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赤色腫および虹彩黒色腫細胞株樹立の

比較腫場学的意義

松本二郎

1 比較腫疹学一一腫療現象の系統発生学的解析

腫療の発生はヒトや高等な晴乳動物にのみ特異的に起こる現象ではない。多

細胞生物の存在するところには腫蕩と見倣される細胞の異常現象が必ず見出さ

れる：腫蕩とは多細胞生物に発現した変異細胞の集団で，その起源は自分自身
を構成する細胞であり外来性のものではない。生物体を構成する正常な細胞が

腫蕩細胞に変わる時に起こる「異変」（Neoplastic transformation）には，その

生物の成立を可能にしている秩序が正常に作動しなくなるとしづ表現で総括さ

れるような広範な内容が含まれている。細胞の営みは，正常であろうと腫蕩で

あろうと，組み込まれている遺伝子情報の総目録から，その時々に細胞が置か

れた状況に応じて必要な情報を選び出し，生命の営みの直接的な担い手である

酵素蛋白質に転写・翻訳し，この分子の触媒作用が稼動することで実現する。

従って，腫蕩細胞が異常な営みを発現するようになった原因としては，遺伝子

そのものの組成変化〈突然変異〉と遺伝子情報の発現機構の変化（転写・翻訳の

異常〉との二つの異なる作用部位が推測され2。一旦，腫蕩化した細胞が増殖
を繰り返しでも腫蕩としての異常な性状が保持されていることを考えると遺伝

子水準で何らかの変化が起きていることを予測するのが自然であろう。このよ

うな意味での腫虜化に関与する要因として， これまで，「癌原性物質」の名称

で包括される多様な化学物質と紫外線や放射線のような輯射線と腫蕩ウィルス

が挙げられてきえこれらの要因が細胞を腫蕩化する作用機序を解析するため
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には，細胞以下の水準での標準化された実験系が必要となる。さらに，腫蕩を

扱う時，常に問題となる悪性度は，その腫療が動物に死をもたらす時間の長さ

で評価されるが，これを細胞水準で診断する時には細胞の増殖速度，組織浸潤

性または転移能に関連した性質，分化誘導に伴う増殖能の減少を期待しての分

化誘導の難易度等が標識となる。このような悪性化に伴う細胞性状の変化の解

析には生化学的な解析に耐える均質な腫蕩細胞系が必要となる。この目的を満

たすために，これまで、に，晴乳動物やヒトの腫蕩から多くの細胞株が樹立され

実験的解析に誤されてきた。
腫療の成因や腫蕩細胞の特性を進化水準の低い動物について解析しようとす

る研究領域は比較腫、易学と呼ばれる。比較腫蕩学の発展は 4段階に区分するこ

とができるとしづ。第一の段階は自然に発生する腫蕩を博物学的に症例として

報告するもの；第二段階は自然環境で発生する腫蕩の型と動物種との関連を系

統発生を考慮しながら同定してゆくもの；第三段階は下等動物の腫蕩を分析的

な解析の可能な実験系として確立するもの，そして最後の第四段階はヒトや晴

乳類で先に解明されている腫蕩に関する知見を進化水準の低し、動物の腫蕩と比

較し，腫湯の早期発見，予防，治療等に関する方策を探求するというものであ

る。

魚類に発生した腫蕩が腫蕩一般の研究に大きな貢献をした事例は少なくとも

過去に二つ挙げることができる。その一つは淡水産熱帯魚の一種ソードテイル

とプラティフィシュとの種間交雑によって発生する黒色腫で腫湯形成に遺伝的

背景が関与することを明確に示したことは重要である。この腫湯系の発見は愛

玩用観賞魚の飼育と新しい品種の開発が動機となっているが，癌研究に最も広

く使用されているハツカネズミが最初，愛玩動物として飼育され，後に貴重な

実験動物になったことと類似している。第二の事例はニジマスに発生する肝癌

で環境中に存在する癌原物質（この場合はアフラトキシン〉がこの腫湯発生に関

与していることを明確に示したことである。食物中の特定の化学物質と特定腫

湯の発生との因果関係を実験的に示したのは，ニワトリに発生する白血症がウ
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赤色腫および虹彩黒色腫細胞株樹立の比較麗蕩学的意義（松本〉

ィルスにより惹起される因果関係の分析と同様に，環境中に発癌の要因が存在

するとし、う知見を確立した点で、癌研究に重要な功績を残しているといえる。

2 赤色腫と虹彩黒色腫一一一下等脊椎動物にのみ発現する腫蕩

魚類や両棲類に赤黄色の色素をもった皮膚腫蕩が発生することはかなり古く

から散発的に報告されてき定。1976年に赤燈色の体色をもっキンギョ （Carassius
auratus） の変種に赤色色素を含有する皮膚腫蕩が発見された。この腫療はこれ

までに神経鞘腫またはシュパン氏鞘腫で、あろうと同定されて示史筆者らは腫
蕩細胞中に沈着する色素を細胞化学的，生化学的〈ペーパーグロマトグラフィ法〉

により解析し，プテリン色素とカロチノイド色素が存在すること，これらの細

胞には色素の支持装置としてプテリノソーム及びカロチノイド小胞が分布する

ことを電子顕微鏡法で明らかにした。これらの知見はこの腫蕩の構成細胞が明

色色素を合成する色素細胞（赤色素胞または黄色素胞〉であることを示しており，

赤（黄〉色素胞の腫療とし、う意味で赤色腫または赤色素胞腫（Erythrophoroma)

と名付けたこれまでに，キンギョ赤色腫は33例について検索・同定されてお
り現在は必ずしも稀に発生する腫蕩ではないことが示されている。同一個体に

二個以上の赤色腫が発現することも認められた。赤色腫の外観はゆるやかな肥

厚を伴うものが多く，極端な隆起を示すものは比較的稀である。腫療の表面は

滑らかで鱗を伴うことはない。

魚類や両棲類には虹彩色を呈し反射小板を含有する皮膚腫療も発生する：こ
れらの腫蕩はこれまで虹彩（色素胞〉腫またはグアノ胞腫と呼ばれ検索・同定

の記録が残されている。本邦近海に棲息する海産魚ニベ （Nibea mitsukurii） に

この型の腫蕩が比較的高頻度に発生することが報告されていを。この腫蕩は黒
色腫（黒色素胞腫〉と混在して発生し， 同一個体では背側で黒色腫， 腹側で虹

彩腫として発現することが多い。この性状は腫蕩細胞とはいえ発現する色素形

質が場の影響を受ける事例として興味深い。筆者らの電子顕微鏡法及び組織培

養法による検索はこれらの腫蕩は黒色素胞と虹彩色素の二型から構成され外観
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の差は二型の含有密度の差によることを解明している。これらの知見を基礎に

この腫療は虹彩黒色腫 (Irido・melanophoroma）と命名された。

赤色腫及び虹彩黒色腫は変温脊椎動物に特異的に分布する腫療で温血脊椎動

物で検出されたとし、う報告はない。これは正常色素細胞の分布が変温脊椎動物

では黒色素胞，赤（黄〉色素胞，虹彩（色素〉胞の三型を基本としているが，

温血動物に進化すると黒色素胞ー型に収赦することと対応している。今後，精

巧な分析を温血動物皮膚腫蕩に適用し，赤色素胞や虹彩色素胞に近い表現型を

もつものが検出されれば進化論的見地からは興味深いが，これまでのところこ

のような報告はない。

3 魚類の色素性腫蕩からの細胞株の樹立

キンギョ赤色腫から株細胞を樹立する試みは1976年にこの腫蕩の同定に引き

続いて行なわれ， 1977年には最初の株細胞が樹立されている。これまでに33例

の赤色腫が発見され，その約 1/3 に相当する腫蕩の剖検組織片から初代培養の

樹立が試みられた。これらのうち継続的に安定した増殖を示し初期感染を伴う

ことなく細胞株樹立に至ったものは 5 例であった。これらの細胞株は起源腫蕩

のGoldfish Erythrophoroma および、常陸宮（Masahito）の頭文字を取って GEM

と名付けられた。数字は癌研究所における常陸宮の収集による比較腫蕩学関連

の試料番号を示している。 GEM-81 株は約 1 年半に継続的に 200 世代以上に

わたり継代培養されている。

ニベ虹彩黒色腫から株細胞を樹立する試みは赤色腫より約 1 年遅れてなされ

た。これまでに 2 個体からそれぞれ 2 ヶずつ剖検組織片を得て初代培養を行な

い 2 株の細胞株を樹立した。細胞株は Nibea Irido-melanophoroma の頭文

字と赤色腫と同様な収集者の頭文字を付して NIM と名付けられた。初代培養

では NIM-1 株は黒色腫として， NIM-2 株は虹彩腫としての形質を屡々発現

したが継代後は虹彩腫としての形質を発現することが多い。

赤色腫 GEM 株のうち， GEM-49, GEM-81, GEM-199, GEM-218, 
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赤色腫および虹彩黒色腫細胞株樹立の比較腫虜学的意義（松本〉

GEM-322 の 5 株について30世代目の培養を中心に標識色素の形成能を検索す

ると， confiuency 成立後は培地が胎児仔牛血清添加のものであってもプテリ

ジンを形成することが明瞭に示されていき。赤色腫細胞はプテリン色素の自律
的合成能をもっと結論づけられる。プテリン色素の組成は胎児仔牛血清系培地

での長期継代後はピオプテリン， イソキサントプテリンが主力となり in vivo 

では 7－ヒドロキシピオプテリン， イソキサントプテリンが代表的な構成成分

であるのと異なっている。 コイ血清添加培地で継続培養されたものは in vivo 

に近づく傾向を示している。

赤色素胞の標識色素にはカロチノイドも存在するが，この色素は in vivo の

赤色腫には顕著な沈着をみるものが多いのに反し，胎児仔牛血清系培地では継

代後沈着がみとめられない。然し，培地にコイ成魚より採取された血清を添加

するとこの色素の沈着が認められる。これらの知見は赤色腫細胞はカロチノイ

ド色素に対しては自律的合成能を保持しないが選択的に蓄積する能力を保持し

ていることがわかる。

虹彩黒色腫の NIM-L NIM-2 株は通常の培養条件下でも散発的に黒色素や

反射小板様構造を形成するので起源腫蕩と同種の色素の形成能を付与されてい

ることがわかる。これらの知見の総括は樹立された細胞株は色素細胞としての

形質を発現し，その形質はほ X起源腫蕩に検出されたものに対応しており色素

細胞起源であることを示している。

赤色麗も虹彩黒色腫も初代培養では“conditioned medium，，が使用され

た。 “conditioned medium，，にはハムスター匪細胞（3× 103 細胞／60× 15mm

培養皿〉をX線照射（5, OOOR）後 24時間培養した培養液（L-15: 7 容，胎児仔

牛血清： 2 容，水： 1 溶，ベニシリシ： 100単位／mt，ストレプトマイシン： 100 µg/mめ

を同組成の新鮮培養液と 1 : 1 の混合比で調製したものを使用した。また，

NIM 株は原腫揚が海産魚に発生したものであるので培養液の浸透圧を調節す

るために 0.041Y,I の NaCl が添加されている。

これらの細胞株が腫蕩起源細胞であることの in vitro での証拠には次の三

(404) 19 



キンギョ赤色腫細胞株 GEM-81 の培養系における光学顕微鏡像

図 1. 単層培養（胎児仔牛血清添加培地使用〉におけるクロー ニングされた株（Clone-1）。 細胞

配列は乱雑で培養面を蔽う以前に重畳しコロニーを構築する。 倍率100 ×

図 2. 軟寒天培地（conditioned medium 使用〉における コロニー形成。中心部の細胞にメ ラニ

ン色素の沈着を認める。 倍率100 ×
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赤色腫および虹彩黒色腫細胞株樹立の比較！腫療学的意義 （松本〉

図 3・ コイ血清添加培地使用の単層培養系でのメラニン形成能をもっコロニー。メラニン形成細胞の形状は相互に類似し単一細胞起源を示唆してし、る。 倍率100 × ー図 4・ コイ血清添加培地使用の単層培養系に発現した真皮性骨格〈鱗九又は歯片〉様構造〈矢印〉を形成するコロニー。 倍率100 ×
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つを挙げることができる： 1) 単層培養系で細胞配列は乱雑な criss-cross を

呈すること〈図 1 参照）， 2) confluency 成立以前に重畳を開始することく図

l 参照）， 3) 軟寒天培地でコロニーを形成すること〈図 2 参照〉。これらの条件

は赤色腫細胞 GEM-81, -199，一218 及び虹彩黒色腫細胞 NIM-1，一2 で満さ

れるので“neoplastic transformation，，を起こした細胞で、あることがわかる。

4 魚類起源の色素性腫疹細胞にみられる多能的細胞分化

赤色腫も虹彩黒色腫も confluency 到達後，稀に，異型の色素形成を示す。

赤色腫ではメラニン，虹彩黒色腫で、は赤色色素で、ぁ2。しかし，これら散発的
に稀に起こる色素形成を除けば一般に色素に関する表現形質は安定で継代によ

る顕著な変化は認めない。このような安定した性状を示す株細胞を細胞分化誘

導剤で処理すると多様な形質が発現する。分化誘導剤にはヂメチルスルフォキ

シド（DMSO），フォルボォルエステル（TPA), 酪酸，デオキシプロモウリジ

γ，レチノイド，デオキシメサゾン，副腎皮質刺激ホルモン（ACTH），メラノ

フォア刺激ホルモン（MSH）等が使用された。これらの誘導剤のうち赤色腫細

胞に顕著な分化誘導を誘起するのは DMSO と TPA，虹彩黒色腫細胞では酪

酸であった。これまで，分化誘導に関し密度高い解析がなされているのは赤色

腫であるので記述は赤色腫に力点を置き，虹彩黒色腫は赤色腫と顕著な差異を

示す部分のみに触れることとする。最近，コイ血清が赤色腫細胞に対し分化誘

導能を示すことが明らかにされているが虹彩黒色腫細胞に対しては十分な解析

がなされていない。

赤色腫で分化誘導により形成される色素はメラニン， ドロソプテリンのよう

な異型プテリン，白色～反射色素であるプリン等である。これらのうち最も頻

度高く発現するのはメラニンである。 DMSO と TPA はメラニン色素形成を

誘起するが分化誘導された細胞は増殖を長期にわたり継続することができず終

末分化に到る。これに反しコイ血清は単にメラニン色素形成を誘導する〈図 3

参照〉のでなく，分化誘導された細胞群の多くを長期にわたり増殖させること
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ができ，メラニン色素に関連した生理学的な形質に関しても分化させることが

できる。 DMSO や TPA による生化学的に検索できるメラニン形成の誘導は

株細胞によって異なるが， GEM-81 では母細胞集団の約 70%の細胞に惹起で

きるのに反し，コイ血清による誘導は同株で 1/3500 程度の頻度で、ぁぎので細
胞分化誘導の機序が両者で異なることが強く示唆されている。コイ血清による

誘導でも異型プテリンやプリンを産生し乍ら増殖能を示す細胞群が発現する。

DMSO や TPA による分化誘導は誘導された細胞が短期的に増殖しでも次第

に接着性を失い細胞集魂として浮上してしまいクローンとしての解析ができな

いが，コイ血清による誘導は被誘導細胞がクローンとして増殖するのでメラニ

ン形成能，メラノソームの性状，明色色素形成能，細胞形態，生理学的反応

性，増殖能，終末分化に到達する期間等について個別に探求できる利点を備え

ていを。コイ血清による細胞分化誘導の技術は著者らにより開発されたが，こ
の技術がもたらした成果は， 1) 赤色腫株細胞中にはコイ血清の分化誘導に対

し感受性を示すものと示さないものとが存在し， 2) 感受性を示す細胞群は表

現形質，最終到達分化度などの異なる多様なクローンから構成されており，そ

の表現形質はコイ血清の存在する限りかなり安定して保持されていることを示

したことである。赤色腫のうちコイ血清感受性の最も高い株は GEM-81 でメ

ラニン形成に関連した形質を発現する細胞の含有率は 1/3500 程度であるがこ

の 1/3500 の細胞群の中に予定分化能の異なるクローン群が組み込まれてい

る。この小数派に該当する細胞群をクローンとして分離し性状を比較すると正

常黒色素胞の分化にみられる三段階で増殖している細胞群が存在することがわ

かる。それらは， 1) 黒色素芽細胞型， 2) 色素反応を示さないメラノサイト

型， 3) 色素反応を示すメラノフォア型で、あな特に腫蕩起源の細胞から正常
細胞では終末分化を達成したと考えられるメラノフォアと機能的に同等な細胞

が発現し，しかも，その機能を保持しながら増殖しているとしづ知見は重要で

ある。赤色腫株細胞でコイ血清によるメラニン形成を誘導されない細胞群中に

は， 1) 自己再生専従の幹細胞型細胞， 2) プテリン色素合成に方向づけられ
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た赤（黄〉色素細胞型の細胞， 3）カロチノイド沈着に方向づけられた赤（黄〉

色素細胞型の細胞， 4) 真皮性骨格など色素形質以外の形質形成に方向づけら

れた細胞群〈図 4参照〉が存在し，いずれもクローンとして分化してくる。こ

れらの知見を総括すると赤色腫細胞株母集団は予定分化能の多様なクローンか

ら構成されており顕著な clonal heterogeneity が存在するということにな

る。コイ血清による分化誘導法はこの潜在する heterogeneity を顕在化させ

る方法ということができる。

従来の色素細胞の発生学はこの細胞分化は神経冠起源細胞から出発し，色素

形質毎に通常はメラニン系，プテリンーカロチノイド系， プリン系の三系列に

ついて一芽細胞，ーサイト，ーフォアの分化段階があると考えられてきた。赤色

腫細胞での分化誘導はそれぞれのクローン毎に一気にその予定分化の段階に到

達せしめ，それを形質として発現することを明らかにしている。

5 Clonal heterogeneity 成立と腫蕩形成

腫蕩形成には initiation と promotion と呼ばれるこ段階があると考えら

れている。正常細胞が腫蕩化する第一段階の initiation は個々の細胞に，無

作意に，遺伝子であるデオキシリボ核酸（DNA）の損傷として起こる。 DNA 

損傷は細胞自体の持つ修復能により修復されるがある確立で完全に修復されな

かった DNA は組成の欠損・異常をもった突然変異細胞を形成する。キンギョ

の赤色腫の発生頻度が加齢との聞に一定の指数関数的関係をもつことは発癌要

因が無作意に作動していることを強く示唆している。この腫療の発現部位が背

側から側線に及ぶ体側上半部位に集中していることは紫外線等イオン化輯射線

がこの腫療の initiation と関連してことを示唆するであろう。 また， この部

位特に背側は神経冠幹細胞の分布密度が高いと推測されるが，赤色腫が幹細胞

～芽細胞型腫蕩であることと関連して興味深い。正常の神経冠起源細胞が

‘neoplastic transformation，を起こすのに必要な DNA 損傷の頻度は複数で

あろう。正常組織細胞中に形成された予定腫蕩細胞は増殖を開始する。恐らく，
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このような細胞は遺伝子複製機構にある種の安定性を欠き，増殖の進行と共に

染色体構成に変異をもち込むと予測される。腫蕩の起源細胞が単一であっても

染色体複製の仕組みにもち込まれた不安定性は後継細胞群を異質な細胞の集団

としてゆくであろう。事実，赤色腫株細胞には顕著な heteroploidy が認めら

れ，正常細胞の 2n=100 に対し， GEM-81 株での中央値は90代と 170代に認

められる。一度誘起された染色体水準で、の不安定性はその後に追加累積される

体細胞変異によってさらに増幅される。腫蕩を構成する細胞集団は時間経過と

共に多数の subpopulation 聞の競争関係を派生し，増殖速度の差を基礎として

選択が起こり構成細胞の変遷をもたらす。 Promotion と呼ばれる過程には ini

tiation 後に起こるこのような一連の現象が包含されていると思われる。加齢

の進行した大型の腫蕩ほど構成細胞の heterogeneity は増幅されると推測され

る。赤色腫株細胞の樹立に用いられた腫療は大きさはまちまちであるが，一般

にある大きさを呈したものを使用しており株細胞樹立の段階で、既にheterogen

eity は成立していたと推測するのが妥当であろう。株細胞樹立過程で，さら

に，使用培地に対する適応性の差から subpopulation の選別・移行が起こっ

ていると思われる。

コイ血清により赤色腫株細胞母集団内に予定分化能の異なる細胞群が形成さ

れ，顕著な clonal heterogeneity が存在することが示されたのは上述の腫蕩

形成の一断面を明瞭に示したものと見倣される。さらに， DMSO や TPA な

ど膜系の擾乱を介して細胞分化の誘導を起こすと考えられる薬剤が，赤色腫株

細胞の分化能にみられる heterogeneity を増幅することは腫蕩細胞に惹起さ

れている不安性誘発の機序に膜系が関与していることを示唆していると思われ

る。

これまでに得られた表現形質の異なるメラニン形成クローンは培養条件によ

り色素反応性の獲得などにみられるように分化段階をすすめることができ，そ

の発現順序は正常発生における色素細胞の分化に対応している。メラノフォア

型細胞がメラノサイト型やメラノプラスト型細胞に逆行分化を示す事実が得ら

(398) 25 



れないことは赤色腫の起源細胞の分化段階について有効な示唆を与えてくれ

る。換言すれば，赤色腫の initiation が起きたのは神経冠幹細胞またはそれに

準ずる分化段階にある細胞と推測されることを意味している。

このような推測は株細胞の樹立とそれを用いての細胞動態的な解析の成果で

あって，比較腫蕩学の発展段階からみれば，赤色腫（そして虹彩黒色腫もやや遅

れて〉の研究は第三期から第四期への移行期にあると結論づけられるであろ

う。
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