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実験的膀胱腫瘍に対するビタミンEの

抗腫 瘍効 果 に関 す る研究
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   WITH BLADDER TUMORS INDUCED BY 

 N-BUTYL-N-  (4-HYDROXYBUTYL) NITROSAMINE

Kiyoshi Kudo and Junji Suwa
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   The anticancer activity of vitamin E may involve its functions as an antioxidant free radical 
scavenger, and immunomodulater. We studied the effect of vitamin E on rats with bladder tumors 
induced by N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) nitrosamine (BBN). Three-week-old male Wistar rats were 

given a diet containing 0 (A),  2  mg (B:control),  40  mg (C), and  60  mg (D) of vitamin E per  100  g 
of food, respectively, until they were 30 weeks old. The carcinogen, 0.05% BBN was given in drinking 
water to the rats for 8 weeks from the 9th week of age, and all rats were killed at 30 weeks old. 

   The number and the size of the tumors, the thickness of epithelial cell layers in hyperplasia, 
the diameter of papillary tumor, and the cellular atypia were assessed by using a point method 
according to U-test. As assessment of immune response, the lymphocyte count in blood, the degree 
of lymphocyte infiltration in tissue, and  CD4 (helper/inducer-Tcell)/CD8 (suppressor/cytotoxic-Tcell) 
ratio in blood by flow cytometry using monoclonal antibodies were evaluated according to the 
t-test. Moreover, the correlation between  CD4/CD8, cellular atypia, and serum level of vitamin E 
were evaluated by coefficient of correlation. There were no differences between any two groups 
in the number or the size of the tumors. The cellularity in group A was significantly higher than 
that in group D  (p<0.05). The point of the cellular atypia tended to decrease, with increasing 
dose of vitamin E, but not significantly, whereas the  CD4/CD8 tended to increase by increasing 
the dose of vitamin E. The degree of lymphocyte infiltration was higher in groups C and D than 
in groups A and B. 

   In conclusion, the correlation between the cellular atypia, the  CD4/CD8, and the dose of vita-
min E suggested that vitamin E acted to induce and strengthen the antigenicity of the tumor 
cell dose-dependently, but the favorable effect of vitamin E aginst tumorigenicity was not clear. 

                                                   (Acta Urol. Jpn. 38: 399-404, 1992) 
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緒 言

ビタミンEは 脂溶性のビタミンとして,生 体膜中に

存在 し,体 内に発生 した活性酸素や フリーラジカルに

対 し,抗 酸化剤そ してフリーラジカルスカベンジャー

として作用するD、

一方 ,酸 素ラジカルと発癌 との関連も注目され,老

化や発癌が酸素ラジカルによるDNAの 障 害 により

惹起される可能性も示唆されているレ3).ま た,化 学

発癌剤はフリーラジカルにより活性化され,抗 酸化剤

で あ る ビタ ミソEが 発 癌 を 抑 制 す る と され1・4),さ ら

に,そ の抗 腫 瘍 効果 と して の免 疫 能 の関 与 も示 唆 され

て い る5-8).し か しな が ら,化 学 予 防 と して の抗 酸化

剤 の有 用 性 に つ い て は,な お,実 験 的,疫 学 的 研究 の

結果 に不 一 致 が み られ,特 に 膀胱 腫 瘍 と ビタ ミンEと

の関 連 に つ い て の研 究 は ほ とん ど行わ れ て い な い9・lo).

わ れ わ れ は ラ ッ トの,N-butyl-N-(4-hydroxyb-

utyl)nitrosamine(以 下BBNと 略 す)に よる膀 胱

腫 瘍 発 生 に対 す る ビタ ミンEの 抗 痙 瘍 効果 を検 討 した

ので 報 告す る.



4総

TableL糞 験飼料

泌尿紀要39巻4号1992年
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実験材料および方法

擦 塞
殿 段

1.実 験 動物

Wistar系 雄 ラ ッ ト(日 本 ク レア)を3週 齢 よ り実

験 に 供 し,}匹 ず つ ケー ジに て飼 育 した.

2.使 周 薬 剤

1)ビ タ ミンE:ビ タ ミンE欠 乏食,コ ン トpm一 ル

食,ビ タ ミソ 霊 菊 珊g/沁 §g飼 料,ビ タ ミソ鷺69

mg/100g飼 料 を 臼本 ク レア社 に依 頼 し,表 の ご と く

作成Lた 〈Tahle…).な お,ビ タ ミソ £添 加 濃 度es,

わ れ わ れ の予 備 実 験 お よび後 述 の文 献考 察 に よ り設 定

した.

2)BBN:BBNをTween99に て溶 解 し,水 道

水 に てO.05%BBN溶 液 を 作成 した.

3.実 験 方 法

Wistar系 雄 ラ ッ ト50匹 を3週 齢 よ り30週 齢 まで ビ

タ ミソE欠 乏 食(A),コ ン トロー ル食(B) ,ビ タ ミ

ン丑4e擶9/1{}09食(C>,ビ タ ミン£6{}田 竃ノ韮{鎗§

食(D)の4群 に 分 け て飼 育 し,そ の間9週 齢 よ り17

週 齢 まで8週 間,各 群 に0.◎5弩BBNを 投 与 した.

30週 齢 時 工 一 テ ル麻 酔下,心 穿 刺 に て採 血,属 殺 し,

膀 胱 一 部 は肝,腎,脾 を も摘 出 した(Fig.1).

1)病 理 組 織学 的 検 査(Table2)

α)肉 眼 的所 見:摘 出膀 胱 の前 面 を 切開 し,腫 瘍 の

数,大 き さを測 定 し,以 下 の ご と く点 数 化 した.数,

0:0,1:1～3コ,24～5uz,36コ 以

上,大 ぎ さ,参:9,圭:粟 粒 大,2:業 米雛 大 ～米

粒 大,3:超 米粒 大 以上 と した.

〈2)線 織 学 釣 齎 見:H-E染 色 に て病 理 標 本 を 作 成

し,組 織 所 見 を 過形 成,乳 頭 状 腫 瘍,腫 蕩 異 型 度 に つ

い て,Squireらll)の 評 価 纂 準 を 簡 易 化 し,以 下 の ご

と く点 数 化 した.過 形 成 は 上 皮細 胞縢 の厚 さに よ り,

0:正 常(1～2層),董3～5層,26層 以上

と し,乳 頭 状 腫 瘍 は 腫 瘍 の最 大 径 を 計測 し,0:腫 蕩

な し,孟:藍 ～2mm,2:3mm以 上 と した,ま た,

腫瘍 異 型 度 は,上 皮 層 の 厚 港,巨 細 胞,核 の形 状 お よ

び 染 色 性,著 しい 核 小 体,細 胞 の 多 形 性,細 胞 配 列 の

乱 れ,そ して,核 分 裂 橡 の7項 §に 注 疑 し,三:何 れ

カ、1コ,2:2～3コ,34～5コz,4=6～7コ

が み られ る もの と した.

2)免 疫学 的検 査

(1)血 中 リンパ球 数 ●白血 球 数 の%で あ らわ した.

〈2)撫 串CD4/CDg率

リンパ球 のsubsetを 抗 ラ ッ トモ ノ ク ローナ ル 抗体

に よ うCD蓬(熱e韮per/圭n蘇 疑cerT-c¢ 韮韮〉,C倉s(s疑p-

pressor/cytotoxicT-cell)と の 比 率 でflowcyto-

metryを 用 い,金 血法12)に て 測 定 した.

〈3}1]ン パ球 漫 潤 度:KE染 色 に よる癖 理 標 本 よ

り各 群 の リ ンパ 球 浸 潤 像 を 以下 の ご と く点 数 化 した.

す な わ ち,ま っ た く兇 られ な い もの:◎(Fig.2),

nodularあ る い はdiffus.eな 浸 潤 が軽 度 に み られ る

もの1(Fig.3),そ して 著 明 に み られ る もの=2

(Fig.4)と した.

3)i血 中 ビタ ミンE濃 度1心 採 愈 を エ ー ザ イK.K.

に 依 頼 し,HPLC法13)に て ・ 血 溝 α一tocophero1



工藤,ほ か=膀 胱腫瘍 ビタ ミンE

(μglml)と して 測 定 した.

4.統 計 処 理

病 理 組 織所 見 はU-test,CD4/CD8,ビ タ ミンE濃

度 はstudent'st。testに よ り有 意 差 を 検 定 し,腫 瘍 異

型性,CD4/CD8,ビ タ ミンE濃 度間 の関 連 性 を 相 関 係

数 に て検 討 した.

Table3.肉 眼 的評 価
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腫 癌 散 腫癖サイズ
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結

1.病 理組織検査

1)肉 眼的評価

果

A(14)15082.1±1.115621.6±0.8

B(15)010411.4±0.60564書.9±0.8

C(5)04101.2±0.403201.4±0.5

D(16)17621.6±0.8131201.7±0.6

():n

Table4.組 織 学 的評 価
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Table5.腫 瘍 異 型 度
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B(15)011133.1±0.5
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肉 眼 的 には 腫 瘍 数 に お いて ビタ ミンE欠 乏 群 が コ ン

トロ ール 群 に比 して 多 か った(P=・O.085)が,有 意 差

な く,腫 瘍 サ イ ズ に も有 意 差 は み られ な か った(Ta-

ble3).

な お,体 重 比 で 検討 した 肝,腎,脾 の重 量 に は 各群

間 で 有意 差 が み られ な か った(デ ー タ示 さず).

2)組 織 学 的 評 価

組 織 学 的 に は 過 形成 の上 皮 細 胞 層 の厚 さ(P〈O.Ol),

乳 頭 状 腫 瘍 径(P<o.05)に お い て,ビ タ ミソE欠 乏

群 と ビタ ミンE60mgと の間 に有意 差 がみ られ,ビ

タ ミソE欠 乏 群 の細 胞 増殖 性 が 強 か った(Table4).

また,腫 瘍 異 型 度 は ビタ ミ ソE欠 乏 群 が も っ と も高 く,

以下 コ ン トロール 群,ビ タ ミンE40mg群,60mg

群 の 順 とな り,欠 乏 群 と60mgと の間 に 有 意 差 の傾

向(P=0.058)が 認 め られ た(Table5).

2.免 疫 学 的 検 査

1)血 液 リンパ球 数

血 液 リ ソパ 球 数 を 白血 球 数 に 占 め る率 で 検 討 した が,

ビタ ミンE欠 乏 群:55.4±6.8%,コ ン トロール 群:

47.4±9.5%,ビ タ ミンE40mg群=54.6±7.0%,
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Tab!e6.免 疫学的評価お よび血中ビタミンE濃 度

リンパ疎敷
(%)

CD4/CDsリ ンパ 球浸潤度
ビタ ミンE温 度

(μ9/mt)

A(5)55.4±6.8

B(5)47.4±9.5

C(5)54,6±7.O

D(6)47.8±2.9

2.0±1.2

2.8±1.4

2.9±0.3

3.4±0.5

0.28±0.38

0.68±0.41

1.28±1.22

1.12±0.61

0.5±0,2

14.3±2.1

29.2±6,9

34.O±4.9

(}:n,(Metn±SD》

ビ タ ミンE60mgge=47.8±2.9%で あ り,有 意 差

は認 め られ なか った(Table6).

2)血 中CD4/CD8率

細 胞 性 免疫 能 の 傾 向 をみ る 目的 でhelperT-cel且,

suppressorT-cellの 表 面 マ ー カ ー であ るCD4と

CD8の 比 率,CD4/CD8ratioを 検 討 した とこ ろ,

ビタ ミンE欠 乏 群:2.0±L2,コ ン トロー ル群=2 .8

±1.4,ビ タ ミンE40mg群:2.9±0.3,ビ タ ミン

E60mg群=3.4±O.5と な り,後 述す る ご と く血 中

ビ タ ミンE濃 度 の上 昇 に 平 行 して 上 昇 し,ビ タ ミンE

欠 乏 群 と ビタ ミンE60mg群 との 間 に有 意 差 の 傾 向

(P=0.0587)が み られ た(Table6).ち な み に,BBN

非 投 与 の ビタ ミソE欠 乏群,コ ン トロー ル群,ビ タ ミ

ソE40mg群,ビ タ ミンE60mg群 のcD4/cDs

ratioは,お の お の2.2±0.3,2.8±0.5,2.7±0.7,

そ して2.6±0.6で あ り,各 群 間 で 有意 差 は み られ なか

った.

3)リ ンパ 球 浸潤 度

リンパ球 浸 潤 度 は ビタ ミン欠乏 群0.28±0.38,コ ン

トロ ール群0.68±O.41,40mg群1.28±1.22,60mg

群1.12±0.61と な り,ビ タ ミンE投 与 群 で 高値 を示 し

た が有 意 差 は え られ なか った.ま た,BBN非 投 与 の

各群 では い ず れ も リンパ 球 浸 潤 像 は み ら れ な か った

(Table6).

3.血 清 ビタ ミソE濃 度

血 清 ビ タ ミソE濃 度 は摂 取 量 に よって,明 瞭 に差 を

示 し,ビ タ ミンE欠 乏 群0.5±o.2μg/ml,コ ン トロー

ル群14.32±2.1μg/m1,40mg群29.2±6.9μg/ml ,

60mg群34・0±4・9μ9/mlで あ った(Table6) .な

お,実 験 動 物 の 摂取 食 餌 量 は1日10～15gで あ った.

4,血 清 ビタ ミソE濃 度,腫 瘍異 型 度,CD4/CD8閻

の関 連 性

ビタ ミ ソE濃 度 と異 型 度,CD4/CDsと 異 型 度 との

間 に は負 の 相 関 関係 の 傾 向 がみ られ(お の お の,r=

-0.422,p=O .06,r=-O.94,p=O.06),一 方 ,ビ タ ミ

ンE濃 度 とCD,/CD8と の 問 には
,正 の 相 関 関 係 の傾

向が み られ(r=O・633,p・=O.001),ビ タ ミンEの 細 胞

性 免 疫 能賦 活 を介 して の抗 種瘍 効果 が 示 竣 され た.

考 察

悪性腫瘍に対する診断,治 療における著しい進歩に

もかかわ らず,悪 性腫瘍の頻度は減少せず,死 因の第一

位を占めている.し たがって悪性腫瘍に対する予防医

学の重要性は明白であ り,近年,化 学予防を目的とした

多くの疫学的9・10・14),実験 的3・6・7・15)研究が行われ,ビ

タミソA,C,Eな どの有用性は,あ る程度示されて

はいるが,ビ タミソ冠による,特 に膀胱腫瘍に対する

検討はほとんどみられない.緒 言で述べたごとく,ビ

タ ミンEに は化学発癌物質による発癌を抑制すること

が期待され,ま た,膀 胱腫瘍はその原因として,化 学

発癌物質などの環境因子との関連が最 も重視 される代

表的な悪性腫瘍の一つである.わ れわれは,こ の点に

注目し,ラ ットのBBNに よる膀胱 腫瘍発生に対す

るビタミソEの 影響を検討 したが,肉 眼的には,BBN

投与例のほぼ全例に腫瘍がみられ,ビ タ ミンEの 抗腫

瘍効果を認めることはできなかった.し かし,腫 瘍部

以外の過形成,乳 頭状腫瘍径,腫 瘍異型度などにはビ

タ ミソE欠 乏群とビタミンE60mg群 との間に有意

差の傾向はみられたものの,な お化学予防を 目的とし

た,コ ソトロール群とビタミンE投 与群間に有意差は

えられなかった.Cookら16)も マ ウスの実験的結腸直

腸癌に対するビタミン£の抗腫瘍効果を検討し,同 様

に,発 生頻度に差をみなかったが、腫瘍数と悪性度に

おいて抑制効果を認めている.

ビタミンEの 抗腫瘍機序の一つに免疫賦活能があげ

られ5-8,15),ヘ ルパーT細 胞の活性化 が指摘されてい

る.す なわち,Tanakaら6)」 は マウスの抗ハムスター

赤血球抗体産生能が普通食の10倍 のビタミソE強 化食

で増強すること,そ してハプテンキャリヤー複合物を

抗原とした実験か ら,ビ タミンEの 抗体産生増強効果

がヘルパーT細 胞の機能充進によることを報告 した.

また,安 永 ら15)はマウスの脾細胞のmitogenに 対す

るリンパ球幼若化反応のビタミソEの 効果,そ してビ

タミンEに よって免疫能賦活された脾細胞の培養腫瘍

細胞に対する腫蕩増殖抑制効果から,ビ タミンEは ヘ

ルパーT細 胞を活性化し,二 次的に細胞障害性T細 胞
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を誘導する可能性を示唆した.わ れわれは,フ ローサ

イトメ トリーによりcD4/cD8を 検討 し,cD4/cD8

が ビタミンE濃 度と平行して高値とな り,し か も腫瘍

異型度とは負の相関関係を示す ことを認めた.CD4/

CD8の 高値を単純にヘルパーT細 胞優位とは判断で

きないが17)上述の関連を考慮すると,ラ ットの化学的

発癌物質による膀胱腫瘍細胞は,ビ タ ミンE投 与によ

りクラス互MHC抗 原(主 要組織適合抗原)を 発現す

る可能性が示唆される.ま た,組 織像のリンパ球浸潤

度も有意差 とはならなかったものの,ビ タミソE投 与

群が高値を示し,こ の推測を支持するものと考える,

El-Demiryら18)は 膀胱上皮内癌に対するBCG膀 胱

注入により,免 疫組織化学的に,helper/inducerT-

cell優 位 のリソパ球浸潤像を認めている.わ れわれの

所見は免疫組織化学的に検討されなければならないの

は当然のことである.

さて,ビ タミソといえ ども適量は考 えられ,安 永

ら15)はマウスを用いた実験で,リ ンパ球幼若化反応を

指標 として,5～201U/kg/dayの ビタミソE腹 腔内

投与量では免疫能賦活され,801u/kg/dayで は抑制

されることを認めた.わ れわれはラットを用い,ビ タ

ミンEを 経 口投与 したので比較は困難であるが,安 永

ら15)は治療群の血中濃度をコントロールの2倍 程度に

高めるのが適当とし,Wangら19)は2～4倍 の血中

濃度が適当としていること,そ してわれわれの実験で

はビタミンE40mg群 で コソトロール群の2倍,60

mg群 で2.4倍 であったことから,ほ ぼ適量 と考えら

れる.し か し,10倍 量 で最大効果がえられた,と の報

告6・8)もあ り,至 適投与量については,な お検討の余

地があるものと考えられる.本 研究において,腫 瘍抑

制効果がなお不明瞭であった理由として,発 癌物質の

投与量,投 与期間,実 験動物種差,ビ タミンEの 投与

量,投 与法,投 与タイミングなど,多 くの因子が複雑

に関連しているものと考えられる.

本研究中,ビ タミンEの 副作用と思われる異常所見

はみられず,全 例順調に経過 し,ま た,各 群の摘出肝,

腎,脾 などの重量に差がみ られなかったごとく,安 全

性は確認され,ま た,腫 瘍抑制効果の兆しも見えたの

で,本 問題はさらに綿密なスケジュールのもとに検討

されるべき価値のあるものと考えられる.

結 語

3週 齢 のWstar系 雄 ラ"tト を4群 に 分 け,3G週 齢

まで ビ タ ミンE欠 乏 食,コ ン トロール 食,ビ タ ミンE

40mg/100g食,ビ タ ミソE60mg/lOOg食,に て

飼 育 し,そ の 間9週 齢 よ り17週 齢 まで8週 間,各 群 に
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0・05%BBN含 有水を投与し,30週 齢時に屠殺して,

膀胱腫瘍の発生状態,心 採血による血清ビタミンE濃

度,血 中 リンパ球数,血 中CD4/CD8お よび組織の

リンパ球浸潤度を測定 し,ビ タミソEの 抗腫瘍効果を

検討 し,以 下の結果をえた.

1)肉 眼的にはビタミンEの 抗腫瘍効果は認められ

なかった.

2)組 織学 的にはビタ ミンE欠 乏群と ビタ ミソE

60mg群 に有意差がみられ,ビ タミンEの 抗腫瘍効

果は認められたが,な お,コ ントロール群との間に有

意差はなかった.

3)血 中 リンパ球数には各群間で差はみられなかっ

たが,病 理組織検査におけるリソパ球浸潤度はビタ ミ

ソE投 与群が高値を示 し,ま た,CD,/CD8は 血中 ビ

タミンE濃 度が上昇するにつれ高値 となり,一 方,腫

瘍異型度は低下し,ビ タミソEは 濃度依存性に腫瘍細

胞の抗原性増強に関与することにより抗腫瘍的に作用

することが示唆された.

以上の結果より,ビ タミンEの 化学的予防剤 として

の有用性についての結論を引き出すには,さ らに綿密

なスヶジュールによる検討の要があり,ま た,そ の価

値のある問題であるものと考えられた.

本論 文の要 旨は第78回,第79回 日本泌尿器科学会総会にお

いて発表 した。
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ました慈恵医大第三病院院長鳥海純教授に深謝いた します.

さらに,実 験に御 協力いただいた当教室の広川美智代嬢 に感
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