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論文内容の要　旨

【目　的】

この実験ではラット肝部分切除（PH）後に経時的に非肝発癌物質である4－nitroquinoline1－

0Ⅹide（4NQO）を投与し、glutathioneS－tranSferaseplacentalform（GST－P）陽性肝細胞巣

とDNA付加体生成数の変化を観察しその関係を考察することにより、PHによって誘発された肝細

胞の増殖が、4NQO－DNA付加体生成に与える影響および、GST－P陽性細胞巣を基準として評価

されるイニシエーション活性と4NQO－DNA付加体との関係を検討した。

【方　法】

実験IのGST－P陽性細胞巣の変化は4NQO（20mg／kg）をPH前6時間から6時間毎に切除後

24時間まで1回投与する群を設定した。その後2週間は基礎飼料で飼育し、0．025％AAF含有飼料

に変更し2週間飼育した。4NQO投与後3週目にCCl。を投与した。5週間後に生存したラットを

犠牲死させ、肝の切片をGST－P陽性細胞巣の免疫染色のため冷却したアセトンで固定した。GST－

P陽性細胞巣の免疫染色はABC法で行い、GST－P陽性細胞巣は画像解析装置を用いてその数と面積

を計測した。

実験Ⅱaは4NQO投与後の4NQO－DNA付加体の至適測定時間を決定する為に行った。肝部分

切除後6時間にトリチウムラベルした4NQO（【3H】4NQO）を投与し、それぞれ3匹ずつを6

時間、12時間、20時間、48時間後に頸椎脱臼で犠牲死させた。また別に偽手術及び手術無しの群を

設定し術後6時間に【3H】4NQOを投与し、20時間後に犠牲死させた。実験Ⅱbは【3H】4NQO

を実験Iと同一のタイミングで投与し一群3－4匹を発ガン物質投与後20時間後に頸椎脱臼で犠牲

死させた。Ⅱa、Ⅱbでは犠牲死後、肝、膵、肺を摘出LDNA付加体測定まで－80℃で保存した。

DNA付加体は106ヌクレオチドあたりの放射活性で表現した。

【結　果】

GST－P陽性細胞巣はPH後4NQO投与までの時間が長いほど増加する傾向を示した。

実験Ⅱaの4NQO－DNA付加体量は無手術群よりPH群が有意に高く、膵での量は肝での量より

高値であったが肺での量は同様の値であった。実験IIbでは4NQO－DNA付加体はPHを加えない

コントロール群では少量（0．50／106nucleotide）しか観察されなかった。PH前6時間の群では少

量の増加が認められた（0．80／106nucleotide）。PH直後から18時間後までの群では有意な上昇

（1．05－1．27／106nucleotide）が認められたが24時間後の群では減少していた。同様の傾向は膵お

よび肺でも認められ、絶対値は膵および肺が高値であった。
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【考　察】

動物実験では短期間でイニシエーションを受けた細胞を固定することは困難である。この実験系

では2－AAFとcc14を投与することによりイニシエーションを受けた細胞を選択的に分裂させ速

やかに細胞巣を誘導することが可能である。細胞分裂が肝発癌に重要な役割を果すことは、通常1

回投与では成体ラットに対し腫瘍を誘導しない物質をPHなどの分裂刺激を加えた時に投与すると

発癌性を示すことから明らかにされてきた。この実験では明らかな肝発癌物質ではない4NQOに

よるGST，P陽性細胞巣誘導をPHが増強した。我々の実験では4NQOの至適投与タイミングは

DNA合成の最初のピークであるPH後24時間であった。

Widlakらは2－AAFを用いPHを行なった群が行わない群に比較し優位に高いDNA付加体量を

示すことを報告している。彼らはDNA付加体童の高値は成長時期および細胞周期と関係している

と考察している。しかし、今回の実験ではPH施行群とsham手術群が同様のDNA付加体量を示し、

また、肺と膵の付加体量がPH施行群で有意に高値であったことから付加体生成に関して成長期に

おけるDNAの複製および細胞周期は決定的な要素ではないことが示唆された。術後の全身状態の

変化が4NQOの代謝活性物質の循環に影響を与えていることが示唆された。

PHはラットに対して大きなストレスであり、4NQOの吸収、代謝、修復に大きな影響を与える

9　　であろう。4NQOは2段階で代謝され、反応性に富んだ代謝産物4－hydroxyaminoquinoline
l－0Ⅹide（4HAQO）がDNAと結合する。4HAQOはDT－diaphoraseで不活性な4－aminoquin－

01ine1－0Ⅹideに代謝されるが、この不活化は主に肝で行われるため、代謝能力の低下したPH後の

肝ではこの不活化が低下し全体として解毒作用が低下することが考えられる。

今回の実験ではPH後のラットでは4NQO－DNA付加体およびGST－P陽性細胞巣の両方が増加し

ていた。しかし、24時間後に投与した群では4NQOTDNA付加体は減少傾向にあるのにも関わら

ず、GST－P陽性細胞巣は増加している。その原因は4NQO－DNA付加体量の測定が投与後20時間

の時点に限定したことでDNA修復過程を考慮していないことが原因となっている可能性がある。

20時間後の測定は標的臓器である膵の4NQO－DNA付加体量が最大値となる時点を実験Ⅱaより導

いた。また、この結果は4NQOTDNA付加体量が単純な経路でGST－P陽性細胞巣に繋がっていな

いことを示しており、今後の検討が必要である。

【結　論】

肝発癌性を持たない発癌物質でもこの実験系でイニシエーション活性を評価できる可能性が示唆

された。効果的なDNA付加体量の増加を伴った細胞分裂増殖が肝細胞のイニシエーション活性に

関係することが示唆された。

●

論文審査の結果の要旨

本研究はラット肝部分切除モデルを用い、肝に対する発癌性の報告されていない4Tnitroquinoli－

ne1－0Ⅹide（4NQO）を投与し、4NQO－DNA付加体とglutathioneS－tranSferaseplacental

form（GST－P）陽性肝細胞巣を指標として評価されるイニシエーション活性の関係を検討したも

のである。

肝部分切除を施行したラットに6時間毎に4NQOを経口投与、2－aCetylaminofluoreneでプロ

モーションを行い5週間後に犠牲死させると、肝部分切除を施行した群では、施行しなかった群に

対して有意にGST－P陽性細胞巣は増加した。同様のタイミングでトリチウムでラベルした4NQO

を投与し、20時間後に犠牲死させたラットで4NQO，DNA付加体量を測定すると、肝部分切除を

施行した群では、施行しなかった群に対して有意に肝細胞における4NQO－DNA付加体量は増加

した。また、肝部分切除を施行した群では、4NQOの標的臓器である肺、膵でもDNA付加体量は

増加していた。

以上の結果から、肝部分切除を用いたこのモデルによって肝に対する発癌性の報告されていない

物質でも、そのイニシエーション活性を評価することが可能であることが示唆された。
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4NQO－DNA付加体の増加とイニシエーション活性の関係を肝部分切除を用いた系で考察した

この論文は、化学発癌機構の解明に大きく寄与し得る優れたものである。

よって、博士（医学）の学位を授与するに値するものと認める。
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