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神戸大学医学部脳神経外科教室(指導.松本悟教授)

穀 隆内

(平成元年2月23日 受付)

要約

マウス皮膚発癌モデルにおいて二段階発癌理論が提

唱されて以来，種々の臓器における発癌プロモーター

が報告されているが，脳腫場モデルにおいては，発癌

プロモーターの作用は報告されていない。今回，

Ethy lnitrosourea (ENU)経胎盤誘発脳腫蕩モデル

に対する 12-0-tetradecanoy1 phorbol-13-acetate 

(TPA)の発癌促進効果を invivo-in vitro assay系

および ENU誘発後の microtumor発生過程の両

面より検討を加えた。その結果， ENUを発癌剤とし

て投与されたラット胎仔脳細胞の悪性変化に対して，

TPAが強いプロモーター作用を示し，さらに ENU

経胎盤誘発後の microtumor の発生に対して，

TPAが促進効果を示す点が明らかになった。以上よ

り，中枢神経系の発癌過程で二段階発癌理論が適応さ

れることが示唆された。

緒言

マウス皮膚発癌モデルにおいて二段階発癌理論が証

明されて以来 1) 種々の臓器 Z. 3， 4，)培養系 5)等にお

材料および方法

1， In vivoでの ENU処理 (Fig. 1)。

IN VIVO 

一《

l
fFetal brain 

ο000  

lii:JJJ::;Jib::; 
Single cell suspension 

( 1 x 10うIml ) 

↓ 
primary cul ture 

IN VITRO 
、

Prese['ved in liquid ni trogen 

いて，種々の発癌プロモーターが報告されている。な Fig. 1 Method of in vivo-in vitro assay. 

かでも crotontrigliumより抽出された diterpene

alcohol phorbol esterは，最も強力な皮膚発癌プ 妊娠18日目の SD-JCL ラット(平均体重250g)

ロモーターであり 6) 特に 12-O-tetradecanoyl に， ENUを disodiumphosphat巴 buffer，pH6.0 

phorbol-13-acetate (TP A)は，種々の組織に対し に溶解後直ちに 50皿g/kgB.W.を腹]腔内に投与した。

て発癌促進作用を示すとされている 2. 7)。他方，脳 一方，妊娠18日目の SD-JCL ラットの腹腔内に，

腫場モデルにおいては，発癌プロモーターの作用は現 ENUの溶解液のみを投与したラットを対照群とした。

在まで報告されていない。今回， Ethylnitrosourea 培養系への移行は， ENU投与72時間後に，胎仔脳組

CENU)経胎盤誘発脳腫蕩モデルにおける TPAの 織を無菌的に摘出し， 0.5mm角に細切， Disperse処

発癌促進効果を， III ViVO-lll vitro assay系 8)およ 理C1000IU/mP，30min.)の後， 100μm ステンレ

び ENU誘発後の mlcrotumor発生過程の両面よ スメッシュを通して，単離細胞として 60mmPetri 

り検討を加えた。 dishに platingを行って培養系に移した。実験は，

key words: Ethlnitrosourea， brain tumor， tumor promoter， neurog巴niccarcinogenesis， two-
stage carclllogenesls. 
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ENU投与胎仔脳細胞および ENU非投与胎仔脳細 れぞれの群での実験は，すべて triplicate して行つ

胞(対照群)を各々以下の 6群にわけ，培養系での悪 た。また， Con A の競合阻害剤 α-methyl-D-ma

性転化を観察した。1)，無処理， 2)，アセトン処理 nnoside 000μg/ml)を添加して， Con A 凝集

(0.01% V /V)， 3)， TPA (O.lng/ml)処理， 能の阻害反応に関して検討を加えた。

4)， TPA O.Ong/ml)処理， 5)， TP A OO.Ong， In vivoへの可移植性の検討は，培養開始後ω，90， 

/ml)処理，および 6)，TPA (50.0ng/ml)処理。 120，150，および180日目の各実験群の単離細胞(1

2，単層階養系。 x105個)を，10μlの培養液に浮遊させ 4週令雄

培養液として Eagle mlmmum 巴ssential 8D-JCLラットの右頭頂葉内に経眼寓的に移植した。

mediumに， 10%胎仔牛血清， L-glutamine (398 移植30日後に，ラットを屠殺し肉眼的および組織学的

μg/ml)，および抗生物質 (penicillinG 100IU/ に移植部位の腫虜形成を確認した。

ml， streptomycin 100μg/mJ)を添加した growth 5， glial fibrillary acidic protein (GドAP)お

mediumを用い， 37
0

C C02 incubatorにて 5% よび 8-100蛋白に対する免疫組織化学。

C02・95%Airの条件下に単層培養を行った。細胞 培養細胞を，冷 McClean'sparaformaldehyde 

が conflu巴ntに達した時点で， 0.25%トリプシン処 p巴riodinat巴ーlysin液で30分間固定後， PBSで2回

理を10分間行って継代維持した。 洗浄。ウサギ抗 GFAPおよびウサギ抗 8-100蛋白

3，発癌プロモーター処理。 抗体 (DakoCorp.， 8anta Barbara)を用いて，

発癌プロモーターとしては， TPAを用い，初代培 peroxidase-antiperoxidase法 12)で， GドAPおよ

養時より， TPA をアセトンで溶解後， growth び 8-100蛋白の発現を検討した。

mediumで希釈して各群の培養液中に添加した。な 6， In vivo実験。

おアセトンの最終濃度は， 0.01% (V /V)に調整し， 妊娠18日目の 8D-JCLラット 24匹に対して， ENU 

TPAとアセトンは，週2回交換した。また各実験群 (50田g/kgB.WJを腹腔内に投与後，以下の 6群に

で最低3つの dishを用いて実験を行った。 分け，各種処理を行った。 1)，無処理群， 2)，0.01%

4， In vitroでの発癌過程の解明。 アセトン処理群， 3)， TPA (0.1μg/kg)処理群，

細胞の経時的形態学的変化は，位相差顕微鏡にて観 4)， TPA 0.0μg/kg)処理群， 5)， TPA ClO.O 

察を行った。 μg/kg)処理群，および 6)，TPA (50.0μg/kg) 

細胞増殖の経時的変化は，各群の成長曲線を求め， 処理群。 TPAは，アセトンで溶解後，生理食塩水に

population doubling timeを算出して検討した。 て希釈し投与した。アセトンの最終濃度は， 0.01% 

軟寒天上でのコロニー形成能は， MacPherson (V /V)に調整した。なお， TPAおよびアセトン

and Montagnierの方法 9) に準じた。すなわち， の投与は，胎生期は連日，新生仔Wlは， '1:後20週令ま

1 X 105個の単離細胞を 0.3%Noblespecial agar で週2回腹腔内投与を行った。その後，各群4匹づつ

を含んだ 4mlの growthmediumに浮遊させ， の新生仔ラットを，生直後， 1， 3， 5， 7， 10， 12， 

60-mm Petri dish内の 0.5%軟寒天上に重畳した。 15，および20週令に屠殺し摘出脳を 100μmの連

以後約 2週間培養を続け， 50個以上の細胞から成るコ 続切片として， mlcrotumorの発生を組織学的に検

ロニーを数え， plating efficacyを算出した。なお 討した。なお mlcrotumorの判定は，直径 1mm以

コロニー数が10個以下 (platingefficacy : 0.01 % 下の腫療を W巴chsler等の方法 13) ，こ基ついた。

以下)の場合は，コロニー形成能なしと判定した。実

験はつの実験群に対して triplicate して行い， 結 果

平均と標準偏差を算出して統計学的処理を行った。

植物凝集素 concanavalinA (Con A) に対す 1.培養ラット胎仔脳細胞の形態学的変化。

る細胞凝集能の変化は， Kakizoeら¥0，11)の方法を若 ENU処理群および対照群の初代培養細胞の形態を

干改良して行った。つまり ConA (200または 400 対比すると，両群共に類似の細胞形態を示しており，

μg/mJ)を含む phosp

(138) 
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Fig. 4 Morphologies of cultured cells at 30 
days aftcr culture. A ENU-exposed 
cells treated with TPA (1.0 ng/ml) 
日;ト';NU-exposedcclls. 
Phase contrast. X 4∞ 

さらに， TPA非添加JENU処埋群における“ piJed

up focus" の出現は，培養1201:1FI頃より認められ

始めた。伺今の細胞の形態学的変化をみると，結養90

日H頃より， TPA添加 ENU処理群で胞体の縮小

化と bipolarな納長い細胞突起が認められ始めた

(Fig. 5 A)。一方， TPA非添加 ENU処跨群の細

胞形態は.培養90[)日以後もほぼ初代培養時の形態を

保っていた (Fig. 5 B)。またアセトン添加 ENU

処煙群では， TPA非添加 ENU処理群と|百l織の細

胞形態を示していた。さらに対照群 (ENU非役与税)

1・'ig.3: Immunohistochcmical stains of においては， TPA添加の有無にかかわらず形態学的
GF八l'(A) and S・100protein (R) in 
thc ト;J¥jC-cxposcd cclls at primary 変化は認められなかった。

じulture. x~OO. 2，細胞噌殖におよぼす変化 (Fig. 6)。

初代精養時の populationdoub1ing timc は，

弱陽性所見を維持していた。 対照群では， 41.2::t1.1時間を示し， TPA非添加

続養3011後， '1'1川添加 ENU処照群では，典型 ENU処型群では， 42.1 ::t2.1時間と両者に有怠な差

的な"pi lcd up focus" を示し始めた (Fig. 4 A)。 を認めなかった (P>0.2)。しかしながら TPA添加

一方 TP八非添加 E:¥じ処周鮮では， confluentの 巳NU処思群では.培養301:1FI頃より population

状態で規則的な敷イi状配列を示していた (Fig. 4 s)o doubling timeは， 22.8士2.9時間と急激に促進し，

(139) 
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Fig.5・ Morpholgiesof cultured cells at 90 
days after culture. A ENU-exposed 
cells treated with TPA 0.0 ng/ml) 
B ; ENU-exposed cells. 

hours 

~ 50 
・a

Phase contrast. X 4∞. 

回 1∞ 1切 200 days 

0・ysafter culture 

Fig.6 Changes of population doubling times 
in each experimental group. 
O…o ; control group，・…・;control 
group treated with TPA 0.0 ng/mI)， 
口…口 control group treated with 
TPA (50.0 ng/ml)， 0-0; ENU 
group， . - .  ENU group treated 
with TPA 0.0 ng/mI)，口口 ;ENU
group treated with TPA (50.0 ng/mI)， 
.-. ; ENU group treated with 0.01 
acetone. 
Points， mean of 3 replicate cu1tures ; 
bars， standard deviation. 

TPA非添加 ENU処理務の 36.2:!:3.1時間に比べ

有らかな有意差を認めた (P<O.叩1)。一方. アセト

ン添加 ENU処理群では. TPA非添加 ENU処理

群に比べて有意差を認めなかった (P>0.2)。また対

照群では， TPA添加の有無にかかわらず.培養 100

日目以後は.細胞培殖は認められず，死滅する傾向に

あった。

3.軟寒天上でのコロニー形成能の変化 (Table1)。

Table 1 Changes of colony forming efficacy 
in semisolid soft agar medium at 
various intervals after culture 

正眉仰向，、..，

区NVOI"Y 

(NU "..... 
TP' 細川j叫

E蜘民).ω. 
111'1.(1.011"・a
ENV ....・TP'川・叫，岨
ENリ...・

Y向。...../~

E阿υ...・
K・‘'・・"‘1
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0 ・CCl.Ol

:10.011・:0.0刷会@幻 :!:'.II
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主。0"全@例

/。

J.91 ・)1 1 . ~' 7.S・・ 11
全I.~，Þ :tl.Slb :Uω・::tJ.)OC 全3拘a

0 ・0)1 0.11 1.'1 2.1 

ヨ堂。'"・ ::tO.O)・:tO.?Od 全0・"

plating efficacy (%) in semisolid soft agar 
was calculated as follows ; 

% = ~o. of colony - X 100 
No. of plated cells 

b 
differs from the ENU group at 1'<0飾

c 
differs from the ENU group at 1'<0脳

d 

not significant. 

培養40日目には. TPA非添加 ENU処即.群では.

いまだにコロニー形成能が認められないのに対して.

TPA (1.0 ng/ml)添加 ENU処理群では.plating 

efficacyは. 2.50:!:0.72%を示し早期のコロニー形

成能の獲得を認めた。培養150日目には. T1'A 非添

加 ENU処理!Ifにおいても.1.8:!:0.51%の plating

efficacyを示したが. TP A (1.0 ng / ml )添加l

ENU処理務の 9.92:!:4.15%に比べると低偵を示し

ていた (P<0.05)。また対照訴では. TP八添加の街

無にかかわらずコロニー形成能は認められなかった。

4. Con八凝集能の変化 (Fig. 7)。

TP八添加 ENU処理群では. !音養301-1tcl頃より.

Con A凝集能が冗進し始めたが，一方. T1'八非添

加 ENU処E聖書学では. Con八凝集能の冗進li. !脅

養90HFI頃より認められ始めた。この Con A 

(140) 
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。 days 

Days .ft.r culture 

Pig.7 Changes of percentage of Con A 
agglutinability in each experimental 
group at various intervals after cul-
ture. 
o ; ENU， . ; ENU group treated with 
TP A Cl. 0 ng / ml ) ，口;ENU group 
treated with TPA (50.0 ng/ml) .; 
ENU group treated with O. 0 1 96 
acetone. Points， mean of 3 replicate 
cu1tures ; bars，S. D. 

凝集能は， 20μg / ml a -methyl-D・manno

side添加によって完全に仰制された。なお.対照群

では ConA凝集能は認められなかった。

5， In vivoへの可移植性の変化 (Table2)。

Table 2 Tumoriger】icityof cu1tured cells in 
V1VO. 

E陶 同rlm.nl.1 O.Y. ahet' 4:叫'"'・
croup 

回 doy. 拍 doy. 1:回d.y. 150 d・y. 伺 doy.

ENU 町、'y 。18(0)・ 0/10(0) 0/9 (0) り10(10) 2/10(却}

ENU plu!. 
2/8(25) 8/10(80) 9/9 (1帥) 10110(1帥 5/5(1回}

TPA (1 .On91・1)
ENU plus 

1/8(12引 5110(却 1/10(70) 7110(70) 4/5 (80) 
TPA flO.On91叫}
ENU plus 

1/5(20) 6/8 (75) 61101印 6110(伺 5/5(1凹}
TPA (叩 On9/.')

ENU plus 
0/6(0) . .，..尉.，.(0.01也}

。15(0) 0/6 (0) 0110(0) 1/5 (20) 

a 
No. of rats formed tumor 
No. of rats for imolantation 

Numbers in parenthesis， percentage of 
tumorigenicity was calculated as follows ; 

96 = No. of rats formed tumor 
Xl∞ 

No. of rats for implantation 

TPA添加 ENU処理群では.権獲60日目にすで

に 12.5-25.096の可移植性を獲得したのに対して，

TPA非添加 ENU処埋群では.培養150日目に至っ

て始めて 1096の可移徳性を獲得したのにすぎなかっ

た。さらに培餐150日目の TPA添加 ENU処理鮮

141 

では.印-1∞%と高率の可移値目巨を示していた。な

お，アセトン添加 ENU処理群では， TPA非添加

ENU処理群と比べて可移植率に有意差を認めなかっ

た。

脳内移植後30日目の肉眼的所見を倹討すると，

TPA 添加 ENU 処理群では，中心音ß~臨死を有する

macrotumorが周囲能組織とは境界鮮明に増殖して

いた (Fig. 8)。

Fig.8 Macrotumor at 30 days after the 
implantation of cultured cells of ENU 
group treated with TPA (1.0 ng/mO. 

TPA非添加 ENU処理群の肉眼的所見も TPA添

加 ENU処理群とは.明らかな差異を認めなかった。

組織学的所見では， TPA添加 ENU処理群では，

高い細胞密度を示し.個々の細胞形態はほぼ均一で，

mltoslsも豊富に認められた (Fig.9 A)。一方，

TPA非添加 ENU処理群では.より疎な細胞配列

を示し，犠死郎が多く.個々の細胞形態は pleomor-

phicであり多核巨細胞を多く含んでいた (Fig. 9 

8)。
6， In vivo実験。

ENU処理群 (group1 )における microtumor

の出現は，生後10週令で認められ，アセトンと ENU

処埋Il(group 2)との聞に有意差を認めなかった。

一方， TPAと ENU処理群では microtumor

(Fig. 10)は，生後3週令で最も早期に確認し得た

(Table. 3)。なお， TPA単独処理では.何ら発癌効

果は認められなかった。次に， microtumorの発生

部位をみると (Table4)， ENU処煙群では， sub-

ependymal area (55.696) と white matter 

(44.496)に発生しているのに対して， TPA処理を

加えることによって， cortexにも mlcrotumorの

発生が認められた。 microtumorの組織学的検討で

は (Table5)， TPAと ENU処理群では， mixed 

gliomaのなかで pleomorphoustypeが主体を占

めるのに比べて (Fig. 11A)， ENU処理群では.

(141) 
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isomorphous typeが主体を占めていた (Fig.118)0 Table 3・Incidence of microtumors at an 
appropriate time of autopsy treated 
with various doses of TPA or 
0.01 % acetone following the trans-
placental exposure of ENU. 

Fig.9 Photomicrographs showed the histolo-
gical findings of growing tumors at 
30 days after the implantation of 
cultured cells at 150th day after culture. 
A ;. ENU group treated with TPA 
(1.0ng/ml). 

B ; ENU group. H&E. X400 

Fig.lO: Microtumor at subependymal area 
developed at 3 -week-old treated 
with TPA (1.0 ug/kg) after the 
initiation with EN U. H&E. X 200. 

"・.......... -・“z叩

e・・・
.，，" .，. 1/' .，. .，. 11・ν・u・u・

". 1'1 '" '/1 11' 1/1 111 ，1， ‘，
 

-a
 ，
 
，
 
・•

. ，， 

.• '

3
 

・
・

a

-

U

M

 

-

--
，
.
 

-
-
-
E
 

e

t

 

-
-

-
-

.，

.，
 

a
'
a
g
 

a

-

.，. '" 111"・H・u..，・H・ 11/1・B• 
'
 

，
 
・，..・ ・311. 1'. UI ". .，. .，. ./， tI. ・"“'・.."..)

・・・- ". 111 111 1I1 1ft 1/1 I11 1/. "・.. ・・..，・・3

* Cumulative incidence of tumors. 
a) No. of ra国 withtumor / No. of au凶 psiodra凶

b) S回t臥 耐callynOL singnificant diffe附官曲時間usgroup I 
c) Sta出 icallysingnificant d江feren臨時間usgroup I (1'く0.05).

d) S凶 tisticallysingnuic8.nt diUeren欄叫問usgroup I (1'く0.05)
e) S凶 tisticaUysingn江副ntdiIferen醐 versusgroup I (1'<0.05). 

Table 4 Location of microtumors 

ut ..} れ1叫. a 
(U 1) (111) . 
(11 1) (11 1) ，，， ・2
" . 

UlU  μ10' "・}
" . ' 
t・'" (11 U 

4・" (.1) 

" 
， 

...ー》 (11.) (11 .， 

Table 5 Histological findings of m icrolumors 

01，.， 111・・・
'‘・・・ ..・・・困陣・輔 副・"・........... 岨陣。.. . 

111 U 

UlII 11111 4・・・h. . 
'"・p CIIIl (1111 U 1) (11'1 . ， 
t・・・2 (1111 ...・h ...・3 11111 . 
4・2帥 (， u (111) (111) 4・吋
，.・》 (lIfI ，.・， UlIl (." 

(142) 



Fig.11 Photomicrographs showed the histolo-

gical findings of microtumors. 
;¥ Plcomorphous type of mixcd 
glioma trcatcd with TP八(1.0ug/kg) 

aftcr the initiation withト:NU
B !somorphous type of mixcd 
glioma trcatcd with ENU alonc. 
11&1-:， xtj∞. 

考察

1々養系における正常細胞の感性変化をとらえる指標

として樽今な CrItcrIaが線約されている。たとえば.

“pi lcd up focus" の出現 1‘1.¥) 軟寒大上でのコ

ロニー形成能 9同 11¥ 術物語話集素 Con八に対する凝

集能の冗進 11¥f.¥saturation densityの消火 (conta

t川 tinhibitionの消失)"¥ plasminogcn activator 

の読専門 fibronccti nの減少"仰，さらには 1n

、l川へのIIJ移航ftの後得21)が報fりされている。これ

ら傾今の CrItcrIaの中で，軟寒天上でのコロニー形

成能および 1nV1VOへのnJ移績件.の獲得の 2点の指

僚が， if常細胞の感性変化を巌も良く IX映すると指摘

されている 9.21¥0 La巴rum and Rajcwsky 引は.

1・:¥じ (75mg/k耳)終胎骨量投与後20-90時間日に，胎

IT脱細胞をt出養系に移して感性変化の過料を検討して

いるが.形態学的な而から li. "pi lcd up focus" 

は椛養t¥O-IOOllllに出現し軟寒天 Lでのコロニー

形成能の獲i与は，tf';益100-2∞lfJ...jに認められたと述

べている。さらには. IIJ移敏11:の礎得lまt奇養200B1=1 

以降であったと指嫡している。孜々の実験も彼らとほ

ぼ同様のIn V1VO-In v1tro 分析法を用いたが，

ト::¥じ処開併における形態学的愛化 plating

efficacyの変化，およびInV1VOでの吋移納性の結

果li. 彼らの結果とほぼ同僚の所見であった。一方.

E:¥じを経胎盤的に投リされた胎仔脱細胞に対して持

続的に低濃度の TI'八を作用させると，培養早期に

t世代交代時間の短縮が認められ. また形態学的な
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"piled up focus" の出現は. ENU処埋群に比べ

て約90日早期に認められた。そして軟寒天上でのコロ

ニー形成能は. ENU処埋群に比べて約110日早期に

出現し.さらにはInV1VOへの可移植性は，約90日

早期に認められた。以上の結果より. ENUを発繍剤l

として投与されたラ y ト胎仔脳細胞の悪性変化に対し

て. TPAが強いプロモータ一作用を示した点が示唆

された。また 1nV1VO実験からも明らかに. ENU 

経胎盤誘発 microtumorの発生に対して. TPAが

発痛促進効果を示すことが明らかとなった。

現存.までに神経系組織に対する TPA の作用を検

討した報告は数少なく.わずかに神経芽細胞腫におい

て. neUrIte形成を TPAが阻害したとする報告叩

と.胎仔ニワトリ神経節細胞の neunte成長を誘導

する神経成長因子の作用を TPAが阻害 したとする

報告叩にすぎない。中枢神経系の発街モデルにおい

て. TPAが発癌プロモーターとして作用するという

我与の結果は，今後の脳腫割高の発生過程および櫓大過

程を解明していく上で.ひとつの糸円と江りうると考

えられる。

ところで. TPAの作用に関しては，現在までに多

種の生物学的・生化学的作用機憎が論じられている。

細胞機能における分化の修飾作用 24.25.26 却に細胞膜

機能の修飾制.細胞形態および細胞増殖におよぼす

変化問'師事業・ m白・核酸などの高分子物質合成の

刺激"掛.cell cycle pattcrnへの影響 制などが報

告されている。今回の報告は. TPAの作用機序に対

しての詳細な検討は加えていないが.結養細胞の悪件ー

変化の箔僚であり.かっ悪性転換された細胞の表面変

化をとらえると考えられている ConA 凝集能川附

を検討した結果. TP;¥添加 ENU処思鮮では.悪性

愛化をきたす以前の培養早期(椛養30目前後)にすで

に Con八凝集能が克進していた。この点は. ENU 

を投与された胎仔脳細胞の細胞膜機能(時に D-gluc

oseまたは D-mannoseに対する receptor"附)に対

する TP八の作用を示唆しており興味深い事実であ

る。

また前述したごとく. TP八は神経芽細胞および胎

仔ニワトリ神経節細胞の分化機能を阻害するとする報

告が認められるが 10.211 孜々の形態学的変化の所見

から考察すると， TPAが細胞の分化機情を回害する

という所見よりは，かえって細胞の分化を促進させる

作用を有している点が示唆される。つまり. ENじを

役与された胎仔脳細胞は. TPA の添加によって.

bipolarな細胞突起の伸展延長傾向を認めた。この

納胞突起の伸展所見は，細胞分化の 1つの指標と考え

られる点であるが.一方. ENU処理細胞では，悪性
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変化を示す培養150日目以後においても初代培養時の

所見，つまり未熟な glioblastの所見を保ってい

た叫。また悪性変化した細胞の lnVIVO への移植組

織像の所見を考えると， TPA添加 ENU処理群で

は， TPAの濃度にかかわらず細胞は均一な形態を示

していた。他方， ENU処理群では，壊死部および多

核巨細胞を数多認め，個々の細胞形態も pleomor-

phicな傾向を示していた。この ENU処理群の組

織学的所見は， glioblastoma multiformeの所見

に類似しており 32)，TPA添加 ENU処理群の組

織像に比べより未分化な所見と考えられる。以上の点

を考慮すると，他の報告にみられるごとく叩叩

TPAは ENUを投与された胎仔脳細胞に対して，

その発癌過程を促進する以外に，細胞の分化に対しで

も促進させる作用を有していることが推測される。こ

のように， TPAは，細胞生物学的な面では，胎仔脳

細胞の発癌または悪性変化を促進させる反面，形態学

的には， ENU単独で悪性変化した細胞に比べて，

TPAで処理された発癌細胞はより分化傾向を示すと

いう一見して相反する作用を示している。この点に対

する考察として， 1)，形態学的な面から細胞分化を規

定する困難性， 2)，癌化(悪性変化)と分化とは，全

く異なる機序の存在， 3)， TPAが，正常細胞に対し

て発癌 promoterとして作用し，一方悪性細胞に対

しては分化促進剤として作用する点，などが考えられ

るが，今後の問題点とされよう。
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ABSTRACT 

In order to investigate the possibility that the theory of two-stage carcinogen巴SlS can 

be applied to n巴urogeniccarcinogenesis， we analysed the promoting effect of 12-0-tetradecanoyl 

phorbol-13-ac巴tate(TPA) on the in vitro malignant transformation of fetal rat brain cells 

and on the occurrence of neurogenic microtumors exposed in utero to Ethylnitrosourea (ENU). 

From the results of cellular morphology， concanavalin A agglutinability， colony forming 

efficacy in semisolid soft agar， and tumorigenicity in vivo， malignant transformation of 

fetal rat brain cells appeared earlier in the ENU group treat巴dwi th TP A than in the un trea ted 

ENU group. And the treatment with TPA caused the earlier occurrence of microtumors than the 

initiation of ENU alone. On the basis of th巴seobservations， it is suggested that TPA 

might be eff巴ctiveas a tumor promoter on ENU-induced neurogenic carcinogenesis 
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