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SummaJとy: Medium organ bioassays to shorten the experimental duration with unilat-

eral nephrectomy for early detection of renal tumors were investigated in male Wistar rats 

after N -ethyl-N -hydroxyethylnitrosamine (EHEN) administration. Animals were fed 

1000 ppm EHEN diet for 2 weeks and the left kidney was removed at week 3. They 

received several promoting agents and non-promotirig agents as negative control for 18 

weeks. Within a relatively short period of 20 weeks， the promoting effect on rat renal 

tumorigenesis can be detected as a significant increase of preneoplastic lesions， such as 

simple or adenomatous hyperplasias with increased levels of 5-bromo-2'-deoxyuridine 

CBrdU)一labeledrenal cortical tubular epithelia. 

Various kinds of salts and metals contained in the diet were tested at concentrations 

more than 20 times the normal doses in a preliminary experiment for nephrotoxicity over 

8 weeks. Potassium dibasic phosphate CPDP)， potassium aluminum sulfate CP AS) and 

copper sulfate CCS) induced nephropathy. Therefore， these three salts were investigated in 

this medium-term bioassay for renal tumorigenesis. Treatment with 5% PDP induced renal 

calcification with severe nephropathy and promoted the development of preneoplastic 

lesions， but that with 5% PAS or 0.5% CS did not. To study the effect of alkalization on 

renal mineralization， animals concomitantly received 5% potassium citrate CPC). 

The addition of PC to PDP diet reduced the promoting effect on renal tumorigenesis ; 

also indicated was retardation of renal calcium by histology， serum biochemistry and 

urinalysis. The promoting effects of PDP and inhibitory effects of PC were correlated to 

BrdU-labeling indices. Immunohistochemical study was used to examine α2u -globulin 

accumulation ; however， PDP-induced nephropathy did not appear to be related toα2u 

globlin， as evidenced by the negative results. A pathogenesis for renal carcinogenesis is 

suggested in which nephropathy associated with mineralization enhanced the development 

of renal cell tumors. 
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緒言

腎腫療の発生及び促進作用は，実験的に発癌二段階モ

デノレによって数多くの化学物質において見出されてい

る1)-12).しかしながら，ヒトの場合は疫学的に腎毒性物質

を含むいくつかの因子が腎腫湯発生に関与していると考

えられているが13)16)，確定的なものはない.腎において

は，腎毒性と腎発癌の関係が強く示唆されておりべ腎発

癌修飾作用を有する腎毒性物質は極めて多いと思われる.

一方，実験的腎発癌モデノレは従来から長期の実験期聞

を要し，数多くの腎毒性物質を検索するうえで，その前

癌性病変を指標とした中期発癌実験の開発が迫られてい

た.そこで著者は，まず従来の腎発癌モデノレを再検討し，

より短期でその発癌性を評価しうる発がん性試験法を開

発したうえで，塩類や重金属など生体に混入される可能

性のある多数の物質を腎毒性の有無によって分別し，腎

発癌性を検討した.またこれらの発癌修飾作用がし、かな

る因子により左右されるかを免疫組織学的にも検索し，

更にその要因を除去することで，発癌抑制効果があるか

否かも検討し，腎腫濠発生の機序について考察を行なっ

k.. 

実験材料および方法

1.実験動物

体重 150-160g前後の 6週齢 Wistar系雄ラット 500

匹を日本エスエノレシーK.K.より購入し， 1週間の予備飼

育後，実験に供した.

2.飼育方法

ラットは 40X25X25cmのステレンススチーノレ網ゲ

ージに3匹ずつ収容し，飲料水は水道水を用い，基礎食

(PAS， 5 %)， copp巴rsulfate(CS， 0.05 %)はそれぞれの

濃度で CRF-1粉末基礎食に混合し実験食とした.

4. 実験方法

(a) 動物実験

実験1)Wistar系雄ラット 110匹を用いて以下の 7

群を作成した(Fig.1).いずれの群も実験開始から 2週

間 1000ppm EHENを連続投与し，第 3週目に左腎摘出

術を行っている.

第 1群 ;βCyclodextrin(βC)を45mg/100 g体重で

1週間毎日皮下注射した.

第 2群;DL-Serin(DL-S)を100mg/100 g体重で隔週

毎に3回皮下注射した.

第 3群，第3週目より 0.1% LAを連続投与した.

第4群;第 3週目より1.0% NTAを連続投与した.

第 5群;第 3週目より 0.05% KBを連続投与した

第 6群;第 3週目より diethyleneglycol(DEG)を5%

濃度で、水道水に混入し連続投与した.

第 7群;第 3週目より基礎食のみとした.

各群を第 8週日， 12週目および実験終了時の 20週目に

エーテル麻酔下で屠殺し，右腎を摘出し，肝とともに重

量を測定した後 10%ホルマリン固定，パラフィン包埋し

た

実験 2)予備実験として粉末基礎食中に含有される塩

類および金属塩 15種類を以下の濃度で 8週連続投与し，

腎の組織像を 5-bromo-2'-deoxyuridin巴(SigmaChem目

ical Co.， U. S. A，以下 BrdUと略す〕標識による免疫組

織的検索も加えて検討した.

。 2 3 8 12 20(weeks) 

はオリエンタノレ MF固形飼料で実験期間中自由に摂取 醸霊認
させた.飼育室は室温 24土 1'c，湿度 55:t5%に調節

し，ラットは毎日観察し，死亡したものや死期に近いと

思われるものは屠殺解剖した固

3.発癌物質および被検物質

(a) N-ethy1-N回hydroxyethylni trosamine (半井化学，

以下 EHENと略す〉はチヤールスリパ CRF-1粉末食

〔日本チャーノレスリバーK.K.)に 1000ppmの濃度で混

合し実験食とした.

(b) Basic lead ac巴tate(LA，0.1 %.半井化学，以下

同様)， trisodium nitrilotriac巴tatemonohydrate(NT A， 

1. 0 %)， potassium bromat巴(KB，0.05 %)， potassium 

dibasic phosphate(PDP， 5 %または 10%)， sodium 

phosphate(SP， 0.05 %)， potassium alminum sulfat巴

A A A 

UN 

.... killed every 5 rats 

臨調 1000ppmEHEN in diet 

15 ma1e Wistar rats at 6 weeks of age 

Test chemica1s 

1) 45mgf100g body weight s -Cfday S.C目 X7

2) 100mgf100g body weight DL-serine S.C. biweekly X 3 

3) 1000ppm LA in diet 

4) 10000ppm NTA in diet 

5) 500ppm KB in diet 

6) 5% DEG in drinking water for 2 days 

7) Control 

Fig. 1. Experm巴ntaldesign. 
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(10 % Calcium carbonate， 10 % Calcium monobasic 抗体も同様の ABC免疫組織染色を行った.一次抗体は

phosphate， 1 % Magnesium carbonat巴， 10 % Calcium 腹水から回収した後，硫安塩析し，凍結乾燥後 PBSにて

citrat巴， 1 % Magnesium sulfate， 10 % Potassium 希釈し， 1μg/mlの濃度で室温 60分間反応させた.陽性

dibasic phosphate， 10 % Sodium chloride， 10 % Potas- 対照として，正常ラット腎組織を用いた.

sium chloride， 0.5 % Copper sulfate， 2 % F巴rricsul- 5.腎症および腎腫蕩性病変の組織学的分類

fate， 1 % Manganese sulfate， 10 % Potassium iodide， 種々の被検物質によって惹起される(慢性〉腎性を

10 % Potassium aluminium sulfate， 1 % Sodium fluo- Grade 1から 3に分類した叫.即ち， Grade 0は正常腎

ride， 0.05 % Zinc chloride) 組織， Grade 1は糸球体毛細血管基底膜および皮質尿細

実験 3)実験 2によって得られた腎障害をひきおこす 管基底膜の肥厚が巣状に認められた場合， Grade 2は更

物質について，実験 lと同様のプロトコールに従い被検 に拡張した尿細管とその中に hyalinecastが散見され，

物資を投与した. 尿細管上皮は時として萎縮しており， Grade 3は更に糸

実験 4)腎障害の著しい群のうちでも，とくに腎結石 球体の硬化所見，ボーマン嚢との癒着とともに，間質は

形成を示す群には， 5 %の濃度で potassiumcitrate(ク リンパ球を主体とする小円形細胞浸潤と線維化を伴って

エン酸カリウム，以下 PCと略す〉を同時投与した.実験 くる場合とした.腎腫湯および正常腎組織に認められな

1 ~ 4については，各群 5匹ずつ屠殺 1時間前に 100 い前腫蕩性病変は simple hyperplasia， adenomatous 

mg/Kg体重の BrdUを PBSに溶解し腹腔内投与した hyperplasia， r巴nalc巴11tumorの3病変に分類した23). 

また各群とも， 24時間蓄尿および屠殺時の採血によっ 即ち， simpl巴hyperplasia(photo.1)は尿細管上皮の軽

て，尿中・血中の電解質測定を行った. 度の増加に伴い，尿細管径のやや大きくなった病変で周

(b) 出，u-g1obulinIこ対する抗体の作製 囲への圧迫所見の乏しいもの， adenomatous hyper-

Q'，u-g1obulinはKurtz18)らの変法によって Wistar系 plasia (photo. 2)は更に周囲への圧迫所見の加わったも

雄ラットの尿から S巴phadexG 75カラムで純化した.こ のであるが，その径が糸球体径の 3倍以内であるものと

の配'u-globulinを 0.1mg/0.5 mlの 濃 度 に Freund's した. Renal cel1 tumor(photo. 3)は糸球体の 3倍以上

complete adjuvantで混合し， 2週間毎 BALA/cマウス で，明らかな腺腫性陽生を示す adenomaから，時に中心

の背部に皮下注射した.ハイブリドー 7 製作3目前に同 部壊死，細胞異型の加わった carcinomaまでを含めて分

量のQ'，u-g1obulinを adjuvantなしで静注し，ブースタ 類した.これらの腎病変は，腎を横断面で 4切片作製し

ーとした.ハイプリドーマの作製ならびにモノクローナ 組織学的検索に供した.統計学的検定には，腫療の mu1ti民

ノレ抗体については， Kohlerらの変法を用いた19)20). plicityには Studentのt検定を，腫療の発生頻度に関し

(c) 免疫組織学的検索 てはど検定を用いた.

BrdU免疫組織染色は， 70 %エタノーノレ固定ノミラフィ

ン包埋物質を脱パラフィン後，蒸留水で洗浄し， 0.3 % 
車古 果

H，02を含むメタノールで、内因性ベノレオキシダーゼを除 実験1)各被検物質投与群は， EHEN単独投与群に比

去した.0.05 MTris-HClノミッファー(PH7.6)で洗浄し べ腎重量および腎体重比の増加傾向が認められ，有意に

た後，正常家兎血清で非特異的反応を除去し，一次抗体 増加したものはβCとLA投与群であった.BrdU-L.I 

である抗 BrdU抗体(DAKO-BrdUrd， Bu20a)を 100倍 の経時的変化は 12週と 20週目では，尿細管上皮のいず

に希釈し室温で 60分間反応させた.二次抗体(ビオチン れの群も正常腎に比べ有意の増加を示し，また

化抗マウス IgG抗体)ABCcomplex(ABC Kit; Vector adenomatous hyperplasiaの病変を除いた腎組織での

Laboratories)は3TC，40分間で各々反応させた.最後 比較でも同様増加傾向を示し，腫疹促進効果をもたない

にdiaminobenzidine(DAB)で発色させ，マイヤーのへ DEGIこ比べ，第 1，2， 3及び4群ではいずれも有意の

マトキシリンで核染色を施した21) なお，染色の評価のた 増加を示した. 8， 12及び 20週のいずれの時点、でも，

め，同一ラットから採取した腸管粘膜上皮細胞の BrdU NTA投与群が高値を持続し， LAやβCも対照群と比

の取り込みを対照とした.BrdUのlab巴lingind巴x(L.1.) 較し高値を示した(Table1).組織学的変化については

として，腎組織 1片につき 5視野における尿細管上皮細 実験終了時の 20週に simplehyp巴rplasiaは各群 100% 

胞または間質細胞の陽性細胞数を計測し， 1mm'あたり 出現し第 6群の DEG投与群に比し，第 1群から第 5群

の陽性細胞数に換算した. までは有意の増加を認めた.同様の傾向が adenomatous

(b)で作製された日2u-g1obulinに対するモノグローノレ hyperplasiaにおいてもみられ， renal cel1 tumorが 20
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週日で出現した(Table2). ある (Tabl巴 3). 組織学的に腎尿細管上皮は細胞や尿細

実験 2)については腎重量の著明な増加を示したもの 管腔内に好酸性沈着物が認められた.

は， potassium dibasic phosphate(PDP)投与群で， 実験 3)については各々の被検物質のみでは simpl巴

potassium alminum sulfate(PAS)投与群も増加傾向を hyperplasiaが対照群に比してわずかに増加しているが，

示し， copper sulfate(CS)投与群はわずかの重量増加で、 adenomatous hyperplasiaの発生は認められなかった.

Table 1. A verage numb巴rsof BrdU巴label巴drenal cells p巴rmm' in rats tr巴ated

with EHEN， unilateral nephrectomy 

12 20 (weeks) 

Group Treatment 
Ctuobrtuilceas l Interstitium Ctuobrtuilceas l Interstitium Ctuobrtuilceas l Interstitium 

1 EHEN+β一C 16.20士4.32 5.56士2.36 15.33:t 0 . 58a.b) 3目69土0.33 11目80土1.30a) 5.78:t2.44 
02.59土1.28) b) (7.08士2.89)

2 EHEN+DL-S 15.25士2.99 4目89士1.69 13.25士2.22a，b) 6.67土2.65a) 13.80土1.64a) 6.00士0.82a)

(13.26土2.88)b) (6.18士2.25)

3 EHEN+LA 13.40士1.82 5目22士2.14 14.40士4.58a) 5.14土1.83a) 18.40土2.88a，b) 9.44士1.42a，b) 

(10.49土2.23)b) (9.86士2.41)

4 EHEN+NTA 17.60士5.86 4.89士1.72 19.40士4目 16帥) 5.31土1.36a) 22.20土4.09a.b) 8.67士2.50a，b)

(11.53土2.77)b) 03.26:t2.50)b) 

5 EHEN+KB 13.40士2.07 4.00士1.00 12.25士1.89a，b) 3.89土1.58 13.60土l目34a) 3.19士1.15

(7.92土1.17) (6.67士2.93)

6 EHEN+DEG 10.20士3.19 2.67士1.19 9.75士0.50a) 4.72:t3.58 11.75土2.22a) 3.33士2.39

(6.46土1.10) (6.39士1.96)

7 EHEN only NA NA 6目50士1.79 2.22士1.58 6目25土1.89 3.30士1.76 

EHEN， N-ethyl-N-hydroxyethylnitrosamine;βC，βcyclodextrin; DL-S， DL-serine; LA， basic lead acetate; NTA， 
trisodium nitrilotriacetate monohydrate; KB， potassium bromate; DEG， diethylene glycol.( ): Numbers of BrdU-labeled 
renal cells without adenomatous hyperplasia and adenomas. NA， not performed 
a) Significantly different from Group 7 (p < 0.05) 
b) Significantly diff巴rentfrom Group 6 (pく0.05)

Table 2. Histological findings in kidneys of rats treat巴dwith EHEN， unilat巴ral
nephrectomy and test chemicals 

Simple hyp巴rplasias(SH) 

animals 
マweeks) 12 20 8 12 20 

Adenomatous Renal cell 

hyperplasias(AH) tumors(RCT) 
Total number Total number 
〔No. of rats) (N o. of rats) 

812  20 12 20 

o 
(1) 

2 

(2) 

1 

(1) 

8 
(3) 

o 
(1) 

Effective No. of rats 

with SH(%) 

No. of SH 
Group Treatment N o. of per rat 

1 EHEN+β一C 5 5 5 19.8士1.0 5.8士2.5a，b) 6.6士1.9a，b) 0 2 10 

(100)a) (100)") (100)a) (1) (4) 

2 EHEN+DL-S 4 3 5 12.4土1.6 4.6士1.5a，b) 8.4士1.1a，b) 。。7 

(80)a) (60) (100)a) (5) 

3 EHEN+LA 2 4 5 0.8土1.0 2.2士1.7 11.4土6.6a.b) 。2 6 

(40) (80)") (00)色) (1) (4) 

4 EHEN+NTA 3 5 5 0.6土0.8 8.6土3.4a.b)12.2土7.2a.b) 。19 27 

(60) ooo)a) Ooo)a) (4) (4) 

5 EHEN十KB 1 5 5 0.4土0.5 1.4土1.1 9.2土2.7a.b) 。3 8 

(20) Ooo)a) (100)a) (2) (3) 

6 EHEN十DEG 5 。 4 5 。 1.4土0.8 2.6土0.5a) 。 l 
(80)a) (100)a) (1) 

7 EHEN only 5 。 。 2 。 。 0.6土0.5 。 。
(40) 

ハUnu 

。。

EHEN， N -ethl-N -hydroxyethylnitrosamine;β一C，β-cyclodextrin;DL-S， DL-serine ; LA， basic lead 
acetate; NT A， trisodium nitrilotriacetate monohydrate ; KB， potassium bromate ; DEG， diethylene glycol 
a) Significantly differ巴ntfrom Group 7 (p < 0 . 05) 

b) Significantly different from Group 6 (p < 0.05). 
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第 1群の 5%PDP投与群には simpl巴hyperplasia及び 群〉は simpl巴 hyperplasia及び adenomatous hyper-

adenomatous hyperplasiaともに第 4群の EHEN単独 plasiaとも第 4群に比し増加傾向はみられず，腎症も概

投与群に比し有意の増加が認められる.またこの群のみ して軽度で，石灰沈着は認められなかった(Table4). 

renal c巴11tumorの発生を認めた.腎症も著明で，近位 実験 4)グエン酸カリウム (PC)のアルカリ療法によ

および遠位尿細管に石灰沈着をみるとともに(Photo る腎症や石灰沈着の軽減の程度を検討するため， PDPの

4)，発生した腎腫疹組織内にも石灰沈着が散見された 投与量を 10%に増加し，第 2及び第 6群を PCとの併用

(Photo. 5). 第 2群(PAS投与群〉及び第 3群(CS投与 投与群とした(Table5). 更にカノレシウム沈着の機序を

Table 3. Average kidney weights in rats treated with various salts for 8 

weeks 

Group Test chemicals Dose(%) Kidney(g) Kidney/B.w.(%) 

Calcium carbonate 10 0.722 。.29
2 Calcium monobasic phosphate 10 0.742 0.32 

3 Magnesium carbonate 1 0.728 0.27 

4 Calci um citra te 10 0.665 0.28 

5 Magnesium chloride 1 0.727 。.28
6 Potassium dibasic phosphate 10 1.270 0.76 

Sodium chloride 10 0.641 0.34 

8 Potassium chloride 10 0.654 。目34

9 Copper sulfate 0.5 0.640 0.32 

10 Ferric sulfate 2 0.732 0.30 

11 Manganese sulfate 1 0.755 0.28 

12 Potassium iodide 10 。.640 0.31 

13 Potassium aluminium sulfate 10 0.672 0.37 

14 Sodium fluoride 1 NA NA 

15 Zinc chloride 0.05 0.672 0.29 

16 Control 0.881 0.30 

Table 4. Numbers of renal lesions and BrdU白labeledcells in nephrectomiz巴drats treated 
with EHEN and test chemicals 

Group Treatment 
Simple Adenomatous Renal cell BrdU Nephropathy 

hyperplsia hyperplasia tumors (cells/mm') 
éG;~d~)---O Mineralization 

EHEN+ 5%PDP 6.70土2.45') 2.25:t 1. 25'.b) 0.35士0.58 8.05士1.72'.b) 3 十

(4.05土0.87)

2 EHEN+ 5%PAS 1，70土l.26a) 0.23土0.56 。 6.80士0.53叫)

(4.13土1.16)

3 EHEN十0.5%CS 2.00土1.13a) 0.20土0.41 。 6.90士1.09b) 

(4.00土0.86)

4 EHEN 3.20土l.79b) 。目40土0.57 。 4.73士l.36 。
(2，73土l.01)

5 5%PDP 0.88土0.95 7.15土 0.38a•b) + 

(2.90士0.68)

6 5%PAS 0.70士0.73 。 。 6.60土l.63b) 

(4.55士1.18)

7 0.5 CS 0.60士0.74 。 5.10土0.26b)

(2.85:t0.50) 
8 Control 0.40士0.55 。 。 3.40:t0目86 。

(2.95士O目79)
EHEN， N-ethyl-N-hydroxyethylnitrosamine; PDP， potassium dibasic phosphate; PAS， potassium aluminum sulfat巴，
CS， copper sulfat巴
( ): Numbers of BrdU-labeled cortical cells without adnenomatous hyperplasia and adenoma 
，) Significantly diff巴r巴ntfrom Group 7 (p < 0.05) 
b) Significantly different from Group 8 (pく0.05)
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検討するため，新たに ca1ciumphosphate(CP)をPDP

と同量投与する実験群を設けた.BrdU-L. Iは5%PDP 

投与に比べ， 10 % PDP投与は著明に増加するとともに，

腎症や石灰沈着の程度は著しかった.しかし， 10 % CP 

投与群である第 2， 6では BrduU-L.1.の減少とともに

腎症や腎石灰沈着の程度も平行して軽減されていた.

BUN， f7レアチニンの上昇及び，血中 Ca++，Cl の低下

が認められた.しかし 5%PCの併用投与群では，これら

の指標に改善傾向がみられた.尿中においては電解質の

変動が血中とほぼ逆転して認められた.10 % CP投与群

は血中，尿中ともに大きな変動を示すことはなかった

(Table 7， 8). 

Simple hyperplasiaは第 1，2， 5及び6群で多数の発

生を認め，計測不能であった.対照群においても 20週で

100 %発生しうるが 1匹あたりの発生頻度は極めて低

く， adenomatous hyperplasiaは認められなかった.こ

れは 10%CP投与群とほぼ同様の変化であった. 10 % 

PDP十5%PC併用投与群は， 10 % PDP単独投与群に

比べ有意差をもって renalcell tumorの発生頻度が

匹あたりの発生数を抑制していた(Table6). 血清およ

び尿中の電解質濃度については 10% PDP投与群に，

正常 Wistar雄ラットから採取した尿を Sephad巴X

G75カラムで純化して得た配2u-globulinを用いて，モノ

クロ一ナノレ抗体を作製したところ， クローン 2C5にお

いて日2U-globulinと強く反応する抗体を ELISA

(Enzyme link巴dimmunosolv巴ntassay)によって検出

した. この抗体は IgG1に分画され，West巴rnblotにて

18，700 daltonの分子量を認識した.この抗体を用いて免

疫組織的検索を行ったところ，正常腎組織では尿細管上

皮細胞および尿細管内にところどころ強く反応する沈着

Group 

2 

3 

4 

5 

6 
7 

8 

Table 5. BrdU民labeledcells， nephropathy and mineralization in n巴phrectomiz巴d

rats treated with EHEN and test chemicals 

Group 

4 

5 

7 

B 

Treatment 

EHEN→ 10 %PDP 

EHEN→ 10 %PDP十5%PC 

EHEN→ 10 %CP 

EHEN→ BD 

BD → 10 %PDP 

BD → 10 %PDP+ 5 %PC 

BD → 10 %CP 
BD (controJ) 

BrdU LI Nephropathy Mineralizati 
(cells/mm') 

de lVlmeral1Zat1on 
graae 

28.60士3.01a，b) 十十ト

14.50土2.54'九0) 2 十ト

2，92土l.56 。
3.80士0.95 。
25.20土l.75帥) 3 十けト
16，10:tl.94.，b) 2 -tI-
0.88土0.27帥) 。
3，15士0.68 。

PDP， potassium dibasic phosphate; PC， potassil1m citrate; CP， calcium phosphate. 
.) Significantly different from Group 8 (p < 0.05)， b) Significantly different from Group 7 
(p < 0 . 05). 0) Significantly diff巴rentfrom Group 1 (p < 0.05)， d)--H十.severe，十ト moder. 
ate， + : mild. BrdU.labeled cells were counted in renal cortical tubular epithelia without 
pr巴neoplaticlesions 

Table 6目 lncidencesof renal lesions in nephrectomized rats treat巴dwith EHEN and test chemicals 

No. of rats with (%) Mu1tiplicity 

Treatm巴nt
Simple Ad巴nomatous Renal cell Simpl巴 Adenomatous Renal cell 

hyp巴rplasia hyperplasia tumor hyperplasia hyperplasia tumor 

EHEN→ 10 %PDP ND 15(00)') 15(00).，b) ND 4.13士l.27.，b) 2 . 00:t l. ooa，b) 

EHEN→ 10%PDP+ 5 %PC ND 14(00)a) 4(28目6)民0) ND 2.43土l.50') 0.43土0.730)

EHEN→ 10 %CP 18(00) 10(55.6)'，b) 3(16.7) 3.56土1目54a，b) 0.83土0.83a) 0.17土0.37

EHEN→ BD 20(100) 18(90.0)') 5(25.0)') 3.50士l.41') l. 75士l.20') 0.25士0.43

BD → 10 %PDP ND 15(00)') 0(0) ND 0.92土0.86a) 。
BD → 10 %PDP十5%PC ND 15(00)') 。(0) ND 0.33士0.47b) 。
BD → 10 %CP 18(90.0) 4(20.0)b) 。(0) 。目79土O.77a，b) 0目21士0.41b) 。
BD (controJ) 20(00) 0(0) 。(0) 0.88士0.78b) 。

PDP， potassium dibasic phosphate ; PC， potassium citrate ; CP， calcium phosphate 
BD: basal diet; ND: Not detectable 
a) Significantly different from Group 8 (pくo. 05). b) Significantly diff巴rentfrom Group 7 (p < 0.05) 
0) Significantly different from Group 1 (p < 0.05) 
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Table 7. Serum bioch巴mistryvalues of nephr巴ctomizedrats tr巴at巴dwith 

EHEN and test chemicals 

Group Treatment BUN Cr Na K Ca Cl P 

EHEN→ 10 %PDP 44目1") 1. 56') 147.0') 5.86') 3.260) 94.90) 13.50) 

2 EHEN→ 10 %PDP+ 5 %PC 62.60) 1.570) 146.40) 5.77 3.730) 97.1") 10 . 50) 

3 EHEN→ 10 %CP 30.0b) 0.83b) 144.1b) 4.60b) 5.11") 101目2b) 6.5b) 

4 EHEN→ BD 26.0b) 0.68b) 142目9b) 4. 96b) 5. 04b) 103. Ob) 6.2b) 

5 BD → 10 %PDP 60.60) 1. 980) 149.8') 5.81") 3.030) 93.60) 17.1") 

6 BD → 10 %PDP+ 5 %PC 27.5b) 1. l1"，b) 148.00) 6.16a) 4.81") 97.40) 10.0') 

7 BD → 10 %CP 26.6b) 0.76b) 144目3 4.69b) 4. 87b) 102. 6b) 5.3b) 

8 BD (control) 27.8b) 0.70b) 142.5b) 4. 79b) 5. OOb) 102目9b) 5.8b) 

PDP， potassium dibasic phosphate; PC， potassium citrate ; CP， calcium phosphate. 
BD目basaldiet. 
0) Significantly different from Group 8 (p < 0.05) 
b) Significantly different from Group 1 (p < 0.05) 

Table 8. Urine analysis of nephrectomized rats treated with EHEN and test chemicals 

Group Treatment BUN Cr Na K Ca Cl P pH 

EHEN→ 10 %PDP 3000) 13.60) 54.80) 38目60) 1.040) 37.80) 87.90) 8.00) 

2 EHEN→ 10 %PDP+ 5 %PC 2000) 36.40) 46.8') 13 .6"，b) 1. 260) 34. oa) 87.60) 8.1") 

3 EHEN→ 10 %CP 15520) 101. 2 86.0') 584.20) 7目 92 85.20) 131. 2 8.40) 

4 EHEN→ BD 2577 107.8 114.0 294.6 13.32 185.5 144.7 6.7 

5 BD → 10 %PDP 288a) 12.80) 46.0') 33.40) 1. 040) 32. 40) 102.8') 8. oa) 

6 BD → 10 %PDP+ 5 %PC 168a) 14.80) 47.8a) 33.0') 0.820) 28.20) 85.4') 8.00) 

7 BD → 10 %CP 2112 123.6 126.0 679.0~ 6.62~ 112.4 227.4 8.40) 

8 BD (control) 2456 128.2 103.0 284.8 10.86 158.4 193.8 6.2 

PDP， potassium dibasic phosphat巴;PC， potassium citrate ; CP， ca1cium phosphat巴
BD : basal diet‘ 

0) Significantly different from Group 8 (pくO目05)

b) Significantly different from Group 1 (p < 0.05). 

物を認めたが， PDP， PAS， CSのいずれの投与群におい 数多くの腎毒性を有する物質を比較的短期でその発癌

てもその増加は認められず，特に PDP投与群ではほと 性について検討するためには，従来の腎発癌二段階法で

んど検出されなかった(Photo.6). 

考察

発癌過程は一般に直接または間接的に DNA損傷をき

たすことにより癌を発生さぜる場合と， DNAに影響を

およぼさないもののその過程で修飾ないし促進的に働く

場合に分けられる.前者は多くの化学発癌物質として諸

臓器において報告されている叫.しかしながら，我々の日

常生活環境中には，食餌を含む発癌修飾因子が数多く存

在すると推定され，むしろ後者の nongenotoxicな物質

の検討が急がれている.

腎においては腎毒性と腎発癌性の関係が従来から接摘

されており 1巾 2)25)26)，著者は数多くの腎毒性を示す物質

中とくに塩類の腎におよほやす影響について検討してきた.

即ち，塩類の過剰摂取がもたらす腎障害と，その修飾機

転から生じる細胞の再生~過形成性変化が腎発癌修飾に

関与する可能性があると考えられるからである.

は少なくとも 32週以上有していた1)-6)，多数の化学物質

の全てについてその発癌性試験を実施することは現実的

に難しく，そこで発癌性物質予知のための短期スクリー

ニング法として Ames法や染色体異常法などが用いら

れているが，これらの長期発癌性試験と必ずしも一致し

た結果を示さないことがある.近年，発癌過程に出現す

る前癌病変などを指標として中期発癌試験法が各臓器に

おいて開発されてきた27).著者は片側腎摘出によって生

じる残存腎組織の再生におよび過形成性変化が既知の腎

腫蕩促進物質投与により腫湯性病変へ進展していくか否

かをまず検討した.その結果，非促進物質である dieth.

ylene glycolでは， BrdUに示される尿細管上皮の細胞

増殖能は高くはなく， adenomatous hyperplasiaの発生

も極めて低く，同時に腎腫蕩の発生は認められなかった.

ところが他の腎腫場発生促進物質はいずれも

adenomatous hyperplasiaや renalcell tumorの発生が

認められ，この発生頻度は従来報告されていた長期の発
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癌実験における頻度と比較的相関するもので11. 被検物

質の作用強度に比例しているものと思われた.よって著

者は，これらの前癌病変と BrdU~L. 1.を指標とすること

によってかなり早期に発癌性の有無を予測しうると考え

た28).塩類の中でも，実際に生体におよぼす影響の可能性

の高いものとして，動物の実験基礎食中に含有される塩

類のうち尿細管に障害をおよぼし，再生像を伴うものを

予備実験にて選択した.この中でもリン駿二カリウム

(PDP)は予備実験投与の半分の濃度においても，この腎

中期発癌実験で前腫蕩性病変ばかりか腎腫湯の発生をも

示した.他の硫酸アノレミニウムカリウム(PAS)や硫酸銅

(CS)は強くはないが再生尿細管上皮の増生傾向をみた

ものの，発癌修飾の因子となりえなかった.この PDPの

腎発癌促進作用は，他の 2被検物質と同様，血中電解質

の変動は乏しいものの，わずかにカルシウムの低下とリ

ンの上昇が認められたため，腎のカノレシウム代謝に関わ

る腎毒性が腎発癌修飾に大きな因子となりうることを示

唆させた.カノレシウムの細胞内外におけるホメオスター

シスの乱れが，細胞障害から細胞死に至り 29)，これらの一

部に腫湯発生促進作用を有するものが報告されている 30)• 

今回の実験では， リン酸カノレシウムとして腎結石を形成

し，これによる腎障害並びに慢性の腎症が腎腫蕩発生に

おける促進作用あるいは修飾作用を示す原因と考えられ

た31).そこで石灰沈着による慢性腎症を軽減する目的で，

ヒトの尿細管アシドーシスに用いられるアノレカリ療法中，

腎結石形成の阻害作用を有するクエン酸カリウムの投与

を試みた32)33).その結果では，腎石灰沈着の軽減が，腎症

の軽減と相関し， これらはまた前腫湯性病変の抑制効果

をもたらした.また実験4の10% PDP投与群は，実験

3の5%PDP投与群と比較して adenomatous hyper. 

plasiaやr巴nalcell tumorの発生頻度の増加に用量相関

関係を示した.以上の事実は， リン酸塩の過剰摂取によ

って高リン血症をきたし， カノレシウムの排i世促進が生じ，

低カルシウム血症となったと考えられる.その結果とし

て，高濃度のリン酸とカノレシウムが腎に排i世され尿細管

にカルシウムの沈着が生じ，これに伴う腎症が相乗的に

発生したと考えられた.これらの過程で EHENによっ

(163) 

られた.即ち， リン酸カノレシウムは解離係数が極めて低

いために摂取しでも溶解せず，吸収されなかったと推定

される.

近年，無鉛ガソリンはじめ種々の腎毒性を存する物質

が実験動物において腎発癌修飾ないし促選作用を有して

いることが明かとなってきた34)-36).この機序として近位

尿細管内への細胞内ll'2u~globulin の沈着が大きな役割

を果たしていると考えられ， この物質の沈着による細胞

障害と修復過程が問題となっている.この機序を明らか

にする目的で，著者は日2u~globulin に対する抗体を用い

て尿細管上皮細胞の障害との関係について検索したが，

正常腎組織に比べむしろ減少していた.出2u~globulin が

関与する発癌性と，塩類によって生じる特に石灰沈着と

の関係は全くないと考えられた.

尿路系の腫疹，とりわけ跨脱刊 40)と腎41)叫ではその

結石が腫蕩発生に関与するとし、う報告があるが，今回の

実験はこれらの報告と一致するもので，今後腎腫蕩発生

の予防について一つの示唆を与えるものと思われる.以

上，腎腫療の発生，促進および抑制作周について，塩類

を中心とした腎毒性と腎発癌性について検討した.

市古
z 
百首

ラットを用いた実験的腎腫蕩において，その中期発が

ん検索法を確立し， これを用いて種々の塩類を中心とし

た腎毒性物質と腎発癌修飾，促進作用ならびに抑制作用

について検討し，以下の結論を得た.

1. EHEN投与後， リン酸二カリウム(PDP)を連続投

与すると，腎腫疹性病変を増加させ，更に用量相関関係

を示した.

2. 5 %クエン酸カリウム (PC)によるアルカリ療法は，

PDP により促進した腎腫療の発生を抑制した.

3. 以上の傾向は BrdU~labeling indexと相関すると

ともに，腎症や腎の石灰沈着の程度と関連を示した.

4. PDPによる腎症は ll'2U~globulin が関与せず，これ

が腎腫毒事発生機序の要因ではないと考えられた.

劫
悶 辞

てinitiateされた尿細管上皮細胞は，再生及び過形成反 稿を終わるに当たり，終始御指導，御校閲を賜りまし

応を通じて細胞増殖が高められ，腎腫湯発生の母地とな た恩師日浅義雄教授に深甚の謝意を捧げるとともに，論

ったと思われる.しかしながらリン酸カルシウム群では 文の御校閲，御助言を賜りました泌尿器科学教室岡島英

腎における石灰沈着も，また腎症も乏しく，これに相関 五郎教授ならびに腫蕩病理学教室小西陽一教授に深謝い

して腎腫蕩の発生促進はみられなかった.同じリン酸塩 たします.更に直接御指導頂きました小西登講師に感

で石灰沈着の本体であるカノレシウム塩であるにも拘らず 謝するとともに，第2病理学教室諸兄姉に感謝の意を表

リン酸二カリウムと同様の発癌修飾作用がみられなかっ します.なお本研究の一部は厚生省がん研究助成の援助

た.この理由としてリン酸カノレシウムの吸収不良が考え によった.本論文の一部は，第 81回日本病理学会，第 51
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回日本癌学会，第9回日本毒性病理学会において発表し

た
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Explanation of photos 

Photo. 1. Simple hyperplasia in a rat treated with EHEN， unilat巴raln巴phrectomyat w巴ek20， showing a tubular 

tattern(HE X100) 

Photo. 2目 Adenomatoushyperplasia in a rat treated with EHEN， unilateral n巴phr巴ctomyandβ一Cat w巴ek20， 

consisting of cel1s with abundant cytoplasm(HE X100) 

Photo. 3目 Renalcel1 tumor in a rat treated with EHEN， unilateral n巴phrectomyand NT A at we巴k20. Th巴

lesion was larg巴rthan 3 tim巴sglomerular size (HE X40) 

Photo. 4. Lymphocyte accumulation and calcification (arrow) of kidney in a nephrectomized rat treated with 

EHEN and PDP (HE X250) 

Photo. 5. Calcification in a renal cel1 tumor of a nephrectomized rat treated with EHEN and 5 % PDP (HE 

X100). 

Photo. 6. Negativ巴immunostainingof lXzu-globulin in th巴kidneyof a nephrectomized rat treated with EHEN 

and 10 % PDP. Scattered positive tubular cel1 in the control kidn巴y(insert) (ABC method， counter-

stained with hematoxylin X40) 
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