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実験舌痛にお ける腫瘍血管構築像 の検討
一

特に浸潤増殖像と の 関連に つ い て
-

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)

茶 谷 修 平

口腔扁平 上皮癌 の 浸潤増殖 に お ける腫瘍血 管の 変化 とそ の 意義 の 解明を目的 と して , ジ メ チ ル ベ ン ズ ア ン ト ラ セ ン

(9 ,1 0 -d i m e th yl -1 ,2 -b e n z a n th r a c e n e , D M B A) 誘発 ハ ム ス タ
ー 舌癌 の 血管構築を検討 し た. 発癌処置と して ハ ムス タ

ー

の 右舌側線

部を歯科用ク レ ンザ ー

で 擦過 した衡 1 .0 % D M B A アセ ト ン 溶液を週3 回塗布 し た . 肉眼 的に発癌を確認 し, ハ ム ス タ
ー

の 体

重が 減少 して 悪液質の 所見 が み ら れ た 時点 で順次全身麻酔下 に 上 行大動脈 より墨汁を注入 し た . そ の 後, 組織 片 を採取 し,

1 00 〃 m の 厚 さ の 透明標本 を作製し血 管像を観察 した . 得 ら れ た腫瘍 の 浸潤様式別内訳 は1 型8 匹, 2 型8 匹 , 3 型23 匹 , 4 C

型5 匹で あ っ た . また , 肉眼的発育様式 は外向性 が36 匹 , 内向性 が8 匹で あ っ た . 血 管構築像 は各浸潤様式 にお い て そ れ ぞ れ

特徴的 な像を呈 した . すな わち
,
1
,
2 型の 浸潤痛 で は腫瘍 の 外向性増殖 に伴う樹枝状血管像を呈 し, 血 管密度 の 著 しい 増大

を認め た . 3 型の 浸潤癌 に な る と腫瘍胞巣 の 浸潤 に伴う リ ン グ状血 管 を認め , 4 C 型 の び 漫性浸潤痛で は既存 血管の 破壊像が

み ら れ
,
む し ろ血 管密度は低下 して い た . 各腫瘍 の 血 管密度 と浸潤様式 との 関係で は , 浸潤様式 が高度 になる ほ ど血 管密度 は

低く な る 傾向 にあ っ た b < 0 .0 5) . ま た , 外向性発育 の 痛で は内向性 の も の と比較 して有意 に 血管密度 は高か っ た b < 0 .0 5) .
一

方
,
腫 瘍の 増殖能の 検討で は浸潤様式が高度 になる ほ ど癌細胞 の 増殖細胞核抗原 ( p r o lif e r a ti n g c ell n u cl e ar a n ti g e n , P C N A) 陽

性 率は 高度になり, 浸潤様式 1 , 2 型 と3 , 4 C 型と の 間 に有意差が認め られ た b < 0 .0 5) . また , 血管密度が高く な る ほ どP C N A

陽性率 は 低 い 傾向 にあり ( p < 0 .0 5) , 血 管密度 と増殖能 は比例 しない 結果で あ っ た . 癌細胞 に お ける 血 管内皮細胞増殖因子

匝a s u c ul a r e n d o th 1i al g r o w 血f a c t o r , V E G F) の 発現を浸潤様式別 に検討 し た結果で は, 浸潤様式 が高度 になる ほ どV E G F の 発現

も高度 に な っ た b < 0 .0 5) . しか し , V E G F の 発現 と血 管密度 と の 関連性 は み ら れ なか っ た . 以 上 の 結果 か ら, 腫瘍血 管は痛 の

浸潤 や増殖形態 に対応 し変化する こ と が示 さ れ た .

Ⅸe y w o rd s D M B A in d u c e d t o n g u e c a n c e r , m O d e of i n v a si o n , a r C h it e ct u r e o f t u m o r v e s s el ,

P r Olifb r atin g c ell n u cl e a r a n ti g e n , V a S C ul ar e n d o th eli al g r o w 血 fa ct o r

口腔痛 の 治療成績 は年 々 向上 し, 現在で は5 年生 存率 が65 %

を越え て い る
1 卜 3)

. こ の 理由 と して 新 しい 治療法 の 開発 と と も

に診断技術 の 進歩が挙げ られ る . か つ て の 病理組織学的診断で

は腫瘍が悪性 か否か が 問題であ っ た が ,
硯在で は さ ら に痛 の 悪

性度や転移 の 可能性まで もが 診断 さ れ よう と し て い る . 近年 ,

そ の 中で も痛 の 深部 へ の 浸潤像が転移や予後と密接 な関係 があ

る と した 報告が多数 み ら れ る よ う に なり
4 卜 7)

, そ の 浸 潤様式
8)

が 口腔 扁平上皮癌 の 重要な予後因子の
一

つ と し て 注 目 さ れ て い

る . しか し
, 症例 に よ る浸潤像 の 違 い が なぜ 生 じ る の か , 浸潤

像は痛 の 増大や進展 に伴 い 変化す る の か な ど, 不 明な点が少 な

くない . そ こで 当講座 に お い て は ,
口腔扁平上皮痛 の 浸潤と転

移の 機序 を解明す る目的で , こ れま で
一 連 の 研 究 を行 っ て き

た
9 卜 Ⅰ2)

. そ の 結軋 各浸潤様式 の 痛 にお い て そ の 生物学的性質

は異なり
,
組織学的に は 同 じ口腔扁平上皮痛 でも高度浸潤痛 と

低度浸潤痛で は各蛋白の 出現 パ タ ー ン が免疫組織化学的 に全く

異な る こ と が証明さ れ て い る
9卜 1 1)

山

方 , 墨汁 注入 法 を用 い て 腫 壕 血管構築を観察 した 報告 は

192 7 年の k w i s
1 3)
が 最初 と さ れ, そ の 後 , 各種 の 移植腫瘍や化

学誘発痛 モ デ ル を 用い た研究
1 4卜 1 8)
が 報告 さ れ て い る . そ の 中

で もF ol k m a n ら
1 4)
は腫 瘍が 急激 に増殖 し悪性化す る過程 で腫

瘍血管は不可欠 なもの で あり ,
血管 の 造成 を阻害す ると 腫瘍は

増殖, 浸 潤, 転 移の い ずれ も阻止 さ れ る こ とを報告 し て い る ･

また
, 臨床例 に お い て は, 肺癌

1 9)
,
胃癌

2 0)
,
前立腺癌

21)
, 大腸

痛
2 2)
な ど多く の 癌で の 増殖 や転移に腫瘍血管が大き な役割 を果

た して い る こ と が報告 さ れ , 口 腔痛 にお い ても転移や予後と の

関係 に つ い て 検討 が な さ れ て い る
2 3)~

し

2 7)
. しか しな が ら

,
口腔

扁平上皮痛症例 に つ い て は 転移や 予後 と腫瘍血管密度 が密接 に

関係す る と い う報告
23) 2 4)
と
, 関連 しな い と い う報告

25 卜 2 7)
が あ

り未 だ試論 の多い と こ ろで あ る. 口腔癌 に つ い て の 腫瘍血 管 に

関す る基礎的な研究 に は い く つ か の 報告
28 卜 31)
が ある が ,

発癌

平成 9 年1 1 月 2 8 日受付 ,
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前後の 血 管構築 の 変化
28)
や 化学療法

29 )
や 放射線療法

30):川
によ

る 血 管密度の 変化 に つ い て 検討 さ れ た もの の み で , 癌細 胞の

浸潤能と そ れ に よ る 血 管の 構築や機能の 変化 に つ い て 検討さ れ

たもの は なく未 だ解明さ れ てい な い .

また , 1 9 7 1 年 にF olk m a n ら
14 )
は腫瘍 組織 が正 常組織 や創傷

治癒 にく ら べ 血 管新生 が 盛ん で ある こ との 理由 と して , 腫瘍細

胞が血 管新生を促進す る物質を放出す る た め に起 こ る と 考え,

こ の 物質を腫瘍 血管新生 因子 (t u m o r a n gi o g e n e si s f a ct o r) と 命

名した . しか しな が ら その 実体は長らく明 らか にさ れ て い な か

っ たが
,
1 9 8 3 年 にS e n g e r ら

3 2)
が 血管 の 透過性を克進さ せ る 蛋

白を発見 し, その 蛋白 が F e r r a r a ら
33)
に よ っ て 血 管内皮細胞を

特異的に増殖 させ る 内皮細胞増殖因子(v a s u c ul a r e n d o th eli al

g r o w th f a c t o r , V E G F) で ある こ と を報告 した . そ の 後
,
多く の 腫

瘍組織 に この 蛋白 は過剰 に発現 され て い る こ と が 報告
3 4卜 36)
さ

れ , 転移や 予後と の 関係 が指摘 さ れ て い る . そ こ で 本研究で は

口腔癌の 浸潤増殖動態 に お ける膿瘍血 管の 役割を明 らか に する

目的で実験的誘発舌癌 モ デ ル を用 い各浸潤様式か ら み た腫瘍血

管構築の 変化, 各浸潤株式分類 と血 管密度の 関係, 血管密度と

細胞増殖動態と の 関係お よ び 浸潤様式や 血 管密度 と V E G F と の

関係に つ い て検討 を行 っ たの で 報告する .

材料 お よ び方法

Ⅰ . 実験動物

実験に は 6 週齢 ･ 雄 ■ 体重約80 g の シ リ ア ン 系 ゴ
ー

ル デ ン ハ

ム ス タ
ー

(粟津実験動物 ,
摂津) を 55 匹1 週 間予備飼育の 後に

使用 した｡ 飼料 は実験動物用固形飼料 M F ( オ リ エ ン タ ル 酵 母,

東京) を, 与え, 飲料水 は水道水を使用 し
,
それ ぞ れ自由摂取

させ た .

Ⅰ . 発癌方法

発癌剤 と し て 1 . 0 % ジ メ チ ル ベ ン ズ ア ン ト ラ セ ン (9 ,1 0 -

di m eth yl
-1
,
2 -b e n z a n th r a c e n e

,
D M B A) (和光純薬工業, 大阪) ア

セ ト ン 溶液を使用 し
,
発癌操作は F uji ta ら

3 7) の 方法 に従 っ た .

すなわち
,
エ ーテ ル 麻 酔下 に 週3 回

,
5 0 匹 の ハ ム ス タ ー の 右側

舌縁部を歯科用 ク レ ン ザ ー で数 回擦過 した後
,
発癌剤 の 塗布 を

行っ た . こ の 間, 発癌部 を 肉眼的 に観察 し, 粘膜 の 租 造感を認

めた 時点 で5 匹屠殺 し た . 残り の 45 匹 は そ の まま発癌操作を続

け
,
ハ ム ス タ ー の 体重 が減少 し, 悪液 質の 所見が み ら れ た 時点

で順次屠殺 した . なお
,
全 て の ハ ム ス タ ー

は 屠殺前1 週 間は放

置し
, 発癌操作 に よ る 創傷治癒を待 っ て か ら屠殺 した . ま た

,

5 匹は対照群 と して 全く の 無処置の ま ま飼育 し
,
最 も多く の ハ

ム ス タ
ー

が屠 殺 され た 発癌操作1 6 週 か ら20 過の 間に
,
各週 1

匹ずつ 屠殺 した .

Ⅱ
. 血 管内墨 汁注入方法

5 % ペ ン トパ ル ビ タ
ー ル 溶液 (大 日本製薬, 大阪) を ハ ム ス タ

ー

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
,
左心室 か ら上 行大動脈 に20 ゲ

ー

ジ の カ テーテ ル を挿 入 し4 -0 ナ イ ロ ン 糸 で結架固定す 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 食塩液 を90 ～ 1 0 0 m m H g の 注入

圧で カ テ ー

テ ル よ り10 分 間注入 し, 十分 に 環流お よ び 滴血を

行っ た
. そ の 後 , 向 じく40 ℃浸 透圧 が 300 m O s で p H 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2 0 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. 環流後, 1 5 分間 ハ ム ス タ ー を静 置 し
,
黒色 に染色 され

た 舌 を周囲組織 と 一 塊 と して 切除 した .

Ⅳ . 組織標本 の作製法

切除 した 組織片はすべ て ペ リ オ デ イ ト ー

リ ジ ン
ー パ ラホ ル ム

ア ル デ ヒ ド b e ri o d at e -1y si n e - p ar af b r m al d h y d e ) 固定液で 4 ℃ 2

4 時 間固定を行 っ た . 固定後に否を失状断方向 に切り出 し
,
以

後は キ シ レ ン ･ エ タ ノ
ー

ル 系列で 脱水 一 脱 ア ル コ ー ル 後
,
パ ラ

フ ィ ン 包埋 し
,
4 〃 m と10 0 /J m の 連続切片を作成 した .4

〃 m

の 切片 に つ い て は H E 染色 と増殖細胞核抗原(p r olif e r a ti n g c ell

n u cl e a r a n ti g e n , P C N A) 及び V E G F の 免疫組織化学染色をお こ

な っ た . また , 1 0 0 /∠ m の 切片は無染色で キ シ レ ン にて 透徹 し,

透 明標本と して微細血管像の 観察を行 っ た .

Ⅴ . 免疫組織染色

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
,
V E G F 染色用切片に つ い て は 0 .0 5 M , P H 7 .6 の トリ ス 塩

酸塩(Si g m a , S t . L o u si s , U S A) に0 .1 % の 濃度 で溶解 した トリ

プ シ ン(Sig m a) 液 中で3 7 ℃ 30 分 間酵素処理 し た . そ の 後, 0 .3

% 過酸化水素水 (三 菱瓦斯化学, 東京) に よ る 内因性 ペ ル オ キ

シ ダ
ー

ゼ ブ ロ ッ ク を行い , 正 常ヤ ギ 血清 ( ダ コ
･

ジャ パ ン
,
京

都) によ る非特異的反応の ブ ロ ッ ク 後,
一

次抗体 を室温中 で90

分 間反応させ た .

一

次抗体 に は マ ウ ス 抗 ヒ トP C N A モ ノ ク ロ ナ

ー ル 抗体 ( ダコ
･

ジ ャ パ ン) 及び ウ サ ギ抗 ヒ ト V E G F ポリ ク ロ

ナ ー ル 抗体(S a n t a C r u z B i o t e c h n ol o g y , S a n D i e g o , U S A) を

各々 50 倍 及び100 倍 に希釈 し て用 い た .
二 次抗体 には そ れぞ れ

ヤ ギ抗 マ ウ スIg G 抗体 ( ダ コ
･ ジ ャ パ ン) 及びヤ ギ 抗ウ サ ギIg G

抗体 ( ダコ ･ ジ ャ パ ン) を用い , 室温 中で1 5 分 間反 応さ せ た .

そ の 後, ラ ベ ル ドス ト レ プ ト ア ピ ジ ン ･ ビ オ チ ン(1 a b ell e d

S tr e p t a Vid i n b i o ti n , L S A B ) 法 にてI J S A B 複 合体 ( ダ コ ･ ジ ャ パ

ン) と 室温中で10 分間反応を行 い ,
0 .1 % ジア ミ ノ ベ ン チ ジ ン

テ ト ラ ハ イ ド ロ ク ロ ラ イ ド( 3 , 3 - d i a m i n o b e n z i d i n e

t e tr a h y d r o c h l o rid e) (和光純薬 工業, 大阪) で 発色さ せ た . 核染

色 に は ヘ マ トキ シ リ ン を使用 した . ま た , 陰性 コ ン トロ ー ル に

は
一

次抗体 を含まな い リ ン 酸緩衝液 を使用 し, 上 記 と 同様の 方

法で 反 応 を行 っ た .

Ⅵ . 検討項目の分類方法

1 . 痛浸潤様式分類

浸潤様式 は Y a m a m o t o ら
8)
の 分類 に準 じ て 分類 し た . す な わ

ち
, 浸潤先進部 の 組織像を光顕的に観察 し

,
腫瘍 と問質と の 境

界線が 明瞭 なもの を1 型, 境 界線 に やや 乱れ が ある もの を2 軋

境界線 が不明瞭で大小の 腫瘍胞巣が散在性 に認 め ら れ るもの を

3 型
,
′トさ な腫瘍胞巣が索状 に浸潤するも の を4 C 型 , 腫虜 胞

巣 を つ く らずび 渡性に浸潤す るもの を4 D 型と し た(表1) .

2 . 微細血 管構築像

腫瘍 血管構築の 観察は透明標本及 びそ れ と連続する H E 染色

標本 を用 い , 腫瘍と 宿主の 境界部を｢打吊こ評価 し た . また
,
血

T a bl e l ･ H ist ol o gl C g r a di n g of m o d e o f c a n c e r i n v a si o n

G r ad e H ist o l o g l C al B n di n g s

1

2

3

肥

州

W ell d efi n e d b o r d e rlin e

C o r ds
,
l e s s m a rk e d b o r d e rli n e

G r o u p s of c ells , n O dis tin ct b o r d e rli n e

D iff u s e in v a si o n o f c o r d -1ik e typ e

Dif fu s s e i n v a s io n o f di ff u s e ty p e
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管形態の 病的変化 は関川
:瑚
の 分類 に準 じて 分類 し た . す な わ

ち
,
血 管 が樹枝状 に不規則に走行 し, 末端部 に お い て 著 しく拡

張し て い る もの を樹枝状 血管像 ,
既存 の 血 管を庄排 し扁平 に変

化 した もの を被庄 排血管像 ,
蛇行 や 湾曲お よ び不規則な拡張や

狭窄を認 め , 全体 的 には 不規則な網状を呈す るもの を不規則網

状 血管像 , 癌 胞巣周囲 を取り巻く よう に リ ン グ状 に形成さ れ る

もの を リ ン グ状 血 管像,■既存の 布目状 の 血 管網 の パ タ
ー ン を残

し つ つ
, 部分的に 破壊消失さ れ た もの を既存血管破壊像と した .

また
, 舌粘膜 の 上 皮脚 に

一 致 した 形態で毛血管 が侵入 しル
ー

プ

状 を呈す るもの を ル
ー

プ状血 管 と表記 した .

3 . 血管密度 の 測定

1 00 / ｣ m
の 透明標本 を40 倍下 顕微鏡視野 に て写真撮影 し, 浸

潤先進部に お ける 膿瘍と問質の 境界線を写真上 に 描記 し た . そ

の 仮想線上 を横切 る血管数 を算定 し , 血 管密度 と した . なお
,

各例 に つ い て そ れ ぞ れ 3 カ所の 写真揖影を行い 血管密度を算定

して そ の 平均をそ の 腫瘍 の 血管密度 と した . ま た
,
そ れ ぞ れ の

腫癌 を 血 管密度の 程度 に よ っ て次 の よう に4 群 に分類 した . 血

管密度 が1 0 未満 で ほ と ん ど血 管 が 認め られ な い も の を無血 管

群
,
1 0 以上 20 未満 で血 管が 少な い もの を疎血 管群 ,

2 0 以 上 30

未満で 血 管数が中程度の もの を中程度血管群, 3 0 以 上 で血 管数

が多い もの を富血 管群と した .

4
.
P C N A 陽性細胞率

抗 P C N A 抗 体 に よ る免疫組織化学染色の 標本か ら 陽性細胞の

比率を算定 した . すな わち
, 各標本 の 浸潤先進部を無作 動 こそ

れ ぞ れ2 カ所ず つ 選 び, 月重瘍細胞100 0 個 に対 する 陽性細胞 の 比

率 を算定 し, そ の 平均 を 各膿瘍 の P C N A 陽性細胞率 と した . ま

た
,
陽性 コ ン ト ロ ー ル に は と

､

ト正 常リ ン パ節 の 胚 中心 を使用 し,

染色濃度の 淡い も の は 除外 して, 陽性 コ ン トロ
ー

ル と 同程度以

上 の 濃度の もの の み を陽性と した .

5 . V E G F 発現 の 評価

抗V E G F 抗体 に よ る免疫組織化学染色の 標本を用い , 各腫瘍

の V E G F 発現 の 評価 を行 っ た . す な わち, 各標本 の 浸潤先進部

の 膿瘍細胞 に お ける 発現程度 を3 段階に 分類 し, 膿瘍細胞中に

お ける陽性細胞 が わ ずか なもの を軽度発現群, 胞巣 の
一

部が 染

色 さ れ たも の を 中程度発現群, 胞巣全体が染色 され た もの を高

度発現群 と して評価 した .

∨航 続計学的解析法

各群間 の 有意差検定に は x
2

検定 また は M a n n- Wh it n e y U 検 定

を
, 多群間 の 順位相関に はS p e a r m a n 順位相関係数 の 検定 を行

っ た . また
,
そ れ らは 5 % 未満の 危 険率 をも っ て有意 と した .

成 績

Ⅰ
. 誘発 舌癌モデ ル にお ける腫瘍の性状

1 . 肉眼的所見

実験開始直後 か ら 2 週目まで は 処置を行 っ て い る 右側青緑部

粘膜 は肉眼的 に正 常で , 時に ク レ ン ザ
ー

に よ る擦 過の 影響で処

置後 に発赤や小 さ な 潰瘍が見ら れ る こ と が あ っ て も, 次 回処置

時ま で に は完全 に治癒 して い た . 更 に処置 を続け る と次第 に舌

粘膜 は硬さを増 し, 4 週目に は 同部 の 粘膜 の 表面 が粗造 になり,

色調 が や や 白色を帯 び る よう に な っ て きた . 9 過日 より同部 に

直径約1 m m の 乳頭棟小腹癖を1 ～ 数個認 め る も の もみ ら れ ,

臆痛 は徐 々 に増大 し た, 1 2 週頃よ り肉眼的に発癌を認め る ハ ム

ス タ
ー

が増加 した . そ の 後, 膿 瘍は徐 々 に増大進展 し, 1 6 週以

降に は 悪液質と なり , 著明 な体重減少が み られ る もの も認め ら

れ た . 体重減少の 著 し い もの か ら順次屠殺 し, 最も早い もの で

16 過 , 遅 い もの で も23 週 に は屠殺 し た . 腫瘍 の 肉眼的発育形

態は大部分は外向性で 肉芽型 を呈す るも の (図1) が 多か っ た

が
,

一

部 には 内 向性 で潰瘍型 の 腫瘍も認め ら れ た (閲2) . そ の

割合は 他病死 1 匹を除く44 匹中, 外向性36 匹 (81 .8 % ) , 内向

性8 匹(1 8 .2 % ) で あ っ た .

2 . 病 理組織学的所見

組織学的 に は 今回発癌実験を行 っ た 45 匹の ハ ム ス タ
ー の う

ち, 発癌 を認 め た も の は 44 匹で ,
発病 率 は97 .8 % で あ っ た .

発癌 し た 44 匹の 組織型 はす べ て 扁平上皮痛で あり , 分化度 は

ほ と ん どが 高分化型 であ っ た が , 部分的に 中等度分化の 部分も

認 め ら れ た .
こ れ ら を浸潤様式別 に分類す る と , 1 型 8 匹

(18 .2 % ) , 2 型8 匹 (18 .2 % ) , 3 型2 3 匹 (52 .3 % ) , 4 C 型5 匹

(11 .4 % ) で あり, 4 D 型の 腫瘍 は認 め ら れ な か っ た ･

発癌 し た44 匹を 発育形態 に より外向性 の もの と内向性 の も

の に分け, そ れ ぞ れ に つ い て 浸潤様式別に分類 した . そ の 結果,

外向性36 匹申渡潤様式1 型8 匹 (22 .2 % ) , 2 型8 匹 (22 .2 % ) , 3

型17 匹 (47 .2 % ) , 4 C 型 3 匹 (8 .3 % ) . 内向性8 匹中, 3 型6 匹

(75 .0 % ) , 4 C 型2 匹 (25 .0 % ) で1 , 2 型 は 認め ら れ な か っ た .

すな わ ち, 外向性の 腫瘍 に比較 して 内向性 の もの で は浸潤様式

が高度 に な る 傾向を認 め , 両者 の 間 に は 有意差が認 め られ た

Fi g . 1 . E x o ph y ti c ty p e of i n d u c e d to n g u e c a r ci n o m a cl a s si 鮎d b y

th e m a c r o s c o p l C a P p e a r a n C e .

Fi g . 2 . M a c r o s c o pi c a p p e a r a n c e of e n d o ph yti c b Tp e Of i n d u c e d

t o n g u e c a r ci n o m a .
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Fi g .3 . P h o to m i c r o g r a p h s of h am S te r
'

s n o r m al t o n g u e a n d m i c r o a n gi o a r c h ite c tu r e .(朗 H E s t ai n , × 3 0 . (B) I n di a n -i n k i nj e c ti o n o nl y , × 3 0 .

F ig ･4 . P h o t o m i c r o g r a p h s o f h am St e r
,

s t o n g u e d y s pl a si a o f e pi th eli u m a n d m i c r o a n gi o a r c h ite c tu r e . 仏) H E s tai n , × 3 0 . (B ) I n di an pi n k

in j e cti o n o nl y , × 3 0 .
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b < 0 .0 5
, ズ

2

検定) ,

1 . 浸潤様式別 に み た腫瘍血管構築像

本モ デ ル に お ける 腫瘍血管構築の 観察か ら, 正 常粘膜, 異形

上 皮お よ び 各々 の 浸潤様式の 膿瘍 に以 下 の ご とく ,
それ ぞ れ 特

徴ある所見が得 ら れ た .

1 . 正常 粘膜 の 血 管構築

ハ ム ス タ ー の 正 常舌 は ほ ぼ筋組織 より形成さ れ , 縦舌筋 と横

舌筋の 間を縫う よう に均
一

に血管 が 走行 し多く の 吻合を認め ,

全体 に規則的な網状 の 形態を呈 して い た . 粘膜下 の 結合織 は薄

く均
一

で
,
基底部 よ り結合織乳頭内に上 皮脚 に

一 致 した 比較的

太い 毛細 血管 ル ー

プ の 侵 入が 規則的 に認め ら れ た (図3) .

2 . 異型上 皮 に お ける血管構築

異型上皮の 肥厚 に伴い ,
上 皮脚の 変化とそれ に 対応 し た毛細

血管 ル ー プ の 変化が 認め られ た . ま た
,
異型粘膜1 r にお い て は

結合織の 増生 と筋層 の 配列の 乱れ が 生 じ, 他部位 に比較 して血

管が 集中 し, 血 管密度 の 増大が認め ら れ た . 全体的 に は不規則

な網状を呈す る部分が多く , 不税別網状 血管像 が認 め ら れ た .

また
,
深部 に は正常粘膜 に は 見ら れ なか っ た やや 太 い 血 管が 出

現 し て い た (国4) .

3 . 浸潤様式1 , 2 塑 の 膿瘍 にお ける血 管構築

腫瘍の 増殖と浸潤 に伴う毛細血管ル
ー

プ の 過度 の 伸展が随所

に見 られ , 腫瘍の 近接す る部位で は被庄排血管像が観察 さ れた ･

ま た
, 外向性発育を示す腫壕で は問質側か ら外方 へ の 樹枝状血

管像 を呈 し, 周囲血管 と の 吻合や蛇行 を繰り返 し血管密度が非

常 に高く な っ て い る部分が 見 ら れ た . さ ら に
,
異型上 皮形成時

A

に 見ら れ た 深部の 幹血 管 は さ ら に そ の 径 を 増 し, 分岐 し つ つ 血

管桐 を構成 し腫瘍全体を覆う像が認め られ た (図5) .

4 . 浸潤 様式3 型の 腫瘍 にお け る血 管構築

大小の 膿瘍胞巣 の 浸潤 に伴 い , 胞巣 周囲 にお け る リ ン グ状血

管像が多く観察 さ れ た .
こ れ ら の 血管 は著 しく蛇行 し, 血 管径

は大小不同で扁平化 した 部分も認め られ た . ま た
,
腫瘍胞巣内

や問質部 に血 管 の み ら れ ない 部分が多く認 め ら れ ,
こ れ ら の 部

分で は癌真珠 ヤ壊死組織 が観察 さ れ た . ま た
,
こ れ ら を構成す

る血 管は数 カ 所で 墨汁漏洩 が認 め ら れ脆弱化 して い る様子 が観

察さ れ ,
血 管密度は減少 して い た (図6) .

5 . 浸潤様 式4 C 型 の 腫瘍 にお ける血 管構築

急激な腫瘍浸潤 に よ る既存血 管破壊像が全体 にみ られ , 比較

的大きな腫瘍胞巣 の 周囲に は リ ン グ状 血 管像が観察 され た . 血

管 は い ずれ も著 しく蛇行 ･ 狭 窄 し, 血 管径も細く, 所 々 途切れ

脆弱 にな っ て い る様子 が 観察 され た . ま た
,
血 管 の 見ら れ ない

部分が さ ら に多く なり, 血 管密度 は より減少 し た (図7) .

刀【 . 腫瘍 の浸潤増殖形態と血管密度

40 倍下 の 顕微鏡視野 にて 1 視野あたりの 血 管密度 を算定 した

と こ ろ
,
血 管 数2 .7 ～

4 2 .7 と なり個 々 の 腫瘍 に よ っ て差 が み ら

れ
, 平均 は 22 .6 ± 1 1 .

0 で あ っ た . ま た
,
発 癌 が認 め られ た44

匹を血 管密度の 程度 に よ り4 群 に分類 した と こ ろ , 撫血 管群7

匹 (15 .
9 % ) , 疎血 管群 14 匹 (31 .8 % ) , 中程度 血 管群 13 匹

(29 .6 % ) , 富 血 管群10 匹(22 .7 % ) で あり ,
各群に 分散す る傾向

にあ っ た . そ こ で 膿瘍 の 発育形態お よ び浸潤様式 と血 管密度 に

つ い て検討をお こ な っ た .

Fi g .5 . P h o t o m i c r o g r a p h s o f h am St e r
･

s t o n g u e c ar Ci n o m a s s h o wi n g g r a d e 2 0 f th e m o d e o f c a n c e r
i n v a si o n an d m i c r o a n gi 0 ar C hit e ct u r e t GA)

H E st ai n
,
× 3 0 . (B) I n di an -i n k i nj e c ti o n o nl y , × 3 0 ･
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Fi g .6 . P h o to m i c r o g r a p h s of h a m s te r
'

s to n g u e c a r c in o m a s sh o w i n g g r a d e 3 0f th e m o d e of c a n c e r i n v a si o n a n d m i c r o a n gi o a r ch it e c tu r e .

仏) H E s tai n , × 3 0 . (B ) I n di a n -i n k i rti e c ti o n o nl y , × 3 0 .

Fi g ･7 ･ P h o t o m i c r o g r a p h s of h am St e r
,

s t o n g u e c ar Ci n o m a s sh o w i n g g r a d e 4 C of th e m o d e o f c a n c e r in v a si o n a n d m i c r o a n gi 0 ar C hit e c tu r e

( 朗 H E s tai n , × 3 0 . (B ) I n di a n i nj e cti o n - i n k o nl y , × 3 0 .
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1 . 腫瘍 の 発育形態 と血管密度 との 関係

血管密度を腫蕩 の 発育形態別 に検討 した と こ ろ , 外 向性発育

の 腫瘍 で は2 5 .1 ± 1 0 .8 , 内向性 発育 の 腫瘍で は11 ･3 ± 6 ･8 と な

り
,
外向性の も の は 内向性 の もの と比較 し血管密度 が高く な る

傾向にあ っ た .

ま た , 統計 学的 にも両者間に有意差が認 め ら れ た ( p < 0 ･0 1
,

M an n J W もit n e y 検定) .

2 . 浸潤様式 と 血管密度と の 関係

血管密度を浸潤様式別 に検討 し た と こ ろ, 1 型35 ･2 ± 5 ･6 , 2

型29 .6 ±1 1 .5
,
3 塑18 .9 士 10 .6

,
4 C 塑11 .0 ±2 ･8 と なり

,
浸潤

様式が高度 にな る に つ れ血 管密度 は低く な る結果であ っ た (表

2) . ま た
,
統計学的 にも浸潤様式 1 , 2 塑 と3 , 4 C 型 の 間に 有

意差が認 め ら れ た b < 0 .0 5 , ズ
2

検定) .

Ⅳ . P C N A 陽性細胞率に つ い て

1 . P C N A 陽性細胞 の 局在

免疫組織学的に P C N A の 局在 を観察す る と, 陽性細胞 は 正常

舌粘膜 に つ い て は, 基底卵胞お よ び傍基底細胞 の 核が 染色 され ,

有棟層 よ り上層 の 上 皮細胞で は認め られ なか っ た ･ 正常 粘膜細

胞 にお ける P C N A 陽性率 は平均5 .3 ± 1 .5 で あっ た ･

癌細胞 に つ い て は, 陽性細胞が膿瘍 と間質の 境界部, す なわち

腫瘍胞巣辺縁部に局在す る傾向が認 め られ た (図8) ･ 癌細胞 に

お ける P C N A 陽性率 の 平均 は 19 .6 士 7 .1 % で 最小 5 ･8 % , 最 大

3 0 .1 % で あり
,
個 々 の 膿瘍 に よ っ て大きな差が認 め ら れ た ･ ま

た 癌細胞 で は 正 常粘膜上皮 に比 して 有意に P C N A 陽性 率が 高値

であっ た b < 0 .0 5 , M an n 潤 もit n e y 検定) ･

2 . P C N A 陽性細胞率と浸潤様式 との 関係

p c N A 陽性細胞率と浸潤様式と の 関係に つ い て 検討 した と こ

ろ
,
浸潤様式1 型で は陽性率12 ･1 ±3 ･6 , 2 型で は 陽性率14 ･8 ±

4 .4
,
3 型で は 陽性率22 .6 ± 6 .4 , 4 C 型で は 陽性率24 ･9 ± 4 ･5 で

あ っ た (表3) . すな わち , 浸潤傾向が強くな る に つ れ P C N A 陽

性率 は高く なり ,
中 で もび 漫型の 浸潤像を示す3 ,

4 C 型 にお

い て は特 に 高率で あっ た . 統計 学的 には 浸潤様式1 , 2 型 と3 ,

4 C 塑の 間に有意差 が認め ら れ た b < 0 .0 1 , ズ
2
検定) ･

3 . P C N A 陽性細胞率と血管密度との 関係

P C N A 陽性 細胞率 と血管密度 と の 関係 に つ い て検討 した と こ

ろ
,
無 血 管群 で は 陽性細胞率 2 3 .4 ±4 ･ 2 %

,
疎 血 管群 で は

21 .1 ± 3 . 6 % , 中程度血管群 で は 19 .8 土 1 0 .3 % , 富血 管群で は

14 .4 士5 .3 % で あ っ た (表4) . す なわ ち, 腫瘍 に お ける増殖活性

が 上 昇す る に伴 い 腫瘍 の 血管密度 は低下す る傾向が み ら れ た ･

統計 学的に は無血管群と富血管群, 疎血 管群 と富 血管群と
の 間

にそ れ ぞ れ有意差 が認 め ら れ た b < 0 .0 1 , p < 0 .0 1 , ズ
2
検定)

Ⅴ . V E G F の発現 に つ い て

1 . V E G F 陽性細胞の 局在

正常舌粘膜上皮 に お ける V E G F 陽性細胞の 局在は有棟細胞 お

よ び 顆粒細胞 の細胞質 に認 め ら れ ,
基底細胞及び角化細胞 に は

認め ら れ なか っ た . また , 粘膜 下 結合織や血管内皮細胞 にお い

て は概ね染色 され な か っ たカミ, 部分的 に陽性部 が認 め ら れ た ･

ま た , 癌細胞で 陽性細胞が比較的多く認められ , 浸潤様式3 型

ま で の 大きな痛胞巣をつ く る タ イ プで は多く は胞巣 の
一 部分 が

染色 され , 4 C 型 の よう に小 さな痛胞巣を
つ く る タ イ プで は胞

巣全体 が染色され る傾向にあっ た (図9) ･ また , 腫瘍近辺
にお

い て 時に か なり強く染色 さ れ る血管内皮細胞 が観察 さ れ た ･

なお , 発痛を認 め た44 匹を癌細胞 にお ける V E G F 陽性細胞 の

発現程度 に よ っ て 3 群 に 分類 し た と こ ろ , 軽 度発現群 9 匹

(20 .5 % ) , 中程度発現群20 匹 (45 .5 % ) , 高度発現群15 匹 (34 ･1

% ) で あり ,
膿 瘍細胞 が全く染色 され なか っ た もの は 1 例も な

か っ た .

2 . Ⅵ王G F 発現程度と浸潤様式 と の 関係

各浸潤様式別 に V E G F 発現程度をみ る と ,
1 型

,
2 型の 低浸

潤痛 に お い て は軽度も しくは中程度発現群 が多く ,
3 型 ,
4 C 型

の 高浸潤癌 にお い て は高度発現群 が多く ,
浸 潤傾向が高くなる

に つ れ て V E G F 発 現も高度 に な る傾向が認 め ら れた . 特 に4 C

型 の 腫瘍 に お い て は5 匹中4 匹が 高度発現群 に属 し, び漫性 に

浸潤す る タイ プ の 痛で は癌細胞 の ほ と ん どで V E G F を発現する

結果であ っ た (表5) . 統計学的にもV E G F 発 現程度と浸潤様式

と の 間 に相関関係 が認 められ た . (p < 0 .0 5
,
S p e a r m a n 順イ立相

関係数の 検定)

3 . V E G F 発現程度 と血 管密度 と の 関係

V E G F 発 現程度 と血管密度 と の 関係 に つ い て検討 した と こ

ろ
,
血管密度 と V E G F 発 現と の 間 に は統計学的 に相関関係 は認

め ら れ なか っ た (表6) . b > 0 .0 5 , S p e m 弧 順位 相関係数の 検

定)

T a bl e 2 . R el ati o n s hip b et w e e n m o d e o f i n v a
s io n an d v e s s el d e n sity

M ｡ d e ｡f i n v a si o n N o ･ O f h a m ste rs
N o

蒜許
S

1

つ
】

1

如

Q
O

0
0

3

5

つ
ム

3 3 .8 ±5 .7

3 0 .8 ± 10 .
0

1 8 .4 ± 8 .5

10 .8 ± 2 .5

※ p < 0 .0 0 1 b y C hi
-

S q u a r e t e S t ･

T a ble 3 . R e la tio n s hip b e tw e e n m o d e of in v a s io n a
n d P C N A

la b eli n g i n d e x

P C N A l ab eli n g in d e x
M o d e o f i n v a si o n N o ･ O f h a m ste rs

(哀± S D )

1

2

つ
J

血

8

8

つ
J

5

2

1 2 .1 ± 3 .6

1 4 .8 ± 4 .4

2 2 .6 ± 6 .4

2 4 .9 ± 4 .5

※ p < 0 .0 1 b y C
hi-S q u a re t e S t t

T a bl e 4 . R el ati o n s hip b et w e e n v e s s e l d e n sity an
d P C N A l ab eli n g

in d e x

慧完三sity a) N o ･ O f h am St e rS
P C N A

(Y % ;
i n d e x

N o

L o w

M o d e r ate

H i gll

7

4

3

0

1

1

1

23 .4 ± 4 .2

2 1 .1 ±3 .6

1 9 .8 ± 1 0 .3

14 . 4 ± 5 .3

a) N o < 10; 1 0 ≦L o w < 2 0; 2 0 ≦M o d e r a te < 3 0; H i gh ≧3 0 ･

※p
< 0 ･0 1 b y M a r m

- Wh itn e y U te s t ･



実験舌癌 の 血 管構築

Fig .8 . I m m u n o h i s t o c h e m i c al s t ai ni n g fo r P C N A of i n v a si v e

c a n c e r sh o wi n g P C N んp o sitiv e c ell s wi th d ar k n u cl ei . P C N A ,

p o siti v e c ell a r e lo c aliz e d i n n u cl ei o f p e ri p h e r al c en s o f tu m o r

n e s t
,
× 1 2 0 .

8 1

T a bl e 5 ･ R el ati o n s hip b e tw e e n m o d e o f i n v a sio n a n d V E G F
e x p re ssi o n

M o d e o f i n v a sio n N o . of h am St e r S

D e g r e e o f in t e n s lty O f

V E G F e x pr e ss io n

( % )

L o w M o d e r ate H igh

1

2

つ
J

如

8 3 (3 7 .5) 5 (62 .5) 0

8 1 (1 2 .5) 4 (5 0 .0) 3 (3 7 .5)

23 5 (2 1 . 7) 1 0 ( 43 .5) 8 (3 4 .9)

5 0 1 (20 .0) 4 (8 0 .0)

p < 0 .0 5 b y S p e ar m a n
r
S r a n k c o r r el atio n .

Fi g ･9 . I m m u n o h i st o ch e m i c al sta in in g fo r V E G F . (A) G r a d e 3 0f th e m o d e o f c an C e r i n v a si o n
,
× 12 0 . (B ) G r a d e 4 C o f th e m o d e of c a n c e r

h v a si o n
,
× 12 0 .

考 察

実験的に 口 腔痛を形成 した報告 は
,
1 9 2 7 年 B o n n e

3 9)
が マ ウス

の口腔粘膜に コ ー ル タ
ー ル を塗布 して 扁平上皮痛を発生 させ た

のが 最初 と さ れ
,
その 後各種の 動物や発癌物質 を用い て多くの

研究がなされ て きた
40)

､ 42)
. 特 に19 7 3 年 にF ujita ら

37)
が
,
ハ ム

ス タ
ー

の 舌緑 部を歯科用ク レ ン ザ ー

で擦 過後
,
D M B A を塗布

するこ と に よ っ て短期間 に高率 に舌痛を形成できる こ とを発表

して以来, こ の 方法は 口 腔扁平上皮痛 の基礎的研究
43 )

､ 46 )
に広

〈用い ら れ る よう になり
,
最近で は 発癌過程の 免疫組織学的検

針
3) 叫
や 各種薬剤に よ る抗腫瘍効果

45 ) 均
に 関す る研究な ど にも

応桶され て い る . こ れら誘発痛 にお ける 貴大の 利点は , 発病か

ら進行礪 に至 るまで の 様 々 な時期 の 病態を詳細 に観察 し得る こ

とで あ る. す なわ ち, 正常粘膜 か ら癌化 し, 初期癌か ら 進行癌

まで の各時期の組織材料を得 る こ とが で き, しか も, 臨床の 痛

と 同様に悪性度の異な る様々 な痛を形成す るこ と がで きる . 本

研究 に お い て も, 異形上皮お よ び浸潤様式1 型か ら4 C 塾まで

の様々 な浸潤程度の 痛を得 る こ とが で き, 各々 の 癌 にお い て そ

の血 管構築が観察可能であっ た .

誘 発舌癌 モ デ ル を用 い た 腫瘍 血管構築 に関する基礎研究 は

198 0 年に小林
30)
が 誘発痛 に放射線治療を施行 し, 腫瘍 の 血管

構築 の 変化に つ い て観察した の が黄初 の報告と思 われ る . また
,

1 9 8 2 年に は松嶋
28)
が 発痛過程 にお ける腫瘍血 管構築と血管の

超微構造を同 じく誘発舌癌 モ デ ル を用 い て 詳細 に検討 して い



8 2

る . 他 にも
,
腫瘍血 管と 放射線療法

3 1)
, 化学療法

2 9)
と の 関係を

検討 した研究な どが み ら れ るが ,
癌の 浸潤度や悪性度 との 関連

か ら検討 した 報告 は見当ら な い . そこで 本研究で は 口腔癌 の 浸

潤様式別に 血 管構築の 変化を観察 した と こ ろt それ ぞ れ特徴あ

る所見が得 られ た . すなわ ち, 浸 潤能の 低 い 浸潤様式1 軋 2

型の 痛 で は腫瘍細胞 の増殖 によ る既存血管の 庄排像や外向性に

発育する部分 に み ら れ る樹枝状 の 血 管誘導が主で , 浸潤能が 高

く なる に つ れ リ ン グ状 血管像 な ど の 異常 な血 管形態を認め , び

漫性 に浸潤す る浸潤様式4 C 塑 の 腫瘍 で は 既存 の 血 管を破壊す

る像が主体 にな っ て い た .
こ の よ うに それ ぞれの 浸潤様式 に特

徴的な血 管形態を示す こと か ら ,
痛 の 浸潤能が腫蕩血管形態を

変化させ る要因の 1 つ と な っ て い る と考えら れ た ･

口腔痛 の 臨床例 に お ける腫瘍血管密度の 検討で は ,
腫瘍周囲

の 血 管密度と分化度, 浸潤様式, リ ン パ 節転移 と密接 な関係を

認 めた と する 報告
23 )2 4)
が ある 一 方で 浸潤 や リ ン パ 節転移と血 管

密度と は 関係 しな い と する報告
25)

､

27 )
や 高悪性 の 腫瘍 ほ ど血 管

密度 は低 い と する 報告
47)
もあ る . 現在 ,

口 腔痛 に お い て は腫

瘍血管が どの よ うな役割 を担 っ て い るか に つ い て は まだ議論 の

多い と こ ろ で ある . しか しな が ら
,
本研究で の 結果で は , 正 常

粘障が癌化す る過程や低度浸潤痛 に お い て は樹枝状 の 血 管新生

が 旺盛で 血 管密度も次第 に増加する が , 浸潤痛 と なり深部 へ の

浸潤 を 開始す る と血 管密度の 増加も鈍り は じめ , 逆 に既 存の 血

管 を破壊する た め血 管密度が減少する傾向にあっ た ･ こ れ を浸

潤様式別 にみ る と浸潤様式1 宣凱 2 塑の 低浸潤性 の 癌よ り浸潤

様式3 型 ,
4 C 型 の 高 度浸潤痛 の 方が 血管密度が低 く な る 傾向

が認め られ た .
これ は 腫瘍 の悪性度 が高 い ほ ど血 管密度が高く

なる と い う他臓器癌 の 報告
t 9) ､ 2 2)
と は異な るが , 口腔扁平上皮

備に お け る い く つ か の 特徴 と は整合するもの と思 わ れ る ･

すな わち ,
口腔扇平上皮痛の 化学療法効果 は比較的高く ,

日

常臨尉 こお い て も化学療法 は頻用 され て い る が , 症例 によ っ て

その 効果 に差が ある . こ の 症例間 の 効果の 遠い に つ い て数多く

の 臨床統計が な さ れ ,
口 腔痛 と の 悪性度 との 関係が指摘 され て

い る
48) - 5 1)

. 中で も浸潤様式 は化学療法が奏功す る か 否か の 大

きな 要因であり, 浸潤様式1 乳 2 型の 癌は 化学療法効果 が高

く
,
3 型以 上 の 癌 と 比較 し有意な差を認 め て い る ･

こ の 理由の

1 つ と し て 多 く の 研 究者 は腫瘍 血管構築の 違 い を指摘 し て い

る
訓)

. すなわ ち, 浸潤様式1 型 ,
2 型の 痛 は腫瘍 血管が多く腫

瘍に均
一

に分布 して い る た め ,
化学療法剤の 組織内濃度が高く

維持 さ れ, その 結果と して 効果 が高 い の で は な い か と考 え ら れ

て い る . また
,
放射線治療 にお い て も同様 に, 臨床統計 にお い て ,

浸潤様式と放射線効果との 密接 な関係が認 め ら れ て おり
5 1)

､ 5 3}

,

浸潤様式1 型, 2 塑の 痛 は効果が高く, 3 型以 上 の 痛 と 比較 し

有意な差 を認め て い る .
こ の 理由 に つ い て も同様に腫瘍血管が

関与 して い る もの と予想され て い る . す なわ ち, 浸潤株式1 乳

2 型 の痛 は腫瘍血管 が多く組織内酸素濃度が高く維持 さ れ てお

り
,
そ の 結果 と して放射線効果 が高 い の で はな い か と考え ら れ

てい る . 本研究 に お ける血 管密度の 測定結果 は こ れ ら を支持す

るもの で あり, 化 学療法や放射線療法の効果 に関する研究に お

い ても
,
腫瘍血 管構築 は重要な因子であ るこ とが 示され た .

ま た
,
B o e h ei m ら

54)
は 口 腔痛 の化学療法後の 腫瘍 の残存パ

タ
ー ン につ い て 2 つ に大別さ れ る こと を報告 し て い る . す なわ

ち
,
1 つ は乱雲則夫増殖を示す腫瘍で化学療法剤 に より腫瘍辺緑

が壊死し,一そ れに伴
い 表層部も壊死脱落す る た め腫瘍 は限局 し

て しまうタイ プ で , もう1 つ は び 漫性 に増殖する腫蕩 で , 各腫

谷

瘍胞巣 に化学療法剤 が不均
一

に 分布する た め部分的に壊死変性

し
,
腫蕩全体 の 大きさ には あまり変化は認 め られ ない タ イプで

ある .
こ の 現 象は 本研究 にお い て み られ た 腫瘍の 血 管構築の変

化や血管密度と浸潤様式 と の 関係 に お ける結果か らも極 めて 合

理的であ る と思 われ る . す なわち
,
外向性発育の 腫瘍 が多い 浸

潤様式1 塾, 2 型 の癌 で は血管密度 が高く ,
しか も樹枝状 の 血

管を誘導して い る た め化学療法効果が高い ばか りで は なく , 周

りか ら腫瘍全体を包むよう に効果が現れ , 腫瘍が 残存しても
ー

塊 と な っ て い る た め 限局する . しか し, 浸潤様式3 塾, 4 C 型

の 浸 潤痛 で は 血 管密度 が低く, しか もリ ン グ状 の 血 管変化や既

存血管破壊を起 こすた め ,
化学療法効果が低い ばか りで はなく,

腫瘍胞巣 の
一

部分 が変性 して も傷害を受けなか っ た腫癌細胞が

胞巣中 に残存し, 腫瘍 全体 の 大きさ そ の もの には 変化が み られ

ない で あ ろう こ と が予想 さ れ る . こ れ はY a m am O tO ら
55 )
の 浸潤

様式1 型 ,
2 型 の 術前化学療法奏功例 に対 して は 手術切除範囲

の 縮小 が可能であ る とす る考えを裏付ける基礎的な証拠 の 1 つ

にな る と考え られ , 今 乳 臨床例 に お ける 治療方針決定 の 際に

有益 な情報 とな ると 考え られ た .

1 9 78 年 M i y a c hi ら
56) は 一 部 の 全身性 エ リ テ マ ト

ー

デ ス の 患者

の 血清中に は肝臓 や腎臓な どの 実質細胞核と は 反応 しな い が増

殖期 の 培養細胞や リ ン パ 球 と特異的 に反応す る抗体が検出さ れ

る こ と を報告 し , そ の 抗 原をP C N A と 名付 け た . 1 9 8 0 年 に

B r ab o ら
5 7)
が H el 』 細胞 か らS 期 に 合成 され る分子量36 ,0 0 0 の

蛋白質 が細胞増殖 と関連して い る こ と を見い だ し, サ イ ク リ ン

(c y cli n) と銘 々 した . そ の 後, P C N A とサ イ クリ ン は同
-

の 蛋白

質である こ とが 報告 され
5 8)
,
D N A 合成酵素であ る D N A ポ リ メ

ラ
ー ゼ ∂ の 活性発現 に不可欠な蛋白であり, G l 後期 に出現 し,

S 期以 降は 消失する こ と が証明さ れ た
5 9)

. さ ら に
,
P C N A は

一

般的な手術材料 の パ ラ フ ィ ン 切片に お い て も免疫染色可能であ

る こ と か ら臨床材料 を利用 し盛ん に 検討 され て い る . 悪性腫瘍

に関す る報告も多く, 胃痛
郎)
,
肺痛
6 1)

,
前立腺癌

62)
, 乳癌

瑚 な

どで分化度 や病期 , 予後 と の 関連性が示唆 され て い る . 口腔領

域 の 悪性腫瘍 に つ い て もい く つ か の 報告をみ る
糾 問 )
が浸潤様式

と の 関連性 につ い て 検討 さ れ た もの は少 な い . そ こ で 本研究で

は 浸潤先進部 にお ける 馴包動態 と浸潤様式 の 関係 に つ い て , 抗

P C N A 抗体を用い て 免疫組織化学的 に検討 した . そ の 結 果, 浸

潤様式 が1 塾 か ら4 C 塾 に な る に つ れ P C N A 陽性率は高くな り,

浸 潤様式 が高度な腫瘍 は増殖活性 が高 い こ とが 示さ れ た ･ 従っ

て , び漫性浸潤塑の 腫瘍は増殖能が高く臨床 にお い ても特 に注

意を要す る症例 と思 わ れ た .

口腔痛 にお け る腫瘍 の P C N A 陽性率 と血 管密度 に関す る検討

で新谷 ら
23)
は血 管密度 の 高 い 腫瘍 はP C N A 陽性牢も高く両者の

間に は 相関関係 が認 め ら れ た と し て い る . しか し
,
臼 田 ら

郎)

は そ の道 に食道癌 に お い て は 血 管密度の 高 い 腫瘍 ほ どP C N A 陽

性率 が低く両者の 間に は 逆相関関係が認 め られ た と報告 して い

る . 本研 究に お い て は ,
血 管密度 が高くな る に つ れ てP C N A 陽

性率は低値を示し, む し ろ血管密度 が高 い も の ほ ど増殖能は低

い 結果であり, 統計学的 にも両者間に有意差 が認 め ら れ た ･
血

管の多い 腫瘍は血流も豊富 になり腫瘍細胞の栄養状態も良好で

増殖能も高く ,

一 見 する と本研究の 結果 は不合理の よ うにも思

われ る . しか しな が ら
,
これまで に得られた知見から, 浸潤能

の高 い 腫蕩 は浸潤 しつ つ 既存血管を破壊 し血 管密度が低くなる

こ と
,
さら に こ の よ うな浸潤能 の 高 い 腫瘍 はP C N A 陽性率が高

く増殖活性 が高い こ とを考え合 わせ る と , 本研究結果 に おける
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血管密度 と P C N A 陽性 率 と の 関係 は 合理 的で あ る と い え よう.

従 っ て , 腫瘍細胞 の 増殖活性 は腫瘍血 管に は 依存 して い な い の

で はない か と推察さ れ る . すな わち , 腫 瘍増殖は膿瘍細胞自身

の 増殖能に依存 し, 既述 した よう に腫瘍 血管の 形成もや はり癌

細胞が コ ン トロ
ー

ル して い る よう に思 わ れ る . こ こ で興 味深 い

の は腫瘍の 肉眼的発育形態 と血 管密度 と の 関係 である . 本研究

結果で は外向性の 発育を示す膿瘍で は 内向性 の もの と比較 し血

管密度は高くな っ て い た が ,
こ れ は深部 に浸潤する能力の な い

癌細胞が そ の 場 で増殖す る場合, 血 管 を 誘導 して癌細胞 に と っ

て好都合な環境を つ く る た め に行 わ れ た結果 と考えら れ る . 逆

に浸潤能力 の あ る 内向性 の 腫瘍 は, 深部 の 筋層 は血 管が布目状

に配列 し血 管密度も高く癌細胞 の 増殖環境 と して 好都合 な た

め, 腫瘍自身が増殖 しつ つ 筋層 に浸潤 して い く の で は ない か と

思われ る . 上 皮細胞か ら発生 し た痛が なぜ筋層 に浸潤す る の か

の 疑問に対す る明確な回答 は現在 の と こ ろ得 ら れ て い な い が 今

回の 一 連 の 結果か ら は癌細胞の 上 記の よう な浸潤目的が推察 さ

れた .

口腔痛 の V E G F の 発現 と 痛の 悪性度 に つ い て詳細 に検討 され

た報告 は極め て 少なくM o 卸a m a ら
4 7)
の 報 告をみ る の み で ある.

この 報告で は臨床例 にお い て V E G F の 発現 と血 管密度 と浸潤様

式と の 関係 に つ い て検討 され て い る が ,
い ず れ にお い ても有意

な差は認め られ て い な い . 本研究結果 で は浸潤様式と V E G F の

発現と の 関係 にお い て 浸潤様式が高度 に な る に つ れ て V E G F の

発現も高度 にな る傾向が認め られ
,
特 に び漫性 に浸潤す るタ イ

プの 痛で はV E G F の 発現 が観察さ れ た . こ こで 驚く べ き こ と は

腫瘍血管の 少ない 高度浸潤痛で 血 管新生因子が多く発現 して い

るこ とで あ る.
こ の 理 由 は不明である が , 少なく とも高度浸潤

癌にお い て は血管 を誘導す る能力が無 い ため に血管が少 ない 訳

では ない とい う こと で あ る. 高度浸潤痛 は高 い 血 管誘導能 を潜

在的に は有 して い ると 思 わ れ る が
,
こ れ らの 疑問を今後明 らか

にする には , 実際の 腫瘍の 血 流量や 血 管機能
,
そ の 他の 血 管新

生因子 を含め た 腫瘍血管新生機序 の 解明が必要であ ると 考え ら

れる .

な お
,
教 室 の 川尻 ら

6 7) も述 べ て い る ご とく , 本実験 で は 最

も浸潤傾向の 強い 4 D 型 は 形成さ れ なか っ た . す な わ ち , 肉眼

的に外向性の 腫瘍で は 発癌後に浸潤傾向の 最も弱 い 1 型か ら 強

い4 C 型まで , ま た 内向型腫瘍で は3 型か ら4 C 型まで
, 腫瘍の

増大と共 に浸潤傾向が強くな っ た に もか か わ ら ず4 D 型に まで

は至 っ て い な い . こ の 結果 は他 の 型か ら2 次 的 に4 D 型 へ 移行

する こ と が な い こ と を示すもの で あり, こ の 4 D 型 の 独 自性 に

つ い て は全く別 の 研究か らの 解明が 必要と考えら れ た .

結 論

実験的誘発 ハ ム ス タ ー 舌癌 モ デ ル を用 い
,
口 腔扁平上皮痛の

浸潤増殖過程 に お ける腫瘍血管の 変化 と そ の 意義の 解明を目的

と して
, 各浸潤様式分類 か ら み た腫瘍 血管構築の 変化

,
各浸潤

亀 様式分類 と 血管密度 と の 関係 , 血管密度 と 鵬 増殖動態と の 関

係及び浸潤様式 や血 管密度と血 管内皮細胞増殖因子の 発現 と の

関係に つ い て検討 を行 っ たと こ ろ以 下 の 結論を得た .

1 ･ 実験 に用 い た4 5 匹中44 匹に 発癌 が認 め ら れ , 腫瘍 の 肉

套 限的発育形態 は外向性の もの 3 6 匹(81 ･8 % ) , 内向性発育を示 し

たもの が8 匹 (18 .2 % ) で あっ た . 組織学的 には す べ て 扁平 上皮

痛であり
, 浸潤様式別 に分類する と

,
1 型8 匹 (18 .2 % ) , 2 塑8

匹(18 ･2 % ) ,
3 型2 3 匹 (52 .3 % ) , 4 C 型5 匹 (11 .4 % ) で あり ,

4 D 型の 膿瘍 は認め られ なか っ た .

2 . 墨汁注入標本に お ける腫瘍血管構築の 観察で は 異形 上皮

に お い て は 上皮脚 の 変形とそ れ に相応 し た毛細血管ル ー

プ の 変

形 が 認め ら れ た . ま た
, 浸潤様式 1 , 2 塑の 腫瘍 にお い て は外

向性発育を示す部分 にお い て樹枝状 血管像が認め られ た . 3 型

の 腫瘍 に お い て は大小の 腫瘍胞巣の浸潤 に伴う､ 包巣周囲にお

ける リ ン グ状血 管像が認め ら れ ,
4 C 型の 膿瘍 に おい て は 急激

な腫瘍浸潤 によ る 既存血管破壊像が観察 された .

3 . 各腫瘍 にお ける単位面積視野あたりの 血管密度を算定 し

た と こ ろ
,
血管数2 .7 ～ 4 2 .7 個 と なり個 々 の 腫 瘍 によ っ て 差が

み られ
, 平均 は22 .6 ±1 1 .0 で あ っ た .

4 . 腫瘍 の 発育形態と 血管密度 と の 関係 で は外向性発育 の 腫

瘍 で は 血 管密度25 .1 士 1 0 ,8
, 内向性発育の 腫瘍 で は 11 .3 士6 .8

と なり, 外 向性 の もの は 内向性 の もの と比較 し血 管密度が高い

傾向 にあっ た .

5 . 血管密度を浸潤様式別 に検討 し た と こ ろ
,
1 型 は35 .2 ±

5 .6
,
2 型 は29 .6 ±1 1 .5

,
3 型は18 .9 ±1 0 .6 , 4 C 型 は11 .0 ±2 .8 と

なり
,
浸潤様式が高度 になる に つ れ血管密度 は低くな る傾向が

認め られ た .

6 . 浸潤様式 とP C N A 陽性細胞率 と の 関係 に つ い て 検討 した

と こ ろ
, 浸潤様式1 型 で 陽性率12 .1 ± 3 .6

,
2 型 で は14 .8 土 4 .4

,

3 型で は22 .6 ±6 .4
,
4 C 型で は 24 .9 ±4 .5 で あり

, 浸潤様式が高

度 に な る ほ どP C N A 陽性細胞率も高値を示 し た.

7 . P C N A 陽性細胞率と血管密度 と の 関係 に つ い て 検討 した

と こ ろ
,
P C N A 陽性細胞率が低値 の も の で は血 管密度が高い 傾

向 にあ っ た .

8 . 浸潤様式別 にV E G F の 発現程度 をみ る と
, 浸潤様式が高

度 に な る に つ れ て V E G F の 発現 も高度 に な る 傾向が認め ら れ

た . 特 に び 漫性 に浸潤す る4 C 塑 の 腫瘍 に お い て V E G F の 発現

は 高度であ っ た .

9 . V E G F の 発現程度 と血管密度 と の 関係 に つ い て検討 し た

と こ ろ
,
両者の 間に は 関連性が み られ ず, 統計学的にも有意差

は認 め ら れ な か っ た .

以 上 の 結果より
,
Ll腰扁平上 皮癌の 血 管構築や血管密度 は腫

瘍 の 浸潤や増殖 に深く関与 して い る こ と が 示さ れ た .
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M a x i1l of a ci al S u rg e ry , S c h o ol o f M e d i ci n e , K a n a z a w a U n i v e rs lty , K a n a z a w a 9 2 0
- 8 6 4 0

-

J ･ J u z e n M e d S o c ･
,
1 0 7 , 7 4

-

8 6

( 1 9 98)

E e y w o r d s : D M B A i n d u c e d t o ng u e c a n c e r , m O d e o f i n v a si o n , a r C h
i te c tu r e o f tu m o r v e s s e l , P r Oli f e r a tl

n
g
C e 11 n u cl e ar

a ntlg e n , V a S u C u l a r e n d ot
h eli al c ell g r o w th f a c t o r

A b s t r a (:t

T h e v a s c ul a r a r c hit e c tu r e o f D M B A (9 , 1 0
- d i m eth yl l , 2

-b e n z a n th r a c e n e) i n d u c e d t o n g u e c ar Ci n o m a i n t h e h a m ste r w a s

e x a mi n e d ･ C h a n g e s i n t u m o r v e s s el s a n d th ei r s l g n i
fi c a n c e d u ri n g g r o w th o f i n v a si v e o

r al s q u a m o u s c ell c a r ci n o m a w a s

o b s e rv ed ･ T o n g u e c a n c e r w a s i n d u c e d b y a b r a d i n g
th e ri g h t m a rg l n Of th e to n g u e o f e a c

h h a m s te r w i th a n e n d o d o n ti c b a rb e d

b r o a c h a n d s u b s e q u e n tly a p pl y i n g l ･0 % D M B A dis s o I v e d i n a c e to n , t hr e e ti m e s a w e e k , at th e s a m e sit e ･ A f te r m a c r o s c op I C

d e te c ti o n of c a n c e r a n d th e si g n s of c a c h e xi a ( W e ig h t l o s s , et C ･) , I n di a n
-i n k w a s i n fu s ed i n t o th e a s c e n di n g

a o r ta o f e a ch

a ni m al u n d e r g e n e r al a n e s th e si a ･ T i s s u e w a s h a r v e st e d 血
･

O m e a C h a ni m al a n d m a d e i n t o a t r a n s p ar e n t SP e C
i m e n

,
1 0 0
F
L m i n

th i c k n e s s
,
f o r e x a m i n atio n of v a s u c u l a r ar C hi t e c t u r e ･ T h e m o d e of c a n c e r i n v a si o n w a s G r a d e l i n 8 an i m al s , G r ad e 2 i n 8 ･

G r ad e 3 i n 2 3
,
a n d G r a d e 4 C i n 5 ･ M a cr os c o p i c t u m o r g r o w th m o d e w as

e x o p h y ti c i n 3 6 a ni m al s a n d e n d o p h y ti c i n 8 a n i m als ･

E a c h m ｡ d e ｡ f c a n c er i n v a si o n w a s a s s o ci at e d w ith c h a r a ct e ri s ti c v a s c u l ar ar C hi t e c t u r e . T h a t i s , l o w i n v a si v e c a n c e rs ( G r a d e l

a nd 2) s h o w e d d e n d ri f o r m v a s c ul a ri z ati o n a n d a m a rk e d i n c r e a s e i n v e s s e l d e n sity a s th e y u
n d e r w e n t e x o p h iti c g r o w t

h ･ G r a d e

3 i n v asi v e c a n c e r s h o w e d ri n g s o f bl o o d v e s s els f o r m l n g d u ri n g th e c o u r s e o f i
n v a si o n b y al v e o l a r t u m o r f o c

i ･ D if fu s ely

i n v a si v e c a n c e r ( G r ad e 4 C) s h o w e d d e s t ru C ti o n o f e x i sti ng b l o o d v e s s el s a n d a
d e c r e a s e i n v e ss el d e n si ty ･ A s tu m o r i n v a si o n

p r o g re s
s e d

,
th e v e ss el d e n si ty d e c r e as e d ( p < 0 ･0 5) ･ T h e v e s s el d e n sit y w a s si g n i丘c a n tl y l o w e r i n c a s e s o f e

x o p h y ti c c a n c e r

t h a n i n c a s e s of e n d o p h y ti c c a n c e r ( P < 0 ･0 1) ･ T h e P C N A ( P r Olif e r a ti n g c ell n u cl e a r a n ti g e n) o f
c a n c e r c e11 s

,
W h i c h i s a n

in d i c a to r o f t u m o r p r o lif e r ati o n p o te n ti al , W a S m O r e fr e q u e n tl y p o si ti v
e a s t u m o r i n v a si o n b e c a m e m o r e s e v e r e ･ T h a t i s

,
th e

P C N A p o siti v e r at e i n G r a d e l o r 2 a ni m al s d i ff e r e d si g n i B
c a n tly fr o m th at i n G r a d e 3 0 r

4 C a n i m al s ( p < 0 ･0 5) ･ T h e P C N A

p o si ti v e r at e d e c r e a s e d as v e s s el d e n sity i n c r e a s e d (p
< 0 ･0 5) ･ T h u s , t h e v e s s el d e n si ty w a s n ot p r o p o rti o n al t o th e

t u m o r

p r oli f e r ati o n p ot e
n ti al ･ T h e e x p r e s si o n of v a s c ul ar e n d o th e li al g r o w th f a c to r ( V E G

F) w a s s e e n m o r e fr e q u e n tl y a s tu m o r

i n v a sio n p r o g r e s s e d (p < 0 ･0 5) , b u t th e e x p r e s si o
n o f V E G F d i d n o t c o r r el at e w i th th e v es s el d e n si ty ･ T h e s e r e s u l ts s u g g e st e d

th at th e c h a n g e s o f th e tu m o r v e s s el w e r e d e p e
n d e n t o n th e m o d e o f c a n c e r i n v a si o n a n d p r oli f e r a ti o n ･


