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第1章　 緒 言

1967年,杉 村 ら1)がN-methyl-N´-nitm-N-nitroso

guanidine(MNNG)を ラッ トに経 口投与 し,高 率 に

ラッ ト腺 胃に癌 を作 り得 ることを報告 して以来,幾

多の実験 胃癌に関す る研究がな されて いる.しか し,

これ らの多 くは上皮細 胞 についての腫瘍性変 化に関

す る もので あ り,間 質 の態度 に関 しての研究 は少 な

い.本 研 究 は上皮の腫 瘍性増殖 に際 してみ られ る上

皮の基底膜の変 化 を中心 として,周 辺の間質 の態度

を経時的 に組織化学的 および電子顕微鏡的に観察し,

腫瘍細胞 と間質との関係 を検討せんとす るものである

 ヒト胃癌については癌の間質 を腫 瘍 に対 す る生体

の防禦 反応 とす る説や,癌 増殖 による組織 障害 の修

復反応に過 ぎない とす る説な どが あ り一定でない2).

また,基 底膜 につ いて もcarcinoma in situで は,

癌 はいまだ基底膜 を破 っていな い もので あ り,浸 潤

癌 に対す る防禦作用が基底膜 にあるが如 く考 え られ

ているが, MNNGに よるラ ット腺胃 の腫瘍性増殖巣

においてこれ らの点 を検討 し,さ らに基底膜 の形 成

機序 に関 して も考察 を行 った,

 実験 胃癌 について癌腫 としての組織学的criteria

は明確 に されて いないが, criteriaの 明 らかな人癌

の間質 および基底膜の態度 と対比す ると ともに,組

織学 的判定 はStewart3)の い うごと く漿膜浸潤 のあ

るものを癌 とす るとい うcriteriaを 再 検討 した.ま

た,一 連 の間 質の変化 がMNNG投 与 による上皮 の

腫瘍性増殖 に続 いて生 じた ものか,あ るいは間質 自

体に もMNNGが 作用 してい るかの点 につ いて も同

時に考察 を加 えた.

第2章　 実 験 方 法

第1節　 実験動物

生後6週 令 のWister系 雄性 ラ ットを使用 し,ク

レア製CE-2固 型飼料にて飼育 した.

第2節　 実験方法

MNNGはAldrich chemical社 製 を使用した.投与

方法は ラッ トを3群 に分 け,第1群 として はMNNG

を83μg/mlの 濃 度に水道水 にて溶解 し,遮 光 した給

水壕にて経口的に8か 月 間自然摂取 させ,以 後 は水

道水のみを投与 した.な お,水 溶 液は週3回 新 しい

もの に取 り換 えた.第2群 として はTween 60を0.4

%の 割 合 にて第1群 のMNNG溶 液に加 え,同 様の

方法で投与 し,対 照群には水道水のみ を投与 した.

第3節　 観察方法

投与後1週 目ごとに66週 まで経時的 に屠殺 し第1

群43匹,第2群26匹,対 照群13匹,合 計82匹 につい

て光顕的な らびに電顕的標本 を作成 した.

光顕的観察 には10%中 性 ホル マ リンにて固定後,

全腺 胃か ら約3mm巾 の組織片 を連 続 して切 り出 し,

パ ラフ ィン包理 の後に各 ブロック90枚 の亜連続 的切
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片 を作 成 し,こ れ らにHematoxyline and eosin染

色, Alcian green染 色, PAS反 応, Colloid iron染

色, Hematoxyline Phroxin Safran染 色4) (以下

HPSと 略 す),鍍 銀 染 色, Mallory Azan染 色 を施

し,鏡 検 に 供 した.

電 顕 的観 察 には2.5% glutaraldehyde溶 液(0.1M

 cacodylate bufferに てpH 7.4に 調 整)に て1時 間

30分, 4℃ で 前 固 定 を行 い,さ らに0.2M庶 糖 液 にて

水 洗,つ い で1% OsO4(0.1M cacodylate bufferに

てPH 7.4に 調 整)に て4℃, 2時 間後 固定 の後 ア ル

コ ー ル系 列 に て脱 水 しEponに 包 埋 した.薄 切後 酢

酸 ウ ラニ ー ル,酢 酸 鉛 にて 染 色 し 日立Hu 12型 に て

観 察,撮 影 した.

酸 性 ム コ 多 糖(AMPS)の 存 在 はLuft5)に よ る

Ruthenium red法 に 準 じて行 った.す な わ ち,前 記
し

前 固 定 液 に1,500 ppmのRuthenium redを 加 え前 述

の ご と く前 固 定 を行 い,30秒 間 水 洗 の 後, 1,500 ppm

 Ruthenium red加2%OsO4(0.1M cacodylate bu

fferでpH 7.4に 調整)に て3時 間 室 温 で 後 固定 を行

い,以 下 一 般 電 顕 用 と同様 に脱 水包 埋 を行 っ た.

第3章　 実 験 結 果

第1節　 対 照 群 に お け る基 底膜 お よ び

fibroblast sheathに つ いて

基 底 膜 は電 顕 的 には上 皮 細 胞 直 下に約200Aの 透 明

帯(lamina lucida, lamina vara6))を 隔 てて,電

1b). 光 顕 的 に はPAS反 応 で 観 察 さ れ る他 にRut

henium red陽 性 物質,す な わ ちAMPSを 含 む と考

え られ る こ とよ りcolloid iron染 色 に よ って 観 察 し

得 る81(図2).ま た, HPS染 色 で み る と,基 底 膜 の

外側 に は 紡 錘 型 の 線 維 芽 細 胞 と膠 原 線 維 か ら成 る

fibroblast sheathに よ り月泉管 が 取 り囲 まれ て い る

(図3).

第2節　 MNNG投 与群 にお ける基底膜お よび

fibroblast sheathの 変化

第1項　 光顕 的観察 結果

MNNG投 与2週 目より幽門腺の萎縮 と間質 におけ

る膠原線維の増加がみ られた.ま た, 9週 目よ り体

部腺お よび幽門腺領 域に び らん を生 じ17週 目では筋

層に,さ らに26週 目では膵までおよぶ潰瘍の発生をみた.

投与26週 目よ り主 として幽門腺領域 において,胃

内腔 に隆起性 に増殖す る腺管増殖病変 や,あ るいは

粘膜筋板 を破 り下方 に発育 し漿膜 に達す る過剰 の腺

管増殖病変 がみ られ た.こ れ らの増殖病巣 を腺 管構

造上 の異型性 とその細胞形態 の異型性の程度により,

 A, B, C型 の3種 類 に分類 し検討 した(表1).

表1

病巣A型: 腺管構造 には軽度 の異型 を認め,と こ

ろによりやや多方向 に分岐 し,あ るいは嚢 胞状の拡張

をみ る も,そ の構 成細胞 は円柱状 ない し立方状,核

は円形 ない し楕円形 で密 に規則 正 し く基底側 に配列

して いる.ま た,腺 腔側 には粘 液分泌所見が み られ

る(図4). HPS染 色 で は腺 管周 囲 にfibroblast

子 密 度 の 高 い巾500～8004のlamina densaと して

認 め られ る. Ruthenium red染 色 で は 強 く濃染 さ

れ(図1a), surface coat7)し て細 胞 膜 と連 続 し

て い るが ご と くみ られ るが,さ らに強 拡 大 にて観 察

す る と細 胞 膜, lamina lucidaと の 織 別 が 可 能 とな り,

このRuthenium red陽 性 物 質 はlamina densaお

よびそ の 周 囲 に 顆 粒 状 に 沈 着 し て み ち れ る(図

sheathの 形 成が良好 であ り, colloid iron染 色 にお

いて も基底膜 が観察 され る(図5).

病巣B型: 増殖腺管の配列 は不規則 で,形 は多様

化 し不均一 であ り,一部 では嚢 胞状 の拡張 もみ られ,

しか も拡張 した腺管 の不均一性 はよ り高 度で ある.

構成細胞 は短 円柱状 ない し立方状 な ど一 様でな く,

胞体 はむ しろ好酸性 である.核 は円形 ない し短 楕円
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形 で 基 底側 に整 然 とは 配 列 して い な い.粘 液 分 泌 所

見 は 少 な い(図6).腺 管 周 囲 に はfibroblast she

athは 形 成 不 良 で膠 原 線 維 束 は腺 管 を取 り囲 む こ と

な く散 在 して い る(図7).さ ら に, collid iron染

色 で は基 底 膜 は 不 明 瞭 とな って い る(図8).

病 巣C型: 構 造異 型 は高 度 で,一 部 で は腺 管 構 造

が乱 れ不 明瞭 とな って い る.細 胞 異 型 も強 く,胞 体

は む しろ好 塩 基 性 で,核 細 胞 質 比 が 高 く,核 の大 小,

形 の不 同性 な ど癌 と容 易 に診 断 し得 る所 見 を備 えて

い る. fibroblast sheathの 形 成 やcolloid iron染

色 に よ る基 底 膜 は不 明 瞭 で あ る(図9).

MNNG投 与 群 合 計69匹 の 腺 胃 に 発 生 した増 殖 病 巣

はA型: 43病 巣, B型: 20病 巣, C型: 4病 巣 の合

計67病 巣 で あ る(表2).こ れ らの う ち63病 巣 が幽 門

腺 領 域 に発 生 し,体 部 腺 領 域 に は4病 巣 に過 ぎな い

(表4).

これ ら病 巣 と その 壁 深 達 度 を み る と(表2),A型

では粘 膜下層(sm): 69.8%(30/43)と 大 部 分 を 占 め,

筋 層(pm)お よび漿膜s(+): 14.0%(6/43)と 少 な い.

また,粘 膜 固 有 層(m)の7病 巣 は す べ て 病 巣A型 で

あ る.

B型 で はsm: 55.0%(11/20), pm: 30.0%(6

/20), s(+): 15.0%(3/20)とpmお よ びs(+)の もの

が 増 加 して い る.な お, C型 で はs(+)の もの が ほ と

ん どで あ る.

飼 育 期 間 と壁 深 達 度 の 関係 を み る と,表3の ご と

く, 1年 以 上 長 期 飼 育 例 で はmに 留 ま る もの: 28.6

%(2/7), sm: 40.5%(17/42), pm: 81.8%(9

/11), s(+)=71.4%(5/7)とpmお よ びs(+)に 長 期

間 を要 し た病 巣 が 多 い.

A, B, Cの 各 病巣 を経 時 的 に 検 討 す る と(表4),

 A型 は26週 目 よ り, B型 は33週 目 よ り, C型 は35週

目 よ りみ られ,こ れ ら を1年 以 内 の もの計34病 巣 に

つ い て比 較 す る と, A型: 73.5%(25/34), B型:

 20.6%(7/34), C型: 5.9%(2/34)とA型 が 多 い,

他 方, 1年 以 上 の長 期 飼 育 例33病 巣 で はA型: 54.5

%(8/33), B型: 39.4%(13/33), C型: 6.1%(2

/33)とB型 の病 巣 が増 加 して く るが,A型 病 巣 も多

く約 半 数 を占 め て い る.

表2

表3

・ 病巣A型

。 病巣B型

*病 巣C型

表4

・pyloric region

。fundic region

表5

印環細胞癌,単 純癌は第1,第2群 と もみ られず,

また リンパ節や他の諸臓 器への転移 もみ られなか っ

た.な お,腺 胃にみ られたその他の病変 としては表

5の ごとくであ る. unclassifiedと した8病 巣 は主

として腺 胃の粘膜 内にあ り,核 は小 さ く明 瞭 で他

方,胞 体 には微細 な顆粒 を有 し,こ れ らはPAS反
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応, Alcian green染 色 にて弱 陽性 に染 りcolloid

 iron染 色 にて青 染 され,ヒ トのgranular cell myo

blastoma類 似の所見 を程 して いた9).周辺正常 組織 と

の境 界は不 明瞭 で1例 はpmに まで及んでいた.

Tween 60に よる腫瘍 発生 について検討 すると,腫瘍

性変 化の生 じる7ヶ 月 以後におけ る有効 ラ ット数 は

第1群(MNNGの み投与)22匹,第2群(Tween 60

を加 えた もの)26匹 で ある.病 巣A型43病 巣 中第2

群 の ものは25病 巣,病 巣B型 では20病 巣中10病 巣,

病巣C型 では4病 巣中2病 巣で,第1群,第2群 で

ほ とん ど差はみ られな い.

第2項　 電顕的観察結果

病巣A型 では(図10),増 殖腺管の上皮細 胞直下 に

透明帯 を隔ててlamina densaす なわ ち,基 底膜 が

連続 して明瞭 に認め られ,細 長い線維芽細 胞がその

外側 に上皮細胞 に沿 って観察 され る.ま た,線 維芽

細胞の外側 には周期性横紋 を有す る膠原線維の形 成

が良好で,こ れ ら線維束 によって腺管が取 り巻かれ

てお り,光 顕 的 にHPS染 色 でみ られたfibroblast

 sheathが 電顕 的に も認め られ る(図20のNo. 1).

病巣B型 において は,増 殖腺管の上皮細胞管腔側

表面 には不完全 な微絨毛 を認 め,細 胞間 には複雑な

interdigitationが あ るがdesmosomeは あま り発達

して いない.基 底側の細胞表面 は凹凸や うね りを示

し,原 形質 の一部 が間質側 に突出す るもの も認 め ら

れ た,こ の突出部 には細胞小器官の発達 は不良で,

多 くのfree ribosomeが 認 め られ る(図16).核

は一般 に大 きく,核膜 には しば しば湾 入が認 め られ,

細胞質 は概 して細胞小器官 に乏 しくribosomeに 富

む ものが多い.(図14)

病巣B型 の増殖腺管 の基底膜 には形成不良か ら過

形成 に至 る像 が観察 され,そ の際上皮側の変化の み

な らず 間質,特 に線維芽細胞 の態度 によ り種 々の像

を呈 している.す なわ ち,図11の ごとく,線 維芽細

胞 が直接上皮細胞 と密接 し,そ の部 では基底膜 はみ

られないが,上 皮 に近接 した部 では基底膜 が認 め ら

れ る.他 方,線 維芽細胞 が上皮 に近接 しているに も

か かわ らず,基 底膜 は約200Aと 細 くな り,し か も顆

粒状 に連続 している ものがあ る(図12).さ らに,図

13の ごとく線維芽細胞 が近接 して も基底膜 が全 くみ

られない ことがある,こ の場合,線 維芽細胞 には

細胞小器官 の発達 は不良 であ り,周辺 にはmicrofi

brilは み られ るが膠 原線維の形成 は不良であ る.ま

た,基 底膜 が ところ どころ欠如 し断続的 に存在す る

場合(図14),あ るいは間質 側において,線 維芽細胞

の上皮への接近 がな く,多 核 白血球 な どが直接上皮

に近接 した場合 に も基底膜 の形成 はみ られず,膠 原

線維 の発育 も不良 であった(図15).さ らに,上 皮 の

原形質 の一部 が間質側 に突 出 してい る場合 には突出

部 には基底膜 は欠如 し,膠 原線維 の形 成 も不良で あ

った(図16).

以上 は基底膜の形成不良の場合 であ るが,MNNG

投与後比較的長期飼育例 において は反対 に基底膜の

過形成状態が観察 された.す なわち,投 与後52週 目

ラ ッ トの上皮細胞直下 に基底膜 が波状 に うね り,そ

の外側には線維芽細胞を認めるも膠原線維の発育 は悪

く,未熟 なmicrofibrilを 認 め るに過 ぎない(図18)-

また,53週 目ラ ットでは基底膜 が幾重 に も多層 して

み られ(図17),近 接せ る線維芽細胞 には粗面 小胞体

の発育 は不良 で,周 囲の膠原線維 の形成 も悪 い.さ

らに,投 与後52週 目の もの では,増 殖腺管 に近 接せ

る線維芽細胞周囲 に も部分的 に基底膜様構造 が観察

された(図19).

以上,電 顕的に観察された基底膜の種々の変化 を模式

図で示すと図20の ごとく10型に分類す ることがで きる.

No 1は 病巣A型 にみ られる もので線 維 芽 細 胞 は

上皮 に近接 し,そ の外側 には膠原線維束 が取 り巻 い

てお り,基底膜の形 成 も良好 な ことを示 して いる(図

10参照)

No. 2よ りNo. 10ま では病 巣B型 にみ られ るもの

で,増 殖腺管 を取 り囲 む膠原線維 の形成 が悪 く,光

顕的に観察 されたfibroblast sheathの 形成 が不良

であ り,基 底膜 は このよ うに種 々に変化 してい るこ

とを示 している-す なわち, N. 2で は基底 膜 が と

ころ どころ欠 如 し(図14参 照), No. 3は 原 形 質 が

間質側 に突 出 しその部の基底膜 は欠如 してい るもの

(図16参照), No. 4は 多核 白血球 が上皮 に密 接 し

て存在 し基底膜は欠如するもの(図15参 照), No. 5は

線維芽細胞 が密接 して存在 し基底膜 が欠 如す るもの

(図11参照), No. 6は 基底膜 は細 く顆粒状 に連 続 し

てい るものであ り(図12参 照), No. 7は 線維芽 細胞

が近接 して も基底膜 が全 く欠如 してい るものであ る

(図13参照).

No. 8は 基底 膜 が波状 に うね ってい るもの(図18

参照), No. 9は 基底膜 が幾重 に も重層 してお り(図

17参 照), No. 10で は線維芽細胞周 囲に基底膜 様構造

が散 在す ることを示 して いる(図19参 照).

第4章　 総括 ならび に考按

1. 実験 胃癌 における癌 の組織学 的診 断基準
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Stewart3)は 組織学 的に漿 膜 浸 潤 のあるものを癌

と判定 しているが,こ れは増殖進展 を主体 にした も

ので,異 型性 な どの形態 学的特徴 は考慮 されてお ら

ず診断基 準 として十分とはいい難 い10) 11).また, MNNG

の実験 胃癌 において,リ ンパ節,肝 などへの転移 に

ついては高橋12).木暮 ら13)によ り報告 されて いるが,

ヒ ト胃癌 に比較 しまれで あ り,本 実験 において も転

移はみ られず,こ れ らの点か らもヒ ト胃癌 とは相違

してお り,実 験 胃癌にお ける癌 と しての組織学的診

断基準はい まだ確立 されて いない.そ のため,本 実

験 において は腺管の腫瘍性増殖病巣 を細胞 な らびに

構造異型度か らA, B, Cに 分類 し,そ の分類 に従 い

基底膜 を含 む周辺 の間質 の態度 を検討 した.す な わ

ち,病 巣B型 の基底膜 は図20のNo. 2～No. 10に 示

す ごと く,形 成不全か ら過形成 に至 る種 々の状態が

観察 され,特 に原形質 突出 とその部の基底 膜の欠 如,

さらに基底膜の多層化などはヒトの低分化腺癌 でしば

しばみられ る所見である14) 15).また, fibroblast sheath

につ いて も病巣B型 では形成不良 であるが,同 様 に

ヒ ト胃癌151や大腸癌16)にもfibroblast sheathの 形

成 が不良 であ り両者 は類似 した所 見である.こ れ ら

のことよ り病巣C型 ばか りでな く,漿 膜浸潤 のな い

病巣B型 で も組織学的 に悪性腫瘍性 の変化 と考 えた

い.な お, 1年 以上の長期飼育 ラ ッ トに も病巣A型

が多数 み られる ことは,同 時期 の ものに筋層 や漿膜

に達す る病巣 も存在す るこ とと考 えあわせ ると,組

織発生の考察 において興味深 いこ とである.

2. 基底膜の起原 と形成機序

基底膜 は従来結合組織基質 の凝縮 した もの と考 え

られたが17),近年上皮由来 とされてい る18). Pierce19) 20) 

21) 22)は基底膜物質 は上皮 か ら分泌 され
,し か もla

mina densaの みに特異 性 を持つ抗体が上皮細胞の

小胞体 に も認 め られ るが,結 合組織成分 とは全 く無

関係 であると証明 して いる.生 化学的 には基底膜 は

proline, hydroxy prolineに 富 むcollagenを 含 む

が,間 質 のcollagenの ごとき640Aの 周期性横紋は

み られず30～40Aの 細線維構造 がみ られ29),そのco

llagenは α鎖 のみか ら成 っている24).般 にcollagen

は線維芽細胞よ り分泌 され ると考 えられて きたが,

 H3-prolineを 使 用 し,上 皮細 胞 からもprolineが 基

底膜 に分泌 され ることが確 かめ られてい る25).

基底膜形 成にお ける結合組織細胞 の役割 について

Pierceは 癌細胞 で21), Dodson26)は 角膜上皮な どの実

験 で全 く無関係 に基底膜 が形 成 され ると報告 してい

るが, Kallman27), Hay28)は 上皮 と間 質 の 両 者が基底

膜形 成に寄与 してい ると考 えてい る.し か しなが ら,

基底膜 が上皮細胞 直下 に一 定の構築 を作 る機構 は明

確でな く,こ の点 に関 し梶川29)は3´-methyl-DAB

投与 ラッ トにおけ る胆管上皮細胞 増殖 時の基底膜形

成過 程において紡錘型 の線維芽細 胞様の結合組織細

胞の関与 を重視 し,こ れを随伴細 胞 と仮 称 し他の線

維芽細 胞 と区別 している.

本実験 において も基底膜 の形成 には上皮 の異 型性

の程度 のみな らず,周 辺の 間質,特 に線維芽細 胞の

形態 な らびに機能 によ り種 々の像(図20)が 観察 さ

れた ことよ り,た とえ上皮細胞 あるいは線維芽細胞

か ら基底膜物質が分泌 され るにせ よ,基 底膜形成 に

は上皮 ばか りでな く線維芽細胞の役割が重要 である

と考 え られ る.

3. 癌腫 における基底膜 について

古 くよ り癌腫が積極的 に基底膜 を破壊す る と考 え

られ,こ の破壊像 を もって浸潤癌 と診断 され た.ま

た,い まだ基底膜 を破 って いない ものをCarcinoma

 in situ30)と呼 び,い ずれ も癌腫は基底膜 を破壊す る

と考 えたが,武 藤31)は広範 な研究か ら32) 33),浸潤癌 と

いえ ども基底膜 を認め る場合があ り,基 底膜の形成

良好 な ものか ら形 成不全な ものまで各種の段階が存

在 し,基 底膜破壊 とい う過 程は客観 的事実 として記

載 され た ものではない と批 判 してい る.

電 顕的にも癌腫に基底膜を認め得るがその形成 は非

連続的である34).特に,ヒ ト胃癌 において分化型腺癌で

は基底膜の形 成は良好 で,部 分的に欠損 な どを認 め

るが,低 分化型癌 では基底膜 の形成 は不良 で全 く欠

如せ る ものが多い14).しか し,一 部 においては多層化

などの過形成 もみ られる15).

本実験では病巣A型 では基底膜 の形成 は良好 であ

ったが,病 巣B型 では図20のNo. 2よ りNo. 10ま で

多種の像が観察 され,特 に線維芽細胞 の接 近に もか

かわ らず基底膜 の欠如 する もの,多 層 あ るいは波状

にうね るもの,さ らに原形質 が突 出 しその部に基底

膜が欠如 している像 は ヒ ト胃の低分 化型 癌のほか に

も腸癌35),肺癌35),子宮癌8)において も観 察 されてい る.

これ ら基底膜 の欠如 あるいは形成不全 は,上 皮 側

の異型性の有無 の他 に間質側,特 に線維芽細胞 の状

態に 関係 す るが,さ らには基底膜 にcollagenを 認

める24) 25)ことか らcollagenaseの 作 用が 考 慮 され

ねばな らない. collagenaseは 線維芽細胞 のみな ら

ず,む しろ上皮細胞 か ら多 く分泌 され37),しか もcoll

agenase処 理 によ り基底膜 を消失せ しめ得 る38) 39).

以上の ことよ り癌腫 における基底膜 の形 成に関 し
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ては上皮 と間質,す な わち線維芽細胞,膠 原線維,

 AMPS, collagenaseな どが関与 している もの と考

察 され る.

4. 基 底膜の役割

基底膜 には細 胞 自体の恒常性維持 と,間 質 と上皮

の間のbarrierと しての働 きが考 えられ る24)他に,

癌 の浸潤 に対する防禦作用の有無が問題 とな る.浸 潤

性 の低 分化型癌では基底膜形成が悪 く,分 化型癌では

比較 的良好 であ ることは前述のごとくであ り,基底膜

に防禦作 用が存 在 し,基 底膜 の消失 した ところか ら

癌 浸潤が生 ず ると考えられた8).しか し,癌 細胞 によ る

基底膜 の形 成は,悪 性 化の後 も正常 機能で作 られ る

ことよ り,基 底膜 が腫瘍 浸潤 に抵抗 せん とす る宿主

の防禦 的機 構 とは考 え難 い との説21)もあ る.ま た,

ヒ ト胃癌 において基底膜 の過形 成状態 と考 えられる

多層 化は,分 化型 よりもむしろ低 分化型癌 で観察 され

ることは防禦作 用の点 か ら考 える と不都合 である.

本実験 において,病 巣B型 の基底膜 が形成不良の

ものか ら多層化 を示 した過形成状態 まで観察 され た

が,基 底膜 に癌進展 に対す る防禦作用 が存在す るな

らば,こ れ ら増殖病変 の早期 に多層化 な どの過形成

状態 が多 く観察 されるはずである.しか し,多層化せ る

基底膜 は必ず しも増殖初期 に認 め られ ない.す なわ

ち,基底膜 が防禦作 用によ り形成 されるのではな く,

前述の ごと く上皮 と間質 との相互作用 によ り形成 さ

れ ると考 えるのが妥当 であろ う.

5. fibroblast sheath

腺管周囲 には上皮細 胞 に沿 って線維芽細 胞が存 在

し,そ の外 側 には膠 原 線維 が 取 り巻 いて連続 した

層を形成 してお り,これ をepithelioid sheath46), sub

epithelial connective tissue sheath16)あ るい は

pericryptal fibroblast sheath41)と 呼んでい る.こ

の上 皮細 胞 と線維 芽細 胞 は正常 ではsynchronous

 migrationを 行 い,正 常 構造 を保持 す るために両者

が1単 位 として作用している41).すなわ ち,上 皮 と間質

の間には相互作 用が存 在 し,そ れによ って構造 の維

持,再 生,機 能 が保たれてい ると考 えられ る42).

本 実 験 に つ いて み る と病巣A型 ではfibroblast

 sheathの 形成が良好 で,し か も上皮 には異型 が少 な

く,両 者 の間の基底膜 は連続 的であるのに対 し,病

巣B型 ではfibroblast sheathは 非連続的で,腺 管

を取 り囲 む ことな く,基 底膜 の欠如や 多層化 などの

種 々の変 化 がみ られた.こ れ らは上皮-基 底膜-

fibroblast sheathが 常 に協調 しつつ相 関関 係 を も

ち,こ の相関作用が比較的良好 な状態 が病巣A型 で

あ り,他 方破 綻 をきた した場合が病巣B型 と考 え ら

れ る. Kaye43)は 大腸病変の うち悪性化 の傾 向 を もつ

adenomatous polypで はfibroblast sheathは 未 分

化であるこ とを認 め,こ れ らの事実 よ り上皮 と間葉

系の相互作用 の不均衡 を電顕 的に証明 した.本 実験

ではfibroblast sheathの 形成 の良否 は腫瘍性増殖

の影 響 を うけ るの み な らず,そ の他 の因子 として

MNNGの 作用 を考慮せね ばな らない.

6. MNNGの 作用

MNNGは 強 い突然変異誘起物質 として知 られてい

たが44),杉村 ら51)は1966年 ラット皮下 に注射 し可移植

性の肉腫 を作 ることに成功 し,さ らに1967年MNNG

を水溶液 として ラッ トに経 口投 与 し腺 胃に胃癌 を高

率に発生せ しめた1).このMNNGの 発癌機構について

はMNNGがDNAと 反 応 し7-methylguanineの よ

うなメチル化を起 こすことよ り突然変異 として説明す る

ことがで きるが,他 方MNNGが 蛋自質 と結合 しニ ト

ロア ミジノ化 を起 こす ことよ り分 化の異 常 として も

説明で きる46).

また,本 実験 において も観察 された ごとく骨,軟

骨組織,扁 平上皮化生 な どが出現す ることよ り癌化

の過程 を分化 の異常の一つの タイプ として説 明で き

ると述 べて いる17).

MNNGを 経 口投与 した場合,胃 においてはまず胃

粘 膜 の上 皮 に作 用 す る ことは論 をまたないが,間

質側 の変化 につ いて は病巣Bお よびC型 で腺管周囲

のfibroblast sheathが 形成不良で,しか も膠原線維

束の方 向が一定でなく,線維芽細胞 の形態 な らびに機

能が種 々に変化 してい ることが観察 され た.こ のこ

とは,上 皮の変化に よる二次的な もの,あ るいは上

皮細胞か ら誘導48)された とも考 えられ るが,多 くの

線維肉腫49)や多種類 の非上皮性腫瘍(表5)が 発生

していることはMNNGが 間葉系細胞 に も作用 してい

ることが示唆 され る.こ れに関 し,田 原50)はMNNG

による非上皮性腫瘍 の発生母細胞 として多分化能 を

有す る線維芽細胞類似 の幼若 間葉細 胞を想 定 してい

るが,い ずれにせよMNNGが 間葉系細胞 に も作 用 し

てい る もの と推測 される.

MNNG投 与 によ るラ ッ ト腺 胃 の基 底 膜 の態 度 を

中心 として上皮 および間質 につ いて検討 した結 果,

MNNGは 上皮 ばか りでな く間葉系細胞 に も作 用 し,

上皮側 の変化 として は病 巣A型 のみな らずB型 , C

型の病変 を生 じ,ま た間葉系の変化 として はfibro

blast sheathの 変化や線維 肉腫な どの非上皮性腫瘍

を生ぜ しめ,そ れ らの結果 として種 々の基底膜 の変
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化 を示す もの と考 えられ る.さ らに,基 底膜 にはム

コ多糖体やcollagenも 含 まれ ることより,基底膜 の

形成 にはこれ ら基質が関与していることが考 えられる

また, collagenaseの 作用 によ り基底膜 が消失 さ

れることやcollagenaseの 消 長 が 癌 の進 展 に関与

し51),しか も上皮側 のみな らず間葉系細 胞か らも分 泌

されている ことよ り,こ れ らの関係 を図示 す ると図

21の ごとくであ る.

第5章　 結 言

ラッ トにMNNGを 投与 して生 じた腺 胃 の腫 瘍性

増殖病変 を異型性 の程 度に よ り病巣A, B, C型 の3

種に分類 し,基 底 膜を中心に した間質の変 化 を組織

化学 的な らびに電 顕的 に検討 し,つ ぎの結果 を得 た.

1. 有効 匹数69匹 中上皮の腫瘍性増殖病巣は67病

巣で, A型 は43病 巣, B型 は20病 巣, C型 は4病 巣

で ある.

2. 深達度別で はm: 7病 巣, sm: 42病 巣, pm: 11

病巣, s(+): 7病 巣で ある.

3. 病巣A型 で は上皮の基底膜お よび腺管周囲の

fibroblast sheathの 形 成 はと もに良好 であ る.

4. 病巣B型 で はfibroblast sheathの 形 成 は不

良で,基 底膜 は形成不全の ものか ら過形 成まで種 々

の状態 が観察 され,ヒ ト胃癌の低分化型腺癌 と類似

の所見 を呈す る.

5. 長期飼育例 に も病巣B型, C型 ばか りでな く

病巣A型 も多 くみ られ る.

6. 実験胃癌の組織学的判定基準 を基底膜 および

間質か らも検討 し,病 巣B, C型 は癌腫 と判定 しえ

ると考 えられた.

7. 基底膜の形 成には上皮の変化のみ な らず,間

質特 に線維芽細胞が関与 しているもの と考 えられ る.

8. 間質側の種々の変化や,多 数の非上皮性腫瘍

の発生がみ られ ることよ り, MNNGは 上皮のみ な ら

ず間葉系細胞に も作用 してい るもの と推 測 され る.

稿を終わるに臨み御指導,御 校閲を賜 った恩師田中早

苗教授に深甚の謝意を表します.ま た,直 接御指導下 さ

った岡島邦雄助教授ならびに藤井康宏講師に深謝いたし

ます.
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附 図 説 明

Ep: 上 皮 細 胞, Bm:基 底 膜, Fb:線 維 芽 細 胞, Cl:膠 原 線 維, Cp:原 形 質 突 出,, Le:多 核 白血 球.

図1.　 対 照 群. Ruthenium red染 色

腺 管 上 皮 細 胞 の 原 形 質 膜,基 底 膜, interdigitation,接 合 斑 お よ び基 質 にRuthenium redの 沈 着 を認 め る,

 1bで は上 皮 細 胞 の 原形 質 膜 と基 底 膜 の 間 に透 明 帯 が 識 別 され,基 底 膜 に はRuthenium redが 顆 粒 状 に沈着

して い る. (1a×20,000, 1b×60,000)

図2.　 対 照 群,上 皮 細 胞 の 基 底 膜 が濃 染 され,直 下 に は細 長 い 線維 芽 細 胞 が 観 察 され る(矢 印). (×2,300

 colloid iron染 色)

図3.　 腺管周 囲 は膠 原線維 と細長 い線維芽 細 胞 に よ り構 成 され たfibroblast sheathに よ り取 り巻 か れ て い る.

 (×600, HPS染 色)

図4.　 病 巣A型,投 与66週 目,粘 膜 下 層 にお よぶ.構 造 異 型 を認 め る も細 胞 異 型 は ほ とん ど み られ な い

(H, E.染 色,×260)

図5.　 病 巣A型,投 与35週 目,基 底 膜 は連 続 して 認 め られ,そ の 外側 に は細 長 い線 維 芽 細 胞 が み られ る(矢 印).

 (×2,300, colloid iron染 色)

図6.　 病 巣B型,投 与46週 目,粘 膜 下 層 まで 浸 潤 し,筋 層 を強 く圧 迫 して い る.増 殖 腺 管 に は 構 造異 型 が 著

明 で あ る. (H. E.染 色,×100)

図7.　 病 巣B型,投 与46週 目,膠 原 線 維 は 増殖 腺 管 を取 り囲 む こ とな く散 在 し, fibroblast sheathは 認 め

られ な い. (HPS染 色,×400)

図8.　 病 巣B型,投 与46週 目,腺 上皮 細胞 と間質 との 間 に基 底 膜 は認 め られ な い(矢 印). (×2,300, colloid

 iron染 色)

図9.　 病 巣C型,投 与58週 目,漿 膜 下層 に お よ び,先 進 部 で は腺 管 構 造 が み られ ず,細 胞異 型 も高 度 で あ る. 

(H. E.染 色,×100)

図10.　 病 巣A型,増 殖 腺 管 周 囲 に は膠 原 線 維 と線 維 芽細 胞 よ り構 成 され るfibroblast sheathお よ び基 底 膜

の 形 成 は と もに良 好 で あ る(×9,600)

図11.　 病 巣B型,投 与33週 目,基 底 膜 は非 連 続 的 で線 維 芽 細 胞 が 上皮 細胞 に密 接 して い る部 に は基 底 膜 は認

め られ ず(大 矢 印),小 矢 印 の部 に 基 底 膜 様 構 造 を認 め る.膠 原 線維 に は横 紋 は不 明 瞭 で,周 囲 に は微 細 顆 粒

状 な い し フ ィラ メ ン ト状 物 質 が認 め られ る. (×18,000)

図12.　病巣B型,投 与53週 目,基 底膜 は150～300Aと 細 く,顆 粒状 に連続 してい るに過 ぎない.膠 原線維の

発育 は不良で ある. (×14,000)

図13.　病巣B型,投 与53週 目,上 皮細胞 は細胞小器官 に乏 し く,線 維芽細胞 が近接 してい るが基底膜 は認め

られない.周 囲 には膠原線維の発育 は不良 で,微 細顆粒状ない しフィラメン ト状物質 を認 め る. (×24,000)

図14.　病巣B型,投 与53週 目,上 皮細 胞には多数 のribosomeを 認 め,基 底膜は ところどころ断裂 してい る.

膠原 線維 の形 成 も不良で ある. (×20,000)

図15.　病巣B型,投 与52週 目,上 皮細胞は大 きな核 と核小体 を有 し,細 胞小器管 に乏 しい原形質突 出がみ ら

れ る.間 質 には 多核 白血 球 が上 皮 に接近 して存 在 し,基 底膜 は認 め られず,矢 印の部 に基底膜様構造 を認め

るに過 ぎない.膠 原線維は認め られな い. (×12,000)

図16.　病巣B型,投 与53週 目,上 皮細胞 の原形質 が間質側 に突 出 した部(大 矢 印)で は, free ribosomeの

他 は細胞小器管 に乏 しく,こ の部には基底膜 が認 め られない.小 矢印の部には基底膜 を認 める. (×20,000)

図17.　病巣B型, 53週 目,基 底膜 は上皮 下に幾重 に も多層化 してみ られ る(矢 印). (×20,000)

図18.　病巣B型, 52週 目,増 殖腺 管周囲の基底膜 は波状 に うね ってい る.周 辺の膠 原線維の発育 は不良 であ

る. (×18,000)

図19.　病巣B型,52週 目,線維芽細胞周囲 に矢印の ごと く,と ころどころ基底膜 様構造 を認 める. (×20,000)

図20.　基底膜 の種 々の変化. No 1は 病巣A型, No 2よ りNo 10ま では病巣B型 におけ る変化 を示 す.

図21.　MNNGの 作用 と基底膜 の形 成機序 に関す る模式図
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Study of stromal aspect of stomach cancer in rat induced

 by MNNG (N-methyl-N•L-nitro-N-nitrosoguanidine) in special reference

 of morphorogical change of basement membrane

by

Makoto ISHIKAWA

1st Dept. of Surgery, Okayama University Medical School, Okayama, Japan

(Director: Prof. S. Tanaka, M. D.)

Rats were given MNNG perorally and were killed periodically. In the effective 69 rats, 

after 26 weeks, 67 lesions of glandular epithelial proliferation developed in glandular stomach 

of rats. These lesions were classified in three types, as follow: 1) Type A (43 lesions) with 

scanty cellular and structural atypism. 2) Type B (20 lesions) with moderate grade of atypism. 

3) Type C (4 lesions) with severe atypism which can be easily diagnosed as carcinomatous.

In histological and electron microscopical aspect of their stroma, type A lesions are sur

rounded by prominent formation of both fibroblast sheath and basement membrane.

However, type B lesions exihibit the reminiscent or absence of basement membrane, as 

well as fibroblast sheath, especially in the following situation: 1) cytoplasmic protrusion into 

the extra-epithelial space. 2) occurrence of polymorphonuclear leucocytes adjacent of the 

epithelium 3) fibroblast directly contact with the epithelium 4) basement membrane appeared 

corrugated and multiple layered, which is similar to the human gastric cancer, mainly as poorly 

differentiated adenocarcinoma.

In the present time, histological criteria of the experimental stomach cancer is not clear. 

But, in this study the author suggest that the type B lesions can be concluded to stomach 

carcinoma, because various changed of the basement membranes in the type B lesions are 

similar to poorly differentiated adenocarcinoma of human gastric cancer.

The changing mode of the basement membrane is contributed not only by epithelical 

cells but also by mesenchymal cells, especially fibroblasts. Moreover MNNG could affect 

both these two types of cells, because various mesenchymal tumors are produced.


