
緒 言

ヒスタミンは H 1 受容体を介して血管拡張，血管透過

性亢進，平滑筋収縮などを誘導し I 型アレルギー反応を

引き起こす重要な因子であり，また胃壁細胞に対しては

H 2 受容体を介して胃酸分泌を促進させる．シメチジン

はヒスタミンの構造類似体で，H 2 受容体を競合的に阻

害することにより胃酸分泌を抑制し，抗潰瘍薬として広

く使用されている．近年ヒスタミンの H 2 受容体を介し

た作用には胃酸分泌促進だけでなく種々の免疫調節作用

のあることがわかってきたが，シメチジンはこれらの作

用に対しても拮抗的に働くと考えられる1）．

シメチジンの癌に対する作用に関しては，1979 年に

Armitage らが胃腸症状に対してシメチジンを投与され

た気管支癌患者で特別な抗癌治療を行わなかったにもか

かわらず腫瘍径の縮小を認めたと報告したのが最初であ

る2）．その後，大腸癌，胃癌，腎細胞癌，悪性黒色腫な

どにおいてシメチジンの抗腫瘍効果や生存期間の延長が

相次いで発表された3）～6）．癌免疫調節機構に関する研究

では，シメチジンによる NK 細胞活性亢進，IL-2，IL-12

産生亢進などが指摘されている7）～9）．またヒト臍帯静脈

血管内皮細胞（HUVEC）に対しては E-selectin の発現

を阻害し大腸癌株化細胞 HT-29 の HUVEC への接着を

抑制することが示された10）．しかしながら，シメチジン

に抗腫瘍効果を認めなかったとする報告や，逆にシメチ

ジンの内服が腫瘍の発生，成長および転移を促進したと

する Barna らや Caignard らの報告もあり，シメチジン

の癌細胞や癌免疫に対する作用は依然 controversial で

あると言える11）～14）．

筑波大学の船越らは Lewis 肺癌株化細胞浮遊液を皮

下注射した C 57 BL�6 マウスに発生した肺転移巣を同系

マウスの皮下へ移植し，その後移植マウスに発生した肺

転移巣を別の同系マウスに皮下移植するという継代操作

を 10 代以上繰り返すことで，確実に移植後一定期間で

肺転移を生じる肺癌肺転移モデルを作製した15）．

今回我々はこのモデルを用いて，マウスに経口投与し

たシメチジンが皮下に移植された Lewis 肺癌の成長お

よび肺転移に及ぼす影響を検討した．

対象と方法

1．動物および試薬：6～8 週齢の雄性 C 57 BL�6 マウ

ス（体重 20～25 グラム，日本クレア社）を使用した．

シメチジンは注射剤（200 mg�ml，スミスクラインビー

チャム製薬株式会社）を蒸留水で希釈して使用した．

2．Lewis 肺癌移植切片：雄性 C 57 BL�6 マウス（Le-

wis 肺癌肺転移巣の背部皮下への同系移植を繰り返すこ

とで作成した肺癌肺転移モデル，筑波大学臨床医学系外

科鬼塚正孝氏らより提供）の背部皮下 Lewis 肺癌腫瘍

巣を摘出し，15 mg の立方体切片を 30 個作成した．
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3．移植手術：マウス腹腔内へペントバルビタール 1

mg を注射し伏臥位とした．背部皮膚を 70％ エタノー

ルで消毒後に長さ 5 mm の皮膚切開を置き，そこから鈍

的に皮下ポケットを作成した．Lewis 肺癌移植片を皮下

ポケット内へ挿入し皮膚を 4 - 0 ポリグラクチン糸（エ

チコン社）で縫合閉鎖した．

4．マウス飲水量の計測：各ケージ 5～6 匹のマウスを

飼育し，ケージ毎のマウス飲水量を 2～3 日毎に計測し

た．尚，給水には液漏れのないボール付給水口を持った

給水瓶を使用した．

5．実験群：以下の 3 群（各群 N＝10）を設定した．

CO 群：無処置コントロール．LD 群：0.1 mg�ml のシ

メチジンを飲水投与した．HD 群：1 mg�ml のシメチジ

ンを飲水投与した．処置群では Lewis 肺癌の移植 1 週

間前よりシメチジンの投与を開始した．移植後 4 週目に

各群 5 匹ずつを，また 6 週目に生存するマウスを全例犠

牲死させ，皮下の移植腫瘍重量および肺転移数を計測し

た．

6．Factor VIII 免疫組織染色および血管密度計測：ホ

ルマリン固定した皮下腫瘍をパラフィン包埋した後，5

µm 厚切片のスライドを作製した．切片のパラフィンを

除去した後，Proteinase K（DAKO 社）で酵素処理し Pro-

tein Block Serum-Free 液（DAKO 社）でブロッキング

を行った．100 倍希釈した抗 Factor VIII rabbit 抗体

（DAKO 社）を切片に滴下し，4℃ で一晩反応させた．

2 次抗体は Envision rabbit 2 次抗体（DAKO 社）を使

用し，反応時間は 1 時間とした．発色には DAB Chro-

mogen（DAKO 社）を用い，最後に各スライドをヘマ

トキシリンでカウンター染色した．尚，陰性対照では抗

Factor VIII rabbit 抗体の代わりに 0.1％ BSA 添加 PBS

を滴下した．次いで，倒立顕微鏡（TE 300，ニコン社）

と撮影装置（デジタルカメラ DMX 1200（ニコン社）お

よびソフトウェア Nikon ACT-1 Version 1.11（ニコン

社））を用いて，各 Factor VIII 染色切片で腫瘍表面直下

の強拡（×200）5 視野を無作為に選択し，撮影した像

をコンピュータに取り込んだ．各視野で Factor VIII 陽

性部位数を計測し，5 視野の合計を単位面積で補正し微

小血管密度（微小血管数�mm2）とした．

7．統計分析：測定結果は平均値±標準偏差で表した．

分散分析は One-way ANOVA で行い，多重比較には

Student-Newman-Keuls 検定を用いた．統計分析用ソフ

トウェアは SigmaStat version 1.0（Jandel Scientific 社，

米国）を使用し，P＜0.05 をもって有意とした．

結 果

1．マウスの飲水量およびシメチジン摂取量：マウス

を 5～6 匹入れた 3 つのケージで飲水量を 1 週間計測し

たところ，ケージ毎のマウス 1 匹当たりの一日飲水量は

3.89 ml，4.46 ml，3.79 ml で平均 4.04±0.36 ml であった．

また Lewis 肺癌皮下移植後に CO 群，LD 群，HD 群の

飲水量を 3 週間計測したところ，マウス 1 匹当たりの一

日飲水量は順に 3.87 ml，4.38 ml，4.20 ml で平均 4.15±

0.26 ml であった．以上より，本実験に用いたマウスの

一日飲水量は約 4 ml と考えられ，シメチジンの一日摂

取量は LD 群で 0.4 mg（16 mg�kg），HD 群で 4 mg（160

mg�kg）と推定された．LD 群の摂取量は臨床において

体重 50 kg の成人に投与されるシメチジン量（800 mg�
body）に相当する．Lewis 肺癌組織片を皮下移植され

たマウスは移植後 4 週時には全例生存していたが，その

後 6 週目までに CO 群の 1 匹と LD 群の 2 匹が死亡し

た．HD 群に死亡例はなかった．

2．皮下腫瘍重量：移植した皮下腫瘍を 4 週目または

6 週目に摘出し，重量を測定した．4 週摘出群の平均重

量は，CO 群：3.6±4.8 g に対し処置群では LD 群：5.9±

3.9 g，HD 群：8.7±2.3 g と統計学的な有意差は無いも

のの用量依存的な増加傾向を認めた．6 週摘出群の平均

Fig. 1 Weights of subcutaneous tumors in each group

on days 28 and 42. Values are expressed as mean±

SD. ＊ : P＜0.05 vs. CO（day 42）.

Fig. 2 Numbers of lung metastatic tumors in each

group on days 28 and 42. Values are expressed as

mean±SD. ＊ : P＜0.05 vs. CO（day 42）.
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重量は各群とも 4 週時より漸増し，CO 群：6.0±2.1 g，

LD 群：7.9±1.2 g，HD 群：10.0±1.9 g で，やはり処置

群で用量依存性に増加しており，CO 群�HD 群間に有意

差を認めた（Fig. 1）．

3．肺転移個数：4 週目で摘出した群の平均肺転移個

数は CO 群：0.8 5±1.8 個に対し，LD 群：3.2±2.2 個，

HD 群：4.0±4.6 個であり統計学的な有意差は無いもの

の処置群で転移個数が多かった．6 週目になると各群と

も肺転移個数が著増し，CO 群：7.5±6.0 個，LD 群：

17.0±3.0 個，HD 群：19.8±7.4 個となった．4 週目と同

様に，対照群と比較して処置群で平均転移個数が多く，

CO 群�HD 群間に有意差を認めた（Fig. 2）．

4．腫瘍血管密度：4 週群の皮下腫瘍の微小血管密度

は CO 群：55.7±23.9，LD 群：88.0±16.3，HD 群：

122.6±16.9 で，投与シメチジンの濃度依存的に血管密

度が増加しており，各群間に有意差を認めた（Fig. 3，4）．

5．6 週目までに CO 群，LD 群各 2 匹で腫瘍移植部に

皮膚潰瘍を形成したが HD 群では発生を認めなかった．

考 察

ある物質の in vivo での抗腫瘍効果を評価するには投

与する量，経路，タイミングなどとともに腫瘍の種類や

宿主側の因子を考慮した上で判断する必要がある．

今回我々はシメチジンの飲水投与を術前より開始し，

同系マウスの皮下に移植した Lewis 肺癌への影響を検

討した．この条件下で，シメチジン投与群において皮下

移植された Lewis 肺癌の辺縁部血管密度が用量依存的

に増大するとともに，腫瘍の成長が促進し肺転移個数も

増加した．腫瘍の成長や転移に影響を与える因子は多く

存在するが，一般に新生血管が多く血行豊富な腫瘍組織

は成長が早く血行性転移を生じる可能性も高いと考えら

れるため，血管密度は重要な因子の一つであると言え

る16）．シメチジンは潰瘍病変部の bFGF 産生を亢進させ

るという報告や逆に VEGF などの血管新生因子を抑制

するという実験結果もあるが，本モデルにおいてシメチ

ジンが直接 Lewis 肺癌の血管新生を刺激したのか，あ

るいはシメチジンに調節された因子により間接的に血管

密度が増大したのか詳細なメカニズムに関しては不明で

あり今後の更なる検討を要する17）18）．

本研究モデルの特徴として Lewis 肺癌を外科的に皮

下移植していることとシメチジンを移植一週間前から経

口投与していることが挙げられる．腫瘍移植の手術侵襲

は比較的軽度であるため全身的影響は少なかったと考え

られるが，局所においては細胞浸潤やサイトカイン産生

といった炎症反応が引き起こされたはずであり，当然そ

こに移植された Lewis 肺癌切片へも影響があったもの

Fig. 3 Photomicrographs of specimens with Factor

VIII immunohistochemical staining. Arrows indicate

representative microvessels that are positively

stained.

Fig. 4 Vascular density of subcutaneous tumors in

each group on day 28. Values are expressed as

mean±SD. ＊ : P＜0.05 vs. CO or HD. ＊＊：P＜0.05 vs.

CO or LD.
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と推察される．ところで，移植一週間前からシメチジン

を服用していたマウスでは，移植時にヒスタミンの H 2

受容体を介する作用が用量依存的に抑制されていたと考

える．Tayama らは高用量のシメチジンを周術期に患者

に投与することで，体外循環を伴う心臓手術後の好中球

エラスターゼや IL-8 といった炎症性サイトカインの上

昇が抑制されることを報告し，Mikawa らはシメチジン

が好中球の活性酸素産生を抑制することを実験的に明ら

かにしているが，シメチジンのこうした作用は外科的に

移植された腫瘍の生着，成長に好都合であると思われ

る19）20）．

本研究は皮下移植した Lewis 肺癌の成長および肺転

移をみており，臨床における原発性肺癌の通常の進展と

は上述点を含め幾つかの点でメカニズムが異なると考え

られる．むしろ，外科手術などで胸腔内や手術創に播種

した腫瘍の進展形式に近いかもしれない．肺転移を評価

する実験系としては腫瘍細胞を静脈注射する動物モデル

がしばしば利用されてきたが，腫瘍細胞が自ら血管内へ

移行することで転移が始まることを考えると本モデルは

より臨床に即していると言える．逆に外科侵襲の影響を

伴わない系で腫瘍成長を評価するには腫瘍細胞浮遊液の

皮下接種モデルや静注肺転移モデルが適していると思わ

れ，また本モデルにおいてシメチジンを周術期のみ或い

は移植後から投与しその効果を比較することもシメチジ

ンの果たす役割を解明する上で有用と考える．

ヒスタミンの持つ免疫調節作用に関しては現在も多く

の研究が行なわれており，今後更に解明が進むにつれ癌

免疫の分野でもその役割が明らかになっていくと思われ

る．しかし，癌免疫のような生体内現象を研究する際に

大切なのは，個々の癌は異なる生物学的特徴と周囲環境

を持ち，癌免疫にかかわる種々の生理活性物質はその濃

度や作用時間により機能が大きく変化する可能性があ

り，更に生体内の生理現象は常に他の物質との複雑な相

互作用の上に生じることなどを理解しておくことであ

る．ヒスタミンの癌免疫調節作用を検討した多くの研究

で異なる結果が報告されているのは，このような理由が

関係していると考える．

結 語

本研究モデルの条件下では，内服投与したシメチジン

は用量依存的に皮下移植された Lewis 肺癌の血管新生

を亢進し，腫瘍の成長および肺転移を促進すると考えら

れた．
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Abstract

Impact of Cimetidine on Growth and Metastasis of
Surgically Transplanted Lewis Lung Cancer

Michiharu Suga1）2）, Riichiro Morita1）, Koichi Kaneko1）and Shunei Kyo1）

1）Department of Cardiovascular and Respiratory Surgery, Saitama Medical School
2）Department of Regenerative Medicine and Tissue Engineering, National Cardiovascular Center Research Institute

Purpose : Histamine has multiple biological functions and its immunomodulatory actions are not fully under-

stood. In the current study, we investigated the effect of cimetidine, which is a histamine-2 receptor antagonist, on

the progress of transplanted Lewis lung cancers using a mouse model. Methods : A piece of Lewis lung cancer

weighing 15 mg was transplanted into the subcutaneous space on the back of each C 57 BL�6 mouse. Mice were

randomized into a no-treatment control group（CO）or one of two treatment groups. In the treatment groups, 16

mg�kg�day（LD）or 160 mg�kg�day（HD）of cimetidine was orally administered from one week before the day

of transplantation to the time of sacrifice. Subcutaneous tumors and lungs were excised on the 28th or 42nd post-

operative day. Results : The mean vascular densities of the subcutaneous tumors on day 28 were 55.7±23.9�mm2

in CO, 88.0±16.3�mm2 in LD and 122.6±16.9�mm2 in HD（p＜0.05 ; CO vs. LD or HD, LD vs. HD）. On day 42, mean

weights of the subcutaneous tumors and the numbers of metastatic lung tumors were 6.0±2.1 g in CO, 7.9±1.2 g

in LD and 10.0±1.9 g in HD（p＜0.05 ; CO vs. HD）, and 7.5±6.0 in CO, 17.0±3.0 in LD and 19.8±7.4 in HD（p＜0.05 ;

CO vs. HD）, respectively. Conclusions : These results suggest that cimetidine dose-dependently enhances the an-

giogenesis, growth and metastasis of surgically transplanted Lewis lung cancer in a mouse model of this type.
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