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は じめに

日本 におけ る大腸癌 の増加 は著 しく,現 在,肺 癌に次いで癌死亡の第2位 に位

置づ け られている。大腸癌 の組織発生に関 しては,大 腸 ポ リー プを母地 として種 々

の遺 伝子変化 の蓄積 に よ り大腸癌 が発 生す るとい うadenoma-carcinomasequence

説 が欧米 で は一般 に受 け入れ られ ている1)。一方,近 年,我 が国で平坦 または陥

凹型 の表 面型大腸癌(Flatanddepressedtypecancers;F&Dcancers)が 多数発見

され るよ うにな り,こ れ らは隆起 型癌(ポ リープ癌)に 比べて,発 見が困難であ り,

また腫瘍径の小 さな うちか ら粘膜下浸潤を来 し,生 物学的に悪性度が高い病変で

あ る ことが報告 され た2)。表面型大腸癌 には腺腫成分 の併存頻度 は少 な く,表 面

型 大腸癌 においては大腸癌が正常粘膜 か ら直接発生す る とい うdenovocancerの

存在 も示 唆 されてい る3)。われわれ も同様 の臨床的結果を報告 してきた4r-b)。さ ら

に表面型 大腸 癌が米 国において も日本 とほぼ同頻度で発見 され,そ れ ら病変の臨

床 的重要 につ いて も報 告 して きた7)。これ によ り,表 面型大腸癌 の存在お よび重

要性 につ いての世界 的認識が高 まってきてい る。悪性度の高い これ ら表面型大腸

癌を早期 に発見 できれば 内視鏡的粘膜切 除によ り根治 が得 られ,こ れまで多 くの

表面型早期癌 に対 して内視鏡治療 が行 われて きた。現在,表 面型大腸癌に対す る

内視鏡治療 の適応は リンパ節転移 のみ られない粘膜 内癌,及 び僅 かに粘膜下層に

浸 潤す る癌(m-sm1癌)と されてい る。一方,粘 膜下層 に中等量(sm2癌)ま たは大量に

(sm3癌)浸 潤 した癌ではそれ らの約15%に リンパ節転移 を有す るため,外 科手術 が

なされてい る。しか し,逆 に これ らsm2-3の 表面型癌の うち80-85%に は リンパ節転

移 は認 め られない ことか ら,多 くの症例はoversurgeryと な っている可能性がある。

固形癌 に対 す る治療 として外科治療,放 射線治療,化 学療法 が一般 的である。

温熱 療法 は,正 常組織 に比べ て癌組織 が高温に対 して よ り感度 が高 い こ とを利

用 した古 くか らあ る治療 法で あ るが,正 常組織 も同時 に障害 される欠点 があ っ

た8)～10)。さ らに,本 治療 ではmediatorと して針 を局所 に刺入 した場合,患 者に

とって苦痛 を伴 う治 療法 であ り,ま た,腫 瘍組織全 体 に均 一 な温度上昇 を得 る

ことも困難 であ った11)12)。最近,表 面 が陽イオ ンに荷 電 され癌細胞 と親和性 を

も った約10㎜ の磁性微粒子 が 開発 され,本 磁性体 をラ ッ トに作製 したglioma

に局 注後,電 磁波 を照射 す る こ とでの腫瘍 の縮小や消 失す る こ とが報告 された

13)～17)

。

そ こでわれわれは,リ ンパ節微小転移の可能性を有する表面型sm深 部浸潤癌

の内視鏡治療の可能性を期待 して,も し,機 能性磁性微粒子が転移の可能性が

ある リンパ節に到達できれば,そ れを発熱体 とした温熱療法を施行することで,

根治的内視鏡治療が期待 できると考えた。本研究の目的は,リ ンパ節をバイオ
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ター ゲ ッ トとして,ナ ノマ シー ンであ る機能 性磁 性微粒子 を封入 した リボ ソー

ム(Magnetitecationicliposomes:MCL)を ラ ッ ト腸管壁 の粘膜 下に局注 し,所 属

リンパ節へ のMCLの 集積 を超音波 内視鏡 お よび病理組織学 的に確認す る ことで

あ る。

方 法

1.MCLの 作 製

Yanaseら の方 法 に 準 じMCLの 作 製 を 行 っ た14》。 す な わ ち,1.7w/v%を 含 有 す る

Magnetite懸 濁 液(Fe304,平 均 粒 子径10nm)を 蒸 留 水 で 洗 浄 後,20mgのMagnetite

を 含 む 混 濁 液 にDilauroylphosphatidylcholine,Dioleoylphosphatidyethanolamine,

N-(a-trimethylammonioacetyl)didodecy1・D-glutamateを それ ぞ れ2:1:1の モ ル 比(総 脂

質 量15mg)で 添 加 し撹 絆,超 音 波照 射 した 。そ の 後,1.5MNaClと05MNaphoshate

bufferでpH7.4に 調 整 した。

2.MCLの 局 注 と超 音 波 内 視鏡 観 察

13週 齢 のWister系 ラ ッ ト(300g)を 用 い,エ ー テ ル 麻 酔 下 で 開 腹 後,直 腸 壁 内

にMCLO.lml(Magnetite1.7mg/ml)を29Gauge針 を用 い て粘 膜 下 に 局 注 した。そ の

後,2時 間 後(n=3),24時 間後(n=3)に 屠 殺 し,局 注 部 と所 属 リンパ 節 を 高 周

波 超 音 波細 径 プ ロー ブ(Fujinon社 製SP701,20MHz)で 走 査 し(図1),病 理 組

織 所 見 と対 比 した 。 特 殊 染 色 と して 鉄 染 色 を行 った 。

ぞ蕪轟
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図lMagnetitecationicliposomeの 局 注 部 位 と 観 察 リ ン パ 節

*局 注 部 位,☆ 近 位 リ ン パ 節,★ 遠 位 リ ン パ 節
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結 果

MCLの 局注部位 は,2時 間後 および24時 間後 ともに リンパ球浸潤(図2a)

と鉄 の沈着 を認め た(図2b,c)。 また,2時 間後の標本 で,リ ンパ管に鉄の移行

を認 め た(図2d)。 同部位 の超音波 内視鏡所見 は粘膜 下層(第3層)の 高 エ コ

ー スポ ッ トとして描 出された(図3) 。

所属 リンパ節は,近 位 リンパ節,遠 位 リンパ節 ともに,2時 間後お よび24時

間後 に鉄 の沈着を認め た。鉄 の リンパ節 内での分布 は,medullarysinus,germinal

center(図4),marginalsinus(図4)に 認 め,こ れ らの所見は2時 間後 および

24時 間後の両方 に認 めた。 同部位 の超音波 内視鏡所見 は,高 エコー像 として描

出 され(図5a),組 織学 的 に鉄 の沈着 を認 めない リンパ節 は低エ コー像 として

描 出 され た(図5b)。
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懸図2Magnetitecationicliposomeの 局注部 位の病理組織所見

a.H&Eで は粘膜下組織 に著明 な リンパ球 浸潤 を認め る(X40)。b.鉄 染色 では鉄の沈着 を認 める

(口部)(X40)。

c.同 部位の拡 大像(X400)。d.リ ンパ 管内に鉄の移行 を認 める(X400)。
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図3Magnetitecationicliposomeの 局 注部位の超 音波内視鏡 所見

a,b.粘 膜下 層(第3層)に 高 エコースポ ッ トを認 める(赤 矢印)。 いずれの部位 も,病 理組 織学

的に鉄 の沈着 を認 めた。
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図5リ ン パ 節 の 超 音 波 内 視 鏡 所 見

a,Magnetitecationicliposome(MCL)を 取 り 込 ん だ リ ン パ 節,b.MCLを 取 り込 ん で い な い リ ン パ 節 。

考察

現在,表 面型大腸 癌は も とよ り,早 期 大腸癌 に対す る内視鏡治療 の適応 は リン

パ節転移 のみ られないm-sml癌 とされ てお り,sm2-3癌 では約15%に リンパ節

転移 を有す る ことか ら,外 科手術 の対象 とされ る。 しか し,逆 に考 える とこれ ら

sm2-3の 表 面型癌 の うちの80-85%に は リンパ節転移は認め られず,現 在 それ ら

全て に対 して外科 手術が施行 されて い るこ とは、あ る意味 で早期癌 に対 して過

大な治療 を行 ってい るこ とになる。す なわ ち,リ ンパ節転移 の可能性 のあ る病

変全 てを外科 的 に切 除す る ことは転移 再発 予防 の点で は安全性 は高 いが、患者

のQoL(Qualityoflife)を 低下 させ る現状 ともなっている。 リンパ節転移のみ

られ ないsm2-3癌 に対 して内視鏡治療 のみで治療を完 了させ る ことが可能 とな

れば,表 面型 早期大腸癌患 者にお いて飛躍 的なQOLの 向上が期待 される。 しか

しなが ら,病 理 組織学 的に転移陰性 リンパ節にお いて も免疫染 色 または遺伝子

検索 によ り微小転 移が30-40%程 度 に認め られ るこ とが報 告されて お り18),内 視

鏡 治療 のみで表 面型sm深 部浸潤癌 に対 して根治的治療を行なお うとす る場 合,

この 問題 を克服 しなけれ ばな らない。 外科 手術 を施行 すれば救 命 可能 であ った

例 を 内視鏡 治療の みで失 うことはあ って はな らない ことであ る。

本研 究で は,脂 肪 が リンパ組 織か ら吸収 され る とい う特性を利 用 して,ナ ノ

マ シー ンで あ る機能 性磁性微粒 子封 入 リボ ソー ム,す なわち リボ ソー ムに核膜

を も通過 可能 な大 きさ約IOnmの マ グネ タイ ト粒 」を封 入 したMagnetiteCationic
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Liposome(MCL)を 作製 し,粘 膜下層 にMCLを 局注 した結果,微 小転移 が生 じ

る可能性 のあ る リンパ節 にMCLが 移行 す るこ とを確認 できた。 この結 果は,今

後MRIに よる電磁波 を照射 する ことで非外科 的に リンパ 節焼 灼を行 い,表 面型

早期大腸癌 のsm深 部浸潤癌 に対す る内視鏡治療 の適応拡大 を図 ろ うとす る臨床

研究 に発展 させ る ことが可能 である。今 回の検討 によ り,MCLの 局注後2時 間

でMCLは 局注を行 った部位 では粘膜下層 を 中心 に集積 し,局 注部位 のみな らず

近位 リンパ節 や遠位 の リンパ節 に も集積 す る ことが初め て確 認 され た。 また,

MCLが 集 積 した リンパ節 は超音波 内視 鏡 によ り高エ コー像 として描 出され,画

像的 に も確 認可能 である こと,さ らにエ コー像 がMCLを 描 出 してい る ことも組

織 との対比 か ら も証明 され た。 これ まで,超 音波 内視鏡 に よる大腸 癌微小 リン

パ節転移 の同定 は困難 な ことが多い とされ てきた19)。 また,近 年,縮 小手術 の

視点 か らsentinelnode(SN)の 同定 に関す る研究が進み,SN診 断のtracerと して,

RI法 や色素法 が用い られ てい る。 しか し,RI法 はSNの 同定率が高 い反 面,取

り扱 い が煩雑 で あ る とい う欠 点を もつ 。一方,色 素法 は取 り扱 いが簡便 であ る

が,SNの 同定率 が低 く,開 腹下での直視下観察 が必要 であ る とい う欠点 があ る。

したが って,MCLは 微小 転移を来 した リンパ節 に対 す る新規 リンパ節造影 剤 と

して期待 で きる と思 われ る。

本 研究 では使用 動物 がラ ッ トであ ったため,今 後,本 法 を ヒ トに応用 す るた

め には大 型動 物 での 同様 の実験 が必 要 で あ ろ う。 これ まで,ラ ッ トの皮下 に

gliomaを 作製 し,MCLを 局注 した後,電 磁波 を照 射す るこ とで腫瘍 の消失 や退

縮 を認 めた こ とが報 告されている14)創17)。また,本 治療 は,温 熱療法 と しての効

果 のみな らず,MCLの 局注後,電 磁波照射 を行 うこ とで,腫 瘍へのCD4+,CD8+

Tcellの 誘導 が惹 起 され,抗 腫瘍効果 が生 じる可能性 も指摘 されてい る16)。さら

に,温 熱療法 によ るheat-shockproteinの 発現 がhsp60認 識 γδT細 胞 を活性 化さ

せ る作用 があ る ことも明 らかにされた20)。MCLの ヒ トに対す る投 与 は,既 に脳

外科領 域 では治療 と して行 われてお り,そ れ らの成績か ら考 える と消化管 の粘

膜下層 に局注 を行 って も十分 な効果 が期待 で き るもの と推測 され る。 も う一つ

の 課題 は,電 磁 波照 射 に よ りリンパ 節 が焼 灼 され るか否 か とい う点 で あ る。

Yanaseら の報告14)～17)による と,MCLを 併用 した温熱療法 に よって癌組織 を十分

に破壊 す る ことが可能 であ る との結 果 が得 られ てお り,今 回の我 々の研究結 果

か ら,MCLが リンパ節 に十分 に集積 してい る ことを考慮 する と,電 磁波 を用 い

た焼灼 による非外科的 リンパ節郭清が可 能 と考 え られ る。 しか し,24時 間後 で
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も腸管壁内にも鉄の残存を認めてお り,電 磁波照射によ り正常腸管 も焼灼され

て しまう可能性がある。本研究で使用 したMCLの 表面のリボソームは陽イオン

に帯電 してお り腫瘍細胞 との親和性は,こ れまでの中性イオンの磁性体に比べ

て10倍 に向上 している13)。今後,大 腸癌発癌モデルを用いたMCLのaffinityの

解析を加えるのみならず,正 常腸管壁から本磁性体がclearanceさ れ,腫 瘍細胞

のみに取 り込 まれている時間の解析を行 う必要がある。

本研究が完成されれば,現 在の早期大腸癌に対 して内視鏡治療の適応が拡大

され根治的内視鏡治療が可能 とな り,大 腸癌治療において飛躍的なQOLの 向上

が期待される。また,他 の消化管癌,特 に外科手術の侵襲の大きな食道癌への

応用や,さ らに,本 研究では超音波内視鏡をdeliverysystemと して用いることか

ら,消 化器のあ らゆる部位への注入が可能 とな り,脈 管侵襲が強 く,極 めて予

後不良である膵癌な どへの応用 も可能である。経皮的,経 カテーテル的に使用

す ることで肝癌等への応用 も可能 となると思われ,抗 癌剤やある種の遺伝子の

封入等が実用化されれば21),消 化器癌に対する現在の治療の限界を打ち破る画

期的な成果が期待される。
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