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    The urinary bladder carcinogenicity of N一［4一（5－nitrg－2－furyl）一2－thiazolyl］ formamide （FANFT）

was lnvestigated by feeding a diet containing O．1889，’o FANFT to female Fisher rats． Urinary

bladder carcinoma ’incidences of OO／o’ （0／5）， 10％ （3／30） and 160／o （7／44） were obgerved in rats killed

immediately after receiving FANFT for 10， 15 and 20 weeks respectively as compared to bladder

carcinoma incidences of 09・’．’ （Of8）， 500，’S （4／8） and 330／6 （9／27） for rats fed FANFT at the same dose

and time period but placed on a control diet for up to 30 weeks． Severe hyperplasia of the bladder

epithelium including papiiiornas were observed in almost all the animals fed FANFT for 15 or 20

weeks．

    The mutagenic activity in the urine of rats and mice administered FANFT or 2－amino－4一（5－nitro－

2－furyl）thiazole （ANI T）， one ef the metabolites of FANFT， was assayed with spot and plate tests

for mutagenicity in Salmonella tJP．himurium TA IOO． The mutagens excreted into the urine Were also

analyzed by methods combining TLC and mutation tests． The data thus obtained clearly demon－

strated that the mutagenicity of the urine of rats and mice administered FANFT was significantly

greater than that of the animals administered ANFT， and that ANFT excreted into the urine was

mqinly responsible for the mutagenicity of the urine of the animals administered FANFT or ANFT．

It was・ also demonstrated that the concentration of ANFT in the urine’ 盾?rats and mice administered

FANFT was more than 8 and 6 times・ higher respectively than that of the animals administered ANFT．

Radioisotbpic st’udies showed that the amount of ANFT excreted into the urine for 24 hours after．

ofal administratioh of FANFT conipfised less than 50／o of’all the urinary metabo’lites of FANF［［’ in

mice， despite the fact that ANFT excreted into the urine was mainly responsible for the strong mutagenic

activity of the urine．

    The results were discuSsed and it was concluded that FANFT has a potent carcinogenicity for

the urillary bladder of rats， and that ANFT excreted into the u血e after administration of FANFT

may be responsible for the tirinary bladder carcinogenicity of this compound．
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林田 膀胱発癌機構・FANFT

 1895年L． Rehn4i）による染料fuchsinの生産従事

者に膀胱癌の多発がみられるとの報告以来，尿中にお

ける発癌物質およびその代謝産物の同定定量が比較的

容易なことや，膀胱じたいが形態的機能的に単純であ

ることもあってこの方面の研究が急速に開発されつつ

ある．ゆえに膀胱癌の研究はただ単に泌尿器科領域に

おける尿路上皮腫瘍の克服を意味するにとどまらず，

近代医学界の最大目標の1つである発癌機構解明上き

わめて重要な意義を有している．

 近年N一〔4一（5－nitro－2－furyl）一2－thiazolyl〕formamidei7）

（以下FANFTと略記する）やN－butyl－N－butanol（・1）

nitrosaminei6）（以下BBNと略記する）など膀胱に対

する特異的発癌物質の発見は種々の実験動物を使った

膀胱癌研究の実験モデルに大きく寄与している．この

うちBBNについてはその尿中発癌性代謝物質を主と

した代謝の面よりproximateな発癌物質の研究39・40）や

in vitroにおける成熟ラット膀胱上皮細胞の発癌の研

究25）など非常な進歩を示している．一方，FANFTは

ラットに100％の高率で特異的に膀胱癌を発生きすこ

とが明らかにされ17，19），イヌ23），ハムスター一・14），マウ

ス9・21・58）にも強力な膀胱発癌性を有することがWis－

consin大学 Clinical Oncologyを中心に研究されて

きており，本邦にもすでに広く紹介きれている．とく

にFANFTによる膀胱癌はヒトの膀胱癌｝こその形態が

非常に似ていることもあり，その移植性19・57）や膀胱癌

発生要因に関する研究52・58）や癌の化学療法の実験モデ

ル43・44）としてさらに広く研究されつつある．

 本来FANFTは尿路感染症の化学療法剤として開拓

されたもので，したがってその尿中代謝産物の検討は

膀胱に特異的に癌を発生させるという面からも非常に

興味ある研究テーマとして検討されていたのである．

しかし最近までにin vitroにおけるラット，マウス，ハ

ムスター，モルモットの肝，腎，小腸，胃にFANFT

formamidaseの存在が明らかにされ47），また勿励。｝こ

おいてFANFTのdeformylationが明らかにされ31），

マウスにおけるFANFTの北国次代謝産物として2－

amillo－4一（5－11itro－2－furyl）thiazole（以下ANFTと略

記する）の存在が推定きれてはいるものの，尿申発癌

性代謝産物の確認はもとより尿中のFANFT代謝産物

についての報告はほとんどない．

 最近著者らはFANFTのラットにおける特異的膀胱

発癌性を再認する52）とともにJ・McCannら33）によっ

て最近改良されたSalmonella t■Phimurium TA l OOによ

る mutation testと薄層クロマトグラフィー（以下

TLCと略記する）を応用したTLC分画mutation

testを考案して FANFTのラットにおける尿中発癌

性代謝産物の検討をおこなってきた26・27）．著者らはこ

れらの検討によりFANFTのラット膀胱に対する発癌

性はその代謝産物として回申に排泄されるANFTに

起因するものであると推定しANFTの代謝ならびに

その発癌性の検討の心要性を強調した．

 今回著者はFANFTならびlt ANFTをラット，マ

ウスに経口投与した時の尿のmutagenic activityを検

討し，ANFTの尿中濃度を比較するとともに現在ま

での著者らの報告で不じゅうぶんであった点にも再検

討を加えさらに2，3の新しい知見をえたので報告す

る．

実 験 材 料

 1．化学物質：FANFT，〔14C〕FANFT， ANFT，〔14

c〕ANFTの化学名と構造式はFig．1に示す．この

うちFANFTはSaber Laboratories， Inc．，（MQrton

Grove， lll・）より購入した・〔14G〕FANFT， ANFT，

〔14C〕ANFTはそれぞれ合成した42）．なおこれらの化

学物質は実験にあたり前もってTLCでその純粋性を

検査した．

制』皿庶』江煙
 N一 ［4一（5－N・t・。一2一・他・y1｝一2一・hi・・。・y弓             N一［4’C5．’Nitro－2－furyL｝一2：［2－KC］
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Fig． 1． Structures of FANFT， （i4C） FANFT，

    ANFT and （i‘C） ANFT．

 2．実験動物：FANFT発癌実験にもちいた雌Fish－

erラット（45～609＞はA． R Schmidt Co．（Madi－

son， Wis．）より入手した．それ以外の一連のmuta－

ti・n testおよびFANFTならびにANFTの尿申代

謝産物の検討には雌Sprague－Dawleyラット（2009）

および雌Swissマウス（259）を使用し，いずれもA．

R．Schm三d亡Co．より入手した．

 3．mutation testの準備：mutation tcstに使用し

たSalmonella tmphimurium TA 100はCalifornia大学

B．N． Ames教授の好意で入手した． minimal base

agar作成のためのMinimaBroth DavisおよびBacto

AgarはDIFCO Labolatory，（Detroit， Mich．）より

購入した．top agar作成のためのし－histidine mono－

hydrochloride は Nuttitional Biochemical Co．，
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（Gleveland， Ohio）， BiotinはSigma Chemical Co．，

（St． Louis， Mo。）より入手した．なおplateは1001

0ptilux Petri Dish（100×15mm Style）を使用し

Falcon（Oxna「d， Calif・）より購入した．

 4・その他：尿分析に使用したTLC用sheetは

CHROMAGRAM sheet，13254 celluloseであり，

Eastman Kodak Co．（Rochester， N． Y．）より購入，

radioactivityの測定はすべてMark II Liquid Scin－

tillation System， Nuclear Chicago，（Chicago， I il．）を

用いておこなった．

実験1 発癌実験

 前述したようにFANFTの長期発癌実験によるラッ

ト膀胱に対する発癌性はすでに明らかにされている17・

19）．したがって著者はFANFTのラット膀胱に対する

発癌怪を再認する意味を含めて最長30週という比較的

短期の膀胱発癌実験をおこなった．

 方法

 雌Fisherラット （45～60 g）は入手すると速やか

に前もって1週間消毒されたうえ当実験に準備された

部室に入れられた．部室の条件は恒温度240G，恒湿

度15％，照光時閲10時間／日である。

 ラットはそれぞれ4匹ずつscreen bottomed metal

cageに入れ， さらに4群に分けた・ 第1群59匹は

contro1としてPowder Lab－blox（Allided Mills lnc・，

Chicago， l ll，）をcontrol食として，第2～4群は

O．188％ FANF［r diet （O．188％ FANFT十99．812％

Powder Lab－blox）を自由摂取させた．第2群13匹は

FANFT dietを10週間，第3群38匹は15週間，第4

群73匹は20週間そ．れそれFANFT dietで飼育し，以

後いずれもcontrol食で飼育した．それぞれの群は早

期膀胱粘膜のi変化をみるため一部FANFT diet投与

を中止とともに屠殺し病理学的検査をおこない，残り

のラットもすべて30週で屠殺し同様病理学的検査をお
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こなった．なお食餌消費量は各cageごとに毎週記録

し，体重測定は1匹ずつ0，2，4，6週，以後5週間に

1回ずつ施行した・

 病理学的検査としてはエーテル麻酔下に屠殺し，頭

頸部以外の全臓器の肉眼的検査をおこない全胸腔・腹

腔臓器を10％formalin液に入れ保存した．膀胱は．

10％f・rmalin液 1・5 mlでふくらませ固定したうえ

で正中面で2半してparaMn包埋し，それぞれ5枚

の薄片をつくりhcmatoxylin－eosin染色によって組織

学的検査をおこなった．

 成績

 実験は実験終了時まで生存した動物のみをもちい，

それ以前に死亡した動物は除外した．各群の動物の食

餌摂取量，体重の増加，発育などについては特記すべ

き差はなく，FANFT投与による全身的影響は認めな

かった．

 a）膀胱所見

 1）肉眼的変化：第1，2群目すべて肉眼的に異常

は認められず，第3，4群のFANFT投与群では膀胱

粘膜がび漫性に微細な不整を示すほぼ類似した肉眼的

変化を示した．腫瘤発育を示すものでは単発性あるい

は数コ散在性に非常に小さな粟粒大腫瘤を認めるもの

から碗豆大まで種々であるが全体的にFANFT長期投

与，長期観察にしたがって大きな腫瘤を形成する傾向

にあった。しかし膀胱周囲への浸潤やリンパ節の腫大

はまったく認められず，膀胱内への著明な出血も2，

3の例に認めたにすぎなかった．なお第3群の工例に

6×7×13 mm の膀胱結石が発生し例外的に著明な膀

胱壁の肥厚と粘膜面の不整，膀胱内出血を認めた．

 2）顕微鏡的所見：A．J． Tiltmanらの報告46）を参

考にして分類を試みた．すなわち大きくhyperplasia

と癌に分類し，かれらの提唱したごとく，たとえ著明

な乳頭状あるいは広期性増殖を示すものでも膀胱粘膜

内に限局しているものは，細胞および組織異型性が極

Table 1． lncidence of bladder cancer by feeding a diet containing O．188％ FANFT to rats．

Administration of FANFT＊

Group Number of ratS －e dIItlfal16iiration

             （weeks）

        Survival
Ei．iiiiamii；E－a6gE’m．i．tive dose 一 iWe6kg＞’ Hyperpiasia tut． incid．．，．

  （g／rat） 1 2 （％）

Bladder cancer

1

2

3

4

59

5

8

30

8

44

27

0

10

ユ0

15

15

20

20

0

1．55

1． 55

2． 56

2． 56

3． 50

3． 50

10一一30

 10

 30

 15

 30

 20

 30

4

3

4

29

8

44

26

o

o

o

2

4

7

8

o

o

o

l

o

o

1

o

o

o

10

50

16

33

＊ The diet containing O．188％ FANFT was fed．
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Fig． 2． Photomicrographs of urinary bladder of rats fed control diet or O．188％ FANFT diet．

     A： normal rat urinary bladder， B： hyperplastic bladder epithelium， C： severe nodular

     hyperplasia， D： polypoid nodular hyperplasia， E： transitional cell carcinoma， F： tran－

     sitional cell carcinoma， G： papillary transitional cell carcinoma．
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端に強いもの以外は実際 “premalignant”かまたは
‘‘

奄?situ”stageかの区別が困難であり一括してhyper－

plasiaとした．そして粘膜下結合織への癌細胞浸潤を

重視し，かつ明確な細胞あるいは組織異型性を有する．

もののみを癌と診断した．stageは粘膜下結合織以内

に限局するものおよび筋層に浸潤するものをそれぞれ

stage 1および2とした．なお筋層をこえて浸潤する

ものおよび膀胱以外への転移例は認めなかった．組織

学的所見はまとめてTable 1に示し若干の例をFig・

2に供覧する．

 b）他臓器所見

 第1群および第4群に各1例ずつ強い肺化膿症を認

めたにすぎず，腎，尿管を含めて他臓器にFANFT投

与に関係あると考えられる腫瘍性病変はまったく認め

なかった．

 小業

 以上の成績によりFANFTがラットに対して特異的

膀胱発癌性を有することが再確認された．その発癌頻

度はFANFTの長期投与，長期観察をするほど高くな

る傾向にある．しかし0．188％FANFT dietの20週

投与でその後IO週の観察瀬踏をもうけても100％の発

癌は認められず，10週間の投与では発癌は証明されな

かった．この実験は最長30週初と発癌実験としては比

較的短期であ．鉱 またはっきりと癌とは診断しえな

いがいわゆる乳頭腫ともいうべき腫瘍形成はFANFT

diet l 5週投与群および20週投与群ではほとんど全例に

近く認められたことから考えてもFANFTのラットに

対する膀胱発癌牲はかなり強力であると思われる．

実験2 spotおよびplate mutation test

 最近発癌物質のマススクリーニング法として皿uta－

tion testの価値が提唱されている2～4・32～35・51，54～56）．こ

れは被検物質によってひきおこされる微生物の突然変

異を検討することによりその物質のmutagenic activ－

ityを明らかにし，ひいてはそのcarcinogenic activ－

ityを推定するものである．とくに最近J． McCann

ら33）によって報告されtl Salm・nella t）Phimurium TA I OO

は非常に感度が高く，従来困難であったFANFTおよ

び一連の類似構造を有する発癌性nitrofuran化合物の

mutagenic activityも容易に検出することが可能とな

ってきている33・34・51，55・56），

 従来mutation testは定性を主としたSpot testと

mutagenicity をよりょく反映する．といわれる plate

testにわけられているが著者の目的はFANFTの発

癌機構の検討であり，より手軽でかつ後述するTLG

分画mutation testへの応用など幅広く利用できる点
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か日 Salmonella t2Phimurium TA 100を使ったspot

mutation testをおもに利用し一部plate testも合わ

せ検討した．

 mutation testの準備

 spot mutation testに関する手技はすでにB。 N．

Ames2）および矢作ら56）によって詳しく報告されてい

る．著者もほぼこれに準じておこなった．しかし前述

したように発癌物質のスクリーニングではなく，FAN－

FTの尿中代謝性発癌物質を中心としt FANFTの発

癌性の検討への利用であることから，使用するSalmonel－

la mphimurium TA100の菌数を従来の一般的な方法2・

56）にかえて lplateあたり 0．03 ml inoculum／2 ml

top agarのspot mutation test用agar plateを使

用するなど若干の変法をもちいた．すなわちtop agar

としては凍結保存したSalmonella tyPhimuriunz TA I OO

の少量をnutrient broth．で37。（】24時間新しく培養i

したものをもちい，前述したように各plateあたり

Salmonella mゆhimurium TA 100を含むnutrient broth

O．03mlを0．lmmole L－histidineおよびO．1m
m・1e bi・tinを含むrninimal t・p agar 2 ml eこ加え

手早く振醸したのち，前記のbase agar plate上に注

ぎ水平に國定しsp・t mutati・n test用agar plateを

作成し，以下に述べるspot testならびにTLG分画

mutation testなどの一連の実験に供した．またplate

mutation testも同様なaga「Plateを利用したがSal－

monella ipPhimurium TA 100をagar plateに加える前

1こ検体を tQp agar に力目えtこ．

A）FANFTおよびANFTのSatmonella tuphi－

  muriecm TAIOOに対するmutagenicity

 FANFTおよびANFTのSalmonegla tJPhimurium

TA 100に対するmutagenic activityをsPot mutation

testで検討し，後述する FANFTあるいはANFT

のラット，マウス尿中発癌性代謝産物の検索のための

基礎的検討をおこなった．

 方法

 FANFTおよびANFTはそれぞれdimethyl sul－

foxide（以下DMSOと略記する）に溶解し0．0001，
o．ooo2， o．ooes， o．ool， o．oo2， o．oos， o．ol， o．02， o．os，

0．1μg／μIDMSOの検体を希釈法｝こて作成した． con－

trolはDMSOをもちい前述した0．03 ml inoculum

Salmonella trVPhimuriurn TA 100を含むspot mutation

test用agar plate中央に micropipetをもちいて1

μlspotし速やかにplateを裏返して光をさけ37。C，

48時間incubateした．なおそれぞれのspot mutation

testは各検体につき3回ずつ施行した・

 成績
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 control p互ateに成長阻止円はまったくみ．られず散在

性に約62／pl昂teのspontaneous His．＋ revertant colony

がみられt lcすぎなかった．一方FANFTなちびに

ANFTによるspot mutation testにおいてはspotし

た周囲に透明帯として菌の成長阻止円がみられ，その

外周にリング状に乳自色の多数のHis＋revertant c・1－

onyが認められmutagcnicityの有無の判定には困難

はなカ｝つた・しかし微量のO・OOOS PtgのFANFTお

よびANFTには成長阻止円がほとんど認められない

ものもあったが，この際においてもそのspot点を申

心に明らかなHis＋revcrtant col・nyの集申が観察さ

れた．したがってたとえ成長阻止円がじゅうぶん明ら

かでなくとも多数のrevertant c・lonyがsp・t点に

集中的に認め．られる場合mutation testは陽性である

といえる．一方さらに微量，すなわちFANFT．あるい

はANFTの量がO．OOO2 Pt9以下ではHis＋revertant

colpnyの集中も数（p塔加も観察されず，．したがって

これらの量以下ではそれのもつmutagenic activityを

検出することは不可能であった．著者の施行しお

FANFTおよびANFTのSalmonella tyPhimurium TA

lOO lこ対するspot mutation testの結果はFig．3，4
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Fig． 4． Spot mutation tests of ANFT in Salmonella

    typhimurium TAIOO．

．に図示する．

 FANFT．およびANFTのSalmonella l），Phimuriam

TAIOOに対するmutagenicityはきわめて類似したも

のでありFANFT．ならびにANFT ともにその検査

：量はO．OOOS ptgtl ptl DMSOよりO．02 ptgfl ＃1 DMSO

においてはその成長阻止円の直径とsemi－10garithmic

な相関を示した．またmutagenicityを反映するHis＋

revertant colony数は0．0005より 0・005μ9／1μ1

DMSO の比較的狭い範囲すなわちHis＋revert孕nt

cololly数70／Plateより160／plateの範囲で同様の相

関を認め，きらにrevertant colonyのsp・t点集中性

などを考慮にいれると，かなりの程度のmutagenic

activity．の比較検討も可能であると考えられる．なお

2，3のspot mutation testの例をFig・5に供覧する・

B）FANFTおよびANFT投与時のラット，．マウ

   ス尿のspot mutatlon test

 実験2．A）によりSalmonella tPtPhimurium TAIOO

のspot mutation testにおいてmutagenの有する

antibacterial effectである成長阻止円とそのmutagen

の量とに強い相関があり，したがって成長阻止円を測

定することによってその検体の有するmutagenの量

を推i蓋しうる．また検体の有するmutagcnlc actlvlty

についても spot mutation testのHis＋revertant

colony数を算定することによりある程度の推察が可

能であることが明らかとなった．著者は前報26，27）で

FANFTを同時に経口および腹腔投与した時のラット

尿のmutagcnic activityおよびantibacterial effectを

検討して，それがほ．とんどFANFTの尿中代謝産物

ANFTに起因することを明らかにした．したがって

FANFTおよびANFTをラット，マウスに経口投与

した場合にもそれぞれの尿中にANFTの存在が強く

想定される．したがって著者はO．188％FANFTお

．よび0．166％ANFTの同モル比d量etをそれぞれ自

由摂取しているラット，マウス尿中に存在すると考え

られるANFTの量を定量しかつそれらの尿の有する

mutagenicityとFANFTならびにANFTのラット，
マウスに対する膀胱発癌性との関連性について検討す

べく，それらを投与したラット，マウス尿をspot

mutation testにて検討した．

 方法

 ラットおよびマウスはそれぞれ2群にわけ，同モル

比dietとなるように0．188％FANFT dietあるいは

0．166％ ANFT dietを自由摂取させ，第3日目に試験

管に直接排尿させて尿を採集した．FANFT dietを摂

取させた6匹のラットの尿はそれぞれ2匹の尿を同量

ずつ混じて1尿検体とし，結局3尿検体をSalm・nella
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A

C

33

B

D

                       E

Fig． 5． Spot mutation tests of ANFT in Salmonelta t］Phimurium TA I OO． A： control， B： ANFT

    O．OOO5 ”g／1 ”1 DMSO， C： ANFT O．OOI pgll pt1 DMSO， D： ANFT O．005 ptg／1 pt1 DMSO，

    E： ANFT O．02 ptg／1 pl DMSO．

Oρhimurium TAIOOによるspot mutation testに供し

た．ANFT dictを摂取させたラットも同様に処理し

て3尿検体をえた．また，マウスの場合は1尿検体を

それぞれ3匹の尿を混じて作成し，FANFTあるいは

ANFT dietを摂取させたマウスよりそれぞれ3尿検

体ずつをえた．contro】としてcontr・l dietで飼育し

ているラットの尿をもちいた．

 以．1：のようにしてえられた尿検体を前述したSatmo一

nellaりyPhimurium TA I OOのspot mutation test用

agar plate中央にrnicropipetをもちいてそれぞれ1

μ1および5μ1をspotした．これらのplateは実験

2，A）と同様に37℃48時間暗所でincubateした・

 成績

 成績はTable 2にまとめて表示し，その数例をFig。

6に紹介する．すなわちラットならびにマウスともに

FANFT dietを摂取した場合のほうがANFT dietを
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摂取した場合よりその尿で誘発されるSalmonella t］Phi－

murium TA100のHis＋revertant colony数および成

長阻止円ははるかに大である．すなわちFANFT diet

を摂取した群のほうがANFT dietを摂取した群より

ラットならびにマウス尿ともにより強力なmutagenic

およびantibacterial activityを有している．さらに

前述したようにFANFTを同時に腹腔および経口投与

したときのラ・1トの尿におけるmutagenicityの主因

がFANFTの尿中代謝産物ANFTによることから考

えて，両群間の尿のもつmutagenicおよびantibac・

terial effectの違いも尿へ排泄される ANFTの濃度

の違いによると推定される．これらを実験2，A）でも

とめたANFTのspot mutation testにおける成長阻

止円のstandard curveを基礎として比較定量すると

A

c

B

D

                      E

Fig． 6． Spot mutation tests of urine of rats and mice fed O．188％ FANFT diet or O，166％ ANFT

    diet in Salmonella tyPhimurium TA I OO． A： 5 pt1 control urine， B： 5 pt1 urine of rats fed

    FANFT， C：5pt1 urine of rats fed ANFT， D：5”1 urine of mice fed FANFT， E：5pl

    urine of mice fed ANFT．
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The results of spot mutation tests of urine of rats and mice fed FANFT or ANFT

in Salmonella tlphimurium TAIOO．
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Animal
          Urine
Fed compound＊           （gel）

Number of revertant colonies／plate
（diameter of inhibition zone （mm）） Mean＋S．D．

Rat

Rat

Rat

Rat

Rat

Mouse

Mouse

Mouse

Mouse

Control

FANFT
FANFT
ANFT
ANFT
FANFT
FANFT
ANFT
ANFT

5

1

5

1

5

1

5

1

5

64 （ O）， 52 （ O）， 82 （ O）

172 （14）， 152 （12）， 112 （12）

204 （26）， 168 （23）， 2！8 （27）

112 （ O）， 88 （ O）， 48 （ O）

164 （ O）， 152 （ 7）， 164 （ 8）

18，0 （22）， 216 （23）， 232 （23）

204 （35）， 224 （34）， 192 （33）

136 （ O）， 128 （ 9）， 104 （ O）

176 （15）， 208 （18）， 224 （16）

63±31 （O）

145±31 （12．7±1．2）

197±26 （25．3±2．工）

82±32 （O）

160± 7 （ 5．1±4． 3）

209±27 （22．6±O．7）

207±17 （34．0±1．0）

123±17 （ 3．0±5．2）

203±24 （16．3±1．5）

＊ The diet containing O．188％ FANF［［’ or O．166％ ANFT was fed for 3 days．

0．188％FANFT dietあるいは 0．166％ANFT diet

を摂取させた場合，前者の場合のほうが後者の場合に

比較してラットで約8倍， マウスで約6倍の濃度の

ANFTを含む尿を排泄すると考えられる・

C）FANFTおよびANFT投与時のラット，マウス

   尿のplate mutation test

 単なるspot mutation testよりも plate mutation

testのほうがmutagenicityをよりょく反映するといわ

れている．したがって著者はFANFTおよびANFT
を投与した時のラット，マウスの24時間尿のmutage－

nicityを比較しかつ実験2， B）の所見を再確認するた

め同じくSalmonelta tmphimurium ［［’A I OOを使ったplate

mutation testを試みた．

 方法

 ラットおよびマウスはそれぞれ2群にわけ0．188％

FANFT dietあるいはANFT dietを48時間自由摂取

させたのち，metabolic cageをつかいラットは1匹ず

つ，マウスは3匹を一組として24時間尿を採集した．

尿採集にあたってはdietによる尿の汚染を防止する

ため水分のみを投与した．採集した尿はラットの場合

総量15mlになるように，またマウスの場合総量10

Table 3．

mlになるように蒸留水で希釈し，汚染物をのぞくた

めminipore filterで濾過しplate mutation testの

尿検体とした．controlとしてcontrol dietを投与し

ているラット尿を同’様処理してもちいた．以上のよう

にしてえたそれぞれの尿検体の10μ1をもちいて前述

した方法でplate mutation test agar plateを作成し

137℃48時間暗所でincubateした．

 成績

 成績はまとめてTable 3に表示する． control尿は

平均72／plateのspontaneous His＋revertant colony

が認められたにすぎなかったが，FANFT dietを摂取

したラットならびにマウス尿は2倍以上の平均192，

156／plateのHis＋revertant colonyカ£観察された．

反面ANFT dietを摂取したラット，マウス尿はとも

に平均98，88／plateとFANFT dietの場合に比較し

半減しており。・ntr・1尿との差がわずかに認められる

程度であった．これらの所見はFANFT dietを摂取

した場合のほうがANFT dictを摂取した場合に比較

してラット，マウスともにその後の24時間に尿へ排泄

されるmutagemcltyの総量は大であることを示して

いる．

The results of plate mutation tests of urine of rats and mice fed FANFT or ANFT

in Salmonella tJphimurium TAIOO．

Animal Compound＊
U瓢課駅le Numbe「of Hll宣礫；1「tant colon’cs Mean±・…

Rat

Rat

Rat

Mouse

Mouse

Control

FANFT
ANFT
FANFT
ANFT

10

10

10

10

10

86，

190，

96，

144，

フ5，

81， 72， 51

140， 176， 180， 216， 248

100， 140， 92， 65， 96

124， 140， 172， 170， 184

88， 71， 91， 85， 117

72±16

192±37

98±24

156±23

88±16

PくO．001＊＊

P〈O． OOI＊＊

＊ The diet containing O．188％ FANFT or O．166％ ANFT was fed for 3 days．

＊＊ Comparison between the groups of animals fed FANFT and ANFT．
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 小括

 以上の実験2の所見よりFANFTおよびANFTは

ともに同程度のmutagenic ならびにantibacterial

activityを有することが明らかとなった．しかしこれ

らがラットあるいはマウスに経口投与きれた場合の尿

のもつ．mutagenicならびにantibacterial activityに

は大きな違いがある．すなわち0．188％FANFT diet

と同モル比の0．166％ANFT dictをそれぞれラット

に自由摂取させた場合に排出される尿中mutagen，す

なわちこの場合ANFTが強く推定きれるのであるが，

その尿中濃度はFANFT diet摂取群のほうがANFT

diet摂取群に比較し約8倍の濃度で，またその後の24

時問に排泄されるmutagenicityの総量も大であると

推定される．またマウスの場合も同様でFANFT diet

を摂取したときのほうがANFT dietを摂取した場合

より約6倍の濃度であると推定される，

実験3 TLC分画mutation teSt

 実験1，2よりFANFTはラット膀胱に強い発癌性

を有していることが確認され，また0．188％FANFT

dietを摂取しているラット，マウス尿は強力なmuta－

genic activityをもつことが明らかになった．前述し

たようにこのmutagenic activityはラットにFANFT

を同時に経口および腹腔投与した場合の尿分析を基礎

としておもにその尿申代謝産物ANFTによるもので

あると推定されている．一方ラット，マウスに同モル

比のO．166％ANFT dietを投与した場合，尿のもつ

mutagenic activityは FANFT投与の場合に比較し

て極端に少ないことが観察され，したがってANFT

を経口投与した場合の尿にはきわめて小量のANFT

が排泄されているにすぎないと推定された．しかし

現在までマウスはもとよりラットにおいてもFANFT

あるいはANFTを経口投与した時の尿へ排泄される

mutagenの分析はなされておらず実験2でえた推定

はさらに実験的に証明の必要がある．したがって著

者はこれらの点を明らかにすべくFANFTあるいは

ANFTをラットおよびマウスに経口投与したときの

尿中mutagenを分析し，かつその時のmutagenic

activityを比較検討する目的でそれぞれの尿のTLC

ならびにTLC分画mutation testをおこなった．

 方法

 実験に使用した動物はラット10匹，マウス10匹であ

る・ラットおよびマウスは5匹ずつ2群にわけ実験2，

B）と同じくO．188％FANFT dietあるいはO．166％

ANFT dictを自由摂取させた．実験3日目試験管に

頂接排尿させて採尿し，各群ごとに5尿検体をえた．

つぎにFANFT dictを摂取したラットの5っの尿検

体より各1μ1をmicropipetにとりcellulose TLC
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Fig． 7． TI．C and T’LC mutation tests of urine of rats or mice fed FANFT or ANFT in Sal－

    monella tyPhimurium TAIOO． The diameter of the clear zone produced by growth

    inhibition was inclusive of 1－cm square cellulose sheet placed on the petri dish． lt

    was scored as O in no inhibition zone was produced． The number of His＋ revertant

    celonies was exclusive of the spontaneous revertants． A： Urine of rats fed O．188％

    FANFT diet． B： Urine of rats fed O．166％ ANFT diet． C： Urine of mice fed O．188

    ％ FANFT diet． D： Urine of mice fed O．166％ ANFT diet．
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shcetの・一・点に重ねて径5mmになるように小さく

spotした．ラットANFT投与群，マウスのFANFT

ならびに ANFT 投与群も全く同様な方法でTLC

shectに：potし2％methanol solvcnt systcmで15

cmまで展開した． このようにしてえられた4つの

chromatogramをvisibleならびにUV light．ドで検

A

c

Fig． 8．

37

印し．た．

 TLC分．画mutatioll testをおこなうため，以上の

ようにしてえられたTLC sheetのchromatogramの

部分をlcm・平方に切り且5コのTLC分画切片をえた

各分画切片は実験2で述べた SaimoneUaりvPhimurium

TAIOOのspot mutation test用agar platc中央｝こ

B

D

     E                               F

TLC mutation tests of urine of mice fed O．188％ FANFT or O．16690’ ANFT diet in

Satmonelta CvPhimurium TA I OO． A： control， B： 2 cm fraction of TLC of urine of mice

fed FANFT， C： 3 cm fraction of TLC of urine of mice fed FANFT， D： 3 cm fraction

of TLC of urine of mice fed FANFT， D： 4 cm fraction of TLC of urine of mice fed

FANFT， E： 10cm fraction of TLC of urine of mice fed FANFT， F： 3 cm fraction of

TI．C of urine of mice fed ANFT．
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おき37℃48時間暗所でincubateした．なおcontrol

としてcontrol diet投与中のラット尿をもちいた．

 成績

 TLCの成績はFig． 7にTLC分画mutation test

と平行して図示する． この図からも明らかなように

FANFTを投与したラット尿の2％methanol－cellu－

lose TLCでRf O．18の正常尿に認められない黄色の

スポットを認めた．これはUV lightのもとではdull

orangeの螢光を認めるもので対照とした合成ANFT

とまったく一致しANFTであると断定した．一方，

ANFTを投与したラット尿ではこのANFTを認める

ことができなかった．またFANFTおよびANFTを

投与したラット尿にはそれぞれRfO．77，0・83の部に

黄色のspotを認め，これはUV light下では同様に

dull brownの螢光が認められた．これらの物質が伺

であるか同定できていないが，後述するTLC分画

mutation testで明らかなように， mutagenic activity

を有する物質であることなどよりnitrofuran deriva－

tivcでそれも同一あるいは非常に類似した物質である

と推定しうるかもしれない．

 FANFTおよびANFTを投与したマウス尿のTLC

もほぼ同様な所見であり，FANFT投与群のほうでは

ANFTが肉眼で黄色スポットとして認められ，逆に

ANFT投与群ではまったくANFTはTLC上に認め

ることができず，むしろRfO．39の部に黄色のスポ

ットが認められUV light下ではdull brownの螢光

を示した．これは後述するようにmutagenic activity

は認められないが，正常尿に認められないことから

ANFTの代謝産物であるのは確実であろう．

 TCL分画mutation tcstはcontro1に成長阻止円

はまったく認められず，わずかに約68／plateのHis＋

revertant colonyを散在性に認めたにすぎないのに反

し，FANFTが投与されたラット，マウス尿の2％

methanol－cellulose TLC 3 cm分画，すなわちRf

O．18のANFTを含む分画切片には大きな成長阻止円

と多数のHis＋revertant colonyが認められた．反面

ANFT投与群ではTCL sheet切片給めて径13㎜，

15mmと小さな成長阻止円を認めたにすぎず，これ

らのことからANFTをラットあるいはマウスに投与

した場含，ANFTはそのまま尿へ排出されないわけ

ではないがその量はきわめて微量であることが明らか

となった．また図でも明らかなようにANFTを投与

したマウス尿TLCでRf O・39に認められた黄色ス

ポット部にはまったくmutagenicityは認められず，

他の黄色スポット部にはそれぞれわずかの成長阻止円

あるいはHis＋revertant colonyの集中があり，これ

らはmutagenであることが明らかとなったが，それ

はきわめて少量かまたは非常に弱いmutagenic activ－

ityを有するにすぎない物質であろうと推定された．

なおTLC分画mutation testの旧例をFig．8に供
覧する．

 小話

 以上の成績よりO．188％ FANFT dietを自由摂取し

ているラット，マウス尿にはANFTの排泄があり，

かっこの時のそれぞれの尿のもつmutagenic activity

は成長阻止円の大きさや圧倒的なHis＋revertant col－

onyのTL（〕分画mutation testにおけるANFT分

画への集中などよりそのほとんどがANFTに起因す

ることが明らかとなった．反面，同モル比の0．166％

ANFT dietを摂取しているラット，マウス尿には

ANFTの排出はあるがきわめて微量であることが明

らかとなり，それらの尿のもつmutagenic activityも

すべてこの微量のANFTに起因するとはいえず，

spotあるいはplatc mutation testでみられたmuta－

genic activityはANFT と他の一部の代謝産物に起

因するものであると推定される．そしてこれらの所見

は全体的にみて実験2の推察とよく一致するものであ

るが，前述の理由のため尿のspot mutation testに

おける成長阻止円の大ききをもととした尿中ANFT

の比較定量においてはFANFTの場合はほぼあてはま

るが，ANFT投与の場合実際の尿中ANFT濃度は

さらに少ないと考えられる．すなわち実験2でもとめ

た0．188％FANFT dictと 0．166％ANFT dietを

自由摂取しているラット，マウス尿のANFT濃度は

ラットの場合前者のほうが後者に比較して8倍以上，

マウスの場合も6倍以上の濃度であると考えるべきで

あろう．

実験4 radiochromatography

 実験2，3でえられた成績はFANFTのラットなら

びにマウスに対する膀胱発癌性がFANFTの尿中代

謝産物ANFTに起因することを強く示唆するもので

ある．またANFTをマウスに経口投与した場合には

FANFTを投与した場合に比較してきわめて少量しか

ANFTとして尿中に排泄されないことを明らかにし

た．前記したようにFANFTとANFTの化学構造

はきわめて類似したものであり，またFANFTの第1

次の代謝がFANFTのdeformilationによるANFT
への代謝であるとの推定もなされている27，31，47）が，な

おこれらの2つの化合物の尿申代謝産物にはANFT

をはじめとしていくつかの違いがあると推定される．

またマウスに対するFANFTならびlc ANFTの発癌
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性とくにその標的臓器の違いはproximateあるいは

ultimate carcinogenの臓器分布との関連において興

味ある問題である．しかし，おどろくべきことにこ

のANFTがマウスに経口投与された場合，同モル

FANFT dietでほ19 loo ％膀胱癌を発生さすのに反し，

まったく膀胱癌の発生がみられず，むしろ約90％のマ

ウスの胃に腫瘍の発生をみている9）．著者はこれらの

面を明らかにする目的でradioisot・pe〔14C〕FANFT

ならびに〔14C〕ANFTを経口投与してそれらのマウ

ス尿中代謝産物ならびに臓器分布について検討した．

 方法

 実験にもちいたマウスは各回それぞれ3匹である．

〔エ4C〕FANFTをcorn oilに混入し， さらにnon－

radioactive FANFTを加えhomogenizerで均一な

FANFT 2 mg（約3×105 DPM）／0．2 mlの 〔14C〕

FANFT－corn oil混合液を作成し，またANFTの場

合も2mg（約3×lo5 DPM）／0．2 mlの〔14c〕ANFT－

corn oil混合液を準備した．胃管をもちいてこれらの

混合液0．2mlずつをそれぞれのマウスに経口投与し

たのち，尿採集はmetabolic cageをもちいて24時間

おこなった． その後エーテル麻酔下に屠殺して肝，

胃，腎，膀胱を摘出した．肝以外の胃，腎，膀胱はそ

の内容物に強いradi・activityが認められることより

水洗のうえethyl acctateで洗浄した．重量測定後

lNNaOH 4 mlに入れ50℃で完全に消化したあと

それぞれの消化溶液が総量5 mlになるように蒸留水

で希釈し， その0・5m15。）をcounting vialに入れ，

さらにANPO／5 mlを加え磐田したのちMark II

scintillation systcmでそれぞれのradioactivityを測

定した．

 尿のradiochromatographyによる検討のため，そ

れぞれの尿をcellulose TLC sheetに約10μ1，幅5

mms長さ20 mmにspotし2％methanol solvent

systemで15cmまで展開した．乾燥後visibleおよび

UV Iight下で検討したのち，それぞれのchromato－

gramは幅lcm，長さ3cmの細長い切片に切り15コ

    Table 4．
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の分画切片としてcounting vialに入れ，同様ANPO

15m1を加え分画のもつradioactivityを測定した．

なお残りの尿はそれぞれ15mlに蒸留水で希釈し，

そのうち0．1 mlをcounting vialに入れ同様にして

radioactivityを測定した．

 成績

 成績はTable 4およびFig．9に示す．〔14C〕FAN－

FTおよび〔14C〕ANFTの〔14C〕尿中回収率はほぼ

等しく50％前後であった．そしてこれらの尿のradio－

chromatographyではANFTの部すなわち3cm分
画のもつradioactivity は比較的少ないものであり，

sl
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Fig． 9． Radiochromatographies of urine of mice

    administered （i‘C） FANFT or （i4C） ANFT．

    A： Urine of mice administered （i4C）

    FANFT， B： Urine of mice administered

    （i4C） ANFT．

Disposition of （i4C） FANFT or （i4C） ANFT after oral administration to mice．

Liver

Stomach

Kidney

Bladder

Urinc

Mice administered （i4C） FANFT
   ％       dp皿／mg

1．05±O． 15

0． 63±O． IO

O． 18± O． O1

4Z 87±6． 65

12． 06±O． 63

28． 39±4． 83

Z41±O．23

42．00±3．00

Mice administered （i4C） ANFT

  O／． dpm／mg

1．31±O． 19

0． 67±O． 08

0． 14± O． O1

46． 50±3． 76

14． 91±O． 72

36．09±2．19

7． 86±O． 42

54． 00±3， OO

The data expressed in terms of percentage of radioactivity distributed to organs and urine and dpm／mg

of tissue at 24 hours after administration， with mean±S．D． of 3 mice．
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FANFTを投与したマウス尿でさえANFT分画すな

わち3cm分画のradi・activityは5％前後にすぎず，

さらに全体的にみられるそれぞれのback groundを

考えると実際にはさらに少ないものであると考えら

れる．しかしこの3cm分画には明らかに周囲の分画

より大でradi・activityの集中が認められる．一方，

ANFT投与時のマウス尿では6cm分画に若干の

radioactivityの集中が認められ，これは実験3でも述

べたANFTの尿中代謝産物のうち，黄色のスポット

として認められたものに一致している．そして全体

的にみてFANFTが投与された場合のマウス尿中の

ANFTの量がきわめて少ない，すなわちFANFTの

尿申代謝産物の5％以下という少量であるにかかわら

ず，その尿のもつ強力なmutagenic activityの主因

となっている．

 〔「4C〕の肝，胃，腎，膀胱へのdistributionについ

ては，Table 4に示したごとく〔14C〕FANFTと〔14C〕

ANFT投与群において顕著な差を認めなかった・こ

れは〔14C〕FANFTが投与された場合でも尿中に存在

する〔14C〕ANFTの量がその代謝産物中5％以下と

いう少量で，たとえANFTが膀胱粘膜あるいは胃粘

膜などのANFTの標的発癌部位に取込まれてもその

差を識別することは困難かもしれない．しかし〔14c〕

FANFTおよび〔14C〕ANFTを投与したどきのg当

りの胃，膀胱に取込まれる〔14C〕の量は肝，腎に比較

しかなり多いことを示しており，さらに検討すべきで

あろうと考えられる．

 小糠

 以上の成績より〔14G〕FANFTおよび〔14C〕ANFT

がマウスに経口投与された場合，ほぼ同量すなわち約

50％の〔14C〕が24時間以内に尿申へ排泄きれ， radio－

chromatographyの所見も巨視的には非常に似たもの

であった． しかし〔14C〕FANFTがマウスに投与さ

れた場合，明らかにその代謝産物〔14C〕ANFTによ

るradioactivityの集中があるが量的には比較的少な

く，〔14C〕FANFT尿中代謝産物中5％以下であった・

また〔14C〕ANFTが投与された場合にはradiochro－

matographyでは尿中に〔14C〕ANFTは確認しえな

かった．以上のようにFANFTとANFTをマウスに

投与した場合の尿中代謝産物はradiochromatography

上で巨視的には非常に似たものであったが，発癌にも

っとも深く関与すると推定される尿中ANFTの量な

どいくらかの点で違いがあることが明らかとなった．

 〔14C〕FANFTならびに〔14C〕ANFTを経口投与

したあと24時切子の〔14C〕の臓器分布も両方とも類

似したものであり，その差を認めなかった．これは

FANFTならびにANFTの代謝産物が大部分は似か

よったものであり，ANFTの量的な違いによってそ

の分布に生ずると期待さ．れた差もANFTの量じたい

が非常に少ないこともあって明らかにしえなかった．

考 察

 著者のおこなった実験結果の検討はすでに小括をは

じめ実験の項でも述べている，したがってここでは従

来報告されてきたFANFTを中心としたnitrofuran

化合物の発癌性についての文献的考察をおこない，加

えて著者のえた実験成績をもとにその問題点について

検討する．

 966年R．J． Steinら45）は5－nitrofuran化合物であ

る f（）rmic acid 2一〔4一（5－nitro－2－furyl）一2－thiazolyl〕

hydrazidc（以下FNTと略記する）に発癌性がある

と報告し，以後5－nitrofuranあるいはそれに類似構造

をもつ化合物の強い発癌性がつぎつぎと明らかにされ

てきた9～14，17～24，37）。 このうちFANFTは1967年E．

Ertnrkら17）によってラット膀胱に強力な発癌性を有

することが報告され，その100％という高い発癌率と

膀胱以外にはほとんどみるべき影響をあたえない特異

的膀胱発癌性，加えてその癌の形態がきわめてヒト膀

胱癌に類似することより非常に興味深い発癌物質であ

るとしてラット19）はもとよりイヌ23），ハムスター14），

マウス9・21・58）などによる発癌実験がなきれ，これらに

対してもともに強力な膀胱発癌作用があることが報告

されてきた．一方5－nitrofuran化合物は1944年M．

C．Doddら15）の報告いらい医薬，獣医薬あるいは農

業関係に広く使用きれてきたものであり30・36・38・59），前

述したFNTやFANFTの発癌性が明らかにされて

いらい，5－nitrofuran化合物はもとより，これに類

似構造を有する化合物は発癌性を有する可能性がある

としてその再検討がなされるにいたったものである12）．

周知のように従来化学療法剤として使用されてきた

N一〔4一（5－nitro－2－furyl）一2－thiazolyl〕acetamideはすで

にその発癌性が確認され9～14・20・23），また日本で大きな

問題となった2一（2－furyl）3一（5－nitro－2－fury正）acrylamide

（AF－2）も強いmutagenic activityを有することが報

告され29・51・54，55），現在食品防腐剤としての使用が禁止

されている．しかし現在もなお5－nitrofuran化合物は

nitrofurantoinなど広く尿路感染症治療剤として使用

されているものもある．これらは動物試験においてい

ちおうその発癌性は認められなかった10・37）ものではあ

るが，それのもつ化学構造あるいは強いmutagenic

activityを考えるとき医薬品として問題があるばかり

でなく，一般的mutagenとしてはもとより発癌物質
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である可能性があるとしてさらに検討されており12・53），

nitrofuran化合物の発癌性についての研究は単に発癌

物質としての興味にとどまらず現在早急に取り組むべ

き重大な問題の1つとなっている．

 ひるがかって，現在までFANFTをはじめとする

nitrofuranあるいはその類似化合物の発癌機序に関し

てはin vitroにおけるnitroreductase enzyme system

やFANFT formamidaseなどの生化学的研究氏7～5G）や

FANFTの発癌性における内分泌的条件の検討58），あ

るいはnitroreductase inhibitor， allopurino1の

FANFTの発癌性に対する影響52）などFANFTの膀

胱発癌に影響をあたえる内的あるいは外的因子，さら

にFANFTを含めた一連のnitrofuranあるいはその

類似化合物の化学構造学的検討9～13）がなされてはきた

が，その発癌機構はほとんど解明されていず，その根

本的要因である代謝についてもじゅうぶん明らかにさ

れたとはいいがたい． とくにFANFTについてはそ

の特異的膀胱発癌性を有することより尿中に何らかの

発癌性代謝産物が排泄されているであろうとの推定に

もかかわらず，現在までほとんどFANFTの尿中代

謝産物についての報告はみられず，わずかにG．M．

Lower， Jr・ら31）がradioisotopeを使用してFANFT

の尿中代謝産物について検討を試み〔2・i4G〕FANFT

をマウスに投与した場合，24時間尿に50％の〔14C〕が

検出されるのに反し， 〔formyl－14C〕FANFTを投与

した場合速やかに呼気中に62％の〔14C〕が排出され，

尿中にはほとんど検出されないことより，FANFTを

マウスに経口投与したときの第1次の代謝がANFT

の形成であろうと推定したにとどまり，radiochroma－

tographyによる尿分析においてはANFTの証明は不

成功に終っている．

 前述したように著者ら26・27）は最近FANFTを同時に

経口および腹腔投与したラットの尿中代謝産物の検索

をおこない，その尿中にFANFTの代謝産物ANFT
の存在を証明し，またSalmonella tmphimurium TA 100

を使ったこれらの尿のTLC分画mutation testよリ

ラットのFANFT尿申代謝産物のうちほとんどAN－

FTにのみmutationが集申することより， FANFT

の膀胱発癌の主因となるproximateあるいはultimate

carcinogenはANFTであると推定してきた．そして

今回著者はFANFTのラットに対する短期，申期の発

癌実験をおこないFANFTの特異的膀胱発癌性を確認

する．とともに，従来これらの発癌実験にもちいられた

投与方法と同じようにFANFTあるいはANFTをラ

ット，マウスに自由摂取させたときの尿をSatmonella

t）Y）hitnttrium TAIOOを使ったspot， plateおよびTLC
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分野mutation testで検討し，またマウスにはradio－

isotope〔14C〕FANFTおよび〔14C〕ANFTを併用

して検討した．成績はすでに述べたようにFANFT

を経口投与したときのラット，マウス尿には強力な

mutagenic activityが認められ，これがおもにFAN－

FTの代謝産物ANFTによるものであることを明示

した．さらにANFTをラット，マウスに投与した場

合，それぞれの尿のmutagenic activityはFANFT

投与時に比較してきわめて小さくかつその主因となる

尿中ANFT濃度もそれぞれ1／8以下，1／6以下と極

端に小さいものであることも明らかにした．mutage－

nicityとcarcinogenicityの関連性についての考察は

後述するとして，以上の所見はANFTがFANFTの

deformilationしただけの非常に類似した化学構造を

もち．また前述したようにANFTがFANFTのラ

ットやマウスにおける第1次の代謝産物であり，かつ

FANFTの尿中へ排泄されるproximate carcinogen

と推定され，したがってマウスに経口投与された場合

においてもFANFTと同じく強い膀胱発癌性が予期さ

れたにもかかわらず，マウスの発癌実験においては

FANFTが膀胱癌を100％発生さすの｝こ反しANFT

の場合はまったく膀胱に癌発生がみられず，むしろ胃

に90％の腫瘍発生がみられたS．M．（〕ohenら9）の報

告とよく一致するものである．すなわちFANFTを

マウスに投与した場合には尿中にその発癌性代謝産物

として強いmutagenic activityをもつANFTが排

出きれこれが膀胱癌の主因となると考えられるが，半

面ANFTが投与された場合は同モル量のFANFTの

場合に比較してきわめて小量しか尿中には証明されな

い，したがってきわめて小量のANFTにしか接しな

い膀胱上皮は癌化にはいたらずむしろ大量のANFT

が飼料とともに常に胃内にあってこれが胃腫瘍を発生

さす原因となっていると推定される．また以上のこと

からFANFTじたいには直接の発癌作用はなく， こ

れが代謝されてANFTへと代謝されてはじめて発癌

作用をもついわゆる代謝性発癌物質であり，癌原性の

本態はあくまでANFTによることが強く推定きれる．

さらに実験4の成績を考えあわせるとFANFTを投与

された場合の尿中ANFT量もFANFT の尿中代謝

産物申けっして大量ではないが，比較的小量でもその

発癌性は強力であると考えられる，半面その限界はま

だ明らかでないがある程度の濃度以下では膀胱上皮を

癌化に導くことはできないものであると思われる．

 すでに報告27）したようにFANFTの代謝は前述した

G．M． Lower， Jr。らの報告31）， C． Y． Wangら4㌃5。）

の種々の実験動物のもつformamidase，またnitro一
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reductase enzyme systemの確認，さらに著者らの

FANFT投与時のラット尿中代謝産物の検討による尿

中ANFTの確認26・27）などより，FANFTは体内でま

ず第1次の変化としてdef｛）rmilationされANFTへ

と代謝を受け，きらにその大半はnitroreductase en－

zyme systemあるいは他の皿etabolic sゾstemでさら

に代謝されると推定されるが，反面その部は比較的少

量であるがそのまま何らの代謝を受けず尿へ排泄され

るものであろう・

 一方ANFTをラットあるいはマウスに経口投与し

た場合の代謝は今回の著者の成績から次のごとく考え

られる．すなわち摂取されたANFTは体内で吸収さ

れる前に，おそらく胃あるいは腸管内でかなりの量が

reductl・nされるのであろう．なぜなら実験4で明ら

かなごとく〔14C〕ANFT と〔14C〕FANFTの尿中

総〔14C〕量はほぼ同量であるし，一方，体内に吸収

されたFANFTはさら｝こANFTへと代謝を受けたあ

とそのまま一部が尿中へ排泄されるにかかわらずその

尿申ANFTの量は同量のANFTを経口投与した時

と比較して極端に大である．もしANFTがまったく

reductionを受けないで体内に吸収されると仮定すれ

ば，FANFT 1 ｪ胃，．腸管内でreductionを受けるかど

うかにかかわらず同量のFANFTが投与きれた場合と

同量かあるいはそれ以上のANFTが尿へ排出される

のが期待されるのであるが，著者の成績はまったく逆

で極端に少量のANFTが観察されたにすぎなかった・

そしてこれらの問題は単にFANFTおよびANFTの

代謝としての興味がある溶けでなく発癌物質の代謝性

活性化，また逆に発癌物質に対する生体防御機構の解

明という意味からもさらに検討されるべき興味ある問

題であろう．

 きて著者がFANFTおよびANFT の発癌性の検

討に利用したSalmoneltaをつかったmutation testで

あるが，従来B．N． Amesを中心｝こおもに発癌物質の

マススクリーニング法として発達してきたものである

2～4・33・34）・そして最近J．McCannら33）によって紹介

きれたSalmonella tJPhimurium TA 100は従来広く使わ

れていたSalmonella t）Phimurium TA15352一・4）の菌株に

R因子プラスミッド・PKM lOlを組込みmutagen

検出の感度をさらに高め従来困難であった種々のcar－

cinogenのもつmutagenicityの検出を可能にしてい

る33・34・51・55・56），Satmonelga t）phimurium TA 1 OOのmuta－

genic皿echanismはhistidine合成酵素の遺伝子に突

然変異がおこってhistidine要求性（His『）となった

ものが塩基置換型あるいはframeshift型のmutagen

などによりhistidine非要求性（His＋）となるrevcrse

mutationである． さらに同株は除去修復システム

（uvr B）の欠如，細菌の表面構成分子であるリボ多糖

類の欠脱など発癌物質の検索を目的としたmutation

test用の菌株として非常に優れている33・56）．そしてこ

れを利用したmutation testは該当する遺伝子のDNA

の変化を直接みるものであって，その結果えられる

His＋revertant colony数を算定すること｝こよりその物

質のもつmutagenic activity ひいてはcarcinogenic

activityを推定するものである．．現在のところこれら

のmutation testはほとんど発癌物質のマススクリ・一一・

ニングとして利用される程度でそのmutagenicity．と

carcinogenicityとの間に100％の一致をみていない34・

56）が，mutagenicityを有するものはcarcinogenであ

る可能性がつよく，またcarclnogenはmutagenlc ac－

tivityをもつ可能性がきわめて強い35）．とくに最近の

報告では Salmonella tyPhimurium TA 100に対する

nitrofuranあるいはその類似化合物のmutagenicityと

carcinogenicityとはきわめてよく一致している34・51・55）．

著者はこれらの点に着目してFANFTを投与したラッ

ト，マウス尿に排泄されるであろう発癌性代謝産物の

mutagenicityを検討することにより逆にその発癌性代

謝産物を検索し，さらにANFTを投与した場合との

比較定量をもおこない，これらのもつ発癌性の解明を

試みたものである．

 従来発癌物質の確認あるいは証明として該当物質を

実験動物に投与してその発癌性を証明することがおこ

なわれており，まt勿癬7・で直接発癌させうる場合や

細胞小器宮への影響をみることによりその発癌性を推

定することもその一つの方法であろう．しかしなおこ

れ1こは経済的，技術的また附属特異性などの信頼性に

問題が多いのも事実である・さらに代謝性発癌物質の

proximateあるいはultimate carcinogenの決定ある

いは証明にはさらに多くの問題があろう，とくに膀胱

癌の場合，膀胱内へのimplantation techniquei・5～8・28）

あるいはin vitr・における膀胱上皮細胞の直接発癌実

験25）などきわめて興味ある方法であるとはいえ，その

技術的，・経済的あるいはその信頼性，きらにprOxi－

mateあるいはultimatc carcinogcnの単離・抽出な

どさらに困難な問題であるといわざるをえない．前述

したように著者はこれらの困難な問題を解決する手段

の一つとして発癌物質をスクリーニングする方法とし

て発達してきたspotおよびplate mutation tcstを

導入し，加えてTL（】分画mutation testを考案し

た．そして，これらの方法をもちいた膀胱発癌物質

FANFTおよびその尿中代謝産物ANFTの発癌性に

ついての検討は前述したようにFANFTの膀胱発癌性



林田 膀胱発癌機構・FANFT

はその代謝産物ANFTによると推定されるなどきわ

めて有意なものであった．とくにTLC分画mutation

testは尿中代謝産物のもつmutagenicityを比較定量

することも可能であり，これらの化学発癌物質あるい

は自然環境にある発癌物質の検索やその代謝性発癌物

質の検討への導入は単に尿中に代謝される場合に限ら

ず，血液あるいはその他の体液などにも応用が可能で

あり，その技術的容易き，経済的にも廉価で，短期間

に多数の検体を処理できるなどの有利さもあいまって

今後さらに広く利用しうるものと考えられる．

 現在FANFTあるいはANFTなどのnitrofuran
化合物の代謝あるいはその発癌性についての研究はま

だその緒についたばかりである．したがって今後さら

に検討を加えられるべき点も多く，また現在nitrofu－

rantoinなどmutagenic activityを有する化合物も広

く薬品として日常臨床で使われておりその再検討の必

要性は痛感されている．そしてまた現在あるいは将来

にわたりつぎつぎと合成されるであろう各種化合物質

はもとより自然界に存在する諸物質を検討し，それら

について発癌性の有無を明らかにすることによってヒ

トを外因性発癌より防止することが私たち医学1薬学

あるいは化学に携わっているものの大きな使命の一つ

であろう．

結 語

 FANFTの膀胱発癌性の検討を目的としてラットに

FANFTを経口投与して短期，申期の膀胱発癌実験を

おこなった．またFANFTとその発癌性代謝産物で

あるANFTの同モル比dietを投与したときの尿の

もつ1nutagenic activityおよびその主因である尿中

ANFT量をSalmonella t］ψhimurium TA IOOをもちい

たmutation test system｝こて測定し，加えてマウス

に〔エ4C〕FANFT，〔14C〕ANFTを投与した時の〔14C〕

の臓器分布ならびに尿のradiochromatographyによ

る分析を試み次の成績ならびに結論をえた．

 1）0．188％FANFT dietをラットに10～20週投与

して最長30週聞と比較的短期の発癌実験で，10週の投

与では発癌に至らず，15週以上の投与では10～SO％lc

明確な膀胱発癌が観察され，いわゆる乳頭腫ともいう

べきものは大多数の動物に認められその強い膀胱発癌

性が確認された．

 2）FANFTならびにANFTの3α」規。忽」α卿乃珈〃一

rium TA I OOに対する・nutagenic activityを検討して，

それらがほぼ同程度の皿utagenic activityを有するこ

とを明らかにしt・

 3） しかしO．188％FANFT dietと同モル比の
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O．166％ ANFT dietをラットならびにマウスに自由摂

取させた場合，それぞれの尿のもつ皿utagenic activ－

ityには大きな差があり，きらにTLC分画mutation

testでこれらの mutagenic activityの差は尿中の

ANFT濃度が主因となっていることが明らかとなっ
た．

 4） O．188％FANFT dietと 0・166％ANFT diet

を投与した場合のラット，マウスの尿へ排泄される

ANFTの尿中濃度は前者のほうが後者に比較してラ

ットの場合8倍以上，マウスの場合6倍以上高かった．

 5） 〔14C〕FANFTと〔14C〕ANFTをマウスに経

口投与した場合，〔14c〕の臓器分布に差を認めなかっ

たが尿のradiochromatographyでは前者の場合，尿

中代謝産物のうち5％以下ではあるが明らかにANFT

分画に〔14G〕の集中があるのに反し後者の場合ANFT

分画に〔14c〕の集中を認めえなかった．

 6）以上の成績に文献的考察を加え，FANFTは代

謝性発癌物質であり，そのproximate carcinogenは

ANFTであり， FANFTの膀胱発癌性も尿中に排泄

されるその発癌性代謝産物ANFTによるものであろ

うと結論した．

 7）本研究をとおしてTLC分画mutation testを

含むmutation test systemの導入が化学発癌物質ある

いは自然環境下にある発癌物質の代謝ならびに発癌性

の検討にきわめて有用であることを確認し，今後さら

に広く応用きれるべきであろうと強調した．

 稿をおえるにあたり恩師酒徳治三郎教授のご指導，ご校閲

に深甚の謝意を表します．本研究をとおし終始変らない暖

いご援助をして下さいましたWisconsin大学George T．

Bryan教授ならびに京都大学医学部泌尿器科学教室吉田

修教授に深く感謝致します．また適切なご教示をいただいた

桐山蕾夫助教授，心からの協力をいただいたWisconsin大

学Ching Y． Wang博±＝ならびに同大学Clinical Oncology
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