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Ehrlich ascites tuI710r Cells（E ceⅡS）lost most o　血e sudace antigen ofH－2kci amd

growin the peritoneal cavity of any Strains of mice．Subcutaneous progression of the

E ceils，however，depcnds on the host geneticl〕aCkgidounds；progressiveirl the hosts of

H－2haplotype k，q，Ⅴ，but notin転　d，P，r　Ⅲld s，E celユs subcutaneousulyirlOCulated

into ddYdm mice，Which have beenisoated毎selective breeding ofresistant mice，perSist

in mitotic arrest orlong peri（うds．Such tum〔汀－Orrnant phell。menOm COllrelates with the

host’s rejective mechanisninぬe genetic background otherぬaIIH－2locL
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癒休眠，癌休眠の遺伝的背景，ddYマウス亜系，癌増殖の制御

ま　え　が　き

癌に対する宿主反応の実態は複雑，多様であるが，こ

れまでの文献を整理すると，それは大きく，1）免疫系

が関与する反応，2）非免疫系の反応，3）前2後の混合

した反応に大別しうる．O　の反応では，自己なる自然

発生癌を非自己と認識する機構の存在が間項であり，多

くはT細胞を中心とした細胞性免疫を主体とし，癌原性

ウイルスの遺伝子発現産物や癌細胞自体の変異遺伝子発

現産物の，いわゆる痛関連抗原の認識がその中心にある．

ここでは少なくとも癌細胞膜表面に非自己を表現する何

らかの異質抗原の存在が前提となる．2）の反応では，

細胞の増殖・分化に関わるホルモソやホルモン分泌の調

節因子，あるいは庫接的な細胞分裂促進因子ないし抑制

因子の閏年が考えられ，したがって正常組織細胞・癌細

胞両面での当概因子ならびにこれのリセブリト＋因子など
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Eこ関わる遺伝子発現調節が問題になっている.31は.

マクロファ-ジや NK(ナチュラルキラ-)細胞が主

役を演 じるが,これの細胞機能に免疫系がどの程度関与

しているかが問題になろう,

ところで.古くより tumoL･-donllLlnLll,し癌休眠1上

呼ばれる現象があり,これが宿主の如何なる反応と強 く

開わっているかは興味ある研究対象の-つである.そも

そも.tumoI･-dormこIneさ･･Yとは臨昧iこ於て云われ始LVつた

現象である.今世紀初頭より,賭摘出後の予後の追跡デ-

過後をこ同種癌が再発するケ- ス が 指 摘 され,1953年,

(こい J■uT)C.I-1'ldrield 品 記念講演しり中で.かかる臨

床例を分析 しながら,鮪時に取 り残 された儀かな癌細胞

が極めて最期閣目立つ増殖 もな宅亀きながらえ,かつ,

性質上は悪性度を失っていない癌細胞に対し,それを ｢払e

dornuntcI.1nLlel-(､ビ11A]二呼びたいと云一･｢たL,T)が.こ〔T)

名称の始ま小でこ帰 一1､.tu11m1-donllanCyについては,1959

1用riよりj-A-,上して欧米に於て種々(,Tl実験的研究が行われ

幾多の情報が蓄積されてきた2＼. しかし.休眠中の癌 細

胞の発願や,癌細胞を休眠状態をこ置 く普遍的な宿義 教 構

となると未だ不明な点が多 く,今後さらをこ研究を遮 ぬ な

ければならない.

1959年.~j'メ】】カJlFishcLr日 工.SDI.こIgtlLTI)ilWlt,y

う･ソトに5()個しっWこllk(汁.1756eこIr･CinosこIl･COmこlを門脈

r畑こ授与すると.通常ではそ(r)後L-)か ｢‖=::巨T)観察でも癌

の増殖は認められないがヲ癌細胞移殖 後3か月日より開

腹手術を繰り返しながら観察すると,かかる外科的侵襲

をこよって肝臓をこ療観織が形成きれる,したがって,開腹

術侵襲LT)無い場合には.小数し')移植癌細胞は体内で休眠

状腰をこあると考えられた書これは窯駿約をこ癒休眠と考え

逮--,た手法に上る数穐し･71動物:(::,'1､′Lが開発されている.

代表的在も(jlとして,癌組織へLTl血管新生を阻止 し栄養

補給を制限すると癌が困眠状態に陥るというウサギに於

ける実験~1㌧ LtStl･0粁IlLTl過剰投与によすて発癌させた Nb

うLJ卜乳 癌 は,estl･Ognl不在~卜では休眠状態に在ると

いう窯験5､.111ett･けleholanthr･elleiこよ一･,て誘発 した

iymphomaは,予めこの癌細胞で免疫 した宿主マウス

をこ移醸された時は休眠状態をこなるという実験即,放射線

照射をこよってマウス骨髄細胞を破壊後, これをこ劉系統マ

ウスの骨髄を移殖 し,いわゆる MHC (主要鼠織適合抗

原複合体) レベルでのキメラマウスを作成 し,これをこ従

来の宿主可移殖性病を移殖すると休眠状態になるという

受験7)等である. しか し,どの同系癌 も小数細胞を移

殖すれば棟眠する訳ではないし,癌細胞による免疫が効

果 しない例も多い.また,MHCキメラも成功率はそう

高 くはない.

我 々は近午､ddY てウILu:I(･1Se(ie(1lony,ト ーIrン1

i-')中かL､.-1.Illrlieh脂水癌;二村する皮下移殖時しり感受性

(')相違を指標に選抜交配を亜打 痛休眠を高率に起こす

マウス塵系統を曹威 した8).以下闘 蓋,このマウスを使っ

て数健の寛験を行ってきたので,その結果を報告したい.

実 験 動 物

実験に開いた繍休眠マウ利 豊,概略次の様な選抜受配

を経て確立したものである.すなわち,ddYマウス (ci犠ed

Colony.トーLT.ン,茨木,国立T･防衛生研究所由来1〔71

背部皮下に 1.:hllich膜水癌細胞 し十1.F-,I-摘王服 しL_略)2×

107個を移殖する上 約00-9500L/T)個体ではt三細胞は増

殖 L闘形癌を形成 した. しかし.平均的に見て生産喝 コ

小粒または単に小粒と呼ぶ)に変わる◆後者の癌抵抗性

個休を各世代ご上に選抜 し,代を重ねて抵抗性個体同志

ハ交配を繰 り返 しJ p= .そし))結果,各代ごとに抵抗性個体

LT斗H税率が増加し,約10代目にして900｡以 巨り個体が癌

抵抗性に変わ一一､た.現在は18代を経てし､るが,こLf~)抵抗

性マウスの皮下では移殖 したE細胞の-部は休眠状態をこ

たると見1､-れ 我 々は便宜的にこれを癌困眠てrL]1と呼

-瓦 比較実験のためこれと並行 して同一コ田ニ-のマ

ウスから癌増殖の腐著なず闘藤をこついても選抜受配を繰 り

返し.癌抵抗性個休を完全に排除 し.-1まト)闇菌増殖糸

マウス (以下,舶Y-pTg または pT鍔マウスと呼ぶ) ち

作出 した.二十,il-'ハ方は現在12)代に達 している.

試 薬 な ど

テフ ト-ル AS-迅Ⅰ燐酸魔は S主監ma社製を,各穫殿

色素輝は MeT洩 社製のものを周いた.

各橡マウスやリソバ球豪商抗原 (タラスⅠ,Ⅱ)をこ対

するモ /'71-一十,L抗f本は.-′L-くサ lJ･ン一八研究所

(明治乳業)より購入 して用いた.

実 験 方 法

l) 休眠癌の生物検定

dTm マウスの背部皮下 (癌細胞移殖部)に残 るケ-

キ状小粒を摘出,それを pTgマウスないし無胸線マウ

ス (C57BL/6㌢nu/nu)の背部皮下に移入 し,それの増殖

性 (固形癌形成能)を調べた.また,摘出した小粒をや
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性~/十 L-､'】-J,/で固定後組織切片を作成し.jlzこul-Mallol･y

染色即をほどこして謬常数練の沈潜を観察すると同時

iこ.小粒中に生きた癌細目泡i])残存Lr)存無を検鏡 した.

2) drm マウスおよび prgマウスのH細胞に

対する初期反応差の観察

移植し.6時間後. 1i-lf_i.3lILj,5['】札 11卜‖∃.

18日目に小粒を掃出した くこの段階では pT鍔マウスの

皮下増殖癌もそう大きくぼなっていない).眼科用鉄で

小粒をこ数カ所割面を入れ スライドグラス上にスタンプ

標本を作成した.塗抹標本をギムザ染色あるいは Yam

の方法10)により酸性フォスファターゼ染色をほどこし,

移殖した癌細胞の状態ならびにリソバ球やマクロファ-

ジなどの集積状態を調べた.なお,移殖後24時間目には

dye法il)により患部の毛細血管透過性昂進状態も比較

した.

3) drm マウスおよび prg マウスの遺伝検査

リソバ球表面抗原に対するモノクロ-ナル抗体を用い

細胞傷害性試験を行った.すなわち,Hank'sl99を周

いてマウス蹄細胞を 106/mHこ調整し,試験管をここの

細胞液 コO/Elを､i-_Il.さ∴に濃度調整したモノ:AJll-

ナ ル 抗 体 を 20 pl 添 加 し て 軽 く 振 とうした.これに補

体 (適 度 をこ 務 釈 し た 幼 君 ウサ ギ 血 清 ) を 20 pl 加 え ヲ 37

管 , 45分 , 振 と う し な が ら イ ソ キ ュ ペ - 卜 す る . 最 後 に

ト リ パ ン プ ル - く3 % N aC l 液 ) 5O pl 加 え て 死 細 胞 数

の 割 合 を 求 め た .

4) F:細 胞 表 面 抗 原 の 分 析

ddY マウス腐 艦 内 で 継 代 移 確 率 の E 細 胞 を 採 取 し,

Hank'S199で洗浄後 , 同 液 で 6 机 07/ m 且 の 細 胞 浮 遊

液を作成した.二の細胞浮 遊 液 1)() .[_,l に , 濃 度 調 整 し

た各種のリンパ球表面抗原 (ク ラ ス Ⅰ ) に 対 す る モ ノ ク

ロ-ナル抗体 20損 を添加,軽 く 振 と う 後 25 ℃ に 30 分

静置した｡反応後タこのE締胞を H ankタsl99 で 3 回

i肘争し20lLlLとし,こ畑ニ130に希釈した 抗 て 巾 1 1gG

血清 (ウサギ,FITC ラベル)20がlを添弧 軽 く 振 と

う後25℃をこ30分静置した.最後をこ∬ank'sl99で 3回

洗浄後軽 く遠心 してE細胞を褒め,we日付プレパラ--

卜に蒔し､て5(一ot.ナ叫 ニー-一,して封入,東光蝋徴錆にて棒

線 した.

5) I.:柵帽の皮下可移植性とマウス Iト2ハプロ

タイプの関係

各種近交系マウスあるいはコソジェニッタマウスの皮

下に監細胞を2机 07移植し,固形癌の増殖程度を観察

した,固形癌の増殖が見られなかった場合,それは過行

･1T3

か休眠のいずれかであ るが,療休眠についての生物検定

が済んでいない屯のについては,とりあえず,過行〆休

眠とした.

実 験 結 果

1. 休眠癌と増殖癌の比較

か m マウスあるいは pT琵マウスの背部皮下にE細胞

(2xl粥 を移植すると,癌の増殖速度は聞 及のごと

くであった.pT欝マウスにおける癌の状態は,周辺部

癌細胞の顕著な増殖像 (細胞分裂頻度-0.02複),多様な

白血球の浸潤,そして癌艶織の壊死像とが混在 し,かつ,

新生血管の侵入も多く認められた (図 2-A,B).これ

に比 し,dmn マウスの皮下では移植 したE細胞集団は

大部分が退行 してケ-キ状の小粒になっている.小粒組

織は,中心に退行変性した癌細胞の集団がありその周囲

を多くの放線芽細胞が取 り囲んだ組織像が一般的で,ま

れに低頻度の細胞分裂 (分裂頻度-0.001)を示す生き

た癌細胞の小集団が見られる時があった に の生きた低

額慶分裂の細胞群が休眠状態の癌細胞と考えられる,園

芸PC,瀞).また概 して,小粒車-の新盤血管の分布は少

なかった.

2.休眠癌の休眠期間

drm マウスの背部皮下に移植 したE細胞はケ-キ状

小粒となるが,その中に癌細胞が生きて残存する期間に
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閑且 drm マ ウスとpr雷 マ ウスの背部皮下におけ
るE細胞の増殖性
C1:d1111-~､小 -い､ド1･ll,●:lつI一g--､･.1･7こく Ltjr')
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図 2 増殖r甜印南とf村附巌

癌増殖巣.nL･:壊死巣.;.lZL,= 染色 し＼い .=う)同Ltt＼こ図 A 小鞘./くハ拡大 ･し＼こう(丸い.

活発な細胞分裂像が見られる (餐鞘).(C)dFm マウス背部皮下のケ--キ状小粒 沌 細

胞二!＼107移植後251i-1‖1.LILl:.長夜.(-tLt:退行tた癌細胞層.こ17こln染色 1＼い.i.I))

rl･]Ll■く図 t.)小関.jtハ払 人 し＼3日い.(lil:退行tた.癌細胞屑,し･lll:結 合織層.＼.し･:牛き

ている癌細胞 (東郷は細胞分裂率の細胞上

ぼかなりの個体差がみられる.監細胞を移植後30-500

日間に小粒を摘出し,それを ddY-pl･g-､,rlI一人や C571号IL

Gnunu∵rlTTjlL無胸腺､)と･7)皮下に移 し変える上 dm1

--/rL,ーく背部皮 卜こ･し･T.)滞留期間が 10OE7未満(jl小粒は,人

部分は覚醒 し再噌噂を開始 して固形癌を形成 した.車に

は dm マウス皮下滞留期間が5輔 弼近 く経過 しか J､粒

でも蒋増殖を示 した例があった (図 凱 それらの再増

殖パタ…ソは図 嬢のごとくで,潜伏期を経た後に従来

見られていたと同程度の速度で増穂するものが多かった.

た期間が長いは王､長い便向に鉦 -､た.

3. 移植 E細脂に対する drm マウスと prgマ

ウスの初期反応

drm マウスあるいは pr宮マウスの背部皮下にE細胞

2×10-･Iを皮下接種し,LZ･-1時間｢‖こ接軽部しり末杵摘l管(]L_)

透過性濁進度を比較すると,何れでも中程度の炎症反応

があるが,両動物間をこ有為な差は見られなかった (デ-

タ割愛).

十万,F.細胞移植後.移植部-しっ宿主細胞LT)浸潤状態

を経 目的に調べる上 およそ蓑 1ハ二王き傾向が見ら

れた.どちらのマウスでもE細胞接種後 且日日位からリ

ソバ球と 隅 細胞の出現が見られ,3日日頃よりは rufne

状の活性マクロファ-ジの出現があった.活性マクロファ-

ジ の集横は dTm マウスをこおいて5日日頃より特をこ多 く

認 められた また予これと同時をこ,drm マウスをこおい

て移植したE細胞の過行像が目立った.

J. ddY-drm と ddY-prgマウスの遺伝検査

リソバ球に対するをjタロ-わ レ抗体を用いた細胞傷

(.桔試験L･鍼吉果.(ldlー-drm L7~〕=ンぺ球は L7二:.て1に吋す

石IT:/∫/r-ト･十′し抗休で且 表 2に示す二､1二工 抗体

反応を示さたい二十か∴ ddl'-d1-I一l--/rlJJく(.71トト21く 上

H-2D の予想される 琵emOtyPeは Sであろうと思われ

ら.(i(~11 p-prgL'L_)そ畑 土 抗体特粍性 Jぐ･Dh･I+12､-左!､-
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図 3 休眠癌の覚醒

● :覚醒 して増殖開始,こ_i:覚醒せず

豪 1 E細胞移植部への宿主遊走細胞の集横

E細胞移植後

6h ld 3d 5d I-d lsd

"鷲 TT: +十 +十 +十 十 +

Lyだ - + + 十 +- 十 十 千 十十+ +十十

"車〔pd冨 - - 十 十 十 十十十 十十十十- - + + - +

民芸霊富農 - + ++ 十十 +++ 十十十十

NK :ナチュラル キラ-,Ly:リソバ球,M¢:
マクロファ-ジ

表 2 ddY-drm と (ldYl汀gr'Tl'ーく(:T)H-2
(クラスH

モノクローナル抗体 細胞傷害率 (%)
コ- ドNo.(抗体特異 性 ) dm prg

Oヨo-110LK早 0.2 0

030--20LKb.rjb.H-2中 O 94.2

030-210(Kd) 0 0

030-39OLKk) O O

03〔)-3OOtKk.H-2q十 4.且 70.2

ぴに Kk･Ii-2q･r LT-.反応 した.抗体特異一性 Kb 克i､'ぴに

される geflOtylガ はq上思われる.

クラスⅡをこついては養 3のごとき結果であった.dm

て｢.)1は抗体特異性 1-Ab･l~.k･p･q.rふU.､-および 卜AJ･r･Sと

L175

表 3 ddYldrm と ddY-.-pl･gて巾--1ハ H･･･-2
(A/∴-,'こくIl)

モノクロ-ナル抗体 細胞傷害率 (%)

1- 卜No.(抗体特異性) dm p√g

040-101しトAbJ.i.p.q.'.…トリ 67.4 63.7

040-210丹a1日1.m十リ O 61.1

LH0-420(トAいう 6.2 O

040-500(laト叫 1.0 73.1

なかった. したがって,考えられる 卜A は Sと思われ

る.prgマウスの方は トAb,F,k,p即FS,UFV,Iad･f･j,p,qpV,Ⅰa川

と反応 し.トAL.r,llAJLr,S三･こは反応 しなか1-､た.考え

られる トA は多分qと思われる｡つまり, クラスⅠ,

Ⅱに関 し2麗系をこ遺伝的分離が認められる｡

5. drm マウスと prgマウスの特性比較

dm マウスと pTgマウスの外見ならびに解剖所見と

もに大きな相違は認められないが,老齢の pr雷マウス

において眼球がやや乗出傾向をこある印象を受ける.また,

俸霧比で 見 た牌賭蚤畳が prgマウスがやや高い傾向に

あったが,胸腺重畳には差は認められなかった.また,

ljソバ球集団の中で CD轟と m Sのサブポピェレ-ショ

ソにも有為な差は認めがたかった (チ-タ割愛).

6. E細胞の表面抗原

E細胞膜裏面に H-2遺伝子産物 (主をこクラスⅠ)の

存在を検索 したが,モノクロ-ナル抗体の特異性が Kb,

Kb･Db･Ⅰ寸-2tl,Kd.Kk.Kk･H12q.T.i-)d･ト1-i)S,Dkのい

ずれにも全 く反応を示さなかった. したがって,少な く

とも H12-プロタイプがb,a,汰,唱, T, Sの MHC

遺伝子産物は瓦細胞膜豪商には存在 していないように思

われた.

比較の意味で検査 した他種の癌細胞 :BAMC-1(H-2

ハプロタイプがdの BALB克 てウスに me樹cholanthTen

を塗布 して発癌 させた fibTOmaで,同系マウスにて継

代中)は,癌細胞表面をこ宿主マウスと同 じ H12ハプロ

タイプdの遺伝子魔物がパッチ状に認められた (写寮省

略).

7. FC細胞の皮下可移植性とマウスの H-2ハプ

ロタイプの関係

E細胞は 105以上の細胞数を腹腔をこ移植する限 りどの

系統マウス,つまり,どの様な H-2-プロタイプのマ

ウスiこヰ)生着 して増殖する. しかし.背部乾円･こ移植 L

た場合は今回の実験か明かすよう湛 2机 07という多数
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豪 速 マウス H12-プロタイプとE細胞の可移植性

皮下移植性

し'31････iLinbre(い

i_3.101引くLinbtで(ll

i_)13A l=llhr(さd)
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B10.Rm (71NS十Olこl
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図 魂 休眠癒覚醒後の増殖速度

39日体二眼癌 LJ,-一寸 状小粒1を r)rL7-､,.1,1 仁1 ト･l左｢､こドに C57t3L仙lullu(i'/＼｣ ~)

へ移九 62巨葦休眠藤を C57BL/6Jmu/muへ移入 (｣=ト),69日休眠痛を p曙 マウス (-か )

畑宣 にゞ C5713L仙lL1nL1し-八･･1 -移入.83日休眠癌を pl･L,-こすrL7｢~く-移入 卜-ll-工

268u休眠癌を l)Ⅰ･g~-(,L]1くへ移入 (.･･▲川上 ･は8日f村眠癌を pT･g ･-:r171 い･●-1左

l､〕ぴに C57Ⅰ〕L6.lnullu 巨七つ目上＼移入.
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t')細胞を移植 しても増殖 したい系統がある.各種近交系

マウ封こ対する皮下可移植性を検討するため,代義的な

t･･･ト2′＼ゾtl-'1仁パrL')近交系ないし L1011genicてrトくを

入手し これ!､)Lり背部皮 frにl･:細胞をr･-1]様に移植 しその

増殖能を調べた.結果は豪 速のごとくであった (増殖

の見られなかったものをこついて,それが休眠であるかど

うかの生物検定は未だ行っていないため,判定は退行/

休眠となっている).H-2-プロタイプがk, q, Ⅴは

増殖 グ′ト-パこ入i),一万b,d､ p, r, Sは退行:

休眠ダル-プに分･別出来た.

考 察

実験レベルで体肢痛をどの様をこ定義するかはかなり難

しい面を含むが,ここではマウスの寿命 (3年)を勘案

し,少なくとも移植後明らかな増殖を示さずに60日 (ヒ

トに於ける約 5年)以上は宿主体内で生存し続けること

を大体の目安にしたい,この点からすると,我々のモデ

ルは十分使用をこ耐えるものと思われる.

さて,近交系マウスで発癌させた癌細胞を同じ近交系

マウスで継代 している限り細胞表面の H-2遺伝子産物

タイプの異なる他の近交系マウス闘 ま移植は無理である,

E細胞がマウス乳癌として発展された当略 いかなる遺

伝的背景のマウスをこ由来 したかは定かで無い12),その

上,当時のマウスは近交系でなかったから,E細胞が多

少なりとも遺伝的背寮の異なるマウス腹腔を幾重にも継

代し今日に伝わったことを意味する.その間,マウス腹

腔内で宿主と食わぬ 相 互C産物表現の癌細胞は連続的

に淘汰され,そして,遺伝子変異により MHC産物を

欠くE細胞のみが生き残 り今日に伝わったと考えられな

くもない (事実,E細胞の核型はかなりの変異を示す).

この様な見地に立ては E細胞が今日さまざまな遺伝的

背景の近交系マウスをこ容易をこ腹腔内移植できること (105

以上の細胞数で)は理解 しやすい.しかし,これはあく

までも腹腔内移植の場合であって,今回の実験が明かす

ようをこ背部皮下をこ移植する限り結果は大幅をこ異なる.H-2

ハプロタイプがk, q,Ⅴの近交系マウスでは皮下でも

増殖 し固形癌を形成するが,少なくとも,H-2-プロ

タイプがb,過, 節, ど, Sの近交系の皮下では2×107

細胞の接橡でも増殖 しない.しかるに,2グル-プを鎗

ける遺伝的理由付けが魔いだせないのである.ddY-arm

Lt-_d(il '-prgの関係も恐i､､くこしり延長線 日こある現象と

思われる.

痛棒櫨iこ際 し.-磯 に遺伝的背景tJ)不適合かZ､､強い拒

･177

絶反応を受けた場合は移植癌は速やかi=,退行し.同系癌

のごとく拒絶反応nはと'It_ど醸し､場 合は著 しい増殖を示

守.もし.持続 した弱い拒絶反応Lり存在が休眠現象〔-r汁tlJ

現をこ関係するとするならば予その弱い拒絶反応の業態を

知る必要が起こる.そ して.(lrm -､,･1,-くiこ於け封木眠

癌は pT琵マウスのみならず,拒絶を示す C57BL/63の

無胸腺て巾ス LC57BlJ6.卜nL'r川l-移 しかえる上道離せ

ることから,その磯構の-部に恐らくT細胞を介在する

細胞性免疫が関与 してい･て)可能性は高い.そしり際,lT.細

胞表面のどの様な抗原が認識されているのかは残された

大きな課題の-つであろう.恐らく,拒絶反応の弱い非

主要組織適合抗原遺伝子産物は永い継代の過程でも温存

されている可能性はあるから,その辺の分析は重要であ

ろう.ただ,drm マウスに於狩る癌休眠は,免疫抑制

刺 (サイクロスポリソAなど)投与をこよって影響 (解除)

されることは無かった8). E細胞の皮下に於げる増殖と,

皮膚局所における蔑喰細胞の機能および全身 リンパ系と

の関連でさらをこ詳細な検討を蚤ねなければならない.
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