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Summary: Malignant potential of carcinoembryonic antigen CCEA)-producing 

human gastric adenocarcinoma CNS-8) was studied by intraperitoneal transplantation in 

nude mice. NS-8 carcinomatous peritonitis model was established by intraperitoneal 

transplantation of more than 1 x 105 tumor cells. Pretreatment of MMC C5mg/l王gor 1mg 

/kg) in the peritoneal cavity 3 hours before i. p. inoculation of 1 x 106 tumor cells resulted 

in enhancement of the malignant potential and increase of plasma CEA level. Post-

treatmentof MMC in the peritoneal cavity 3 hours after i. p_ inoculation of 1 x 106 tumor 
cells reduced tumor growth and plasma CEA level. A slight enhancement of the malignant 

potential was recognized bypretreament of MMC in the peritoneal cavity 3 hours before i 

p. inoculation of 1 x 104 tumor cells. Peritoneal exudate cells CPEC) were decreased by 
MMC C5mg/kg) i. p. injection at 3 days. Macrophages of PEC were decreased about 30% 

by MMC i. p. injection at 3 hours. The peritoneal surface was observed after MMC 

treatment by scanning electron microscopy CSEM). Microvilli of the peritoneal surface 

were injured from 24 hours after MMC i. p. injection. These results suggest that im】

munological supression in the peritoneal cavity and peritoneal surface tissue injury caused 

by pretreatment of MMC may play an important role in malignant potential 
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1.緒言

胃癌の再発形式のなかで腹膜播種性転移の頻度は最も

高く，ひとたび癌性腹膜炎を呈するとその治療に難渋す

る場合が多い.腹膜播種性転移の予防や治療のために抗

癌剤や免疫療法剤を腹腔内投与したり，温熱療法を併用
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し有効例も報告されているが， ヒトの癌を用いた基礎的

研究の報告は少なく，癌性腹膜炎の実験モテツレの開発が

必要である.

ヌードマウスへの悪性腫蕩の移植系は， 1969年に

Rygaard & Povlsen'1により初めて報告されて以来，m

vivoにおける優れた培養系として確立され，教室ではこ

れまでに約200例におよぶヒト胃癌の移植を行いその生

物学的特性に関する成績を報告してきた'1-51.

胃癌の腹膜播種性転移成立の機序は，癌の進展に伴う

胃袋膜面からの癌細胞の露出，脱落，腹腔内散布，腹膜

面への浸潤，着床，増殖の過程があり，着床時点での抗

癌剤の影響を研究した報告は少ない.

本論文は教室において樹立したヌードマウス可移植性

ヒト胃癌株(NS-8)を用い，ヌードマウスの腹腔内移植

による癌性腹膜炎モデルの作製を試み， この実験モテツレ

を用いて形態学的，病理組織学的検索， Carcinoem. 

bryonic Antigen(CEA)の測定により， この実験モデノレ

を確立させた.さらにMitomycinC(MMC)による悪性

増殖能に及ぼす影響について検討し，若干の知見を得た

ので報告する.

II.実験材料および方法

1.実験動物

動物は， BALB/c系AJcl-nuヌードマウス， 5 -6週

齢，雄を用いた.飼育方法はsp巴cific pathogen free 

(SPF)条件下のクレアトロン〔回葉井製作所〉内で、行った.

飼料はCL-2固形飼料〔放射線滅菌飼料〉を用い，飲料水

と飼育箱はオートグレイブで滅菌して使用した.

2.移植腫蕩および腹腔内移植方法

腹腔内移植に用いたヌードマウス皮下継代移植ヒト胃

癌株， 14株について移植株の由来を Table1に示した.

移植腫療の大きさを計測し，長径(mm)と短径(mm)の

積が 100mm'Iこ発育した時点で皮下腫湯を摘出し，従来

の方法によりトリプシン溶液で消化を行いトリア。シン除

去後， Eagl巴氏MEM溶液で洗浄し，腫蕩細胞浮遊液を

作製した.浮遊液中の腫蕩細胞は， トリパンフツレ一色素

排除テストにて 90%以上の生存を確認後，白血球算定板

で算出し 1X 106個/0.2mlに調整した.その細胞浮遊液

0.2mlを23ゲージの注射針にてヌードマウスの腹腔内

に移植した.14株より作製した蹟蕩細胞浮遊液の腹腔内

移植成績をTabl巴 2に示した.癌性腹膜炎や肝転移の発

生頻度は低分化腺癌において高く，特にNS-8は癌性腹

膜炎が 100%，肝転移が67%と高頻度に認められ，本実

験モデルに用いた.なおNS-8はCEA産生の首低分化

型腺癌であり，本実験では皮下継代32代目以後の腫療を

用いた.

3. NS-8癌性腹膜炎モデルの作製

(1).腫凄細胞数と腹腔内腫蕩増殖能との関係

Tabl巴1.Details of tumor lines derived from human gastric 

carcinoma used for intraperitoneal transplantation of 

tumor cell suspension into nude mic巴

Tumor Patient data Tumor村
line Age Sex Stage Histology' sourse 

NS-2 67 M IV Slg LN 
NS-3 72 M III por P 

3 NS-4 61 F III por P 
4 NS-5 45 F IV por LN 
5 NS-6 73 M III muc P 
6 NS-7 56 M IV tub 日

7 

8 NS-9 81 M III por P 
9 NS-13 62 F I pap P 

10 NS-19 50 M III pap LN 
11 NS-21 74 M II tub P 

12 NS-25 72 M IV tub LN 
13 NS-26 59 M IV tub LN 
14 NS-28 62 M IV tub P 

* pap : papi11ary ad巴nocarcinoma，muc: mucinous adenocar. 
cmo町la
tub : tubular adenocarcinoma， sig・signet-ringcell carcinoma 
por : poorly differentiated ad巴nocarcinoma
**P: primary， H: liv巴r，LN : lymph node 
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Table 2. Transplantability of i. p. transplantation 

Tumor No. of mice with carcinomatous peritonitis No. of mice with liver nodules 
/No. of treated mice (%) 1ine. /N o. of treated mice%)  

1 NS-2 0/11 ( 0 ) 
2 NS-3 2/6 (33) 

3 NS~ U6 an 
4 NS-5 1/2 (50) 
5 NS-6 0/2 (0) 

7 

8 

9 NS-13 
10 NS-19 
11 NS-21 
12 NS-25 
13 NS-26 
14 NS-28 

。/2
0/3 
0/5 
0/4 
1/4 
1/4 

麗蕩細胞数を 1X 103， 1 X 104， 1 X 105， 1 X 106個/0.2

ml に調節し腹腔内に移植した.マウスは週2回観察し，

腹部腫癌や腹水の有無を観察した.腹腔内移植91日後に

全てのヌードマウスを屠殺し，腹腔内の各部位〔肝十二指

腸靭帯，腹膜，横隔膜，大網，腸間膜，ダグラス寓，肝

など〉別に腫療の増殖状態，腫蕩結節数，大きさを観察し

た.

(2).腹腔内移植後の腹腔内腫蕩増殖の経時的変化

腫蕩細胞数を 1メ105個/0.2mlに調節し腹腔内移植

2週 4週 8週， 10週後にそれぞれ屠段し，腹腔内の

各部位別に腫療の増殖状態，腫主事結節数，大きさを観察

した.

4. MMC腹腔内投与における腹腔内および血媛

MMC濃度の経時的変化

MMC腹腔内投与〔以下ip)後の腹腔内および血媛

MMC濃度の経時的変化を観察するためにMMC5 mg 

/kg/0.2 mlをlpし， 15分， 30分 1時間 2時間 3

時間 6時間後にそれぞれ各群のマウスに生理食塩水5

mlをipして可能な限りの腹腔内貯留液を回収し，同時

に屠殺，採血した.腹腔洗浄液は遠沈(1000rpm， 5分間〉

後上清を採取，血液も遠沈(3000rpm， 15分間〉し血竣を

採取した.MMC濃度の測定はBioassay法川ζて行っ

た.

5. NS-8皮下継代腫療に対する MMC感受性の検討

NS-8皮下継代腫療に対する皮下移植前後の MMC

ipの影響を調べるため，皮下移植をする 3時間前あるい

は3時間後にMMC5 mg/kgをマウスにipし， ipしな

い対照群とともに腫療の発育を比較した.なおMMCの

投与量は近藤ら7)によるヌードマウスを用いた抗癌剤感

受性試験の研究から MMCの至適投与量 6mg/kg 

。/11 (0) 

2/6 (33) 
0/6 (0) 
1/3 (33) 
0/2 ( 0 ) 

(LD50 11.7 mg/kg)を参考にして決定した.なお皮下移

植方法および移植腫蕩の計測は従来の方法で行った.

6. NS-8癌性腹膜炎モテソレにおける MMC腹腔内投

与の影響

(1). MMCの腹腔内投与時期の差による影響

a).腹腔内移植前後における MMC5 mg/kg腹腔内

投与の影響

腫蕩細胞数を 1xI06個/0.2mliこ調整し，腹腔内移植

する 3時間前または 3時間後にMMC5 mg/kgをip

し， lpしない対照群と比較した.各群ともヌードマウス

のいずれかが瀕死の状態になった時点で全てのマウスを

屠殺し，腹腔内の各部位別に腫療の増殖状態，腫軍事結節

数と大きさを観察した.

b).腹腔内移植前後における MMC1 mg/kg腹腔内

投与の影響

MMCの濃度を 1mg/kgに減量した場合について検

討した.腫湯細胞浮遊液を移植91日後に全てのマウスを

屠殺し，腹腔内の各部位別に腫療の増殖状態，麗蕩結節

数と大きさを観察した.

(2).移植腫疫細胞数減少時の MMC腹腔内投与の影

響

腫疹細胞数を 1X 104個/0.2mlに調整し，腹腔内移植

する 3時間前または3時間後に， MMC 5 mg/kgをip

した.腹腔内移植91日後に全てのマウスを屠殺し，腹腔

内各部位別に腫療の増殖状態，腫疹結節数と大きさを観

察した.

7.MMC腹腔内投与による PEC(腹腔浸出細胞:per-

iton巴al巴xudate cells)の経時的変化

MMCの腹腔内免疫担当細胞に及ぼす影響を調べるた

めMMC5 mg/kgをipし， 3時間， 24時間， 3日， 8 
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日後にへパリン加生理食塩水 10mlをそれぞれ各群のマ 援CEA値は， CEARIAKit8)(ダイナボット社製〕により

ウスにlpし，腹部マッサージの後すぐに屠殺，腹腔内に サンドイツチ法で測定した.血竣CEAの正常値は， 2.5 

貯留した液体を可能な限り採取した.直ちに遠沈0000 ng/ml以下とした.

rpm， 5分間〉し，赤血球破砕用 Tris緩衝液5mlを加え (1). NS-8移植腫蕩細胞数による血疑CEA値の変化

撹搾，遠沈を繰り返した後生理食塩水 2mlを加え， 腫湯細胞数を 1X10'， 1 X10<， 1 x10'， 1 x10'個/0.2

Fucks-Losental計算盤を用いて全PEC数を算出した mlに調整し，腹腔内移植3週， 10週後に採血し血疑

8. MMC腹腔内投与後の腹膜組織の変化 CEA値を測定した.1 x10'個を移植した群は，屠殺時に

MMC 5 mg/kg/0.2mlをlpし，腹膜中皮細胞の形態 も血媛CEA値を測定した.

的変化を経時的に観察した.対照群は生理食塩水0.2ml (2). NS-8癌性腹膜炎モデノレの血柴CEA値に及ぼす

をipした.MMC投与1時間 3時間， 24時間， 48時 MMC投与の影響

閣， 7日後にマウスを屠殺，腹壁中央部 1cm'の腹膜組織 腫療細胞数を 1x10'個/0.2mlに調整し，腹腔内移植

を採取し一部を光顕の試料とし，残りを走査電顕の試料 する 3時間前または3時間後にMMC5 mg/kgをip

とした. する群と ipしない対照群との 3群聞において，腹腔内移

(1).光学顕微鏡による病理組織学的検索 植3週， 10週後および屠殺時に血疑CEA値を測定した.

採取した腹膜中皮組織を10%中性ホノレマリン溶液で

固定し，パラフィン包埋後に薄層切片を作製， Hematox四

ylin巴 Eosin染色を行い，光顕下にて腹膜中皮組織を観

察した.

(2).走査型電子顕微鏡用試料作製法

採取した腹膜中皮組織を2.5%グノレターノレアノレデヒド

液(pH7.4)により 2時間浸透，固定後O.lMカコジノレ緩

衝四酸化オスミウム液(1%)による後固定を行った.上

昇ェタノーノレ系列で、脱水，酢酸イソアミノレで置換し，液

化炭素ガスによる臨界点乾燥を行い，白金一パラジウム

蒸着を施して走査電顕(S-2500CX:日立製作所〉にて観

察した.

9.病理組織学的検索

腹腔内に増殖した腫療は屠殺後肉眼的に観察し， 10% 

中性ホノレマリン溶液で固定，パラフィン包埋後薄層切片

を作製し， Hematoxyli町田Eosin染色にて光顕下で観察

した.

10.血竣CEA値の測定

ヌードマウスの尾を切断し，流出する血液0.05ml-

O.lmlをへパリン処理したヘマトクリット管3本で採

取後，再度採血するためヌードマウスの尾を結繋止血し

た.ヘマトクリット管は遠沈により血援を分離した.血

III.成 績

1.癌性腹膜炎成立に必要なNS-8撞蕩細胞数の算定

腫湯細胞数を 1x103， 1 x10'， 1 x10'， 1 x10'価/0.2

mlに調整した腫蕩細胞浮遊液のヌードマウスへの腹腔

内移植成績のうち腫蕩結節の発生頻度をTable3に，腫

蕩結節数の中央値をTable4に示した.観察期間は91

日で， 1 x 10'個の場合には，全く腫蕩増殖を認めなかっ

た. 1 x 10'個の場合には 5匹中1匹だけに腹膜に1個

の腫毒事結節を認めた.1 x10'個では，腹膜に3/5，横隔

膜に3/5，腸間膜に4/5，肝十二指腸靭帯に3/5，大

網に4/5，肝に3/5の腫湯増殖を認め，各部位の腫湯

結節数は中央値が 1-2個であった. 1 x10'個では腸間

膜，肝十二指腸靭帯，大綱に全例麗疹増殖を認め，さら

に各部位の腫蕩結節数は中央値が1-6個と 1x 10'個の

場合より鹿湯結節数の増加を認め，血性腹水の貯留は2

/5に観察され，細胞診により癌細胞の存在を確認した.

以上の成績から癌性腹膜炎の成立に必要なNS-8腫

蕩細胞数は， 1 x 10'以上であると考えられ，腫蕩細胞数

が多い程，腫湯増殖や癌性腹水貯留の増加傾向が認めら

れた.癌性腹膜炎を呈したマウスの肉眼像をPlate1に，

腹水細胞診の像をPlate2に示した.マウスの腹腔内で

Table 3. lncidence of the tumor growth after i. p. transplantation 

of the tumor c巴llsin nud巴mice

NO.of 
Observation Hepatoduodenal Large 

tumor cells 
period Ascites Peritoneum Diaphragma Mesenterium "'~l;;;~;;;-;~~ omentum 

Liver 
(days) 19am 

1X10' 91 2/5 3/5 2/5 5/5 5/5 5/5 2/5 
1X 10' 91 0/5 3/5 3/5 4/5 3/5 4/5 3/5 
1x104 91 。/5 1/5 。/5 。/5 0/5 0/5 0/5 
1x 10' 91 0/5 。/5 。/5 。/5 0/5 。/5 。/5
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増殖した腫湯組織像のうち，横隔膜の腫湯増殖像を 3. MMC腹腔内投与後の腹腔内および血竣MMC濃

Plate 3に，腸間膜の腫疹増殖像を Plate4に，大網の腫 度の変化

湯増殖像を Plat巴 5に示した. Plate 6に示された肝転 (1).腹腔内 MMC濃度の経時的変化

移像に関しては肝表面に着床した腫蕩が増殖したのでは MMC 5 mg/kgをヌードマウスにip後，腹腔内

なく，明らかに血行性に転移した像を呈していた.これ MMC濃度の経時的変化をFig.1に示した.15分後の

らの腫療の病理組織像は，本来の原発腫湯は低分化優位 MMC濃度は3.29μg/mlで，その後急速に低下し 60分

の腺癌であったが，ヌードマウスの皮下で継代維持して 後には0.035μg/mlに， 120分後には0.013μg/mlまで

いく潤に中分化型管状腺癌が優位の組織型に変化した皮 低下した. 3時間後には測定限界(0.0063μg/ml)以下と

下継代移植腫蕩の像と同様の形態を示した. なり誤u定不能となった.

2. NS-8腹腔内腫湯増殖の経時的変化 (2).血媛MMC濃度の経時的変化

1 x105個の腫蕩細胞数を腹腔内移植し，経時的な腫蕩 MMC 5 mg/kgをip後，血紫MMC濃度の経時的変

結節の発生頻度をTabl巴 5に，腫蕩結節数の中央値を 化を Fig.2に示した.15分後には既に0.30μg/mlまで

Tabl巴 6に示した.移植2週後には既に腹膜に 1/4，肝 上昇し，その後急速に低下し 60分後には0.075μg/ml

十二指腸靭帯に 3/4，大網に2/4の腫蕩増殖を認めて まで低下した.120分後には測定限界(0.016μg/ml)以下

いるがこの時点での各部位の腫蕩結節数の中央値が0-1 になり測定不能となった.

個と少なく，経時的に各部位の腫蕩増殖の増加が認めら 4. NS-8皮下継代腫蕩に対する MMC感受性

れ 6週後には横隔膜での増殖や肝転移も観察された MMC5 mg/kgをlp後， NS-8皮下移植腫療の経時

Tabl巴 4.Median number of metastatic nodules aft巴ri. p. 

transplantation of the tumor cells in nude mice 

N o. of Observation 
tumor cells p~;i~~cÎ '(d;;~) Peritoneum Diaphragma Mesenterium HeP.~toduodenal Large ligament omentum 

1 x106 91 4(0-9)* 1(0-2) 6(3-100く〉 3(1-15) 5 (2-8) 

1x105 91 1(0-3) 1 (0-2) 2(0-5) 1(0-1) 2(0-5) 

1x10' 91 。(0-1) 。(0-0) 。(0-0) 0(0-0) 。(0-0)
1x10' 91 0(0-0) 。(0-0) 。(0-0) 。(0-0) 0(0-0) 

* : Range 

Tabl巴 5.lncidence of the tumor growth after i. p. transplantation of 

1 X 105 tumor cells in nude mice 

Week after i. p. n__，"___.._ ，.，，__t._____ '̂____"__，..... Hepatoduodenal Large 
;~;~;'pï;~~;tio~ Peritoneum Diaphragma Mesent巴rium "'YÙ'~;;;;;n~'u~， omentum Liver 

2 1/4 。/4 。/4 3/4 2/4 。/4
4 2/4 0/4 3/4 4/4 3/4 0/4 

6 1/4 2/4 。/4 4/4 2/4 1/4 
8 1/4 1/4 1/4 3/4 4/4 2/4 

10 3/4 3/4 。/4 3/4 4/4 3/4 

Tabl巴 6.Median numb巴rof metastatic nodules after i. p. transplantation 

of 1 X 105 tumor cells in nude mice 

Week after l.p.PerItOI1巴11II1DIaphr a Mesenter1.11III Hepatoduodmal Large Liver transplantatio~ J:'enwneum 1Jlapnragma lVlesemenum ligament omentum 

0(0-1)ホ 。(0-0) 。(0-0) 1(0-3) 。(0-1) 。(0-0)
4 0(0-3) 。(0-0) 1(0-2) 2(1-2) 1(0-4) 0(0-0) 

6 0(0-4) 。(0-1) 。(0-0) 2(1-3) 1(0-2) 。(0-1)
8 。(0-1) 。(0-2) 0(0-3) 1(0-2) 4(1-7) 2(0-4) 

10 7(0-8) 1(0-1) 。(0-0) 3(0-4) 4(1-9) 2(0-4) 

* : Range 

Liv日r

2(0-8) 

2 (0-2) 

0(0-0) 。(0-0)
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与の影響

(1).腹腔内移植前後における MMC5 mg/kg腹腔内

投与の影響

NS-8腫蕩細胞浮遊液を腹腔内移植する前後にMMC

5 mg/kgをipした成績をTable7に示した. 1 X 106 

個の腫湯細胞数を腹腔内移植する 3時間前にMMC5

mg/kgをipした群で、は，腹腔内の各部位での腫望書増殖

や癌性腹水の貯留，肝転移の頻度が増強し，対照群に比

較して悪性増殖能が増強していた.観察期間は瀕死の状

的な腫毒事重量をFig.3に示した.対照群は42日後に腫

軍事重量は819.8::1::212.0mgに達したのに比べ， MMC5 

mg/kgを皮下移植する 3時間前にlpした群では267.0

土107.4mgで 3時間後にipした群で寸i355.7::1::250.1 

mgとどちらも有意に腫湯増殖の抑制効果を認めた(P<

0.01). NS-8皮下継代腫療はMMCに感受性があるこ

とが確認され， MMCの投与時期による差は認めなかっ

た.

5. NS-8癌性腹膜炎モデノレにおける MMC腹腔内投
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ヒト胃癌のヌードマウスにおける癌性腹膜炎モデルの確立と
Mitomycin Cによる腫場細胞増殖促進効果について

態になった 51日後に屠殺し対照群が瀕死の状態になっ 投与の影響

た 91日後に比べ著明に生存期聞が短縮した.3時間後に 次にMMC濃度を下げても同様な効果が観察できる

MMC 5 mg/kgをlpした群では，対照群と比較して腹 かを確認するためにMMC1 mg/kgで追試した

腔内の各部位での腫濠増殖や癌性腹水の貯留，肝転移の (Tab!巴7).観察期聞は対照群の屠殺時と同じ時期で比

頻度が低下した.さらに観察期間は瀕死の状態になった 較検討するため 91日後に全てのマウスを屠殺した.腹腔

130日後に層殺し対照群に比較して著明に生存期聞が延 内移殖する 3時間前にMMC1 mg/kgをipした群で

長した. は，腹腔内の各部位に腫蕩増殖および癌性腹水の貯留を

(2).腹腔内移植前後における MMC1 mg/kg腹腔内 認めた. 3時間後にMMC1 mg/kgをipした群で、は対

照群と比較して腫蕩増殖が低下した.MMC 1 mg/kg 

Tumor weight 
(mg) 
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o--oPretreatment (MMC 5mg/kg) 
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Days after transplantation 

Fig. 3目 Effectof Mitomycin C on the tumor growth of 

s. c. transp!anted tumor in nude mIce. 

投与の場合にも 5mg/kg投与と同様にMMCの前投与

により悪性増殖能の増強が観察された.

(3).移植腫湯細胞数減少時における悪性増殖能への影

響

本実験モデノレの癌性腹膜炎成立に必要な腫疹細胞数は

1 x10'個以上であるが，腫蕩細胞数を 1X 104個に減少

させた場合の悪性増殖能への影響を Tab!巴8に示した.

1 X 104個の腫蕩細胞数を腹腔内移植する 3時間前に

MMC 5 mg/kgをipした群は，対照群に比べ，腸間膜，

肝十二指腸靭帯，大網などで僅かではあるが腫湯増殖が

増強し，癌性腹水の貯留も観察された.3時間後にMMC

5 mg/kgをやした群では，全てにおいて腫場増殖や癌

性腹水の貯留は観察できなかった.腫蕩細胞数減少時で

も変化は僅かであるが， MMC前投与により悪性増殖能

の増強が観察された.

6. MMC腹腔内投与による腹腔内免疫系への影響

MMCip後の PEC数の経時的変化をFig.4に示した.

全 PEC数は44.3土3.2( x 10')個から 3日後に11.7土

4.0(X10')個と約30%にまで減少，その後徐々に回復が

みられた. PEC内の macrophage数は15.5土7.6(X

10')個から 3時間後に既に4.3士3.2( x 10')個と約30% 

に減少，その後徐々に回復した.

Tab!巴7.Effect of Mitomycin C on th巴incid巴nceof the tumor growth of i. p. 

transp!anted 1 x 10' tumor cells in nude mice 

Treatment ~~s_e~v，~t!~~， Ascites Peritoneum Diaphragma Mesenterium Hepataduodenal Large period Cdays) J-¥.scnes l:'entoneum l!!apnragma lYleS 巴num ligament omentum Liver 

None 91 2/5 3/5 2/5 5/5 5/5 5/5 2/5 
Pr巴tr巴atm巴nt1)

MMC C5mg/kg) 51 5/5ホ 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 
MMC C1mg/kg) 91 5/5* 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 
Posttreatment2) 

MMC C5mg/kg) 130 。/5 3/5 1/5 1/5 。/5 1/5 。/5
MMC C1mg/kg) 91 0/5 。/5 1/5 。/5 1/5 1/5 。/5
1) MMC was injected in the peritoneal cavity 3 hours before i.p. inoculation of tumor cells. 

2) MMC was injected in the peritoneal cavity 3 hours after i.p. inoculation of tumor cells. 

* : Significant differences were 0 bserved between pretr巴atmentgroup and posttreatment group， pretreatm巴ntgroup 
and control group. CPく0.05，by x' test) 
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Table 8目 Eff巴ctof Mitomycin C on the incidence of the tumor growth of i. p 

transplant巴d1 x 10' tumor cells in nud巴mice

Treatment ~~s_e;v，.~t!~.~， Ascites Peritoneum Diaphragma Mesenterium Hepataduodenal Large period Cdays) J-I.SC巴srentoneum U!apnragma lVleSentenum ligament omentum 

None 91 。/5 1/5 。/5 0/5 0/5 
Pretr巴atmentll

MMC C5mg/kg) 91 1/5 1/5 。/5 1/5 1/5 
Posttreatment') 

MMC C5mg/kg) 91 。/5 。/5 。/5 。/5 。/5
1) MMC was injected in the peritoneal cavity 3 hours before i.p. incolution of tumor cells 

2) MMC was injected in the p巴ritonealcavity 3 hours after i.p. incolation of tumor cells 
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Fig. 4. Chronological changes of the number of PEC and its contents aft巴r
intraperitoneal inj巴ctionof MMC (5mg/kg) in nude mice. 
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7. MMC腹腔内投与による腹膜組織への影響 と比較しても同程度の所見が観察された.以上より，

(1).光学顕微鏡による腹膜組織の観察 MMC投与後にはchemicalperitonitisが惹起され，腹

MMC 5 mg/kgをipし，光顕下に腹膜組織像を観察 膜組織の障害が観察された.

した. 3時間後からごく軽度の炎症性細胞浸潤が認めら 8.血祭CEA値の経時的変化

れたが，明らかな細胞障害を認めなかった(1).腫湯細胞数による血竣CEA{i直の変化

(2).走査型電子顕微鏡による腹膜組織の観察 腫場細胞数を 1X 103， 1 X 10'， 1 X 105， 1 X 10'個/0.2

MMC 5 mg/kgをipし腹膜中皮細胞の経時的変化を mlに調整し，腹腔内移植後の血媛CEA値の経時的変化

走査電顕で観察した. 1時間後および3時間後では対照 をFig.5に示した. 1 X 103個および1X104個を腹腔内

群と同様にあまり変化はみられなかった.対照群3時間 移植した際の血疑CEAの平均値は移植3週後に2ng/ 

後の電顕像をPlate7に示した.MMCをipした群で、は ml以下の正常値を示し， 10週後でも上昇しなかった.1 

3時間後の電顕像を Plat巴 8に示した.24時間後の像は X105個では3週後は正常値であったが，10週後に 10.5

Plat巴 9に示すようにmicrovilliの脱落や数の減少，長 土9.7ng/mlと軽度上昇を認めた. 1 x10'個では3週後

さの短縮といった形態的変化をごく軽度認めた.48時間 は正常値を示したが， 10週後に83.4土79.8ng/mlと高

後の像はPlate10に示すようにさらにmicrovilliの脱 値を示し，さらに屠殺時には938.8士1579.0ng/mlι著

落，減少，短縮が著明となり， 7日後にも 48時間後の像 明な上昇を認めた.すなわち癌性腹膜炎の成立に必要な
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1 X 105個以上の腫蕩細胞数を腹腔内移植すると血塁走

CEA値の上昇が認められ，しかも癌性腹膜炎の程度が増
IV.考 察

強すれば血媛CEA値が上昇する傾向にあることが観察 ヌードマウスを用いたヒト悪性腫療の移植系は1969

された. 年にRygaard& Povlsen')がヒトの大腸癌組織のヌード
(2). NS-8癌性腹膜炎モデノレの血援CEA値に及ぼす マウスへの移植継代に成功して以来， invivoにおける優

MMC投与の影響 れた悪性腫療の培養系として注目されてきた.悪性腫蕩

1 x 10'個の腫疫細胞数を腹腔内移植する前後に をヌードマウスの皮下に移植すると，境界明瞭な膨張性

MMCをipした各群の血祭CEA{i直の経時的変化を 発育を示し転移することは少ない9)10)が，皮下の特定の部

Fig目 6に示した.移植3週後では，各群とも血媛CEA値 位11)や腹腔内同一叫に移植することにより悪性増殖能が

は2ng/ml以下と正常値を示した. 3時間前にMMC 惹起され，高頻度に転移の発現が認められたと報告され

5 mg/kgをipした群は， 51日後に瀕死の状態となり屠 ている.胃癌に関してはu巴yamaら15)やKugaら16)の報
殺した.屠殺時の血援CEA値は93.6士72.9ng/mlと上 告が最初で，その後Takahashiら叫により胃低分化腺癌

昇し，対照群の 10週後の 83.4士79.8ng/mlより高値を の腹水型変換の成功例が報告され，ヒト胃癌のヌードマ

示した.対照群の屠殺時91日後の血疑CEA値は， 938.8 ウスへの移植系が実験系として有用であることが示唆さ

士1579.0ng/mlであった.一方 3時間後にMMC5 れた.

mg/kgをipした群で、の 10週後の血媛CEA値は5.4士 実験動物を用いた癌性腹膜炎の研究はそれほど多くな

6.4ng/mlとごく軽度の上昇を認め，屠殺時の 130日後 く，宮越l川:tddN系雄マウスを用いEhrlich腹水癌モデ

でも 180.5士225.9ng/mlと対照群の屠殺時に比べ著明 ノレを作製し，横隔膜腹膜下組織の変化を電顕にて観察し

な低下を示した. 報告している.難波18)は白色家兎を用いて穿孔性腹膜炎

モデノレおよびVx2腫療による癌性腹膜炎モデノレを作製
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し，電顕による横隔膜の超微形態学的変化の観察と播種 の腹膜播種例であると考えられる.飯塚ら刊は SO-1で、は

した腫疹細胞の横隔膜壁内進展形式について報告した. 遊離癌細胞を認めなかったが， S2で27%， S3で65%の

ヌードマウスを用いた研究では，高尾19)らは田Co400 陽性率を示し，組織学的にse以上の症例については媛膜

radsの全身照射を施したヌードマウスにヒト胃癌由来 浸潤面積が20cm2を越えると遊離癌細胞陽性率が急激

SCK-8腫疹細胞を腹腔内移植して癌性腹膜炎を作製し， に上昇し， 20-30cm2では59%に， 30cm2を越えると 76

癌性腹膜炎に対する CDDPの治療効果の研究を報告し %の高い陽性率を認め，遊離癌細胞が認められた例は生

ている. 存率が有意に低かったと報告している.

実験モデノレにおいて腹腔内移植された癌細胞が腹腔内 胃癌の腹膜播種性転移の治療や腹膜再発予防のために，

播種性転移を発現する機序は，移植部位よりの遊離，浸 MMCを投与される場合がある.中島ら町t土腹膜播種を

潤，壁側腹膜や臓側腹膜への着床，増殖を経て播種巣を 伴う胃切除症例で化学療法を併用しない場合，絶対非治

形成し，成立した播種巣表面から初回腹膜転移と同様に 癒切除例の 3年生存率は0.8%，相対非治癒切除例では

こぼれ落ちた癌細胞が近接臓器，さらに遠隔臓器にも播 4%と予後不良であり，投与経路別の化学療法の効果を

種性転移を起こしたり脈管周囲の癌細胞が脈管内への移 比較すると相対非治癒群ではMMC静注法が，絶対非治

行，管腔内移動，定着脈管外への逸出，転移巣での増殖 癒群ではMMCのipが有効であったと報告している.

などにより 2次 3次の転移巣を形成して各段階を経て また田中ら制や佐々木ら27)も塁走膜浸i閏陽性胃癌症例に対

成立する叫と考えられる.本研究における癌性腹膜炎モ し，術中の MMCipを行い生存率の改善を報告し，高橋

テツレでは，ヌードマウスの腹腔内は皮下と比べると血管 ら叫』土活性炭吸着MMCのlpにより高い奏功率を報告

も豊富で，腹腔内温度が腫蕩細胞の増殖に好適であるた している.

め，皮下と異なり安定した細胞増殖が行われる結果，浸 MMCは1956年に日本で開発されたベンゾキノン系

潤性増生や転移形成に好影響をあたえると推察され21)， 抗癌剤で，作用機序は還元されたアノレキJレ化剤がDNA

NS-8腫蕩細胞は腹腔内移植2週後に肝十二指腸靭帯， の架橋形成を起こすことにより DNA合成を阻害すると

大網への着床，増殖が観察され，腸間膜，横隔膜などで 考えられている.またキノン系抗癌剤はフリーラジカノレ

の増殖を経て最終的には肝転移や癌性腹水を生じるとい を生成することが明かにされており， MMCにDNA切

う胃癌の腹膜播種性進展過程ときわめて類似した増殖進 断作用も認められている6)29)30)，

展を示すことが明かとなり，この点において癌性腹膜炎 MMCのip後の血中移行に関しては，腹腔内停滞時間

モデノレとして有用であると考えられる. が長く血中への移行は微量であるという報告もある25)が，

胃癌の腹膜播種性転移は手術時の非治癒の要因として 原ら3川土癌性腹膜炎患者において腹腔内にMMCをl

重要であるばかりでなく，治癒切除後の再発形式の中で 回投与するとすぐに血中に移行し 30分後から l時間後

最も頻度が高い.腹膜播種性転移は癌の末期的病態で， に最高値に達し，除々に減少すると報告している.佐々

腹膜という広い面に癌が浸潤しており，外科的治療によ 木ら27)は竣膜浸潤胃癌の腹腔内にMMCを大量に投与

り根治的に治癒させることは困難である.北村ら叫t主腹 すると血中濃度は10分後に最高値に達して 120分後に

膜播種性転移陽性切除例の 50%生存期聞はP1で10.4 は痕跡程度に減少し， ipした MMCの30%が 10分以内

か月， P2で、8.6月， P3で8.8か月，非切除例の 50%生存 に腹膜から速やかに吸収され血中に移行すると報告して

期聞はP1で3.0か月， P2で4.1か月， P3で4.4か月と予 いる.ヌードマウスにMMCをlpした場合の血中およ

後不良であるが，非切除例であっても，化学療法を行っ び腹腔内濃度に関する報告は見あたらないが，本研究に

た群は化学療法を行わなかった群に比較して有意に予後 おいて MMCはip後速やかに血中に移行し，腹腔内で

が良好であったと報告している.一方， S因子である胃癌 は3時間後に測定不能となった.血疑濃度は 15分後に最

の疑膜浸潤は腹膜播種性転移と密接な関係があり，予後 高値となり，その後急速に減少し 120分後には測定不能

を左右する最重要な因子の一つである.羽生ら町による となった.

と組織学的深達度が媛膜下層までおよんだ胃癌切除例に MMCの副作用としては大量投与した場合に食欲減退，

おいて，全切除例の 5生率は49.1%であり，媛膜下層の 瞳吐，下痢などの消化器症状や，白血球，血小板減少な

浸潤幅が 5cm以上長い症例の 5生
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系に及ぼす影響について，MMC投与群はPECが1日目

に最も減少し7日目に正常域に回復したと報告している

が，本研究においてはMMCをヌードマウスにipする

とPECは3日目に最も減少し，その後除々に回復がみ

られ， macrophageはMMC投与3時間後に既に約30

%に減少し除々に回復することが観察された.MMCの

ipによりヌードマウスの免疫系に障害を及ぼしている

ことが示されたが， MMCの前投与により悪性増殖能が

増強されることと免疫系の障害が直接関与しているかど

うかは今後さらに詳細な検討が必要と思われる.

MMC投与後の腹膜組織を光顕で観察すると，明かな

腹膜組織障害は観察できなかった. ヌードマウスの腹膜

表面の形態を走査電顕により詳細に観察した報告は，著

者の確認し得た範囲では見あたらない.Birbeckら3川主

BALB/cマウスにおいて Ehrlich腹水癌細胞移植後の

腹膜播種における癌細胞の着床初期像を透過電顕で観察

し，転移のある腹膜の竣膜細胞欠損部に一致して癌細胞

が着床すると報告している.また宮越1円はEhrlich腹水

癌細胞を用いてマウスの横隔膜腹腔面の変化を透過電顕

で経時的に観察し，腹膜中皮細胞に小型球形化，細胞相

互の連結離開，剥離などの所見が観察されたと報告して

いる.腹膜の抗癌剤による障害に関して黒川ら3ト日)は

DDN系マウスを用いMM，腹水腫蕩細胞による癌性腹

膜炎モテ、ルを作製し， Adriamycin， Carboquone， OK 

432， Cis田platinum，FT-207などの薬剤の ip後の変化を

走査電顕で観察しており CDDPのlpにより初期に

ch巴micalp巴ritonitisが惹起され，続いて腫毒事細胞の変形

や崩壊がみられたと報告している.本研究において

MMC ip後の腹膜中皮細胞の形態的変化を走査電顕に

より経時的に観察すると， 24時間後より腹膜中皮細胞自

由表面のmicrovi11iの脱落，数の減少，長さの短縮とい

ったMMCのlpによる ch巴micalperitonitisが惹起さ

れ，腹膜組織障害を観察した.抗癌剤による腹膜中皮細

胞の障害に関しては著者の報告39)以外あまりない.

CEAは1965年にGold& Freedmann40)によって大腸
癌組織から抽出された糖蛋白で大腸癌に対する特異抗原

であると報告され，その後Radioimmunoassay法によ

り微量測定が可能となり，各種疾患の患者血清から増加

することが判明した41)42).胃癌患者の血塁走CEA値につい

て江崎ら42)の検索では患者の約30%に上昇がみられ，胃

癌の進行度や癌腫の大きさに関連して陽性率が上昇した

と報告している.藤田ら43)は担癌ヌードマウス血築中の

ヒト CEA{i直の研究において腫湯重量の増加と強い相関

をもって血援CEA値は増加し，低分化型胃癌の担癌マ

ウスの検索で腫望書重量が体重の 1%に達すると血疑

CEA値が5ng/ml以上を示すものが出現し， 2 %を越

えるとほとんどのものが5ng/ml以上になったと報告

している.また江崎44)はヌードマウスに移植されたCEA

産生胃癌は形態のみならずCEA産生という機能面でも

その特性が維持され，組織内で産出されたCEAは血中

に腫蕩の大きさに相関して放出され，移植腫湯はCEA

が癌腫の成長を示すmarkerと成りうることから抗癌剤

感受性試験の研究に用いることができると述べている.

本研究においても MMC前投与した群では癌性腹膜炎

の進展に伴い血竣CEA値の急激な上昇が観察されたが，

MMC後投与した群では10週目の時点、でも血疑CEA

値はごく僅かしか上昇せず，屠殺時においても対照群に

比較して低値を示した.癌性腹膜炎モデ、ノレにおいて，悪

性増殖能の程度が血援CEA値の上昇に反映されること

が観察された.

本実験モテソレに用いた NS-8はCEA産生株であり腫

蕩細胞腹腔内移植後の経時的な観察により，腹腔内での

腫療の増殖進展の状態をマウスを開腹手術することなく

推測でき，しかもマウスの尾静脈よりの採血は一匹のマ

ウスから繰り返し行うことができるのが最大の利点であ

ると考えられる.

臓器の障害が腫蕩増殖や転移に及ぼす影響に関しては

Dao G4川土片側の肺に放射線を照射後ラットの尾静脈

より腫湯細胞浮遊液を注入し，形成される肺転移結節数

を調べたところ照射側の肺転移の増加を報告し，Orr 

ら46)もBl巴omycmによる肺内皮細胞の障害が実験的肺

転移の増強を促進したと報告している.津田47)はヌード

マウス可移植性ヒト胃癌株の牌臓内移植による肝転移モ

デノレにおいて，四塩化炭素による急性肝障害が実験的肝

転移を促進すると報告している.

疑膜浸j閏胃癌は，肉眼的に明らかな腹膜転移が観察さ

れない場合にも微小腹膜転移や腹腔内遊離癌細胞が陽性

になる頻度が高いが，腫疹細胞が腹膜組織に着床する前

後における抗癌剤の影響を調べた報告は見あたらない.

本実験において， MMC前投与する状況は遊離癌細胞が

存在しないときに抗癌剤を投与する場合を， MMC後投

与する状況は腹腔内に遊離癌細胞が存在するときに抗癌

剤を投与する場合を想定している.実験の結果， ヌード

マウス可移植性ヒト胃癌株から作製した腫蕩細胞浮遊液

を腹腔内移植する 3時間前にMMCをlpすることによ

り，腹腔内での腫療の悪性増殖能が増強することが観察

され，しかも MMCはip後速やかに血中に移行し 3時

間後には腹腔内のMMC濃度は測定限界以下であった.

dose depend巴ntな抗癌剤である MMCを5mg/kgか

ら1mg/kgに減量しても同様な結果を得た.さらに腹
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腔内に移植する腫蕩細胞数を腹膜播種性転移が発生しな 4. NS-8皮下移植腫療の発育に及ぼすMMCの影響

い1X10'個に減少させても，ごく僅かであるがMMC をみると，皮下移植の 3時間前あるいは 3時間後に

の前投与により悪性増殖能の増強が観察された.ベンゾ MMC 5 mg/kgをipするとどちらも腫揚増殖を有意に

キノ γ系の抗癌剤である MMCは腹腔内局所にフリー 抑制し(P<O.Ol)MMCに感受性を示したが，両者間の

ラジカノレを発生させる可能性があり，腹膜組織にchemi- 差はみられなかった.

cal peritonitisが惹起され障害を起こすと考えられる 5.腫蕩細胞数を 1x106個に調整し腹腔内移植する 3

本研究において，ヌードマウスの腹腔内にMMC前投与 時間前にMMC5 mg/kgをipすると，生存期聞が短縮

すると走差電顕で腹膜中皮細胞の障害が観察され，腫療 し癌性腹水の貯留や腹腔内各部位の腫蕩増殖が増加した.

細胞の着床が容易となり悪性増殖能が増強したと推察さ 3時間後にMMCをipすると生存期聞が延長し癌性腹

れる.MMC後投与の場合は腹膜組織に障害が発生して 水の貯留を認めず，腹腔内各部位の腫湯増殖が減少した.

もNS-8腫療細胞にはMMCに対する感受性があるた MMCを1mg/kgに減少しても 3時間前投与により

め腫蕩細胞への直接の障害により増殖が抑制され，癌性 悪性増殖能の増強と 3時間後投与により悪性増殖能の抑

腹膜炎を生じるのに十分な腫蕩細胞が存在しなかったも 制が観察された.

のと考えられた.臨床的には癌性腹膜炎患者の腹腔内に 6.癌性腹膜炎が成立するのに必要な腫疹細胞数はl

抗癌剤を用いる場合が多いが，抗癌剤による腹腔内局所 X10'個以上であるが，腫療細胞数を 1X10'個に減少さ

の免疫系の障害や腹膜組織障害が惹起される可能性があ せた場合においても， MMC 5 mg/kgの3時間前投与

ると考えられる.以上の点からヌードマウスの皮下に継 により僅かではあるが，悪性増殖能の増強が観察された.

代維持されたヒト胃癌株を用いた癌性腹膜炎モデルは 7.MMC 5 mg / kgをipすると PEC数， macro-

ヒト胃癌の腹膜播種性転移の機序や癌性腹膜炎の新しい phage数の減少がみられ，腹腔内局所での免疫系の障害

治療の開発に有用な情報を与える可能性のモデルである が観察された.

と考えられ， ヒト胃癌の腹膜播種性転移の成立や進展に 8. MMC 5 mg/kgをipすると光顕下では腹膜組織

及ぼすMMCの影響に関する基礎的な情報を与え，癌性 障害は観察されなかった.走差電顕下では24時間後から

腹膜炎に対する抗癌剤の腹腔内投与の効果を判定する有 microvilliの脱落，数の減少，長さの短縮といったchem-

用な実験システムであると考える.今後癌性腹膜炎の治 ical peritonitisによる腹膜中皮細胞の障害が観察され

療や予防法を開発するにあたり，腹膜播種性転移促進の た.

機序を解明することはさらに研究を要する課題であると 9. ヌードマウスの尾静脈より採血した血疑CEA値

思われる. は痕性腹膜炎の程度を反映していた.1 X 106個の腫蕩細

v.結 語
胞数を腹腔内移植する 3時間前にMMC5 mg/kgをip

した群は癌性腹膜炎の進展に伴い血竣CEA値の急激な

ヌードマウス可移植性ヒト胃癌株(NS-8)の腹腔内 上昇がみられ， 51日後の屠殺時の血媛CEA値は対照群

移植による癌性腹膜炎モデルを作製し，腹腔内悪性増殖 の10週後より上昇した.3時間後にipした群は10週後

能およびMMC腹腔内投与の影響について検索し，以下 でも血疑CEA値がごく僅かしか上昇せず， 130日後の屠

の結果を得た. 殺時においても対照群に比べ著明な低値を示した.マウ

1.本実験モデルにおいて癌性腹膜炎が成立するのに スの尾静脈より経時的に採血し血媛CEA値を測定する

必要な腫蕩細胞数は， 1 x 10'個以上である. ことにより，癌性腹膜炎の程度を推定することが可能で

2. 1 x 10'個以上の腫蕩細胞数を腹腔内移植すると， あった.

移植2週後には既に肝十二指腸靭帯，大網を中心に腫療

の増殖がみられ，その後腸間膜，横隔膜などでも麗湯増 (本研究の要旨は，第90回日本外科学会総会，第49回

殖が観察され，最終的には肝転移や癌性腹水の貯留が認 日本癌学会総会，第76四日本消化器病学会総会，第56固

められた. 胃癌研究会で発表した.本研究は，厚生省がん研究助成

3.ヌードマウスにMMC5 mg/kgをipすると，腹 金(63・2)の支援を受けた.稿を終えるにあたり，本研究
腔内のMMC濃度は急速に減少し 3時間後には測定限 の機会と御校閲，御指導を賜った恩師中野博重教授に深

界以下になった.血築中の MMC濃度は急速に上昇し 15 甚の謝意を捧げるとともに，御校閲，御指導を賜ったが

分後に最高値に達したが， 120分後には測定限界以下に んセンター腫蕩病理小西陽一教授ならびに御校閲を賜っ

減少した. た第三内科辻井 正教授に心から感謝いたします.また
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本研究を援助してくださった教室ならびに腫療病理学教

室の諸兄姉に感謝の意を表します.

MMC濃度測定をしていただいた協和メデックス株式

会社富士工場分析センターならびに走差電顕の協力をし

ていただいた協和安全性研究所池上次郎主任研究員に感

謝いたします.) 
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Explanation of plat巴s

Plate 1. Macroscopic view of carcinomatous peritonitis caused by intrap巴ritonealtrans-

plantation of NS-8 tumor c巴I1s(1 x10'). 

Plate 2. Cytology of the ascites produc巴dby intraperiton巴altransplantation of NS-8 tumor 

cel1s( 1 X 10'). 

Plate 3. Histology of tumor growth in the diaphragma. 

CH.-E. stainX80) 

Plate 4. Histology of tumor growth in the mesenterium. 

(H. -E. stainX40) 

Plate 5. Histology of tumor growth in th巴largeomentum. 

CH.-E. stain X 50) 

Plate 6. Histology of metastatic lesion in the liver. 

(H.-E. stainX60) 

Plate 7. Peritoneum: 3 H after saline i. p. (SEM X 2900) 

Plate 8. Peritoneum: 3 H after MMC i. p. (SEM X 3000) 

Plat巴 9. Peritoneum: 24 H aft巴rMMC i. p. (SEM x3000) 

Plate 10. Peritoneum: 48 H aft巴rMMC i. p. (SEM X 3000) 
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Plate 1 Plate 2 

Plate 3 Plat巴4

Plate 5 Plat巴6
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Plate 7. Plate 8 

Plate 9. Plate 10 


