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《原著》

化学発癌剤，3’－Methyl－4dimethylaminoazobenzene投与

ラットにおける67Ga－citrate肝摂取率の経時的変化

佐々木　徹＊ 小島　周二＊ 久保寺昭子＊＊

　要旨　化学発癌剤，3’－Methyl－4－dimethylaminoazobenzene（3’－Me－DAB）連続投与ラットについて，1週

から20週までの67Ga－citrate（67Ga）の肝摂取率変化を検索した．

　6？Gaの肝摂取率は，3’－Me－DAB投与開始後3週目で一過性の上昇を示し，その後一旦低下するが6週目

より再び上昇し，20週目における67Gaのg肝あたりの摂取率は対照群の約2．3倍の値を示した．この67Ga

の肝摂取率パターンは，肝r－glutamyltranspeptidaseやglucose－6－phosphate　dehydrogenase酵素活性の変

動と一部関連が認められた．

　さらに，67Gaの細胞内分布を経時的に追跡比較した結果，800×9分画に著しい変化が認められた・

　これらの結果から，3’－Me－DABにより誘導される病変に関与するものの一つに800×9分画に含まれる

成分が考えられ，またこの成分が67Gaとの結合性に関与していることが示唆された．

1．序　　文

　1969年Edwardら1）によってホジキン氏病患者

のリンパ節病巣への67Gaの集積性が報告されて

以来，多くの研究者によって，臨床的ならびに基

礎的研究が続けられてきた．その結果，67Ga－citrate

（以下67Ga）は腫瘍部位を陽性像として描画でき

るスキャン剤として繁用されるに至ったが，その

集積機序に関しては依然仮説の域を脱していない

のが現状である．

　現在までに報告されている67Ga癌細胞集積機

序に関する研究の多くは2”7），移植した癌あるい

は培養された癌細胞について検討したものであっ

た．

　本研究では，67Ga肝細胞集積機序解明のための

基礎検索として，肝親和性のある化学癌剤として
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知られている8・9）3’－Methy1－4－dimethylaminoazo－

benzene（以下3’－Me－DAB）をラットに連続的に

投与し，67Gaの肝摂取率の変化を経時的に観察

するとともに摂取率の増減が関与すると考えられ

る細胞分画を検索し，同時に生化学的変化を追跡

して67Gaに親和性のある生体物質を類推するこ

とを試みた。

n．実験方法

　1）実験動物

　実験動物はDonryu系雄ラツト（東京実験動物

K．K．）8週齢，体重約180～2009，120匹を2群

に分けて用いた．対照群には固型基礎餌CE－2（日

本クレァK．K．）を3’－Me－DAB投与群には0．06％

3’－Me－DAB含有固型餌（オリエンタル酵母K．K．）

を与え20週間飼育した．飼育開始後1週間ごとに

20週まで各群5匹ずつを6？Gaの肝摂取率，肝細

胞の酵素活性の測定などの実験に供した．

　2）核種および放射活性の測定

　67Gaはクエン酸ガリウム（第一化学薬品製

K．K．）1mCi／m1を0．08　Mクエン酸ナトリウム溶

液で50μCi／m1に希釈したものを，ネンブタール

麻酔下でラット尾静脈より0．2m1（10μCi）静注し

Presented by Medical*Online



202 核医学　19巻2号（1982）

　た．静注48時間後ラットを撲殺し潟血後，肝臓，

　脾臓，腎臓および肺臓を摘出し，それぞれ湿全重

　量を測定した．

　　各臓器はミンスした後，約1gをプラスチック

　チューブに精秤しウエル型シンチレーションカウ

　ンター（アロカTDC－501）で放射活性を測定し，

　投与量に対する摂取率で示した．

　　3）肝細胞分画

　　肝19を精秤し10倍量の冷0．25Msucrose（pH

　7．6）でホルモジナイズ後，ナイロンメッシュ（フ

　ァルマシア）で濾過し，以下Fig．1に示す方法で

　分画を行った．得られた分画のうち沈澱は0．25M

　sucrose（pH　7．6）で再懸濁し放射活性と蛋白量を

　測定した．ただし，肝細胞分画はすべて4°C以下

　の低温で処理し，蛋白量の測定はウシ血清アルブ

　ミンをスタンダードとしたLowryら10）の方法に

　従った．

　　4）酵素活性の測定

　　a）γ一glutamyltranspeptidase（以下γ一GTP）

　　γ一GTPはII－3）の肝細胞分画で得たF－3（ミク

　nソーム）分画についてγ一glutamyl－p－nitroanilide

　を基質としたOrlowskiら11）の方法に従い測定し

　た．酵素活性は410nmにおける吸光度の増加か

　ら求めた．ただし，p－nitroanilineの分子吸光係

二数は8．8×103とし，1分間あたり1μmoleの

　P－nitroanilineが遊離されるとき1unitとした．

Cenヒrif

aヒ　800x

1　　　　　　1
F－1

Homoqenate
　　Cenヒrlfugation

　　　800xg　15min．

5000xg　15min．

　　　　　　　　　「⊥「

　　　　　　　　　F－2
　　　　　　　　　　　　105000xg　60min．

　　　　　　　　　　　「⊥「

　　　　　　　　　　　F－3　　　　　　　F・－4

Fig．1Preparation　of　subcellUlar　fractions．　Abbrevia・

　　　tion：

　　　F・1＝Nuclear　fraction，　F－2＝＝Mitochondrial

　　　fraction，　F・3＝Microsomal　fraction，　F－4　＝

　　　Supernatant　fraction

またこれを蛋白量（mg）で除した値を比活性とし

た．

　b）glucose－6－phosphate　dehydrogenase（以下

G－6－PDH）G－6－PDHはII－3）の肝細胞分画で得た

F－4（上清）分画について，Glockら12）の方法に

従い反応系1m1中に酵素および91ycyl91ycine
buffer（pH　7．6）22．5μmole，　MgC12　4ptmole，　NADP

O．11μmole，　glucose－6－phosphate　1．4μmole含むよ

う調製した．

　酵素活性は，37°Cで2分間インキュベーショ

ン後基質を加え，340nmにおける吸光度の増加

から求めた．ただし，NADPの分子吸光係数は

6．3×103とし，1分間あたり1μmoleのNADP

を還元するとき1unitとした．比活性は蛋白質

1mgあたりの酵素単位とした．

1皿．結　　果

　1）67Gaの肝摂取率の経時的変化

　Fig．2に示すように肝19あたりの67Gaの摂

取率は，3’－Me－DAB投与後，1週，2週でやや

低下するものの，3週目では対照群の約1．3倍の

値を示した．その後，6週目までは対照群とほぼ
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Fig．2　Uptake　of　67Ga・citrate　in　the　gram　liver　of　the

　　　rats　during　feeding　with　3’・Me・DAB．　Results

　　　were　calculated　as　percent　of　the　contro1．　Ver－

　　　tical　lines　indicate　the　standard　deviation（n＝5）．
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同じ値を示すが，7週目より再び上昇し，20週目

では対照群の約2．3倍の摂取率を示した．また，

3’－Me－DAB投与後20週目における67Gaの摂取

率liver／blood比は対照群で6．92，3’－Me－DAB群

で32．4であった．

　全肝臓あたりの67Ga肝摂取率の変化はTable　2

に示したごとく，3’－Me－DAB投与開始後3週目

において若干の上昇がみられるが，対照群との間

で有意差は認めなかった．しかし，6週目から高

い摂取率を示し，特に9週目からは顕著な上昇を

示した．

　一方，脾臓，腎臓，肺臓における臓器gあたり

の67Ga摂取率はTable　1にみられるように対照

群と3’－Me－DAB群の間で有意差は認めなかった．

　全臓器あたりの67Ga摂取率をTable　2に示す．

結果は，腎臓，肺臓では対照群と3’－Me－DAB群

の間で有意差は認めないのに対し，脾臓において

3’－Me－DAB投与開始後1週目より上昇傾向が認

Table　1 Uptake　of　67Ga－citrate　in　the　gram　tissue　of　rat　during　feeding　with　3’－Me－DAB

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（％dose／g　tissue）

Liver Lung Spleen Kidney
Weeks

Control　3’－Me－DAB　　Control　3’－Me－DAB　　Contro1　3’－Me－DAB　Control　3’－Me・DAB

　1　　　　1．3　ti：0．2　　　　0．8：ヒ0．1

21．0土0．10．7土0．1
3　　　　1．2：と0．1　　　　1．7士0．1

41．3土0．21．3土0．2
5　　　　1．2：ヒ0．2　　　　1．1土0．2

6　　　　1．4±0．2　　　　1．4土0．2

71．1土0．11．2　ti：0．2
8　　　　1．2ヨ：0．1　　　　1．6士0．1

9　　　0．8士0．1　　　1．1±0．1

10　　　　1．2：±0．1　　　　1．6：L－O．0

15　　　　1．0士0．2　　　　1．9土0．1

20　　　0．9土0．0＊　　　2．1土0．3＊

0．3±0．1

0．2±0．1

0．2土0．0

0．4土0．1

0．4土0．1

0．4±0．1

0．2土0．0

0．3±0．1

0．2±0．0

0．3：とO．0

0．3士0．1

0．2一ト0．0

0．3土0．1

0．3土0．0

0．4土0．1

0．4±0．1

0．3±0．1

0．3土0．1

0．2土0．1

0．4：と0．1

0．2士0．0

0．3土0．1

0．3土0．0

0．2±0．0

2．6±0．4

2．3土0．2

2．3土0．3

2．2土0．2

2．3土0．3

2．2土0．6

2．3士0．4

2．0土0．6

1．9士0．2

1．9土0．0

2．0土0．7

2．4土0．7

1．8±0．2

2．0±0．5

2．3土0．5

1．9土O．4

1．4±0．3

2．2士0．2

2．0士0．4

2．3十〇．4

1．7土0．1

2．3土0．3

2．2±0．7

2．2土0．7

1．4土0．3

1．1：ヒ0．1

0．8±0．0

0．9土0．1

0．9土0．2

1．0±0．2

0．8土0．1

0．9±0．0

0．7±0．0

1．0土0．0

1．0士0．2

0．9土0．1

1．2士0．2

1．2土0．1

1．0土0．1

0．9±0．1

0．7土0．1

0．9±0．1

0．7士0．1

1．0土0．1

0．7土0．1

1．0士0．2

0．9土0．1

0．8土0．1

　Each　value　represents　tlle　mean±SD　for　5　animals．

＊Liver／Blood　ratio：Control（6．92），3’－Me－DAB（32．4）

Table　2 Uptake　of67Ga－citrate　in　the　total　organ　of　rat　during　feeding　with　3’－Me－DAB

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（％dose／total　organ）

Weeks
Liver Lung Spleen Kidney

Control　3’－Me－DAB　Control　3’－Me－DAB　Control　3’－Me－DAB　Control　3’－Me－DAB

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0
5
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
1
（
∠

14．87士2．79　　8．49土1．72

9．87土1．79　　6．87土1．48

14．94±3．07　16．83士2．31

18．02±4．37　　12．42士2．95

16．31土1．58　　13．33土2．71

16．35±2．74　　15．82土2．67

14．34土1．99　　19．04士4．14

15．50土2．48　20．83士2．12

12．90士3．48　　17．40土1．78

14．77土1．72　29．89土3．58

16．92土6．25　41．99土5．34

15．62土3．07　　76．57土11．38

0．44二］：0．17

0．35：LO．20

0．36土0．06

0．86：土0．33

0．80±0．24

0．80±0．22

0．34±：0．06

0．62：｛：0．21

0．37土0．03

0．46士0．07

0．54士0．45

0．34士0．04

0．39土0．16

0．31土0．02

0．43土0．15

050土0．13

0．42±0．14

0．44：ヒ0．16

0．29土0．15

0．67：とO．19

0．37：ヒ0．08

0．65土0．26

0．61土0．03

0．48土0．08

1．44±0．39

1．50土0．24

1．54±0．36

1．56土0．28

1．56土0．24

1．14十〇．31

1．60±0．48

1．42土0．43

1．53士0．33

1．25士0．11

1．32：］：0．70

1．99土0．78

1．18土0．27

1．41土0．49

2．04±0．56

1．81土0．63

1．69土0．41

2．66」：0．56

2．46土0．54

2．82土0．59

2．19土0．18

3．24士0．56

2．93±1．04

3．12：と1．11

2．67：と0．70

2．05ヨ：0．67

1．66土0．30

2．24土0．43

2．12：ヒ0．73

2．12：と0．51

1．78土0．38

2．18±0．28

1．82：LO．36

2．29±0．15

2．92土0．86

2．71士0．49

2．21士0．41

2．32：と：0．73

1．89土0．64

1．83±0．41

1．50土0．28

1．93土0．29

1．70：ヒ0．37

2．09士0．21

1．66±0．24

2．43土0．61

2．45土0．35

2．19：と0．52

Each　value　represents　the　mean±SD　for　5　animals．
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められ，10週目以降高い摂取率を維持した．

　2）肝細胞分画，各フラクションの67Ga分布

の経時的変化

　各分画における蛋白質1mgあたりの放射活性

の変化を3’－Me－DAB投与開始後20週まで対照群

に対する比で比較しFig．3に示した．

　その結果，各分画とも類似した傾向をとるが，

とりわけ800×g分画は著しい変動を示した．す

なわち，3’－Me－DAB投与開始後3週目で対照群

の約2倍に達し，4週目で低下するものの再び上

昇し，20週目では対照群の約3．5倍に達した．こ

の変動は肝19あたりの67Ga摂取率パターンと

良く一致した．

　3）γ・GTP，　G－6・DPH酵素活性の変化

　γ一GTP，　G－6－PDH酵素活性について，3’－Me－

DAB投与開始後1週から20週まで測定した結果

をFig．4，5に示す．γ一GTP酵素活性は3’－Me－

DAB投与開始後3～4週で著しい活性上昇を示

すが，5～6週で一旦低下し，7～15週で再び高

活性を示した．G－6－PDH酵素活性は3週目で上

昇を示し，4週目で一旦低下した後経時的な上昇

を示した．

　4）各臓器の重t変化

　肝重量は3’－Me－DAB投与開始後3～5週に若

干の低下を示すが，その後，徐々に増加し9週目

前後で対照群とほぼ同重量に達し，10週目以降は

有意な増加を示し，肉眼的には肝は著しく肥大し

大小不同の灰黄色の結節が多数観察された．

　脾重量は対照群には有意な増減は認めないのに

対し，3’－Me－DAB群は1週目から脾重量の増加

がみられ，10週目で対照群の約2倍の重量に達し

20週までその重量を維持した．肺，腎重量につい

ては，肺重量の測定誤差に基づくばらつきが大き

いものの，対照群と3’－Me－DAB群双方に生長に

伴う経時的増加がみられ，両者の間に有意差は認

めなかった．

IV．考　　察

　現在までに報告されている67Ga癌細胞集積機

序解明に関する研究は，移植した癌あるいは培養

された癌細胞について実験したものが主である．

本研究では実験肝癌モデルとして多くの研究が成

されているアゾ系色素肝癌13～19），中でも特に強い

癌原性を持つことが知られている17）3’－Me－DAB

300

00

00

003

002

ρ

　
パ
o
二
⊂
o
o
o
5
∨
o
μ
己
o
o
】
£

ノ：：：

0一
〇　　　　　　　5　　　　　　　10　　　15

100

100
ン

　　020　　　　．0

300

200

ユ00

5 10　　　15　　　20

　　　　　　　0510152005101520　　　　　　　　　　　　　　　　Weeks　on　dieヒ
Fig．3　Uptake　of　67Ga－citrate　in　the　rats　liver　milligram　protein　of　the　subcelluler　frac－

　　　tions　during　feeding　with　3’－Me－DAB．　Results　were　calcUlated　as　percent　of　the

　　　contro1．　Vertical　lines　indicate　the　standard　deviation　（n＝5）．　Abbreviation：

　　　F－1＝Nuclear　fraction，　F－2＝Mitochondrial　fraction，　F－3＝Microsomal　fraction，

　　　F－4＝Supematant　fraction．
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Fig．4　Level　ofγ一GTP　activity　in　the　liver　of　rats

　　　　during　feeding　with　3’－Me－DAB．　Each　point

　　　　represents　the　mean土SD　fbr　5　animals．　Con－

　　　　trol　level　was　O　to　50（×10－2　mU／mg　protein）．
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Level　of　glucose－6－phosphate　dehydrogenase

activity　in　the　liver　of　rats　during　feeding　with

3’・Me－DAB．　Each　point　represents　the　mean

土SD　fbr　5　animals．　Control　level　was　2．12

±0．28（mU／mg　protein）．
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Changes　of　total　organ　weight　during　feeding　3’－Me－DAB．　Each　point　represents

the　mean±SD　for　5　animals、

●一●3’－Me－DAB，○…O　Contro1

をラットに連続的に投与し，肝癌発生過程におけ

る67Gaの肝摂取率の変動を肝の組織学的変化を

良く反映すると考えられているγ一GTP，G－6－PDH

酵素活性11・20“v22）の変動とともに検討した．

　その結果，肝19あたりの67Ga摂取率は3’－

Me－DAB投与開始後3週目に第1のヒ゜一クを示
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し，その後対照群と同値を示すものの7週目より

再び上昇した．同様に全肝あたりの比較でも2っ

のピークが認められるが，3週目の上昇は1g肝

で比較した程顕著でなかった．67Gaの肝摂取率を

比較する場合全肝とg肝で表現する2通りが考え

られる．前者は体重差の大きい場合その影響を受

けにくいという点から都合がよい．また臨床的観

点から肝のイメージングを重視し他の臓器とのコ

ントラストを問題にすれば後者の方が有利である．

　3’－Me－DAB投与開始後3～5週の時期では対

照群と3’－Me－DAB群の間で体重差はほとんど認

められていない．一方，肝重量の変化はFig．6よ

り明らかな如く3～5週で3’－Me－DAB群に若干

の低下が認められた．岩崎ら23）によれば，3’－Me－

DAB投与開始後3～5週目の時期は3’－Me－DAB

の毒性によって壊死した肝細胞に代って再生細胞

が増殖し始める時期にあたり，この際の細胞の量

的変化が肝重量の低下を引き起こすものと考えら

れている．したがって，3’－Me－DAB投与開始後

3週目における67Gaの肝摂取率の上昇は67Gaに

対する肝親和性の増大ならびに肝重量の低下に基

づくものと考えられる．67Gaの肝摂取率の上昇

が認められた3週目前後は組織学的には肝各小葉

は胆小管上皮細胞の性質を持った惰円形細胞oval

cellの浸潤の顕著な時期23・24）である．発癌のマー

カー酵素とも成りうると考えられている11・20”’　22）

r－GTP，　G－6－PDH酵素活性も同様にこの時期に

上昇する傾向が認められた．γ一GTP，　G－6－PDHの

初期の酵素活性上昇はα一フェトプロテイン23・24）と

同様に3’－Me－DABの毒性に起因した肝細胞壊死

が再生する際，増生するoval　ce11の出現と一致す

ると考えられることから，67Gaの肝傷害修復過程

における集積性増大が示唆された．3’－Me－DAB

を用いた肝癌発生過程における組織学的変化を検

索した報告は多く，本研究と同様にラットに3’－

Me－DABを投与したPriceら16）は投与開始後14

週目で32％，16週目で64％，19週目で全てのラッ

ト肝に癌細胞を確認したことを報告している．同

じくShattonら17）は投与開始後14～15週目以降に

癌細胞の増殖を，Maら25）は16週目で16匹中生存

していた9匹全てのラット肝の発癌を確認したこ

とを報告している．これら，3t－Me－DAB連続投

与における肝の組織学的変化と肝癌発生率との間

には高い再現性が示唆されている．本研究におい

ても肉眼的には大小の結節を伴った肝肥大が観察

され，さらに肝γ一GTP，　G－6－PDH酵素活性の上

昇も認められた，3’－Me－DAB投与開始後10週目

以降における67Gaの肝摂取率の増加は3’－Me－

DABにより誘発された病変細胞の増生に伴うも

のと考えられる．しかし，67Gaの高い肝摂取率を

示した3’－Me－DAB投与開始後20週目において

G－6－PDH酵素活性は上昇しているにもかかわら

ずγ一GTP酵素活性が低下した理由については本

研究からは明らかではない．

　一方，3’－Me－DABの臓器親和性の低い腎臓，

肺臓への67Gaの摂取率は対照群と3’－Me－DAB

群の間に有意差がないことが判明した．脾臓につ

いては全臓器あたりの67Gaの摂取率で3’－Me－

DAB投与開始後経時的な上昇が認められたのに

対し，19あたりでは対照群と3’－Me－DAB群の

間で有意差は認めなかった．この現象が脾の肥大

かあるいは細胞の増殖によるものかは，本研究か

ら不明である．

　現在までに報告されている67Ga細胞内分布に

関する諸説の中でSwartzendruberら2），その他多

く26～28）によって早くから注目されているライソ

ゾーム説があるが，本研究においても67Gaの摂

取率を絶体値で比較した結果，ライソゾームを含

むF－2分画に最も高い活性があり，次いでF…1，

F－3，F－4の順であった．67Gaの肝摂取率増加が

認められる場合，67Ga集積の変動に関与している

と推測されている細胞分画では，より明確な変動

が認められるものと考えられ，本研究においては

6？Gaの各分画への経時的な摂取率の変動から

67Gaに親和性のある成分を推測することとした・

　その結果，Fig．3から明らかなごとく，いずれ

の分画においてもFig．2の肝1gあたりの67Ga

摂取率と同様の変動が認められ，中でも800xg

分画は肝1gあたりの67Ga摂取率と良く類似し

最も顕著な変動を示すことが判明した．
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　　したがって，6？Gaは肝細胞分画いずれにも存

在し，特に800×g分画に多く含まれる成分と結

合していることが示唆される．現在この成分につ

いては詳細に研究を進めている．

　　本研究を行うにあたり，御支援下さいました北里大学

病院核医学の諸．先生方に深謝致します．
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Summary

Changes　of　67Ga－citrate　AccumU　lation　in　the　Rat　Liver　during　feeding

with　Chemical　Carcinogen　3’－Methy14－dimethylaminoazobenzene

　　　　　　Tom　SAsAKI＊，　Shuji　KonMA＊　and　Akiko　KuBoDERA＊＊

　　　　＊・Fac〃砂o∫P加r〃mce〃ical　Scie〃cε∫，　Teikγo仇∫yεr∫砂

＊峨π〃吻OfPhar願ce〃’∫cα∫Sc‘ε〃6εs，5dε〃cε仇加erぷ砂げ7bんγo

　　The　changes　of　67Ga－citrate（67Ga）in　the　rat　liver

during　feeding　with　chemical　carcinogen　3’－methyl－

4－dimethylaminoazobenzene（3’－Me－DAB）were
studied　for　20　weeks．

　　The　results　were　shown　as　fbllows：

　　Elevated　67Ga　accumulation　in　the　rat　liver　was

first　observed　at　3rd　week　after　the　start　of　3’－Me－

DAB　feeding．　There　was　decrease　from　the　3－week

level　at　about　the　6th　woek，　fbllowed　by　a　sustained

lncrease．　The　accumulation　of　67Ga　in　the　gram

liver　at　20th　week　was　about　2．3　times　higher　than

that　of　the　contro1．

　　There　was　close　correlation　betw㏄n　the　67Ga

aocumulation　pattern　and　the　patterns　of　the　hepa－

tic　γ一glutamyltranspeptidase　and　glucose－6－

phosphate　dehydrogenase　activities　at　late　stages

during　hepatocarcinogenesis．　In　subcellular　dis－

tri　bution　of　67Ga，　remarkable　changes　were　seen　ln

800×g血action．　From　these　studies，　it　is　suggested

that　67Ga　may　bind　with　components　in　800×g

fraction，　concerned　with　one　pathological　changes

induced　by　3’－Me－DAB．

　　Key　words：Gallium－67，　Hepatocarcinogenesis，

3’－Methy1－4－dimethylaminoazobenzene，　800×g

fraction
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