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1,2‐Dirnethylhydrazine誘 発ラット大腸癌サ曽殖

における陣臓摘出の影響

昭和大学医学部外科学教室 (主任 :草野満夫教授)

中 尾 健 太 郎

消化器癌における腺臓摘出 (陣摘)の影響を検討する目的で1,2‐Dimethylhydrattne誘発実験大腸癌

モデルをもちい,病 理学的検査,tumOr doubling time(Td),DNA ploidy pattern,Proliferating

cell nuclear antigen標識率,Natural killer(以下,NKと 略記)活性から検討した。contrOl群の Td,

21.9±10.2日に対 し牌摘群では13.6±4.1日と有意に短縮 し (p<0.05),PCNA標 識率 もcontrol群

41.4±7.3%,陣 摘群52.1±11.7%と 牌摘群で高率であった (p<0.01)。 また aneuploidy patternは

陣摘群のみにみられた(35%).病 理学的検査では牌摘群で腫瘍径が小さく,壁 深達度の浅い癌が多 く

認められたが,有意の差はなかった。NK活 性においては悌摘群で陣摘後 1週 で16.6±5,4%と contr01

群の378± 23.9%と 比較 して有意な低下がみられたが(p<0.05),5週 後にはcontrol群との差は認め

られなくなった.以 上より,障 摘によりみられた NK活 性の一過性の低下が腫瘍増殖促進に関連する

可能性が示唆された。

Key words: 1,2-dimetylhydrazine-induced colon cancer in rat, splenectomy, tumor doubling time,

Proliferating cell nuclear antigen labeling index, Natural killer activity

I. は じbに

近年,消 化器癌における陣臓摘出 (以下,陣 摘 と略

記)の 功罪について,特 に胃癌のリンパ節郭清に伴う

陣臓の合併切除の影響について検討されているll~ゆ
.

大腸癌においては術中に陣摘をすることはまれである

が,欧 米では大腸癌に伴 う陣摘群 と非悌摘群の間の予

後に関する報告 もみられ9)1い
,ま た悌摘後に大腸癌が

発生 したとする報告 も見 られる91癌 に対する陣摘の

検討は移植癌を用いた実験でよくみられるが,薬 物に

より発癌させた動物を用いて陣摘を行い,牌 摘の効果

を検 討 した 報 告 は 少 な い1 1 ) ～1 4 ) 。そ こで, 1 , 2 ‐

Dimethylhydrazine(以下,DMHと 略記,半 井化学)

によって誘発されたラット実験大腸癌モデルを用い,

障摘の影響を検討 した.

II.対 象および方法

1.大 腸腫瘍の作製 と牌摘モデルの作製

対象 として 6週 齢の雄性 Spraque‐Dawley系 ラッ

ト(S‐Dラ ット,埼 玉実験動物)45匹を用い,刀 動ヽ物管

理室にて金属性飼育箱に入れ図形飼料 (オリエンタル
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酵母工業)お よび飲料水を自由に与え,一 定の環境下

(室温23± 5°C,湿 度50±10%)に て飼育 した。発癌物

質 として DMHを 用い,生 理食塩水に溶解 し40mg/kg

を週 1回 連続10週,腎 部皮下に注射 した.皮 下注射開

始後22週目までに死亡 した り,体 重の増加がみられな

かったものをのぞいて30匹に注腸 X線 検査を行った.

さらに腫瘍を確認できたものから腫瘍数,腫 瘍径をそ

ろえ2群 にわけ,解 摘群 (13匹)と 対照群 (13匹)を

作製 した。牌摘術はエーテル麻酔下に左季肋部で開腹,

障臓を摘出し,血管は40バ イクリル糸で結紫した後閉

腹 した。これを牌摘群 (以下,Sp群 と略記)と した。

同時に対照群 として,開 腹 し陣臓を腹壁外に引きだし

ただけの sham手 術を行い control群 (以下,C群 と略

記)と した (Fig.1).

2.注 腸 X線 検査

角田ら1"の方法に従って,皮下注射開始後22週 目,27

週目に注腸 X線 検査を施行 した。前処置は検査前48時

間絶食 とし検査24時間前に,37°C,40%W/Vの グリセ

リン液5mlで 腸洗浄をおこなった。エーテル麻酔下に

肛門よりFr 12号 のバルーンカテーテルを挿入し,通

常3～5mlの バ リウム製剤 (60%バ レックスモル トS‐

100,東邦化学)と20～25mlの 空気を注入し二重造影を
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DMH:1,2 Dimethy'hydfazine

BE :Bartum enema

行った.撮 影 条件 は74kVp,200mA,5m second

(denSty‐2,b対ght‐1)であり透視による拡大率は1.09

である。

3. Tumor doubling tinle

注腸 X線 検査で腫瘍の正面像と側面像を撮影し,長

径,短 径,高 さ(mm)を ノギスで測定し,拡 大率1.09

で除して得られた補正値を腫瘍が精円体であることを

前提として次式より体積を算出した (Fig.2).

腫瘍体積 (mm3)=長 径×短径×高さ×″/6

Tumor doubling timeは角田ら1的,保 田1いらと同様

にCollnsら1つの方法に従って次式により算出した。

Td=tin2/(lnVt-lnvo)

Tdi tumor doubling time

ti注 腸検査の間隔 (日)

Vt:注 腸検査上での体積

Vo:前 回注腸検査時の体積

4.病 理学的検討

2回 目の注腸 X線 検査後,犠牲死させ肉眼的に腫瘍

径,数 を観察 し,ま た組織学的に組織像,深 達度を検

討 した。このときの腫瘍の肉限的計測 と27週時の注腸

Fig. 1 Experimental protocol.

l0 22 27 @eek)

上の計測では腫瘍はほぼ同じ大きさであった.

5.DNA量 の測定

注腸検査で確認することのできた腫瘍を,To拭 ton

X(SIGMA)の 中で眼科用ハサ ミを用いて minching

を行 い40″メッシュで ろ過 後,FACScan(Becton

Dikinson社 )に て観察した。

G。/Gl peakが 単一で DNA index(D.I)が 0.9<D.

I<1.1の 範囲のものをDNA diploidy,GO/Gl peak以

外に少なくとも1つ以上の異なった GO/Gl peakを 有

し,D.I≦ 0.9,D.I≧ 1.1のものをDNA aneuploidyと

定義した。

6. Proliferating cell nuclear antigen (増殖細胞核

抗原 :以下,PCNAと 略記)標 識率

注腸検査で tumOr doubling dmeを 算出した腫瘍に

ついて検討した。70%エ タノールで固定した組織に対

しス トレプ トア ビジンービオチ ン (SAB)法 で抗

PCNA抗 体 (OncOgene Science)を 反応させ,3,3′‐

diaminobenzidine tetrahydrochloride(SIGMA)で 発

色させ,光 学顕微鏡 (×400)で 原則 として1,000個以

上の核 を数えた.こ れに対するPCNA陽 性核の割合

を百分率で示したものをPCNA標 識率 とした。

7.Natural killer(以 下,NKと 略記)活 性の測定

陣摘術,sham手 術の 1週 間前に無作為に選出した

10匹のラット尾静脈より無菌的に採血 し,NK活 性 を

測定 し,こ れを術前値 とした.さ らに術後 1週 目,術

後 5週 目に術前値に使ったラットをC群 とSp群 にわ

け5匹 ずつ同様に NK活 性を測定 した。また,術 後 5

週に犠牲死させたときの大腸所属 リンパ節 リンパ球の

NK活 性 も測定 した。リンパ節 リンパ球はリンパ節を#

ＢＥ
ゅ

Ａ

ＢＥ

↑

Fig. 2 A representative tumor shown from frontal and lateral projections. a, b,
and c are diameters of an elliosoid tumor.
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100ステンレスメッシュを通 し採取 した。末梢血 は

RPMI‐1640培養 液 に て倍 量 希 釈 し,Lymphoprep

(Nycomed)に 重層,比重遠心法により単核球を分離 し

た。2回 洗浄 した後,2× 106個/mlに 調整 しエフェク

ター細胞 とした。YACl細 胞 (中外製薬提供)を 増養

液で 2回 洗浄 し,51cr(NEN,NEZ‐ o30S,specinc

activity 527.45mCi/mg)を 50μCiを カロえ37°Cで 60分

間培養 しラベ リングした後,1× 106個/mlに 調整 し標

的細胞 とした。調節 したエフェクター細胞 と標的細胞

を20:1の 割合いで96穴マイクロプレー ト(Nunc)に

分注 し炭酸ガス培養器で37°C, 8時 間反応させた。そ

の後,上澄100″1を とりγ‐カウンター(オー トガンマー

5000,Packard)で 測定し次の式より算出しNK活 性

とした。

%release=

E.L(cpm)一 S.L. (cpm)
×2,2× 100

TL。 (cpm)

E.L.:Experimental release.エフェクター細胞を用

い培養 したときの上澄を測定した値.

SL:Spontaneous release.エ フェクター細胞の代

わ りに RPMI‐1640を用い培養 した ときの上澄 を測定

した値.

T.L.:TOtal release.標的細胞のみを測定 した値,

22:補 正値

なお統計学的検定にはWilcoxon検 定を用い両群の

検定にはχ
2検

定を用いた。
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I I I . 結 果

27週までにC群 ,Sp群 でおのおの 2匹 ずつ死亡 し

た。残 り11匹ずつの注腸 X線 検査で観察しえた腫瘍数

はC群 で20個,Sp群 で22個であった。

1. Tllmor dOubling time

算 出 した t u m o r  d O u b l i n g  t i m e はC 群 ( 2 0 個) で

21.9±10.2日 (meanttSD)日 , Sp群 (22イ回)で 13.6土

4 . 1 日で あ り, 有 意 にS p 群で短 かった ( p < 0 . 0 5 )

(Table l,Fig。 3,4).

2.病 理検査

犠牲死時に肉眼的に確認 しえた腫瘍数はC群 で57

個,Sp群 で62個,1匹 あた りではおのおの5.2±37個 ,

5.6±4.2個であり有意な差はみられなかった.腫 瘍の

長径別にみるとC群 では長径 (以下,Dと 略記)≦5mm

が29個 (509%),5mm<D≦ 10mmが 21個 (368%),

10mm<Dが 7個 (12.3%),Sp群 ではおのおの35個

Table l COmparisOn of tumOr doubling time,

PCNA labeling index and aneuploidy pattern in

DNA(COntroi vs splenectomy)

Tumordoubling time
meanaSD(day)

PCNA L,
meaniSD(%)

areuploidy

Control 219±102司 41.4±7.3]=■ 0(0%)

Splenectomy 13.6±41 52.1±11.7 7(35%)

(22weeks) and after (27weeks)Fig. 3 Radiogram of the same tumor before
sham operation in the Control group.
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Fig.4 Radiogram of the same tumor before(22weeks)and after(27weeks)

splenectomy (Splenectomy group)

Table 2 Comparison of tumor diameters, histological type and depth of invasion. (Control vs

splenectomy)

ｍ

ｍ的
阿
”

Ｃ。ｎ
作師り

‐ｅｎｅ作
岡
切

飾
侍

/区 5(mm)Eコ 5く医 10 央 10くD

Tumor diameters

(56.5%),22個 (35.5%), 5個 (8.0%)で あった。

C群 に くらべ Sp群 で5mm以 下の腫場が多い傾向が

みられたが,有 意の差は認められなかった(Table 2).

病 理 組 織 学 的 に はC 群 で は 高 分 化 腺 癌4 7 イ回

( 8 2 . 5 % ) , 中分 化 腺 癌 5 個 ( 8 . 8 % ) , 粘液 癌 2 個

(3.5%),印環細胞癌 1個 (1.7%),Sp群 ではおのおの

53個(855%),4個 (6.5%),1個 (16%),4個 (6.5%)

であった (Table 2).低分化腺癌 はC群 のみに 2個

(3.5%)みられた。深達度別にみるとC群 ではm,sm

35個 (61.4%),mp以 深が22個 (386%),Sp群 では

m,sm 46イ回(74.2%),mp以 深が16個(258%)で あっ

@wel l  :mod Nmuc Emsig  Ipor

Histological type

Em. sm. @pm-slaz)

Depth of invasion

た(Table 2).組織型には差はなく,深 達度ではSp群

でやや深達度の浅い癌が多 く認められたが有意な差は

認められなかった.

3.DNA量 の測定

C群 ではaneuploidyはみられず (18イ固中 0個 ),Sp

群の35%(20個 中 7個 )に aneuploldy patternがみら

れた。Sp群 の aneuploidy patternのうち 6個 が高分

化腺癌, 11回が中分化腺癌であった (Table l,Fig.

5 ) .

4.PCNA標 識率

C群 の PCNA標 識率は414± 7.3%で あったのに対
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Fig.5 DNA p10idy

a:diploidy pattern,(CV=2,2)

tern,(CV=4.3,DI=1_1)

pattern.

b:  aneuploidy pat-

20□

Fig.6 PCNA labeling index(× 200)

(34.1%)b i Splenectomy(58.8%)

2 1 ( 2 1 )

しSp群 では521± 11,7%で あり,Sp群 において有意

に高率であった (p<0_01)(Table l,Fig.6).

5.NK活 性

術前値の NK活 性は43.3±19.2%で あったが,術 後

1 週 の C 群 の3 7 8 ±2 3 _ 9 % に対 して, S p 群 で は

16ゃ6±5,4%と 著明に低下し,有 意の差を認めた (p<

0.05)。術後 5週 で はC群 は20.5±160%,Sp群 で

25.1±20.0%,と Sp群 で回復傾向がみられたが,C群

では低下傾向がみられた (Fig.7)。また所属 リンパ節

の N K 活 性 は C 群 で2 3 5 ±2 . 7 % , S p 群で4 . 7 5 士

1.8%で あり,有 意の差は認めなかった。

I V . 考 察

近年消化器癌に対する牌摘の功罪が論議され,予 防

的悌合併切除は避 けるべきである1)～3)とぃぅ意見 と牌

が免疫抑制に関与 しているため8Pt摘を支持するという

意見
4Ⅲ8)ヵ

沖目反している。

消化器痛における牌摘の影響に関する実験 としては

移植腫場を使った実験が多 く,薬 物を投与 し誘発 した

自家癌による牌摘の影響をみたものは少ない。Hunは

6週 齢の SDラ ットを用い陣摘群 と非陣摘群にそれぞ

れ DMHを 皮下注 し発癌の違いを見ているが,陣 摘後

後期 (26～30週)に 犠牲死させた群では陣摘群により

多 くの adenocarcinomaが 発生 したと報告
11)12)してぉ

り,鎌 野 ら13)も
同様の実験を行い陣摘群で腫瘍数の増

加を認めている。このように従来,陣 摘の影響につい

a  2

1002

a: Control

Ａ

―

―Ｉ

Ａ

Ａ
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Fig. 7 Transition of NK activity. NK activity
was significantly lower in the splenectomy group

than in the control group at one week after
surgery.
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ての検討は犠牲死させた後の腫瘍数,腫 瘍径,病 理組

織学的検討を行ってきただけにすぎない。そこで筆者

は肉眼的に経時的腫瘍増大の変化の差をとらえるため

に 2度 の注腸検査を行い,腫 瘍倍加速度を検討 した。

その結果,コ ン トロール群の腫瘍倍加速度 は212士

102日 であり,角 田ら1'の
平均20± 5日 と差はなかっ

たが,牌 摘群で136± 4.1日と有意に短縮を認めた.こ

のことは陣摘により実験大腸癌の増殖促進作用が起

こったと推察させる。

病理学検討では悌摘群で腫瘍径が小さく壁深達度の

浅い腫場が多い傾向が見 られた。亀井 ら18)はwistar

系 ラットにENNGを 投与 し胃癌 を作成 した実験系

で,ENNG投 与中に陣摘を行うと発癌率は高いが平均

腫瘍径の小さな浅い癌を多 く認めたと報告し,陣 摘が

発癌に促進的に作用 したのではないか と考察 してい

る。本実験においても同様に陣摘により新たな癌が発

生 したものと思われた。

核 DNA量 の測定 とPCNAの 標識率の測定か ら細

胞 レベルの増殖能を検討 した。DNA histOgram pat‐

temの 解析は各種癌の悪性度の判定 として検討が行

われている。 ま た PCNAは DNAポ リメラーゼ びの

補助因子 として機能 している非 ヒス トン核内蛋白質で

細胞増殖 と密接な関係があり,Gl後 期からS期 にかけ

て細胞 内 に蓄積 す る とされてお りlD2い
,そ のため

PCNA標 識率は腫瘍組織の増殖能 を示すことから腫

瘍の悪性度 と相関するといわれている21)2の
.今 回の実

験では陣摘群のみに aneuploidが認められ,PCNA標

識率では牌摘群のほうが高率であったが,Hullら 121が
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陣摘後 DNA量 が増加 したと報告 していることなどか

ら,陣 摘 によって腫瘍増殖の促進がおこり,さ らに

DNA合 成が元進するものと思われた。今回の実験か

らPCNA標 識率による細胞 レベルでの増殖能 と注腸

検査による肉眼的増殖の相関をえられたと思われた。

悌摘の時期の検討では,山岸 ら2め～2的は悌摘の免疫学

的意義について C3H/HCマ ウスにメチルコラン トレ

インによって誘発 した肉腫細胞を皮内に移植 したモデ

ルで,担 癌早期 と晩期において眸摘は腫瘍増殖を抑制

し中期に関しては増殖に影響を与えなかったと報告 し

ている。 この現象は担癌早期 と晩期の牌内には免疫学

的に負の要素すなわち腫瘍非特異的な tumor enhanc‐

ing macrophageが 存在 したが,担 癌中期の陣臓内に

は腫瘍特異的な Cytotoxic T細 胞が優位に存在する

ためと説明している。また三輪 ら5ル0は c3H/Heマ ウ

スにMH‐ 134細胞を移植 した系で移植後 3日 目,21日

目に障摘 したものは腫瘍増殖に抑制的に働 き,14日 目

に牌摘 したマウスでは促進的に働いたとし,さ らに14

日目の陣摘群が短命であったことから,担 癌時期によ

り牌が相反する2面 性を有していると報告 している。

今回の眸摘時期については注腸検査でとらえうる最

も初期の段階で行ったがこれは発癌剤を投与 した後で

あり,さ らに眸摘時に癌性腹膜炎や転移のないことを

確認 していることから,担 癌中期に相当するものと思

われた。

移植腫瘍量の違いによる陣の反応の違いについての

神代 ら2つの実験では,メ チルコラントレイン誘発肉腫

の移植細胞数をかえて Buibた マウスの皮下に注入 し

たところ,大 量移植 (1×107cellS)した場合は牌臓にお

いて免疫抑制因子が産生されるため摘牌したほうが陣

温存に比べ腫瘍径が小さいのに対 し,少量移植 (1×105

cells)の場合は悌温存のほうが移植腫場に対する生着

率が低かったとしている.こ のことから腫瘍量からも

悌臓の二相性が論 じられている。

臨床例では三輪 ら"は胃癌症例に対 しstage IIIでは

眸臓 は免疫活性が元進 しているので陣温存がよ く,

stage IVで は眸臓 は免疫抑制状態にあるため眸摘 し

たほうがよいと報告している. このことはstageが進

行するにつれ腫瘍が増大すると考えられることより,

前述 した腫瘍量が増えれば眸摘により腫瘍の生着率が

低いという考え方を指示するものと思われる。また折

田 らりは胃癌 の stage IIIの障摘 は予後不良であ り

stage IVで は延命効果を示 したとしているのに対 し,

峠ら2働は全体で陣摘群,特 にstage III・IVで も牌摘群

(weeks)
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で予後が よい と報告 している。胃癌 におけるstage

III・IV症 例では牌門部 リンパ節の郭清の問題 もあ り
一定していないように思える.こ れに対 して大腸癌の

臨床例ではDav亀 らのは陣摘群 とcontrol群との 5年

生存率 をAsder‐Coller staging systemを用 い比較

し,い ずれの stageで も陣摘群のほうが予後が不良で

あった としている。また Vartyら 1のも悌摘群 とcon、

trol群で 5年 生存率の比較をしているが陣摘群におい

て予後不良であったと報告している。大腸癌に関して

は二相性は認められず臨床例におけるどの stageで も

陣摘のほうが予後が悪いようである。

Hullが 6週 齢で陣摘を行い,著者が28週齢で障摘を

行ったが ともに発癌および腫瘍増殖促進作用がみ ら

れ,臨 床例でもstageにかかわらず予後が悪いことか

ら,大 腸癌では陣摘の時期にかかわらず陣摘に腫瘍増

殖促進作用がある可能性が示唆された。

本実験によっても肉眼的組織学的に陣摘群で腫瘍増

殖促進作用が認められたが,こ の原因 として陣摘によ

る抗体産生の低下,血清 IgM値 の低下,tuftSnの 活性

低下,opsoninの 活性低下,NK活 性の低下などが考え

られる2り
.NK活 性は腫瘍免疫に関与することが知 ら

れており,腫 瘍の進行に伴い NK活 性は低下するとさ

れている3の311本 実験において経時的に測定 した NK

活性ではcontrol群で腫瘍の増殖に伴い漸減 したのに

対 して悌摘群では術後 1週 で有意に低下を示したが,

その後回復傾向がみられ, 5週 目ではcontrol群と有

思な差を認めな くなった。坂本 ら14)はwistar系 ラッ

トを用い陣摘 し,NK活 性を術前,術 後 1週 ,2週 ,4

週に計測 しているが,本 実験結果 と同様に術後 1週 目

で NK活 性の低下がみられ,2週 より回復 していると

報告している。さらに NK活 性の低下する要因として

手術後 PGE2や 21‐antitrypsinなど血清因子,的 ftsin

の低下などもあげられる3り
。

以上 より陣摘によりみられた NK活 性の低下が腫

瘍増殖促進に関連する可能性が示唆された。

稿が終わるにあたり,御指導,御校閲を賜った草野満夫教

授,また直接御指導,御教示を頂いた澁澤二喜助教授,な ら

びに角田明良博士,角田ゆう子博士,保田尚邦博士に深謝い

たします。さらに限りない御援助頂きました昭和大学医学

部第 1生化学教室の竹田 稔 教授,坂上 宏 講師,昭和大学

医学部外科学教室研究室の技術員の皆様に厚く御礼申し上

げます。本研究に御協力してくださった中外製薬株式会社,

塩野義製薬株式会社に深甚なる謝意を表します。

なお,本論文の要旨は第43回日本消化器外科学会総会(東

23(23)

京)プ レナ リーセッション,第 44回 日本消化器外科学会総会

(富山)一 般演題 (田演)で 発表 した。
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Effect of Splenectomy in 1,2-dimethylhydrazine-induced Colon Cancer in Rats

Kentaro Nakao
Department of Surgery, Showa University School of Medicine

(Director: Prof. Mitsuo Kusano)

The effect of splenectomy on dimethylhydrazine (DMH)-induced colon cancer in rats was studied.
Tumor doubling time in the splenectomy group was significantly shorter than that in the control group.
The PCNA labeling index was significantly higher in the splenectomy group than in the control group.
In the analysis of DNA ploidy pattern of tumor, aneuploidy appeared only in the splenectomy group. At
autopsy, the incidence of early cancer in the splenectomy group was more frequent than that in the control
group, although the difference was not significant. NK activity in the blood was significantly lower one
week after surgery in the splenectomy group than in the control group. On the basis of these results,
splenectomy may act to promote tumor growth in DMH-induced colon carcinogenesis.
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