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大腸癌肝転移予防のための抗癌剤投与経路に関する実験的研究

東京女子医科大学附属第二病院外科

高  橋  直  樹

肝転移予防を目的とし抗癌剤含有 lipiodol emuldonの投与経路別効果を検討 した。まず,抗 癌剤 と

して Eprubicin o.5mg/kgを lipiodolとemuLlon化 し家兎に経肝動脈 (以下,IA)ま たは経門脈 (以

下,IP)的 に投与 し組織内濃度,血 液生化学データの変化を検討した。次に,VX2腫 瘍を1.0×106個,

経門脈的に移植 し,移 植後 3日 目 (着床期)ま たは10日目 (微小肝転移期)に IA,IPし ,16日 目の肝

表面転移イ田数で評価 した,組 織内濃度はIA,IPと も肝臓で 5時 間以上lμg/mgが 維持された。また,

ともにGOT,CPTの 上昇が認められたが一過性であった。転移個数は着床期ではIA,IP群 ともにコ

ントロール群に比べ有意 (p<005)に 転移個数が少なかったが,微 小肝転移期ではIA群 のみに有意

差 (p<0.05)が 認められた。IA,IPが ともに肝転移発生のごく早期においては有効であるが,そ れ

以降の微小肝転移巣に対 してはIAが 有効であった。
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はじめに

大腸癌の治療は外科手術による原発巣および所属 リ

ンパ節の摘出が基本であるが,予 後を決定する主たる

因子は外科手術後の肝転移であるいの。したがって,治

療成績の向上はいかに肝転移再発 を防止するかにか

かっている.肝 転移の防止にはあらかじめその危険因

子を知 り,積 極的な予防処置を講 じることが大切 とな

る。その予防的処置 としては抗癌剤投与が中心 となり,

多 くの予防的抗癌剤投与の報告ゆ～5)がなされている。

しかし,そ の効果や副作用の問題 もあり,い かに効率

よく行 うか力ゞ問題 となる。

予防的抗癌剤の投与経路 としては肝転移が門脈を介

して成立 し,微 小肝転移巣は門脈血流を受けていると

の考えからいの,抗癌剤の問脈内投与の報告
4151が

多い。

しかし,画 像上 とらえられないがある程度の大きさの

ものはすでに肝動脈支配であるとの報告
8)もあり,投

与経路については検討が必要と考えられる。

さらに,抗 癌剤の抗腫場効果を高めるため投与経路

とともに抗癌剤の腫瘍内濃度を高濃度に長時間維持す

ることが重要であるとされるり.こ のため,投与製剤 と

しては種々の抗癌剤を含んだ liplodolの動注癌化学療

法が Drutt Delivery Systemの1つ として確立 したも
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のとなっている。

今回,liplodolを用いた抗癌剤含有 water in oil型

emulsion(以下,W/0と 略記)を作製 し,経 肝動脈的

投与 (以下,IAと 略記)ま たは経門脈的投与 (以下,

IPと 略記)時 の抗癌剤組織内濃度や副作用を検討 し

た。また,肝 転移モデルを作製し,occutt hver metas‐

taSsに 対するW/0の 投与経路別抗腫瘍効果 につい

ても検討を行った。

実験材料および方法

1.実 験材料

1)動 物および腫瘍

実験動物には体重2～3kgの 白色家兎を用いた。実験

腫場 には Paytonら りによって野兎 ウイルス由来 の

Paplllomaの 悪性化により樹立 された VX2腫 瘍株 を

用いた,VX2腫 瘍株 は家兎の後肢筋肉内で継代培養

し,腫 瘍中心部の壊死組織を除去後 Hanks液 内で眼

科用尖刀にて細片した。その後,ガ ーゼにて濾過し毎

分150回転で10分間遠沈後,上清および血球成分を除去

した。この腫瘍細胞を Hanks液 lml中 1.0×106個含む

ように血球計算板で計算し希釈 した。

2)使 用製剤

抗癌剤にはanthracycline系抗腫瘍性抗生物質であ

るEpirubicin hydrochioride(以下, EPIRと 略言己)を

使用し,以下の方法で W/0を 作製した。これはEPIR

を溶解するwaterとして非イオン性造影剤の lohexol
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Fig. 2 The administration phase and method of
w/o.

implantation of VX2 tumor celis(1 0X106)

to 30 rabbits

2)肝 転移モデルにおける肝転移成立過程の観察

9羽 の家兎に対 して経腸問膜静脈的に1.O X 106個の

VX2細 胞を移植 し,移 植後 3, 7,10日 目に各 3羽 の

肝臓を摘出し,内 側左葉を3mm間 隔の連続切片 とし

hematoxyhn‐eoSn染 色 (以下,HE染 色 と略記)に て

組織学的に転移状況を観察 した.

3)肝 転移予防におけるIA,IPの 効果

30羽の家兎 に対 して1,0×106個の VX2細 胞 を移植

し,移植後 3日 目または10日目に IA,IPが 各群 6羽 と

なるように,W/0を EPIRと してo5mg/kg投 与 し

た。移植後16日目にコントロール群 6羽 を含む全例の

肝臓を摘出し,肝臓表面の転移個数にて評価 した(Fig.

2)。また,HE染 色およびsudan III染色にて組織学的

に転移巣の状態や lipiodolの存在について検討 した。

4)統 計学的検討

統計学的検討はStudent t検定を用い,危 険率 5%

未満を有意 とした.

結  果

1.EPIR濃 度および副作用

1)IA,IP後 の血清および組織内 EPIR濃 度の変化

IA,IP間 では血清および組織内 EPIR濃 度の変化に

差が認められなかった。

血清の EPIR濃 度は各時間 とも0.lμg/ml以 上 とな

ることがなかった。

組織内濃度は肝臓で 1時 間後に3.0″g/mg以 上 とな

り,5時 間までは1.0〃g/mg以 上が持続した。腎臓では

2時間後に3.0/g/mgと なったが,5時 間後は1.Oμg/

mg以 下となった。心臓では1.Oμg/mg以 上となるこ

とがなかった (Fig,3).

2)生 化学データの変化

GOT,CPTは IA,IPと もに投与後 1日 目をピーク

とした上昇が認められたが, 4日 目には低下し7日 目

には正常化した。

総ビリルビン,ALP, γ ‐GPT,WBC, RBC, PLT

Fig. I Water in oil emulsion, macroscopic and
microscopic status for 24 hours after production
(original magnif icat ion x200).

240を使用 し,oilに界面活性剤であるlecithinを1_0%

含有 した lipiodolを用い,water i oilを1:3の 割合

とし,タ ッチミキサーにて 5分 間混和 し作製 したもの

である。なお,IA用 の W/0は 0 1ml中 にEPIRを 0.5

mg含 むようにし,IP用 の W/0は 0.3ml中 にEPIR

を同じく0.5mg含 むように調製 した。また,作 製後24

時間内の静置におけるW/0の 分離状況および顕微鏡

的な W/0の 状態を観察 し,24時 間後 もW/0と して

安定していることを確認 した (Fig.1).

2.実 験方法

1)EPIR含 有 W/0の IAま たはIP後 の血清お よ

び組織内 EPIR濃 度 と副作用

(1)投 与量および投与方法

IAは 家兎肝に組織学的障害を起 こさないことを確

認 した予備実験の結果から,W/0を 01m1/kg(EPIR

として0 5mg/kg)と し,肝 臓以外への流入による消化

管障害を防ぐために固有肝動脈を30G針 にて穿刺する

方法で投与 した。また,IPは W/0を 0.3m1/kg(EPIR

として0 5mg/kg),24G針 で腸間膜静脈を穿利する方

法で投与 した。

(2)血 清および組織内 EPIR濃 度

IAま たはIP後 ,30分 , 1, 2, 5,24時 間後,各

時間ごとに IA,IP各 群 2羽 の血清および肝臓,腎 臓,

心臓組織内 EPIR濃 度 を高速液体ガスクロマ トグラ

フィー法にて測定 した。

(3)血 液生化学データの変動

IA,IP後 1,4,7日 目に末梢血中の総ビリルビン,

GOT, GPT, ALP, 竹 GPT, WBC, RBC, PLTを

測定 した.

Day 16
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Fig。 3  Changes in serous and tissue concentration

Of EPIR after intra―arterial or intra―portal W/O

administration.

LIVER     K:DNEY    HEART

には特に変化が認められなかった (Fig.4).

2.肝 転移成立過程の観察

移植後 3日 目には小葉間門脈内にVX2細 胞を認め,

7日 目には中心静脈側に向かい肝細胞内への浸潤がみ

られた。また,10日 目には約lmm大 の転移巣を形成す

ること力S確認された (Fig.5).

3,肝 転移予防におけるIA,IPの 効果

1)移 植後 3日 目投与の肝転移個数

移植後 3日 目投与例の肝転移個数 はIA群 32.0士

16.1個,IP群 38。2±23.9個,Control君羊が110.2± 54.8

個 とIA群 ,IP群 の両群で Control群 に対 して有意

(p<0.05)に転移個数が少なかった。なお,IA,IP群

間に有意差は認められなかった (Fig。6).

2)移 植後10日目投与の肝転移個数
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Fig.4 Change of serum GOT and CPT levels

after intra‐arterial or intra―portal Vヽ/O adminis_

tration.

GOT             GPT

移植後10日目投与例 の肝転移個数 はIA群 29.0土

27.5イ固,IP群 805± 331個 ,Control群 力Sl10。2±54.8

個で IA群 はControl群に対 して有意 (p<0.05)に 転

移個数が少なかったが,IP群 ではControl群 より少な

いものの有意差は認められなかった。また,IA群 はIP

群に対 しても有意 (p<0,05)に 転移個数が少なかった

(Fig. 7).

3)組 織学的検索

16日目の摘出した肝臓 を組織学的に観察すると,

HE染 色では移植後 3,10日 目の IA群 , 3日 目の IP

群に広範囲な転移巣の壊死が認められた.し かし,10

日目の IP群 ではその変化が軽微であった.ま た,す べ

ての群において周囲の正常肝細胞に大きな変化は認め

られなかった(Fig.8)。sudan III染色においては IA,

Fig. 5 Natural history of hepatic metastasis after intra-portal implantation of

VXZ cells (hematoxylin-eosin stain, original magnification x40).

Day 3 Day 7 Day 10
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Fig. 6 Effect of intra-arterial or intra-portal W/O
administrat ion at 3 days after VX2 implantat ion.
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Fig. 9 Residuary lipiodol at 13 days after intra
arterial (A) or intra-portal (B) W/O administra
tion (zudan'Ill stain original magnification X
200) .

考  察

近年,大 腸癌の治療成績は向上 している. しかし,

根治手術が施行されても術後66～ 9.7%1)11)に肝転移

再発が起 こり予後を不良とする最大の原因となってい

る。

大腸癌治癒切除後の肝転移再発の原因として,1.手

術操作による癌細胞の問脈内散布, 2.手 術時すでに

存在する微小肝転移が考えられる11)la.手
術操作によ

る癌細胞の問脈内散布を防止するための方法 としては

Turnbullら 13)によって no touch isolation technique

が提唱 され,そ の後 Wiggersら 1りによるcontrolled

prospecdve studyで も脈管侵襲陽性の S状 結腸癌に

おいては施行群の肝転移再発が非施行群よりも有意に

少なかったと有用性が確認され,大 腸痛手術の原則 と

なって↓ゝる。 しかし,n o‐t o u c h  i s o l a t i o n  t e c h n i q t t eを

施行 しても高頻度に肝転移再発が起 こっている。Fin‐

layら lDによると潜在性肝転移の平均 doubling dme

は86日であり,平 均期間は2.3年であるとし,原 発巣手

術の 2年 前よりすでに肝転移は存在 しているという。

したがって,no tOuch isolation techniqueに ても防止

できなかった術中の癌細胞散布や手術時すでに存在す

る微小肝転移の存在が肝転移再発に大きく関与 してい

ることが考えられる.

肝転移再発の防止には現在の ところ補助療法 とし

て,抗 癌剤投与が試みられているにすぎない.抗 癌剤

の投与経路 として,肝 転移は門脈を介して成立 し,微

小肝転移巣は門脈血流 も多 く受けているとの考 えか

control
( n : 6  ) (n車6)

Fig. 7 Effect of intra-arterial or intra-portal W/O
administrat ion at 10 days after VX2 implanta-
tlon

metas
I      Ⅲ    N S     Ⅲ      I
1              1-

(n=6)     (n=6)

Fig. 8 Liver specimens of rabbits given intra-
arterial (A) or intra-portal (B) W/O administra.
t ion at 10 days after VX2 cel ls implantat ion
( h e m a t o x y l i n - e o s i n  s t a i n ,  o r i g i n a l
magnif icat ion r 200).

IP群 ともにsinusoid内に多 くの lipiOdolの存在が確

認された (Fig.9).
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ら。つ,抗 癌剤の円脈内投与の報告が多い3ン
と しかし,

lmm以 下の肝転移巣には支配血管がな く拡散により

栄養されているとの報告
101つや,画 像上は観察できな

い程度の大きさであってもすでに肝動脈支配であると

の報告働もあり,よ り抗癌剤の効果を高めるためには

投与経路,投 与期間などの検討が必要である。
一方,抗 癌剤の抗腫瘍効果を高めるためには,抗 癌

剤の組織内濃度を高濃度に長時間維持することが重要

であるとされることか ら10,種 々の抗癌剤を含んだ

hpiodolの動注癌化学療法が Drug Delivery System

の 1つ として確立 したものとなっている。 し かし,多

くの抗癌剤が水溶性であるため油性の lipiodolとの混

和が問題 となる。このために,水溶性抗癌剤 とliplodol

を等比重 とする方法
1りや種々の界面活性剤を用いる方

法
1"2のなどが工夫され,水 溶性の one shot投与よりも

優れた徐放
′
性があることが in vitroにおいて報告され

ている.今 回使用 した lohexo1 240は比重が約1.28と

Hpiodolと等比重であり,安 康
21)の

報告に準 じて界面

活性剤の lectthinを使用することで24時間後の観察に

おいてもwater in oil型として安定 していることをin

vitroにおいて確認 し,実 験に使用した.

W/0投 与後の血清および組織内濃度は,IAお よび

IPと もに肝臓においては 1時 間後に3.0″g/g以 上の

ピークを認め 5時 間後までは1.0″g以 上の濃度が維持

された。また,IA,IPの どちらであっても肝臓で得ら

れる組織内濃度は同じであることが確認された。中込

ら22)はvx2腫 場 に対するAdttamycinの 最小有効濃

度 を1～2″g/gと 報告 している。今回使用 した EPIR

は Adriamycinと 同 じAnthracycline系の抗腫瘍性

抗生物質でありVX2腫 場に対 して十分な有効濃度に

達していたと考えられた。また,製 剤の徐放性からみ

ると.加 藤
20はAdriamycinを 水溶性の one shotと

60%ウ ログラフィンを用いた W/0で IPし 肝組織内

濃度を比較 しているが,組 織内濃度のピークは水溶性

の one shotでは30分後,W/0で は 1時 間後にみられ,

また, 2時 間後ではW/0が 有意に高濃度であったと

し,W/0に よる投与が徐放
′
性に優れていることをin

vivoに お い て報 告 して い る。また,谷 口 ら2つは

Bromodeoxyuridineを 用いて転移性肝癌への薬剤到

達性を検討し,水 溶性投与に比べ lipiodolに懸濁 して

IAし た場合には,Bromodeoxyuridineの 腫瘍への到

達が著 しく増強すると報告 している。今回使用 した

EPIRも はpiodolを用いた W/0で 投与 してお り水溶

性の one shot投与に比べ徐放性,腫瘍への薬剤到達性

31(2547)

に優れていたと考えられた。

腎臓および心臓組織内濃度についてみると,IA,IP

ではともに同様の推移が認められた。一般に薬剤の効

果を高めるとともに副作用の軽減を考慮 した場合,腎

臓,心 臓の組織内濃度は低 く抑えられることが望まし

い。特にAnthracycline系抗腫瘍性抗生物質では心毒

性 が重要 な問題 とな る。投与薬剤 として EPIRは

Adiamycinと 同様に,静 脈内投与された場合は肝臓,

腎臓で最高濃度を示すが″い臓組織内濃度がやや低いこ

と力準R告され,心毒性が低いことが示されている2D。ま

た,投与経路 として Antracydine系 抗腫瘍性抗生物質

はIAす ることにより静脈内投与に比べ腎臓において

は1/2,心 臓においては1/5の組織内濃度に抑えること

が可台とであると報告されている20.さ らに製剤 として

はW/0で 投与することにより水溶″
性one shotに比

べ腎臓,心 臓組織内濃度をより低濃度 とすることが可

能であると報告されてお り22ちEPIRを 用い,W/0で

IA,IPす ることは組織内濃度からみても有用であると

考えられた.

W/0の IA,お よび IP時 の副作用をみると,と もに

GOT,GPTの 一過性の上昇を認めたが,1週 間で正常

に回復 した。原発性肝癌ならびに転移性肝癌に対 して

は現在安全にW/0の IAが 施行されており,W/0の

IAに 関しては特別問題はないと思われた。また,W/

0の IPに 関 して加藤
2りもGOT,GPTの 上昇 を報告

しているが一過性であったとしている。磯野ら2のは,IP

においては水溶性抗癌剤の投与よりもlipiodolとの併

用の方が組織障害が軽度であった報告 してお りW/0

の IPに 関しても問題はないと思われた。

次に,VX2移 植後の肝転移成立の過程 についてみ

た。VX2腫 瘍移植後 3日 目には小葉間門脈内に腫瘍細

胞が確認された。また,移 植後 7日 目には小葉間を中

心 として肝細胞内へ肝細胞 と置換するように浸潤 して

いく像が観察された。さらに,移 植後10日目になると

転移巣は肝細胞内へ浸潤増殖 しlmm弱 の転移巣 を形

成することが確認された。移植細胞数が異なるが同様

に肝転移モデルを作製 した中江 ら2りの報告において

も,肝 転移は小葉間静脈内における腫瘍細胞増殖につ

づいて肝細胞内への浸潤増殖が起 こり肝転移が成立 し

ていくことが報告されている.肝転移モデルとしては,

原発巣への移植後に肝転移を起 こす自然肝転移モデル

の使用が理想的と考えられる。しかし,自 然肝転移モ

デルにおいてもほぼ同様の肝転移成立過程が報告され

ており2り30),また,肝転移の状態にばらつきが大きいた
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が有効であったと報告している。これらは加藤
2ゆの報

告が示 す よ うに抗 癌 剤 の IPが no‐touch isolation

techniqueによっても予防できなかった術中の散布癌

細胞や門脈血中癌細胞の門脈内への着床予防には有効

であることを示 していると考えられ,今 回の実験にお

いても同様の結果が得 られた.し かし,今 回の結果か

らは,着 床後の浸潤開始早期から抗癌剤の IAが 有効

であり,そ の後の微小肝転移においてはIAの みに効

果があると考えられた。これらのことからは,肝 転移

再発の予知が困難である現時点においては,予 防的投

与であっても術中,術 後にIAを 施行することが肝転

移を予防することにおいては重要であることを示 して

いると考えられる。

組織学的にみても,移植後 3,10日 目の IA群 と3日

目の IP群 に腫瘍巣の広範な壊死が認められ効果が確

認された。また,正常肝細胞には著変が認められなかっ

た。鈴木 ら36)はliplodolを併用した抗癌剤投与のほう

が水溶性投与に比べ,そ の徐放性によリー度に高濃度

で再生肝細胞に作用せず組織障害が少ない としてい

る。抗 腫瘍効 果 な らび に副作 用 の点 か らみて も

liplodolを用いることは有用であると考えられる.

以上の検討より,liplodolを用いた W/0の IA,IP

はともに肝転移発生のごく早期において有効であり,

また,そ れ以降の臨床上確認できない,↓ わゝゆる微小

肝転移巣に対 しては IAが 有効であると考えられた。

稿を終えるにあたり御指導,御 校閲を賜りました梶原哲

郎教授に深甚なる感謝を捧げますとともに,直 接御指導下

さいました芳賀駿介助教授に心から感謝いたします。 また

研究に御協力いただいた東京女子医科大学第二病院外科お

よび研究室の諸兄に厚く御礼申し上げます。

本文の要旨は第93回日本外科学会総会において発表し

た。
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An Experimental Study on the Administration Route of A Anti-cancer Drug for

Prevention of Hepatic Metastasis of Colorectal Cancer
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The efficacy of an anticancer drug-containing lipiodol emulsion administered for the prevention of

hepatic metastasis was investigated in relation to the route of administration. Epirubicin at 0.5 mg/kg

emulusified with lipiodol was given to rebbits via the hepatic artery (IA) or portal vein (IP), and changes

in tissue concentration and blood biochemical parameters were determined. One million VX2 tumor cells

were then transplanted via the portal vein, and the emulsion was given via the IA or the IP 3 days
(settlement phase) or 10 days (occult hepatic metastasis phase) later. The efficacy of the drug was

evaluated in terms of the number of metastatic foci on the hepatic surface 16 days after transplantation.

The concentration of the drug in hepatic tissue persisted at I pS/S for more than 5 h after administration,

regardless of whether it was given via the IA or the IP. Both administration routes were associated with

an increase in GOT and GPT, although this'*'as transitory. The number of metastatic foci was significant-
ly lower (p<0.05) in animals treated via the IA or Ip than in controls during the sett lement phase.

Howerver, in the occult hepatic metastasis phase, only the IA group showed a significant difference (p(

0.05) from the control group. These results indicate that both the IA and IP routes are effective in the very

early stage of hepatic metastasis, whereas the IA route alone is effective against foci of subsequent occult
hepatic metastasis.
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