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イヌの可移植性性器腫瘍の生物学的研究

新．妻，勲　：夫



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

T岨our、以下CTVTと省略する）は雌雄の外部性殖器に発生する

腫瘍で、感受性のあるイヌが交尾することによって、伝染する腫癌

である。また、実験的に移植が成功した最初の腫瘍といわれ．多数

の業績が報告されている．しかし、詳細については不明の点の多い

のが現状である・例えば・由来紹胞につ．いてもリンパ球・組織球・

細網細胞等と諸説があり、伝染様式についても、細胞移植説やウイ

ルス同等があり一定していない．これまでの報告は単縫な移植実験

や光学顕微鏡、電子顕徴鏡的観察によるものであった．近年、移植

技術の向上、ヌードマウス・ラットの使用、霜胞培養技術の進展お

よび細胞工学的な研究手段も普及してきている。そこで、著者はこ

うした最新の研究手段を用いド不明の点の多いCTVTについて改

めて隷合的に検索することにした．研究の主体は、①移植実験によ

り研究材料の確保と移植成績を明らかにし、②CTVT細・胞の西旭

培養を試み．③移植CTVTの染色体、核型｛Karyotypeslの同一性

を諸語し、④CT・VT細胞のモノクローナル抗体を作成、⑤CTV

Tの血管の特徴を明かにし、⑥CTVTを鶏胚の漿尿膜に移植、移

植成績と抗血剤投与による影響について観察し．⑦CTVT紹胞の

起源を明かにするために免疫組織化学的および超徴形態学的に検索

し、由来細胞について検討することである。　　　　　　・

　（材料と方法）

　1．CTVTの移植：膣に発生したCTVT（野外例）、北海道
大学獣医学部、家畜外科学教室から分与されたCTVT（北大株）

を摘出、　Single　cell　suspensionとし、生細面数3xlO6～5x

106／匹に調整、イヌ9匹、3ケ月齢。ヌードラットは無胸腺のもの

96匹、生後5～6週齢の皮下または腹腔内に接種した。約3～4ケ

月後、イヌおよびヌードラットに繕代移植した。さらにヌードラッ

ト移植CTVTを1皿国3角に細切後、11日鶏胚の漿尿膜に移植した。

　2．CTVT細胞の培養＝腫蕩の一部を無菌的に摘出、カナマイ

シン加PBSで3回洗浄後、腫瘍細胞をGro耽h皿ediu壇　に再浮遊さ

せ、生頭胞数1×106／層1に調整し37。C，秘CO2下にて静置培養を行

った。

　3．CTVT細胞の核型（Karyotypes｝；摘出した腫瘍をSingle
cell　suspensionとしコルセミドの最終濃度が0．2μgん1となるよ
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うに Gro曹白 mediulI内に添加し常法により Gie国sa染色を施し光顕

観察した.

4 .モノクローナル抗体の作製:腫痕の一部を無菌的に擁出、担

躍をl.Sx10"/2!:に讃整、生後 8 適齢の BALB/Cマウスの腹腔内に接

種 し た .免疫は 5 回 行 い 、 最 終免疫終了後、常法に従って処理し、

HAT選択法、 ELISA法、酵素抗体法{間接法)を施した.

5. CTVTの先頭部観察=揺出した麗搭は常法に従い処理し、

切片の染 色には日・玄染色、ラ イト・ギムザ染色、ベルオキシグー

ゼ染色‘ アルカリホスファターゼ 染 色 ‘ 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 染 色 、

ズ ダン 黒 B染色、 P A S染色等を行い光顕観察した.

6. CTVTの電顕的観察=構出した題揚を常法に従い経理し、

通常観察には 2.5%グルタールアルデヒドを、細胞骨格の観察には細

胞骨格を見ょくするために nタンニン酸加 2.5'1グルタールアルデヒ

ドを用いて固定し、超薄切片を作製して篭顕観察した.

7 .己 TVTの血管系:ヌードラットに移植して、移植後 4- 5 

7 Flで題蕩が鵠卵大のものを便用した.右心室より政血し左心室よ

りヘパリン加リングル液で全身を潅涜後、メルコックス樹脂を注入

し た. ヌードラットを 20忽苛性ソーダで溶解し標本を実体顕微鏡お

よび走査型電子顕徴鑓で観察した.

8 .掲匹移植 CTVTお よび対照腫虜の抗癌剤投与による観察:

腫怨移撞詮 3 8!3.鶏毘の疑尿震に題壌が生着したものの卵黄葉に

銃密 ~J (注軒用ピンクリスチンおよ U注射用アスパラギナーゼ}を

注入し、 4 日後に剖検して属蕩の変性および血管の変化を肉眼的お

よび光顕的に観察した.

9 .移撞 C TV T組 抱 の 免 疫組議化学的観察:摺出した腫嬉を常

法に従い処理し、細胞骨格の細胞内分布の検索にパラフィン切片で

は ケ ラチン.デスミン.ピメンチン、ミオシン、諌詰切片ではアク

チン、チュプリンを用い、メチ ルグリーン按染色を行い光顕観察し

た.

(結果)

1. CTVTの移接成接:イヌ 鮭 代 移 植 に お い て は 実 験 材 科 と し

てのイヌの確保:が難しく‘充分な偶数の実験が行えず継代 3 代筒、

無胸腺ヌードラット皮下移植では移植率約 100'1で譜代 12代目で実験

を打ち切った.憩距の紫尿膜への移植は CTVTお よ び 対 照 の 腫 渇

2 



‘ 

を含めて約 8S~ の移植率であったが、腫蕩が継代に適する大きさに

増殖しなかった.

2. CTVT細胞の培養所見:培養を継続すると、浮遊細胞は集

境奇形成し線維芽細胞様の縮胞の上に、類向形細躍が付着状態で誰

持、類円形細胞は減少し、培養開蛤約 30日 頃 に は 死 滅 し た が 、 浮 遊

細胞の 継 代 培 養 は ほ ぼ 8代 目まで可能であった.

3. CTVT紹控む核聖(Karyotypes) イヌおよびヌードラッ

ト移植 CTVT細胞の染色体について分析した結果、 17本の Bial"lI

chrollosOlles と、 42本の Acrosentric chrOIlOSOllesが践察された.

また、 染色体数の検索では双方とも日本であった.

4 .モノクローナル抗体の 作 製 : 常 法 に よ り 培 養 上 清 の チ ェ ッ ク

を 行 い、抗体産生の謹認がされ、作裂したモノクローナル読体の培

養上講を一次試体として、イヌのリンパ球、~ードラット移撞 CT

VT細 胞、北大株 CTVT細 胞を染色したところ、イヌのリンパ球

は陰性、ヌードラット移撞 CTVT謡程および北大検 CTVT結躍

は陽性であ った .ま た、 免疫電顕で、抗 CTVTモノクローナル抗

体 で 認識される部位が細胞膜および租面小胞体であることが確認出

来た.

5. CTVTの 光 顕 的 所 見:野外例 CTVT、イヌ移植 CTV

T 、ヌ…ドラット移植 CTVTおよび鶏匪移植 CTVT共に、ほほ

同様な1f~態を示し、腫痕紹胞は 10μ 内外、接は 6 -8μ で多角形ま

たは楕円型で密集していた.

6. CTVT  の電顕的所見:野外倒、移植倒共に、按の中央部に

明瞭な按小体が l 個存在し、組殿内小器官の発達は中等度で、ミト

コンドリア、リボゾーム、組面小胞体などが胞体内全体に均一に認

め ら れた.また、組担質内には東扶の中間系フィラメントが、細胞

小器官 の 聞 に 多 数 錯 定 し て 認められ、それらの聞に徴小管が認めら

れた.

7. CTVTの 血 管 系 :正常の動訴では車涜謂箆揖能である

(intra-arterial cushion) が分岐部に認められた.腫誠に近くな

るとともに intra-arterial cushionの輪郭は不明瞭になり、腫復内

部の重告訴では存在しなかった.さらに、経鞍学的には謹湯の動車皇室

に変性 や綿織が認められた.

8 .語症移植 CTVT および対照麗窺の抗意 ~1 投与による所晃=

麗擦は褐色あるいは黄色に変立し、形状は縮小し、葉原頚は不透明
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と な り、呼び込んだ毛細血管も縮小し、投与前に比較して毛細血管

の数も減 少 し た .

9 . 移植 CTVT細胞の免疫組織化学的所見:細胞骨格成分の中

間系フィラメントの検索では、上皮細胞および中皮縮抱とその撞議

等にあるケラチンは陰性の所見で.間葉系組砲とその謹蕩等にある

ピメンチンが CTVT細胞の按周囲に、筋肉細胞とその腫蕩等にあ

るデス ミンが紹抱質内全体に 見 い だ さ れ 、 碍 住 所 見 で あ っ た . * 
た 、 教小菅のチュプリンは箱路費全体に、アクチンフィラメントの

ア ク チンは腫嵩細胞の境界部に、ミオシンは細胞質全体に陽性像が

認められた.

{結論)

1. CTVT は無胸腺ヌードラットで約 lOO~の移植率であり、こ

れを鍵代することで実験材料としての CTVTの効果的な保存方法

を 確 立出来た.

2. CTVT細胞の培養は、 浮 珪 細 胞 に よ る 縫 代 が 可 能 で ‘ 実 験

材料としての CTVT細胞の保存が出来た.

3. CTVT の染色体は、イ~およびヌードラットに移揮されて

も染色体数は 59本で、向じ Karyotypesで あ る こ と が 確 認 出 来 た .

4. 作製した CTVTのモノクローナル抗体を悶いて、ヌードラ

ット CTVTおよび北大捺の染色では属性像であったことから、本

モノクローナル抗体は CTVT錨胞に有効なマーカーと或り得-た.

5. CTVT内部の動脈の血管分岐部には、 intra-arterial

cushionが存在せず、正常血管に比較して血涜調節に欠陥のあるこ

とを確認した.

6 .鵠 IHSの緊尿践には CTVT也、対照とした躍療の移植が可能

であることが確認出来たことと、抗窓剤投与によって新生毛詔血管

の縮小、 i商失が腫療の種語、抗苦手:~J の種類によって異なることが判

明した.

1. CTVT細胞の起源の追求では、光頭的には縮施賞ぬ変形し

て い るものが多く、組織球様の腫怨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.電顕的には組織球接または未分化な短

縮箱抱様の形態として観察された.また、ウイルス控子は認められ

なかった. C T V Tの細胞骨格 彊 自 成 分 の 中 間 系 フ ィ ラ メ ン ト の ケ

ラチンは染色されず、ピメンチンおよびデスミンが染色されること
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が催認出来た:今回の検索データのみでは CTVTの 起 痕 に つ い て

挺窮するまでには至らなかった.
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