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腫瘍の自動免疫に関する実験的ならびに臨床的研究

一矢追抗原処理癌組織による癌免疫療法の試み一

　　　　金沢大学医学部外科呼野2講座（主任　水上哲次教授）

　　　　　　　　　篁　　　　靖　　　男

　　　　　　　　　　（昭和44年9月26日受付）

本論文の要旨は，1967年10月面5回日本式治療学会および1969年4月

第69回日本外科学会総会において発表した．

　癌の免疫に関する研究の究極の目的の一つは，生体

の免疫学的南画反応によって，同種移植組織片を宿主

が拒否するのと同じ機雷で癌組織を障害し，臨床的に

癌治療への応用を図ることにある．このような癌免疫

療法成立の可能性は，発癌個体が自己の癌を雰自己と

認識して，抗腫瘍性に作用しているか否かにかかって

おり，その解明の第一歩として，腫瘍特異抗原の検索

が進められ，種々の癌原性物質やVirusで誘発され

た実験腫瘍においては，微弱ながら抗原性が存在し，

これが宿主の抵抗性に関与していることが，1953年

Foley　1）2），1957年Prehnら3）1960年Kleinら4＞

1958年武田ら5）によって明らかにされている，さら

に心痛についても，1950年代から石川ら，6）7）Zilber　8）

をはじめ特異性抗原の存在を主張する報告が次第に増

加して癌治療への免疫学的アプローチに期待を抱かせ

ているが，癌患者の大多数が，一その腫瘍の無制限の増

殖をゆるしている現実から，仮令癌に特異抗原が存在

するとしても，それは宿主生体に非自己として認識さ

れ難く，抗原として極めて微弱なものと考えられ，人

癌の免疫療法をはばむ第1の原因に挙げられている．

　次に第2の原因として，担癌宿主側の内部環境が免

疫反応の発現を阻害する何らかの欠陥状態にあるもの

と推定されることである．すなわち，田中9）10）らが

指摘しているように，癌の微弱な抗原に対しては，

これに対応する宿主の免疫細胞がimmunological

tolerancb様となり，癌の進展に伴なって過剰の抗原

が産生されるために，immunological　Paralysisの

状態が発現し，自己の癌を非自己として認識できなく

なるいわゆる免疫学的寛容状態が招来されるごとであ

る．

　ところで，水上ら11），Lyt㌻onら12）多数の研究者

によって，悪性腫瘍患者においては，細菌抗原に対す

る免疫学的防禦心あるいは遅延型アレルギー反応の減

弱して駐るζとが報告されており，さらに癌に対する

防禦反応と本質的に同マ機序によって発現するとみな

されている同種皮膚移植片の拒否反応が進行した癌患

者では健康入に較べて著しく弱く，長期試着すること

がGraceら13）にようて報告されている．このよう

な撒勢において，近年免疫学的領域で関心をあつめて

いる自己免疫疾患の病態生理の硫究成果から，病的な

代謝によって変化した臓器の組織内には，正命組織と

異なった蛋白が生成され，これが錦原性を発現して，

特定の臓器に抗原抗体反応をおこすことが判明し，他

方，Lanδsteinerら，14）15）三朝隈16）によって，血清

蛋白をformaldehydeあるいは制癌剤で処理すると，

その動物に対し明らカ｝に抗原性を発揮するようになる

ことが報告され，これらの代謝異常ならびに各種薬剤

の影響により自己固有の蛋白の免疫学的特異性が変換

されて自己に対し抗原性を発揮するようになる現象

が，癌免疫療法の手段のひとつに導入されたのであ

る．すなわち，癌の特異抗原の存在が明確にされてい

ない現状において，入為的に何らかの措置を講じ，癌組

織の抗原構造を修飾あるいは変換し，宿主に非自己と

して認識させ，これに対する免疫学的反応を発動せし

めんとするいわゆる強化免疫法の構想が生れ，腫瘍組

織のX線照射（Klein　4）），凍結処理（Stoneら17）），

結紮解放（Lewis　18），武田5）），電気凝固（Strauss

ら19））あるいは異種血清処理（Southamら20））な

どの方法が開発されて，実験的にこれらの免疫措置を

施した動物においては同一腫瘍に対し抗移植性を示す
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ことが判明し，その一部は臨床的にも応用が試みられ

ある程度の治療的効果を挙げ得たこ≒が報告されてい

る．

　これらの強化免疫法のうち，腫瘍組織のX線照射，

凍結，結紮解放ならびに電気凝固法は，種々の処置に

よって腫瘍構成分が変性をきたし，時にその抗原構造

が変換され，自己に対して抗原性を発揮するものと推

定されるが，異種血清処理の抗原性賦与機序について．

は，Laudsteinerら，21）Rapportら，22）Witebsky

ら23）が指摘しているように，1ipidあるいは1ipoid

分画に存在するそれ自体では抗原性をもたない

hapteneにSchlepperとして異種蛋白を結合させる

と抗原性を獲得して宿主の免疫担当組織に，そのhap・

teneに特異的に反応する抗体が産生され，抗腫瘍作

用を発動するものと解釈され，hapteneと異種蛋白

め結合が確実に行ない得れば，X線照射など腫瘍組織

の変性による方法に較べ，より確実な効果が期待され

る．

　そこで著者も，癌強化免疫法として，・異種蛋白結合

法を採用したのであるが，免疫効果を持続せしめるに

は，反覆して抗原刺激を与える必要があり，この場

合，異種血清の使用は少なからぬ制約をうけるため，

hapteneと結合させる異種蛋白について種々検討を

加え，従来用いられたことのないVirus蛋白に着目
し，矢追抗原b i精製痘苗）すなわち牛痘Virus蛋白

を使用して，まずin　vivO実験において，異種血清

処理との効果を比較，宿主動物に，より確実な抗腫瘍

性を発揮せしめ得たので，さらにin　vitro実験によ

｝るKabat＆MayerのB6n乞idh6　couplibg法24）

を用いで牛痘VirUs蛋白を結合さぜた腫瘍Vaccihe

投与の効果を検索して，臨床癌患者の治療に応用を試

み，減弱している宿主免疫能力の賦活措置を同時に行

なうことによって，認むべき制癌効果を期待’ ｵ得るこ

とが判明しためで報告する．　　　　　　　　い

（1〕『in　vi▼0における腫瘍組織内異種蛋白注入の腫

　瘍増殖に及ぼす影響

1．実験材料および実験方法

　1．層実験動物

　呑竜系雄ラットおよびWistar系雄ラットで体重

70～150gめものを使用した．

　2．実験腫瘍ならびに移植方法

　教室で呑竜ラットに継代移殖している腹水肝癌AH

130および武田研究所より譲渾を受サWistarラッ

トに継代移殖しているWalker　Carcinosarcoma　256

を使用した．腹水肝癌AH　130は腹腔内接一三6～

8日目に無菌的に穿刺した腹水の，Walkar　Carcino・

sarcoma　256は腋窩皮下に移殖後9～11日目に三指

頭大に増殖した腫瘍を無菌的に摘出し，・一部の壊死お

よび脂肪組織を除外して生食水で2予洗四二細片にき

りきざみ，イボ付ホモジナイザーで緩徐に磨細して作

成した腫瘍細胞浮遊液の，各々0．2ml（2×107ケ）を

ラットの背部皮下に注入した．

　3．腫瘍組織内注入異種蛋白液

1）矢追抗原

　本剤は鳥居薬品より市販されており，矢追秀武博士

により創製され，東大伝研において「精製痘苗」とし

て試験製造されてきた「牛痘ウィルス浮遊液」であり

蛋白量として1cc中に10mgを含有する．

2）異種血清

1健康人血清および犬血清を使用し，‘ `白量は各々

1cc中に70mg，60mgを含有するが，実験に際して

は1cc中10mgを含有するように生食水で稀釈一した

ものを使用した．

　4．実験群ならびに実施処置

1）腹水肝癌AH　130における腫蕩組織内矢追抗原

　注入実験　　　　一

　i）腫瘍組織内矢追抗原注入群（a群）

　呑竜ラットの両側背部皮下に腹永肝癌AH　130の

各々0．2m1（2×107ケ）を移殖し，7ん8日後直径

約1cmに触知する一側腫瘍を皮膚と共に摘みあげ，∴

その根元を6号絹糸で結紮し，できた腫瘤内に矢追抗
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヒ　　　　　　レ　　　　　　ノ　　　へ
原0．10cを注入じ，48時間後暗紫色に変色’した腫瘤

の結紮を解除する．

，il）「腫瘍面諭内生理食塩水注不群！b群）

背部に着床増胤た凋の腫卿一側腫瘍を回
し，’できた腫瘤内に生食水0．1ccを注入し，48時間

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　γ後結紮を解除する．

　iii）腫瘍組織外矢追抗原投与群（C群）

　一側の背部皮下に腫瘍を移殖し，7～8日後着床増

卿た醗と獅た緯の麟を棚猷その椰
を麟紮しできた3麺npouch内に矢追抗原6．1cc

を注入する・（図1）

　以上の3群に分けた実験を時期をおいて計4叩戸這

い，最終的には4向の実験結果の総計したものの平骨

値をもって実験成績とした．1

2）Walker　carcinosarcoma　2561における腫瘍組縦

　内異種血清注入実験　　　　　　　　　　　　　・

　i）Walker　carcinosarcoma　256をWistarラヅ

ト両側背部皮下に各々0．2cc（2×107ケ）移植し，

7～8日後着床増殖した2個の腫瘍の「側を結紮し，

できた腫瘤内に犬血清0，1ccを注入し48時間豫結紮

を解除する．　　　　　し　　　　・　・
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図1．in　vivoの自動免疫実験

　a群：腫瘍結紮＋矢追抗原
　b群：：腫瘍結紮＋生食水

　c群：skin　po血ch＋矢追抗原

Q
　　　　　　　　　塗・・1
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　　　1．．残存腫瘍の増殖態度ならびに増殖率

　実験1：c群は大多数が急速な進行性増殖を続け，移

　植下20日で平均面積24cm2に達し腫瘍の縮少傾向は

　殆んど見られなかった．b群は。群に比し腫瘍増殖は

　幾分緩徐であり一部少数に腫瘍の潰瘍化あるいは縮少

　傾向が見られたが大多数は進行性増殖を続けた．一方

　　a群では始めはb群と同様の腫蕩増殖を続けたが，移

　植後⑳～25日をpeakに進行が止り，腫瘍が潰瘍化

　あるいは縮少消干するものが全体の34％に認められ

　た。なお，c，　b，　a各群の増殖係数は各々0．446，

　0．383，0．349，でa群が最も低所を示した（図2，写

　真2，4）　　　　　　　　　、

　　　図2．腹水肝磁H13。皮下擁後のi

　　　　　　各群の増殖態度　　　　　　　　　　’

（・m・）　　　　　　　　　　　白蝋鰻蓋獺

3・　　　　　　　　　→樋韓数
　　　　　　　　　　　　　　　　　ト噌艇Sk　n　pouch
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＋矢追抗原

　　腫癌接目
　　（2×107ケ）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　平，
　ii）’上と向様に結紮した一側腫瘤内に健康人血清

0証。6を注入し1’4き時間後結紮を解除する．　　　　均20

『iii）同様に結紮した一側腫痛内之矢追抗原011cc爾

を注入し，48時間後結紮を解除する5　　　　　　　覆

　以上の3群に分けた実験を時期をおいて計3回行い

最終的には3回の実験結果の総計したものの平均値を

もって実験成績とした．　　　　　　　　　　　　　　！〇

一5．’ 沚�?ﾚ』

1）腫瘍の増殖率　　ゾ

　各群の対側残存腫瘍について峰月的にその長径と短

径を計測して面積を求め腫瘍の大きさとしBlum％）

やShimkinら26）の方法に従って腫瘍の増殖係数

（K）を算出した．すなわち

　　　　　　　10ga2b2－10galbl
　　　　K＝　　　　　　　　　　t2－tエ

　ここでa，bは各々腫瘍の縦径，横径を，またt2－t1

は第1回の計測から第2回の計測までの期間を週単位

で表わしたものである．

2）生存率
　腫瘍を移植後，宿主が死亡するまでの日数を生存日

数とし，腫瘍が縮少消毒し40日以上生存したものを治

癒と判定し，生存率を求めた．

3）腫瘍の組織学的変化

　移植後3～5週目の各群の一部の残存腫蕩を切除し

てヘマトキシリン・エオジン染色を行ない組織学的検

索に供した．

1工．実験成績　　　　　　　　　　・　i　　－1

7
、
ん
房

10 20

移植後　日誠

30 40

実験2：犬血清を注入した群は残存腫瘍の増大は比較

的緩徐であったがすべて進行性増殖を続け，移植後25

日以内に全例死亡した．人血清を注入した群は最も腫

瘍増大が強く，かつ進行性増殖を続け半数以上が20日

前に腫瘍死したが，一部少数に縮少傾向が見られた．

一方，矢追抗原を注入した群では，腫瘍の増大は中間

的態度をとり，移植後15日前後をpeakに腫瘍増殖

が止まり縮少嘗回するものは全体め・28％に認められ

た，なお，各群の増殖系数はそれぞれ0．31，0．34，

0。21でやはり矢追抗原注入群が最も低値を示した

（図3）

　2．生存率
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図3．Walker　Carcinosarcoma’256皮下移植
　　　各群の増殖態度

10　　　　　　　　20

　　移　植　後　日

実験1：c群は移植後20日までに全体の半数以上が腫

瘍死し，40日以上の生存率はわずか5％であった．b、

群は移植後25日までに全体の半数以上が腫蕩死したが

腫瘍が縮少消槌して40日以上生存したものが11％であ

った．

　a群では全体の半数以上が30日以上生存し40日前後

で多数が腫瘍死したが残りは腫瘍が縮少消槌し生存率

　　　　　　　　　は23％であった（図4，匡5）

　　　　　　　　　実験2：犬血清注入群は全例移植後25日以内に腫瘍死

　　　　　　　　　　し生存率は0％，人血清注入群は一部少数に縮少消槌

　　　　　　　　　するものがあり生存率は13％であった．一方矢追抗原

　　　　　　　　　注入群は比較的腫瘍の縮少消槌するものが多く生存率
0－0結紮＋矢追抗原
　　　　　　　　　は21％であった（図6）

H麟＋人血清　　　3．組織学的変化

　　　　　　　　　　対側残存腫瘍が潰蕩化あるいは縮少傾向をとるもの
漏一一X結紮＋犬血清

　　　　　　　　　では腫瘍細胞の配列が疎になり間質にリンパ球および

　　　　　　　　　形質細胞の浸潤が強くみられ，殊に腫瘍結紮一矢追抗

　　　　　　　　　原注入群では腫瘍細胞の浮腫あるいは粘液変性を認め

　　　　　　　　　るものが多かった．（写真1，3）

　　　　　　　　　皿．小　　括

　　　　　　　　　　skin　pouchに矢追抗原を注入した群では腫瘍の増

　　　　　　　　　殖抑制効果は全く見られず，移植後20日以内に大多数

　　　　　　　　　が腫瘍死したが，腫瘍を結紮し生食水を注入した群の

　　　　　　　　　一部少数に腫瘍が縮少下野するものがみり，生存日数

　　　　　　　　　も軽度延長し，11％の生存率をみた．一方腫瘍を結紮

　　　　　　　　　　し，矢追抗原を注入した群では腫瘍の増殖抑制効果が

　　30　　　　40’強く認められ，生存日数も著明に延長し，23％に自然
数

　　　　　　　　　治癒を認めた．次に異種蛋白液として矢追出原②効果

　　　　　　　　　を異種血清と比較検討したところ，，矢追抗原注入群が

　　　　　　　　　人血清あるいは犬血清注入群に地して，より強い面面

　　　　　　　　　増殖抑制効果を示した．これらの実験結果から，腫瘍

　　　　　　　　　の結紮解除により自家融解した腫瘍組織に異種蛋白が

　　　　　　　　　接触することにより強い腫瘍の増殖抑制効果が得られ

　　　　　　　　　ると共に異種蛋白液としては，異種血清よりも矢追抗

　　　　　　　　　原が最も効果的であることがわかった．

図4の1．腹水肝癌AH　130皮下移植各群の腫瘍の大きさと生存日数

　　　　　　　　　　腫瘍組織内矢追抗原注入群
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図5．腹水肝癌AH　130皮下移植各群の生存率
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（皿）　in▽ivoにおける腫瘍組織内矢追抗原注入お

　よび間葉系組織賦活措置の免疫学的宿主抵抗性に及

　ぼす影響

　次にin　vivOの自動免疫処置に間葉系組纈賦活剤

併用の効果を検索すると共に，一部のラット血清につ

いて流血抗体の検索を行なった．

1．実験材料および実験方法

　1．実験動物ならびに実験腫瘍

　Wistar系雄ラットに継代移植しているWalker

carcinosarcoma　256を使用した．

　2．実験群ならびに実施処置

1）腫瘍組織内矢追抗原注入＋Parotin投与群

〔1）の4に記載したのと同様にWistarラットの

両側背部皮下に着床増殖した直径1cm前後の腫瘍の

一側を結紮し，できた腫瘤内に矢追抗原0．1ccを

注入後，帝国臓器製薬より市販せる唾液腺ホルモン

Parotin　O．5mgを週2回ラット大腿に筋注した．

2）腫瘍組織内生理食塩水注入群

　実験〔1〕の4に同じ．

　3．検索項目ならびに方法

1）腫瘍の増殖率および生存率

　実験（1〕の5に同じ．
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2）間葉系機能の推移

　免疫前と免疫後2週目のラット血清についてデキ

ストラン鉄列アランス法に籾測定した・本法は

Barkan　27）と松原28）によるものである．すなわち

5～10mgFe／kgのデキストラン鉄（以下DFと略す）

をラット右大腿静脈に注射し，左大腿静脈から0．1cc

あて採血し，以下四四に従って操作を行ない次式によ

りDF係数を算出した．

　　　　　60分後の全血吸光度一注射前全血吸光度
DF係数＝4分後の全血吸光度一注射前全血吸光度

　　×100

3）宿主血清中における腫瘍感作赤血球擬集素価⑳推

　移

　腫瘍の結紮処置後2週目のラット血清を即戦し，

Boydenの原法29）より本学西東教授の指導により流

血抗体の検出を行なった．なお，被検血清は各実験群

より各々4匹宛採血した．

　i）材　　料

抗原液＝後述の松橋の方法30）により作製した腫瘍抽

出液を濾紙で濾過．レた・　　　　　、

緩衝食塩水：S6renミe旗リ、ン蝶緩衡液（P耳7・3，おタ

び£猛5．4＞、に筆量の生食水を混じて作製．、、

羊毒血球：A真上ever液牽用いて採血，4。C．に保存し

二二時は生食水で3回洗瀞レた．，　　，　■．

タ7ニン二二P耳7・2叩S．にで2，瀦稀釈鰭も

のを使用一　1一　　　「・

二二漬：被検皿清怯採血珍離衝不活駕（56％3ρ’）・1

属「2びCに保存野州には朔斑瞬収，！3アC、、㎡）

30孔．富合後，2500rpln．5分）．した，，』　1・，　　　30

上清稀釈液：不活化した羊血漬脅生食水にで革％に稀

釈したものを使用．

4i）r方　　法　・

a．赤血球のタンニン酸処理；奥与％嘔球浮堅甲（P耳平

7．2）1容量に2万倍ターン凸ヒ酸液1容を海和ゲ372C・均20

10分放置後；1遠沈（1500．掌Pm，、3分）．；魅　BBSl・（p耳面

7．2）．で1回洗潅，ご　　　　　　　　　　　　　　、積

b．タン弟7酸処理赤血球の抗原感作：該難球生食水

浮遊液工容量に抗原PBS（pH　6，4＞、浮i遊液1、1奪自鼻

25⑳9／d1）踏量を混私・室海与分放置後・賠量の1。

箪L清稀釈液で2回誌溝し，20q倍容最の典清稀釈液を

加え，、ρ．5％の感作血球液を調整．・対照．として別依タ

転子γ酸処置のみの赤血球，タン，『ン酸処置をせず筑

原感伶のみを行なつ㊧血球および駕常血球の3種類の

0．5％赤血球液を作製叱，　　　　蝦ン　　　・L

cゼ赤血球凝集反応の術式：被検血清の血清稀釈系列

（乳管0・25cc）を4射つくり，第1列に0．5％の感作

赤血球，第2列，第3列および第4列には，それぞれ

上記対照血球液を0．25ccずつ加えて室温に放置，2

時間，12時間後に管底像を見て判牢．判定基準は

BoydenおよびStavitskyの基準に従った．

IL，実験成績

　1．腫瘍の増殖率ならびに生存率

閏腫瘍組織内生食水注入＋Parotih投与群は移植後20

日までは急速な進行性増殖を続け牟が一部少数に腫瘍

の潰瘍化あるいは縮少化を辿るもq）があり，増殖係数

　　　　　　　　　　　　　　　　平均生存日数および生存率はそれ得れ0．45，22日お

よび25％であった．一方，腫瘍組織内矢追抗原注入＋

Parotin投与群は，腫i瘍の増殖態度は約半数が大体前

者と同様に急速な増殖を続けるが，残り半数は比較的

緩徐な増殖を続け移植後15日頃より縮少傾向を辿るも

　　　　　　　　　　　　　　　ゴのが多く一部には完全に消失搬痕化する例が見られ，

その増殖率，平均生存日数および生干率はそれぞれ

．0．42，25．5日および42％であった（図7，8）．

　なお，背部一側に腫蕩を移植した無処置ラットは全

例進行性増殖を続け，移植後30日以内に全例死亡し

た．

　2．間葉系機能の推移

　移植後3週目（免疫処置2週後）のラット血清につ

いて拓の鉄壁食能；（DF係数）を検索したとこち；両

群の脚値は矢韓原注群群42％注上水注入群54％

で前者に強い商志望機能冗進が認められ咋．な声無処

置対囎では65蜘あっ五㈱）

　　i図7兜間葉系賦活措置群の増殖態度

工
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図8．間葉系賦活措置等割の生存率（Walker　Carcinosarcoma　256移殖）
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　3．宿主血清中における腫瘍感作赤血球凝集素価の

推移

　矢追抗原注入一間葉系賦活群では採血時に腫瘍を

有するもの（2匹），および縮少，消失しているもの

（2匹）ともに凝集素価16～32を呈し生食水注入間

葉系賦活群（4匹）はいずれも凝集素価を証明し得な

かった、

皿．小　　括

　本実験では，実験〔1〕で認められた腫瘍組織自家

融解物と矢追抗原との混合物の吸収による腫瘍増殖抑

制効果をさらに強める目的で，宿主の間葉系組織賦活

措置として間葉系賦活剤Parotin　O．5mgの筋注を併

用したのであるが，その腫瘍増殖抑制効果については

実験1の成績に比べ，とくに有効とは断定できないが

矢追抗原注入間葉系賦活群の半数において，非常に明

確な残存腫瘍の縮少消槌傾向が認あられ，一方生食水

注入間葉系賦活群ではわずか1例にのみ明確な腫瘍縮

少傾向が認められた．またDF係数による間葉系機

能検査において，矢追抗原注入群に軽度充進が認めら

れた，さらにこれらのラット血清について腫瘍抗原に

対する流血抗体をBoyden法により検索したところ

矢追抗原注入群に32価前後の凝集素の出現を証明し，

すくなくとも腫瘍増殖抑制効果に何らかの影響を与え

ていることが推定された，

〔皿〕　in　vitroにおける矢追抗原処理腫瘍抽出液投

　与の腫瘍増殖におよぼす影響

　1．実験材料および実験方法

1．実験動物および移植腫瘍：実験（1〕と同様に

Wistar雄ラットに継代移植したWalker　Carcino・

Sarcoma　256と，呑竜ラット皮下に発癌せしめた20－

Methylcholanthrene肉腫を用いた．すなわちch（ト

1estero1を170。Cに加熱溶解しこれに25％の割合

で20－Methylcholanthreneを加え，型に入れて冷

却作製したMC－cholestero1　Pellet　20mg（MC量

として5mg）を二二ラットの背部皮下に挿入し約150

～250日後に栂指頭大に発癌増殖した腫瘍を摘除して，

一辺2mmの三子状sliceとして同系のラット背部

皮下に継代移植し実験には鶏埴2代目以後の腫瘍を使

用した．
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2．切除腫瘍の処理

　1）腫瘍抽出液の作製

　ラットの両側背部皮下に20MC　slice挿入後，10

～12日目に直径1cm前後に着床増殖した腫瘍の一側

を摘除し松橋30）の抗原液作製法（図10）

　　　　　図10．Extract作製法
　　　　　　　（松橋による）

　一腫瘍組織

　　　↓小片にきりきざみ

　　洗　源（4。C生食水）

　　　↓一3V・1・…5MPBS（pH7・2＞添加

　Homogenate
　　　　／＼
　　　／　　＼
　　／一昼夜＼
　／　数　回　＼
凍　結　　　　→融　解
　　　　↓

　　遠沈（3000r．pm．30分）
　　　　1

　t
沈　渣 上　清

↓…％N・N・添加

　　　　　　　　抽出液（氷室に保存）
　　　　　　　　Extract

あるいはCzajkowskiら31）の方法（図11）に従って

腫蕩抽出液および腫瘍細胞浮遊液を作製した．

　　　　　図11．腫瘍細胞浮遊液作製法

　　　　　　・（Cza堺owskiらによる）

　　　　　　　　　　腫蕩組織

　　　　　　　　　　　↓小片にきりきざみ

　　　　　　　　　　洗　瀞（4。C生食水）
　　　　　　　　　　　　き
　　　　　　　　且omo　Blender
　　　　　　　　　　　　整
　　　　　　　　H：omogenate（緩徐に）
　　　　　　　　　　　　睦
　　　　　　　　　S腿spension・
　　　　　　　　　　遠1沈一（5。6伽m1。分）

　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　1　　　　　　1
　　　　　　沈　渣　　　　上　清
　　　　　　　　↓

　　　　　Resuspend
　　　　　　　　↓
　　　　　　洗　瀧’（2回40C生食水）
’S。、p。n爵。n一鵬細胞浮野

　2）腫瘍修飾抗原液の作製

i）松橋の方法で作製した腫瘍抽出液に矢追抗原およ

びinconplete　Freundのadiuvantを下記の割合

で室温混合した．

ii）Czalkowskiらの方法により作製した腫瘍細胞浮

遊液と矢追抗原をin　vitroで結合するため彼らの用

いたKabat　1＆Mayer　24）の方法（図12）により調製

したbisdiazobenzidineを用いて腫瘍修飾抗原液を

作製した（図13）．

　　　　図12．Bis－diazobenzidine作製
　　　　　（Kabat＆Mayer法1948年＞

　　　Solution　I：　
｛　0．46g　benzidine
　100cc水＋3cc　6　NHcl
Solution　1正：　
｛　0．35g亜硝酸ソーダ
　3cc水
　　　　　　滴　々’
　Solution　I正　→Solution工

　　　（7～80C水槽にて震盈混合）

　　→bis－diazotized　benzidine

　　　　　　　　　Il
　　　　　　l30分前盈
　　　　　　　　　ll
　　　　　　氷室保存（一20。C）

　　　　　　図13．修飾抗原液作製法

　　　　　　　　　一Czajkowskiらによる

　1．5Vol．腫瘍細胞浮遊液

　
｛
　　2　〃．矢追抗原
　0．5　〃　．bis－diazobenzidine
　　　　　（0．2M・PBS　I（p旺7．2）で15倍に稀釈）

　　　　以上の3者混合液を室温10分放置
　　　　　　　　　　　↓
、．．　　　　　遠沈（5000r．p．m．10分）
　　　　　　　　　　　↓
　　「　＿　　　　　沈　渣
　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　Resuspend
　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　　洗　瀞（2回4。C生食水）
　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　Suspension＝修飾抗原液

3．実験群なら、びに実施処置

　ラットの両側背部皮下に着床増殖した直径1cm前

後の腫蕩の一側を切除しi）あるいはii）の方法により

作製した腫瘍修飾抗原液の0．6m1（矢追抗原0．2m1）

を3日間隔で2回筋注し，同時にParotin　O，5mg．

週2回筋注した（図14）．

　なお対照群は背部両側に着床増殖した腫瘍の一側切

除のみを行なった．　　　　　　　　　　　；

4．検：索項目

　実験1と同様に対側残存腫瘍の大きさを経日的に測

定して面積を算出し，移植後腫瘍死するまでの平均生
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蓼数および40日以上蜻錐存率を求φた一・

皿．，実験成績

1・松橋の方法による腫瘍修飾抗原液の投与実験

　Wistarラッ・トにWalker　Carcinosarcoma　256

を移植し，自動免疫処置を行なった結果は，免疫瑚ま

対撫に比し腫瘍の増殖は些軽的遅く両群の増殖係数は

各々・・3・…33・1で（図15）また平難存日数回タ、

27・a日121・7日で簸群に平均約5・6日艇鋤髄

見た旭両群とも移植後30日までに全例死亡し4g月腿

　　　　図14in　vitroの自動免疫実験

喘
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図15・一側摘除腫瘍修飾抗原液注射後の

　　　対側残存腫瘍の増殖態度一
（修飾抗原液は松1橋璽方法により作成）．㌧
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1

1
工

←腫瘍摘除

1免晒

上生存するものはなかった（図16）」ゼ♂　　砥　♂

　次に呑竜ラット誘発癌20－MCについても二様に松

橋の方法に従がい免疫処置を行なったところ，免疫群

に強い二二増殖抑制効果が見られ平均面積’14．5c魚2

をpeakに腫瘍の縮少，，治癒傾向が強く認められた

に反し対照群は大多数が進行性増殖を呈し，各々の増

殖係数は0．32，0．42であFつた（函17）．

　また免疫群，対照群の平均生存日数はそれぞれ32．3

日，25．1日で40日以上の生存率は50％，q215％と免疫

群に強い延命効果が認めちれた㌦（図18）i

2．Czajkowskiの方法による腫瘍修飾抗原液の投与
　　　　　　　　　　　・　　　　ノ
　実験
　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロWi§tafラッFに着床増殖した1πalke亡Carcin。sar．

coma　256を用いて自動免疫処置を行なったところ，

腫瘍自体の増殖，致死力が弱く，実験条件は悪かった

カ㍉三二は対照群に比し鵬の二心ま緩徐で約半数

に腫瘍の縮少，治癒傾向がみられ対照群は約3分；の1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ケに治癒傾向を認め各々の増殖係数はO；34，；：0．36であ

　　　　　　　　　　　　　　　　　ミつた．また腫瘍死したラットの平均生存日数は各々

30．2日，28．4日，生存率は50％，、28％でやはり免疫群

に延命効果が認め・られた（図：19120）．

皿L小　　括3、1一；占

　今回はin　vitroで腫瘍抽出液と矢追抗原を混合あ

るい1ま三遍“姻「C鱒pUPg　iレ・5さ肇に恥β榊“、

Adjuva填を加零て抗原性を増強レた駆蕩緯織修飾抗

原液による免疫実験であるが，実験1のin　vivoの

場合に比べ，WistarラットにWalker腫瘍で行な
った実験結果では免疫効果はやや弱いようであるが，

一方呑竜ラット誘発癌20－MC・で行なった実験では対

照群に比し地較的強い卑疫効果が得られ，生存率も著

明に延長した．　＿，

（IV）　矢追抗原処理癌組織による申動免疫の臨床的研

　究　　　　　　‘’　ポ　　し＾

1．研究対象ならびに実施方決～

　昭和42年2．月より43年2月までの1年間に金沢大学
医学部第2心室に嫁院治療を行なった齢者の

中（表1に示す），　試験開腹または姑息的切除に終っ

た癌患者17例についてそれらの切除腫瘍，リンパ節転

移腫瘍または腹水中腫瘍細胞毒り朱透のCzajkowski

らのBenzidin－cqupling．脚こ従って癌Vaccineを
　　　　　　　　　　　　　ノ作製しその1ヒ。（失追抗原0．4cc）1を2日間隔で3回
　　　　　　　　　　　　　ゴ　　　　　　　　　　　　ド
患者の二部ある・いは犬腿上外側部に注射『（b．2ce皮内

0．8cc三内）し，他方これらの癌患者にはその間葉系

組織を賦活して抗体産生能を二進させる目的で，i西独

10 　20L　　　　　　30
W、1k，，移租後日数，

40S養dinedica社製間葉系賦活剤Mesacto“：を1㏄：隔日

およびParotin　3mg週2回筋注を同時に行なった．
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図18．一側摘除腫瘍修飾抗原液注射群の生存率一20Mc肉腫一
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表1．臨 床 例 昭和42年2月より昭和43年2月まで

姦

1
2
3
4
5
6
7
8
9
1
0
1
1
1
2
1
3
1
4
1
5
1
6
1
7

症　　例

M。M，65，8

M．S，60，δ

N．K，21，♀

S．S，62，♂

H．H，72，♀

K．S，46，♀

D．K，67，♀

S．K，55，♂

M．S，19，♀

T．K，65，δ

0．1，35，　♂

1．K，68，6

M．K，65，♂

1．T，64，♂

M．K，21，♀

N．S，　♀

K．K，　　♂

病　　名

胃　　癌

胃　　癌

胃　　癌

胃　　癌

乳癌（左）

乳癌（左）

胃　　癌

回盲部癌

小腸肉腫

胃　　癌

胃　　癌

胃　　癌

子宮癌

淋巴肉腫

頭鴇搬痕癌

細網肉腫

胃　　癌

進　展　度

　　Stage　IV

　Stage皿

　Stage　IV

　Stage　IV

　淋巴腺転移
（左腋窩，鎮骨上）

　淋巴腺転移
（左腋窩，鎮骨上）

　Stage　IV

　淋巴腺転移
（腸　間　膜）

　淋巴腺転移
（腸　間　膜）

　Stage　IV

　Stage　IV

　Stage　IV

　Stage　IV

全身多発リンパ
　　　　　腺腫

　脳　転　移

頸部リンパ腺腫

　Stage　IV

治　　療

試験開腹

胃　全　易u

試験開腹

腹水穿刺
腋窩リンパ節
切除

左乳房切断

胃　切　除

回盲部切除

回盲部切除

試験開腹

腸痩形成

胃　全　易U

皮膚転移腫瘍
切除
鼠径リンパ

節切除
局所腫瘍切除

頸部リンパ節
切除

開腹術穿刺

免疫注射

術前　　2日
術後　　8日

術後7，14日

術後7，14日

穿刺後
　　5，12日

術後2，5日
術後
1，4，10日
術前6，4日
術後　　13日

術後5，21日

術後12，17日

術1年後6回
術後
　14日，24日

術後3，7日

術後6，12日

術後

5，8，10日

術後3，5日
術後

3，5，8日
術後

2，5，8日
穿刺後
2，　5，8日

その他

①
Mesacton

lcc（隔日）

②
Parotin

3mg
（週2回）

　転　　帰
昭和42．10月

退院（40日）

生存（5カ月）

死亡（50日）

死亡（30日）

生存（3カ月）

生存（3カ月）

生存（3カ月）

生存（3カ月）

生存（2カ月）

生存（2カ月）

生存（3カ月）

生存（2カ月）

死亡（3カ月）

　不　　明

死亡（3カ月）

　転　　帰
昭和44．8月

不　　明

死亡（1年）

　不　　明

死亡（7カ月）

　不　　明

生存（2年1
　　　カ月）

生存（2年）

明
明
明

不
不
不

一
明
　
院
快

　
一
腿

不
　
軽
軽
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五・検索項目および検索方法

1．一般状態

　食欲，体重，局所々三等の他肝機能，血清電解質，

酵素などの臨床検査を行なった．

2．血清蛋白分画

　東洋濾紙No．51を用い，濾紙電気泳動後，　Amid

Schwarz　10　Bにて染色，濾紙用光度計，プラニオメ

ーターにて測定した．

3．血清LDH　　　　　　　l

　Cabaud　and　Wr6blewski　32）の原糸によりやトロ

ン社製，緒方医学化学研究所編の測定法に従った．

4．間葉系機能

　実験皿で用いたDF係数の測定方法は，臨床的に

使用経験がないので，操作の比較的簡単なCongored

法を用いた．

すなわち，　New　Congored　lndexはAdler　33）ら

の原法を改め，次の方法で測定した．1％Congo　red

液0．25m1／kgを1側の肘静脈より注入し，4分後お

よび60分後に対側肘静脈より4cc採血し血清を分離

して，その1m1に生食水を等量加えて2mlとし，

光電比色計で560Aにて比色し，次式によって算出

した．

灘。CongQ「ed一輪難き器妾§｝諜×1・・

5．血清抗体の検索

　癌Vaccine注射前（手術前）と，初回注射後3週

目に採血した患者血清について，実験］1に記載した

Boyden法により血清抗体価を測定した．

皿，研究成績

1．一般状態

　症例1，4では胃癌末期の癌性腹膜炎の併発にも拘

らず，一時食欲の充進，浮腫の軽減などが認められ，

症例5は再発乳癌で（写真5）左腋窩の転移リンパ節

より作製したVaccine注射後数日目から再発腫瘍が

急速に縮少消槌し，2週後には完全に消失（写真6）

し，約1カ月後に全快退院した．退院後は軽度の左胸

膜炎を併発したが腫瘍再発の徴候は認めていない．症

例8は進行性回盲部癌で姑息的切除後，約1年目に皮

膚転移腫瘍を切除し，2年1カ月後の現在，創部痩孔

の処置のため，外来通院しながら仕事に従事してい

る．また，症例9は進行性回腸細網肉腫で姑息的切除

後，約6カ月目に左鼠径部および左顎下部に転移性リ

ンパ腫を認め，鼠径部リンパ腫より作成したVaccine

により再度免疫注射を行ない，最初の切除腫瘍Vac・

cine注射と合わせて総計8回のVaccine注射後，2

年2ヵ月の現在約10kg体重増加し元気に仕事に従事

している．（写真7，8はその組織像を示す）

　症例16，17は細網肉腫症および進行性胃癌単開腹例

であるが，前者はEndoxanの静注とVaccine注射

を併用し著明な脾腫の縮少と胸水の消槌を認め，軽快

退院し，後者は術後11カ月の現在全身状態の悪化の徴

候を認めず，なお入院加療中である．

　他の症例の中にも一時的一般状態の軽快を認めるも

のがあり，腹痛または四肢の神経痛様疹痛の消失した
　　　　　　　　　　　　　　　　　｝　　　　　　　　　　　　　　　　　　1一
症例もあった．

2．血清7－globulin値　　　　　　　～

　注射前，1週，2週後の平均値が各々，．25％，28．3

％，25．6％で注射後1週目にやや上昇し，2週，、3週

目に前値に戻る傾向が認められた．また．比較二一マ般状

態の良好な症例6，7では，血清蛋白の上昇に比例して血

清γ一globulin値も上昇する傾向が認めちれたく図21）

図2L血清γ一globulinの推移
（％）
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3．・血清LDH：

　注射前，1週，ご2週後の平均値は各4683．623，598

単位で，注射後漸次低下の傾向が認められ，殊に症例

5，6では，一時的ヂー般状態の改善に比例して，血

清LDHは著明に下値を示した．一方腹水貯溜の甚

だしい症例1では，免疫注射後も，漸次，全身状態が

悪化を辿り，これに比例して血清LDHも上昇し，

最：高値2000単位を示した（図22）・

4．間葉系機能（New　Cengored　Index）

注射前．一3・週後め平均値は4．401，1．416で注射後

に軽度機能充進が認められ，中でも主腫瘍切除後，経

過良好二き長期生存している症例9では著明な上昇を呈

した（図23）．‘　　・に

5話血清抗体め推移

　17例の患者中，’7例について，血清抗体の検出を行

なつ売ととろ，・表2め如く，’比較的一般状態の良好な

症例6および8の血清中に32価，症例9，、12には8～

16価の抗体が検出され，癌性腹膜炎を併発している進

行癌症例3．10では，いずれも抗体は検出されず，症

例5は局所腫瘍の消失など免疫効果があったと思われ

る症例にも拘らず，抗体は検出されなかった．

IV，小　　括

　臨床的に進行癌あるいは再発癌17例に対’し本免疫療

法を実施した結果，進行癌患者の．中にも一時的にせよ

ある程度の一般状態の軽快が認めちれ，それに比例し

て血清γ一gloulinの軽度上昇，，1LDHの低下および

Congo－red・係数の上昇が認められ，流血抗体の検索

1ζおいても比較的全身状態の良好な症例に抗体価8～

32を検：出し得た．殊に本研究対象が全て進行癌患者に

も拘わらず，先述した如く，本療法が有効であったと

思われる腫瘍の縮少あるいは長期生存の5症例を得て

おり，これらの患者で検索し得た臨床検査所見でも本

図22．血清LDH：の推移
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療法による宿主抵抗の平皿を証明し得た，

考 察

　癌治療の基本であぐ外科的療法にも限界があり，こ

れに化学摩法あるいは放射線療法を加えても，なお充

分な成果を挙げえない現状において，最：近宿主条件を

‘抗癌的環境に改善する手段を癌治療に導入することの

必要性が喚起されてきている．

　すでに1882年Cohnheim　34）は，腫瘍はその生体の

生理的防禦照すなわち抵抗力が減弱したときに，はじ

めて悪性増殖を営むものであることを指摘しているが

近年このような観点から，担癌生体の内部環境の解析

がすすめられ，生体防禦機構の中核をなす網内陸の機
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能検索が行なわれた結果，Kratschell　35），　Barbera　36）・

Kavetskiy　37），　Schr6der　38）Sternら39）多数の研

究者によって，担癌患者の絶対多数において，その網

内系貧食能がCongored係数70％以上の障害を示し

ていることが判明し，教室における検索でも，良性疾

患群では，かなりの消耗性疾患を含めても，Congo－

red係数70％以上の機能低下例は56％であったのに反

し，悪性腫瘍群では82％の高率を占め，ことに進行癌

および再発癌に，その低下の著しい傾向が認められ

た．さらに担癌生体の網内系抗体産生能についても，

Barrら40）1，y‡tonら12）がTetanus　toxoidに対す

る循環抗体の産生能が，その一般状態に関係なく著し

く障害されていることを認め，教室におけるDiph・

theria　toxoidを用いた検：索でも，血中抗毒素価が

0．64単位以下の抗体産生能低下例は，良性疾患群では

19％にすぎなかったが，悪性腫瘍群においては，65％

の高率にのぼり，しかもその大多数が進行癌で根治手

術が不能であった，

　なお，細胞性抗体の産生能を窺知する目的で行なっ

たツベルクリン反応による遅延型アンルギーの検索41）

でも，同年令層の非癌症例の陽性率が71．8％であるの

に対し，癌患者では45．7％と陰性例が多く，これには

かなり初期の癌症例も含まれ，担癌体においては，網

内系の種々の機能，なかんずく免疫担当細胞の機能が

何らかの原因によって障害されていることが判明し，

癌の発生，増殖に好条件を提供しているものと推察さ

れた．

　水上42）は，これらの担三体において生体防禦力が

低下しているとの事実に基づき，生体防禦力を司る網

内系の賦活による制癌効果の検索をすすめ，Ca叩ari

ら43）の提唱した一定組織への血行を阻害すると，そ

の組織からいわゆるnecrohormonが発生し，これと

同一系統に属する組織に新生細胞の増殖が惹起される

現象を応用した網手系の代表的臓器である脾に流入す

る動脈の結紮によって，生体の一網内系組織を賦活し

得ることを確認し本法を進行肺癌症例に実施して，腫

表2．血清抗体の検出 （Boyden法）

No
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〃

9

〃

10

〃

12

〃

※

血
清
2

1

2

3

1

2

3

1

2

1

2

3

1

2

1

2

1

2

血　　清　　稀　　釈　　倍　　数

2・ P21【2・i2・12・12・12・12・12・12・121・

±

±

±

冊

±

十

±

冊
冊

十

十

±

±

柵

十

十

±

二

十

±

±

冊

十

十

±

十

十

十

±

±

十

十

十

±

±

±

±

十

一
調
二

身

十

十

±

±

±

±

十

±

±

±

±

±

．
±

±

十

二

±

±

！±

十

±

±

十

指

引

当

十

±

十

※　1：免疫注射前　2：免疫注射2週後　3：免疫注射3週後



癌の免疫療法の試み 129

瘍の顕著な縮少を認めるなどの臨床効果を収め，他方

Typhus　Vaccine，　Zymosan，　Parotin，　Mesacton

など一連の網内系賦活剤の制癌効果を実験的に検索

44）45），これらの非特異的な網内系の活力増強措置に

よっても，ある程度，癌の発生ならびに増殖を抑制す

る効果を認めることができたが，網内国機能の検索に

おいて，その貧喰能さらには抗体産生能が著明に賦活

されているのにかかわらず，癌の増殖を許容している

例が少なからず経験された．

　そこで，著者はこのような例においては，近年，癌

組織中さらには血清中に正常組織には存在しない癌特

異抗原が微量証明されるとの報告もあるが，他方，

Green　46）は入癌のモルモットへの移植実験において
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
早期癌には移植性がないが，末期癌では生着率が高く

なる現象から癌の進行による抗原性の低下を指摘して

いる．ともかく，実際には担癌生体が癌組織を非自己

と認識し得ないために，その免疫担当組織の活力が増

大していても，抗癌性の反応を誘起し得ない場合が多

いものと考えられるので県内系賦活法を行なうと同時

に，癌組織のAntigenicityを高めて，非自己と認

識させる措置を講ずれば制癌により効果的であろうと

の見解に達し，本研究に着手したのである．

　腫瘍の抗原性の増強法については，1960年，Klein4）

が，Mausに発生した腫瘍を切除し，これにX線照射

を行なって，反覆注射することによって，自動免疫を

成立させて以来，多くの研究者によって，腫瘍組織へ

の暫定的血流遮断，腫瘍組織の凍結あるいは電気凝固

処理など種々の腫瘍の抗原構造修飾法が提唱され，実

験的に自動免疫の発現が証明されている．しかしこれ

らは種々の処置による腫瘍細胞の変質による抗原性の

取得を企図したものであるが，1961年小野47）は，

C3H　Maus自然発生乳癌を用いて，　Landsteiner

のhapteneの概念に基づき腫瘍組織内に異種血清を

注入することによって自動免疫を成立させることに成

功した．すなわちこれは，単独で動物を免疫しても抗

体を産生できないが，一定の条件によって蛋白と混じ

て動物に注射すれば，蛋白に対する抗体とは別に，そ

の物質に対する抗体を産生するような物質（この物質

に1921年Landstener　48）はhapteneなる名称を与

えた）を癌特異抗原の本体と見徹し，腫瘍組織中に存

在すると考えられる腫瘍特異性hapteneに異種血清

を結合させれば，宿主に腫瘍に対する免疫反応を起し

得るであろうという作業仮設に基づいている．著者は

X線照射，凍結などの方法を検討したが，処理の過不

足などの原因によるものか，毎常確実な抗原性の賦与

が得られなかったので，異種蛋白結合法を採用したの

である．

　さて，結合させる異種蛋白として，上述の如く，小

野は異種動物の血清を用いているのであるが，担癌体

の免疫産生系に抗原刺激を反覆して与える場合には異

種血清の使用は血清病発現のおそれがあり，臨床的に

癌治療への応用が困難であるため，このような制約を

うけない異種蛋白としてVirus蛋白に着目し，なか

んずく私共臨床医が入手し易い矢追抗原として市販さ

れている牛痘Virus浮遊液の使用を試みたのであ

る．これは矢追が東京大学伝染病研究所において早苗

から組織成分および雑菌を除いて精製に成功した痘苗

で，実験方法の項で述べたように，1cc旧約10mg

の高分子Virus蛋白を含有している．本剤は種々の

アレルギー疾患の抗アレルギー療法に用いられている

ほか，尋常性疵贅および青年性扁平疵贅などVirus

性腫瘤の頑症にしばしば著効を奏することが報告され

ており，免疫学的に興味深い薬理作用を営み，しかも

注射局所に軽度のアレルギー反応を一過性に発現する

程度で，忌むべき副作用は認められないものである．

そこでまず，実験的にin　vivOで腫瘍組織と牛痘

Virus蛋白を結合させ，従来用いられている異種血

清注入法との抗腫瘍効果を比較検討したのであるが，

同種移植反応を除外するため，ラットの背部皮下の2

カ所に同時に腫瘍を移植し，着床増殖した一側の腫瘍

を，それを被う皮膚とともに結紮して，その中へ異種

血清あるいは矢追抗原液を注入，腫瘍細胞と接触させ

48時間後に結紮を解除し，内容物を吸収させて，対側

腫瘍の増殖に及ぼす影響を比較観察した結果，イヌ血

清注入群およびヒト血清注入群に較べて，矢追抗原注

入群の対側腫瘍の増殖は緩徐で，処置後1週頃から腫

瘍の増殖が停止，その後縮少退縮を認める例が多く，

矢追抗原注入は異種血清注入よりも優れた腫瘍増殖抑

制効果の得られることが判明した．しかしこの際，矢

追抗原自体の宿主に対する非特異的な免疫効果の関与

も考えられたので，1カ所に腫瘍を移植し，その着床

増殖をまって，他の部位にskin　pouchを作成し，

その中へ矢追抗原を注入して，腫瘍の増殖に及ぼす影

響を観察した結果，全く抑制効果は認められず，非特

異的免疫効果を否定し得た．なお，本実験は自然発生

腫瘍を用いたものではないが，90％以上の腫瘍死率を

もつ腫瘍を用い，その移植後8日目にすでに着床増殖

しているいわゆるexisting　tumorを対象として，

その増殖抑制効果が明らかに認められているので，腫

瘍組織と牛痘Virus蛋白を接触させることによって

抗腫瘍反応の発現を充分に期待し得るものであると考

えられる．



130 篁

　ところで，このようにin　vivoにおいて腫瘍を結

紮し，その申へ矢追抗原液を注入する方法は，体表

の腫瘍でも，その実施は容易ではなく，これを臨床

に応用する場合適応が極めて限定されるので次に，

in　vitroで腫瘍組織の抽出液に牛痘Virus浮遊液を

混合し，これにFreundのadjuvantを加えて投

与する方法の効果を実験的に検討した．すなわち，ラ

ットの背部皮下に2カ所腫瘍を移植し，その着床増殖

後一側の腫瘍を摘除して，松橋の方法にしたがいその

組織の凍結融解をくり返すことによって破壊し，得ら

れた抽出液に矢追抗原ならびにFreundのadjuvant

を加え，同じラットの大腿に3日間隔で3回筋注し，

対側腫瘍の増殖に対ぼす影響を検討したところ，移植

腫瘍に対しては延命効果を認める程度の効果にとどま

ったが，Methylcholanthrene誘発癌を対象とした実

験においては，腫瘍の増殖が抑制され，著明な延命効

果が認められた．

　このようにin　vitroで腫瘍組織抽出液に牛痘Vi・

rus蛋白を混合して投与しても抗腫瘍反応を誘起させ

得ることが判明したが，腫瘍組織の凍結融解をくり返

す方法では，抽出液の作成に長時間を要し，操作が繁

雑であるので，臨床応用をより容易にするため，さら

にCzajkowskiら31）の方法により切除腫瘍組織よ

り直接腫瘍細胞浮遊液を作成し，これにKabat＆

Mayerのbenzidine　coupling法24）を用いて牛痘

Virus蛋白を結合させ，　FreundのAdjurantを加

えて投与する方法の効果を検：資した結果，腫瘍抽出液

を用いた場合に匹敵する効果の得られることが判明，

臨床応用の手技を確立し得た．

　さて，著者の牛痘Virus蛋白結合腫瘍細胞による

癌免疫療法の臨床応用に当って問題となるのは，先述

したように，山山患者においては，生体防衛機構の中

核をなす網島系の諸機能が低下しており，このような

腫瘍組織を非自己として認識させる措置を講じても，

宿主の免疫担当系がこれに充分に反応し得ない事態が

予想される．そこで緒方，伊藤らによって牛の唾液腺

抽出二二に発見され，全身の間葉系組織機能を賦活す

る作用が証明されている唾液腺ホルンの製剤Parotin

を，矢追抗原による修飾腫瘍抗原感作と同時に投与し

腫瘍増殖に及ぼす効果を検索した結果，実験腫瘍を移

植した動物においては，自然発生癌をもつ生体に較べ

宿主網鳥系機能の障害が軽微であるためか，Parotin

を投与しない実験群と対比して，とくに有効とは断ぜ

られなかったが，腫瘍の明瞭な退縮消失を認める例が

多く，このような例においては，Dextran鉄クリア

ランス法によって，網内系貧食能の克進が認められて

いる．

　ところで，以上述べてきた実験成績における腫瘍の

増殖抑制効果が，果たして自動免疫の成立による宿主

の抗腫瘍性抵抗力の増大の結果か否かが問題になるの

で，牛痘Virus蛋白を結合させた腫瘍細胞で感作し

たラットについて，Boyden法により血清中に腫瘍感

作血球凝集素の証明を試みた結果，単に担癌状態にあ

る動物の血清には検出されなかったが，牛痘Virus

蛋白を結合させた腫瘍組織で感作した動物なかんずく

腫瘍退縮例にその出現が認められ，本免疫療法を実施

した臨床例においても，治療効果の得られた症例に凝

集素価の高い傾向を認めたことは，このような免疫学

的措置を講ずることによって，宿主生体に癌に対する

特異的な免疫学的防衛反応の誘起されている可能性を

示唆するものといえよう．他方：Finneyら49）も末

期癌患者を対象に，Freund　Adjuvant型の自家ワク

チン注射あるいは放射線治療を行ない，その患者血清

についてBoyden法で腫瘍抗体の検出を試み，いず

れも高い抗体価を証明し，ことにワクチン注射を行な

った患者は最高1：5120の高い抗体価を示したと述べ

これらの抗体は血清蛋白分画中　β，γ一globαlin分画

に在り，そのCytotoxicityについて，直接局所の腫

瘍内に注入してその効果を認めている．

　臨床的に免疫治療の効果を判定することはかなり難

かしいことであるが，著者は患者の一般状態や局所々

見の他に，血清γ一globulin値，　LDH活性値および

流血抗体の検索を行ない，さらにCongored係数に

よる間葉系機能の検索を実施した．

　癌患者の血清蛋白分画は複雑で，その解析は困難と

されているが，一般に健康入に比しAlbuminの減

少とglobulinの代償的または相対的増加がみられ，

癌の進行とともにglobulin分画中のα，γ一globulin

値が上昇するといわれているが，平井．50）は動物実験

で移植免疫を獲得したラットの血清γ一globulin値は

正常ラットの2倍，六一ラットの6倍の高値を示した

といい，赤井51）の癌患者700例の血清γ一globulin

値の検索によれば，とくに一定の傾向はみられず，

γ一globulin値の上昇しているものにも予後良好なも

のが多かったと報告している．著者も免疫注射前後の

血清について，免疫後の血清γ一globulin値の軽度上

昇を認めており，免疫抗体産生に実際に関与するとい

われるγ一globulin値の推移は免疫効果の二三として

意義あるものと思われる．またα一globulin値につい

ては，著者の症例は少ないが，癌の進行と特に一定の

関係を有するとは思われなかった．

　また乳酸脱水素酵素（LDH）は，心筋，骨格筋，
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肝，赤血球など広く生体に分布し，補酵素DPNの

存在下でピルビン酸と乳酸の間の酸化，還元反応を

可逆的に触媒するもので，血清中の活性は臓器活性

に比してはるかに低く，その起源，排泄，生理的意

義については不明の点が多いといわれるが，1943年

Warburgら52）が，担癌ラットの血清中にLDH

活性が高率に上昇することを，さらに1858年West

ら53）が肝転移による血清1，DH活性の上昇を報告し

て以来，悪性腫瘍と血清LDH：との関係が注目され

るようになり，腫瘍細胞や障害細胞から血中への酵素

の逸脱や担癌生体における代謝異常などがその上昇原

因として重視されている．

　平木ら54）によれば，臓器癌の種類により，　LDH

上昇率に差はあるが転移の有無で陽性率が異なり，癌

の広がりとLDH上昇率にある程度の相関々係があ

るといい，野口55）は胃癌では，Stage　IVに高率に

LDH活性値の上昇を認めている．著者も当教室で入

院治療した患者の中で検索し得た50数例の血清LDH

活性値は，胃潰瘍，胆石症など良性疾患の大多数は

400単位以下を示し，治癒手術を行ない得た癌患者で

は400～500単位，進行癌とくに消化器癌患者の大多数

は500単位以上の高値を呈し，症状の悪化とともに上

昇する傾向を認めており，しかも著者の免疫療法を実

施した症例においてみられた，一時的にせよLDH：

活性の低下の傾向は，一般状態の改善と相まってその

免疫効果を示唆するものといえよう．これらの血液生

化学的所見の改善とともに現在までに，本志療法を実

施した17例中5例に顕著な治療効果が認められ，なか

んずく，左前胸壁に多発した再発乳癌腫瘤の完全消失

を認めた例をはじめ，進行回盲部癌および回腸細網肉

腫の姑息的切除に終った例で，それぞれ免疫療法後2

年1カ月，2年2カ月の現在，健存して社会生活に復

帰している症例の得られている事実は，開発途上にあ

る癌免疫療法の将来に明かるい希望を与えるものとい

えよう．

　癌免疫療法の終局の目的が，あらゆる癌に共通の特

異抗原を発見し，その精製抗原による予防ワクチン関

発にあることは論を侯たない．Witebsky　23）は2入の

卵巣癌患者の血清と細胞形態が類似している他の癌患

者の腫瘍抽出液との間に交叉反応がみられたといい，

Czajkowskiや56）Decarvalhoら57）はpoo1した

多数の腫瘍のFluoro－Carbon中に腫瘍抽出液で免

疫された全ての癌患者の抗血清と反応する単一の特異

抗原が存在することを示唆し，石川7）らも，癌組織

の可溶性蛋白分画を沈降線パターンで追跡して，酸性

ムコ蛋白，α，β一globulin分画に特徴的組成を認める

とともに，癌細胞凝集阻止反応を示標として，癌細

胞表面に位置する癌特異抗原に注目し，その本体は

Lipopolysaccharideであり人の全ての臓器癌に共通

に存在すると述べている．

　著者も甚だ少数例ではあるが，Boyden法やSkin

testにより，免疫治療を行なった患者の相互に交叉

反応を認めている．しかし，そこでみられた流血抗体

が果して癌に対して抑制的に働いているか否かは問題

のあるところであって，血清学的方法で証明される流

血抗体には，　Kallisら，58）Kaudutsch　59）のいう

enhancement　Antibodyである場合も否定は出来な

い．事実実者も，Methylcholanthrene誘発癌の抽

出物であらかじめ感作したラットの一部に，却って移

植率が高かった例を経験しており，これらの問題を慎

重に解析し，その危険性を回避してゆくことが今後の

癌免疫療法の研究における重要な課題のひとつであろ

う．

総括ならびに結論

　癌の免疫療法の試みとして，腫瘍組織中に存在する

と考えられる腫瘍特異性hapteneに異種蛋白を結合

させれば，autologous　hostで免疫反応を起し得るで

あろうとの作業仮設に基づき，腫瘍組織に異種蛋白と

して牛痘Virus蛋白を結合させる方法を考案し，こ

れによって宿主に発現せしめ得る抗腫瘍性を実験的な

らびに臨床的に検討し，次の知見ならびに結論を得た．

　1．ラットの両側背部皮下に腫瘍を移植し，8日後

に着床増殖した腫瘍の1側を，それを被う皮膚ととも

に結紮し，腫瘍組織内に矢追抗原0．1ccを注入，　in

vivoで両者を接触させ，48時間後に結紮を解放して

対側腫瘍の増殖ならびに腫瘍移植後40日の生存率を検

討した結果，腹水肝癌AH　130移植呑竜ラットの34％

に芳平の縮少退縮傾向を認め，その生存率は23％で，

Walker　carcinosarcoma　256移植Wistarラット

でも28％に腫瘍の縮少が認められ，生存率は20％であ

った．これに反し，腫瘍組織内生理食塩水注入対照群

および腫瘍よりはなれた部位のskin　pouchに矢追

抗原を注入した群では，それらの大多数の腫蕩は進行

性の増殖を示し，生存率も低く，腹水肝癌AH　130

移植ラットで，それぞれ11％および5％，Walker

Carcinosarcoma　256移植ラットで10％および0％

であった．

　なお，Walker　Carcinosarcoma　256移植ラットを

対象に本免疫処置を行なうと同時にParotin　O．5mg

を週2回筋注し，網内系の賦活をはかった群において

は，腫蕩増殖の抑制傾向が顕著で，生存率も42％にの
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ぽり，Dextran鉄クリアランス法により網内壁貧食

能の充進が認められた．これとともに，腫蕩退縮例の

血清中に腫瘍感作血球凝集素の出現がBoyden法に

より証明された．

　2．臨床応用を容易にする目的で，ラットの両側背

部皮下に腫瘍を移植し，8日後にその1側腫瘍を摘出

して，松橋あるいは’Czajkowskiらの方法により腫

瘍組織抽出液を作成，これらにin　vitroで矢追抗原

を混合ないしはBenzidine　coupling法で結合させ，

FreundのAdjuvantを加えて，3日間隔で3回大

腿筋内に投与する方法を用い，対側残存腫瘍の増殖お

よび生存率に及ぼす影響を観察したところ，Walker

Carcinosarcoma　256回忌Wistarラットでは，単

に1側腫瘍を摘出したのみの対照群に較べ，平均5．6

日の延命効果を認めるにとどまったが，Methylchol・

an比rene肉腫移植呑竜ラットにおいては，対側残存

腫瘍の顕著な縮少傾向を認め，生存率も対照群の12．5

％に対して50％の高率を示した．

　3．進行癌あるいは再発癌患者17例を対象に，それ

らの癌組織の一部を採取し，その腫瘍細胞に上述の

Benzidine　coupling法により矢追抗原を結合させ，

FreundのAdluvantを加えて，2日間隔で2ない

し8回投与するとともに，ParotinあるいはMesac－

tonによる網内系賦活を行ない，臨床的効果ならびに

血清γ一globulin，　LDHおよびCongored係数の

消長を検索した結果，本免疫療法の実施後，血清γ一

globulinの軽度上昇，1，DHの低下およびCongo－

red係数の上昇する傾向が認められ，現在までの経過

観察において，乳癌再発腫瘤の完全消失例，細網肉腫

症の脾腫縮少および胸水消槌例，進行性回盲部癌姑息

的切除後の2年1カ月健存例，進行性回腸細網肉腫姑

息的切除後の2年2カ月健存例および進行性胃癌単開

腹例の11カ月生存例と，本療法が奏功したと考えられ

る5症例が得られている．なお有効例の血清中に腫瘍

感作血球凝集素の出現が証明された．

　以上の実験結果ならびに臨床成績は，上述の作業仮

設を支持するものと思われ，この点は，さらに腫瘍組

織から分離精製したhapteneに牛痘Virus蛋白を

結合させ，その結合物で免疫感作を行ない抗腫瘍性の

発生を検することが必要であるが，腫瘍にVirus蛋

白を結合させて宿主に抗腫瘍性を発生せしめ得た本研

究は，現今注目されているVirus性発癌因子の問題

とも関連して，癌免疫療法の関発に新らたな手がかり

を与えるものと考える．

　稿を終るに臨み，終始御懇篤な御指導，御校閲を賜った恩師水上

哲次教授，ならびに御教示された小坂進講師に心から感謝の意を捧

げます。なお本学癌研究所，西東利男教授ならびに倉田自章教授の

御教示，御援助に深く感謝の意を捧げるものであります。なお本研

究は文部省がん特別研究費によるものである。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　　As　an　attempt　for　immunotherapy　of　lnalignant　tumor，　it　is　presumed　that　tumor

specific　hapten，　when　combined　with　heterologous　protein，　can　produce　immune
reaction　in　autologous　host．　In　the　present　study，　purified　variala　virus　was　comb・

ined　with　tumor　tissue　as　a　heterologous　protein，　and　antitumoral　effect　of　this　with

modified　tumor　tissue　in　tumorbearing　host　was　investigated　experimentally　and　’

clinically．　The　obtained　results　were　summarized　as　follows．

　　1．Tumor　was　inoculated　subcutaneously　in　the　baok　of　rats　bilaterally．　One　of

these　bilateral　tumors　was　ligatep　and　O．1　cc　of　purified　variola　virus　was　injected

into　the　ligated　tumor．　The　ligation　was　leleased　48　hours　later．　Tumor　developm－

nte　on　the　other　side　of　the　back　and　the　surviral　rate　of　40th　day　of　the　inocalation

were　investigated．　In　34　per　cent　of　the　animals，　tumor　regression　was　observed

with　the　survival　rate　of　23　per　cent．　On　the　contrary，　in　most　of　the　animals　with

saline　injection　in　the　tumor　or　injection　of　purified　variola　virus　outside　of　the

tumor，　tumor　development　was　progressive　with　the　survival　rate　of　ll　and　5　per

cent，　respectively．　When　O．5mg　of　Parotin　was　inlected　twice　a　week　subcutaneously

with　the　above－described　immunological　maneuver　in　order　to　activate　the　RES．，

inhibitory　effect　on　tumor　development　was　outstanding　with　the　survival　rate　of　42

per　cent　and　an　increase　in　phagocytic　activity　of　the　RES　was　obserヤed　as　examined
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of Dextran-Fe clearance. In these animals with tumor regression, agglutinin for
red blood cell sensitized by tumor was detected in the serum by the Boyden's

  2. 0ne of the bilateral subcutaneous tumor growths in the back was extirpated
and tumor cell suspension was pro'duced after the method of Czajkowski, and prui-

fied variola virus was combined with the suspended tumor cells by benzidine coup-
ling, which was further mixed with Freund adjuvant and intramuscularly injected

3times with the interval of3days in the femor, and tumor development on the
other side of the back and the survival rate were investigated. Tumor regression
was remarkable compared wJ'th the control animals Qf unilateral extirpation of the

tumor, and the survival rate was as high as 50per cent, whereas it was 12.5 per
cent in the control group.

  3･ Some parts of the tumor tissues were taken from 17patients of advanced or
recurrent cancer, and purified variolavirus was combined with the tumor cells by the
method of benzidine coupling and mixed with Freund adjuvant. Then, this mixture

was administered to these patients from 2to 8times every other day, with RES
activation maneuver with parotin or Mesacton, and clinical effect, serum 7-globulin,

LDH and Congo-red index were examined. After this immunotherapy, a slight
increase in serum 7-globulin, a decrease in LDH and increase in Congo-red index
were observed. Clinical observations until the publication of the present paper
revealed 5cases of favorable course presumably owing to the author's immunothe-
rapy, a case of complete disappearance of recussent tumor of breast cancer, a case

of improvement of splenomegaly and disappearance of thoracic fluid in reticulo-
sarcoma, a case of 25rimonth survival after palliative resection of progressive cancer

in ileocoecal portion, a case of 26-month survival after palliative resection of prog-

ressive reticulosorcoma in the ileum and a case of 11-month sutvival after simple
exploratory laparotomy in progressive cancer in the stomach.



○癌の免疫療法の試み 135

　写真1．腫瘍結紮＋生食水注入ラットの移植後

25日目の腹水肝癌AH130皮下移植腫瘍の組織像．

　写真2．腫瘍結紮＋生食水注入ラットの移植後

17日目の対側残存腫瘍を示し，腫瘍は進行性増殖

を呈し，結紮部の一部にも再発腫瘍を認める．

　写真3．腫瘍結紮＋矢追抗原注入ラットの移植

後28日目の腹水肝癌AH130腫瘍の組織像で，腫
瘍細胞は一部浮腫状，粘液変性を起している．

　写真4．腫瘍結紮＋矢追抗原注入ラットの移植
34日目の対側残存腫瘍を示し，腫瘍は一部潰瘍盲

あるいは縮少憩直し，治癒に向っている．
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写真5．症例5，再発乳癌で，左前胸壁に6．0

×8．Ocmの腫瘤と左腋窩に3．0×4．Ocmの転移
リンパ腺腫を認める．

　写真6．症例5，左腋下部の腫瘤より作成した

Vaccineを注射後3週目の写真で，前胸壁の再発
腫瘤は完全に消失している．

　写真7．症例9進行性回腸細網肉腫の手術時転
移腸間膜リンパ腺の組織像．

　写真8♂症例9進行性回腸細網肉腫の手術後1
年目，免疫注射8回後の左顎下部リンパ腺腫の組

織像で，腫瘍細胞の配列は疎になり，間質のリン

パ球および形質細胞の浸潤が強く見られる．


