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ヌ
ー ド マ ウ ス を用 い た 胃壁内腫瘍細片注入法 に よ る

胃癌肝転移 モ デ ル の 作成

一 特異的 D N A 増幅反応を用 い た肝微小転移巣 の 検出 -

金沢大学 が ん研究所外科 部 ( 主任 : 磨伊正義教授)

渡 辺 美 智 夫
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痛 の 転移戟構に 関す る研究 が盛ん に 行わ れ て い るが , 転移モ デ ル を用 い た 研究ほ
, 転移 と い う現象を経時的に と ら え る

と い う意味で そ の 確立 は非常 に 重要 な こ と で ある . 中で も ヌ
ー ド マ ウ ス 移植転移 モ デ ル ほ

. 移植腫瘍細胞 の 生物学的性 質を保

持する と い う ヌ
ー ドマ ウ ス の 特性 に よ り

,
極め て 優れ た 実験系 と い え る . しか し

,
ヌ

ー

ドマ ウ ス は造腫瘍性 に 優れ るが , 転移

は 稀 で ある た め
, 確立 が 困難で あ っ た が , 最近同所移植 ( o r th o t o pi c tr a n s pl a n t a ti o n) に よ り高転移 モ デ ル が報告 され る よう に

な っ て きた . 本研究は ,
こ の 1 つ で ある腫瘍細胞の 胃 へ の 移植に よ り肝転移 を形成する と い う, 胃癌 の 自然肝転移 モ デ ル の 作

成を 試み た もの で ある . ま た こ の モ デ ル を使用 し
,

マ ウ ス の 覿織か ら ヒ ト腫瘍細胞を 特異的に 検出す るた め に
,

ヒ ト に 特異的

な D N A 領域 で ある β- グ ロ ビ ン 遺伝子配 列を ポ リ メ ラ
ー ゼ 連鎖反応( p ol ym e r a S e C h ai n r e a c ti o n

,
P C R) 法を 剛 ､ D N A を増幅

し
,

サ ザ ン プ ロ
ッ ト法 に て 検出 ･ 解析 し

,
移植後早期に おけ る肝微小転移巣の 検出を 試み た ･ 本研究 に 用 い た 移植腫 瘍細胞

は
,
教室で 胃癌症例か ら樹立 した K K L S お よ び 関 口 が樹立 した K A T O,Ⅲ を使用 した ■

これ を ヌ
ー

ド マ ウ ス の 皮下 に 移植 し
･

固形腰瘍を作 成 した後 こ れを 細切 し
, 細胞数 に して 5 ×1 0

6

個に 相当する 腫瘍細片を ヌ
ー

ド マ ウ ス の 胃壁内に
,
1 8 G 注射針に て

注 入 した . 移植後1 週毎 に 胃 と肝を 摘出 し
, 病理 覿織学的検 討をす る とと もに

, それ ぞれ か ら D N A を 抽出 し
,

ヒ ト に 特異的

な ヒ ト β- グ ロ ビ ン 遺伝子に 対 す る P C R 法 に よ る増幅反応を 行い
,

サ ザ ン プ ロ
ッ ト法 に よ る検出解析を 行 っ た ･ な お , 使用 し

た マ ウ ス ほ 各週 4 匹で
, 移植後 4 週 目 まで検 討 した . こ の 結 果, 全経過 に わ た りすべ て の ヌ ー ド マ ウ ス の 胃 に 肉眼的な 腫瘍形

成が認 め られ . 胃 に 移植 した 腫瘍の 生者 が確認 され た . また
,

こ れ を 病理覿織学的に も確認 した ･ 肉眼的な肝 転移ほ K K L S で

は
, 移植後 2 週目 以降に

,
K A T O-Ⅲ でほ 移植後3 週 目以降に 出現 し

, 最終 的な転移率は それ ぞれ 60 % お よび 10 0 % と高率で

あ っ た . 病理 敵織学的に は膨張性 の 発育を 示 す肝 転移巣 で あ っ た .

一 方肝 に お ける 転移腫瘍細胞 の 存在を 示唆す る P C R 産 物

ほ
,

両腫瘍 とも移植後1 週 日 よ りす で に 検出 され ∴週を 追う ごと に 増加 して お り , 肝 転移の 増殖過程に
一

致 してい た ･ こ の 移

植方法は , 同所移植 で ある と と もに
, 腫瘍細片 つ ま り腫瘍塊を 移植 して お り ,

こ れ が 高い 肝転移 率 を 示 した も の と 考 え られ

た . また ,
P C R 法を 用い た腫 瘍細胞 の 検出法は

, 従来 に な い 特異性か つ 定量性 に 優れ る方法で あり
, 肉眼的に 出現する 以前 の

微小肝 転移巣 の 検出が 可 能と 考え られ た . 従 っ て , 本モ デ ル は
, 癌化学療法 の 基礎実験や 肝転移 の 予測 な ど へ の 応用が期待 さ

れ る .

K e y w o r d s n u d e m ic e
,
1i v e r m et a st a si s f r o m g a st ric c a r cin o m a

, P Oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n
,

h u m a n β
-

gl o bi n g e n e s e q u e n c e
,

O rt h o t o pi c t r a n s pl a n t a ti o n

転移 は
, 癌の 悪性度を規定す る重要な 因子 の 1 つ で ある . そ

れ 故に
, 臨床家 に と っ て

, 転移を 早期に しか も適確 に 診断 し
,

治療する こ とは
ユ 非常に 重要 な こ と で ある . 近年,

こ の 解明に

向け て 様 々 な研究が 行わ れ て い る .
カ ド ヘ リ ン な どの 接着因子

や 細胞外 マ ト リ ッ ク ス 分解酵素 な ど転移 に 関わ る化学物質や ,

p5 3 や N m 2 3 遺伝子を は じめ とす る遺伝子 異常の 解析 は
, 特に

注 目を 浴び て い る研究 で ある . しか し
,

これ らの 解析を行 っ て

も , そ れ は 転移 と い う経時的な過程 の 一 部分 を と らえ て い るに

過 ぎない . さ ら に
,

こ れ ら の 転移 に 関わ る 化学物 質や 遺伝 子

が
, 実際 , 転移 の 促進な い し抑制 に 働い て い るか を 実証す る必

要性が ある .
こ の た め に

,
適当な 転移 モ デ ル の 開発が 要求 され

てきた . 本研究で 用い た ヌ
ー ド マ ウ ス ほ こ の 意味 で 移植 され た

癌細胞の 形態ば か りで な く ▲ 生物学的性状もよく維持 され て い

る こ と か ら , 転 移 モ デ ル を 作成 す る に ほ 格 好 の 動 物 と い え

る
1)2)

,
こ れ ま でに ヌ

ー ド マ ウ ス を 用 い た 転移モ デ ル が い く つ か

報告 され て きた が
, 掛 こ肝転移を 目 的と した モ デ ル ほ確立 が 困

難で
, 脾臓に 癌細胞を 注入 して 肝転移を起 こ す実験 的肝転移 モ

デ ル が中心 で あ っ た . こ れ は
, 転移の 最初 の 過程で ある原発巣

か らの 癌細胞の 遊離 とい う段 階が 省か れ て お り ,
い わゆ る同所

移植 に よ る自然肝転移モ デ ル こ そ よ り実際的 な転移モ デ ル と い

え る
3卜 S)

. 最近 掛 こ
, 肝転移 モ デ ル だ 捌 こ限らず ,

こ の 同所移植

に よる自然転移モ デ ル の 重要 性が 強 調 さ れ る よ う に な っ て き

た . そ こ で 今回 , 胃癌の 肝転移 モ デ ル を 作成する 目的で
,

ヒ ト

胃癌細胞か ら作成 した 腫瘍細片 を ヌ ー

ド マ ウ ス の 胃壁 内に 注 入

平成 5 年1 2 月1 6 日受付, 平成 6 年2 月 1 日 受理

A b b r e via ti o n s : E D T A
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,
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す ると い う 移植方法 を考案 し , 高率に 肝転移を 起 こ さ せ る こ と

に 成功 した . さ ら に
, 従来肝転移巣の 検索 ほ

, 肉眼的 な転移結

節数や病理 組織学的検索 に 限 ら れ て い た が
, 最 も重 要 な こ と

ほ
, 微小転移 を検 出す る転移 の 早期診断法 の 開発 で ある . 臨床

的に も,
これ は大変重要 な意味を 持 つ の ほ言 う まで も な い

.
こ

れ に 加え , 転移巣 を経時的に 追跡する 際に
, 定量的な 検出 ･ 解

析が 可能 で あれ ば , 発育速度の 算出や 治療効果 の 判定 ひ い て は

予後の 予測 に 大変有用 で ある . そ こ で
,

こ の モ デ ル を 応用 し
,

癌の 早期診 断お よ び転移巣の 定量化を 目指 し
,

ヒ ト に 特異的と

され る β一グ ロ ビ ン 遺伝子に 着目 し
,

こ れ を 鋳型 と し
,

ポ リ メ

ラ ー ゼ 連鎖反応( p o ly m e T a S e C h ai n r e a c ti o n
,
P C R) 法を 用 い て 特

異的に D N A を 増幅 し
, 胃腫瘍移植 ヌ ー ド マ ウ ス の 肝組織内か

ら ヒ ト癌細胞 の 検出 , す なわ ち肝微小転移巣の 検出を 試み た の

で 報告す る .

対象お よ び方 法

Ⅰ . 実験 に使用 した動物

ヌ
ー ド マ ウ ス ほ

,
5 週 齢 , 雌 の B A L B/ C ( n u/ n u) ( 日 本

チ ャ
ー

ル ズ リ バ ー

, 厚木) を 使用 した .
マ ウ ス ほ無 病原 体飼 育

条件下 (s p e cific p a th o g e n-f r e e
,
S P F ) で 飼育 し実験 に 使用 し

た
6)

.

Ⅱ . 移植腫瘍細胞

使用 した 腫瘍細胞ほ
ょ

い ずれも ヒ ト胃癌細胞 で ある . 金沢大

学が ん研究所外科学教室で 胃癌 (組織型は 未分化 型腺 癌) の 症

例 か ら樹立 した K K L S
7)

と
, 関 口 が 胃癌患者の 胸水 か ら樹立 し

Fi g ･Ll ･ T h e p r o c e d u r e of t u m o r tr a n s pl a n t a ti o n . S m a u

Cl u st e r s of th e t u m o r w e r e i nj e c t e d i n t o g a s tri c w all o f

n u d e m o u s e wi th a 1 8 g a u g e n e e dl e .

た K A T O- Ⅲ
郎

を使用 した t 細胞ほ
,

10 % 非働化ウ シ 胎児血 清

( GI B C O
･ G l a n d I sl a n d

,
U S A ) ダル ク ミ ン を 含ん だ R P M I 培地

( ニ プ ロ
, 大阪) を 培 養 液 と し

, 炭 酸 ガ ス 培 養器 で
,

3 7 ℃ ,

5 % C O 2 存在下 に お い て 培養 した . こ れ らの 細胞 ほ , ト リ バ ン プ

ル ー 色素排除法 に よ り ,
9 0 % 以上 の 生細胞 が ある こ と を確認 し

て か ら
, 実験 に 使用 した

.

Ⅲ . 移植腫瘍切片の 作成

腫瘍細胞ほ グ ル タ ミ ン 加 R P M I 培地 で 細胸浮遊液 を作製 し,

2 7 G 注射針を 用 い て 5 ×1 0
8

個(0 .5 m l) を マ ウ ス の 背部 に 移植 し

た ･ 移植後 2 ～ 3 週 で
, 移植 皮下腫瘍の 大き さ が

, 最大径 で 約

I c m に な っ た と こ ろ で
,
腫瘍を摘 出 した . 摘 出 した 腫瘍を

, 滅

菌 した ほ さみ を 用 い て 細切 し
,
1 8 G 注射針 を通過 で き る大きさ

の 細片を 作成 した .

Ⅳ . 移植方法 ( 図1
,

2 )

エ ー テ ル 麻酔下 で 上 腹部正 中に 約 1 c m の 皮切 をく わ え
, 開

腹 した ･ 開腹後 , 胃を 腹腔 外 へ 露 出 し
, 大 攣 の ほ ぼ 中央部 に

5-0 吸 収糸 ( オ ペ ポ リ ッ ク ス
,

日本 商事) で 1 針 支持 糸を か け

た ･ 支持糸の 近 傍か ら,
1 8 G 注射針を 用 い て

, 先に 作成 して お

い た 腫瘍細片を 胃壁 内 ( 固 有筋層 ～ 奨膜下 層 に か けて) に 注入

した .

マ ウ ス 1 匹 当た り 1 00 m g の 腫瘍細片を移植 した . こ れ

ほ
, 細胞を 単離 した状 態に する と 5 × 1 0

6

個 に 相当す る量で あ っ

た ･ 腫瘍細片注入後 , 注射針 の 刺 入部か らの 腫瘍の 漏出を防 ぐ

た め に
,

こ れ を 5-0 吸収糸で縫合 した . 胃 を腹腔 内 へ 戻 し
, 腹

壁な らび に 皮膚 を 3-0 絹糸 で 縫合 し
, 開腹 した . な お

,
マ ウ ス

の 絶飲食期間ほ
, 手術前後約 1 日 と した .

V . 肝転移巣 の検討

移植 して
,

1 週 間後 ,
2 週間後 1 3 週間後

,
4 週間後かこ マ ウ

ス を 屠殺 し, 胃な ら び に 肝を 摘 出 し
, 移植 した 腫瘍の 胃 へ の 生

者と 肉眼的な肝 転移巣 を 確認 した . 胃 お よ び肝 の 摘出 の 際に

は
, 後 に 行 う P C R 法に よ る D N A の 検出の 特異 性を保持す る

た め に
,

1 匹ず つ 摂子や ほ さみ な ど の 摘出器 具を 交換 した . 摘

出 した胃 な ら び に 肝 は
, - 8 0 ℃ で 凍結保存 した . な お

, 検討は

そ れ ぞれ の 腫瘍細胞 に つ き各期間 4 ～ 5 匹 ず つ 行 っ た . また
,

胃に 生者 した腫瘍 と肝 と の 間 に 接触が ある よ う な 例ほ , 肝 へ の

直接浸潤 の 可 能性 も疑わ れ る こ と か ら , 検討の 対象外と した .

何故な ら ば
, 胃癌 の 肝転移の 成立 が

, 経門脈性 ( 血 行性) で ある

F ig . 2 . S c h e m a of th e tr a n s p l a n t a ti o n . ( A ) I nj e c ti o n i n t o

g a s tri c w a11 ( a n t e ri o r w all) b y c o u n t e r tr a c ti o n wi th h a n d li n g

S u t u r e . (B ) I nj e c ti o n i n t o s u b m u c o s al l a y e r t o s u b s e r o s al

l a y e r of th e s t o m a c h .



胃癌肝 転移 モ デ ル と肝微小転移巣の 検出

と い う前提 の も と に
, 本 モ デ ル を作成 して い る た め で あ る ･

Ⅵ . 病理組織学的検討

D N A 抽出用 と ほ 別 の ヌ
ー

ド マ ウ ス で , 病理組織学 的検討 を

行 っ た . D N A 抽出用 と 同様 に , 移植 して
,

1 週 間後 ,
2 週 間

乱 3 週 間後 ,
4 週 間後 の 胃お よ び肝阻織 を摘出 し

,
1 0 % ホ ル

マ リ ン 液 で 浸透固定後 ,
へ マ ト キ シ リ ン ･ エ オ ジ ン ( h e m at o-

Ⅹyli n a n d e o si n e
,
H ･ E ･) 染色を 行 っ た ･ 胃で は

l
移植腫瘍 の 発

育様式, 発育形態 , 脈管侵襲 な ど の 浸潤の 程 度を検討 した ･ ま

た , 肝で は
, 転移巣 の 数

,
発育様式 , 尭育形 乱 転移部位な ど

を検討 した . な お , 検討は
, それ ぞれ の 腫瘍細胞 に つ き各期間

2 匹 ず つ 行 っ た .

Vl .
D N A の 抽出方法

摘出 した 胃 お よ び 肝 は そ れ ぞ れ 4 m l , 8 m l の 細 砕緩 衝 液

[0 .1 M 塩化ナ ト リ ウ ム
,
0 ･2 M シ ョ 糖 ,

0 ･01 M エ チ レ ン ジ ア ミ

ン 四 酢 酸 ニ ナ ト リ ウ ム ( et h yl e n e di a mi n e t e tr a a c etic a c id ,

E D T A ) ,
0 .3 M T risr H C I p H 8 .0] を 加 え

, 細砕 器 に て 細 砕 し

た . 細 砕 物 質 ほ
1

2 50 〃l の 1 0 % ドデ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム

( s o di u m d o d e c yl s ulf a t e
,
S D S ) を 加 え

, 捜拝 し 65 ℃ の 恒温槽

で30 分間加温 した . 次に
,
6 0 恥1 の 8 M 酢酸ナ トリ ウ ム を 加え

据拝後 ,
60 分間水冷後 ,

4 ℃ ,
1 l

,
0 0 0 r p m に お い て 20 分間遠 心

し
,

氷 層 を 回収 し た .
ク ロ ロ ホ ル ム 4 m l を 加 え 撹 絆 後 ,

3 ,
0 0 0 r p m に お い て10 分間遠心 し

,
D N A を 抽出 した . 水 層を 分

注 し ,
ク ロ ロ ホ ル ム 4 m l , T ri s E D T A ( T E) 緩衝 液 (1 0 m M

T ri s- H C l p H 7 A
,
0 .1 m M E D T A p H 8 .0) 飽和 フ ェ ノ ー

ル 4 m l

を 加え撹搾後 ,
3 ,0 0 0 r p m に て1 5 分間遠 心 し

,
D N A を 抽出 し

た . さ らに
,

ク ロ ロ ホ ル ム 4 m l で 抽出 した 後, 分取 した 水層 に

8 m l の エ タ ノ ー ル を 加え ,
3

,
00 0 r p m に て1 5 分間遠心 しD N A の

沈澱物を得 た . こ の 沈澱を 5 m l の 8 0 % エ タ ノ ー

ル で 洗い
, 減

EE 乾燥さ せ た後 に
,
2 m l の T E 緩衝液 に 溶解 した . D N A 溶液

に リ ボ ヌ ク レ ア M ゼ A (S i g m a ,
S t . L o ui s

,
U S A ) 1 0 0 FL g を 加

え
,
3 7 ℃

,
3 0 分間反 応さ せ た 後一

3 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム 20 0〃l を

加え
,

T E 緩衝液飽和 フ ェ ノ ー ル ーク ロ ロ ホ ル ム (1 : 1) 2 m l に

て 1 回 (3 ,
0 0 0 r p m

, 1 5 分) ,
ク ロ ロ ホ ル ム 2 m l に て 1 回 (3 ,

0 0 0

A

a : H u β- 1 : 5
'

- A G A G C C A T C T A T T G C T T A C A - 3
'

b : H u β
-

8 : 5
'

- T A T G A C A T G A A C T T A A C C A T - 3
'

C : H u β
-

2 : 5
'

- A C A C A A C T G T G T T C A C T A G C - 3
'

B

a
∧1 G･ b

昆 占
Fig . 3 . 0 1ig o n u cl e o tid e p r l m e r S a n d p r o b e f o r p oly m e r a s e

c h ai n r e a c ti o n (P C R) a m plifi c a ti o n a n d th eir l o c a ti o n s i n

t h e h u m a n β- gl o b i n g e n e . ( A ) S e q u e n c e s of oli g o n u cl e o ti-
d e p ri m e r s a n d p r o b e u s e d i n P C R . ( a) T h e p ri m e r H uβrl

is c o m pli m e n t a r y t o t h e (
- )- S tr a n d ▲ (b) T h e p ri m e r H uβ-8

i s c o m pli m e n t a r y t o th e ( + )- Str a n d . ( c) H uβ-2 w a s u s e d

a s th e p r o b e t o d e t e c t th e a m plifi e d D N A f r a g m e n t ･ (B)

L o c a ti o n of th e olig o n u c Ie o tid e s . T h e a m plifi e d s e g m e n t

i s 5 7 6 b p w ith H u β-1 a n d H u β-8 . T h e d o w n w a r d -

P O i n ti n g

a r r o w i n d ic a t e s th e β一gl o bi n i n itia ti o n c o d o n a n d fill e d

b o x e s i n d ic a t e th e β-gl o bi n e n c o di n g r e gio n .
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rp m
,
1 0 分) 抽 出を 行 っ た . 分 取 した 水 層に 5 m l の エ タ ノ ー

ル

を 加 え ,
3

,
0 00 r p m に て1 5 分間遠心 し エ タ ノ ー

ル 沈澱を行 っ た .

D N A は
,
8 0 % エ タ ノ ー ル 2 m l で 洗浄 し

, 減圧乾燥 さ せ た後 ,

T E 緩衝 液に 溶解 した .

Ⅶ . 鋳型 D N A の調製

T E 緩衝液に 溶解 した D N A ほ ,
26 0 n m に お け る 吸光度を

定 して D N A 濃度 を求め た後(1 0 , D ,
= 5 0 p g/ m l) . 同緩衝液を 用

い て 100 p g/ m l に 調製 した . さ らに
,
1 0 0 FLg/ rn l の K K L S の 細

胞の D N A を 10 0 F
Lg/ m l の 正常 ヌ

ー

ドマ ウ ス の 肝 D N A に 希釈

し
,

K K L S 細胞 の 濃度が 10
2

, 1 0 , 1 , 1 0 ∴1 0J 2

,
1 0~ 3

FL g/ m l の 段

階希釈溶液を 調製 した .

Ⅶ . プライ マ ー

お よびプ ロ ー ブ用オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの 作成

P C R 法に よ る特異的遺伝子 配列の 増幅に 用 い る プ ラ イ マ ー

お よ び P C R 増幅β- グ ロ ビ ン 遺伝子 配列を検索 する プ ロ ー ブ と

して
,

ヒ ト β- グ ロ ビ ン 遺伝子 配列鋸
よ り H uβ-1 ～ 11 ま で の20 塩

基対か らな る11 種類の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを合成 した . こ れ ら

A K K L S D N A (ト唱)

1 瑠癒1す『爵由勺虚
5

¢
∽
コ
○

≡

5 7 6 b p

B

3

0

〔

一

U

O

(

N

≡
＼
コ

V
)

ご
二
>

こ
b

空
こ

で

遥

0 1 2 3 4 5

-

1 0 q ｡
D N A ( 耶)

F ig . 4 . P C R p r o d u c t s f r o m th e g e n o m ic D N A of K K L S

c ells , ( A ) S o u th e r n a n al y sis of P C R a m plifi c a ti o n p r o d u c ts

f r o m s e ri al dil u ti o n s of K K L S g e n o mi c D N A i n th e m o u s e

li v er D N A . T h e a m plifi e d s e g m e n t b y P C R is 5 7 6 b p ･

T h e P C R p r o d u c t s a m plifi e d w ith a p ri m e r s
,

H u β-1 a n d

H u β-8 c o uld b e d e t e c t e d a t th e c o n c e n tr a ti o n of l FLg ･

1 0一
一

p g ,
1 0- 2

p g ,
1 0-

3

p g , 1 0-
4

p g a n d l O, 5

FLg Of K K L S

D N A . B u t th e P C R p r o d u c t c o u ld n o t b e d et e c t e d a t o nly

m o u s e D N A . (B ) P lo t of th e r a di o a c ti viti e s of t h e P C R

p r o d u c ts f r o m th e dil u ti o n s of K K L S a g ? 1 n St K K L S

c o n c e n tr a ti o n . R a di o a c ti vi t y w a s d e s c rib ed i n a rb it a r y

u n its ( A U ) p e r m m
2

.
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1 1 種類の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドよ り ,
ヒ ト β- グ ロ ビ ン 遺伝子 を特

異的に 検 出す る の に 適当 な プ ラ イ マ ー ペ ア ー

を 検 索 し た と こ

ろ , 5 76 塩基対が 増幅 され る H uβ一l お よび 8 の 組 み合わ せ が
,

最も適当で ある こ とが 判明 した た め
,

こ れ を腫瘍細胞検出の た

め の プ ライ マ ー ペ ア ー と して 選択 L た ( 図3 ) . な お
,

こ れ らの

オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドほ D N A 合成 装置 P C R メ イ ト ( A p pli e d

B io s y s t e m ,
C A

,
U S A ) に よ り合成 した .

Ⅷ .
P C R 反応

調製 し た 鋳型 D N A I FL g に 対 し P C R 反応 緩衝 液 (10 m M

T ri s- H C I p H 8 .3 , 5 0 m M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム) . デ オ キ シ リ ボ ヌ ク

レ オ チ ド混 合液 [ デ オ キ シ ア デ ノ シ ソ 三 リ ン 酸 (d e o x y a d e n o si-

n e 5
'

一trip h o s p h a t e
,

d A T P ) ,
デ オ キ シ グ ア ニ ン 三 リ ン 酸

(d e o x y g u a n o si n e 5
'

- trip h o s p h at e , d G T P) .
デ オ キ シ シ チ ジ ン 三

リ ソ 酸(d e o x y c yti di n e 5
'

-trip h o s ph a t e
, d C T P ) , デ オ キ シ チ ミ ジ

ン 三 リ ソ 酸 (d･ e O X yth y m i di n e 5
'

一trip h o s p h a t e
,

d T T P ) 各

20 0 FL M ] ,
T a q D N A ポ リ メ ラ M ゼ (P e rk i n

- E l m e r C e t u s ,

N o r w alk
,
C T

,
U S A ) 2 . 5 単位 , ( + ) 鎖 およ び( - ) 鎖 プ ラ イ マ ー

各 lメJM を 加え
, 滅菌蒸留水に よ り全 量 10 恥1 に 調製 した . 加

熱に よ る反応液の 蒸発 を防 ぐた め に
,
1 0 恥l の ミ ネ ラ ル オ イ ル

(S i g m a) を 重層 した . 反応に ほ D N A T h e r m al C y cI e r (P e r k i n

E l m e r C e t u s) を使用 し
, 熱変性を 94 ℃

,
1 分間 ,

ア ニ ー リ ン グ

を 55 ℃
,

2 分間 ,
D N A の 伸長 を 7 2 ℃

,
1 分間と しこ れ を 1 サ

イ ク ル と し26 サ イ ク ル 繰 り返 した . 反応終了後. 上 層 の ミ ネ ラ

ル オイ ル を 除去 し, ク ロ ロ ホ ル ム 10 恥1 を加 え振嘉 し , 上 層 に

Fi g ･ 5 ･ M a c r o s c o pi c fi n d in g s of tr a n s pl a n t ed g a st ric t u m o r

a n d Li v e r m e t a st a si s a t th r e e w e e k s af t e r tr a n s pl a n t a ti o n

Of K K L S t u r n o r . A p oi n ti n g a r r o w i n d ic at e s m e t a s t a ti c

n o d ul e s .

増幅後 の D N A 溶液を 得た .

X . 増幅 され た D N A の 検出

増 幅後 の D N A 溶液 に 1 0 FLl の 3 M 酢 酸 ナ ト リ ウ ム (p H

5 ･2) お よ び 3 0 恥1 の エ タ ノ ー ル を 加え , 1 5 ,0 0 0 r p m に て2 0 分間

遠心 し D N A を沈澱 させ た . D N A ほ
,
8 0 % エ タ ノ ー ル 3 0 0JJl

に て 洗浄 した 後 , 減圧 乾燥 し
,

0 .0 6 % プ ロ ム フ ェ ノ
ー

ル ブ

ル
ー

,
0 ･0 6 % キ シ レ ン ア ノ ー

ル お よ び 6 .7 % グリ セ ロ ール を 含

む T E 緩衝液 恥1 に 溶解 した . 各試料は
,
0 .5 〃g/ m l ェ チ ジ ウ ム

ブ ロ マ イ ドを含 ん だ泳動緩衝液(4 m M T ris
,
2 m M 酢酸 ナ ト リ ウ

ム
,
0 ･1 m M E D T A

, p H 7 .2) を 用 い
,

走電 圧 100 V に お い て

1 ･5 % ア ガ ロ ー ス ゲル 電気泳動を 行 っ た . 泳動 後 サ ザ ン プ ロ
ッ

ト法に 準 じて 転写を 行 っ た . す なわ ち , 泳動終 了後 の ゲ ル を ア

ル カ リ変性液 (0 .5 M 水酸 化 ナ ト リ ウ ム
,
1 .5 M 塩化 ナ ト リ ウ

ム) に 浸 し30 分間室温に て ゆ っ く り と振蕩 し D N A を変性 さ せ

た後 , 中和液 (3 M 塩化 ナ ト リ ウ ム
.
0 .5 M T ris- H C l

, p H 7 ･2) に

浸 し15 分間室温に て ゆ っ く り振蕩 した . 中和操作 を 2 回線 り返

した 後 ,
D N A は ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ

ル タ
ー H yb o n d- N

( A m e r sh a m , G r e e n w h i c h , C T , U S A ) に 2 0 × S S C (3 M 塩化ナ

ト リ ウ ム
,
0 .5 M ク エ ン 酸ナ ト リ ウ ム) を用 い て 転写 した . ナ イ

ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー は10 分 間紫外線 照射 を 行 い
,

D N A

を フ
ィ

ル タ ー に 固定 した .
フ

ィ
ル タ

ー

ほ ハ イ プリ ダイ ゼ ー

シ ョ

ン 緩衝液 [6 × s t a n d a r d s ali n e cit r a t e ,
S S C (0 .9 M 塩化ナ ト リ ウ

ム
,
0 .0 9 M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム) ,

D e n h a r d t 液 (0 .1 % ポ リ ビ

ニ ー ル ピ ロ リ ドン
,
0 .1 % ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン

,
0 .1 % フ ィ

コ ー

F i g . 6 . M a c r o s c o pi c fi n d i n g s o f tr a n s pl a n t e d g a s tri c t u m o r

a n d li v e r m e t a s t a si s a t th r e e w e e k s af t e r tr a n s pl a n ti o n of

K A T O一Ⅲ t u m o r . P oi n ti n g ar r o w s i n di c a t e m et a s t atic

n o d u l e s .



胃癌肝転移モ デ ル と肝微小転移巣 の 検出

ル 40 0) ,
1 0 % 硫酸デ キ ス ト ラ ソ

,
0 ･1 % S D S お よ び 0 ･1 m g/ m l サ

ヶ精子 D N A ] 中 43 ℃ 高温水槽 に お い て 1 時間の ハ イ プリ ダイ

ゼ イ シ ョ ソ を行 っ た . P C R 増幅 β- グ ロ ビ ン 配列を 検出す る プ

ロ
_ ブと して H uβ-2 を 用い た (図 2 ) . プ ロ ー ブ D N A 1 3 p m ol

に 対 し [T
32
P ] A T P 5 0 p C i ( A m e r sh a m ) ,

ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ

ナ
p ゼ 緩衝液(50 m M T ris- H C I p H 7 ･6

,
1 0 m M 塩化 マ グネ シ ウ

ム
,
5 m M ジチ オ ト レ イ ト ー

ル
,
0 ･1 m M ス ペ ル ミ ジ ン お よ び

0 .1 m M E D T A p H 8 .0) ,
1 0 単位 T 4 キ ナ

ー ゼ (宝酒造 , 京都) お

よび 滅菌蒸留水 を 加え 全 量20 〃1 と し 37 ℃ に お い て45 分間反応

さ せ て 放射標識を 行 っ た . そ の 後 ,
0 .1 % ( v/ v)

32
P 標識 プ ロ

ー

ブ

を加 え ,
4 3 ℃ に お い て16 時間 ハ イ プ リ ダイ ゼ イ シ ョ ン を 行 っ

た .

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン させ た フ ィ ル タ
ー

は 2 ×S S C お よ

び 0 .1 % S D S を 含む 溶液中で 45 ℃
,
1 5 分間 の 洗浄を 2 回行 い

,

続い て 0 ,1 × S S C お よ び 0 ,1 % S D S を含 む溶液中で 45 ℃
,

1 分

間の 洗浄を 行 っ た . 洗浄後 Ⅹ 線 フ ィ ル ム ( K o d a k , N e w Y o rk ,

U S A ) を 用 い て 室温下1 2 ～ 1 8 時間 の 感光を 行 っ た オ
ー

ト ラ ジ オ

グ ラ フ ィ
ー で 解析を 行い

,
バ イ オ イ メ

ー

ジア ナ ラ イ ザ ー (富士

フ ィ ル ム
, 東京) に よ り放射活性を 測定 した . 臓器 あた りの 腰

瘍細胞数の 算定は
,

以 下の 如 く行 っ た . 正 常 ヌ
ー ド マ ウス の 胃

な い し肝 D N A で 段階希釈 した K K L S 細胞 の D N A を用 い て
,

各 P C R 反応 ごと に 検量線 を作成 し (図4 ) , 検量線 に 基ずい て

- l o g .｡ D N A ( p g) か ら D N A ( p g ) を求め
, 以下の 公 式 に 基づ い

B
Fig . 7 . M ic r o p h o t o g r a p h of th e st o m a c h a n d th e li v e r at

th r e e w e e k s af t e r tr a n s pl a n t a ti o n of K K L S t u m o r i n t o

n u d e mi c e . (A ) T h e tr a n s pl a n t e d t u m o r g r o w s e x p a n siv ely

a n d t u m o r c elI s i n v a d e d i n t o s u b m u c o s al l a y e r of th e n u d e

m o u s e st o m a c h . (B ) L i v e r m e t a st a ti c n o d ul e g r o w s

e x p a n si v ely wi t h c a p s ul e . [h e m a t o x yLi n e o si n e ( H . E ･) s t ai n

X 40]

361

て 算出 した .

組織 あた り の 腫瘍細胞数 = 組織 あた りの D N A 総量( 〃g) ×

組織 D N A I p g あた り の 各腫瘍の D N A 量 ( p g/J LB)

細胞 1 個あた りの D N A 量 (6 p g/ c ell)

刃 . 臓器あた りの平 均腫瘍細胞数の経時的推移の 検討

各時期に おけ る臓器 あた りの 平均腫瘍細胞数を算出 し
, 指数

関数 グ ラ フ に プ ロ
ッ ト し

, 腫瘍の 発育曲線を 作成 した . ま た
,

こ れ よ り求め られ る発育速度 を
, 腫 瘍倍加 時間と して 算出 し

た .

Ⅶ . 統計処理 法

各時期 ごと で
, それ ぞれ の マ ウ ス に お け る臓器 あた り の 腫瘍

細胞 数か ら 求め られ る 平均 土標 準偏差 [ n
= 5 ( K K L S) ,

n = 4

( K A T O- Ⅲ)] を
,

その 時期に お け る平均腫瘍細胞数と した .

成 績

Ⅰ . 移植後 の経過

K K L S
,
K A T O-Ⅲ と もに 移植 した全 例の マ ウ ス に お い て

, 胃

へ の 腫瘍の 生者が み られ , 移植成功率は 1 00 % で あ っ た . い ず

れ の 腫瘍も膨 張性 の 発育を 示 し( 図5
, 図 6) ,

い わ ゆ る粘膜 下

腫瘍様の 発育を示 して い た . 胃移植腰 掛ま
, 週を 追う ごと に 次

第 に 増大 し
, 移植後 2 ～ 3 週ま で ほ

, 凍膜面 へ の 癌露出ほ 不 明

B
Fi g . 8 . M i c r o p h o t o g r a p h of th e st o m a c h a n d th e li v e r a t

t h r e e w e e k s

.
af te r tr a n s pl a n t a ti o n of K A T O - Ⅲ t u m o r i n t o

n u d e m i c e . ( A ) T h e tr a n s pl a n t e d t u m o r g r e w e x p a n si v ely

a n d t u m o r c e11s i n v a d e d i n to s u b m u c o s al l a y e r of th e n u d e

m o u s e s t o m a c h . (B ) L i v e r m e t a s t a ti c n o d u l e g r e w

i n v a si v el y w ith o u t f o a mi n g c a p s u le . ( H ･ E ･ St ai n x 4 0)
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W e e k s af t e r t r a n s p t a n t ati o n l w e e k

S ‡o m a C 卜l

5 7 6 b p
→

渡 辺

2 w e e k s 3 w e e k s 4 w e e k s

S ig n aJ o† P C R p r o d u c t 十 + + + + + ≠ ‥ 什 + + ≠ ♯ 廿 ≠ 廿 柵 ≠ ≠ ≠ 桝

G a st r k t u m o r
､

+ + + + + + + 十 + + 廿 廿 ≠ ≠ ≠ 1檜 ≠ ≠ 紳 ql

W e e k s a f t e r t r a n s p L a n t a ti o n l w e e k 2 w e e k s 3 w e e k s 射 V e e k s

Li v e r

5 7 6 b p
→

S ig n aJ of P C R p r o d u c t + + 十 + 廿 + + 十 + + + ≠ +
･朴 + ㈱ + ㈱ + 葉!

M 8t a 3 t a -i c n o d l 由 一 - - - - - + - - - - - -

+
- ≠･ 鵬

掛
- ･ ･

沖

F i g ･ 9 ･ D e t e c ti o n of g a s tri c t u m o r a n d li v e r m e t a s t a si s f oll o wi n g t r a n s pl a n ti o n of K K L S t u m o r i n t o g a s tri c w all . L a n e s

r e p r e s e n t h u m a n β-gl o bi n g e n e s e q u e n c e (5 7 6 b p) o b t ai n e d f r o m e a c h m o u s e a n d th e s a m e l a n e i n s t o m a c h a n d li v e r d e ri v e s

f r o m th e s a m e m o u s e ･ T h e tr a n s pl a n t e d g a s tri c t u m o r h a s b e e n g r o w i n g m a c r o s c o pi c aIy a n d P C R p r o d u c t h a s b e e n als o

i n c r e a si n g w e e k b y w e e k ･ T h e li v e r m e t a st a sis w a s o b s e r v e d o u t f r o m t w o w e e k s af t e r tr a n s pI a n t ati o n ･ B u t P C R p r o d u c t s

W e r e d e t e c t e d o n e w e e k a ft e r tr a n s pl a n t a ti o n a n d h a v e b e e n i n c r e a s e d w e e k b y w e e k ･ Si g n al o王 P C R p r o d u c t : +
,

a littl e

a m o u n t ;
-

,
m O d e r at e a m o u n t ;

-

,
m a S Si v e a m m o u n t . G a s tri c t u m o r : +

,
t u m O r Si z e < 1 0 m m ;

q

, 1 0 m r n ≦t u m o r siz e < 2 0

m m ;
-

, t u m O r Siz e ≧2 0 m m ･ M e t a s t a ti c n o d u le :
-

,
n O n O d ul e ; + , < fi v e n o d ul e s ;

-

,
≧fi v e n od u le s .

W 8 e k s a f t e r t r a n s p l a nt a ti o n l w e e k

S t o m a c h

5 7 6 b p
-

S ig n al o f P C R p r o d u c t + + + +

G a s t ri c t u m o r + + + +

W e 8 k s af t e r t r a n s p L a nt atj o n l w e e k

Li v e r

5 7 6 b p
→

2 w e e k s 3 w e e k s

+ + + 十 ≠ 1 檜 欄ト ≠

+ + + 十 ≠
･ ≠ ‥ 欄 ‥

什

2 w e e k s 3 w e e k s

S b n a( of P C R p r o d u ct 十 + + ≠ + + + +

M 8t a $ t a tic n o d ul e _ _ _ _ _ _ _ _

4 w e e k s

甜 掛 掛 掛 瀞

袖 紳 勒 掛 浄

4 w e e k s

Fi g ･ 1 0 ･ D e t e ctio n of g a s tri c t u m o r a n d li v e r m e t a s ta si s f oll o w i n g t r a n s pla n t a ti o n of K A T O - Ⅲ t u m o r i n to g a s tri c w all . L a n e s

r e p r e s e n t h u rn a n β-

gl o bi n g e n e s e q u e n c e (5 7 6 b p) o b ta i n e d f r o m e a c h m o u s e a n d th e s a m e li n e i n s to m a c h a n d li v e r d e ri v e s

f r o m th e s a m e m o u s e ･ T h e t r a n s pl a n t e d g a s tric t u m o r h a s b e e n g r o wi n g m a r o s c o pi c alb , a n d P C R p r o d u c ts h a v e b e e n al s o

i n c r e a si n g w e e k b y w e e k ･ T h e li v e r m e t a s t a sis w a s f o u n d o u t f r o m th r e e w e e k s af t e r t r a n s pl a n t a ti o n ･ B u t P C R p r o d u c t s w a s

d e t e c t ed o n e w e e k af te r tr a n s pl a n t a ti o n a n d h a s b e e n i n c r e a s e d w e e k b y w e e k ･ S i g n al of P C R p r o d u c t : +
,

a littl e a m o u n t ;
-

,
m O d e r a t e a m o u n t ;

- b

･
m a S Si v e a m o u n t ･ G a st ric t u m o r : +

,
t u m O r Siz e < 1 0 m m ;

-

, 1 0 m m ≦t u m o r siz e < 2 0 m m ;
-

,

t u m o r siz e ≧2 0 m m ･ M e t a st a ti c n o d ul e :
q

, n O n O d ul e ; + , < fi v e n o d u l e s ; - , ≧fi v e n o d ul e s .



胃癌肝転移 モ デ ル と肝微小転移巣の 検 出

瞭で あ っ た が
,

それ 以降で は 凍膜 露出の 状態 とな っ て い た ･ 但

し ,
こ れ に よ り腫瘍 の 腹壁 へ の 癒 着や 癌性腹膜炎 の 状態と な っ

て い るもの は み られ な か っ た . また , 腫瘍が腸管 を巻き込み腸

閉塞の 状態 とな っ て い る例 な ど , 他臓器 へ の 浸潤 を認 め るもの

も見 られ な か っ た . ほ と ん どの マ ウ ス は
, 移植後 5 な い し 6 週

目で 悪液質の 状態と な り 死 亡 した ･ し た が っ て
, 今 回 の 検 討

は
, 移植後 4 週 目ま で と した ･

一 方 ! 肝 転移 は
, 移植 後 1 週 目 で は み ら れ な か っ た が

,

K K L S で は 2 週 目か ら , K A T O - Ⅲ で は 3 週 目か ら出現 した .

観察期間4 週 で 最終的な 転移率 は K K L S で 6 0 %
,
K A T O-I: で

1 0 0 % と高率に 肝 転移が認め られ た (図 5
,

図6 ) .

Ⅱ . 病理組織学的検討

移植後 2 週 目 の 胃を 摘出 し病理 組織学的に 検討 した と こ ろ
,

移植 した腫瘍塊ほ
, 固有筋層か ら紫膜下層 に 存在 して い た ･ ま

た , 移植後3 週 目 で は l
い ずれ の 腫瘍 も膨張性 に 発育 し

, 紫膜

に 露出する と 共に
一 部粘膜に も露 出 して い た . また

- 静脈侵襲

もい ずれ の 腫瘍 と も陽性 で あ っ た (図 7- A
, 図 8- A) .

一 方肝 転胃巣 ほ
, 移植後 4 週 目 の 例 で 検 討 した と こ ろ ,

K K L S で ほ 転移巣 周囲に 被膜を 形成せ ず , 腫瘍先進部は む しろ

浸潤性 に 発育 して お り
,

移植巣 と の 相違 が み られ た . ま た
,

K A T O-Ⅲ で は周 囲に 被膜を形成 し膨張性 に 発育 し て い た . さ

らに , 肝転移巣の 局在性 に 関 して ほ
,

い ずれ の 腫瘍 とも特徴的

1 2 3 4

T i m e a f t e r t r a n s p l a n t a t i o n ( w e e k s )

F ig . 1 1 . G r o w th c u r v e of K K L S c ell s ( A ) a n d K A T O-Ⅲ c ell s

(B ) i n th e s t o m a c h a n d th e li v e r of n u d e mi c e f r o m o h e

W e e k t o f o u r w e e k s af t e r t r a n s pl a n t a ti o n . B o th t u m o r i n

th e s t o m a c h a n d li v e r g r e w e x p o n e n ti ally . E a c h p o l n t

r e p r e s e n t s th e m e a n ± s t a n d a r d d e vi ati o n [ n
= 5 ( K K L S ) ,

n = 4 (K A T O-Ⅲ)】. ･○ , S t O m a C h ; ⑳ ,

1
1i v e′r

.･
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な 所見はみ られ な か っ た ( 図 7-B
, 図 8-B) .

Ⅶ . P C R 法に よる 腫瘍細胞の 検出

ヌ
ー

ド マ ウ ス の 肝 D N A を 用 い て段階希釈 した K K L S 細 胞

の D N A を テ ン プ レ
ー

トと して ,
P C R 法 で増幅 した 結果 ,

5 7 6

塩基対の D N A 断片が単 一 の バ ン ドと して 検出で き,
P C R 法の

感度と して ほ 10▲5

〃g ま で が検 出可能 で あ っ た . ま た
,

マ ウ ス

の 肝 D N A の みを テ ン プ レ ー ト と した 場合 ,
D N A 断片 は検 出

され なか っ た ( 図 4-A) . した が っ て
, 特異性 , 感度 ともに 高い

検 出方法で ある こ と が 示 され た .

そ こで , 腫瘍移植後経時的に 摘出 した胃 およ び肝 か ら D N A

を 抽出し
, 前述の 方法で ヒ ト β- グ ロ ビ ン 遺伝子配列すなわ ち ヒ

ト 腫 瘍 細 胞 の 検出 を 行 っ た . こ の 結 果 , 胃 で は
t

K K L S ,

K A T O - Ⅲ と もに 移植後 1 週目 か ら P C R 産物が 検 出 され て お

り
,
すなわ ち肉眼的およ び組織学的に 確認 した 腫瘍の 胃 へ の 生

者が
,

こ の 検出方法でも示 され た . ま た , 移植後1 週日 に おけ

る腫 瘍細胞 数の 平均 は K K L S で 6 .8 ×1 0
6

個 ,
K A T OTⅢ で

6 .2 × 1 0
6

個 で 移植時に 比 べ 増加 して い た . さ らに
, 移植後 の 各

時期に お け る P C R 産物の 量すな わ ち踵瘍細胞 数は
,

そ れ ぞれ

の マ ウ ス で 近似 し て お り
,

ま た
‥ 瞳瘍細胞数 は 週を 追う ごと に

増加傾向を た ど っ て い た .
こ れ は , 移植方法の 均 一 性を 示す成

績 で あ り
,

ま た増加傾向は , 肉眼的に 見た 胃に 生者 した 腫瘍 の

経時的な 発育過程と
一 致す るもの で あ っ た (図 9一上 段 , 図1 0- 上

段) .

一 方 , 肝で は
, 移植後1 週目 か ら

, 両腫瘍と も検討 した マ ウ

ス 全例 に P C R 産物が検出さ れ た . さ らに
, 移植後 2 週 目以 降

に お い て も ,
両腫瘍と も P C R 産物が 全例に 検出 され た 一 移 植

後の 各時期に お け る P C R 産物 の 量すな わ ち腫瘍細胞数は
, 胃

の 場 合と異 な り , それ ぞれ の マ ウ ス で 相違が 認め られ た . た だ

し , 肉限的 に 肝転移が 認め られ た 例に P C R 産物が 多く 検出 さ

れ , また
, 移植後4 週目 に おけ る肉眼的な肝転移結 節の 数と

,

P C R 産物 の 量と の 間に は 相関が 認め られ た . しか し
,
肉眼的 に

肝転移が認 め られ な い 時期,
す なわ ち K K L S で は 移植後 1 週

目 ,
K A T O一皿 で ほ 2 週目 以前で も, 転移腫瘍細胞 の 存 在を 示

す P C R 産物が検出 され た .
こ の よ う な時期すなわ ち移植後 1

週目 に お ける転移腫瘍細胞数の 平均 は
,
K K L S で 7 .2 × 10

3

個 ,

K A T O一Ⅲ で 4 .8 × 1 0 咽 で あ っ た . さ らに
, それ 以降 で も肉眼 的

に は 肝転移 の な い 例が 認め られ た が
,

こ の よ う な 例で も P C R

産物は 検出され た . また
, 同程度の P C R 産物の 量で も

,
肉眼 的

な 肝転移が 形成 され る 例と され な い 例が 認め られた .
こ の 様 に

移植後の 各時期に おけ る P C R 産物 の 相違 や , 肉眼的肝 転移 の

有無と P C R 産物の 検出に 相違 が認め られ た . 経時的な 変化 を

追跡 した と こ ろ , 着実に P C R 産物 は週を 追う ご とに 増加傾 向

を示 し ト 経時的な肝転移巣 の 発育過程と
一

致 した (図 9一下段 ,

図 10-下段) .

Ⅳ . 臓器あた りの平均腫瘍細胞数の推移

移植後の 各時期に お け る各 マ ウ ス の 胃お よ び肝 の 腫瘍 細胞数

を 求め
,

そ の 平均値 の 推移を検討 した と こ ろ , 指数関数的に 増

加 して い た (図11) . こ れ よ り求 め られ た 腫瘍の 発育速度を 示 す

腫 瘍倍加時間は , 胃 で は K K L S で 約1 2 日 ,
K A T O-Ⅲ で 約15

日 ,

一 方肝 で ほ
,
K K L S で約10 日

,
K A T O- Ⅲ で 約1 3 日 で あ っ

た .
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物学 的ア プ ロ ー チ に よ り
, 高転移株が 分離され て 以 軋 種 々 の

実験癌 の み で なく ヒ ト 臨床 痛か ら多 くの 高転移株 が 分離 され ,

多方面か らの 解析が 行わ れ て き た . こ れ ま で は
, 生物学 的ある

い ほ生化学的な解析が 主流 で あ っ た が
, 最近 で ほ 分子遺伝学的

解析が 盛ん に 行わ れ て い る . そ の 結 乳 癌 の 転 移 に 関す る知

見 例えば
, 高転移細胞 の 生物学 軌 生化学的 ある い ほ 遺伝学

的特性や , 転移機序 な どに つ い て 数 多く の 報告 が な され て い

る ･ しか し
,

これ らの 事実 の 多くは
, 転移 と い う過程の ある時

期に お け る 現象 を と ら えて い るに 過ぎな い . つ ま り
, 転移は 癌

細胞の 原発巣か ら の 離脱 に 始ま り転移巣 へ の 着床 ･ 増殖 に 至 る

経時的な過程で あるか ら , 連続性 の あるもの と して と らえ な け

れ ばなら な い ･ こ の 意味で
, 適当な転移 モ デ ル の 樹立ほ

, 個 々

の 過程 に おけ る現象 を と らえ る 上 でも有用で あり , ま た経 時的

な観察も可 能 で あ る こ とか ら , 非常 に 意義が 大 き い と 思わ れ

る .

現在 まで に 報告 され て い る転移 モ デ ル と して は
t

マ ウ ス
, 家

兎
一 冊

＼ 鶏卵
制 4)

な どを 用い た もの が ある が
, 中で も ヌ

ー

ド マ ウ

ス はそ の 性格上 , 多用 され て い るもの の 1 つ で ある
15)

.
ヌ

ー

ド

マ ウ ス は 移植腫瘍細胞 の 生物学的 ･

形態学的特徴 をそ の ま ま保

持す ると い わ れ て お り
1)2)

,
こ の 意味か らも

, 実験 モ デ ル と して

は
仁 腫瘍本来 の 特性 が表現 され る もの と して

, 格好 の 動物で あ

り , 臨床材料か ら樹立 した ヒ ト癌細胞 を用い る こ と が で きる と

い う利点 が ある ･ 著者 が転移 モ デ ル と して
,

ヌ ー

ド マ ウ ス を選

択 した理 由の 1 つ ほ こ こ に あ る . しか しな が ら ,
ヌ

ー

ド マ ウ ス

は 腫瘍移植に よ り造腫瘍性を 有す る が
, 転移形成 が稀 で ある と

い う欠点が あるた め 転移 モ デ ル と しての 確立 が 困難 で あ っ た .

実際 ヒ ト癌細胞の 移植は
t

こ れ ま で皮下 へ の 移植 が大 半で ,
こ

の 方法 で ほ ご く 限 られ た 細胞 に し か 転移 ほ 認 め ら れ な か っ

た
岬 ～ 21)

･ 本研究 で使用 したの 胃癌細胞も , 皮下移植で 造腫 瘍性

を 有す る が
, 転移 形成 は 認め られ な か っ た .

こ れ に 対 し
,

F idi e r の 方法 に準 じ, 転移を生 じた 細胞株 を再度移植す る こ と

を繰 り返 し
, 高転移株を作成す る こ と で

一 高転移 モ デ ル の 確立

が 試み られ た り
10)2 2 )

, あるい は 細胞 に 遺伝子 導入 す る な ど の 処

理や
23)

, 薬剤を 用 い て 宿主すなわ ち ヌ
ー

ド マ ウ ス の 環境 を 変 化

させ る
24)

な ど さま ざ まな 試み が行わ れ て きた が
, 充分な 成績 す

な わ ち高転移 モ デ ル を得 る に は至 らな か っ た . そ こ で
,

ヒ ト癌

細胞もそ の 移植方法を 工 夫す る こ と に よ り , 従来で ほ起 こ り得

な か っ た ような 高 い 転移率 を 示 す モ デ ル が 報 告 さ れ る よ う に

な っ た . 掛 こ消化器病で 最も問題 と な る転移再発形式の 1 つ で

ある肝転移 に 主 眼を お い た
, 高肝転移 モ デ ル が 報告され 注目 さ

れ た ･ そ れ は
, 脾臓 に 腫瘍細胞 を移植 し肝転移を起 こ す と い う

実験的肝転移モ デ ル で あ っ た
25)

. しか し ,
こ の モ デ ル で は 転移

形成 の 最初の ス ナ ッ プ で ある癌細胞の 原発巣か らの 遊離 ･ 血 管

内 へ の 侵入 と い っ た過程 が省か れ て お り, 本 当の 意味 で の 肝転

移 モ デ ル と は い い 難 い
.

こ の 実験的転移モ デ ル に 代わ り登場 し

た の が
, 本研究 の 転移 モ デ ル で あ る同所移植 に よ る自然転移 モ

デ ル で ある ･ こ れ ほ
t

E w i n g
26) の 解剖 学的非 無作 為転 移仮説

( a n a t o m ic aト m e c h a n i c al th e o r y) お よ び P a g e t
Z7 )

の 土 壌 仮 説

(s e e d a n d s oil th e o r y) を 踏破 した 同所移植すなわ ち ヒ ト癌細胞

の 原発部位と 同 じ部位 に 腫瘍を 移植す る方法 (例え ば
, 腎癌細

胞を 腎被膜下 に
, 胃痛細胞を 胃壁 に

, 大腸癌細胞 を 大腸壁に な

ど) で あり ,
こ れ に よ り高率に転移を 生 じさせ る こ と に 成功 し

た
3)4)2 8 川 }

･ すな わ ち種 (s e e d) と して の 可 移植 性腫瘍株 の 選択に

加え
,
土壌 ( s oil) と して の 移植部位の 選択や

, 解剖学的無作為

転移仮説に 従 っ た 目 的と する臓 器に 転移 を形成 さ せ る うえ で 最

も有効と 考え られ る 移植方法を検 討 して きた 結果 , 今日 の 同所

移植に よ る 高転移モ デ ル が 開発 され た の で あ る .

そ こ で
き 今 回 著者は

,
これ ら の 方法を 参考 に し

, 肝転移 の モ

デ ル を作成す る べ く , 胃に ヒ ト腫瘍を 移植 し肝転移を成立 させ

る こ と に 成功 した ･ 今 回 の 方法ほ
,

マ ウ ス の 胃 へ 慮瘍細片を 移

植 し
,

い っ た ん 胃に 腫瘍を 生者 さ せ た 後, 肝 転移を起 こ すもの

で ある ･ 胃 に 移植す る と い う こ とに 関 して ほ
, 移植す る部位す

なわ ち胃そ の も の の 環境が 転移に か か わ る 重要 な 因子 と考え ら

れ る ･ 解剖学的な 魁織構造や
, 局所の 免疫学 的作用 な ど胃で 腫

瘍が 発育 ･ 浸潤す るた め の 基本的環境 因子が重要 な役割を 果た

して い る とい う こ と は , 以前か ら言わ れ て い る こ と で あ る
1g)3 2 )

こ れに 加え て
, 最近注 目 されて い る細胞外 マ ト リ ッ ク ス 分解酵

素お よ び そ の 阻害国子の 発現 が
, 多大 な影響を 及 ぼ して い ると

考え られ る ･ 実際 ,
こ れ らの 発現 が

, 同所移植 と皮下移植 で差

が ある と 報告 され て お り
33) 帥

,
こ れ ほ

l
移植す る環境に よ っ て 浸

潤に 関与 する酵 素の 発現 が制御 され , そ の 患果転移も抑制 され

うる こ と を示 して る ･ た だ し
,

こ れ まで に 行わ れ た胃 へ の 移植

は
, 単離腫瘍細胞 を胃壁 に 注入 す る とい う方法 が主 流 であ り

,

こ の 方法 で ほ せ い ぜ い 肝転移ほ 20 % 前後 と あま り成 績ほ 良く

なか っ た
35'3 6 )

･ 実際 こ の 方法 を著者も試み た が
, 胃 へ の 生者が悪

く
l 転移率も低 い こ とか ら

, 単 離細胞 で は な く 腫瘍細 片 と し

て
,

こ れ を 胃 壁 に 注入 す る こ と を 試 み た . 細 片 と い え ど も

18 G 注射針を 通過で き る大きさ の 腫瘍塊 で あり , 肝転移を 生じ

や すい と され る 充実性 で歴癌形成性 の 胃癌 に 類似 した 形態 を と

ら しめ た こ と が
,

好成績 を も た ら した 要因 で あ る と 考 え られ

る ･ ま た
,

こ れ に 関連 して
, 肝転移例 で高い 発現の 見 られ る こ

と の 多 い カ ド ヘ リ ン な どの 細胞 接 着国子 の 関 与 も 示 唆 さ れ

る
37)

･ こ れ らの 田子が総 括的に 働 い て
, 高転移 モ デ ル が 作成 さ

れ た もの と考 え られ る . さ ら に こ の 移植方法ほ , 胃 へ の 腫瘍の

生者性に 優れ る と とも に 腫瘍 の 発育も良好か つ 速 い もの で あっ

た ■
これ ほ

, 従来 の 単離 腫瘍細 胞 を 移植 す る 転移 モ デ ル に 比
べ

,
よ り短期 間に 肝転移が 形成 され

, 迅速性に も優れ て い た .

さ ら に
, 胃壁 に 注入 す る と い う方法を 用い た こ と は

, 粘膜か ら

発生 し深部 に 浸潤す る と い う胃癌本来の 発育過程 に 近 い もの で

あり
, 腫瘍を 胃壁に 縫著す る方法

38}

な どに 比べ る と
, 腫瘍の 発

育過程 と い う点 で も優れ た 移植方法と 考え られ た .

今回 用 い た 移植腫瘍細胞は
,

ヒ ト胃癌細胞 で ある K K L S お

よび K A T O- Ⅲ で ある . K K L S は l 教室 で 樹立 した 細胞株で あ

るが
‥ 患者ほ

一 高度の リ ン パ 節転移 お よ び肝転移を 伴い
,

しか

も発育速度 が非 常に 速く
, 臨床的 に も悪性度の 高い 症例で あ っ

た ･ 組織型 は
ェ 未分化塾腺病 で あり

,
ヌ ー ド マ ウ ス 移植 に よ り

形態学的変化 を示 さ なか っ た
6)

.

一 方 の K A T O-Ⅲ ほ
, 胃癌胸膜

転移症例 の 胸水 中か ら樹立 され た 細胞で , 組織 型は 印環細胞癌

で あ っ た
7)

･ い ずれ の 腫瘍細胞も悪性度が 非 常 に 高 い 細胞 と 考

え られ る ･ ま た , 胃癌 の 肝転移は
, 経 門脈性(血 行性) 転移と い

われ て い るが
, 実際 , 本 モ デ ル ほ こ れ に 矛 盾す るも の で は な

か っ た .

今回 の 検討で は
, 胃移植腫 瘍の 増大 に 伴 っ て生 じた 肝 へ の 直

接浸潤の 疑わ れ る例は 除い て お り , ま た肝転移結節ほ 表面に 露

出す るもの もあ っ た が
, 肝覿織 内に 存在す るも の もみ られ,

こ

れ も血行 性転移を 示 酸す る証 拠 と 考 え る . 家 兎 の 転移 モ デル

で
, 肝の 転移 部位 に 関す る検 討が 行わ れ て い るが

, 本モ デ ル で

は
, 病理覿織学 的に

, 転移部位 に特徴的な 所見ほ 見 られ な か っ



胃癌肝転移 モ デ ル と肝微小転移巣の 検 出

た .

今 臥 こ の モ デ ル を応用 して , 肝の 微 小転移巣 の 検出も同時

に 試み た . 従来転移巣の 評価は
l 肉眼的な 転移結節数や 病理組

織学的検索 に よ るもの で行わ れて い た が , 肉眼的 に 認識 しえ な

い 微小な転移巣 に 関 して は
t

もち ろ ん 不 可 能 で あ っ た ･ しか

も, 転移を数量 と して 評価す るに は
, あ ま りに も概算 的で ∴定

量性 に も優れ て い なか っ た . これ を克服す る方法と して
, 遠藤

ら
39)4 0)

は , 鶏卵法 , ある い は ヌ ー ド マ ウ ス を 用い た 転移 モ デ ル

で
,
転移巣の 簡便 か つ 定量的な検 出法 と して 分子生物 学的手法

を 応用 し
, 鶏卵 胎 児臓器 に お け る ヒ ト 転移 細 胞 に 含 ま れ る

D N A 配列の 特定領域を P C R 法
川 ､ 44 )

を 用 い て 増幅 し
,
そ れ ら の

増幅断片を 検出する こ と に よ り ,
ヒ トが ん の 転移巣を 定量的に

検出す る方法を 考案 した .

今 臥 著者の ヌ ー ド マ ウ ス 胃癌肝転移 モ デ ル に お い ても ,
こ

の 検出法を用 い て 肝転移巣の 検 出を試み た . 前述の ご とく ,
ヒ

ト胃癌細胞 を ヌ ー ド マ ウ ス の 胃 に 移植 し
, 移植後1 週 間目 , 2

週間 臥 3 週 間目 ,
4 週間目 に マ ウ ス の 胃 お よび 肝を摘 出し

,

それ ぞれ か ら D N A を 抽出 した . 抽出 した D N A ほ
1

ヒ ト に 特

異的な D N A 配列 と して今回 用い た β一グ ロ ビ ン 遺伝子 配列
7) 舶'

(5 76 b p) に 対する プ ライ マ ー

お よ び ブ ロ ー ベ を用 い
,
P C R 法 に

ょ る特異的 D N A 増幅 と サ ザ ン プ ロ
ッ ト 法

46)
に よ る増 幅 ヒ ト

D N A 断片の 検出解析 を行 い
, 転移腫瘍細胞の 定 量化を 試み た ･

まず , 対照 とい う意味か ら , 胃に 関 して 検討 した結 軋 摘出 し

た すべ て の 胃に お い て ,
P C R 法に よ り増幅 さ れ た ヒ ト由来 の

β- グ ロ ビン 遺伝子断片(57 6 b p) が 検出 され
,

こ の 放射活性か ら

求め た臓器 あた りの 平均腫瘍細胞数は
,
週を 追うご と に 指数関

数的に 増加 して い た . これ は
, 腫瘍 の 発育過程 に

一

致 するもの

で あ り,
C olli in s

4 7)
や S p r a tt

48 )
の い う , 腫瘍は そ の 発育速度 に 従

い 発育する と い う既知の 事実を示 す結果 で あ っ た . 通常発育速

度 を求め る場合 , 腫瘍径や 腫 瘍 マ ー カ
ー

の 推移 か ら算 出す る

が , 腫瘍細胞数 の 推移か ら求め た 今回 の 結果 は , 実際の 数値 に

よ り近似 した もの と考 え られ る . た だ し , 各時期に 異な る マ ウ

ス で腫瘍の 発育過程 を検討 した と い う問題点 が残 るが
, 最初に

移植 した 腫瘍は 同 量で あり , 発育形態もすべ て の マ ウ ス で ほ ぼ

同 一

で ある こ と か ら , 同 一 の マ ウ ス で の 腫瘍 の 発育過程と ほ ぼ

同様 と して も差 し支え な い と考え られ る . 実際, 各時期 で 検出

され る P C R 産物 の 量は
,
すべ て の マ ウ ス で 近似 して お り ,

こ

れ は移植時 に 用 い た 腫瘍細胞 の 性状 の 均 一 性や
, 移植 手技の 画

一

性を表すもの で あり
,

これ らも上 記所見を 支持する もの と考

え られ た .

次に 肝に お い て 検討 した結 果,
K K L S で は移植後 2 週目 で ,

K A T O-Ⅲ で は 3 週目 で 初 め て肉眼的 に 肝転移が 出現 した が
,

両腫瘍と も, それ 以前の 1 週目か らすで に 微小転移巣の 存在を

意味す る P C R 産物が 検出され た . こ れ ほ
, 今回 の 検出法を 用

い れ ば
, 肝転移巣が 肉眼的 に 確認 で き る以前に

, 微小肝転移巣

の 存在を 確認する こ と が可能 で ある こ と を 意味するも の と して

注目 された . さ らに
, 転移腫瘍細胞数の 算定も可能 で ある こ と

か ら, 肝転移巣を よ り正 確 に 定量 的 に 検出す る こ と も可 能 で

あ っ た . また
, 先 の 胃の ご とく , 各時期 に お け る平均転移腫瘍

細胞数を算定 した と こ ろ
,
各 マ ウ ス 間 で ば ら つ き が あ る もの

の
, 週を追 う ご と に 細胞数は

, 指数 関数的な 増加を示 し
,

こ れ

も また腫瘍 の 発育過程に 一 致す る結果 で あ っ た . 但 し
, 胃 に み

られた よ うに
, 各時期 に お け る P C R 産物の 量に 近似性が 認め

られ ず ,
ば らつ きカ主認め られた がこ こ れ ほ転移部位すなわ ち肝

365

に お ける腫瘍細胞 の 生者や造踵瘍性 に 各 マ ウ ス 間で 相違が あ る

た め と考 え られ た . また
, 前述 の ご とく

,
胃移植腫瘍と肝に 直

接の 接触 の あ るよ うな例は 除い て い る こ とや , 臓器摘出の 際 に

器具を 交換 して い る こ とか ら 仁 移植後 1 週 目と い う非常 に 早期

に もか か わ らず
,
検出され た P C R 産物は

, 胃か ら血 行性 に 転

移 し肝 に 生者 した 腫瘍細胞に 由来す るも の と考え られ た . 微小

転移巣の 検出に は
t 病理 組織学 的方法 で は お の ず と 限界 が あ

り ,
P C R 法を用 い た こ の 方法は感度 に も特異性 に も優れ ,

しか

も定量が可 能で あり従来に な い 有用 な 検 出法で あ ると 思わ れ

た .

今後の こ の モ デ ル の 応用 と L て は
! 早期治療 を対象と した化

学療法の 基礎実験が挙げ られ る . 臨床上
, 化学療法が 行われ る

時期と 対応さ せ
, 移植後 の さ ま ざま な時 期 で 化 学療法 を 施行

し
, そ の 効果判定を 行うもの で ある . また

,
臨床材料を 用い た

癌の 悪性度の 予測を 行うこ とも大変興味深い と 考え られ る . 手

術材料 を
,

ヌ
ー

ド マ ウ ス に 移植 し造腫瘍性 , 浸潤性 , 発育能 ,

転移能 な どの 評価 を行う 試みが な され
IG)2 … 鼎

, 実際 の 症例 と も

ある程度相関が 認め られ て い る . 本モ デ ル を 応用す れ ば
,
移植

後早期に P C R 法を 用 い
, 転移巣の 検出を 行う こ と に よ っ て

,

将来的に お こ りう る で あろ う肝転移を 予測 でき るの で は な い か

と考 え られ た . い ずれ も臨床 へ の フ ィ
ー ドバ

ッ ク が 期待でき る

も の と 考え て い る .

結 論

ヌ
ー ドマ ウ ス の 胃壁内に

,
ヒ ト胃癌細胞で ある K K L S お よ

び K A T O - Ⅲ で 作成 した 腫瘍細 片を注入
･ 移植 し , 胃癌の 自然

肝転移モ デ ル を作成 した . また
,

こ の モ デル を 応用 し
, 微小肝

転移巣を検出する た めに ,
マ ウ ス の 組織 か ら ヒ ト踵 瘍細胞を 検

出する方法 と して ヒ トに 特異的 な 遺伝子 配列 で あ る β一グ ロ ビ

ン 遺伝子配列 (5 7 6 b p) を P C R 法で 増幅 し
,

サ ザ ン プ ロ ッ ト法

で 検出 ･ 解析 した .

1 . K K L S で は 移植後 2 週目 に
,

K A T O-Ⅲ で ほ 移植後 3 週

目か ら肉眼的 な肝転移が出現 した .

2 . 肝転移率は
,
K K L S で は 60 %

,
K A T O一皿 で は 1 00 % で

あ っ た .

3 . 病理覿織学 的に ほ , 胃移植腫瘍 ほ 両腫瘍と も,
膨張性の

発育を示 し , 全層 を貫い て い た . ま た
, 脈管侵襲ほ 陽性 であ っ

た .

一 方 , 肝転移 巣は
, 両腫瘍 とも被膜 を 有し , 膨 張性 に 発育

して い た . また
, 転移部位 に 特 徴 的な 所見 は 認め られ な か っ

た .

4 .
ヒ ト腫瘍細胞を P C R 法お よ び サ ザ ン ブ ロ

ッ ト法 で 検出

した 結果 , 肝転移巣が肉眼的に 認め られ る 以前に
, 徴′｣ ＼転移 を

示 唆する P C R 産物が 検出され た , こ れ は移植後1 週目 と い う

非常に 早期の 時期か ら検出さ れ ,
しかも肝転移巣の 発育過程 に

一 致す るご と く週を追う ごと に 指数 関数的に 増加 して い た .

以上 の 結果か ら , 今回作成 した モ デ ル は高率に 肝 転移 を起 こ

す優れ た 胃癌自然肝転移 モ デ ル に な り う る と 考 え られ た . ま

た
, 従来と は 異な る今回 の 転移巣の 検出法 は

, 微小転移を検 出

す る こ とが 可能で あり, 今後転移に か か わ る 基礎 的実験に 応 用

され る こ とが 期待され る .
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,
1 8

,
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4 9) J e s s u p ,
J . M . : M e t a s t a tic p ot e n ti al of h u m a n c olo r e c-

t al c a rc i n o m a s i m pl a n t ed i n t o n u d e m i c e : P r e d ic ti o n of

cli n ic al o u t c o m e i n p a ti a n ts o p e r a t e d u p o n f o r c u r e ･ C a n c e r
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,
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,

Fi dl e r
,
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S urg ery ,
C an C er R e s e ar C h I n stit u t e

,
S c h o ol of M e di ci n e
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K an a Z a W a 9 20
-

J ･ J u z e n M ed S ∝ .
,
1 0 3

,

3 5 7
-

36 8 (1 99 4)

X e y w o r d s n u d e m i c e
,
1i v er m e t a st a si s o f g a stri c c ar ci n o m a , Or th ot oi c t r an S pl an t a ti o n

,
h u m a n β -

gl o b i n g e n e
,

p oly m er a s e c h a in r e a c ti o n

A b st r a c t

h m an y St u die s of c an C er m eta St aSis
,
d e v el op m e nt of a m et a st atic m o d el m i gh t p r o v e m o r e s lg n ifi c an t in fu r th eri ng

k n o w le d g e o f a m ul ti s tep p rc c es s of th e m et a st asis ･ T h e m et as ta ti c m od el u sl n g n ud e m i c e i s b e tt er th an 0 th er m e tas tati c

m od els b e c a u s e th e bi o1 0 gi c al b e h a vi or of th e t u m or is m ain t ai n ed aft er t r an S pl an t ati o n . Al th o u gh in sp lt e Of th e ob s e rv e d

f a ct th at th e d e v el o p m e n t of a m et as tati c m od el u s ln g n u d e m ic e w as dif丘c ul t b e c a u s e of its g o o d t u m o n g e ni cit y b u t p o or

m et ast a ti c p o t e n ti al
,
i t h a s b e e n r e c e n tll y r e p o rt e d th at a hi g hl y m et as t ati c m o d el h a d b e e n e st a bli s h ed b y o r th o t o pi c

tr an SPl an ta ti o n ･ I n th i s st u d y ,
a li v er m eta s tati c m o d el w a s e st abli s h e d b y th e or th ot o pi c tr an SPl an ta ti o n of h u m an g a S 扇c

C ar Ci n o m as , K K L S o r K A T O - Ⅲ
,
i nt o n ud e m i c e ･ An d a h um an S pe Ci 負c β-

gl obi n Yr el at ed s eq u e n c e (5 7 6bp) in th e D N A

e x tr ac te d fr o m th e n u d e m i c e
-

s li v e r w a s am P li 丘ed b y p oly m er as e c h ain r e a cti o n ( P C R) an d d e te c te d b y S o u th e rn bl ot

r n e th o d t o d ete c t m et as tasi z e d h un an C a r Ci n o m a c e11 s ■ n e S m al 1 cl u st er s of g a st ri C c ar Ci n o m a s p r o d u c e d 舟o m th e s e t um O rS

g re w i n s u b c u ti s
,
b

･

an S pl an ted i n t o th e g as 出c w al 1 w i th an 1 8 g u ag e n e e dl e ･ T h e s m all cl u ste rs w e r e eq u lV al e n t to 5 ×1 0
6

C ell s in s m gl e c ell s ･ T h e st o m a c h an d th e liv e r w er e di s se ct e d e v ery w e e k
,

an d th e D N A w as e x tr a cte d 丘o m e a c h o rg a n

u sin g th e r api d D N A p r ep ar ati o n m e th od an d a h um an β -

gl obi n - r el ate d s eq u e n c e in th e D N A w as d ete ct ed . I n e a ch g r o up ,

f b ur t o 航v e m i c e a w e e k w er e st u di ed u p t o f b u r w e e k s a 允er tr an SP l an t ati o n
.

I n an 0 th er st u d y dis s e ct e d o rg an S W er e in v e stig a te d h i st o p a th 0l o gi c all y . T h e t r a n spl a n t e d t u m or w a s m a cr o - a n d

mi cr o s c o pi c al 1y t u m o n g e nic in-th e st o m ac h of al 1 m i c e ･ L i v er m e tast a sis w as ob s e r v e d 丘･

O m t W O W e ek s afce r tr an SPl an t ati o n

i n K K L S an d 舟o m th r e e w e e k s i n K A T O - Ⅲ . T b e r at e of li v er m e tast a si s w as f in al ly 60 % i n K K L S an d l O O % i n K A T O - Ⅲ
.

H ist o p a th ol o gi c al 1y ,
th e ‰ u s of li v er m et ast a sis w a s g r e w e x te n si v ely g r e w wi th a c ap s ul e . T b e P C R - am Plifie d fra g m e nts

in th e li v er w e re al re a d y d et e ct e d i n th e fir st w e ek
,
i n cr e a sl ng W e e k b y w e e k

,
an d th e r e w a s a c o r el ati o n b et w e e n th e

i n cr e as ln g P r ∝ e S S O f P C R p r od u cts an d th e g r o w th of li v er m et a st asi s ･ I t w a s s u gg e st e d th at th i s o r th o t opic tr an Spl an t ati o n

u sln g S m all cl u st e rs re s ult ed i n p r o d u ci n g a hi gh 1 y m et a st ati c m o d el . T hi s t um O r d ete cd o n te c h mi q u e
,
W hi ch is sp e ci丘c an d

q u a n dt a d v e
,
C an C O n 扇b u te slg nifi c an tly t o p r e cis e d et e cti o n of m i c or os c op IC m et a St a Si s ･ T his m od el an d d et e cti o n t e ch mi q u e

m ay b e u s e fu 1 fbr e arly th er ap e u d c e xp eri m e n ts , P r e di cd o n of li v e r m et a st a sis an d a n aly sis of th e m et a st asis m e ch an is m
.


