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脊椎悪性腫瘍切除術 における抗癌剤洗浄の 安全性と

有効性に関する実験

金沢大学医学部医学科整形外科学講座 ( 主任 : 富田 勝郎教授)

古 瀬 久 裕

脊椎悪性腫瘍 の 根治的切除は そ の 中央 に位置 して い る脊髄 を 愛護 しなが ら行 わ な けれ ば な ら ない の で極 め て 困難であ

る. 脊髄機能 を温存する た め に は
一 部で 腫瘍内 に切り込まなけれ ば なら な い 場 合もあり , そ の よう な 際に は腫瘍細胞 の 術野 へ

の コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン が 危惧 さ れ る . 脊椎悪性腫瘍 に対す る手術療法 の 局所根治性を高 め る た め に , 筆 者は抗癌剤を用い て直

接手術野 を洗浄す る こ と を検討 した.
シ ス プ ラ チ ン で 局所洗浄を行 っ た場 合の 脊髄 へ の 影響 と , シ ス プ ラ チ ン の 殺細胞効果 に

つ い て 実験を行 っ た . 方法 と して , ラ ッ トを椎弓切除 した 後, 2 m g/ k g の シス プ ラ チ ン (0 .5 m g/ m l) を硬膜外 に投与 した群と

大腿 静脈内 へ 投 与 した 群に 分けた . その 結果, どち ら の 群 に お い て も下肢 の 運動機能異常は見ら れ ず, 脊髄の 組 織学的変化も

認め ら れ なか っ た . 血 中の シス プ ラ チ ン の 濃度 は, どの 時点 に お い て も硬膜外 へ 投 与 した群 と 大腿静脈内 へ 投与 した 群の 間に

有意な差を認め な か っ た (P < 0 .0 5) . また どち ら の 群 も脊髄内の シ ス プ ラ チ ン膿 度は 測定感度以 下 (< 0 .1 0 〃 g/ g) で あ っ た . 次に

腫瘍細胞 に シス プ ラチ ン また は 蒸留水を作用 させ た場合の 殺細胞効果 に つ い て検討 した . まず シ ス プ ラチ ン を接触さ せ た 場合,

接触時間が長く な る に従 い 殺細胞効果 は増強 した が , 1 0 分間接触 させ た場合で も腫瘍細胞を絶滅 させ る こ と は で きなか っ た .

一

方 , 蒸留水 に は殺細胞効果 を認めなか っ た . し か し蒸 留水で シ ス プ ラチ ン を128 倍ま で倍希釈 し, 腫 瘍細胞に そ れ ぞ れ の 希

釈液 を5 分 間接触 させ た と こ ろ
,
2 倍 に希釈 した 場合 に殺細胞効果 は最大 と な り , 細胞 内の シ ス プ ラ チ ン 濃度も最高 と な っ た .

ま た蒸留水を2 .5 分間接触 させ た後 に シ ス プ ラ チ ン を2 . 5 分間接触 させ る と そ の 効 果は 著明 に増強 され , 腫瘍細胞 は絶滅 した .

こ の 方法 の 方 が2 倍 に 希釈 した場合よりも殺細胞効果も細胞内 シス プ ラチ ン 濃度も高 か っ た . 以 上 よ り
,
脊椎手術時 に シ ス プ

ラチ ン で 術中洗浄を行 っ て も脊髄に対 して安全である こ と が確認さ れ た . また 蒸留水
,
次い で シ ス プ ラチ ン を併用 し て腫瘍細

胞 によ る 汚染の 可 能性があ る術野を洗浄する こ と は 腫瘍細胞 に対 して 著明な殺細胞効果を示す こ とが 明 らか と な っ た . こ の 方

法は脊椎悪性腫瘍切除術の 局所根治性 を高め , 再発 防止を防止す る有効な手段 であ る と考え ら れ た .

K e y w o r d s cis p l atin , di still ed w at e r , l o c al ir ri g ati o n , m ali g n a n t v e rt eb r al t u m o r

従来より 四肢 の 悪性腫瘍 に対 して は正 常組織 を含め た腫瘍切

除, 即 ち広範切除術が標準的治療 と して 行わ れ て い る が ,
脊椎

悪性腫瘍の 手術で は脊髄機能を温存 し ようと す る 限り そ の よう

な広範切除は困難 で あ る . なぜ な ら ば脊椎の 中央に は 脊髄 が存

在 して い る と い う解剖学的特性を有す るか らで ある . こ の た め

脊椎悪性腫瘍の 治療 に お い て根治性 を求め る こ と は ほ と ん ど不

可 能 と考え られ て き た . そ れ故 に以 前 は放射線療法 や化学療法

の み の 対症療法で す ま さ れ る こ と も多か っ た . さ ら に 手術療法

は脊髄機能 に障害 が出現 して 初め て 選択 さ れ る こ と が 多く, そ

の 方法も脊髄 の
一

時的 な除庄 を目的と した単なる病巣掻爬や椎

弓切除の み に止ま っ て い た . もちろ ん そ の 治療成績は高い 局所

再発率の 故に不良であり
,
その た め 一 部で は 脊椎悪性腫瘍 は手

術 をする べ きで は な い と い うよ う な認識もあ っ た
l)2)

. しか し
,

1 9 6 8 年 に u e v r e ら
3)
によ り脊椎骨全切除術が最初 に報告 され て

以来, 脊椎悪性腫瘍を手術 によ っ て 全て 切除しよう とす る試 み

が行 わ れ る よ う に な っ て きた
4 卜 6)

. また近 年の 脊椎イ ン ス トル

メ ン テ
ー

シ ョ ン の 進歩 と手術手技の向上 に伴い , 新 し い 術式 の

開発も可能とな っ て き た . 当教室の 富 田 ら 汀o m it a ら)
刀 ､ 9)
は 脊

平成1 0 年5 月 7 日受付, 平成 10 年6 月 2 日受理

A b b r e vi ati o n s : P B S
, P h o s p h at e

- b u fEe r e d s ali n e

椎骨全切除術の 考えを さ ら に 発展さ せ , 腫瘍学的根治性を追求

した 脊椎骨全摘出術 (t o t al e n bl o c s p o n d yl e e t o m y) を開発し,

報告 して き た . こ れ は悪性腫瘍 に簡患 した 脊椎骨 を腫瘍学的に

一

塊と して 摘出 し, しか も脊椎 の 支持惟を失う こ と なく脊髄粍

能 をも温存す る こ と が で きる 術式であ る.
こ の 方法 で は脊椎紳

瘍の ほ と ん ど の 部分で腫瘍外操作が 可 能で あるが , 脊髄機能を

温存す るた め に は腫瘍に侵さ れ た 椎骨 を い ず れ か の 部分で 切離

せ ざる を得 な い . 実際に は椎骨の 前方要素 と後方要素の 接合部

であ る椎弓根 の 部分で 切離 し て脊椎 を摘出 して い る . その ため

腫瘍 の 進展様式 に よ っ て は こ の 限 られ た切離部分 で腫瘍内に切

り込 む こ と は止む を得な い . こ の 場合 に 問題 と な る の は腫瘍細

胞 に よ る術野の コ ン タ ミネ
ー

シ ョ ンで あり
,
こ れ によ っ て局所

再発を引き起 こ すこ と が 危倶 さ れ る .

消化 器病 や卵巣癌の 場合に は腹膜転移の 治療と して シ ス プラ

チ ン によ る腹腔内洗浄が行 わ れ て い る
1 0 卜 14)

. 筆者 は こ の 方法

を脊椎悪性腫瘍手術時 に お ける腫瘍細胞の コ ン タ ミネ
ー シ ョ ン

に対処する方法 と して応用できる の で は な い か と考えた . 整形

外科領域に お い て は シ ス プ ラ チ ン の 局 所投与 に関す る報告 は少
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なく
15)
,
脊椎手術時 にお け る シス プ ラチ ン 局所投与 に関する報

告は未だ無 い . 従 っ て 脊髄 の 近傍 ヘ シ ス プ ラチ ン を局所投与 し

た場合に ど の よう な問題が起 こ るか は 不明であ る. また 手術中

の 行為であ るた め｢ 容易か つ 短時間で最大 の 効果 が挙げられ る｣

方法で ある こ とが 望ま し い が , そ の ような極め て 短時間接触さ

せた場合 の 殺細胞効果 に関す る報告も見 ら れなか っ た . 筆者は

脊椎悪性腫瘍 の 手術時 に シ ス プ ラチ ン で 局所洗浄を行 っ た場 合

の 脊髄に対す る安全性と , コ ン タ ミネ
ー シ ョ ン し た腫壕細胞に

対する殺細胞効果 に つ い て 検討 し た .

対象 お よび方法

Ⅰ. シ ス プラ チ ンの硬膜外投与の安全性

本実験で は シ ス プ ラ チ ン (日 本化薬, 束京) は希釈 しな い 場

合は全て0 .5 m g/ m l の 濃度の もの を使用 した .

1 . 実験動物お よ び麻酔方法

体重200 ～ 3 0 0 g の W i s te r 系雌性 ラ ッ ト (日 本ク レ ア , 東京)

を実験 に供 した . 全 て の 群 にお い て 1 群 に つ き5 匹ず つ を以 下

の実験 に便増 した . ジ ュ チ ル エ
ー

テ ル に て吸 入麻酔を行 っ た 後,

ベ ン トパ ル ビ タ
ー ル (大日 本製薬 , 束京) を30 m g/k g 腹 腔内投

与し, 続 い て 硫酸ア トロ ピ ン (田 辺, 東京) を1 m g/ k g 筋肉内投

与した. こ の 全身麻酔 下で 以~F の 実験 を行 っ た .

2 . 椎弓切 除ラ ッ トの 作成

ラ ッ トの 背部iE 中に 約2 c m の 縦切開を加え, 傍脊柱筋 を棟突

起およ び椎弓よ ケ) 剥離 した . 開創器 を用い て 術野を展開 し, 顕

微鎧を用 い て 出血 に十分注意 し な が ら 第8 胸椎 の 椎弓を切除

し, 硬膜を露出さ せ た .

3 . 薬物の 投与方法

1) 硬膜外 へ の シ ス プ ラチ ン の 投与

作成した 椎弓切除ラ ッ トの 手術野, 即 ち硬膜の 背側に シ ス プ

ラ チ ン を2 m g/k g 投 与し , そ の まま直ち に創を閉 じた .

21 静脈内へ の シ ス プ ラ チ ンの 投与

ラ ッ ト の 大 腿 静脈を展開 し , 静 脈 内 ヘ シ ス プ ラ チ ン を
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Ci s pl a ti n w a s i n tr a v e n o u sl y a d m i n i st e r e d ; ○ ,

Ci sp l a ti n w a s

e x tr a d u r all y a d m i n i st e r e d .

2 m g/ k g 投与 し創を閉 じた.

3) 硬膜外 へ の 生理 食塩水の 投与

作成 した椎弓切除ラ ッ トの 手術野 に生 理食塩水を4 m l/k g 投

与 し, そ の まま直ち に創を閉じ た.

4 . 血 清内お よ び脊髄内 シス プ ラチ ン 漉度の 測定

1) 群お よ び2) 群 の ラ ッ トに対 し0 .5 , 1 , 2
,
4
,
2 4

,
4 8 時間

後 に 全 身麻酔 を施 し, 大腿 静脈 よ り静脈血を約 2 m l 採 取 し

た .
こ れ を1 50 0 r p m で 1 0 分間遠心分離 し , 血 清 を約1 m l 採

取 し て -

8 0 ℃ で冷凍保存 した . 次に ジ エ チ ル エ
ー

テ ル に て屠

殺 した 後 に脊髄を摘出 し
,
こ れ も 【

8 0 ℃で 冷凍保存 し た . こ

れ ら の 血 清 お よ び 脊髄 の シ ス プ ラ チ ン 過 度を原子吸光計

Z e e m a n Z 8 1 00 型( El 立, 東京) に て測定 した .

5 . 下 肢の 運動機能評価

1)
,
2) , 3) 群 の ラ ッ トを4 週間経過観察 し, そ の 間の 下 肢の

運動機能をT a rl o v の 評価法
16)17)
に準 じて 評価 した . グ レ ー ド1

,

下 肢 が 全く動 か な い 完 全麻痺 ; グ レ
ー

ド2
,
わ ずか に 動くも

の ; グ レ
ー

ド3
,
立ち上 が る こ と が で き る もの ; グ レ

ー

ド4
,

歩く こ と が で きる もの ; グ レ ー

ド5
,
2 0

0

の 坂 を登る こと が で

き るもの .

6 . 脊髄の 組織学的変化の 観察

1)
,
2 ) , 3) 群 の ラ ッ トに対 し4 週 間後に全身麻酔下 に10 %

ビて
･
･

:
:
l J

F ig . 2 . Li gh t m i c r o g r a ph s of th e s pi n al c o r d of a r at . Ⅶ 1 e r at S

W a S a d m i n i st e r e d ci spl ati n e x t r a d u r al1 y a n d s pi n al c o r d w a s

e x ti r p a te d 4 w e e k s afte r . B a r i n d i c at e s O .5 m m . ( 朗 H E stai n ;

@ ) I . u x o r fa st bl u e s tai n . N o a b n o r m al ch an g e S ar e Ob s e rv e d .



2 1 6

ホ ル ム ア ル デ ヒ ド にて 経心臓直流固定に て 前固定 を行い ,
脊髄

を摘出 し て さ ら に 24 時間浸潤固定 を行 っ た . こ の 脊髄 を エ タ

ノ
ー ル お よ び キ シ レ ン で脱水 し た後, パ ラ フ ィ ン 包埋 し横断切

片を作成 した .
こ れ に H E 染色ま た は ル ク ソ

ー ル フ ァ ス ト ブ ル

ー 染色を施 し, そ れ ぞ れ の 脊髄 の 変性, お よ び脱髄 の 状態を光

学顕微鏡 を用 い て観察 した .

∬ . シ ス プラ チ ンの 短時間接触に よる殺細胞効果

1 . シ ス プ ラ チ ン が ヒ ト骨 肉腫培養細胞の 増殖 に及ぼす影響

まず ヒ ト骨肉腫培養細胞 O S T (当教室に て樹立
1 8

り を月ヨい て

次 の 実験を行 っ た . 6 穴プ レ ー

ト (培養面積9 .4 c m
2

/ 穴) に細胞

を1 穴あた り2 × 10
5

個播種 し, R P M I - 1 6 4 0 培 地 ( Gib c o , N e w

Y o r k
,
U S A) に て37 .0 ℃

,
5 .0 % C O 2 , 水蒸気飽和 の 状態 で培養

した. 4 8 時間後に 臆瘍細胞が 生 者 して い る こ とを確認 し, 燐 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, 東

京) で 静 か に 2 回洗浄 した 後 に次 の 方法 で薬剤 と接触 させ た

(n = 5) .

1) 蒸留水 と の 接触

蒸留水を1 分間, 5 分間, 1 0 分 間接触さ せ た .

2) シス プ ラ チ ン と の 接 触

シ ス プラ チ ン を1 分間, 5 分 臥 10 分 間接触 させ た .

3) 蒸留水ま た は N a C l 水溶液 と接触後 に シ ス プ ラ チ ン と接触

させ る2 段階接触

蒸留水 ま た は 0 .3 % , 0 .6 % , 0 .9 % の N a C l 水溶液を2 .5 分間

接触 させ ,
こ れ を吸引 して 取り除い た 後 に シス プ ラ チ ン を2 .5

分間接触させ た .

4) 対照

P B S と10 分 間攫触 さ せ た .
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Fig . 3 . G r o w th c u rv e Of O S T c ell s aft e r e x p o s u r e t o di still e d

w at e r . o s T c ell s w e r e e x p o s e d t o d i s till e d w at e r a n d th e

n u m b e r o f th e v i a b l e c ell s w a s c o u n t e d . ●
,
C O n t r Ol; ○ ,

e x p o se d f o r l m i n; P , e X p O S e d f o r 5 m i n ; 口 , e X p O S e d fo r lO

mi n .

*

p < 0 .0 5 c o m p a r e d wi th c o n t r ol g r o u p .

こ れ ら の 操作 の 後P B S で2 回洗浄 し, R P M I
- 1 6 4 0 培地で引き

続き培養を行 っ た , そ の 後5 日 目 まで 24 時 間毎 に トリ プ シ ンを

用 い て細胞を プ レ
ー

トか ら はが し, ト リ バ ン プ ル
ー

色素排除試

験法を用 い て 生 細胞の 濃度を計測 した , こ の 生 細胞の 濃度と全

液量の 積を も っ て 生細胞 の 総数を算出 した .

2 . 3 種 類の 腫瘍細胞に対す る シ ス プ ラ チ ン の 殺細胞効果

次 に使用 す る 腫瘍細胞 と して O S T , ヒ ト乳 癌細胞 (Z R ･ 75 ･

3 0)
19)
,
ヒ ト骨肉脛細胞 ( M G - 6 3)

2〔I) の 3 種を用 い た . 6 穴プ レ ー

ト に1 穴あ た り1 × 10
6

個 の 細胞 を播種 し, 4 8 時間培養し た後に

次 の 方法で薬剤 と接触 させ た (n = 5) .

1) 蒸留水 に よ る シ ス プ ラ チ ン 希釈液と の 接触

蒸留水 を用い て シ ス プ ラチ ン を2 倍 か ら128 倍まで 倍希釈し,

こ れ ら の 希釈液を そ れ ぞ れ 腫瘍細胞 に 5 分 間接触 させ た . なお

0 .5 m g/ m l の シス プ ラチ ン を希釈せず に5 分 間接触させ たもの を

1 倍希釈の 群 と し た .

2) 蒸留水接触後 に シス プ ラ チ ン と接触 させ る2 段階接触

i) それ ぞれ の 腫瘍細胞 に蒸留水を1 分 間接触 させ ,
こ れ を吸

引 して 取り除 い た後 に シ ス プ ラ チ ンを1 分間接触 させ た .

ii) 蒸留水 を2 .5 分間接触 させ , こ れ を吸 引 して 取り 除い た後

に シ ス プ ラ チ ン を2 .5 分間接触 させ た .

3) 蒸留水 と の 接 触

そ れ ぞ れ の 腫 瘍細胞 に蒸留水を5 分間接触さ せ た .

こ れ ら1) , 2) , 3 ) 群 の 細 胞 をP B S で2 回洗浄 し, 引き続き

培養 し た. 5 日 後 に 各々 の 生 細胞数を トリ バ ン プ ル
ー 色素排除

試験法を用い て 算出 し た .

3 . シス プ ラチ ン の コ ロ ニ
ー 形成能 に対す る影響

前述 の 1) , 2) , 3 ) 群 の O S T をP B S で2 軒先浄 し, その 後も

培養を継続 し た . 培 養14 [ = ] に倒 立 顕微鏡 で4 0 個以 上 の 細胞
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Fi g . 4 . G r o w th c u rv e Of O S T c ell s af te r e x p
o s u r e to ci s pl ati

n ･

O S T c ell s w e r e e x p o s e d t o ci s pl a ti n a n d th e n u m b e
r of th e

vi a bl e c ell s w a s c ｡ u n t e d . 0
,
C O n t r Ol; ○ , e X p O S e d f o r l m

書 ,
e X p O S e d f o r 5 m i n ; 口 , e X p O S e d f o r l O m i n ･

★

p < 0 ･05

C O m p ar e d w ith c o n tr ol g r o u p .
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よ りなる 集団を コ ロ ニ
ー

と して
,
そ の 数を計測し た (n = 5 ) .

4 . 細胞内シ ス プ ラチ ン 濃度の 測定

直径10 c m の デ ィ ッ シ ュ に O S T を1 ×10
7

個播種 し
,
4 8 時間後

に前述の 2 . 1 ) (但 し1 6 倍希釈まで) お よ び 2 . 2) と同様の カー

法で処理 した . そ の 後P B S で 2 回洗浄 し, こ の 細胞を トリ プ シ

ン で剥が し て 100 0 r p m で 1 0 分間遠心 した . 上 晴 をl吸引 し, 残

っ た細胞を - 8 0 ℃ で 冷凍保存 した . こ れ らの 細胞内の シ ス プ

ラチ ン 濃度を原子吸光計 にて 測定 した (n = 3) .

5 . 統計処理

測定値は全て , 平均 値± 標準偏差 で示 した . 各群間の 比較 に

はStu d e n t の t 検定を用 い た . 危険率5 % 未満 (p < 0 .0 5) の 場合を

有意農あり と した .

成 績

1 . シス プラ チ ン の 硬膜外投与の安全性

1 仁 血清内 シ ス プ ラ チ ン濃 度

硬膜外 へ シ ス プ ラ チ ン を投 与 した 群で は 血 清内 シ ス プラ チ ン

濃度は3 0 分後 に 1 .1 1 ± 0 . 1 7
一

′∠ g/ n 11 と 最高値 を 示 し, 以 後は軽

時的に漸減 した .
2 4 時間後に は0 .2 4 ± 0 .0 2

′
乙′g/ m l と なり , ほ ぼ

プラ ト
ー

に達L た .

心胆静脈内 へ シ ス フ~ ラテ ン を投
J

プ･ した 群 にお け る 血 清内 シ

ス プラ チ ン 濃 度は 30 分 後 に1 .2 7 ± 0 .1 5 / ∠ g / m l と 最 高値を示

5
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Fig ･ 5 ･ G r o w th c tl rv e Of O S T c e 11 s a ft e r e x p o s u r e t o N a C I

S Ol u ti o n a n d ci s pl ati n ･ O S T c e11 s w e r e e x p o s e d to v a ri o u s
C O n e e n t r a ti o n o f N a C I s ol u ti o n f o r 2 ,5 m i n a n (1 ci s pl a ti n f o r 2 .5

m i n ･ ○, 0 ,9 % N a C I s ol u ti o n; 0 . 0 . 6% N a C I s ol u ti o n ; 乱 0 .3 %
N a C I s ol u ti o n ; 口

,
di still e d w a t e r .

2 1 7

した . こ ち ら の 群 も以 後 は軽時的 に漸減 し
,
2 4 時間後 に は

0 ,1 5 ±0 .0 2 / ∠g/ m l と な り , その 後は大.きな 変化を認
めなか っ た .

どの 時点にお け る測売値も, 硬 膜外 へ シ ス プ ラチ ン を投与 し

た 群と 静脈内 へ シ ス プ ラチ ン を投与し た群の 両群間に有意差 は

認め な か っ た(図1) .

2 , 脊髄 内シ ス プラ チ ン濃度

硬膜外 へ シ ス プ ラチ ン を投与し た群お よ び静脈内 へ シ ス プ ラ

チ ン を投与 した 群と も
, 脊髄内の シ ス プ ラチ ン濃度 は30 分後 か

ら48 時 間後の どの 時点 におい て も測定感度以 下 ( < 0 .1 0 /ノ g/ g)

で あ っ た .

3 . 下肢 の 運動機能評価

4 週間 の 経過観察期間中, 下 肢の 運動機能 は全 て の 群 に お い

て グ レ
ー

ド5 で あ っ た . 全て の ラ ッ トは 正常 に歩行 し, 明ら か

な下 肢の 運動機能異常を認め たもの はな か っ た .

4
. 脊髄 の 組織学的変化

4 週間後 の 脊髄 の 光学顕微鏡的組織学的変化は全 て の 群に お

い て H E 染色, ル ク ソ ー ル フ ァ ス トブ ル
ー 染色の い ずれ に お い

て も形態学的変化, 脱髄 な どの 所 見は 認め な か っ た(回2) .

Ⅰ . シス プ ラ チ ン の 短時間接触 に よる 殺細胞効果

1 . シ ス プ ラ チ ンが O S T の 増殖 に及ぼす 影響

2 × 10
5

個播 種 し た O S T の 生 細胞数は指数関数的 に増殖 し,

播種後24 時間で (2 .3 0 ± 0 .1 2) × 1 0
5

個 で あり
,
播 種後4 8 時間,

即ち薬剤を棲触 させ る時点で は (4 .2 5 ± 0 .1 1) × 1 0
5

個と な っ た .

1) 蒸留水と の 接触

2 ×1 0
5

個播 種 し た O S T の 対 照群は 1 日 棲は (臥7 6 ± 0 .7 7) ×
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Dil u ti o n r a t e

Fi g . 6 . N u m b e r of th e vi ab l e O S T c ell s 5 d a y s a A e r e x p o s u r e t o

V a ri o u s s ol u ti o n . (瑚 Ci s pl a ti n w a s d il u t e d l : 1 , 1 : 2 , 1 : 4 , 1: 8 , 1:

1 6
,
1 : 3 2

,
1 : 6 4 a n d l : 1 2 8 . O S T c e11 s w e r e e x p o s e d t o ci s pl ati n

W ith e a ch dil u ti o n f o r 5 m i n . (B ) O S T c ell s w e r e e x p o s e d t o

d i sti11 e d w at e r a n d ci s pl ati n r e s p e c ti v el y . W , tu m O r C ell s w e r e

e x p o s e d t o di s ti11 e d w ate r f o r 5 m i n; W
- C l

,
tu m O r C e11 s w e r e

e x p o s e d t o di s till e d w at e r f o r l m i n a n d ci s pl ati n f o r l m i n ; W
-

C 2 .5
,
t u m O r C ell s w e r e e x p o s e d to d i still e d w ate r f o r 2 .5 m i n

a n d ci s pl ati n f o r 2 .5 m i n .



2 1 8

1 0
5

個 であり, 以後3 日後まで 増加 し続けた . そ の 後 は大きな変

化 を認 めず, 3 0 × 1 0
5
個前 後で あ っ た . O S T に蒸留水 を1 分 間

接触 させ た 群で は生絹胞数 は1 日後 に (6 .7 8 ± 0 .8 2) × 1 0
5

個 で あ

っ た . 以 後は 指数関数的に増加 し, 5 日後 に は (3 1 .3 ±1 ･4 7) ×

1 0
5
個と な っ た . 5 分 間接触 さ せ た 群は 1 分間の 群 に比 べ て増加

速度 は低下 し た もの の や は り指数関数的に増加し, 5 日後 に は

(26 .3 ±0 .6 2) × 1 0
5
個 と な っ た . 1 0 分 間接触 させ た群 で は 1 日 後

は (4 .1 0 ± 0 .2 0) × 1 0
5

個 と
一

時増加 が抑制さ れ た が ,
そ の 後は

再増殖 し5 日後 は (22 .0 士 1 .4 0) × 1 0
5
個 であ っ た .

どの 群 にお い

ても5 日彼 の 時点 で は対照群 と有意差を認め な か っ た (図3) .

2) シス プ ラ チ ン と の 接触

対照群 は前項 の 蒸留水と の 接触 の 実験 と同 じも の を用い た .

2 × 1 0
5

個播種 した O S T に シス プ ラ チ ンを1 分 間接触 させ た群 の

生細胞数 は
,
増加 し続けは した もの の どの 時点 にお い て も対照

群 より有意 に少な い 借で あり, 5 日後 は (11 .0 ± 0 .8 9) × 1 0
5

個 で

あ っ た . 5 分 間接触 さ せ た 群 で は その 後経時的 に減少 し, 1 日

後 は･(4 .1 4 ±0 .1 8) × 1 0
5

個 で あり5 日後 に は (2 .4 6 ±0 .1 8) × 1 0
5

個 と な っ た . 1 0 分間接触 させ た群で は さ ら に減少 して 5 日 後 に

は (0 .64 ±0 .1 0) × 1 0
5

個 と なっ た . しか し シ ス プラチ ン と 10 分

間接触 させ て もO S T が 死滅する こ と は なか っ た (圃4) .

3 ) 蒸留水また は N a Cl 水溶液と接触後に シ ス プラ チ ン と接触

させ る2 段 階接触

2 × 10
5
個播種 した O S T に 蒸留水を2 .5 分間接触 させ た後 に シ

ス プ ラチ ン に2 .5 分 間接触 させ た群で は , 生細胞数 は激減 した .
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Fi g . 7 . N u m b e r o f th e vi al )1 e M G
-6 3 c ell s 5 d ay s aft e r e x p o s u r e

t o v a ri o u s s ol u ti o n . 仏) C i s pl ati n w a $ dil u t e d l : 1 t o l : 1 2 8 ･

M G - 6 3 c e11 s w e r e e x p o s e d to ci s pl ati n w i th e a c h dil u ti o n f o r 5

m i n . (B ) M G - 6 3 c ell s w e r e e x p o s e d t o di sti11 e d w a t e r a n d

ci spl a 血 . W
,
t u m O r C ell s w e r e e x p o s e d t o d i sti11 ed w a te r f o r 5

m i n; W C l , t u m O r C ell s w e r e e x p o s e d t o di s till e d w a t e r fo r l

mi n a n d ci s pl 鵬 n f o r l m i n ; Ⅵ
L C 2 .5

,
tu m O r C ell s w e r e e x p o s e d

t o di still e d w a t e r fb r 2 .5 mi n an d ci spl ati n fo r 2 .5 mi n .

1 日後に は (1 .2 2 ± 0 .1 2) × 1 0
5
個 と なり ,

そ の 後も指数関数的に

減少 して4 日 後 は (0 .0 4 ± 0 .0 1) × 10
5

個 と なり ,
5 日 後に は つ い

に 生 細胞 は観察 さ れ なく な っ た . 0 ,3 % N a C l 水 溶液 を2 .5 分間

接触 させ た 後に シ ス プ ラ チ ン を2 .5 分 間接触 させ た 群で も生細

胞数 は経時的 に 減少 し た が そ の 速 度 は や や 鈍く ,
1 日後は

(2 .9 6 ± 0 .1 5) × 1 0
5

個 で あり5 日 後に は (0 .1 6 ± 0 ･0 2) × 1 0
5
個の生

細胞が残 っ た . N a C l 水 溶液の 濃度が 0 .6 % の 群で は生細胞数は

さ ら に残存す る傾向を見せ ,
5 日 後は (0 .8 5 ± 0 .0 8) × 1 0

5
個であ

っ た . 0 .9 % N a C l 水溶液 を用 い た 群で は 生 細胞数 に大きな変化

は見 ら れ ず 1 日 後 は (5 .3 3 ± 0 .4 0) × 1 0
5

個 で あ り
,
5 日後は

(3 .9 4 ± 0 ,3 3) ×1 0
5
個で あ っ た( 図5) .

2
. 3 種類 の 腫瘍細胞 に対する シス プ ラ チ ン の 殺細胞効果.

1 × 1 0
6

個 の O S T に シ ス プ ラチ ン また は こ れ を蒸留水 で希釈

した 溶液を5 分 間接触 させ ,
5 日後 の 生 細胞数 を計測 し た実験

で は
,
シ ス プ ラ チ ン に接触 さ せ た場合 は 生 細胞数 は (20 . 6 ±

1 .6 0) × 1 0
5
個で あっ た が , 2 倍 に 希釈す る と (0 .2 5 ± 0 .0 4) ×10

5

個 と な っ た . 以 後16 倍 希釈ま で は 0 .4 × 1 0
5

個前後 と 比較的少

な い 値 で あ っ た が , 3 2 倍以上 の 希釈に な る と 再び 増加 し, 1 28

倍希釈で は (8 .6 0 士1 .3 0) × 10
5

個と な っ た (図6 朗 .

1 × 1 0
6
個 の O S T に 蒸留水を5 分 間接触さ せ た結果 ,

5 日 後の

生 細胞数は (2 臥9 ± 1 .1 2) × 1 0
5

個で あ っ た . 同数の O S T に蒸留

水 を 1 分 間接触 させ た後 に シ ス プラ チ ン を1 分 間接触さ せ た2

段 階接触群 の 5 日 彼の 生 細胞数 は (0 .0 3 ± 0 .0 1) × 1 0
5

個であ っ

た . 蒸留 水を2 .5 分 間接触 さ せ た 後に シス プ ラチ ン を2 .5 分間接
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Fi g . 8 . N u m b e r o f t h e v i a b l e Z R -7 5 - 3 0 c e 11 s 5 d a y s aft
e r

e x p o s u r e t o v ar i o u s s ol u ti o n . (朗 Ci s pl ati n w a s dil u t e d l :
1 to

l : 12 8 . Z R :7 5 -3 0 c ell s w e r e e x p o s e d t o ei s pl a ti
n wi th e a ch

dil u ti o n f o r 5 m i n . 田) Z R - 7 5
- 3 0 c e11 s w e r e e x p o s e d t o di

sd ll ed

w a te r a n d ci s pl ati n . W
,
tu m O r C ell s w e r e e x p o s e d t o d is

d11ed

w a te r f o r 5 m i n ; W
- C l

,
t u m O r C e11 s w e r e e x p o s e d to d

i s dlle d

w a te r 女) r l mi n a n d ci s pl a ti n f o r l m i n ; W
p C 2 ･5

,
t u m O r C ells

w e r e e x p o s e d t o di s dll e d w at e r f o r 2 ･5 mi n a
n d ci s pl a 血 f o r

2 ･5

11 1i n .
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触させ た群で は5 日 後に は 生 細胞 は観察さ れ な か
っ た (図6B) ･

1 ×1 0
6
偶 の Z R 7 5 - 3 0 に シス プ ラ チ ン また は こ れ を蒸留水で希

釈した溶液を5 分間接触 さ せ ,
5 日 後 の 生 細胞数を計測 し た実

験で はt シ ス プ ラ チ ン に接触 させ た 場合 は (10 ･1 ± 0 ･7 6) ×1 0
5

個であっ た が ,
2 倍 に希釈す ると (0 ･8 0 士 0 ･1 6) × 1 0

5
個と な っ た ･

これ 以 上希釈 した 場合の 生細胞数に は
一

定 の 傾 向は 見 ら れず ,

およ そ1 ×10
5

個 か ら6 × 10
5

個 の 間の 値で あ っ た (図7A) .

1 ×1 0
6

個の Z 払75 -3 0 に 蒸留水を5 分 間接触 させ た結果, 5 日

彼の 生細胞数は (11 .7 ± 0 ･8 2) × 1 0
5

個で あ っ た ･ 同数の Z R -7 5 - 3 0

に蒸留水を1 分間接触 させ た 後 に シ ス プ ラ チ ン を1 分 間接触 さ

せ た群の 5 日 後の 生 細胞数 は (0 .9 3 ± 0 .0 2) × 1 0
5

個 であ っ た . ま

た蒸留水 を2 ,5 分間接触 させ た後 に シス プ ラチ ン を2 .5 分間接触

させ た群は 5 日 後で (0 .0 1 ± 0 .0 1) ×1 0
5
個 で あ っ た (図7 B) .

1 × 1 0
ti

個 の M G - 6 3 に シ ス プ ラ チ ン ま た は こ れ を蒸留水で希

釈し た溶液 を5 分 間接触 させ ,
5 日 後 の 生 細胞致 を計測 した 実

験で は, シス プ ラ チ ン に接触 させ た場合 は (5 .5 5 ± 0 .1 6) × 1 0
5

個であ っ たが ,
2 倍 に希 釈す る と激減 し (0 .0 1 士 0 .0 1) × 1 0

5
個

と な っ た . 以 後 は 増加 し8 倍希釈で は (6 .4 3 ± 0 .2 2) × 1 0
5

個 と

な っ たが , 1 6 倍以 上 の 希釈 で は 再 び 減少す る傾向が み られ た

(囲8 A) .

1 × 1 0
6

偶 の M G - 6 3 に蒸留水 を5 分 間接触 させ た結果, 5 日 後

の 生細胞数は (3 .3 7 土 0 .1 8) ×1 0
5

個で あ っ た . 同数の M G -6 3 に

黄留水を1 分 間接触 さ せ た後 に シ ス プ ラチ ン を 1 分間接触 させ

た群, お よ び 蒸留水 を2 .5 分 間接触 させ た 後に シス プ ラ チ ンを

2 .5 分間接触 させ た 群 の 5 日 後の 生細胞数 は どち ら も (0 . 0 1 ±

0 皿) × 10
5
個で あ っ た (図8 B) .

こ の 実験で は O S T , Z R -7 5 -3 0 , M G -6 3 の どの 細胞に お い て も

蒸留水に2 .5 分間接触 させ た 後に シ ス プ ラ チ ン と 2 .5 分間接触さ

せた場飢二姑小値 を示し, 生 細胞はほ と ん ど観察 され なか っ た .
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Dilu ti o n r at e

Fig ･ 9 ･ N u m b e r o f c ol o ni e s o f O S T c ell s 1 4 d a y s aft e r e x p o s u r e

to v a ri o u s s ol u ti o n . (朗 O S T c ell s w e r e e x p o s u r e to v a ri o u s

dil u ti o n of ci s pl a ti n . (B ) O S T c ell s w e r e e x p o s e d to d i still e d

W a te r a n d ci s pl ati n . W , t u m O r C ell s w e r e e x p o s e d t o di still e d

W a te r f o r 5 m i n ; W
- C l

,
t u m O r C ell s w e r e e x p o s e d to di still e d

W a te r f o r l mi n an d ci s pl a ti n f o r l m i n ; W
- C 2 .5

,
t u m O r C ell s

W e r e e x p o s e d t o di s till e d w at e r fb r 2 .5 m i n a n d ci s pl a ti n f o r 2 .5

m i n .

3 .
シス プ ラ チ ン の コ ロ ニ

ー 形成能 に対する影響

1 × 10
6

個の O S T に シス プラ チ ン を5 分間接触 させ た結果, 2

週間彼の コ ロ ニ ー の 数は多数 の コ ロ ニ ー が 重なり合い 計測不能

であ っ た . 蒸留水 を用い て2 倍か ら16 倍ま で 希釈 した シス プ ラ

チ ン 溶液 に接触 させ た 群で は コ ロ ニ
ー

の 形 成 は認 め なか っ た

が
,
3 2 倍以 上 に希釈 し た群 で は 再 び コ ロ ニ

ー を形 成 し
,
1 2 8

倍 に 希釈 した 群 で は 多数の コ ロ ニ ー

が 重 な り合 い 計測不能 で

あっ た (図9A) .

同数の O S T に蒸留水 を5 分間接触 させ た 群で も多数の コ ロ ニ

ー が 重な り合 い 計測不能であ っ た . 蒸留水を1 分 間接触 さ せ た

後に シ ス プ ラ チ ン を1 分間接触 させ た評 ,
お よ び蒸留水を2 . 5

分間接触 させ た後 に シ ス プ ラ チ ン を2 .5 分間接触 させ た群 で は

どちら も コ ロ ニ ー

の 形成は認め なか っ た (図9B) .

4 . 細胞 内の シ ス プラ チ ン濃度

直径10 c m の デ ィ ッ シ ュ に1 ×10
7
個 の O S T を播種 し, 4 馴寺間

後に薬剤と接触 させ た実験 にお い て , 細胞 内の シ ス プ ラチ ン 濃

度は シ ス プ ラ チ ン と 接触さ せ た 場合 は1 .1 4 ± 0 .2 9 〃 g/ g で あ っ

た が
,
シ ス プ ラ チ ン を蒸留水で 2 倍 に希釈 した 群で は大幅 に増

加 し21 .3 ± 2 .9 5 〃 g/ g と な っ た . そ れ 以 上 の 希釈で は 徐々 に減

少 して い っ た . 蒸留水 に1 分間接触 させ た後 に シ ス プ ラチ ン に

1 分間接触 させ た群 は28 .9 ±4 .9 9 /∠ g/ g で あ っ た . 蒸留水 に2 .5

分 間接触 さ せ た 後 に シ ス プラ チ ン に 2 .5 分 間接触 させ た 群 は

33 .4 士 6 .4 7〃 g / g で あり ,
こ の 実験 に お ける 最高値を示 し た

(図10) .
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e x p o s e d t o di s till e d w a t e r a n d ci s pl a ti n . W
- C l

,
t u m O r C ell s

w e r e e x p o s e d t o di s till e d w at e r f o r l m i n a n d ci s pl a ti n f o r l

mi n ; W
･ C 2 .5

,
tu m O r C ell s w e r e e x p o s e d t o di still e d w at e r f o r

2 .5 m i n an d ci s pl ati n f b r 2 .5 m i n .
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,
考 察

悪性腫瘍 を治療する際の 原則は病巣 を
一 塊 と し て切 除する こ

と で あ る. 四 肢 にお い て は E n n e k i n g が提 唱 した サ
ー ジ カ ル ス

テ ー

ジ ン グ シ ス テ ム
2 1)
を田い て , 腫場外操作を行う こ と に よ っ

て 患月支温存の 町能性が 高ま っ た .

一 方 , 脊椎悪性腫瘍 にお い て

は椎骨 の 中央 に脊髄が存在す る ため , 四肢 にお け る 場合 と同様

の 治療を行う こ と は で きな い . その た め手術治療 は対症的に行

わ れ る に過ぎず
,
成績 は根治性 と は程遠 い もの で あり , 脊椎 窓

惟腫瘍 の 治療 は困難を極 め た . し か し近 年当教室 の 富 田 ら

(T o m it a ら) は 腫瘍学的 に可 能 な 限 り徹底的に病巣を切除でき

る脊椎骨全切除術を開発 し た.
こ の 術式の 概略は 以~1F の 通りで

あ る. まず背側iE 中切 開に て侵 入 し, 腫瘍 に侵 され た椎骨 に達

す る . 次 に富 田 ら 汀o m it a ら) が独 自に 開発 した ワ イ ヤ
ー

で左

右の 椎弓根を切離 し椎弓を
山 塊 と して摘出す る. こ の ワ イ ヤ

ー

は 直径0 .54 m m の ス テ ン レ ス 鋼 で あり , 硬股 を傷 つ けず に 椎弓

根を極め て 鋭利 に切柾す る こ と が 可 能で ある . 続 い て イ ン ス ト

ル メ ン テ
ー

シ ョ ン を設置 し, 最後に椎体の 周囲を十分 に剥離 し

て こ れ を摘出す る
7 卜 9j

. こ の 術式 に よ っ て 脊髄機能お よ び脊椎

支持性を ど ち らも温存 し た まま脊椎悪性腫瘍 を
一

塊 と し て摘出

でき る よう にな っ た . し か し腫瘍 の 進展様式 に よ っ て は , 僅 か

に椎弓根部 の み と は い え, そ こ で膿瘍細胞 の コ ン タ ミ ネ
ー

シ ョ

ン を生 じる危険性 がある . 局所根治性 を高め る た め に は そ の 紳

胞も根絶する必要があり, 筆者は抗癌剤で術野を洗浄する こ と

によ り こ の 間題 を解決できる の で は ない か と 考えた .

1 9 6 5 年細菌学者 R o s e n b e r g ら
22)
は 朴歯の 成長と 電磁場 の 相関

に つ い て の 研究中, 白金電極 か ら生ず る白金化合物が大腸菌 の

増殖を抑制す る こ と を偶然に発見 した . そ の 後種 々 の 白 金化合

物 の 立体異性体 の う ち ci s 型 の シ ス プ ラチ ン が 抗膿瘍効果を持

っ こ と を 見い だ し, 多く の 動物実験で その 有効性 が証明 され た ･

現在, 悪性腫瘍 の 治療薬と して シ ス プラ チ ン は 頻用 され , 治焼

成積の 向上 に 重要な役割 を果 た して い る . こ の 紫別の 特徴 は優

れ た抗腫瘍効果と 比 較的穏や か な局所毒性であ り, 血 管 内投与

はもと よ り腹腔内投与 や睦内投与･ な ど様 々 な投与･方法 が検討さ

れ 臨床使用 され て い る . 本研究 で は こ の シ ス プ ラ チ ン を 用い て

局所を洗浄 した場合の 脊髄に対する安全性 と腫瘍細胞 に対す る

殺細胞効果 に つ い て検 討し た ,

シ ス プ ラ チ ン を血 管内 へ 投与･ した 場合の 甜乍何の
一

つ に悍機

能障害が挙げら れ , 投与量が 制限さ れ る 因了
･

と し て 電要で あ る ･

こ れ は シ ス プ ラチ ン が尿細管 上皮 の 蛋白と結合 し, 遠位尿細管

と集合管の 巣状壊死 や尿細管 の 拡張 お よ び 円柑1ラ成を
′卜じ る た

め で ある. 投与量 が 少な い 場 合は そ の 障害性 は軽度 で 町道性で

ある が
, 多い 場合 に は 非可逆性と な る と 言わ れ て い る

1()) 2 :り2 4)

こ の ほ か に も末梢神経障害, 中枢神経障害, 内耳障害, 骨髄機

能抑制な どの 副作用 が報告さ れて い る
2 5)

.

シス プラ チ ン を局所投与 し た場合 に問題と な るの は 蛋白非結

合型 に よ る細胞毒性 で ある.
こ れ は シ ス 位 に結合 し た ク ロ

ー ル

基また は カ ル ポ ン酸基が 水酸基と置換 し, さら に 柏内D N A と 結

合して核酸お よ び 蛋白の代謝異常を生 じ るた め と考えら れ る
26)

･

その た め今 回の よ う に硬膜周囲に直旗投与する場合には輩自非

結合型に よ る 殺細胞効果が期待でき る反面, 神経 系
へ の 悪影響

が危惧 さ れ る .
シ ス プ ラチ ン を血管内投与 した 場合 の 神経毒惟

に関して は すで に多く の 報告があ る . 末梢神経障害 に つ い て は

運動機能障害は ほ と ん ど出現 しな い が 下肢 の 感覚障害を主徴 と

した 多発性知覚神経障害 をみ る の が 特徴的で あり ,
こ れ は総投

与･量が20 0 ､

6 0 0 m g / m
2
か ら
.
′
巨じる と の 報吾が あ る

2 7) :仙
, 中枢

神経障害に つ い て は 軸索変性, 髄鞘の 破壊 な どの 報‡
一

子があり
こ与ヨ1

,

3 蔵の 小 児に 900 m g/ m
2

を投 与 した 例 の 剖検 で は 脊髄後索の 変

性 と後根神経 の 髄鞘線推 の 脱落が 見ら れ た と の 報 告が ある
33)

.

さ ら に実験また は 臨床に お い て 脳 へ の 移行を認め た と の 報告も

見ら れ るが ,
そ の 移行量は極め て 少量であ っ た と述 べ られ てい

る
27) 期 34 卜 37)

.

一 方入 江ら は ラ ッ トを用い た 実験で シ ス プ ラチ ン

を投与する と ,
そ れ は 直ち に腎 を始 め と し て多く の 臓器に移行

し たが 脳 へ の 移行は 認め な か っ た と 述 べ て い る
38)

,

硬膜外 に シ ス プ ラ チ ン を局所投与 した 場合, こ れ が 脊髄へ 到

達す る経路 と して は , 硬膜外静脈叢な どか ら吸収 さ れ循環系に

入 っ て か ら 脊髄 へ 到達す る場合と , 硬膜外周囲か ら 直接硬膜内

へ 入 る場合が考え られ る . 今 回ラ ッ ト の 硬膜外に投与し た実験

で は 下 肢の 運動機能障害 は生 じな か っ た . また 脊髄に は組織学

的な変化を認めず, 脊髄 内の シ ス プ ラ チ ン 濃度は どの 時点にお

い て も測定 さ れ な か っ た . 以 上 の 結 果 よ ぃ 硬膜外周囲 に

2 m g/ k g の シ ス プ ラ チ ン を投与
･ した 場合, 循環 系 に人 っ て から

脊髄 へ 到達する可能性と硬膜外周開か ら直接硬膜内 へ 入る吋能

性 の ど ち ら に お い て も硬膜内 へ 移行 し て そ の 悪影響 が党規する

こ と は な い もの と 考え た .

脊椎悪性腫瘍 に対 して手術療法を行う場合, 膿瘍 の 浸潤の 状態

によ っ て は 時に腹腔内や胸腔内に達する こ とが ある .
こ の ような

際に シ ス プラ チ ン を術野に便周 した場合, 胸腔内や 腹腔内
へ 入っ

た薬剤が 何 らか の 問題 を生 じる可能性 が考えら れた . しか し捌空

内へ 入 っ た場合は こ れ まで にな され た 数多くの 報告か ら そ の安全

性 に つ い て は特 に問題が な い も の と 考え られ る
1 0 卜 14)

. ･･-･L▲
一 九

胸腔内投与 に関 し て の 報告 は腹腔内投与 に比 べ る と 極め て少な

い が
,
F i gli n ら

‥用 )
や L e r z a ら

4("
,
L e e ら

1̀1 )
は 臨 凧 二 て1 00 ､

1 2 0 m g/ m
2
の シ ス プ ラ チ ンを 胸腔内 へ 投与 し て お り, そ の 安全

性 を確認 し て い る . ま た 本邦で も実験的ま た は臨床的に柊討さ

れ
,
そ の 副作用が軽度 で あ る こ と が報告さ れ て い る,

l コ = ì)
･ 従

っ て頻 剤が 胸腔内 へ 漏れ た と し て も塵篤 な副作用 を
′とじる こと

は な い もの と 考え ら れ る .

本宮験で は ラ ッ トの 碩 膜外 へ シ ス プ ラ チ ン を投 与した 射ナ
の

薫物動態 を見る た め に , そ の 血･ =農度 を人随静脈l勺 へ 投㌧した

場合と比 較 し た . そ の 結 果両群の 間に はイr 意ノ圭を認め な か
′
｣7 ∴

こ の こ と か ら シ ス プ ラ チ ン を硬膜外 へ 投
′

j
･ す る と比･蜘的情帖二

血中 へ 移行 す る こ と が 判明 し た. こ れ は 脊髄矧榔 こは 静脈裁か

発達 し て い る た め そ こ か ら薬剤が速や か に【馴丈さゴL る こ と によ

る も の と 考 え られ た . 早 期に 血 中に 移行す る と い う こ と は柁リー

した耶 には 長期間残存 しない と い う こ と で もあ畑,
局所に対す

る毒性は か な り軽減 され るもの と思わ れ る ･

以 仁の 検 討か ら ,
脊椎 悪性腫瘍の 手術 にお い て 捌莫が露川↓

て い る場合 に シ ス プ ラ チ ン を聞 い て洗浄 し て も脊髄 に対 し
て悠

形響を及ぼす こ と は なく安全に使用できるもの と結論 し た
･

シ ス プ ラ チ ン は D N A の 2 本鎖 の うち1 本鎖 上 の 隣接する グ
ア

ニ ン 残 基と 鎖内架橋 を形成す る こ と に よ っ て D N A 合成 阻害
を

起 こ すと さ れ て い る . 障害 を受けた細胞 はまずS 期で 停止し,

ぁ る程度損傷 を除去修復 して D N A 合成を行う･ しか し･ 細胞

が M 期 に 人 る た め の 遺 伝子 の 転写が 阻害 さ れ ,
メ ッ セ ン ジャ

ー

R N A の 合成 が で きない た め に 再び G 2/ M 期で ブ ロ ッ クが
生

じ る .
シス プ ラ チ ン の 濃度が 低くそ の 効果が不十分な場合には･

不完全 な新 生 R N A は 穴埋め 減少な ど の 複製後修復を受け
て有
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糸分裂に 必要 な蛋白合成を行 い ,
2 ､ 3 日 の うち に再 び細胞周

期を回るもの と , D N A 2 本鎖 の 切 断を来た し, そ の まま 死 滅す

るもの と に分か れ る .

一

方 , 濃度が 高い 場合 に は G 2 ブ ロ ッ ク

は永久的なもの と なり , 尉朋包は死 滅す る
4 7 日捌

.
こ の 抗腫瘍活性

は分子量約300 の 蛋白 非結合型 にあ る と さ れ て い る
4 刑

. し か

しシ ス プ ラ チ
ン は 強い 組織結合能 を有す る た め に , 静脈 内 へ 投

与され る と速 や か に血 柴蛋白と強く結 び つ き4 時間後に は90 %

が結合型 と な り, 抗腫 瘍効果を持
つ 非結合塑は 10 % に 過 ぎな

くなる
5 1)

､ 5:‡)
. 即 ち , 目的臓器 に達する前 に か な りの 抗腫瘍活

性が失わ れ る こ と に な り, そ の た め に い か に して よ り多く の 非

結合型 シス プ ラ チ ン を腫瘍祁胞 に集中さ せ るか が 重要に な る ･

こ の た め , 様 々 な 局所使用が試み られ る よ う に な り, 具体的

には腹腔1斗投与
1 0 卜 14)

,
膣 内投 与

54) 55 )
,
胸腔1年投与

39 卜 4(う)

,
乳癌

に対する局所注入
5 6) 5 7】

,
心 車内注 入

帥 59)
な どが 行わ れ て い る .

なかでも腹腔内投与 は近年盛 ん に行わ れ , そ の 高 い 奏効率の 故

に痛性腹膜炎 に対 し て有効 な治療法の
一

つ と な っ てい る ▲ そ の

薬物動態 の 特徴 は, 腹水中 の 非結合型 シス プ ラチ ン の 濃度が 著

明に高く, そ れが 比較的長時間腹水中に維持 さ れ る こ とで あ る.

この た め に高 い 腫瘍活性を得 る こ と が で き, さ ら に局所で の 濃

度が高い に もか か わ らず全身 へ の 影響 は比較的少 なくな る と言

われて い る
Ⅰ4)

.

本研究で は こ の よう な点 に 着日 し, 脊椎悪性腫瘍 を切除す る

際に生 じる腫瘍細胞 の コ ン タ ミ ネ
ー シ ョ ン に対 して シ ス プ ラ チ

ン を用 い て局所洗浄 し た場合の 有効性 に つ い て 実験を行 っ た .

当初は シス プ ラ チ ン を腫瘍細胞に直接接触 さ せ れ ば ,
血 液を 介

さずに薬剤が目標臓器に到達する た め 非結合型の 割合は極 め て

高くなり, 接触時間が極め て 短くても十分な殺細胞効果が得ら

れると考え た . と こ ろが 0 . 5 m g/ m l の シ ス プ ラチ ン を用 い て も

10 分間以内の 接触 で は腫瘍細胞 を絶滅 させ る こ と はで きな か っ

た . シ ス プ ラチ ン は拡散 に よる 膜輸送 シ ス テ ム が 存在す る こ と

により細胞内 へ 流 入す ると 考え られ て お り
醐
,
1 0 分間程度の 短

時間接触で は細胞を死滅 させ るの に十分 な量の 東剤が細胞内 に

入り込めず, こ の よう な結果 に な っ た と推測 さ れ た . 棲触時間

をよ り長くす れ ば 卜分 な効果を得 ら れ る も の と 考え ら れ る が ,

術中洗浄の 場合は手術仰 の 操作 の･-
一

環 と し て行う以 ヒ援触時間

にはお の ずと 制限がある . 筆者は洗削 二供 す る こ と の で きる時

間は最大10 分間程度と 考え て お り ,
こ れ 以 上撲触時間 を延長

する こ と は 望ま しく な い .
シ ス プ ラ チ ン の 扶 腫瘍凝 果は濃度依

存的である た め
,
効果を増強さ せ る 手段 と し て 漉度を 上げ るノノ

法も考え ら れ た . しか し今回便川 し て い る濃度 は0 .5 m g/ m l で

あり
,
こ れ は 現在市販さ れ て い る 頂波の 濃度で あ る た め 濃度を

上げる こ と は 容易で は な い . ニ の よ うに擢触畔閏 を延長す る こ

とも薬剤の 濃度 を 上げる こ と も困経である ため , さら に 人きな

効果を挙げる こ と の で きる 他の 方法 を検討 し た.

抗癌剤 の 効果 を増強 させ る手段の,･････ ･

つ と して 低浸透け を利川

する方法があ る.
こ れ は溶媒 の 浸透圧 を低くす る こ と によ っ て

抗癌剤の 効果 を増強す るも の であ るが , こ れ に 関す る報告 は極

めて少な い 61 = ミ4)
. そ こ で 本研究 で は こ の 方法を術中洗浄 へ 応

用する こ と に つ い て検 討 し た . 0 .5 m g/ m l の シ ス プ ラ チ ン の 浸

透圧比 は約1 .0 で あ る . こ の 浸 透圧を 下げ る に は 蒸留水で希釈

すれ ばよ い が
,
こ れ は すなわち シ ス プ ラ チ ン の 膿 度を 下 げる こ

とになる
. そ こ で浸 透圧 が低くなる こ と に よ る作用増強と, シ

ス プラチ ン の 濃度 が 下が る こ と に よ る作用減弱 の 両者の 影響を

見る ため に
,
シス プ ラ チ ン を蒸留水 で希釈 して , そ の 殺細胞効

果 を確 か め た .

そ の 結果, O S T , M G - 63 , Z R -7 5 - 3 0 の い ず れ に お い て も2 倍

に 希釈し た場合に生 細胞数 は最小値を示し
,
そ の 値 は希釈 しな

か っ た場 合よ りも少な か っ た . さ ら に O S T の コ ロ ニ
ー 形成 に

つ い て も検討 した結果, 1 倍 お よ び32 倍以上 の 希釈で コ ロ ニ ー

の 形成 を認め た が2 倍希釈 から1 6 倍希釈まで は コ ロ ニ ー は形成

され なか っ た . こ の よう にある 倍率まで は抗癌剤を希釈す る と

効果が増強す ると い う--川一一
･

見矛盾 した結果が得ら れ た . しか し こ

の 二相性 の 結果は , あ る 程度の 希釈ま で は浸透圧 が低く な る こ

と に よ る作用増強が薬剤の 濃度が低くなる こ と に よ る作用滅弱

を と回り , さ ら に希釈する と薬剤濃度低下 に よ る作用減弱 が低

浸透圧 に よ る作用増強を 上回 っ た と考え ると 理解 できる .

こ こ まで の 段階で , シス プ ラ チ ン 単独で は 十分な殺細胞効果

は得 ら れ な か っ たが , 蒸留水で希釈 し その 浸透圧 を下 げる こ と

に よ っ て 効果を増強 で き る こ と が判明 した. ま た そ の 野太有効

希釈倍率 は2 倍で あ っ た . しか し
,
そ の 場 合で もい く ら か の 生

細胞 が残 っ て い た た め, さ らに こ の 効 果を増強 させ , 膿瘍細胞

を絶滅でき る方法 と して 蒸留水と シ ス プ ラ チ ン を併用 し た2 段

階接触 を検討 した . まず2 × 10
5

佃 の O S T に蒸留水 を接触 さ せ

た が 腫瘍細胞障害性 は ほ と ん どな か っ た . し か し蒸留水 を2 . 5

分 間接触 さ せ た 後 に シ ス プ ラ チ ン を 2 . 5 分 間接触 さ せ た と こ

ろ
, 腫瘍 細胞は 死 滅 し た . 次 に蒸留水に N a C l を加えて 浸透圧

を変えた と こ ろ, N a C l の 濃度 を上 げ る に従 い 殺細胞効果 は低

下 し た .

シ ス プ ラチ ン の み を接触させ ても腫瘍細胞の 絶滅 には至 らな

か っ た こ と , 蒸留水単独 に よ る腫瘍細胞障害性が ほ と ん どなか

っ た こ とか ら
, 蒸留水を接触 させ た後 に シ ス プラ チ ン を接触さ

せ る二 段階接触で の 殺細胞効果 の 著明 な増強は相乗的作月] に よ

るも の と 判断さ れ た . また2 段 階接触 に お い て 初め に接触 さ せ

る 蒸留水 に N a C l を加 え た締果, その 濃度が 上 が る に従 い 殺細

胞効果は低 卜し た こ と よ り ,
殺細胞効果の 増強 は浸透圧 の 低さ

に 依存し て い る こ とが 裏付け ら れ た . ま た殺細胞効果が増強さ

れ た 群ほ ど細胞【ノ｣ シ ス プ ラ チ ン濃 度が 高く な っ てお り, こ の 効

果増臓は よ り 多く の シ ス プ ラチ ン が細胞巨= こ取 り込ま れ た た め

と 判断 さ れ た . こ れ らの こ と よ り
,
も し揺触時閃 を5 分間と 設

定す る な らば , 蒸留水を接触さ せ た 後に シ ス プ ラ チ ンを韻触さ

せ るノJ▲法 が 最も効果的で あ る こ と が 判明 し た . 蒸留水せ 2 .5 分

間接触 さ せ た 後 にシ ス プ ラ チ ン を2 .5 分l甘接触さ せ た群 で は ど

の月齢妙醐胞で も′L 細胞は ほ と ん ど張 らな か っ たが , 蒸留水 を1

分 間揺触 さ せ た 後 に シ ス プ ラ チ ン を1 分間撲触さ せ た 群で は

Z R - 7 5- 3 0 で 約9 % の
′卜細胞が 残 っ た . 従 っ て2 .5 分川ず つ の 接触

時間で は r-
･

分 な効果が 得 られ た が ,
1 分間 ず つ で は 不十分 で あ

る 叶能惟が あ る と ｡

l且わ れ た .

供浸透圧 シ ス プ ラ チ ン の 効架帽髄浦川= 二つ い ては 『溶鍬牽引』

が悦l 舶 ) …
一

つ で は な い か と する 意見もあ る
刷 i)

. こ れ は細 胞が

低浸透は溶液と接 す る と 捌某が細胞【勺 へ 位 人 し て細胞体積が増

加する が , そ の 際 に溶質も溶媒に引きずら れ て混 入する 硯象で

ある . しか し今桓1 の 実験で は蒸留水 を接触さ せ た後 に シ ス プラ

チ ン を接触さ せ て おり , 低浸透圧 環境にある と きは シ ス プ ラ チ

ン は 存在 して い な い , そ れ にもか か わ らず結果的に効果 は増強

さ れ て い る こ と か ら
,
そ の 原因が 溶媒牽引とする説に は鰊埋 が

ある と考え られ た . 筆者は浸透圧 の 低下 が 細胞膜の 透過性を克

進 させ
,
そ の 後投与さ れ た シ ス プ ラチ ン が 大量 に細胞内 に流 入

して 細胞内濃度が高くなり, そ の 結果腫瘍細胞が絶滅 し た と推
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測 して い る . こ の 説 を用い れ ば 低浸透圧 シ ス プ ラ チ ン に よ る 効

果増強作用も
, 蒸留水 を接触させ た 後に シ ス プ ラ チ ン を接触 さ

せ た場合の 効果増強作用も説明できる .

本 実験 で ほ こ の ように 劇的な殺細胞効果が得 られ た . 但 し こ

の 方法を用 い た と して も
,
残存腫瘍組織 に対 し て は十分 な効果

が得 られな い 可能性 がある こ と は心 し てお く必要が あろう . し

か し脊椎仝摘術 は膿瘍椎骨を 一 塊と し て摘出す る手術 である た

め
, 問題 とな る の は残存す る腫壕塊で は なく椎体を前方要素と

後方要素と に切り離す際 に生 じる 切離面で の 膿瘍細胞 の コ ン タ

ミネ ー

シ ョ ン で ある . 本研究 にお け る対象は そ の 遊離腫瘍細胞

であり, 蒸留水 を併用 した シ ス プ ラチ ン 局所洗浄 は5 分 間で 腫

瘍細胞を死滅さ せ た こと を考える と ,
こ の 方法は 腫瘍細胞 の コ

ン タ ミネ ー シ ョ ン に対 して非常 に有効 な手段 と思 わ れ た .

以 上
, 腫瘍細胞 に蒸留水を2 .5 分 間接触 さ せ た 後 に シ ス プ ラ

チ ン を2 .5 分 間接触 さ せ る こ と に よ っ て
, 筆 者 が 目標 とす る

｢容 易か つ 短時間で最大の 効果 が挙 げ ら れ る術中抗棉剤洗浄｣

が 達成で き ると 考え た .

結 論

脊椎悪性腫瘍手術時 に お ける シ ス プ ラチ ン洗浄療法 の 脊髄 に

対する安全性 に つ い て ラ ッ トを用 い て 検討 し た . 続 い て そ の 抗

腫瘍効果 につ い て ヒ ト骨肉腫培養細胞 ( O S T) , ヒ ト乳痛細胞

(Z R ･7 5 -3 0) , ヒ ト骨 肉腫細胞 (M G -6 3) を用 い て 検討 した . これ

らの 実験 よ り以 下 の 結果を得 た .

1 ･ 第8 胸椎 を椎弓切除 し た ラ ッ ト の 硬 膜外 に 0 .5 m g / m l の

シ ス プ ラ チ ン を2 m g / k g 投与 して も下 肢 の 運動機能障害 は認

めず
,
脊髄の 組 織学的変化も生 じ な か っ た . ま た , その 時 の

シ ス プ ラチ ン の 脊髄内濃度は測定感度以 下 (< 0 .1 0 〃 g / g) で あ

っ た . 血 中の シ ス プラ チ ン濃 度 は
,
どの 時 点 に お い て も硬膜

外 へ 投与 した 群 と 大腿静脈内 へ 投与 した 群 の 両群間 に有意差

はなか っ た .

2 . 2 × 1 0
5
個 の 0 引

､

に シ ス プ ラチ ン を10 分間接触 させ たが 腫

瘍珊胞を絶滅す る こ と は で き な か っ た . し か し低 浸透圧 の

N a C l 水溶液 を2 . 5 分 間接触 させ て か ら シ ス プ ラ チ ン を2 . 5 分 間

接触 させ る と殺細胞効果は増強 し, そ の 程 度は 浸透圧 の 低 さ に

依存 し て い た .

3 . 1 × 1 0
6

個 の O S T
,
Z R - 7 5 -3 0

,
M G -6 3 に シス プ ラ チ ン を蒸

留水で希釈 した 溶液 を5 分間接触 さ せ た . そ の 結果 どの 腫瘍細

胞 にお い て も殺細胞効果 は2 倍 に 希釈 し た 場合 に最大 とな っ

た . これ は 低浸透圧 よ る 作用増強が
,
薬剤 の 濃度 が 低く な る

こ と に よ る 作用減弱を上回 っ た た め と 考 え ら れ た . ま た 蒸留

水 を2 .5 分間接触 させ た後に シ ス プ ラ チ ン を2 . 5 分 間接触 さ せ

た と こ ろ
. 殺細胞効果 は さ ら に 増強 さ れ ,

ど の 腫瘍細胞も ほ

ぼ 全滅した.

4 . 様々 な方法で O S T に シ ス プ ラ チ ン を接触さ せ ,
そ の 細胞

内薬剤濃度を測定 し た . シ ス プ ラ チ ン を5 分間接触 さ せ た 群で

は1 ･1 4 ± 0 .2 9 /∠g /g で あ っ たが , 蒸留水 によ っ て2 倍に 希釈 した

群で は21 .3 士2 .9 5 〃 g/ g と なっ た . 蒸留水 を2 .5 分 間接触 させ た

後 に シ ス プ ラチ ン を2 .5 分 間接触 さ せ た 群で は さ ら に高く なり

33 ･3 ± 6 .4 7 〃 g / g で あ っ た . こ れ は 浸透圧 が 低下 する こ と に よ

り細胞膜の 透過性 が克進 し
,
より多く の シ ス プ ラ チ ン が細胞内

に流入 した た め と考えた .

以上 の 結 果 より
,
0

.5 m g / m l の シ ス プ ラチ ン を 用い て硬膜外

を洗浄 して も脊髄 に対 して は 安全である こ とが わか っ た . また
,

蒸留水に接触 させ て か ら シス プ ラ チ ン と接触 させ ると 殺細胞効

果は著明に増強 され る こ と も判明 し, こ の 方法は 局所根治性の

増強を目的と した 術中抗痛剤洗浄 に有用である と 考えた .
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