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mutagenicthanthoseofthebenignones. trLIpofgallblflddprcaneprwasmoremut･a-
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I,ン)showedpositiveresult､S.
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は じ め に

わが国の胆道癌死亡率は世界主要39カ国中男性は世界

第 2位.女性は第 5位である. さ吊 こ新潟県LT)胆道癌死

亡率は男女共全国 1位である,そこで新潟県は世界有数

(･JⅧl_迫癌 多発地域十言--1てヰ)過".十ではない.Yこm anlOtO

らま)は寒症の成関として新潟の地域特性をこ問題があると

のI乍~業仮説を_lLLてた_そLT)研究L') ･環 として.胆汁(,')変

異r京性に注 目して研究を行な-1た.

胆汁とハ変異原性に-)いては.Silverman 主')2､が市販

の胆ナ1-･酸製剤30稗を刑いて Amestestを用いて検討 し

ている.彼吊 土検索 した胆汁酸全て に蜜異原性を示 した

ものはなか-,たが.二次胆汁酸であるりトコIJL酸がうり

~rミ/~J'ン ト:.i七ンL')変興原性を強める作用を示 したと

報告 Lてい る.即 ち L.次胆汁酸 りトニト ･′L酸が共変粍原

作 (coillutahTPnicitylをもー~)ことを示 した.次に WatatxI

LL13＼は,サルモ ネう TA loo株,TA 9弧 を附いた Arl･lPS

十十 二 ニト -,L酸, ･lTJIp､ノすすニト.Lコ-L/L酸i･こやや弱い変

異原性 を認 めたが, リ トコ-ル酸をこぼ認めなも､と発表 し

た. その後 ＼,'(ulittl'Ll～:･は,WiIlabe 吊 1上同様L')方法

で実験を行なったが,盈-反応関係を得 られないことよ

吟, これ ら胆汁酸の変異原性を否定 している書 これ らの

実験は胆汁そのものでなく,胆汁酸を招いて行なわれた

もJlである.そ〔7)坪と畑土.検体中L:')ヒ-A+ジンが Am亡･S

test(.I)結果を混乱 させるためである. こ(I)､-L√)に胆汁

LTl賓畢慣性に-,いては†~机 ､た ^mestestL'1限界かEI-胆

汁酸についての研究が殆どであ りヒト胆汁全休L'1驚異原

性について検討 したもLJ)はない.

最近 Ka10 l､'5､が l･()ビaSSay を行机 ､高柳 王打二胆道

癌を合併することで知 られている先天性胆管拡張症の胆

汁の変異原性を調べているが,胆石症や胆道癌尊で胆汁

は検索 していない,このようをこ,今までの諸家の研究は

た 卜胆汁全体 としての突然変異原性について不十分なの

てこLTl度 recassayを用し､検討を行な一一た.

材 料 と 方 法

胆汁の採取

1987年9月-11989年 1月までに新潟市内の 2病院及

びその他新潟県内LT)2. 3(Tl病院にて種 々Lp')疾患で外科

的胆喪切除を受けた患者LIJl阻喪内胆汁 138例を採取 した.

それらの阻喪内胆汁 5mlを直径 4.5fEm ミリポアブイ

JL･々 一一一(て TL･'7ス トIA)で滴過滅菌後,一･一-20℃にて

冷凍保存 した.検索時胆汁は室温中で自然解凍後,梗坤二i

した.

変異原性試験

採取胆汁の変異原性試験は spoTereCaSSay紋6卜8)

に従って'lJJ一存一二言こ.枯勘軌')1_)NA修復能欠損株 M-45

(ree-1 Lt二,幡復 可能株 1-卜117Lrec+)を用い.各々

旦06/ml)を,作 った中 枯草菌は, (財)発酵研究所 より

恥 入した.隣 人した菌を け-2ブロー--く (肉二r･キて IhT､

ポ りベイ トン 1g.NaCIO .5g.トl2010Oml)でよ く

にいIliく操作 したni王汀℃で16--18時間振漁培養 した.

そ職級予め作 っておいた胞子形成周寒天培地に培養 した

菌液をぬ りひろげた,菌をぬったシャ- 抄は37℃で rec

一･--･-菌は 7Fl.rt,e-卜菌は 5f~~~用言∵養 した.そし')後 .I-1･---L:

裏面をこ生えた茶色の芽胞をスプ--ソでかきとり滅菌試験

管にい畑 7二 k,mノ7倍地 目Nl土I)2SO-I1g,Nl12lJ(_)-110

ど.ML,So､1.7112O 0.1g, FJ:】∴/酸 十 卜.)rl,∴ (1.i-)ど,

Ⅰく(__)トⅠ_9.･1g,H2O IOOOmllに上いた.h仙1培地で洗

浄後, りゾート -∴溶液を l･1O殻加え37℃でニiO/')増∵養し

た.次に Sl)S 澗己酸 卜∵ドシJLナ トり,L,ノ､〕LTll()qoI拝聴

を加え∴ i7t'て30分培養 した. 二才汗'キ遠心にかけた後

宮臓 物を滅菌蒸留水で5回洗浄 した.二･T,して出来卜が-･,

た芽胞液し')生菌数を数え上記の濃度液に滅菌蒸留水で調

整 し冷蔵保存 した.

いた lト1)-rH-:く 101111上各々LTl芽胞浮遊液 0.1rnl

を流 し入れ 岡津zL､せ r(,C一･一-入り寒天培地上 ree+人;)

寒 天培地 を作 一･､た. 固ま･･･､た寒天培地し7)Liこ. 東経 8

mm 厚手C')･べ一･一′く-デ (~く')を置いた.更に.そし')ベ一一

･こ一･:i:(-iI)に~J(JLl1-滅菌済品の,試験F町 ト20.lEl

をしみこませた.このシャ- レを冷蔵庫で30分冷やした

碓∴ 汀LCで2/1時間培養後,ベ･-バ･∴i■ご(-八L,Lr車中)にで

きた阻止帝展を測定 した.変異原性試験は,まず原液胆

汁 20IElを用いて実験を行ない.原液で阻 1巨帯を形成

する胆汁を選びだ した.それi.,(7)胆汁に一'lいて,更に生

食を用いて倍倍希釈を行机 ､､ 2倍,4倍, 8倍上 史

に阻 止.常を形成するものについては,最高64倍まで希釈

液 を作 --,た.反対iこlO/Ll.20.'tlでわずかに阻止常を

形成す る胆汁については胆汁貴 40/Lliこついて も実験

を行なった.ペーパーディタスに しみこませる胆汁慶と

しては,40lLlが限度であ一･一た. 各々の希釈液 20lLlを

用いて同様し'う変異原性試験を行ない,各希釈濃度におけ
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る阻止帝展を測定 した.なお--つのシャ-レをこぼ,ペ-

パ-ディスク4枚をまわりをこ置いた.まんなかをこ陰性対

照として SM-PG (ストレプトマイシンーペニシリンG 芸

･く卜し-~Jl｢卜-.'(-;･･ン 5000mcLIS･■ml,ベ∴シりン (:75()OO

utlitlllllをし､んこませたべ一･,く-∴;∫.･'く]/を匠き,Sh;1

pG単独をこよる阻止常長をこよって各胆汁による阻止滞廉

の補正をおこなった.上記試験をすべて rec-,TeC十

倍地で並行しておこな-､た.判定は 両菌株に一°-き,各々

種々の胆汁濃度をこおける,阻止市長より慶一反応関係カ-

プを描いた.又,阻止帝を形成する最少胆汁盈 ;M王C

Hllillimalinhibiti()tleOnL.ビntrLltioll)を rtlC .rLIC十

についてもとめ,その挽 けeC+/TeC-)を欝出した.

その結果グラフ上両-反応関係が認められ かつ,MIC

の比が2以上を示す胆汁を変異原性有りと判定 した,

共変異原性試験

変異原性試験と同様,まず rec-入り寒荒培地と rec

+入り寒天培地を用意 した.また既知変異原性物質とし

て,MMC (マイトマイシン C)を用い,希釈液 (0,粥2

pg/20pi)を作った. これは,rec一菌で阻止帯長約 3

mm,rec+菌で阻止市長が0となる濃度である,又胆

汁を倍倍希釈 し原液胆汁,12希釈阻i十 11,18.1

旦6,1/32を作った.固まった寒天培地の上にペ--パ-

デJfA夕を置き,それに MMC溶液 20plをしみこ蜜

せ更にそ〔~り上に作成 した検査胆汁の種々濃度液 1'()/Ll

をしみこませた.それらのディスクを rec-,rec斗各々

の培地においた.またコソトロ- ルとして 毎払獲C20pl

をしみこませたディスクと生食 20tllをしみこませた

ディタスを置いた.その後シャ-レを冷蔵庫で30分冷や

した襖37℃で24時間インキュベ- 卜した.その後ディス

クのまわりをこできた阻止帝展を測定した.胆汁添加時をこ

MMC 単独時よりも東 きな阻止帝形成をみたときその

胆汁を黄変異原性あ巧と判定した.これとは別に 鮎㍍漬C

濃度を種々にかえてこれに胆汁を添加 して recassay

を行ない形成される阻止滞濃を漁増産 しグラフを措いた.

結 果

変異原性試験

各穫疾患患者の摘出胆轟より胆嚢内胆汁 ま38例を採取

した.この内,抗生剤叉は抗癌剤投与患者より採取 した

胆汁,及び泥状で滅菌フィルタ-を通らない胆汁を除い

た i13胆汁について前記方法を用いて変異原性試験を行

:.十 ､た.試験胆汁LT)年令別内訳は∴iO代 (L11人:3.500).

･10代 Ll:1人:12.ilo.1.50代 しこi9人;3･Ll.5%1.6O代 (こ10

人ここi5.･-LIOol.7'Oft(16人:l･;i.20(い てあった (図 1).

tr:)一1.5

また男女別では,男53人予激闘人であった.疾病別分析

は,表 1に示 した..Ltトド良性疾患は,総数Tl)し異27:

東嶺5).悪性疾患は,級数53(男29:女2弟 であった,

悪性疾患,良性疾患合併例では,悪性疾患の方をとりあ

げ数えた.叉悪性疾患のみの合併軌 及び良性疾患のみ

の合併例をこついては,すべての疾患を一つとして数えた.

良性疾患の内訳としてはす胆石53(男且9:女3姑 胆嚢

ポリ-プま3(男6:女 7),胆轟せんきん症 1 (男 0:

女 日,胆褒幾2 (男1:女 日,胆管衆望 (男1:女 日9

先天 性 胆管拡張症 1 (女 日 であった (羨 望).悪性疾

患 の 内 訳は,胆嚢癌10(男3:女7),胆管癌6 (男5:

女一日,大腸癌 7 澗 こ1:女~二日.肝臓癌3 し男コ:女11),

肝臓癌,I L男L:I:皮-(日.胃痛コO(!J=511,良-Ol.食道癌

1 (女 日,肺癌 1 (亙 り 予子宮癌 1 (蜜 日 であった

(養 護).検体は,摘出胆褒内胆汁としたので,良性疾患

は,胆牽及び胆管系のみであった.悪性疾患は,消化管

疾患が主であった,

これらの胆汁を周いて先に述べた方法で Yecassay

を行なった.義､選にその結果を示 した.左より疾患名

及び recassayの結果を示す.結果は,rec十の欄に rec

+菌が阻止体を形成 しない試験胆汁の最大慶を fEiで示

した.例えば2倍希釈で初めて阻止帝を形成 しない場合

且 試験胆汁 コOILl中に 10.ul('')帖L~トがU ､ているLll

で 10が となる.巽験最大量 (20がH にても阻止帯を

形成 しないものには-を記 した甲YeC-欄には,rec-菌

による同様の結果を示したやRatioの欄には,rec+〆rec

- (rec+菌による最小阻止胆汁慶を rec-菌による最

小阻止胆汁慶で除した億)を記 した,rec+/Tee-の懐

(Ⅶ C既)が2以上を示 した胆汁を変異原性ありとして

LU )L餌 付二.113例申,Nい.(i,No.丁,No.14.No.捕.

No.19.No.21).No.23.No.30,No.;il),No.▲17,N(1.

71.No.7こ1､No.86,No.1(16.No.113,cT115例でJ;卜､

た.これら15例の胆汁で各々の胆汁濃度をこおける阻止帝

展を計 り, ド-ズレスポンスカーブを描いた (国 語)辛

横軸に香取Fl【-i_汁 2OILl申Lf川根卜鼠 (,lEl)縦軸に各試験

胆汁で形成された阻止常長 (mm)をとった.⑳は TeC

-顔,Oは TeC♯菌の結果を示す.図 翌をみると No.

71を除いて髄i洩例では各試験胆汁をこ於いて rec-薗に

より形成される阻止帝展は TeC+菌をこよる阻LL常長より

太きく阻止帝形成の原因が胆汁による D因A 障害であ

ることを示 した.また試験胆汁中の胆汁慶が少なくなる

と薬をこそれらをこより形成される阻止帝濃も小さくなり左

下がりのカ--プを播き胆汁畳と阻 止帝長の間に慶一反応

関係を認裾 L N o_Tlでは ケ:-i-~'に交父が見られ. 10
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表 1 ヒ ト胆汁ハ r(､eassay結 果

N｡ 疾患 変異原性試験東少阻止鹿胆汁し〃卜disc No 疾患 変異原憶試験最少阻止息胆汁(〃トdisc1
rt,C+ l ree- fRiltio rec十 f rぐe- 与ftiltio

1胆 dw 59胆嚢ポリ-プ,胆石 0,6:三 1.25 0.5
2胆fI - 60胆石
3胆石 - 剛 胆石 10 lo t.O
4胆石,戯腺癌 5 10 ().5 62胆石
5胆fイ ■:.:.:.:.- 63胆石 5 5 1.0
6子宮癌 5 2.5 2_0 6LI食道癌,肝転移 -▼.:.
7直腸痛,肝転移 5 ー 2.5 2.0 65胆石
8胆石 66胆石 榊ー
9胃癌 67胆管檎 -
10胆石 - 68胆嚢衆,胆管炎
11騨練癒 - 69胆管蛾,胆石,胃癌 -
12胃壌 - 70胆石 -◆:
13胆fi 71肝血管腫,胃塘 2.5 1.25 2.0
14胆 2.5 i.25 2.O 72 - - ･.--
15胆凍噴 5 5 1_0 73胆T; 5 2,5 2.0
16胆石,胃噛 ー■.■.■.I 74腎癌,肝転移 ■-.:.【 ･-:. rEqW
17胆凍ポリ-ブ 1() 10 1.0 75胆管癌 -
18胆石,胃癌 0★039 0.0日ー 1.0 76胆石 -
19胆瀬,ポリ-∵ 5 2.5 2.0 77胆イ∴ 胃癌 -
2O胆fJ -:.:.:. 78胆廉ポ 号J-プ,胆石
21 79胆石
22胆潔癖 1.25 0.6:～5 2.0 80 -
23胆石 0.625 0.313 2.0 81胆石
24胆石,胃碑 82胆喪東 - - -

26胃癖,大腸噛.肝転移 5 5 I.0 84胆管鳴
27胃痛 - 85胆石
28胆凍せんきん症,胃癌 86肝煉稀 3.5 1.25 :～.O

30胆石,胃碑 0.07 0.035 2.0 88胆石 -
31胆喪ポリ--イ - 89肝臓癌 2.5 ?.5 1.0
32胆凍碑 ･- 90胆瀬峰

33胆凍癖,円墳 - 91胆石,胆管 塞 - -
34胆石,先天性胆管拡張症 - 92太腺癌,肝 転移

35胆石 - 93胃噛,育 .前立腺転移 - - -
36胆喪ポリ-7 - - - 91阻喪噛 -
37胆石 95度腺癌,肝転移

38阻凍ポリ-守 96陣嬢噛
39胆襲せんきん症.胃墳 - 97胆石 -
40胆石 - 98胆石 -
41胆石 ■- 99胆 -
42胆潔癖∴肺稀 2.5 1.25 2,O lOO肝騰癒 1.25 1.25 1.0
魂3胆嚢ポリ-プ 101胆rr ▲-;t> ･...:一-.:- -
44胆管墳 - 102阻喪 ,ポ リ-7 10 10 1.0
45胆 103胆石

46胆喪ポリ-7 -:- -..▼ -- 104胆薄頬, 胃痛 -
47胆石,直腸癌 27 13 2.0 105胆石
48胆凍ポリ-プ 106胆嚢癌 lO 5 2.0
49胆石 - 107 -,.
50胆石 - 108.肝臓癌
51胆石 109胆石 --.

52人勝頼,肝転移日 2,5 2.5 1.0 110胆石日 - - -

53胆石54胆石, 胃癌 5 5 1.0 111胆 自噴112揮疎癌 ■■■■=- -
55胆石 10 10 1.0 113胆車壌 20 5 4.0

56 日 ポ リ-7, 日石 陽性対照 (MMC,がg/disc) 0.004 0.0004 10.057胆石
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30 40 50 60 70 年 令

t も 与 ‡ ～

39 49 59 69

図 五 患者の年令労布

東 望 良性疾患別分析胆汁数と変異原性陽性胆汁数

疾患 勇 女 合計

胆石 19(3) 34 53(3)

胆嚢ポリ-プ 6 (1) 7 13(1)

胆嚢せんきん症 0 1 1

胆嚢炎 1 i 2

胆管戊 1 1 2

先天性胆管拡張症 O 1 1

計 27拍) 15 72摘)

良性疾風合併例は,すべての疾患について分けて記載.

ただし良性,悪性疾患合併例は悪性疾腰､として嚢 3

をこ分解. ( )変易原性陽性胆汁の数を示す

ILIJ二5/Llに於いて rt:)e+薗iこrt､C---薗よ･1)大きい阻il-_

滞形成をみたため変異原性ありの車には含めなかった.

結局,Ⅶ Cが2以上を示 し,国 営で,畳-反応関係を

認めた胆汁は, 14例であった. これから冒3例率14例

拍2.4%)が変異原性ありと判定された.

変異原性を認めたi4例胆汁の疾病内容をみると胆嚢癌

3.Fj日.]】.3,胆I._∫+胃癌 2.阻喪ポリ-I-ill.胆喪癌 十

肺癌 1.子宮癌 1,肝臓癌 1,麿腺癌 1.I粧r_]-+直腸痛

1であった.年令は,32才-79才で,平均年令 55血塊才

て:i;I--,た.性別は.男8例 ･女'6例であー･､た.

M_lC比L,Tl値をーヱ入る上 ▲･1.0が2例,2.Oが12例であ･､

た.MIC比 /1.()と最も強い変興慣性を示したのは.No.

30 40 50 68 70 年 令

1 1 ＼ も し

39 49 59 69

寮 3 悪性疾患別分析 胆 汁 教 と 変

異原性陽性胆汁数の 蜜 と め

疾患 男 女 合計

胆燕癌 3 (冒 7 (3) 10(4)

胆管癌 5 1 6

大腸癌 4 (1) 3 しい 7 ほ)

鰐級癌 2 i 3

肝腺癌 1 十日 0 4 (冒

胃癌 1且(1) 9 (1) 20緩)

食道癌 0 1 1

肺癌 0 1 (I) l n)

子宮癌 0 1 (1) i (1)

計 29(那 24(7) 53日l )

悪性疾患合併例は,すべての疾患について分けて 記

戟. ( )変輿原性陽性胆汁の数を示す

大腸癌は露腺癌を含む

18胃癌+胆石上 No.113胆嚢癌でか lた.

さらに阻止帝を形成 した28例の胆汁で,各胆汁の TeC

-と rec+の阻止帝展叢より各胆汁の変異原性の強さを

みると (豪 速),4mm 以上の差を示 したのは No由6,

N(I.Ill.No.2:iC')こ3例であった.21Ⅲllu｣:∴･1111111未

請(-Tl差を示 したnは,No.7.No.18.No.42､N(I.47.

No.113の 5例であ-･1守∴ 年令別に recassaI,Lr)結果

をみると,変異原性を示 したものは30代1例 (25%)40
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良柄 :ーReeilSSnl,''を用いたヒト胆汁L-I)食鞄原性に一一)いて:

表 4 変輿原性陽性胆汁n阻止常長差

･O. 蔓 胆汁壌 阻止常長ぐmm) 喜 農(tEUdise) r(､C rc,e+

671塊18-922233042477386106113 =ー 6.5 1.0 5.5

5 5.5 0 .0 5.5

lO 3,0 1.0 2.0
5 2.5 0.0 2.5

5 4.0 1.0 Lt.O
2,5 3.5 0.0 3.5

0.156 5.0 2.0 3,0
0.078 2.0 0.0 2.0
0.039 I.5 0.0 1.5

10 1.5 i.5 0 .0

5 1.25 0.0 1.25

2.5 2.5 1.0 1.5
1,25 1.5 0.0 1.5

5 9.0 3.0 6.0
1.25 4.25 1.0 3.25
0.62 7.0 0.0 7.0

0.156 3.0 1.5 1.5
0.078 i.5 0.0 1.5

5.0 4.5 2,0 2.5
2.5 i,0 0.0 I.0

4(ー 3.5 3.5 0.0
2〔ー 2.0 0.0 2.0

10 2.0 1.75 0.?5
5 0.75 0.0 0.75

5.0 2.0 1.5 0.5
2.5 1.5 0.0 1,5

40.0 2.5 ?.O 0.5
20.0 1.5 1.5 0.0
ま0,0 1.0 0.0 1.0

40 4.5 2.0 2.5
20 1.5 0 .0 l.5
10 1.0 0.0 I.0

責 5 良性疾患の男女別 recassay結果

変異原性あり 変異原性なし 合計

男 4(14.8%)* 23(85.2%) 27日00%)

女 0(0%) 45日00%) 45LlOO901

*l】く(1.05

表 6 良性,悪性,疾患別 reeassay結果

変異 原 性あり 変異原性なし 合計

良性疾患 4 (5 .6%) 68(94.4%) 72(100㌔̀)

悪性疾患 ll(20.8%)車* 42(79.2%) 53(loo艶)

**p<0.01

5.付

7()代 3例 (12.5.%)であ一一)た,ヨo代.do代(:T)苦い人で

は}それ以上の年令をこ比べ,変異原性を示す胆汁が多い,

しかしこれを予良性疾患をこ限ってみると両群に差はなく,

胆汁自体の離合をこよる変異原性の変化というより,疾病

内容(.T)適いiこよる差かもしれない.男女別の recassay

の結果では,全体では男女間の胆汁の変異原性をこ選は認

めIr､-Itたかった. しか しこれを.良性疾患に限ってjtる

と く豪 5),良性疾患で変異原性を示したのは男性では27

例率4例だったが女性例で密猟原性を示すものはなく,

男性例で変異原性を多く示 した.疾患別 reeこ.lSSaya)

結果をみると (表 6),良性疾患のみ (良性疾患の多重

例 も含む)の胆汁は.72例で.その内4例 (5.60J.)に

変異原性を認めた.悪性疾患 (悪性疾患の多量例亨良性

疾患合併例を含む)の胆汁は,53例でその内10例 (1臥9

%)に変異原性を認めた中これより悪性疾患の胆汁は,

良性疾患の胆汁より優位に変異原性を示すことがわかっ

た.

良性疾患の疾患別 reeassayの結果では先に示 した

ように男女間では男性例の方に変異原性が多 く見 られ差

を認めたが,各疾患別の変異原性に差はみられなかった.

胆嚢癌の危険因子と考えられている胆石例 も変異原性を

示 したのは53例車3例 (5.7%)で変異原性を多 く示す

ことはなかった.ただ-例ではあったが高率に胆藤癌を

合併するとされる先天性胆管拡張症でも胆汁の変鼎原性

を認めなかった,鰐胆管合流異常の胆道内容物の変異原

性を調べた Kato5) らの結果で 私経時的をこ変異原性に

差が見られたと報告されている.

悪性疾患の疾患別 recassayの結果では悪性疾患多

義例は,各々の疾患を 且として数えたが,それをこよると

胆管癌は6例中O,大腸癌は7例rf12倒 し28.60い,秤

昧癌は3例中O.肝臓癌は/1例rf二71倒 (2300),胃癌は20

例率2例 日0%)ヲ食道痛は ま例中 0,肺癌は 1例中 ま

例. 子宮癌は 1例中 1例で. 計53例中11例 (18.9%)

であった,胆汁に最 も曝されている臓器の胆嚢癌ではiO

例中4例をこ変異原性がみられ,胆汁酸の関与がその発癌

をこ数えられる大腸癌では7例中2例をこ変異原性がみられ

た.

胆嚢癌例に注目Lてふると,胆嚢癌例は全部でlt)例あっ

たか,この内変異原性を示 したものが4例 (409/6'工 殺

菌性を示 したもの 1例 (lo鋸),どちらも示さなかった

慣性を認めたが男性例は3例中 1例に変異原性を認めた.
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胆蕪病例とその他胆嚢良性疾患の変異原性を比べてjtる

と胆嚢癌例では/lo粕;.こ変輿原性を認めたのにたい し胆嚢

良性疾患では5.69J吊こ変艶原性を認めたLr)ムだ一一た. こ

のことより阻喪病例は胆嚢良性疾患に比べ俸位に変 異 原

性を示すこL二･L_浴.ll--､た し表 7).

MIC比の値が 1.0を示した胆汁は, N o.15, N o.lT,

No.26,No.52,No.54,No.tL:)5,No.61,N o.63, N o.

89,No.100,No.102の11例であった. これ i､､胆 汁 の

(/I)形成する阻1_l二常長も′トさく在E)はほ左 トが i)a)1日二線 と

なった,rec-菌によるI/ラ7と rcc+菌による グう7

は重な恒1-'T]1第による阻LL･帯長iこ差を認めたか･,､た.MIC

を示 した,こJtl､)の事より MIC比が 1.0.0.5を示 し

た胆汁は Ⅰ二)NA 障害以外Lり他の繊序による殺菌性を も

-1もの上思われた.こしT)Jこ√=こ投函性を示 した胆汁甘

上記のように全部で13例であり,これらを疾患別をこ分け

てムると悪性疾患 7凧 良性疾患 6例で悪性疾患例LT)F出

汁で殺菌性が多くみられた中

共変異原性試験

既知(･T)変異原性物質として Nr･TM(､を用し､MMC !二

種 濃々度L')胆汁}:T::合わせた試験液で re(:LISS;lyを行アト､

た.そn結果粕友された阻l上帯長と MM(/'単独で形成

左iこ各々L71q鋸7.において,種 L々7う濃度胆汁と_MMC を

を形成 した時LT)阻1用字長を示 し!J_.そ(け緑こ最大阻L卜帯

形成時ハ帖 十濃度を IEldisrで示t.た∴lcニト潮t.汁Jう171

で川_1用 'iを形成-･す..封ifl.汁は,九L･tM(L'上胆汁を合わせた

時をこ阻止帝展の増強が見られて魁その原因が胆汁自体の

持つ変異原性叉は殺菌性が単をこ加算されたものなのか,

あるいは胆汁のもつ MMC の作周を増強させる働 きをこ

よるものなのか判定が困難なため秋 津からはず した,

胆汁単独では阻止帝形成のみられない胆汁のみで受験を

行なった.

薮 呂の MMC の欄には MMC単独使用時の阻止帝

長 を 示 す .1てこItioの欄には Mh,IC に胆汁添加して得 i-I

れた車の最大限止帝展を 弧 笠C 単独使周時をこ得 られた

阻 止常長で割 った値を示 した.適性胆汁 (MMC と食

わせて recとlSSこly を行な一･,た時に最大LJl阻ll二帯を作 る

波底の各胆汁)添加時の阻止常長が 瓦腰痛C 単独時の阻

止帝展より大 きくその比が i淵 より大 きかったものは30

例中22例 (73.3001に見l､一打 その比は 1.卜 2.0で平

表 7 胆嚢疾患の良性.悪性別 recassily結果

変異原性あり 愛輿硬性なし 令計

良性疾患 4(5.6%) 68鰻魂.魂%) 72(一00%)

胆 燕 癌 寸(4O.0㌔ー** 6(6(一.0㌔う 10(loo‰)

** pく().()1

豪 8 吐卜胆汁の衆変異原性試験結果

1.a;i( : : - I (トー､'†二ン(丁



寮柄 二砧Reeassay"を履いたk:卜胆汁の変桑原性について

均 1.5であー･,た. その比が 1.Otj二胆汁添加時と MMC

単独時の値に変化の見られなかったものはア例 は3.3

oo巨であった.逆に胆汁添加臥11=Lこそ(.T)阻直常長が L,np:IC

単独時より小さくなったものが1例見られた.各々胆汁

において最大限止市長を示す適性胆汁濃度はまちまちで

あり,そこ捌 £添加胆汁塵とその阻止常長の問をこ魔…反

応開床はみられなかった.最大阻止帝を形成する適性濃

度は,原液胆汁が8例 ほ6.7%),1/2希釈胆汁 3例

例 (3由3%),1/16希釈胆汁 3例 日0%),1/32希釈胆

8

(
tm

)
蛸
粍
7
T
fTj

CU

.ハ｢

20

8

6

:1

20

MM C+No.49

LL=)LE:)i

汁 5例 (16.79d)で糸l.-､た.1/1希釈液で最大阻=∵帯

を形成する胆汁が最も多かった.

次に MMC液L･Tl方を倍倍希釈 して MMC L7)0.0032

.lLgLdisL-液.O.OOOl)lELldise液.(1.0001/Lgdis(丁液を

作成 した.各々の胆汁 20fLlに作成 した各濃度の MMC

液を加:tた液で reL､こlSSayを行左-､た. 二Tントr--I/し

上して並行して MMC 単独で各濃度L')rec I1SSayを行

な･-､た.千(･')結果を図 3に示す.横軸に MMC LT一濃

度を pg/disc はOflD で示す.縦軸には形成された阻

8

6

1,I

2

0

8

6

･1

2

0

九･日＼,1(､+No.4I

′

0.0001 0.001

MMLl+Nnll/1

0.川)(l1 Ll.川吊

(圧1Ⅲll け川11

MMC (/欄 / disc)

図 3 マイトマイシン C をこ胆汁 を添加 した ときの阻止滞最の変化

図中の No.ぼ胆汁番号を示 す .
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ll-.市長の長 さを mm で示す.点線で描いた ゲ::77は

MMC 単独で行なった結果を示 し,太い線で措いた グ

ラフは MMCと胆汁を合わせた液で行なった結果を示

す.実験は.原液胆汁.11'希釈胆i十 lIl希釈胆汁,

わた.これi-_､5仲粧し裾こ原液胆汁使用時に得iT'わたヰ)LT)

管, グラフは MMC をこ胆汁を合わせた時 MMC単独

時に比 し左 卜jjが広が-,てし､る.こかは,MMC 単独

液でく.即日止帯を形成 し左い低濃度LT)Mh･.･1C 液 (0.0(x)Ll

.(唱 1disc)において胆汁添加時に∴川Ll卜帯を汁封友t_たこ

とを示 している.これより胆汁をこぼ有効農以下の密教原

物質Lp')効果を発現させる働 きのあるこしL_も考え上･､_-J圧∴

菌で同様冥験を行な---､た結果では.h･!tMe 単独液使用

時に比べ'.て胆汁添加時には IJ'ラ17はわずかに左に移動す

るかまたは愛 く移動をみなかった.

胆汁LT)も一･)料 師舌性作持十これn:lC か培養寒天内をLL

の If:うー~-Jに示寸.L√)に MMC 濃度が低い上阻I.l二常長を

広げる作用が人きくなるこし廿に.界面活性f侶軒~亡は説明

できないと思われる.

考 察

新潟県において各種疾患で外紺再.'=摘lLilした胆蕪内胆

汁を採取 し,そ〔J)変幣原性を 叩川で Ⅰ･ee;pISSこ1さ,法を用

いて検討 した 各種ji再卜酸を用し､てLI)変輿原帖 試験は､

特に大腸癌とし')関連において今窪で多くし'7人になされて

きた, Lかし胆汁そしりものを用いてLr)変異原性試験は多

くない.1982午 ＼,'ilIIKreijii∵)lは, ニラでンJ臣'lこIで

料(r汀吏水魚 (bream)nq里十一を用いて AmesI.estを行

ない.川(汁水の 101上人_巨7)強い変異原付,..を認めた.199ぐ1

年 Spigelman ら10)は芦十二指腸癌の-イ リスタとさ

かる fLlmilialadenomこltOuSePOlyposisの患者で 十 -.

指腹チューブより胆汁を採取 しその変異原性を Amestest

で調べた. しかし結果はマイナスであった.ヒト胆汁を

分析 した例(･よ他に 1989年 Ki-1tO へ 5-し')高頻度iこ胆道癌

を合併する先天性胆管拡張症患者LT)胆道胆汁の分析があ

る.sporerecassay 法を行机 ､その結果12例中 6例

(.500｡)が陽性であった. しかし胆石症や胆嚢癌等ハ疾

患についての胆汁分析は今のところないため今回本研究

を冥施 した.

この度の胆汁 TeeaSSayの結果は試験胆汁 113例の

内,MIC 比が 2以 上を示 しゲうV/で鷺洲反応関係を認

,00)を変幣原性ありと判定 した.変相酎生LT)強さを.～:llC

ltd.0!二最も強い変異･原性を示したLTlは,No.ほ 胃癌

+･胆石上 No.113胆l#癌であ--1.た.MIC比2.0を示

した(･')は No.6子宮癌,No.7直腸癌+肝臓転移,N(1.

14胆石.No.19胆嚢ポ】ト-す,No.21)胆嚢癌,No.23

胆f;.No.:30胃癌+胆丘 No.42阻喪癌+肺癌,No,

･47距腺癌+･･附f]'.No.71胃癌+肝血管挿.No.73胆

引翫針)発癌物質ハ hJ,11C比L')値と比べてム･て}上 れ11MC,

27,人ド232.MNNG 30.I)AlJA21.AnこIt()KillBl13こi

上皮-､てお･'l.これに比べると今lrJIの試験胆汁し.り変異原

性は,あってもごく弱いものと考えられた.阻止滞農叢

より各胆汁の変異原性の轟きをみると,魂mm 以上の叢

た.1)mm H_卜･.llllIll未満LTl差を示 したL71は,No.7.

質!･Iltへろ上 Ani･ltOXintミ11()Inm.LiLAA ll=11nl.

性は,弱いと思われた.

疾患別をこ変異原性をみるとサ良性疾患のみの胆汁は,

72例r~Ⅰ.;1例 (5.6001に変輿原性を認めた.悪性疾患胆

汁は,良性疾患の胆汁より優位に変鼎原性のあることが

わか-･.,た.悪性疾患例で変異原性がr如 ､説E牡L_して (ll

抗癌剤等の変異原性化学物質の使用 (2)悪性疾患の結

果.胆汁中に変取慣性物Fi5'L.りL1-_ミ現 (こi)変異原性を有す

る胆汁が悪性腰癌を発致させる,の場合が考えられる.

ここで抗癌剤の健周は術前の健周の有無を確認 しており

否定できるが予綾上 く封 の原因か結果については,現

在LpT上)L二二/'不明である.

次に胆汁の紫変異原性をこついて検討を行なった.そ碍

結梨は変異原性物質 h:n;IC fl,_町十に添加 Lた時に.約

70%の試験胆汁で 鮎扱戚C による阻止市長を大きくする

作周のあることがわかった.なお,共変異原性について

は悪性疾患と良性疾患の区別はない.堂例ではなかった

が,幾つかの胆汁では有効量以下の MMC で阻止帝を

形成させた,SilveTmam ら2)の実験でも,Amestest

を周いての結果,二次胆汁酸の りトコ-ル酸が有効慶以

下の 2-･AA の変異原性を発現させたと報告 しており.

今回の結果と一致するものである. さらをこ Watanabe

ら ほ)が同 じ胆汁を周いて, リンパ球でその変異原性を



真柄 :"Reet･lSSa了 を用いたヒト胆汁の変異原性に-1いて

調べた結果では,胆汁自体が染色体異常を起こすことは

なかったが,MMC の汲色体異常発現の効果を強める

作周のあることがわかった.

今回の実験は.原液濃度で阻LL帯を形成する胆汁に-.･)

いてのみ変異原性試験を行左いそL･T)12./1Ooに変異原性

を認めた.衆変異原性については各々の胆汁でその適性

濃度で認めた. ここで適性濃度というのは10例 持3.3

0,81で 14希釈胆汁, 8例 (26.70.)では胆喪内の原

液濃度であった.胆汁は肝細胞より分泌されるが,その

畳は一日 l000-2000mlにも連するといわれる.その85

%は水分でありその分泌も連続的に起こるのではなく絶

食時にはその分泌は減少 し その他食事の種病や水分摂

取量等によってもその農は太いをこ左右されるという.こ

れら胆汁はその後胆車内において5-10倍に濃縮される,

今回実験をこ使用 した胆汁は全例外科的切除胆嚢内より得

たもので患者の田常生活中の胆汁濃度とは異なったと思

われる. しか し,実際をこ体内においてほどの程度の濃度

の胆汁が胆嚢粘膜に触れる機会が最も多いのかは大変重

要な事と思われるが非常に難しい問題である.いずれをこ

しても今回の実験の結果,まず第 -に胆汁E'1体に変異原

性があり,第二に,胆汁には薬変異窺怯むあることが判

明した.以上の結果から胆轟の発癌については胆汁のか

かる作周を視野に入れて今後の研究を行なう必要かある

と思われる.

結 語

今後の研究の方向としては,まず TeCaSSayでみ ら

れた変異原性を別の方法を周いて再確認する必要があろ

ラ.従来 Amestestでは試料中をこ吐スチジンや トリプ

トファソがあると検索できなかったが,最近プル-コッ

トン等で前処理することにより,これlT)物質を除去 し変

異原性物質を含む成分のみ抽出することができるようをこ

なった13､.そこで Amestest等による再確認が必要で

ある.

次に t･ecassayで変異原性及び共変異原性を惹起す

る物質(り同定が必費である.特に今回胆道癌多発地域の

新潟で得た胆汁と_I.レ発症地域で得た胆汁iこ変異原性に差

があるのか,その変異原物質の同定など今後の研究で明

らかにすべきである.
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