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ダ祝S Oろ戊C ねrg祝 椚 乃祝Cg e 戊f び 別 の 抗腫瘍活性 に 関す る研究

金沢大学大学院医学研究科歯科 口 腔 外科学講座 く指導 こ 玉井健 三教授I

渡 部 好 造

く昭和5 9 年 2 月17 日受付う

今臥 F u s o b a c t e ri um n u Cl e a t um の 培養上 清か ら得 られ た 抽出物質 に対 す る抗腫瘍活性 に つ い て 研

究した ． 抽 出物質は， エ タ ノ ー ル 沈殿， 等電点沈殿， 蛋白分解酵素処理 に より 得られ た 沈殿分画 と して 実

験に 供 した．
そ の結果， 培養上 清 に 60 ％ エ タ ノ

ー ル を添加 し， 得 られ た エ タ ノ ー ル 分画 は， 工C R 系 マ ウス

の Eh rli c h 癌細胞の腹水癌， 固型癌， ま た S a r c o m a 1 80 細胞の 固型癌に 対 して 明ら か な抗腫瘍活性 を示 し

た．
エ タ ノ

ー ル 分画 を p H 4 ．0 に 調整し， 得ら れ た p H 4 ．0 沈殿分画は， E h rli c h 腹水痛 に 対 して 明ら か な抗

腫瘍活性が見られ た ．
さ らに

， p H 4 ．0 分画 をプ ロ ナ
ー

ゼ処理 し， 遊離核酸除去私 限外炉過 をお こ な っ た ．

その プ ロ ナ ー ゼ処理 分画くT F T －3 1 01 を E h rli ch 癌お よ び S a r c o m a 1 80 の腹水癌， 固型癌 に 対 して作用さ

せ た と こ ろ， さ ら に 強い 抗腫瘍活性が得 られ た ．
また

， 他 の分画 に つ い て も検討 した． 癌細胞移植後， 4

句 8 週間の 観察で は， T ノC く％フ で 比較 す ると ， 対照群に 対 して治療群で は， 13 1 ％
句 1 8 8 ％を示 した．

こ

の よう な惰性 を持 つ 物質の問題点や抗腫瘍物質の 本態 に つ い て も考察 した ．

K e y w o r d s A n tit u m o r a c ti vit y ， G r a m
－ n e g a ti v e a n a e r o b e s ， F n u cle a t u m ．

微生物に よ る抗腰瘍性．制癌作用 につ い て の 研究は ，

従来 か ら多数 み られ るが ， そ の大部分 は好気性菌 に よ

る報告で あ り
ト 川

， 嫌気性薗に よ る抗腫瘍性 の研究 は，

C わぶわゼd 由
1 いお よび d 乃戊e 和占f c C o り朋 eみ戊Cねガ祝 椚

1 2I を除

い て は皆無で あ る．

口腔内常在菌 である 爪 睨 血 血 抑 加乃 紹 鋸 血 血 仰 の

培養上浦液中に 抗腫瘍活性 を見い 出 し， タン捌 捉克血お 椚

E O t 31 株 の培養上 清液中か ら， 抗腫瘍物質の 抽出を試

み た． 抽出時 の 各段階 に お ける 抽出物質 に つ い て ，

E h rli c h 癌細胞 お よ び S a r c o m a 1 8 0 細胞 の担癌 マ ウ

ス を用い て， 腹水癌お よ び 固型癌 に つ い て ， その 抗腰

瘍悟性 を検討 した．

材料お よ び方法

工 ． 使用菌株

使用菌株 は， 白板症 を 有 し た 患者 の 口 腔 内 か ら 分

離 ． 固定 し， 金沢大学医学部歯科 口 腔外科学教室保存

菌株と した 且 刀祝CJ e 戊ね一肌 E O －3 1 株 を実験 に 供 した．

工工
． 培養上 清吉夜の 調整

且 乃鋸 C ねdと鋸研 K O －3 1 株 を T F 培地
川
． 1 5 m l の 中試

験管 で 37
0

C ． 4 8 時間培養後， T F 培地
－

15 m l の 中試験

管 で 37
0

C
．

2 4 時間培養 し， T F 血液寒天 平板培地 に塗

抹 した ． 塗沫後， 37
0

C ． 4 8 時間培養 し， T F 培地 ． 15

m l の 中試験管 に 釣薗後， 37
0

C ．4 8 時間培養 した． さ ら

に ， その 後， 10 0 m l 容量 の カ ル チ ャ ー ボ トル に作製し

た T F 培地 100 m l で 37
0

C
． 2 4 時間前培養 した 菌液を

2
，
0 0 0 m l 容 量 の 培養瓶 に 作成 した T F 培 地2 ，

0 00 m l

中に移植 し，3 7
0

C ． 4 8 時間本培養 した ． 本培養後， 無菌

的に 4 ，5 0 0 X g
．2 0 分間冷却遠心 し， 培養上 清液と菌体

に 分離 し， 実験 に 供 した ．

m ．
エ タ ノ

ー ル 分 画 の 調整

冷却遠心後の 上 帝液 に ， エ タ ノ ー ル 濃度が 60 ％と な

るよ う に し
， 授拝後， 4

0

C 下 で
一

夜静置 し た． 静置後，

無菌的に 10
，
0 0 0 X g

． 2 0 分間冷却遠心 し， 得られ た沈

殿物に エ チ ル エ ー

テ ル を加 え， 乾燥 し， エ タ ノ ー ル 分

画と して実験 に 供 した．

A n tit um O r a Ctiv it y o f E b s ob a ci e ri u m n u cle a t u m K O － 3 1 st r ai n ． E o z o W a t a n a b e ， D e p a r t
．

m e n t of D e n t o － O r al S u r g e r yくD i r e ct o r ニ P r of ． K e n z o T a m aiJ ， S c h o ol of m e di ci n e ， K a n a z a w a

U n iv e r sit y ．



F
． n u c l e a t u m の 抗腫瘍活性 に 関す る研究

肌 等電 点法 に よ る抗腫瘍物質の 抽出

エ タ ノ
ー ル 分画 に P B S くp h o s p h a t e b u ff e r s ol u ti o n ，

p王i 7 ．0う 5 0 0 m l を加え ， 1 規定の 水酸化ナ トリ ウム 酒

液 で p H を 8 ■0 と し た 後， 4
0

C 下 で 一 夜 静 置 し，

4
，
5 0 0 X g

．2 0 分 間冷却遠心し， 得ら れ た沈殿物に P B S

1 50 m l を加 え， p H 8 ．0 の 沈殿分画と し実験 に 供 した ．

一 方
，
分離した 上 清掛 こ 10 規定の 塩酸 を加え

， p H

を8 ． 0 か ら 6 ． 0 に 調整後， 4
0

C 下 に て 再び 一 夜静置後，

同様に 4 ，
50 0 X g

．2 0 分間冷却遠心 した． 得 ら れ た沈殿

物に P B S 1 5 0 m l を加 え， これ を p H 6 ．0 の 沈殿分画と

して実験に 供 した ．

同様 に し て， p H 4 ．0 の 沈殿物 お よ び p H 2 ．0 の 沈殿

物を作成 し， 各々 の 沈殿分画を実験 に供 した．

V ．
プ ロ ナ

ー

ゼ 処理 に よ る抗腫 瘍物質の 抽出

p H 処理 後の p H 4 ．0 沈殿分画 に P B S くp H 7 ．O1 2 0 0

m l を加 え
，
1 境定の 水酸化 ナ トリ ウ ム 溶液に て p H を

8 ．0 に 調整後
，
プ ロ ナ

ー

ゼ くプ ロ ナ ー ゼ E
， 科研化学，

東京1 を沈殿量の 約 1 ％ に な る よう に 添加 し た
．
こ れ

を
，
3 7
0

C ． 2 4 時間処理 後， 再び 1 0 ， 00 0 X g
． 2 0 分間冷

却遠心 し， 得 られ た上 浦液成分に エ タ ノ ー

ル を加 え，

その エ タ ノ
ー ル 濃度が 60 ％と な る よ う に し た． 再 び

10
，
0 0 0 X g

． 2 0 分 間遠心－し， 得られ た 沈殿物 に 再留水 を

加え， Cl イ オ ン型イ オ ン交換樹脂 カ ラ ム D o w e x I X

4 を使用 し， 核酸の 除去 をお こ な っ た ． さ ら に 限外炉

過膜 くU K 50
， 東洋折紙， 東京ン を使用 し， 加圧 炉過

をお こ な っ た ． そ の 後 0 ． 2 ノ上 の ミ リ ポ ア フ ィ ル タ
ー

く東洋折紙， 東京フを用 い て 無菌炉過後
， 凍結乾燥し，

実験 に 供し た． 得 られ た物質を T F T －3 1 0 と命名 した．

Vl
．
E h rli c b 癌細胞お よ ぴS a r c o m a 1 8 0 細胞の 調

整

7 日目 ごと に ， 生後 4 過 の 工C R 系 マ ウスく18 へ 2 0 gう

で 継代培棄 し た Eh rli c h 癌細胞 お よ び S a r c o m a 1 8 0

細胞を無菌的に 採取 した． 白血 球算定基準 に した が っ

てその細胞数を算定し， 適量の 滅菌生理食塩水 を加 え， 約

10
6
c ell sノm l の細胞浮遊液と し て

， 各実験 に 供 した．

VIT ． 担癌 マ ウス の 調 整

腹水癌実験の 場合 は， 生 後5 退く20 句 2 2 gl の 工C R 系

マ ウ ス の 腹腔内に ， 至 適細胞数 に 調整 し た E h rli c h 癌

細胞 また は S a r c o m a 1 8 0 細胞の 浮遊液0 ．5 m l を移植

した
，
48 時間経過後， 調整 した それ ぞ れ の 生 成物 の 懸

濁液0 ．5 m l を腹腔内 に 投与 した
．

固型 癌の 場合は ， 生後 6 週 く25 へ 3 0 gう の 1 C R 系マ

ウス を使用 し た．
マ ウ ス の 背部 を電動式 バ リカ ン に て

剃毛 し
，
ヒ ビ テ ン ア ル コ ー ル に て 消毒後， マ ウス の 皮

下に 適量 の 細胞数 に 調整 し た Eh rli c h 癌 細胞 ま た は

S a r c o m a 1 8 0 細胞の 浮遊液0 ．2 m l を移植 した ． 4 8 時

間経過後， マ ウス の 前肢上腕 二 頭筋部 に 調 整 した それ

317

ぞれ の 生成物の 懸濁液0 ． 2 m l を投与 した．

Y m ． 抗腫瘍活 性の 判定

各実験群に お い て ， 腹水癌の場合は， 3 0 へ 3 5 日間の

マ ウ ス の 生存匹 数 を観察 し， 実験癌細胞を移植 した 日

よ り以 後の マ ウ ス の 生存 日数に て抗腫 瘍効果 を判定す

る こ とと し
， 実験群 の平均生存 日数くTl と対照群 の平

均生存 日数くCうの 比
，
すな わ ち TノC x lO O に よ っ て抗

腫瘍効果を判定 した ．

固型 癌の 場合 は， 5 へ 8 週 間の マ ウ ス の生存 を観察

し
， 抗腫瘍活性 を判定した．

また ， 背部に 形成 した 固

型癌の 腫瘍 の 大き さ こ 長径くm m l と短径くm m l を 一

定期間 ごと に 測定す る こ と に よ り，腫瘍重量 を算定し，

抗腫 瘍活性 を判定 した
．
腫瘍重患は， 次の式 に した が っ

腰瘍重量くm gうこ
墜啄鱒郵 m 吋 X 印 蜘

2

成 績

I ． F ． n u cl e a t u m E O －3 1 株 の 培 養 上 清液 エ タ

ノ ー ル 分 画 の 抗腫瘍活性

1 ． E h rli c h 腹 水癌 へ の作用

IC R 系 の マ ウ ス に 調整 し た Eh rli c h 癌細 胞 5 ． O X

l O
6
c ell sl m o u s e を腹腔内に 移植し た．

エ タノ
ー

ル 分画

を マ ウ ス 当た り 0 ． 5
，
1 ． 0

，
2 ． 0

，
3 ． O m gノm o u s e の 4 段

階 に つ い て ，それ ぞ れ を0 ． 5 m l の 滅菌生理食塩水に懸濁

し
， 移植 4 8 時間後 より 1 日 1 臥 7 日 間連続腹腔内に

投与 し， 抗腰 瘍活性 を検討 した．

実験群は 1 群 10 匹 を使用 した．

この結果
，
表1 に 示す ごとく

， 滅菌生理食塩水を投与 し

た対照群の マ ウ ス は
，
11 日目よ り22 日目ま で の 間に

全て 腫 瘍死 し， そ の 平均生存日数は
，
14 ． 6 士3 ． 3 日 で

あ っ た ． これ に 対 して， 0 ． 5 m gl m o u s e 投与群で は， 8

日目よ り マ ウ ス の 腫瘍死 を認め， 25 日目で全て の マ ウ

ス ほ腫瘍死 し， 対照群 の それ と類似し た成績で 平均生

存日数も 15 ．8 士 5 － 3 日 で あ っ た ． 1 ． O m gl m o u s e 投与

群で は， マ ウ ス の 腫瘍死 は対照 群の それ に 類似 し， 平

均生存 日数 も 1 7 ． 0 士5 ． 7 日 で あ っ た ． 2 ． O m gl m o u s e

投与群で は， マ ウス の 生存日数が 31 日目まで 認め
，
平

均生存日数は 23 － 6 士6 ． 9 日
，
また 3 ． O m gI m o u s e 投与

群の マ ウス の 平均生存 日数は
，
2 4 ．7 士5 ．3 日 であ っ た ．

この 成績 は， マ ウス 当 たり の 投与量が増加す る に し た

が っ て ， 平均生存日数も延長 する成績で あ っ た ． また

T I C く％1 は， 0 ． 5 m gl m o u s e 投与群 で 10 8 ．2 ％， 1 ． O

m gl m o u s e 投与群で 1 16 ． 4 ％と抗腫瘍活性は認 め られ

な か っ た ． しか し
，
2 ． O m gl m o u s e 投与群 で 16 1 ．6 ％，

3 ． O m gl m o u s e 投与群 で 16 9 ． 2 ％と い う 著 しい 抗腫

活性が認 め られ た ．
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2 ． E h rli c h 同型癌 へ の作用

以 上 の 実験結果 よ り， E h rli ch 癌 の 腹水癌 に 対 し て

著 しい 抗腫瘍活性が認め られ たた め， 次い で Eb rli cb

癌の 囲型癌に つ い て 抗腫 瘍活性を検討 した ．

本実験 に は 1 群 1 0 匹 で検討 した ．

先の 実験で
，
マ ウス 当た りの 投与量を増加す る に し

た が っ て， TノC く％1 が高 く な る成績 で あ っ たた め ，

マ ウ ス 当た り の 投与量 を3 ． O m gl m o u s e と 5 ．O m gl

m o u s e の 2 群 に つ い て検討 し た．

マ ウ ス の 背 部皮下 に E h rli c h 癌細 胞8 ． O X l O
6
c ell sl

m o u s e を移惜し， 48 時間経過後よ り， 滅菌生理食塩水に 懸

濁 した エ タ ノ
ー ル 分画 の 0 ． 2 m l を 担癌 マ ウ ス の 前肢

上 腕 二 頭筋に ， 1 日 1 回連続 7 日 間投与 した ．
そ の 後，

8 週目の マ ウ ス の 生存 匹数の観察 を も っ て ， 抗腫瘍活

性の判定 をお こ な っ た ．

こ の 精粗 表2 に示す ごと く， 滅菌生 理食塩水を投与 し

た 対照群 は， 3 週目よ り腫瘍死を認 め， 6 過日で す べ

て の マ ウ ス は 腫瘍死 した．

一 方
，
3 ． O m gl m o u s e 投与群で は， 4 週目 よ り マ ウ ス

の 腫瘍死 を認め た が， 8 過日で は 3 匹 の マ ウ ス の 生存

が 見 られ た．

さ ら に
，
5 ． O m gノm o u s e 投与群 では ， 5 週目よ りマ ウ

ス の 腰 瘍死 をみ た も の の ， 8 週目 で 5 匹 の マ ウ ス の 生

存 を認 め た．
こ の う ち 1 匹 の マ ウ ス で は， 背部 に 移植

さ れ た腫瘍 は消失し， 完全治癒 を示 した ．

以上 の 実験成績 よ り， エ タ ノ ー ル 分画に は
，
E h rli c h

癌 の 固型 癌の 実験に お い ても 著 しい 抗腫 瘍活性 を認め

た た め
，
さ ら に 固型癌 の 腫瘍重量を測定す る こ とに よ

り
，
抗腫瘍活性の 効果判定 をお こ な っ た ．

使用 した マ ウ ス は， 1 群 を 10 匹 と し て実験した
．

前回 の 実験成績で ， 5 ． O m gl m o u s e 投与群が 抗腫瘍

活性を示 したた め
， 今回 の 実験 で は，5 ． O m gl m o u s e 投

与 群に つ い ての み腫瘍重量 を測定 した．

E h rli c h 癌 細胞 7 ． O X l O
6
c ell sl m o u s e を マ ウ ス の 背

部皮下 に 移植後， 48 時間後よ り エ タ ノ ー ル 分 画の 懸濁

液 0 ．2 m l を 1 日 1 回， 7 日間連続 マ ウ ス の 前肢上 腕二

頭筋部に 投与 し た． 癌細胞移植後， 2 ， 3 ， 4 ， 6 週

目 の 腫瘍重量 を測定したと こ ろ
，
滅菌生理食塩水 を投与し
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F ． n u c l e a t u m の 抗腫瘍活性に 関 す る研究

た対照群で は， 3 過日 よ ウ マ ウス の 腫 瘍死 を認 め， 4

週目 で は2 匹の マ ウ ス の 生 存の み認 め られ た た め， こ

の 2 匹 に つ い て 腫 瘍重 量 を測定し た．

この 結果， 図 1 に 示 す ごと く ， 対照 群の マ ウ ス の 腰

瘍重量 は， 3 週 目で 約 2 ． 5 X l O
4
m g で あ り， 4 週目 で は

約7 ． 5 X l O
4
m g と腫 瘍重 量 の 増加が 著 し い 成績 であ っ

た．
こ れ に 対 して， 5 ．O m gノm o u s e 投与群 で は， マ ウス

の 腫瘍形成 の 抑制が み られ ， 4 週目 で 約 1 ． O X l O 4 m g ，

6 過日で は変化が な か っ た ． 対照 群と 処置群 と の 間に

は
，
明ら か な有意差が認 めら れ た．

図2 は， 本実験経過中の 3 週目の マ ウス の 状態 を示

して い る が， 対照群 と 5 ． O m gl m o u s e 投与群 と で は ，

明らか に 腫瘍の 大き さの 羞が認 め られ た ． 対照群の マ

ウ ス は ， 背部全体が腫瘍 で お お わ れ ，
マ ウ ス の 毛 並 み

も悪 く ， 悪 液質 の 症状 が認 め られ た．
5 ． O m gl m o u s e 投

へ

ぎ
で

空

一二
享
ご

雲
L

2
コ

り

0 1 2 3 4 5 6

M e ek s af t e r s ． c ． i n o c u l a ti o n of E h r l i ch c a r ci n o m a c el l s

F i g － 1 ． P e ri o d i c a l c h a n g e s o f s o li d E h rli c h t u m o r

W ei gh t i n mi c e af t e r d a il y tr e a t m e n t s f o r 7 d a y s

wi th e th a n ol f r a c ti o n p r e p a r e d f r o m c ult u r e

S u p e r n a t a n t of F n u cle a tu m K O －3 1 s tr a i n ．

C u r v e く砂1 ， th e g r o w th o f t u m o r i n u n t r e a t e d
C O n tr O l i C u r v e く国l ， th e t u m o r g r o w th i n th e
t r e a t ed g r o u p くi n t r a m u s c u l a r a d m i n i st r a ti o n wi th
5 m g o f th e f r a c ti o n f r o m 4 8 h r s af t e r t u m o r c ell s

i n o c u l a ti o nJ ．
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与群の マ ウ ス で は， 腫瘍 は縮小 し
，
毛 並 みの 状 態も良

好 であ っ た ．

3 ． S a r c o m a 1 8 0 固型癌 へ の 作用

以 上 の 実験成腐 よ り エ タ ノ ー ル 分 画は， E h rli ch 痛

の 腹水癌お よ び固型癌 に つ い て著 しい 抗腫瘍活性 を認

め たた め
， 次い で S a r c o m a 1 80 の固型 癌 に つ い て実験

を すす め た
．

I C R 系 マ ウス く6 過l の 背部皮下に S a r c o m a 1 8 0 細

胞の 6 ， O X l O
6
c ell s m o u s e を移植 し， 4 8 時間後 よ り，

3 ． O m gl m o u s e ， 5 ． O m gl m o u s e を マ ウ ス の 前肢 上 腕

二 頭筋に 1 日 1 回 ， 連続 7 日 間投与を お こ な っ た ．

1 群 10 匹 に て 実験 した ．

こ の結果
，
表3 に 示す ごとく

，滅菌生理 食塩水 を投与し

た対照群 は， 3 過 日よ り マ ウス は腫瘍死 し
，
6 過日で

す べ て腫 瘍死 した ．
こ れ に 対 し， 3 ．O m gノm o u s e 投与群

で は
，
3 週目よ り腫瘍死 を認め， 7 週目で す べ て腫瘍

死 した． ま た 5 ． O m gノm o u s e 投与群 で は ， 4 過日よ り

腫瘍死 を認 めた が ， 7 過日で は 1 匹 の 生存 がみ られ ，

しか も 背部 に 移植 され た 腫瘍 は消失し， 完全治癒 を示

Fi g ． 2 ． T h e m i c e a t 3 rd w e e k a ft e r a d m i n is t r a ti o n

W i th eth a n ol f r a ci o n i n F i g ． 1 ． P h o t o g r a p h

d e m o n st r a t e s a n o b v i o u s d iff e r e n c e i n t u m o r si z e

b e t w e e n th e c o n t r o l g r o u p a n d th e tr e a te d g r o u p ．
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した． 投与量が 3 ．O m gノm o u s e ， 5 ． O m gl m o u s e と増加

す る に したが っ て マ ウ ス の 生存 日数の 延長が み られ る

も のの
，
E h rli c h 癌の 固型 癌 に 比較す る と， そ の 活性 は

低 い 値で あ っ た
．

H
． 等電点法に よ る 沈殿分 画 の 抗腫瘍活性

F ． 矧 肌滋仇お 肌 K O －3 1 株培養上清液中の エ タ ノ ー

ル

分画は
，
E b d i cb 癌の腹水癌 お よ び固型 癌に 対 し， 著し

い 抗腫 瘍特性 を示 し， さら に S a r c o m a 1 8 0 の 固型癌 に

対 して も抗腫瘍括性が認 め られ た た め
，
等電点法に よ

り抗腫瘍物質 の 抽出に よる 精製 を お こ ない
，
そ の 抽出

物質に つ い て 検討 した．

本実験に は
， 対照群 と して P B S くp H 7 ．0フ を投与 し

た
． また， マ ウス は 1 群20 匹 と し て実験 した

．

1 ． p H 2 ．0
．
u 8 ．0 分画の活性

王C R 系， 生後 5 退く20 旬 2 2 gI の マ ウ ス の 腹腔内に 調

整 し た E h rli c h 癌細胞の 5 ． 5 X l O
6
c ell sl m o u s e を移 植

後， 4 8 時間経過後 よ り
， 等電点法 に よ り得 られ た抽出

懸濁綬を 0 ． 5 m l ず つ マ ウス の 腹腔内に ， 1 日 1 回 7 日

間連続投与 した ． 3 0 日間の マ ウ ス の 生存 匹 数 を観察

し， 抗腫瘍活性 を判定 した．

こ の 結果， 表 4 に 示 す ごと く， P B S を投与 した対照

群の マ ウ ス は 8 日目よ り腫 瘍死 を認 め
，
1 5 日 目で全て

の マ ウ ス は腰瘍死 し， その 平均生存 日数 は 9 ． 9 士2 ．3 日

で あ っ た
． p H 2 －0 の 沈殿 分画投与群 では ， 8 日目よ り

腫 瘍死 を認 め， 対照群の それ と 同 一

であ っ た が， 全て

の マ ウ ス の 腫瘍 死 は 26 日目 で あ り， 平均生存 日数は

12 ． 8 士5 ． 2 日で あ っ た ． p H 4 ．0 の 沈殿分画投与群で は

12 日目 よ り腰瘍死 を認め
，
対照 群の それ よ り， 腫瘍増

殖の 抑制が み ら れ
，
その 平均生存 日数は 16 ． 0 士3 ． 0 日

で あ っ た ． ま た ， p H 6 ．0 の 沈殿分画投与群 で は9 日目

よ り 腫 瘍 死 を認 め ， 平均生存 日数 は13 ．5 士5 ． 0 日 で

あ っ た ． p H 8 ．0 の 沈殿分画投与群で は， 平 均生存日数

は 6 ．2 士3 ． 3 日 で あ っ た
．

ま た
，
T ノC く％1 を求め る と

， p H 2 ．0 の 沈殿 分画投

与群で は 129 － 3 ％と抗腰瘍活性 は み ら れ な か っ たが
，

P H 4 ．0 の 沈殿分画投与群で は 16 1 ． 6 ％と著 し い 抗腫 瘍

活性が認 め られ た． ま た
， P H 6 ．0 の 沈殿分画投与群に

お い て も 13 6 ． 4 ％の 抗腫 瘍悟性 が得 られ た．

以上 の 実験成績 よ り， 等電点法 に お ける 至 適 p王i は

4 ，0 で あ っ たた め
，
エ タ ノ ー ル 分画 をた だ ち に 10 規定

の 塩 酸 に て p H 4 ．0 と し， 同様の 実験 を お こ な っ た
0 使

用 し た Eh rli c h 癌細胞 は，4 ．7 X lO
6
c ell sノm o u s e を用 い

T a bl e 3 ． A n ti t u m o r a c tiv it y o f e th a n ol f r a cti o n p r e p a r e d f r o m th e c u lt u r e s u p e r n a t a n t of
F n u c le a t u m st r ai n K O －3l o n s o lid t y p e t u m o r of S a r c o m a 18 0 c ell s l n m i c e ．

E th a n ol f r a cti o n aI N u m b e r o f

くm gl m o u s eI m i c e u s e d

N u m b e r o f s u r vi v i v o r s af t e r

2 3 4 5 6

3 ． 0

5 ．O

P h y si o l o gl C al

S ali n e くc o n t r o IJ

0

0

0

1

1

1

9

n
U

8

1

0

ハ
U

O

l

l

1

0

0

0

1

1

1

7

9

5

3

4

2

2

3

0

al E a c h p r e p a r a ti o n w a s gi v e n i n tr a m u s c ul a rl y in t o m u s c ul u s bi c ep s b 7t l n L
．

h ii e v e r y d a y f o r
7 d a y s a ft e r s u b c u t a n e o u s i n o c u l a fi o n o f 6 ．O x lO

6
c ell s J血 o u s e ．

T a b l e 4 ■ A n tit u m o r a c ti vi t y o f th e s e di m e n t f r a c ti o n o b t ai n e d b y i s o el e c tri c al p r e c l p lt a
－
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f
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F ． n u cl e a t u m の 抗腫瘍活性 に 関す る研究

た．

その 結果 は， 表 5 に 示 す ごと く P B S 投 与の 対照群

の 平均生存 日数は 10 ． 5 士 1 ．9 日 で あ る の に 対 し て， p王1

4 ．0 の 沈殿 分 画投与群 で は 17 ． 3 士5 ． 0 日 で あ り
，
T ノC

く％フ で は 16 4 ．7 ％と 著 しい 抗腫 瘍活性が再確認さ れ

た
．

2 ． プ ロ ナ ー ゼ 処理 に よ り 抽出 した 物質 T F T ．31 0

の 抗腫 瘍活性

前実験の 等電点法に よ り
， p H 4 ．0 で 処理 し た沈殿 分

画に 著し い 抗腫 瘍清性 が認 められ た の で
，
さ ら に 精製

する た め に プ ロ ナ ー ゼ 処理 し， 抗腫 瘍物質 T F T ．3 1 0

を作成し
，
その 抗腫瘍活性に つ い て E h rli c h 癌 の 腹 水

癌を用 い て実験 を お こ な っ た
．

侶 El 甘1i c h 腹 水癌 へ の 活僅

本実験 に は ， 1 群 1 0 匹 の マ ウス を使用 した
．

1 C R 系5 退く2r ト 2 2 gフの マ ウ ス の 腹腔内に 4 ． 6 X lO
6

C ell sl m o u s e を移植し た． 48 時間経過後， T F T－31 0 を

1 ．O l n g パくg か ら 0 ．tl l m gノ1くg ま で 7 段 階 の 投 与量 に

分け， 5 ％ブ ド ウ 糖溶液 に 懸濁し， そ の 0 ． 5 nl l を1 日
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1 臥 連続 7 日間腹腔内に 注射し， 抗腫瘍活性 を検討

し た．

この 結果， 表 6 に 示 す ごと く
， 対照群の 全て の マ ウ

ス は1 1 日目 よ り 1 6 日目ま で に 腰瘍死 し， そ の 平均生

存 日数 が 1 3 ．6 士 1 ． 8 日 で あ っ た ．
こ れ に 対 し て 0 ．1

m gノk g か ら 1 ． O m gノk g ま での投 与量 で は
，
い ずれ も

平均生存日数が延長 し て お り
，
こ と に 1 ．O m gノk g で は

30 日観察で 1 匹 の マ ウス の生存が み られ， しか も完全

治癒 を認 めた ． T l
l C く％1 で は， 0 ． 1 m gl k g ， 0 ． 3 m gJ

k g で は それ ぞれ 138 ．2 ％， 1 3 1 ． 6 ％の 抗腫瘍活性 を示

した． また
，
0 ． 5 m gl k g で 15 3 ．6 ％， 1 ． O m gノk g で は

1 72 ．0 ％と著 しい 抗腫瘍活性が認め られ た．

以 上 の 成績 の ご とく
，
T F T － 31 0 の 投与量が増加す る

に し たが っ て生存 日数が延長す る傾向が認め られ た．

刷 E h rli c h 固型 癌 へ の活性

以 上 の 実験成績 よ り T F T －3 1 0 は E h rli c h 癌 の 腹 水

痛に 対し て著明 な抗腫瘍括性 を認め た た め
，
E h rli c h

癌の 固型 癌に つ い て 検討した ．

本実験 に は
，
1 群20 匹の マ ウ ス を使用 した． また，

T a bl e 5 － A n tit u m o r a c ti vit y o f th e p H 4 －O s e di m e n t f r a c ti o n o f th e c u t u r e s u p e r n at a n t o n
a s cit e s t y p e t u m o r of E h rli c h c a r c in o m a c ell s i n mi c e ．
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f
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1 6 4 ． 7
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先の 実験 で
，
k g 当た りの 投与壷 を増加す る に した が っ

て T I C く％1 が 高くな る成績で あ っ た た め， k g 当た り

の 投与量 を1 ． O m gJ k g と0 ． 5 m gノk g に つ い て検 討 し

た．

I C R 系 6 退 く25 g へ 30 gI の マ ウ ス の 背 部皮下 に

4 ．9 X l O
6
c ell sl m o u s e を移植後

，
4 8 時間経過後 よ り，

T F T －3 10 を 1 ． O m gl k g と 0 ．5 m gl k g の 投 与 量 に な

るよ う に 5 ％ブ ドウ糖溶液 に 懸濁 し， その 0 ． 2 m l を 1

日 1 回連続 7 日 間前肢上腕 二 頭筋 へ 注射 し， 抗腫 瘍活

性 を検討 した ． 対照群に は， 5 ％ブ ド ウ糖溶液を使用

した ． ま た， こ の 実験経過申 に ， マ ウ ス の 腰瘍重 量 も

同時に 測定 した．

こ の 結果， 表 7 に 示 す ご とく ， 対照群 は， 3 過日 よ

り マ ウ ス の 腫瘍死 を認め， 6 週日で す べ て の マ ウ ス は

腫 瘍死 した ．
こ れ に 対 して， 処置群の 0 ．5 m gノk g 投与

群の マ ウ ス で は， 対照群と 同 じく 3 週目 より マ ウ ス が

腫瘍死 した が， 8 週目 で は 2 匹 の生存 を認め た． こ の

2 匹 のう ち 1 匹 は
，
マ ウ ス の 背部 に 移植さ れ た腰瘍は

消失 し， 完全治癒 を認め た． ま た 1 ． O m gノk g 投与群で

は 4 週目よ り マ ウス の 腫瘍死 を み た
．
8 週目で は 8 匹

の 生存が 認め られ た が， こ の う ち 7 匹 の マ ウ ス は背部

に移植さ れ た腫 瘍は 消失 し， 完全治癒が認め られ た ．

図3 は， マ ウス の腰瘍重量 を 5 日間隔で測定 した も

の である が
， 対照群 の 腫瘍重量 は， 1 0 日 目で 約 3 ． 3 X

lO
3
m g ， 2 0 日 目 で 約 15 ． 9 X lO

3
m g ， 30 日 目 で は 約

21 ． 7 X l O
3
m g であ っ た ．

一 方
，
T F T －3 1 0 の 0 ． 5 m gJ

，

k g 投与群 の 腫癌重量は，

1 0 日目で 約 1 ．9 X l O
3
m g ， 2 0 日 日で は約 6 ．5 X l O

3
m g ，

3 0 日目で は約 8 ．8 X l O
3
m g で あ っ た ． また 1 ． O m gJ k g

投 与群 で は， 10 日 日 で 約 1 ． 2 X l O
3
m g ， 2 0 日 目 で 約

4 ． O X l O
3
m g ， 3 0 日目で は約 7 ．5 X l O 3 m g で あ っ た ． 対

照 群と処置群 と の 間 に は
，
明 らか な有意差が認め られ

た
．
しか も

， 投与量の増加と と も に その 抗腰瘍活性が

強く認 め られ る成績が得 られ た ．

制 S a r c o m a 1 8 0 腹水癌 へ の 活性

以上 の 実験成績 に より
，
T F T －3 10 は E h rli c h 癌の固

型 癌に 対 し ても 著明 な抗腫 瘍活性 を認め た た め
， 次い

で S a r c o m a 18 0 の 腹水癌 に つ し1 て検討 し た
．

1 群 10 匹 の マ ウ ス を使用 した
．
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F ． n u cl e a t u m の 抗腫瘍活性 に 関す る研究

1 C R 系 5 退く20 へ 2 2 gうの マ ウス の腹腔内に 6 ． O X lO
6

c ell sl m o u s e を移植し
，
4 8 時間経過後 T F T － 31 0 を 1 ． O

m gl k g か ら0 － 0 1 m g J
l

k g ま で の 投与量 に な る よ う に

7 段階に 分 け， 5 ％ブ ド ウ糖溶液に 懸濁 し
，
そ の 0 ． 5

m l を 1 日1 回連続 7 日間腹腔内に 注射 し， 抗腫 瘍活性

を検討し た．

こ の 結果， 表8 に 示 す ごとく ， 対照 群の 平均生存日

数が 12 ． 3 士1 ■3 日 で あ る の に 対し て， 1 ．O m gノk g か ら

0 ， 0 1 m gノk g ま で の投与群 で は い ず れ も 平均生存日数

が延長 し てい た． こ と に 0 ． 5 m gl k g ， 1 ．O m gl k g で 著

しく， 0 ．5 m gl k g で 2 1 － 0 日 ， 1 ． O m gl k g で 23 ． 2 日 で

あ っ た ．
ま た T ノC く％l で は， 0 ． 5 m gノk g で 17 0 ． 7 ％，

1 ．O m gノk g で 18 8 ． 6 ％と著 し い 抗腰瘍活性が認 め ら れ

た．

剛 S a r c o m a 1 8 0 固型 癌 へ の 活性

以上 の 実験成績よ り
，
T F T －3 1 0 は S a r c o m a 1 8 0 の

腹水癌 に 対 し て も著明 な抗腫瘍活性 を認 め た た め，

S a r c o m a 1 8 0 の 固塾 癌 に つ い て 検討を加 え た． 使用 し

た S a r c o m a 1 8 0 細胞は 1 ． O x l O 7 c ell sl m o u s e を用 い
，

3 23

1 群 20 匹 の マ ウ ス を用 い た ．
こ の際， 先の 実験 で 0 ． 5

m gl k g と 1 ．O m gl k g に 著し い 抗腫瘍活性が認め ら れ

た た め
， 本実験 で は 0 ． 5 m gノk g と 1 ． O m gl k g に つ い

て 検討 した． また ， 本実験経過中の マ ウス の腫瘍重量

も同時に 測定 した ．

こ の 結果
，
表9 に 示 す ごと く

，
5 ％ブド ウ糖 を投与

した 対照群の マ ウス は 3 週目 より腫瘍死を認め ， 6 過

日 で す べ て腫 瘍死 し た．

一 方， 0 －5 m gノk g 投与群 で は 4 週目よ り マ ウ ス の腫

瘍死 を認 めた が， 8 週目で は 4 匹 の マ ウ ス の生存が み

られ た■ こ れ ら 4 匹の う ち 1 匹 に つ い て は， 背部に 移

植さ れ た膿 瘍ほ消失し
， 完全治癒 を認 めた

． ま た 1 ． O

m gノk g 投与群 で は 6 週日よ り マ ウ ス の 腫瘍死 が 認め

ら れ たが
，
8 週目で は 8 匹 が 生存 して お り， し かも こ

の 8 匹 す べ てが 背部に 移植さ れた 腫瘍 の消失を認め，

完全治癒が示 され た．

図4 は， マ ウス の 腫 瘍重畳 を 5 日間隔で測定 した も

の で あ るが
， 対照群 の 腫瘍重畳は

，
1 0 日目 で 約1 ． 3 X

l O
3
m g で あ り， 2 0 日 目で は約19 ． 2 X lO

3
m g ， 3 0 日目で
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3 2 4

は約 37 ． 1 X l O
3
m g で あ っ た ．

こ れ に 対 して， T F T －3 1 0 の 0 ． 5 m g J
I
k g 投与群 の マ

ウ ス で は
，
10 日目 で約0 ．4 X l O

3
m g で あ り， 2 0 日 目で

約 4 ． 7 X l O
3
m g ， 3 0 日目 で は約 9 ． 2 X l O 3 m g で あ っ た ．

ま た 1 ．O m gノk g 投 与群 の マ ウ ス で は， 1 0 日 目 で 約

0 ． 4 X lO
3
m g であ り， 2 0 日目 で は約 2 ． 2 X l O

3
m g ， 3 0 日

目で は約3 ． 5 X lO
3
m g であ っ た ．

以上 の 成績よ り ， 対照群 と処置群と の 間に は明ら か

な有意善が認め ら れ， しか も投与量の 増加 と とも に そ

の抗腫瘍活性が強く示 さ れ る成績が得 られ た．
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g 紀5
1 0 ほ 封
な ど種 々 の 細 菌に よ る抗癌作 用 の 報告が みら

れ る が ，
い ずれ の 場合 も好気性薗に つ い て の 報告が多

数 を占め て い る ．

一 方
，
グ ラ ム 陰性嫌気性梓菌に つ しユ ての 抗腫 瘍性に

関す る研究 は皆無 で あ る．

本実験 で は， グ ラ ム 陰性嫌気性梓菌 で あ る 尺 7 相 打

g戊わf 乃7 E O －3 1 件の 抗腫 瘍物質の 抽出 を マ ウ ス を使用

して i n － V i v o の 実験で 検討 した ．

従来よ り グ ラム 陰性菌に 認め ら れ る抗腰 揚物質は，

一 般的に L P S とさ れ て お り34l
，
そ の L P S の 分 離． 抽出

法 に は ， 従来 よ り フ ェ ノ ー ル ． 水抽出法3 5
句 頼

， トリク

ロ ル 酢酸法くB o i vi n 法う
4 ト 刷

，
E D T A 抽出法

45 ． 4 7 1
， 有

機溶媒に よ る抽出法
欄
な どが広 く使用 さ れ て い る ．

こ

れ らの う ち ，
フ ェ ノ ー ル ． 水抽出法， ト リ ク ロ ル 酢酸

法， E D T A 抽出法 はい ずれ も主と して 菌体 を処理 する

こ と に より抗腫 瘍物質の 分離 をお こ な っ て い る ．
しか

し， 君 邦子化
．

払油 川佗 K O ．3 1 の 場合， 抗腫瘍活性は菌体

成分 に は ほと ん ど認め ら れ ず， 培養上 清液中に 認めら

れ たた め
， 本実験 で は溶媒沈殿法， こ と に 有機溶媒法

を利用 す る こ と に よ り， 抗腫 瘍物質の 抽出を施行し た．

沈殿作用 をも つ 有機溶殊 に は， アセ トン ， エ タ ノ ー

ル
，
メ タ ノ ー ル な どが存在す る が ，

アセ ト ン ， メ タ ノ
ー

ル は蛋 白質類， 糖脂質類 な どを 沈殿 さ せ る の に エ タ

ノ
ー ル よ り も高濃度が 必 要な こ と， さ らに ア セ ト ン は

脂質 を可溶化 して 蛋白質類 を沈殿 さ せ るた め， 本実験

で は不向き で あ ると 考え， エ タ ノ
ー ル を使用 し た 欄 ．

一 般に
，
有機溶媒と して の エ タ ノ ー ル 抽出法は， 蛋

白質額な ど を沈殿さ せ る作用 が 強く ， 4 0 ％程度で ほと

ん ど蛋白質類を沈殿す る と され てい る． し か しな がら，

p H ， イ オ ン 強度， 濃度な どに よ り影響をう ける た め，

本実験 で は， 40 ％， 6 0 ％， 8 0 ％ の エ タ ノ ー ル 濃度に 分

け て 検討 し た．
こ の結果， 40 ％， 8 0 ％ エ タ ノ

ー ル 濃度

で 抗腫瘍活性 を示 さず， 6 0 ％ エ タ ノ ー ル 濃度に よ りそ

の 沈殿物 に 著 し い 抗腫瘍活性を 示 し た ため ， 抽出法に

使用 す る エ タ ノ ー ル の 添加濃度 は ， 6 0 ％が 最適で ある

と 決定 した．

こ の よ う に し て 得 ら れ た 60 ％ エ タ ノ
ー ル 分画 を

Eb rli c b 癌の 腹水癌に 作用 さ せ た と こ ろ， 著 し い 抗腫

瘍活性が認め られ た． ま た， E h rli c h 痛 の 固型 癌に 作用

さ せ た と こ ろ ， 腫 瘍形成に 対す る抑制作用 が み ら れ，

マ ウ ス の 生 存日数 の 延 長が 明 ら か に 認め ら れ た．
ま た

，

固型癌の 実験で ，
背部 に 移植 さ れ た腫 瘍は完全 に 消失

し， 完 全 治 癒 の マ ウ ス も 認 め た．
こ の こ と は， F ．

椚 鋸南剖厄 研 K O －3 1 株の 培養上 清液中 に 存在 し た抗腫
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瘍活性 が 60 ％ エ タ ノ
ー ル 処理 に よ り ほ ぼ 完全に そ の

沈殿物質中に 集積さ れ て い る こ と を示 し て い る．

さ ら に ， こ の エ タ ノ
ー ル 分画 を等電点法 に よ り

，
そ

の抗腰瘍物質の 純化 をお こ な っ た
欄

．

等電点法 を応用 した 蛋 白質の 抽出方法 と して ， 古く

か ら Cl o s t rid i u m b o t u li n u m の 外毒素の 抽出法が知 ら

れて い る ．
S ni p e ら

5 O1 5 1 1 は C l
．
b o t uli n u m の 培養液 に 塩

酸を加 え， p H を 3 ．0 へ 4 ． 0 に す る こ と で A 型の 毒素

を抽出し た． ま た ， L a m a n n a ら
521
は段階的に p H を変

化させ ， B 型 の 毒素を抽出 し， C a rd ell a ら
5 3 則
は C 至軌

D 型の 毒素を抽出し た．
こ れ らの 報告は， い ず れ も グ

ラム 陽性薗 で あ る Cノ． 占0 ね 伽 7 仰 に つ い て で あ っ た

が， 本菌に 対 して も応用 で き る と考え 等電点法 を用 い

て実験 した． こ の 際， B r o n f e n b r e n n e r ら
551
は ボ トリ ヌ

ス 毒素は 酸に 対 して安定 で あ るが ， ア ル カ リ に 対 して

は不安定で ある と 述べ てい る た め， 本実験 で は 10 規定

の 塩酸 を用 い ， 主 と し て p H を酸性 に し て実験を お こ

な っ た ．

一 般 に ， 等電点法を応用 す る場合は ， 塩 類の 添加に

よ っ て蛋白質の 等電点 は酸性に 傾く が ，
こ れ は陰イ オ

ン が陽イ オ ン よ り も 蛋 白質 に 結合 し や す い た め で あ

る． ま た本法は， M－
一

般 に 溶解度 の 比較的小 さ い タ ン パ

ク質な どの 分別 に 対し て用 い ら れ， しか も 共存す る塩

類の 濃度 を低く しな け れ ば目的を達成さ れ な い 場合が

多い
5 6I

． 本案鹸の 場合， f二 払 肌滋矧 払朋 K O ．3 1 株 を T F

培地で 培養 して い る た め， T F 培地 中の N a C l を 始め

と して数種類の ， しか もわ ず か の 濃度の 塩類が添加さ

れ て い る ． ま た T F 培地 で 培養す る量 か ら比較 す ると ，

エ タ ノ
ー ル 分画で得ら れ る沈殿物質量 も わ ずか で ある

こ とか ら， 前述 の 条件 を満 たす状態 で あ っ た ． 実際の

p H の 調整は ， 溶液の 局 所的な p H の 急激 な変勤 を避

ける 意味 で 1 ハ5 M の リ ン 酸緩衝液を使用 し， 10 規定

の塩 酸を用 い て p B の 調整 をお こ な っ た ．

こ の よ う に し て得 ら れ た p王1 4 ．0 の 沈殿 分画に お い

て
， TノC く％1 で 16 1 ． 6 ％ と著 し い 抗腫瘍活性が得られ ，

ま た p H 6 ．0 の 沈殿 分 画に つ し－ て も 13 6 ，4 ％と抗 腫 瘍

活性が得ら れ た．
こ の た め至 適 p H を 4 ．U と し たが ，

p H 6 ．0 に お い て も抗腫 瘍活性 を認め た た め ， p H を
一

度に 4 ．0 ま で下 げ 同様の 実験 をお こ な っ た ． その 結果

は， T ノC く％コで 16 4 ． 7 ％ と 前回 を 上回 る著 し い 抗腫 瘍

活性が 認 め られ た
．
こ の 成績 は， 当初培養上浦液中に

存在 した抗腫 瘍物質が ， エ タ ノ ー

ル 処理 お よ び等電点

法に よ っ て何ら 失なわ れ る こ と なく抽出さ れ た こ と を

意味する と考 えた．

F 乃 鋸 南 め 仰 K O－3 1 培養上 清液中の 抗腫 瘍活性は，
熱に 対 して 安定 で あ る こ と を証明 した

5 71

．
こ の た め

， 培

養上清液中に 存在す る抗腫 瘍物質の 本体 は蛋白質で な
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く ， 他の 物質 で あ ろう と推測し た．
こ の た め

， 等電点

法に よ っ て得 られ た物質中の 余剰の 蛋白質を除去す る

目的で ， 蛋白分 解酵素を使用 し た．

プ ロ ナ
ー

ゼ に よ る 除蛋白効果 は， ノJ l 谷 ら
5 8I
，
R o m e o

ら5 91 に よ り高 い 除蛋 白効果が報告され て い る た め
， 本

実験 で は プ ロ ナ ー ゼ を使用 して除蛋白 をお こ な っ た ．

等電点法に よ り得ら れ た物質中に は， 余剰の 蛋 白質

の 他に 核酸や糖蛋白， リ ボ多糖類 な どが含有され る と

考 えられ る ．
こ の た め

，
まず プロ ナ ー ゼ処理 し， 余剰

の 蛋白質の 除去を お こ な っ た ． そ の 後核酸の除去 をお

こな っ た ．

一

般的に 核酸の 除去は ， 高速遠心 を数回く り返 す と

大部分は除去さ れ る とさ れ て い る3 6I ． ま た
，
セ タ ブ ロ ン

法
3 即 や ゲ ル 炉過法

6 0 － 6 21
も 核酸の 除去 ． 分離 に 用い られ

るが
，
か な り手数が か か る 欠点が ある ．

この た め， 本

実験 で はイ オ ン 交換樹脂くcl イ オ ン型1 を使用 し 瑚
， 核

酸の 除去を お こ な っ た ．

遊離核酸の 除去に あ た っ て は， C o h n に よ る強陰イ

オ ン 交換樹脂 は と して D o w e x い に よ る核酸の 分離

法を利用 し た 佃 ．
cl 型を用 い る 方法で は， 分離能力は不

足 す ると さ れ るが 瑚
， 核酸 を除去 する 目的に は十分 で

あ る と考 え， 本法 を使用 した．

さ らに 核酸 の 除去後， R u b i o ら
6 別 の 報告 をも と に し

て
，
脱 塩と濃縮 を目的と して ， 限外炉過 をお こな っ た ．

こ の よ う に し て 得 ら れ た 物質 T F T －3 10 を E h rli c h

癌の 腹水癌， 固型癌 さら に S a r c o m a 1 8 0 の 腹水癌， 固

型癌 に 投与 した と こ ろ
， 著 しい 抗腫瘍晴性を示 し， し

か も 完全治癒 の マ ウス も認 められ た ．
この よう に

，，
書

跡 此庖肋 旭川 K O －3 1 株 の 培養上 清液中に 存在 し た抗腫

瘍物質は， T F T － 3 1 0 中に 完全に 抽出され， しか も精製

さ れ た成績で あ っ た ．

こ れ ら の 実験方法 に よ り F 列伽 沌 加 ゎ乃 K O －3 1 株の

培養上浦液中に 存在 した抗腫 瘍物質の 抽出 ． 精製 は可

能 に な っ たが ， こ の 抗腫瘍物質の 作用 機序 に つ い て は，

まだ 知ら れ て い な い ． 今後実験 を す すめ て， そ の 作用

機序の 検索が 必 要で あろ う．

結 論

口 腔内よ り 分離し た嫌気性梓菌 ダ． 椚 佑 払油 川7 K O t

3 1 株の 培 養上 浦液中に 存在 し た 抗腫瘍物質を抽出 し，

マ ウ ス を使用 し たi n ， V i v o の 実験 に よ りそ の 抽 出物の

抗腫 瘍活性を証 明 し， 次の 結果 を得た．

廿I fl 椚 狛 k 雨 脚 K O － 3 1 株の 培養上 浦液 を 60 ％ エ

タ ノ ー ル 処理 す る こ と に よ り得 られ た エ タ ノ ー ル 分画

は
，
E h rli c h 癌 の 腹水癌， 固型癌 お よ び S a r c o m a 1 8 0

の 固 型癌 に対 し て 著 しい 抗腫瘍活性 を示 した．

刷 等電点法を応用 した処理 に て エ タ ノ ー

ル 分画を
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p H 4 ．0 に調整 し， 得 られ た p H 4 ．0 沈殿分画を Eh rli c h

癌の腹水痛に作用 さ せ た と こ ろ， 著 し い 抗腰瘍活性が

得 られ た．

刷 p H 4 ．0 沈殿 分画 を蛋白分解酵素くプ ロ ナ ー ゼう

で 処 理 し， 核 酸 の 除去 を お こ な っ て 得 ら れ た 物質

くT F T －3 1 01 に 対 して， E h r
－

1i c h の 腹水癌
，
固型 癌お よ

び S a r c o m a 1 80 の腹水癌， 固型癌 を作用 さ せ た と こ

ろ， 著 しい 抗腫瘍活性が得 られ た．

稿 を終 え る に 臨 み， 終 始 御懇 篤 な る 御 指導 と 御校 閲 を

賜 っ た恩師玉 井健三 教授 に深甚 の謝 意を表しま す． また ， 本

研究の 遂行に あた り常 に 御協力 を賜 っ た各 教室 貞の 皆様 に

深く感謝致 します
．

なお ， 本論文 の 要旨は
，
第 1 1 臥 第 13 回嫌気性菌研究 会

く19 81 年 ， 19 83 年
，
東京コ お よ び第 18 回， 第 19 回日本細

菌学会中部地方会 く19 81 年 ， 金 沢， 1 98 2 年
， 名古 屋1 で発

表した．
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6 1I 金 田吉男 一 小川 義文 ． 持田研 秀 二 励 cゐg 7イcゐわ c oノブ

U K T ． B の 1ip o p o l y s a c c h a rid e そ の 化学構造 と発熱

活性． 衛生試験所報告， 第85 号
，
4 3 － 4 8 く1 9 叩 ．

6 2I R o m a n o w s k a ， E ．
，
P el c z a r s kn

，
A ．

，
W n u k

， W ．
，

M ul c 町 k ， M ．
，
G o d 21i A s k a

，
H － a n d S l o p e k ， S ． こ

I s ol a ti o n
， p u ri fi c a ti o n a n d p h y si c o

－

Ch e m i c a l c h a r －

a c t e ri sti c o f S h などlh l S O n n ei p h a s e l f r e e e n d o t o x in ．

E u r o p e a n J ． B i o ch e m ．
，
1 2

，
4 3 5－44 1 く19 7 0ン．

6 3I H u rlb e rt
，
R

． B ．
，
S c h m i t z

，
H ．

，
B ru m m

，
A ． F ．

a n d P o tt e r
，
V ． R ． こ N u cl e o ti d e m e th a b o li s m II

．

C h r o m a t o g r a p h i c s e p a r a ti o n o f a cid －

S Ol u bl e n u cl e ．

O tid e s ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
2 0 9

，
2 3－39 く19 5 41 ．

6 4I C o h n ， W － E ． ニ T h e a ni o n －

e X C h a n g e s e p a r a ti o n

O f R i b o n u cl e o tid e s ． J ． A m e r ． C h e m ． S o c ．
，
7 2

，
1 47 1

－

1 4 7 8 く19 5 0ン．

6 5ナ 桶 正道 二 生化学実験講座 2 ． 核酸の 化学工く今

堀 ． 岡崎 ． 高浪 ． 西村編J 第 1 版， 2 7－35 貢， 東京化学

同人 ， 東京．
1 9 7 6 ．

66I R u b i o ， N ． a n d L o p e z ， R ． こ P u rifi c a ti o n of

乃 e u d o m o n a s a m q m o s a e n d o t o x i n b y m e m b r a n e

p a r titi o n ch r o m a t o g r a ph y ． A p pl ． M i c r o bi ol ． ， 23 ， 2 11

－21 3 く19 7 2I ．
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S t u die s o n A n tit u m o r A cti v e S llb st a n c e s 丘o m FtLS O b a c t w h L m n u CLb a t u m K O － 3 1 S tr ai n

K o z o W at a n a b e ， D e p art m e n t of D e n t o
－ O r al S u r ge r y くD ir e ct o r ニ P r o f ． K ． T a m ail ， S ch o o l of

m edi c in e ， K an a Z a W a U ni ve 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 3 ， 3 1 6 － 3 2 9 く1 9 8 4J

K e y w o rd sニ A ntit u m o r a cti vit y ， G r a m 瓜 e g ativ e a n a e r ob e s ， F

A b st r a c t

T h e p r e s e n t st u d y w a s c a r ri e d o u t t o e x a m i n e t h e e x t r a c t s o f F u s o b a c t e ri u m n u cl e a t u m

c u lt u r e s u p e r n a t a n t f o r t h e a n tit u m o r a cti vit y ． T h e e x t r a c t s w e r e p r e p a r e d a s t h e s e d i m e n t

f r a cti o n s b y et h a n o I p r e cip i t a ti o n ， 1 S O e l e ct ri c p o i n t p r e cip i t a ti o n a n d p r o t e o l y ti c e m z y m e
－ t r e a t －

m e n t ． A n e t h a n o l f r a cti o n o b t ai n e d b y a d d iti o n o f 6 0 ％ e t h a n ol t o t h e c u lt u r e s u p e rn at a n t

S h o w e d a n e ff e cti v e a n ti t u m o r a cti v it y o n a s cit e s a n d s o li d t y p e t u m o r s o f E h rli c h c a r ci n o m a

C ells
，
a n d al s o o n s o li d t y p e t u m o r s o f S a r c o m a 1 8 0 c e 11 s i n I C R m i c e ． A p H 4 ． O s e d i m e n t

f r a cti o n e x t r a c t e d b y a dj u sti n g t h e e t h a n ol f r a cti o n at p H 4 ．O w a s al s o f o u n d t o gi v e a d i sti n c t

a n tit u m o r a c ti v it y o n E h rli c h a s ci t e s c a r ci n o m a s ． T h e p H 4 ．O f r a cti o n w a s fu rt h e r s utj e ct e d t o

t r e at m e n t b y p r o n a s e t o eli m i n at e f r e e n u cl e ot id e ， a n d t h e n t o u lt r a filt r ati o n ． T h e p r o n as e

t r e at e d f r a c ti o n くT F T － 3 1 01 g a v e b e tt e r a n tit u m o r a c ti vi t y t o b o t h a s ci t e s a n d s o li d t y p e t u m o r s

O f E h rli c h c a r ci n o m a c ell s o r S a r c o m a 1 8 0 c ell s t h a n t h e o t h e r f r a c ti o n s e x a m i n e d ． T h e s u r vi v al

r a ti o s o f t h e t r e a t e d g r o u p t o t h e c o n t r o l r a n g e d f r o m 1 3 1 ％ t o 1 8 8 ％ at 4 － 8 w e e k s a ft e r t h e

t u m o r c ell s i n o c u l a ti o n ． P r o b l e m s i n v oI v e d i n t h e s e a cti v e s u b st a n c e s a n d t h ei r e n titi e s w e r e

d is c u s s e d ．


