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亜 硝酸 描捉 剤 チ オ プ ロ リ ン 投 与 に よ る

十 二 指腸胃逆流 ラ ッ ト の 胃発癌抑制効果

金沢大学医学 部医学 科外科学第 二 講座 (主 任 : 宮崎逸夫教授)

仲 井 培 雄

十 二 指腸液の 逆流 に よ り , 発癌物質 の 投与 が なく とも ラ ッ トに 胃癌が発生す る ･ そ の 発癌機序ほ 明 らか で は な い が
, 胃

内で ニ ト ロ ソ 化反応が生 じ
, 癌原性 ニ ト ロ ソ化合物が 生成され る説が 有力視 され て い る ･ チ オ プ ロ リ ン (thi o p r o lin e

,
T P R O) を

経 口 投与する と , 消化管内の 亜 硝酸を 効率的に描 捉 し
･

ニ ト ロ ソ チ オ ブ ロ リ ン (N -

n itr o s o th i o p r oli n e , N T P R O ) と なり , 吸 収さ

れ 尿中に 排泄 され る ･ した が っ て
, 尿 中 N T P R O ほ 内因性 ニ ト ロ ソ 化反応 の 鋭敏な 指標 と して 用 い られ て い る . こ の T P R O

を 用い て
▲ 十 二 指腸胃逆流 ラ ッ ト の 胃発癌に 与える影 響を検索 した ･ 体重 27 0 g 前後 の W i st a r 系雄性 ラ ッ トを用 い

, 十 二 指腸
液が 全て 幽門輪 を経 て胃内 へ 逆流 する手術を 行 っ た ･ T P R O を 0 ･5 % 含有 した飼料 を与 え る T P R O 群 ( n = 1 3) と

, 標準飼料
を 与え る対照群 ( n

= 1 4) の 2 群に 分け , 術後40 週 で 動物 を犠牲死 させ た ･ 腰痛 , 胃癌 お よ び胃腺腫 の 発生率は
,

T P R O 群でそ
れ ぞれ 8 % ( 1 / 1 3) , 0 % ( 0 / 1 3)･

8 % ( 1 / 1 3) に 対 し
, 対照群 で 50 % ( 7 / 1 4) , 3 6 % ( 5/ 1 4) ,

5 0 % ･( 7 / 1 4) と
,
T P R O 群 で 低率で

あ っ た (p < 0 ･ 岬 ･ 腰痛は
, 幽門前庭部お よび 胃空腸吻 合部 に 発生 し

, 覿織学的に 癌 お よ び腺 阻 ある い は両 病変の 併存 で あ っ

た ･ 胃癌 の 組織 型は管状腺病 また は粘液癌で
,

こ の うち 1 個 に 肝 へ の 浸潤が み られ た ･ 尿中硝酸排泄量の 中央値 は
,

T P R O 群
で 4 ･9 p m o V 日 , 対照群で 5 ･7 p m ol/ 日と 差を 認め な か っ た が

′ 尿中 N T P R O 排泄量 の 中央値は
,
T P R O 群で 2 ･O p g/ 日に 対 し

,

対照群で は 0 ･0 5 p g/ 日の 検出限界を下 回 り
,

T P R O 群 が有意 に 高か っ た (p < 0 ･01) ･ 以上 よ り
, 十 二 指腸胃逆 流 に よ る 胃発癌

は
,

T P R O の 投与 に よ り抑制 され
,

こ の 発癌 に は 内因性 ニ ト ロ ソ化反応が 関与す る こ とが 示 唆さ れ た .

K e y w o r d s st o m a c h n e o pl a s m s
,
d u o d e n o g a st ric r e flu x , e n d o g e n o u s n it r o s a tio n , C h e m o p r e v e n-

tio n
,
t hi o p r olin e

胃の 発癌機構 は 十 分に 解 明され て い な い が
, 胃切除や 胃空腹

吻合術な どの 良性疾患 に 対す る手術が
, 発癌 リ ス ク を 商め る と

報告さ れて い る
1)2】

. な か でも 幽門側胃切除後の 残 胃の 痛 に つ い

て ほ
,
B illr o th I 法 よ り Ⅰ法の 発癌 リ ス ク が 高く

3)4}

, 実験的 に 十

二 指腸胃逆流畳の 増加が 残胃発癌 に 関与す る こ とが 証明 されて

い る
帥 }

･ さ ら に
, 幽門輪か ら腺胃 に 逆流す る十 二 指腸 液が

, 胃

癌を発生 さ ぜ
0)

, 前胃か ら食道に 逆 流す る十 二 指腸液 が 食 道癌

を発生 させ る
‖) こ とが ラ ッ ト で 明 らか に な っ て い る .

胃発癌 の 原因と して
, 胃内で の 発癌物質の 生成 が示 唆 され て

い る
12I

･ すなわ ち胃酸分泌低下と と もに 増殖 した 胃 内の 硝酸 還

元 菌 に よ っ て硝酸 が 亜硝酸 に 変化 し
ほ 卜 16)

,
こ れ を 基質と して ア

ミ ン や ア マ イ ドが結 合 し
け)

,
癌原性 ニ ト ロ ソ 化合物 が 産 生 さ れ

る学説
- … }

で あ る . さ らに
, 十二 指腸胃逆流が

, 痛原性 ニ ト ロ

ソ化合物生成 へ の 引 き金 に な る可 敵性が示 唆 され て い る
18)

.

チ オ ブ p リ ン (t hi o p r olin e
,
T P R O) ほ ,

シ ス テイ ソ と ホ ル ム ア

ル デ ヒ ドの 化学的重合 に よ り精 製 さ れ る環 状の 含 硫 ア ミ ノ 酸

で
湖 20)

, 亜 硝酸と ニ ト ロ ソ化 合物前駆体か ら, 痛腐性 ニ ト ロ ソ 化

合物の 産生 を競合阻害す る
21)2 2 )

.

一

方 ,
ニ ト ロ ソ チ オ ブ ロ リ ン

( N -

nitr o s o th i o p r oli n e
,
N T P R O) ほ ∴ヒ トの 体 内で塵生 され , 尿

中に 常時排泄 され る ニ ト ロ ソ 化合物
23)2 4)

で 一 食物 内の T P R O や

そ の 前駆体か ら産生 され る T P R O と亜 硝酸か ら
28 卜 2丁)

,

ニ ト ロ ソ

平成 8 年 9 月1 0 日受付 , 平成 8 年1 0 月21 日受理

A b b r e v ia ti o n s : B rd U
,
b r o m o d e o x y u ridi n e ; C N T

,

化反応 に よ り主 に 胃内で 急速に 産 生 さ れ
2Ⅰ)2即

, 代 謝を 受けずに

大部分 が 腎 よ り排 泄 さ れ る非 変異 原性 物質 で あ る
21)2 5)

. した

が っ て , T P R O は 効果的な 亜硝酸捕捉剤
28)

と な り
,

こ れを経口

投与 した 際に 尿中に 排壮 され る N T P R O ほ ヒ ト の 内因性 ニ ト

ロ ソ 化反応 の 鋭敏な 指標
29)

と な る .

そ こ で本研 究で は ▲ 十 二 指腸液が 幽門よ り胃に 逆流する手術

を受けた ラ ッ トの 胃発癌 モ デ ル
10)

に
,
亜 硝酸描捉剤の T P R O を

経 口 投与 し
, 胃 発癌 へ の 影響 と , 尿中 N T P R O の 測定 に よ る内

困性 ニ ト ロ ソ化反応 の 有無を 検索 した の で 報 告す る .

材料お よび 方法

Ⅰ . 実験動物お よび 飼育条件

体重 270 g 前 後の W i st a r 系雄性 ラ ッ ト ( 三 協 ラ ボサ ー ビス
,

東京) を 用 い
, 飼育条件を 以下に 統 一

した . ラ ッ トを 1 ケ
ー ジ

あた り 3 匹 づ つ 入 れ
, 室 温 は 22 ±3 ℃ , 湿度 ほ 55 ±5 % に 保

ち 仁 飼料 と水道 水を 自由摂取 と した . 実験期間中ほ 1 1 0 週毎に

体重を 測定 し , 発癌 剤の 投与 は い っ さ い 行わ な か っ た .

Ⅱ . 実験 方法

1 . 手術

36 時間絶食後 ,
ジ ュ テ ル エ ー テ ル の 吸 入麻 酔下 に 上 腹部正中

切 開で 開腹 し
, 以下 の 手 術を 行 っ た . ト ラ イ ツ 靭 帯 よ り約

C O n t r Ol ; G C
, g a S C h r o m ? t O g r a p h : G C P

, g a S t ritis c y stic a

p r of u n d a ; L I, 1 a b eli n g i n d e x ; N T P R O , N -

n it r o s o thi o p r oli n e ; P / W r a ti o
,

r ati o of t hic kn ｡ S S ｡f p yl ｡ ,i｡ gla nd

l a y e r t o t h at of w h ol e m u c o s a at p r e p y lo ri c a r e a ; T E A
,
th er m al e n e r g y a n aly z e r ; T P R O

,
t hio p r oli n e
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4c m 肛門側の 空腸を 切離後,
そ の ロ 側端を 縫合閉鎖 し, 挙上 し

た肛門側端を腺胃胃底腺領域大賀に 端側吻合 した - 消化管吻合

は針付7
- 0 血 管縫合用 絹糸を用 い

,
8 針の 全層結節 で縫合 し

た( 図1) . 術後36 時間 で経 口 摂取を再 開 した ･

2 . 実験群

飼料の 種 掛 こよ り , 以 下 の 実 験群 を 作成 し
,

術後4 0 週 生存

ラ ッ トを有効動物 と した .

1 ) T P R O 群 ( n
= 1 8)

手術前 は標準飼料 C R F -1 ( 日本 C h a rl e s R i v e r
, 横浜) を

, 手

術後は C R F -1 に T P R O (東京化成 工 業 , 東 京) を 0 ･5 % ( W /

W ) 添加 した特殊飼料( オ リ エ ン タ ル 酵母 工 業
, 名古屋) を与 え

た .

2 ) 対照群 ( n
= 1 8)

手術前後を 通 じて標 準飼料 C R F -1 を 与えた .

3 . 標本採取

犠牲死させ る48 時間前 に
,

ラ ッ ト を 1 匹づ つ 代謝ケ
ー ジ に 入

れ
,
1 0 N 水酸化ナ ト リ ウ ム 溶液1 m l を 入れ た プ ラ ス テ ィ ヅ ク容

器で24 時間尿を 採取 し , 尿量を記録 した .
1 5 0 0 r p m で 5 分間遠

心分離 して上 清を 採取 し
,

-

8 0 ℃ に て 冷凍 保存 した . 採尿 中

は
, 飼料と水道水を 自由摂取 と した .

細胞動態の 検索は
,
2 4 時間の 絶食後に お こ な っ た . すな わ ち

屠殺1 時間前 に
, 滅菌精製水で 2 m g/ m l の 濃度に 溶解 した ブ ロ

モデ オキ シ ウ リ ジ ン (b r o m o d e o x y u ridi n e
,
B rd U ) (和 光 , 大 阪)

20 m g/ K g を 腹腔内に 投与 し , 1 時間後 に ジ ュ チ ル エ ー テ ル の

吸入 に よる深麻酔 で犠牲死 させ
, 直ち に 開腹 した . 胃液と 十二

指腸液 の 混合 を防 ぐた め
, 幽門輪近傍の 十 二 指腸 , 食道お よ び

空腹輸出脚を結致 し
, 胃お よ び十 二 指腸を 摘出 した後 , 腹腔内

臓器 を肉眼的に 観察 した . 胃液 と十 二 指腸液を 別々 に 採取 し
,

F ig ･ 1 ･ S c h e m a , Of d u o d e n o g a s tri c r e fl u x p r o c e d u r e ･ F
,

f o r e st o m a c h ; G
, gl a n d ul a r s t o m a c h ; D

,
d u o d e n u m ; J ,

J eJ u n u m .

64 9

p H メ
ー タ ～ M o d el T P-1 0 0 (池本理 化, 東京) で p H を 測定 し

た .

摘出胃ほ大琴前壁 よ りで
, 大 都こ沿 っ て 切開 し

, 粘膜 面を 肉

眼的に 観察 した 後
,

コ ル ク 板に ピ ン で 固定 し
,
1 0 % ホ ル マ リ ン

液 で 固定 した .

4 . 病理組織学的検索

摘出胃を 10 % ホ ル マ リ ン 液 で24 時間固定 した 後 , 幽 門前庭

部は 小額に 平行に
, 吻合部は縫合線に 直角に 3 m m 間隔で

, 腰

痛が 存在する場合に は
,
最 大割面が 得 られ る よ う に 切 り 出 し

た .

パ ラ フ ィ ン 包哩 後 ,
5 J｣ m で 薄切 し H E 染色を行い

, 組織学

的 に 検索 した .

5 . 病理学 的記載

肉眼的に 腫瘍(図 2 ) を形成するも の の 中で
, 範織学的に 腺増

生が 粘膜下層 以下に 浸潤 し
, 細胞お よ び構造異型を 認め る もの

を癌 (図 3 , 4 )
,
異型性の 弱い もの を 腹腔( 図5) と定義 した

.

胃癌 の 観織塾, 深達度な どほ
, 第1 2 版胃癌取扱い 規約

30)
に 準 じ

た .

背 景胃粘膜病変と して
, 粘膜下 過形成腺管 (g a striti s c y sti c a

p r of u n d a , G C P) , 偽幽門腺化生 を 次 の よ う に 定 義 した . G C P

は
, 粘膜下層に 小義胸状の 過形成腺管を 認め るもの

, 偽幽門腺

化生 は , 胃空腹吻合部の 腺胃胃底腺領域 に 幽門腺に 似た 観織が

出現す るもの と した .

十二 指腸液の 逆流に よ る幽門腺の 萎縮
10)

を 検索す るた め に
,

萎縮性胃炎の 指標と して
,
幽門腺お よび 粘膜全層の 厚さ を測定

し
,

そ の 比率 で あ る幽 門腺 粘膜全層 比 (r a ti o of th ic k n e s s of

p yl o ri c gl a n d l a y e r t o th a t of w h ol e m u c o s a a t p r e p yl o ric

a r e a
,
P/ W r a ti o) を 算定 し た

31)
. 観察 した 腺 管は

, 幽門か ら

0 .9 - 1 .1 c m の 幽門前庭部粘膜 に 存在 し
, 癌 , 腺腫,

G C P な どか

ら10 腺管以上 離れ た もの を 選択 し, 垂直に 切 り出 され た完全な

形の10 個の 腺管か ら , そ れ ぞれ の 厚 さ とそ の 比 を算出 し
, そ の

平均値か ら算定 した .

F i g . 2 . M a c r o s c o pi c a p p e a r a n c e of g a s tri c c a r ci n o m a ･ i n a

r a t f e d a st a n d a r d d i et . T h e r e a r e t w o u l c e r a t e d p oly p oid

tu m o r . O n e o c c u pi e s th e p r e p yl o ri c a r e a
,

a n d th e o th e r

d o e s th e g a s tr oj eju n al s t o m a .
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6 . 細胞動態の 検索

Ⅰ) 免疫組織化学染色

鎌E即
)
の 記載 に した が い

,
B rd U が取 り込 まれ た細胞核を ア ピ

ジ ン ー ビ オ チ ン ー ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合体法に て
, 免疫組織化

学染色を 行 っ た . 摘 出 した 胃 の パ ラ フ ィ ン 包哩 切片 を 脱 パ ラ

し ,
2 N 塩酸30 分間 ,

0 .1 M ほ う酸 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液1 0 分 間 ,

0 .0 5 % プ ロ テ ア ー ゼ (S ig m a
,
S t . L o u sis

,
U S A ) 加 リ ン 酸緩衝液

10 分間の 処理 を 行い
, 抗原性 を賦 活化 した . 0 .3 % H 2 0 2 加 メ タ

ノ ー ル に て 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 阻止 を 行い
t

2 % 正 常 ヤ

ギ血 清加 リ ン 酸緩衝液に 室温 で30 分間反応 させ た後 , 1 次抗体

と して 2 % 抗 B r d U モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 ( a n ti-B rd U M a b

,

B e c t o n D i c ki n s o n
,
C alif o r n ia

,
U S A ) 加 リ ン 酸緩衝液に 室温 で 2

時間反応させ た . つ い で
,

2 % ビオ チ ン 標識抗 マ ウ ス I g G ヤ ギ

抗体 (D A K O A/ S
,
G lo s tr u p ,

D e n m a r k) に 室温 で 1 時間反 応さ

せ た 後 ,
ア ピ ジ ン

【 ∴ビ オ チ ン
ー ペ ル オ キ シ ダ

ー ゼ 複 合 体

( A B C o m pl e x/ H R P
,
D A K O A/ S) に 室温 で30 分間反応 させ た .

発色 に は ,
3

,
3- ジア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (Si g m a) を用 い

,
へ マ ト キ

シ リ ン に て対 比染色 を行 っ た .

2 ) 幽門前庭部 の 増殖帯細胞数 お よ びS 期細胞率 の 算定

鎌EB
9)

の 記載 に した が い
,
B r d U を 用い た 標識法 で ∴幽門前庭

部の 増殖帯 (腺管に お ける最表層標 識細胞 と最深層標 識細 胞 の

Fi g . 3 . H i s t olo gi c al a p p e a r a n c e of th e t u m o r s h o w n i n

F ig . 2 . T u b u la r a d e n o c a r c i n o r n a (t o p) in filtr a t e s i n t o t h e

h e p a ti c p a r e n c h y m a (b o tt o m ) . T h e n u cl ei of th e t u m o r

c ell s a r e ir r e g ul a r i n siz e a n d s h a p e . a n d of t e n e x h ibit

mi t o ti c fi g u r e s . H E
,

×1 8 0 .

F i g . 4 . M u ci n o u s a d e n o c a r ci n o m a of th e gl a n d ul a ･r S t O m a C h

i n a r a t f e d a s t a n d a r d di e t . M u ci n o u s l a k e s c o n tai n th e

t u m o r c e11 s f e a t u r e d w ith b iz a r r e s h a p e . H E
,

×1 8 0 .

間に 存在す る細胞) の 細胞数と ,
B r d U 標 識率 (B r d U l a b elin g

in d e x ･ B r d U LI) すな わ ち S 期細胞率を
, 垂 直に 切 り 出され た完

全な 形の10 個 の 腺管 の 平均値か ら算定 した ( 囲 6 ) . 観察した腺

管 は
,
幽門か ら 0 ･9 -

1 ･l c m の 幽門前庭部粘膜 に 存在す るもの

を選択 し , 痛 , 腺 腫, G C P な どか ら10 腺管以上 離れ た もの とし

た .

7 . 尿中硝酸イ オ ン お よ び N T P R O の 測定

1 ) 尿中硝酸イ オ ン

尿中硝酸イ オ ン 濃度ほ
,

全自動 フ ロ ー イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分析

器 T CI- N O X l O O O (東京化成 工業) を 用 い て
,
K it aji m a ら

32}

の記

載に 基づき測定 した ･ 冷凍 した 尿を室温 で 解凍 し
, 純水で50 倍

に 希釈 した後 ,
キ ャ リ ア 溶液(東京化成工 業) とと もに カ ドミウ

ム ー 鋼還 元カ ラ ム に 送 り込む と
, 尿中の 硝酸は 亜 硝酸に 還元 さ

れ る .
こ の 亜 硝酸 を 1 % ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ド(東京化成工業) 水

溶液と 0 .1 % ナ フ テ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン (東京化成工 業) 水溶液

に 反応 させ
, 生 じた赤色 の ア ゾ化合物 を ,

5 4 0 n m の 吸光度の波

長 可変可 視分光検 出器 S-32 5 0 (相馬光学 , 東京) で 検出した .

1 恥M の 硝酸 ナ ト リ ウ ム 水溶液 を標準試料 と して 使用 した .

尿中硝酸イ オ ン 排泄量 は
t 尿 中硝酸イ オ ン 濃度 に 1 日尿量と

希釈倍率の 50 を乗 じて 算出 した .

2 ) 尿中 N T P R O

F i g . 5 . A d e n o m a of th e gl a n d ul a r s t o m a c h i n a r at f e d a

s t a n d a r d di e t . G l a n d ul a r p r olif e r a ti o n s i n filtr a t e i n t o th e

s u b m u c o s al l a y e r
,

b u t h a v e m ild c ell ul a r a n d s tr u ct u al

at y pis m . H E ,
× 11 0 .

F ig ･ 6 ･ G l a n d u l a r a tr o p h y of p r e p yl o ric a n t r al m u c o s a

i m m u n o s t ai n e d f o r b r o m o d e o x y u ridi n e (B r d U ) i n a r at f e d

a s t a n d a rd d i e t . C ell s l a b el e d wi th B r d U i n th e p r olif e r atト

V e Z O n e a r e id e n tifi e d b y a n a vi d in -

bi o ti n
→

p e r O Xid a s e

C O m Pl e x m e th o d . ×1 8 0 .
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チ オ ブ ロ リ ン 投与と胃発癌抑制

i .
N T P R O の 抽出

尿中 N T P R O は K o s ak a ら
33)

の 方法 に 準 じて 抽出 した ･ 室温

で解凍 した ラ ッ ト の 尿 2 m l に
, 内部標準試料と して の N- ニ ト

ロ ソ ア ゼ チ ジ ンー2
- カ ル ポ キ シ ル 酸(東京化成工 業) を 50 n g 添加

し
,
2 0 % の 硫酸ア ン モ ニ ウ ム を含む 2 N 硫酸を 加え て

1 p H を

1 . 5
～ 2 に 調整 した . 充分な塩化ナ ト リ ウ ム で 飽和 した 軋 酢

酸エ チ ル と メ タ ノ
ー ル を 9 : 1 で 混合 した 溶 液 を 5 m l 加え て

据拝し上 清を 採取 ,
こ れ を 3 回線 り返 し て N T P R O を 抽出 し

た . 硫酸ナ トリウ ム で 脱水 し
,
2 5 % ア ン モ ニ ア 水を メ タ ノ ー ル

で2 . 5 倍に 希釈 した溶液 0 .5 m l を加 えて 据拝 した 乳 4 0 ℃ で 減

圧漸乱 乾固 し
,

メ チ ル エ ス テ ル 化 を 行う 暗 ま で 冷蔵保存 し

た .

ii . N T P R O の メ チ ル エ ス テ ル 化

N T P R O の メ チ ル エ ス テ ル 化は
,

K o s a k a ら
ユ3)

の 方法 に した

が っ た . まず ,
メ チ ル エ ス テ ル 化 に 必 要な ジ ア ゾメ タ ン を

, 使

用時に 以下 の 方法で 調整 した ,

ゴ ム 栓 の つ い た 3 本の ガ ラ ス フ

ラ ス コ (そ れ ぞれ A , B , C とする) を
,

A か ら C ま で 窒素ガ ス

が通過 で きる ように ガ ラ ス 管 で連結 し
,

A に ジ ュ チ ル エ ー テ ル

10 m I
,

B に 飽和状態 とな っ た水 酸化カ リ ウ ム 水溶液 2 m l と エ

タ ノ ー ル 1 0 m l
,

C に 抽 出 し た N T P R O に 酢酸 エ チ ル と メ タ

ノ ー ル を 9 : 1 で混 合 した 溶液 を 1 0 m I 加 え た 溶液 を注 入 し

た . B に pT ト ル エ ン ス ル ホ ニ ルrN 一 メ チ ルーN- ニ ト ロ ソ ア ミ ド

(東京化成工 業) 20 0 m g を エ チ ル エ ー

テ ル 4 m l で溶解 した液を

加え ると
,

ジ ア ゾ メ タ ン が発生 し
,

A か らゆ っ く り と送気 した

窒素ガ ス で C に 運ば れ ,
N T P R O の 溶液 が黄色を 呈す る まで メ

チル エ ス テ ル 化を行 っ た . 40 ℃ で 減圧 濃縮
,
乾固 し,

2 m l の ジ

ク ロ ル メ タ ン ( 和光) に よ る溶解を 3 回 線 り返 した . 脱脂綿で 濾

過 し
,
4 0 ℃ で 減圧濃縮 , 乾固 した後 , 再度 2 m l の ジ ク ロ ル メ タ

ン で 溶解 し
,
4 0 ℃ で減圧濃縮 , 乾回した . 試料は

,
測定暗ま で

-

80 ℃で 冷凍保存 した . ジ ア ゾメ タ ン に は
, 発癌性, 爆発性が

あるため , 全 て の 操作は
,

ドラ フ ト 内で 行 っ た .

iii . N T P R O の 測定

ガス ク ロ マ ト グ ラ フ ( g a s c h r o m at o g r a p h ,
G C ) に 有機窒 素酸

化物検出装置 (th e r m al e n e r g y a n al y z e r , T E A ) を 結合 さ せ た

G C - T E A を 用 い て
,

T s u d a ら
29)

の 既 報に 準 じて 測定 した , す

なわ ち ,
ニ ト ロ ソ 化合物 を ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ で 分離 し

,
そ の

N-N O 塞か ら分離する N O と オ ゾ ン を反応 させ
,
生 じた化学発

光を特異的に 検 出す る方法で ある . G C-9 A ガ ス ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ
ー

( 島津製作所 , 点都) の 条件は
, 液相と して 5 % O V-1 ( 島

津製作所) を , 担体 と し て G a s- C h r o m Q (8 0- 1 0 0 m e s h
, 島津製

作所) を充填 した ガ ラ ス 製 カ ラ ム (3 .6 m x 内径 2 ･6 m m ) を 使用

し, カ ラ ム温度を90 ℃ か ら200 ℃ ま で 毎分 4 ℃ で 上昇 さ せ た ■

キ ャ リ ア ガ ス と して の ア ル ゴ ン を 毎分 4 0 m l で 流 した . こ の

T a blc l . C h a n g e s iJl b o d y w ei gh t a ft er s u r g e r y

65 1

G C に T E A M o d e1 5 4 3 ( T h e r m o El e c tr o n
,
W alth a m

,
U S A ) を

接続 し
,

ク ロ マ ト グ ラ ム を C h r o m a t o p a c C ～ R 3 A (島津製作所)

で 記録 した . 本分析条件で の
,
N T P R O の 標準飼料( 国立 衛生

試験所安全性生物試験研究セ ン タ
ー 薬理 部浮 田充宥博士 より御

供与) の メ チ ル エ ス テ ル の 保持時間は21 . 5 分であ っ た .
メ チ ル

エ ス テ ル 化 され た N T P R O を室温で 解凍 して
,
1 0 0 FLl の ジ ク ロ

ル メ タ ン で 溶解 し
,

G C- T E A で 分析 した . 測定 した N T P R O

ほ
,
2 4 時間尿 の う ち の 2 m l に 含 まれ て い た 量で あ り , 尿中

N T P R O 排泄量は ∴測定値に0 . 5 と 1 日尿量を 乗 じて 算出 した .

Ⅲ . 統計処理

2 群 間の 尿中硝酸 と N T P R O の 排泄量 の 差の 検定 に は
,

M a n n- W hit n e y 検定を
,
それ 以外の 平均値の 差 の 検定 に は まず

F 検定を 行い
, 等分散の 場合に は S t u d e n t の t 検定を

, 等分散

で な い 場合に ほ W el c h の t 検定 を行 っ た . 病変の 発生率 の 検

定に は 】
F is h e r の 直接法を 行 っ た . 危 険率 5 % 未満を 有意差あ

りと 判定 した .

成 績

Ⅰ . 手術後体重変化 と有効動物数

T P R O 群と 対照群の 両群間に おけ る1 0 週毎 の 体重 の 平均値

に は差を 認め なか っ た (表 1) . 術後40 週ま で 生存 した有効動物

は
,
T P R O 群13 匹 , 対照群14 匹 で

,
そ れ 以前 に 死 亡 した ラ ッ ト

ほ
,
T P R O 群 5 匹 , 対照群4 匹で あ っ た . 術後 5 日 以内の 早期

死亡 ほ
,

T P R O 群 3 匹 ,
対照群 2 匹 で

, 死 因は 縫合不 全
, 誤囁

で あ っ た . 術後20 週未満は
t
T P R O 群 1 匹 , 対照群2 匹 で

, そ

れ 以降は T P R O 群1 匹で
, 死 因はイ レ ウ ス

, 摂食不 良に よ る低

栄養, 誤解で あ っ た . い ずれ も腫瘍 に よ る 死 亡 ほ 認 め な か っ

た . ま た
, 痙肇 , 体重増加不 良な どの T P R O の 副作用 は 認め ら

れ なか っ た .

Ⅰ . 腫瘡お よび腫瘍の 発生

腫癖発生率 は
,

T P R O 群は 対照 群 よ り有意 に 低率で あ っ た

(表 2) . T P R O 群の 踵癌は ▲ 1 例に 1 個の み 認め られ
,

明瞭 な

境界を持 つ 扁平隆起が 幽門前庭部に 観察され た . 対照群の 腰痛

は 7 例に 計 8 個認め られ
, 扁 平隆起や 中心 に 不 規則な形の 潰瘍

を 伴 っ て い る隆起性病変で
.
幽門前庭部お よ び胃空腸吻合都に

観察 され た (図 2 ) . こ れ らの 腫瘍 は ∴組織学 的に い ずれ も痛か

腺頗 あるい は 両病変の 併存で あっ た .

胃癌 の 発生は , 対照群に の み 観察 され
,
T P R O 群で は 認め ら

れ ず有意に 低率で あ っ た (表2 ) . 胃癌を 認め た 5 例 の う ち 1 例

は ,
2 多発癌で 幽門前庭部と 胃空腸吻合部に 存在 した (図2 ) ･

発生 した痛は , 分化型管状腺癌 ( 図3 ) と粘液癌 ( 図4 ) で , 前

者が 量的に 優勢な組織像を示 す こ と が多か っ た (表3 ) . 深遠度

は , 全例固有 筋層以深 で
, 肝浸潤 を 1 例 に 認め た ( 表 3

, 図

B o d y w ei gh t 区±S D
, g)

G m u p 監禁 B efb r e

W e e k s a 触 r s 町 g er y

S n rg e ry lO 2 0 3 0 40

T P R O 1 3

C N T 1 4

2 朗 士30 4 11 土 2 7 4 朗 ±36 4 卵 ±42 46 8 土鳩

2 7 3 ±15 40 5 ±3 1 45 3 ±45 4 8 4 士朗 亜5 土55

T P R O g r o up ,
r atS fbd a s pe C ia l di et c o n taini n g T P R O

･
0 ･5 % 岬IW ) ; C N T g r o u p ,

r atS ftd a st an d a rd di et ･



6 5 2

3 ) . 肝お よ び リ ン パ 節転移 ,
腹膜播種は認め な か っ た ･

腺腫の 発生率ほ
,
T P R O 群 は

, 対照群 よ り有意 に 低率 で あ っ

た (表 2) . 腺腫 ほ 8 例 9 個に 認め られ
, 腺歴単 独 (図

`

5 ) 4 個

と , 癌と 並存す る腺腫 5 個に 分け られ た , 後者ほ対照群 に の み

観察 され た .

T abl e 2 ･ H i stol o gi c al fin din gs o f tu m o r s o f gl an d u l ar St O m a C h

G m u p 監禁
N o .( % ) o f a 血i m als 玩 血 g

T u m o r C ar Cin o m a A d e n o m a

T P R O 1 3 1 ( 8) * 0 ( 0) * l ( 8)
*

C N T 1 4 7 (50 ) 5 (3 6)
a 7 (5 0)

a
l ll e r e W a S O n e r a t W i th d o ub l e c a n c e r s .

* P く0 .0 5 c o m p a r e d b y Fi s h e r
.
s e x a c t p r o t〉a bility te st ･

T P R O g r o u p ,
r at S 飴 d a s p e ci al d iet c o n tai n in g T P R O

,
0 ･5 %

( W / W ) ; C N T g r o u p ,
r atS ft d a sta n d a rd di et ･

Ⅲ . 背景胃粘膜病変

背景胃粘膜 に お け る G C P の 発生率は
, 幽門前庭部 と胃空腹

吻合部で
,

両 群間 に 差を 認め な か っ た (表 4) . 胃空腸吻合部の

偽幽門腺化生 の 発生率は
よ 両群間に 差を 認め な か っ た (表4) .

Ⅳ . 萎縮性胃炎

幽門前庭 部 に お け る 幽門腺 と粘膜 全層 の 厚 さ お よ び P/ W

r a ti o ほ
,
両群間 に 差を 認め な か っ た (表 5) .

Ⅴ . 細胞動態

幽門前庭部の 増 殖帯細胞数 と B r d U LI は
,
両 群間に 差 を認め

な か っ た (表 6
, 図 6) .

Ⅵ . 胃 ▲ 十 二 指腸液の p H

胃液 p H は
,

T P R O 群ほ 3 .6 ±0 ･7
, 対照群は 3 ■5 ±0 ,5 で

, 十

二 指腸液 p H は ,
T P R O 群ほ 6 .7 ±0 .1

, 対照群は 6 .7 土0 .2 で ,

各 々 両群間に 差 を認め な か っ た .

Ⅶ . 尿中硝酸お よび N T P R O の排泄量

尿 中 N T P R O 排 泄 量 の 中 央 値 (最 低 値 一 最 高 値) ほ ,

T P R O 群 で 2 .恥 g/ 日 (0 .6 - 5 .3) に 対 し
, 対照群 で ほ 0 .0 5〟g/ 日

の 検 出限界を 下回 り(0 .0 5 以下 - 0 . 2) , T P R O 群が 有意に 高か っ

T a bl e 3 . L o c a tio n
,
h is to lo gi c al ty pe an d d e p th of in v a si o n o f g a stri c c a r c in o m a s i n C N T gr o u p

L o c a ti o n

N o . o r

C a I℃ m O m a S P r ep yl o ri c G a str qjqju n al

a r e a st o m a

H is tol o gi c al ty p e D ep th o f in v a si o n

血 b m u c m p s s s e si
a

6
b

5 1 4 2 2 2 1 1

a In 五山 atl n g 血t o 也 e liv e r

b
T b e r e w a s o n e r at wi th d o u b le c a n c e r s .

C N T g r o u p ,
r atS 飴 d a st an d a rd d iet ; tu b

,
tu b ul a r a d e n o c ar Ci n o m a ; m u C

･
m u C in o u s a d e n o c a r cin o m a ; m P ,

m u s c ul a ri s p r o p n a ; S S ,
S u b s e r o s a ; S e

,
S e r O S a e X p O S e d ; S i

･
S e r O S a in 丘Itr a tin g ･

T a ble 4 . I n cid e n c e o f g a s tri ti s c y sti c a p r o fu n d a an d p s e u d o p yl o ri c m et a p la si a in gl an d u l a r st o m a c h

G r o u p 慧霊

N o . ( % ) of

g a stri tis c y stic a p r o fu n d a at

P r e p yl o ri c G a s tr qJe Ju n al

a l℃ a StO m a

N o .( % ) o f

p s e u d o p y lo ri c m eta p la si a a t

G a s b
一

句可u n al

S tO m a

T P R O 13 7 (5 4) 2 (1 5) 3 ( 23)

C N T 1 4 8 (5 7) 2 ( 1 4) 4 (29)

T P R O g r o u p ,
r alS f d a s p e ci al die t c o n tai n i n g T P R O , 0 .5 % ( W / W ) ; C N T g r o u p ,

r atS ft d a sta n d a r d d ie t■

T ab le 5 . T hic k n es s o f p yl o ri c gl an d l ay e r an d w h o le m u c o s a o f p r e p yl o ri c an tr al m u c o s a an d P/ W r atio

G r o u p 蕊霊
m i c b e s s 区±S D

, 〃 m ) or

P yl o ri c g la n d l a y e r Wh 0 1e m u c o s a

T P R O 13 9 2 ± 7 2 27 ±柑

C N T 1 4 9 4 士1 1 2 3 7 ± 2 0

P/ W 工ati o

拝±S D)

0 .4 0 ±0 .0 3

0 . 41 ± 0 .03

PI W r ati o
,
r ati o o f th i c k n e s s ofl py l o ri c g l an d l a y e r t o th at of w h ol e m u c o s a at p r e p yl o ri c ar e a ; T P R O g r o u p ,

r ats fb d a s p e ci al d ie t c o n tai n i n g T P R O
,
0 ･5 % ( W / W ) ; C N T gr o u p ,

r atS ft d a sta Jl d a r d di et ･

T abl e 6 . C ell c o un t a n d l ab el in g i n d e x in p r ol 脆 r a ti v e z o n e i n p r e pyl o ri c an tr al m u c o s a

G r o u p N ｡ . Of a n i m als C ell c o u n t (吏±S D) B r d U l ab e11in g in d e x 区士S D
,
% )

T P R O 13 2 6 ･7 ±5 ･1 40 ･5 士5 ･3

C N T 14 Z8 ,2 土4 .8
-4 L 5 ±4 ･5

T P R O g r o u p ,
r atS ft d a s p e ci al d i et c o n tai ni n g T P R O

,
0 ･5 % ( W /W ) ; C N T g r o u p ,

r atS f td a s ta n d ar d d ie t▼
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T P R O g r o u p

( n = 1 3)

C N T g r o u p

( n = 1 4)

U ri n a ry N T P R O O Lg/d ay)

1 2 3 4 5 6

65 3

◎ ◎ ㌔ ◎ ◎

] *

U ri n a ry rlitr at e O L m Ol/d a y)

0 2 4 6 8 1 0 1 2

Fig . 7 . U r in a r y e x c r e ti o n of N -

nitr o s ot hi o p r oli n e ( N T P R O ) a n d nitr a t e ･ T h e u rin a r y e x c r e ti o n of N T P R O i n th e T P R O g r o u p is

si g n ifi c a n tly hig h e r th a n th a t i n th e C N T g r o u p (P < 0 ･01 ) ･ H o w e v e r
,

u ri n a r y e x c r e ti o n of n itr a t e is si m il a r i n th e t w o gr o u p s ･

T P R O g r o u p ,
r a t S r e C ei vi n g a s p e ci al d ie t c o n t ai n i n g thi o p r oli n e ; C N T g r o u p ･

r a tS r e C ei vi n g a s t a n d a rd di e t ; T h e b r o k e n li n e

i n d ic a t e s th e d e t e c ti o n li mi t ( < 0 .0 5 FLg/ d a y) of u ri n a r y e x c r e ti o n of N T P R O ･ E a c h b a r i n di c at e s th e m ed i a n c o u n t ･

*
P < 0 ･0 1 ･

C O m P a r e d b y M a n n- W hit n e y t e s t ･

た (p < 0 .0 1
, 図 7) . 尿中硝酸排泄 量 の 中央値 (最 低健一最高

値) は
,

T P R O 群 で 4 .9 〃 m O l/ 日 (3 て- 1 0 .2 ) , 対 照 群 で

5 .7 押m Ol/ 日 (2 .4 - 8 .8) と 差を認め な か っ た ( 図 7) ･

考 察

本実験で は
,
W is t a r 系雄性 ラ ッ ト に

, 十 二 指腸の 遠位側を盲

端に し十 二 指腸液を 幽門か ら胃に 逆流 さ せ る手術を 行い
1 0)

, 十

二指腸胃逆流 ラ ッ ト を 作成 した . 発癌 剤を投与せ ずに 術後40週

間観察 し, T P R O の 投与が , 胃癌の 発生に 及ぼす影響を観察 し

た . その 結果 ,
T P R O の 投与に よ り

, 十二 指腹胃逆流に よ る胃

発癌が抑制 され , 尿 中 N T P R O 排泄量が 著明 に 増加する こ とが

明 らか と な っ た .

T P R O は
t
亜 硝酸を描捉 し

, 癌原性 ニ ト ロ ソ 化合物を 競合阻

害する作用を持 つ . ラ ッ ト に N 一 ヾ ン ジ ル メ チ ラ ミ ソ と 亜 硝酸

を投与す ると
l 胃内で N - ニ ト ロ ソ ベ ン ジ ル メ チ ラ ミ ン とな り,

前胃に 扁平上皮痛が 発生する
34)

.
T a bi r a らは

, 試験管内で
,

両

物質に T P R O を加 え ると ,
N - ニ ト ロ ソ ベ ン ジル メ チ ラ ミ ソ の

生成を競合阻害 し
21)

,
ラ ッ トに

, 両物質 と T P R O を 同時に 投与

すると 前胃癌の 発生 を抑制する こ とを 観察 して い る
22)

.

著者の 実験 で は
, 尿 中硝 酸排泄量 は , 両群 間で 差 を認 め な

か っ た . 両群の 飼料 と飲料水 は T P R O の 添加以外は 均 一

で
, 発

育曲線に 差異が見 られ なか っ た こ とよ り , 両 群 ラ ッ ト の 硝酸摂

取量は著 しい 違い ほな い もの と推測 され る . そ して
, 実験群で

は T P R O の 投与に よ り尿中 N T P R O の 排 泄量が 有意 に 増加

し , 胃癌の 発生が抑制 され た .
こ の 事実 は t 十 二 指腸胃 逆流

ラ ッ ト の 体内で ほ
,

亜 硝酸を基質とす る病原性 ニ ト ロ ソ 化合物

が 生成 され , T P R O ほ こ の 生 成を競合的に 阻害 した と考え る の

が 妥当で ある .

こ の 実験で 特徴的な こ と は
,

T P R O 辟の 発癌 が抑 制 され た

が
,

これ に 伴 っ て
,
G C P や 胃炎, 細 胞動態の 変化な ど胃発癌に

関連す る病変の 発生率は低下 しな か っ た こ とで ある ･ こ の こ と

は
,

こ れ ま で の 十二 指腸液逆流に よ る発病率の 比較実験で の 成

績 とは 異な る
9)10 )3 珊

. すなわ ち
,
G C P は ,

ヒ ト の 胃粘膜下に 重

砲状の 拡張腺管を形成する病変と して
,
F r a n zi n ら

37)
に よ り記

載 され
,
B i11r o tb l 法残 即

8 ト 40)

や 胃空腹吻合補
洲

の 吻合部に お け

る発癌の 準備状態と推測 され てい る . ラ ッ ト に おける胃腸吻合

部粘膜の 観察か ら , 鎌EB
9)
は

,
B i11r o th l 法と Ⅰ法を 比較 し

, 癌

や G C P の 発生率の 増加 , 腺窟上 皮の 過形成と胃庶腺の 萎縮 ,

細胞増殖帯の 拡大を 報告 して い る . L a n g h a n s ら
35)

は
,
B illr o th

I 法や胃望腸吻合術 で は ,
R o u x e n Y 法や BiIlr o th I 法よ り発

病率や 与トチ ミ ジ ン LI ほ 高く
, 十 二 指腸胃逆流の 程度と 関連す

ると報告 して い る . T a ylo r ら
ユ8)

は , 胃空腸吻合術で は胃切開縫
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合術よ り
, 発病率 , 腺頸部の 過形成 ,

オ ル ニ チ ン 脱炭酸酵素活

性値 と
3
廿 チ ミ ジ ン LI の 増 加を 観 察 し て い る . ま た , M i w a

ら
岬

は
, 胃切開縫合術を行 っ た ラ ッ トに 比 べ

, 吻合 操作を 行 っ

て い な い 十 二 指腸 胃逆流 ラ ッ ト の 幽門前庭 部 で
, 癌 お よ び

G C P の 発生増加 と幽門腺の 萎縮を 認め て い る .

I m ai ら
42】

に よ る と こ れ ら の 病 変 は 可 逆 性 で
,

ラ ッ ト に

Billr oth 甘法を 行 っ た 後で R o u x e n Y 故 に 再手術す る と , 異型

の な い 腺増 生や B rd U L I の 増加が 元 に 戻 り, 十 二 指腸胃逆流量

の 減少に 伴い
, そ の 発生 率が 低下 す ると して い る . こ の こ と

ほ , 上 記病変 は
】 癌 関連病変で はあ っ て も , 必 ず しも発癌 へ と

進展 しな い こ と を示 L て い る の か も しれ ない .

R e e d ら
14)

は , 胃切 除後症例 は
, 正 常 人 に 比 べ て

, 胃 内の

p 軋 硝酸還元 菌数 , 亜 硝酸 お よび ニ ト ロ ソ 化合物濃度が 有意に

高く
, 胃癌症例 と 良く似た値を と る と報告 して い る . こ れ に 基

づ き 1
W a tt ら

18)
は

l 十 二 指腸液に よ る胃発癌機構忙 つ い て
, 次

の よう に 記載 して い る . 胃 の 手術 に よ っ て 引き起 こ され る十二

指腸液の 胃 内逆流は
よ 胃内 p H の 上 昇 と細 菌増殖 を 引き起 こ

す嘲
. こ の ような 環境下で は

, 硝酸還元 菌が唾液や 食事 中の 硝

酸を 亜硝酸に 変え る
l 頼 勅 細

. こ の 胃内亜硝酸が ア ミ ン や ア マ イ ド

と化学的に 反応 し
lれ

,
癌原性 ニ ト ロ ソ 化合物 を 生成 す る

1 4)
. 実

際 , 松 村
5)
は

t 十 二 指腸胃逆流 ラ ッ トの 胃と十 二 指腸液内に
,

硝酸還元 菌と変異原性物質の 存在を 観察 し
, 発癌の イ ニ シ エ ー

シ ョ ン と病原性 ニ ト ロ ソ 化合物 の 関与を示 唆 して い る .

さ て
, 前述 の 如く W a tt ら

柑)
は

,
ヒ トの 残胃痛で , 癌原性 ニ

ト ロ ソ 化合物 ほ 残 胃内で 生成 され ると推測 して い る ,
T P R O の

こ ト ロ ソ 化は
,

- 一 般 に 胃内で 化学的に お こ ると され
, 至 適 p H

ほ2 ･ 5 以 下で ある
2り 期

. しか し
, p H が 3 ,5 - 3 .6 で ある本実験 ラ ッ

ト の 胃 内 は
,

至 適 環 境 と は い え な い
46)

. c al m el s ら
欄

は
,

T P R O
, 亜 硝酸 ,

オ メ プ ラ ゾ
ー

ノし
, 大腸菌を投与 した ラ ッ ト( 胃

内 p H 6 ･7) は
,

T P R O ∴亜硝酸を投与 した ラ ッ ト(胃 内 p H 2) よ

り体内 N T P R O 産 生量が 5 倍に な ると 報告し た . さ らに
, 緑膿

菌 か ら ニ ト ロ ソ 化 合物 合成 酵 素 を 分 離 同定
48)

して-お り
,

N T P R O の 産生増加は ,
こ の 酵素の 作用に よ る と推測 した .

こ

の よ う に
,

T P R O の ニ ト ロ ソ 化 は
, 化学 的 (至 適 p H 2 .5 以

下) だ け で な く
, 細菌酵素(至適 p H 7) に よ っ て も触媒 され る .

松本
45)

ほ
, 十二 指腸胃逆流 ラ ッ ト で

, 硝酸還元 菌と 変異原性 物

質の 存在は
, 胃 内だ け で なく十 二 指腸雷管内に も認め た と して

い る ･ 著者 ら
49)

は
,

ラ ッ ト に 幽門形成術と胃空腹吻合術を行 い
,

発病率の 高か っ た 胃空腸 吻合術で は , 胃内だ け で なく十 二 指腸

盲係蹄内に も硝酸還元菌と亜 硝酸イ オ ン の 増加 を認め た . さ ら

に
, 佐原

抑
は

, 胃を 全摘 して 十 二 指腸 を盲管に した後 , 上 部空

腹を 食道 に 端側吻合 L た ラ ッ トに 食道癌が で き る こ とを 認め て

お り , 梼原性物質の 塵生 に 胃 の 存 在が 必 要な い こ と を 観察 し

た ･ これ らの 事実 か ら
, 痛原性物質は 必ず しも胃と は 限 らず,

小腸で も生成 され う る こ とが 示 された .

T P R O は
, 発癌物 質が 胃粘膜細胞に 障害を 与える過程 の 阻害

物質す なわ ち遮断 因子
紺

や , 痛細胞の 分化誘導潮㌣ と し て 作用

する可 能性が指摘 され て い る . T P R O は過去に 肝疾患 の 治療薬

と して 使用 され て お り
,

そ の 機序と して
, 代謝産物 で ある シ ス

テ イ ソ の 細胞 内浪度を 増加 させ肝細胞 の 防御能 を強め る こ とが

推測 されて い る
53)

･ G i o r gi ら
54)

は ,
シ ス テ イ ン か ら生成 され ∴遮

断因子で ある グ ル タ チ オ ン に 注目 し
,
T P R O を投与 L た ラ ッ ト

で
, 胃粘膜 内の 濃度を 測定 した . しか し

, そ の 濃度ほ
t

わ ずか

に上 昇す るもの の 一 過性 で , 引き続き低渡度が 遷延す る こ と
,

T P R O の 投与量が 800 m g/ k g と 高濃度な た め 死 亡率 が 43 % と

非常に 高い こ とを 報告 して い る ･ したが っ て
, 遮断国子と して

の 効果 は は と ん どな い と 考 え られ る . ま た
,

B r u g a r ol a s ら
52)

ほ , T P R O は
,

ヒ トの 進 行頭頸部癌の 肩平上皮癌細胞を正 常細

胞 に 分化誘導す ると 報告 した が
, 追 紆

5 ト 58)
で ほ全くそ の 効果ほ

確認 され て い な い
.

T P R O を ヒ ト に 投与す ると
,

ニ ト ロ ソ化 され なか っ たもの は

消化管か ら迅速 に 吸収 され
59)

,
肝臓 で 代謝を受け ,

シ ス テ イ ン

と ホ ル ム ア ル デ ヒ ドに な り , さ らに 蟻酸 を経て
,

二 酸化炭素と

水 に な る
弘)

･ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドが 過剰に 塵生 され た 場 合や
, 血

液脳関門の 機能 が十分 で な い 場合
狗

に は
, 副作用 が 発現する .

T P R O を 10 - 6 0 m g/ k g/ 日投与す ると
, 中枢神 経系 に 作用 し

,

痙撃
,

せ ん妄 , 振戦等を 引き起 こ し
,
死 に 至 る こ とが ある

55 滞 椰

また ,
ク レ ア チ ニ ン の 上 昇

誠)

や , 高血糖 御 }

等が 報告 され て い

る ･

一 九 T P R O に 対す る ラ ッ トの L D 5 0 は 8 7 5 土20 m g/ k g

で あり , 高血 糖や 痙攣 を 引き起 こすが
,
3 0 0 m g/ k g/ 日 で は

, 死

亡 は認め られ な い
54)

･ 幼君な ラ ッ ト に T P R O を 1 50 m g/ k g/ 日

投与す ると 中等度の 発 育障害を 引き起 こす
53)

.

ニ ト ロ ソ 化合物 の 生成 に は
, 亜 硝酸と と もに

, 前駆体と して

の ア ミ ン や ア マ イ ドが必 要 と な る . 十 二 指腸 胃逆 流 ラ ッ ト で

は
一

どの よ うな 前駆体が 考え られ るで あろ うか . M a s o n
8)
や小

島ら
6 ‖

は
,

ラ ッ トに
, 胆汁 と膵液の どち らか

一

方を 胃に 逆流さ

せ る分流手術 を行う と
一 切除胃に 膵液を 逆流 させ た場合に 胃癌

の 発生を 認め る と した . しか し
, 藤 村

2)

は , 本実験 ラ ッ ト と同

じモ デ ル で 分流手術を 行い
, 胆汁 を逆流 させ た場合 に 胃癌が発

生する と報告 した ･ 藤村と M a s o n や小 島ら に は 意見の 食 い 違

い が あり
,

そ の 原因は は っ きり し ない
. しか し

, 膵液を構成す

る物 質か ら癌原性物 質が 発見 また は 誘導され た とす る報告はな

い が
, 胆 汁酸か ら は , N- ニ ト ロ ソ グ リ コ コ ー ル 酸や N- ニ ト ロ ソ

タ ウ ロ コ ー ル 酸な ど
83)

の ラ ッ ト の 胃や 肝臓に 対 して 病原性を持

つ 物質 帥
が 生成 され て い る . 胆 汁や そ の 成分 の 胆汁酸は

, 本実

験 ラ ッ ト の 胃発 癌に 重要 で
,

プ ロ モ
ー タ ー

作 鮮
5 卜 89)

, 補病原性

作 貯
g)70 )

と して だ けで は なく , 病原性 ニ ト ロ ソ 化合物 生成の た

めの ア マ イ ドの 供給源 と して も重 要と推測 され る .

亜 硝酸描捉剤 で ある T P R O は , 競合作用 を 利用 し た 発癌阻

害物質と し て臨床応用の 可能性が 期待 で きる . 最 小有効濃度の

設定, 副作用 の 発現濃度な ど
,

さ ら に 実験 を進 め る必 要があろ

う .

結 論

ラ ッ トに
, 十二 指腸 の 遠位側を 盲端に して 十 二 指腸液を 幽門

か ら胃に 逆流 させ る手術 を行 い
, 発癌剤 を投与せ ずに 術後40週

間観察 し
, 術後 に 与え る飼料の 種類 に よ り

,
T P R O O .5 % 含有

標 準飼料の T P R O 群( n = 1 3) と , 標準飼料 の 対照群( n
= 1 4) を

作成 した . T P R O の 投与に よ り, 胃発癌抑制効果と 内因性 ニ ト

ロ ソ 化反 応の 有無 を検索 し
, 以下の 結果が 得 られ た .

1 ･ 踵癖 の 発生率は ,
T P R O 群は 8 % で

, 対照群の 50 % よ

り有意に低値を 示 した (p < 0 .0 5) .

2 . 胃癌は
,

T P R O 群ほ認 め られな か っ た の に 対 し , 対照群

は 36 % に 認め られ , そ の 発生率ほ T P R O 群が 有意 に 低率で

あ っ た( p < 0 ･0 5) . 組織 型ほ分化型管状腺病 また は 粘液癌で
,
深

遠度 ほ全て 固有筋層 以深 で
, 1 例ほ肝 に 浸潤 して い た .

3 ･ 胃腺脛の 発生率 は
,

T P R O 群は 8 % で
,
対 照群 の 50 %

よ り有意に 低値 を示 した (p < 0 .0 5) .
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4 . 背景胃粘膜に お け る G C P の 発 生率 は , 幽門前庭部 で
,

T P R O 群ほ 54 %
, 対照群は 57 %

, 胃空腹吻合部で
,

T P R O 群

は15 チ̀ ,
対照群は 14 % と

,
各々 両 群間 に 差を 認め なか っ た ･

5 . 幽門前庭部の 非腫瘍部粘膜に お け る
, 幽門腺の 厚 さは ,

T P R O 群 92 土7 〃m , 対照群 94 ±11 〟 m
, 粘膜 全層 の 厚さ は

,

T P R O 群 227 ±18 FL m
, 対照群 237 ±20 p m で , 両群間 で 差を 認

めなか っ た . 幽門腺 の 萎縮の 程度 を幽門腺と 粘膜 全層 の 厚 さの

比で見で み ると
,

T P R O 群 0 ･4 0 ±0 ･0 3
, 対照群 0 ･41 ±0 朋 で 差

を認めな か っ た ･

6 . 幽門前庭部の 非腫蕩部粘膜 に おけ る
,
増殖帯細胞数 は

,

T P R O 群 26 .7 ±5 .1
, 対照群 28 ･2 ±4 ･8

,
B r d U L I は

,
T P R O 群

軋5 ±5 .3 %
, 対照群 41 .5 ±4 .5 % で

, 両群 間で 差を 認め なか っ

た .

7 . 尿中硝酸排泄量の 中央値ほ
,
T P R O 群は 4 伽 m ol/ 日 , 対

照群は 5 .7 p m ol/ 日と 差を 認めな か っ た が
,

尿中 N T P R O 排泄

量の 中央値ほ
,
T P R O 群 は 2 伽g/ 日 と , 対照群の 検出限界以下

よ り有意に 高値 を示 した (p < 0 ･01) .

8 . 体重の 変化 ,
胃 お よび 十二 指腸液の p H は

,
両 群間に 有

意差を 認めな か っ た ･

以上 よ り , 十二 指腸胃逆流に よ る胃発癌 ほ T P R O の 投与 に

ょ り抑制され ,
こ の 発癌 に は 内因性 ニ ト ロ ソ 化反応が関与する

こと が示 唆され た .
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山道 軋 松 能 久 軋 小 西 二 三 男 . G a s tritis

C y S ti c a p oly p o s a を基盤 と して 発生 した残胃早期胃癌 の 検討.

金医大誌 1 0 : 1 2 8-1 3 4
,
1 9 8 5

40) 榎 本 悟 , 奈良芳 凱 大黒善 軌 原 敬治 , 岩渕三乳 渡

辺英伸■ S t o m al p oly p o id h y p e r tr o p hi c g a s tritis に 発生 した残胃

癌の 1 例 . G a s tr o e n t e r oI E n d o s c 2 9 : 1 1 9 6-1 2 0 3 , 1 9 8 7

41) 西 土井英昭 , 石 黒 稔 I
工 藤治史 , 村上 軋 正木忠夫

,

谷 口 遥 ･ 先 天性肥 厚性幽門狭窄症に対す る胃空腹吻合術後に

発生 した胃癌 の 1 例 . 日消外会誌 26 : 1 0 5 3-1 0 5 6
,
1 9 93

42) I m ai T , K o b a y a si S
,

R o d ri g u e s M A M , d e C a m ar g o

J L V
,
O g a w a K , I w a t a H

,
T a t e m a t s u M . R e d u c ti o n of c ell
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43 ) M u s c r of t T J ,
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,
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,
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B r J S u r g 68 : 5 6 0-5 6 4 , 1 9 81

44) C a r b o ni M
, G u a n a g n i S , P i s t oi a M A

,
A mi c u c ci G ,

T u s c a n o D
,
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,
S m ith P L R , W alt e r s C L . T h e mi c r ofト

O r a Of th e g a s tri c j ui c e af t e r B illr o th I a n d B illr ot h Ⅱ p a r ti al

g a st r e c t o m y ･ S c a n d J G a s tr o e n t e r o1 21 : 4 61 -4 7 0 , 1 98 6

45) 松本 尚 . 逆流 に よ る ラ ッ ト胃癌発生 に 関す る 研究 一 胃

･ 十二 指腸液 の 変異 原性 に つ い て
-

. 日外 会誌 95 : 3 6 8 づ75
,

1 9 9 4

46) K yr t o p o ul o s S A
,
D a s k ala k is G ,

O u t r a m J R . S t u di e s in

g a st ri c c a r ci n o g e n e si s . Ⅲ . T h e ki n e ti c s of nitr o s a ti o n of

g a st ri cTJ u ic e c o m p o n e n t s i n vi t r o a n d th eir i m pli c a ti o n s f o r

t h e i n v i v o f o r m a ti o n of N -

nitr o s o c o m p o u n d s i n n o r m al a nd

i n h y p o c h1 0 r y d ric p o p u l ati o n s . C a r ci n o g e n e si s 6 : 11 4 1-1 1 45
,

1 9 8 5

47) C a l m el s S , B 6 rさzi a t J C
,
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4 8) C a l m el s S
,
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,

B a r t s c h H . I s ol a ti o n of a n
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, 宮崎逸 夫, 中村信 一
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発生 と進展 7 : 8 9 牒2
,
1 9 9 5
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二 指腸液の 分離逆流 -
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1 9 8 2
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p r o p o s e d n o n t o xi c i n d u c e r of r e v e r s e tr a n sf o r m a tio n ･ C a n c e r
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1 9 8 0

56) G a r ni e r R
･
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1 9 8 0
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1 9 8 1
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61) 小島 乳 近藤 建 , 高木 弘. 残胃癌発生 に 関する実験
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1 9 9 0
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,
1 9 9l

6 5 7

6 3 ) S h u k e r D E G ,
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,
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,
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,
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1 9 8 5

6 5 ) 宮 田龍和. 十二 指腸胃逆流 の 胃発癌促 進作 駄 目 消外会

誌 21 : 1 3 5 7-1 3 6 2 , 1 9 88

6 6 ) F u rih a t a C ,
T a k e z a w a R

,
M a t s u s h i m a T ,

T a t e m a t s u

M . P o t e n ti al t u m o r- P r O m O ti n g a c ti v ity of bil e a cid s i n r a t

gl a n d u la r s t o m a c h . J p n J C a n c e r R e s ( G a n n) 7 8 ‥ 3 2-3 9 ･ 1 9 8 7

6 7) K o b o ri O
,
W at a n a b e J , S hi m iz u T

,
S h oji M

,
M o rio k a Y ･

E n h a n c i n g eff e c t of s o di u m t a u r o c h ol at e o n N - m e t h y トN
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nit r o- NT ni tr o s o g u a nid i n e
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6 8) K u w ah a r a A
,
S ait o Y , K o b a y a si M ･ B il e a c id s p r o m o t e

c a r ci n o g e n e si s i n t h e r e m n a n t s t o m a c h of r a t s ･ J C a n c e r R e s

C li n O n c ol l 1 5 : 4 2 3-4 2 8 ,
1 9 8 9

6 9 ) 平木幹久 . 残胃癌発生に お よぼ す胆汁 の 影響 に 関す る 実

験的研究 . 口外会誌 92 : 6 4 5竜51 , 1 9 9 1

7 0) S il v e r m a n S J , A n d r e w s A W ･ B il e a cid s : C O- m u t a g e ni c

a c ti vity i n th e S ai m o n elI ar m a m m ali a n- m i c r o s o m e m u t a g e n i c-

ity t e s t : b ri ef c o m m u n ic a ti o n ･ J N a tl C a n c e r I n st 5 9 :

1 5 5 7-1 5 5 9 , 1 9 7 7

I n h i b it o r y E 恥 ct o f T h i o p r oli n e o n G a s t ri c C ar Ci n o g e n e sis i n R a t s wi t h S u r gi c a11y I n d u c e d D u o d e n o g a st ri c

R e fl u x M as u o N a k ai
,
D e p a rt m e n t o f S u r g e ry (ⅠⅠ) ,

S c h o ol of M e d i c i n e
,
K a n a z a w a U n i v e rsi ty ,

K a n a z a w a 9 2 0
-

J ･ J u z e n

M e d S o c .
,
1 05

,
6 4 8

-

65 7 (1 9 96)

K ey w o r d s s to m ac h n e o p l a s m s
,
d u o d e n o g as tri c r e n u x

,
e n d o g e n o u s n itro s a ti o n

,
C h e m o p r e v e n ti o n

,
th i o p r oli n e

R at g ast ri c c a r ci n o m a is i n d u c e d b y d u o d e n o g a s tri c r e fl u x w ith o u t ap p li c a ti o n o f c a r c i n o g e n s ･
T h i s e ti ol o g y l S n Ot Cl e a r

,

b u t th er e i s a p o s si b ili ty th a t m e c h a nis m s i n e n d o g e n o u s n i tr o s ati o n m a y b e a s s o c i a te d w i th p r o d u ci n g c a r ci n o g e n ic N -

nitr o s o c o m p o u n d s ･ I n g e ste d th i o p r oli n e ( T P R O) effe c ti v ely tr a p s n itri te i n th e ali m e n t ar y tra C t
,

an d its n itr os a te d p r o d u c t
,

N -

n itr o s o th io p r oli n e ( N T P R O ) ,
i s e x c re t e d fr o m th e b o d y i n th e u ri n e ･ T h u s u ri n a r y

N T P R O is a s e n siti v e p r o b e f o r

e v al u atl n g e n d og e n o u s nit r o s ati o n ･ W e i n v e stl g a te d h o w l n g e S te d T P R O i n fl u e n c e s r at g a st ri c c a r ci n o g
e n e si s d u e t o

d u o d e n og as b i c r efl u x ･
M al e W is t ar r ats w ei g h i n g 2 7 0 g r e c ei v e d a s u rg l C al p r ∝ e d u r e f o r th e d u od e n al c o n te n ts to fl o w b a c k

i nt o th e gl an d u l ar st o m a c h th r o u g h th e p y l o ru S ･ R a ts b el o n gi n g t o th e T P R O g r o u p ( n = 1 3) w e r e f e d a s pe Ci al d ie t c o n ta i n i n g

T P R O ( 0 .5 % ) ,
W h e r e a s th e o th e rs b el o n g i n g t o th e c o n tr ol ( C N T) g r o up ( n = 1 4) w e r e fe d a sta n d a r d d i e t( C R F - 1) ･ T h e r a ts

w e re gl V e n n O C ar Ci n o g e n a n d w e r e sa cri n c e d 4 0 w e e k s a fte r s u rg e r y ･ T b e i n ci d e n c e o f a ni m al s b e a n n g tu m o r
,
C ar C i n o m a

an d ad e n o m a i n th e T P R O gr o u p w a s 8 %
,
0 % a n d 8 %

･
r e S pe C ti v ely ,

W h e ra s th at i n th e C N T g r o u p
w a s 5 0 %

･
3 6 % a n d 5 0 %

･

re sp e c ti v ely . E ac h dif 知 e n c e w a s si g ni缶c a nt ( P < 0 ･0 5
,
r e S pe C ti v el y) ･ T h e s e t u m o r s l o c at e d at ei th er th e p r e p yl o ri c a re a o r

th e g as tr qj qi u n al s t o m a
,

an d d e m o n st r ate d c ar Ci n o m a a n d/ o r ad e n o m a i n h is tol o g y ･

r

m e g a Stri c c a rci n o m a s w e re tu b ul a r o r

m u ci n o u s ad e n o c ar Ci n o m as
,
a n d o n e o f th e m i n v a d e d th e liv er ･ T h e u ri n ar y nitra te e x c r e ti o n w as si m il ar i n th e t w o g r o u p s

( 4 ･9 FL m Ol/ d ay i n th e T P R O gr o u p an d 5 ･7 FL m O u d ay i n th e C N T g r o u p ,
aS th e m e di a n) ,

b u t th e u ri n a r y e x c r e ti o n of N T P R O

i n th e T P R O g r o up w a s si g ni fi c a n tl y h ig h e r th an th at i n th e C N T g r o u p ( 2 ･O
F
L g / d ay a n d l e s s th a n O ･0 5 F

L g/ d a y as t h e

m e di a n
,
r eS pe C ti v ely , P < 0 ･0 1) ･

T h es e r e s ul ts s u g g e st th at e st ab li s h m e n t of r at g a stric c a rci n o m as i n d uc e d b y d u o d e n o g a stri c

re fl u x i s as s o ci a ted w i th e n d og e n o u s nitr o s a ti o n ･


