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マ ウ ス 牌細胞 で のイ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘起 に対する

A 群 溶 連 菌 の 影 響

金沢大学医学部整形外科学教室 ( 主任 : 野村 進教授)

池 田 周 紹

( 昭 和5 8年 3 月2 5 日受付)

本研究は溶連菌 に お け る ス ト レ プ トリ ジ ン S (S t r e pt ol y si n S , S L S ) 産生能 とイ ン タ ー フ ェ ロ ン

1(I F N ) 誘起能 と の 関連性 を調 べ る た め に 行っ た . 用 い た菌株 は抗腫瘍性で S L S 塵生能 を有す る C 20 3 S

株 , B l a c k m o r e 株と S u 株 , な らび に抗腫瘍能と S L S 産生能 を欠く C 20 3 U 株で あっ た .
こ れ らの溶連薗

の凍結乾燥標品 は O K
-

4 3 2 の作 製過程 に よ っ て 得ら れ た . 即 ち ペ ニ シ リ ン G 含有 B e r n h ei m e r
,

s b a s a l

m e di u m に 各菌 を浮遊さ せ て 3 7
0

C 2 0 分間, つ い で 45
0

C 30 分 間静置 し た後凍結乾燥 した.
こ れ ら標 品の

B A L B/ c マ ウス 脾細胞に お け るI F N 誘起活性測定 は L 929 細胞 と v e si c ul a r st o m a titi s vi r u s を用い て行

っ た . そ の結果
,
C 2 03 S

,
C 2 0 3 U

,
B l a c k m o r e 薗の各棟晶は何れ も I F N を S u 菌標 晶で ある O K -

4 3 2 と

同様に 誘起 した. ま た各誘起IF N の 活性間に は善が み られ な か っ た . 加熱死薗を用い る と, S u 菌以外の加

熱死菌に はIF N 誘起作用 はな か っ た . 最も活性の 強い I F N は 1 ×10 7個/ m l の牌細胞浮遊液 1 m l と , 0 . 5

また は 0 ･ 1 K E/ m l 濃度の 薗標品浮遊液 0 ･ 1 m l の混合液 を5 % C O 2 培養器 に 37
0

C で 2 4 時間か ら 48 時 間培

養す る こ と で 得 られ た . なお 1 K E は乾燥菌0 ･ 1 m g に 相当す る . 誘起 IF N を p H 2 下 に 3 時間置く とI F N

活性 は完全に 失活 した が, O E - 4 3 2 誘起I F N のみ は低活性(1 0 U / m l) を保持 して い た . しか し, 誘起I F N

活性 は抗IF N -

α
･β 血 清に よ る中和試験 に よ り部分的に 中和さ れ, 6 0 % 以上 の活性が残存 して い た . こ の

こ と よ り菌標品 に よ る誘起I F N はI F N- α , β お よ び γ より成 る と考 え られ た .

K e y w o r d s H e m oly ti c st r e p t o c o c ci , O K
- 43 2

,
I n t e rf e r o n , A n ti i n t e r -

f e r o n α ･ β s e r u m .

酵母 リボ核酸 に よ る溶連薗溶血毒素の 増産効果 (核

酸効果) り2) の 研究に 端 を発 して行わ れ た溶連菌 の 制が

んに 関す る 実験的研究3)か ら , 岡本 ら は溶連菌S u 株

(以下 S u 菌と略記) に ペ ニ シ リ ン G を加 えて 温度処

理 する こ と で P C- B-4 5
4)5) ( O K- 4 3 1) を開発 し, そ の

凍結乾燥標晶 O K-4 3 2 8) は制が ん剤 と して 臨床 に
, 研究

に用 い られ て い る
.
O K- 43 2 の 制が ん 作用 機序 に 関 し

ては直接作用 と して の 腫 瘍細胞傷害作用
7) の ほ か

, 宿

主介在作用 と して イ ン タ ー フ ェ ロ ン 8)
- 1 0) (I n t e rf e r p n ,

以下I F N と略記) 誘 嵐 マ ク ロ フ ァ
ー ジ
1 1) 1 2)

, N a t u r al

k ill e r 細胞の 活性化1 3〉な どが報告さ れ て い る .

一 方 こ れ ま で の 実験 か ら 溶連菌 に よ る 制が ん 効果

は
,
ス ト レ プ トリ ジ ン S (S tr e pt ol y si n S , 以下 S L S

と略記) 慮生能 を有 す る清適薗 の み に 認め ら れ, ス ト

レ プトリ ジ ン 0 (S t r e p t o l y si n O , 以 下 S L O と略記)

を産 生 して も S L S を産 生 し な い 溶連菌 に は 認め られ

な い こ と が 実証
1 4)
さ れて い る .

こ れ らの こ と よ り本論

文 で は 各種溶連菌 を用 い てI F N 誘起に 対 す る 影響 に

つ い て検討 を行 う と共に
, 誘起I F N の性状 に つ い ても

検討 を行 っ た .

材料お よ び方法

1 . 溶連 菌株

金沢大学医学部薬理学教室保存の 薗株 を用 い た .

1 ) 溶連菌 C 20 3 S 株( T y p e 3 , S L S と S L O を産生,

以 下 C 20 3 S 薗と 略記)

2 ) 溶連菌 C 20 3 U 株( C 2 0 3 S 菌の 変異株
,
S L O の

み を産生
,
以 下 C 20 3 U 薗と 略記)

3 ) 溶連菌 Bl a c k m o r e 株( T y p e l l , S L S の み を産

生, 以 下 Bl a c k m o r e 菌と略記)

E ff e ct of h e m oly ti c st r e p t o c o c ci o n i n d u cti o n of in t e rf e r o n i n m o u s e s p le e n c ells . S h u ･

S h o I k e d a , D e p a rt m e n t of O r th o p e di c S u r g e r y , ( D ir e c t o r : P r of . S . N o m u r a) , S ch o ol of

M e dici n e
,
K a n a z a w a U n iv e r sit y .
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4 ) 溶遵薗 S u 株( T y p e 3 , A T C C 2 10 6 0 , S L S お よ

び S L O を産生, 以 下 S u 菌 と略記)

上 記各菌の継代培養 に は 普通 ブ イ ヨ ン 培 地 ( p E

7 . 4) を用い た .

2 . 溶連菌標晶の作製

S u 菌 の O K -

43 2 は O k a m o t o ら
4) ～ 6)
の 方 法 に よ っ

て作製し た
.
.
すな わ ち, S u 菌 の 20 時間普通 ブイ ヨ ン培

養液1 m l を 10 0 m l 普通ブ イ ヨ ン に 接種 し, 3 7
0

C 2 0 時

間培養し た後低温下 で遠心 し, 沈殿 した 生菌体 を冷生

理食塩水 (以 下 P S S と略記) 4 0 m l で 2 回洗浄 した ･

つ い で洗 浄菌体 を 5 m l B e r n h ei m e r
'

s b a s al m e
-

d i u rn
1 5) 〔M alt o s e 6 7 5 m g , 2 0 % K H 2P O 4( N a O H で

p H 7 に 調製) 6 m l , 2 % M g S O 4
･ 7 H 2 0 1 2 m l , 蒸留水

66 m l〕 に浮遊 した . 次 い で 菌浮遊液 に 1 ･ 6 ×1 0
5
U / m l

の ペ ニ シ リ ン G (明治製菓) 生理 食塩水1 m l を加 え,

3 7
｡

C 2 0 分間に 続 い て 45
0

C 30 分間静置 し, 同処 理液 に

さ ら に 1 % D L - メ チ オ ニ ン
ー ペ ニ シ リ ン G (1 ･ 08 ×

1 0
5
U / m l) 液6 m l を添加 して凍結乾燥 を行 っ て S u 薗

標品 O K
-

4 3 2 を作製 した .

C 2 0 3 S 嵐 C 20 3 U 薗お よび Bl a c k m o r e 菌 に つ い

て も 同様 な処理 を行 い , 得 ら れ た標品 を それ ぞ れ C

20 3 S 横 臥 C 20 3 U 標品お よび Bl a c k m o r e 標品と し

た .
こ れ ら各標品 は使用直前 に p h o s p h a t e- b u ff e r e d

s ali n e ( N a C1 8 . O g , K Cl O .2 g , C a C 1 2 0 ･ 1 g , N a 2

H f
〉
0 41 . 1 5 g , K H 2 P O ｡0 . 2 g を蒸留水に 溶解 し 1 1 とす

る
. p H 7 . 3

,
以下 P B S と 略記) に 溶解 して 用 い た . 各

菌標品の 濃度 は K E(菌量の 単位 で , 1 K E は乾燥菌0 ･ 1

m g に相当) で 表示 した . 因み に 10 0 m l の ブイ ヨ ン培

養液よ り得 られ る S u 菌量 は 100 E E で あ っ た .

3 . 加熱死菌の作製

各菌液 0 . 5 m l を 普通 ブ イ ヨ ン 50 m l に 接 種 し て

37
0

C で 20 時間培養 した 後, 低温下で 遠心(5 , 0 0 0 r p m ,

15 分間) し , 生 じた沈殿生菌体 を P S S で 2 回洗浄 した

後, 洗浄菌体 に 3 m l の P S S を加 え て 100
0

C 6 0 分 間加

熱処理 を行 っ た .
この 加 熱処理浮遊液の菌体量は 50

K E/3 m l で あり, 実験 に は使 用直前に P B S で希 釈 し

て用い た .

4 . 実験動物

B A L B/ c お よ び B A L B/ c ( n u/ n u) マ ウ ス (雄 , 6

週齢) を使用 した .

5 . マ ウ ス 脾細胞 の 作製

脾細胞浮遊液の作製 は S hi r a h a t a ら
1 6) の 方法 に 準

じて行 っ た . す なわ ち, マ ウ ス 5 匹 を
一 群 と して屠殺

した後無菌的 に摘出 した肺臓 を プ ラ ス チ ック シ ャ
ー レ

中の ミ ニ マ ム ･ エ ッセ ン シ ャ ル
･ メ ディ ウ ム ( 日水製

薬, 以下 M E M と 略記) 液 3 m l に 置き , 1 m l ツ ベ ル ク

リ ン 注 射筒 先端 を用 い て 破砕 し た 後, 新 た に 7

m l M E M 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 濾過 し結合織 を除去した

後, 遠 心(9 0 0 r p m , 5 分間) し , 沈殿 物を 10 m l の M E M

液 を用 い て 2 回洗浄 した . 洗浄沈殿物 を 2 m l の M E M

液 と R e d c el1 1 y si n g b u ff e r ( N H . C l O ･ 8 2 9 g , K H C O 3

0 . 1 g , E D T A O . 3 6 7 g , 1 N N a O H 2 -5 m l , 蒸留水100

m l
, p H 7 . 4) 4 m l の 混合液に 浮遊さ せ て 充分捜拝し,

約 3 分間静置す る こ と に よ り 赤血球 を溶血 させ た 乱

さ ら に M E M 液8 m l を添加 し, 遠心 ( 90 0 r p m , 5 分

間) 後 上 浦液 を吸引除去 し た. 生 じ た 沈漆 を8 m l の

M E M 液 で 3 回 洗浄 ･ 遠心 した後, 適量 の 5 % 牛胎児血

清 ( GI B C O , 以下 F C S と略記) 加 R P M I 1 6 4 0 ( 日水

製薬) に 浮遊 さ せ , 生存牌細胞の 数 を0 . 4 % トリ バ ン プ

ル ー ( M e r k) に よ るd y e
-

e X Cl u si o n t e st に よ り判定し

た後
,
さ ら に 5% F C S 加 R P M I 1 6 4 0 液 を加 え て 1 ×

1 0
7 個/ m l の牌 細胞浮遊液 を作製 し た. 実験 に は5 %

F C S 加 R P M I 1 6 4 0 液で希釈 した脾細胞浮遊液を用 い

た .

6 . 酢酸 ハ イ ド ロ コ ル チ ゾ ン 前処 理 B A L B/ c マ ウ

ス 肺細胞の 作製

酢酸 ハ イ ド ロ コ ル チ ゾ ン ( 日本 メ ル ク 寓有) 6 .2 5 ,

1 2 . 5
,
2 5 m g/ 匹 を各 B A L B/ c マ ウ ス に 皮下接種 し, 4

日目 に 屠殺後無菌的に 牌臓 を摘出 して, 前述し た方法

に 従 っ て牌細胞 を調整 した.

7 . 担が ん B A L B / c マ ウ ス 肺細胞 の 作製

エ ー リ ッ ヒ腹水が ん 細胞浮遊液( 1 ×10 7 個/ m l) 0 .2

m l を マ ウ ス 腹腔内に 接種 し, 1 0 日 目に 屠殺し て 無菌

的 に 摘出 した 脾臓 を, P B S で洗浄 して が ん細胞 を除去

した後
,
前述 した 方法 に 従 っ て脾細胞浮遊液 を作製し

た.

8 . 培養 マ ウ ス牌細胞か ら の I F N 誘起実験

各濃度 の 牌細胞浮遊液 に 各種濃度の 各薗浮遊液を加

えて , 3 7
0

C 下炭酸ガ ス 培養液 ( 炭酸ガ ス 濃度5 % ) で

培養 し, 経時的に 培養上溝液 を採取 し, I F N 測定暗ま

で - 20
0

C に 冷凍保存 した .

9 . I F N の 測定法

東北大学医学部細菌学教室よ り供与 さ れ た L 92 9 細

胞 お よ び v e si c ul a r st o m a titi s v i r u s( イ ン デ ィ ア ナ株,

以 下 V S V と略記) を用 い , B r o d e u r
1 7)お よ び K o i ら

1 8)

の 方法 に 従い 前記培養上清中の I F N 活性 を測定し た.

す な わ ち
,
7 . 5 % 仔牛血 清 ( GI B C O ) 加 M E M 液 を用

い て 倍々稀釈 した培養上清液の各稀釈液 50 〟1 を マ イ

ク ロ プ レ ー ト(9 6 穴 , C o r n i n g) の 各 ウ ェ ル に 注入し,

これ に L 9 2 9 細胞浮遊液 (1 . 5 ×10
6

個/ m l) 5 0 〃l を加

え て 37
0

C の 炭酸ガ ス 培養器 ( 炭酸 ガ ス 濃度5 % ) で2 4

時間培養 した .
培養後上 清液を パ ス ツ

ー ル ピペ ッ トで

吸 引除去 した 後, 各 ウ ェ ル の L 9 2 9 朝] 胞 を P B S O . 3 m l
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で洗浄 し, こ れ に V S V 溶 液 ( M E M 液 で 稀 釈, 4 0

pl a q u e f o r m i n g u nit s/ 50 p l) を添加 し, これ を炭 酸

ガ ス培養署削こ静置 した. 1 時間後 V S V 培養液を吸引

除去し た 衡 1 .5 % メ チ ル セ ル ロ ー ス ( 半井 化学) 加

1 . 5 % F C S 加 M E M 液50 JLl を重層 し, 炭酸ガ ス 培養

器で 24 時間培養 した. 培養後重 層培地 を吸 引除去 した

マ イ ク ロ プ レ
ー

ト を , 1 % ク ー｣ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト

( M e r c k ) 加 エ チ ル ア ル コ ー ル に 浸 し
,
1 5 分間染色固

定した.

つ い で 水洗 を行 い プ ラ ー ク 数を求 めた . 対照

と して菌標品無添加 L 92 9 細胞 の プ ラ ー ク 数を 用 い ,

5 0 % プラ
ー ク阻 止 法 に よ りIF N 活性値 を算出 し た.

なお 測定に 際 し, N I H 標準マ ウ ス I F N ( N o .0 22
-

9 0 4
-

5 11 ) も同時 に 測定 し
,
本実験系に よ り求め たI F N 活性

値を国際単位と比 較 した. その 結果本実験系に お ける

1 単位は約1 単位の 国際単位 に 相当 した.

1 0 . 誘起I F N の p H 2 に お け る安定性試験

W el s h
1 9)の 手 技 に 準 じ て 行 っ た . 誘 起I F N 溶 液

(p H 7 . 1) 1 m l に 0 ･ 1 N H Cl を加え て p H 2 , 0 に 調整

し
,
37
0

C で 3 時 間静置 した . 静置後誘起I F N 溶液 の

p H を0 . 1 N N a O H に よ り p H 7 . 0 に 修正 した後, メ

ン ブラ ン フ ィ ル タ ー (孔径0 . 4 5 〟 m , M illi p o r e) に よ

4 2 5

り除菌し, 炉液に つ い て I F N 測定 を行 っ た .

1 1 ∴誘起王F N の 中和試験

被 験 誘起I F N 溶 液 50 〟1 に 抗IF N -

α
･

β 血 清

( N I H N o . G O 24
- 5 0 ト5 68 , 中和力価 250 U / m l に稀

釈, 東北大学医学部細菌学教室よ り供与) 5 叫1 を添加

し
,
4
0

C 下で 60 分 間静置後
,
残存I F N 活性 を測定 した.

なお p H 2 に お け る安定性試験 お よび 中和試験 に は対

照I F N と して コ ン カナ バ リ ン ( C o n A , S i g m a) を脾

細胞培養液 に 添加 す る 事 に よ り 得 ら れ た IF N 溶液

(I F N -

γ) を用 い た .

成 績

Ⅰ
. I F N 誘起実験

1 ･ 各種 菌標品 に よ る B A L B / c マ ウ ス 牌 細胞 での

I F N 誘起実験

4 ×10
5

,
2 ×1 0

8

,
5 ×1 0

6
お よび 1 ×10

7 個/ m l の各肺細

胞浮遊液 1 m l に それ ぞ れ 0 .1
, 0 . 5

, 2 . 5 お よ び 12 . 5

K E / m l の各種薗標品 を0 . 1 m l 添加 し, 4 , 8 , 1 2 , 2 4 ,

4 8 時間培養後 上清液中の I F N 活性 を測定し た. その

結果, 肺細胞数が 4 ×10
5

個/ m l の 浮遊液 に 菌標品 を加

え ても 各菌標品の い ずれ の 濃度 お よ び培養時間に おい

T a bl e l ･ E 汗e c t of p r e p a r a ti o n s
*
o f di ff e r e n t h e m ol yti c s tr e p t o c o c c u s s tr ai n s o n th e i n d u c ti o n of I F N

i n 2 × 1 0 6 B A L B / c m o u s e s pl e e n c e ll s p e r m l

C o c c al

p r e p a r a ti o n

C o n c e n tr a ti o n o f c o c c al

p r e p a r a ti o n i n th e m i x t u r e

( K E
* *

/ m l)

A c ti v ity o f I F N ( U / m l) i n d u c e d d u ri n g
i n c u b a ti o n ti m e o f

4 8 1 2 2 4 4 8 h r
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▲
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一
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一
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7 2
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一

4 0

4 8
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山

5 2

42

2 4

一

30

3 4

26

一

70

74

4〇

一

36

39

2 4

一

A m i x t u r e of l m l o f s pl e e n c ell s u s p e n si o n (2 × 1 0 6 c ells/ m l) a n d O ･1 m l of s u s p e n si o n o f c o c c al p r e
-

p a r a ti o n w a s i n c u b a t e d i n 5 % C O 2 i n c u b a t o r a t 37
0

C . A ft e r i n c u b a ti o n
,
a C ti vit y o f i n d u c e d I F N

W a S a S S a y e d .
*
P r e p a r a ti o n of h e m ol y ti c s t r e p t o c o c ci : C O C C al s u s p e n si o n of C 2 0 3 S , C 2 0 3 U a n d B l a c k m o r e i n
B e r n h ei m e r

'

s b a s a l m e di u m c o n t ai n i n g p e ni cilli n G (2 . 7 × 1 0
4
U / rn 1) w a s i n c u b a t e d a t 3 7

8

C f o r 2 0
m i n u t e s f oll o w e d b y i n c u b a ti o n a t 4 5 ℃ f o r 3 0 m l n u t e S a n d ly o phili z e d .* *

K E ‥ O n e K E c o r r e s p o n d s t o O .1 m g d ri e d c o c c l .
* * *
: L e s s th a n 1 6 U / m l .



4 2 6

てもIF N 活性 は認め ら れな か っ た . しか し , 脾細胞が

2 ×10
8

個/ m l の 浮遊液 に 菌標品 を作 用 さ せ る と IF N

が認 め られ, そ の成績は表 1 に 示 した如く で ある. す

なわ ち, 8 時間以内の培養 で は全 て の薗標晶 に お い て

I F N 活性 は認め られ なか っ た が , 培養 24 , 4 8 時間で は

全て の 菌標晶 に お い て IF N 活性 は認 め られ , か つ そ の

作 用濃度 が 0 . 0 1 お よ び 0 . 0 5 K E / m l の 低 濃度 ほ ど

IF N の 活性 は強く, 1 . 2 5 K E/ m l の 高濃度で は IF N 活

性は認 めら れ なか っ た . 各菌標晶 に よ るI F N 活性の最

高値 は C 20 3 S 標晶 で 52 U / m l , C 2 0 3 U 標品で 37 U /

m l
,
B l a c k m o r e 標品で 80 U / m l , お よび O K

-

4 32 で 4 8

U / m l と
一 般に 低か っ た .

脾細胞数5 ×10
6

個/ m l の 浮遊液 に薗標晶 を作用 さ

せ た 実験成績は表 2 に 示 した . 菌標品濃度が 1 . 2 5 E E/

m l で IF N 誘起が 認め られ ぬ の は先の 実験と同 じで あ

っ たが
, 低濃度で は全て の 菌標晶 に お い て 8 時間以上

の 培養で IF N 誘起が 認め ら れ, 殊 に 24 お よ び 48 時間

培養でI F N 活性 は強か っ た . また 各標品 の 最高値 は

C 20 3 S 樺 品で 107 U / m l , C 2 0 3 U 標晶で 107 U / m l ,

B l a c k m o r e 標品で 11 1 U/ m l , O K
-4 32 で は 13 7 U / m l

で あり , 何れ も 2 ×10
6

個/ m l 脾細胞浮遊液 に対す る よ

り もI F N 誘起は高 ま っ て い た . しか し, 各菌標品間 に

お い て は著 しい 差異 は認め られ な か っ た .

脾 細胞数 1 X l O
7

個/ m l の 浮遊液 を用 い た 場合 の 実

験成績 は表 3 に示 した如 く で ある .
1 F N 誘起 は薗標晶

作用濃度が 1 .2 5 K E / m l で は認め ら れず, 低濃度 で強

く認 め られ る こ と は先の 実験と同様であ っ た . また
,

I F N 括性 は培養時間が 24 , 4 8 時間で最 も韓く , 各菌棲

品の活性最高値 は C 20 3 S 標 品で 140 U / m l , C 20 3 U

標 品で 158 U / m l , B l a c k m o r e 標晶 で 23 0 U/ m l , およ

び O K -4 3 2 で 203 U / m l であ り, B l a c k m o r e 標品 およ

び O K - 4 3 2 に 強く み られ た .
ま た

, .先
の 実験 と比較し

て
, 肺細胞の 数が 多い ほ どI F N 活性が 強い こ とも認め

られ た .

以上 の成績 か ら誘起I F N 活 性を 菌標晶 ご と に 示 し

たの が 図 1 , 2 , 3 お よび 4 で あ る .
こ れ よ り み られる

如く, 活性値が最 も 高い の は脾細胞数が 1 ×10
7

個/ m l

で あり, 標晶作用濃度が 0 . 0 5 K E/ m l で ある こと から

( Bl a c k m o r e 標晶 の み 0 .0 1 K E / m l)
,
以下 の 実験 は

こ の 条件に よ っ て行 っ た .

2 . 加 熱死 菌 に よ る B A L B/ c マ ウ ス 脾細胞 で の

I F N 誘起実験

B A L B/ c マ ウス 脾細胞浮遊液(1 ×10
7

個/ m l) 1 m l に

C 2 0 3 S , C 2 0 3 U , B l a c k m o r e , S u 菌 の加熱処理死菌

浮遊液 を作用濃度 0 .0 5 K E / m l に な る様 に 添加 して

37
0

C 下 に 培養 し, 1 2 , 2 4 , 4 8 時間後 に I F N 活性 を測定

した. そ の成績 は表 4 に示 し た . I F N 活性 は S u 薗の 加

熱死菌 を添加 した場合 に のみ 認め ら れ, I F N 活性も先

の 実験 と同様 に 24 時間培養 で最高値 を示 し たが, その

活性 は 52 U / m l と O K
- 4 3 2 よ りか な り低か っ た .

T a bl e 2 . E fE e c t o f c o c c al p r e p a ti o n s
*
o n th e i n d u c ti o n o f I F N i n 5 × 1 0
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p e r m l
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( K E
*
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T ab l e 3 ･ E ff e c t o f c o c c al p r a p a r a ti o n s
*
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で の IF N 誘起実験

B A L B/ c ( n u / n u ) マ ウ ス 牌細胞浮遊液 (1 ×10 7個/

m l) 1 m l に 各種菌標品(0 . 5 K E / m l) 0 . 1 m l を添加 し,

( B)

制
(

圭
蔓

碁
笥
く

00

I n ⊂ u b d io n tim ● ( H r )

Fi g . 4 . A cti vi ty o f l F N in d u c e d b y S u p r e p a r a ti o
n

( O K - 4 3 2) . R ef e r t o f o o t n o t e o f Fi g . 1 .

3 ･ 菌標品 に よ る B A L B/ c ( n u / n u) マ ウス 牌細胞
37
0

C の 炭酸ガ ス 培養器で 24 , 4 8 時間培着後に IF N 括

性 を測定 した. その 成績 は表 5 に 示 した 如く である .

薗標晶 に よ り IF N は誘起 され た が, そ の値 は B A L 即

C マ ウ ス を用 い た よ りも 低く 45 % 以下で あ っ た .

4 ･ 薗標品 に よ る酢酸 ハ イ ド ロ コ ル チ ゾ ン 前処理

B A L B / c マ ウ ス 牌細胞 での I F N 誘起実験

予 め酢酸 ハ イ ド ロ
_
コ ル チ ゾン を前投与 (6 .2 5 , 1 2 .5

お よ び 25 m g/ 匹 , S . C .) して お い た B A L B / c マ ウス 肺

細胞浮遊液 (1 ×10 7 個/ m l) に菌標晶(0 . 5 K E / m l) 0 .1

m l を加 えて炭酸 ガ ス 培養器 で培養 し, 2 4 , 4 8 , 7 2 時間

後 に I F N 活性 を測定 した が, い ずれ の 前処置マ ウス の

脾細胞か らも I F N の 誘起 を認 めな か っ た .

5 . 蘭標晶 に よ る担 が ん B A L B/ c マ ウ ス 肺細胞で

の I F N 誘起実験

担 が ん B A L B/ c マ ウ ス の脾細胞浮遊液 (1 ×10
7

個/

m l) 1 m l に 各薗標 品 (0 . 5 K E/ m l) 0 .1 m l を添加し
,

T a bl e 4 . E ff e c t o f h e a t - kill e d h e m ol y ti c s t r e pt o c o c ci
*
c ell s o n th e i n d u cti o n o f I F N i n B A L B / c

m o u s e s pl e e n c ell s

H e a t -k ill e d c o c ci

A c ti vi ty o f I F N ( U / m l) i n d u c e d d u ri n g
i n c u b a ti o n ti m e o f

2 4 48 h r
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S u

● ●

3 2 5 2 49
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7
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P e n Si o n (0 .5 K E / m l) w a s i n c u b a t e d i n 5 % C O 2i n c u b a t o r a t 3 7
0

C . A ft e r i n c u b a ti o n
,
a C ti vi ty o f i n

･

d u c ed I F N w a s a s s a y e d .
*
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S al i n e
,
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O

C f o r 6 0 m i n u t e s .
* ■
: L e s s th a n 8 U / m l .
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S pl e e n c ells
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p r e p a r a ti o n

A c ti vit y of I F N ( U / m l) in d u c ed
d ur i n g i n c u b a ti o n ti m e o f
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C C al p r e p a r a ti o n (0 .5 K E /r n l) w a s l n C u b a t e d i n 5

% C O 2 in c u b a t o r a t 3 7
0

C .

T a bl e 6 . E ff e c t o f c o c c al p r e p a r a ti o n s o n th e i n d
･

u c ti o n o f I F N i n s pl e e n c ell of E h rli c h c a r c
i n o-

m a b e a ri n g B A L B / c m o u s e

C o c c a l

p r e p a r a ti o n

A c ti vit y o f I F N
.

( U / m l)
in d u c e d d u ri n g l n C u b a ti o n

ti m e o f

1 2 2 4 h r
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S u (O K -43 2)
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12 2 3

1 2 2 3

A m i x t u r e of l m l o f th e s pl e e n c ell s ? S p e n Si o n
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f c o ･
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% C O 2 i n c u b a t o r a t 3 7
0

C . ▲
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炭酸ガ ス培養器で 12 , 2 4 時間培養後 に IF N 活性を 測

定した｡
その 成績は 表6 に 示 した通 り で ある .

I F N は

全ての 薗標品に よ り誘起され る が, そ の活性値は非担

がん マ ウ ス の 肺細胞の に 比 較 して低 く, 2 4 U / m l 以下

であり, また 各菌標品問に お い て も差異 は認め られ な

か っ た .

ⅠⅠ. 誘起I F N の 定性試験

1 ∴ 誘起I F N の p H 2 に お ける 安定性試験

B A L B/ c マ ウ ス 脾細胞 1 ×10
7

個/ m l の 細胞浮遊液

2 m l に 各薗標晶(0 . 5 K E / m l) 0 . 2 m l を添加 し
,
2 4 時

間培養 して 誘起 せ しめ たIF N 含有上清液 を 2 分 し,
一

部はそ の ま ま 低温下 に 保存 し,
一

部 は 0 , 1 N 塩酸 で

p H を2 ･ 0 と し て 37
0

C 下に 3 時間静置 し た.
つ い で両

被検液の I F N 活性 を型の 如 く に して測定 した . な お ,

対照 と し て 脾細 胞 浮遊液 2 m l に I F N
-

γ 誘 起 物

質
2 0) 21) と して知 られ る C o n A 5 jL g/ m l を0 . 2 m l 添加

して誘起せ しめ た IF N に つ い て も 同様な 実験 を行 っ

た
.
こ の 成績は 表7 に 示 した .

す な わ ち C o n A 誘起

IF N が p H 2 で 3 時間処理 す る こ とで , 完全 に 失活 し

た の と 同様 に , C 2 0 3 S 標 品, C 2 0 3 U 標 品 お よ び

Bl a c k m o r e 標品に よ る誘起IF N も 活性 は消失 し, O K

-

4 32 誘起I F N の み が 10 U / m l と低 活性 を保持 して い

た
.

2 . 誘起I F N の 抗I F N -

α
･

β血 清に よ る 中和試験

前記の如く に して 作製 した 菌標品な らび に C o n A

誘起IF N 液50 JJl に 抗I F N
-

α
･

β 血 清50 メイl を 加

え
,
4
0

C 6 0 分間静置後行 っ た誘起I F N の 活性測定の 成

T abl e 7 . S t a b ili ty of i n d u c e d I F N a t p H 2

A c ti vit y of I F N (U / m l)

I F N
b ef o r e a ft e r

tr e a t m e n t t r e a t m e n t

I F N i n d u c e d b y p r e p a r a ti o n o f

C 2 0 3 S 13 7
*

C 2 0 3 U 15 8

B l a c k m o r e 2 2 3

S u ( O K -4 3 2) 2 03 10

I F N in d u c e d b y C o n A 4 2 5

A m i x t u r e o f 2 m l of s pl e e n c ell s u s p e n si o n (1 ×
10 7 c ell s / m l) a n d O .2 m i
p r e p a r a ti o n (0 .5 K E / m l)
i n c u b a t o r a t 37

0

C f o r 2 4
T h e p H o f i n d u c e d I F N
2 .O w i th O .1 N H C l a n d
i n c u b a ti o n f o r 3 h o u r s

!

7 ･O w ith O ･1 N N a O H a n d th占r e sid u a l a c ti vit y
O f I F N w a s a s s a y e d .
*
: L e s s th a n 8 U / m l .

Of s u s p e n si o n of c o c c al

W a S i n c u b a t e d i n 5 % C O 2
h o u r s .

S Ol u ti o n w a s adj u s te d t o
i n c u b a t e d a t 3 7

0

C . A ft e r

th e p H w a s a dj u st e d t o

4 29

績 は表 8 に 示 した如く で あ る .

す なわ ち
,
C o n A 誘起I F N は 中和試験後 で も 98 %

の清性が 残存 して い る の に 対 し, C 2 0 3 S 誘起I F N ,

C 2 0 3 U 誘起IF N , B l a c k m o r e 誘起I F N お よ び O K -

4 32 誘起I F N で は溶性 は低下 し, 残存洒性は それ ぞれ

76% , 6 1 % , 8 7 % お よび 72 % で あっ た .

考 察

溶連菌の抗腫瘍効果は S L S 産生能 を有す る溶連菌

( C 2 0 3 S 株 , Bl a ck m o r e 株お よび S u 株) に み られ ,

S L S 産 生 能 を 欠 く C 20 3 U 株 に は み ら れ ぬ こ と が

O k a m o t o
1 4) 2 2)
ら に よ っ て 実証さ れ てお り, ま た, S u 薗

よ り 開発 され た O E -

4 3 2 は免疫賦清作用 を持 つ 制が

ん剤
2 3) と して 臨床 に 用 い られ てい る . 0Ⅰぐ

-

4 3 2 の 抗腫

瘍効果は腫瘍欄胞傷害作用 の ほ か, 主に 宿主介在作用

に よる と さ れ, I F N 誘起作用 , マ ク ロ フ ァ ー

ジの活性

化, N K 細 胞 の 活性 化 な ど に つ い て 多 く の 研

究
7 ト 1 3) 2 4)2 5〉が な され てい る

. 本論文に お い て は, S L S 産

生能 を有 し, 抗腫 瘍作用 を もつ C 20 3 S 菌
,
Bl a c k rn OT e

菌と S u 菌 , お よ び S L S 産生能 を欠き抗腰瘍作用 を示

さ ぬ C 2 0 3 U 菌に よ るI F N 誘起作用 に つ い て 実験 を

行い , 産生細胞 と して の マ ウス 脾細胞 の数
, 作用菌標

品の濃度, 脾細胞と 菌標品濃液 の 培養時間な ら び に マ

ウ ス に つ い て吟味検討 を行 っ た .

その 結果, 各薗標晶に はI F N 誘起作用 が あり
,
それ

ぞれ に 至適条件が あ る こ とが認 め られ た . す な わ ち,

産生細胞 と しての 牌細胞 に つ い て は, 本実験で 2 ×10 6

個/ m l 以 上 用い た場合 に IF N 誘起が み られ た
.
こ れは

ヒ ト白血球数 1 ×1 0 6 個/ m l 以 下 で は ウイ ル ス , p Ol y ･

rib oi n o si n i c a cid ･ p Ol y ri b o ci c y ti d yli c a cid ( 以下 p ol y

I
･

p Ol y C と 略記) + D E A E d e x t r a n , ph yt o h e m a g gl u ･

T a b l e 8 . N e u t r ali z a ti o n of i n d u c e d l F N b y a n ti
-

I F N 一

喝 βs e r u m

A c ti vit y o f I F N ( U / m l)

I F N
b e f o r e a ft e r

n e u tr ali z a ti o n n e u t r a li z a ti o n

I F N i n d u c e d b y p r e p a r a ti o n of

C 2 0 3 S 1 37 1 0 4

C 2 0 3 U 1 58 97

B l a c k m o r e 2 23 19 4

S u ( O K -4 3 2) 2 03 1 47

I F N i n d u c e d b y C o n A 42 5 41 6

A m i x t u r e of 50 FLl of i n d u c e d I F N s ol u ti o n an d

5 0 FLl of an ti
-I F N ･

α
･

β S e r um W a S in c u b a t e d a t 4
0

C f o r 6 0 m i n u t e s . A f te r in c u b a ti o n
,
a n a C ti vi ty

Of I F N w a s a s s a y e d .
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ti n i n ( 以下 P H A と略記) , St a ph yl o c o c c u s e n t e r o
･

t o x i n A
, p O k e w e ed m it o g e n ( 以下 P W M と略記)

で 誘起 さ せ て もI F N 活性 を測定出来 な か っ た と い う

報告2 6) , お よ び, D D I マ ウス で は 5 ×1 0
6

個/ m l 以 下で

はI F N 誘起が 認め られ な い と す る海老名 の報告
27】を

考 えれ ば, I F N 誘起 に は
一 定数以上 の産生細胞 が必要

と考え られ る .

I F N 誘起剤 と して の薗濃度 に 関 して は, 本論 文で 菌

標晶が高濃度(1 . 25 K E / m l) で あれ ばIF N 誘起 を抑制

し
, 低作用潰度(0 . 0 5 ～ 0 . 0 1 K E / m l , 乾燥菌量 に 換算

して 0 . 0 0 5 ～ 0 . 0 0 1 m g/ m l) で誘起 さ れ た .
こ の こ と

は
,
ヌ ー ド マ ウス 脾細胞で は P H A 濃度が 3 乃 至 5 J ( g

/ m l
2B)
,
D D I マ ウス 脾細胞で は st r e p t o c o c c u s f a e c ali s

が 2 0 〟g/ m l
2 0)
の濃度で最 もI F N 活性が 得 られ る事,

お よ び ヒ トリ ン パ 球で は st a ph yl o c o c c u s e n t e r o t o x i n

B の最高I F N 誘起濃度は 0 .2 乃 至 1 JJ g/ m 1
3 0)
, 末梢血

単核細胞で は黄色 ブ ド ウ球菌蛋白 A の最高I F N 誘起

濃度は 50 p g/ m 1
31)
,
ヒ トリ ン パ 球で は純性 P H A が 3

〟g/ m l
3 2)
が至 適濃度である と の報告 とよ く 一 致 して い

る .
こ れ に関 して は p o l y I

･

p O l y C 濃度が高 ま る に つ

れ て R N A 合成は低下す る との M a r g oli s
3 3)
の報 告, な

ら び に
,
Fli k k e

3 4)
の細胞培養系で p ol y I

･

p O l y C の 濃

度が 高 まる と細胞増殖が抑制 さ れ る とい う報告 との 関

連が考 えら れ る . 培養 時間 につ い て は, 本実験 で は 24

乃至 48 時間が 最適であっ た が, マ ウ ス 腎細胞 に p o l y

I ･ p Ol y C の添加 で は 6 乃至 8 時間培養, マ ウス 腎細胞

に ニ ュ
ー

カ ッ ス ル病 ウイ ル ス の 添加 で は 12 乃至 14 時

間培養, L 細胞 に ニ ュ ー カ ッ ス ル 病 ウイ ル ス ある い は

p ol y I
･

p Ol y C を加 えた場合 はい ずれ も 12 乃 至 14 時

間培養で最高活性値
35)
を測定 し て い る . S ai t o ら

1 0) は

O E - 4 3 2 を用い た マ ウ ス 脾細胞培養 で は 24 時間乃 至

48 時間培養 でI F N 活性が 最高で あ る と し, St r e pt O -

c o c c u s f a e c ali s を用い た マ ウ ス 牌細胞培養で も 24 時

間乃至 48 時間培養で最高IF N 活性 が得 られ る と の報

告
29)か ら

,
それ ぞ れ至 適培養時間がある と考 え られ る .

これ に比 し我々 の マ ウ ス 牌細胞培養系 に お け る連鎖球

菌誘起最大I F N 活性 は 24 乃 至 48 時間培養 に よ っ て

得 られ る傾向に ある と思わ れ る .

本論文 で は 抗腫瘍性 お よ び 非抗腫瘍性溶連菌共 に

IF N を誘起 し たが , た だ加 熱死薗 を用い た 時 に は S u

菌の み にIF N 誘起が み られ た事 は興味ある処 で あ る .

しか し その 理 由に つ い て は全く 不明 であり, 石田 ら3¢)

は グラ ム 陽性菌 のt e i c h o i c a cid をI F N 誘起の作用基

と して着目 して い るが , これ の み で は説明が つ か ず,

また これ まで S u 菌に 固有な 構成, 成 分の報告も無い .

こ の こ と は, 溶連菌 の抗腫瘍効果 とI F N の関係と共 に

今後検討す べ き であ ると考 え られ る .

人 末 梢血白 血 球培養 で P H A 誘 起 IF N は p H 2 ,

5 6
O

C で 不清化 さ れ た と い う W h e el o c k の 報告
3 7)
以 来,

人扁桃由来 リ ン パ 球培養系で の P H A
38) 3 9)

,
P W M 39) に

よ る I F N は い ずれ も p H 2 に 不 安定で あり , Y o u n g -

n e r ら
4 0)は こ の 様 なI F N を T y p e II と し , V all e ら

41)

はI m m u n e I F N と称 した .
こ れ に 対 し p H 2 に安定な

I F N は T y p e I と さ れ , その 後 T y p e I I F N はIF N

-

α とI F N ～ P に ,･ T y p e II I F N ま た はI m m u n e I F N

はI F N
-

γ と に 分類さ れ た
4 2)

. 本実験 で は各商標品に

よ る誘起I F N は p H 2 処理 に よ り 残存I F N 活性が,

O E - 4 3 2 の 10 U/ m l を除 き, 全て 測定出来な か っ た こ

と より
,
こ れ ら全て の 標晶 は ほと ん どI F N -

γ のみ を

誘起 した と 考え られ た .
し か し抗I F N - α ･β 血清で予

め処理 した後 のI F N 残存 活性 を測定す る と, C 2 03 S

菌標品 で 1 04 U / m l (7 6 % ) , C 20 3 U 菌標 品で 97 U/ m l

(6 1 % ) , B l a c k m o r e 菌標晶 で 19 4 U/ m l (8 7 % ) , O K

-

4 3 2 で 14 7 U/ m l (7 2 % ) の 活性 を測定 し得た. これら

残存活性 を, p O t e n ti a ti o n
4 3) 4 4)現象 を 考慮す る必要も

ある が, I F N -

γ と 考 える と p H 2 処 理 後 の IF N
-

γ

の 活性値 よ り大幅に 減少 して い る .
こ の こ と か ら

, p H

2 に よ るI F N
-

α お よび IF N - β と , I F N
-

γ の決定

は 十分で無 く, ま た S t e w a r t ら
26)が ヒ トI F N -

α が

p H 2 で不安定 であ る と報告 してい る こ と か ら, 必 ず抗

血清処 理 も 同時 に 行 う こ と が 必要 と考 え ら れ る .

W a k a s u gi ら
45) は抗I F N

一

α 血 清 を 用 い る こ と に よ

り 人 末梢 血 リ ン パ 球 よ り の O E
- 4 3 2 誘 起IF N は

I F N - α , I F N -

γ と考 えて お り, S ai t o ら
I O) は抗IF N

血清 を 用 い て マ ウス 牌細胞 よ り の O K
-

4 3 2 誘起IF N

はI F N
-

α , I F N
-

β, I F N
-

γ と決定 して い る . しか

し マ ウ ス I F N の p H 2 と 抗I F N 血 清に つ い ての 詳細

な報告 は無く, さ ら に検 討が必要で あ る .

結 論

S u 菌 よ り O 正
一

4 3 2 を作 製す る 如 く に して , 抗腫瘍

性 で S L S 産生能 を有す る C 20 3 S 菌, S u 菌 , B l a c k ･

m o r e 菌 な らび に 抗腫瘍性 と S L S 塵生能 を欠く C 20 3

U 菌 を標 品化 した も の を用 い て B A L B/ c マ ウ ス 脾細

胞 よ り のI F N 誘起 に 対す る影響 に つ い て 実験 を行い ,

ま た
, 誘起 IF N に つ い て性状分析 を行 っ て次の 如き結

果を得 た.

1 . C 2 0 3 S , C 2 0 3 U お よ び Bl a c k m o r e 菌標晶は

何れ も O K - 4 3 2 と同様 に I F N を誘起 し, 各 標晶に よ

る誘起 I F N の 活性 間に は余り差 は認 め られ な か っ た .

しか し ,

2 . 各菌の加熱死菌に よ る誘起実験 で は, S u 菌の加

熱死 菌の み に 誘起作用 が み られ ,
そ の他 の加熱死菌に

は認め られ な か っ た .



イ ン タ ー フ ェ ロ ン誘起 に 対す る A 群溶連菌 の影響

3 . 酢酸 ハ イ ドロ コ ル チ ゾ ン前投与 に よ り マ ウ ス 肺

細胞か ら の菌標品に よ る誘起I F N 産 生 は完全 に 抑制

され, ま た , 担が ん マ ウ ス な ら び に B A L B / c ( n u / n u )

マ ウス 脾細胞 か らの IF N 誘起 も低下 して い た .

4 . 薗原 品誘起I F N の性状分析試験 で は, p H 2 に

お ける安定性試験成績 と抗I F N
-

α
･

β血清 に よ る 中

和試験成績 の 間で は 差は認 め られ た が, 誘起I F N のう

ちほと ん どがI F N
-

γ で あり, その 他 は p H 2 に 不安

定な α , β で あ っ た .

5 . 誘起IF N - γ 活性 に は 各薗標品 に よ り差 が み

られ た .
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します . また多大な御助 力 と御援 助 を賜 っ た東北 大学 医学

部細菌学教室石田名香雄教授 , 斎藤 元男研究貞, 青沼悦子研

究員に深く謝意を表 しま す.
ま た御協力 を頂 い た本学 医学

部微生物学教室中村信
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助教授
,
整形外 科学教室 富 田勝 郎
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文 献

l ) O k a m o t o , H . : U b e r d i e h o c h g r a di g e S t ei g e -

r u n g d e s H 宜 m o l y si n b il d u n g s v e r m 6 g e n s d e s

S t r e p t o c o c c u s h a e m ol y ti c u s d u r c h N u k l ei n s a u r e . Ⅰ.

M itt ･ J a p a n J ･ M e d , S ci .
,
I V .
P h a rm a C Ol o g y , 12 ,

1 6 7
-

2 08 (1 94 0) .

2 ) O k a m o t o , H .
,
M i u r a

,
K .

,
I t o

,
R . a n d E y o d a ,

S . : U b e r di e h o c h g r a d i g e S t ei g e r u n g d e s H a m o ･

t o x i n b il d u n g s v e r m 6 g e n s d e s S t r e p t o c o c c u s h a e m o
･

1 y ti c u s d u r c h N u k l e i n s a u r e . IIII M i tt . V e r s u ch z u r

I s oli e r u n g v o n s t r e p t ol y si n a u s l % N u k l ei n s a u r e
-

B u ill o n- K u lt u r d e s S t r e pt o c o c c u s h a e m ol y ti c u s .

J a p a n J ･ M e d . S ci .
,
ⅠⅤ . P h a r m a c ol o g y , 1 3 , 23- 3 4

(1 94 0) .

3 ) O k a m o t o
,
H .

,
F uji m u r a , A .

,
H a y a s hi , T . ,

N i s hi d a
,
N ･

I S h i m i z u , R .
,
a n d E o s h i m u r a

,
S . :

E x p e ri m e n t al an ti c a n c e r s t u d i e s . X X . E ff e c t o f li v e

h e m o ly ti c s tr e pt o c o c c l , g r O W n in rib o n u cl ei c a cid
-

C O n t ai n i n g b r o th , O n t u m O r C e11 s . G a n n , 5 5 , 22 5
- 2 3 2

(1 96 4) .

4 ) O k a m o t o
,
H .

,
M i n a m i

,
M

. , S h oi n , S .
,

K o sh i m u r a
†
S ･

,
a n d S h i m i z u

,
R . : E x p e ri m e n t al

a n ti c a n c e r st u di e s ･ P a rt X X X I ･ O n th e st r e p t o c o c c al

p r e p a r a ti o n h a v i n g p o t e n t a n ti c a n c e r a c ti v i t y .

J a p a n J ･ E x p . M e d .
,
3 6

,
1 7 5 - 1 86 (1 9 6 6) .

5 ) O k a m o t o
,
H .

,
S h o i n

,
S .
,
瓦o s h i m u r a

,
S .
,
a n d

S h i m i z u
,
R . : S t u d i e s o n th e a n ti c an C e r a n d

S tr e p t ol y si n S
-

f o r m i n g a cti v iti e s of h e m ol y ti c

4 31

S tr e p t O C O C Ci ･ J a p a n J M i c r o b i o l . , 1l , 3 23
q

3 3 6 (1 9 6 7) .

6 ) S a k u r ai , Y .
,
T s u k a g o slli , S . , S a t o h , Ⅱ . ,

A k i b a
,
T . , S u 2;u k i , S . , a n d T a k a g a k i , Y . : T u m o r

i n hi bi ti n g e ff e c t o f a st r e pt o c o c c al p r e p a r a ti o n

( N S C - B l 1 6 2 0 9) ･ C a n c e r C h e m o th e r . R ep .
,
P a rt l

,
5 6

,

9
-

1 7 (1 9 7 2).

7 ) H o j o , H . a n d H a s h i m o t o
,
¥ . : C y t o t o x i c c ell s

i n d u c e d i n t u m o r
- b e a r in g r a t s b y a s tr e pt o c o c c u s

p r e p a r a ti o n (O K
-

43 2) . G a n n , 7 2 , 6 9 2 -

69 9 (1 98 1) .

8 ) A o k i , T . , E v ed a r , J . P . , H o11i s , V . W .
,
a n d

B u sh a r
,
G ･ S ･ : S t r e p t o c o c c u s p y o g e n e s p r e p a r a

･

ti o n O K
-

4 32 . I m m u n o p r o p h yl a c ti c an d i m m u n o
-

th e r a p e u ti c e fE e c t o n th e i n cid e n c e o f s p o n t a n e o u s

l e u k e m i a i n A K R mi c e . J . N a t . C a n c e r I n st . , 5 6 , 6 8 7
-

6 9 0 (1 97 6) .

9 ) M a t s u b a r a , S り S u ヱu k i , 甘. , 乱 n d I 油id a , N ∴

I n d u cti o n o f i m m u n e i n t e rf e r o n i n m i c e t r e a t e d

wi th a b a c t e ri al i m m u n o p o t e n ti a t o r , O K
-

4 32 .

C a n c e r lm m u n ol . I m m u n o th e r .
,
6
,
4 ト4 5 (1 97 9) .

1 0) S ai t o , M .
,
E bi n a

,
T り E oi , M .

,
Y a m a 卯 Clli , T . ,

E a w a d c , Y . ,
a n d I s h i d a

,
N . : I n d u c ti o n o f i n t e r ･

f e r o n- γi n m o u s e s pl e e n c ell s b y O K
-

4 3 2
,
a p r e p a r a

･

ti o n o f st r e pt o c o c c u s p y o g e n e s . C ell . lm m u n o l . , 6 8 ,

1 8 7
-

1 9 2 (1 9 8 2).

1 1) T o h , K . , a n d K ik u c h i
,
K

. : I n h ib iti o n of t u m o r

g r o w th i n v i v o a n d i n vi t r o b y m a c r o p h a g e s f r o m

r a t t r e a t e d wi th a st r e pt o c o c c al p r e p a r a ti o n , O K
-

4 3 2 . G a n n 6 7
,
11 5 - 1 1 9 (1 9 7 6) .

1 2) 溝 口 靖紘 ･ 筒井ひ ろ子 ･

阪 上告秀 ･ 東森俊博 ･ 門

奈丈 之 ･ 山本祐 夫 ･ 森沢成司 : O K- 43 2 に よ っ て活性化

さ れ た マ ウ ス 腹腔浸出細胞の腹水肝癌細胞( M Il 1 3 4)

に対 す る細胞障害性. 日本臨床免疫学会会誌
,
5
,
2 81-

2 86 (1 9 8 2) .

1 3) O s hi m i , E
り
E a n o

,
S .

,
T a k a h

,
F . , 乱n d

O k u rrL u r a , R . : A u g m e n t a ti o n of m o u s e n a t u r al

k ill e r c e11 a c ti v it y b y a st r e pt o c o c c a l p r e p a r a ti o n ,

O K -4 3 2 ･ J ･ N a t . C a n c e r I n s t .
,
6 5

,
1 2 6 5T 1 2 6 9 (1 9 8 0) .

1 4) 越村 三 郎 ･

西 田信義 ･ 板東勲 ･ 正 印達 ･ 南幹雄 ･

角 野 光 司 : 制 癌 に 関 す る 実験的研 免 第 26 報
.

St r e pt Ol y si n
-

0 の み の産生能 を有す る溶連菌の無効性

に つ い て
, 金大結核年報, 23

,
61

-

6 6 (1 9 6 5) .

1 5) B e r n h ei m e r , A . W . : F o r m a ti o n of a b a c t e ri a l

t o x i n (s t r e p t ol y si n S) b y r e sti n g c ell s . J . E x p . M e d . ,

9 0
,
3 73 -3 9 2 (1 9 4 9) .

1 6) S h i r a h a t a
,
T .
,
a n d S hi mi 2: u

,
K . : P r o d u c ti o n

a n d p r o p e rti e s i m m u n e in t e r f e r o n f r o m s pl e e n c ell

C ul t u r e s o f t o x o pl a s m a i n L e c t e d m i c e . M i c r o b i o l .



43 2

I m m u n o l .
,
2 4

,
1 1 0 9

-

1 1 2 0 (1 9 8 0) .

1 7) B r o d e u r , B . R . , W ei n st ei n , Y . , M el m o n , K .

L .
,
a n d M e ri g a n , T . C . : R e ci p r o c al c h a n g e s i n

i n t e rf e r o n p r o d u cti o n a n d i m m u n e r e s p o n s e s o f

m o u s e s pl e e n c e11 s f r a c ti o n a t e d o v e r c ol u m n s o f

i n s o l u b ili z e d c o nj u g a t e s o f h i s t a m i n e . C e11 .

I m m u n ol . , ･2 9 , 36 3
- 3 7 2 (1 9 7 7) .

1 8) E o i , n l . , S ai t o , M . , E bi n a , T .
,
a n d I sh i d a , N . :

L a c t a t e d e h y d r o g e n a s eT el e v a ti n g a g e n t i s r e s -

p o n sib l e f o r i n t e rf e r o n i n d u c ti o n a n d e n h a n c e m e n t

o f n a t u r al k ill e r c e11 a c ti vit y b y i n o c ul a ti o n of

e h rli c h a s ci t e s c a r ci n o m a c ell s i n t o m i c e . M i c r o b i ol .

I m m u n ol . , 2 5 , 5 6 5
- 57 4 (1 9 8 1) .

1 9) W el sh , R . M . , a n d D o e , W . F . : C y t o t o x i c

C ell s i n d u c e d d u ri n g l y m p h o c yti c c h o ri o m e n l n gi ti s

v i r u s i nf e c ti o n o f m i c e . N a t u r al k ill e r c ell a cti vi t y

i n c u lt u r e d s pl e e n l e u k o c y t e s c o n c o m it a n t w ith T

C el トd e p e n d e n t i m m u n e i n t e rf e r o n p r o d u c ti o n . I n ･

f e c t . I m m u n .
,
3 0

,
4 7 3

-

4 83 (1 9 8 0) .

2 0) L a n gf o r d , M . P . , W ei g e rLt , D . A .
,
G e o r gi a ･

d e s , J . A .
,
J o h n s o n , H .

M . , a n d S t a n t o n , G . J . :

A n tib o d y t o st a p h yl o c o c c al e n t e r o t o x i n A
-

i n d u c ed

h u m a n i m m u n e i n t e rf e r o n (I F N γ) . J . I m m u n o l . ,

1 2 6
,
1 6 20

- 1 6 2 3 (1 9 8 1) .

2 1) O s b o rn e , L . C .
,
G e o r gi a d e s , J . A . , a n d

J o h n s o n , H . M . : Cl a s sifi c a ti o n o f i n t e rf e r o n w i th

a n ti b o d y t o i m m u n e i n t e r f e r o n . C ell . I m m u n ol . , 5 3 ,

6 5
-

7 0 (1 9 8 0) .

2 2) O k a m o t o , H .
,
S h o i n

,
S .

,
M i n a m i , M . ,

E o s hi m u r a
,
S .

,
an d S h i m i 2: u , R . : E x p e ri m e n t al

a n ti c a n c e r st u di e s . P a rt X X X . F a ct o r s i n fl u e n ci n g
･

t h e st r e pt ol y si n S -f o rm i n g a b ilit y o f st r e p t o c o c ci

h a v i n g a n ti c a n c e r a cti v it y . J a p a n J . E x p . M e d .
,
3 6

,

16 1
-

1 7 4 (1 9 6 6) .

23) U c h id a , T .

,
a n d H o s h i n o , T . : C li n i c al st u di e s

O n C e11
-

m ed i a t L u i m m u n it y i n p a ti e n t s w i th m ali
-

g n a n t di s e a s e . C a n c e r , 4 5 , 47 6T 4 8 9 (1 9 8 0) .

餌) 斎藤元 男
･

山 口 高弘 ･ 青沼 悦子 ･

野 田哲夫 ･ 海老

名卓 三郎 ･ 石 田名春雄 : O K -

4 3 2 の抗腫瘍効果 ( 1 ) -

O K
-

4 3 2 誘起 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ー

γ (I F N γ) の 抗腫瘍

効果 -

. 癌 と化学療法.
9
,
2 0 3 ト20 3 7 (1 9 82) .

2 5) 海老名卓 三郎
･ 斎藤元男 : 免疫療法 (免疫強化療

法) イ ン タ ー フ ェ ロ ン
. 免疫 と疾患, 5 , 7 5- 8 4 (1 9 83) .

26) S t e w a r t , M . W .
,
a n d S t e w a r t

,
W . : D e t e r m i -

n a ti o n of h u m a n l e u k o c y t e
･

p O p u l a ti o n s i n v oI v e d i n

p r o d u c ti o n o f i n t e rf e r o n s al ph a a n d g a m m a ･ J ･

I n t e rf e r o n R e s e a r c h
,
1
,
2 3 3

-

2 4 4 (1 9 8 1) .

27) 海老名卓 三 郎 : 新 イ ン タ
ー

フ ェ ロ ン 誘起剤. 蛋

白 ･ 核 酸 ･ 酵素, 2 5
,
8 ト9 1 (1 9 8 1) .

2 8) W i e t z e r bi n , J ･
,
S t e f a n o s , S り F a l c o ff

,
R

.
,

I J u C e r O
,
M .

,
a rLd F a l c o ff , E . : I m m u n e i n t e rf e r o n

i n d u c e d b y p h y t o h e m a g gl u ti n i n i n n u d e m o u s e

S pl e e n c ell s .I n f e c t ･ I m m u n . ,
2 1

, 9 6 6
-9 72 (1 97 8) .

2 9) 山 口 高弘 ･ 斎藤 元男 ･

黒 田 洋子 ･ 海老名 卓三郎 ･

石 田 名 香 雄 ･

星 野 文 彦 ･ 川 出 由 巳 : S t r e p t o c o c c u s

f a e c ali s p r e p a r a ti o n , T H 6 9 が誘起す る I F N の 特性

と その 生物活性 . 痛 と化学療乱 9 , 1 6 0 9- 1 61 6 (1 9 82) .

3 0) W u s s o w , P .
,
C h e n

,
Y . S ･

, S t e w a r t
,
M . W .

,

a n d S t e w a r t
,
W . E . : I n d u c ti o n of h u m a n γ

- i n t e ト

f e r o n i n l y m p h o id c e11 s b y st a p h yl c o c c u s e n t e r o -

t o x in B : P a r ti a l p u rifi c a ti o n . J . I n t e rf e r o n R e ･

S e a r C h
,
2
,
1 1

-

2 0 (1 9 8 2) .

3 1) M c C o o l , R . E .
,
C a t al o m a

,
W . J .

,
L a n g f o r d ,

M
.
P .

,
a n d R a tlilr

,
T . L . : I n d u c ti o n of h u m a n

g a m m a i n t e rf e r o n b y p r o t e i n A f r o m s t a p h yl o
･

C O C C u S a u r e u S . J . I n t e rf e r o n R e s e a r c h , 1 , 4 7 3
-

4 81

(1 9 8 1) .

3 2) S t e w a r t , M . W .
,
I r w i n

,
L . L .

,
B r a u d e

,
Ⅰ. A

. ,

a n d S t e w a r t , W . E . : P r o d u cti o n
, p a rti al p u rifi c a

･

ti o n a n d c h a r a c t e ri z a ti o n o f h u m a n a n d m u ri n e

i n t e rf e r o n s
-

T y p e II . M ol . I m m u n ol . , 1 7 , 6 25
-

633

(1 9 8 0) .

3 3) M a r g o li s , S . A .
,
a n d Le v y , H . B . : T h e a cti o n

O f p ol y I n
･ C n o n th e R N A m e t a b o li s m of c ul t u r ed

C e11 s . A n n . N Y . A c a d . S ci .
,
1 73 , 33 9

-

3 4 5 (1 9 7 0) .

3 4) F li k k e , M . , K j eld b e r g
･

,
E .

,
a n d L a h ell e

,
0 . :

I n t e rf e re n c e w ith c e11 vi a b ili t y a n d p oli o vi r u s

m u lti pli c a ti o n b y p ol yi n o si n i c
-

p O l y c y tid yli c a ci d .J .

G e n . V i r ol .
,
9
,
1 1 1T l1 7 (1 9 7 0) .

35) S t e w a r t , W . 軋
,
G o s s e r

,
L . B .

,
a n d L o ck h a r t

,

R . E . : D i sti n g ui sh i n g ch a r a c t e ri sti c s o f th e i n t e r
r

f e r o n r e s p o n s e s o f p ri m a r y a n d c o n ti n u o u s m o u s e

C ell c ul t u r e s . J . G e n . V i r ol . , 1 3 , 3 5- 5 0 (1 9 7 1) .

3 6) 石 田名香雄 ･ 斎藤元 男 : 癌と B R M , 第 1 版 .
173

-

1 9 2 貢 , 東京 .
サ イ エ ン ス フ ォ

ー

ラ ム 社, 1 9 8 2 .

3 7) W h e el o c k , E . F . : I n t e rf e r o n
-

1ik e v ir u s i n
･

hi bi t o r i n d u c e d i n h u m a n l e u k o c y t e s b y ph yt o
･

h e m a g gl u ti n i n . S ci e n c e
,
1 6 9

,
3 1 0- 31 1 (1 9 6 5) .

3 8) 杉山 正 夫
･

山本馨 ･ 林喜博 ･

木 村修平 ･ 渡辺 正 男
･

柴田 忠男 : 扁桃 よ り分離され た リ ン パ 球の イ ン タ
ー フ

ェ ロ ン 産生能 に つ い て, 日本耳鼻咽喉科学会会報, 75 ,

1 0 6 6- 1 0 6 7 (1 9 7 2) .

3 9) K li m p el , G . R .
,
D a y , K . D .

,
a n d L u c a s

,
D . 0 .

:

D i ff e r e n ti a l p r o d u c ti o n o f i n t e rf e r o n a n d l y m ph o
･
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t o xi n b y h u m a n t o n sil l y m ph o c yt e s . C e11 . I m m u n ol .
,

20
,
1 8 7

-

1 96 (1 9 75) ･

40) Y o ll n g n e r , J ･ S .
,
a n d S a l vi n

, S . B . : P r o d u c -

ti o n a n d p r o p e r ti e s o f m i g r a ti o n i n h ib it o r y f a c t o r

a n d i n t e rf e r o n i n th e ci r c u l a ti o n o f m i c e w i th

d el a y e d h y p e r s e n si ti v it y . J . I m m u n ol . , 1 1 1 , 19 1 4
-

19 2 2 (1 9 7 3) .

41) V all e , M . J .
,
J o rd a n

,
G . W .

,
H a a h r

,
S .

,
a n d

M e ri g a n , T . C , : C h a r a ct e ri sti c s o f i m m u n e i n t e r -

f e r o n p r o d u c e d b y h u m a n l y m ph o c yt e c ul t u r e s

c o m p a r e d t o o th e r h u m a n i n t e r f e r o n s . J .

I m m u n ol
リ
1 1 5

,
2 3 0- 2 3 3 (1 9 75) .

4 2) S t e w a r t , W ･ E .
,
B l a l o c k

,
J . E .

,
B u r k e

,
D . C

. ,

C h a n y , C .
,
D u n n i c k

,
J . K .

,
F a l c o ぽ

,
E .
,
F ri e d rrL a n

,

R . M .
,
G al a s s o

,
G . J .

,
J o klik

,
W . K .

,
V il c e c k , J .

T リ Y o u n g n e r , J . S .
,
a n d Z o o n

,
K . C . : I n t e rf e r o n

n o m e n cl a t u r e . J . I n t e rf e r o n R e s e a r c h , l , 5 q 6 (1 9 8 1) .

4 3 3

4 3) Fl ei s c h m a n n , W . R .
,
G e o r gi a d e s , J . A . ,

O sb o r n e , I J . C .
,
a n d J o h n s o n , H . M . : P o t e n ti a ti o n

O f i n t e rf e r o n a c ti vit y b y m i x ed p r e p a r a ti o n s o f

fi b r o bl a st a n d i m m u n e i n t e rf e r o n . 王n f e c t . I m m u n .
,

2 6
,
24 8

-

2 5 3 (1 9 7 9) .

4 4) E v a n s , S . R .
,
a n d J o h n s o n , H . M . : T h e

i n d u c ti o n o f a t l e a s t t w o di s ti n c t t y p e s of i n t e r f e r o n

i n m o u s e s pl e e n c e11 c u lt u r e s b y C o r y n e b a c t e ri u m

p a r v u m . C ell . I m m u n ol .
,
6 4

,
6 4

-

7 2 (1 98 1) .

4 5) W a k a s11 gi , H . , K a s a h a r a
,
T .
,
M i rL a t O

,
N .

,

H a m u r o
,
J . , M i y a t a , M .

,
a n d M o ri o k a , Y . : I n

V it r o p o t e n ti a ti o n of h u m a n n a t u r al k i11 e r c ell

a c ti vi t y b y a st r e pt o c o c c al p r e p a r a ti o n , O K
-

4 32 .

I n t e rf e r o n a n d i n t e rl e u k in
-

2 p a r ti ci p a ti o n i n th e

S ti m ul a ti o n w ith O K - 4 32 . J . N a t . C a n c e r I n st . , 69 ,

8 0 7- 8 1 2 (1 9 8 2) .

E f fe c t o f H e m oly tic S tr e p t o c o c ci o n I n d u c ti o n o f I n t e rfb r o n i n M o u s e S ple e n C e Ⅱs Sh u ･

Sh o Ik e d a
,
D e p a r t m e n t o f O rth o p e di c S u rg e r y , ( D i re c t o r : P r o f . S . N o m u ra) , S c h o ol o f M e di ci n e ,

K a n a z a w a U ni v e r si t 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 2 , 4 2 3

- 4 3 3 (1 9 83)

K e y w o rd s: H e m oly tic st r e p t o c o c ci , O K
･ 4 3 2

,
I nt e rft r o n

,
A n ti ･i n t e rfb r o n α ･

βs er u m .

A b st r a c t

T h e p r e s e n t st u d y w a s u n d e rt a k e n t o e x a m i n e t h e c o r r el ati o n b e t w e e n t h e st r e p t ol y si n

( S L S) -

P r O d u ci n g a n d i n t e r f e r o n (I F N ) -i n d u ci n g a b iliti e s o f S t re p わC O C C u S h a e m o & ti c u s , b y
u si n g s t r ai n s C 2 0 3 S , B l a c k m o r e a n d S u w it h b o t h o f a n ti c a n c e r

･

a n d S L S
-

P r O d u ci n g a b niti e s , a n d

a st r ai n C 2 0 3 U w it h o u t eit h e r o f t h e a b iliti e s ･ L y o p h ili z e d p r e p a r a ti o n s o f t h e s e st re p t o c o c ci

W e r e O b t a i n e d a c c o rd i n g t o t h e p r o c e d u r e t h at w a s u s e d i n t h e p r e p a r ati o n o f O K
- 4 3 2 : e a C h

C O C C u S S u S P e n Si o n i n B e r n h ei m e r
,

s b a s al m e d i u m c o n t ai n l n g P e n i cilli n G w a s i n c u b a t e d at 3 7
0

c

f o r 2 0 m i n u t e s
,
t h e n a t 4 5

O

c f o r 3 0 m i n u t e s a n d l y o p h ili z e d ･ T h e a b ilit i e s o f t h e s e p r ep a r ati o n s

t o i n d u c e I F N i n sp l e e n c e11 s o f B A L B/ c m o u s e w e r e a s s a y e d b y u si n g L 9 2 9 c e11 s a n d v e si c u l a r

St O m atiti s v i ru S ･ T h e r e s u l t s o b t ai n e d w e r e a s f o ll o w s ･ A ll p r e p a r a ti o n s o f C 2 0 3 S , C 2 0 3 U a n d

B l a c k m o r e c a u s e d i n d u c ti o n o f I F N a p p r o x i m at el y t o t h e s a m e l e v el s a $ t h a t o f O K
- 4 3 2

,
S u

C O C C al p r e p a r at i o n ･ T h e i n d u c e d I F N s w e r e n o t d i f f e r e n t i n t h e i r a cti viti e s . A n y o f h e at
- k i11 e d

C O C Ci e x c e p t S u c o c c u s c e11 s d id n o t c a u s e t h e i n d u c ti o n o f I F N
.
T h e m o st p o t e n t I F N w a s

O b t ai n e d w h e n a m i x t u r e o f l m l o f l X l O
7
s p l e e n c ell s/ m l a n d O . 1 m l o f c o c c al s u s p e n si o n a t

t h e c o n c e n t r ati o n o f O ･ 5 0 r O ･ 1 K E/ m l w a s i n c u b a t e d a t 3 7
0

c f o r 2 4 t o 4 8 h o u rs i n t h e C O 2

i n c u b at o r; 1 K E c o rr e sp o n d s t o O ･ 1 m l o f d ri e d c o c ci
･
W h e n t h e i n d u c e d I F N s w e r e k e p t at p H 2

f o r 3 h o u r s
,
t h e a c ti v iti e s o f I F N s w e r e c o m p l et el y i n a c ti v a t e d , al th o u g h O K

- 4 3 2 -i n d u c e d I F N

p o s s e s品d w e a k a c ti vit y ( 1 0 U/ m l) . O n t h e ｡ t h e r h a n d
,
t h e a c ti v iti e s ｡ f i n d ｡ C ｡ d I F N s w e r ｡

P a rti all y n e u t r ali z e d b y a n ti
- I F N α ■β s e r u m ; m O r e t h an 6 0 % o f t h e a c ti v iti e s r e m ai n e d a ft e r

n e u t r ali z a ti o n ･ It w a s s u p p o s e d t h at I F N s i n d u c e d b y c o c c al p r e p a r at i o n s c o n t ai n e d I F N α, βa n d

γ.


