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担 が ん マ ウ ス 牌細胞 の 腫瘍細胞増殖抑制作用 に およ ぼす

抗腫瘍性溶連菌製剤 O K －4 3 1 の 影響 に つ い て
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抗腫瘍 性連鎖球菌製剤の O K －4 3 1 と O K －4 3 2 が 宿主介在性 の 作 用 をも つ こ とが 報告 され て い る た

め
， 担が ん マ ウ ス 牌細胞 の 腫瘍細胞増殖 抑制作用 へ の O K －4 3 1 の 影響に つ い て 検討 した ．

エ ー ル リ ッ ヒ が ん

細胞 を腹腔内 に 移植し た マ ウ ス また は P 38 8 白血病細胞 を皮下 に 移植 した マ ウス に
， 移植24 時間後か ら

O K － 4 31 ま た は生理 食塩水くP SI を連続 7 日 間
，

7 回腹腔内に 注射 した ． 腫瘍細胞移植か ら1 0 日後に
， 脾

細胞 を O K －4 3 1 で処置 した担が ん マ ウ ス くO K －4 31 脾細胞うま た は生理 食塩水で処置 した担が ん マ ウス くP S

脾細胞うよ り採取 し， 1 0 ％牛胎児血清加 ハ ン ク ス 掛 こ浮遊さ せ た ．
エ ー ル リ ッ ヒ が ん細胞あ るい は P38 8 白

血 病細胞 を O K ．4 3 1 脾細胞 また は PS 脾細胞 と1 こ 1 0 0 の 細胞比 で 混 合 し
，
3 7

0

C に 2 時間イ ン キ エ ペ
ー

卜 し

た
． イ ン キ エ ペ

ー

ト後が ん細胞 を マ ウ ス側腹部の 皮下 に 移植 した
． 脾細胞と混 合せ ずに イ ン キ ュ べ －

ト し

た が ん細胞も対照 と し て 移植し た ． 固型腫 瘍の 大き さ を長径くLうと短径くSうで 測定 し， 腫 瘍の 増殖 をくい

S け2 で 表示 した
． 移植 4 過後 の エ

ー ル リ ッ ヒ が ん の 大き さ は次 の とお り で あ っ た 二 O K － 43 1 牌細胞処理腫

瘍細胞，
10 ． 0 士0 ．7 m 町 P S 脾細胞処理 腫瘍細胞

，
13 － 3 士0 ． 7 m m こ 対照 腫瘍細胞， 20 ． 0 士0 ． 8 m m

． 移植

12 日後の P 38 8 白血 病細胞 で は
，

それ ぞ れ 9 －8 士0 ．3 m m ， 1 3 ．8 士0 ． 4 m m
，
1 1 ． 2 士0 ． 3 m m で あ っ た ． こ の

結果 か ら
，
O K －4 3 1 脾細胞 で処理 した細胞 の 固型腰瘍の 大きさ は P S 脾細胞 で処理 した細 胞 ま た は対照腫

瘍細胞の 固型 腫瘍 よ りも 小さか っ た ． したが っ て
，
O K ．4 3 1 は担 がん マ ウ ス 脾細胞 の 腰瘍細胞増殖抑制作用

を増強す る こ と が明 らか に な っ た ．

K e y w o r d s O K － 4 3 1
，

m O u S e S p l e e n c ell
，
t u m O r g r O W th i n hibit o r y a cti vit y

ス ト レ プ トリ ジ ン S 産 生酒遵薗 S u 株が 腫 瘍細胞を

傷害 ．．破壊 し， そ の 移植性 を阻害 す る こ と を K o s h i ．

m u r a ら
1J は実証し

，
O k a m o t o ら2 1 は同溶適菌 を ペ ニ シ

リ ン G 加 B e r n h ei m e r
，

s b a s a l m ed i u m 中で 加温 処理

する こ と で
，

ス ト レ プ トリ ジ ン S 産生が消失 し
， 抗腫

瘍効果が増強 した P じ B ．4 5 くO K －4 3い を開発 し た 0 さ

らに
， 0王く． 4 3 1 に 凍結乾燥 な どの 処置を行 な う こ と に

よ っ て O K ． 4 3 2 31
が 製剤 化され る に 至 っ た ． O K － 4 3 1 お

よ び O K －4 3 2 製剤 の 抗腫瘍効果 は
， 腰瘍細胞 傷害の 直

接作用 の ほか
，
宿主 介在作用 に も よる こ と が S a k u r a i

ら 4りこよ っ て 示唆 され
，

や が て
，
O K ．4 3 2 は抗腫瘍性製

剤と して 臨床的に 用 い ら れ る に 至 っ た ．
これ と共 に

，

宿 主介在作用 あ る い は免疫賦活剤と して の 研究も盛ん

に 行 な わj L
，

マ ク ロ フ ァ
ー

ジ
5プ61

， 各 種 リ ン パ 球
7

や

n a t u r al k ill e r 細胞の 賦清化8J
，

お よ びイ ンタ
ー フ ェ ロ

ン誘起作用
9 － 1 2 1

な どに つ い て 多く の 成果が発 表さ れ て

る
．

しか し， 免疫賦活の 作用 機構 な どに つt l て はま だ

不明 の 点が 多い こ とか ら
， 本論文 で は

，
O K － 43 1 の 担が

ん マ ウ ス 脾細胞 に 対 する 影 響 に つ い て検討 を行 な っ

た
．

A b b r e v i at i o n s 二 F B S
，
f et al b o v in e s e r u m

，
K E

，
K l in i s h e Ei n h eit

，
P S

， p h y si ol o gi c al s ali n e ．



ti7－l 川 尻
一

河野
．

西い 高トい 小 久保 ． 汗榔

材料 お よ び方法

工 ． 実験 動物

実験に は
，
d d Y マ ウ ス

，
D B A

，

J2 マ ウ ス お よ び B D F l

マ ウ ス の 雌， 6
了

－ 8 遇 令を用 い た ．

工工 ．
が ん 細胞浮 遊液の 調製

エ ー ル リ ッ ヒ が ん細胞腹腔 内移植 10 日 目の dd Y マ

ウ ス よ りが ん細胞 を採取 し，
ハ ン ク ス 液くp H 7 ．2I に て

3 回温L 灘 溶く100 0 r p m
，

7 分間I 後，
10 ％牛胎児血 清

加 ハ ン ク ス 液 げB S ハ ン ク ス 掛 に 浮遊 させ て
，

1 X

l O
6 細胞ノm l の 細胞浮遊液を作製し た

．

D B A 1 2 マ ウ ス で継代培養 し た P38 8 白 血病細胞 に

っ い て も 同様 に し て 5 X lO
5細 胞ノ皿1 の 細胞浮遊 液 を

作製した
．

工I王． O K － 43 1 の 作成

O K －4 31 は O k a m ot o らの 方法2I に よ っ て作 製 し た ．

す なわ ち
，
教室保存の 溶連菌S u 株 くA T C C 2 1 0 6 0

， S u

壱削 を普通ブイ ヨ ン 100 m l くp H 7 ．21 で 3 7
0

C ，
2 0 時間

培養 し
， 菌体を冷生 理 食塩水で 2 回洗溜 した弓乳 洗源

菌 体 を 5 m l の B e r n h ei m e r
，

早 b a s al m ed i u m 亡マ ル

ト
ー ス 67 5 m g ，

2 ％硫酸 マ グ ネ シ ウム ． 7 水塩 12 n－1
，

2 0 ％リ ン 酸 － カ リ ウム く水酸化ナ トリ ウムで p R 7 ．0 に

調 勤 6 m l ， 蒸溜水 66 m り に 浮遊 す る ．
こ の 薗浮遊液

5 m l に 2 X l O
5
U ハ ． 2 5 m l ペ ニ シ リ ン G 生 理食塩 水 1

m l を加 えて
，
3 アC 2 0 分 乳 続 い て 貯 C 30 分間の 加温

処 置を行な っ て O K ．4 31 を作製 した ．
こ の O K － 4 31 の

薗畳は50 K EI m lくK E こ 菌畳の 単位 で
，
1 K E は乾燥菌

0 ．1 m g に 相当するI で あ っ た
．

O K － 4 3 1 は低温下 に保

存 し，
1 週間以内に 実験に 用 い た ． 実験使用 時 に は 2

K Eノm l に 稀釈 して用 い た
．

I V ． 牌細胞浮遊液 の 調製

エ ー ル リ ッ ヒが ん細胞浮遊破 く7 X lO
6

細 胞ノm lう を

40 匹 の dd Y マ ウ ス 腹 腔内 に 0 ． 5 1 n l ず つ 移 植 し た の

ち
，

マ ウス を 20 匹ずつ 2 群に 分け た ．
1 群 の マ ウ ス に

は
，

がん細胞移植 24 時間後 か ら O K －4 3 1 を1 K Eノ頭ノ

日
，
連続7 日間腹腔内投与 し

，
こ れ を O K － 4 31 投与群 と

し た
． 他の 1 群 に は

，
同 じく移植 24 時間後 か ら 生理 食

塩 水 を0 ． 5 m ll 頭ノ日， 連続 7 日 間投与 し
，

これ を P S

投与群と した
．

ま た
，

P 3 3 8 白血病細胞 く1 X lO
7

細胞ノ

mll を 20 匹 の B D F l
マ ウ ス 皮下に 0 ． 5 m l ず つ 移植 し

た の ち
，

マ ウ ス を10 匹 ずつ 2 群に わ け ， 同様の 処置 を

行な い
，

それ ぞれ
，
O K －4 3 1 投与群 お よび P S 投与群 と

した
．
が ん細胞移植後 1 0 日目 に 各群の マ ウ ス よ り脾臓

を摘出し，
こ れ を シ ャ ー レ 上 で ハ サ ミ を用 い て細切 し

，

細挫組織 を ハ ン ク ス 液に 浮遊さ せ て渡拝後 ガ ー ゼで ろ

過 した ． ろ液の 細胞浮遊液 を遠心く150 0 r p m
，
10 分間1

した の ち
， 沈漆 を0 ． 8 3 ％塩化 ア ン モ ニ ウム 液に 浮遊さ

せ 室温 下 で 7 分間 静置し て 赤血 球 を溶 血 さ せ て 除 い

た ．
つ い で ， こ の 処置細胞 を ハ ン ク ス 液で 3 回 洗催し

た の ち ， F B S ハ ン ク ス 液 に 浮遊 さ せ て 1 X l O
8

細胞ノ

n ll
，

5 x lO
7

細胞ノm l また は 3 X lO 7 細胞ノ王m l の 各細胞

浮遊液 を作製 した ．

V
． 牌細胞 に よ る i n

．
vi v o 中和試験

担 が ん マ ウ ス肺細胞 に つ い て，
エ

ー ル リ ッ ヒ がん細

胞 あ る い は P3 8 8 白 血 病細胞 に 対 す る 増殖 抑制作用

を，
W i王I n の 方法 用 に よ り調 べ た

．
す な わ ち

， 腫瘍細胞

と肺細胞 の 混 合比 1 こ 1くjO に し た エ
ー ル リ ッ ヒ が ん細

胞浮遊液く1 X l O 6 細胞ノm り 5 m l と脾細胞浮遊液く1 x

l O
8

細胞ノm lう5 m l の 混 合液，
細胞混 合比 を 1 ニ 3 0 に し

た エ
ー ル リ ッ ヒ が ん細 胞浮遊液 く1 X lO

6

細胞ハnl1 5

m l と脾紺 胞浮遊液 く3 X lO
7

細胞ノm l1 5 1111 の 混合粗

相胞混 合比 を 1 こ 1 0 0 に し た P 3 8 8 白血 病 細胞浮遊液

く5 X l O
5 細胞ノm り 10 m l と脾細胞浮遊液 く5 X lO

7

細

胞ノm り10 m l の 各混 合液を作製 し
，
3 7

P

C に 2 時間振返

し なが らイ ン キ エ ペ
ー

卜し た ，
つ い で遠心洗備後，

ハ

ン ク ス 液 に 再浮遊さ せ
，
5 X lO

6

腫瘍細胞ノm l の 浮遊液

を作製 し
，

こ の 腫瘍細胞 と肺細胞 の 混 液 0 ． 2 mi を dd Y

ま た は B D F l
マ ウ ス の 側腹部皮下に 移植 し

，
腰痛の 増

殖 を 4 週 間ある い は 12 日間観察 した ． 腫瘍の 大きさ は

長径 くL m m l と短径 くS m m l の 平均値 くくL ＋Sユノ2

m m ユ で 表示 し た ．

成 績

エ
ー ル リ ッ ヒが ん細胞移植 1 0 日目 の マ ウ ス よ り脾

臓摘 出を行 っ た際
，

O K －4 3 1 投与群の マ ウ ス に は腹水

の 貯留 は み と め ら れ な か っ たが
，

P S 投与群 の マ ウ ス

に は著明 な腹水の 貯留が み とめ ら れ た ．

エ
ー ル リ ッ ヒ が ん細胞と脾細胞 を1 こ 30 の 混合比 に

混 じて処理 した が ん細胞 を移植 して 4 週 間 その 増殖を

観察 した成績 は表1 に 示 した如 く で あ る
．

すな わち
，

牌細胞で 処理 せ ずに が ん細胞 く対照 が ん細胞1 の み を

接種 した マ ウ ス で は
，

腫 瘍径は 日時の 経過 と共 に増大

し
， 特 に 3 退 か ら 4 過 に か け て 増大 は著明 で 20 ． 0 士

0 ． 8 m m を示 した
．

こ れ に 対 し
，
O K ，4 3 1 投与群 マ ウ ス

脾細胞 お よ び P S 投与群 マ ウス 脾細胞 で 処理 した が ん

細胞の 増殖 は時間と共 に 直線的 に 増大 した が ， 対照が

ん 細胞 の 増殖 に 比 し て小 さ か っ た ． ま た ，
O K ， 43 1 投与

群 お よ び P S 投与群 マ ウス 脾細胞処理 が ん細胞 間に お

い て は ， 両が ん細胞の 増殖度は ほ と ん ど同じ で
，

4 過

後 の 腫 瘍 の 大 き さ は 13 ． 0 士0 ．7 m m と1 3 ．5 士0 ．7 1T 皿

で あ り
，

両が ん細胞間に は差 はみ と め られ な か っ た
．

こ れ に 対 し
，
が ん細胞 と脾細胞 を 1 ニ 10 0 の 混合比 で 混

し こ処理 し たが ん細胞の 増殖は表2 に 示 した 如くで あ

る
．
対照 が ん細月払 O K － 43 1 投与群な ら び に P S 授与群



O K －4 3 1 の マ ウ ス 脾細胞 に お よ ぼす影響 に つ い て 67 5

マ ウ ス肺細胞処理 が ん細胞 は
，

い ずれ も 日時の経過と

共に 増殖 し たが
， 増殖度 は対照 が ん細胞 ， P S 投与群，

っ い で O K －4 3 1 投与群 マ ウス 脾細胞処理 が ん細胞の 順

に 大 き く， 第 4 過 で は そ れ ぞ れ
，

2 0 ． 0 士0 ． 8 m m
，

1 3 ． 3 士0 ． 7 m m
，

お よ び 10 ． 0 士0 ． 7 m m と
，
O K －4 31 投

与群 マ ウ ス 脾細胞処理 に よ りが ん細胞の 増殖は他の 2

群に 比 し て 有意に 抑制さ れ て い た
．

P 3 8 8 白血病細胞 を牌細胞と 1 二 10 0 の 混 合比 に 混 じ

て処理 した の ち B D F l
マ ウ ス 皮下 に 移植 し た ． P 3 8 8 r 白

血病細胞の増殖度に 関す る成績 は表ま一に 示 した如く で

ある ． すな わ ち
，
O K －4 31 投与群 マ ウ ス の 牌細胞処理 に

よる P 38 8 白血 病細胞の 増殖 は， P S 投与群 マ ウス 肺細

胞処理 P 38 8 白血病細胞お よ び 脾細胞 で処 理 し なか っ

た P 38 8 白血 病細胞 の 増殖 に 比 し て 明 ら か に．抑制 さ

れ
，

P 3 8 8 白血病細胞移植後 12 日目 の 腫瘍の 大き さ は

そ れ ぞ れ 9 ． 8 士0 ． 3 m m
，

13 ． 8 士0 ．4 m m と 1 1 ． 2 士0 ． 3

m m で あ っ た ． しか し
， 各 P3 8 8 白血病細胞を移植され

た マ ウス の 平均生存日数は ， それ ぞ れ 16 ．5 士0 ． 6 臥

15 ． 5 士0 ．6 日 な ら び に 14 ． 8 士0 ．5 日 と善
一

は み と め られ

なか っ た ．

考 察

抗腫瘍性癖遵菌製剤 O E －4 3 1．な ら び に その凍結乾燥

標品 O K － 4 3 2 の 抗腫瘍効果 は
， 腫瘍細胞 に 対す る 直接

傷害作用 と
， 間接的な宿主介在作 用 に よ る とさ れ てい

る
川

． 後者に 関 して は マ ク ロ フ ァ
ー ジ
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67 6 Jll 尻
．

河 野
．

西 ． 高村 ■

小久 保 ． 正 印

る
． 本論文 は担がん状態の マ ウ ス 牌細胞に 対す る O K

4 31 の影響を検討した もの で あ るが
，

こ れ に 関 して は
，

稲葉ら
1 引

は B alb l c マ ウス に M l O 9 細胞 を移植 した の

ち O K － 4 32 を投与した群と 非投与の 群と か ら牌細胞 を

分離 し
，

M l O 9 細胞に 対す る殺作用 を 玩 z琉 叩 で検討

し，
O E －4 3 2 投与マ ウ ス の 脾細胞 の 殺効果 が 強い こ と

を報告 して い る ． ま た山田 ら
16
りま K K N － 1 腫 瘍細 胞を

移植し た B albノc ヌ ー

ド マ ウ ス に O K －4 3 2 を 投与 し
，

同マ ウス の脾細胞で処理 し た K K N －1 細胞 を正常 マ ウ

ス に 移植 して も細胞 の 生者が み られ なか っ た と報告し

て い る ． 本論文で は エ
ー ル リ ッ ヒ が ん 細胞 な ら び に

P3 88 白 血病 細 胞担 が ん マ ウ ス の 牌 細 胞 に 対 す る

O K －

4 3 1 の 影響 を W i n n の 方 法に よ っ て検 討 した も の

で あり，
その 結果， O K － 43 1 の 投与 に よ っ て 担が ん マ ウ

ス の脾細胞が清性化さ れ た こ と は
， 稲葉ら お よ び 山田

らの 報告と よく
一 致す る ． しか し， 脾細胞の 構成は単

一

な 細 胞 に よ る も の で な く ，
T リ ン パ 球，

マ ク ロ

フ ァ
ー

ジな ど複雑 で あり
，

O E ． 4 31 が これ らの 細胞 を

どの よう に して 賦活化す る か は依 然と して 不明 で あ

り
，

また牌細胞の賦活化が 担が ん状態に よ っ て どの よ

う に 変化す るか も不明で ある ． これ らは今後検討す る

べ き課題と考 えられ る ．

結 論

工 十 ル リ ッ ヒ が ん細胞な らび に P 388 白血病細胞担

が ん マ ウス に O E － 43 1 投与 を行な い
， 同 マ ウ ス 脾細胞

の腫瘍細胞増殖抑制 に対 す る O K －4 3 1 の 影響を W i n n

の 方法に よ り検討 した
．

そ の結果腫 瘍細胞 と脾細胞 を

1 ニ 10 0 の 浪合比 に 混じ て処 理 す る と
，
処理 腫瘍細胞 の

増殖 は有意に 抑制さ れ
， 担が ん マ ウ ス の 脾細胞の 腫瘍

細胞増殖抑制が O K － 43 1 に よ っ て賦活化さ れ る 成績が

え られ た
．
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