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N‐ethyl―N′‐nitro‐N‐nitrosoguanidineによるラット消化管

(胃・上部小腸)の 発癌過程における細胞動態に関する研究

群馬大学医学部第 2外 科学教室 (指導 :泉雄 勝 教授)

蒔 田 富 士 雄

N‐ethyl‐N′‐nitro‐N‐nitrosoguanidine(ENNG)ラット消化管発癌過程において,抗 BrOmOdeoxyur‐

idine(BrdU)モノクローナル抗体を用いて ENNG非 投与 ラットの正常粘膜上皮,ENNG投 与ラット

の非癌部粘膜上皮および発癌病巣の細胞動態解析を行い次の結果を得た.1)発 癌過程に伴い非癌部粘

膜上皮においては BrdU標 識率の上昇がみられ,発 癌物質による粘膜上皮の S期 細胞の増加が認めら

れた.2)正 常粘膜上皮では上部小腸8.7%,腺 胃幽門域6.6%に 対し,腺 胃胃底域1.9%と発癌の好発

部位で比較的高い BrdU標 識率を示した。3)発 癌病巣におけるBrdU標 識率 (16.8～23.7%)は 正常

粘膜上皮や非癌部粘膜上皮のそれよりも有意に高値を示 した (p<0001)。 4)発 癌病巣の組織型 ・分

化度とBrdU標 識率には関連を認めなかったが,深達度が pm以 上の癌は m,smの 癌に比べて標識率

がやや高値を示 した。以上のように発癌 と消化管粘膜上皮の S期 細胞出現率の変化には深い関連が示

唆された。
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I . 結 言

癌細胞の動態解析は,癌 の増殖性を知るうえの重要

なパラメーターとして,3H_thymidineによるAutor‐

adiography法1レ)などによって行われてきた。1982年

Gratzner3)によ りthynidineの analogueで あ る

bromodeoxyuridine(BrdU)に 対するモノクローナ

ル抗体が開発されたことで,DNA合 成期細胞内に取

り込まれた BrdUを 免疫組織化学的に染色して,組 織

標本上で DNA合 成細胞を標識することができるよう

になった。～い。そこで, この BrdUを 用いて N‐ethyl‐

N′‐nitro‐N‐nitrosoguanidine(ENNG)に よ る ラッ

ト消化管の発癌過程における消化管粘膜上皮細胞の

DN A合 成に関す る経時的変化について検討を行っ

ブ【=.

II.研 究目的

今回の ENNG発 癌ではラット腺胃幽門腺領域,胃

底腺領域および上部小腸にのみ発癌がみられるとい う

のが従来の報告であり,今 回その 3領域に分けて細胞

動態の解析を行ったが, 目的の第 1は発癌過程におい

てみられる発癌率および発癌個数,腫 瘍径などの上昇
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が発癌物質 ENNGの 作用を受けた非癌部の粘膜上皮

細胞の S期 細胞出現率の増加と関連 し,発 癌が消化管

粘膜上皮の S期 細胞出現率の変化 と関連があるかみ

ることにある。そして前述の 3領 域においては発癌の

時期が異な り,ま た ENNGの 作用を受けていない正

常粘膜上皮においての S期 細胞の害J合・分布が異なっ

ている点から分けて細胞動態の検討を行った。 目 的の

第 2は 発癌病巣と非癌部粘膜上皮 とでは標識率に差が

あ り腫瘍におけるS期 細胞の出現率の増加を確かめ

た。 目的の第 3は 発癌病巣において組織型や深達度と

標識率との関係がどうなっているかを検討した。

III.対象および方法

1.発 癌方法

Wistar系雄 ラット(10週齢)を用いて ENNG(米 国

Aldrich Chemical社製)100″g/ml水 溶液を 4か 月間

違 日飲料水として経 口投与 した。それ以後は水道水の

みを飲料水として投与 し発癌させた。

2.実 験スケジュール

ENNG投 与開始後 2, 4, 6, 8,10,12か 月日に

ラットを屠殺剖検 して発癌の病理学的検索お よび

BrdU標 識率預J定を行った。それぞれを2M群 ,4M群 ,

6M群 ,8M群 ,10M群 ,12M群 として ENNG非 投与

群 (N群 )と 比較検討した。各群の総ラット数は,そ
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れぞれ10匹ずつとした (Fig,

3.実 験方法

実験 スケジュールに従って各時期において,ま す

BrdU 20ng/kgを ラット腹腔内に投与 し60分後に屠

殺,摘 出したラットの胃および上部小腸を胃大弯側で

長軸に沿って切開し全粘膜を露出させ腫瘍の有無,占

居部位,肉 眼形態,大 きさ (長径,短 径)を 観察測定

後発癌率, 1匹 あた りの発癌個数,平 均腫瘍最大径お

よび 1個 あた りの腫瘍重量を測定 した。摘出標本は

10%ホ ルマ リンにて24時間固定 しつ.ラ ット腺胃では

小弯線に平行に腺胃幽門腺領域 と腺胃胃底腺領域の切

片を,小腸では,水 回働の報告による癌好発部位である

幽門輪 より約15cmま での上部小腸の長軸方向の連続

切片を作成した。腫瘍のある場合はその部位の中央の

切片を作成した.切片はパラフィン包埋後約4″に薄切

し脱パ ラフィン後2N‐HClで 室温にて30分間処理 し

DNA単 鎖化 を行った後,Table lに 示す ご と く抗

BrdUモ ノクローナル抗体 (Becton Dickinson社製)

を用いた PAP法 (PerOxidase、Anti‐Peroxidase法)

による免疫組織化学染色を行った41-0.Fig。2,3,4は,

それぞれ上部小腸における正常上皮,非癌部粘膜上皮,

発癌病巣の BrdU染 色標本を示す。各群において切片

Fig. l Experimental schedule
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Fig. 3 Light microscopic appearance of mucosa
without cancer in small intestine at 8th month
after ENNG administration (Group 8M). BrdU
irnmunohistochemical stain. (x125)

の中央まで明瞭に標識されているものを選び腺胃幽門

腺領域,胃 底腺領域および幽門輪から約15cmま での

上部小腸の2,000個以上の粘膜上皮細胞につ きBrdU

染色陽性細胞数をカウン トし標識率(Labeling lndex)

を算出した。発癌病巣においては腫瘍辺縁部 と中心部

を平均 して2,000個以上の癌細胞につき標識率を求め

た。さらに同一切片における HE.標 本も作成して,腫

瘍の肉眼型,組 織度,分 化度,深 達度は胃癌取扱い規

約りにより検討を行った。

4,統 計学的検討

BrdU標 識率 (L.I.)の比較検討には,t‐検定を用い

て検討を行った。
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Fig. 4 Light microscopic appearance of cancer in
small intestine lwell differentiated adenocar-
cinoma, ssl at 12th month after ENNG adminis-
tration (Group Iz}{). BrdU immunohisto-
chemical stain. (x125)

IV.結   果

1.発 癌率 (発癌匹数/屠殺匹数)

10Mお よび12M群 の実験途中で死亡 して病理検索

のできなかった 2匹 ずつを除外して各群の発癌率を検

討すると2M群 0%(0/10匹 ),4M群 0%(0/10匹 ),

6M群 30%(3/10匹),8M群 70%(7/10匹),10M群 75%

(6/8匹),12M群 88%(7/8匹 )と ENNG投 与開始 6か

月日から経過 とともに発癌率の上昇が認められた。

2.発 癌個数 (総発癌個数/発癌匹数)

2M群 と4M群 には発癌はみ られなかったがそれ以

* l  : p r o t r u d e d t y p e
ll a i superficial protruded type
ll c : superficial depressed type
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後の群の 1匹 あた りの発癌個数は6M群 1.0個,8M群

19個 ,10M群 2.8イ固,12M群 24個 と経過 とともに発

痛個数の増加が認められた,

3.腫 瘍径

平均腫瘍最大径 (腫瘍各個の最大径の和/総発癌個

数)は 6M群 3.7mm,8M群 6.9mm,10M群 9.9mm,

12M群 12,6HImと経過 とともに大きさの増大をみた。

4.腫 瘍重量

1個 あた りの腫瘍重量(腫瘍各個の重量の和/総発癌

個数)は, 6 M群 0 , 0 2 g , 8 M群0 . 2 1 g , 1 0 M群2 . 3 7 g ,

1 2 M群 3 . 6 1 gと発癌過程 とともに重量の増大を認め

亨そこ.

5.発 癌部位 と肉眼分類

発癌部位 と癌の肉眼分類をTable 2に示した。まず

発生した全癌の発生部位を腺胃幽門腺領域 (幽門域),

腺胃胃底腺領域(胃底域),上 部小腸の 3領域に分ける

と上部小腸が64%,幽 門域が32%と この 2領域に多数

の発癌が認められ,ENNG発 癌による好発部位 と思わ

れた。そして経過 とともに幽門域の発癌が増加する傾

向が認められた,一 方,ほ かの消化管 (食道,前 胃,

下部小腸,大 腸など)に は発癌はみられなかった,肉

眼分類は腫瘍が粘膜下組織以内にとどまる早期癌では

肉眼型で I型 ,IIa型の隆起型が40%と ,また固有筋層

(pm)を 越える進行癌でもBorrmann l型 など限局隆

起型のものが26%と 多かった。

6.組 織学的所見

組織学的深達度を検討すると発癌経過 とともに pm

local  protruded type
local depressed type
invasive depressed type

Table 2 Location and macroscopic types
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以上の癌の頻度は,6M群 0%(0/50),8M群 12%(6/

50),10M群 16%(8/50),そ して12M群 で22%(11/

50)と 進行癌の占める害」合が増大した。組織型では各

領域にわた り分化型腺癌が88%(44/50)を 占めるのに

対 して,低 分化型腺癌の発生は腺胃でのみ10M,12M

群の後期にわずか12%(6/50)を 占めるにすぎなかっ

た (Table 3).

7.BrdUに よる細胞動態学的検討

① ENNG発 癌過程におけるDNA合 成期 (S期 )細

胞の標識率 (L.I.)

癌の好発部位である幽門域における標識率をみると

N群 すなわち正常粘膜上皮では66± 1.0%で あるの

に対して,ENNG投 与群では2M群 ,4M群 ,6M群 の

非癌部はそれぞれ7.1±1.1%,10.6± 0.2%,11.7±

12%で あった。8M群 では非癌部は120± 1.1%で ,発

癌部は20.0±10%,10M群 の非癌部は12.7±11%,

発 癌 部 は2 0 . 8 ±1 1 % , そ して1 2 M 群の非 癌 部 は

13.6±1.4%,発 癌部は21.5±1.0%と 正常粘膜や同時

期の非癌部に比較 して,発 癌部では高い L.I.値を示 し

た (pく0001).ま た,非 癌部においても経時的な L.I.

の上昇がみられ4M以 後の群では正常粘膜に比較 して

高い LI.値 を示した (p<0.001)(Fig,5).

癌の発生の少なかった胃底域では,正 常粘膜上皮の

L.I.が1.9±0,3%で あるのに対 し,2M群 ,4M群 ,6

M群 ,8M群 ,10M群 の非癌部はそれぞれ2_2±0.3%,

2.6±0.4%,3.0± 0,8%,34± 1.4%,4.9± 1.7%で

あった。12M群 の非 癌 部 は6.0±0.9%で 発 癌 部 は
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Fig. 5 L.I. at antral portion of grandular stomach
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176± 0.8%と 高値であった (Fig.6).

次に癌の最も好発部位である上部小腸では正常粘膜

上皮の L.I.は8.7±0.9%と 胃底域の正常粘膜上皮の

それに比較 して高値を示 した(p<0.001).2M群 と4M

群の非癌部はそれぞれ10,3±0.8%,11.5± 0.7%を 示

した。6M群 の非癌部は12.5±1.2%,発 癌部は18.4±

0.4%,8M群 の非癌部は127± 1.5%,発 癌部は20.2主

1.5%で あった。10M群 の非癌部は13.2±1.3%,発 癌

部は20.8±1.3%,12M群 の非癌部は13.8±0.8%,発

癌部は21.7±1.1%と 発癌部は他の 2領 域 と同様に正

常粘膜や同時期の非癌部に比較 して高い L.I.値を示

した(p<0.001)。また非癌部は早期 より高値を示 し経

時的な L.I.の上昇も認められた (Fig.7).

② 発癌病巣の組織型 とL,I.
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Table 5 Deoth of invasion and L.I
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Methyl―N′‐Nitro,N・Nitrosoguanidine(MNNG)を用

いてラットやハムスターに高率に胃癌を発生させた.

また1972年には栗原 ら1。が ENNGを 用いて短期間で

イスの胃癌発生を成功させている。その後1980年には

荻田1助がラットを用いて ENNGの 濃度 と投与期間の

検討を行い安定 した消化管発癌の実験モデルを確立さ

せるに至った,化 学物質による発癌には initianonと

promotionの少な くとも 2種 類の段階が必要 とされ

ている1の11).すなわち,正常細胞が発癌物質であるini―

tiatbrにより核内の遺伝子の変化を受けそれが DNA

の一次構造の変化として固定される段階 (initiadon)

と,そ の変化した細胞が長期間種々の要因の影響を受

ける段階 (prOmotion)の2段階を経てはじめて癌細胞

と認識されるようになるとされている.

今回,発 癌物質 ENNGを 用いてラットに消化管癌

を発生させ,そ の発癌過程における細胞動態の検討を

行った。ENNG発 癌実験 は,荻 田 ら1"のWistar系

ラットに ENNG 100″ g/ml水 溶液を 4か 月間飲水 と

して連 日投与し,そ の後は水道水にて飼育し,安 定し

た発癌が腺胃および小腸にみられたとの報告に基づい

て行った。

細胞動態の解析は brOmodeoxyuridine(BrdU)に対

するモノクローナル抗体を用いた免疫組織化学染色法

にて行った.こ の新 しい細胞動態解析法は従来の3H_

thy■lidineヤこよ る Autoradlographyヤ ことし八ミア イ ソ

トープを使用せず短期間で DNA合 成期細胞を標識で

き。1。.し かもBrdUと 3H_thymidineの双方の標識率

はよく相関するという実験的報告も行われている1の
。

それゆえに最近では腫瘍の増殖活性つまり悪性度を表

現する一指標 としての BrdU標 識率を用いた解析法

が,癌 研究を中心として多方面において用いられるよ

うになってきた1…22).

今回の ENNG発 癌実験においては,ENNG投 与開

始後 6か 月 日で30%, 8か 月 目で70%,10か 月 日で

75%,12か 月日では88%と ,経 過 とともに発癌率の上

昇を認めた。これは中村 ら2つの発癌実験 と同様な成績

であった.ま た 1匹 あた りの発癌個数も経過 とともに

増加し,平 均腫瘍最大径や 1個あた りの腫瘍重量でも

発癌過程 とともに増大が認められた,ENNG発 癌によ

る癌発生部位について諸家の報告をみてみると,荻

田l"は,投 与開始後 8か 月目までにラット腺胃に10例

中 8例 (80%),小 腸に10例中10例 (100%)の 発生を

みたと報告 し,水 口ゆは同様の実験にてラットの幽門

輪から10cm以 内の上部小腸にできたものが発生 した

Fig.7 LI at small intestine

E mucosa w i thout  cancer

@ cancer

合   台    台
8M  10M 12M

( v s  n o r m a  e p t h e  u m ) ' P < 0 0 0 1

m : mucosal laye.
sm : submucosal layer
pm ; prcper muscle layer

分化型 と低分化型で各群 ともに高値を示 したが L.I.

に差は認めなかった (Table 4),

③ 発癌病巣の深達度とLI

粘膜内 (m)と 粘膜下組織内 (sm)に 比較して固有

筋層 (pm)以 上の癌の LIは 10M群 においては pm以

上で有意に高値を示 したが (p<0.01)他 の群では有意

差は認めなかった (Table 5).

V . 考 察

近年,化 学物質を用 いた動物実験 に よる発癌方

法よい11)の開発が目ざましく,種 々の動物実験モデルに

よる癌研究が広 く行われるようになった。消化管,特

に実 験 胃癌 にお い て は1 9 6 7 年に杉 村 ら1 2 1 1 りが N ‐

合   台    台
2 M  4 M  6 M

Table 4 Histological types and L.I.

6 M group 8M group lOM group l2lll group

赫
碑

1 3 4±0 3

( n = 3 )

2 0 2±1 4

( n = 1 3 )

2 0 7±1 3

( n‐1 4 )

2 1 1 ±1 8

( n = 1 4 )

2 1 2±0 6

( n = 3 )

211±09

(n‐3)

6 M group 8l!l group lOM group l2M group

184±03

(n=3)

198±08

(n=7)

200±10

(n=9)

2 0 7±1 2

( n = 6 )

≧prn
206±17

(n=6)

217±08

(n=8)

2 1 3±1 8

( n ‐ 1 1 )
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全腫瘍の88%を 占めていたと報告している。今回の実

験でも上部小腸が全体の64%を 占め,次 いで腺胃の中

でも幽門腺領域に32%発 生したが胃底腺領域はわずか

に 4%で あり,食 道や前胃にはみられなかった。 ラ ッ

トENNG発 癌において発生する腫瘍の組織型,分 化

度について荻田1動は発生腫瘍の90%が 未分化型腺癌で

あったとしているが,中 村 ら20はENNG高 濃度経 ロ

投与により上部小腸癌を高率に発生させた結果,そ の

ほとんどが分化型腺癌であったとしている。今回の上

部小腸癌 もすべて分化型腺癌で低分化型腺癌は発癌過

程の後期に腺胃幽門腺領域に発生したのみであった。

今回の実験のように ENNGを 飲料水 として投与 した

場合,発 癌部位が腺胃および上部小腸に限られていた

とい うことは, これ らの部位で ENNGが 吸収 されや

すいことによるのか,胆 汁などの影響によるのか,あ

るいは物理的に食道や前 胃に比べ腺 胃や小腸の方が

ENNG溶 液の貯留時間が長 く,したがってこれらの粘

膜上皮が発癌物質の作用を受けやすいとい うことによ

るのか明らかなことはこれからの研究を待たなければ

ならない。このような発癌部位の特異性に関して,生

化学的な面か ら研究を行った小堀 ら29は
,ラ ットに

MNNGを 投与 した実験でラットの腺胃以下の細胞内

に多 く存在するthiolがMNNGを 活性化 し,こ の部

位に腺癌を発生させると報告している。発癌物質を投

与していない正常ラットにおいて,腺 胃幽門腺領域 と

胃底腺領域さらに上部小腸の 3領 域に分けて正常粘膜

上皮の BrdU標 識率 (L.I.)を比較すると,好 発部位で

ある幽門腺領域 と上部小腸においては,胃 底腺領域に

おけるL.I.よりも有意に高い L.I.を示 した。さらに,

ENNGを 投与 し経時的にこの 3領 域の非癌部の粘膜

上皮の L.I.をみると各領域 とも経時的な L.I.の上昇

がみられ,発 癌物質 ENNGは 粘膜上皮細胞の S期 細

胞の増加に影響を及ばしていることがわかる。このよ

うに,ENNG発 癌において腺胃幽門腺 と上部小腸に発

癌が多 くみられるのは, これらの粘膜上皮の DNA合

成能が,発 癌物質にさらされる以前より活発であるこ

とも一因と考えられる。そして発癌の時期においても

より高い DNA合 成能を示す上部小腸の方が腺 胃幽門

腺領域よりも比較的早い時期から発癌が認められてい

ることか らも,発 癌過程 における粘膜上皮細胞 の

DNA合 成能の変化が発癌に深 く関わっていると思わ

れる.

さて発癌病巣の L.I.は,正 常上皮や非癌部粘膜上皮

の L.I.よりも有意に高 く,腺 胃幽門腺癌や上部小腸癌
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では,経 時的な L.I.の上昇傾向もみ られた。これは組

織学的深達度が pm以 上の癌の L.I.は m,smの 癌の

L.I.よ りやや高 く,発 癌過程後期においては pm以 上

の癌が多 くなって くるため と考えられる。
一

方,組 織

型や分化度 とL.I.との間には特 に関連を認めなかっ

たが,癌 の分化度 とL.I.について検討を行 っている報

告をみてみると,両 者に関連がない とするものもあれ

ば2の2の
,低 分化なものの方が L.I.が高いとす る報告 も

あ り20,今
後 さらに検討を重ねてい く必要があると思

われる。BrdUに よる解析法を用いて発癌物質による

発癌の過程を DNA合 成能の レベルで検討 した研究は

み られず,今 回の実験では発癌の好発部位 とされる消

化管は発癌物質の作用を受けていない正常粘膜上皮で

もは じめか らS期 細胞 の出現率が高い とい うことが

わか り,発 癌 と消化管粘膜上皮の S期 細胞出現率の変

化に深い関連が示唆 された。

稿を終えるにあたり,本研究に御指導,御校閲を賜った泉

雄 勝 教授,な らびに終始御指導御協力いただいた群馬大

学医療短期大学倉茂達徳教授に深謝いたします.さ らに終

始研究に御協力いただいた第 2外 科教室消化器グルーブ,

ならびに群馬大学医療短期大学倉茂研究室の各位に感謝い

たします。

本文の要旨は,第47,48回日本癌学会総会および第27回日

本癌治療学会総会において発表した。
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Cell Kinetic Studies of Gastrointestinal Mucosa in Rats
with N-ethyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine

-induced Carcinoma

Fujio Makita
Second Department of Surgery, School of Medicine, Gunma University

(Director: Prof. Masaru Izuo)

Cell kinetic analysis on gastrointestinal mucosa in Wistar male rats with ENNG-induced carcinoma was
studied using antibromodeoxyuridine (Brdtl) monoclonal antibody. The normal mucosa in rats without ENNG
administration, the mucosa without tumor and carcinogenetic lesion in rats with ENNG administration were
studied. The results were as follows: 1) It was found that the BrdU labeling index (L.I.) in the gastrointestinal
mucosa was elevated and the numbr of S-phase cell was increased by the carcinogen ENNG according to the
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carcinogenetic process. 2) In the normal mucosa, the L.I. at small intestine was 8.7%, at antral portion of grandular
stomach 6.6% and at fundic portion of grandular stomach 1.9%. Thus the L.L in most carcinogenetic parts was
relatively higher. 3) The L.I. in the carcinogenetic lesion (16.8-23.7%) was significantly higher than that in the
norrnal mu@sa or mucosa without carcinqgenesis (p(0.001). 4) The histological types and differentiative grades of
the carcinogenetic lesions were not correlated with the L.I. of those tissues. But the L.I. of the tumors crith invasion
to the proper muscle or deeper was slightly higher than those confined to the mucosal or submucosal layer. The
present studies suggest that carcinogenesis was highly correlated with the changes in the rate of S-phase cells in
the gastrointestinal mucosa.
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