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  Young male rats of Wistar strain were divided into severa／ experimental groups， each con－

sisting of 30 animals， and ’fed on diffe．Tent diet as follows ： ．

  Group A ： vitamin B6 deficient basal diet with O．04 ％ 2－acetylaminofluorene （2－AAF）

  ．Group．B二same as group A plus 1．4．％d，1－tryptophan

  Group C： same as group B plus suthcient quantity of vitamin B6 （pyridoxal phosphate）．

  The lanimals of each group were sacrificed at 9， 15 and 30 weeks． Various organs including the ．

bladdet ar d liver Twere hlstologically exarriined． Calculation Qf labeling index of 3HrTdR（6－nT）

uptake by the urinary bladder mucosa as well as measurement of liver function by indocyanine

green test （1．C． G． test） was accomplisihed． Orally given 2－AAF gave typical damages to the

liver wi’thin－9weeks， causing cystic formation， hyperplastic nodule and proliferation of tubular

duct with負brosis． So皿e significant relationships．were observed among relatiVe weight of the．

liver， 1．C． G． test and labeling index Qf．the bladder mucosa．

  On the oth． er hand， the bladder．epithelium turned its nature as time goes on and the epithelial

hyperplasia was observed 15 weeks after・initiation， then sbme of them altered to papillary tumer

of the bladder． There must be more complicated factors between hyperplasia and cancer forma－

tion which is an irreversible process． There was apparently negative correlation between serum

retention rates of 1． C． G． and labeling indices of the bladder mucosa at 15 and 30 weeks in each

group．

  This sugg’ests presence of some activation mechan’isni in the rat which will rnetabolite carcino－

gens to rnore proximate substances by passing through liver cells． The mechanisrti’niay be

consistent with so－called “liverLbladder axis” which Melieow and others advocated previouslY．

  Althottgh tryptophan－annexed diet’ih group B and C gave a protecting effect tb the liver

against 2－AAF， vitamiri B6 seemed not to ensure a role of liver defense．

緒 言

 膀胱腫瘍の発生機構において．尿中tryptophan代謝

産物が何ら．かの役割を果しているであろうことは，．多

くの研究者． ﾌ支持する．ところではあるが，この説を．支

持する確定的な根拠はなく，反論も少なくない現在，

いまだに未解決の重要な課題であるとい．える．．また自

然発生膀胱腫瘍の発生要因を，tryptophan．代謝に求

める． ｱとですべてを説明することはできず，さらに多

くの要素め集積が腫瘍発生に至らしめるものと考えら
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れる．さらに発がん要因となる外的因子，とくに化

学発がゐ物質が生体内で近位発がん物質（proximate

carcinogen）として活性化されたうえ標的臓器に非可

逆的変化を与えることが明らかとなっているが，その

過程における肝のはたらきは重要な意味をもつもので

あって，発がん機構を考察するうえにおいても等閑視

することはできない．しかし，肝機能の変化が腫瘍発

生におよぼす影響についての知見は，膀胱の発がんに

ついてはもとより，一般に化学発がんについてもきわ

めて乏しいところである．

 膀胱腫瘍の発生機構の研究において，この二つの課

題一日中tryptophan代謝産物の膀胱腫瘍発生にお

ける役割と肝機能の変化の化学発がん物質による膀胱

腫瘍発生におよぼす影響一は，とくに重要なもので

あると考えられる．

 これらの課題をさらに解明する目的で，強力な肝発

がん物質であると同時に，膀胱その他の臓器に対して

．も多種多様な腫瘍を発生させることが知られている芳

香族炭化水素化合物のうちのひとつである2－acety1－

aminofiuorene（2－AAF）を用いて実験的研究をおこ

なった．

 ラットに2－AAFを投与したばあい，尿中trypto－

phan中間代謝産物の排泄にも影響を与え，過剰に排

泄されたtryptophan中間代謝産物が膀胱腫瘍発生を

促進さぜる可能性についても指摘されている．こうし

た腫瘍発生要因の相互関係，とくにラットに対する

2－AAF投与実験における肝機能が膀胱腫瘍発生に与

える影響；およびtryptophan代謝に関係して， tryp－

tophanの過剰投与による膀胱腫瘍発生におよぼす影

響，またアミノ酸転移酵素の補酵素（c。enzyme）であ

るvitam三n B6を同時に投与した場合，2－AAFによ

ってうけた代謝のみだれが正常化されうるか否かとい

う添加効果の有無につき検討した．

Table 1．実験食組成

実 験 方 法

実験食A．ビタミンB6欠乏基礎食餌に2－AAF
     O，04重：量パーセント添加

実験食B．上記のA．にd，1－tryptophan 1．4重

     量パーセント添加．

実験食C．上記のB．にvitamin B6（pyridoxal

     phosphate） 8 mg／k9添加．

Table 2．ビタミンB6欠乏基礎食餌組成表

i’ ） Basal diet

Vita皿in－free casein

Glucose
Salt mixture

  （McCollum’s salt）
Soybean oil

Niacin

Riboflavin

Thiarnine HCI

Ca－pantothenate

PABA
Biotin

V． B，2

Folic acid

Inositol

Choline－HCI

V， A．

V． D． （D2－vD，）

V． E－acetate

V． K，

 240gm／kilogram diet

 570
  40

 100
  20mg／kilogram diet

  6

  4
  20

  50

  0．I

  O．1

  0．5

  0．3gm

  1．ogrn

30，0001U

］o．ooolU

  90mg

  lmg

 生後約4週経過，体重約1259，Wistar系雄ラッ

ト30匹を1グループとして，実験食を投与したA，

B，およびC群と対照群との合計4群を設定した．実

験食の内容はTable 1に示すような献立であって，

対照群には日本クレア社CE－2旧型普通食を与えた．

実験食の主体をなすvitamin B6欠乏基礎食餌組成は

Table 2に示す．これはcaseinを基礎として各種添

加物を加えたうえ．Table 2下段に示した塩類を加え

たものである．また実験食に0，04％の割合で加えられ

た2－AAFはGR標品（半井化学KK）を用いた．

 実験開始後9，15および30週経過時に各群の実験動

物の一部，おのおの10匹ずつを屠殺して病理組織学的

ii） Salt mixture （MoCollum’s salt）

Na2HPO4

Fe－citrate

CaHPO4・Aq．

Ca－lactate

KH2PO，
KCI

NaCl

MgSO， ・ 7H20

KI

2．o gm／kilogram diet

1．o gm

5．0 gm

13．o gm

11 ．0 gm

1．5 gm

O．5 gm

5．0 gm

e．3 gm

検索をおこなうとともに，肝機能の測定はindocyanine

green－test（ICG－test）セこよりおこなった． （indocya－

nine green試薬は第一化学薬品KK製を用いた）．ICG

の構造式，J血漿蛋白結合時における吸光度曲線，およ

び血中消失曲線（ヒトにおける理論曲線）をFig．1，2

に示す．ラット尾静脈よりICGを体重kg当り1．O

mgの割合で水溶液として注入し，経時的に採血した

うえ，蛋白結合型ICG濃度を波長805 mμにて吸光

度を測定し，別にあらかじめ用意した検：量曲線より求
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めた．（吸光度測定にはShimadzu－Spectronic 20吸

光度計を用いた）．ラットの全血漿量（total plasma

volume）を50 m1と仮定すると，注入後10分経過時

の血中ICG停滞率はつぎのように示される．
    R（，，，＝ 一｛2；’s－o ×ioo＝一Sl．ftg－io ×iGo （％）

 ただしC・，0・・はそれぞれ注入直後および10分経過

時の血漿内濃度を示す．

 肝および膀胱粘膜上皮細胞への3H－TdR（tritium

thymidine）のとりこみを観察するため，3H－TdR（6－

nT）を体重9当り1．0μCの割合にて生理的食塩水溶

液1．Omlに溶解し，屠殺60分前に腹膜腔内へ注入し

た．

 ラットは実験当日午後1時一4時の間にエーテル麻

酔のうえ，体重測定をおこない，一連の操作として，

3H－TdRおよびICGの注入をおこない，3H・TdR注

入後60分経過時に採血をおこなった．体内各臓器は摘

出後ただちにホルマリン固定をおこなったが，膀胱，

聖丸および副肇丸についてはプアン氏固定液を用い

た．膀胱および肝組織はパラフィン包埋のうえ．組織切

片を作成し，Kodak NTB－2， emulsionによるdipPing

法によってオートラジオグラフィー標本を得た．4pC

冷蔵庫内で3週間露出したのち現像定着操作のうえ，

H－E染色をおこなった．また，その他の組織学的検

索のため，体内臓器のうち肝，脾，副腎，腎，肺につ

いて染色標本を作成した．H－E染色のほか肝につい

てはOrcein， Van－Gieson， Azan－Marollyおよび鍍銀

染色をおこなった．オートラジオグラフィー標本の観
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察は膀胱前後横断切片を作成し11検体当り約5，000

個の膀胱粘膜細胞について標識細胞数をかぞえて標識

指数（1abeling index）を求めた．ただし標識細胞は銀

粒子5コ以上をみとめるものとした．また膀胱頚部粘

膜細胞で5層以上の細胞層が集積して認められる膀胱

頚部肥厚層については計数より除外した．

実 験 結 果

 ユ．実験食投与ラットの体重変化

 実験開始時のラット平均体重はTable 3， Fig．3・に

示したように約1259であった．実験食AまたはBを

投与した群においては実験開始後2～4週間目には体

Table 3．実験動物平均体重の推移

実験開始時の平均体重（単位gm）

 Initial body weight：125．1±27．0（M土SD）gm

第9週目

第！5週目

第30週目

 A：268．7土55．l

 B：249．2土26．4
 C   ：271．0土62，8

対照群：351．6土30．5

 A：384．2土48．8

 B：396．6土36．3
 C  ：421．2土54．8

対照群；463．8±54．4

 A：340．0土9．9

 B：353．3土48．3
 C   ：336．0土56，1

対照群：556．6土54．3

重増加が認められなくなり脱毛などの皮膚症状すなわ

ちvitamin B6欠乏症と考えられる所見がみられた．

この時点ではラットの感染症に対する防御能力の低下

も著しく，この状態のまま2－AAFを含む実験食を投

与するとさらに肝障害も加わるため死亡する動物が多

くなった．そこで第4週目の1週間のみ普通固型飼料

を与えておくと上記の諸症状も改善され，以後の実験

食継続投与にも耐えることができた．この体重増加の

停滞時期をこえると，以後は比較的体重増加が変動な

くみとめられる．とくにtryptophan添加群であるB，

C群において，より体重増加がすみやかであった．し

かし実験食投与群は対照群に比較すると全期間をとお

して体重が軽く，1これらの実験食がラ》トの発育に対

して抑制的に作用したことは明らかである．

 つぎに摘出した体内臓器のうち精巣，腎臓，脾臓の

摘出時重量の各週別，各群平均値はTable 4に示す．

 Table 4．・剖検時臓器重：量（各群平均値）

精巣，腎，、脾，左右をふくめた重量（単位gm）

Gtri．

600

500

400

300

200

ControL

ノ転曝
／tt幽

           c

精  巣  腎  臓

／00

第9週目

  A
  B
  C

 対照群
第15週目

  A
  B
  c

 対照群
論30週目

  A
  B
  C

 対照群

2．34

1．85

2．45

2．94

1．90

2．30

2．55

2．s6’

1．65

1．74

1．37

2．51

2．63

2．40

2．35

2．52

2．66

2．76

2．95

3．60

3．36

3．11

3．94

3．5！

脾  臓

O．65

0．68

0．73

0．60

O．72

1．02

0．81

0．86

1．01

1．55

1．．11

0．80

メ

 ，＊． g ／s 30 WKS．
※印は実験食投与中止期間

  Fig．3．実験動物の体重変化

 2－AAFを含む実験食投与をうけた各回に共通な変

化としては肝重量の変化があげられる．肝について比

較検討を容易にするため，各群15日目び30週目の肝重

量平均値と対体重比をTable 5に示す．これらの結

果より明らかなことは，実験食投与群においては肝重

量が対照群に比して著明に増大していることである．

これは2－AAF添加によるものと考えられるがTable

5に示す肝重量の対照比についてみると，BおよびC

群において，A群より肝腫大が比較的軽度である場合

もみられる．ことから，tryptophan添加による肝保護

作用を考慮すべきである．
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    Photo，1．第30週目における適出肝にみられた外観上の変化

Aは実験食Aを与えたもの，B， Cもそれぞれ実験食B， Cを与えたものである，

Dは対照群の肝であり写真はそれぞれ同一の縮尺にて撮影され，いかに肝腫大

が著しいかがわかる．

婦
鎌

藷

Photo．2．結合織増生を伴う細胆管によって肝実質

 細胞は分断されていわゆるhyperplastlc nodule

 を形成する．細胞変性も著しい．

             （H－E染色，×150）

Photo 3 腺性化生を示す肝細胞癌がみられる．

        （H－E染色 ×150）
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      警潔遍   護．

     Photo．4．細胆管増生が著しい．
               （H－E染色，×150）

綴．

  ・魏、．畷
Photo． 6．

鰯
     再生肝細胞において3H－TdRのとりこみ
 が著明である．一方では細胆管増生の部分に嚢胞
 形成がみられる．     （H－E染色                     ×60）

          ゴ    まの          ゆ
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Photo．8．正常膀胱粘膜，対照群30週経過時

恥

（H－E染色 x150）
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Photo． 5． 肝細胞の変性像と嚢胞形成がみられる．
         （H－E染色 ×150）

Photo． 7．

  いる．

，．El／／ ，． ’E，

黒蓋内灘上皮細胞に集中して標識されて

∵勾  詳
、  肖        e、≠

  〒   “ 電齢

 （H－E染色 ×400）
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     俘

   ・N、．ノ
Photo．9．膀胱粘膜細胞の増生がみられ，粘膜面の
                    × 150） 不規則な凹凸がみられる， （H－E染色

Photo．10．膀胱粘膜にみられた乳頭腫
           （H－E染色 ×60）

Photo．11．移行上皮癌
        （H－E染色 ×60）
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Table 5．肝摘出重量ならびに対体重比

      （対照比は各群の対照を1．00とする）
    Table 6．病理組織学的所見

i）膀胱における変化

581

臨差，調対樋比対照比 実験鯛（週）「 Hyperplasia 1 Bladder tumor

第1�栫m19．。土拶

   B l20．5±12．1i

   C    21．9土 4．2

  対照期14・6± O・5i

第30週経過時i     I
       

   創：1：1劃

             
  対照群13．7±1．7［

     i

6．2 × lo－4 1 2．03

7．9×10－4 ll 2．62

s．s x lo－4 1 ！．gl

     l
3．0×！0－4 i  ！．00

      10．O×10－4

      9．2×10－4

34．5± 7．9 i 10．2×10－4

      2．4X！O－4

4．13

3．78

4．19

1．00

9

15

30

2．膀胱腫瘍および肝腫瘍の発生状況と病

 理組織学的所見

 A
 B
 C

対照群

 A
 B
 c

対照群

 A
 B
 C

対照群

1

2

0

0

2

2

0

0

0

3

工

o

o

o

o

o

l

o

l

o

2

1

1

0

Tota1 11 6

 Table 6ならびにPhoto．1～11に示したように膀

胱にみられた変化は第9週目において粘膜上皮細胞の

hyperplasia 3例のみであった．第15週目において

PaPillary tumorが2例みとめられるとともにhyper－

Plasia 4例がみとめられた．第30週目には同じく

papiUary tumor 4例， hyperplasia 4例がそれぞれ

みとめられた．なお対照群においては実験期間中を通

じて膀胱における変化は全くみとめられなかった．

 以上を合計すると全実験期間を通じてhyperplasia

が認められたもの11例，、papillary tumorの発生がみ

られたもの6例であった．発生した膀胱腫瘍はいずれ

も移行上皮由来によるものであって，膀胱周囲への浸

潤もしくは遠隔転移を示したものはみとめられなかっ

た．肝変化は第9週目以降のA群のラットには必ずみ

とめられる変化であったがtryptophanの添加および

vitamin B，添加をおこなったBおよびC群において

は，比較的そうした肉眼的変化の少ないものもみられ

た．しかし第30週目には実験食投与巨群において，肝

変化は普遍的にみとめられた．Table 6下段に示すよ

うに結節性腫瘤形成，嚢胞形成および線維化を伴った

細胆管増生は第15週以後の実験食投与各群に必ずみと

められる変化であった．しかしhepatomaは第9週

目，C群に1例みられ，第15週目にはAおよびB群に

それぞれ1例ずつみられた．第30週目ではC群にさら

に1例みられているが，cholangiomaについても第30

週目C群に1例みとめられた．2－AAF投与によつで

生ずると思われる肝変化は組織学的には肝実質細胞の

変性ならびに壊死あるいは崩壊がみられ，中心静脈周

囲の細胞配列の乱れが著明である．また一方では結合

織増生も著しく，これら結合織でかこまれた結節性腫

ii）肝臓における変化

㌔…Ch高騰i・準準三』

9

15

30

C－／ i O

A－1 i・ O

B－1 1 O
C－1 i B－1

土

一

十

昔

十

iii）他臓器にみられた変化

Lyrnphosarcoma ； l sweeks C－1

Squamous cell carcinoma of external auditory

 passage； 30weeks A－2

瘤がみとめられる．sinUsoidには著明な細胆管増生が

みられ一部にはcholangiomaとまぎらわしい所見も

みられる．

 他臓器にみとめられた変化としては，外耳道におけ

る扁平上皮癌が2例，1ymphosarcomaが1工みられ
た．

3。 オートラジオグラフィーによるTdR

 取込みの観察

 オートラジオグラフィー標本は膀胱および肝の組織

切片について作成した．膀胱粘膜細胞における3H－

TdRのとりこみはTable 7に示すような結果が得ら

れた，ここには観察した細胞数，標識細胞数の群別な

らびに期間別の結果を示した．肝細胞へのとりこみ

は，肝を構成する細胞の絶対数が非常に多いことと，

局所的血流分布差によって標識条件が均一にならない

等の問題が考えられるため，1検体当り約5，000個程

度の細胞を観察することによってlabeling indexを、
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Table 7．3H－TdR autoradiographyによる膀胱

 粘膜細胞の標識指数（labeling index）

第9週目

  A

  B’
  c

 対照群
第15週目

  A
  B
  C

 対照群
第30週目

  A
  B
  C

 対照群

4． ラット肝機能一ICG停滞率による評

 価について
  検
細胞数
 a

13750

7440

10610

10130

22440

25560

10200

10290

10240

15380

10150

5010

示 識
細胞数
 b

60

24

44

16

78

121

163

22

132

228

66

 6

標識比率
。＝＝b／a

45 × 10－4

32x10－4

41×10－4

15×10－4

34×10－4

47×10－4

159×王〇一4

21 × 10－4

128 × 10－4

148 × lo一一4

65×10－4

11 × 1O－4

対照比
1／

contro1

3．00

2．13

2．73

1．00

1．61

2．23

7．57

1．00

11．65

王3．45

5．90

王．00

 本実験の測定方法についてはすでにのべたが，それ

によってあらかじめ20匹の正常ラットを用いて測定し

た結果，ICG注入ユ0分後0血中停滞率正常値としてつ

ぎのような値が得られた．

    Clo；R＝・21．2±5．8％（M土S．D．）

 つぎに実験群について第15および30週目に測定した

結果はTable 8に示すとおりである．

Table 8．実験群ICG test結果

求めることは意義が少ないので，ここでは3H－TdRの

局在性のみを観察するにとどめた．これらの所見は

Photo．7に示すごとくである，増生した細胆管の集合

はやがて嚢胞形成にすすむが嚢胞内鍵上皮にTdRが

集積する傾向がみられた．同様に肝細胞の再生部位に

も集積する所見がみられる．

第15週目

A．ICG 10分血漿中停滞率平均＝47．0土L8．7
                （M± SD） ％

B．

c．

第30週目

rz

！1

＝39．1土23．8

＝16．0土 9．0

A．ICG 10分血漿中停滞率平均＝22，6土9．2

B． nC． 1115週目における正常ラットの

＝＝土6．4土 3．9

＝ 25．9± 5．3

貝干重量対体重」七

ICG lO分血漿中停滞i＄＝21．2土5．8％

5． ラット肝の対体重比（relative body

 weight ratio）， ICG注入10分後血中停滞

 率および膀胱粘膜細胞における3H－TdR

 labeling indexの相互関係について

肝異物排泄能力（IC（冠ε∫乙）

n
LLvein

   rfS＝0β守
   r30＝＝ o．／s， aLbino rcrt

rr ＝ 076
r，s ＝＝ 一 o．s3

r30．＝一〇．34 ／
 ’ris ＝ r 0．93

 rjo ＝＝ 一 O．／o

・｛ Ur tna ry bladde te

              購胱粘膜細胞｝乙おける核酸合成

               3H一 一7一一 cfR tabeling index

Fig，4。各平均値間の比較による相関関係（rl 5， r30はそれぞれ15，30週目における相関係数を示す）
    （本図の訂正： r3。＝一〇．34を一〇．43に， T－dRをTdRにします）
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 以上の実験によって得られた形態学上の変化に関す

る結果と肝機能もしくはTdRとりこみによ．る標識指

数（1abeling index）としてとらえられた結果との間

にはたがいにどのような関係が存在するかという問題

について検討してみると，いま得られた結果について

各期間ならびに各群それぞれの間にみられる関係を相

関係数（correlation coefHcient；r）として表わすこと

が可能である．各週ごとの測定値はいずれもパーセン

ト（％）として示されるのでこれをそのまま無名数と

して取扱い，測定値間の相関係数を求めることができ

る．

 i）肝重量の対体重比と膀胱粘膜標識指数（label－

ing index）との関係（Fig．5）

 第9週目相関係数rg＝0．76（p＜0．10）

 第15週目相関係数r15＝一〇．53（p＜0．10）

 第30週目相関係数r30＝一Q．43（p＞0．10）

 すなわち肝重量の増加と膀胱粘膜におけるTdRの

とりこみは第15週目以降には負の相関を示す．いいか

えるならば，第15週目以後では肝障害の程度が軽いほ

ど膀胱粘膜における核酸合成がさかんであることを示

す．

／o

”o

ミ

至

，d， s

び

groμρABC
     9レv
    r藷。．76

Fig．5． Bladder

 body weight．

■■■鋭αゴσ6r LJ．

〔＝コL加8r 尺．8．1〆1乙

［

  A  B C A  B  C
   ／5 LtL／       30レレ

   r一一〇，53 r＝一〇．43

rnucosal L．1． and relative

 ii）肝重量の対体重比とICG 10分後血中停滞率と

の関係（Fig。6）

 第15週目相関係数rl 5＝0．39（p＞O．10）

 第30週目相関係数r30＝0，18（p＞0．10）

 ICG停滞率が高いことは肝における異物排泄能力

が低下していることを意味するから，肝重量の増加

と正の相関を示しても当然であるが，ここではX＝tn

（0．10）＝1．796，r3。でのt・・1．430であって有意水準

0．10で棄却できない．すなおちこの結果のみでは相関

を立証できない．

5

 4
．象

想
g 3

も

k
ミ2
8

 1

o
group A
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  ■乙加erRβw．
@ ［＝コZCG花∫亡

B  C
ts LV

r＝ O．39

A  B  C
  30W
 r ＝ O． 18

Fig． 6． Liver relative body weight and ICG

 result．

 iii）膀胱粘膜標識指数（labeling index）とICG 10

分後血中停滞率との関係（Fig．7）

 第15週目相関係数riS＝一〇．93（p＜0．05）

 第30週目相関係数r3e＝一〇．10（p＞0．10）

 変動幅が大きいものの，第15週目および第30週目い

ずれも負の相関を示している．肝における異物排泄能

力が低下しているときには膀胱粘膜におけるTdRと

りこみが減少し，核酸合成がさかんでないことを示し

ている．これはi）にみられた結果と一致する．

5

．2

琶4
k

も

鳶39
0 2

／3．45

 o
g’noup A rp．1 C ， ，A B．C
      ／5W        ・ 30レV

    r＝一〇．93 ’ r＝一〇．／O
  ■■■Bとod（メθr∠一」 ＝fCθ亡θs診

Fig． 7． Bladder mucosal L．1． and ICG result．

考 按

・1895年Rehnの芳香族アミンによると考えられた職

業性膀胱腫瘍の報告以来，2－naphthylamineについで

benzidine，4－aminedipheny1といったヒトの膀胱に対
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して明らかにがん原性を有している芳香族アミンが相

次いで発見され，またその発がん機構が生化学的に詳

しく究明されている1より引用）．しかしヒトの膀胱がん

の発生要因のすべてをこれらの芳香族アミンで説明す

ることはできない．膀胱がん発生の機構を求めて数多

くの検索がなされたなかで，膀胱あるいは尿路上皮が

たえず尿流に接するという事実2・3）から尿中に近位発

がん物質（proximate carcinogen）を求める試みが

Bonser4）， Boyland5）． Radomski6）らによっておこなわ

れた．そしてこんにち，naphthylamineは生体内に

おいてortho－hydroxylationまたはn－hydroxylation

をうけて近位発がん物質として活性化されることが明

らかになっている：そこで，ある種の芳香族アミンが必

須アミノ酸であるtryptophanの中間代謝産物中にも

あることより，膀胱がんの発隼要因をtryptophan代

謝の異常として説明せんとする試みがなされた7・8）・．そ

して，tryptophan中間代謝産物のうち，一部の物質

が実験的に膀胱発がんをめぐる因子のひとつであるこ

とは明らかである．とくに，3－hydroxy－1－kinurenine，

xanthurenic ’acid， 8－hydrQxyquinaldic acid， 3－

hydroxy－anthranilic acidおよび8－methylether of

xanthurenic acidが実験動物に対して発がん性を示す

といわれるが9），これらの物質が標的となる臓器の細

胞に直接，間接にどのような相互作用をおこなうのか

という間題についてはまだ明確な結果がえられていな

い10）．しかしこんにち，自然発生膀胱腫瘍の発生要因

としてもこれらtryptophan代謝産物の役割が大きい

ものであることはいうまで裾ない11）．

 芳香族アミンとして，ほかにfiuorene化合物の誘導

体であるacetylaminofiuorene（fluorenylacetaraide）

があるが，この物質は強力な発がん作用を持つため，

おもに放射性同位元素による研究方法の進歩があず

かって，多くの知見が現在までに得られている．2一

acetylarninofiuorene（2－AAF）は1901年Dielsらに

よって合成され，当初は殺虫剤としての利用が試みら

れたが，．のちにWilsonによって発がん物質である

こ．とを指摘された12より引用）．そのこ，Miller夫妻13）

および．Weisburgeri4）らがその生体内代謝を追求して

n－hydroxylationをうけることが発がん作用を示すう

えで不可欠な過程であることを示した．いま．2－AAF

が細胞内にとりこまれて，どのような相互作用を示す

かをできるかぎり簡潔にまとめてみるとFig．8のよ

うになる15－19）．

 いずれの場合にもn－hydroxylationをうけたのち，

エステル化されて蛋白質もしくは核酸と結合すること

が明らかになっている20より引用）．

 いつぼう，DunningおよびCurtisが2－AAFのみ

をラットに経口的に投与すると肝腫瘍が多く発生する

が，同時にtryptophanまたはindoleを与えると膀

胱腫瘍が高率にみられることを報告した2エ～23）．それい

らい，2－AAFとtryptophan代謝の関係が迫求され

た結果，Weisburgerらはtryptophanと2－AAFの

代謝とが競合する結果として肝腫瘍の発現が遅れて，

膀胱腫瘍の発生が前景にあらわれるものと考えた28より

引用）．またDyerおよびMorris24）は2－AAFが

xanthurenic acidをはじめtryptophan中間代謝産

物を尿中に多く排泄させるはたらきを示し，これが

vitami．n B6の添加によって是正されることを見いだ

している．しかしindoleを添加した場合にも膀胱腫

瘍発生の頻度が増加する機構については明らかでな

い．強力な発がん性物質のひとつである3一工nethyl－

choユanthreneを2－AAFおよびtryptophanと同時

にラットに投与しても，2－AAF， tryptophanの二者

のみを投与した場合に比較して膀胱腫瘍発生頻度に

差がみられないことが報告されている25）．さらに二ト

ロン化合物のうちのひとつであるn－nitrosodibutyl一

2一月！1芦 n－hydioxy－AAF一 一 n－aceloxy－AAF

／

η一
№kLノσ乙’rcon乙（ゾe一丁Af＝

nuoleic actd bound

η．一sソζプ＝αte一、4AF

       ／

i．3： n？ethLyLmexoapto－AAF’

protein bound

     Fig． 8

×

t
η一（guanosine－8YL）AAF

（guah 8－YL） AAF
nucLeic acid bouhd

2－acetylaminofluoreneの代謝
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amineとtryptoph，anとの同時投与がラット膀胱腫瘍

発生に影響を与えないが，ラッ．ト肝腫瘍の発生はn－

nitrosodibutylamine単独投与の場合に比較して頻度

が減少することが報告されている26）．

 このように実験膀胱腫瘍の発生に関連して発がんの

促進あるいは抑制の機構を考える． ﾆき，たえずそこに

介在するのは肝臓の役割である．Melicowら27）は2－

AAFをラットに投与した実験において，肝変化と膀

胱腫瘍発生頻度の変化との間に関連性をみとめ，これ

を‘‘liver－bladder axis”として．相互関係の存在を示

唆している．Oyasuら28、30）は2－AAFをラットに投

与することによって肝にみられる変化のうち，肝嚢胞

形成（cystic lesion）のさいみられる内腔上皮細胞に

よって2－AAFが膀胱発がん物質へと変化されると推

定している．

 こうした形態学上の変化を数量的に裏づけるたあに

は肝における変化を機能面でとらえることが必要であ

る．その意味においてMorrisら31’・33）がおこなつ「 ｽ実
験は，肝における形態学上の変化と放射性ローズベン

ガル血中消失率よりみた肝異物排泄機能との．関係を検

討しており，注目に値するものといえる．それによる

と，2－AAF投与ラッ1・においては，実験開始後6～

8週目に肝における1311一ローズベンガルとりこみはす

でにほとんどみとめられなくなっている．そしてこの

時期は肝腫瘍の発生時期ともほぼ＝致している．しか

し膀胱腫瘍との関係については全く検討されていない

ため，いわゆる‘‘liver－bladder axis”について解明

する手がかりは得られない．事実Dunningあるいは

Oyasuら34）が指摘するように， tryptophan添加は肝

における変化を抑制し，実験動物の延命効果を招来す

る結果，膀胱腫瘍の発生頻度が相対的に増加するので

あって，2－AAFの作用とは全く別個のものである可

能性も考えられる．今回おこなった．実験において，

2－AAF投与ラット肝の．異物排泄機能を検討したが，

方法とし．ては工CG－testを用いた，一般に肝異物排泄

機能検査法としてbromsulphalein（BSP）が慣用され

ているが，・実験動物を対象として使用する場合には種

々の問題点をふくんでいる．とくに血漿中のBSPを

定量する場合に，溶血がみられると，ヘモグロビンと

BSPの吸光部が一致するため正確な測定結果を得る

ことが困難である．そういう意味からも，むしろICG－

testを用いるほうが望ましいものと考えられる35）．

 ICGの経時的血中消失曲線は家兎以上の大きさの実

験動物においては，2つの指数関数の合成されたもの

に近似式を得ることができる⑩．しかしラットのよう

な小動物では必ずしも理論曲線に一致しない3り．その

場合でも血漿中消失曲線は片対数曲線としてあらわす

585

ことができるから，ラット相互の測定値の比較が可

能と考えられる．そこで正常ラットについてICG尾

静脈より注入後，5分，および10分経過時の血漿中

ICG停滞率を測定したところ，10分値において，より

安定した結果が得られることが明らかとなったため，

正常ラット20匹を用いて本法によるICG 10分経過時

血漿中停滞率の正常値を求めた．こうして得られた正

常値と実験群より得た測定値とを比較してみると，実

験群の異物排泄機能は15週より30週目に至っても，完

全に失われることはなく，障害をうけながらも肝機能

が保持されていることが明らかとなった．この事実は

肝の組織学的所見とも一致し，2－AFF投与によっ．て

肝全体にわたって細胞の変性あるいは融解がみられる

が，t部では肝細胞の再生像がみとめられた．こうし

た破壊一再生の過程がくりかえされて，その後の肝重

量の著しい増大が招来されると考えられる（Photo．

ユ～5）3s“’40）．また，見かけの肝機能は肝細胞の再生が

おこなわれている．限りにおいて最低限確保されてお

り，少なくとも2－AAF長期連続投与に耐えるラット

では．Morrisら31）の指摘したよ．うな状態とは異なった

ものであることが推察される．しかし肝の予備能力と

考えられるものはほとんど失われており，これ以上㊧

負荷が加わると，肝細胞の再生によって維持されてき

た代償作用の限界を越えて実験動物が死に至ることは

いうまでもない．

 つぎに，ラットに過剰量のtryptophanと2－AAF

とを同時に投与した場合に，vitamin B6を添加する

と，tryptophan－niacin Pat尊wayに生ずる代謝のかた

よりを是正して，ひいては，膀胱仁対する変化にもな

んらかの影響を与えるか否かの問題については，今回

の実験結果より．一定の傾向は認めうれなかった．ま

た，過剰量のtryptophan添加が膀胱発がんに対して

どのような影響を与えるかということについて考察す

ると，tryptQphanはまず，2－AAFによる肝変化を防

止するように作用する、したがって肝障害によって実

験動物の死亡する頻度を減少させ，．ひいては，生存目

数は延長される結果，見かけの膀胱腫瘍発生頻度は増

加するものと考えられる．vitamin B6添加による効

果と考えられるものとして，実験開始後早期に肝にみ

られる変化がtryptophanおよび．vitamin B6添加の

C群ラットにおいて，tryptophan添加，層tamin B6

欠乏状態においたB群のそれより少ないこ．とは注目す

べきことである．

．vitamin B6は本来アミノ酸転移酵素の補酵素であ

6て，生体内に広く分布するものであるがや，そのほ

かの作用についてはまだ充分に解明されたとはいえな

．い．vitamin B6欠乏状態について， Bischoffら42）が
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腫瘍に対するvitamin B6欠乏の影響を報告していら

い，基礎的ならびに臨床的43）なvitamin B，欠乏実験

食の効果について検討されているが，少なくとも．ヒト

に関してはvitamin B6欠乏状態が腫瘍細胞増殖抑制

効果を示さないことが明らかとなっている．パターイ

エローによるラット発がん組織中のvitamin B6含有

量を測定したBriggsらの報告44）によっても，他の

vitaminと同じ程度の含有量減少がみとめられるのみ

で，特異的な変動はみとめられていない．

 また，抗結核化学療法剤として用いられるisoniazid

およびcycloserineがdeoxypyridoxine（DOP）ある

いはpenicillamineと同様， vitamin B6に対する拮

抗作用を有することより45），ヒトにおいて結核に膀胱

腫瘍を併発する場合の病因のうちのひとつとしてさら

に検討する余地があるものと思われる46）．2－AAFに

よるラット発がん実験においてtryptophan過剰投与

のもとにvitamin B6欠乏状態にすると，がん原性を

有するものと考えられるtryptOphan中間代謝産物が

尿中に異常に増加して排泄される結果，膀胱腫瘍の発

生頻度が増加する可能性についてはすでにのべたが，

たんに妊娠ラットをviねmin B6欠乏状態におくだけ

で胎仔に先天性奇形がみられたというDavisら47）の

報告は，化学発がん物質は催奇形性（mutagenici亡y）

をもつが，その逆はありえないものとするMiller夫

妻の報告48）と考えあわせると，まことに興味ぶかいこ

とである．

 今回の実験によって膀胱における変化と肝機能と

はなんら．ｩの関連性をもつことが明らかとなったが

（Fig．4），肝の異物排泄能力について検討する以外に

hydroxyユation， gユucuronisationなどにも関係した肝

機能を，より多面的にとらえる必要があるものと思わ

れる．

結 論

 ユ．0．06％2－AAF経口投与ラットは平均

100日間しか生存しないといわれるが，0．04％

2－AAF投与の場合，実験開始後3～4週目に

かけて1週間の休止期間をおくことによって，

30週間にわたる連続投与実験をおこなうことが

可能であった．

 2． 実験動物の病理組織学的検索によって30

週問の実験期間中に膀胱腫瘍の発生を確認した

ものは，A群3匹， B群1匹， C群2匹合計6

匹であった．また，肝腫瘍を認めたものはA群

に1匹，B群2匹， C群2匹，合計5匹であワ

た．膀胱腫瘍が、tryptophan添加， vitamin B6

欠乏食投与のB群にとくに多くみられるという

傾向はみられなかった．肝の組織学的所見は

tryptophan添加が肝保護の役割を果している

ことを輸した．’

 3．tryptophanおよびvitamin B6（pyri－

doxal phosphate）を添加したC群とtryptophan

のみを添加したB群との間には，実験結果から

膀胱における変化および肝障害について有意の

差をみとめなかった．

 4． 異物排泄機能試験による肝機能の成績と

膀胱粘膜における3H－TdRのとりこみ率とは正

の相関を示したが，これは肝異物排泄能力が

2－AAFの尿中近位がん原性化学物質を量的に

左右することを示唆する．

 5．2－AAF投与ラットにおける肝重量の対

体重比は，肝機能と負の相関を示したが，肝重

量の増加は肝細胞の変化と再生，あるいは細胆

管増生などの肝障害にもとつく組織学的変化と

並行関係を示す．

 稿をおえるにあたり，本研究に対し終始ご指導なら

びにご教示いただいた加藤篤二教授，吉田修講師に謝

意を表するとともに，本実験にご協力いただいた宮川

美栄子先生，中村貴代子嬢はじめ教室のみなさんに感

謝します．

 なお，本論文の要旨は第29回日本癌学会総会（大

阪）および第58回日本馬尿器科学会総会（東京）にお

いて発表した．

文 献

1） Hueper， W． C．：Occupational and Environ－

 mental Cancer of the Urinary System，

 New Haven and London， Yale University

 Press． 1969．

2） Scott， W． W． and Boyd， H．L．： J． Urol．，

 70： 914， 1953．

3） MeDonald， O． F． and Lund， R． R．：J． Urol．，

 71： 560， 1954．

4） Bonser， G． M．， Clayson， D． B． and Jull，

 J． W．： Lancet， II：286， 1951．

5） Boyland． E．， Dukes， C． E． and Grover，

 P． L．： Brit． J． Cancer， 17： 79， 1963．

6） Brill， E． and Radomsky， J． L．：Biochem．

 Pharmacology， 14 ： 743， 1965．

7） Brown， R． R．， Price， J． M． and Wear， J． B． ：



原田：実験的膀胱腫瘍

  Proc： Amer． Assoc． Cancer Res．， 2： 7，

  1955．

8） Brown， R． R． and Price， J． M．： J． ．Biol．

  Chern．， 219： 985， 1956．

 9） Bryan， G． T．， Brown， R． R． and’Price，

  」． M．： Cancer Res．， 24： 582， 1964．

10） Bryan， G． T． and Lower， G． M． Jr．： J．

  Chromatography， 31 ： 380， 1967．

11） Yoshida， O．， Brown， R． R． and Bryan， G．

  T．： Cancer， 25： 773， 1970．

12）宮地 徹・妹尾亘明：最新医学， 9：320，

  1954．

13） Crarner， J． M．， Miller， E． C． and Miller，

  J． A．： J． Biol． Chem．， 235： 885， 1960．

14） Weisburger， J． H．， Weisburger， E． K．，

  Grantham， P． H． and Morris， H。 P．．；工

  Nat． Cancer lnst．， 22： 825， 1959．

15） Mille， E． C．， Miller， J一． A． and Hartman，

  H． A．：Cancer， Res．， 21： 815， 1961．

16） Miller， J． A．， Cramer， J． W； and Miller，

  E．C．： Cancer Res．， 20： 950， 1960．

17） Bartsch， H．， Miller， J． A． and Miller， E．

  C．：Proc． Amer． Assoc． Cancer Res．， 14：

  34， 1971．

18） lrving， C．C． and Veazy， R． A．： Cancer

  Res．， 29： 1799， 1969．

19） Debaun， J． R．，・ Smith， J． Y． R．， Miller， E． C．

  and Miller， J． A．： Science， 167： 184， 1970．

2Q）永田親義：蛋白質・核酸・酵素，15：826，

  1970．

21） Dunning， W． F．， Curtis， M． R． and Maun，

  M．E．：Cancer Res，，10：454，ユ950．

22） Dunning， W． F． and Curtis， M． R． ： Proc．

  Soc． Exp． Biol． Med．， 99： 88， 1958．

23） Dunning， W． F． and Curtis， M．’R． ： Proc．

  Soc． Exp． Biol． Med．， 99：91， 1958．

24） Dyer， H．M． and Morris， H． P．： J． Nat．

  Cancer’ lnst．， 26： 315， 1961．

25） Bradley， H． J． Jr．：J．． Urol．， 88：626， 1962．

26） Okajima． E．， Hiramatsu， T．， Motomiya，

  Y．， lriya， K．， ljuin， M． and lto， N． ： Gann，

  62： 163， 1971．

27） Melicow， M． M．， Uson， A． C． and Price，

  T． D．： J． Urol．， 91： 520， 1964．

28） Oyasu， R．， Miller， D． A．， McDonald， J． H．

587

  and Hass， G． M．： Fed． Proc．， 20： 290，

  1961．

29） McDonald， J． H．， Oyasu， R． and Hass， G．・

  M．：工．Urol．，87：381，1962．

30） Oyasu， R．， Miller， D． A．， McDonald， J． H．

  and Hass， G． M．： Arch． Path． 75： 184，

  1963．

31） Morris， H． P．， Wagner， B． P． and Lombard，

  L．S．： J． Nat． Cancer lnst．） 20：1， 1958．

32） Brown， C． H． and Glasser， O．： J． Lab． ＆

  Clin． Med．， 48： 454， 1965．

33） Lowenstein， ．」． M．： Proc． Soc． Exp． Biol．

  and Med，， 93： 377， 1956，

34） Oyasu， R．， Battiforda， N． A． and Mc－

  Donald， J． H．： Fed． Proc．， 25： 291， 1966．

35） Fox， 1．J． and Wood， E． H．： Proc． Staff

  Meet．， Mayo Clin．， 35 ： 732， 1960．

36）榎本浩昌・井上喜美雄・増田武弘・溝口とく

  子・中沢幸胤：診療と診薬，6：1035，．1968．

37） Hunton， D． B．， Bollman， J． L． and Hoffman，

  H．N． II．：GastroenterolQgy， 39：713， 1960．

38） Rutman， R． J．， Cantarow， A． and Paschkis，

  K．E．：Cancer Res．， 14：119， 1954．

39） Tt］Vachstein， M． ： Gastroenterology， 37 ： 525，

  1959． ．

40）Reuber， M． D．：J． Nat． Cancer Inst．，43二

  445， 1969．

41） Price， J． M．， Miller， E． C． and Miller， J．

  M．： Proc． Soc． Exp． Biol． Med．・， 71：575，

  1949．

42） Bischoff， F．， lngraham， L． P． and Rupp，

  J． 」． ：．Arch． Path．， 35； 713， 1943．

43） Gailani， S．・D．， Holland， J． F．， ． Nussbaum，

  A． and ’Olson，’K． B．： Cancer， 21．： 975，

  1968．

44） Briggs， M．H．：Nature， 187：249， 1960．

45） Price， J． IM．， Brown， R． R． ． and Yess， N． ：

  Advances in Metabolic Disorders， Vol． 2，

  p． 159， Academic Press， New Yerk， 1965．

46）鈴木正貢・元重博文：癌の臨床，11：769，

  1956．

47） Davis， S． D．， Nelson， T． and Shepard，

  T． H．： Science， 169 ：．1392，， 197Q．

48） Miller， J． A． ： Cancer Res．， 30 ： 559， 1970．

        （1972年7月11日超特別掲載受付）


