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   N一（4一（5－Nitro－2－furyl）一2－thiazolyl）formamide （FANFT） demonstrated carcinogenic activity for

the urinary bladder of many species． The present study sought the metabolites of FANFT in the

urine of rats fed this compound， and determined their mutagenic activity for Salmonella tyPhimurium

TAIOO． Three yellow FANFT metabolites， designated as FM 1， FM 2 and FM 3， wcre present in

u血eand could be separated by polyvinylpyrrolidone column chromatography or cellulose thin layer

chromatography （TLC）． The Rf values on cellulose TLC were O．89， O．19 and O．37 （aqueous 20／．

methanol） or O．40， O．30 and O．14 （aqueous 60／6 acetic acid） for FM 1， FM 2 and FM 3， respectively．

FM 2 was identified as 2ramino－4一（5－nitro－2－furyl）thiazole （ANFT） by comparison with authentic

ANFT．

   Three rats were fed a diet containing O．1880／． FANFT for 1 week and then were injected i．p．

with ｛i4C）FANFT． The urine excreted during 24 hours was analyzed by radiochromatography．

on cellulose plates （aqueous 20／． rnethanol）． About 330／．， 300／． and less than 50／． of the radioactivity

in the urine were respectively accounted for FM 1， FM 2， and FM 3， and no （i4C）FAI FT could be

detected．． ． The cellulosc chromatQgram was．cut into 1 cm long pieces， and each piece was placed

in the center of a petri dish containing Salmonella tmphimttrium TA I OO． Only FM 2 （ANTFT） clearly

demonstrated mutagenic activity． These data suggest that ANFT may’ be’ ?proximate metabolite

responsible for the induction of bladder cancer in ratg． fed FANFT．

緒 言

 近代合成化学工業の発達とともに種々の膀胱発癌物

質が発見されている7・29・45）．このうち1967年E． ErtUrk

15）によってN一〔（4一（5－nitro－2－furyl）一2－thiazolyl〕for－

mam三de（以下FANFTと略記する）がラット膀胱に
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ほぼ100％癌を発生させる強力かつ特異的な膀胱発癌

性を有することが報告されていらい，ラット15・16・34）は

もとよりイヌ18），ハムスター14），Vウス17）などにもつ

ぎつぎとその膀胱発癌性が明らかにされてぎた．

 もともとFANFIrはN一〔（4一（5－nitro－2－fury1）一2－thia－

zo正y1〕acetamideとどうよう尿路感染症の化学療法剤

として応用すべく研究されてきたもので，すでに尿中
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になんらかのFANFT代謝産物の存在は推定されてい

た．・したがってFANFTの強力な特異的膀胱発癌性が

明らかにされていらい，FANFTの代謝とくに尿へ排

泄される代謝産物の解明は単に．FANFTの発癌性の

問題にとどまらず，前記したN一〔（4一（5－nitro－2－furyl）一

2－thiazolyl〕acetamide8・9・14・i8）を含めた一一連の発癌性

nitro一あるいはamino－heterocyclic化合物8～11・27）の発

癌機序の解明に非常に興味ある問題となってぎた．し

かし現在までFANFTの代謝の研究はアメリカWi－

sconsin大学を中心に徐々にすすめられてはきたが，

いまだFANFTの尿中代謝産物の検討はほとんどな

されていない．

 最近著者はFANFTを投与しているラット尿より強

力な発癌物質である2amino－4一（5－nitro－2－furyl）thia－

zole（以下ANFTと略記する）を抽出同定，さらに

radioisotope〔14C〕FANFTを使い定量するとともに他

の2種類のFANFT代謝産物を確認し， Salmonella

tJPhimurium TA 100をもちいたmutati・n testと薄層

クロマトグラフィー（以下TI・Cと略記する）を組合

わせて興味ある成績をえたので報告する，

実 験 準 備

 化学物質：FANFT，〔・4C〕FANFT， ANFT，〔・4C〕

ANFTの化学名と構造式はFig．1に示す．このうち

FANFTはSaber Laboratories， Inc．（Morton Grove，

II1・）より購入した．〔14C〕FANFT， ANFT，〔14C〕

ANFTはそれぞれ合成した32）．なおこれらの化学物

質は実験にあたり前もってTLCでその純粋性を確認

した．

 実験動物：実験にはすべてメスSprague－Dawley rat

約2009を使用しA．R． Schmidt Co．，（Madison，

Wis・）より入手した，

 Mutation Testの準備：mutation testに使用した

Salmonella卿伽％吻ηz TA l OOはカリフォルニア大学

B．N． Ames教授の好意により入手した． minimal

base agar作成のためのMinimal Broth Davisおよび

Bacto AgarはDIFqO、 Laboratory， ．（Detroit， Ohio）

より購入した．minimal top agar作成のためのし。

histidine monohydrochlorideはNutritional Biochc－

mical Co．，（Cleveland， Ohio）， BiotinはSigma Che－

mical Co．，（St． Louis， Mo．）より入手した．

 その他：TLCプレートはCHROMAGRAM sheet，
13254cellulose（East皿an Kodak Co．， Rochester， N．

Y．）をおもに使用し，カラムクロマトグラフィーにも

ちいたpolyVinylpyrrolidone（PVP）IZ Aldrich Che－

mical Co．，（Milwaukee， Wis．）より入手した．

  実験1’FANFTおよびFANF’T投与ラット尿

のMutation Test

 FANFTが強力な特異的膀胱発癌性を有することよ

り尿中になんらかの発癌性代謝産物の存在が推定され，

これらの検討のため最近環境性発癌剤のマススクリー

ニング法としてB．N． Amesらを中心として改良され

てきたmutation test 1～3・21）の利用を考えた．とくに

1975年J・Mccannら21）によって改良されたsalmonella

tyPhimurium TA 100は従来のTA I 535シリーズの株で

非常に困難であった2・3・26・42）nitrofuranやthiazoiyl

系化合物のmutagenicityの検出には非常に高い感度

を示している39・43・44），

 方法：著者の目的からしてFANFTやそのラット投

与時の尿のmutagenicityの確認はもとよりであるが，
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FANFTの尿中発癌性代謝産物の検索にあるので定性

を主としたspot mutation testを選びほぼB． N． Ames

らの方法1）に準じておこなった．すなわちminima王

base agar 10mlをプレート（10010ptilux Petri Dish

100×15mm sty1）に注ぎ固定した． Salmonella tyPhi－

murium TAIOOを接種し24時間37。Cでincubateした

nutrient btoth．より各プレートあたり0・03 mlを，

L－histidineおよびbiotinをそれぞれ0．1μmole／2ml

含むtop agar 2 mlに加え振とうし，先のbase agar

を固定したプレート上に注ぎ再度固定した．

 FANFTはdimethyl sulfoxide（以下DMSOと略

記する）に溶解し，検査量は各プレートあたりO・05，

0．1，0．5，1．0，5．0μ9／μlDMSOである， controlと

してDMSO 1μ1！プレートをもちいた．尿は3日以上

0．188％FANFT dietを投与しているラットを直接

test tubeに排尿させた新鮮尿をもちいた．検査量は

O．1，0．5，1．0，2．0，5．0μ1／プレートである．controlと

してcontro1食を投与しているラット尿5Ftlfプレート

をもちいた．これらの検査試料はおのおのプレート中

央にマイクロシリンジをもちいてspotし48時間37℃

でincubateした．そのあとQuebec Colony Counter

でプレート上に乳白色として認められるh三s＋rever－

tant colonyを算定し，円形透明帯としてみられる成

長阻止帯を計測した．

 判定と成績：mutagenicityの有無の判定はきわめて

容易であり，control DMSOおよび尿プレートには

成長阻止帯はまったく認められず，散在的に平均68／

プレートのrevcrtant colonyを認めたにすぎなかっ

た．いっぽうFANFTおよびFANFT投与ラット尿

にはいずれも明確な円形の成長阻止帯を認め，その外
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周に多数のrevertant colonyが認められた．著老は

spot mutation testを定量試験にもちいることには問

題も多いと考えているが，発癌物質のスクリーニング

そのものではなく尿中発癌性代謝産物の検索にもちい

る意味でつぎのごとく定めた。すなわち検査試料のプ

レート上のrevertant colony数よりcontrolプレー

トのrevertant colony数68をひき100以上を掛，75以

上を十，50以上を＋，25以上を±とし以下にすべて一

とした，成績はまとめてTable lに示し2～3の例

をFig・2に紹介する． Table lでもわかるように成

長阻止帯は検査量の増加に伴ってFANFTおよび

FANFT投与ラット尿ともに大きくなっているが，

revertant colony数のほうはmutagenicityの有無で

は明らかに差があるが比較的ばらつきが多く量的相関

は認めなかった．

  実験2 FANFTラット尿中代謝産物の抽出

 実験1で明らかなごとくFANFTを経口投与してい

るラット尿にはSalmonella tyPhimurium TA I OOに対す

る強力なmutagcnの排出があり，さらにFANFTが

特異的膀胱発癌性を有することよりFANFTのラット

尿中代謝産物の抽出を企画した．

 方法：種々の有機溶媒抽出を試みたが困難であり，

FANFTの尿中代謝産物の不安定なことも考慮して冷

暗室での溶出溶媒として蒸留水をもちいたpolyvinyl－

pyrrolidoneカラムクロマトグラフィーをもちいた・

尿採集は1回につきメスSprague－Dawleyラット10～

15匹を使用しFANFT 50～100 mg／ラットをcorn oi1

に混入して胃管により胃内に投与した．metal meta－

bolic cageで糞と分離し24時間尿を採集，すぐ遠沈し

若干の汚染物をのぞき清明な尿を冷凍乾燥し保存，約

Table 1． Spot mutation test with S， t）Phimurium TA 100

Material
  FANFT
（yg／l yl DMSO）

Urine

（Stl）

Diameter of

growth inhibi－
tion （mm）

rs4To． of his－

revertant
 colonies

DMSO （control）

FANFT

Control urine

FANFT urine

o

O一 05

0－1

0・ 5

！・0

5・ O

5

0．工

O・ 5

1・0

2，0

5・ O

0

29

35

37

47

55

0

19

20

23

25

30

帯

惜

惜
“1

冊

一

甲

掛
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5 pl control urine O，1 ptg FANFT／1 pt1 DMSO

   5 pt1 urine of the rat fed O．188％ FANFT diet．

Fig． 2． Spot mutation test with SalmoneUa t．vphimurium TA 100．

100匹分の尿を採集し尿中FANFT代謝産物の抽出に

供した．

 polyvinylpyrrolidoneカラムは径6cm，高さ80 cm

で恒温度40Cの冷暗室にセットされ前述したラット

100匹分の冷凍乾燥尿を約100・mlの蒸留水に溶かし遠

沈，その上清液のみを使用し蒸留水で溶出した．poly－

vinylpyrrolidoneカラムクロマトグラムはFig．3に

示すようにiE常尿には認められない3つの黄色帯が認

められ，それぞれ早く流出してくる順にFM1， FM2，

FM3と仮称した．これらのFMI， FM2， FM3分画

はそれぞれ分取し蒸留濃縮をおこなったがかなりの不

純物を含んでいた．とくにFMI分画には多量の1ピ常

尿代謝物を含み，再度のcelluloseカラムクロマトグ

ラフィーやchlorofbrrn， etherなどによる有機溶媒；抽

出も試みたがいまだ抽出するに至っていない，FM2

分画はTLC上で4～6種の少量の不純物を含んでい

たのでさらに冷凍乾燥後少量のmcthanolで溶かしガ

ラスフィルターで不純沈殿物を除去したあと，少量の

蒸留水を加え一20℃冷凍庫に静置した．20時聞後少

量の褐色沈殿物が認められ，これをガラスフィルター

で採集し蒸留水で5回洗ったあと再度完全に乾燥した．

この結果種々のTLCでも不純物をまったく認めない

FANFTのラット尿中代謝産物FM 2をえた，さら

にこのFM 2はTLCで検討されANFTと同定さ

れた．FM 3分画の4000 mlは10mlに蒸留濃縮さ

れTLCで検討されたがかなりの不純物を含むため，

さらに完全に乾燥されたあと少量のmethanolに溶解

Fig． 3

FM 5

FM 2

FM 1

PVP column chromatography
of urine of rats fed FANFT
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し少量のethyl acetateを加え一20℃冷凍庫に静置し

た．5日後生じた褐色の沈殿物をガラスフィルターで

採集しIOO％ethyl acetateで5回洗い完全に乾燥し

た．TLCで検討した結果不純物は認められず，ほぼ

純粋なFANFT尿中代謝産物FM 3であるとして結

局約2mgをえた．現在構造決定をおこなっているが

まだその構造の確定にいたっていない．

 成績：以上のごと．く著者は．FANFTラット尿中代謝

産物として3つの物質FMI， FM2， FM3を確認し，

そのうちFM2はFANFTのfbrmyl基カミ水素置換し

たANFTであると同定した．これらFM2（ANFT）

を含めFM1， FM3のTLC上での性質はTable 2に

示す．

  実験3 FANFTのラット尿中代謝産物ANFTの

定量とTLG分画Mutation Testによる発癌性代謝

産物検索の試み

 〔14C〕FANFTを使用しラット尿中代謝産物FM2

（ANFT）， FM1およびFM3の定量を試みるとともに

最近環境性発癌物質のマススクリーニングテストとし

て注目されてきたmutation testにTI．Cを組合わせ

薄層クロマトグラフィー分画mutation test（仮称）と

してFANFTのラット尿中発癌性代謝産物の検索の試

みをおこなった．

 方法：1週間O・ 188％ FANFT dietを自由摂取して

いるラット3匹を使用した．各ラットは〔14C〕FANFT

O・9 StCi（0・2μCi／1μmole）10・2 ml DMSO溶液を腹腔

内に注射し，同時に尿の汚染などを防止する意味で肛

門を縫合閉鎖しそれぞれmetal metabolic cageに入

れ24時間尿を採集した．その間水およびdietの投与

は中止した．尿の採集にあたってはFANFTの尿中代

謝産物の自然分解や尿中細菌などの影響を極力防止す

るため尿は氷をつめたooCのice boxに導いた．この

ようにして慎重に採集された尿はcellulose TLC sheet

に約10μ1，2cmの線状にspotされ2％methanolお

よび2％formic acid solvent systemでTLCをおこ

なった．16cmまでTLCを展開したあとこれらは完

全に乾燥され，U－V light下で検査のうえそれぞれ

lcm幅に切り6個の分画切片とした．それぞれの分

849

画切片はcounting vialに入れANpO38）15mlを加え

振とう後Mark II Liquid Scintillation System（Nuc－

lear Chicago， Chicago，111．）で各分画のradioactivity

を測定した．

 TI・C分画mutation testは実験1で述べた方法で

．作成したSalm・nella tmψhimurium TA I OOのagarプレ

ートを使用した．尿15μ1は同じようにTLC sheet

に3cmの線状にspotし，2％methanol solvent

systemで16cmまで展開したあと乾燥し，その中央

lcmを使用し幅lcmの分画切片16個を作った．この

lcm四方の切片はそれぞれ用意したagarプレート中

央におき48時間370Cでincubatcしたあと実験1で述

べたspot mutation test判定規準にあわせ検討した・

なおcontr・1として正常尿を用いてどうようの操作を

おこなったcellulose sheetをもちいた．

 成績：Fig．4に示すようにFM2（ANFT）分画と

FM1分過に著明なradioactivityを認めた．半面FM3

分画にはきわめて低いradioactivityを認めたにすぎな

かった．とくにFM2（ANFT）はほんのわずかのテー

リングはあるが明瞭なspotとして認められ，腹腔内

投与した〔14C〕FANFTの尿中代謝産物のうち3G．8±

9．4％がANFTとして排出されることが明らかとなっ

た。なお腹腔内投与した〔14C〕FANFTの〔14C〕の24

時間尿中回収率は31．3±6．1％であった．

 TLC分画mutation testは尿TLC分画radioac－

tivityおよびFM1， FM2（ANFT）， FM3のTLCの

結果と平行して同じくFig．4に示す．また個々の

mutation testのうち数例をFig・5に供覧する。一見

してわかるようにFM2（ANFT）分画に著明なmuta－

genicityが認められ，実験1に示したFANFT投与時

のラット尿のmutagcnic activityを考えると，その尿

中代謝産物としてのANFTの重要性をはっきり物語

っている．またFMI分画およびFM3分画にも若干

のmutagenicityの存在が疑われたが非常に弱いよう

でもあり，今後さらに検討すべきであると考えている。

考 察

 尿中に存在するある種の発癌物質が膀胱腫瘍発生に

深く関与しているであろうことが従来より推定されて

Table 2． Detection of FANFT metabolites in the rat urine by TLC

Metabolites Rf values

2％ Methanol 6％ Acetic’al．ill［id

Color

Visible light U－V light

FM 1

FM 2 （ANFT）

FM 3

O・ 89

0．王9

0・ 37

O・ 40

0． 30

0．14

Yellow

Yellow

Yellow

Dull Brown

Dull Orange

Dull Brown
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おり22・31），また最近種々の化学発癌物質はもとより自

然界に存在する膀胱発癌物質の尿中発癌性代謝産物の

検索がなされている4～6・13・19・23’．24・28・30）．

．前述したようにFANFTは1966年nitrofuran系化

合物の発癌性の検討直後33），1967年ラットに強力な特

異的膀胱発癌性を有することが報告15）され，いらい種

々の実験動物でその膀胱発癌性が確認された14～19・3’1）

ばかりでなく，これらの検討はN一〔4一（5－nitro－2－furyl）一

2－thiazolyl〕acetamideをはじめとして，さらにnitro－

furan系化合物を中心とした一連のnitro一あるいは

amino－heterocyclic化合物の発癌性の検討8’一12・14・18’27）

を促し，数年前の2一（2－furyl）一3一（5－nitro－2－fgryl）acryl－

amide（AF－2）の問題もまたnitrofuran化合物として

注目をあつめ現在その発癌性が証明されてきている39）．

しかしこれら一連の発癌物質による発癌がいかなる機

序で起こるかはもとより，これらが体内に取りこまれ

たあとどのような代謝を受けてその発癌物質独特の標

的発癌部位に達するのかほとんど明らかにされていな

い．著者はこれら一連の発癌機序解明のため，それら

の代表ともいえるFANFTがラットに強力な特異的

膀胱発癌性を有していることに着目してFANFT投与

中のラット尿中になんらかの発癌性代謝産物の存在が

あるのではないかと推定しFANFTのラット尿中代謝

産物の検討をおこなった．

 現在までFANFTの代謝における知見として1970年

G． M． Lower， Jr．ら20）はFANFTのマウス投与後にお

ける第1次の代謝がformal基に〔1℃〕をつけた〔14C〕一

FANFTにおいてはすみやかに呼気中e■ 62％の〔14C〕

が証明されるいっぽう，thiazolyl核に〔14d〕をつけた

場合にはほとんど呼気中には〔14c〕が証明されずおも

に尿中に排泄されることを明らかにしてFANFTのマ

ウス体内における第1次の代謝がformyl基の水素置

換によるANFTの形成によるものであろうと推定し

たが尿中のANFT証明は不成功に終っている．いっ

ぽうC．Y． Wangら35）lrk in vitroにお㌔・て種々の実験

動物の肝，胃，腎，小腸にfbrmamidaseの存在を明

らかにし， さらに各臓器のFANFT formamidase

activityを測定している．以上の報告と著者の明らか

にしたFANFTのラット尿中代謝産物すなわちANFT，

FM1， FM3の存在を考えるとFig・．6に示すような

FANFTの代謝が考えられる．すなわちラット体内に

摂取されたFANFTは体内の諸臓器でformamidase
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contro1 2 cm fraction of TLC
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Fig． 5． Mutation test with Salmonelta ijPhimurium TA I OO of TLC fractions of
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のはたらきで速やかにANFTに代謝されることは明

らかであり，この生成されたANFTはその一部がそ

の後ほとんどなんの変化も受けずに尿中に排泄される

ことになるdその量は著者の測定で明らかなように

FANFTの尿中代謝産物の約30％である．そしてその

同量あるいはそれ以上の排泄が2％methanol－cellulose

TLCで著者のいうFANFT代謝産物FMIの部位に
排泄され，これは2％formic acid－cellulose TLCで

も同様であり，おそらくFM1はANFTと同量ある

いはそれよりやや多量のFANFTのラット尿中代謝産

物であると考えられる，半面FM3はきわめて少量で

ある．いっぽうラットをはじめイヌ，マウスなどの種

々の．実験動物の肝，胃，小腸，腎，筋，肺などに一

連のニトロ化合物の代謝をおこなうnitroreductase

enzyme systemが明らかにされている20・36一’38）．すな

わちこれらのことはFANFTの第1次の代謝産物であ

るANFTがさらに代謝を受け’るであろうことを明ら

かにしているといえる．以上のことを総合して考える

とFANFTのラット体内におけ’る第1次の代謝で生成

されたANFTはその一部がそのまま尿中に排泄され

るのであるが残りはさらにnitroreductase enzy・ne

systemを中心としたmetabolic systemにより代謝を

受ける．すなわちANFTのさらに代謝されたものが

著者の確認したFM1およびFM3であると推定され
る．

 つぎに著者の検討したmutation tcstとTLCを応

用したTLC分画mutation testの成績であるが，こ

の結果はFANFTのラット尿中代謝産物のうちFM2

（ANFT）分画にのみ著明なmutationが証明され，

FM1， FM3分画にはほとんどmutagenicityは認めら

れなかった．もちろんFM1， FM3はさらに検討する

必要はあるがFANFT投与時のラット尿のmutagenic

activityはまったくその代謝産物ANFTによること

が確認された．これらのことは現在のところmuta－

genicityとcarcinogenicityとがまったく平行関係に

あるとはいいがたい44）が，mutagenicityを有するもの

はcarcinogenicityを有する可能1生がきわめて強く25），

とくに著者が使用したSalm・nella．t■Phimurium TA 100

はnitrofuranあるいはnitrothiophene， nitropyrrole，

nitroimidazolc， aminothiophene， aminothiazoleなど

の一連の化合物のmutagenicityとcarcinogenicityと

はきわめてよく一致しており39・43），またANFTじた

いの強い発癌性もすでに証明されている8）点からして

もANFTがFANFTのproximate carcinogenであ

ることは明らかであり，これが直接尿中に大量に排出

され，膀胱粘膜が常に高濃度のANFTにさらされて

いることはラットにおけるFANFTの特異的膀胱発癌

性を考えるとき，その発癌機序に重大な示唆を示すも

のだと思われる．最近さらに〔14C〕FANFT尿中代謝

産物がラット膀胱に高度に取り込まれることが明らか

になり40），またin vitr・においてANFT力ニラット膀

胱上皮細胞のmacromoleculeに取り込まれることが

明らかにな6てきている41）．しかし現在までANFT

の代謝や臓器特異性などはじゅうぶん検討されている

とはいいがたく，わずかにマウスに経口投与されてそ

の胃発癌性が証明されたにすぎず，今後はFANFTの

ANFT以外の代謝産物の検討はもちろんであるが，

さらにANFTに注意を向けその代謝ならびに膀胱発

Metabolism of FANFT in Rats
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        deformylation
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癌性などの検討をする必要があると思う．

 最後に著者のおこなったTI－G分画mutation test

であるがほとんEX ANFT（FM2分画）にmutationカミ

集中している．最近著者は大量のFM 1およびFM 3

も弱いmutagenicityを有しているのではないかと考

えているが，著者がこのTLC分画mutation testで

主張したいのはFANFTを0．188％投与したときのラ

ット尿中に存在する相対的なmutagenicityである．も

ちろん個々の物質の有するmutagenicityも重大な問

題ではあるが前述したように著者の関心は膀胱癌を発

生するような状態での尿中発癌性代謝産物の検討にあ

り，すべての代謝産物の検出にあるのではない．した

がってその尿のTLC分画mutation testで量的質的

にも強いmutagenic activityを認めたFM2すなわち

ANFTに重点をおくことは論をまたない．もちろん

まだmutation testじたいが発癌物質のスクリーニン

グに用いられる程度で前述したようにmutagenicity

とcarcinogenicityとが完全な平行関係にあるとはい

いがたいが，最近ますます改善され，さらに発展する

と考えられる．いっぽう現在でも多くの発癌物質にお

いてそのmutagenicityとcarcinogenicityとはきわ

めて一致しており，著者の試みたTLC分画mutation

testは発癌物質の尿中代謝産物のmutagenic activity

をその相対的関係において検討しうるだけでなく，周

知のようにTLCじたいが物質の分離抽出あるいはそ

の存在の決定に強力なそして不可欠の手段である．し

たがって尿中あるいは血中の発癌性代謝産物の検出は

もとよりmutation testにもちいる菌の改良とともに

種々の化学発癌剤の検討，さらにまた自然環境にある

発癌性物質の検索に今後さらに広く活用できるものと

思う．

結 語

 （DFANFTを投与されたラット尿中にはその代謝

産物として絶食無飲水24時間で約30％が尿中へ排泄き

れ，その尿中代謝産物としてカラムクロマトグラフィ

ーおよびTLCで3つの代謝産物が確認され，それぞ

れFMI， FM2， FM3と仮称した，

 （2）FANFTの尿中代謝産物FM2はFANFTの
deformylationした発癌物質ANFTであることを証明

し，その排泄はFANFT尿中代謝産物中細30％である

ことを明らかにした．

 （3）FM1およびFM3のTLCでの性状を示し，

FM 1はFANFTの尿中代謝産物中約30％あるいはそ

れ以上である．半面FM3はごく少量であることがわ

かった．
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 （4）FANFT投与中のラット尿はSalmonella（yPhi－

murium TA 100に強いmutagenic activityを有する

ことを認め，TLG分画mutation testを試みFANFT

投与時のラット尿のmutagenic activityはその発癌性

代謝産物ANFTによることを示すとともに発癌性物

質の検討に対しTLC分画mutation testの有用性を

強調した．

 （5）FANFTの代謝とくに尿中への代謝を中心に考

察し，TLC分画mutat｛on testで明らかにした尿中

代謝産物の相対的mutagenic activityの観察より

ANFTの重要性に注意し，今後さらに検討を加える

必要があると考える．

ACKNOWLEDGEMENTS

 Supported in part by USPHS Research Grants

CA 10017， CA 11946， CA 14520 and CA 17449

from the National Cancer lnstitute．

 We thank Dr． Osamu Yoshida for his criti，cism on

the manuscript， Mrs． L． H． Lee for expert assistance

with the experiments and ）vlrs， D． Scott for the

preparation of the manuscript．

REFERENCES

1） Ames， B． N．： The Detection of Chemical Mu－

 tagens with Enteric Bacteria in： A． Hollaender

 （ed，）． Chemical Mutagens： Principles and

 IXilethods for Their Detection． Vol． 1， pp． 267

 N282． New York： Plenum Press， 1971．

2） Ames， B． N．， Lee， F． D． and Durston， W． E．：

 An lmproved Bacterial Test System for the

 Detection and Classification of Mutagens and

 Carcinogens． Proc． Natl． Acad． Sci． （US）， 70：

 782N786， 1973．

3） Ames， B． N．， Durston， W． E．， Yamasaki， E． and

 Lee， F． D．： Carcinogens are Mutagens： A

 Simple Test System Combining Liver Homo－

 genates for Activation and Bacteria for Detection．

 Proc． Natl． Acad． Sci． （US）， 70： 2281N2283，

 1973．

4） Brown， R． R．， Price， J． M．， Satter， E． J． and

 Wear， J． B．： The Metabolism of Tryptophan in

 Patients with Bladder Cancer： Acta Union

 Intern． Contre Cancrum， 16： 229n一一303， i 960．

s） Bryan， G， T．， Brown， R． R． and Price， J． M．：

 Incidence of Mouse Bladder Tumors FollQwing

 Implantation of ParaMn Pellets Containipg



854 林田・ほか：膀胱発癌・FANFT尿中代謝産物

   Certain Tryptophan Metabolites． Cancer Res．，

   24： 582r－585， 1964．

6） Bryan， G． T．， Brown， R． R． and Price， J． M．：

   Mouse Bladder Carcinogenicity of Certain

   Tryptophan Metabolites and Other Aromatic

   Nitrogen Compounds Suspended in Cholesterol．

   Cancer Res．， 24： 596N602， 1964．

7） Clayson， D． B． and Cooper， E． H．： Advances

   in Cancer Research， Vol． 13， （ed． Klein， G．

   and Weinhouse， S．）， Academic Press， New York

   and London． 1970．・
              ’

8） Cohen， S． M．， Lower， Jr． G． M．， Erttirk， E． and

   Bryan， G． T．： Comparative Carcinogenicity in

   Swiss Mice of N一（4一（5－NitroT2－furyl）一2－thiazolyl）一

   acetamide and Structurally Related 5－Nitrofurans

   and 4－Nitrobenzenes． Cancer Res．， 33： 1593A“

    1597， 1973．

9） Cohen， S． M．， ． ErtUrk，’ E，， Von Esch， A． M，，

   Crovetti， A． J． and Bryan， G． T．： Carcinogen－

   icity of 5－Nitrofurans， 5－Nitroimidazoles， 4－

   Nitrobenzenes， and Related Compounds． J．

   Nat1． Cancer lnst．， 51： 403N417， 1973．

10） Cohen， S． M．， ErtUrk， E． and Bryan， G． T．：

   Comparative Carcinogenicity of5－Nitrothiophenes

   and 5－Nitrofurans・ in Rats． J． Natl． Cancer

   Inst．， 56： （in press）， 1976．

11） Cohen， S． M．， and Bryan， G． T．： Carcinogenesis

   Caused by Nitrofuran Derivatives． ln： Pharma－

   cology and the Future of Man． Proceedings of

   the 5th lnternational Congress on Pharmacology，

   Vol．2， pp． 164N170， Basel， Switzerland： S．

   Karger， A． G．， 1973，

12） Cohen， S． M．， ErtUrk， E．， VonEsch， A． M．，

   Crovetti， A． J， and Bryan， G． T，： Carcinogen－

   icity of 5－Nitrofurans apd Related Compounds

   with Arninoheterocyclic Substituents． JL Natl．

   Cancer lnst．， 54： 841N850， 1975．

13） Cramer， J． W．， Miller， J． A． and Miller， E． C．：

   N－Hydroxylation： A New Metabolic Reaction

   observed in the Rat with the Carcinogen

   2－AAF． J． Biol． Chem．， 235： 885N888， 1960．

14） Croft， W． A． and Bryan， G． T．： Production of

   Urinary Bladder Carcinomas in Male Hamsters

   by N’一（4一（5－Nitro－2－furyl）一2－thiazolyl）formamide，

   N一（4一（5－Nitro－2－furyl）一2－thiazolyl） acetamide， or

   Formic Acid 2一（4一（5－Nitro－2－furyl）一2－thiazolyl）

   hydrazide． J． Natl． Cancer lnst．， 51：941A－949，

    1973．

15） ErtUrk， E．， Price， J． M．， Morris， J． E．， Cohen，

    S．， Leith， R． S．， Von Esch， A． M． and Crovetti，

   A．J．： The Production of Carcinoma of the

   Urinary Bladder． in Rats by Feeding N一（4一（5－

   Nitro－2－furyl）一2－thiazolyl） formamide． Cancer

   Res．，27：1998～2002，正967．

16） ErtUrk， E．， Cohen， S． M．， Price， J． M． and

   Bryan， G． T．： Pathogenesis， Histology and

    Transplantability of Urinary Bladder Carcino－

    mas lnduced in Albino Rats by Oral Admini－

    stration of N一（4一（5－Nitro－2－furyl）一2－thiazolyl）一

   formamide． Cancer Res．， 29： 2219． N2228， 1969．

17） ErtUrk， E．， Cohen， S． M． and Bryan， G． T．：

    Urinary Bladder Carcinogenicity of N一（4一（5－

   Nitro－2－furyl）一2－thiazolyl） formamide in Female

    Swiss Mice． Can6er Res．， 30： 1309一一1311，1970．

18） ErtUrk， E．， Atassi， S． A．， Yoshida， O．， Cohen，

    S， M．， Price， J． M． and Bryan， G． T．： Com－

   parative Urinary and Gall Bladder Carcino－

   genicity of N一（4一（5－Nitro－2－furyl）一2－thiazolyl）一

   formamide and N一（4一（5－Nitro－2－thiazolyl） aceta－

   mide in Dog． J． Natl． Cancer lnst．， 45： 535一一

    542， 1970．

lg） Hashimoto， Y．， Suzuki， E． and Okada， M．：

    Induction of Urinary Bladder Tumor in ACIIN

    Rats by Butyl（3－carboxypropyl）hitrosamine， A

    Major Urinary Metabolite of Butyl （4－hydroxy－

   butyl） nitrosamine． Gann， 63： 637一一638， 1972．

20） Lower， Jr． G． M． and Bryan， G． T．： Metabolic

   Activation of N一（4一 （5－Nitro－2－furyl）一2－thiazolyl）一

   formam’ide （FANFT）： A BIadder Carcinogen．

   Proc． Am． Assoc． Cancer Res．， 12： 3， 1971．

21） McCann， J．， Spingarn， N． E．， Kobori， J． and

   Ames， B． N．： Detection of Carcinogens as

   Mutagens： Bacterial Tester Strain with R Factor

   Plasmids． Proc． Natl． Acad． Sci． （U． S．）， 72：

   979N983， 1975．

22） McDonald， D． F． and Lund， R． R．： The Role

   of the Urine in Vesical Neoplasm． 1． Experi－

   mental Confirmation of the Urogenous Theory

   of Pathogenesis． J． Urol，， 71： 560N570， 1957．

23） Miller， E． C．， Miller， J． A． and Hartmann， H．

   A．： N－Hydroxy－2－acetylaminofluorene： A Me－

   tabolite of 2－Acetylaminofluorene with lnc！eased



林田・ほか：膀胱発癌・FANFT尿中代謝産物

    Carcinogenic Activity in the Rat． Cancer Res．，

    21： 815・y825， 1961．

24） Miller， J． A．， Cramer， J． W． and Miller， E． C．：

   The N一 and Ring－hydroxylation of 2－Acetyl－

   aminofluorene during Carcinogenesis in the Rat．

    Cancer Res．， 20： 950N962， 1960．

2s） Miller， J． Al and Miller， E． C．： Metabolic

   Activation and Reactivity of Chernical Cargin－

   ogens． Mutation Res．， 33： 25－v26， 1975．

26） McCalla， D． R．， Voutsions， D． and Olive， P． L．：

   Mutagen Screening with Baqteria： Niridazoles

   and Nitrofurans． Mutatiori Res．， 31： 31Av 37，

    1975．

21） MQrris， J一 E．， PTite， J． ）vl，， Lalieh， J．J． and

   Stein， R． J．： The Carcinogenic Activity of Some

   5－Nitrofuran Derivatives in Ratg．． Cancer Res．，

   29： 2145N2156， 1969．

28） Price， J． M．， Wear， J． B．， Brown， R． R．， Satter，

   E．J． and Olson， C．： Studies on Etiology of

    Carcinoma of Urinary Bladder． J． Urol，， ’83：

   376－382， 1960．

29） ？rice， J． M．： Benign and Malignant Tumors

   ef the Urinary Bladder， （Ed．， Maltry， E．）， pp．

    197．v225， ． Medical Examination Publishing Co，，

    Inc，， New York， 1970．

30） Okada， M．， Suzuki， E．， Aoki， J．， Miyoshi， M．，

   1〈urashima， C．， Miyajima， K．， and Hashimoto，

   Y．： Studies on the Correlation of Structure and

    Metabolism with Organotropic Carcinogenicity

    to the Urinary Bladder of N－Nitrosodialkyla－

    mines and Related C6mpounds． The 5th Symp．

   ’on’ Drug”Metabolism ’and Actionb in Shizuoka，

   Japah， Nov． 9 to 10， 1973．

31） ScgtF． NY・ W．一．4nd Boyd， H． S．： A Study of the

    Carcinogenic Effect of a－N4phthylamine． on the

    Nor皿al and Substituted Isolated Sigmoid Loop

    Bladder of Dogs． J． UroL， 70： 914N924， 1953．

32） Sherman， W． R． and’Dickson， D． E．： 4一（5－

    Nitro－2－furyl）thiazoles． J． Org． Chem．， 27：1351

   ．一一1355， 1962．

33） Stein， R． J．， Yost， D．， Petroliunas， F． and Von

    Esch， A．： ’Carcinogenic Activity of Nitrgfurans，

    A Histologic Evaluation． Federation Proc．， 25：

    291， ！966．

34） Tiltman， A， J， and Friedell， G． H．： rThe Histo－

    genesis of Experimental Bladder Cancer． lnvest．

855

    Urol． 9： 2 i 8一一226， 1971．

35） Wang， C． Y． and Bryan， G． T．： Deacetylation

   of Carcinogenic 5－Nitrofuran Derivatives by

    Mammalian Tissues． Chem． Biol． lnteract．， 9：

   423A－428， 1974．

36） ・Wang， C． Y．， Behrens， B． C．， lchikawa， M． and

   Bryan， G． T・．： Nitroreduction of 5－Nitrofuran

   Dcrivatives by Rat Liver Xanthine Oxidase and

   Reduced Nicotinamide Adenine Dinucleotide

   Phosphate－Cytochrome C Reductase． Biochem．

   Pharmac．，．23： 3395．v3403， 1974．

37） Wang， C． Y．， Chiu， C． XM and Bryan， G． T．：

   NitroreductioR of Carcinogenic 5－Nitrothio－

   phenes by Rat Tissues． Biochem． Pharrnac．， 24：

    1563一一1568， 1975．

38） Wang， C． Y．’， Chiu， C． W． and Bryan， G． T．：

   Metabolism and Disposition of N一（4一（5－Nitro－2－

   furyl）一2－thiazolyl） acetamide in the Rat． Drug．

   Met． Dispo．， 3： 89t一一95， 1975．

9J9） Wang， C． Y．， Muraoka， K． and Bryan， G． T．：

   Mutagenicity of Nitrofurans， Nitropyrroles，

   Nitroimidazoles， Aminothiophenes， and Amino－

   thiazoles ln Salmonella tyPhimurium． Cancer Res．，

   35：・ 3511N3617， 1975．

40） Wang， C． Y． and Hayashida， S．； Unpublished

    Data．

41） XAI’ang， C． Y．： Unpublished Data．

42） Yahagi， T．， Nagao， M．， Hara， K：， Matsushima，

   T．， Sugimura， T． and Bryan， G． T．： Relation－

   ships Between the Carcinogenic and Mutagenic

   or DNA－modifying’ Effects of Nitrofuran Deri－

   vatives， lncluding 2一（2－Furyl）一3一（5－nitre－2－furyl）

   acrylamide， A Food Additive． Cancer Res．， 34：

   2266A－2273， 1974．

43） Yahagi， T．， Matsushima， T．， Nagao， M．， Seino，

   Y．， Sugimura， T．， and Bryan， G． T．： Mutagen－

   icity of Nitrofuran Derivatives on a Bacterial

    Tester Strain with’an R Factor Plasmid．

    Mutation Res，， 40： 9N14， 1976．

44）矢作多北江：．環境中の発癌物質を微生物を使って

    スクリーニングする実験法について．蛋白・核酸

    ・酵素，20：1178～1189，1975．

45）吉田 修1膀胱幽晦の発生要因に関する研究．日

    泌図会言志， 64：707～712， 1973．

                         （1976年5月8目受付）


