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大腸癌微小肝転移モデルにおけるOK‐432,ヒ ト

recombinant interleukin‐2(rIL‐2)連 続陣内投与の

肝転移抑制効果に関する検討
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大腸癌の予後を左右する肝転移の予防における免疫療法の有効性を検討するために実験的微小肝転

移モデルを作製 し,OK‐ 432,rIL 2(以下,IL 2)連続障内投与による肝転移抑制効果につき検討 した。

BALB/c nu/十 マウスに同系のマウス大腸癌株であるcolon 26,1×105を経門脈的注入後 7日 目に微

小肝転移が生じることを確認し, これを微小肝転移モデルとして利用した。その結果,微 小肝転移が

形成されてからOK‐432,IL 2を投与しても,各 薬剤単独あるいは併用眸注にて,い ずれもコントロー

ルに比べて有意に肝転移形成を抑制した(p<0_005)。またOK-432,IL 2併用陣注にて,OK‐ 432単独

牌注に比べて有意に肝転移形成を抑待Jした (p<0.025)。この両薬剤併用牌注による肝転移抑制効果

は,薬 剤を投与した牌細胞の抗腫瘍中和活性の上昇から,障 臓内への薬剤投与が重要である可能性が

示唆された。
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はじめに

進行大腸癌 においては,初 回診断時 にはすで に

10～20%に 肝転移が認められる1ル)。また大腸癌治癒切

除後の再発形式においても肝転移が最 も多 く,肝 転移

が予後を左右する重要な因子 となっている。

大腸癌の肝転移に対 しては現在,化 学療法,放 射線

療法,免 疫療法やそれらの併用療法などいろいろ試み

られているが,決 定的な治療法はいまだ確立されてい

ない31

われわれは大腸癌肝転移予防における免疫療法の意

義を検討するために,マ ウス大腸癌株 colon 26による

微小肝転移 モデル を作製 し,OK 432,ヒ トrecom‐

binant interleukin-2(rIL‐2:以
~R IL‐

2と田各言己)の 月卑

臓内投与による肝転移抑制効果につき検討 した.今 回

は微小肝転移巣に対する治療効果につき検討 したの

で,若 干の文献的考察を加え報告する。

<1994年11月9日受理>別 刷請求先 :有本 裕 一

〒545 大 阪市阿倍野区旭町 1-5-7 大 阪市立大

学医学部第 1外科

方  法

1)肝 転移モデルの作製

N methyl‐N‐nttrosourethane誘発マウス可移植性

大腸癌であるcolon 26を用い,皮 下継代移植後10日

～20日の腫瘍を実験に使用した。

BALB/c nu/十 ,雌 , 6週 齢の皮下に継代された腫

瘍を無菌的に摘出し,Phosphate‐burered saline(以

下,PBSと 略記)内でハサ ミでできるだけ細切 し,酵

素 カ ク テ ル (0.02%collagenase type I, 0.05%

pronase,002%DNaseを 含む)を 用いて37°Cで 30分

の酵素処理をおこない,メ ッシュを用いて腫瘍細胞浮

遊液を作製した。この細胞浮遊液を1,500rpm,10分 の

遠心により2回 洗浄 し, トリパンブルーにより生細胞

数を確認 し,必 要な細胞数を PBS溶 液に浮遊 させて

実験に用いた.

マウスをエーテル麻酔下に左肋弓下切開し,陣 臓を

有茎で皮下に脱転固定 しり,そ の手術麻酔侵襲の消失

した 2週 間後より実験を開始 した。

肝転移の作製は経門脈的に行った。エーテル麻酔下
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Fig. 2 Photomicrograph of the mice liver 7 days
after inoculation of 1 x 10u colon 26 cells (Day 7) :
micro metastasis was identified in the liver. stain-
ing : Ilematoxylin/Eosin, magnification: x 100.

Table 1 Preliminary experiments of micrometas.

tasis in the l iver

Tumor cells (10", 10', 106) were inoculated into the
portal vein of syngenic mice. On the day7 after

inoculation of 105 cells, all mice showed micro.

scopic liver metastasis and no macroscopic metas-

tasis was observed. On the day14 after inoculation

of 105 cells, all mice showed macroscopic liver

metastasis. So the mice, on the dayZ after inocula-

tion of 10' cells, were used for the model of
micrometastasis in the l iver .

Cells
Duration
(days)

No. of
mice

Liver meta.(No. of mice)

macro. ( * ) micro. ( * )

5

全例に顕微鏡的肝転移が認められたが,40%(2/5)に

肉眼的肝転移 も認められた。1× 105個注入後 7日 目に

は全例に顕微鏡的肝転移が認められたが,肉 眼的肝転

移は全 く認めず,14日 目には全例に肉眼的肝転移が認

められた(Fig.2).以 上の結果より,腫 瘍細胞 1× 105

個注入後 7日 目 (Day 7)のマウスを微小肝転移モデル

と考えて実験に用いた (Table l).

2.薬 剤搾内投与による肝転移抑制実験

1)OK‐432単独投与群,2)IL 2単独投与群,3)OK‐

432,IL 2併用投与群,4)コ ントロール群の各群におけ

I「ig. l  Schedule of experiments

Spにnに inJectbn

D a y ‐             1

‖    ‖       ‖
Sptenic transioca百o,  Portal inocutation oF cancer ctts      sacnnced

(lx105)

Drugs of Sptenic injecⅢon

2) ‖L2. 2x104」RU/0 05mi alone

4 )  c o n t r。( S a t t n e l  o  o 5 m l )

にマウスを開腹後,PBS溶 液0.2ml内 に浮遊させた腫

瘍細胞を30G眼 内注射針を用い,上 腸間膜静脈より注

入した5).

実験に先立ち,c01on 26門 脈内接種による肝転移形

成状況を知るために,腫瘍細胞数を1×104,1×105,1×

106の各オーダーで門脈内に接種 し,腫 瘍接種後,3,

7,14,21日 目にマウスを犠牲死させ,各 時期におけ

る肉眼的および組織学的肝転移につき検討した。

2)投 薬方法

薬剤は非特異的免疫賦活剤 として OK、432(中 外製

薬 (株))を ,サ イ トカインとして IL 2(武田薬品工業

(株))を用いた。OK 432,IL‐2をそれぞれlKE/mouse,

2×104」RU/mOuse,各 0.05mlと し,1)OK-432単 独投

与群 (n=6),2)IB2単 独投与群 (n=6),3)OK‐ 432,

IL‐2併用投与群 (n=6),4)コ ントロール (生食0.05

m1/mouse投 与群)(n=6)の 4群 に分け検討 した。

薬剤投与は皮下に有茎で脱転 した牌臓内に,腫 瘍接

種後 7日 目 (Day 7)よ り1週 間連続で,無 麻酔下に経

皮的に行った。

3)肝 転移の判定

腫瘍移植後21日目 (Day 21)にマウスを犠牲死させ,

肝転移結節数を肉眼的に計測 し肝重量を測定 し,肝 転

移抑待」効果を判定した (Fig。1).

4)眸 内投与の有効性の検討

各薬剤を投与 した担癌マウス陣細胞の抗腫瘍中和試

験 ( Vヽinn assay, Erector/Target,ヒ(E/T,ヒ)=50:

1)を 行い,陣 内投与の有効性を検討 した。

統計学的検討はT検 定を用いて行った。

結  果

1.微 小肝転移モデルの作製

腫瘍細胞 1× 104個注入後14日目には全例に顕微鏡

的肝転移が認められたが,肉 眼的肝転移は20%(1/5)

にしか認められなかった。1× 106個注入後 7日 目には
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る肝重量 (g)お よび肝転移結節教はそれぞれ,

1):2.68± 1.03, 5813± 31.22

2):1.35± 0.47, 16.0± 1705

3):1.20± 0.07, 1.0± 2.24

4):6.02± 1.41, 1966± 3342

(MeanttSD)で あった (Fig。3).

この結果 より,微 小肝転移が形成 されてか らOK

432,IL,2を 投与 しても,各 薬剤単独あるいは併用眸注

にて,い ずれもヨントロールに比べて有意に肝転移形

成を抑制 した(p<0.005)。 また,OK‐ 432,IL 2併 用眸

注にて,OK-432単 独陣注に比べて有意に肝転移形成を

抑制 した (肝重量で p<0.025,肝 転移結節数で p<

0,005).さ らにOK、432,IL‐2併用陣注にて,IL‐2単独

陣注に比べて肝転移形成をより強 く抑制する傾向が見

られたが,有 意差は認められなかった (Fig。4).

3.陣 内投与の有効性の検討

担癌マウスの皮下脱転牌臓内に各薬剤を 1週 間連続

投与 し,その牌細胞をerectorと し,colo■26を target

とした抗腫瘍中和試験を行った。陣細胞混合腫瘍皮下

接種後21日 目の腫瘍径 〔mean tumOr diameter(mm)〕

で比較す ると,生 食牌注牌細胞群 (nOrmal spleen

55(669)

Fig. 4 Liver metastasis, treated with drugs for 7

consecutive days after Day 7

OK,432+「 |しヽ2 control

*io<0005
ホ* t p<0025

Fig. 8 PhotomacrOgraph of the■ lice liver 21 days after inOculation of l×105

colon 26 cells(Day 21),1 0K‐432 alone was ittected intO the spleen,2.rIL‐2

alone,3 Combination with OK-432 plus rIL-2,4 Saline alone(contr01)i metas

tatic liver nodules覇′ere identifled on the liver surface in l and 2,smaller number

of nodules were in 3 and larger number of nOdules、 vere in 4.

「IL-2   0K-432+riL-2  control

OK-432
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Fig. 5 Winn assay

3 5 7 9 1 1 1 3 1 5 1 7 1 9 2 1

Time after ce‖transfer(days)

ⅢN S:Normal sp een      (E/r ra宙
。キ5011)

ⅢⅢにSp : intrasplen c inlection

cells i以下,NSと 略記)においてもヨントロール (腫

瘍のみ接種 した群)に 比べて高い抗腫瘍中和活性を示

し,OK‐ 432,IL‐2併用牌注牌細胞群において各薬剤単

独陣注陣細胞群,NS群 に比べて高い抗腫瘍中和活性

を示 した (Fig.5).

考  察

大腸癌の肝転移は予後を左右する大きな因子である

が,肝 転移に対する治療は現在,主 として画像診断等

で明らかな転移巣に対 して行われるものであり,そ の

有用性 も手術を初めとして種々の試みで認められてい

る.し かし,多 くの大腸癌肝転移は異時性転移であり,

周術期に既に肉眼的に認められない微小転移が形成さ

れている可能性が大である.し たがって,こ の時期に

有効な治療法を行 うことによって微小転移再発の予防

につなが り,予 後の改善が期待できる。この時期の治

療法の基礎的検討を行 ううえでも,今 回確立 した微小

肝転移モデルは有効 と考えられる。

C o r b e t t ら6 ) によ り樹 立 さ れ た N ‐m e t h y I  N ‐

nitrosourethane誘発マウス大腸癌株であるcolon 26

は組織学的には低分化腺癌で,皮 下継代移植が容易で

あり,生物学的性状が比較的明らかであるの.腫瘍細胞

の門脈内投与により,短 期間に全例で肝転移が認めら

れ,そ の転移は肝全葉に散在 し,肉 眼的肝転移成立ま

rIL 2連続牌内投与の肝転移抑制効果 日消外会誌 28巻  3号

での期間は注入細胞数に依存すると考えられた。

大腸癌肝転移に対する治療は手術療法が中心である

が,切 除不能症例に対 しては免疫複合体による動注療

法, DSM (degradable starch microspheres)併用間

歌的肝動脈化学塞栓療法,問歓的大量5FU肝 動注療法

な どが行 われ てお り, そ の効 果 が報 告 され て い

るゆ～1の.ま た,OK‐432をはじめとする BRMや IL‐2を

代表 とするサイ トカインも最近,癌 およびその転移巣

に対する治療に用いられ,そ の有効性が報告されてい

る11)1カ
.OK‐ 432は,マ クロファージの活性化,細 胞障

害性 T細 胞 (cytotoxic T cell:以下,CTLと 略記)・

NK細 胞 ・ヘルパーT細 胞活性の増強,各 種サイ トカ

インの産生 とそれらの作用増強効果をもたらす BRM

であり,IL 2レセプター陽性細胞の発現 も誘導する1り

が,門 脈内接種された腫瘍細胞の生着を直接阻害しな

いことが確認されている1。
.IL 2は,T細 胞を活性化す

るサイ トカインであるが,そ れ自身は抗腫瘍作用を有

しないとされているlD.よって,両薬剤を併用投与する

意図は,薬 剤の直接的な抗腫瘍効果を期待するという

よりは,宿 主介在性反応 による LAK(lymphokine

activated killer),CTL様細胞を誘導し, その抗腫場

作用に期待するところにある。両薬剤の併用投与は,

動物実験でその有効性が報告されており1い1り
,臨床応

用 もされ効果をあげている1め2の
。 しかし投与経路 とし

ては腹腔内,静 脈内,肝 動脈内投与であり,悌 臓を介

する投与方法の検討はみられない。臨床的に陣動脈内

カテーテルによる薬剤の投与は手技的には可能であ

り,連続投与を考えた場合,皮下埋め込み式 リザーバー

の応用も有効 と考えられるが今後の課題である.

眸臓はリンパ ・骨髄系組織 として大循環系の生体防

御器官であり,全 身性の免疫応答において,末 梢 リン

パ性組織の中で免疫情報の提示,中 継,増 幅など半中

枢的機能をもっている21とこの体内最大のリンパ器官

に BRMを 投与することにより,抗 腫瘍活性の高いエ

フェクター細胞が有効に誘導されるのではないかと考

えられる。実際,BRMを 含む薬剤の悌臓内投与の有効

性が動物実験で報告されてお り4νり2り,その作用機序 も

解明されつつある。 しかし眸臓内投与を,無 侵襲下連

続門脈内投与の代用経路 としてのみ利用している報告

もみられる.陣 臓内へ投与することにより,解 剖学的

には陣静脈から肝臓へ薬剤は直接到達する。門脈内投

与 された OK‐432の体内動態を検討 した実験では, 1

時間,12時 間後には投与全量の約98%,77%が 肝臓に

取 り込まれていることが確認されており14ち
陣内投与
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で も同程度の肝臓への薬剤の集積が推測 される。 しか

し今回の検討で,薬 剤 を投与 した陣細胞の抗腫瘍中和

活性の上昇が示された ことか らも,こ の実験モデルに

おける両薬剤併用による肝転移抑制効果の発現 には,

障臓 内投与が何 らかの意義 を有 していると考 えられ

る。

病理学的には,OK‐ 432陣内投与 にて悌の T細 胞帯

と呼ばれる中心動脈周囲 リンパ球鞘での リンパ球の著

明な増生が認められ,ま た牌洞へのマクロファージを

含 む組 織 球 の著 しい増 生 も認 め られ,Sinus h蔦

tiocytosis(以下,SHと 略記)の 所見を呈することが

報告
2つされている。SHの 程度が細網内皮系を介する

抗腫瘍効果の指標 となるという報告
2,も

あ り,BRM

の牌内投与による肝転移抑制効果の発現機序を考 える

上で興味深 く,真 の機序の解明には今後 さらに検討す

べき問題であると考えられた.

しか し今回の実験結果が示すごとく,実 験的肝転移

モデルにおいて OK‐432,IL‐2の併用陣臓内投与 は,微

小肝転移巣が形成 されてか ら投与 して も肝転移形成 を

抑制 しえた事実より,大 腸癌の肝転移再発,特 に Sub‐

clinical hver metastasis(潜在的肝転移巣)に 対 して

有効な治療法である可能性が示唆 された。
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The Effect of Combination Therapy with OK-432 and rIL-2 by Intrasplenic
Administration to Inhibit Micrometastasis in the Liver on

Metastatic Model of Colorectal Carcinoma

Yuichi Arimoto, Yong-Suk Chung, Nobuya Yamada, Kiyoshi Maeda, Atsunori Nitta,
Koji Hirayama, Tetsuji Sawada, Bunzo Nakata, Yukio Nishiguchi,

Masahiro Okuno* and Michio Sowa
The First Department of Surgery, Osaka City University Medical School, Surgery of

Osaka City General Medical Center*

An experimental liver micrometastatic model of colorectal carcinoma was developed and the effects
of combination therapy with OK-432 and yIL-Z by splenic injection to inhibit liver metastasis, a critical
element of prognosis of colorectal carcinoma, were determined. Micrometastasis in the liver was obser-
ved on day7 after transportal inoculaiton of colon 26 cells, which are murine colon carcinoma cells.
Although the mice were treated with drugs after the development of micrometastasis in the liver, both
treatment with each drug singly and in combination resulted in significant inhibition of the development
of liver metastasis compared with the control (p<0.005). Combined treatment significantly inhibited the
development of liver metastasis compared with OK-432 alone (p(0.025). The anti-tumor activity of
splenic cells injected with drugs became stronger. These results suggest that intrasplenic drug injection
was effective in inhibiting liver metastasis.
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