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口腔内分離菌 西 砂 加 商 融 加 加 鋸 椚 購 K T －2 8 株の

抗 腫 瘍 性 に 関 す る 研 究

金沢大学医学部歯科 口腔 外科学講座 く主任 二 山本悦秀教授1

加 藤 隆

く平成 1 年 8 月12 日受付I
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口腔内歯石 よ り 分離 ． 同定 した 動 伸 助 血 血 血 潮 飢 服 り P 紺 臓 ル T －2 8 株の 抗腫 瘍活性を マ

ウ ス に 移植 した エ
ー ル リ ッ ヒ腹水癌細 胞 ，

サ ル コ
ー

マ 18 0 細胞 ，
お よ び メ ス A 細胞の 固型 癌 を 用 い て検

討 した ． 抗腫瘍活性 は各模晶投 与群 マ ウス の 対 照群 マ ウ ス に 対す る腫瘍重 畳の 比 く腫瘍重量 肘 ，
ある い

は平均生存 日数 の 比 くT ノCl で評 価 し た ■ P 戊川 郎 K T － 2 8 株 菌体 の 抗腫瘍 活性発 現 に は 玉 井 ． 福田

くT a m ai － F u k u d a
，
T F l 培地48 時 間培 養が良好 で あ っ た ． T F 培地48 時 間培養菌液か ら得 られ た 菌体 を超

音波処理 に よ り破壊 し
，
遠心上清 と遠心沈漆 く超音波沈漆H こ分 け そ れ ぞ れ の抗腰瘍活 性 を検討 した 結

果，
超音波沈漆 に高い 抗腫瘍活性 が認 め ら れ た t 特 に 沈澄渡度が 3 gノ70 m l の 時

一
腫瘍重量比 は17 ． 8

－

28 ． 3 ％，
また T ノC は13 3 ■0 －14 7 ． 7 ％以上 で あ り強い 抗腫瘍活性 が認 め ら れ た ． 次 に

一 本抗腫瘍物質 を精

製する た め超音波沈漆 に 対 し蛋白分解 酵素処 理 を行 っ た 儒 自分解酵素処理 超音波沈漆卜 本棟晶は
，
鹿

瘍重量比 で20 ． 仁 2 6 ． 2 ％ ，
T ノC で12 7 ． 6

－

1 46 ． 2 ％以 上 の高 い 抗腫瘍活性 を示 した ． さ ら に
，
蛋白分解酵

素処理超音波沈漆標 品をメ タ ノ
ー ル ．

ク ロ ロ ホ ル ム で脱脂質 し た標品 く脱脂質超音波沈 漸 に つ い て 検

討した ． 本棟品で は
，
腫瘍 重 量 比 は20 ■ 仁 2 9 ． 7 ％

，
T ノC は12 5 ． 0 － 14 0 －2 ％で あ り蛋 白分解酵素処理超音

波沈漆標晶と ほ ぼ 同程度 の 抗腫瘍活性 を示 し た ． ま た免疫学 的検 索に お い て は メ ス A 細胞担癌 マ ウ ス に

蛋白分解 酵素処 理 超音 波沈漆 標 品 を 投与 し た と き L y t 2 陽性丁細 胞の 明ら か な増加が 認め られ た が
，

L 3 T 4 陽性 丁細胞 の有意 な 増加 は 認 め ら れ な か っ た － ま た
， 標品 を投 与 し た マ ウ ス で は 腫瘍部位 に

L yt 2 陽性 丁細胞
，
L 3 T 4 陽性丁 細胞の 浸潤が病 理組織学的 に 認 め られ た ． 以 上 の 結果，

口腔内分離菌株

である P
． の 罰 恩S K T －2 8 株 は

，
皮膚お よ び骨髄 に 存在す る嫌気性 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム と 同様 ， 強い 抗腫

瘍活性を有 して い る こ とが 分か っ た ． ま た ， 本坑腫瘍活性 の 本態 は細胞壁 ペ プ チ ド グリ カ ン で あり ， 本

活性 に は 免疫系が 関与 して い る こ と が 示唆 さ れ た ■

K e y w o r d s a n a e r o b e
，

a n tit u m o r a c ti vit y ，
P n Pi o n ib

細菌に よる 抗腫瘍 活性 ， 制癌作用 に つ い て は
， 主 と

し て好気性 薗 に つ い て 多 数 の 研 究 が な さ れ
，

現 在

B C G 製剤 ，
S わ勿 加 O C C 祝ぶ み 聯 乃どぶ 製剤が 免疫賦清 剤

として癌免疫療法 に お い て実験的 に も臨床的 に も 広く

用い られ て い る
1 糊

． 嫌気性菌に よ る抗 腫瘍活性の 研 究

は従来 CJ o ざf ガd言祝椚 占祝 如才c 混用
， 嫌気性 コ リ ネ バ ク テ リ

ウム である C 叩 職 加 血 赤 川 ゆ 緋 W 射 C ． 少d r び祝椚1 お

よび C 叩 肌 血 油 壷 憫 餅 肌 血 蜘 刑 に れ ら の 菌株 の 1

部は 現在 P r 頑 0 乃 伽 c fg rg 以研 戊亡児 gぶげ ． d C 乃どぶりこ分類さ

れ て い るI 等数菌種 に お い ての み な さ れ て い た に す ぎ

な か っ た が
，
近年種 々 の 嫌気性薗 に つ い て 抗腫瘍活性

の 研究が な され て い る
3 州

著者の 研究室 で も 口 腔内嫌 気性薗 の 抗腫 瘍活性に つ

い て数年 来検討 を行 い
，

1 9 8 1 年 玉 井
引

は嫌 気性 グ ラ ム

陰 性 梓 薗 で あ る F 祝5 0占戊Cg e rゐg椚 乃録Cg e ぬ 研 くF

郡 山加 血 朋1 の 培衰上清液 に 抗 腫 瘍活 性の あ る こ と を

A b b r e v i a ti o n s こ C ． p a r v u m
，

C o Y y n eb a cte ri u m P m u m J F I T C ，
fl u o r e s c ei n is o t hi o c y a n a t e i

F n u cle a t u m
，

F u s o b a ct e ri u m n u cle at u m J L P S
，
1i p o p o ly s a c c h a rid e 三 P A P 法 ， p e r O X id a s e

a n ti ．

p e r o xid a s e 法 三 P a c n e s
，

P r op i o nib a c te ri u m a c n e s I P B
， p h o s p h at e b uff e r 三 P ． m 昭 n u S

，
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見t l だ し
，

そ の 後 本坑腫 瘍物 質 は 本 菌 の リ ボ 多糖 体

く1i p o p ol y s a c c h a rid e
，
L P Sl で あ る こ と が 明 ら か に さ

れ た
刀

一

拍
． ま た 中川 ら

恥 201
は 嫌気性 グラ ム 陰 性球 菌 で

あ る l 届 肋 那 故 山払 加 脚 絆 ル 諭 血 海 沼 如 の 菌体 内

容物が エ
ー ル リ ッ ヒ腹水癌細胞 に 対 し抗腫瘍活性 を 示

す こ と を報告 し
， 坂 下

21，
は嫌気性 グラ ム 陽性球菌で あ

る 旅カねC ロC C 描 椚 昭乃びぶく尺 別戊g 乃鋸カ の 菌体細 胞壁 に 抗

腫瘍活性 の あ る こ と を報告 した ．

嫌気性 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム の 抗腫 瘍 活性 に 関 し て

は
，
皮膚分離菌株あ るい は 骨髄 分離菌株 に つ い て数 々

の 研究 が な さ れ ， 細胞壁 ペ プ チ ド グリ カ ン に 抗腫瘍活

性 が存在 し， そ の活性 は免疫賦清作 用 に よ る も の と 考

えら れ て い る
2 卜 瑚

こ の よう に種 々 の 細菌が 抗腫瘍活 性 を有す る こ とが

明 らか に な っ て き た が
，
嫌気性 コ リ ネ バ クテ リ ウ ム を

は じめ と し て こ れ らの細 菌に つ い て は
， 同 一 薗種 内に

お い て も菌株の 由来 を含め
， 薗株が 異 な る と抗腫瘍活

性 も ま た異 な る と報告 され て い る
粥 卜 醐

口 腔 内に は
， 上述 の 凡 才柑 d 犯 如 鱒 ，

佑 1 止血b 00 昭 一

た 椚 曙 乃打5 を は じめ と し て 多数 の 嫌 気性菌種 が 存在す

る
5 醐

． 勒 わ調 加 c fg r言祝 椚 は嫌気性 コ リ ネ バ ク テ リ ウ

ム に 属 し
， 歯垢 ， 歯石等に 主と して 存在す る 口腔内優

位薗種の 1 つ で あ るが
，
皮膚由来嫌気性 コ リ ネ バ ク テ

リ ウ ム が 抗腫瘍活性 を有 し ， また 先 に 述 べ た ご とく 口

腔 肉細菌の 中に は抗腫瘍活性 を示 す 菌種 が存在 す る こ

と か ら ，
口腔分離 仲 卸 助 成 胱 加 商 朋 も ま た

，
抗腰瘍

活性 を有す る こ と が考え ら れ る ．

以 上 の 見地 か ら
， 本研究 で は 口 腔く歯 石1 分離薗株で

あ る P 戊C 乃g 5 K T －2 8 株 の 抗 腫 瘍活性 に つ い て検討 し

た ．

材料お よ び方法

工 ． 使 用菌棟

口腔内の 歯石 か ら 分離 ． 同定 した 金沢大学医学部歯

科 口腔外科学教 室保存薗株 で あ る P ． の 川風上K T －2 8 株

を使用 した ．

工I
． 使用 培地 お よ び 菌体 の 調整

ヱ d C乃 gぶ K T －2 8 株 の 培 養 に は
，

玉 井 ． 福田 培 地
61－

くT a m ai － F u k u d a m e d i u m
，
T F 培地H 月水 ， 東京1 を使

用 した ．

書 d C 乃g S E T － 2 8 株 を T F 培地 く1 5 m り で 前培養後 ，

T F 血液寒天平板培地 に 塗沫 し
，

ガ ス パ ッ ク くB e c t o n

D i c k i n s o n
，
C o c k e y s v ill e

，
C a n a d al を用 い て37

0

C ． 4 8

藤

時 間嫌気培養を 行 っ た ． 培養後
，
発育 した 集落 を T F

培 地 く15 m lい こ釣薗 し
，

3 7
0

C ． 4 8 時 間培 養 し た ． 培養

後 ，
そ の 4 m l を 10 0 m l の T F 培地に 移植 し

，
3 7

Q

C ．

4 8 時間培養 し
，

その 40 m l を 10 0 0 m l の T F 培地に移

植 し37
0

C で 本培 養を行 っ た ． 培養後 の 集菌は培養菌液

を 650 0 X g ， 2 0 分間遠心す る こ と に よ り行 っ た ．

m ．
ホ ル マ リ ン 処理 死 菌榛晶の 作製

T F 培地培養 菌液 100 0 1 n l よ り得 た菌体 に0 ．5 ％ホル

マ リ ン 加11 1 5 M 燐 酸 緩 衝 液 くp H 7 ． 0ンくp h o s p h a te

b u ff e r
，
P B 1 5 0 m l を加 え 菌懸濁液 と し

，
3 7

Q

C で 一 夜静

置 し た ． そ の 後 ， 滅 菌生 理食塩水 で遠 心 洗浄 く650 0 x

g ，
2 0 分間1 を 3 回行 い

，
ホ ル マ リ ン を除去後 ，

P B に

再 び 懸濁 した もの を ホ ル マ リ ン 処理 死薗標品と して用

い た ．

1 V ． 超 音波処理 に よ る 菌体 の 破壊

T F 培地48 時 間培養菌液 100 0 m l よ り得た 菌体く湿重

量 ， 4 ．5 gl に P B 5 0 m l を加 え ， 超音波破砕機 M od el

U R ．2 00 P く20 K H zl くト ミ ー 精工
， 東京一 を用 い て20 分

間超音 波処理 した ． 次に 未破砕 の 細胞片 を除去する目

的 で 800 X g ，
2 0 分 間 遠 心 後

，
得 ら れ た 上 清 液 を

20
，
0 0 0 X g ，

3 0 分間遠心 した ． 遠心後 の 上 浦液 を超音

波上 清液 ，
沈漆 を超音波沈撞 と し た ． な お

， 超音波沈

漆 は P B に懸濁 し実験 に 供 した ．

V ． 蛋 白分 解酵素 処理 超音 波沈漣標 晶 の 調整

超音 波沈漆 懸濁液 に ト リプ シ ン く和 光純薬 ， 大阪I お

よ び プ ロ ナ ー ゼ く科研製薬
，
東京1 を各々 沈遼の湿重量

の 1 ％の 割 に 加 え
，

室温 に て18 時 間処 理 し た ． 処理

後 ，
8 0 0 X g ，

2 0 分間遠心 後 ， そ の 上 清液 を2 0
，
0 00 X g ，

2 0 分間遠心 し て得 ら れ た沈漆 を蛋白分解酵素処理超音

波沈漆標 品と し実験 に 供 した ．

V l ． 脱 脂質超 音波 沈蓮標晶 の 作 製

蛋白分解酵素処理 超音波沈澄標 品 に
， その20 倍量 の

メ タ ノ ー ル ■ ク ロ ロ ホ ル ム 液 くメ タ ノ ー ル 1 溶量 ＋ ク

ロ ロ ホ ル ム 2 溶量1 を加 え懸濁 し室温 に て18 時間静置

した 後 ．
ガ ラ ス フ ィ ル タ ー くG － 50 H 柴 田科学器械 ， 東

刹 に て濾過 した ． 上 述 の 操作 を 3 回繰 り返 し ， 得ら

れ た残漆 を脱 脂質超音波 沈壇標 品と し実験 に 供し た ．

W I
． 実験動 物

生後 5 適齢 雌の 工C R 系 マ ウ ス く体重 ，
2 0

－

2 2 gl およ

び
，
生後 6 週齢雌の 近交系の B A L B ノc 系 マ ウ ス 体

重
，
1 8

－

2 0 gl を 日本 チ ャ
ー ル ズ ． リ バ ー

く犀利 よ り

購入 し
，
教室 で 1 週 間飼育 し た後実験 に 倶 した ■

マ ウ

ス は ， 室温22
0

C
， 湿 度6 0 ．5 ％

，
明暗1 2 時間周期のもと

月歩to c o c c u s m 曙 乃u S J T F 培 地
，

T a m ai － F u k u d a m ed iu m ニ V二 alc ales c e

戊gC 戊ねs c g 刀ぶ

n 沼肋 服 地



書 d C乃 gざ の 抗腫瘍活性

で園型飼料 M F け リ エ ン タ ル 酵母
，
東 尉 と 水 を自由

に与え飼育 した ．

肌 腫瘍細胞の 調整

教室で は継代培養 して い る
621

エ
ー ル リ ッ ヒ くEh rli c

－

hl 腹水癌細胞 ，
サ ル コ

ー

マ くS a r c o m al 1 8 0細胞 お よ び

メ ス くM e 瑚 A 細胞 を 用 い た ，

サル コ
ー

マ 1 8 0 細胞 お よ び エ ー ル リ ッ ヒ 腹 水癌細 胞

は ，
I C R 系 マ ウ ス の 腹腔 内，

メ ス A 細 胞 は B A L B J c

系マ ウス の腹腔内で 7 日目 ごと に 継代培養 した ■ 実験

に際して は マ ウ ス 腹腔内で 7 日 間培 養 した 各腫瘍細胞

く腹水 を無菌的 に 採取 した ． 採取後 ，
T 伽k 型白血球

計算盤くエ ル マ 光学
t
乗射 で白血球算定基準ヤ に し た

が っ て細胞数 を算 定 し ， 適量 の 滅 菌生 理 食 塩水 を 加

ぇ，
5 ． O X l O 短1l sノm l の細胞浮遊液 を作製 し各実験 に

供した ．

朕 ． 担癌 マ ウ ス の 作製法

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

リ ッパ ー M o d e1 9 0 0 く大束電気 ， 東 副 で 剃毛 し
，

ヒ ビ

テン アル コ
ー ル 液で 消毒後 ， 皮下 に 適 量の 細胞 数く5 ．O

x l O
7
c e11 sl m ll に 調整 し た細胞浮遊液0 ．2 m l を移植 し

担癌 マ ウ ス と した ． こ の際 ，
サ ル コ

ー

マ 18 0細胞 ，
エ

ー

ル リ ッ ヒ腹水癌細胞 に は I C R 系 マ ウス を
，

メ ス A 細

胞に は B A L B I c 系 マ ウス を用 い た ．

X ． 抗腫瘍活 性の 判 定

マ ウ ス の 背部皮下 に 各 々の 細胞浮遊 液0 ． 2 m l を皮下

注射後，
その48 時間後 よ り 1 日 1 臥 2 週間連続 して

マ ウ ス の 四肢筋肉内に そ れ ぞ れ の 被験標 品の0 ． 2 m l を

注射し
，
担癌 マ ウ ス の 生存日 数お よ び腫瘍 重量 の 変化

881

に つ い て 検討 した ． 対照 群 に は滅 菌生理 食塩水を 同量

注射 し た ． 各実験 に は 1 群20 匹 の マ ウ ス を使用 した ．

生存期間の 測定 は
，
6 0 日間 と し ， 腫瘍細胞 を移植 し

た 日 よ り 以後 の マ ウ ス の 生存 日数 に よ り 抗腫 瘍効果 を

判定す る こ と と した ． こ の 際 ， 処 置群の 平均 生存 日数

くT l と 対 照 群の 平均生存 日 数 くCl の 比
，

す な わ ち
，

T ノC x l O O く％1 に よ っ て 抗腫 瘍効果 を 判定 した ． ま

た
， 細胞移植部位く背部りこ形成 した固型腫 瘍 の 大き さ

を ， 長径 くC m l と短径くc m l を
一 定期間 ごと に 測定 す る

こ と に よ り ト 腫瘍重量を算定 し腫瘍重量 の 増減 ある い

は処置群 マ ウ ス の 対照群 に 対 す る腫瘍 重量 比 く％1 を

求 め抗腫瘍効果 を判定 した ． な お
， 腫瘍重量 は以下の

計算式 に よ り算定 した
鵬 I

腫瘍重量 くgl ニ 腫瘍長径 くC ml X 腫瘍短径 くC m I
2

12

X l ．
マ ウス 未棉血 リ ン パ 球サ ブセ ッ トの 構成率

1 ． サ ン プ ル 調整方法

被験 マ ウ ス を麻酔用 エ ト レ ン を い れ た ガ ラ ス 容器の

中で 麻酔 し
，
後大静脈 あ るい は

，
心臓 か ら 約 1 m l 採血

した ． 採 血 した血 液を ク エ ン 酸 ． リ ン酸塩 ． デ キ ス ト

ロ
ー ス くCくC H a くC O O H I D N a

，
2 6 ． 3 g こ CくC H a

くC O O 印 わE
， 3 ． 2 7 g i ブ ド ウ 軌 2 3 ． 2 g i N a H 2P O 4

．

2 H わ ，2 ． 5 1 g i 蒸留水 ，
1 0 0 0 m l H テ ル モ

， 東 剰 1 m l 入

り の 小試験 管 に 入 れ 常温 で2 4 時 間以内 に
，

そ の 1 0 0

〆1 を試 験管 に 分 注 し ， 溶 血 試 薬 くN H 瓜 ，
8 2 6 m g i

K H C O ゎ 1 0 0 m g ニ eth yl e n e di a m i n e t e t r a c e ti c

a cid ． 4 N a
，
3 ． 7 m g ニ蒸留水，

1 0 0 m l1 2 m l を加 え赤血球

が溶解 し た こ と を確認後 250 X g
． 1 0 分間遠 心 を 行 っ

た ． 上 浦 を除去 衡 抗血 清く1 ％ N a N 遁 よ び0 ．5 ％牛

T a ble l ． An tit u m o r a cti vity o f f o r m ali n
－ kille d c e ll p r e p a r a ti o n o f P － a C n C S St r a in K T － 28 h a r v e ste d f r o m c ult u r e s

i n c u b a te d f o r diff e r e n t
．

p e ri o d s t o t u m o r w ei gh t of t h e s olid ty p e t u m o r o f S a r c o m a 1 80 i n m i c e

N u m b e r of m i c e

F o r m alin
－ K ille d u s e d f o r th e

c ell p r e p a r a tio m
－I

m e a s u r e m e n t

i nj e ct ed o f t u m o r

w eig bt 叫

T u m o r w ei gh t くm e a n 士 S ． D ．
．gI

D a y s a ft e r s u b c u ta n e o u s in o c ul a ti o n of S a r c o m a 18 0 c ell s

10 15 2 0 2 5 3 0

T u m o r

W ei g
h t

r a t eく％1
くI

24 h r

4 8 b r

7 2 b r

96 h r

1 20 ll r

S ali n e くc o n tr oll

0

0

0

0

0

4

2
．

2

2

2

2

1

0 ． 6 士 0 ． 2

0 ． 5 士 0 ． 2

0 ． 5 士0 ． 2

0 ．5 士 0 ． 2

0 ．6 士 0 ． 2

0 ．8 士 0 ． 5

0 ． 7 土 0 ． 2 0 ． 8 士0 ．4

0 ．7 士 0 ． 2 0 ． 8 士0 ．3

0 ．6 土 0 ． 2 0 ． 9 士0 ．3

0 ．7 土0 ． 2 0 ． 9 士 0 ． 3

0 ．8 土 0 ． 2 0 ． 9 士 0 ． 3

1 ． 1 土0 ． 7 3 ． 4 士 2 ． 0

1 ． 3 士0 ． 5

1 ． 2 土0 ．5

1 ． 3 士0 ．5

1 ． 2 士 0 ．7

1 ． 2 土0 ． 4

4 ．7 士2 ． 6

1 ．6 士 0 ．6 2 1 ． 9
事

1 ．4 士 0 ． 5 19 ． 2
ヰ

1 ．7 士 0 ． 5 23 ． 3
輩

1 ．6 士0 ． 6 21 ． 9
輩

1 ． 7 士0 ．7 23 ． 3
轟

7 ． 3 土2 ． 1

T w o
－te nth s m l o f e a c h p r e p a r a ti o n w a s i nj e c t ed d aily i nt r a m u s c ul a rily i n t o t u m o r

－b e a ri n g mi c e f o r 14 d a y s こt h e

fi r st i nj e cti o n w a s m a d e a t 4 8 h r a ft e r s u b c u t a n e o u s in o c ul a ti o n く0 ．2 m ll o f t u T n O r C ell s u sp e n sio n く5 ．O x lO
I

c ell sl

m 11 ． T h e s e p r o c e d u r e s w e r e u s e d t h r o u g h t h e e x p e ri m e n t s －

al A f te r e a ch i n c u b ati o n p e ri o d of c ult u r e in T a m ai － F u k u d a くT Fl m e di u m
，
f o r m ali n

－ kill ed c ell p r e p a r ati o n w a s

bl Li vi n g mi c e 3 0 d a y s a ft e r i n o c ul a ti o n o f t u m o r c ells w e r e u se d f o r th e m e a s u r e m e n t o f t u m o r w e ig ht d u ri n g

th e te st p占ri o d ■ T w e n ty mi 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 ．

cI R a ti o o f m e a n tu m o r w ei gh t o f mi c e i nj e ct e d w ith e a c h p r e p a r a ti o n t o th a t o f c o n t r ol m i c e o n 30 d a y s a ft e r

i n o c u la ti o n of tu r n o r c ell s ．
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p く0 ．00 1 ， C O r n p a r e d w ith c o n tr o l b y St u d e n t
，

s t －t e St ．



8 8 2 加

血 清 ア ル ブ ミ ン 加1 ハ5 M 燐 酸 緩 衝 食 塩 水 くp H 6 ． 81

4 m l に T 細胞の 機能関連膜抗原で あ る L 3 T 4 陽性 丁細

胞 ，
L y t2 陽性 丁細胞 に 対 す る各 マ ウ ス モ ノ ク ロ

ー ナ

ル 抗体 くC e d a rl a n e L a b o r a t o ri e s
，
O n t a ri o

，
C a n a d aI

各々 50 月1 加 えた も の1 を 1 0 叫 1 加 えア イ ス バ ス 上で

4
0

C ． 3 0 分間イ ン キ エ ペ ー 卜し た ． さ ら に
，

2 次抗体

くフ ル オ レ ツ セ イ ン ． イ ソ テ オ シ ア ネ イ ト げ1u o r e s c
－

ei n i s o thi o c y a n a t e ， F I T CI 標識 抗 マ ウ ス I g G 抗体1

くT A G O ， C a lif o rn i a ， U ．
S

．
A ．I を1 0 0 JL l 加 え 4

O

C
．

3 0 分

間イ ン キ エ ペ
ー

ト後 25 0 x g
． 1 0 分間 く2 回1 遠心洗浄

を行 っ た
鎚I

．

2 ． フ ロ ー サ イ トメ トリ ー に よ る解析

初 め に
，

コ ン ト ロ ー ル 検 体 くF n
－

C 標識 マ ウ ス モ ノ

ク ロ
ー

ナ ル 抗体i FI T C 標識抗 ラ ッ ト Ig G 抗体 を反応

さ せ た もの1 を流 し ， 前方散乱光 ， 側方散乱 光 の 2 パ

ラ メ ー

タ に よ る サイ ト グラム 上 で リ ン パ 球領域 に ゲ ー

ト をか け ，
そ の 陽性 率が 1 － 2 ％と な る よ う に 設 定

し
，

サ ン プ ル を流 し
， 解析 を実施 した

抑
． 解 析 は レ ー

ザ ー ． フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ． シ ス テ ム O r th o

S p e c t r u m III くO rth o D i a g n o sti c S y s t e m
，
M a s s a c h u s

－

e tt s
，
U ．S ．A ．りこよ り行 い

，
L 3 T 4 陽性 丁細胞 ，

L y t2 陽

性 丁細胞の 末棺血全リ ン パ 球 に 対 す る 比率の 変動 に つ

い て 検討 した ，

X H ． 病理 組織学 的検討

摘 出した 腫瘍組織 標本 を1 0 ％ ホ ル マ リ ン に て 固定

し
，

パ ラ フ ィ ン 切片 を作製 し
， 常法

鎚 I
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 で

観察 した ．

ま た
． 同様 に 摘 出した 腫瘍組織標本 を O C T コ ン パ

ウ ン ドくM il e s L a b o r a t o ri e s
，
I n d i a n a ， U ．S ．

A ．ンで 包埋

後 ， ドライ ア イ ス ー

ア セ ト ン で 瞬時 に 凍結 しク リ オ ス

タ ッ ト Ti s s u e
－ t e k II くマ イ ル ス ． 三 共 ， 未 到 で薄切

した ． 第 1 次抗体 と し て抗 マ ウ ス L y t2 モ ノ ク ロ ー

ナ

ル 抗 体 くマ ウ ス L y t2 に 対 す る ラ ッ ト I g G 2b 抗 体 ，

X l O O H S e r a － L a b
， C r a w l e y D o w n S u s s e x

，
U ．K

．1 ， 抗

マ ウ ス L 3 T 4 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 くマ ウ ス L3 T 4 に対

す る ラ ッ トI g G 2b 抗体1
X 1 0 0 H S e r a ， L a bl で60 分 ， 第

2 次抗 体 と し て ヤ ギ 抗 ラ ッ ト I g G 抗 体 t A ffi n ip u r e

G o a t A n ti R a t －I g G
，

X l O Ol くJ a c k s o n I m m u n o r e s e a －

r c h L a b o r a t o ri e s ， W e st B al ti m o r e
，
U ．S ■ A ．J で40 分

，

標識 抗体 くR a t P e r o xi d a s e A n ti p e r o x id a s e a n tib od ．

y ，
X 2 0 0 H J a c k s o n I m m u n o r e s e a r c h L a b o r a t o ri e sl で

4 0 分 間染 色 さ せ る 酵 素 抗 体 法
6引

くp e r o x id a s e a n ti ．

p e r o x id a s e 法 ，
P A P 法1 に 従 い

， 染色 を行 っ た後
， 光

学顕微鏡下 で観察 し た ．

X I II
． 統計学 的検定法

2 群 の 生存 率の 差 の 検 定に は ， g e n e r ali z e d W il c o ．

X O n t e S t を ， 腫 瘍の 大き さ の よ う な連続 変数と して示

さ れ る も の に は
，

t 検 定くSt u d e n t
，

s t －t e Stl を使 っ て検

定を行 っ た ．

成 績

王 ． 月 仕C 花 e 8 E T ． 2 8 株ホ ル マ リ ン 処理 死 菌の 抗腫瘍

活 性

まず ，
P ． 此 助 搭 K T －2 8 株の 抗腫瘍活性の 発現に 最も

有効 な培養時 間を求 め る た め
，
24

，
4 8

，
7 2

，
9 6

，
12 0 時

間培養 ホ ル マ リ ン 処 理 死菌標晶 を作製 し
，

サ ル コ ー マ

1 8 0 細胞 の 圃型腫 瘍 の 担痛 マ ウ ス に 投与 す る こ と に よ

り
，

そ の抗腫瘍活性 を 比較検討 し た ． 腫 瘍重量 で みた

場合
，
移植30 日目 に お け る生存 マ ウ ス に つ い ては

，
い

ずれ の ホ ル マ リ ン処 理死 薗標 品の 投与 に お い ても腫瘍

重量 の 抑 制が 認め ら れ
，

サ ル コ ー マ 1 8 0 細胞 移植後30

T a b l e 2 ． A n tit u m o r a c ti vi t y o f f o r m ali n
－k ill ed c ell p r e p a r a ti o n o f P ． a c n e s st r ai n

K T － 2 8 h a r v e s t e d f r o m c u lt u r e s i n c u b a t e d f o r d iff e r e n t p e ri o d s to s u r vi v al of m i c e

W i th th e s olid t y p e t u m o r of S a r c o m a 1 8 0

F o r m a li n
－k ill ed N u m b e r M e a n N u r n b e r

c e ll p r e p a r a ti o n
al

o f s u r vi v al o f T ノC く％1

i nj e c t e d m i c e u s e d d a y s
bl

s u r v I V O r S

24 b r

4 8 h r

7 2 b r

9 6 b r

1 2 0 b r

S al in e くc o n tr oll

ハ

リ

O

O

O

O

O

2

2

2

2

2

2

く

く

く

く

3

2
0
0

1

9

3

8

9

5

4

2

7

4

4

4

4

4

3

4

4

2

1

0

0

1 2 9 ． 5 く
ホ

1 3 1 ． 9 く 零

1 2 2 ． 8 く 事

1 1 8 ． 2 く
水 牛

1 1 5 ． 0
ヰ ホ

al R ef e r t o t h e f o o t n o t e s of T a bl e l ．

bl M i c e w e r e o b s e r v e d f o r 6 0 d a y s

．
a f te r th e s u b c u t a n e o u s i n o c u l a ti o n o f t u m o r

c ell s ．

ホ
p く0 ．00 1

，
C O m P a r e d w ith c o n t r ol b y g e n e r al i z e d W il c o x o n t e st ．

朱 筆

p く0 ．05
，

C O m P a r e d w ith c o n t r ol b y g e n e r a li z e d W il c o x o n t e st ．



た 戊C邦 g S の 抗腫瘍活性

日日に お ける対照群 く生理 食塩水投与軍制 に 対 す る ホ

ル マ リ ン 処理死菌標品投与群の 腫癌重量 比は 約20 ％で

あり ，
腫瘍重量の 有意 な抑制 くp く0 ．0 0 い が み ら れ た

懐 け 各棟品間 に は ． 腫瘍重量比の 有 意 な 差異 は 認

められ な か っ た が ，
4 8 時間培 養標品 に お い て腫瘍重量

比は19 ． 2 ％と最 も低値 で あ っ た ． さ ら に
，

こ れ ら ホ ル

マ リ ン処理死菌標品 の 抗腫瘍活性 を サ ル コ
ー

マ 1 8 0 細

胞移植後60 日 間の マ ウ ス の 生存日 数に よ り判 定 した t

対照群 では49 日目 ま で に
，
1 2 0 時間培 養 ホ ル マ リ ン 処

理死菌標晶投与群 で は6 0 日目 まで に20 匹 全て の マ ウス

は腫瘍死 し た ． 他の 標 品の 投与 で は60 日目 に お い て も

生存マ ウ ス が 認め ら れ
， 特に2 4 時間お よ び48 時間培養

ホル マ リ ン処理 死 菌標晶投与群 で は各 4 匹 が 生存 した

俵 2 ト T ノC は
，

い ずれ の 標品に お い て も対照群 に 比

べ 高値 を示 した く24 ，
4 8

，
7 2 時間培養標 品， p く0 ． 0 0 1 i

9 6
，
1 2 0 時間培養標品p く0 ． 岬 ． 2 4

．
4 8

，
7 2 時間培養標

晶間に は T ノC の 有意 な差異 は なか っ たが ， 4 8 時間 培

養標品に おい て T ノC は 最も高 く ，
1 3 1 － 9 ％以 上 で あ っ

た ．

以上 の 結果
，
P ． 戊C 乃 g ざ K T － 28 株 の 抗腫瘍活性の 発現

に は48 時間培養が 最 も有効と 思わ れ た の で
，
4 8 時 間培

養ホル マ リ ン処理 死菌標晶に つ い て
，

さ ら に
．

そ の 抗

腫瘍活性 を エ ー ル リ ッ ヒ腹水癌細胞お よ び 同系の メ ス

A 細胞固型腫瘍 に つ い て検討 し た ．

エ
ー ル リ ッ ヒ 腹水癌細胞 に お い て は

， 移植30 日 目に

お け る標品投与群 ． 対照群 の腫瘍重 量 は各々 4 ． 0 士2 ． 4

g く平均値 士標準偏差ン，
12 ．8 士4 ． 7 g で あ り

，
標晶 投与

群の 対照群 に 対す る 腰 瘍重 量比 は31 ． 3 ％で あ り ， 腫 瘍

重量 の有意な抑制くp く0 ． 0 0 11 が 認め られ た ． 生存 日数

でみた場合，
48 日目 で対照 群の マ ウ ス は す べ て腫 瘍死

し， 生存 日数は37 ． 2 士 5 ． 7 日 く平均値 士 標 準偏 差ン で

あ っ たが
，

ホ ル マ リ ン処理 死薗標品 投与群で は60 日 目

883

に お い て も 3 匹が 生存 し． 生存日 数は51 ． 1 士7 ． 9 日 以

上 で あ り ，
ホ ル マ リ ン 処理死 薗標品投与群の T ノC は

13 7 ． 4 ％以上 を 示 し
，
対照 群と の 間 に有意 な差 異 くp く

0 ． 0 0 1I が み られ た ．

メ ス A 細胞 に お い て は
，
3 0 日目 に お け る標 晶 投 与

群
，
対照群の 腫瘍電量は各々 5 ．4 士1 ． 9 g ，

1 5 ．9 士 3 ． 5 g

で あり腫瘍重量比 は34 ．0 ％を示 し腫瘍重 量の 有意な 抑

制くp く0 ． 0 0い が認 め ら れ た ． 生存日 数に 関 して は
， 対

照群で は35 日目 で全 ての マ ウ ス が 腫瘍死 し
，
生存 日数

は30 ． 3 士3 ．3 日 で あ っ た ， ホ ル マ リ ン 処 理 死 菌標 品投

与群で は ， サ ル コ
ー

マ 1 8 0 細胞，
エ ー ル リ ッ ヒ腹 水癌

細胞の 場合と 異な り ，
6 0 日日ま で 生 存 した マ ウ ス は認

め られ ず ，
4 6 日目で 全て の マ ウス は腫瘍死 した く生 存

日 数，
38 ．8 士3 ．9 即 ． し か しな が ら

，
T ノC は12 8 ， 1 ％で

あり
，
対照群 と の 間に 有意な 差異くp く0 ．0 0い が み られ

た ．

以 上 の 結 果 に 基 づ き
，

以 後の 実験 で は P ． 戊C 乃g ざ

K T －2 8 株 の 培 養時 間を48 時間とす る こ と に した ．

H ．
書 瓜 C 花 e ぷK T － 28 株菌体か ら の 超音波処理 抽出物

質の 抗腫瘍活性

1 ． 超音波処理 上 清液 お よ び超音波沈漆標晶の 抗腫

瘍活性

4 8 時間培 養菌液 100 0 m l の 遠心 沈透 く48 時間培 養菌

体 ， 湿重 量4 ．5 gl を 50 m l の P B に 懸濁し た後 ， 超音

波処理 に よ り 菌体 を破壊 し， その 遠心上清液 く超 音波

上 清液1 と 沈漆く超音波沈漆 ， 湿重 量3 gl に つ い て
，
そ

の 抗腫瘍活性 をサ ル コ ー マ 1 8 0細胞 の 固型 腫 瘍の 担痛

マ ウ ス を用 い て 検討 した ．

超音波上 清液投与群で は
，
対照群 と ほぼ 同様 に20 日

日頃か ら腫瘍死 を認め
，
5 5 日目ま で に20 匹 全て の マ ウ

ス が 腫 瘍死 し た ． 3 0 日 目 に お け る 腰 瘍 重 量 比 は
，

1 0 1 ． 9 ％ ， ま た ，
TノC は1 20 ．6 ％ で あ り

．
共に 対照 群と

T abl c 3 ．
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8 8 4 加

比較 して有意の 差 は認め ら れ ず
，
超 音波上 溝液 に は抗

腫瘍活性 は み られ なか っ た ．

超音波沈壇標晶 の抗腫瘍活性の 実験で は
，

ま ず
，

上

述 の超音波上 清液 の実験 に 対応す る よう ， 超音波沈漆

を 50 m l の P B に 懸濁 し
，

そ の 抗腫 瘍 活性 を検討 し

た ． 標 品投与群で は1 3 日目 か ら マ ウ ス の弊死が 認 め ら

藤

れ
，
対照群の マ ウ ス の 最初の 腫瘍死が 認 め られ る以前

く1 9 日日以 前I に 約1ノ3 く20 匹 中7 匹1 の マ ウ ス が発死し

たが
， 約1ノ2 く2 0 匹 中9 匹I の マ ウ ス は対照群の全ての

マ ウ ス が腫瘍死 した後 く4 3 日目以後1 も 生存 した ． ま

た
，
3 0 日 目の 生存 マ ウス の対 照群 マ ウ ス に 対 する腫瘍

重 量比 は
，
1 6 ． 7 ％で あり 腫瘍 重 量の 明 らか な抑制が認
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ヱ 戊C犯どぶ の 抗腫瘍活性

められ た ． 以 上 の こ と か ら超音波沈 漆標品 に は ． 抗腰

瘍活性が存在す る こ とが 示 唆さ れ た ． しか し なが ら
，

標品投与群マ ウ ス の 約1ノ3 が 対照群 マ ウ ス よ り も 先 に

輿死 したた め
，
超音波沈漆 く湿 重量 3 gI に 加 え る P B

の 量を50 ，
7 0

，
8 0 ，

1 0 0
，

2 0 0 m l く50 －

，
7 0 ．

，
8 0 ．

，
1 仙

，

200 一 超音波沈漆標 副 と変化さ せ て実験 した ．

50 ． お よ び 70 ．超音波沈漆標晶投与群 で は ， 移植30 日

目の腫瘍重量 は
， 各々 1 ． 5 士0 ．8 g ， 2 ． 1 士1 ■ 1 g に す ぎ

す．
腫瘍重量の著明な 増加 はみ ら れ な か っ た く表 3 1 ．

80 ．超音波沈漆標品投与群で は腫瘍重 量 は25 日目 で は

2 ．7 士1 ．2 g ，
3 0 日目で は 5 ． 1 士2 ，6 g で あ り25 日 目以後

に腫瘍重量の 明ら か な 増加が み られ た ． ま た ，
1 0 0 － お

よ び20 0 一超音波沈溶標晶投与群 の 腫瘍重量 は
，
2 0 日目

では各々 2 ． 6 士1 ．1 g ，
1 ． 6 士0 ■ 4 g で あっ た が

，
2 5 日目 で

は4 ．0 士1 ． 2 g ，
4 ． 1 士 0 ．8 g ，

3 0 日 目で は 7 ． 2 士2 ． 3 g ，

8 ．4 士2 ． 1 g で あ り20 日目以降 に 著 しい 増加が 認め ら れ

た ．

以上 の腫瘍重量の抑制 を30 日目 に お け る生存 マ ウ ス

の対照群に 対す る 腫瘍重量比 で比 較す る と 弧 お よび

70 －超音波沈漆標 晶投与群 で は ， 各々12 ． 6 ％ ，
1 7 ■ 8 ％で

あり， 対照群と の 間に 明ら か な差異くp く0 ． 0 川 が み ら

れた ．

次に これ らの超音 波沈遼標品の 抗腫瘍活性 を移植後

60 日間の マ ウ ス の 生存 日数 に よ り判 定 し た ． 5 0 一超 音

波沈漆標品投与群で は ， 先の 実験結果 と幾分異 な り
．

対照群 に お け る マ ウ ス の 最初の 腫瘍死 が認 め られ る以

前く移植21 日目 以前1 に 担癌 マ ウス の約1ノ2 く20 匹 中10

匹1 は弊死 した が
，

1 匹 は対照群の マ ウ ス の 全 て が 腫

瘍死 した48 日 目で も柴死 す る こ とな く移植後60 日 間以

上生存 した く図 い ． 他 の超音波沈漆 標晶 の 投与 で は
，

いずれの標品 に お い て も マ ウ ス の 腫瘍死 は対照群 に お

ける 最初の腫瘍死が 認 め られ る 以後 に み ら れ ， 生存 日

数の 延長が認 め られ た ． また
，
2 00 一超音波沈漕標 品 投

885

与群 マ ウ ス は5 7 日目 に 全て が腫瘍死 したが
，
7 0 －

，
8 0 t

，

お よ び 10 0 ．超音波沈漆標晶 投与群で は各々 2
，

1 ，
1

匹 の マ ウ ス が60 日 間以上 生 存 した ．

T ノC は ， 5 0 ．超音波沈法標品投与群 を除い て は い ず

れ の 投与群 に お い て も ， 対照群 に 比べ 有意に 高値 を示

した くp く0 ． 0 0 11 く表 4 ト ま た
，
70 －

，
8 0 ．

，
1 0 0 －

，
2 0 0 －超音

波沈溶標品間に は TノC の 有意な差異は なか っ た が ，

7 0 － 超音波沈溶標品 に お い て TノC は最 も高く1 47 ． 7 ％

以上 で あ っ た ．

以上 の結果 に 基づ き
，
7 0 一 超音波沈漆標品 に つ い て

，

さ ら に
，

そ の 抗腫瘍活性 を エ
ー ル リ ッ ヒ腹水癌細胞 ，

メ ス A 細 胞に つ い て 検討 した ．

エ
ー ル リ ッ ヒ腹水癌細胞の 担癌マ ウ ス に 超音波沈澄

標晶 を投与 した 場合，
20 日目 まで は腫瘍重量 の著明な

増加が 認 め られ ず ， 移植30 日目 にお け る標 品投与 群 ，

対照群 の腫瘍重畳 は各々 3 ． 0 士0 ． 9臥 10 ． 6 士2 ．8 g で あ

り ， 腫瘍重量比 は28 ． 3 ％ を示 し， 膿瘍重畳 の 有意な抑

制 くp く0 ． 0 0 い が 認 め られ た ． 生存 日 数で み た 場合 ，

4 7 日目で 対照群の マ ウ ス は全て 腫瘍死 した が く生存 日

数 ， 34 ． 6 士7 ． 5 別 ， 超音波沈埴標 品投与群 で は 2 匹 が

60 日目 に お い て も生存 したく生存日数
，
47 ．2 士9 ． 4 日以

上1 ． 超音波沈漆櫻 晶投与群の T ノC は136 ． 4 ％ 以上 で

あ り
，
対照 群 との 間に 有意 な差異くp く0 ． 00 11 が み られ

た ．

メ ス A 細 胞の 担痛 マ ウ ス に お い ても エ
ー ル リ ッ ヒ腹

水癌細胞の 場合 と 同様20 日 目 ま で 腫 瘍重 量 が 抑制 さ

れ
，
3 0 日目 に お け る超 音波沈澄標晶投与群 ， 対照群の

腫瘍 重量 は各 々 3 ．4 士1 ． 1 g ，
15 ．0 士2 ． 9 g で あり

，
腫瘍

重 量比は2 2 ． 7 ％を示 し
， 腫瘍 重量の 有 意な 抑制 くp く

0 ． 0 0い が み られ た ， 生 存日 数で みた場合
，
超音 波沈澄

標品 投与群 は
， 投与47 日目で 使用 全て の マ ウ ス は柴死

したが
， 生存 日数 は40 ． 3 士4 ．7 日で あ り ， 対照群く生存

日 数，
3 0 ． 3 士3 ． 9 別 よ り長 く ，

TノC で 1 3 3 － 0 ％ を示
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8 86 加

し
， 対照群 と の 間 に 有意な 差異くp く0 ■ 0 0い が 認 め られ

た ．

以上 の結果 ，
7 0 ．超音波沈漆標 品 は

，
サ ル コ

ー

マ 1 8 0

細胞 ，
エ ー ル リ ッ ヒ腹 水癌細胞 ，

メ ス A 細胞 3 種 の腫

瘍細胞 に 対 し抗腫瘍活性 を示 す こ と が 分か っ た ．

2 ． 蛋白分解酵素処理超音 波沈溶標品の 抗 腫瘍 活性

先の 菌体超音 波沈漆標 品 を ト リ プ シ ン お よ び プ ロ

ナ
ー ゼ で処理 し た後得 られ た標 晶 く蛋白分解酵 素処 理

超音波沈 漆標 品いこ つ い て
，

そ の 抗 腫瘍 活性 を サ ル

コ
ー マ 1 8 0 細胞 ，

エ
ー ル リ ッ ヒ 腹水癌 細胞 ，

メ ス A 細

胞の 囲型腫瘍の 担癌 マ ウ ス り 群20 匹I に 投 与す る こ

と に よ り検 討 した ．

蛋白分解酵素処理超音波沈撞標 品の サ ル コ
ー

マ 1 8 0

細胞 の 固型腫瘍 に 対す る抗腫瘍活性 を腫瘍重 量 で み た

場合 ，
25 日 目に お い て も 1 ． 2 士0 ． 6 g に す ぎず腰 痛 の増

大 に 対し て充分 に 抑制効 果 の あ る こ と が 認 め ら れ た

く表 5 ト 30 日目 に お ける標 品投 与群の 腫 瘍 重 量は 3 ． 0

士 1 ． 6 g ，
対照群 との 腫瘍 重量比 は24 ． 0 ％ で あ り腫瘍重

量の 有意な抑制くp く0 ． 0 0 11 が 認 め ら れ た ． 生存 日数で

み た 場合 ， 標 晶投与群 で は
，
2 9 日目か ら マ ウ ス の 腰瘍

死が 始ま り ，
6 0 日目 まで に

， 合計18 匹 の マ ウ ス が 巣死

し たが 2 匹 は6 0 日 間以 上 生 存 し た く生存 日数 ，
4 3 ． 8 士

1 0 ． 7 日以 上1 ． 対照群 で は2 0 日目よ り 腫 瘍死 が み ら れ
，

4 7 日目 に 全て の マ ウ ス が腫 瘍 死 し生存 日数 は3 2 ． 0 士

7 ． 1 日 で あ っ た ． 標品投与群 の T ノC は1 3 6 ． 9 ％以 上 で

あ り ， 対照群 に 対 し有意な 差異 くp く0 ． 00 11 が認 め ら

れ
， 本標 品は有効な 抗腫瘍 活性 を示 した ， サ ル コ

ー

マ

1 8 0細胞接種部位 く背部いこ形成 され た 腰瘍は ， 標晶投

与群で は対照群 の マ ウ ス の 腫瘍 に 比 較 し てや や 白色 を

呈 し ， 中央部 に 壊死巣が 認 め られ た ． ま た
，
生存 した

2 匹 の マ ウス に お い て は
， 背部 に 移植さ れ た 腫 瘍 は消

失 し
， 完全治癒が認 め られ た ．

エ
ー ル リ ッ ヒ 腹水 癌細 胞の 担癌 マ ウ ス に お い ても

，

サ ル コ
ー マ 1 8 0 細胞の 場合と 同様腫 瘍重量 で み た場合，

蛋白分解酵素処理 超音波沈法標品投与群 で は
，
2 5 日目

まで 腫 瘍の 増大傾向 は ほ とん ど認 め られ な か っ た く25

日目の 腫瘍重量
，
1 ． 0 士0 ． 4 gl ． 3 0 日目 に お ける標品投

与群の 腫瘍重量 は 2 ．8 士0 ． 9 g ， 標 晶投 与群の対照 群 に

対 す る腫瘍重量比 は26 ． 2 ％で あり
，
腫瘍重量の有意な

抑制 くp く0 ． 0 0 11 が 認め られ た ■ 生存 日数 で みた場合
，

標 品投与群 で は29 日 目か ら マ ウ ス の腰瘍死 が 始ま り60

日 目 まで に18 匹 の マ ウス が腫瘍死 し
，

2 匹 は60 日以上

生存 した く生存 日数 ，
46 ． 5 士9 ． 6 日 以上I ． 対 照群で は

20 日目よ り腫瘍死が み られ
，
4 8 日目 に全て が腫瘍死 し

生存 日数31 ． 8 士6 ． 9 日で あっ た ． 標晶投与群の TノC は

1 4 6 ． 2 ％以上 と有効 な抗腫瘍活性 を示 し たくp く0 ． 0 叩 ．

メ ス A 細胞 に お い て も前 2 者 と同様 ， 腫瘍重量でみ

た場合 ，
蛋白分解酵素処理 超音波沈溶標品投与群で は

25 日目 ま で は腰瘍重 量の 増大 に 対 して抑制効果を示し

た く25 日 目の腫瘍重 量 ，
1 ． 2 士0 ． 3 gl ．

3 0 日 目に お け る標 晶投 与群 の腫 瘍重 量 は 2 ． 8 士0 ． 9

g ， 標 晶 投 与 群 の 対 照 群 に 対 す る 腫 瘍 重量 比 は
，

2 0 ． 7 ％で あ り
， 腫瘍重量 の 有意 な抑制くp く0 ． 00 11 が認

め ら れ た ． 生存 日数 は標 品投与群 で は44 ． 8 士8 ． 6 日
，

対照群 で は35 ． 1 士5 ． 7 日で あ り 標晶 投与 群の TノC は

12 7 ． 6 ％を示 し有効 な抗腫瘍活性 を示 し たくp く0 ． 00 11 ．

以上 の結果 ， 蛋白分解酵素処理 超音波沈溶標晶はサ

ル コ
ー マ 18 0 細胞 ，

エ
ー ル リ ッ ヒ 腹水 癌細 胞 ， メ ス A

細胞 の 3 種 の 腫瘍群 に 対 し抗腫瘍活性 を有 する ことが

分か っ た ． ま た 本棟 品投与 マ ウ ス で は
，

ホ ル マ リ ン処

理死 薗標 品
，
超 音波 沈港標 品投与 マ ウ ス に 観察された

立毛 ， 脱 毛， 熱感等の 全身衰 弱の 症状 ，
お よ び注射局

所の硬 結 ， 壊死も軽 減 して い た ．

3 ． 脱脂質超音波沈漆標品の 抗 腫瘍活性
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ヱ 戊C 乃どぶ の抗腫瘍活性

上述の ご とく蛋白分解酵素処理 超音波沈漬標品 は
，

きわ めて 強い 抗腫瘍溶性 を示 し た た め
，

さ ら に この 局

在を追求す る目 的で 蛋白分解酵素処 理超 音波 沈漆標品

をメ タ ノ
ー ル ． ク ロ ロ ホ ル ム 液 に懸濁 し

，
ガ ラ ス フ ィ

ル タ
ー に て濾過す る こ と に よ り得 られ た 標晶 を脱脂質

超音波沈漆標 品 と し
，

サ ル コ
ー

マ 1 8 0 細胞 ，

エ ー ル

リ ツ ヒ 腹水癌細胞 ，
メ ス A 細胞 の固 型腫瘍 に 対す る抗

腫瘍活性 を検討 した ．

脱脂質超音波沈漆標品の サ ル コ ー マ 1 8 0 細胞 の 圃型

腰掛 こ対する抗腫瘍活性 を腫瘍重量 で み た 場合 ， 標 品

投与群の 腫瘍重量は25 日目に お い て も1 ■ 4 士0 ． 6 g に す

ぎず
口
腔瘍 の 増大 に 対 して 充分に抑制効果 の あ る こ と

が認め られ た く表 6 1 ． 3 0 日目に お け る標 品投 与群 の腫

瘍重量は 2 ．8 士1 ．8 g ， 対照群 と の腫瘍重量比 は20 ． 7 ％

であり
，
腫瘍重畳 の有意 な抑制くp く0 ．0 伸 が 認 め られ

た ． 生存 日数で み た 場合 ， 標 品投与群で は25 日日か ら

マ ウ ス の腰瘍死が 始 ま り ，
6 0 日目 ま で に 合計18 匹の マ

ウ ス が死亡 したが 2 匹は60 日間以上 生存 し た く生 存 日

数，
40 ． 9 士9 ． 7 日 以 上1 一 対照群で は18 日目 よ り腫 瘍死

がみら れ
，
4 2 日目に 全て が腫瘍死 し く生存日数 ，

2 9 ． 3

士7 ． 1 別 ， 標品 投与群の TノC は13 9 ■ 6 ％以 上 で あ り有

効な抗腫瘍活性 を示 した くp く0 ． 0 0 1ト

エ
ー ル リ ッ ヒ腹水癌細胞の 担癌 マ ウス に お い て も ，

サ ル コ
ー マ 1 8 0細胞 の 場合 と同様腫瘍重量で み た 場合，

脱脂質超音波沈澄標 品投与群で は
，
2 5 日目 まで ほ とん

ど増大傾 向は認め られ な か っ た く25 日目 の腫 瘍重 量
，

1 ． 2 士0 ． 5 gl ． 3 0 日 目に お け る標品投与群の 腫瘍重量は

3 ． 3 士0 ． 9 g ， 標晶投与群の対 照群 に対 す る 腫瘍重 量比

887

は29 ． 7 ％で あ り
，

腫瘍重 量の 有意 な抑制くp く0 － 0 0 11

が認 め られ た ． 生存日数 でみ た 場合， 標品投与群 で は

26 日目 か ら マ ウ ス の 腫瘍死が 始 まり60 日目ま で に18 匹

の マ ウ ス が腫瘍死 し
，

2 匹 は60 日間以上 生存 し た く生

存 日数
，

4 0 ．4 士 9 ．2 日以上1 ． 対照群で は20 日目 よ り 腫

瘍死が み られ
，
4 3 日目 に 全て が腫瘍死 し

，
生存 日数 は

32 ． 4 士6 ． 4 日 を示 し
，
標 晶投与群の TノC は12 4 ． 7 ％以

上 と有効 な抗腫瘍晴性 を示 した くp く0 － 0 0 11 ．

メ ス A 細胞 に お い て も 前 2 者と同様
卜
腫瘍重量で み

た 場合
，
脱 脂質超音波沈漆標品で は25 日目 ま で は重畳

の増大 に 対 し て 抑 制効果 を示 し た く25 日 目 の腫 瘍重

畳
，
1 ． 8 士0 ． 5 gl ． 3 0 日 目に お け る標品投与群の 腫瘍重

量は 3 ． 9 士1 ． 7 g ， 櫻 晶投与群の 対照群 に対す る 腫瘍 重

量比 は28 ． 3 ％ で あ り
，

腫瘍 重量 の 有意 な 抑 制 くp く

0 ． 0 棚 が 認め ら れ た ． 生存 日数は標 晶投与群で は39 ．4

士8 ． 0 日
，
対照群で は28 ．1 士7 ． 9 日 で あり標品投与群 の

T ノC は14 0 ． 2 ％ を示 し有効 な 抗 腫 瘍活 性 を 示 し た

くp く0 ．0 0 い ．

以上 の結 果脱脂 質超音波沈漆標 品は蛋白分解酵素処

理 超音波沈漆標品と 同様 ，
サ ル コ

ー マ 1 8 0 細 胞 ，
エ

ー

ル リ ッ ヒ 腹水癌細月凱 メ ス A 細胞の 3 種の 腫瘍群に 対

し抗腫瘍活性 を有す る こ と が分か っ た －

1It ． 免疫学 的検討

メ ス A 細胞 担癌 マ ウ ス に対 し
，
腫瘍細胞接種 1 日目

く翌 別 か ら 蛋 白 分解 酵 素 処 理 超音波沈漆標品 の投与

を行 い く投与期間 ，
7 日 間ン，

投与開始後 1
，

3
，

5
，

7 日目 ，
お よ び投与終了 後7 ，

1 0 日目 の マ ウ ス の 末棺
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3 8 ． 0 土6 ． 6

2 7 ． 6 士5 ． 3

26 ． 3 士5 ． 6

2 6 ． 3 土4 ． 6

2 6 ． 5 土6 ．2

2 5 ． 3 土3 ．8

2 1 ． 9 士5 ． 3

2 0 ．0 士3 ． 4

1 8 ．2 士2 ． 7

3 5 ． 4 土3 ．5

3 3 ． 1 土8 ．1

3 0 ． 3 士4 ． 2

2 7 ． 8 士3 ． 6

2 6 ． 5 土4 ． 4

2 2 ．7 士3 ．0

T w o
－t e n th s m l o f th e p r e p a r a ti o n w a s i nj e c t e d d ail y i n tr a m u s c ul a ril y i n t o t u m o r

－b e a ri n g m i c e

f o r 7 d a y s i th e fi r s t i nj e c ti o n w a s m a d e a t o n e d a y af t e r s u b c u t a n e o u s i n o c ul a ti o n く0 ．2 m ll o f

M e th A c ell s u s p e n si o n く5 ．O X l O
I

c ell sl m 11
al R ef e r t o f o o t n o t e s o f T a bl e 5 ．

b1 7 d a y s af t e r fi n i s h of i nj e c ti o n o f th e p r e p a r a ti o n －

c1 1 0 d a y s af t e r fi n i s h of i nj e c ti o n o f th e p r e p a r a ti o n －

dl S ali n e w a s i nj e ct e d ．
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P 戊川 闇 の 抗腫瘍活性

性丁細 掛 の 全リ ン パ 球に 対す る比率 く％ナの 変動に つ

い て検討 した t

標 品投与 群 で は
，

投与 3 日目 く腫 瘍細 胞 接種 4 日

目りこ L3 T 4 陽性丁細 胞 ，
L y t2 陽性 丁細胞共 に 最高値

くL 3 T 4 陽性 丁和 風 42 － 4 士1 2 ． 8 ％ く平 均値 士標 準偏

酎ニL y t2 陽性 丁細胞 ，
42 ■ 0 士1 1 ．9 ％1 を示 し

．
以降漸

減した く表 71 ．

一 方 ，
対照群 で は ， 腫瘍細胞接種後 2

日目 に各 丁細胞共 に最 高値 くL 3T 4 陽性 丁細胞 ，
3 5 ． 4

士3 ． 5 ％i L y t2 陽性丁 細 臥 26 ． 3 士4 ． 6 ％1 を示 し， 以

降漸減 した 一

棟品投与群の L 3 T 4 陽性丁細胞
，

L yt2 陽性 丁細胞

の比率を対照群 と比較す ると
，
投与 3 日 目の L y t2 陽

性丁細胞 の比 率 の み が 対照群 に 比 べ 有 意 な 差異 摘

働 を示 した 一 標晶投与 3 日目で は L 3T 4 陽性 丁細胞

の比率も対照群 に 比 べ 高値 を示 し たが
， 有意 の 差異 は

認められ なか っ た ■

なお
， 非担痛 マ ウ ス く健康 マ ウ ス1 で は ，

L 3 T 4 陽性

丁細胞が4 2 ． 5 士6 ． 5 ％
，

L y t2 陽性 丁 細胞 は3 3 ． 5 士

3 ．7 ％であ っ た ．

肌 病理 組織 学的所 見

メ ス A 細胞担癌 マ ウス に対 し
ト 腫瘍接種後 1 日目か

ら蛋白分解酵素処理 超音波沈澄標 品の投 与を 行い
， 投

与3 日目に 腫瘍 組織 を 摘 出 し病 理 組織 学 的 に 検 討 し

た ．

標品投与群 で は
，

腫瘍 問質 に 著明 な リ ン パ 球 の 浸

潤，
癌胞巣の壊 死と 巨細胞 の 出現 を認 め た ．

これ に 対

し ， 対照群で は 腫瘍 細胞の核 分裂像 を 多数認 め ト 腫瘍

問質に お け る リ ン パ 球の 出現は 比較 的少な か っ た く図

2 ト

また ， 免疫染色 で は標品 投与群の 腫瘍問質 に お け る

リ ンパ 球 の 浸潤部位 に
一 致 し て

，
L yt 2 陽性 丁 細胞

，

L3 T 4 陽性 丁細胞が 認 め られ た く図 3I ．

F i g ． 2 ． H i st ol o g l C a l p h o t o m i c r o g r a p h s o f t u m o r of

i nj e c ti o n o f p r o t e a s e
． t r e a t e d s e di m e n t p r e p a r a ti o n

8 8 9

考 案

細菌の 抗癌作 用 に 関し て は
，
1 8 68 年 に B u s c h

70一
が 丹

毒 に 確患 した 肉腫患者の 症状 の 改善を見 た報告 に 始ま

り
，
1 8 9 1 年 に C ol e y

71，
が丹 毒か ら分離 し た St rei，tO C O

－

c c 祝ぶ 如q 邸 乃 gぶ
一
助 r 用 ぬ 桝戊 r C e S C g 刀ざ の 混合死 菌 ワ ク チ

ン を用 い て 肉腫 患者 を治 療 し た と い わ れ て い る ■ 以

来 ， 種々 の研 究が 報告さ れ て い るが
，
小児白血病 に つ

い て
，

R ei n h a rd ら
7n

は
， 自然治癒 と感染症 に 注目 し

，

自然治癒 した も の の75 ％が 急性感染症の後 に 起 こ っ て

い る と報告 し て い る ． 嫌気性 C 叩 牌 加 地 血 相 に 関 し

て は
，
C ． p a r v u m に つも1 て19 6 3 年 H al p e r n ら

22I
が マ ウ

ス を用 い て そ の 加熱死 菌の 投与 に よ り 強い 網内賦清作

用 を報告 した の が 最初で ある ． 当時 B C G は細網内皮

系刺激物質で あ り ， 抗腫瘍効果 を有す る こ とが 知 られ

て い たが ，
1 9 6 6 年 H al p e r n ら

23，
は ス イ ス マ ウ ス を 用い

エ
ー ル リ ッ ヒ腹水癌細胞 お よび ベ ツ ツ ． サ ル コ

ー

マ に

対 し C ． 如 r び祝刑 死薗が 抗腫瘍効果 を示 す こ と を報告

した ． 同年 に W o o d r u ff ら
細
が A 系 マ ウ ス と自然発生

痛 ， くC B A X A J F l マ ウ ス と メ チ ル コ ラ ン ト レ ン 誘発肉

腫 の 2 つ の 同系の 腫瘍で 同様 の 抗腫瘍効果 を報告 して

い る ． ま た ，
そ の 前年 Bi o z zi ら

お，
は C ． P a r v u 刑 の 前

投 与 に よ り 移 植 片 対 宿 主 疾 患 くg r af t －

V e r S u S
－h o s t

di s e a s e
，
G V H d i s e a s el が抑制 され る こ と を報告 し て

い る ． 本邦 に お い て は
， 服部 ら

仰
の 研究で は ， 胃癌患

者 に 対す る術中 マ イ ト マ イ シ ン大量投与 と骨髄移植と

を併用 し た際 に 延命効果が得 られ た ． こ の こ と か ら
，

骨髄液 中か ら 分離 さ れ る 嫌 気性 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム

くC 叩 購 ぬ 勉 励 両 軸 画 商 両 の存在が制癌効 果 と関

連 して い る の で は な い か とい う仮 定に 基づ き研 究が進

め られ て き た ． その後 も 同菌の網 内賦清作用 ， 体液性

． 細胞性免疫 へ の 影響， 感染抵抗性，
抗腫瘍効果 に 関

M e th A c ell s i n m i c e o n s u c c e s si v e 3 d a y s

o f P a c n e s s t r a i n K T ，2 8 くH e m a t o x yli n 8 z E o si n

St a in 1 ．

T h e p r e p a r a ti o n くAl o r s ali n e くBI w a s i nj e c t e d ． A －1 ニ M a r gi n a l p o rti o n o f i n v a di n g c a n c e r くX l O Ol ．

L y m p h o c y t e i n filt r a ti o n i s r e m a r k a b l e a r o u n d th e tu m o r ．
A －2 こ C e n t r a l p o r ti o n of th e t u m o r

くX 2 0 0J ． T u m o r i s r e pl a c e d b y g r a n ul a ti o n ti s s u e an d l y m ph o c y t e i n filt r a ti o n ． A f e w c a n c e r n e st s

a r e d e g e n e r a t e d ． B －1 こ M a r gi n al p o rti o n of th e t u m o r くX l O Ol ． N o l ym p h o c y t e i n filt r a ti o n s a r e

s h o w n ． B －2 こ C e n tr a l p o r ti o n o f th e t u m o r くX 4 0 01．
P l e o m o r ph i s m a n d n u m e r o u s m i t o s e s a r e s e e n ．

F i g ． 3 ． D i s trib u ti o n of L y t2
＋

o r L 3 T 4
＋

T c ell i n t u m o r o f M et h A c e ll s i n m i c e o n s u c c e s si v e 3 d a y s

i nj e cti o n o f p r o t e a s e
－ t r e a t ed s e d i m e n t p r e p a r a ti o n o f fし a c n e s s tr a in こK T － 2 8 tP e r o x id a s e s t a i n

，

X l O Ol ． A 二 S e c ti o n st ai n e d w ith m o n o cl o n al a n ti － L y t2
十

a n tib o d y w hi ch i s c o n si d e r e d t o r e c o n g ni z e

s u p p r e s s o r
，
k ill e rl c y t o t o x i c T c ell s ． B ニ S e c ti o n s t ai n e d w ith m o n o cl o n al a n ti － L 3 T 4

十
a n tib o d y w h i c h

i s c o n sid e r e d t o r e c o n g n i z e h el p e rli n d u c e r T c ell s ．
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して の 報告が な され て い る
曇 ト 38－

． 嫌気 性 コ リ ネ バ ク テ

リ ウ ム は皮膚， 骨髄 中に 広く 生 存が 認 め られ て い る こ

と か ら現在ま で 以上 の よう な 数 多く の 報 告が な さ れ て

い る ． し か し
， 多く の も の は嫌 気性 コ リ ネ バ ク テ リ ウ

ム の 死菌 ，
フ ェ ノ ー ル 処理 加 熱死菌

，
ホ ル マ リ ン 処理

死 菌や
，

ア ジ エ バ ン ト
，
他の 抗癌剤 との 併用 と し て使

用 した も の で あ り
，
投与経路 ， 投与時期 ， 投与量 に 関

し て
一 定の 見解 は得 ら れ て い な い

39ト 55 I

以 上 の ごと く 嫌気性 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム の 抗腫瘍活

性 に 関 し て は種々 の研 究が さ れ て い る が ， 口 腔内常在

菌 で あ る P d 甜 闇 の 抗腫瘍活 性に 関 し て は未 だ 報 告

さ れ て い な い ． 今 回， 著者 は歯 石 由来 菌 で あ る ヱ

戌Cク鋸搭 K T － 28 株を 使用 し抗腫瘍活性 を検討 した ．

本研究 で は抗腫瘍活性 の測定 に は
， 従来抗癌剤 の ス

ク リ
ー

ニ ン グ に あた り 1 次選別試験 に 用 い ら れ て い る

同種腫瘍 くall o g e n ei c tu m o rl で あ る サ ル コ
ー

マ 1 8 0 細

胞 ，
エ

ー ル リ ッ ヒ 腹水癌細胞
，

お よ び 2 次選別試験 に

用 い ら れ て い る 同系腫瘍くs y n g e n ei c t u m o rl で あ る メ

ス A 細胞 を使 用 した
乃I

．

標品投与時期 に 関 し て ， 抗 腫瘍 活性 を 期待 す る に

は
，
比較的早期に ， ま た ， 腫瘍細胞 が 少な い 時期か ら

投 与す る 方が 有用 に 思わ れ る が
， 臨床的 に は

，
諸検査

で 腫瘍 が形態的 に 認 め られ た 後 に治療が 開始さ れ る こ

とか ら ， 著者は
， 腫瘍細胞接種後 2 日目で 腫瘍生者 が

確認で き た も の か ら 治療 を開始 した ． ま た抗腫瘍活性

は腫瘍重 畳お よ び T ノC に よ り判 定 した ，

予備実験 で アニ 助川 旭S K T － 2 8 株の 抗腫瘍活性 は培養

上 清液に は認 め られ なか っ た の で
， 菌体 に つ い て検討

す る こ と と した ． 抗腫瘍活性 を検討 す る方法 と し て
，

まず P 戊C乃どぶ K T － 2 8 株の 培養時 間と抗腫 瘍活性 の 関

係 を検討 した ． 各時間培養 の菌体 間に
， 抗腫瘍 活性 の

有意 の 差 は認 め られ な か っ た が ，
4 8 時間培 養か ら得た

菌体 で は
，
腫瘍重量 比が 最も低 く ，

か つ T ノC の 値 が

最も 高く
，
強 い 抗腫瘍活性が 認め られ た の で 培養時間

を48 時間と決 定 した ． 有効成分 を追求 す る た め超音波

破砕機 に よ っ て 菌体 を破 壊 し
，

遠心 上 浦 く菌体 内容

ヨ卿 と遠JL －沈瘡 く主と して菌体細胞 壁 ， 菌体 超音 波 沈

手引 に 分 け ， 抗腫瘍活性 を検 討 した 結果 ， 菌体 超音 波

沈漆標品 ，
す なわ ち

，
ヱ d C 乃 gS E T －2 8 株 の 細胞壁 く主

成 分1 に 極 め て強 い 抗腫瘍活性が 認 め られ た － し か し ，

高濃度の 投与群 で は腫瘍死 す る以 前 に 架死 す る マ ウ ス

が み ら れ た た め ， 沈 漆 濃 度 を 3 gノ50 m l か ら 3 gノ

20 0 m l まで 変化さ せ て 実験 を 試み た ． な か で も ，
3 gノ

70 m l に 浮遊 した 群，
す なわ ち

．
4 3 m gl m l の 濃度の も

の を 2 週 間連続投与 した群 に は
，
本標晶投与 に よ る巣

死も 少な く腫瘍重量の 増加も 充分抑制さ れ た た め
，

こ

の 濃度 を用 い る こ と に した ． こ の よ う に
巨
P 戊用 暦 の

投与量 と抗膿 瘍括性の 量的反応 に つ い て は
，
S c o tt

36 I
が

指摘す る よう に 至 適量が 存在す るの で は な い か と考え

られ た ． 過量 投 与 に よ る 抗腫 瘍活性 の 減弱 理 由とし

て
， 菌 そ の も の の毒性 も 考え ら れ る が リ ン パ 細網系細

胞 が
一 時 的 に 消滅 す る こ と に よ る と 考 え ら れ て い

る
瑚

． ま た
，

3 gノ20 0 m l に 浮遊 し た 群 ， す な わ ち
，

1 5 m gノm l の 濃度をこな る と 抗腫瘍活性 は著 し く低下し

たが
， 同時 に 対 照群 に 比 べ 全 身的 に 衰弱 す る もの が認

め ら れ た た め
，

蛋白 毒な どの 毒性 を考 え
，

こ れ を取り

除い た も の に つ い て 実験 を行 っ た ． トリ プ シ ンと プロ

ナ
ー

ゼ に よ り蛋白 を消化 した 蛋 白分解酵素処理超音波

沈漆標品投与群 の も の で は抗腫瘍活性 は増強 し
，
全身

的衰弱 に 関 し て も軽減 し た こ と に よ り上述 の 衰弱 は蛋

白毒 に よ る と思 わ れ た ． な お ，
プ ロ ナ ー ゼ に 関して

は
，
小谷 ら

75－

，
R o m e o ら

78一
に よ り 高い 除 蛋白効果が報

告さ れ て い る ． 上 記標晶 に つ い て脱 脂質処理 を行い
，

抗腫瘍活性 を検討 した が
， 抗腫瘍活性の 増強や低下は

み られ な か っ た ．

以 上 の結果 ，
P ． 戊 C 乃e 5 K T －2 8 株 の抗腫瘍活性は細胞

壁成 分 ， 特 に ペ プ チ ド グ リ カ ン に よ る も の と思 われ

た ．

A 戊 C乃 g S 細胞壁骨格 は 主 と して
，

ジア ミ ノ マ ン ノウ

ロ ン 酸 ，
ガ ラ ク ト

ー ス
，

マ ン ノ
ー ス

，
グル コ

ー ス を含

む酸性 多糖 と
，

ア ラ ニ ン
，

グ ル タ ミ ン 酸 ，
ジ アミ ノピ

メ リ ン酸 ，
グ リ シ ン

，
ム ラ ミ ン酸 ，

グ ル コ サ ミ ン を含

む ペ プ チ ド グリ カ ン お よ び 5 ％の イ ソ 脂肪酸 く主 と し

て イ ソ ペ ン タ デ カ ン 掛 で ある と さ れ て い る
乃

． 細胞

壁 ペ プチ ド グ リ カ ン の 種 々 の 生物学的活性 は ， グラム

陰性菌の L P S の 活性 に 類似 し てお り ， 抗腫 瘍活性も

見 い だ さ れ て い る ．

T 細胞 関連膜 抗原 を用 い た 免疫学 的検 索
78－乃1

で は ，

対照群 は
， 健康 マ ウ ス と比 較 し て L 3 T 4 陽性丁細胞，

L yt 2 陽性 丁細胞 の 低下 が認 め られ
， 標品投与群 で は

．

投与開始 と共 に L 3 T 4 陽性 丁細胞 ，
L y t2 陽性丁細胞

の 上 昇 を認 め た ． L 3 T 4 陽性丁細 胞よ り は L y t2 陽性

丁細胞 の 上 昇 が著 し い こ と に よ り P 戊C 乃 e S K T －28 株

の 抗腫瘍 活性 は キラ ー T 細胞 の 活性 に 関与 して い る と

考え られ る ． L 3 T 4 陽性 丁細胞 に 関 し て は上 昇 はし て

い る も の の 有意 の 差 は 認 め な か っ た ． しか し ，

ヘ ル

パ ー T 細胞 も な ん ら か の 影 響 を与 え て い る もの と思わ

れ るが
，

こ れ に 関し て は
， 今後 さ ら に 検討 を要する －

経時 的に は L 3T 4 陽性 丁細胞
，

L y t2 陽性 丁細胞は同

様 に 推 移 して い一る ． 今回の 実験結 果で は ， 投与 3 日目

に 共 に 最高値 を示 した ． その 後投与 を継続 して い るに

も か か わ らず低下 を認 め てい る ． こ れ に 関 して はT 細
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胞の 疲労現象 ，
お よ び 生体 の フ ィ

ー

ド ． バ ッ ク現象が

考え られ る ． また ， 投与終了後 7 日目 の L y t2 陽性 丁

細胞，

L 3 T 4 陽性丁稚胞値 が低下 し対照群 と差異が な

い こ と は
，
棟品投与終 了後く15 日冒以 附 に 腫瘍 重量 が

増加し てい る こ と と
一 致 し て お り ， 腫瘍重量の 抑制お

よび抗腫瘍活性 の 発現 に T 細胞が 密接 に 関与 抑
し て い

るもの と考 え られ る ． T u ttl e ら
811

，
B o n f o r d ら

田1
は無

胸腺マ ウ ス で は嫌気性 コ リネ バ ク テ リ ウ ム の 抗腫瘍活

性が消失す る こ とか ら T 細胞 を介在す る 経路 で あ る と

して い る ．

病理組織学的所見 に お い て も投与群 に は
，
腫瘍組織

間質に リ ン パ 球が 多数認 め ら れ た ． こ の 部位 を P A P

法を用 い て検索 した と こ ろ
，

キ ラ
ー

，
サ プ レ ツ サ ー

，

ヘ ル パ ー T 細胞 と思わ れ る 細胞 表面形 態を有 す る T 細

胞が優位に 浸潤 して い た ． 以 上 の成 績 か ら クー ガC 柁g S

E T －2 8 株 の抗腫瘍活性 は宿主介在性 で あ り
，
細胞性免

疫が 密接 に 関与 して い る こ と が示 唆 され た 一

口腔内に は S わゼ卵O C O C C 鋸S
，
ぶた砂妙 加 o c c ぴS

l
エ戊C 加 戊 －

c 肋 岱
，
C 仇り朋 eゐ戊C ねわ紀綱

，
f 妙 わs わ

〆

卸 加 O C C 祝5
， 物 加 0

－

c c 略 肋 由5 g，勉 励 ごね 和才血s
，

的才g わ循 g 勉 励 ビアo c ロビr
一

喝 劫 が 扉 紘 加 血 町 撤 混 血 擁 州 等多種 類の 細 菌

が常在菌と して存在 し て い る
旧，

■ 近年 そ れ ら の 常 在 菌

の抗腫瘍活性が検討 さ れ 都路 沌 此 廃 止 附吼 1存沼加 路 地

物 わC O C C 混ざ は抗腰 瘍活性 を有す る こ と が 報 告 さ れ て

い る
桝 1l

． P J 打矧 紺 は常在菌の 1 つ で あ るが ， 本研究 で

本菌もま た抗腫 瘍活性 を有 す る こ と が 明 ら か と な っ

た ． 口 腔 は各種刺激 の 多い 所で あ る こ と を考 える と 多

く の常在菌が抗腫瘍活性 を有す る こ と は埋 に か な っ て

い る こ と と思 わ れ る ． こ れ ら 口 腔内常在菌の 抗腫 瘍活

性の 菌体 に お け る 局 在 に つ い て は
，

助 5 0占戊C ねわ祝椚
，

物f o c o c c 鋸ざ で は細胞壁
10，1 脚

，
的オJ7 0 乃 e 地 は菌体 内容

物で ある
珊

と 報告さ れ て い るが ， 本 研究 で 示 した よ

う に P 戊C乃 e S は前 者に 属す る こ と が 分か っ た ．

結 論

口 腔内歯石 よ り 分 離さ れ た P ． 戊C 乃どぶ K T － 2 8 株菌体

の 抗腫瘍活性 を I C R 系 マ ウ ス に 移植 し た エ
ー

ル リ ッ

ヒ腹水癌細胞 ， サ ル コ ー マ 1 8 0 細胞
，

お よ び B A L BI c

系マ ウ ス に 移植 し た メ ス A 細胞の 固型腫瘍 に つ い て検

討した ． さ ら に 本菌体 の 免疫学的作用 を検討 し次の 結

果を得た ．

1 ． P ． 戊C 乃どぶK T－28 株の T F 培地4 8 時間培 養ホ ル マ

リ ン 処理 死 菌標 品 は
．

サ ル コ ー マ 1 8 0 細 胞 ，

エ ー

ル

リ ッ ヒ 腹水癌細胞 お よ びメ ス A 細胞の 固型 腫瘍 に 対 し

て対照群と比 較 し て腫瘍重量比 で1 9 ．2 －

3 4 ． 0 ％ ，
T ノ

C に おい て は128 ． 1 －13 7 ． 4 ％以 上 を示 し ， 著 し い 抗腫

891

瘍活性 を認め た ．

2 ． 1 0 0 0 血1 の48 時間培秦菌液か ら得 ら れ た 菌体 超

音波処 理 後 の 沈 溶 く湿 重量 ， 3 ． O gl に 5 0
，

7 0
，
8 0

，

1 0 0
，
20 0 m l の P B を加 え ， 抗腫瘍活性 を検 討 した 結

果 ，
50 m l の P B を加 えた 場合を除き腫瘍重量 の 増加

の 抑制 く腫瘍重 量比 ニ17 ．8 一 肌 9 ％1 お よ び生存 日数 の

延長 くT ノC i 1 3 3 ． 6 － 1 4 7 ． 7 ％以上1 が 認め ら れ ． 本沈漆

は著 し い 抗腫瘍活性 を示 した ． こ の 際沈溶 を 70 m l の

P B に 懸濁 した時 に 強 い 抗腫瘍活性が 認め ら れ
，

この

物質 に は 至過 渡度が存在 す る こ と が 示唆さ れ た ■

3 ． 菌体超音波処理 沈溶 を蛋 白分解酵素で 処理 した

と こ ろ抗 腫瘍 活性 が 向 上 し く腰 瘍 重 量比 ，
2 0 ■ 7 －

2 6 ． 2 ％こTノC
，
1 2 7 ． 6

－

1 4 6 ．2 ％以上ナ，
サ ル コ

ー マ 1 8 0 細

胞，
お よ び エ ー ル リ ッ ヒ 腹水癌細胞 に 腫瘍の 完 全治癒

を認め る も の も み ら れ た ． ま た ，
ホ ル マ リ ン 処理 死

薗 ． 超音波沈溶 に 存在 し て い た全身衰 弱
，
熱感な どの

副作用 が 軽減 した ．

4 ． さ ら に 蛋白分解酵素処 理超音波沈漆標 品に 対 し

脱脂質処理 を行 っ たが
，
抗腫瘍清性の 増強は 認め られ

な か っ た ．

5 ． 蛋白分解酵素処理 超音波沈漆標 品 を メ ス A 細胞

担癌 マ ウ ス に 投与す る と L y t2 陽性丁細胞の 有意な上

昇が認 め られ た ．

6 ． 病理 組織学的 に 検討 した結果 ， 蛋白分解酵素処

理 超 音波沈 漆標 晶投与 群 で は 実質 辺 緑 の 問質 で
，

L yt 2 陽性 丁細 臥 L 3 T 4 陽性 丁細胞 を主 と す る 多数 の

リ ン パ 球の 浸潤が認 め ら れ た ．

7 ． 以上 の 成績 か ら ，
P ． 戊C 乃g 5 K T － 2 8 株の 抗腫瘍物

質 の 本態 は ペ プ チ ド グリ カ ン で あ り
，

その 作用 は宿主

介在性 で免疫 系が関与 して い る もの と 考え られ た ．
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叫 八 木茂夫 三 伯Zgg o 乃 gg由 戊g C戊g g 5 C g 乃S の 抗腫瘍活性

に 関 す る 実 験 的 研 究 ． 十 全 医 会 誌 ，
96

，
49 7 －5 09

く19 8 71 ．

印 坂 下 英明 こ P 坤 加 O C C 祝ぶ 椚 昭 乃 鮎 の 抗腫瘍活性に

関す る研究 ． 十全医会託 ，
93

，
1 4 7 － 1 5 8 く19 瑚 ■

2 2I H al p e r n
，
B ． N ．

，
P r e v o t

，
A ■ R ． ，

B i o z zi
，
G －

，

S ti ff el
，

C ．

，
M o u t o n

，
D ．

，
M o r a r d

，
J － C ．，

B o u t hi11i e r
，
Y ． 鹿 D e c r e u s e f o n d

，
C ． こ S ti m u l ati o n

d e l
，

a c ti v it e p h a g o c y t a i r e d u s y s t e m e r e ti c u l o e n d ．

o th eli al p r o v o q u e e p a r C o 7 T n e b a c te Yi u m P m u m ． J ．

R e ti c ul o e n d o th el ． S o c ．
，
1

，
77 －9 6 く19 6 31 ．

2 3I H al p e r n
，

B ． N ．
，

B i o z zi ， G ．
，

S ti ff el
，
C ． 及

M o u t o n
，

D ． ニ I n h ib iti o n o f t u m o r g r o w th b y

a d m i n i st r a ti o n o f k ill e d C

N a t u r e
，
1 9

，
85 3 － 8 5 4 く19 6 61 ．

瑚 W o o d ru ff
，
M ．

F ． A ． 鹿 B o a k
，
J ． I J ．

こ I n hibit －

o r y e ff e c t o f i nj e c ti o n of C o Y y n e b a c te ri u m

o n th e g r o w th o f t u m o r t r a n s pl a n t s i n is o g e nic

h o st s ． B r
． J ． C a n c e r

，
2 0

，
34 5 －3 5 5 く19 6 6I ．

2 5ナ Bi o z zi
，

G ．
，

H o w a rd ， J ． G ．

，
M o u t o rL

，
D ． 鹿

S tif f el
，

C ． ニ M o d ifi c a ti o n o f g r a ft －

V e r S u S －h o st

r e a c ti o n i n d u c ed b y p r e tr e a t m e n t o f th e h o st

w i th M ． t u b e 7 T u l o si s a n d C ． p a r v u m ． T r a n s pl a n t ati ．

o n
，
3

，
1 7 0 ．1 7 7 く19 6 引．

卿 服部孝 軋 八 木 博 軋 村上 浩 一 牛 島賢
一

ノ 森



P 戊C 循 g 5 の 抗腫瘍活性

軌 合屋忠 胤 伊藤 － ニ
ノ 平 田克 翫 骨髄移植の 制癌

効果に 関す る
．研究 ． 痛の 臥 15

，
3 9 － 4 7 く19 瑚 ．

絢 服部孝軋 森 軌 平 田 克治
一

伊藤 － ニ 胃癌

の術中マ イ ト マ イ シ ン 大量投与の 遠隔成績 一 癌 の 臨，

1 9 ， 24 ト24 8 く19 7 31 ．

卿 0
，

N eill
，
G ． J ．

，
H e n d e r s o n

，
D ． C ． 鹿 W hit e

，

R ． G ．
こ T h e r ol e o f a n a e r ob i c C o 7 T n め r m s o n

sp e cifi c a n d n o n － S p e Cifi c i m m u n ol o g l C al r e a c ti o n s ．

I m m u n Ol o g y ，
2 4

，
9 7 7 － 9 9 5 く19 7 31 －

2 91 A d l a m
，
C ．

，
B r o u g h t o n

，
E ． S ． 鹿 S c o tt

，
M －

T ． ニ E n h a n c e d r e si s t a n c e o f m i c e t o i n f e c ti o n w ith

b a ct e ri a f oll o w i n g p r e t r e a t m e n t w ith C o Y y n e b a c te －

ri u m P a r u u m ．
N a t u r e

，
2 3 5

，
21 9 －2 2 0 く19 7 21 ■

叫 S w a r t zb e r g ，
J ． E ．

，
K r a h e n b u h l ， J ．

L ． 鹿

R e m i n g t o n
，
J ． S ． ニ D i c h o t o m y b e t w e e n m a c r o p h

－

a g e a c ti v a ti o n a n d d e g r e e o f p r o t e c ti o n a g a i n s t

エ怨ねナ血 研 0 乃 O q ねg g 循 g ぶ a n d 孔 明 錘 馴 相 g 川 前 i n

m i c e s ti m u l a t ed w ith C o l y n e b a c te ri u m P a r u u m ．

I nf e c t ． I m m u n ．
，
12

，
1 0 3 7 －1 0 4 3 く1 9 751 ．

311 W a r r
，
G ． W 一 息 S lji vi c

，
V ． S －

I E n h a n c e m e n t

a n d d e p r e s si o n o f th e a n tib o d y r e s p o n s e i n m i c e

c a u s e d b y C o Y y n e b a cte ri u m P a r v u m ． Cl in ． E x p ．

I m m u n ol ．
，
2 8

，
43 1 － 4 4 2 く1 9 7 5ン．

32I W a r r
，

G ． W ． 及 J a m e s
，

K ． ニ E ff e c t o f

C o Y y n e b a c te ri u m P a r v u m o n th e c l a s s a n d s u b cl a s s

of a n tib o d y p r o d u c e d i n th e r e s p o n s e o f diff e r e n t

st r a i n s o f m i c e t o s h e e p e r y th r o c y t e s ． lm m u n ol o g
－

y ，
2 8

，
4 3 ト44 3 く19 7 軋

三明 S c o tt
，

M ．
T ． こ B i o l o gi c a l eff e c t s of th e

a dj u v a n t C o Y3 m e b a cte ri u m p a r v u m ． I ．
I n h ib iti o n of

P H A
，

m i x e d l y m p h o c y t e a n d G V H r e a cti v ity ．

C e11 ． I m m u n ol ．
，
5

，
4 5 9 －4 6 8 く19 7 21 ．

瑚 W o o d ru ff
，
M ． F ．

A ． 及 D u n b a r
，

N ． ニ E ff e c t

of l o c al i nj e c ti o n o f C o Y y n e b a ct e ri u m P a r u u m o f th e

g r o w th of a m u ri n e fib r o s a r c o m a ． B r
． J － C a n c e r

，

32 ， 34 －4 1 く19 7引．

35ナ S c o t t
，

M ． T ． こ C o r y n e b a c te ri u m P a r v u m a S a

th e r a p e u ti c a n tit u m o r a g e n t i n m i c e ． I － S y st e m i c

eff e c t f r o m i n tr a v e n o u s i nj e c ti o n ． J ． N a tl ． C a n c e r

工n st ．
，
5 3

，
8 5 5 ．8 6 0 く19 7 41 ．

3 61 S c o t t
，
M ． T ． こ C o Y y n e b a c te ri u m P a r v u m a S a

th e r a p e u ti c a n ti tu m o r a g e n t i n m i c e ． 工I ． L o c al

i nje c ti o n ． J ． N a tl ． C a n c e r I n s t ． ，
5 3

，
86 1 －8 6 5 く1 9 7 41 －

3 71 F i s h e r
，
B ．

，
W ol m a r k

，
N ． 息 C o yl e

，
J ． ニ E ff e c t

of C o r y n e b a c te ri u m P a r v u m O n C y t O t O X i cit y of

r e gi o n a l a n d n o n r e g l O n a1 1 y m p h n o d e c e11 s f r o m

8 9 3

a n i m a l s w i th t u m o r s p r e s e n t o r r e m o v e d ． J ． N atl ．

C a n c e r I n s t ．
，
53

，
1 7 9 3 － 18 0 1 く1 9 7 4I ．

3 8I H 皿 C h e n s
，

D ．
P

り
J o h n s o n

，
軋 臥

，
O Y ej e r a

，

A ．
，

G a s t o n
，

M ． R ． 息 G ol di rL
，

A ． こ E ff e ct s of

C o Y y n e b a cte ri u m i，a r u u m al o n e a n d i n c o m b i n a ti o n

w i th a d ri a m y cl n i n e x p e ri m e n ta l t u m o r s y s t e m s ．

C a n c e r T r e a t ． R e p ．
，
6 0

，
8 2 3 －8 2 8 く197 6I ．

3 9I 服部孝雄 ノ 笹尾哲郎
．
新本 稔 ， 大屋 正 章 ， 山 懸

司政
， 峠 哲哉

，
原 田達 司 三 昧気性コ リネ と宿主抵抗

性 ． 医の 歩 み
，
9 1

，
4 3 8 －4 4 5 く19 74I ．

4 0I 服部孝雄 ， 新本 稔
．
山 懸司 政

，
峠 哲哉

，
原 田

達司 ． 寺尾 紘 こ 免疫 療 法の 立場 か ら ． 医 の 歩み ，

9 6
，
4 0 2 －4 0 9 く19 7 61 ．

4 1ナ 服 部孝雄三味気性 コ リ ネ の 制癌性 に つ い て ■ 医の

歩み
，
9 8

，
6 9 3 牒98 く19 7 61 ．

4 2I 原 田達 司 こ 嫌気性 コ リ ネ の抗腫瘍 性特 に 腫 瘍 内

投与 に 関す る 実験的研 究 ． 広島大 医誌 ，
2 7

，
8 4 9 ． 87 1

く1 97 9ナ．

4 3一 山懸司 政 三 味気性 コ リ ネ と制が ん剤 の 併用 に 関

す る 実験的研究 ， 第 一 編 腹水 がん に お け る併用効果 に

つ い て ． 広島大 医誌 ，
24

，
1 － 1 7 く1 97 軋

44I 山 懸司 政 こ 嫌気性 コ リ ネと制 が ん 剤 の 併 用 に 関

す る実験的研究 ， 第二 編固型が ん に お ける併用 効果に

つ い て ． 広島大医誌 ，
24

，
1 9 づ5 く19 76I ．

4 51 A 乙u m a
，

I ．
，

S u gi m u r a
，

K ．
，

T a n i y a m a
，

T ．
，

Al a di n
，

A ． A ． 及 Y a m a m u r a
，

Y ． こ C h e m i c al a n d

i m m u n o l o gi c al st u d i e s o n th e c ell w all s o f

P r op i o n i b a ct e ri u m a c n e s s tr ai n C 7 a n d C o r y n e b a ct e
－

ri u m P a r v u m A T C C l 1 8 2 9 ． J p n ． J ． M i c r o b i o l ．
，
1 9

，

2 65 ．2 7 5 く1 9 7 5I ．

4 6I S c o tt
，

M ． T ． ニ F a il u r e of C o Y y n e b a cte ri u m

P a r u u m p r e S e n Si ti z a ti o n t o m o dif y th e a n tit u m o r

e ff e c ts o f s y s t e m i c a n d l o c al th e r a p e u ti c i nj e c ti o n s

of C ． P a r v u m i n m i c e ． J ． N a tl ． C a n c e r I n st ．
，
5 6

，

6 7 5 －67 7 く19 7 61 ．

4 7ナ S e o t t
，

M ． T ． ニ P o t e n ti a ti o n of th e t u m o r

s p e cifi c i m m u n e r e s p o n s e b y C

P a r v u m ． J ． N a tl ． C a n c e r I n st ．
，
5 5

，
6 5 ．7 2 く1 97 6l ．

4 8I Fi s h e r
，
J ． C ．

，
G r a c e

，
W ． R ． 良 M a n n i c k

，
J ．

A ． こ T h e e ff e c t of n o n s p e cifi c i m m u n e s ti m ul a ti o n

w ith C o r y n e b a c te ri u m P a r V u m O n p a tte r n S O f t u m o r

g r o w th ． C a n c e r
，
26

，
1 3 7 9 － 13 8 2 く1 9 7 01 ．

4 9ナ C h ri s ti e
，
G ． H ．

鹿 B o m f o r d
，
R ． こ M e c h a ni s m s

o f m a c r o ph a g e a c ti v a ti o n b y C o 7T n e b a cte ri u m

P a r u u m I
，
I n v i tr o e x p e ri m e n ts ． C ell ． I m m u n ol ．

，

1 7
，
1 4 1 －1 49 く19 7 51 ．



8 9 4 加

50I W o o d ru ff
，

M ． F ． A ．
，

M cb ri d e
，

W ． H ．

D u n b a r
，

N ． こ T u m o r g r o w th
， p h a g o c yti c a c ti v i ty

a n d a n tib o d y r e s p o n s e i n C o 町 n e b a c te ri u m p a r u u m

．t r e a t e d m i c e ． Cli n ．
E x p ． I m m u n ol ．

，
1 7

，
5 0 9 －5 1 8

く19 7 軋

51I 高橋 一 清 ， 畠山 茂， 田所 一 郎二 嫌気性 コ リ ネ バ

ク テ リ ウ ム の 免 疫増強作 用 に つ い て ． 移植
，

8
，
5 －8

く1 97 3I ．

5 2I 谷 尾 吾郎 二 物 g o 犯言古戊C ね rf 緑椚 d C 乃どぶC 7 細胞壁骨

格 くC W SI の 抗 腫 瘍活 性 ． 大 阪 大 医誌 ，
33

，
3 3 －4 2

く1 97 81 ．

5 3I 藤田 浩， 才野 祐之こ 嫌気性 コ リ ネ バ ク テ リ ウム

の ヒ ト骨髄よ り の 分離成績 とそ の 制癌作用 ． 口腔 病会

誌
，
38

，
29 4 －2 9 9 く19 7り．

5 4I 加藤綾子 ． 中川 久義 ． 秋本英生 ， 藤田 浩 ， 田 中

宮子 ， 木村宿代 ニ ニ C 叩 卿 赫 助 如 毎 朋 埼 明 舟 壷 那 の 抗

腫瘍性 に つ い て ． 癌 と化療
，
3

，
6 7 7 － 68 6 く19 7 61 ．

5 5I 森 彬 こ ヒ ト骨髄中 に 存 す る 嫌 気性 コ リ ネ バ

ク テ リ ウ ム の 制 癌性 に 関 す る研 究 ． 福 岡医誌 ，
6 3

，

4 9 4 －51 1 く19 7 21 ．

5 6I H ． L ． K o
，

W ． R o s z k o w s k i
，
J ． J elj a s z e w i c 22

鹿 G ． P u l v e r e r ニ C o m p a r a ti v e st u d y o n th e i m m
－

u n o sti m ul a t o r y p o t e n c y o f d iff e r e n t P r qi，i o n i b a cte －

ri u m s tr a i n s ． M e d ． M i c r o b i o l ． I m m u n o l ． ，
1 7 0

，
1 －9

く19 8い．

57I O k a m o t o
，

E ．
，
S h oi m

，
S ．

，
E o 血i m u r a

，
S ． 鹿

S hi m i z u
，

R ． こ S t u d i e s o n th e a n ti c a n c e r a n d

St r e p t Ol y si n S －f o r mi n g a b iliti e s o f h e m o l y ti c

S tY 4 JtO C O C Ci ． J p n ． J ． M i c r o b i ol ．
，
1 1

，
3 2 3 － 33 6 く19 6 7I ．

5 8I j越村 三 郎 ， 西 田 信義
，

坂 東 勲
，

正 印 達
，

南

幹雄 ． 角野 光司 こ 制癌に 関す る 実験 的研 究 ， 第26報 ．

S れゆわ 加わ2
－ 0 の みの 産生能 を 有 す る溶 連 菌 の 無 効性

に つ い て ． 金大結核年報，
23

，
61 －6 6 く19 6 5I ．

5 9I 玉 井健三 こ 口腔 内嫌気性菌感染症 ． 嫌気性菌感 染

症研
，

15
，
24 7 － 2 5 4 く19 8 51 ．

6 0I 玉 井健三 こ 口 腔内嫌気性菌感染 症 ． 歯 薬療 法 ，

5
，
1 6 9 －1 8 0 く19 8 61 ．

6 1I 玉 井健三
． 福 田順子 二 口 腔内嫌気性薗の 研究 ， 第

1 報 分離 培地 の 検 討 ． 目 口 腔 科 会誌 ，
19

，
4 9 5 － 5 0 4

く1 9 7 0J ．

6 2I 佐藤 博 二 日本 で維持 され て い る 可移 植性腫 瘍

抹 一 覧表 ， 文部省61 年 度研報録
，
8

，
9 － 21 く19 871 ．

6 3I 金井正 光 ． 金沢 泉編 二 臨床検 査法 提要 ， 第2 9

版 ，
2 3 4 － 23 5 頁 ， 金原 出版株式会社 ， 東京 ，

1 9 8 3 ．

6 41 G e r a n ， R ． I ． ， G r e e n b e r g ，
N ． H ．

，
M a c d o n al d

，

M ． M ．
，
S c h u m a c h e r

，
A ． M ． 及 A b b o tt

，
B ． J ． ニ

P r o t o c oI s f o r s c r e e n l n g C h e m i c al a g e n ts a n d

n a t u r al p r o d u c t s a g a in s t a n i m al t u m o r s a n d o th er

bi ol o gi c a l s y s t e m s ■ C an C e r C h e m o t h e r ． R e p ．
，
3

，

4 7 －5 2 く19 7 2ン．

6 5I 塚 越 茂こ制癌 剤の有効性 と安全性 の 検討． 制癌

剤の 開発 と その 臨床応用 く塚越 ，
田 口

， 仁井谷 ， 斉藤

編1 ，
第 1 版

，
2 5 －2 8 貢

，
サ イ エ ン ス フ ォ ー ラム

， 東

京 ，
1 9 7 8 ．

6 6I Le fk o v it s
，
I ． 鹿 P e r n i s

，
B ． こ I m m u n ol o gi c al

M e th o d s ． V ol u m e II
，

2 n d ．
， p 2 1 3

－2 4 0
，

A c a d e m i c

P r e s s
，
N e w Y o r k

，
1 9 81 ．

6 7I 高橋 学こ フ ロ ー サ イ トメ トリ ー の 技術 ． フ ロ ー

サイ トメ トリ
ー

ハ ン トブ ッ ク く天神英夫
， 高橋 学

，

野村和 弘編J ，
第 1 版

，
9 7 －1 5 1 貢

，
サ ン ユ ン ス フ ォ ー

ラ

ム 社 ， 東京 ，
1 9 8 4 ．

6 8I 慶応 義塾大 学医 学部病 理学教 室編 二 病 理組織学

標本 の作 り 方
， 第6 版

，
ト銅 貢

，
医学 書院 ， 東京，

1 9 8 6 ．

6 9I 慶 応義塾大 学医学部病 理学教 室編 こ 病 理組織学

標本 の 作り 方 ， 第6 版，
3 1 0 －3 2 0 貢 ， 医学書院， 東京
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