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偉才gわ乃gg ね 戊g C 戊g g ざC e 乃S の 抗腫瘍活性 に 関する 実験的研究

金沢大 学医学部歯科 口腔 外科学講座 く主 任 二 玉井健三教授J

八 木 茂 夫

く昭 和6 2 年3 月14 日受付ン
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V 巌朋の 鋸沼b 虚血仏k 紀 の那 T －2 株 の 菌体超音波処理 上 清液の 抗腫瘍活性に つ い て検討 した
．

T F 培地 で

48 時間培養 した菌体を超音波処理 し， そ の遠 心上 清液 を60 ％ エ タ ノ ー ル で 溶媒抽 出後， 等電点沈澱法 に

よ っ て精製 した各分画に つ い て抗腫 瘍洒性 を1C R 系 マ ウス を用 い て検討 した
． p H 2 ． 0

，
4 ． 0

，
6 ． 0

，
8 ． 0 に

調整 し得 られ た 精製物 質 を エ ー ル リ ッ ヒ 腹 水が ん に 作 用 させ た と こ ろ， p H 8 ． 0 分画 に T I C く％l を

20 0 ． 8 ％以 上 の著 しい 抗腫瘍活性 を認 めた ． さ ら に
， p H 8 ．0 分画を サ ル コ ー

マ 1 80 細胞の 腹水型腫瘍に 作用

させ た結果， 同様 に 高い 抗腫瘍活性 くT ノCく％い 90 ． 2 以 上1 が得 られ た
．

つ い で
， p H 8 ．0 分画 をサ ル コ

ー

マ 1 80 細胞と エ
ー ル リ ッ ヒ 腹水 が ん細胞の 固型腫瘍 に作用 させ

， そ の抗腫瘍活性を検討 した ．
こ の さい

，

抗腫瘍活性はi n c r e a s e of lif e s p a n く％1 お よ び膿瘍重量の増加 に よ っ て検討 した
．
I n c r e a s e of lif e s p an

は エ
ー ル リ ッ ヒ腹水が ん細胞の 固型腫瘍で は 71 ．2 ％以上 ， サ ル コ

ー

マ 18 0 細胞固型腫瘍で は128 ％以 上 を

示 し ， p H 8 ■ 0 分画は腹水型 腫瘍 に対 して と同様固型腫 瘍 に対 して も 高い 抗腫瘍活性を示 した
． また ， 腰瘍

重量で は エ ー ル リ ッ ヒ腹水が ん細胞の 固型腫瘍， サ ル コ
ー

マ 1 80 細胞の 固型腫瘍と も移植後 10 日翠で は対

照群と 同様に 腫瘍重量 が増加す るが
， p H 8 ． 0 分画投与群で はそ れ以後腫瘍重量は減少 し，15 日日よ り綬や

か に 上昇 した の に 対 し， 対照群の腫瘍重量は増加の
一 途 をた どり腫瘍死 した

．
以上 の 結果よ り ，

竹 丘加 ゎ一

s c g 乃ざ の 菌体か ら調整 した p H 8 ， 0 分画に 強 い 抗腫瘍活性 を有す る こ とが わか っ た ．

K e y w o rd s V billo n elkl alc albs ce n s
，

a n tit u m o r a c ti vit y ，
E h rli ch a s cit e s

C a r Cin o m a
，
S a r c o m a 18 0

微生物に よ る抗腰 瘍活性
， 制が ん作用 に つ い ての 研

究は
， 従来か ら数多 く みられ る が

， そ の 大部分 は好気

性薗に よ る報告で あ り
1 ト 糊

， 嫌気性菌 に よ る抗腫瘍晴

性の 研究 は，

一 部 の C 仏 壇克施 憫
1 7 卜 25 I

お よ び 嫌気 性

仇7ツ犯e占戊ごねガ祝椚 p 戊rZノ祝椚
2 6 ト 2 9コお よ び C のツ乃 e占d C ね－

r才裾椚 戊乃戊g 和占ブ乙g 椚
3 0 ト 3 2I

の み で あ る
． 数年前よ り玉 井

ら
33 舶

， 渡辺
351

， 西 脇
3 6I ら は グ ラ ム 陰性 嫌 気性 梓 菌

動 静 転 地 戒 抑 用 肌 鬼 頭 仰 に 抗腫瘍活性の あ る こ と を

実験がん で 証明 し報告 した ． ま た ， グ ラ ム 陰性嫌気性

球菌の 陥招 加 扉払 血加 血 彫 那 T－2 株 の 菌体超音波処

理 上清液に 強 い 抗腫 瘍活性 の あ る こ と を 中川 が報 告

し
3 7I

，
グラ ム 陽性妖気性球菌 瑚 加 0 ビC 猥 椚 曙 乃 鮎 の

菌体内容物 に も
， 抗腫 瘍活性の あ る こ と を 坂 下 が 報

告晒
し てい る ．

この よう に
，
最近で は嫌気性菌の 抗腫瘍

活性に つ い て の 研究が 盛ん に な り つ つ ある ． さ らに
，

嫌気性菌特 に グ ラム 陰性菌の菌体超音波処理上 清液 に

はリ ボ多糖体 く1i p o p ol y s a c ch a ri d e ， L P S l が含 まれ て

い る か ら
，
こ のL P S に よる 抗腫 瘍活性の 研究 も 盛ん

で あ る
3 9 ト 4 31

今 回， 佑 戊g C 戊由s c e 乃ぶ T －2 株の もつ 抗腫瘍物質 を精

製す る 目的で
， 等電点沈澱法 を用 い

， 各段階で 得 られ

た精製物質の 抗腫瘍活性 を エ ー ル リ ッ ヒ腹水が ん細胞

お よ びサ ル コ
ー

マ 18 0 細胞 の 担が ん マ ウ ス に つ い て検

討し た
．

材料お よ び方法

I ． 使用菌棟

198 0 年に 口 腔内感染症 か ら分離 ． 同定 した金沢大学

医学部歯科 口 腔外科学教室保存株 で あ る V二 ．如b 誠錯 －

C e 乃S T－2 株 を実験 に使用 し た． 本薗株 は分離後 A PI

A b b r e vi a ti o n s ニ T F 培地， 玉 井 ．

福 田 の 培地 i T J
I

c く％l ， 処置群 の 平均生存匹数l対照群 の 平

均生存匹数 X lO O
．
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20 A a n a e r o bi c s y s t e m くL a B al m e l e s G r o tt e s
，

M o n t ali e u
，
F r a n c el を用 い C o w a n

4 41
お よび B e r g e y

，

s

m a n u a 1
4 5
りこ従 っ て同定し た

．

工I ． 等電点沈澱 法 に よ る 抗腫瘍物質 の 精製法

抗腫瘍物質 の 産生 お よ び 精製 は 以 下の 方 法 に よ っ

た ． まず 佑 戊J 川上どぶビg 乃5 T －2 株 を中試験管 く1 ． 5 X 1 6 ． 5

c m l に作製 した 玉井 ．福田培地 くT F 培地l 細 く15 m ll

で 37
q

C ． 4 8 時間培養後，
玉 井 ． 福田 血液寒天平板培地

くT F 血液寒天 平板培地l 4 61 に 塗 抹 し た ． 塗 抹後，
G a s

P a k くB B L
， C o c k e y s v ill e

， U S A l に て 37
q

C ． 4 8 時間

嫌気培養後 形成 さ れ て く る コ ロ ニ
ー

を T F 培地 く15

m lう に釣菌 し， 3 7
0

C ．4 8 時間培養 した ． 培養後 さ ら に

T F 培地 く100 m ll に 5 m l を移値し
，
3 7 てこ ． 4 8 時間前培

養 した
． 培養後，

T F 培地 く1 00 0 m ll に 5 0 m l 移植 し
，

3 7
Q

C ．4 8 時間本培養 をお こ な っ た ． 培養後， 4 ， 5 0 0 X g ，

2 0 分間冷却遠心し， 得ら れ た沈澄に 1 ハ5 M リ ン 酸緩

衝液 くp H 7 ． Ol くP B S1 5 0 m l を加 え
， 超 音 波処理 器

くM o d el U R － 2 0 0 p ，
2 0 K H zlくト ミ

ー 精工， 東京1 を用

い て 20 分間超音波処理 後， 10
，
00 0 X g に て 20 分間一 冷

却遠心 した
． 得 られ た上 浦液 に 60 ％ア ル コ

ー

ル 濃度に

な る よう に エ チル ア ル コ
ー ル を加 え

，
析出 した分画を

冷却遠心 く10 ，0 0 0 X g
．

1 2 0 分1 し た ． 得ら れ た沈溶に

P B S を加 え， 充分濃拝 した後，
1 規定 の N a O B お よび

10 規定の塩 酸で 段階的に p H を調整後
，
10

，
0 0 0 X g で

冷却遠心 し， p H 8 ． 0 ， 6 ．0 ，
4 ． 0

，
2 ． 0 の各沈溶 に P B S

l O O m l を加 え実験に 供 した
．

H l ． 実験動 物

4 適齢の 王C R 系 マ ウ ス く日本 チ ャ
ー ル ズ ．

リ バ ー 株

式会社， 厚木フ を購入後， 腹水型膿瘍 の 実験 に 用 い る

場合 は 1 週間 く体 重こ 約 20 旬 2 2 gう，
固型腫 瘍 の 実験

に 用 い る場合 は 2 週間 く体重 こ23 へ 2 5 gI 教室 で 飼育

した の ち実験 に 供し た
．

1 V ．
エ ー ル リ ッ ヒ腹 水が ん 細胞 お よ び サ ル コ

ー

マ

1 8 0 細胞 の 調整

教室 で継代培養 して い る エ ー ル リ ッ ヒ 腹水が ん細胞

お よ び サ ル コ ー マ 1 80 細胞 を用 い た ． 7 日日ご と に 4

週齢のI C R 系マ ウス く体重こ18 句 2 0 gう の 腹腔 内で継

代培養した エ
ー ル リ ッ ヒ腹水が ん細胞お よ び サ ル コ

ー

マ 18 0 細胞 を無菌的に 採取 した ． 採取後， T b o m a の 血

球計算板 を用 い
， 白血球算定基準に し たが っ て細胞数

を算定し
， 適量 の 生理食塩水 を加 え

， 約1 ．O x l O
7

c ell sノ

m l の細胞浮遊液 を作成 し各実験 に 供 した ． 回型 腫瘍の

実験に は
，
が ん細胞数を約 2 ． O X l O

7
c ell sl m l に 調整 し

実験に 供 し た ．

V ． 担が ん マ ウス の 調整

腹水型腫瘍の 実験 に は
，
5 適齢 く体重こ20 へ 2 2 gンの

I C R 系 マ ウス の 腹腔 内に
，

至 適細胞数 に 調整 した エ
ー

ル リ ッ ヒ 腹水が ん細胞ま た は サ ル コ
ー

マ 1 8 0 細胞の浮

遊液 0 ． 5 m l を移植 し，
48 時間後， 調整 した それ ぞれの

精製物質の 懸濁液0 ． 5 m l を腹腔内に 1 日 1 臥 2 週間

連日投与 し た
．

固型 腫 瘍 の 実験 に は
，

6 週齢 く体 重こ23 旬 2 5 gI の

I C R 系 マ ウス を使用 した ． 実験に 際 し マ ウ ス の背部を

電動式 バ リ カ ン げ ニ マ ル ク リ ッ
パ ー

，
モ デル 9仁明

く大東電気 K
． K

， 東京う で 剃毛 し，
ヒ ビ テ ン アル コ ー

ル で 消毒後，
マ ウ ス の 皮下 に 適量 の 細胞数に 調整し た

エ ー ル リ ッ ヒ腹 水が ん細胞ま た はサ ル コ
ー

マ 18 0 細胞

の浮遊液 0 ． 2 m l を移植 し た ．
48 時 間経過後 マ ウ ス の

前肢上 腕 二 頭筋に
， 調整 した それ ぞ れ の 精製物質の懸

濁液0 ． 5 m l を 1 日 1 回
，

2 週間連日投与 した ．

V工． 抗腫痔活 性の 判定

腹水型腫瘍 の 実験 に は
，
3 0 日間の マ ウ ス の 生存匹数

を観察 し
， 実験が ん 細胞 を移植 した 目 よ り以後の マ ウ

ス の 生存目 数に よ り抗腫瘍活性 を判定す る こ ととし
，

処置群の 平均生存 日数 くTっ と対照 群 の 平均生存日数

くCフ の 比，
す な わ ち

， 下記に 示 す TノC x l O O の 計算式

に よ っ て T ノC く％I を求 め
，
1 3 0 ％以 上 の 値 を示す時抗

腫瘍活性 を有す る と判定 した
4 7 潮

TノC く％うニ

S u rv i v al d a y s o f t r e a t m e n t g r o u

S u rv i v a l d a y s o f c o n t r ol g r o u p

X l O O

固型腫瘍の 場合は，
6 0 日間の マ ウ ス の 生 存日数を観

察 し，

一 群の 中間値の 生存 目数の 比 を現わ すi n c r e a s e

o f lif e s p a l く％l に よ っ て抗腫 瘍活性 を判定した
49，

．
ま

た
，

背部 に 形成 した 圃型 腫瘍 の 長径 くm 血 と短 径

くm m う を
一 定期間ごと に 測定す る こ と に よ り ， 腫瘍重

量を算定 し， 抗腫 瘍活性 を判定 した
．

す なわ ち
，

つ ぎ

の 計算式 に よ っ て 腫瘍重量を算定 した
4 9I

．

腫瘍 重量 くm gユニ

庫恕毒 輝
2

VII ． 蛋 白量の 定量測 定

抽 出■精製物質の 蛋 白量 の 定量 は L o w r y 法
5Ol に従っ

て 測定し た ．

成 績

工 ．
エ

ー ル リ ッ ヒ腹水 が ん細胞 の 腹水 型腫瘍に 対す

る 佑 戌J 描g e 5 C e 乃S T － 2 株の 抽出 ． 精製 物質の 抗

腫 瘍活 性

王C R 系 マ ウ ス に 5 ， O X lO 6 個の エ
ー ル リ ッ ヒ腹 水が

ん 細 胞 を 腹 腔 内 に 移 植 し 実 験 に 供 し た ． ま ず け

戊g C仔J e s c e 乃 5 T －2 株の 菌体 を超音波処理 し， そ の 上清液

と沈漆 に つ い て 抗腫瘍活性 を検討 した
．



怖 紬 欺 浦 川 血 症 椚 湖 の 抗腰囁活性

本実験 に は
，

一 群 10 匹 の マ ウス を使用 した ．

表1 に 示 す ごと く ， 両者共に 抗腫 瘍活性 を示 し， 特

に 超音波処理上 清液 に
， TノC く％1 で 18 3 ．0 ％の 高い 活

性傾が認 めら れ た ．

つ づ い て
，

竹 丘血 皮 椚 肌 T －2 株の 菌体超音波処理

上清液を等電点沈澱 法に て 精製 した 各沈壇 に つ い て ，

そ の抗腰瘍活性 を エ ー ル リ ッ ヒ腹水が ん細胞 を移植 し

た担がん マ ウ ス を用 い 検討し た
．

本実験に は 一 群 10 匹の マ ウ ス を使 用 した ．

滅菌生理 食塩水 を投 与し た対照群の マ ウ ス は 1 1 日

目よ り腫瘍死 し
，
1 5 日目ま で に 全て の マ ウス は膿瘍 死

した ． 平均生 存日数 は 13 ． 0 士1 ．0 日 で あ っ た く表2 J ．

こ れに 対 して， p H 8 ．0 分画 を投与 した処置群の マ ウ ス

は
，
2 0 日日よ り腫瘍死 し 20 日日 に 2 匹

，
2 2 日目に 2

匹，
27 日 日に 1 匹腰瘍死 した の みで 平均生存 日数は，

2 6 ． 1 日以 上 と高 い値 を示 した ． しか も
，
3 0 日間の生存

日数の 判定で は 10 匹 中5 匹 が生存 し
，
生存 した マ ウ ス

は， 完全治癒 した
．

つ い で
， p H 4 ． 0 分画投与群は対照

群のマ ウ ス 同様 10 日 目よ り腫 瘍死 した が
，
2 0 日目 ま

499

で生存 し
，
対照群の それ よ り延命 した ． 平均生存 日数

は 14 ． 7 士4 ． 1 日で あ っ た
． p H 6 ． 0 分画お よ び p H 2 ． 0

分画投与群の平均生存日数は 各々 11 ． 2 士1 ．5 ， 1 0 ． 6 士2 ．9

日で あ り対照群よ りも 低値 を示 した ． また
，
T ノC く％う

で は
， p王i 8 ． 0 分画 は200 ． 8 ％以上 と極 めて 高い 抗腫瘍

活性 を示 す 値で あっ た ． また
， p H 6 ． 0

，
4 ． 0

， 2 ． 0 の T ノ

C く％1 は
， 各々86 ．2

，
1 1 3 ．1

， 8 1 ．5 ％と低値を 示 し
，

抗腫瘍惰性 は い ずれ の分画で も認め られ なか っ た
．

n ． サ ル コ
ー

マ 1 8 0 細胞の 腹 水型 腫 動 こ対 す る V

加 矧 紘 彫 那 T － 2 株の 抽出 ． 精製物貰の 抗腫瘍活

性

エ
ー ル リ ッ ヒ腹水が ん細胞の腹水塾腫瘍に 対 して 抗

腫瘍活性 が 高か っ た p H 8 ． 0 分画 に つ い てサ ル コ
ー

マ

1 8 0 細胞の 腹水型腫瘍に 対 して も 抗腫瘍活性を検討 し

た ．

本実験に は
，

1 群20 匹 マ ウ ス を使用 した
．

対照 群の マ ウ ス は 10 日目よ り腫瘍死 し， 1 5 日日で

全て の マ ウス が 腰 瘍死 し た ． 平均 生存日 数は 12 ． 2 士

1 ． 7 日で あ っ た く表3 う．
こ れ に 対し

，
処置群で は対照

T a b l e l ． A n tit u m o r a c ti v it y of t h e s u p e r n a t a n t a n d s e di m e n t of V ． al c al e s c e n s st r ai n T ，2
C ell s tr e at e d wi th ult r a s o ni c d is r u p ti o n t o a s cit e s ty p e t u m o r o f E h rli c h c a r c in o m a

clls i n m i c e

I nj e c ti o n
a，

慧芸
b

慧
M e a

竃gP
iv al

TノC く瑚

S u p e r n a t a n t of c ell s t r e a t e d
wi t h ultr a s o ni c d is r u p ti o n

S e di m e n t o f c e11s t r e a t e d

W it h ultr a s o n i c d is r u p ti o n

S al i n e c o n tr ol

2 0 ，5 士5 ．7 1 8 3 ．0

1 6 ．8 士5 ．6 1 5 0 ．0

1l ．2 土1 ．3

al A h alf m l of e a c h p r e p a r a ti o n w a s i nj e c t e d d ailly i n tr a p e rito n e ally i n t o t u m o r－b e a ri n g
mi c e f o r 1 4 d a y s ニ th e fir s t i n J e C ti o n w a s m a d e a t 4 8 h r a ft e r i n tr a p e rit o n e al i n o c ul a ti o n

Of 5 ．O x l O
6

c ell sノm l ．

bl M i c e w e r e o b s e r v e d f o r 3 0 d a y s af t e r th e i n t r a p e rit o n e al i n o c u l a ti o n of t u m o r

c ells ． M e a n 士 S D ．

T a bl e 2 － A n tit u m o r a c ti vi ty o f th e s e di m e n t f r a c ti o n
a1

0f V ． al c al e s c e n s s tr ai n T－2 c e11 s

t o a s cit e s ty p e t u m o r of E h rli c h c a r ci n o m a c ell s i n m i c e

S e di m e n t N u m b e r of M e a n s u r v i v al N u m b e r of
d a y s

b，
i

主器量品，芸
1

TノC く％If r a c ti o n m i c e u s e d

p H 8 ．O

P H 6 ．O

P H 4 ．O

P H 2 ．O

S ali n e c o n tr ol

0

0

0

0

0

1

つ
．

上

l

l

l

2 6 ．1 く

1 1 ．2 士1 ．5

1 4 ．7 士4 ．1

1 0 ．6 士2 ．9

1 3 ，0 士1 ．0

5

0

0

0

0

2 0 0 ．8 く

8 6 ．2

1 1 3 ．1

81 ．5

aJ T h e s e d i m e n t f r a c ti o n w a s o b t a in e d b y i s o el e c t ri c p r e ci piti o n of th e s u p e r n a ta n t of
C ells tr e a t e d w ith ultr a s o ni c di s ru p ti o n ．

bl R ef e r t o th e f o o t n o te s of T a bl e l ．
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群 の マ ウス が 全て腫瘍 死 した 翌 日 く16 日巨引 か ら腫瘍

死を を認め
， 2 0 日目 まで に 20 匹 中8 匹 が腫 瘍死 した

．

さ ら に
，
2 8 日目ま で に 1 1 匹 が 腫瘍死 した が ， 3 0 日目

以後で は1 匹が生存 し，
この 生 存 マ ウ ス は完全治癒 を

示 した
． 平均生 存 日数 は 23 ．2 日 以上 で あ っ た ． TノC

く％1 は
，

1 90 ． 2 ％を示 し， P H 8 ． 0 分画 は エ ー ル リ ッ ヒ

腹水が ん細胞の 腹水型腫瘍 に 対 して と同様サ ル コ
ー

マ

1 8 0 紳胞の腹水型腫瘍 に対 し て も高 い 抗腫瘍活性の あ

る こ とが 判明 した ．

工II ． 佑 仔g 招 お5 C g 乃S T －2 株 か ら抽出 一 橋製 L た物質

の 蛋 白量 の 測定

エ ー ル リ ッ ヒ 腹水がん細胞お よ びサ ル コ
ー

マ 18 0 細

胞の腹水型腫瘍 に 対し て
， p H 8 ． 0 分画が著 し い抗腫瘍

活性を示 した ので
， 等電点沈澱法 で精製 した各分画の

蛋白量 を L o w r y 法で 測定 し た ．

最も蛋白量の 多か っ た 分画は p H 4 ． 0 の 3 ． 2 m g J
，

m l

で
，

つ い で p E 8 ．0 分画の 2 ． 5 m gノm l であ っ た ． また
，

p H 2 ． 0 分画は 1 ． 1 m gl m l
， p H 6 ． 0 分画は 0 － 8 m gl m l

の蛋 白量で あ っ た ．

N ．
エ ー ル リ ッ ヒ腹水が ん 細胞 の 固型 腫瘍に 対す る

V ． 血b ね猫 用 耽S T － 2 棟の 抽出 一 掃製物質の 抗腫

瘍活 性

エ ー ル リ ッ ヒ腹水が ん細胞お よ び サ ル コ
ー

マ 18 0 細

胞 の腹水 型 腫瘍 に 対 して 抗腫 瘍活性 が 高か っ た p H

8 ． 0 分画 を，
さ らに エ ー ル リ ッ ヒ 腹水が ん細胞の 固型

腫瘍に つ い て検討 した ．

対照群 は34 日目で全て腫瘍死 し
，

m e d i a n s u r v i v al

d a y は 3 3 ． 0 日 で あ っ た く表 4 J ． 処置群で は60 日 を経

過 して い て もな お
，

5 匹 が 生存 して お り， 処置群の中

間 値 の 生 存 日 数 の 比i n c r e a s e o f lif e s p a n く％l は

71 －2 ％を示 し
， p H 8 ． 0 分画に は高い 抗腫 瘍活性 がみ ら

れ た ． しか も 4 匹 の生存 マ ウス の 1 匹 は背部に 形成さ

れ た腫瘍 が 25 日で ほ ぼ消失 し完全治癒 が み られ た．

V ． サ ル コ
ー マ 1 8 0 細 胞 の 固 型 腫 瘍 に 対 す る 佑

戊g C戊Jどぶc g 乃ぶ T － 2 株の 抽出 一 精製物 質の 抗腫痛活

性

サ ル コ
ー

マ 1 8 0 細胞 の 固型膿瘍の 担が ん マ ウ ス に対

して p H 8 ． 0 分 画 を投与 し
，

抗腫瘍活性を検討した
．

対照群で は 19 日目か ら腫瘍死 し， 3 3 日目で 全ての

マ ウス は腫瘍死 した
．
処置群で は 60 日経過 して もなお

4 匹が 生存 して お り， in c r e a s e o f lif e s p a n く％1 は

12 8 ％以上 と エ ー ル リ ッ ヒ 腹水が ん 細胞 の 固 型 腫瘍よ

り も さ ら に 長い マ ウス の生 存 日数を示 した く表5I ．

V l ． 腫瘍重量 に よ り 1工 d尤仇仏領川 惜 T － 2 株の 抽出
．

精製物質 の 抗腫瘍活 性

以 上 の 結果 よ り p H 8 ． 0 分画 に は
，

エ ー ル リ ッ ヒ腹

水が ん細胞の 固型 腫瘍 お よ びサ ル コ
ー

マ 1 80 細胞の 固

型腰瘍 に 対 して 抗腫瘍 活性 が認め ら れ たた め
，

さら に

腫瘍重量 を測定す る こ と に よ り ， 抗腰 瘍活性を検討し

た ． な お
， 本実験 に は 一 群10 匹 の マ ウ ス を使用 した ．

表6 に 示 す ごと く
，

エ ー ル リ ッ ヒ腹水が ん細胞の 開

塾 腫瘍 の 担が ん マ ウ ス に p 王1 8 ． 0 分画を投与 した処置

群は
，
10 日目 まで は対照群と 同様の 腫 瘍重量の 増加を

示 した ． 10 日目 よ り15 日日の 5 日間 に ， 処置群の マ ウ

T a bl e 3 ． An tit u m o r a c ti v ity o f th e p H 8 ．O f r a c ti o n
a l

t o a s cit e s ty p e t u m o r of S a r c o m a 1 8 0

c ell s i n m i c e

T r e a t m e n t 慧禁霊
M e

認謬
vi v a l

悪霊，冨
f

T ノC く％l

p H 8 ．0 2 0 2 3 ，2 く 1 1 9 0 －2 く

S ali n e c o n tr o1 2 0 1 2 ．2 士1 ．7 0

al T h e p H 8 ．O f r a c ti o n w a s o b t ai n ed b y i s o el e c tri c p r e ci pit a ti o n a t p H 8 －0 0f t h e

s u p e r n a t a n t of V ． a l c a l e s c e n s T － 2 c ell s tr e a t e d w ith ultr a s o n i c d i s r u p ti o n ．

bl R e f e r to th e f o o t n o t e s of T a bl e l ．

T a bl e 4 ． A n tit u m o r a c ti vit y of t h e p H 8 ．O f r a c ti o n o n s olid ty p e t u m o r of E h rli c h

c a r ci n o m a c ell s i n m i c e

T r e at m e n t 慧霊霊
M e

認謬
Viv al

聖霊．冨
f

l王蒜
e

く姦

p H 臥O 1 0 5 6 －5 く 4 7 1 ．2 く

S ali n e c o n tr ol l O 3 3 ．0 0

al 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 af t e r th e s u b c u t a n e o u s i n o c ul a ti o n o f A s cit e s

c a r ci n o m a c ell s ．

t
l

暮
l

l
t
一

l
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陣 沼 刷 正伝 扉
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山 州 甘 侶 の 抗腰 喀活性

ス は全体 に 腫 瘍重 量 は 低下し
，

15 日目 の 腰 瘍重 量 は

1 ． 8 士1 ． 3 g で あ っ た
． 対照群 の マ ウ ス は上 述の 5 日間

で約倍 量 の 腫 瘍 重 量 を 示 し く15 日 目 の 腫 瘍 重 量 こ

4 ． 9 士 1 ． 1 gJ ， 抗腫瘍活 性が認 め ら れ る成績 で あ っ た ．

それ以 後は処 置群 の マ ウ ス の 腫瘍 重量 は緩や か な増加

を示 し
，
2 0 日 冒で 1 5 日目の 約 1 ．4 倍，

3 0 日目 で 20 日

目の 約 1 ． 3 倍 を示 し正 常マ ウ ス の 生 育率と ば ば．1H．リ
ー

致し

た成績で あ っ た
．

しか し
， 対照君羊の マ ウ ス で は 5 日日

ごと に約倍崖 の 腫瘍重 量 の 増加が認 め られ ， 処置群と

は大 差の ある結果 が 得ら れた ， な お
，

腫瘍 重量 比 で 処

置群で は腫瘍重 量比 が 28 ． 9 ％ で あ り
，

エ
ー ル リ ッ ヒ腹

水がん細腋の 固型 腫瘍が ん に 対し ても 明 ら か な腰癌 の

抑制率が得られ た
．

一 方
， 表7 に 示 ごと く

，
サ ル コ

ー

マ 18 0 細胞の 固型

腫瘍で は ，
エ

ー ル リ ッ ヒ腹 水 が ん 細 胞 の 固型 腫 瘍 と

同様，
10 日 目ま で ほ 両者共腫瘍重 量 は ば ぼ 同様の 値

501

く平均重 量こ 約 3 gうを示 した ． しか し， P王1 8 ．0 分画投

与群の マ ウ ス の 15 日 目の 腫瘍重 量は0 ． 4 士0 ． 4 g に す

ぎず
，

1く1 日目よ り 15 日目ま で の 5 日間 に 著し い 腫 瘍

の 縮 少を認 め た
． また， 対照群 の マ ウ ス の 15 日日の 腰

瘍重量 く1 2 ．3 士2 ． 6 gうは 1 0 日目の 約 4 倍の 値 を示 し
，

サ ル コ ー

マ 1 8 0 細胞の 固型 腫瘍 に 対 し ても p H 8 ．0 分

画は著明な抗腫瘍活性 を示 し た ． 1 5 日目以後 に お い て

は
， 処置群の マ ウ ス の 腫瘍重量 は緩 やか な増加 を示 し

，

2 0 日目 で は 1 5 日目 の 値よ りや や増加 し， 1 ． 2 士0 ．4 g

で あ っ た
．

し か し
， 対照群で は20 日目の 腫瘍重量 は

，

王5 日目の 約 2 ． 5 倍に 増加し
，
2 8 ．5 士9 ．2 g で あ っ た

．
ま

た， 処置群の 30 日目の 腫瘍重量は 10 日目の 値 と比 べ

て約 1 ■4 倍 の 4 ． 3 士8 ． 5 g に 対 し
， 対照群は 10 日日の

約 12 ．3 倍 で あ り
，
3 4 ． 3 士1 3 ．O g を示 し た

．
なお

， 腫瘍

重量 比 で 処置群 は 12 ． 5 ％の 値が 得 られ ，
サ ル コ

ー

マ

18 0 細 胞 の 同型 腫瘍 に 対 し， 著 明な 腫 瘍の 抑制 率 で

T a bl e 5 ． A n tit u m o r a c ti vit y of th e p H 8 ．O f r a c ti o n t o s olid ty p e t u m o r of S a r c o m a 1 8 0
c ells i n m i c e

T r e at m e n t 慧芸
b

霊
M e

認謬
vi v al

豊吉ニ，冒
f

監芸三芳く払
p H 8 ．0 1 0 5 7 ．0 く 4 1 2 8 ．0 く

S al i n e c o n tr o1 1 0 2 5 ．0 0

aI 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 af t e r th e s u b c u ta n e o u s i n o c ul a ti o n of S a r c o m a 1 8 0
c ells ．

T a bl e 6 ． A n tit u m o r a c ti vi t y of t h e p H 8 ．O f r a c ti o n t o t u m o r w eig h t of s olid ty p e t u m o r of E h rli c h
C a r Ci n o m a c ells in m i c e

T u m o r w ei g h t くm e a n ＋S D gl

T r e a t m e n t
N u m b e r of

m ic e u s e d

D a y s af t e r s u b c u t a n F O u S i n o c u l ati o n

Of E h rli c h c a r c l n O m a C e 11 s

1 0 1 5 2 0 3 0

T u 皿 O r

W ei g h t

r a ti oく瑚

P H 8 ，O f r a c ti o n l O 2 ■3 士1 －1 1 ■8 土1 ．3 2 ．5 士1 ．3 3 ．3 土 3 ．0 2 臥9

S al i n e c o n tr ol l O 2 ，3 士0 ．5 4 －9 士1 ．1 6 ．5 士4 ．3 H ．4 士1 3 ．8 1 0 0 ．0

T a bl e 7 ． A n tit u m o r a c ti v lt y Of t h e p H 8 ．O f r a c tio n t o t u m o r w eig h t of s olid ty p e t u m o r of S a r c o m a 1 8 0
c e u s i n m i c e

T u m o r w ei g h t くm e a n 士S D gl

T r e a t m e n t

N u m b e r of

m ic e u s e d

D a y s af t e r s u b c u t a n e o u s i n o c u l ati o n

of s a r c o m a 1 8 0 c ell s

1 0 1 5 2 0 3 0

T u r n o r

W ei gh t

r a ti oく殉

P H 8 ．O f r a c ti o n 7 3 ■1 士0 ．6 0 ．4 士0 ．4 1 ．2 士0 ．4 4 ．3 土 8 ．5 1 2 ，5

S ali n e c o n tr o1 7 2 －8 士0 ．3 1 2 ．3 士2 ．6 2 8 ．5 士9 ．2 3 4 ．3 士1 3 ．0 1 0 0 ．0
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あっ た
．

考 察

細菌お よ びそ の精製物 に よ る抗腫 瘍活性， 制 が ん作

用 に つ い て の研 究は， 今日 まで 数多く報 告され て き た
．

古く は 1868 年 B u sh に よ っ て
，
丹毒 に 渾患 した 肉腫患

者に 腫瘍の増殖の
一 時停止 あ る い は， 縮小 が 見 られ た

とす る報告
5 りに 始 まる

．
その 後 ，

1 8 93 年 C o l e y は
， 溶

連 菌と 霊 菌の 混 合死 菌 ワ ク チ ン で あ る ，
い わ ゆ る

C o l e y
，

s t o x i n を考案 し肉腫患者8 名 に 応用 後， 腫瘍の

縮小 の 経過を克明に 記録 し報 告521
した

．
その 後，

C ol e y
，

s

t o x i n によ る有効例 も多数報告さ れ たが
， 無効例の 方

も多く報告さ れ た ．
しか し

，
こ の こ とは

， 免疫療法の

基礎 に な っ た と今 日い われ て い る
5 3ト 5 引

． また ， その 後，

R ei n h a rd ら
5 61は急性感染症 に か か っ た 75 ％の の 白血

病患 者 に 自然 軽 快 を み た と 述 べ て い る
．

さ ら に
，

M a th 6 ら
Sll お よ び ， M o rt o n ら

瑚
の B C G の 抗腰 瘍酒

性の報告 な ど
， 細菌の抗腫瘍療法や， そ の有効性は約

1 世紀 前 よ り散 見 さ れ る ．
つ ま り

，
大 腸菌4 榊 卜 瑚

，

伽 ね鵬
6 引

一

時
， 肋 ゐざgグ血封

， 緑 膿 菌31 661 抑
，

A cゐ和 研 ロ
ー

ゐd C 由r ぶね御 地庇ぬ
1

隼 f 助 血 加 吻 壷 刑 d 叩 船 舶
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C ク竹刀 g占d Cね rf鋸 椚

2 8I 拘
， 結 核 菌鋸

，

点 灯 沼 捕
1 01 7 りな どの細菌に よ る 抗腫 瘍性の 報告 も あ る

がい ずれ も好気性菌が殆 ん どで ある
．

嫌気 性 菌 の 抗 腫 瘍 作用 に 関 す る 研 究 は P a rk e r

ら
1 71

，
H al p e rn ら

2 71
，

B o m f o r d ら
7 21

，
S c o t t ら

2 9 囲
，

T u ttl e ら叫
，

W o o d ru ff ら
2 61 7 51

，
M 8 s e ら

2 11
， G e ri c k e

ら
2 2I

，
T hi el e ら

2 31の報告が見 られ ， 最近で は Rib i ら
761

の 細菌の 内毒素 を用 い た研究 が あ る ． 我が 国で は ， 嫌

気性菌の 抗腫瘍性 に 関す る報告 は服部 ら
叩

， 森
3 2ン

， 原

田 瑚 な ど の C o w n e b a cte ri u m
，

M a t s u n a g a ら
7 91

の

C l o s trid i a の制が ん研究以外 は殆 ど皆無 で あ る ． 著者

の教室で は
，
1 98 1 年玉 井ら に よ っ て 口 腔内常在菌 で あ

る 且 乃朋 流 血 制 御 に 抗 腫 瘍 活 性 の あ る こ と を 報

告3a 潮 岬
して以来，

T a m ai ら頼 叫 抑
，
渡辺

瑚
， 西脇 抽

，

中斬 ら
8 1
りま 尺 刀 硯 勉 励 仰 官 K O － 31 株の抗腰瘍活性 を，

わ 川 加
，
オ死 出 如 実験で証明 して い る

．
また 最近，

口

腔内常在菌で 各種感染症か ら嫌気性菌が 分離 ■ 同定さ

れ て い るが
，

その 中で も 蝕 0古庄C ねガ祝 桝 と共 に 多数分

離さ れ る嫌気性 グラム 陰性球菌 の l よ々抽 乃 gJ由 に も抗

腫 瘍 活 性 の あ る こ と を 中 川 叩
が 報 告 し て い る ．

1句f 肋 抑留肋 は人お よ び他の動物の 口腔内， 消化器， 呼

吸器な どに常在す る嫌気性菌で ある
．

口腔内よ り分離

され る菌種は V d ね 払 甜 岨 と 打 力餅 肌 血 で あるが
，

口腔内の炎症性疾患， 特 に， 歯肉膿瘍， 顎襲胞，
上顎

洞炎な どか ら比較的高率 に 分離さ れ
，

これ らの 疾 患の

主因薗と も考 え られ て い る
4 7 沌2I

． ま た
，
最近注目されて

い る 嫌気 性菌感染症の 原 因菌と して検 出さ れた 報告が

見 られ る が
8 釘

， 他 の 嫌気性菌よ り も病原性 に つ い ては

弱 い と され て い る
細

．

中 川 の 報 告 抑 に よ り グ ラ ム 陰 性 嫌 気 性 球 菌

楠 沼口乃 g 地 頭 ． に 抗腫瘍 活性 の ある こ と が 明 ら か に

な っ た ． す なわ ち ， 竹 丘血 滋 m 傲 T －2 株 に 抗腫瘍活

性が 認め られ た こ と よ り
， 今回

，
上 清中に 存在する抗

腫 瘍物 質 の 本体 を 究 明 す る た め
， 本 実 験 で は 佑

戊g 甜g g 5 C g 乃5 T －2 株 の 菌体超音波処 理 上 清液か ら抗腫

瘍物質を 溶媒抽出 し， 等電点沈澱 法 を用 い て 精製した

抗腫瘍物 質を わ7 め 0 実験で 検討 し た
．

従来 より ，
グ ラ ム 陰性菌 に 認め られ る 抗腫 瘍活性は

L P S と され て お り
呵

， そ の 分離 ． 抽 出法に は フ ェ ノ ー

ル ． 水 抽 出 法
8 6 卜 抑

，
ト リ ク ロ ル 酢 酸 法 くB oi v i n

法9 2 ト 9 5l
，
E D T A 抽出9 6 ト 珊

， 有機溶殊 に よ る抽出法瑚

ど広く使用 され て い る ．
佑 戊7 00 g e S C g 乃ざ T －2 株の 抗腫

瘍活性 は菌体超音 波処理 後の抽 出液に 抗腫瘍活性が見

られ る こ と よ り， 超音波処理 に よ っ て 細 片化さ れた菌

体細胞膜 また は
，

内毒素 に 有効成分が 存在 し， それと

有機溶媒 に よ る抽出法 すな わ ち本実験で は エ タ ノ ー ル

によ る有機音容媒 によ り抽出 をお こ な っ た物質 に 抗腫瘍

活性の ある こ とが 証明 され た ． さ ら に ， 抽 出物質を等

電点沈澱法 に よ っ て精製 し た
川 011 0 1さ物質， 特 に 夕方 8 ．0

分画 に極 め て強 い 抗腫瘍活性の ある こ とが 動物実験腫

瘍 で 確認で き た ． 等電 点沈澱 法 は粗酒性物質を含む溶

液 か ら活性物質 の 溶解 度の差 を利用 して活性物質を沈

澱 させ る方法で あ るが ， S 乃 如 ら
1 0 21

は C ム ーk 漑扉在職 川

の 培養液 に 塩 酸 を加 え， p H を 3 ．0 へ 4 ． 0 に 調整し A

型 の毒素 を抽出 した ． また ， L a m a n n a ら
1 031

は段階的な

p H の 変 化 で B 型 の毒 素 を抽 出 し，
さ ら に C a r d ell a

ら
1 0 机 呵 は C 型，

D 型 毒素の 抽出に も本法 を応用 して

い る ． こ れ ら の報 告は い ず れ も グ ラ ム 陽性菌 で ある

CJ ． ゐ0 加古犯祝 別 に つ い て で あ っ たが
， 本菌 に 対しても

精製法 の 1 つ と して応用 で き る と考 え等電点沈澱法を

用い て精製 した ． 本実験 で は 1 規定 の N a O 日 と 10 規

定の塩酸 を用 い
， 段階的に p H 2 ．0

，
4 ． 0

，
6 ■ 0

，
8 ．0 に

調整 した
． 本法 は

一 般 に は溶解 度の 比較的小さい 蛋白

質 な どの 分別に 使用さ れ る が ，
こ の 際 に は塩類濃度を

低 くす る必要が あ る とさ れ て お り
，

そ の 理 由と して は

塩類 の増加 に よ っ て蛋白質の等電点が酸性 に ずれるた

め で あ る
1 咄

． 渡辺3 5
切 且 乃祝 Cg g d f祝 椚 K O ．3 1 の 抗腫瘍

活性物質 の精製時や
， 坂下細 の ど． 桝 確聞 描 の 抗腫瘍活

性物質 の 精製時で も
， p H 4 ， 0 に お い て最も 商い 値を得

た が
， 本 実験 で は p H 8 ． 0 分画 に 高い 抗腫瘍活性が認

め られ た ．

L o w r y 法 50，
に お け る蛋 白量 の 測定で は

，
2 － 5 m gl m l



1み沼わ 肋 瓶 用血如 独
－

e 乃ざ の 抗腫瘍活性

と p H 4 ． 0 の 蛋 白量 に つ い で 多か っ た が
， 蛋 白量と 抗

腫瘍活性の 関連性 で は 有意と は なら ず
， p H 4 ． 0 分画の

蛋白量は細菌の 抗腫瘍 活性 に 直接結び つ か ない 蛋白 な

どが多く 沈澱 した と考 え ら れ た ． L o w r y 法に お い て

p H 4 ■ 0 に 次 い で 沈澱量 の 多 か っ た p H 8 ． 0 に つ い て

は2 ． 5 m gノm l の 蛋白含有量で あっ たが ， 抗腫瘍活性が

最も高か っ た
．

この こ と は
，

60 ％ア ル コ ー ル 分画に よ

り沈澱物質に は蛋 白質， 糖蛋 白， 多糖 類な ど他種類の

物質が 含有さ れ て い る
．

その 中に は， 培地が 複合培地

で ある た め
，

培地 中の 蛋白質 も 混 じ っ た と考 え られ

p H 8 ． 0 の 沈澱分画 に お い て最も 抗腫瘍性 が 高か っ た

ことの 説明の
一

部 と な る
．

ま た p H 8 ． 0 に 抗腫瘍活性

が高か っ た事 実に つ い て の 説明と して グラ ム 陰性薗の

外膜に局 在す る リ ボ多糖類は き わ めて ユ ニ ー ク な化学

構造と 多様な 生物活性を有す る高分子 と して知 られ て

い る ．
ま た

，
L P S に つ い て は現 在は

，
グラ ム 陰性薗の

LP S に つ い て研究が 展開さ れ て い る ． こ れ 等の 研究

は
，
L P S の 一 般構造の 類似性 を示 唆 し てい る反面微細

構造の 多様性 も示 して お り
，

そ の構造と 生物括性は か

なら ず しも
一 様 で な い こ とが 浮彫 に さ れ つ つ あ る

．

L P S 分子 は基本的に は陰性荷電 を有 す る 両親媒性高

分子で ある た め ， p H 8 ．0 弱ア ル カ リに お い ても 充分存

在す る こ と は推察 さ れ る ． 以 前に 中川 が V二 ．仇 b 裏返 －

cg 乃5 T ．2 株の 菌体超音波処理 上 清液 の ア ル コ
ー ル 分

画に つ い て
，

エ
ー ル リ ッ ヒ腹水が んの 固型と腹水型

，

サル コ
ー

マ 18 0 細胞の 腹水型 と 圃型 の 同様 な実験を し

て い る が
，

今回は
，

さ ら に 高い 抗腫瘍活性 を示 した こ

とは
， 精製に

， 換言す れ ば純化に 一 歩近か ずも1 た こ と

を示唆する も の で あ る
．

1 g々 わ乃gJ ぉ の 内毒素 に つ い て は 多く の 論文1 0 7 ト 1 121が

みられ
，

こ れ ら を総合す ると 内毒素が 抗腫瘍物質で あ

ると推察さ れ る ． そ して
，

その 内毒素の 60 ％は脂質で

あると も い わ れ てい る
1 1111 1 2I

． しか し， 本実験の よ う に

エ タ ノ
ー ル 分 画後の 抽出物質に も高い 抗腫瘍活性を得

られた こ とや， また ， 中川 らの 用 量 一反 応関係が 見ら

れなか っ た こ と よ り，
C ol e y ，

S h w a rt z m a n
，
C a m p b ell

，

D o n n ell y らが 主 張 し て い る 宿主 を 介 して の 間接的 な

免疫学 的反応 が 主 体 を な し て い る こ と も 否定 で き な

い
．

一

方 ， 本抽出物質が
，

エ ー ル リ ッ ヒ 腹水が んお よ び

サル コ ー マ 18 0 細胞の 腹水型 に も固型 が ん 同様 に ， 高

い 抗腫瘍効果が見ら れ た こと よ り
，

エ ー ル リ ッ ヒ 腹水

がん
，

サ ル コ
ー

マ 1 8 0 細胞 に 対し て の 直接細胞障害作

用も推察さ れ る ．

しか し， 蕗H 府 和 の 実験で は越滴 ら
1 1 釘が

， 細胞障害

反応で は 楠 描 珊 招ク 畝 の 6 株は陰性で あ っ た と 報告

してい る し
， 天野 ら

1 川
は 陥Z 抽 乃 g7血 鴎 の 1 5 株中

，

5 0 3

3 株に ごく 弱い 細胞障害活性 を認め る に と どま っ た と

報告 して い る
． 著者も

， 本実験 に 入 る前の 基礎実験と

して 竹 仇 加 鹿 沼 職 T － 2 株の 腫瘍細胞 へ の直接作用 を

西脇3 61
と同様実験 を行っ たが． 直接作用を積極的に 示

す 結果 は得ら れ なか っ た
．

以上 の 事よ り ，
佑 戊J 躇JどぶC g 乃ぶ T － 2 株 の超音波処理

菌体上 清液の p H 8 ． 0 抽出物 が抗腫瘍効果 を示 した こ

と は
， 勿論，

位 d 血 混 消 湖 T －2 株の 内毒素で ある こ

と は余論 を挟 む ま で も ない が， そ の作内機序に つ い て

は
，

T N F や ， イ ン タ ー フ ェ ロ ン産生能，
マ ク ロ フ ァ

ー

ジ活性化 な ど複雑 に 働い て い る も の と 考え ら れ る
．

p H 8 ． 0 と い う 弱ア ル カ リ性 で 然も L o w r y 法に よ る

と p H 4 － 0 よ り 少な い p H 8 ． 0 の 蛋白沈澱抽 出物 に 高

い 抗腫瘍活性が 存在 した こ と は蛋白複 合体 の L P S の

存在が 抗腫瘍活性 に 大き く 関係 して い る と思 わ れ る

が
，

その 作用 機序は勿論単独 で な く， 複雑に 働 い て い

る と考 えられ る ．

本実験は V 上がd 漬独 貯机 T － 2 件の 抗腰瘍物質の 精製

に
一 歩前進 した が， その 本体と作用 機序の解明 は今後

の 課恵で ある
．

結 論

口 腔内よ り 分離 ． 同定 した嫌気性球菌 佑 dg C成上由一

C g 乃S T － 2 株 の 菌体超音波処理 上 清液中 に抗腫瘍物質

が含 まれ て い る こ とが確証 され た ． さ ら に
，

こ れ を等

電点沈澱 法を用 い 精製 し
，

マ ウス を使用 した f乃 め 0

の 実験 に よ り その 抽出 ． 精製物質の 抗腰瘍活性 を検討

し次の 結果を得た
．

1 ． V二 仇b 班別知 昭 T －2 株の 菌体超音波処理 上 清液

を 60 ％ エ タ ノ ー ル 処理 後等電点沈澱法に よ り， p H を

2 ． 0 ， 4 ．0 ， 6 ． 0
，
8 ． 0 に調整 し各分画を エ

ー

ル リ ッ ヒ 腹

水が ん細胞の腹水型腫瘍 に作用 さ せ たと こ ろ， p H 8 ．0

で TノC く％う 200 ． 8 以上 と著 しい 抗腫瘍活性が得 られ

た
．

2 ． その p王1 8 ． 0 の 抽出． 精製物質をサ ル コ
ー

マ 18 0

細胞の 腹水型 腫 瘍 に 作 用 さ せ た と こ ろ
，

TノC く％う

1 90 ．2 以 上 と高 い 抗腫 瘍活性を示 した ．

3 ． L o w r y 法で蛋 白量 を測定し たと こ ろ
， 著 し い 抗

腫瘍活性 を示 した p H 8 ． 0 の 蛋 白 量 は p H 4 ． 0 の 3 ．2

m gノm l の それ よ り低い 2 ． 5 m gノm l で あ っ た ．

4 ． さ ら に p E 8 ．0 の 抽出 ． 精製物質を エ
ー ル リ ッ

ヒ 腹 水が ん 細胞 の 圃型 腫瘍 に 作 用 さ せ た と こ ろ
，

i n c r e a s e of lif e s p a n が 71 ． 2 ％以 上と 高い 抗腰 瘍活性

が 見られ る と と も に
，

その一一
一

匹 は完全治癒 を示 し た
．

5 ． ま た p E 8 ． 0 の 抽出．精製物質をサ ル コ
ー

マ 1 8 0

細胞 の 固型 腫瘍 に 作 用 さ せ た と こ ろ
，
i n c r e a s e o f

lif e s p a n が 1 28 ％以 上 と エ ー ル リ ッ ヒ 腹水が ん細 胞の



5 0 4 八

固型 腫瘍 よ りさ ら に 高 い 抗腫瘍活性が み られ た
．

6 ．

一 方
， p H 8 ． 0 の 抽出 ． 精製物質 を 作用 さ せ た

エ
ー ル リ ッ ヒ腹 水が ん 細胞 の 固 型 腫瘍 と サ ル コ

ー

マ

1 8 0 細胞の 固型腫瘍の 腫瘍 重量 を 計測 した と こ ろ
， 対

照 群に 対 し両者共大差の あ る成績 を示 し
，

腫瘍抑 制効

果の あ る こ と が証明 さ れ た ．
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，
G r e e n b e r g ，

N ． 軋
，
M a cd o n a ld

，

朋L M ．
， S c h u m a c h e r I A ■ M ． 鹿 A b b o t t

，
B ． J ． 二
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，
F a r r

，
A ．

L ． 良 R a n d ail
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9 th I n t ． C a n c e r C o n g r e s s － 19 6 6
，
3 3 4 く19 6 6J ．

6 1J W a t a n a b e
，

T － こ A n tit u m o r
，

eff e c t of s 。ni c

e x t r a c t o f E － C Oli
．
9 th I n t ． C a n c e r C o n g r e s s

－1 966
，

3 8 8 く1 9 661 ．

6 2I 渡 辺 貞 二 大腸 薗菌体成 分の マ ウ ス 腹水腫瘍阻

止 作用 に つ し 1 て
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．
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F b o b a c te ri u m n u cle a tu m c ult u r e s u p e r n a t a n t ．

J a p a n ． J ． E x p ． M e d ．
，
5 4

，
1 59 － 17 0 く19 841 ．

811 中新敏彦， 渡辺 好造，
玉 井健 三 こ ダ猥 0占戊C ge ，イ録 椚

別 路わd お別 の 抗腫瘍物質の 作用機序に 関す る検討． 嫌
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，
S ai n t L o u i s

，
1 9 6 8 ．

8 31 日比 野順 子 ， 浜 本恒 男， 椎名和 彦 ， 泉 昭 ， 森

凰 渡辺
一

功
，

池 本秀雄
，

小 酒井望
，

小 栗豊子 こ 嫌気

性菌に よる 膿胸 の 2 例． 嫌気性菌感染症研究，
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， p ．2 8 －3 0 ． I n C ． A

，
W i11 a m s a n d

M ．
W

． C h a s e くe d ．1 ，
2 ． P r e p a r a ti o n o f c ell w a ll

a n ti g e n s f r o m g r a m n e g a ti v e b a c t e ri a ． 1 st e d ．

A c a d e m i c P r e s s
，
N e w Y o r k a n d L o n d o n

，
1 9 6 7 ．

96I G r a y ， G ． W ． 鹿 W n k i n s o n ， S ． G ． ニ T h e eff e c t

O f eth yl e n e di a m i n et r a a c e ti c a cid o n th e c e11 w all s

O f s o m e g r a m n e g a ti v e b a c t e ri a ． J ． G e n ． M i c r o bi ol ．

3 9 ，
38 5 －3 99 く19 6引．

9 7ナ L ei Y e
，
L ．

，
S b o Yli m

，
Y ． E ． 鹿 M e r g e n ll a g e n

，
乱

E ． ニ P h y si c al
，
C h e m i c al

，
a n d i m m u n o l o gi c al p r o p e r －

ti e s o f li p o p o l y s a c c h a rid e f r o m E s c h e Yi ch i a c oli b y
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e th yl e n e di a mi n e te t r a a c e t a t e ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 4 3

，

6 34 8 －6 9 3 1 く19 6 81 ．

98I R o g e r s
，
S ． W

．
，
G ill el a n d ， H ． E ． 鹿 E a g o n

，
R ．

G ． ニ C h a r a c t e ri z a ti o n o f a p r o t e i n li p o
－

p ol y s a c ch a rid e c o m pl e x r el e a s e d f r o m c e11 w all s o f

脅 e u d o m o n a s a e n q i n o s a b y et h yl e n e d i a m i n e t e t r a
－

a c eti c a cid
． C a n ． J ． M i c r o bi ol ．

，
1 5

，
7 43 － 7 48 く19 6 9I ．

9 9I 医科学研究所 学友会編 こ 細菌学 実習提要
， 第5

版， 3 5 8 ．3 6 1 貢， 丸善， 東京，
1 9 7 6 ．

1 0 0I 医科学研究所学友会編 二 細菌学実習授 乳 第5

版
，
3 5 3 －3 5 4 頁， 丸善， 東京，

1 9 8 0 ．

1 0 1ナ 島尾 和尾 こ 基礎生化学実験法 2
． 抽 出． 分離 ．精

製 く亜南， 紺 軌 田村， 松橋， 松本編ン
， 第 1 版，

5 7 －7 4

貢
，

丸善
， 東京

，
1 9 7 4 ．

1 0 2I S n i p e
，

P
． T ． 鹿 S o m m e r

，
H ． ニ S t u d i e s o n

b o t uli n u s t o x i n ニ 3 ． A cid p r e ci pit a ti o n o f b o t u li n u s

t o x i n
． J ．

I n f e c t ． Di s ．
，
4 2

，
1 5 2 － 1 6 0 く19 2 8l ．

1 0 31 L a m a n n a
，

C ． 及 G l a 眉S m a n
，

H ． N ． こ T h e

i s ot a ti o n of t y p e B b o t u li n u m t o x i n
． J ． B a c t e ri ol ．

，

5 4
，
5 75 －5 8 4 く19 4 7I ．

1 0 4I C a r d ell a
，
M ． A ．

，
D u f f

，
J

．
T ．

，
G o ttf ri e d

，
C ． 也

B e g el
， J ． S ． ニ S t u di e s o n i m m u ni t y t o t o x i n o f

C l o st yi di u m b o i uli n u m I V ．
P r o d u c ti o n a n d p u rifi c a

－

ti o n o f t y pe C t o x i n f o r c o n v e r si o n t o t o x oi d ． J ．

B a ct e ri 01 ．

，
7 5

，
3 6 0 －3 6 5 く19 5 8J ．

1 0 5I C a r d ell a ， M ． A ．
，
D u ff

，
J ． T ． ， W i n g fi eld

，
B ．

II ． 鹿 G o t tf ri ed
，
C ． こ S t u d i e s o n i m m u n it y t o t o x i n s

O f Cl o styi di u m b o tu li n u m VI ． P u rifi c a ti o n an d

d et o x ifi c a ti o n o f t y p e D t o x i n a n d th e i m m u n o
－

l o gi c al r e s p o n s e t o t o x oi d ． J ． B a ct e ri ol ．
，
7 9

，
3 7 2 －3 7 8

く19 6 0ン．

1 06I 岩水貞昭
，
山下仁 平 二 生化学実験講座 1

．
タ ン パ

ク質の 化学工 く日本生化学会編ン， 第 1 版
，
7 2 て4 貢，

東京化学同人， 東京
，
1 9 8 1

．

1 叩 M e r g e n h a 酢 n
，
S ． E

り
B l a d e n

，
H ． A ． 及 恥 n

，

K ． C － こ E l e c t r o n mi c r o s c o pi c l o c ali z a ti o n o f e n d o
．

t o x i c li p o p o l y s a c c h a r id e i n g r a m n e g a ti v e

O r g a ni s m s － A n n ． N ． Y ． A c a d ． S o ci ．
， 1 33

，
2 79－29 1

く19 6 引．

1 0 8I 以 a d e n ． H ． A ． 皮ニ M e r g e れb a g e n
，

S ． 駄 ニ

U l t r a st r u c t u r e of l h ill o n el k l a n d m o r ph ol o gi c al

C O r r el a ti o n o f a n o u t e r m e m b r a n e w ith p a rti cl e s

a s s o ci a t ed w i th e n d o t o x i c a c ti v ity ． J ． B a c t ．
，
88

，

1 4 8 2 －1 4 9 2 く19 6 41 ．

1 0 9I M e r g e n h a g e m
，

S ． 軋
，

H a m p p ，
E ． G ． 鹿

S ch e r p ，
H

． W ． こ P r e p a r a ti o n a n d b i ol o gi c al a cti vi －

ti e s o f e n d o t o x i n s f r o m o r a l b a ct e ri a ． J ． I n f e ct ．

D i s e a s e
，
1 08

，
3 0 4 －3 1 0 く19 61I ．

1 1 0I M e r g e n h a g e n
，
S ． E ． 及 V a r sh

，
E ． こ S e r o

－

l o g l C a ll y s p e c ifi c li p o p ol y s a c ch a rid e s f r o m o r al

V eill o n elL2 ． A r c h ． O r al ． B i ol ．
，
8

，
3 1 －3 6 く19 6 3J ．

1 1 1J M e r g e n h a g e n
，
S ． E ．

， Z i p k i n
，
I ． 及 V a r a c

，
E ． こ

I m m u n ol o g l C a l a n d c h e m i c a l st u di e s o n a n o r al

T Jb ill o n el h l e n d o t o x i n ． J ． I m r n u n ol
，
8 8

，
4 82 ．4 87 く196 2J ．

1 1 2J M e r g e n h a g e n ， S ． E ． 二 P o ly s a c c h a rid eli pid

C O m pl a x e s f r o m V壱ill o n elh l P a r u u hl
， J ． B a ct ．

，
90

，

1 7 3 0 －1 7 3 4 く19 6 引．

1 1 3I 越 浦 良三
，
清水隆作，

玉 井健 三 ニ 口 腔 内嫌気性薗

の 研究， 第 5 版． 口腔 内感染症か ら分 離 した嫌気性薗

の 癌細胞に 対す る C ell i nj u ri n g r e a c ti o n くC ． I ． R ．1 活

性 に つ い て ． 口科誌， 2 1
，
5 3 4 －5 3 9 く19 7 2I ．

1 1 4I 天 野 恵夫 ，
玉 井健 三 こ 口腔内嫌気性 蔚の 研究

，
第

8 報 ．
口腔 内分離薗株 く偏性嫌気性薗う の 癌細胞に 対

す る C ell i nj u ri n g r e a c ti o n くC ． I ． R ．ン活性 に つ い て ．

ロ 科誌，
2 3

，
3 2 3 －3 3 3 く19 7 礼

E x p e ri m e n t al S t u di e s o n t h e A n tit u m o r A c ti vit y o f V e ill o n ell a a lc a l e s c e n s S h ig e o

Y a g i ，
D e p a r t m e n t o f D e n t o － O r al S u r g e r y ，

S c h o o l o f M e d i ci n e
，
K a n a z a w a U n i v e r s l ty ，

K a n a z a w a

9 2 0
－

J ． J u z e n M e d ． S o c ．
，
9 6

，
4 9 7 － 5 0 9 C 1 9 8 71

K e y w o r d s ニ 1 i々ll o n elk l a lc ale s c e n s
，

a n ti t u m o r a c ti v i ty ，
E h rli c h a s c it e s c a r ci n o m a

，
S a r c o m a

1 8 0

A b s t r a c t

T h e p r es e n t i n v e stl g a ti o n w a s p e r fb r m e d t o s t u d y th e a n tit u m o r a c tl V lty O f th e s u p e r n a t a n t o f

l 磁I b n elk l a lc ale s c e n s T － 2 st r ai n c ell s t r e a t e d w ith u lt r a s o n i c d i s r u p ti o n ． B a c te ri a l c ell s c ul t u r e d

i n T F m e di u m fb r 4 8 h r w e r e di s r u p t e d b y u lt r a s o n i c t r e a t m e n t a n d t h e n c e n tri f u g e d ． T h e
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S u pe
r n a t a n t W a S e X t r a Ct e d w i th 6 0 ％ e th a n o l a n d f b rt h e r p u rifi e d b y i s o e l e ct ric p r e c I P lta ti o n a t

d 灘 r e n t v al u e s o f p H ． T h e p u ri n e d f t a c ti o n s w e r e e x a m i n e d f b r a n ti t u m o r a cti v ity b y u s l n g I C R

mi c e ．
W h e n th e 丘a c ti o n s o b t a i n e d b y i s o e l e c t ri c p r e c I P lt a ti o n a t p H v al u e s o r 2 ．0

，
4 ．0

，
6 ．O a n d

8 ．O w e r e e x a m i n e d f b r a n tit u m o r a c ti v lty t O a S Ci t e s ty p e t u m o r o f E h rli c h a s ci te s c ar ci n o m a c e ll s
，

th e fね c ti o n a t p H 8 ．0 くp H 8 ．O ft a c ti o nJ s h o w e d a r e m a r k a b l e a n tit u m o r a c ti v i ty o f m o r e t h a n 2 0 0 ．

8 ％ o f T ノC ． T h i s p H 8 ．0 鮎 c ti o n al s o s h o w e d a s h i g h a n tit u m o r a c ti vi ty くm o r e th a n 1 9 0 ．2 ％ o f TI

CJ to a s ci te s ty p e o f S a r c o m a 1 8 0 c e11 s a s t o E h rli c h a s cit e s c a r ci n o m a c ell s ． W h e n th e a n ti t u m o r

a c ti v lty O f th e p H 8 ．0 丘a c ti o n w a s t e s t e d f b r th e s o lid ty pe t u m O r S O f S a r c o m a 1 8 0 c ell s a n d E h rli c h

a s cit e s c a r ci n o m a c ell s
， th e 丘a c ti o n s h o w e d h i g h a n ti t u m o r a c ti v l ty t O b o th s oli d ty p e t u m o r s

，
a S

W ell a s th e a s ci t e s ty p e t u m o r s J A n tit u m o r a c tl V l ty O f t h e f t a c ti o n t o s oli d ty p e t u m o r w a s

e v a l u a t e d b y th e i n c r e a s e o r lifもs p a n く％J a n d th e c h a n g e o f t u m o r w ei g h t ． T h e v a l u e s of i n c r e a s e

Of lift s p a n w e r e 7 l ．2 ％ f b r th e s olid ty p e t u m o r o f E h rli c h a s c it es c a r ci n o m a c ell s a n d m o r e th a n

1 2 8 ％ fb r th e s oli d ty p e t u m o r o f S a r c o m a 1 8 0 c ell s ■ T u m o r w ei g h t o f m i c e tr e a te d w i th th e p H

8 ．O f t a c ti o n i n c r e a s e d
，
i n b o th t u m o r c e ll s

，
u n til th e t e n th d a y a ft e r th e t r a n s p l a n ta ti o n o f t u m o r

C ell s i n th e s a m e m a n n e r a s t h o s e o f u n t r e a t e d m ic e くC O n t r O り■ A fte r l O d a y s t u m o r w ei g h t o f

tr e a te d mi c e d e c r e a s e d d i sti n c tly b y t h e 1 5 th d a y ，
fb 1l o w e d b y sl o w i n c r e m e n t

，
W h il e th o s e o f

C O n t r Ol m i c e i n c r e a s e d s t e a d il y till th e d e a th o r m i c e b y t u m o r ． T h e r e s u lt s m e n ti o n e d a b o v e

r e v e al e d th a t th e p H 8 ．O ft a c ti o n
p r e p a r e d ft o m c ell s o f V alc a h s c e n s T － 2 s t r ai n h a d th e h i g h e s t

a n ti t u m o r a c ti v l ty a m O n g a n y f t a c ti o n s t e s t e d ．


