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実験 的 ラ ッ ト グ リ オ ー マ に お け る

抗 癌剤 の 膜透過 性 に 関す る研 究

金沢大学医学部脳神経外科学講座 く主任 二 山下純宏教軌

中 島 良 夫
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悪性脳腫瘍 へ の 抗癌剤の 到達性 に ほ 血 液脳関門が大き く関与 して い る． 抗癌剤を 脳腫瘍に 選択的 に 送達 させ る た め に

は
t 抗癌剤の 脳腫瘍 お よび 脳組織 へ の 移行性を 明 らか に する必 要が ある ． 本研究 で は ラ ッ ト脳 内に 9L グリ オ ー

マ を移植 し，

脳腫瘍 に お ける 毛細血管の 構造 と機能 の 変化を脳内吸収指数くb r ai n u p t a k e i n d e x ， B U Il 法と電子 顕微鏡 に よ り検索 した ． そ の

結果 ， 細胞外液 の 指標 と して用 い た対照薬剤の シ ュ
ク ロ ー

ス くs u c r o s el は腫瘍魁織内に 選択的に 移行 した ． 超徴形態学的に は

脳 腫瘍以外の 観織 の 血 管は l 血 液脳関門の 構造を保 っ て い た が ， 脳腫瘍 で は 有窓形成や内皮細胞の 不 連続性， 接合部の 関大な

どが 認め られ血 液脳関門ほ破綻 して い た ． ア ドリ ア マ イ シ ソ くad ri a m y ci n ， A D M J ， ラ ニ ム ス テ ン くトく2r c hl o r o e th yll－3 － b e th y，
1 a － D－gl u c o p y r a n o s

－6 － yll－1
－

nitr o s o u r e a
，
M C N U l ， 5 － フ ロ ロ ウ ラ シ ル く5－fl u o r o u r a cil ， 5 － F Ul ， 塩酸 ニ ム ス チ ソ く1 －t4 － a m i n o－2 m e th yl

p y ri m id i n e
－5 － yll－m e th y ト3－く2－Ch l o r o e th yll－3M n itr o s o u r e a h yd r o c hl o rid e ， A C N Ul の 4 種類 の 抗癌剤の 脳腫瘍阻織 へ の 透過性 を検

討 した 結見 A D M ， M C N U ， 5－F U は脳腫瘍組織に 選択的に 移行 し ， こ の うち 5 －F U は腫瘍細胞膜で の 透過性が高く腫瘍細胞内
に も移行 した ． A C N U は血 液脳関門を透過 し， 脳腫瘍以外の 阻織に 移行 して い た ． 以上 の 結果ほ ， 抗癌剤の 脳腫瘍 へ の 透過性

ほ
， 血 液脳関門で はな く腫瘍細胞膜 に よ り制限されて い る こ とを 示 して い る． した が っ て

， 本モ デ ル を 用い た薬物動態学的研

究 に よ り ， 抗癌剤 を脳腫瘍に 選択的に 送達 させ るた め に は
，
正 常の 血液脳開門は透過せず腫瘍細胞膜せ 選択的に 透過 し得 る

5－F U の よ うな 性状を持 っ た 抗癌剤を用い る べ き で ある こ と を示 唆 して い る ．

K e y w o r d s blo o d － b r ai n b a r ri e r ， b r ai n u p t ak e i n d e x ， C h e m ot h e r a p y ， 9 L g lio r n a

近年 ， 外科的治療 ，
放射線療法， 化学療法な らび に 免疫療法

な どを集学的に 施行す る こ と に よ り
， 悪性腫瘍の 治療成績は飛

躍的に 向上 して い る が ， 悪性脳腫瘍 の 治療成績ほ期待 され た程

に は 向上 して い な い
り

． 化学療法に お い て は ， 感受性 の あ る抗

癌剤 を殺細胞濃度 で腫瘍細胞 に 到達 さ せ る こ と が 必須 である

が
， 脳 腫瘍に お い て ほ血 液か ら脳組織 へ の 薬剤の 移行を制限す

る血 液脳関門が存在す るた め
，
これ は 必ず しも容易でほ な い ．

血 液脳関門に つ い て は ， R e e s e ら
2，
が 西 洋わ さ び ペ ル オ キ シ

ダ ー ゼ を ト レ ー サ ー と して 電子顕微鏡 で 観察 し， そ の 本体が脳

毛細血管内皮細胞 に ある こ と を初 め て 証 明 した ． 脳毛細血 管内

皮細胞 ほ超敏形態学的 に ， 内 皮細胞 が 互 い に 密 着帯 くti g h t

j u n cti o nl で 接 合 し て い る こ と
， 胞 体 内 の 飲 み 込 み 小胞

くp in o c yt o ti c v e si cl el がきわ め て 少 な い こ と ， 有窓 くf e n e s tr a ti－

O nI 形成 が存在 しな い こ と ， お よ び 血 管周 囲が グ リ ア細 胞 の 終

足に よ り覆われ て い る こ と な どが特徴 と され て い る
抑

． グ リ ア

細胞 は血 液脳 関門と して の 構造 と機能を稚持する ため に 重要な

役割 をほ た して い る と され て い る匂 ． 機能 的 に は ，
血 液 脳関門

を通過 し得る物質ほ脂溶性の 高い も の
，
ブ ドウ糖や ア ミ ノ酸 な

ど何 らか の 輸送担体 が関与するも の に 制 限 され て い る
引

． すな

わ ち
，
へ キ ソ ー ス

， 単 カ ル ポ キ シ ル 酸 ， 中性 ア ミ ノ 酸 ，
ア ミ

ン
， 塩基性 ア ミ ノ 酸 ，

ヌ ク レ オ シ ド
，
プリ ン 塩基 ， 甲状腺 ホ ル

モ ン な どに 関 して 少なく とも8 種類の 異な る輸送系があると さ

れ て い る
即

．

一 方
， 種 々 の 病態で 血液脳関門 は容易に 破綻する と され て お

り
れ

， 脳腫瘍で も脳毛細血管 の 構造 と機能 の 変化に つ い て ほ い

く つ か の 報告
8 卜 1 射

が あるもの の
，
脳慮瘍内血管の 透過性 に 関 し

て は不 明な点が 多い ．

現在 ，
血液脳開門に 抗 して 脳腰瘍に 抗癌剤を送達 させ る た

め
，
脂 溶性の カ ル ム ス チ ン く1 ． 3－bi sく2－Chl o r o e th y u－ト nit r o s o u rr

e a
．
B C N UJ ， ロ ム ス チ ン tl－く2－Chl o r o e th yll－3－C y Cl o h e x yトト nitr o－

S O u r e a
，
C C N U l ， セ ム ス チ ン り，く2－C hl o r o e th yり，3一く4ェm e th yl c y c－

l o h e x yu－トnitr o s o u r e a ， m e th y トC C N Uンな どの ニ ト ロ ソ ウ レ ア 系

の 薬剤が悪性脳腫瘍に 対して ほ よ く用 い られ て い る
15，16 1
が ， こ

れ らの 薬剤 は血 管か ら離れ た 腫瘍細胞に 薬剤が十分到達 し待な

い とい う欠点を持 っ て い る怖 ．

一

方 ， マ ニ ト ー ル な どの 高張液

を用い て 脳毛細血管 の 薬剤透過性 を人工的に 高め よ うとす る試

み もな され てい る
1 TI L 2 2－
が
， 薬剤が 正常脳組織 に 移行する こ と に

よ る神経毒性の 発現 が懸念 され る ． した が っ て 巨 踵瘍部位以外

の 正 常脳組織に は移行せず， 脳腫 瘍に の み 選択的 に 移行 し得 る

抗癌剤を用 い れ ば， 効果と副作用の 両面か ら理想的な化学療法

平成 5 年 8 月 2 日受付， 平成 6 年 4 月2 6 日受理
A b b r e vi a ti o n s こ A C N U ， トく4

－

a m i n o －2 m e t h ylp y ri m idi n e － 5 － ylj － m e t h yト3
－く2 － C hlo r o et h y lう

ー3－nit r o s o u r e a h y d r o c hl o rid e i
A D M

，
a d ri a m y ci n 3 B C N U ， l ，3 － bisく2 － C hl o r o et h yl 汁 nit r o s o u r e a ニ B U I ， b r ain u p t ak e i n d e x i C C N U ， トく2 － C hl o r o e ト

h 跡3 － C y Clo h e x y l－ トnit r o s o u r e a ニ 5 － F U ， 5イIu o r o u r a cil ニ m e t h yl
－ C C N U

，
トく2 － C hl o r o et h yll －3 －く4－m eth yl c y clo h e x ylJ

－



6 0 0

が行 える と考 え られ る ．

本研究で ほ 9L グ リ オ ー マ を 脳腫瘍 の モ デ ル と して 用 い
，
脳

腫瘍 に お け る 毛細 血 管 の 構造 と磯能 の 変化 を脳 内吸収指数

くbr ai n u p t a k e i n d e x ， B U Il 法
2 剃
と 電子顕微鏡を用 い て 検索 し，

そ の 結果 に基づ き脳腫瘍に 選択的に 抗癌剤 の 送達を行うに は ．

抗癌剤 に ど の ような 性質が必 要で あるか に つ い て検討 した ．

材料お よび方法

王 ． 実験動物

雄性 の フ ィ ッ シ ャ ー 系 ラ ッ ト り 適齢 ， 体重 1 80
－

2 2 0 gJ く日

本チ ャ ー ル ズ リ バ ー 社 ， 厚木I を用 い ， 金沢大学動物実験施設

内の 空調飼育室く室温 23 士2 て ， 湿度 55 士5 瑚 で 1 餌 と水 を 自

由に 与え て 飼育 した ．

H ． 試 薬

本研究 で は 放射性標識化合物 と して ほ
，

14

C
－ シ

ュ
ク ロ ー ス

ぐ
4

C ，

S u C r O S e H 5 ．O m C V m m oll くN e w E n gla n d N u cl e a r ， B o s t o n ，

U ．S ． A ．1，
3

H 一永 く
3

H －

W a t e rl く1 ．O m C iノglくN e w E n gl a n d N u cl e a rl ．

N－ト
14
C － ブ タ ノ ー ル くN

－

ト
ー4

C － b u t a n oけ く1 ．1 m C iJ
I
m m oll くN e w

E n gl a n d N u cl e a rL
3
H －5 － フ ロ ロ ウ ラ シ ル く里－ 5 －fl u o r o u r a cil ，

3
H －5 － F U H 1 9 ．3 C iJ

l
m m o11くN e w E n gl a n d N u cle arl ，

1－
C一塩酸 ニ ム ス

チ ソ ぐ
4
C－トく4 － a m i n o －2 m e th yI p y ri m id in e ふ yll － m e th ylL 3

－く2 － C h l o －

r o e th yu
－

3 － nit r o s o u r e a h yd r o c h lo rid e ，
l－
C － A C N U H 2 7 FL C iI m gIく三

共 ， 東 京1 ，
1 4
C － ラ ニ ム ス チ ン ぐ

4
C－l －く2 － C hl o r o e th ylJ－ 3 －くm e th yl a －

D －

gl u c o p y r a n o s
－ 6 － ylJ－1 －

n itr o s o u r e a
，

一4
C － M C N Ulく45 FLC il m glし東京

田辺 ， 東京1 を 使用 した ． 非標識化合物と しては l
ア ドリ ア マ イ

シ ソ くad ri a m y c in ， A D M H 協和発酵 ， 東京トを使用 した ．

m ． 細胞の 移植
25I

l O ％ 非働 ウ シ 胎 児 血 清くf e t al c alf s e r u m ， F C S H G I B C O ，

G r a n d I sl a n d
，
U S A l を 含む R P M I 1 6 4 0 培地 く日 水製薬 ， 東

京トに て l 培養 した ラ ッ ト 9 L グリ オ ー マ 細胞
抑

を 3 x l Oソm l に

調製 し， 等量の 1 ％ の 寒天を含む培地を加え ，
l ．5 x l Oソm l の 細

胞浮遊液を作製 した ． 対照 と して
，
0 ．5 ％ の 寒天を 含む 培地を使

用 した ． ラ ッ トを 塩 酸 ケ タ ミ ソ く8 r n g ハ00 g ， 筋注ぅ に て 麻酔

後 ， 定位脳手術装置 に 固定 し ， 冠 状縫合上 で 矢状縫合 よ り

3 m m の 位置 に 直径 1 ．5 m m の 穿頭を 行い ， 右尾状核 一 被殻部 に

10 jLl の 9 L グリ オ
ー

マ 細胞浮遊液く1 ．5 x l O
5
c ell sI を 約30秒 かけ

て移植 した ． 対照群 に は 同量の 0 ．5 ％ の 寒天を 含む R P M I1 6 4 0 培

地を 注入 した ，

N ． 脳腫瘍内の毛細血管の透過性に関する実験

1 ． B U工 法

り B U工 法 く図 り

01d e n d o rf ら
2 馴 の 方法に した が っ た ．

移植14 日 目の ラ ッ トを塩酸 ケ タ ミ ン く23 ．5 m gハ00 g ， 勝江I と

キ シ ラ ジ ンく2 ．3 m gハ00 g ， 筋注1 に て 麻酔後， 右総頚動脈を露出

した ． 基質と し で
4

C － シ ュ ク ロ ー スく10 恥Ciノm りを ， 基準物質 と

し て
3
H 一 水 く50 FLC iノm lJ を 含 む リ ン ゲ ル の H E P E S 緩 衝 液

くp H 7 －の を 作製 した ． こ の リ ン ゲ ル の H E P E S 緩衝 液 2 00 FLl を

ラ ッ t の 総頸動脈内に瞬時く0 ．5 砂 以 和 に投与 し
，
5 秒後 に 断

頭 し右大脳半球を摘出 した ． こ の 時間ほ 注入 された 物質が脳内

を 1 回循環する の に は十分な時間で あるが ， 物質が脳か ら逆流

した り 仁 脳内を 2 回 循環す るに ほ短 い 時間である ． 摘出 した脳

は 腫疹， 皮質 ， 海馬 ， 間脳 の部位 に 分け ， 粉砕 した後 ，
そ れぞ

れ 1 ．5 m l の プ ロ ト ゾ ー ル くN e w E n gl a n d N u cl e a rl を加 え た ．

一

方 ， 脳 を 一

塊 と して 定量す る ときは 粉砕 した後 ，
2 本 の バ イ ア

ル に 分注 し ， そ れぞれ 1 ．5 m l の プ ロ ト ゾ
ー ル を加 えた ． 6 0 てこ で

3 時 間振返 し ， 組織 を 可 溶化 した 後 ， 3 0 ％ 過酸化水素水 を

300 函 加え ， 室温で15 分間静置 した ． そ の 後 ，
6 0 C で30 分間加

熱 し
， 室温に て冷却後 ， 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ク テ ル ク リ ア

ゾル f 伴 井化学
， 京 恥 を 10 m l ， 1 0 0 ％ 酢酸 を 64ノJl 加 え ， 液

体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー

L S C － 67 1 くA l o k a ， 東京I で
3

H

と
1－
C と放射活性 を測定 した ．

2 つ 解析法

B Ul 値は 次の 式で 計算 した ．

B U Iく％1 ニ

C t
，
dノC t ， r

C i
，
d J
I
c i
，
r

X l O O

C t
．
d こ 基質の 脳 内の 放射活性くd p ml 脳1

C t
，
r ニ 基準物質 の 脳内の 放射活性くd p m ノ脳I

Ci
，
d こ 基質 の 薬液中の 放射活性くd p mノ薬液I

Ci
，
r 二 基準物質 の 薬液中 の 放射活性くd p m ノ薬液う

2 ． 脳毛細血 管内容積の 測定

り 赤血球 が
I

C r 標識方法

ラ ッ ト総頚動脈 よ り採血 した血 液 に 1ノ7 容積 の ク エ ン 酸デ

キ ス ト ロ ー

ス 溶液くa cid － Citr a t e，d e x tr o s e s ol u ti o n ， A C D s o l u ti o nJ

くp H 5 ．OI を 加え撮拝 し， 1 5 0 0 r p m で1 5 分間遠 心 した ． 上 帝 を捨

て
， 得 られ た赤 血 球に 等量 の 0 ．1 M リ ン 酸緩衝生理 的食塩水

くp h o s ph a t e － b uff e r e d s ali n e ， P B S Iくp H 7 ．4I を加 え据絆 し
，
同様

に 遠心 した ．
こ の 洗浄操作 をもう

一

度繰 り返 した ． 上 清 を捨

て
， 得 られ た赤 血球分画 100 FLl に 対 し N a 2

51

C r O ． く37 6 ．3 9 m C iノ

m g C rlくN e w E n gl a n d N u cl e a rl が 10 JLC i に な る よう に 加えて 捷

拝 し ， 3 7 C で30 分間静置 した ． P B S を加 え 渡拝 し ， 1 5 0 0 r p m

で1 5 分間遠心 した ． 上 清 と赤血 球分画と に 分け ， 上 清の 放射能

活性が赤血球分画 の 1 ％ 以下に な る ま で 同様 の 操作を繰 り返 し

た ． 最後に 赤血 球と 等量の リ ン ゲ ル の H E P E S 緩衝液を 加えて

4 こ で保存 した ．

ニ ニ彦
フ

Fi g ． 1 ． S c h e m a ti c r e p r e s e n t a ti o n of i nj e c ti o n p r o c e d u r e of a

m ix t u r e of
14
C －1 a b ele d s u b s t a n c e a n d

3
H－l a b el e d s u b s t a n c e

i n t o th e r a t c o m m o n c a r o tid a，rt e r y f o r b r ai n
u p t a k e i n d e x

くB Uエー．

トnit r o s o u r e a i M C N U ， l －く2
－

Chl o r o et h yll
－3 －くm e t h yl a 皿 gl u c o p y r a n o s － 6

－

ylト1 q nit r o s o u r e a i P B S ， p h o s p h a t e b uff e r e d

S alin e
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2 フ 血 管内容積の 測定方法

ラ ッ ト の 大腿動脈 と大腿静脈に カ ニ ュ
レ

ー

シ ョ ン し
， 大腿静

脈よ り
5－
C r 標識赤 血球く1 00ノ疋iノm lさを 30 恥l 投与 した ． 投与4

分30 秒後 に 動脈側の カ ニ ュ
ー レ よ り採血 し， 投与 5 分後 に 断頭

した ． 脳 を取 り出 し ト
腫瘍 ， 海馬1 皮質 ， 間脳に 分け， それ ぞ

れ の 重量を 測定 し， r カ ウ ン タ
ー

で
51
C r 標識赤血 球の 放射活性

を測定 した ． 同時に 採取 した 血 液の 放射活性も測定 した ． 血 管

内容梼 の 算出 に ほ下記の 式 を使用 した ．

血 管内容積くdノgI
敵織中の

SI

C r の カ ウ ン ト ＋ 組織重量

血液中の
51

C r の カ ウ ン ト手 測定血液量

3 ． 血 流速度の 測定方法

血流速度 の 測定は ，
P a r d rid g e ら

271
の 方法 に 従 っ た ． 基質と し

て
，
血 液脳関門を瞬時 に 透過する ブ タ ノ ー ル を 用い た ． B U工 法

を用い て ， 投与後 5 ， 1 5 ， 3 0 ， 4 5 ， 6 0 秒に おけ る観織重量当た

りの 脳 内残存量を測定 した ． そ の 結果を 片対数用紙を 用 い て横

軸に 時間を と り ， 縦軸に 組織重量当た りの 脳内残存量を と り プ

ロ
ッ ト した ． グ ラ フ の 傾きと Y 切片か ら血 流速度を次式に よ り

算出 した ．

血 流速度くm lノm i nノgl 二
2 ．3 0 x K b x V

ノ

E く01

K b こ グ ラ フ の 傾き

V
ノ

こ 脳血液分配係数く0 ．8
27

ソg 脳I

E く0ユニ グ ラ フ の Y 切片

4 ． 電子顕微鏡 に よ る観察

ラ ッ トを塩酸 ケ タ ミ ソ ー キ シ ラ ジ ン 液 で 麻酔後 ， 船頭動脈 よ

り 0 ．1 M カ コ ジル 酸バ ッ フ ァ ー に て 溶解 した 2 ．5 ％ グ ル タ ー ル

ア ル デ ヒ ド約 1 m l を 1 分間か けて潅流固定 した 後 ， 腫瘍と脳 を

摘出 し同固定液 で 2 時間浸潰固定 し， さ らに 1 ％ オ ス ミ ウ ム酸

で 1 時間固定 した ．
エ タ ノ ー ル 系列 で 脱水 し ェ ボ ン と ア ラ ル ダ

イ ドで 包埋 し， L K B ミ ク ロ ト ー ム を 用 い て作 製 し た超薄切片

に 酢酸 ウ ラ ニ ー ル と 硝酸鉛 の 二 重 染色 を施 し ， 電 子 顕微鏡

H 牒00 型 ほ 立製作所 ， 東京う で 観察 した ．

V ． 抗癌剤の脳腫瘍選択的送達 に関す る実験

1 ． B U ト法

1 つ B U工 法

先に 述 べ た 方法 に 従 っ た ．

基質 と し て ほ
，

14

C － A C N U りO JLC V m ll ，
14

C－M C N U く10FLC iノ

m ll ，
3
HT 5T F U く50 FL C iノm lJ を 用 い た ．

一 方 ， 基準物質 と しては 基

質の 放射性核種 が
3
H 体の と きは

1 4
C － ブ タ ノ ー ル く0 ．2 p C iノm 11

を ， 基質の 放射性核種 が
14
C 体の と きは

3
H － 永く50 FLC iノmll を含

むリ ン ゲ ル の H E P E S 緩衝液を 用 い た ． こ れ ら の リ ン ゲ ル の

H E P E S 緩 衝液 200 JLl を ラ ッ ト の 総 頚動脈内 に 注入 した ．

A D M は リ ン ゲ ル の H E P E S 緩衝液で 2 m gノm l と な る ように 調

製 し
，
2 0 恥1 を 同様 に 頚動脈内に 注 入 した ．

2つ A D M の 定量

A D M の 定量は ， R i c h a r d ら
28J
の 方法に 従 っ た ．

B UI 法を行 っ た 後 ， 摘出 した 鼠織 400 m g に 対 し， 50 m M ト

リ ス H E P E S 緩衝液くp H 7 ．41 を 1 ．6 m l 加 え ホ モ ジナ イ ズ し
，
内

部標準物質 と して ダ ウノ マ イ シ ン 20 0 n g を加 え携拝 し 4 C で

30 分間静置 した ． ク ロ ロ ホ ル ム ー イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 溶液 く1 ニ

11 を 8 血
， 硫酸ア ン モ ニ ウ ム を 1 ．4 g 加え ，

4 てこ で10 分 間静置

後 卜
t2 0 分間振塗 した ． 4 C で30 分間静置 し， 3 00 0 r p 町 4 て で 5

分間遠心 し， ク ロ ロ ホ ル ム ー イ ソ プ ロ パ ノ
ー ル 層 を 3 m l 分取 し

蒸発 させ ， メ タ ノ ー ル 1 0 恥1 に 溶解 し， 5 恥1 を測定に 用い た ．

蛍光検出器 R F 5 3 5 く島津製作所 ， 京都1 を装備 した高速液体 ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー S C し6 A く島津製作所いに 注入 し， A D M 含量

を測定 した ． 移動相 は 28 ％ ア セ ト ニ ト リ ル ー

1 0 m M リ ン 酸

くp H 2 ．3う で 1 分 間 に I m l の 速度 で 流 し ， 検 出 は 励起波 長

465 n 町 蛍光波長580 n m に て行 っ た ． カ ラ ム は ス テ ン レ ス 製カ

ラ ム く4 －6 x 1 5 0 m m l に T S K ゲ ル O D S －8 0 T M を 充 填 し た

O D S カ ラ ム を使 用 した ． な お ， 検量線 の 作成 に は ， 脳組 織

400 m g に 対 し ， 5 0 m M ト リ ス H E P E S 緩 衝 液 くp H 7 ．4I を

1 －6 m l 加 え粉砕 した 後 ，
5 ．0 0 FLg J

，
m l
．
1 0 ．OJL gノm l ， 2 0 ．OJl gJ

，

m l
，

5 0 ．O p gノm l ， 1 0 0 JLgノr nl の A D M 溶液を それ ぞれ 20 pl ずつ 加 え，

さ らに 10 月gノm l の ダ ウ ノ マ イ シ ン 溶 液を 2 恥1 ず つ 加 え携拝

し
，
4 てこ で30 分間静置 した ． 以下 ， 上記 と同様 の 操作を行 っ た ．

3 つ 解析法

抗癌剤 の 透過性を評価する場合ほ
l
基準物質 の 違い に よ っ て

影響され ない 基質の 脳抽出率を用い た ．

B UI く％1 こ
C t ， d J

I
c t ， r

Ci
，
dノCi ， r

X l O O ニ E t e s tJ
I E r ef x l O O

E t e st 二 脳 内の 基質 の 抽出率

E r e王二 脳内の 基準物質の 抽出率

式を変形 して

E t e s t 二 二 B U I x E r e fノ100

な お
，
E r ef ほ 次の 式に よ っ て求め た ．

E r efくt ， mi nンニ E r ef ， m a X X e．
kb x L

E r ef くt ， mi nl ニ ある時間く分I に お け る脳内の 基準物質 の 抽出率

E r ef
，
m a X こ 脳内の 基準物質の 抽出率 の 最大値

k b こ 基準物質の 脳か ら血液 へ の 逆流定数

W ． 統計学的検討法

各測定値は平均士標準誤差で表わ し， 多群間の 平均値の 有意

差検定に は ， K ru S k al － W allis の 一

元配置分散分析後 ，
H oll a n d e r

a n d W olf e の 多 重比較法 ま た ほ ，
二 元 配 置分散分析後 ，

T u k e y－K r a m e r の 多重比較法を用 い ， P く0 ．0 5 を 有意 と した ．

成 績

I ． 9 L グ リオ
ー マ ラ ソ トに つ い て の 検討

脳内に 9L グリ オ ー マ 細胞を移植後 2 週 間経過 した ラ ッ ト の

脳腫瘍は ． 重量が約 200 m g で あ り， 大脳 半球内に お い て 肉眼

的に 観察可能な大きさに ま で 成長 して い た く図2 1 ． 髄膜組織や

ク モ 膜下腔 へ の 浸潤ほ 認め られず ， どの ラ ッ ト もほ ぼ 同じ脳腫

瘍重量を 示 して い た ． こ の 時点で ，
9 L グリ オ ー マ ラ ッ ト ほ そ

の 外見上 お よび 行動様式に お い て 正常 ラ ッ ト と比較 して特記す

べ き差異を示 さな か っ た ．

ユ ． 脳腫瘍内の毛細血管の透過性に つ い て

1 ． 各 ラ ッ トに お ける脳の シ ュ
ク ロ ー

ス の B U工 値の 比較

正 常 ラ ッ ト の 脳 に お ける シ ュ ク ロ ー

ス の B U工 値 は 3 ．3 4 土

0 ．3 5 ％
， 偽手術 ラ ッ ト では 3 ．55 土0 ．5 4 ％ で 両群間に 有意差 は な

く
，
9L グリ オ

ー

マ ラ ッ トで は 19 ．1 1 土1 て2 ％ で 前二 者 と比較 し

て 有意 に 増加 してい た くp く0 ，0りく図 3ン．

2 ． 脳腫瘍重量 と シ ュ
ク ロ ー ス の B U工 値 の 関係

脳腫瘍重量とシ ュ ク ロ ー ス の B U l 備に ほ相関係数 0 ．9 4 の 高

い 正 の 相関関係がみ られ た く図4 1 ．

3 ． 各級織に おけ る シ ュ ク ロ ー ス の B U工 億 の 比較



6 0 2

9 L グ リ オ ー マ ラ ッ ト の 脳を 脳腫瘍 ， 海馬 ，
皮質， 間脳の 各部

位に分割 して ，
そ れ ぞれ の シ ュ ク ロ

ー

ス の B U工値を 測定 した ．

脳腫瘍 ， 海馬 ， 皮 質， 間脳 の B U工値は そ れ ぞれ 34 ．3 7 士2 ．71 ％，

6 ．7 4 士1 ．1 2 ％
，
6 ．41 士0 ．6 5 ％

，
7 ．0 8 土0 ．5 4 ％ で あり ， 海馬 ， 皮質 ， 間

脳の B U I 値 に は有意差は なく t 脳腫瘍部位 で は B UI 値が 有意

に 増加 して い た くp く0二05 H 図5 さ．

4 ． 各組織 に お ける毛細血管内容積 の 比較

偽手術 ラ ッ ト の 間脳 ， 皮 質の 毛細 血 管内容積 は そ れ ぞ れ

6 ．約 士0 ．6 毎1ノg ， 6 ．31 士0 ．31 ルg で ある の に 対 し， 9 L グ リオ ー マ

ラ ッ ト の 間脳 ， 皮質 ， 脳腫瘍の 各部位 の 毛細血管内容帝は そ れ

ぞれ 7 ．1 7 士0 ．7 毎1ノg ， 6 ．7 2 士0 ．5 3メJiノg ， 7 ．2 0 土0 ．4 7 月lノg で あ り ， 各

部位 の 毛細血管内容積に 有意差 はみ られ なか っ た く図 61 ．

5 ． 各鼠織 に お け る毛細血管の 血 流速度の 比較

9 L グリ オ ー マ ラ ッ ト に お ける脳 腫瘍 ， 海馬 ， 皮質 ， 間脳の 各

部位 の 毛細血管 の 血 流速度は ， そ れ ぞれ 1 ．3 0 士0 ．0 7 m lノmi nノg ，

0 ．7 5 士0 ，01 m V mi n J
l
g ， 0 ．8 0 土0 ．0 4 m lノm i nノg ， 0 ．5 7 士0 ．0 7 m V mi nl

F i g ． 2 ． T h e c o r o n al s e cti o n of th e r a t b r ai n 1 4 d a y s af t e r

th e in o c ul a ti o n of 9 L glio m a c ell s sh o wi n g a n e x p a n d i n g

t u m o r くa r r o w h e a d sl i n th e h e mi s p h e r e ．

N o r m al

S h a m －

O P e r at e d

9 L
g
li o n l a

0 5 1 0 1 5 2 0 2 5

B Ul く％I

Fi g ． 3 ． C o m p a ri s o n of B UI く％l of s u c r o s e a m o n g n o rh l al ，
Sh a m － O p e r a t e d a n d g L gli o m a r a t b r ai n s － T u m o r w ei g h t

W a S 2 4 6 土8 m g ． E a ch v al u e s h o w s m e a n 士S E M of 4
－ 1 5

S a m pl e s ． A st e ri s k s i n d i c a te a sig nifi c a n t d iff e r e n c e i n B U I

く瑚 b e t w e e n 9 L gli o r n a a－
n d c o n tr ol o r sh a m －

O p e r a t ed

b r ai n s くp く0 ．01 ， b y H oll a n d e r a n d W olf e
，

s rn ulti pl e

C O m p a ris o nJ ．

g であ り， 脳腫瘍部位 で有意に 高く ， 脳 腫瘍 ， 皮質 ， 海馬一 間

脳 の 順に 低く な っ た くp く0 ．0引く図71 ． こ こ で ， 頚動脈 に 投与 5

秒後の ブタ ノ ー

ル の 脳腫瘍
，
海馬， 皮質 ， 間脳の 抽出率を血 流

速度よ り求め る と ， そ れ ぞれ 97 ．7 ％ ， 1 0 4 ．3 乳 75 ．4 ％ ， 6 5 て％ で

あ っ た ．

6 ． 電子顕微鏡 に よ る毛細血管の 構造 の 観察

腫瘍よ り離れた部位の 脳組織 で は ， 毛細血 管の 内皮細胞 は ，

密着 した構造くti g h t j u n c ti o nl を 示し ， 基底膜 が周 囲を と り巻

き ， そ の 外側 に は ア ス ト ロ サ イ トの 終足 が存在 して い た く図 8

A l ．
一

方 ， 腫 瘍 血 管 の 内皮細胞 で は 胞 体 の 膨 化 ， 有 窓

tf e n e s tr a ti o nl の 形成 く図 8 別 ， 内皮細胞の 不連続性く図 8 C l ，

0 1 0 0 2 0 0 3 0 0 4 0 0 5 0 0

W ei g h t o f 9 L g Ii o m a くm g I

F ig ． 4 ． C o r r el a ti o n b e t w e e n 9 L gli o m a w ei g h t a n d B U I く％l

Of s u c r o s e ． Z e r o m g o f th e t u m o r w ei g h t r e p r e s e n ts B UI

く％l of b r ai n s of n o r m al a n d s h a m －

O P e r a t e d r a t s ． 9 L

gli o m a w a s e x a m i n e d a t 1 4
－1 7 d a y s af t e r i n o c ul a ti o n ． T h e

S Olid li n e w a s o b t a in e d b y th e li n e a r r e g r e s si o n a n aly si s f o r

all d at a くr こ 0 ．9 41 ．

D i e n c e p h alo n

C o rt e x

Hip p o c a m p u s

9 L g 蔓i o 111 a

0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0

B 川く％I

Fig ． 5 ． C o m p a ri s o n of B U I く％l of s u c r o s e a m o n g d i e n c e p －

h al o n
，
C O rt e X

，
h ip p o c a m p u s a n d 9 L gli o m a i n r a t s ． T u m or

W eig h t w a s 1 9 8 士4 m g ． E a c h v al u e s h o w s m e a n 士S E M

Of 4 －1 5 s a m pl e s ． A s t e ri sk s i n di c a t e a si g n ifi c a n t d iff e r e n c e

i n B U I く瑚 r

of 9 L gli o m a f r o m di e n c e p h al o n ， C O rt e X Or

hip p o c a m p u s くp く0 ．01 ， b y H oll a n d e r a n d W olf e
－

s m u lti ple

C O m p a ri s o nl ．
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Di e n くこ印 h al o n

S h a m － O P e r at e d

9 L glio m a

C o rt e x

S h a m － OP 即 at e d

9 L gli o m a

9 L gli o m a

9 L g lio m a

1 ntr a v a s c ula r v o I u m e h 11Ig b r ai nl

F ig ． 6 ． C o m p a ri s o n o f i n tr a v a s c ul a r v ol u m e e v al u a t e d b y
51

C r －1 a b el e d r e d bl o o d c e11s i n di e n c e p h alo n ， C O rt e X a n d 9 L

gli o m a i n r a t s ． T u m o r w eig h t w a s 2 3 0 土47 m g ． E a c h

v al u e s h o w s m e a n 士S E M of 4，15 s a m ple s ． N o sig n ific a n t

d iff e r e n c e s w e r e s e e n a m o n g e a c h v al u e くb y T u k e y－
K r a m e r

，

s m u ltipl e c o m p a ris o nl ．

Di e n c e p h alo n

Hip p o c a m p u s

9 L g暮i o m a

0 ．0 0 ．5 1 ．0 1 ．5 2 ．0

B l o o d fl o w くm Tl m i n lg b r ai n I

F ig ． 7 ． C o rn P a ri s o n of r e gi o n al b l o o d fl o w i n di e n c
e p h al o n ，

c o r t e x ， hip p o c a m p u s a n d 9 L gli o m a i n r
a t s ． T u m o r

w eig h t w a s 2 0 1 士1 2 m g ， E a c h v al u e s h o w s m e a n 土S E M

o f 1 4 s a m pl e s ． A s t e ris k s i n di c a t e a si g nifi c a n t d iff e r e n c
e

i n bl o o d fl o w of 9 L gli o m a f r o m d i e n c e p h al o n ， C O r t e X
O r

hi p p o c ar n p u s くp く0 ．0 5 ， b y H olla n d e r a n d W o lf e
，

s m u lti pl e

c o m p a．ris o nl
．

F ig ． 8 ． U ltr a str u c t u r al fi n d in g s of th e c a pill a r y e n d o th eli u m i n th e n o r m al b r ai n a n d 9 L gli o m a ． A ニ T h e n o r rn al b r ai n h a ．s

n o n f e n e s tr a t e d e n d o th eli al c ells ． x 1 4
，
4 0 0 ． B ニ T h e e n d o th eli al c ell wi thi n g L gli o m a s h o w s n u m e r o u s f e n e st r a ti o n s くa r r o w sl ．

X 6 0 ，0 0 0 ． C ニ T h e e n d o th elial c ells wi thi n 9 L gli o m a s h o w di s c o n ti n u ity of c y t o pl a s mi c p r o c e s s e s ． X 2 0
，
4 0 0 ． D こ T h e

，t e n d o th eli al c e11 s wi thi n 9 L gli o m a sh o w di s ru p ti o n of c e11．j u n c ti o n ， X 2 0 ，4 0 0 ．
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お よび 接合部くj u n c ti o nJ の 関大 く図 8 D J な どが 認め られ た ．

山 一 坑癌剤 の脳腫瘍選択的送達に つ い ての 検討

1 ． 9 L グ リ オ ー マ ラ ッ ト と偽手術 ラ ッ ト に お け る脳 の 各抗

癌剤の 抽出率 の 比較く囲9 I

偽手術 ラ ッ トに おけ る A D M ， M C N U ， A C N U
，
5 － F U

，
シ

ュ
ク

ロ ー

ス の 抽 出 率 は ， そ れ ぞ れ 2 ．20 土0 ．3 2 ％
，
3 ．2 0 土0 ．2 7 乳

7 ．2 9 土1 ．4 3 ％ ， 2 －36 士0 －23 ％
，
2 ．1 4 士0 ．2 1 ％

．

で あ っ た ． す なわ ち ，

A C N U の 抽出率ほ シ ュ ク ロ ー

ス に 比べ て有意 に 高くくp く0 ．0 5l ，

他の 抗癌剤 の 抽出率は シ ュ
ク ロ ー ス と 有意差 は なか っ た ． 9 L

グ リ オ ー マ ラ ッ ト に お ける A D M
，
M C N U

，
A C N U

，
5 － F U

，
シ

ュ

タ ロ ー ス の 抽 出 率 ほ ， そ れ ぞれ 6 ．6 3 士1 ．7 4 ％
，
8 ．6 6 士0 ．5 5 ％

，

1 8 －6 3 土1 －9 2 ％
，
1 8 －3 5 士1 ．21 ％

，
9 ．0 6 士0 ．9 7 ％ で あ り ，

A C N U と

A D M s h a m ． o p e r a t e d

9 L g 伽 m a

M C N U s h司m ． O P 8 r a t e d

9 L g ll o m 8

A C N U s h a m
－

O P 即 a 一色d

9 L glt o m a

5 ヰ U 引闇I m O P 即 at e d

9 L gl l o m a

S u c r o s e s h a m ．o p 闘 t e d

9 L
g
ll o m a

0 5 1 0 1 5 2 8 2 5

日r ai n e xt r a c ti o n く％I
F i g ． 9 ． C o m p a ri s o n of b r ai n e x tr a c ti o n く％l o f v ai 。u S
a n ti c a n c e r d r u g s b e t w e e n s h a m －

O p e r a t e d a n d 9 L gli o m a
r a t s ． T u m o r w ei g h t w a s 1 7 4 士28 m g くA D M l ， 1 5 9 士3 9 m g
くM C N U l， 1 91 土13 m g くA C N Ul ， 1 93 士40 m g く5 － F U I a n d
1 9 8 士1 m g くs u c r o s eI， r e S p e C ti v el y ． E a c h v al u e sh o w s
m e a n 土S E M o王3 － 6 s a m pl e s ． T h e b r ai n e x tr a c ti o n s of all

a n ti c a n c e r d r u g s i n 9 L gli o m a r a ts a r e si g n ifi c a n tl y h ig h e r

th a n th o s e of s h a m －

O p e r a t e d r a t s くp く0 ．0 5l ． T h e b r ai n
e x tr a c ti o n of A C N U in s h a m －

O p e r a t ed r a ts i s s l g n ifi c a n tly
hi g h e r th a n th a t of s u c r o s e i n s h a m －

O p e r a t e d r at s く宙

P く0 ．0 5l． A s t e ri s k s i n di c a t e a si g n ific a n t d iff e r e n c e in th e
b r ai n e x tr a c tio n i n 9 L gli o m a r a ts of A C N U a n d 5 － F U f r 。 m
S u C r O S e くp く0 ．0 1 ， b y T u k e y － K r a m e r

J

s m ultipl e c o m p a ri s o nl ．

R e si d u al tIs s u e

S u c r o s e

A D M

9 L gli o m a

1 0 2 0 3 0 4 0

8 r ai n e xtr a cti o n く％I

F i g ． 1 0 ． C o m．p a ri s o n of b r ai n e x t r a c ti o n く％J of s u c r o s e a n d
A D M b e t w e e n n o r m al b r ai n a n d g L gli o m a ． T u m o r

W ei gh t w a s 1 9 2 士6 m g くs u c r o s eI a n d 1 7 4 士28 m g くA D M l ．

E a c h v al u e s h o w s m e a n 士S E M of 4 s a m pl e s ． T h e

e x tr a c ti o n of A D M i n 9 L gli o m a is sig n ifi c a n tl y hi g h e r

th a n th a －t Of hi p p o c a m p u s ， C O r te X O r mi d b r ai n くp く0 ．01 ， b y
T u k e y

■K r a m e r
，

s rn ulti pl e c o m p a ri s o nl ，

5－F U の 抽 出率 は シ ュ ク ロ ー

ス に 比 べ て 有 意 に 高 か っ た

くp く0 ．0引 ．

2 ■ 抗癌 剤の 脳腫瘍 と脳拒織 に おけ る抽出率の 比較

り A D M く図10I

腫瘍組織 忙 お ける A D M の 抽出率 は 29 ．5 3 士9 ．1 4％ で あるの

に 対 し， 腫瘍以外の 脳組織の 抽出率 は 2 ．9 7 士0 て5 ％ で あ り， 鷹

瘍組織 の 抽出率 が有意 に高か っ た くp く0 ．0 り． ま た
，
シ

ュ ク ロ ー

ス の 腫 瘍 組織 ， 腫 瘍以外 の 脳組織 の 抽出率 は ， そ れ ぞれ

30 ．3 土3 ．4 ％ ， 4 ．1 6 土0 て8 ％ で あり ， 各魁織 に お い て A D M と シ ュ

ク ロ ー

ス の 抽 出率 に ほ 有意差は な か っ た ．

2つ M C N U く図1 い

腫瘍 ， 海．5 ， 皮質 ， 間脳に お ける M C N U の 抽 出率ほ ， それ

ぞれ 28 ．3 9 土4 ．41 乳 4 ．9 6 土0 ．4 6 ％
，
4 ■2 7 士0 －5 4 ％

，
3 ，6 7 土0 －4 3 ％ であ

り， 腫瘍 の 抽出率は海馬 ， 皮 鼠 間脳 に 比 べ て 有意 に 高か っ た
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3 －4 s a m ple s ． T h e e x tr a c ti o n o f M C N U i n 9 L gli o m a is

Si g nifi c a n tl y h i g h e r th a n th a t of di e n c e p h alo n ， C O r t e X O r

hi p p o c a m p u sくp く0 ．0 1
， b y T u k e y－K r a m e r

l

s m u ltipl e c o m－
p a ri s o nI ．

Di e n c e p h a1 0 n S u c r o s e
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F i g ． 1 2 ． C o m p a ri s o n of b r ai n e x tr a c ti o n く％J of s u c r o s e a n d

A C N U a m o n g d i e n c e p h al o n ， C O r t e X ， h ip p o c a．
m p u s a n d 9 L

gli o m a ． T u m o r w ei g h t w a s 1 9 2 士6 m g くs u c r o s eI a n d

1 91 士13 m g くA C N U l ． E a c h v al u e s h o w s m e a n 士S E M of

4 －6 s a m pl e s ． T h e e x tr a c ti o n of A C N U i n 9 L gli o m a is

Si g nifi c a n tl y h i gh e r th a n t h a t of di e n c e p h a lo n ， C O r t e X O r

hi p p o c a m p u s くp く0 ．011 ． A s t e ri s k s i n d i c a t e a si g n ifi c a n t

diff e r e n c e ． i n th e e x t r a c ti o n of A C N U f r o m s u c r o s e

く
．

p く0 ．0 1 ，
蠣 ホ

p く0 ．0 5 ， b y T u k e y
－ K r a m e r

，

s m ulti pl e c o m p a ri
－

S O nl ．
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Die n c e ph aIo n S u c r o s e
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敵 ． J 土
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B r ai n e xt r a cti o n く％I

F ig ． 1 3 ． C o m p a ri s o n of b r ai n e x tr a c ti o n く％I of s u c r o s e a n d

5 － F U a m o n g di e n c e p h al o n ， C O rt e X ， h i p p o c a m p u s a n d 9 L

gli o m a ． T u m o r w ei gh t w a s 1 9 2 土6 m g くs u c r o s el a n d

1 9 3 士40 m g く5 － F Uン． E a c h v al u e s h o w s m e a n 土S E M of 4 － 6

s a m pl e s ． T h e e x tr a c ti o n of 5
－F U i n 9 L gli o m a i s sig n ifi c a

－

n tl y hi g h e r th a n th a t of di e n c e p h a l o n ， C O r t e X O r h ip p o c a－
m p u s くp く0 ．01 l ． A st e ri s k s i n d i c a t e a si g n ifi c a n t diff e r e n c e

i n th e e x tr a c tio n of 5 －F U f r o m s u c r o s e くp く0 ．01 ， b y

T u k e y
－ K r a m e r

J

s m ultipl e c o m p a ri s o nl ．

くp く0 ．0 り． ま た
， 腫瘍 1 海馬， 皮質 ， 間脳 に お ける シ ュ ク ロ ー

ス の 抽 出率 ほ ，
そ れ ぞれ 30 ．2 9 土3 ．4 5 ％ ， 6 ，悶 土1 ．9 ％

，
4 ．1 6 士

0 ．7 4 ％， 4 ．2 5 士0 ．7 8 ％ で あり ， 各組織 に お い て M C N U と シ ュ ク

ロ
ー

ス の 抽 出率に は 有意差はなか っ た ．

3 1 A C N U く図12ン

腫瘍 ， 海馬 ， 皮質 ， 間脳に おけ る A C N U の 抽出率は ， そ れ ぞ

れ 48 ．9 7 土5 て呪 1 2 ．6 7 士2 ．1 2 ％， 1 2 ．1 8 士1 ．3 6 呪 1 0 ．86 土1 ．8 3 ％ で あ

り
， 腫瘍 の 抽出率は海馬 ，

皮質 ，
間脳に 比 べ て 有意 に 高か っ た

くp く0 ．0り ． また ， 腫瘍 ， 海馬 ， 皮質， 間脳に お ける シ ュ ク ロ ー

ス の 抽 出率 は 1 そ れ ぞ れ 30 ．2 9 士3 ．4 5 ％
，
6 月9 士1 ．9 ％

，
4 ．1 6 士

0 ．7 4 ％
，
4 ．2 5 土0 て8 ％ で あ り ， 腫 瘍 ， 皮 質 ， 間脳 に お い て

A C N U の 抽出率が シ ュ ク ロ
ー

ス よ り有意に 高か っ たくp く 0 ．0 5l ．

4 つ 5－F U く図13う

腫瘍 ， 海 馬， 皮質 l 間脳に お ける 5－F U の 抽出率 は ， そ れ ぞ

れ 52 ．0 土4 ．83 乳 4 ．4 1 土0 ．7 8 ％， 6 ．9 3 土0 ．9 6 ％
，
7 ．4 8 士0 ．9 3 ％ で あ

り
， 腫瘍の 抽出率 は海馬 l 皮質， 間脳 に 比 べ て有意に 高か っ た

くp く0 ．011 ． また ， 腫瘍 ， 海馬， 皮質 ， 間脳 に おけ る シ ュ
ク ロ ー

ス の 抽 出 率 ほ
，
そ れ ぞれ 30 ．3 士3 月5 ％， 6 ．6 9 土1 ．9 0 ％

，
4 ．1 6 土

0 て4 乳 4 ．2 5 士0 て8 ％ で あり ， 腫 瘍部位 の み 5－F U の 抽 出率が

シ
ュ ク ロ ー

ス に 比べ て 有意 に 高くくp く0 ．0 り， 海馬 ， 皮質 ， 間脳

にお い て は 5 － F U と シ ュ ク ロ ー

ス の 抽出率 に 有意差 は な か っ

た ．

考 察

脳腫瘍 の み な らず脳梗塞 ， 脳出血 ， 高血 圧， 痙攣発作 ， 脳挫

傷， 炎症 な どの 種 々 の 病態 で血 液脳関門ほ容易に 破綻す ると さ

れ てい る
TI

． しか し
， 脳腫瘍に お い て は t 脳腫瘍部位 の 毛細血管

は血 液脳関門 と して の 機能 が保た れ て い な い と い うも の と ， 保

たれ て い る と い う相反する報告 があ り ，
一 致 した見解が得 られ

て い ない ． Y a m a d a ら
8I
は
，

エ チ ル ニ ト ロ ソ ウ レ ア で誘 発 し た

ラ ッ ト脳腫瘍内の 毛細血管は血 液脳関門 と して機能 して い な い

が
， 脳腫瘍 が小 さ い 時に は そ の 機能が 保た れ て い る こ と ， 腫瘍

が大きい 時に ほ腫瘍周田の 組織 の 透過性も克進 して い る．
こ と を

報告 した ． また ，
B l a s b e r g ら

9J
ほ 同 じ発癌 ラ ッ ト に お い て ， 腫

瘍 の 大小に か か わ らず血液脳関門ほ保た れ て い る と報告 した ．

N ir ら
叩
は 同様の ラ ッ ト脳腫瘍 に お い て ， 腫瘍観織 の 透過性 は

克進 して い る が周辺部よ り中心部 の 透過性の 克進が著明で ある

こ と
，
およ び腫瘍細胞が迷入 して い る周 囲脳で は透過性は冗進

して い ない こ と を 報告 した ．
S t e w a r t ら

Ill
は ラ ッ ト C6 グ リ

オ ー マ に お い て ト 睦瘍部位 の 毛細血管 は血液脳開門と して 働い

て い な い が ， 腫瘍 に 近接 した 脳で は血 液脳関門が保 たれ て い る

こ と を報告 した ． H a s e g a w a ら
12I
ほ W alk e r 2 5 6 癌細胞を転移 さ

せ た ラ ッ ト転移性脳腫瘍に おい て は ト
腫瘍が 大きく な るに つ れ

て 透過性 は増大する が ， 腫瘍周 囲の 魁織 の 透過性は わずか しか

克進 しな い こ と を報告 した ． さ らに ，
S a g e

切
は ヒ ト の 良性 グ リ

オ ー マ に お い て は血 液脳関門が保 たれ て い るが ， 悪性 グ リオ ー

マ や 転移性脳腫瘍で は保たれ て い な い こ とを 報告 した ． 柴 田
川

は ヒ ト 脳腫瘍毛細血管を超徴形態学的に 観察 した 結果， ダ リ ア

由来の 腫瘍 で は 無溶血管が ， 非 ダ リ ア 性腫瘍や転移性脳腫瘍 で

ほ有溶血管が見 られ る こ と か ら ， 血 液脳関門の 欠如の 原因は有

溶血管 に ある と した ． 以上 よ り ， 脳腫瘍 に おけ る血 液脳関門の

構造 と機能ほ グ リ オ ー マ と グ リ オ ー マ 以外の 脳腫瘍と で 異な る

の み な らず
，
グ リオ

ー マ の 中で も症例に
．
よ り ， また 同 一 の 腫瘍

で も部位に よ っ てそ の 破綻の 程度は異な る と推定 され る．

現在 ， 血液脳関門に 抗 して脳腫瘍細胞内に 抗癌剤を到達さ せ

る た め
，
B C N U

，
C C N U

，
メ チ ルーC C N U な どの 脂溶性の 高い ニ

ト ロ ソ ウ レア 糸薬剤が頻用 さ れ
15I1 6 I

，

一

方 で は ，
脳毛細血 管の 透

過性 を人工的に 高め よう とする工 夫
1T ト 221
が な され て い る ． 脂 溶

性薬剤は血 中か ら阻織 へ の 透過性が大きい と 同時 に 組織か ら血

中 へ の 透過性も大きく， さ らに 細胞内に 取 り込 ま れ て 不 活化さ

れ る割合も大きい こ と よ り ， 血管か ら離れ た 腫瘍細胞 に 薬剤が

十分到達 し得な い と い う欠点を持 っ て い る
16I

． L e vi n ら
糊
は

，

9 L グリ オ
ー

マ ラ ッ トを用 い て ニ ト ロ ソ ウ レ ア 系 薬剤 の l o g P

値 く分配率係数 こ オ ク タ ノ
ー ル と 水 へ の 親 和性 の 比 ，

0 ．3 7 －

3 ．31 と 治療効果の 相関を検討 し， l o g P 値が 0 ．3 7 に 近づ く ほ

ど， すな わ ち脂溶性 で あ っ ても水 へ の 親和性が高い もの ほ ど グ

リ オ ー マ に 対する 抗腫瘍効果が大きく な る こ と を 報告 した ．

脳毛細 血 管の 透過性 を人 工的 に 高 め よ う と す る 試 み は ，

R a p o p o r t ら
17，
が 高張液 の 頚動脈内投与に よ り ウ サ ギ の 脳毛細

血管内皮細胞 の 密着帯 を 一 時的に 開く こ と に 成功 した こ と に 始

ま り ，
ヒ ト に おい て も， マ ニ ト ー ル を 頚動脈内に 投与する と 血

液脳関門が一時的に 開く こ と が報告 され て い る
刷

． 超徴形態学

的に は ， 密着帯．は保たれ て い るもの の ，
毛細 血管内皮細胞内の

空胸形成と ダ リ ア 細胞 の 胸体の 膨化を認め ， これ らの 変化が動

往復12 時間持続する こ とが 報告され て い る
糊

． H a s e g a w a ら
抑
は

髄膜癌腫症 ラ ッ ト に お い て は ， 頚動脈内マ ニ ト ー

ル 投与と メ ト

ト レ キ セ ー ト の 静脈内投与を併用 した 群が 後者の み の 群に 比べ

て 生存期間が有意 に 延長す る こ と を報告 した ．

一

方 ，
ラ ッ ト脳

腫瘍 に おい て は ， 腫瘍内血 管の 透過性 の 冗進と同時に 正 常脳毛

細 血管 の 透過性克進や
2n

， 神経細胞の 変性 の 発生な ど が 報告 さ

れ て い る
221

．

マ ニ ト
ー ル を 併用 した 場合 ， 水溶性 の 抗癌剤 が大

量に 正 常脳組織に移行する ため そ の 副作用 が発現する 可能性が

あ り， こ の 方法は脳腫瘍の 化学療法に 応用 され るに は 至 っ て い

ない ． 悪性脳腫瘍 に 対 して は ， 正 常脳魁織 に移行 させ る こ とな

く よ 脳腫瘍の み に 選択的に抗癌剤を取 り込ま せ る こ と が で きれ

ば
， 効率的か つ 理想的な化学療法 である と考えられ る ．

脳毛細血管 の構造と機能の 研究に関 して は ，
電子顕微鏡に よ
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る超徴形態像 の 観察
2 m 川州
や 定量的オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ

一 針押切

に よ る観察 が主 と して な され て い る ． 電子顕微鏡を用い た 毛細

血管 の 観察 で は ， 構造 の 変化を 定性的に と らえ られ るが ， 微視

的で あるた め 観察 した部分が全体の 状態を表わ して い な い 可 能

性 がある ．

一

方， 定量 的オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ
ー は 脳 内移行の

度合 い を 敏小区域転分けて 観察す る こ とが可 能で あるた め ， 測

定部位を細かく設定 できる と い う利点を持つ が
，
ト レ

ー サ ー

と

して使用で き るもの は ，
い っ た ん脳内 に 移行 した も の が血 中に

流出 しない 性質を持 つ もの で な けれ ばな らな い と い う制約 があ

る ． これ に 対 し ， B U工 法
2 招車
ほ
t 簡便 で ， 代謝 に よ る 影響 が な

く
，
毛細血 管透過速度を定量的に 評価 で き ， 種 々 の 薬物 に 応用

可能な方法 で ある ． そ こ で l 本研究 で は B Ul 法を用 い て
，
脳腫

瘍 に おけ る抗癌剤の 脳内移行を定量的に 検討 した ．

細胞外液 の 指標 とな る シ ュ ク ロ ー ス は正 常の 細胞膜 や密着帯

を透過せず血管腔内に しか 分布 しな い た め ， 血管 透過性を検索

す る際の 指標 と して は 理想的な物資である ． そ こ で ， 本研究に

お い て ほ
，

1 1

C － シ
ュ ク ロ

ー

ス を 用い て毛細血管 の 透過性冗進 の

程度を測定 した ． 正 常 ラ ッ ト 9L グ リ オ
ー マ ラ ッ 上 お よび 偽

手術 ラ ッ トの B U工 値 を比較す る と ，
9 L グ リ オ

ー マ ラ ッ トの

B U 工値ほ 他の ラ ッ ト に 比べ て 著明 に 増加 して い た ． こ の 原因 と

して は
仁 移植手術 に よ り血液脳関門が破壊された と い う実験手

技上 の 問題 と ， 9 L グ リオ ー マ の 増殖 に と もな っ て ， 脳 毛細 血

管 の 構造と故能が大きく変化 した と い う本質的な点の 両者が考

え られ る ． しか し ， 正 常 ラ ッ トと偽手術 ラ ッ トの B U工値に ほ 有

意差 が み られ な か っ た こ と か ら 判断す る と ， 9 L グ リ オ ー マ

ラ ッ トにお け る シ ュ ク ロ ー ス の B U l 値の 増加 は 実験手技 に よ

る 脳毛細血管 へ の 障害 に よるも の で は なく ， 腫瘍 の 増殖に 起困

するもの で ある こ とが 示 唆さ れ た ． さ らに
，
脳腫瘍重量 と シ ュ

ク ロ
ー ス の B U工 値に は 正 の 相 関関係が認め られ た こ とか ら ，

シ ュ ク ロ
ー

ス の B U王 値 の 増加の 原因は脳腫瘍 そ の も の に あ る

こ とが 明 らか とな っ た ．

ラ ッ トの 脳を 脳腫瘍 ， 海馬 ， 皮質 ， 間脳の 各部位 に 分割 し，

そ れぞれの シ ュ ク ロ
ー ス の B U工値 を比較す ると ， 脳 腫瘍 に お

い て ほ
， 他の 部位 と比 べ て有意に 増加 して い た ． しか し

，
脳腫

瘍 に 比較的近 い 部位 に ある 間脳 に お い て ほ ，
シ ュ ク ロ

ー ス の

B U I 値 は皮質 ， 海 馬と 比べ て有意差ほ なか っ た ． した が っ て ，

脳腫瘍砿 特異的に シ ュ ク ロ ー

ス の B U l 値 の 増加 が 起 こ っ て お

り ， 脳腫瘍周辺 の 脳内毛細血管の 透過性は変化 して い な い もの

と思わ れた ．

脳腫瘍内に お い て シ ュ ク ロ
ー

ス の B U工 値が 増加 し た 原因と

して ほ ， 以下の 3 者が 推定され た ． すな わ ち ， 1 ． 脳毛細血 管

の 透過性 が冗進 した ． 2 ． 毛細血 管内容硬 が増加 した た め に 見

か け上 シ ュ ク ロ ー

ス の 分布が増加 し ， 基質の B U I 値 が 増加 し

た ． 3 ． 毛細血 管の 血 流速度 が変化 した こ と に よ り ， 基準物質

の 量が減少 し， 見か け上 シ ュ ク ロ ー ス の B U l 値 が 増 加 した な

どで ある ． そ こ で
，
毛細血管内容梼に変化が生 じて い るか 香か

を 明らか にす るた め に
，
脳毛細血 管 を透過できず ， 血 管艦内に

しか 分布できな い 赤血 球を 用い て検討 した ． その 結果 ， 血 管 内

容積に は部位 に よ る有意差はなか っ た ． 毛細血 管の 血流速度 は

腫瘍部位に おt －て 海馬 ， 皮質， 間脳 の い ずれ の 部位 よ りも有意

に速か っ た が ，
血 流速度 よ り求め られ た基準物質の 抽出率 は各

部位に お い て大き な差 は認め られな か っ た ． 以上 の こ と か ら，

シ ュ タ ロ
－ ス の B U l 値 の 増加 は毛細血管の 透過性 の 冗進 そ の

も の に 起困す る，こ とが示唆 された ．

脳毛細血 管の 構造を電子顕敏鏡 で 観察する と ， 腫 瘍よ り離れ

た部位の 脳組織 で は
，
内皮細胞 ほ互 い に 密着 した構造を示 し ，

基底膜が 周囲を取 り巻き1 そ の 外側 には ア ス ト ロ サ イ ト の 終足

が存在 して い た ． こ れ に 対 し， 腫瘍血 管 の 内皮細胞は胞体 の 膨

化や有窓の 形成 ，
お よ び 不連続性 な どを 示 した ． すな わ ち ， 本

研究か らほ ， 腫瘍以外の 脳毛細血管 は血 液脳関門の 構造 を保 っ

て い る の に 対 し ， 腫瘍内の 毛細血管 は新生 され た もの で あり ，

関門機構 を持 た な い 血 管 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た ． H ir a n o

ら
29I
は
一
ヒ トの 転移性脳腫瘍を超徴形態学的に 観察 した 結果

，

腫瘍血管 に は多数 の 有窓形成が み られた こ と よ り ， 腫瘍血管 は

腫瘍細胞 の 影響を受けて脳の 正 常毛細血管 よ り誘導 され 大きく

変化 したも の で ある こ とを 示唆 して い る ． 以上 よ り ト 腫瘍部位

で の シ ュ タ ロ
ー ス の B U王 値の 増加は 一 腰瘍 内毛細 血管 が関門

橋造を持たず ， 透過性 の 充進を 示 した結果で ある こ とが 示 唆さ

れ た ．

9 L グリ オ ー マ ラ ッ ト に お い てほ t 循環血液中の 抗癌剤 ほ速

や か に 腫瘍内血管 を透過 し， 脳腫瘍 の 組織間液中 へ と移行 し得

る と考え られ る ．
こ の 性質 を利用 し血 液脳関門の 透過性 の 劣る

抗癌剤を 用 い れ ば， 循環 血 液中 の 抗癌剤 は 正 常脳 に は 移行 せ

ず い 脳腫瘍内の 鼠織間液中に の み移行す るもの と 思わ れ る ． さ

らに ， 腫瘍細胞膜 の 透過性 の 良い 抗癌剤を用い れば， 腫瘍細胞

内に の み 抗癌剤を送達 し得 る と 思わ れ る ． こ れ らの こ と を証明

する目的で ， 本研究に お い て は ， 5 － F U ， A D M ， A C N U
，
M C N U

の 4 つ の 抗癌剤を対象と し， B U工法 に よ りそ れ ぞれ の 脳内移行

性を検討 した ． 5－F U は水溶性 であ るが 分子量 が 130 D a と小 さ

い た め血 液脳関門を中等度透過する と L e vi n ら
叩
は報告 した ．

一

方 ，
正 常胸毛細血管に チ ミ ジ ン ， ウ ラ シ ル の 担体ほ な い との

報告
3113 2I
が あり

，
5 － F U に は 脳毛細 血管内皮細胞 に お い て 輸送系

は存在 しな い こ とが 予想 され るが ，
ヒ トの へ パ ト

ー マ 細胞 でほ

ビ リ ミ ジ ン 輸送系を介 し て担体輸送 され て い る と の 報告
ユユ1
が あ

る ． A D M は 血 液脳関門を通過 しな い と され て い る
3 仰
が

，
エ ー

リ ッ ヒ腹水癌細胞 で は担体輸送 され て い る こ とが 報告 され て い

る
a61

． A C N U や M C N U ほ本邦 で 開発 され た 薬剤 で現在悪性脳

腫瘍の 化学療法 に 頻用 され て い るが ，
い ずれも血 液脳関門を透

過 して髄液中 へ 移行す る こ とが 証明 され て い る
釘明 朝

9 L グリ オ ー マ と偽手術 ラ ッ ト に おけ る脳 内移行性 を比較す

る と
，
M C N U と A D M の 抽出率ほ l 両 者い ずれ に お い ても シ ュ

ク ロ ー ス の 抽 出率と 有意差が なか っ た ． 5－F U は 偽 手術 ラ ッ ト

で ほ シ ュ ク ロ ー ス の 抽出率 と有意差を認め な か っ た が ，
9 L グ

リ オ
ー マ ラ ッ ト で は シ ュ

ク ロ ー

ス に 比 べ て 有意に 高い 抽出率が

得 られ た ．

一 方 ，
A C N U は偽手術 ラ ッ ト と 9L グ リ オ ー マ ラ ッ

ト の 両者 ともに シ ュ ク ロ ー ス の 抽 出率 よ り有意に 高い 抽出率を

示 した ． こ の こ とか ら， M C N U ， A D M ， 5－F U は 血 液脳関門を透

過 しに く い が ，
A C N U は脂溶性くlo g P こ 0 ．9 21 で ある た め血 液

脳関門を透過 して い る こ と が 示 酸 され ， B C N U くl o g P ニ 1 ．5 31，

C C N U くl o g P こ 2 ．8 3ン， メ チ ルTC C N U くl o g P ニ 3 ．3I な どの 脂溶性

ニ ト ロ ソ ウ レ ア が 血 液脳関門を透過す る と い う報告
15I
とよく

一

致 して い た ．

9 L グ リ オ ー マ ラ ッ トに お ける抗癌剤 の 移行性 を部位別 に検

討 して み る と ，
す べ て の 抗癌剤は脳腫瘍 に お い て 他の 部位 よ り

も高い 抽出率を 示 した ． しか し ， A D M と M C N U は 腫瘍 で ほ

シ ュ ク ロ T ス の 抽 出率 と有意差を 示 さな い こ と よ り ， 腫瘍細胞

間液中に は選択的に移行す るが ， 腫瘍細胞内には 移行 して い な

い こ と が示 唆 された ． A C N U ほ腫瘍 ，
皮質 ， 海馬 ， 間脳の すベ



グ リオ ー マ に お ける抗癌剤の 摸透過性

て に お い て ， シ ュ ク ロ ー ス よ りも高 い 抽出率 を示 し
，
腫瘍 内の

みな らず正常脳内 へ も移行 して い る こ と が 示唆 され た ，

一 方 ，

5 － F U は抽出率が腫瘍部位 で ほ シ ュ ク ロ ー

ス の 抽出率 に 比 べ て

有意に高い こ と よ り ， 組織間液 に 選択的 に 移行 した 後 上
さ らに

腫瘍細胞内にも移行 して い る こ と が 示 唆 さ れ た ．
A D M や

M C N U が腫瘍細胞内 に と り こ まれ な か っ た原 田と し て は ，
9 L

グリ オ
ー マ の 細 胞膜 に これ らの 抗癌剤 を輸送す る輸送系が存在

して い な い か ， ある い は抗癌剤に 対す る耐性を獲得 した癌細胞

が発現 し得 る P
一 糖 蛋白が細胞内に 入 っ た薬剤を 細胞外 に くみ

出 して い る
361
な どの 可 能性が考えられ た ，

一 方
，
5 － F U が腫瘍細

胞内に 移行 した 原因と して は ， W oh lh u e t e r ら
331 が ヒ ト の へ パ

ト ー マ 細胞 に お い て 報告 して い るよ うに ， 細胞膜 に お ける ビ リ

ミ ジ ン 輸送系 な どの 関与が考えられ た ．

本研究 で得 られ た 結果か ら判断す る と l 脳腫疾 の 化学療法 に

お い て 抗癌剤を脳腫瘍細胞に 選択的 に 送達 させ る に は ， た と え

ば 5 － F U の よう に 血 液脳関門の 透過性 ほ小さく ． 反対 に 標的腫

瘍細胞膜の 透過性 が高 い 抗癌剤を用 い れ ば良い こ と が明 らか に

な っ た ．

しか し
，
ヒ ト の 脳腫瘍 では 血液脳関門の 破綻の 程度は個 々 の

症例に よ り ，
また 同

一 の 腫瘍で も部位 に よ っ て異な っ て お り
岬

，

本研究に おけ る 9 L グリ オ
ー マ の よ うに 腫瘍組織の 毛細血管が

すべ て 関門機構を持た な い こ と ほ む し ろ例外的 であ る ． した

が っ て ， 血 液脳関門 の 透過性が小 さ い 抗癌剤で は血 液脳関門の

存在 しな い 腫瘍本体 の 治療は でき るが ，
血 液脳関門が保たれ て

い る腫瘍組織や 正 常脳組織に 浸潤 また は 迷入 して い る腫瘍細胞

を治療する こ と は できない ． 最近 ，
Bl a c k ら

3 9I
ほ R G －2 グ リオ ー

マ ラ ッ トの 頚動脈内に 血 管透過性促進物質 で ある ロ イ コ トリ ェ

ソ C 4 を 注入 する と腫瘍組織と腫瘍周田の 組織の 透過性ほ先進

したが
， 正 常脳組織 の 透過性ほ先進 しなか っ た と 報告 した ． 脳

腫瘍 に対す る抗癌剤 の 選択的送達に つ い て は ， 今後 こ の よ うな

脳毛細血管 の 修飾に 関す る研究の 発展が期待 され る ．

これ ま で脳腫瘍の 化学療法に つ い て は ， 主 と して 抗癌剤 の 血

液脳関門の 透過性や脳腫瘍細胞の 抗癌剤に 対す る感受性な どが

考慮 され てきた が ， 本研究で 示 され た よ うに 個 々 の 症例に おい

て抗癌剤の 腫瘍細胞膜に お ける透過性に つ い ても考慮する必 要

が あると 思われ る ．

結 論

脳腫瘍内毛細 血管 の 構造 と機能 の 変化 に つ い て ，
9 L グ リ

オ ー

マ ラ ッ ト を 用い て B U工 法と電子顕微鏡 に よ り検索 し ， 抗

癌剤を脳腫瘍細胞に 選択的に 送達させ るた め に は 抗癌剤 に どの

ような性質が必要 で ある かを 考察 した ．

1 ． 細胞外液の 指標と して 用 い た シ ュ ク ロ
ー

ス は
，
正常 ラ ッ

ト
， 偽手術 ラ ッ ト に 比 べ て 9 L グリ オ

ー マ ラ ッ ト に お い て は有

意に 高い 透過性を 示 し ，
しかも脳腫瘍組織 に 選択的に 移行 して

い た ．

2 ． 電子顕微鏡 で 脳毛細血管 の 構造を観察す る と ，
脳腫瘍以

外の 脳組織で は血 液脳関門の 構造を保 っ て い た が ， 脳腫瘍で は

有窓形成や内皮細胞 の 不 連続性 ，
お よび 接合部の 関大な どが み

られ
， 透過性の 先進 した 血 管が新た に 形成 されて い る こ とが示

唆され た ．

3 ． 偽手術 ラ ッ トに お い て は ．
A D M

，
M C N U ， 5 － F U の 透過性

は シ ュ ク ロ ー

ス の 透過性 と有意差はな い が ，
A C N U は シ ュ ク

ロ T ス に 比 べ て 有意 に 透過 し て い た ． し た が っ て ，
A D M

，
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M C N U
，
5 －F U は血 液脳関門を透過 しに くく ，

A C N U は透過 し

や すい こ とが 示 唆され た ．

4 ． A D M
，
M C N U

，
5 － F U ほ 脳腫瘍内に 選択的に 移行 して い

た ． しか し
，
A D M

，
M C N U は シ ュ ク ロ

ー ス の 透過性 と有意差が

な い こ と よ り腫瘍細胞内に は移行 しな い こ と， ま た ，
5 －F U は

シ ュ ク ロ ー

ス よ りも有意に 透過性が克進 して い た こ とよ り 仁 腫

瘍細胞内に 移行 して い る こ とが 示 渡され た ． 5－F U の 腫 瘍細胞

内 へ の 輸送機構 と して は腫瘍細胞膜 に おけ る担体輸送系の 関与

が考え られ た ． ま た
，
A C N U ほ腫瘍， 皮質 ， 間脳 に お い て シ ュ

ク ロ ー ス に 比べ て有意に 透過性が冗進 して お り， 腫瘍内に 選択

的 に 移行 して い なか っ た ． こ れは A C N U の 細胞膜透過が そ の

脂溶性に よ るた め と理 解され た ．

5 ． 以上 の 結果は ， 抗癌剤の 脳腫瘍 へ の 透過性は t 血 液脳関

門で はな く腫瘍細胞膜 に よ り制限 され て お り
，
したが っ て 抗癌

剤 を脳腫瘍に選択的に 送達させ る ため に は ， 血 液脳関門透過性

が低く腫瘍細胞膜透過性が高 い と い う性質 を持 つ ，
た と え ば

5－F U の ような抗癌剤を用い る べ きで ある こ とを 示 唆 してい る ．
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