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Epsteirn-Barrウ イル ス関連早期 抗原発現誘導 系

に よる尿 中膀胱 発癌 プ ロモ ー ター検 出の試 み
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    We assessed the possibility to detect promoters of bladder carcinogenesis by a short-term in vitro 

assay utilizing the activation of Epstein-Barr virus (EBV) expression in EBV genome-carrying human 

lymphoblastoid cells. This system is composed of EBV-nonproducer Raji cells as the indicator, n-

butyrate as the EBV-inducer and the test substance. None of eight known bladder carcinogens  (2- 

naphthylamine, 2-acetylaminofluorene,  N-buty-N-(4-hydroxybutyl)nitrosamine,  N-butyl-N-(3- 

carboxypropyl) nitrosamine, N-methyl-N-nitrosourea,  N-[4-(5-nitro-2-furyl)-2-thiazolyl] formamide, 

benzidine, cyclophosphamide) or five promoters (sodium saccharin, sodium cyclamate, urea, allopurinol, 

DL-tryptophan) were detected by this system. Normal urine from 20 rats did not activate the EBV 

genome. Neither the 0.45  pm membrane filtrates nor ether extracts of urine obtained from rats given 

one of 4 bladder carcinogens, 4 promoters or phorbol 12-myristate 13-acetate reacted with this system, 

whereas those from rats given either vincristine or vinblastine did, although their activity for pomoting 

bladder carcinogenesis is not known. Urine samples from 42 patients with bladder cancers, when 

tested as filtrates, ether extracts or XAD-2 resin adsorbates, did not activate EBV expression. These 

results suggest that EBV-acticating substances contribute little to promotion of bladder carcinogenesis 

and that this test might not be applicable for screening of tumor promoters in urine. 
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緒 言

発癌の二段階説は,1940年 代にBerenblumら に

よ り皮膚癌 のモデルで確立 されだ概念であ り,膀 胱癌

に関 しても適用 できることが示 唆され てい る1).そ の

第1段 階,イ ニシエーシ ・ンは,単 独 でも十分量 を与

えね ば発癌 をみ る癌原物質に よ り短 期間に おこされる

不可逆性 の過程,続 くプ ロモーショ ンは緩徐で長 期間

を必要 とし,少 な くともその一部は可逆的 である発癌

の促進過程 である2).こ の説に したが うならば膀胱発

癌の プロモータ ー(本 稿では プロモーシ ョン作用を示

す化学物 質で,イ ニシエ ーシ ョン作用 を有 しな いもの

を さす ことに してお く2))を発見 し,そ の作用を抑制す

ることに よ り早期発見,早 期治療 が可能に なるのでは

ないか と期待 され る.さ らに尿中にプ ロモーターが検

出されれば,尿 路悪性腫瘍の多発性,高 再発性を も説
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明で きるであろ う.し か し現在腫瘍 プ ロモ ーターの短

期検索法 としては,発 癌物質イニシエーター検索に お

け るAmes試 験3)に 匹敵す るよ うな確立された方法

はない.そ こでわれわれは一 部の腫瘍 プロモ ーターが,

Epstcin-Barrウ ィルス(EBV)潜 在感染 ヒ トリン

パ芽球様細胞に おけ るEBV関 連早期抗原(EA)の

発現を促進す る とい う事実に着 目し4"6),こ の系 の膀

胱発癌 プロモーター検索への応用 の可能性について検

討 を加えた.

材料および方法

1.使 用 化学 物 質

n一酪 酸 は和 光 純 薬 か ら,膀 胱 発 癌 物 質7)N-methyl-

N-nitrosourea(MNU)お よび2.acetylamino-

fluorene(AAF)は 半 井 化 学(京 都),N-〔4-(5・nitro-

2-furyl).2.thiazolyl〕formamide(FANFT)はSaber

Lab.Inc.(U.S.A.),N-butyl-N-(4-hydroxybutyl)・

nitrosamine(BBN)は 泉 化 学(横 浜),N-butyl-N-

3-carboxypropyl)-nitrosamine(BCPN)は 東 京 生

化 研,岡 田正 志 博 士 よ り,2-naphthylamineは 東 京

化 生 販 売(東 京),benzidineはSigmaChemical

Co.(U.S.A.),cyclophosphamide(CYC)は 塩 野 義

製 薬(大 阪)か らそれ ぞ れ 入 手 した,膀 胱 発 癌 プ ロモ

ー タ ー7>DL-tryptophanは 和 光 純 薬(東 京) ,sodium

saccharinは 小 野 薬 品(大 阪),sodiumcyclamate

(チ ク ロ)は 武 田薬 品(大 阪),allopurinolは 田 辺製

薬(大 阪),ureaは 半 井 化学(京 都)か ら購 入 した.

EBV-EA発 現 誘 導 物 質4,s)で あ るphorbol12-

myristate13-acetate(TPA)はConsolidatedMi-

dlandCorp.(U.S.A.),ビ ンク リス チ ン(VCR),

ビ ンブ ラス チ ン(VLB)は 塩 野義 製 薬(大 阪)か ら

購 入 した.こ れ らをRaji培 養 液 中 に 加 え る時 は,水,

dimethylsulfoxide(DMSO)ま た は エ タ ノール に

溶 解 し,ラ ッ トに経 口投 与 す る時 は,水 に 溶 解 す るか

オ リー ブ油 に 懸 濁 した.

2。 細胞培養 およびEBV-EA誘 発試験(以 下R.aji

誘発試験 と称す る.)

EBV潜 在感染 ヒ トリンパ芽球様細胞株Raji細 胞

の培養液 として,PRMI1640(日 水製薬,東 京)に

10%胎 仔 血清お よび 抗生物質を 加 えた ものを使用 し

た.こ の培養 条件下で,EBV-EA自 然 発 現率 は,

0.01%以 下 であ った.

Raji誘 発試験 は既報 のごとく4),1×105細 胞/m1

の濃度 に調整 したRaji細 胞に,4mMn一 酪酸 とさ

まざまの濃度 の被験物 質 とを加 え,37℃ で48時 間培

養,塗 抹標本 を作製 し,上 咽頭癌患 者血清を用 いた間

接蛍光抗体法に て,EBV-EAを 染色 し,陽 性細胞 の

率を算 出 した.な お,毎 回n一 酪酸だけの陰性 コン ト

ロール とTPAを 加えた 陽性 コン トロール とを 同時

にお こない,そ れぞれEA陽 性細胞0。25～2.5%,

15～30%で あったので,EA陽 性細胞5%以 上の場合

のみRaji誘 発試験陽性 と考えた.

3。 動物 お よび尿処理方法

雌性Wistarラ ッ ト,体 重200～3009を 全実験に

使用 した.個 別に金属性 メタボ リッ クケージに入れ,

自由に粉末飼料(日 本 クレア,東 京)お よび飲料水 を

与 えたが,尿 採取中に飲料水 のみ とした.Table1の

ごと く化学物 質を投与後,48時 間 内の尿をすべて採取,

半量を0.45μmミ リポア フィルターで濾過,-20℃

に検査時 まで保存 した.残 りの半量はエ ーテル抽 出後,

抽 出物 の濃度 が10皿9/mlと なる よ うにDMSOに

溶解 して使用 した.す べての テス ト物 質につき3匹 以

上 のラ ットを使用 し,2回 以上 テス トした.

4.患 者お よび尿処理法

京大医学部付属病 院入院 中で,内 視鏡的に膀胱 腫瘍

の存在が あ きらかな 患者42例 の24時 間尿か ら500m1

を採取 した.32例 はエ ーテル抽 出後,抽 出物 の濃度が

20mg/mlと な るようにDMsoに 溶解 し使用 した・

io例は尿3mlを そのま まフィルターで濾過 し,残 り

をYamasakiら の方法3)に 準 じて,XAD-2樹 脂に

Table1.膀 胱 発 癌 物 質 お よび プ ロモ ー タ ー投 与 ラ ッ ト尿

Caroinogen

orpromoter

Doseandrouteof
administration(/mouse)

Concentrationsofurinotested

Whole(μ1/mD Etherextract(μ9/ml)

BBN

2-Naphthylamine

Acetylaminofluorene

Cyclophosphamide

Tryptophan

Saccharin

Cyolamate

Allopurinol

400mg,Pρ.

60mg,P.o.

80mg,P.o.

33mg,P.o.

O.59,P.o.

19,Pρ.

0.59,Pρ.

50mg,P.o.

20,2

50,10

50,10

250,50,5,0.5

250,10

200,10,1,0.2

20,2

20,2

300,100,10,1

100,10,1

100,30,10

300,30,10,3

300,30,1,0.1

1000,300,50,10,1

100,10,1,0.1

100,10,1
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Doseandrouteof

。dn,i,i,t,ati。,(/m。use)C・ ・cent・ati・n・f%EAp・sitivecell・'
urine(μ ゾml)

Raiiinductiontest

EBV■EAinducer

丁PA

Vincristine

Vinblastine

O.3mg,i.P.

0.5mg,乱P.

0.5mg,i.P.

30

10

1

50

10

1

50

10

2

く0.1

<0.1

<0.1

14.5

6.0

4.7

12.0

5.7

6.4

串ThθresultofonetypicalexperimentPositiveandnegativecontrols

gave2496and2.196EApositivece開s,respective妙

吸着 させ,そ の ア セ トン溶 出 物 を0.3～0.5mlの

DMSOに 溶 解 し て使 用 した.

結 果

1。 膀 胱 発 癌 物 質,プ ロモ ー タ ー

前 記 膀胱 発 癌物 質8種,プ ロモ ータ ー5種 す べ て最

終 濃 度300,100,10,1,0.1mg/mlで はEA陽 性 細

胞 が2.5%以 下 で あ り,Raji誘 発 試 験 陰性 で あ った.

2.正 常 ラ ッ ト尿

濾 過 尿最 終 濃 度50,25,5,0.5pl/ml,お よび エ ー

テル 抽 出物 濃 度500,50,5,0.5μ9/m1で は,正 常 ラ

ッ ト尿20例 す べ てRaji誘 発 試 験 陰 性 で あ った.

3.膀 胱 発癌 物 質,プ ロモ ー タ ー投 与 ラ ッ ト尿

Tablelの ご と く,ラ ッ トに 発 癌 物 質 ま たは プ ロモ

ー タ ーを投 与 した 後 の尿 も,濾 過 尿,エ ー テル 抽 出物

と も,す べ てRaji誘 発 試 験 陰性 で あ った.

4.EBV-EA発 現 誘 導 物 質 投与 ラ ッ ト尿

Table2の ご と く,TPA投 与 ラ ッ ト尿 はRaji誘

発試 験 陰 性 で あ った が,VCR,VLB投 与 ラ ッ ト尿 は

EA陽 性 細 胞 そ れ ぞれ15%,12%で 陽性 であ った 。

5.膀 胱 癌 患 者 尿

濾 過 尿 の最 終 濃 度 が50,20,2,0.4μ1/ml,エ ー テ

ル抽 出物 濃 度300,100,10,10.1Pt9/ml,xAD-2抽

出物 濃 度50,25,2.5,0.5μ1/mlで 検 査 した が,42

例 す ぺ てRaji誘 発 試 験 陰性 で あ った,

考 察

Hicksら は,単 独では発癌に不十分な 量 のMNU

でラッ トを処理 したあ と,人 工甘味料であ るサ ッカリ

ソやチ クロを投与 しつづけ ると著 明な膀胱癌の発 生を

み ることを報告 した1).イ ニシエーターとして他の膀

胱発癌物質 を用 いても同様に,こ れ らのプ ロモ ーター

による発癌促進効果 が認め られ9),現 在 までに前記の

ごと く数種の 膀胱 発癌 プ ロモーターが 追加 されてい

る.し か しプロモーシ コンは最初考え られた よ りも複

雑 なよ うで,メ ゼ ライ ンなど単独ではほ とんどプ ロモ

ーシ ョン作用 を示 さない物質がTPAの 短期間処理後

に投与す ると強いプ ロモーシ ョン効果 を示す こと,お

よび抗 プ ロモ ーション物質に よる研究か ら,プ ロモ ー

シ ・ン過程 も少な くとも2つ 以上に分 け られ ると提唱

されてい る10).ま た発癌物質の もつプ ロモーシ ョン作

用の機序 とプロモーターの作用機 序 とが異 なる可能性

も示唆 されているω.プ ロモータ ーの短期検索法,作

用機序の研究 は,ほ とん どがTPA(皮 膚発癌 プ ロモ

ータークロ トン油中 の主成分)を 用いてなされ てい る

が,TPAが 細胞間連絡阻害,試 験管 内発癌促進,細

胞分化修飾,リ ンパ芽球 の凝集,オ ル ニチ ン脱炭酸酵

素(ODC)の 誘導 など12),あ ま りにも多 くの生物学

的,細 胞学的,生 化学的作用を示 すため,本 質的 なこ

とは不 明であ る.た だ ある種の遺伝 子の増 幅を引 きお

こす とい う説13)は,最 近 の癌遺伝 子の発 見 との関連か

ら興味深い.

プ 目モーターの臓器特異性 とい う点か らは,癌 また

は正常膀胱 上皮細胞 でのODC活 性の誘 導14・15)異所

移植膀胱を利用 したinvitroプ ロモーシ ・ン実験16),

イニシエー トされた膀胱上皮細胞の コンカナパ リンA

に よる凝集性 の維持17)などがす ぐれている。実際 これ

らの方法に より,垣 添 らは ロイ シン,イ ソロイシ ン,

・ミリンの経 口投与が17),Oyasuら は正常尿16)が膀胱

発癌を プロモー トす る可能性をあ きらか に している。

いっぽ う,わ れ われ の 用いたRaji細 胞を 利 用 した

EBV活 性化試験は,既 報 のごと く4),benzpyrene,

MNNGな どの癌 原物 質や,サ ッカ リン,ア ン トラ リ

ン,tween60な どのプ ロモーターは検出できないが,
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phQrbolester類(TPA,メ ゼ ライ ン)indolealka-

loid類(テ レオシジ ン,リ ングピア トキ シン),po-

lyacetate類(ア プ リシア トキシン,デ ブロモアプ リ

シア トキシ ン)に 対 しては敏感 で,そ の プロモーター

活性 の強弱 もある程度判 定できる6).し か し今回,既

知 の膀胱発癌物質,膀 胱発癌 プ ロモーターの検 出は不

可能 であった.プ ロモーターの代謝活性化機構が本法

には欠 けてい ることがこの原因 とも考え られ るため,

報告 されてい るプ ロモーターの投 与量 の2倍 以上でき

るだ け大量を ラッ トに1回 投与 し,48時 間尿を採取 し

て検討 したが,や は りEBV-EA発 現 の誘導はみ られ

なか った.ま た これ らが尿中EBV-EA発 現抑制物

質に よるものでないことは,VCR,VLB投 与尿が

陽性である ことおよび正常尿がTPAのEA誘 導活

性を 阻害 しない こと(デ ータ略)か ら あき らかで あ

る.投 与方法 の問題以外に,本Raji誘 発試験が膀胱

発癌 プ ロモーターを検 出できなか った理 由として,感

度が低す ぎる.本 法 がまった く腫瘍 プロモーター活性

を反映 していない,膀 胱発癌 プロモーターは活性化 を

必要 とす るが尿中には 出ない,プ ロモーシ コンの メカ

ニズムが数種あ って膀胱 プ ロモータ ーとTPA類 とは

異な っているなどが考え られる.さ らに尿の抽出方法

および最終試験濃度 も問題 であろ う.今 回,原 尿を用

いた場 合のテス ト濃度は もとの尿 中濃度の1/20以 下

であ ったが,こ れ でVCR,VLB投 与尿は十分検 出

可能であった.

TPAは 体内で代謝 されて しまうが,こ の両者は一

部がそのまま尿中に排泄 され ることが知 られ てい る18》

ので理解 できる結果 である,TPA,ク ロ トン油な どの

既知EBV-EA発 現誘導物質はエーテル抽出可能であ

ることか ら,尿 抽 出には主 としてエーテルを用 いた.

回収率を考慮に入れなければ,ラ ッ ト尿工 一テル抽 出

物 の最終 テス ト濃度は もとの尿中濃度 の1.5倍 以下 で

あ るが,ヒ ト尿 の場合はエーテル抽出物で もとの4倍

以上,XAD-2樹 脂抽出物 では50倍 以上濃縮 して テス

トした ことに なる(計 算省略).以 上 よ り,他 の抽出

法で検 出され る可能性 は残 されてい るものの,EBV・

EA誘 導物質が ヒト膀胱発癌 プ ロモ ーター として,尿

中に存在す る可能性は少 ない と考えて良 いであろ う.

なおVCR,VLBの 膀胱発 癌 プロモーター活性にっ

いては,さ らに検討が必要であ る.

結 語

EBV潜 在感染 ヒ トリンパ芽球様細胞(Raji細 胞)

におけるEBV関 連早期抗原(EA)の 発現 誘 導を指

標 として,膀 胱 発癌プ ロモーターの検出を試みたが,

既知の膀胱 発癌物質8種,プ ロモーター5種,こ れ ら

の投 与を うけた ラッ トの尿(Table1),お よび42例 の

膀胱癌患者尿 はすべ てEBV-EA誘 導活性を示 さなか

った.

本法に よる尿中膀胱 発癌 プ ロモ ータ ーの検 出は容易

では ないであろ う.
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