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生化学や分子生物学の進展は細胞の動的過程の多くが細胞表面膜によってcbntrolされてきている

ことが次第に明らかになってきた。

そこで,細 胞膜内に存在し,細 胞の増植を調節するといわれるcyclic AMPの動態を,前 癌状態と

いう不明瞭な概念に少しでも段階的な理解の 1因子として, ラットを使用した肝硬変合併肝癌発生過

程において測定し,あ わせて組織学的に光顕および電顕的な観察を行った。

肝硬変合併肝癌はinitiatorとして,0.06%p‐dimethylalninoazobenzeneを基礎食に混ぜて摂取し,

promotorと して,15%CC14/mlを 週 2回皮下注して作製した。肝および血奨 cyclic AMPと肝組織像

を月1回の割で検討した。

肝および血装 cyclic AMPは freqent transient appearanceがあり,そ れは肝切後 1カ月,脂 肪肝

時および多発性の肝癌発生時期に一致して出現した。肝硬変完成時期には肝cyclic AMPは低下して

きたが,肝 癌発生時期では肝痛部では376pmo1/go wet,非癌部では304pmo1/g・wetと 肝癌部の方が

高い傾向ではあったが有意の差は認められなかった。同じ肝硬変でも,肝 硬変完成時期では低く,肝

癌発生時期での肝硬変では高値を示すことは興味あることであり, このことは,痛 部周辺の肝硬変組

織は癌状態と同様,つ まり前癌状態の性質を持ってくるのではないかと推察された。

棄引用語 i cyclil AMP,p‐dimethylaminoazobenzene,前 癌状態,肝 硬変合併肝癌

緒  言

日本をはじめとする,東 南アジアや南アフリカなど

の温暖あるいは熱帯地方に見られる人肝癌の多 くが肝

硬変に合併 して発現することは周知の事実である。こ

の肝硬変という病態を前癌状態として位置づけるか否

かに関しては従来より種々の論議がなされているが,

いまだに定説がない.ま た実験肝癌に関する幾多の研

究は,発 癌過程の多くが環境物質に起因するという

carcinogenesisの概念を確立してきた.

近年,発 癌過程がinitiationとpromotionのそれぞ

れ独立した機構により発現するという二段階発癌の概

念がBerenbluln'によって提唱されたが,以来,多くの
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人発癌に関しても多段階的発癌の過程が想定 され,

徐々に明確化されつつある。一方,形 態学的な癌追求

においては,正 常肝細胞からin‐situ癌,さ らに結節性

腫嬉形成に至る経過の中で,前 癌状態 という過程をと

らえることは極めて困難であり,ま った く不明瞭な概

念であ る といって過言ではない。ただ し,一 度,

initiatorで作用を受けた細胞には,潜 在的に癌原性が

残るという不可逆的変化は, これらの段階的理解 とし

て,生化学的,形態学的にも非常に重要な pointである

ように思われる。

肝硬変 とい う病理形態の一側面は,再 生肝細胞に

よって構造の歪められた改築小葉の集団であるが, こ

れらの再生肝細胞に,発 癌物質が投与された場合に,

carcinogenesisが変化するものか否か。あるいはこれ

らの細胞の状態を initiateされた変性過程 としてとら

えうるか.さ らには promoteさ れやすい準備状態とし

てとらえうるか, といった段階的理解が重要な意味を

持つと考えられる.

また一方,生 化学や分子生物学の進展は,細 胞の動

的過程の多 くが細胞表面膜によってコン トロールされ

ていることを次第に明らかにしてきたが,癌 細胞の示

す腫瘍性は正に細胞表面膜の異常に起因することが注

目されつつある。

Tttowerのや Shortめらは,再 生 肝 細 胞 に お け る

DNAや 蛋 白代謝は細胞膜内面に存在す るadenosin

J:5′‐monophOsphate(cyclic AMP)に 大いに関係が

あると述べ,また,Thomas4)ら は種々の肝癌において,

cyclic AMPや cyclic guanosine 3′:5′‐mono―phOs‐

phate(cyclic GMP)が 正常よりも高値を示す と報告

している。また,癌 細胞培養にて,cyclic AMPの 投与

は癌細胞の増植を抑制するとい う報告もある。～つ.

これらの現状をふまえて,わ れわれはラットを用い

て Berenblulnの two stage theoryに基づいた実験系

を整 え, t u m o r  i n i t i a t o r として p ‐d i m e t h y l a m i n o ‐

azobenzene(DAB),promOtOrとして tetrachloride

(CC14)を 二段階的に投与 して肝硬変合併肝癌を作製

した。同時に肝の部分切除による再生肝 と,硬 変肝 と

を対比しつつ,生 化学的にcyclic AMPの 動きを中心

に,経 時的に比較検討し,前 癌状態 とい う不明瞭な概

念に,い くらかでも段階的な理解をするべ く接近する

努力を試みた。

材料および方法

1.動 物

Wister系 ラット,雄 ,平 均150g,200匹を用い,実 験

を開始した。

肝硬変合併肝癌の作製は0.06%DAB(東 京化生 K.

K.)を 混入の基本食観 CE‐2(日 本クレアK.K.)粉 食,

水を自由に与え飼育し,実験開始 4カ 月目より,オ リー

ブ油に混ぜ,10%CC14,lmlを 週 2回 皮下注射を施行

した。また, ラットを 2群 に分類し, 1群 を約30%肝

切除群 と他群を非肝切群 とした。

2.生 化学的検査

月 1回 の割で,Nembutal(ア ボットラボラ トリー

ズ)麻 酔 (4ng/100g,腹 腔内投与)下 にて開腹し,試

料 として肝部分切除と,採血は下大静脈 より施行した。

肝 お よび血奨 cyclic AMPの 測定 は YAMASA

cyclic AMP Assay Kit(ヤマサ讐油 K.K.)を 用いた。

GOT,GPT,LDH,Al‐ P,γ―GTPヤ まTechnicon社 の

SMACの 方法にて測定した。

Al,Pお よび LDH isozymeは 生化学工業 K.K.菅 野

岡J史らの方法にて測定した。

γ―GTPの isozymeは Angelo Bulimaの 方 法 に

よった,

血清 glucagonは 第 1ラ ジオアイソトープ社のグル

カゴンキット 「第 1」 にて測定した。

結  果

I.体 重変化

実験開始は体重150gよ り開始,4カ 月までは平均75

g/month害 Jで体重の増加が見 られ450g前 後 となっ

た。 4カ 月日より,CC14の 投与により体重増加は緩慢

となり,肝 硬変完成時期にやや減少したが,以 後再び

増加 し,500gを 越えるようになった。

II.肝 重量の変化 (図 2)

実験開始,体 重150gの 時の肝重量 は平均10gで ,

DAB投 与後, 1カ 月齢から3カ 月齢にかけて急速に

増加し,28gと 実験開始に比較 し約 3倍 となった。4カ

月日からは週 2回 CC14を投与 し始めたが,そ の影響の

ためか,そ の後, 6カ 月齢までは減少し,平 均18gと

なった. この時期は脂肪肝の時期であった。その後は

肝硬変の完成する時期を経て,再 び 8カ 月齢まで上昇

し,平 均23gと なった。10カ月齢になると,実 験開始時

:還ia獣材〕meaSttement為
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図 2 肝 重量の変化

と似かよった重量まで減少した。平均 して, この時期

に肝癌の発生を見ている。肝癌の増殖に一致して, こ

れ以後は増量の一途をたどり,13カ 月齢には平均33g

にもなった。ただし,全 例に測定している訳ではない。

III.生化学的変化

1)肝 および血装 cyclic AMPの 変動

肝および血装 cyclic AMPの 変動は肝切群では大き

く3つ の phaSeを ,非 肝切群では 2つ の phaseを 示 し

た。また,両 群 とも,肝 cyclic AMP値 の上昇が,血

奨のそれよりもやや時期を先行して出現した。

a.肝 cyclic AMPの 変動 (図3, 4)

実験開始前のラットcyclic AMP値 は,180.7±52.5

pmo1/g o wetであった。

DAB投 与後 1カ 月齢では肝切群447.2±25.2で,非

肝切群は222.1±19.1と,肝切群の cyclic AMP値 の上

昇が著しく,肝 切群での第 l phase期 を示した。 2,

3カ 月になると肝切群2913± 36.6,306± 79,2と減少

してきたが,非 肝切群では162.4±24.8,220± 67.3と

なり,や や減少した程度であった。

実験開始 4カ 月齢になると,つ まりCC14投与 1カ 月

には,肝 切群では48.0±10.9,非肝切群では61.8±9,8

となり,両 群とも著明な減少を呈し,全 経過を通 じて

最低値を示 し,CC14の 影響が強 く現われた.

6カ 月齢になると,肝 切群,非 肝切群 とも同様な値

を示 し,371.0± 43.9と急上昇 し,肝 切群では第 2

phase,非 肝切群では第 l phaseを塁 した。

7カ 月齢になると,や はり肝切群,非 肝切群の差は

認められず,220.0± 43.8と減少し始めた。

8カ 月齢を過ぎてからは両群 とも徐々に増加し,13

ケ月齢では342.1±25,3となり,肝切群では第 3 phase

を,非 肝切群では第 2 phaseを呈 した。

肝硬変合併肝痛発生過程における肝および血装cycliC AMP  日 消外会議 16巻  8号

次に,肝 硬変合併肝癌発生時期に,癌 部 と非癌部の

cyclic AMP値 を比較 して見ると,癌 部では,376.3土

59.3,非癌部では304.5±77.5と癌部の方が高い傾向で

はあったが,統 計学上,有 意の差は認められなかった。

b.血 装 cyclic AMPの 変動 (図3, 4)

実験開始前の血装 cyclic AMPは 51.5±12.lpmo1/

mlで あった.

実験開始 1カ 月齢では,肝 切群304.4±122.8,非肝

切群では64.5±3.9と,肝 切群では著明に上昇し,肝 切

群では第 l phaseを呈した。

2カ 月齢では,肝 切群58.0±20.6と著明に減少し,

実験開始前の値に復 した。非肝切群では63.4±37.1と

1カ 月齢 と比較し,変 化が認められなかった。

4カ 月齢,つ まり,CC14投 与 1カ 月では,肝 切群は

168.0±94.6と上昇 し,第 2 phaseを,非 肝切群では

図3 肝 切群における肝および血奨 cyClic AMPの周

期的変動
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図4 非 肝切群における肝および血装 cyclic AMPの

周期的変動

t-*-+-+ -?-+-r-



1983年8月

132.7±101となり,第 l phaseを呈した。この時期の

肝 cyclic AMP値 は最低値を示 したが,血 奨 cyclic

AMP値 は上昇 と矛盾するような結果であった。

5カ 月齢になると,肝 切群,非 肝切群とも減少し,

それぞれ63.7±35.4,55.4± 31.8と低値を示した。

7カ 月齢になると肝切群は144.0±65.9と再び上昇

し,第 3 phaseを示 したが,非 肝切群は71.4±34.8と

やや上昇した程度であった。

8カ 月齢になると,両群 とも同様な値を示し,53.9土

26.0となった。

9カ 月齢以後は両群 とも徐々に上昇し,13カ 月齢で

は,134.0± 27.4と上昇し,肝 切群では第 4 phaseを ,

非肝切群では第 2 phaseを 呈した。

i l ) 血清 G l u t a m i c  O x a l o a c e t i c  T r a n s a m i n a s e

(GOT),Glutamic Pyruvic Transaminase(GPT)の

変動 (図5)

肝切群,非 肝切群 とも全経過を通じて差が認められ

なかった。血清 GOT,GPTと も大きく,3つ の phase

を示した。

実験開始前,GOTは 80±12.5U,GPTは 19±3.4U

であった。

COTは 実験開始後, 1～ 2カ 月齢はほとんど変化

は認められなかったが, 3カ 月齢には330±175.6Uと

上昇した。 し かし, 4カ 月齢,つ まり,CC14投 与 1カ

月齢では149±59.9Uと 一時低値を示 したが, 5カ 月

齢になると1,335±156.4Uと 著明な上昇を里 したが,

6カ 月齢になると,ま た正常域内へ落ち着いた,7カ

月齢になると再び上昇し,575± 120.4Uと なったが,

それ以後は漸次低下 し,13カ 月齢には115±25.5Uと

図 5 血 清∞ T,GPT値 の変動
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なった.

GOTも GPTと だいたい同様な推移をたどった.4

カ月齢までは正常域内と100U前後を繰 り返 したが,5

カ月齢には COTと 同様急俊な立ち上が りを示 し,

762±75.6Uと 著明な上昇を示 した。 6カ 月齢 には

52±14.5Uと著 しい減少を示し, 7カ 月齢には再び上

昇し,375±56.6Uと なった。以後は GOTと 同様,漸

次減少傾向を呈 し,13カ 月齢には62±16.9Uと なっ

りti.

ili)血清 Lactic Dehydrogenase(LDH)の変動 (図

6 )

実験開始前の LDHは 956±2826Uで あった。

LDHの 変動は,肝切群では 3つ の phaSeを,非肝切

群では 2つ の phaseを呈した。 1つ の差は実験開始 1

カ月齢の肝切群の上昇時期でその他は同じであった。

肝切群の第 l phaseは 1カ 月齢で,7,700Uと 上昇,

2カ 月齢では減少し3,960Uと な り, 3カ 月齢では再

び上昇し6,700Uと なった。

7カ 月齢では11,400Uと著明な上昇を示したが, 9

カ月齢では992Uと なり,以後漸次減少したが,13カ月

齢では700Uと やや上昇した。

非肝切群の第 l phaseは 3カ 月齢で,5,500U,第 2

phaseは 7カ 月齢で同値の5,500Uで あった。

LD I Iの i s o z y m eでは全 経 過 を通 じ,両 群 と も

LD H 5が 9 0～9 8 %を示 し,そ の傾向の差は認められな

かった。

iv)血清蜜自の変動 (図7)

実験開始前,総 蛋自量 (T.P)は7.6±025g/dlで,

図6 血 清 LDH値 の変動
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分画は Albumin 56.7%,αl‐gib 12.9%,砲‐gib 7.0%,

津gib 17.6%および γ‐gib 5.6%であった.T.Pは 実験

開始後,漸 次減少し,5,6カ 月齢の脂肪肝時期では,

T.P6.1±0.12g/dl,A/G比は1.1となり,肝 硬変完成

時期 にはT , P は5 . 6 ±0 . 7 6 g / d l で, A / G 比は0 . 8 で

あつた。宮10blinの中でもngibは28.1%と上昇した。

13カ月齢になると,T.Pは 6.4±0.14で,A/G比 は

0.83で,やはり,β―gibはかなり上昇し,30.6%となっ

ブと.

今回 Berenblumの two stage carcinogenesisの考

えか ら,initiatorとして DAB, pomotorと しての

CC14とから,ラ ットで肝硬変合併肝癌を作製し,肝 細

胞の増殖を調節するといわれているcyclic AMPを 測

定し,そ の変動に興味ある結果を得た.

肝および血奨 cyclic AMPの 変動

実験経過中,肝 切群より1つ 多い 3つ の phaSeを塁

した。肝切群では第 1の phaSeは実験開始後 1カ 月

で,肝 切による肝再生による高値であると思われた。

肝 再 生 に よ るcyclic AMPの 上 昇 に 関 し て は

Throwerや Shortらにより,肝部分切除後に上昇し,

DNAと 大 い に 関 係 が あ る と報 告 し て い る。

McManus8卜 1の
,whitteldll)121らも肝切除後,4～ 12時

間で肝 cyclic AMP上 昇が見られ,cyclic GMPは 変

化 してないと報告している。 こ のようなことから,非

肝切群では上昇せず,肝 切群では上昇しているという

ことから,肝 切群の cyclic AMPの 上昇は肝部分切除

の影響 と考えるのが妥当と思われる。

その後 2～ 3カ 月齢では小康健状態が続 くが, 4カ

月齢つま り,CC14投 与 1カ 月では一時急激な cyclic

AMPの 減少を塁し,蛋白合成阻害が うかがわれた。5

カ月齢になると肝 cyclic AMPは 上昇し始め, 6カ 月

肝硬変合併肝癌発生過程における肝および血奨 cydiC AMP  日 消外会誌 16巻  8号

で,肝 切群では第 2の phaseを,非 肝切群では第 1の

phaseを示した。この時期は組織的に著明な脂肪肝を

塁する時期であった (図8).COT,CPT値 も5カ 月

齢で著明な上昇を示し,肝 細胞の障害を強 く表わして

いた。この時期の cyclic AMPの 上昇は,肝 再生への

起点として上昇するのではないかと考えられるが,組

織学的には,わ ずかに残った正常肝細胞あるいは未熟

な肝細胞だけで,他 は著明な脂肪滴である。果してこ

のような状況下で cyclic AMPの 形成あるいは DNA

合成を促進する能力があるのか非常に矛盾した状況で

あると思われた。この解現には組織酵素学的分野から

追求せねばならないと考えられた。7カ 月齢になると,

肝硬変が完成 され るのであ るが (図 9).肝 cyclic

AMPは 減少した。肝切群 と非肝切群 とでは,多少時期

を前後するが,そ の後 cyclic AMPは 徐々に上昇し始

図8 実 験開始168日齢

著明な脂肪化が中心静脈域を中心として観察され

る.膠 原線維がglissOn輸からひも状に仲展してい

るのも散見される。

察考

図 9 実 験開始246齢

膠原線維の幅は増強し,大 小様々な結節を呈して

いる。
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め,13カ 月齢では両群 とも,第 2,第 3 phaseを 示 し

た。この時期はすべての症例に多発性の腫瘍結節を形

成していた (図10,11).

Kitagawaら 1りは, 3′‐Me"DAB投 与 に よ る car中

cinogenesisをラットを使用し,血 清 AFPを 測定 して

いるが,過 程中 2つ の phaseを示 し,第 1の phaSeは

3～5wで 出現し,こ れは癌発生にとって必要なもので

はなく,第 2の phaseが肝癌発生時期に一致したと述

べ, ま た, Watabeら 14)も
, azo‐dyeに よ る car‐

cinogenesisの過程 において AFPの frequent tran・

cient appearanceがあると報告している。今回,わ れ

図10 実験開始400日齢

不規則な配列を示す肝細胞癌.核 内周に付着し,

核小体が目立つ。また不規則に増生するミエリン体

が滑面小胞体の塊状増生.糸 粒体の小型化と不規則

な小集燦性配置を示し,こ れらの細胞の周辺には

dark cellが散見される.

5 ″
   x 3 0 0 0

図11 実験開始400日齢

肝細胞 体々内に増生するミエリン体.脂 肪球を包
み込むように層状の滑面小胞体の増生が見られる。

5 ″
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われは AFPは 測定 していないが,ま た CC14を投与し

た肝硬変合併肝癌 ではあ るが cyclic AMPの fre‐

quent transient appearanceが見られ,肝 癌発生過程

にある周期が存在すると考えられた。

今回の実験での肝切群では第 3 phase非肝切群で

は第 2 phaseの cyclic AMP上 昇は どの様な理 由に

よるのだろ うか。癌完成時期 の非癌部 と癌部の肝

cyclic AMPは 癌部の方が高い傾向ではあるが前者に

有意の差はなかった。このことは癌部周囲の肝硬変組

織が癌状態 と同様な意味つま り,前 癌状態の性質を

もって来ると理解 して良いのであろ うか。Boydら 19

は,3オmethyl‐4‐dimethyl‐aminoazobenzene投与によ

り,腫 瘍部 と非腫瘍部の cyclic AMPの 上昇を認め

isoproterenolとの関係を強調 している。つまり,こ の

時期の cyclic AMPの 上昇は異常な transcriptionあ

るいは transiationが行われているのではないだろ う

かと述べている。

遠藤 ら1のは,in vitroで癌細胞培養で cyclic AMPを

投与すると,細 胞形態の変化 contact inhibitionに影

響をおよばし,癌 細胞からメジウム中へ蜜自分泌は,

蛋白全体 としては抑制 されるが AFP分 泌は促進 され

る.ま た DB cyclic AMPは AH66細 胞の増殖は抑制

すると報告 している,井 坂 らゆも同様に,吉 田腫瘍に

cyclic AMPを投与すると,AFPの 上昇が見られ,細

胞の増殖を抑制 し,theophyllinを投与するとその変化

はさらに著明になり,元 の培養地に戻す と,投 与前の

状態に復帰し,細胞の増殖が認められ,cyclic AMPは

DNA合 成を著明に阻害し,RNAは 中等度に阻害,逆

に蛋 白合成は相対的に増加 し,surface membrane

organizationに変化をもたらす と報告 している。小山

ら1のは癌細胞培養地 に cyclic AMPを 投与す る と

Hyaluronic acidの増加が見られ,反 して細胞増殖は

抑制されると述べている。その他同様な報告が見られ
X'4000 て

ぃる10～2いが,総 合すると,in vitroで腫瘍細胞に

cyclic AMPを投与すると,① 細胞増殖の抑制,② 細

胞構造の変化,③  adhesiveness,④ restoration of

contact inhivition,⑤ collagenの増加,⑥ HA合 成

と他の酵素の増加 な どが挙げ られ る。また,

Whitlleldll)12)ャょcalciunl‐cyclic AMP control system

は正常肝細胞においては DNA合 成や肝細胞の増殖を

増強させるが,腫 瘍細胞に関してはほとんど効果がな

いと報告している。

in vivoの 実験では rapidly growing intemediate

g r o w t h  r a t e やs l o w  g r o w i n g などの M o r r i s  h e ‐
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p a t o h aを利用 して O y c l i c  A M P動を観察 して い

る2 , 2り
. R b b e r t , A . H i c k i e 2 3ン0は c y c l i c  A M Pの形成

において, M o r i s  h e p a t o m aとn o r m a l l i v e rの大きな

違いはg l u c a g o nに対するt u m o r  a d e n y l  c y c l a s eの

r e s p o n s i v e n e s s が減 少 す る こ と, と くに r a p i d l y

growing hepatomaにおいて著明で,これはglucagon

の plaSma membrane結合が減少するのと関係がある

と述べている。このことは,Schurnmら
2Dも

報告して

いる。 また, cyclic nucleotideとturnor growth rate

との間に強い関係はないと述べている。Brownら 2いは

hepatoma 7777, 7794A, 9618Aで hepatoma cyclase

activityは正常肝よりかなり高いと報告 している。反

して,Weberら
27)はrapidly growing hepatomaの

adenyl cyclase activityは著明に低 く,slow growing

hepatoma(66,7794A)で は正常肝 と同じ程度 と報告

している。 ま た,Criss and Morris20は種々の Morris

hepatomaで , plasma membraneの adenyi cyclase

activityは肝 preparationより低かった と報告 してい

る.

以上のように,同 じhepatomaを 使用 しても違った

意見がある。 こ れは,今 回肝硬変合併肝癌についてで

はあるが hepatOmaが 完成 した時期やそれ以後の時

期でも肝 cyclic AMPは 異って来るため,時 期的な相

違,あるいは測定方法などにも問題があると思われる。

その他,adenyi cyclaseの activityについて cyclic

CMPた yclic AMP比 を検討した り多 くの報告がある

が,い まだに統一された見解はない。

われわれの今回の実験では,腫 瘍組織での cyclic

AMPは 周囲の host liverに比較 して,有 意差は認め

られなかったが,高 値を示していた.こ のことと,in

vitroでの肝切除によるcyclic AMPの 著明な上昇は

矛盾する結果と思われる.

この結果を理解するには,肝 切除後の cyclic AMP

と,脂 肪肝から肝硬変移行時期の cyclic AMP上 昇は

細胞の増殖を うながし,腫 瘍細胞には,癌 細胞の増殖

抑制を うながす二重作用があるのであろ うか。また

Sharmaら 2り30)はMorris hepatomaの ER mem・

brane Fよcyclic nucleotideと 2 つ のbinding siteを

持っているが,正 常の ER membraneは 1つ の bind‐

ing siteしか持っていないと報告 しているが,こ の

cyclic AMPの 矛盾する作用を説明するのに興味ある

報告 と考えられた。
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