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DMH発 癌実験において癌が2Stとんど発生しないとされている回腸でも結腸間に移植することによ

り癌が好発すること,ま た移植回腸では好気性及び嫌気性菌叢の増加がみられることを報告した。そ
こで今回はSprague,Dawieyラットを用い回腸を結腸間に有茎移植することによる回腸上皮の変化

を組織学的,粘 液組織化学的,お よび3H_thymidineを用いたmicroautoradiographyによる検討を

行った。その結果,移 植回腸では繊毛および腺寓の上皮細胞数はともに増加し,組 織学的にhyper‐

plastaの像を呈した。HID‐AB染 色ではsialomucin染色性の増強が認められ,ま たmicroautoradio‐

graphyでは標識率の増大,増殖帯の上方への拡大がみられた。以上の所見は移植回腸にDMH発 癌が

好発したという現象を支持するものである。

索引用語 t有茎回揚結腸間移植術,HID‐AB染 色,

I. は じaうに

消化器癌 としては胃癌に次 ぐ頻度をもつ腸癌の大部

分は大腸に発生し,小 腸癌は非常に少なく大腸癌のわ

ずか 1～ 2%と いわれる。小腸粘膜の表面積は大腸の

約10倍にも達するにもかかわらず小腸癌が少ない理由

は,① 小腸粘膜自体の発癌性が少ないこと。②腸内細

菌叢が少ないため癌原性物質 (carcinOgen)の産生が

少ないこと,③ 腸内容の通過が速いためcarcinogen

と粘膜との接触時間が短いこと,な どがあげられてい

るめ,1‐2dimethylhydrazine dihydrOchloride力(以下

DMHと 略す)を用いた実験腸癌でも,大 腸に好発し,

十二指腸および近位空腸には少数の発癌はあるが,回

<1985年 5月15日受理>別 刷請求先 !桂  康 博

〒659 声屋市清道町6-10-306

桂

坂 田

粘膜上皮細胞数,細胞増殖帯,labeling index

揚にはほとんど発生しないことが知られているり～。.

Cennaroゆや Celik61は小陽を結腸間に移植後DMHあ

るいはその誘導体であるazoxymethaneを投与した

が,移 植小腸には発癌しないことから小腸粘膜はcar_

cinogenに対し発癌抵抗性があると結論している.し

かし小)||のはDMHに より移植回腸に大腸と同様に癌

が多発したことを報告している。これらの報告の結果

は移植回揚の発癌性に相反する結論を出している。こ

のような大腸間移植回腸の発癌剤に対する差が何によ

るかを明らかにするために回腸の結腸間移植術を施行

し,腸 管上皮の組織学的,粘 液組織化学的検索および
3H,thymidineを用いたmicroautoradiographyによ

る細胞動態学的研究を行った。

II。実験材料および方法

1.実 験動物. 8週齢のSprague―Dawley(以 下 SD
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と略す)系 雄ラット (体重200～250g,日本クレア)を

使用した。室温23℃,湿 度50%,12時 間照明 (照明時

間は 7時 から19時まで)の 条件下で飼育し, ラ ット用

飼料 CE 2(日 本クレア)と水道水を自由に摂取出来る

ようにした。

2.手 術方法 (図 1).回 腸を結腸間に移植すること

による回腸上皮の変化を観察する目的で,次 の 2種 類

の手術を行った。すなわち,

a)回 腸結腸間移植術群 :回盲弁か ら20cmの 回腸

を長さ5cmに わた り切離 して有茎遊離腸管 とし,こ れ

を遠位側結腸間に移植した。

b)回 腸離断吻合術群 (偽移植術群):回 盲弁から20

cmの 回陽を長 さ5cm離 して 2カ 所で切離 し,移 植せ

ずにそのまま同部位にて再吻合した。これらの対照群

として非手術群を作成した.腸 管上皮の組織学的検索

には,術 後 6,12,18週 目のラットを使用 した。

2.組 織標本作成 i屠 殺 1時 間前 に3H_thymidine

O.5/Ci/g(2Ci/mmol)を 足背静脈より静注し,屠 殺後

直ちに全腸管を切除して揚管膜付着反対側で開き肉眼

的検索を行い,す ばや く各検索腸管を採取 し,10%緩

衝ホルマ リン固定切片を作成した。各切片について以

下に述べる方法を用いて HE染 色,high iron diamine‐

alcian blue(以 下 HID‐ABと 略す)染 色,お よび

microautoradiographyを行った。

a)HIDoAB染 色 :脱パラフィン後,HID溶 液〔蒸留

水100ml,N,N′ 、dimethyl‐m―phenylendiamin(HC12)

240mg,N,N′ ―dimethyl‐p‐phenylendiamin(HCl)40

mg,FeC13溶液 (66.6%FeC13・6H20 in 5%HCl)3.2

ml〕に20時間浸した.水 洗後 1%の alCian blue染色

(pH 2.5)を30分間施行した。HID‐AB染 色性を次の

図 1 手 術方法
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4段階に分類し検討した。HID iほとんどsulfomucin

しか染 ま らな もヽ もの,HID>AB, sulfomucinと

s i a l o m u c i n がともに染 ま るが, s u l f O m u c i n 優位,

HID<AB, sialomucin優 位,ABIほ と ん ど

sialomucinしか染色されないもの,に 分類した。

b)3H_thymidineを 用 いた microautoradiography

による細胞動態の分析 i脱パラフィン後 1%氷 冷過塩

素酸に20分間浸 し酸可溶性分画内の3H_thymidineを

除去 した。次に45℃に加温 した 2倍 希釈 NR‐M2乳 剤

(小西六)を用いdippingを行った。 4℃ 冷暗所で 4週

間露出させた後,20℃ コニ ドールX(小 西六)中 で 5

分間現像処理,20℃ コニフィックス (小西六)で 10分

間定着 し,hematoxylin‐eosin後染色を行った。腺管の

中心を通る縦断像として認められる腺管について,一

側腺寓の上皮細胞の標識細胞数を調べた。標識細胞

(labeling cell)は核内の銀類粒 (grain)が5個 以上の

ものとした。腺寓を構成する上皮細胞を腺寓底部から

繊毛上皮移行部まで図 2の ごとく10 segmentに等分

し,各 segmentの全上皮細胞数に対する標識細胞数の

百分率をもって標識指数 (labeling index)とし,切 片

1枚 当た り7～ 15個の腺管について検索,そ の平均値

を labeling indexとして算出した。

有意差の検定は student'st‐testで行い p<0.05以 下

を有意と判定 した。

IH.実 験結果

屠殺 したラットはすべて著明な腸管内容の うっ滞は

図 2 腺 寓上皮の区分
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認められず,腹 腔内臓器の病的所見も認めなかった。

1.腸 管粘膜の肉眼的所見 i全腸管とも肉眼的に腫

瘤形成は認めなかった。術後 6週では吻合部の一部に

粘膜欠損が見られたが,術 後12週,18週 では粘膜欠損

部は確認されなかった。移植回腸には術後 6週,12週,

および18週とも粘膜欠損や炎症所見は認めなかった。

2.組 織学的所見 :6週 以降の移植回腸粘膜には,問

質の浮腫,炎 症性細胞浸潤など炎症性所見は認めず,

正常回腸粘膜と差はなかった。吻合部は術後6週 目の

ラットの一部に粘膜欠損,再 生上皮がみられたが,術

後12週以降では粘膜欠損部は認めなかった.回 腸の繊

毛およびBR寓を構成する上皮細胞数を経時的に比較す

ると図3の ごとくである。まず繊毛上皮細胞数の平均

値士標準偏差は非手術群では46±3.1個で,回腸離断吻

合術群の術後 6週,12週 ,18週 では非手術群との間に

有意差は認められなかった。これに対し回腸結腸間移

植術群では,術後 6週で66±7.9個,12週,18週でもお

のおの66±4.3個,61± 1.1個であって,い ずれも非手

術群の1.3倍となり,有 意に増加した (6週 p<0.01,

12週p<0.001,18週pく0.001)。一方,擁福上皮細胞数

では非手術群30±0.9個.偽移植である回腸離断吻合術

群では,術 後 6週,12週 ,18週 とも非手術群との間に

有意差は認めなかった。これに対し,回 腸結腸間移植

術群では,術 後 6週 で42±1.5個となり非手術群の約

1.4倍に細胞数が増加し,12週,18週でもおのおの43±
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3.2個,42± 2.9個となり, 6週 とほぼ同じ細胞数に増

加した (6週 ,12週 ,18週 ともにp<0.001).

3.HID‐AB染 色 :各手術群における回腸粘膜上皮

の HID‐AB染 色性について検討した(表 1)。繊毛上皮

の HID‐AB染 色性は非手術群では HID,HID>AB.

回腸離断吻合術群では,術後経過 日数に関係なくHID,

HID>ABで あり非手術群 との差異は認めなかった。

表 1 回 腸粘膜上皮の HID‐AB染 色性

図3 回 腸粘膜上皮細胞数の経時的変化
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これに対し回腸結腸間移植術群の移植回腸では術後 6

週で HID>AB,12週 で HID>AB,HID<AB,18週 で

は HID<AB,ABと AB好 染性に変化した。一方,腺

寓 上 皮 の H I D ‐A B 染 色 性 は 非 手 術 群 で は H I D ,

HID>ABで あるのに,回 腸離断吻合術群では術後 6

週 で H I D > A B , 1 2 週お よ び1 8 週で は H I D > A B ,

HID<AB,ABと なり,AB好 染性に変化した。回腸結

腸間移植術群でも術後 6週 HID>AB,HID<AB,12

週ですべてのパターンの染色性がみ られ,18週 では

HID<AB,ABと なり,回 腸離断吻合術群 と同様 AB

好染性に変化した。

4.microautoradiographyに よる回腸上皮 の細胞

増殖動態 :回腸腺寓を構成する上皮細胞を底部から繊

毛上皮移行部 まで10等分 し,microautoradiography

(3H_thymidine)を 用 ヽヽ て 各 segmentの labeling

indexおよび増殖帯を測定し,各 手術群について比較

検討した。非手術群,回 腸離断吻合術群,回 腸結腸間

移植術群における標識率を表 2に 示す。腺富全体の標

識率を比較すると,非 手術群の回腸腺衛は19.1%で あ

るが,回 腸離断吻合術では24.7～26.7%と なり, さら

に回腸結腸間移植術では27.6～30.8%と 上昇 してい

る.腺寓下層1/2の標識率では手術群 と非手術群の間で

差は認められなかったが,腺 衛上皮の上層1/2である

seと...ent 6からseと.1.ent 10までの標識率では,非 手術

群 は1。1%で あ るのに対 し回腸離 断吻合術群 で は

7 . 6 ～9 。6 % , さ ら に 回 腸 結 腸 間 移 植 術 群 で は

13.6～19。2%ま で標識率が上昇しており, このため腺

寓上皮全体 としての標識率が増加 していることにな

る.次 に各実験群の標識率および増殖帯の変化を検討

結腸間移植回腸上皮の組織学的,粘 液組織化学的研究    日 消外会誌 18巻  9号

表 2 回 腸腺寓上皮の標識率

術式

腺君
上度

非
　
手
　
術

回陽離断吻合術 回陽緒腸間移植術

6週 12週 18週 6週 12週 1 8週

seg 6～10

(%)

1 . 1

seg l～5
(%)

seg l～10
(%)

276

すると(図4),標 識細胞は,非 手術群では segnent l

からsegment 6までの腺寓の下層部にみられるのに対

し,回 腸離断吻合術群では,術 後 6週 ,12週 ,18週 で

標識細胞の上限は segnent 8まで認められた。回腸結

腸間移植術群では,術 後 6週 で segment 8まで,さ ら

に術後12週,18週 では segnent 10まで上昇した。mi‐

croautoradiography(3H_thymidine)に よる移植回腸

上皮の組織像を図 5に 示す。非手術群回腸上皮にくら

べ結腸間移植回腸上皮の標識細胞は crypt上 層部まで

認められる。

IV.考   察

DMHに よる陽癌の発生は大腸に特異性が高 く少数

の腫瘤が十二指腸および近位空腸に発生するが回腸に

は発生しないわり。このように DMH発 癌が大腸に好

6 週

図4 回 腸腺笛上皮の標識率および増殖帯
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図 5 回 腸粘膜上皮のmicroautoradiograph.

非手術群 回腸結腸間移植術群

発する理由は,DMHそ のものの大腸粘膜親和性にく

わえて腸内細菌,大 腸内容などが関与 していると考え

られている。小川のは回腸結腸間移植術兼 DMH投 与

により大腸のみならず移植腸管および腸管吻合部にも

腫瘍が多発したと報告している。

腸吻合部に一致して腫瘍が発生する根拠については

Williamson的らの報告がある。腸吻合部では粘膜の欠

損 と修復 ,再生を繰 り返 し,DNA合 成が克進 してお

り, これが発癌に対し促進的に作用するというのであ

る。Pozharisskiり,Furuya10らは実験的に結腸の一部

を結繁し,粘 膜に非特異的な慢性潰瘍を作成すること

により発癌が促進 されることを示し,そ の理由として

この結繁創周囲粘膜の3H_thymidineによるlabeling

indexが上昇することを報告している。Hagiharall)ら

は酢酸を用いて急性大腸炎を作成し,こ こにDMH誘

発癌が多 く発生することを報告 しているが, これらの

機序 とも類似すると考えられる。ここで最も注 目すべ

に結果は結腸間に移植した回腸に腫瘍が多発したこと

で あ る。Gennaroゆや CelikOは小川 ら と同様 SD系

ラットを用い小揚の結腸間移植術を行い,そ れぞれ

azoxymethane,DMHを 投与 して移植小腸の発癌性

について検討しているが,結 腸間に移植 した小腸には

腫瘍は発生 しないことを報告 してお り,小 川のの結果

とは相反する,そ こで本研究では,従 来報告されてい

なかった結腸間移植回腸に腫瘍が多発した事実に注目

し,移 植回腸における腫瘍発生促進因子について検討

を行うために発癌剤を投与せずに結腸間移植回腸にお

ける粘膜上皮の組織学的変化について検討を行った。

その結果,回 腸離断吻合術群では繊毛および腺福の上

皮細胞数は変化しないが,回 腸結腸間移植術群では非

手術群と比較し繊毛上皮細胞数は約1.3倍に増加し,腺

寓上皮細胞数は約1.4倍に増加した (図3).小 腸粘膜

はその管腔内環境により4つのtypeの形態的変化を

とることが知られている1分.すなわち,type lは繊毛お

よび腺寓上皮細胞数が減少するhypoplasiaである。避

腸栄養やself‐emptying bypassのごとく腸管内に食

物が通過しない状態でみられる。type 2は繊毛,腺 寓

の上皮細胞数がともに増加するhyperplasiaである。

これは寒冷環境下におくことによる多食状態あるいは

小腸大量切除後の残存小腸で認められる,type 3は繊

毛上皮細胞数は増加するが腺笛上皮細胞数が減少する

もので管腔内を無菌状態にした場合にみられる粘膜構

造である。type 4は繊毛上皮細胞数が減少するのに対

し腺寓上皮細胞数は増加するものでcoeliac病,放 射

線照射,粘 膜損傷を来す薬剤注入などの場合にみられ

る小腸粘膜上皮の変化はこのtypeである.腺寓上皮細
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胞数の増加するtype 2とtype 4の発生因子についてみ

ると,type 2では,小腸内栄養素の効果1め
,胆汁と膵液

の影響1 り
, e n t e r o g l u c a g o n l ' , e p i d e r m a l  g r o w t h

factorlい,gastrin171などのホルモンがあげられる.type

4では粘膜損傷による繊毛上皮細胞数の減少と,繊毛上

皮細胞数による腺寓上皮細胞数のfeed back機構1りが

考えられている。本研究で得た結腸間移植回腸粘膜上

皮の変化はtype 2のパターンをとるが,そ の原因とし

ては移植回腸の一過性血流障害後の回復期細胞増殖,

あるいは腸内容とくに腸内細菌叢の変化による粘膜上

皮のHyperplasiaが推定される。そこで,回 揚腺寓上

皮 の細胞動態 を3H_thymidineによるmicroautor‐

adiographyで調べた,細胞動態を検討する上で注意す

べきことは, ラット腸管上皮の再生には日内変動があ

り,腺 富上皮のmitotic indexやlabeling indexは時

刻とともに周期的に変化することである1。2い。そこで

本研究ではこの変動を考慮して3H,thymidineの投与

を日内変動の少ないとされている11時から15時の間に

行った。本研究結果では,標 識率は非手術群で19.1%

であるのに対し,回 腸離断吻合術群26.7%,回 腸結腸

間移植術群29.5%と,手 術群で標識率は上昇し,特 に

回腸結腸間移植術群で最も高値を示した。細胞増殖帝

を比較すると非手術群では標識細胞はsegment lから

6まで,回 腸離断吻合術群でsegment lから8ま で,回

腸結腸間移植術群でsegment lから10まで認められ,

特に結腸間に移植した回腸では増殖帯の表層への拡大

は顕著であった。これらの研究結果からは結腸間移植

回揚の腺笛上皮は組織学的に過形成を示 し,3H_

thymidineによる細胞動態学的検索でも標識率の増大

と増殖帯の上層への拡大,つ まり過形成病変でみられ

る所見をみとめた.このようなhyperkineticな変化は

Lipkin21)の言 うDMH発 痛実験において腫瘍の発生

に先立って現われるいわゆるphase lの細胞増殖動態

に似ている.す なわちLipkinはphase lでは腺寓細胞

の上層部まで3H_thymidineの
取 り込みがみられ腫瘍

発生のリスクが高くなると述べている。 これらの変化

は臨床的には家族性大腸ポリポージスの非腫易部2り,

潰瘍性大腸炎2め
,発 痛実験ではDMHの みならず

MNNG(N‐ methyl‐N′‐nitro‐N‐nitrosoguanidine)に

よる過形成性粘膜内病変2りにおいても同様に認めら

れ,さ らには発癌剤を投与せずにcitrobacter freundii

処置29,放射線照射20を行った場合,あるいは小腸切除

術後などの場合にも粘膜上皮2の2めにhyperplasticな

変化を来し,細 胞動態的には増殖帯の拡大や細胞同期
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の短縮がみられる。この際DMHを 投与すると大腸の

発癌性が増加することが知られている2り～3り.組織学的

検索,および3H_thymidineを
使用した細胞動態学的検

索から判明した結腸間移植回腸における繊毛上皮細胞

数の増加を伴う腸寓上皮細胞動態の元進状態は,発 癌

準備状態とも言える過形成性の変化であり, これに通

常の小腸には発癌しない比較的少量のDMHを 投与

することにより癌が多発したと考えられる。

腸内細菌叢の腸管上皮あるいは発癌に及ぼす影響に

関しては不明な点が多いが,腸 癌多発国民では腸内細

菌量,特に嫌気性菌が著しく増加しているといわれる。

このような腸内細菌の変化が局所免疫,腸 上皮の細胞

回転にも関与し,ひ いては発癌とも関係するといわれ

る3ゆ。 このように腸内細菌叢は大腸癌発生に重要な関

係があることは以前より推測されているが3り, どのよ

うなメカニズムが発癌を促進しているかは不明であ

る。従来の腸内細菌叢の検索は排出された糞便中の細

菌検索にとどまっており3,361,腸管の各部位ごとに発

癌と腸内細菌叢の関係を調べた報告はみあたらなかっ

た。小川らは48時間絶食させたラットの腸管内容を嫌

気性菌培養液で洗浄することにより腸管の各部位ごと

の腸内細菌叢を検索する方法を考案したの。この方法

を用い各実験群における腫瘍発生部位と揚内細菌叢と

の関係について検討した結果,好 気性菌数は非手術回

腸とくらべ離断吻合回腸では約20倍 (p<0.02),移植

回腸では6× 102倍(p<0.001)に増加し,嫌 気性菌数

は非手術回腸とくらべ離断吻合回腸では約20倍 (pく

0.05),移植回腸では5× 102倍(p<0.001)に菌数が増

加していた。腫瘍は移植回腸には発生したが,正 常回

腸および離断吻合回腸には発生がみられなかったのこ

とを考えあわせると菌数の高い部分に一致して腫瘍発

生率が高くなっている。さらにその増加数が102倍以上

になると腫瘍発生に影響をおよぼすが,20倍程度の増

加では腫瘍発生に影響するにはいたらないとも考えら

れる。

次に大腸粘膜上皮の前癌性変化として粘液組織化学

的変化があげられる。まず Barkerら3のはヒト大腸癌

組織中のシアル酸量が正常粘膜に比べ増加しているこ

とを見い出した。次いでFillipeら30は,ヒ ト大腸組織,

ラットDMH大 腸腫瘍3りを用い,大 腸粘膜の異型度が

増すとまalomucinは増加すること,癌周囲の正常粘膜

ではsulfomucinが減少しsialomucinが増加するこ

とを示し, これらのsialomucin好染性粘膜を
“
tran‐

sitional mucosa"と名づけ前癌病変とした.Kimら 4い
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は胎児の大腸組織が多量のSialomucinを含んでいる

ことより,癌組織におけるsialomucinの増加は未熟な

粘液産生の再現を示唆するものと結論づけている。さ

らに,Currie40,Rios4のらによりsialic acidは腫瘍細

胞と抗体および免疫応答細胞との接触を阻害している

と報告されている。本研究では各手術群の回腸粘膜上

皮のmucin分泌パターンは正常回腸ではsulfomucin

優位であるが,回 腸の結腸間移植術群と回腸離断吻合

術群ではともに腺寓上皮はsialomucin優位に変化し,

繊毛上皮でも結腸間移植回陽ではsialomucin優位に

変化している。これらのsialomucin優位への変化は癌

周囲のtransitional mucosaの変化と似ているが, ヨ

ントr― ル手術である回腸離断吻合術群の回腸腺寓で

も同様の変化を認めることより,結 腸間移植回腸に特

異的なものでなく,手 術操作による二次的変化とも考

えられる.し かしsialic acidが個体の免疫力を低下さ

せる点を考えると, これらの粘液の変化は発癌と密接

な関係があると考えられる。

以上の所見は形態学的,お よび細胞動態学的にも

hyperplasiaの所見であり, このことがDMH発 癌実

験で移植回腸に癌が好発した原因であろうと考えられ

ブ【=.

V . 結 語

DMH発 癌実験で結腸間移植回腸に痛が好発した原

因を解明するために結腸間移植術の回腸におよばす影

響を検索すべく結腸間移植回腸,離 断吻合回腸および

非手術回腸を比較検討し次の結果を得た。

1)移 植回腸の繊毛上皮および腺筒上皮の細胞数が

増加した。

2)HID‐AB染 色により,移植回腸上皮内粘液はAB

好染性に変化した.

3)移 植回腸腺寓上皮のmicroautoradiographyに

より増殖帯の表層への拡大と標識率の増加がみられ

ヲ(=.
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