.02 2.12 45 35.4
415 795.522 ng/uL 15.9104 1.99 2.22 45 35.8
416 672.859 ng/uL 13.4572 2.00 2.19 45 30.3
417 369.924 ng/uL 7.3985 1.95 2.14 45 16.6
418 881.498 ng/uL 17.6300 2.02 2.23 45 39.7
419 1040.424 ng/uL 20.8085 2.08 2.21 45 46.8
420 773.625 ng/uL 15.4725 2.03 2.24 45 34.8
421 572.066 ng/uL 11.4413 1.97 2.23 45 25.7
422 676.079 ng/uL 13.5216 2.04 2.19 45 30.4
423 584.041 ng/uL 11.6808 2.04 2.22 45 26.3
424 808.083 ng/uL 16.1617 2.07 2.19 45 36.4

OTD 513 1447.504 ng/uL 28.9501 2.04 2.02 45 65.1
514 1938.769 ng/uL 38.7754 2.00 2.01 45 87.2
515 1799.839 ng/uL 35.9968 2.05 2.09 45 81.0
516 1638.81 ng/uL 32.7762 1.94 1.87 45 73.7
517 1185.343 ng/uL 23.7069 1.88 2.03 45 53.3
518 940.735 ng/uL 18.8147 2.08 2.19 45 42.3
519 1559.078 ng/uL 31.1816 1.97 2.06 45 70.2
520 1979.162 ng/uL 39.5832 2.04 2.06 45 89.1
521 1367.069 ng/uL 27.3414 1.97 1.98 45 61.5
522 1277.515 ng/uL 25.5503 2.02 1.92 45 57.5
523 1332.5 ng/uL 26.6500 1.98 1.99 45 60.0
524 1947.156 ng/uL 38.9431 2.05 2.08 45 87.6

オキシリボヌクレオシドに消化した後、LC-TOF MS に

供し DNA 付加体の網羅解析を行なう。得られたデータ

は SCIEX社が提供するバイオインフォマティクス解析

ソフトウェアを用い、デオキシリボヌクレオチドに特

徴的なニュートラルロス （-116.04736）及び各種核酸

に特異的なニュートラルロス（-152.0572; dG, 

-136.0623; dA, -112.0511; dC, -127.0508; dT）を生

じたピークを選択的に抽出することで、ノイズなどを

抽出しないように系をデザインした。得られたデータ

を主成分判別分析(PDA-DA)により解析する予定である。 

 

Ｃ．研究結果 
今年度は、コントロール(N=12)、ANL ((N=12)、PT(N
=12)、OTD(N=12)、AAOT(N=12)から回収した膀胱粘膜か
らのDNA抽出について検討した。ラットの膀胱は非常に
小さく、そこから回収できる粘膜組織も微量であること
から、HRAM-アダクトームに供する十分量のDNAが回収で
きるかについて検討を行なった。各個体ごとのDNA回収
量を表１に示す。ほとんどの個体から総量20 ug以上のD
NAが回収できていることがわかった。今後は、各グルー
プ毎に５サンプルを抽出し、酵素消化後にLC-HRAM-MS
にて付加体の網羅的解析を実施する。 
 
表１ 抽出したDNA濃度と総量 

＊黄色マーカーは20 µg以上回収できているサンプル 

D. 考察 
HRAM-アダクトーム法はゲノムDNA中に存在するDNA付

加体をそのまま解析するため、遺伝子変異解析などと異
なり、通常はµgオーダーのDNAが必要となる。また、腫
瘍が発生するのは粘膜上皮からであることから、組織全
体からゲノムDNAを抽出すると目的とする発がんに重要
なDNA付加体の存在レベルが希釈されてしまうことが懸
念される。実験動物の膀胱は非常に小さく、1個体から
はアダクトーム解析に十分な量の DNAを回収すること
が困難であると予測していた。そこで各投与群を12匹と
して実験を行なったが、今回の膀胱粘膜からのDNA抽出
方法を用いれば、質の良いDNAが回収率よく得られるこ
とがわかった。グループ毎にDNAサンプルをpoolするこ
となく、個体ごとにアダクトーム解析を実施できると考
えた。 
 

E. 結論 
膀胱粘膜からのDNA抽出方法を用いれば、質の良いDN

Aが回収率よく得られることがわかった。グループ毎にD
NAサンプルをpoolすることなく、個体ごとにアダクトー
ム解析を実施できると考えた。 
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G.知的財産権の出願・登録状況 
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２．実用新案登録 
 該当なし 
 
３．その他 
 該当なし 

 


