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緒 言

胃癌 に代 表 され る腹腔 内 消化器 癌 の進 展様 式

には直接 浸 潤,リ ンパ行 性転 移,血 行 性転 移,

腹 膜播種 性 転移 の4つ が あ り,こ の うち前二 者

はあ る程度 まで手術 的 に切 除が 可能 で あ るが,

後 二者 は一般 に手 術の対 象 とな ることが少 ない.

なか で も腹 膜播 種 は結 節(散 在)型 の みが わず

かに手 術の 対象 とな るだけ で,大 部分 の ものは

外 科 医の手 の届 か な い存在 で あ る1).しか も皮 肉

な こ とに,腹 膜 播種 は非切 除や 非治癒 手術 の理

由の 中で最 も多 く2),また手術 後 の再 発 形式 の中

で最 も高頻 度 でみ られ るの が現状 であ る3).

一 方
,腹 膜播 種 は その治 療の 困難 さ故 に従 来

よ り数 多 くの研 究者 たち に よって その成 立機転

や 治療 方法 な どが研 究 され て きた4).しか し治癒

を目的 と した治療 とい う観 点か らす れ ば,満 足

のい く結果 が得 られ てい ない とい って も過 言 で

はあ る まい.こ の こ とは,ひ とた び成立 して し

まった腹膜 播種 を治 癒 に導 くの は不 可能 に近 い

とい う通説 を暗に肯 定 す る結果 とな ってい る.

そ こで予防 とい う考 え方が 重要 な意 味 を もって

くるわけ であ る.現 在,胃 癌 に お いて腹 膜播種

を防 ぐ最 も確 実 な方 法 は早期 発 見 に よる早 期 の

手術 であ る こ とは疑 いよ うもな く,予 後 的漿 膜

因子ps (-)の 時期 に根 治 手術 が施行 され た例

では腹 膜再 発 は非常 に 少 ない5).反 面,ほ んの わ

ず か な漿 膜 浸潤 が あ って も,手 術 操作 な どの影

響 で術 中癌 細胞散 布 が お こ り うる危 険性 は非常

に高 い6).しか るにそ の危 険性 を少 な くす るため

の漿 膜 浸潤 予防 につ い て論 じた研 究 は ほ とん ど

み られ な い.

今 回,著 者は マ ウスの 腹 壁皮 下に 腹水 肝癌 細

胞 を移植 す るこ とに よ り,壁 側 腹膜 を介 した腹

膜 播種 実 験 モ デ ル を作 成 した.こ の 実 験 系 に

biological response modifier (BRM)で あ る細

菌製 剤OK-432を 投 与 し,漿 膜 浸潤,ひ い ては

腹膜 播種 を予 防 しうる結果 を得 たので報 告す る.

材 料 と 方 法

1. 動物 お よび腫 瘍細 胞

実 験 には8～9週 齢 のC3H/Heマ ウス雄 を使

用 した.腫 瘍 は教 室 にお い てC3H/Heマ ウス で

継代 維 持 され てい る同系 のMH-134腹 水 肝 癌細

胞 を用 い た.

2. 薬 剤

1) OK-432;中 外製 薬 よ り供与 された もの を

生理 食塩 水 で各 濃度 に溶解 し用 い た.

2) mitomycin-C (MMC);生 理 食塩 水 で溶

解 し, 0.01mg/0.1ml/匹 として腹 腔 内投 与 した.

3) carrageenan (CAR)7.8); type Ⅳ

 lambda-carrageenan, (Sigma Chemical Co.,

 St. Louis, Mo.)を 沸騰 した生理 食塩 水 で 溶解

し, 1mg/0.1mlと して腹腔 内投 与 した.

4) 抗 リン パ球 血 清(ALS)9)の 精 製 と投 与

法;成 熟マ ウ ス をエ ー テル麻 酔下 に て開 胸 し,

心穿 刺 に よ る脱 血後,腋 窩,頸 部,鼠 径 お よ び

腸 間膜 リンパ節 を採 取 した.こ れ を細切 後80メ

ッシ ュの 白金網 で濾 過 し,こ の リンパ節 細 胞浮

遊液(2×108個)を 体 重3kgの 家 兎 に静 注 した.

 3週 間後,新 たにつ くっ たほぼ 同量 の細 胞 浮遊

液 を静 注 して追加 免 疫 と し, 7日 後 に採 血 して

血清 を得, 56℃ 30分 間非 動化 を行 っ たあ と用 い

た.対 照 と して正 常 家兎 か ら採 血 して血 清 を得,
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56℃ 30分 間 非 動 化 を行 い 正 常 家 兎 血 清(NS)と

して 用 い た.

5) thioglycollate (TG); thioglycollate

 medium (BBL Microbiology Systems, Becton

 Dickinson and Co., Cockeysville, Maryland,

 U. S. A.)の0.1ml/匹 を 腹 腔 内 投 与 し た.

6) PSK;三 共 製 薬 よ り供 与 さ れ た5%溶 液

を0.2ml (0.1mg)/匹 腹 腔 内 投 与 した.

3. 方 法

1) 担癌 マ ウス の作 成 と壁 深達 度 の判定;マ

ウス腹 壁 皮下 にMH-134腫 瘍 細胞2×106個 を移

植 して 担癌 マ ウ ス とし,経 時的 に腫瘍 径 と生 存

率 を検討 した.使 用 マ ウ スは各群9～15匹 とし

た.腫 瘍 の大 きさは,水 平 方向 の広 が りと垂 直

方 向の 広が りに分 けて検 討 し,水 平 方 向の広 が

りは変 数 としての腫 瘍 長径 と短径 をか けて腫 瘍

面 積 として表示 した.垂 直 方向 の広 が りは壁 深

達 度 で表示 した.な お,最 長生 存観 察期 間 は51

日間 とした.壁 深達 度 の観 察 は, 1群20匹 で腫

瘍 移植 後 第2週 目よ り第5週 目まで毎週 各群5

匹ず つ屠 殺 し,壁 側腹 膜面 を傷 つ け ない よ うに

腫 瘍 と ともに摘 出 し, 10%ホ ルマ リン固定 後,

パ ラ フィ ン包埋, H-E染 色 を行 い鏡 検 した.ま

た標 本 の一 部は摘 出後 ただちにOCT compound

に 包埋.液 体 窒素 で凍 結 し,ク ライ オス タ ッ ト

で厚 さ6μmの 切 片 を作成 し,酵素 抗体 法 にて染

色,鏡 検 した.

2) 各種 薬剤 の投 与法;対 照 群 と して腫 瘍移

植 後3, 5, 7日 目に生 理 食塩 水 を0.1ml腹 腔 内

投与 した. OK432投 与群 は,ま ず 至適 投与 量 を

決定 す るため に0.02KE/0.1ml, 0.1KE/0.1ml,

 1KE/0.1ml, 5KE/0.1mlを そ れぞ れ担癌3日

目よ り隔 日3回 腹腔 内投 与 して各 群 の生存 日数

をみ た.つ ぎにOK-432の 至適 投与 経路 お よび至

適投 与 時期 を検 討す るため に,担 癌3日 目よ り

1KE/0.1mlを 隔 日3回 腫 瘍 周囲 の皮下(sc),腫

瘍 内(it),静 脈 内(iv),腹 腔 内(ip)の 各 群 に

分 けて 投与 し, ip投 与群 は その投 与時 期 を腫瘍

移植 前6日,移 植 後3日,移 植 後7日 か ら隔 日

3回 投 与の各群 に分 けて検討 した. MMC投 与群

は,腫 瘍移 植 後10日 目か ら0.01mg/匹 を隔 日3回

腹腔 内投 与 して壁深 達度 を検 討 した. TG投 与群

は,腫 瘍 移植 後3日 目よ り0.1ml/匹 を隔 日3回

腹 腔 内投 与 した. PSK投 与 群 も移植 後3日 目よ

り0.1mg/匹 を隔 日3回 腹腔 内投 与 した.つ ぎに

マ ク ロフ ァー ジ機 能 を阻害 す る 目的 で,移 植 後

3日 目か らのOK-432 ip投 与群 に対 し,移 植 後

10日 目にCAR 1mgを 腹腔 内 投 与 した.さ らに リ

ンパ球 機 能 を阻 害す る 目的 で,移 植 後3日 目よ

りのOK-432 ip投 与 群 に対 し,移 植 後14日 目に

ALSの0.1mlを 腹 腔 内投 与 し, NSの0.1mlを 腹

腔 内投 与 した群 と比 較 した.

3) 腹腔 内浸 出細 胞 の算 出;腫 瘍移 植 後3日

目よ りOK-432を1KE隔 日3回 腹 腔 内投 与 後,

経 日的 に1群5匹 のマ ウ ス を頸 椎脱 臼 で屠殺 後

開腹 し,血 液 の混入 を さけて腹 腔 内 に リン酸 緩

衝液 食塩 水(PBS)を 約2ml注 入 した.攪 拌 の

後,可 及的 全量 を回収 し,液 量 を測定.そ の一

部 を血球 計 算盤 に て細 胞数 を算 定 し,液 量 とか

け て総 数細 胞 を求め た.つ ぎに液 を遠 沈 して塗

沫標 本 を作 成. May-Giemsa染 色 に て有核 細 胞

の百分率 を求 め,総 細 胞数 とか けて腹 腔 内浸 出

細 胞分 画 ご との細 胞数 を算 出 した.

4) 抗 アシア ロGM1に よる酵 素抗 体法10);凍

結切 片 を30分 室 温 乾燥 させ た後,ア セ トン固定

(4℃, 8分 間)を 行 い. PBSで 洗 浄 した.湿

室 内にて一 次抗体 として抗ア シアロGM1血 清(和

光 純薬)の50倍 希釈 で4℃ 1時 間反 応 させ,二

次抗体 と して40倍 希 釈 の抗 マ ウスIgGウ サギ血

清(Cappel社)で4℃ 30分,三 次血 清 として40

倍 希釈 のペ ルオ キシダーゼ標 識抗 ウサ ギIgG・ ヤ

ギ血清(DAKO社)で4℃ 30分 反応 させ た後,

 100倍 希 釈 のPAP (DAKO社)で4℃ 30分 間反

応 させ た.こ れ をDAB・H2O2の 中で発 色 させ

た後,メ チ ル グ リー ンにて 一夜核 染 色 を行 っ て

鏡検 した.

5) OK-432の1KE腹 腔 内投 与 で対 処 しうる

腹腔 内遊 離癌 細 胞数;正 常 マ ウ スの右腹 部 か ら

0.1mlあ た り100万, 20万, 4万, 8000, 1600個

に調 整 した癌細 胞 浮遊液 を腹腔 内に注 入 し,同

時 に左 腹 部か らはOK-432の1KE/0.1mlを 腹 腔

内投 与 し,各 群10匹 の生存 日数 と, 51日 目で の

生 存マ ウス数 を算定 した.な お統 計学 的有 意 差

はStudentt-testで 計 算 し, P-valueで 表 した.
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結 果

1. 対 照群 の成績

対照 群 で は腫 瘍 移植 後2週 で漿 膜(壁 側 腹 膜)

浸潤 陽性 とな り,そ の後腹 水 の貯 留 を認 め, 6

週 までに全例 腫瘍 死 した.平 均生 存 日数 は24.2±

8.3日 で あ った.

2. OK-432の 至適 投与 量

OK-432の0.02KE, 0.1KE, 1KE, 5KE投

与群 の生存 日数 はおのおの28.6±11.7日, 34.7±

13.5日, 43.5±10.8日, 37.7±16.8日 であ り,

 0.02KE投 与群 以外 はす べ て対照 群 と比べ て有

意 に生 存 日数 が延 長 した.な か で も1KEが 最 も

よい成 績 を示 した(P<0.001)の で,以 後 これ

を至 適 投与 量 として採用 した(表1).

3. OK-432の 投 与経 路 お よび投与 時期 別効 果

1) 生存期 間 に対 す る効果

OK-432投 与 群 で は, sc投 与群 以外 はすべ て有

意 に生 存 日数が延 長 してお り,な か で も移 植 後

3日 目か らのip投 与群 で最 も良 い成 績 を得 た

(P<0.001)(表2).

表1　 OK-432の 至 適 投 与 量

*1: p<0.05 *2: P<0.02 *3: P<0.001

表2　 OK-432の 投与方法 と生存期 間

* 1: p<0.05 * 2: P<0.02 * 3: P<0.01

* 4: p<0.001

2) 腫瘍面積に対する効果

腫瘍移植後2週 目での各群の腫瘍面積(長 径

と短径の積で表示した)を 調べたが,腫 瘍面積

は生存期間との相関がみられなかった. OK-432

投与により一様に腫瘍面積の縮小効果が得られ

たが,な かでも直接薬剤 との接触の可能性があ

るit投与群 と, sc投 与群で効果が顕著であった

(表3).

3) 壁深達度に対する効果

表3　 OK-432の 投与方法 と腫瘍面積(長 径 ×短径)
-腫 瘍移植後2週 目-

* 1: p<0 .05 * 2: P<0.02 * 3: P<0.001

表4　 OK-432の 投与方法 と壁深達度
-腫 瘍移植後4週 目-

P:腹 膜播 種 SS:漿 膜下 浸潤 SC:皮 下浸潤

腫 瘍移 植 後4週 目での 各群 の 壁深達 度 を調 べ

た.腫 瘍 死例 は 腹膜播 種(P)に 含め た.腫 瘍 移

植 後 のOK-432 ip投 与群 で は腹 膜播種 をお こ し

に くいが,一 般 に効 果 が あ る とされて い るit投

与群 で は早期 深達 例 が 多か った.こ れは生 理 食

塩 水 腫 瘍 内投 与 群 の 腫 瘍 面積 が475±84mm2と 異

常 に大 きい こ とか ら考 えて,薬 剤 注 入時 の圧 力

で癌 細胞 が 筋層 内に 押 し込 まれ,そ の結果 早期
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深達 例 が 多 くな った もの と思 われ る(表4).

さ らに詳 し く経時 的要 素 も加 味 して検 索 す る

ため に,腫 瘍移 植後2週 目か ら5週 目まで の毎

週 各群5匹 の壁 深達 度 をすべ て まとめた(図1).

これ に よる と腫 瘍移 植 後OK-432 ip投 与群 では

漿 膜下(ss)ま で に とど まって い る もの が80～90

%で あ るのに対 し,コ ン トロー ル群 で は15%し

かな か った.一 方,筋 層 に と どまって い る もの

は各群 と も1～3例 しか なか っ た.

対照 群 で は腫 瘍移 植 後2週 目です でに癌 細胞

が生体 の 抵抗 をあ ま り受 け るこ とな く漿 膜 下 に

浸潤 して きてい た(図2).こ れに 対 しOK-432

 ip投 与群 では腹 腔 内に表 面 白色 の腫 瘤 突 出 を認

め,肉 眼 的に は漿 膜浸潤 陽性 の よ うに み えるが,

大部分 の ものは組 織 診,塗 沫細 胞 診 ともに漿膜

浸潤 陰性 であ った.組 織学 的 に は腫 瘍移 植 後4

週 目で筋 層 はす でに癌 細 胞 で置 き換 え られて い

るが,対 照群 と異 な り癌 先進 部 に壊 死 層 とその

腹 腔側 に著明 な コラー ゲ ン線維 の 増生 を認め,

その表面 に一 層 の中皮 細 胞 層が保 たれ ている(図

3).ま た この よ うな変化 は腹 腔 内 の どこで もみ

られ るわけ では な く,癌 浸 潤が 漿 膜下 に 及ん だ

ところの み にみ られ るよ うで あ る(図4).

sc:皮 下 浸潤 pm:筋 層 内浸潤 ss:漿 膜 下漫潤

se:漿 膜 浸潤 p:腹 膜播 種

図1　 OK-432の 投与方法 と壁深達度
-腫 瘍移植後2週 目から5週 目までの総計-

図2　 対照群 の腹壁組織像
-腫 瘍移植後2週 目

, H-E染 色, x33-

生体の抵抗 をあまり受 けることな く癌細胞は

漿膜下に浸潤 して きている.

4) MMC投 与群との比較

MMC投 与 群 ではOK-432投 与群 同様 に腫 瘍

面積 を小 さくおさえるこ とができたが(250±105.6

mm2),腹 膜 播種 は予 防 しえず,癌 先進 部 の壊 死 層

や コ ラー ゲ ン線維 層 は ほ とん どみ られ なか った

(図5).

図3　 腫瘍移植後3日 目か らのOK-432腹 腔内投与

群の腹壁組織像
-腫 瘍移植後4週 目

, H-E染 色, x33-

癌先進部 に著明 な壊死層 とコラー ゲン線維の

増生 を認め る.

図4　 腫瘍移植後3日 目か らのOK-432腹 腔 内投与

群の腹壁組織像(腫 瘍周辺部)
-腫 瘍移植 後4週 目, H-E染 色, x13.2-

癌の浸潤が筋層までしか及んでいない右 方で

は,左 方 と異な り壊死層や コラー ゲン線維層

の形成がみ られない.

5) OK-432腹 腔 内投 与 後 の腹 腔 内細胞 分 画

担癌 マ ウスに腫 瘍移 植 後3日 目よ り隔 日3回
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OK-432の1KEを 腹腔 内投与 した ところ,腹 腔

内浸 出細 胞 は担癌7日 目までの早 期 に は好 中球

が, 10日 目か ら14日 目まで の中期 にはマ クロフ

ァー ジ,そ れ以 降 は リンパ球 が最 も多 くみ られ

た(図6).

6) CARお よびALS投 与 に よ る影 響

CAR投 与群 では腹 腔 内マ クロフ ァー ジ数 は一

過 性 に減少 し(図7),平 均生 存 日数 も有 意(P<

0.05)に 短縮 した(表5).ま た正 常マ ウスに 同

量のCARを 腹腔 内投 与 した毒 性試 験 では,死 亡

マ ウ スを認 め なか った. ALS投 与 群 で も腹 腔 内

リンパ球 数 と末梢 血 リンパ球 数 は一過 性 に減 少

し(図8), NSを 投 与 した群 に くらべ て平均 生

存 日数 も有 意(P<0.05)に 短 縮 した(表5).

 CAR併 用投 与群, ALS併 用 投与 群 ともOK-432

単独 投与群 に くらべ て腹水 貯留 例が 増加 し,腹

壁標 本 の検 索 で も壊 死 層や コ ラー ゲ ン線維 層 の

形 成不 良が 確認 され た(図9, 10).

図5　 MMC投 与群 の腹壁組織像
-腫 瘍移植後3週 目, H-E染 色, x33-

壊死層や コラーゲン線維層の形成 はみ られな

い.

図6　 OK-432腹 腔内投与後の腹腔内浸出細胞分 画

変動

Neu;好 中球 Mφ:マ クロファー ジ

Ly:リ ンパ球

7) TG, PSK投 与 群 との 比較

TG投 与 群 での平 均 生 存期 間は29.6±9.1日 で

対 照群 とは有 意差 を認 め なか った(表6).一 方,

 PSK投 与群 での平 均 生存期 間は35.5±10.9日 で

対 照群 との 間に有 意差(P<0.01)を 認 めた が,

移 植 後3日 目殼 のOK-432 ip投 与群 との 間 には

有意 差 を認 め なかった. TG投 与群 で は早 期 か ら

の腹 膜播種 移 行例 が 多か った. PSK投 与群 では

深達 度が やや 抑制 され てい る よ うであ るが,漿

膜下 層 での 著明 な壊 死層 や コラーゲ ン線 維 層の

形成 はほ とん どみ られ なか っ た(図11).

8) 抗 ア シア ロGM1に よ る酵素抗 体 法

図7　 CAR投 与による腹腔内マクロファー ジ数の変

化

表5　 CARとALSの 平均生存 日数におよぼす影響

※ P<0.05

腹壁凍結標本を酵素抗体法で染色してみると,
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OK-432 ip投 与群 で は癌先 進 部 の腫 瘍側 に活 性

化 マ クロフ ァー ジが確 認 され たが,そ の 数 は そ

れほ ど多 くは なか っ た(図12).ま た対 照群 で は

活性化 マ クロ フ ァー ジは確 認 され なか った.

図8　 ALS投 与に よる腹腔 内(上 段)お よび末梢血

(下段)リ ンパ球数の変化

図9　 OK-432投 与後CAR投 与群の腹壁組織像
-腫 瘍移植後2週 目, H-E染 色, x33-

壊死層や コラー ゲン線維層の形成はみ られな

い.

図10　 OK-432投 与後ALS投 与群 の腹壁組織像
-腫 瘍移植後3週 目

, H-E染 色, x33-

壊死層はみ られるものの,コ ラーゲ ン線維 層

の形成はみ られ ない.

9) OK-432の1KE腹 腔 内投 与 で対処 し うる

遊離 癌 細胞数

手術 時 に お け る閉 腹前 腹 腔 内洗 浄 とOK-432

腹腔 内投 与 を想 定 し, 1群 を10匹 と して 腹腔 内

移 植 細胞 数 を変 えてOK-432の1KEを 同時 に腹

腔 内投与 した ところ, 4万 個/匹 以下 の癌 細胞 に

対 してはOK-432の1KEで か な り対処 で きる こ

とが 判 明 した.平 均 生 存 日数 の延 長 もさ るこ と

なが ら, 51日 を経 て もまだ腹水 の貯 留 もな く生

存 して い るマ ウ ス数 をみ て も明 らか であ る(表

7).

考 察

表6　 TGお よびPSK投 与後の生存期間

* 1: p<0.01 * 2: P<0.0001

図11　 PSK投 与群 の腹壁組織像
-腫 瘍移植後3週 目, H-E染 色, x33-

軽度壊死層はみ られるが,コ ラーゲ ン線維層

の形成 はみ られない.

通 常,腹 膜播 種 の成 立機 転 は以 下 の5段 階 に

分 け て考 え られて い る11).す なわ ち,① 漿 膜面 へ

の進 展 ・露 出,② 腹 腔 内へ の剥 離,③ 腹 腔 内で

の移 動 ・生 存,④ 着 床,⑤ 増 殖 の5つ であ る.

これ らは数 多 くの研 究 に よ りそ の全貌 が 明 らか
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とな りつ つ あ り,ま た腹 膜 播種 の治 療 に関 して

も数 多 くの報 告 が あ る4).し か し,ひ とたび 成立

して しまった腹 膜播 種 に対 しては,い ずれ の報

告 をみ て も生存期 間の延 長 や 自他覚 所 見の 一時

的な改善 を もって効 果 あ りと して い る ものが大

部分 であ り,治癒 とな りえた例 は皆 無 に等 しい.

そ こで緒 言 で も述べ た よ うに,予 防 とい う概 念

の導 入が 必要 となっ て くるわけ であ る.腹 膜播

種 の予 防 に は,そ の成 立過 程 か ら考 え る と,大

き く分 け て3つ の方法 が あ る.第 一 は腫瘍 が 占

居す る臓 器か ら腫 瘍細 胞 が腹 腔 内に散 布 され な

いよ うにす る こ と.第 二 に は遊離 した腫瘍 細 胞

を,死 滅 させ るか,そ の 後 の発育 を停 止 させ う

る薬 剤 を使 用す るこ と.第 三 は腹 膜 の防衛 機能

を高め,腫 瘍細 胞の 腹膜へ の着床 を防止 す る方

策 を講 ず るこ との3つ であ る.こ の うち第三 の

方法 は報告 もurokinaseを 用 いた もの くらいしか

な く12),その他 の方法 も含 めて現 実の予 防法 とし

ては あ ま り可能 性が な い.第 一 の方 法 は根 治 手

術 時 の操作 に 関係 した問題 であ るが,こ れ に対

してno touch methodや 新術 式 の考 案13)な どに

よ り,術 中腹 腔 内癌細 胞 散布 を防 ぐ努 力 が な さ

れて きた.し か し手術 時 あ る程 度 の漿 膜 浸潤 を

認め る例 はすでに癌 細 胞の散布 がおこってお り6),

かか る例 に対 しては上 記 手術 手 技に加 えて,閉

腹時 腹腔 内洗 浄 も含 めて 第二 の予 防 法 であ る薬

剤の使 用 が必 要 となって くる.す で に化 学療 法

剤 で はMitomycin-C (MMC)14),活 性 炭 吸 着

MMC15.16), CDDP17.18),免 疫療 法剤 としてはOK

-43219)
, Interferon β20.21), Interleukin 2 (IL-

2)22な どが 完成 された腹 膜播 種 あるいは癌性 腹 膜

炎 に対 して使 用 され てお り,可 能 性 が あ る と考

え られ る.ま た特 殊 な方 法 として温熱 腹 膜灌 流

療法23.24)などの 報告 もあ る.し か しこれ らの報 告

は いずれ も完 成 され た腹 膜播種 に対す る もの で

あ るため,効 果 のほ どもい ま一 歩満 足すべ き も

の では ない.手 術 を念頭 に置 い た予 防 とい う見

地か らす る と第一 の 方法 が最 も確 実 であ ろ う.

そ こで従 来 よ り外 科 医の 悩み の種 で あ った術 中

腹腔 内癌 細胞 散布 を,一 歩進 ん で術 前 の処 置 に

よって よ り少 な くで きない ものか と考 えて研 究

を行 った.

図12　 OK-432腹 腔内投与後の抗 アシア ロMG1酵 素

抗体法 による腹壁組織像
-腫 瘍移植後4週 目

, x33-

癌先進部腫瘍側 に活性化マ クロファージが散

見 される.

まずマウスの腹壁皮下に腹水肝癌細胞を移植

する腹膜播種実験モデルを作成した.こ の系で

は腫瘍組胞は皮下層から筋層を貫いて漿膜下に

達し,壁 側腹膜を介して腹腔内に露出し,癌 性

腹水の貯留を来して腫瘍死に至るという経過を

たどる.

表7　 OK-432の1KE腹 腔内投与で対処 しうる遊離癌 細胞数

※ 1: P<0.05 ※ 2: P<0.01 ※ 3: P<0.001

この マ ウス腹 壁 を消化 管壁 とみ たて た腹膜 播

種実 験 モ デル にOK-432を 投 与 した ところ,投 与

経路 や 投与 時期 を うま く設定 す るこ とに よ り,

腫瘍 面積 は対照群 と差 が ないの に腹 水 が貯 留せ
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ず,平 均 生 存期 間が 有 意に延 長 す る群 のあ るこ

とを見 いだ した.す なわ ち,癌 細 胞 が漿 膜面 に

露 出す る少 し前 にOK-432を 腹 腔 内投与 してお く

と,肉 眼的 には 腹腔 内 に腫 瘤 が 突出 し,そ の 表

面が 白色 で漿 膜 浸潤 陽性 の よ うにみ えて も組織

学的 に癌 先進 部 には壊 死 層 とコラー ゲ ン線 維層

が形 成 され てお り,物 理 的 に癌 細 胞が 腹腔 内に

露 出 し得 ない状 態で あ るこ とが判 明 した.そ の

際,癌 の 深達 を防 止す るため には筋 層 は無 力 で,

その 通過 時 間は早 い もの と想像 された. OK-432

の投 与経 路別 に検 討 して み る と,か か る漿 膜浸

潤防 止効 果発 現 には腹 腔 内投与 法 が最 良 であ っ

た.そ の理 由 と して,腹 腔 内投 与法 は他 の 投与

法 に比較 して癌 先 進部 に重 点的 に,そ して 先進

部 全体 に均 一 な薬 剤の 影響 をお よぼ しうるため

とい うこ とが考 え られ る.腫 瘍 の大 き さだ けか

らす ると, it投 与群やsc投 与群 で は著 明 な腫 瘍

縮 小効 果 がみ られ たが,両 者 ともip投 与群 と異

な り癌先 進部 への効 果 的作用 が得 られな いため,

それ が深達 度,ひ いて は生 存率 の 明確 な差 とな

って あ らわれ て いる もの と考 え られ る.投 与 時

期 別 の検討 で は,腫 瘍移植 後投 与が 前投 与 に勝

って い た.壊 死 層や コ ラー ゲ ン線 維 層の 形成 と

い うか た ちでみ られ る反応 の主座 が漿 膜下 層 に

あ るこ と と,癌 先進 部 が漿膜 下層 に達 す る時期

が移 植 後10日 か ら14日 目で あ るこ とを考 え あわ

せ る と,前 投与 よ りも後投 与 が有 効 であ る こ と

は容 易 に理解 で きる.

次に 直接抗 腫 瘍効果 を有 す る制 癌 剤 のMMC

を同様 の方法 で投 与 して み た ところ,腫 瘍 面積

はOK-432 ip投 与 群 に くらべ小 さ くお さえ るこ

とがで きたが,最 終的 に腹 水 の貯 留 は 防 ぎ得 な

か った.こ の 差 は両群 の癌 先進部 での反 応 の差

に よ る もの と思 われ る.す なわ ち, MMC投 与群

ではOK-432投 与群 でみ られた壊 死層や コラーゲ

ン線維 層 に よるバ リヤ ーの形 成 が ほ とん どみ ら

れ ないため,長 期 にわ た る腹 膜播 種 防止効 果 が

得 られ なか った もの と考 え られ る.

一 方
, OK-432は 直接 抗腫 瘍効 果 に加 えて宿 主

介在 性抗 腫瘍 効果 を有 す る もの と して知 られ て

い る. MMCと の対 比か ら,本 実 験 での効 果発 現

に は宿 主 介在 性抗腫 瘍 作用 が主体 を占め てい る

もの と思 われ る.一 般 にOK-432に よる宿 主介 在

性 抗腫 瘍効 果 の作 用機 序 と して は リンパ球 や マ

クロフ ァー ジを中心 としたcell-mediated action

が 重視 されて い る25).また コラーゲ ンの産 生 に 関

しては,リ ンパ 球 に よ り産 生 され るfibroblast

activating factorが 線維 芽 細 胞 を刺 激す る とい

う説や26),マ クロファー ジが線 維 芽細 胞 を刺 激す

る物 質 を産 生す るとい う説27)などが報 告 されてい

る.そ こ でマ ク ロフ ァー ジ機能 と リンパ球 機 能

おの おの につ いての 阻害 実 験 を行 い比較 検 討 し

た.ま ず マ ク ロフ ァー ジの阻 害剤 としてCAR7.8)

を用 い,そ の投 与時 期 はOK-432投 与後 の腹 腔 内

浸 出細 胞 の変動 を参 考 に した. CAR投 与 に よ り

平均 生 存 日数 は有 意 に短縮 し,腹 壁 組織 所 見 で

も癌 先 進部 におけ る壊 死 層や コラー ゲ ン線維 層

の形成 不 良が み られ,腹 水 貯 留例 が 増加 した.

また リンパ球機 能 を阻害 するためにALS9)を 投 与

した ところ,こ れ も平均 生 存 日数 の短 縮,バ リ

ヤー の 形成 不良,腹 水貯 留 例 の増加 とい っ た変

化 がみ られ た.以 上 の こ とよ り,本 実 験系 でみ

られたOK-432の 腹 膜 播種 防 止効 果 にはマ クロフ

ァー ジ と リンパ球 の 双方 が 関与 して い る もの と

考 え られ る.

PSKも またOK-432同 様BRMと して知 られて

い る薬剤 で,そ の特徴 は担癌 に よって低 下 した

マ ク ロフ ァー ジやTリ ンパ球 の機 能 を正 常 レベ

ル まで 回復 させ ることにあ ると言 われてい る28.29).

確 か にPSKもOK-432同 様,平 均 生 存 日数 の延

長 を もた ら したが,壊 死 層や コラー ゲ ン線維 層

の形成 はほ とん どみ られ なか っ た こ とか ら.こ

の両者 の作 用機 序 はや や 異 な る もの と推察 され

る.

とこ ろでチ オ グ リ コレー トは腹 腔 内投 与 に よ

り腹腔 内マ クロ ファー ジを増加 させ る薬剤 とし

て知 られて い る30).しか しチ オ グ リコレー ト腹腔

内投与群 の 平均 生 存期 間 は対照 群 との 間 に差 を

認 め なか った.こ の こ とは単 にマ クロ フ ァー ジ

の数 だ け では な く,活 性 化 マ クロフ ァー ジが本

反 応に 重要 な役 割 を果 た して い るこ とを示 唆 し

て い る.

また抗ア シア ロGM1血 清 に よる酵素 抗体 法 で

OK-432 ip投 与群 の腹壁 標本 を染 色 してみ たが,

癌 先進 部 に わずか な活性化 マ クロ フ ァー ジが認

め られ たの であ っ た.し たが って, OK-432に よ
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って誘 導 され た腹腔 内マ ク ロフ ァー ジが,壁 側

腹 膜面 に露 出 した腫 瘍 細胞 に反 応 して,誘 導 さ

れた リンパ球 とと もに,腫 瘍細 胞 を取 り巻 くコ

ラー ゲ ン線維 層 を形成 した もの と考 え られ よ う.

従来 よ り癌 の予後 を良好 にす る因子 と して リ

ンパ球 浸潤 を中心 と した局 所の 細 胞性 間質 反応

や31.32),コラー ゲン線維 増生 を中心 とした繊維 性

間質反 応33)が重視 され てい る.幸 いOK-432に は

この両 反応 と も増 強 させ る作用 が あ る よ うで,

 OK-432を 術 前 胃癌病 巣 内注 入 して局所 の リンパ

球 浸潤 を確 認 した報 告や34),癌性 腹水 患者 の腹 腔

内にOK-432を 投 与 して著効 を認め た症例 の腹 膜

に著 明 な繊 維性 肥厚 を確 認 した報告35)などが しば

しば み られ る.本 実 験 でみ られ た 反応 も後者 と

同 じよ うな機序 で生 じた可 能性 が あ り,そ の反

応発現 に はマ クロフ ァー ジお よび リンパ球 双 方

の関与 が非 常 に大 きな要 因 とな ってい る もの と

推察 され る.

最後 に,す でに術 前 よ り癌 細 胞 の遊 離 が お こ

って い る症例 や,術 中に癌 細胞 の散布 が発 生 し

た症例 に対 し, OK-432の 腹 腔 内投 与 は どこ まで

対 処 しうるか検 討 した.そ れに よる とマ ウス1

匹あ た り4万 個 以下 の癌 細 胞に対 して は, OK-

432の1KEで か な りの数 の治癒 マ ウスが得 られ

るこ とか ら,十 分 対処 しうる もの と考 え られ る.

以上 より,術前OK-432腹 腔 内投 与法 は漿 膜 浸

潤 陰性例 に対 して はバ リヤ ーの 形成 に よ り安全

な手術 が期 待 で きる し,小 数 の 遊離 癌細 胞 を認

め る よ うな軽 度漿 膜 浸潤 陽性例 に対 して も術 後

腹膜再 発 の予 防効 果 が得 られ る もの と推 察 され

る.

結 論

腹腔 内 消化器 癌 の腹 膜播 種 を術 前 の処 置 に よ

って予 防す るため に実 験 を行 ったので報 告す る.

1. マ ウ スの腹壁 に 腹水 肝癌 細胞 を移植 し,

壁側 腹 膜 を介 した腹 膜 播種 実験 モデル を作 成 し

た.

2. これ にOK-432を 種 々の投与 法 で投 与 した

結 果,腫 瘍 移植 後3日 目よ り隔 日3回 腹 腔 内投

与 した群 で最 も良 い成績 が得 られ た.

3. その 際,癌 先 進部 の腹 腔側 に 著 明な壊 死

層 とコラー ゲ ン線維 層 の形成 が 認め られた.

4. マ ク ロフ ァー ジ機 能,リ ンパ球 機 能 の そ

れ ぞれ を阻 害 した結 果,壊 死 層や コ ラー ゲ ン線

維層 の形 成不 良 がお こる こ とが確 認 され た.

稿 を終 えるにあた り,御 指導な らびに御校 閲をい

ただ きました折 田薫三教授に深甚 なる謝辞 を表 しま

す.ま た終始御助 言いただきました三輪恕昭博士 な

らびに実験の場 を御提供いただいた半 田外科病 院長

半田祐彦博士 に深謝 します.

なお本論文 の要 旨は第13回 日本消化器外科学会総

会,第43回 日本癌学会総会 にて報告 した.
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We report a novel prophylactic strategy for peritoneal dissemination and serosal invasion of 

digestive tract cancer in a murine model, in which the murine abdominal wall was compared 

to the wall of the human digestive tract. Subcutaneous injection of MH-134 cells to the 

abdominal wall of C3H mice induced tumors on the parietal peritoneum, and eventually caused 

peritoneal dissemination with time. In this model, the intraperitoneal administration of 

OK-432, a type of biological response modifier, after tumor implantation significantly inhi

bited the development of peritoneal dissemination of tumor cells. This effect was more profound 

in mice with tumors that extended to the peritoneal surface (designated as S1 stage). 

Histological examination revealed both the remarkable necrosis of tumoral tissue and the 

formation of a collagen fiber at the edge of the tumor. This antitumoral effect of OK-432 is 

thought to be mediated by both macrophages and lymphocytes migrated into the peritoneal 

cavity, because the administration of Carrageenan and anti-lymphocyte serum completely 

blocked the antitumoral effect of OK-432.


