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口腔扇平上皮癌の浸潤 ･ 転移に対する

化学療法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)

小 島 潔

口腔扁平 上皮痛の 浸潤
■ 転移に対す る化学療法の 効果を明 らか に する 目的で , 高浸潤 , 高転移性の ヒ トロ 脛扁平上皮癌

細胞株 である O S C -1 9 細胞 をヌ ー

ド マ ウ ス の 口腔 内に 正所性 に移植す る浸潤 ･ 転 移モ デ ル を用 い て 実験的 に検討 した . 第1 実

験 と してO S C - 1 9 細胞を 口底 に移植 し た後 に浸潤と転移が
一

連に 推移する状態 にお い て , シ ス プ ラチ ン ( ci s pl ati n , C D D P) また

は硫酸 ペ プ ロ マ イ シ ン (p e pl o m y ci n s u lf at e , P E P) を移植後7 日目ま た は14 日日 に腹腔内 に単独投与 し, 各抗癌剤な ら び に各投

与時期 の 遠 い に よ る化学療法効果を比較検討 し た. そ の 結果 , 対照群の 口 底腫瘍 の 増殖細胞核抗原 b 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 ) 陽性細胞率 は33 .7 % で あ っ た の に対 して , 抗癌 剤投与群 で は25 .4 ､ 2 8 .4 % と有意 に低下 し b < 0 .0 5) , 化学療法

に よ る増殖抑制効果が認 め ら れ た . また
, 対照 群の 口 底腫瘍 は典型的な4C 型 の 浸潤様式 を呈 して い た が ,

抗癌剤投与･群の 残

存腫瘍 の 浸潤様式 は艦壕胞巣 の 変性と とも に3 型 に と どまる も の が72 .7 ～ 8 1 .8 % と 多く ,
抗 癌剤投与 に よ っ て浸潤様式の 低下

(d o wn g r a di n g) と い い 得る 所見が示さ れ た . さ ら に対照群 の 頚部 7) ン パ 節転移形成率 は90 .9 % で あ っ た の に対 し て
,
抗癌剤の

7 日 日投与群で は リ ン パ 節転移形成率 は45 .5 % と有意 に低 下 し (p < 0 .0 5) , ま た 転移リ ン パ 節 内で の 腫 瘍進展度も抑制 さ れ てい

た (p < 0 .0 1) . 第2 実験で はO S C -1 9 細 胞を舌 に移植 し, そ の 後に 移植膿瘍を切除 し転移の み が 進行す る状態に お い て, 移植腫

瘍切除の み を施行す るS 単独群と術前化学療法を移植腫瘍切除 に併用す るC + S 群 の 頚部 リ ン パ 節転移形成率 の 比較検討を行 っ

た . そ の 結果 ,
S 単独群 の 頭部リ ン パ 節転移形成率は81 .8 % で あ っ た の に対 して , C + S 群 の 転移形成率 は18 .1 % で あり , 腫瘍

切除循 に術前化学療法を併用す る こ と に よ っ て 頚 部リ ン パ 節 へ の 転移 が著 しく抑制 さ れ て い た (p < 0 .0 1) . 以 上 の 結果 より,

移植腫瘍増殖初期で転移巣未形成期 にお け る化学療法が高浸潤 , 高転移性口腔扁平上皮癌 の 浸潤 ･ 転 移を抑制する こ と が 示さ

れ た .

E k y w o r d s o r al s q u a m o u s c ell c a r cin o m a , Ch e m ot h e r a p y , O r th o t o pi c i m pl a n t ati o n m o d el , i n v a si o n ,

m et a st a sis

近年, 化学療法 は シ ス プ ラ チ ン ( ci sp l a ti n , C D D P) に 代表さ

れ る 優れ た 抗腫瘍効果を示す抗癌剤の 登場 や , 数 々 の 多剤併用

療法の 開発な ど に よ っ て 口 腔癌の 治療法の 中で より重要 な位置

を占め る よう に な っ て き た
1)

. 特 にK o n g ら が頭 頂部進行痛 に対

して C D D P と ブ レ オ マ イ シ ン 匝1 e o m y ci n , B L M ) に よ る 化学療

法先行治療 の 卓越 し た 有効性 を報告
2)

し て以 来, 手術や 放射線

療法に先行 し て化学療法を行う導入化学療法が多く の 施設で採

用 さ れ る よ う に な っ た
3}

. 著 者が 所属す る金沢大学医学部歯科

口腔外科 に お い て も, 口腔扁平 上皮痛 に対 して C D D P や ペ プ

ロ マ イ シ ン b e pl o m y ci n s u lf a te , P E P) に よ る術 前化学療法を行

っ た後 に根治手術 を行う集学的治療法 を採用 し, 良好 な治療成

績をお さめ て い る
4)

.

こ れ ら
一導入化学療法によ る原発巣や所属 リ ン パ 節 転移巣 の 腫

瘍縮小効果 に つ い ては , 程度の 差 こ そあ れ
一

般 に認 め られ て い

る もの の , 転 移形成抑制効果 に つ い て は未 だ な お議論の 多 い と

こ ろ で ある . こ の 最大 の 理由と し て は 口腔扁平 上皮痛の 転移形

成能 に対す る化学療法 の 効果を検討す るうえで , 評価に耐えう

る多数の 症例数 お よ び そ れ ら症例 に対す る長期 の 経過観察期間

が必要である こ とが あげら れ る .

最近
,
著者 ら

5)
は ヒ ト ロ腔扁平 上皮癌細胞 を ヌ

ー

ドマ ウ ス の

口 腔内に 移植す ること によ っ て , 原 発腫瘍 と極め て 類似した浸

潤増殖像を呈す る｢1 腔内腫瘍 と共に高率に頚部リ ン パ 節転移を

形成す る浸潤 ･ 転移モ デ ル を 開発 し た . そ こ で 本研究で は口腔

扁平上皮癌細胞株 O S C - 1 9 細胞
う̀

切 高転移惟 に着日 し, 本細胞

の 浸潤 ･ 転移 に 対す る化学療法 の 効果を
■
明 らか に する目的で,

本 モ デ ル を用 い て 浸潤 ･ 転 移が
一 連 に 推移す る実験系と , 移植

腫瘍 を切除 して 転移 の み が 進行す る実験系の 2 つ に つ い て検討

を行■っ た の で報告する .

材料 お よ び 方法

Ⅰ . 腫瘍細胞株

実験 に は61 歳男性 の 舌癌患者の 頚部リ ン パ 節 転移巣 より樹立

平成 8 年11 月2 6 日受付, 平成 9 年1 月1 6 日受理

A b b r e vi a ti o n s : A U C , a r e a u n d e r th e c o n c e n tr ati o n v e r s u s ti m e c u rv e; B L M , bl e o m y cin ; C D D P , Cis p l atin ; C
E D

,

cli ni c all y e q u iv al e n t d o s e ; C R , C O m p l et e r e s p o n s e; D A B , 3 ,3
- di a m i n o b e n zi di n e t e t r a h y d r o c h l o rid e ; D M S

O
,

d i m e th y ls u lf o xid e; F B S , f o et al b o vi n e s e r u m ; ip ･

,
i n t r a p e ri t o n e al inj e c ti o n ; I R , i n h ib itio n r a ti o; L I, 1 ab eli n g i n d e

x;

u A B , 1 ab elle d st r e p t a vi din bi otin ; M E M ,
E a gl e

,

s m i ni m u m e s s e n ti al m e di u m ; M 7 T , 3
-(4 ,5 -d i m e th yl th i a z ol

-2 - yl)
-2
,
5 -



口 腔扁平上皮痛 に対す る化学療法効果 に関す る研究

され た高分化型 の ヒ ト ロ 腔扁平上皮痛細川包株 ,
O S C -1 9 細 胞 を

用い た . O S C -1 9 細胞の 培養 にお け る 倍加時間は57 .8 時間で あ り
,

ヌ
ー ド マ ウ ス の 背部皮下 に移植す ると

, 多角形 で角化 を営 む細

胞が充実性 に増殖す るもの の ,
周囲組織 へ の 明 らか な浸潤や転

移は認め ない . しか し本細胞を青 また は 口底 に移植す ると , 癌

細胞は索状の 胞巣 を形成 して 深部組織 へ 浸潤 し, 頚部リ ン パ 節

へ 高率 に転移す る こ と を当教室の K a w a s h i ri ら が 報告 して い

る
5 )

. そ こ で本実験で は本細胞を10 % 牛胎児血 清 (f o e t al b o vi n e

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

グ ル 最少必

須培地 (E a gl e
'

s m i n i m u m e s s e n ti al m e di u m
,
M E M ) ( 日水製# ,

東京) でイ ン キ ュ ベ
ー

タ
ー 内(3 7 ℃ , 5 % C O 2 条件｢~F) 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 .

Ⅰ. 抗癌剤

口腔扁平上皮痛を始 め頸頚部痛 の 治療 に頻月∃さ れ ,
か つ 高い

奏効率が報告
7〉
さ れ て い るC D D P ( 日本化薬, 東京お よ び ブ リ ス

トル
･ マ イ ヤ ー ズ ス ク イ ブ

, 東 京) とP E P ( 日 本化薬) を用 い

た.

Ⅱ . 実験動物

実験動物 に は ヌ ー

ド マ ウ ス (B A L B / c - n u / n u , 6 適齢, 雌 , 体

重15 ～

1 8 g , 日 本 チ ャ
ー ル ズ リ バ ー

, 横 浜) を 金沢大学医学部

動物実験施設内で特定痛原体除去 (s p e cifi c p ath o g e n 愈 e e , S P F)

環境下(室温25 ±2 ℃ , 過度50 ±5 % ) に飼 育 して 用い た .

Ⅳ . 実験方法

1 . 基礎的検討

基礎的検討と して O S C -1 9 細胞の C D D P お よ び P E P に対す

る抗癌剤感
′受性試験を3 -(4 ふ ジ メ チ ル チ ア ゾ ル ー 2 一イ ル ト2 ,5- ド

7 ユ ニ ル テ トラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド [3 -(4 , 5 -d i m eth yl th i a z ol -2 -yl)
-

2
,
5 -d o ph e n yl te t r a z oli u m b r o m i d e , M T r] ア ッ セ イ

8)

を用い て 行

っ た. さ ら に ヌ
ー

ド マ ウ ス に お け る抗癌剤の 組織内移行濃度の

測定を, C D D P は 原f ･ 吸 光法 (a to m i c a b s o r pti o n m e th o d)
叩

で
,

P E P は生物学的検定法で行 っ た .

1 ) M T T ア ッ セ イ

O S C -1 9 細胞 を10 % F B S 加 M E M 小で 3 ×10 憫/ 1 8 0 /L l と な

るよう に調督 し, 9 6 ウ エ ル
､

Ⅰ三底マ イ ク ロ プ レ ー

ト ( C ell W ell s ,

C o mi n g G l a s s W o rk s , N e w Y o rlく, U S A) に1 ウ エ ル あ た り18 0 /L l

ずつ 分注 し た . 臨床 上 の 抗癌剤の 血Ff 億 轟農度 (p e a k pl a s m a

C O n c e n t r ati o n
,
P P C)

1 ‖'
を参 都こ して , C D D P は1 .5 /L g/ m l , 4 .5 /L

g/ m l , 1 5 /L g/ m l に , P E P は0 ･7 /1 g/ m l , 2 ･1 /L g/ rn l , 7 /1 g/ m l の3

段階の 濃度 の 抗癌剤希釈清浦 を作成 し て t そ れ ぞ れ 1 P P C ,

3 P P C
,
1 0 P P C と設定 し

, 各々20 /L lず つ 分注 し O S C -1 9 細胞 と接

触させ た . 3 7 ℃
, 5 % C O 2 の 条件 卜で7 2 時 間培養後, 各 ウ エ ル

に1) ン酸緩衝液 (p h o s ph a t e -b u ff e r e d s al i n e , P B S) (p H 7 .6) で 溶

解した2 /1 g / m l の 濃度の M T T(Si g m a , S t ･ L o u i s , U S A ) を2 5
,
, L lず

つ 分注し, さ ら に4 時間培養 した . 培養 終 J 後 に培養液を静か

に吸引 し
,
ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド (di m e th yl s u lf o x i d e ,

D M S O ) (和 光, 大阪) 20 0
′
′J l を加え, プ レ ー

ト ミ キ サ
ー

を用 い

て M T T フ ォ ル マ ザ ン 結 晶を充分に溶解 した . 次い で各ウ エ ル

の54 0 n m に お ける吸光度 (O D) をイ ム ノ リ ー ダ ー

N J -2 00 0 ( 日 本

イ ンタ ー

メ ソ ド
, 東京) を用 い て 測定 し た . な お , 抗癌剤無添

加で培養 し た細胞を対照群と した .

8 5

抗癌剤感受性の 判定 は紺胞増殖抑制率 (in h ibiti o n r a ti o , I R) を

(1 崩 痛剤接触群の 吸光度 の 平均値/ 対照群の 吸光度の 平均値) ×

10 0 と して 求め
,
O S C -1 9 細胞の 増殖抑制率が50 % 以上 で感受性

あり と し た .

2 ) 抗癌剤の 組織内移行漉度測定法

ヌ
ー

ド マ ウ ス へ の 抗噛剤の 投与量 は, C D D f
〉
は 近藤 ら

11)
の 報

告 をも と に8 m g/ k g と し , P E P は 増 野
12)
の 報 告 を も と に

32 m g/ k g と して , 投与経路 は腹腔内投与 と し た . C D D P
,
P E P

そ れ ぞ れ9 匹ず つ に投与 し, 1 0 分 , 3 0 仇 18 0 分後に各々3 匹ず

つ ジ エ チ ル エ ー

テ ル 麻 酔下 で 心臓穿刺に より採血 し
, 犠牲死 さ

せ た ･ つ づ い て 速や か に頚部リ ン パ 節, 肺
,
舌そ して 口底 の各

臓器を摘出 し検体 と し た . C D D P 投与群の 検体は直ち に凍結 し,

原 子吸光法 に よ る 定量を株式会社ナ ッ ク (高崎) に 依板 した .

一

方, P E P の 組織 内移行濃度測定 は以 下 の 生物学的検定法に よ

っ て 行 っ た .

す な わち
,
まず P E P 投与群 の ヌ ー

ド マ ウ ス よ り採血 し た血

液か ら速や か に血 栄 を分離し た . そ の 他 の 組織 はP B S を加えホ

モ ジ ナ イ ズ し
,
こ れ を100 0 0 r p m X l O 分間冷却遠心分離 し て得

られ た 上帝 を検液と して 測定まで0 ℃ で 保存 し た . 次 い で 力価

が3 ･1 3 / L g/ m l , 1 ･5 6 /L g/ m l , 0 ･7 8 /L g/ m l , 0 ･3 9 /L g/ m l , 0 12 〃

g/ m l , 0 ･1 /L g/ m l , 0 ･0 5 /L g/ mi , 0 .0 2 5 /j g/ m l の 標準硫酸 ペ プ ロ

マ イ シ ン の 溶液をP BS を用 い て 作製 した . こ れ ら の 検 液ま たは

標 準液中 に , 乾熱 滅菌を し た8 m m 径 の ペ ー パ ー

デ ィ ス ク

(A D V A N T E C T O Y O , 束京) を浸 し
,
余剰と な っ た 液を取り除

い た 後
, 検定菌で あるB a cill u s S u b tili s P CI -2 1 9 B L M 感受性変異

株 (株式会社 ナ ッ ク より供与) の 胞 子液 を含む寒天 平板培地上

に無作為に配 置した . 薬剤の 拡散を充分 に行う た め に, 平板を

4 ℃ の 冷蔵庫内で2 時間放置し た後, 3 7 ℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー

に

移し18 時 間静置培養 した . 組織内濃度は デ ィ ス ク 周囲の 阻止円

の 直径 を測定 し, 標準液の 濃度を横軸 (対 数) に , 阻止円( m m )

を縦軸 に プ ロ ッ トし標準曲線を作製 して 求め た .

2 . 浸 潤と 転移が一
一

過 に推移す る状態 に お け る
, 各抗癌剤な

ら び に 各投与時期の 違 い によ る化学療法効果の 比鞭検討(第1 実

験)

1) ヌ
ー

ド マ ウ ス へ の 癌細胞移植法

O S C -1 9 細胞 を0 .2 % トリ プ シ ン 液 に て 分散 し, 1 0
(
尭, F B S hLI

M E M 小で細胞数が8 ×10 個/ m l とな る よう に朋督 した 後,
2 6 ゲ

ー

ジ針付の 注射器で ヌ ー

ド マ ウ ス の = 底粧膜 卜に2 ×1 0
5

個を 移

柚し た .

2) 抗癌剤の 投与ース ケ ジ ュ
ー ル

抗癌剤 は塙細胞移柚後7 ‖ ‖ ま た は1 4 卜川 に指
′

j ･ す る こ とと

し
,
7 F =
-
1 に C D D P を8 m g/ k g 投 与 した もの をA 許, 1 4 【_ 川 に

C D D P 8 m g/ k g を投!j ･ し たもの をB 群, 7 1 = ｣ に P E P 3 2 m g/ k g

を投与 し たもの をC 群
,
1 4 ‖三l に P E P 3 2 m g/ k g を投与

一 し たもの

をD 群と し, 各群11 匹の ヌ ー

ドマ ウ ス を使月= ノ た . ま た
, 癌細

胞移植後 に抗癌剤の 投与を行 わなか っ た11 匹を対照群と した .

い ず れ の 群も癌細胞移植後21 日 日 に ジ ュ チ ル エ ー

テ ル 麻酔下 に

頚椎を脱臼 させ て 犠牲死 させ , 直ち に 口底部
,
頚部リ ン パ 節

,

肺 を摘出 した .

3) 組織標本作製法

d o ph e n yl t et r a z oli u m b r o m id e; P B S , p h o s p h at e
- b u ff e r e d s ali n e; P C N A , p r Olif e r atin g c ell n u cl e a r a n tig e n ; P E P ,

p e plo m y cin s ul h t e; P L P , P e ri o d at e ly sin e p ar afb r m ald e h y d e ; P P C , P e a k pl a s m a c o n c e n t r ati o n; P R , P a rti al r e sp o n s e;

Q O L
･ q u ality of lift; S P F , SP e Cifi c p a th o g e n 廿e e
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摘 出 し た組織 の 固定 は 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 l y si n e p a r af o rm al d e h yd 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 組織 は固定後 に ,

0 .5 M の E D T A (和光) に て 室温で72 時間脱灰を行 っ た ･ そ の 後,

適法 に従 っ て3 〃 m の パ ラ フ ィ ン 連続切片を作製 した ･

4) 移植腫瘍 の 増殖能に対する効果の 検討

口底部移植腫瘍 の 増殖 に対する効果を検討す る た め に増殖細

胞核抗原 b r olif e r at in g c ell n u cl e ar a n ti g e n , P C N A) に対す る免

疫組織染色 を行い ,
P C N A 陽性細胞率 (P C N A l ab eli n g i n d e x ,

P C N A u ) を求 め た . 免疫組織染色 は ラ ベ ル ドス ト レ プ トア ピ

ジ ン ー ビ オ ナ ン (1 a b ell e d s tr e p t a vi di n bi o ti n , I JS A B) 法 に て 行 っ

た . すな わ ち
,
パ ラ フ ィ ン 切片をキ シ レ ン ー エ タ ノ ー ル 系列 に

て 脱 パ ラ フ ィ ン した字数 3 % 過酸 化水素水 に よ る 内因性
ペ ル オ

キ シ ダ
ー ゼ の ブ ロ ッ ク を行い ,

ウ シ血清ア ル ブ ミ ン に よ る非特

異的反応 の ブ ロ ッ ク後 , 仙
一 次抗 体と し て マ ウ ス 抗 ヒ トP C N A モ

ノ ク ロ
ー

ナ)L/ 抗体 P C -1 0 (D A K O ジ ャ パ ン , 京都) を5 0倍 希釈 し

た もの を4 ℃で24 時 間反応 させ た . 次 い で , ビ オ ナ ン 標識抗 マ

ウ ス Ig G 抗 体と 室温で10 分間反応さ せ ,
ラ ベ ル ド ス ト レ プ ト ア

ピ ジ ン _ ビオ ナ ン パ ル オ キ シ ダ
ー ゼ複 合体 ( D A K O ジ ャ パ ン) と

10 分間反応後, 0 .1 % ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン テ トラ ク
ロ ライ ド (3 ,

3 _ di a m i n o b e n zi di n e t et r a h y d r o c hl o ri d e , D A B) (和 光) 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 陰性村照と し

て
一

次抗体を含まな い P B S を使 用 し, 同様 の 方法 で 反応 させ た.

陽性 対照 と して は ヒ ト正 常 リ ン パ 節の 胚中心を用 い ,
それ より

染色程度の 淡 い もの は 除外 して , 対照 と 同程度以 上 の 染色濃度

を示 し た 細胞を陽性細胞 と し た . 腫瘍 細胞5 0 0 偶 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 をP C N A 陽性細

胞率 と し た . 対照群 と抗癌剤投与群の P C N A 陽性細胞率を比較

検討 し, 増殖能 に対する効果 を判定 し た.

5) 移植腫瘍 の 浸潤組織像 に対す る効果 の 検討

浸潤 に対す る効果 を検討す る た め に 口底部腫瘍 の E E 染色標

本 を用い , 各標 本 を 光顕的 に観察 し て S hi m o s a t o ら の 分類
13)

(表1) ( 以 下 ,
下 里 分類 と略) に 従 っ て 組織学的抗腫瘍効果を判

定 し, つ い で Y a m a m o t o ら の 浸潤様式分類
14)

( 表2) に準 じて化

学療法彼 の 残存腫瘍の 浸潤形態を評価 した . そ の 際 , 対照群と

比較 して 浸潤様式が低下 (d o w n g r a di n g) して い るもの を効果

あり と判定 し た . ま た さ ら に, 組織学的抗腫瘍効果と浸潤組織

像 に対す る効果 と の 相関 に つ い て も検索 した ･

6) 転移形成能 な ら び に 転移巣に対す る効果の 検討

転移 に対する効果を検討す る た め に頚部川 ン パ 節お よび肺の

H E 染色標本 を用 い , 病理組織学的に転移形成 の 有無 を確認し,

対照群の 転移形成率 と各抗癌剤投与群 の 転移形成率とを比較検

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
1 5)

(表3) に従 っ て 判定し, 頚

T ab l e l . H i sto l o g l C al g r a din g o
f e n b c t o f c h e m o th e r ap y

a )

G r ad e H is t o lo g lC al fi n di n g s

C h a r a ct e ris ti c c h a n g es ar e n o te d in t u m o r c ells b u t tu
m o r s t ru Ct u r e S h a v e n o t b e e n d e s tr o y e d ･

( T h er e is n o d ef e c ti n tu
m o r n e sts r e s u lt e d f r o m ly sis o f i n di vi d u a l t u m o r c ells ･)

I n a d diti o n t o c h a r a c t e ris ti c c ellu l a r c h a n g e s , t u m O r Str u C t u r e S h a v e b
e e n d e st r o y e d a s a

r e s u lt o f dis a p pe a r a n C e Of tu m o r c ells ･ = o
w e v e r

,
V a ri a bl e n u m b e r o f

‖

vi a bl e c ells
"

still

□ a . D e st r u ctio n o f tu m o r s t ru C t u r e S is o f mi 1d d e g r e e , i ･ e ･ ,
"

Vi a bl e t u m o r c ell s
"

a re fr e q u e n tly

o b s e r v e d .

Ⅱ b . D e s tr u c ti o n o f tu m o r st ru C tu re S is o f s e v e r e d e g r e e , th a t is ,
"

V ia bl e t u m o r c ells
"

a r e f e w i n

M ar k e dly alte r e d , P r e S u m a bly
n o vi ab l e t u m o r c ells a r e p r e s e n t s l n gly o r i n s m al

l cl u s t e r s

a n d
"

v i abl e c ell s
"

ar e h ar dly s e e n ･

N o t u r n o r c ells r e m ai n i n a n y o f s e c ti o n s ･( lo c al c u re)

Ⅳ a . E x t e n si v e a re a s o f c o a g u la ti o n n e c r o si s ar e p r e s e n t ･

Ⅳb . G r a n u la tio n tis s u e wi th o r w ith o u t s m all f o ci o f n e c r o sis i n cl u din g k e r at o ti c d e
b ris r e r n a in s ･

Ⅳ c , O n ly ci c at ri x is o b s e
r v e d ･

If r e g r o w th o
f th e tu m o r a ft e r th e r a py l S e V id e n t , S u ffi x

"

R
"

i s a dd e d to t h e g r a d e s u c h a s G
ra d e Ⅱ b - R ･

a )
c ri t e ria b y S hi m o s at o e t al

13 )

･

T ab le･ 2 . H is to lo g l C al g r a din g o f m o d e o f c a n c e r i n v a si o n
a )

G r a d e H ist ol o g l C al fin d in g s

C

D

l

つ
】

3

4

4

W ell d e f in e d b o rd e rl in e

C o r d s
,
1e s s m a r k e d b o r d erli n e

G r o u p s o f c e11s , n
O di sti n c t b o r d e rli n e

D iff u s e i n v asi o n
,
C O r d -1ik e ty p e

D iff u s e i n v a si o n , dif fu s e o r w id e s p r e a d ty p e

れ)
c rit e ri a b y Y a m a m o

to et al
14)

･

T a ble 3 , = ist ol o g l C al s ta g l n g O f m e t a s t ati
c t u m o r

a〉

S t ag e H is t o l o g l C al fi n di n g s

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

L i m ite d t o t h e aff e r e n t l y m p h a ti c
v e ss el o r th e

m a gl n al si n u s

In v a si o n a n d p r o lif e r ati o n fr o m
th e m a rg l n a

l

si n u s t o th e p ar a c o rt e x o r th e c o
rti c al si n u s

R e pl a c e m e n t a n d d is a p p e a r
a n c e of m o s t of th e

ly m p h ti s s u e

E x tr al y m p h atic i n v a s io n
a n d p r o lif e r a tio

n

a)
c rit e ria b y H o n m a

15 )
･



口腔扁平上皮痛に対する化学療法効果 に関する研究

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 .

3 . 化学療法後 に移植腫瘍 を切除す る処置の ,
そ の 後 に 転移

のみ 進行する状態 に お ける 頚部 リ ン パ 節転移抑制効果 の 検討

(第2 実験)

1) ヌ
ー

ドマ ウス ヘ の 癌細胞移植法

第1 実験 と 同様 に O S C
-1 9 細胞を0 .2 % ト リ プ シ ン 液に て 分散

し, 1 0 % F B S 加 M E M 中で8 ×10
`

個/ m l と な る よ う に調整 した

衡 26 ゲ
ー

ジ針付の 注射器 で ヌ
ー

ド マ ウス の 舌粘膜下 に2 ×1 0
5

個を移植 し た■

2) 治療実験 ス ケ ジ ュ
ー ル

癌細胞移植後7 日 目 に ジ ュ テ ル エ
ー

テ ル 吸 入 麻酔下 で , 腫瘍

周囲に約1 m m の 安全城を設けて舌移植腫瘍 を高周波電気 メ ス

を用い て切除 し たも の を移植腫瘍切除単独群 (以下S 単独群) と

した.

一 方 , 痛細胞移植後7 日日 に C D D P 8 m g / k g を , 9 日E = こ

P E P 3 2 m g/ k g を それ ぞ れ腹腔内投与 した 後, 1 1 日 目にS 単独群

と同様 に腫瘍切除を施行 した もの を術前化学療法併用群 (以 下

C 十S 群) と し , 各群11 匹の ヌ
ー

ド マ ウ ス を使用 し た. ま た
, 癌

細胞を舌に移植 した後に撫処置で経過観察の み を行 っ た11 匹を

対照群と した .
い ずれ の 群も癌細胞移植後28 日目 に ジ ュ チ ル エ

ー テル 麻酔下 に頚椎 を脱臼さ せ て 犠牲 死 させ , 直ち に舌, 頚部

リ ンパ 節を摘出 し た . 摘 出 し た組織 はP L P 固定液 に て 固定後
,

3 〃 m
の パ ラ フ ィ ン 連続切片を作製 しH E 染色を行 っ た .

3) 頚部リ ン パ 節転移抑制効果 の 検討

まず原発巣が残存する こ と によ っ て 頚部 リ ン パ 節転移形成率

に影響が発現す る こ とを排除する目的で , S 単独群お よ びC 十S

群の 舌の H E 染色標本 を用 い て 病理組織学的 に腫瘍 の 残存の 有

87

無 を確認 し , また C + S 群に つ い て は切除膿瘍 の 組織学的抗腫

瘍効果も検索 した . その 後, 対照群と各治療群に お ける 頚部リ

ン パ 節転移の 有無 を柄理組織学的に確認 し, 各群間の 転移形成

率を比較検討 し た.

Ⅴ＼ 統計学的検定法

各群間の 有意差検定 は W il c o x o n - M an n - Wh it n e y 検定 に て行

い
, そ れ ら は5 % 未満の 危険率 をも っ て有意差ありと した .

成 績

Ⅰ . O S C - 1 9 細胞の 抗癌剤感受性

C D D P の O S C - 1 9 細胞 に対する細胞増殖抑制率は 1 P P C で

9 5 .4 % で あり
, 高 い 増殖抑制効果 を示 した . ま た

,
C D D P 漉度

が3 P P C ある い は10 P P C で も細胞増殖抑制率は同程度であ っ た .

d 方 , P E P の 細胞増殖抑制率は 1P P C で53 .5 % で あり
,
3 P P C で

は69 .4 % , 1 0 P P C で は74 .6 % と 濃度依存的 に高くなる傾向を示

した . すな わ ち, O S C -1 9 細胞 は C D D P , P E P の い ず れの 抗癌

剤 に対 し て も感受性を示 し たが , そ の 程度 は C D D P にお い て

よ り高か っ た ゎ< 0 .0 0 01) (表4) .

Ⅰ . 抗癌剤の組織内移行濃度

C D D P 8 m g/ k g 腹腔内投与後 の 血 中お よ び各臓器に お け る組

織内濃度 は投与後1 0 分 で 最高値を示 し
,
3 0 分複で は 半減 し,

1 8 0 分 後で は さ ら に 減少 して い た . 臓器別 で は頚部リ ン パ 節 へ

の 移行濃度 が最も高く ,
以 下

,
舌 , 肺 , 口 底の 順 で あ っ た (表

5) .

P E P 3 2 rn g/ k g 投 与後の 血中お よ び各臓器 の 組織内濃度 は, 肺

を 除い て投与後10 分で 最高値 を示 し た . 肺 で は 投与後3 0 分 に

T a bl e 4 . R el ati o n s hip b et w e e n th e a n tic a n c e r a g e n ts a n d th e e ff e ct o f i n hibitio n o n O S C
- 19 c ells in M T T a s s a y

M T T a s s ay

A n ti c a n c e r ag e nt
C o n c e nt r a tio n

( / J g/ m l)
O D a t 5 4 0 n m I n hibiti o n r ati o

( ヌ±S D) ( % )

C o n t r oI

C D D P

P E P

1 .5

4 .5

1 5

0 .7

2 .1

7

0 .3 8 9 ±0 .0 5 9

0 .0 1 8 ±0 .0 0 7

0 ,O 1 4 ± 0 .0 0 9
壷

0 .0 2 1 ± 0 .0 1 5

()
.
1 8 1 ± 0 .0 2 6

索§

0 .1 1 9 ± n .0 2 3

0 .0 9 q ± 0 .0 2 1

※

p < 0 ･00 01 v e r s u s c o n t r oI
,

§

p < 0 ･0 0 0 1 v e rs u s C D D P l ･5 /L g/ m l ･

T abl e 5 ･ C o n c e n t r ati o n o f C D D P afte r l n｣ e Cti o n i n t o th e n u d e

m ic e in t ra p e rit o n e ally

C o n c e n t r a ti o n o f C D D P ( /1 g/g tis s u e )

Ti m e a ft e r l It)e Cti o n

i ntr ap e rit o n e ally ( m i n)

3 0 1 8 0

B lo o d

T o n g n e

O r al n o o r

C er vic al ly m p h n o d e

L u --g

a)

〃 g 血1 .

射
7

1

/

0

5

4

(
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`
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つ
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2
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2
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T a b le 6 . C o n c e n t r ati o n o f P E P aft e r l nJ e C ti o n ill t O t h e n u d e mi c e

i n t r a pe rit o n e all y

C o n c e 11tr ati o n of P E P ( /1 g/g tis s u e )

Tis s u e
Ti m e aft e r l nJ e C ti o n

in t ra p e rit o n e al 1y ( mi n )

10 3 0 18 0

Bl o o d

T o n g u e

O r al fl o o r

C e rv ic al ly m p h n o d e

L u n g

2 1 .5 9 4
a )

18 .7 5 8
; l)

2 .4 9 3
;l)

2 .3 6 7 1 . 49 3 く0 ,0 5

1 .4 49 0 .0 4 5 < 0 .0 5

6 .9 72 1 .1 7 0 0 .0 8 8

4 .55 8 12 . 19 9 0 .0ウ4

a)

〃 g 血l ･



8 8 小

P E P の 組織 内濃度が最高値を示 した . 臓器別で は肺 へ の 移行濃

度 が最も高く, 以 下 , 頚部 リ ン パ 節, 舌 ,
口底 の 順 で あ っ た

(表6) .

Ⅱ ∴責潤 と 転移が
一 連 に推移する状態に お け る 各抗癌剤な ら

び に各投与時期の違い によ る抗腫瘍効果 (第1 実験)

1 . 移植腫瘍 の 増殖能 に対す る効果

仁卜底腫瘍 に お ける P C N A 陽性 細胞 の 分布状態 を み る と散在

性な が ら
,
主 と して 腫瘍胞巣の 辺緑部 に局在す る傾向が認め ら

れ た (図1) . ま た P C N A 陽性細胞 の 辺縁部局在性 は対照群と抗

癌剤投与群 と の 間に 大きな違 い は認 め ら れなか っ た .

Fig .1 . I m m u n o hi st o c h e m i c al st ai ni n g f o r P C N A o f th e c o n tr ol

g r o u p . I n th e c o n tr ol g r o u p , P C N A
-

p O Sitiv e c ell s o f th e o r al

且0 0 r t u m O r W e r e S C att e r e d . 0 ri gi n al m a g niA c ati o n , ×6 0 .
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F ig .2 . R el a ti o n s h i p b e t w e e n th e tr e
a t m e n t of a n ti c a n c e r

a g e n t s a n d P C N A l a b eli n g i n d e x ･

づ主

p < 0 ･ 0 5 v e r s u s c o n t r ol

g r o u p , b y W il c o x o n
- M a n n - Wh it n e y te s t ･ B a r s , S D ･

次 に P C N A 陽性 細胞率 をみ る と対照群で の P C N A 陽性細胞

率 の 平均値 (± 標準偏差) が33 .7 ( ±5 ･0) % で あ っ た の に対して
,

抗癌剤投与群 で はA 群 で28 .4 ( ±3 ,5) % , B 群 で27 .9 ( ±7 .6) %
,

C 群で2 6 .7 ( ±3 .6) % , D 群で25 .4 ( ±5 .6) % と低値を示し, い ず

れ の 群で も有意差が認め られ た b < 0 .0 5) (図2) .

2 . 移植 膿瘍の 浸潤組織像 に対す る効果

対照群の 口 底腫瘍 は い ずれ も高分化型で , 索状 の 胞巣を形成

(B)

Fi g .3 . P h o t o m i c r o g r a p h s of th e o r al n o o r tu m o r of th e
c o n tr ol

g r o u p a n d g r o u p A . (A ) I n th e c o n t r ol g r o u p , th e o r al n o o r

tu m o r s h o w e d th e t yp i c al g r a d e 4 C m o d e of i n v a
si o n ･ H E

s t ai n . O ri gi n al m a g n ifi c a ti o n ,
× 6 0 . ( B ) G r o u p A ･ I n th e

c h e m o th e r a p y g r o u p s , 7 2 .7
-8 1 .8 % o f th e r e m ai ni n g t u m o rs

sh o w e d d e g e n e r ati o n o f t u m o r c ell n e st s a n d g r ad e 3 m o
d e of

i n v a s i o n
,
S u g g e S ti n g d o w n g r a d i n g o f i n v a si o n

b y

c h e m o th e r a p y . H E s t ai n . O ri gi n al m a g n iB c a ti o n , × 6 0 ･

T a ble 7 ･ R el a tio n s hip b e tw e e n t r e at m e n t w ith
a n ti c a n c e r a g e n t a n d his to l o g l C al e ffe c t
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a g e n t

D a y of

tr e at m e n t

a fte l
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ffe ct

i
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し つ つ 深部
へ 浸潤 し て お り, 高度浸潤型 で ある典型的な4 C 型

の 浸潤様式を呈 して い た . ま た
, 問質に は 線維性結合織の 増生

とリ ン パ 球 の 浸潤が 認 め ら れ た . こ れ に対 して
,
抗 癌剤投与群

で は癌細胞 の 空胞様変性 や壊 死 , 胞巣 の 破壊 な ど が 認 め ら れ

(国3) , 下 里 分類に よ る組織学的抗腫瘍効果 はA 群で は Ⅰ 凰 Ⅱ

a度 (g r a d e I , Ⅱ a) が9 1 % を占め て い た の に 対 し, B 群 で は

45 .5 % が Ⅱb 度 ( 即 a d e Ⅲb) で あ っ た ｡ ま た 同様 にC 群 で は

54 .6 % が I 度 , [ a度 鹿r a d e I , Il a) で あ っ た の に対 し, D 群で

は63 .6 % が Ⅱb 度 短r a d e II b) で あ っ た (表7) が , 各群 間に統計

学的に有意差 は認 め ら れ な か っ た .
つ ぎに

,
残存腫瘍の 浸潤形

態を浸潤様式分類 に準 じ て 判定 し た と こ ろ , 大小様 々 な類円形
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欺

p < 0 .0 5 v e r s u s

C O n tr ol g r o u p , b y W il c o x o n
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8 9

の 腫 瘍胞巣形態を望す る3 型の 占 め る 比率 がA , B 評 で81 .8 %
,

C
,
D 群 で72 .7 % で あり, 浸潤様式の 低下 (d o w n g r a di n g) と 考

え ら れ る 所見が示 され た (図4) . また 組織学的抗腫瘍効果と浸

潤組織優 に対す る効果 と の 相関に つ い て 検索 した と こ ろ , 抗 腫

瘍効果が I 度 鹿r a d e I ) にと どま っ て い る場合 に は浸潤様式の

低 下 は50 % に の み認 め ら れ たの に 対 し
, 組織 学的抗腫瘍効果が

[ a 度 短r a d e I a) 以 上 に 高く な る と浸潤様式の 低下 ほ83 .3 % と

高い 比率 で認 め られ た(衷8) .

3 . 転移形成率 な ら び に転移巣 に対する効果

まず対照群の 頚部リ ン パ 節転移形成率を検索す る と11 匹中の

1 0 匹
,
9 0 .9 % で あ っ た .

こ れ に対 し て, 抗癌剤投与群の 頚部リ

ン パ 節 へ の 転移形成率は
,
A 群で45 .5 %

,
B 群で72 .7 %

,
C 群で

4 5 .5 % , D 群 で72 .7 % で あり
,
い ず れ も対照群 より低値 を示 し,

統計学的 に はA 群とC 群 に有意差が認め られ た (p < 0 .0 5) . すな

わ ち, C D D P とP E P の い ず れ の 抗癌剤も移植後7 日 目 の 早期投

与が14 1ヨ 日投与 より頚部 リ ン パ 節転移を有意 に抑制 し て い た

(国5) .

また 転移巣 に対する抗腫瘍効果 で は , 頚部 リ ン パ 節内の 転移

腫瘍 (図6) の 組織学的進展度を本間の 分類 に従 っ て 判定 し たと

こ ろ
,
対照群で は Ⅲ期 (S ta g e Ⅱ) 以 上の 頚部リ ン パ 節転移腫瘍

が46 . 2 % に認 め られ た の に対 して
, 癌細胞移植後7 日 目に 抗癌

(B)

Fi g .6 . P h o t o m i c r o g r a ph s of th e m e ta st a ti c l y m p h n o d e tu m o r

Of th e c o n tr ol g r o u p a n d g r o u p C . 仏) T n e m e t a s ta ti c t u m o r i n

th e c o n tr ol g r o u p w a s d e t e r m i n e d a s s t a g e II . H E s t ai n .

O ri gi n al m a g n in c a ti o n , × 3 0 . (B) T h e t u m o r i n g r o u p C w a s

d e t e rm i n e d a s e a rl y st a g e . H E st ai n . O ri gi n al m a g n i五c a ti o n , ×

3 0 .
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Fi g .7 . P h o t o m i c r o g r a p h
'

o f t h e m e t a st a ti c l u n g t u m o r o f

C O n tr Ol g r o u p . H E s tai n . O ri gi n al m a g ni丘c a ti o n , ×3 0 .

剤 を投 与 し たA 群 とC 群で は頚部 リ ン パ 節転移膿瘍 の 進展度は

す べ て Ⅰ期 (S ta g e I ) に と どま っ て い た . しか し
, 癌 細胞移植

後14 日目 に抗痛剤を投与 したB 群 とD 群で は Ⅱ 期 (S t a g e Ⅱ) や

Ⅲ期 (S t a g e Ⅲ) へ 進展 した 転移腫瘍も約半数 に認め ら れ た .

A
･

C 評 とB ･ D 群 の 組織学的転移進展度 に は 有意差 が認 め ら れ

b < 0 .0 1) , 抗痛 剤の 早期 の 投与 に より頚部 リ ン パ 節転移腫瘍の

進展が抑制 され た こ と が示 さ れ た (表9) .

な お
,
肺転移形成率 で は11 匹中村照群が2 匹 (18 . 2 % ) に認 め

ら れ た (図7) が , 抗 癌剤投与群で は い ずれ の 群 にも肺転移 は認

め ら れ な か っ た .

肌 化学療法後 に移植腫瘍を切除する処置の
,
その 後 に転移

の み 進行する状態 に お け る 頚部 リ ン パ 節 転移抑制効果

(第2 実験)

癌細胞移植後撫処置の 対照群で は , 2 8 日 目まで に1 1 匹 中5 匹

の マ ウス が 腫瘍死 し た.

一

方 ,
S 単独群お よ びC + S 群で はす べ

て の マ ウス が 移植後28 日 目ま で生存 して お り, また 犠牲死時に

お い て は舌 の 組織標本 に腫瘍 の 残存は認め ら れ ず, 移植腫瘍切

除が確実に行 わ れ た こ と が 確認さ れ た .

頚部 リ ン パ 節転移 は対照群 で は 生存し て い た6 匹 の マ ウ ス す

べ て に認 め ら れ
,
ま た 治療群 の 頚部 リ ン パ節転移形成率 はS 単

C o n t ro I S u rg e ry I n d u cti o n ch e m o th e r ap y
al o n e fbll o w e d b y s urg e ry

F ig .8 . R el ati o n s hi p b e t w e e n th e th e r a p y a n d th e r at e of ly m ph

n o d e m e t a st a si s . I n th e s e c o n d e x p e ri m e n t , th e c e rv i c al ly m ph

n o d e m e t a st a si s r a t e w a s c o m p a r e d b e tw e e n th e t w o g r o u p s .
●
;
-

p <
･

0 ･0 1
,

§

p < 0 .0 0 1 b y W il c o x o n
- M a n n- Wh itn e y te s t .

独群で81 .8 % で あ っ た の に対 し
,
C + S 群 で は 移植腫瘍 での 化学

療法効果が~~卜里分規 のII b 度 短r a d e Ⅲb) 以 上 が81 .8 % と高い 抗

腫瘍効果 を示 した の に相応 して
,
頚部 リ ン パ 節転移率 は18 .1 %

と 対照群 お よ びS 単独群 と比較 し て 著 しく低値 に抑制さ れ てい

た(p < 0 .0 1) (囲8) .

考 察

口 腔扁-
､

1 り二度痛 は各種抗鳩別 に対す る感受性 が比較的高く,

治療 にお ける 化学療法 の 果た す役割 は大きく な っ て きて い る ･

しか しなが ら
, 化学療法単独で治癒す る症例 は少なく, 外科療

法や放射線療法を中心 と した 集学的治療 の 補助療法 ( a dj u v a n t

th e r a p y) と し て 用い られ る場合 が多い .
こ の よ うな 集学的治療

にお ける化学療法を分類す る と
,
1) 局所療法の 前に腫瘍を減量

ある い は 縮小 (d o w n st a gi n g) に導く導入化学療法, 2) 放射線

療法の 感受性ある い は 効果を増強さ せ る同時併用療法, 3) 外科

あ る い は 放射線療 法後 に残 る潜在 的な腫瘍 も しく は転移

( o c c u l t d i s e a s e) を攻 撃す る補助化学療法 に分 けら れ る
Iti'
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F o r a s ti e r e
一り
に よ れ ば導 入 化学療法 に は ,

1) 血 管が 残存 し て い

る ため に腫瘍 へ の 抗癌剤の 到達性が 良い ,
2) 全身状態や栄養状

態の 良 い 患者は 化学痺法
へ の 酎容怖が高 い ,

3) 低酸素状態 の 膿

瘍細胞を減少 させ る こ と で 放射線治療 に よ る局所制御を容易に

する, 4) 微小転移 を治療 し遠隔転移を減少さ せ る ,
な どの 理論

的有利性がある . しか し, M e rl a n o ら
17,

は 化学療法と放射線療

法の 併用 は局所制御 に有効であり, 結果 と し て生 存率 の 向上 に

寄与してい るが , 術前化学療法は届所制御 や
′
と存率 に は ほ と ん

ど影響して い ない と 述 べ て い る . さ ら に頭登措開か‡三1二度癌患者

を対象と した 多く の 臨床的検討の 結果, 導 人化学瘡法が生存率

を改善し た と は認 め ら れ な い と す る意見もあ る
柚

. こ れ に対 し

て
, 新崎 ば

!')

口腔扁平上 皮病症例 にB L M
,
C D D P

,
メ ソ ト レ キ

セ p ト( m eth o tl
-

e X at e) を用い た術前化学療法を行う こ と に よ っ

て
,
過去の 手術単独療法と比較 して 生 存率の 向 ヒが 認め られ た

と報告して い る . また
,
口 腰痛 に お い て 術前化学療法で臨床的

な奏効度の 効果判定が著効 (c o m pl e te r e s p o n s e , C R) を示 した

症例が , 有効 (p a rti al r e s p o n s e , P R) 症例 よりも再発まで の 期間

や生存期間が有意 に延長 し, さ ら に 口腔痛患者の t_= 糾三宿
の 質

(q u ality of lif e , Q O I) や 全身状態の 改善を導く と い う意見
2■1) も見

られる ∴
一 方

,
主治療後の 補助化学療法 が残存腫瘍細胞の 再発

や
,
転移の 防1ヒに は最も効果的である と す る 意見

川

や補肋化学

療法を受け た患者 には 遠隔転移が少 なか っ た と い う報群
2)

もあ

る . こ の よう に化学療法効果に関し て は 一

定の 評 価は さ れ て い

るもの の , 転移抑制や生存率 の 向上 へ の 貢献に つ い て は な お議

論の多い と こ ろで あ る . そ こ で 本研究で は特 に 転移 に着 目 し,

仁1腔扁平上 皮癌の 浸潤 ･ 転移 に対す る化学療法効果を浸潤 ･ 転

移が 一 連 に推移す る状態 と, 転移の み が 進行す る状態 に お い て

検討する た め に
,
ヌ

ー

ド マ ウ ス を用 い て 実験を行 っ た .

ヌ ー

ドマ ウス は 抗癌剤 の ス ク リ
ー

ニ ン グ系 の-▼∧･ つ と し て広く

使用され て い る が
,
そ の 多くは 背部岐1丁 に移植 さ れ た腫瘍 の 増

穂抑制率等 に よ り 判定 さ れ て い る . しか し
,
こ の 方法 で は浸潤

,

転移が 発現 しない た め 化学療法 によ る 増殖抑制効果は判定でき

ても
, 局所の 浸潤能や転移 に対する効果を評価す る こ と はで き

ない . 最近, 著者 ら はl__1 腔 副 り二皮痛
の 浸潤と転移 をよ り楠昧

に近い状態 で再現 す る こ と を目 的と して
,
ヒ トLl 腔扁平上 皮癌

剛包を ヌ ー

ド マ ウ ス の｢~川宇内に 直所作 に移植す る 〟法 を考案 し

た･ そ の 結 果
,
こ の 力

'

法 に よ れ ば そ れ ま で の 皮 ド移植腫瘍で は

観察で きな か っ た 局所 で の 浸潤 朋 椚象と頭部リ ン パ 節や 肺 へ の

転移を認 め る こ とが で きた . 本研究 に 川 い た O S C - 1 9 細胞は こ

の｢ 柑空内移柄 モ デ ル に お い て
, 臨床 に お け る組織所見と極め て

類似の 索状 の 胞巣 を形成 し て浸潤 し, 頚 部リ ン パ 節 へ 最も高率

に転移す る. しか も｢_] 底
へ 移植 し た場今に は肺転移も認め ら れ

る こと か ら
, 腫瘍 の 浸潤 と転移 と い う 一 連 の 推 移に 対する化学

療法効果 を検討す る 上 で 非常 に適 し た細胞 で あ る と 考 え ら れ

た .

M T r ア ッ セ イ に より
,
O S C -1 9 細胞 は C D D P

,
P E P の 両抗癌

剤に対して 感受性があ る こ とが 明 らか に なり
,
ま た こ れ ら の 抗

疇剤を ヌ ー

ド マ ウ ス の 腹腔内に投与 し た と こ ろ, 他 の 担痛動物

におい て検索 され た こ れ ら 薬物の 体内動態
冊
と ほ ぼ同様 の 傾

向で各臓器 へ 移行 して い る こ と が 判明 し た . 抗癌剤を ヌ ー

ドマ

ウス に用い た 実験 で は
,
体内で 癌細胞が さ ら さ れ る薬剤濃度が

臨床治療と等 しく な る よ う な マ ウス へ の 投与量を設定す る こ と

が重要である . 稲 葉
25)
は こ の ような薬理動態上 で 臨床治療塵に

相当する マ ウ ス へ の 投 与量を臨床治療相当投与量 ( cli n i c all y

9 1

e q ui v al e n t d o s e , C E D ) と 宝義 した . 小林 ら
コーり
は 血中濃度下面積

( a r e a u n d e r th e c o n c e n tr a ti o n v e r s u s ti m e ct l rv e
,
A U C) をもと に

C D D P の C E D を求め た と こ ろ7 m g /k g が 相当で あ る と し て い

る
. また 近藤ら

川
は 抗癌剤を担痛 ヌ ー

ドマ ウス に 投 引乳 体重

減少率が2 0 % 以 内で あり, 経過観察中に副作用で 死 亡 する マ ウ

ス が い な い 最大耐還:を
,
そ の 抗癌剤 の ヌ ー

ド マ ウ ス に おける至

適投与量である と し
,
C D D P の 腹腔内投与 にお ける 至適投与･量

は8 m g/ k g で あ る と述 べ て い る . そこ で 本研究で は C D D P の 投

与 量な ら び に投与経路を8 m g/ 短＼ 腹腔内投与 と した . 一
･

方 ,

P E P に 関 して は 稲葉㌣ によ る C E D や近藤 ら
‖)
に よる 至適投与

量の 設定が な さ れ てい ない が, 高原 ば 7) ヌ ー

ドマ ウ ス を用い た

実験 で
, 投 与後14 日 目まで の 生存率が80 % 以 上で あ っ た総段与

量は70 m g/ k g で あ っ た と 報告 して い る . また増 野
12,
は C D D P

と P E P の 併用効果 を ヌ
ー

ドマ ウ ス を用い て検討 し た実験でP E P

を 最大32 m g/k g 腹腔内接与 して い る .
以
_
との こ と を総合的に考

慮 し て本研究で は P E P の 投与量を32 rn g/l噌 と した .

上 記の 抗癌剤投与 下, 第1 実験 と して 浸潤と転移が- → 連 に推

移する状態 に お け る効果を増殖能, 浸潤像お よ び 転移能の 観点

か ら検討し た.

まず増殖能 で は, - → 般 に ヌ ー

ド マ ウ ス 移植腫瘍 に対す る抗痛

別 の 増殖抑制効果 は, 皮下 に移植さ れ た 腫瘍の 大きさを計測 し

推定腫瘍重畳 を求め て 評仰i され る こ と が 多い が
,
【I 底移植腫瘍

で は腫瘍径の 計測が困難 で あ る ため , 本研 究で は P C N A に対

す る免疫組織染色を行 い , P C N A 陽性細胞学か ら 増殖抑制効果

を評価 した . P C N A に対するモ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体を月] い た

細胞検出法は パ ラ フ ィ ン包既納織を用い て容易に行 い 得 る こ と

か ら
, 悪性腫瘍の 診断や研究に現在広く応川 さ れ て い る

刑
. 永

峰 ら
2!I)
は[M 空扁平上皮腫の P C N A 陽性細胞率 は, /li 検時に 平均

37 . 7
(
‰で あ っ た もの が , 術 前 化学療法 に よ っ て 手術時 に は

2 5 .8 % ま で 有意に 低下 し たと 述べ , 同様にT s uji ら
こ叫
は化学療法

の 前後でP C N A 陽作細胞率 は20 .0 % か ら8 .0 % へ 減少 した と 報;
1

｢

し て い る . 今lロ1 の 実 験 で も抗癌剤投与･ 群で は 対照群 (33 .7 ±

5 .0 % ) よ り も P C N A 陽惟細胞率 は25 .4 ＼ 2 8 .4 (‰と 有意に供植 を

示 し, 化学療法 によ っ て = 腔扁
､

lて 上皮癌 の 増碑 が抑制 され る こ

と を実験的に裏付け る結果で あ っ た .

次 に浸潤組織像 に対す る 効果に つ い て検 討し た . まず 机織学

的抗腫瘍効慄 に関 して 抗嬬別の 椎類 や投与時期の 適 い によ る 差

は統計学的
●

に は認め ら れ な か っ た もの の
,
1 射Ⅰ= 投

′

ブ
･ 群の ガが

7Il = 投与一群よ り高い 効果が認め ら れ た .
こ の 明日1 と し て

, 抗

癌 剤投与･ か ら 犠牲死 まで の 廿致が7 1 川 段与即 で良い た め , 抗

癌剤段 引こよ り生 じた 組織障宮 か ら の 回複と 甘噌姉が141Ⅰ= 投

与群以 ヒに認め ら れ た 結果と推察 し た. こ の よ う に化学療法に

よ る組織学的治療効果は , 従来よ り癌細胞の 変惟や焼 死 , 胞 巣

の 破壊 な どの 痛実質の 変化 を中心 に し て 評価さ れ て きた が, 化

学療法後の 切除組織を詳春田二親察す ると , 抗癌剤の 投与に よ っ

て 癌実質 ばか りで は なく
,
癌胞巣の 周囲の 問質 にも様 々 な変化

が 生 じて お り, そ れ が 痛の 浸潤形態 の 変化 にも影響を及ぼ して

い る こ とが 報告 さ れ て い る
:1t)

.
こ の 浸潤様式 は 口腔扁平上皮癌

の 重要な予後因子 の-
一

つ であり, 化学療法 によ っ て浸潤様式 に

どの よ うな 変化が生 じるか は腫瘍の 切除範囲 を設定す る上 で も

重要と考えら れ る . 山本 ら
:～2)
は術前化学療法 によ っ て腫瘍 と宿

主と の 境界が より明瞭となり, 腫瘍が 球状 に限局化して切除が

行 い や すく な っ た 症例 があ っ た こと を報告 し, 化学療法 によ っ

て 浸潤様式の 低下 (d o w n g r ad i n g ) と い い 得 る所見が生 じる 可
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能性を示唆 した . そ こ で 本研究で は化学療法 に よ っ て どの 程度

の 割合で浸潤様式 の 低下 (d o w n g r a d i n g ) が 生 じ るか に つ い て

も検討を行っ た . そ の 結果
,
化学療法 に よ っ て変性 , 壊死 な ど

の 組織学的効果 と併 せ浸潤様式 の 低 下 (d o w n g r a di n g) と い い

得る 所見 が観察 さ れ た 比率は , C D D P を投 与 した 群で は 7 日 目
,

14 日 日投与群 ともに8 1 .8 % , また P E P を投与 した 群で は7 日 目
,

1 4 日 目投与両群 ともに72 .7 % で あり, い ずれ も対照群 と比較 し

て3 塑の 占め る割合 が増加 し て い た . こ れ ら の 結果 は, 化学 療法

に よ っ て 口腔 扁平上皮痛 の 浸潤能が か なり高 い 頻度 で抑制さ れ

得る こ と を示 して い た . さ ら に下 里分類 に よ る組織学的抗腫瘍

効果と浸潤組織像 に対す る効果 と の 相関に つ い て検索 した と こ

ろ , 抗腫瘍効果 が高 い ほ ど浸潤様式の 低下 (d o w n g r a d i n g) が

認め られ る傾向 にあ っ た .

一 方
,
浸潤様式が4 C , 4 D 型 の 症例

で は1
,
2 型 に比 べ て化学療法 に よ る有効症例が少 な い と さ れ て

い る
4)

. しか し , た と え腫瘍 の 縮小効果 (d o wn St a gi n g) が 得 ら

れ なくとも, 化学療法 に よ っ て 今 回の 実験で示 さ れ た よ うな浸

潤抑制効果 (d o w n g r a di n g) が 得 られ る の で あれ ば , 術前 化学

療法は腫瘍切除後 の 局所再発を防止す る上 で , 臨床 的に 有利で

ある と 考えられた .

さ らに 転移に対す る効果 に つ い て検討 して み た . 転 移の 有無

は 痛患者の 予後 を左右す る重要な因子 の
一

つ で あり
, 転移を抑

制 し得るならば痛 の 治療成績をさ ら に向上 させ る こ と が で きる

と 期待 され る . 現在 の 口腔痛の治療 にお い て 転移抑制 が最も期

待できる治療法は全身投与 に よ る化学療法であ る が
,
実際 に化

学療法に よ っ て どれ ほ ど の 転移抑制効果が得 られ る か に つ い て

検討 され た 報告は少 なく, そ の 評価も分かれて い る . そ こ で 本

研究で は 化学療法 の 頭部 リ ン パ 節転移 と肺転移 に及ぼす影響を

実験的 に検討 し た. そ の結果, 対照群 の頚部リ ン パ 節 転移形成

率は90 ,9 % で あ っ た の に 対 し, 抗癌剤7 日日投与群で は4 5 .5 % と

有意 に低下 し, ま た抗癌剤14 日目投与群 の リ ン パ 節 転移形成率

は72 .7 % に と ど ま っ て い た
､

. さ らに各群 にお け る頚部 リ ン パ 節

転移腫瘍 の 組織学的進展度 が抗癌剤14 日目投与群 に お い て は進

展 し た転移腫瘍 が多く認 め ら れ た の に対 し, 7 日 目 に投与 し た

群 で ほ全て の 転 移腫瘍はⅠ期 ( st a g e I) に と どま っ て お り, 抗癌

剤 の 早期投与 の 有用性 が示さ れ た .

山 方
,
肺 転移に 関 し て は抗

癌剤投与群で は全く認め な か っ た こ と か ら , 化学 療法 に よ っ て

遠隔転移 を防止 し得 る可 能性も示唆 され た .

以上
, 浸潤 と転移 が

一

連に推 移する第1 実験 の 結果をふ まえ,

転移 の み が 進行す る状態 に お ける 効果 を第2 実 験 と して 検討 し

た. 抗癌剤 によ る転移抑制の 機序 と して は , 1) 原発巣 に障害を

与え る こ と に よ っ て 原発巣か らの 癌細胞 の 遊維を抑制す る, 2)

脈管内を移動中の 痛細胞を攻撃す る, 3) 微小転移巣 の 癌細胞を

攻撃す る な ど が考え られ る
こi3)

. O S C -1 9 細胞 を用い た 本モ デ ル に

お ける頚部リ ン パ 節 転移は
,
癌細 胞移植後10 日 目で は 認 め られ

ず
,
1 4 日 冒で6 匹中1 匹 (16 .7 % ) に , 2 1 日 目で6 匹中5 匹 ( 弘 3 % )

に 認め られ
,
2 8 日 日に は生存 して い た マ ウス 4 匹全て (10 0 % )

に認 め ら れ る こ と が確認 さ れ て い る
:刷

.
こ の こ と か ら O S C , 1 9

細胞移植後7 日 目 の 抗癌剤投与 は , 頚部 リ ン パ 節転移 が病理組

織学的 に成立す る以前の化学療法 であり ,
そ の 転 移抑制機序 は

原発巣や脈管内癌細胞 お よ び 頚部 リ ン パ節に お ける微小転移巣

に対す る効果の 総和 と考え られ た .

現在
,
口腔痛患者 で初診時に転移リ ン パ 節 を触如 しな い , い

わ ゆ るN･0 の 患 者 の 頚 部 に村 して ど の様 な 治療法を選択す るか

は なお 議論 の多い と こ ろ で ある
35j

. また
,
臨床病期分類 Ⅰ

,
Ⅱ

期 に対 し て は 選択的頚部郭清術を施行す る べ き だ と する意見:咽

もあ る 一 方で
,
桶川 ら

3 7)
は臨床病期分類Ⅰ

,
Ⅱ 期の 口 腔扁平上

皮癌113 例 を対象に検討 した と こ ろ
,
術前化学療法を行わ なか

っ た 症例 に比 べ て術前化学療法 を行 っ た61 例 の 方が 頚部後発転

移は有意 に少 なく , 早期 痛に 対 し ても頚部 リ ン パ 節転移抑制を

目的 と した 化学療法 の 併用は有効で あ っ た と 述べ て い る
. そこ

で 本研究 で は 第2 実験 と して 外科療法 に術前化学療法を併用す

る集学的治療を想定 して , 化学療法後 に移植腫瘍を切除する処

置の
,
そ の 後 に転移 の み 進行す る状態 に お ける 頚部リ ン パ 節転

移抑制効果 に つ い て検討 した . そ の 結果, 対 照群で は 実験終了

まで 生存 して い た マ ウ ス す べ て に 頚部 リ ン パ 節転移が認めら

れ
,
癌細胞移植後7 日 日 に 舌移植膿瘍を切除 した 群で も頚部リ

ン パ 節転移形成率は81 .8 % と高率 を示 した .
こ れ に対 して 術前

化学療法を施行 した後 に 舌移植腫瘍を切除 した 群で は
, 移植腫

瘍で の 強い 化学療法効果 に相応 し て頚部 リ ン パ 節 転移形成率は

18 .1 % と極 め て 低値 に抑制 さ れ て い た . すなわち
,
術前化学療

法後 に手循 を施行す る こ と で N O 口 腔扁平 上皮痛症例の 頚部リ

ン パ 節転移を抑制する 可 能性が高く, そ の 有用性 が示唆された

もの と 考え られ た .

以 上
, 本研究 で は 高浸潤, 高転移性 である O S C -1 9 細胞であ

っ て も
,
腫瘍形成 が か なり早期 の 段階であれ ば 化学療法により

本細胞の 増殖能 だけで は なく
,
浸潤像 や転移能に対 しても

ー

走

程度の 抑制効果 が認 め られ
,
さ ら に術前化学療法を外科療法に

併用する こ とで 強い 転移抑制効果が認 め ら れ た こ と より
, 今後

の 口 腔痛化学療法 の 臨床 に資す る実験結果 が得 られ た もの と考

えら れ た .

結 論

口腔扁平上皮痛 の 浸潤 ･ 転移 に対す る化学療法効果を明らか

にす る目的で
, 高浸 潤, 高転移性 の ヒ トロ 脛扁平_.

ヒ皮癌細胞株

であ る O S C -1 9 細 胞をヌ ー

ドマ ウ ス の 口 腔内に 正 所性 に移植す

る浸潤 ･ 転移 モ デ ル を用い て
, 浸潤 と転移が

一 連 に推移する第

1 実験 な ら び に 移植腫瘍を切除 し て転移の み が 進行する第2 実験

に つ い て 検討
`

し た と こ ろ 以下 の 結 果を 得た .

1 ∴ 浸潤 と転移が一
一

連 に推移す る第1 実験 に お い て , l.....
1 底腫

瘍 の P C N A 陽性 細胞率 は対照群で33 .7 ±5 .0 % で あ っ た の に対

し
,
C D D P 8 m g / k g を癌 細 胞移植後7 巨】日 に 投与. した 群 で は

2 8 . 4 ± 3 . 5 %
,
1 4 日 日 に 投 与 し た 群 で は 2 7 . 9 ± 7 . 6 % ,

P E P 3 2 m g
･

/k g を7 日 臼 に投与 した 群で2 6 .7 ±3 . 6 % ,
1 4 日 削 二段

与 し た群で は25 .4 ± 5 .6 % と対照群 に比 べ て 全て の 抗癌剤投与群

で有意に低下 して お り (p < 0 .0 5) , 化学療法 に よ る増殖抑制効

果が 認め られ た .

2
. 抗癌 剤投与群の 組織学的抗腫瘍効果をS hi m o s a to ら の 分類

に よ り判定 し た と こ ろ , C D D P の7 [1 日投 与群で は I ,
Ⅲ a 度

(g r a d e I ,
II a) が91 % を 占め て い た の に 対 し, 1 4 日日投与群

で はII b 度 鹿r a d e Ⅲb) が45 .5 % で あ っ た . ま た 同様 にP E P の7

日冒投与群 で は I ,
Ⅱ a 度 短r a d e I , Ⅲ a) が54 .6 % で あ っ た

の

に対 し, 1 4 日目群 で は Ⅱb 度 励 ad e Ⅱb) が63 .6 % で あり, 各群

ともあ る程度以 上 の 組織学的効果が認 め られ た .

3 . 対照 群 の 口底腫瘍 の 浸潤様式は典型的な4 C 型を呈 して
い

た の に対 し
,
抗 癌剤投与群 の 残存膿瘍 の 浸潤様式 は膿瘍胞巣

の

変性等 に伴 い 3 型 に と ど まる も の が多く, 3 型 の 占め る 比率は

C D D P を7 日 臥 14 日目 に投与 した群 で8 1 .8 % , P E P を7 日日,

1 4 日巨‖こ投与 した群 で は い ずれ も72 .7 % で あり , 抗癌剤投与に
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よ っ て浸潤様式の 低下 (d o w n g r a d i n g) と い い 得 る所見が示さ

れ
,
また本所見 はS hi m o s a to らの 分類 に よ る組織学的抗腫瘍効

果と ほぼ 相関し て
い た ･

4 . 頚部リ ン パ 節転移形成率 は9 0 .9 % で あ っ た の に対 し, 抗

癌剤7 日目投与群 で は45 ･5 % と 有意 に低下 (p < 0 ･0 5) し , また 抗

癌剤14 日目投与群 の リ ン パ 節転移形成率 は72 ･7 % に と どま っ て

い た . さ らに 転移リ ン パ 節内で の 腫壕進展度も対照群で はⅢ 期

(S t a g e [ ) 以 上の 転 移腫瘍 が4 6 ･2 % に 認 め ら れ たの に 対 して ,

移植後7 日 目 に抗癌剤を投与 し た群で は す べ て Ⅰ期 (S t a g e I )

にと どま っ て お りそ の 効果 が認め られ た が ,
1 4 日 目 に抗癌剤を

投与し た群で は Ⅲ期 (S t a g e ll ) や Ⅲ期 (S ta g e Ⅲ) へ 進展 し た転

移腫瘍も約半数 に認め られ た . すなわ ち抗癌剤 の ,
より 早期 の

投与が転移形成お よび 転移 リ ン パ 節内で の 腫瘍進展度を抑制す

るこ とが 示 され た .

5 . 移植腫瘍 を切除 して 転移の み が 進行する第2 実験 に お い て,

癌細胞移植後7 日日 に お け る舌移植膿瘍切除単独群の 頚部 リ ン

パ 節転移形成率は81 .8 % で あ っ た の に 対 し て, 術前化学療法施

行後に移植腫瘍切除 を行 っ た群 の 転 移形成率 は18 .1 % と , 術前

化学療法を併用す る こ と で 頚部 リ ン パ 節 へ の 転移が 著 しく抑制

b < 0 .01) さ れ る こ と が示 さ れ た ･

以上
,
ヌ

ー

ド マ ウ ス 移植 口 腔扁平 ヒ皮痛 にお い て 腫瘍形成が

極めて 早期 の 化学療法 が , 浸潤 と転移が･-
一 連 に推移する実験 に

おい て 増殖能, 浸潤像 お よ び 転移能を
一 定程度抑制 し

,
移植腫

壕を切 除 して転移 の み が 進行する実験 に お い て は頚部リ ン パ 節

転移を強く抑制す る こ と が 示さ れ ,
臨床 にお い ても より早期の

抗癌剤投与が有用であ る こ と が 示唆さ れ た .
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