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ブ レ オ マ イ シ ン (b le o m y ci n , B L M ) と O K
-4 3 2 を併用 した 免疫化学療法は ∴組織学的に 低悪性度の 口腔扁平上皮癌に対

して 効果的な療法 であ る こ とを経験 して きた . しか し, そ の 抗腫瘍効果発現に 関与す る宿主介在性 に つ い て は , い まだ不 明な

点が 多い . そ こ で , 本研究 で は 両 薬剤の 併用 効果を基礎的 に 明 らか に す る 目的で ,
こ の よ うな併用実験に 頻用 され て い る マ ウ

ス の 実験系 で ある メ チ ル コ ラ ン ト レ ン 誘発線維肉腫 M e th - A 細胞/B A L A/ c マ ウ ス の 系を 用い て ▲ 抗腫瘍効果 お よび 免疫学的

パ ラ メ
ー

タ ー を 検討 した . 実験に は 6 週齢雌性 の B A L B/ c マ ウ ス を 用 い , そ の 右鼠径部皮下に 同系腫瘍である M e th - A 細胞

1 0
6

個移植 した . B L M と O K -4 3 2 の 投与 量
, 投与 ル

ー

トお よ びそ の 投与時期 を変化 させ , 担痛 マ ウ ス に 投 与 した と こ ろ ,

O K-4 3 2 を腫 瘍移植 6 日後 に 50 K E/ k g の 投与量で 腫瘍内に 投与 した後 に .
B L M を踵瘍移植 8 日 後に 1 0 0 m g/ k g で 静脈内投与

した ときに 最 も優れ た 併用 効果が認め られ た ( O B 療 法) . こ の O B 療 法の 効 果ほ T 細胞 の 欠如 した ヌ
ー

ド マ ウ ス や マ ク ロ

フ ァ
ー ジの 活性 を消滅 させ た マ ウ ス で は減 弱な い しは 消失 した が ,

ナ チ ュ ラ ル キ ラ
ー 細胞の 活性 を消滅 させ た マ ウ ス に お い て

は 変化を認め な か っ た . O B 療法を 施行 した非担癌 マ ウ ス の 脾臓 で は 溶血斑形成細胞数が増加 して い る こ と か ら , 本療法が 抗

体産生能を増加させ ると 考え られ た . ま た
,
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で

, 脾細胞 の T 細胞の サ ブ セ ッ トを 検討 した と こ ろ ,
ヘ ル

パ ー

/ イ ン ジ ュ

ー サ ー

T 細胞 に 特異的 で ある L 3T 4 陽性細胞が増加 して い た . した が っ て
,
O K-4 3 2 と B L M の 併用療法の 効果

発現に は マ ク ロ フ ァ ー ジと ヘ ル パ
ー

T 細胞 が強く関与 して い る と ともに
,
口腔扁平上皮癌に 対す る有効な免疫化学療法に なる

こ とが 臨床応用例で の 成繚 と併せ て 示 唆 され た .

K e y w o r d s O K-4 32 , bl e o m y ci n , i m m u n o c h e m ot h e r a p y , M e t h - A fib r o s a r c o m a

口腔粘膜癌 に 対する本邦 で の 化学療法の 歴史の 中で , 1 9 6 6 年

U m e z a w a ら
l)2 )
に よ っ て 見 い 出 さ れ た ブ レ オ マ イ シ ン

(bl e o m y ci n , B L M ) の 登場 ほ , 癌化学療法単独で 治癒 を期待 で

き る抗癌剤と して 新 しい 時代を 開 くもの で あ っ た . しか し
, そ

の 効果 を期待す るあま り ,
投与量が 増加 し肺線維症 を惹起せ し

め た苦 い 経験も して きた . そ の 後 ,
シ ス プ ラ チ ン な ど口 腔粘膜

癌 に も有効な抗癌剤を中心 に 幾多 の 多剤併用療法が試み られ ,

奏効率 ほ 向 上した が , それ が 必 ず しも生存率の 向上 に ほ 貢献 し

て い な い の が 現状 で ある
3 ト 5)

. そ の 理 由と して , 抗癌剤 の 腫瘍制

御 が麒著 に 認め られ て も, 宿主 の 全身的な免疫機能 の 低下に よ

り , 免疫的監視機構が弱ま る こ とが 考 え られ る . こ の こ と は
l

治療効果や患者の 日常生活 の 質(q u ality of lif e , Q O L) を考え る

上 で
, 決 して望 ま しい 現象 とは 言 えな い . した が っ て , 癌化学

療法 を行 う際 に , 腫瘍局所 に 対す る効果だけ で なく , 免疫能な

どを含 めた 宿主側 の 反応をも十分 に 考慮す る こ と が 必 要 と な

る .

こ の よ う に
, 多くの 抗癌剤は

一

般的 には 免疫抑制作用を 示 す

と考 え られ て い るが
, 抗癌剤 の 種類 t 投与量 , 投与 期間, 投与

時期な どに よ っ て ほ , 担癌生体の 抗腫瘍免疫 を増強する こ とが

報告 され て い る
6)

. 筆者らも , 日 常の 臨床に お い て
, 少量の 抗癌

剤投与の み で 十分な腫瘍縮小効果 が認め られ た症例 を しば しば

経験 して い る . そ れ ら の 症例に 対する抗癌剤の 投与量か ら考え

て
, 抗癌剤に は直接的効果の み な らず , 宿主 介在性 の 抗腫瘍効

果の 関与が示 唆 され る . こ の よ う な抗癌剤の 免疫増強作用 , す

な わ ち
,
抗癌 剤 の 生物反 応 修飾物 質 (bi oI o gi c al r e s p o n s e

m o difi e r , B R M ) 様作用は 癌化学療法 の 治療効果の 向上 に 寄 争

す るもの と考 え られ る .

一 方 , 癌化学療法の 効果増強を意図 して , 非特異的免疫療法

剤 と抗癌剤を併用する免疫化学療法が臨床的に も試 み られ る よ

うに な っ た . そ れ ら免疫化学療法 の 1 つ と して ,
O k a m o t o ら

T)

に よ る溶連菌 の 乾燥菌体製剤 で ある ピ シ バ ニ ー ル ( O K -4 3 2) と

B L M を 併用 した B O 療法が 考案され て 臨床に お い て 試行 され

て い る
8)

. 本併用療法 は ,
サ ブ レ ッ サ

ー

T 細胞 ( s u p p r e s s o r T

C ell) に 対する抑制効果に よ り免疫賦清作用 を有す る と さ れ る

B L M
9)
に
, 種 々 の サ イ ト カ イ ン を誘導す る O K-4 32

川)
を 併用 し

,

両薬剤の 免疫能増強作用を相乗的に 得 よう とするも の で ある .

A b b r e vi a tio n s : B L M
,
bl e o m y cin ; B R M ,

bi ol o gi c al r e s p o n s e m o difi er ; D M S O , di m et h y ls ulf o xid e ; F C S , f e t al

C alf s er u m ; F I T C , fl u o r e s c e in is o t hio c y a n at e ; IL
-1 , in t e rl e u ki n l ; Ⅰ. R .

,
i n hibitio n r atio ; M T T , 3 -(4 ふdi m e t h yl

-

t hia z ol- 2 - yl)-2 ,5
- dip h e n ylt et r a z oliu m b r o m id e ; N K , n a t u r al kill e r ; P B S , p h o s p h at e

- b uff e r e d s ali n e ; P E ,

p h y c o er y t h rin ; Q O L , q u alit y of lif e ; R P M I , R o s w e11 P a r k M e m o rial I n stit ut e
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筆者 らも ,
こ の 考えに 基づ き 巨 魁織学的 に 低悪性度の 口 腔粘膜

癌症例に 対し て , 本療法 を試行 L , そ の 有効性を認め て い る
11)

.

しか し
,
そ の 抗腫瘍効果発現の 機序 , 両薬剤の 至適投与法な ど

不 明な点 が多 い . そ こ で
, 両 薬剤の 併用効果を明 らか に す る目

的で
,
基礎的実験を行 い 検討 した . さ ら に , そ れ らの 結果に 基

づく薬剤投与法に よ り臨床応用 を試み た .

材料お よび方法

l . 基礎的検討

1 . 実験動物

6 適齢雌性の B A L B/ c マ ウ ス , C 3 H/ H e マ ウ ス お よ び ヌ
ー

ド マ ウ ス [B A L B/ c ( n u/ n u)】 を用 い た . こ れ らの マ ウ ス は 日本

チ ャ
ー ル ズ リバ

ー

社(厚木) よ り購入 した .
マ ウ ス は 無病原体飼

育条件下( s p e cifi c p a th o g e n f r e e , S P F ) で滅菌飼料お よび 滅菌

水道水が自由に 摂取でき る ように L て飼育 し実験に 用 い た .

2 . 腫瘍細胞

1 ) M e th- A 線維 肉腫 (M e th- A)

B A L B/ c マ ウ ス に 対 して 同系腫瘍 で あ る メ チ ル コ ラ ン ト レ

ン 誘発線維肉魔 の M e th- A 細胞を 用い て 抗腫瘍性試験 を行 っ

た . M e th - A 細胞ほ B A L B/ c マ ウ ス の 腹腔内で継代維持 した .

実験 に 際 して ほ
,

マ ウ ス 腹腔 内よ り腫瘍細胞 を無菌的 に 採取

後 , 細胞 浮遊液を作製 して用い た .

2 ) Y A C-1 リ ソ パ 腫 ( Y A C-1)

A/ S n
▼

マ ウ ス に M o lo n e y 白血 病ウ ィ ル ス で 誘発 した リ ン パ 腫

Y A C -1 細胞 を ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー (n a t u r al k ill e r , N K) 細胞活性

の 標的細胞 と して 用 い た . Y A C- 1 細胞 は10 % 非働 化 ウ シ 胎 児

血 清 (f e t al c alf s e ru m , F C S) ( G I B C O , G l a n d I sl a n d ,

U . S . A ) と ダ ル ク ミ ソ ( 日水 , 束京) を 含 ん だ R o s w ell P a rk

M e m o ri al I n s tit u t e-1 6 4 0 (R P M I -1 6 4 0) 培地 ( ニ プ ロ , 大 阪) 中

で
,
3 7 ℃ よ 5 % C O 2 で培養継代 した .

3 . 使用薬剤

B L M ( 日本化薬 , 東京) , O K -4 3 2 ( 中外製薬 ▲ 東京) は 蒸廃水

に て 種 々 の 濃度 に て 溶解また は 懸濁 し, マ ウ ス 一 匹あた り 0 . 1

r山 投与 した .

4 . 培養細胞 に よ る効果判定

M e th- A 細胞を 180 FLl の1 0 % F C S 加 R P M IT1 6 4 0 中 に 10
4

個

と な る よ う に 調整 し , 9 6 ウ ニ ル マ イ ク ロ ウ ェ ル プ レ ー ト

(N u n c , R o s kild e , D e n m a r k) の 各 ウ エ ル に 18 0 FLl ず つ 分注 し

た . 最 終濃度 が 0 . 1 K E/ m ト1 K E/ r nl に な る よ う調整 し た

O K-4 3 2 お よ び B L M を各 々 1 0 FLl 分注 した . な お ,
B L M の 濃

度 ほ M e th - A 細胞 に 対 し て 40 - 6 0 % の 増 殖 抑制率 を 示 す

300 /Jg/ 血 と した . 3 7 ℃
,
5 % C O 2 で7 2 時間培養後 , 各 ウ ニ ル

に 0 . 1 5 M リ ン 酸緩衝生理食塩水 (p h o s p h a t e- b u ff e r e d s ali n e ,

P B S ) で 溶解 した 2 m g/ m l の 濃度 の 3-(4 ,5 - ジ メ チ ル チ ア ゾ ー

ル ー 2 イ ル) - 2 ふ ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ ミ ド [ 3 -(4 ふ

di m e th ylthi a z ol- 2
-

yl)- 2 ,5 - di p h e n ylt e tr a z oli u m b r o mi d e] ( M T T )

(Si g m a , S t ･ L o u is , U . S . A .) を 25 FLl 分注 し
,
4 時間 培養 し

た . 各 ウ ェ ル の M T T ホ ル マ ザ ソ 結 晶懸濁液 を 1 . 5 m l 遠心

チ ュ
ー

ブ (E p p e n d o rf , H a m b r u g , G e r m a n y) に 移 し換 え
,

1 5
,
0 0 0 r 叩 l に て10 分遠心後 ,

上浦を静か に吸引 し , ジ メ チ ル ス

ル フ ォ キ シ ド(di m e th yl s ulf o xid e , D M S O) (和 光純薬 , 大 阪)

20 恥1 を 加え, M T T ホ ル マ ザ ソ結晶を溶解 した , 十分に 溶解 し

た後, 再び 元の ウ ェ ル に移 し換え
, 各ウ ェ ル の 54 0 n m に お け

る吸光度を I m m u n o r e a d e r N J - 2 0 0 0 ( 日本イ ン タ ー メ ッ ド
, 束

京) を用 い て 測定 した .

効果 判定 は
, 測 定 し た 吸光度 よ り 次式 に て 増殖抑制率

(i n h ibiti o n r a ti o
,
Ⅰ･ R ･) を 算出 し評価 した . 相乗効果 お よ び相加

効果の 判定ほ ,
V al e ri o t e ら

12) の 方法 に 準 じた .

Ⅰ. R . ( % ) = (1 - T/ C) ×1 0 0

T : 薬剤投与群 の 吸光度の 平均

C : 対照群の 吸 光度の 平均

5 .

マ ウ ス 固形腫瘍碇 よ る効果判定

生理食塩水 で 2 ×1 0
7

個/ m l に 調製 した M e th - A 細胞浮遊液

0 . 0 5 m l を B A L B/ c マ ウ ス の 右鼠径部皮下に 移植 し, 担癌 マ ウ

ス と した . 単独投与実験で は
, 移植 6 日後も しくは 8 日後に ,

O K -4 3 2 は 50 K E/ k g の 投与量 で腹腔内投与 また ほ 腫瘍内投与

を
,
B L M は 30 m g/ k g ま た ほ 10 0 m g/ k g の 投与量 で静脈内投

与を行 っ た . 単独投与 に て ∴至適投与ル ー

トお よ び至適投与量

を 判定後, そ の 投与法 で の 併用効果を判定 した .

一

群 6 匹を 使

用 し , 効果判定ほ
‥ 睦瘍移植35 日後 , 移植 部に 形成 した 固形腫

瘍を摘出 し, 対照群 と薬剤投与群の 平均腫瘍重量 よ り次式 に て

腫瘍増殖抑制率 を算出 した . さ ら に
, 体重を測定す る こ とに よ

り毒性の 検討も行 っ た .

Ⅰ. R . ( % ) = (1 - T/ C ) ×1 0 0

T : 薬剤投与群 の 腫瘍重量の 平均

C : 対照群 の 腫瘍重量 の 平均

6 . O K - 4 3 2 と B L M 併 用に よ る免疫能に 与え る 影響

1 ) 免疫能欠如 マ ウ ス に おけ る効果判定

O K - 4 3 2 と B L M の 併用 効果 の 及 ぼ す宿主 の 免疫能の 影響 を

検討する た め に
, 以下 の 実験を 行 っ た . ヌ ー

ド マ ウ ス お よび 抗

ア シ ア ロ G M l (和光純薬) また は シ リ カ (Li C h r o s o r b
⑧
si 6 0)

( M e r c k , D a r m s t a d t
,
G e r m a n y) を 投与 した B A L B/ c マ ウ ス を

用 い て それぞれ の 併用 効果 に お け る T 細胞 ,
N K 細胞 ,

マ ク ロ

フ
ァ

ー ジの 影響 を検討 した . 抗 ア シ ア ロ G M l は P B S に て 2

m g/ m l に 溶解 し, 一 匹 あた り 0 . 1 m l を腫 瘍移植 5 , 8 , 1 1 ,

1 4 日後 に 尾静脈 よ り静脈内投与 した . シ リ カ は 蒸 留水 に て

25 m g/ m l に 懸濁 し,
一

匹 あた り 0 . 1 m l を 腫瘍移植 5 日後に 静

脈内投与 した . 効果判定は ヌ ー ドマ ウ ス を 用い た実験 で ほ腫瘍

移植21 日後 と し, B A L B/ c マ ウ ス を 用 い た 実験 で は35 日後と し

た .

2 ) 脾細胞 の 分離

マ ウ ス よ り無菌的に 脾臓 を摘出 し
,
ピ ン セ ッ トに て 機械的に

細切 し
,
ス テ ン レ ス メ ッ シ ュ を 通過 させ 単細胞化 した . 赤血 球

除去用 トリ ス 緩衝液 (0 . 83 % 塩化 ア ン モ ニ ウ ム : 0 . 1 5 M ト リ ス

ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ タ ン p H 7 . 6 5 = 9 : 1 ) に て37 ℃ ,

5 分間処理 して 赤血 球を 除き
, 脾リ ン パ 球 浮遊液を得た .

3) カ ニ ン ガ ム 法
13)

を用 い た 脾細胞の 抗体産生能 の 測定

補体の モ ル モ ッ ト 血 清 (C e d a rl a n e L a b .
,
O n t a ri o

,
C an a d a)

は
, あ らか じめ 水冷下 で等量の 羊赤血球(デ ソ カ 生研 , 東京) と

3 0 分間混和 し, モ ル モ ッ ト血 清中の 正 常抗羊赤血球溶血素を吸

収 して おき , 遠心 分離 して 上清を補体と して用 い た .

A Is e rv e r 溶液中 に保存 され て い る 羊赤 血球 を P B S に て洗浄

後 , 1 0 % に 調整 した 羊赤血 球 を B A L B/ c マ ウ ス の 腹 腔内に

0 . 1 m l 投与 し, 感作 を行 っ た . 感作4 日後 に マ ウ ス の 脾臓を 摘

出∴膵臓 1 つ に つ き 2 m l の ハ ン ク ス 液 ( H a n k s b al a n c e d s alt

S dl u ti o n) に 脾 リ ン パ 球を 浮遊 させ , 氷水中に 保存 した . この 脾
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リ ン パ 球浮遊液 の10 倍希釈液 0 . 0 5 m l に4 0 % 羊赤血 球 0 . 0 5 m I
,

ハ ン ク ス 液 0 . 8 m l
, 補体と して モ ル モ ッ ト 血 清 0 .1 m l を加 え て

十分混和 した . 直ち に ,
そ の 混合液を カ ニ ン ガ ム チ ャ ン バ

ー

に

封入 後 , 37 ℃ で 1 時間補休結合反応を行い , 形成 した 溶血 斑数

を数え た ∴脾臓 一 個 あた りの 溶血 斑形成細胞数を算出 して抗体

産生能の 指標 と した .

4 ) 脾リ ン パ 球 サ ブ セ ッ ト の 解 析

10 % F C S 加 R P M ト16 4 0 に て 10
7

個/ m l の B A L B/ c マ ウ ス

膵臓 よ り リ ン パ 球 浮遊液を作成 し , 各種抗体 と直接蛍光抗体法

で 反応 さ せ ,
フ ロ

ー サ イ ト メ ト リ
ー (E P I C S-P R O F I L E Ⅱ)

( C o ult e r , H i al e a h , U . S . A .) に て 脾 リ ン パ 球 の サ ブ セ ッ トを解

析 した . 使用 した モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体は フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ

オ シ ア ネ ー ト (fl u o r e s c ei n is o th i o c y a n a t e , F I T C) 標 識 抗

T h yl .2 抗体 ,
F I T C 標 識 抗 L yt 2 抗 体 お よ び フ ィ コ エ リ ス リ

ン ( p h y c o e r y th ri n , P E ) 標 識 抗 L 3 T 4 抗 体 ( 以 上 B e c t o n

D ic ki n s o n
,
S a n J o s e , U . S . A .) で あ っ た . 抗体 はそ れ ぞれ25 倍

に 希釈 し実験 に供 した . 脾 リ ン パ 球 浮遊液 10 恥1 と 各 抗体

10 恥1 を 十分 に 混和 し , 4 ℃ ,
6 0 分反応 させ た 後 ,

0 . 1 % ア ジ化

ナ ト リ ウ ム
.
1 % F C S 加 P B S に て 2 回 洗 浄後 , 同 P B S

l m l に 浮遊 させ 試料 と した .
フ ロ ー

サ イ ト メ トワ ー の サ イ ト グ

ラ ム 上 で リ ン パ 球領域 に ゲ
ー

ト を か けて
,
そ れ ぞれ の 抗体の 陽

性細胞の 割合を求め た .

5 ) N K 細胞活性の 測定

N K 細 胞活性 の 標的細胞 と し て Y A C-1 細 胞 を 用 い た .

Y A C -1 細胞ほ , 1 × 1 0
7

個 あた り 3 . 7 M B q の
51
C r- ク ロ ム 酸ナ

ト リ ウ ム で37 ℃
,
6 0 分標識 し , ハ ン ク ス 液に て 3 回洗浄 した .

そ の ときの 標識率は8 . 8 ×1 0
4

c p m / 1 0
6

個 で あ っ た . 次に ,
9 6 ウ

エ ル マ イ ク ロ ブ レ
ー

ト の 各 ウ ェ ル に 5 ×1 0
4

個/ m l に 調整 した

標識 Y A C-1 細胞 を 10 恥1 と ,
エ フ ェ ク タ ー 細 胞 と して 5 ×

1 0
6

個/ m l に 調整 した C H3/ H e マ ウ ス の 牌 リ ン パ 球 10 0 pl を 加

え
,
3 7 ℃

,
5 % C O 2 に て12 時 間 培養 し た . 培 養 液 は1 0 %

F C S 加 R P M I-1 6 4 0 を 使 用 し た . 培 養 後 , 各 ウ ェ ル よ り

10 恥1 の 仁清を採取 し , オ
ー

ト ウ ェ ル γ カ ウ ン タ
ー

( A r c 5 05) ( ア

ロ カ
, 東京) で 放 射活性 を測定 し た . 自 然解離は標的細胞 と

R P M ト16 4 0
, 最大解離は , 蒸留水 を加 え 3 度凍結融解を繰 り返

して 測定 した . 次式に て ,
N K 細胞活性 を算出 した .

(実験 解離値 一 自然解離値/ 最大解離値
一

自然解離値) ×1 0 0( % )

7 . 組織学的検討

摘出した 腫瘍組織を10 % ホ ル マ リ ン に て 固 定 し, 常法に 従い

パ ラ フ ィ ン 切片を 作成 した . 脱 パ ラ フ ィ ン 後 ,

へ マ トキ シ リ

ン ｢ エ オ ジ ン 染色を 行い , 光学顕微鏡下 で 観察 した .

8 . 統計学的検定法

2 群間の 平均値の 差の 検定に は , t 検定(S t u d e n t
'

s t- t e S t) を

用 い
, P < 0 . 0 5 を有意 と した .

Ⅱ . 臨床的検討

1 . 症 例

対象 と した 症例は当科を受診 した 口 腔扁平上皮癌
一

次症例の

うち , O K - 4 3 2 と B L M の 併用療法を施行 した 4 例で ある . 性別

で ほ 男性 1 例 , 女性 3 例で , 年齢ほ70 歳か ら83 歳ま で に 分布 し

平均76 . 0 歳 と比較的高齢 であ っ た . 発症部位は 上顎歯肉3 例,

下顎歯肉1 例で あ っ た . 臨床病期分類 では Ⅰ期 (S t a g e Ⅱ) : 2

例 , Ⅲ期(S t a g e Ⅲ) : 2 例 で あ っ た .

一

方 , 組織所見 の う ち分化

度 で は高分化 3 例 , 申分化 1 例で , 浸潤様式は全て山本
一

小浜
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分類
1 4)1 5)
の 2 型で あ っ た .

2 . 薬剤投与法

本療法 の 投与ス ケ ジ ュ
ー ル ほ

,
上 記の 基礎的検討結果に基づ

き
,
O K -4 3 2 先行, B L M 後続と し , そ の 投与量ほ B L M で ほ 1

回 15 m g 静脈内点滴投与 , 週 2 回 総量 90 m g , ま た O K-4 3 2 は

B L M の 投与前日 に 1 K E 前後 の 任意畳を肪肉内投与 ま た は 腫

瘍内局所投与を行 っ た ､

3 . 効果判定

臨床的腫瘍効果の 判定は 日 本学治療学会の 固形が ん 化学療法

直接効果判定基準に 準 じた . 効 果判定 は後続療法の 直前 と し

た .

4 . 免疫 パ ラ メ ー タ ー

本療法 の 免疫に お よぼ す影響 に つ い て , 化学療法開始時 と終

了時の 末梢血中の リ ン パ 球サ ブセ ッ ト( T 細胞, B 細胞, N R 細

胞) の 変化を 指標に 検討 した .

成 績

Ⅰ . 基礎的検討

1 . 培養細胞に 対す る増殖抑制効果

M e th- A 細胞 に対 して ,
0 . ト 1 K E/ m l の O K -4 3 2 の 単独投

与で は8 . 2 - 3 8 . 3 % の 増殖抑制率であ っ た .

→ 方 , B L M 30 恥g/

m l を併用 させ た群 で は よ 4 5 . 4 - 6 5 . 7 % の 増殖 抑制率 を認め た

が , そ の 効果は 相加的なもの に と どま り , 相乗効果ほ認め られ

なか っ た ( 図1 ) .

2 .
マ ウ ス 固形腫瘍 に 対す る単独投与 の 腫瘍増殖抑制効果

腫瘍移植 6 日後ま た は 8 日 後に O K-4 3 2 を 50 K E/ k g 単独投

与 した が 仁 腹腔内全身投与 , 腫瘍局所投与 に お い て も効果ほ認

め られ な か っ た (表1 ) .

一 方
,
B L M の 静脈 内単独投与で は ,

1 00 m g/ k g の 投 与量の と

(

ボ
)

0

;

巴
u

O

≡
q

三
u
-

餌

6 0

0

0

4

2

1 1 0

C o n c e n tr ati o n o f O K ･ 4 3 2 ( K E / m l)
Fi g . 1 . E ff e c ts of c o m bi n a ti o n tr e a t m e n t wi th O KT 4 32 a n d
bl e o m y c in (B L M ) o n M e th- A fib r o s a r c o m a . T h e pl o t

S y m b o Is : ○, O K
-4 3 2 a n d 3 0 0 iLg/ m l B L M ; 0 , O K-4 3 2

al o n e . T h e b r o k e n li n e i s th e o r e tic al a d diti v e eff e c ts o n

O K - 4 3 2 a n d B L M . T h e p e r c e n t a g e of c ell g r o w th

i n h ib iti o n w a s c a lc u la te d b y th e f oll o wi n g f o r m ul a :

I n hib iti o n r a ti o = (1 p T / C) ×1 0 0 , W h e r e C i s th e m e a n

a b s o r b a n c e at 5 40 n m o王 th e c o n tr ol g r o u p a n d T i s th a t o王

th e tr e a t e d g r o u p .



2 0

き 20 - 3 0 % の 腫瘍増殖抑制率を認め た . 投与量が 30 m g/ k g の

場合 で は , 腫瘍移植 8 日後 に投与 した 群に お い て 効果ほ 認 め ら

れ な か っ た が , 移植 6 日後 に 投与す ると 100 m g/ k g 投与時 の 腫

瘍増殖抑制率 に 近似 した 値2 臥4 % を 示 した (表1 ) .

3 . 併用療法 に よ る腫瘍増殖抑制効果

1 ) O K-4 3 2
･

腹腔 内投与 と B L M の 併用効果

O K-4 3 2 腹腔 内投与と B L M 静腱内投与 の 併用 効果の 検討 で

は , い ずれの ス ケ ジ ュ

ー ル に お い て も腫瘍増殖抑制率 が約30 %

で
,
B L M 単独投与の 増殖抑制率 とほ ぼ 同様の 結果 で あ っ た(表

2 ) .

2 ) O K-4 3 2 腫 瘍 内投与と B L M の 併用 効果

O K-43 2 腫瘍内投与 と B L M 静脈内投与の 併用効果 の 検討 で

は
▲
B L M

,
1 0 0 m g/ k g 投与 と O K - 43 2

,
5 0 K E/ k g を 併用 した と

きに強 い 併用効果が認められ た . 特に ,
O K - 43 2 腫瘍 内投与を

B L M 投 与に 先行 させ た 群 の 腫瘍増殖抑制率 ほ 6 2 . 9 % で ,

B L M を 先行投与 した群 の41 . 3 % と 比べ 有意な差を も っ て , 強

い 併用 効果を示 L た (表 2 ) .

3 ) O K- 4 3 2 先行投与 と B L M の 投与 間隔お よ び O K
- 4 3 2 の

投与量に お ける併用効果

O K-4 3 2 , 5 0 K E/ k g を 腫瘍移植 6 日後 に腫瘍内投与 し , そ の

後 B L M ,
1 0 0 m g/ k g を 投与する ま で の 投与間隔 に つ い て の 検

討 で は , 51 .1
-

6 5 . 4 % の 腫瘍 増殖抑制率 で , 有 意差 は な か っ

た . しか し , O K- 4 3 2 投与 2 日後 ,
すな わ ち腫瘍移植 8 日 後 に

B L M
,
1 0 0 m g/ k g 投与 を 併用する と最も強い 併用効果 が認め ら

れ た . こ の 傾 向は , O K-4 3 2 の 腫瘍 内 へ の 投与量が 1 0 K E/ k g 凌)

る い は 25 0 K E/ k g で あ っ た も ,
O KT 43 2 の 腫瘍内投与 2 日後 ,

す なわ ち 腫瘍移植 8 日後 に B L M ,
1 0 0 m g/ k g 投与 を 併用 させ

た 時に 認め られ た . しか し , O K- 43 2 , 1 0 K E/ k g 腫瘍 内投与を

先行 した 群の 併用効果 ほ全体 に弱く , 4 6 . 1 - 56 . 0 % の 腫瘍増殖

抑制率であ っ た . O K-4 3 2 , 2 5 0 K E/ k g 腫瘍内投与を先行 した群

の 併用 効果は , 増殖抑制率が53 . 2 - 6 5 .2 % で ,
O K- 4 3 2 , 5 0 K E/

k g 腫瘍 内投与を先行 した 群 の 併用効果 と ほ ぼ 同様 の 結果 で

あ っ た (図 2) .

以上 , 投与量が少 なく て も強 い 併用効果を認め る 腫瘍移植6

日 後 に O K-43 2 , 5 0 K E/ k g 腫 瘍 内投与 し , 移 植 8 日 後 に

B L M
,
1 0 0 m g/ k g を 投与す る群( O B 療法) が最も効果的な投与

法 で ある と考え ,
こ れ を 以下 の 実験 の 投与 ス ケ ジ ュ

ー ル と し

た .

4 . O B 療法の 効果発現に対す る宿 主免疫能 の 影響

1 ) 免疫能欠如 マ ウ ス に お ける 併用 効果

免疫担当細胞の 一

つ で あ る T 細 胞 が 先天的 に 欠如 して い る

B A L B/ c ( n u/ n u) マ ウ ス に 対する O B 療法の 効果 は , 通常 の

B A L B/ c マ ウ ス の 増 殖抑制率62 . 9 % に 比 べ , そ の 抑制率 は

50 . 3 % と効果が 減弱 して い た . シ リ カ を投 与 し, マ ク ロ フ ァ
ー

ジの 活性 を減弱 させ た B A L B/ c マ ウ ス に 対す る O B 療法の 増

殖抑制率 ほ11 . 6 % で
,
そ の 効果ほ 完全に 消失 して い た .

一

方 ,

抗 ア シ ア ロ G M l を 投 与 し , N K 細 胞 活性 を 減 弱 さ せ た

B A L B/ c マ ウ ス に 対する O B 療法 の 増殖抑制率ほ60 . 3 % で
, 通

常の B A L B/ c マ ウ ス の も の と同程度 で あ っ た (表 3 ) .

2 ) 抗体産生能 の 解析

O B 療法 の 羊赤血 球 に 対す る溶血斑形成紳胞数は , 薬剤 投与

直後よ り高値 を維持 し, 投与13 日後 に 対照群の 値に 復 した ( 図

3) . ま た , 絶勝細胞数 に は ほ とん ど変化が認め られ な か っ た .

こ の こ と か ら , O B 療法 は抗原刺激を受けた抗体産生細胞 を選

T a bl e l . E ff e c t s of O K -4 3 2 a n d B l e o m y ci n ( B L M ) o n M e th - A fib r o s a r c o m a s u b c u t a n e o u sly
tr a n s pl a n t e d t o B A L B/ c mi c e

A d m i ni s tr a ti o n
D r u g D o s e

R o u t e D a y

T u m o r w ei gh t ( g)
m e a n ±S . D .

(t r e a t e d/ c o n tr ol m i c e)

I n hi biti o n

r a ti o (% )

O K - 43 2 5 0 K E/ k g
O R - 43 2 5 0 K E/ k g

O K - 43 2 5 0 K E/ k g

O K - 33 2 5 0 K E/ k g

B L M l O O m g/ k g

B L M 3 0 皿 g/ k g
B L M l O ′O m g/ k g
B L M 3 0 m g/ k g

p

p

J

J

V

V

V

V

.

1

.

L
"

･

l

･

1

.

1

.

1

.

1

●

l

6

0
0

6

8

6

6

8

0
0

9 . 3 5 士2 . 1 3/ 8 . 9 4 士2 . 7 4

9 . 3 6 ±1 . 6 3/ 8 . 9 4 士2 . 7 4

1 1 . 6 6 ±3 . 07/ 11 . 8 2 士2 .1 7

1 1 . 4 3 ±6 . 1 8/ 1 1 . 8 2 ±2 . 17

6 . 2 5 ±2 . 1 5/ 8 . 9 4 士2 . 74

6 . 4 0 士2 . 5 4/ 8 . 9 4 士2 . 7 4

7 . 1 0 土1 . 7 9/ 8 . 9 4 士2 . 7 4

8･ . 6 4 ±1 .
3 4/ 8 . 9 4 士2 . 7 4

T a bl e 2 . C o m b i n e d eff e c t s o f O K - 43 2 a n d B l e o m y ci n ( B L M ) o n M e th - A fib r o s a r c o m a

s u b c u t a n e o u sly tr a n s pl a n t ed t o B A L B/ c mi c e

T r e a t m e n t
*

O K -4 3 2 B L M

T u m o r w ei gh t ( g)
M e a
.
r l 士S D

(t r e a t e d/ c o n tr ol m i c e)

I n hi biti o n

工a ti o ( % )

D a y 6 . i . p . D a y 8 , i . v .

D a y 8 , i . p . D a y 6 . i . v .

D a y 6 , i .t . D a y 8 , i . v .

D a y 8 , i .t . D a y 6 , i . v .

6 . 1 7 士1 . 6 7/ 8 . 9 4 士2 . 7 4

6 . 2 6 士2 . 17/ 8 . 9 4 士2 . 7 4

4 . 3 9 士1 .5 1/ 1 1 . 8 2 士2 . 17

6 . 9 4 士1 .3 0/ 1 1 . 8 2 士2 . 17

3 1 . 0

3 0 . 0

6 2 . 9

4 1 . 3

* O K - 4 3 2 (5 0 K E/ k g) a n d B L M (1 0 0 m g/ k g) w e r e a d mi ni§t e r e d o n th e i n di c a t e d d a y s a n d th e
r o u t e af te r th e t u m () r i n o c u l ati o n .



(

ボ
)

○
;

巴
u
O

芸
q

芸
u
-

0

0

7

6

O K-4 3 2
･

ブ レ オ マ イ シ ン 併用療法

2 4 6

D a y s aft e r O K ･4 3 2 a d m i ni str ati o n

F ig ･ 2 ･ E ff e c t s of ti m i n g of bl e o m y ci n a d m i n is tr a ti o n i n th e

C O m bi n a ti o n th e r a p y w ith O K-4 3 2 . M e th- A fib r o s a r c o m a
C ell s (1 ×1 0

6

) w e r e s u b c u t a n e o u sl y i n o c u l at e d o n d a y - 6

a n d O K- 43 2 w a s a d m i n is t e r e d t o t u m o r sit e a t d o s e s of
l O K E/ k g ( ●) , 5 0 K E/ k g ( ○) a n d 2 5 0 K E/ k g ( ▲) o n d a y O .
B L M w a s i n tr a v e n o u s el y a d m i ni st e r e d a t a d o s e of 1 0 0 m g/
k g ･ T h e t u m o r i n hibiti o n r a ti o w a s c al c ul a te d b y th e

f oll o w i n g f o r m ul a : I n hib itio n r atio ( % ) = (1 - T/ C) ×1 0 0 ,
W h e r e C i s t h e m e a n t u m o r w ei gh t of t h e c o n tr ol g r o u p
a n d T is th a t o f th e tr e a t e d g r o u p ,
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D 8 y $ afte r d r u g a d rTlin i str ati o n

F i g ･ 3 ･ E王f e c t s of O K-4 3 2 a n d bl e o m y ci n (B L M ) o n p ri m a ry
r e s p o n s e t o s h e e p r e d bl o o d c e11s (S R B C) . T h e pLo t
S y m b oI s : ○ 】 m ic e i m m u n iz e d wi th S R B C ; ● , m ic e

ir n m u ni z e d a n d tr e a t e d O K- 4 3 2 a n d B L M . O K -4 3 2 w a s

S u b c u t a n e o u s ely ad mi ni st e r e d at a d o s e of 5 0 K E/ k g o n
d a y

- 2 ･ B L M w a s i n t r a v e n o u s ely a d m in is t e r e d at a d o s e

of l O O m g/ k g o n d a y O .

T a bl e 3 ･ A n tit u m o r ef f e c t s of c o m b li n e d t h e r a p y wi th O K
- 43 2 a n d B l e o m y ci n (B L M )

O n M e th - A fibl o s a r c o m a t r a n s pl a n t e d t o B A L B/ c mi c e m o difi e d i m m u n ol o gi c al
P a r a m e t e r S

I m m u n ol o gi c al

P a r a m e t e r
M o d ific a ti o n

T u m o r w eig h t (g)
M e a n 士S D

(tr e at e d
*

/ c o n tr ol m i c e)

I n h ibiti o n

t a ti o ( % )

N o r m al

T c ell A th y m i c n u d e m o u s e

M a c r o p h a g e S ili c a
,
2 . 5 m g/ m o u s e , i . Ⅴ .

N K c ell A n ti - a Si al o G M l
,

0 . 2 m g/ m o u s e , i . v .

4 . 3 9 ±1 .5 1/ 1 1 . 8 2 ±2 . 1 7

5 . 9 6 ±0 .8 5/ 1 1 . 9 9 士2 . 2 1

7 . 6 5 ±3 .1 4/ 8 , 65 ±0 . 2 7

2 . 5 7 士0 . 95 / 6 . 4 7 士5 . 1 0

9

3

亡
U

3

2

0

1

0

6

5

1

6

* O K - 4 3 2 w a s i nj e c te d t o th e t u m o r sit e a t a d o s e of 5 0 K E/ k g o n d a y 6 a n d th e n B L M
W a S i n tr a v e n o u s ely i nj e c t e d a t a d o s e of l O O m g/ k g o n d a y 8 .

2 4 ¢ 8 1 0

D 叩 S 8 代O r d r u g 8 d m 柚 朗rat轟O n

F i g , 4 . C h a n g e of N K c e u a c ti vi ty af t e r d r u g a d mi ni s tr a ti o n .

T h e pl o t s y m b oI s : ○ , O K
-4 3 2 a
.
l o n e ; ● , B L M al o n e ; ▲ ,

O K - 4 3 2 a n d B L M . T h e d o tt e d a r e a is th e N K c ell a c ti vi ty

Of c o n tr ol l e v el . O K -4 3 2 w a s s u b c u t a n e o u s ely a d mi ni st e r e d

a t a d o s e of 5 0 K E/ k g o n d a y
-

2 . B L M w a s i n tr a v e n o u s -

ely a d m i n is t e r e d a t a d o s e of l O O m g/ k g o n d a y O . N K
C ell a c ti vi t y w a s c a.

1 c ul a t e d b y th e f o1l o wi n g f o r m ul a : N K

C ell a c ti v ity ( % ) = (e x p e ri m e n t al c p m
-

S p O n t a n e O u S C p rn /
m a xi m u m c p m

-

S p O n t a n e O u S C p m ) ×1 00 .

T a bl e 4 . A n aly si s of s pl e ni c T h yl . 2 -P O Siti v e c ell s
,

L 3 T 4 - P O Siti v e c e lls a n d L yt 2
-

P O Siti v e c el王s aft e r th e

c o m b i n a ti o n tr e a t m e n t

S u b s e ts of s pl e ni c c e 11 s (% )
T r e at m e n t

T h yl . 2 L 3 T 4 L y t2

C o n tr o1 6 4 .5 士2 . 2
り

6 4 .2 士8 . 5
2I

O K -4 3 2 6 0 . 2 士5 . 4

5 1 .7 士4 . O

B L M 6 6 . 5 ±0 . 9

6 1 .8 士8 . 7

0 K -4 3 2 6 7 . 6 士0 . 8

+ B L M 5 6 .
6 士9 . 8

1 8 . 0 士0 . 6

1 7 . 5 士6 . 5

2 0 . 0 士5 . 1

8 . 3 士0 . 8

21 . 1 士4 . 9

1 7 . 9 士2 . 7

20 . 5 士1 . 8

1 8 . 2 士2 . 9

4 . 7 土0 . 4

5 . 0 士0 . 1

7 . 0 ±0 . 9

4 . 5 士1 . 3

6 . 4 士1 . 0

4 . 4 ± L 3

6 . 0 士0 . 1

4 . 8 ±0 . 4

S u b c u t a n e o u s a d mi ni st r a ti o n o f O K -4 3 2 5 0 K E/ k g o n
d a y O . I n tr a v e n o u s a d mi ni st r a ti o n of B L M l O O m g/ k g
O n d a y 2 .

1) S u rf a c e m a k e r o n d a y 3 .

2) S u rf a c e m a k e r o n d a y 6 .
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Fig ･ 5 ･ H is t ol o gi c al p h o t o m i c r o苧
r a ph s of M e th- A fib r o s a r c o m a i n B A L B/ c m o u s e tr e a t e d O K-4 3 2 ■ M e th- A fib r o s a r c o m a c ells

(1 × 1 0
8

) w e r e s u b c u t a n e o u sly l n O C ul a t e d o n d a y O a n d O K -4 3 2 w a s a d m i ni s t e r ed to t u m o r sit e a t a d o s e of 5 0 K E/ k g o n d a y 6 .

T u m o r s w e r e e x ci s e d o n d a y 7 ( A , × 1 0 0) a n d d a y 9 (B , ×4 0 0) . L y m p h o c yt e s a n d n e u t r o p hil s a r e i n filtr a te d a r o u n d th e sit e of

O K - 43 2 a d mi ni s tr a ti o n ( A ) . M a n y m a c r o p h a g e s a . r e o b s e rv e d ( B ) .

F ig ･ 6 ･ C li ni c al c a s e p r e s e n t a ti o n of 左 7 0- y e a r S q Old f e m al e w ith s q u a n l O u S C e11 c a r ci n o m a ( C a s e 4) : A , i n t r a o r al vi e w o n ･fir s t
e x a mi n a tio n ; B , h is t ol o gi c al ph o to m i c r o gr a ph o n fir s t e x a mi n a ti o n sh o w i n g a l e s s m a rk e d b o rd e rli n e ( ×4 0) ; C , in tr a o r al vi e w
a ft e r c h e rn O th e r a p y ; D , i n tr a o r al vi e w aft e r o p e r a ti o n .



O K -4 3 2 ･ ブ レ オ マ イ シ ン 併用療法

択的 に 増加 させ る と考 え られ た .

3 ) 脾 リ ン パ 球 サ ブ セ ッ ト の 解 析

非担癌 マ ウ ス の 皮下 に O K-4 3 2 を 50 K E/ k g 投与 して 3 日 後

お よ び 6 日 後 の 非 リ ン パ 球 サ ブ セ ッ ト を 検 討 し た と こ ろ
,

L 3 T 4 ( ヘ ル パ ー

/ イ ン デ ュ

ー

サ
ー

T 細胞) , L y t2 ( サ ブ レ ッ サ ー

/

細胞障害性 丁細胞) 陽性細胞とも 3 日後 で ほ上 昇 して い た も の

の
,
6 日後に ほ逆 に 対照群 よ りも減少 して い た . こ の こ とは

,

L 3 T 4/ T h yl ･2 に おい て も観察 され た .

一 方 ,
O K - 43 2 の 2 日後

に B L M を投与 した 群の サ ブ セ ッ トで は ,
O K - 4 3 2 投与に て 低

下 した こ れ らの パ ラ メ ー

タ
ー

を下 げる こ と なく , 特 に L 3 T 4 は

有意な 差を も っ て 上昇 して い た . ま た
,
L 3 T 4/ T h yl .2 の 倦も上

昇 して い た (表4 ) .

4 ) N K 細胞活性の 解析

O K-4 3 2 単独投与の N K 細胞 活性 ほ投与 3 日後 に 14 . 5 % と

ピ ー ク 値を 示 した . B L M 単独 投与 の 活性 は , 投 与直後 よ り

17 . 9 % と上 昇 した もの の 経 時的 に 減少 し , 対照群 の 値 に 復 し

た .

一

方 ,
O B 療 法の 活性ほ , B L M 単独投与 の 活性と近似 した

値を 示 した (図 4) .

4 . 組織学的検討

O K-4 3 2 の 腫瘍 内投与 1 日後よ り, 局注部位周囲に 好中球お

よび リ ン パ 球の 浸潤が認め られ ,
3 日 後に は マ ク ロ フ ァ ー ジの

浸潤が 強く認め られ た (図 5) .

Ⅱ . 臨床的検討

O K-4 3 2 と B L M の 併用療法を施行 した 4 例の 化学療法効果

は , C R 2 例
,
P R l 例 ,

N C l 例で あ り奏効率ほ 3/ 4 (7 5 % ) で

あ っ た . 有効 3 例 で ほ
, 化 学療法後 の サ プ レ ッ サ ー T 細 胞

( C D 8
+

C D l l
十

) が 低下もしくは軽微な 上昇 で あ っ た が , 無 効例

で は
l 強い 上 昇が 認め られ た ( 表 5 ) . 他の パ ラ メ ー タ ー で は

一

化学療法前後で の 変化 ほ軽微で , 化学療法効果と の 関係に お い

ても 明 らか な 傾向ほ認め られ な か っ た . 併用 療法を 施行 した 4

例中 1 例の み に 発熱を 認め た もの の , 化学療法を中止する まで

に ほ 至 らな か っ た . 以下 に 代表症例を 呈 示す る .

症例 4 : 7 0 歳女性. 上顎義歯不適合を 主 訴に 平成 3 年9 月 5

日 当科を 受診 した . 初診時
日
睦癌 は 右上 顎に 存在 し表面肉芽状

で 外向性発育を 呈 して い た . 大き さほ 48 × 3 5 m m 大で ,
そ の 範

囲 は 前方ほ第1 小臼歯か ら後方は 上 顎結節付近 , ま た 内方は 口

蓋正 中取 外方ほ頻粘膜に 深く 浸潤 して い た . 初診当日 に 生検

を 行 っ た と こ ろ
, 高分化型の 扁平 上皮癌 で , 山 本一小浜分

類
14)15)
に よ る腫瘍の 浸潤様式ほ 2 型で あ っ た(T 3 N O M O ) . 以 上の

所見 よ り低悪性の 癌と判断 し , 前治療 と して O K-4 3 2 ･ B L M 療

法 を選択 した . 両 薬剤 の 投与に 際 して ほ
,
本実験結果に 基づ き

週 2 回 の B L M ,
1 5 m g 経 静 脈内投与 の 前 日 に O KL4 3 2 を

0 . 5 - 1 . 5 K E 皮下 注 した . 両 薬剤投与の 初期 よ り腫瘍 は縮小 し

23

始め
, 総量は O K-4 3 2 が 3 .4 K E

,
B L M

,
1 2 0 m g 投与後に は 庶

瘍は著 しく縮小 し, 大きさは 20 ×12 m m 大で縮小率ほ86 % で

あ っ た ･ また
,
こ の 間の 免疫 パ ラ メ ー タ ー

の 変動 で は , サ プ

レ
ッ サ

ー

T 細胞(C D 8
+

C D l l
+

) が 正常範囲を越え て 高値を示 す

19 % か ら , 化学療法終了後 ,
正 常範囲内の14 % ま で に 低下 して

い た ･ な お
, 他の パ ラ メ ー タ ー

は い ずれ も正常範囲内 で の 変化

で あ っ た . そ こ で 縮小の 程度に 応 じて必要最小限の 切除手術を

行う に と どめ る こ とが で き 仁 阻 噛な ど 口腔機能的に も満足すべ

き結果が得 られ た . 初診後1 年 3 ケ月 ∴匝瘍なく生存 して い る

(図6 ) .

考 察

担癌生体 に お い て は 免疫機能 の 低下 が認め られ る こ と が 多

く ,
ま た癌の 発生

, 増殖が生体の 免疫能 と密接な関連を有する

こ と に つ い て も , 基礎 的あ る い ほ 臨床的に 多く の 事実 が あ

る
g)1 6)1 7}

. した が っ て
, 生体の 免疫能を増強する こ とほ , 癌 の 治

療成績の 向上 に 重要で ある と考え られ る .

現在 , 各臓器 の 固型癌患者に 対 して ほ外科療法また は 放射線

療法が 一 般的な 根治的療法と して 採用され , 化学療法は 補助的

な治療法と して 利用 され て い る .

一

方 , 免疫療法は第 4 の 治療

法 ともい われ
, 唯

一

, 宿主免疫能の 賦活を介 して癌治療を 目指

すもの で あり
,
そ の 効果が期待 され て い る

柑)
. さ らに , 化学 療

法 に 免疫療法を組み入 れ た免疫化学療法も提唱 され , そ の 効果

に つ い て も基礎的な らび に 臨床的 に 多く の 報告が な さ れ て お

り
19 ト 27 )

, そ の 抗腫瘍効果 の 免疫学的機序に つ い て の 報告 が 散見

され て い る
24)2 5) 27 )

化学療法に 免疫療法を併用す る根拠と して , 免疫療法が単に

化学療法に よ る宿主免疫能の 低下の 防止や そ の 回復 , 化学療法

後 の 微小残存腫瘍の 排除と い っ た 消極的なもの か ら , 免疫療法

の 抗腫瘍効果 が十分 に 発揮され るよ う に
, 化学療法を宿主介在

的に 使用 する積極的なもの ま でが 考え られ る .

一

般に 抗癌剤は免疫抑制作用 を 持 つ と考 え られ て い るが
, 投

与条件に よ っ て は 増強する こ とが 認め られ て お り, 免疫化学調

節作用 (c h e m oi m m u n o m o d u l ati o n) の 1 つ と して 注目 され て い

る . こ れ ら
一 定条件下 で , 免疫増強を 示す抗癌剤が多数報告 さ

れ
6)

, また そ の 機序に つ い て も ,
サ プ レ ッ サ

ー

細 胞活性 の 抑制

や 抗腫瘍 エ フ ェ ク タ ー 括性 の 増 強 な どが 明 ら か に さ れ て い

る
6)9) 2 8)

. さ らに 免疫抑制か らの 回 復時の はね か え り現象も報告

され て い る
即
. しか しそ の 免疫増強作用 の 発現 に ほ , そ れ ぞれ

の 抗癌剤の 種類 ▲ 投与量
, 投 与期間 , 投チ時期な どが重要で あ

る こ と が 報告 され て い る
6)

. そ の 中で B L M の 免疫系 に 及ぼ す

影響に 関 して は , ラ ッ トを用 い た 実験で 検討され て い る . それ

ら に よ る と適当な投与条件で サ プ レ ッ サ ー

T 細胞の 活性を抑制

T a bl e 5 . Cli ni c o- p a th ol o gi c al fi n di n g s a n d c h e m o th e r a p y e ff e c t s

C a s e
*

A g e S e x L e si o n S t a g e R e s p o n s e
* *

S u p p r e s s e r T c ell ( % )
(gi n giv a) p r e

-

C h e m o . p o st
-

1

2

3

4

8

3

3

0

7

8

7

7

F

F

M

F

u p p e r

l o w e r

r

r

e

e

p

p

p

P
-

u

u

¶

皿

Ⅲ

Ⅱ

Ⅲ

C R

N C

C R

P R

1

2

3

9

2

1

1

1

3

1

6

4

1

2

1

1

* A ll c a s e s w e r e g r a d e 2 0 f m o d e o f i n v a si o n (Y a m a r n ot o a n d K o h a m a) .
* * C R

,
C O m pl e t e r e s p o n s e ; N C , n O Ch a n g e ; P R , p a r tial r e s p o n s e .



2 4

し
, 他方で マ ク ロ フ ァ

ー ジ を活性化す る作用な どを介 して , 腫

瘍免疫反応を増強す る こ と が報告 され て い る
嘲

. 臨床 に お い て

も , B L M は 口 腔組織 へ の 薬剤集積性 が良好 で あ る こ と か ら 口

腔粘膜癌 に頻用 されて い る抗癌剤の 1 つ で ある
29】

.

B R M ほ
‥ 瞳瘍宿主相関に お い て 癌に 対す る宿主の 生物学的

反応を修飾す る と とに よ っ て癌の 増殖を抑制す る こ と を 目 的と

した 薬剤である
- 岬 )

. 癌 と宿主 の 相 関ほ 多岐に わ た っ て お り ,
そ

れ を 修飾す る手段もま た 多彩である . そ れ ら の B R M の 中で ,

O K -4 3 2 は最も幅広 い 作用を有す る物質の 1 つ と して 評価 され

て い る
31)

. O K - 4 3 2 ほ ヒ ト由来A 群溶連菌 の 弱毒株 を ペ ニ シ リ

ン 処理 し, 凍結 乾燥 した 白色粉末 で , 1 9 6 6 年 O k a m o t o ら
T)
に よ

り作成 され た . そ の 作用 と して ほ ,
エ フ ェ ク タ ー 細胞 の 活性化

や サ イ ト カイ ン の 産生刺激な どが報告 され て い る
1 0)

. ま た 臨床

に お い て ほ 土 痛患者 の 生命延長, 腫瘍性凍膜炎治癒効果 な どが

報告され て い る
32)a 3)

そ こ で
, 種 々 の サ イ ト カ イ ン を 誘導す る O E

-4 3 2 に免疫増強

作用を有す る抗癌剤 の B L M を観 み合わ せれ ば , 免疫能 を賦活

し な が ら 高 い 治療効果 が得 ら れ る と の 考 え か ら B L M と

O E- 4 3 2 の 併用療法 が考案 され た
8)

. 我 々 も
,
こ の 考 え に 基づ

き ト 組織学的 に 低悪性度 の 口 腔肩平上皮癌 に 対 して , 本療 法を

採用 ･ 試行 し , そ の 有効性 を認め て い る
11)

. しか し前 述 の ご と

く抗癌剤 の 免疫増強作用 の 発現 に は ▲ そ れ ぞれ の 抗癌剤 の 種

頬 , 投与量 , 投与時期 などの 投与条件が重要 とな る こ と か ら ,

そ の 抗腫瘍効果発現の 磯序を明らか に して おか な い と , 予想 し

た 治療効果を得 られな い 可 能性が考え られ る . すな わ ち , 化学

療法と免疫療法を併用 し相乗効果 を得 るた め には , そ の 投与時

期が非常に 重要 と され て お り
8)

, 投与条件 に よ っ て ほ 逆 に 両剤

の 効果 を相殺 しか ね な い こ と も危惧 され る . そ こ で
, 今 回

B L M と O E
- 4 3 2 の 併用療法 の 腫瘍効果発現 の 機序 ,

両 薬剤 の

至適投与法1 時期な どを 基礎的に 検討 した .

ま ず, O K - 4 3 2 と B L M の 併用効果に つ い て の 培養細胞を用

い て 検討 した と こ ろ , 両薬剤で の 相乗効果は認め られ な か っ た

もの の , 抵抗する こ と は なか っ た . 次 に , 担癌 マ ウ ス を 用 い た

検討で は ▲
O K -4 3 2 を 腹腔内投与するB L M との 併用 群 で は , 併

用効果は認めず, 逆 に 括抗す る ス ケ ジ ュ
ー

ル も認め られ た . し

か し
,
O K- 4 3 2 を 腫瘍 内投与 した 併用群 で ほ 1

B L M 1 0 0 m g/

k g と O K
- 43 2 を 併用 した とき強い 併 用 効果が認め られ た . 特

に
,
O K- 4 3 2 を 先行 させ た ス ケ ジ ュ

ー ル で よ り強い 併用効果 が

認め られた . こ の こ と よ り, 両 薬剤の 併用 効果発現に は 直接的

効果 で な く , 宿 主 介在性 の も の で あ る こ と が 考 え ら れ ,

O K- 4 32 を 先行投与す る こ と に よ り誘導 され た 抗腫瘍 エ フ ェ ク

タ ー 細胞が B L M の 抗腫瘍効果発現に相乗的に 働 い て い る こ と

が示映 され た .

前述 の ように , B L M を 10 0 m g/ k g で 併用 した とき に 強 い 併

用効果が認められ た が ,
O K-4 3 2 の 投与量を変化 させ 腫瘍内投

与 した と こ ろ , 5 0 K E/ k g また ほ 250 K E/ k g に お い て もそ の 併

用効果 に は差は認 め られな か っ た .
こ れほ

,
O K-4 32 が 濃度依

存性 に乏 しい と され る 報告
抑 銅
を 裏付ける結果 とな っ た .

化学療法 に B R M を 併用す る際の 併用時期に つ い て の 基礎的

な研究 が多数報告さ れ て い る
柑ト 2 8) 25 卜 27】

が
, 抗癌剤 ,

B R M の 種揮

お よ び実験 モ デル で 併用時期は異な る . 斉藤 ら
23)
は

!
M e th - A

腹水腫疹 に対 して ア ド リ ア マ イ シ ソ (A d ria m y ci n) と O K -4 3 2

の 腹腔 内投与 に よる 併用効果 は ▲ ア ド リ ア マ イ シ ソ 投 与後 に

O E - 4 3 2 を 投与 した 時 に 最も優れた併用効果を認め た と 報告 し

て い る . ま た , 菅 ら
26) は マ ウ ス の 進行悪性腹水 モ デ ル を 用い た

B R M と 化学療法剤 の 至 適併用時期は , 免疫賦括剤を サ イ ク ロ

フ ォ ス フ ァ ミ ド( C y cl o p h o s p a mi d e) の 前に 投与 した 時 に の み有

意 に 化学療法効果を増強 した と 報告 して い る .
こ れ と は 逆 に

B R M の 種 掛 こよ っ て は ,
サ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド投 与後 に 併

用 した ほ う が 高い 治癒が得 られ ると す る報告もある
21)

. 今 回 の

実験結果に よ れ ば, M e th
- A 掛形腫瘍濫 対 して , O K - 4 3 2 を 腫

内に 先行投与 しそ の 後 に B L M を 静脈内投与 した とき に 優れ た

併用効果を認め ,
そ れ ほ O K -4 3 2 を B L M の 後 に投与 した とき

の 効果 よ り有意に 優 れ て い た . また ,
O K-4 3 2 の 投与 2 日 後 に

B L M を投与 した ときが 最も優れ た 併用効果を認め た .

B R M の 効果発現 に 対する問題点 と して ,
そ の 効果判定 , 投

与経路, 投与量 , 他の 療法と の 投与時期などが考え られ る . 今

回 の 動物実験 では 腫瘍重量で効果判定 を行 っ た . 実際の 臨床例

に お い て は生存期間 , 免疫学的 パ ラ メ
ー

タ
ー

また は Q O L な ど

で 効果判定が な され て い るが , 確実に そ の 効果を 判定する こ と

は困難と され て い る .

一 方 , 投与経路 , 投与量 , 他の 療法と の

投与時期を検討 した と こ ろ , 今回 の 条件に お い て , 腫瘍移植 6

日後 に O K-4 3 2 を 50 K E/ k g 腫瘍 内投与した 2 日後 に B L M を

10 0 m g/ k g を 静脈内投与 した と き( O B 療法) に 最も優れ た 併用

効果を認め た .
こ の 投与法 に おけ る免疫学的メ カ ニ ズ ム を 明確

に す る こ と で , よ り効果的 で 副作用の 少な い 併用療法 が確立で

きる と考え られ る .

腫瘍 に 対する宿主側 の 抗腫瘍免疫の 機構と して は ! そ の 局所

で
, 最初 に マ ク ロ フ ァ

ー

ジ に よ る腫瘍抗原の 認識 が行 われ , 次

に ヘ ル パ
ー

T 細胞 が 活性化 され , さ らに キ ラ
ー

T 細胞 ,
N K 細

胞な どの 活性化が誘導され る と考 え られ て お り , そ の 調整や 媒

介をす る各種 サ イ ト カ イ ン の 関与も確認 され て い る
叫

.

O K- 4 32 を 投与 して 最初に 出現す る エ フ ェ ク タ
ー 細 胞 は 活性

化 マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ り, 最も主要 な細胞 と され て い る
35)

.

一

方 ,
B L M が マ ク ロ フ ァ ー ジの 細胞障害活性を 上 昇 させ る こ と

が 報告され て い る
28)

.
こ の 両 薬剤 の 相 互 作用 に よ り , マ ク ロ

フ ァ
ー

ジが惹起 され れ ば , 強い 抗腫瘍性 の 発現が期待できる .

マ ク ロ フ ァ
ー ジ は海藻 (C h o u d r u s c ris p u s) か ら単離 され た ポ リ

ガ ラ ク ト ー

ス の 硫酸塩 で ある カ ラ ゲナ ン や シ リ カ に よ っ て そ の

機能が 抑制 され る
36)

. そ こ で
,
シ リ カ を 投与 した B A L B/ c マ ウ

ス で の O B 療法 の 効果 に つ い て 検討 した と こ ろ , そ の 併用 効果

ほ顕著 に 減弱 した .
こ の 結果 か ら , 併用 効果発現 に は マ ク ロ

フ ァ
ー

ジが 関与 して い る こ と が強く示唆 され る . しか し∴両薬

剤 の 併用効果発現が投与時期に 依存 し て い る こ と か ら マ ク ロ

フ ァ
ー ジの 関与だ け で ほ 説明でき な い . 腫瘍内に 浸潤 して い る

マ ク ロ フ ァ
ー ジの 数は 腫瘍 の 抗原性 と相関 しな い と され て い

る
ユ7-
が
, 浸潤 した マ ク ロ フ ァ

ー

ジ の 抗原提示能や イ ン タ
ー

ロ イ

キ ン 1 (i n t e rl e u ki n l , Ⅰし1) 産生 能が 確認 されて い る
37)3 8)

. ま

た
,
Ⅰし1 は B L M に よ る好中球の 活性酸素産生能を増強させ る

こ と が報告 さ れ て い る
39)

. こ れら の こ と を 考 え 合 わ せ れ ば ,

O K- 4 3 2 の 先行投与 に よ り腫瘍局所 の マ ク ロ フ ァ
ー ジ が 活性化

する と とも に IL-1 産生が 誘導 され , 続く B L M の 抗腫瘍効果を

増加す る こ とが 考えられ る .

次に , O B 療法 に 対す る T 細 胞 の 関与 に つ い て 検 討 した .

O K -4 3 2 を単独で 投与 した 場合 , 腹腔 内投与 , 腫瘍 内投与 い ず

れ に お い ても抗腫瘍効果を認め な か っ た . 同時 に , 非担痛 マ ウ

ス に 対する皮内投与 で は ,
L 3 T 4 ( ヘ ル パ ー / イ ソ デ ュ

ー サ ー T

細胞) 陽性細胞 の 軽微 な上 昇を 認め た もの の 顕著 な もの で は な
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く , また 投与 6 日後 に 対照群の 値 よ りも大きく減少 した . こ の

こ と は
, 今回 の O K-4 3 2 の 投与 で エ フ ェ ク タ

ー 細胞が 誘導 され

る も の の , そ の 誘 導は 弱く よ 長く 持続 しな い ため , 抗腫瘍効果

に 反映 しな い もの と 考え られ た .

O K-4 3 2 を 腫瘍内投与す る こ と に よ り , 動物実験 ,
臨床と も

に 優れ た治療成績 が得られ る こ とが 報告 され て い る
40 ト 43 )

. そ の

中で ,
エ フ ェ ク タ

ー 細胞 に 関 して , 国延
41)
は O K 1 3 2 の 腫瘍内

投与に よ っ て 腫瘍特異的キ ラ
ー 細胞が 誘導 され , 増殖抑制を認

め た腫瘍組織 に は , 免疫紅織学的 に T h y-l , L 3 T 4 , ア シ ア ロ

G M l 陽性細胞 の 浸潤の 増加 が認め られ , 脾 リ ン パ 球 の 解析 よ

り ト 踵瘍 内投与 に よ る増殖抑制効果は脾 リ ン パ 球 に お ける抗腫

瘍活性 の 増強 ,
腫瘍内 へ の 浸潤 リ ン パ 球の 増加と 密接 な関係が

あ ると 報告 して い る . ま た 奥野 ら
421
は O K-4 3 2 腫瘍 内投与に

よ っ て ク ラ ス Ⅲ陽性抗原提示細胞 の 機能が克進 し , 脾細胞中に

腫瘍特異的キ ラーT 細胞が 誘導さ れ る と報告 し てい る . 両報告

とも , 腹腔内投与 で は こ の 現象は 認め られ な い こ と か ら, 今回

の 併用 効果の 発現 と密接 に 関係 して い る こ とが 示 唆 され た . し

か し
,
こ れ らは複数回投与で の 検討である た め , 今回 の 1 回投

与 で 腫瘍特異的キ ラ
ー 細胞の 誘導が な され て い るか は 明 らか で

は な い .

次 に ,
B L M を 併用 した O B 療 法の T 細胞 の サ ブ セ ッ ト を 検

討し た と こ ろ , 前述 の O K-4 3 2 単独投与6 日後 に B L M を 併用

さ せ る こ と で
,
O K-4 3 2 単独投与で は 低下する L3 T 4 陽性細胞

を有意 な差 をも っ て 維持 して い た . ま た ,
L 3 T 4/ T h yl .2 ほ

B L M 単独投与 , 対照群と比 べ 有意な差は な い もの の , そ の 値

を維持 し続けた . 同様 に , 溶 血斑形成細胞数が O B 療法 に て 高

値 を維持 し続けた こ と か ら, 併用効果 の 発現に ほ ヘ ル パ
ー

T 細

胞が 強く 関与す る こ と が 示唆 され た , しか し
,
サ プ レ ッ サ

ー

T

細胞 が B L M O) 投与に て除去 され ると する M o rik a w a ら
9) の 報

告の 裏付けほ , 今 回の 検討で は 明 らか に はで きな か っ た .
こ の

理 由と して ,
サ ブ レ ヅ サ

ー

T 細胞 の 出現 ほ 免疫感作を前提 とす

るた め 非担癌 で の 検討で は ,
サ プ レ ッ サ

ー T 細胞の 出現が 十分

で な い こ と が 考え られ た .

ま た , 実際 の 臨床例に て リ ン パ 球サ ブ セ ッ トの 変化を検討す

ると
,
ヘ ル パ

ー

T 細胞 (C D 4
十

L e u 8 ) は化学療法前後お よ びそ

の 途中に お い て も変化 に 乏 しく ,
一 方で ,

サ プ レ ッ サ ーT 細胞

(C D 8
1

C D l l
十

) は無 効症例 で は 化学療法終了後大きく 上昇 し て

い た . しか し , 免 疫学的 パ ラ メ ー タ ー は 化学療法 お よび 免疫療

法 の 効果を直接, 正確 に 反映す る と は 言い 難く , ま た 今回 の 検

討症例数も少な い こ とか ら , そ の 本質的意義に つ い て は 今後の

検討課題 で ある と 考え て い る ,

次 に ,
N K 細胞 の 影響に つ い て 検討 した . O Kr4 3 2 が N K 細胞

活性 を増強 させ る作用 を持 つ とす る報告も され て い る
肌)

. 今桓l

の 検討 で も軽微 で は ある が ,
O K- 43 2 単独 で は t 投与 3 日 後 を

ピ ー ク と して ,
N K 細胞活性の 上 昇を 認め た . そ の 上 昇の ピ ー

ク と O B 療法の 投与間隔を考 え る と , 併用 効果発現に 関与す る

と 考え られ た . しか し
,
O B 療法と B L M 単独投与の N K 細胞

活性 ほ同程度で あり , さ ら に , 抗 ア シ ア ロ G M l に て N K 細胞

活性 を減弱 させ た B A L B/ c マ ウ ス に 対す る O B 療法 の 抗腫

効果も減弱 しな か っ た .

以上 , 併用療法 の 抗腫瘍効果発現の 機序 を検討 した が , 特 に

マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 関与が 強く , ま た T 細胞も相互に作用 して い

る こ と が示 唆 され た . こ の 両者 の 相互 作用 を解明する こ と に よ

り
, 抗腫瘍効果 の 発現磯序が さ らに 詳細 に 明らか に な るも の と
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考え られ る . 山 下
埴)
ほ移植片対宿 主反応を用い た実験系に て ,

ア ロ 抗原反応性丁細胞の 成熟 と機能発現に 対す る O K-4 32 活性

化 マ ク ロ フ ァ
ー

ジの 作用 を解析 して い る . そ の 中で 胸腺細胞を

ア ロ 抗原反応性丁細胞 へ 分化 , 成熟 させ る マ ク ロ フ ァ ー ジ は
,

I a 抗原陽性 亜群 で , それ は O K-4 3 2 投与 3 日後以降に 得られ る

と して い る . こ の 報告は 大変興味深 く , 活性化 マ ク ロ フ ァ ー

ジ
】
ア ロ 抗原反応性丁細胞, ヘ ル パ ー T 細胞 へ の

一

連の 成熟期

問が ,
O B 療法の 投与間隔が 2 日 間で ある こ と と

一

致する . こ

の 現象が , O K-4 3 2 の 腫瘍内投与に て 腫瘍局所で 行わ れ れ ば ,

併用 効果の 出現を認め るもの も考え られ る .

今回 の 基礎的検討に よ り , 溶連菌製剤の O K-4 3 2 を 腫瘍内投

与 し , その 後に B L M を投与す る免疫化学療法ほ ,
B L M の 直接

効果と 両 薬剤併用 に よ る免疫増強作用に よ っ て 有効な治療法に

成 り得る こ と が示 唆 され た . 現在 こ の 結果 を踏ま え て ▲ 臨床で

の 検討を 試み , 良好な結果が得 られ て い る
‖)

. 以上 の 結果 を 基

に
, 今後 ,

臨床応用 例を追加 し , よ り効果的な集学的治療法の

確立 を検討 した い .

結 論

溶連歯製剤 O K -4 3 2 と抗癌抗生物質 B L M の 併用効果に つ い

て
仁
培養細胞お よ び担癌 マ ウ ス を用 い て 検討 し, 以下の 結果を

得た .

1 . 培養細胞に 対して 両薬剤 の 併用効果 ほ認め ら れ な か っ

た .

2 . 担癌 マ ウ ス に 対して ,
O K- 4 3 2 を腫瘍内投与 した と き に

強 い 併用 効果が認め られ た ､

一

方 , 腹腔 内投与で は併用 効果 ほ

認 め られ な か っ た .

3 . 2 剤 の 併用 効果ほ O K-43 2 を 先行投与 した ときに 強い 併

用 効果が認め られ た . B L M を O KL 43 2 の 2 日後 に 投与 した と･

きの 効果が 最も優れ て い た .

4 . O K-4 3 2 の 投与量を増加 して も, そ の 効果ほ 強く な ら な

か っ た .

5 . 併用 効果の 発現に ほ ,

マ ク ロ フ ァ
ー

ジ お よび ヘ ル パ
ー

T

細 胞の 関 阜を 示 唆した .

6 . 本給架に 基づ く . 投ケ･ ス ケ ジ ュ
ー

ル で低悪性の 【一] 腔 藤平

一1∴皮癌症例
に 臨床応用 した と こ ろ , 商 い 効果が得 られ 臨床的に

もそ の 有効性を ホ 唆した .
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