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F u s o b a c t e ri u m n u cl e a t u m K O －3 1 の 腫瘍細胞障害

作用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I

西 脇 事 博
く昭和6 0 年2 月 1 日受付J

13 9

P bLS O b a cte ri u m n u cl e a t u m K O － 3 1 を T a m ai － F u k u d a 培地 で培養 し， そ の培養上 清よ り， 部分精製

物質 くT F ．3 1 01 を作製 し， T F －3 1 0 の 抗腫瘍活性 に つ い て検討した ． S a r c o m a 1 8 0 お よび Eh rli c h 腹水癌

細胞 の 各々 に T F －3 1 0 を添加 し， 3 7
0

C で種々 の 時間保 っ て， それ ら を マ ウ ス の腹腔内に 移植 し， マ ウ ス の 生

存日数 を 30 Ej 問観察 した． T F ． 3 1 0 で処置 した S a r c o m a 1 80 細胞 く2 ． O X lO
7
c ell sl m ll を移植 した マ ウス

く処置群l は， 末処置の S a r c o m a 1 8 0 細胞 を移植 した対照 の マ ウ ス く未処置群I に 比較 して 1 ．6 0 倍長く

生存 し た．
E h rli c h 腹水癌細胞 に つ い て も ， 先と 同様の方法 で検討 した と こ ろ， 処置群の方が ， 未処置群 に

比較 して ， 1 ． 9 7 倍長く生存 した． さ ら に
，
S a r c o m a 1 8 0 と Eh rli c h 腹水癌の腫瘍細胞に 対す る T F －3 1 0 の

直接作用 を光学顕微鏡お よ び電子顕微鏡 で検索 した ． 光学顕微鏡 に よ る観察で は， T F －3 1 0 を添加 し保 っ た

時の 腰癌細胞 が， 保存時閤に 相応 じて著 しい 変性 を受け てい た．
つ まり， 細胞膜 は変性 また は消失し

，
原

形質は その 内容物 を失 っ て
， 細胞 内に 空胞 を形成 して い た ． T F －3 1 0 を添加 し 12 0 分間保 っ た腫瘍細胞 に対

し， 電子 顕微鏡に よる検討 をお こ な っ た ． そ の 結果， 細胞内小器管の細胞外流払 ミ トコ ン ドリ ア のク リ

ス タ の 変性と 消失， そ し て ユ ウ タ ロ マ チ ン の 減少が観察さ れ た．
こ れ ら の 所見は， T F －3 1 0 が腫瘍細胞 に対

して 直接細胞障害作用 の あ る こ と を示 唆 した
．

K e y w o r d s a n a e r ob e s ， f b s ob a ct e ri u m n u cle ai u m
，
a n tit um O r a Ctiv it y ．

抗腫瘍物質の 研究が数多く報告され てい る な か で ，

細菌に よる抗腰瘍効果 の 研究が盛 ん で ある． 細菌の 抗

腫癌活性に つ い て の 報 告
1 ト 抑 は 多数認 めら れ るが ， そ

れら の ほと ん どは好気性菌に よ る研究 で あ る．

一 方， 嫌気性菌 の 抗 腫 瘍活性の 報告21 ト 3 2I に つ い て

は
， 国内 ． 外 に 見 ら れ， そ の ほ と ん ど は 戊乃戊e 和み才c

C o り乃 g占戊C ねわ祝 研 ， C わざわプd 由 の 抗腫瘍活性 の 研究報

告
2 9 ト 3 2I で ある ．

玉井 らは 数年 前よ り嫌気性菌の 凡 s o 一

反佑反正椚解 プ服化 ね融お桝 の 培養上 清液 に 抗腫瘍活性の あ

る こ と を報告3 3 ト 3 引 して い る ． しか し
， 細胞 レ ベ ル に つ

い て の 実 験 で 証 明 さ れ て い な い た め， 著 者 は 且

乃祝ごね戊よ祝 椚 K O － 31 の 培養上浦液 よ り抗腰 瘍活性 を有

する と 考え ら れ る物質 を抽出し， E h rli ch 腹水癌お よ

び S a r c o m a 1 8 0 細胞 を用 い て， i n vi t n で作 用 させ た

後オ乃 め 0 で抗腰 瘍活性 を検討 した．
さ ら に ， その 際

の 腫瘍細胞 に つ い て
， 光学顕微鏡お よ び電子顕微鏡 に

よ り形態学的 に 観察 し， 腰癌細胞障害作用 に つ い て検

討した ．

材料お よ び方法

工 ． 抗腫 瘍物質の 作成

実験に 供 した 菌株 は， 金沢大学医学部 口腔外科学教

室保存株の F ナ紺 誠 加 ゎ解 K O －3 1 を使用 した．
この 保

存株 を
，
T a m ai － F u k u d a 培地3 61くT F 培地， 日水， 東京l

で
，
3 7
0

C ． 4 8 時間前培養後， T F 培地 く15 m り に 0 ． 4

m l を移植 し， 3 7
0

C ．2 4 時間培養した ．
これ を， T F 血

液寒天 平板培地で
，
3 7
0

C ．4 8 時間嫌気培養 くG a s P a k ，

B B L
，
U ． S ． A ．1 後， 形成 し てく る集落を釣薗し， T F

培地 く15 m り に 移植後， 37
0

C ．4 8 時間増菌 し， そ の 4

m l を10 0 m l 容量 の投薬 ビ ン に 作製した T F 培地く100

m ll に 移植 した．
37
0

C
．2 4 時間培養後

，
2
，
0 0 0 m l 容量

の投薬 ビン に 2 ，00 0 m l の T F 培地 を作製 し， 培養液の

A b b r e v i ati o n s こ I C R
，
I n stit u t e f o r C a n c e r R e s e a r c h ニC rj ニ C D

－1くI C Rl， C h a rl e s R iv e r J a p a n

I n c ニ T F 培地
，
T a m ai F u k u d a 培地 ．



1 4 0

削 m l を移植 した． 3 アC ．4 8 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 え十分攫

拝後
，
4
0

C で
一 夜静置 し， 再 び 10 ，

0 0 0 X g
． 20 分間冷

却遠心後 ， 得 られ た沈澱物質に 燐酸緩衝液 くp B 7 ．0う

20 0 m l を加 え
，
1 0 － N H Cl で p H を 4 ．0 に 調整 した．

さ ら に ， 4
0

C で
一 夜静置後 10 ，0 0 0 X g

．2 0 分間遠心 し，

得 られ た 沈澱物質に 燐酸緩衡液 200 m l を 加 え， 1 － N

N a O H で p H 8 ． 0 に 調整後
，
蛋白分解酵素 の プ ロ ナ ー

ゼ 仁プ ロ ナ ー ゼ E ， 科研 ． 東京I を加 え， 2 4 時間作用

させ 除蛋白 した． 除蛋白後， 10 ，0 0 0 X g ．2 0 分間冷却遠

心 した後， エ チ ル ア ル コ
ー ル を 60 ％の 割に 加 え， 沈澱

物質 に 燐酸緩衝液を加 え， イ オ ン 交換 カ ラ ム D o w e x

I X 4 で吸着さ せ た後， 溶 出し， 限外濾過後 ザイ ツ に

て 無菌的に 濾過 した． 濾過後凍結乾燥 し， こ れ ら の部

分精製 した物質 を実験 に供 した．
こ の T a m a i ． F u k u d a

培地か ら得 ら れた物質 を T F －3 1 0 と名付 け， 実験 に 使

用 す る際， ハ ン クス 液 に 適量懸濁 し使用 した ．

H ． E b rli c h 腹水癌細胞 お よ ぴ S a r c o m a 1 8 0 細胞

の 調整

4 ． 0 へ ノ 6 ． O X lO
6
c ell sJ m l の Eh rli c h 腹 水癌細胞 お よ

び S a r c o m a 1 8 0 細胞 をIC R く工n stit u t e f o r C a n c e r

R e s e a r ch ， C rj こ C D － 1 く工C RI C h a rl e s R i v e r J a p a n

l n c ．1 系 マ ウス に 7 日日 ごと に 継 代 した 腫瘍細胞 を実

験 に供 した． 本実験 に 際 して 7 日目 に ， 貯留 した ミ ル

ク状の腹水 を無菌的に 採取 し， 適量の ハ ン ク ス 液 を加

え
，
T u r k 型白血球計算盤 くエ ル マ 光学 K 工K ノ 東京I

で算定 した． 各実験 ごと に 細胞数 を調整後， E b rli c b 腹

水癌細胞 お よ び S a r c o m a 1 8 0 細胞の 浮遊液 と し て 実

験に 供 した．

正I ． 実験動物

す べ て の 実験 に は， 工C R 系 マ ウス の生後 5 週目で約

20 g の も の を使用し た．

I V ． E h rli c h 腹 水癌細胞 お よ ぴ S a r c o m a 1 8 0 細 胞

に 対す る T F －3 1 0 の 抗 腫癌活 性

まず
，
T F －3 1 0 の 量を ハ ン ク ス 液で 0 ． 4

，
0 － 2

，
0 ． 0 4 ，

0 ． 0 0 4 ， 0 ．0 0 0 4
，
0 ． 00 0 0 4 m gノm l に調 整 し， こ の 懸濁液

を， 中試験管 5 本に 各々 3 m l 分注 した． 分注後， 細胞

数を 2 ． O X 1 0
7
c ell sJ m l に調 整し た Eh rli c h 腹水癌細胞

お よび S a r c o m a 1 8 0 細胞の 細胞浮遊液を， そ れ ぞ れ の

中試験管内に 各々 3 m l 分注 し， 計 6 m l の 均
一 な懸濁

液を作製 した．
この 懸濁液 を 37

0

C で 15
，
3 0

，
6 0

，
12 0

，

18 0 分間保っ た後， その 0 ． 5 m l を マ ウ ス 腹腔内 に 移植

し， 生存 日数 を 30 日間観察 した ． 対照群 は， 2 ． O X l O
7

c ell sノm l の 腫瘍 細胞の み の 浮遊液 を先の 各々 の 時 間

に 保ち， 各々0 ． 5 m l 移植 した マ ウ ス と し， 比 較検討 し

た．

脇

つ い で
，
T F － 31 0 の 量 は0 ． 2 m gノm l と

一 定 に し
，

E h rli c h 腹水癌細胞 お よ び S a r c o m a 1 8 0 細胞 の 細胞

数 は， 4 ． O X lO
7

，
2 ．O X l O

7

，
1 ． 2 X l O

7

，
4 ． O X l O

6

，
2 ．O X

l O
6

，
1 ． 2 X lO

6

，
4 ．O X lO

5
c e11 s J

l
m l に 調整 して前述の操

作 と同様 に ， 各試験管の 全量 を 6 m l と した均
一

な懸濁

液 を作製 し た． 懸濁液 を 15 ， 3 0 ， 6 0 ， 1 2 0 ， 1 80 分間 37
0

C

に 保 ち ， そ の 0 ． 5 m l を マ ウ ス の 腹腔内に 移植 し， 3 0 日

間生存 日数 を観察 した． 対照群と して ， それ ぞ れ に 合

致 す る 細胞数 の Eh rli c h 腹 水癌細胞 お よ び S a r c o m a

1 8 0 細胞 0 ． 5 m l を移植 し た．
マ ウ ス は 1 群 10 匹 で 実

験 した ．

V ． 抗腫瘍効 果 の 判定

調整 した腫瘍細胞浮遊液の 0 ． 5 m l を マ ウ ス の腹腔

内に 移植後， 30 日間生 存 日数 を観察 し抗腰瘍効果 を判

定 した．
す な わ ち

，
T F －3 1 0 処置群の 平均 生 存日 数くTつ

と 対照 群 の 平均生存 日数くCうの 比 ，
つ ま り TノC x lO O

で 抗腫 瘍効果 を判定 した 抑 ．

Vl ． 光学顕 微鏡お よ び電子 顕 微鏡 に よ る 形 態学的観

察

Eh rli ch 腹水癌細胞 お よび S a r c o m a 1 8 0 細胞 を， ハ

ン ク ス 液 で 2 ． O X l O
7
c ell sl m l に 調 整， 懸濁 し， 各々 の

細胞 に つ き中試験管 に 3 m l ず つ 分注 した ．
さ ら に

，

T F － 3 1 0 を ハ ン ク ス 液 で ， 0 ．2 m gl m l に 調整後， それ ぞ

れ の 中試験管内 に 3 m l 分注 し全量 6 m l の 懸濁液 を作

製 した ． そ れ ら を37
0

C で 1 5 ， 3 0 ， 6 0 ， 1 2 0 ， 1 8 0 分間保

ち， 経 時的に 懸濁液 を採取 し て， メ タ ノ
ー ル 固定後ギ

ム ザ 染色 をお こ ない ，
各細胞像 を光学顕微鏡く400 倍う

で観察 した ．

続 い て， 微細構造の 形態学的変化 を電 子顕微鏡で観

察 した ． 電子顕微鏡 は， 日立 H U － 5 0 0 型 透過電子顕微

鏡 を使用 し， 直接倍率 2 ，1 0 0 倍 と 6 ，0 0 0 倍で 観察 した．

E h rli ch 腹水癌細胞 お よ び S a r c o m a 1 8 0 細胞 を， ハ

ン ク ス 液 で 2 ． O X lO
7
c ell sl m l に 調整， 懸濁 し た 後，

ペ ッ ク マ ン 超遠心用 チ ュ ー ブくB e c k m a n I n st r u m e n ts ．

I n c ． C alif o r n i a ． U ． S ． A ．1 に それ ぞれ ， 1 ． 5 m l 分注し

た
．
つ ぎ に ハ ン ク ス 液 で 0 ． 2 m gl mi に 調整 した T F

．

3 1 0 を
，
それ ぞ れ の チ ュ

ー ブ に 1 ． 5 m l 加 え
，
各チ ュ ー

ブ に つ き 3 m l の 懸濁 液 と し た． そ れ ら を 37
0

C で 120

分 間 保 っ た ． 対 照 は E h rli c h 腹 水 癌 細 胞 お よ び

S a r c o m a 1 8 0 細胞 に ハ ン ク ス 液の み を加 え た も の と

し， 同様 に 37
0

C で 1 2 0 分間保 っ た ． そ の 後
，
T F－31 0 処

置群， 対照群 とも に ，
2 5 0 X g

． 5 分間遠心 した． 遠心

の 回 転 数 お よ び 時 間 の 設 定 は， 森
抑
，
吉 田3 81

，

K o s h i m u r a ら
3 91
， O k a m o t o ら

頼 の 報告 に 従 っ て人 工

的 に細胞破壊が生 じな い 条件 と した． 得 られ た沈漆は，

2 ． 5 ％ グル タ
ー ル ア ル デ ヒ ドく0 ． 1 M カ コ ジ ル 酸 ソ

ー ダ

緩衡乳 p H 7 ． 4うで 4
0

C
，
6 0 分間前固定後， 2 ％オ ス
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ミ ウ ム 酸く同緩衡汎 p H 7 ．41 で 9 0 分間固定 した
．
つ

い で
，
エ チ ル アル コ ー ル で脱 水 し エ ボ ン包埋 した． 包

埋後， ダイ ヤモ ン ド ナイ フ に よ り， L K B ウ ル トラ ト ー

ム 軋80 0 室削 に て超薄切片を作製し た． 染色は
， 酢酸

ウ ラ ニ ウ ム と ク エ ン 酸鉛で 二 重染色 し， 電子 顕 微鏡で

観察 した－ なお ， 同時に
，
エ ボ ン 包埴材料 を約1 メ の厚

さ に 薄切 し， トル イ ジ ン ブ ル ー

染色観 光学顕微鏡で

対比 観察 した．

成 績

工 ． E h rli c h 腹水癌細胞 に対 す る T F ． 3 1 0 の 至 過渡

度 の 検討

E h rli ch 腹水癌細胞数 を2 ． O X l O
7
c ell s J m l と 一 定

に し， T F －3 1 0 の 量を変化さ せ
，
そ の至 過渡度 を検討 し

た
．
その 結果

， 表 1 に 示 す ごと く
，
0 ．4 m gl m l の T F －

3 1 0 を添加 した処置群は， 1 5 ， 3 0
，
6 0 分間保 っ た も の

で は抗腫 瘍活性 を示 さ なか っ た
． しか し，1 2 0 分間保 っ

たも の は T ノCく％うが
，
1 5 5 ． 7 ％と高い 抗腫 瘍活性 を示

す数値が得ら れ， 1 8 0 分間で は 172 ． 4 ％と著 しい 抗腫瘍

活性を示 す数値が得られ た■ ま たt O ． 2 皿 gノm l を添加

した処置群 で は， 1 5 あ る い は30 分 間保 っ た だ け で は

抗腫瘍活性 ほ低値であ っ たが
，
6 0 分間で は

，
1 3 0 ． 9 ％と

有効数値を示 した． さ らに
，
12 0 分間で は 185 ．4 ％

，
1 8 0

分 間で は
，
1 9 7 ． 8 ％と著し い 抗腫瘍活性 を示 した ．

つ ぎ

に
，
0 ． 04 m gノm l を添加 した処置群で は， 1 5 ， 3 0

，
6 0 分

間保 っ た もの で有効な抗腫瘍滴性を示 さ なか っ たが，
1 2 0 分間で TノCく％I が，1 3 7 ．1 ％と有効数値を示 し， 1 80

分間 で は
，
T ノCく％I が 15 8 － 2 ％と高い 抗腫瘍活性 を示

す 数値が得ら れた ．

一 方， T F ． 31 0 の添加量を少量に し

た 0 ． 0 0 4 m gl m l 以 下の 処置群の TI Cく％J は
，
い ずれ

T a bl e l ． I n fl u e n c e o f E h rli c h a s cit e s c a r ci n o m a c e11 s o n th e s u r v i v al d a y s o f i n o c ul a te d
m i c e

，
a n d i ts m o d i丘c a ti o n i n d u c e d b y p r e v i o u s i n c u b a ti o n of th e c a r ci n 9 m a

C ell s く2 ．O x l O 7 c ell sノm lJ wi th T F －3 1 0 a t di ff e r e n t c o n c e n t r a ti o n s f o r v a r l O u S
P e ri o d s ．
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2 2 ． 5 士 2 ． 5

14 ． 2 士 1 ． 4
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1 6 ． 3 士 1
． 8

1 7 ． 5 士3 ． 2
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1 7 ．0 士 1 ． 4

17 ． 2 士 1
．8

1 4 ． 6 士1 ．4

15 ． 6 士1 ．5

16 ． 6 士1 ．5

15 ． 9 士1 ． 7

17 ． 6 士2 ． 1

1 3 ． 5 士0 ． 9 95 ． 5

1 4 ． 4 士1 ． 1 1 09 ． 7

1 4 ．2 士0 ． 9 11 9 ． 0

1 4 ．9 土1 ． 2 1 55 ． 7

1 4 ．5 士1 ． 0 1 72 ． 4

1 3 ．6 士1 ． 3 1 0 4 ． 4

14 ． 3 士1 ． 4 1 0 6 ． 2

1 4 ． 2 士0 ． 9 13 0 ． 9

1 3 ． 7 士0 ． 6 1 8 5 ． 4

13
． 7 士0 ． 9 1 9 7 ．8

13 ． 7 士0 ． 8 10 5 ． 1

1 3 ． 6 土 1 ． 0 10 5 ．1

1 3 ． 5 土1 ． 2 1 2 7 ．4

14 ． 0 士 1 ． 1 1 3 7 ． 1

1 3 ． 9 士1 ． 1 1 58 ．2

1 3 ．5 土 1
． 0 1 05 ． 1

1 3 ．8 士1 ． 2 11 2 ． 3

14 ． 0 土1 ． 1 1 1 5 ． 0

1 4 ． 2 士1 ．3 1 14 ． 7

1 4 ． 1 土1 ．3 12 4 ． 1

14
． 0 土1 ． 5 1 0 5 ． 0

14 ． 0 土1 ． 1 1 10 ． 7

1 4 ． 4 土 1 ． 4 11 2 ． 5

1 4
． 5 士0 ． 8 1 17 ． 2

14 ． 0 士1 ． 1 1 2 2 ． 8

1 4 ． 4 士 1 ． 4 101 ．3

王4
． 5 士0 ． 8 1 0 7 ．5

1 4 ． 3 士0 ． 9 1 1 6 ．0

1 4 ． 5 土 1 ． 2 1 0 9 ． 6

1 4
．0 士 1 ． 2 1 2 5 ． 7
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1 4 2 西

も 13 0 ％以 下の低値で抗腫瘍活性 を 示 さ な か っ た ． 以

上 の 実験成績 よ り， E h rli c h 腹 水癌細胞 の 2 ． O X l O
7

c ell sノm l に 対 し， 最も 高い 抗腫瘍活性 を示 す T F
． 31 0

の 至適 濃度 は 0 ． 2 m gノm l で あ る と す る成績 が得 られ

た．

1l
．
馳 Tli c血腫 水癌細胞 の 細胞数 に 対 す る T F

－ 3 1 0

の 作用

先の 実験か ら， T F － 3 1 0 の 添加量 を0 ． 2 m gl rn l と
一

定 に し， E h rli c h 腹水癌細胞の 細胞数 を変化 さ せ て そ

の 影響 を観察 した．

結 果 は， 表 2 に 示 す ご と く， 4 ．O X l O
7
c ell sI m l の

Eh rli ch 腹水癌細胞に T F ．3 1 0 を添加 して 15 ， 3 0 分間

脇

保 っ た も の で は， TノC く％うの 有効数値 は得ら れ なか っ

たが
，
6 0

，
1 2 0 ， 1 8 0 分間 で は ， TノCく％1 は各々13 2 ． 2 ，

14 6 ． 8 ， 1 5 6 ． 8 ％と 有効数値 を示 した．
2 ． O X l O

7
c ell sノm l

に T F －3 1 0 を添加 した群で は ，
1 5

，
30 分間保 っ た もの

で有効数値 を示 さ なか っ たが ， 6 0 分 間で は， TノCく％う

が 130 ． 9 ％の 有効数値 を示 し， 12 0 ， 1 8 0 分間で は， T ノ

C く％うは 185 ． 4
，
1 9 7 ．8 ％と著 しく高 い 抗腫瘍滴性 を示

す 数億 が得 ら れ た ． 1 ． 2 X l O
7
c e11 sノm l に T F ． 31 0 を添

加 した群 は， 1 5 ， 3 0 ， 6 0 分間保っ たも の で は有効数値

は得 ら れ な か っ た が ，
1 2 0

，
18 0 分間で は

，
各々T ノC く％1

が 1 8 3 ．9
，
18 3 ． 0 ％と 著 しく高い 抗腫 瘍活性 を示 す数値

が得 られ た．
4 ． O X l O

6
c ell sノm l に T F －3 1 0 を添 加 した

T a b l e 2 ． I n fl u e n c e o f E h rli c h a s cit e s c a r ci n o m a c ell s o n th e s u r v i v a
l d a y s of i n o c ul a t e d

m i c e ， a n d it s m o d ifi c a ti o n i n d u c e d b y p r e vi o u s i n c u b a ti o n of th e c a r ci n o m a

c ell s a t di ff e r e n t c ell n u m b e r s w ith T F
－3 1 0 a t a c o n st a n t c o n c e n t r a ti o n of O ．2

m gl m l f o r v a ri o u s p e ri o d s ．
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9
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25 ． 6 士3 ． 4

1 8 ． 2 士1 ． 4

18 ． 4 士1 ． 7

22 ， 5 士1 ． 9

2 6 ．3 士3 ． 0

2 5 ．7

1 9 ． 2 士1 ． 9

1 9 ． 9 士2 ． 4

2 4 ． 9 士3 ． 6

2 6 ． 0
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1 1 ， 7 士 1 ．
0 1 0 0 ． 8
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13 ． 7 士0 ． 9 1 8 3 ． 9

1 4 ． 2 士0 ． 9 1 8 3 ． 0

14 ． 5 士0 ． 8 1 0 7 ． 5

14 ． 8 士1 ． 4 1 1 2 ． 8

1 4 ． 3 士1 ． 0 1 3 6 ． 3

1 4 ． 7 士 1 ．
2 16 8 ． 0

14 ． 5 士0 ． 9 16 9 ． 6

16 ． 8 士1 ． 3 98 ． 2

17 ．
4 士1 ． 4 1 0 1 ． 1

17 ． 3 士1 ． 7 1 2 4 ．2

1 8 ． 6 土 1 ． 2 1 3 6 ．5

1 7 ． 3 士1 ． 8 1 4 7 ． 9

1 7 ． 9 士 1 ． 5 1 0 1 ． 6

19 ． 5 士2 ． 0 9 4 ． 3

1 9 ． 1 士1 ． 3 1 1 7 ． 8

18 ． 5 士1 ． 7 14 2
．
1

18 ． 8 士1 ．
4 1 3 6 ． 7

1 9 ． 1 士1 ． 9 10 0 ． 5

1 9 ． 6 士 1 ． 8 1 0 1 ． 5

1 9 ． 9 士 1 ． 8 1 2 5 ． 1

1 9 ． 8 士1 ． 9 1 3 1 ． 3

1 9 ． 9 士 1 ． 7 1 3 2 ． 1
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群 で は， 15 ， 3 0 分間保 っ た も の で有効数値 を 示 さ な

か っ たが ， 60 分間で T ノCく％I は 1 36 ． 3 ％の 有効数値 を

示 し， 1 2 0 ， 18 0 分 間の T ノCく％うは， 各々16 8 ． 0
，
16 9 ． 6 ％

の 高い 抗腫瘍活性 を示 す 数値であっ た．
2 ． O X l O

6
c ell sノ

m l に T F －3 1 0 を添加 した 群に お い て ， 1 5
，
3 0

，
6 0 分の

保存時間で は有効数値は得 られ な か っ た が ， 1 2 0
，
18 0

分間保つ と， TノC く％うが各々 1 36 ． 5
，
1 4 7 ．9 ％の 有効数

値を示 した ． 1 ． 2 x l O
6
c ell sl m l に T F ，3 1 0 を添加 し た

群は ， 保存時間が 15
，
3 0

，
6 0 分間で 有効数値 は得られ

なか っ たが
，
1 2 0

，
18 0 分間で は

，
TノCく％うは各々1 42 ． 1

，

13 6 ． 7 ％で 有効数値 を示 した
．
4 ． O x lO 5 c e11 sノm l に T F ．

3 10 を添加 した群 は， 1 5 ， 3 0
，
6 0 分間で 有効数値 を示

さ な か っ た が
，
1 2 0

，
1 8 0 分 間 で の TノCく％1 は 各々

131 ． 3
，
1 32 ■ 1 ％で低 い なが ら も有効数億 を示 した． 以

上 の 実験結果よ り， T F ．3 1 0 は Eh rli c h 腹水癌細胞 に 対

し抗腫瘍括性 を示 す こ と が判明し た． と く に T F ．3 1 0

が 0 ． 2 m gノm l ， E h rli c h 腹水癌細胞数が 2 ． O X l O
7
c e11 sl

m l で最も 高い 抗腫瘍活性値が得 られ た
．
なお

， 3 0 日間

の 経過観察期間 をすぎて も， 1 2 0 分間保 っ た群 で 2 匹，

1 8 0 分間保 っ た群 で も 3 匹が 生存 し， とも に そ の 後 も

健全な発育 を示 した
．

m ． S a r c o m a l 帥 細胞 に 対 す る T f
l
－3 1 0 至 通 濾度

の 検討

表3 に 示 す ご と く， S a r c o m a 1 8 0 細胞 の 細胞数を

2 ．O X l O
7

c ell sl mi と 一

定に し， T F r3 1 0 の量 を変化 させ

至 過渡度の検討 をお こ な っ た ．

T F －3 1 0 0 ． 4 m gノm l の 処置群 で は， 1 5 ， 30
，
60
，
1 2 0

，

18 0 分間の い ずれ の 保存時間で も TノCく％J は有効数値

以下で あ っ た
．
0 ．2 m gノm l の T F －3 1 0 を添加 した処置

群は， 1 5 ， 3 0 分間保 っ た もの で は有効数値以下 で あっ

た が
，
6 0 分間 の TノCく％ユは 130 ．4 ％と 有 効数値 を示

し， 12 0 分間で は 14 1 ． 1 ％と有効数値を認 め た． さ ら に
，

T a b l e 3 － I n fl u e n c e o f S a r c o m a 1 80 c e ll s o n th e s u r vi v al d a y s o f i n o c ul a t e d m i c e
，
a n d

it s m o d i丘c a ti o n i n d u c e d b y p r e vi o u s i n c u b a ti o n o f th e s aT C O m a C ell s く2 ．O x l O
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1 5 ．7 士 2 ． 6
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1 9 ．9

2 1 ．7

1 5 ．8 士3 ． 0
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14 ． 7 士0 ．8

1 5 ． 4 士1 ．7

16 ． 4 士 1
， 7

17 ． 3 士2 ． 5

1 6 ． 4 士3 ． 1

1 4 ．6 士1
． 3 9 4 ．5
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． 5

1 5 ． 9 士1 ． 3 1 37 ． 2

1 6 ． 3 士1
． 1 1 26 ． 4

13 ． 6 士1 ． 0 1 14 ． 0

14 ． 8 士0 ． 8 1 21 ． 0

14 ． 2 士1 ． 4 1 27 ． 5

1 5 ． 4 士 0 ． 7 1 29 ． 3

14 ． 6 士1 ． 1 1 4 1 ． 8

1 5 ． 2 士1 ． 2 1 05 ． 9

16 ． 2 士1 ． 2 1 2 4 ． 1

15
． 9 士0 ． 7 1 15 ． 1

1 5 ． 2 士1 ． 0 1 38
． 2

16 ． 0 士1 ． 5 1 30 ． 0

1 4 ． 1 士 1 ． 2 1 0 4 ． 3

1 5 ． 1 士1 ． 7 1 02 ． 0

13 ． 9 士1 ． 1 11 8 ． 0

1 4 ． 6 士1 ．
2 1 18 ． 5

1 4 ． 1 士1 ． 4 11 6 ． 3

al R e a di n g w a s p e rf o r m e d f o r 3 0 d a y s a ft e r i n tr a p e rit o n e al i nj e cti o n o f a m i x e d s u s －

p e n si o n of T F
－3 1 0 a n d S a r c o m a 1 8 0 c ell s く2 ．O x l O 7 c ell sl m ll in to m i c e ．



1 4 4

1 8 0 分間で は TノCく％1 は 16 0 ． 7 ％と 著 し い 抗腰痛活性

を示 す成績が得られ た．
T F －3 1 0 0 ． 0 4 m gJ m l を添加 し

た処置群 は， 1 5 ， 3 0 分間保 っ た も の で は有効数値以下

であっ た が， 6 0 分 間の T ノC く％1 は 13 2 ． 5 ％と 有効数値

を示 し， 1 20 分 間で は 13 7 ． 2 ％ と TノCく％1 の 上 昇 をみ

た ． しか し，1 8 0 分間で は T ノCく％I は 12 6 ． 4 ％と 有効数

値に は い た ら なか っ た ．
0 ．0 0 4 m gl m l を添加 した処置

群 は， 1 5 ， 3 0 ， 6 0 ， 1 2 0 分間保 っ た もの で は有効数値以

下 で あ っ た が， 1 80 分間で は T ノC く％うは 1 4 1 ．8 ％と上

昇し有効数値 を示 した． ま た， 0 ． 0 0 0 4 m gノm l を添加し

た処置群は， 1 5 ， 30 ， 6 0 分間保 っ た も の で は有効数値

以下で あ っ たが ， 12 0 ， 1 8 0 分 間で は， T ノC く％1 は各々

T a bl e 4 ． I n且u e n c e o f S a r c o m a 18 0 c ell s

脇

13 8 ． 2
，
13 0 ． 0 ％ と有効数値が得 られ た． －

一 方， 0 ． 0 0 00 4

m gノm l を添加 した処置群 は， い ず れ の 保存時間に お い

て も T ノC く％ンは有効数値以下 で あ っ た ． 以 上 の 実験成

績 に よ り， S a r c o m a 1 8 0 細 胞 の 細 胞数が 2 ． O x lO
7

c ell sノmi に 対 し て は， T F －3 1 0 0 ．2 m gl m l が 最も 高 い

抗腰瘍清性を示 す至適濃度であるとする成績 が得 られ た．

1 V ． S a r c o m a 1 8 0 細胞 の 細 胞 数 に 対 す る T F － 3 10

の 作用

先 の 至 過渡度 の 実験 よ り， T F －3 1 0 の 添加 量 を0 ． 2

m g J m l と
一 定に して， S a r c o m a 18 0 細胞の 細胞数 を変

化させ 検討を お こ な っ た ．

結果 は， 表 4 に示 す ご とく ，
S a r c o m a 18 0 細胞 の 細

o n th e s u r v i v al d a y s of i n o c ul a te d m i c e ， a n d

it s m o di丘c a ti o n i n d u c e d b y p r e v i o u s i n c u b a ti o n of th e s a r c o m a c e
ll s a t dif －

f e r9 n t C ell n u m b e r s w
ith T F －3 10 a t a c o n s t a n t c o n c e n t r a ti o n of O ．2 m gl m l f o r
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1 5

3 0

6 0

1 2 0

18 0

1 2 ． 0 士 1 ．1

1 2 ． 6 士 1 ． 4

1 2 ． 7 士 1 ． 6

14 ． 6 士2 ． 7

1 5 ． 4 士3 ． 3

14 ． 1 士 1 ． 7

1 5 ． 7 士2 ． 6

19 ． 3 士3 ．6

1 9 ．9

2 1
．7

1 5 ．4 士1 ． 3

1 5 ．7 士 1 ． 7

1 4 ．9 士 5 ． 5

1 8 ．1 士 4 ． 0

2 3 ． 4 士 2 ． 5

1 6 ．
4 士 1 ． 0

1 6 ．9 士 1 ． 5

1 6 ． 8 士 1 ． 5

2 1
． 5 士 4 ． 0

2 3 ． 3 土2 ． 1

17 ． 0 士2 ． 0

1 7 ． 9 士2 ．6

18 ， 0 士3 ． 1

2 2 ． 4 土 1 ．8

2 3 ． 9

1 7 ． 8 土 1 ．6

18 ．
0 士 1

．3

2 11 ． 1 士 2 ．6

23 ． 1 士2 ．3

2 4
．
6 士 3 ．4

19 ． 5 士 1 ．7

19 ． 6 士 1 ．5

2 1 ． 8 士2 ． 5

2 2 ．2 士 2 ． 6

2 3 ．1

1 2 ．2 士 1 ． 0 9 8 ． 3

1 2 ． 1 士 0 ． 7 1 0 4 ． 1

1 2 ．6 士1 ． 0 10 0 ． 7

1 2 ． 3 士1 ． 0 1 18 ．
6

1 2 ．1 士 1 ． 1 12 7 ．2

1 3 ． 7 士0 ． 7 1 0 2 ．9

1 3 ． 6 士 1 ． 3 1 1 5 ．4

1 4 ． 8 土0 ． 9 1 3 0 ．4

1 4 ． 1 土1 ．4 1 4 1 ．1

13 ． 5 士1 ． 1 1 6 0 ．7

15 ． 5 士 1 ，
2 9 9 ．3

13 ． 3 士 4 ．4 1 1 0 ． 8

14 ． 7 士 1 ．2 1 0 1 ． 3

14 ． 6 土 1 ． 0 1 2 3 ． 9

1 4 ．9 士 1 ． 4 15 7 ． 0

1 5 ． 9 土0 ． 9 10 3 ．
1

1 6 ． 1 士 1 ． 3 10 4 ． 9

1 6 ．5 士 0 ． 8 10 1 ． 8

1 6 ．2 士1 ． 0 13 2 ． 7

1 6 ．5 士0 ． 9 1 4 1 ． 2

1 6 ． 8 土 1 ． 7 10 1 ． 1

1 7 ．8 士1 ． 4 1く10 ．5

1 7 ．
6 士 1 ． 9 1 0 2 ．2

1 7 ． 6 士 1 ． 3 1 2 7 ．
2

1 8 ． 5 士1 ． 4 1 2 9 ． 1

17 ． 4 士 1 ． 2 1 0 2 ．2

17 ． 0 士 1 ．3 1 0 5 ．
8

17 ． 7 士 1 ．2 11 3 ． 5

17 ． 6 士 1 ． 4 ユ3 1 ． 2

17 ． 8 士1 ．2 13 8 ．
2

19 ． 4 士 1 ． 7 10 0 ． 5

19 ． 4 士 1 ． 5 1 0 1 ． 0

19 ． 2 士 1 ． 3 1 13 ． 5

19 ． 6 士 1 ． 0 11 5 ． 6

1 9 ．4 士 1 ． 5 1 19 ． 0

al R e a d i n g w a s p e rf o r m e d f o r 3 0 d a y s af t e r i n tr a p e rit o n e al i nj e c ti o n of a m i x e d s u s
－

p e n si o n o f T F
－ 31 0く0 ．2 m g Jl m ll a n d S a r c o m a 1 8 0 c ell s i n t o m i c e －
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3 1 の 腫瘍細胞障害作用 1 45

胞 数4 ． O X lO
7
c ell sl m l に 対 し て T F －3 1 0 を 0 ． 2 m gl

m l 添加 した処置群 で は， い ずれ の 保存時間で も有効数

値以下で あ っ た ． しか し
，
2 ． O X l O

7
c ell sl m l に 対 す る

T F －3 10 の 処置群 は， 1 5 ， 3 0 分間保 っ た も の で は有効数

値以下で あ っ たが ， 60 ， 1 2 0 分間で は TノCく％うが各 々

13 0 ． 4
，
1 4 1 ． 1 ％の 有効数値を示 し， 1 8 0 分間で は T ノC

く％うは 160 ． 7 ％と 高 い 抗 腫瘍活性 を 示 し た． ま た
，

1 ．2 X l O
7
c ell sJ m l に 対 して T F ．3 1 0 を添加 した 処置群

は
，
15
，
3 0 ， 6 0 ， 12 0 分 間保っ たも の で は有効数値 を示

さ な か っ た が ，
1 8 0 分間 の TノCく％1 が 1 57 ．0 ％と 高 い

抗腫瘍活性 を示 した．
4 ． O X lO

6
c ell sJ m l に 対 して T F －

31 0 を添加 した 処置群 は
，
1 5

，
3 0

，
6 0 分 間保 っ た もの

では有効数値以下 で あ っ た が， 12 0 ， 18 0 分間で は
，
T ノ

C く％ユは各々1 32 ． 7
，
1 4 1 ．2 ％と 有効数値 を示 し た．

一

九 2 ．O X l O
6
c ell sl m l に 対す る処置群 は， い ずれ の 保存

時間で も T ノC く％うは有効数値以 下 で あ っ た ． 1 ． 2 X l O
6

c ell sl m l に 対す る処置群 は， 1 5 ， 3 0 ， 6 0 分間保っ た も

の で は有効数値以下 で あ っ た が
，
1 2 0

，
1 8 0 分間で， Tノ

Cく％I は 各々13 1 ．2
，
1 3 8 ． 2 ％と有効数値 を示 した

．
ま

た
，
4 ． O X l O 5 c e11 sl m l に 対 す る処置群 は， い ずれ の 保存

時間 に お い て も それ ら の T ノCく％うは有効数億以下 で

あ っ た ． 以 上 の 実験結果 よ り， T F － 31 0 0 ． 2 m gノm l ，

S a r c o m a 1 8 0 細胞 2 ． O X l O
7
c e11 sl m l の処 置群 で最 も

高い 抗腫瘍活性 を示す 成績が得ら れた
．
この 実験 で は，

30 日間の経過観察期間 をす ぎて も， 1 20 分間保 っ た処

置群の 中で 1 匹 ， 1 8 0 分間保 っ た 処置群 で 2 匹 が 生存

した．

V
． T F － 3 1 0 の 抗腫瘍効果 に 対す る光学顕微鏡 お よ

び電 子 顕微鏡 に よ る 形態学的検討

1 － E b rli c b 腹水癌細胞の 形態学的検討

以 上 の 実験 か ら 最 も著 し い 抗腫瘍活性 を 示 し た

T F －3 1 0 0 ．2 m gl m l 添 加 に よ る 2 ． O X l O 7 c ell sl m l の

Eh rli ch 腹水癌細胞に つ い て ， 各保存時間に お け る形

態学的変化 を光学 およ び電子顕微鏡で観察した ．
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1 4 8 西

対照群 の 1 5 ， 30 ， 60 ， 1 2 0 ， 18 0 分間保 っ た各細胞像

を図 1 の 1 か ら5 に 示 し た．

い ずれ も類円形 お よ び楕

円形の 漉く染色さ れた細胞像 で あ り， 時間経過 に よ る

細胞破壊は み られ なか っ た ．

一 方， T F －3 1 0 を添加 した

処置群 の 15 分間お よ び30 分間保 っ た細胞像 は， 図 1

の 6 と 7 に 示 したが，
一 部の 細胞 に破壊が観察さ れ た．

し か し
，
同 一 視野 に み られ る他の ほ と ん どの細胞 は染

色性 も濃 く， 対照 群の 細胞 と く ら べ 変化は み ら れ な

か っ た
．
6 0 分間保 っ た処置群 の細胞像は， 図 1 の 8 に

示 す ごと く， 細胞の 腰大， 膨脹 を多 く認め た．
また

，

各細胞の染色性の低下 もみ られ， 細胞膜の
一

部断裂 し

た細胞破壊像 も観察さ れ た ．
1 2 0 分間の 処置群の 細胞

像 で は， 図1 の 9 に 示 す ご とく ，
原形質お よ び核の 著

しい 破壊像を認め た． 細胞 の破壊が み られ な い 像 で は，

染色性 の低下 が観察され た．
さ ら に

，
1 8 0 分間の 細胞像

で は， 図1 の 10 に 示 す ごと く， 多数の 細胞 に 著 しい 破

壊像が み ら れ， ほ とん ど細胞 の原形 を と ど め て い な

か っ た ． 以 上， T F － 3 10 で処理 した Eb rli c b 腹水癌細胞

は
， 時間が経過す る に つ れ て ， 細胞 の 破壊像 も多く観

察さ れ た． こ れ らの 現象を さ ら に詳細 に 検討す る た め，

1 2 0 分間保 っ た腫瘍細胞に つ い て電子 顕微鏡 に よ る比

較観察をお こ な っ た ．

対照群の E h rli c h 腹水癌細胞 は， 図 2 の 1 に 示 す ご

と く， 2 ，1 0 0 倍像では顆円形な い し楕円形 で， 細胞表面

に 多数の偽足様小突起を有 し， 原形質 に は しば しば脂

肪滴が認め られ ， 核 は大型， 類円形 で あ っ た ． また ，

6 ，0 00 倍像で は， 図2 の 2 に 示 す ごと く， 原形質 に 細管

状の粗面小胞体お よ び少数 の ゴ ル ジ装置が明瞭に 認 め

られ ， 遊離リ ボ ゾ ー ム と ポ リ ゾ
ー

ム も豊富 で あ っ た ．

核 内の ユ ウク ロ マ チ ン は豊富 で， ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン は

少な く， 明瞭な核小 体が観察さ れ た．

一 方
，
T F ． 31 0 を

添加 した処置群 の E h rli c b 腹水癌細胞 の 2 ，1 0 0 倍像 で

は
， 図 3 の 1 に 示 す ごとく， 核の塵大， 膨化が とく に

顕著 で
，
核小体の縮小， 小円形化， 演縮も 認め られ た ．

ま た， 原形質 も軽度 に 腰大 して い た． 細胞膜の 崩壊 に

伴い ， 細胞内小器管が細胞外 に 露出す る細胞も混在 し

てい た． また， 類円形や 楕円形 の細胞形態 を示 さ ず，

その細胞表面の 偽足様小突起 が減少 した細胞も み られ

た． 6
，
0 0 0 倍像で は， 図3 の 2 に 示 す ごと く， 原形質の

ポ リ ゾ
ー ム は著 しく減少 して お り ，

ゴ ル ジ装置 も ほと

ん ど観察 され な か っ た ． ミ ト コ ン ドリ アは腫脹 し， ク

リ ス タ が消失 して い る も の も多か っ た ． 核の ユ ウ ク ロ

マ チ ン は減少 し， 核膜の 辺 緑 に は， ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン

の 凝集が観察さ れ た．

2 ． S a r c o m a 1 8 0 細胞 の 形態学的検討

先述 した実験か ら著 しい 抗腫瘍活性 を示 す成績 を得

た T F －3 1 0 0 ．2 m gl m l 添 加 に よ る 2 ． O X l O
7
c ell sノm l

脇

の S a r c o m a 1 8 0 細胞 に つ い て， 細胞 レ ベ ル での 形態学

的変化 を観察 した ．

対照 群の 15 ， 3 0 ， 6 0 ， 1 2 0 ， 18 0 分間保 っ た像は ， 図

4 の 1 か ら 5 に 示 す ごと く， 細胞は濃 く染色され て お

り
，
破壊像 もみ られ な か っ た ．

T F － 3 10 を添加 し， 15 ，

3 0 分間保 っ た処置群の S a r c o m a 1 80 細胞像 は， 図4

の 6
，
7 に 示 す ごと く， 原 形質 に 小空胞 が み られ た．

ま た， 原形質の 一 部流出 を認め る細胞も み られ た が，

全体像 と して は濃く染色 され 対照群と 比 較 して著し い

変化は 認め られ なか っ た ． 6 0 分間保 っ た 処置群の 像に

おい て は
， 図4 の 8 に み られ るよ う に ， 細胞膜の

一 部

崩壊 に よる 原形質流出や ， 細胞の 破壊が 観察され た．

1 2 0 分 間の 処置群の 細胞は ， 図4 の 9 に 示 す ごと く， 細

胞 の 腫大， 膨化が観察さ れ た． 原形質で は融解や破壊

が み ら れ
，
核が 破壊， 消失 して い る状態 の細胞も存在

して い た． また ， 多数の 細胞 で染色性の 低下 が 認 めら

れ た ．
1 8 0 分間 の 処置群 の 像で は ， 図4 の 10 の ごと く，

ほ とん どの 細胞 に 高度な破壊像が み られ 細胞の 原形を

と どめ て い な か っ た ． 以 上 の 光学顕微鏡 に よる観察で ，

S a r c o m a 18 0 細胞は T F －3 10 に よ り時間の 経過と とも

に 細胞 の 破壊が著し くな る こ とが 観察さ れた た め， 続

い て 電子 顕微鏡 を使用 して 120 分間保 っ た S a r c o m a

1 8 0 細胞 を観察 した．

対照 群 の S a r c o m a 1 8 0 細 胞 は， 図 5 の 1 に 示 す

2
，
1 00 倍像 で類 円形な い し楕 円形の 細胞で表面に 多数

の 偽足棟小突起 を備 え原形質 に しば し ば脂肪滴が認め

られ た ． 核は大型 で 類円形 を示 して い た． 6 ，0 0 0 倍 の 対

照 群の 細胞像 は， 図 5 の 2 に 示 す ごと く， 原形質に 遊

離 リ ボ ゾ
ー ム と ポ リ ゾ ー ム を豊富 に 認め た． ま た ，

ゴ

ル ジ装置お よび 管状 の 粗面小胞体が同定さ れ た． 核 は

明瞭 な核小体 を有 し ユ ウク ロ マ チ ン が 豊富に み られ ヘ

テ ロ ク ロ マ チ ン の 少な い 細胞像で あ っ た ．

一 方 ， T F －

3 1 0 を 添加 し た 処置群 の 細胞像 は， 図 6 の 1 に 示 す

2
，
1 0 0 倍像 の ご とく ， 核 の 腰 大， 膨化が と く に顕著で ，

核 小 体 の 縮 小， 小 円形 化， 濃縮 も 認 め た ． ま た，

S a r c o m a 1 8 0 細胞 は， 全体 に 原形質水腫 を示 し， 細胞

は類円形や楕円形の 形態 を失い ， 細胞 の 表面 の 偽足様

小突起 は著 しく 減少 し てい た． 原形質は 全体 に 電子密

度の 低下が認め られ た， 辺 綾部で は腰 九 膨化が とく

に 強く観察 され ，
一 部原形質の 完全崩壊 を示 す細胞も

散見さ れ た．

6
，
0 0 0 倍像 で も， 図 6 の 2 に 示 す ごと く， 原形質の細

胞内小器管は， 辺緑部に き わ めて 少な く な り， 核膜周

囲 に 集合 して い た．
ミ ト コ ン ド リ アは著明 に 贋大し，

ク リ ス タの 消失が み られ ，
ゴ ル ジ装置は 不 明瞭と な り，

粗面小 胞体の 配列は不 規則と な っ て い た ． ま た， ポ リ

ゾ ー ム は ほ と ん ど消失 し て い た． さ ら に ， 核 の 周囲に
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は束状の フ ィ ラメ ン トが 出現 し， 核内の ユ ウク ロ マ チ

ン は減少し， 核膜 の 辺 緑に ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン の 凝 集が

観察さ れ た．

一 方
， 細胞破壊の程度を ト ル イ ジ ン ブ ル ー

染色法 相

で み る こ と もで き ，
こ の場合， I n t a c t の細胞 は濃く 染

色さ れ， 破壊 され た 細胞 で は染色性が低下す ると い わ

れる．
こ の た め

，
電子顕微鏡観察 に 際 し

，
電顕材料を

1 ノ上 の 厚 さ に 薄 切 し， 光 学 顕微鏡 の標本 を作 り
，

E h rli c h 腹水癌細胞 お よ び S a r c o m a 1 80 細胞の T F ．

3 10 添加に よ る細胞破壊の 程度 を トル イ ジ ン ブ ル ー 染

色でみ た． 図 7 の 2
，
4 に 示す ごとく， 処置群の 細胞

の 染色性 は低下 し多数の細胞破壊像 が み られ た．

1 53

考 察

現在， 抗腫瘍物質の中で
， 微生物よ り精製 し， 嘩床

応 用 に 至 っ て い る 代 表 的 な も の は
，
O k a m o t o

ら
1 糾 0 ト 42 厄 よ り発見され た溶連薗製剤 で ある． 微生物

の抗腫瘍活性 に 対す る研究 は， B u s c b 瑚 が癌患者 の丹

毒 に 愕息した 際， 腫瘍増殖の 一

時停止あ る い は減退 と

い う 報告に 始ま っ て い る
． その 衡 C ol e y

瑚
は， 溶連菌

と霊菌と の 混合培養濾液である
一L

C ol e y
，

s t o x i n
，，

の 抗

腫瘍活性 を報告して い る ． また
，
N a u t s ら相 は

，

L －

C ol e yも

t o x i n
，，

を用 い て 270 症例 の 完全治癒例 を報告 して い

る ． そ の 後 も， R e in h a r d ら 461の 小児白血病患者 の 感染
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症 と自然治癒の 関係， M a th さら47Jお よび M o r t o n ら 嘲

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 る報告が数多くみ られ る． し か し
，
これ らの

研究の ほ と ん どは好気性菌で ある． 嫌気性薗の 抗腫 瘍

活性に 関す る 報告 は外国文献 で は， B o m f o rd ら 211
，

S c o tt
2 21 2 封

，
T u ttl e ら

2 41
，
W o o d r u ff ら

2 5l
，
M 6 s e ら

26l
，

G e ri c k e ら
27，
，
T hi el e ら

2鋸
の 研究が あ り， 最近で は

，

Rib i ら
欄 の 細 菌の 内毒素を用 い た研究が あ る． わ が 国

で は
，
嫌気性菌の 抗腰 瘍性 に 関する 報告は服部ら

2gl
，

森30，， 原 田 ら
3 り
な どの C o Y y n e b a ct e d u m ， M a t s u n a g a

ら
3 21 の Cg o sわイd ぉ の 制癌研究以外は ほ と ん ど皆無 で あ

る． T a m ai ら
3 3 I 3 41

， 中 祈 ら
3 5 1
は 数 年 前 よ り F ．

乃祝Cg g 戊ねg 椚 K O －3 1 の 抗腫瘍活性 を検討 し， オ乃 め 0 実

験で 証明 して きた が ， 今 臥 その 作用 機序 に つ い て 実

験 した．

抗腫瘍物質の 作用 機序の 解明 と し て腫瘍細胞 に 対す

る 直接的な作用 も重 要な 抗腫瘍活性 の 条件お よ び証明

方法と考え られ て き てい る
．
A p it z

50，は
， E h rli c h 腹水

癌細胞 に対 す る シ ュ ワ ル ツ マ ン 濾液の 組織学的影響の

報告で ， 濾液 に よ る 出血 は ，

一 過性 に 生 じた と思 わ れ

る壊死 部位 に み ら れ た
．
そ の ため ， 腫瘍組織 の 退縮は

出血 の 二 次的産物 だ けで な く
，
こ の 濾液の Eh rli c h 腹

水癌細胞 に 対す る直接的作用 も 考慮す べ き だ と報告 し

て い る
． また ， 腫 瘍細胞に 対す る直接作用 は

， 森
301
，

O k a m o t o ら
4 0 ト 4 2 I

，
K o s hi m u r a ら

391 5 11
， 国本

5 21
，
D ill e r

ら
53 榊 1

， 梅沢 ら5 引
，
K o mi y a m a ら

5 61
に よ り報告さ れ て

い る
． u 一 方 ， 波多野5 71

， 清水 ら 弼 は ， 溶連菌 の 抗腫瘍活

性の 実験 で E h rli c h 腹 水癌細胞 の 障害作用 を ト ル イ ジ

ン ブ ル ー の 染色性 を併用 して 検討 して い る ． O k a m o t 。

ら
4 01
は
， 潜連薗で 細胞 増殖作用 や R N A 合成 の 阻害 を

認め たと 報告して い る
．
また

，
M iz u n o ら

5 9
恨
，
P ，。

抽東研庖 よ り フ ェ ノ ー ル 抽出し た内毒素 の 直接的な細

胞障害作用 を説明 し た報告が あ り
， 木村

6 0－

， 福島 ら
6 11
も

同様の 報告があ る． 以 上 の 報告の ごと く各研究者 は
，

玩 ヱ崩循 な い し 玩 1正川 実験 に て 贋 癌細胞に 対する直

接作用 を検討し ， 抗腫 瘍物質の 効果 お よ び作用 機序の

解 明 の 一 証 明 方 法 と し て い る
． 本 実 験 は

，
ダ．

捏 批
－

k ぬ 朝 K O－31 の 培 養上 宿液か ら エ チ ル ア ル コ ー
ル に よ り 沈 澱物質 を得， 等電点法 お よ び プ ロ ナ ー ゼ処

理 に て 精製 した抗腫瘍物質 に つ い て ， そ の 作用 機序の

解明 の－一
一 助と し て

，
オナ川g 血 で作用 さ せ た後 に 玩H 戒兄

で 各時間 を設定 して 腫瘍細胞に 対す る効果 をみ た． 同

時に 細胞染色を併用 し て ， 各保存時間毎の 細胞の 変化

を光 学顕微 鏡お よ び電子 顕 微鏡 に て 観察 し
，
腫瘍細胞

に対す る影響 に つ い て 検討し た
．

そ の 結 軋 T F－310 は， E h rli c h 腹 水癌細胞 お よ び

S a r c o m a 18 0 細胞に 対 し直接細胞障害作用 を 示 す こ

とが証 明 さ れ た
．
ま た

，
T F －3 1 0 は光学顕微鏡お よ び電

子 頚微鏡 に よ る形 態学的観察 で も Eh rli c h 腹水癌細胞

お よ び S a r c o m a 1 80 細胞に 対 して 直接細胞障害作周

を示 す こ と が証明 さ れた
．

T F －3 1 0 の 直接細胞障害作用 の 作用 機序を， E h rli c h

腹水癌細胞 お よ びS a r c o m a 1 8 0 細胞の 光学顕微鏡 お

よ び電子顕微鏡的所見を もと に し， 各研究者の 報告 を

参考 に 以 下 検 討 す る． T F － 3 10 を 添加 し た 処置群 の

E h rli c h 腹水癌細胞お よ び S a r c o m a 1 8 0 細胞は， 時間

の 経過と と も に ， 光学頭微鏡約観察に お い て， ギ ム ザ

と トル イ ジン ブ ル ー の 両染色性の 低下 が み られ た．
こ

の 染色性 の 低下に つ い て
，
O k a m o t o ら

4 0，
，
波多野

57，
，

清水ら5 81 は癌細胞を溶連菌生菌体と， 3 7
0

C
，
6 0 分間保

ち癌細胞 の ト ル イ ジ ン ブ ル ー 染色性の 低下お よ び細胞

外 に 260 m メJ 吸収物質が多量 に 流出す る の を観察 した

と報告し てい る
．
そ して

，
こ の 流出物 に は R N A が 多く

含 まれ る と して O k a m o t o ら 621の 報 告の R N A 効果 と

関連が ある の で はな い か と述 べ て い る
．

ま た， T F －3 1 0 を 添加 し た両細胞の 光学顕微鏡 お よ

び電子 顕 微鏡の 観察で
，
細胞膜お よび原形質 に は， 細

胞膜 の 変性， 消失に よ る細胞内小器管の 流出が み ら れ

た
． 波多野5 7 鳩 よ び Gi n sb u r g ら

63，は
， 溶連菌の 菌体 を

添加 した Ell rli cb 腹水癌細胞の 光学顕微鏡的観察 で 癌

細胞障害所見 に つ い て 報告 して い る． O k a m o t o ら 叫

は清適薗の 菌体 を添加 した E h rli c h 腹水癌細胞 の 所見

に つ い て光学顕微鏡お よ び電子 顕微鏡 を使用 し， 細胞

膜の 変性， 消失に よる細胞内小器管の 流出を観察 し た

と報告 して い る ． そ して， 細胞内小器管の 流出に つ い

て は
， と く に 遊離リボ ゾ ー ム で ある顆粒の 流出が み ら

れ
，
こ れ は細胞溶解性を裏付け る所見 で ある と も報告

し て い る
．
さ ら に

， 著者の 実験に お い て T F ．3 10 を添加

し た処置群の 両細胞の 電子顕 微鏡 の 観察で ， 核は腰 九

膨 化 し
， 核小体 の 縮小， 小 円形化， 濃縮を認め， ユ ウ

ク ロ マ チ ン は減 少して い た
． 同様の 所見 を， 小 川6 4 恨

，

ダ ウ ノ マ イ シ ン や ア ク チ ノ マ イ シ ン D な ど D N A 合

成と D N A 依存性 R N A 合成を抑制する薬剤 を白血病

細胞 に 投与 し た 実験 で 観察 した と 報告し て い る ． 小

冊
41
は
， 核 の 主な働 き を D N A の 貯蔵， 複製， D N A 依

存性 R N A 合成
， 転写 お よ び合成さ れ た R N A の 細胞

質 へ の 輸送 で あ る と述 べ て い る ． そ して
， 核小 体 に つ

い て は D N A 依存性の rR N A 合成を行なう 部位 で， こ

れ を阻害す る 薬剤を投与 する と
， 核小体 に縮小 ， 小 円

形 化が お こ り
， 後 に は濃 縮を きた し， 細胞は死 に い た

ると報告 して い る ． 核 内の ク ロ マ チ ン に つ い て ， ユ ウ

ク ロ マ チ ン で は
，
m R N A

， t R N A お よび 5 S R N A を合

成 し， ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン に比 べ 代謝上 は ユ ウ ク ロ マ チ

ン の 方が R N A 合成能は 高い と報告して い る ．
こ の た



1 5 8 西

め， 核内で ユ ウク ロ マ チ ン の 占め る部分が多く， か つ

核小体が顕著 な細胞ほ ど
，
タ ン パ ク質合成能 な どの 代

謝の活性度が高い と述べ て い る． O k a m o t o ら
叫
， 波多

野
5 71
，
清水ら581， Gi n sb u r g ら

6 3J
， 小 川

瑚
な どの 報告を

参考 に ， 本実験の T F －3 1 0 を添加 した 処置群 の Eh rli c h

腹水癌細胞お よ びS a r c o m a 1 8 0 細胞 に つ い て 光学顕

微鏡お よ び電子顧微鏡的所見 を検討 した． そ の結果，

光学顕微鏡的に は トル イ ジ ン ブ ル ー 染色能低下 を示

し， 電子 顕微鏡的に は核の腫大， 膨化， 核小体の縮小
，

小 円形化， 濃縮が観察 され た
．
さ ら に

，
ユ ウク ロ マ チ

ン の 減少 を考慮す る と， T F －3 1 0 は Eh rli c h 腹水癌細胞

お よび S a r c o m a 1 8 0 細胞 に 対 して D N A 合成 阻害 は

もち ろん の こ と， D N A 依存性 R N A 合成 を抑制 し， ま

た， ユ ウ タ ロ マ ナ ン の減少所見 よ り， R N A 合成 阻害と

して も細胞 の タ ン パ ク質合成能な どの 代謝の 活性度 を

低く する作用 が あり
，
そ のた め

，
つ い に は細胞 を死 に

い た ら しめ る ので はな い か と考え られ た． しか し
， 光

学顕微鏡お よ び電子 顕微鏡的観察に て， S a r c o m a 1 8 0

細胞 の形態の破壊像が若干強 くあら わ れて い る が， 玩

Vi v o 実験で は， Eh rli c h 腹水癌細胞 に 対 して 抗腫 瘍活

性 の作用 が 強く あらわ れ た
．
こ れ は

，
O k a m o t o ら

4 0l
，

G i n sb u r g ら
瑚
，
S a k u r a i ら

6 51
が報 告 してい る よう に

，

宿 主の 細網内皮系組織 を中心 と す る腫瘍組織の周囲

く間葉系組織コ の 腫瘍細胞に 対 す る拒絶反応の完進 の

た めと思 わ れ る
．
す なわ ち

， 生体防御機構の 元進 の程

度が E h rli c h 腹水癌細胞 と S a r c o m a 1 8 0 細 胞 とで 異

な るので は ない か と考 えられ る． ま た， 玩H 東和 と オ乃

び 如 実験 では， 腫瘍細胞 の 抗腫瘍物質に 対す る感受 性

が 平行関係にあ らわれ な い と す る報告柑 叫 が あ るが ，

本 実験に お ける T F －3 1 0 も ， 試験管内と生体内で の 状

態で腫 瘍細胞 の感受性が異 なる た め， E h rli c h 腹水癌

細胞 によ り高い 抗腫瘍活性が認め ら れた も の と思わ れ

た．

結 論

1 1 T F ． 31 0 の 量を 0 ． 2 m gl m l ， E h rli c h 腹水癌細胞

お よび S a r c o m a 1 8 0 細胞の 細胞数を， それ ぞれ ，2 ． O X

l O
7
c e11 sJ mi と し， 1 8 0 分間保 っ た 処置群 の マ ウ ス の

TI Cく％I は， 1 9 7 ．8 ％
，
1 60 ． 7 ％と 高い 数値 を示 し

，
T F－

31 0 の抗腫瘍活性が認 めら れ た
．

2 I T F －3 1 0 処置群の 腫瘍細胞 をギ ム ザ 染色と ト ル

イ ジ ン ブ ル
ー

染色に より光学顕微鏡で 経時的 に観察 し

た結果， 3 r C で保 つ と， 時間の 経過と と も に ， E h rli c h

腹水癌細胞， S a r c o m a 1 8 0 細胞像 に は
， 多数の 細胞破

壊像が観察さ れ た．

3 I T F －3 1 0 の 直接細胞障害作 用 を電子 顕微鏡 で 観

察 した 結果
，
T F －31 0 を添加 し 37

0

C に て 12 0 分 間保 っ

脇

た 処置群 の Eh rli c h 腹水 癌細胞 お よ び S a r c o m a 1 80

細胞 で は
， 核の 腰大， 膨化， 核小体は縮小， 小円形 化，

濃縮 が あ り， 核 内の ユ ウタ ロ マ チ ン の 漁 火 原形質で

ミ トコ ン ドリ ア の ク リス タ の 消失に よ る空胞化や細胞

内小器管の流出な どが み ら れ た．

以 上 の所見よ り
，
T F －3 1 0 は Eh rli ch 腹水癌細胞お よ

び S a r c o m a 1 8 0 細胞 に 対 して直接細胞障害作用 を有

す る こ とが 示 さ れた
．
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