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表皮 ブ ドウ 球菌の 抗腫瘍活性 に 関す る 研究

金沢大学 医学 部整形 外科学講座 (主 任 : 宮田勝 郎教授)

土 田 敏 典

(平成4 年1 月18 日受付)

著者 は
,
表皮 ブ ドウ球 菌(ぶ比ゆんッJ o c o c c 祝∫ 坤fd g r ′柁f ゐ

,
5 . 坤fd g r m よdf ∫) 感染 症 を 併発 した 後 , 転 移病 巣が 消失 した

E w i n g 肉腫の 1 症例を経験 した . そ れ 故,
そ の 患者か ら分離 した ぶ. 坤fd g r 〝ZJ ゐ 菌株の 担癌 マ ウ ス に 対す る抗腫瘍活性お よび

培養細胞 に 対す る細胞増殖抑制活 性を
,

サ ル コ ー マ
ー

1 8 0 ( S a r c o m a 1 80
,
S -1 8 0) ,

マ ウ ス 骨 肉腫 ( m o u s e o s t e o g e ni c s a r c o m a

P O S -1
,
P O S-1) ,

ヒ ト骨 肉腫 (h u m a n o s te o g e ni c s a r c o m a T ak a s e
,
O S T ) 細胞 を用 い た検討 した . S . e pi d e r m i di s 菌株 の 菌体

をB r a u n の 細胞破砕器に よ り破砕 し∴嵐心 に よ り粗細胞壁 成分 ( c r u d e c e11 w all
,
C C W ) お よび 菌体内容物 ( c e11 e x tr a c t

, C E )

に 分画 L
, 前者 に 対 し更に 核酸分解酵素処理を 行 い

, 部分精製細 胞壁成分 ( p a rtiall y p u rifi e d c ell w a ll
,
P C W ) を 作製 した . 抗

腫瘍活性を
, 菌 体成 分投与群 マ ウス の 対象群 マ ウ ス に 対す る腫瘍重量比で評価 した 時

,
S -1 8 0 細胞 に 対 して は C C W と C E

,

P O S -1 細胞に 対 しては C E が 明らか な 抗腫瘍 効果を示 した が
,

O S T 細胞 に は い ず れ の 標 品も抗腫瘍効果を 示 さな か っ た . 病

理 組織学的所見上
,
C E を投 与 した マ ウ ス の 腫瘍 部 に 明 ら か な リ ン パ 球 の 浸 潤 は 認め られ ず , 対 照群 と 差 異 は な か っ た .

S-1 8 0 細胞に 対す る増殖抑制活性は
,
C E 添加後培養 1

,
2

,
3 日目 に 給紙胞数 と生細胞数を ト リ バ ン プル ー 色素排除能 テ ス ト

を 用 い て 検討 した . C E は S -1 8 0 細胞に対 して
,
濃度依存性 に 細胞増殖抑制活性を 示 し

,
2 . 7 m g 蛋白/ m l の 時細胞 の 増殖 は完

全 に 抑制 された . 相対生細胞数ほ C E 濃度の 増加 と共 に 減少 し
,
5 . 4 m g 蛋白/ m l の 時 , 培養 3 日 目 に は3 . 7 % を 示 した に す ぎな

か っ た . P O S -1
,
O S T 細胞に 対 して は

,
=エ ロ ニ ー 形成 ア ッ セ イ 法 に て 検討 した .

C E は P O S -1 細胞に 対 して の み増殖抑制活性

を示 した . そ の 作用は 濃度依存性か つ 時間依存性 で あ り,
0 . 2 m g 蛋白/ m l の 濃度 で 4 日 間培養 した 時 ,

コ ロ ニ ー

の 形成 は ほ と

ん ど完全 に 抑制 され た .

3

H サ ミ ジ ン の 細胞 へ の 取 り阻 み の 減少ほ
, 細胞 へ の C E 添加数時 間後か ら見 られ

,
4 日 間の 培養 期間

中継続 した .
C E に よ る

8

H - チ ミ ジ ン の 取 り込 み の 減少 も濃度依存性で あ り
,

C E 濃度0 . 2 m g 蛋白/ m l の 時 , 培養 6 時間後 の 相

対
3
H サ ミ ジ ン 取 り込み量 は0 ･ 4 6 に すぎな か っ た .

こ れ らの こ と か ら D N A 合成 阻害 が C E の 抗腫瘍活性に 重要な 役割を演 じて

い る こ と が示 唆 された . C E の 核酸抽出成分 , 加熱処理 お よび トリ プ シ ン 処理 C E に は細胞 増殖 抑制 活性 は 認 め な か っ た .

ス ー パ ー ロ ー

ス
ー 6 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー に て 検討 した と こ ろ , 分子量20 , 0 0 0 ～ 3 0 0
,
0 0 0 の 分雨中 に 細胞増 殖抑 制物 質 の 存

在を認 め た . 以上 の 結果か ら,
5 . ゆf d βr〝1fd i∫ の C E 中に は 直接的抗腫瘍活性を 有す る蛋 白性物質が 存在する事 を示 唆 した .

K e y w o r d s a n tトt u m o r a c tivit y ,
S a r C O m a C ell s

,
S t a p h y l o c o c c u s e p id e r m idi s

丹毒を 合併 した 肉腫患者 で 特に 腫瘍 の 縮小や 消失が 認め られ

た
l) こ と か ら

,
ぶわマ卯 O C O C C 祝∫♪ツO g e 乃e ∫r ぶれ ♪ツO g g 乃g ∫ノ の 抗腫

瘍活性 に つ い て種 々 研 究が な され 一 本菌製剤 が臨床応用 され る

に 至 っ て い る
2)

. ぶ妙 . ♪ツO g β乃 g∫ に 関する研究が 契機 とな り , 他

の 細 菌 に つ い て も 抗腫 瘍 活 性 が 検 討 さ れ 〟 ッc o わα C f e rJ 祝 m

♭otノr∫. P r o♪よ0 71 fあα C紬 rf祝 刑 αC 乃 e ∫ 等が 抗腫瘍活性 を有 して い る

事が報告 され て い る
拙

.
こ れ ら細 菌由来の 抗腫瘍偏 性物質 の 多

く は宿主介在性に 作用を 発揮す るも の で あ り
,

そ の 多く は細胞

表層部 に 局在 して い る こ と が 明らか に され て い る
5)

. グ ラ ム 陽

性菌で ほ細胞壁成分 で あるリ ボ タ イ コ 酸お よ び ペ プ チ ドグ リ カ

ソ が 抗腫瘍活性を 担 っ て い る と考 え られて い る . これ らの 細胞

壁成分は広範な 生物学的作用を有す る事が 明 らか に な っ てきて

お り
,
生体 に 対す る作用 と して は体液性お よび細胞性 免疫 を強

化す る作用 が知 られ て い る
51

.

こ の よ うな微生物 に よ る抗腰瘍作用 の 報告が 多く な され て い

A b b r e via ti o n s : C C W
, C r u d e c ell w all ; C E

,
C ell

る が
, 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 (ぶ£〔ゆん〆o c o c c 祝∫ 坤fd e r m よ血 ,

5 .

e pi d e r m id i s) に 関す る研 究ほ 少な い
即)

. O h s hi m a ら
7)

は
I
S .

ゆ 抜 椚 祓 損 中 の 細胞表面物質の 抗腫瘍活性を サ ル コ ー マ し1

細胞 を用 い た 動物実験 に よ り検討 し
, 細胞表面物質が 肺の 腫瘍

コ ロ ニ ー 数を 減少 さ せ る こ と を 見い 出 した . そ の 作用 機序と し

て
, 免疫系 を介 した 生物応答修飾作 用 が考 え られ て い る .

著者ら は
, 原発巣手術部に 5 . 坤id g r 〝 乙fd i∫ 感染症を 併発 した

後 , 転移病巣が 消失 し長期生存 して
J
い る E w i n g 肉腫 の 1 例 を

経験 した
8)

. こ の こ とほ
,
ぶ. 坤fd g r 椚f df ∫ 感染症に 由来 した 抗腫

瘍活性 の 可能性 を示 唆 した . こ の 事実に 基づ き
, 著者 は本研究

に お い て 且 `やfd e r m id f∫ の 抗腫瘍活性 を検討 した .

材料お よび方法

Ⅰ . 且 坤‡d g r 〝ii df ∫ 菌体か らの 各種成分の 調整

1 . 使用菌株 お よ び培養法

e x t r a c t ; C I A A , C hl o r of o r m
-is o a m yl al c oh ol m i x t u r e ; C S S

,

C ell s u rf a c e s u b s t a n c e ; O S T 細胞 ,
h u m a n o s t e o g e ni c s a r c o m a T a k a s e c ells ; P B S

, p h o s p h a t e
-b u ff e r e d s ali n e ;

P C W
, p a rtially p u rifie d c ell w al l ; P O S - 1 細胞 ,

m O u S e O St e O g e nic s a r c o m a P O S p I c ells ; S -1 8 0 細胞 ,
S a r c o m a
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上述の E w in g 肉腫患者
8)
か ら分離 した ぶ■ 密 通 椚 血 抗 菌株を

実験に使用 した ･

斜面培地で 保存 して あ る本菌株を 寒天培地に 移植 し
,
37 ℃ で

24 時間培養後 ,
1 白金耳 を ト リ プ テ ィ ッ ク ー ソ イ ･ ブ ロ ー ス

(D if c o
,
D e tr oit , U S A ) 1 0 m l に 移植 し

,
3 7 ℃ ･ 24 時間培養 した ･

それを さ らに ト リ ブ テ ィ ッ ク ･ ソイ
･

ブ ロ
ー

ス 5 ,0 0 0 m I に 移植

し,
37 ℃ t 2 4 時間据拝培養 した .

2 . 菌体成分の 分量

菌体の 破壊 ･ 分離方法 は
, 小谷ら

9 ト Il)
の グ ラ ム 陽性細菌 の 分

離方法に 準 じて 行 っ た . 先に 得 られ た 培養液5
,
0 0 0 血 を

,
4 ℃

に て 8
,
0 0 0 ×

g で15 分間遠心 す る こ と に よ り菌体を 集 め た . 集

めた菌体に 5 倍容量の 蒸 魔水を 加え , 撹押 して 再浮遊 させ て か

ら10
,
0 00 × g で30 分間遠心 した . 上清 液を捨 て て 沈鐘を蒸留水

に再浮遊 して遠心 する 洗浄操作を 計1 0 回線 り返 した の ち
, 最終

の遠心 沈法を
-

2 0 ℃で 凍結保存 した . 凍結 菌体 を 4 ℃で
一

夜放

置し融解さ せ た 後 , 蒸留水を加 えて 全量を 湿菌重畳 の 4 倍容量

と し
,

4 ℃ で
一 夜捜押 して で きる限 り均質な浮遊液 と した . 均

質化 した 菌浮遊液 の 20 m l を 75 m l 容量の 振返用瓶 (B . B r a u n
,

M el s u n g e n
,
F R G) に 入 れ

, 直径0 . 1 0 ～ 0 . 1 1 m m の ガ ラ ス ビ ー ズ

を 30 g 加 え
,

ガ ラ ス 栓を し
, 付属 の ゴ ム バ ン ドを か け

,
グ リ

ー

ス を つ け 密栓 した瓶を 濃拝 し
仁
炭酸 ガ ス 噴霧下 で ブ ラ ウ ン

･

セ

ル ･ ホ モ ジナ イ ザ ー (B r a u n c ell h o m o g e ni s e r) ( B . B r a u n) で
,

4 , 0 00 r p m
･

1 . 5 分間旋転を 2 回 , 計 3 分間処理 した ( こ の 操作

で顕微鏡視 に て 輪郭が 明瞭な 菌ほ なく な っ た . ) . 得 られ た 菌破

壊液と ガ ラ ス ビ ー ズ を
,

グ ラ ス フ ィ ル タ
ー

3 G 3 ( ハ リ オ
,

東京)

で濾過 しガ ラ ス ビ ー ズ を 除去 した . 1 0
,
0 0 0 × g で3 0 分 間遠心

し, 沈瞳と上 清に 分離 した . 沈故に 対 し
, 自己融解酵素を不 括

化す るた め
,
9 0 ℃で15 分間加 熱処理 した . 蒸留 水で 洗 浄 した

後,
1 0

,
00 0 × g で3 0 分間遠心 し

, 沈 漆 を粗 細胞 壁成 分 (c r u d e

c ell w alI
,
C C W ) と し

, 凍結 乾 燥 し た . 使 用時 に 凍 結 乾煉

C C W を1/1 5 M 麟酸緩衝 生理 食塩水( p H 7 . 0) ( ph o s p h a t e-b uff-

e r ed s ali n e
,
P B S ) に 懸濁 した .

凍結菌体を P B S で 溶解 し
,
上 記 同様 の 操作で 得 られ た 上 清

を
, 異物濾過 フ ィ

ル タ ー ( マ イ ク レ ス G V) ( 日本 ミ リ ポ ア
,

山

形) で 濾過 し
, 菌体内容物(c ell e x tr a c t , C E ) と した .

C E 原液の

蛋白濃度は
,
2 2 m g 蛋白/ m l で あ っ た .

遠心 洗浄 で 得 られ た C C W 懸濁液 に
, デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ

ア ー ゼ お よび リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ (Si g m a
,
S t . L o ui s

,
U S A ) を

い ずれ も終末濃度が 0 . 0 1 m g/ m l と な る よ う に 加え
,

マ グネ

チ ッ ク ･ ス タ
ー

ラ
ー

で 授絆 しな が ら3 7 ℃ の 温浴中 で 2 時間作用

させ た . 酵素処理 後の 菌液を 4 ℃ で 450 × g で2 0 分間遠心 し
,

細胞壁を含 む上 清と 沈法に 分離 した . 上 清の 一 部 に つ い て グ ラ

ム 染色を 行 っ て非 破壊 菌体 の 混入 が な い 事 を 確 認 し た 上
,

4 ,0 0 0 × g で60 分間遠心 して 細胞壁を 沈瞳と し て 集め た . 上 清

液を 4
,
0 0 0 × g で60 分間再遠心 し

, 第 1 回 の 遠心 の 際 に 上 帝液

に逃 した 細胞壁 を沈澱 さ せ た . 第 1 回 お よ び第 2 回 の 沈蔭 を

130 皿1 の 蒸留水に 浮遊 し
, 十分撹搾混 和 した後 8

,
0 0 0 × g で30

分間遠心 した . 沈蔭を 130 m l の 蒸留水に 再浮遊 して 8
,
0 0 0 × g

で30 分間遠心 して 洗 う操作 を
, 洗 浄液 の 波長 260 n m お よ び

28 0 n m に お け る吸 光度が 低値 とな り
,
か つ ほぼ 一 定 の 債を 示 す

ように な る ま で 繰 り返 した . 最終の 沈瞳 を少量の 蒸留水 に 浮遊

177

さ せ て 凍 結乾燥 した . こ れ を 部分精 製細 胞壁 成 分 (p a r ti ally

p u rifi e d c ell w all , P C W ) と して使用 した . これ らの 菌体成分の

希釈 に ほ P B S を 用い た .

Ⅱ . マ ウス 固形腫瘍にお ける抗腫瘍活性の測定

1 . 実験動物

実験動物は
1

5 週齢の IC R 系 マ ウ ス (体重 22 ～ 2 5 g) ( 日 本

チ ャ
ー ル ズ ･ リ バ ー

, 厚木)
,

およ び 5 週齢 の B A L B/ c n u/ n u

マ ウ ス (体重 19 ～ 21 g) ( 日 本チ ャ
ー ル ズ ･

リバ ー ) を 使用 した .

2 . 腫瘍細胞

マ ウ ス 腹腔内 で継代培養 して い る浮遊細胞で ある サ ル コ ー マ

1 8 0 細胞(S a r c o m a 1 80 c e11 , S-1 8 0 細胞)
12)1 3)

お よび
, 培養フ ラ ス

コ 内で 継代培養 して い る 固形細胞 で ある 神奈 川県立 が ん セ ン

タ ー よ り供 与 さ れ た マ ウ ス 骨 肉 腫細 胞 ( m o u s e o s t e o g e n ic

s a r c o m a P O S -1
,
P O S -1 細胞) , 当教 室で樹立 し継代 して きた ヒ

11 骨 肉腫由来細胞 (h u m a n o s te o g e ni c s a r c o m a T a k a s e
,
O S T

細胞) 川
を 用い た .

3 . 担癌 マ ウ ス の 作成 およ び菌体成分の 投与法

S-1 8 0 細胞の 移植に は IC R 系 マ ウス
,
P O S-1 細胞 ,

O S T 細

胞 に ほ B A L B/ c n u/ n u マ ウ ス を使用 した .
マ ウ ス の 背部皮 下

に 腫瘍 細胞浮 遊液 (S -1 80 細胞 ,
5 × 1 0

7

/ m l ; P O S -1 細 胞 ,

1 ×1 0
6

/ m l ; O S T 細胞 ,
1 ×1 0

&

/ m l) 0 .1 m l を 移植 した . 腫瘍細

胞移植後 ‥ 睦瘍長径が 5 m m 以上 に な っ た 時点で
,

マ ウ ス 腹腔

内 に
,
C C W (1 . O m g/ m l) ,

P C W (1 . O m g/ m l) ,
C E (1 0 . O m g 蛋白

/ m l) , 各液 0 . 2 m l を 1 日 1 回 ,
1 週 間連日 投与 した .

4 . 抗腫瘍活性の 判定

抗腫瘍活性 の 判定に は
,
S-1 8 0 細胞群で は各 8 官巨,

P O S -1 お

よ び O S T 細胞群 で は各 4 匹 の マ ウ ス を用 い
, 腫瘍細胞移植後

69 日 目 まで 観察 した . 但 し O S T 細胞 に 関 して は136 日目 ま で 観

察 した .

1 ) 腫瘍重畳 に よ る 判定

腫瘍細 胞移植 後 , 投与後 3 日 目 か ら ,
B a ttell e C ol u m b u s

L a b o r a t o ri e s P r o t o c ol
15)

に 従 い
, 即 ち1/2 ×(長 径 c m ) ×(短 径

c m )
2
で 求め た推定腫瘍重量( g) を 対照群と投与群と で比較検討

し効果判定を 行 っ た . な お腫瘍重量は 3 日 毎に 測定 した .

3 ) 生存日 数に よ る判定

腫瘍細胞を 移植 した目 か らの 生 存 日数に よ り抗腫瘍滴 性を 判

定す る場合 , 平均生存E] 数( 平均値 土標 準偏差 ,
m e a n 土s t a n-

d a r d d e vi a ti o n [ S D ]) の 処置群( T) と対照 群(C) と の 比
,
すな

わ ち T/C ( % ) を (T/C) ×1 0 0 の 計算式に よ っ て 求め て 判定 し

た
16)

.

5 . 病理艇織学的観察

S-18 0 細胞移植実験 に お い て マ ウ ス 死亡 後に 背部皮下に 形成

され た 固形腫瘍を 十分に 周 囲組織 を 含め て 摘出 し た . 摘出物

は , 1 0 % ホ ル マ リ ン で 固定 し
, 標本を作成 し

, 常法
一丁) に 従い へ

マ ト キ シ リ ソ
ー エ オ ジ ン 染色を行 っ た 後, 光学顕微鏡下に 観察

した .

Ⅲ . 培養細胞 にお け る増殖抑制活性の 測定

1 . 使用細胞 お よび 培養法

S -1 8 0
,
P O S -1

,
O S T 細胞を 用い た . こ れ ら の 細 胞の 培養 に

ほ
,
1 0 % 牛胎 児血 清 (f e t al b o vi n e s e ru m

.
F B S)l( Gib c o

,
N e w

Y o r k
,

U S A ) ･ 1 % ペ ニ シ リ ソ ･ ス ト レ プ ト マ イ シ ソ 液

180 c ell s ; S .

,
鋪u r e u S

,
S t a p h yl o c o c c u s a u r e u s ; S C P

,
S t r e p t O C O C C al c y t ot o xic p r o t ei n ; S .

ぶねタ九ッg o c o c c 祝∫ 坤fd βr 〝1f ゐ ノ ぶれ ♪ツO g g 花β∫
,
ぶか ゅ ね C O C C 祝∫ クツO g β柁β∫
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( G ib c o) 加 R P M I1 6 4 0 培地 (日水製薬 ,
東京) を 用 い た .

2 . 細胞数の 測定 に よ る増殖抑制効果の 検定

96 穴 マ イ ク ロ プ レ
ー

ト (N u n c
,
ⅠIl in oi s

,
U S A ) の 各 穴 に

S -1 8 0 細胞浮遊液(4 .
0 ×1 0ソm l) 0 . 1 m l を注入 後 , 各濃度 に調製

した C E O . 1 m l を 加 えた . 1
,

2
,

3 日 間培養後 に 各 穴 よ り

0 .1 m l 採取 し
,
0 .2 % ト リ バ ン プル ー

0 . 1 m l で 染色を行 っ た後 ,

チ エ ル ク血 球計算板( ェ ル マ
,
東京) を用 い

, 顕微鏡 下で 総細胞

数お よ び生細胞数を 測定 した .

3 .

コ ロ ニ ー 形成 ア ッ セ イ法 に よ る細胞増殖抑制効果の 検討

各細胞 の 平板効率( P O S -1
,
4 3 . 7タ首; O S T

,
4 2 . 7 % ) を 考慮 に

い れ ,
1 デ ッ シ ュ あた り上 記培養 液 5 m l 中に P O S - 1

,
O S T 細

胞 とも400 個 の 生細胞を 播種 した . C E を培養液で 各濃度に 調整

した もの を加 え
,

1 , 2 ,
3

,
4

,
5

,
6 日間培養 した . 各培

養時間後 I
P B S で 洗浄を 行い

, 新 しい 培 養液を 加え
,

8 ～ 1 2 日

間(1 ～ 3 m m の 直径 の コ ロ ニ
ー

が形成 され る ま で) 培養 した . 培

養は37 ℃
,
7 . 0 % C O 2

,
水蒸気飽和状態で 行 っ た . 培 養後 エ タ

ノ
ー ル 固定

,
ギ ム ザ 染色 を 行 い

,
コ ロ ニ ー 数 を 算定 した . 各

C E 処理時 間群 に お け る コ ロ ニ ー 数と対照群と の 比を
, 相対 コ

ロ ニ M 数 (r el a ti v e n u m b e r of c ol o n i e s) ( % ) と し
,
効果判定を

行 っ た .

4 . 培養細胞の D N A 合成に 関する C E の 効果

P O S-1 細 胞 の D N A 合成 に 対す る C E の 効果 に つ い て の

3
B - チ ミ ジ ソ の 細胞 内 へ の 取 り組み 実験を 以下 の 如く行 っ た .

2 5 m m
2
の 鼠織培養 フ ラ ス コ 中で 培 養 して い る 対数 増殖 期 に

ある P O S -1 細胞 に
,

1-

C - チ ミ ジ ン (東宝バ イ オ ケ ミ カ ル
, 束

京) 0 . 0 1 〟 C i/ m l を 加 えて 3 日 間前標 識 し た . ト リ プ シ ソ

(S ig Ⅱl a) 処理 後 , 直径 25 m m の カ バ ー ス リ ッ プ (三 光純薬 , 東

京) を 設 置 し た 直 径 35 m m の ベ ト リ 血 (B e c t o n D ic ki n s o n ,

O x n a r d
,
U S A ) に 1 ×1 0

5

個 ず つ 播種 し , 各 濃 度 に 調整 し た

C E を添加 し
,

0
,

6 , 1 2 , 1 8 , 2 4 , 48 , 7 2 , 9 8 時間後に そ れ ぞ

れ
3
H -

チ ミ ジ ン (東宝バ イ オ ケ ミ カ ル) 5 〃C i/ m l で3 0 分間 パ ル

ス 標識を 行 っ た . カ バ ー

ス リ ッ プを 取 り出 し
,
1 0 0 タ̀ メ タ ノ

ー

ル で 固定 し
,

5 % 過塩素酸 (p e r c hl o ri c a cid) で洗浄後 ,
7 0 % エ

タ ノ
ー ル で 洗浄 し乾燥 した 後1

バ イ ア ル に 入れ た . 次 い で ト ル

(

空
-

島
t

O

き

｣

○

∈
コ
ト

●

一

2

エ ソ シ ソ チ レ
ー タ ー 液 ( ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ

パ ン
,東京) を 各バ イ ア

ル に 5 m I ず つ 分 注 し
, 液 体 シ ン チ レ

ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー

L S C 31 0 0 ( ア ロ カ
, 東京) で放射活性を 測定 した . 各 カ バ ー

ス

リ ッ プ に お ける
a

廿 チ ミ ジ ン 活性と
I I
C - チ ミ ジ ン 活性の 比(

ユ

H-チ

ミ ジ ン/
1 4
C - チ ミ ジ ン) を 求め

, 相対
a
H一チ ミ ジ ン 取 り 組 み 量

(r el a ti v e
3
H- th y m id i n e u p t a k e) と した . 対照群 と C E 捷触群と

で比較検討 し効果判定を 行 っ た .

5 . C E か らの 核酸抽 出

最終濃度0 . 2 m g 蛋白/ m l の C E に
,
1/ 2 容量の フ ェ ノ ー ル と

1/2 容量 の ク ロ ロ フ ォ ル ム ･

イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル 混 合液

( c h lo r of o r m : i s o a m yl al c o h ol = 2 4 : 1 : C h lo r of o r m
-is o a m yl alc-

o h ol mi x t u r e
,
C I A A ) お よ び1/1 0 0 容量の1 0 % s o di u m d o d e c yl

s ulf at e (S D S ) を加 え
, 乳濁化 する ま で 振返 し , 1 2 , 0 0 0 × g で 5

分間遠心 し, 上 層 の 水様部分を 採取 した . 同様 の 操作を 3 回線

り返 した後 一 同量 の フ ェ ノ ー ル お よ び CI A A を 加え , 乳濁化す

る まで振塗 し
,
1 2

,
0 0 0 × g で 5 分間遠心 し

,
上 層の 水様部分を

採取 した . 1/ 1 0容量 の 5 M の N a C l と 2 倍容量 の エ タ ノ ー ル を

加え
, 振 返 し

,

-

3 0 ℃ で
一 夜放置 し, 1 2

,
0 0 0 × g で 5 分間遠心

し , 上 清と 沈撞 と に 分離 した . 沈漆に 対 し
, 7 0 % エ タ ノ ー ル で

洗浄 し
, 1 2 , 0 0 0 × g で 5 分間遠心 し

,
上清 を除去 した 後に 乾煉

し
, 元 の 量の P B S を加 えた . こ れ を C E の 核酸抽出成分と し

た . こ の 細胞増殖抑制活性を
,
P O S-1 細胞 を用 い て コ ロ ニ ー 形

成 ア ッ セ イ 法に 従い 測定 した .

6 . C E の 熱安定性試験

0 . 2 m g 蛋白/ m l 濃度の C E を
,
5 6 ℃ に て 1

,
2

,
5

,
1 0

,

3 0
,
6 0 分間 ,

お よ ぞ1 00 ℃ に て 1
,

2
,
1 0 分間加 熱 した . 加熱

後 ,
そ れ ぞれ の C E に つ い て

,
そ の 細 胞増殖 抑制 活 性 を ,

P O S-1 細胞 を 用い て コ ロ ニ ー 形成 ア ッ セ イ法 に 従 い 測定 した .

7 . C E の ト リ プ シ ソ 処理

0 . 2 m g 蛋 白/ m l 濃度 の C E を ,
1/ 2 容 量 の ト リ プ シ ン 液

(10 m g/ m l) (tr y p si n t y p e Ⅲ) (S ig m a) を混合 し
,
3 7 ℃ に て60 分間

イ ン キ エ
ペ -

シ ョ ソ を 行 っ た 後, 1/ 2 容量の ト リ プ シ ン イ ン ヒ

ビ タ
ー 液 (1 0 m g/ m I) (tr y p si n i n hib it o r f r o m S o y b e a n)

(S i g m a) を加 え ト リ プ シ ン 活性を 阻止 した . こ の ト リ プ シ ン 処

1 0 2 0 } ○ ●0 0 1 0 2 0 3 0 ■0 5 0 6 00 1 0 2 0 3 0 ●0 0

D a y s a f t e r
u
s u b c u t a n e o u $ i n o c u I a ti o n o f t u m o r c e ‖

Fi g . 1 . E ff e c t o f S . e pid e r m id i s pr e p a r a ti o n s o n th e t u m o r g r o w th i n mi c e i nj e c t e d w ith S -1 8 0 ( A ) ,
P O S -1(B ), O r O S T (C ) c ell s ■

○,
C O n tr Ol ; ● , C r u d e c e11 w a 11 ( C C W ) ; △ , p a r ti ally p u rifi e d c ell w a11 (P C W ); ▲ ,

C ell e x tr a c t (C E) .- A . 0 .1 m l v ol u m e of t u m o r

c ell s u s p e n si o n (S -1 8 0 ,
5 ×1 0

6
c e11 s ; P O S -1

, 1 ×1 0
5

c ell s ; O S T
,
1 ×1 0

7
c ells) w a s i n o c ul a t e d s u b c u ta n e o u sly i n to th e b a c k of th e

m i c e . I nj e c ti o n i n t o m o u s e p e rit o n e u m of a O .2 m l v ol u m e of S . spi d e r m i di s p r e p a r a ti o n (C C W a n d P C W
,
0 .2 m g ; C E ,

2 m g
-

p r O t ei n) w a .s b e g a n 2 d a y s af te r th e t u m o r c ell in o c ul a ti o n a n d r e p e a t e d d ai 1y d u ri n g l w e e k . F o u r t o ei gh t mi c e w e r e

u s e d f o r e a c h e e x p e ri m e n t .
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理後の C E の 細胞増殖抑制活性 を ,
P O S- 1 細 胞 を用 い て コ ロ

ニ ー 形成 ア ッ
セ イ法 に 従 い 測定 した .

8 .
C E の 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー

に よ る解析

高速液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー F P L C (f a s t p r o t ei n liq uid

c h r o m a t o g r a ph y) (P h a r m a ci a
,
U p p s al a

,
S w e d e n) を 用 い

, C E

を解析 した . カ ラ ム は ス
ー パ ー ロ ー

スー6 (s u p e r o s e-6) ( P h a r m a-

ci a) を 使用 した . 各画分に つ い て
上

そ の 細胞増殖抑制活性 を
,

P O S -1 細胞を 用 い て コ ロ ニ ー 形成 ア ツ セ イ 法 に 従い 測定 した .

9 . 蛋白定量 の 測定

179

L o w r y 法 1 8)
に 従 っ て蛋白濃度を 測定 した .

1 0 . 統計学的検討

二 群の 平均値の 差 の 検定 に は ,
S t u d e n t の t 検定 を 用 い

,

p < 0 . 0 5 を 有意と した .

成 績

1 . マ ウ ス固形腫瘍にお ける境涯瘍活性

1 . 腫瘍重畳に よ る判定

S -1 80 細胞移植実験 では
, 対照群 と処置群間の 腫瘍重量 の 差

T a b l e l . A n tit u m o r a c ti vi t y o f S . e pi d e r n i di s p r e p a r a ti o n s f o r th e s u r vi v al

O f t u m o r e
- b e a ri n g mi c e i n o c ul a t e d w ith th r e e d iff e r e n t t u m o r c ell s

T u m o r c ell P r e p a r a ti o n M e a n s u rv i v al d a y s
e)

i n o c ul a t e d
A)

i nj e c t e d
b)

( m e a n 土S D)
T/ C (%)

d)

S -1 8 0 C C W

P C W

C E

S aIi n e (c o n t r ol)

P O S -1 C C W

P C W

C E

S ali n e ( c o n tr ol)

O S T C C W

P C W

C E

S al i n e (c o n tr ol)

47 . 0 士1 1 . 5

2 6 .2 士 1 . 4

3 2 . 1 士 9 .7

3 1 . 0 士 4 .9

4 9 . 5 士 7 .1

5 2 . 3 士 9 .7

4 2 . 5 士1 7 . 0

921士083

1 0 0 . 6 ±3 3 . 3

8 0 . 2 士 8 . 8

9 7 . 8 士2 0 . 1

8 8 . 0 士1 2 . 0

*]

151 . 6

8 4 . 5

1 0 3 . 5

13 0 . 3

13 7 . 6

11 1 . 8

11 4 . 3

91 . 1

1 1 1 . 1

(
-

E
､

望
l

O

り

0
0

0

d

;
)

l

u

コ

○
り

〓

O

U

-

空
○

ト

幼

棚

卸

0

0

'
-

一

l

a) S -1 8 0
.
S a r c o m a 1 8 0 ; P O S -1

,
m O u S e O S t e O g e ni c s a r c o m a P O S -1 ; O S T

,

h u m a n o s t e o g e ni c s a r c o m a T a k a s e .

b) C C W
,

C r u d e c ell w all ; P C W
, p a r ti a .11y p u rifi e d c ell w all ; C E

,
C ell

e x tr a c t .

C) E v al u a ti o n w a s p e rf o r m e d o n 6 0
,
6 0 a n d l O O d a y s af t e r i n o c ul a ti o n of

S-1 8 0 ,
P O S -l o r O S T c ell s i n t o m i c e

,
r e S P e C ti v el y .

d) (M e a n s u r vi v al d a y s of tr e a t ed g r o u p/ m e a n s u r vi v al d a y s of c o n tr ol

g r o u p) ×1 0 0
*

p < 0 .0 5
,
b y S t u d e n t

'

s t -t e S t

0 1 2 3

t n c u b a tl o n p o rI od (d 8 y $)

Fi g . 2 . E ff e c t of C E o n th e g r o w th of S -1 8 0 c e11 s . C o n c e
-

n tr a ti o n s of C E
･

( m g- p r O t ei n/ m l) : ○,
0 ( c o n tr ol); ● ,

0 .0 8 ;

△
,
1 .4 ; ▲ ,

2 .7 ; □ ,
5 .4 .

(

ボ
)

望
-

0

0

0
-

q
q

;

-

O

J

O

月

∈
コ

u

O

>

;

空
○

∝

00

印

側

20

0

0 1 2 3

l n ¢u b a tl o n p o rI o d (d a y s)

Fi g . 3 . E ff e c t of C E o n th e g r o w th of S ,1 8 0 c ells i n r ela tio n

t o th e vi a bilit y of c ell s . R el a ti v e n u m b e r of vi a b le c ell s

( % ) = ( N u m b e r of vi a bl e c ells/ n u m b e r of t o t al c ells) ×1 00 .

C o n c e n tr a tio n s of C E ( m g- p r O t ei n/ m l) : ○ ,
0 ( c o n tr ol);

● ,
0 .0 8 ; △ ,

1 .4 ; ▲ ,
2 .7 ; □ ,

5 .4 .
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異は
, 1 2 日 冒 ま では 認め られ な か っ た が

,
その 後 ∴ 経日 的に そ

の 差異は大きく な っ た (図 1- A) . 3 0 日 日 の 観 察 で は 対照 群 ,

C C W
,
P C W

,
C E 投与群 の 腫瘍重畳 の 平均値 はそ れ ぞれ 2 . 7

,

1 . 4
,
2 . 7

,
1 . 5 g で あ り , 対象 群 と の 腫 瘍 重 量 比 ほ C C W

,

P C W , C E 投与群各 々 51 . 9
,
1 0 0 . 0

,
5 5 . 6 % で あり

,
C C W

,
C E

投与群に強 い 増殖抑制効果が認め られ た .

P O S-1 細胞 に お い ても S -1 8 0 細胞移植実験 と 同様 , 対照群 と

処置群間の 腫瘍重量の 差異ほ
,
1 2 日 目 ま で は 認め られな か っ た

が
,
そ の 後 , 経 日的 に そ の 差異は 拡大 した(図トB) . 3 6 日 目 の 観

察 で は対照群 , C C W , P C W , C E 投与群の 腫瘍重量 の 平均値 は

そ れ ぞれ 8 . 1
,
5 . 7 , 5 . 4

,
3 . 9 g で あり , 対象群と の 腫瘍重量比

は C C W
,
P C W

.
C E 投与群各 々 70 . 4

,
6 6 . 7 ,

4 8 . 1 % で あ り ,

C E 投与群に強 い 腫瘍 の 増殖抑制効果が 認め られ た .

O S T 細胞に お い て ほ
▲
6 0 日 目 の 観察に お い て も . 対象 群 ,

C C W
,
P C W

,
C E 投与群の 腫瘍重量 の 平均値はそ れ ぞれ 3 . 2

,

2 . 9
,
2 . 7

,
2 . 8 g で あ り , 対象 群 と の 腫 瘍 重 量 比 は C C W

,

P C W
,
C E 投与群各 々 90 . 6

,
8 4 . 4

,
8 7 . 5 % で あり ,

い ずれ の 処

群に お い て も 明確な 増殖抑制効果は 認め られ な か っ た (図1-C) .

2 . 生存 日数 に よ る判定

S -1 8 0 細胞移植実験に お い て は
t 対照群で マ ウ ス の 腫瘍 死 は

23 日目か ら出現 し
,
3 5 日 目 まで に 被験8 匹全て が腫 瘍死 した .

C C W 投与群で は 8 匹中, 各々 1 匹 が30
,
3 6

,
3 7

,
4 2

,
5 1 日 目

に
,

3 匹 が60 日 目 に 死亡 した . T/ C は15 1 . 6 % を 示 し
仁 延 命効

果が 認め られた (衰 1 ) .
P C W

,
C E 投与群で は

,
マ ウ ス の 腫瘍死

は 各々 20
,
1 9 日 日か ら出現 し

, 各 々 33 , 4 4 日 目ま で に 全て の マ

ウ ス ほ腫瘍死 した . P C W
,
C E 投与群の T/ C は そ れ ぞれ84 . 5 ,

1 0 3 . 5タ̀ で あり
, 延命効果は認め られ なか っ た .

P O S -1 細胞 移植実験匿 お い て ほ ∴紆照群 で マ ウ ス の 腫瘍死 は

18 日 目か ら 出現 し , 4 7 日 目で 全 て の マ ウ ス ほ 腫瘍 死 し た .

C C W
,
P C W 投与群 で は マ ウ ス の 腫瘍死ほ 各 々 42 , 40 日 目か ら

始 ま り
, 各 々 58 日日 ,

6 7 日 目ま で に 全 て の マ ウ ス は 腫瘍 死 し

た . T/ C ほそ れ ぞれ1 30 .3
,
1 3 7 . 6 % を示 し

, 延命効果が 認め ら

れた . C E 投与群 で は腫瘍死は23 日 目か ら始 ま り
,
5 3 日 冒に 全

てが 腫瘍死 した . T/ C は11 1 . 8 % で あり , 延命効果が 認め られ

な か っ た .

O S T 細胞移植実験 に お い て は
, 対照群で マ ウ ス の 腫瘍 死 は
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7 3 日 目か ら 出現 し
,

1 0 4 日 目 で 全て の マ ウ ス は腫 瘍死 した .

C C W ,
P C W

, C E 投与群 で は マ ウ ス の 腫瘍死 は そ れ ぞれ69 , 64
,

8 0 日 目か ら始 ま り , 各 々 14 6 , 8 8 , 1 3 6 日 目 で全て の マ ウ ス は腫

瘍死 した . C C W
,
P C W

.
C E 投与群の T/ C は そ れ ぞれ114 . 3

,

91 .1
,
1 1 1 . 1 % を示 し

, 延命効果は 認め られな か っ た .

3 . 病理 組織学的所見

S-1 8 0 細胞 を移植後 C E を 投与 した群 と投与 しな い 群と の腫

瘍組織 を病 理組織学的 に 観察 した が
, 覿織学的に は 明 らかな差

異を 認めず , また 腫瘍周辺組織に ほ リ ン パ 球 の 明らか に 浸潤を

認め なか っ た . こ れ ら の 事か ら ,
C E の 抗腫瘍効 果は宿主 の 免

疫系を介す るも の で は なく , む しろ腫瘍細胞 へ の 直接作用に よ

るもの で ある こ とが 強く示 唆 され た .

以上 の 結果 ,
C E ほ延命効果は 弱か っ た もの の

ト 腫瘍 の 増殖

抑制効果が 強く ▲
か つ 腫瘍細 胞に 対 し直接作用を 有する事が考

え られた の で
, 以下 C E に つ い て 更に 検討を 進め た .

Ⅱ . 培養細胞 におけ る増殖抑制 活性

浮遊細胞系 で ある S-1 8 0 細胞に つ い て は
, 細胞数の 測定｣ 固

形腫瘍系 で ある P O STl .
O S T 細胞 に つ い て は コ ロ ニ

ー

形成 ア ッ

セ イ法 に よ り検討 した .

1 . 細 胞数 の 測定 に よ る S - 1 8 0 細胞 に 対す る C E の 増殖抑制

効果の 検討

1 ) 総細胞数 の 変動

0 . 0 8 m g 蛋白/ m l の 添加 で 既に 細胞増殖の 抑制が み られ
,
C E

濃度の 増加 と共 に 細胞増殖の 抑制 が増強 され た (図 2) . C E 濃

度が 2 . 7 m g 蛋白/ m l 以上 の 時,
3 日間 の 観察中細胞 数の 増加を

認め なか っ た .

2 ) 生細胞数の 変動

添加 C E 濃度の 増加と 共に 生細 胞数 の 総細 胞数 に 対す る比

( 相対生細胞数) は著 しく減少 した (図 3 ) . 総細胞数の 増加を ほ

ぼ完全 に 抑制す る2 . 7 m g 蛋 白/ m l の 時 , 相対生細胞 数ほ培養1

日 目 で57 . 1 % , 3 日 目 で30 . 8 % の 値 を示 した . 更 に そ の 倍量

(5 . 4 m g 蛋白/ m l) の 時 , 相対生細胞数 は培養1 日 目 で ほ 2 . 7 m g

蛋白/ m l の 場 合と は ば 等 しい 値(50 . 2 % ) を示 した が
, 培養 3 日

目で は3 . 7 % とな っ た .

2 .

コ ロ ニ ー 形成 ア ッ セ イ 法 に よ る C E の 細 胞増殖抑制活性

の 検討

0 1 2 ユ ● さ 0 0 1 2 } 4 さ ○

J n c LJ b ati o n p e ri o d w i t h C E ( d a y $)

F i g ･ 4 ･ E ff e c t o f C E o n th e g r o w th of P O S -1 (A ) a n d O S T (B ) c elI s . C o n c e n tr a ti o n s of C E ( m g
-

p r O t ei n/ m l) : ○ ,
0 .0 3 ; ● ,

0 .0 5 ;

△ ,
0 .1 ; ▲ ,

0 .2 .
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P O S pl 細胞 に お い て は C E 濃度が 0 . 0 5
,
0 .1 m g 蛋白/ m l で は

C E を加え た培養時 間が 3 日 以上 の 時 ,
0 . 2 m g 蛋白/ m l で は 2

日で
,
C E 添加培養時 の コ ロ ニ ー 数 の C E 末添加培養時の コ ロ

ニ ー 数の 割合(相対 コ ロ ニ
ー

数) は 有意に 減少 した (図4- A ) ･ ま

た0 . 1 ,
0 . 2 m g 蛋白/ m l 存在下 に お け る 3 日 間培養時 の 相対 コ

ロ ニ ー 数ほ20 % 以下に 減少 した .

O S T 細胞 で は C E 濃度 0 . 2 m g 蛋白/ m l 存在下 に お い て も相

対 コ ロ ニ ー 数 の 減少は 認め られ な か っ た (囲 4-B) ･

Ⅲ . 培養細胞 へ の D N A 合成に 関す る C E の 効果

コ ロ ニ ー 形成 ア ッ セ イ 法に お い て C E に 対 し最も高い 感受性

を示した P O S-1 細胞を 用い て C E の D N A 合成 へ の 影響を 検

討した .

1 . 培養時間 と
3
H - チ ミ ジ ン の 取り 込み

C E 濃度は コ ロ ニ ー 形成 ア ッ セ イ 法に お い て ほ ぼ完全 に 細胞

増殖を抑制する濃度 で ある0 . 2 m g 蛋 白/ m l と した ( 図5 ) . 対照

群で は培養直後 の 相対
3
H- チ ミ ジ ン 取 り込み 畳は0 . 5 7 で あ っ た .

C E 添加群で ほ添加直後 の 相対
3
H サ ミ ジ ン 取 り込み 量は0 . 5 9 で

あり, 対照群と ほ ぼ等 しい
3
汁 チ ミ ジ ン の 取 り込 み が 認 め られ

た . 対照群の 相 対
3
H- チ ミ ジ ン 取 り込み 量ほ 培養 6 時間後に は

1 . 0 を示 し
,

そ の 後培養時間と 共に急速 に 上 昇 し
, 培養 1 日 目

に は12 . 4 士2 . 0 に達 した . 相対
3
H づ L ミ ジ ン 取 り込み 量は そ の 後

緩や か に 上 昇 し培養 3 日 目に は1 7 , 6 土2 . 8 に 達 した . C E 添加群

に お け る相対
3
H- チ ミ ジ ン 取 り込み 量 ほ培養 6 時間後 に ほ0 . 4 6

と低下 し
, 以後0 . 7 ～ 1 . 5 の 低値を 示 した .

2 . C E 濃度 と
3

H- チ ミ ジ ン 取 り込 み

3

H- チ ミ ジ ン 取 り込み の 測定は , 上 述の 結果に 基づ き C E 添加

後1 日 目 と した .
C E 濃度の 増加 と共 に

3
t i- チ ミ ン ン 取 り込み は

急速に 減少 した (図 6) .
コ ロ ニ ー 形成 ア ッ セ イ法 の 実験に お い

て C E 濃度が 0 . 0 5 m g 蛋白/ m l 場合 , 約8 0 % の コ ロ ニ
ー 形成能

を有 して い た が
, 同 濃度で の 相対

3

H- チ ミ ジ ン 取 り込み 量ほ3 . 2

と対照群 (16 . 8) に 比 し約19 . 0 % と
3
H サ ミ ジ ン の 取 り込み 低下

を認め た .

Ⅳ . C E の細胞増殖抑制物質の 性1犬

C E に 対 し高い 感受性 を示 す P O S -1 細胞 を用 い
, 各種処理 後

の C E の 細胞増殖抑制活性を コ ロ ニ ー 形成 ア ッ セ イ法 (処理 時

間, 6 日 間) に よ り測定する こ と に よ り C E の 細胞増殖抑制物
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1 n ¢ U b 油 O n P O rl o d (d a y さ)

Fi g ･ 5 ･ E ff e c t of C E o n th e
3
H -th y m id in e u p ta k e of P O S - 1

C e11 s ･ C o n c e n tr a ti o n s of C E
,
0 .2 m g

-

p r O t ei n/ m l . R el a ti v e

3

H- th y mi di n e u p t a k e = (
3

H
-

th y mi di n e u pt a k e/
14
C -th y m idi n e

u pt a k e) ･ E a c h■
ミ

m a r k in d i c a te s m e a n 士S D ( n
= 3) . 0 ,

C O n tr ol ; ● C E .

質の 性状 を解析 した .

1 . C E の 核酸抽出成分 の 検討

C E の 核酸抽 出成分に おけ る相 対 コ ロ ニ ー 数 ほ 約1､0 0 % で あ

り , 細胞増殖抑制活性は 認め られ なか っ た .

2 . 熱安定性試験

0 . 2 m g 蛋白/ m l 濃度 の C E を
,
5 6 ℃ に て 1

.
2

,
5

,
1 0

,

3 0
,
6 0 分間 ,

お よび10 0 ℃に て 1
,

2
,
1 0 分間加熱後 ,

残存細胞

増殖抑制活性を 測定 した .
こ の 際 , 非処 理 の 場 合 の 相 対 コ ロ

ニ ー 数ほ 0 % であ っ た .

5 6 ℃加熱群 でほ , 1 分間勉理 した場合の 相対 コ ロ ニ ー 数 ほ非

処理 の 場合と ほぼ同値 の0 . 3 % で あ っ た が
,

2 分間の 加 熱で は

急速 に コ ロ ニ ー 数は増加 し
, 相対 コ ロ ニ ー

数 は29 . 6 % を 示 し

た . そ の 後相対 コ ロ ニ ー 数は 加熱 時間 と共に緩や か に 増加 し,

6 0 分 の 加熱で ほ39 . 9 % を示 した .

1 0 0 ℃加熱群 で は
1

1 分間加熱 で は相対 コ ロ ニ ー 数 は16 . 0 %

で あ っ た が
,

2 分間以上 の 加熱で は
l

コ ロ ニ ー 数 は増加 し相対

コ ロ ニ ー 数は90 % 以上 を示 した . 即 ち1 0 0 ℃ の 加熱 に よ り C E

の 細胞増殖抑制活性は ほ ぼ完全に 失活 した .

3 . ト リ プシ ソ 処理

トリ プ シ ン 非処理 C E に おける相対 コ ロ ニ ー 数は 0 % ,
トリ

プ シ ソ 処理 C E に おける相対 コ ロ ニ ー 数 は約80 % で あ り
,

C E

細胞増殖抑制活性 ほ失われ た .

4 . 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ る C E の 解析

C E の 細胞増殖抑制物質の 性状を ス
ー パ ー

ロ
ー ス ー 6 カ ラ ム を

用い た 高速液体 ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー で検討 した と こ ろ , 分子量

20
,
0 0 0 ～ 3 0 0

,
0 0 0 の 分画中に細胞増殖抑制物質の 存在を認め た .
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1 8 2 土

る .

ぶ. 坤fd g r 7 乃id f∫ は
, 常在菌と して皮膚に 存在す る通性嫌気性

菌で あり
, 本来弱毒 で殆 ど病原性 ほ 弱い な が らも , 各 種感 染

症
, 近年 で は院 内感染 の 主要な起 因菌の 一

つ とな っ て きた . 整

形外科領域 に お い て も感染症 の起 因菌と して 最も多く遭遇す る

細菌と な りつ つ ある
2g)

.

ブ ドウ 球菌 の 抗腫瘍 活性 に つ い て は
, 黄色 ブ ドウ 球 菌 (ぶね-

j兢ッg o c o c c 祝∫ α〟r g 以∫
】
ぶ. α眈r ♂れ∫) の 細胞壁蛋白質で あ る プ ロ テ

ィ ソ A を 挙げる事 が で きる
30)

. ぶ. d 祝 n れり の 細菌分画に は
,

正 常

ヒ ト ガ ン マ グ ロ ブ リ ン や モ ル モ ッ ト正 常血清 と ゲ ル 内沈 降反応

を 呈す る蛋白質の 存在が 知 られて い た が
,
J e n s e n

3 1)
は

,
ヒ ト正

常 血清に よ る 且 α祝r e 祝∫ の 凝集 は こ の 蛋 白質 に よ る も の と し

た , そ の 後,
L 6f k v i st

32)
が ,

S . a u r e u s C o w a n l 株か ら分離 した

純化標 品を 用 い て
, J e n s e n ら の 所見を ゲ ル 内沈 降 反応 及 び 感

作赤血球 ( タ ン エ ソ 酸処理) 凝集反応 で確か め
, 次 い で G r o v

ら
33)

が こ の 田子 を プ ロ テ ィ ソ A と命名 した . プ ロ テ イ ン A は
1

I g G の F c 部分 と非特異的に 結合す る作用が あ り∴ 細胞免疫を

抑制する循 環血 祭 因子 の ひ と つ で ある循環免疫複合体に も強固

に結合す る特性 が ある .
こ の 特性を 利用 し,

プ ロ テ ィ ソ A を吸

着剤 と して 使用 した 血祭 交換療 法 を 癌患者 に 第 一 相 試験 を 行

い
, 痛の 縮小を 認め て い る

84)
.

O h s hi n a ら
7)

は
,

且 `画適 用 血払 の 細 胞 表 面 物 質 ( c ell

s u rf a c e s u b st a n c e
,
C S S) の 免疫刺激作用に つ い て

, 多核 白血球

ほ CS S と の イ ン キ ユ べ - シ ョ ソ で 非常 に刺激 され た .
ヌ

ー

ド

マ ウ ス へ の 腹腔 内投与 で 脾 鷹 ･

血 中 I g G の 高値 を 示 した .

C S S を投与 した マ ウ ス で は サ ル コ ー マ し1 細 胞の 肺 の 腫瘍 コ

ロ ニ ー 数 ほ減少 した
, と述 べ て い る . そ の 作用機序 と して

, 免

疫系を 介 した 生物応答修飾作用が 考え られ て い る .

著者は
,
且 坤id βr〝lf df∫ 感染症を 併発 した後, 転移病巣が 消

失 し長期生存 して い る E w in g 肉腫の 1 例 を 経験 し た
8) こ と か

ら
,
5 . g 如血 r〝lfd f∫ の 抗腰湯効 果を 究明す る た め

,
本研 究を

行 っ た .

まず ,
マ ウ ス 固形腫瘍砿 つ い て

, 腫瘍重量比 ,
T/ C を求め

,

そ の 抗腫瘍活性を 検討 した . S -1 8 0 細胞に お い て は
, 移植3 0 日

目に お ける腫瘍重量比ほ C C W
,
P C W

,
C E 投与群各 々 51 . 9 % ,

1 0 0 . 0 % ,
5 5 . 6 % で あ り

,
C C W

,
C E 投与群に 明 らか な腫瘍抑制

効果を 認めた .
T/ C ほ C C W 投与群 に お い て1 51 . 6 % を 示 し延

命効果が認め られ た . P O S-1 細胞 に お い て は , 移植36 日 目 に お

け る腫瘍重量比 は C E 群 に お い て 48 . 1 % と明 らか な 抗腫瘍 効果

が 認め られ た . T/ C は C C W
,
P C W 投与群各 々 13 0 . 3

,
1 3 7 . 6 %

を 示 し延命効果 が 認め られ た . O S T 細胞 に 対 す る 各種 菌対 成

分 の 抗腫瘍活性 は
▲ 他の 2 細胞殊に 較べ 弱か っ た が

,
こ の 点 に

つ い て は 腫瘍 自体の 薬剤感受性の 問題
,

また 使用 した マ ウ ス 自

体 の 宿主 と して の 問題が考 え られ る .

次 に S -1 8 0 細胞 を移植後 C E を 投与 した群 と投与 しな い 群 と

の 腫瘍組織を 病理 組織学的に観察 した が ∴ 組織学的 に ほ 明らか

な差異を 認め ず ,
また 腫瘍周辺組織 に は リ ン パ 球 の 明らか な 浸

潤を認 め なか っ た . 以上 の 尊か ら
,
C E の 抗腫瘍効果は 宿 主 の

免疫系を 介す るも の で は な く1 む し ろ腫瘍細胞 へ の 直接作用 に

よる もの で ある ことが 強く示唆 された . そ れ故,
C E の 培 養細

胞に 対す る増殖抑制活性を 各種細胞株 に つ い て検 討 した .

ま ず ,
C E の 細胞 増殖 に 及ぼ す影 響 を 浮遊 細 胞 系 で あ る

S -1 8 0 細胞 に つ い て トリ バ ン プ ル ー 色素排除鰭テ ス トに よ り ,

生細胞数を測 定す る こ と に よ り検討 した .
C E の 濃度を 各 種設

定 し
, そ れ ぞれ に つ い て

,
3 日 間総細胞数 お よ び生細胞数を測

定 した . P B S を 添加 した 対照群は
,

3 日 間, 総細胞数 およ び生

細胞数 に 差異ほ なく増殖 した
.
C E 添加群に お い て ほ C E 濃度

の 増加 と共 に
, 細胞 の 増殖ほ 低下 し

,
C E 濃度 が 2 . 7 m g 蛋白/

m l 以上 で は
上 総細胞数は 培養開始 時の 数 と ほ ぼ 同 じで あり

,

C E は細胞増殖抑制活性を有 する 事が認 め られ た . さ ら に
, 生

細胞 数は C E 濃度 の 増加 と共 に減少 し
,
5 . 4 m g 蛋白/ m l に添加

した 時, 生細胞数ほ3 . 7 捌 こ ま で 減少 した . 即ち
,
C E は殺細胞

活性を有 し∴ 結果と して 細胞 増殖 抑制 が 起 こ る事 が 示 唆 され

た .

P O S -1 お よ び O S T 細胞 の 細胞増殖抑制 に 及ぼす C E の 影響

を コ ロ ニ
ー

形成 ア ヅ
セ イ 法を 用い て 検討 した . 増殖抑制効果ほ

P O S-1 細胞 で は 濃度依存性 で あ り
,
C E 濃度0 . 2 m g 蛋白/ m l で

2 日間以上 の 培養時間 で 有意 で あ り
, 濃度依存性遅効性殺細胞

作用を 有す る事が こ の 事か らも示 唆さ れ た .
O S T 細胞 で は

,

C E 濃度 0 . 2 m g 蛋白/ m l でも抑制効果を 認め な か っ た が ,
この

点 に つ い て は 腫瘍自体 の 薬剤感受性の 問題 が考 え られ る .

C E の 培 養細 胞 に 対 す る 殺細 胞 作 用 ･ 増 殖 抑 制 作 用 を ,

D N A 合成の 観点か ら検討 した
35)3 6)

. p O S-1 細胞 に お い て
,

14
C

,

3
廿 チ ミ ジ ン で 二 重標識 し , 細胞 当た り の彗十チ ミ ジ ン 取 り込 み

量を検討 した が
, 培養液に C E を 0 . 2 m g 蛋白/ m l の 濃度で 添加

し
,

ユ
H- チ ミ ジ ン 取 り込み を 測定 した結果 王 添加直後 の 相対

3
牲

チ ミ ジ ン 取 り 込み 量は対 照群 と ほ ぼ 等 しか っ た . しか しな が

ら
,
対照群 で は 培養数 時間後か ら培養時間 と 共 に 相対

3
H - チ ミ

ジ ン 取 り込 み 量 は 上 昇 した が
,

C E 添加 群 で は 全 く上 昇 しな

か っ た . 即 ち ,
C E ほ細 胞の D N A 合成を 阻害す る こ と が 明らか

に な っ た . ま た ,
C E 濃度 と

3
廿 チ ミ ジ ン の 取 り込み 抑制 の 関係

を対数増殖期で あ る培養1 日 目 の 細胞 に つ い て 観察 した とき ,

細胞 の 増殖 に 対 し顕著な 影響を 与えな い C E 濃度(0 . 0 5 m g 蛋白

/ m l) に お い て も相対
3

H- チ ミ ジ ン 取 り込み 量 の 減少 が み られ

た . 以上 の 事か ら
,

C E の 培養細胞に 対す る殺細胞作用 ･ 増殖

抑制作用 には D N A 合成阻害が 密接に 関与 して い る事が 明らか

に な っ た .

C E 中の 細胞増殖抑制物質 の 性 状に つ い て 検討 し た . C E を

56 ℃
,
1 0 0 ℃ で 加熱処 理 を行 っ た 結果 , 細胞 増殖 抑制 効果 は減

少 し
, 特 に1 0 0 ℃ 加熱 で 細胞増 殖抑 制効 果は 全 く失 わ れ て し

ま っ た . ま た ,
C E を ト リ プ シ ン 処理 した場合 で も細胞増殖抑

制効果は 全 く 失わ れ て しま っ た . 更 に 核酸抽出成分の 中に は細

胞増殖抑制物 質は 見い だ せ な か っ た . 以上 の 事か ら
,
C E ほ 蛋

白成分で あ る事が 示 唆 され た . そ こ で
,
C E 中の 細胞増殖 抑制

物質を 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で 解析 した 結果 , 本物質は

分子 量20
,
0 0 0 ～ 3 0 0

,
0 0 0 で ある事 が推察 された .

こ れ まで ぶ. 坤fd e r m i 血 の 抗腫瘍効果は 免疫系を 介 した生物

応答修飾作用 に よ るも の と 考え られ て い た が
, 著者の 実験か ら

C E ほ濃度依存性 に 直接的抗腫瘍 効果 を有す るも の と 考え られ

た .

H i g u c h i ら
37)

は , S t r . p y o g e n e s の 無細胞 抽出免疫 か ら得た 蛋

白 (連鎖球菌性細胞毒性蛋白) ( s tr e p t o c o c c al c yt o t o xi c p r o t ei n
,

S C P ) に穀細胞 ･ 抗腫瘍効果を 認め た . そ の 効果 ほ牛胎 児血 清

の 存 在下 で 作用 し
,

カ タ ラ ー ゼ に よ り抑制 さ れ る 事 か ら ,

S C P は 水素過酸化物を 産生 し
, 一抗腫瘍効 果を 作 るも の と述 べ

て い る
1 今後 ,

C E 中の 細胞増殖抑制物質 の 精製を 行い
,

そ の

本腰を 明らか にす る必要が ある と考 え る .

E w i n g 肉腫患者が ぶ. ゆid βr 7 れf ゐ 感染症を 併発 した 後 に 治
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癒した
8) 事に つ い て ほ , 従来か ら知 ら れ て い る細胞壁成 分 の 抗

腫瘍活性に 加え , 著者が 本研究で 明らか に した 如く
l 菌体 内容

物(C E) もま た抗腫瘍活性を 有す る事 が
,
大きな 役割を演 じて

い るもの と 思われ る .

結 論

原発巣手術部に ぶ･ 坤fd g r 〝lょぉ 感 染症 を 併発 した 乳 転移病

巣が消失 し長期生存 して い る E w i n g 肉腫患者か ら採取 した ぶ･

碑fd βr m 払 の 菌体を 破砕 し
, 粗細胞壁成分(C C W ) お よび 菌体

内容物( C E) に 分画 し
, 前者に 対 して は 更に 核酸分解酵素処理

した部分精製細胞壁成 分( P C W ) を作 製 した . これ ら菌体成 分

の担癌動物 に 対する 作用お よび 培養細 胞に 対する細胞増殖抑制

作用を検討 し, 以下の 結果を得た ･

1 .
S -1 8 0

,
P O S-1 ,

O S T 細胞 を皮 下接種 した 担癌 マ ウ ス へ
,

菌体成分 を 腹腔 内投 与 し
,

増 殖 抑 制 効 果 を 調 べ た ･ C C W
,

P C W
,
C E 投与群の 対照群と の 腫瘍重量比ほ

▲
S-1 8 0 細胞(移植

30 日 目) で は各 々 51 . 9 , 1 0 0 . 0 ,
5 5 . 6 % ,

P O S-1 細胞(移植36 日

目) で は そ れぞれ70 . 4
,
6 6 . 7

,
4 8 . 1 % ,

O S T 細胞 (移植60 日

目) で ほ そ れ ぞれ90 . 6
,

錮 . 4
,
8 7 . 5 % で あ っ た .

2 . S-1 8 0 細胞 の 担癌 マ ウ ス の 腫瘍部分を 病理魁 織学的 に 検

討した 結果, 対照群と C E 投与群に 差異ほ 認め られ ず ,
リ ン パ

球の 浸潤は 見られ なか っ た .

3 .
S-1 8 0

,
P O S -1

,
O S T 細胞株 を C E 存在下 で 培養 した と こ

ろ ,
S-1 8 0

,
P O S -1 細胞 に おい て 細胞増殖抑制が 認め られ た . ま

た
,
そ の 抑制効果は C E の 濃度依存性遅効性 に作用 した .

4 . P O S-1 細胞株 に つ い て ,

3
H サ ミ ジ ン の 取 り込 み を 測定

した結果 , C E 添加 6 時間後 よ り
3
H - チ ミ ジ ン の 取 り込み の 抑制

が認め られ , そ の 効果ほ C E の 濃度 に 依存 した .

5 . C E 中の 細胞増殖抑制物質 ほ
, 核酸抽出成分に は な く ,

1 0 0 ℃の 加熱 およ び ト リ プ シ ン 処理 で 消失 した . ま た
, 高速 液

体ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

で の 性状 分析 に よ り , 分 子 量20
,
0 0 0 ～

30 0 , 00 0 の 分国中に 細胞増殖抑制物質の 存在を 認め た .

6 . 以上 の 結果ほ
,
ぶ. ゆ 抜 椚 前 払 の C E 中に ほ直接的抗腫

瘍活性を有す る蛋白性物質が存在す る事を 示 唆 して い る .
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