
Differential Hypothermiaの ハ ム ス タ ー

移 植 腫 瘍 に お よ ぼ す 影 響 に つ い て

I) Shallow Differential Hypothermiaと 抗癌剤併 用の効 果 につ いて

岡山大学脳神経外科(指 導:西 本詮教授)

大 橋 威 雄

(昭和52年2月1日 受稿)

目 次

I 緒 言

II 実験材料 および実験方 法

1. 実 験 動 物

2. 担癌動物 の作成

3. 実 験 方 法

4. 実 験 群

5. 病理組織標本

III 実 験 結 果

1. 腫 瘍 生 長

2. 病理組織学的検索

IV 考 察

1. 腫瘍 の温 熱処 置について

2. 腫 瘍 のdifferential hypothermia処 置 に

つ いて

3. 本実験結果 の考察

4. 高 温 処置 とdifferential hypothermia処

置 との比較

5. Differential hypothermia処 置 の 腫瘍 選

択的作用 について

6. Differential hypothermia処 置 と抗癌 剤

併用 について

V 結 論

I 緒 言

現在悪性脳腫瘍 に対 す る治療 の原則 は,神 経症状

を悪化 させ ないよ うに配慮 しつつ,手 術的 に可能 な

限 り腫瘍別 出を行 ない,さ らに残存 する腫瘍浸潤組

織 に対 して非手術的補助療法 を併用す ることである.

この補助療法 につ いては,従 来放 射 線療 法, 1～3)化学

療法, 4～7)免疫療法8～10)あるいは物 理療 法 な ど種 々の

治療法 が試 み られて きてい る. 11～13)この うち物理療 法

としては,脳 腫瘍は悪 性の もので も頭蓋外転移 を稀

に しか起 こさない14～16)ことを利用 して,局 所的 に温

熱や超音波, 17)レザー光線18)などを用 いて腫瘍 に侵襲

を加 えることが実験 的あ るいは臨床 的 に研究 されて

いる,

温熱 が悪 性腫瘍の治療 に応 用 されは じめたのは古

く, 1866年Busch19)は 丹毒 に罹 患 した患者の肉腫 が

消失 したと報告 し, 1891年Coley20)が 肉腫患者 を丹

毒 に罹患,発 熱せ しめ腫瘍 の縮小 あるい は消失 を観

察 した ことに始ま るといえよ う. Busch19)やColey

20)らの研究 は
,最 近 注 目されてい る免 疫 化 学療法9)

の蕎矢 とされてい るが,温 熱療 法に関す る最初 の報

告 と もみ られ る.そ の後 に高 温 療 法, 21～28)低温 療法

27, 28)など
,悪 性腫瘍 への応 用について研 究が なされ

てお り,い ずれ も腫瘍組織 や細胞 の温 熱 による選択

的破壊 を目的 とした ものであ る.ま た単 に温熱の み

でな く,こ れ に放射 線療法 を併 用 した場合 は放射線

の生物学的効 果が増強 され ることも観察 されてい る.

 22, 25, 29, 30)他方 組織 の物理 的温度変 化が抗癌剤 の組織

内濃度分布 を変化 させ ることか ら,温 熱 と抗癌剤 を

併用 した場合,高 温 では抗 癌剤 の作用が増強 され低

温で は減弱 きれ るとい う. 31～35)

上記の腫 瘍に対 す る温熱療 法は,す べ て腫瘍 を高

温 あるいは低 温に した場 合の研究 で あるが, 1965年

Popovic36)は ハ ム ス ター 頬嚢 の移 植腫瘍(Toolan

 H. Ad. No. 1U, originally an human adenoc

arcinoma)を 用いて, 4℃ の全身超低 体温下 に腫瘍

局所の みを37℃ の正常 温に10時 間保つ とい う区別低

体温処置,す なわ ちdifferential hypothermia(以

下D. H. と略 す)を 行 うと,処 置後腫瘍 は完全 に消

失 した と報告 してい る. 36～38)当教室 において も,す で
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にハムス ターの アデノウ ィルス12型 誘発移植腫 瘍991

を用 いて追 試 を行 って,腫 瘍 消失 がみ られた. 40)さら

に当教室 で はこのD. H.療 法 を悪 性脳腫瘍 患者に対

す る補助療 法 と して応用 す る目的で,種 々の病理学

的, 4l～41)病態生理学 的45, 46)および生化学的検索47卿50)を

行 って きた.一 方高温療 法 と抗癌剤 の併用 によ り抗

腫 瘍 効 果 が 増強 され る32～35, 51～55)ことに類似 して,

 D. H.療 法 に抗癌剤 を併 用 した場合,全 身低体温 下

にお いて は正常温 に保 たれた局 所腫瘍 組織 の代謝,

血液循環 が亢進 し,抗 癌剤 の腫瘍局所 の濃度 は高値

とな り,そ の効果 が増強 され ると考 えられてい る.

このような観点 か らPopovicら56)は 上記 と同 じ実験

モデル を用 いて,全 身を4℃ の超低 体温 にす るdeep

 D. H.処 置 に代 謝 拮抗剤5-Fluorouraci1(5-FU)

を同時 に投与す るこ とによ り,正 常温 に保 たれた腫

瘍 は1時 間 の処置 で消失 して行 くことを観察 してい

る.さ らに全 身 を30℃ の軽 度低体温下 に24時 間 の

D. H.処 置 を行 った場合 も全例 に腫 瘍 が消失 してい

る. 59)ここで実際 に臨床例 に応用 す るにあたって, 57, 58)

4℃ 超低 体温で1時 間 あるいは10時 間,ま た30℃ 軽

度低 体温 で あって も24時 間 とい う長時間のD. H.処

置は,ハ ムスターなどのhibernatorで は充 分 耐 え

得 るが, non-hibernatorで あ るヒ トでは,い かに麻

酔学 が進歩 した とはいって も,患 者 にとっては大 き

な侵襲 とな り,臨 床応 用 にはかな りな困難 を伴 うこ

とになる と思 われ る吟63)そこで臨床応用可能 な温度

な らびに時間的条件下 におけるD. H.処 置 がどの程

度の効果を示すかを知 る目的で以下の実験 を行 った.

すなわ ちハ ムス ターの アデノウ ィル ス12型 誘発頬嚢

移植腫瘍 を用いて,全 身30℃ 軽度低 体温下 に腫瘍の

みを37℃ 正常 温 に保つshallowD. H.処 置 に抗癌剤

を併用 し,腫 瘍生 長の測定 と病 理組織学 的検索 を行

った.

II 実験材料 お よび実験方 法

1. 実験動物:香 川津 田動物(香 川県)よ り供給 の

ハ ムスター(syrian golden hamster, mesocric

etus auratus)を 当教室 の繁殖室 で飼育 し,正 常 な

外観 を示す体重70～80gの 雌雄 を使用 した.動 物 は

固型 飼 料(オ リンエンタル, MF)お よび水道水 を

adlibitumに 与 え, 20-23℃ で飼育 した.

2. 担 癌動 物の作成:ア デノウ ィルス12型 ウイル ス

☆の102.5 TCID 50/0 .1m1の0.1mlを 生 後24時 間以

内のハムス ター新生 仔の背部皮 下 に接種 し,誘 発腫

瘍 を作成 した791その後の腫 瘍移植 は,無 菌的 に採取

した腫 瘍 組 織 をphosphate buffered saline(PBS,

 pH7. 2)中 で 細切 し,次 い で0.25%trypsinを 加 え,

37℃ 温 浴 槽 中 で 攪 拌 し細 胞 を分 離 した.ス テ ン レス

製80メ ッ シ ュで 濾 過 し,血 管 結 合 組 織 を 除 去 後,

*Adenovirus type 12 , strain "Huie", was 

kindly supplied by Prof. Y. Yabe, who 

had obtained it from the American Type 

Culture Collection.

0.5% trypan blue染 色 に て 判 定 し たviable cell

107/mlのPBS細 胞 浮遊 液 を作 成 した.こ の細 胞 浮

遊 液0.1ml(106viable cells)を 両側 頬 嚢 の粘 膜 下

組 織 へ 接種 した.接 種 後5～7日 目 頃,腫 瘍 の直 径

が8mm前 後(約500cu mm)に 生 長 した もの を下 記

の 如 き実 験 に用 い た.こ れ らは腫 瘍 継 代 移 植 の33代

か ら39代 ま で の もの で あ っ た.

Fig. 1 Scheme showing treatment of 

shallow differential hypother

mia for cheek pouch tumor.

HOURS DURING TREATMENT OF SHALLOW D. H.

Fig. 2 Temperature diagram during 

treatment of shallow differ

ential hypothermia and adm

inistration of 5-FU 50mg/kg

 I. P.

in the group ‡W (animal No . 

131).

3. 実 験 方 法: Shallow D. H.処 置 は 動 物 を5%
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nembutal　 (pentobarbitalum　 sodicum)　 0.8ml/kg

を腹 腔 内 に 投与 して麻 酔 し,全 身 と一 側 の 頬 嚢 腫 瘍

を氷 塊 中 に 置 い て 恒 温 槽 とは断 熱 材 で隔 壁 し,他 側

の頬 嚢 腫 瘍 は恒 温 槽 内 に挿 入 した(図1).全 身 体 温

は直腸 温 でelectrothermometer(NihonkodenCo.,

　 Ltd.)を 用 い て常 時 測 定 し,　30゜±2℃ に保 た れ る

よ う氷 塊 の量 を調 節 した.ま たthermostat　 regulator

　(Nisso　 Co.,　 Ltd.)を 装 置 した恒 温 槽 の側 壁 に 開

け られ た1.5cm直 径 の 穴 に コ ン ドー ム を接 着 し,こ

の 中 に一 側 の頬 嚢 腫 瘍 を 挿 入 して恒 温 潅 流水 に て加

温 され る よ うに した.加 温 され る腫 瘍 の 中心 部 に21

ゲ ー ジneed1e　 thermistorを 刺 入 して,常 時37゜ ±

1℃ に調 節 した(図2).こ の よ うなshallow D. H.

処 置 を10時 間行 った 後,室 温 に放置 して復 温 せ しめ

ると,約8～12時 間後 に は処 置前 の 状態 に 回復 した.

 4. 実 験 群:合 計91匹 の ハ ム ス ター を下 記 の よ うな

5群 に分 けて そ れ ぞれ の 実 験 を行 った(表1).

Table l Group of experimentation

*tumor-bearing animal in the

 bilateral cheek pouches
**abbreviation: I.P., intraperitoneal administration

第I実 験群;両 側頬嚢 腫瘍 を有す るハ ムス ター20

匹 を用い,無 処置 コン トロール群 として,腫 瘍生長

と体 重の測定 を隔 日に行 った.

第II実 験群;腫 瘍 を有 しない,体 重約80gの 正常

ハ ムス ター10匹 を用 い,ピ リミジン拮抗性抗腫瘍剤

で ある5-Fluorouracil(5-FU)64)を50mg/kg(Al

bino mouseで 腹 腔内一回投与 のLD50は188mg/kg

65))
,腹腔 内一 回投与 を正 常温で行い,そ の後 の全身

状態 の観察 と体重 測定 を隔 日に行 った.

第III実験群;両 側 頬嚢腫瘍 を有す るハムス ター10

匹 を用いて,正 常 体 温 において5-FU50mg/kg腹

腔 内一 回投与 を行い,腫 瘍生長 と体重 の測定 を隔 日

に行 った.

第IV実 験群;両 側 頬嚢 腫瘍 を有す るハムス タ-を

用いて,上 記 の如 きshallow D. H.処 置 を10時 間行

い,一 側 の腫瘍 は37℃ 正常温,他 側 の腫瘍 は全身 と

同 じく30℃ 軽度低 温に した.ま た両者 の温度 が安定

したsha11ow D. H.処 置 の開始時 に, 5-FU 50mg/kg

腹腔 内一回投与 を行 った(図2).本 実験群 で は併用

処置 の影響 を経時的 に形態学的変化 で検索す る目的

で, i)10時 間処置直後, ii)10時 間処置後24時 間

目, iii)10時 間処置後48時 間 目,の 三群 で各5匹,

合計15匹 の動物 を用 いた.さ らに処置 後長期の腫瘍

生長 と体重測定の 目的 で30匹 の動物 を用いたが,そ

の うち7日 以上生存 した22匹 を腫瘍生長 お よび体重

測定用 とした.第I～ Ⅲ実験群 と同 じく,腫 瘍生長

はcaliperに て隔 日に測定 した.

第V実 験群;両 側頬嚢腫瘍 を有 す るハ ムス ター20

匹を用いて,一 側の腫瘍 は37℃ 正常温 に し,他 側の

腫瘍と全身 を30℃軽度低 温 とす るsha11ow D. H.処

置10時 間を単独で行 った. 20匹 の うち7日 以上生存

した14匹 について腫瘍生 長 と体重 を隔 日に測定 した.

 5.病 理組織標本作成: shal1ow D. H.処 置 中 およ

び処置後 の経時的 な実験 を行 った第1V実 験群 の動物

およ び他 の実験群 では観察 中死亡 もしくは腫 瘍死 し

た動 物 を全 身 解 剖 し, 10%ホ ル マ リン に 固定 後 病 理

組 織 標 本 に用 いた.標 本 の 染色 は, hematoxylin and

eosin (H. E.)法, Feulgen反 応(Lillie's me

thod), methylgreenpyronin (Taft's method)法

;核 酸 抽 出の対 照 は過 酸 化 水 素 法 を用 い た. phosp

hotungstic acid hematoxylin (PTAH)法, elas

tica van Gieson法,渡 辺 鍍 銀 法 な ど行 っ た. 66. 67)

Ⅲ 実 験 結 果

1. 腫 瘍 生長 お よ び体 重 の測 定:腫 瘍 の 生 長.と い う

現 象 を定 量 的 に表 わ す た め に,経 時 的 にそ の 大 き さ

(cu mm)を 測定 し,こ れ を時 間軸 に対 して プ ロ ッ

トす る方 法 を行 った. 68～70)

第I実 験群;長 期 に継 代 され た ハ ムス タ ーの アデ

ノ ウ ィル ス12型 誘発 移 植 腫 瘍 の無 処 置 で の 生 長 は,

腫 瘍 細 胞 を頬嚢 へ接種 後5～7日 目頃 に 約500cu mm

に達 した.そ れ 以後 の生 長 曲 線 は 接 種20日 目頃 ま で

は対 数 関 数 的 な生 長 を示 し, 71, 72)腫瘍 塊 中 に壊 死 が み
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られ る接種20日 以後 は立方 根 関 数 的 生長 に変 わ り

71,72)接種後30日 目頃より9
,000～100,00cu mmの 極

限 サイズへ漸進的 に近 づいた.こ の時期 には腫 瘍が

頚部 あ るいは胸背部へ著明 に浸潤 してお り,そ の た

めS. D.の 値 は大 き くな った(図3-a).こ の生 長

曲線 は,多 くの実験動物の移植腫瘍 とほぼ類似 の傾

向を示す もの である. 71, 72)腫瘍接種後 の体重曲線 は,

接種後20日 目頃腫瘍が8,000cu mm位 に生長す る時

期 よ り約115gの レベルにplateauを 示 した.こ の時

期の動物 はほ とん ど運 動す ることな く,体 毛 の光 沢

は明 らか に失 わ れて お り,や がてchachexicと な

り,接 種後30～40日 目頃に腫瘍死 した(図3-b).

DAYS AFTER INOCULATION OF TUMORDAYS AFTER INOCULATION OF TUMOR

Fig. 3 Growth of transplanted cheek pouch tumors (Adenovirus type 12 
induced) (a), and development of body weight (b), in control 

non-treated animals, the group 1.
 Each full dot and open circle represents mean value the vertical 

bars represent standard deviations ( S.  D.).

DAYS AFTER ADMINISTRATION OF 5-FU

Fig. 4 After a single intraperitoneal 
injection of 50mg/kg of 5
FU, the body weight of nor

 mothermic tumor free animals 
in the group 11 continued to 
grow almost normally. 
The open circles represent 
mean value; the vertical bars 
represent S. D.

第II実 験群;非 担癌 ハムス ターで,外 観上正常 に

み られ,体 重約80gの 正常温動物 に5-FUを50mg/
瞳

kg腹 腔内一 回投与 を行 った場 合 の体重曲線 をみた.

投与後5～7日 まで軽度 に体重増加 が抑制 され たが,

外観上 に著変 を認 めなかった.そ の後は ほぼ正常 の

増 加を示 し,な ん ら障害 はみ られなか った(図4).

第III実験群;担 癌ハ ムスターに,正 常 温 で5-FU

 50mg/kgを 腹腔内一回投与 を行 った.腫 瘍の大 きさ
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は,投 与後5～10日 目(腫 瘍 移植後10～15日 目)に

平 均値 で300～500cu　 mmの 減少 を認めたが,第I

実験群 とほぼ同様 な生 長 を示 した(図5-a).体 重

曲線 では,投 与後10日 目頃よ り増加 がみ られず,大

多数 は体重100g以 下 で経過 し,こ れ らの動 物 の肛

門部 は糞 便 に よ り汚れ ていた(図5-b).し か し解

剖 時,肉 眼的に腸や肺に出血 性病変 はみ られなかっ

た.

DAYS AFTER ADMINISTRATION OF 5-FUDAYS AFTER ADMINISTRATION OF 5 -FU

Fig. 5 After intraperitoneal administration of single dose of 50mg/kg of 

5-FU, normothermic animals with normothermic cheek pouch tumors 

in the group 111 did not affect the growth of tumors (a), and 
slightly affected body weight (b).

 The full dots and open circles represent mean value. the vertical 
bars represent S. D.

第IV実 験 群;一 側 の頬 嚢 腫瘍 にshallow D. H.

処 置 を10時 間行 い,同 時 に5-FU 50mg/kgの 腹腔

内一 回投与 を処置 開始時 に行 った(図1, 2).低 温

側 の頬嚢腫 瘍は第III実験群 とほぼ同様な生 長曲線 を

示 した(図6-a).し か し37℃正常温 処 置側 の頬嚢

腫 瘍は,合 計22例 の うち4例(18.2%)は 処置後腫

瘍の著明な退縮 を認め, 5～7日 目頃 には肉眼的に

頬嚢 粘膜 の搬痕巣 様 にみ られ る状態となった(図8).

それ以後動 物が反対側 低温腫瘍の生長 によ り死亡 す

るまで,癩 痕部 に腫瘍の再発 はみ られなか った.ま

た22例 中の12例(54.5%)は 処置 後10日 目頃 まで反

対側低温腫瘍の50%以 下の大 きさにとどま り,腫 瘍

の一時的な生 長停止,抑 制 がみ られた(表3).し か

しその後の生 長曲線は対数 関数 的な傾 斜 を示 した.

 22例 の うち残 りの6例(27.3%)で は,処 置後 も腫

瘍の生長 は急速 で,反 対側低 温腫瘍 と同 じ生長 パ タ

ーンであった(図6-b ,表2).本 実験群 の体重曲線

の うち,正常温処置側腫瘍の消失 がみ られ た動物 は,

処置後 か ら腫瘍が消失 す る5～7日 目頃 まで著明 な

体重減少 を示 し,その後体重増加は抑制 され るが,処

置後20日 頃 よ り急速 に増加 した,こ れ らの動物 は,

体重減少 および増加抑制時期にお いて,肛 門周 囲の

汚 れや体毛光 沢の喪失 が認 め られ た.し か し正常温

処置側腫瘍の一時的 な生長停止,抑 制 を示 した動物

および無効であった動物の体重 曲線 は,処置後 よ り体

重増加 は軽度 で第III実験群 と類似 の傾 向が認 め られ

た(図6-c).

第V実 験群;shallow D. H.単 独処置 を行 った場
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合の腫瘍生長曲線 は,正 常温処置側 腫瘍 と反対側低温

腫瘍の平均値 にご く僅 かな差 がみ られたが,い ずれ

も全 くS. D.の 範 囲内であ った.ま た両者 と も第II【

実 験群 の曲線 に類似 の傾 向 を示 してい る(図7-a).

体重曲線 については,処 置後 も体重増加 が続 き,第

I, II実験群 とほぼ同 じパターンを示 した(図7-b).

DAYS AFTER TREATMENT OF SDH

AND ADMINISTRATION OF 5-FU
DAYS AFTER TREATMENT OF SDH

AND ADMINISTRATION OF 5-FU

DAYS AFTER TREATMENT OF SDH

AND ADMINISTRATION OF 5-FU

Fig. 6 When a single dose of 50mg/kg of 5-FU was administered intraperi
toneally in the hypothermic animals with one hypothermic cheek pouch 

tumor, while the other tumor was kept at the normothermic level in 

the group IV, the normothermic tumors disappeared and regressed 
 during a period of 15 days and some ones were not -affected (b) 

(Table 2, 3), the all hypothermic tumors continued grow similarly 
to Fig. 5-a (a).

 Loss of body weight was revealed in the tumor -disappearing animals 

during 25 days after treatment (c). The full dots and open 
circles represent mean value; the vertical bars represent S. D..

2. 小 括: ShallowD-H.処 置 と5-FU 50mg/kg

一 回 腹 腔 内 投与 併 用 の第IV実 験 群 で は,正 常 温 処 置

側 腫 瘍 の 約18%(4/22例)に 完 全 消失 が み られ,約

55%(12/22例)に 約10日 間,腫 瘍 生 長 が一 時 的 に50
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%以 下 の大 きさに停 止,抑 制 された. shallow D. H.

単独処置群や5-FU単 独投与群 では,腫 瘍の消失 あ

るいは明 らか な生長抑制 は全 く認 め られなか った.

体重曲線 につ いて は,上 記第IV実 験群 の うち,処 置

側腫瘍 が消失 した動物 にお いて,著 明 な体重 減少が

認 め られた.し か しその他の処置群 では体重 増加の

軽度の抑制 がみ られ たのみで ある.

Table 2 Effect of shallow differential hyp

 othermia treatment combined with 

administration of 50mg/kg 5-FU 

on transplanted cheek pouch tum

ors induced by adenovirus type 12 

in hamsters (group ‡W).

Table 3 Mean value (cu mm) of tumor size and normothermic-hypothermic tumor 

size ratio (per cent) after shallow D. H. treatment combined with 5-FU 

50mg/kg administration in the group ‡W.

DAYS AFTER TREATMENT OF SHALLOW D. H.DAYS AFTER TREATMENT OF SHALLOW D. H.

Fig. 7 After treatment of shallow differential hypothermia only, with one 
hypothermic tumor, while the other tumor was kept at the normother

mic level in the group V, no difference of tumor growth was seen 

        between normothermic and and hypothermic tumors(a).
Body weight developed normally as same as in Fig. 3-b(b). The 

full dots and open circles represent mean value; the vertical bars 
represent S. D..

3. 病理組織学的検索:ハ ムスターの アデ ノウ ィル

ス12型 誘発腫瘍 を長期継代移植 した ものは,基 本的

には初 代誘発腫瘍 と同 じ組織像 を示 していた.す な



962　 大 橋 威 雄

Fig. 8 Left normothermic cheek pouch tumor had disappeared and formed scar on 7 days after 

shallow D. H. treatment combined with 5-FU administration, while right hypothermic t
umor continued to grow(animal No. 122).

Fig. 9 Formation of tumor cells similar to perivascular pseudo-rosette in non-treated transp

 lanted tumor induced originally by adenovirus type 12 of hamster (H. E. •~400, animal 

No. 9).
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Fig. 10 Slightly decreased stainability of nucleolei in treated, normothermic tumor cells (methyl 

green-pyronine •~1,000, a), in contrast with normal nucleolar and nuclear stainability 

as well as abnormal mitotic figure (right upper portion) in hypothermic tumor cells (met

hyl green-pyronine •~1,000, b), immediately after shallow differential hypothermia trea

tment and 5-FU administration (group ‡W, animal No. 52).

Normothermic tumor tissue showing rarefaction and minute hemorrhage of the sub

stance, while submucosal tissue revealing dilated capillaries and small amount of cell 

infiltration as well as preserved epithelial layer of cheek pouch of hamster immediately 

after the same experimental group (animal No. 56) as fig. 10-a, b (H. E. •~100, c).
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Fig. 11 Markedly decreased stainability of dismixtured chromatin (Feulgen •~1,000, a) and loss 

of nucleolar stainability, but showing of stainable substance in cytoplasm (methyl green 

pyronine •~1,000, b) of the treated, normothermic tumor cells 24 hours after shallow d

ifferential hypothermia treatment combined with 5-FU administration (group ‡W, animal 

No. 99).

Hemorrhagic necrosis of tumor tissue, in contrast with moderate cell infiltration

 and congestive capillaries in submucosal tissue as well as preserved epithelial lining 

of cheek pouch of hamster in the normothermic tumor 48 hours after the same experim

 ental group (animal No. 114) as fig. 11-a, b (H. E. X 100, c).
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わち小型 で球 型 もし くは卵型 の核 には,豊 富 な粗大

クロマチ ン顆粒 とかな りはっ きりした1個 もしくは

2,3個 の核 小体 を有 してお り,細 胞質 は非常 に乏

し く,通 常 のH. E.標 本 では細胞の輪郭 ははっ きり

しないが,ほ ぼ 多角型 か ら紡錘型 を示 してい る.腫

瘍組織の大部分 では腫瘍細胞 に特別 な構造 はみ られ

ずdiffuseに 配 列 して い る が,小 部分で は血 管周

囲 に紡 錘型 細 胞 が配列 し, perivascular pseudo-

rosette73)に 類似 した構造 がみ られた(図9).し か

し初代誘発腫瘍 に比 べ,長 期 継代腫 瘍では細胞分裂

像,単 核性 あ るいは多核性の巨細胞,お よ び腫瘍生

長 の比較的早期 にみ られ る散 在性の小壊死巣 な ど,

 anaplastic transformationが み られた.

第IV実 験群 にお ける早期の変化;処 置後経時的に

動物 を屠殺 し,正 常温処置側 および反対側低 温の頬

嚢腫 瘍 を,肉 眼的 および光顕的 に比較検索 した.本

腫瘍細胞 は前記の如 く,細 胞質 は非常 に乏 し く,核

が主体で あるた め,主 に核の所見 を観察 した.

i) 10時 間処置直後;肉 眼的 に正常温処置側の腫

瘍 は全体 に浮腫状 で,一 部 は充血性 であった.こ の

腫瘍 細胞 は, methyl green-pyronin標 本 において

核小体お よび細胞質 な どは淡 い赤色 を呈 して お り,

(図10-a), Feulgen標 本 において も核 内 クロマチ

ン顆粒の赤紫色 は淡 いな ど,核 内物質 の軽度 の染色

性低下 が認 め られた.し か し反対側低温腫瘍 のこれ

らの染色標本 では,こ のよ うな染色性低下 はみ られ

ず,コ ン トロール と同 じくあ ざやかな核小体 やクロ

マチン顆 粒 が染 め出 されて いた(図10-b).弱 拡像

では正常温処置側 の腫瘍細胞 は著明 な疎化 を示 し,

強 い血管拡張 と充血,お よび一部 では腫瘍実質内へ

の小 出血 が認 め られ た(図10-c).粘 膜下組織 に も

浮腫性の変化 と,腫 瘍組織に比 べてvascularityは

低 いが血管 の拡張 と充血 がみ られた.し か し粘膜の

重層扁平上皮層 に特別 な所 見はみ られなか った.こ

れ らの腫瘍細胞 および粘膜組織 の所見 は腫瘍の末 梢

部,す なわち頬部 よ り離 れた部分 によ り著明 であっ

た(図10-c).

ii) 10時 間処置後24時 間目;肉 眼的 に正常温処置

側腫瘍 の多 くは,黒 褐色,腫 脹 および弾性軟 な状態

が特 に腫瘍末梢半側部 に認め られた.こ れ らの腫瘍

細胞 の核 は主 に類壊 死 様(necrobiotic)の 変化 を

示 して いた. H. E,標 本 で核膜 はなお染 め出 されて

いるが,ク ロマチ ン色質分離(dismixture of chr

omatin)か ら核 融解(karyolysis)74)を 示す ものが

多 く, Feulgen標 本 で も僅 かに染 め出 されて いる網

目状 の核 内物質 がみ られ るの みであ る(図11-a).ま

たmethyl green-pyronin標 本 では核 小体は殆 ん ど

染 め出 されず,む しろ細胞質中 に赤色染色 物質 が見

立 った.こ の物質 は10%過 酸化水 素処置 によ り消失

した ことか らRNAが 含 まれてい ると考 えられ る.

(図11-b).一 部 には核 濃縮像(karyopyknosis)を

示 し,強 いFeulgen反 応 を示 す細 胞 も混在 してい

た.な お反対側低温腫瘍 には,一 部 に軽度 の基質疎

化がみ られた以外 に著変 は認 め られなか った.

iii) 10時間処置後48時 間 目;肉 眼的 には, ii)の

24時 間目 とほぼ同様 であるが,小 数例 の腫瘍 に末 梢

側先端部 に小潰瘍 がみ られ,腫 瘍組織 は特 に末 梢側

部でかな りはっきりとした出血壊死巣 を示 していた.

壊死巣 内の血管 に内皮細胞 の軽度 な肥厚,増 殖 がみ

られたが,そ の他の部の血管 は比較的 よ く保 たれて

いた.ま た粘膜下組織 には著明 な顆粒 白血球 浸潤の

他に,小 数の リンパ球 や大 食細 胞など も認 め られた.

血管内には新鮮 な赤血球 が充満 してお り, thrombus

な どは見当 らなか った.な お粘膜重層扁平上皮 に著

変はみ られなかった(図11-c).

第IV実 験群 における晩期 の変化;処 置後腫瘍 生長

と体 重測定用 の動物 が死亡 した時点 で解剖 された も

ので ある.

iV) 10時 間処置後5日 目;肉 眼的 に正常温処 置側

腫瘍はほぼ全体 に灰褐色 で軟か く,壊 死 の状態 であ

ったが,反 対側低温腫瘍 は淡赤色弾性硬 の状態 であ

った.組 織学 的には腫瘍 の茎部,す なわ ち頬部 に接

す る部 に薄 い層状 の正常(viable)な 腫瘍細胞 がみ

られ,こ の末梢側 に既存 の構造 を保 ったままの壊死

組織が層状 に連続 してお り,さ らに末梢側 の大部分

の腫 瘍組織 は一部 に融解を示す凝固壊死巣 であった.

粘膜 下組織 および粘膜層 も末梢部 において上記 の腫

瘍壊死 に巻 き込 まれた壊死巣 が認 め られたが,そ れ

は腫瘍 組織 の壊死巣 に比べ よ り末梢 の一部 のみであ

った(図12-a).

v) 10時 間処置後10日 目;処 置側正常温腫瘍 は乾

性で硬 い壊死 の状態 であった。組織像 では,壊 死 の

分布 は, iv)の5日 目 とほぼ同様 であ るが,腫 瘍の

壊死 中に多数 の石灰 沈着巣 がみ られ,粘 膜下 組織に

は細胞 浸潤 とfibrocytic fibrosisが 著明に認 め ら

れた(図12-b).反 対側 低 温 腫瘍 では,組 織学的 に

主 に腫 瘍の中心部 に小壊死巣 が散在 してみ られ た.

vi) 腫瘍 消失部;処 置後 に腫瘍 が消失 し,そ の後

20～30日 頃に死亡 した動 物(animal No. 81, 122,

 162, 168)で あ る.肉 眼的 には粘膜 に直径1～2mm
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Fig. 12 Selected necrosis of effectively warmed tumor tissue at 37•Ž while viable neoplastic ti

ssue of uneffectively warmed portion at the base of tumor (left lower portion) and pre

servation of effectively warmed mucosal tissue of cheek pouch of hamster 5 days after 

shallow differential hypothermia treatment combined with 5-FU administration (group ‡W 

animal No. 154) (H. E. •~12, a).

Scattered calcified deposition in necrotic tumor tissue, and marked cell infiltration 

and mild fibrosis in submucosal tissue of the treated, normothermic tumor 10 days aft

er the same experimentatal group (animal No. 167) as fig. 12-a (H. E. •~100, b).
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の陥凹 と,こ れに集束 す る級 壁 とがみ られ る(図8).

連続切 片標 本の検索 では,腫 瘍細胞 はいずれに も見

当 らず,粘 膜重層 扁平上皮層 直下のfibrosisと リン

パ球 を主体 とした細胞浸潤 およ び筋線維層 の構築 の

乱れ がみ られるのみであ った(図12-c).

4. 小括: Shallow D. H.お よび5-FU投 与 の併

用処置後,正 常温 処置側 腫瘍の核の変化は10時 間処

置 直 後にみ られ, methylgreen-pyronin法 お よび

Feulgen法 にて核内物質の染色 性低下 が認め られた.

さらに処置 後24時 間 目で は核 内物質 は殆ん ど染め出

されなか ったが細胞質 に核酸物質 を思 わせ る染色性

がみ られた.こ れ らの変化 は,腫 瘍の加温 が最 も有

効 で あった腫瘍末 梢側部 に著明 で,肉 眼的 に も壊死

を認 める5日 目頃 では,中 心性壊死 とは異 な るこの

末梢側 部壊死の形態 がはっ き りと示 されていた.ま

た組織学的 に腫瘍 の壊死 がは っきりす る処置後48時

間お よびそれ以後 において も,粘 膜下組織 および粘

膜扁平上皮 層 はよ く保 たれていた.そ こには細胞浸

潤 を主体 とす る炎症反応 はみ られ るが,壊 死 はみ ら

れ なか った.

lV 考 察

1. 腫瘍 の温熱処置 につ いて

動物 あるいは ヒ トの腫瘍 におよぼす温熱 の影響 に

つ いて考察す る.ま ず低温処置 につ いては担癌動物

を低温冬眠状態 に保 つ と,処 置 中に腫瘍の生長 はみ

られ ないが,復 温後 はコ ン トロール と同 じ速度で生

長す るの が通常 であ る. 27, 28)また ヒ ト悪性腫瘍 の末期

例 に全身20℃ 低体温療法 が行 われてい るが, 75, 76)その

効果 は少 く,処 置 によ る腫瘍 の退縮 や消失 は認 め ら

れ ていない.他 方腫瘍 に対 す る高温処置 は低 温処置

に比べ よ り有効 で,臨 床例 の報告 も多い. 22, 77)しか し

高温処置 は消耗性 の悪 性腫瘍 患者 に不適当 であ り18)

また反復処置 によ り効果 が減 ず ることもある. 26)さら

に ヒト悪性腫瘍 由来細胞 は39～40℃ 以上の加温で不

可逆的 な損傷 を受 け るが, 38℃ では細胞増殖 がよ り

急速 になる とい う79)この ことは全身 を低体温下に腫

瘍局所の みを37℃ 前後 に保つD. H.処 置 にお いて注

意すべ きこ とであ るが, D. H.処 置 によ り腫瘍の生

長が促進 したという報告 はない. 36～38, 40, 42, 43, 56 ,59)本実

験の正常温処置側腫瘍 において も,腫 瘍消失 あるい

は生長の停 止,抑 制例 はあるが,腫 瘍生長が刺激 さ

れた例 は全 く認 め られ なか った.

2. 腫 瘍のD. H.処 置 について

1965年 このD. H.処 置 を最初 に腫瘍 に対 して試み

たPopovicら36)は,ハ ムス タ ー移 植 腫 瘍 を用 い,全

身 を4℃ と し,腫 瘍 の み を37℃ に 加 温 した.そ の 場

合2お よ び4時 間処 置 で は 著効 な く, 10時 間 で は 全

例 の腫 瘍 が完 全 に消 失 し,そ の 後再 発 もみ られ な か

った と報 告 した.ま た 田渕 は 全 身10～15℃ のD. H.

処 置 を10時 間 行 えば,処 置 腫 瘍 の50%が 完 全 に消 失

す るこ とを観 察 し, 40)Popovicら は全 身30℃ の 軽 度 低

体 温 下 で24時 間D. H.処 置 を行 え ば,全 例 に腫 瘍 が

消失 す る と報 告 した691さ らに5-FUを 併 用 してD.

 H.処 置 を 行 っ た場 合,全 身4℃ で1時 間 の 処 置 で

全 例 に腫 瘍 が 消失 す る こ と も観察 され た押 しか し こ

れ らのD. H.処 置 条件 で は,短 時 間 の 処 置 を行 お う

と思 え ば4℃ とい う超 低 体 温 が 必 要 であ り, 30℃ の

軽 度 低 体 温 の 場 合 に は24時 間 もの 処 置 時 間 を 要 し

て い る.砥 温 下 で の 抵 抗 性 はhibernatorとnon

hibernatorで は 差 が あ り, 61～63)上記 のD.　 H.処 置 に

使 用 され て い るハ ムス ター(コ ーモ リ型 冬 眠)と 違

って, non-hibernatorで あ る ヒ トの 超 低 体 温 処 置

は不 可能 で はないが 野)悪性 脳 腫 瘍 患 者 に対 してD. H.

療 法 を試 み る時,超 低 体 温 あ るい は 長 時 間 の低 体 温

に よ る危 険 性 や,合 併 症 が大 きな 問 題 と な っ た. 57, 56)

そ こで 臨 床応 用 の た め に よ り安 全 な30℃ 軽 度低 体 温

下 で10時 間 のshallow D. H.処 置 に抗 癌剤 を併 用 し

た場 合 の効 果 に つ い て検 索 した の が本 実 験 で あ る.

その 結 果,処 置 腫 瘍 の18%が 完 全 消 失, 55%に 明 ら

か な 腫 瘍生 長 の停 止,抑 制 と計73%に 抗 腫 瘍効 果 が

み られ た.こ こで有 効 で あ っ た と考 え られ るD. H.

処 置 の 動 物実 験 か ら, D. H.処 置 条 件 す な わ ち腫 瘍

組 織 と全身 との温 度 差 お よ び処 置 時 間 の関 係 をthe

rmal dose(温 度差, ℃ ×処 置 時 間,分)に つ い て

み る.表4の 如 く温 度 差 が20℃ 以 上 で は腫 瘍 の種 類

に関係 な くそ の効 果 はthermal doseに 比 例 して お

り,ま た抗 癌 剤 を併 用 した場 合 はD. H.単 独処 置 の

1/10のthermal doseで 同 じ効 果 を 示 して い る. 36,

 40, 56)し か し温 度 差7℃ のshallow D
. H.単 独 で,

 thermal dose 10.080(min.× ℃)を 行 い100%腫

瘍 が消 失 して い るの に, 59)本第lV実 験群 では同 じsha

llow D. H.で, 4.200(min.× ℃)のthermal dose

に 抗癌 剤 を併 用 して い るの に約20%の 腫 瘍 消 失 率 し

か 得 られ な か っ た(表4).

3. 本 実 験 結 果 につ い て考 察

上 記 の如 く同種 の ハ ム ス タ ーの 同 じ頬 嚢 腫 瘍 を用

い な が ら,な ぜPopovicら の 実 験59)と 本 第IV実 験 群

との抗 腫 瘍 効 果 に違 い を生 じたか とい う こ とに つ い

て は, i)腫 瘍 加 温 方 法 の違 い, ii)腫 瘍 の温 度 感
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受 性の違 い, iii)腫 瘍 の抗 癌剤感受 性の違 い,お よ

び, iv)抗 癌剤 の投与 法の違 いな どが要 因 と考 え ら

れ る.

Table 4 Time-temperature relationship of D. H.

Popovic, 
V. P., 

et al., 
1965

Popovic, 
V. P., 

et al., 

1966

Tabuchi, K., 
1972

Popovic, 

V. P., 

et al., 
1966

author, 

1975

i) 腫 瘍 加 温 法 につ いて は, Popovic36))ら は, ele

ctric heating deviceを 用 いて電熱 加温 して い るが,

本 実 験 で は温 水 潅 流 に よ る加 温 で あ る.い ず れ も腫

瘍 組 織 内 温 度 はneedle thermisterで 腫 瘍 中心 部

を測 定 し, 37℃ に調 節 して い るが,加 温 法 に よ り組

織 内 の温 度 勾 配 深 達 度 が異 な る44, 57)こ とか ら,腫 瘍

表 層 部 の 温 度 に は差 が あった こと も考 え られ る. ii)

の腫 瘍 のD. H.処 置 に対 す る温 度 感 受 性 あ る い は抵

抗 性 につ い て の研 究 は み られ な い が,高 温 処 置 に対

して動 物 お よ び ヒ ト腫 瘍 の種 類 の違 い に よ っ て温 度

感 受 性 に差 が認 め られて い る. 23, 79, 89)Harris 80)によ れ

ば ヒ ト腺 癌 組 織 は比 較 的 高 い温 度 感 受 性 を有 して い

る とい う こ とか ら, Popovicら36～38,　 56,　59)の用 いた ヒ

ト結 腸 腺 癌 由来 の移 植 腫 瘍 と,本 実 験 の アデ ノ ウ ィ

ル ス12型 誘 発 移 植 腫 瘍 とは, D. H.処 置 に 対 す る温

度 感 受 性 が異 な る と も考 え られ る.こ のD. H.処 置

に対 す る感 受 性 につ い て は,組 織 学 的 にみ て も多 種

に分 類 され る ヒ ト脳 腫 瘍73)にD. H.処 置 を試 み る場

合 に は大 きな問 題 点 とな ろ う. iii)の 腫 瘍 の 種 類 別

に よ り抗 癌 剤 に対 す る感 受 性 が違 うと い う こ とは,

 Bleomycin 81)や5-FU65, 62)な どにつ い て報 告 されて

い る.D. H.処 置 に併 用 され た5-FUが,本 実 験 の

アデ ノ ウ ィル ス 誘 発 腫 瘍 と, Popovicら36～38, 56, 59)の

用 い た ヒ ト結 腸 腺 癌 由 来 腫 瘍 との い ず れ に高 い 感 受

性 を示 すか につ いて の実 験 は行 わ れ て い な い.し か し

5-FUは ヒ ト腺 癌 に最 も高 い感 受 性 を示 す と され て

い る脇)こ とか ら, Popovicら の実 験 と本 実 験 に お け

るD. H.処 置 において5-FU併 用 の効果 に差 がみ ら

れたのか も知れ ない. iv)の 抗癌剤 の投与法,特 に

5-FUの 種 々の全身投与 法 にお ける血 中濃度 は静脈

内投 で最 も高値 で,腹 腔内,筋 肉内 あるいは経 口投

与 の5～10倍 とな り,ま た尿 中排泄 も最 も遅延 す る

とい う. 84)したが って 同量の5-FUを 用 いて は い る

が,静 脈内投与 を行 ったPopovicら56)の 場合 は,腹

腔 内投与の本実験よ り高い血 中濃度が得 られ た と考

えて よいで あろう.

4. 高温処置 とD. H.処 置 の比較

正常脳にお よぼす高温処置 の形態学 的変化 と して

は,正 常温下の犬 の脳 を43℃ 以下 で30分 間加温 して

も変化 はみ られないが, 43℃ 以上30分 間加温で は出

血壊死巣 がみ られているBS)またD. H.処 置 で は, 23

℃全身低体温下 で家兎脳 を36～38℃ に10時 間加 温 し

て も形 態学的変化 はみ られ ない,し か しなが ら同 じ

低 体温 下で局所 を40℃ の高温 で10時 間加温 すれば,

加温 された脳組織中 には出血壊死 が認 め られてい る

48)脳血 液関門 におよぼす影 響 につ いて
,高 温処置 で

は,正 常温下 のラ ット脳 を42℃, 30分 間加温 すれば

horseradish perioxidaseの 脳血管透過 性が亢進す

るとい うas)他方21～23℃ 全身低 体温下 で犬 の正常大

脳局所 を正常温 に5時 間保つD. H.処 置 を行 った結

果,処 置脳の血管透過 性は亢進 し, l31I-HSAの と り

こみは反 対側 低 温部 の約5.9倍 で あった. 45)これ らか

ら動物 の正常脳 に対 す る高 温お よびD. H.処 置 によ

り,脳 血液関門 は類似 の変 化 を示す が,形 態学 的変

化 は明 らかな違 いを示 してい る.

次 に腫瘍 に対す る高温処 置の生 化学的変化 として

は, in vitroで42℃, 0.5～6時 間処置 で嫌 気 的解
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糖 代 謝 に影 響 を認 め な い とい う. 77)しか しD. H.処 置

に お い て は, in vivoで23～24℃ 全身 低 体 温 下, 10

時 間 の 処 置 に よ り,腫 瘍 組 織 で は処 置 中 よ り嫁気 性

解糖 が上 昇 して い る こ とが判 明 して い る. 49)腫瘍 の,

 1ysosomeに つ い て,HeLa細 胞 で は43℃ 高 温 処 置 に

よ りlysosomeの 増 加 が み ら れ た と い う. 87)in vivo

のD. H.処 置 で は,腫 瘍 組 織 のlysosomeのtotal

 enzymal activityは 減 少 す る が, free activityは

増 加 した. 50)これ らの こ とか ら高 温 お よ びD. H.処 置

に よ る腫 瘍 壊 死 過 程 にlysosomeも 関与 して い る こ

とが窺 え る.

さ らに腫 瘍 に対 す る高 温 あ るい はD. H.処 置 に よ

る形 態 学 的変 化 に つ い て,ま ず 種 々の 培養 細 胞 に お

け る 高 温 処 置 の 変 化 は,核 小 体(heat-sensitive

 cellular function in the nucleolus)88)に み られ る

とい う.す な わ ち42～43℃, 15～30分 で核 小 体 の リ

ボ 核 酸granular componentが 消 失, 3H-uridine

や3H-thymidineの と りこ み を検 索 し た結 果,あ る

い は 高 温 処 置 後 の細 胞 にDNAウ ィル スの 感 染 はみ

られ ないが, RNAウ ィル ス のreplicationは 障害 さ

れ な か った こ と な どか ら,高 温 処 置 に よ り核 小 体 に

存 在 す るDNA dependent RNAの 合 成 が 障害 され

る と考 え られ て い る. 87～91}またLoveら89)はHeLa細

胞 な ど を用 いて, 45℃, 5分 で 核 小 体 物質 がintra

cytoplasmic inclusionと して み られ,さ らに高 温,

長 時 間 で はinclusionが 増 加 し, Feulgen反 応 に て

核 小 体DNAは 消失 す る が,核DNAは なお 存 在 す る

と い う.一 方 本 第IV実 験 群 に お いてshallow D. H.

処 置 直 後 に核 小 体 や核 内 ク ロマ チ ン顆 粒 はpyronin

あ るい はFeulgen反 応 に対 して 染 色 性 低 下 を示 し

(図10-a),処 置 後24時 間 に は 核 小 体 お よ び ク ロマ

チ ン顆 粒 は ほ とん ど み られず,わ ず か に網 目状 の 構

造 が 認 め られ る程 度 で あ っ た(図11-a).た だ 興 味 あ

る こ と は,核 内のpyronin染 色 性 は著 明 に低 下 した

の に比 べ 細 胞質 内 に は部 分 的 に被 染色 性 物質 が 認 め

られ,こ の 物 質 は過 酸 化 水 素 処 置 に てRNAが 主

体 で あ る と考 え られ た(図11-b).こ の 物 質 は前 記

Loveら89)のintracytoplasmic inclusionと 類似 の

もの,ま た その 他 のD. H.処 置 後 の 核 内 の変 化 も高

温 処 置 に よ る変 化 と類 似 す るの で は な いか とい う解

釈 もで きよ う.も し そ うで あ れ ば,腫 瘍 に 対 す る

D. H.処 置 も腫 瘍 細 胞 の 核 小 体 あ る い は核 に作 用 す

るの で はな いか と推 察 され る.以 上 高 温 処 置 とD. H.

処 置 に よ る正 常 脳 お よ び腫 瘍 の 変 化 を比 較 して み る

に,両 者 の 異 同 をい ちが い に論 ず る こ とは 困難 で あ

る.唯, D. H.処 置 による腫瘍細胞 の核 小体 お よび

核の興味あ る形態学 的変 化は,高 温処置 との類似 性

を窺わせ,か つまたD. H.処 置の作用機序 が推察 さ

れた.

他方本第IV実 験群 は, shallow D. H.に5-FUを

併 用 してお り, thymidylate synthetaseを 阻害 す る

ことによ りDNA合 成阻害 を きたす5-FUが, 84)形態

学 的に核内の変化 を示す ことも考 えられ る. actin

omycinDやbleomycinに よ り,特 に核小体 に形態

学的変 化を認 める とい う報告 もあ り, 92～91)本実験 の核

小体 や核の変化 がD. H.処 置 による ものか, 5-FU

によ るものかにつ いて今後検討 ずべ き問題で ある.

5. D. H.処 置の腫 瘍選択的作用 につ いて

高 温処置 の場合 も周囲正常組織に比べ腫瘍に対 して

よ り選択的 に作用す る とい うinvivo21, 24)およびin

 vitro77, 91)の研究 をみる.特 にLevineら91)はHeLa

細胞 を42℃, 2時 間処置す る と核酸代謝 の障害 を き

た し, 24時間以上生存 しないが, 2倍 体 の眼球 レン

ズ上皮 細胞 は9日 間 も42℃ で生存 したとい う. D. H.

処置 の腫瘍選択的作用 は本実験 で明確 とな った.す

なわ ち10時間 のshallow D. H.処 置直後すでに腫 瘍

細胞 に変性 の初期像 がみ られ た(図10-a)の に対 し

て,粘 膜下組織 には軽度の浮腫や炎症反応 が認め ら

れたのみであった(図10-c).さ らに腫 瘍 の変 性壊

死 は進 行 し(図11-a, b)処 置後5-10日 目頃 には完

全に壊死 とな るに対 して,粘 膜下 組織に はfibrosis

がみ られ,重 層扁平上皮 には著変 は認 め られなか っ

た(図12-a, b).脳 腫瘍治療 に際 して,腫 瘍周 囲組

織の損傷 はそのまま神経症状 と して現 われ ることに

な り,腫 瘍 のみに選択的破壊作用 を示 す ものでな け

ればな らない.こ の意味 において もD. H.処 置 は脳

腫瘍補助療法 として有利 であろ う.

6. D. H.処 置 と抗 癌剤併 用について

さらにD. H.処 置 と抗癌剤併用 につ いて,特 に高

温処置 に抗癌剤 を併用 した場合 と比較 し, i)抗 癌

剤 の濃度分布, ii)脳 血管透過性 におよぼす影 響,

 iii)抗 癌剤 の副作用, iv) D. H.処 置 と併 用 した利

点,な どにつ いて考察す る.

i) 高温処置 では,抗 癌剤 が加温部 に高濃度 な分

布 を示 し, 35)また腫瘍組織温度の上昇 と抗 癌剤 濃度 あ

るいは抗癌剤 の生物活性 とは直接的相 関関係 が み ら

れてい る. 52, 53, 55, 95}D. H.処 置で も,処 置 腫 瘍の抗癌

剤組織 内濃度 は,コ ン トロールの3倍 とな り,さ ら

に処置 中の血 中濃度 も高 い レベルに保持 され ること

が判 明 してい る. 43, 96, 97)本実験 で も, 5-FU投 与 単独
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第III群, Shallow D. H.単 独第V群 のいずれ も抗腫

瘍効果 はみ られず,両 者 併用第IV群 にのみ効果 がみ

られ た.つ ま りD. H.処 置 の温 熱効果 に加 えて処置

腫瘍 に抗癌剤 がよ り高 濃度 に分布 したための相乗作

用 であろ う.抗 癌剤 治 療の観点か ら,例 えばbleo

mycinが 皮 膚扁平上皮 癌に特 異的効 果が認 め られ る

の は,抗 癌剤 の感 受性 と,生 体内分布の特異 性 とが

大 きな要素 であ る. 8l)ヒト脳 腫 瘍,特 にgliomaに 著

効 を示す抗 癌 剤が開発 されて いない現在, D. H.療

法 に併用 して,通 常の投与法 で は得 られない局所高

濃度 が得 られ る点 は興味 ある方 法 とい えよ う. ii)

脳血 管透過 性の亢 進は,高 温処置 によ って もみ られ

てい るが, 86)D. H.処 置 で も亢 進 していた.さ らに脳

血 液 関 門 が障害 されてい る脳腫〓98～101)に近 い状態

としてcold induced lesionに 対 してD. H.処 置 を

行 った場 合,よ り著明な血管透過性の亢進 が認め ら

れ, 45)脳腫 瘍 にお ける抗癌剤局 所濃度が高め られ る一

つの要因 とな ってい る. iii)全 身正常温下 で行 う局

所高 温処置 では抗 癌剤 の副作 用 に問題があ り,実 際

の臨床応用には抗 癌剤添加の加温血で局所 潅流す る

ことで副作 用 を防止 しよ うとしている. 32, 33, 102～104)し

かしながら他臓器 と違 い脳の耐熱限界 は低 く, 85, 105, 106)

ヒ ト脳腫 瘍患者 の脳局 所 を高 温潅流す るのは大変 に

危 険であ る.さ らに高温 処理 に抗癌剤 を併用 した場

合,腫 瘍周囲組 織に も抗 癌剤 の と りこみが増加 して

い る. 51)しか るにD. H.処 置は脳 組織および脳腫瘍 を

正常 温まで しか加 温せず,加 えて全身低 体温下での

抗 癌剤 中毒作用は著明に防止 され る34,など有利 な点

が認め られ る. iv)最 後に これ らD. H.処 置 と抗癌

剤 併用が有 利な点 をま とめてみ ると(図13),(a)全 身

低体温下に あるため抗癌剤の分解排泄が遅 延 し,持

続 的に比 較的高い血中濃度 を保つこと力河 能 である,(b)

低温正常組織 に対す る中毒作 用が著明に軽減 され

ることにな る,(c)腫 瘍局 所 の正常温部で は, D. H.

処置の腫瘍選択的作用 に加 えて,相 対 的 に血流 が持

続的に増加 し,血 管透過 性 も亢進す ることな どか ら,

局 所の抗癌 剤 は高 濃 度 で腫 瘍 に作 用す ること,(b)

D. H.処 置 の温 熱効果 の一つ と して,高 温 処置 と同

様 に腫 瘍細胞の代謝異常 を きた し, 38)抗癌剤感受性が

高ま る;5)などが相乗的 に作用 し抗腫瘍効 果が増強 さ

れ るもの と推察 され る.

Fig. 13 Advantage of combination with 

treatment of differential by 

pothermia and administration 
of anti-tumor agent.

7. 小 括

以上D. H.処 置 について,特 に高温処置 と対比 し

なが ら文献 的考察 を加 えた,本 実 験 を通 して, D. H.

処置 の腫瘍選択 的破壊作用 と,そ の作用機序 の一つ

として核小体 あるいは核の形態 学的変化 につ いて論

じた.ま た臨床応用可能 な条件 としてshallow D. H.

処置10時 間 に抗癌剤 を併用 した結果 について,そ の

効果 におよぼす種 々の要 因について考察 した.さ ら

に補助療法 として, D. H.処 置 と抗 癌 剤の併用 は高

温処置 の場合 に比 して有 利な点 について まとめ た.

耐熱限界 の低 い脳組織 にあ っては腫瘍局 所を正 常温

に保 てばよい とい うこと,し か も腫 瘍に対 して選択

的作用 を示す こと,さ らにまた抗癌剤 感受性の低い

脳腫瘍,特 にgliomaに おいて, D. H.処 置 に抗 癌剤

を併用 した場合,腫 瘍局所 の抗癌剤濃度 は長時 間高

いレベル に保持 され,し か も全身 の副作用 は著減 さ

れるとい うこ とな どか ら, D. H.処 置 と抗癌剤併用

は脳腫瘍の補助療法 として有利な方法 と考 え られ た.

V 結 論

1. アデノウイルス12型 誘発腫瘍 をハ ムスターの頬

嚢 に移植 し,こ れ らのハ ムスターを5実 験群 に分 け

てD. H.の 効果 を検討 した.す なわ ち第1実 験群 は

頬嚢移植腫瘍 を担 う無処置 コン トロール,第II実 験

群は非 担癌 動物 に正常温で5-FU50mg/kg腹 腔 内

一回投与
,第 Ⅲ実験群は頬嚢腫瘍 を担 う動物 に,正

常温で5-FUを 第II実 験群 と同量投与,第IV実 験群

は全身 と一側頬嚢腫 瘍 を30℃ 軽度低体 温 とし,他 側

腫瘍 を温水にて10時 間正常温に保 つshallow D. H.

処置に加 えて,処 置 開始 時に5-FUを 第II実 験群 と

同量投与,第V実 験群 は第IV実 験 群 と同条件のsh

allow D. H.単 独,の5群 である.

2. 臨床に応用可能 な条件 であ る第IV実 験群 におい

て,処 置腫瘍 は処置 後1週 間 目頃 までに約18%が 完

全消失,約55%に 処 置後約10日 間まで反対側低温腫

瘍の50%以 下 の大 きさに生 長停止,抑 制がみ られ た

が,残 り27%に は効果 がみ られなか った.

3. 第lV実 験群 において病理組織学的検索の結果,
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周囲粘膜組織 に比べ て腫瘍 加温部の変性壊死 は選択

的で あった.ま た処置直 後よ り核酸染色標本 におい

て,核 小体 および核 の特 異的な変性像がみ られた.

4. 正常脳 および腫 瘍に対 するD. H.処 置 と高温処

置 によ る変化 を比 較検討 した.ま た温熱療法のなか

でD. H.療 法,特 に臨床応用可能なshallow D. H.

処置 に抗 癌剤 を併用した場合の利点についてまとめた.

欄筆にあた り,終 始巌正なる御指導,御 校閲を賜 りま

した恩師,岡 山大学脳神経外科教授西本詮先生に深甚の

謝意を棒げます.ま た終始御援助を頂きました教室の諸

先生,諸 氏諸嬢に感謝いたします.な お本論文の要旨は

1971年第30回 日本脳神経外科学会総会において発表した.

また本研究は厚生省がん研究助成金による.
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Influence of differential hypothermia

on transplanted hamster tumor

I) Effect of combination with shallow differential hypothermia

and antimetabolites

Takeo OHASHI

Department of Neurological Surgery, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Akira NISHIMOTO, M.D.)

How to treat the malignant brain tumors has been one of the biggest problems in neuro

surgery. It has been in the past, and it is still now. In addition to surgical removal of tumors, 

various non-surgical method have been tried for the treatment of malignant gliomas. The use 

of heating or of cooling are some of these methods. They have been tried for a long time.

Already in 1866 Busch,W. observed disappearance of sarcoma in patients suffering from 

erysipelas. Westermark,N. in 1927 observed that rat transplanted tumors were caused to disap

pear by exposing to heating, while the adjacent normal tissues were not damaged under con

ditions lethal to the tumors. In 1960 Woodhall,B. heated tumors locally that were perfused 

with chemotherapy. Shingleton, W. W., in 1962, heated localized tumor tissue on the patients 

with cancer, combined with regional chemotherapy under generalized hypothermia. 

   According to Popovic, V. P. et'al. in 1965, they were first to report that differential hypo

thermia, keeping tumors normothermic under total body hypothermia at a temperature of 

4 ° C during a period of 10 hours in experimental animals, induced disappearance of tumor 

without resuming their growth afterward. Popovic, V. P., et al. in 1966 carried out further 

experiments and observed that tumors of the animals disappeared also subsequent to cooling 

whole body to 4•Ž for 1 hours with anti-tumor agent, as well as to cooling whole body to 

30 •Ž for 24 hours without chemotherapy while the tumor kept at 37•Ž.

However, in order to induce tumor disappearance the differential hypothermia has to 

last at least 4•Ž for 1•`10 hours, or 30•Ž for 24 hours. Since deep hypothermia lasting several 

hours or shallow hypothermia for long time is not well tolerated in non-hibernators, namely 

human beings, present experiment has been performed in an attempt to simulate the conditions 

of clinical work as close as possible. For this purpose the bodies of 22 hamsters were mildly 

cooled to a temperature of 30•Ž, while cheek pouch transplanted tumors induced originally 

by adenovirus type 12 remained uncooled at 37•Ž for 10 hours (Fig. 1, 2). The dose of 50

mg/kg of 5-fluorouracil (5-FU) was administered intraperitoneally in single injection at the 

beginning of treatment of shallow differential hypothermia (Table 1, Fig. 2). This resulted 

in that within 7 days later 4 out of 22 tumors (20%) disappeared completely without resuming 

their growth afterward, and 12 out of 22 tumors (55%) regressed temporarily for a period of 10 

days after treatment (Table 2, 3, Fig. 6-b, 8). When the same amount of 5-FU was administered 

into normothermic tumor-bearing animals or into hypothermic animals with hypothermic 

tumors, tumor size of the animals was not affected (Table 1, Fig. 5-a, 6-a). When shallow 

differential hypothermia was treated without any anti-tumor agent, neither normothermic 

tumor size nor hypothermic one of the animals was also affected (Table 1, Fig. 7-a).
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Histological findings were degeneration of tumor cells. Stainability of nucleolar RNA and 
nuclear DNA by means of methyl green-pyronine and Feulgen's methods was decreased al
ready immediately after the shallow differential hypothermia treatment for 10 hours with 

5-FU administration (Fig. 10-a). This was followed by, at 24 hours after the treatment, marked 
decreasing and loss of the stainability of nucleolar RNA and nuclear DNA as well as dismixture 
of chromatin and karyolysis of nuclei (Fig. 11-a, b). Scattered necrotic foci in the tumor 
tissue were obviously revealed 48 hours after the treatment. Tumor cells showed selectively 

these degenerative finding after treatment, while adjacent mucosal tissue of cheek pouch 

preserved their normal appearance almost wholly even 12 hours after the treatment (Fig. 
10-c). Although inflammatory cell infiltration was observed 48 hours after the treatment, 

and followed by fibrocytic fibrosis in the submucosa thereafter, degenerative and necrotic 
change was never showed (Fig. 11-c, 12-a, b).

The author discussed that 1) combination with differential hypothermia and anti-tumor 

agent was effective for experimental tumor, 2) selective destroying and normothermic state 
of the treatment should be useful for non-surgical therapy of malignant brain tumor, as well as 
3) cellular sensitive function of differential hypothermia might be exsisted in nucleolus or 
nucleus of tumor cell.


