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ヌードマウスを用いたヒト胃癌の研究
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ヌードマウスに移植された腫瘍は,継 代を重ねても原腫瘍の形態や機能をよく保持し,染 色体も変

化しないことより, ヒト癌研究の優れた実験系とされている。

今回,種 の々胃癌組織をヌードマウスに移植し,①生物学的特性としての生着,増殖と転移,② AFP

とCEA産生胃癌および印環細胞癌の特性,③ヌードマウスの陣摘や抗アシアロGMl抗血清投与の増

殖に及ぼす影響,④患者の予後と発育態度,すなわち生着および発育速度と患者の生存率との関係,

⑤待」癌剤感受性試験;⑥胃癌の癌遺伝子などの点に言及し, ヒト胃癌の研究に有用であることを報告

した。

索引用語 !ヌードマウス,胃癌,移植

はじaめに

ヌードマウスに移植された腫瘍は,継 代を重ねても

原腫瘍の形態や機能をよく保持し,染 色体も変化しな

いことより,ヒ ト癌研究の優れた実験糸とされてい

る1)～91 .

われわれは,こ の移植系に注目し,胃 癌の浸潤 ・転

移の生物学的特性や制癌剤感受性などを研究する目的

で,1975年以来, ヌードマウスに種々のヒト胃癌を移

植し,そ の成果を報告してきた1い～3い。今回,わ れわれ

は,最 近の知見を含め, これまで行ってきた実験成績

にていて報告する。

I.生 物学的特性

1,生 着率について

ヒト胃癌組織をBALB/cAJcl‐皿, 4～ 8週 齢,雄

ヌードマウスの背部皮下へ移植し,生 着の判定は,光

学顕微鏡下に癌細胞を認めるものを生着,認 めないも

のを非生着とした。

現在まで,移植に用いたヒト胃癌症例は140例で,70

例 (50%)に 生着がみられた,

腫瘍の採取部位別に生着をみると,原 発巣は61/119
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例(51%)で あり,転移巣ではリンパ節は16/67例(24%)

と低率で,逆 に肝臓は4/5例 (80%)と 高率であった。

また腹膜の9例 では生着はみられなかった。

性,年 齢と生着率をみると,表 1の ごとく,男 性で

は年齢が高くなるに従って生着率は高くなり,女 性で

は逆に年齢とともに生着率が低くなり, このため,40

歳以下および71歳以上の男女の生着率に大きな差がみ

られるという興味ある結果が得られた。

肉眼型および組織型と生着率をみると,肉 眼型では

早期癌である0型 の4例 では生着はみられず,進 行痛

では1型 3/4例 (75%), 2型 14/26例 (54%), 3型 35/

64例 (55%), 4型 17/40例 (43%)で あり4型 が最も

低 率で あった。組 織 型 で は生着 率 の高 い の は

m u c i n o u s  a d e n o c a r c i n O m a ( m u c と略す) の7 / 9 例

(78%), 次いでpapillary adenocarcinoma(papと略

表 1 性 ,年 齢と生着率
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18(1866) ヌードマウスを用いたと卜胃癌の研究

す)の 9/16例 (56%),tubular adenocarcinoma(tub          図 1

と略す)の 19/34例(56%)で あり,低 いのはp00rly        日

diterentiated adenOcarcinoma(pOrと略す)の 31/70        20

例 (44%),signet_ring cell carcinoma(sigと略す)

の4/11例 (36%)で あった。

2.腫 瘍重量倍加時間について

日消外会議 19巻

組織型別にみた倍加時間

9 号

皮下腫瘍の重量は,長 径と短径を週 1回 計測し,

w=(a2× b)/2(Wi重 量 (mg),a:短 径 (mm),bi

長径 (mm))の 式より概算された。倍加時間は,腫 瘍

重量が対数的に増大するものとして,最 小二乗法によ

る推定回帰直線からその傾きを求めて,ln2/(傾 き)で

算出した。腫瘍重量倍加時間を算出し得た33症例,37

病変について検討した.

採取部位別に倍加時間をみると,原 発巣25病変では

13.2±4.8日,リンパ節転移巣8病 変では13.9±5.3日,

肝転移巣 4病 変では10.4±2.7日と肝転移巣が短く,早

い発育を示した。

性別の倍加時間をみると,男 性19例では13.4±4.1

日,女 性14例では12.4±6.0日と差はなく,年 齢別では

40歳以下と71歳以上の倍加時間がやや短かかった.

肉眼型別の倍加時間には,あまり差はみられないが,

組織型別では図 1の ごとく,papは 8.5±2.7日と最も

短かく,次 いでpor 12.3±3.3日であり,papは 他の組

織型に比べて有意に短かく,ま たporは tubに 比べ有

意に短かく,発 育が早かった。

次に,10代 以上継代移植された13例について,初 代

と継代10代目の倍加時間を比較すると,初 代の13.1士

2.9日に対し,継代19代目には9.4±2.5日となり,有 意

に倍加時間の短縮がみられた。

胃癌と食道癌および大腸癌の倍加時間を比較する

と,図 2の ごとく,胃癌13.2±4.9日,食道癌20.7±6.2,

大腸癌16.7±6.6日であり,胃癌の発育が食道癌に比べ

有意に早かった。大腸癌はその中間の値を示した。

3.原 発巣と転移巣の増殖態度.

原発巣と転移巣の増殖に差があるかどうか調べるた

めに,同 一症例から同時に採取した原発巣と転移巣を

移植し,そ の増殖態度について検討した.

原発巣および転移巣 (主としてリンパ節)を 同時に

移植した症例は19例で,そ の生着率は原発巣63%,転

移巣53%と あまり差は認めなかった。

原発巣,転 移巣ともに生着し倍加時間の算出できた

5例 の倍加時間は,原発巣1卜3±2.8日,転 移巣11.9士

2.6日と差はみられなかった.

これらのうち,NS‐19株は原発巣,リンパ節転移巣と

もに長期継代が可能であった。各継代世代別に倍加時

間をみると,原 発巣では,初 代11.9日, 2代 6.3±1.4

日,3代 9.4±1.4日,4代 7.0±0,7日,5代 10.5±1.4

日,6代 10`0±1.3日であり,転移巣では,初代11.2日,

2代 7.7±0.7日,3代 4.9日,4代 8.4±1.4日,5代

4.9±0.7日, 6代 4.9±1.4日であり, 5代 日以後,原

発巣に比べ転移巣の倍加時間が短かくなった。

これら継代による倍加時間の差を,Mitotic lndex,

DNA量 分布パターンより検討した。Mitotic lndexは
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倍加時間に差のみられた5代 日以降において, リンパ

節転移巣が原発巣に比べ高かった. しかしDNA量 分

布パターンよりみると,両 者ともlow ploidyで,5代

日以降においても,あ まり差はみられなかった。

4,浸 潤,転 移について
' ヌ ードマウス皮下へのと卜胃癌組織の移植において

は,浸 潤,転 移はほとんどみられないが,皮 下継代移

植腫瘍の細胞浮遊液を, ヌードマウスの腹腔内や陣臓

内に移植することにより,癌 本来の性質である悪性増

殖能を発現することができた.

腹腔内および牌臓内移植方法は, ヌードマウス皮下

腫瘍を摘出し,培 養液内で細切した後, トリプシン処

理を行い,サイトシーブを通し,1×105～1×106個の細

胞を腹腔内および牌臓内に移植した。陣臓内への移植

は,開 腹により直接注射した,

1)細 胞浮遊液の腹腔内移植

細胞浮遊液腹腔内移植に用いた皮下継代移植腫瘍11

株 (pap 2株,tub l株 ,por 7株 ,sig l株 )の 腫瘍

生着臓器と生着頻度をみると,肝 臓には6株 (pap l

株,的 bl株 ,por 4株 ),55%,肺 には2株 (いずれ

もpor),18%,腹 膜には7株 (tub l株,por 6株 ),

64%に 生着した。また腹水の貯溜は 3株 (いずれも

por),27%に みられ,腹 水型変換には2株 (いずれも

por),18%に 成功し腹水から腹水への継代が可能で

あった。

2)細 胞浮遊液の膵臓内移植

細胞浮遊液陣臓内移植に用いた皮下継代移植腫瘍11

株について,組 織型別に腫瘍生着臓器をみると,表 2

のごとくで,陣 臓には4株 (pap l株,tub l株 ,por

2株 ),36%,肝 臓には5株 (pap l株,tub l株 ,por

3株 ),45%,肺 には1株 (por), 9%に 生着した。

また,肝 転移の頻度を向上させる目的で, クローニ

表2 組 織型別にみた細胞浮遊液障臓内移植による腫

瘍生着臓器

組織型  移 植株 臣お生活盛器

N S‐1 3    -

N S‐1 4  齢 ,肝

19(1867)

表 3 NS‐ 3株細胞浮遊液の陣臓内移植による肝転移

巣のクローニングの効果

クロ=ン グ強  榔 融  動 数
競

智 尊

0  5 0 ×1 0 °4  5 7 2 / 4 °/ 4 °/ 4

l  N C  4  8 0  2 / 4 % °/ 4
2  1 5 ×1 0 °4  6 5 H / 4 H / 4 °/ 4

3  1 0 ×1 0 °4  8 3 3 / 4 % °/ 4
4  5 0 ×1 0 ・3  7 1 3 / 3 3 / 3 °/ 3

ングを試みた。すなわち,NS‐3株の陣臓内移植によっ

て生じた肝転移巣を皮下へ移植し,そ の細胞浮遊液を

再び牌臓内へ移植する操作をくり返し行ったところ,

表 3の ごとく,ク ローニングを重ねるに従い,肝 への

生着が高くなる傾向がみられた。

以上,細胞浮遊液の腹腔内移植や陣臓内移植により,

腹水型変換や肝転移などがみられるようになり,人 に

おけるのと同様の悪性増殖能を発揮した.ま た,陣 臓

内移植による肝転移巣のクローニングにより,転 移の

頻度が高まり,肝 転移のモデルとしての可能性が示さ

れた。

5.組 織像に変化のみられた移植株

組織像に変化のみられた3例 は,いずれもmucで ,

継代により粘液産生能が低下し,そ れにつれて組織像

が変化したもので,NS‐6株,17株はtubに,NS‐10株

はporの像を塁するようになった。この3株の各種粘

液染色(PAS,ABat PH2.5,ABat PHl.0,HID‐ AB)

の継代による変化をみると,NS‐6株では継代 5代 目

で,NS‐10株では4代 日で,各 種粘液染色は陰性とな

り,NS‐17株では5代 目に弱陽性となった。

以上,mucの 長期継代株 3例全例において,粘 液の

産生能は低下し,組 織像に変化がみられた。

II.AFPと CEA産 生胃癌および

印環細胞病の特性

1, AFP(2‐ fetOprotein)と CEA(carcinOem,

bryonic antigen)産生胃癌の特性

AFP産 生胃癌 3株,CEA産 生胃癌 2株 の組織型お

よび移植株の由来を表 4に 示した。息者の血清AFP

表4 AFPお よびCEA産 生胃癌株
NS‐ 7  津  肝

N S ・3  津 , 肝, 肺

NS・ 4    -

NS‐ 5    肝

NS・ 6    -

NS・ 3    -

NS‐ 9    -

NS‐ ,0 津 、席

移植様  皆_ヵを 組織型年悌 世 stage内 眼型 組 織型 先 磐貸『
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印環細胞癌の細胞動態を検索す る目的で,H3_

thymidineによるオートラジオグラフィーを 2匹 の

ヌードマウスに行った。そのLabeling lndexは2.9%

と16.1%であった。印環細胞癌をA型 ,小型の円形の

核をもつもの,B型 ,半月状の核をもつもの,C型 ,大

型の細胞で,核 は三日月状を呈するものに分けて検討

したところ,標 識細胞の多くはA型 で,C型 はほとん

ど認められなかった。

印環細胞癌 (NS‐2株)の DNA量 分布パターンの継

代による変化は図4に 示した。分布パターンは10w

ploidyで,継 代によりこのパターンに変化はみられな

かった。

以上,印環細胞癌の分裂能を有する主な細胞はA型

であり,粘 液産生能やDNA量 分布パターンは継代に

よっても変化しなかった。

III.増殖に影書を及ぼす因子

増殖に影響を及ぼす因子として, ヌードマウス牌摘

および抗アシアロGMl抗 血清投与の効果を検討した。

牌臓の摘出は,皮 下移植の1週間前に行った。

26症例の牌摘群の生着率は54%,陣 摘をしていない

対照群は58%と差はみられなかった。

陣摘の倍加時間におよばす影響をみると,表 5の ご

とく,対 照群,陣 摘群ともに倍加時間の算出できた5

例では,い ずれも陣摘群の倍加時間が短かく,発 育が

早く,ま た継代移植腫瘍 3株 に対する,陣 摘の倍加時

間に及ぼす影響をみても,い ずれも対照群に比べ,牌

表5 ヌ ードマウス陣摘の倍加時間におよぼす影響

症 例   tan型     倍
加時間 (日)

対照辞   弾 嬌辞

124   81

266   2ユ 0
149   91

238   21.8

407   3ユ 9

のDNA量 分布パターンの変化

NS-2(継 代45代目)

図3 NS‐ 3株の腫瘍重量と血清AFP値 の相関

主ダ畿

0~                 5000             10000             15000

順を重曇( m g )

およびCEA値 は,い ずれも高値を示していた。

AFP産 生胃癌であるNS‐3株の皮下腫瘍および細胞

浮遊液の牌臓内移植による肝転移巣の腫瘍重量と,血

清AFP値 の相関をみると,図 3の ごとくで,いずれも

有意の相関がみられた。また,肝 転移巣では,皮 下腫

瘍に比ぺ腫瘍重量あたりの血清AFP値 は3倍以上の

高値を示した。

CEA産 生胃癌であるNS‐4株, 5株 の皮下腫瘍の重

量と血清CEA値 との相関をみても,いずれも,腫瘍重

量と血清CEA値 の間に有意の相関がみられた,

また,AFPや CEAの 産生能は,継 代によっても変

化しなかった。

2.印 環細胞癌の特性

ヌードマウスにおける印環細胞癌の移植系の樹立に

関する報告はほとんどない。われわれが樹立した移植

系における原腫易の組織像は,大 半は印環細胞の形態

を呈していたが,細 胞の中心に円形の核をもつ細胞や

核の不明瞭な大型の細胞もみられた。移植腫瘍の組織

像では,原 腫瘍に比べ髄様増殖を示したが,長 期継代

によって組織像は変化しなかった。また粘液産生能に

も変化はみられなかった。

図 4 印 環細胞癌 (NS‐2株)

NS-2(継代3代 目)
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一 AnS a s t a t o  G M  Ⅲ投与軒(n= 6 )

い 一→  対 熙8‖(n‐6)

■ Pく 0.0 1
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図5 NS‐ 8株に対するAntiasialo GMl投与の影響

0   1   2   3   4   5   6   7   8 週

i i  ↑   i  l  l

移植後経過週数

摘群の倍加時間は短かかった。

そこで,牌 摘群の血中のnatural killer活性を測定

したところ夕対照群に比べnatural killer活性の低下

がみられた。また,NS‐8株にnatural klller活性を抑

制する,抗 アシアロGMl抗 血清20″1を移植 3日 目よ

り週 2回,計 6回静脈内投与したところ,図 5の ごと

く,対 照群に比べ投与群の発育の促進がみられた。

以上より,解 摘によりnatural killer活性が低下し,

腫瘍の増殖が促進されると考えられた。

IV.患 者の予後と発育態度

ヌードマウス皮下での腫瘍の生着および発育速度

と,息 者の予後との関係をKaplan‐Meier法 による生

存率により検討した

まず,生着と患者の予後との関係について検討した。

ヌードマウス皮下に移植した140例について,生着例と

非生着率にわけ,そ の生存率を図6に示した,非 生着

例は生着例に比べ,有 意に高い生存率を示した。

手術根治度別に検討すると,治 癒切除例71例,非 治

癒切除例50例についても,両 者とも非生着例の予後は

生着例に比べ有意に良好であった。 し かし,非 胃切除

例19例については差はみられなかった。

次に,発 育速度と患者の予後との関係について検討

した。従来の倍加時間の算出方法では,生 着がみられ

50            100           150  (月 )

生存期間

ても発育速度が遅い場合には,倍 加時間が算出できな

いものが多いため,発 育速度を3つの型,す なわち,

ヌードマウス皮下の腫瘍が10週未満で長径×短径が

100mm2以上に発育するものを急速発育型,10週 以上

で100rlm2以上に発育するものを遅速発育型,10週 以

上経過しても100mm2未満のものを非発育型として息

者の予後との関係を検討した。

生着した70例について,発 育速度と生存率の関係を

みると,図 7の ごとくで,非 発育型の生存率が最も良

く,次 いで遅速発育型で,急 性発育型の予後が最も悪

く,非発育型と急速発育型の間には有意差がみられた。

手術根治度別に検討しても,非治癒切除例30例では,

同様に非発育型と急速発育型との間に有意差がみられ

た。なお,治 癒切除例,非 治癒切除例では有意差はみ

られなかった。

以上より,ヌードマウス皮下に生着するかしないか,

また,発 育が早いか遅いかは, ヒト胃癌の悪性度の指

標になることが判明した。

図7 発 育速度と生存率 (全例)

― 急逮発育型

中 遅遠発青型

― 非 尭 青 型

■ Pく 005

(Generatセed W‖coxon test)
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図6 生 着例および非生着例の生存率 (全例)
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成長曲線と血清AFPや CEA値 は同様のパターンで

推移しており,AFPや CEA産 生胃癌においては,血

清AFPや CEAの 測定は,制癌剤の効果判定に有用で

あった,

腹水型腫瘍 (NS‐8株)を 用いて,今 まで述べた待J癌

剤感受性試験とは異なり, ヌードマウスの生存期間よ

り,そ の効果を検討した。

制癌剤の投与量,投 与方法は,MMCは 0.5mg/kg,

1 . O m g / k g , 2 . O m g / k g を5 F U は2 0 m g / k g を全 量 が

0.2ccとなるように生理食塩水に溶解し,対 照群とし

ては生理食塩水0.2ccを,腹 水0.5cc(2X106cellS)を

腹腔内移植後14日目より,週 2回,計 8回腹腔内投与

し,そ の生存期間より効果を判定した。

腹水型腫瘍に対するMMCの 効果をみると図 9の

ごとくで,対 照群の生存期間は80.3±18.7日,MMC

O.5mg/kgで は72.0±13.2日,lmg/kgで は94.5±9.5

日で,すべて癌性腹膜炎で死亡した。MMC2mg/kgで

は全例120日以上生存した。以上より,MMCO.5mg/

kgで は効果はないが,lmg/kgで は生存期間の延長

が,2mg/kgで は明らかな効果がみられた。

次に,5FUの 効果をみると,対 照群では78.8±36.9

日,5FU群 では87.3±15,1日で,す べて癌性腹膜炎で

死亡し,効 果はなかった。

以上より,腫水型腫場では,治療による効果を,ヌー

ドマウスの生存期間で検定できる点で有用であった。

VI.胃 痛の痛遺伝子

ヌードマウスに継代移植したヒト胃癌 7株 における

Oncogeneの 発現について検索した。

まず第 1 に, 移 植腫瘍 にお け るO n c o g e n e の

amplttcation,すなわち増幅の有無について検索した

に対するMMCの 効果

図8 制 癌剤投与移植腫瘍の層殺時 T/C比

100%   50%    0%     6%    5o96   16o%

▼C =鞭 X的0

V.制 癌剤感受性試験

MMC,5FUを 用いた制癌剤感受性について検討 し

ブそこ.

皮下継代移植腫瘍12株に対する制癌剤の投与量,投

与方法は,MMCは lmg/kg,5FUは 20mg/kgを全量

が0.2ccとなるように生理食塩水に溶解し,対 照群は

生理食塩水0.2ccをそれぞれ,移 植24時間後より週 2

回,計 8回腹腔内投与した。

図8は,制 癌剤投与の効果を対照群に対するMMC

や5FU治 療群の腫瘍重量比,す なわちT/C比 であら

わしたもので,MMCや 5FUに 対する感受性は,そ れ

ぞれの株で異なっており,ま た同じ組織型においても

感受性は異なっていた.

次にAFPや CEA産 生株の制癌剤感受性を,血 清

AFPお よびCEAの 面より検討したところ,こ れらの

図9 腹 水型腫瘍 (NS‐8株)
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ところ,NS‐3株においてc‐myc遺 伝子に約10～15倍

の増巾,ま たNS‐8株においてN―ras遺伝子の約30倍

の増巾がみられた.

次に,移 植腫瘍のDNA中 に正常細胞に近いとされ

ているマウスNIH3T3細 抱をがん化する能力を持つ

遺伝子が存在するか否かを検索した。その結果,NS‐4

株のDNAの みにtransforming活性が認められた。c‐

myc,N‐ras遺伝子の増巾が認められた NS‐3株,8株

のDNAに は,transfoming活 性は認められなかっ

ツ【=.

さらに,NS‐ 4株におけるtransfommg活 性を有す

る遺伝子の同定を試みた.し かし,少 なくともSouth,

em blot法 にて検索した限 り, これまで NIH3T3細 胞

に対 しtransfoming活 性を有する遺伝子 として報告

されている,c‐H‐ras,c‐K‐ras,N‐ras,c‐raf,c‐erbB‐

2,metお よびhstの いずれとも異なる遺伝子である事

が半」明した。

以上, ヌー ドマウスを用いた ヒト胃癌の研究は,研

究資料 としてヒト胃癌組織を選択 していることが特色

で,直 接胃癌,臨 床に貢献し得る情報が得られると考

えられ,今 回,現 在までの成果 とその有用性について

報告 した。

稿を終るにあたり,この機会を与えていただいた,第27回

日本消化器外科学会会長古賀成昌教授,ま た座長の労を

とっていただいた慶応大学外科阿部令彦教授と,以 下の共

同研究者諸兄に深甚なる感謝の意を表します。(本研究は,

がん特別研究I菅野班の援助によったことを附記する)

共同研究者

奈良県立医科大学第 1外科 i自鳥常男,官城信行,江崎友

通,酒 本和則,杉 崎俊照,渡 辺明彦,藤 岡忠慶,同 がんセン

ター腫瘍病理 :小西陽一,高橋精一,国立がんセンター :杉

村 隆 ,寺 田雅昭,中 里富美子,九 州大学第 2外科 :岡村

健,原 口 勝
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