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DENに よるラット肝化学発癌実験における
前癌病変および肝癌の免疫組織学的検討

―― ヒト早期肝細胞癌 との比較――

ま さか

(受付 :平成 4年 8月 20日 )

抄  録
すでに確立されている化学発癌剤である diethyinitrosamine(DEN)を 用いてラット肝発癌実

験を行い発癌過程における病理組織学的変化,各種腫瘍マーカーの組織における染色性および血
清 α―fetoprotein値の変動を観察,現在話題 となっているヒト早期肝細胞癌のモデルになりうる
可能性について検討した。

材料および方法は,Fisher系,雄性ラッ トに,発癌剤 として DEN 100 ppm水 溶液を 12週間
自由に飲水させ,その後 4週間水道水で飼育 した。経時的変化を観察するため 2週毎に採血後屠

殺,肝臓 を摘出 しホルマ リン固定後パ ラフィン包埋,肝各葉 より連続切片 を作成 した。HE,
periodic― acid―Schiff (PAS), Masson染 色などの一般染色の他, avidin― biotin― peroxidase

complex method(ABC法)を用いた免疫組織化学的染色をα―fetoprotein(AFP),γ ―glutamyl

transpeptidase(γ―GTP),glutathione S― transferase placental form(GST― P), についてイテっ

た。

これらの切片について病理組織学的変化 と各種免疫組織学的染色所見を検討 したところ 2週に

おいて酵素変異巣を,6週において過形成結節を認めた。8週ではほとんどの肝実質が過形成結
節 となり,組織学的に 5種類に分類し得た。また,一部で異型度の高い部分や明らかに高分化型
の肝細胞癌の部分 も認めた。10～ 12週 にかけて高～中分化型肝細胞癌は増カロした。 14週以降は

低分化型の肝細胞癌,お よび混合型肝癌の出現を認めた。
また,血清 AFP値の経時的変化では DEN投与群で組織学的に肝細胞癌を認めない 4週から
上昇し,6週から急激に増加を認めた。
以上の検討により本実験においてはその 8～10週 においてヒトの早期肝細胞癌に類似 した病変

を認めた。従来報告されてきた化学発癌剤によるラット肝発癌モデルに比べ短期間でヒト早期肝

細胞癌に近い組織像が多 く認められたことで有用な実験モデルになると考えられた。

聖マリアンナ医科大学 第 2病理学教室
(主任教授 打越敏之 )

赫彰真坂
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索 引
化学発癌,ラ ット実験肝癌 ,

昨今,医療技術の進歩とともにヒトの肝細胞癌につ

ぃても腫瘍の小さい早期に発見されるようになり,ま

たperCutaneous ethanol ittectiOn therapy(PEIT)

など新しい治療法の普及に伴い予後の向上が期待され

ている。同時に病理組織学の分野においても,超音波

ガイド下肝生検で得られた小さな材料から,き わめて

高分化型の癌や境界病変の診断を迫られることが多く

なつた。このように小さく高分化な初期の肝細胞癌の

組織像が問題となっており原発性肝癌取扱規約の新版

(第 3版)"においても “初期の高分化型肝細胞癌とそ

の境界病変の診断基準"の項目が新たに付け加えられ

たが確定的な基準ではない。

一方,肝臓は多くの外来性化学物質の代謝に関わる

臓器であるため,多 くの癌原性化学物質が証明されて

いる。代表的なものとして,ア ゾ色素系物質,芳香族

アミン類,ニ トロツアミン,アフラトキシン,などが
ある。

これらの中でニトロソ化合物は前駆体が広く環境発

癌物質として存在すること (味噌,醤油,肉,ベーコ

ン,ハムなどの食品,ビール,日本酒などのアルコー

ル類),2級,3級アミンと亜硝酸から胃内の酸性条件

下で容易に生合成されること,薬品として多くのアミ

ン系化合物が頻用されていること,な どからヒトの肝

細胞癌の原因として社会的に関心が高い。

ニ トロソ化合物のひ とつである diethyinitros‐

amine(以下 DEN)は,経口投与でラットに高率に

肝癌を発生させることが可能で肝発癌実験に広く用い

られている2-0。 また,DENは 動物の種や雄雌に関係

なく癌原性を有する。

アゾ色素系の癌原性物質では,3′―Me―DABが最強

力であるが oval cellの 高度の出現,AFPの primary

reactionの 出現など種属間の相違によるヒトとは異

なった反応を呈する。

肝前癌病変のマーカ_酵素として広く使われている

glutathione S― transferaseの placental type (以下

GST― P)は ,Sato et al.0が 多機能酵素である一群の

用 語
ヒト早期肝細胞癌類似病変

glutathione S― transferase(以下 GST)の分子種の中

で,肝化学発癌の過程で正常肝に存在せず,前癌病変

を含む肝で著明に出現する酵素 として発見 した もの

で,現在,前癌病変のマーカー酵素 として多 く使用さ

れている。また,遺伝子学的にも発癌過程 に増加する

蛋白からGST― Pの遺伝子が確認 されている
つ。その

出現率は発癌物質の投与に関連 して増加し,発癌率 と

も相関 している
。。

この酵素の各種ラットの肝発癌実験における感受性

では Fisher系が良好 との報告がある"。 Fisher系 の

ラットは,自然発癌率もきわめて低 く
10,大きさなど

からも扱いやすい。

γ―glutamyl transpeptidasc(以 Fγ
―GTP)|ま , ラ

ット正常肝ではその活性は低 く,胆管上皮にわずかに

存在するのみで
い
ヽ GST― Pが発見される以前から前

癌病変のマーカー酵素 として使用されてきた。

α―fetoprotein(以 下 AFP)|ま 1963年 マウス肝癌

で発見 され
1"RIA法 が確立 されて以来,臨床 におい

ても広 く腫瘍マーカーとして用いられている。

現在,多 くの肝発癌モデルがあるが,そ の代表的な

Solt and Farberの プロ トコル
13), ItO et al.14)の 多巻癌

中期検索法は部分肝切除という操作が加わるため,手

技的な問題を伴う。これらのモデルは比較的短期間で

発癌剤,お よび抑制剤の評価を行 うのが目的であり,

肝細胞癌発生の自然経過の観察を主目的としたもので

はない。

今回の肝発癌実験の実験系は,各種マーカー酵素の

免疫組織化学染色を用いた前癌病変の消長 ,発癌過程

などを観察するために比較的短期間で確実に発癌 し,

手技的にも実験者の熟練度に左右されないように組み

行つた。そして,そ の実験系がヒト早期肝組胞癌類似

病変モデルとして有用であるか否かをみるた
め病理組

織学的に検討した。

材料お よび方法

1. 実験動物

動物は購入時 5週齢の Fisher系,雄性 ラッ ト (日

本チャールズ・ リバー社,厚木)56匹 を用
い,1ゲー
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ジに 5匹ずつ入れ 24°Cの空調動物舎で 7日 間予備飼

育 したのち以下の実験に供 した。飼料は日本 クレア

(株)製固形飼料 C2を使用し自由に摂取させた。
2.実験方法
実験方法は Fig.1に示 したごとく,発癌剤 として
DEN(東 京化成工業株式会社製,東京)を用い,蒸
留水に溶解,100 ppm水溶液 とした ものをラッ トに

12週間自由に飲水させ,そ の後 4週間水道水で飼育

する実験群 と,水道水を 16週投与する対照群を用意
した。この経時的変化 を観察するため,各実験群 5
匹,対照群 2匹ずつを 2週毎にエーテル麻酔下で採血
後肝臓を摘出 し,10%緩衝ホルマ リンで固定後パラ
フ ィン包埋,肝各葉 よ り連 続切 片 を作成,HE,
periodic― acid― SchI (以

~下
PAS), Masson染 色 な

どの一般 染 色,お よび avidin― biotin― peroxidase

complex method(ABC法 )を用いた免疫組織化学的

染 色 を α―fetoprotein (以 下 AFP), γ―glutamyl

transpeptidase(1ス
~Fγ
―G′rP), glutathione S― trans‐

ferase placental form (以 下 GST― P), について行っ

た。1次抗体 として抗 AFP抗体 (腫瘤研究所平井秀
松博士より供与),抗 γ―GTP抗体 (大阪大学谷口直
之教授 より供与),抗 GST―P抗体 (弘前大学佐藤清
美教授 より供与),いずれもポリクロナール抗体を使
用 した。発 色 |こ は, DAB溶 液 (3,3′―diaminoben‐
zidine tetrahydrochloride)を 用い,核染色はヘマ ト
キシリンで行った。陰性コントロールとして 1次抗体

の代わ りに正常ウサギ血清,正常ヤギ血清を用いて反
応させ陰性を確認 した。これらの切片についての病理

組織学的変化と各種免疫組織化学的所見を検討した。

また,血清 AFPを経時的に測定 し,組織学的所見
との比較検討を行った。

3.用語および組織像の判定について
ラット肝発癌過程に出現するさまざまな病変につい

ての呼称および判定基準は研究者によリー致していな

いのが現状 である。その代表的な分類 に NIHの 試
案 1つ がある。しかし,こ の試案ではラッ ト肝の癌腫
はすべて肝細胞性であるとし,胆管細胞癌を否定,さ
らに結節性変化をすべて腫瘍性のものとし,過形成性
病変を否定 しているため矛盾点が多い。そこで,今回
の実験では須永

10と 同様 に Williamslつ ,Pitot and

Sirica10に 準 じてひとつの肝小葉以上の大きさを持つ

増殖性病変か,周囲への圧排発育像が明らかである病

8    10   12   14   16  veeks

S S S S S S S S s:sacrifice

Fig.l Experimental protocol.

変 を hyperplastic nodule樋形成結節 ) とし, これ以

下の大 きさで CST― P,γ―GTPな ど,酵素の偏侍 を伴
うものを enzyme altered foci(酵素変異巣 )と した。

さらに,ヒ ト類似の早期肝細胞癌の診断基準は以下の

ごとくヒ トの肝癌取扱い規約 (第二版 )1)に準 じて,

1.細胞密度の増加,2.不規則な細索状構造,3.細
胞質の好酸性および好塩基性の増加,4.腺房様,偽
腺管構造の出現,5.脂肪化,淡明細胞化,6.胞体内
凝集,7.間質浸潤などの所見の有無を検討 した。
発生 した肝癌は,その組織型,分化度などヒトの肝
癌取扱い規約

1)に
準 じて判定 した。

また,組織変化の判定については経時的変化をとら

えやす くするため,認められないものを一,認められ
るものを+と し,さ らに,占拠率により3段階に分け
た (Table l)。

免疫組織化学染色の結果は,陰性を一,陽性を+と
し,さ らに陽性の中で淡陽性 を±,強陽性 を十 とし
た (Table 2)。

1.肝肉眼所見
1)対照群
全経過において肝表面は平滑で腫瘤を認めなかった

(Fig。 2a)。

2)DEN投 与群
すべてのラットで週数 とともに肝表面が不整 とな

り,6週で結節性病変が明 らかとな り,一部に自色の

充実性結節を認めた (ng。 2b)。 8週では,自色の結

節が増加 し,12週になると肝被膜下に出血 を伴 う腫

瘤 も認められた (ng。 2c)。

2.病理組織学および免疫組織学的所見 (Table
l, Table 2)

1)対照群
対照群では,全経過において肝細胞の胞体内の凝集

結
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Table I Histopathological findings during DEN carcinogenesis
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degenerated oval cell and/or enzyme- hyperplastic smallhepatocyte HCC
hepatocyte renewed hepatocyte altered foci nodule proliferation
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Table 2  Results of immunohistochelnical staining

ng。 2b  Macroscopical view of rat liver after 6

weeks adnlinistration of DEN.

Whitish nodules are noted.

物がヒトの肝細胞に比べ目立ち,核の分裂像 も散見さ
れた。実質では,小葉構造は保たれ過形成性変化およ
び腫瘍性病変を認めなかった。間質への炎症性細胞の

浸潤は認められなかった。

GST― P染色では,陽性巣 を認めず,γ―GTP染色
では,細胆管上皮に陽性 となった。AFP染色でも,
細胆管上皮の一部に陽性像を認めた。

2)DEN鵬
a)2週 目
HEに よる光顕像では,散在性に肝細胞の変性,壊
死の所見, とくに好酸体が中間帯優位に認められた。

巣状壕死は少数で,グ リソン鞘の炎症は目立たなかっ

た。

GST― P染色では,HE染 色では判定困難な 1,2個
からの酵素変異細胞の出現を同定できた (Fig.3)。

Fig.2a Macroscopical view of control rat liver.
Liver surface is smooth.

Fig.2c  Macroscopical view of rat liver after 12

weeks administration of DEN.

Nodules and subcapsular hematomas are noted.

γ―GTP染色では,ご くわずかに淡染性を示す部分が
あったが,GST―P染色ほどはっきりとした陽性像は

認めなかった。

b)4週 目
変性像が中心で,好酸体を中間帯に認め,巣状壊死
がやや目立ち,細胞質の凝集傾向,脂肪変性が目立つ

ようになった。また,oval cellを 疑わせる小型の細

胞群を少数散在性にみるも典型像は認めなかった。

GST― P染色では,陽性巣 (酵素変異巣)は 数,面
積 ともに増 し,一小葉を超える大きさの陽性巣 も出現
したが,周囲への圧排傾向は認めなかった。
c)6週 目
各葉により差はあるが,Masson染色で門脈域 と中
心静脈,門脈域 と門脈域の間に細繊維の伸長を認め,
一部では結節様になっていた (Fig。 4)。 HE像では,

AFP  γ―GTP  GST―P

Oval cell or
Renewed hepatocyte

Fnzyme-altered foci

Hyperplastic nodule

HCC well diff

moderately dif{.
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FiC.3 Liver from a rat administered DEN for 2

weeks.

Immunoperoxidase staining for GST-P (ABC

method, x 200).

Strong reaction of GST-P in enzyme-altered focus.

FiS.5 Liver from a rat administered DEN for 8

weeks.

Moderately differentiated HCC (trabecular type).
(H. E. stain section, x 200)

Fig. 7 Liver from a rat administered DEN for 8

weeks.

Proliferation of small hepatocyte foci.
(H. E. stain section, x200)

Fig. 4 Liver from a rat administered DEN for 6

weeks.

Moderate fibrosis is seen. (Masson stain section, x
200)

Fig.6 Liver from a rat administered DEN for 8

weeks.

Hyperplastic nodules, composed of various cells.
(H. E. stain section, x200)

Fig.8 Liver from a rat administered DEN for 8

weeks.

Disappearance of interstitial component.
(H. E. stain section, x200)
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Fig.9 Liver from a rat administered DEN for 10

weeks.

wen differentiated HCC.(H.E.stain section,× 200)

索状構造の乱れ,胞体のす リガラス状変化,核のだヽ型
化,濃染像,核の大小不同を認めた。全体 としては,
肝細胞の変性 と再生が混在 した組織像を呈 していた。

また,oval cellは,は っきりしなかった。
GST― P染色では,酵素変異巣が融合 し,一小葉を
はるかに超えるようになるが,輪状化は不完全で,周
囲への圧排 も部分的であった。AFP染色では,細胆
管に濃染,小型再生細胞に陽性 となり,広範に不規則
な分布で淡染性を示した。

d)8週 目
5匹全部で 6週同様線維化を認め,過形成結節 も認
め られた。ただ しこの変化 は,そ の占め る面積 が

30～90%程度 と各葉により差が認められた。1匹では
過 形 成 結 節 の 中 に,胞 体 内 の 硝 子 化,vascular
lake,髄外造血巣を認め,周辺に高分化な部分を伴う
中分化型肝細胞癌を認めた (ng。 5)。 過形成結節 を

構成する細胞は細胞質がやや大きく核は比較的小型の

ものが主体を占めるが,単二の細胞で構成されている
ものは少なく,周辺にシー ト状に配列する小型再生細
胞を伴うものや,変性 と思われる脂肪化,細胞質の凝
集傾向を認める細胞集団を含むものなど多彩であった

(ng。 6)。 また,細胞密度がやや増 し,核胞体比の増
大,軽度の核および構造の異型を伴う小型の好塩基性
の強い細胞集団の出現を認めた (Fig。 7,後述する小
型肝細胞増殖巣 )。 また,間質浸潤あるいは圧排によ
る間質成分の部分的な消失を認める異型細胞巣を 2ヵ

所認めた (ng.8)。 GST― P染色は,ほぼ全体が過形
成結節 となっている葉では,実質域 にび漫性に淡染性

ng。 10 Liver fronl a rat adn■ inistered DEN for lo

weeks

Clear cen foci.(H.E.stain section, ×200)

を示し,過形成結節の少ない葉では酵素変異巣,過形
成結節の一部の核および胞体 に濃染を認めた。AFP
染色では,中分化型肝細胞癌の細胞の類洞側に強陽性
となり,過形成結節においても部分的に胞体に淡陽性
を示した。

間質においてはグリソン鞘への中等度の単核球の浸

潤と胆管の増生が多 く認められた。

e)10週 目
各葉により病変に差が認められるが,過形成結節の
面積の増加が目立った。過形成結節は,1.大 きな好
酸性の胞体からなり,核および細胞の異型に乏しいお
となしい細胞群,2.変性 と再生が混在 し大小の細胞
からなり各々の境界がはっきりしないもの,3.小型
の好塩基性細胞で構成されるもの,4.結節内に好塩
基性の小型肝細胞増殖巣を含むもの,5。 比較的大 き

な好酸性の細胞からなり,核分裂像,偽腺管構造など
構造異型が少し強いもの, と大きく5種類を区別でき

た。また,高分化型～中分化型肝細胞癌 も5匹全部に

認めた (ng。 9)。 間質浸潤あるいは間質の部分的消

失は,明 らかな癌部をはじめ過形成結節と思われる部
分においても数ヵ所認められ,淡明細胞巣 も認めた

(Fig。 10)。

GST― P染色では,非癌部で間質を除き広範に (大
半は過形成結節)淡染性を示し,癌部では陰性から淡
染性を示 した。γ―GTP染色では,類洞周囲に細胞単
位で陽性 となる部分が多 く,癌部でも不規則な分布で
淡染性 を示 した。AFP染色では,γ―GTP染色 と似
た局在 と染色性を示した。
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Fig。 1l Variability of serum AFP level.

f)12週 目

各葉により差 はあるが,肝細胞の変性 と脱落像 を引

き続 き認 め,10週 で認 め られた種々の結節が入 り混

じり,中分化度の肝細胞癌の数 と面積 は増加,偽腺管

型や混合型のやや低分化な肝癌 も認 められるようにな

り,脈管への浸潤 も多 く認めた。Masson染 色では,

門脈域一門脈域,門脈域―中心静脈域を結ぶ線維化が

進んだ。

GST― P染色では,間質を除 くほとんどの部分で核
および胞体に淡染～濃染性 を示 し,AFP染 色 とγ―

GTP染色では,細胆管,門脈および中心静脈周辺の

肝細胞に局在を示 した。AFP染色ではおもに細胞膜
に,γ―GTP染色では,胞体に陽性像が認められた。
g)14週 目
各葉による差が目立たなくなり,全体 としては変性

像が減少し,小型肝細胞増殖巣,高分化および中分化

型の肝細胞癌の数が増 した。肝細胞癌 は索状型が多

く,一部に偽腺管型を認めた。非・・L部は,ほ とんどが

過形成結節とな り,8週からみられた 5種類の結節を

認めたが,変性による脂肪化を伴う結節は減少傾向に

あった。

GST― P染色では,酵素変異巣が濃染性を示 したの

に比べ,過形成結節では,全体 として淡染傾向を示

し,癌部では一部で濃染するも多くは淡染性を示して

いた。γ―GTP染色および AFP染色では,12週 と同

様の染色性を示した。

h)16週目
ほぼ 14週 と同様の組織像で,肝細胞癌の数と面積

が増カロし,低分化型のものが増えた。癌部は AFP染

色で陽性 となり,GST― P染色で陰性を示 した。γ―

GTP染色では,淡陽性を示した。
全経過中発生した肝癌に被膜の形成はみられなかっ

た。

PAS染色では,対照群に比べると癌部の淡明細胞

化した部分などに局在を示した。

3.血清 AFP(ng。 11)
DEN投与群 における血清 AFP値 は 6週で平均
391.6 ng/m′ と対照群の約 30倍の値を示 した。その

後,急激に上昇 し10週 では平均 2,005 ng/m′ を示

し,16週では 186,183.3 ng/m′ と著高を呈した。

対照群の血清 AFP値 はいずれも 15 ng/m′ 以下で

正常範囲内であった。

これまでの結果をもとに DENラ ット肝発癌過程の

経時的組織変化,免疫組織化学的染色の染色性および

血清 AFPの変動についてヒト肝細胞癌 との比較を交

えて考察を行った。

1。 経時的変化について
1)酵 素変異巣および過形成結節について
2週から出現した酵素変異巣は,局在は不規則で ,

4週,6週 とその面積を増 した。6週にな り出現 した

過形成結節は大きく5種類に分けることができた。過

形成結節は広義の前癌病巣 と考えられているが,現在

では肝癌へ直接進展してい くものと,やがて消失して

いくものがあると考えられてお り
10,肝癌へ移行は,

約 1～2%と の実験報告 もある2の。出口
21)は 肝化学発

癌過程における過形成結節をモルフォメ トリーにより

大型肝細胞結節 と小型肝細胞結節に分け,前者は発癌

との関連は低 く,後者は癌に進展していく可能性が強

いと報告している。今回の実験では,後述する好塩基

性の小型肝細胞増殖巣や好塩基性細胞より成る過形成

結節が狭義の前癌病変 と考えられた。今回は,過形成

察考
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結節の消長を確認するには至 らなかったが,胞体が大
きく異型性の少ない,いわゆるおとなしい型の過形成
結節の何割かが消失していくのではないかと推察され

る。

2)Oval cellと 小型肝隋田胞増】園巣:こついて

今回の実験では,典型的な oval cellは 認 められな
かつたが,4週以降,シー ト状配列 は示 さない もの
の,oval cell様 の細胞 と小型の肝再生細胞が門脈域

お
・
よびその周囲に認められた。これらの細胞は週数 と

ともに増加傾向を示し,8週では好塩基性の増殖を伴
つた細胞の集族を認め,小型肝細胞増殖巣 と名付け
た。この病変はヒトの腺腫様過形成に相当する病変 と

思われたが,一部に異型を伴 う部分 も認めたため,癌
との境界病変 と考えられた。

3)癌 について
ヒトの肝細胞癌についても近年,過形成結節の中の
異型性の強い部分を前癌病変 として捉え,発生早期の
癌 という意味から早期あるいは初期の肝細胞癌 と呼ぶ

よう提唱された2の。ヒトにおける初期肝細胞癌の発育

に関しては, “高分化型の癌細胞結節内に低分化型の
肝細胞癌の結節が生じ増大,高分化型を圧排 し発育す
る"と いう手術,剖検材料からの研究報告がある20。

今回の実験でも,背景に肝硬変がみられない点におい

ては多 くのヒト肝細胞癌 とは異なるが,大半は肝硬変
の偽小葉に類似の過形成結節によって占められてい

た。その結節の中からヒトの腺腫様過形成に相当する

と思われる小型肝細胞増殖巣 (Fig。 7)が認 められ

た。この所見はヒトの前癌病変に良 く似ているととも

に過形成結節から肝細胞癌に進展する発癌ルー トが存

在すると考えられた。

過形成結節の中でも,好酸性で大きな胞体からなり
異型性のある結節は,そ の組織像 (Fig。 12)お よび 8

週でいきなり中分化型肝細胞癌 (ng.5)が出現した

事実から,直接,中分化型の肝細胞癌に移行する可能

性 も推察された。

10週にみられたような高分化型の肝細胞癌につい

ては,おそらく従来から存在 していたものの,ヒ トの

肝細胞癌の組織 とを比較していなかった点および発癌

してからかなり時間が経過 した時点での観察が多かつ

たため報告が少ないものと思われた。事実,本実験で

も 12週以降,低分化型および混合型の肝癌が出現 ,
増カロしてきている。

Fig. 12 Liver from a rat administered DEN for 8

weeks.

Basophilic hyperplastic nodule with atypism.
(H. E. stain section, x200)

また,ヒ ト早期肝細胞癌における他の病理組織所見

として脂肪化および淡明細胞化が報告されている20。

本実験でも,脂肪化および淡明細胞化は 12週から一

部の癌で認められた。また,16週では一部の癌結節
でび漫性に脂肪化を認めた。さらに,間質浸潤を伴う
病変あるいは間質浸潤様 にみえる病変が認められた

が,最近ヒトの肝細胞癌では, “間質浸潤を伴う境界
病変は,悪性 と判断する20"と の考え方もあり悪性を

判定する重要な因子 と考えられている。しかし,一口

に間質浸潤 といつても,浸潤細胞にはおとなしいもの
から異型を伴うものまであり,ま た周囲肝組織による

圧迫や循環障害による間質成分の消失も考慮にいれる

必要があると考える。すなわち,前述のような狭義の

前癌病変の部分における間質浸潤は悪性を強 く支持す

る所見になると考えられたが,それ以外の部分では悪

性でない間質浸潤様にみえる門脈域の消失 もありうる

と考えられた。

このように本実験で得られたラット肝癌の病理組織

所見は,ヒ トの早期肝細胞癌 との類似点が多 く興味深

い。

2.免疫組織イヒ学的染色について
GST― Pは,ク ロフィプレー トなどの遺伝子非傷害

性の発癌剤による前癌病変 を除いて
20優れた前癌病

変 としてのマーカー酵素であることが知 られている。

本実験においてもγ―GTPに比べより早期から陽性 と
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なり,発現性 も安定 してお り再度そのマーカー酵素 と

しての有用性が確認できた。 しかし,高分化型～中分

化型肝細胞癌では,淡染性から陰性を示し,低分化型

では陰性であつた。γ
―GTPお よび AFP染色 は,4

週以降,門脈域周囲の oval cen様 細胞および小型の

肝再生細胞に陽性 とな り,癌部では 8週の高分化型

～中分化型肝細胞癌の癌結節周囲の小型異型細胞から

なるきわめて高分化な部分に一部陽性 とな り,14週

以降のやや低分化な肝細胞癌で明 らかに陽性 となっ

た。その他の中分化型の肝細胞癌では一部で陽性 とな

るが
~定の傾向はみられなかった。一般的には,分化

度が低いほどAFPは 陽性を示すとされているが,肝

細胞癌のきわめて高分化な部分に陽性 となり,小型再

生細胞が同様の形質を示したことは興味深い。

また,GST―P陽性酵素変異巣は局在が明 らかでな

く,門脈域周囲の AFP陽性の再生細胞集団 とは異な

るものと考えられた。

今回,DENに よる主要肝病変は,肝細胞の変性壊

死,再生,脂肪変性,胆管の増殖,線維化,過形成結

節,お よび肝細胞癌などであった。肝細胞の変性,壊

死像は,非癌部における肝細胞の変性,壊死像が 12

週以降減少 したことから,DENに よる初期の肝細胞

障害 と考えられた。また,oval cellの 典型的な もの

は認めなかった。これは発癌剤 と実験動物の組み合わ

せによるもの と思われ,oval cellが ヒ トで出現 しな

いため,ヒ ト類似の病理組織所見が得られるという点

から,こ の組み合わせは有用であると考えられた。

3.血清 AFPについて
AFPは,1963年 ,Abelev et al.1の のマウス肝癌で

の発見以来,日常臨床においても広 く利用 されてい

る。また,多 くのラット肝化学発癌実験においては,

今回の実験 と同様に明らかな肝腫瘍を認めない時期に

血清 AFPの増加が観察されてお り2つ20,肝癌発生過

程における AFP産生の場 について も議論 されてき

た。Okita et al.2"は その産生の場を Farber3031)に よ

り前癌性病変 として強調された肝過形成結節を構成す

る細胞群であるとした。 しかし,Sel13の,onOe et al.30

はその主たる産生の場 を卵円形細胞 (ovttl ce11)と

し,前癌性病変 としての意義を強調 してきた。現在 ,

oval cellは 一種の再生細胞あるいは細胆管上皮細胞

であり真の前癌性病変ではないと考えられている
34ゝ

今回の短期実験においても組織学的に oval ceHは 非

定型的ではあるが認められた。AFP染色では,前述
の通 り,こ の oval cellと 小型再生細胞およびその他

の過形成結節内に散在性,不規則に広範に染 まり,2
週以降の軽度～中等度の AFPの上昇に一致 した。癌
が認められた 8週以降は血清 AFP値 もさらに高値 を
示し,全経過において組織像 との一致を認めた。癌を

認める以前での AFPの軽度上昇はヒトにおける肝癌

以外の肝疾患における再生性変化に伴 う上昇に相当す

るものと思われる。今回の実験では,3'一Me DAB,

AAFを用いた発癌実験で認められる primary reacdon

がみられず,腫瘍の急速な発育に比例 した血清 AFP

値の上昇などは,再生 と壊死を繰 り返す過程で発癌を

認めるヒトに近い反応 と思われた。この反応は前述の

一連の報告をうらづけるとともに,本実験モデルがヒ

ト類似早期肝細胞癌を観察するために適 している 1つ

の理由と考えられた。

4。 モデルとしての有用性 と今後の実験系の改良に

ついて

現在ラット肝発癌実験に用いられている主な癌原性

物質 には,DENの ほか にアゾ色素系で は 3′一Me―

DAB,芳 香族アミン系では,2 AAF,な どがあ り,

当教室においても須永
10,相 田ら39,がそれぞれ報告

を行 っている。 しか し,発癌 までの期間 はそれぞれ

18週,30週 と遅 く,ま た,発生 した癌の組織型は腺

癌が主で,ヒ トの肝細胞癌の組織像 とは明 らかに異な

った。

ただ し,発癌モデルは発癌剤の種類,量,投与方

法,投与期間,実験動物の組み合わせにより発癌まで

の期間,組織型などが異なってくる。一般 に,発癌 ま

での期間は,発癌剤の総投与量に反比例することが知

られてお り (加算説
30),DEN 50ppm自 由飲水では

発癌 まで約 17週かかつた という報告がある
21)。 本実

験モデルでは,8週前後 というきわめて短期間にヒ ト

早期肝細胞癌類似ラット肝癌を作製,現在 ヒトの肝病

理組織でいちばん混乱 している部分を観察できるとい

う点に有用性がある。また,部分肝切除などがな く手

技が簡便で人工的な外科的侵襲 もないため死亡率 も低

い 。

DENの投与濃度および投与期間に関してはさらに

検討が必要 と思われ,100 ppm,12週 投与で ,事,やや

変性像が強いようにも思われた。ヒト類似早期肝細胞

癌をみるためなら 8週投与で充分 と思われ,ま た,よ
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り簡便な実験となろう。さらに,酵素偏異巣および過
形成結節の消長をみるためには,観察期間を長くする
必要があると思われた。

=

ラット肝癌の発生過程における前癌病変として重要

な過形成結節の消長を観察する目的で実験系を組んで

行ったところヒトにおける早期高分化型肝細胞癌類似

病変を 8週前後 という短期に確実に作成することがで

きた。ヒト肝細胞癌を解明するうえで有用な実験モデ

ルであると考えられた。

稿を終えるにあたり,本研究の機会を与えていただき,ご校
閲ならびに直接ご指導を賜 りました聖マ リアンナ医科大学第 2

病理学 打越敏之教授に謹んで感謝の意を表 します。また,本
研究に際し多大なご協力をいただきました腫瘤研究所 故平井
秀松博士,多賀弘子博士に深 く感謝するとともに抗体の供与を
いただいた大阪大学生化学 谷口直之教授,弘前大学生化学
佐藤清美教授に厚 く御礼申し上げます。また,標本作製にご協
力いただいた本病理学教室 大沼繁子女史,林湯都子女史に感
謝いたします。

本論文の要旨の一部は,第 78回 日本消化器病学会総会,第 81

回日本病理学会総会において発表した。
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真坂 彰

Abstract

Sequential Immunohistochemical Study of Early
Hepatocellular Carcinoma in Rat Liver During
Carcinogenesis Induced by Diethylnitrosamine

Akira Masaka

This study was designed to observe the histopathology of the early hepatocellular carcinoma in
rat liver during carcinogenesis induced by diethylnitrosamine. Sequential immunohistochemical
stainings against a-fetoprotein (AFP), y-glutamyl transpeptidase (y-GTP), and placental form of
glutathione S-transferase (GST-P) were performed.

During the experiment, cell injuries appeared at 2 weeks, enzyme-altered foci at 2 weeks,

hyperplastic nodules at 6 weeks, and early hepatocellular carcinoma at 8 weeks after DEN feeding.

The appearance of cancer in a nodule, fatty changes, pseudogland formation, and microinvasion of
atypical liver cell to portal area were also noted.

These results suggest that this experimental protocol may be useful in studying early hepato-

cellular carcinoma. (St. Marianna Med. J.,20:- 472-484, 1992.)
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