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ラットの結腸間有茎移植回腸上皮における細胞動態学的研究
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ラットを用いたDMH発 癌実験では発癌しない回腸でも結腸間に有茎移植することにより癌が好

発する。この発癌性元進の原因究明のためDMH非 投与ラットの腸管上皮における細胞動態を解析し

た。その結果,結腸間移植回腸では偽移植回腸にくらべmitotic indexが増加し,細胞同期時間および

DNA合 成期時間が軽度延長,grOwth fractionは軽度増加した。migration rateは1.4倍に増加し,

transit timeは6.2時間短縮した。以上より回腸粘膜上皮は結腸間に移植されることにより細胞動態学

的にhyperplasiaの所見を呈し, このことがDMH発 癌に対し促進的に作用したと考えられた。

索引用語 :有茎回腸結腸間移植術,細 胞周期 (cell cycle),growth fraction,細胞移動 (cell migration)

I. [まじbに

ラットを用いた1‐2dimethylhydrazine dihydroch‐

loride(DMH)腸 癌実験ではおもに大腸に発癌し,時

には十二指腸,近 位空腸にも発生するが回腸発癌はき

わめてまれである1ン)。この臓器特異性の解明のために

GennaroめやCelikりは小腸segmentの結腸間移植術

を行った後にDMHや その誘導体であるazoxymeth‐

ane(AOM)に よる発癌実験を行い,移 植小腸には発

癌が認められないことから小腸粘膜上皮は発癌剤にな

抗性があり,結腸粘膜には感受性があると述べている。

ところがほぼ同様の回腸結腸間移植術後 DMH発 癌

を行った小川9,安富いは移植回腸に癌が発生したこと

を報告し,Gennaro。や Celikりと逆の結論を出してい

る。さらにわれわれは結腸間に移植した回腸上皮は発

癌剤を併用せずとも繊毛および腺寓の延長と細胞数の
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増加が認められ, 3 H _ t h y m i d i n e ( 3 H _ T d R ) による

microautoradiographyで labeling index(LI)の 増

加,細 胞増殖帯が上方へ拡大することを報告した。

本稿では結腸間に移植され,結 陽と同様の管腔内環

境におかれた回腸粘膜上皮細胞の細胞動態を調べ発癌

との関連性を検討した。このため3H_TdR uptakeによ

るpulse labeling法により細胞同期,細 胞移動の諸因

子を解析した。

H.実 験材料および方法

1,実 験動物

8週齢のSpraque‐Dawiey(SD)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できるようにした。

2.手 術方法

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,エ ーテル麻酔下,無 菌操作で腹部
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正中切開を加え,次 の 2種類の手術を行った。(図 1).

a)回 腸結腸間移植術 (移植術)i30匹 のラットを用

いて回腸未端から20cmの 回腸を5cmの 長さに切離し

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 (偽移植術)i30匹 のラットを用

いて回腸末端から20cmの 回腸を長さ5cm離 して有茎

回腸係踊をつくり, これを移植せずにそのまま向部位

にて再吻合した。腸管吻合は4-O chromic catgutを用

い, 1吻 合あた り8～ 10カ月に全層結節縫合を行っ

た。これらの対照として手術を行わない正常群30匹を

もうけた。

3,細 胞動態の解析

各手術後20週経過 した ラットを用いた。m■otic

index(MI)は 各群ラット10匹づつを用いhematox‐

ylin‐eosin染色標本においてラット1匹 ごとに10腺寓

につき検索し, 1腺 筒あたりの上皮細胞数に対する分

裂期細胞数の百分率を出し,その平均値であらわした。

ラットの足背静脈より3H_TdR(Amersham intema‐

tional limited,special activity 2Ci/mmol)を0.5″ci/

g注 入後屠殺,ただちに検索する回腸を採取し,10%緩

衝ホルマリン固定パラフィン包埋切片を作成した。脱
パラフィン後 1%氷 冷過塩素酸に浸し,酸 可溶性分画

内の3H_TdRを 除去して,45℃ に加温したNR‐M2字L

剤(小西六)を用いdippingを行った。冷暗所で4週間

露出後,Konidol‐XK/J 西ヽ六)で現像"Kondinx(小 西

六)で 定着処理を行い,hematoxylinで後染色を行っ

た。腺管の中心を通る縦断像として認められる腺管に

ついて標識細胞数を調べ,標 識細胞 (labeling cell)は

核内の銀頼粒(grain)が5個以上のものを陽性とした。

細胞周期 (cell cycle)を求めるために3H_TdR注 入後
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経時的(0.5,1,1.5,2～10時間まで 1時間ごと,以 後

2時間ごと24時間まで)に 屠殺し,microautoradio‐

graphを作製した。各組織切片における腺笛上皮の分

裂期細胞 (mitOtic ce11)を300個観察してmitotic cell

中のlabeling cellを教え,こ の比率からCilbert7)の方

法により標識分裂指数 (percentlabeled miosis,以下

PLMと 略す)曲線を作成し,細 胞周期時間(cell cycle

time,Tc)およびその各期時間を求めた。PLM曲 線で3

H‐TdR投 与後,分 裂像の50%が 標識されるまでの時

間をG2期時間(TC2),最初の上行脚と下行脚上でそれ

ぞれ50%の分裂細胞が標識されている点の間隔をS期

時間(TS),最初の上行脚と2度 目の上行脚でそれぞれ

50%の分裂細胞が標識されている点の間隔をTcと し

た,GI期 時間十M期 時間(TGlttTM)は Tcか らTS十

TG2を除いて求めた。さらにBasergaめの方法により

growth fraction(GF)を算出した。

粘膜上皮の細胞移動検索のために3H_TdR注 入後経

時的 (1時 間,10時 間以後100時間まで10時間ごと)に

屠殺してmicroautoradiographを作製,各時間ごと10

腺管について最高位にあるlabeling cellの腺寓底か

らのレベルを数え腺管上皮細胞数に対する百分率を

renewal rate9)とし,そ の平均値 (Y)と 3H_TdR投 与

後の時間 (X)の 間で相関係数および回帰直線方程式

(Y=aX+b)を 求めYが 100のときのX値 をtransit

tihe(TT)と して算出した。さらに上皮細胞は腺管内

を均一速度で繊毛先端まで移動するものと仮定して 1

時間あたりの細胞移動率 (migration rate,MR)を求

めた.有 意差検定はstudent'st―testで行いp<0.05以

下を有意と判定した。

IH.実 験結果

1.mitotic index(MI)の変動

MIの 平均値士標準偏差は正常回腸3.1±0.6,偽移

植回腸3.2±0.7,移植回腸3.9±0.7,結腸0.7±0.5で

あった。移植回腸では正常回腸 (pく0.02),偽移植回

腸 (p<0.05)に比べ有意に高値を示した。また結腸は

正常回腸 (p<0.001)の約1/5と低値であった (表1).

2.percent labeled mitosis(PLM)曲線の解析

正常回腸粘膜上皮のPLM曲 線 (図2a)は 3H_TdR

投与後 1時間より急唆な立ち上がりを示し,第 1波

ピークは1.5時間から6時間まで,第2波 ピークは17時

間から19時間にみられた。 これより得たTCは 13.8時

間,TG2 1・1時間,TS 6.2時間,TclttTM 6.5時間で

あった。偽移植回腸のPLM曲 線 (図2b)では第 1波

ピークが1.5時間から6時間まで,第2波 ピークが17時
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表 1 腺 寓上皮細胞のmitotic index(MD4

実 験  群 MJ子 (%)

正 常 回 腸
n‐10

3.1± 0.6環※

偽移植回鵬
nヨ1 0

32主 0.7韓

移 植 回 勝
n‐1 0

3。9± 0.7

正 常 結 腸
n = 1 0

07± Ot5採壊栄

ⅢMl☆端品昔×WO盟 品、響
に

P<002, 寮求

工中回ほとの間に
Pく0001,競 募慕

間から19時間にあり正常回腸と2Stぼ近似した曲線とな

りTC 14.0時間,TG2 1・1時間,TS6.3時 間,TCl+TM

6.6時間であって,TCお よびその各期時間とも正常回

腸とほとんど差はなかった。移植回腸のPLM曲 線(図

2c)で は第 1波 ピークが1.5時間から6.5時間まで,第

2波 ピークが18時間から20時間にあり,正 常回腸の

PLM曲 線に比べ第 1波 ピークがやや長くなり,第 2

波ピークが右側に認められた。この曲線よりTC 14.8

時間,TG2 1・3時間,TS 6.9時間,TGl+TM 6.6時 間

が求められ,移 植回腸のTCは 正常回腸に比べ1.0時

間,偽移植回腸と比べ0.8時間それぞれ延長したが,こ

れはTSが 延長したためである。結腸のPLM曲 線(図

2d)で は第 1波 ピークが2.0時間から8.5時間まで,第
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表2 腺 寓上皮細胞の細胞周期時間および各期時間

実験 聯 TC2 Ts thr) Tel■1■rh T c

正 常 □ H 1 . 1 6.5

a移 植日H 1 . 1 14.0

移 植 日 口 14.8

正 帝 お い 9.7 20.0

2波 ピークが24時間から26時間にあり,正 常回腸の

PLM曲 線に比べ第 1波 ピークが延長し,第 2波 ピー

クが著しく右側に出現している。 こ れより得たTCは

20,0時間,TC2 1・7時間,TS 9.7時 間,TCl+TM 8.6

時間であり,正 常回腸に比べ Tcで は6.2時間長く,

TC2で は0・6時間,TSで は3.5時間,TCl+TMで は2.1

時間それぞれ長くなり, とりわけTSが 56%長 くなっ

ている (表2)。

3.Crowth fraction(GF)の 変動

GFは 正常回腸0.43,偽 移植回腸0.59,移 植回腸

0.63,結 腸0.30であつた。腺寓細胞のうち細胞回転に

入る細胞は結腸が最も少なく,正常回腸は結腸の1.4倍

であった。手術群ではさらに高値で,移 植回腸では約

2/3の細胞が増殖に関与している (表3).

4.transit tine(TT),migration rate(MR)の 変

動

TTは 正常回腸 (図3a)で は回帰直線Y=2.13X+

11.8,相関係数r=o.989か ら41.4時間,偽移植回腸(図

図2 percent labeled m■oSs(PLM)曲 線
PLM
(%)

0
(時間)

a)正 常回腸,b)移 植回腸,c)偽 移植回腸,d)正 常結腸
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(時間)

a)正常回揚,b)移 植回腸,

表 3 腺 笛上皮細胞のgrowth fractiOn(GF)

実 験  辞 G.F

正 常 回臓 0.43

偽移植回隅 0.59

移 植 回 陽 0.63

正常結 臓 030

3b)では Y=1.91X+24.1,r=0.993から39.7時間,移

植回腸 (図3c)で は Y=2.19X+26.7,r=0.961か ら

33.5時間,結 腸 (図3d)で は Y=0.70X+45.5,r=

0,961から77.9時間であった。正常回腸の TTを 100と

すると偽移植回腸では96,移 植回腸では81と短縮し,

結腸では188となり繊毛がないのにかかわらず正常回

腸の約2倍の時間を要した。MRは 正常回腸1.5celis/

時間,偽 移植回腸1.5cells/時間,移 植回腸2.lcells/時

間,結 腸0.3cells/時間であった。MRを 正常回腸に比

較すると偽移植回腸では差はなく,移植回腸では1.4倍

に増加し,結 腸では0,2倍であった (表4).

IV.考  察

Gennaroゆや Celikりの報告以来小腸粘膜はDMHや

AOMな どの発癌剤に対し抵抗性があるとされてき

た。しかし小川動や安富●らはSDラ ットの回腸seg‐

mentを結腸間に有茎移植した後,DMH lomg/kg/週
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c)偽 移植回腸,d)正 常結腸

表 4 腺 管上皮細胞あtransit time(TT)お よび

migratiOn rate(MR)

実験群 TT。(hr) M.R(c』に′hr)

正 常 回 腸 41.4 1.5

偽移植回腸 39.7 1.5

移 植 回 腸 33.5 2.1

正 常 結 陽 77.9 0。3

を16週間投与した結果,大 腸のみならず移植回腸およ

び吻合部にも癌が発生したことを報告した。これら移

植小腸の発癌性が相反する結果となった原因を解明す

るために結腸問移植を行いDMH非 投与で移植回腸

粘膜の変化を検索した.そ の結果,移 植回腸の繊毛お

よび腺寓の上皮細胞数は正常回腸に比べ約1.4倍に増

加し,3H_TdRに よるmicroautoradiographyを用い

てLIを調べると正常回腸は19.1%であるのに対し移

植回腸では27.6～30.8%と上昇した。さらに細胞増殖

帯は正常回腸では腺寓中下層にあるが,移植回腸では,

上限が繊毛腺寓移行部まで拡大した。これらの変化は

hyperplasiaを示す所見であり,LipkinlののDMH発

癌過程のphase lに相当し,発癌促進的な変化である.

類似の変化が大陽癌発生のhigh riskである家族性大

腸ポリポージスの非腫瘍部1',漬瘍性大腸炎121におい

てみられ,実験的には無菌ラットのcitrobacter freun‐

Y=2.19x+26.ア

r=0.96i

Y=1,91x+24.1

r = 0 . 9 9 3
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dii処置1め,放 射線処置
141,小腸切除後の残存腸粘膜上

皮1'などでも認められ,こ の際DMHを 投与すると大

腸の発癌性が増大することが知られている161-19.回腸

を結腸間に移植することにより回腸粘膜上皮のLIが

増加し,増 殖帯の拡大を認めたが,逆 に結腸segment

の回腸間移植実験を行ったClairlめらは移植結腸の上

皮細胞数は変化せず,LIも コントロール結腸と差をみ

とめないことから結腸粘膜上皮は管腔内環境の変化に

耐性があると述べている。しかしPhilipson2"らは回腸

sttmentを空腸や結腸間あるいは勝脱に移値すると

移植回腸の粘膜上皮形態は容易に変わる特性があり,

その原因として管腔内環境の変化が最も重要な因子で

あると述べている。さらに小川ゆは結腸間移植回腸内

の細抱叢は正常回腸内に比べ増加することを指摘して

いる。これらのことより結腸内管腔環境は小腸内より

も陽管粘膜上皮の細胞動態に及ぼす影響は大であると

考えられる。そこで本稿では結腸内管腔環境におかれ

た回腸粘膜上皮の細胞動態がどのように変化するかを

細胞周期,細 胞移動の諸因子につき解析を行い偽移植

回腸,正常回腸および結腸と比較検討した。in vivoで

の細胞同期の解析はおもにpulse labeling methodと

持続標識法 (continuous iabeling method)が 用いら

れているが,後者は細胞周期の各期時間の精度が低い。

前者では実験腫瘍細胞などによくみられるTClのば

らつきが大きい場合にはPLM曲 線の第 2波が現われ

ず細胞周期は解析できない2ゆ.本実験ではpulse label‐

ing法を採用したが, ラットの移植回腸粘膜の個々の

細胞が均一化した増殖を行ったため第 2波の結出が可

能となったと考える。その結果正常回腸ではTC2 1・1

時間,TS 6.2時間,TCl+TM 6.5時 間,TC 13.8時間

であった。これらの値は本実験と同系ラット回腸を用

いpluse labeling法で測定したMcDemottlめの結果

TC2 1・4時間,TS 6.4時間,TC1 3.7時間,Tc ll.5時

間,Loran&Crocker22)の 結果TS 7.8時間,Tc 8.9

時間に比べいくがん値が異なった。これは実験条件の

差のみならず,PLM曲 線の作図の差によるものであ

り,本 実験ではBilbert法に準じ各測定値と作図した

曲線の平均平方誤差が最小な曲線を採用したため,よ

り正確なPLM曲 線が得られたと考えている.偽 移植

回腸ではTCお よびその各期時間すべてにおいて正常

回揚との間に差を認めなかった。移植回腸のTCは 正

常回腸,偽 移植回腸より約 1時間延長したがこれは

Tsが 延長したことによる。ヒト大腸癌では癌近傍の健

常大腸に比べ Tsが 延長している2ゆ2つ。げっ歯類を用
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いた実験大腸癌でもTsの 延長がみられる2,。しかし

潰瘍性大腸炎121,家族性大腸ポリポージス2の,DMH投

与による腫瘍発現前の状態2のではTsの 延長はみられ

ない。一方citrObacter freundiiで作成したhyper‐

plasiaではTsの 延長が認められている
1ゆ.TSの 延長

は果型性の強い組織の標識パターンであるがgem

freel的,蛋 白欠乏状態2りでもTSの 延長がみられる。こ

れらは組織の異性型とは別に,細 胞破壊が少なく細胞

新生の刺激が少ないことから,DNA合 成率が低下し

たためとされている.本 実験の移植回腸に軽度のTS

の延長がみられるのはhyperplaSaに関係あるものと

考えられる。

Baserga3のは総説のなかで生長の速い腫瘍でも正常

組織に比べTcは 長くなっていることが多いことから

腫瘍の生長には↑Cが短縮する必要はなく,むしろGF

の増加が重要であると述べている。移植回腸のGFは

0.65で正常回腸の1.5倍であり細胞増殖に関与する細

胞が増加し,G。期あるいは非増殖性成熟細胞が減少し

たことが示された。移植回腸のように増殖刺激が加

わった際にG。期細胞は増殖相に入って細胞増殖帯が

拡大するものと考えられる。小腸粘膜上皮の分裂と増

殖は腺寓底部で行われPaneth細胞以外の上皮細胞は

腺寓の深部で2～ 3回の分裂をおこし,繊 毛に向けて

エスカレーター式に移動し,最 終的に繊毛先端から管

腔内に脱落するいわゆるpipe line systemの tum

overを とっている30。この腺寓から繊毛へのMRを 各

群で比較すると移植回腸のMRは 正常回腸,偽移植回

腸のそれぞれ約1.4倍に元進している。さらに移植回腸

のTTは 正常回腸より約8時間,偽 移植回腸より約 6

時間短縮している。MRの 元進とTTの 短縮は腺寓で

の細胞増殖が増大した結果,腺 福から繊毛へ移行して

くる細胞が増加したためである。細胞増殖の少ない飢

餓状態やglucagon投与時
3り,gem freeの 2ゆ状態では

MRは 低下し,細胞増殖の旺盛な町perplasialめ,漬瘍

性大陽炎3め,caeliac病3つではMRは 元進することが

証明されておりMRは 細胞増殖率に比例する。一方腺

寓で増殖した細胞の約半数が増殖細胞として腺寓にと

どまり,半 数の細胞が繊毛へ向ってmigrationをおこ

すが,増 殖がさかんな場合は腺寓にとどまる細胞数の

増加と腺害の延長うまりhyperplasiaを呈する。

結腸と回腸の粘膜上皮の細胞動態には大きな差があ

る。すなわち結腸腺寓上皮のMIは 正常回腸の0.2倍の

低値であり,結腸のGFは 正常回腸の0,7倍である。結

腸のTCは 正常回陽の1.4倍と長く,その各期時間をみ
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て もT c 2 は1 ・5 倍, T s は1 . 6 倍, T c l t t T M は1 . 3 倍に

なっている。TTは 1.9倍,MRは 0.2倍であり結腸腺笛

上皮のmigrationは遅い。以上の成績から,結 腸間に

移植され,結 腸と同様の管腔内環境下におかれたにも

かかわらず,回 腸粘膜上皮は細抱動態からみて大腸化

することはなく, もとの回腸としての性格を保ち,む

しろ細胞動態では hyperplasiaの像を呈することに

よって移植回腸に発癌が促進されたと考えられる。

V . 結 語

結腸間移植が回腸粘膜上皮に与える影響に関して

ラットを用いた実験で検討し次の結果を得た。

1)移 植回腸の MIは 正常回腸(p<0.02),偽 移植回

腸 (p<0.05)に 比べ高値を示した。結腸の MIは 正常

回腸 (p<0.001)よ り低値であった。

2)移 植回腸の Tcは 正常回腸,偽移植回腸に比べそ

れぞれ約 1時間延長したがこれは Tsが 延長した結果

である。移植回腸はもとの回腸に類似した細胞回転を

とり細胞動態的に結腸化はしない。

3)移 植回腸では GF,MRが 増加,TTが 短縮し,細

胞動態的に hyperplasiaの像を塁した。結腸では GF,

MRと もに低値で TTは 高値であった。

本研究の一部は昭和57年度文部省がん特別研究 I(高 山

班)助成金,昭 和58年度科学研究費補助金 (一般研究C,課

題番号58570524)によった。
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