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I. は じむう|こ

近年,本 邦における大腸癌の発生状況は増加傾向に

あ り,そ の主因としては食事の欧米化すなわち牛肉な

どの動物性蛋白質および脂肪摂取量の増大が重要な因

子 と考えられている。これら摂取量の増加は糞便中の

コレステロールやその代謝物および胆汁酸の量的,質

的変化を招き,同 時に腸内細菌叢の変化をも惹起し,

これらが大腸癌の発生に対して強い関連性があるもの

と考えられている。

大腸発癌剤であ るazoxymethane(以 下 AOMと

略)は このままでは不活性な発癌物質であるが, これ

が肝臓において methylazoxymethanolに代謝活性化

され, さらにグルクロナイ ド抱合を受けて胆汁 ととも

に腸管内に排出された後に腸内細菌出来のβ―gluCur―

onida並 (以下 β‐Gaseと 略)の 作 用 を受 け て free

active carcinogenとなって大腸で濃縮を受け,大腸発

癌に至るものと考えられている.そ こで著者らはこの

腸内細菌由来のβ‐Gaseに 注 目して, もしこれを阻害

することができれば発癌剤は抱合されたまま糞便 とと

もに排出されてしまうので,発 癌作用は発揮できない

であろうと考え,以 下に述べるような検討を行った。

さらに著者らは大腸発癌の機序の一端を解明すべ く

食観性ヨレステロールの大腸発癌に及ぼす影響につい

て検討を加えたところ,食 餌性コレステロールは大腸
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外科的消化器疾息と腸管内細菌

発癌に対する増強効果を示 し,ま たこの際の糞便中の

中性ステロールや胆汁酸の動態についても興味ある知

見が得 られたので,併 せて報告する。

II.実験材料および方法

1.実 験 1:β ‐Gase inhibitorの大腸発癌に及ぼす

影響

1)糞 便中β‐Gase活 性 :5週 齢の呑竜系雄 ラット

を用 い, 実 験 群 に はβ‐C a S e  i n h i b i t o r として N 、

cyclohexyl‐5‐o‐acetyl‐2,4‐o‐(p‐methoxyben‐

zylidene)‐D‐glucaro‐1‐amide‐6,3‐lactonel)(以 下 C‐

GALと 略)を 0.1%の 害J合で日本クレア社製 CE‐II粉

末飼料に混じて投与 した。対照群は CEゃII粉未飼料で

全期間飼育した。AOMは 7.4mg/kgづ つ週 1回 の害J

合で合計11回にわた り皮下注射を行った。糞便中β―

Gaseの 測定はAOM投 与開始後 3週 日,11週 目なら

びに AOM投 与終了後20週目の計 3回 ,phenolphth‐

alein glucuronideを基質 として Fishmanの 方法りに

準じて測定を行った。

2)発 癌実験 i5週 齢の呑竜系雄 ラットを用い C‐

GAL投 与群 と対照群の 2群 を作製し,図 1に示 したご

とくAOMを 7 4mg/kgづ つ週 1回 の害J合で合計11回

にわた り皮下注射の上,AOM最 終投与後20週目に全

動物を屠殺し,肉眼的ならびに組織学的検索を行った。

2.実 験 2:食 餌性 コレステP― ルの大腸発癌に及

ぼす影響

1)発 癌実験 :5週 齢の呑竜系雄 ラットを用い,以下
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の 2群 を作製 した。対照群のラットは全期間にわた り

日本クレア社製 CE‐H粉 末飼料で飼育,実 験群にはこ

のコントロール食にコレステロールを 1%の 割合で添

加した実験食を全期間にわた り投与 した。AOMは 実

験 1と 同様に7.4mg/kgを 週 1回 の割合で合計11回皮

下注射 した,AOM最 終投与後20週目に全動物を屠殺

し,肉 眼的ならびに組織学的検索に供 した。

2)血 清コレステロール値の変動 t食餌性 コレステ

ロールの血中コレステロールに対する影響を検討する

ために,上 記と同様のモデルを用い実験開始後 4週 間

ごとにエーテル麻酔下に腹部大動脈より採血の上,血

中コレステロール値の変動について検討を加えた。

3)糞 便中の各種 ステロールの測定 !ラ ット糞便中

のステロールの経時的変動を測定するにあた り, ラッ

ト糞便の採取は各群 4匹 のラットを用い,24時 間採取

とし実験開始後 4週 間ごとに計 6回 行った。糞便は採

図 2 糞 便中ステロールの分析法
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取後直ちに凍結乾燥の上,乾燥重量の0.5gを分析に供

した。糞便 中 の ステ ロール の抽 出 お よび測 定 は

Madsen。 ならびに Miettinen。らの方法に準 じ図 2

の ごとく行った。 3回 の薄層 ク ロマ トグ ラフィー

(TLC)に て分離精製の上,ガ スクロマ トグラフ・マス

スペク トロメトリー (GC‐MS)に よって物質の同定を

行い,さ らにガスリキッドクロマ トグラフィー(GLC)

を用いて定量を行った。

IH.実 験成績

1.実 験 1:β ‐Gase inhib■Orの 大腸発癌 に及ぼす

影響

1)糞 便中β‐Gase活 性 :糞便中β―Gase活 性は表 1

に示 した如 くC‐GAL投 与群 で は大腸 の proxinal

halfならびに distal halfの両者において有意の抑制

が認められた。しかしAOM最 終投与後20週目の屠殺

時における糞便中のβ・Caseは 対照群 とC‐CAL群 と

の間には差異がみられなかった。 こ の時期においては

大腸癌は大 きく増殖 し,腫 瘍 自体や腸重積の発生に

よって腸管は狭窄や閉塞状態を呈 し, これらのために

糞便は腐敗状態 となっており,ま た糞便中には大量の

血液の混入がみ られた。この様 な因子が C‐GALに

よってβ‐Gase活 性が抑制されなかった原因を形成 し

ているものと考えられた。また発癌剤であるAOMは

糞便中のβ‐Gase活 性に対 しては影響を及ばさなかっ

ブ【=.

2)発 癌結果 :発 癌率 は対照群 が100%で あ りC‐

GAL群 は92%で あった。一匹当た りの大腸癌数は対照

群が9.9±6.3個であるのに比 し,C‐GAL群 では3.1士

4.0であ りC,GAL群 において大腸発癌は表 2に 示 し

たごとく有意に抑えられた。組織学的には大多数が高

分化型腺癌であ り,両 群間には組織学的に差果はみら

れなかった。

表1 糞 便中β‐Glucuronidase活性

Proxlma,hatf     D13tal h● lf

9萌 trol● let。●oぃ

1●

コd

皿●

C― CAL dlet O,oup

la

口d

Γ

a Three― k83'teP the flP31 1njectlo向Of AOM.

C Mem3と S.D.
d Afte,1,wは ,ンlnj●●tlon8 0「AOM.
●At● 3CH■●●(20韓 ょ8 8fter ttit h〕●●“On).
f S10n171●ant,y diff●rent trm oontr。 :01et o,ou,at eaCh p● ,3oH

く,く0.05).

。 ,く0.0,.

図 1 実 験モデル
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表2 C‐GAL投 与の大腸発癌に対する影響

No, cf● 030n tunoP/,■ t
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成していたラットはヨレステロール群において対照群

に比べ 2倍 に達していた。組織学的には対照群では高

分化型腺癌が大部分を占めているのに対し, ヨレステ

ロール群では中分化型腺癌の占める害」合が多 く,ま た

signet‐ring‐cell‐carcinomaも 多 くみられた。

2)血 清 コレステP― ル値の変動 i表 4に 血清 ヨレ

ステロール値の経時的変動を示 した。 1%ヨ レステ

P― ル投与により,血 清コレステロール値は対照群の

それに比べ,20%以 上の増加を示 したが,極 端な高コ

レステロール血症を呈するまでには至らなかった。

3)糞 便中各種ステロールの変動 t糞便 lg当 た り

の総胆汁酸量および各種胆汁酸濃度ならびに 1日排泄

量についての測定結果を表 5に 示 した。 1%コ レステ

ロールの添加によって糞便中の総胆汁酸量は対照群に

比べ, 2倍 から3倍 の著増を示 し,ま た同定し得たす

べての胆汁酸はコレステロール添加によって増加して

いた。各胆汁酸別に検討 してみると, コール酸由来の

デオキシヨール酸 (DCA)の 増加は軽微であるのに対

し, ケ ノデ オ キ シ コール酸 由来 の リ トヨール 酸
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2.実 験 2:食 餌性 コレステロールの大腸発癌に及

ぼす影響

1)発 癌結果 :コ レステロール投与群および対照群

における発癌率,一 匹当た りの大腸癌,小 腸癌数なら

びに転移巣形成率を表 3に 示した。対照群では大腸発

癌率は97.1%で 一匹当た りの大腸癌数は558± 4.48で

あったのに対し,コレステP― ル群でのそれは100%お

よび8.15±5.85であって,対 照群に比 し有意の発癌促

進効果が認められた。小腸における発癌状況に関して

は両群間に差異は認められなかった。一方転移巣を形

表3 食 餌性ヨレステF― ルの大腸発癌に対する影響

Large tntestine Srna,, intestine R a t s  w i t h
metastases

anirnais wlth    no.of tumoPs

tumo,s         per rat

anima's with   no.of tumoPs

tumo,s        per rat

Cont,o10「oup     34(97.1%)  5.58± 4.48a

(35 rats)

20(57.1%)  1.51と 2.09     8(22.8%)

20(45.4%〉  0.88+1.38。   20(45.4%)bCho:esterol group

(44 rats)

44(100%)  8.15± 5.86b

a  M e a n  t t  S . D .

b SianifiCantty different fromゃontr。, G roup, pく0.05.

c Not significant,y different fPom Contro, G roup, p〉0,05.

表 4 血 清コレステロール値の経時的変動

8       12 1 6 24  W

Control Group   4898± 2.6a 43.8± 0.5 40.5± 44 40.0± 1.● ● ●.8± 3.3  52.3± 4.5

Cholestero:Group 58.0と 6。lb Se.3士 ●.5。 66.8と 0.ld 46.5± 12.7 58。 3± 3.6d 62.5± 12.7

a M● an tt S.D。(mg/100m, s● ru m)

b Significantly different fPom Cont,o' G,oup, pく 0.05

c pく 0.02

d pく 0.001
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表5 食 餌性ヨレステロールの糞便中胆汁酸への影響   策 的以外には報告がみられない。大腸発癌の抑制に関

Cont,。16,o" Cho,●●terol G,o口, しては古 くよりいくつかの試みがなされてきた。松島

らのはプロテァーゼ阻害剤(ロイペプチン)によって大

腸発癌が抑制されるとの報告をした。これ以外にも各

種 ビタミンを用いた方法などが報告されている。最近

Raichtらゆは植物性ステロールに大腸発癌に対す る

抑制効果のあることを報告しているが,そ の抑制の機

序に関しては未だ不明である,今 回,著 者 らはコレス

テロールの大腸発癌に対する増強効果を報告 したが,

両者は化学的構造が類似している事を考えると興味あ

る報告といえる。

さて,大 腸癌の発癌に関与する因子には多 くのもの

が考えられているが, とくに腸内細菌叢は食餌成分や

摂取された食餌成分に対し反応性に代謝分泌される内

因性物質を,発 癌物質や補発癌物質に代謝活性化する

作用によって大腸発癌に関与しているとされている。

なかでも腸内細菌により腸管内で代謝を受ける胆汁酸

の発癌性やプロモーター作用は重要である。Naris‐

awaら いは各種胆汁酸の大腸発癌に対する増強効果

を報告しており,LCAが 培養細胞の DNAに 構造変化

を起こしたとの報告lいもみられ,LCAの initiatorと

しての活性が推測されている。著者らは今回コレステ

ロールの大腸発癌に対する増強作用について報告した

が,そ の機序として糞使中の胆汁酸の増量が重要な因

子 と考えている。またコレステロールの投与によって

糞便中のコレステロールは著増を示すが, これらのエ

ポキシ ド体が大腸発癌に何らかの関与をしていること

が推定されるが,そ の詳細に関しては不明である.大

腸発癌に関しては外因性の因子や内因性因子が複雑に

,からみあっているが, これら大腸発癌の機序を明らか

にし,本 邦において増加傾向にある大腸癌に対し何ら

かの予防的方策を講ずることは困難な途ではあるが,

可能性のあることと考えている。

V,お わりに

大腸発癌には腸内細菌が重要な役害Jを演じており,

腸内細菌出来のβ‐Gaseに 対する阻害剤による大腸発

癌抑制効果について述べるとともにコレステロールに

よる大腸発癌増強効果 とその機序の一端を明らかにし

たので報告した。
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β‐Gase阻 害剤を用いて大腸の発癌を抑制することが

出来たが, この様に大腸発癌の抑制法 として腸内細菌

の酵素を抑制する方法 としては無菌動物を用いる方
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