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胃痛腹膜播種形成過程 の 解明

-

ヌ
ー

ドマ ウ ス腹膜播種モ デ ル を用 い て -

金沢大学医学部 医学 科外 科学第二講 座 ( 主任 : 宮崎逸 夫教授)

野 島 直 巳

腹膜播種性 転移は 胃痛 にお ける再発 ･

死 亡の 最 も多い 原 因の
∴

っ で ある が
,

そ の 成立 に 関し て 今ま で十分 に 明ら か に さ

れ て い な か っ た . 本研 究は
,

ヒ ト胃痛腹膜播種 モ デ ル の 確 立を もと に腹膜播種形成過程 の 解 明を目的 と した . 7 種 の 胃痛培養

細胞株の 皮 下 腰痛 を腹腔内に 接種 した と こ ろ
,

M E N -4 5 細 胞株で は
t

6 代目 よ り ヌ
ー

ドマ ウ ス の10 0 % に 血性腹水 を伴う腹膜

播種の 形成 を認め た . こ の 腹膜高 転移細胞株 を M K N -4 5 - P 細胞 と 名付 け
,

こ の 珊胞 の 腹腔内移植後 の 癌 細胞 お よ び 腹膜 にお

け る分子生 物学 軋 形態学的変化 に つ き検討 した . 腹腔内移植後,
どの 腹 膜に微 小転移 が 出現 する か をみ る ため

,
P C R 法 を

剛 - て ヌ ー

ドマ ウ ス 腹膜 へ の ヒ ト癌細胞の 転移 を検 出 した ･
マ ウ ス 腹膜 各部位か ら採取 し た D N A の ヒ ト 針 グ ロ ビ ン関連配列

部位 を増 幅 させ
, 電気 泳動 乱 そ の シ グナ ル をサ ザ ン プ ロ ッ ト法で 検出 した . 大網 に お い て は

t l 日日 か ら ヒ トノラ
- グ ロ ビ ン

の 強い シ グナ ル が 認 め ら れ, 日 を お っ て増 強 した ･ ま た
,

ダ グ ラ ス 乱 腸間膜,
お よ び卵 巣で は

,
ヒ トノ

ラ - グ ロ ビ ン の シ グ ナ

ル は 1 日 目 に 検出 さ れ るが
,

3 日 日に
一

時的に 滅弱 し
,

7 日 日 か ら は 増加を示 し た . 横 隔膜と 壁側腹膜 で は ヒ トノ
ラ ー グ ロ ビ ン

の シ グナ ル は 7 日目 お よ び14 日 目 より増 強を示 した が
, 小腸 と 大腸 にお け る ヒ ト/?

- グ ロ ビ ン の シ グ ナ ル は全く み ら れ なか っ

た . また
,

形暦学的推移 は走査型電子顕微鏡 お よ び光学顕微鏡 に よ り検討 し た . 組織学 的に は
,

大網 お よ び ダ グ ラス 裔 にお い

て
, 痛細胞 は 乳斑 ( m ilk y s p o t) に 転移 し

, 増 殖 して い た . 横 隔膜 に お い て
, M K N -4 5 - P 細 胞接 種 3 日 目 より ス ト マ

一

夕

( st o m at a) の 径 お よ び数 が増加 し
,

拡大 し た腹膜下 リ ン パ 管が 認め られ た . 7 日 目 に は癌細胞 は ス ト マ
一

夕 に接 着 し
,

腹膜下

リ ン パ 管 へ 侵入 し て腹膜播種を形 成 した . ま た
,
癌細胞接種12 時 間より

, 腹膜中皮細胞 は丸み を帯 び
, そ の 後互 い に解離 して

中皮細胞 の 収縮 に より中皮細胞下 の 基底膜が 露 出す る よう に な っ た . そ して
, 癌細胞 は そ の 中皮 馴 包間の 基底膜 に接着 して い

る の が観察 され た . 以上 より
, 乳 斑

, 横隔膜 ス トマ
ー ク

, 中皮細胞下 の 基底膜 と癌細胞 と の 接着 と い う 3 つ の 腹膜播種形成過

程が 証明さ れ た .

E e y w o r d s g a st ri c c a n c e r , p e rit o n e al di s s e m i n atio n , m ilk y s p o t
,
St O m at a

腹膜播種性転移は胃痛 の 非治癒切除因子と し て重要 であ るだ け

で なく 治癒切除筏の 再発 ･ 死 亡の 原因と して高率 に認め られ る .

現在, 腹膜播種に対す る有効 な治療法は なく
,

こ の 転移 を制御 す

る こ と は胃痛治療の 最も重要 な課題の一
一

つ で ある
l …

. 腹 膜播檀

の 最初の段階は原発巣か ら浸潤 した癌細胞が 劉莫表面 に達 し
,

そ

こ か ら癌細胞が腹腔内 へ 遊離する こ と か ら始ま る .
こ れ らの 遊 離

癌細胞が 腹腔内を移動, 腹膜表面に接着, 腹膜下 組織 に侵 入
,
増

殖す る こ と によ り腹膜播種が 形成 され る . しか し , 腹膜播種形成

機構 は十
一

分に解明され て い な い の が現状で ある . 腹膜播種の 形成

に重要 な役割を果 た して い るもの と して大綱 な どが報告さ れ て い

る
4)5)

. しか し
, 今まで に ヒ ト胃癌寿朋包株 を用い て腹膜播種形成過

程 を研究 した 報告 はな か っ た
. そ こ で著者は

l
ヌ

ー

ドマ ウス で ヒ

ト胃痛細胞株の 腹膜播種 モ デ ル を新しく確立 し
,
腹膜播種形成過

程を分子生 物学的
, 形態学的見地より検討 した .

対象 お よび方法

Ⅰ . 動 物

実験動物 は
,

4 か ら6 適齢 の 雌 IC R n u / n u ヌ
ー

ドマ ウ ス (日

本 ク レ ア
, 東京) を用い た .

は . 培養細胞株

ヒ ト胃癌 由来培 養細 胞株 K ÅT O Ⅲ
,

K K I 5
,

M K N -4 5
,

M K N -

2 8 U a p a n e s e C a n c e r R e s e a r c h R e s o u r c e s B a n k - C ell B a n k
, 東

京) ,
T M K -1 (広 島大学病理 学, 田 原葉一

一 教授 よ り供 与) ,
N K P S ,

N U G C -4 ( 金沢大学 が ん研究 所外 科, 磨 伊正義教授 よ り供 与) の

7 株を用い た .
い ず れ の 細胞もRP M I 1 64 0 ( 日 水製薬, 東京) に

ペ ニ シ リ ン 10 0 U / m l
,

ス ト レ プ ト マ イ シ ン 1 0 0 /` g/ m l

(G ib c o B R L
,

G r a n d I sl a n d
,

U S A ) ,
お よ び10 % 非動化牛胎児血

清 (f e t al b o v i n e s e r u m
,

F B S) (G ib c o) を加えた 培養液で37 ℃
,

5 % C O 2 気相 下 で 培養 した .

Ⅷ . 腹膜転移の 成立

細胞株は 0 .02 % E D
′

m 加 0 .2 5 % トリ プ シ ン に短時 間さ ら し,

2 度 R P M I 1 6 4 0 で 洗浄 した . こ れ ら の 腫瘍細胞浮遊液 の 0 .1 m l

(1 ×1 0
7

佃 相当) を ヌ
ー

ド マ ウ ス の 背側肩 甲部 に皮下 注 した . 4

週後
,

皮下腰痛部を鍵 菌下 に採 取 し
,

ハ サ ミで 細片化 し て細胞

浮遊液 を作成 し た .
こ れ ら細 片組織は18 ゲ

ー

ジの 注射針を何度

か 通 して か ら 1 m l 注射筒 に保管 した .

一 匹 の マ ウ ス に腫瘍紺片

平成 8 年1 1 月29 日受付, 平成 8 年1 2 月2 6 日受理

A b b r e vi ati o n s : b p , b a s e p ai r; C E A
,

C a r Cin o e m b r y o ni c a n ti g e n; F B S
,
fb t al b o vi n e s e r u m ; S E M

,
S C a n ni n g el e ct o r o n

m i c r o s c o p e



胃癌腹膜播種形成過 程の 解明

約 100 m g を腹腔 内注 入 し,
1 か ら3 カ月 間注意深く観察 した ,

7 細胞株の う ち N U G C -4
,

N K P S
,

M E N - 4 5 が 6 か ら 8 過後 に

腹 水の 発 生 を み た ( 図 1 ) . 腹 水 を 採 取 ,
遠心 分 維 し た 後,

R P M I 1 6 4 0 で 2 度洗 浄 し
, 沈殿 した細胞で 細胞浮遊液 を作 っ た .

こ の 細胞浮遊 液か ら
, 癌細胞 1 ×10

7

個 をヌ ー

ドマ ウ ス の 腹腔

内 に21 ゲ
ー

ジ注射針で 注入 した . 腹水 を生 じた マ ウス は 犠牲死

させ 腹水内の 癌細胞 を継代 した . また
, 腹水を生 じ ない マ ウ ス

は犠牲死 させ て
, 腹 腔内をす べ て 観察 した .

Ⅳ . P C R 法 に よ る M E N ･ 4 5 - P 転移巣の 特異的検 索

ヌ ー ドマ ウ ス の 腹膜 へ の 微小転移 を
,

E n d o ら
醐

に よ る P C R

法に従 い 検索 した . 1 0 代腹腔内で 継代 し た腹膜 転移細 胞株 (後

述す る M E N -4 5 -P ) を腹腔内接 種 し
,

1
,

3
,

7 ,
1 4

,
3 0 日 目

に各々 2 匹の ヌ ー

ド マ ウ ス を犠牲死 させ た . 各部位 の 腹膜組織

より D N A を抽 出し
8)

,
D N A の ヒ ト

l
ヲー グ ロ ビ ン に特 異的な遺伝

子配列 の576 塩基対 O ) a S e p ai r
,
b p) を特 異的プ ライ マ

ー を用い

て P C R 法 に て増 幅 させ
,

サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ

ョ ン 法に て検 索 し た .
ヒ ト

ノ
･ラ ー グ ロ ビ ン に 対す る セ ン ス プ ライ

マ
ー

(H u
ノ
9 - 1) ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ

ー

(H u ノヲ
ー 8) お よ び特異 的

プ ロ ー ブ ( H u ′
フ ー 2) を 国2 に示 した . マ ウ ス 腹膜 の 各部位 の

D N A は
,

H u P - 1 お よ び H u
′
9 - 8 を プ ラ イ マ

ー

と し て P C R を25

サ イ ク ル 行い 増幅 した .
ヒ ト

ノ
ヲ ー グ ロ ビ ン に特異 な シ グ ナ ル が

Fig , 1 . A n u d e m o u s e o n d a y 2 1 a ft e r i n t r a p e ri t o n e al

in o c u l a ti o n o f M K N - 4 5 -P . N e w a n i m al m o d el o f p e rit o n e al

d i s s e m i n ati o n i s d e v el o p e d . P e ri t o n e al di s s e m i n a ti o n w i th

b l o o d y a s c it e s i s f o u n d i n l O O % o f n u d e m i c e a ft e r 6 th

g e n e r a ti o n o fi n tr a p e ri to n e al i n o c ul ati o n .

8 3 5

サ ザ ン プ ロ ッ ト法で認め られ た場 合,
そ の 腹膜 に は ヒ ト由来の

D N A す なわ ち ヒ ト胃痛細胞が 存在 した こ と に なり
,

こ の こ と

か ら ヒ ト痛の ヌ
ー

ド マ ウ ス にお ける 微小転移を特異的 に検出で

き る .

Ⅴ . 腹膜転移細胞株 に お け る腹膜播種 巣の光学 あ よ び電子顕

微鏡学的観察

1 . 方法

10 代腹腔内で 継代 した腹膜転移細胞株 (後述す る M K N -4 5 - P)

を腹腔内 に 1 ×10
7

個接種の 後
,

マ ウ ス を エ ー

テ ル 麻酔下 に 4
,

1 2 時間
,

1 , 2 , 3 , 5 , 7 , 1 4 , 3 0 日目 に犠牲死 さ せ た
. 犠

牲 死 後直ち に
,

2 .5 % グル タ
ー

ル ア ル デ ヒ ドを 5 c c 腹腔内注 入

し
,

5 分後 に い く つ か の 腹膜 を標 本と して 採取 し
,
2 .5 % グ ル

タ
ー ル ア ル デ ヒ ドで 4 ℃

,
2 時間再固定 し た . 1 % 四 酸化オ ス

ミ ウ ム で 後固定 し
,

5 0 % か ら10 0 % の 希釈系列 の エ タ ノ ー ル で

脱水処 理 し
, 酢 酸イ ソ ア ミ ル 液 に浸 した . 臨 界乾燥 を行 い

～')

,

白金蒸着後, 腹膜表面を走査型電子顕微鏡 ( s c a n n i n g el e c t o r o n

m i c r o s c o p e
,

S E M ) J S M -5 4 0 0 型 (日 本電子, 東京) で 観察 した .

ま た
, 同部位の 標本を10 % ホ ル マ リ ン 液で 固定 し

,
パ ラ フ ィ ン

包埋標本を作成し た .

a c A T G … In t o r o l1 1

a き Ⅱ uβ - 1 ; 5
′

一 丸 G A G C C 且℡C ℡A ℡℡¢C ℡℡A C A - 3
'

恒 】肋β - 8 ; 5
′

一 ℡A ℡G A C A ℡G A A C ℡℡A 且C C 且℡ - 3
′

P r o b e

C ; H u β - 2 : 5
′

一 且C A C 且A C ℡¢℡G ℡℡C A C ℡A G C - 3
′

Fi g . 2 . S p e ci丘c p ri m e r s a n d a p r ob e a g ai n s t h u m a n
/
? -

gl ob i n .

T h e s e n s e ( H u
I
ヲー1) a n d a n ti -

S e n S e ( H u
/
ヲ ー8) p ri m e r s

, a n d

S p e C 沌c p r o b e ( H u
′
3 -2) f o r h u m a n /ヲ

ー

gl o bi n g e n e a r e s h o w n ･

T n e a m pli丘e d s e g m e n t w ith H u Jゴ
ー 1 a n d H u J

ヲー8 i s 5 7 6 b a s e

p air . A T G . i n di c a t e s th e
/
? -

gl o bi n i niti ati o n c o d o n a n d m l e d

b o x e s i n d i c a t e th e Jヲ
ー gl ob i n e n c o di n g r e gl O n S ･

Fi g . 3 . M il k y s p ot s o n th e g r e a t o m e n t u m of th e n u d e m o u s e
,

s t ai n e d w i血 a cti v a te d c a rb o n (C H - 4 0) . M ilk y s p o t w hi c h ar e

ag g r e g a t e s o f m a c r o ph a g e s a n d ly m p h o c y te s o n th e p e rito n e al

S u rf a c e a r e vi s u ali z e d a s b l a c k s p o t s
,
b e c a u s e m a c r o p h a g e s

ta k e a cti v a te d c a l七o n (C H -4 0) i n t o th ei r c yt o pl a s m . × 5 0 .
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Fi g . 4 . M a c r o s c o pi c 丘n di n g s o f p e rit o n e al di s s e m i n a ti o n i n a

n u d e m o u s e o n d a y 1 4 aft e r i n t r a p e ri t o n e al i n o c u l a ti o n o f

M K N -4 5 - P . T h e c a n c e r n o d ul e s a r e o b s e rv e d i n o m e n tu m

( a r r o w ) a n d m e s e n t e r y ( a r r o w h e a d) .

= 汁 ≠ = 糊 l 川 1 【川 l ㍍･ 状 t tl ､ l = i lt ＼l l▼､ 川 I l
･
I･il l ‖ l l 柚 沖 岬 抑

‡ J 了 l .L 封I l ､1 7 1 ヰ ､ 柑 I J 7 1 J .
用 ‡ ･‡ ? t J j II

‖ ヽ 別 1 ロI ll ＼I l山 Il 11il l ill l l i ltt l , 卜l
･

t
･

ヽll l ;l ll i‡両 ■ tヽ i Il ぐ

1 J･ 7 遍J 封l 憂 .写 ワ トl .1り l .
1 ? I J j (蓼 暮 .

‡ T I J .摘

一 ■ 5
,

t - トl･

Fi g ･ 5 ･ K i n e ti c s o f g r o w th of M K N ･4 5 - P i n th e d iff e r e n t p a ll s o f

th e p e ri to n e u m ･ A ft e r i n o c ul ati o n of M K N -4 5 - P i n tr a p e l
･

it o n e all y ;

t w o m i c e a r e s a c ri且c e d o n d a y l
,
3

,
7

,
1 4

,
a n d 3 0 ･ A h u m a n Jヲ

ー

gl o bi n
-

r el a te d s e q u e n c e (5 7 6b p) i n th e D N As f r o m e a c h p a rt

Of th e p e rit o n e u m i s s p e cifi c all y a m plifi e d b y P C R a n (l

d e te c te d b y S o u th e r n bl o t h yb ridi z a ti o n .

Fi g ･ 6 ･ S c a n n i n g el e c t r o n m i c r o s c o pi c (S E M ) fi n di n g s o f th e

m ilk y s p o t o n d a y 2 afte r i n tr a p e rit o n e al i n o c ul ati o n of M K N -

4 5 - P
･ T h e d i a m e t e r of m ilk y sp o t i s a b o u t 2 0 0 rL m ･ M a n y

C a n C e r C ell s (a r r o w ) a n d i n n a m m a t o r y c ell s ( a r r o w h e a d )
a琴g r e g a te O n th e s u rf a c e o f m ilk y s p o t ･

× 3 50 . B a r
,
5 0

′
LE m .

2 ･ 抗癌胎 児性抗 原 (c a r ci n o e m b r y o ni c a n ti g e n
,

C E A) 抗体

を用 い た 免疫組織化学染色

パ ラ フ ィ ン 標本よ り 5
.

′上 m の 切片 を 2 つ 作成 し, 脱 パ ラ フ ィ

ン 私 内 因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ を不 耐ヒす る た め に 0 .3 % 過酸

B

Fi g ･ 7 . S E M fi n d i n g s o f th e mi 1 k y s p o t o n d a y 3 a ft e r

i n tr a p e rit o n e al i n o c u l ati o n of M K N- 4 5 -P . (A ) O n th e s u rf a c e of

m ill q ′ S p O t
,
S m all s t o m a s of 5 t o l O u m i n di a m e te r a r e fo u n d .

C a n c e r c e11 s ( a r r o w ) m ig r at e th r o u g h st o m a s o f m il k y s p o t .
×

3
,
5 0 0 (B ) B y h i g h e r m a g ni丘c a ti o n of th e s t o m a o n m il k y s p ot

,

th e i n si d e o f th e s t o m a i s p a r titi o n e d w ith a c rib rif o r m

S t ru C tu r e . × 5
,
0 0 0 . B ar

,
5 /1 m .

/

Fig . 8 . S E M fi n d i n g s o f th e d i a p h r a g m o n d a y 3 af t e r

i n t r a p e rit o n e al i n o c t11 ati o n o f M E N -4 5 - P . S t o m at a s i n c r e a s e i n

n u m b e r
, a n d th ei r di a m e t e r dil at e r

X 2
,
0 0 0 ･ B a r

,
1 0 fL m ･
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Fi g . 9 . S E M fi n d i n g s o f th e d i a p h r a g m o n d a y 3 aft e r

i n t r a p e ri t o n e al i n o c u l a ti o n o f M K N -4 5 - P . D i a p h r a g m a ti c

St O m a t a S a r e i n c r e a s e d i n d i a m et e r a n d n u m b e r . T h e r ai s e d

li n e al s t ru Ct u r e S W h i c h a r e a r r a n g e d p a r all e l a r e o b s e r v e d .

× 5 0 0 . B a r
,
5 0 日 m .

J

Fi g ･ 1 0 ･ S E M fi n d i n g s o f th e d i a p h r a g m o n d a y 7 a ft e r

i n tr a p e rito n e al i n o c ul a ti o n of M K N-4 5
-P . C a n c e r c ell s a d h e r e

t o th e s t o m a t a a n d p r olif e r a te o n th e s u rf a c e of th e d i a ph r a g m .

×2
,
0 0 0 . B a r

,
1 0 (J m .

/

Fi g ･ 1 1 ･ S E M fi n d i n g s o f th e d i a p h r a g m o n d a y 5 af t e r

i n t r a p e rit o n e al i n o c ul ati o n of M K N -4 5 - P . S o m e s t o m a t a s a r e

O b s e rv e d a s h u g e p o r e s of th e d i a m et e r 3 0 FL m ･ M an y C a n C e r

C ell s ( a r r o w s) a r e i n v a di n g i n t o th e u n d e rl yi n g l y m p h ati c

l a c u n a e ･ × 5 0 0 ･ B a r
,
50 F LrP ･

8 3 7

化水素水加 メ タ ノ
ー

ル に15 分間浸透 し た
. さ ら に

,
非特異的抗

原 抗 体 反 応 を 防 止 す る た め 正 常 ヤ ギ 血 清 ( D A K O p a tt s
t

C o p e n h a g e n
,

D e n m a r k) に20 分 間反応さ せ た . そ の 後, -･ 一 次

抗 体と し て抗 C E A 抗体 ( D A K O p att s) を 4 ℃で
一

晩反応さ せ

た . 次 い で
, 標 識 ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン ビ オ ナ ン (1 a b ell e d

St r e pt a vi di n b i o ti n
,

L S A B) キ ッ ト( D A K O p att s) を用い て 標識二

次抗体を反応さ せ
,
3 . 3

'

ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (Si g m a
,
S t . L o ui s

,

U S A) で ペ ル オキ シ ダ
ー

ゼ反応 に よる 発色 を行 っ た
. 0 .3 % メ チ

ル グリ ー ン に て核染色を行 い
,

脱水封入 した . 他の 切 片は H E

染色を行 い
, 光学顕微鏡 にて 観察 し た .

3 . 腹膜表面の 乳斑 ( m ilk y s p o t) お よ び横隔膜の ス ト マ
ー

ク

(s to m a ta) の 染色法

腹膜 の 乳斑 お よ び横 隔膜 の ス ト マ
一 夕 は腹腔 内の 液体や 異物

の 吸収 の た め の 小孔で
, 活性 炭で あ る C H 4 0

川)

を腹腔内注入す

る こ と に よ っ て そ の 部位を観察で き る . 腹腔内の 大食細胞お よ

び リ ン パ 球 は
, そ の 棚胞賀 内に活性炭 を取り 込み

, 乳 軌 二集ま

る た め 乳斑 は 大桐 上 で 肉眼 的 に黒 い 点 と し て 確認 で き る ( 図

3 ) ･
マ ウ ス に は犠牲死 させ る 2 日 前に 活性炭 10 m g を 1 m l の

生 理 食塩水 に希釈 して 腹腔内注入 し た .

Fi g ■ 1 2 ･ S E M fi n d i n g s of t h e d i a p h r a g m o n d a y 7 af t e r

i n t r a p e rit o n e al i n o c u l ati o n o f M K N -4 5 - P . C a n c e r c ell s

( a r r o w h e a d) a rさ o b s e r v e d i n th e l y m p h a ti c l a c u n a e (a r r o w s)
W h i c h i s sh o w n i n a c r o s s s e cti o n o f th e di a p h r a g m .

×2
,
0 0 0 .

B a r
,
1 0 / Jll l

.
l

Fi g . 13 . S E M fi n di n g s of n o r m al di a p h r a g m . C ell b o u n d a ri e s

P a C k t o g e th e r a n d th e m i c r o villi o n th e m e s o th eli al c ell s a r e

S m all i n n u m b e r a n d a r e s h o rt i n l e n g th ･
× 3

,
5 0 0 ･ B a r

,
5 FL m ･
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Fig . 1 4 . S E M 負n di n g s of th e p e rito n e al s u 血 c e . 仏) O n th e 1 2

h r a ft e r i n t r a p e ri t o n e al i n o c u l a ti o n o f M K N - 4 5 - P
,
th e

b o u n d a ri e s o f m e s o th eli al c e n s c a n b e di s c e r n ibl e . × 1
,
5 0 0

(B) O n th e 2 4 h r afte r i n tr a p e rit o n e al in o c ul ati o n of M K N - 4 5 - P
,

th e b o u n d a ri e s b e t w e e n m e s o th eli al c ell s g r ad u al 1y b e gi n s to

S e p a r a t e . × 1
,
0 0 0 (C ) O n th e 4 8 h r a fte r i n t r a p e rit o n e al

i n o c ul a ti o n of M K N - 4 5 -P
,
S u b m e s o th eli al b a s e m e n t m e m b r a n e

( ar r O W ) i s e x p o s e d b y th e c o n t r a cti o n o f m e s o th eli al c ell s .
×

1
,
5 0 0 . B a r

,
1 0 /J m .

成 績

Ⅰ . 高転移細胞株 の 確立

腹 膜播 種巣 は
,

T M K - 1
,

M K N - 2 8
,

K K u
,

K A T O - Ⅲ 細胞接

種で は み られ な か っ た が
,

N K P S
,

N U G C . 4 ,
M K N -4 5 細胞の

腹腔 内注 入 に より腹 水お よ び 腹膜播種 の 発生をみ た . 腹膜播種

の 分布と 肉眼形態 は ヒ ト胃痛の 癌性腹膜炎 の 所見 と極 め て よく

類似 して い た . M K N- 4 5 細胞接種 に お い て は 5 世代 まで18 例中

12 例 (67 % ) が 腹膜播 種形成を み た に す ぎな か っ た が
,

6 世代

か ら は接種 し た24 例 す べ て の マ ウ ス に そ の 発生 を み た . M K N -

4 5 腹 水内癌細 胞 は 現在 まで
,
2 2 世代 に渡 り継続 さ れ て い る .

以 上 より
,

こ の 細胞株 を腹 膜高転 移細 胞株 M K N -4 5 ｣ P と 名付け

た .

Ⅱ . 腹 膜播種 の形 成過程

表 1 に腹膜各部 に お け る 肉眼的に 観察可能な腹膜播 種の 発生

状態を示 した . M K N - 4 5 -P 細胞接種 に よ･り 肉眼的に 最も早期に

転移が み られ た腹膜 は大網 で あ っ た . 大網 へ の 肉眼的転移 は3

Fi g . 1 5 . S E M 血di n g s of th e p e rit o n e al s u rf a c e o n d a y 5 afte r

i n tr a p e ri to n e al i n o c u l a ti o n o f M K N -4 5 - P . M e s o th eli al c ell s

b e c o m e r o u n d a n d s e p a r a t e m u t u a ll y ,
r e S ul ti n g i n th e

e x p o s u r e o f th e u n d e rl yi n g c o n n e c ti v e ti s s u e . M i c r o villi o n

th e s u rf a c e o f m e s o th eli al c ell s a r e i n c r e a s e d i n n u m b e l
･

a n d

l e n g th . C a n c e r c ell s a d h e r e o n th e e x p o s e d c o n n e ctiv e tis s u e

b e tw e e n m e s o th eli al c ell s .
×2

,
0 00 . B a r

,
1 0 /L m .

l

Fi g . 1 6 . S E M fi n d i n g s of th e p e rit o n e al s u rf a c e o n th e li v e r ･

S u 血 c e o n th e p e rit o n e u m o f th e li v e r l a c k s th e s t ru C tu r e O f

m ilk y s p o t s
,

St O m a t a S
,

an d th e n a k e d a r e a o f s u b m e s o th eli al

C O n n e C ti v e ti s s u e .
×1

,
0 0 0 . B a r

,
1 0

,
LL m ･
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T a ble l . M a c r o s c o p lC al e v al u ati o n o f p e rit o n e al dis s e m i n ati o n aft e r in t r a pe rit o n e al in o c ul atio n o f M K N q 4 5 - P

D a y s aft e r

T h e n u m b e r o f d et e c t a ble t u m o rs i n

i n o c u la ti o n

｡霊霊m
G o n a d al fa t M e s e n t e ri u m D i a p h r a g m O v a ri u rn
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,
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Fi g . 1 7 . I m m u n o h i s t o c h e m i c al s t ai n i n g f o r C E A i n a m o u s e

g r e a t o m e n t u m o n d a y 3 af te r i n tr a p e rit o n e a = n o c u l a ti o n o f

M K N - 4 5 -P a n d 2 d a y af te r i n t r a p e rit o n e al i n o c ul a ti o n of

a c ti v a t e d c a rb o n ( C H - 4 0) . C a n c e r c ell s i n th e m ilk y s p ot i s

d e t e c te d b y C E A st ai ni n g a n d a c ti v a t e d c a r b o n ( C H - 4 0) .

M ilk y s p o t s a r e d e te c t ed a s th e a g g r e g a ti o n of m a c r o p h a g e s

t al (i n g a ctiv at e d c a r b o n i n th ei r c y to pl a s m .

F ig . 1 8 . I m m u n o h i st o c h e m i c al s t ai n i n g f o r C E A i n a m o u s e

g r e at o m e n tu m o n d a y 5 a ft e r i n tr a p e ri to n e al i n o c ul ati o n o f

M K N - 4 5 - P a n d 2 d a y a ft e r i n t r a p e ri t o n e al i n o c u l a ti o n of

a ctiv at e d c a rb o n (C H -4 0) . C a n c e r c ell s p r olif e r a t e i n th e m ilk y

S p O tS .

8 3 9

Fi g . 1 9 . I m m u n o h i s t o c h e m i c al st ai n l n g f o r C E A i n a m o u s e

d i a p h r a g m o n d a y 5 aft e r i n t r a p e rit o n e al i n o c ul a ti o n of M K NT
4 5- P . T h e l y m p h a ti e l a c u n a e u n d e r th e d i a p h r a g m a ti c

m e s o th eli al c e11 s i s s e e n .

Fi g . 2 0 . I m m u n o h i s t o c h e m i c al s t ai n i n g f o r C E A o f th e

d i a p h r a g m i n a n u d e m o u s e o n d a y 7 a ft e r i n tr a p e rit o n e al

i n o c ul a ti o n of M K N -4 5 -P . C an C e r C ell s (a r r o w s) i n v a d e i n t o

th e l y m p h a ti c l a c u n a e u n d e rl yi n g th e d i a p h r a g m a ti c

m e s o th eli u m . A cti v at e d c a rb o n i s o b s e rv e d i n th e l y m p h a ti c

l a c u n a e .
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日日 よりみ ら れ , 続 い て横 隔膜,
ダ グ ラス 寓,

お よ び腸 間膜 に

7 日目 より M K N -4 5 -P 細胞 の 転移が み ら れ た (図4 ) . 壁側 腹膜

へ の 転 移は14 日 日か ら み ら れ たが
, 腸管お よ び肝表面 の 腹 膜 に

は3 0 日 目に も転移 は み ら れ な か っ た . 卵巣 へ の 転 移は30 日 目の

時点で 観察さ れた .

Ⅱ . ヒ トβ一 グロ ビン を用 い た P C R 法 に よ る微小転移の検 索

ヒ ト/ク
ー グ ロ ビ ン 遺伝子 に対す る特 異的な プ ラ イ ー

マ
ー を用

い た P C R 法に よ る M K N - 4 5 → P 細胞の 転 移状態 を図 5 に示 した .

1 日目に は M E N - 4 5 - P 細胞 は組織学的に も検出で き な い が
,

大

網 に お い て は 1 日目 か ら ヒ ト β
- グ ロ ビ ン の 強い シ グ ナ ル が 認

め られ
,

そ の シ グ ナ ル は 日を お っ て増強 した
. また

,
ダ グ ラ ス

裔
,
腸 間膜

,
お よ び卵 巣で の ヒ ト/ヲ

ー グ ロ ビ ン の シ グ ナ ル は 1

日日 に検出さ れ る が
,

3 日 目に
一

時 的に減弱 し
,

7 日 日か ら は

増加 を示 した . 横隔膜 と 壁側腹膜 で は ヒ トノ9
- グ ロ ビ ン の シ グ

ナ ル は 7 日目 お よ び14 日 日より 明ら か に増強 を示 し たが
,

小腸

と大腸 の 腹膜 に お ける ヒ ト
メ
タ ー グ ロ ビ ン の シ グナ ル は30 日 日 ま

で 全くみ ら れ なか っ た .

F ig . 2 1 . I m m u n o h i s t o c h e m i c al s t ai n i n g f o r C E A o f th e

di a p h r a g m i n a n u d e m o u s e o n d a y 7 af te r i n t r a p e rit o n e al

i n o c ul ati o n of M E N - 45 - P . C a n c e r c ell s (a r r o w s) att a c h to th e

S u rf a c e o f di a p h r a g m . M e s o th eli al c ell s b e c o m e r o u n d i n

S h a p e
,

a n d c a n c e r c ell s a tt a c h t o th e s p a c e b e t w e e n th e

h e m i s p h e ri c al m e s o th eli al c e11 s .

F i g . 2 2 . I m m u n o h i s t o c h e m i c al st ai n i n g f o r C E A o f th e

di a p h r a g m i n a n u d e m o u s e o n d a y 7 a fte r i n t r a p e rit o n e al

i n o c ul a ti o n of M K N -4 5 -P . C a n c e r c ell s p r olif e r a t e o n th e

di ap h r a g m
,
a C C O m p a n yi n g wi th str o m a a n d v a s c u l a tu r e .

Ⅳ . 腹膜お よぴ M E N - 4 5 - P 細胞の S E M 像

大網に は
, 乳斑 ( m il k y s p o t) と よ ば れ る リ ン パ 装置が あり

,

M K N - 4 5 -P 細胞接種 2 日後 よ り癌細 胞が 乳斑 に転移 して い る像

が 認め ら れ た (図6 ) . 乳斑 表面に は小 孔が あり
,

そ こ か ら痛細

胞が 進入 して い る像 が 認め ら れ (図 7 A) ,
そ の 小孔 か ら 見え る

乳斑 内に は格子構造 が観察 さ れ た (図 7B) .

一 方
,

横 隔膜表面 に は 中皮細胞 の 接 合部 の 間 に直径 3 - 6 〃 m

の 小さ な 穴が多数観 察さ れ た (図8 ) . この 細胞間際の 小孔は ス

ト マ
一 夕 ( st o m at a) と よ ば れ るも の で

,
こ れ ら ス ト マ

一

夕 は横

隔膜お よ び壁側腹膜 の 後上 部 に認め られ た . M E N -4 5 - P 細胞接

種後,
3 日 目か ら は ス トマ

一

夕 の 径 お よ び 数が 増 し
,

これ ら ス

ト マ
一

夕 と と もに い く つ も の 線状 の 隆起が 観察 さ れ た (図9 ) .

7 日日 に は
,

癌細胞 は ス ト マ
一 夕 そ の もの に吸 着 し, 横隔膜表

面上 で 増殖 して い る 像が 認め られ た ( 図10) . ま た
, 横隔膜の 中

に は直径 30 /∠ m に も達す る 巨大 な ス ト マ
一 夕も存在 し

, 癌細胞

Fi g . 2 3 . I m m u n o hi s t o c h e m i c al stai ni n g f o r C E A o f th e g o n ad al

f a t i n a n u d e m o u s e o n d a y 7 aft e r i n tr a p e ri to n e al i n o c ul ati o n

O f M E N -4 5 - P . C a n c e r c ell s a r e g r o w i n g i n th e m ilk y s p o t of

th e g o n a d al f a t .

`

F ig . 2 4 . S c h e m a o f th e di a p h r ag m a ti c l y m p h ati c s y s te m . P o r e s

c all e d st o m at a s a r e f o u n d b e t w e e n th e m e s o th eli al c ell s
,

an d

C an h a rdl y b e r e c o g n i z e d i n th e n o r m al c o n diti o n . F r o m d a y 3

aft e r i n t r a p e rit o n e al i n o c ul ati o n of M K N p 4 5 NP
,
di a p h r a g m a ti c

S tO m a t a S a n d s u b m e s o th eli al l y m p h a ti c c a pill a r y b e c o m e t o

dil at e i n d i am e t e r . B e n e a th th e d i a p h r ag m ati c m e s o th eli u m
,

th e r e i s a c ri b ri f o r m st ru Ct u r e n am e d m a c u l a c ri b ri fo r m i s wi th

m a n y p o r e s
,

W hi c h c o n n e c t th e s t o m a t a a n d u n d e rly i n g

l y m p h ati c c a pill a ri e s .



胃癌腹膜播種形成過程 の 解明 841

が 集塊 を な して 中皮 下 リ ン パ 管 へ 侵入 す る像 が認 め ら れ た (図

11) . 図12 に は横 隔膜 の 割面像 を示すが
,

中皮細胞 の 下 に は リ

ン パ 間隙が あり
,

同部位 に癌細胞が 認め られ る .

つ ぎに
,

図13 に示す よう に
,

正 常横隔膜表面 の 腹膜中皮細胞

は 表面 が 平滑 で
,

細胞 間 の 境 界 も明 ら か で は な い . しか し
,

M E N - 4 5 - P 細胞接 種後12 時間 よ り 中皮細 胞 は 丸み を 帯 び て
,

各々 が 分離す る よう に なり,
4 8 時間後 に は

, 中皮下 の 基底膜の

露出が み られ た (図1 4 A
,

B
,

C ) . しか も
1

中皮細胞表面の 微

小突起 は 数と長 さが 増加 して い た .
こ の 早期 の 段 階で は癌細胞

は腹膜 面 に認 め ら れ なか っ たが
,

3 日 目以 降の 大網 , 横隔膜,

壁倒腹膜 に お い て , 癌細胞 は 中皮細胞 間隙の 基底膜 の 露 出し た

部分 に接着 して い た (図15) .

一

方 , 小腸お よび 肝表面の 腹 膜は
,

観察 した 範囲で は 転移を認めず , 構造上 も他の 腹膜 と全く異 な

っ て い た (図16) . すな わち
,
乳斑

,
ス ト マ

一

夕 を認め ず
,

中皮

細胞 の 開裂 も明ら かで なか っ た .

Ⅴ . 腹膜 で の移植 M E N ･ 4 5 - P 細胞 の 組織学 的所見

最も早期よ り転移の 見 られ た 大網 で は
,

3 日 員の 時点で
, 細

胞質内に 活性炭を取り込み 黒く 染色 され た マ ク ロ フ ァ
ー

ジと と

もに C E A 染色陽性の M K N -4 5 - P 細胞 が 乳斑 の 中皮下 リ ン パ 管

内に 認め られ た (園17) . そ して
,

5 日 日 に は癌細胞 は乳斑内で

増殖 し
,

そ の 径 は 3 -5 m m に達 した (図18) . 次 に
,

横隔膜で は

5 日目 よ り
,

S E M で み られ た拡大 した 横隔膜中皮 下 に ある リ

ン パ 管 (腹 膜下 リ ン パ 管) が 認 め ら れ た (図19) . 7 日 日 に癌細

胞 は
,

横隔膜 中皮 下 リ ン パ 腫内 に侵入 し, 腹腔 内注入 され た活

性炭 を貪食 し た マ ク ロ フ ァ
ー

ジ と活性炭そ の もの が 腹膜下 リ ン

パ 管内 に観察 され た (図20) . 正常 マ ウス に お い て こ れ ら リ ン パ

管の 径 は光学顕微鏡 で は全く鑑別で きな い 程′トさ い が
,

癌細胞

の 接種 5 日目 よ り
,

そ の 径 を増す ため 光学顕微鏡像 に お い て も

明ら か と な っ た . 1 4 日 削 こは癌細胞 は 中皮細 胞下 へ 侵 入 し , 宿

主由来 の 線 推芽細胞 , 血 管, 炎症細胞 と と もに 大きな腹膜播種

を形成 して 増殖 して い た . ま た
, 乳斑 , 横 隔膜ス ト マ

一

夕 を介

する転移 と は 別に
,

7 日 日 の 横隔膜表 面で は 癌細胞 が接着 し て

観察 さ れ (図21) ,
ある い は横隔 膜上 で増 殖 し結節 を形成 し た

(図22) . 壁側腹 膜お よ び 腸間膜に お い ては
,

7 ヒ1 日 に 図10 と 同

様に表面 に 結節 を形 成し て増殖 して い た . ダ グ ラ ス 裔に お い て
,

癌細胞は 活性炭で 染色 され た マ ク ロ フ ァ
ー ジと と も に乳斑 内に

観察さ れ た (図23) .

考 察

今回の 研究で
, 腹膜 各部位の 転移形式 にお け る部位特異性 を

明確 にで き た . そ し て腹膜播種形成 にお い て 少 なくと も 3 つ の

過程が 観察 され た . 第1 の 腹膜播 種形成過程 は乳斑 に関連する

もの で , 第2 は横隔膜 と壁側腹膜で の ス ト マ
一 夕 を 介す るもの

,

第3 に は腹膜中皮細胞 の 収縮 に より露出 した基底膜 へ の 癌細胞

の 接着 と い う過程で あ っ た .

腹膜 の な か で
, 大網 は移植腫瘍 を吸着す る最 初の 部位 と し て

働 い て い る と考 えら れ る . 動物 モ デ ル に よ る検討で
,
腹膜播種

形式 は使 わ れ た細胞株 に よ っ て異な っ て は い る が
,

大網 は最初

に転移す る部位 と し て報告され て い る
4)5) 1 1)

今回の P C R 法を用 い た感度の 高い 検索
6)7)

に お い て も,
M I ( N -

4 5 -P 瑚胞の シ グナ ル は
, すで に腹腔内注入 後24 時間で 大網内で

検出さ れ た . そ れ に 対 して横 隔膜 ,
ダ グラ ス 簡, 壁 側腹 膜で は

ヒ ト由来の D N A シ グ ナ ル は 3 日目 や 7 日 目と 遅れ て検 出さ れ

た
, 卵 巣癌の 微 小転移が 病期の 早い 時期か ら大網に み られ る こ

と もよく 知ら れ て い る
12)

. ま た
, 奨膜表面 に浸潤 した胃痛 で は

しば しば大網 へ の 転移が み ら れ
,

大網切 除術 は胃痛根治術の 主

要な手技 と され て い る
13)

.

大網 は
,
腹腔 か ら乳斑を介 して 異物 , 腹水 や腹腔内 に出現 し

た リ ン パ 球 を吸収する 機能 を持 っ て い る
14)

. した が っ て
, 乳斑

は 癌細 胞が 腹腔 か ら腹膜下 に 侵入 する 最初の 通路 に な ると 考え

られ て い る
511(,)

. H a gi w a r a ら は 乳斑 は
, 部位特異性 に分布 し

,

なか で も大網 は多く の 乳斑 を持 つ と報告 して い る
5)

. ヌ
ー

ド マ

ウス にお い て 乳斑 は ダ グ ラス 裔
,

壁側腹膜
,
腸 間膜 に も存在す

るが その 数は 大網の そ れ に比 べ て 非常 に少ない
5)

. H a gi w a r a ら

はま た, 腹腔内 に接種さ れ た P 38 8 白血病細胞 は特異的 に乳斑

に転移 し,
P 3 8 8 白血病細胞の 部位特 異的浸 潤が 乳斑の 分布 と

一

致 した と 報告 して い る
5)

. 本研 究で も
,

ダ グラ ス 裔 に お い て
,

活性炭を取り込ん だ マ ク ロ フ ァ
ー

ジが 集合 した乳斑 内 に M I( N -

4 5 -P の 初期転移巣をみ た . 乳斑 内 に浸潤 した癌細胞は乳斑内 の

格子構造 の ため
,

移動する こ と なく, 乳斑内で 大きな転移巣を

形成す る .

今 回の 研究で
, 横隔膜の ス ト マ

一

夕が 腹膜播種形成 に密接 に

関連 して い る こ とも明確と な っ た . 横隔膜お よ び上 部壁側 腹膜

に 分布す る ス ト マ
一

夕 は
, 呼吸 の 吸気時の 陰圧 に よ っ て物質

,

リ ン パ 球系細胞や 腹腔内液 を吸収す る の に重要 な役割 を果た し

て い る
15)

.
ス ト マ

一 夕 は腹膜 下 リ ン パ 管
16)

に連絡 し
,

ス トマ ー

ク の 中庄細胞 とリ ン パ 管 内皮細胞で作 ら れ た
一

方向弁( o n e w 町

v al v e s) と吸気 の 陰庄 の 存 在が 液体 の 横隔膜中皮 下リ ン パ 腫 へ

の 求 心性 の 吸 収 を 導く と 考え ら れ る
1 7) 岬

. 今 回の 観察 で も
,

M K N -4 5 -P 細胞は
,

ま ずス ト マ
一

夕 に吸 着 し
,

そ の 後癌細胞は

腹膜下 7) ン パ 管に 侵入 した . M K N -4 5 - P 細胞 の ス ト マ
一

夕 へ の

最初の 接 着は
,
呼吸運動 によ り生 ずる 陰圧 により ,

ス ト マ
ー ク

を介 し て吸収 さ れ る こ と に よ り引き起 こ さ れ る 可 能性が ある .

ス ト マ
ー ク の 直径は癌細胞が 中皮下 リ ン パ 脛 へ と 侵入 してい く

の に は決 して 大きい もの で は ない が
, 中皮細胞の 変形 と癌細胞

の 自己運動能に よ り容 易に癌細胞 は腹膜~1F
-

リ ン パ 管 へ 侵入す る

と 推 察 で き る . ま た
, 島 田

1椚
は 中 皮 l

ご 結 合組 織 内 に 綿 状朗

( M a c u l a c rib rif o r m i s) な る構造が あ り
,

脈管外通路と し て腹腔

内か らり ン パ 管ま で の 吸水路と し て機能す ると して い る . 今回

の 観察で
,

ス ト マ
一 夕 は M K N -4 5 -P 細胞接種 によ る 腹腔内の 炎

症 と 炎症 によ る 水分吸収の 増 加の た め
, そ の 数お よ び 径を増 し

,

結果 と し て中庄 I
こ

一

リ ン パ 管も拡張 し て腹膜面 に隆起と し て確認

で きる よ う に な っ た (図24) .
ス ト マ

一

夕 に は 直径 3 0 〃11 にも

達す る日 大なもの もあり
,

ス ト マ
ー ク のl自二径 は 1 -3 0

′
′∠ m と報告

さ れ て い る
Ilけこ と か ら

,
こ の よ う な ス トマ

一 夕 は痛細胞の 格好

の 侵 入軽路 と な るう る . 実際に 7 ‖ 削こ は癌細胞は
,

ス トマ
ー

ク を通じ て中皮細胞下 リ ン パ 毛細管 に侵 人 し
, 腹膜表面で増殖

する もの もみ ら れ た . ヒ トに お い て
,

ス ト マ
一 夕 は横隔膜 の 筋

性部お よ び臆性部 にの み 認め ら れ
, 骨盤 内や壁側腹膜に は み ら

れ ない
211)

. こ の 節点か ら
,

ス ト マ
一

夕 は
,

ヒ トに お い て横 隔膜

上 で 腹膜播種形成 に大きな役割 を果た して い る可 能性 が ある .

第3 の 腹膜播 種形成過程は 中皮 細胞下の 基底膜露出面 に癌細

胞が接 着する もの で あり
,

この 現象 は M K N -4 5 -P 細胞接種5 日

前後 より認め ら れ た
. まず

,
痛細 胞接種後12 時間より中皮珊胞

は丸み を帯び
,
4 8 時間後 に は

, 中皮細胞の 間隙より基底膜 の 露

出が み ら れ る . B y a s u ら は
, 胃痛患者 の 腹膜 に お い て も

, 腹

膜播種動物モ デ ル にお い て も
, 腹膜 へ の 癌細胞の接着の 前 に中

皮細胞 の 収縮 , 剥 落が常 に観察 さ れ る と 報告 して い る
21)

. 大網



8 4 2 野

乳斑 や ス ト マ
一

夕 が癌細 胞の 転移に よ り腹膜の 水分吸収と い う

本来の 機能が 集 われ る移植 5 日 日 頃に は
,
腹水が 出現 し始め る .

こ の 腹水中に はサ イ トカ イ ン を は じめ とする 炎症起 因物質を多

く 含み
, 腹膜 中皮 の 収縮 に 関与 して い る こ と も考えら れ る . こ

れ ら腹 膜中皮障害 は細菌性腹膜炎や デ キス トラ ン の 注入 で も観

察さ れ て い る
22)

. B m tl r a ら
器 )

は蛋白分解酵素が腹膜 中皮細 胞間

の 強い 結 合を破壊 して い る と推察 して い る が
, 現在 ま で 中皮細

胞を収縮 させ る物質 に つ い て は知ら れ て い な い
. 中皮細胞 が収

縮 した後,
フ ィ ブ ロ ネク テ ン

,
ビ トロ ネク テ ン

,
ラ ミ ニ ン

,
Ⅳ

型コ ラ
ー

ゲ ン等 で構成 さ れ る基底膜お よ び
,
細胞外基質 ( e 血 甘

C ell ul ar m at ri x) が露 出す る . こ れ らの 細胞外 基質構 成蛋白は イ

ン チ グ リ ン フ ァ ミリ
ー

の リ ガ ン ドと し て知 ら れ て い る
24】2 5)

. イ

ン テ グリ ン は
,

細胞 と細胞 間
, 細胞 と細胞外基質と の 反応 に 関

与する ヘ テ ロ ダ イ マ
ー レ セ プ タ

ー の ス ー パ ー

フ ァ ミリ ー を形成

して い る . また
, 細胞極性 や細胞運動 の 調節 にお け るイ ン テ グ

リ ン の 主な役割 に つ い て も 明ら か に な っ て きて い る
25)2 6】

. イ ン

テ グ リ ン の 発現 は癌細胞 の 浸潤, 転移能を増強する もの と推察

さ れて い る
. N at ali ら は ラ ミ ニ ン レセ プ タ ー の 1 つ で あ る α6/

′
ヲ4 イ ン テ グリ ン は乳 癌の 血 行性転移 に重 要な役割 を果た して

い る と報告 して い る
27)

. と こ ろで
,

我 々 はすで に低 転移細 胞株

に比 べ て M E N -4 5 - P 細胞で は α2
,

α 3 イ ン テ グ リ ン の 高発硯

が み ら れ た こ とを確 認 し て い る
28)

.
こ れ ら の 結果 か ら

,
イ ン テ

グリ ン フ ァ ミリ
ー

は
, 収縮 した 中皮細 胞間の 基底膜 露出而 へ の

癌細胞の 接着 に大き な役割 を果た して い る と推 察さ れ る .

一 方
,

最後ま で 転移 の み られ な か っ た 小腸 ･ 肝表面 の 腹膜 は
,

S E M

像で 他の 腹膜 と 構造 が 全く異な っ て い た . すなわち , 乳斑 や ス

ト マ
ー

ク 等の 構造は なく
,

基底膜 が露 出する部位 もみ ら れ なか

っ た .
こ の こ と が小腸 ･ 肝 表面の 転移頻度 の 低 さを物語 っ て い

る と 考 え られ た . 腹膜播 種を起 こ し 易い 腹膜 を腹膜 亜 全摘 術

(p e rit o n e c t o m y) な どで 予 防的選択的 に切除す る こ と に より 腹

膜播 種 に対する 外科的治療 が で きる 可 能性が あ る
2 机

. さ ら なる

研究 に て腹膜播種の 形成機構を明確にす る べ きで あ る
.

結 論

ヌ ー ドマ ウス に ヒ ト胃痛細胞株 M E N -4 5 細胞 を皮1
r 移植 し形

成 し た腫瘍を紺 軌 腹腔内移植 し, そ れ に よりで きた 腹水 中将

細胞の 継代 を続 け る こ と に より, 腹膜高度転移株 M K N -4 5 - P を

樹 立した . こ の 腹膜播種転移 モ デ ル を用 い て 腹膜各部位 に お け

る ヒ ト
I
9 - グロ ビ ン の D N A 検 出と S E M お よび 光学顕微鏡 に よ

る転移形態の 観察を行 い
, 以下 の 結論 を得た .

1 . 第 1 の 転移経路 と して 最も早期 に出現する 大網 に 多数存

在 し た乳斑を介する もの が 認め られ た . 大網 に お い て は 1 日目

か ら ヒ ト
ノ

′

ヲー グ ロ ビ ン の 強い シ グ ナ ル が 認め られ
,

そ の シ グナ

ル は日 をお っ て 増強 した . 活性炭の 腹腔 内投与 に て大網 の 乳斑

は 肉眼的 に黒 い 点 と して 認 め ら れ
, そ の 内部 に 組織 学的 に も

M E N -4 5 -P 細胞を認 め た . 乳斑 は移植腫瘍を吸着す る最 初の 部

位 と して働 い て い る と考えられ た .

2 ･ 第2 の 転移経路 と して , 横 隔膜お よ び壁側腹膜 の 後 上 部

に存在 する ス ト マ
一

夕 を介する もの が認 め ら れた . 横隔膜 で は

ヒ トβ
- グ ロ ビ ン の シ グ ナ ル は 7 日 目 より 増強 を示 した . ス ト

マ
一 夕 は中皮細胞の 接合部にみ られ る 3 〃m か ら 30 耳m の 小 さ

な穴で
,

こ れら は横 隔膜 中皮 下 に ある リ ン パ 管 (腹膜 下 り ン パ

管) と連結 して い た
. 腹膜 下リ ン パ 管は M K N -4 5 -P 細胞接種 に

より拡張して 腹膜面 に 隆起 と して観察され た . 7 日 日 に は痛細

胞は ス ト マ
一

夕 に接着 し
, 腹膜下 リ ン パ 管 へ 侵 入 し

, そ の 後転

移巣 を形成 した .

3 . 第3 の 転移経路 と し て腹膜 中皮細胞 の 収縮 後 に露出 した

基底膜に癌細 胞が 接着す る もの が認 め ら れ た . 正常 の 腹膜中皮

細胞 は 表 面 が 平 滑 で
,

細 胞 間 の 境 界 も明 ら か で は な い が
,

M IくN -4 5 ぜ 細胞接種12 時間後よ り中皮細胞 は丸 み を帯 び
, 各々

が 分離 する よ うに なり, 結果 と し て 中皮下 基底膜 の 露出が み ら

れ
,

3 日 目に は癌 細胞 はそ の 基底膜 の 露 出 した部分 に接 着し て

い た
.

こ の 転 移形 式は 接着分子 とそ の リ ガ ン ドの 相互 作f馴こよ

る もの と推察 され た .
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