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    Mutagenic activity of urines from 43 patients with urogenital cancer was tested in the Salmonella

typhimuriurn TA98 and TA IOO． AII patients were hospitalized ancl， were on usual hospital diets．

They were ordered not to smoke during their ．hospital ceurse and their renal and liver functions were

almost normal， None of the patients received antibiotics during this experiment． 200 mil of each

urine was conceritrated 200－fold by adsorption with the XAD－2 resin． Ninety－four urine samples

from 43 patients were divided into four groups： group 1， 18 urine samples from 15 patients receiving

no drugs ； group 2， 27 urine samples from 24 patients receiving some drugs except for anti－cancer drugs；

group 3，39 urine samples fromエ6patlents receiving single anti－cancer drug；group 4，10urine samples

from 5 patients receiving 2 anti－cancer drugs． A 24 hour urine was collected for groups 1 and 2，

and a urine from the time of administration to the next early morning was collected for groups 3 and 4．

The results are as follows：

1） None of urine concentrates gf group 1 was mutagenic to either strain TA98 or TAIOO．

2） None of urine concentrates of group 2 was mutagenic to either strain TA98 or TA IOO．

3） Eight urine concentrates ef group 3 were mutagenic． Though 5 urine concentrates frorn 3 patients

receiving cyclophqsphamide were not mutagenic to cither strain TA98． or TAIOO， the urine concentrate

obtained from 1 to 3 hours after administration of 1，500 mg cyclophosphamide was mutagenic to

the strain TA IOO． Four of 9 urine concentrates from 6 patients receiving adriamycin were mutagenic

to the strain TA98 and／or TA IOO and two of 4 mutagenic urine concentrates were mutagenic to both

strain TA98 and TAIOO． Two of 14 urine concentrates from 6 patients receiving cis－diamminedi－

chloride platinum were mutagenic to the strain TAIOO． No mutagenic activity was detected in the

urine of any ofthe patients receiving one of 4 anti－cancer drugs； actinornycin D， vinblastine， bleomycin

or mitomycin C．

4） Four urine concentrates of group 4 were mutagenic． All of 2 urine concentrates from the patients

rcceiving adriamycin and 5－fluorouracil were mutagenic to the strain TA98． One of 3 urine con－

centrates from the Patients receiving rnitomycin C and cytosine’ arabinoside was mutagenic to the
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strain TA98． The urine concentrate from the patient receiving vincristine and actinomycin D was

mutagenic to the strain TA98． No mutagenic activity was detected in the urine ofthe patients receiving

vincristine and cytosine arabinoside， vincristine and pepleomycin， or methotrexate and pepleomycin．

5） Our results suggest that urinary metabolites of some anti－cancer drugs might act as an initiator

on the urothelium． Although at the present time the detection of mutagenic activity in the urine

does not necessarily predict carcinogenesis of the urothelium， the physician who uses anti－cancer drugs

should be aware of delayed sequelae on the urinary tract．
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は じ め に

 発癌物質の大部分が突然変異を指標とする微生物を

用いた短期検出法により検出できるようになり，医薬

品，農薬，化粧品，食品添加物などの化学物質の変異原

性が検討されるようになつt 1“’6）．医薬品のなかでも抗

癌剤はそのおもなものに動物実験で発癌性が認められ

ており7～21），抗癌剤の発癌性と変異原性について高い相

関性が報告されている22・23）．また臨床的には抗癌剤の

長期投与を受けた患者に新たな癌が発生したという報

告24～41）がある一一癌化学療法の進歩に伴う長期生存が

期待でき，また非腫瘍性疾患，たとえば乾癬26・42），ネ

フローゼ症候群28・42），関節リュウマチ39・42，43）それに

全身性紅斑性狼瘡39・42）などの患者にも抗癌剤が使用さ

れている現状では，治療の7めに用いた抗癌剤による

ご次的な癌発生の危険性を無視することはできない．

抗癌剤投与による早期の副作用についてはよく報告さ

れでいるが，．長期にわtcる観察はほとんどなされてお

らず，とくに小児や若年者に抗癌剤を投与するときは

新たな腫瘍発生ということも考慮して長期間経過を観

察する必要がある，

 いっぽう尿路腫瘍の発生機序において尿中のイニシ

エーターおよびプロモーターが重要な役割を演じてい

ることは，これまでの多くの研究により支持されると

ころである44）．イニシエーターの検索にはAmes test

が簡便で広く用いられているが，ヒト尿がAmes test

で検討されるようになってきたのは，1977年Yama－

sakiとAmes45）がresinを用いてヒトの尿を濃縮す

る方法を報告してからであり，それ以前はヒトの尿の

変異原性に関する報告はほとんどみられなかった．抗

癌剤による癌発生報告例のなかでも，最近cyclophos－

phamidcによる膀胱癌の発生報告34》41）が増加してお

り，抗癌剤の尿中代謝産物が尿路上皮に発癌作用を有

していると考えられ，抗癌剤投与患者の尿の変異原性

を検討することは重要な意義をもつ．

 われわれはこれまでSalmonella t）Phimurium TA 98

とTA lOOを用いて27種類の抗癌剤の変異原性を検討

し，そのうちの！2種類に変異原性がみられたことと，

27種類の抗癌剤のうち13種類をラットの頸静脈より投

与したときの尿では，そのうちの9種類に変異原性が

みられたことを報告した 46・47）．今回，抗癌剤投与患者

尿について変異原性を検討したので報告する．

対象および実験方法

（1）対   象

 京都大学医学部附属病院および滋賀医科大学附属病

院泌尿器科に1980年2月より1981年3月頃でに入院し

た腫瘍患者で，膀胱腫瘍33例，精巣腫瘍3例，腎腫瘍

2例，尿管腫瘍2例，前立腺癌2例，陰茎癌1例の43

例である．これらの患者のうち，精巣腫瘍の2例を除

き他の41例は原発巣ないし転移巣を有する患者であ

る．抗癌剤投与を受けたのは15例で，同一患者でも種

々の抗癌剤を単独または2種類の併用投与を受けてお

り，そのつど対象とした．単独投与の抗癌剤としては

cyclophophamide， adriamycin， cis－diamminedich－

loride platinum （CDDP） ， actinomycin D， vinblastine，

bleomycin，それにmitomycin（】であり，併用投与

の抗癌剤としては，adriamycinと 5－fluorouracil，

mytomycin C と cytosine arabinoside， vincristine

とcytosine arabinoside， vincristineと actinomycin

D，vincristineとpepleomycin，それにmethotrexate

とpepleomycinの併用であった．

（2） 採尿方法および尿検体

 抗癌剤投与を受けていない患者は午前5時または6

時から翌日の同時刻の24時間尿を，抗癌剤投与を受け

ている患者は投与開始後翌朝の5時または6時までの

尿を防腐剤を加えず蓄尿し，その約500mlを茶色の

ポリプロピレン製容器に採取し，No・1丘lter paper

（東洋濾紙会社）で濾過し，一20。Cの冷凍庫に保存し

た，尿検体は総数94で，これを4群にわけた．第1群

はすくなくとも3日間伺ら薬剤投与を受けていない15
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例の患者尿（18検体）で，第2群は抗癌剤投与を受け

ていないが，他の種々の薬剤投与を受けている24例の

患者尿（27検体）である．第3群は1種類の抗癌剤投

与を受けている16例の患者尿で，抗癌剤以外の薬剤投

与を受けている思者尿も含む（39検体）．第4群は2

種類の抗癌剤併用投与を受けている5例の患者尿で抗

癌剤以外の薬剤投与を受けている患者の尿も含む（10

検体）．なお抗菌剤の数種類はAmes testで変異原

性をしめしたり，Salmonellαに殺菌的であるため1・48），

抗菌剤投与を受けている患者尿はすべて除外した．

（3） 尿濃縮方法

 YamasakiとAmcsの方法45）にしたがった．すな

わちXAD－2 resin（東京有機化学工：業株式会社）を

10倍量のacetone（半井化学薬品株式会社）でかく搾

しながら数回洗浄し，10倍量のmethanol（半井化学薬

品株式会社）で同様に数回洗浄し，最後に蒸留水で数

回洗浄して内径0．7cm，長き10cmのガラスカラム

にL5 cm3容量（高さ4cm）をつめる．蒸留水約50

mlでカラムを洗浄した後， 200 mlの尿を三方括栓

（株式会社トップ）にて流量を2～3m1／minに調節

してカラムを通す．三方括栓よりresinを乾燥させな

いように2～3秒窒素ガスを流してresinに残った尿を

除去する．吸着物質は10・ml・acetoneで18×150mm

の試験管に溶出させ，60～65。Cの恒温槽の中で窒素

ガス下にacetoneを蒸発させる．試験管底の残留物

を完全に乾燥させた後に，一20。Cの冷凍庫に保存し

た．

（4）菌   株

 カリフォルニア大学Bruce N． Ames教授より京都

大学放射線生物研究センター武部 啓教授へ送られた

SalmonellαtyPhimurium TA 98とTA 10049）を同教授

の御好意により提供をうけ使用した．

（5）試料調整
 1）尿試料調整：冷凍庫内の試験管を室温にて1～

2時間放置し，1mlのdimethyl sulfoxide（DMSO）

（Merck）を加え，試験管底の残留物を完全に溶解する

（すなわち200倍濃縮に相当し，これを濃縮尿とす

る）．濃縮尿を0．2μmミリポアフィルター一（Millipore

Corporation）に通して滅菌し，その0．1mlを試料と

した．

 2）対照試料調整：対照1としてDMSO O．1ml

をTA 98とTA 100に用い，対照2としTA 98回

目2－nitrofluorene（半井化学薬品株式会社）をDM－

SOで溶解し， TA l OOにはsodium azide（Merck）

を蒸留水で溶解してそれぞれ0．lmlを用いた50）．

（6）．突然変異試験
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 矢作ら51）の方法にしたがった．すなわち試料に0・5

mlのNa一リン酸緩衝液を加え，それlt菌懸濁液（1～

2×109生ff数／ml）O・Imlを加え，37・0。 Cの恒温槽

内で20分間ゆるく振猛したのち，ソフトァガーを2ml

加えてアガープレートに展開した．突然変異試験は22

回おこない，対照1と2は毎回調べた．なお，今回の

突然変異試験にはS－9Mix52）を使用しなかった．

（7）判   定．

 37．0。Cで72時間インキュベートしてプレート上の

復帰コロニー数を数えた．1試料についてTA 98と

TA ioOにそれぞれ3枚のプレートを用い，その平均

値が対照1における復帰コロニー数Q平均値の2倍以

上であれば変異原性ありと判定した53）．すなわち尿試

料による復帰コロニー数をその時の対照1の痩帰コロ

ニー数で除したものを変異原性比（mutagenic ratio54）

：M・R・）とし，M・R・が2．00以上であれば変異原性
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（1）対照1におけるコロニー数の変動

 22回の突然変異試験におけるDMSO O・lmlの復

帰コロニー数はFig．1｝こしめすごとく， TA 98では

20～46で平均値は35±7．15であり，TA 100では77

～220で平均値は153±36．51であった．各試料の結

果を検討するときはDMSO O・1mlによる復帰コn

ニー数の何倍であるかを明らかにする必要があり，試

料およびDMSOの復帰コロニー数と変異原性比を併

記した．

（2）対照2における使用薬剤の量とコロニー数との

相関

 薬剤の量と復帰コロニー数の関係はFig・2にしめ

すごとく，TA 98では2－nitrofiuoreneはO・04～40

μ9の範囲で，TA 100ではsodium azideはO・1～

100 ygの範囲で直線関係が得られた．この結果よ

り TA 98 には 2－nitroHuorene 40μ9， TA 100には

sodium azide 100μ9を用い，22回の突然変異試験で

これらの薬剤の変異原性が検出されていることを毎回

確認しt．

（3） 尿試料各回における変異原性

 第1群の18検体の結果はTable 1のごとくであっ

た．M．R．はTA 98で0．28～1．47で平均値は1．ll

±0．29であり，TA 100では0．45～L59．で平均値

は1．04±0．21であり，いずれの検体も2．00以下であ
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り変異原性はみと．められなかった．

 第2群の27検体の結果はTable 2のごとくであっ

た．M。R．はTA 98でO． 68～1． 59で平均値は1．Oi

±0．27であり，TA lOOでは0．43～1．58で平均値

はLOI±0．29であり，いずれの検体も2．00以下であ

り変異原性はみとめられなかった．

 第3群の1種類の抗癌剤投与患者尿39検体の結果は

Table 3のごとくであった．

 cycl・phosphamide投与患者尿の5検体はいずれも

M．R．が2．00以下でありTA 98とTA 100の両者

に変異原性がみとめられなかったが，1500mgの点滴

静脈内投与を受けた1例の患者の経時的分割尿3検体

について突然変異試験をおこなったところ，その結果

はTable 4のごとくであり，投与後1～3時間の濃縮

尿でTA IOOに変異原性がみとめられた．なおこの3

検体1こついてcyclophosphamideの代謝産物である

nor－mustard様物質の尿中濃度を比色法で測定55）した

が，投与直後から1時間の尿には10．9μg／ml，1～3

時間の尿には83．1μ9／m1，3～6時間の尿1こは80．8Pg

fmlであった．

 adriamycin投与愚者尿の9検体では， TA 98｝こ4

検体とTA lOOにも4検体が変異原性をしめし，そ

のうちの2検体は．TA 98とTA 100の両者に変異原

性をしめした．

 CDDP投与患者尿14検体はTA 98にはすべて変

異原性がみられず，TA 100に2検体が変異原性をし

めした．

 actinomycin D， vinblastine， b正eomycin，それに

mitomycin Cの単独投与を受けた患者尿はすべて

TA 98 とTA 100に変異原性がみとめられなかっ

た．

 第4群の2種類の抗癌剤投与患者尿10検体の結果は

Table 5のごとくであった．

 adriamycinと5－fluorouracilの併用投与患者尿2

検体と，rnitomycin Cとcytosine arabinosideの併

用投与患者尿の1検体，そしてvincristineとactino－

mycin Dの併用投与患者尿の1検体がTA 98に変

異原性をしめしたが，vincristineとcytosine arabino－

side， vincristineとpepleomycin，それにme亡ho亡rex－

ateとpeplcomycinの併用投与愚者尿はTA 98と

TA 100の両者に変異原性がみとめられなかった．

考 察

 Salmonella t］Phimurium TA 98 と TA l OO はh三sti－

dine合成酵素の遺伝子に突然変異がおこってHisn

（histidine要求性）となっており，細胞表面のリボ
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Table 1． Mutagenicity of urine concentrate from the patients receiving no drugs

Diagnosis Case Age Sex

pmRettl lt
 Urine concentrate ／O． 1 mi DMSO（M．R．b）

TA 98 TA 100

BIadder

Tumor
S．1．

1．U．

了9

80

E

M

M．S． 79 M

Y．K． 78 F

T．S． 5了  M

M．S．  了1  M

K．N． 49 M

T．N． 了6  F

丁．M．

H． W．

38

6了

M

M

T，T三  1  M

35 ／26 “．35 ）

29 ／26 （ 1． 12 ）

40 ／30 （ 1． 33 ｝

33 ／29 （ 1． 14 ）

34 ／26 （ 1．31 ）

26 ／26 （ 1．00 ）

13 ／46 （ O． 28 ）

53 ／41 〈 1．2g ）

53／36（1．4了）

33 ／33 （ 1．ea ）

26 ／43 （ O． 60 ）

41 ／44 （ 1，09 ）

49 ／44 （ 1．11 ）

113／153 （O．了4 ）

169 ／1 53 （ 1． 10 ＞

206 ／1 93 “， 07 ）

8了 ／90  （O．9了 ）

69 ／1 53 （ O． 45 ）

109／93 （1．1了）

124 ／1 53 （ O． 81 ）

189 ／206 （ O． 92 ）

221 ／1 93 （ 1． 15）

lg4 ／173 〈 1，D6 ）

1了4／158 〔 1．10 ）

206 ／i B3 〈 1．13 ）

195 ／183 （ 1．0了 〉

Renai

Tumor M．N， 67 M 48 ／46（1．04） 186 ／1 53 “．22 ）

Ureter
Tumor S．M， 65 M 55 ／44（1．25） 204 ／1 83 “，lf ）

Test［cular M． F．
Tumor

      S． K．

18

28

M

M

36 ／26 （ 1．38 ）

41 ／31 （ 1．32 ）

3e ／33 （O． 91 ）

129 ／93 “． 39 ）

148 ／1 32 （ 1，12 ）

194／ヨ了3 （ 重．12）

a ： average of 3 plates

b ： mutagenic ratio

c ： urine concentrate ebtained on different ciates

多糖類の合成が欠損していて（rfa）膜透過性をよく

し，紫外線除去修復能を欠いている（uvrB）ため感受

性が高く，さらに薬剤耐性因子pKM 101を導入し

て変異原の検出が容易にできるようになっている49）．

Ames testはプレート上でHis がHis＋（histidinc

非要求性）となる復帰変異をみるもので，TA 98は

frameshift型， TA I OOはおもに塩基置換型の変異原

により復帰変異をおこすが，benzo［a］pyreneのよう

なframeshift型の変異原でも復帰変異をおこす．

 ヒトの尿をAmes testで検討することは，尿中の

histidineが比較的高濃度である56）ため復帰コvニー

数が多くなることと，尿中変異原濃度が低いため検出

できないことが多く，困難であると考えられてきた57）・

1977年YamasakiとAmesはヒトの尿をXAD－2
resinに吸着させることにより尿中のhiStidineを効

率よく分離することができ，喫煙者の尿を250倍濃縮

することによりS－9Mix存在下にTA l538で変異

原性をみたと報告した45）．

 以来この方法でヒトの尿の変異原性を検討した報告

が散見されるようになり，McCoyら58）の麻酔科医の

非濃縮尿に変異原性がみられたという報告に対して，

Badenら59）は麻酔科医と手術室の看護婦の尿を250倍

に濃縮して変異原性を調べたが，これらの尿には変異

原性がみられず，McCoyらの報告は尿中のhistidine

によるfalse positiveの結果であろうと報告している・

Falckら60）は抗癌剤を扱う看護婦の尿を500倍に濃縮

して変異原性を検討し，木曜日の午後の尿に変原異性

がみられたが，月曜日の午前中の尿には変異原性がみ

られず，抗癌剤投与患者だけでなく，職業上抗癌剤を

扱う看護婦にもその影響を考慮すべきである．と報告し

ている．またFalckら61）はゴム工場労働者の尿を濃

縮することにより変異原性をみとめ，喫煙はこの変異

原性に対して相乗的効果をしめすと報告している．

GelbartとSontag62）は肝硬変患者の尿を250倍濃縮
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Table 2． Mutagenicity of urine concentrate from the patients receiving medicine except

for antibiotic and anti－cancer drugs

Diagnosis Case Age Sxe

一1Rlgyg［SgnLgg1ggis－pgrp1a1e．levertantcloserlte

Urine concentrate ／O．1ml DMSO（M． R．b）

丁A98 丁A lOO

Bladder

Tumor
H．1． 50 F

A． K． 55 M

Y．K． 了5 M

A． K， 40 M

T．K． 48 M

M． K， 64 M

S．K． 70 M

F， K， 68 M

K．N， 52 M

M，N． 55 M

T．H， 77  M

T．M． 了O M

S．M．c 5了  M

S．Y， 62 F

T．Y， 70 M

T．Y， 了1  M

S．Y． 70 M

S．M． 63 M

28 ／26 （ 1．08 ）

44 ／45 （ O． 96 ）

31 ！／29（1．0了）

23 ／26 （ O．88 ）

36 ／43 （O．84）

44 ／44 （ 1．00 ）

34 ／33 （ 1．03 ）

37 ／37 （ 1．00 ）

38 ／31 （ 1，23 ）

43 ／／2了 （ 1．59 ）

32／／44 （0．了3 ）

42 ／35 （ 1．20 ）

44 ／46 （O．96 ）

28 ／20 （ 1，40 ）

39 ／44 （ O． 89 ）

2了 ／ノ26 （ 1．04）

19 ／26 （ O． 73 ）

41 ／44 （ O．93 ）

30 ／43 （ O． 70 ）

39 ／44 （ O． 89 ）

89 ／93 （ O． 96 ）

173 ／1 53 “．13 ）

8了／tg O  （0，9了）

66 ／1 53 （ O， 43 ）

207 A58 “．3D
159 ／1 83 （ O， 87 ）

202／173（1．1了）

16了／183 （O．91 ）

208 ／1 32 （ 1．58 ）

136 ／1 24 （ 1．10 ）

124 ／1 83 （ O． 68 ｝

189 ／1 99 （O． 95）

160 ／1 53 （ 1． e5 ）

13了／109 （ 1．26 ）

163 ／1 83 （ O． 89 ）

169 ／1 53 ｛ 1．10 ）

83 ／153 （O．54 ）

140／183 （0．了了｝

213 ／1 58 （ 1．35 ）

88 ／1 38 （ O． 64 ｝

Renal

Tumor Y．Y． 4了 M 31 ／43 （ O， 72 ） 204 ／1 58 （ 1．29 ｝

Ureter

Tumor T．1． 71 M 3了／／38 （0．9了） 166 ／1 58 “．05 ）

Prostate K． K． 49 M

cancer G．K．6了M

42 ／44 （ e． 95 ）

24 ／33 （ O． 73 ）

112 ／1 38 ｛ O． 8D

185 ／1 85 “．OO ）

Testicular M，Y． 42 M
Tumor

46 ／29 （ t．59 ）

31 ／20 “．55 ）

123／90 （1．3了）

152 ／1 09 （ 1．39 ）

Penile

cancer
M．T． 56 M 26 ／38 （ O． 68 ） 94 ／1 58 （O． 59）

a ： average of 3 plates

b： mutagenic ratio

c ： urine concentrate obtained on different dates

することにより変異原性をみとめ，肝臓における解毒

機構が障害されているからであろうと報告している．

 抗癌剤投与思者尿のAmes testによる変異原性の

報告はMinnichら63）の報告があるのみで，それによ

ると cyclophosphamideと 1，3－bis一（2・chlorcthyl）一1－

nitrosourea（BCNU）の投与愚者尿，それに5－HuorQ－

uracil投与患者尿に変異原性がみとめられ， adria－

mycinやmitomycin C投与患者尿には変異原性がみ

とめられていないが，尿を濃縮しておらず，また尿中

のhistidineの影響も考慮していない．

 ヒトの尿の変異原性を検討するにあ7っては，化学

物質そのものや実験動物を用いて得られる物質を試料

とする突然変異試験と異なり，年齢，性，喫煙45・61），

食事64’一70），薬物摂取の有無1・3・22・23・46・47・63・71），職

業6e・61），肝機能62），腎機能それに尿路感染などの因子

を考慮しなければならない．われわれの実験の対象

となった入院患者は，禁煙が指示されており，一定の

入院食をとり，肝・腎機能の著明な障害はみられず，

抗生物質で治療が必要な尿路感染を有する患者は除外

してある．抗癌剤以外の薬剤摂取が突然変異試験にお

よぼす影響に関してであるが，第1群と第2群の尿IC

はすべて変異原性がみられず，変異原性比について

student‘t’testによる有意差検定で両群に有意な差

がみられない（p＜0・05）ことより，第2群に投与さ

れた抗癌剤以外の薬剤の影響は今回の突然変異試験で

はみられなかったと考えられる．抗癌剤投与を受けて

いる第3群と第4群の患者は同時に抗癌剤以外の種々

の薬剤投与を受けていることが多かったが，第1群と
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Table 3． Mutagenicity of urine concentrate from the patients receiving single anti－cancer drugs

Agent Case Age Sex Dese Route Urine volume

        （mg） ｛ml）

一ERigysrraa1一gg1．galgs．E！c－g1g1g．revertanteoEonie lt

Urine concentrate ／O． 1 ml DMSO（M． R h． ｝

TA 98 TA 100

Cyclophosphamide G．K，c 67

        K．K．c 49

        TaH・ 53

M 300 1．A．d
   300 1．A，
M 1，500 1，VS
  1，500 1 ．V．

M 400 i．A．

3，000

1，310

2，100

2，500

2，150

2了 ／／33 （0．82 ）

65 ／44 （ 1．48 ）

3了／／31 （1．19）

44 ／44 （ 1．00 ）

62／t36 （1．了2｝

248 ／1 85 （ 1．34 ）

222 ／211 （ 1．05 ）

279 ／1 65 （ 1， 69 ）

233 ／138 “，69 ）

251 ／193 （1．30）

Adri amycin 丁．N． 52  M
T．H． 49 M
K． N． 52 M
G．K． 6了  M
S．N，g 49 F

U．T．h 63 F

10 1．A，
70 1．V．
10 1．A．
30 1．A．
IO 1．V，
10 1．V．
10 1．V．
20 1．A．
20 1．A，

1，020

3，000

2，350

2，500

了50
 800
600

1，700

1，050

191 ／41 （ 4． 66 ）

   ct
50 ／3 1 （ 1． 61 ）

61 ／44 （ 1．39 ）

259 ／44 （5．89）
120 ／44 （ 2． 73 ）

305／40 （了．63）
30 ／40 （ O．75 ）

25 ／40 （ O， 63 ）

1，461 ／／206 （了．09）

    c
 181 ／132（1．3了）
1，059 ／211 （ 5． 02 ）

215 ／1 38 （ 1．56 ）

335 ／1 38 （ 2． 43 ）

178 ／1 28 （ 1．39 ）

 168 ／1 28 （ 1．31 ｝

2，288／128 （1了．88）

Cisdlamminedich－T．トi．53 M
 loride G，K．c 67 Mpl atinum

T．N．c 76 F

T．K．h 48 M

S．M． 63 M
S．M，i 65 M

109 1．V．
60 i．A．
30 1．A．
30 t．A．
20 1．A．
20 1．A．
15 1．V．
15 1．V．
40 t．V．
20 f．V．
20 1．V．
20 1．V．
20 ｝．V．
2e 1．v．

4，000

3，310

2，820

3，420

1，900
2， 250

1，850

1，800
2， 840

2，450

2，430

2，200

2，950

2，30e

45 ／36 （ 1．25 ）

28 ／33 （ e． 85 ）

64 ／44 O．45 ）
40 ／41 （ O．96 ）

56 ／41 （ 1，37 ）

68 ／41 O．66 ＞
36 ／43 （ O，84 ）

39 ／43 （O．91 ）

48 ／44 “，09 ）

26 ／35 （ O， 74 ）

28 ／35 （ O， 80 ｝

29 ／35 （ O， 83 ）

33 ／35 （O，94）
35 ／35 （ LOO ）

187／193 （e．9了）

19了／185（ tO6）
641 ／211 C 3．04 ）

200 ／206 （ O．97 ｝

211 ／206 （ 1，02 ｝

635 ／206 （ 3．08 ）

208 ／1 58 “．32 ）

203 ／1 58 （ 1．28）

229 ／221 “，09 ）

148／t99 （0．了4）
116 ／1 99 （ O． 58）

151 ／1 99 （ O． 76 ）

191 ／1 99 （ O． 96 ）

218 ／1 99 （ LO6 ）

Actinomycin D T， T， 1 M
M， Fi 18 M

O．1 1．V，
O．5 1．V，
O．5 1．V，
O．5 1．V．
O．5 1．V，
O．5 1．V．

610
800

1，430

了00

了00
400

28 ／43 （ O． 65 ）

3了／／26 （ 1．42）

29 ／26 （ 1．12 ）

4了／／31 （ 1．52 ）

41 ／31 （ 1．32 ）

36 ／31 （ 1．16 ｝

10了／158（0．68）
148 ／93 （1．59）
121 ／93 （ 1，30 ）

196 ／1 32 （ 1，48 ）

205 ／1 32 （L56）
185 t32 （ 1． 40 ）

Vinbiastine s．K，c 28 M 10 1．V．
10 1．V．

800
800

40 ／31 （ 1．29 ）

37 ／33 （ 1．12 ）

116 ／1 32 ｛ O． 88 ）

160 ／1 T3 （ O． 92 ）

Bleomycin K．F． 了1  M
K． N． 52 M

10 1．A．
5 1．A．

1，750

1，300
  c
52 ／40 （ 1，30 ）

    c
206 ／1 28 （ 1．61 ）

Mitomycin C U．T． 63 F 10 i．A． 1，800 c c

a ： average of 3 plates

b： mutagenic ratio

c ： urine concentrate obtained on different dates

d ： intraarterial

e ： tntravenous

f ： clear plate

g ： urine concentrate obtained on administration of 3 successive days

h ： urine concentrate obtained on administration of 2 successive days

i ： urine concentrate obtained on administration of 5 successive days

第2群の結果より両群に投与された抗癌剤以外の薬剤

は今回の突然変異試験には影響しなかったものと考え

た．厳密には個々の薬剤を投与した時の尿について

変異原性を検討すべきであろうが，臨床的には困難で

ある．

 各種抗癌剤を患者に投与した時の尿の変異原性につ

いてであるが，cyclophosphamide投与患者尿の5検

体はいずれもTA 98とTA 100に変異原性をしめさ

なかった（Tab！e 3）．しかし，1例ではあるが1500

mgの投与を受けた患者の経時的尿の変異原性を検討

すると，1～3時間の濃縮尿はTA lOOに変異原性を

しめし（Table 4），また結果にも記したごとく，この

間のcyclophosphamideの代謝産物の尿中濃度は最：も

高かった．このことは変異原性の尿中濃度が変異原性

検出に重要であり，変異原性がみられない尿試料であ

っても濃縮度をかえて検討する必要があることをしめ

す． cyclophosphamideそのものは変異原性をしめ

さないが，cyclophosphamide投与患者尿に変異原性
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Table 4． Mutagenicity of urine concentrate from the patient
     receiving 1500 mg cyclophosphamide

pmtttolselt
            DMSO（ M．R））Urine concentrate ／O．fitl

Case Age Sex Hour
TA 9S TA 100

K． K． 49 M e－1

卜3

3一 6

51 ／44 “． 16 ） 180 ／138 （ 1．30 ）

55 ／44 （ 1．25 ） 333 ／138 （ 2．41 ｝

4t ／44 （ e． 93 ） 232 ／1 38 “．68 〉

e ： averege of 3 plates

b： mutagenic ratio

Table 5． Mutagenicity of urine concentrate from the patients receiving two anti－cancer drugs

Combination of drugs

Dose （mg）

           Urine VolumeCase Age Sex Route
             ｛ml ）

Revertant colonies per platea

Urine concentrate／ O，1 m］ DMSO（MR．）

TA 98 TA 100

Adriamycin 十 5 一一Fluorouracil

ID

10

500

500
A．K．C 55 M 1，V．d 2，540

  1．V． 2，450

165 ／44 （ 3・，75 ）

202 ／44 （ 4，59 ）

Cd

c

Mitomycin C 十Cytosine arabinoside

4

4

4

80

80

80

A，K．C 55 M 1，V．

  t．v．

  1．V．

1，400

2，580

3，0DO

15了／29 （5．14）   64／／84 （0．了6）

   c         c

   c         c

Vincristine 十 Cytosine arabinoside

5

10

K．N． 52

K．F． 了1

M E，A．e 1，630

M S．A， 1，510

47 ／31 （ 1，52 ｝ 196 ／132“．48）

   c         c

Vi ncri sti ne 十 Actinomycin D

O．4 O．1 了．T．  1 M t．V． 1，480 205 ／43 （ 4．了了）   183／158（ 1．16）

Vincristine 十 Pepleomycin

O．5 2．5 丁．H． 53 M 1．V， 2，100 ’ 33／29 （ t14｝   5了／90 （0．63｝

Methotrexate 十 Pepleomycin

O． 25 2．5 T．H． 53 M 1．V， 1，200 31 ／29 （1．0了）   84／／90 （0．93）

a ： average of 3 plates

b： mutagenic ratio
c ： urine concentrate obtained from different dates

d ： intravenous

e ： intraarteriat

がみられたことは，in vitroでのs－9 Mixによる代

謝活性化をうけた時の結果やラットに投与した時の尿

の結果46）と同じであり，cyclophosphamideがヒト体

内で代謝活性化を受けて尿中に排泄されアこことをしめ

す．

 adriamycinはそのものでも，またラットに静脈内

投与した時の尿でもTA 98日目A 100に変異原性が

みとめられたが， adriamycin投与患者尿｝こおいて

もTA 98とTA 100に変異原性がみられた （Table

3）．adriamycin投与患者尿の変異原性とadriamycin

の投与量，投与方法，尿量とめあいだには明らかな関

係がみられなかった，

 CDDPはそのものでも，まtラットに静脈内投与

した時の尿でもTA 98とTA 100に変異原性がみと

められたが47），CDDP投与患者尿の14検体のうち2

検体がTA 100に変異原性をしめした （Table 3）．

CDDPの生体内での代謝については明らかにされて

いないが，CDDPの変異原性の強さはS－9 Mixの

有無に影響されずほとんど同じである72）ことから，そ

の変異原性は代謝により不活性化されにくいことが推

測される．しかし，われわれの今回の成績ではCDDP

投与患者尿の変異原性と，CDDPの投与量，投与方
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法，尿量とのあいだには．明らかな関係をみとめること

はできなかっt．

 actinomycin D， vinblastine， bleomycin それに

mitomycin CはTA 98とTA 100に変異原性をし

めさない22・23・46）が，mitomycin CはTA 92に弱い変

異原性がみとめられると報告されている23）．これらの

抗癌剤を単独で投与した時の患者尿はTA 98とTA

100のいずれにも変異原性がみとめられなかった
（Table 3）．

 2種類の抗癌剤の併用投与を受けた患者のうち，

ad「iamycin と 5－fluorouracil， mitomycin C と

cytosine arabinoside， vincristineと actinomycin D

の併用投与患者尿にTA 98で変異原性がみとめられ

た（Table・5）．これらの抗癌剤のうち， adriamycin以

外はすべてTA 98とTA lOOに変異原性がみとめら

れず，まtt S－9 Mixによる代謝活性を受けても変異

原性はみとめられない22・23・46）．adriamycinと5－fluo－

rouracilの併用投与患者尿の変異原性はadriamycin

によると考えられるが，他の併用投与患者尿に変異原

性がみとめられたのは，ヒトの体内ではこれらの抗

癌剤がin vitroにおけるS－9 Mixと異なった代謝活

性を受けているか，また両抗癌剤の相互作用による代

謝の変化，あるいはcomutagenicな作用73）によると

も考えられる．最近抗癌剤の多剤併用が癌化学療法の

主流をしめており，それらの投与患者尿の変異原性の

検討は重要となってくる．

 抗癌剤のなかでもadriamycin， bleomycinそれに

mitomycin Cの投与患者尿はSalmonellaに殺菌的に

1489

．作用し，プレート上にコロニ；形成のみられないもの

があったが，これらの尿試料については濃縮度を低く

して検討する必要がある．また抗生物質は致死効果が

強く，Salmonellaによる変異原性検討には適していな

いと考えられている48）が，このことは制癌抗生物質の

うちbleomycin， actinomycin Dそれにmitomycin

Cについてもいえ23・46），これらの抗癌剤投与患者尿

もSalmonellaに強い致死効果をしめすため変異原性

検出は困難であると考えられる．

 われわれは抗癌剤投与患者尿を200倍に濃縮して変

異原性を検討したが，それはYamasakiとAmesが

喫煙者尿を250倍に濃縮することにより変異原性をみ

とめており，200倍濃縮することにより変異原性検出

感度をかなり高めることができると考えたからであ

る．尿の濃縮度決定は尿の変異原性を検出するうえで

重要であり，cyclophosphamidc投与患者尿，それに

制癌抗生物質投与患者尿の例でもあきらかなように，

尿に変異原性がみられない場合は濃縮度をかえて再検

討する必要がある．

 今回の実験対象に用いた抗癌剤について現在まで報

告されている発癌性とAmes testによる変異原性の

関係はTable 6にしめすごとくで，発癌性がみとめ

られている5種類の抗癌剤のうちcyclophosphamide，

adriamycinそれにmitomycin Cに変異原性がみと

められ，actinomycin Dとbleomycinには変異原性

がみとめられていない，発癌性がみとめられていない

vincristinc， vinblastine， 5－fluorouracil， cytosine ara－

binoside，それにmethotrexateには変異原性もみと

Table 6． Carcinogenicity and mutagenicity of anti－cancer drugs

Anti－cancer drug Carcinogenicity Mutagenicity Referenee

Cyctophosphamide

Adriamycin

Mitomycin C

Aetinomycin D

副eomycin

Pepieomycin

5－Fluorouracil

Methotrexate

Cytosine arabino＄ide

Vincristine

Vinblastine

CDDP

十

十

 十

 十

 十

N．E．

N．E．

十

十

十

．十

1， IL 14． i8． 29， 22． 23，

1， 12． 16． 22． 23．

8， 11． 19． 23．

10． 19． 23，

了． 22． 23．

了了．

lt． 23．

K 17． 23．

15． 21． 23，

15． 21， 23，

11． 15． 21． 23．

22． 12．

N．E． ： not evaluated
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Table 7． alassification of anti－cancer drugs by mutagenicity

Anti－cencer drug
Mutagenicity

No S－9 Mix S－9 Mix Rat Urine

1－1 CDDP
   Adriamycin

   Daunomycin

2 Neocarzinostatin

3 BCNU

 丁hio一TEPA
 Nitromin

fi－1 ACNU

皿

rv

2 Estramustine phosphate

Cyclphosphamide

lfosphamide

Mithramycin

Natulan

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

N．E．

N．E．

N．E．

十

N．E．

十

十

N．E．

N．E．

十

十

十

十

十

十

十

十

十

N．E． ： not evaluated

められていない．CDDPは新しい抗癌剤で発癌性1こ

ついて現在明らかにされていないが，変異原性がみと

められることより発癌性を有する可能性が強い．これ

らの抗癌剤を投与した患者尿の変異原性について，

Ames testで検討した報告はMinnichらのものだけ

であり，CDDPおよびadriamycin投与患者尿と

adriamycinと5－fluorouracil， mitomycin（】とcyto

sine arabinoside， vingristineとactinomycin Dの併

用投与患者尿に変異原性をみとめた報告ははじめてで

ある．

 抗癌剤の変異原性についてわれわれはこれまで抗癌

剤そのものの変異原性，S－9 Mixによる代謝活性化を

おこなった時の変異原性，それにラットに投与した時

の尿の変異原性について検討してきたが46・47），ラット

に投与した13種類の抗癌剤をそれぞれの条件下での変

異原性の有無k着目して分類するとTable 7のごと

くになる．1群は抗癌剤そのものにも，ラットに投与

したときの尿にも変異原性がみられるものであり，II

群は抗癌剤そのものには変異原性がみられるが，ラッ

トに投与したときの尿には変異原性がみられないもの

である．III群は抗癌剤そのものには変異原性がみら

れないがS－9Mix存在下やラットに投与しt時の尿

に変異原性がみられるもので，いわゆる間接変異であ

り，IV群は抗癌剤そのものにも，ラットに投与した

時の尿にも変異原性がみられないものである．

 S－9・Mixは活性化に関する酵素群のみでなく不活性

化に関する酵素群も含んでおり，adriamycin， dauno－

mycin， 1一（4－amino－2－methyl－5－pyrimidinyi）一methyl－3

一（2－chloroethyl）一3－nitrosourea hydrochloride（ACNU）

の変異原性はS－9Mixを加えることにより弱めら

れ，neocarzinostatinにおいては変異原性が消失す

る46・47）．S－9 Mix存在下の抗癌剤の変異原性とラッ

トに投与した時の尿の変異原性はほぼ同じ結果であっ

たが，neocarzinostatinとACNU｝こおいてTable 7

のごとく反対の結果であった．これはラットに投与し

た時の尿の変異原性は，投与量，ラット体内での代謝

（活性化および不活性化），尿中排泄速度などの因子が

関係するためと考えられる47・74）．

 上記の13種類の抗癌剤のうち，cyclophosphamide，

adriamycinそれにCDDP投与患者尿に変異原性が

みられたが，この結果はラットに投与した時の尿の結

果と同じであった．他の10種類の抗癌剤は今回の対象

患者に投与されなかったので比較検討できないが，ラ

ット尿における結果はヒトの尿の結果とかなり相関す

るものと考えられる．

 ヒト尿路腫瘍発生過程において，尿中に発癌物質

が存在することはこれまでの研究結果より明らかであ

るが，尿路腫瘍発生機序を研究するうえで，尿の変異
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原性を検討することはきわめて重要である．Ames

tcstはイニシエーターの検索に簡便で広く用いられて

いるが，この方法で尿に変異原性がみとめられtとし

ても，そのことが尿路腫瘍発生の危険性を意味するか

どうかは現在では不明であり，今後の研究にまたねば

ならない．

 抗癌剤投与愚者に新たな腫瘍発生の報告があり，な

かでもchlornaphazineやcyclophosphamide投与患

者に膀胱癌発生が多くみとめられていることより，抗

癌剤尿中代謝産物は尿路上皮を標的としている可能性

がつよい．抗癌剤投与ラット尿や患者尿に変異原性が

みとめられたが，抗癌剤を使用する臨床医にとって，

この事実を認識することは重要であり，抗癌剤投与患

者の長期にわたる経過観察が必要である．また，変異

原性をみとめたことが尿路腫瘍発生にいかに関係して

くるかということは，尿中のイニシエーターのみなら

ず，たとえばラット膀胱発癌において尿自体がプロモ

ーターとして作用している可能性が報告75）されている

ように，尿中のプロモーターについても検討していく

必要がある．

 われわれは今回の抗癌剤投与患者尿の突然変異試験

にS－9Mixやβ一glucuronidaseを用いなかった，

DurstonとAmes76）は，投与された薬物は生体内で

代謝を受け種々の代謝産物ができるが，その多くはグ

ルクロン酸抱合を受けて尿中へ排泄されるから，S－9

MiXやβ一glucuronidaseを尿試料に加えることによ

り尿の変異原性検出感度を高めることができると考

え，acetyiaminofiuorene投与ラット尿についてその

有用性を報告している．今後，これらを突然変異試験

に組み入れ，より感度を高めて尿の変異原性を検討す

る必要がある．

結 語

 尿路性器腫瘍患者43例の尿94検体について，XAD－

2resinを用いて尿を200倍濃縮し， Salmonegla t］Phi－

murium TA 98とTA I OOを用いて変異原性を検討し

つぎの結果を得た．

 （1）すくなくとも3日間薬剤投与を受けていない15例

の患者の18検体尿は，TA 98とTA IOOのいずれに

も変異原性がみとめられなかった．

 ②抗癌剤および抗菌剤以外の薬剤投与を受けた24例

の患者の27検体尿はTA 98とTA 100のいずれにも

変異原性がみとめられなかった．

 （3）1種類の抗癌剤投与患者尿の変異原性はつぎのC“

とくであった。 1）cyclophosphamide投与患者3例

の5検体の尿はTA 98とTA 100のいずれにも変異
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原性がみとめられなかったが，1例の患者の経時的尿

のうち投与後1～3時間の尿にTA 100で変異原性が

みとめられた．2）adriamycin投与患者6例の9検体

のうちTA 98で4検体に，またTA 100でも4検体

に変異原性がみとめられ，そのう．ちの2検体はTA 98

とTA 100のいずれにも変異原性がみとめられた．

3）CDDP投与患者6例の14検体尿は， TA 98には変

異原性がみとめられなかったがTA 100では2検体

に変異原性がみとめられた． 4）actinomycin D投

与患者2例の6検体尿，vinblastine投与患者1例の

2検体尿，bleonユycin投与思者2例の2検体尿，それ

にmitomycin C投与患者1例の1検体尿はすべて

TA 98とTA 100に変異原性がみとめられなかった．

 （4）2種類の抗癌剤投与患者尿の変異原性はつぎのご

とくであった．i）adriamyci11と5－fluorouracilの併

用投与患者1例の2検体尿はTA 98に変異原性がみ

とめられた、2）mitomycin Gとcytosine arabinoside

の併用投与患者1例の3検体尿のうち1検体はTA 98

に変異原性がみとめられた．3）vincristineとactino－

Inycin Dの併用投与患者1例の1検体尿はTA 98に

変異原性がみとめられた．4）vincristineとcytosine

arabinosideの併用投与患者2例の2検体尿， vincri－

stineとpepleomycin併用投与患者の1例の1検体

尿，methotrexateとpepleomycinの併用投与思者1

例の1検体尿はTA 98とTA lOOのいずれにも変異

原性がみとめられなかった．

 （5）以上の実験結果より尿中の抗癌剤代謝産物が尿路

上皮にイニシエーターとして作用している可能性が示

唆されたが，このことが尿路腫瘍発生にいかに関係し

てくるかは，これら尿中のイニシエータ・・…のみなら

ず，プロモーターに関しても検討する必要がある．最

近，抗癌剤投与患者に膀胱癌が発生したという報告が

多く，抗癌剤投与患者尿に強い変異原性がみられると

きは尿路腫瘍発生の危険性も考えられ，とくに小児や

若年者に抗癌剤を投与するときは長期にわたる経過観

察が必要である．

（本研究の一部は第12回高松宮妃癌研究基金研究助成金によ

る．）
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