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   The tumor line in nude mice is one of the most important experimental animal models for 
oncodevelopmental studies. We implanted a human ureteral tumor into nude mice, established the 
tumor line, AM-UT-1, and maintained it by serial transplantation. The characteristics of this tu-
mor line in nude mice are reported. Histologically, the original tumor was a transitional cell carci-
noma (grade II, stage B). The transplanted tumor grew locally and had a constant growth pattern 
during serial passage until the 13th passage in nude recipients and maintained the basic histological, 
immunohistochemical findings of the original tumor. Both original tumor and serial transplanted 
tumor had carcinoembryonic antigen (CEA)-producing activity. A high level of serum CEA was 
also recognized in nude mice. 
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ヌードマウスへのヒト悪性腫瘍の異種移植は,1969

年RygaardとPovlscn1)が 報告 して以来多くの研

究者により行なわれ,今 日では癌研究における実験モ

デルとして,そ の有用性は高く評価 されている2-5).

著者 らも癌の生物学的性状の究明,感 受性のある薬剤

のスクリーニングや放射線の効果検討およびその臨床

応用を目的として,1981年6月 よりヒト尿路性器悪性

腫瘍のヌー ドマウスへの移植実験を試みてきた.今回,

ヒ ト原発性尿管腫瘍株(AM-UT-1と 命名)の 継代移

植に成功したので,そ の移植腫瘍の由来,ヌ ー ドマウ

ス可移植腫瘍の特性について報告する.

実 験 方 法

1)移 植腫 瘍 の由来

患 老 は63歳 の 男子,血 液 型 は0型.1985年4月16日

肉眼 的血 尿 を 主 訴 と して 来 院,入 院 時 の末 梢 血 液像,

血 液生 化学 お よび腫 瘍 マ ー カーな どの 検査 で は 異 常 は

認 め られ な か った.そ の他 諸検 査 に て右 原 発 性 尿管 腫

瘍 と診 断.1985年5月7日 右 腎 ・尿 管 全 摘 出 術 兼 膀

胱 部分 切 除 術 な ら び に 後 腹 膜腔 リ ンパ 節 郭 清術 を 施

行.腫 瘍 は 尿 管下 部 に 限 局 し,リ ンパ節 転 移 は み られ

な か った.手 術 で得 られ た腫 揚 の 一 部 を ヌ ー ドマ ウス

へ 移 植 した.病 理 組 織 学 的診 断 は 移 行 上皮 癌(grade

II,stageB)で あ った.な お,gradeは 膀 胱 癌 取 扱

い規 約6),stageはBatataら7)が 使 用 して い る分 類 を

若 干 改訂 した ものを 用 いた.

患 者 は 術 後HCFU(300mg/day)の 内服 にて 経

過観 察 中 で あ り,1987年5月31日 現 在 再 発 もみ られ ず

健 康 で あ る.

2)ヌ ー ドマ ウス と飼 育方 法

実 験 に 用 い た ヌー ドマ ウス は 静 岡実 験 動物 研 究 所

にてSpeci丘cpathogenfree環 境 下 に て 飼 育 され た

BALB/c-nu/nu,生 後6～8週 齢 の雄 で,体 重20～

30gで あ った.動 物 の飼 育 に は,飼 育 室 内 に飼 育 棚

(laminalflowc]eanrack)を 設置 し,そ の なか に ポ

リカ ーボ ネ イ ト製 ケー ジを 収 容 し,エ チ レンオ キサ イ

ドガス 滅菌 した フ ィル タ ーキ ャ ップで 覆 った.

室 温 は23±1℃,湿 度55±5%,飼 育 室 の新 鮮 空 気

換 気 回数 は1時 間23回 であ った.各 ケ ー ジに は最 大4

匹 まで を入 れ た,飼 育は 市 販 の 同 型飼 料MF(オ リ

エ ンタ ル酵 母 社製)を 用 い,飲 料水 は 水道 水 を給 水 瓶

に 入れ て オ ー ト ク レープ に て 滅 菌(125℃ に て30分

間 の高 圧 蒸 気 滅菌)し た もの を 自由 摂 取 と した.床 敷

は か ん な屑 を オ ー トク レー プにて 高 圧 滅菌 して 使 用 し

た.ゲ ージ蓋は自動洗浄器にて80℃ で滅菌し,給 水

瓶は塩素系消毒薬(ピ ューラック)も しくは逆性石け

ん液(オ スバン液)に て滅菌した。

なお飲料水,飼 料,床 敷,ケ ージおよび蓋は週2回

定期的に交換を行なった.実 験者は滅菌ガウソ,マ ス

ク,帽 子,手 術用の滅菌ゴム手袋を着用 した.

3)移 植方法

移植に使用 した原腫瘍片は術後無菌的に採取 し,ペ

ニシリンGカ リウム10,000u/mlお よび硫酸ス トレ

プ トマイシンを含む培養液RPMI-1640液 に浸し,

冷蔵庫内(4。C)に 保存 し2時 間後に移植した.実 験

台に滅菌済みのdisposabledrapeを 敷 き,腫 瘍より

壊死部および出血部を可能なかぎり除去した後,メ ス

および眼科用ハサミで腫瘍組織を2～3mm角 に細切

し,腫 瘍片を眼科用小摂子を用いてヌードマウス腹部

皮下に移植 した.な お皮膚切開部にはpovidoneio-

dinegclを 塗布した.

4)移 植腫瘍の観察

(a)腫 瘍増殖の検討

腫瘍移植後は週1回 ヌードマウスの体重を測 り,か

つ週2～3回 腫瘍の長径(L)お よび短径(W)をmm

単位 で測定し,腫 瘍を回転楕円形 と仮定 し,そ の体積

1/2(Lxw2)で 表 し推定重量とした.さ らに,各 計

測時の平均値および標準偏差値を求めて腫瘍増殖曲線

を作製し腫瘍増殖の検討をした.

なお,各 継代移植時 には ヌードマウス5匹 を使用

し,腫 瘍の長径が10mm以 上に達 した時点で,壊 死

部および出血部を避けて初代移植と同様の方法で行な

った.

(b)形 態学的検討

移植腫瘍の病理組織学的検索のため,継 代移植時点

の腫瘍の一部を10%ホ ルマリン液で固定 し,Hema-

toxylin-Eosinc染 色後光顕的観察をした.さ らに電

顕標本は光顕用切片に隣接した切片をlmm角 に細

切 し,2.5%グ ルタールアルデヒド液,1%四 酸化オ

スミウム液にて二重固定し,ア ルコール脱水,酸 化プ

ロピレンによる置換,エ ポン812包 埋後,MT2-Bウ

ル トラトームにて超薄切片を作製 し,酢 酸ウラニール

クエン酸鉛二重染色を施行後,JEM2000EX型 電子

顕微鏡にて観察した.

(c)生 物学的検討

移植腫瘍の生物学的性状 の検討 には,免 疫組織化

学および染色体分析を行ない,さ らに血清CEAや

TA-4の 検索も行なった.免 疫組織化学 としてABH

同種抗原(血 液型標準血清およびDAKOビ オチン

化UEA-1レ クチソを使用),Thomsen-Friedenrlch
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Antigen(T一 抗 原 ぴこはDAKOビ オ チ ン化PNAレ

クチ ン,ノ イ ラ ミニ ダ ーゼ処 理 後 のCrypticT一 抗 原

に は シ グマ 社 製 ノイ ミニ ダ ーゼtypeVを 使 用)お

よびTA-4(ダ イ ナ ボ ッ ト社製 キ 叫 トを使 用)の 検 索

をAvidin-Biotin-PeroxidaseComplex法 にて 行 な

った.ま た,CEA(DAKOポ リ ク ロナ ール抗 体 を

使 用)の 検 索 はPeroxidase'Antipe「oxydaseCom-

plex法 で行 な った.染 色 体 分 析 はG・ ミン ド法 を 用 い

た.

実 験 結 果
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1)腫 瘍 の生 着 お よび 増 殖

ヌー ドマ ウスに 移 植 した 原 腫瘍 は,2週 目頃 よ り増

殖 を示 し32日 目に 生 着 を 確 認 した.継 代4代 目まで は

腫 瘍 の 生 着 率 も50～60%で あ った が,5代 以降 は ほ ぼ

100%と な った.ま た,腫 瘍 増 殖 も5代 以 降は 安 定 し

一 定 の増 殖 傾 向 が み られ た.5代 株 の 腫瘍 増 殖 は24日

目=77.8±8.6mg,38日 目:312.2±50・1mg,52日 目:

622.4±171.lmg,8代 株 で はz4日 目76・5±22・Img,
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38日 目:279・1±42,0mg,52日 目1643.1±43 .6mg,9

代 株 で は24日 目=66.2±5.7mg,38日 目1279.1±42.O

mg・52日 目=643±143,6mgを 示 した(Fig.1) .な

お,本 腫瘍 の対 数 増殖 期 間 中 の体 積 倍 加 時 間 は.e.±

0.21日 であ る.現 在13代 目を継 代 中 で あ り5～]2代 株

とほ ぼ 同様 な 増 殖 を示 して い る.

2)形 態 学 的性 状

(a)光 顕 所 見

移 植 原 腫瘍 の組 織 像 は,細 い 線維 性 間 質 を伴 い乳 頭

状 に 増殖 す る移 行 上皮 癌 細 胞 を 主体 と し,一 部扁 平 上

皮 化 生 を呈 す る部位 も認 め られ た.個hの 腫 瘍 細 胞 は

胞 体 は 明 る く,核 は 円形 も し くは楕 円形 でmitosisも

多 少み られ 中 等度 の異 型 性 を示 した.継 代 初 代 の組 織

像 は,や や 浮腫 状 の 間 質 を伴 い乳 頭 状 に増 殖 す る腫 瘍

細胞とところどころにcancerpea1様 構造を呈する

扁平上皮化生の部分がみられた.個 々の腫瘍細胞は

NIC比 が大きく,核 は紡錘形で クロマチ ンに富み,

原腫瘍に比べてやや高度の異型性を示 した.継 代5代

株の組織像では,乳 頭状 に増殖 する腫瘍細胞が おも

で,原 腫瘍に比べてやや角化傾向の強い扁平上皮化生

を呈する部分が散見された.間 質は比較的豊富な結合

織よりなっている.個 々の腫瘍細胞は胞体も明るく,

核 も円形あるいは楕円形で,原 腫瘍とよく似た細胞構

造を示した.継 代9代 株の組織像は,組 織構築および

細胞構造ともに原腫瘍 と類似 していた(Fig.2、.

(b)電 顕所見

移植原腫瘍 の所見として は,腫 瘍細胞表面 に短い

microvilliが 認められ,わ ずかであるがmaculaad一
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Fig,8.染 色 体 分 析

herens様 構造 の 接 着 がみ られ る,胞 体 内 に は 小型 の

mitochondriaを 認 め,golgi装 置 も散 見 され,少 量

で あ るがtonofilamentも み られ る,核 は 大 き く辺

縁 不 整 で あ る.継 代 初 代 の所 見 は,腫 瘍 細 胞 の 表 面

に 短 いrnicrovilliがjunctionを 形 成 し,わ ず か に

maculaadherens様 の接 着 が み られ る.NIC比 は大

き く,胞 体 内に は 小 型 のmitochondriaが 目立 ち,

tonofilamentも み られ る.核 は 大 き く 辺 縁不 整 で,

大 型 の ひ も状 構 造 を 示 す 核 小 体 を認 め る.継 代5代 株

の所 見 で は 腫 瘍細 胞 表 面 にmicrovilliが 豊 富 に み ら

れ,interjunctionを 形成 して お りmaculaadherens

様 構 造 も認 め る.胞 体 内はfreeribosome,RERの

ほか に 多数 のmitochondriaを 認 め,核 の周 囲 には

tonofilamentが 散 在 して い る.核 お よび 核 小体 は原

腫 瘍 とほ ぼ 同様 で あ る.継 代9代 株 の所 見 は原 腫 瘍 と

類 似 して いた(Fig.3).以 上光 顕 お よび 電 顕 所 見 よ

り,本 腫瘍 は継 代 を 重 ね て も,原 腫 瘍 の 基 本的 な組 織

学 的 特徴 を 維 持 して い る こ とが 明 らか で あ る.

3)生 物 学 的 性 状

ABH同 種 抗 原 で はA抗 原 な らび にB抗 原は 陰 性 で

あ り,H抗 原 は 原腫 瘍 お よび 各 継 代 株 と もに陽 性 細 胞

が 認 め られ た(Fig.4).

T一 抗 原 お よびcrypticT一 抗 原 は と もに 原腫 瘍 とほ

ぼ 同様 に 各継 代 株 も陽 性 細 胞 を認 めた(Fig.5,6).

TA-4は 陰 性 で あ った が,CEAは 原腫 瘍 お よび 各

継代 株 ともに 陽 性 細 胞 が認 め られ,特 に 扁 平 上皮 化 生

を示 す 部 分 に 強 く染 色 され た(Fig.7).ま た,ヌ ー

ドマ ウス血 清 のCEAは 継 代8代 株 で は95.9±26.87

nglml(n=4),継 代9代 株 は86.45±45.88ng/ml(n

==4)と 正 常 群 の0.16±0.03(n=5)に 比 べ て高 値 を

示 した.

染 色体 分 析 は継 代8代 株 を使 用 し,60個 の分 裂 像 よ

り検 討 した.karyotypeは ヒ ト型 を 示 し,分 析 不 能

染 色 体9個 を認 め た.な お ヒス トグ ラム はhypertri-

ploidか らhypertetraploidに 分 布 して お り85にpeak

が み られ た(Fig.8).

考 察

ヌードマウスは胸腺を欠くためにT細 胞機能が欠如

している特徴があ り,異 種動物悪性腫瘍の移植が比較

的容易とされている.ま た,ヌ ー ドマウス可移植ヒト

悪性腫瘍株は継代を繰 り返 しても,形 態学的な面のみ

ならず生物学的な面でも原腫瘍の特性をよく維持して

いる事実より,癌 の基礎的 ・臨床的研究においてきわ

めて有用な実験モデルといえる,そ れ故に,ヌ ードマ

ウス可移植 ヒト悪性腫瘍株の樹立は重要であ り,本 邦

でも多数の施設で行なわれている.泌 尿器科領域にお

いてもt腎 細胞癌4・5・B),腎孟癌5・9)膀胱癌4,5・9),前立

腺癌3・1。)および睾丸悪性腫瘍5・9・11)などのヌードマウス

可移植株の樹立の報告がいくつかみられる.し かし,

ヌードマウス可移植 ヒト尿管癌,ま た腎孟癌および膀

胱癌を含めても移行上皮癌株の報告は比較的少ない.

著者の継代中のAM-UT-1株 は継代初期には生着

率がやや悪 く,増 殖も不安定であったが,継 代5代 以

降は100%近 い生着率を示し,ま た継代を繰 り返して

も各継代株はすべて標準偏差内で増殖 し継代に伴う増

殖変化はみられず,坪 井12)のNM-B-1株,山 内ら13)

のBT-8お よびBT・11株 と同様に安定 した株である

ことが判明した.

ヌードマウスに移植されたヒト移行上皮癌の原腫瘍
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と継代腫瘍の組織像の比較検討に関 して,由X7.14)の2

株(膀 胱癌)は 原腫瘍の性格をとく受け継いでいたと

し,塚 本と熊本9)も 継代可能であった2株(膀 胱癌と

腎孟癌)は 原腫瘍に類似した組織像を示 したと述べて

いる.ま た,岡 田と吉田5)は長期継代中の2株(膀 胱

癌)の うち,BT-8株 は移植を重ねるにしたがって細

胞の悪性度は高 くなる傾向を呈 したが基本的構造は変

わらなかったとし,BT-11株 も原腫瘍と継代初期の

腫瘍にみられた扁平上皮化生の所見が継代を繰 り返す

うちに消失 したが,原 腫瘍の移行上皮癌としての特徴

をよく保存 していると述べている.著 者らの継代中の

AM-UT-1株 も一部に扁平上皮化生を伴 う移行上皮癌

であるが,BT-11株 とよく似た組織像を 呈している

ことから,今 後どのような変化を示すか興味深い.

ヌードマウスへの悪性腫瘍の移植実験の結果を臨床

面に正しく反映させるためには,継 代を繰 り返しても

形態学的性状が原腫瘍のそれと変わらないことが必要

と同時に,生物学的性状も同一でなけれぽならない.著

老らは生物学的性状の検討をABH同 種抗原,T一 抗

原,CrypticT一 抗原,TA-4お よびCEAな どの免疫

組織化学的の面から検索した結果,原 腫瘍と継代腫瘍

が同一所見を示した.ま た継代8代 株および9代 株に

おいて血清CEAが 高値を示したことから本腫瘍は

CEA産 生腫瘍 と考えられる.た だし,患 者自身の手

術前の血清CEA値 は正常範囲内であった.こ のこ

とは,患 者に対する腫瘍体積比とヌードマウスに対す

る腫瘍体積比の差ではないかと思われる。

ヌードマウス可移植悪性腫瘍の実験系で臨床に最 も

期待されるのは,薬 剤や放射線の治療効果の検討であ

る。そのためには,移 植された腫瘍は100%に 近い生

着率を示 し,か つ一定の増殖を示すこと,さ らに継代

を繰 り返 しても原腫瘍 と基本的な性質が異なってはな

らない.

著老らが今回樹立 したAM-UT-1株 は上記の条件

を充分満たしていると考える.

結 語

ヒ ト原 発性 尿 管 腫 瘍 の ヌー ドマ ウス 可移 植 株(AM-

UT-1)を 樹 立 し,そ の特 性 につ い て述 べ た.

1)原 腫揚 は移 行 上 皮癌(gradeII,stageB)で あ

った,

2)ヌ ー ド マ ウ ス 可 移植 腫 瘍 株 は,5代 以 降 ほ ぼ

100%の 生 着 率 を示 した.

3)ヌ ー ドマ ウス可 移 植腫 瘍 株 は,5代 以 降 安 定 し

た一 定 の 増 殖 を示 した,

4)ヌ ー ドマ ウス可移 植腫 瘍 株 は,継 代 を繰 り返 し

て も原 腫瘍 の形 態 学 的 お よび 生 物 学的 性 格 を よ く維 持

していた,

5)本 腫瘍はCEA産 生腫瘍 と考えられた.

なお本論文の要旨は45回日本癌学会総会において当教室の

山田芳彰が発表した,
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