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Summary: The effects of dietary iron deficiency on induction of γglutamyltransfer-

ase CGGT)-positive foci in the liver of rats treated with diethylnitrosamine CDEN) followed 

by phenobarbital CPB) were studied. 

The following results were obtained. 

1) Dietary iron deficiency for 4 weeks induced an iron dificient anemia and a hepatic 

iron deficiency in rats. Both the iron deficient anemia and the hepatic iron deficiency were 

reversed by a 2-week feeding of the basal diet. 

2) Dietary iron deficiency for 4 weeks did not alter a hepatic content of cytochrome 

P450， that of GSH or a peroxidative state of hepatocellular membrane lipids in rats. 

3) Induction of GGT-positive foci in the liver of rats initiated with DEN and 

promoted by PB was significantly inhibited by dietary iron deficiency from 4 weeks before 

DEN administration throughout the experimental period. 
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I.はじめに

鉄は， ヒトの生存に必須なミネラノレのひとつであり，

ヘモグロビンなどの含鉄蛋自の主要構成要素として，ま

た，各種の生理的反応の触媒として，生体内で種々の重

要な役割を果している. ヒトにおける鉄欠乏は鉄欠乏性

貧血を惹起し，その過剰は血色素症を惹起するが，中で

も，先天性血色素症患者における高率な肝細胞癌の発生

が報告され1)，鉄の肝細胞癌発生に対するなんらかの役

割が示唆されている.一方，実験的には，三価鉄の低分

子キレート体である鉄ニトリロ三酢酸の腎に対する毒性

と発癌性が報告され2)-4)，癌の発生に対する鉄の関与が
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見出されている.

近年，鉄が酸化性ストレス反応系における最も重要な

触媒のひとつである酬ことから，鉄の発癌における役割

は，酸化性ストレスとの関連で捕らえられんとしている.

発癌過程は，質的に異なる多段階より成ることは明白で，

鉄の関与する酸化性ストレスの発癌における関与は，発

癌における段階的変化の各段階において捕らえなければ

ならない.

本研究は，食餌性鉄欠乏のラット肝における前癌病変

の発生に対する影響について，鉄欠乏の生体に惹起せし

める変化を明確にした条件下で，肝発癌におけるジエチ

ノレニトロサミン (DEN)によるイニシエーションとフェ

ノパノレピターノレ (PB)によるプロモーションのプロトコ

ールを用いて検索した.

11.材料と方法

1. 動物

動物は 3週齢のフィッシャー 344系雄ラット(日本

SLC株式会社，浜松〉を用いた.ラットは，鉄を含まな

いプラスティック・ケージに収容し，空調下 25'C，12時

間毎の明暗サイクルの条件下で飼育した.飲料水と食餌

は，自由に摂取せしめた.実験は， ラットをオリエンタ

ノレ MF(固形基礎食)(オリエンタノレ酵母工業株式会社，

東京〉投与にて 1週間馴化した後， 18時間絶食せしめ，

実験飼料を投与した.

2. 化学物質と飼料

DENは和光純薬工業株式会社(大阪〉より購入したも

のを 0.9%塩化ナトリウム水溶液にて希釈し， 100 mg/ 

mlの濃度に調製した.鉄欠乏 (ID)食と鉄添加(IS)食

は，粉末食として，オリェ γタノレ酵母に受注生産させた.

IDおよび IS食の組成を Table1に示す.IS食の鉄含有

量は， 180 ppmで，基礎食と同じ組成とした.ID食も同

様であるが，鉄含有量のみを 5ppm以下とした.なお，

IDおよび IS食の熱量は，いずれも基礎食と同じであっ

た. PBは，丸石製薬株式会社〔大阪〉より購入したもの

をIDまたは IS食に 0.05%の濃度で混入した PB食を

作製し，投与した.

3. 実験プロトコール

1)ラット肝における y-glutamyltransferase(GGT) 

陽性巣の発生に対する食餌性鉄欠乏の影響

第ーから四群は，各群9匹のラットに ID食を 12週間

投与した群とした.第一群は実験開始後4週に 200mg/ 

kg体重の DENを腹腔内へ投与し 6適から 12週まで

の期間に PBを投与した群，第二群は実験開始後 4週に

第一群と同量の DENのみを投与した群，第三群は DEN

Table 1. Composition of the ID and IS diets 

Ingredient(%) ID=IS 
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AIN-76 Vitamin Mix 
Modified AIN-76 Mineral Mix' 

The IS diet contained 180 ppm of iron by ferric citrate 
supplementation whereas the ID diet had less than 5 
ppm of iron. Both diets were designa ted to be practi 
cally identical regarding composition and calorific 

content to the basal diet目

alron was omitted 

の替わりにその溶媒である 0.9%塩化ナトリウム水溶液

を投与した後に PBを投与した群，第四群は第三群と同

様に 0.9%塩化ナトリウム水溶液のみを投与した群とし

た.第五から八群は，各群8匹のラットに IS食を 12週

間投与した群とした.第五，六，七および八群における

その他の処置は，それぞれ，第一，二，三および四群と

同様とした.実験開始後 12週に，エーテノレ麻酔下で、全て

のラットを開腹し，腹部大動脈より脱血して屠殺し，肝

を摘出した.

摘出した肝の主要 3葉より幅 5mmの切片を切り出

した.切片は，脱水エチノレアルコーノレと濃酢酸の氷冷混

合液 (19: 1)中にて 3時間固定後， 99.5 %エチルアノレコ

ール内に移し， 4C'にて 24時開放置した後，パラフィン

包埋した.各標本より連続切片 2枚を切り出し，その l

放は常法にしたがってヘマトキシリン・エオジン染色を

おこない，これを病理組織学的検索に供した.残る一枚

は， Ru此1北ten巾1巾beぽrgらの方法

色をおこない，電子計算機(DesktopComput巴rSystem. 

45; Hewlett Packard Co.， Fort Collins， Colorado， 

USA)接続下において，イメージアナライザー (Model

HTB-C995 ;浜松フォトニグス株式会社，浜松〉を用い

て， GGT陽性巣の数と大きさについての定量的解析を

おこなった.

2) ラットにおける血清鉄濃度，血清総鉄結合能

(TIBC) ，血液中赤血球数・ヘモグロビン濃度・ヘマトク

リット値，肝鉄・チトクローム P450・還元型グノレタチオ

ン (GSH)含有量および肝脂質過酸化状態に対する食餌

性鉄欠乏の影響

実験は 2群を作製し，各群 35匹のラットを使用し

た.第一群は ID食を，第二群は IS食を，それぞれ 4

週間投与した群とし，いずれの群にもさらに 2週間基礎
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食を投与した.実験開始時とその後1， 2，4，4千， 5 

および6週に各群 5匹ずつ無作為的に選び，エーテノレ麻

酔下で開腹し，腹部大動脈分校部から血液を採取した後，

肝を摘出した.血液は，室温にて凝固せしめた後， 3，000 

xgにて 20分間遠心して血清を分離した.なお，実験開

始後 4遇に採取した血液においては，血清分離に先だっ

て一部を採取直後に抗凝固剤存在下に保存した.

血清鉄濃度 .TIBCの測定・分離した血清を試料とし，

Bondaの方法8)によって測定した.

血液中赤血球数・ヘモグロビン濃度・ヘマトタリット

値の測定:抗凝固剤存在下に保存した血液を試料とし，

臨床生化学的常法にしたがって測定した.

肝鉄含有量の測定:肝の約1.5gを 100Tにての 24

時開放置により灰化せしめ，これを濃硝酸に溶解し，そ

の鉄含有量を， Atomic Absorption Spectrometer Z-

9000 (目立製作所，東京〉を用いて原子吸光分光測光に

より解析した

肝チトクローム P450含有量の測定:実験開始後 4週

に採取した肝より Curtisら9)の方法に基いて小胞体分画

を調製し，これを試料として JohannesenとDePierreの

アスコノレビン酸塩・エト硫酸フェナジン法叫にて測定し

た.

肝 GSH含有量の測定;実験開始後 4週に採取した肝

を試料とし， SedlakとLindsayの方法11)にて測定した.

肝脂質過酸化状態の測定;実験開始後 4週に採取した

肝を試料とし， Yagiの方法叫にて，マロンジアノレデヒド

(MDA)を対照に用いて測定した.

4. 統計学的解析

定量値の各群聞の統計学的有意差の有無は， Student 

のpalr巴dt-testによって検定した.

111，結果

1. ラット肝における GGT陽性巣の発生に対する食

餌性鉄欠乏の抑制効果(実験1)

実験終了時における，ラットの体重，体重 100g当りの

相対肝重量および GGT陽性巣の単位面積当りの個数と

大きさ〔平均面積〉は， Table 2に示す.実験期間を通

じて，各群聞の平均食餌摂取量は差はなかった.実験終

了時の体重は，第一群では第三群に比べ，第五群では第

八群に比べ，それぞれ，減少していたが，その他の群で

は各群聞の体重に増減はみられなかった.相対肝重量は，

第一，二，三および四群では第五，六，七および八群に

比べてそれぞれ減少し，第一，三，五および七群では第

二，四，六および八群に比べてそれぞれ増加していた.

肝においては， GGT陽性の変異を示す肝細胞の小増

殖巣の発生が，全ての実験群にみられた.これらの小増

殖巣は，注意深く観察するとへマトキシリン・エオジン

染色にても組織学的に識別可能 (Plate 1)であったが，

組織化学的に GGT陽性巣として処理すると，より明確

かっ正確な識別が可能 (Plate わであった.その数は，

DENを投与していない第三，四，七および入群において

は， DENを投与した第一，二，五および六群に比べ，有

意に少数であった.ID食の影響は， DEN投与後に PBを

投与した第一群と第五群を比較すると，第一群では l

Table 2. Effective number， body and liver weights and th巴 numberand ar巴aof GGT-

positive hepatocyte foci in the liver of rats fed the ID diet with or without DEN 

followed by PB 

Group Diet DEN PB Eff巴ctive Final Body Liv巴rWeight GGT-Positive Hepatocyte Foci 

2 

3 
4 

5 

6 

7 
8 

Number Weight (g/100g 

of Rats (g) BodyW巴ight) Number/cm' 8ize(Mean Area; 

mm'XI0') 
， 

ID 十 十 9 272土lla，b 6.70土0.37"d 6.3土3，6b" 7，0土0.9

ID 十 9 276士10 5.77士0.23' 3.4士2，2b 7，4士0.8

ID 十 9 294土14 7.03土0.33"d 0，7土O目5 6，8土3.3

ID 9 289士29 6.02::1=0.36' 0.4士0，2 6，8士l.5

18 十 + 8 269::1=13b 7.26土0，36d 14.2土4.4b，d 7.0土1.1

18 + 8 284土14 6.55土O目56 5.9士2.6b 7.4士0.7
18 十 8 299::1=ll 8，24::1=O，67d 0.5土0.2 6.8土O目8

18 8 296土15 6.99土0，75 0.4士0.3 6.7士l.5

Resu1ts are means土 standardd巴viations

8ignificantly different from the respective DEN-unadministered groups (Groups 3， 4， 7 and 8 for Groups 1， 

2，5 and 6， respectively) (p<O.01) 
8ignificantly different from the respective iron-supplemented groups (Groups 5， 6， 7 and 8 for Groups 1， 2， 

3 and 4， respectively) (p < 0.01)ー

d 8ignificantly different from the r巴spectivePB-unadministered groups (Groups 2， 4， 6 and 8 for Groups 1， 3， 

5 and 7， respectively) (pく0，02in Liver Weight and pく0.001in Number/ cm') 
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その後 1週で対照値まで回復したのに対し，第二群の血

清鉄濃度には，実験期聞を通じて有意な変化を認めなか

った (Fig.1，左).血清 TIBCの変化は血清鉄濃度の変

化とは反対に，第一群ではID食投与開始後2週以内に

増加し，基礎食への移行後 1週にいたるまで高値を維持

し，その後 1週で対照値まで回復したのに対し，第二群

では実験期聞を通じて有意に変化しなかった (Fig.1， 

中).実験開始後4週における第一群の血液中赤血球数・

ヘモグロピン濃度・ヘマト F リット値は，いずれについ

ても，第二群に比し，有意に低値を示した (Tabl巴 3). 

第一群の肝鉄含有量は， ID食投与開始後 1週より直線

哲笠

cm2あたり 6.3個であったのに対し，第五群では， 14.2個

であった.DEN投与後に PBを投与しなかった第二群と

第六群を比較すると，第二群では3.4個であったのに対

し，第六群で、は 5.9個であった.一方， GGT陽性巣の大

きさは，各群聞に差はみられなかった.

2. 食餌性鉄欠乏による可逆性の鉄欠乏性貧血および

肝鉄欠乏の誘発〔実験 2)

実験期聞を通じて，第一，二群聞に平均摂食量，体重，

肝重量の差はなかった.

第一群の血清鉄濃度は， ID食投与開始後 2週以内に低

下し，基礎食への移行後 1週にいたるまで低値を維持し，

衣(308) 

Table 3. Number of red blood cells， hemoglobin con-
centration and hematocrit score in rats fed 
th巴 IDor 1S diet for 4 weeks 

Number of Hemoglobin Hematocrit 
Red Blood Cells Concentration Score 

(104/μ1)匂19/ml) (%) 

1 ID 731土11'.b 130土10b 34土3b

2 IS 855:1:17 150士o 44土1

Results are means :1: standard deviations of determinations for 
5 individual rats. 
Significantly lower than Group 2 value (p<0.05) 
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的に低下し 4週目には統計学的に有意差をもって低下 餌性鉄欠乏は，ラット肝における DENの代謝活性化能

した.基礎食への移行後 l週までは低値を維持したが， 力や酸化性刺激に対する感受性に影響を与えなかったこ

その後 1週で対照値まで回復した.第二群の肝鉄含有量 とが判明した.Bartschら16)は，ジメチノレニトロサミンそ

には，実験期闘を通じて有意な変化を認めなかった の他の数種のニトロサミンが，チトクローム P450依存

(Fig. 1，右). 的または光化学的な αーニトロサミノラジカノレの形成を

3. 食餌性鉄欠乏の肝チト Fローム P450・GSH含有 介して DNA結合性代謝物に活性化される可能性を示し，

量および肝脂質過酸化状態に対する影響(実験 2) ジアノレキルニトロサミンによる発癌イニシエーション過

肝チトクローム P450およびGSH含有量および肝脂 程におけるフリーラジカノレ依存性 DNA障害の関与を示

質過酸化状態は 4週間の ID食投与によっても影響を 唆した.この仮説の DENの場合における妥当性につい

受けなかった (Table 4). 

IV.考 揖
J直ミ

上記の結果は，ラットに DENを投与してイニシエー

ションをおこない，その後に PBを投与してプロモーシ

ョンを施した時に，その肝に発生する前癌病変たる

GGT陽性巣の発生に対する食餌性鉄欠乏の抑制効果を

明らかにした.

一般的に発癌修飾を論じる際，前癌病変である酵素変

異肝細胞小増殖巣の発生個数の変動はイニシエーシヨン

の指標として，それらの大きさの変動はプロモーション

の指標とされている 13) したがって， ID食投与が， PB処

置の有無にかかわらず，肝における GGT陽性巣の発生

個数を低下せしめた一方，その大きさには影響を与えな

かったことは，食餌性鉄欠乏がイニシェーション段階に

対して抑制j的に作用したことを示すものと考えられる.

木実験において，イニシエーターである DENは，ラット

にID食を4週間投与した後に投与した.一方， ID食の

4週間投与は，ラットに可逆性の鉄欠乏性貧血および肝

鉄欠乏を誘発したが，肝におけるチトクローム P450と

GSH含有量や脂質過酸化状態には影響しなかった.チ

トクローム P450は，種々の化学物質の代謝活性化に関

係し， DENの代謝活性化における関連も報告されてい

る14)同.GSHの量は，解毒能力の指標として広く用いら

れ，特に酸化性刺激に対する生体の防御能力を評価する

上での指標として用いられることが多い.また，過酸化

された膜脂質が，通常より酸化性刺激に対して感受性が

高いこともよく知られている.したがって 4週間の食

ては未だ証明されていないが， Sholtzら同によればラッ

トにおいて DENによるイニシエーション後に目干に発生

する過形成性結節に局在する活性酸素の増量がみられた

という.したがって， DENの代謝活性化においてもフリ

ーラジカノレが介在し， DENのイニシエーション機序に

酸化性ストレスが関与する可能性が示唆されたものと考

えられる.この観点から，木研究における食餌性鉄欠乏

のイニシエーション段階に対する抑制効果は，酸化性ス

トレス反応系で、の活性酸素生成反応に触媒として必要と

される刷鉄の肝における欠乏に基く， DENのフリーラ

ジカノレを介した代謝活性化の抑制に起因するものである

可能性が示された.

PBのプロモーション活性の発現機序についての統ー

された見解は未だ見出されていない.しかし，著者ら18)は

アラキドン酸カスケードの関与を示唆し， Sholtzらl円11

ラットにおいて DENによるイニシエーシヨン後に発生

する肝過形成性結節内の活性酸素生成が PB処置により

増強されることを示すなど， PBによるプロモーション

に対する酸化性ストレスの関与を示唆する報告がなされ

ている.一方， Hannらのグループは，数種の可移植性蓄

歯類腫湯19)や乳腺腫蕩ウイノレス先天感染マウスにおける

自然発生乳腺腫蕩叩)カ1食餌性鉄過剰マウスにおいて食餌

性鉄欠乏マウスより速やかにかつ大きく成長することを

見出し，さらに invitroで数種のヒト肝癌細胞株の成長

が鉄添加によって促進されることを報告した21).また，食

餌性鉄過剰は，ジメチノレヒドラジンによるマウスの大腸

発癌22)や lーメチノレ 1ニトロソウレアによるラットの乳

腺発癌23)に対して促進効果を発揮すると報告されている.

Table 4. Cytochrome P450 content， GSH level and peroxidative stat巴 ofhepatocellular 
lipids in the liver of rats on the ID diet for 4 weeks 

Peroxidative State of 
Cytochrom巴 P450Cont巴nt GSH level 

Hepatocellular Lipids Group Di巴t
(pmol/mg protein) 〈μg/mgprotein) (nmol ~;A.;~~;~~'l~~t/;;~t liver) 

ID 366土69" 9.5士0.8 1.2十0.1
2 IS 323土39 9.4土0.8 1.0:i:O.3 

" Results are means:i:standard deviations of d巴terminationsfor 5 individual rats 
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さらに invitroで鉄をキレート除去することによりヒ 年 5月， Washington， D. C.， USA)，第 49回日本癌学会

トの神経芽細胞腫24)25)および肝癌21)の細胞の成長が抑制 総会(平成 2年 7月，札幌〉および第 7回日本毒性病理

されることも指摘された.これらの報告は，腫蕩細胞の 学会(平成3年 1月，東京〉にて発表した.なお，本研

成長に鉄がなんらかの役割を果すこ左を示すものと考え 究は，文部省がん特別研究1，厚生省対がん 10ヶ年総合

られる.鉄のこの役割が，鉄そのものの作用か，あるい 戦略フロロジェグトおよび厚生省がん研究助成金による補

は鉄触媒下の酸化性ストレス反応系を介したものである 助を受けたものであることを付記する.

のかについては不明である.しかし， Slagaのグループに 稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜わった奈良

よるマウスの皮膚発癌モデルを用いた過酸化物のプロモ 県立医科大学附属がんセンター腫療病理学教室小西陽一

一ション及びプログレツション活性についての報 教授に，心より厚く御礼申し上げます.また御校閲を賜

告26-28)を敷街すれば後者である可能性が高い.これらを わった，同大学第 3内科学教室辻井正教授ならびに同

総合すると，本研究における食餌性鉄欠乏の GGT陽性 大学第2病理学教室日浅義雄教授に，深い感謝の意を捧

巣発生に対する抑制効果は，部分的には，酸化性ストレ げます.さらに，終始御指導，御後援いただいた，中江

ス反応系における触媒鉄の欠乏が PBによるプロモーシ 大助手をはじめとする同大学附属がんセンター腫蕩病理

ヨン過程に影響したものをも捕らえているのかもしれな 学教室の諸兄姉に，最大限の感謝の意を表します.

L 、.

V.結語

フィッシャー 344系雄ラットを用い， DENによるイ

ニシエーションと PBによるプロモーションの後，肝前

癌病変である GGT陽性巣の発生に対する食餌性鉄欠乏

の効果を検索し，以下の結果を得た.

1. ID食の 4週間投与による食餌性鉄欠乏は，ラット

に鉄欠乏性貧血および肝鉄欠乏を誘発したが，これらは，

2週間の基礎食投与により回復し得る可逆性の現象であ

った.

2. 上記1.の如き食餌性鉄欠乏によっても，ラット

肝のチトクローム P450とGSHの含有量および肝脂質

の過酸化状態には影響しなかった.

3. DEN ~こよるイニシエーションと PB!こよるプロ

モーションに基く，ラット肝における前癌病変たる

GGT陽性巣の発生は，上記1. 2. の如き生体条件下に

DENを投与して，さらに引続きラットを食餌性鉄欠乏

条件下におくことにより，有意に抑制された.

以上より，ラット肝化学発癌過程において鉄が重要な

役割を果していることが判明した.さらに，食餌性鉄欠

乏の前癌病変発生に対する抑制効果は，主として DEN

によるイニシエーションの抑制に起因するものと考えら

れたが， PBによるプロモーション過程に対するなんら

かの影響も考えられた.また，この食餌性鉄欠乏の抑制

効果は，鉄欠乏そのものというよりも，触媒鉄の欠乏に

基く酸化性ストレス反応系の阻害に起因すると考察され，

ラット肝化学発癌過程における活性酸素の関与を示す新

たな証拠を得たものと考える.

本研究の要旨は，第 79回日本病理学会総会(平成2年

3月，福岡)，第 81回アメリカ癌学会年次総会(平成2
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Plate 1. Histology of the liv巴rof a rat from Group 5 of Experiment 1 showing an alt巴redfocus of h巴『

patocytes. Hematoxylin and eosin staining; x 100 

Plate 2. Histoch巴micaldemonstration of a phenotypically巴nzym巴 alteredfocus of he-
patocytes in the serially mad巴 sectionfrom th巴 specimenof Plate 1. GGT staining; 

x 100 


