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抗 腫瘍性溶連 菌 の 有効因子 に 関す る研究

第4 報 溶連 菌菌体 内成分6 0 F 並 び に 抗悪性肢傷薬 の E h rli c h

が ん細胞 に対する 作用 の 形態学的観察

金沢 大学 医学部薬理学教室 ( 主 任 : 正 印 達教授)

入 江

( 昭和5 4年 5 月1 8 日受 付)

S t r e p t o l y s i n S ( 以 下 S L S と 略記) 産生能 を 有 す

る溶連菌 S u 株( 以下 S u 菌と 略記) に 制 が ん能が あ る

こ とが 一 越村ら
l】に よ っ て 実証 さ れ て 以 来 , 溶連菌 の 制

が ん に 関す る実験的研究が , 溶連 菌の 核酸効果
2】

に 関す

る実験と 平行 し なが ら行な わ れ . や が て 制が ん 活性が

強く
･

･

S L S 塵生力を 欠く溶連菌製剤 O K - 4 3 2
31 が 開 発

され , O K ･ 4 3 2 は臨床で 用 い ら れ る よ う に な っ た .

O K ご4 3 2 の 作用機序 と し て は . 宿主介在作用
3卜 5)

と 腫

瘍細胞に 対す る直接傷害作用
3 卜5 躯 考え られ て い る が ,

そ の 原菌で あ る S u 菌に つ い て は . 多く の 人 に よ っ て

主 に 直接傷害作用に つ い て 実験が 行 なわ れ て き た . す

な わ ち , 清水 ら輿こよ る腫瘍細胞か らの R N A 流 出に つ

い て の 実験 , 日a v a s ら
7
及 び地相 ら

ヰI に よ る 位 相 差 顕

微鏡 に よ る S u 菌の 腫 瘍細憾 傷害の 観察実験 , 越村 ら
8I

に よ る S u 薗の 固型腫瘍内注射実験 , 及び倉 田 . 北 村

ら
別
の R N A 及 び D N A 染色に よ るS u 菌の 腫瘍細 胞 傷

嘗 に 関 す る実験 な ど で あ る . こ れ ら S u 菌の 腫瘍細 胞

直接傷害作用 の 実験 に も と づ い て . S u 薗 の 制 が ん 性

有効因子に つ い て の 研究が 行な わ れ
, 越 札 正印

1 01
は

S u 菌の 無細胞抽出液 に抗 腫瘍活性が あ る こ とを 実 証

し
,

正 印 川
は無細胞抽出液 よ り硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 濃 度

別 分画 沈澱饉 に よ っ て 抗腫瘍活性 を もつ タ ン パ ク 性分

画 60F を分離す るに 至 っ た
.

60 F 分画 に つ い て は , i n v i t r o
-i n v i v o 故 実験 で

数種の 可移植性腹水腫瘍細胞の 移 植 性 を 阻 止 す る こ

と
- 2や , 6 0 F 腹腔内投与 に よ っ て エ

ー ル リ ッ ヒ が ん 細

胞接種 マ ウ ス に 著し い 延 命効果
川
が み られ る こ と が 報

告さ れ て い る . ま た . 6 0 F の 可移植性腹水腫瘍細胞 に

対す る作用 をi n v itr o で 走査型 電子顕微鏡 に よ っ て

観察 す ると , 感受性腫 瘍細胞 に は O K - 43 2 と よ く似 た

形態学的変化 が み ら れ る が
, S u 菌 で み ら れ た R N A

流出像は 認 め ら れ な い こ と
- 3-

も報告さ れ て い る . 他方,

生化 学的実験 で は , 6 0 F は エ
ー

ル リ ッ ヒ が ん 細胞 の

R N A 代 謝及 び D N A 代謝 を阻 害す る こ と
1 4)

も 報告さ

れ て い る が ･ 作用機序 と して は核酸代 謝阻害に よるも

の か ∴或い は 60 F が タ ン パ ク 性分画で あ る た め の その

他 の 作用 に よ る もの か は 明ら か で な い .

タ ン パ ク性抗悪性腫瘍薬と して は ネ オ カ ル チ ノ ス タ

チ ン が あ り , ネ オ カ ル チ ノ ス タ チ ン は 19 6 4 年石田

ら
1 5J 16 )

に よ っ て 放 線 菌 S t r e p t o m y c e s c a r ti n ｡ _

S t a ti c u s F 4 1 の 培 養 濾 液 よ り え ら れ た 分 子 量 約

10 ･ 7 0 0 の 酸性 ペ プ チ ドで . 作用機序 と し て は腫瘍細胞

膜 に 作用 し , D N A 合成 を 阻 害
17 回 即

す る と さ れ て い

る .
こ の こ とか ら本論文で は . 6 0 F の エ

ー ル リ ッ ヒ が

ん 細胞 に 対す る形 態学的影響 を ネ オ カ ル チ ノ ス タ チ ン

並 び に 作用 機序の 異 な る抗悪性腫瘍薬 と走 査型 電子顕

微鏡 を用 い て 比 較実験 し , さ ら に 腫瘍細胞 の 形態変化

と 移植性の 関係 に つ い て も検討が 行 な われ た .

実 験 材料 並 び に 実験 方法

1 . 6 0 F 分 画

6 0 F 分画は 正 印 川 の 方法 に よ っ て 作製 し た . すなわ

ち . 教室保存の 溶連 薗S u 株 ( S u 薗) の 普通 ブイ ヨ ン

培養液 6 00 m ほ 3 % 酵母 エ キ ス 培養液 ( p H 7 .2 ) 10∠

に 接種 し
, 3 7

0
c で 2 0 時 間培養 し たの ち , 低温 下 で 連

続 遠 心 ( 11 . 0 0 0 r p m . 1 2 0 m L / m i n ) を 行な っ て S u 菌

体を 集め , 生 理 的食塩 水 で 2 匝】洗浄 し たの ち , 洗浄菌

体を 袷蒸留水 に 浮遊 させ , 更 に 適量 の 兼留水を加えて

S u 菌浮遊 液 の 覇度が O D 6 6 0 即 で 40 に な る よ う に 調

整す る . つ い で
,

こ の 菌浮遊液3 0 mエに ガ ラ ス粒 ( プラ

S t u di e s o n t h e a n ti c a n c e r f a c t o r ( s) f r o m g r o u p A s t r e p t o c o c ci P a r t 4 M o r p h ol o gi c al

e x p e ri m e n t s o n th e infl u e n c e of 6 0 F a n d a nti c a n c e r d r u g s u p o n E h r li c h c a r ci n o m a c e11s

H i r o s h i I ri e
,
D e p a r t m e n t of P h a r m a c ol o g y (D i r e c t o r : P r of . S . S h oi n) ,

S c h o ol of M e di ci -

n e
,
K a n a z a w a U ni v e r cit y .
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ウ ン 社製 . 径 0 .1 m m ) を 40 g 加え て セ ル ホ モ ジナ イ ザ

ー

( ブラ ウ ン 社製) で 4 , 0 0 0 r p m 4 分間振 と う し て S u

蔚体を破壊 し ･ 振と う さ れ た菌液 を ガ ラ ス 濾過 器( G 2 )

で濾過 し た の ち . 濾 液 の 無細胞抽出液 を低温下 で 遠心

( 10 . 00 0 r p m ･ 2 0 分) し , そ の 上清液 に 1/ 1 0 畳 の 20

% 硫酸 ス ト レ プ ト マ イ シ ン 水溶液 を加 え て 低 温下で 放

置し , 3 0 分後に 10 , 0 0 0 r p m 2 0 分 間遠 心 し て 上 清 液

を分取する ･ こ の 上清液 を 硫 酸ア ン モ ニ ウ ム 飽和水溶

液( ア ン モ エ ア 水で p H 7 .1 に 調整) に 対 して 低 温下で

一 昼夜透析 を行な い
, 生じ た沈 澱物を 遠心 に よ っ て 集

め , こ れ を蒸留水に 溶 解し た もの に つ い て 硫 酸 ア ン モ

ニ ウ ム に よ る 濃度 別分 画沈澱 を行 ない , 硫酸 ア ン モ ニ

ウ ム 飽 和濃度50 % と6 0 % の 間で 生 じ る 沈 搬物 を 集

め , 恭留水 に溶解 し て 蒸留水 に 対し て 透析 を行 な っ て

脱塩 した の ち ･ 凍結乾燥を 行な っ て 帯黄 白色 の 無品形

粉末標品60 F 分画を 用意し , 低温下 に 保存す る
.

実験 に は60 F 分画を M / 1 5 燐酸 緩 衝 生 理 的 食 塩 水

(P B S と 略記) に 溶解 して , 0 . 4 % 溶液 を作製し . ミ リ

ボ ア フ ィ ル タ
ー

に て 濾過 滅 菌した もの を 用い た .

2 , 抗悪性腫 瘍薬

1 ) シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド : エ ン ド キ サ ン ( 塩 野 義

製薬株式会社) を滅 菌P B S に 溶解して 2 0 f L gh lL ,2 0 0 fL g /

m =蓉液 を作製 .

2 ) カ ル バ ジ ル キ ノ ン : エ ス キ ノ ン ( 三 共 株 式 会

社) を 聞 S に て 稀釈 して2 0 〃g / 蛇 2 0 0 〃 g 仙 溶液 を

作製.

3 ) 5 -

フ ロ ロ ウ ラ シ ル ( 5 ゼ U) : 5 - F U ( 協 和 醗酵

製薬株式会社) を P B S に 溶解して 2 0 FL g / nL .
2 0 0 jL g /

止溶液 を作製 ,

4 ) メ ソ ト レ キ セ ー

ト : メ ソ ト レ キ セ ー ト( 武田 薬

品株式会社) を P B S に 稀釈 し て
,
2 0 F L g 仙 , 2 0 0 jL g 血

液 を作製 .

5 ) マ イ ト マ イ シ ン C ( M M C ) : M M C ( 協 和 醗酵

製薬株式会社) を P B S に 稀釈 して2 0 FL g / m L .
2 0 0 F L g /

mエ溶 液 を作製 .

6 ) ネ オ カ ル チ ノ ス タ テ ン : ネ オ カ ル テ ノ ス タ チ

ン ( 山之 内製 索 株 式 会 社 . 2 0 0 0 U /2 雨 ; 1 m g は

1 t5 0 0 U ) を P B S に て 稀釈 して 2 〃g 血 ･ 2 0 〃g / m 腰 を

作製.

7 ) ブ レ オ マ イ シ ン : ブ レ オ マ イ シ ン ( 日 本 化薬

株式会 社) を P B S に て 稀釈し て 2 0 〃g 仙 ,
2 0 0 〃 g 凧

溶 液 を 作製 .

8 ) O K ･ 4 3 2 : ピ シ バ ニ ー

ル ( 中 外 製 薬 株 式 会

社･ 5 0 K E / v i a l) を PB S に 浮 遊 さ せ て 5 K E /

ml
･ 8 K E / 山 液 を作製 .

3 ･ エ ー ル リ ッ ヒ か ん細胞浮 遊液

d d 系 マ ウ ス ( 堆 , 19 ～

2 1 g) に エ ー ル リ ッ ヒ腹水が

ん 細胞 を移嘩した の ち , 1 0 日目に 腹水を 採取 し . 遺尤､

( 8 0 肝 p m ･ 5 分) に よ っ て 沈毅し たが ん 細胞 を集め ,

こ れを 仔牛 血清 1 % 加 P B S に て 2 回洗浄 し たの ち . 洗

浄が ん 細胞 を仔牛血清 1 % 加 P B S に 浮遊さ せ , 細胞数

を T 臼rk 型血球計算板 に て 算定 し たの ち , 適量の 仔年

血清1 % 加 P B S を 加え て 3 . 5 × 10
丁

細 胞 / mエの 細胞

浮遊液 を調整す る .

4 ･ が ん 細胞 傷害作用 に関す る 実験術式

が ん 細胞 に 対す る 傷害作用を
, 足査型電子顕微鏡 に

よるが ん 細胞の 形態学的観察と
, 60 F 並 び に 供試薬物

の が ん 細胞 の 移植能 に 及 ぼ す影響 に よ っ て 検討 した .

1 ) 形 態学 的観察実験術式

が ん 細胞浮遊液 ( 3 . 5 × 1 0
7
細胞/ m り 2 m = こ 6 0 F

溶液ま た は供試薬物溶液2 m ほ 加え て 3 7
0

c で 1 20 分

間イ ン キ ュ
ベ ー ト し たの ち そ の 混 合液 0 . 5 m ほ 採取 し

て 直ち に 2 ･ 5 % ダ ル ク
ー

ル ア ル デ ヒ ドに加え て 室温下

で 固定 し
･ 80 0 r p m 3 分 間遠心 し ∴沈殿物を 更に 1 %

オ ス ミ ウ ム 酸で 後固定 し たの ち
. 再 び遠心 し て え ら れ

る沈澱物を エ タ ノ ー

ル で 順次脱 水を行な い
,

つ い で 酢

酸 イ ソ ア ミ ル に 浮遊さ せ て ス ラ イ ド ガ ラ ス上 に の せ
,

臨 界 点乾燥 器 ( 日立社 軋 H C ゼZ 型) で イ オ ン ス パ
ッ

タ リ ン グを行 な っ たの ちに , 走査型電子顕微鍍試料台

に 固定し
, 羞 査型 電子 顕微鏡(日立社製S 55 0 及 びS 4 50 )

で 観察を行 な っ た . な お
一 対照と し て はが ん細胞浮遊

液 に 仔 牛血清 1 % 加P B S を加え た混 合液 を 上 記 の 如

く処置 した もの が用 い ら れた .

2 ) エ
ー

ル リ ッ ヒ が ん 細胞の 移植性 に 関 す る実験術

式

が ん 細胞 浮遊液 3 m£に 60 F 溶液 ま た は 供 試 薬 物 溶

液 3 m ほ 加 え て 37
0

c に 1 2 0 分 間イ ン キ エ ペ ー

卜 し た

の ち
･ そ の 混 合液を

一 群10 匹 とす る マ ウ ス 腹 腔 内 に

0 ･ 5 m上ずつ 接種 して 50 日間観察し , 途 中鬼死 し た マ ウ

ス 及 び 50 日 日 に 生存 し た マ ウ ス に つ い て そ れ ぞ れ 剖

検を行 な っ て が ん 細胞浸潤 の 有無を確か め た .

なお
, 対輿 と し て はが ん 細胞浮遊液 3 山 に 仔牛血清

1 % 加 P B S 3 m ほ 加 えて 上記の 如く 処置 し た も の が

用 い られ た .

実 験 成 績

走 査型 電子 顕微 鏡 に よ る観察実験

抗腫瘍性溶連菌菌体内成分60 F の エ
ー

ル リッ ヒ が ん

細胞に 対す る形態学的観察に つ い て は 既 に 報告さ れ て

い る如 く , 今回 の 実験 に お い て も写 真2 に み る ごと く .

対照 ( 写 真1 ) に 比 して 微絨毛 の 減少 . 消失と 微細毛
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の 先端膨 化が 著明 に み と め ら れ る と共 に
, 大′ト不 同の

数多く の ブ レ ア ス の 形 成が み られ , 細胞表面 も凹 凸状

を 示し たが
, 細胞膜の 破壊像 は み と め ら れ なか っ た .

ェ ス キ ノ ン の 作用 養 う け た が ん細胞 で は , 写 真 3 に

み ら れ る ごと く , 微細 毛 は著明 に 減少 , 消失 し , ま た .

残存し て い る微絨毛全体に 膨化像が み と め ら れ ,
プ レ

ブ ス 形成 もみ られ て 細胞表面 は凹 凸状 を 呈 し て い る

が . 細胞 は 比較 的球 形を保 っ て い た .

エ ン ドキ サ ン の 作用 を う け た が ん細胞で は , 写 真4

に み られ る如く , 時に は徴絨毛の 消失がみ とめられる が

徴絨毛自身の 変化 は ほ と ん ど み と め ら れ なか っ た .
プ

レ ブ ス 形成 はみ と め られ ∴細胞 表面 も若干凹 凸状 を呈

し て い たが , 細胞 の 変形 はみ と め られ な か っ た .

5 -F U と イ ン キ エ
ペ ー

トさ れた が ん 細胞 で は , 写 真

5 に み ら れ る如く . 微細毛 に は全く 変化が み られ ず ,

プ レ ブ ス 形成 及 び細胞の 変形 もみ と め ら れ なか っ た .

メ ソ ト レ キセ ー

トの 作用 を う け た が ん細胞 で は , 写

真6 に み られ る如く . 微細毛 の 減少 と 延長 な ら び に 硬

化像が みと め ら れ るが , 膨 化 , 消失 ほ み .と め ら れず ,

プ レ ブ ス 形成 ∴ 細胞 の 変形 もみ と め られ な か っ た .

マ イ ト マ イ シ ン C の 作用 をう け たが ん細 胞で は t 写

真7 に み られ る如く , 微繊毛 の 萎縮或 い は消失 が み ら

れ ると 共に プ レ ブ ス の 形成 も み られ , 細胞表面 は凹 凸

状を 呈 し た .

ネ オ カ ル テ ノ ス タ テ ン の 作用 を う け たが ん 細胞で は

写 真 8 に み られ る如く , 徴絨毛 は著 明に 膨化 して 花弁

状 を呈 し ∴微細毛 の 消失 もみ と め ら れ る と と も に大 き

な プ レ ブ ス の 形成 もみ ら れ , 6 0 F と よ く似 た形態変 化

を呈 し たが
, 6 0 F ほ ど細胞の 変形は み ら れ ず , 細胞 表

面 の 凹 凸状 も著明で は なか っ た .

ブ レ オ マ イ シ ン の 作用を う けた が ん 細胞で は , 写真

9 に み ら れ る如く , 微細毛 は消失 して は ぼ 球形状 と な

るが
. 細胞表面 の 凹 凸は み と め ら れ なか っ た .

O K -

43 2 の 作用を う け た が ん細胞 で は ∴写 真10 に み

られ る如く , 6 0 F に よ る の と よ く似 た形態変化が み ら

れ , 微細毛 の 消失 , 先端膨化 . 萎縮像或 い は変形が み

ら れ
, また , 大小不 同の 数多 く の プ レ ブ ス形成 と細胞

表面 の 凹 凸状 及び細胞の 変 形が み ら れ た が . 細胞膜の

破壊 的所見 はみ ら れ なか っ た .

移櫨 阻止効果 に 関す る実験

I n v i t r o
･i n v i v o 法 に よ る 60F 並 びに 各種 抗 悪 性

腫 瘍薬の エ ー ル リ ッ ヒが ん 細胞 の 移植阻 止効果 に 関す

る実験の 成績 は衰､1 に 示 され て い る , すな わ ち , 薫物

又 は 60 F とが ん細胞 を混 じ て 37
0

c で 1 2 0 分間 イ ン キ

ュ づ -

卜し て . そ の 0 . 5 mエを 1 群 10 匹 の 各 マ ウ ス 腹腔

内に 注射 して 50 日目 に お け る生存数 を パ ー セ ン ト で

江

あ らわ す と
,

エ ス キ ノ ン ( 作用 濃度 1 0 〃g / 雨) . ネ オカ

ル チノス タチ ン( 作用 濃度1 〃g 仙 ) ,

マイ トマ イ シ ンC ( 作

用 濃度 10 〃g / m り , O K - 4 3 2 ( 作用 濃度 2 . 5 K E / mり 及

び 60F ( 作用 濃度1 m g / m り と イ ン キ エ
ペ ー

トさ れ た

が ん 細胞の 移植 は阻止さ れ
, 5 0 日目 に お け る マ ウ ス

生存率 は それ ぞ れ 1 00 % . 1 0 0 % . 5 0 % , 3 0 % 及 び

10 0 % で あり . 5 0 日日 に 生存 し た マ ウ ス を 屠 殺解剖

し た 肉眼 観察 で も腹水の 貯溜 . が ん 細胞浸潤 像 はみと

め ら れ な か っ た . ネ オ カ ル チ ノ ス タ チ ン で は , 作用濃

度が1 0 / J g / 血と 増 加 す ると生 存率 は70 % と 低 下 し た

が , 途中免死 し た マ ウ ス を解剖 して も腹水の 貯溜. が

ん 細胞浸潤 像 はみ と め ら れ なか っ た . ェ ス キノ ン
. マ

イ ト マ イ シ ン C . O K ･4 3 2 及 び60 F で は作用 濃度 を そ

れ ぞ れ 1 0 0 iL g / mL . 1 0 0 FL g / m L . 4 K E / n ‖灸 び 2 m g/ mL と

増加 して も生存率 は10 0 % , 6 0 % , 90 % 及 び 100 %

T a b l e l E x p e ri m e n ts o n th e ifl u e n c e of 6 0 F

a n d v a ri o u s a n ti c a n c e r d r u g s u p o n th e in v a
･

Si o n p o w e r o f E h rli c h c a r c in o m a c ell s

M a te ri al s

C o n c e n t r ･ N u m b e r

a ti o n of
O f s u r v i v

-

O r S/ t e s t

th e m a t e r
- a n i m al s o n

i al i n th e
th e 5 0 th
d a y of

m i x t u r e i n o c ul a ti o n

6 0 F
1 m g/ m l 1心砧
2 m g / m l 1 0ノ1 0

C y c l o ph o s p h a m i d e
1 叫 g/ m l 0 /1 0

1 0 叫 g/ m l 0 /1 0

C a r b a zil q u i n o n e
1 0 〃 g/ m l 1 0 /1 0

1 0 0 〃 g/ m l 1 0 /1 0

5 -fl u o r o u r a c il
1 0 〃 g/ m l 0 /1 0

1 0 0 〃 g/ m l 0 / 1 0

M e th o t r e x a t e
1 0 /∠ g/ m 】 0 / 1 0

1 0 0 〃 g/ m l 0 /1 0

M it o m y c in C
1 0 〟 g/ m l 5 / 1 0

1 0 0 〃 g/ m l 6 / 1 0

N e o c a r zi n o st a ti n
1 〃 g/ m l 1 0 /1 0

1 0 〃 g/ m l 7 / 1 0

B l e o m y c in
1 叫 g/ m l 0 / 1 0

1 0 0 〃 g/ m l 0 / 1 0

0Ⅰく･4 3 2
2 . 5 K E / m l 3 /1 0

4 K E / m l 9 / 1 0

c o n tr o l (C a r ci n o m a ｡ ell s al ｡ n ｡) 0 / 1 0
1

A m i x t u r e of E h rli c h c a r c i n o m a c ells s u s p e
･

n si o n a n d a s ol u ti o n of t e st e d m a te ri al w a s

in c u b a t e d a t 3 7 ℃ f o r 2 h o u r s . A ft e r th e

i n c u b a ti o n
,
th e m i x t u r e w a s l nj e c t e d in tr a p e r

･

it o n e ally in t o a m o u s e .



抗腫瘍性溶連菌の 有効 因子に 関す る研究

で あっ た .

5 F U ( 作用濃度10 / 増 血 , 1 0 0 〝 g / m り .
エ ン ド キ サ ン

( 作用 濃度1 0 / 噌 仙 , 1 0 0 〃g / m り, メ ソ ト レ キ セ ー

ト (作

用濃度10 / 増 加 .
1 0 0 〟 g 仙 ) 及 び ブ レ オ マ イ シ ン ( 作用

濃度10 〃g / m£, 10 0 / 上g / m O で は移植阻止効果 はみ と め ら

れず .
こ れ ら亜 物と イ ン キ エ ペ ー

トさ れ たが ん 細胞の

腹腔内注 射に よ っ て マ ウ ス は対照群の マ ウ ス と 同様 に

こと ごと く3 週間以 内に 腫瘍死 し た .

考 察

抗腫瘍性溶連菌菌体 内成分60 F は . 6 0 F に 感受性 の

可移植性腹水腫瘍細胞 に 対して はそ の 移植 性を 阻止す

ると共に , 故 紙毛 に 膨化 , 消失な どの 変化を お こ し .

プレ ブス を形 成し て 細胞 に 特異な 外観 を 呈 する が , 非

感受性の 腫瘍細胞 で は か か る変化が み と め られ ぬ こ と

が走査型電子 顕微鏡 に よ る観察実験
12 厄 よ っ て 明ら か

にさ れて い る . こ の よ う な形態学的影響 が6 0 F に 樽有

なもの で あ るか 否 かを 明 らか に す る た め 一 作用機序の

異なる各種抗悪性腫瘍薬 と6 0F と の 比 較 実 験 が 行 な

われた . 抗悪性腫瘍薬 は ア ル キル 化剤 と し て エ ン ド キ

サ ン及 び ェ ス キ ノ ン が
, 代謝抵抗割 と し て 5 ゼ U と メ

ソ ト レ キ セ
ー

トが , 抗 生物質と し て ネ オ カ ル テ ノ ス タ

チ ン と マ イ ト マ イ シ ン C が , そ の 他 と して O K ･ 4 3 2 が

用 い られ たが
,
その 結果, 作用機序が 異 な ると 形 態学的

影響も異 なる こ と が 明 らか に さ れ , こ れ ら形態学的変

化を比較分類す ると . 殆ん ど 形態的 に 変化が み られ ぬ

もの
. 微細毛 が減少 も しく は消失す る もの

, 徴純毛 に

変化が み られ る もの
, プ レ ブ ス の 形成が み られ る も の

.
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並 び に 微細毛の 変化 と プ レ ブ ス の 形成が み られ る も の

に 大別さ れ る . こ れ と移植阻止効果 とを
一

括表示 する

と蓑 2 の 如く に な り . こ の う ち 移植阻止効果 は教組毛

の 変化と プ レ ブ ス を形成す る ェ ス キ ノ ン
.

マ イ ト マ イ

シ ン C ･ ネ オカ ル チ ノ ス タ テ ン
, O K ･ 43 2 お よ び 60 F

に み と め られ て い る ,

他方･ 6 0 F の 可移植性腹 水腫瘍細胞に 対す る作 用 の

形 態学的観察
t 2J

で も . 6 0F に よ っ て 移植性が 阻止 さ れ

た腫瘍細胞 に は微細毛の 膨化 な どの 変化 と プ レ ブ ス の

形 成が共 に み られ る こ と が報告さ れ て い る . こ れ らの

こ と か ら微細毛と 細胞表面 の 形態学的変化か ら そ の 薬

物 の 腫 瘍細胞の 移植性 に 対す る阻止効果の 有無 に つ い

て 推察す る こ と が 可能 と考え られ
. さ ら に , 従来作用

機序或 い は性状 な ど に よ っ て 分類 され て い る抗悪性腫

瘍 薬 を
, 腫 瘍細胞 に 対す る形態学的影響に よ っ て 分枝

す る こ と も 可能 で あ る こ と を 示唆す る もの と考え られ

る ■ しか し
,

こ れ ら の 実験 で は薬物 をin v i t r o . で 腰

細胞に 120 分 間作用さ せ て い る の で
. 細胞浮遊液の 組

成 ･ 作用時間
,
臆 都 田胞の 細胞周 期

, 実験系の 組み 立て

方な ど を考慮す る必 要が あ り , ま た , 薬物 に よ っ て は

i n v i v o で 初め て 活性化 され る もの も あ る こ と な ど

も 考慮 して 検討す べ きと考 え られ る .

正印 ら
t 3I

に よ っ て 行な わ れた 60 F の エ
ー ル リ ッ ヒ が

ん細胞 に 対す る作用 の 形態学的観察実験で は . 走 査型

電 子覇徴鏡に よ っ て 微絨毛の 変化と プ レ ブス の 形成が

み られ , 透 過型 電子顕微鏡 に よ っ て 細胞 質の 空胞化及

び浮腫状化 ,
マ イ ク ロ フ ィ ラ メ ン トの 出乱 ミ ト コ ン

ド リ ア の 膨化及 び ク リ ス テ の 消失 t 核膜 内外で の 緻密

T a b l e 2 S u m m a ri z e d d a t a of th e eff e c ts o f 6 0 F a n d a n ti c a n c e r d r u g s o n E h rlic h

C a r Ci n o m a c ell s

M a t e ri al s

M o r ph ol o gl C al e ff e c t I n h ibit o r y e ff e c t

O n th e in v a s
-

i o n p o w e r of

C a r C ln O m a

A p p e a r a
- D e c r e a s e S w elli n g S c l e r o si s

n c e of
O r e V a n e

一

S C e n C e Of
of

a n d el o n
-

g a ti o n of
bl e b s m i c r o v illi m i c r o vi11i m i c r o vi lli C ells

6 0 F 十 + + 十

C y cl o p h o s ph a m id e + +

C a rb a zil q u l n O n e + + + +

5- fl u o r o u r a cil

M e th o t r e x a t e 十

M it o m y ci n C + 十 + 十

N e o c a r zi n o s t a ti n + + 十 +

Bl e o m y ci n +

O K -4 3 2 + + + +
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化 , 核 質の 浮腫状化 又 は空胞化 , 及 び プ レ ブ ス 内 に は

無構造 の 細胞質が み と め ら れ る が , 細胞膜 の 破壊像 は

み と め ら れ な い こ と が 報告 さ れ て い る . か く て , こ れ

まで の 所見 を総合す る と ,
プ レ ブ スが 形成さ れ る時 に

は同時に 細胞内 に も い ろ い ろ の 変化が あ る こ とが 推察

さ れ
.

プ レ ブ ス 形成 は細胞 内異常 の 結果 に も とづ く も

の と も考え られ る . 従 っ て , プ レ ブス が 形成さ れ て い

る 時に は細胞内 に も い ろ い ろ の 変化が お こ っ て い て ,

移植性 も阻 止さ れ る も の と考 え られ る . 微絨毛 の 変化

に つ い て の 意味 は不 明で あ り . さ ら に 研究が 必 要で あ

る .

6 0 F は上記の 如く形 態学的変化 を 感 受 性 の 可 移 植

性腹 水腫瘍細胞 に お こ す も の で あ る が , 樋 口 ら
Ⅷ

は

6 0 F は エ
ー

ル リ ッ ヒ が ん 細 胞 の
,

R N A 代 謝 お よ び

D N A 代謝 を 阻害し . 代謝阻害効果 は 60F 作用後 30 分

放か らみ ら れ る こ と を報告 し て い るが , 入 江
1 2I

は6 0 F

の エ
ー ル リ ッ ヒ が ん 細胞移植阻止 効 果 は 60F 作 用 後

20 分か ら み られ る こ と , 及 び 正 印ら
1 3 I

は 6 0 F の エ
ー

ル

リ ･ブヒ が ん 細胞 に 対す る形態学 的影 響 は 60F 作 用 後

比較 的早 く か ら み られ . 1 5 分 か ら 20 分 で は 著 明 に

み られ る こ とを 報告し て い る . こ れ ら の こ とか ら代謝

阻害作用 . 移植阻止 作用 及 び形 態学的影響が み ら れる

まで の 時間を比 較し て み る と , そ こ に は当然腫瘍細胞

を 浮遊 す る浮遊液の 組成 の 問題 も あ る が
, 形態学的変

化が ま ずお きて い る と考 え ら れ る . 6 0 F と 同様 タ ン パ

ク で
. 形 態学的影響も 60F と似 て い る ネ オ カ ル テ ノ ス

タ チ ン
ー5I

は腫瘍細胞内に 侵 入す る こ と なく まず細胞 膜

に 作用 し
, 次 で 核酸代謝 を 阻害 する

1 6 = 9I
とさ れ て い る

こ と か ら , 6 0 F もま ず腫瘍細胞表面 に 作用 して そ の 結

果 形態学的変化 をお こ し
,

つ い で 移植 阻止作用 と核酸

代謝阻害作用 を呈 す る と考 え ら れ る . しか し
, 移植阻

止作用 と核酸代謝阻害作用 に つ い て は , i n v i t r o で

核酸代謝を 阻害さ れ た 腫瘍細胞 が マ ウ ス の 腹腔 内に 接

種さ れ る の で あ るか ら , 移植 阻止作用 は核酸代謝阻害

作用 に よ る の か , 或い は形態学 的に 障害さ れた こ と 又

は その 他の 理 由 に よる の か は更 に 検討 す べ き と考え ら

れ る .

6 0 F 分画 は電気泳動法 な ど に よ っ て 単
一

物 質 で は

な く . ま た 同分画 に は溶血活性 川
が み と め られ る こ と

か ら , 6 0 F 分 画の 精製が 必要 で あ り t ま た 60 F の 抗腫

瘍効果と 溶血活性と の 関係 に つ い て も更 に 実験が 必 要

で あ る .

結 論

抗腫瘍性溶連薗菌体内成 分60 F 並 び に 各 種 抗 悪 性

腫瘍薬の エ
ー ル リ ッ ヒ が ん細胞 に 対す る i n v i t r o で

江

の 作用 を走 査型 電子 顕微鏡 に よ る 形態学的観察実験と

移 植阻 止実験 に よ っ て 検討 して 一 次の 如き成絶と緒論

が え ら れ た . す なわ ち .

1 . 6 0 F 並 び に 各種抗悪 性塵塚薬 の エ
ー

ル リ ッ ヒ が

ん 細胞 に 対す る形態学的影響 はそ れ ぞ れ 異 な っ て いた

が ,

2 . 移植 阻止効果 は徴繊毛 に膨 化な どの 変化をお こ

し . プ レ ブス を形成す る 60F 並 び に 抗悪性 腫瘍薬に み

と め ら れ た .

3 ･ 6 0 F に よ る エ ー ル リ ッ ヒ が ん 細胞の 形態学的変

化 は ネ オ カ ル チ ノ ス タ チ ン 及 び O K ･

43 2 に よ る もの と

よ く似 て い た .

稿 を 終る に臨 み . 本研究 に終始衡懇篤な る御指導と御校閲

を賜 っ た 恩師正 印 遵教授 に深甚 な る謝意を 捧げ ま す . また

多大 な 御助力と 御援助 を賜 っ た国立病院医療 セ ン タ
ー

病凰

大網 弘博士 . 山本悦子技師 , 中外製薫総合研究所 . 菅原乱

斉藤元男両氏 . 日立那珂電子敢徴鏡工 場 , 和田 正夫技師に深

く 謝意を 表 L ま す .
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li v i n g h e m o l y ti c st r e p t o c o c ci u p o n th e

i n v a s i o n p o w e r o f E h rli c h a s cit e s c a r c i n o m a i n

m i c e . J a p a n . J . E x p . M e d . . 2 5 , 9 3
-

1 0 2 (1 9 5 5) .

2 ) O k a m o t o
,

H . : U b e r d i e h o c h g r a d i g e S teト

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

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

S 乱1 r e
,
Ⅰ. M i tt . J a p a n . J . M e d , S ci . , Ⅳ . P h a r m a -

C O l o g y , 1 2 , 1 6 7 - 2 0 8 (1 9 4 0 ) .

3) S a k u r a i , Y . , T $ u k a g o s h i
,

S .
,

S a t o h , H . ,

A k i b a , T . , S u z u k i , S . & T a k a g a k i
,

Y . : T u m o r
･

i n h i b i ti n g e ff e c t o f a s t r e p t o c o c c a l p r e p a r ati o n

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

5 6
,
9

-

1 7 ( 1 9 7 2) .

4) O k a m ot o , H . : A n ti t u m o r a c ti vi t y of

S t r e p t O l y si n S - f o r mi n g s t r e p t o c o c ci
, P 2 3 7 -

2 5 7 . I n A . W . B e r n h e i m e r ( e d .) , M e c h a n i s m s i n

B a c t e ri al T o x i n o l o g y ,
1 s t e d . J o h n W il e y &

S o n s , I n c . , A m e r i c a , 1 9 7 6 .

5 ) O k a m ot o
,

H .
,
S h oi n , S . & K o s h i m u r a

,
S . :

S t r e p t o l y si n S ･f o r m i n g a n d a n tit u m o u r

a c ti v i ti e s o f g r o u p A s t r e p t o c o c ci
, p 2 5 9

- 2 8 9 ･

I n J . J elj a s e w i c z & T . W a d s t r 6 m ( e d .) , B a c t e ri al

T o x i n s a n d C ell M e m b r a n e s , 1 s t e d .
A c a d e mi c
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P r e s S ,
L o n d o n ( 1 9 7 8) ,

6) 清水隆作 ｡ 西 田 信義 ｡ 坂東 覿 ｡ 越村 三 郎 ‥ 制

癌に 関す る実験的研究 , 第22 乳 癌細胞 と溶連菌の 接

触メ ジウ ム に お ける 癌細胞 R N A の 出現 に つ い て ･ 金

大結研年 報,
2 2

,
2 7

-

3 4 (1 9 6 7 ) ･

7) H a v a s
.
斑. F . , D o n n e l y ,

A . J . & P o r r e e 8 , A ･ Ⅴ･

‥T h e c y t o t o x i c eff e c t s o f h e m o l y ti c s t r e p t o c o c ci

o n a s ci t e s t u m o r c e11 s . C a n c e r R e s . . 2 3 ,
7 0 0 -

7 0 6 (1･9 6 3) .

8) K o s h i m u r a
,

S .
,

S h i m i z u
,

R .
,

B a n d o
,

Y ･
,

H i r a t a
,
R . & S h oi n

,
S . : E x p e ri m e n t al a n ti c an C e r

s t u d i e s P a rt 1 2 . O n th e d e s t r u c ti v e e ff e c t o f

li vi n g h e m o l y ti c s t r e p t o c o c c i o n s o li d t u m o r o f

E h rli ch c a r ci n o m a i n m i c e . J a p a n . J . M i c r o b i o l .
,

4 , 1 9 - 2 4 (1 9 6 0) .
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,
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-
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1 1) S h oi n
,
S . : I s o l ati o n a n d f r a c ti o n a ti o n o f
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-
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-
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.
日本癌学会総会言己事 ,第 3 6 回 総会 ,
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_
A

,
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,
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-
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1 8 ) 佐竹正 延 ･ 海老名卓三 郎 ･ 石 田 名 書 雄 : 制 癌
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･ 海老名卓三 郎 ･

･ 石 田 名 書 雄 : 制 癌
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会 , 1 3 6 貢 ( 1 9 7 8 ) .

･

写 真 説 明

写 真 1 . 未処 置 エ
ー ル リ ッ ヒ が ん細胞

写 真 2 . 6 0 F ( 作用 濃度 1 m g/ m り と 2 時間イ ン キ ュ ベ

ー トさ れ た エ ー ル リ ッ ヒが ん細胞 .

写真 3 .
ェ ス キノ ン ( 作用 濃度10 〃g / m りと2 時 間イ ン

キ エ
ペ ー

トさ れ た エ
ー

ル リ ッ ヒが ん 細胞

写 真 4 . エ ン ド キサ ン( 作用 濃度 100 〝g/ m り と 2 時 間

イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た エ
ー ル リ ッ ヒ が ん細胞

写真 5 . 5 - F U ( 作用 濃度 10 恥g/ m り と 2 時間イ ン キ エ

ペ ー

トさ れ た エ
ー ル リ ッ ヒが ん細胞

写 真6 . メ ソ ト レ キ セ ー ト( 作用 濃度 100 〃g / mエ) と 2

時間 イ ン キ エ
ペ ー ト さ れ た エ

ー ル リ ッ ヒ が ん 細胞

写 真7 .
マ イ ト マ イ シ ン C ( 作用 濃度10 抽 g / m りと 2

時間 イ ン キ エ ペ ー

ト さ れ た エ
ー ル リ ッ ヒ が ん 細胞

写 真 8 . ネ オ カ ル チ ノ ス タ チ ン( 作用濃度 1 〝g/ m り と

2 時間 イ ン キ ュ
ベ ー ト さ れ た エ

ー ル リ ッ ヒ が ん 細胞

写 真 9 .
ブ レ オ マ イ シ ン( 作用濃度10 J▲g/ m りと2 時間

イ ン キ ュ
ベ ー

ト さ れ た エ
ー ル リ ッ ヒ がん 細胞

写 真 10 . O K - 43 2 ( 作用濃度 4 K E / m り と 2 時間イ ン

キ ュ
ベ ー ト さ れ た エ

ー ル リ ッ ヒが ん 細胞
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S t u朗e s o m 抽e a m 七五c a m c e r f a c t o 訂( s) f r o m 那 0 叩 A s 七訂e p t O C O ℃ C i p a r t 4 M o r p 旭 _

O g i c 乱且 e x 膵 『1 m e m もs o n 蝕 e i m 別u e m c e of 6 0 『 a m d a ‡-七i c a m c 紺 d r u g s 叩 O m E 虹且五c h c a r ･

Ci m o m a c ells ･ H ir o s h i I ri e
,
D e p a r t m e n t of P h a r m a c ol o g y ,

S c h o ol of M e di ci n e
,
K a n a z a w a

U ni v e r sit y ,
K a n a z a w a

,
9 2 0

, J a p a n . J . J u z e n M e d . S o c .
,
8 8 , 4 8 8 M 4 9 7 (1 9 7 9) .

A b s 七r a c 七 Si n c e it w a s d e m o n st r at e d t h at 6 0 F i s o l a t e d f r o m t h e c ell -f r e e e x t r a c t o f h e m o ly ti c

St r e P t O C O C Ci S u st r ai n c a u s e d t h e c h an g e S S u C h a s t h e d e c r e a s e o r t h e s w e11i n g o f m i c r o v illi a n d t h e

a p p e a r a n c e o f a b n o r m al b l e b s i n t r a n s p l a n t a bl e a s cit e s t u m o r c e11 s a n d i n hi b i t e d t h e i n v a si v e n e s s

O f t u m o r c ell s i n t o e x p e ri m e n t al a n i m al s
,
t h e m o rp h o l o gi c al a n d i n h i b it o ry e f f e c t s o f 6 0 F o n

E h rli c h c a r c i n o m a c e11 s w e r e c o m p a r e d w it h t h o s e o f 8 a n ti c an C e r d r u g s .

A m i x t u r e o f E h rli c h c a r ci n o m a c e11 s s u s p e n si o n a n d t h e s o l u ti o n o f a n ti c a n c e r d r u g o r 6 0 F

W a S i n c u b a t e d a t 3 7
0

c f o r 2 h o u r s ･ A ft e r t h e i n c u b a ti o n
,

a P a rt O f t h e mi Ⅹt u r e W a S u S e d t o m ak e

t h e p r e p a r ati o n f o r t h e s c a n n l n g e l e c t r o n m i c r o s c o p e t e st a n d t h e r e st o f t h e m i x t u r e w a s u s e d t o

i nj e ct i n t r a p e ri t o n e al 1 y in t o a m o u s e t o e x a m i n e t h e i n v a si o n p o w e r o f c a r ci n o m a c e11 s . T h e

r e s u lt s o b t ai n e d w e re a s f o n o w s ;

1 4 E a c h o f a n ti c a n c e r d ru g S a n d 6 0 F h a d a m o r p h o l o gi c al e f f e c t o n E h rli c h c a r ci n o m a c ell s .

A c c o r d i n g t o t h e c h a n g e s i n t h e m o r p h o l o g y o f c a r c i n o m a c ell s
,

a n ti c a n c e r d r u g s w e r e cl a s sifi e d

i n t o t h e f o u o w i n g fi v e g r o u p s .

G r o u p 1 5 -fl u o r o u r a c il T h e d ru g O f t h i s g r o u p d i d n o t c a u s e a n y c h a n g e i n m i c r o v il 1i a n d

t h e a p p e a r a n c e o f b l e b s .

G r o u p 2 C y cl o p h o s p h a m i d e T h e d r u g o f t h i s g r o u p c a u s e d t h e d e c r e a s e o f m i c r o v illi a n d

t h e a p p e a r a n c e o f a b n o r m a l b l e b s .

G r o u p 3 M et h o t r e x at e T h e d ru g O f t h i s g r o u p c a u s e d t h e s c l e r o si s a n d t h e el o n g ati o n o f

m i c r o v 並1i .

G r o u p 4 B l e o m y ci n T h e d ru g O f t h is g r o u p c a u s e d t h e e v an e S C e n C e O f m i c r o villi .

G r o u p 5 C a r b a z己q u i n o n e
,

M it o m y ci n C
,
N e o c a r z i n o st ati n

,
O K - 4 3 2 a n d 6 0 F T h e d r u g o f

t h i s g r o u p c a u s e d t h e d e c r e a s e a n d s w e皿i n g o f mi c r o v illi a n d t h e a p p e a r an C e O f a b n o r m al

b l e b s .

2 ･ T h e in h ib it o r y e f f e c t o n t h e in v a si v e n e s s o f E h rli c h c a r ci n o m a c e u s w a s e x hi b it e d b y

C a r b a zil q u i n o n e
,
M it o m y c i n C

,
N e o c a r z i n o st a ti n

,
O K - 4 3 2 a n d 6 0 F a 皿 o f w hi c h b el o n g t o G r o u p

5
.

3
･ T h e m o rp h ol o gi c al e f f e ct o f 6 0 F w a s q u it e si m il a r t o t h a t o f N e o c a r zi n o st a ti n a n d O K - 4 3 2 .
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