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口腔扁平上皮痛に対する血管新生 阻害剤の

抗腫瘍効果に関する実験的研究

金沢大学医学部医学科歯科 口腔外科学講座 ( 主任 : 山本悦秀教授)

柿 原 謙
一

郎

口腔扁平上皮痛 の 血 管新生 とその 阻害剤 によ る 抗腫瘍効果を明 らか にする 目的で , 高転移性 の ヒ ト ロ脛扁平上皮痛細胞

株 O S C - 1 9 を ヌ
ー ドマ ウ ス の 口底 に 移植す る正 所性移植モ デ ル を用 い て実験的に検討 し た. その結 果, 移植腫瘍 の 血 管新生 は

移植後4 日 目よ り生 じ, そ れ 以 後経 日的に腫瘍血管は樹枝状 か ら網 目状 に構築 され , 血 管密度も経口的 に増加 した . 移植腫瘍

組織 にお ける 血 管新生因子 の 発現 は 血 管内皮増殖因子 匝a s c ul a r e n d o th eli al g r o w 払 f a ct oり は移植後7 日日以 降 に, 塩基性線維

芽細胞増殖因子 O) a Si c R b r o bl a s t g r o w th f a c t o r) は移植後14 日 目以 降に認 め ら れ た . また
,
移植腫瘍 における増殖細胞核抗原

b r olif e r ati n g c ell n u cl e ar a n ti g e n , P C N A) の 陽性細胞率 O ab eli n g i n d e x , u ) は移植後2 日日か ら21 日 目ま で ほ ぼ
d

走の 値 を示

し
,
腫瘍の 増大や 血管密度と は 関連性が認め ら れなか っ た が ,

頚部 リ ン パ 節転移率は経 目的に高く なる傾向を示 し, 腫瘍の 増

大や 血 管密度 と の 関連性が示唆 され た .

一

方 , 血管新生 阻害剤であ るT N P -4 7 0 を移植後4 日 日より30 m g/ k g の 容量で 隔日 皮

下 投与 した と こ ろ, 移植膿瘍 に お ける 血 管新生は抑制さ れ ,
移植後21 日 目 に は薬剤を投与 しな か っ た 対照群と比較 して 腫瘍

血管密度が有意 に低値を示 した b < 0 髄) . また , 背部皮下 移植腫蕩 の 相対的体積増加率お よ び 口底移植腫瘍 の P C N A u とも に

T N P -4 7 0 投 与群 で は対照群 に比 べ て 有意に低く ,
T N P q4 7 0 の 投与 に より移植腫瘍の 増殖が抑制 され た こ と が示 され た . さ ら に

移植後21 日 目の 頚部 リ ン パ 節転移率は対照群の 91 .7 % に村 して , T N P
- 4 7 0 投与群 で は40 % で あり, T N P - 4 7 0 の 投与 によ り頚

部 リ ン パ 節 へ の 転移 が抑制 され た (p < 0 .0 2 5) . 以上 の 結果か ら, 口腔 扁平上皮痛 で は腫壕の 増大 に伴 っ て 血 管新生が促進 し,

頚部 リ ン パ 節 へ の 転 移頻度も高く な る こ とが 示 され , 血管新生 阻害剤 に よ る抗血 管新生療法が 口腔扁平上皮痛の 増殖 と転移 を

抑制する新 しい 治療法となる可能性 が示唆 され た .
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E e y w o r d s o r al s q u a m o u s c ell c ar cin o m a , O r th ot o p ic i m pl a n t ati o n m o d el, C e rv i c al ly
m p h n o d e

m et a s t a si s , a n gi o ar ch it e ct u r e , a n ti
-

a n gi o g e nic a g e nt

腫瘍細胞 が生 体内で増殖 し続ける た め には 酸素や栄養な ど を

補給す る た め の 新た な 血 管が 必要であ り, こ の ため 腫瘍細胞は

自ら血 管新生因子を生産分泌 して 内皮細胞 の 増殖 と血 管の 新生

を盛ん に促 し て い る と 考え ら れ て い る
1)

.
こ の 血 管新生 国子と

して は
,
血 管内皮増殖因子 h T a S C u l a r e n d o th eli al g r o w th f a c t o r ,

V E G F) 塩 基性線椎芽細胞増殖国子 (b a si c fi b r o b l a s t g r o w th

f a ct o r
,
b - F G F) イ ン タ

ー

ロ イ キ ン
ー 8 (i n t e rl e u k in

-8
,
Ⅰし8) , 血′ト

板 由来内皮細胞増殖因子 (pl a t e l e t
-d e ri v e d e n d o th eli al c ell

g r o w th f a c t o r , P D - E C G F) , 腫瘍増殖因子 ベ
ー

タ (tr a n sf o r m i n g

g r o w th f a c t o r - P , T G F - ′9 ) な ど数多くが こ れま で 報告 さ れ て い

る
2 卜 (;)

. 最近の 研究で は , 乳癌
7)
をは じめ 子宮内膜癌

8)
,
大腸癌

9)
,
膀胱癌

1 叫
で こ れ ら の 血 管新 生因子 の 発現が認め ら れ て おり ,

そ の 発現 の 程度 と予後と の 相関関係 が報告 され て い る . さ らに

腫瘍組織内 の 血 管密度 が転移や予後 と相関す る こ と が 乳癌
11)
,

食道痛
12)
,
大腸癌

13 )
な ど多く の 固形腫瘍 で示 され , 血 管新生 の

程度 が痛患者の 予後を左右す る重要 な因子であ る こ とが 次第 に

明 ら か にさ れ つ つ あ る .

通常 ,
成人期の 生体 で は血管内皮細胞 はよ く分化 した 静止期

の 状態 にあり, 子宮お よ び創傷治癒過程の 組織を除き血管新生

は認 め ら れない . ま た , i E 常血 管 の 内皮細胞 の 生 理 的再生に要

する時間は数 ヶ月 か ら数年の 単位 である こ と か ら, 腫瘍組織に

お ける 血 管の 新生 を抑制す る こ と に よ っ て 固 形腫瘍 の 治癒 を臼

指す抗血管新生療法が新 たな痛治療法の 有力な候補 と して 注 目

され るよう にな っ て きた . 現 在まで 多くの 血管新生阻害物質が

研究 され て い る が ,
そ の 中で もア ン ジ オ ス タ テ ン や エ ン ドス タ

ナ ン
1 4)
,
サ リ ド マ イ ド

15)
,
マ リ マ ス タ ッ ト( B B -2 51 6)

1 6)
,
T N P -

4 7 0 (A G M - 14 7 0)
17)
な ど によ る癌治療の 臨床試験 が既 に欧米 にお

い て行 わ れ てお り, 痛治療薬 と し て認可 さ れ る 日もそ れ ほ ど遠

く は な い もの と 推察さ れ る .

一

九 口腔痛 にお い て も腫瘍血管に蘭する研究 は進 め られ つ

つ ある が , 腫壕血 管密度と転移や予後と の 間に相関を認め たと

い う報告
‡8 卜 2 1)
や 逆 に相関 は ない と す るもが

2 卜 2 5) もあり, 血管

平成1 0 年1 1 月 27 日受付, 平成1 1 年 1 月 5 日受理

A b b r e via ti o n s : b - F G F
,
b a si c fib r o b la st g r o w 也 f a ct o r; D M B A , 9 ,1 0

- di m e th yl -1 , 2 - b e n z a n th r a c e n e; F B S , f o e t al

b o vi n e s e r u m ; u ,
1 ab eli n g in d e x ; M E M , m ini m u m e s s e n tial m e di u m ; M T r , 3

-(4 ,5 -di m e th y l th i a z ol- 2 d ) - 2 ,5
- d o p h e n yl

t et r a z oliu m b r o mi d e; P C N A , P r Olif e r a tin g c e11 n u cl e a r a n tig e n; P D
- E C G F

, P la t el et qd e riv e d e n d ot h eli al c ell g r o w th

f a ct o r; V E G F , V a S C ul a r e n d o th 61i al g r o w 血 血ct o r
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新生の 程度 と 口腔痛 の 臨床的悪性度と の 関係は未だ明 らか で は

な い . ま た l 口腔痛 に対する抗血管新生療法の 効果 に つ い て検

討 さ れ た報告も少ない
2 6)

. そ こで 本研究で は ,
口 腔癌 に お ける

血管新生 と腫瘍 の 増殖 や転移 との 関係を明 らか に する 目 的で ,

口 腔扁平上皮痛の 正所性移植モ デ ル を用い て 血管新生 の 経 日 的

な変化を観察す る と と も に, V E G F とb
-F G F の 各血 管新 生因子

の 発現の 様札 お よ び腫瘍血管密度 と増殖や転移 と の 関係 に つ

い て 検討 した . さ ら に血 管新生阻害剤であ るT N F 4 7 0 を用 い て ,

本則投与 に よ る腫瘍 の 増殖 お よ び転移に対する効果 に つ い て 実

験的に検討を行 っ た .

材料お よび方法

Ⅰ . 細胞株

実験 に は6 1 歳男 性 の 舌癌患者 の頸郎リ ン パ 節 転移巣 より樹

立 され た ヒ トロ 膿扁平 上皮癌細胞株 であ る O S C
- 1 9 和胞

27 )
を 用

い た . こ の 細胞 は高分化型であり, Y a m a m o t o ら
28)
の 浸潤様式

分類 にお い て 4 C 型 (結合組織中に索状 の 腫壕胞巣を形成 し浸

潤す る) を呈す る細胞 である .

本細胞を ヌ
ー

ドマ ウ ス の 舌ま た は 口底 に 移植す る こ と に よ

り , 癌細胞 は索状 の 胞巣を形成 して深部組織 へ 浸 潤 し, 諜部 リ

ン パ 節 へ 高率 に 転移す る こと を当教室 の K a w a s hi ri ら
2 9)
が 報告

して い る . 実験 で は 本細胞を10 % 牛胎児 血 清 (f o e t a l b o v i n e

s e ru m
,
F B S) (C S L , V i ct o ri a , A u st r ali a) を加えたイ

ー

グ ル 最小必須

培地 匿ad e
,

s mi n i m um e S S e n b al m edi u m , M E M ) ( 日水製薬, 東京)

で イ ン キ エ ペ 一 夕 ー 内(3 7 ℃ , 5 % C O 2 条件下) に お い て 継代培

養 し
,
対数増殖期 の 細胞を必要 に応 じ て実験 に供 した ･ ま た 本

学第二 生 化学講座 より分与 して い た だ い た新生 児皮膚 血管内皮

細胞を F BS , b - F G F , ヘ パ
1
) ン を加 えた H u M e d i a - E B 2 培 地 ( ク

ラ ボ ウ
, 大阪) で 37 ℃ ,

5 % C O 2 条件下 に お い て 増殖抑制実験

に用 い た .

Ⅰ . 実験動物

実験動物 に は 雌,5 週 齢の B A L B / c - n u / n u ヌ
ー

ド マ ウ ス (体重

15 ～ 1 9 g) ( 日 本チ ャ
ー ル ズ リ バ

ー

, 横浜) 60 匹を金沢大学医学

部動物実験施設内で 室温25 ± 2 ℃ , 湿度50 士 5 % , 特定病原体

除去( s p e ci丘c p a th o g e n - fr e e , S P F) 環境下 にて 飼育し周 い た ･

Ⅱ . 血 管新生阻害剤

血管内皮細胞 の 増殖 に対 し て強 い 抑制作用 を有す る フ マ ギリ

ン の 合成誘導体T N P -4 7 0 (A G M 1 4 7 0) (武 田薬品工 業 ,
大阪) を

用い た .

Ⅳ . 実験方法

1 . 移植腫瘍 にお ける血 管新生の 検討

1) ヌ
ー

ドマ ウ ス ヘ の 癌細胞移植法

O S C -1 9 細胞 を0 .2 5 % E D T A (和 光純薬,大阪) 及 び0 .2 5 % トリ

プ シ ン 溶液 (Si g m a , S t L o ui s , U S A) に て 単離 し, 1 0 % F B S 加

M E M 中で細胞数が 8 × 10
6

個/ m l と なる よう に 調整 した 後, ジ

ュ チ ル エ
ー

テ ル (和 光純薬) 麻酔 下 に て2 6 ゲ
ー

ジ針付 デ ィ ス ポ

ー ザ ブ ル 注 射界 (テ ル モ ,
東京) で ヌ

ー

ド マ ウ ス の 口 底粘膜下

に2 × 10
5

佃
,
ま た左側背部皮下 に1 × 10

6

個を移植 し た .

2) 血管内墨汁注入法

O S C - 19 細胞移植後2 , 4 , 7 , 1 4 , 2 1 日 日 の各群 6 匹 中の 3 匹

ず つ ,
ま た

,
薬剤投与実験 で は 投与群 と対照群 の 各群15 匹中

の 3 匹ず つ に対 し5 % ベ ン トパ ル ビタ
ー ル 溶液 (大 日 本製薬, 大

阪) をヌ
ー

ドマ ウ ス の 腹腔内に0 .5 m l 投 与 し
,
全 身麻酔を施 し

た 上 で 血管内墨汁注入法を行 っ た . す な わち開胸後, 心尖か ら

上 行大動脈 に24 ゲ
ー

ジ の カ テ
ー

テ ル (テ ル モ) を挿 入 し5 -0 絹糸

( 日本商事, 大阪) で 結集固定す る と と もに , 左 右の 心耳を切開

し, 血 液及 び注入剤の 流出路 を確保 し た . 次 に , 4 0 ℃ に加温 し

た生理食塩水を9 0 ～ 1 0 0 m m Ii g の 注 入 庄で カ テ
ー テ ル よ り10

分 間注 入 し, 十分 に港流 お よ び 濁血 を行 っ た . その 後, 同 じく

40 ℃浸 透圧が 300 m O s で pIi 7 .4 に 調節 され た生体墨汁液 (大阪

開明社 ,
大阪) を同庄 で カテ

ー テ ル より20 分間注 入 し, 舌 お よ

び 口腔粘膜が十分染色 さ れ る の を確認 した . 瀧流後, 1 5 分 間静

置 し, 口 底部組織 と頭部 リ ン パ 節 を摘出 した .

3) 組織標本作製法

摘出 した 組織 の 固定 は ペ リ オ デ イ トリ ジ ン パ ラ ホ ル ム ア ル

デ ヒ ド (p e ri o d at e
-1 y si n e

-

p a r af o r m al d e h y d e , P L P) 固定液 に て

4 ℃で 24 時 間行 っ た . さ ら に顎骨を含 む 口底部 の 組識は 0 .5 M

の E D T A (和 光純薬) にて 室温 で72 時間脱灰を行 っ た . その 私

通法に従 っ て 4 〃 m と10 0 〃 m の パ ラ フ ィ ン 連 続切片 を作製 し

た .
4 〟 m の 切片 に つ い て は H E 染 色お よ び 免疫組織化学染色

を行い ,
1 0 0 〃 m の 切片は 無染色で キ シ レ ン (和光純薬) に て 透

徹 し, 透明標本 と して微細 血管像の 観察 に用い た ･

4) 血管密度 の 算定法

血管密度 の 算定 に は血 管内墨汁注 入法を施行 した4 〃 m の H E

染色標本を用 い た . す なわ ち
,
腫瘍宿主境界部を無作為に3 ケ

所ず つ 選 び , 4 0 0 倍顕微鏡下 1 視野中 の 墨汁粒子を認め る 毛細

血管の 数 を測定 し, そ の 平均を各膿瘍 の 血管密度と した .

5) 免疫組織染色

血管新生因子 の 検討 は V E G F とb - F G F に つ い て , ま た腫瘍細

胞の 増殖能を検討す る た め に増殖細胞核抗原 (p r olif e r ati n g c ell

n u cl e a r an ti g e n , P C N A) に対 する 免疫組織染色を そ れ ぞ れ 行 っ

た . すなわ ち4 〃 m パ ラ フ ィ ン切 片をキ シ レ ン
･ エ タ ノ ー ル 系

列 に て 脱 パ ラ フ ィ ン し , P C N A 染 色 用切片以 外 は 0 . 0 5 M ,

p H 7 .6 の トリ ス 塩酸塩 (Si g m a) に0 .1 % の 濃度で 溶解 し た ト1) プ

シ ン (Si g m a) 液中で 37 ℃ 20 分間酵素処理 した ･ そ の 後, 0 ･3 %

過酸化水素水 (大和薬品,大阪) に よ る 内因性 ペ ル オキ シ ダ
ー ゼ

ブ ロ ッ ク を行 い , ウ シ 血 清ア ル ブ ミ ン ( ダ コ
･ ジ ャ パ ン

,
京都)

によ る非特異的反応 の ブ ロ ッ ク 後, そ れ ぞ れ･■･■▲･
一

次抗体を4 ℃ で

24 時間反応 さ せ た .

一 次抗体 に は ウサ ギ抗 ヒ トb -F G F ポ リ ク ロ

ー

ナ )t / 抗体 (S a n ta C ru Z B i o t e c h n ol o g y , S a n D i e g o , U S A) , ウサ

ギ 抗 ヒ ト V E G F ポ
1) ク ロ

ー

ナ ル 抗 体 (S a n t a C r u z

B i o t e c h n ol o g y) , マ ウ ス 抗 ヒ トP C N A モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 ( ダ

コ ･ ジ ャ パ ン) をそ れ ぞ れ3 0 倍 , 1 0 0 倍 ,
5 0 倍 に 希釈 して 用 い

た .

一 次抗 体 の 反応後 パ
ー

オ キ シ ダ
ー ゼ標 識デ キ ス ト ラ ン 結合

抗ウ サ ギ お よ び 抗 マ ウ スI g G ･ ヤ ギ 抗体を含有 した E N ⅥSI O N

ポ リ マ
ー 試 薬 ( ダ コ ジ ャ パ ン) で 室 温中で 50 分 間反応 さ せ ,

0 .1 % 3 ,3
,
一 ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 四塩 酸塩 (3 , 3

'
- di a m i n o b e n zid i n e

t etr a h y d r o c hl o ri d e , D A B) (和光純薬) で発色 させ た ･ 核染色 には

ヘ マ トキ シリ ン (和 光純薬, 大阪) を便月= ノ た . ま た
,
こ れ ら の

染色の 特異性 は ,
一 次抗体 をリ ン 酸緩衝生 理 食塩水 b h o s p h a t e

b u ff e r e d s ali n e
,
P B S) ( 日水 製薬) で 置換 し, 反応が 陰性化す る

こ と で確認 した .

2 . 血 管新生阻害剤 に よ る抗腫瘍効果の 検討

1) m ア ツ セ イ

基礎的検討 と して T N P -4 7 0 の O S C -1 9 細 胞 と新 生 児皮膚血管

内皮細胞 の それ ぞれに対す る細胞増殖抑制試験を3
- (4 ,5 - ジ メ チ

ル チ ア ゾ ル ー2 - イ ル ト2 ふ ドフ ユ ニ ル テ トラ ゾ リ ウム ブ ロ ミ ド [3
-

(4 ,5 - di m e th yl th i a z ol
-2 -

yl) -2 ,5 -d o p h e n yl t e tr a z oli u m b r o m i d e ,
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M
′

r r] ア ツ セイ
3(})
を 用い て行 っ た . す な わち9 6 穴平板 マ イ ク

ロ プ レ ー トに O S C -1 9 細胞, 血 管内皮細胞を1 穴あた り1 .5 × 1 0
3

個そ れ ぞ れ分注 し た .
T N P - 4 7 0 は0 ･1 % ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ

ド (di m e th yl s u lf o x id e , D M S O) (和光純薬) で希釈 し, 最終的に

10 p g / m 卜 1 p g/
m l の 8 段 階の 濃度 に な る よう2 倍濃縮液を作

成 し て 1 穴あ た り50 〃1 ず つ 分注 し細胞 と接触 させ た ･ 3 7 ℃
,

5 % C O 2 の 条件 下 で 4 日 間培養後 ,
M T T キ ッ ト (C h e m i c o n ,

T e m e c u l a
,
U S A ) を用 い ,吸 光度を マ イ ク ロ プ レ

ー トリ ー ダ ー

B i ｡ R a d モ デ ル 55 0 ( 日本 バ イ オ
･

ラ ッ ドラ ボ ラ トリ ー ズ
, 大

阪) に て測定 した .

2) T N P -4 7 0 の 投 与ス ケ ジ ュ
ー ル

移植後4 日 目 よりT N P - 4 7 0 投与群 と して15 匹の ヌ
ー ドマ ウス

の 右側背部皮下 に T N P -4 7 0 を3 % エ タ ノ ー ル (和光純薬) 揺加

5 % ア ラ ビ ア ゴ ム 生理食塩水 (和光純薬) で 溶解 し30 m g/ k g の

容量 で 隔 日皮 下 投与 した . ま た1 5 匹 は 対照群 と して 右側背部

皮下 に T N P -4 7 0 の 溶解液 に 用い た 3 % エ タ ノ
ー ル 添加5 % ア ラ

ビア ゴ ム 生 理食塩水単独を隔 日皮下投与 し, 両群と も移植後21

日 目に 犠牲死ま た は 血管内墨汁注入法を行い ,
背部皮下腫瘍,

ロ底膿瘍
,
頚部 リ ン パ 節を摘出 し た.

3) 移植腫瘍の 血管新 生 に及ぼす影響 の 検討

100 / ∠ m の 透明標本を月∃い , T N P
- 4 7 0 投与 に よ る血 管構築像

を対照群 と比較検討 した . また
,
血 管 密度 ,

V E G F お よ び ト

F G F の 発現の 程度 (腫瘍細胞中 におけ る陽性細胞が わずか なも

の を軽度発乳 胞巣 の
一 部が 染色 さ れ た もの を中程度発現 ,

胞

巣全体 が染色 され た もの を高度発現と して 評価) に つ い て も比

較を行 い ,
T N P - 4 7 0 の 投与 が移植腫瘍 の 血 管新生に及ぼす影響

に つ い て検討 した .

4) 移植膿瘍の 増殖 に対する効果 の 検討

T N P - 4 7 0 の 移植腫瘍 に対する増殖抑制効果を検討す る た め に

背部皮下膿瘍の 相対的体積増加率と 口底腫瘍 に お けるP C N A 陽

性細胞率 (P C N A l o b eli n g i n d e x , P C N A LI) を求め た . すな わち
,

相対 的体積増加率 は移植筏21 日日 の 腫 瘍の 体積 (長径 × 短径 ×

高径 × 汀 / 6) を移植後4 日 目の 同
→ 腫瘍 の 体積 で 除 し, そ の 平

均値 と した . P C N A L I は抗 P C N A 抗体 に よ る 免疫組織化学染色

の 標本か ら腫瘍宿主境界部 を無作鋸 二2 ケ 所ず つ 選び , 腫瘍細

胞500 個 に対す る P C N A 陽性細胞数 の 百分率を算定 し, そ の 平

均値 と し た . 対照群 と T N P - 4 7 0 投与 群の 相対的体積増加率 と

P C N A LI を比較検討 し, 増殖能に 対する効果 を判定 した .

5) 頚部リ ン パ 節転移抑制効果の 検討

ヌ
ー

ド マ ウ ス 1 匹あ た り最低4 個 の 頚部 リ ン パ 節 を摘出 し ,

組織学的 に腫瘍細胞を認 め た もの を転移陽性 と して , T N P-4 70

投 与群 と対照群 の 転移率 を求め 比 較検討 し た . さ ら に転移を認

め た リ ン パ 節すべ て に つ い て 転移腫瘍 の 組織学的進展度 を本間

の 分類
3 1)
(表1) に従 っ て 判定 し, 頚部 リ ン パ 節転移腫瘍 の 進展

に対する効果に つ い て も検討 した .

6) 副作用の 検討

T N P -4 7 0 投 与 に よ る副作用を検討す る目的 で O S C - 1 9 細胞 の

移植後21 日 日まで の 両 群 の ヌ
ー

ド マ ウ ス の 体重を測定 し比較

を行 っ た .

Ⅴ
. 統計学的解析法

各群間の 有意差検定 は M
′

I T ア ツ セ イ に つ い て は T 検定 にて ,

移植 腫瘍 の 血 管密度 お よ び相対的体積増加率 とP C N A L I に つ い

て は M a n n l V h 地把y U 検定 に て ,
頭部 リ ン パ 節転移 に つ い て は

Fi s b e r の 直接確率法 に て 行い
,
い ず れ も5 % 未満の 危険率 をも

39

っ て 有意差あり と した .

成 績

1 . 移植腫瘍 に お け る血管新生

1
. 移植腫瘍の 血管構築像及び血管密度

O S C -1 9 細胞移植後2 日 目で は腫瘍細胞 の 周辺 に はまだ血管新

生 が 認め ら れ な い が , 移植後4 日日 に なる と移植腫瘍 の 周辺 に ･

新生 血管の 出現が認め られ た (図1刃 . 移植 後7 日目 になる と腫

瘍宿主境界部の 血管 は太さを増 し, 膿瘍内部 にも樹枝状の 新 生

血 管 を認 め , さ ら に移植後14 日 日 に は腫瘍内部全域 に血管 が

網目状 に形成 され てい た (図1B) . しか し , 移植後21 日 日 には

腫瘍 の 増殖 に伴 っ て腫瘍中心部は壊死に陥り ,
その 部位 の血管

は消失 し て い た .

一

方 , 腫 瘍 ･ 宿 主境界部 に お け る血 管密度

(士 標 準偏差) (図2) は 移植後2 日目で は15 .8 ± 3 .0 , 移植後4 日

日で 22 .8 ±4 .3
, 移植 後7 日 日 で27 .7 士 3 .5

,
移植後14 日 日で

3 8 .8 ±2 .1 と経 目 的に増加す る傾向 にあ っ たが , 移植後21 日目

で は 38 .5 ± 3 .8 と なり移植後14 日 日と比較して 血 管密度 の 増減

は認め られ なか っ た(表2) .

2 . 血 管新生国子 の 免疫組織化学的発現

V E G F とb ゼG F の 発現 は血 管新生 が始まる移植後4 日 目で は

共に認 め ら れず, V E G F は移植後7 日 目 に腫瘍胞巣の
一

部の 腫

瘍細胞 の 細胞質で発現を認 め, 以 後, 縫目 的 に腫瘍胞巣中に お

ける 陽性細胞が増加する傾向 にあ っ た .
b - F G F は移植後14 日目

以 降 に腫瘍胞巣中の 大部分 の 腫瘍細胞 の 細胞質で発現 を認 め ,

移植後21 日 目に おい て も同様の 局在性 を示 した (図3 , 表3) ･

3 . 血 管新生 と増殖お よ び転移 との 関係

腫瘍細胞の 増殖能の 指標と な る P C N A L I は 移植後2 日目か ら

移植後21 日目まで 31 .0 ､ 3 6 .3 % と ほぼ
一 定 の 値を示 し, 有意

な 変化は認め られ な か っ た . また 頭部リ ン パ 節転移 は移植後7

日 目 か ら認め , 移植後7 日日 で は6 匹中1 匹 (1 6 .7 % ) に , 移植

後14 日 目で は6 匹中2 匹 (33 .3 % ) に , 移植後21 日 日で は6 匹中

5 匹(83 .3 % ) に組織学的に転移 を認め た (表2) .

皿 . 血 管新生阻害剤に よ る抗腫癌効果

1 , 培養細胞に おける 増殖抑制作月∃

血管内皮細胞, O S C -1 9 細胞 と もに T N P -4 7 0 に対 して 低濃度

か ら 感受性 を示 し, 濃度依存的 に細胞数の 減少が認め られ た ･

すな わち , 1 0 0 p g/ m ト 1 0 0 n g/ m l の 濃度 に お い て O S C
-1 9 細胞

で は16 .6
､ 2 2 .5 % の 細胞増殖抑制 を認 め た の に対 し, 血 管内皮

細胞で は31 .1 ～ 3 9 .2 % の 細胞増殖抑制を認め, 1 /∠g/ m ト 1 0 一′ノ g

/ m l の 濃度で は 両馴包とも急激 に細胞数が減少す る と い う 二相

T abl e l . = ist ol o g lC al st ag l n g O f m e t a st atic t u m o r
il)

S ta g e H is t ol o g l C al fi n d in g s

Ⅰ

Ⅲ

Ⅲ

Ⅳ

Li m it ed t o th e affe r e n t ly m p h atic v e s s el o r th e

m a rg ln al si n u s

I n v a si o n a n d p r olif er ati o n fr o m
th e m ar g l n al si n u s

t o th e p a r a c o rte x o r th e c o rt
i c a l sin u s

R ep l a c e m e nt a n d d is a p p
e a r a n c e o f m o st of t h e

ly m p h tis s u e

E xtr a ly m p h at
i c in v a s io n a n d p r o lif e r a tio n

a)
c riteri a b y H o n m a .
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Fig .1 . P h o t o m i c r o g r ap h s of th e o r al fl 0 0 r tu m O r Sh o wi n g m i c r o a n gi o a r c h it e c tu r e b y th e i n di a n
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T a b le 2 . R e la ti o n ship b e t w e e n t h e v e s s el d e n s lty a n d P C N A L I
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- F G F e x p r e s si o n
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一
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V E G F e x p r e s sio n ( % ) b , F G F e x p r e s si o n ( % )
i m pl a n t ati o n

( d a y s) L o w M o d e r at e H i g h L o w M o d e r at e H i gh

7 4 (6 6 ,7) 2 ( 3 3 .3) 0

14 1 ( 1 6 .7) 2 (3 3 .3) 3 (5 0 .0)

2 1 0 1 (1 6 .7) 5 (83 .3)

0 0 0

2 (3 3 .3) 4 (6 6 .7) 0

0 0 6 (10 0)
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性 の 曲線を呈 した (図4) . ま た10 0 p g / m l 以上の 濃度 にお い て に わた っ て 血管網が形成さ れ て い た が ,
T N P 4 70 投与群で は 腫

両細胞間の増殖抑制率に有意差が認められた ゎく0 .0 5) . 癌 ･

宿主境界部 に樹枝状 の血管を認 め る の み で あっ た (図5) ･

2 . 移植腫瘍の 血管新生 に及ぼす影響 またT N ア4 7 0 投 与群に お ける H E 染色像 で は腫蕩組織や腫瘍細

対照群 の血管構築像は壊死 に陥っ た 中心部を除い て腫瘍全域 胞 に変性 や壊死な どは認 め られ なか っ た (図6) . 血管密度 (士

A B

Fig .3 . P h o t o mi c r o g r ap h s of i m m u n o h i s to c h e m i c al s ta in in g fo r an gi o g e n i c h ct o r s . n e cy t o pl a s m o f in 1 m u n O r e a Cti v e c ell s w e r e st ai n e d

a s b r o wn C Ol o r . 仏) E x p r e s si o n o f V E G F . O3) E x p r e s si o n o f b - F G F . S c al e b a r i n di c a te s l O O FL m .

A B

Fi g .7 . P h ot o m i c r o g r ap h s of i m m u n o hi st o ch e m i c al st a in i n g fo r P C N A P C N A u o f th e e x p e ri m e n t g r o u p h a
v e m ar k e d けd e c r e a s e d ･ 仏)

C o n t r ol g r o u p . O3) T N f L4 7 0 tr e a t e d g r o u p . S c al e b ar i n dic at e s lO O F L m .



4 2

標準偏差) は対照群 で は38 .5 ( ±3 .8) で あっ たの に対 しT
N ア4 7 0

投 与群で は2 8 .0 ( 土3 .6) と有意に 低値を示した b
く0 ･0 5) ･ また

対照群 とT N P - 47 0 投与群 にお ける V E G F およ びb
- F G F の 発現 に

差異 は認め ら れなか っ た .

3 . 移植腫瘍の 増殖 に対する抑制効果

対照群 で は 15 匹 中3 匹が移植後2 過日 の後半に腫瘍死
した た

め
,
残 りの 12 匹に つ い て 検討を行 っ た ･ 背部皮下腫瘍 の 相対

的体積増加率の平均値 (±標準偏差) は 対照群で は 6 ･
2 ( ±2 ･5)

で あ っ た の に射 しT N P -4 7 0 投与 群 で は 2 .6 ( ± 2 ･ 0) で あ り ,

T N P _4 7 0 投与群で 有意 に低 い 催を示した ゎ<0 .0 5) (表4) ･ ま た

口底腫瘍に 釦 ナるP C N A LI の平均値 (±標準偏差) は対 照群で

は34 .8 ( 士6 .8) % で あっ たの に射 しT N P
･47 0 投与群で は 19 ･ 1 ( ±

6 .4) % と有意 に低値 を示した ゎ< 0 皿) (囲7) ･ す
な わ ちl 背部

皮下腫瘍, ロ底腫瘍 ともにT N P
-4 7 0 の 投与 に より増殖 が抑制 さ

れ て い た (表4) .

4 . 頚部 リ ン パ 節転移 に対する効果

対照群 の頭部リ ン パ 節転移形成率は 12 匹中11 匹 (91 ･7 % ) で

あっ た の に対 して , T N P 4 7 0 投与群で は15 匹中6 匹 極
0 ･0 % ) で

あり対照群 に比 べ て有意 に低値を示 した ゎく0 ･0 2 5) (表5) ･ また

転移巣 の進展度 は, 対照群で は Ⅰ期 (s h g e I ) が45 ･5 %
!
Ⅱ期

( S t a g e Ⅱ) が 54 ･5 % で あっ た の に 対 して ･ 薬剤 投与群 で は

83 . 3 % が 工期 (s t a g e I ) に と どま っ てい た (図8) ･ す な
わち ･

T N P _4 7 0 の 投与 に よ り頚部リ ン パ 節 へ の 転移 が抑制 さ れ た こ と

が示 され た .

5 . 副作用

対照群 で は15 匹中3 匹(20 % ) が 移植後2 過日の 後半 に腫瘍死

した の に対 して , T N p 4 7 0 投与群で は すべ て の マ ウ ス が移植後

2 1 日 目の犠牲死時まで 生 存して い た . 移植後21 日目ま で 生 存

して い た マ ウス に つ い て 移植時の体重 と比較すると, 対照群で

は平均13 .9 % の 体重 減少が認 め られ たの に対し, T N P
-4 7 0 投与

群 で は平均5 .6 % の 体重減少に と どま っ て お り, 体重 の 変化を

副作用 の 指標 とする限りにおい て T N ア4 7 0 投与 に よ る 明ら
かな

副作用 は認 められ なか っ た .

0 0

9 0

8 0

7 0

6 0

5 0

4 0

3 0

2 0

1 0

0

(
1

0

琶
8

篭

求
Y

月
∈

呂
笥
U

1p l O p l O O p
l n l 伽 10 0 n l p l 伽

C o n c e nt r atio n( g / mi )

Fig .4 . h hib iti o n o f O S C
-1 9 c e u s (o p e n ci r d e s) an d e n d o th e u al

cell s (o p e n t ri a n gl e s) g r o w ぬ b y T N P
q 47 0 ･ E a c h c ell s w e r e

pl ate d i n 9 6
-

W ell pl at e s , an d T
N P ･4 70 (1p g

～ 1 0 fL g / m l) w a s

a d d e d t o th e c ul t u r e s o n th e n e x t d ay ･ F o u r d a y s la te r ,
r el a ti v e

c en n u m b e r w a s d ete r m in e d b y th e M T r m e th o d ･

r

m e 斎 ±S D

｡ f th e v al u e of t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e ri m e
n ts a r e s h o w n ･

★

p < 0 ･0 5 b et w e e n O S C
- 19 an d e n d o 也d i al c ell ･

Fig .5 . P h o t o mi c r o g r 叩 h o f th e o r al fl 0 0 r tu m O r t r e at e d
wi th

T N P -4 7 0 s h o w i n g m i c r o a n gi o a r c h it e ct u r e b y th e i n d i a n 血 k

i nj e c d o n m et h o d ･ n e V e S S el s g r o wi n g t o w a r d s th e
i m pl an t e d

tu m o r c o m e t o a st op a t 也 e t u m o r s u ぬ c e ･ S c al e b ar in d i c at e s

5 00 〃 m ･

Fig .6 . P h ot o m ic r o g r a p h o f th e o r al
fl 0 0 r t um O r tr e at e d wi th

T N P - 4 7 0 s h o w i n g h i s t o l o g i c al fi n
di n g s b y H E s t

ai n ･ N o

d l ar a C t e ri sti c 血 a n g e s a r e o b s e rv e
d in t u m o r c ells ･ S c al e b a r

in di c a t e s l O O F L m .



口 腔癌 に対す る血 管新生阻害

T a bl e 4 . In hibit o r y e ffe ct o f T N P
- 47 0 0 n g r O W t h of s u b c u t a n e o u s t u m o l

.

a n d P C N A L I o f o r al fI o o r t u m o r a n d

V e S S el c o u n t

R a t e o f th e

G r o u p r el ati v e g r o w th
i l)

(首 ±S D)

C o n t r o 1 6 .2 ( ± 2 .5)

T N P - 4 7 0 2 .6 ( ± 2 .0)

it)
v ol u m e o f 4 d a y s p o sトi m pl a nt ati o n

= 1 ･

*

p < 0 .0 5 , †p < 0 .O l b y M a n n
- W hit n e y

l

s U - t e S t .

P C N A L l

(首± S D )

3 4 . 8 ( ± 6 .8)

1り .1 ( ± 6 .4)

V e s s el d e n s lty

(首 ±S D )

3 8 .5 ( ± 3 .8)

2 8 .0 ( ± 3 .6 )

4 3

T a ble 5 . 1 n hibit o r y e ff e c t o f T N P
- 4 7 0 0 n ly m p h n o d e m et a st a si s

G r o u p

C o n t r oI

T N P - 47 0

T o t al n u m b e r ( % )

O f m ic e w ith l y m p h

n o d e m e ta st a si s

1 Ⅰ〃2 ( 9 l .7 )

6/1 5 ( 4 0 .0)

iI) C rit e ria b y H o n m a .
*

p < 0 . 02 5 b y Fi sh e r s e x a c t p r o b a bility m e th o d ･

H ist ol o gi c al st a gi n g
山
( % )

O f ly rn p h n o d e m et a st as is

5 (4 5 .5)

5 (8 3 .3)

6 ( 5 4 ,5)

Ⅰ( 1 6 .7)

蘭 錮 独

Fi g .8 . P h o t o m i c r o g r a p h s of th e m e t a st ati c l y m p h n o d e t u m o r s h o w i n g hi s t ol o gi c al 血di n g s b y H E st ai ni n g . 仏) C o n tr ol g r o u p . (B ) T N P-
4 7 0 tr e a te d g r o u p . S c al e b a r i n di c a te s l O O /1 m .

考 察

腫瘍に お け る血 管新生 は, まず腫瘍細胞 の 塵生 す る 血 管誘導

因子が周囲の 既存の 血管の 内皮細胞 に作用 し, 活性 化さ れ た 内

皮細胞が プ ロ テ ア
ー

ゼ を産生 ･ 分泌 して 基底膜を は じめ と する

細胞外 マ トリ ッ ク ス を分解 し, 腫瘍細胞 へ 向か っ て 遊走, 増殖

して 管腔 を形成する . 新生 され た 血 管 は初め は樹枝状である が ,

隣接す る血管同士が吻合 し, 次第 に網目状 の 血管構築像 を つ く

る こ とが ラ ッ ト透 明窓で観察さ れ
32)
,
ほ と ん どの 固型癌は基本

的に同様の プ ロ セ ス で腫瘍血管が形成 さ れ て い くもの と 考えら

れ て い る .

一

方 , 口腔痛 にお ける腫瘍血管 に関する基礎的研究は こ れ ま

で主 に化学誘発舌癌モ デ ル を用 い て 行わ れ て き た . 松嶋
3 3)
は ジ

メ チ ル ベ ン ズ ア ン ト ラ セ ン (di m e th ylb e n z a n tb r a c e n e , D M B A )

誘発 ハ ム ス タ ー 舌癌 モ デ ル を用 い て 正 常粘膜か ら発癌に至る ま

で の 血 管構築の 変化を段階的に検討 して い る . また茶谷
3 4)
は 同

様 に D M B A 誘 発 ハ ム ス タ
ー

舌癌 モ デ ル に 血 管内墨汁注 入法を

月ヨい て 腫瘍血 管と浸潤像と の 関係 に つ い て 検討を行 っ て い る .

しか しな が ら
,
口 腔痛 に お い て初期増殖巣か ら腫瘍の 増大 に伴

う経時的な血 管の 形成過程 を詳細 に検討 し た報告 は見当 らな

い
. そ こ で 本研究で は ,

口月空扁平上皮痛 の 正所性移植モ デ ル を

用 い て腫瘍 の 増殖 に伴う血管新生 の 様相を経 日的 に観察 した .

そ の 結果
,
本モ デ ル で は O S C -1 9 細胞移植後4 日 目 よ り移植膿

瘍の 周辺 に新生血管の 出現が認 め ら れ
,
腫瘡 の 増大 と とも に腫

瘍血管 は樹枝状 か ら網目状 へ と 構築さ れ て い く こ とが 判明 し

た . また
,
腫瘍血 管密度も韓 日的に増加する傾向にあり

,
腫瘍



4 4

の 増大 に伴 っ て 血管新生 が 克進 して い る こ とが 伺え た･ しか し
･

移植後21 日 目の 腫瘍 で は腫瘍中心部が壊死に陥 り , そ
の 部位

の 血 管は 消失 して い た .
こ れ は

,
腫瘍の 増 大と と も に腫瘍血管

の 透過性 が克進 し て , 血 楽成分が血管外 に漏出 し浮腫 を生 じ,

そ の 結果, 腫瘍問質庄 が高まり, 腫瘍血 管が 圧迫 され て血 流
が

低下す る こ と によ っ て 局所壊死 が生 じた ため と考え られ
る ･

M o riy a m a ら
3 5)
朋 酎末材料を月ヨい た検討か ら , [] 腔扁平 上 皮

癌組識 で は V E G F が 発現 してお り, そ の 発現強度 が頚部
リ ン パ

節転移と関連性があ っ た こ と を報告 し て
い る ･ ま た , 茶谷

:i4) も

D M B A 誘 発 ハ ム ス タ
ー 舌 癌 にお い て V E G F の 発 現 を認 め て お

り
,
V E G F が 口 腔将 に お ける 血管新 生因子 の

一

つ で あ る可能性

を示唆 して い る . そ こ で 本研究で は V E G F が 口腔扁平 上皮癌の

移植腫瘍 の 血管新生 に どの よ うに 関与 して い る か を検討す る目

的で V E G F の 発 現を韓 日的に観察 した ･ そ の 結果, V E G F は新

生 血 管 の 出現が認 め ら れ る移植後4 日 目 で は 認め ら れず, 7 日

日 に な っ て 膿瘍細胞 の
一

部 に認め ら れ る に過ぎな か っ た ･ また ,

多く の 腫瘍 で重要な血管誘導因子 の
一 つ と さ れ て い るb -F G F の

発 現 に つ い て も検討 を行 っ たが , b
- F G F は 癌細胞移植後7 日 目

まで に は認 め ら れ ず, 14 日 目以降に膿瘍細胞 に認め られ る よう

にな っ た . し たが っ て 血管新生 の 初期 に は こ れ ら両因子以 外
の

因子が血管の 誘導 に関与 して い る可能性が示唆 され た ･ 培 養細

胞系 の 実験 で はb -F G F とV E G F は微小 血管形成 に相乗的に作用

し
36)
, ま た 乳癌 で は V E G F と P D

- E C G F な どの 複 数 の 血 管新生

因子 の 同時発現を認 め ており
3乃
,
腫瘍の 増大に伴う血管の 新生

に は い く つ か の 因子 が相互 的あ る い は相乗的 に作用 して血管新

生が促進 さ れ る もの と考え られた .

膿瘍 血 管密度 は膿瘍血管新生 の 臨床的指標 と して用
い られ て

い る . 口 腔癌 に お い て は 血 管密度 の 高い 腫瘍 ほ ど腫瘍珊胞 の

p c N A 陽性細胞率 は高く, 頚部リ ン パ 節転移を 生 じや すく ,
予

後が 不良で あ っ た とす る報告
19)
が あ る

一

方で , 血管密度 と リ ン

パ 節転移 は関係 しな い とす る報告
23)
や 低分化の 腫壕 ほ ど血管密

度 は低 い と す る報告
1 9) 35) もあり ,

まだ 一 致 した 見解 を得 る に至

っ て い な い .
こ れ は茶 谷

34)
が 述 べ て い る よう に , 口 腔扁平上皮

癌で は その 浸潤様式 に よ っ て 血管構築像が異な っ て
い る こ と が

原因の
一

つ で は ない か と推察さ れ る ･ そ こ で 本研究で は , 移植

する癌細胞株 に よ っ て 同
一

の 浸潤像を再現す る こ と の で きる 口

腔扁平上皮癌の 正所性移植 モ デ ル を梢い て , 血管密度
と P C N A

陽性細胞率お よ び頚部リ ン パ 節転移 と の 関係 に
つ い て検 討 し

た . その 結果, P C N A 陽性細胞率は移植後2 †柑 か ら21 1 憎 ま

で は ほ ぼ
一

定 の 値を示 し, 腫瘍 の 増 大や 血 管密度と は 関連性 が

認 め ら れ なか っ た が ,
頚部リ ン パ 節転移率は 血 管密度 の 増加と

ともに 高く な る 傾向を示 した . す なわ ち, 個 々 の 腫瘍 が 本来有

す る増殖能は血管密度 の 変化 に関係 なく
一 定で ある が ,

腫瘍組

識中の 血管密度 の 増加 は , 腫瘍細胞が リ ン パ 管 や 血 管内
へ 侵 入

す る可能性を増加 させ て い る の で は な い か と推察 され た ･ し た

が っ て
,
口 腔扁平上皮痛で は 同

一 腫瘍 に お ける 血管密度 は膿瘍

の 増大 や リ ン パ 節 と深く関与 して い る もの の , 浸潤像 や 血管構

築像の 異な る複数 の 膿瘍 に つ い て 血管密度の 多寡
の み で 臨床的

悪性度ヤ予後を評価す る こと は 困難 で はな
い か と考えら れ た ･

一 方
,
抗血管新生療法は聞型痛 に お ける増殖 と転移が 血 管新

生 に依存して い る と い う理角牢か ら生まれ た新 し
い 痛治療法 であ

る . 本療法は , 腫瘍細胞を直接の 標的と して き た放射線療法 や

化学療法と は異なり, 主 に血管内朗朋包の増殖を阻害
して新生

血管の 誘導を抑え, 痛 の 栄養補給路 と転移 の遇を絶
つ こ と を目

標と して い る . ま た
, 化 学療法 にみ られ る よう な薬剤耐性 や副

作用の 問題 を避けう る長所を有 して い る こ と か ら ,
長期間に わ

た る治療や , 化学 療法や放射線療法 と の 併用も可能であり, こ

れまで 難治性 であ っ た進行性痛 や再発痛 な ど に対 して も画期的

な治療法 と な る 可能性 が期待 さ れ て い る ･ 本研 究 に 用 い た

T N P -4 7 0 (A G M - 14 7 0) は真菌で あ る a 郎e 7gill u s b E m なa tu s の 培 養

上清か ら単離 した フ マ ギ リ ン の 合成誘導体で ,
血 管内皮細胞の

増殖を抑制する こ と が 知 られ て おり米国に お い て 臨床試験が始

ま っ て い る . 第 Ⅰ相試験 で骨髄抑制 ,
網 膜出血 , 体重減少, 脱

毛等 の 重篤な副作月ヨは認 めず ,
投 与量 に よ っ て は 吐気

■ 悪心,

め まい 等 の 軽度 の 中枢神経毒性を認め た の み で
38)
,
現 在

,
既 に

カポ ジ肉腫
,
頚部癌 , 前立腺癌 に対 し て第 Ⅲ相試験 が進め ら れ

てい る . T N P _4 7 0 の 詳細 な作用機序 に つ い て は未だ解明 され て

い な い が
,
T N P - 4 7 0 に よ り

,
血 管 内皮細胞の G l 期で の 停止

:W )
,

さ ら に血管内皮細胞の G l 中期 で の サ イ ク リ ン D l の 発現 の 抑 制

が 認 め ら れて い る
40)

. ま た , 血 管内皮細胞 の G l 後期 に作用 し,

サ イク 1) ン A お よび サ イ ク リ ン E の m R N A の 発現 を抑制す ると

い う報告や
41)
,
内皮細 胞の 増殖 に重要 な役割を持 つ と され る メ

チ オ ニ ン ア ミ ノ ペ プ チ ダ
ー

ゼ 2 の 活性を阻害す る こ と が 報告 さ

れ て い る
42) 4:!)

. T N P -4 7 0 を担痛 マ ウ ス に 用い た実験 で は ,
K at o

ら
4 4)
は L e w i s 肺癌 と B 16 B L 6 メ ラ ノ

ー

マ を移植 した モ デ ル を 用

い て
,
T N P -4 7 0 (1 5 0 m g / k g) に マ イ ト マ イ シ

ン C
,
ア ドリ ア マ

イ シ ンお よ び 5 - フ ル オ ロ ウ ラ シル をそれ ぞ れ に併用投与 し,
い

ず れ も相加的 に抗腫瘍効果 の 増強を報告 して い る ･ ま た
,

K ｡ n n ｡ ら
45 )
は B A 柑/ c マ ウ ス の 盲腸 へ 結腸癌 である T K 4 細胞 を

移植 し
,
T N P -4 7 0 を30 m g/ k g で 隔日皮 下投与 した と こ ろ , 投 与

群で 有意 に肝転移 が抑制 され た と報告 して い る ･
さ らに

,
ヒ ト

胃痛
4 6 や ヒ ト線稚内脛

47)
を 用い た 実験でもT N P

-4 7 0 の 抗腫瘍効

果が認め ら れ て お り, 多く の 固型痛 に対す る有用性が示唆 さ れ

て い る . そ の
一 方 で , T N P - 4 7 0 が血 管内皮細胞 に対 し て だ けで

は なく , 腫瘍細胞 に対 して も増殖抑制作用 を示す
こ と が培養細

胞系の 実験で認 め ら れ ,
また 腫瘍細胞 に よ っ て もそ の 感受性が

異 な っ て い る こ と が 報告 さ れ て い る
購 )

･ そ こ で 本研究 で は ,

T N P _ 4 7 0 に対す る 血 管内皮馴包と O S C
- 1 9 細 胞 の 感 受性 を比較

検討 した と こ ろ, い ず れ の 和胞もT N P
- 4 7 0 に対 して低濃度か ら

感受性 を示 し , 濃度依存的 に細胞数 の 減少 を認 め た が ,
1 0 0

p g/ m l 以 上 の 濃 度 に お い て は血 管内皮細胞
の 方 が O S C-1 9 細胞

に比 べ て 有意 に増殖 が抑制 さ れ て お り ,
1fm 管内皮細胞 の 方が

T N P _4 7 0 に対 し て 高い 感受性を有 し て い る こ と が 示 さ れ た ･
ま

た
, 移植 腫瘍 に お い て は , 膿 瘍 血 管密度 は対照群 に比

べ て

T N P _4 7 0 投 与群で 有意 に低く, T N P
-4 7 0 の 投与 に よ っ て 血 管の

新生が 抑制 さ れ た こ と が 示 され た ･ 対照群 と T N P -4 7 0 投与群と

の 腫瘍細胞 の V E G F お よ びb - F G F の 発現 に 差異が認め られ なか

っ た こ と か ら ,
こ の 血 管新生 の 阻害 はT N P

-4 7 0 の 3 0 m g/ k g の

隔日 皮下 投与が主 に血 管内皮細胞の 増殖を抑制 した
た め と 考え

ら れ る .

一

方 , 移植腫瘍の 増殖 に対 し て は皮下膿瘍, 口 底腫瘍

ともT N P _4 7 0 投 与に よ っ て 強 い 抑制効果が認め られ たが ,
こ れ

は M T T ア ツ セ イ の 結果 か らもT N P
-4 7 0 が 血 管内皮細胞の 増殖

に対 して だ けで なく ,
O S C - 1 9 細胞 の 増殖 に 対 して もあ る程度

抑制的に働い た た め と 考え られ た ･ さ ら に
,
頚部 リ ン パ 節転移

に対 して は′ト島
49 ) も同モ デ ル を用い た化学療法効果 に つ い て 報

告 し てお り, シ ス プ ラ チ ン , 硫酸 ペ プ ロ マ イ シ ン を O S C
- 1 9 細

胞移植後それぞれ腹腔内投与 し, そ の 効 果 に
つ い て 検討 した と

こ ろ両群 とも4 5 .5 % ま で リ ン パ 節転移率が抑制 さ れ
た こ と を報
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告 して おり , 本案厳 に お い て もほ ぼ 同様 の リ ン パ 節転移抑制効

果を認 め て い る . た だ 小島の 実験 で は抗癌剤 の 原発巣 に対す る

組織学的抗腫瘍効果が高く, 浸潤様式 の 低̀~F を示す割合が多 か

っ た が今 回の 実験 で は 組織学的抗腫瘍効果 は認 めず, 浸潤様式

も高転移性を有す4 C 型の まま で ある こ と か ら T N P -4 7 0 によ る

リ ン パ 節転移抑制の 機序は
, 転移経路 の 遮断や転移巣 にお け る

腫瘍細胞 の 増殖抑制な どが 考え られ る .

以 上 の よう に , T N P -4 7 0 は[二川空扁平 上皮痛の 移植腫瘍 にお け

る膿瘍血管 の 新生 を抑制 し, 膿瘍細胞 の 増殖と転移 を抑制 した

こ とか ら
, 抗血管新生 療法が 口腔扁平上皮癌 にお け る新 しい 治

療法 に なり得 る 可 能性 が示唆さ れ た . しか し , 掘 ら
32)
が 述 べ て

い る よ う に
,
実際 の 生 体 で は痛 が 生 じる 部位 に は最初か ら相当

数の 既存 の 血管が 存在 して おり ,
ま た 腫瘍 によ っ て は腫瘍細胞

が自 ら の 増殖 の た め に既存の 血 管を利斥け べ く周囲組識 へ 浸潤

を繰り返 して い る~吋能性も否定で きない . M o ri y a m a ら
:絢
に よ

れ ばl二｣ 脛扁 平 上 皮痛で は
,
よ り び 捜性 に浸潤 す る Y a m a m o t o

ら
2 8)
の 分 類の 4 D 型 に 属す る腫瘍 に お い て は 腫瘍血管密度が韓

も低く, また 原 旧
51))
は4 D 型の 噛細胞が自己分泌型運動l天l子 を

産生 して 秘め て 高い 運動能 を有 して い る こ と を ホ して い る . し

た が っ て【___川空扁平上皮癌に お け る浸潤様式4 D 型の 腫瘍 で は 血

管の 新生を誘導す る よりも癌細胞白身が そ の 高い 運動能を 生 か

して 増殖の た め の 酸素ヤ 栄養 を求め て深部組識 へ 浸潤 して ゆく

の で は ない か と 推察 さ れ, こ の よう な臆瘍 で は抗 血 管新生療法

に よ る 効果はあまり期待でき な い の で は な い か と 考え ら れ る .

しか し こ れ ら の 点 に 関 して は 今後 の 解明を待 たねば な ら ない .

結 論

卜二l 腔癌 に お ける 腫瘍 血管の 新生 と 膿瘍 の 増殖や転移 と の 関係

を明ら か に する 目 的で , 高浸潤性を有す る ヒ 卜し川空扁平上皮癌

細胞株 O S C -1 9 を用 い て ヌ ー ド マ ウ ス 直所性移植 モ デ ル を作製

し
,
移植 腫瘍 の 増殖に伴 なう 血管新生 の 絹Ⅰ_

~川勺変化 と 血管新生

因子 の 発現の 様相, お よ び腫瘍血管繚度 と増殖 や転移 と の 関係

に つ い て 検討 した . さ ら に血 管新′.=
紺
.
章子菜で あ るT N P -4 7 0 を川

い て , そ の 抗腫瘍効果 に つ い て 検 討 を 行 い , 以 卜の 結 論 を得

た
.

1
. 移植 腫瘍の 血 管新生 は 移植後4 1 = 1 よ り 牛 じ, 1リ､ 後托Il

的に樹枝状 か ら網ト‖ノミに腫瘍血管が構築 され , 血管 師宣も移帥

後4 日 目 か ら 14 I｢l 日 に か け て 22 .8 ± 4 .3 か ら3 8 .8 ± 2 .1 と 緑l 川勺

に増加 し た.

2 . 血 管新/L 因 子の 発現 は
,
V E G F は移柚後7 1 = 1 以 降に , b-

F G F は 移植後14 日 ‖以 降に 僻瘍都= 紗f ●の 発現が 認 め ら れ
,

こ

れ ら の 因子が 移植腫瘍 に お け る 血 管新/巨の 促進 に相乗的 に作川

し て い る もの と考 え ら れ た が , 初期の 血 管新生の 誘導 に は こ れ

ら両因子以外 の 因了
･

が 血 管の 誘 導に 関与 して い るlけ能性が ホ唆

され た .

3 . 移植腫瘍 の P C N Ar劉生細胞率 は移植後2 日 H か ら 移植後

21 日日まで 31 .0 ､ 3 6 .0 % と ほ ぼ･十走 の 値を示 し, 膿瘍の 増大や

血管密度 と は 関連性が認 め ら れ なか っ た が , 頭部リ ン パ 節転移

率 は移植後7 日日で 16 .6 %
,
1 4 日 日で33 .3 %

,
2 1 日 目 で 83 .3 %

に認 め , 腫 瘍 の 増 大や 血 管密度 と関連 し て い る こ と が 示 さ れ

た .

4 . 新生児皮膚血 管内皮細胞
,
O S C -1 9 細胞 と もに T N P -4 7 0 に

対 して 低濃度か ら感受性を示 し; 濃度依存的 に細胞数の 減少を

認め たが
,
1 0 0 p g/ m l 以上 の 濃度 に お い て は血 管内皮細胞の 方

45

が O S C - 1 9 郁川包に比 べ て 有意 に増穂が抑制 さ れ て い た . また移

植腫瘍 にお い て は , 移植後21 日 目 の 腫 瘍血管密度 は対照群で

は38 .5 ± 3 .8 で あ っ た の に対 して T N P -4 7 0 投与群で は28 .0 ± 3 .6

と有意 に低値 を示 した (p < 0 .0 5) こ と か ら, T N 下旬70 の 投与 に よ

り 血管内皮細胞の 増殖が抑制さ れ て 血管新生 が 阻害され た こ と

が 示 され た .

5 . 背部皮 下 膿瘍 の 相対的体積増加率 は , 対照 群で は 6 .2 ±

2 .5 で あ っ た の に対 し て T N P -4 7 0 投与群 で は 2 .6 土2 .0 と 有意 に

低く ( p < 0 .0 5) , また 口底腫瘍 の P C N A 陽性細胞率 に お い て も対

照群 で は34 .8 ± 6 .8 % であ っ た の に対 して T N P -4 7 0 投 与群で は

1 9 .1 ± 6 .4 % と 有意 に低か っ た ( p < 0 .0 1) こ と より ,
T N P -4 7 0 の

投与 によ り移植腫瘍 の 増殖が抑制され た こ とが 示 され た .

6 . O S C -1 9 細胞移植後21 日 目の 頚部リ ン パ 節転移率 は対照群

で は 91 .7 % で あ っ たの に対 して , T N P - 4 7 0 投与群で は4 0 .0 % で

あり有意 に低値 を示 し (p < 0 .0 2 5) , T N P -4 7 0 の 投J 封 こよ り 頚部

リ ン パ 節へ の 転 移が 抑制さ れ た こ とが 示さ れ た .

以 上よ り
, 口 腔扁平上皮痛で は経 目的な膿瘍の 増大に伴 っ て

血 管新生 が 促進 し, 頚部リ ン パ 節 へ の 転移 の 頃度も増加する こ

と が 明ら か と な っ た . また , 血 管新生阻害薬 によ る 抗血管新生

療法がl【調空将 の 増殖 と転移を抑欄1け る新 しい 治療法 になり得る

可能性 が示唆 さ れた .
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