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   N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) nitrosamine (BBN) was administered to beagle dogs to examine 
the urinary metabolites. After extraction and purification of the urine sample, the urinary metab-
olites were identified by gas-chromatography mass-spectrometry and measured using a gas chro-
matograph equipped with a thermal energy analyzer (GC-TEA). Five N-nitroso-compounds (N-
butyl-N-(3-carboxypropyl) nitrosamine (BCPN), N-butyl-N-(2-hydroxy-3-carboxypropyl)-nitrosami-
ne (BHCPN), N-butyl-N-(carboxymethyl)-nitrosamine (BCMN). N-butyl-N-(2-oxopropyl) nitros-
amine (BOPN) and BBN-glucuronide) were detected and identified by comparison with mass 
spectra of synthetic specimens. 

   In the quantitative analysis by GC-TEA. BCMN>BHCPN>BCPN were larger part than 
BOPN and BBN-glucuronide. In early experimental period (0-25 wks) administered BBN (600 
mg/day) to two dogs, small tumor was recognized in the urinary bladder of one dog earlier than 
the other. The former dog excreted larger amounts of BCPN in the urine than the latter. In 
late experimental period (100 wks--) administered BBN (400mg/day) to five dogs, the dog that 
was found initial tumor earliest (103 wk) excreted the largest amounts of BCPN in the urine. 
Therefore, the excretion of BCPN had correlated with the carcinogenesis. 

                                                  (Acta Urol. Jpn. 35: 27-38, 1989) 
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緒 言

ヒト膀胱癌のなかには,古 くか ら職業性膀胱癌の存

在が指摘され β一naphthylamine,benzidine,4-ami-

nodipheny1お よび4-nitrodiphenylの4物 質がその

主な癌原物質とされている1).ま た 実験膀胱癌の研究

成績からヒ ト膀胱癌の成因には化学発癌の占める割合

が多いと推測されている.

一 トロソ化合物の1種 であるニトロサ ミンは,種 々

の動物実験にて肝をはじめ食道,膀 胱に発癌性を有す

ることが明らかにされ,ヒ トの生活環境中に多量では

ないものの広範囲に分布し,環 境中で容易に産成され

ることからヒト膀胱癌の発生との関連が疑われ てい

る2).実 験 発 癌 剤 と して のN-butyl-(4-hydroxybutyl)

nitrosamine(以 下BBNと 略 す)は 膀 胱 を標 的 臓 器

とす る 最 も多 く用 い られ て い るN-一 ニ ト ロソサ ミンで

あ る.こ のBBNに よ って作 られ た ラ ッ ト膀 胱 癌 の発

癌 条 件 お よび 病 理学 的検 討 成 績 に つ い て は,BBN投

与 量 お よび 投 与 期 間 と膀 胱 粘膜 の異 型 度 との 関 係 な ど

の報 告?)が あ る.ラ ッ トや マ ウ スに お け るBBNお よ

びそ の構 造 類 似 体 す な わ ちdialkylnitrosamineの 生

体 内経 路 も確 立 され て い る4-6)(Fig.1).し か し,イ

ヌに お け るBBN発 癌 膀 胱 腫 瘍 とBBNの 代謝 に 関す

る詳 細 な研 究 は 未 だ 報 告 され てい ない.そ こで わ れわ

れ は ビー グ ル犬 を 用 い て イ ヌに おけ るBBNの 種 々の

尿中 代 謝 ニ トロ ソ化 合 物 をgas-chromatographyお
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よぴ新しく開発 されたthermalenergyanalyzer

(以下G(》TEAと 略す)を 用いてBBNの 尿中代謝

物を経 日的に定量し,そ の尿中排泄量と腫蕩発生時期

との関連を検討したので報告する.

対 象および方法

実験1:実 験初期における尿中BBN代 謝物に関する

研究

(1)実 験対象

使用動物は体重11～13kg(平 均1L6kg)の2.5歳

雌 ビーグル犬4頭(う ち2頭 はコントロール)で 個別

ケージにて飼育し飼料はオリエンタルBS3009ノ 日を

与えた.

(2)使 用薬剤

使用発癌剤はBBN(東 京化成,東 京)で,そ れを

Twccn80(片 山化学,東 京)1滴 とともに カプセル

(エ ランコ,東 京)に つめ,経 口投与した.

U「inelOml

l

AdjustedtopH8withINNaOH

l

Extractodwithethylacetate

一 ⊥ 「

EthylacetateIayerAqueoustayor

l
Fr.1

1
AdjustodtopHlwithINHCI

1

定 性,定 量 分 析 のた め のBCPN(N-buty!-N-(3-

carboxypropyl)nitrosamine),BHCPN(N-bu-

tyl-N-(2-hydroxy-3-carboxypropyl)nitrosamine)・

BCMN(N-butyレN-(carboxymethyl>nitrosam五nc)

お よびBOPN(N-butyl-N-(2-oxopropyl)nitros-

amine)の 各 合 成 標 品 は,東 京生 化研,鈴 木恵 真 子 博

士 よ り供 与 を 受 け た 。

(3)BBN投 与 方 法

雌 ビ ー グル犬2頭 にBBN600mg1日x6日1週 を 経

口投 与 し,1日1週 の 休 薬 日を も うけた.投 与 開 始 か ら

25週 目まで は,5週 お きに 休 薬 目 の翌 日の 全 尿 を 代 謝

ケ ー ジに て 採取 し,こ れ らをBBNの 投 与 開 始 か ら25

週 まで の早 期 の尿 中 代謝 物 と した.ビ ー グル犬 は 採 尿

日も飼 料 摂 取 お よび 自 由飲 水 させ た.こ れ ら 実 験 犬

は,幼 犬 時 に 会 陰 切 開 を 加 え外 尿道 口を 露 出 し,ほ ぼ

5週 お きに30週 まで,全 麻下(GOF)に 経 尿 道的 に

膀 胱 粘 膜 の観 察 とcoldpunchbiopsyを 施 行 した.

Urino10ml

l
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l
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Adjust●dtopH8with1NNaOH

l

EXtractθdwith● 鋪Wlacotato肖
Extract●dwithethylacotatoEthylaoetat●layerAquoouslaver

「 一 」 一 一,。1皿
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Fig,2.Extractionofurinarymetabo裏itesofBBN
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コ ン トロー ル犬 も 同条 件 に て 飼 育,観 察 した.

(4)分 析

〔1〕尿 中 ニ トロソ化 合 物 の抽 出

岡 田 ら4・5)の方 法 に 準 じFig.2の ご と く,1日 蓄 尿

中 の10mlを 検体 と した.検 体 は1NNaOHに よ

りpH8に 調 整 され,酢 酸 エ チ ル10mlを 用 い て 分

液 ロー トに て3回 液 々分 配法 に よ り抽 出 され,こ れ を

Fr.1と した.次 にFr.1抽 出 後の 尿 を1NHCIに

てpH1に 調 整 し,酢 酸 エ チル10m1を 用 い て 同様

にFr.IIを 抽 出 した.こ のFr.IIに そ の つ ど調 整

され た ジ ア ゾ メ タ ン(CH2N2)を 加 え,メ チ ル エス テ

ル 誘 導 体 と した(Fr.II-Me).

一 方 ,別 の 尿 検 体10mlをpH5に 調 整 した も

の に,β 一gluculonidasc(bovine,フ ナ コ シ)13,000

Fishmanunits/m1を1ml加 えた もの を37℃ で12

時 間 イ ンキ ュベ ー トし,そ れ をFr.1と 同様 にIN

NaOHに てpH8と して抽 出 し,Fr.111と し

た.

〔2〕尿 中 ニ トロ ソ化 合 物 の定 性,定 量 分析

得 られ た 各Fr.に 対 して まず 定 性 分 析 の た め に

GC-TEAを 用 い て選 択 的 に それ らに 含 まれ る;ト ロ

ソ化 合 物 の ピ ー クを確 認 した.さ らにgas-chromato-

graphymass・spectromctry(以 下GCIMSと 略す)

を 用 い て合 成 標 品 と比 較 す る こ とに よ り分 子 量 の 上 か

ら ニ トロ ソ化 合 物 を 同定 した.そ の上 で定 量 分 析 の た

め に再 度GC-TEAで 確 認 され た ピー ク高 と合成 標 品

の ピー ク高 とを 比 較 す る こ とに よ り検 体 中 に 含 まれ る

BBN代 謝 ニ トロ ソ化 合 物 を 算 出 した.GC-TEAに

よ る分 析 法 は,ま ず,酢 酸 エ チ ルに よ り抽 出 され た 多

くの 物 質 の 混 合 す る 各Fr.を マ イ ク ロシ リンジに て

GCに 注入 し,高 沸 点 の 一 トロ ソ化 合 物 を 分 離 し,

GCと オ ンライ ン したTEAで ニ トロ ソ化 合 物 のみ を

選択 的 に保 持 時 間 の差 に よ る ピ ー クと て し高 感 度 に 識

別 し,検 出 す る もの であ る.TEAの 原 理 は,ま ず,

GCに よ り分離 され たN一 ニ ト ロソ化 合 物 のN-NO

部分 を 加 熱 触 媒 管(pyrolyzer)の 中 で 切 断 し,そ の

後03と 衝 突 したNOが,励 起 され たN20(ニ ト

ロ シル ラジ カ ル)と な る.こ のN20が 基 底 状 態 に も

ど る と き600～2,600nmの 発 生 スペ ク トル が得 られ,

これ を ホ トマ ル(光 電 子 増 倍 管)で 検 出す る こ とに よ

り各Fr.中 に 含 まれ る ニ ト ロソ化 合物 が 測 定 され る.

GC・TEAの 使 用 条件 は,GC・7A(島 津 社製)にTEA

543(ThermoElectron社 製)を オ ンラ イ ンし,前

老 の カ ラ ムは5%Thermon1,000φ3mm×1mを

190℃(恒 温)で(BHCPNの み は230℃),キ ャ リ

ァガ ス をN2(流 量40ml/分)と した.後 者 は,py一
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rolyzer温 度540℃,cQldtrap温 度 一80℃,vacuum

2.1mmHgと した.

GC-MsはJMs-Ds300(日 本電 子 製)にJMA

5,000を オ ン ライ ン し,φO.53μm×15mメ ガ ボ ア カ

ラ ムを150～230℃(昇 温8℃/分)で 加 温 し,キ ャ リ

ァ ガ スをHe(流 量30ml/分)と した.質 量 分 析 部 の

条 件 は,イ オ ン化 室 温 度250℃,イ オ ン 化 電 流300

μA、 イ オ ン化 電 圧70eVと した.

$§

婁

唐

§
哉

雷§

婁

善
お

8α

0

AB
GCoolumntgmp.

〔1eo℃][190切

BCMN・Mo

2.5ng

R。T.

30

〔min)

BCPN-Me

2。5ng

R.T。

30

(min)

C

C〔230℃]

R.T.
30
(min)

D

BHCPN-Me
25ng

R.T.
3
(min)

R.T.:retentionti吊o

Fig.3.Chromatogram(CG)ofGC-TEA.

A:CGofFr.II-Me肋msample,

B:CGofBCMN-MeandBCPM-

Measastandard,C:CGofFr.

II・Mcfromsamplc,D:CGof

BHCPN-Measastandard.

0

A

GCoolumntomp,
Fr」1【190℃ コ

R.T.
50

(min)

B

Fr,皿[190℃ 〕

R.T.

50
・(min}

C

〔1gov]

R。T.

50

(min)

【190℃コ

R.T.
5

(min)

R.T.:retentiontimg

Fig.4.ChromatQgram(CG)ofCG-TEA.
A:CGofFr.Ifromsample,B:CG
ofFr.IIIfromsample,C:CGof
BOPNasastandard,D:CGof
BBNasastandard.



30泌 尿紀要35巻

実験 皿:実 験後期(103～164週)に おける尿中BBN

代謝物に関する研究

幼犬時よりBBN400mg/日 ×6日 ノ週を実験1と 同

様に経 口投与 して発癌実験中であるビーグル成犬5頭

(雄3頭 ・雌2頭)の 投与103週 か ら16樋 までの約10

週 おきの王日蓄尿を実験1と 同様に経時的に採取 し,

BBNの 長期間投与における尿中代謝物の検討対象と

した.

雄犬3頭 は,B7渾 目に尿道を陰茎骨より近位部に

1
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1号1989年

て切断しその近位端を会陰部皮膚 と吻合し尿道を形

成,17Fr.膀 胱鏡外套を挿入できるように し,ほ ぼ10

週お きに164週 まで実験1と 同様に膀胱粘膜を観察 し

た.

結 果

実験1:実 験初期における尿中BBN代 謝物に関する

研究

〔1〕GC・TEAに よる定性分析
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Fr.IIの メチ ル誘 導 体Fr.II・MeのGC-TEAに

よ る ク ロマ トグ ラ ムで カ ラム 温度190℃ に お け る検

体(Fig.3-A)の 保 持 時 間1.0分 のaお よび2.2分 のb

の ピー クは,そ れ ぞれ 合 成 標 品(Fig.3-B)のBCNN-

Meお よびBCPN-Meの ピー クの保 持 時 間 と一致 し

た.ま た カ ラ ム温 度230℃ の 条件 にお け る 検体 の保

持 時 間1.8分 の ピー クc(Fig.3-c)と 合 成 標 品 の

BHCPN-Meの ピー ク(Fig.3・D)の 保 持 時 間が 一

致 した.

次 にFr.1お よびFr.IIIのGC-TEAに よる ク

ロマ トグ ラム の カ ラ ム温 度1go℃ に おけ る検 体(Fig.

4-A,B)の 保 持 時 間1.0分 のdお よび4.7分 のeの ピー

クは それ ぞ れ 合 成 標 品(Fig.4-c,D)のBOPNお

よびBBNの ピ ー クの保 持時 間 と一 致 した,検 体 よ り

抽 出 され たFr.1お よびFr.IIIを 比較 す る と,

BOPN(d)の ピー ク高 は 両Fr.で 一致 を み る のに 対

し,BBN(e)の ピー ク高 に 関 して はFr.III(Fig.

4-B)で はFr.1(Fig.4-A)よ りも ピー クが 高 か っ

た.こ れ はFr.IIIで は グ ル ク ロニ ダ ーゼ処 理 され た

BBNが 遊 離 のBBNに 付 加 され る こ とに よる と推 測
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され た.Fr.1,II,IIIと も100～300℃ の 範 囲 で ニ

ト ロソ化 合物 の ピー ク昇 温分 析 に よ りス ク リー ニ ン グ

した 結果,そ れ らに はBBNと4種 の ニ ト ロソ化合 物

以 外 に ピ ー クを 認 め な か った.以 上 よ りFr,1お よび

IIIよ りBBN,BOPNが,Fr.IIよ りBCMN,

BCPNお よびBHCPNが 検 出 され た.次 にGCIMS

に よ りそれ らを 同 定 した.

〔2〕GC-MSに よる 同定

GC-TEAに よ り確 認 され た5種 類 の ニ トロ ソ化 合

物 をGC/MSで 同定 した.合 成 標 品BCPN・Me,

BHCPN-Meお よびBCMN-Meのmass-chromato・

gram(以 下MCと 略 す)の 保 持 時 間 は そ れ ぞ れ

3.3分,4.2分,1.6分 でBCPN-Me,BHCPN-Me,

BCMN-Meの3者 の混 合物 のtotalionconcentra・

tion(以 下TICと 略 す)ピ ー ク と一致 した(Fig.

5-1).Fig.5-1-aと1・cのmass-spectrum(以 下MS

と略 す)で はそ れ ぞ れ の 分 子 イ オ ンピ ー クM+と し

て の ピー ク質 量 数m/z(mは イ オ ンの 質量,zは イ オ

ンの電 荷 数 で 通 常 はz=1)202と174を 認 め る.そ の
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分 子 イ オ ン ピー クM+が 開 裂 して で きた フ ラ グ メン

トピー クの うち で ニ トロソ化合 物 に 特 徴 的 に認 め られ

る とされ て い る7)(M-NO)+す な わ ち(M-30)+に

相 当す る イ オ ンが そ れ ぞ れ172と144に 観 測 され ,1-a

お よび1-cはBCPNお よびBCMNの メチ ル誘 導

体 と確 認 され た.Fig.5・1・bで はm/z218のM+と

156の(M」NO,CH30H)+に 相 当す るイ オ ンが 観 測

されBHCPNの メチ ル誘 導 体 と確 認 され た .そ れ に

対 して検 体(Fig.5-2)に はFr.II-MeのTIC,

MC・MSが 示 され て い る.一 トロ ソ化 合 物 以外 の多

くの ピー クがTICに 認 め られ るがF三9.5-2-a,2-b,

2-cのTlc,Mcに は そ れ ぞれ 合 成 標 品(Fig .5-1)

の1-a・1-b,1・cの 保 持 時 間 と一 致 した ピー クが 認 め

られ ・ さ らにMSで も2-a,2-b,2-cの 開 裂様 式 は そ

れ ぞれ1-a・1-b,1-cの それ に一 致 し,2-a,2-b,2.c

はそ れ ぞれBCPN,BHCPN,BCMNと 同 定 され た .

BBNとBOPNの 合 成 標 品 のGC/MS分 析(Fig .

&1)で は,1-dお よび1-eのMCの 保 持 時 聞 は
,そ

れ ぞれ3.3分,1.5分 でTICの ピー ク と一 致 した .1-d

のMsで は,m/z174のM+と157の(M-oH)+に

相 当す るイ オ ンが 観 測 されBBNと 確 認 され た .1-e

のMsで は ・m/z158のM+と129の(M-CH2CH3)+

に 相 当す る イ オ ンが観 測 されBOPNと 確 認 され た .

そ れに 対 してFig・6-2に はFr.IIIのTIC ,MC,

MSが 示 され て い る.2-d,2-eのTIC
,MCに は そ

れ ぞれ 合 成標 品(Fig.6-1)の1-d,1-eの 保 持 時 間 と

一 致 した ピー クが 認 め られ
,さ らにMSで も2-d,

2-eの 開 裂 様 式 はそ れ ぞ れ1-d ,1-eの それ に一 致 し,

2-d,2-eは そ れ ぞ れBBN ,BOPNと 同 定 され た.以

上 の よ うに イ ヌ尿 中 に お い て も ラ ッ トを は じめ他 動 物

と 同様 に4・8)投与 物 質 のBBN以 下BCPN ,BHCPN,

BCMN,BOPNの 各 代 謝 ニ ト ロソ化 合 物 が 確 認 され

た.な お,コ ン トロー ル(無 処 理)の イ ヌの 尿 よ り抽

出 され たFr.II・Meお よびIII'のTIC,MCお よ

1号1989年

びMSで は,そ れぞれ上述の5種 のニトロソ化合物

の特徴的なTIC,MCの ピークおよびMSパ ターン

は観測されなかった.
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〔3〕GC-TEAに よる定量

BBNと そ の代謝物 であ るBCPN ,BHCPN,

BCMN・BOPNの 各 ニトロソ化合物の濃度とG(}

TEAに よるピーク値 との関係は1 .0～6.Ong/mlの

範囲で直線関係が得られた(Fig.7) .こ の標準曲線

をもとに検体中に含まれ る各 ニトロソ化合物の5週

未満から25週 までの5週 おきの各代謝物を定量した

(Table1).1日/週 の休薬日の蓄尿からはBBNと

BCPN,BHCPN,BGMNお よびBOPNの 各代謝

ニトロソ化合物はまったく検出されないことが確認さ

Table1・Nit・ …-c・m・ ・und・i・d・gA・
ndB・ …i・ ・(E。peri_,・)

』lt「os・-c・m・ ・und・(㎎)D・9く5・5・1・ 。15。2。 。25。

BCMN

BHCPN

BCPN

BBN十BBN-G

BOPN

A

B

A

B

A

A

B

A

B

20ユ.6

143.8

182.2

136.3

14.4

67.5

2.4

2.1

1、8

1,4

159.O

I54.1

128.7

92,0

48,0

55.2

2.9

1.O

l.1

1.6

120.9

81.2

101.4

64.4

46.8

42.0

4.4

3.4

0.6

0.4

75.4

45.5

67.6

42.0

39,0

28.0

4.6

ユ.4

0.5

0.2

119.0

59.8

127.8

49.4

45.5

23.4

0.6

0.8

1.2

0.7

99.2

110.8

124.0

109.2

52.7

52.9

8.9

1.2

L3

1.5
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れ て い る.な お,原 則 として1日 の 全 尿 を蓄 尿 す る こ

とに した が,常 に正 確 な1日 尿 量 が得 られ た とは い え

な か った た め そ の 一 部 を サ ンプ リ ング す る こ とに し

た.よ っ て,5種 の ニ トロソ化 合物 す なわ ち ,BBN,

BCPN,BHCPN,BCMN .BOPNの 各成 分 を構 成

比 と して 表 示 す る こ と と し,以 下 の 解 析 を 行 った.

実 験 犬2頭 をA,Bと す る と,イ ヌAお よびBの 各 ニ

トロ ソ化 合 物 全 体 の5週 お き の構 成 比(Fig .8-1)を

み る と,両 犬 と も5週 未 満 で はBCMNとBHCPN

が 多 く,次 い でBCPNの 順 で あ った .こ れ らFr,II

に 含 まれ る ニ トロ ソ化 合 物 がBBNの 代 謝 物 の90%以

上 を 占め,残 りはFr.1お よびIIIに 含 まれ る代謝

を 受 け な か ったBBNと グル ク ロ ン 酸抱 合 を 受 けた

BBN-Gお よびBOPNで あ る .そ して これ らの構 成

比 は25週 目まで 大 き く変 わ って い ない.こ れ らの ニ ト

ロ ソ化合 物 の うちBCPNが 膀 胱 発 癌 に 深 く関係 す る

こ とが 従 来 よ り報 告 され て お り4,9>,本 実 験 で もこの

BCPNに 着 目す る とイ ヌBは イ ヌAに 比 べ全 般 的 に ,

BCPN排 泄 量 の比 が 大 き い傾 向に あ る(Fig .8-2).

両 犬 と も少 量 しか 検 出 さ れ な か った,Fr.1お よび

IIIに 含 まれ る代 謝 を受 け なか ったBBNは 微 量 で ,

〔1〕
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d・g・/

囎

〔2〕 (%)
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BCPN

0.2

0.1

33

0510152025w6eks

Fig・9・Rateofglucuronicacidconjugation

ofBBN

かつ大部分がBBN-Gで あ り,こ れらの うち,両 犬

間の非抱合体の経時的変化には著明な差は認められな

かった(Fig.9).

〔4〕形態学的観察

膀胱粘膜の経時的変化は,内 視鏡観察では2頭 の実

験犬のうちイヌBで は20週 目に膀胱頂部に限局した数

個の小腫瘍が認められ,他 部位粘膜には発赤,腫 瘤な

どの異常はなかった.そ の腫瘍のcoldpunchbiopsy

に よる病理学的所見では,内 反傾向を示す腫瘍病巣が

観察されたが異型性は軽度である(Fig.10),そ れに

対 し,イ ヌAで は20週 目には膀胱粘膜に何 らの 肉眼

的異常も認められず,30週 目に初めてイヌBと 同様の

小腫瘍が頂部に認められた.こ れらの初期病変は,

BBNの 投与を中止すれば可逆的に腫瘍が消失するマ

ウスにおける単純性過形成1。)に相当するものとかんが

えられた.

実験ll:実 験後期における尿中BBN代 謝物に関する

研究

5頭 のイヌの103週 目か ら164週 目までの尿中ニトロ

ソ化合物を実験1と 同様の方法で抽出し,定 性および

定量したところBCPN,BHCPN,BCMN,BOPN

およびBBN-Gの 各代謝物を認めたが その観察期間

中,各 犬とも定量値にほとんど変動はなく,そ の平均

値をみると(Table2),BBN-G,BBN.BOPNは 少

なく,実 験1と 同様に5%以 下である.BCMNは も

っとも多く50%前 後を占め,BCPNは 実験1と 比較

するとあきらかに多 く,BHCPNの 割合がより少な

くなっている.す なわち長期投与では投与早期とくら

べBCMNお よびBCPNの 割合が増加し,BHCPN

の割合が減少していた.5頭 のイヌの発癌時期に差が

みられたが,も っとも早 く103週 目において腫瘍の認

められたイヌCで は,次 第に乳頭状および非乳頭状

腫瘍が多発し,ユ20週 目頃より肉眼的血尿および頻尿

などの症状 もみられた.そ の腫瘍部分の組織所見は

transitionalcellcarcinoma,grade3で あ った(Fig .

11,A)。 もっとも遅く164週 目に膀胱頂部 に肉眼的腫
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ComPositionrateofnitroso・compoundsinthefivedogs,

urine(ExperimentII)

Nitroso-compounds(%)Dog C D E F G

BCMN

BHCPN

BCPN.

BBN十BBN-G

BOPN

47.9

24.3

23.7

3、2

0,9

49.5

23.7

24.4

1.3

1.1

49.149.7

24.922.6

23.724.6

1.92.5

0.40,6

58.2

22.5

17,3

1.7

0.3

Periodoffirstobserved

tumors(weeks)

103 127 137 137 164

Fig.iu.
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瘍の初発が認められたイヌGの 組織所見 は一部内反

傾向を示すものの核の異型性に乏しいfocalhyper・

plasia(Fig.11,B)の 状態で,イ ヌGと 残 り4頭 の各

ニトロソ化合物の構成比を比較するとイヌGのBCPN

は17.3%と 少なく,本 実験でも腫瘍発生時期に対する

BCPNの 関与が示唆されだ.

考 察

N一ニ トロソ化合物の分析法の概要は,抽 出,濃 縮,

測定および確認の4段 階からなる。第一段階の抽出は

有機溶媒によるものが一般的である.第 二段階の濃縮

は第一段階で得られた試料に対して行われるが,有 機

溶媒の留去の際の低沸点のN一 ニトロソ化合物の損失

を考慮しなければならない.第 三段階の測定法には,

薄層 クロマ トグラフィー法(以 下TLCと 略す),比

色法,ガ ス クロマ トグラフィー法(GC),高 速液体ク

ロマトグラフィー法(以 下HPLCと 略す)な どがあ

る.こ の うちTLC法 お よび比色法は,N一 ニトロソ

化合物の検出の選択性に欠け,あ るいは検出感度がき

わめて低いため,現 在では生体,食 品試料の検出には

ほとんどもちいられていない.正 確な定量値を得るた

めには,GC'あ るいはHPLCが 最適である.第 四段

階の確認にはGCIMS'が 必須である.

BBNと その尿中代謝ニトロソ化合物の分析法は,

抽 出は基本的には有機溶媒を用いた液々分配法で十分

である4)分 離,測 定法として鈴木 らは,お もにTLC

法を用い4・5・8;29),他に もGCも 用いられている29).

和 田らはHPLCを 用いてBCPNを 分析 している9).

N一ニ トロソ化合物の'GCに よる分析法 の測定感度

は,最 近,電 子捕獲検出器(ECD)に よりその測定

感度はピコグラムのレベルにまで上がっtcll).し か し

この方法ではニ トロサ ミンを揮発性の誘導体に変換し

てから測定するたあ不揮発性ニトロサ ミンは分析でき

ない.石 橋 らは,発 癌性を有するN一 ニ トロサルコシ

ンやN一 ニトロソプロリンなどの不揮発性ニトロソア

ミノ酸を ジアゾメタンにて揮発性 のメチルエステル

誘導体 としGCに より定量 しえたことを報告してい

る12).わ れわれの実験でも,Fr.IIに 属するBCPN.

BCMNお よびBHCPNは いずれもカルポキシル基

を有する不揮発性ニトロサ ミンであることからジアゾ

メタンにより揮発性ニトロサ ミゾとした.一 方,さ ら

に高感度で微量のN-=ト ロソ化合物の検出器として

GCと オンラインさせたTEA(thermal'energy

analyzer)か1970年 代 にFineら に より開発され

た13・1の.TEAはN-=ト ロソ化合物を選択的に検出

するので検体をGCに より分離した際に生 じる妨害

35

成 分 を除 去 す る こ と,す なわ ち ク リー ン ナ ップ の操 作

を 省 くこ とが で き15),か つppbレ ベ ル の迅 速 分 析 に

適 してい る.GC・TEAを 用 い た環 境 中 の ニ トロソ化

合 物 の分 析 に 関す る報 告 は 多 く,ビ ー ル,ベ ー コ ン等

の食 品 中16・17)を初 め,化 粧 品18),ゴ ム製 品IP)の そ れ ら

の分 析 に 応 用 され,お もにdi皿ethylnitrosamineが

検 出 され た こ とが 報 告 され て い る.こ のTEAを 用 い

た 発 癌 性 ニ トロ ソ化 合 物 の 分析 で は垣 添 らは 尿 中 お よ

び 糞便 中 の 揮 発 性 ニ トロソサ ミン と し てdimethyl-

nitrosamineお よびdibutylnitrosamine(以 下

DBNと 略 す)を 検 出 した こ とを 報 告 して い る.強 力

な発 癌 剤 で あ る後 者 を 検 出 しえたGC・TEAは 注 目に

値 す る測 定 法 で あ る20・2D.A五roldiら はBBN投 与 ラ

ッ トに お け る 尿中BCPNをTMS化 しGC-TEA

に よ り分 析 した成 績 を 報 告 して い るが22),BBNの 尿

中 代 謝 ニ トロ ソ化 合 物 を ジア ゾメ タ ンで メチ ル化 し分

析 した 報 告 は な く,今 回わ れ わ れ が 用 い た 尿中 ニ トロ

ソ化 合 物 を ジア ゾメタ ンに よ り メチ ル化 し た も の を

GCTEAに よ り分析 す る方 法 は,抽 出方 法 の簡 略 化

お よび 検 出 の 迅 速 性 と精 度 の 点 で 従 来 のTLC法 や

GC法 な どの分 析 法 よ り優 れ て い る と考 え ら れ る.

N一 ニ トロ ソ化 合 物 は,N-NO基 の 開裂 に よる(M-

NO)+が 容易 に 検 出 され る のでGCIMSに よ る同 定

法 の よい対 象 とな って い る.CIMF(化 学 イ オ ン化 マ

ス フ ラグ メ ン トグ ラ フ ィー)法2e)や 陰 イ オ ソマ ス スペ

ク トル法24)で も と もにdimethylnitrosamineが 報告

され て い る,EI(電 子 衝 撃)-MSで は そ の特 徴 的 な

NO基 のm/z30を 容 易 に検 出で き る こ とが 確 立 さ

れ て お りわ れ わ れ も用 いた25).

BBNと そ の2つ の側 鎖 がbutyl基 で あ るDBN

は 膀 胱 に 対 す る 選 択 的 な 発 癌 物質 と してDruckley

に よ り報 告 され て 以 来2e),数 多 くの 研 究 が な さ れ て

きた.特 に 岡 田 に よ る 種 々 のdialkylnitrosamine

の発 癌 性 に 関 す る実 験 に よる と,ラ ッ トお よび マ ウ ス

ではBBN,BCPNを 初 め.EHBN(N-ethyl・N-(4・

hydroxybutyl)nitrosamine,PCBN(N-propy1・N・

(4・hydroxybutyl)nitrosamine)は 膀 胱 に のみ 発 癌 性

が 認 め られ,BBNの 代 謝 産 物 で あ るBCMN,

BOPNに は 発癌 性 が 認 め られ な い4).BBNの 膀 胱 発

癌性 はそ のhydroxybutyl基 が β一〇xidation(Kn・.

op'smechanism)に よっ て3-carboxypropyl基 に

酸 化 され たBCPNに よる とされ てい る5).

今 回 の 実 験 で イ ヌ に お い て もBBN代 謝 ニ トロソ

化 合 物 の う ち,BCPN,BHCPN,BCMNお よび

BOPNの 各代 謝 物 が 確 認 され,ラ ッ ト,マ ウス等 の

他 動 物 と同様 の 代謝 経 路 が 想 定 され る4・i).経 口投 与
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のBBNに 対する感受性の各動物の種差は伊東らによ

るとラット,マ ウスはモルモット,ハ ムスターよりも

感受性が高く2"),さ らにその代謝経路の種差は鈴木ら

によると4・8,28・29)尿中のBBN代 謝 ニトロソ化合物の

うち,ラ ット,マ ウスではBCPN排 泄量が多 く相対

的にBCMNは 少ないとされ,モ ルモット.ハ ムスタ

ーでは逆にBCPNは 少なくBCMNが 相対的に多い

とされている.し かもBBNに 対する感受性の差を

BCPNの 排 泄率の差に帰するとしている.モ ルモッ

ト,ハ ムスターと同様にイヌの投与初期のBCPNの

排 泄率は投与BBNの7%に す ぎない4).し か し,わ

れわれの実験では連続投与すると初期(15週 目まで)

に15～20%ま で漸増し,以 後プラトーにな り投与後期

(実験 ∬)に おいてもこの割合を維持することがわか

る.し かし,ラ ットの初回投与における43%に はおよ

ばず,イ ヌはBBNに 対する感受性の低い動物種と言

える.

次に今回の実験で示されたようにイヌの間で腫瘍発

生時期に個体差がみられた.実 験!に おいては膀胱粘

膜の初期変化であるfocalhyperplasiaま でのBBN

代謝 ニトロソ化合物の変動は,粘 膜変化の早いイヌの

方がBCPN排 泄量が多い.実 験Hに おいても異型性

の高い腫瘍をもつイヌの方がBCPN排 泄量が多いこ

とは,BBNか らBCPNへ の代謝の多いものほど,

よ り多くのBCPNが 膀胱粘膜に接することによって

腫瘍発生の時期に関与することが十分にうかがわれ

る.同 時に腫瘍発生時期の個体差も同様にBCPNへ

の代謝の差によるものと考えられる.岡 島らによると

BBN投 与 ビーグル犬においてBBNhigh・dose群 は

low-dose群 よ りも腫瘍発生時期は早く,し かも異型

度は高い30).こ のことは今回の実験からhigh-dose

群では尿中BCPN排 泄量が多いために,腫 瘍発生時

期が早いものと推測され,BCPNの 腫瘍発生時期と

BCPNと の 関与が裏付 けられ た.グ ルクロン酸抱

合に関しては,発 癌物質 は一般的に肝において 中間

体としてのN一 水酸化体をつ くる ことが明らかで,

Kadlubarはinvivoで イ ヌ,ラ ットおよび ヒトの肝

ミクロゾームでN一 水酸化2一ナフチラミンがN一 グル

クロン酸抱合体を生成することを報告しているSl).こ

の抱合体は肝から腎へ輸送され尿中に排泄される.尿

はpH5～6の 酸性のため β一glucuronidaseに より

加水分解され,再 びN一 水酸化体をつ くり,膀 胱腫瘍

患者ではその活性が上昇して いるとされて いる㌧2).

BBNに 対する尿中代謝物としてのBBN・Gの 比率

はラットでは岡田によると2%6),Airoldiに よると

0.05%22)と の報告であるが,わ れわれのイヌの成績で

はBBNの ほ とんどは抱合体(BBN-G)を つ くり2

%前 後 とラットの比率とほぼ同じであった,非 抱合体

のBBNは 微量Fr.1に 認め られるのみであった.な

お,イ ヌでこの抱合体の形をとるのは原物質のBBN

のみ であった.す なわちFr.IIIを 抽 出した後の尿を

Fr.IIと 同様の方法で分析 したところFr.IIと 一致

することが予備実験で確認され,諸 家の報告と一致 し

ている4・22).ラッ ト,マ ウスに比べてBBNに よる膀

胱腫瘍の発生が遅いモルモットではBBN-Gは9%

と高い割合で尿中で認められ6),グ ル クロン酸抱合能

が高いことが腫瘍発生時期をおくらせていると考えら

れた.し か し,わ れわれのイヌの成績では腫瘍発生時

期 とBBN-Gの 比率の間には,特 定の傾向は認めら

れず,イ ヌにおいてはグルクロソ酸抱合能は,BCPN

の よ うに膀胱腫瘍発生に関与 しているとは考えられな

かった.

結 語

BBNを 投 与したビーグル犬の尿中代謝 ニトロソ化

合物をG(FTEAを 用いて定性分析 し,さ らにGCl

MSに よ り同定し,以 下のような結果を得た.

LBBN投 与犬の尿中よりBCPN,BHCPN,

BCMN.80PNお よびBBN・Gの 各代謝物を確認し

た.

2.そ れ ら尿中ニトロソ化合物を再びGC-TEAを

用いて定量分析したところ初期投与期間ではBCMN

がもっとも多 く,次 いでBHCPN,BCPNの 順 で,

BOPNとBBNお よびBBN-Gは 少量であった.後

期投与期間ではBCMNとBCPNの 増加とBHCPN

の減少が認められた.

3,膀 胱粘膜の腫瘍発生時期の差はBCPNの 尿中

排泄量の差によるものと考えられた.

4.BBNの グルクロン酸抱合体と腫瘍発生時期と

の間には特定の関係は得 られなかった.

稿を終えるに際し,実 験方法等につき御指導をいただいた

神戸大学公衆衛生学教室住野公昭教授ならびに終始種々の協

力,助 君をいただいた教室員の皆様に感謝致します.

なお,本 論文の要旨は第74回日本泌尿器科学会総会および

第11回医用マス研究会にて発表した.
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