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概要　卵巣癌 4 例 に 対 し second 　look　laparotomy の 前後 に sizo 丘ran の 筋注 と interferonγ （IFN γ）

の 腹腔内投与を 3 〜4 日 間 ご と に 行 い ，腹腔洗浄 に よ り採取 し た マ ク ロ フ ァ
ー

ジ （M φ）の 数の 増 加 ， リ

ポ ポ リサ ッ カ ラ イ ド刺激後 の interleukin　1（IL−1），　IFN γ，　tumor 　necrosis 　factor（TNF ），　prostaglandin
E ， （PGE2 ）の 産生能の 亢進 が こ れ らの 薬剤 の 間歇的投与 に よ り維 持され て い る か どうか検討した 。

　  M φ数は 持続的に 約30倍以上 に 増加 し た．

　  IL−1産生能は持続的 に 約 8倍以上 に 増加 し た．

　  IFN γ 産生能 は ほ ぼ持続的 に 増加 し た．

　  TNF 産生能は持続的 に 約 4 倍以上 に 増加 し た．

　  PGE ，産生能は持続的 に 約 12倍以上 に 増加 し た．

　以上 よ り，sizofiran と IFN γ の 投与を 3 〜4 日 間 ご と に 繰 り返す こ と に よ り，腹腔 M φ に 対 す る 刺激

効果 は 維持 され た．PGE 、の 産生能 も増加 した が，　 ILI，　 IFN γ，　 TNF 産生能 は 持続的 に 亢進 して お り，
両剤の投与に よ る活 性化 M φの 抗腫瘍作用が期待 で き る こ とが示唆され た．

Synops孟s　 Four 　patients　with 　ovarian 　cancer 　were 　treated　with 　a 　20mg 　injection　of 　siz 面 ran ，　a　MW 　450，000
β・工，3・glucan，　intramuscularly　one 　day　before　and 　4，7，11，14，18　and 　21　days　after 　second 　look　laparotomy 　and

with 　the　administration 　of 　2　million 　units 　 of 　interferonγ intraperitoneally　at　O，4，7，11，14，18　and 　21　days　after
second 　look　laparotomy ．　 Peritoneal　macrophages 　were 　obtained 　from 　the 　patients　by　peritoneal　washing
with 　saline 　through 　an 　indwelled　tube ．　 The 　number 　of　macrophages 　was 　increased　to　about 　30　times　after

the　treatment．　 The　concentrations 　of 　interleukin　l，　interferonγ，　tumor 　 necrosis 　factor　and 　prQstagland｛n

E，
in　the　media 　of　24・hour　cultured 　nlacrophage 　with 　10μ g／ml 　of 　LPS　were 　also 　increased　throughout 　the

treatment ．　 These 　data　 suggest 　 that　 the 　 every 　 3　 to　 4　day 　 treatment 　 with 　 sizo員ran 　 and 　 interferonγ
maintained 　the　 activation 　 of 　peritoneal　 macrophages 　 which 　 might 　lead　 to　retention 　 of 　the　 antitumor

act 三vity 　in　patients　with 　ovarian 　cancer ．
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　　　　　　　　　 緒　　言

　卵巣癌で は 腹腔内播種 が治療上 重要 で ある．特

に 初回治療 に 奏功 し
，
second 　］ook 　laparotomy 　t！こ

お い て 腹腔に 腫瘍細胞が 全 く証明され な か つ た 場

合で も， そ の 後 の 再発率は 平均 約 20〜30％ と報告

され て い る
15｝

．こ の 対策 として ，抗癌剤等の 全身投

7 ， 腹腔内投与が試み られて い るが 16）17）
， 腫瘍細胞

が腹腔洗浄で も証明 され な い ほ ど少 な い 場 合 に

は ，理論的に は
， 腹腔 M φ の 活性 化を first　step と

した 免疫賦活法 が有用 で ある と期待 さ れ る ．

　 と い うの は ， マ ク ロ フ ァ
ージ （M φ）が腫瘍免疫

に お い て 重要 な エ フ ェ ク タ ー細胞 の
一

つ で あ り，

適切 な刺激 に よ り in　vitro で は 抗腫瘍活性や腫瘍

障害因子の 産生等が誘導で きる が
ln
，担癌時 に お
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い て も，腹腔及 び肺胞 M φは 適 当な活性化刺激に

反応 して 抗腫瘍性を発現す る能力を保持 し て い る

とされ て い るか らで ある
11）18）．

　既 に 著者 らは sizofiran と interferonγ （IFN γ）

の 併用 に よ り， 投与 1 日後 の 婦人性器悪性腫瘍患

者の
，   腹腔 M φ の 数が増加 し ， 4 日間 持続す る

こ と，  M φの interleukin　 1 （IL−1），
　 IFN γ ，

tumor 　necrosis 　factor （TNF ）の 産生能が 有意に

亢進す る こ と，  超微形態学的に も こ の M φに は

顕 著 な ru 田e 形 成 が 観 察 され る こ とを報 告 し

た
1）− 3）．

　 そ こ で 本研究で は ， こ の 投与 を継続す る こ とに

よ り，M φの 刺激が 維持 され る か ど うか 検 討 し

た．

　　　　　　　 研究対象 と方法

　 InfQrmed　consent を得た 卵 巣癌 4 例 を対 象 と

した ．対象症例 の 平均年 齢は 43．3 （33〜54）歳，

臨床進行期は IIIc　2例 ，
　Ilb　 1例 ，

　Ic　 1例 で ， 組織

形 は 4 例 と も serous 　 cystadenocarcinoma で あ

つ た ， 4 例中 2 例は 再発の 疑 い の た め ， 残 りの 2

例 V：　complete 　 response の 確認 の た め ，　 second

look　laparotomy （SLL） を行 つ た ．

　開腹所見で は 1例 に 約 200ml の 腹水 と腹腔全体

に 米粒 大 の 癌性播種 を，他の 1例 に 傍大動脈 リ ン

パ 節に 転移 巣を認め た ．残 りの 2 例 は 肉眼的に も

組織学的に も残存腫瘍 は な か つ た．

　手術術式 とし て ， 3例 に は 肉眼的 な残存腫瘍 の

確認 の み， 1例 に は傍大動脈 リ ン パ 節転移巣の 切

除の み 施 行 した 。閉腹 時 に 腹腔 内 に シ ラ ス コ ン

No ，2 （コ
ー

ニ ソ グ社製） の チ ュ
ーブを留置 した．

　使用薬剤 は ，  sizo 丘ran ：20mg／1A ， 科研製薬

製，  recombinant 　 IFN γ ： 200万 U ／lA ，

KW2202 ， 協和発酵製 で ある，

　 薬剤 の 投与方法 は 以下 の通 りで あ る．

　   SLL 　24時間前 tlc　sizofiran　20mg を筋注 ，

　  SLL 術直後 に IFN γ 200万 U を生 食 100ml

に 溶解 し，腹腔内に 留置 した チ ュ
ーブ よ り投 与 ，

　  術後 4 ， 7 ， 11，
14

，
18

，
21 日 目に siz 面 ran

20mg の 筋注 と IFN γ 200万 U の 腹腔 内投与を 同

時に 施行 し ，
チ ＝一ブを抜去 し た ．

　M φの 採取 は既報 の よ うに 行 つ た
1）
，開腹 時 に

は 生食 800ml で ， 閉腹後は腹腔内に 留置 した シ ラ

ス コ ン チ ュ
ーブ を通 じて 生 食 500m1で 腹腔全面を

洗浄 し ， た だち に M φを分離 し た ．一部 は細胞診

断 と し て その ま ま固定染色 した．

　M φ の 分離 も既 報
1）
の よ うに ， 回収溶液を 1，000

rpm で 10分間遠心 し た 後 の 細胞を比 重遠心 し，中

間に 帯状に 浮遊する 部分を プ ラ ス チ ッ ク シ ャ
ー

レ

で 培養 ， 付着 した細胞を採取 した ．付着細胞数を

算定し
，

ギ ム ザ 染色に よ り M φ の 形態的 な確認 を

行 つ た．

　M φの 培養 と培養 上清 中 の IL−1，
　 prostaglan ・

din　E2（PGE2 ），
　IFN γ，

　TNF 濃度の 測定 も既報
1）2｝

の よ うに 行 つ た．M φを 10％FCS 加 RPMI −1640

で 1× 10s個／ml に 調整 した 後，終濃度 10μ／lnl の

lipopolysaccharide（LPS ；Difco 社）を添加 の う

え 24時間培養 し，上 清を採取 し た，上 清中の IL・1，

PGE ，，　 IFN γ ，
　 TNF 濃 度 の 測定 と して ，

　 IL・1は

CISTRON 　IL−1β（
1251

）RIA 　kitに よ る RIA 法で ，

PGE2 は RIA 法 で
，
　 IFN γ は CENTOCOR

Human 　ylFN 　RIA 　kit に よ る RIA 法 で ，　 TNF

は L −cell　assay に よ る bioassayに よ り行つ た ．

　推計学的な検討は
， 全症例数が 4 例 と少数で あ

る の で 不 適 と判断 し た ．測定結果は 平均値 ±標 準

偏差で 表示 し，図は標準誤差 で 表示 した．

　　　　　　　　　研 究成績

　 L 腹腔 M φ数 （× 103／ml ） の 経時的変化

　M φ 数 は 開 腹 時0．86± 0．41で あ つ た が
，

sizofiran と IFN γ の 投与に よ り増加 し ，
　 Day 　1に

は 86．6± 32．4，Day　4に は 99．7± 114．5，　 Day　5に

は 106。5± 26．5， Day 　7に は 66．4± 52．3，　 Day 　8に

は 68．0± 63．6，
Day　11に は 183．7± 248．9，　 Day　12

に は 399．0± 622，2， Day 　14に は 32．1± 10．1，
　 Day

15に は49．0±26．0と持続的に 約30倍以上 に増加 し

た （図 1）．

　 II．　 M φの IL−1 （ng ／ml ）産生能 の 経時的変化

　M φ の IL・1産 生能 は 開腹 時O．22± 0．27で あ っ

た が，sizofiran と IFN γ の 投与 に よ り増 加 し，

Day　1に は 6．82± 3．53，
　 Day 　 4に は 4 ．15± 1．84

，

Day 　 5に は 4．OO± 1．29，　 Day 　 7に は 2．53± 1．81，

Day　8に は 7．06± 2．60
，
　 Day 　11に は 3．42± 0．99，

Day 　12に は 3．86± 2．71，
　 Day 　14に は 2．89± 2．62，
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図 1 　Changes　in　the 　number 　of 　peritoneal 　macrophage 　following　the 　treatment

　with 　sizofiran 　and 　interferonγ，

　Sizofiran（20mg ；i．m ．）was 　injected　24−hours　before　SLL，　Interferon γ （200× IOG

　U ；ip．）was 　admin 三stered 　after 　SLL （Day　O）．　At　4，7，11，14，18　and 　21　days　after

　SLL 　bQth　 agents 　were 　simultaneously 　co −administered ．一〇 − shows 　the　mean

　value 　of 　the　number 　of 　macrophage 　in　treated　patients．一● −
shows 　the　number

　 of 　macrophage 　in　each 　treated 　patient，
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図 2　 Changes　 in　 the　 concentration 　 of 　IL−1　 in　 the　 media 　 of 　24・hour　 cultured

peritoneal　macrophage ，　following　the　treatment　with 　sizofiran　and 　interferon
γ．

Macrophage　was 　obtained 　by　the　peritone］washing 　with 　saline　and 　cultured 　in
the　med 正a　of　RPMI ．1640　with 　10μg／ml 　of　LPS　for　24　hours．− o − shows 　the

mean 　value 　of　the　concentration σf　IL−l　in　treated　patients．
一

●
−

shows 　the

concentration 　of　IL・1　in　each 　treated　patient、

Day　 15に は 1．89± 1．61と持続的 に 約 8 倍 以 上 に

増加 した （図 2）．

　III．　 M φ の IFN γ （IU／ml ）産生能 の 経時的変化

　M φの IFN γ産 生 能 は 開 腹 時 2．29± 4．51で あ

つ た が，sizofiran と IFN γ の 投与に よ り，
　 Day 　1

に は 5．80± 6．62，Day　4に は 6．00± 9，78，　 Day　5に

は 6．85± 9．41，Day 　7に は 2．00± 1．63，　 Day　8に は

16．481： 18，94， Day　11に は 4．45± 3．64，
　 Day　12に

は 21．05± 36．24，Day 　14に は 1．01± 1．44，　 Day 　15

に は 21．41± 28．03と ほ ぼ 持続 的 に 増 加 し た （図

3），

　IV．　 M φ の TNF （U ／mD 産生 能 の 経時的変化

　M φの TNF 産生能 は 開腹 時32．7± 51．9で あつ

た が ， sizofiran と IFN γ の 投与 に よ り増 加 し，

Day 　 1に は 711，0± 398 ．9
，
　 Day 　 4に は 445 ．0±

417 ．2，Day 　 5に は 817．5± 611．7，
　 Day 　 7に は

217．7± 253．4，Day 　8に は 334．7± 259．4，　 Day 　11

に は 317．7± 103．4
，
Day 　12に は 645．5± 658．3，

　Day
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図 3　　Changes　in　the　concentration 　of　interferon　γ　in　the　media 　of 　24・hour

　cultured 　 perioneal　 macrophage ，　 following　 the　 treatrnent　 with 　 sizofiran 　 and

　interferonγ．

　Macrophage 　was 　obta 重ned 　by　the　peritonel 　washing 　with 　saline　and 　cultured 　in

　the 　media 　of 　RPMI ・1640　with 　10μg／ml 　of 　LPS　for　24　hours．一〇 − shows 　the

　mean 　value 　 of 　 the　 concentration 　of 　 interferQn　γ　in　treated　patients．

　
一

●
−

shows 　the　concentration 　of 　interferonγ in　each 　treated　patient．
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図 4　 Changes　 in　the　concentration 　of　TNF 　in　the　media 　 of　24−hour　cultured

　peritonea玉macrophage ，　following　the　treatment　with 　sizofiran 　and 　interferon　7 ．

　Macrophage　was 　obtained 　by　the　peritonel　washing 　with 　saline 　and 　cultured 　in

　the　medla 　of　RPMI ・1640　with 　10μg！ml 　of　LPS 　for　24　hours．− o −
shows 　the

　mean 　value 　of 　the　concentration 　of　TNF 　in　treated　patients，
一

●
−

shows 　the

　concentration 　of　TNF 　in　each 　treated　patient．

14に は 133．7±8．14と持続的 に 約 4 倍以上 に 増加

し た （図 4 ）．

　V ．M φの PGE ， （pg ／m1 ）産生能 の 経時的変化

　M φの PGE2 産生能 は 開腹時 194．7± 307．6で あ

っ た が，sizofiran と IFN γ の 投 与に よ り増加 し
，

Day 　 1に は 6 ，350 ．0 ± 5 ，849 ．7，　 Day 　 4Pこ は

7 ，133 ．3± 7，006．0， Day 　 5に は 10 ，345．0 ±

1，633．4，
Day 　7に は 6

，
239．3± 5

，
175．8，　 Day　8に

は 8，915．0± 2，869．2， Day 　 11に は 3，986．7±

2，338．9，
Day 　12に は 3，446．7士 2，706，9，　 Day 　14

に は 2，440，0± 1
，
075 ．3， Day 　 15に は 3，146．3±

2，785．2と持続的 に 約 12倍 以上 に 増加 し た （図 5）．

　　　　　　　　　　考 　 　察

　筆者 ら は婦 人 性 器 腫 瘍 患 者 を 対 象 と し て ，

sizo 丘ran の 筋注 と IFN γ の 腹 腔内投与 に よ る腹

腔 M φ の 変化 を検討 した．そ して ，既 に 報告 し た
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図 5　 Changes 　 in　the　 concentration 　 of 　PGE2 　in　the 　 media 　 of 　24−heur　 cuItured

　peritoneal　macrophage ，　following　the 　treatment 　with 　sizofiran 　and 　interferonγ．

　Macrophage 　was 　obtained 　by　the 　peritonel　washing 　with 　sa 三ine　and 　cultured 　in

　the 　Inedia 〔〕f　RPMI ・1640　wlth 　10μg／ml 　of　LPS 　for　24　hours．− Q −
shows 　the

　mean 　value 　of 　the　concentration 　of　PGE2 　in　treated　patients．
一

●
−

shows 　the

　concentration 　of　PGE2 　in　each 　treated　patient．

よ うに ， 両剤の 併用が腹腔 M φ 数を術後 4 日間有

意 に 増加 させ るだけ で な く （p＜ 0．05），
M φ の 機

能面に も変化 を与 え，術後 1 日 目の IL−1，　 IFN γ，

TNF の 産 生 能を 有意 に 亢進 させ る
一 方 （p〈

O．05），
PGE2 の 産生能 に は 有意 な変化 を与 えな い

こ とを確認 した
1）2）

．

　M φは 活性 化に よ り抗腫瘍作用 を 有す る よ う

に な る が
，

こ の 抗腫瘍作用は
， 活性 化酸素 ，

IL−1
，

TNF 等の エ フ ェ ク タ
ー

の 産生 に よ り発 現 され る

と考 え られて い る
4）7）le）．しか し ，

こ れ らの エ フ ェ

ク タ ー
の 作用に は まだ疑 問点が ある．す なわ ち ，

活 性化 酸素は 活性化 M φの 主 な抗腫瘍作用 機構

で ある 抗体非依存性 の 細胞破壊 の 場で は 産生 され

て い な い こ とが 報告 され て お り， また IL・1に つ い

て も IL−1感受性腫瘍細胞 が ま れで あ る こ とが 確

認 されて い る
7）1°）．した が つ て ，M φの 抗腫瘍作用

に 最も関与す る エ フ ェ ク タ
ー

とし て は TNF が最

も注 目され て い る．

　更 に ，M φ の 抗腫瘍作用に は TNF 非依存性 に

よ る も の が報告され ， そ の腫瘍細胞破壊の 機構の

一つ と し て 提唱 さ れ て い る の が ア ル ギ ニ ン に 依存

した NO ，

一
（NO ）に よ る腫瘍細 胞 破壊で あ る

4）
． こ

の 作用は IFN γ と TNF に よ り刺激，調節 され る

と指摘 され て い るが 13）
，

sizofiran と IFN γ の 併用

は ，腹腔 M φ の TNF と IFN γ の 産生 能を有意に

亢進 し て い る だ けで な く，
こ の 両 者 の 産生能 の 高

い 相関性 も維持 して い る こ と か ら （r ＝ 0．99，p＜

O．Ol）2），両剤 の併用で 活性化 された M φ に は 抗腫

瘍作用が増強 され る こ とが期待 され る ．

　さ て
，
M φ の 活性化 を調節す る因子 とし て 重要

な も の の
一

つ が PGE2 で あ る．　 PGE2 は LPS で 活

性化 さ れた M φの IL−1と TNF の 分 泌を 抑 制 す

る こ と か ら ，
IL−1産生能の 調節剤と して の 役割が

指摘 され て い る
5｝，更に ，PGE2 は LPS 刺激 M φ の

癌細胞 障害 活性 を 10
−8M

の 濃度で 抑制 する こ と

か ら，M φ の 活性 の フ a 一 ドバ
ッ ク 抑制 に 関連 し

て い る と考え られ て い る
5｝
．

　臨床的 に も， 担癌患者 の 血漿 中 の PGE
，濃度は

異常高値で あ る頻度 が高 く，担癌 患者末梢単球の

PGE
，産生能 も著明 に 亢進 して い る こ とが報告 さ

れて い る
6）8）．興 味ある こ とに ，こ れ らの患者で は

宋梢単球の TNF の 産生能 も著明に 亢進 して い る

が
8 ｝9 ｝12 ｝

， 単球培 養液 に 自己 血 漿 を 添加 す る と

PGE ，の 産生 は 上 昇す る が，　 TNF の 活性は 低下す

る と報告され て い る
8）
．

　本研究 の 結果 ，
sizofiran と IFN γ の 併用 に よ り

腹腔 M φ の PGE2 の 産生 は 増 加 した が，　 IL−1，

IFN γ，　 TNF 産生能 も持続 的 に 亢進 し て い る の

で
， 理論 的 に は M φ の 抗腫瘍作用が 期待 で ぎる と

考 え られた ，また ，sizo 丘ran と IFN γ の 併用 に よ
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写 真 1　 Clusters　 of 　 ovarian 　 cancer 　 cells　 in　 the

　saline 　of 　peritoneal　washing 　before　the　treatment

　of　sizofiran 　and 　interferon γ （× 100）．

　Two 　multicellular 　 clusters 　containing 　 vacuoles

　 are 　seen ．

る腹腔 M φ活性化 の 持続期 間は 4 日間 と考 え ら

れ るが
，

こ の 両剤を 4 日間 ご とに 繰 り返す こ とに

よ り，腹腔 M φに 対す る刺激効果は 維持 され る こ

とが示唆 された ．最近で ｝X　Porta−A −Cath な ど の

腹腔埋 め 込み 型の 機器 が開発 され て い る の で ，
こ

の 治療法を継続的 に 外来で 施行す る こ と も可 能 と

考 えて い る ．

　卵 巣 癌 に 対 す る 免疫 療 法 は 患 老 の perfor −

mance 　status が よ く ， 腫瘍量 が少な い 時に 奏功す

る可能性が高 い と指摘 されて い る が
14｝，sizofiran

と IFN γ が 肉眼 的 に 残 存腫瘍 が 認め られ る症例

に 対 して も， 有 効か どうか ぱ興味 の ある と こ ろ で

あ る．本研究で ，腹腔 内に播種状に腫瘍細胞 の 残

存が認め られ た 1症例 で は
， 本療法施行前後で 腹

腔洗浄液 よ り採取 し た 癌細胞 に は形態上 の 変化が

あつ た ．す なわ ち ， 写真 1 ， 2 に 示す よ うに 治療

後の 癌細胞 の ク ラ ス タ ーに は，核の ク ロ マ チ ン や

大 きさの 減少，細胞質 の 空胞形成，細胞膜辺縁の

不整 など癌細胞 の 変性 と考 え られ る変化が 認め ら

れ た．しか し ，

一一方 で は 癌細胞 の viability は 保た

れ て お り， こ の 治療法に よ る殺細胞 作用 に 限界が

あ る こ とば 明 らか で あ る．

　 し た が つ て
，
sizofiran と IFN γ の 併用療法 の 最

も 適 し た 適 応 は 卵 巣 癌 に お け る い わ ゆ る

nagative 　SLL 後 の 再発 の 抑制 に あ る と考え られ

る．

写真 2　 Clusters　 of　 ovarian 　 cancer 　 cells　 in　 the

　 saline 　of 　peritoneal　 washing 　after 　the　treatment

　 of 　sizo 丘ran 　 and 　interferon γ （× 100｝，

　Cancer　cellsware 　obtained 　from　the　same 　patient

　 of 　Phot．1at 　21　days　after　SLL，　The 　irregularity

　 of 　the 　cell　 surface ，　large　vacuoles 　and 　diminish−

　ing　the 　size　of 　nuclei 　were 　suggestive 　of　degenera−

　 tion．

　 こ の 研 究 を 行 うに あた り，御尽 力頂 い た 科研製薬中央 研

究所故鈴本宗 司 氏に 深謝 致 し ます．

　 こ の 論 文 の
一

部 は 82nd　 Annual 　 Meeting 　 of 　American

Association　for　Cancer 　Research （1991，　 Houston ）に て
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