
Studies on Anti-tumor activity of Eubacterium
lentum strain ATCC 25559

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/8360URL



金沢大学十全医学会椎誌 第
1 00 巻 第 5 号 989－10 0 3 く19 9 11

E u b a c t e ri u m le n t u m A T C C 2 5 5 5 9 株の

抗腫瘍活性 に 関する研究

金沢大学医学部歯科口 腔外科学講座 く主任 二 山本悦秀教授フ

加 藤 栄

く平成3 年9 月27 日受 付う
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E u b a c te rt u m l e n t u m r E ．
l e n t u m j A T C C 2 5 5 5 9 株 の 菌体超音波処 理 上 滑液 くS u p e r n a t a n t Of

s 。n ic a t e d c ell s ， S u p
－S C l の 担癌 マ ウ ス に 対 す る 抗腫瘍活性 を ，

エ
ー ル リ ッ ヒ 腹 水癌細胞 旧h rli c h

a s cit e s c a r c in o m a c e u s ， E A C 細胞I ， サ ル コ
ー マ 18 0 細胞 くS a r c o m a 1 8 0 c e11s ， S － 18 0 細月割 お よ び メ ス A

細胞 くM e th A fib r o s a r c o m a c e u s ， M e th A 細 榔 の 固型癌 を用 い て検討 した ． 抗腫瘍活性 は ， 各標品投

与群 マ ウ ス の 対照群 マ ウ ス に 対 す る腰瘍重量 の 比 く腫瘍増殖阻止 率上 あ る い は 平 均生存日数 の 比くTノ

CI で評価し た ． 玉 井一福田培地48 時間培養菌液 か ら得 られ た 培養上浦液 ，
お よ び 超音波破壊菌体の 遠心

上清液くS u p － S Cl ， 遠心 沈溶 それ ぞ れ の 抗腫瘍活性 を ．
E A C 細胞お よ び S －1 8 0 細胞を使 っ て検討し た結

果，
S u p

－S C に 腫 瘍形成の 抑制が認め ら れ た ■ そ こ で 同上 清の エ タ ノ
ー ル 画 分 くe th an 01 f r a cti o n ， E F l に

っ い て上 記 の 2 腰 瘍 お よ び 同系 の M e th A 細 胞 で 調 べ た と こ ろ ． 同 じ く 腫 瘍増殖阻止率 で39 ． 7 M

4 6 ．1 ％ ，
TI C で1 3 6 ． 7 p 1 39 ．6 ％以 上 の 抗腫瘍活性が認 めら れ た ． 次に E F を p H 2 ■ 0 ， P H 4 ．0 ， p H 6 rO の

各 p H で 等電点沈殿 し た画分 に つ しユて 各腫瘍細胞 で抗腫瘍活性 を調 べ た と こ ろ ， p B 6 ．0 画分に 腰痛増殖

阻止率で39 ． 0 －58 ． 5 ％ ，
T I C で1 3 2 ． 2 T 1 3 9 ． 4 ％以 上 の 抗腫 瘍活性が得 られ た 一 夏 に p H 6 ■ 0 画分を凍結乾

燥 し ， 濃度を 4 段階 く3 ． 5
．
7 ． 5

，
1 5 ． 0

．
2 2 ．5 m gl m ll に 分け て用 量一反応関係 をみ る た め M et h A 細胞

で比較 した と こ ろ ，
7 ． 5

，
1 5 ． O m gノm l 濃度投与群 に お い て腫瘍形成の 抑制が み ら れ た 一 そ して

，
よ り高

濃度の 22 ．5 m gl m l 投与群 で は マ ウス の 架死 ． ま た低濃度の 3 ． 5 m gl m l で は 腫瘍 の 抑制が み ら れ なか っ

た こ と か ら ． 抗腫瘍活性 に 対す る 至 適量が存在す る こ とが 示 さ れ た ． また 本標品は100
0

C の 加熱 に よ り

不 活性化さ れ な い こ と か ら ， その 本体 は蛋白で は な い こ とが 推測さ れ た ． 本標品の マ ウ ス へ の 投与方法

を筋肉内 ． 腫瘍内お よ び 腹腔内の 3 経路 に 分け M e th A 細胞 を用 い 検討 した と こ ろ ， 投与経路に よる 明

らか な抗脛癌活性 の 差異 は み られ なか っ たく腰瘍増殖阻止率， 30 ． 3
－

3 5 ．8 ％ト ま た p H 6 ． 0 画分標 品 を投

与した マ ウ ス で は ， 腫瘍部位に L 3 T 4 陽性 丁細胞の 著 明 な浸潤が病理組織学的に 認 め られ た． 以上 の 結

果よ り
，
E ． l e n i u m A T C C 2 5 5 5 9 株 の S u p －S C は 抗腫 瘍活性 を有 して お り ， 本活性 に は免疫系が関与 し

て い る こ とが 示唆 さ れ た ．

K e y w o r d an a e r Ob e
，
a n ti － t u m O r a Ctiv it y ， E u b a c t e ri u m le nt u m

抗腫瘍物質の 研究 は多岐 に わ た っ て い る ． そ れ ら は

合成化合物と 天然物と に 大別で き ， 種々 の 物 質に 及 ん

でい るが
， 天 然物 の 中 で 最も 古く か ら そ の 抗腫瘍性 に

着目され た もの が微生物 で ある ． 細菌が 作る 毒性物質

を悪性腫瘍 に 対抗 する 薬 と して 利用 す る こ と は ， 人 間

A b b r e viati o n s 二 A B C
，
a V id in b i ot in p e r o xid a s e

Cl． b o t uli n u m
，
C l o st rid i u m b o t uli n u m E A C

，

の 健康 を目指 す研究 を続 けて い る も の に と っ て の ひ と

つ の 課題で あ っ た ．

こ の 微 生 物 の 抗 腫 瘍作 用 に つ い て は ，
1 8 6 8 年

B u s c h
り
の 丹毒に 躍患し た 肉腫患者が 症 状 の 改善 を み

たと す る報告に 端を発 し ， その 後1 89 8 年 に C ol e y
2，
は丹

C O m p le x i A F T F ， a g a r
－f r e e T am ai－ F u k u d a 三

E h rlich a s cit e s c ar c in o m a ニ E F ， e th a n ol

fra ctio n J E － le n t u m
，
E u b a c t e ri u m le n t u m ニ I M ， in t r a m u s c ula r ニ I P ， in t r a p e ri t o n e al 芸 I T ，



9 9 0

毒か ら 分離 した 溶血 性 レ ン サ 球菌 と霊菌 との 混合培養

濾液 で ある 有名 な C ol e y
，

s t o x in を 考案 し ， 多数 の 有効

例 を報告し た ． それ 以降 ， 種々 の 微生 物 の 生菌， 死菌

ある い は菌体成分の 抗腫瘍活性 が検討さ れ ， 国内外 を

問わ ず多数 の研究報告が な さ れ て き た
3 卜 7j

． そ し て 細

菌の 菌体ある い は そ の 構成成分 の あ る も の は ，
生 体 に

と っ て 抗原 と な る ばか り で な く 生物活性 を有 し， 生体

の免疫応答 を賦活化す る こ と が 知 ら れ て く る よ う に

な っ て き た
41

． しか し
，
そ の ほ と ん ど は 好気性菌 に 関

す る研究であ り ， 嫌気性菌 に よ る 抗 腫 瘍活性 の 研究

は ， C わ5 わ
ー

寝由 雄
， 嫌気性 C 叩 叩 商 都 盆 め 仰 の 一 部 に

散見 され る に す ぎな い
8 ト 間

近年 ， 著者の 研究室の 玉 井 ら は ，
口腹癌の 感染病巣

よ り高率 に 分離さ れ る 嫌気性グ ラ ム 陰性菌 F 描 0 古庄 C －

f g わ祝 別 に 着目 し ，
その 抗腫瘍活性 の検討を行 い ， 培養

上 清液中に 抗腰瘍活性物質 を見 い 出した ． 更 に そ の 本

体 は細胞壁構成成分で あ る リ ボ 多糖体く1i p o p ol y s a c c －

h a ri d e
，
L P SJ で あ る こ と を 明ら か に した

1 1ト 1 31
． 上 述 の

玉 井ら の研究 に 端 を発 し ， 著者 の研究室 で は 各種 の嫌

気性菌に つ い て抗腫瘍活性 の検討が な さ れ t グ ラ ム 陰

性薗の 沌ゴ7g o 彫 J血
川

， グ ラ ム 陽性菌の P 勿 ね C O C C 鋸5
1引

，

アナ
■

坤 ね乃 加 c fg rブ祝刑
161
が 抗腫 瘍活性 を有 す る こ と が 明

らか に さ れ た ，

著者 は本研究で ， 口腔 内常在菌の
一

種 で ， 嫌気性グ

ラ ム 陽 性 梓 菌 で あ る 成仏 鋸 ね 祓 仰乙 肋 助 川 Z 作 ．

J e 邦吉祝研ノ
用
に つ い て の 抗腫瘍活性の検討 を行 っ た ．

材料お よ び方法

王 ． 使用 菌株

実験 に は E ． l e n t u m A T C C 2 5 5 5 9 株く金沢大学医療

技術短期大学郡山岸高由教授 よ り 分与1 を使 用 した ，

I工
． 使 用培地

前培 養 に は ，
玉 井一福 田 培 地

181

くT a m a i－ F u k u d a

m e di u m
，
T F 培地H ニ ッ ス イ ， 東京1 お よ び T F 血液

寒天 平板培地 く10 ％血 液 ． 2 ％寒天加 T F 培地1 を使

用 した ． ま た 本培養 に は ，
寒 天 を 除 い た T F 培地

くa g a r －f r e e T F 培地 ，
A F T F 培 地I を用 い た ．

m ．
且 ム釧 細 別 標 晶 の 調 整

1 ． 培養法お よび培養液 の 処 理 法

E ． l e n t u m A T C C 2 5 5 5 9 株培 養薗液0 ． 5 m l を T F 培

地 15 m l に 植菌 し37
0

C で 培養 し た ． 4 8 時間 培養後 ，

T F 血液寒天平板培地 に 1 白金耳 を塗 抹 し ， B B L ガ ス

藤

パ
ッ ク くB e c t o n D i c k in s o n ， C cx Ik e y s v ill e ， U S Aンを 恥

て37
0

C
． 4 8 時間嫌気培養後 ， 形成 さ れ て く る 集落を

T F 培地 1 5 m l に 釣菌 し た ． 3 7
0

C ． 4 8 時間培養後5 m l

を T F 培地 100 m l に 移植 した ． 3 7
0

C ． 2 4 時間培養後，

5 0 m l を A F T F 培地 1 ， 00 0 m l に 移植 し48 時間本培養を

行 っ た ． 本培 養後 ，
無 菌的に 冷却遠心器 RS －2 0 1工1くト

ミ
ー

精工 ， 東 副 を用 い て 6 ，
5 0 0 X g ，

2 0 分間遠心し
，

培養 上 清液くs u p e rn a t a n t Of c ult u r e ， S u p － Cl と沈壇儒

体いこ分離 し た ． さ ら に S u p
－ C は 異物 濾過 フィ ルタ ー

マ イ レ ク ス H A く孔径 こ0 ． 4 5 JL m l くM i11ip o r e C o r p o ra ．

ti o n
，
B e d f o r d

，
U S A l を 用 い て 濾過滅菌 し た後

， 実験に

供 した ．

2 ． 超 音 波 処 理 菌 体 上 清 液 くS u p e rn a t an t of

S O n i c a t e d c e lls
，
S u p

－ S Cl と 超 音 波 処 理 菌体 沈

くS e d i m e n t of s o n i c a t e d c e u s ， S e d －S Cl の 調整

本培養後 ，
遠心 し て得 られ た菌体 に 滅菌生理食塩水

を加 え遠心洗浄く6 ，5 0 0 x g ， 2 0 分間1 を 行っ た ． 洗浄菌

体3 ．2 g く湿重卦 に 滅菌生理食塩水 50 m l を加 え， 超音

波破砕器 M d el U R－20 P く20 氾切 くト ミ
ー 精工1 を用い

て 20 0 W ，
3 0 分間超音波処理 を行 っ た ． 超音波処理液

に つ い て
， 先 ず 末破砕 の 細胞 片 を 除 去 す る ため

800 X g ， 2 0 分 間遠心 し た ． 次 に 上 清 液 を 遠心 分離機

50 － A く佐久間製作所 ，
東京I に て 10 ，0 0 0 X g ， 20 分間遠

心 し
，
得 られ た 上 清液 を S u p － S C ， 沈 漆を S e d ．S C と

して 滅菌生理食塩水 に 懸濁 し実験 に 供 した ．

3 ． S u p
－ S C の エ タ ノ ー ル 画 分 くe th a n ol f r a c ti o n ，

E 円 の 調整

S u p
－ S C に 純 エ タ ノ ー ル を 浪度が60 ％と なる ように

加 え ， 充分捷拝後 4
0

C 下で
一

夜静置 した ． 静置後，
無

菌 的 に 10 ，0 0 0 X g ，
2 0 分間遠心 し

，
得ら れ た 沈漆を

E F と して 滅菌生理食塩水 に 懸濁 し実験 に 供した ．

4 ． 等電 点沈殿法に よ る 分画

E F 2
．
2 g く湿 重 量1 に 1 1 1 5 M 燐酸 緩衝液 tp H 7 ．Ol

くp h o s p h at e b u ff e r ， P BI 5 0 m l を 加 え ， 充分捜拝し溶解

し た 後 10 N H C l を加 えて 溶液の p H を6 ． 0 に 調整し

た ． 4
0

C 下で 一 夜静置 した 後 10 ，0 0 0 x g ， 2 0 分間冷却

遠心 を行い ， 得 られ た 沈濃く湿 重 量 1 ． 2 gl を p王16 ．0 画

分と して P B に 懸濁 し て実験 に 供 し た ． 分離し た遠心

上 清液 に ，
更 に 10 N H C l を加 え p H 4 ．0 と なるように

調整 し た ． 擾 拝後 4
0

C に
一 夜静 置し ， 再度1 0 ，0 00 x g ．

2 0 分 間遠心 し ， 得 ら れ た 沈溶く湿 重量 0 ．7 gl を p
H

4 ． 0 画分 と し て P B に 懸濁 し て実験 に 供 した ． 同様に

in t r a t u m o r al i L P S ， 1ip o p oly s a c c h a ri d e ニ M et h A ， M et h A fib r o s ar C O m a 三 P
B
， p h os p h ate

b uff e r ニ S
－1 8 0 ， S a r c o m a 1 8 0 i S e d

－ S C
，
S e d in 1 e n t Of s o ni c at e d c ells ニ S u p

－ C
，
S u p e rn at a n

t Of

c ult u r e i S u p
－S C

，
S u p e m a t an t Of s o nic a t e d c ells i T F ， T a m ai

－ F u k u d a
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p H4 ■ 0 画分 を得 た後 の 分離 し た遠心 上 清液に 更に 10 N

H C l を加え て p H 2 ． 0 に 調整 した ． 横枠後 4
0

C に
一 夜静

置し， 1 0 ，0 00 X g ， 2 0 分間遠心 し ， 得ら れ た 沈溶く湿 重

量0 ． 2 gl を p H 2 ，0 画分と して P B に 懸濁 し て 実験 に 供

した ．

また必要に 応 じ p H 6 ． 0 画分 を凍結乾燥 し ， 使 用 時

P B に懸濁し実験 に 供 した ，

p H 6 ． 0 画分の 抗腫瘍活性の熱安定性 の 検討 は ， p H

6 ．0 画分を100
0

C ， 1 0 分 間加熱す る こ と に よ り 行 っ た ■

N ． 実験動物

日本チ ャ
ー ル ズ ． リ バ

ー

株式会社 く厚木1 か ら 購 入

私 署者の 研究室 の 動物飼育室 で環 境馴化の た めに ，

あらか じめ 1 週間飼育 した 5 週齢の 1C R 系 マ ウ ス く体

重20 － 2 6 gl ， 5 適齢の B A L BI c 系 マ ウ ス く体重20
－

2 2

gさを実験 に供 し た ■ な お 餌と 水は マ ウ ス が自 由に 摂取

できるよ う に した ．

V ． 腫瘍細胞 の 調整

著者の 研究室 で 継代培養 して い る エ
ー ル リ ッ ヒ腹水

癌細胞くE h rlic h a s cit e s c a r ci n o m a c ell s ， E A C 細胞L

サル コ
ー マ 1 80 細胞くS a r c o m a 1 8 0 c ell s ， S －1 8 0 細胞1 お

よ び メ ス A 細胞 くM e th A fib r o s a r c o m a c ells ， M eth

A 細胞I を用 い た
1別

．

E A C 細胞 お よ び S －1 8 0 細胞 は IC R 系 マ ウ ス の 腹腔

内， M e th A 細胞 は B A L B J
I
c 系 マ ウ ス の 腹腔内で 7 日

日ごとに 継代培養し た ． 実験 に 際 して ，
マ ウ ス 腹腔内

で7 日間培養 した 各腫瘍細胞 く腹水さ を無菌的 に 採取

した． 採取後
，
チ ュ ル ク型 白血 球計算盤 くエ ル マ 光学 ，

東刹 で白血 球算定基準
抑
に した が っ て 細 胞数 を算定

し ， 適量の 滅菌生理食塩水を加 え ，
5 x l O

7

個ノm l の 細

胞浮遊液 を作製 し各実験に 供し た ．

VI ． 担痛 マ ウス の 作製法

マ ウ ス の 背部 を 動物 用電動 バ リ カ ン ． ア ニ マ ル ク

リ ッ パ
ー M d e1 9 0 0 く大東電気， 東京1 で 剃毛 し ，

ヒ ビ

テ ン ア ル コ ー ル 液 で 消 毒後 ， 皮 下 に 適 量 の 細 胞敷

く5 x l O
7

個ノm D に 調整 し た細胞浮遊液 0 ． 2 m l を 移植 し

担痛マ ウ ス と し た ， こ の 際 E A C 細胞 ，
S －1 8 0 細胞 に

IC R 系マ ウ ス を ， M e th A 細胞に は B A L B ノノc 系 マ ウ

スを用 い た ．

用 ． 抗腫 瘍活性 の 判定

マ ウ ス の 背部皮下 に 各腫 瘍細胞 を移植後 ， 4 8 時間後

より 1 日 1 回
，
9 日 間連続 し て マ ウ ス の 前 肢筋肉内

伽t r a m u s c ul a r J M l一に それ ぞ れ の 被験標品の 0 ． 2 1 n l を

注射し ， 抗腫瘍活性を検討 し た ． ま た p H 6 ． 0 画分 に つ

いて は
， 更に 腹腔内くin t r a p e ri t o n e al，I Pl お よ び腫 瘍内

伽t r at u m o r al
，
I Tl 投与 を合わ せ て 行 っ た ， 対照群 に は

滅菌生理 食塩水 ， あ る い は P B を 同量 注射 し た ．
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1 ． 腫瘍 重量 に よ る判定

腫瘍細胞移植後， 背部 に 形成 した 固型 腫瘍 の 重量 を

一 定期間毎に 測定 した ． 腫瘍重量 は

腫瘍重量くgl こ 腫瘍長径くc 叫 X 仁腫瘍短径くc 叫コ
2

ノ2

の 計算式 に よ り求め た
21j

．

標 品投与群く処置群1 の 平均腫瘍重 量 と 対照群 の 平

均腫瘍重量 を比 較 し て
，
腫瘍増殖阻止率 を算定 し ， 阻

止 率が30 ％以 上 の 場合 ， そ の標品 に 対 して 腰癌が 感受

性あ り と し た ． 判定 の 最終 日 は20 あ る い は25 日 と し

た ． 腫瘍増殖阻止率 の 計算式を以 下 に 示 した
22I

．

腫瘍増殖阻止 率く％1 ニ 亡1 － し処置群の平均腫瘍重量ノ

対照群 の 平均腫瘍重量刃 X l OO

2 ． 生存 期間に よ る判定

生存期間の 測定は60 日 間と し， 腫瘍細胞を移植 し た

日 よ り以 後の マ ウ ス の 生存 日数に よ り抗腫瘍効果 を判

定する こ と と した ． この 際処置群 の 平均生存 日数くTl

と 対照群 の 平均生存日 数くCン の 比 ，
す な わ ち くTノ

CI x l O O く％1 に よ っ て抗腫 瘍効果 を判定 した
21I

．

Y軋 蛋 白質 の 定量

蛋白質の 定量 は Bi o ． R a d 法
231
L こし たが っ て 行 っ た ．

旺 ． 病理 組識学的検討

1 ．
へ マ ト キ シ リ ン T エ オ ジン 染色

摘出し た腫瘍組織標本を10 ％ホ ル マ リ ン に て固定

し ，

パ ラ フ ィ ン切片 を作製し ， 常法
24I
に した が い へ マ

ト キ シ リ ンー エ オ ジ ン 染色 を行 っ た後 ， 光学顕微鏡下

で 観察し た ．

2 ． 免疫 ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ染色

特異性お よ び 感受 性 に 優れ た a v id in bi o ti n p e r o xid－

a s e c o m pl e x くA B Cl 法に よ り 行っ た
251

，

摘出し た 腫 瘍組織標本 を O T C コ ン パ ウ ン ド くル1il e s

L ab o r a t o ri e s
，
h di a n a

，
U S A J で 包埋 後 ，

ド ラ イ ア イ ス

ーア セ ト ン で瞬時に 凍結し ．
ク リ オ ス タ ッ ト T i s s u e －

T e k くマ イ ル ス
． 三 共

． 東京I で 薄切 t 6 ノJ n l の 連続切

片1 し た凍結切 片を作製し た ． 第 1 次抗体とし て 1 00 倍

希釈し た抗 マ ウ ス L 舛2 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 t ラ ッ ト

I g G 2 。抗体H S e r a ．L ab ，
C r a w l e y d o w n S u s s e x ， U K J ， 抗

マ ウ ス L 3 T 4 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体1 ラ ッ ト 工gしi 2．， 抗

体H S e r a ． L a b l と3 0 分間室温 で 反応さ せ た ． 次 し一 で 第

2 次 抗体と し て 10 0 倍希釈 の ヤ ギ抗 ラ ッ ト k G 抗体

くAffi ni p u r e G o a t a n ti R a t－I g G l りa c k s o n I m m u n o r e s ．

e a r c h L a b o r a t o rie s ， W e S t B alti m o r e ，U S A l と3 0 分 間室

温で 反 応 さ せ た ． 更 に A B C 試 薬 ベ ク タ ス テ イ ン

くV e c t o r L a b o r at o ri e s ． B u rlin g a m e ， C a n a d al と3 0 分 反

応させ た後 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ基 質溶液で 発 色さ せ た ．
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そ の 後， 光学頗微鏡下 で 観察し た －

X ． 統 計学的検定法

2 群の 腫瘍重量 の 平 均値 の 差 の 検 定 に は ，

t 検 定

を ． ま た 2 群 の 生存率 の 差 の 検定 に は
一 般 化 W il c o

－

x o n 検定を行 っ た ． な お 危険率 5 ％以 下 を有意 と判定

した ．

成 績

壬 ． E二 ね捌 血桝 A T C C 2 5 5 5 9 株の 培養菌液の 上 溝液

およ び菌体 の 抗腫瘍活性

E ．
l e n t u m A T C C 2 5 5 5 9 株 の 抗腫瘍活性 が菌 の ど の

部分 に 由来す る か を求め る た め ， 培 養菌液 tl ，0 0 0 m り

を培養上 帝液 くS u p － C l ， 菌体 を超音波処 理 し た 後 の 上

浦液くS u p －S Clく50 m ll と沈 漆くS e d
－S C いこ分 け E A C 細

胞お よ び S － 1 8 0 細胞 の 担癌 マ ウ ス に 投与 す る こ と に よ

り
，
そ の抗腰痛活性 を比較検討 し た ． こ の 際 S u p － S C

は 50 m l の滅菌生理食塩水をカロえ合計 100 m l と し ， ま

た S e d －S C は S u p
－S C の 実 験 に 対 応 す る よ う に

10 0 m l の 滅菌生理 食塩水に 懸濁 し た ． 各実験 に は 1 群

10 匹 の マ ウ ス を使用 し た ．

1 ． 腫瘍重 量 に よ る判定

は じめ に 腫瘍重量 を測定す る こ と に よ り抗腫瘍活性

を検討 した く表 1 1 ．

E A C 細胞 移植実験で は ， 対照群 と処置群くS u p
－ C 投

与 猟 S u p －S C 投与 猟 S e d
－S C 投 与 糾 問の 腫瘍重量

T a bl e l ． A n tit u m o r a c ti vi ty of E ．l e n t u m

の 差異 は15 日日頃よ り認 めら れ は じめ た ． そ の 後， 経

口的 に その 差異 は顕著 と な り ， 2 5 日 目 の 観察で は
，

S u p
－ S C 投 与群 に お い て は平均腫瘍重 量 が4 － 5 g に すぎ

ず
，
対照群 の 平均腫瘍重量 と較 べ る と ト

腫 瘍増殖阻止

率は4 3 ． 1 ％で あ り 腰 瘍重 量の 有意 な抑制くp く0 ．0 1I が

み られ た ． し か しな が ら ．
S u p

－ C
，
S e d －S C 投与群では

25 日目 に お け る平均腫瘍重量 は各々 7 ． O g ． 6 ． O g ， 腫瘍

増殖阻止率 は各々 11 ． 4 ％ ．
2 4 ． 1 ％ に す ぎず 腫瘍重量の

有意 な抑制は認め ら れ な か っ た ．

S － 18 0 細胞 移植実験 で は ，
2 5 日目 の 観察 での 平均腫

瘍重量 は対照群4 ． 4 g ， 処 置群 3 － 2 －4 ， 4 g く腫 瘍増殖阻

止率 ，
4 ． 6 － 2 7 ．3 ％1 で あ り ，

い ずれ も 明 らか な腫瘍重

量 の 抑制 は認 め ら れ な か っ た 一

2 ． 生存 日 数に よ る判定

次 に 生存率 を測定す る こ と に よ り ． 抗腫瘍活性を検

討 した く表2 ナ．

E A C 細胞移植実験で は ， 対照 群 は51 日 日ま で にす

べ て腫瘍死 し た ． ま た S u p － C 投与群で は5 3 日 目まで

に
，
S e d －S C 投与群 で は52 日目 ま で に す べ ての マ ウ ス

は腫 瘍死 し た ． こ れ に 対 し S u p －S C 投与群で は ， 生存

日 数 は長く ．
被験10 匹 中2 匹 は6 0 日 間以上 生存し， 平

均生存 日数 は4 9 ． 5 日以 上 ，

TノC は1 3 5 ． 9 ％以上 で 延命

効果くp く0 ． 0引 が 認め ら れ た ，

S －1 8 0 細胞移植実験 で は ， 対照 群 は51 日目まで にす

べ て 腫瘍 死 した ． ま た S u p
－ C 投与群 で は59 日目まで

A T C C 2 5 5 5 9 p r e p a r a ti o n s ニ eff e
c t o n t h e

t u m o r w ei gh t s of t u m o r
－b e a ri n g mi c e i n t w o diff e r e

n t t u m o r c ell s

ニニ芸ニt三三
11
A 一

誌憲
O n

芸d
慧 豊慧 慧

t

諾

E A C S u p
－ C

S u p
－S C

S e d － S C

S ali n e くc o n tr oll

S － 1 8 0 S u p
－ C

S u p
－ S C

S e d －S C

S ali n e くc o n tr oll

0
八

U

O

O

9

0
ハ

U

9

1

1

1

1

1

1

7 ． 0 士3 ． 5 1 1 ． 4

4 ． 5 士1 ． 5 4 3 ． 1
ヰ

6 ．0 士3 ． 9 2 4 ． 1

7 ． 9 士3 ． 8

4 ． 2 士2 ． 7 4 ． 6

3 ． 2 士2 ． 0 2 7 ． 3

3 ． 8 土2 ． 4 1 3 ． 6

4 ．4 士3 ．4

al E A C ， E h rli c h a s ci te s c a r ci n o m a ニ S
－ 18 0

，
S a r c
p
m a 1 8 0 ．

bl A O ．2 － m l v ol u m e of t u m o r c ell s u s p e n s l O n く1 x l O
7
c ell sI w a s i n o c ul a t e d

s u b c u t a n e o u sly i n t o th e b a c k
of a m o u s e ． I n t r a m u s c u l a r i nj e c ti o n of O －2

－

m l

v ol u m of e a c h p r e p a r a ti o n i n t o a f o r el e g w a s
b e g a n 2 d a y s af t e r

th e i n o c ul a tio n

a n d th e n p e rf o r rn e d o n
c e a d a y d u ri n g 9 d a y

s － S u p
－ C
，
S u P e r n a t a n t Of c ult u r e ニ

s u p
NS C

，
S u P e r n a t a n t Of s o ni c a te d c e－1 s ニS

e dTS C ， S e di m e n t of s o ni c a t e d c ells ．

cI E v al u a ti o n w a s p e rf o r m e d 2 5 d a y s af t e r th e i n o c ul a ti o n
o f t u m o r c ells i n m i c e －

dlくト M e a n t u m o r w ei gh t of tr e a t e d g r o u pノm e a n t
u m o r w ei g h t of c o n t r ol g r o u pI

X 1 0 0 ．
ホ

p く0 ．01 ， C O m P
a r e d w ith c o n tr ol b y S t u d e n t

，

s t － t e S t ．



E u b a c t e ri u m の 抗腫瘍活性

に，
S e d

－ S C 投与群で も59 日目ま で に す べ て の マ ウ ス

が腫瘍死した ． こ れ に 対 し S u p
－ S C 投与群 で は被験10

匹中2 匹が60 日 間以 上 生 存 し ， 平 均生存 日数
は4 9 ．7 日

以上 TI C は12 8 －7 ％以 上 を示 し ，
E A C 細胞同様 延命

効果くp く0 ． 岬 が 認 め られ た t

以上 の結果 ．
E ． l e n t u m A T C C 2 5 5 59 株 の S u p －

s c に は 抗腫瘍活性物質が存在 す る こ と が 示 唆 さ れ

た ． ま た ，
こ の S u p

．S C の 蛋 白 質 を 測定 し た 結 果

1
，
6 5紬 gノm l で あ っ た 一

II ． E ． l e n t u m A T C C 2 5 5 5 9 株 の S u p
． S C の エ タ

99 3

ノ ー ル 画分 の 抗腫瘍活性

抗 腫 瘍活性物質 の 本態 を明 ら か に す る た め ，

S u p
． S C に エ タ ノ

ー ル を最終濃度 が60 ％に な る様加 え

溶媒抽出 し た エ タ ノ ー ル 画分 くE Fl の 抗腫 瘍活性 を

E A C 細胞 ，
S － 18 0 細胞お よ び 同系の M e th A 細 胞に

つ い て検討 し た ． こ の 際本画分2 ． 2 g く湿重 量1 は 滅 菌

生理食塩水 50 m l に 懸濁 した ．
こ の と き の 蛋白濃度 は

543 ノJ gノm l で あ っ た ． 各実験に は 1 群20 匹 の マ ウ ス を

使用 した ．

1 ． 腫 瘍重量 に よ る判定

T a b l e 2 ． A n tit u m o r a c ti vity of E ．l e n i u m A T C C 2 5 5 5 9 p r e p a r a ti o n s ニ eff e c t o n th e

s u r v i v al of t u m o 卜b e a ri n g m i c e i n t w o diff e r e n t t u m o r c ell s

T u m o r c ell
lI P r e p a r a ti o n

i n o c ul a te d i nj e c t e d
bl

N u m b e r M e a n N u m b e r

of s u r マN al o f TノC く瑚
dl

mi c e u s e d d a y s
CI

s u r v I V O r S

E A C S u p
－ C

S u p
－ S C

S e d －S C

S ali n e くc o n tr oII

S －1 8 0 S u p
－ C

S u p
－S C

S e d － S C

S ali n e くc o n tr oll

ハ
リ

O
ハ

U

O

O
ハ

リ

O

O

l

l

l

l

l

l

l

l

ン

ン

2

5

ハ

リ

4

2

7

5

6

1

9

3

6

4

9

4

8

4

4

4

3

4

4

4

3

0 1 1 3 ．1

2 ン13 5 ． 9
ヰ

0 1 1 8 ． 1

0

0 1 1 4 ． 5

2 ン12 8 ． 7
ヰ

0 1 1 5 ． 2

0

aJ，bl S e e f o o t n o t e s al ，bl of T a bl e l ．

CI E v al u a ti o n y
a s p e rf o r m e d 6 0 d a y s a ft e r i n o c ul a ti o n of t u m o r c ells i n mi c e ．

dlくM e a n s u r v I V al d a y s o f tr e a t e d g r o u pノm e a n s u r v i v al d a y s of c o n t r ol g r o u pI x l O O ．
ヰ

p く0 ．05 ， C O m P a r e d wi th c o n tr ol b y g e n e r aliz e d W il c o x o n t e st ．

T a bl e 3 ． An tit u m o r a c ti vi t y of 6 0 ％ e th a n ol f r a c tio n くE Fl of S u p
－S C p r e p a r e d

f r 。 m E ．l e n t u m A T C C 2 5 5 5 9 こ eff e c t o n th e t u r n o r w ei g h t s of t u m o r
－b e a ri n g

mi c e i n th r e e diff e r e n t t u m o r c ells

ニ三器三t三言
11
わ

認諾
O n

芸d
諾意崇

E A C E F

S ali n e くc o n tr oll

S －1 8 0 E F

S al i n e くc o n tr oll

M e th A E F

S ali n e くc o n t roll

9

8

8

9

0

6

1

1

1

2

1

3 ． 4 土1 ． 0 4 6 ．1
ヰ

6 ． 3 土2 ． 9

3 ． 2 土1 ． 5 3 9 ． 7
ヰ

5 ． 3 土1 ． 8

1 ． 8 士0 ． 5 4 3 ． 8
ヰ

3 ． 2 土1 ． 1

al E A C ， E h rli c h a s cit e s c a r ci n o m a ニ S－1 8 0 ， S a r c o m a 18 0 ニ M eth A ， M e th A

fi b r o s a r c o m a ．

bl S e e f o o t n o t e s bl of T a bl e l ．

c，E v a l u a ti o n w a s p e rf o r甲
e d 2 5

，
2 5 0 r 2 0 d a y s af t e r th e i n o c ul a ti o n of E A C ，

S －1 8 0 0 r M e th A c ell s l n m i c e
，
r e S p e C ti v el y ．

dl S e e f o o t n o t e s dl o f T a b l e l ．
ヰ

p く0 ．0 1
，
C O m p a r e d w ith c o n tr ol b y S t u d e n t

，

s tTt e St ■
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E A C 細胞移植実験 で は ， 移植10 日日 頃よ り 対照 群

との 間の 腫瘍重量の 差異が現れ は じ めた ． 2 5 日目の 平

均腫 瘍重量 は対照群 の 6 ． 3 g に 対 し ，

E F 投与 群 で は

3 ． 4 g に す ぎず 腫瘍増殖阻 止率 は4 6 － 1 ％で あ り ， 高 い

抑制率くp く0 ． 0 い が 認 め られ た く表 3 ト

S －1 8 0 細胞移植実験 で も10 日日 頃よ り対照群 と の 間

の 腫瘍重量 の差異が現れ は じ め ，
2 5 日目 の 観 察で は ，

対照群の 平 均腫瘍重量 5 ． 3 g に 対し ，
E F 投与群 は3 － 2

g に す ぎず腫瘍増殖阻止率は3 9 ． 7 ％で あ り 有意差くp く

0 ． 0 11 が み られ た ．

M e tb A 細胞移植実験 で は ，
2 0 日 目の 平 均腫瘍重

量 は対照群3 ． 2 g ． E F 投与群 1 ．8 g で あ り ，
E F 投与群

に お ける 腫瘍増殖阻止率は4 3 ． 8 ％ で あ り先と 同様 ． 有

意 くp く0 ． 0 1I な腫 瘍重量 の 抑制 が 認め ら れ た ．

2 ． 生存日 数に よ る判定

E F 標品を投与 した 場合 ，
E A C

，
S － 18 0

，
M e th A 細胞

い ずれ の 細胞移植実験 に お い て も 明ら か な延 命効果が

認め ら れ た ． 即 ち
，
E A C ， S ，1 8 0

，
M e th A 細 胞担癌 マ

ウ ス く各20 匹1 に E F 標晶 を投与 した 時 ，
6 0 日 以上 生存

した マ ウ ス は各々 4 ， 3 ，
4 匹 で あ り ．

か つ TノC も

1 3 9 ． 6 ％以 上 ，
13 6 ． 9 ％以 上 ，

1 3 6 ． 7 ％以 上 で あ り ， 対照

群と 較 べ た時有意くp く0 ． 0 11 な延命 が認 め ら れ た く表

り ．

以 上 の 結 果 ，
E F は

，
E A C 細 胞 ，

S －1 8 0 細 胞 ，

M et h A 細胞 の 3 種の 腫瘍群 に 対 し抗腫 瘍活性 を有す

る こ とが 分か っ た ．

m ． 等電点沈殿法 に よ る 抽 出物質 の 抗腫瘍活性

E
．
l e n t u m A T C C 2 5 5 5 9 株 E F よ り等電点沈殿法で

抗腫瘍活性物質の 抽出を行 い ， p王セ ． 0 ， p H 4 ． 0
， p E 6 ． 0

の 各画 分に つ い て 抗腫瘍清性 を検討し た ． 本 実験 も先

の 実験 と同様 E A C 細胞 ，
S － 1 8 0 細胞 お よ び M e th

藤

A 細胞 に つ い て行 っ た ． ニ の 際各画 分 は P B 2 5 血 に

懸濁 した － ニ の 時の 蛋白濃度 は p fゼ ．0 画 分が11 月gノ

m l
， p H 4 ． 0 画分が4 1 0 JL gl m l ， p H 6 ． 0 画分 が26 4 p gl

m l で あ っ た ．

1 ． 腫瘍重 量に よ る 判定

E A C 細胞移植実験 で は ， 2 0 日目の 平均腫瘍重量は

対照群 で は3 ． 9 g ， p H 2 ． 0
， p H 4 ．0 画分投与群で は各々

3 ． 6 g ，
2 ． 9 g で あ り ，

腫 瘍増殖阻止 率 は各 々7 ． 7 ％，

2 5 ． 7 ％ に す ぎず 対照群 に 対 し 有意差 は な か っ た 俵

5 卜 しか し なが ら p H 6 ． 0 画分投与群で は ， 平均腫瘍

重量 は 1 ．8 g に す ぎず ， 腫瘍増殖阻 止 率は53 ． 9 ％に及

び 有意 くp く0 ． 0い な腫瘍重 量 の 抑制が み られ た，

S ．1 8 0 細胞 移植実験 に お い て は ，
E A C 細胞の 場合と

同様 ，
2 0 日 目の 観 察 で は ， 対照 群の 平 均腫瘍重量は

5 ． 3 g ， p壬ゼ ． 0
， p H 4 ． 0 画分 投与群の 平均腫瘍重量は

各々 4 ． 4 g ， 4 ，6 g で あ り ， 腫瘍増殖阻 止率 は17 ． 0％
．

1 3 ． 3 ％ に す ぎず対照群 に 対 し有意差 は認め られ なか っ

た ． し か し なが ら ， p H 6 ．0 画分投 与群 で は腫瘍重量は

2 ． 2 g に す ぎ ず ， 腫瘍増殖阻止率 は58 － 5 ％で あり前者

と同 じ く腫瘍増殖 の 抑制 くp く0 ．0 い が み ら れた ．

M e th A 細胞移植実験で も p H 2 ． 0
， P H 4 ．0 画分投与

群 は対照群 と ほ ぼ 同程度の 腫瘍増殖 を示 し ，
2 0 日目の

腫瘍増殖阻止率は各々4 ．6 ％ ，

－ 4 ． 5 ％で あ り対照群に

対 し有意差は認め ら れ な か っ た ． p H 6 ． 0 画分投与群で

は ， 腫瘍重 量 は 2 ． 7 g ， 阻止 率は39 ．0 ％で あ り有意くp く

0 ． 0 11 な 抑制が み られ た ．

2 ． 生 存 日数 に よ る判定

E A C 細胞移植実験 で は ， P H 6 ． 0 画 分投与群で 明ら

か な延命効果が認 め られ ， 移植後60 日目 で 5 匹 の マウ

ス が 生 存 し て お り ，
TノC は13 5 ． 3 ％以 上 で あ り対照群

に 対 し有意くp く0 川11 な差異が 認め ら れ た く表6 ト
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S －1 鋸巨細 胞 ，
M e th A 細 胞 移植実験 に お い て も

E A C 細胞 の場合 と同様 ， p H 6 ． 0 画 分投与群 に お い て

の み 高い 延命効果が認 め ら れ た ． p H 6 ， 0 画分 を投与 し

た S －1 80 細胞
，
M e th A 細胞 担癌 マ ウ ス に お い て

，

各々 5 ， 4 匹 の生存 マ ウ ス が存 在 し ， T ノC は13 9 ． 4 ％

以上， 13 2 ． 2 ％以上 で あ り い ず れ も 対照群 に 較 べ 有意

くp く0 ． 0 1う な差異 が認 め ら れ た ．

以上 の結果 ， p H 6 ． 0 で 抽出 され た物質が抗腰瘍活性

を持つ こ と が 分か っ た ．

I V ． p H 6 ． 0 画分 の 用 量 一

反 応関係

p H 6 － 0 画 分標 品 を凍結乾燥 し ， 濃度 を 3 ． 5 m gl m l

く1 1 5 FL g 蛋白I m lI ， 7 ． 5 m g J
，

m l く24 7 JL g 蛋白I
I
m ll ．

15 ． O m gl m lく49 5 JL g 蛋白ノm ll ， 2 2 ． 5 m gl m lく74 2 Jj g 蛋

白ノmll の 4 段階に 分 け ， 用 量 一 反応 関係 の検討 を行 っ

た ． 本実験 に は M e th A 細胞 を用 い ，
1 群15 匹 の マ ウ

ス を使用 し た ．

1 ． 腫瘍重 量 に よ る 判定

標晶投与期間中く投与 3 日 勺 投与 7 別 に 22 ． 5 m gノ

m l 濃度 投与群は急激 な全身の 衰弱を 示 し
，
す べ て の

マ ウ ス が 巣死 した ．

2 5 日目 の平均腫瘍重量は
，
対照群が 4 ． 8 g ， 3 ． 5 m gノ

m l 濃 度投与群 で は 4 ． 2 g で あ り腫瘍増殖阻 止 率 は

12 ■ 5 ％ に す ぎ ず対照群 に 対 し 有意差 は な か っ た く乗

り ． しか し な が ら
，
7 ． 5 m gl m l お よ び 15 ．O m gl m l 濃

度投与群で は平均腫瘍重量 が各 々 3 ． 2 g ， 2 ． 6 g ， 腫瘍増

殖阻止率 は各々 33 ． 4 ％
，
4 5 ． 9 ％ で あ り有意 くp く 0 ． 0 り

な腫瘍重量の抑制が み ら れ た ．

2 ． 生存 日数 に よ る 判定

腫瘍重量の結果と同様 7 ．5 m gノm l お よ び 15 ． O m gノ

m l 濃度投与群 で は明 らか な延命効果 が認 め ら れ ， 移

藤

植後60 日 目で 各々 1 匹 －
3 匹 の マ ウ ス が 生存し てお

り ， TノC は 各々131 ． 9 ％以上 ， 1 3 6 ■ 7 ％以 上 で あり
， 対

照群 に 較べ 有意くp く0 ． 0 1
， p く 0 －0 引 な 差 異が 認めら

れ た く図1 1 ．

以 上 の 結 乳 p H 6 ． 0 画分標品 は マ ウ ス あ た り 7 ふ

15 － O m gノm lく24 7 － 49 5 メ g 蛋白ノ叫 の濃度で高い抗腫瘍

活性 を 示 す こ と が 分か っ た ．

V ■ p 王王6 ． 0 画分 標 晶 の 投与経路別 に み た抗腫瘍活性

p王i6 － 0 画 分 標品 の 抗腫瘍活性が投与経路の 差異によ
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E u b a c t e ri u m の 抗腰瘍活性

り変化が ある か を検討 し た ． 投与経路 は従来通 り の 前

肢の筋肉内 田仇 直接腫瘍内
へ の 局所注射くm お よ

び腹腔内くIPl の 3 経路 に
つ い て検討 し た ． p H 6 ． 0画分

の投与量は用量
一 反応 関係 の結果 に 基 づ き 蛋 白濃度

370 JL gl m l に 調整 した
一 腰癌細胞 は M e th A 細胞を使

用し， 1 群10 匹の マ ウ ス を使用 した 一

肌 m 貯 投与群の20 日目の 平均腫瘍重量 は各 々

7 ．6 g ，7 ． 6 g ， 7 ． O g ， 腫 瘍増殖阻止率 は各 々 30 ． 3 ％ ，

30 ． 3％， 3 5 ． 8 ％であ り共 に 対照群 に 較 べ 有 意薫 くp く

0 ． 脚 を認 めた く表 8 卜 しか し なが ら ， 最も 腫瘍増殖

阻止率の 高い 工P 投与群 と他の 群と の 間に 有 意差 は み

られなか っ た ． ま た生存 日数 に お い て も 同様 な結果で

あっ た ．

この こと よ り E l e n t u m A T C C 2 5 5 5 9 株 E F ， p H

6 ．0 画分標晶 は M ，
I T お よ び 工P い ずれ の 投与経路に

ぉ い ても抗腫瘍活性 を発現 しう る こ とが 分か っ た ．

軋 p H 6 ． 0 画分棲晶 の 抗腫瘍活性 の 熟安定性

100
O

C lO 分加熱 p H 6 ． 0 画分 く蛋白濃度 ，
37 0 FL gl m ll

の 抗腫瘍活性 を M e th A 細胞担癌 マ ウ ス 10 匹 を 用 い て

検討した ． 20 日目の 腰瘍重畳1 － O g ， ま た 平均生存 日数

は52 ．6 日で あ り， 非力口熱 pI髄 ． 0 画分投与群 く腫瘍重

軋 1 ．2 g ， 平均生存目数 ， 55 ．1 別 に 較 べ 有 意差が認

められ なか っ た ．

用 ． 病理 組織学的所見

M eth A 細胞担癌 マ ウ ス に 対 し ， 腫瘍細胞接種後 2

日目から E F の p 王軋 0 画分標品 の 投与 を行い ， 投与 7

日目に 腫瘍組織を摘出し ， 病理 組識学的に 検討し た ．

対照群で は ， 類 円形核 を有す る 多形腫瘍細胞が髄様

に増殖し， 大小 不 同， 多数 の核分裂像が み ら れ た ■ ま

た， 小 さな壊死巣 をみ る も リ ン パ 球等の 炎 症細胞浸潤

は認めなか っ た ． こ れ に 対し ， 標品投与群 で は ， 腫瘍

組織内およ び そ の 周 囲 に 著 明 な リ ン パ 球 の 浸 潤 を 認

め
，
問質に 対す る 腫瘍細胞 の 面積は 明 ら か に 小 さ く

997

な っ てい る 所見 が み られ た く図2 1 ．

更 に 免疫染色 の 結軋 標品投与群の腫瘍組織 に 浸潤

し た リ ン パ 球の 大多数は L 3 T 4 陽性 丁細胞 であ る こ と

が 分か っ た く図 31 ．

考 察

細菌に よ る抗腫瘍活性 に つ い て の 研究 は古く ， 1 8 6 8

年の B u s c h
り
に 始ま り ， 感染症の 中で も丹毒す な わ ち

5 オrゆ 加 O C C 補 わノ Og g 乃 g5 の感染の 合併が 肉腰患者の 腫

瘍 の締少と関連 す る こ と が報告され た ． 更 に こ こ か ら

発展し た C ol e y
，

s t o x in
2，

が考案さ れ ， 腫瘍患者の 治療

が試み られ た ． こ の こ と は 現在 の 免疫療法の 基礎 に

な っ た と言わ れ て お り ，
以 来種々 の 研究が報告され て

い る ． 特 に R e h h a 由 ら
28，
は小児白血病患者と感染症

に 着目し ， 自然治癒 した も の の 75 ％が急性感染症 の後

に 起 こ っ て い る と 報告し て い る ． 更 に 現 在 ま で に

B C G ， 5 わ
■

砂 細 川 作 肌 ， 大腸菌等数多く の 研究 が な さ

れ ， その 内の 何種類 か は現在臨床治療に つ か わ れ て い

る
乃2 乃 瑚

． こ れ ら は い ずれ も好気性薗に 関す る も の で

あり ， 嫌気性菌 に 関する 研究 は C わざf rブd才び研
819，

， 嫌 気

性 C 叩 眠 ゐ戊 C才g rオび椚
10I 珊 等 に つ い て 報告 さ れ て い る

だけ で比較的少 ない ．

口 腔 に は ，
封 呵 軌 肌 肌 闇 ， 見切物 故 仰 化 粧

L 汀 ねね わ招吼 C 叩 川 壷 山 都 加吼 印 舛 血 拘 抽 肌 肌 閑

職 ぬ 削 れ ．
励 溺 れ 粛 乳 ＋ 陣 鮎 m 吼 ．

肋 油 粕 肌 朋

凸 噌 如 繭 紆 如 血 玖 ダ 跡 地 山 都 加 吼 励 壷 両 面 如 等

多種類の 細菌が常在菌と して 存在 し てい る ． ま た嫌気

性培養技術の 進歩に よ り ，
口 腔内炎症性疾患か ら の 嫌

気性菌 の 分離率 は高ま っ て お り， 玉井
誠一
に よ れ ば 口 腔

内感染症 の4 4 ％ に 嫌気性菌の 感染が認 め られ ， ま た歯

性上 顎洞炎か ら の 分 離菌で は4 0 ． 9 ％が嫌気性薗で 占め

られ
，
そ の 内訳 は ，

楠才抽 彫 放 く1 9 ． 5 ％1 ， P 坤 加 O C C 一
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E u b a c t e ri u m の 抗腫瘍惰性

打保研 く2 － 7 ％－1 E 鋸 如 よe わ祝研 く2 － 7 ％1 ， 戯 け 如 才ぬ

く1 ．2 ％1 ，A c 助 郷
射 1 ． 2 ％1 ， 卿 ゐ占戊C gg rオ祝 須 1 ． 2 ％ナ

とい う成績が 報告 され て
い る

珊
．

更に 歯石 から の 分離 で も そ の 4 7 ％が 嫌 気性菌
で
，

据 わ据 肋 く9 ． 7 ％1 ， 助 占戊どよg r才祝 研 く8 ． 0 ％1 ， 助 c才綱 ブd －

が く7 ．7 ％I ， 物 納 れ坤 加 O C C ぴぶく4 ．3 ％1 等が 分離 さ れ

ている
郷

．

ま た， こ れ ら 口 腔内感染症 の 手術時 に 偶発 す る薗血

症での 菌分離で は グ ラ ム 陽性菌の 分離が 高く ， 好気性

菌群で は エ戊C わぁ戊C 肋 5 ， S ん神 妙 わc o c
c 叫 S け砂メロc ロー

c 彿 C 叩 加 加 血 血 町 嫌 気 性 菌群 に お い て は

蝕 加 励 加 ち P 卿 加 肌 閑 ．
凸 砂 加 地 血 戒 間

物 肋 雁 他 の 順で 分離率 が高 い ． そ の 中 で も 特 に

助 ぬ 摘 ぬ 川 は， 全分 離菌属中21 ． 4 ％と 最も 高率で 分

離され てい る
淵－

．

従前， 著者 の研究室 で は 口腔内よ り分離 し た嫌気性

菌の抗腫瘍活性 に つ い て の 検討 を行 っ て お り ， 1 9 8 1 年

玉井は 釣 肌 血 畑 野 毎 鵜 川 打 払 両 肌 に 抗腫瘍活性 が あ

る こ と を見 い 出 し ， そ の 後 本抗腫瘍物質 は本薗 の

L PS で ある こ と を明ら か に し た
11ト 13，

． ま た 判Il
川

，
松

原
側，
は 陥 ガわ促 他 の 菌体内容物が抗腫瘍活性 を 示 す

ことを報告し ， 次い で 坂 下
期
の P 勿g o c o c c 描 椚 戊g 77 那 ，

加藤
蝿
の 戸川少わ乃 伽 c才g わ祝椚 戊 C 堀 5 の 菌体細胞壁成分

の抗腫瘍活性の報告等 ， 種 々 の 嫌気性菌が抗腫瘍活性

を有す る こ とが 明 ら か に な っ て き て い る ■

口腔内で は ， 前述の 菌 をは じめ と し て 多数の 菌が 存

在する が ， 先に 述 べ た ごと く 且扉抑 止 紺 ね制 は そ の 中

でも多数の 割合で分離さ れ て お り ，
ま た以 上 の 如 く ，

多数の 口 腔内常在細菌が抗腫瘍活性 を有 して い る こ と

に鑑み ， 本研究 で は E 祝占戊Cよg rブ祝椚 の 抗腫瘍活性 に つ

いて検討し た ．

抗腫瘍活性の 測定 に は ， 従来抗癌剤の ス ク リ
ー ニ ン

グにあ たり 1 次選別試験 に 用 い られ て い る 同種腫瘍で

ある E A C 細胞 ， S －1 8 0 細胞 ，
お よび 2 次 選別試験 に 用

いられ てい る同系腫瘍 で あ る M eth A 細胞 を使用 し

た
41I

．

標品投与時期 に 関 して ， 抗腫瘍特性 を期待 す る に は

比較的早期に
，
また 腫瘍細胞が少な い 時期か ら投与 す

る方が有用 に 思われ るが
，
臨床 的に は

，
諸検査 で腰 痛

が形態的に 認め られ た 後 に 治療 が開始 さ れ る こ と か

ら
ト
腫瘍細胞接種後 2 日目で 腫瘍生者が確認 で き て か

ら治療を開始 した ． ま た抗腫 瘍活性は腰瘍重量お よ び

TノC に より判定 した ．

抗腫 瘍 活性 を検定 す る 方法 と し て は ，
ま ず 且

Ie n tu m A T C C 2 5 5 5 9 株 の 培 養 液 を 培 養 上 清 液

くS u p －Cl と菌体 に 分離 し ， それ ら の 画分に E A C 細 胞

999

お よ び S － 1 8 0 細胞に 対す る抗腫瘍活性 が存在す る か 否

か を検討す る こ とに した ． そ の 際の 培養時間 は， 家兎

を使っ た皮膚毒性の 実験 で4 8 時間培養液に 最も 強 い 皮

膚反応が認 め ら れ たの で ， 本 実験の 培養時間も4 8 時間

と した
42I

． 菌体 は さ ら に 有効成分 を追求す る た め超音

波破砕機 に よ っ て破壊 し ， 遠心上 清くS u p － S C lく主と し

て 菌体内容物1 と遠心沈溶くS ed ． S Cl く主と して 菌体細

胞壁 ， 菌体超音波沈子割 に 分 けて検討し た ． そ の 結果

S u p
－ C お よ び S ed ．S C に は抗腫瘍活性 は認 め ら れ な

か っ た ． し か しなが ら S u p
－S C で は

， 平均腫 瘍重量値

を比 較 した い わ ゆ る 腰瘍増殖阻止率 が有効 な値 を 示

し
，
生存 日数の TノC の値も 最も 高か っ た ■ こ れ に よ

り菌体内容物 に は抗腫瘍活性 を示 す 可溶性成分が含 ま

れ る こ と が判明 し た ． 次 に こ の S u p －S C か ら糖 蛋白

質 ， 蛋白質 を抽出する た め 有機溶媒法 を行 っ た
亜，

．

沈殿作用 を持 つ 有機溶掛 こは ， ア セ ト ン ，
メ タ ノ

ー

ル
，

エ タ ノ
ー ル な どが 存在 す る が ，

ア セ ト ン
，
メ タ

ノ ー ル な どは糖蛋白質輯 ， 蛋白質類等 を沈殿さ せ る の

に エ タ ノ
ー ル よ り高濃度が必要な こ と ，

更 に ア セ ト ン

は脂質 を可溶化 して 蛋白質頼 を沈殿さ せ る た め ， 本実

験で は不向きで ある と 考え エ タ ノ
ー ル を使用 し た

瑚
一

一 般に エ タ ノ ー ル は4 0 ％の漬度で ほと ん どの蛋白質類

を沈殿 さ せ る と され てい る が ， 6 0 ％の エ タ ノ ー ル 濃度

が 最も 高も1抽 出作用 があ る と い う 従来の 報告
15一
に した

が い 本実験 も そ れ に 準じ て行 っ た ．

こ の よ う に して得 られ た60 ％ エ タ ノ
ー ル 画分 くE 円

を E A C 細胞 ，
S －1 8 0 細胞お よ び M e th A 細胞 に 作用

させ たと こ ろ ， 腫 瘍形成 に 対 す る抑制作用 が み ら れ

た ． 更 に ， 等電 点沈殿法 に よ り E F を精製 した
叫

■ 等電

点法 は粗酒性物質 を含む溶液 か ら活性物質の 溶解度 の

差 を利用 し て活性物質 を沈殿 さ せ る 方法 で ， 古 く は

C 血沈戒抽 川 れ 如劇痛 椚 伊り Cよ 如而粛 肋 朋ノの 毒 素の 抽出

法が知ら れ て い る
45，

． こ れ は C上 如雨 措 捌 仰 の培 養液

に 塩酸 を加え p H を 変化さ せ る こ と で A 型か ら D 型 の

毒素 を抽出 した も の で あ る ． 本法は 一 般 に 溶解度の 比

較的小 さ い 蛋白質な どの 分別 に 使用 さ れ るが ，
こ の 際

に は塩類濃度 を低く す る必 要 が ある と さ れ て い る ■ そ

の 理 由 と して ，
塩 類の 添加 に よ り蛋白質の 等電点が酸

性 に ずれ ，
無塩の 状態で の 等電点 とは 異な っ て く る か

ら で あ る
瑚

． 本実験 で は菌体 を洗浄 し ，
培地 成分 の 混

入 を極力避 け て い る ため ， 塩類の 干渉の 可能性 は ほ と

ん どな い と思 わ れ る ． 実際の p H の 調整は ， 溶液の 局

所的 な p H の 急 激 な 変 動 を避 け る 意味 で 1 ハ 5

M の P B を使 用 し ． 1 0 N 王妃1 を 用 い て p H の 調整 を

行 っ た ． こ う して 得ら れ た p H 6 ． 0 の 沈殿画分 に お い

て
， 腫瘍重量お よび TノC で 他の 画分に 較 べ て 著 し い



1 0 0 0

抗腫瘍活性 が認 め ら れ た ． こ の た め 至 適 p H を p H

6 ． 0 と し本棟品 を凍結乾燥 し ． 用 量 一 反応関係 の 検討

を行う こと に よ り至 適量の 存在 の 有無 を調 べ た ．

その 結果 74 紬 g 蛋白ノm l の 濃度の も の を投与 し た

群で は高濃度すぎ， 腰瘍死 す る 以前 に マ ウ ス は柴死 し

た ． ま た逆 に 最 も濃度の薄 い 115 ノJ g 蛋白ノm l の 濃度

を投与 した群 に は ほ と ん ど活性 が み ら れ な か っ た ． し

か しな が ら ，
そ の中間の 24 7 ， 4 9 5 ノノ g 蛋白ノm l の 濃度

を投与 した 群で は， 対照群 に 較 べ 有意な腫瘍形成の抑

制 お よ び生存期間の延長 を認 め た ． こ の こ と か ら ， 本

棟 晶の 抗腫瘍効果の発現に は
一 定量 を越 えて 細胞内に

侵入 す る こ とが 必要で ，
投与量 と抗腫瘍活性 の量的反

応 に は 至適量が存在す る と考 え られ た ． また 本棟品を

100
0

C
，
10 分間加熱 し

，
担癌 マ ウ ス を使 い 熱 安定性 を

調べ た と こ ろ
，
抗腫瘍活性 は非加熱の場合 と変化 が な

か っ た こ と か ら ， 抗腰瘍物質 の 本態は蛋白で は な い と

推擦 され た ．

菌体細胞内部の 成分の持 つ 生物活性に つ い て は ， ほ

と ん どそ の追求 はさ れ て い な か っ た ． しか し最近 ，
グ

ラ ム 陽性梓菌 堆 岬 血 血 加 加 粧 鯨 油 B C G の 菌体成分

か ら抽出し た核酸画分の抗腰瘍活性 が報告 さ れ ， そ の

主成分は D N A であ る こ とが 明 ら か に さ れ た
咄

． ま た

口腔内で 歯石形成 に 関与す る グ ラ ム 陽性梓薗 助 cとg ガ
ー

即 椚 祝 ぃ 職 汗 用心 肌 漬 の菌体成分 に も 免疫細胞 を賦活化

させ る物質のある こ と が解明 さ れ 報告さ れ て い る
仰

．

こ の抽出物質 は ， そ の 組成中に ア ミ ノ糖 を含 んで い な

い こ とや ， 本菌が グラ ム 陽性薗であ り ． リム ル ス テ ス

ト陰性で あ る こ とか ら ，

ペ プチ ド グ リ カ ン や L P S と

は 異な っ た も の で はあ るが ，
L P S に 類 似 し た 活性 を

示 す こ と が明 ら か に され て い る ． 本研究 で明 ら か に さ

れ た E二 ね相加 別 の 菌体内抗腫瘍物質 の本態 に つ い て

は
，
上 述の物質と の 関連 を含 め て ， 更な る研究が必要

と され る ．

次 に 投与経路の 羞 に よ る 実験 で は ，
n
l

に よ る 投 与

群 と ， 腫瘍局所 と薬液 と の 直接的 な接触 が な い M ，

貯 に よる 投与群 と の 間に は特 に 有意差 が な く ，
直接

的な細胞傷害作用 の 可能性 は考 え に く い と思 わ れ た ．

しか しな が ら ，
そ の各投与群 の中で IP 投与 に よ る 腫

瘍増殖阻止率が最も高か っ た こ と は ，
本棟晶 と網内系

と の間の な ん らか の 関わ り を窺 わ せ る も の で あ る
餌

．

一 方
，
病理 組識学的な検討 を した と こ ろ， 処置群に

は腫瘍組織内お よ びそ の 周囲 に リ ン パ 球が 多数認 め ら

れ た ． そ こ で 今 回 ，
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た

A B C 法 に よ る 免疫組識学的検索 を行っ た ． A B C 法 は

ビオ チ ン くどタ ミ ン 印 と ， そ の捕捉蛋白 で ある ア ピ ジ

ン と の 非常 に強固な結合能 を利用 した酵素標識抗体法

藤

で
，
ビオ テ ン を結合さ せ た抗体 を作製 し ， 更に ビオテ

ン を標識 し ，
ア ピ ジ ン を介 して ビオ テ ン 化抗体とビオ

チ ン 化 マ ー カ ー と を結 合 し抗原 を検出 す る 方法で あ

る － 本実験 に 使用 し たモ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体のう ち
， 抗

マ ウ ス L 舛2 はサ プ レ ツ サ
ー ノキ ラ ー ノ細 胞傷害成丁細

胞 を識別 し ， 抗 マ ウ ス L3 T 4 は ヘ ル パ
ー ノイ ン デュ ー

サ
ー

T 細胞 を識別す る ．

そ の 結 果， p H 6 ． 0 画分標晶 投与群 で は腰瘍組織内に

浸潤 した リ ン パ 球は ， 大部分が ヘ ル パ ー ノイ ン デ ュ ー

サ ー T 細 胞 と思わ れ る細胞表面形態 を有す る T 細胞が

優 位 に 浸潤 し て い た ． こ れ ら の 所 見 に よ り
，
且

Ie n t u m A T C C 2 5 5 59 株の S u p ．S C の 抗腫瘍活性は生

体の免疫系 を介 し て働 く もの と考 え ら れ た ．

結 論

E ． l e n t u m A T C C 2 5 5 5 9 株 菌体 の超音波処理上清液

くS u p －S Cl の 抗 腫 瘍括 性 を エ
ー ル リ ッ ヒ 腹水痛

くE A C 巨細胞 ，
サ ル コ ー マ 1 8 0 くS －1 8 0 巨細胞 おびメ ス A

くM e th A 巨細胞 の 固塾腫瘍 に つ い て検 討し 次の 結果を

得た ．

1 ． E ． l e n t u m A T C C 2 5 5 5 9 株 S u p －S C は ， E A C

細胞 お よ び S －1 8 0 細胞 の 固型腫瘍 に 対 して ， 対照群と

比 較 して腫瘍増殖阻止率で2 3 ．1 －43 ． 1 ％， 生存率の比

に お い て は128 ． 7
－ 1 3 5 ． 9 ％以上 を 示 し ， 抗腫瘍活性を

認 め た ．

2 ． S u p
－ S C を6 0 ％ エ タ ノ ー ル 処 理 す る こ と に より

得 られ た エ タ ノ ー ル 画分 くE Fl は ，
E A C 細胞 ，

S J 180

細胞お よ び M e th A 細胞の 固型 腫瘍 に 対 し腫瘍増殖阻

止率 で39 ． 7
－

4 6 ． 1 ％
，
生存率 の 比で136 ． 7 － 13 9 ．6％以

上 を示 し ， 抗腫瘍活性 を認 め た ．

3 ． E F を更 に 等電点沈殿法 で 処 理 し た と ころ ，

p H 6 ． 0 画 分 に お い て 抗腰瘍活性 の 向上 が み ら れ ，

E A C 細 胞， S －1 8 0 細 胞お よ び M e th A 細胞に 対し腫

瘍増殖阻止率で39 ． 0 －58 ． 5 ％
，
生存率の 比 で1 3 2 ．2

－

1 3 9 ． 4 ％以上 と高い 抗腫瘍活性 を認 め た ．

4 ． p H 6 ． 0 画分の 用 量一反応関係 を M e th A 細胞を

使 っ て調 べ た と こ ろ ， 7 ． 5 －1 5 ． O m gl m l く24 7
．4 95 FL g 蛋

白ノm ll の 濃 度に お い て 腫瘍形成の抑制く腫瘍増殖阻止

軋 33 ． か－4 5 ． 9 ％ニ 生存率 の 比 ，
1 3 1 ． 9 －13 6 － 7％以

上1 が認 め ら れ ， 本物 質に は 至適濃度が存在 し， また

本標晶は熱安定性 を有 して い た こ と か ら ， その本体は

蛋白で は な い こ と が 推測さ れ た ．

5 ． p H 6 ．0 画分標品の投与経路 を ， 筋 肉内， 腫瘍内

ぉ よ び腹腔内注射 と変 え ． 各々 の 抗腫瘍活性 を M e
th

A 細胞 に つ い て検討 し た と こ ろ ， 腰瘍増殖阻止率は
そ

れ ぞ れ30 ． 3 ％
，
3 0 ． 3 ％， 3 5 ． 8 ％ を示 し い ずれ も抗腫瘍
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活性を認め たが ，
中で も腹腔内投与群で最も高い 腫瘍

増殖阻止率 を示 す結果
が得 られ た －

6 ． 病理 組識学的に 検討し た結果 ， p 捕 ． 0 画分標品

投与群で は ，
腫瘍組織内 お よ び そ の 周 囲に L3 T 4 陽性

丁細胞 を主 とす る 多数 の リ
ン パ 球 の 浸 潤が 認め ら れ

た ．

以 上 の 成績 よ り ，
E ． l e n t u m A T C C 2 5 55 9 株

S u p
．S C よ り抽出し た抗腫 瘍物質の 作用 は免疫系 が関

与して い る こ とが 示 唆さ れ た ．
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