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論文の内容の要旨

（目的）

　現在，癌の転移の各プロセスとそれに関与する生理活性物質が徐々に明らかになりつつあり，それに基づいた

様々な新しい癌の治療剤が研究されている。

　中でも近年は，腫瘍の血管新生に着目した基礎研究・臨床研究が注目されている。しかしながら，腫瘍血管の．

生理学的特徴については，いまだに不明の点が多い。その理由のひとつは，適当な動物実験モデルが少ないため，

生体下での研究が困難であることが挙げられる。腫瘍の増大には腫瘍血管の新生が必須であるとされながら，実

際に腫瘍の増殖と血流の関係を生体下で検討した報告はこれまでに無い。また，極めて初期の転移巣への血液供

給がどのように行われているかは，それを研究するための実験動物モデルすら無い。

　そこで，本研究は以下の2点を目的とした。

　目的ユ．癌の肺転移巣の増大と血流量の関係を，これまで報告が無い，生体下観察モデルで検討する。

　目的2．蛍光蛋自物質を癌細胞に遺伝子導入し，これまで観察が困難であった，癌細胞数個からなる超早期

　　　　　転移巣の微小循環を研究できるような実験動物モデルを構築する。

（対象と方法）

ユ．転移巣の増大速度を人為的に変化させるために，「原発巣を切除すると肺転移巣の増大が促進される」という

　Fo1kmanの実験系を用いた。すなわち，癌細胞はマウスのLewis1mgcancerce111ineを，また動物はC57BL6／J雄

　性マウスを用い，背部皮下に移植した。移植3週聞後に背部の原発巣を，一方の群では切除し，他方の群では

　shamopeζationのみを施行し，さらに2ないし3週聞経過後に肺転移巣の数・大きさを比較した。また，FITG

　a1buminを静注し，実時間型共焦点レーザー走査型顕微鏡を用いて肺転移巣を観察することにより，生体下で転

　移巣の血管構築を観察した。またFITC一赤血球を静注して単位時間・単位視野面積当たりに流れてくるその数

　を計測し，転移巣の増大速度と血流量の関係を検討した。

2．ラット大腸癌細胞株（RCN－9）に，蛍光蛋白greeHuorescentprotein（GFP）をリン酸カルシウム沈澱法で遺

　伝子導入し，蛍光を発する癌細胞（G砕RCN－9）を得た。G胆RCN－9をFisherF344雄性ラットの背部に皮下移

　植し，3～5週問後に生ずる肺転移巣を，生体下で実時間型共焦点レーザー走査型顕微鏡を用いて観察した。ま
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た，ラットの腹部大動脈からGFP－RCN－9を注入し，生体下で腸間膜の毛細血管内での蛍光癌細胞の動態を観察

した。

（結果）

王．Fo1k㎜anの実験では，原発巣切除群で肺転移巣の大きさ・数ともに促進されたのに対し，本研究では，肺転

　移巣の増大は有意に促進されたが肺転移の数は増加しなかった。肺転移巣内の腫瘍血管は，腫瘍辺縁から100～

　200μm内側で，細く屈曲した特徴的な形態を示した。これらは転移巣中心部に行くほど狭小化し，血流が乏

　しくなり，転移巣中心部ではほとんど血流を認めず，腫瘍は壊死を起こしていた。増大速度の速い転移と遅い

　転移について，転移巣周囲・転移巣内部のいずれにおいても単位面積当たり・単位時間当たりの赤血球の流量

　に有意差はなかった。

2．ラット大腸癌細胞（RCN－9）にGFPを遺伝子導入することで，腫瘍増殖能・転移能を失うことなく蛍光を発

　する蛍光癌細胞（GFP－RCN－9）を得た。GFP－RCN－9をラットの腹部大動脈から動注したところ，腸間膜を流れて

　いくところが，細胞一個であっても実時間型共焦点レーザー顕微鏡で観察可能だった。また，GFP－RCN－9はラッ

　トの背部皮下で腫瘤を形成し，これを腫瘍片にして次世代のラットの背部皮下に継代移植しても蛍光は失われ

　なかった。また，移植後3週問後には，細胞数がおよそ数個からなると考えられる腫瘍径50μm以下の微小な

　肺および肝転移巣が観察できた。このモデルでは，同時にFITC一赤血球・FITGdextranを静注することで，初一

　期転移巣の血流動態や正常部位との血管透過性の違いを観察することができた。

（考察）

ユ．Fo1kmanの実験と同種の癌細胞・動物を用いたところ，原発巣を切除すると確かに肺転移の大きさは有意に

　増大したが，肺転移巣の数は増加しない点が異なっていた。Lewis1ungcancerce11には多数の亜系が知られてお

　り，若干の性質の違いが考えられた。また，肺転移巣を計測する際には，肉眼的あるいは光学顕微鏡で数を数

　えたが，数10μmの転移巣は検出困難であり，そのような小さな初期転移巣まで計測すると，数も増加してい

　た可能性がある。

　　「腫瘍辺縁から中心部に近付くにつれて，拡散による酸素供給が少なくなるので，それを補うために血管新生

　は促進される。血管が新生されなければ腫瘍はある程度以上増大できない。」と一般には考えられている。また

　腫瘍中心部では血管新生因子の発現が促進されていると報告されている。今回，原発巣を切除することで増大

　が促進された肺転移巣の血管構築を観察すると，辺縁から100～200μm腫瘍の内側では，新生腫瘍血管と思

　われる血管構築が観察されたが，さらに中心部に近付くと，血流は減少し，腫瘍は壊死に陥っていた。この部

　位では，血管新生因子の発現が促進，あるいは実際に血管が新生されている可能性はあるが，血流の増加は伴っ

　ていないことが，生体下で観察することにより示唆された。

　　また，背部原発巣を切除して肺転移巣の増大が促進されても，転移巣の単位面積・単位時問当たりの相対血

　流量は増加していないことから，肺転移巣の増大促進には腫瘍血流量の過剰な供給が必ずしも必要ではないと

　考えられた。

2．GFP－RCN－9を用いた超早期微少転移巣観察モデルを用いると，これまで検出困難であった初期転移巣を検出

　することができ，また，FITC一赤血球・FITC－dextranなどと同時に観察可能であるため，初期転移巣の微小循

　環動態・血管透過性などの検討に有用なモデルであると考えられた。

審査の結果の要旨

近年，癌の増殖・転移に関与する様々な生理活性物質が発見・同定されつつあるが，それらが腫瘍の増殖およ
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びその転移巣の微小循環環境にどのような影響をおよぼしているのかを実際に生体下で検討した報告は少ない。特

に，転移巣に関する微少循環の研究はこれまでにほとんど報告がなく，今回の研究は非常に貴重な試みである。生

体下で観察しながら，同時に生理活性物質の微小環境における濃度や蛋自発現量の定量を行うことは困難である

ため，相補的に組織学的・免疫学的検討を行うことが今後の課題と思われる。

　また，初期転移巣についてはこれまで有用な自然転移モデルが無く，その微小循環生理は現在ほとんど未知で

ある。今後このモデルを用いて初期転移巣の微小循環に関する定量的な検討がなされることを期待する。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと認める。
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