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析沼ゐ 鵜沼ゐ如 桝 川 南 K N
－2 株の抗腫瘍活性 に関する研究

金沢大学医学部歯科 口腔 外科学講座 く主任 二L山本悦秀教授I

桧 原 完 也

く平成 1 年1 1 月30 日受付1

歯 肉膿瘍 よ り 分離 し た 楠 肋 乃eJ由 押 野祝由 くV 卿
即び瑚 K N ．2 株 の 超 音 波処 理 上 清液

くs u p e r n a t a n t o f s o ni c a t e d c ell s ， S S，
の 担が ん 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 1 8 0 細 胞 くS a r c o m a 1 8 0 c e ll s ， S

－1 8 0 細 掛 ，
エ

ー ル リ ッ ヒ 腹 水 が ん 細胞

くEh rli c h a s cit e s c a r c i n o m a c ell s ， E A C 紙 粉 お よ びメ
ス A 細胞 くM e th A fib r o s a r c o m a c ell s ， M e th

A 紙 脚 を 用い て 検討 した ， 抗腫瘍活性 は ，
S S 投与群 マ ウス の 対照群 マ ウス に対 す る平均生存 日数の 比

くT I Cl ， あ るい は腫瘍重量 の 比 く腫癌重量出
で評価 した ． S S は 3 細胞株全て に 対 し抗腫瘍活性 を示 し ，

T I C は12 5 ％以上 ，
腫瘍重量比 は45 ． 1 ％ へ 5 4 ．5 ％で あ っ た ． 病 理 組織学的所見上 ， S S を投与 した マ ウス

め腫瘍部 に は明ら 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 ■ 培養細胞 に対 す る増殖

抑制活性 は ， S S 添加後培養 1 ， 2 ， 3 日 目に総細胞数 と生細胞数 を トリ
パ ン ブ ル ー 色素排除能 テ ス ト を

用 い て測定す る こ と に よ り検討 した ． S －1 8 0 ， E A C 細胞 に 関 して は ， S S 濃度 1 ． 9
，
3 ． 8 ， 7 ． 5

，
1 5

，
3 0

m g 蛋白I m l に つ い て ， M e th A 細胞 に 関 し
て は

， 更 に 60 m g 蛋 白I m l に つ い て も 検討 した ． S S は 3

細胞株全 て に 対 して増殖抑制活性 を示 した が ，
M e th A 細胞 に 対 して は幾分弱か っ た － そ の 作 用 は濃度

依存性であり ， S ．1 8 0
，
E A C 細胞で は S S 濃度15 ， 3 0 m g 蛋白I m l の 時 ，

ま た M e th A 細胞 で は 60

m g 蛋白ノm l の時 ， 細胞の 増殖は 完全に 抑制 され た ． 生細胞数の 総細胞数に 対す る割合 は S S 濃度 の増

加 と共 に 減少 し ，
S －1 8 0 お よび E A C 細胞で は 30 m g 蛋白J m l の 時 ，

M et h A 細胞 で は 60 m g 蛋 白I

m l の時 ， 培養 2 日目 に 5 ％以 下 に な っ た －

8
甘 チ ミ ジ ン の細 胞 へ の取 り込 み の減少は ， 細 胞

へ の SS 添

加直後 か ら見 られ ，
3 日 間の培養期間中継続 した ． ま た

，
S S に よ る

3
H － チ ミ ジ ン の取 り込 み の 減少 も

s s 濃度依存性であり ， S S 濃度 30 m g 蛋白I m l の時 ，
取り 込 み 量は 対照群 の10 ％以下 に す ぎなか っ た ．

フ ロ
ー

サ イ トメ ト リ
ー に よ り細胞周期 を解析 した結果 ，

S S 濃度 7 ■ 5 m g 蛋白ノm l の 敵 対照群 に較
ベ

s 期 の細胞の割合 が明 ら か に 高か っ た 一 形態学的 に は ， S S 存在下で 培養さ れ た細胞に は顔微鏡的に 様々

な 変性 がみ られ た ． S S 中の 増殖抑制物質 は ， 1 0 0
0

C の 加熱 に よ り不活性化さ れ ず， また 透析膜透過性を

示 した ． 以上 の結果 ，
V 少併 は 血 K N

－2 株 の S S は， 担が ん マ ウ ス に 対 し抗腫瘍活性 を示 し， 培養が ん

細胞 に 対 して 額細胞効果を 示 す こ と が判明 し ． そ の抗腫瘍性物質
は低分子 で D N A 合成阻害 を起 こ す の

で は ない か と い う こ とが 示 唆さ れ た ．

E e y w o r d s a n a e r ob e ， a n ti
－t u m O r a Ct iv it y ， fl o w c y t o m e t r y ， th y m

id in e

u p t a k e ， V billo n ella p a r v u kl

癌 は自然に は治ら な い と考 え ら れ て い るが ，
子 細 に 丹毒の 合併が 重 要 で ある と さ れ て い る

リ
ー こ の 観 察か

検討す ると自然治癒 の報告 は決 して 少 な く な い ． ま ら出発 し て癌患者に 丹毒 を発症 さ せ癌 の治療 を計る試

た
，
そ の ほと ん どは高熱を伴 う感染症 の 合併 に よ る も み が ， 多 数 の 研究者 に よ っ て な さ れ た

錮
． 特 に

の で あり ， 特 に S かゅわC O C C 猫 柳 邸 乃 g S 感染症で あ る C ol e y
31
は 馳 勿わC O C C 描 加 那 花g ざ と

S g r 和 才由 棚 仰

A b b r e vi a ti o n s ニ A D M
，
a d ri a m y ci n i D F 培 養液 ，

D ulb e c c o
，

s m od ifi e d E a g le
，

s m e di u m

s u p p l e m e n t e d w it h l O ％ f et al b o vi n e s e r u 町 E A C 細胞 ，
E h rli c h a s cit e s c a r ci n o m a c ells i

F C M
，
fl o w c y t o m et r y 三 F ． n u cl e a t u m

，
拘s ob a ct e riu m n u cl e a t u m i L P S ， 1i p o p o ly s a c c h a rid e i



V 8オg 血乃 egぁ の 抗腰瘍括性

ざC g乃ざ と の 混 合死菌体 ワ ク チ ン で あ る
，

い わ ゆ る

C ol e y
，

s t o x i n を考案 し ， 本 ワ ク チ ン に よ る 癌 の 治療

を試 み た ． そ の 後約 1 世 紀 に わ た り B C G 生 菌
，

C 叩 服 ね 血 流 刑 死 菌体 ，
5 わ喀 わc o c c 捕 み 曙 g 乃お S u

株菌体お よ び大腸菌等 を中心 に ．
それ ら の抗腫瘍活性

が検討さ れ ， 数 多 く の 基礎的臨床的研究が 集積 さ れ

て
，
現在 一 部臨床応用 さ れ て い る

5ト 1の
． 細 菌 の 抗腫瘍

活性に つ い ての 研究は ，
上述 の如く

，
その 報告の 多く

は好気性菌 に 関す る も の で あ り ， 嫌気性薗 に 関す る研

究は ，
比 較 的 少 な く ， 嫌 気 性 C o り乃 g占戊ビねガ鋸椚

，

仇 励 磁 肋間 ぬ 加 地 描 等 に つ い て報 告 さ れ て い る に

過ぎな い
17ト 寄さ

口腔 内嫌気性菌 の抗腫 瘍活性 に つ い て は
，
ぬ ぶロー

ゐ戊ごねr才鋸椚 乃鋸C ね戊g 鋸椚 餌 乃祝CJ g 戊加 椚ノに関す る 玉 井
加1
の

報告が最初 で ， そ の後 f 吻 わc o c c 捕
抑

，
エ戊 Cわぁ戊Cゴ肋 ヂ 等

につ い て 報告が あ る ． 特 に 且 乃％C ゐ戊血 別 の 抗腫瘍活

性につ い て は詳細 に 研究さ れ ， 抗腫 瘍物質 は細胞壁構

成成分の N つ で あるリ ボ 多糖体 く1i p o p o l y s a c c h a rid e ，

L P SI で あ る こ と が 示 さ れ て い る
2 9 H 句

． ま た
，
月歩わ

ー

C O C C 描
，
エ戊C わぁ戊C才gJ 犯 の 抗腫瘍物質 に つ い て は

，
そ の

抗腫瘍活性 が菌体 を超音波に よ り破壊 し た時の 遠心沈

漆中に存在 する と こ ろか ら
， 細胞壁で あ ると さ れ て い

る
印 刻

楠 肋 乃g 肋 は 口 腔 内炎症性疾患
， 特 に ， 歯肉膿瘍 ，

顎嚢胞
，
上 顎 洞炎な どか ら比 較的高率に 分離さ れ ，

こ

れら疾患の 主 因菌 と も考 え られ てい る
誠卜 珊

． 1句ざ肋 乃e 一

助 の抗腰瘍活性 に つ い て は中川
殉
， 八 木 叫 に よ り報告

されたが
，
本菌の 場合上 述 の 菌と は 異な り ， そ の抗腫

瘍物質は細胞質成分 で ある こ と が 示 唆さ れ た ．

著者は 1 才々gg o 乃 g 他 の抗腫瘍機構 を解明す る こ と を

目的と して
，
抽 肋 矧 掛 卸 W 和 牛 如 棚 吻 K N ． 2 株

を用 い て ， 動物実験 に よ り抗腰瘍活性 を検討 す る と共

に
， 培養細胞 に 対す る増殖抑制活性 に つ い て も検討 し

た．

材料お よ び方 法

L I 十 卯 r ロ捏ね 菌 体 か ら の 超 音波 処 理 上 清液

くs u p e r n a t a n t o f s o n i c a t e d c e11 s
，
S S I の 調製

1 ． 使用 菌株お よ び 培養法

口腔内炎症疾患で あ る 歯肉膿瘍か らの 分離菌株 で あ

る 竹 如 m 砲 戊 N－2 株 を実験に 使用 した ． 本薗株 は分

115 3

学部歯科 口腔外科学教室保存菌株 で ある ． 凍結保存さ

れ た本菌株 を中試験管に 作製 し た1 5 m l の 玉 井一福田

培地 喝 くT a m a i －F u k u d a m ed i u m ， T F 培地 H ニ ッ ス

イ ， 東京I で37
0

C
．

舶 時間培養後 ，
1 白金耳 を T F 血

液寒天 平板 に 塗抹 し ， ガ ス パ ック偲 くB e c t o n D i clくi n －

S O n
，
C o c k e y s v ill e ， U ．S ．A ．1 を用 い て48 時間嫌気培養を

行っ た ． 得 られ た コ ロ ニ ー

を再度 T F 培地 く15 m り に

釣菌移植 し1 3 7
0

C ． 4 8 時間培養後 ，
T F 培地 く100 m lI

に 5 m l を 移植 し ， 3 7
0

C ． 4 8 時間培養した ． その 後さ ら

に
， その 培養薗液 50 m l を1

，
0 0 0 m l の T F 培地 に 移

植 し ．
3 7

0

C ． 7 2 時間本培養 を行 っ た ．

2 ． S S の 調製

先 に 得 ら れ た培養液 の1 ， 0 0 0 m l くあ る い は4 ，0 0 0

m り を4
0

C に て6
，
5 0 0 X g

．2 0 分間遠心 した ． 得 ら れ た

沈溶 く菌体いこ 1 ハ5 M 燐酸緩衝生理食塩水くp h o s p b －

a t e －b u ff e r e d s ali n e
，
P B S1 5 0 mi くあ る い は 20 m lJ を加

え， 超音波破砕器 M o d el U R －2 0 0 p く20 K H zンくト ミ ー

精工 ， 東京う を用い て20 分間超音波処理 す る こ と に よ

り
，
菌体 を破壊 した ． 超 音 波処 理 菌液 を 4

0

C に て

10
，
0 0 0 X g

． 2 0 分間遠心 し ， 得ら れ た上浦液 を S S と

して使用 した ．

I王 ． マ ウス 固型 腫 瘍に お け る 抗腫瘍活性の 測定

1 ．

．

実験動物

日本 チ ャ ー ル ズ ．

リ バ
ー 株式会社く厚木1 か ら購 入

後 ， 教室の 動物飼育室で環境馴化の た め に
，
あら か じ

め 1 週間飼育 した 5 適齢 の 工C R 系 マ ウ ス く体重24 句

2 6 gI ， 5 過齢の B A L B I c マ ウ ス く体重20 へ 2 2 gJ を実験

に 供 した ．

2 ． 腰 瘍細胞 の培養

教室 で マ ウス 腹腔内で継代培養 して い る
伯I
サ ル コ

ー

マ 1 8 0 細胞 くS a r c o m a 1 8 0 c ell s ， S －1 8 0 細胞1 ， エ ー ル

リ ッ ヒ 腹 水 が ん 細 胞 くEh rli c h a s cit e s c a r c i n o m a

C ell s
，
E A C 細 胞I ， メ ス A 細胞 くM e th A fib r o s a r －

C O m a C ell s ， M e th A 細胞1 を用 い た ． S －1 8 0 細胞 お よ

び E A C 細 胞 は IC R 系 マ ウ ス
，
M e th A 細 胞 は

B A L BI c マ ウ ス の 腹腔内で 7 日 日 ご と に 継代培養 し

た ． 培養 7 日 目に 腰 瘍細胞く腹水1 を無 菌的 に 採取 し

た ． 採取後
，
チ ュ ル ク塾 の 血球計算板 を用 い ， 白血 球

算定基準
車I
に した が っ て細胞数 を算定 し， 適量 の 生理

食塩水を加 え
，
5 ．O X l O

7

個ノm l の 細胞浮遊液 を調製し

実験に 供 した ．

離後
，
B e r g e y

，

s m a n u a 1
41 1

に 従 い 同定 した 金沢大学医 3 ． 担が ん マ ウス の作成お よ び S S の 投与法

M e th A 細胞
，
M e t h A fib r o s a r c o m a c ell s ニ M M C ， m it o m y ci n C ニ P B S ， p h o s p h a t e

－ b u ff e r e d

S alin e 三 S － 1 8 0 細胞
，
S a r c o m a 1 8 0 c ell s ニ S S ， S u p e r n a t a n t Of s o ni c a t ed c ells 三 T F 培 地 ，

T a m ai － F u k u d a m e di u m 三 V p m u hl， V billo n elhl P m u h l



1 15 4 松

S － 1 8 0
，
E A C 細胞 に は IC R 系 マ ウ ス ，

M e th A 細胞

の 移植に は B A L BI c マ ウス を使 用 した ． 実験 に 際 し，

マ ウ ス の 背部を電動 バ リ カ ン T h ri v e a n i m a l cli p p e r

M o d e1 9 00 く大東電気 工業 ， 東京I を用 い て 剃毛 し ， エ

タ ノ
ー ル で 消毒後， マ ウ ス の 皮下 に 細胞浮遊液く5 ． O X

l O
7

個ノm り の 0 ． 2 m l を移植 し た ． 4 8 時間経過後 ，
マ ウ

ス の 前肢に S S を 0 ． 2 m l ， 1 日 1 回 ，
2 週 間連 日投与

した ．

4 ． 抗腫瘍晴性 の判定

1 1 生存日 数に よ る判定

腫瘍細胞 を移植 した 日か ら の 生存 日数 に よ り抗腫瘍

活性 を判定す る 場合， 処置群の平均生存 日数くTl と対

照群の 平均生存 日数くCl の 比 ， す な わ ち くT ノCI x l O O

の 計 算式 に よ っ て T ノC く％1 を求 め て 判定 し た
4 引

．

S －1 80
，
E A C 細胞で は60 日観察 ，

M e th A 細胞で は50 日

観察 と した ．

2 う 腫 瘍重量 に よ る判定

腫瘍細胞移植後 ，
背 部 に 形 成 し た 固型腫瘍 の長径

くc m l と短径くc m l を測定す る こ と に より 腫瘍重量 を算

定 し ， 処置群 と 対照群 の腫瘍重量比 を も っ て 判定 し

た
咄

． こ の 際， 腫瘍重量 は下記 の計算式 に よ り求 め た ．

腫瘍重畳くgl ニ
腫瘍長径くc m いく い阻瘍短径くC mうコ

2

S －1 8 0
，
E A C 細 胞で は30 日 臥 M e th A 細胞で は25 日

目 に測定 した ．

5 ． 病理組 織学的観察

S － 1 8 0 細胞 を マ ウ ス の 背部皮下 に 移植後 ，
1
，
2

，

1 0
，
15 お よ び25 日目 に 形成 さ れ た 同型腫瘍 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

に て 固定 し， 標本 を作成 し ，
常法

4 7I
に 従 い へ マ ト キ シ

リ ン
ー エ オ ジ ン 染色 を行 っ た後 ， 光学顕微鏡下 に 観察

した ．

6 ． 統計学的検討

平均値 の 差 の 検定 に は S t u d e n t
，

s t －t e St を用 い ， p く

0 ． 0 5 を有意と し た ．

1Il ． 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

動物実験の場合と同様 ，
S ．1 8 0

，
E A C お よ び M e th

A の 3 種類 の 腫瘍細胞株を 用 い た ． こ れ らの細胞の 培

養 に は 1 0 ％ 牛 胎 児 血 清 くGib c o ， G r a n d I sl a n d ，

U ．S ．A ．1 カログル ベ ッ コ
一 変法イ ー グ ル 培地くニ ッ ス イ1

m ulb e c c o
，

s m o d ifi e d E a gl e
，

s m e di u m s u p pl e m e n t e d

w ith l O ％ f e t al b o vi n e s e r u m ， D F 培 養液1 を 用 い

た ．

マ ウス の 腹腔 に て 1 週間培養 した 細胞 を使用直前に

採取 し ， P B S で 洗浄 した 後 D F 培養液 を用 い ， 細胞数

が 4 ． O X l O
5

個ノm l の 細胞浮遊液 を作製 し実験 に 供し

た ． 細 胞の 培養 は 開放系く37
0

C
， 湿潤 ，

5 ％ C O d で 行

い
， 原則 と し て ，

培養液の 交換は行わ な か っ た ． S S お

よ び対照と して の P B S は ，
D F 培養液で 各濃度 に調

製 し用 い た ．

2 上 紙胞数の 測定 に よ る増殖抑制効果の検定

96 穴 マ イ ク ロ テ ス ト プ レ
ー

ト くFl o w L a b o r a t o rie s
，

M c L e a n
，
U ．S ． A ．1 の 各穴 に 各細胞浮遊液く4 ． O X l O

5

個

I m l1 0 ． 1 m l を注入 後 ， 各濃度 に調製 した S S あるい は

P B S の 0 ．1 m l を加 えた ． 1
，
2 お よ び 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 ，
血球計算板 を用 い 倒立顕微鏡

下 で総細胞数 お よ び生細胞数 を測定 し た ．

3 ． 培養細胞 へ の
3
臥 チ ミ ジ ン の 取 り込 み 実験

細胞浮遊液く4 ． O X l O
5

個ノm い1 m l に 各濃度 に 調製し

た S S ある い は P B S を 1 m l 加 え た合計 2 m l を組織

培養 ベ ト リ 皿 3 00 1 く直 径 35 m m l くF a l c o n ， O x n a r d ，

U ．S ． A ．1 に 注入 し，
3 7

0

C ． 5 ％ C O 2 条件下 で 静置培養

した ． 培 養細胞 へ の 刊 一 チ ミ ジ ン の 取 り 込 み は ， 培養

開始直後 ， 培養 1 ， 2 お よ び 3 日後 の細胞 に つ い て検

討 した ． 各培養時間 に20 叫 Ciノm l の
3

H － チ ミ ジ ン溶液

くA m e r s h a m ， L ittl e C h a lf o n t ， U ． K ．1 1 0 JL l を加え ， 更

に 6 時 間培養 した ． 培養後 ， 細胞 を グラ ス フ ァ イ バ
ー

フ ィ ル タ
ー くWh a t m a n n ， C li ft o n ， U ．S ． A ．1 上 に 集め，

5 ％ トリ ク ロ ル 酢酸くt ri ch l o r a c e ti c a cidl で 2 回洗浄

後 ，
99 ％ エ タ ノ

ー ル で 乾燥 した ． 次い で ，
グラ ス フ ァ

イ バ ー フ ィ ル タ
ー

を シ ン チ レ
ー シ ョ ン バ イ ア ル の中に

い れ て十分乾燥 させ た後 ，
ト ル エ ン シ ン チ レ

一

夕
ー 液

を各 バ イ ア ル に 5 m l ずつ 分注 し ， 液体 シ ン チ レ
ー シ ョ

ン カ ウ ン タ
ー L P S －7 0 0 げ ロ カ ， 東京うで放射活性を測

定 した ． 各培 養時間共 に 1 群 3 試料 に つ い て 実験を

行 っ た ．

4 ． フ ロ
ー

サ イ ト メ ト リ
ー くfl o w c y t o m e try ，

F C M l

細 胞浮遊液く4 ． O X l O
5

個ノm lう3 m l に 各濃度 に調 整し

た S S あ る い は P B S を3 m l 加 え ， 合計 6 m l を組織培

蓑 ベ ト リ皿300 2 く直径60 m ll くF al c o n l に 注入 し，

3 7
O

C

． 5 ％ C O 2 条件下で 静置培養 した ． 4 8 時間培養後，
培

責液 を除去 し，

P B S で遠心洗浄 し た 一 洗浄後 ，
沈漆

く紙粉 に 0 ． 5 m l の P B S を加 えて 懸濁さ せ ，
こ れを5

m l の エ タ ノ
ー ル に 滴下 し ， 60 分間水冷下 で静置した ．

遠心 に よ り エ タ ノ
ー ル を除去 し た 後 ，

P B S で 細胞を

2 回 遠心 洗浄 した ． 洗浄後 ，
細胞 を 0 ． 9 m l の P B S に

懸濁 させ ，
二 本鎖 の R N A を 分解 す る た め20 m gノ

皿1

の R N a s e くSi g m a ， S t ． L o u i s ， U ．S ．A ．1 溶 液 を 0 ． 1 r nl



佑 弱如 紺 地 の 抗腫瘍清性

加え， 3 7
0

C で3 0 分間処 理 した ． そ の 後
，
P B S で 洗浄の

後， 5 m gl m l の プ ロ ビ デ ィ ウ ム イ オ ダイ ド くp r o pi －

di u m i o di d e H S i g m aJ を 5 j L l 加 え て 4
O

C
．

3 0 分 間

D N A 染色 を行 っ た
48I

． D N A 染色後の 細胞 は水冷下 に

保存 し， 2 時間以 内 に フ ロ
ー サ イ ト メ

ー

タ
ー

C S ． 2 0

く昭和電光 ，
東 京ン を 用 い て D N A 解析 を行 っ た ．

D N A 解析 に 先立 ち細胞 を孔径50 ノノ m の ナ イ ロ ン メ ッ

シ ュ に 通 して可能 な限 り異物 を除去 した ．

5 ． S S の 熱安定性試験

SS 中の 増殖抑制活性物質の熱安定性 を調 べ る た め

に
，
3 0 0 m g 蛋白ノm l 濃度の S S を56

O

C に て 5
，
1 0

，

3 0
，
6 0

，
1 2 0 分間 お よ び100

0

C に て 1
，
2
，
5
．
1 0

， 3 0

分間加熱 した ． 加熱後 ， そ れ ぞ れ の S S に つ い て その

細胞増殖抑制活性 を S － 1 8 0 細胞 を用 い て前述の 方法 に

従い 測定 した ． 非加熱の S S 加 熱 S S あ る い は P B S

を S －1 8 0 細胞培養液 に 加 え ， 培養 2 日後 に 生細胞数 を

測定した ． なお ， S S は30 m g 蛋白I m l 濃度 に な る よ う

に して加 え た ．

6 ． S S の 透析膜透過性試験

透析膜 チ ュ ー ブ くV i s k i n g ， N e w Y o rk ， U ．S ．A ．い こ

30 0 m g 蛋白I m l の S S を注入 し ， 4 8 時 間
，
4
O

C 下 で

P B S に 対 して透析 した ． 透析し た後 ，
チ ュ ー

ブ 内液 あ

T a bl e l ． A n ti t u m o r a c ti v it y o f V ．

Of t u m o r－b e a ri n g m i c e i n th r e e d iff e r e n t t u m o r c ell s

1 1 5 5

る い は チ ュ
ー

ブ外液 に つ い て ，
そ の 細胞増殖抑制活性

を S －1 8 0 細胞 を用 い 前述 の方法 に 従い 測定 した ．

7 ． 培養細胞 の形態学的観察

培養細胞 を常法
49，

に 従 い
．
パ パ ニ コ ロ ー 染色 を行 っ

た後 ， 光学顕微鏡下 に て 観察 した ．

8 ． 蛋白質の 定量

蛋白質 の定量 は L o w r y 法
501
に 従 っ て行 っ た ．

成 績

工 ．
y ． 即 r U 以J作 E N － 2 株 S S の マ ウ ス 固型 腫瘍 に お

け る抗 腫 瘍活 性

仇 卯 和 地 K N
－ 2 株の 培養菌液1

，
0 0 0 皿1 の 遠心沈漆

を50 m l の P B S に 懸濁 し超音波処理 した後
，
遠心に よ

り その 上 清液 くS Sl と沈壇 に 分 け ， それ ぞれ に つ い て

S －1 8 0
，
E A C あ る い は M e th A 細胞 の 担が ん マ ウ ス を

用 い て抗腫瘍活性 を検討 した ． こ の 際 ， 沈瘡 は50 m l

の P B S に 懸濁 した ． 本実験 に は 一 群18 匹の マ ウ ス を

使用 し た ．

1 ． 生存 日数 に よる 判定

S －1 8 0 細胞移植実験で は
，
T F 培地 を投与 した 対照

評で マ ウ ス の 腰瘍死 は3 4 日目 か ら出現 し， 4 9 日目 ま で

に 全て の マ ウ ス は腫瘍死 した ． 超音波処理沈漆 を投与

P a T
－

u ul a K N－2 p r e p a r a ti o n s t o s u r vi v al

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

C，

i n o c ul a t e d l n je c t e d
b，

くm e a n 土 S DJ T
J

，
C く％J

d，

S － 1 8 0 S S ン 54 ． 4

S e di m e n t 4 9 ． 0 士3 ． 7

T F m e di u m 4 3 ． 3 士4 ． 5

E A C S S 1 5 3 ． 6

S e di m e n t 4 5 ． 2 土6 ． O

T F m e d i u m 41 ． 2 士3 ． 5

M et h A S S 1 4 5 ． 6

S e di m e n t 4 3 ． 3 士4 ． 8

T F m e d i u m 3 6 ． 4 士4 ． 0

骨

骨

1
リ

ー
コ

甘

昔

コ
コ
．

．
J

ン 12 5 ． 6

1 1 3 ． 2

1 0 0 ． 0

ン 13 0 ． 1

1 0 9 ． 7

1 0 0 ． 0

ン12 5 ． 3

1 1 9 ． 0

1 0 0 ． 0

al S－18 0 ， S a r c o m a 1 8 0 I E A C ， E h rli c h a s c it e s c a r c i n o m a こ M e th A
，
M e th A

f ib r o s a r c o m a ．

bl A O －2 － m l v ol u m e o f e a c h t u m o r c ell s u s p e n si o n く1 X l O
7

c ell sI w a s
i n o c ul a t e d s u b c u t a n e o u sl y i n th e b a c k of a m o u s e ． I nj e c ti o n o f a O ．2 － m l

ア
0 1 u m e of p r e p a r a ti o n く6 m g－p r O t ei nl w a s b e g u n 2 d a y s a ft e r th e
l n O C ul a ti o n a n d th e n p e r f o r m e d o n c e a d a y d u ri n g 2 w e e k s i n f o r e l e g ．
E i g h t e e n m i c e w e r e u s e d f o r e a c h e x p e ri m e n t ． S S

，
S u p e r n a t a n t o f

S O ni c a t e d c ell sニ S e d i m e n t ， S ed i m e n t o f s o n i c a t e d c ell sニ T F m e d i u m
，

T a m ai－F u k u d a m e di u m くc o n t r o ll ．
CI E v a l u a tio n w a s p e rf o r m ed 6 0 ， 6 0 0 r 50 d a y s a f t e r i n o c u l a ti o n o f S－18 0 ，
E A C o r M e th A t u m o r c ell s i n m i c e ， r e S p e C ti v el y ．
dl くM e a n s u r vi v a l d a y s o f t r e a t e d g r o u pJ

l

m e a n s u r v i v al d a y s o f c 。n t，。1
g r o u pう X l O O ．

ホ

pく0 ．0 5
，
b y S t u d e n t

，

s t ， t e S t ．



1 1 5 6 松

した マ ウ ス で は ， 腫癌死 は44 日目か ら見 られ ，
5 5 日目

ま で に 全て の マ ウ ス は腫瘍死 した ． こ れ に 対 し ， S S

投与群 で は生存 日数は長 く ， マ ウ ス の 腫瘍死 は50 日目

に よ うや く見 られ た ． ま た ，
1 匹 は60 日 間以上 生存 し

た ． S S 投与群 で は平均生存 日数 は最 も長 く ， 5 4 － 4 日

以 上 を示 し ， ま た T ノC は12 5 ． 6 ％以上 を示 し延命効果

が認 め られ た く表1 1 ．

E A C 細胞移植実験 で は ，
対照群 で マ ウ ス の 腫 瘍死

は35 日目 か ら出現 し， 4 7 日目 ま で に 全て腫瘍死 した ■

超音波処理沈漆投与群で は マ ウ ス の 腫瘍死 は33 日 目か

ら見ら れ ，
5 7 日 目 まで に 全 て 腰瘍死 し た 一 こ れ に 対

し
，
S S 投与群 で は マ ウ ス の生存 日数 は長 く ． 腫瘍 死

は47 日目か ら始 ま り ，
6 0 日間の 観察 で は18 匹 中4 匹 が

生存 した ． 平均生存 日数 は S S 投与群 に お い て最 も長

く ，
5 3 ． 6 日以上 で あ っ た ． ま た ，

S S 投与群 に お け る

TノC は13 0 ． 1 ％以 上を示 し ， 延命効果 が認 め ら れ た ．

M eth A 細胞移植実験 に お い て も前 2 者の 場合 と同

様 の傾向が見ら れ た ． 対照群で は マ ウ ス の 腫瘍死 は31

日日 か ら出現 し ， 4 6 日目 ま で に 全 て腫瘍死 した 一 超音

波処 理沈潅投与群で は対照群 と同様 マ ウス の腫 瘍死 は

31 日目か ら見 ら れ ，
4 9 日目 まで に全て 腫瘍死 した t こ

れ に対 し ， S S 投与群で は生存 日数 は長 く ， 腫瘍死 は

39 日目か ら始ま り ，
5 0 日 間 の 観察 で 3 匹 生 存 し た ■

S S 投与群で は平均生存 日数 は最も長く ，
45 ． 6 日 以上

を示 した ． こ の際 ，
TノC は12 5 ． 3 ％以上 を示 し延命効

果が認め ら れ た ．

2 ． 腫瘍重量に よ る判定

さ ら に ， 腫瘍 重量 を測定 す る こ と に よ り ， 抗腫瘍活

性 を検討 した ．

S －1 8 0 細 胞移植実験 で は ，
対照群 くT F 培地投与葺削

と処置群くS S 投与群 ，
超音波処理沈漆投与群1 間の 腫

瘍重量 の差異 は10 日目 まで は認 め られ な か っ た が ，
15

日目 よ り認 め ら れ は じめ た ． そ の後 ， 経 日的 に そ の差

異は大 き く な り ，
3 0 日目 の 観 察で は ，

S S と 超音波処

理沈漆投与群の対照群に 対す る腫瘍重量比は それ ぞれ

47 ． 6 ％ ，
7 7 ． 8 ％ であ り ， S S 投与群 に 特 に 強 い 腫瘍の

増殖抑制効果が認 め られ た く表 2 1 ．

E A C 細胞移植実験 で は ， 超音波処理 沈漆投与群 に

つ い て は
，
2 0 日目ま で は 対照群 と の 間に 腫瘍重量の差

異 は認 め ら れ な か っ た が ，
3 0 日 目 の 腫瘍重量比 は

82 ． 8 ％で あ り ， わ ず か に 差異 が 認 め ら れ た ．

一 方
，

S S 投与群 に つ い て は10 日日 まで は対照群 と の 間に腫

瘍重量 の差異 は認 め ら れ な か っ た が ， 1 5 日目よ り差異

が認 め ら れ は じめ ，
次第 に そ の差異は大 きく な っ た ．

3 0 日目の 腫瘍重 量比 は45 ． 1 ％で あり ， 高い 腫瘍の増殖

抑制効果が認 め られ た ．

M e th A 細胞移植実験 で は ，
S － 18 0 細 胞 の場合 と同

様 ，
10 日 目ま で は対照群 と処置群 の間 に は差異は認め

られ な か っ た が ，
1 5 日 目よ り差異 が認 め ら れ経日的に

差異 は拡大 した ． 3 0 日 目の観察で は ， 超音 波処理沈連

投与群 お よ び S S 投与群 の対照群 に 対す る腫瘍重量比

で は
，
そ れ ぞ れ74 ． 2 ％， 5 4 ． 5 ％で あ り ，

対照群に 較ベ

SS 投与群で は明 ら か な 腫瘍重量の抑制が み られ た－

S ．1 8 0 細胞移植 マ ウ ス の対 照群 と S S 投与群に つ い

T a bl e 2 ． A n ti t u m o r a c ti vi t y o f V ． p a r v ul a K N
－2 p r e p a r a ti o n s o t u m o r

w ei gh t o f t u m o r
－b e a ri n g m i c e i n th r e e diff e r e n t t

u m o r c ell s
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AI P r e p a r a ti o n M e a n t u m o r w ei g h t

亡1

i n o c ul a t e d i n j e c t e d
bI

くm e a n 士 S D ， gI R a ti o く％1
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S － 18 0 S u p e r n a t a n t

S e d i m e n t

T F m e di u m

E A C S u p e r n a t a n t
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M e th A S 11 p e r n a t a n t

S e d i m e n t

1三三三重妄舘
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仇蘭加 矧 勉 の 抗腫瘍活性

て移槽後 ，
1
，
2
，
1 0

，
1 5 お よ び25 日冒 に 形成 され た

腫瘍を周囲組織 を含 め て摘出 し， 病理 組織学的 に 検討

した ．
S S 投与群で は

，
腫瘍の 大き さ は対照群 に 比 し

小さか っ た が ， 腫瘍周囲の 組織 に は ， マ ク ロ フ ァ ー ジ

やリ ン パ 球等 の免疫細胞の明ら か な浸潤 は対照群と同

様認めら れ な か っ た ．

以上の 結果 よ り
，
S S は S － 1 8 0

，
E A C お よ び M e th

A 細胞 の固型腫瘍に 対 し抗腫瘍活性 を有 す る こ と が

わか っ た ■ ま た ， そ の 活性は S －1 80
，
E A C 細 胞に 対 し

ては同じ程度で あ り ，
M e th A 細胞 に対 して は や や 劣

る こ と が判明 した ． さ ら に
，
そ の活性 は免疫担当細胞

を介 しての 間接作用 で は な く腰瘍細胞 へ の直接作用 で

ある 可能性が 示 唆さ れ た ．

工工 ．
R p 戊 r p 以J戊 E N － 2 棟 SS の 培養細胞に 対 す る 増

殖抑制活性

佑 少戊 仰 視由 K N
－ 2 株 の培養薗液4 ，0 0 0 m l か ら調製 し

た S S を使 用し た ， 実験に 先立 ち
，
S S の 蛋白量 を測定

した結果
，
30 0 m gノm l で あ っ た ので

，
S S の濃度 は こ の

蛋白羞 によ っ て表示 す る こ と と した ．

1 ． 細胞 数の測定 に よる 増殖抑制効果 の検討

り P B S の 細胞増殖 へ の 影響

SS 原液 く30 0 m g 蛋 白I m ll は 菌体 を P B S に 懸濁
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し
， 超音波処理後得 られ た遠心上清液である ． 培養細

胞 に S S を添加 す る際， 細胞培養液である D F 培養液

で 希釈 した S S を加 えた ． 即 ち， S S 添加培養細胞液 に

は
一 定量 の P B S が 含 ま れ る こ と に な る の で

，
まず

P B S の細胞増殖 へ の影響を検討 した ．

P B S を D F 培養液を 用い て2 ．5 培希釈 した後 ， 順次

80倍 ま で 2 倍段階希釈を行い ， 各希釈 P BS に つ い て
，

そ の 0 ．1 m l を各培養細胞液0 ． 1 m l に 加 えく細胞数 2 X

l O
5

個ノm り培 養 を行 い ， 培養 1
，
2
，
3 日目に 総細胞数

お よ び生細胞数 を測定 した ．

S － 1 80 お よ び E A C 細胞株 にお い て は
，
5
，
1 0

，
2 0

，

4 0
，
8 0 倍希釈の P B S の 添加 に よ っ て は細胞増殖 は影

響 を受 けず， 総細胞数は
，
1 日目 は3 X l O

5

個ノm l ， 2

日日 は6 ． 5 X l O
5

個ノm l ， 3 日目 は7 ． 5 X l O
5

個ノm l 程 度

に 増加 した ． 2 －5 倍 の P B S を添加 し た 時 ， 総細 胞数

は
， 1 日 目で は先 と同様 3 X lO

5

個ノml で あ っ たが
，
2

日 臥 3 日目 で は先 に較べ 約 1 ノ2 に す ぎず
， 増殖 の

低下が み られ た ■ 生細胞数 の 総細胞数 に 対 す る 割合

く相対生細胞数 ， ％I は ， 添加 P B S 濃 度 に 関 わ り な

く
，
培養期間 を通 じ て8 5 へ 9 5 ％で あっ た ．

M e th A 細胞株 に 関 して は ， い ずれ の 潰度の P B S

添加 に お い て も総細胞数 は ，
1 日目 で 約 3 X l O

5

個ノ

0 1 2 3 1 2 3 1 2 3
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m l であ り ， 2 日 目，
3 日目と も に 約5 ． 5 X lO

5

個ノm l 程

度で あり ， 細胞増殖 の低下 はみ られ な か っ た ， 相対生

細胞数は ， い ずれ の P B S 濃度 に お い て も 1 日目 ，
2

日目で は約90 ％ ，
3 日目 で は約70 ％で あ っ た t

以 上 の 結果 に 基づ き ．
S S の 培養細胞 の 増殖 に 及 ぼ

す 影響の検討 に は ， S－1 8 0 ， E A C 細 胞株 で は 5 倍 く3 0

m g 蛋白I m り ，
M e th A 細胞株 で は 2 ． 5 倍 く60 m g

白ノm り に 希釈 し た S S を最 高濃度 と して使用 す る こ と

と し た ．

2 1 S S の 培養細胞 の 増殖 へ の 影響

i ． 総細胞数の変動

S － 1 8 0
，
E A C 細胞株 に つ い て は ， S S 濃度 1 ． 9 m g 蛋

白ノml の 添加 で す で に 細胞増殖 の抑制 が み ら れ ，
S S

濃度の 増加 と共 に ， 細胞増殖 が低下 したく囲 い ． S S 濃

度が15 m g 蛋白ノml 以 上 の場合 ， 総細胞数は培養開始

時 と ほぼ 同数 で あ っ た ．
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M e th A 細胞株 は ， 上 記の 2 細胞株 に 較 ベ S S に 対

し抵抗性 を示 し ， S S 濃度 1 ． 9 お よ び 3 ． 8 m g 蛋 白I m l

で は細胞増殖の抑制 はみ られ な か っ た ■ 7 ．5 m g 蛋白ノ

m l 以 上 の添加 で は明 ら か な細胞増殖の抑制 が みら れ
，

6 0 m g 蛋白I m l 濃度 に 添加 した 場合 ，
総細胞数は培養

開始時 と ほ ぼ 同数であ っ た ．

ii ． 生細胞数 の 変動

生細胞数 の 変動を相対生細胞数 で 表 し ， 図 2 に 示 し

た ．

S － 1 8 0 細胞株 に つ い て は ，
S S 濃 度 1 ． 9 お よ び 3 ． 8

m g 蛋白ノm l で は相 対生 細胞数 は培養期間中， 対照群

くP B S 添加群1 と ほ ぼ等 しく約85 ％ で あ っ た が ，
7 ． 5

m g 蛋白ノm l 以上 の 濃度で添加 した場合 ， 相対生細胞

数 は対照群 よ り低値 を 示 し た ． S S 濃度1 5 お よ び30

m g 蛋白ノm l の場合 ， 先 に 述 べ た 如く総細胞数の増加

は認 め ら れ な か っ た が ， 両者の 間 に は 生細胞数に おい

1 2 3 1 2 3

l n c u b a ti o n p e ri o d くd a y sI

F i g ． 2 ． A n al y si s o f eff e c t of S S o n c ell g r o w th i n r el a ti o n t o vi a b ilit y o f c e11 s ．

R el a ti v e n u m b e r o f vi a b l e c ell s く％I ニ くN u m b e r o f v i a b l e c e11 s l n u m b e r o f t o t al

c ell sI X l O O ． C o n c e n t r a ti o n s o f S S くm g － p r O t ei n l m ll ニ 0
－ 0 ， 1 ．9 ニ ゆ

－ ゆ， 3 ．8 i

凸
q

ム
，
7 ．5 ニ A

－

A
，
1 5 ニE j

一

口
，
3 0 ニ d

p

Fb ， 6 0 ニ 0 － ． ． 0 ， 0 くc o n t r oll ． A ， S －1 8 0

C ell s三 B ， E A C c ell sニ C ， M e th A c ell s ．



V eオ肋 乃 gg ぉ の 抗腫瘍活性

て顕著な差異が み られ た ． 相対生細胞数 は15 m g 蛋白ノ

血 で は培養．
1 日目以 後 ， 約60 ％で あっ た が

，
3 0 m g 蛋

白ノm l の 場合に は培養2 日目以 後 ， 約 3 ％に ま で低下

した ．
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E A C 細胞株 に つ い て は ，
S S 濃度 7 ． 5 m g 蛋白I m l

以下の場合， 培養 1 日目の 相対生細胞数 は80 句 6 0 ％ で

あ り対照群よ り や や低値 を示 し たが
， 培養 2 日 目以 後

その 値が 増加 し， 培養 3 日 目に は対照群 と ほぼ 等 しい

値 を示 した ． 総細胞数の 増加 が認 め られ な か っ た S S

濃度15 お よ び 30 m g 蛋白ノm l に つ い て は
，
S －1 8 0 細胞

と同様 ， 両者 の 間に は生細胞数に おい て 顕著 な差異が

み られ た ． 即 ち ， 相対生細胞数 は15 m g 蛋 白ノm l で は

培養 1 日目以後約55 ％で あ っ た が ， 3 0 m g 蛋白ノm l の

場合 に は
，
培養 2 日目以後約 3 ％に ま で 低下 し た ．

M e th A 細胞株 は総細胞数 の場合と同様 ，
上 記 2 細

胞株 に 較 ベ S S に 対 し抵抗性 を示 し
，
S S 濃度15 m g 蛋

白ノm l 以 下 で は相対生細胞数 は培養期間中対照群 と ほ

ぼ 等 し く ， 培 養 1 日 目 で は 約8 5 ％ ， 2 日冒 で は 約

75 ％
，
3 日目 で は約70 ％で あ っ た ． S S 濃度が30 m g 蛋

白ノm l 以上 の 時
，
顕 著な相対生細胞数の減少が認 め ら

れ た ． 特 に ， 総細胞数 の 増加が 全く み ら れ な か っ た

S S 濃度60 m g 蛋白J m l の 場合 ，
S ．1 8 0

，
E A C 細胞株 よ

り相対生細胞数の 減少は著 しく ， 培養 1 日 目で すで に

約5 ％に 低下 した ．

2 ． 里 － チ ミ ジン の取り 込み に よ る 増殖抑制効果の

検討

い 経 日的観察

先の実験で S S 濃度を 30 m g 蛋白ノm l と した 場合，

顕著 な細胞増殖抑制お よ び生細胞数の減少が認 め られ

C

1
． 9 7 ． 5 3 0 机 1 ． g 7 ． 5 3 0 6 0
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た の で ， 3 0 m g 蛋白I m l の S S を添加 した場合 の 培養

細胞 へ の
3
軋 チ ミ ジン の 取 り込 み を検討 した ■ 測 定 は

1 群3 試料 と し培養直後 ，
培養 1 ， 2 ， 3 日目 に 行 っ

た く図3 ト

S ．1 8 0 細胞株 に お い て ， 対照群 で は ，
培養直後 で の

放射活性 は1 53 9 ． 0 士4 1 ． 8 c p m で あり， 活発 な
3
H － チ ミ ジ

ン の取 り込 み が認 め られ た ．

3
Ii － チ ミ ジ ン の 取 り 込 み

は ，
2 日目 を ピ ー ク と して 増加 し ， 3 日 日で は 減少 し

た ． S S 添加群で は ，
培養直後で の 放射活性 は343 － 2 士

6 2 ． 2 c p m に す ぎず ， 対照群 に 較 ベ
3
H － チ ミ ジ ン の 明ら

か な 低下 が認 め られ た ． 培養 1 日目 に お い て も 対照群

と異な り ，

3
H －チ ミ ジ ン の取 り込 み の 増加 は認 め ら れ

ず， む しろ低下 し た ． 刊 － チ ミ ジ ン の 取 り込 み は ，
2 日

目 で は 1 日目と 同程度 で あ っ た が ，
3 日 目に は や や増

加 した ．

E A C 細胞株で は ， S －1 8 0 細胞株とほぼ同様の傾向がみ

られ た ． 培養直後 で の 放射活性は ， 対照群で は161 8 ． 7

士1 3 8 ． 4 c p m ，
S S 添加群 で は 61 4 － 8 士5 2 － 8 c p m で あ

り ， S S 添加群 に お い て
3
H － チ ミ ジ ン の 明ら か な低下が

み ら れた ．

3
臥 チ ミ ジ ン の取 り込 み は ，

対 照群 で は 2

日 目ま で は増加 し， 3 日目 に は 減少 した ．

一 方 ， S S 添

加群で は 2 日目 まで は減少 し たが ，
3 日日で はや や 増

加 した ．

M et h A 細 胞株 に お け る
3
H － チ ミ ジ ン の 取 り 込 み

は
， 前述の 2 細胞株の 場合 と幾分異な っ て い た ， 対照

群 で は培養直後で の放射活性は 175 9 ． 2 士 9 9 ． 2 c p m で
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－

p r O t
－

e i nl m l o f S S ． a ， C e11 s c ul t11 r e d w it h o u t S S i

b
，
C ell s c ul t u r e d i n th e p r e s e n c e o f S S ．

原

あ り
，
活発な

8
H ． チ ミ ジ ン の取 り込 みが 認 め られ た ．

3
軋 チ ミ ジ ン の 取り 込 み は ，

1 日 目で は さ ら に増加 し

たが
，
2 日目以後 は低下 した ． S S 添加群 で は培養直

後 の 放射活性 は ， 5 9 0 ． 7 士5 7 ． 3 c p m に す ぎず ， 対 照群

に 較 べ 刊 － チ ミ ジ ン の 取 り込 み の明 らか な低下が認め

られ た ． さ ら に ，
里 － チ ミ ジ ン の 取 り込 み は ， その 後培

養 3 日目 まで 低下 した ．

以 上 の 結果 ，
3 細 胞 株共 に S S 添 加 と 同時 に

D N A 合成が 強 く抑制さ れ る こ と が 分か っ た ．

2 ン S S 濃度と
3
H － チ ミ ジ ン の取 り込 み

S S 濃度1 ． 9
，
7 ． 5

，
3 0 お よび60 m g 蛋白I m l 添加 した

場合 の 刊 － チ ミ ジン の取 り込 み を S S 添加後 2 日目の

細胞 に つ い て 測定 した く図4 I ．

い ずれ の 細胞株 に つ い ても S S 濃度 が 1 ． 9 m g 蛋白I

m l か ら 30 m g 蛋白I m l 濃度 まで は ，

3

H － f ミ ジ ン の取

り込 み は S S 濃度の 増加 と共に 反比例的に 減少 し， 30

m g 蛋 白ノm l の 濃度 で は対照群の 約10 ％以 下の債 を示

した ．

m ． s s 処 理細胞 の 形態学的変化

パ パ ニ コ ロ ー 染色 に よ り細胞の形態学的観察 を行 っ

た ．

S － 1 8 0 細胞培養液 に30 ， 1 5 お よび7 － 5 m g 蛋白ノml 濃

度 に な る よ う に S S を添加 し ， 培養 2 日日 に パ パ ニ コ

ロ
ー 染色 を 行い ，

光学顕微鏡 で観察 し た ． S S 濃度が

30 m g 蛋白ノm l で は ，
細 胞全体が縮小 し， 潰染 した所

見で あ っ た ． 1 5 m g 蛋 白ノm l で は ，
細胞 の腰九 空胞

化
，
核 の対核化 な ら び に 淡明化が認め られ た ． 7 ．5 m g

蛋白J m l で は ， 1 5 m g 蛋 白I m l と ほ ぼ 同様 の所見で

あっ た が ，
そ の 変化 した細胞 の 占 め る割合が少なか っ

た ．

I V ． S S の 細胞増殖抑制作用 の F C M に よ る解析

S －1 80 細胞培養液 に S S を3 ．8
，
7 ．5

，
15 ， 3 0 m g 蛋白

ノm l 濃度 に 添加 し培養 した 場合の細胞内 D N A 分布ヒ

ス ト グラ ム を S S 添加後 2 日目の 細胞 に つ い て検討し

た ． 対照群 で は ， 2 C に 大き く ，
4 C に 小 さ い ピ

ー

ク を有す る 二 峰性 の D N A ヒ ス トグ ラ ム が 得ら れた

く図5
－

al ． S S 添カロ群で は ，
30

，
1 5 m g 蛋白I m l の 高濃

度で は ， ほ ぼ対 照群 と同 じ D N A ヒ ス トグ ラ ム が得ら

れ た ． S S 濃 度が 10 m g 蛋白I m l で は ， 2 C の ピ
ー ク

が 低 く な り ， 代わ り に S 期が 高 くな り 7 ． 5 m g 蛋白ノ

m l 濃度 で は ，
4 C に 2 C よ り優位な ピ

ー

ク をも つ 二

峰性 の パ タ
ー ン が得 ら れ た く図 5 －bl ． S S 濃度がさら

に 低 濃度 に な る と ，
4 C の ピ ー ク は低 く な り ， 対照群

に 近い パ タ ー ン を示 す よ うに な っ た ．

対照群 と最も 異な っ た D N A ヒ ス トグ ラ ム を示 した

S S 濃度 ，
7 ． 5 m g 蛋白I m l の 場合 の ヒ ス トグラム に

つ
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い て
，
各細胞周期の D N A 量 を求め た ． 対照群 で は ，

G l 期が37 ． 9 ％， S 期が35 ． 1 ％， G 2 く＋ M I 期が27 ． 0 ％で

あっ たの に 対 し ，
処置群 で は G l 期が 14 ． 7 ％ ， S 期 が

53 ．5 ％ ，
G 2 く＋ M ト朋が31 ． 9 ％で あ り ， 特に S 期 の細

胞の著 しい 増加が認 め られ た ．

V ． S S の 細胞増殖 抑制物質 の 性状

1 ． 熱安定性

S －1 8 0 細胞 を用 い て SS．の 熱安定性 を検討 した ． 非

加熱の S S あ るい は56
0

C で 5
，
10

，
3 0

，
6 0

，
12 0 分間お

よび100
0

C で 1
，
2
，
5
，
1 0

，
3 0 分間加熱処理 を行 っ た

SS を S －1 8 0 細胞 の培養液 に 30 m g 蛋白ノml 濃度 に な

るよう に 添加 し ， 培養 2 日日 の総細胞数 ， 生細胞数を

測定した ． なお ， 加熱に は300 m g 蛋白I m l の S S を用

い た ． 非加熱の S S を添加 した 場合
，
加熱 S S を添加

した場合の い ずれ に お い て も総細胞数の 増加 は認め ら

れず
，
かつ 相対生細胞数 は約 3 ％で あ り ， 加熱処理 に

よる細胞増殖抑制作用 の増加 ． 減少は 認め ら れ な か っ

た ．

2 ． 透析膜透過性

300 m g 蛋白ノm l 濃度 の S S を透析 チ ュ ー

ブ を用 い 透

析を行い ，
透析 に よ る S S の細 胞増殖抑制活性 の変化

を検討 した ． 細胞増殖抑制試験 に は S －1 8 0 細胞 を 用

い
，
S S 添加後 2 日目 の総細胞数

，
生細胞数 を測定 し

た ■ 充分量の P B S で 透析く10 m l の S S を5
，
0 0 0 m l の

P B S で透析l した S S を添加 した場合 の総細胞数 ， 相

対生細胞数 は S S 非添加 の場合と ほ ぼ 等 しく
，
それ ぞ

れ7 X l O
5

個ノm l ， 8 0 ． 5 ％で あ り
， 増殖抑制活性 は完全

に消失した ．

一 方
，
S S と等量の P B S で透 析 く1 0 m l

の SS を 10 m l の P B S で 透析1 し た S S を添 加 し た

吼 総細胞数2 ． 5 X l O
5

個ノm l
， 相対生細胞数 は5 ． 0 ％で

あっ た ■ こ の場合 ， 透析 チ ュ ー ブ外液 を S ．1 8 0 細胞培

養液に 添加 した時 の 総細胞数 は2 ． 5 x l O
5

個ノm l
， 相対

生細胞 は6 ． 0 ％で あ り
， 外液中に は 内液くS Sl と 同程度

の増殖抑制作用 が あ る こ と が 分 か っ た ． す な わ ち
，

S S の増殖抑制物質は ， 透 析膜 を通過す る比 較的分子

量の小 さ い も の と考 え られ た ．

考 案

竹 如 和 地 は ヒ ト
，
ラ ッ ト

，
ウ サ ギ な どの 口腔や 腸

管に常在菌 と して 生息す る 嫌気性菌 で あ る ． 嫌気培養

法の進歩に よ り口 腔内炎症性疾患 か らの 嫌気性菌の 分

離率は高ま っ て き て い る が
，
楠記わ犯gヱぉ の 分離率は比

較的高く
， 歯肉膿瘍， 顎嚢胞 ， 上 顎 洞炎等の 口 腔内疾

患
恥 叫

ある い は歯石 瑚 よ り約1 ト 20 ％の 割合に 分離 さ

れ
，

一 般 に病原性 は弱 い な が ら も
， 各種 疾患の 原 因薗

とな っ てい る と考 え ら れ て い る ．
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中川
諭，
は
，
口 腔 内各種炎症性疾患 よ り 分離 し た

的 記わ乃g7 由 菌株 の 抗腫瘍活性 を E A C 細胞 を用 い た動

物実験く腹水腰掛 に よ り検討 し，
n 沼 血 相 地 は 抗腫

瘍括性 を有す る こ と を見い 出した ． ま た こ の 場合 ， 抗

腫瘍活性 は菌体 を超音波破壊 し た時 ，
そ の 遠尤一上 清液

に 存在す る こ と を明 らか に し た ．

著者 は 侮ZJヱ8 乃g 他 の 超音波処理 上 清液くS Sl 中に 存

在 す る抗腰瘍活性物質の本体 を究明す る た め
，
本研究

を行 っ た ■ 本研究で は中川の報告の中の新鮮分離菌株

の う ち担が ん マ ウス に対 す る延命効果 の強か っ た 佑

如 rび据ゎE N
－ 2 株 を用 い た ． ま ず最初 に

， 中川の 用 い た

E A C 細胞 の 他 に さ ら に 2 種類の 腫瘍細胞 を加 え
，
マ

ウ ス 固型腫瘍に つ い て TノC ， 腫瘍重量比 を求 め
，
その

抗腫瘍活性 を検討 した ． E A C 細胞に お い て は T I C は

13 0 ． 1 ％以 上 t 腫瘍重量比 は45 ． 1 ％ で あ り ， 明 ら か な

延命効果 卜 腫瘍発育抑制効果が認め ら れ ， 中川の 腹水

腫瘍 に お け る結果 を確認 した ． S －1 8 0
，
M e th A 細胞 に

お い て も E A C 細胞 と 同様 の結果が得ら れ
，
S S 中に は

こ れ ら 3 種類の 細胞株に 対 し有効 な抗腫瘍物質 が存在

す る こ とが 判明 した ． M eth A 細胞 に 対す る S S の抗

腫瘍活性 は
，
他 の 2 細胞株に 較 べ や や 弱か っ たが ，

こ

の点 に つ い て は腰痛自体 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 細胞移植後 S S を投与 した場合の 腫 瘍

組織 を病理組織学的に 観察し ， S S 非投与の 場合 と 比

較検討 した ． S S 投与群
，
S S 非投与群間に は腫瘍全体

の 大 きさ に 差 を認め る も の の
， 組織学的に 明ら か な差

異が認め ら れ ず ， ま た腫瘍周辺組織 に は リ ン パ 球の 明

らか な 浸潤は認 め ら れ な か っ た ． 以 上 の 結果 か ら ，

S S の抗腫瘍作用 は 宿主の 免疫系 を介す る も の で は な

く ， む しろ腰 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
，
S S の 培養細胞 に 対 す

る 増殖抑制活性 を各腫瘍細胞株 に つ い て検討し た ．

ま ず
，
S S の 細 胞増殖 に 及 ぼ す 影響 を ト リ バ ン プ

ル ー 色素排除能 テス トに よ り 生細胞数 を測定 す る こ と

に よ り検討 した ． そ の 際 ， 試験管内で 継代
，
培養 し た

細胞 で はな く
，
でき る だ け生体 に 近 い 状態つ ま り

，
マ

ウ ス 腹膜よ り採取直後の 細胞 を使用 した ． 各紙胞株 に

つ い て
，
S S お よ び P B S の 濃度 を 6 段階に 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 は な く ， 3 細胞株共 に ほ ぼ同

程度 に 対数的 に 増殖 し た ． S S 添加群 に お い て は
，

S －1 8 0
，
E A C 細胞株 で は S S 濃度が1 ． 9 m g 蛋 白I m l の

時 ，
M eth A 細胞株 で は3 ． 8 m g 蛋 白I m l 以下 の 時総細

胞数の増加 は対 照群 に 類似 して い た ． しか しな が ら ，
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い ずれ の細胞株 に つ い て も S S 濃度 の 増加 と共 に ， 細

胞の増殖 は低下 し ， 前2 者の 細胞株 で は S S 濃度 が1 5

m g 蛋白I m l 以上 の 時 ， 後者 で は 30 m g 蛋白l mi 以上

の 時 ， 総細胞数 は培養開始時 と ほ ぼ 同数で あ り ， S S

は細胞増殖抑制活性 を有す る こ とが 認 め られ た ． さ ら

に
， 生細胞数 は S S 濃度 の増加 と共 に 減少 し ， S

－1 8 0
，

E A C 細胞株 の場合 30 m g 蛋白ノm l ，
M eth A 細 胞株 の

場合60 m g 蛋白ノm l に 添 加 し た 時 ，
生細 胞数 は 0 へ

3 ％ に まで減少 した ． 即 ち ， S S は殺細胞活性 を有 し ，

結果 と して細胞増殖抑制が お こ る こ とが 示 唆 さ れた －

S S 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 ． D N A 前駆 物質 で

ある チ ミ ジ ン は細胞の D N A 合成 期の み に選 択的 に 取

り 込 ま れ 分裂 し ない 限り 半減 しな い こ と か ら ，
細胞 へ

の 里 － チ ミ ジ ン の 取 り 込 み を 測定 す る こ と に よ り ，

D N A 合成 の程度を知 る こ と が で き る
5 籾

． 培養 液 に

S S を 30 m g 蛋白I m l に 添加 し ， 培養直後 に
3
H ． チ ミ

ジ ン の取 り込 み を測定 した 結果 ，
S － 1 8 0

，
E A C

，
M e th

A い ずれ の 細胞株 に お い て も ，
S S 添加群 の

3

軋 チ ミ

ジ ン の取 り込 み は対照群に 較 ベ22 句 3 7 ％ に す ぎなか っ

た ． 即ち
，
S S は細胞の D N A 合成 を阻害す る こ とが

明 らか に な っ た ． また
，
こ の D N A 合成 阻害 は培養直

後 の細胞 のみ な らず ，
対数増殖期の細胞 に お い て も み

ら れ た ． また
，
S S 濃度 と

3
H 一 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 2 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 SS 濃度 く1 ．9 お よ び 3 ． 8 m g 蛋白J
I
m ll に お い て も

刊 － チ ミ ジ ン の取 り込 み の 減少が み ら れ た ． 以 上 の こ

と か ら ， S S 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 こ と

が 判明 した ．

さ ら に
，
F C M を用 い て S S の細胞 へ の 作用 を細胞

周期の観点か ら検討 した ． F C M は
，
細胞 あ る い は染

色体 な どの 細胞成分 を浮遊液 の状態 に して ， 流体 系の

中を高速 で通過 させ ，
各細 胞か ら検出部 を通 して 得ら

れ る光学的， 電気的信号 に より 各細胞の生物学的特徴

を知る方法である
叫 瑚

． 本 研究 で は ，
S － 1 8 0 細 胞株 を

用 い ，
S S の 作用 に つ い て S S 添加後 2 日目の 細胞 を

F C M で解析す る こ と に よ り検討 した ． S S 濃度 l ．9 旬

6 0 m g 蛋 白ノm l に つ い て検討 した が ，
細 胞増殖 が認め

られ ，
か つ 約60 ％が 生細胞 であ る S S 濃度7 ． 5 m g 蛋白

ノm l の 時 ， 対照群 と は明 らか に 異 な る F C M パ タ
ー ン

が 得 られ た ． 対照群 で は 2 C に 優位 な 2 C と 4 C に

ピ ー ク を持つ 二 峰性パ タ
ー ン を示 したが ，

S S 濃度7 － 5

m g 蛋白I m l で は 2 C の ピ
ー ク が 低 く な り 4 C の

ピ
ー

クが 高 く な っ た ． 即ち ，
S S 添加時 に は 細胞 の S

期 へ の 集積 が 起 こ る こ と が 分 か っ た ． S S が細胞 の

D N A 合成 を抑制す る こ と は先の
8
H －チ ミ ジ ン の 取り

込 み実験 に よ り 明ら か に さ れ たが ，
こ の D N A 合成の

抑制 が S 期 ，
す な わ ち D N A 合成期 を延長せ しめ

，
そ

の 結果 S 期 へ の 細胞の 集積が起 こ っ た も の と考 えら

れ る ．

S S 添加培養 に お ける細胞の形態的変化 を パ パ ニ コ

ロ ー 染色 を行 い 検討 した結果 ，
核 を 中心 に 変化が みら

れ た ． S S 濃度 が 30 m g 蛋白I m l で は核 の濃縮 ， 変性
，

7 ． 5 m g 蛋白ノm l の 時は 核の 淡明化 ，
対核化

， 胞体の腫

大お よ び空胞化が認 め ら れた ． S S が 高濃度 で は細胞

が S S の 攻撃 をうけ た そ の 時点で す で に 核 が破壊し，

細胞分裂 の進行 が停 止 し， そ の ま ま胞休 も縮小 する の

で は な い か と 考 え られ る ． ま た ， 中濃度 で は ， 攻撃を

受け D N A 合成 の抑制 を受 け なが ら増殖 し ， 核 ， 胞体

お よび細胞膜の破壊が起き る の で はな い か と 考えられ

る ． 核 の主 な働 き は D N A の貯蔵 ，
複製 ，
D N A 依存

性 R N A 合成 ， 転写及 び 合成 さ れ た R N A の 細胞質へ

の 輸 送 で あ る ． ま た
，
核 小 体 は D N A 依 存 性の

r R N A 合成 を行う部位で ，
こ れ を 阻害 す る薬剤 を投与

す る と
， 核小体 に縮小 ， 小円形化 が お こ り ， 後 に は濃

縮 を き た し ， 細胞 は死 に い た る ． 本実験 と同様 の細胞

の形態学的変化 は d － モ ル ヒ ナ ン誘 導体 を E A C 細胞に

投与 した場合 に も観察 さ れ て い る
571

．

下 山
弘l
は抗癌剤 を抗癌性抗生物質仁マ イ トマ イ シ ン

C くm it o m y ci n C ， M M Cl ， ア ド リ ア マ イ シ ン くad ri
－

a m y ci n ， A D M l ， ブ レ オ マ イ シ ン 等コ， ア ル キ ル 化剤

け イ ク ロ ホ ス フ ァ マ イ ド実引 等の 濃度依存性作用群と

代謝桔抗物質 く5
－

フ ル オ ロ ウ ラ シ ル ，
メ トト レ キ

セ ー

ト毒引 ， 植物 ア ル カ ロ イ ド くビ ン ク リ ス チ ン
雲削 等

の 時間依存性作用群 と に 分類 して い る ． S S に つ い て

は
，
S S 添加直後 よ り

3
H サ ミ ジ ン の 取 り 込 み が 減少

し
，
か つ 濃度依存性であ る こ と を考 える と ， 下山の濃

度依存性作用群 に近 い も の と考 え られ た ．

高本 間 は ，
F C M を用 い 抗癌性抗生物質の対数増殖

期培養細胞 の 細胞周期の進行 に 及 ぼ す影響 に つ い て検

討 し ， 抗癌性抗生物質は G 2 期蓄積 お よ び細胞周期の

進行停止 とい う 2 つ の 共通な 作用 を有す る こ と を明ら

か に し た ． G 2 期 で は R N A お よび 蛋白合成 は持続して

行 わ れ て お り ， 特 に 分裂時 に 必要 な微小管蛋白の合成

ま た 分裂蛋白の合成 が行 わ れ る ． E bi n a ら
釦，
はネオカ

ル テ ノ ス タ テ ン に よ る G 2 期蓄積 に 関 して ，
微 小管蛋

白に 障害 を与 える た め で ある と 考 えた ． T o b e y
61
恨 ，

D N A に変化 を受 けた 細胞 を分裂期 に 進 ませ な い 機構

を G ，期 に 想定 し ， G 2 期首積が D N A の異常に よ
る こ

と を 示唆 した ． さ ら に ，
R a o ら

62I
は
，
G 2 期音標はタ ロ
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モ ゾ ー ム の障害 に よ る と報告 して い る ．

S 期 ，
G 2 く＋ M l 期 に 細胞集積 を認 め る抗癌剤 と して

は， A D M ， M M C ， シ ス プ ラ チ ン 等が 知 られ て い るが
，

これ ら は D N A 合成 障害を き たす た め とさ れ て い る ．

S S は先に 述 べ た 如 く ， 濃度依存性作用群 に属 す る と

推測され る こ と を考 え合 わせ ると ，
A D M

，
M M C に 近

い 性格 を持 っ て い る の で は な い か と 考え ら れ た ． さ ら

に
， 細胞周期に お け る S お よ び G 2 く＋ M J 期 へ の集積

に 関して ， A D M で は 不 可逆的な も の で
，
そ の 後細胞

は死 に 至 る こ とが 明 らか に さ れ て い る 碍， ． ま た
，
S 期

へ の単峰性集積 は薬剤の細胞 へ の致死的効果 を示 す と

さ れて い る
爛

． 本実験 に お い て は
，
S S 添加時の 細胞

では S 期 に 集積が 認め られ ， 細胞 へ の 致死 的作用 が 示

唆さ れ たが ，
こ の こ と は生細胞数の 測定

．
形 態学的観

察結果と 一 致 した ．

S S 中の 細胞増殖抑制物質の 性状 に つ い て検 討 した ．

S S を56
0

C
，
1 0 0

O

C で加 熱処理 を行 っ た が ， 細胞増殖抑

制活性は未処理 の S S と差 は な く
， 清性物質 は熱耐性

である こ とが 分か っ た ． ま た
，
S S を透析 し た と こ ろ

，

透析処理 に て細胞増殖抑制活性 は全 く失 われ て しま っ

た ．

一 方 ，
S S と等量 の P B S で透析 し ， そ の S S と

P B S の細胞増殖抑制活性を測定す る と ， 共 に 同程度

の活性が認め ら れ ， 活性物質 は透析膜 を通過で き うる

分子量 を有 す る こ とが 明 らか にな っ た ． 即 ち ， 細胞増

殖抑制物質の 分子 量 は約14 ，0 0 0 以下の物質である こ と

が判明 した ． さ ら に 成績 に は示 さ な か っ た が
， 担 が ん

マ ウ ス に対 す る S S の 抗腫瘍活性 は加熱に よ っ て は消

失しなか っ たが ， 透析 に よ り消失し た ．

的g 肋 乃 g 地 は グ ラ ム 陰性菌で あ る の で
， 細胞壁外膜

に は L P S が 存在 す る
6 輌 倒

． L P S は 生体内に お い て ，

イ ンタ ー フ ェ ロ ン産生 の 誘 導， イ ン タ
ー

ロ イ キ ン 1 お

よび腫瘍壊死因子産生 の 促進等多彩 な生物清性 を 示

す
69 叫

． ま た
， 直接 的な殺細胞作用 を示 す L P S も知 ら

れてい る
均

． 今回 検討 し た V み肝 撒 庖 の 細胞増殖抑制

物質， 抗腫瘍物質 は ， 熱耐性で あ る 点は L P S と 一 致

する が
，
L P S は 非 透 析性 であ る点 が 異 な る ． 佑

如椚 湖南 の 担が ん動物 に 対す る 抗腫 瘍物質 と培養細胞

に対す る増殖抑制物質が同
一

物 質か 否 か に つ い て は
，

使用3 細胞株 に 対す る 両 帝性 が 一 致 した こ と ， また 熱

安定性， 透析膜透過性の 点か ら両物質 は同 一

の も の と

考えら れる ． 今後 ， 細胞増殖抑制物質の精製 を行い ，

抗腫瘍物質と の 関係 を 明 ら か に す る こ と が 課題 で あ

る ．

結 論

口腱内よ り分離 した 折 頚肝 は 血 K N －2 株 の超音波処

11 63

理 上帝液くS SI の 担が ん動物 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 細胞 ，
E A C 細胞お よ び M e th A 細胞 を

移植 した担が ん マ ウ ス に S S を投与 した と こ ろ
， 対照

群 に 較 ベ T ノC で12 5 ％以上の 生存 日数の延長
，
腰瘍重

量比 で45 ％以上 の増穂抑制が み ら れた ．

2 － S －1 80 細胞の 担が ん マ ウ ス の腫瘍部分 を病 理組

織学的 に 検討 した 結果， 対 照群 と S S 投与群 に 差異 は

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
，
E A C

，
M e th A 細胞株を SS 存在下 で 培

養 した と こ ろ ， 細胞増殖抑制 が認 めら れ た ． ま た
．
そ

の 抑制作 用 は S S の 濃度 に 依存 した ．

4 ． 上 記3 種類 の培養細胞株 に つ い て 里 一

チ ミ ジ ン

の取 り込 み を測定 し た結果 ，
S S 添加直後よ り

3

牲 チ ミ

ジ ン の取 り込 み の 抑制が 認め ら れ
，
その 効果は S S の

濃度 に 依存 した ．

5 ． S S 存在 下に お け る S ． 1 8 0 細胞の 形態学的変化

を パ パ ニ コ ロ ー 染色 を行 い 観察 し たと こ ろ
， 高濃度 で

は細胞全体が縮小， 洩染 し， 中濃度で は細胞の腫大
，

空胞化 核の対核化 な ら び に 淡明化が認 め られ
， 細胞

の変性が観察 さ れ た ．

6 ． F C M で の 細胞周期を解析 した と こ ろ
，
S S 存在

下で培養 した細胞 で は S 期の 細胞の著 しい 増加 が認

め られ た ．

7 ． S S 中の 細胞増殖抑制物質は
，
1 0 0

0

C の加 熱に 対

して安定 で あ り
，
ま た分子量 は14

，
0 0 0 以下で ある こ と

が示 唆さ れ た ．
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o ri gi n ． N a tu r e
，
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4 9 － 5 1 く197 41 ．

7 0I 河西 信彦 こ E n d o t o x i n の構 造と機能に関する最
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34 ， 4 8 9－50 4 く19 7 91 ．

叩 片山 脾 ノ小玉 正 軋 山 口 帝王 細菌内毒素の抗

腫瘍作 用 ． 臨免疫 ，
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，
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O b s e r v e d a t c o n c e n t r a ti o n s o f 1 5 a n d 3 0 m g
－

p r O t ei nノm l o f S S i n b o t h S － 1 8 0 a n d E A C

C e11s ， a n d 6 0 m g
－
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