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  The effect of 2， 5－di－O－acetyl－D－glucosaccharo一（1一｝4）（6－3）一dilactone （SLA ： P－glucuronidase

inhibitor） on tumorigenesis of 2－acetylaminofiuorene was experimentally studied by observation

of the early changes in the rat vesical mucosa．

  1） Hyperplastic index was compared in the various diet groups after 20 weeks of experi－

mental feeding．

  a） Pyridoxine－deficient food group．

    Hyperplastic index was somewhat工ower in the SLA－added group．

  b） Tryptophan－added group．

    There was no difference of hyperplastic index between the SLA－added and non－added

    group．

  2） The bladder mucosa was studied by 3H－thymidine autoradiography and labeling index

was calculated． Occurrence rate of the bladder turnor within 25 weeks was also compared．

  a） Pyridoxine－deficient food group．

    Significant difference was observed between the SLA－added and non－added group．

    This might be explained by Boyland’s hypothesis．

  b） Tryptophan－added group．

   The effect of SLA was shown in labeling index but not in tumor occurrence rate．

   This suggests the presence of carcinogenesis not explained by Boyland’s hypothesis

    and not inhibited by SLA．

       緒     言

 芳香族アミノ化合物による膀胱発癌の研究

は，！895年Rehnによる職業性膀胱腫瘍の報告

に端を発している14より引用｝．anilineをはじめ，

その誘導体の発癌性に関する多くの実験は，い

ずれも不成功におわったが，約40年後，Hueper

ら38）によりはじめて2－naphthylamineの発癌

性が証明された．この発見によりはじめて，化

学あるいは生化学レベルでめ膀胱発癌の研究が

可能となった．

 ユ951年には，Bonserら28より引用）によって，2－

naphthylamineが代謝され2－amino－1－naphtho1

となり，尿中に排泄されてproximate carcino－

genとして膀胱粘膜に作用するのであろう，と
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いう芳香族アミンの代謝と発癌作用に関する最

初の報告が出されている。かれらはさらにイヌ

では尿中2－amino－1－naphtholの量が，血清中

のそれの200倍もあることを示し28よ．り引用｝，これ

が特異的に膀胱に腫瘍を発生する理由の一つに

なると考えている．！952年には，Borlserらが

pellet implantation43）（マウス膀胱内ペレット

挿入実験）の方法を用いて，2－naphthylamineに

は直接発癌作用はなく2－amino－1－naphtho1が

発癌物質であることを示している4・5・6）．そのこ

Clayson24・2s｝は， 2－naphthylarnineが2－amino－

1－naphtho1になる代謝過程を他の発癌性の芳香

族アミンにも適応させ，ortho－hydrQxylation

説を提唱している．．1957年には，Allen， Boy一

ユandら1）が2－naphthyユamineを投与したイヌ

の新鮮尿中に2－amino一ユーnaphthol glucosiduro－

nic acidがあることを認め，この物質がpellet

implantationによって発癌するのは，尿中の

β。glucuronidaseでhydrolyseされるためで

あると説明している．さらに1960年にMiller

ら29・53・54）によって，2－acetylaminofluoreneは

代謝されてN－hydroxyamineになることが示

されたが，Boylandi4｝はこのarylhydroxyl－

amineもまた， sulfate， phosphateおよびglu－

curonide4i）として排泄され，そのうちの91ucu一

：ronideがβ一91ucuronidaseでhydro！yseさ

れて発癌物質となると考えている．

 当時Boylandは，2－naphthylamineの代謝物

質である2－amino－1・naphtho1または2－naph－

thylhydroxylamineをproximate carcinogen

と考え，肝で種々の抱合体となって尿中に排泄

される物質のうち，91ucuronideとして尿中に

排泄されたものが，尿中のβ一glucuronidase

によってhydrolyse されて発癌物質が遊離さ

れ，これが尿路上皮に作用して発癌する．した

がってもし，尿中β一glucuronidase活性を抑制

することができ’るならば，発癌をおさえること

が可能であろうと，2－naphthylamineによる膀

胱発癌機構に対する一つの考えかたを発表して

いる13・14）．．かれはこの考えのもとに，イヌに

2－naphthylamineとβ一glucuronidase活性阻

害剤である！→4saccharolactoneを投与する

実験をおこなっているが，その結果，発癌を遅

らせることはできたが，防止することはでぎな

かった，と報告している15）．

 現在では一般に，芳香族アミンの発癌機構に

おいて，N－hydroxylationがより重要なカギに

なっているものと考えられているが30・45・64），膀

胱に特異的に腫瘍を生ずる2－naphthy！amine

のproximate carcinogenが， orthoaminophe－

no1か， N－hydroxyamineなのか，またはそ

れらの代謝物質なのか，あるいは全く別の形の

ものであるのか，いずれともまだ決定しえな

い．しかし，それが何であるにせよ，発癌物質

の代謝過程に，尿中β一91ucuronidaseが，はた

して関与しているかどうかという点は，興味あ

るひとつの問題点であると考えられる．そこ

で，2－acetylaminofluoreneおよび強力なβ一

91ucuronidase阻害剤として最近発見された2，

5－di－O－acetyl－D－glucaro一 （1一＞4） （6－3） 一dilactone

（以下SLAと略す）をラットに投与し，2－ace－

tylaminofluoreneによる膀胱発癌に対するβ一

glucuronidase阻害剤の影響を検討したので，

その結果を報告する．

研 究 方 法

 生後7～8週（平均体重約1509）のWistar系雄

ラット（富士アニマル）を使用し，つぎのような実験

をおこなった．

 実験1

 日本クレアK．．K：．CE－2粉：末飼料に1，2％の2，5－di－

O－acetyl－D－glucaro一（le4） （6．3）一dilactone （SLA）

を添加した飼料投与群（5匹），およびSLAを添加

しない対照群（8匹）の2群に分け，1週間飼育後，

エーテル麻酔下に膀胱を露出し，膀胱直接穿刺により

尿を採取し，β一glucuronidase活性を測定した．

 測定法；

（1）

ﾋ難騨Pl；割
             全量  1．O ml

（2）（1）を37℃24時間incubation

（3）0．5Mglycine－NaOH緩衝液

  （pH IO．5） 4．Oml
（4）蒸留水1．Om1を加え，全量6．Om1

  とする．

（5）分光光度計550 mPtの波長で比色
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  （6）標準曲線より，遊離したphenolphthalein

    のμ9／m1を計算する．

   なお blank としてphenolphthalein－mono－

  glucuronideの代りに蒸留水を等量使用する．

 実験H＝

 Table／のごとき組成よりなるvitamin B6（以下

V・B6と略す）欠乏食および1．4 ％D， L－tryptophan

添加食をつくり，これに0。04％の2－acetylaminoflu一．

orene（以下2－AAFと略す）および1．2％のβ一91u－

curonidase活性阻害剤SLAを加え，つぎのような

5群に分けて飼育した（Table 2）．

 1）2－AAF添加 V． B6欠乏食飼育群，64匹

 2）2－AAFおよびSLA添加 V． B6欠乏食飼育

  群，65匹

 3）2－AAF， D， L－tryptophan添加食飼育群．51匹

 4）2－AAF， SLAおよびD， L－tryptophan添加食

  飼育群，50匹

 5）日本クレアK．．K． CE－2固形飼料飼育の対照群，

  7匹

 Table l V・B6欠乏食および1．4％tryptophan

   添加食組成

   （1） Vitamin B6－deficient diet ； 60 kg

Choline chloride

Thiamine HCI

Riboflavin

Niacin

Ca－pantothenate

Pyridoxine HCI

Tocopherol acetate

Liver oil

NTa2HPO4

Fe－citrate

CaHPO4・2H，O

Ca－lactate

KH，PO，

KCI

NaCl

MgSO，・7H，O

KI

Dextrin

Vitamin－free casein

Cellulose powder

Lard

     655

  ］20 g．

    240 mg

    480 mg

    240 mg

   1200 mg

    240 rng

   gg

  24．og

  120 g

  60 g

  370 g

  780 g

  660 g

  90 g

  30 g

  300 g

   上89

31．8 kg

15．6kg

1．2kg

g．okg

Table 2実験群および使用動物数
Choline chloride

Thiamine HCI

Riboflavin

Niacin

Ca－pantothenate

Tocopherol acetate

Liver oil

Na2HPO4

Fe－citrate

CaHPO，・2H，O

Ca－lactate

KH，PO，

KCI

NaCl

MgSO，・7H，O

KI

Dextrin

Vitafrlin－free casein

Cellulose powder

Lard

  120gr．

   240 rng

   480 mg

    240rng

   1200 mg

   gg

  24－o g

  120 g

  60 g

  370 g

  7so g

  660 g

  go g

  309
  300 g

   l89

31．8kg

15，6kg

1．2kg

g．okg

実験1

実験H

1）1．2％SLA添加， CE－2粉末

 飼料飼育群          8匹

2）対照群（CE－2粉末飼料飼育） 5匹

1）0．04％2－AAF添加， VB6欠

 川目飼育群         64匹

2）○．04％2－AAFおよびL2％

 SLA添加VB6欠乏食飼育群 65匹
3） o・．04 fO76 2－AAF， 1．4％ tryptophan

 添加食飼育群       51匹
4） O．04 ％， 2－AAE ／．2％ SLA，

 L4％tryptophan添加食飼育群50匹

5）対照群（CE－2固型飼料飼育） 7匹

（2） Tryptophan－added diet ； 60 kg

D， L－Tryptophan 840 g．

 水は，いずれの群もじゅうぶん，自由に摂取させた．

なお，実験開始後，最初の68日間のうち計14日間は，

実験動物の試験食による中毒症状が顕著であったため

普通食を投与した．

 実験動物は1ケージ3～5匹とし，体重測定は1週

間に1度，各個体別ではなく，各ケージごとの平均値

を計算した．

 実験期脳中の室温は最低10．5℃，最高27．0．Cであ

った．

 1）～4）の各実験群について，経時的（1，2，3，5，
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10，15，20，25，30～35週）におのおの3～5匹ずつ

屠殺し，膀胱粘膜の組織学的変化を，H－E染色標本

ではhyperplasiaの程度（hyperplastic indexを計

算）および腫瘍の有無について，同時に作製した3H

thymidineによるautoradiography標本では，3H－

thymidineのりこみの程度を観察し， labeling index

を計算した．

 通常，実験動物の処理は午後1時～1時半におこな

った．体重測定後，1mc／エn1の3H－thymidineを生

食水を用いて10倍に希釈し，1μc／9（body weight）を

腹腔内に注入した．1時間後，エーテル麻酔のもとに

頸動脈を切開して脱血をじゅうぶんにおこなったうえ

解剖し，各臓器について変化の：有無を肉限的に観察し

た．ついで膀胱には，縦径約1．5cmになるように．プ

アン氏液を膀胱直接穿刺で注入し，固定した．各臓器

は10％ホルマリン固定後，型どおりに約4μのパラフ

ィン切片とした．膀胱は正中面で2半して切片を作製

 Table 3 Hyperplastic index（HPL）の

     計算方法

1）膀胱粘膜層各部の細胞数と記号

した．脱パラ後，H－E染色標本とともに，膀胱につ

いては．Kodak NTB 2 Emulsionを用い， dipPing

法でautoradiography標本を作製した．これを4。C，

暗箱中で3週間露光後，現像，定着し，さらにH－E

で後染色をおこない観察した．

 Hyperplastic index（HPI）：Clayson26）の方法に

準じた（Table 3）．

 ただし，ラットの場合，膀胱粘膜の細胞層は部位に

より異なり，対照群での観察結果は，膀胱頂部を中心

に最も薄く，通常1～2層の細胞よりなり，尿管通過

部分付近でやや厚く3～4層目なり，内尿道口に向か

ってしだいにその層を増し5～6層になっている．し

かも，膀胱粘膜の肥厚は全体に平等に生ずることはむ

しろ少なく，限局性に生じている場合が多い．したが

って，観察部位の差による混乱をより少なくするため

に，Fig．1に示すごとく，膀胱頂部付近，尿管付近

および内尿道口付近の3ヵ所について，おのおの観察

した結果より，Table 3のように点数を与え， Clay－

sonの式にあてはめて， HPIを計算した、

総量避 ・ b c

膀胱頂部

尿管口附近

内尿道附近

1－2

3－4

5－6

3－4

5－6

7－9

5一

7一

9一

2）点数（Ni）の入れかた

   O，rk，一一一一一一一・a， a， a，

   1点…………｛藍：：；2；

   ・点……一｛臨由1

・点心
o誌ii

 たとえば頂部付近が1～2層よりなり，尿管口
付近が8～9層，内尿道口付近h： 7～9層の標本

ではa，c， b，であるから5点となる．

（3）計算式

     20N
  HPI．＝
      n

   N：各動物の点数の和（ΣNi）

   n：動物数

（4）判定

   50点以上………chemical induced

   30－50，fi．，・・・・・・…indecisive

   30点以下………inactive

遍

 ／一2二⑦
一’

 ．3－4：b

 づ’一：¢
 ／

Iliii

 3－4：a

xs－6：b

7一：C

         5x6．一
       ＼。三・’乙α

         」C

Fig．1HPI計算方法

 Labeling index：前述のごとぎ方法で作製した

3H－thymidine in vivo標識法による膀胱のautora－

diography標本について観察した．

 標本は原則的に強拡大で観察し，1細胞に銀粒子5

コ以上認められるものを標識細胞とした．膀胱粘膜に

おける標識細胞は，限局性に認められる場合が多いの

で，観察部位による誤差をより少なくする目的で，膀

胱正中面に現われる膀胱粘膜細胞層のほぼ全体をみる

ために5，000～10，000コ口細胞をかぞえ，この中の標

識細胞数より1abeling indexを計算した．
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        実 験 結 果

 実験1

 尿中β一glucuronidase活性測定値

 対照群㊧尿中β一91ucuronidase活性値は平均38・1

±14．2μ9／mlであるのに対し，1．4％SLA添加群

ラットのそれは，0・86土0・05μ9／m1となり，対照群の

約1／44の値を示した．これは明らかな有意差である
（Fi－80656）．

 この実験結果より，1．4％SLA添加により，ラッ

トの尿中β一glucuronidase活牲は，著しく抑制され

ることが認められた（Table 4， Fig．2）．

   Table 4 実験群および対照群の尿中

     β一91ucuronidase活性測定値
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 実験■

 1） Hyperplastic index （Table 5）

 膀胱のH－E染色標本を経時的に観察し，おのおの

HPIを計算した．1）～4）の各グループとも，2－AAF

の投与期間が長いものほど，高いHPIを示す傾向が

認められた．

Table 5 各実験群におけるHPI値

実 験 群 縣駅動物劃HPI

実験群  動物No．

対照群

1

2
3

4
5

β一Glucuronidase活性値

 ptg／m1

30．6

53．4

53，6

27．6

25．4

2－AAF添加， 20週以前 23 36

V・B6欠乏食投与群 20週以後 10 67

2－AAF， SLA添加 20週以前 23 13

V・B6欠乏食投与群 20週以後 15 50

2－AAF， tryptoph一 20週以前 22 17

an添加食投与群 20週以後 23 66

2－AAF， SLA try－
垂狽盾垂?≠雌Y加食投

^群

20週以前20週以後
電 ll

対 照 群 ・1 O

平均値 38，1±14．2

        1
        g

！．4％SLA添加瞬

        9

        8

1．O

O．5

0．8

0．5

0．5

！．9

0，4

0．8

平均値 O．86±O．05

45

42

40

  1

381
 g

38．1±’1 4：Z

i：L器量
    ．．．．一 X

O．5

 O．1

四／mi

P’

Fig． 2

V’@’ ?D．

 SLA Controt
added
尿中β一91ucuronidase活性値

 各グループとも，全観察期間のほぼ中間にあたる20

週前後でまとめてHPIを計算した．結果は， Table

5に示すごとくで，いずれのグループも，20週以前と

以後のHPIには，かなりの差が認められ，前半がす

べてinactive～indecisiveであるのに対し，後半は

すべて，chemical inducedと判定された． chemical

inducedと判定された20週以後についてのHPIを各

グループごとに比較すると，V． B6欠乏群では，SLA添

加群のほうがHPIはやや低い傾向を示している．し

かし，tryptophan添加群では， SLA添加と非添加の

間に，ほとんど差を認めない．また，V． B6欠乏群

とtryptophan添加群の間にもHPIの差を認めな

い．このように，HPIではどのグループについても

SLAの明らかな影響はみとめられなかった．

 2）膀胱粘膜の1abeling index（Table 6）

 対照群の平均値0．06土0．06％に対し，他の試験食

飼育ラットの1abeling indexの平均値はいずれも非

常に高い値を示し，2－AAF投与期間が長くなるほど，

その値も高くなる傾向がある．

 全期間を通じての平均値を比べると，Table 6のご

とくで，V． B6欠乏，2－AAF添加群が4．09±2．57，

V．B6欠乏，2－AAF， SLA添加群が1．95土1．48，

tryptophan，2－AAF添加群が2．40土1．57， trypto－

phan，2－AAF， SLA添加群が1．34土1．21となる．対

照群を1として比べた結果は，Fig．3で示されるご

とくである．V． B6欠乏群の分散σ2＝6．61， V． B6欠

乏，SLA添加群の分散はσ2＝2．20，したがって分散

比Fll＝3．00でP＜0．01となり， SLA添加群と非
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Table 63H－thymidine in vivo autoradiographyによる膀胱粘膜の1abeling index．

実 験 群

2－AAF添加VB6欠乏食投与群

2－AAF， SLA添加VB6欠乏食
投与群

2－AAF， tryptophan添加食投与
群

2－AAF， SLA， tryptophan添
加食投与群

言  照  群

動 物 数

32

37

44

40

7

計測細胞数 標識細胞数

214，482

233，287

285，963

255，104

39，799

8，963

4，419

6，716

3．026

24

1abeling index （％）

4．09±2．57

1．95±1．48

2．40土1．57

1．34ニヒ1．21

O．06±O．06

Table 7膀胱腫瘍発生頻度

実 験 群 陣物劃 腫瘍発生数 ％！25馴前嘱麟生数（％）

2二AAF添加VB6欠乏食投与群
2－AAF， SLA添加VB6欠乏食投与群

2－AAF， tryptophan添加食投与群

2．AAF， SLA， tryptophan添加食投与群

対  照  群

33

38

6

2

！8．2

5．3

6

0

18．2

0

45

40

9

！1

20．0

27．5

7 o o

2

6

4．4

15．0

o o

70

60

トオ

課50

養40

鳶・・

轟，。

欝

  ／0

o

  2－AAbr一 2－AAESLA 2－AAF一 2AAFISLA

  添力□旧・添旭VB・trypt・ph・n t・ypt・，・伽

欠乏食畏与群欠乏食投与群添PB食投与添加食投与群

           群

Fig．3 対照群に対する実験群膀胱粘膜の
   labeling index

添加群の間の有意差が示された．

 tryptophan添加群の分散σ2＝2．47， tryptophan，

SLA添加群の分散σ2＝1．46，したがって分散比F塞1二

1．69，V． B6欠乏群とtryptophan添加群の間は

F？1＝＝2．68，P〈O．Olで有意差がある．

 3）膀胱腫瘍発生頻度（Table 7）

 腫瘍は，乳頭腫および粘膜下に浸潤傾向を示すもの

を一括して計算した．

 ただし，V． B6欠乏，2－AAF， SLA添加群で2週

目に屠殺した1匹は，膀胱結石を伴い，典型的な扁平

上皮癌の像を示したが，こρ発癌は，結石の影響を無

視できぬので，省略した．

 遠隔転移を伴うものet 1例もなかった．

 V・B6欠乏群は33例中6例，18．2％， V． B6欠乏，

SLA添加群は38例中2例で5，3％o， tryptophan添加

群は45例中9例，20．0％，tryptophan， SLA添加群

は40例中11例27．5％であった．

 V．B6欠乏群においては， SLA投与群の腫瘍発生

頻度が低く，一見SLAの影響をうけているかのごと

くであるが，推計学的な有意差は証明されなかった．

 V．B6欠乏群とtryptophan添加群を比べると，

labeling indexにおいて観察した結果と異なり，

tryptophan添加群のほうが，腫瘍の発生頻度が高い．

ただし平均生存日数（Table 8）でも示されるように，

また，30週以上生存したラット数の比較（Table 9），

あるいは，死亡率（Tableユ0）からみても，いずれも

tryptophan添加群のほうが長期生存例が多く，すな

わち，2－AAF摂取量の多いものが多数含まれている

ことになる．

 そこで，同一時点での腫瘍発生率を比較するため，

25週以前のものについてまとめた．その結果は，V． B6
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対照群ラットの正常膀胱粘膜

2・AAFによるラット膀胱乳頭腫

広口性に増殖するラット膀胱腫瘍

：：虞・

   藩．

2
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乳頭状1・C増殖するラッ玉膀胱腫瘍

乳頭状に増殖するラット膀胱腫瘍

灘、…

・懲瓢謡港

ラット膀胱腫瘍
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欠乏群は6例，18．2％，V． B6欠乏， SLA添加群は

0，tryptophan添加群2例，4．4％， tryptophan， SLA

添加群6例，15％となり，V． B6欠乏群ではSLA投

与と非投与群の聞はX2＝4．65，0．01＜P＜0．05で有意

差が示された，また，V． B，欠乏群とtryptophan添

加群の間の差は有意差ではない．tryptophan添加群

では，SLA添加群の発生頻度が高値を示すが，推計

学的有意差は証明されない．

Table 8平均生存日数

諜惣副食糠：：：｝67・3日

畿蹴灘嫁｝一

Table 930週以上生存した動物数の比較

実 験 群

2－AAF添加VB6欠乏食
投与群

2－AAF， SLA添加VB6
欠乏食投与群

2－AAF， tryptophan添
加食投与群

2－AAF， SLA， tryptophan
添加食投与群

動物数  生存率％

g／，  7
（9／129）

12

7

19
 19
（19／101）

z2＝6．36， o．ol〈P〈O．05

Table 10 実験動物死亡率

      i実験開始解  剖
実 験 群      蒔動物身動物数
      l

実験途中
死亡動物
数

死亡率
（％a）

考 按

2－AAF添加VB6
欠乏食投与群

2－AAF， SLA添

加VB6欠乏食
投与群

64

65

phan添加食投与i
群      1

2－AAF， SLA，

tryptophan添零時
食投与群

2AAE，r． g．rY．PS．9－L ［

51

50

32

37

44

40

32

28

7

10

50．0

43．1

13．7

20．0

Vitamin B，欠乏食投与群の死亡率：46．5％

tryptophan添加食投与群の死亡率：！6．8％

    （x2 ＝21．09， P〈O．ol）
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 尿中に存在するある種の発癌物質が，膀胱腫

瘍発生原因の一つとして関与しているであろう

ということは，イヌに内腔が主膀胱と連続して

いない膀胱憩室をつくり，2－naphthylamineを

経口投与すると，腫瘍は本来の膀胱にのみ生じ，

完全に尿路から隔離されている憩室のほうには

腫瘍の発生を認めなかった：という結果や47｝，イ

ヌにS回腸膀胱をつくり，2－naphthylamine

を投与すると，膀胱に腫瘍発生を認めず，腎孟，

尿管腫瘍を認めたという報告66｝からも，ほぼ確

実と思われる．

 通常，膀胱粘膜の上皮細胞は非常に安定し

た，静止的なものであるが，感染や過剰伸展，

外科的外傷，放射線，そして尿中に存在する化

学物質などの刺激によって，早期に増殖性反応

を起こすといわれている27）．

 膀胱粘膜の増殖性変化に，carcinoma in situ

を伴う症例を報告したBlake3）や，発癌物質投

与により早期にみる膀胱粘膜のhyperplasiaと

長期投与の結果生ずる腫瘍が，密接な関係にあ

ることを示したClayson26）やMcDonald48）も，

正常膀胱粘膜より腫瘍を生ずる一つの方向とし

て，正常粘膜→肥厚→腫瘍と仮定したMelicow

so）やRow65）， Mostofi56｝， Johnson42｝などの考

えを支持している．さらに，BoylandとKin－

derは16｝，2－naphthylamineを投与したイヌに

経時的膀胱鏡検査をおこない，腫瘍を生ずる前

段階に粘膜の肥厚があることを認めている．

 このように，膀胱発癌の前過程として，ある

いは前癌状態として，膀胱粘膜の肥厚は無視で

きない現象である．しかし，なんらかの因子が膀

胱粘膜に作用して肥厚をきたしたとしても，肥

厚のすべてが癌化への方向にあるとは考えられ

ず，もしこの肥厚が可逆性の変化であるならば，

発癌という経過をたどらないはずである．しか

し，肥厚の段階で，これが可逆性の変化なのか，

不可逆性変化であるのかを判断することは不可

能なことである．HPIにみる今回の実験結果で

は，どのグループも20週以後に，投与薬剤の影

響があると判定されたが，SLA投与と非投与

の間の差は，2－AAF添加V． B6欠乏食投与群
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でも，2・AAF， tryptophan添加食投与群でも

みとめられなかった．しかし，25週以前に発生

した腫瘍の頻度のうえでは，2－AAF添加V． B6

欠乏食投与群でSLA投与の影響が明らかに現

われている．この発癌結果とHPIの結果とを

考え合わせると，HPIのみで発癌物質の影響を

判定する場合には，非常に注意が必要であると

思われる．またこの両者の結果の差は，肥厚の

すべてが癌化するのではないという事実をよく

示してい．るものといえよう．

 ところで，Bonser， Clayson， Jullにより，

2－naphthylamineを投与したイヌの尿中に存在

するmetaboliteとして，最初．に確認されたの

は2－amino－1－naphtho1 sulphateであったが，

pellet implantationでは，この物質に発癌性は

なく，水解されて生ずる2－amino－1－naphtho1

に発癌性がみとめられた14・28｝．しかし，この

sulphateをhydrolyseすると考えられていた

尿中のarylsu！phataseは， このsulphateを

hydrolyseしないことがわかった1｝． Allenは

2－naphthylamineのいくつかのmetabolitesの

うち，2－amino－1－naphtho1－91ucuronideのみが

腫瘍を生ずることを明らかにし，このglucu－

ronideは尿中の．β一91ucuronidaseによって

hydrolyseされ，発癌性の2－amino－1－naphthol

を生ずることを示した12・1軌

 Boylandは2－naphthylamineが代謝されて

carcinogenを生ずる経路をつぎのように考え

ている（Fig．4）14｝．すなわち，体内にはいった

2－naphthylamineは肝で酸化されて2－amino－

1－naphtho1，または2－naphthylhydroxylamine

になる．これらの発癌物質はただちに肝で，

glucuronic acid， sulphuric acld， phosphoric

acid， glutathioneなどと抱合することにより不

活性化された状態で，胆汁および尿中に排泄さ

れる．これらのうち，尿中に排泄されたglucu－

ronideが尿中β一glucuronidaseによって
hydrolyseされ， proxinユate carcinogensを生

ずる．これが尿路粘膜に作用して発癌する．し

たがって尿中β一91ucuronidqseの活性を抑制で

きるならば，発癌を抑えることができ’るかもし

れないとしている．

 Boylandi｝はまた，膀胱腫瘍患老の尿中β・

ooN（：

2・Naphihyl hydroxyl

・amlne

①ぐ
beta・Naphtbyjartrline

／」 ’ 唐w O．H

：，． ， ON＋“

     2・Amino・1・Naphihol

◇〉隔
     ら  ドの ミ

（：〔ン

2’NaptithyL hydroxyl 2eAmino・1・Naphih）t｛

．amine・o・glucuronide giucosiduronic acid

beta・glucuroni・

da＄e inurine

coN（11，， ’

2’Naphthyl hydrox）fl

・amme
Fig． 4

   C）H

（〕〔ン

・2・Amino・liNaphtho1

91ucuronidaseの活性値が，術前術後を間わず，

正常人に比べ非常に高いとのべ，膀胱腫瘍発生

とβ一glucuronidaseの関係に注目し，このβ一

glucuronidase活性値を下げることによって，

腫瘍の再発をおさえることができ’るかもしれな

いと臨床的応用の可能性をのべている．

 尿中β一glucuronidqseと膀胱腫瘍との関係に

ついては，数多くの報告がみられるが8・9・10・51），

Boylandが考えたように，尿中β一91ucuronidase

活性値の上昇が，膀胱腫瘍発生になんらかの影

響をもつのか，腫瘍が存在するために，尿中

β一glucuronidase活性値が高くなるのか2・40・58・

67・『1・69）明らかではない．しかしいずれにせよ，

2－AAF添加V． B6欠乏食投与群では，25週以

前の早期の腫瘍発生が，β一91ucuronidase阻害

剤投与群で．明らかに抑制されているというζと

は膀胱腫瘍の発生に尿中β一91ucuronidaseの存

在が全く無関係ではないことを示しているとい

えよう．
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 β一glucuronidase活性に対して，1，4－saccha－

rolactoneが特異的な阻害斉1］であることは，

ユ952年にLevvyによって示された14・46｝． Boy－

1andは，イヌに2－naphthylamineと1，4－sac－

charolactoneを投与したところ，saccharolac－

tone投与群では腫瘍の発生時期がいくらかお

くれたが，結局15カ月以内に全例，膀胱腫瘍を

発生したと報告し6・12・16〕，実験の失敗原因は，

投与した1，4－saccharolactoneの β一glucuro－

nidase阻害作用が弱く，持続性ではないため，

尿中β一91ucuronidase活性をじゅうぶんに抑

制でき一なかったか，あるいは2－naphthylarnine

が1，4－saccharolactoneの量に対して多量すぎ

たかであるとのべ，この実験結果から，β一glucu－

ronidaseが膀胱腫瘍の発生に関与しているか

どうかを結論することはできないが，1，4－sac－

charolactone投与群で，腫瘍の発生時期がいく

らかおくれているということは，β一91ucuroni－

daseが腫瘍発生になんらかの関係をもってい

ることを示している16｝と推論している．

 そのこglucosaccharolactoneのいくつかの

誘導体の中から，β一glucuronidase活i生阻害作

用のより強いものを見いだすために研究が重ね

られ，1964年には，β一g！ucuronidase活性阻害

作用のより強いglucosaccharo 1：4，3：6，一di一

ユactoneが合成されているが35・36・37），この水溶液

は非常に不安定で，作用の持続性がなかった．

ユ965年になりIidaら39）によって，より安定

な，しかもより強いβ一glucuronidase阻害作用

が持続する物質として，2，5－di－O－acety1－D－glu－

cosaccharo《1→4）（6→3）一dilactoneが見いだ

された．実験1の結果も，この物質によってラ

ヅト尿中のβ一glucuronidase活性がじゅうぶん

に抑網されていることを示している．

 さて，2－AAFとD， L－tryptophanとを用いて

膀胱腫瘍を発生させたDqnning（195031），1958

32））の実験は，2－AAFの経口投与のみではほ

とんどが肝腫瘍を生じ，膀胱腫瘍を生じないの

に対し，D， L－tryptophanまたはindoleを同

時に投与したものでは，約100％に膀胱腫瘍を

発生したことで注目された．そのこBoyland

（1954）7｝・やMorris（1960）55｝も同様の実験で，

tryptophanまたはindoleの添加によって

2－AAFによる膀胱腫瘍発生頻度が高くなるこ

とを示し，これは1）tryptophanに発癌作用が

あるのか，2）2－AAFとtryptophanに由来す

る発癌物質のsummationによるのか，3）2－

AAFの代謝がtryptophan添加によって変化
し，より強力な発癌物質を生じたのか，4）tryp－

tophanの代謝が2－AAFによって変化し，発

癌物質を生じたのか，であろうと説明している

が， 2－naphthylamine または benzidineに

tryptophanを投与した場含には，膀胱腫瘍を

生じなかったという結果からは7），2－AAFが

tryptophan代謝異常をひき起こし，その結果

生じた代謝物質が膀胱腫瘍発生に関与している

と考えることもできる．Dyer（1961）33）も，ラ

ヅトに2－AAFとともにtryptophanを投与す

ると，尿中xanthurenic acid， kynurenic acid，

3－hydroxykynurenineが増加することを示し，

さらにこれにV．B6を投与すると，こ．れらの物

質の排泄が減少することを示した．かれはこれ

をV．B6欠乏ラットではxanthurenic acidを

大量に排泄する52）ことから，2－AAFとV． B6

とが反応する結果，V． B6欠乏状態を生じ，

tryptophan代謝に異常をきたし，これらの物質

が尿中に増加するものと考えている．

 しかしDunningら32）は， indoleが2－AAF

による肝障害を保護し，動物の延命をぎたす結

果，膀胱腫瘍が増加すると考えており，McDo－

nald48・49｝（1961，1962）も， Oyasu6。）（1963）も

同様に，indoleが膀胱腫瘍の発生頻度を高める

一つの要素として，indole投与ラットでの延命

効果をあげている．

 今回の実験結果でも，腫瘍発生頻度は2－AAF

添加V．B6欠乏群よりも，2－AAF，tryptophan

添加群で高く，しかも腫瘍発生率は30週以後急

に増加している．2－AAF添加V． B6欠乏群を

25週以上生存させることはほとんど不可能であ

ったが，2－AAF，tryptophan添加群は，平均生

存日数，30週以上生存しえた動物の割合，実験

動物の死亡率（Table 8，9，10）のいずれにも

示されたように長期生存が可能であり，trypto－

phanの延命効果も考えられる．
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 臨床的にはすでにEkmanとStr6mbeck（1947）

によって38より引用），自然発生膀胱癌の患者尿中

には，多量の芳香族アミンが排泄されているこ

とが示されており，Dunningらの実験によっ

て，患者尿中の芳香族アミンがtryptophanに

由来するものである可能性もあるということが．

示されたことになる38）．そのこPriceら62｝も，

自然発生膀胱癌患者の約半数に異常に多量の芳

香族アミンが尿中に排泄されていることを認

め，Brown17～20｝， Quagliarielloら63），はおのお

の尿中の，3－hydroxykynurenine，3－hydroxy－

anthranilic acid， kynurenine， anthranilic acid

などの値が非常に高くなっていることを示して

いる．これは，tryptophanを負荷することによ

って，さらに強調されるだけでなく，正常の排

泄を示した膀胱腫瘍患者の中にも，tryptophan

を投与すると，kynurenine， acetylkynμrenine，

kynurenic acidの排泄量が急に増加するもの

があることから，Brownらは17），膀胱癌患者

は投与されたtryptophanに対し，これを正常

の状態で代謝できない何かがあるのではない

かとのべている．このように，膀胱癌患者では

しばしば，異常に多量のtryptophan代謝物を

尿中に排泄するということが明らかではある

が，膀胱腫瘍患老でも正常のtryptophan代謝

を示すものもあり，逆に膀胱癌は認められず他

の部の腫瘍の場合，あるいは腫瘍と全く．関係の

ない疾患の場合34・45・57・59），とぎには正常の人に

も，異常のtryptophan代謝を示す場合がある

こと61）などから，tryptophan metabolitesヵミ

膀胱に対する発癌物質であるとするのはなお早

計であるとする人も多い23・70）．

 2－AAFの代謝は，2－naphthylamineの場合

と同様に明らかではないが，2－naphthylaエnine

に対するBoylandらの考えに準じて， Fig．5

のように考えることができ’る．すなわち，経口

投与された2－AAFは，主として肝で2AA－1－

hydroxyfiuoreneまたはN－hydroxy－2－AAF

に代謝され，ただちに2－AA－1－hydroxyfluore－

ne－O－91ucuronide またはN－hydroxy－2。AAF一
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O－glucuronideとなり，尿中に排泄される．こ

れらの91ucuronidesは尿中のβ一91ucuronidase

によっておのおのfreeのorthohydroxyamine

またはNhydroxyamineとなり， これが尿路

上皮に作用して腫瘍発生をみるのではないかと

いうことになる．したがって，尿中β一glucuro－

nidase活性を抑制すれば，2－AAFによる腫瘍

発生が抑えられるかもしれない．

 3H－thy皿idine autoradiographyの！abeling

indexに示された結果は，2－AAF添加V． B6

欠乏群においては明らかにSLA投与の影響が

あることを示している．早期の膀胱粘膜にみる

この結果はBoylandの考えかたにもとづいて

説明することがでぎる．hyperplasiaの場合と

同様に，！abe！ing indexの増加上昇が，その

ままただちに発癌に移行し，3H－thymidineと

りこみの減少が，膀胱腫瘍発生阻止と直結して

いるとは考えないが，少なくとも2－AAFの

metabolitesに起因すると考えられるものが，

尿路上皮の細胞増殖を充進しているのに対し

て，2－AAF添加V． B6欠乏群では， SLAがこ

れを抑制していることがうかがわれる．25週以

前に発生した腫瘍についてみた結果にも，

1abeling indexに示されたと同様に，2－AAF

添加V．B6欠乏群においては， SLA投与の影

響がはっきりと示された．すなわち25週以前の

早期の腫瘍発生をSLAが抑制している．

 いっぽう2－AAF，tryptophan添加群でも，

1abeling indexのうえでは， SLAの影響が示

されてはいるが，SLA投与群と非投与群の間

の差が，2－AAF添加V。 B6欠乏群の場合ほど

顕著ではなく，腫瘍発生頻度のうえでは，SLA

が発癌を抑制してはいない． この結果はBoy－

1andの考えかたでは説明できない．すなわち

β一91ucuronidaseの関与しない発癌物質が膀胱

粘膜に作用していることを示しているといえ，

非常に興味あるところである．従来よりtryp－

tophanまたはindoleを投与することによっ

て，2－AAFによる膀胱発癌は強調されること

が示されてbるし，いっぽうtryptophan met－

abolitesの中のいくつかはpellet implantation

で，発癌性が証明されている21・22）．またその中．

665

のあるものは，glucuronidesとして尿中に排泄

されると考えられているが1。｝，tryptophan met－

abolitesの中には，肝で抱合されることなく，

freeのまま尿中に排泄されるものがあると考

えることができるならぽ，β一glucuronidaseも

したがってβ一glucuronidase阻害剤もtrypto－

phan rnetabolitesによる発癌に対して，なん

ら影響しないことになり，この現象を説明する

ことが可能であるかもしれない．

結 語

 2－acetylarriinofluoreneおよびSLA（β一glu－

curonidase賊害剤）をラットに投与し，2－ace－

tylaminofiuorene代謝に対するβ一91ucuroni－

dase inhibitorの影響を，膀胱粘膜の比較的早

期の変化で観察し，つぎのような実験結果を得

た．

 1．20週以後のhyperplastic index（HPI）

を比較すると，V． B6欠乏食投与群では， SLA

添加群のほうが，HPIはやや低い傾向を示し

ているが，tryptophan添加食投与群では， SLA

添加と非添加の間に像とんどHPIの差を認め

ない．

 2．膀胱粘膜の3H－thymidine autoradiogra－

phyの1abeling index（LI）は，対照群0．06

±0。06％に対して他のグル・一プのしIはいずれ

も非常に高い値を示し，2－AAF投与期間が長

くなるほど，高い値を示す傾向がある．各グル

ープのLIは，2－AAF添加V．B6欠乏食投与群：

4．09±2．57；2－AAF，SLA添加V． B6欠乏食投与

群：1・95±1・48 （F§1－3．00，P〈0．01）；2－AAF，

tryptophan，添加食投与群：2．40±1．57；2－AAF

SLA， tryptophan添加食投与群：1．34±ユ．21

（Fll＝1・69， P≦0・05）；V・B6欠乏食投与群と

tryptophan添加食投与群の差も有意差であっ
た （F器＝2．68，P〈0．01）．

 3。膀胱腫瘍発生頻度を，25週以前のものに

ついてみると，V． B6欠乏2－AAF添加群：18．

2％（6／33）；V．B6欠乏，2－AAF， SLA添加

群…：0％ （0／33） （x2；4．65， 0．01〈P〈0．05）；

tryptophan，2－AAF添加群：44％（2／45）；

tryptophan，2－AAF， SLA添加群：15．O％o（6
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／40）（P＞0．05）であった．

 41以上の結果で示されるように，V．．B6欠

乏食投与群においては，膀胱粘膜のlabeling

indexおよび25週以前の腫瘍発生頻度のいずれ

にも，SLA投与の影響が示された．これは

Boylandの考えにあてはめて説明できる．

 いっぽう．tryptophan添加食投与群でも，

labeling． indexにおいてはSLA投与の影響が

みられるが，腫瘍発生頻度のうえではSLA投

与の影響は示さ為ず，その発癌機序のうえで，

Boyland．の考えにあてはまらない，すなわち

β一glucuronidaseの．関与しない発癌物質の作用

が推定された．

  （本論交の要旨は，第57回日本泌尿器科学会総会に

おいて発．表した．）
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