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d 3 － C i n n a m y l o x y
－ N － M e t h y l m o r p h i n a n の

抗腫瘍作用 に つ い て

金沢 大 学医学部薬理 学講座 く主任 二 正 印 達教授1

川 尻 博 男

く昭 和6 0 年 1 月 7 日 受付1

新規 に 合成さ れ た d ． m o r ph i n a n 誘導体 で ある d －3 － Ci n n a m yl o x y
－ N ． m e th yl m o r p hi n a n くD M 341 の

抗腫瘍作用 と免疫増強作用 に つ い て検討 した ．
D M 3 4 はデ キ ス トロ メ トル フ ァ ンや ジ メ モ ル フ ア ン と 同様

に
， 腫瘍移植後 に 投与 した 時 才乃 め 0 で腫瘍の 増殖 を抑制 し

，
担 が ん マ ウ ス の 生存 日数 を延長 した

．

エ
ー

ル リ ッ ヒが ん細胞 く2 ．O X l O 6 細 胞ノ頭I を腹腔 内移植 し た 24 時間後 か ら 5 日 間連続 し て 40 m gノk gノ日 の

D M 3 4 を dd Y マ ウス に 腹腔内投与 す ると ， 腫 瘍の 増殖は 抑制 され
， 担が ん マ ウス の平 均 生 存日数 は生理 的

食塩水 を投与 した マ ウス に 比 べ て 57 ． 7 ％延長 した
．

D M 3 4 は腰瘍 移植前 に 投与す る と よ り顕著 な延命作用

を示 した ． しか し， デ キ ス トロ メ トル フ ァ ン と ジメ モ ル フ ア ン に は 前投与 に よ る 延命作用 はみ ら れ な か っ

た ．
D M 3 4く40 m gJ k gl 別 を腫瘍移植 7 日前 か ら 5 日 間連続 して 腹腔 内投与 した エ ー ル リ ッ ヒ腹 水が ん担

が ん マ ウ ス の 平均生存日数 は 157 ， 7 ％延長 した
，

さ ら に
，

エ ー ル リ ッ ヒ腹水 がん 移植4 日前 か ら24 日前 の

間に D M 3 4 く40 m gl k gl Ej l の 4 日間連 続投与 を開始 した マ ウス に も 平均 生存 日数の 延長が み ら れ た ． 平

均生 存日数 の 延長 は D M 34 投与と腫瘍移植の 間隔が長 く な る に し たが い 徐々 に 減弱 し た ． D M 3 4 は ザ ル

コ ー マ 18 0 を腹腔 内移植 した マ ウ ス に 対 して も 同様な 抗腫瘍作用 を示 した ． D M 3 4 は マ ウス の 細胞性免疫

に 影響 を与 えた ． C 5 7 B Lノ6 マ ウス の 羊赤血 球 くS R B Cl に 対す る遅延型過敏反応 くD T H l は D M 3 4 く40

m gノk gl を S R 13 C で 感作す る 1 日 前か ら 3 日後 の 間 に 1 回投与す る こ と に よ り増強 され た
．
D M 3 4 を エ

ー

ル リ ッ ヒ 腹 水が ん 移植の 7 日 前か ら 5 日間連続 し て 40 m gl k gl 日投与 す る こ と に よ り担 が ん マ ウ ス の

D T H 低下 は抑制 され ， ま た 担が ん マ ウ ス の 胸腺 と肺臓の 重 量の 減少 も 抑制 さ れ た ． し か し
，

D M 3 4 は

S R B C で 免疫さ れた マ ウ ス の 牌抗体産生細胞 数に は影響を お よ ぽ さな か っ た
．

以 上 の 結果 よ り
，
D M 3 4 は

宿主介在性 の抗腫瘍作用 と マ ウ ス の 細胞性免疫 を増強 す る作用 を も つ と考 え られ た ．

K e y w o r d s a n tit u m o r a cti vit y ，
d － m O r p hi n a n

，
E h rli ch a s cit e s c a r ci n o m a

，

s a r c o m a － 1 80
，
d el a y e d －t y p e h y p e r s e n sitivit y ．

麻薬性鎮痛薬 は， 中枢神経系 に 広汎 に 作用 し
，
鎮痛

作用 ， 鎮咳作用， 呼吸抑制作用 な どの ほ か 内分泌系や

自律神経系お よ び平滑筋 に も作 用 す る な ど多 くの 薬理

作 用 を 有 して い る
り

．
こ の 麻薬性鎮痛薬 ま た は そ の 類

似薬な らび に 関連薬 に は抗腫瘍作用 と 免疫抑制作用 が

あ る こ とが 最近 報告さ れ て い る ． す な わ ち ，
Z a g o n

，
I ．

S ． と M c L a u gh 1i n
，

P ． J ．

2 I
は ヘ ロ イ ン が マ ウ ス の

n e u r o b l a st o m a の 増殖 を 抑制す る こ と を報 告 し て い

る
．

ま た ， 麻薬性鎮痛薬 の 桔 抗薬で あ る ナ ロ キ ソ ン と

ナ ル ト レ キ ソ ン に つ い て は
，

A yl s w o r th ， C ． F ． ら
3J
は

ラ ッ トの m a m m a r y t u m o r の 増殖 を抑制 す る こ と を

報告し て お り，
Z a g o n

， I ． S ， と M c L a u gh 1i n
，
P ． J ．

4，5I

は
，

マ ウ ス の n e u r o b l a s t o m a の 増殖を抑制 する と報告

して い る ． 近 年
，

K i g o s h i
，
S ．

6 I
は

， 非麻薬性の 鎮痛薬 で

あ る ペ ン タ ゾ シ ン が ダガ さノブ血 で 腫瘍細胞傷害作用 を も

ち
，

エ ー

ル リ ッ ヒ 腹水が んお よ びザ ル コ
ー

マ 1 80 を移

A b b r e v i ati o n s ニ B C G
，

B d cillu s C al m e t t e － G u e r in 三 D M 34
，

d － 3 － Cin n a m y l o x y
， N － m e th y l

r

m o r p hin a n ニ D T H
，
d el a y e d － t y p e h y p e r s e n sitiv it y 三 F B S

，
f et al b o vi n e s e r u m i H B S S

，
H a n k s

b a l a n c e d s alt s olu ti o n ニP F C
， pl a q u e －f o r m i n g c ell i P S

， p h y si ol o gi c al s ali n e 三S R B C
，
Sh e e p r e d

bl o o d c ell i T ris
，
t ris h y d r o x y m e th y l a m i n o m et h a n ．
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D M 3 4 の 抗腫 瘍晴性

植し た マ ウ ス の 生 存 日数を延 長 す る こ と を報告し てし －

る
．

さ ら に Ki g o s hi
，
S ． ら

7J
は

， 非麻薬性の 鎮咳薬 で あ

る デ キ ス ト ロ メ ト ル フ ァ ンと ジメ モ ル フ ァ ン に も同様

の 作用 をみ い だ し て い る
．

一 方， 免疫抑制作用 と して

は
，

モ ル ヒ ネ
8 ト 川

，
コ デイ ン 岬 お よ び ペ ン タ ゾ シ ン

1 1I

に
，

牌臓の 萎縮，
リ ン パ 球芽球化 の 抑制， 抗体産 生細

胞 の 減少な どの 作用 が あ る こ とが 報告さ れ て い る
．

以 上 の 事に も とづ い て
，

デ キ ス ト ロ メ トル フ ァ ン や

ジ メ モ ル フ ァ ン と 同 じ d －

m O r ph i n a n 骨格 を も つ
一 連

の 化合物1 2，
が新規合成され た が

，
これ らの 中で 特 に 抗

腰 瘍 作 用 の 強 か っ た d －3 ． C i n n a m yl o x y
． N －

m e th yl
－

m o r p h i n a n く分 子 量 373 ． 53 ， D M 3 41 の マ ウ ス 同種移

植が ん に 対す る 抗腫瘍作用 と マ ウ ス 免疫 系 へ の 作用 に

つ い て検討 をお こ な っ た ．

材料お よ び方法

工 ． 実験動物

実験 に は dd Y マ ウ ス く雌， 7 ヘ ルル遡令l ま たは C 57

B Lノ6 マ ウ ス く雄
，

6 へ 9 週 令コ を用 い た ．

H ． 使用 薬物

実験 に は
， 臭化水 素酸デ キ ス ト ロ メ ト ル フ ァ ン くマ

ル コ 製 薬， 5 m gノm l 注射液う お よ び リ ン 酸 ジ メ モ ル

フ ァ ン 仙 之 内製薬う を用 い た ． リ ン 酸 ジ メ モ ル フ ァ

ン は生理 的食塩水 に 6 11 1 gノn ll に 溶解 し
， 使用 時ま で

4
D

C に 保存 し た ．

D M 3 4 く東洋フ ァ ル マ
ー

K ． K ．1 は
，

デ キ ス ト ロ メ ト

ル フ ァ ン よ り合成さ れ たも の で ， 図 1 の ごと き構造を

有 して い た ． D M 34 注射根は以 下の よ う に 調製 した
．

2 0 0 m g の D M 3 4 と H C O ．6 0 くFヨ光 ケ ミ カ ル ズ1 2 g を

丁 － C H ニ C H C H 2 0

55

耐熱ね じ口 びん ほO m l 容鼠 柴田科 判 で混 合 し
， 沸

騰水洛 中 で 完全 に 溶解 さ せ た ．
こ れ に

， あ ら か じ め

10 0
0

C に加温 して お い た 50 m l の 生理的食塩 水 を加 え
，

振視力l く は んの の ち
， 密栓 して 約2 気圧 120

0

C で 15 分

間高圧滅 菌した ． 滅菌後， 溶液が 80
0

C 以 上 の 間に 高圧

滅 菌器 よ り と りだ し ， 振温か く はん したの ち ， 水中 に

て 急速 に 冷や した
． 数時間後 D M 3 4 が細か な結晶 とな

り沈澱 し て い る注射液 が作製され た ． 使用 時に は
， 沈

澱 して い る D M 34 を振塗 に よ り均
一

に 懸濁さ せ て か

ら注射 を お こ な っ た
．

m ． 腫 瘍細胞浮 遊液 の 調製

腫瘍細胞浮遊液は速度沈降法 くv el o cit y s e d i m e n t a
．

ti o nl
1 3 ト 1 叶に よ っ て調製した ． す なわ ち

，
エ ー ル リ ッ ヒ

が ん細胞ま た はザ ル コ
ー

マ 1 8 0 細胞 を腹腔内 に 移植 し

て 7 か ら 1 0 日目の d d Y マ ウ ス より 10 m l の 腹水 を採

取し
，

4 0 m l の ハ ン ク ス平 衡塩 類溶液 くp H 7 ．4
，

ハ ン

ク ス幸酎 と 混和 し遠心 く200 g ，
5 分 間フ した ． 沈澱 し

た腫 瘍細胞 を 40 皿1 の ハ ン ク ス 液に 浮遊 させ た の ち
，

5 0 0 m l の フ ラ ス コ 内 に 2 種類の シ ョ 糖 ハ ン ク ス 溶 液

で 2 層に 重 層さ せ た溶液の 上 に
，

分渡 ロ ー

トに 1 ハ 注

射針 をチ ュ
ー ブで 接続し た装置 を用 い て 静か に 重層 し

た
．

2 層の シ ョ 糖 ハ ン ク ス 溶液は
， 上層に フ ェ ノ ー ル

レ ッ ド を含ん だ 1 －0 ％シ ョ 糖 ハ ン ク ス溶液 1 5 0 m l
， 下

層に フ ェ ノ ー ル レ ッ ドを 含ま ない 1 ． 5 ％シ ョ 糖 ハ ン ク

ス溶液 30 0 1 n l を用 い て 作製 した
． 腫 瘍細胞 を 2 層の

シ ョ糖 ハ ン ク ス 溶掛 こ重 層 して 4
0

C で 90 分間静置 し

たの ち，
フ ラ ス コ の 底に 沈 んだ腫瘍細胞を集 めて ハ ン

ク ス 液に 再浮遊さ せ ， 遠心 洗源 した
．

その 後適量 の ハ

ン ク ス液 に 浮遊さ せ
， 血 球計算盤 を用 い て細胞数を計

Fi g ． 1 ． d－3 － C i n n a m yl o x y
－ N－M eth yl n l O r P h i n a n

－ C H
3



5 6

数 し た の ち
，

さ ら に ハ ン ク ス 液 を加 え て 4 ． O X l O 6細

胞ノm l の細胞浮遊液 を作製 した ．
こ の腫瘍細胞の 生存

率 を ト リ バ ン プ ル ー 色素排除能 テ ス ト で 調 べ た と こ

ろ
， 常に 85 ％以 上 で あ っ た ．

工V ． 抗腫 瘍実験

1 ． オ乃 びわノ0 実験

腫瘍細胞 は エ ー ル リ ッ ヒが ん細胞 ま た はザ ル コ
ー

マ

1 8 0 細胞を用 い た ．
い ずれ か の腫瘍細胞 を 2 ． O X l O

6

細

胞ノ頭腹腔 内に 移植 し た 30 匹 の dd Y マ ウ ス を 1 群 10

匹ずつ 3 群 に 分け た ． 腫瘍細胞移植 24 時間後か ら ，
1

群 に は D M 3 4 を 20 m glk gI 日 ， 次 の 1 群 に は D M 3 4

を 40 m g 化 gノ日， 残りの 1 群 は対照群と して 生 理 的食

塩水 を 0 ．2 5 m lノ頭ノ日，
1 日 1 回，

5 日間連続 して腹腔

内に 投与 した ．
エ

ー ル リ ッ ヒ が ん細胞 を移植 した マ ウ

ス で は腫瘍細胞移植後 10 日 間，
ザ ル コ ー マ 1 8 0 細胞 を

移植 した マ ウ ス で は腫瘍細胞移植後 7 日間体重 を測定

す る こ と に よ り腫瘍の増殖 を観察 す る と共に
，

マ ウ ス

の 生存 を 60 日 間観察し た
．

2 ． D M 34 の前投与実験

あ ら か じめ各表 く表3 へ
一表 鋸 に 示 され た い ろ い ろ

の 投与ス ケ ジ ュ
ー ル

， 投与量 で
，

D M 3 4
，

デ キ ス トロ

メ ト ル フ ァ ン ま た は ジメ モ ル フ ア ン を 前投与 した 1 群

8 へ 1 0 匹 の dd Y マ ウス に
，
2 ． O X l O 6細胞ノ頭の エ ー ル

リ ッ ヒ が ん細胞 ま た はザ ル コ ー

マ 1 8 0 細胞 を腹腔内に

接種 した
．

これ らの マ ウス に つ い て
，
玩H 正犯 実験と 同

様 に して体重の 変動と生存 日数 を観察 した ．

V ． 担が ん マ ウス の 免疫担 当臓 器重 量 の 測 定

腫瘍細胞 移植 7 日前 か ら 3 日 前 ま で の 5 日 間
，
4 0

m gノk gl 日の D M 3 4 ま た は 0 ． 2 5 m lノ頭l 日 の 生理 的食

塩水 を腹腔 内投与 した それ ぞれ 30 匹 の dd Y マ ウス に

エ ー ル リ ッ ヒ が ん細胞 を 2 ．O X l O
6

細胞ノ頭腹腔 内に 移

植 した
．

つ い で
，

D M 3 4 投与 マ ウ ス お よび生理 的食塩

水投与 マ ウ ス を それ ぞれ 10 匹 ず つ 3 群に 分け
，腫 瘍細

胞移植 の 3 日後，
6 日後お よ び 12 日後 に 脾臓 ， 胸腺お

よ び腸間膜リ ン パ 節を摘出 した ． 摘 出臓器の ま わ りの

結合組織等 を除去 し， 血液な どを生理 的食塩 水で洗源

除去 したあと
，

そ の 湿重量 を測定 した
． 対照 と して は

，

臓器摘 出の 7 日 前か ら 3 日前 ま で の 5 日 間， 4 0 m gノ

k gl 日 の D M 3 4 また は 0 ． 2 5 m lノ頭ノ日の 生理 的食塩水

を腹腔内投与 した そ れ ぞ れ 10 匹 の 非担が ん マ ウ ス に

つ い て
，

その 脾臓， 胸腺お よ び腸間膜リ ン パ 節の 湿 重

量 を測定 した ．

Vl ．
ヒ ツ ジ赤血球浮遊i夜の 調製

A I s e rv e r 氏液 坤 と混 和 し た ヒ ツ ジ保 存血 は 日本 生

物材料セ ン タ
ー く束京う よ り購入 し， 採血 日 よ り 2 週

間以 内に 実験 に 使用 した ． 適 当量 の ヒ ツ ジ保存血 を 1 0

m l 遠心管 に と り 700 g に て 10 分間遠心 し た
．

上 清お

尻

よ び パ フ イ
ー コ ー ト を

，
パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト を水流ポ

ン プ に 接続 した装置 で吸引除去し， 沈澱赤血 球 を生 理

的食塩水 に 再浮遊 させ た
．

こ れ をさ ら に生 理 的食塩水

で 3 回遠JL －洗惟を お こ な い
，

25 ％あ るい は 5 ％の 濃度

に 生理 的食塩水に 浮遊 させ た ヒ ツ ジ赤血球 くsh e e p r e d

b l o o d c ell ， S R B C l 浮遊液， ま た は 20 ％の 濃度 に 5 ％

ウ シ胎児血清 tf e t al b o v i n e s e r u m
，
F B Sl 加 ハ ン ク

ス 液 に 浮遊 させ た S R B C 浮遊液 を作製 した ． 生理 的食

塩 水 に 浮 遊 さ せ た 25 ％S R B C 浮 遊 液 は
，

マ ウ ス の

S R B C に 対す る遅延型 過敏反 応くd el a y e d － ty p e h y p e r
－

s e n siti v it y ，
D T H l の 誘発に 使用 し

，
5 ％F B S 加 ハ ン

ク ス 液 に 浮遊 さ せ た 20 ％S R B C 浮遊液 は抗 体産生 細

胞 を検 出す る た め の 指標赤 血 球浮遊液 の 作 製 に 用 い

た ． 5 ％の 濃度 に 生理 的食塩水 に 浮遊さ せ た S R B C 浮

遊液 は
，

そ の 1 m l に 1 4 m l の蒸 留水 を加 えて 溶血 さ

せ
，
5 4 1 n m で 吸光 度 を測 定 し， こ の 値 と

，
1 X lO

g

S R B C l m l 浮遊液 は 541 n m で 吸光度傾が 0 ． 6 8 で あ る

こ と が 示 され てい る
1 61 こ と と の 関係か ら

，
S R B C 浮遊

液の 細胞数 を求 め た ． こ の S R B C 浮遊液 よ り 5 X l O
8

細胞ノm l あ る い は ，
5 X l O 6 細胞ノm l の S R B C の 生 理

的食塩水 浮遊液 を作製 し
，

マ ウ ス の 感作 に用 い た ．

VII ．
マ ウ ス の S R B C に 対 す る D T H へ の D M 3 4 の

影 響に 関す る 実験

D M 3 4 の マ ウス 細胞性 免疫 に お よ ぼ す 作用 を調 べ

る目 的 で
，

マ ウ ス の S R B C に 対 す る D T H へ の D M

3 4 の 影響に 関す る実験1 7 ト 1 鋸
をお こ な っ た ． す なわ ち

，

4 0 匹 の C5 7 B Lノ6 雄性 マ ウ ス を 1 群 5 匹 ず つ 8 群 に

分 け
，
S R B C で感作す る 3 日前か ら 4 日 後ま で の 8 日

間の 間 で
，
D M 3 4 の 4 0 m g J

Ik g 腹腔内投与 を各群所定

の 時期に お こ な っ た
．

S R B C に よ る感作 は
， 生理 的食

塩 水 に 浮 遊 さ せ た 5 X lO
6

細 胞I m l の S R B C 浮 遊 液

0 ． 2 m l く1 X lO
6
S R B C l を 眼 裔静脈 叢 よ り静 脈 内注

射 用 2 01
して お こな っ た ． 感作 よ り 4 日後，

こ れ ら の 各群

の マ ウ ス の 右後足既皮下 に 生理 的食塩水に 浮遊 させ た

25 ％S R B C 浮遊液 0 ． 0 2 m l く約 1 X l O
8
S R B C l を注射

し， 足舵反 応 を誘発 し た ． 誘発か ら 24 時間後に 右後足

庶 と左 後足疏の 厚 さ を ノ ギ ス を用 い て 圧 迫 を加 えな い

よ う に し て 測定 し
，

そ の 左右後足脈の 厚 さの 差 を足 舵

反応 の 大 き さと した ． 対照 と して D M 3 4 を投与 して い

な い 2 群 の マ ウ ス 各5 匹 に つ い て
，

1 群に は S R B C 感

作 を お こ な い
，
も う 1 群 に は S R B C 感作 を お こ な わ ず

に 足択反応 を誘発 し， そ の 大き さ を測定 し た ．

Vlu
． 担 が ん マ ウ ス の D T H に 及 ぼ す D M 3 4 前 投 与

の 影響 に 関す る 実験

腫 瘍細胞 移植 7 日 前か ら 3 日 前 ま で の 5 日 間， 4 0

m gl k gl 日 の D M 3 4 また は 0 ．2 5 m ll 頭J 日 の 生理 的食

塩水を腹腔 内投与 した それ ぞ れ 28 匹 の d d Y マ ウス に



D M 3 4 の 抗腫 場活性

エ
ー ル リ ッ ヒ が ん 細胞 を2 ■ O X l O

6 細 胞ノ頭腹 腔内 に 移

植 し た ．
つ い で

，
D M 3 4 投与 マ ウス お よ び生理 的食塩

水 投与 マ ウ ス を それ ぞ れ 7 匹 ず つ 4 群 に 分 け， 腫瘍細

胞移植 1 日後， 3 日 衡 5 日 後お よ び 7 日後に
， 生理

的食塩水 に 5 X l O
8

細胞ノm l に 浮遊 さ せ た S R B C 浮遊

液 0 － 2 m l く1 x l O
8
S R B C l を右鼠撰部皮下 に 注射 し

て 感作 し た
． 感作 よ り 4 日後，

すな わ ち腫瘍細胞移植

の 5 日後
，

7 日後，
9 日後お よ び 11 日後 に 各群の マ ウ

ス の 右後足腑 皮下 に S R B C の 2 5 ％生理 的食塩水浮遊

液0 ． 0 2 m lく約1 X l O
8
S R B Cl を注射 し， 誘発さ れ た足

蹴反応 を 24 時間後 に 測定 した
． 対照と して

，
D M 3 4 を

投与せ ず
，

エ ー ル リ ッ ヒ が ん細胞 の 腹腔内移植も お こ

な っ て い な い マ ウ ス 1 4 匹 に つ い て， 7 匹 は S R B C で

感作 をお こ な い
， 7 匹 は S R B C で感作 をお こ な わ ない

で 足疏 反応 を誘発 し， その 大き さ を測定 した
．

1X
． 抗体産 生細胞 数 へ の D M 3 4 の 影響 に 関 す る 実

験

D M 3 4 を投 与 し た dd Y マ ウ ス の S R B C に 対 す る

抗体産生細胞 数 を C u n ni n gh a m
21 ト 2 3

切 方法 に よ り下

記の 如 く に して測定 した
．

1 ． D M 3 4 の 投与

4 0 匹 の d d Y マ ウ ス を1 群 5 匹 ず つ 8 群 に 分け， 7

群の マ ウ ス に は そ れ ぞ れ S R B C 感作 の 2 日 軌 1 日

前， 感作 臥 感作の 1 日後，
2 日後， 3 日後 お よ び 4

日後 に 4 0 m gノk g の D M 3 4 を腹腔 内に 1 回 投与 した ．

残る 1 群の マ ウ ス は D M 3 4 を投与 し ない 対照 群 と し

た
．

2 ． S R B C に よ る マ ウ ス の 感作

生 別 勺食塩 水 に 5 X lO
8細 胞ノm l の 濃度 に 浮遊さ せ

た S R B C 浮遊液0 ■2 m l く1 X l O
8
S R B C l を D M 3 4 を

投与 した各群 の マ ウス お よ び対照群 の マ ウス に 静注し

て感作 した
．

3 ． 牌細胞浮 遊液 の 調製

S R B C に よ る感作か ら 4 日後， D M 3 4 を投与 し た各

群の マ ウ ス お よ び対照 群の マ ウ ス よ り牌臓を摘 出し
，

脾細胞 浮遊 液 を S hi r a h a t a の 方 法
2 4，251 に よ り 作製 し

た ． す な わ ち
， 径 60 m lll の プ ラ ス チ ッ ク シ ャ

ー

レ

くC o r 血－g 25 0 川 に 摘出し た牌臓 を 1 個い れ
，
3 m l の

ハ ン ク ス 液 を加 え た
．

つ い で プ ラ ス チ ッ ク 製の 1 m l ツ

ベ ル ク リ ン 注射筒 くテ ル 車 内筒底部を用 し 1 て脾臓 を

破砕 した あ と
，
さ ら に 7 m l の ハ ン ク ス液 を加 えて 牌細

胞浮遊液を作製 した
．

こ の 細胞浮遊 液を金 属 メ ッ シ ュ

で ろ過 して 結合組織 を除去 した の ち遠心く200 g ，
10 分

間l した
．

つ い で
，
生 じた 沈澱 を 5 m l の T ri s 緩衝塩 化

ア ン モ ニ ウム 溶液 く0 諸3 ％塩化 ア ン モ ニ ウ ム 溶液 90

n ll
，
1 N 塩 酸 で p H 7 ． 6 5 に 調整 した 0 ． 1 7 M トリ ス ヒ

ド ロ キ ン メ チル ア ミ ノ メ タ ン液 10 m りに 浮遊さ せ
，
室

57

温 に 10 分間静置し て赤血球 を潜血除去 した ．
つ い で，

牌細胞 を ハ ン ク ス 液に て 3 回遠心洗 條 く200 g ，
1 0 分

間コし
， 洗條脾細胞 を 5 ％F B S 加 ハ ン ク ス 液 に 浮遊 さ

せ
， 全量 を 5 m l と した

． 血球計算盤 を用 い て細胞数を

計数し た と こ ろ，
こ の細胞浮遊液は ほ ぼ 2 X l O

7細胞ノ

n ll で
，

1 偶 の 脾臓 よ り約 1 X l O
8個 の細胞 が得 ら れ

た
． ま た ， トリ バ ン プ ル ー 色素排除能 テス トに よ る生

存率の 測定を お こ な っ た と こ ろ
， 生存率は 90 ％以上 で

あっ た
．

こ の 細胞浮遊 液を 5 ％F B S 加 ハ ン ク ス 液 で 8

倍 に 稀釈く約 2 ． 5 X l O
6

細胞ノm lJ した の ち抗体塵生細胞

の 検出 をお こ な っ た
．

4 ． 指標赤血 球浮遊液の 調製

5 ％F B S 加 ハ ン ク ス 液 に 浮遊さ せ た 20 ％S R B C 浮

遊液 0 － 2 m l に モ ル モ ッ ト補体 くL O W ． T O X g u i n e a

pi g c o m pl e m e n t
7
C L 4 5 0 51

， C E D A R L A N E
，
O n t a ri 0 ，

C a n a d a1 0 ． 2 m l と 5 ％F B S 加 ハ ンク ス 液 0 ． 7 m l を加

え， 指標赤血球浮遊液 と した
．

5 ． C u n n i n g h a m の c h a m b e r の作製

清浄 ス ラ イ ド グ ラ ス くマ ツ ナ ミ S 7 21 3I 2 枚 を 12

m 皿 幅 の 両面粘着 テ ー プ くス コ ッ チ恥665J を用 い て
，

中央部と 両端 の 3 か 所 で は りあ わせ て 2 室の ch a m b －

e r を作製 した ． この C u n n in gh a m ch a m b e r の 容積 は

約 40 ノノ1 で あ っ た ．

6 ． 抗体塵 生細胞の 検 出

牌細胞 浮遊液 25 ル1 と 指 標赤血 球浮遊 液 1 5 月1 を

シ ー

ロ ン フ イ ル ム く富士 フ イ ル ムう 上 で 混和 し
， 毛 細

管 ピペ ッ ト を用 い て C u n ni n gh a m の ch a m b e r に い れ

た ． その 後た だ ち に
，

ホ ッ トプ レ ー ト上 で溶解 させ た

パ ラ フ ィ ン く融解点62 旬 6 4
0

C ， 和光純薬つ に 開放 して

い る ch a m b e r の 両端 をわ ず か に 浸 し ch a m b e r を密

封 し た
．

こ の c h a m b e r を水平 に 保ち
，
37

0

C に 1 時間静

置 した あ と
，

C h a m b e r 内に 形 成され た プ ラ ー ク 数を数

え た ．
こ の 肺 細胞25

ノ
ノ 1 あ た り の プ ラ ー ク 形 成細 胞

くPl a q u e －f o r mi n g c ell
，
P F Cl 数よ り， 牌臓 1 偶 に つ

い て の P F C 数， す なわ ち工g M 抗体塵生 細胞数2 即
を貸

出し た ．

成 績

工 ． f乃 め 0 実験の 成 績

エ ー

ル リ ッ ヒ が ん細胞あ る い は ザ ル コ
ー

マ 1 8 0 細胞

を 2 ．O X lO
6

細胞ノ頭腹腔 内移植し
， その 2 4 時間後よ り

D M 3 4 を 4 0 m gl k gノ日， 2 0 m gl k gl 日 ま た は対照と し

て 生理 的食塩 水を 0 ． 25 m lノ頭ノ日
，

1 日 1 回 5 日 間腹

腔 内投与 した dd Y マ ウ ス の 体重変化と生存 日 数の 結

果を表 1 と 表2 に 示 した
．

エ ー ル リ ッ ヒが ん細胞 を移

植 し
，
D M 3 4 を4 0 m gl k gノ日投与し た マ ウ ス で は

，
1 0

日 間の 平 均体重増加 は 2 ． 1 士0 ． 1 g と対照群 の 12 ． 8 士



5 8

0 ． 8 g に 比 し て 有意 に 小さ く ， 腹水 が ん細胞 の 増殖 が

抑制 され て い た ． ま た平均 生存 日数も 31 ．7 士2 ． 3 日と

対照群の 20 ． 1 士 1 ． 9 日 に比 し有意 に 延 長 し， そ の 延命

率 くくT － CIJ C x l OO ニ T
，

D M 3 4 投与群の 平均生 存 日

数芸 C ， 対照群の 平均生存日数1 は 57 ． 7 ％ で あ っ た
．

し

か し，6 0 日生存 マ ウス は 10 匹 中0 匹で あ っ た ． D M 3 4

を 20 m gノk gl 日 投与 し た マ ウ ス に は有 意の 体 重増加

抑制も
，
平均生存 日数の 延長も み ら れ な か っ た

．
ザ ル

コ
ー

マ 18 0 細胞 を移植 した マ ウス で も エ
ー ル リ ッ ヒ が

ん細胞 を移植 した マ ウス と 同様の 結果が得 られ た
．

す

な わ ち
，
D M 34 を40 m gノk gl 日投与 した マ ウ ス の 7 日

間の 平均体重 増加 は 2 ． 3 士0 ． 5 g と 対照群 の 9 ■ 2 士0 ． 9

g よ り有意 に 抑制 さ れ
，

平均生存 日数も 20 ． 9 士1 ． 4 日

と 対照群の 12 ． 8 士0 ．8 日よ り 有意 に 延長 して お り
，

そ

の 延命率 は 63 ． 3 ％で あ っ た ．
2 0 m gノk gノ日の投与量 で

は
， 有意の 体重増加抑制 も平均生存 日数の 延長 も み ら

れ なか っ た
．

工王 ． 前投与実験の 成績

d －

m O r P h i n a n 骨格 を も つ D M 3 4
，

デ キ ス ト ロ メ ト

ル フ ァ ン お よ び ジメ モ ル フ ア ン を腫瘍細胞移植 7 日 前

か ら 3 日前 ま で の 5 日 間， 表 3 お よ び 表4 に 示 し た

尻

様 々 な 用 量 で 1 日 1 回腹腔 内投与 し，
エ

ー ル リ ッ ヒが

ん細胞 ま た はザ ル コ
ー

マ 18 0 細胞 を2 ． O x lO
6

細 胞ノ頭

腹腔 内移植 した d d Y マ ウ ス の 体 重変 化と 平均生 存 日

数 の 結果 を表3 と表 4 に 示 した ． 腫瘍細胞移植前投与

した デ キ ス ト ロ メ ト ル フ ァ ン と ジ メ モ ル フ ァ ン は エ ー

ル リ ッ ヒ が ん細胞 あ る い は ザ ル コ ー マ 18 0 細胞 を移植

した マ ウ ス に 対 して抗腰瘍作 用 を示 さ な か っ た ． しか

し，
D M 3 4 を前投与す る と

，
4 0 m gl k gl 日 の 投与量で

顕 著な抗腫瘍作用 を示 した
．

す なわ ち
，

エ ー ル リ ッ ヒ

が ん細胞 を移植 した マ ウ ス で は
，
1 0 日間の 平均体重 増

加は 2 ． 1 士0 ． 1 g と対照 群よ り有意 に 抑制 され ， 平均 生

存日数 は 56 ， 8 士 1 ．8 日 く60 日以 上生存 した マ ウ ス の 生

存日数 は 60 日 と して計算 し たう と対照群の 22 ．3 士2 ． 0

日よ り有意 に 延長 し
，
そ の 延命率は 154 ． 7 ％ で あ っ た ．

また
，

1 0 匹 中7 匹 が 60 日間生存 し た ． ザ ル コ ー マ 18 0

細胞 を移植 した マ ウス で は
，

7 日 間の 平均体重 増加 は

2 ． 9 士0 ． 6 g ，
平均 生存 日 数は 2 6 ． 0 士 5 ． 6 日 と対 照群の

7 ． 1 士0 ． 2 g お よ び 10 ． 0 士0 － 5 日 に 比 し て 有 意 に 抑制

あ る い は 延 長 し， 延命率は 160 ． 0 ％で あ っ た
．

ま た 10

匹 中1 匹 が 60 日 間生 存 し た ． D M 3 4 を 20 m gJ
I

k gノ目

前投与 し た マ ウ ス に は
，

エ
ー ル リ ッ ヒ腹水 が ん およ び

T a bl e l ． A n tit u m o r e ff e ct of D M 3 4 0 n E h rli c h a c cit e s c a r ci n o m a
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ザ ル コ
ー

マ 1 8 0 の い ずれ の 腫瘍 に 対 し て も抗腫瘍作用 3 日 間，
4 日前と 3 日前の 2 日間お よ び 3 日 前の 1 日

はみ と め られ なか っ た
－ の み 投与 した各群10 匹 よ りな る 4 群の dd Y マ ウ ス を

D M 34 を 4 0 m gl k gl 日 の 投与量 で腰 瘍 移植の 6 日 用 意 し， こ れ に エ ー

ル リ ッ ヒ が ん細 胞あ る い は ザ ル

前よ り 3 日前ま で の 4 日間， 5 日前よ り 3 日前ま で の コ ー

マ 18 0 細胞 を2 ． O X l O
6

細胞ノ頭腹 腔内移植 し
，

マ

T a bl e 3 ． E ff e ct s of p r e t r e a t m e n t w i th D M 3 4
，
d e x t r o m e th o r ph a n a n d di m e m o r p h a n o n E h rli ch

a s cit e s c a r ci n o m a

D r u g
D o s e

くm gJ k gノd a yI

A d m i n i st －

r a ti o n

S C h e d u l e

くo n d a y sJ

M e a n b o d y

W ei gh t g ai n e d
f o r l O d a y s

M e ap
S u r V I V a l

そ左7 niニぷ声
8

d a y s
a

． b

S u r vi v o r s

I L Sく％ン
C

o n 6 0 th

d a y

D M 3 4 4 0

2 0

P S くC o n tr oりd

ー7 ヘ ー3 2 ．1 土0 ． 1
ヰ

56 ． 8 土1 ． 8
ホ

1 5 4 ．7 7 ハ0

－7
ヘ ー3 6 ， 3 士0 ． 7 2 6 ． 0 士2

． 8 1 6 ．6 0 ハ0

－7
ノ 1 一 ．

－－3 7 ． 9 士0 ． 5 2 2 ． 3 土2 ． 0 0 0ノ1 0

D e x tr o m e th o r p h a n 6 0

30

15

P S くC o n tr oll
d

－7 へ 一－3

－7
〆

へ － －3

－7一し－3

－7
ノ 1

－ ノ．－－3

10 ． 7 士0 ， 5 2 6 ． 5 土2 ． 7

10 ．8 士ぐ1 ． 5 2 2 ． 7 士2 ． 4

1 0 ．6 士0 ． 5 2 1 ．1 土3 ． 0

9 ．0 土0 ． 3 2 2 ． 0 土2 ． 7

2 0 ． 5 0 ハ0

3 ． 2 0 ハ0

－

4 ．1 0ハ0

0 0ノ10

Di m e m o r p h a n 6 0

3 0

15

P S くC o n tr oIJd

冊7
ノ

ー － ノーーー3

－7 へ ノ州3

－－－．－7一し－－．－．－3

山7 へ
ノー3

1 3 ．0 士0 ． 8 2 2 ．4 士3
．
2

1 1 ． 7 土0 ． 6 1 7
，
6 土2

．1

1 1 ． 8 士0 ． 7 1 6 ．
2 土 1

．8

1 3 ． 9 土0 ．9 21
．
6 士2 ．7

3 ． 7 0ノ10

－19 ．0 0 ハ0

－

2 5 ．0 0 ハ0

0 0ノ10

T h e d r u g s w e r e i njp c t e d i ．p ． i n t o th e m i c e a c c o rd i n g t o th e i n di c a t e d d o s e s o n d a y s
－

7 t o －3 ． O n

d a y O
，
E h rli c h c a rF l n O m a C ell s く2 ■O x lO

6
c ell sノh e a d J w e r e i n o c u l a t e d i －p － D M 3 4 w a s s u s p e n d e d t o 4 m g

J
J

m l i n P S c o n t a in m g 4 ％ H C O －6 0 ． Di m e m o r p h a n w a s di s s o I v e d t o 6 m gノm l i n P S ．

a

a n d
．

こS e e T a b l e

l ．

h

ニ S u r vi v a l d a y s of th e m o u s e w hi c h s u r vi v ed f o r 6 0 d a y s a ft e r t u m o r i n o c ul a ti o n w e r e d e n n e d 6 0 ．

r

i S e e T a bl e l
h

．

d
ニ T h e c o n t r ol mi c e w e r e i nj e c t e d i ．p ． w i th O ．2 5 m l Jh e a d of P S ．

T a bl e 4 － E ff e c t of p r e tr e a t m e n t wi th D M 3 4
，
d e x tr o m e th o r ph a n a n d di m e m o r ph a n o n s a c o n m a

－1 8 0

D rt lg
D o s e

くm gノk gノd a yJ

A d m i n i sト

r a ti o n

S C h e d u l e

くo n d a y sJ

M e a n b o d y
W e ig h t g a i n e d

f o r 7 d a y s

くg l m o u s el
il
器琵旨管

1 fL S く％ン
ぐ

S u r vi v o r s

O n 6 0 th

d a y

D M 3 4

I つ
S くC o n t r o 伊

嶋7
ノ

ー －3 2 ． 9 士0 ．6
半

26 ．0 士 5 ．6
ホ

w 7
ヘ

リ 山3 5
． 7 士0 ．4 9 ． 9 土 0 ．7

－7
ノへ

－ノー1 3 7 ． 1 士0 ．2 10 ． 0 土0 ．5

16 0 ．0 1 ノ1 0

－1 ． 0 0 ハ0

0 0ノ1 0

D e x t r o m e th o r p h a n 6 O

ニぅーl

l コ

P S くC o n t r o り
Ll

－7r l 叩ニミ 6 ． 9 土0 ． 2 1しI ． 2 土仁1 ．8

山7 へノー3 7 ． 2 土0 ． 4 13 ． 2 士 2 ．0

－7
へ 仙3 6 ．tl 士くJ ． 4 1rj ． 5 士tj ． 7

山7■1 －こぅ 6 ．0 士0 ． 4 1亡1 ． 5 士0 ． 7

4 ． 1 0ノ1 0

34
． 7 0 ノ1 0

7 ． 1 0ノ1 0

0 町川

Di m e m o r p h a n 6 O

3亡1

15

P S くC o n tr oll
d

－7
ノ し

－3 6 ． 4 土0 ． 1 1 l ．6 土 1 ． 3

－7 へ■－3 8 ．9 士 0 ． 5 1 1 ． 8 士 1 ． 3

－7 へ －3 8 ．3 土 0 ． 3 1 1 ．3 士 L 4

岬7
ノ

ー －3 7 ． 1 士亡I
．2 1 0 ．9 士1 ． 2

6 ． 4 0ノ1 0

8 ．ニi Oノ1亡j

3 ． 7 0ノ1 0

仁1 0 ハ0

E x p e ri m e n t w a s c a r ri e d o u t b y th e s a m e p r o c e d u r e d e s c rib e d i n T a b l e 3 ． H o w e v e r ， S a r C O m a
－1 8 0 c ell s

く2 ．O x l O
6

c ell sノh e a d J w e r e i n o c ul a t e d i ． p ． o n d a y O ．

a

a n d
ホ

ニ S e e T a b l e l －

b
a n d

d
i S e e T a bl e 3 ．

c

i S e e

T a b l e l
l一

．



6 0

ウ ス の 体重変化と生存日数 を観察 した 成績 を表 5 お よ

び表 6 に 示 した ． 対照 群と して
，

D M 3 4 を投与 し て い

な い 10 匹 の d d Y マ ウ ス を用 い た ．
D M 3 4 を エ

ー

ル

リ ッ ヒが ん細胞移植6 日前か ら 3 日前 まで の 4 日 間前

投 与した マ ウ ス の平均体重増加は 6 ． 8 士 1 ， 8 g ， 平均生

存 日 数 は 33 ． 1 士6 ． 4 日 と
，

対 照 群 の 12 ． 0 士0 ． 6 g と

1 9 ． 1 士2 ． 6 日に く ら べ て有意の 菱が み ら れた ． また ， 60

日間生存 マ ウス は 10 匹 中3 匹 で あ っ た ． しか し， 投与

日数が 3 日間以 下の 各 ス ケ ジ ュ
ー ル で D M 34 を 投与

した マ ウ ス に は抗腫 瘍作 用 は み ら れ な か っ た ． ザ ル

コ
ー

マ 18 0 細胞 を移植 し た実験 の 結 果 は表 6 に 示 し

尻

た ． ザ ル コ
ー

マ 1 8 0 に 対 して は，
4 日間以 下の 投与日

数の 各ス ケ ジ ュ
ー ル で有意の 延命効果 は み ら れ な か っ

た ．

D M 3 4 前投与 の 時期の 影響 を検討す る た め
，
D M 3 4

の 投与量と 投与期間 を 40 m gノk gノ日
，

4 日 間と
一 定に

し， 投与開始時期 を エ
ー ル リ ッ ヒが ん細胞腹腔内移植

く2 ． O X lO
6細胞ノ頭ぅ の 24 日前 か ら 4 日 前ま で の 間で

8 段階 に 分 けて D M 3 4 を投与 し
，
その 抗腫瘍作用 をみ

た 実験 の 結果 を表 7 に 示 し た ． 担が ん マ ウ ス の 平均生

存 日数 は， 腫瘍細胞移植 4 日前よ り D M 3 4 投与を開始

した群 で 39 ． 7 土6 ． 6 日 く延命率 102 ． 1 ％ン と最も 長く，
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投与 開始 日が腫瘍細胞移植 日と は な れ る に 従 い 平均生

存日数 は短く な っ たが
，

い ず れ の 群 に お い て も延命率

は 30 ％以 上 で あ っ た ． D M 3 4 投与 を4 0 m gノk gノ日
，
5

日間 と
一 定に し

， 投与開始時期を ザ ル コ ー

マ 1 8 0 細胞

腹腔内移植く2 ．O x l O 6 細胞ノ頭1 の 20 日前か ら 5 日前ま

で の 7 段 階に 設定 して抗腫瘍作用 をみ た 実験の 結果を

表 8 に 示 し た
．

そ の 結 果， 腫 瘍細 胞移 植 7 日 前 よ り

D M 34 を 投与 し た 群 に 最 も 強 い 延 命 効果 く延 命率

1 33 ．9 ％うが み ら れ た ． また
，

い ずれ の 実験群 に お い て

も 延命率 は 30 ％以 上 で あ っ た ．

III ．
マ ウス の D T H に対 す る D M二34 の 影響

10
6

偶の S R B C を静脈 内注射 し て感作 す る 3 日前 か

ら 4 日後 の 8 日 間 に 4 0 m gJ k g の D M 34 を腹 腔内 へ

1 回投与 し た各群の C 5 7 B Lノ6 マ ウ ス に 感作か ら4

日後に 右後足臆皮下に 約 1 0
8 個 の S R B C を注射 して 誘

発 した足 蹴反応 の 大き さ を表9 に 示 した ． D M 3 4 を投

与し な い で 感作 をお こ な っ た非投与対照群 マ ウス の 足

既 反 応 は 1 ． 3 3 士0 ．0 7 m m で あ り
，

D M 3 4 投 与 も

S R B C に よ る 感作も お こ な わ な か っ た非感作 対照群
マ ウ ス の 足 蹴 反 応 は0 ．3 1 士0 ．0 5 m m であっ た

．

D M 34

を感作 1 日前， 感作 日， 感作1 日後
，

2 日後ま た は 3

日後 に 投 与し た各実験群 の マ ウ ス で は S R B C に 対す

る D T H が増強し てお り ， そ の 足疏反応は感作 1 日後

に D M 3 4 を 投与 し た 実験 群 が 1 ．8 9 士0 ．1 0 m m と 最

大 の 値 を示 した
． しか し， 感作 3 日前， 2 日前お よ び

感作 4 日後 に D M 3 4 を投与 した マ ウ ス の 足 脈反応 は
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非投与対照群と差が み ら れ なか っ た ．

肌 担が ん マ ウ ス の D T H t ニ対す る n M 34 の 影響

D M 3 4 く40 m gノk gノ別 を腫瘍細胞移植 の 7 日前か ら

3 日前 ま で の 5 日間に
，

1 日 1 回腹腔内投与 した d d Y

マ ウス と， 同 じス ケ ジ ュ
ー ル で 生理 的食塩 水く0 － 25 m lノ

頭ノ別 を腹腔内投与した dd Y マ ウ ス に エ
ー ル リ ッ ヒ が

ん細胞 を2 ．O X l O 6 細胞ノ頭腹腔 内移植 し，
S R B C に 対

す る D T E を測定 し た 結果 を 表10 に 示 し た ． D M 3 4

を投与せ ず， 腫瘍細胞移植 も お こ な わ な い で
，
S R B C

で 感 作 し た 対照 群 マ ウ ス の 足 庶 反 応 の 大 き さ は

1 ． 54 士0 ． 0 8 m m で あ っ た ． ま た ，
D M 3 4 を投与せ ず，

腫瘍細胞移植も お こ な わ ず，
S R B C 感作 もお こ なわ な

か っ た 非感作対照群 マ ウ ス で は
，
足 蹴反応 は 0 ■ 0 9 士

0 ． 0 2 m m で あ っ た
．
生理 的食塩水を 投与 し

，
腫瘍細胞

を移植 した マ ウス で は足蹴反 応の 大き さ は腫瘍欄胞 移

植 1 日後 に 感作 し た実験群 の 0 ． 9 7 士0 － 1 0 m m か ら 7

日後 に 感作 し た実験群 の 0 ． 2 3 士0 ．0 5 m 皿 へ と 腫瘍 細

胞移植 よ り日数が た つ に した が い 大 き く低下 した ．

一

方 ，
D M 3 4 を投与 し

， 腫瘍細胞を移植 し た マ ウ ス の 足

胱反応の 大き さ は
，

腫瘍細胞移植 1 日後 に 感作 した実

験群 で は 1 ． 38 士0 ． 1 0 m m で あ り
， 移植 7 日後 に 感作

した 実験群 で は 1 ． 0 0 士 0 ．2 7 m m で ， そ の 低下 は 軽度

尻

で あ っ た ． 感作 日の 等 しい 各対応す る D M 3 4 投与群と

生理 的食塩水投与群 の 2 つ の 実験群 の 足蹴反 応 を比 較

す る と
，
D M 3 4 投与群は生理 的食塩 水投与群よ り 大き

い 足疏 反応 を示 した
．

V ． 担が ん マ ウ ス の 免疫担 当臓 器 重 量 に お よ ぽ す前

投与 D M 3 4 の 影響

D M 3 4く4 0 m gl k gl 日l を腫 瘍細胞移植 7 日 前か ら 3

日前 ま で の 5 日間，
1 日 1 回 腹腔内投与 した マ ウ ス と，

同 じス ケ ジ ュ
ー ル で 生 理 的食塩水 く0 ．2 5 m lノ頭ノ別 を

腹腔内投与 した マ ウ ス に エ ー ル リ ッ ヒ が ん細胞く2 tO X

l O
6細胞ノ頭1 を腹腔内移植 し た ．

これ らの マ ウ ス に つ い

て腫瘍細胞移植 3 日後，
6 日後お よ び 12 日後に 胸腺，

脾臓 そ し て腸間膜 リ ン パ 節 を摘出 して湿 重畳 を測定し

た 結果 を表 11 に 示 した ． 対 照と し て は
，

D M 3 4 く4 0

m gl k gノEjl ま た は生理 的食塩水 く0 ． 2 5 m ll頭l 別 を

臓器摘 出の 7 日前 か ら 3 日 前の 5 日間，
1 日 1 回腹腔

内投与 した 非担が ん マ ウ ス の 胸腺， 脾臓お よ び腸間膜

リ ン パ 節の 湿重量 を測定 した ．

D M 3 4 を前投与 した 非担 が ん マ ウ ス 胸腺 の 湿重量

は 63 ． 1 士3 ． 9 m g で
，

生 理 的食塩水 を前投与 した非担

が ん マ ウ ス 胸腺 の 湿重 量 4 3 ． 7 士 3 ．6 m g よ り 重 く ，

D M 3 4 投与に よ り胸腺の肥 大が み られ た ． が ん細胞移
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th e
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，
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3 4 w a s s u s p e n d e d t o 4 m gノm l i n P S c o n t ai n i n g 4 ％ H C O －6 0 ． E a c h v al u e of t h e tl S S u e W ei gh t r e p r e

－

S e n t S m e a n 士 S ． E ． M ． of l O m i c e －

ホ

a n d
ホ ホ

i S i g nifi c a n tly d iff e r e n t f r o m r el e v a n t P S t r e a te d g r o u p a t pく 0 ．0 5 a n d p く0 ，0 1 くw ith th e S t u d e n t
，

s t －t e StJ ，
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植 3 日目と 6 日目の マ ウ ス で は
，
D M 3 4 前投与群 と生

理 的食塩水前投与群の 胸腺の 湿 重量 は ほ ぼ同 じで
，

い

ずれ も 45 へ 50 m g で あ っ た ． しか し，
が ん細胞移植 1 2

日後 に は
，

生理 的食塩水前投与 マ ウ ス 胸腺の 湿重量は

著明 な低下 を示 し
，
1 2 ． 1 士1 ． 2 m g と ， 非担が ん マ ウス

胸腺の 1ノ3 以 下の湿重量 と な っ た ．
こ れ に 対 し

，
D M 34

前投与 マ ウ ス の 胸腺 は 36 ． 3 士6 ． 7 m g と 湿 重 量の 低下

は 少な く
，
担 が ん に よ る胸腺の 萎縮が 抑制さ れ て い た ．

脾臓 は担が ん初期に 著明な湿重量 の 増大 を示 した
．

生理 的食塩水前投与 マ ウ ス 脾臓 の湿重 量は
， 非担が ん

時 の 127 ． 8 士8 ．8 m g か ら が ん 細 胞 移植 6 日 目 に は

251 ． 1 士2 0 ． 5 m g と増大 し
，

D M 3 4 前投与 マ ウ ス 脾臓

で は
， 非担が ん時の 137 ． 0 士6 －

． 1 m g か らが ん細胞移植

6 日目 に は 243 ．7 士1 7 ．O m g と な り
，

どち ら も 2 倍 近

い 湿重量の 増力ロが み られ た ． ま た
，
非担が ん マ ウ ス と

，

が ん 細胞移植 3 日目 お よ び 6 日目 の 担が ん マ ウ ス で

は
，
生理 的食塩水前投与群と D M 3 4 前投与群 と で脾臓

の 湿重量 はほ ぼ同 じで あ っ た ． しか し， が ん細胞移植

1 2 日後 に は
，
生理 的食塩水前投与 マ ウ ス 脾臓の 湿重量

は 90 ．0 士6 ． 1 m g と な り ， 著明 な脾臓の 萎縮が み ら れ

た ．
こ れ に 対 し， D M 34 前投与 マ ウ ス 脾臓の 湿重量は

176 ． 1 士 1 0 ．2 m g で あり
，

脾臓の 萎縮 は軽度 で あ っ た
．

非担が ん マ ウス の腸間膜 リ ン パ 節湿重量は生理 的食

塩水 を 前投与 した 時 55 ．8 士3 ． 9 m g で あ っ た ．
こ れ に

対 し
，

D M 3 4 を前投与 した マ ウ ス で は 72 ． 1 士4 ．9 m g

尻

とな り
，
D M 3 4 前投与に よ り腸間膜 リ ン パ 節 はや や肥

大 した ． 担 が ん マ ウス で は
， 生理 的食塩水前投与マ ウ

ス の 腸間膜 リ ン パ 節 と D M 3 4 前投与 マ ウ ス の 腸 間膜

リ ン パ 節は と も に やや肥 大 し， その 湿重量 は， 80 へ 1 2 0

m g で
，

が ん細胞移植 3 日後 ，
6 日後お よ び 12 日後の

各湿重量 に 変化は み られ な か っ た ．

V I ． 牌抗体産生細胞数 に お よ ぽ す D M 3 4 の 影響

d d Y マ ウ ス に 1 ． O X l O
8

個の S R B C を静 脈 内注射 し

て 感 作 す る 3 日 前 か ら 3 日 後 の 間 に 1 回 の み

D M 34 く40 m gl k gl を腹腔 内投与 し， 感作 か ら 4 日後

の 脾 臓 P F C 数 を 測 定 し た 結 果 を 表 12 に 示 し た ．

D M 3 4 未投与 の 対照群 マ ウ ス で は
，
1 6 9 ■ 2 士2 0 ■ 6 X l O

3

P F Cノ牌臓 で あっ た
．

一 方感作 3 日前 か ら 3 日後 の い

ず れ か の 時 期 に D M 34 を 投 与 し て も，
P F C 数 は

13 0 ．1 へ ■1 6 8 ． 2 X l O 3 個l 脾 臓 で あ り
，
D M 3 4 は 牌 P F C

数， す な わ ち脾工g M 抗体産生 細胞 数に は影響 をお よ ぽ

さ な か っ た
．

考 察

エ ー ル リ ッ ヒが ん細胞 ま た はザ ル コ
ー

マ 1 8 0 細胞を

腹腔 内に 移植 した マ ウ ス に D M 3 4 を腹腔内投与 す る

と腫 瘍増殖の 抑制 と マ ウス の 生存期間の 延長 が み られ

た ．
さ ら に

， あら か じ め D M 34 を腹腔内投与 した マ ウ

ス に 腰癌細胞 を腹腔 内移植 した場合 に も 腰 瘍増殖 の 抑

制と マ ウ ス の 生存 期間の 延長が み られ た ．

一 方
，
D M 3 4

T a bl e 1 2 ．
E ff e c t o f D M 3 4 0 n th e f o r m a ti o n of pl a q u e イo r m i n g c ell s くP F Cl i n th e s pl e e n o f m i c e

s e n siti z e d w ith S R B C

鞘意憲慧呈 P

て認i
ee n

－

3

－

2

－ 1

0

1

2

3

くC o n t r oIJ

1 6 8 ．
2 士2 5 ． 9

1 54 ． 4 士 1 5 ． 4

1 59 ． 0 士 1 2 ． 4

1 30 ． 3 士1 9 ． 2

1 3 6 ．2 士1 5 ． 2

1 3 0 ． 9 士1 2 ． 2

1 3 0 ． 1 士2 3 ． 3

1 6 9 ． 2 士2 0 ． 6

M i c e w e r e i nje ct e d i ． p ． wi th D M 3 4 く40 m gl k gI o n c e a c c o rdi n g t o th e i n d i c a t e d s ch ed ul e ． T h e s e

m i c e w e r e s e n siti z e d w ith i n t r a v e n o u s i nj e c ti o n o f l O 8 S R B C i n O ．2 m l P S o n d a y O － O n th e

4 th d a y aft e r s e n siti z a ti o n
，
th e s pl e e n c ell s w e r e o b t ai n e d f r o m th e s e m i c e a n d s u s p e n d e d i n 5

m l H a n k s b a l a n c e d s alt s ol u ti o n s u p pl e m e n te d w ith 5 ％ f e t al b o vi n e s e r u m くFB S － H B S Sl． A ft e r

th e c ell s w e r e c o u n t e d
，
th e s pl e e n c ell s u s p e n si o n w a s dil u t e d t o 8 f o ld wi th F B S － H B S S ． T h e n

2 5 FLl o f s pl e e n c e11 s u s p e n si o n a n d 1 5 JLl o f i n di c a t o r r e d c ell s u s p e n si o n く0 ．2 m l of 2 0 ％ w a s h －

ed S R B C s u s p e n d e d i n F B S － H B S S
，
0 ．2 m l of g ui n e a pi g c o m pl e m e n t a n d O ．7 m l of F B S － H B S SJ

w e r e m i x e d
，

a n d th e m i x t ur e W a S pl a c e d i n t o t h e C u n ni n gh a m
，

s c h a m b e r － T h e c h a m b e r w a s

i n c u b a te d 3 7
8

C f o r l h o u r a ft e r s e al e d b y p a r a 侃 n w a x ．
T h e h e m ol yti c pl a q u e s w e r e th e n

c o u n t e d a n d th e n um b e r o f pl a q u e f o r m i rt g c ell s くP F CI w a s e x p r e s s e d a s P F CノS pl e e n － D M 3 4

w a s s u s p e n d e d t o 4 m gl m l i n P S c o n t ai n l n g 4 ％ H C O －6 0 － E a c h v a l u e o f th e P F C r e p r e s e n t s

m e a n 士S ． E ．M ． of 5 m i c e ．

a

三 T h e c o n t r ol g r o u p o f m i c e w e r e n o t i nj e c t e d wi th a n y a g e n t s ．



D M 34 の 抗腫塙 活性

と 同 じ d －

m O r P h in a n 骨 格 を も つ デ キ ス ト ロ メ ト ル

フ ァ ン と ジ メ モ ル フ ア ン も ，
エ ー ル リ ッ ヒ腹水が ん細

胞ま た は ザル コ
ー

マ 18 0 細胞 を腹 腔内移植 した マ ウ ス

に腹腔 内投与す る こ と に よ り マ ウ ス の 生存期間を延 長

す る こ とが Ki g o s h i
， S ． ら

61 に よ り報告さ れ て い る ． し

か し
，

デ キス トロ メ ト ル フ ァ ン およ び ジメ モ ル フ ァ ン

を腫 瘍細胞移植 前に 投与 した時 に は 延命効果 も腫瘍増

殖抑制効果も み と め られ な か っ た ． こ の よう に 腰瘍移

植 前投 与に よ る抗腫 瘍効 果に お い て D M 3 4 は デ キ ス

ト ロ メ ト ル フ ァ ン や ジメ モ ル フ ァ ン と異 な っ てお り
，

D M 3 4 に は宿主介在性 の 抗腫瘍 効果 が あ る と 考 え ら

れ た
．

担が ん 宿主を介 して非特異的に 抗腫 瘍効果 をあ らわ

す免疫ア ジ エ バ ン トと して は
， 細 菌類， 多糖類

， 合成

ア ジ ュ バ ン ト な ど多数知 られ て い る
2 7I

．
これ ら の作用

機序と して は
， 腰癌細胞傷害性 マ ク ロ フ ァ

ー ジの 活性

化や N a t u r al K ill e r 細胞の 活性化な どが 考 え ら れ て

い る
．

こ れ ら の 非特 異 的免疫 ア ジ エ バ ン ト の う ち，

D M 3 4 の よ う に 腫瘍移 植の 前 に 投与 す る こ と に よ り

抗腫瘍効果 をあ ら わ す もの と し て は
， 細 菌ま た はそ の

成分 で あ る B I Cill u s C al m ett e
－ G u 6 ri n くB C GI

2 8ト 30l
，

C o 丹 乃 eゐ戊 Cね rゴ祝椚 力戊 r 即祝椚
川 3 21

0 K －4 3 2
3 3 榊 1 と 方J g占．

ぶブe 地03 リ ボ 多糖体 35J や ， イ ソ プ レ ノ イ ド抗 生物

質で あ る As c o f r a n o n e
3 61

な どが知 られ て い る
．

これ ら

の物質の 腫瘍細胞移植前投与 に よ る抗腰瘍効果は腫瘍

細胞移植に 対 す る薬物の 投与時期， す なわ ち両者 の 時

間的関係に よ り大き く 影響さ れ る こ とが 報告さ れ て い

る
3 1 靭

．
B C G は Le w i s 肺癌細胞 移植 4 日前 に腹腔内投

与 した 時に は抗腫瘍効果 を あら わ す が
， 移植2 過以 上

前に 投与 し た時 に は逆 に 腰瘍増殖 を促進す る こ とが 報

告さ れ て い る
町

． ま た
，
C 叩 胱 転 地 海 関 如 抑 川 は腰

癌細胞移植 2 日前に 投与 した 時に そ の 抗腫瘍効果 は最

大を示 し て い る
3 り

．
O K －4 3 2 で は， 腫瘍細胞移植 4 日前

に 1 回投与 した 時
33 I

，
お よ び移植 前に 4 日間連 続投与

した 時 細 に 抗腰瘍 効果 が み ら れ て い る
．
互J g 如才ggg戊 03

リ ボ 多糖 体 で は
， 腫 瘍細胞移植 4 日 前の 1 回 投与

ある い は 7 日 前か ら 2 日前ま での 5 日間投与 で 抗腫瘍

効果が み られ て い る
35ン

． A s c of r a n o n e は
，
L 1 2 1 0 白血

病細胞移植 7 日前 に 1 臥 あ る い は 8 日 前と 4 日 前の

2 回 投与 した時，
ま た は

，
ザ ル コ

ー

マ 18 0 細胞移植 7

日前， 5 日 前お よ び 3 日 前の 計 3 回投与 し た時に 抗腰

瘍効果を あ らわ した が ， 腫瘍細胞移植 と 同時 に 投与 し

た時に は 無効 で ある こ と が示 さ れ て い る
36I

．
D M 3 4 は

腰瘍細胞移植 2 日前に 1 回投与 した時 に は抗腰瘍効果

はみ ら れ な か っ た ． しか し
，

エ ー ル リ ッ ヒ 腹水が ん に

対 して は
，
4 日あ るい は 5 日間連続 し て

，
また ザ ル コ

ー

マ 18 0 に 対 して は 5 日間連続 して前投与 した 時に 腫瘍

65

増殖抑制と 担が ん マ ウ ス の 生存期間を延長さ せ る抗腰

瘍効果 が み ら れ た ． ま た
，

そ の抗腫瘍効果は， D M 34

の 前投与と腫瘍細胞移植と の間の 期間が 長く な る に し

たが い徐 々 に 低下 した ．

上 記 の 如く
，

D M 34 が 宿 主介 在性 の 抗腫 瘍効果 を

も つ と 考え られ た こ とか ら
，
D M 3 4 の マ ウ ス 免疫機構

へ の 作用 に つ い て検討 をお こ な っ た
．
その 結果，

D M 3 4

は B C G をは じめ と する 多く の抗腫瘍免疫ア ジ ュ バ ン

ト と 同様 に
2 71

マ ウ ス の S R B C に 対す る D T H を増強

した
．
さ ら に 担が ん マ ウ ス の S R B C に 対す る D T H の

低下を軽減 した ． ま た ， D M 34 は担が ん に よ る胸腺お

よび 脾臓 の萎縮を抑制す る成績 が得ら れた
．

こ れ らの

こ と か ら， D M 34 は細胞性免疫能 を増強 し
， 担が ん に

よ る細胞性免疫能低下を抑制す る作用 が ある と考 えら

れ た
． 最近，

D T H に 関与す る L yt
－1

＋

，
2

－

，
3

－

の T 細

胞が わ7 め 0 で腰癌細胞 に 破壊的 に は たら く ， ある い

は
， 局所で マ ク ロ フ ァ

ー ジ を活性化し， こ の活性化 マ

ク ロ フ ァ
ー ジが 腫瘍細 胞 を破壊す る

1 7 抑 瑚
と の 考 え

方が示 され て お り ，
D M 3 4 の抗腰瘍瀞 性と の関連か ら

興味深い
．

一

九 D M 34 は マ ウス の S R B C に 対す る脾

抗体塵生細胞数 に は影響 をお よ ぼさず， 敵性免疫 へ の

作用 はな い と考 え られ た ．

以上 の こ と か ら，
D M 34 は マ ウス の 細胞性免疫能 を

増強 し
， 宿主介在性 の抗腫瘍作用 をも つ 新規化合物 で

ある と 考え られ た ． しか し
，

その作用機序， な ら び に

生体内動態 に つ い て は不明の 点が多く， さ ら に 検討が

必要で あ る と考え られ た ． ま た
，
d －

m O r P hi n a n 骨格 を

有す る化合物の構造と抗腫瘍効果と の関係も さ ら に検

討す る べ き課題 と考 えられ た
．

結 論

d －

m O r ph i n a n 骨格 をも つ 新規化合物 D M 3 4 の 抗腫

瘍作用 に つ い て検討し
，

以 下 の 成績 を得た ．

工 ． D M 3 4 は エ
ー ル リ ッ ヒ 腹 水 が ん お よ び ザ ル

コ
ー

マ 18 0 を移植 した マ ウ ス に 対し て
，

腫 瘍移植前あ

る い は移植後 に 投与した 時，
マ ウ ス の 生存期間 を延長

し
， 腫瘍増殖 を抑制 した

．

II － D M 3 4 は マ ウ ス の S R B C に 対す る D T H を増

強 した が
，
S R B C に 対す る牌抗体産生細胞数 に は影響

をお よ ぼさ な か っ た ．

1I王一 D M 3 4 を腫瘍移植前 に 投与する こ とに よ り ， 担

が ん マ ウ ス の 肺臓 お よ び胸腺 の萎縮 を抑制 し
，

S R B C

に 対 す る D T H の 低下を軽減 した
．
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