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マイトマイシン Cによる癌転移増強作用
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Enhancing E旺ectof Mi tomycin C on Hema togeneous 

Metastases of Asci tes Hepa toma in Rat 

KEN-ICHI :VILγRASλWA 

The 2nd department of surgery, Faculty of Medicine, Kyoto Lマniversity
(Director: Pro. Dr. YORINORI HIKASA) 

The function of the :Vlitomicin （、（九I：リ（＇） is akin to that of alkylating agents which （＼γlop hos-

sphamide belongs to. 

There are some reports related to the metastatic enhancing effect of （＼ιlけJl'11附pliamidewhen 

the drung wa" given prior to cell inoculation. 

The c1utlin presents that :'vI:VH、canalso evoke the metastatic enhancing effect with the 

following experiment and surveillance. 

人町itl'shepatoma cells （λI I 13（、） from a rat, 99% free cells resistant to '.VI:YIC、numbering

1Q4～105, were inoculated into the rnesenteric vein of Donryu rats. Prior to this, :'vL¥!('(100～ 

800 μg kg）日i凶 administeredto the rat (ip, iv or into the mesenteric vein). Three or four ll'eeks 

after the cell inoculation, all the rats 日げ守 sacrificedand the metastatic colonies on the surface of 

each rat',, lung and liver ¥¥'ere counted. 

1) R1 い whichhad an inoculation of 104 cells: there was no colony formation on the liver. But 

on th巴surfaceof the lung, metastatic colonies日？目 fobserved. The metastatic enhancing effet of 

:VL¥l C ¥¥as confirmed when the dose of :VL¥I （＿、 exce巴仁ledmore than 300 μ只 kg body ¥Wight. The 

degree of enhancement was related to the dose of :VL¥IC'. 

2) Iいt只whichhad an inoculation of 105 cells: The colonies formed on the lungs were too many 

to be 引一川nted. The degree of colonv formation on the liver was enhanced in the group that 

received pretreatment with 400 g1kg b.w.ルIMC、

3) The enhancing effect in the group treated with the drug 24 hours before the cdl inoculation 

W川 morerem日rk：山lethけH that in the group t rl'at引 lwith the drug immediパtel¥'before. 

Key words: :¥'1t"rr11c1n C, :¥frtastはticenhancement, A‘礼1tcshepatoma, Hematogeneous metastases目
索引語： 7 イトマイシンC，転移増強，腹水癌，血行転移．
Present address: Th" Second Department of Surgery, F礼cultyof :¥frdicint" Kyoto University，火山、Hku, 
K、りto,606, Japan. 
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癌IC対する治療の中で，放射線療法，化学療法が，

大きな武器であるととは，今夏言うまでもない．とこ

ろが治療効果を期待して行なった処置が，かえって癌

の増殖．転移を促す現象のあるととが知られるように

なり1'2・3'6'17・19,20.21，跡30仙 35'36），多くの報告が行なわれ

た．抗癌剤については，サイクロフォスファマイド（以

下CPと略す）の大量投与後に転移が著明に増強した

という詳細な報告があるM 酌

7イトマイシンC〔以下 MMCと略す）は，日常使

われる抗癌剤の中で使用頻度が高く，その作用機序は，

CPの属するナイトロゲンマスタード系薬剤と類似し

ているといわれている出叩．そこで，人IC於ける通常

使用量相当の MMCが転移増強作用を示しうるかど

うか，検討した．

実験材料と手技

実験動物：静岡県実験動物共同組合より購入したド

ンリュウラット（雌雄， 150～200gr）を使用した．

腫場細胞：：東北大学抗酸菌研究所肺癌部門より提供

を受けたラット腹水癌 AH13Cを使用した. AH13C 

は， 99%以上が遊離の単細胞で酵素処理の必要なしに

正確な計数が可能である．また AH13Cは， MMCIζ 

対して耐性を持った細胞である．代々ラット腹腔内で

継代した．実験当日にリン酸緩衝液（PBS)20mlを

腹腔へ穿刺注入し，軽く腹壁をマッサージし，再度，

腹腔穿刺を行ない細胞i浮遊液として取り出した.1000 

回転5分間の遠心操作により PBSで3回洗浄した．

トリパンフールーテストにより生細胞数を数えてイーグ

lレのMEM溶液に浮遊させた. 1回の注入量は0.5ml

として細胞数を調整した．

細胞の注入：ラットlζベントバルビタールソータ

（ネンブタール~） 40 mg/kgの腹腔内投与！こて麻酔し

た．開腹して盲腸付近の腸間膜静脈を穿刺し細胞浮遊

液を注入した．注入後約2分間局所の用指圧迫にて止

血した．その後，乾燥綿花にて注入部位を清拭し，細

胞の腹腔内散布を防止した．

MMC‘の調整と注入： MMCは生理食塩＊＇ ζ溶解し

注入液とした．投与量は， 0.5mlとし尾静脈より注

入（iv），或は，腸間膜静脈よりの注入（ipv）を行なった．

24時間前投与の場合は，腹腔内投与（ip）を行なった．

MMCのl回投与量は， 100μ.g～800 μ.g/kgとした．

（臨床的に使われる MMCの1回投与量は 2mgから

最大 40mgであると思われる．体重 50kgの人を標

準とすると， 1回投与量 5mgとして 100μ.g/kg, 1 

回投与量 40mgとして 800μ.g/kgである． とれを投

与算定の根拠とした．）

CPの調整と注入：生理食塩水に溶解し 20mg/kg

の量を iv,ipv, ipの経路で投与した（注入量 0.5ml). 

転移形成と評価：癌細胞105コ注入群は18日後， 103,

10• コ注人群は， 30日後に開胸開腹して肝肺表面の転

移結節数を算定した 癒合結節については，算定が困

難であり比較対照から除外した. 106コ注入群は死亡

時に検査した．

実験と結果

〔実験1〕

ラ・ソト16匹を4匹ずつ4群（ I～Nllこ分け， AH13C

を腸間膜静脈lζ注入した．

注入細胞数： 1106コ， II105 :::i ，皿 10• コ， !Vl03 コ

結果

103コでは，肝肺ともに転移がみとめられなかった．

10•コで肺にわずかの転移結節をみとめ（1土 1) 105コ

表1 AH13Cをラット腸間膜静脈より注入後の生存回数と剖検所見

注入細胞数｜ 生存日数 ｜胸腔，腹腔（転 移 1：存目安

io・ I 5日， 5日， 7日， 10日l血性胸水，腹水｜結節（）｜ 7日
｜ ｜肺結節（＋十）

105 I 22日， 17日， 14日， 19日｜一部にみとめる｜ I is日
I l肝結節（±）

！ ｜肺結節（±）｜
30日以降も生存 （ みとめない ｜ ｜ 

｜ ｜肝結節（ー）｜
10• 

I I 30～35日で

1屠殺剖検
1Q3 
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組 l3C 肺転移結節
写真 2

では．肺に多数（419±99.5），肝では，極く少数 （1.9 

±0. 6）の転移結節が出来ていた. 106コでは．それぞ

れ5～10日目に死亡し，血性腹胸水がみとめられたが，
肝肺の結節形成は，みとめられなかった．（表 1)（写

((1. 2, 3, 4) 

写真3 肝転 移結節

〔実験2J

I. 10＇コの細胞を腸間膜静脈へ注入する．

a 細胞のみ注入する．

山 直前lζ生食7]<11. 5 ml (ipv) (n=5) 

（~ 24時間前IC生食水 0.5ml(i1》） (11=5) 

b 細胞i't入の24時間前IC. MMCを投与する．
lj¥ yt:¥1C (ip) 

① 400 μg/kg (n=5）② 800μg’kg (n=S) 

Iii) M¥IC (iv) 

① 100 μg; kg （η＝5）② 300 μg/kg ¥n=5) 

③ 400 μg/kg (n=5）④ 600 μg/kg (n=5) 

写真4 肝転移結節（×360〕

. ., , 
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⑤ 800μgikg (n~5) 

c 直前iζMMCを投与する．

MMC (iv) 400 μg/kg (n=5) 

a. iosコの細胞を腸間膜静脈へ注入する．
a 細胞のみ注入する．

①直前に生食水 0.5 ml (ipv) (n=5) 

R 24時間前lζ生食水（ip)(n=5) 
b 細胞注入の24時間前に， MMCを投与する．

Iii MMC (iv) 400μg/kg (n=5) 

(ii) MMC (ip) 400 μg. kg (n=5) 

c 直前fCMMCを投与する．

(i) MMC (iv) 400μg/kg (n=5) 

(iii MMC (ipv) 

① 100 μg/kg (n=5）② 400 μg/kg (n=5) 

d 24時間前に CP(20 mg/kg）を投与する．

(ip) (n=5) 

e 直前fCCP (20 mg/kg）を投与する．

(ipv) (n=5) 

伝移結節数

-100 

10・cellsipv 
MMC iv 

家旧

笈氾

673 

表2 AH13C 10＇コをラット腸間膜静脈より注入
後の肺転移結節数.MMCを尾静脈又は腹

腔より前投与している．
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E 

D 

c 

1g-A. B-C, C-D, D-E: N.S. 

B>A: pぐ0.005

DンB:p<0.01 
B 

100」

A 。。100 lll 400 600 竃00
μg/kg 

7 イトマイシン投与量

図1腫蕩細胞10＇コをラヴト腸間膜静脈より注入した場合の肺転移結節数の MMClζ 
よる増強作用．

MMCは尾静脈から24時間前に A:lOOμg/kg, B: 300μ巨／kg.(.: 400 μg/kg, D 
600 μg/kg, E: 800μg/kgを注入．＠：コントローJレ
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肺伝移結節数

300 

200 

100 

。
A 8 

λ＜ B; pく0.05

A＜⑤； pく0.005

B〆⑤； pく0.005

（日） <24 , .• ,,,..) 

図2 腫蕩細胞10＇コのラ ット腸間膜静脈への注入と＼l¥IC投与との時間間隔と
肺転移結節数．
A: M¥1C 400μg/kgを細胞注入の直前に尾静脈より投与.B: MMC 400 

μ日必宮を細胞注入の24時間前lζ投与．。：コントローノレ

結果・ いずれも 104コの細胞注入による肝転移は，みとめ

I. 10＇コの細胞注入による肺転移については，＼！＇. VI(' られなかった．

投与により転移結節数が増加した. (pく0.001）.投与 II a, L. c コント ロール群が既に肺lζ多数の転移を

量と結節数の関係は，表2，図1に示した つくっていた.MMC前投与群では，転移結節数は．

¥I :VICの直前投与と24時間前投与では＇ 24時間前投 更に増加の傾向があったが結節が互いに融合して個数

与で転移結節数が，より大であった（p<O.05) （図2) 算定による比較は，できなかった．よって実験日では．

24時間前の 400μg’kg,800 μg 'kgの M'.¥-IC投与で 肝転移についてのみ算定し比較を行なった．

iv, ipそれぞれの経路による結節数の差は． みとめら 100 μg/kgの MMC投与（直前）では，コントロー

れなかった． jレ群と有意の差は．みとめられなかった．

表3AH13C 105コをラット腸間膜静脈より注入後の肝転移結節数．
¥I恥IC、そ腸間膜静脈又は腹腔へ前投与している．

¥IMC、 IMMC I MMC lラヴト｜ 平均肝移転｜平均肺転移
投与経路｜投与時間 ｜投与量 ｜匹 数｜結節数±S.E.I結節数土SE 

｜ ｜生理食塩水 i' 24時間前 ｜ o. s mi I 5 1. 9土0.6 419士99.5

ip ｜μ時間前 ｜川

生理食塩水
0.5 ml , , 

ipv I 。 320~ 77. 4 

直前 Iioo μg/kg I s I o. 75土0.7 ＊ 

// 400 μg匂 1 5 ｜山土53.6 本

＊多数で算定できない．
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伝移結節数

算泡 b 

200 。
1 

a＞⑤： p>O. 005 

100 j 
b>a p>O. 05 

c-d: N.民

e>d : p>0.10 

d 
e 
f 。

0 AC日） BC24hours) 

図3 腫療細胞10sコをラ ット腸間膜静脈より注入した場合の肝転移結節数．
a: MMC 400 μg/kgを細胞注入の直前Ir:投与． b: MMC 400 μg/kgを24
時間前lζ投与. d: CP 20 mg/kgを直前投与. e: CP 20 mg/kgを24時間
前に投与．＠：コントロール

400 μg/kg投与（直前， 24時間前）では，肝転移結

節数の著明な増加がみとめられた．

MMC直前投与と24時間投与を比較すると， 24時間

前投与の方が転移結節数が多かった（p<O.10). （表

3) （図3)

II-d, e. CP投与でわずかに肝転移結節数が増加して

いた（pく0.005）.又， 24時間前投与の方が，直前投

与よりも肝転移結節数が多かった（p<O.01). （表4)

（図3)

〔実験3〕

低濃度 MMC処理細胞の注入．

腹腔より採取した細胞を PBSで3回洗浄した後．

20%牛胎児血清を加えた MEM液1r浮遊した．これ

IC MMCを1μg/mlとなるように加えて 37℃ 30分

表4AH13C 105コをラット腸間膜静脈より注入

後の肝転移結節. CPを腸間膜静脈又は腹
腔へ前投与している．

CP CP CP 1ラット平均川干転移
ち平均J'！時期j投与量 ｜児数結節誠士S巨
ip 24時間前 I20mg/kg ! 5 • 9, 25士3.7 

ipv 直前叫叫 5 ! 2. 2±1. 9 

間，5%C02インキュベーター内にて静置した.PBS 

で2回洗浄した後 MEMlζ浮遊させ 105コ／0.5mlを

腸間膜静脈より注入した.(n=4) 

結果．

肝転移結節数は，コントロール群（実験IIa～①） 

と差は，なかった. (1. 5土1.2) 

〔実験4〕

細胞培養と再移植

肝転移結節と肺転移結節を，それぞれ無菌的に採取

した．コラーゲナーゼ 1mg/ml (Worthington-I）にて

15分間処理し細胞浮遊液とした.2 回洗浄後， 5~ぢ C02

インキュベーター（37。C)内で，207ぢ牛胎児血清添加

MEM lζより培養した．再増殖した細胞の2×106コを，

ラット腹腔へ投与して，生存日数を観察した (A肺

転移結節： n=2 B肝転移結節： n=2)

結果：

A それぞれ5日， 6日自に癌死した．

B ともに6日自に癌死した．

〔実験5〕

腹腔内より採取した AH13Cと転移結節により培養

した AH13Cとを透過電子顕微鏡にて比較した．

結果：

核は，不整形で，クロマチンに富んでいる．細胞質
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内にIi，滑面小胞体が少ない．又， ミトコンドリアも

ヤ数，i,f!められる．

比較電顕像で差は，みとめられなかった（写真5). 

（広野による観察参照）日

考 察

干rn・は．抗癌剤マイト 7 イシンC(MMC）の大量ワ
ンシ耳吋ト扱与の時lとみられる転移増強作用か，血管

壁の障害にもとづくものであると想定した．

今回の実験では，癌細胞をラット門脈内p：注入して，

肺，肝に於ける転移結節数が，＇.＼ I'.¥I（＇の投与によって

増加しうることを示したものである

AH13C Ii，広野12＞により 1¥1'.¥1(‘［こ対して耐性を

付与されたラット腹水癌である．時と共に耐性は，次

第に低下するが司数ヶ月で安定期に入り，かなりの抵

抗性を長期間維持すると言われている37＇.エ 11¥IC、耐性

である為 MMC投与直後IC細胞を注入（iv,ipv）とし

ても，腫場細胞は障害を受けにくく，生体側にのみ

¥!¥!ICによる障害が起乙るととが予怨される．

ー,.. ,, 
、端。

、

、

r 

ー

d・• 

之， AH13Cは，ほぼ100タ6近く自由細胞（freecell) 

として存在し，細胞数の算定に好都合である上に， l

個の細胞の血管壁への付着，侵入ということで転移を

推し測る上でも便利である．とれがAH13Cを，本実

験IC用いた理由である．

又， AH13Cは，尾静脈より注入して肺，脳転移を

形成した場合，ほとんどが実質でなく，表層に転移を

形成するという山．本実験~c於て腸間膜静脈より注入

した場合の肝転移結節も80%以上が，肝表面に形成さ

れていた．従って肺・肝表面での算定された転移結節

は，転移の程度をほぼよく表わすと考えられる

AH13の LD50は， ipの場合は，細胞10コ以下で

ある山．また iv では， 10•コで28＞あるという．腫場細

胞を血流中へ投与（iv）した場合， その99.7%は，変

性消失する如.20万個の B1,melanoma cellを注入14

日後には， 400コ（0.2%）の細胞しか生きていないと

いう報告もある山．従って肺肝等IC転移結節を生ずる

には， 10＇～105コ以上の腫湯細胞が血流中へ注入され
ることが必要だろうと考えられる．現実の転移で，こ
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のような多数の細胞が血管の中を流れるものであろう

か．間島23Jは，胃切除術に於て，胃よりの流出静脈か

ら106～107コ／mlの癌細胞を検出した例を報告してお

り， Butler＂は，マウス乳癌で lgの癌は， 24時間で

3. ZxlO＇コの細胞を放出しているとしている. Sand-

berg＂》は， 105人の進行癌の患者の末梢血を検索し45

人IC癌細胞を認めている．従って 10• コ， 105 コの癌細

胞が血中を流れるととは，それほど稀なことではない

と恩われる．更に中村25lは， AH13を用いて， 106コ／

mlの細胞浮遊液を調整して臓器謹流を行なった．癌

細胞の通過し易さは，両下肢90%＞腎（40）ぢ）＞肝（10

～20%）＞肺（1～3）引の順であるという．本実験では，

腫蕩細胞は全て門脈経由で注入された．転移形成のっ

くり易さは，肺＞肝であり，脳，牌，腎では，転移形

成は認められなかった（105コ， 104コ注入）.1Q3コ注

入では，観察期間の範囲内で肺にも転移が観られなか

ったのである．

薬剤又は，放射線などの前処理によって，腫蕩細胞

経静脈内注入後の肝・肺転移が増強したという報告は，

極めて数多く認められる（放射線2市出相ハイドロコー

チゾンi円高温療法3ペヘノfリンの少量投与＂，サイク

ロフォスファマイド6，加，アクチノマイシンD", My-

thramycin6', H N 2'＂，四塩化炭素 ll，ヒスタミン30），高

脂質食餌ペガラス片＂，エンドトキシン 36>）.通常は，

転移ができにくい臓器でも腫蕩細胞が着床しやすいよ

うな障害を与えれば転移が多く発生することも報告さ

れている（ガラス片：腎，腸間膜J). ブラジキニン：

脳以外傷，異物：大腿筋，脳，皮下υ）．

本実験lζ於ては， MMCの前処置により，肝・肺，

IC癌細胞の着床を促すような状態が生じ得ることが示

されたわけである．

本実験lζ用いた MMCワンショット投与量は， 100

時／匂～800μg/kgである．転移増強作用は＇ 300 μg/ 

kgからみとめられている． これは， 臨床的には， 15 

mg～20mg以上の MMCをワンショットで投与した

場合IC相当する．

又， MMC投与経路は．経門脈的，経末梢静脈的の 2

通りを用いようと意図したが，腹腔内投与は，大部分

が腹膜から門脈，肝を経由して迅速に吸収されると考

えられるので夙経門脈的24時間前投与の場合は，腹腔

内投与を用いることとした．経門脈的投与と末梢静脈

的投与によって肺転移形成に差はみとめられなかった．

以上のような転移増強の発生機序については， 1.

血管内皮細胞障害lとより癌細胞の血管壁への付着を容

易lとする3'.2，凝固系IC作用し，癌細胞の血管壁付着

後のフィプリン，血小板凝集形成を促進してとれを被

覆する．乙れは，免疫系からの攻撃に対し保護的に働

らくか，或は，粘着剤として癌細胞の流れ出しを阻止

する州

胞の増殖性を高める21》.4.生体側の免疫抑制作用な

どが考えられている．

Brown3＇は，肺及び全身に照射を行なったラットで

それぞれの間で腫場転移増強作用に差が無いことを観

察し，免疫系に関係なく転移増強作用が起り得ること

を示した.Putten26は， CPの転移増強作用が，ワー

ファリンによって阻止できないことにより，凝固系の

関与なしでも転移増強作用が得ることを明らかにした．

又， Carmel＂は， CPによる肺転移増強作用か司免疫

系，凝固系のいずれにもよらないと述べている．尚，

MMCは，癌細胞を賦活し，増殖を促すというととに

ついては，著者の実験では，みとめられていない．

Eddy8＇は，転移増強作用の機序について，放射線照

射後の微少循環の観察を行なった．照射後24～30時間

で浮腫を生じ，血流の低下，局所出血をみとめ，局所

炎症による血流停滞や内皮細胞障害が転移増強に大き

な役割を占めていると述べている．

薬剤， X線などの前処理と転移最大増強作用発現と

は，時間的なズレがある．放射線照射で12時間ペ 24

時間35＞’ 4日2l＇サイクロフォスフ 7＜ イドで24時間＇＇，

と報告されている．本実験でも直前投与より24時間前

に CP,MMC‘を投与した方が転移増強作用が大きか

った．との時期は，炎症の程度が極大に達する時期と

考えられ，局所炎症が大きな要因であることを示して

いる．乙のような免疫系，凝固系の変化より薬剤の局

所血管床への作用，とくに，それによる局所炎症が，

転移増強作用の機転として重要なものであると考えら

れる． しかし， この血管壁への M'.¥IC'の作用は，直

接作用でなく，白血球の存在下に発現することをみと

めている（unpublisheddata）.この点については第2

報で報告する．

結 語

'.¥1MC耐性 AH13Cというラット自由細胞型腹水癌

104, 105コをラットの腸間膜静脈より注入して肺，肝

の結節形成を計数する乙とにより，転移の程度を推し

測ろうとした．

乙の実験系で， MMC300μg／旬以上の直前又は，

24時間前ワンシ司ツト投与で，転移はあきらかに増強
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していた（p<O.01). hく， MMCの24時間前投与で増

強作用が強かった．

1-l"t究は京都大学医学部外科学教室第二講座日笠頼則教授
の御指導によるものであり，深甚の感謝を鯵げる．

質重な細胞の御侵供と併せて懇Xi；な御助言をいただいた東
北大学医学部抗酸商研究所肺癌部門佐藤春郎教授の御厚情に

応えるすべをしらない．
また，京都大学医学部外科学教室第二講座Ir翼団 磐講師の
終始かわらぬ御協力はわすれられない
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