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Synopsis

本研究は,乳 癌嫌発系のAKRマ ウスに自然発生 した乳癌およびその動物継代移植腫瘍の長期組織培養に関

するものである.

第4代 継代移植腫瘍(腺 癌)か らはA-419系, A-319系 の長期培養細胞株を,第26代 継代移植腫瘍(肉 腫像

を呈す)か らはA-600系 の長期培養細胞株を, A-419系 初代培養細胞をAKRマ ウスに戻 し移植 して生 じた腫

瘍(組 織学的に腺癌像を呈した)か らはA-162系 の長期培養細胞株 をえた.こ れら4系 の培養細胞 は,材 料 と

して用いた腫瘍の組織像が,あ るいは腺癌,あ るいは肉腫 と異った像を示 したにもかかわらず同様の細胞形態,

細胞組成および増殖速度を示した.即 ち上皮細胞様細胞 と線維芽細胞様細胞の両者が混在 して認められた.

A-419系 およびA-319系 の初期培養細胞をAKRマ ウスおよびC3Hfマ ウスに戻 し移植す ると腺癌が生 じ,

 A-419系, A-319系 の長期培養細胞およびA-600系 培 養細胞を上記系統のマウスに戻し移植すると肉腫が生 じ

た.こ れ らの結果をもとに,乳 癌の組織培養中に起 る肉腫様変化の機構 について考察を加えた.

緒 言

第1編 の論文においては乳癌嫌発系AKRマ ウス

の自然発生乳癌およびその動物継代移植腫瘍の電子

顕微鏡による観察結果を報告 し, AKRマ ウスも乳

癌好発系マウスと同様, Bittner agentのCarrier

で あ り,ホ ルモンおよびその他の環境條件さえ揃え

ば増殖して乳癌発生に導 き得 ることを推論した.

私は更にBittner agentの 持続感染を伴う長期培

養細胞株の樹立を目的としてAKRマ ウス乳癌の培

養を試み, 4系 統 の細胞株 を得ることに成功した。

本論文は,こ れ ら培養細胞の形態的研究に関する

ものである.

材 料 お よび方 法

第1編 において記載 したAKRマ ウスの自然発生

乳癌を同系マウスに継代移植 して生 じた腫瘍の内,

第4代 移植腫瘍(組 織学的には腺管腺癌),第26代

移植腫瘍(組 織学的には既に肉腫様になった もの),

お よび第4代 移植腫瘍を培養に移 したのち,そ の初

代培養細胞をAKRマ ウスに戻 し移植 して生 じた腫

瘍組織を材料として用い長期培養細胞の系の樹立を

試みた.

細胞の培養 にあたっては,ま ず腫瘍組織を無菌的

に とり出し,鋏 で小片に細切 したのち0.05%ト リプ

シン液に浸し, 5分 間静置 した後,上 清液を1500r.

p.mで5分 間遠沈し得 られた細胞を培養瓶に移 した.

培養液は加熱により非動化 した仔牛血清50%を 含 む

Medium 199液 を用い,そ れに100U/mlの ペニシリ

ン,と100μg/mlの ス トレプ トマイシンを加 えた .

 A-419系 細胞, A-319系 細胞, A-162系 細胞の場合

は, in vitro 6ヶ 月 経過 した後に培養液を上記と同

量の仔牛血清および抗生物質を含むYLE (0.1%の

Yeastolate, 0.5% Lactalbumin hydrolysate in
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Earle's saline)液 に変更 した.

A-600系 細胞の場合は最初か らYLE培 養液を用

い,同 様に仔牛血清および抗生物質を加えた.培 養

温度は37℃ で試験管および角びんに静置培養を行い

培養液は週2回 交換した.増 殖 した細胞がMonol

ayerを 形 成す るに到ると, 0.05%ト リプシン液を

5～10分 間作用させて細胞を剥離し, 1500r:P.m.で

5分 間遠沈 して得た細胞に新しい同組成の培養液を

加えて新 しい培養瓶 に分注し,細 胞の継代培養を行

った.

培養細胞の形態的観察には培養瓶に増殖する状態

をそのまゝ位相差顕微鏡で観察するか,ま たはLe

ighton tube中 でカバーグラス上に増殖させた もの

をメタノールで固定 し, May-Grunwald-Giemsa

染色 を施して観察 した.

細胞の増殖速度 はPuck1)の 方 法を用いて測定し

た.

培養細胞の動物への戻 し移植の実験には,培 養細

胞105～5×105個 を培養液0.1mlに 浮遊 してそれを

AKRお よびC3Hf系 新 生児 マウスの背部皮下組織

に注入し,週2回 の割で腫瘍の増生を観察 した.

結 果

第4代 動物継代移植腫瘍からはA-419及 びA-319

の2系 統の細胞株が樹立 され,現 在A-419は 培養42

代(750日), A-319は 培養52代(750日)に 至ってい

る.

既 に肉腫様組織像を示すに至った第26代 動物継代

移植腫瘍からはA-600細 胞株が樹立され,現 在培養

13代(126日)で ある.

第4代 移植腫瘍の初代培養細胞A-419系 細胞(培

養14日)をAKRマ ウスに戻し移植して生 じた腫瘍

組織か らはA-162細 胞株が樹立され,現 在

40代, 706日 に至 っている。

培養細胞を顕微鏡的に観察した結果では

A-319系, A-419系 細胞及びA-162系 細 胞

が腺癌組織像を示 した腫瘍組織から得られ,

 A-600系 細胞が肉腫像を示 した腫瘍組織か

ら得 られたと云 う相異にも拘 らず同様の細

胞形態,細 胞組成及び増殖速度を示 した.

図1, 2, 3, 4の 位 相差顕微鏡像,図5, 6

のMay-Grunwald-Giemsa染 色 像に示す

如 く上皮細胞様細胞と線維芽細胞様細胞の

両者が混在 して認め られた.

上皮細胞様細胞は扁平な多角形細胞が一

層に石畳状に増殖 した像 を呈 し,線 維芽細胞様細胞

は細長い紡錘形の細胞が増殖する像を呈 した.細 胞

が密に増殖 した場合には多層化 した増殖像を示した

これ ら細胞は,細 胞及び核共に様々の大 きさを示

し,多 数の核及び核小体を持つ細胞 も認められた.

細 胞質内には多数の顆粒及び空胞を認めた.

図7はA-419, A-319系 細胞の増殖曲線である.

縦軸は対数目盛で示している.

図8はA-419系 初 代培養細胞(培 養14日)を 新生

児AKRマ ウスに戻 し移植して1ヶ 月後に生 じた腫

瘤の組織像 でDunn2)の 分類によるB型 の腺癌像を

示 し,原 発乳癌組織像に酷似している.

Fig. 7.

表1　 A-319系 培養細胞のAKR新 生児マウスの戻 し

移植 による腫瘍形成

※　 A: Adenocarcinoma. S: Sarcoma



乳癌嫌発系AKRマ ウスに自然発生 した乳癌に関する研究　 309

図9はA-600系 初 代培養細胞(培 養19日)

を新生児AKRマ ウスに戻 し移植 して, 1

週間後に生 じた小腫瘤の組織像で肉腫像を

呈し,第26代 動物継代移植腫瘤の組織像に

酷似する.

表1, 2はA-319系 細 胞 を新生児AKR

及 びC3Hfマ ウスに戻 し移植 した場合の成

績及び組織像をまとめたものである.

考 按

A-419系 細 胞, A-319系 細胞, A-600系

細胞, A-162系 細胞がいずれ も上皮細胞様

細胞の コロニーと線維芽細胞様細胞の混在

を示 した現象は, Sanford3)4)の 報告に見

られるC3Hfマ ウス自然発生乳癌の培養細胞株の内

の幾つかの株に見られた所見及 びLasfargues5)の

報告に見 られるC57BL/Haagマ ウス乳腺の培養細

胞にBittner agentを 含む材料を加 えて得た株細胞

に見られた所見に類似 している. Sanford3)4)の 場合

この他に純粋に上皮細胞様増殖を示す株 も得ている

が,私 の場合はこのような株を得 ることは出来なか

った.

A-419系, A-319系 の培養早期の細胞 を新生児

AKR或 いはC3Hfマ ウスに戻 し移植 した場合に組

織学的にType Bの 腺癌像を呈する腫瘤を得,長 期

培養細胞を戻 し移植 した場合には組織学的に肉腫像

を呈する腫瘤を得たという所見 はSanford3)4)の 報

告に類似する.彼 の場合には培養期間5ヶ 月を境に

してそれ以前に戻 し移植するとB型 腺癌が生じ,そ

れ以後に戻し移植すると内腫が生 じたと云 う.

私 の場合,初 代培養細胞以後28代 細胞まで戻し移

植で腫瘤 を得 られなかったので,い つからこのよう

な所謂 “肉腫様変化”が起ったかを論ずるのは困難

である.

乳腺の長期培養細胞を戻し移植 した場合,そ の培

養細胞がたとえ上皮細胞様細胞及び線維芽細胞様細

胞の両者を含んでいても,生 じた腫瘤が肉腫像を呈

することはLasfargues5)の 報告にも見 られ, San

ford3),4)の報告中に見られる特殊な例(培 養第35代

/1/2年後の細胞でも戻 し移植 で腺癌を生 じた.)を 除

けば極普通に認められる現像のようである.

この現象は,前 の論文で報告 した原発乳癌を動物

に継代移植を繰 り返しているうちに認められる肉腫

様変化と並んで興味ある問題を提起 している.

この現象が起こる機構 としては,動 物に継代移植

する間に或いは継代培養 をする間に,上 皮性の癌細

胞が脱分化して形態的に肉腫様に変化 したか,あ る

いは間質組織に存在する線維芽細胞が悪性変化 して

肉腫細胞 とな り増殖するに至ったかのいずれかが考

えられ るが, Sanford3),4)は 培 養細胞 にcloningの

方 法を用いてこの問題を検討し,場 合場合により,

その両者のいずれ もが原因にな りえたと報告 してい

る.

表2　 A-319系 培養細胞のC3Hfマ ウスへの

戻 し移植 による腫瘍形成

私の培養細胞の場合,い ずれの機構が原因 となっ

て肉腫様変化が起ったかに関して直接的証拠はない

が,初 期培養細胞の戻 し移植実験で腺癌がえられた

後は,同 数の培養細胞を移植 したにもかかわ らず培

養28代 まで細胞移植が成立せず,そ こで一旦移植が

成立するとそれ以後移植成功率が増加 し,生 じた腫

瘤が肉腫像を呈 したということは,上 皮性細胞の移

植増殖する能力が減退 した後,長 期間経過す るうち

に線維芽細胞が悪性変化して肉腫細胞となり,移 植

増殖する能力をえて肉腫を形成す るに至ったことを

示唆して興味ある所見と思われる.勿 論継代培養す

る内に上皮性細胞が脱分化して肉腫細胞にtransf

ormし た という可能性 も完全には否定 しえず考慮に

入れておかねばな らないと考えられる.

次 にA-319系 細胞を戻 し移植した場合, AKRマ

ウスのみならずC3Hfマ ウスにも腫瘤を形成 したと

いう所見は, AKRマ ウスとC3Hfマ ウス間の交又

移植の可能性を示唆するものとして興味 ある所見 と

考える.

そ こでAKRマ ウスに継代移植 して生 じた腫瘍の

組織片を同じ方法でC3Hfマ ウスに移植 し,生 じた

腫瘍を更にAKRマ ウスに戻 し移植 した所,移 植成

功率は夫々80% (4/5), 67% (4/6)で あ った.
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次にA-319系 細胞をC3Hfマ ウスに戻 し移植 した所

成功率は80% (4/5)で あった.

この結果はマウス間の組織適合性遺伝子の存在に

関する最近の知見7)8)9)に照 して興味がある.

マウスには組織適合性因子H-2に11個 のallele

があ り, AKRマ ウスとC3Hfマ ウスは共通のH-2k,

H-2kのalleleを もっていることが示 されてい る.

その他組織適合性因子にはH-1とH-3が あるがそれ

らはH-2に 比較 してはるかに作用が弱いことが 判っ

ており,そ れが故にAKRマ ウスとC3Hfマ ウス間

の交又移植が可能であったと考えられる.

結 語

乳癌嫌発系のAKRマ ウスに自然発生 した乳癌お

よびその動物継代移植腫瘍か らBittner agentの

持続感染を伴 う長期培養細胞株を得る目的で本研究

を行った.

第4代 継代移植腫瘍(組 織学的にDunnの 分類で

B型 の腺癌像を示 した.)か らはA-419系, A-319系

の長期培養細胞株を,第26代 継代移植腫瘍(組 織学

的に肉腫像を示 した.)か らはA-600系 の長期培養

細胞株を, A-419系 初代培養細胞 をAKRマ ウスに

戻 し移植 して生 じた腫瘍(組 織学的にB型 の腺癌像

を示 した.)か らはA-162系 の長期培養細胞株をえ

た.

これ ら4系 の培養細胞は,材 料 として用いた腫瘍

の組織像があるいは腺癌,あ るいは肉腫 と異 った像

を示 したにもかかわ らず同様の細胞形態,細 胞組成

および増殖速度を示した.即 ち上皮細胞様細胞と線

維芽細胞様細胞の両者が混在して認められた.

A-419系 およびA-319系 の初期培養細胞 をAKR

マウスおよびC3Hfマ ウスに戻 し移植す ると腺癌が

生じ, A-419系, A-319系 の長期培養細胞お よび

A-600系 培養細胞を上記系統のマウスに戻 し移植す

ると肉腫が生 じた.従 来,乳 癌の組織培養中に起る

肉腫様変化の原因として二つの機構が考えられてお

り, 1)癌細 胞が肉腫細胞 にtransformす るか, 2)

間質細胞が悪性変化するためとされているが,私 の

培養細胞の場合は後者の機構が考えられた.
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写 真 説 明

Fig. 1 A-419系 培 養 細 胞 の位 相差 顕 微 鏡 像 培 養

7代, 164日.上 皮 細 胞 様 細 胞.×85.

Fig. 2 A-419系 培 養細 胞 の 位 相 差顕 微 鏡 像 培 養

7代, 164日.線 維 芽 細 胞 様細 胞.×85.

Fig. 3 A-162系 培 養 細 胞 の位 相 差 顕 微 鏡 像 培 養

18代, 297日.上 皮 細胞 様細 胞.×85.

Fig. 4 A-600系 培 養 細 胞 の 位 相 差 顕 微 鏡 像.培 養

3代, 20日.上 皮 細 胞 様 細 胞 と線 維 芽 細 胞 様

細 胞 が 混 在 す る.×110.

Fig. 5 A-419系 培 養細 胞のMay-Grunwald-Gie

msa染 色 像 培 養15代, 317日.上 皮 細 胞 様 細

胞 と線維 芽 細 胞 様 細 胞 が混 在 す る.×580.

Fig. 6 A-600系 培 養 細 胞のMay-Grunwald-Gie

msa染 色 像.培 養3代, 20日.上 皮 細 胞 様 細

胞 と線 維 芽 細 胞 様 細 胞 が 混 在 す る.×230.

Fig. 8 A-419系 培 養 細 胞,初 代14日 の細 胞 をAKR

マ ウ ス に移 植 して生 じた 腫 瘍 の 組 織 像. Dunn

の 分 類 に よ るB型 腺 癌 の 組 織 像 を示 す. H-

E染 色.×325.

Fig. 9 A-600系 培 養 細 胞,初 代7日 の細 胞 をAKR

マ ウス に 移 植 して生 じた腫 瘍 の 組 織 像 .肉 腫

様 組 織 像 を示 す. H-E染 色.×230.
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Summary

This report is concerned with morphological studies on tissue culture cells derived from 

a spontaneous mammary carcinoma and it's serially transplanted tumors of AKR mice.

Four lines of tissue culture cells were obtained. A-419 and A-319 lines of cells were 

obtained from the fourth transplant generation of the tumor (adenocarcinoma), A-600 line of 

cells were obtained from the 26th transplant generation of the tumor (sarcomatous), and A-162 

line of cells were from the adenocarcinoma produced by back-transplantation of primary cult

ure cells of A-419 line cells to AKR mice.

These four lines of tissue culture cells showed similar morphology and distribution," mi

xed growth of both epithelial cells and fibroblastic cells.

Back-transplantation of primary culture cells of A-419 and A-319 lines to AKR mice pro

duced adenocarcinomas, but A-319 line cells of later passages (28th, 29th, 31st, and 35th pa

ssage) and A-600 line cells produced sarcomas when transplanted back to AKR and C3Hf mice.

Two mechanisms have been proposed to explain the sarcomatous transformation; 1) tran

sformation of carcinoma cells to sarcoma cells and 2) malignant change of interstitial connec

tive tissue cells during serial passages of the culture cells. The second mechanism was co

nsidered to be most probable in the present case.
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