
緒 言

胃癌術後の腹膜播種性転移（腹膜播種）は，最も重

要な転移形式の 1つで，有効な治療法もなく極めて予

後不良の因子である．それゆえ，治療成績向上のため

には，腹膜播種を可及的早期に診断し，術中から抗癌

剤の腹腔内投与などを積極的に併用することが重要で

ある．早期診断法として，腹腔内洗浄細胞診の有用性

が認められつつあるが，細胞診専門医が少なく，どの

施設でも施行可能というわけではない．そこで腹腔内

洗浄液中の carcinoembryonic antigen（以下，CEA）値

から，腹膜播種を早期発見する試みが報告されている

が1）～3），その精度は決して高くはない．

ところで，CEAは細胞膜に phosphatidylino sitol an-

chor により疎水結合しており，phosphatidylinositol

phospholipase C（以下，PLC）により選択的に切断さ

れ，可溶化して細胞膜より遊出することが知られてい

る4）～5）．教室の辻ら6）はこの性質を利用し，腹腔内洗浄

液に PLCを添加して，添加後のCEA濃度を推察する

方法を考案し，臨床応用の可能性について種々検討し

た．さらに，須原ら7）は PLCによるCEA遊出増強程度

を術中に診断できる簡便なキット法を考案し，その有

用性を報告した．

そこで，著者らは上記 PLC法に新たに超音波細胞破

砕（US法）を併用することで，細胞膜結合CEAと細

胞質内CEAをともに遊出させる方法（USP法）を開発

し，相乗効果の可能性を基礎的・臨床的に検討した．

対象と方法

1．基礎的検討

1）標的細胞

CEA産生ヒト胃癌培養細胞株のうち，免疫組織化学

染色により，細胞膜表面のみが染色される apical type

として LoVo を，細胞質も染色される cytoplasmic

type としてKATO-III（ヒト印環状細胞癌）とMKN-

45（ヒト低分化腺癌）を用いた．

2）CEA遊出法
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断法の有用性を基礎的・臨床的に検討した．対象と方法：CEA産生ヒト胃癌細胞株（KATO-III，

LoVo，MKN-45）を 1998 年から 1年間に胃切除し洗浄細胞診（CY）を施行した胃癌 46 例を対象に，

非処置群，PLC添加群，US群および両者併用群（USP）を作製し，上清中CEA濃度が非処置群に比

べ 10％以上上昇した場合を陽性と判定した．基礎的検討：CEA濃度は cytoplasmic type を示す

KATO-III と MKN-45 が apical type の LoVo より高値で，USP法では cytoplasmic type での増強効果

が大きかった．臨床的検討：�各検査法とも陽性率は stage および壁深達度の進行とともに上昇し，
全症例ではCY法が 23.9％，PLC法が 26.1％，US法が 26.1％，USP法が 28.3％で USP法が最も高値

を示した．�各群とも陽性群の予後は陰生群に比べ有意に不良であった．また，T2以上で P（－）例
では，PLC（＋）群と PLC（－）群の間に差はみられなかったが，USP（＋）群はUSP（－）群に比

べ有意に予後不良であった．結語：PLCと USを併用したUSP法の腹膜播種早期診断法として有用性

が示唆された．
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PLC（Boehringer Mannheim Biochemica 製）は Ba-

cillus cereus 培地より分離された酵素で，4℃で安定，

至適 pHは 7.2―7.5，作用温度は 37℃である．CEAの

遊出には 1×105 個の標的細胞に，PLCを添加する

PLC群，超音波細胞破砕を施行するUS群，両者を併

用するUSP群および無添加・無処置の非処置群の 4

群を作製した．

方法は各標的細胞を 0.1M phosphate buffer（以下，

PB）液 1ml 中に加え，1,100rpmにて 5分間遠心・洗浄

し上清を排液後，沈�に PB液 1ml を加えた．次いで，
PLC群では PLCを添加し，US群では超音波細胞破砕

（Out put2，Duty cycle 10 にて 2分間）を，USP群では

PLCを添加後に超音波細胞破砕を併用した．最後に 37

℃温浴槽で振盪反応し 1,100 回転 5分間遠心後，上清

中 の CEA を sandwich 法（Dinabot CEA RIA be-

ase）にて測定した．

3）判定法

非処置群に比べCEA濃度が 10％以上増加した場

合を PLC法，US法，USP法とも陽性と判定した．

2．臨床的検討

1）対象

対象は 1998 年 8 月から 1年間当科で胃切除術を行

い，洗浄細胞診を施行し得た胃癌患者中，術後 600 日

以上を経過し，予後が判明している 46 例である．性別

は男 25 例，女 21 例．年齢は 29 から 85 歳（平均 61.6

歳），開腹時の肉眼的進行程度は Stage I a＋I b8）が 19

例，II 3 例，IIIa＋IIIb 10 例，IVa＋IVb 14 例である．

2）方法

開腹直後にダグラス窩腔内と左横隔膜窩腔内に生理

食塩水を約 50ml 注入し軽く撹拌・洗浄後，可及的全

量を回収し少量のヘパリンを添加した．次いで洗浄液

を十分振盪後 4枚重ねたガーゼで脂肪片などを除去し

6本の試験管に均等分注し，4本を CEA抗原遊出程度

の検索用に，残り 2本をパパニコロ染色（以下，細胞

診）用と上清中CEA濃度測定用（以下，上清中CEA）

に供した．

CEAの遊出は 4本の試験管を 1,500rpm，5分間遠心

し細胞沈�を採取後，1ml の PB液を入れた別の試験
管に注入し，1,100rpmで 2分間遠心洗浄した．得られ

た沈�に 1ml の PB液を再注入し，1本には PLCを
0.5 単位添加（PLC群），1本には超音波細胞破砕を施行

（US群），1本は PLCを 0.5 単位添加後超音波細胞破砕

を併用し（USP群），残り 1本は無添加（非処置群）と

した．

CEA濃度は，各試験管を 37℃温浴槽にて 120 分間

振盪反応後，1,100rpmで 2分間遠心して上清を採取し

sandwich 法で測定した．

細胞診のパパニコロ染色は，細胞沈�をアルコール
固定後ハリス・ヘマトキシリン液を用いて型のごとく

染色した．

3．統計学的検索法

得られた測定値は平均値±標準誤差（mean±SE）で

表示し，対応 2群間の比較はWilcoxon 法で，非対応 2

群間の比較はMann-Whitney 法で，予後の比較は

Kaplan-Meier 法で検定し，危険率 5％未満を有意差あ

りと判定した．

結 果

1．基礎的検討

1）CEA免疫組織化学染色の結果

LoVo は細胞膜表面のみが染色される apica 1 type

を，KATO-III と MKN-45 は細胞質も染色される cyto-

plasmic type を示した（Fig. 1）．

2）上清中CEA濃度

LoVo：上清中CEA濃度は非処置群が 1.1±1.4ng�
ml（以下，単位省略），PLC群が 9.7±15.5，US群が 3.4

±3.0，USP群が 13.9±23.0 で，非処置群に比べそれぞ

れ 8.7 倍，3.1 倍，12.5 倍の値を示し，増強効果はUSP

群が最も大きく，PLC群，US群の順に低下した．

KATO-III：非処置群は 10.5±3.3，PLC群は 17.0±

8.1，US群は 38.0±13.5，USP群は 46.3±18.6 で，非処

置群に比べてそれぞれ 1.6 倍，3.6 倍，4.4 倍の増強を示

し，増強効果はUS群とUSP群で優れていた．

MKN-45：非処置群は 8.8±2.3，PLC群は 106.4±

9.5，US群は 77.2±13.3，USP群は 134.2±4.2 で，非処

置群に比べてそれぞれ 12.1 倍，8.7 倍，15.2 倍と，増強

効果はいずれの群とも優れていた（Fig. 2）．

2．臨床的検討

1）Stage 別陽性率

各検査法別陽性率は，細胞診では Stage Ia＋Ib が 0

％（0�19），II が 0％（0�3），IIIa＋IIIb が 20.0％（2�
10），IVa＋IVbが 64.3％（9�14）で，全体では 23.9％
（11�46）であった．PLC法では，陽性率はそれぞれ 0
％（0�19），0％（0�3），30.0％（3�10），および 64.3
％（9�14）で，全体では 26.1％（12�46）であった．US
法では，陽性率はそれぞれ 5.3％（1�19），0％（0�3），
30.0％（3�10）および 57.1％（8�14）で，全体では 26.1
％（12�46）であった．USP法では，陽性率はそれぞれ
0％（0�19），0％（0�3），30.0％（3�10）お よ び 71.4
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％（10�14）で，全体では 28.3％（13�46）であった．陽
性率はUSP法が最も高値を示したが，各群間で有意差

はみられなかった．また，stage 別陽性率でも各群間で

有意差は認められなかった（Fig. 3）．

2）肉眼的壁深達度別陽性率

各検査法とも陽性率は，T1群では 0％であったが，

T2群では細胞診が 11.1％（1�9），PLC法が 11.1％（1�
9），US法が 22.2％（2�9），USP法が 11.1％（1�9）で，
いずれも転移陽性リンパ節が腹腔内に露出していた症

例であった．T3群では細胞診が 46.7％（7�15），PLC
法が 46.7％（7�15），US法が 46.7％（7�15），USP法が
53.3％（8�15）で，USP法が最も高値を示したが，各群
間で有意差はみられなかった．T4群では細胞診が 37.5

％（3�8），PLC法が 50.0％（4�8），US法が 37.5％（3�
8），USP法が 50.0％（4�8）で，PLC法とUSP法が最
も高値であったが，各群間に有意差は認められなかっ

た（Fig. 4）．

3）肉眼的腹膜播種の有無別陽性率

肉眼的腹膜播種（以下，P）陽性例は 46 例中 8例

（17.4％）で，内訳は P1が 3例，P2 が 2例，P3 が 3例

であった．P（＋）例の各検査法別陽性率は，細胞診が

100％，PLC法が 87.5％，US法が 87.5％，USP法が

100％で，細胞診とUSP法で全例肉眼所見と一致した

が，各検査法間で有意差はみられなかった．一方，P

（－）38 例の陽性率は PLC法が 13.2％，US法が 13.2

％，USP法が 13.2％で，細胞診（7.9％）に比べ高率で

あったが，有意差は認められなかった（Fig. 5）．

4）予後との関連

細胞診および PLC法の予後は，いずれも陽性群が陰

性群に比べ有意に不良であった（Fig. 6）．

細胞診および PLC法の陰性群間では予後に差を認

めなかったが，陽性群間では細胞診陽性群が PLC法陽

性群に比べ軽度良好であったが，有意差は認められな

かった．

PLC法での陽性群と陰性群の予後をT2以上例で比

較検討すると，陽性群の予後は陰性群に比べ不良で

Fig. 2 Comparison of CEA value among LoVo, KATO-III and MKN-45 according to

various CEA expression by PLC, US, USP, and without treatment.

Fig. 1 Microscopic findings of positive CEA expression on KATO-III ,LoVo and

MKN-45 by immunohistochemical staining
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あったが，有意差はみられなかった（Fig. 7）．

一方，USP法では陽性群の予後は陰性群に比べ有意に

不良で（p＝0.0008）あった（Fig. 8）．

5）血清および洗浄液中CEA濃度との関係

洗浄液CEA濃度は，左横隔膜窩腔あるいはダグラ

ス窩腔の洗浄液中，高値を示した方を当核症例のCEA

濃度として比較検討に用いた．

洗浄液中CEA濃度は細胞診陽性群が 352.0±243.1

ng�ml で，陰性群の 2.6±2.0ng�ml に比べ有意の高値

を示した（p＝0.0002）．PLC陽性群は 102.8±55.6 で，

陰性群の 0.3±0.1ng�ml に比べ有意の高値であった（p
＝0.0009）．USP陽性群は 204.9±137.9ng�ml で，陰性
群の 0.3±0.4ng�ml に比べ有意の高値であった（p＝
0.0065）．

血清CEA濃度は，細胞診陽性群が 14.2±5.0ng�ml
と陰性群の 13.5±7.7ng�ml に比べ高値を示したが，有
意差はみられなかった（p＝0.9764）．PLC陽性群は

108.4±98.1ng�ml で，陰性群の 2.8±0.4ng�ml に比べ

Fig. 3 Comparison of positive rate（％）among the surgical stage grouping according

to various CEA expression by PLC, US, USP, and cytology.

Fig. 4 Comparison of positive rate（％）among the depth of tumor invasion according

to various CEA expression by PLC, US, USP, and cytology.
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有意の高値を示した（p＝0.0352）．USP陽性群は 47.2

±30.7ng�ml で，陰性群の 4.6±2.0ng�ml に比べ有意の
高値であった（p＝0.0096）．

考 察

胃癌で初回手術時に，肉眼的には腹膜播種が認めら

れず治癒切除と判定されても，相当例に腹膜再発がみ

られるが，いずれも抗癌療法に抵抗し治療に難渋する．

かかる症例では，開腹時すでにミクロレベルで腹膜播

種が存在したと推察されるため9）10），腹腔内洗浄細胞

診を用いた早期診断の試みが各施設で行われ，その有

用性が報告されている11）12）．しかし，洗浄細胞診の診

断は，腹腔内活性化中皮細胞との鑑別が難しいため専

門の病理医や細胞診スクリーナーが必要で，また診断

上，迅速性に欠けるなどの問題があり，どの施設でも

常時施行可能な検査法には至っていない．一方，腹膜

播種に対する抗癌剤13）や免疫賦活剤の腹腔内投与14）あ

るいは持続的温熱療法15）などが試みられてきたが，い

まだ有効な治療法がないのが現状である．しかし，肉

眼的腹膜播種陰性で洗浄細胞診陽性例に対し，閉膜前

から積極的に治療開始した場合，相当程度の効果が期

待されるので16）～18），腹膜播種の早期診断・早期治療

は，胃癌の予後改善のため極めて重要な課題と考えら

Fig. 5 Comparison of positive rate（％）among the macroscopic peritoneal dissemi-

nation according to various CEA expression by PLC, US, USP, and cytology.

Fig. 6 Comparison of survival curves between the

positive group and negative one according to vari-

ous CEA expression by PLC, US, USP, and cytol-

ogy.

Fig. 7 The relationship on survival curves between

the positive PLC and negative PLC in the patients

with T2, T3, T4 and without macroscopic peritoneal

dissemination
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れる．

そこで教室では，洗浄細胞診と同程度以上の感度を

保持でき，簡便で客観性のある腹膜播種早期診断法と

して，洗浄液中CEAに注目し種々検討を重ねてきた．

すなわち，CEAは胎児大腸組織と大腸癌から発見され

た分子量約 18 万の糖蛋白で19），臨床の場で最も多用

されている腫瘍マーカーである．胃癌症例でも血清

CEAや組織CEAと予後との関連，治療効果との関連

などが報告されているが20）～22），浅尾ら1）は 1991 年に

腹腔洗浄液CEA値が腹膜播種性転移の診断に有効で

あるとはじめて報告した．また，西山ら3）も腹腔洗浄液

CEA値が胃癌の腹膜再発や予後判定に有用であるこ

とを述べ，CEAが腹腔内遊離癌細胞や，漿膜浸潤面や

リンパ節転移巣から分泌された可能性を指摘した．一

方，西田ら23）は癌性腹水の免疫染色やフローサイトメ

トリー解析の結果，赤血球，白血球，組織球，中皮細

胞はCEA染色が全例陰性で，悪性腫瘍の細胞質のみ

にCEAが染色されたと報告している．そこで，著者ら

はCEAの感度増強目的で，細胞膜に疎水結合してい

るCEAを PLCにより選択的に切断できる可能性に

注目し，PLCを用いた新しい腹膜播種早期診断法を開

発し，その有用性を報告してきた6）7）．しかし，癌細胞

におけるCEAの局在様式から，PLC法では細胞膜表

面のCEAを遊出可能ではあるが，細胞質内のCEA

は遊出困難と推察されるので，新たに超音波細胞破砕

法を併用することで，従来法に比べ感度が高く，しか

も簡便性を損なわないCEA遊出法を考案し，基礎的，

臨床的検討を行い，上記の諸結果を得たわけである．

CEA産生培養癌細胞を用いた基礎的検討

KATO-III，LoVo，MKN-45 に PLCを添加すると，

CEA濃度は非処置に比べそれぞれ 1.6 倍，8.7 倍，12.1

倍に上昇することから，癌細胞膜表面のCEA疎水結

合部分が PLCにより可溶化・切断できることが確認

された．また，USでは非処置群に比べ LoVo で 3.1

倍， KATO-III で 3.6 倍，MKN-45 で 8.7 倍と増加し，

増 強 程 度 は cytoplasmic type を 示 すKATO-III と

MKN-45 で大きかった．一方，apical type を示す LoVo

では，US法より PLC法の方が増強効果が大きかった．

さらに，MKN-45 は細胞膜表面と細胞質内にCEAの

存在が免疫染色で確認されたが，PLC法とUS法とも

著明な増強効果が観察された．この結果を基に，PLC

法とUS法の併用意義が示唆され，相乗効果を期待し

てUSP法を考案したところ，USP法は apical type お

よび cytoplasmic type とも最も高い増強効果を示し，

早期診断法としての有用性が示唆された．

ヒト胃癌症例を用いた臨床的検討

各検査法別陽性率は，細胞診が 31.4％，PLC法が

35.3％，US法 が 35.3％，USP法 が 39.4％と USP法

で最も高値を示し，US法と PLC法は同程度の値を示

した．また，USP法は細胞診陰性例でも 2例が陽性で，

いずれも癌が腹腔内に露出した症例や遠位の所属リン

パ節に転移を認めた症例で，既に開腹時ミクロレベル

の腹膜播種が存在していた可能性が推察された．なお，

USP法はT1症例では全例陰性で，偽陽性の少ない検

査法であると思われた．また，肉眼的腹膜播種陽性群

における各検査法の陽性率は細胞診とUSP法が 100

％，PLC法とUS法が 87.5％で，細胞診とUSP法が

良好な成績を示した．言い換えると，肉眼的腹膜播種

陽性群で PLC法とUS法にて陰性であった 12.5％が

すべてUSP法にて陽性であった．一方，肉眼的腹膜播

種陰性群における陽性率は，細胞診が 7.9％に対し，

PLC法，US法，USP法はいずれも 13.2％と高率であ

り，CEA遊出現象を応用したこれらの検査法の腹膜播

種早期診断法として有用性が示唆された．自験例での

肉眼的腹膜播種陽性群の細胞診陽性率は諸家の報告24）

に比べ高いが，これは P2以上の症例が多く含まれて

いたこと，ダグラス窩と左横隔下腔の 2か所から洗浄

液を採取したこと，および細胞診担当医の積極的な検

査姿勢などによると考えている．また，洗浄液CEA

と血清CEAとの関連で，前者はUSP群が，後者は

PLC群が最も高い値を示した．この結果は apical type

の胃癌細胞で血清CEAが高値を示す傾向が高い

が20），洗浄細胞診での PLCによる遊出所見と合わせ

Fig. 8 The relationship on survival curves between

the positive USP and negative USP in the patients

with T2, T3, T4 and without macroscopic peritoneal

dissemination
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興味深い所見と考えている．

各検査法別予後との関連について

PLC法あるいは細胞診の陽性群は陰性群に比べ有

意に予後不良で，両検査法の早期診断法としての意義

が示唆された．しかし，ともに陰性群，およびともに

陽性群間での比較では両群間に差が認められなかっ

た．また，腹膜播種再発した症例のみで比較した場合

には，各検査法の間に差は認められなかった．一方，

T2以上群で PLC法とUSP法を比較検討すると PLC

法では差がみられなかったが，USP法では陽性群の予

後は陰性群に比べ有意に不良で，USP法の有用性が高

いと推察可能であった．これまで著者らは PLC法の実

用化を目指して，簡便キットを開発してきたが7），これ

に超音波破砕を併用することで，さらなる感度増強が

可能と考えている．

ところで，CEA濃度測定を判定基準とする本法の問

題点は，評価対象がCEA産生胃癌（組織CEA陽性例）

に限られるとの懸念である．しかし，すべての上皮細

胞は原則的にはCEAm-RNAを有しており25），胃癌

の多様性から，実際には高率にCEA産生能を有する

癌細胞が高率に混在している．教室の検討でも，胃癌

洗浄細胞診のCEA免疫染色陽性率が 75％で6），血清

CEA陰性例でも組織CEA陽性癌細胞の予後は不良

で，悪性度が高いと判断可能であった20）．それゆえ，腹

膜播種の早期診断法として洗浄液中CEA濃度を測定

する著者らの方法は正当性が高いと考えている．今回

の検討でも，肉眼的腹膜播種陽性例中，PLC法とUSP

法とでどちらも陽性と判断できたのは 94.1％であり，

遊離癌細胞から遊出した微量のCEAを検出可能で，

その意義を裏付けるものであると考えられる．一方，

近年遊離癌細胞が有するCEAm-RNAを RT-PCR法

で検出する試みが増加し26），高感度の早期診断法とし

て報告されている．教室でもRT-PCR法による同様の

検索を平行して行っているが，検査の迅速性や経済面

に難点があり，PCRの条件設定を含め偽陽性例の減少

に今後の問題が残されている．いずれにしても，腹膜

播種陽性例に対する有効な治療法が確立されていない

現状において，どの施設でも簡便かつ迅速に施行でき

るUSP法により腹膜播種を早期診断し，術中から積極

的な治療を開始できれば，胃癌患者の予後改善に大き

く寄与できると思われる．
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A Study of Combined Effects of CEA Release using Phosphatidylinositol
Phospholipase C and Ultrasound-induced Cell Lysis in Early

Peritoneal Dissemination on Diagnosis

Masahiro Hayakawa, Katsuyuki Kunieda, Shinichirou Aoki, Noriaki Kojima and Shigetoyo Saji
Second Department of Surgery, Gifu University, School of Medicine

Purpose：We studied the combined effects of carcinoembryonic antigen（CEA）release from cancer cell
（PLC）using phosphatidylinositol phospholipase C（PIPLC）and ultrasound-induced cell lysis（US）in early
peritoneal dissemination on diagnosis.Materials and Methods：Materials were 3 CEA-producing human gas-
tric cancer cell lines―KATO-III, LoVo and MKN-45―and Subjects 46 gastric cancer patients undergoing gas-
trectomy and peritoneal lavage cytology for 1 year 1998. Patients were divided into 4 groups―nontreatment,
PLC（0.05U of PIPLC administered into sediment from peritoneal lavage fluid）, US（ultrasound-induced cell ly-
sis）, and USP（combined PLC and US）. The reaction was positive if supernatant CEA increased more than 10
％ compared to the nontreatment group. Results：CEA was higher in cytoplasmic KATO-III and MKN-45
than in apical LoVo. The effect of CEA release was more marked in the USP group versus cytoplasmic. Posi-
tive CEA increased gradually by surgical stage grouping and the depth of tumor invasion―23.9％ in nontreat-
ment, 26.1％ in PLC, 26.1％ in US, and 28.3％ in USP, with USP the most positive. The prognosis of positive
groups in USP, PLC, and CY was significantly poorer than in negative groups. In cases showing T2 or T3 with
negative peritoneal dissemination, no significant difference was seen in survival curves between positive and
negative PLC, but the prognosis of USP（＋）was significantly poorer than that of USP（－）. Conclusions：The
combination of PLC and US, i.e.）USP, may be effective in early diagnosis of peritoneal dissemination in gastric
cancer patients.
Key words：gastric cancer, peritoneal dissemination, carcinoembryonic antigen, phosphatidylinositol phos-

pholipase C, ultrasound-induced cell lysis
〔Jpn J Gastroenterol Surg 35：1763―1770, 2002〕

Reprint requests：Masahiro Hayakawa Second Department of Sugg. Gifu University School of Medicine 40
Tsukasa-cho, Gifu, 500―8705 JAPAN

8（1770） 日消外会誌 ３５巻 １２号CEA遊出能増強による腹膜播種性転移早期診断法の試み


