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鉄ニ トリロ三酢酸腹腔 内投与 により発生 したラッ ト腎癌

か らの培養細胞株の樹立 とその性状

掛 橋 千 賀 子1),森 將 晏1),川 端 晃 幸2),岡 田 茂2)

キー ワー ド: Fe-NTA,腎 癌,培 養細胞株の樹立

緒 言

1979年, Awaiら は,鉄 とニ トリロ三酢酸の錯体

である鉄ニ トリロ三酢酸(ferric nitrilotriacetate;

 Fe-NTA)を ラッ トに連 日腹腔 内に投与す ると,鉄

は肝,膵 の実質細胞 に高度 に沈着 し,こ れ らの動物

に尿糖の排 泄 を見 る ようになるこ とを報告 した1).そ

の後,こ の方法が基本 とな り岡 田らは, Fe-NTAに

よる臓器障害 の標的 は腎臓 であるこ とを見出 し,さ

らに長期投与す るこ とによ り,ラ ッ トのみな らずマ

ウスでも腎癌が発生す る とい うこ とについて報告 し

ている2).こ の ような癌化 の過程 には, Fe-NTAに

よって発生す るフ リー ラジカルが関与 してお り,細

胞膜成分 の脂質過酸化に帰因 してい るこ とも明 らか

にされた3-6).ま た, in vitroで の研 究において も,

 in vivoと 同様, Fe-NTAに よる細胞傷害にはフ リー

ラジカルが関与 し,細 胞膜成分 の脂質過酸化 による

ことが 明 らかに なってい る7-10).

鉄 は生体 に とって必須 金属 であ り,人 の偶発癌発

生 を考 えるうえでFe-NTA投 与 による発癌の メカ

ニズム について検 討 してい くこ とは意義深 いこ とと

言え る.今 までFe-NTAに よる腎癌 の研 究は, in

 vivoで の研究が主体 で,癌 細 胞その ものの性質 に関

す る研究 は余 りなされていない.今 回, Fe-NTA腹

腔 内投与 によ り発生 した腎癌 よ り細 胞株 を樹 立 し,

若干 の性質 につ いて検討 したので報告 す る.

材 料 と 方 法

1.　腎癌 の作成

岡田らの報告2)に従 いFe-NTAを 腹腔 内投与 して

腎癌 を誘発 した.つ ま り,粟 井 らの方法1)に準 じて作

成 したFe-NTA (Fe3+とNTAの モル比1:4)

を,離 乳 後一週 のWistar雄 ラ ッ トに,体 重 あた り

3mg/kgを 週5回,腹 腔内投 与か ら始め,そ の後5～8

mg/kgに 漸増 し, 3か 月間腹腔 内投与 を続けた.投 与

後12か 月間放 置 した後屠殺 し,腎 に形成 された腫瘍

を摘出 した.腫 瘍 の一部 は組織学的検査用 に20%ホ

ルマ リンで固定 し,残 りの腫瘍組織 は培養 に用 いた.

2.　培養細胞 の樹立

摘出 した腫瘍組織 を細切後, 0.25%コ ラゲナー ゼ

(Sanko-junyaku, Tokyo, Japan)を 加 え, 37℃ で

30分 インキュベー トし細胞 を分離 した.分 離 した細

胞 は, Iscove's Modified Dulbecco's Medium

 (IMDM) (Gibco, NY, USA)で2回 洗浄後,コ ラ

ゲ ンで コ トした25cm2の プ ラステ ィ ック培 養瓶

(Iwaki, Chiba, Japan)に 移 し, 10%牛 胎 児血 清

(FBS) (Sigma, St. Louis, MO, USA)を 添加 し

たIMDMを 使用 し, 37℃, 5% CO2下 で培養 を行 っ

た.培 地 は1週 間に2回 交換 し,細 胞が飽和密度 に
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達 した時, 0.2mM EDTAを 添加 した0.025%プ ロナ

ゼ(Ponase-EDTA) (Boehlinger, Mannheim,

 Germany)で 細胞 を分 散 し, 105個 細胞 を新 しい培養

瓶 に播種 した.同 様の培養方法 で約3か 月継代 培養

を行 なって樹立 した培養 腎癌細胞 をRKFe細 胞 と名

づ けた.ま た このRKFe細 胞か ら限外希釈 法に よ り

RKFe-C1か らRKFe-C6ま で6つ の クロー ンを

作成 した.

3.　 ラッ トの正常 腎由来細胞

6週 令 の ウイス ター系雄 ラ ッ ト(Clea, Tokyo,

 Japan)の 腎臓 を摘 出 し,髄 質部 と被膜 を取 り除いた

後,細 切 した.そ の組織片 を0.25%の コラゲナ ゼ

を加 えた滅菌 試験管 に移 し, 37℃, 30分 間酵素処理

をした.そ の後IMDMで2回 洗浄後, 1000回 転5

分,遠 心分 離 を行 い,沈 渣 表層の白色部 をIMDM+

10% FBS培 養液 に浮遊 させ,コ ラー ゲンコー トし

た35mmの プラスチ ックシャー レ(Corning, Chiba,

 Japan)に 播種 し, 37℃, 5%CO2下 で培養 を行 っ

た.培 養液 は週 に2回 交換 を し,週 に1回 継代培養

を行 った.こ の培養細胞 をPRC細 胞 と名づ けた.

4.　細 胞増殖 の測定

細 胞の増殖速度 を調べ るため に, 25cm2の コラー ゲ

ンコー トした培養瓶(Corning)に, RKFe細 胞 と

PRC細 胞 を1×105個 づ つ 播種 し, IMDM+10%

 FBSに て培養 した. 1, 3, 5, 7日 間培養後,

 Pronase-EDTAに て細胞 を剥離 し,生 存細胞数 を血

球計算板 で算定 した.結 果は2つ のボ トルの平均値

で求め た.

5.　Fe-NTAの 細胞毒性 試験

RKFe細 胞 とPRC細 胞 を,コ ラー ゲン コー トし

た6穴 シャー レ(Corning)に1×105個 づつ播種 し,

 IMDM+10% FBSに て培養 した. 2日 後 に,両 細

胞にFe-NTAを0.5, 1, 2, 5, 10, 20μg/mlの

濃度 で加 え, 24時 間培養 した.培 養後培地 を回収 し,

培地 中に放 出 された乳酸脱水素酵素(LDH)量 を自

動分析装 置(Hitachi Automatic Analyzer 7170)

にて測定 した.対 照 として, Fe-NTAを 加 えずに培

養 し た そ れ ぞ れ の 細 胞 に, 0.3%ト リ トンX-

100 (Wako, Osaka, Japan)を 加 えた ものの培地 中

のLDH量 を100%と した.

6.　軟寒天培養

35mmシ ャー レに, 0.6%軟 寒 天(Sigma)を 含む

IMDM 2mlを 注 ぎゲ ル化 させ た.そ の上 にRKFe細

胞100個/mlを 含む0.4%軟 寒天培地2mlを 重層 しゲル

化 させ た.そ してゲルの上に10%FBSを 含むIMDM

 2mlを 重 層 し,培 養 した.培 養液は7日 毎 に交換 し,

 4週 間後 に位相差顕微鏡下で コロニー形成数 を算定

した.

7.　腫瘍形成能

RKFe細 胞及 びRKFe細 胞 よ りクロー ン化 した

RKFe-C6細 胞 を, 1×107個 づ つ, 6週 令 の雌 のヌ

ドマ ウス(BALB/cA jcl-nu) (Clea) 5匹 の背部

皮下 に移植 した.移 植後11週 目に屠殺 し,背 部腫瘍,

肺及 び肝臓 を取 り出 し20%ホ ルマ リン液 に固定後,

組織学的検討 を行 った.ま た,腫 瘍 につ いては一部

を電子顕微鏡 学的検討 に回 した.

8.　電子顕微鏡 学的検討

飽和密度に達 したRKFe細 胞及びヌー ドマウスに

移植 した腫 瘍 を, 2.5%グ ル タルアルデ ヒ ドで2時 間

固定,そ の後1%オ ス ミウム酸 で1時 間固定 した後,

エ タノールで脱水,エ ポ ン812に 包埋 した.サ ンプル

は薄切 後,酢 酸 ウラン とクエ ン酸鉛で染 色 し透過型

電子顕微鏡(Hitachi H-7100)に て観察 した.

結 果

採取 した腎腫瘍は,組 織 学的には血管 を伴 った薄

い間質 で分割 され た充実性 の増殖 を示 し,中 心部は

壊死に陥っていた.個 々の腫瘍細 胞は異 型性が強 く

管腔の形成 は見 られ なか った(図1).こ の腎腫瘍 よ

り樹立 した培養腎癌 細胞RKFeは,位 相差顕微鏡下

では,上 皮様 の形態 を示 し, N/C比 が大 き く,核 小

体 は明瞭 であった.ま た,核 の大小不 同,多 核 など

異型性 が強 く,所 々で重層化 して増殖 した(図2) .

電子顕微鏡的にもN/C比 は大 き く,核小体 も明瞭で,

重層化 して増殖 し,細 胞間に基底膜が見 られ た.ま

た,所 々に細胞間結合装 置や微絨毛 の形成が見 られ

た(図3).

図4にRKFe細 胞の増殖曲線 を示す. 1日 目には
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わずかに減少 したが,以 後は盛んな増殖 を繰 り返 し,

 7日 目では約21倍 の増殖 とな り,倍 加 時間は約36時

間であった.一 方, PRC細 胞の倍加 時間は約76時 間

であ り,形 質転換 に よってRKFe細 胞は増殖速 度が

約2.1倍 増加 していた.

図1　 Fe-NTA誘 発 腎腫瘍の組織像

図2　 RKFe培 養細胞の位相差像

図3　 RKFe培 養 細胞の透過電顕像(垂 直断面)

×4,900矢 印-基 底膜形成部位 ・矢頭-シ ャー レ面

挿入図 基底膜の強拡大(×27,500)

図4　 RKFe細 胞 の増殖曲線

図5はFe-NTAの 細 胞毒 性 を検 討 した もの で あ

る. RKFe細 胞 のLDH releaseは, Fe-NTA濃 度

が1μg/mlで5.5%, 20μg/mlで も8.0%と 低 か った の

に 対 し, PRC細 胞 で は, Fe-NTA濃 度 が1μg/ml

の 低 濃度 か らLDH releaseは16.7%と 充 進 し, 5

μg/mlで は60%以 上 放 出 してい た.こ の結 果 は, RKFe
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細胞がin vivoで の頻 回なFe-NTA投 与によって,

 Fe-NTAに 対す る抵抗性 を獲得 していた可能性 を示

唆 して いると考 える.

図5　 Fe-NTAに よる細胞傷害

図6　 RKFe細 胞 ヌー ドマウス移植腫瘍の組織像

RKFe細 胞の足場 非依 存性 の性質 につ いてsoft

 agar培 養 に よって 検 討 した とこ ろ, 4週 間後 に

125～325μmの 大 きさの コロニー を7つ 形成 し,悪 性

腫瘍 としての性格 を有 して いると考 え られた.更 に,

腫瘍形成能 を見 るために ヌー ドマ ウスに移植 した と

ころ,移 植11週 後に, 5匹 全部 に1cm前 後 の腫瘍の

形成 を確認す るこ とが できた.腫 瘍は,組 織学的 に

は全体的 に線維化が強 く,紡 錘形細胞が主体 の肉腫

様部 と,大 型の細胞が小胞巣を形成 して増殖する癌

腫様部分 とが混在 していたが,明 らかな腺腔の形成

は見られなかった(図6).肺 や肝臓などの検索した

臓器には転移巣は確認できなかった.電 子顕微鏡的

には上皮様部分でわずかながら管腔の形成が見られ,

内腔面には微絨毛も観察 され,尿 細管由来 と考えら

れた(図7).

図7　 移植腫瘍の透過電顕像

×10,000矢 印-管 腔面の微絨毛

またRKFe細 胞 をクロー ン化 し樹 立 したRKFe-

C6細 胞 を,ヌ ー ドマ ウスに移植 した場合 では,す

べ てに腫瘍 を形成す る とともに, 4/5匹 に 多数 の肺

転移 巣 を確認す るこ とがで きた(図8).組 織学 的に
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は転移巣は線維化が 強 く,肉 腫様 であった(図9).

図8　 RKFe-C6細 胞移植 ヌー ドマウス肺肉眼所見

図9　 肺転移巣の組織所見

考 察

今回樹立したRKFe細 胞は,上皮様の性格を有し,

培養系において微絨毛 を有 していることや,ヌ ー ド

マウスへの移植腫瘍において一部で管腔 を形成 し,

内腔面に微絨毛が見られたことから,尿 細管 として

の性質を有 していると考 えられた.し かしなが ら,

大部分では肉腫様の増殖を示し,電 顕的にも上皮様

の性格を示す ところが少なかったことから,低 分化

癌と考えられた.今 回の培養に使用したもとの腎腫

瘍も,組 織学的には腺管の形成が見られず低分化で

あ り, RKFe細 胞の分化が低 いの は,こ のよ うな低

分 化な癌由来であるからであろうと考 えられた. Ebina

ら10)のFe-NTA腹 腔内投与に よ り形成 され た腫瘍

は,充 実性 で,蜂 巣状のパ ター ンを示 してお り,ま

た岡田 ら11)のは,ヒ トの腎癌に よ く見 られ る明細 胞や

穎粒細胞のパ ター ンが あるこ とを報告 しているが,

我 々が樹立 したRKFe細 胞はそれよ りももっと低分

化 な細 胞であった.

またヌー ドマウスへの移植 にお いては, RKFe細

胞では転移巣 は確認 で きなか ったが,ク ロー ン化 し

たRKFe-C6細 胞 では多数 に肺転移巣 が確 認 で き

た.こ れは親株 で あるRKFe細 胞が不均一 な腫 瘍細

胞の集団であ り,そ の中で転移性 の高 い クロー ン を

得 ることが出来たため と考 え る.

RKFe細 胞は, PRC細 胞 と比較す ると, Fe-NTA

の細胞毒性に対す る耐性 を獲得 していた.こ れ はFe

NTAの 反復腹腔 内投与 により耐性 を獲得 した と思

われるが,こ の耐性獲得 の メカニズムは興 味あ る問

題 である. Walkerら12)はN-methyl-N'-nitro-N-

nitrosoguanidineを 用 いて,試 験管内で高分 化 な腎

細 胞癌 を作成 しているが,こ の ような細胞 と比較す

ることによ り, Fe-NTAに よる発癌 のメカニズムや,

 Fe-NTAに 対する耐性の獲得 メカニズムの解 明等が

可能にな ると考 え られ る.今 後 はこれ らの ことにつ

いて検討 を重ねてい きたい.
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The characteristics of ferric nitrilotriacetate (Fe-NTA)-induced rat renal cell carcinoma by intra

peritoneal administration and the effects of hormones on the tumor have been studied in vivo. However, to 
our knowledge there have been no reports on the characteristics of the tumor cells. In this study, we 

established a tumor cell line from Fe-NTA induced rat renal tumor and investigated tumor cell characteris

tics. The tumor cell line RKFe was established from Fe-NTA induced rat renal tumor by collagenase 

digestion. RKFe showed epithelial morphology in culture, and had microvilli and basement membranes under 

electron microscopy. RKFe cells acquired tolerance to the cytotoxicity of Fe-NTA. They also grew in soft 

agar culture and formed tumors by the inoculation of cells into nude mice. Histologically, transplanted 

tumors showed poorly differentiated adenocarcinoma with several tubular structures. A subclone of RKFe, 

named RKFe-C6, showed metastasis to lungs. The RKFe cell line may be useful for studying the characteris

tics of Fe-NTA induced rat tumor cells.


