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1 緒 言

　イヌの可移植性性器腫瘍Canine　Trans皿issible　Venereal

Tumour　（以下、　CTVTと省略する）［23，27，41，48，61，571は、

伝染性性器腫瘍または、性器肉腫［26】、性器肉芽腫、伝染性リンパ

肉腫、組織球腫［53，63］、あるいはSticker［781肉腫等の種々の名

称で呼ばれて来た。この腫瘍は感受性のあるイヌが交尾をすること

によって伝染［291すると考えられている特殊な腫瘍である［73－

75】。CTVTはほとんど世界中に広がっていると考えられ、現在

までにソビエト連邦、ドイツ、イギリス、フランス、イタリア、デ

ンマーク、南アフリカ、ジャワ、ニューギニア、南アメリカ、アメ

リカ合衆国等で報告されている［74］。

　CTVTは19世紀初頭より知られているいわば古典的な腫瘍で、

雌雄のイヌに発生し、雌イヌでは外陰部から膣にかけて、雄イヌで

は包皮あるいは陰茎先端より陰茎根部にかけて見いだされる事が多

い。感染初期には雌イヌでは膣あるいは膣前庭に、雄イヌは陰茎あ

るいは包皮に1個または数個の直径lmm位の薄赤い穎粒が隆起し、

しだいに発育して、1個ないし多発性の穎粒状の小腫瘍となり、さ

らに大きな腫瘍となり、雌では膣全域に広がり筋層に浸潤してポリ

ープ状となる。潰瘍を形成して出血あるいは壊死を生じ拳頭大にな

る事もある。腫瘍は細菌感染をきたしていることが多く膣腫瘍表面

または包皮の先端から血様、漿液性あるいは化膿性の悪臭のある分

泌物を出すようになる。雄では包皮の皮膚が肥厚して内部の腫瘍が

露出し、あるいは陰茎根部から陰嚢内に広く浸潤していく症例もあ

る［7，22，44，51，52，86，931。
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　この腫瘍は1876年頃は普通にどこででも見られ、また腫瘍細胞を

非経口的に接種することにより、同種宿主への移植が可能［681なこ

とから多くの学者の興味を引き19世紀後半にロシアのNovinsky［56】

が初の移植に成功して以来、数多くの追試がなされている［71，

77］。一般に移植は腫瘍細胞、浮遊液の注射あるいは腫瘍片の埋没

によって皮下、生殖器粘膜下、腹腔内、睾丸内などに行われてい

る。皮下に注射した場合は1～2カ月で腫瘍塊を形成し、その後縮

小して消失する事が多いが、まれに全身転移を起こす事がある

［72］。Sticker［78］は12代にわたり継代移植を行い腹腔内、生殖

器粘膜下、眼窩内、硬脳膜内腔、脛骨内および口腔粘膜などに移植

を成功させたが、濾液や遠沈上清液あるいは損傷した細胞を用いて

は移植不可能で、移植が成功するためには移植される腫瘍細胞が、

損傷されずに生きている事が必要条件であった。また、Monbreun

［45］は皮下、腹腔静脈内にCTVT細胞を注射して移植に成功し、

皮下移植陽性で肝臓、脾臓、甲状腺全身の皮膚および骨格筋への転

移を認めた。

　白須［731は腹腔内に腫瘍細胞浮遊液を注射し腹壁の注射部位、

各内臓表面に結節を発生させたが、・腫瘍材料を乾燥、凍結あるいは

機械的障害や熱を加えた場合の移植は陰性であったと述べている。

DozzaおよびTorlone【13】（1960年）は腫瘍細胞を挫細しトリプシ

ン処理をした細胞片浮遊液で移植に成功し、Thiery［82］は1匹の子

イヌの脳脊髄液中にCTVTの培養上清を接種をすることによって

注入部に腫瘍を発生せしめたという。

　異種移植についてSticker［78】は3頭のキツネの皮下および腹腔

にCTVTを移植して2頭に腫瘍の成長を認め、栂ade［90］も2頭
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の子ギツネの皮下移植に成功している。白須等［73］はコーチゾン処

理の有無にかかわらずハムスターの頬袋内への異種移植に成功し

70～80日頃には大きいものは雀卵大になりハムスター移植CTVT

のイヌへの逆移植も可能であったと述べている。

　CTVTの転移経路については、　Higgins［251，白須［75］は血行

性に転移し、柴内等［72］はリンパ道性に転移するものと報告してい

る。さらに柴内等はピアルロニダーゼ加CTVT乳剤を直接イヌの

鼠践或は顎凹リンパ節に接種し、体の上部および下部より体中央に

向けてCTVTの移行を実験した結果、リンパ管より胸管、さらに

血行路を経て内臓に転移すること、両鼠践リンパ節に移植したCT

VTが頭部、頚部、胸部、背部の皮膚、皮下織、肋間筋腹筋、眼

窩、眼球、肺臓、心臓、肝臓、脾臓、膵臓、腸骨下リンパ節などに

直径0．2～5．Oc皿の転移結節を生じたと報告している。

　藤永等［19］は正常イヌの培養白血球の染色体標本を作製し、

G㍉Q㍉C一およびN一バンド染色を施してバンドパターンを解析し、雌

イヌの正常染色体は38対・76本の端部着糸型染色体とXおよびYの

性染色体の合計78本からなることを証明した。阿部等［2］，江島［161

牧野等［401，Nielsen等［54］Weber等［93】はCTVT細胞の染色体

構成すなわち核型（Karyotypes）分析法を実施して詳細に検討した

結果染色体数は59で一定であることを認めている［54］。

　Abbott［1】，Ajello［3］，carteaud［9］，　Drom旧er［141，　Lombard

［391，白須［75］等はCTVTを電子顕微鏡学的に超微構造を明らか

にし、またAjello［31，　Lombard［39】等は腫瘍細胞および基質中の線

維芽細胞にウイルス様粒子を認めたと報告している。

　CTvTの由来細胞については今牧［30］，松山［421，津村［85】等
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の円形細胞肉腫説、蘭onbreunおよびGoodpasture等［45】のリンパ球

説、凹ulligan［49］の未分化細網細胞説ならびに組織球説などがある

が由来細胞については不明の点が多い。

　細胞骨格蛋白では、細胞のアクチンは有核細胞のすべてに偏在し

筋肉細胞において筋収縮運動の本体を担う主収縮性タンパク質であ

り、細胞のミオシンは筋肉細胞のみならず非筋細胞における存在も

報告がある。また、細胞骨格要素とくに中間径フィラメントの蛋白

質の発現は複雑であるが細胞特異な蛋白質の発現能はよく保たれて

おり、これを利用して腫瘍細胞の同定や腫瘍細胞の起源の決定に実

用化されっっある［47，59，60，92］。

　著者は動物の腫瘍の中で最初に可移植性が証明されたCTVTに

ついて、今だに腫瘍の由来や細胞の性格など解明されていないこと

に注目し、研究材料の安定的確保のためにイヌからイヌへのCTV

Tの同種移植、イヌ移植CTVTをヌードラットへ、さらに鶏胚へ

と異種移植を試み、近年激減したCTVTを保存することを目的と

して比較検討を行った。また、CTVT細胞を用いて組織培養［781

を試み、その継代培養について検討した。CTVTの継代過程で腫

瘍細胞の性質に変化のないことを確認する目的で、光顕的、電顕的

検索に加えて染色体数を検査して異種移植したCTVTの染色体、

核型（Karyotypes｝の同一性の確認を行った。

　Birrer【6LCepko［10】，Dippold［12】，Giraudon［201，広橋［28】，

Johnson　【33】，Kohler，Milstein［34］，Kopro冊ski［36］，Lake　［37］，

Mcfarlin［43］，Russe1［64］等の方法を応用してCTVTに特異的な

モノクローナル抗体［81，95］を作製し、免疫組織化学的染色による

同一性の確認を行った。
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　腫瘍の血管系については、CTVTについても血流調節機能［35，

46，69，70，79，80］、intra－arterial　cushion（以下IACと略

す）およびその他種々の構造的な特徴を詳細に調べた。

　蘭urphy［50】や佐々木［66】の方法を，応用してCTVTを鶏胚の漿

尿膜に移植し卵黄嚢に抗癌剤を注入し【31］、CTVTと対照とした

CTVT以外の腫瘍とについて腫瘍組織の変化を観察した。

　CTVTの起源については、従来より行われている光顕的、電顕

的検索に加えて、細胞骨格蛋白成分の中間径フィラメント即ち、デ

スミン、ビメンチン、ケラチン等の細胞骨格［5，18，47，83，84，87，

88］について市販の抗体を用いて検索を行った。

　このように本論文では研究材料としてのCTVTの効果的な維持

保存方法の確立とその過程で明らかになったCTVTの腫瘍細胞の

生物学的特徴を記述し、若千の考察を加えた。
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H　実験材料および実験方法

　1　実験材料

1．供試材料

　移植材料として、イヌ（雑種）雌8才の膣に発生したCTVT

（野外例）、および北海道大学獣医学部家畜外科学教室から分与さ

れたCTVTイヌ移植株96代目（北大株）を用いた。

2．移植動物

　i）イヌ：3カ月齢の雄5頭、雌4頭を用いた。

　2）ヌードラット：生後5～6週齢のRo四ette　nude　rat（rnu〕

go匹、F334／Njc1－rnu　6匹を実験に供した。

　3）ll日胚の有精鶏卵：移植用に201個、抗癌剤試験用に147個

を用いた。

3．抗癌剤

　注射用硫酸ピンクりスチン（オンコビン：シオノギ製薬）および

注射用アスパラギナーゼ（ロイナーゼ：協和醗酵工業）を用いた。

　2　実験方法

1．CTVTの移植継代方法

　1）イヌでの移植継代法

　CTVTが発生したイヌに、塩酸ケタミン（ケタラール50：三共

k．k．｝25皿g／Kgを筋注し、全身麻酔後、外科手術により野外例の膣

に発生したCTVTを摘出した。そのCTVTをカナマイシン加

Phosphate　buffered　sahne，Ph7．65（以下PBSと略す）で3回

洗浄後細胞懸濁液にして1頭当たりCTVTの細胞数1x107
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個／m1にPBSで調整し、3カ月令のイヌの背部皮下に接種した。約

3～4カ月後、増殖した腫蕩の一部を再びイヌに継代した。

　2）異種動物への移植および細胞培養による継代方法

　　（1）ヌードラットへの移植法

　イヌに移植した野外例のCTVTを細胞懸濁液とし、1匹当たり

cTvTの細胞数3～5×106個／m1にPBsで調整して生後5～

6週齢のRowette　nude　rat（rnu）さらにF344／Njc1－rnuの両系の各

背部皮下に接種した。約2カ月後背部皮下に増殖したCTVTの一部

を再びヌードラットに継代し、増殖曲線を作製した。

　　（2）鶏胚への移植法

　0日胚の有精鶏卵を温度370C、湿度70％の艀卵器に移し、11日間

艀卵し、11日胚の鶏卵を取り出し鶏卵にライトにより光りを照射、

漿尿膜上の血管の位置を確認した。気室部分の卵殻にドリルを用い

て1mmの穴を開け、開口部に人工気室を作った。開口部より、漿尿

膜上にヌードラットCTVTを1mm角に細切したものを移植した。

　　（3）腫瘍細胞培養法と継代について

　ヌードラットCTVTの一部を無菌的に摘出し、カナマイシン加

Phosphate　buffered　saline（以下、　PBSと略す）で3回洗浄後、3％

Fatal　calf　serum（以下、FCSと略す）　（Gibco）加RPMI1640

（Gibco）中でSingle　ce⊥1　suspensionとした。1000rpm5分間遠心後

CTVT細胞をGrowth　mediumに再浮遊させ0．5％Trypanblue溶液を

用い、生細胞数の算定を行い1×106／m1に調整した。細胞浮遊液中

に多量の赤血球が混入した場合はTris－Hc1－Buffer（PH。7．65）を用

いて赤血球を溶血させ培養に供した。Growth旧ediu面は、RPM164｛｝
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Oこし－Glutamine　〔Gibco）2mM．　Pyruvic　acid　　〔Sigma）1mM，　2－Merca－

ptoethanol　（Sig皿a）　5×　10－5M，　Spectino－mycin　（Gibco）0．1％，

7％NaHCO30．5％，　FCS　12～15％を加えたものを用い37。C，5％CO2下に

て静置培養を行った。以後培養液の交換は2～3日に1回実施し

た。

　　（4）培養条件の検討方法

培養液の種類としては、RPMII640、Eagle’SMEM，無血清Mediumであ

るエスクロンASF（味の素）を用い、各10％FCSを加え、試験を行

った。Condition　mediumは、ヌードラット胎盤培養上清、　Inter－

1eukin　2を用い、10％FCS加RP凹1に10瑞加え、試験に供した。尚、ヌ

ードラットの胎盤上清は、妊娠15～18日目のヌードラットより、子

宮を無菌的に採り、子宮内の胎盤を切除してPBSでよく洗浄し、

1mm3角に細切、これを10％FCS加Eagle’s　ME團に浮遊させ1週間培

養後、上清を0。45μmのフィルターを通し、保存したものを用い

た。また、Interleukin　2は、イヌ脾細胞を4×106／m1に調整し、

Phytohe皿agglutinin　P　（BACTO）0．2％，　Phorbol　l2－myristate　13－

acetate（Sigma）10ng／m1，1％FCS加RPMI1640で48時間培養しその

上清にニワトリ赤血球を1％となるように混合し、遠心後、同じく

0．45μmのフィルターで濾過滅菌したものを用いた。Feeder　layer

としては、イヌ皮膚培養細胞、イヌ扁平上皮癌由来樹立細胞、イヌ

精巣培養細胞、イヌ骨髄細胞およびイヌ腹腔内液中の細胞を用い

CTVT細胞と混合培養を行い、それぞれ生細胞数を数えた。

3）移植腫瘍の同一性の確認方法

　（1）染色体検査法
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　CTVT細胞の核型（Karyotypes）の観察方法ではイヌおよび

ヌードラットに移植、増殖した腫蕩塊をSingle　cell　suspensi。nと

し、コルセミド（Gibco｝の最終濃度が。．2μg／m1となるように

Growth　medium内に添加し．18時間ペトリ皿で培養した。ペトリ皿

から試験管に移し、1000rpm　5分間遠心し、370Cに加温した0．075蘭

塩化カリウム液を加え、細胞を浮遊させ、15分間　370Cの恒温槽に

置き、1000rpm　5分間遠心、上清を除いた。次いで、カルノア固定

液（純メタノール：氷酢酸＝3；1）を加え、10分間放置し、これ

を3回繰り返した。最終遠心後沈漬に少量の固定液を人れ、ぬれた

布の上に並べたスライドグラスにパスツールピペットで、高い位置

から固定した細胞を1滴落とした。そのまま風乾し、0．005キナタ

リン・マスタード液にて染色をした。染色し封入したスライドを蛍

光顕微鏡で観察し、染色体の蛍光パターンを検索した。　（1986．腫

瘍染色体アトラスを参考とした。）

　　（2）CTVT細胞に対するモノクローナル抗体の作成と酵素

抗体法による腫瘍細胞の同一性の確認法について

　モノクローナル抗体の作製方法

　①　BALB／Cマウスへ0）免疫方法

　ヌードラットから摘出’したCTVT細胞を1．5x107個／m1に調

整し、生後8週令の雌、BALB／Cマウスの腹腔内に接種した。接種は

2週間ごとに5回おこない免疫した。

　②　血中抗体価の測定方法

　4回目の免疫終了後、BALB／Cマウスの血中抗体価が上昇している

か確認するためCytotoxic　testをおこなった。7mmの小試験管を氷

中内に入れ、RP隔H640を0．05m1ずつ加え、第1管にCTVT細胞を
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免疫したBALB／Cマウスの抗血清O．05m1を入れ、最終管を除いて次々

に希釈を行った。そこへ、生細胞95％以上のCTVT細胞を5×

106／mlに調整し、全試験管にO．05m1ずつ加えた。さらに補体として

RPMIで4倍に希釈したモルモット血清を第2管目から入れ、37。C，

45分閤反応後、再び氷中に戻した。第1管には補体を加えることな

くAntibody　conヒrolとし、最終管は抗血清を加えず、Comple鵬ent

conしro1とした。これらに、0．5％Tr￥panblue溶液0．1m1加え、青

く染色された細胞を光顕下で算定した。

　③ミエローマ細胞の培養方法

　細胞融合を行うほぼ1週間前に、凍結保存したミエローマ細胞

P3－X63－Ag8－U1（以下、　P3－U1と略す）を370Cの恒温槽においてすみ

やかに解凍し、8－AzaguanLn　50γ、FCSを10％加えたRPMI1640で継

代維持、融合前RPM　1640で3回洗浄し、細胞数の算定を行った。

　④Feeder　cellの調整方法

　BALB／Cマウスをエーテル麻酔下で腋窩放血し、解剖台に仰臥位に

固定し、消毒用アルコールを用いて腹部を充分に消毒し、注射器で

PBS　10m1を腹腔内に注入し、腹部を軽くマッサージした。次いで、

開腹し、腹腔内のPBSを無菌的に回収後、同液を1000rpm．5分聞遠

心し、腹腔内液の細胞を生細胞数2～5xlm／wellにて96穴マイク

ロプレート（Techniclone　internationa1）に播き込み、370C，5％

CO、下で12時間培養し、Feeder　ce11とした。

　⑤脾細胞の調整方法

　抗体価の上昇が認められたBALB／Cマウスは最終免疫3日後にエー

テル麻酔下で腋窩の動脈より採血し、血清分離を行った。採血後、

脾臓を無菌的に摘出、脂肪等余分な組織をとり除き、さらに錫FCS
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加RPMI　1640でSingle　cell　suspensionとし、R田11640で3回洗

浄後、生細胞数を算定した。

　⑥細胞融合の方法

　RP酬11640で洗浄したP3Ul細胞2．5　x　lO6個／mlとマウス脾細胞

1．7×107個／m1を試験管内で混和し．1000rpm　5分間遠心後、そ

の上清を完全に吸引除去し、試験管の底を軽くたたいて細胞を充分

にときほぐした。Polyethylenglyco14000（Sigma）　（以下、　PEG

4000と略す）lm1，　RPMI　I6401m1，　Dimethyl　Sufoxide（以下、

D鴎0と略す）1mLを混合し、370C加温後、そのlm1を静かに重層、

試験管をゆっくり回転しながら60秒間、反応させた。次いで37鴨，

RPMI　1640を0．5国1とり、30秒間かけてdropwiseした。さらに、こ

の操作を17回繰り返し、最終量を10m1とした。その後同液を1000

rpm，5分間遠心し、上清を除き、370Cに加温した培養液を加え、先

に述べたFeeder　cellの播いてある96穴プレートに1we11当たり

5x105個となるように播き込んだ。尚、RPMI　1640にL－Gluta一

皿ine　2m鵠，　Pyruvic　acid　lmM，　2－Mercaptoethano1　5　×　10－5M，

Spectinomycin　O．1％，7％NaHCO3　0．5弘，FCS　10％，　Aminopterin

〔Sig隅al　4　×　10－7M，　Thy㎝idine　　〔Sigma）　1．6x　10”δM，Hypoxanthine

　（Sigma）1×10’潮を加えたもの（以下、H訂闘ediumという）を

Growしh　medil期として用いた。2～3日に1回各脚ellの半分の

Mediumを交換した。融合細胞の増殖が認められたWe11については

HAT　MediumからAminopterinを除い為殴ediu韻以”ドHT　Mediumとい

う）に徐々にかえ、次いで、HT蘭ediumから通常のGro眈h　medium

に移行した。

　⑦抗体産生スクリーニングの方法
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　ELISA用ソフトプレート96　We11｛住友）に50μg／ml　Poly－L－

Lysine（Sig01a》を100μ1／we11加え、30分間、室温で処理した後、

蒸留水でよく水洗、乾燥させた。そのプレートに、抗原となる細胞

を1×105／we11播き込み、1000r叩，5分間遠心を行った。上清をす

て0．跳グルタールアルデヒド、PBSにおいて10分間固定し、PBSで

3回洗浄後、100甜グリシン加1％Bovine　seru皿alubumin　from

fracしion　V（以下、　BSAと略す），PBSを加えて、室温にて30分間ブ

ロッキングを行った。次に、再びPBSで3回洗浄し、0．1％　BSA，

PBSを100μ1加え、一800Cで凍結保存した。抗原として用いた細

胞はヌードラットから摘出したCTVT細胞の外、ブタリンパ性白

血病由来樹立細胞株1株およびFico11－Paqueにより分離したイヌ末

梢血中のリンパ球を用いた。使用に際し、プレートを融解後、PBS

で3回洗浄し、融合細胞が増殖してきた珊e11の培養上清を一次抗体

として100μ1ずつ加え、370C，1時間反応させた。　（なお、対照

として陽性コントロールは、CTVT細胞を免疫したBALB／Cマウス

血清を、陰性コントロールとして正常BALB／Cマウス血清を、それぞ

れ500倍に希釈したものを用いた。）続いて0．02％Tween　20，1％ゼ

ラチン加PBSで3回洗浄し、二次抗体はペルオキシダーゼ標式抗マ

ウスIgGヤギ抗体（Cappe1）を1％BSA、　PBSで1500倍に希釈し

100μ1ずつ加え、250C　30分間反応させた。再び0．02％heen

20，1％ゼラチン加PBSで3回洗浄後、0一フェニレンジアミン（以

下、OPDと略す）20mg，0．1Mクエン酸25ml，0．2Mリン酸ナトリウム

20面1を混和しH、0、10μ1を加え、各We11に100μ1ずつ入れ、遮光

し、250C20分間感作した。次いで、3NH，SO。で反応を停止させ、

直ちにELISA用リーダーを用いて0．D．値を測定するか、もしくは発
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色の色調により肉眼で判定を実行した。

　⑧　クローニングの方法

　スクリーニングによって抗体産生が確認された冊ell内の細胞の限

界希釈法を行った。クローニングする前日に、細胞融合を行ったと

きのFeeder　ce11と同様に、腹腔内液の細胞を2～5×104／We11，

96穴プレートに播き込んだ。抗体陽性細胞の増殖が認められたWell

の生細胞数を算定し、lWe11当たり、1個、2個、5個となるよう

多段階に希釈し、Feeder　cenを培養してあるプレートに播いた。

その後、2～3日に1回、370Cに加温したGro就h皿ediu皿を半分ず

つ交換した。細胞の増殖の認められた恥11については再度スクリー

ニングを行い、抗体産生を確認した陽性株の増殖細胞はさらにクロ

ーニングを2回行った。

　⑨　酵素抗体（間接）法について

　3回のクローニング後、2日目の培養上清を用いて酵素抗体間接

法を行った。CTVT細胞をCell　suspensionし、正常BALB／Cマウ

ス血清で洗浄後、Poly－L－Lysine処理、スライドグラスに付着させ

た。また、イヌおよびヌードラットから切除した腫瘍塊はOCT

Compound（マイルス三共）を用い、ドライアイス、エタノール中で

急速凍結包埋を行い、凍結切片を作製した。両者を室温で30分間、

乾燥させ、0．1％グルタールアルデヒド、PBSで10分間固定し、

0．02％T艶en　20，1％ゼラチン加PBSで3回洗浄した。10％正常ヤギ

血清、PBSで10分間、ブロッキングし、一次抗体としてモノクロー

ナル抗体を産生している細胞株の培養上清を用い、40C、　over

night，湿潤箱内にて反応させた。尚、’陰性コントロールには、特異

抗体を産生していないハイブリドーマの培養上清を用いた。3回洗

　　　　　　　　　　　　　13



浄後、再び10％正常ヤギ血清、PBSで10分間ブロッキングし、二次

抗体としてペルオキシダーゼ標識抗マウスlgGヤギ抗体を500倍に

希釈し、室温で3時間反応させた。3回洗浄後、3，3一ジアミノベン

チジン4HCL｛和光純薬）　（以下、　DABと略す）20旧gに0．05Mトリス

Hc1　Buffer75皿1を溶解した反応液（以下、　DAB溶液と略す）に20分

間次いで、DAB溶液75m1にH202原液を17μ1加えた反応液（以下、

DAB－H、02溶液と略す）に5分間反応させた。終了後、直ちに蒸留水

で反応を止め、メチルグリーン、もしくは、ヘマトキシリンで核染

色し、型通り脱水、透徹、封入を行った。

　⑩　免疫電子顕微鏡法によるモノクローナル抗体に対する抗原決

　　　定基（epitope）の確認方法について

　ヌードラットで増殖したCTVT細胞をPBSでSingle　cell

suspensionとし、0．1％クルタールアルデヒド、PBSで40C，30分間

固定を行った。10％Sucrose，0．Ol皿01／I　PBS（PH　7．4）で40C，10分

間、3回、次いで20％Sucrose，0．01no1／1　PBSで、さらに30％

Sucrose，0．Olm1／1　PBSで、各40C，10分間、3回繰り返した。

OCT　Co叩oundを用い、ドライアイス、エタノール中で迅速凍結包埋

した後クリオスタットにて凍結切片を作製し、30分間風乾した。再

び40Cの10％Sucrose，0．01　mo1／1　PBSで洗浄し、10％正常ヤギ血

清PBSで4。C，10分間ブロッキングを行い、前記、第⑨項の酵素抗

体（間接）法と同様に一次抗体としてモノクローナル抗体を産生し

ている細胞株の培養上清を用い、4‘’C，Over　nightで反応させた。

10％Sucrose　O．01皿ol／1　PBS，10％正常ヤギ血清、　PBSと4。Cで行い

酵素、二次抗体として希釈したペルオキシダーゼ標識抗マウスlgG

ヤギ抗体（Amersham）を40C，　Over　night反応させ、10％Sucrose
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0．01mo1／1　PBSで洗浄した。0．1％グルタールアルデヒドPBSで、

40C，10分間再固定し、洗浄後、　DAB溶液、室温で、20分間、次に、

DAB，　H20。溶液、4分間反応後、10％Sucrose　O．Olmo1／1　PBSで10

分間洗浄した。2％オスミウム酸　Phosphate　buffer〔以下、　PBと略

す）で2時間後染色し、常法に従い、脱水、包埋し、超薄切片を作

製、尚、HRPの反応産物がオスミウム酸と反応してオスミウム

ブラックとなり、電顕下で観察可能な電子密度を持つ物質となるた

め無染色にて電顕観察を行った。

　⑪SDS一ポルアクリルアミドゲルを用いた脚estern　Blottingの方

　　　法

　ヌードラットに移植、増殖したCTVT細胞を乳バチに入れ、液

体窒素を加え、撹搾し塩酸グアニジン15．28g，0。5闘Tris－Kcl　Buf－

fer（PH　7．5）4m1，2－Mercaptoethno12m1を蒸留水を加えて、20皿1

とした抽出液を入れ、乳棒で充分に混合した。次いで、材料を透析

膜に移し、尿素126g，2－Mercaptoeヒhanol　O．5m1ナトリウムピロリ

ン酸1．34g，20％ノニデットP40、30岨，　蒸留水で300m1とした透

析液で透析を行った。40C、1時間ごとに透析液を交換し、合計8時

間行った。透析完了後、12％SDS一ポリアクリルアミドゲルを調整し

材料を30μ1入れ、常法に従い電気泳動を行い、ニトロセルロース

膜に転写した。1％BSA，　PBSで40C，　Over　nightニトロセルロース

膜をブロッキングし、第⑨、⑩項と同様にSample，陰性コントロー

ル共に、1時間ニトロセルロース膜を浸した。　0．05％Tween20　PBS

で充分洗浄し、同じく標識二次抗体の溶液中に入れ、1時間反応後

DAB反応を行い、流水水洗後、乾燥させた。尚、マーカーを泳動し

たニトロセルロース膜はクマシーブリリアントブルーR－250を用
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い染色した。

　⑫ハイブリドーマの増殖と凍結の方法

　クローニングが終了し、第⑧項から⑪項までの数々の試験によっ

てCTVT細胞に対して特異的なモノクローナル抗体を産生してい

るハイブリドーマは大量培養を行い、培養上清および細胞株の保存

をした。すなわち、Grow七h皿ediumにて増殖させ、生細胞数4×

106個以上を1アンプルとし、氷中で0．75ml　FCS　細胞浮遊液に、

20％Sucrose加RP蘭11640を0．15m1，さらにDMSO　O．1m1を加え、全

量を1皿1とし、徐々に温度を下げ、一800Cで凍結した。

2．移植継代腫瘍の観察方法

　1）スタンプ標本による細胞学的観察法

　　（1）イヌおよびヌードラットへ：移植したCTVT細胞の組織

化学染色法：摘出したイヌおよびヌードラットの腫瘍塊は、Single

cell　suspensionとし、スライドグラスへ塗抹後、ペルオキシダー

ゼ染色、アルカリホスファターゼ染色、酸性ボスファタゼ染色を施

しグリセリン・ゼラチンで封入後、光顕観察した。

　　（2）イヌおよびヌードラットへ移植したCTVT細胞の組織

染色：（1）と同様にスライドグラスへ塗布後、ライト・ギムザ染

色およびズダン黒B染色は乾燥、PAS染色はバルサムで封入、オ

イルレッド0染色はグリセリン・ゼラチンで封入後光顕観察した。

　2）病理組織学的検査方法

　　（1）CTVTの肉眼的および光顕的観察法

　摘出した腫瘍は肉眼的観察の後、10％中性緩衝ホルマリン液で固

定を行い、常法に従い2～4μのパラフィン切片を作製し、ヘマト
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キシリン・エオジン（H・E）染色を行い、光顕観察を行った。

　　（2）CTVTの電顕的観察法

　腫瘍をlmm3角に細切後、2．5％グルタールアルデヒド0．lmo　1／1リ

ンサン緩衝液pH7．4に室温’ ﾅ2～3時間固定した後1％オスミウム酸

で後固定し、以下型通りにエポキシ樹脂包埋、重合し、超薄切片を

作製して電顕観察を行った。

　3）CTVTの立体構築、特に血管構築の観察法

　血管系の検索には、ヌードラットの背部皮下に移植後4～5カ月で

腫瘍が鶏卵大以上の大きさに達したものを使用した。

　（1）Whole　mount（透明）標本の作成：エーテル麻酔下でヌード

ラットを仰臥の位置で胸骨に沿って2cm程切開し胸腔を開き、右心

室より放血、左心室よりヘパリン加リンゲル液（370Cに加温）で全

身を潅流した。潅流は右心室より流れる血液が透明になるまで行っ

た。次に、10％ゼラチン加墨汁を注入し、腫瘍塊が黒染して右心室

から墨汁が流出するまで注入を行なった。腫瘍塊をヌードラットの

体より摘出して10％ホルマリンで固定した。固定された組織片をク

ライオスタットで100～150μの厚さで薄切した。この切片を上昇

アルコールで脱水後、ベンゾールで透徹（血管周囲の組織が透明に

なる）してバルサムでスライドグラスに封入し、鏡見した。

　　（2）連続組織標本の作製：（1）の標本に使用した組織の一部

を10％ホルマリンで固定した。アルコールで脱水した後、ベンゾー

ルで血管周囲の組織を透徹してからパラフィンで包埋し、包埋ブロ

ックを4μの連続切片を作成しH・E染色を施し立体的に観察した。

　　（3）樹脂鋳型標本の作成と走査型電子顕微鏡標本の作製：別
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のラットを左心室よりリンゲル液で全身を潅流した。次に、メタア

クリル酸メチルエステルモノマーを用意しこのモノマーに過酸ベン

ゾールを1％、ジメチルアニリンを1％、加塑材としてジブチルフタレ

ートを15％、各々加えた注入材を注入した。樹脂の硬化が注入後20

分で完了した。注入した樹脂の総量は，約4m1～10m1であった。さら

に別の担癌ヌードラットには上記の樹脂に顔料としてクロムフタル

レッドを混入し、肉眼観察が容易になるように着色樹脂を注入し

た。注入後、樹脂が完全に硬化してからこれらのラットを20光苛性

ソーダに漬け組織を溶解し、12時間水洗して鋳型標本を得た。得ら

れた標本を乾燥させ、肉眼的に、次に実体顕微鏡で観察した。さら

に詳細な観察を走査型電子顕微鏡を用いて3次元的に行なった。走

査型電子顕微鏡用に、まず観察部位をハサミで細切して、金を蒸着

して導通性を与えてから走査型電子顕微鏡で観察した。

　4）鶏胚移植腫瘍の観察法

　　（1）腫瘍細胞の形態：漿尿膜を卵殻より剥離し、1脇のホル

マリンで固定し、腫瘍部分を摘出した。常法にしたがってパラフィ

ン切片を作製し、H・E染色を施し、バルサムで封入して鏡見し

た。

　　（2）腫瘍細胞の発育：11日目の鶏胚の漿尿膜にイヌおよびヌ

ードラットから無菌的に摘出した腫瘍を1mm角に細切後移植し、そ

の後7日間艀卵しながら腫瘍の生着状態を肉眼的に観察。その後、

漿尿膜を卵殻から剥離し、シャーレ内の純アルコールに入れ漿尿膜

上の腫瘍の増殖状態を倒立顕微鏡において観察した。

　　（3）腫瘍内血管構築：（2）の方法と同様にシャーレ内の漿
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尿膜上の腫瘍に求心性に新生した毛細血管について倒立顕微鏡下で

詳細に観察した。また、血管系には墨汁を注入し、コントロールと

抗癌剤を投与したものとについて腫瘍周囲の微細血管を比較観察し

た。

　　（4）抗癌剤による腫瘍の変化：14日胚の鶏卵の漿尿膜に生着

した腫瘍に対して卵黄嚢内に抗癌剤を0．1mg／kg投与して、抗癌剤投

与4日後、18日胚時に腫瘍の退縮状態および変色等について、肉眼

的および倒立顕微鏡下で観察。コントロールと比較後、常法により

パラフィン切片を作製し、H・E染色を施し鏡見した。

　抗癌剤を投与したことによる腫瘍に新生した毛細血管の変化につ

いては内径10旧皿の薄い透明プラズチヅクの輪をスライドグラスの上

に載せて腫瘍片に到達した血管についてのみを観察した。

　5）細胞骨格蛋白の免疫組織化学的観察方法

　　（1）免疫組織化学的観察：イヌおよびヌードラットから摘出

したCTVTは、10％中性緩衝ホルマリン液および4％Periodate　L

ysi－ne　Paraformaldekyde　（以下、　PLPと略す）に固定し、ホルマ

リン固定材料は型通り処理し、パラフィン切片を作製した。また一

晩、4％PLP液に固定した材料は10％しょ糖加、0．Olmo1／1燐酸緩

衝液（pH　7。4）、20％しょ糖加同緩衝液、30％しょ糖同緩衝液の順

に各々に2～3時間浸せきし、OCT　Compound（三共マイルス）にド

ライスエタノール中で迅速凍結包埋した後クリオスタットで、6μ

の凍結切片を作製し、免疫組織化学的検索に用いた。免疫組織化学

的検索は、酵素抗体法の間接法を応用し、細胞骨格蛋白成分である

ケラチン、デスミン、ピメンチン、ミオシン、アクチン、チュブリ
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ンなどの細胞内分布を検索した。パラフィン切片はケラチン、デス

ミン、ビメンチン、ミオシンの検索に、凍結切片はアクチン、チュ

ブリンの検索にそれぞれ用いた。

　酵素抗体（間接）法は、一次抗体に、抗ケラチン家兎血清（DAKO

JAPAN）、抗デスミン家兎血清（Bio－Science）、抗ビメンチン

マウスモノクローナル抗体（DAKO　JAPAN）、抗αチュブリンマウス

モノクローナル抗体（Amersha面）、抗ミオシン家兎血清（Trans－

formation　Research）、抗アクチンマウスモノクローナル抗体

（Amersham）などを用いた。また、標識二次抗体には、ペルオキシ

ダーゼ標識抗ウサギIgG抗体（Amersham）、ペルオキシダーゼ標識

抗マウスlgG抗体（Amersレam）を用いた。抗原抗体反応後、　H　R　P

の酵素組織化学染色には、3，3－DAB（Graham　karnovsky法）反

応を行った後、メチル緑による核染色を行った。

　　（2）CTVT細胞骨格電顕観察法：CTVTを1mm3角に細切

後、細胞小器官を除いて細胞骨格の観察をしゃすくするため、4％タ

ンニン酸加2．5％グルタルアルデヒド0．lMリンサン緩衝液に、室温で

2～3時間固定した後、1％オスミウム酸で後固定し、以下、型通り

にエポキシ樹脂包埋、重合し、超薄切片を作製して、電顕観察を行

った。　（東海大学医学部法）
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皿 研　究　結　果

1．CTVTの継代移植成績

　1）野外例CTVTのイヌでの継代移植結果

　イヌの背部皮下における3代にわたる移植率は、1代目2／4（50％）

2代目4／4　（100％L3代目0／1【O％）であった（表1）。

　尚、1代目は4頭に移植したが、移植2日目にイヌNo．3、また

8日目にNo．4が肺炎となり死亡した。2代目は4頭に移植し、移植

後100日で2頭を剖検したところNo．6には転移がなく、No．5では肝

臓への転移が見られた。さらに、イヌNo．5では移植CTVTの腫瘤

の重さは300gに達した（写真2）。移植後200日で剖検したNo．7で

は眼窩、下顎、背部皮下に転移が観察された。移植後250日で剖検

したNo．8のCTVTでは200日で剖検したものに比較して背部皮下

の腫瘍塊に退縮が見られた。転移をおこしたNo．7では、移植背部皮

下に4×5c皿　（鶏卵大）の腫瘍の増殖が見られた他、頭部において

は左眼瞼に2×3cm　（栂指頭大）の腫瘍結節ができ、その後潰瘍化

を生じ、眼球は腫瘍塊の圧迫のためやや萎縮していた。その他、頭

頂に4×6c皿　（小児拳大）、下顎に1．8×2．4cm　（栂指頭大）、眼

窩に2．lXl．5cm　（小指頭大）、耳下部に2．5×3cn　（ピンポン玉

大）等の腫瘍塊を認めた。その他の臓器には転移巣は認められなか

った。

小括

CTVTは本来の宿主である、イヌでの継代移植では転移例もあっ

たものの、継代数は3代どまりであった。
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　2）異種移植による継代実験結果

　　　（1）ヌードラットへの移植成績

　Rowette　nude　rat　lrnu）90匹、　F334／Njc1－rnu　6匹への野外例

CTVT細胞の背部皮下移植成績：継代1代目より8／9（89％），7／8

（88％），13／14　（93％），7／7（100％），21／21　（100％》，11／11（100％），3／3

（100％），3／3〔100％），4／4（100％），2／2（100％），2／2（100％），5／5（100％）g3／3

（100％）　以上、移植率は1代目から3代目は平均9膿、4代目から

12代目は100％であった。尚、1代目では背部皮下接種例の他、腹腔

内接種例では4／4（100％）であった（表2）。

　ヌードラットNo．5ではCTVT移植して生着後、2カ月では親指大

に増殖した（写真3）。No．11では移植後、4カ月を経過する頃より

腫瘍は鶏卵大となり、表面には痂皮が形成され割面に出血、壊死が

認められるようになり灰白色ないし暗赤色を呈した（写真4）。

No．38では5カ月後にはほぼ鶏卵大となり、割面は白色を呈し数個の

腫瘍が寄り合い、急激に増殖を示すものの、肉眼的には出血、壊死

は認められなかった（写真5）。

　尚、イヌおよびヌードラットに移植したCTVT細胞の腫瘍増殖

曲線を示すと（図1の如くであった）．。

　　　　（2）鶏胚への移植成績

　ヌードラット移植CTVTを11日胚の漿尿膜に移植したところ、

3日目の14日胚の時点で腫瘍に向かって放射状に新生血管が配列さ

れ、移植時に1mm3角であった腫瘍が約1．5～3倍に増殖していた

が、鶏胎児は元気であった（写真6）。

　CTVTの鶏胚移植成績では41／50例が陽性（移植率82％）対照と

したイヌ扁平上皮癌は40／50例陽性（移植率80％）、ラット線維肉
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腫は44／50例陽性（移植率88％）、マウス乳腺癌は46／51例陽性（移

植率9暁）であった。

　11日鶏胚移植CTVTでは18日胚のコントロール例のものは移植

時の約3倍に増殖するが、21胚で誕生したヒヨコを剖検したもので

はCTVTの所在を確認することは出来なかった。尚、鶏胚移植C

TVTによる継代移植は腫瘍が継代に適する大きさに増殖せず、出

来なかった。

　3）細胞培養による継代実験成績

　ヌードラットNo．38移植CTVT細胞の培養経過：培養開始直後

では、類円形の浮遊細胞集団がシャーレ内に存在して観察された

（写真7）。その後、約一週間経過すると浮遊して増殖した円形な

いし類円形の細胞群とシャーレの底にシート状に付着して増殖した

線維芽細胞様タイプの両細胞群が共存して認められた（写真8）。

さらに培養を継続すると、浮遊細胞は集塊を形成し、線維芽細胞様

のタイプでシート状に増殖した細胞の上に、類円形の細胞が付着し

た様な状態で培養が維持継続された。その後徐々に類円形細胞は減

少し培養開始約30日頃にはほとんど死滅した。最後には線維芽細胞

様タイプの細胞のみとなった。浮遊細胞の継代培養は、ほぼ8代目

まで可能であった。また、浮遊細胞のみを分離して同様に培養を試

みたところ、線維芽様タイプの細胞と共存していたグループに比較

して約70％の生存率の低下が認められた。

　　（1）培養条件の検討結果

　各培養液の種類について検討した結果Eagle’S　ME期、エスクロン

およびASFなどの各培養液はRPMI1640で培養を行ったものに比較
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して細胞の増殖態度が極めて悪かった。すなわち培養開始5日目で

生細胞数は播き込み細胞数の約50％に減少し、7日目ではほとんど

零に近づいた。一方、RPMI　1640は培養開始m日目まではやや増殖

する傾向を示唆するも、それ以降徐々に減少し30日目ではほとんど

零に近い成績となった。

　小括

　CTVTはイヌ由来であるが、無胸腺のヌードラットにおける継

代移植で良い成績が得られ、移植継代率もほぼ10眺であり、実験材

料としてのCTVTを確保することが出来た。

　11日鶏胚の漿尿膜にCTVTおよび対照として移植した腫瘍は平

均約85％と高い移植率を示した。まだ、この実験よって鶏胚の漿尿

膜には異なった腫瘍の移植が可能であることが示唆された。

　CTVT細胞の培養は、細胞培養時には浮遊細胞と線維芽細胞様

の細胞とが共存している方が良い結果であった。

　4）移植腫瘍の同一性の確認成績

　　（1）染色体の検査成績

　CTVTの染色体数と核型（Karyotypes）：イヌNo．6移植

CTVTの核型を分析した結果17本のBiarm　chromosomesと、42本

のAcrosentric　chromosomesの59本の染色体が観察され、Biar皿

chromosomesの一番大きな染色体には異常凝縮が認められた（図

2）。

　ヌードラットNo．22移植CTVT細胞の染色体についても同様に

検索を行い、分裂中期の算定可能な細胞50個を観察した結果、染色

体数56～61本が認められ、染色体数59本を示すものが一番多かった
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（図3）。尚、染色体標本7例のBiarm　ChromosomesとAcrocent－

ric　chromoso旧esの検索を行った結果、17～20本のBiarm　chromo－

somesと39～42本のAcrocentric　chro旧osomesが認められた（図

4，5）。

　　（2）CTVT細胞に対するモノクローナル抗体の作成と酵素

　　　　抗体法による腫瘍細胞の同一性の確認成績

　ヌードラット継代CTVTに対するモノクローナル抗体の作成

　　①　細胞融合に関する成績：融合開始5日目よりWe11内にコロ

ニーを確認できるようになり、2週間後から3週間後に348we11

中、114胃e11において融合細胞の増殖がみられ、ほぼ30％のWe11で

スクリーニングを行うことができた。ELISAによる培養上清のチェ

ックを行い、抗体産生の確認された珊e11は2回のクローニングで60

We11を数えたが、最終的には1クローンとなった。

　　②作製したモノクローナル抗体の性状についての成績：抗体

産生クローンの培養上清を一次抗体として、正常イヌリンパ球との

交叉試験　また、ヌードラットに移植したCTVT細胞のCell

suspensionおよび凍結切片を用いて酵素抗体（間接）法を行ったと

ころ正常なイヌのリンパ球は陰性であった（写真9，10）。ヌード

ラットに移植したCTVT細胞についてはCell　suspensionおよび

凍結切片の両者ともに陽性を呈した（写真11，12～14）。さらに、

北海道大学獣医学部家畜外科学教室より分与されたイヌ皮下移植継

代株のCTVT細胞についても同様の所見が得られた（写真15～

17）。尚、対照として各一次抗体に10％FCS加RPMI1640を用いた

グループは、全て陰性の結果が得られた（写真18，19）。

　得られたクローンの培養上清を用いてSDS一ポルアクリルアミドゲ
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ルを用いたWestern　Blottingを行い、モノクローナル抗体の分子量

測定を試みた結果、分子量14，100から20，100の間に2本のバンドが

認められ、それらの分子量は各々・ほぼ15，000と20，000であった

尚、特異抗体を産生していないハイブリドーマの培養上清を一一次抗

体として用いたものについてはバンドが検出されなかった。　（写真

20）。

　　③抗CTVTモノクローナル抗体で検出された構造物の免疫

電顕による確認：ヌードラット継代CTVTの凍結切片を一・次抗体

とし、二次抗体にはペルオキシダーゼ（llRP）標識抗マウスlgGを反

応させ、0．1％グルタールアルデヒド・PBSで再固定し、2％オスミウ

ム酸で染色後、超薄切片を作製して電顕観察を行った結果、CTV

T細胞の細胞膜および粗面小胞体に反応産物（抗原決定基）を観察

した（写真21，22）。

　小括

　CTVTは本来の宿主である異なる染色体数を持つイヌからヌー

ドラットに移植されても染色体数は59本で、一定しており同じ

Karyotypesであることが確認出来た。

　抗CTVTモノクローナル抗体は、正常イヌ成熟リンパ球とは反

応せず、ヌードラット移植CTVTおよび北大株CTVTを染色し

たところ細胞膜が陽性であった。また、免疫電顕で、抗CTVTの

モノクローナル抗体で認識される部位が細胞膜および粗面小胞体で

あることが確認出来た。

2．移植継代腫瘍の観察結果
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　1）ヌードラット継代CTVTのスタンプ標本による細胞学的観

　　察所見

　ライト・ギムザ染色では腫瘍細胞は密集し、（10～12μ）で多角形

あるいは楕円形で組織球様の細胞であり、核（6～8μ）には微細

なクロマチン穎粒と1～2個の明瞭な核小体が観察されるものもあ

った（写真23）。

　2）病理組織学的観察所見

　　（1）野外例CTVTおよび移植例CTVTの病理学的所見：

　共にほぼ同様な形態で、核は多少不規則な形を示し、結節が増大

するに伴い、細胞は多面形となり、核は大きさを増し、円形、楕円

形であった。腫瘍細胞は通常、H・E染色では、大きさ、形態が大

体一様で細胞の大きさは10μ内外、核は6～8μで、境界不明瞭な

原形質はわずかに青色を帯び、封入体は認めなかった。核は微細な

クロマチン穎粒と明瞭な仁を持っていた。初期像および成長の盛ん

な部分では、細胞は密集して細胞間の線維成分がはなはだ乏しく多

数の核分裂像が認められた。また、他の部位では腫瘍細胞が線維に

そって一列に束状に配列する疎な構造も見られた。古くなると間質

結合織線維の増加で基質が明瞭となり、炎症像のある部位によって

は、穎粒球、組織球、リンパ球、肥脾細胞、などが散見された。古

い腫瘍でとくに表面が潰瘍化した腫瘍においては、炎症細胞の他に

炎症肉芽の新生や出血を認めた。以後退縮傾向の進行にともない腫

蕩内の大小の壊死部が新生した肉芽組織により器質化され廠痕収縮

して線維化した組織となった。以上のように本腫瘍においては、発

生の初期、中期および退縮期の組織像がそれぞれ異なり、同一・腫瘍
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内でも部位により炎症性変化も加わって、組織所見が異なっていた

（写真24，25）。

　移植例においても、数カ月経過すると腫瘍細胞間に線維成分が増

加して基質が明瞭となり、小型円型細胞の浸潤が目立ち、潰瘍部に

は出血や肉芽組織の形成が認められた。好銀線維は血管周囲、問質

中に多く認められたが、個々の腫瘍細胞の全てを囲んではいなかっ

た。ヌードラットに移植した腫瘍でも、組織球様の腫瘍細胞として

観察され、イヌ同様に腫瘍細胞間に線維成分が増生することによっ

て基質が明瞭となって観察された（写真26）。

　　（2）電顕的所見：腫瘍細胞は楕円形ないし（15～18μ）多角

形で明るく、細胞は密接し、相互の結合は小突起のinter　digi－

tationによったり、あるいは単に平面的に接触し、滑らかな接触面

となることもあった。ほぼ円形ないし楕円形で径8～10の核を有し

核内のほぼ中央に円形で径約2μmの明瞭な仁が認められた。核膜

は時に外層が剥離し空胞状となることもあるが、一般に二重構造は

良く保たれていた。細胞質内にはリボゾームが豊富で、び慢性に胞

体内に分布していた。またゴルジ装置、ミトコンドリアは胞体内に

散在し、大小不同で軽度の膨化を示し、基質は淡明であった。野外

例では、異形を認めたが、移植例との区別はつけ難かった。イヌ移

植CTVT細胞の電顕像では、胞体内にはオルガネラが散在し、明

瞭な核小体も認められた（写真27）。ヌードラット移植CTVT細

胞の電子顕微鏡像では、明瞭な核小体と、細胞の周囲には、発達し

たMicro　villiが観察された（写真28）。また胞体内にはorga－

nellesが散在性にみられ、核小体も明瞭であった（写真29）。

　その他、Microvilli　intergitationが認められた。胞体内全体に
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交錯する中間径フィラメント像が、ま．た細胞膜に接して密集してマ

イクロフィラメント像が認められた。また、マイクロフィラメント

は胞体内全域に均一に分布し、中間径フィラメント間を走行してい

るのが認められた。ゴルジ装置の中心部にマイクロチュブルスが密

集し、同部位に高電子密度の微細穎粒状または細線維状構造物の集

合像が認められた（写真30）。Virus粒子は認められなかった。

　小括

　光顕的所見では野外例CTVT、イヌ移植CTVTおよびヌード

ラット移植CTVT共に病理組織学的にはほぼ同様な形態を示し

た。腫蕩細胞は多角形あるいは楕円形（10～12μ）で組織球様細胞

として密集していた。

　電顕的所見ではCTVT細胞は楕円形ないし多角形（15～18μ）

で明るく、細胞は密接し、相互の結合は小突起のinterdigitation

によったり、あるいは単に平面的に接触し、滑らかな接触面となる

こともあった。その他、胞体内全体に交錯する細胞骨格である中間

径フィラメント、細胞膜に接して密集してマイクロフィラメント、

ゴルジ装置の中心部にマイクロチュブルスが認められた。

　3）CTVTの立体構築、特に血管構築とその特徴

　　（1）組織所見：腫瘍より遠位にある動脈は正常構造を保って

おり、内膜、中膜、外膜いずれも明瞭であった。中膜は2～3層の

平滑筋細胞で構成されており、異常所見は認められなかった（写真

31）。内弾性板も明瞭に認められた。腫瘍に進入する手前の腫瘍血

管では、中膜を構成する平滑筋細胞の退行性変化が認められた（写

真32）。血管は腫瘍に近づくにつれ、その退行性変化が著しくなる
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傾向が認められた。腫瘍内部の血管は、退行変性が著しく、平滑筋

細胞の空胞化、線維化が認められ本来の血管壁構造が消失していた

（写真33）。また、腫瘍内の毛細血管は一層の内皮のみで構成され

ていた。

　　（2）Whole　mount標本の所見：腫瘍実質中の毛細血管はきわ

めて細く、5～8μできめの細かい網目を形成していた（写真34，

35）。血管新生を示す毛細血管は短び盲端あるいはスパイク状の突

起を持つ毛細血管として見られた（写真36｝。

　　（3）樹脂鋳型標本の所見：腫瘍を潤す血管は腋下動脈の一

枝、肩峰屑甲動脈であった。この動脈は腋下動脈から分枝すると鎖

骨下を走り外頚静脈のわきを通り頚背部に向い腫瘍に進入してい

た。この動脈は太く、その走行は直線的であった。動脈の表面には

血管の長軸に沿って微細なヒダが認められた（写真37）。このヒダ

は血管内腔に突出した内皮細胞の核によるものであった。この微細

なヒダは血管が腫瘍に近づくにつれ次第にその輪郭が不明瞭になり

腫瘍内では血管の表面は平滑で、こう，したヒダは完全に消失してい

た（写真38）。intra－arterial　cushionは腫瘍より遠くはなれた位

置にある動脈には明瞭に認められた。またintra－arteriaL　cushion

は樹脂鋳型走査型電顕所見では分枝部をリング状に取り囲む圧痕と

して観察された（写真37）。intra－arterial　cushion　は腫瘍に近

くなるとともに輪郭が不明瞭になり、腫瘍深層の動脈にはこの構造

は認められず、腫瘍内部の動脈ではintra－arterial　cushionは存

在しないとこが示唆された（写真38）。腫瘍に進入した動脈は数多

くの小動脈（径40～60μ）に分枝するが、分枝パターンには規則性

がなく腫瘍内部でランダムな分岐を繰り返していた（写真39）。さ
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らに分枝を繰り返して毛細血管となっていた。毛細血管は互いに吻

合して不整多角形の網目となり密な毛細血管網を形成していた（写

真40，41）。CTVTでは血管新生を一思わせる盲端に終わる毛細血

管（budding　capillaries）は多くは認められなかった。一方、壊

死組織に接する部位では血管系も崩壊していた（写真42，43）。静

脈はこれらの毛細血管を集め次第に太くなり腫瘍の表層に出て動脈

に伴走していた。

　小括

　CTVTの血管組織所見では腫瘍より遠位にある動脈は正常構造

を保っており、内膜、中膜、外膜のいずれも明瞭であったが、腫瘍

内部の血管は退行変性が著しく、平滑筋細胞の空胞化および線維化

が認められた。

　CTVTの血管透明標本所見では腫瘍実質中の毛細血管はきわめ

て細く、5～8μできめの細かい網目を形成し、血管新生を示す短

い盲端あるいはスパイク状の突起が認められた。

　CTVTの血管樹脂鋳型標本所見ではイヌ移植CTVT、ヌード

ラット移植CTVTとも腫瘍内の動脈においては、正常組織内の動

脈に存在している血流調節機能であるinしra－arterial　cushionが欠

如していた。

　4）鶏胚移植CTVTの観察結果

　　（1）CTVT細胞の形態組織所見：イヌ移植CTVT、ヌー

ドラット移植CTVTと同様の所見で、腫瘍細胞は円形あるいは楕

円形（10～12μ）で、組織球様腫瘍細胞として密集または散在して

いた。核は6～8μの円形で核質は明るく、微細均一一でほぼ中央に
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1～2個の明瞭な核小体を認めた。

　　（2）CTVTの漿尿膜上の発育成績：漿尿膜上に移植した

lmm3角の腫瘍は移植後、3日目には漿尿膜上の血管を求心性に呼び

込み、約1．5～3倍の大きさで増殖し、みずみずしかった。

　　（3）鶏胚移植CTVTの血管構築：CTVTを移植した漿尿

膜上では腫瘍移植以前より存在していた毛細血管とは異なった毛細

血管が新生され、これらの新生毛細血管は腫瘍に向かって放射状に

新生された。腫瘍に到達した血管系に墨汁を注入したものではスム

ースに墨汁が腫瘍内に注入出来た。

　　（4）鶏胚移植CTVTの抗癌剤投与による変化：コントロー・

ルでは、新しく造成された新生毛細血管が漿尿膜上に移植された腫

瘍に向かって星状もしくはスポーク状に入り込んでいる求心性の血

管分布像を示し、その1本1本の新生毛細血管からは、木の芽状に

新しい毛細血管の枝分かれが認められた（写真44）。抗癌剤投与例

では、腫蕩組織への新生毛細血管の入り込みがコントロールと比較

して著しく減少していた（写真45）。尚、コントロール例、抗癌剤

投与例共に18日胚の鶏胎児は大部分生存し、活発に運動しているの

が確認された。また、生着した個々の腫瘍については、抗甕剤を投

与後4日目、18日胚の鶏卵の漿尿膜上のCTVTは褐色をおび形状

を縮小し、よび込んだ毛細血管も縮小、血管数の減少が認められた

（写真451。イヌ扁平上皮癌はやや黄色に変化し、呼び込みの毛細

血管数σ）減少と、漿尿膜の不透明感が認められた（写真46》。マウ

ス乳腺癌のコントロールでは、他の腫瘍に比較してかなり太い毛細

血管を呼び込む様子が認められたが、この時点では腫瘍の増殖はあ

まり良くなかった（写真47）。抗癌剤を投与したマウス乳腺癌の移
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植腫瘍ではやや光沢のある白色を呈していたが呼び込んだ毛細血管

が後退し、かなり縮小、血管数の減少が認められた（写真48）。

　①抗癌剤の硫酸ピンクリスチンおよびアスパラギナーゼによる影

響：14日胚の鶏卵の漿尿膜に生着した腫瘍に抗癌剤を投与して4日

目、18日胚で変化のあったもの、硫酸ピンクリスチン投与成績は、

CTVT16／18例、イヌ扁平上皮癌15／19例、ラット線維肉腫

12／18例、マウス乳腺癌17／19例に変化が見られた。また、アスパ

ラギナーゼ投与成績は、CTVTI1／18例、イヌ扁平上皮癌12／18

例、ラット線維肉腫12／19例、マウス乳腺癌6／18例に変化が見られ

た（表3）。

　②鶏卵移植腫瘍の組織所見

　H・E染色並びに墨汁注人により検索：CTVTを移植した漿尿

膜上の毛細血管の血管系に墨汁を注入したものではやはりコントロ

ールに比較して抗癌剤を投与した方が細く認められた（写真49）。

また、抗癌剤を投与した鶏卵の漿尿膜上のCTVTでは多角形ある

いは楕円形の組織球様の腫瘍細胞が認められ、細胞質には空胞化変

性がおこり、多くの核濃縮が認められた（写真50）。

　抗覇剤を投与した漿尿膜上のイヌ扁平上皮癌では細胞の縮小と角

化充進像および著明な癌真珠の形成が認められた（写真51）。

　抗癌剤を投与した漿尿膜上のラット線維肉腫では漿尿膜が粗造と

なり、紡錘形の細胞は変性をおこし、より長形で細胞数の減少と核

濃縮が認められた（写真52）。

　マウス乳腺癌を移植した漿尿膜上の毛細血管でコントロールのも

のでは、毛細血管は太く認められ、毛細血管の新生が確認された。

抗癌剤を投与したものでは新生毛細血管の縮小と、細胞の核の濃染
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が認められた（写真53）。コントロールのマウス乳腺癌の漿尿膜上

の移植腫瘍には新生毛細血管が呼び込まれ木の芽状（budding）の毛

細血管が多数認められた（写真54）。また、抗癌剤を投与した漿尿

膜上のマウス乳腺癌では腫瘍に呼び込まれる新生毛細血管は少なく

空胞変性した漿尿膜と変性壊死した腫瘍細胞および癌真珠が認めら

た（写真55）。

　小括

　CTVT細胞の形態：鶏胚の漿尿膜上に移植したCTVT細胞は

イヌ移植CTVT、ヌードラット移植CTVTとほぼ同様の組織球

様の類円形の腫瘍細胞で（10～12μ）であった。核は（6～8μ）

円形で核質は明るく、微細均一、ほぼ中央に1～2個の明瞭な核小

体を認めた。

　CTVTの発育：腫瘍細胞は求心性で放射状に新生した毛細血管

網により増殖を続け、移植時の約1．5～3倍の大きさとなった。

　CTVTの血管構築：新生毛細血管が移植腫瘍に放射状に新生さ

れ、血管系に墨汁を注入したところスムースに注入出来た。

　抗癌剤による腫瘍の変化：抗癌剤投与例では腫瘍組織への新生毛

細血管の入り込みがコントロールと比較して著しく減少し、CTV

Tでは抗癌剤投与によって、褐色をおび形状を縮小し、放射状の新

生毛細血管も縮小して血管数の減少も’認められた。

　鶏卵移植腫瘍の組織所見：コントロールは漿尿膜上の腫瘍への毛

細血管は太く認められ、毛細血管の新生が、抗癌剤を投与したもの

では新生毛細血管の縮小と、細胞の核の濃染が認められた。抗癌剤

投与の鶏胚移植CTVTでは多角形あるいは楕円形の組織球様の細

胞が認められるたが、細胞質には空胞化変性があり、核濃縮が認め
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られた。

　5）CTVTの組織化学的および免疫組織化学的観察結果

　　（1）イヌNo．5移植CTVTおよびヌードラットNo．38移植C

TVTの組織化学的染色所見

　ペルオキシダーゼ染色、アルカリホスファターゼ染色、酸性ボス

ファターゼ染色の酵素染色およびズダン黒B染色、PAS染色はイ

ヌCTVT、ヌードラットCTVTはともに陰性であった。オイル

レッドOによる脂肪染色は両者ともに陽性を呈した　（表4，写真

56）。

　　（2）イヌNo．5移植CTVTおよびヌードラットNo．38移植C

TVTの免疫組織化学的所見

　イヌ移植CTVTおよびヌードラット移植CTVTはサイトケラ

チン染色、いずれも陰性であった（写真57）。アクチン染色標本で

は、イヌおよびヌードラットのいずれも細胞質内が褐色に染色され

陽性像が認められた（写真58）。心筋、平滑筋に存在するミオシン

染色標本では、イヌおよびヌードラットのいずれも細胞質内が褐色

に染色され陽性像が認められた（写真59）。抗ビメンチン抗体では

イヌおよびヌードラットのどちらも核周囲が褐色に染色され陽性像

が認められた（写真60）。デスミンに対してはイヌおよびヌードラ

ット移植CTVTのいずれでも細胞質内全体が褐色に染色され陽性

像が認められた（写．真；61）。また、ヌードラット移植CTVTの微

小管のチュブリンは細胞質全体に陽性像が認められた。

　以上の免疫組織化学的所見についてはケラチンは陰性、アクチン

は陽性、ミオシンとビメンチンは陽性、デスミンは陽性を示した。
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これにより、アクチン、ミオシン、ビメンチン、デスミンの共存が

証明された。

　小括

　CTVTの起源を追求するためにイヌおよびヌードラットに移植

したCTVTを用いて各種細胞骨格成分について免疫組織化学的に

検索したところ、細胞骨格蛋白成分の中間系フィラメントを検索し

て、上皮細胞に存在するケラチンが陰性、筋細胞に存在するデスミ

ンが陽性、間葉系細胞に存在するビメンチンが陽性を確認した。

　総括

　1）CTVTの移植について

　野外例CTVTのイヌへの移植では全身転移例があったにもかか

わらず、継代数は　3代であった。

しかし、ヌードラットによる継代移植ではほぼ100％の移植率が得ら

れ、実験材料としてのCTVTを確保出来た。また、鶏胚移植CT

VTは平均約85％と高い移植率を示した。鶏胚漿尿膜は異なった腫

瘍の移植が可能であることを示唆した。

　2）CTVT細胞の培養について

　培養の継続では線維芽細胞様細胞の上に類円形細胞が付着して維

持継続され、線維芽様細胞を分離して類円形細胞のみ培養では約

70％の生存率の低下が認められた。

　3）移植CTVTの同一一性について

　CTVTは異なる染色体数を持つイヌおよびヌードラットへ移植

されても染色体数は59本で、…定しており同じKaryotypesであるこ

とが確認出来た。

　抗CTVTモノクローナル抗体：正常イヌリンパ球とは反応せ
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ず、ヌードラット移植CTVTおよび北大株CTVTの染色では細

胞膜が陽性であり、免疫電顕では抗CTVTのモノクローナル抗体

での認識部位が細胞膜および粗面小胞体であることが確認出来た。

　4）移植継代腫瘍の観察所見について

　ヌードラット移植CTVTスタンプ標本の光顕所見は野外例CT

VT、イヌ移植CTVT、ヌードラット移植CTVT共に病理組織

学的にはほぼ同様な形態を示した。腫瘍細胞は多角形あるいは楕円

形（10～12μ）で組織球様腫瘍細胞で密集または散在していた。電

顕的所見ではCTVT細胞は楕円形ないし多角形（15～18μ）で明

るく、細胞は密接し、相互の結合は小突起のinter　digitationによ

り、あるいは単に平面的に接触し、滑らかな接触面となった。その

他、胞体内全体に交錯する細胞骨格である中間径フィラメント、細

胞膜に接して密集してマイクロフィラメント、ゴルジ装置の中心部

にマイクロチュブルスが認められた。

　5）CTVTの立体構築、特に血管構築とその特徴について

　CTVTの血管組織所見は腫瘍より遠位の動脈は正常構造を保っ

ており内膜、中膜、外膜が明瞭であり、腫瘍内部の血管は退行変性

が著しく、平滑筋細胞の空胞化および線維化が認められた。血管透

明標本所見は血管新生を示す短い盲端あるいはスパイク状の突起が

認められた。CTVTの血管樹脂鋳型標本所見ではイヌ移植CTV

T、ヌードラット移植CTVTとも正常組織内の動脈に存在してい

る血流調節機能のintra－arterial　cushionが欠如していた。

　6）鶏胚移植CTVT細胞の観察所見に’）いて

　漿尿膜上に移植したCTVT細胞はイヌ移植CTVT、ヌードラ

ット移植CTVTとほぼ同様の多角形あるいは楕円形の組織球様の
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細胞（10～12μ）であった。核は（6～8μ）円形で核質は明るく

ほぼ中央に1～2個の明瞭な核小体を認めた。CTVTの発育は腫

瘍は求心性で放射状に新生した毛細血管網により移植時の

約1．5～3倍の大きさとなった。

　CTVTの血管構築：新生毛細血管が移植腫瘍に放射状に新生さ

れ、血管系に墨汁を注入したところスムースに注入出来た。

　抗癌剤による腫瘍の変化：抗癌剤投与例では腫瘍組織への新生毛

細血管の入り込みがコントロールと比較して、著しく減少してい

た。CTVTでは抗癌剤投与によって、褐色をおび形状を縮小し、

放射状の新生毛細血管も縮小、血管数の減少および細胞の核の濃染

が認められた。

　7）CTVTの組織化学的および免疫組織化学的観察

　　CTVTの起源を追求するためにイヌ移植CTVTおよびヌー

ドラット移植CTVTを用いて各種細胞骨格成分について免疫組織

化学的に検索したところ、細胞骨格蛋白成分の中間系フィラメント

を検索して、上皮細胞に存在するケラチンが陰性、筋細胞に存在す

るデスミンが陽性、間葉系細胞に存在するビメンチンが陽性を示す

事を確認した。
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　　　　　　　　　　　IV　　考　　・察

　Novinsky（1976年）　［56］によって初めて可移植性が証明された

動物性腫瘍はCTVTであるといわれる。以来、現在まで多数の研

究業績を認めるも、この腫瘍の由来や細胞の性格などについては、

いまだ充分な解明がなされていないのが現況であった。

　しかしイヌの係留飼育が一般化し、イヌの自然交尾の機会が無く

なった都市部ではCTVTは極端に減少し、研究材料の確保さえも

困難になって来ている。そのため研究材料としてのCTVTの効果

的な保存法を確立することによって、CTVTの細胞の生物学的特

徴についての解明を試みた。

　イヌからイヌへの継代移植においては材料としてのイヌの確保が

難しく、充分な例数の実験が行えなかったことから、異種移植実験

を計画して、ヌードマウスおよびヌードラットを使用したものであ

った。

　また、鶏胚の漿尿膜上への腫瘍の移植［66］についてはCTVT

を含むほとんどのイヌの腫瘍が移植可能であったが、移植腫瘍の生

着期間があまりにも短期間であるため次代への移植に適する大きさ

にまで増殖することはなかった。イヌからヌードラットへの異種移

植では一般に、約40日前後で接種部位の皮膚の硬結を認め、約2カ月

で小結節を触知出来る状態となった。「 ｻの後急激な増殖を示し、約

4～5ケ月後には最大73gになった。3代目までは平均90％、4代

目以後12代目まで100％の移植率を示し、これからのCTVTの研究

に大いに意義あるものと考えられる。

　CTVTの細胞の培養では、浮遊する類円形細胞と、シャーレの

底に付着して増生する線維芽細胞様細胞が見られた。浮遊細胞をイ
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ヌに接種するとCTVTの発生が見られることが確認された。また

シャーレの底にシート状に付着した細胞を接種した場合は腫瘤は形

成されず、浮遊する類円形細胞が腫瘍細胞であることが確認され

た。また、CTVT細胞は培養開始後約一週間までは類円形で浮遊

しており、一見リンパ球様に見えた。浮遊状態のCTVT細胞は約

2～4週間は維持出来、増殖して類円形細胞が団子状となった。培

養細胞はさらに数回の継代を実施、2～3週間程度であれば

in　vitroでも充分に実験が可能である事が明瞭となったが、株化は

不成功に終わった。共存する線維芽細胞様タイプの細胞を除いて、

類円形細胞のみを単独で培養すると明らかに類円形細胞の生存率が

低下した。これらの結果から線維芽細胞様の細胞をFeeder　cellと

して使用することがより効果的で本腫瘍細胞増殖因子に関係を持つ

ものではないかと示唆された【76】。

　CTVT細胞の染色体数について、検索したところ野外例、イヌ

移植CTVT、ヌードラット移植CTVT、共に59本であった。C

TVTを移植されたイヌの染色体数78本、ヌードラットの染色体数

42本であることにより、CTVTは異なる染色体数を持つ個体に移

植されても、染色体は同一のものと考えられる。

　抗CTVTモノクローナル抗体は、正常イヌのリンパ球と、は反応

せず、ヌードラット移植CTVTおよび北大株CTVTのを染色し

たところ細胞膜に抗原決定基が見られ（写真15，16）、陽性像を呈し

たことから、他のCTVTに対しても本腫瘍の診断液として用いる

ことが可能である事実が示唆された。

　腫瘍内の血管の性状を調べる方法として、墨汁を注入してから周

囲の組織を透明化して血管系を観察する方法［4，38，57，891、ハムス
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夕一の頬袋に腫瘍を移植してチャンバーを通して血管系の発達を

in　vivoで観察する方法［15，91］、造影剤を注入してx線観察を行

なう方法［8，11，32，62】、連続切片を作成して顕微鏡下で再構築像を

求める方法［171等があるが、こうした従来の方法の限界を補うため

には樹脂鋳型標本を走査型電子顕微鏡で観察する方法を用いた

［55］。樹脂鋳型法による腫瘍血管の観察で腫瘍血管の病態生理学

的な特徴を裏付ける血管の構造的な特徴をいくつか確認することが

できた。正常な血管の分岐部にはintra－arterial　cushionが存在し

［21】．樹脂鋳型法ではこのintra－arterial　cushionはリング状の圧

痕として認められ、腫瘍血管にはこうしたintra－arterial　cushion

は認められなかった。このintra－arterial　cushionが存在しないこ

とにより腫瘍組織内の血液の分配が効果的に行われ得ないことと思

われる。

　11日鶏胚の漿尿膜にCTVTおよび対照とした、イヌ扁平上皮

癌、ラット線維肉腫、マウス乳腺癌を移植したところ、平均85％の

移植率であった。これにより、鶏胚の漿尿膜には種々の腫瘍が移植

可能であると思われる。また、漿尿膜に生着した腫瘍は鶏胚の卵黄

嚢に抗癌剤を投与することによって、毛細血管の縮小、消失あるい

は腫瘍の縮小、変色および漿尿膜が不透明になる等の変化が現れ

る。これも、抗癌剤の種類、腫瘍の種類によって異なっている。こ

れらのことから、腫瘍細胞への影響とともに抗癌剤の有効性が考え

られる。

　これまでCTVTの起源については、Monbreu皿のリンパ球説

［45］、今牧，松山，津村の円形細胞肉腫説［30，42，85］、

蘭ulligenの未分化細網細胞説ならびに組織球説［49］等の諸説があ
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るが十分に解明されたとは考えられない。

　著者はCTVTの起源を追求する手掛りとして、イヌ移植CTV

T、ヌードラット移植CTVT、鶏胚移植CTVTに対してモノク

ローナル抗体を作製して検索した結果は、本腫瘍細胞の細胞膜上に

抗原決定基（epitope）の存在を確認した。

　病理組織学的に見るとCTVT細胞は類円形で一見リンパ球様に

見える場合もあるが、細胞質は大型リンパ球様、組織球様の像を呈

していた。しかし、組織球様に見られた細胞でも食作用を示す像は

見ることができなかった。電顕観察ではCTVTの細胞は楕円形な

いしは多角形のものがほとんどで、類円形でリンパ球様の細胞はほ

とんど観察されなかった。これらの形態からはリンパ球様細胞とは

みなされず、むしろ組織球様あるいは未分化な細網細胞様の形態と

して観察された。

　Ajello［3］、Lombard等〔39］がCTVT細胞内にウイルス様粒子

を見たと言う報告があるが、ウイルス粒子を検出したと言う報告に

とどまり、ウイルスを接種してCTVTを再現したと言う報告はな

い。著者の観察においてはCTVT細胞にウイルス粒子を見る事は

出来なかった。

　以上、これら診断の難しい腫瘍あるいは起源不明の腫瘍の検索に

は光顕的レベルあるいは電：顕的レベルの形態学的観察に加えて免疫

学的検索が行われるようになり細胞骨格成分の組織化学的染色が出

来るようになって来た。

　多くの高等真核細胞質には、直径約10nmのフィラメントからなる

線維系があり、さらにアクチンフィラメント（直径6n皿）および微

小管（直径25n旧）などが細胞骨格を形成し、これら線維サイズの対
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比から中間径フィラメント（intermediate　fila田ent；以下IFと略

す）とも呼ばれている。また、これら中間サイズの線維は上皮細胞

ではcytokeratin、非上皮細胞ではvimentinがこれに属する

【841。また、さらに最近の生化学的研究および特異抗体を用いた蛍

光抗体法の結果などによってIFがその他の線維系と組成的に異なる

ことが明らかとなり、さらにIF自体にも数種類あることがわかった

［471。IFは異なるサブユニットタンパク質から成り、また異なる型

の細胞に分布している。典型的な例は、上皮細胞のケラチンフィラ

メント、ニューロンのニューロフィラメント、ダリア細胞のダリア

フィラメント、筋細胞のデズミンフィラメント、間葉由来細胞のビ

メンチンフィラメントなどである［84］。

　人体腫瘍の病理診断においてはケラチンは上皮細胞および中皮細

胞とその腫瘍、ビメンチンは間葉系細胞とその腫瘍、デスミンは筋

肉系細胞とその腫瘍の勝れたマーカー’であるとされている報告があ

る【88］。また、Sandusky（1987年）等［65］はイヌ腫瘍の皮膚の円

形細胞腫瘍の免疫組織化学的鑑別を試み、CTVTはサイトケラチ

ン陰性で、ビメンチンが陽性に染色されたと報告している。

　CTVTを人間の病理診断に用いられているマーカーとくに細胞

骨格の中間系フィラメントを検索［5，24，65］するためにケラチン、

ビメンチン、デズミンなどについて染色を試みたのであった。

　結果として得られたものはケラチンは染色されず、ビメンチンは

CTVT細胞の核周囲に、デスミンが細胞質全体に染色される事を

確認出来た事にとどまり、今回の検索のデータみではCTVTの起

源について証明する事の出来る免疫組織化学的検索にまでは至らな

かった。
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　今後の問題としては、イヌの自然交’尾の機会が年々減少し、実験

材料としてのCTVTの入手が困難になってきている中で、ヌード

ラット継代移植によるCTVTの確保がいかにスムーズに行われて

行けるか、また、現在ヌードラット継代移植CTVTの染色体数は

Karyotypes　59本で同一であるが，そのままの状態で維持して行け

るものであるかについて検討し、また、CTVT細胞の起源につい

ても今後さらに詳細に検討する事が課題となった。
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V 要 約

　1．CTVTの移植継代についてはイヌからイヌへの継代移植に

よる方法よりも無胸腺のヌードラットによる継代移植による方法の

方が生着率も高く、継代移植率もほぼ100％であった。日本国内にお

いては近年イヌの係留飼育によりきわめて減少してきているCTV

Tを実験材料として確保するための方法を無胸腺のヌードラットに

腫瘍を継代移植することにより確立出来た。

　2．CTVT細胞の培養では、浮遊して増殖している組織球様タ

イプで類円形の腫瘍細胞とシャーレの底に付着してシート状に増殖

した線維芽細胞様タイプの両細胞が共存していた。両細胞の継代培

養によって、8代目まで継代培養が可能であり、実験材料としての

CTVT細胞の保存が出来た。また、培養条件の検討では培養液の

種類によって増殖態度に約2～3倍の差があり、RP闘I1640の培養液

での培養方法が良い結果であった。

　3．野外例CTVTの染色体数、・イヌ移植CTVTの染色体数、

ヌードラット移植CTVTの染色体数も共に59本であった。CTV

Tは異なる染色体数を持つイヌおよびヌードラットへ移植されても

染色体数は59本で一定しており、同じKaryotypesであること．を確認

した。

　4．作製に成功した抗CTVTのモノクローナル抗体では、正常

イヌリンパ球とは反応せず、ヌードラットに移植したCTVTおよ

び北大株CTVTのみと反応して陽性像となった。また免疫電顕の

結果から細胞膜系に抗原決定基（epitope）が証明されたことから本

モノクローナル抗体はCTVT細胞に有効なマーカーと成り得た。
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　5．CTVTの血管透明標本所見では腫瘍実質中の毛細血管はき

わめて細く、血管新生を示す短い盲端あるいはスパイク状の突起が

認められた。CTVTの血管樹脂鋳型標本所見ではイヌ移植CTV

T、ヌードラット移植CTVTとも腫瘍内の動脈においては、正常

組織内の動脈の分岐部にある血流調節機能であるintra－arterial

cushionが欠如しており、正常血管に比較して血流調節に欠陥のあ

ることを確認した。

　6．鶏胚の漿尿膜にはCTVTおよび対照とした腫瘍の移植率は

平均約85％であった。ゆえに漿尿膜には異なった腫瘍の移植が可能

であることを確認出来た。また、腫瘍の生着した鶏胚の卵黄嚢に抗

癌剤を投与したところ、新生毛細血管の縮小、消失、組織所見では

細胞質には空胞化変性、核濃縮が認められ、腫瘍の種類、抗癌剤の

種類によって異なることが判明した。

　7．CTVT細胞の起源の追求では、光顕的には細胞質の変形し

ているものが多く、多角形あるいは楕円形（10～12μ）で組織球様

の腫瘍細胞として観察されたが、細胞の食作用は見られなかった。

電顕的には組織球様または未分化な細網細胞様の形態として観察さ

れた。また、ウイルス粒子は認められなかった。CTVTの細胞骨

格蛋白成分の検討から中間系フィラメントのケラチンには染色され

ず、ビメンチンおよびデスミンに染色されることが確認出来た。今

回の検索データのみではCTVTの起源について証明するまでには

至らなかった。
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表1　イヌに移植したCTVT細胞の移植成績

イヌNo． 継代数 接種部位 細胞数 生着 備　考

1 1代目 背部皮下 1x107／匹 ○．

2 〃 背部皮下 1x107／匹 O
3 〃 背部皮下 1XlO7／匹 × 接種2日目死亡

4 〃 背部皮下 1×10▽匹 × 接種8日目死亡

5 2代目 背部皮下 1×107／匹 O 接種約100日後解剖　肝臓に転移
6 〃 背部皮下 1×107／匹 o 接種約100日後解剖
7 〃 背部皮下 1×107／匹 ○ 接種約200日後解剖　眼窩、下顎

背部皮下に転移

8 〃 背部皮下 1x107／匹 O 接種約250日後解剖　接種部位の
瘍の退縮

9 3代目 背部皮下 1×10▽匹 ×

移植率（％） ：1代目　　　50％

　2千℃目　 100％

3代目　　　0％
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表2　ヌードラットに移植したCTVT細胞の移植成績

ラットNo． 継代数 接種部位 細胞数 接種匹数 生着数 移植率％ 備　考

1～9 1 背部皮下 3XlO6／匹 9 8 89 Rowette　nude’（rnu）

10～13 腹腔内 5XlO6／匹 4 4 100 〃

14～21 2 背部皮下 5×106／匹 8 7 88 〃

22～35 3 背部皮下 5×106／匹 14 13 93 〃

36～42 4 背部皮下 5XlO6／匹 7 7 100 ノノ

43～63 5 背部皮下 5×106／匹 21 21 100 〃

64～73 6 背部皮下 5×106／匹 10 10 100 〃

74 背部皮下 1㎜3角／匹 1 1 100 〃

75～76 7 背部皮下 2×107／匹 2 2 100 〃

77 背部皮下 lXlO7／匹 1 1 100 〃

78 8 背部皮下 1x107／匹 1 1 100 ノノ

79 背部皮下 4×106／匹 1 1 100 〃

80 背部皮下 1．5×107／匹 1 1 100 〃

81 9 背部皮下 1×107／匹 1 1 100 F334／NJc1－mu・

82 背部皮下 1．5×107／匹 1 1 100 Ro珊ette　nude（mu）

83～84 背部皮下 1×107／匹 2 2 100 〃

85～86 10 背部皮下 2×107／匹 2 2 100 〃

87～88 ll 背部皮下 2×107／匹 2 2 100 〃

89～93 12 背部皮下 1×107／匹 5 5 100 F334／NJcl－rnu

94～96 背部皮下 2x107／匹 3 3 100 Rowette　nude（mu）

ラットNo．9

　　No．17

　　No．25

：接種71日後、細菌感染により死亡

：接種58日後、細菌感染により死亡

：接種14日後、細菌感染により死亡

　　　　　6　2



表3　抗癌剤による影響：（陽性卵数／対照卵数）

イヌ扁平　　　ラット　　マウス

CTVT　　　上皮癌　　　線維肉腫　　　乳腺癌

硫酸ピンク

リスチン 16／18　　　　15／19　　　　12／18　　　　17／19

アスパラギ 1　1／18　　　　12／18　　　　1　2／1　9　　　　1　6／18

ナ　一　ゼ

表4　イヌおよびヌードラット移植CTVT細胞の組織化学染色所見

イ　　　　　ヌ　No．5 ヌードラット　No．38

ペルオキシダーゼ染色 一 一

アルカリホスファターゼ染色 一 一

酸性ボスファターゼ染色 一 一

ズダン黒　・　B染色 一 一

P　　A　　S　　染　　色 一 一

オイルレッド0染色 十 十
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　　　　　　　　　　　　写　真　説　明

写真1

　イヌ（雑種）雌8才の膣に発生したCTVT（野外例）。

写真2

　野外例CTVTをイヌNo．5の背部皮下に移植し、約100日経過し

たもの。

写真3

　ヌードラットNo．6背部皮下に移植後約2ケ月経過し、栂指頭大に

なったもの。

写真4

　ヌードラットNo．11の背部皮下に移植後約4ケ月経過し、鶏卵大

となり表面に痂皮を形成している。

写真5

　ヌードラットNo．38に移植、増殖し、鶏卵大となったCTVTの

割面。数個の腫瘍が寄り合い急激な増殖を示すものの、内部は充実

し、出血、壊死は認められない。

写真6

　CTVT移植後3日目、14日胚の鶏卵で腫瘍の生着を認め毛細血

管を呼び込み、漿尿膜内の胎児は活発に運動している。

写真7

　ヌードラットNo．38、移植CTVTを初代培養した位相差顕微鏡

像：CTVT細胞がバール様に光沢を持って多数濡漫性に散在して

いるのが認められる。
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写真8

　写真7と同検体：培養開始後約1週間経過した位相差顕微鏡像，

で、浮遊した本腫瘍細胞が部分的に密集し、またシャーレの底にシ

ート状にのびた線維芽様細胞が共存している培養像である。

写真9

　イヌ正常リンパ球を用い、一次抗体としてCTVTfusionの培養

上清を使用し、酵素抗体法、間接法を施した標本で陰性。　（矢印で

示した黒褐色に染色されて、強陽性像を示すのは好中球由来内因性

Peroxidaseである。）　×40．

写真10

　写真9の強拡大で、陰性像が明瞭に’認められる。　XlOO．

写真11

　ヌードラットNo．70移植CTVT細胞をcell　suspension後、　P

BSを一次抗体としてCTVTfusionの培養上清を使用したもので

細胞質が黒褐色に染まり、陽性を示している。　　　x200．

写真12

　継代数が10代目のヌードラットNo．85のCTVTの凍結切片に一

次抗体としてCTVTfusinoの培養上清を使用したもので細胞質が

黒褐色に見られる。陽性を示している。　　×100．

写真13，14

　写真12の強拡大で、細胞質が黒褐色に染色　されているのが明瞭，

に認められる。　x200．

写真15

　北大株CTVTの凍結切片に一次抗体としてPBSを使用したも

の。　（黒褐色に染色され、強陽性を示すのは好中球由来内因性Per－

　　　　　　　　　　　　　65



oxidaseである）　×100．

写真16

　写真15の切片に一次抗体としてCTVTfusionの培養上清を使用

したもので細胞質が黒褐色に染色され、陽性である。　x100．

写真17

　写真16の強拡大で、リンパ球様細胞には、核小体も明瞭に認めら

れる。細胞質が黒褐色に染色され、陽性である。　×200．

写真18

　継代数6代目ヌードラットNo．70移植CTVT細胞をcell　sus－

pension後PBSを一次抗体としたもので細胞質が黒褐色に染色さ

れず、陰性を示している。　×200．

写真19

　継代数10代目ヌードラットNo．85移植CTVTの凍結切片に一次

抗体としてPBSを使用したもの。陰性を示している。×100．

写真20

　培養上清を用い、Western　blotti曜を行いモノクローナル抗体の

分子量測定を試みた結果、分子量14100から20100の間に2本のバ．

ンドが認められ、それらの分子量は各々、ほぼ15000と20000　（矢

印）である。

写真21，22

　CTVTの抗モノクローナル抗体で検出した免疫電顕像では本腫

瘍細胞膜および粗面小胞体に反応産物が見られる。下線は1μm。

写真23

　ヌードラットNo．38に移植、増殖したCTVTのスタンプ標本で

10～12μで楕円形あるいは類円形で組織球様の細胞であり、核は
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6～8μで微細なクロマチン穎粒と1～2個の明瞭な核小体が見ら

れる。　翫ight　gie皿sa染色　×400．

写真24

　イヌNo．6移植例で接種後約1ケ月して接種部の腫瘍結節をバイオ．

プシーしたもの、核は大きく、1～2個の明瞭な核小体を認める。

H・E染色　×100．

写真25

　AはイヌNo．1、　Bは継代数3代目ヌードラットNo．31に移植した

CTVT細胞像で、どちらも同様に楕円形の組織球様の細胞が認め

られる。　H・E染色　×40．

写真26

継代数4代目ヌードラットNo・38 HCTVT細胞で・大小不同の

組織球様の細胞が認められ、細胞間に線維成分が増加して、基質が

明瞭となる。　　　H・E染色　×100．

写真27

　イヌNo．5に移植したCTVT細胞の電顕像で、胞体内にオルガネ

ラが散在。明瞭な核小体も認められる。　下線は4μm。

写真28

　イヌNo．6に移植したCTVT細胞の電顕像で、明瞭な核小体と細

胞の周囲には発達したマイクロビライ（矢印）が観察される。

下線は2μm。

写真29

　ヌードラットNo．38に移植したCTVT細胞の電顕像で、胞体内’

にはオルガネラが散在し、明瞭な核小体も認められる。　x20000．
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写真30

　ヌードラットNo．38に移植したCTVT細胞の電顕像で、高電子

密度の微細穎粒状物を見る。　×20000．

写真31

　ヌードラットNo．43移植CTVTで遠位にある血管では内膜、中

膜、外膜いずれも明瞭で、中膜は2～3層の平滑筋細胞で構成され

ており異常所見は認められない。　H・E染色　×200．

写真32

　写真31と同検体で腫瘍に進入する手前の腫瘍血管では、中膜を構

成する平滑筋細胞の一部に細胞形質融解を思わせる退行性変化（矢’

印）が認められる。　H・E染色　×200．

写真33

　写真31と同検体で腫瘍内部の血管は、退行変性が著しく、平滑筋

細胞の空胞化、線維化が認められ本来の血管壁構造が消失してい

る。　H・E染色　×200．

写真34，35

　ヌードラットNo．44移植CTVTのWkole旧ount標本では、腫瘍

実質中の毛細血管はきわめて細く（5．～8μ）きめの細かい網目を

形成している。　×100．

写真36

　写真34と同検体で血管新生を示す毛細血管は短い盲端あるいはス

パイク状の突起を持つ毛細血管として出現する。　×200．

写真37

　ヌードラットNo．45移植CTVTの樹脂鋳型標本では、動脈の表

面には血管の長軸に沿って微細なヒダが認められる。また、
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intra－arterial　cushionは分枝部をりング状に取り囲む圧痕とし

て観察される（矢印）。　×100．

写真38

　写真37と同検体で微細なヒタは血管が腫瘍に近づくにつれ次第に

その輪郭が不明瞭になり、またintra－arterial　cushionは腫瘍に近

くなるとともにその輪郭は不明瞭になり、腫瘍深層の動脈にはこの

構造は認められない。　×100．

写真39

　写真37と同検体で腫瘍に進入した動脈は数多くの小動脈（径40～

60μ）に分枝するが、正常な血管の様に分枝パターンには規則性は

なくランダムな分枝を繰り返し腫瘍内部を走行している。　×100．

写真40，41

　写真37と同検体で毛細血管は非常に細くその口径は2～6μであ

り、毛細血管は互いに吻合して不整多角形の網目となり密な毛細血

管網を形成している。また、盲端に終わる血管（矢印）も見られ

る。　写真40：×100．　41：x300．

写真42，43

　写真37と同検体で腫瘍の毛細血管には血管新生を示す盲端に終わ

る血管（budding　capi1－laries）が無数認められるが、このCTV

Tではそうした血管新生を思わせる毛細血管は多くは認められず、

壊死組織に接する部位では血管系は崩壊しており、表層で認められ

たような血管構築は認められない。写真42：x100．　43：×1000．

写真44

　線維肉腫移植後3日目、14日胚の鶏卵の漿尿膜に腫瘍が生着した

もの。腫瘍は毛細血管を呼び込みみずみずしく増殖している。
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写真45

　抗癌剤を投与後4日目、18日胚の鶏卵の漿尿膜上のCTVTは褐．

色をおび形状を縮小し呼び込んだ毛細血管も縮小、血管数の減少が

観察される。

写真46

　抗癌剤を投与後4日目、18日胚の漿尿膜上のイヌ扁平上皮癌はや

や黄色に変化、呼び込みの毛細血管数の減少と、漿尿膜の不透明感

が観察される。

写真47

　マウス乳腺癌移植後3日目、14日胚の鶏卵の漿尿膜に腫瘍が生着

し、他の腫瘍に比較してかなり太い毛細血管を呼び込む様子が観察

されるが、この時点では腫瘍の増殖はあまり良くない。

写真48

　抗癌剤投与後4日目、18日胚の漿尿膜上のマウス乳腺癌はやや光

沢のある白色を呈している。呼び込んだ毛細血管が後退し、かなり

縮小、血管数の減少が観察される。

写真49

　CTVTを移植した漿尿膜上の微細血管で血管系に墨汁を注入し

たもので左はコントロール、右は抗癌剤を投与したものである。抗

癌剤を投与したものでは毛細血管が、より細く観察される。×10．

写真50

　抗癌剤を投与した鶏卵の漿尿膜上のCTVTでは類円形のリンパ

球様の細胞が見られるものの、細胞質には空胞化変性がおこり、多

くの核濃縮が認められる。H・E染色　x100．
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写真51

　抗癌剤を投与した漿尿膜上のイヌ扁平上皮癌では細胞の縮小と角

化充進像、著明な癌真珠形成が認められる。H・E染色　×100．

写真52

　抗癌剤を投与した漿尿膜上のラット線維肉腫では漿尿膜が粗造と

なり、紡錘形の細胞は変性をおこし、より長形で細胞数の減少と核

濃縮が認められる。　H・E染色　×40．

写真53

　マウス乳腺癌を移植した漿尿膜上の毛細血管で左はコントロール

のもので、毛細血管は太く認められ、血管壁も正常である。右は抗

癌剤を投与したもので、血管腔の縮小が認められる。　H・E染色

×20．

写真54

　コントロールのマウス乳腺癌の漿尿膜上の移植腫瘍に新生毛細血

管が呼び込まれ、木の芽状（budding）（矢印）が多数認められる。

H・E染色　XlO．

写真55

　抗癌剤を投与した漿尿膜上のマウス乳腺癌では腫瘍に呼び込まれ

る新生毛細血管は少なく、空胞変性した漿尿膜と変性壊死した腫瘍

細胞および覇真珠（矢印）が認められる。H・E染色　×100．

写真56

　継代数4代目ヌードラットNo．38のCTVT細胞で細胞質が陽性

を呈している。　オイルレッド0染色　×400．

写真57

　DはイヌNo．5移植CTVT細胞、　RはヌードラットNo．38移植C
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TVT細胞の所見で、上皮細胞のケラチン中間フィラメントが、い

ずれも陰性を示している。　　　　ケラチン染色　x200．（以下、

写真61まではイヌ、ヌードラット共に同一の検体を用いた）

写真58

　有核細胞のすべてに偏在し、筋肉細胞において筋収縮運動の本体

を担うアクチンが、イヌ、ヌードラットのいずれも細胞質内に陽性

像を認める。　　　　　　　　　　　　　　アクチン染色　×200．

写真59

　筋肉細胞、非筋細胞の特有な多種多様のミオシンが、イヌ、ヌー

ドラットのいずれも細胞質内に陽性像を認める。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ミオシン染色　×200．

写真60

　種々の間葉系細胞に含まれているビメンチンが、イヌ、ヌードラ

ットのどちらも細胞質に陽性像、特に核周囲に陽性像を認める。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ビメンチン染色　×200．

写真61

　筋原性腫瘍あるいは平滑筋腫瘍、横紋筋肉腫等の腫瘍マーカーの

デスミンが、イヌ、ヌードラット共、いずれも細胞質内に陽性像を

認める。　　　　　　　　　　　　　　　デスミン染色　×200．
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     Canine Transmissible Venereal Tunour (hereafter

abbreviated as CTVT) is a tumor which deveiops on the outer

reproductive organs of both maies and femaies. rt is spread

during sexual contact among receptive animals. Much has been

learned about this disease since the first successfui

experimental transmission. At present, however, many details

remain unclear. For exarnple. there are' a variety of theories

about derivat±ve cells. Iymph nodes, histocytes, reticular

ceils and so forth. There is aiso no fixed opinion on the

gtode of transmission, there being cell movernent and virai

theories. Reportsto this pointhave beenbased onlyon

sirnple transmission experiments, and observations through

optical and perneating electron microscopes. In recent years.

however. dvelopments in the technology of transmission have

been made. and throgh the use of nice and hairiess rates. and

through modern cell culture technoiogy and cell engineering

research, saore advanced research methods are now available.

This author has used these new research r"ethods to undeTtake a

complete experimental reevaluation of the unclear aspets of

CTVT. Thematn objectsofthisresearch are: 1. Verify

research materials and clarify results through experiments on

transmission; 2. Test the development of CTVT cell stocks. 3.

fix Karyo types frorn tissue cultures;4. Develop CTVT

monocurounaruantibodies;5. Explainthedetaiisofblood

vessel structures in CTVT tumors; 6. Test possible application

of anti-cancer drug sensitivity tests and transmission tests

through the transfer of CM to the eiltbryonic membranes of chic

keneggs. 7.Clarifyderivativecellsthroughchemical

exantination of immune structures and morphological studies;
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(Materials and Methods)

     1. CTVrrransmission: Naturallydeveloped CTVT were

extracted fron the vaginal mucous sDegsbranes of lab animais.

These CTVT samples (Hokudai Strain) were obtained from the

domestic animai laboratory of The University of Hokkaido

Department of Veterinary Science. From 3 x 10[6] to 5 x 10[6]

living celZs were prepared using a single cell suspension.

These were then injected subcutaneously into the various parts

of the abdominal cavities ef nine three month old dogs and 96

five to six week old hairless rats. After about three or four

months. the sueceeding generation was again transfititted to

dogg and hairXess rats.

     2. CTVT cell culture: Portions of tumrs were extracted

in a sterile environment. These were then rinsed three times

in PBS with kanamycin added. The tunor cells were then re-

suspended in a growth mediun. The conditions of the culture

were: 1x 10(6)lml living cells controlled at 37 C with 5"

C02.

     3. CTVT cell Karyo types: Asingle cell suspension was

formed of extracted turnors. and the growth mediun was

supplemented in the usual fashion to produce a final

korusenido density of O.2uglml. This was dyed with giemsa and

observed under an optical microscope.

     4. Production of monocurounaru antibodSes: Portions of

tunK)rs were extracted using sterile methods. A mixture of 1.5

x 10(7) cells was prepared. and introduced through inoculat±on

into the stomach cavities of eight week old balblc mice.

Immunization was conducted five tirnes. After the final



tmmunization. and following standard procedures. HAT selection

tuethod, EUSA method and (indirect) enzyme antibody methods

were carred out.

     5. 0bservation of tumors by optical microscope:

Eta;traeted tumors were treatedin the usual manner.and

seetions were dyed with H.E dye. Watanabe silver dye.

Azanmarorie dye, etc., and exarnined through an optical

microscope.

     6. 0bservation of tumors by electron microscope:

Ehrtracted tumors were treated in the usual manner. ultra-thin

sections were produced. and eiectron microscope examinations

undertaken.

     7. CTVT blood vessel structures: After transntssion to

hairZess rats, the tumors were allowed to develop for from

four to five months. Rats with tumors the size of a hen's egg

were then used. Blood was released from the right ventricle.

and the entire body was irrigated with Ringer's solution with

hepartn added. they were then injected with ttberucokkus resin.

The rats were liquified in a solution of 20g caustic soda, and

the specimens were exarnined by mLcroscope. A scanning

electron microscope was used.

     8. Testing of anti--cancer drug sensitivity through

introduction into hen's eggs: Extracted CTVT and other tumors

were transpianted into the embryonic membranes of hen's eggs

which had been in the embryo stage for eleven days. Turnors

developed after three days. The newly emerged blood vesseXs

were examined. and then anti-cancer drugs were introduced into

theyoik of the egg. Four dayslater the growths were

dissected and blood vessels counted. with particular attention
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being paid to tumors.

     9. Chemical exandnation of the irnmunestructures of

transnttted tumors: Extracted tumorswere treated inthe

usual manner, and the cell protein components of the inner

cells were examined. Optical microscopicobservations of

methyi green dyed nuclei were made. For paraffin sections.

keratin. desumin, bimenchin and mioshin were used, and for

forzen sections. actin chuburin.

Results

     1. Results of CTVT transntssion: There is to this point

in transmission to dogs through subcu'taneous introduction

of the turnors. This has extended through three generations.

For hairless rats. thesubcutaneoustransmissionsuccess

rate is 100g, extending over tweive generations.

     2. 0bservationoE CTVTcell cultur: Asthe culture

developed. suspended cells formed clusters with sprout like

strands of cells, maintaining the condition of attached

circles of cells. As the circles of ceils diminished. so the

cultures died off about thirty days after having been started.

However it was possible to continue suspended ceil cultures

through eight generations.

     3. CTVT cell karyo types: CTVT cell chromosomes

transplanted into dogs were examined for karyo types. the

result being the observation of seventeen Biarm chromosomes

and forty two Acrosentric chromosoves from a total nuraber of

fifty nine chrontosomes examined for karyo types. Fifty cells

were examined frorn hairless rats, and the presence of 56-61
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chromosomes was confirrned. The peak was confirmed as fifty

mne.

     4. Results of the production of monoclonal antibodies:

 Colonies within wells were confirmed, and from two to three

 weeks later fused cells were seen to propagate in 114 wells

 out of 348. Screening was aceoplished for almost 30g of the
            '
 wells. The cultures were checked for purity following

 accepted rnethods. Sixty wells which were confirmed to be

 producing antibodies were eloned twice. and the final result

 was to obtain one clone. Though it was very feeble. it was

 positively confirmed through electron microscope exarnination

 to have celi rnembranes.

     5. Findings of opticsl microscopic examination of tunors:

Naturally developed and artificially transmitted tumors showed

aimost identical formation in terms of tumor cell size (10-

12um), and circular or elliptical shape. The tunor cells

resembled large lymph nodes. Bloodletting and the development

of granulation structures in ulcerated sections were

confirmed.

     6. Findings of electron microscopic examination of

tumors: Tumor cells were seen to be many cornered rather than

truly elliptical, and it was very difficult to find

distinctions between naturally developed and transpianted

tuinors. Also, microfilarnents were distributed uniformly

throughout the ceil body, and it was determined that rnid-

diafneter filarnents traveled throughout the cell. Virus

corpuscles were not seen.

     7. CTVT biood vessel structures: rn normal arteries,

branching in the intra-arterial cushion can be confirmed. As
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a tumor is approached, the contours of the intra-arterial

cushion become less clear, and they do not exist in the

arteries inside thetumors. Also. in termsof histology.

artery walls within the tumors show changes. and the presence

of fibers cari be verified.

     8. Testing of anYi-cancer drug sensitivity through

introduction into hen's eggs: The rate of transplantation of

C[VVT and other tumors to the embryonic mernbranes of hen's eggs

was approximately 85･g. The average rate of effectiveness of

anti-cancer drugs on tumors produced on ermbryonic rnembranes

a rate ofdecrease ofproduction of newbXood vesselswas

determined as an effect.

     9. Chemical examination of immune structures of

transplanted cells: Kerachin dye reacted negatively. desumin

dye had a very strong positive reaction throughout the inside

of the cell. bimenchin dye; low to moderate positive reaction.

akuchin dye; positive reaction with mid-level permeation.

mioshin dye; uniform positive reaction of low to mid levels.

Summary
                                             .

     There is a high rate of success in experimental transfer

of CM to dogs and hairless rats. This suggests that CrvT

hasause asa research material for studies oftumors in

general.

     Observationof C[DVTcell culture: As the culture

 developed. suspended cells formed clusters with sprout like

 strands of cells. maintaining the condition of attached

 circles of cells. As the circles of cells diminished, so the
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cultures died off about thirty days after having been started.

However it was possible to continue suspended cell cultures

through eight generations.

     As concerns CTVT cell karyo types. this study confirms

 previous reports that chromosomes number 59 in dogs. Hairless

 rats show 56-61. with a peak visible at 59.

     Manufactured CTVT monokurounaru antibodies were used. and

positive reactions were seen when both the current tumor cells

and Hokudai strainswere dyed. This indicatesthat the
             '
present monokurpunaru antibodies can be an effective marker

for these tumor cells.

     The modulation of blood flow which is normally observable

in the intra-arterial cushions is not confirrned in the blood

vessel systerns of CTVT. Artery walls show changes. and the

structure can be thought to be missing the ability of

automatic contraction. It may alsobe thought that the

special characteristics of this type of blood vessel

construction are Telated closely to the peculiar blood flow

patterns inside turnors.

     With respect to the transplantation of tumors to the
                                               .
embryonic rnernbranes of eggs. the focus is on the development

oE new blood vessels. Doses of anti-cancer drugs inhibit this

blood vessel development. and the total number of blood

vessels is reduced.

     Observations of CTVT turnor cells by optical and eiectron

microscope reveals thatalmost all cells havea roundish

shape. and this conforrns to previous research reports.

     To seek the origins of CM cells in immune histochemical

observation, we can note that they are Kerachin negative and
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desumin andbimenchin positive. This points to thenon-

epidermal eell character, and in particular suggests that the

origins are in irnrnature muscle cells. The previous 1ynph node

explanations, histological explanations, reticuiar cell

explanations. nerve ceil explanations. and epiderrual cell

explanations are not supported by thts examination. It would

appear that a new exarnination of this problern is in order.

     Looking at the evidence from CTVT cell cultures. we see

that although cultures die off after about thirty days. the

continuation of eight generations is possible through cell

suspension.


