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抄録

近年，taxane系薬剤を用いた腹腔内化学療法について多くの報告がなされているが，その腹膜浸透距離を論じた

論文はない.本研究では，我々が新たに考案したラット腹膜転移モデルに paclitaxelを腹腔内投与し，その腹膜浸

透距離を検討した.まず， Fischer 344ラットの壁側腹膜を擦過した後に 1X 106個の RCN-9細胞を腹腔内投与す

ると， 2週間後に厚さ約1mmの板状腹膜転移巣を形成するという，ラット腹膜転移モデルを樹立した.このラッ

ト腹膜転移モデルに paclitaxelの腹腔内投与(60mg/m2)を施行した.paclitaxelの腹腔内投与は 1週間間隔で3

回行い，腹膜内投与後0.5，1， 2， 7日で腹膜の採取を行った.採取した腹膜に通常の HE染色を行い，形成され

た板状転移巣の腫場厚を測定した.また TUNEL法にて RCN-9細胞の apoptosisを検出し，腹膜転移巣表面から

TUNEL陽性RCN-9細胞が集族して出現している部分までの距離をもって薬剤浸透距離とした.その結果， pa. 

clitaxel 1回投与群では投与後2日で平均673仲m の浸透距離を認めた.またすべての観察時点において， paclitax. 

el 3回投与群は 1回投与群に比べ薬剤浸透距離は有意に浅くなった (p<O.Ol).本研究の結果， paclitaxel腹腔内

投与により腹膜表層の腫蕩細胞に apoptosisが誘導される事が判明し， paclitaxelの腹腔内投与による直接的な抗

腫療効果が確認された.また厚さ約670ぃm以下の腹膜転移巣にはpaclitaxel腹腔内投与による抗腫場効果が期待
できると考えられた.
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多くの固形癌にとって腹膜転移は主な腫蕩進展形

式のひとつであり，予後が非常に不良である腹膜

転移は癌細胞が腹膜に播種したように転移し，すべ

ての腫場を外科的に切除するのは困難でトあるため，

化学療法が行われる事が多い.その中でも抗癌剤を

静脈投与する全身化学療法が主である.

しかし腹腔を lつの局所としてとらえた場合，よ

り効果的な投与方法として，局所である腹腔に直接

抗癌剤を投与する治療法(腹腔内化学療法)が成り

立つ.この治療方法は特に婦人科領域で発展し， cis-

platinや carboplatin，5-FUなどの薬剤を用いた

様々な試みがなされてきた2-4 その結果，米国では

卵巣癌に対する標準治療法として，腹腔内化学療法

を含むレジメンが認められているしかし卵巣癌と
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同様に再発形式として腹膜転移が高頻度である胃癌

領域では，いまだ臨床研究の範障を脱していない

近年，腹膜転移を有する胃癌患者に対し taxane

系薬剤を用いた腹腔内化学療法を行い，好成績を修

めた報告が散見されm，当院においても奏効例を多

数経験している全身化学療法では抗癌剤は腫疹栄

養血管を介し腫場細胞に運ばれるが，腹腔内化学療

法は抗癌剤と腹腔内の腫場細胞が直接接触すること

により効果を発揮する治療法である.その為，腫療

に対する薬剤の浸透距離が本治療の効果を決定する

重要な鍵と言える.しかし， taxane系薬剤を腹腔内

投与した際における同薬剤の腫虜浸透距離に関する

報告はない.

一方taxane系薬剤の一種である paclitaxelは，

本邦では1997年から販売開始となった新規抗癌剤

で，イチイ科の植物の針葉又は小枝から抽出，半合
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成されたタキソイドであり，微小管の蛋白重合を促

進し微小管の安定化，過剰形成を引き起こす事で微

小管の脱重合をおこし難くし，細胞分裂を阻害して

抗腫場効果を示す抗悪性腫癌剤である 10 Jangら11

は組織培養したヒト Xenografttumorにpaclitax-

elを120nMという高濃度で作用させると， Xeno-

graft tumorに高頻度の apoptosisを誘導すると報

告している.

これらの知見を基に，本研究では我々が新たに考

案したラット腹膜転移モデルに paclitaxelを腹腔

内投与し，腫虜細胞の apoptosisを指標に paclitax-

elの腫場浸透距離を検討した.

材料と方法

実験動物と細胞

全ての動物実験手技は， NIH (the N ational Insti-

tutes of Health)の実験動物の管理と使用に関する

指針に準じて施行し，近畿大学医学部動物実験委員

会で承認された.実験動物は Fischer344ラット(8 

週齢雄，体重154-180g，日本クレア株式会社，東京)

を用いた.飼育はクリーンラック内で室温220C，湿

度50%，12時間明暗サイクルの条件下にて行った.

飼料はラット飼育用固形飼料(日本クレア株式会社，

東京)を与え，飼料用水は制限なく与えた.細胞は

1.2-dimethylhydrazine (DMH)誘発大腸癌株細胞

である RCN-gI2 (理化学研究所CELLBANK，栃

木)を使用した.培養液は10%牛胎仔血清 (FBS)

添加RPMI-1640を使用し， 370C， 5 % CO2の条件

下で静置培養した.

実験1:腹膜転移モデルの作製

ラットにペントパルビタールを腹腔内投与 (37.5

mg/kg) し充分な麻酔を行った.まず腹部正中を 2

cm切開し，滅菌綿棒にて右側壁側腹膜のみを器械

的に擦過した後，創部を 4-0 vicryl (Ethicon， 

Somerville， NJ)にて閉創した.その後， RCN-9細

胞 1x 106/100 j.Ll in PBSを滅菌済み 18G針にてラ

ットの腹腔内に注入した 13 以上を転移モデル群と

した.一方，手術操作は施行せずRCN-9細胞1X

106/100凶 inPBSの腹腔内投与のみを行ったもの

をコントロール群とした.

処置当日を 0日とし，転移モデル群は1， 3， 5， 

7， 10， 12， 14， 17， 21日後に，コントロール群は

14， 21日後に屠殺し，肉眼的および組織学的に壁側

腹膜における腹膜転移の有無について検討を行っ

た.壁側腹膜は腹壁ごと採取し，直ちに10%ホルマ

リン液にて固定した.

実験2: paclitaxel腹腔内投与モデルの作製

薬剤の調整

抗悪性腫湯剤として paclitaxel(Taxol@ :プリス

トルマイヤーズ株式会社，東京.より供与)を用い

た.Jangら11は， paclitaxelは12nMの濃度では

xenograft tumorにapoptosisを生じないが， 120 

nMの濃度ではxenografttumorに有意に高頻度の

apoptosisを生じると報告している.従って今回の

検討では，投与する paclitaxelの濃度を120nMと

し，生理食塩水を用いて調整した.また，腹腔内に

投与する paclitaxelの用量は，卵巣癌に対して行わ

れた第I!II相臨床試験14，15において，推奨用量は60

mg/m2/weekとされ，その後に引き続いて行われた

第凹相臨床試験5でもこの用量が使用された事よ

り，今回の実験でも同様に60mg/m2/weekとした.

ラットの体表面積は Meeh'sformula 16 (body sur-

face area (cm2)二 9.1X [animal weight (g) ] 213) 

を用いて算出した.

実験方法

同様の麻酔を行ったラットの腹部正中を約2cm

切開し，滅菌綿棒にて両側の壁側腹膜を擦過した後

に創部を 4-0vicryl (Ethicon， Somerville， NJ)に

て閉創した.その後， RCN-9細胞1X 106細胞/100

j.Ll in PBSを滅菌済み 18G針にてラットの腹腔内に

注入した.

図1に示すように，上記処置当日を O日として，

paclitaxelを初回は14日後に， 2回目は21日後に， 3 

回目は28日後に60mg/m2の用量で腹腔内投与し

た.腹腔内投与0.5日後:A， 1日後 B，2日後:

C， 7日後 :Dにペントパルピタールの過剰麻酔に

て屠殺し検討した.つまり paclitaxel腹腔内投与モ

デルには計12点の観察ポイントを設けた.壁側腹膜

は腹膜転移モデルと同様に腹壁ごと採取し，直ちに

10%ホルマリン液にて固定した.

I ip-lコ剛9 PTX 
且

。 14'*合合 合(日)

EERCN-9 PTX PTX 
且 且

。 14 21'*育* 官(日)

~Rι PTX PTX PTX 
阜 且

。 14 21 28'*合* 官(日)

図1 paclitaxel腹腔内投与モデル作製プロトコー
lレ

腹腔内に RCN-9細胞を投与した日を0日と
し， 14， 21， 28日後:にpaclitaxel(PTX : 60 
mg/m2)を腹腔内投与する.投与回数により
それぞれ一回投与群(ip-1)，2回投与群(ip
-2)， 3回投与群(ip-3)とし，各々最終投与
から0.5，1， 2， 7日後(時点A，B， C， 
D)に屠殺を行う.
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組織学的検討

10%ホルマリンで24~48時間固定した腹膜は， パ

ラフィン包埋後に 4ぃmの切片を作製して HE染色
を施行した.HE染色は，脱パラフィン後に浸水し，

カラツィのへマトキシリンで10分間染色，水洗，分

別した後，エオジン染色液で4分間染色し，脱水，

透徹，封入後に光学顕微鏡にて検鏡した.

また腫療細胞のapoptosisを検出するため，In 

situ Apoptosis Detection Kit (タカラバイオ株式会

社，滋賀)を用いた TUNEL法を施行した 17

TUNEL法は，標本を protenazeK (400 ~g/m]) で

8分間処理し， その後3% H202水溶液で5分間反
応させ，TdT enzyme+ labeling safe bufferで90分

反応させた.次いで anti-FITCHRP conjugateと

90分間反応させた後，発色を0.04%DABにて

10~15分間行った . へマトキシリンで核染し， 脱水，

透徹，封入後に，光学顕微鏡にて検鏡した.各工程

は室温で行い，工程聞には0.01M リン酸緩衝液

(PBS)， pH 7.4による十分な洗浄を行った.

HEならびに TUNEL法を施行した標本から腫

場部位を光学顕微鏡20倍視野で任意の 2~9 カ所選

択し，その画像を CCDカメラ (NIKONDIGIT AL 

SIGHT， DS-2Mv，ニコン，東京)にてデジタル画

像として取り込んだ.この際，切開創部および培養

細胞移植部位に形成された腫療は除外した.

この画像を用いて腫蕩の厚さ (Tumor Depth: 

TD) ならびに薬剤浸透距離 (Drug Penetration: 

DP)を測定した.TDはHE標本で腫蕩が形成され

ている部分の腹膜中皮細胞もしくは腫蕩最表層部か

ら，腫傷最深部までを腫療の厚さとした.TUNEL 

法で標識される腫虜細胞の apoptosisは表層部位に

図2 TUNEL法による apoptosis細胞の検出
腹腔内投与モデル，1回投与群0.5日後の腹膜
(ip-1-A)にTUNEL法を施行.核が掲色に
濃染された apoptoslS細胞(矢印)は，麗場表
層部位に多く ，深層に進むにつれ減少した.

多く ，深層に進むにつれapoptosis陽性腫場細胞の

数は減少した(図2)，この結果に従い，DPを腹膜

中皮細胞もしくは腫蕩最表層部から apoptosis細胞

が 4~5 個集族してみられる最深部までの距離とし

た.

さらに，TUNEL法を施行した標本で腫蕩の最表

層部分で2カ所の一定面積 (40，000ぃm2 深さ100
いmX幅400ぃm)中の腫蕩細胞数を計測し，全腫蕩細
胞における apoptosis細胞の割合を百分率で表示し

apoptotic index (A.I.)とした.

両群において観察期間中に屠殺以外での死亡例は

なかった.

統計処理

統計処理は Microsoft@Excel X for Mac@ (マイ

クロソフト，レッドモンド，ワシントン州)を用い

ANOVA-LSAにて解析を行った.データーの表記

は平均値±標準偏差で示し，p<0.05を統計的に有

意とした.

結果

実験 1 腹膜転移モデlレ

肉眼所見

転移モデル群では擦過側腹膜に 7日後よりごく薄

い膜状の転移巣が確認され，14日後にはその転移巣

は板状均一に増殖した(図 3-a)， 一方，非擦過側

腹膜には14日後までは何ら変化は現れず， 17日後に

軽三/二|、意t
J " .. il"， ¥・・・・・国有l

図3 腹膜転移モデlレの結果:肉眼所見
a 転移モデル群の擦過側腹膜(14日後l.板
状均一な転移巣(矢印に固まれた範囲)を形
成している.
b :転移モデル群の非擦過側腹膜 (17日後).
小結節状の転移巣(矢印)を形成している.
c コントロール群の腹膜 (21日後).RCN-
9細胞注入部位のみ腫湯(矢印)を形成してい
る.
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初めて小結節状の転移巣が確認された(図3-b). 

また17日以後には血性腹水の貯留がみられた.

コントロール群では14，21日後とも RCN-9注入

部のみに腫療の形成を認めた(図 3-c). その他の

腹膜に転移巣はみられなかった.

病理組織所見

転移モデル群擦過側腹膜では 1日後には，機械

的に擦過された部位の中皮細胞は剥離し，基底膜が

露出している部分が観察された(図 4-a). その他

の残存する中皮細胞は反応性の腫大を示し，正常で

は葬薄な submesotheliallayerl8は，腫蕩の存在し

ない部分で約40仲mの肥厚を呈していた(図 4-

b) .腫虜細胞は腹膜表層に浸潤・増殖していた (図

4-c). 7日後には腫疹非存在部位では，腫大した

腹膜中皮細胞下方の submesotheliallayerは約90ぃ
mまで肥厚し，腹膜に転移した腫蕩細胞の増殖は筋

層にまで達していた(図 4-d ). 14日後では腫蕩非

存在部位の submesotheliallayerは約100ぃmに肥
厚し，ほとんどの腫蕩組織の厚さは約1000~m に達

していた(図 4-e). 

一方，非擦過側では，腹膜中皮細胞の腫大は12日

後に初めて明 らかとなり，同時にsubmesothelial

layerの肥厚(約40仲m)を認め，14日後には腹膜表

層部分に散在性に腫場細胞の接着が観察された(図

4 -f). また17日後には小結節状の転移巣が腹膜表

層に増殖していた(図 4-g). 

コントローlレ群では腹膜中皮細胞の腫大や sub-

mesothelial layerの肥厚はいずれの観察点でも認

図4 腹膜転移モデルの結果:病理組織学的所見

められなかった(図 4-h). 

実験2: paclitaxel腹腔内投与モデル

肉眼所見

全てのラッ トの両側壁側腹膜に板状転移巣が認め

られた(図 5-a).また，腹腔内に投与した paclitax-

el溶液は ip-1とip-2の全観察ポイ ントと ip-3-A

図5 paclitaxel腹腔内投与モデJレの結果 :肉眼及
び病理組織学的所見
a 回投与群0.5日後 (ip-1-A)肉眼所見.
板状均一な転移巣(矢印に固まれた範囲)を
形成している.
B: 1回投与群0.5日後 (ip-1-A)組織学的所
見.腫蕩非存在部位の腹膜中皮細胞は腫大し，
submesothelial layerは約100ぃmの肥厚を
呈している.
C : 1回投与群0.5日後 (ip-1-A)組織学的所
見.腹膜の腫場細胞は筋層まで浸潤 ・増殖し
ている.

圏盟

a 転移モデル群の擦過側腹膜(l日後).擦過された部位では中皮細胞が剥離し，基底膜が露出
している.
b :転移モデル群の擦過側腹膜(l日後).腫場非存在部位の中皮細胞は腫大し，submesothelial 
layerは約40仲mの肥厚を呈している.
c 転移モデ、ル群の擦過側腹膜(l日後).腹膜中皮細胞下から submesotheliallayer浅層での腫
蕩細胞増殖がみられる.
d :転移モデル群の擦過側腹膜(7日後).腹膜の腫蕩細胞の増殖は筋層まで達している.
巴:転移モデル群の擦過側腹膜 (14日後).矯種巣の厚さは約1000仲mとなっている.
f :転移モデル群の非擦過側腹膜(14日後).腹膜表層部分に散在性に腫蕩細胞の接着が観察され
る.また submesotheliallay巴rにfibroblastIike cellが認められる.
g:転移モデル群の非擦過側腹膜 (17日後).小結節状の腫揚細胞の転移が認められる.
h :コントロール群の腹膜(21日後).腹膜中皮細胞の反応やsubmesotheliallayerの肥厚は認め
ない
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では吸収され残存していなかったが， ip-3-Bでは溶

液が多量に残留していた.また ip-3-C，Dには血性

腹水の貯留が認められた.

病理組織学的所見

ip-1-A以降の全ての観察ポイントにおいて腹膜

中皮細胞は腫大し， submesotheliallayer は約100仲

mに肥厚していた(図5-b).また腹膜転移部位の

板状の腫虜細胞は筋層まで浸潤していた(図 5-c). 

図6に示すように，各群の腫療の厚さ (Tumor

Depth: TD)の変化を経時的に観察すると， ip-1， 

ip-2においては時点A (ip-1: 838:::!:::303， ip-2: 

854土303)，時点B (ip-1: 815:::!:::254， ip-2: 882:::!::: 

262)に上七べ時点D(ip-1 : 1191土378，ip-2: 1094:::!::: 
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図6 paclitaxel腹腔内投与モデルの各群における
腫療の厚さ (TumorDepth : TD)の経時的
変化

1回投与群(ip-l)や 2回投与群(ip-2)， 3 
回投与群(ip-3)のいずれにおいても， TDは
時点A (0.5日後)に比べ時点D (7日後)で
は有意に厚かった. (平均値±標準偏差， n== 
5)ヰ:p<O.Ol， *本:p<0.05 

231)では有意 (p<O.Ol)に厚く，また ip-3でも時

点 A (994:::!:::200)に比べ時点D (1153土355)では有

意に厚く観察された (p<0.05).

図 7に示すように，各群の薬剤浸透距離 (Drug

Penetration : DP)の変化を経時的に観察すると，全

ての群において時点 C (ip-1: 673:::!:::142， ip-2: 

562:::!:::170， ip-3: 461:::!:::113)は時点A (ip-1: 493土

167， ip-2: 421土141，ip-3: 367土118)，時点B(ip 

1 : 591:::!:::167， ip-2 : 423:::!:::163， ip-3 : 375:::!:::139)と

比べ有意 (p<0.05)に深しまた全ての群において

時点Dでは腫療に apoptosisを認めなかった.

また図 8-aに示すように， TDをpaclitaxel投与
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図7 paclitaxel腹腔内投与モデルの各群における
薬剤浸透距離 (DrugPenetration : DP)の経
時的変化

1回投与群(ip-l)や 2回投与群(ip-2)， 3 
回投与群(ip-3)のいずれにおいても，時点C
( 2日後)の DPは時点A(0.5日後)，時点B
(1日後)のDPと比べ有意に深く，時点D(7 
日後)では腫蕩に有意な apoptosisを認めな
かった. (平均値±標準偏差， n=5) * : p< 
0.01， * * : p<0.05 
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図8 paclitaxel腹腔内投与モデルの各時点におけ
る腫蕩の厚さ (TumorDepth : TD)，薬剤浸
透距離 (DrugPenetration : DP)の腹腔内投
与回数による比較
a 各時点における TDの群問比較.時点B
(1日後)と時点C (2日後)において 3回
投与群(ip-3)のTDは1回投与群(ip-l)の
TDより有意に厚かった. (平均値±標準偏
差， n=5)ヰ:p<O.Ol 
b:各時点における DPの群間比較.全ての
時点において 1回投与群(ip-l)のDPは2
回投与群(ip-2)， 3回投与群(ip-3)のDPと
比べて有意に深かった. (平均値±標準偏差，
n=5)本:p<O.Ol，ヰ牢:p<0.05 

後の時間(時点A，B， C， D)ごとに各群聞で比

較すると，時点AとDでは各群聞に有意差を認めな

かったが，時点BとCにおいては ip-3のTD(時点

B : 1085:1:226，時点C: 1084:1:335)はip-1(時点

B : 815:1:254，時点C: 874:1:165) と比較して有意

(p<0.05)に厚く観察された.また図 8-bに示すよ

うに， DPもpacIitaxel投与後の時間(時点、A，B， 

C， D)ごとに各群問で比較すると，どの時点でも
ip-1 時点A: 492:1:167，時点、B: 591:1:167，時点

C : 673:1:142)がip-2(時点A: 421:1:141，時点B:

423:1: 163，時点C: 562:1:170)， ip-3(時点A : 367土

118，時点B: 375:1: 139，時点C: 461:1: 113)に比べ

て有意に深く観察された (p<O.Oland 0.05). 

図9に示すように， Apoptotic indexをpacIitax-

el投与後の時間(時点A，B， C， D)ごとに各群
間で比較すると，各時点でip-1(時点A : 30.3:1:4， 

時点B: 30.6:1:6，時点C: 29.3土8)が ip-2(時点

A : 11.4:1:7，時点B: 14.1:1:6，時点、C: 8.3:1:4)， 
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図9 paclitaxel腹腔内投与モデルの各時点におけ
る全腫蕩細胞における apoptosis細胞の割合
(apoptotic index : A.I.)の腹腔内投与回数に
よる比較
全ての時点において， 1回投与群(ip-l)のA.
1.は2回投与群(ip-2)， 3回投与群(ip-3)
のA.1.と比べて有意に高かった. (平均値±
標準偏差.n=5)牢:p<O.Ol 
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図10 paclitaxelの腹腔内投与回数と腫療の厚さ
(Tumor Depth : TD)の変化
2回投与群0.5日後(ip-2-A)のTDは1回投
与群7日後(ip-l-D)のTDよりも有意に浅
いが 2回投与群7日後(ip-2-D)と3回投
与群0.5日後(ip-3-A)のTDの聞には有意な
差を認めなかった. (平均値±標準偏差， n== 

5) * * : p<0.05 

ip-3 (時点A: 13.4:1:3，時点B: 10.5:1:2，時点C:

8.2:1:1)に比べて有意に高かった (p<O.01).

また，図10に示すように，paclitaxelの腹腔内投与

を繰り返す事による TDの変化を観察する為 (p<

0.05)に， ip-l-D， ip-2-A， ip-2-D， ip-3-AのTD

を比較すると， ip-2-A(854:1:303)はip-1-D (1191:1: 

378)よりも有意に浅いが， ip-2-D (1094土231)と

ip-3-A (994:1:200)聞には有意な差を認めなかった.

考察

腹膜は一層の肩平な中皮細胞とその直下に存在す

る中皮下層 submesotheliallayerにより構成されて

いる 18 腹膜転移の成立過程として，癌細胞が腹腔内

に達するか，もしくはそれ以前の段階で，正常状態

では扇平な中皮細胞が立方化し，細胞聞に間隙を持

つ反応性中皮細胞と呼ばれる形態に変化する 18 ま

たそれと同時に submesotheliallayerの肥厚が生じ

る18 腹腔内に遊離した癌細胞は，この反応性中皮細
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胞の間隙もしくは何らかの理由で中皮細胞が剥離し

基底膜の露出した腹膜に接着し，それを足がかりに

肥厚した submesotheliallayerに浸潤・増殖すると

考えられている 18

腹膜転移モデル動物19.20はマウスを用いたものが

ほとんどであるが，マウスの腹膜は非常に薄く，腫

疹に対する薬剤の浸透距離測定が目的である本研究

に用いることは困難であると判断した為，腹膜の比

較的厚いラットを使用した.ラットの腹膜転移モデ

ルには2件の報告13.21が見いだされる. LOS21らは，

WAG/Rijラットに CC531細胞を腹腔内投与する

と約 4週間後に腹膜転移を形成すると報告してい

る.しかしこのラット及び細胞株は現在一般に流通

しておらず，入手ならびに安定した供給が困難であ

る.また Yanagiら13は，Fischer 344ラットに RCN

9細胞を腹腔内投与すると約2週間後に大網なら

びに腸間膜に腹膜転移が生じるが，壁側腹膜に転移

巣は形成されないとしている.我々もコントロール

群として追試を行ったが， RCN-9細胞は単に腹腔

内投与するだけでは転移巣を形成する事はおろか，

組織学的に中皮細胞ならびに submesotheliallayer 

に変化を起こすことができない.癌細胞が腹膜へ接

着する足がかりとなる中皮細胞並びに submesoth-

elial layerの反応性変化を生じる事が出来ないとい

うRCN-9細胞の持つ'性質が，壁側腹膜に転移巣が

形成されない原因の 1つではないかと考える.

一方，悪性腫疹手術後に腹膜損傷部である腹部切

開創に転移を形成することは我々も臨床的に経験す

る事であるし，また以前より同様の報告2口3は多く

なされている.これは前述の腹膜転移成立過程とも

矛盾しない.これらの知見に基づき今回我々は，擦

過することにより器械的に腹膜を損傷し，中皮細胞

を剥離した状態，つまり癌細胞が腹膜に接着する足

場を作成したFischer344ラットに RCN-9細胞を

腹腔内投与した.その結果 2週間で板状腹膜転移

巣を形成するという新たなラット腹膜転移モデルの

樹立に成功した.

この転移モデ、ル群の非擦過側腹膜にも，投与1日

後より腹膜中皮細胞は反応性に腫大し，細胞間隙が

認められ， submesothelial layerの肥厚は日を追う

ごとに大きくなった.Yashiroら24は，マウスの高播

種株D3の培養上清のみをヌードマウスに腹腔内投

与するだけで，腹膜中皮細胞の腫大と submtsoth-

elial layerの肥厚を認めたと報告している.我々の

結果も擦過という操作による生体反応がparacrine

的に非擦過側の中皮細胞およびsubmesothelial

layerに影響をあたえていると推察された.

腹膜転移に対する抗悪性腫蕩薬の腹腔内投与は

1970年代噴より主に卵巣癌に対して開始され，以後

様々な癌に対して試験が行われてきた幻.胃癌に対

してはmitomycinCや5-FU，cisplatin等の腹腔内

投与が行われてきた口口6が，それらは分子量が小さ

くまた多くは水溶性であり，投与後早期に臓側腹膜

や腸間膜から吸収され経門脈的に肝臓へ至る為ヘ

期待される効果が得られ難かった.しかし分子量が

853.92と大きく脂溶性である paclitaxelは腹腔内

投与時に腹腔内濃度を長時間高濃度で保つことが可

能28であり，腹腔内化学療法に適した薬剤であると

いえる

腹腔内化学療法が経静脈的な全身化学療法に比べ

て腹膜に転移した癌細胞に対する効果が優れている

理由として，経静脈的投与法と比較して薬物血中濃

度時間曲線下面積 (AUC: area under the blood 

concentration time curve)にして約1000倍の濃度

の薬剤と癌細胞が直接接触する事があげられる 28

これは腹腔内に遊離する癌細胞はもちろん，腹膜に

接着し増殖している癌細胞にも大きな影響を及ぼ

す.しかし腹膜上の癌細胞はその増殖に伴い腹膜深

層へ進展する.腹腔内に遊離している癌細胞と，腹

膜表層部分に存在する癌細胞は腹腔内に散布された

抗癌剤と直接接触してその影響を受けるが，腹膜深

層に存在する癌細胞は抗癌剤が浸透しない限り，抗

癌作用を被ることはない.

一般に，腹腔内に投与された抗癌剤は(1)腫蕩表面

から腫蕩組織へ直接浸透することにより，また(2)

submesothelial layerの毛細血管から吸収され，腫

虜栄養血管を経由して腫場内部へ散布する事により

作用を発揮すると考えられている 29 しかし前述し

たように最も重要な作用発揮因子は腫場表面からの

薬剤の浸透である.

抗癌剤の腹膜浸透距離に関してはいくつかの報

告21，30，3山がある.Ozolsら30は，腹膜転移させたマ

ウスに蛍光性を持つ doxorubicinを腹腔内投与し，

その腹膜を蛍光顕微鏡で観察し核が蛍光を呈する細

胞を測定する事で， 4~6 celllayersの浸透距離であ

ったと報告した.また Westら31は，ヒト骨肉腫細胞

のコロニーを用いて，放射性同位体でラベルされた

methotrexateを投与した後にオートラジオグラフ

ィーを撮影することで，浸透距離は250仲mであっ

たと報告した.同様に，平林ら 32は腹腔内に吉田肉腫

を移植したラットに，放射性同位体でラベルした 5

FUを腹腔内投与し，経時的にマイクロラジオオー

トグラフィーで観察する事で，最大2-2.5mmの浸

透距離があると報告した.さらに Losら21は，腹膜

転移させたラットに白金製剤である carboplatin及

びcisplatinを腹腔内投与し，白金の濃度を測定でき
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る特殊なレントゲン機器を用いて腹膜を観察し，薬

剤浸透距離を測定した.これによると， cisplatinの

方が薬剤浸透に優れており， 1~1. 5 mmであったと

報告している.

しかし腹腔内投与した paclitaxelの腹膜下組織

への浸透距離についての研究は，現在のところ皆無

であれ本論文が初めての報告である.また， Jang 

ら11は組織培養したヒト xenograft tumorにpa-

clitaxelを作用した場合， 12nMの濃度では xeno-

graft tumor ~こ apoptosis を誘導しないが， 120 nM 

をいう高濃度で作用すると高頻度の apoptosisを生

じると報告している.この報告をもとに我々は同じ

120 nMの濃度のpaclitaxelを腹腔内投与し，腫蕩

の腹膜中皮細胞もしくは最表層部から apoptosis細

胞が集議してみられる最深部までの距離を薬剤浸透

距離であると定め測定した.TUNEL法で標識され

た腫療細胞の apoptosisは，腫蕩の深層に及ぶにつ

れ減少した.これは腫虜深層になるにつれ腹腔内に

投与した paclitaxelの影響が低下している現れと

考えられた.また，本手法は抗腫疹効果が認められ

た癌細胞を指標に測定するという，より厳密な手法

にて測定した薬剤浸透距離である.これと同様の方

法での報告は今までになし過去の報告より正確な

測定方法と考える.

今回の実験では，図6で示す様に，paclitaxel投与

回数にかかわらず時点Aと比較し時点Dでは腫療の

厚さ (TumorDepth : TD)の増大を認めた.これ

はpaclitaxelの抗腫虜効果が 7日間という長期間

は持続しない事を伺わせた.また図7で示す様にい

ずれの群においても時点C，つまり腹腔内投与2日

後に薬剤浸透距離 (DrugPenetration : DP)が最も

深く観察された.一般に抗癌剤が腫療に触れてから

apoptosisが最もおこるのは24時間後と言われてい

る33 Jangら11は組織培養したヒト xenograft

tumorに120nMのpac1itaxelを作用させた場合，

pac1itaxelは48時間後に xenografttumor全体に

浸透し， 24時間後には約30%，72時間後には約50%

の腫場細胞がapoptosisを呈するとしている.薬剤

浸透距離を apoptosisにより推察した今回の実験に

おいて 2日後 (48時間後)に最長浸透距離が得ら

れた理由として，経静脈的に投与した場合と比較し

て高濃度の paclitaxelが腫壌に浸透するのに時間

を要した可能性が考えられる.今後観察ポイントを

増やした実験，また腹腔内ならびに血禁中の薬剤濃

度を測定する事が必要である.しかしいずれにせよ，

投与7日後である時点Dにおいて apoptosisはみら

れず， TDの増大をあわせて考慮すると，腹腔内投与

された paclitaxelが効果を発揮する時間には限り

があるものと考えられた.

また，図8-bに示すように，腹腔内投与を繰り返

し施行するとABCどの時点においても，初回に比

してし 3回目の腹腔内投与後のDPは有意に減少

した.図 9で示すように，全腫虜細胞における

apoptosis細胞の割合 (apoptoticindex : AJ.)も同

様に，どの時点においても初回に比してわ 3回目

では有意に減少した.さらに図10で示す様に 2回

目の腹腔内投与を行う事で，TDはip-1-Dに比して

ip-2-Aでは有意に減少していたが， 3回目の腹腔内

投与後には同様の変化は観察されなかった.pa-

clitaxelに対する耐性を獲得する機序の 1っとし

て， Duanら34はヒト卵巣癌の細胞株である SKOV

3にpaclitaxelを高用量で長時間，繰り返し投与す

る事により paclitaxelに耐性を示す SKOV-3TR

細胞を確立した.この SKOV-3TRはSKOV-3と

比較して TRAG-3(Taxol Resistance Associated 

Gene-3)を過剰発現していると報告している.我々

の検討でも同様に薬剤耐性の機序が働いた可能性が

考えられる.つまり，これらは腹腔内投与を繰り返

し施行する事の限界を現していると考えられる.加

えて，腹腔内投与を施行した場合， DPの範囲内の腫

療細胞はダメージを受けるが， DPより深い部分に

存在する腫場細胞はダメージを受ける事なく，後に

増大すると考えられる.よって複数回の腹腔内化学

療法を行っても， DPがTDを上回るような薬剤濃

度設定，投与方法の工夫を行わなければ腫蕩全体に

薬剤が到達することはなく，腹腔内化学療法のみで

は十分な治療効果が得られるとは言いがたい.つま

り腹腔内化学療法単独での治療効果を得るために

は，腹腔内腫療のサイズが大きな影響を与えると考

えられた。

結 E喜

腹腔内化学療法の使用薬剤として有用であるとさ

れている paclitaxelの転移腫蕩組織における薬剤

浸透距離を新たに樹立したラット腹膜転移モデルを

用いて測定した.その薬剤浸透距離は初回腹腔内投

与時に最大を示し，平均673:t142J.1mであった.し

かし TDはpaclitaxelの投与回数を重ねても増大

した.これはpaclitaxelの影響が及ばなかった DP

以深の腫場細胞の増大が関与していると推察され

る.つまり腹腔内化学療法単独での治療効果は，腹

腔内腫療のサイズに大きく左右されると考えられ

た.
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