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　Abstract：To　clarify　the　effect　of　cisplatin（CDDP）on　proliferation　and　metastasis　of　rabbit　VX2

tongue　cancer，　the　cell　proliferation　factor（Ki－67）and　the　metastasis　suppresser　factor（nm23）were

immunohistochemically　investigated．
　Three　days　after　transplantation　of　VX2　cancer　cells　into　the　tongue　in　rabbits，　physiological

saline　was　administered　to　control　groups（n＝15），　and　2　mg／kg　and　4　mg／kg　CDDP　were

administered　to　experimental　groups　I（n＝15）and　H（n＝15），　respectively．　The　rabbits　were

sacrificed　on　7　（n＝5），14（n＝5），　and　21（n＝5｝days　after　transplantation．　The　tongue，　deep

cervical　lymph　node，　and　lung　were　excised，　the　volumes　of　the　tongue　tumor　and　the　deep　cervical

lymph　node　were　measured．　Tumor　foci　of　the　lung　metastasis　were　macroscopically　counted．　The

excised　tissues　were　embedded　in　paraffin　in　the　conventional　method　and　serial　sections　of　4μm

thickness　were　prepared．　The　sections　were　used　for　H－E　staining　and　immunohistochemical
　　レ　　　　び

stalnlng．

　　The　Ki－671abeling　index　of　the　tongue　tumor　increased　in　proportion　to　the　tumor　volume，　and

this　index　was　significantly　increased　in　proportion　to　tumors　that　metastasized　to　the　deep

cervical　lymph　node　and　the　lung．　The　degree　of　nm23　expression　in　tongue　tumors　was　decreased

when　the　tumor　was　metastasized　to　the　deep　cervical　lymph　node　and　the　lung，　indicating　a

relationship　between　nm23　expression　and　tumor　metastasis．　As　the　tongue　tumor　grew，　tumor

cells　metastasized　to　the　deep　cervical　lymph　node　on　the　ipsilateral　side　with　transplantation，　then

to　the　deep　cervical　lymph　node　on　the　contralateral　side　without　transplantation．　In　experimental

group　I，metastasis　to　the　deep　cervical　lymph　node　on　the　contralateral　side　was　observed　21　days

after　transplantation，　while　in　experimental　group　H，metastasis　was　not　yet　found　in　the　lymph

node　on　the　contralateral　side．　Metastasis　to　the　lung　occurred　after　metastasis　to　the　deep　cervical

lymph　node　was　observed．　In　experimental　group　I，lung　metastasis　was　found　in　most　of　the

rabbits　21　days　after　transplantation，　while　lung　metastasis　was　not　observed　in　experimental

group　H．

　Therefore，　the　proliferation　of　the　VX2　tongue　tumor　in　the　rabbit　was　more　strongly　inhibited

in　experimental　group　n　than　that　in　experimental　group　I，showing　a　high　expression　of　cancer

metastasis　suppresser　factor．　These　findings　suggested　that　adrninistration　of　4　mg／kg　CDDP　is

effective　in　inhibiting　metastasis　because　it　delays　metastasis　to　the　deep　cervical　lymph　node　and

the　lung．

　Key　words：rabbit　VX2　tongue　cancer，　deep　cervical　lymph　node　metastasis，　lung　metastasis，

Ki－67，　nm23
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VX2舌癌のKi－67とnm23におよぼすシスプラチンの影響

言

　VX2癌はヒト扁平上皮癌に類似した組織像

を有し，腫瘍細胞の増殖が旺盛な易転移性癌と

して知られている。これまでもウサギVX2移

植舌癌の転移にっいての追究がなされ，本腫瘍

は確実に頸部リンパ節および肺へ転移すること

が報告されているL2）。このようなVX2移植舌

癌モデルは腫瘍細胞の増殖能と転移との関連性

を検索する実験系に適しているといえる。

　腫瘍細胞増殖能の定量的な測定には
PcNA3），　AgNoRs2），　Ki－67抗原4）などが使用

されている。そのうち，Ki－67抗原は細胞周期

のG。期以外の細胞増殖期であるG、期，S期，

G2期，　M期の細胞核に現れるタンパク質で，

増殖細胞が的確に染色され，種々のモノクロー

ナル抗体があることから細胞増殖能の観察に使

用されている。

　一方，転移関連因子にはc－erbB－25），　CD

446）など，多くの報告がみられるが，1988年，

Steegら7）はマウスメラノーマ細胞株から癌転

移抑制遺伝子nm23を発見し，これを高転移性

マウスメラノーマ細胞株へ導入すると，癌転移

が抑制されることを報告した。1990年，nm23

の遺伝子産物Nm23は遺伝子の相同性から多く

の細胞の必須酵素であるヌクレオシドニリン酸

（NDP）キナーゼと同一であることが判明し

た8）。その後，nm23は乳癌9），胃癌1°），大腸癌ID，

次いで頭頸部癌1N4）などでも，その発現と転移

との関連性について検討されているが，臓器に

よっても転移との関連性が異なり，その詳細は

まだ明らかでない。

　癌の増殖と転移におよぼす腫瘍細胞増殖能と

癌転移抑制遺伝子との関連性，あるいはこれら

に対する抗癌剤の影響を明らかにすることは，

口腔癌の治療上，転移の様相を解明する上でき

わめて重要であるにもかかわらず，これらに関

する報告はまだみられない。

　そこで，本研究ではウサギVX2舌癌モデル

を用い，白金系抗癌剤であるCDDP15）の投与が

移植舌癌部，深頸リンパ節および肺への転移に

17

およぼす影響にっいて免疫組織化学的に検討し

た。

材料および方法

1．実験材料

（1）実験動物

　体重3kg前後の日本白色種雄性ウサギ（日本

エスエルシー）を購入後，岩手医科大学歯学部

動物舎（室温：23±2℃，湿度：55±5％）にて

7日から14日間予備飼育し，全身状態および口

腔内に異常の認められない45匹を用いた。

②　実験腫瘍

　1993年1月より岩手医科大学歯学部口腔外科

学第一講座にてウサギ大腿部筋肉内で累代移植

により維持されているVX2癌細胞を使用した。

㈲　使用抗癌剤

　日本化薬株式会社より提供されたCisplatin

（日本化薬ランダ⑱；Cisdichloro・diammine－

platinum，以下CDDPと略す）を使用した。

2．実験方法

（1）移植方法

　VX2癌細胞のウサギ舌への移植は、伊藤ら16）

の方法に準じて作製したVX2癌細胞浮遊液0．1

ml（約5×105個）を、舌尖より1／3の左側舌

辺縁部で，舌粘膜表面から約3mmの筋肉内へ

行った。

②　薬剤の投与量

　日本化薬株式会社のウサギVX2胆癌に対す

るCDDPの毒性試験では，1．75　mg／kgが推奨投

与量であった。そこで，予備実験では1㎎／kg，

2mg／kg，4mg／kg，6mg／kgを投与し，そのうち

の2mg／kgと4mg／kgとを採用した。

（3｝実験群と観察日

　麻酔にはPentobarbital　sodium　（ダィナ

ポット）10mg／kgをウサギ耳静脈に注入した。

　CDDPは2mg／kg（実験群1，15匹），4㎎／

㎏（実験群H，15匹）を生理食塩水（扶桑）30

mlに溶解し，　VX2癌細胞移植後3日目にこれ

らを1回投与した。対照群の15匹には生理食塩

水のみ投与した。薬剤はシリンジポンプ（テル

モ社製）を用いてウサギ耳静脈から30ml／hの
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速度で注入した。VX2癌細胞をウサギ舌に移

植後7日目，14日目，21日目に各々5匹ずつ屠

殺し，舌，深頸リンパ節および肺を摘出し各経

過期間ごとに観察した。

（4）舌，深頸リンパ節および肺の観察

　摘出した舌、深頸リンパ節および肺における

癌の増殖状態を肉眼的に観察後，舌癌の幅径，

前後径および厚径をノギスにて計測し，舌癌の

体積（皿m3）を算出した。また，深頸リンパ節の

長径短径および厚径を同様に計測し，その体

積（mm　3）を算出した。肺にっいては肉眼的な転

移の有無を観察した。これらを迅速に測定した

後，摘出物は10％中性緩衝ホルマリン液にて固

定し，通法のごとくパラフィンに包埋後，4畑

の連続切片を作製し，組織学的観察，Ki－67お

よびnm23免疫染色に用いた。組織学的観察は

hematoxylin－eosin（H－E）染色を施して鏡検

し，舌における癌の進展度を松田の分類2）に基

づいて以下のように評価した。すなわち，stage

I：腫瘍が同側筋層内に限局しているもの，

stage　H：腫瘍が舌中隔を圧排しているもの，

stage皿：腫瘍が舌中隔を越え対側へ浸潤・増

殖しているもの，である。また，深頸リンパ節

および肺についても組織学的転移の有無を観察

した。なお，深頸リンパ節は移植側（以下，同

側）と非移植側（以下，対側）について評価し

た。

（5）Ki－67免疫染色と陽性細胞数の算定

　Ki－67免疫染色には，抗Ki－67抗原モノク

ローナル抗体（MIB－5，株式会社医学生物学研

究所）を一次抗体としてStreptavidin・biotin

peroxidase　complex法（Pathostain　ABC－

POD（M）Kit，和光純薬工業株式会社）を用い

た。すなわち，パラフィン切片（4μm）を脱パラ

フィンし，Phosphate　buffered　saline（PBS）

にTween－20を加えた溶液（PBS－T）にて洗浄

後，0．01Mクエン酸緩衝液（約pH　6．0）中で

Microwave処理（500W，5分×4回）し，室

温まで放置した。PBS－Tにて洗浄後，室温で10

分間，3％H202により内因性ペルオキシダー

ゼを阻止した。PBS－Tにて5分間，1回洗浄

後，10％Normal　Goat　Serumにより室温で10

分間，非特異反応を除去した。PBS－Tにて5分

間，1回洗浄後，一次抗体MIB－5（50倍希釈）

を37．0℃の恒温槽にて一時間反応させた。PBS－

Tにて5分間，3回洗浄後，二次抗体にヤギ抗

マウスIgG（ビオチン結合）を用い，37．0℃の恒

温槽にて30分間反応させた。PBS－Tにて5分

間，3回洗浄後，ABC（ストレプトアビジンビ

オチン）と室温で10分間反応させPBS－Tにて

5分間，3回洗浄後，DAB（Ultra　Tech　DAB，

IMMUNOTECH）にて発色させた。蒸留水にて

洗浄後，Mayer’s　hematoxylinにて対比染色

を行い封入した。

　Ki－67陽性細胞数の算定には，舌癌胞巣辺縁

部の4ヵ所（上部，外側部，下部，内側部）を

選択し，光学顕鏡下で写真撮影した。この写真

原画1枚から500個，合計2000個の癌細胞を観

察し，これらの中から核が茶色に染色された陽

性細胞数の割合を百分率で求め，Ki－67
1abeling　index（以下，　KLI）とした。深頸リン

パ節においても，転移巣の辺縁部で異なる4カ

所について同様に算出した。肺については，4

ヵ所の転移巣より算出した。なお，H－E染色に

て壊死部と判断される部位は算定から除外し

た。

（6）nm23染色および判定法

　nm23の免疫染色は一次抗体にnm23H－1
（Santa　Cruz　Biotechnology，　Inc．10倍希釈）を

用いてMicrowave処理を除きKi－67染色の手

技と同様に行った。

　染色性の判定は，以下の3グループに分け

た。すなわち，a）強陽性：腫瘍細胞の50％以上

が正常舌粘膜上皮組織より強い染色性を示すも

の（＋＋），b）陽性：腫瘍細胞の50％以上が正

常舌粘膜上皮組織と同程度の染色性を示すもの

（＋），c）陰性：腫瘍細胞の50％以上が正常舌粘

膜上皮組織より弱い染色性を示すもの（一），で

ある。

（7｝統計処理

　測定した数値は平均値±標準誤差（mean±

SE）で表した。ウサギVX2舌癌および深頸リ
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Fig，1．　Low－power　view　of　sections　of　the

　　　tongue　specimen（H－E　stain），

　　　Tongue　cancer　in　the　control　group

　　　showing　stage　I　at　7　days　after
　　　transplantation　（A），　stage　H　at　l4　days

　　　after　transplantation（B）and　stage皿at　21

　　　days　after　transplantation（C｝．

　　　Abbreviation：Ca，　cancer

ンパ節の体積の関係，また，Ki－67陽性細胞数

およびKLIの関係は統計用ソフトStatView－J

4．5WAbacus　Concepts）を用いて統計処理し，

Mann－Whitney　testにて検定を行った。

結 果

1．舌，深頸リンパ節および肺の変化

川　舌

　1）対照群
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Fig．2．　Low－power　view　of　the　deep　cervical

　　　lymph　node旧一E　stain）．

　　　Lymph　node　metastasis　in　the　control

　　　group　is　indicated　by　arrows　in　the

　　　paracortical　area　and　　intermediate
　　　slnuses　at　l4　days　after　transplantation

　　　（A），and　replaced　most　of　the　lymphatic

　　　tlssues　at　21　days　after　transplantation
　　　（B）．

　　　Abbreviation：Ca，　cancer

　VX2癌移植後7日目の舌癌は，舌粘膜上皮

に変化を認めず，同側筋層内に限局した胞巣を

形成していた。腫瘍は胞巣状あるいは索状に筋

線維東間へ浸潤，増殖し（Stage　I），直径5mm

から8mm大の腫瘤として触知された（Fig．1

A）。移植後14日目では，その腫瘤は直径10mm

から15mmの大きさとなり，5例中3例では上部

あるいは外側部に潰瘍を形成し，4例では強く

舌中隔を圧排し（StageH，Fig、　l　B），1例では

対側にまで浸潤，増殖していた（Stage皿）。移

植後21日目になると，腫瘍は直径17mmから22

mmに増大し，5例とも対側に浸潤，増殖し

（Stage皿），粘膜表面に壊死を伴う潰瘍がみら

れ，2例に壊死組織の脱落による実質欠損がみ

られた（Fig．1C）。

　2）実験群I

　VX2癌移植後7日目の舌癌は，対照群の移

植後7日目とほぼ同様に直径4mmから8皿m大の

腫瘤として触知された。移植後14日目も，その

腫瘤は対照群と同様に直径10mmから15　mm大と

なり，5例中2例では上部あるいは外側部に潰

瘍を形成していた。移植後21日目になると，腫
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Fig．3，　Changes　in　VX2　tongue　cancer　volume

　　　after　transplantation．

　　　Data　are　presented　as　mean±SE．

　　　＊p＜0．01，＊＊p＜0．05：Significant　difference
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Fig．4．　Changes　in　deep　cervical　lymph　node

　　　volume　after　transplantation．

　　　Data　are　presented　as　mean±SE

　　　＊p＜0．05：Significant　difference

　　　Abbreviation：Cont．，　control；Exp．　1，

　　　experimental　group　I　；　Exp．　n，
　　　experimental　group皿

瘍は直径17mmから21㎜に増大し，5例とも粘

膜表面に壊死を伴う潰瘍を形成し，2例では壊

死組織の脱落による実質欠損がみられた。

　3）実験群H

　VX2癌移植後7日目の舌癌は，舌粘膜上皮
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にほとんど変化がみられず，舌筋層内に直径3

mmから5㎜大の腫瘤として触知された。移植後

14日目では，その腫瘤は直径8皿皿から12mm大に

増大したが，上部あるいは外側部に潰瘍はみら

れなかった。移植後21日目になると，腫瘤は直

径12m皿から17　mmに増大し，1例では粘膜表面

に壊死を伴う潰瘍がみられた。

（2｝深頸リンパ節

　VX2癌移植後7日目では，対照群，実験群

1，実験群nとも組織学的転移は認められな

かった。移植後14日目では，対照群の全5例と

実験群1の4例に同側深頸リンパ節への転移が

認められた（Fig．2A）が，実験群Hでは転移

がみられなかった。移植後21日目では，全ての

群の5例とも同側深頸リンパ節に，また，対照

群および実験群1では対側深頸リンパ節にも

各々5例および4例で転移が認められた（Fig．

2B）が，実験群Hでは対側への転移はみられ

なかった。

（3）肺

　肺転移巣は肉眼的に灰白色の小結節として肺

表面にみられた。VX2癌移植後7日目では，全

ての群で組織学的に肺転移は認められなかっ

た。移植後14日目では，対照群および実験群1

の各々1例に転移が認められた。移植後21日目

では，対照群の5例および実験群1の4例にそ

れぞれ転移が認められたが，実験群Hでは肺転
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Table　1．　Changes　of　the　Ki－671abeling　index　in　the　tongue　cancer，　metastasis　of　lymph　node／lung　and

　　　staging　according　to　3　groups　at　each　time　observed　after　transplantation．

Days　after
transplantation

Metastasis Stage

LN Lung 1 n 皿

KLI　of　tongue　cancer

　mean±SE（％）

7

Cont．

Exp．　I

Exp．　H

0
0
0

0
0
0

民
U
に
∪
【
U

0
0
0

0
0
0

54，2±1．9

52．7±1．5

49．5±2．0

14

Cont．

Exp．　I

Exp．　H
5
4
0

1
1
0

0
0
0
0

4
5
9
白

1
0
0

竃li］‡］．

21

Cont．

Exp．　I

Exp．　n

5（5）

5（4）

5

亡

0
4
（
U

0
0
0

0
0
4

5
5
1

iiiiiiii］・］，

（）：Contralateral　　　　＊p＜0．01，　＊＊p＜0．05：Significant　difference

Abbreviation：KLI，　Ki－671abeling　index；Cont．，　control　group；Exp．1，experimental　group　I；Exp．　n，

experimental　group　n；LN，　deep　cervical　lymph　node

移がみられなかった（Data　not　shown）。

　なお，転移がみられた肺では，その結節の数

および転移部位については実験群間に差異はな

かった。

2．ウサギVX2癌の進展度と転移

　VX2癌移植後7日目では，全ての群で各々

5例とも進展度はStage　Iで，転移形成はみら

れなかった。移植後14日目の対照群では，5例

中4例がStage　n，1例がStage皿で，同側リ

ンパ節転移が5例に，肺転移が1例に認められ

た。移植後14日目の実験群1では，5例とも

Stage　Iで，同側リンパ節転移が4例，肺転移

が1例に認められた。移植後14日目の実験群H

では，5例中3例がStage　I，2例がStage　H

であったが転移は認められなかった。移植後21

日目の対照群では，5例ともStage皿で，いず

れも両側リンパ節転移および肺転移が認められ

た。移植後21日目の実験群1では，5例とも

Stage皿で，同側リンパ節転移が5例に，対側

リンパ節転移および肺転移が各々4例に認めら

れた。移植後21日目の実験群1では，4例が

Stage　n，　1例がStage皿で，同側リンパ節転

移が5例に認められたが，対側リンパ節および

肺転移は認められなかった（Table　l）。

3．　ウサギVX2癌移植後の体積の推移

（1）VX2舌癌

　VX2癌移植後の対照群，実験群1および実

験群IIにおける舌腫瘍体積は各経過期間ごとに

増大し，とくに，移植後14日目から21日目にか

けて著明に増大した。移植後14日目から21日目

では，深頸リンパ節転移および肺転移の増加す

る時期であった。また，移植後7日目，14日目，

21日目における実験群Hの体積は，対照群およ

び実験群1のそれぞれに比べ有意に小さかった

（Fig．3）。

②　深頸リンパ節

　VX2癌移植後の対照群，実験群1および実

験群Hにおける同側および対側深頸リンパ節の

体積は，それぞれ各経過期間ごとに増大してい

た。対照群および実験群1の同側深頸リンパ節

は，転移の認あられた移植後14日目以降になる

と急激に増大した。対照群と実験群1の対側深

頸リンパ節は，転移の認あられた移植後21日目

以降に増大する傾向があった（Fig．4）。

4．Ki－67染色陽性細胞指数の推移

　Ki－67陽性細胞は核が茶色または茶褐色に染

色された（Fig．5）。

（1）VX2舌癌

　1）KLIの推移

　VX2舌癌胞巣部におけるKLIは，対照群，

実験群1および実験群Hにおいて，それぞれ

VX2癌移植後各経過期間ごとに増加した。ま

た，移植後14日目および21日目の実験群nの

KLIは，対照群および実験群1のそれに比べ有
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Table　2．　Change　of　the　Ki－671abeling　index　in　the　tongue　cancer　and　metastasis　of　lymph　node／1皿g

　　　according　to　staging　of　VX2　tongue　canceL

Stage

1（n＝18） H（n＝15） II工（n＝12）

＊

KIL　of　tongue　cancer

　　mean±SE
　　　　　＊　　　　　　　　　　　　　　＊

56．2±0．9　　　　　　　　　　　64．5±1．1　　　　　　　　　　　72．9±0．9

Number　of　metastasis
LN 0（0％） 12（80．0％） 12（100％）

Lung 0（0％） 1（6．7％） 10（83．3％）

＊p〈0．01：Significant　difference

Abbreviation：KLI，　Ki－671abeling　index；LN，　deep　cervical　lymph　node

Table　3．　Change　of　the　Ki－671abeling　index　in　the　tongue　cancer　and　staging　with／or　without

　　　metastasis　of　VX2　tongue　cancer

Metastasis

Non
（n＝21）

LN
（n＝13）

Lung
（n＝11）

＊

KLI　of　tongue　cancer

　mean±SE（％）
　　　　　＊　　　　　　　　　　　　　　＊

53，7±1．0　　　　　　　　　　　65，5±1．0　　　　　　　　　　　73．5±0．7

Stage I
H
皿

8
0
U
O

1

0
1
2

　
1 0

1
0

　
　
1

＊p＜0．01：Significant　difference

Abbreviation：KLI，　Ki－671abeling　index；LN，　deep　cervical　lymph　node

意に低かった（Table　l）。

　2）VX2舌癌の進展度とKLIの推移

　VX　2舌癌の腫瘍進展度別にみたKLIは，

Stage　Iと比較してStage　HおよびStage　Inで

有意に増加していた（Table　2）。

　3）KLIと深頸リンパ節および肺転移

　VX2舌癌の深頸リンパ節転移および肺転移

別にみた舌癌胞巣部のKLIは，転移が深頸リ

ンパ節から肺へと進展するにっれて有意に増大

していた（Table　3）。

②　深頸リンパ節転移巣

　同側深頸リンパ節転移巣のKLIは，移植後

14日目の対照群が59．7±0．4％，実験群1が59．4

±0．6％，移植後21日目の対照群が70．6±0．5％，

実験群1が70．0±0．3％，実験群Hが59．8±0．5％

であり，対照群および実験群1では各経過期間

ごとに増加する傾向にあった。実験群1の移植

後21日目のKLIは，対照群および実験群1の

14日目のそれと同じ値であった。

　対側深頸リンパ節転移巣のKLIは，転移の

認められた移植後21日目の対照群が59．7±

0．4％，実験群1が59．7±0．9％であり，それぞれ

移植後14日目の同側と同じ値であった。

（3）肺転移巣

　肺転移巣のKLIは，転移の認められた対照

群および実験群1では，それぞれ移植後14日目

が44．3±0％，39．8±0％，移植後21日目が62．2±

0．7％，60．7±0．3％であり，各々経過にしたがっ

て増大していた。

5．ウサギVX2癌におけるnm23免疫染色

　nm23抗体はウサギ舌の正常粘膜上皮の基底

細胞層の細胞と，腫瘍細胞の細胞質に茶色また
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Fig．6．　Histological　features　disclosed　by　nm23

　　　staining　of　VX2　tongue　cancer．

　　　Cytoplasm　of　positive　tumor　cens　were

　　　brown　and　dark　brown　by　nm23　staining．

　　　A　：Strong　staining　in　experimental
　　　group　H　at　7　days　after　transplantation．

　　　B　：Positive　staining　in　experimental
　　　group　I　at　7　days　after　transplantation．

は茶褐色に染色されて検出されたが，その染色

程度は様々であった（Fig．6A，　B）。また，一次

抗体の代わりに，正常マウス血清を用いた

negative　controlでは染まらず，　ウサギVX2

舌癌においても特異的に検出されることが示さ

れた。

（1）VX2舌癌胞巣部におけるnm23の染色性

と転移との関連

　ウサギVX2舌癌におけるnm23の染色性を

各群5例にっいて検索した（Table　4）。　nm23

の染色性は移植後7日目，14日目および21日目

と各々経過にしたがって低下し，とくに対照群

および実験群1で実験群Hと比べて染色性が弱

かった。

　また，転移別にみたnm23の染色性は，転移

例に比べて非転移例で染色性が強い傾向にあっ

た（Table　4，5）。
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（2）VX2舌癌の進展度とnm23染色性

　VX2舌癌の進展度別にみた舌癌胞巣部の

nm23の染色性は，腫瘍の進展度が進むに伴い

染色性が減弱する傾向にあった（Table　5）。

（3）nm23の染色性とKLI

　nm23の染色性別にみた舌癌のKLIは，染色

性が低下するに伴い有意に増大していた
（Table　5）。

6．ウサギVX2癌のCDDP投与とKLIおよび

nm23発現との関連

　CDDP投与群におけるウサギVX2舌癌の

KLIは，とくに実験群nが対照群および実験群

1に比べて有意に低かった。また，nm23の染

色性は実験群Hが他の2群に比べてより強い傾

向にあった。

考 察

　口腔癌のリンパ節転移および遠隔転移の有無

は，治療効果や予後を左右する重要な因子であ

る。本研究ではVX2移植舌癌の腫瘍細胞増殖

能と深頸リンパ節および肺への転移について検

索するため，腫瘍細胞増殖能の定量的測定に，

Ki－67抗原を認識するモノクローナル抗体であ

るMIB－5を使用した。　Ki－67陽性細胞指数は

分裂細胞の頻度と強く相関7氾，腫瘍の増殖活

性の指標や，悪性腫瘍の予後因子として有用で

あることが報告されている臨㌔これまでも腫

瘍細胞の増殖能の検索にPCNA3），　AgNORs21

などを用いた成績の報告がある。VX2舌癌に

ついては松田2」がAgNORsは腫瘍の増大に

伴って増加し，腫瘍細胞増殖能の指標となり得

ることを示した。本研究においても，VX2舌癌

のKi－67陽性細胞数は各経過期間ごとに増加

し，同様な結果が得られたことから，Ki－67抗

原はVX2舌癌においても腫瘍細胞増殖能の一

っの指標となり得るものと考えられた。

　本研究における舌腫瘍の細胞増殖能は非転移

例に比べ深頸リンパ節転移および肺転移例が有

意に高かった。このことから，舌腫瘍の細胞増

殖能は腫瘍の生物学的悪性度の有用なマーカー

になり得るものと考えられる。また，腫瘍進展
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Table　4．　nm23　staining　with　or　without　metastasis　according　to　3　groups　at　each　time　observed　after

　　　　transplantation．

nm23　staining　of　tongue　cancer
Days　after
transplation

Group 十十 十 十十 十

Number　of　nonmetastasis Number　of　metastasis

7

Cont．

Exp．　I

Exp．　H

0
0
0
0

3
4
9
白

ウ
白
1
0

0
0
0

0
0
0

0
0
014

Cont．

Exp．　I

Exp、　n
0
0
1

0
0
9
’

O
l
り
ム

0
0
0

2
1
0

00

う
0

0

21

Cont．

Exp．　I

Exp．1
0
0
0

0
0
0

0
0
0

0
0
0

1
9
白
1

’
4
3
’
4

Total 4 11 6 0 7 17

Abbreviation：十十，strong　positive；十，positive；一，　negative；

Cont．，　control　group；Exp．1，experimental　group　I；Exp．　n，experimental　group　H

Table　5．　Changes　of　the　number　of　metastasis，　staging　and　Ki－671abeling　index　in　the　tongue　cancer

　　　　according　to　nm23　staining　of　VX2　tongue　cancer．

nm23　staining　of　tongue　cancer

　十十

（n＝4）

　十
（n＝18） （n＝23）

Metastasis

Non

LN
Lung

4（100％）

0

0

11（61．1％）

2（11．1％）

5（27．8％）

6（26，1％）

11　（47．8％）

6（26．1％）

Stage I
I
皿

4
0
0

1
4
3

1

3
1
0
σ

　
1

＊

KLI　of　tongue　cancer

　mean±SE（％）
　　　　　　　＊　　　　　　　　　　　　　　＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　
48．6±2．1　　　　　　　　57．5±1．7　　　　　　　　67．8±1．4

＊p〈0．01：Significant　difference

Abbreviation：十十，　strong　Positive

671abeling　index

十，positive　－，negative；LN，　deep　cervical　lymph　node；KLI，　Ki一

度別に腫瘍細胞増殖能と転移との関連性を検討

すると，両者間に相関が認められ，このことは

腫瘍細胞増殖能が癌細胞の増殖，進展と転移能

とに深く関わっていることを示している。

　Steegら7）が報告した遺伝子nm23は，癌転

移抑制因子として種々の臓器癌において転移と

の関連性が検討されている。しかし，口腔扁平

上皮癌にっいては，その報告が少なく12），いま

だ転移との関連が明らかでない。本研究では

nm23の発現は，リンパ節転移例では陰性が多

く，逆に非転移例では強陽性および陽性が多

かった。これは乳癌におけるBevilacquaら20）

の報告と同様に，VX2舌癌においてもnm23が

転移と相関することを示している。一方，腫瘍

細胞増殖能はnm23の発現が陰性の場合，それ

が強陽性および陽性の場合と比較すると有意に

高かった。このようなnm23の発現の差異は，

癌細胞の転移を含めた増殖能にも関与すること

を示唆するものである。VX2移植舌癌におけ

るnm23の発現は，深頸リンパ節への転移がみ
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られないときには強く，逆にその転移があると

きには弱く，その発現の程度に差異がみられ

た。このような差異は，ヒト舌癌においても

nm23の発現が一っの予後予測因子になり得る

ものと考えられる。さらに，nm23には二っの

アイソフォーム2Dが存在し，臓器によって発現

の程度が異なる。乳癌では転移とnm23H－1と

が相関する22）が，舌癌では転移とmn23H－2と

が深く関与している’4）という報告がみられるも

のの，詳細はまだ不明で，今後の検討が必要で

ある。

　CDDP15）はDNA二重鎖構造に直接作用し，

クロスリンクを形成してDNAの合成阻害作用

を引き起こすことにより抗腫瘍作用を及ぼ

す23）。なお，本実験に使用したウサギに対する

CDDPの投与量は，予備実験の1mg／kgでは効

果が認められず，6㎎／kgでは毒性が強く死亡

したため，2mg／kgと4mg／kgとを採用した。ま

た，CDDP　4　mg／kgは体重60kgのヒトに換算す

ると240㎎に相当し，一般に臨床で使用されて

いるCDDPの約3倍量となる。

　藤澤24）はウサギVX2舌癌にCDDPを投与し，

舌腫瘍の増大が抑制されたと述べている。本研

究においても，実験群皿のCDDP　4　mg／kgの投

与量では，対照群および実験群1のCDDP　2

㎎／kgの投与量に比べて舌腫瘍の増大を抑制す

ることが明らかで，さらに，実験群nでは対照

群および実験群1に比べ深頸リンパ節転移が約

7日遅れて現れ，しかも肺転移は認められな

かった。このことはCDDPの投与が舌腫瘍の

増殖を抑制するとともに，深頸リンパ節転移お

よび肺転移を遅延ないし抑制する効果のあるこ

とを示している。

　また，実験群IIのCDDP　4㎎／kgを投与した

舌腫瘍部および深頸リンパ節転移巣の腫瘍細胞

増殖能は，対照群および実験群1に比べ有意に

低かった。しかし，転移の抑制は腫瘍細胞増殖

能の抑制だけではなく，種々の要因により起

こっていると考えられている。実際，CDDP　4

㎎／㎏投与の実験群皿では，対照群および実験

群1と比較するとnm23染色性が陽性ないしは
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強陽性になる場合が多く，深頸リンパ節転移お

よび肺転移が少なかった。このことからCDDP

の投与は，腫瘍細胞増殖能を抑制するのみなら

ず，nm23の発現を強め，転移を抑制するもの

と考えられた。

　本研究では，同側深頸リンパ節転移巣の腫瘍

細胞増殖能は肺転移の認められないものに比べ

転移の認あられるものが有意に高かく，また，

肺転移は同側深頸リンパ節転移後に発生してい

た。このようなことから，深頸リンパ節へ転移

し，増殖した癌細胞が肺に転移する可能性も考

えられる。

　ウサギVX2舌癌の腫瘍細胞増殖能は，深頸

リンパ節転移および肺転移と相関するのに対

し，nm23の発現は腫瘍が増殖し転移が生じた

ものでは減少する傾向にあった。ウサギVX2

舌癌に対するCDDP　4　mg／kg投与の実験群H

は，CDDP　2　mg／kg投与の実験群1に比べて腫

瘍細胞増殖能を抑制し，深頸リンパ節および肺

への転移を遅延ないし抑制していた。また，実

験群1および実験群Hでは，対照群に比べnm

23の発現が強く，転移を遅延ないし抑制する効

果があることから，CDDPの投与はnm23の発

現に関与することが示唆された。

　以上の結果，口腔癌の治療薬であるCDDP

は，VX2癌細胞の増殖抑制と転移抑制に効果

のあることを裏付けていた。

結 論

　VX2舌癌の増殖と転移に及ぼすシスプラチ

ンの影響を明らかにするため，移植後7日目，

14日目および21日目の細胞増殖因子Ki－67と癌

転移抑制遺伝子nm23について免疫組織化学的

に検索し，以下の結論を得た。

1．舌腫瘍の細胞増殖能は，舌腫瘍体積の増大

に伴って増加し，また，腫瘍が深頸リンパ節や

肺に転移するようになると有意に増加した。し

かし，CDDP　4㎎／kg投与群の腫瘍細胞増殖能

は生食投与群およびCDDP　2㎎／㎏投与群に比

べ有意に低かった。

2．舌腫瘍のnm23は，　CDDP　2㎎／㎏から4
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mg／kgへの増量に伴って強く発現し，腫瘍が進

展し転移するようになると逆にその発現が弱く

なることから，nm23と腫瘍転移とは関連性の

あることが示唆された。また，腫瘍細胞増殖能

が高くなると，nm23の発現が逆に弱くなり，

両者は逆相関の傾向にあった。

3．深頸リンパ節転移は，舌腫瘍の増大に伴っ

て同側に，次いで反対側に認められた。CDDP

2mg／kg投与量では移植後21日目になると反対

側にも転移するが，CDDP　4　mg／kgの投与量で

は反対側への転移を認あなかった。

4．肺転移はいずれも深頸リンパ節転移後に発

生し，CDDP　2㎎／㎏の投与量では移植後21日

目においても殆どに転移したが，CDDP　4　mg／

kgの投与量になると，その転移を認めず，抑制

することが示唆された。
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