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本実験 は， P rpP i o n i b a c te ri u m a c n e s を， p ri m i n g a g e n t と し， 蝕 o b a cte r
i u m n u cle a tu m K O ．3 1

株か ら抽出した 抗腫瘍物質， T F T
－3 1 0 を eli citi n g a g e n t と して ，S D ラ ッ ト

に 釦 ナる腫瘍壊死因子くT u m o r

n e c r o si s f a c t o r ， T N Fl の産生条件 に つ い て検討 した．
こ の 際 T N F 活性は IC R 系 マ ウス に 作成 した

s a r c o m a 1 8 0 固形 腫瘍 を 用 い て 測定 し た ． Eli ci ti n g a g e n t と し て， T F T
． 3 10 と Bk c h e ri c hid c o li の

1i p o p o l y s a c c h a r
i d e くL P Sl を比 較 した と こ ろ双方 に T N F 産生 効果を認 めた．

Eli citi n g a g e n t と して

T F T ． 31 0 を用 い ， p ri m i n g a g e n t と して ， P r A C n e S t B a cill e C
al m e tt e et G u e ri n くB C Gl を比較 した と

こ ろ双 方に T N F 産生効果を認 めた が， P r ． a c n e s の 効果が強か っ た ．
T F T ．3 1 0 の S D ラ ッ ト へ の投与量 と

その血 清の腫瘍 に 対す る出血壊死反応は投与量依存性 を認め た． また ， 丹 ． 戌C 乃都 と T F T －3 1 0 に よ る S D

ラ ッ トの 処置 に 際 して， カラ ゲ ニ ン を併用 する と， T N F の産生は抑制され た ． 故 に ，
P 71 a C n e S と T F T

－

3 1 0 の 処置 に よ っ て， ラ ッ ト血清中に 形成さ れ た T N F は，
マ ク ロ フ ァ

ー

ジに 由来す卑と考えた． T N F 陽

性血清は， M e th A およ び S a r c o m a 1 8 0 細胞の 同型癌 に 出血壊死 を生ず
る効果 を認 めた － しか し， E h rli c h

腹水癌細胞 の 圃型痛 に 対す る効果は不明確 で あ っ た 一 以上 の 如く ， T F T ． 31 0 を eli citi n g a g e n t と した結果

は ， L P S を eli citi n g a g e n t と した結果と類似 した． 即ち ， T F T －3 1 0 は L P S 類似物質あ るい は1i pid A 分

画を有す る物質で はな い か と考察 した ．

K e y w o r d s a n a e r o b e s ， E b s ob a ct e riu m n u c le a t u m ，
t u m O r n e C r O Sis f a c t o r くT N Fl

1 9 7 5 軋 C a r s w e ll ら
11
に よ っ て 腫 瘍 壊 死 因 子

くT u m o r n e c r o si s f a c t o r ， T N Fl が 報告さ れ て以来，

多くの 研究者に よ っ て T N F の 産生条件， 物理化学的

性状の 検索 な らび に 作用機序 に つ い て詳細な研究が な

されてきた
2 ト 2 7，

．

ま た
，

一 九 T N F は動物種 を越 えて腫

瘍細胞 に 細胞傷害な い し増殖阻止作用 を示 し， 線推芽

細胞な どの 正常細胞 に 対して は， 傷害作用 を示 さ な い

ことが 最近 注目さ れて い る
1 ト 31

最近 ， グ ラム 陰性嫌気性梓菌 爪 脱 南 山 打 抜朋 椚 血物－

わ一肌 の 菌体内抽出物質 汀F T －3 101 に 抗腫瘍性の ある

こと が 玩 ．ぬ 加 あ る い は わ7 め 0 で 証明 さ れ， 1i p o
．

p ol y s a c c h a ri d e くL P Sl 類似物質で ある こ と が推察さ

れて い る
2 8ト 3 り

．
しか し， こ の 物質の 作用 機序に つ い て

A b b r e vi a ti o n s ニ B A L Bノc ， A B L B I c A n N C rj

は不明である た
ノ

め
，
そ の 解明 の 一 つ と して T N F の応

用 を考えた ． 本研究で は F 仁
乃 机減矧知仰 の菌体内物質

を p ri m i n g a g e n t と
して T N F の 誘導の 可能性 に つ い

て 検索 した．

材料お よ び方法

工 ． 実験動物

使用 した マ ウス は， I n s tit u t e f o r C a n c e r R e s e a c h ，

C rjこC D －1 G C Rl 系， B A L B I c A n N C rjくB A L B I cl ， C 5 7 B L

1 6 N C rj くC 5 7 B L 1 61 ， C 3 H I H e N C rj くC 3 Hl ， D B A 1

2 N C rj くD B A 1 21 ， C B A IJ N C rj くC B Al ， C 5 7 B Lノ6 N C rj

x D B A 1 2 N C rj くC rj こ B D F l ， B D F ．1 ， B A L B I

c A n N C rj X D B A 12 N C rj くC rj こ C D F ．，C D F ll ， C 5 7 B L I

B C G
，
B a ci11 e d e C al m et t e et G u e rin 三 B D F l ，

C 5 7 B L1 6 N C rj X D B A 12 N C rj ， C rj 二 B D F l ニ B 6 C 3 F l ， C 5 7
B L 16 N C rj X C 3 H ノH e N C rj ， C rj こ

B 6 C 3 F l 三 C B A ， C B A JJ N C rj ニ C D F l ， B A L B I c
A n N C rj X D B A 12 N C rj ， C rj こ C D F l 三 C 5 7 B L 16 ，

C 5 7 B L 16 N C rj ニ C 3 H ， C 3 H I H e N C rj ニ D B A 1 2 ， D B A 12 N C rj i
I C R

，
I n stit u t e f o r C a n c e r
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6 N C rj X C 3 H ノH e N C rjくC rj 二 B 6 C 3 F ． ， B 6 C 3 F II マ ウ

ス で
， 生後 4 退 く約 16 旬 2 0 gンの も の を各々 1 群 1 0 匹

と して実験に 使用 した ．
ラ ッ ト は， S p r a g u e

， D a wi e y ，

C rj ニ C D くS DJ 系ラ ッ トで ， 約 35 0 旬 40 0 g の も の を実

験 に 供した
．
これ ら の 実験動物は， 全 て日本 チ ャ ー ル

ス ．

リ バ
ー

株式会社 く神奈川う よ り購入 した．

1工． 使用菌株

口腔内感染症か ら分離 し， 金沢大学医学部歯科 口腔

外科学教室の保存菌株 と した 尺 把捉CJ g 戊オ祝椚 K O － 3 1 株

お よ び 丹 砂 加 繭 弧 加 加 侶 紺 服 K T － 2 8 株 を実験 に供

した．

III ． 腫頑細胞の 調整

S a r c o m a 1 8 0 細胞 お よび E h rli c h 腹水癌細胞 は
，
7

日 日ごと に 生後 4 週 く約 18 へ 2 0 gコの 工C R 系 マ ウス の

腹腔内で 継代培養 した ． 実験に 際 して 工C R 系 マ ウス で

各々 の 細胞 を， 7 日間培養 し， 腹腔 に貯留す る ミ ル ク

状の 腹水を無菌的に 採取 した． 採取後， T 血
．

k 型白血球

計算盤 くエ ル マ 光学 E ． E
り
束京う で 白血球算定基準

321

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 え， 細胞浮遊液 を調整 し各実験 に 使用 し た．
M eth

A 細 胞 は
，
7 日日 ご と に 生後 4 退 く約 18 へ 2 0 gう の

B A L B I c マ ウ ス の 腹腔内で 継代培養 した． 実験 に 際 し

て B A L BI c マ ウス で 7 日 間培養 し
，
腹腔 に 貯 留す る

M e th A 細胞 の 乳状液 を， 無菌的 に 採取 した． 採取後，

前述の 如く調整 し実験に 使用 した．

王V ． 坦 痛 マ ウ ス の 作製法

1 C R 系 マ ウ ス の 背部 を動物用電動式バ リ カ ン ， ア ニ

マ ル ク リ ッ パ
ー M o d e1 9 0 0 くT h ri v e

， 東京l で剃毛 し，

ヒ ビテ ン アル コ ー ル 液で 消毒後， マ ウ ス の 皮下 に 調整

した S a r c o m a 18 0 細胞浮遊液 また は
，
E h rli ch 腹水癌

細胞浮遊液を 0 ． 2 m l 注射 した．

同様 に ， B A L BI c マ ウ ス の 背 部皮下 に 調整 し た

M eth A 細胞浮遊液0 ． 2 m l を注射 した
．

V ． F 乃録 Cゐd 才鋸椚 E O － 3 1 棟品 くT F T － 3 1 0う の 作製

T a m ai ら
2 9主
の 方法に 従 っ て 作 製 した．

す な わ ち
， F

n u cl e a tu m K O ．3 1 株 を， 玉 井 ． 福 田培地
3 3I くT a m a i

F u k u d a 培地
，
T F 培地H 日水， 東京う15 m l で

，
3 r C －

48 時間前培養後， T F 培地く1 5 m lうに 0 ． 4 m l を移植 し，

37
0

C ． 2 4 時間培養した ． 培養菌液 を， T F 血 液寒天 平

板培地 に塗布後
，
G a s P a k くB B L ， U ．S ．A ．1 を 用 い て

3 アC ． 4 8 時間嫌気培養した ． 形成 して く る集落 を釣薗

し
，
T F 培地 く15 m lJ に 移植後， 37

O

C ．4 8 時間増菌培

養 した． そ の 培養液4 m l を 10 0 m l 容量 の 投薬 ビ ン に

R e s e a r c h
，
C rj ニ C D

－ 1 ニ L P S ， 1ip o p oly s a c c h a rid e 3

a c n e s K T － 28 三S D ， S p r a g u e
－ D a w l e y ， C rj ニ C D 三

n e c r o sis f a c t o r ニ T N S ， t u m O r n e C r O Si s s e r u m ．

フt

作製 し た T F 培地 く10 0 m り に 移植 した
．
3 7

0

C ． 2 4 時

間培養後培養液の 80 m l を2
，
0 0 0 m l 容 量の 投薬 ビ ン

に 製作 し た 2
，
00 0 m l の T F 培地に 移植 した． 3 7

0

C ．48

時間の 本培養後 ， 無菌的 に4
，
5 0 0 x g

．2 0 分 間遠心 した
．

得 ら れ た 培養上 清液 に エ チ ル ア ル コ ー ル 濃度が 60％

に な る よう に 加 え
，
充分捜拝後， 4

0

C で
一

夜静置し
，

再 び 10
，
0 0 0 X g

． 2 0 分間冷却遠心 した． 得 られ た沈殿

物質 に 11 1 5 M 燐酸腰衝液くP B S l くp H 7 ． 01 20 0 m l を

加 え
，
1 N － N a O H で p H 8 ．0 に 調整後， プ ロ ナ ー

ゼE

く科研
， 東京うを 0 ． 1 gノm l に なる よ う に 加 えた． 室温

で 24 時間作用 させ た後
，
10

，
0 00 X g

． 2 0 分 間冷却遠心

し た． 遠心 上 帝 に エ チ ル ア ル コ ー ル を 60 ％の 割 に加

え， 生 じた沈澱 物質に P BS を加 え， イ オ ン 交換カ ラム

D a w e x I x 4 で 吸着さ せ た後
，
P B S で溶出さ せ， 限外

渡過 後ザ イ ッ フ ィ ル タ ー に て濾過滅菌 した ． 濾過後凍

結乾燥 した． T a m ai ら
2 91が T F T － 3 10 と名付 けた こ の

部分 精製 した物質 を， 実験 に使用 する 際
，
5 ％ ブドウ

糖水溶液に 適量 懸濁 し使用 した．

VI ． T N F 活 性測 定法

T N F 活性 は S a r c o m a 18 0 の 担 癌 マ ウ ス を用 い て

測定 した． 1 ． O x l O
6 個 く0 ． 2 m り の S a r c o m a 1 8 0 細胞

を王C R 系 マ ウス の 背部皮下 に 移植後
，
6 日目 に被験血

清 0 ． 5 m l を尾静脈 よ り投与し た． 投与 2 4 時間後 に腫

瘍部 に 形成 さ れ る 潰瘍 の 程度 に よ り 投与血 清中 の

T N F 活性 を測 定 した く詳細 に つ い ては 本文参照1 ．

m王． T N F 血 清の 作成

S D ラ ッ ト に p ri m i n g a g e n t く0 ． 2 m lj を静脈注射衡

1 4 日 目に eli citi n g a g e n t く0 ．2 m 12 を静脈注射し， そ

の 2 4 時 間 後 に 心 臓 血 を 採取 し た． 採 取 血 液 は，

1
，
0 0 0 x g

． 5 分 間冷却遠心後， 得 られ た血 清 を実験に

供 し た． な お
， p ri m i n g a g e n t と し て は f o r m a li n ．

k ill e d 丑 a c n e s K T －2 8 株 くP ll a C n e S l を
，
1 ． O X lO

7

個l ラ ッ ト に
，
B a cill e d e C al m e tt e et G u e ri n くB C GJ

く日本 B C G 社製， L o t ． N o ．K ．5 99 M
， 東京1 は 7 ．O X lO

7

個ノラ ッ トと な る様 に 注射 した． Eli citi n g a g e n t とし

て は b ch e ri c hi a c o li － L P S くE ． c oli － L P S H D if w ． L b t ．
，

D e t r oi t M i c h i g a m ， U ．S ． A ．1 を2 5 0 Jl gl ラ ッ ト投与し

た．

Y皿
．
fケ． 戊C乃どぶ 細胞 ， B C G

，
且． 00 成 一 L P S

，
カ ラゲニ

ン の 調整法

玖 戊C乃 gざ E T －2 8 株 を， T F 培地 く15 m り で 37
0

C ．

4 8 時 間前培養後， T F 培地く1 5 m lうに 0 ． 4 m l を移植し，

3 7
0

C ． 2 4 時間培養 した ． 培養菌液 を， T F 血 液寒天平

P 71 a C n e S
，
f o r m ali n － k ill ed P 7 PiJio n ib a c te

T F 培地
，
T a m ai F u k u d a 培地 三 T N F ， t u m O r



ダ． 肌 眈克服 如捕 K O－3 1 株と腫 囁壊死 因子

板培地に 塗 布後 ， G a s P a k を用 い て 37
0

C
■ 4 8 時間嫌

気培養し た． 形 成し て く る 集落を釣菌 し， T F 培地く15

m ll に 移植後， 3 7
0

C ．4 8 時間増菌培養 した． その 培養

液0 ． 4 m l を T F 培地 く15 m ll に 移植 し， 3 7
0

C ． 2 4 時

間培養後， 平板希釈法 を用 い て 菌数測定 した． その 培

養液に 濃度が 2 ％くvノvうと なる よ う に ホ ル マ リ ン を加

え
，
室 温 で

一

夜静置 し， 実験 に 際し て ， 適量 の 滅菌生

理食塩水を加 え 5 ．O x l O
7 個ノm l に 調整し使用 した．

B C G は ， 3 ．5 X lO
8

個ノm l と なる よ う に 適量 の 滅菌生

理食塩水 を加 え実験 に 使用 し た．

E ． c oli － L P S は ， 1
，
2 50 JL g l m l とな る よう に 適量 の 滅

菌生理食塩水に 溶解 し， 実験 に 使用 した．

カ ラ ゲ ニ ン くk － C a r r a g e e n a n ， L o t ． N o ． W K J ．3 7 0 01

く和光， 大阪う は， 5 n l gノm l と なる よ う に 適量 の 滅菌

生理食塩水に 溶解 し， 実験 に使用 した ． カ ラゲ ニ ン は

本実験 で は網内系 を抑制 する
3 弟 3 打
た め に 用 い た ．

成 績

工
．
T N F 活性測 定法 の 検討

1 ． T N F 活 性 測定 用 の S a r c o m a 1 8 0 固形 癌 の 形

成

I C R 系 マ ウ ス の 背 部皮 下 に ， 異 な る 細胞 数 の

S a r c o m
．
a 1 8 0 細胞浮遊液 を0 ．2 mi ずつ 注射 し， 移植

細胞数と固形癌の 発育 に つ い て検討 し た．
こ の 際， 固

形痛が 形成 され て く る過程で ， マ ウ ス の 背部の 注射部

位に 何 ら変化の ない も の を ト1 ， 腫脹 の み を認 め るも

の を く＋1 ， 腫 脹お よ び発 赤を認 める も の を く＋り ，
腫
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脹 お よ び発赤の 他 に 潰瘍 の 形成 をみ るも の を 仁一什1 と

して 判定し た く表1 う
．

1 ． 6 X lO
6

偶の 移植 で は， 4 日目 より固形癌の 発育が

ぃり の マ ウ ス が 3 匹出現 し， 7 日日で は， く＋巾 の マ

ウ ス が 10 匹 中 4 匹 出現 した． 1 ， O X lO
6 個 の 移植 で は

6 日目 に 固形癌 の発育がく1 ＋うの マ ウス が 3 匹出現 し，

8 日目 に は
，
く1叫 マ ウス が 1 匹出現 した ． 4 ．O x lO

5 個

の 移植で は， 8 日目に く十り の マ ウ ス が 1 匹 出現 し，

9 日目に は く寸什1 マ ウ ス が 1 匹出現 した． しか し
，
1 2

日目 で も 10 匹 中6 匹 は く十I で， その な か に は極 めて

小 さ い 腰 痛 を形成す る の み の マ ウス も含まれ て い た ．

ま た， 1 ． O X lO
5 個の 移植で は， 12 日日で も腫瘍 の発育

を認 めな い マ ウ ス が 10 匹中5 匹出現 した． 以 上 の 成績

か ら
，
1 ． O X l O

6 個l マ ウ ス の S a r c o m a 18 0 細胞を移植

した 時， 腫瘍が 確実に 生者し， か つ 比 較的発育が緩や

か な こ と が 分 っ た の で ， T N F 活 性 の 測 定 に は，

S a r c o m a 1 8 0 細 胞1 ． O X lO
6 個 を移植後 6 日 目の マ ウ

ス を用 い る こ と と した．

2 ． 被験血 清注射量 の 検討

P ri m i n g a g e n t と して P Yl a C n e S く1 ． O X lO
7

個l を注

射し， eli citi n g a g e n t と し て T F T －3 1 0 C2 5 m gl K g 体

重l を注射 して 得た S D ラ ッ ト血 清を用 い て，I C R 系マ

ウス の S a r c o m a 1 8 0 固形癌 を標的と し て， 投与血 清量

と腰瘍の 壊死 反応の 関係を検討した ．
こ の 際， 血 清 を

注射 した 後2 4 時間後 に腰瘍の 壊死状態 を観察 し， 壊死

反 応に よ り T N F 活性の 程度 を現わ した． す な わ ち， 腫

脹の み を認め る もの ， 腫 脹と発赤を示 すも の ， 潰瘍 の

T a b l e l ． G r o w th of S a r c o m a 1 80 c e lls i n I C R m i c e
ヰ

N u m b e r of c ell s

霊慧
d p e r

g r o w th
H

T u m o r

N u m b e r of m i c e s h o w in g r e s p e cti v e tu m o r gr o w th

a ft e r p e ri o d くd a yI o f

1211
nH

U1987
．

1へ
U54

十

1 ． 6 x lO
6

什

十什

3

2

5

3

3

4

4

6

6

4

7

3

3 2

1

7 7 7

l

1

0
0

十

1 ．亡1 X l O
くi

十十

冊

6

4

7

3

n
U11 6 4 4 4 2

3 4 4 3 4

1 2 2 3 4

＋

4 ．O x l O
5

廿

肝

10 10 1亡I l O 9 7 6 6 6

1 2 2 2 2

1 2 2 2

1
．
O X lO 5 ＋

廿

5 5

5 5

5 5 5 5 5 5 5

5 5 5 4 4 4 3

1 1 1 2

ホ

T e n I C R 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 ．
春 し

，
n O C h a n g e こ ＋ ， S W elli n g i l十 S W e11i n g a n d r e d n e s sこ 廿， u lc e r f o r m a ti o n ．
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形成 を認め る もの ， 大きな潰瘍く腰瘍部の 50 ％以上 の 潰

瘍ンの形成 を認め る もの を各々 T N F 活性 ト1 ， く十1 ，

く1 十う， く1叫 と判定 したく図 1 コ． 血 清投与量が 0 ．5 m l

の 群 で は， T N F 活性 く州I の マ ウス が 8 匹 ， く＋り の

マ ウ ス が 1 匹
，
く十う の マ ウス は 1 匹 で あ っ た く表 2 1 ．

F i g ． 1 ． G r a d i n g o f T N F a c ti v i ty o n S a r c o m a 1 8 0

t u m o r i n I C R m i c e ．

S a r c o m a 1 8 0 c ell s く1 ．O X l O
6

1 w e r e t r a n s pl a n t ed

S u b c u t an e O u Sl y i n t o I C R m i c e a n d 6 d a y s l a t e r O ．

5 m l o f th e s e r u m t e st e d w a s i n j e c t e d i n tr a v e ．

n o u sl y ． T w e n ty f o u r h r a f t e r th e i nj e c ti o n of th e

S e ru m n e C r Oti c c h a n g e s o f t u m o r w a s o b s e rv e d ．

S e ru m t e S t e d w a s p r e p a r e d a s f oll o w s ．

F o r m ali n － k i11 e d 舟 a c n e s c ell s く1 ．O X l Oり w e r e

in j e c t e d i n t r a v e n o u sl y i n t o S D r a t s an d 1 4 d a y s

l a t e r T F T ．3 1 0 く25 m g J
I
K g r a tl w a s i n j e c t e d ．

T w o h r a ft e r t h e i nj e cti o n th e r a t w a s e x s a n g u l ．

n a t ed a n d th e s e r u m w a s o b t ai n ed ．

T N F a cti v it y ニ
ー

，
S W elli n g i ＋ ， S W elli n g a n d

r e d n e s s ニ十卜， S m al 1 u l c e r f o r m a ti o n ニ
ー

M
，
1 a r g e

ul c e r f o rm a ti o n ，

プt

0 ．4
，
0 ． 3 お よ び 0 ． 2 m l 投与群で も

，
T N F 活性がく叫

あ る い は く十り の マ ウ ス が そ れ ぞれ 8 匹 と
，
大多数を

占め た． しか し
，
0 ． 1 m l 投与群 で は， T N F 活性がく叫

の マ ウ ス が 3 匹 ，く叶うの マ ウス が 2 匹 含ま れ て い た が
，

ト1 の マ ウス も 3 匹 出現 した．
こ れ らの 結果か ら，

T N F 活性 測定 に は被験血清 を 0 ． 5 m l 注射 す る こ と

と し た．

以 上 の 成績 に 基づ き，1 ． O X l O
6 個の S a r c o m a 18 0 細

胞 を王C R 系マ ウス に 移植 し， 移植 6 日 冒 に 被験血 清

0 ． 5 m l の静脈注射 を行 な い ， 注射 24 時間後 に 腫 瘍の

壊死反応 を観察 す る こ と に よ り被験血清中の T N F 活

性 を測定す る こ と と した ．

工工 ． T F T －3 1 0 投与 に よ る T N 甘 産生

1 ． 且 c og才一 L P S と の 比較

T F T －3 1 0 の T N F 産生 に 及 ぼ す効果 を E c oli － L P S

と比較検討 した ．
こ の 際 T F T － 3 10 投与量 は 25 m g 化g

ラ ッ トと した ． P ri m i n g a g e n t と して P r ． a c n e sく1 ．O X

l O
7 個1 投与後 14 日冒 に ， eli cit in g a g e n t と して E ．

C Oli ． L P S く25 0 J L gI あ るい は T F T － 3 1 0く25 m gl K g ラ ッ

り を投与 した群く
一－

メサ． 戊 C乃 g S ＋ 且 n 沌 － L P S
，，

群 ，
一f

蝕

戊C 乃e 5 ＋ T F T －3 1 0
，，

群うの 各血清く
－一

丹 戊C乃 gぶ＋ 且 の沌 －

L P S
，
，

血清，
L－

P 71 a C n e S ＋ T F T －3 1 0
，，

血 清l は T N F

活性 を 示 す 場合 が多か っ た く表 3つ． す な わ ち
f 一

戸れ

戊C 乃e ざ＋ 且 c oJま－ L P S
，，

群 の血 清 を注射 した 場合， 10 匹

中 6 匹 の マ ウ ス は T N F 活性がく＋り以上 を示 し，
一一

汁

戌C 乃 g 5 ＋ T F T －3 1 0
，，

群 の 血清 で は， 1 0 匹 中7 匹 の マ ウ

ス は T N F 活性 が く1 ＋I 以上 で あ っ た ．
これ に 対し て

p ri m i n g a g e n t と して P r ． a c n e s を注射 し たの みの 群，

p ri m i n g a g e n t を注射せ ずに eli citi n g a g e n t と して

E c oli ． L P S を投与 した群 ，． p ri m i n g a g e n t を注射せ

ずに eli citi n g a g e n t と して T F T －3 1 0 を投与 したの み

T a bl e 2 ． R el a ti o n shi p b et w e e n th e a m o u n t o f s e r u m i nj e c t e d a n d T N F a c ti vi ty o n S a r －

C O m a 1 8 0 t u m o r in I C R rn i c e

A m o u n tくm ll of s e ru m
榊

i nje c t e d

N u m b e r o f m i c e s h o w i n g T N F a c ti vit y
春

o f

廿 ＋

0 ． 5

0
．
4

0 ． 3

0 ． 2

0 ． 1

S a li n e O ．5 m l

8

7

5

3

3

l

1

3

5

2

1

2

2

2

2

仁
U

3

4

．
R e f e r t o th e f o o t n o t e of Fi g ． 1 ．

＋．
F o r m ali n －k ill ed 微 璧C n e S C ell s i nj e c t e d in t o S D r a t wi th l －O x l O

7
c ells ． F o u rt e e n d a y s

l a t e s
，
T F T －3 1 0 w a s l nj e c t ed i n tr a v e n o u sl y a t th e a m o u n t of 2 5 m gノk g i n to th e r a t a n d

2 h r aft e r th e i nj e c ti o n t h e r a t w a s e x s a n g u i n a t e d a n d th e s e r u m w a s o b t ai n ed ．



F ． 郡 山k 由 仰 K O ．3 1 株と 腫囁壊死因子

の群の 各血 清は 2 匹 の マ ウ ス を除 き T N F 活性陰性で

あ っ た ． 以 上 の 成績 か ら， T F T－31 0 は T N F 産 生 に 閲

し， E ． c o li
－ L P S と 同程度に eli citi n g a g e n t と して 有

効で ある こと が 分 っ た ．

2 ． P ri mi n g a g e n t の 検討

T F T －3 10 に よ る T N F 産 生 に つ い て ， p ri m i n g

a g e n t と し
て B C G を 用 い た群 と P r － a C n eS を用 い た

群と を比 較検討 した ． こ の 際， T F T－3 10 投与量 は 25

m gノK g ラ ッ トと した ．

P ri m i n g a g e n t と し て B C G を投与 した ラ ッ トの 血

清で は T N F 酒性が く叫 の マ ウ ス が 1 匹 ， いり の マ

ウス が 3 匹 ， く＋1 の マ ウ ス は 6 匹 で あ っ た く表 4コ．

こ れ に対 し， p ri mi n g a g e n t と して P r ． a c n e s を投与

1 95

した血 清群で は ，
T N F 活性が 川直 の マ ウ ス が 2 匹，

いり の マ ウ ス が 4 匹
， く＋1 の マ ウ ス は 4 匹 で あ っ た ．

以上 の 結果 は， p ri m i n g a g e n t と して B C G を投与 した

ラ ッ ト血 清も
，
T N F 活性 を有する こ と を示 した が，

p ri m i n g a g e n t と し て P r ． a c n es を投与 した ラ ッ ト血

清の 方が T N F 活性 が強く， P ri m i n g a g e n t と して P r ．

戊C 乃g S の 方が よ り有効 な こ とが 分 っ た ．

3 ． T F T ．3 1 0 投与量 と T N F 産 生

前述 の 結果 に 基 づ き
， p ri m i n g a g e n t と し て P r ．

a c n es を用 い る こと に し， eli cit in g a g e n t と し て投与

す る T F T ．3 1 0 の 投与量 と T N F 産 生 に つ い て 検討 し

た．

T F T －3 1 0 を 25 m gl K g ラ ッ ト投 与 した ラ ッ ト の 血

T a bl e 3 ． T N F a c ti vi t y of v a ri o u s s e r a o n S a r c o m a 18 0 tu m o r in I C R m ic e

N u m b e r of m i c e sh o w i n g T N F a c ti vi ty
ホ
of

S e r u m T r e a t m e n t
淋

of S D r a t

a

b

C

d

e

f
l

且 c o 7才一L P S

T F T ．3 1 0

ル 坤 加 商 椚 加 加 狛 狛 岨

P れ 了打 払錯 ＋ 且 c 油几P S

P 7
ノ

． 戊C 乃どぶ十T F T－31 0

N o n －t r e at e d

3

3

4

4

6

4

3

6

春
S a r c o m a 1 8 0 c ells w 誓r e i n o c ul a t ed s u b c u t a n e o sl y w ith l ．O

x lO
6
c ell sく0 －2 m ll a n d 6 d a y s

la t e r t h e s e r u m w a s l nj e c t ed i n tr a v e n o u s ly ． T w e n ty f o u r h r af t e r th e i nj e cti o n n e c r o tic

r e s p o n s e o f th e tu m o r w a s ob s e r v e d － F o r s c o ri n g of t h e T N
F a cti v ity ， S e e F i g ． 1 一

粕
T w o h u n d r ed a n d af ty J J g Of E ． c o 捗L P S くa l o r 2 5 m gl k g o f T F T －3 1 0 佃 w a s inj e c t ed i n －

t r a v e n o u sl y i n t o S D r a t a n d 2 h r l a t e r th e r a t w a s e x s a n g u
l n a t e d t o ob t ai n s e r u m ． F o r －

m a li n－ki11 e d P r ． a c n e s c e ll s w e r e i nj e c t e d i n tr a v e n o u sly i n t o S
D r a t wi th l －O x lO 7 c ells ．

F o u rt e e n d a y s l a t e r ， 0 ．2 m l s ali n eくcl ， 2 5 0 Jjg Of E ． c oli－L P Sくdl ， O r 25 rn glk g of T F T
－3 10

くe，， W チS i nj e c t e d i n t r a v e n o u s
l y i n t o th e r a t a n d 2 h r a f te r th e i nj e c ti o n th e r a t w a s e x

－

S a n g u l n a t ed t o o b t a i n s e r u m －

T a b l e 4 ． T N F a c ti vi ty of t h e s e r u m f r o m S D r a t s tr e a t ed wi th t w e diff e
r e n t p r l mi n g a g e n t s o n S a r c o m a

18 0 t u rn O r i n I C R m i c e

T r e a t m e n t
車 掌

of S D r a t

P ri m l n g a g e n t E li citi n g a g e n t

N u m b e r of m i c e s h o w i n g T N F a c ti vi ty
．
of

A B C G T F T－3 10

B P r ， a L
．

n e S T F T－310

C S a li n e c o n tr ol
相 木

1 3 6

2 4 4

5 5

ホ R ef e r t o th e f o o t n ot e of T a bl e 3 ．
ホ ホ

V i a bl e o r g a ni s m s く7 －O x lO
7 l o f B C GくAl o r f o r m ali n－kill e d P 71 P C I W S C ell s く1 ．O x l O

71 くBI w e r e inj e c te d

i n tr a v e n o u sl y i n t o S D r a t ． F o u rt e e n d a y l a t e r ， T F T－31 0 w a s l nj e t e d i n tr a v e n o u sl y a t th e a m o u
n t of

25 m glk g i n t o th e r a t a n d 2 h r af t e r th e i nj e ti o n th e r a t w a s e x s a n g ui n a te d a n d th e s e r u m w a s ob －

t ai n e d ．
拍 ホ
H a lf m l o f s ali n e w a s i nj e c t e d i n t o m i c e ．
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清 に は T N F 活性 が 細山 の マ ウ ス が 3 匹， H 刃 の マ

ウ ス は4 匹 で ， ト1 の マ ウ ス は， 全く な か っ たく表 5う．

T F T －3 10 の 量 を， 10 m gl K g ラ ッ ト お よ び 5 m gl K g

ラ ッ ト と した ラ ッ トの 血 清で も T N F 活性が いり 以 上

を示 す マ ウ ス が それ ぞれ 5 匹 出現 し， く
－

1 の マ ウ ス は

全く い なか っ た ．

一 方
，
1 m gノK g ラ ッ ト ある い は 0 ． 5

m gノE g ラ ッ ト 投与 し た 血清 を マ ウ ス に 投 与 し た 場

合， T N F 活性が 仲山 を示 した マ ウス は 1 匹 も 出現 し

な か っ た
．
す なわ ち

，
T F T －3 1 0 の 投与量 を， 2 5

，
10 お

よ び 5 m gI K g と した ラ ッ ト血 清は， T N F 活性陽性を

示 したが ， 1 m gノK g ラ ッ ト， 0 ． 5 m gノK g ラ ッ ト投与し

た ラ ッ ト血清 は， T N F 活性 は明 瞭 で は な か っ た ．

フt

4 ． カ ラ ゲ ニ ン 投与 に よる T N F 産生 の 抑制

P ri m i n g a g e n t と して P r ． a c n es を投与 し， eli citi n g

a g e n t と して T F T
－3 1 0 を投与 す る T N F 産 生 系に つ

い て
， 網内系 を抑制す る カ ラ ゲ ニ ン を併用 した 場合の

T N F 産 生 を検討 した ．

P r d C 乃 g ぶ の 投与前と， T F T －3 10 の 投与前の 双方 に

カ ラゲ ニ ン を投与 した ラ ッ トの 血 清 は T N F 活性陰性

で あ っ た く表6 う． ま た， 丹 ． 戊C 乃g S の 投与前の み に カ

ラ ゲ ニ ン を投与 した ラ ッ トの 血 清， お よ び T F T ．3 10

の 投与前の み に カ ラ ゲ ニ ン を投与 した ラ ッ トの 血清で

は ， T N F 活性が く一世うを示 した マ ウ ス が 1 匹 ずつ 出現

した に す ぎな か っ た ． す なわ ち ，
カ ラゲ ニ ン投与に よ

T a bl e 5 ． R el a ti o n sh i p b e t w e e n th e a m o u n t of T F T
．3 1 0 a s eli citi n g a g e n t a n d th e T N F

a cti vi t y of th e s e r u m o b t ai n e d o n S a r c o m a 1 8 0 t u m o r in
I C R m i c e

A m o u n tくm gノk gJ
S e r u m

榊
o f T F T － 31 0
i nj e c t e d

N u m b e r o f m i c e s h o w i n g T N F a c ti v ity
傘
of

甘 ＋

A

B

C

D

E

F

2 5

1 0

5

1

0 ． 5

S ali n e く0 ．2 m ll

3

3

1

4

2

4

3

1

3

5
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F プ川d 相 加 朋 K O
－3 1 株と膿囁壊死 因子

り T N F 産生は抑制さ れ る こと が 分
っ た ．

1口 ．
竹 ． 戊C乃 e 汗 T F T － 3 1 0

，，

血 清の S a r c o m a 1 8 0 担

癌各種 マ ウ ス 及 び各種持病 マ ウ ス に お け
る腫瘍

壊死効果

p ri m i n g a g e n t
と して P r ． a c n e s を 1 － O X l O

7 個投与

し， 14 日目に T F T
－3 1 0 を25 m gl K g ラ ッ トに 投与し

た攣， 2 時間後
に 採血 し て 得た 血清 ぐ

く

P r ■ 戊C 乃 e 5 十

T F T
－3 1 0

，
，

血清l に つ い て ， S a r c o m a 1 8 0 担癌各種 マ

ウス 及び各種担癌 マ ウ ス に お け る腫 瘍壊 死効果 を検討

した．

19 7

1 ． S a r c o m a 1 8 0 担癌 各種 マ ウ ス に お け る 腫 瘍壊

死効果

S a r c o m a 1 8 0 細胞 を1 ． O X l O
6

個 を9 種類 の マ ウ ス

に移植 し， 移植6 日目に
一一

戸r ． 戊C 乃e S 十 T F T － 31 0
，，

血 清

0 ．5 m l の 静脈注射 を行な い ， 2 4 時間後 に 腫瘍の壊死 を

判定し た く表7 ン．

1 C R 系 マ ウ ス の 治療群で は， 小 潰瘍の形成を認 める

マ ウ ス が 1 匹 ， 腫脹と発赤 を認める マ ウス が 6 匹， 腫

脹の み 認め る マ ウ ス は 3 匹 であ っ た ． B A L B I c マ ウ ス

の 治療群 で は， ノJ l 潰瘍を認め る マ ウ ス が 2 匹， 腫脹 と

T abl e 7 ． N e c r o ti c eff e ct of
t －

P r ． a c n e s ＋ T F T
－31 0

，，

s e r u m o n S a r c o m a 1 8 0 tu m o r i n d eff e r e n t s tr ai n s o
f

m l C e

H a lf m l of
－L

P r ． a c n e s＋ T F T －3 1 0
，，

s e r u m
．

w a s i nj e c te d in tr a v e n o u sl y

H alf m l o f s ali n e w a s
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発赤を認 める マ ウ ス は 5 匹 ， 腫脹 の み を認め る マ ウス

は 3 匹 で あ っ た
．
B 6 C 3 F l マ ウス の 治療群 で は， 腫脹と

発赤 を認 める マ ウ ス が 7 匹 ， 塵脹 の み を認め る マ ウス

は 10 匹 中3 匹 で あ っ た ．
す な わ ち

，
I C R 系 マ ウ ス ，

B A L B I c マ ウス
，
B 6 C 3 F ． マ ウス で は， 治療群の 大多数

の マ ウス に 腫瘍 の 腫 脹 ． 発赤， ある い は小潰瘍 の 形成

を認め た
．
ま た

，
C 5 7 B L1 6 マ ウス ，

C H 3 マ ウ ス で は
，

治療群の 半数の マ ウ ス に腫 瘍 の 発赤あ る い は小 潰瘍の

形成 を認め た．
し か し

，
D B A 12 マ ウ ス ， C B A マ ウ ス ，

B D F l マ ウ ス ， C D F l マ ウス で は， い ずれ の 治療群マ ウ

ス に も ， 腫瘍の 潰瘍形成は認 め ず， 腫脹 の み認め る マ

ウ ス が 10 匹 申それ ぞれ ， 7 ， 1 0 ， 9 ， 6 匹 と大多数を

占め た． 対照 群で は， い ず れ の マ ウ ス に お い ても潰瘍

の 形成は認め なか っ た ．

2 ． 各種癌細胞担癌 マ ウス に お け る腫瘍壊死効果

S a r c o m a 18 0 ， M eth A ， あ る い は Eh ril c h 腹水癌細

胞の 各々 1 ． O X lO
6

個 を マ ウス 皮下 に 移植 し， 移植 6 日

目 に
一

プ上 皮川 闇 十 T F T －3 1 0
，，

血清 0 ．5 m l の 静脈注射

を行 な い ， 2 4 時 間後 に 腫瘍壊死効果 を判定 し た く表

8 1 ．

M e th A 細胞の固型 癌で は， 小 潰瘍の 形成を認 める

マ ウス が 6 匹 ， S a r c o m a 1 8 0 細胞 の 固型 癌で は， 大き

な潰瘍の 形成 を認 め る マ ウ ス が 1 匹 ， 小潰瘍の 形成 を

認 め る マ ウ ス が 3 匹で あっ た ．
これ に 対 し， E h rli ch 腹

水痛細胞 の 固型 癌で は， 小潰瘍の 形成を認 める マ ウ ス

が 2 匹 出現 した に す ぎな か っ た ． 対照群 で はい ずれ の

腫瘍系 に お い ても腫脹 を認 め る の みの マ ウ ス が 半数以

上 を 占め
，
潰瘍の形成 を認 め る マ ウ ス は 出現 しな か っ

た ． すな わ ち， T N F 活性は， M et h A 細胞 の 固塾 癌に

対 しても ， S a r c o m a 1 8 0 細胞 の 固型癌と同程度 に 強く

示 さ れ たが ，
E b rli c b 腹水癌細胞の囲型癌に 対 して は

弱か っ た ．

考 察

微生物の抗腫瘍活性 に 関す る研究 は， B u s c b
抽
の癌

患者が丹毒に 躍患 した際， 腫瘍増殖 の 一 時停止 ある い

は減退 が見ら れ たと す る報告に 始ま っ て い る ．
その 後

，

C ol e y
3 71 は

，
丹毒患者か ら 分離 し た S t r e pt o c o c ci と 他

の細菌， 特 に 励 血 侮s 舟別 物 如 拙 の 培 養液液 よ り
一L

C o l e y
，

s t o x i n
，，

を作り上 げ， そ の 抗腫 瘍活性 を報告

して い る． C ol e y
，

s t o x in に よ る有効例 も多数報告され

てい る が， 失敗例が 圧倒的 に 多か っ た ．
しか し

，
この

研究は ， 今 日の 癌免疫療法の基礎に な っ た と 言わ れて

い る
3 8 ト 相

． 現私 微生物 よ り精製 し， 臨床応用 に 至 っ

て い る抗腫瘍物質の 代表的な も の と し て， O k a m o t o

ら
411の P i cib a n il くO K －4 3 21 が 挙 げら れ るが ，

こ れ は

占わ切 ねC O C C 昭 舟 聯 乃g 5 か ら作 り出さ れ た もの で あ る．

フt

この 他 R ei n h a rd ら4 2 切 小児白血病患者の 感染症と自

然治癒の 関係， M a th e ら 欄 お よび 01 d ら
小り
の B C G の

抗腫瘍活性の 報告な ど， 細菌の 抗腫 瘍活性 に 関連する

報告 は数多く見られ る．
こ れ らの 研 究の 大多数は

， 好

気性菌 か ら抽出 した抗腫瘍物質 に つ い て報告され たも

の で あ る． 嫌気性菌 の 抗腫瘍活性 に 関連 す る報告は，

嫌気 性 C o 7y n e b a c te ri u m や Cl o st rid i a の 研 究以外は

ほ と ん ど皆無 で あ る45 ト 5 鋸 ． T a m ai ら
2 8I 2 9 1

， 西 脇
301
， 中

新ら
3 りは 数年 前 より ダし 邦瀦 d 毎頭狛 明 二K O －3 1 株の 抗腫瘍

活性 を検討 し， F 乃録 rg e 戊ねg 椚 K O － 31 標 晶 T F T－31 0 を

作製 し， オ乃 びオぴ0 あ る い は才乃 ログ如 実験 で 抗腫瘍活性

を証明 して い る．
さ ら に その 作用 機序の 解明 の ため

，

今回
，
T N F を応 用 し実験 した ．

0 1d
41
，
C a r s w ell ら

Il は
，
マ ウ ス に B C G を接種して 2

週間後に ， 細菌性の L P S を静注す ると ， 血 清中に 特異

な蛋白 が 出現 し， こ の 血 清 は M e th A 同 系膿瘍，

S a r c o m a 18 0
，
L e u k e m i a E L 4 な どの 種々 の 同種 およ

び同系移植癌 に 対 して S c h w a r t z m a n 反応 を引 き起こ

し， 腫瘍を壊死 に 陥ら せ， 増殖 を抑制す る作用 が ある

と報告 し た．
さ ら に H el s o n ら

2I は
， 人 の M el an O m a に

対 して， 玩鳥 融和 で 増殖抑制効果を報告 し， T N F の 効

果に 種特異性の な い こ と を示 し た．
こ の 種特異性の 欠

如と い う事実 は， 臨床応用 へ の 可能性 を示唆 し， 以後

多 く の c ell li n e に つ い て の 検 討 が 加 え ら れ て い

る
2 ト 8I

．

一 方， T N F 本体 に対 す る検討で は， マ ウ ス の

T N F は 3 9
，
0 0 0

J
V 4 0

，
0 0 0

，
家 兎 の T N F は

40 ， 0 0 0
ノ
ー 70 ，0 0 0 の 分子 量 を 有 す る と す る 報告 が多

い
5J 8 ト 1 21

．
H a r a n a k a ら

121 は
， 約20 万 倍の 精製度を有

す る マ ウス T N F を得た と報告 し， さ ら に こ の 物質は

蛋白染色と糖染色の 両者 で染色さ れ， 糖蛋 白質で ある

と報告 して い る． 本研究 で は ， T F T ．3 1 0 の 作用機序解

明が目的で あ る た め， 血 清中の T N F の 精製 は行なわ

ず， i n vi t n で の p e r c e n t c y t o t o x i cit y の 測定も行な

わ な か っ た ． し か し， 0 1d
4I
は T N F の 定義 を， くいB C G

又 は C o り朋 e占戊ごねガ祝椚 少戊r封祝 研 な どで 前処置さ れたマ

ウス に L P S を注射すると血中に 誘導さ れ る こく2ン分子量

40 ，0 0 0 の 糖蛋 白 で あ る．
そ し て そ の L 細胞 に 対する

50 ％K illi n g a c ti v it y は 10
8
u n it sl m g p r o t ei n で ある

こ と H 31 M et h A は じめ移植癌に 対 し， 出血 壊死を生

じさ せ る こく4 H 厄 び正和 で は， マ ウ ス や ヒ トの 癌細胞に

対 し， t O X i c 又 は st a ti c に 作用 す る こく51 マ ク ロ フ ァ
ー

ジで作 ら れ る こ と して い る． 本研究 で は ， こ の 定義を

新た して い な い が ， C a r s w e11 らりの 方法に 従い 検討を

行な っ た ． す な わ ち， T N F の 性状 は必ず しも解明さ れ

てお らず， 0 1d の 定義も修正 さ れ得 る もの と 思わ れる．

本研究で 用 い たg 乃 め 8 の 測定法で は， 腫瘍が ある程

度の大き さ に なる と， 中心 部 に 自然壊死 を作りや すい
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こと， 細菌性 e n d o t o x i n の 投与 に よ り 腫瘍 の縮小
を

伴っ た壊死の 生ず
る可能性が ある こ と

瑚
t
な ど に 配慮

する こ と が必要で あ る． その た めに ， 基礎実験と して ，

s a r c o m a 1 8 0 細胞 を用 い ， 細胞数と腫瘍 の 発育
お よ び

潰瘍形成の 有無 に つ い て 検討 した．
こ の成績か ら， 腫

瘍が確実 に 発育 し， 潰瘍形成の 認
め られ な い 時期 に 実

験を行な っ た ．
ま た， 血清 中に ， e n d o t o x i n ， L P S お よ

びこ の 分解物が残存す る可能性は ， C a r s w ell ら
いは無

視できる と してい る． ま た， 玩 一班 仰 の T N F 活性の

測定法と して は， t r y p a n bl u e 染色 あ る
い は位相差顕微

鏡を用い て 生細胞数を測定す る方法
り
，
アイ ソ ト

ー プ

を用い ， そ の放出に よ り T N F 活性 を測定す る方法な

どが報告さ れ てい る
31 8I 1 3卜 川

．
その 玩J 厨川 の T N F の

細胞傷害作用は， 直接効果であり明確
で あ る．

しか し
，

同 一 の T N F 物質 に よ っ て 玩 て融 和 と 才乃 め 0 の 抗腫

瘍作用が もた ら さ れて い る か不明であ る．

E li ci ti n g a g e n t につ い て の検討 は少 なく ， ほ と ん ど

の 報告 は L P S を 用 い て い る ． 他 に 鳥g 祝d o 肌 0 乃 広

a m q i n o s a の死薗， 1i pid A ， O K
． 4 3 2 な どの 報告が散

見されるのみである
16 卜 湖

． 本研究 で は ， S D 系ラ ッ トを

用い て T N F 活性 を検討 し， 且．
以清 一 L P S と 同様な，

T F T づ10 に よ る T N F 産生 を示 唆す る 成績 を得た ．

L P S は B C G 等の前処置に より非常 に 強い 毒性 を示 す

ことが知 ら れ て い る
601

． 本研究 に お い て も， p ri m i n g

a g e n t と して P r ． a c n e s を投与後 14 日目
に
，
eli ci ti n g

a g e n t と して
T F T － 3 1 0 を投与 した と こ ろ， 1 へ 2 時間

後に死亡す るラ ッ トが 全て の実験 の 中で 2
旬 3 匹出現

した ． 担癌固体 で の T N F 誘導 には， こ の 毒性も解決さ

れなけれ ばな ら ない と考 える． また ， L P S の 1i pid A

分画 が T N F 産 生誘 導能 を持 つ こ と が 知 ら れ て い

る
1 7，1 9－

． グラ ム 陰性嫌気性樺菌 旦 乃 鋸 血 め 抑 か ら抽出

した T F T －3 1 0 は， 且 n 痛
－ L P S と類似す る物質， ある

い は1i pi d A 分画 を有 する物質であろ うか と考え られ

る
．

C a r s w ell ら
りは

，
腫瘍 壊死 血 清くT u m o r n e c r o si s

s e r u m
，
T N S l を0 ．5 m l 投与す る と著明な腫瘍壊死を

認めるが ， 0 ．1 m l で は ほ卑ん ど反応が ない と報告 して

いる
． 本研究 に お い て も， 血 清の 投与量 が 多 い 程腫瘍

の潰瘍形成が著明と な る傾向を示 した ． T N F は ， 癌特

異抗原 に 対す る r e c e pt o r を有 し て い る と 考 え られ て

いる
l 引

． 原 中潮 は， T N F と細胞 を混合培養し， 経時的

に検討する と， 1 へ 6 時間の 問に 上 清中の T N F 活性

が減弱し て ゆ き
，
それ 以後の 上 清に は T N F 活性 が認

められ な く なる と報告 して い る ． この r e c e pt o r の 存在

によ り
，
T N S の 役与量が 多い 程腫瘍 の 潰瘍形成が著

明 となる も の と考え られ た．
そ こ で

，
以 後の 実験 は，

T N S を 0 ．5 m l 投与す る こ とと し た．

1 9 9

P ri m i n g a g e n t と して ， P rl a C n e S の他 に， B C G ，

P 7 VP i o n ib a c te ri u m g r a n ul o s u m ， Z y m o s a n ， O K
－ 4 3 2 な

どが報告さ れて い るり
1 912 01

．
原中1 91 は ， p ri m i n g a g e n t

の 違 い に よ る T N F 産 生 の 菱 に つ い て ， eli citi n g

a g e n t と し て L P S を 用 い D D Y 系 マ ウ ス で 検討 して

い る ． 本研究で は， eli citi n g a g e n t を T F T ． 3 10 と し
，

P r ． 戊C 乃どぶ と B C G を比較した が ， 原中らの実験成績 と

同様 に ， P r ． a c n e s を p ri m i n g a g e n t と して用 い る ほ

う が， 腫瘍壊死 は著明 で あっ た ． 乃 1 戊C乃 gぶ は， 宿主 の

網内系を刺激 す る こ と が知ら れ てい るが
瑚
，
こ の 網 内

系の 刺激 と T N F の産生に は， 強い 相関が認 め られ て

い る
1 91

．

一 方， G r e e n ら
211
，
原中

1 9
恨 ，
L P S の 投与量 と

T N F の 産生 に つ い て検 討 し， 投 与量が 増量す る 樫

T N F の 産生が 増加す る と報告 してい る． T F T － 31 0 の

投与量 と T N F の 活性に つ い て検討した成績も同様 の

結果で あ っ た ．

オ乃 め 0 の 系での T N F の抗腫瘍効果に 関 して は，

C a r s w ell ら
11
，
H el s o n ら

2 2l
，
H a r a n a k a ら

231 な どの報

告が見られ る．
効果判定基準 を ど こ に設定す るか の問

題は ある が ，
T N F は種を越 え て多数の腫瘍系に 対 し

有効とさ れ て い る． 本研究 で は， S a r c o m a i8 0 細胞を

用 い て T N F 活性 の検討 を行な っ た が， M e th A 細胞

に お い て も， T F T －3 1 0 に よ り産生さ れた T N F が活性

を示 す 成績が得ら れ た．
E b rli ch 腹水癌細胞に お い て

は
，
T N F 活性は 不明瞭と す る成績 で あ っ たが ，1 0 匹 中

2 匹 に 潰瘍形成 を認め た．

G r e e n ら
2 41 は

，
T N F 産生時に sili c a を投与 して も影

響 を受 けな か っ た こ と か ら， マ ク ロ フ ァ
ー ジ は T N F

産生細胞 で はな い と して い る が， 大多数の 報告者は，

マ ク ロ フ ァ
ー ジが T N F の 産生細胞 で あ る と し て い

る り
4 冊 25 ト 2 71

． 著者 は， 網 内系を抑制する目的で カラゲ ニ

ン を投与 した ラ ッ トで T N F の 産生に つ い て 検討 を加

えた ．
その 結果， 網内系の 抑制 に よ り T N F の 産生も 抑

制さ れ る成績で あ っ た ． 特に p ri m i n g a g e n t と eli cit
．

i n g a g e n t の 双 方の 投与前 に カ ラ ゲ
ニ ン を投与 し た

ラ ッ トの血 清 で は， T N F の 産生が 見ら れ なか っ た ．
以

上 の 実験結果 か ら， T N F の 産生細胞は マ ク ロ フ ァ
ー

ジで あ ろう と考 えた． ま た，S a t o m i ら
2 71 は

，
C ． p a r v u m

の 投与前の み に カ ラ ゲ ニ ン を 3 m g 以上 投与さ れ た
マ

ウ ス で は， T N F の 産生は抑制さ れ ると 報告 して い る．

本研究と の 差異は， eli citi n g a g e n t の 違い も挙げら れ

るが
，
実験動物の 違 い と投与方法の 遠い が大き く作用

して い る もの と考え られ る．
また

，
eli citi n g a g e n t の

投与前の み に カラ ゲ ニ ン を投与 した場合の 成績 の 差異

も同様の 理 由で生 じた もの と考 えられ る ．

以上 の 成績 か ら， T F T －3 1 0 は ， L P S と同様な マ ク ロ

フ ァ
ー

ジ に 対す る作用磯作 を有 する物質で あ り， 先に



2 0 0

述 べ た如く ， その 本態 は L PS に 近似す る物質， ある い

は1i pid A 分画を有す る物質で あろ う と思わ れ た．

結 論

且 乃祝 CJ g 庄血 桝 E O － 31 株の 菌体か ら抽出 した抗腫 瘍

物質 であ る T F T －3 1 0 に よ る T N F 産生 に つ い て 検討

した結果， 次の よう な 結論 を得た ．

1 ． F o r m ali n ． k ill e d P YP Pi o n ib a ct e ri u m a c n e s K T
－

2 8 株 げr 戊C循 搭う投与後 14 日目 に T F T －3 1 0 を投与 し

た ラ ッ ト よ り得 られ た血清 は， T N F 活性 陽性 を 示 し

た ．

2 ． T N F 活性 陽性血 清 の 投与量 を検討 し た と こ

ろ
，
血清の 投与量が多い 程， 腫瘍の潰瘍形成が著明と

な る傾向を示 した．

3 ． E li citi n g a g e n t と して， E c oli
． L P S と T F T －

31 0 を比較 した 結果， 双 方 とも T N F 産生 を示 す 成績

が得 られ た．

4 ． P ri mi n g a g e n t と して ， アれ a c n e s t B C G を比

較 した結果， 双方と も T N F 産生陽性 を示 す成績 が得

られ た．
しか し

，
B C G に 比 べ ， 魚 戌C乃 g S を投与 した

群の 方が ， T N F 活性が著明であっ た．

5 ． T F T － 31 0 の投与量 を検討 した結果， 投与量 が 多

い 程， T N F 活性が 強い 傾向を示 した．

6 ． 網 内系 を抑制す る目的 で ， カ ラゲ ニ ン を併用 す

る と， T N F の 産生 も抑制 され た．

7 ． 9 系統の マ ウ ス で， S a r c o m a 1 8 0 細胞の 園型 癌

を 用い て ， T F T －3 1 0 を投与 して 得ら れ た血 清の 腫 瘍壊

死効果 を検討 した と こ ろ， B A L B J
I
c
，
C 5 7 B L 1 6 ， C 3 H ，

I C R 系 マ ウス に お い て 腫瘍壊死 が認 め られ た．

8 ． S a r c o m a 1 80 細胞， M e th A 細胞， E h rli c h 腹水

癌細胞 の 固 塾 癌 を用 い て， eli citi n g a g e n t と し て

T F T －3 1 0 を 投与 して 得 られ た 血 清 の 腫瘍壊死効果 を

検討 した と こ ろ， S a r c o m a 1 8 0 細胞， M eth A 細胞に

対 して は， 腫瘍壊死効果が著明であ っ たが ， E h rli c h 腹

水癌細胞 に 対 しては ， 不 明瞭 で あ っ た ．

す な わ ち， T F T
T3 1 0 の 本態 は， L P S に 近似 す る 物

質， あ るい はIi pid A 分画 を有 す る物質 で あ ろう と 考

察 した ．

稿 を終 わ る に 臨み ， 御懇篤 な る御指 導 と御校 閲 を賜 わ っ

た恩師玉井健 三 教授 に深甚 な る謝 意を捧 げます． ま た種 々

の御協 力をい ただい た教 室貞各位 に， 謝意 を表 します．

本論 文の 要旨は ， 第1 4 回 ， 第1 5 回嫌気性薗感染症研 究会

く19 84 年， 1 98 5 年 ， 東京1 お よ び第3 9 回日本 口腔 科学 会総

会 く19 85 年 ， 仙 台う に お い て発 表 した．
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J ． C a n c e r ， 3 4 ， 2 6 3－26 7 く19 8 41 ．

瑚 G r e e n ， S ．
，
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C u r e S d e h uit c o m p o s色S C hi m i o th e r a pi q u e s ． S e m ．

H b p ． P a ri s ， 4 2 ， 2 9 6 0
－ 2 9 6 5 く19 6 6L
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S e n siti v i ty o f m i c e t o e n d o t o x i n a ft e r v a c ci n a ti o n

w i th B C G くB a cill u s C al m e tt e － G u色ri nJ ． P r o c ． S o c ．

E x p ． B i o l ． M e d ．
，
9 9

，
1 6 7

－

1 6 9 く19 58l ．
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E x p e ri m
e n t al St u di e s o n th e Eff e c t of F b s o b a c t e 血 m 肋 cl e a t u m K O

－ 3 1 p r ep ar a ti o n t T F T
－

3 1 0J o n t h e P r o d u c ti o n o f T u m o r N
e c r o si s F a c t o r Ei s u k e F uji m ot o ， D e p a rt m e nt of D e n t o

－

o r al S u r g e r y ， S c h o ol of M e di ci n e ， K
a n a z a w a U ni v e r sit y ， K a n a z a w a 9 2 0

－ J ．
J u z e n M e d ． S o c ．

，
9 5

，

19 1 － 2 0 3 く1 9 8 61

K e y w o rd s こ a n ae r O b e s ， 爪LS O
b a c t eri u m n u cle a t u m

，
t u m O r n e C r O Si s fa c t o rくT N FJ

T hi s s t u d y w a s p u r s u e d t o i n v e stig
at e c o n di ti o n s f o r t h e p r o d u cti o n o f

t u m o r n e c r o si s f a c t o r

くT N 円 i n S D r a
t s b y u si n g P r o p i

n ib a c t e ri u m a c n e s a s t h e p ri m i n g ag
e n t a n d T F T － 3 1 0

，
a n a n

－

tit u m o r s u b st a n c e p r e p a r e d f r o m
凡 s o b a c t e ri u m n u cl e a t u m st r ai n K O

－ 3 1 ， a S t h e eli citi n g a g
e n t ニ

f o r th e m e a s u r e m e n t O f T N F a
c ti v it y i n t h e s

e r u rn
，
S a r c o m a 1 8 0 t u m o r i n I C R m i c e w a s u s e d －

T N F
－

eli c iti n g a c ti vi ty
o f T F T

－ 3 1 0 w a s c o m p a r e d w i th t h at
o f li p o p o ly s a c c h a ri d e くL P SJ ． B o t h

s u b s t a n c e s w e r e e q u all y e ff e c ti v e a s eli
ci ti n g a g e n t f o r r

el e a s e o f T N F ． T N F － P ri m i n g a cti v it y o f

p r ． a c n e s w a s c o m p a r e d w i th t h a t
o f B a ci11 u s C a l m et t e － G u i ri n くB C G J b y u si n g T F T 3 1 0 a s eli c it

－

i n g a g e n t ． A l
t h o u g h b o t h s u b s

t a n c e s w e r e e ff e c ti v e a s p ri m in g a g e n t f
o r r el e a s e o f T N F

，
P r － a C n e S

w a s m o r e e f f e c ti v e t h a n B C G ． T h e l a rg e r a m o u n t o f T F T
－ 3 1 0 w a s i nj e ct e d i n t o S D r a t s ， t h e

s e v e r e r w a s t h e h e m o r r h a g i c n e c r o si s o f
t u m o r c a u s e d b y i nj e cti o n o f t h e s e ru m f r o m t h e S D r a t s

i n t o m i c e w it h t u m o r ． W h e n c a r r a g e e n a n
w a s gi v e n p ri

o r t o e a c h t r e a t m e n t w it h P r － a C n e S a n d

T F T － 3 1 0
，
t h e p r o d u cti o n o f T N F w

a s s u p p r e s s e d ． T h e s e fi n d i n g s s u g g e s t e d t
h at th e s u b s t a n c e i n

t h e s e r u m o f r a t s p r o d u c e d b y t
h e t r e a t m e n t w i th P r ． a c n e s a n d T F T

－ 3 1 0 0 ri gi n a t e d fr o m m a c r o
－

p h a g e ． T N トp o si ti v e s e r u m
w a s a s e ff e c ti v e i n c a u si n g h e m o r r h a g i c

n e c r o si s i n s oli d t y p e t u m o r

o f M e t h A a s S a r c o m a 1 8 0 ． H o w e v e r ， i n E h rli c h a s cit e s c a r ci n o
m a

，
a n y Si g n i fi c a n t

e ff e ct w a s n o t

o b s e rv e d ． T h e s e r e s u lt s al s o s u g e s t e d t h at eli citi n g e ff e ct o f
T F T － 3 1 0 0 n T N F r el e a s e w a s si m il a r

t o t h a t o f L P S ． I t c o u l d b e s p e c u l a t e d ， t h e r e f o r e ， t
h a t T F T － 3 1 0 m ig h t b e a L P S

－1ik e s u b st a n c e
，
O r

c o n t ai n a li pi d A
－1ik e f r a g m e n t ．


