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はじめに

近年の治療法の進歩にかかわらず,癌 の治療を困難

なものにしている一大原因は転移 とい う事象であるこ

とは果論のないところである。転移病巣を構成する腫

易細胞の生物学的な特性を部分的にでも明確にするこ

とができれば転移のメカニズム追究の一助 となり,ひ

いては転移をヨン トP― ルするとい う癌治療の究極の

目標に寄与する可能性が高い。われわれはかねてから

原発巣 と対比 した転移巣の特性を 5種 類のパ ラメー

ターを用いて検討してきたl121。ここに,そ れらの成績

を報告 して転移形成細胞の特徴を見い出し,そ の臨床

での対応策を考察したい。そしてまた,現 在国際的に

精力的に行われている癌転移に関する研究成果を概括

することを通して本研究の結果を位置づけてみたいと

思 う.

1.原 発巣・転移巣別の In vitro増殖能 と制癌剤感受

性

われわれ消化器外科医が取 り扱 う固形腫瘍は腫瘍細

胞 と問質細胞 とからなり,通 常の組織培養法では線維
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癌の転移形成プロセスは段階を追って進む一連の事象の積み重ねであることから,そ の研究領域は

多岐にあたるが大きく分けると癌細胞固有を対象にした検討 と細胞外マ トリックスの分解 ・生体防御

反応 ・増殖因子などを含めた癌の微小環境を検討対象としたものに二分できる。本研究は前者に位置

づけられるもので,胃 癌 ・大腸癌の原発 ・転移巣別に制癌剤感受性,In vitro増殖能,DNA p10idy,

In vivo増殖能 (Tpot)を指標に転移巣を構成する腫瘍細胞の特性を検討 して以下の結論を得た。(1)

原発巣をそザイクに構成する細胞群の一部の,中 でも増殖活性の高い細胞群 (多くは aneuploid)が転

移巣形成に関係する。(2)転移形成の早期はことに増殖能が高 く,制 癌剤感受性も高い傾向にある。

したがって手術療法後の微小転移巣に対する感受性薬剤による積極的 。強力な化学療法の意義は大き

いものと考えられる。
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芽細胞などの間質細胞の増殖が優勢で腫瘍細胞を選択

的に培養す ることは容易でなかった。1977年Ham‐

burgerらにより導入された二層軟寒天培養法は ヒト

新鮮腫瘍細胞を選択的に培養可能にしたという意味で

は画期的な成果 といえる。本研究でも基本的にそれを

利用しているが,腫 瘍 コロニーの形成数を指標にした

コロエー法 とわれわれが1982年に開発 したシンチレー

ション法3)の2種 類の方法により原発 ・転移巣別の制

癌剤感受性および in vitro増殖能を比較検討した。

悪性腫瘍患者12症例の比較的大きな原発巣の 2か所

の制癌剤感受性を比較 した とき,そ れ らが一致 しな

かった頻度は52%で あった,こ れは,同 一の腫瘍内で

もその径が大きい場合は制癌剤感受性からみると1/2

は異なることを意味している。一方,同
一患者の原発

巣 と転移巣の間を23症Trllで比較 したところその不一致

率は35%で あり,ま た同一患者内での異所性転移巣の

間の比較では27%の 不一致率であった。ちなみに,同

一の腫瘍細胞浮遊液を用いて行った 2回 の感受性試験

の不一致率 (換言すれば感受性試験法そのものが持つ

非再現性)は 10%で あ り,52,35,27%と いった値は

それに比べて明らかに高 く, このことはヒト腫瘍の制

癌剤感受性における不均一性 Heterogeneityを示 し

ていると解釈できる.

胃癌症例におけるコロニー形成能を原発巣 ・転移巣
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Table 1 Clonogenic ability of human fresh tumors

l Gastric cancers
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Fig. I Methods of calculation of in vivo tumor
growth potential (Tpot) by use of flowcytometry
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定を行 うことによりBrdUに より標識 された腫瘍細

胞群の移動度 Relative Movementをフローサイ トグ

ラムで知ることができる。これらからS期 時間 Tsが

求まり,同 時に自動測定できるLabeling lndex(LI)

の値を含めて表の下段に示す式によって Tpotが 算出

できるわけである。

さらにわれわれは腫瘍細胞の生残率を導入すること

によりTpotが 腫瘍倍加時間によく一致することを見

い出している。胃癌 ・大腸癌など11種類のヒト悪性腫

瘍由来のヌー ドマウス可移植性腫瘍を用いて上記のよ

うに算出した Tpotと 実際に計測 して求めた腫瘍倍加

時間 とは相関係数0915と きわめて高い相関性を示 し

た.す なわち, ヌー ドマウス腫瘍については腫瘍倍加

時間は手術摘除する前に BrdU標 識を行 うことによ

りTpotと して算出できるわけである。これが,ヒ ト腫

瘍についてもあてはまるか,最 近の症例の中で画像診

断で腫瘍倍加時間を計預」できた 2例 に適用 してみた。

大腸癌の853臓内転移症例において computed tomo‐

graphy(以下 CT)で 計測した腫瘍倍加時間 (以下 Td)

は221日 であるのに対 して前述のようにして算出した

Tpotは 22.5日ときわめてよく類似 した。

また,右 上葉肺癌症T//11では Td 41.5日,Tpot 56日と

おおよそ似た数値を示 した。このように,TpOtは ヒト

腫瘍の生体内での増殖能をよく反映 していることが裏

付けられた。

これを利用 して冒癌の原発巣 と転移巣の In vivo増

殖能 Tpotを 算出すると,8症 例の原発巣の平均は9_0

日であるのに対 して 5症 例で検討で きた転移巣の

Tpotは 6.1日であった(Table 3)。このように,In vivO
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Table 2 DNA synthesis ability of human fresh tumors

l Total Cascs(n=80)

Primary       2055±  3384F

4ヽetattasis      7177± 14060J

2 Gastric Cancer(n‐33)

Primary        2781±  4692¬

NTetastasis     14554± 20243 J Ⅲ

3 Corresponding Specimen(n二 17)

D - i  -  ^  - . ,

[,letastasis
2232! 3100 l
6689+ 13788 -

・
p< 0 0 5

の別に比較 した結果を Table lに示 した。ここにおい

ては腫瘍細胞 5× 105個当た りの コPエ ー形成数を

もってコロニー形成能の指標にした。転移巣を構成す

る癌細胞のコロニー形成能が原発巣のそれに比べて有

意に高 く (p<001), こ の傾向は胃癌15症例での対応

する原発巣と転移巣の間の比較でもやはり転移巣のコ

ロニー形成能が高いことが示 された。新鮮癌細胞の

DNA合 成能は前述のシンチレーション法における3H

サイ ミディンの摂取能測定により評価で きるが,胃

癌 ,大腸癌80症例からの腫瘍標本について,つ いで胃

癌33標本の,そ して胃癌 ・大腸癌17症4/1における対応

する原発巣・転移巣の3H摂
取能をそれぞれ比較 したと

ころ,す べての比較検討結果はやはり転移巣構成細胞

の DNA合 成能が原発巣より有意に高いことを示 して

いる(Table 2)。 このように, コロニー形成台ヒ, DNA

合成能を指標にした以上の検討結果は転移構成癌細胞

の方が原発巣よりIn vitrO増殖能が有意に高いことを

明らかにしている.

2. ヒト生体内における腫場の増殖能 Tpotの 測定

と原発 ・転移巣間の相違

Fig。1に ヒト生体内における腫瘍の増殖能 Tpotの

算 出方 法 を 示 した が, 手 術 直 前 の 数 時 間 前 に

Bromodeoxyuridine(以下 Brdu)を 経静脈的に投与

して t時間後に手術的に摘出してす ぐにアルコール固



Table 3 In vivo kinetic data of gastric cancer

Diagnosis ｏ
Ｐｔ

Ｎ
LI(%) TS(h) Tpot(d)

Gastric Cancer (Prjmary) 8

5

9 6±6 0

128=64

1 7 4 ■2 6

2 3 3 ■8 7

9 0 1 8 3

6 1 ■0 7

1991年 4月

Table 4 Kinetic data stratined by DNA ploldy

pattern

Pioidy
No of
Pt

LI(%) Ts(h) TpOt(d)

Diploid

Aneuploid

14

21

6 7± 5 6

1 4 0±5 3

1 6 1 ±3 6

1 9 0 ±7 3

1 0 4 ±8 4

5 8主: 2  2

p<001

においても冒癌の転移巣の方が原発巣より増殖能が高

い傾向にあることがこの TpOtの 検討で明らかにされ

ブ(=.

3.原 発巣 ・転移巣とDNA ploidyの 関連

胃癌 ・大腸癌35症例において Tpotを 算出してそれ

らの DNA ploidy patternとの関連をまず検討 してみ

ると,diploid patternを示す14標本の TpOtは 10.4日

であるのに対 して aneuploid patternを示す21標本は

平均5.8日とaneuploidの腫瘍の増殖能が高い傾向に

あることが示された (Table 4).一方,原 発巣 。転移

巣別に DNA ploidy patternを調べてみると原発巣に

diploidが多 く,それに反 して転移巣には aneuploidが

多い傾向にあ り, この傾向は胃癌 ,大腸癌だけに限定

した検討でも同様に示された。

前述の DNA ploidy別 の TpOtの 結果を踏 まえる

と,こ の DNA ploidyの 検討も転移巣の増殖能が原発

巣より高いことを示 している。

4.原 発巣 ・転移巣別の制癌剤感受性

ところで,原 発 ・転移巣の間に制癌剤感受性の相違

があるであろうか。冒癌96標本を用いて前記の 2種 類

の In Vitro感受性試験法で検討した。感受性陽性率は

原発巣37標本では21%(42/198)で あり,転 移巣59標

本では25%(94/370)で あった。転移巣の方が制癌剤

感受性が高い傾向にあるもののその差は有意なもので

ヤまない (p>010).

胃癌17症4/1の対応する原発巣と転移巣の間の比較で

も前者の陽性率は13%(13/102),後 者のそれは23%

(21/93)とやはり転移巣の感受性がより高い傾向にあ

る。しかしこれも現在のところ有意差をもっては示さ

れていない (0.1>p>0.05).
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Table 5 ヽ Vet、veight and clonal ability of metastatic

lymph nodes

Involved
node u'eight

tgram,r
Colony count

0 5

0 5 - 1 0

1 ( ) - 1 5

1 5 - 2 0

2 0--3 0

3 0 - 4 0

4 ( ) - 5 0

5 0 -

1 1 7±2 4 3

90± 99

1 0 4 ±1 7 3

94± 81

63± 83

39± 33

31± 21

24±  3

ここで,転 移巣形成早期とそれの増大の間の腫瘍細

胞の増殖能 と制癌剤感受性を検討 してみた。胃癌 。大

腸癌 の リンパ節転移巣52標本を湿重量0.5宮以下,

05～ 1.Og,1.0～1.5g,…と0.5g増加単位で単位重量

当た りのコロニー形成能 と制癌剤感受性陽性率を調べ

たところ,転 移巣が小さいほどコFニ ー形成能 (すな

わち In vitro増殖能)力 高` く,重 量的に増大するとと

もにそれが低下する傾向があることが明らかになった

(Table 5),一方,制癌剤感受性もやはり転移巣が小さ

なものほど高い傾向が示 されたが, これも推計学的に

有意差をもっては示されていない。

5.DNA histogramに よるヒ ト腫易の多クローン

構成の証明

癌研究に用いられる動物腫瘍の中でも代表的な B16

黒色腫をヌー ドマウスに移植継代を繰 り返すことによ

りそれぞれの世代の腫瘍の DNA量 とDNA ploidy

patternをフローサイ トメ トリーで解析 した。Fig。2

に初代,11代,20代目のそれぞれの DNA histogramを

示 したが,左 端のマウス正常牌細胞の約 2倍 の DNA

量の monoploidy patternが初代から20代まで全 く変

わらず継続することが明らかになった。一方, ヒト新

鮮 胃癌を B16黒色腫 と同じようにヌー ドマウスに移

植 ・継代を繰 り返 して各世代の DNA histogramを In

vivoおよび In vitro増殖能 とともに追跡した。F七.3

には 7代 以上を追跡できた 6例 の内で特徴的な変化を

示した胃癌 リンパ節転移巣からの結果を示 している。

移植 4代 目までは手術的に採取 した新鮮腫瘍に変わら

ない DNA量 とploidy patternを呈していたが, 5代

目に至って突如 DNA index l.62の新 しいstem line

が登場するとともに,Tdの 短縮 。DNA合 成能の著増

ともヽう In vitrO, In vivoともヤこ腫瘍増殖能が突然に上

Colony forming cells
per gram of wet node

111   34541± 99844

111   4325± 9175

1()   2326± 3245

61    396±  401

71    348±  521

21    142±  94

21    202±  211

31   345±  24()



昇した。 こ れは移植初代の腫場に溶在していた増殖能

の高いクローンが顕在化 したものと考えられ転移形成

にかかわる細胞の特性を想起させて興味深い。

考  察

5種 類のパラメーターを用いた本研究の検討結果が

転移に関連 して明らかにした事柄は以下のように総括

することができる。すなわちheterogeneicな原発巣の

構成細胞群の一部の,中でも増殖活性の高い細胞群(多

くは aneuploid)が転移巣の形成に関係しており,転 移

巣形成の早期は増殖活性が高 く,制 癌剤感受性も高い

傾向にあるということである。

癌細胞の転移は細胞の増殖,移 動,定 着などの一連

の現象であ りそれに関連する形質は多様な要素からな

る複合的なものである。分子生物学的アプローチも積

極的に導入された最近の癌転移の研究をまず概括 して

みたい。

腫瘍細胞の主要組織適合抗原の発現と転移能 との検
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討や,着 床組織 におけるNK活 性や活性化 マ クロ

ファージなどと転移形成との関連などは転移のメカニ

ズムの一部を生体防御反応にたいする抵抗性に関連づ

けるものである。また,転 移の第一歩は増殖 した癌細

胞による浸潤であ り細胞外マ トリックスの破壊を伴

う。 こ れら細胞外マ トリックスの分解酵素にはプラス

ミノーゲンアクティベーターやタイプIVコラゲナーゼ

などがあ り, これら癌細胞に見い出されている酵素活

性がその浸潤性や転移能と一部腫瘍で相関しているこ

とが示 されている。また, タイプIVコラゲナーゼやコ

ラゲナーゼなどの総称であるメタロプFテ イナーゼの

特異的阻害物質 TIMPが 最近見つか り,これを用いて

癌細胞の基底膜透過性を下げ,転 移を抑制 させるとい

う動物実験の報告が最近相次いでいるのが現状であ

る。そのほか転移形成 と細胞間接着因子カ ドヘ リンな

どとの関連を追究する検討もある。

加えて,転 移///成メカニズムに言及する場合,癌 の
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Fig. 2 DNA histogram of 816 melanoma serially transplanted into nudemice

DNA Index=1.98
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Fig. 3 DNA histogram of human gastric cancer serially transplanted into
nudemice
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転移先の臓器選択性はきわめて重要な生物反応であ

る。原発巣から遊離 した癌細胞の転移先の決定に関し

ては古 くか ら2つ の仮説が唱えられて きた.1つ は
“
anatomical,mechanical"説と呼ばれ,癌 細胞が脈管

に乗って運ばれ最初に出会った臓器の毛細脈管で機械

的に トラップされてその臓器に定着するとい うもので

あ り,多 くの臨床像を説明するが,中 にはこうした解

剖学的位置関係だけでは説明できない4/1も少な くな

い.4/rlぇば,乳 癌における骨転移や悪性黒色腫での肝

転移 ・脳転移などである。これらを説明するべ くもう

1つ の仮説 として今か ら101年前 の1889年Pagetは
“
seed and sonル説を唱えた。この説は個々の臓器の微

小環境 (sol)は 癌細胞 (seed)の定着 。浸潤 ・生存お

よび増殖に影響を与え,seedと soilの両者の固有の性

質が適合 して初めて転移巣が形成されるとするもので

ある。そして,最 近の研究結果は着床先の臓器由来の

増殖囚子 (増殖阻止因子)や 血中の増殖因子など種々

の腫瘍増殖因子の存在が明確にされてきており, これ

らの転移形成への関与が転移メカニズム研究の一方の

重要課題 とされてきている。

以上の研究対象が癌細胞 (seed)そのものというよ

り微小環境 (soil)に重点をおいたものであるのに対 し

て,本 研究はあくまでも転移形成癌細胞を対象にした

ものである。

その転移癌細胞を対象にした最近の研究成果はどう

であろうか。われわれは1984年にヒト新鮮固形腫瘍が

制癌剤感受性において不均一な細胞集団であることを

明確にしたが,癌 が転移性に関しても不均一な性格の

細胞集団からなり,そ の中で
“
転移形質

い
とでも呼ぶ

べき形質を有する細胞によって転移が形成されること

が明らかになり,そ れら7//質に関する研究が広 く行わ

れるようになっている。そしてそれは関連遺伝子を追

究する分子生物学のレベルで行われてきた。

癌細胞の特有な自律増殖能に関係した癌遺伝子の研

究の結果,現 在までの ところ K‐ras,fos,N‐myc,

c‐myc,sis,erbB-2,mybな どの癌遺伝子や癌抑制遺

伝子などが悪性化に関連 している可能性が示唆されて

いる, しかしこれら遺伝子の増幅や強い発現それ自身

だけで癌細胞の転移形質の有無を半J定することには無

理があることも次第に明らかにされてきた。.転 移の

プロセス自体が段階を追って進む一連の事象の積み重

ねであ り,癌 転移を決定する種々の局面があることを

考えれば,そ れはむしろ当然のことかもしれない。

ヒト新鮮腫易を対象にした本研究においては転移巣
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形成細胞の特性を原発巣のそれ と比較する形で特に増

殖能を指標に検討 した。そ して転移巣の増殖活性が In

vitro,In vivoともに原発巣 より有意に高いことを明

示することがで きた。 これを支持す る報告 として,最

近, Chadwick, Lagarde51は チ ャィエーズハムスター

CCL‐39肺織維芽細胞をヌー ドマウスに移植 し,生 じた

原発腫場 と肺転移巣か らおのおの培養系を作 った とこ

ろ転移巣由来の細胞は自律増殖 (血清非存在下での増

殖)で きること,逆 に自律増殖可能な細胞 と自律増殖

不能の細胞 とを In vitroで選別 した ところ,前 者のみ

が転移性を持つ ことを示 し,転 移性 と自律増殖性 との

間の相関を見い出している。同様 に ROdeckら 6)はヒ

トのメラノーマについて原発巣由来細胞株 と転移巣由

来細胞株 とを比較 し,後 者は自律増殖可能だが前者は

不可能 と報告 している.転 移巣に伺 える高い増殖能は

自律増殖がで きるとい うことと同義語ではないものの

お互いに関連 した もの と判断できる。

ここに,近 年発見 された癌細胞 自ら作 り出す増殖因

子 (オー トク リン増殖因子)が 関与 しているとすれば,

その転移細胞の選択的な増殖阻止へむけた治療研究が

将来花咲いて行 く可能性がある。

本研究において, また転移形成の早い時期ほど増殖

活性が高 く,制 癌剤感受性 も高い傾向にあることが示

されたが,そ の制癌剤感受性に関 しては期待す るほど

の高感受性 とはいえない.し か し, こ こに概括 した癌

転移研究の今 日までの成果を思 うとき,外 科手術でで

きるだけ担癌量を減少 させ,growth fractionが増加 し

た術後早期に感受性薬剤による積極的な化学療法を施

行することが,わ れわれ臨床外科医が行える唯一理論

的な癌転移に対す る治療姿勢であることは間違いない

と思われる。
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消化器癌転移病変の特性

Specific Character of Metastatic lrsions of Gastrointestinal Cancer
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Processes leading to the metastasis of tumor cells consist of various fundamental cell behaviors such as cell
adhesion, cell movement and cell proliferation. In this study we focused on the proliferating ability of metastatic
cells as relevant to metastasis. By using fresh gastric and colorectal cancer specimens, the biological character-
istics, chemosensitivity, in vitro and in vivo growth potential, and DNA ploidy of primary and metastatic specimens
were compared. The results indicate that (l) cells responsible for metastasis formation are mainly aneuploid cells
with high proliferating potential and (2) in the early phase of metastasis formation, tumor cells have a very high
growth potential and are also chemosensitive. Therefore, postoperative early chemotherapy should be beneficial in
terms of prevention of metastasis formation.
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