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ヒトalpha‐fetoprotein(AFP)産生食道腺癌のヌードマウス皮下での移植継代に成功し,そ の生物

学的特性を検討した。移植材料は胸部中部食道 (Im)に 発生した食道腺癌の転移 リンパ節より得た。

血清 AFP値 は351.5ng/mlと高値であり,食 道原発巣および転移巣内に AFP染 色陽性細胞を確認し

た。現在14代まで継代し生着率は100%であり腫瘍重量倍増時間は平均14.4日であった。担癌マウス血

清 AFP値 は腫瘍重量と有意の相関があった。皮下継代腫瘍からの腫瘍細胞浮遊液のマウス牌臓内注

射 (IS)により75%に 肝転移が生じた。肝転移マウスの血清 AFP値 は IS後経時的に増加した.本 移

植系の樹立は AFP産 生腺癌の生物学的特性を究明するのに有用であると考えられる。

索引用語 :ヒ トAFP産 生食道腺癌, ヌードマウス,細 胞浮遊液陣臓内移植

I.緒   言             癌 を含む胃癌およびヒト食道癌をヌードマウスヘ移植

1969年Rygaardと Povisenl)が, ヌードマウスを用   し て,そ の成果を報告してきた
。~つ,

いたヒト悪性腫瘍の移植実験を報告して以来, さまざ   AFPは ,1964年 に Tatarinovゆが原発性肝癌患者の

まな腫瘍がヌードマウスヘ移植され,そ の移植腫瘍が   血 清中にその存在を証明して以来,主 に原発性肝癌や

継代によっても原発腫瘍の形態および機能を維持する  卵 黄襲癌の診断に用いられてきた.し かし最近ではそ

ことが報告されているり。われわれは,これまで胃癌お   の 他の悪性疾患や肝炎 。肝硬変などの良性疾患におい

よび食道癌の増殖態度や生物学的特性を研究する目的   て も血清 AFP値 が高値を示すものがあることが報告

で,1975年 よりalpha‐fetoprotein(AFP)産生 ヒト胃   さ れるようになってきた
り～11)。その他の悪性疾患の中

では AFP産 生胃癌の報告が圧倒的に多いがい,AFP
<1989年 7月10日受理>別 刷請求先 t西和国 敬
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ター                        た 範囲ではまったくみられなかった。
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今回われわれは非常にまれと考えられるAFP産 生

ヒト食道腺癌を経験し,酵 素抗体法を用いて AFPの

腫瘍細胞内局在を証明した。さらにヌードマウスヘの

皮下への継代移植に成功し,腫 瘍増殖とAFP産 生と

の関係や,皮 下継代腫瘍から作製 した細胞浮遊液の

ヌードマウス陣臓内移植による肝転移能について検討

を加えたので報告する。

H.実 験材料および方法

1.実 験動物

ヌードマウスヤま, BALB/c AJcl‐nu(日本クレア),

5週 齢,雄 を用いた。動物の飼育は, ヌードマウス飼

育装置であるCLEARTRON(田 美井製作所)内 で行

い,飼 料は放射線で滅菌した CL‐2固形飼料(日本クレ

ア)を ,水 は滅菌した純水を自由に摂取させた。

2.移 植材料

症例は80歳,男 性で,病 変は上部消化管透視で胸部

中部食道 (Im)に 約4cmに わたる全周性の狭窄として

認められ,内 視鏡下の生検にて腺癌と診断された。画

像診断にて多発性肝転移と周囲組織への浸潤およびリ

ンパ節転移が認められた。血液検査にて血清 AFP値

が351.5ng/mlと高値であった。手術は,胃管を用いた

バイパス手術を行い,そ の際に転移腫大した右噴門リ

ンパ節を無菌的に採取し移植材料とした。息者は術後

124日目に死亡し,病理解剖にて食道癌部および転移巣

(肺,肝 ,陣 )を病理組織学的検索と免疫組織化学的検

索のために採取した。

3.移 植方法

皮下移植は,採取した腫瘍を Eagle tt MEM溶 液に

浸透し,ク リーンベ/チ 内で2mm角 に細切し,2～ 3

個の細片を移植針を用いてヌードマウス背部両側皮下

に移植した。継代移植は皮下に発育した腫瘍を無菌的

に摘出し,初 代移植と同様の方法で行い,可 能なかぎ

り継代移植を試みた。

眸臓内移植 (IS)は ,皮 下移植腫瘍より細胞浮遊液

を作製して行った。腫瘍細胞浮遊液は,摘 出腫瘍を50

″g/mlの アミノグリコシド系抗生剤 (BIKLIN)を 含

有 した Eagie tt MEM溶液中で メスにて細切後,

0.25%ト リプシン溶液内で37℃にて15分間消化し, こ

の溶液を1,000rpmで 5分 間遠沈後,10%仔 牛血清加

Eagle tt MEM溶液にて トリプシンを除去 してメッ

シュ (100mesh/cm2)を通し,Eagle tt MEM溶 液で

洗浄して作製した。浮遊液中の癌細胞は, トリパンブ

ルー色素排除テストにて90%以 上生存していることを

確認した.腫 瘍細胞数は白血球算定板を用いて算出し

1× 106個/0 2mlに 調製した。

陣臓内移植は,ユ ーテル麻酔下にヌードマウスの左

側腹部に約lcmの 小切開を加えて開腹し,陣 臓を露出

させて0.2mlの 腫瘍細胞浮遊液を直視下に牌下極より

21ゲージ針でゆっくりと注射して行った。約 1分後,

陣臓を摘出し,腹 壁および皮膚をそれぞれ 3号 絹糸に

て縫合閉鎖した。

4.腫 瘍の成長と倍増時間

皮下移植腫瘍の大きさは,移 植後 1週 目より,週 に

1度 ノギスを用いて長径 (mm)と 短径 (mm)を 計測

した。腫瘍重量倍増時間 (doubling time)は従来の方

法,すなわち腫瘍重量を W=(a× b2)/2(Wi重 量,at

長径,bi短 径)の式より概算し,腫 瘍が指数関数的に

増大するものとして,腫 瘍重量の推定回帰直線を最小

二乗法により求め,in2/(傾 き)の 式より算出した。

5。生着および肝転移の判定

皮下腫場の生着の有無の半」定は,摘 出組織を病理組

織学的に検討し,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。腫瘍細胞浮遊液の陣臓内移植

による肝転移の確認は,陣 臓内移植後60～90日後にマ

ウスをエーテル麻酔下に居殺して全臓器を摘出し,肝

を肝表面より肉眼的に転移結節数,お よび結節の長径

と短径を計測した。また全肝湿重量も測定した。さら

に病理組織学的に検討し結節内の癌細胞を確認した。

6.血 清 AFP値 の測定

全471屠殺時に採血し遠沈(10,000rpm, 5分 間)によ

り血清を分離し,ス クロセップAFPキ ット(スペシア

ル・レファレンス・ラボラトリー社製)に てサンドイッ

チ法1りで血清 AFP値 を測定した。また皮下継代 8代

ロマウス (3匹 )お よび牌臓内移植マウス (4匹 )に

ついては,移 植後経時的に尾静脈から採血した。すな

わちマウスの尾を切断し,尾 静脈より流出する血液

0.05～0.lmlを ヘパ リン処理したヘマ トクリット管で

採取し,遠 沈(10,000rpm, 5分 間)により血清を分離

し同様の方法により血清 AFP値 を測定した。

7. 組織内 AFPの 検索

腫瘍組織内 AFPの 検索は,原 発巣,各 転移巣 (肝,

肺,陣 , リンパ節)のパラフィン包埋資料より4μmの

薄切切片を作製し, 1次 抗体として抗 ヒトAFPウ サ

ギ血清 (Ortho Diagnostic Systems lnc"Raritan,

New Jersey)を ,ま た酵素抗体法 (perOxidase anti_

peroxidase technique,PAP法
1ゆ
)ヤよORTHO Univer‐

sallmmunoperoxidase Staining Kit(Ortho DiagnOs‐

tic Systems lnc。)を用いて行った。すなわち,脱 パラ
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フィン後の上述の薄切切片を H202を 加えた無水エタ

ノールにて内因性ペルオキシダーゼをブロックし, ト

リス緩衝液 (TBS)で 十分洗浄したのち,正 常ヒツジ

血清 (室温,40分 )に て非特果反応を阻止した。前述

の 1次抗体と室温で120分間反応させ,TBSに て洗浄

した。次いで 2次抗体 (抗ウサギ ・ヒツジ血清)と 室

温,60分 間反応させ,TBSに て洗浄した。さらに標識

抗体 (perOxidase antiperoxidase complex) と室温,

40分間反応させたのち,TBSに て洗浄し0.003%の H2

02を含む0.05%DAB溶 液 (3,3′‐diaminobenzidine・4

HCl)と 約 1分間反応させ発色させた。流水にて洗浄

し,さ らに Hematoxylinに て対比核染色をし,流水に

て洗浄後キシレンにて封入した。

以上の実験結果の検定には,Student's‐t testを用い

ブそこ.

III.成  績

1.皮 下移植成績と倍増時間

初代の移植では 2匹 中 2匹 に生着が認められ,以 後

14代までは 2～ 3匹 のマウスに移植し,生着率は100%

であった。腫瘍重量倍増時間は5。1日から24`9日であり

平均14.4日であった(表 1).継 代を重ねても倍増時間

が短縮する傾向は認められなかった。

2.陣 臓内移植成績

表 1 継 代によるヌードマウス皮下腫瘍の重量倍増時

間の変化

継代世代   題
お重
毒野
増時間

3

4

5

6

7

8

9

1 0

12

13

表 2 腫 瘍細胞浮遊液の陣臓内移植の成績

ヌードマウス  観
罷野
間 肝湿重i 血 清AFP値

(g)       (ng/m2)

17(2565)

牌臓内移植は 4匹 のヌードマウスを用いて行い, 3

匹に肝臓への転移がみられ,結 節数は 1～ 5個 ,総 肝

湿重量は1.9～8.8gであった。腹水の貯留や癌性腹膜

炎などの所見は認められなかった (表 2).

3.ヌ ー ドマウス血清 AFP値

各世代の屠殺時の血清 AFP値 は,い ずれも高値を

示した。腫瘍重量と血清 AFP値 の関係を観察するた

めに, 3匹 の皮下継代 8代 ロマウスについて,移 植後

経時的に血清 AFP値 を計測した。血清 AFP値 は,2

週 目頃より上昇し,そ の後移植腫瘍重量の増加ととも

に漸次上昇した。これら3匹 の皮下腫瘍重量 と血清

AFP値 の相関を見ると,両 者の関係は Y=0.099X+

155(Y:血 清 AFP tt ng/ml,Xi腫 瘍重量 mg)の 推

定回帰式で示され,両 者間には有意の相関がみられた

(p<0.005)(図 1).

陣臓内移植を行った 4匹 中 3匹 のマ ウスの血清

AFP値 は,移 植後 3週 目より上昇し,そ の後指数関数

的に増加した(図2).転 移結節の多かった 2例 におい

ては最高1,800ng/mlと4,100ng/mlに達した。

図 1 皮 下腫瘍重量と血清AFP値 の関係

図2 腫 瘍細胞浮遊液陣臓内移植後の血清AFP値 の

変化
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図 3 腫 場の病理組織像 (HE染 色,×100).腺腔形

成傾向を示す腺癌であり,一 部索状構造を認める。

図 4 腫 瘍の免疫組織染色像 (PAP法 によるAFP染

色,×200).AFP陽 性細胞が癌組織内にモザイク様

に認められ,AFPは 胞体内に顆粒状に染色されてい

る。

4.病 理学的所見および組織内 AFP局 在

食道原発巣は,腺腔形成傾向を示す腺癌であったが,

腫瘍細胞は胞巣を形成し増生しており,浸 潤部では異

型性を増し,bizzarな 巨細胞を混じて腺管を形成し,
一部索状を呈していた (図3)。原発巣の組織形態は,

各転移巣においてはもちろん, ヌー ドマウス皮下にて

継代を重ねても, また実験的肝転移巣においても基本

的には変化は認められなかった。

酵素抗体法によるAFP染 色では,AFP陽 性細胞が

癌組織内にモザイク様に認められ,AFPは 胞体内に顆

粒状に染色された。この陽性細胞は髄様を示す部に比

較的多く認められたが,腺 腔を形成する部でも認めら

れた(図4),原 発巣と各転移巣における染色性を比較

すると,原 発巣と肝転移巣に比較的多くの AFP陽 性

細胞が認められたが,転移 リンパ節の腫瘍細胞の AFP

染色性は非常に弱かった。

I V . 考 察

原発性肝癌や卵黄嚢癌以外で血清 AFPが 高値を示

す疾患は,胃癌に関して多く報告されているり.われわ

れもこれまで AFP産 生胃癌の生物学的特性について

ヌードマウスを用いた研究を行い報告してきたの.

しかしAFP産 生食道癌についての報告は,著 者が

検索したかぎりにおいては本邦では認めなかった。外

国文献では,Wahrenら 14)が1979年に,55人の食道癌患

者中に33人の血清 AFP陽 性患者 (5ng/ml以上)を 報

告している。その血清 AFP値 は最高値が300ng/mlで

あり,腺 癌は33例中 6 4alで,扁 平上皮癌の息者よりも

高い血清 AFP値 を示す傾向が認められたが,い ずれ

も下部食道に存在し胃粘膜由来の可能性を否定できな

かったと報告している.1986年に Odaimiら
15)が脳転

移を伴った血清 AFP値 が高値である食道扁平上皮癌

を報告しているが,彼 らは癌組織内の AFPは 検索し

ていない。Burg‐Kurlandら1。が1986年に39例の食道

癌息者の切除標本を酵素抗体法 (PAP法 )を用いて検

討し, 9例 の扁平上皮癌と14/1の腺癌の計10例(26%)

の癌組織内に AFP陽 性反応を認め,痛 平上皮癌では

高分化癌が低分化癌よりも陽性率が高かったと報告し

ている.ま たかれら17)は2例 の AFP染 色陽性食道扁

平上皮癌をヌードマウスヘ移植し,そ の染色性につい

て 1例は染色性が移植腫瘍においても維持されていた

が,他 の 1例では陰性化したと述べている。 し かし担

癌マウスにおける血清 AFP値 の変化については検討

していない.

今回,わ れわれの経験した食道癌症4/1は80歳男性の

胸部中部食道 (Im)に 存在する腺癌で周囲への浸潤や

広範な転移を示 しており,術 前血清 AFP値 は351.5

ng/mlと 高値であった。これより病理解者Jおよび手術

的に採取した食道癌の原発巣と各転移巣(肝,肺 ,牌 ,

リンパ節)に おける組織内の AFP局 在は酵素抗体法

により確認された。手術的に採取した転移 リンパ節を

スードマウス皮下に移植し,現 在14代目継代中である

が100%の生着率であり,担 癌 ヌードマウス血清中に

AFP値 の上昇がみられ AFP産 生能に変化はない。

これまで肝細胞型肝癌1ゆおよびAFP産 生胃癌の1り

をヌードマウスヘ移植し,そ の腫瘍の大きさと血清

AFP値 の関係を検討した報告はみられるが,AFP産

生食道癌ヌードマウスヘ移植してこれらを詳細に検討

している報告はみられない。われわれが今回移植継代

に成功した AFP産 生食道腺癌のヌードマウス皮下で

の腫瘍倍増時間は5.1日から24.9日,平均14.4日であっ
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た。これはわれわれがこれまで観察した104211のAFP

非産生食道扁平上皮癌のヌードマウス皮下での平均腫

瘍倍増時間192日 よりも短かった。各世代の皮下腫瘍

は,指 数関数的な成長を示し, さらに担癌マウスの血

清 AFP値 は,皮 下腫瘍の成長とともに上昇し,Y=

0.099X+155(Y:血 清 AFP tt ng/ml,x!腫 瘍重量

mg)の 有意な相関 (p<0.005)が みられた。また, こ

の皮下移植腫瘍から作製した細胞浮遊液の牌臓内移植

により4匹 中 3匹 75%に 肝転移がみられ,皮 下移植と

同様に血清 AFP値 の経時的上昇がみられ,腫 場の肝

内での生着および成長が示された。

以上皮下移植および搾臓内移植のいずれの移植方法

においても血清 AFP値 は,腫 瘍の大きさと相関して

いることが半」明した。これらの事実より,今後このヌー

ドマウス可移植性と卜AFP産 生食道腺癌株は,AFP

産生食道腺癌の増殖,転 移などの生物学的特性の研究

や,治 療実験の有用なモデルとなると考えられる。

V . 結 語

血清 AFP値 が高値を示した食道腺癌患者より採取

した腫瘍のヌードマウスヘの移植に成功し,現 在14代

目まで継代を重ねている。この腫場のヌードマウスに

おける特性を検索し,以 下の結果を得た。

1.14代 までの皮下での生着率は,100%で あり,移

植腫瘍の重量倍加時間は5.1日から24.9日であり,平均

14.4日であった。

2.悪 性増殖能については,皮下移植では他臓器への

浸潤,転 移は認められなかったが,皮 下腫瘍から作製

した細胞浮遊液による陣臓内移植では, 44/1中3例 に

肝転移が認められた。

3.担 癌ヌードマウス血清 AFP値 は,皮 下移植およ

び陣臓内移植において,ともに移植後経時的に上昇し,

皮下移植腫場については血清 AFP tt Y(ng/ml)と 腫

場の大きさX(mg)の 間に Y=0099X+155の 推定回

帰直線が得 られ,有 意 な相関が認め られた (p<

0.005).

4,移 植に用いた腫場は,腺管構造を持つ食道腺癌で

あリー部に索状構造を示した。継代移植腫瘍および実

験的肝転移結節においても基本的にはその組織型に変

化はなかった。

5.酵 素抗体法によって食道原発巣および転移巣の

腫瘍細胞内にAFPの 局在を認めた。

以上, ヌードマウス可移植性ヒトAFP産 生食道腺

癌株の樹立は,AFP産 生腺癌の特性を研究する実験系

として有用であるのみならず,AFPを マーカーとした
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転移実験や治療実験にも有用であると考える。
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