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抗腫瘍性溶連菌の 有効因子 に 関す る研究

第3 報 溶連菌菌体内成分6 0F の 可移植性腹水腫瘍細胞 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 遠敷授)

入 江 宏

( 昭和53 年9 月 29 日受付)

核酸効果
-きの 研究に 端 を発し て 行な わ れ た 制 癌 に 関

する実験的研究で , S t r e p t o l y si n S ( S L S ) 産 生 能 を

有す る溶連菌 に 制癌活性が あ る こ と が 越村 ら
2I

に よ っ

て実験的に 証 明さ れ て以来 , 数多く の 研究が核酸効果

の研究と 平行し な が ら行 なわ れ て き た . そ の 結果 , 溶

通商S u 株 ( S u 繭 と 略 記) を B e r n h ei m e r
-

s B a s al

M e di u m
3)

に 浮遊さ せ . こ れ に ペ ニ シ リ ン G を加え て

処 理 す る こ と で 制 癌 活 性 は 増 強 し , 歯 毒 力

( Vi ru 1 e n c e ) . 歯増殖 力並 びに S L S 産 出力が着 るし く

滅弱した 制癌性溶連薗製剤 O K -4 3 1
4J

が 開発さ れ , や が

て O K - 43 1 を凍結乾燥 な どの 処理を行 なう こ とで 制癌

活性は安定し , S L S 産 出力並び に菌増殖力を欠き , 菌

毒力も殆ん ど消失し た O K ･ 432
5 I

が つ く ら れ る に 及 ん

で . O K -

43 2 は制癌剤 と して 使用さ れ るに 至 り , 多 く

の 研究が 発表さ れ る に 至 た っ た .

S u 菌 の 制癌 効 果 は エ ー ル リ ッ ヒ 癌 細 胞 ,

S a r c o m a 1 8 0 細胞な ど 多く の 悪 性髄 瘍 細胞 に 対 し て

みと め られ
6 け)

, そ の 作用機序に つ い て は . 越村 ら
8I

. 清

水ら
9)

,
トI a v a s

川)
,

′ト野ら
川
及 び 二 木

T 2)
らに よ っ て 形

学的観察或い は生化学 的な実験 が行 なわ れ . そ の 結果

S u 歯 . 0Ⅰく- 4 31 並 び に 0Ⅰく-

43 2 に は癌 細胞 に 対 す る

直接傷害作用と , 桜井ら
別
に よ っ て 示さ れ た O K - 43 1 並

びに 0Ⅰく-43 2 の 宿主を 介す る宿主 介存作用の 2 つ の 作

用が あ る こ とが 明ら か に さ れ , 宿主介存作用 に つ い て

は多く の 研究が 発表さ れ て い る
71

. 直接傷害作用 に つ い

て はその 後越村 ら
りj

.
こ技び に 正印

刷
に よ っ て

.
S u 薗生

歯休内に 制癌性因子の あ る こ と が実証 さ れ , 最近 . 正

印
- 5I

に よ っ て S u 歯の 無細胞抽出液か ら硫 酸 ア ン モ ニ

ウ ム に よる 分画沈澱 法に よ っ て 制癌活性をもつ タ ン パ ク

性画分60 F が 分離さ れ , 60 F は ウ リ ジ ン
, チ ミ ジ ン 及

S t u d i e s o n t h e a nti c a n c e r f a ct o r( S) f r o m

e x p e ri m e n t s o n t h e i n 員u e n c e o f a n ti c a n c e r

t u m o r c ell s . H i r o s hi I ri e
,
D e p a r t m e n t o f

S c h o o l o f M e di ci n e , K a n a z a w a U n i v e r sit y .

6 09

び ロ イ シ ン の 取 り込み を阻害し
16)

. 形態学的に もエ ー

ル リ ッ ヒ 癌細胞 に 対し著 るし い 変化を 惹起する こ と が

報告刊
さ れ た . しか し こ れ らの 6 0F に 関す る実験 は エ

ー ル リ ッ ヒ 癌細胞 に つ い ての み 行 な わ れ た も の で あ

り , ま た60 F の 原薗で あ る S u 菌は広い 抗腫瘍 ス ペ ク

ト ル を も つ こ と
6I71

など か ら , 本論文で は エ
ー ル リ ッ ヒ

癌細胞以 外の 移植性腫瘍細胞 に対す る 60 F の 作 用 を

走 査型電子顕微鏡に よ っ て 観察すると 共に 腫瘍細胞 の

移植性 に 対す る影響に つ い て も実験が 行なわ れ た .

実験材料並 びに実験方法

1 . 6 0 F 分画は正印の 方法
- 5I

に よ っ て 作製 した . すな

わち教室保存の 溶連菌S u 株 ( S u 薗と 略記) の 普通 肉

汁 ブイ ヨ ン 培養液600 ml を 3 % 酵母 エ キ ス 培 養液
5】

( p H 7 . 2 ) 1 0上 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 00 r p m 1 20 mL / m i n ) を

行 な っ て S u 菌体を集 め , 生理的食塩水で 2 回洗 浄 し

たの ち , 洗浄菌体を冷蒸留水 に 浮遊さ せ 更に 適量 の 蒸

留水を 加えて S u 薗浮遊液の 濁 度 が O D 6 6 0 ｡ m
で 40 に

な る様に 調整す る つ い で こ の 薗浮遊液30 m′に ガ ラ ス

拉( ブ ラ ウ ン 社製 , 径0 . 1 m m ) を 40 g の 率に 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 床=本を破壊し , つ い で 振とう さ れ た

歯液 を ガ ラ ス 濾過 器( G 2 ) で 濾過 したの ち . 慮彼の 無

細胞抽出液を更 に 低温 下で 遠心 ( 10 . 0 0 0 r p m 2 0 分)

し , その 上清液 に 1/ 1 0 量 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 叩 ⅠⅥ 2 0 分間遠尤､ して 上宿液 ( 硫酸 ス ト レ プ ト

マ イ シ ン 処理 無細胞抽出液) を 分駁す る . こ の 上清液

を 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 飽 和水 溶液 ( ア ン モ ニ ア 水 で

g r o u p A s t r e p t o c o c ci P a rt 3 M o r p h ol o g i c al

f a ct o r 6 0 F u p o n t h e t r a n s p l a n t a bl e a s ci t e s

P h a r m a c ol o g y (D i r e ct o r : P r of . S . S h oi n) ,
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p 日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 嵐L ､ に よ っ て 集め , 再 び蒸留水に

溶解 して こ れ 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 らム 飽和濃度の 50 %

と60 % の 問で 生じ る沈澱物を集め , こ れ を蒸留水に 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 幕 黄 白 色 の 無 品 形 の 粉 末 棲 品

60 F 両分 を用意し･ 低温下 に保存す る . 実験 に は 60F

画 分 を M / 1 5 燐 酸 緩 衝生 理 食 塩 水 (P B S と 略 記)

( p 耶 ･2 ) に 溶解 して 0 .4 % の 溶液を作製 し .
ミ リポ ア

フ ィ ル タ
ー

に て 嬢過滅菌 を した もの を原液と し . こ れ

を更 に 稀釈し た0 ･2 % 及 び0 ･1 % 溶 液 を 実験 に 用 い

2 ･ O K ･

432 薗浮遊液･ O K - 432 ( ピ シ バ ニ ー

ル
, 中

外製薬) 50 K E ( 1 K E は乾燥 S u 菌体0 . 1 m g に 相 当)

に 12 ･5 扉 の 議 留水 を加 え て O K -43 2 菌 体 浮 遊 液

( 4 K E / 混) を 調製す る .

3 . 腫瘍細胞並び に 実験動物

1 ) エ
ー ル リ ッ ヒ腹水癌細胞 . d d 系 マ ウ ス( 雄 . 19

～

2 1 g ) に エ
ー ル リ ッ ヒ腹 水癌細胞を移植し た の ち

10 日 剛こ腹水を 採取 し , 遠心( 帥O r p m . 5 分) に よ

っ て 沈澱 した 癌細胞 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 , 洗浄癌細胞を 仔牛血清

1 % 加P B S に浮遊さ せ
, 細胞数 を T u r k 型血球計算

板 に て 算定し た の ち . 適量 の 仔牛血清1 % 加 PB S を

加え て 3 . 5 × 1 0
7
細胞/ 山 の 細 胞 浮 遊 液 を調 整 す

2 ) S a r c o m a 1 80 細 臥 d d 系 マ ウ ス 腹 腔 内

に
･ S a r c o m a 1 80 細胞を移植 し た の ち 10 日目 に 腹

水 を採取して 上記 の 処置を行 な っ て 細胞浮遊液 を作

製す る .

3 ) L 12 10 白 血病 細 胞 . B D F , マ ウ ス の 腹 腔 内 に

L12 10 白血病細胞 を移植 し て5 日目 に腹水を 採 取 し

て 細胞浮遊液を作製する .

4 ) 吉 田肉腫細 胤 ド ン リ ュ ウ ラ ッ トに 吉田肉 腫 細

胞 を移植して 7 日目 に腹水を採取 し , 上記 の 如 く に

細 胞浮遊液を作製す る .

5 ) A H -

13 肝癌細胞 , ド ン リ ュ ウ ラ ッ ト に
.
A H -

13 肝癌細胞 を移植 し 7 日目 に腹水 を採取 し て 細 胞

浮 遊液 を作製する .

4 . 腫瘍細胞傷害作用に 関す る実験

腫瘍細胞 に対する 傷害作用 は , 走査型電子銃微鏡 に

よる 腫瘍細胞の 形態学的観察 と60 F の 腫 瘍 細 胞 の 移

植能に 及 ぼす 影響を玩 u 止 叩 壷 = 九 州 偏 に よ っ て 検討

した .

江

1 ) 形態学的観察実験術式

既述 の よう に して 作 られ た各 種 腫 瘍細 胞浮 遊液
( 3 ･5 × 1 0

7
細胞 / m り5 m 比 0 ･ 2 % 60 F 溶液5 ml

を加 え て 37
0

c に イ ン キ エ
ペ ー ト し ,

一 定時間ごと に

そ の 混合液を0 ･ 5 m上採取 して 直ち に 2 , 5 % グル ト

ル ア ル デ ヒ ドに加え て 室温下で 固 定 し
, 800 r p m 3

分間遠心 し ･ 沈殿物 を更 に1 % オ ス ミ ウ ム 放で 後固定
し た の ち

･ 再 び遠心し 沈殿物 を ユ タ ト ル で 順次脱
水 を 行な い

･
つ い で 錯 敢イ 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

製 t H C ～

P Z 型) で 乾燥 を行 な っ て か ら蒸着器( 日立

社 削 B - 1 型) で イ オ ン ス パ
ッ タ リ ン グを 行なっ た

の ち に 走査型電子顕微鏡用試料台 に 固定し . 走査型

電子顕 微鏡 ( 日立社製 S 550 及 び S 450 ) で 観察を行
な っ た ･ な お対照と し て は腫瘍細胞浮遊液 に 仔年血

清 1 % 加 P B S を加 え た混合液を上記の 如く に 処置

した もの が用 い られ た .

エ
ー ル リ ッ ヒ癌細胞浮遊液 5 扉 と O K ･

43 2 薗浮遊液

5 m上の 混合液 を3 7
0

c で 2 時間イ ン キ ふ ベ ー

卜 した

も の に つ い て も上記の 如く処 置して 走査型電子顕微

鏡用 試料を作製 した .

2 ) 腫瘍細胞 の 移植性に 関す る実験術式

∫門 口J わⅥ
一 拍 = 力仇射法に よ っ て 6 0 F の エ ー ル リ ッ

ヒ 癌細胞 に 対す る作用時 間と 移植態と の 関係に つ い

て の 実験と6 0 F の 各種腫場細胞の 移 植 能 に 及ぼす

影響 に つ い て の 実験 を行 な っ た
.

a ) 6 0 F の 作用 時間と エ
ー ル リ ッ ヒ癌細 胞 の 移 植性

に 関する実験術式

エ
ー ル リ ッ ヒ 癌細胞浮遊液 12 mエに 0 .2 % 6 0 F 溶

液 12 m ほ 加 え て 37
0

c に イ ン キ エ ペ ー

卜 し 0

分 ･ 1 0 分 ･ 2 0 分 , 30 分 , 6 0 分 後に 混合液をそ れ

ぞ れ 4 mエづ っ 分取 し , 直ち に マ ウ ス の 腹腔内に0 .5

血 宛接種し て 50 日間 マ ウ ス の 生死 を観察する . 観察

期間中に 塑死 し た マ ウ ス に つ い て は剖検を 行な っ て

そ の 死因 を確か め
, 50 日日 に生存 し た マ ウ ス に つ

い て も･ 50 日日 に 屠殺 し て 癌浸潤の 有無を調 べ た .

b ) 各種腫瘍細胞の 移植能 に 及ぼ す6 0F の 影響 に 関

す る実験術式

各種腫瘍細胞 の そ れぞ れの 細胞浮遊液 2 正 に 各種

濃度の 60 F 2 m ほ 加 えて 37
0

c に 6 0 分 間 イ ン キ エ

ペ
ー

卜したの ち
, その 混合液 を

一 群5 匹 とするそれぞれ

の 腫瘍 細胞 に 対応す る実験動物 の 腹腔内に 0 .5 m∫づ

つ 接種 し て 30 日間生死を観察 し , 途中尭死し た動物

及 び30 日日 に 生存 した動物に つ い て そ れ ぞ れ 剖検

を行 な い 腫瘍細胞浸潤 の 有無を確か め た . なお対照

と し て は腫 瘍 細胞 浮 遊 液 2 m = こ 仔牛 血 清 1 % 加
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PI∋S 2 m ほ 加え て t 3 7
0

c で 1 時間イ ン キ ュ ベ ー

卜

した混合液 0 . 5 扉 を接種 した実験動物群が用 い られ

た .

実 験 成 績

抗腫瘍性溶連菌菌体内成分60 F の エ
ー ル リ ッ ヒ 癌

紳胞に 対す る形態学的観察は , 己に正 印ら
- 7】

に よ っ て

報告さ れて い るが
. 今回の 実験 に お い て も同様な 所見

がみら れ た . すな わ ち60 F の 作用濃度 が 1 m g / mエで は

作用後15 分位か ら癌細胞の 徴絨毛 に変化が み られ(写

真2 ) ,
2 時間後に は対照の エ ー ル リ ッ ヒ癌細胞( 写真

1 ) に 比 して ∴写 真3 に 示さ れ るよ う な教組毛の 著明

な減少又は消失及 び微細毛先塊の 膨化 と共 に 大小不 同

の 多く の プ レ ブ ス の 形成が み られ た .

同様 な所見 は O K ･ 4 3 2 に よ っ て も観 察 さ れ ( 写 真

4) , O K - 43 2 で は 著 明 な 細 胞 の 変 形 も み ら れ た

が , 6 0 F に よ っ て も又O K ･ 432 に よ っ て も細 胞膜 の 破

壊や細胞質の 流出を 示すよ う な所見は認 め られ ず,
エ

ー ル リ ッ ヒ 癌細胞 は球 状の 形を保 っ て い た .

S a r c o m a 1 80 細胞 に お い て も同様な所見が み と め ら

れ , 2 時間後に は写真6 に み られ る よう な微細毛 の 膨

化並び に プ レ ブス の 形成がみ られ , は な はだ し い 時 に

は写真 7 に 示す よう な故紙毛が全 く消失し変形 し た細

胞もみ られ た が
, 微細毛先端の 膨化 は エ

ー ル リ ッ ヒ 癌

細胞 ほ ど 著 明 に は み と め ら れ な か っ た . S a r c o m a

1 80 細胞 にお い て も細胞の 形は依然保 た れて お り 細 胞

膜の 破壊像 はみ と め ら れな か っ た .

L 1 2 1 0 白血病細胞で も写真9 に み ら れ る よ う な 徴 繊

毛の 減少 , プ レ ブ ス の 出現 な どの 変化が み と め ら れ た

が
,

その 数 は エ
ー ル リ ッ ヒ癌細胞 は ど多く は な く , 微

絨毛自体 にも殆ん ど変化は みと め ら れ な か っ た . 又

L12 10 白血病細胞も球形状が 保た れて い た .

吉田肉腫細胞 に お い て も 60 F に よ っ て 著 し い 変 化

をうけ , 写真11 に み られ る よう に 微細毛 は 全 く 消 失

し , と こ ろ ど こ ろ に プ レ ブ ス の 形成が み ら れ る はか .

細胞表面は粗雑と な り凹 凸が み と め られ た が t 細胞 は

以然と し て 球形を保 っ て い た .

A f ト 13 肝 癌細胞 に お い て も写真13 に み ら れ る よ

う に 微細毛 に 若干の 変化が み と め られ た が
.

エ
ー ル リ

ッ ヒ癌細胞 や S a r c o m a 1 80 細胞 ほ どで は なく . ま た 微

繊毛 の 減少 や プ レ ブ ス の 形成は ほ と ん どみ ら れず . 変

化 は
一 般に 軽微で あ り . 球 形を た も っ て い た .

なお この

時混在 して い た赤血球 は60 F に よ っ て 形 態学 的 に は

何ら の 変化もう けて い な い こ と も み と め られ た .

60 F の エ
ー ル リ ッ ヒ腹水癌細胞 の 移 植 性 に 対 す る

実験で
, 60 F の 作用 時間に よ る影響の 成績 は表1 に 示
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さ れ て い る . す な わ ち60 F と37
0

c で0 分 , 10 分間 イ

ン キ エ
ペ ー トさ れ た エ

ー ル リ ッ ヒ 癌細胞をマ ウ ス 腹腔

内に 接種する と .
マ ウ ス は3 週間以内にこ と ご とく 腫

瘍死 したが , 20 分間 , 30 分間 ま た は 60 分間 60 F と

イ ン キ エ ペ ー

トさ れ た癌細胞を接 種 さ れ た マ ウ ス は

50 日間の 観察期間内で巣死するも の は な く . 1 群 5

匹 の マ ウ ス は全て 50 日目 にも生存 し, 50 日目 に お け

る剖検に お い て も腫瘍浸潤 はみ と め られ なか っ た .

60 F の 各種腫瘍細胞の 移植能に対 す る 影 響 に つ い

て の 実験成績 は衰2 に 示さ れ て い る如く . 実験 に 用い

ら れた 5 種類 の 悪性腫瘍細胞の う ち .
エ

ー ル リ ッ ヒ癌

細胞 . S a r c o m a 1 80 細胞 ,
吉田肉腫細胞並 び に A H

-

13

肝 癌細胞 の 移植性 は60 F に よ っ て阻止さ れた . こ の う

ち最 も強い 阻止効果 は エ
ー ル リ ッ ヒ癌細胞 にみ と め ら

れ , 6 0 F の 作用濃度が0 .5 m g / ml でも エ
ー ル リ ッ ヒ 癌

細胞 の 移植性は完全 に阻止 され .

一 群 5 匹の マ ウ ス は

全て 30 日を経 て も健常に 生存 した . つ い で 60 F の 移

植能阻止効果 は吉田肉腫細胞 . S a r c o m a 1 80 細 胞 及

び A 臼
-

1 3 肝 癌細胞 の 順 に み と め られ た . こ れ に対 し

てL1210 白血病細胞 の 移植性は60 F に よ っ て 阻止 さ れ

ず , 作用濃度が 1 m g / mエで あ っ て も1 群5 匹の マ ウ ス は

す べ て 対照群 の マ ウ ス と同 じく移植後10 日 以 内 に こ

と ごと く 腫瘍死 し た .

考 察

抗腫瘍性溶連菌 S u 株及び こ れ よ り開発さ れた 制 癌

剤 O K ･4 3 2 は広 い 抗腫瘍 ス ペ ク ト ル
7
怯 もち . その 抗腫

瘍効果 も腫瘍細胞 に 対する 直接傷害作用と宿主 を介す

る宿主介在作用 によ る こ と が 明らか に され て い る . 直

T ab l e l . E x p e ri m e n ts o n th e i n v a si v e n e s s of

E h rli c h c a r ci n o m a c ell s t r e a t e d w ith 6 0 F

f o r a diff e r e n t p e ri o d of ti m e

T i m e of i n c u b a ti o n

( m in u t e s)

N um b e r of s u r vi v o r s / t e s t

a ni m a ls o n th e 5 0 th d a y

o f in o c ul a ti o n

0

10

0 / 5

n
0 / 5

2 0 5 / 5

3 0 5/ 5

6 0 5/ 5

A m i x t u r e o f 6 0 F a n d E h rli c h c a r ci n o m a

C ell s w a s i n c u b a t e d a t 3 7
0

C f o r s t a t e d p e r -

i o d o f ti m e . A f t e r th e i n c u b a ti o n
,

a in c u b a
-

te d m i x t u r e w a s i nje c te d i n t r a p e rit o n e ally i n

e x p e ri m e n t al a ni m al s .



6 1 2
人

接傷害作用に関す る研 究で は S u 歯の 無細胞抽出 液 か

ら制癌活性 を もつ タ ン パ ク 画分60 F が 分離さ れ .
エ ー

ル リ ッ ヒ癌細胞に 対して 血 J 血てノ で 直接 傷 害作 用 を

示す こ と が形態学的観察
- 7

能 び に 生化学的 実験
欄 Ⅷ

に

よ っ て 確め ら れ発表さ れて い るが ,
エ ー ル リ ッ ヒ癌細

胞以 外の 腫瘍細胞 に 対す る作 卿 こ つ い て ほま だ検討さ

れ て い な か っ た ■ 本論文で は エ ー ル リッ ヒ癌細胞以外の

4 種類の 膿瘍細胞 に対する作用を 走査型電子顕微鏡 に

よ る 形態学的観察 と移植能 に対す る影響 の 面か ら検討

が 行なわ れ た の で あ るが , そ の 結果 , 60 F は 玩 ～崩れ で

S a r c o m a 1 80 細胞 , 吉田 肉腫細胞 及 び A H
p

13 肝 癌細

胞 に 対 し 形態 学 的 に 細 胞 表 面 に 変化 を お こ し . 玩

赫 βイ …
, 加 法で 移植性を 阻 止 す る が

- L 12 1 0 白 血

病細胞に対 して はそ の 移植性を阻止 し な い こ と が 明 ら

か に さ れ ,6 0 F の 原薗で あ るS u 菌の 抗腫瘍 ス ペ ク ト ル

と ほ ぼ
一

致す る成績が え られ た . 6 0 F に より 移植 性 が

阻止さ れ た S a r c o m a 1 80 細胞 , 吉 田 肉 腫 細胞 及 び

A H -

13 肝 癌細胞の 3 種根の 腫瘍細胞で は ,
エ ー ル リ

ッ ヒ 癌細胞 と同様に 何 れ も細胞 表面上 に 形態学的変化

T a bl e 2
. E x p e ri m e n t s o n th e i nfl u e n c e

tr a n s pl a n t a b l e a s cit e s t um O r C ells

が み ら れ
･

プ レ ブ スの 出現 , 微絨毛 の 減少 . 消失及び

細胞表面の 変化が 著明 に み と め られ た ･ 3 種類の 実験
腫瘍細胞特に S a r c o m a 1 80 細胞と 吉田 肉腫細胞で は

.

エ
ー ル リ ッ ヒ癌細胞と 共通 し て み られ た 変化 は表3 に

ま と め られ て い る如く . 微絨毛自身の 変化で あり ､ そ

の 先端の 膨化 や変形が み られ た ･ こ れ に 対して 移植性

が 阻止さ れ なか っ た L121 0 白血病細 胞 に は 軽 度の 徴

絨毛の 減少 - プ レ ブ ス の 出現 は みと め ら れ るが 微細毛

自身に つ い て の 変化 はみ られ なか っ た . ま た ,
エ ー ル

リ ッ ヒ癌細胞 に 対す る60 F の 作用時 間 で の 実 験か ら

も ･ 微 絨毛 に お ける 変化が60 F を エ
ー ル リ ッ ヒ 癌細胞

に 作用 さ せて か ら20 分か ら 30 分で 変化が あ らわれ は

じめ , 移植性 も作用時間が 20 分か ら阻止 さ れ る ことな

ど か ら ･ 微絨毛形態学 的変化 と60 F の 移植阻止効果の

間 に は何 らか の 相関性が あ る こ と が 示唆さ れた .

他方 , 樋 口
ー6J

は エ
ー ル リ ッ ヒ 癌細胞 で は 60F の作

用 に よ っ て
3
H 一 チ ミ ジ ン

.

3
H

叫

ウ リ ジ ン 並び に
3

H 一口

イ シ ン の 取 り こ み が 抑制さ れ , 抑制効果は 60F 作用後

3 0 分位 か ら あ らわ れ ,

5 1
c r の 取り込 み

●

も60 F に よっ

O f 6 0 F u p o n th e in v a si o n p o w e r of v a ri o u s

C o n c e n tr a ti o n

o f 6 0 F i n tb e

m i x tu r e

N u m b e r o f s u r vi v o r s / t e st a ni m a ls o n th e 3 0 th d a y of i n o c ul a ti o n

S a r c o m a

1 8 0

L 1 2 1 0

1 k

E h rli c h A s cit e s Y o s hid a

( m g/ m l) C e ll s

e u e m l C

C e ll s

C a r C l n O m a･
c ells

h e p a t o m a

c ells

S a r C O m a

C e ll s

ロ 4/5 0ノ5 5 / 5 3 / 5 3 / 5

P ･ 5

C o n t r ol

( T u m o r c ell s

a l o n e)

3 / 5 0 / 5 5 /5 3 / 5 4 / 5

0 / 5 0 / 5 0 / 5 0 / 5 0 / 5

A mi x t u r e of t u m o r c e ll s a n d 6 0 F w a s i n c u b a t e d a t 3 7
0

C f o r 6 0 m in u t e s a n d th e

i n c u b a t e d mi x tu r e w a s l nJe Ct e d i n t r a p e rit o n e a11 y l n e X p e ri m e n t al a n i m al s .

T a b l e 3 ･ S u m m a ri z e d d a t a o f th e eff e c ts of 6 0 F o n v a ri o u s t r a n s pl a n t a bl e a s c it e s

t u m o r c ell s

T u m o r c ell s

M

A p p e a r a n c e

of bl e b s

= O m 1 8 0 c ells +

1 0 1 e u k e m ic c ell s +

li c h c a r c in o m a c e ll s 十

it e s h e p at o m a c ell s

h id a s a r c o m a c e11 s +

O r Ph ol o g l C al eff e c t I n h ibit o r y

eff e c t o n

th e i n v a si o n

D e c r e a s e o r

E v a n e s c e n c e

S w elli n g o f

m ic r o vi lliof m i c r o vi 11i P O W e r

十
･

十 十

十

+ + 十

十 十
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溶連菌 60 F の 抗悼瘍作用に 関す る 形態学的研究

て 抑制され る
柑 j

が . そ の 効果は60F 作用後2 時間位か

ら みと め られ る こ とと , エ
ー

ル リ ッ ヒ 癌 細 胞 か ら の

R N A 流出が 60 F 作用後12 時間か ら2 4 時間日放 か ら

みられ る こ と を報告 して い る . 別に 透過型電子顕微鏡

によ る観察
Ⅷ

で は , 60 F 作用後60 分で エ
ー ル リ ッ ヒ

癌細胞内で は細胞質 の 浮腫状化 , ミ ト コ ン ドリ ア の 膨

化及びク リ ス テ の 消失 , 核膜 内外で の 撤密化 , 核質 の

浮腫状又 は空胞化な ど の 所見が み られ ると も報告さ れ

て い るが , こ れ ら を総合する と
. 60 F に 感受性の 腫

瘍細胞で はま ず細胞膜上 に作用す る と 同時 に或 い は二

次的に 核酸代謝系を 阻害 し . 細胞 内に お け る 形態学的

変化を惹起 すると 共に 移植性を阻害 す る と 考 え ら れ

る . こ れ らの 形態学的観察 は , S u 菌 ,
O K - 43 1 並 びに

0Ⅰて
-432 に よ っ て も 同 じ よ う な 所 見 が み ら れ る

が. S u 薗で は 清 水 ら
9 )

に よ っ て 示 さ れ て い る ご と

く , 6 0 F で は み られ な か っ た腫瘍細胞か ら の R N A の

流出が 30 分後か らお こ り は じめ , 60 分後か ら急激 に

流出する こ と が報告さ れ て い る こ と か ら , S u 菌 の 直

接傷害作用に は幾 つ か の 要素が あり . 60 F はそ の 中 の

一

つ で あ ると 考え られ る . ま た60F は単 一 物質で は な

く, い く つ か の 物質の 混 合物 で こ の 中に は溶血性物質

も含ま れ て い る こ とか ら更に精製さ れ る べ き もの と考

えられ る .

結 論

抗腫瘍性溶連菌 S u 株の 菌体 内成 分 60 F に つ い て

は , 従来 エ ー ル リ ッ ヒ癌細胞 を用い て 抗腫瘍実験が行

なわれ t 抗腫瘍効果を 示す こ とが 報告さ れ て きた が
,

本論文で は走 査型電子顕微鏡に よ る形態学的観察並び

に移植能に 対する 実験か ら , 60 F は エ ー ル リ ッ ヒ 癌細

胞の はか S a r c o m a 1 80 細胞 , 吉田肉腫細胞及び A H -

13 肝癌細胞に 対 して も抗腫瘍効果 を し め し , L 1 21 0

白血病細胞に は抗腫瘍 効果を示さず溶連菌 S u 株 と 類

似した抗腫瘍 ス ペ ク ト ル を もつ こ と が 明 ら か に さ れ

た . 又腫瘍細胞 の 移植性と形態学的変化 と の 関係に つ

いて も考察が 行な われ た .

稿を終 るに臨み . 本研 究に終始御懇篤な る御指導と御校閲

を睨わ っ た恩師正印達教授 に深甚な る謝意 を捧げます . さ ら

に多大 な御協力をい た だ い た国立病院医療 セ ン タ
ー

病理 , 大

約弘博士 , 山本悦子技師 , 中外製薬総合研 究所 , 菅原豊 , 斉

藤元男両氏 , 日立那阿電子艶徴鏡工 場 , 和 田正夫技師に深く

謝意を表します .
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写 真 説 明

写真1 . 未処置 エ
ー ル リ ッ ヒ癌細胞

写真 2 . 60 F と 15 分間イ ン キ エ ペ ー

ト さ れ た エ
ー ル

リ ッ ヒ 癌細胞

写真 3 . 6 0 F と 2 時間 イ ン キ エ
ペ ー トさ れ た エ

ー ル リ
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ッ ヒ癌細胞

写真4 .
O K -

432 と 2 時間イ ン キ ュ
ベ ー ト さ れ た エ

ー ル

リ ッ ヒ癌細胞

写 真5 . 未処置S a r c o m a 1 80 細胞 1

写 真6 . 6 0 F と 2 時間 イ ン キ ュ
ベ ー

トさ れ た S a r c o m a

1 80 細 胞

写真7 . 6 0 F と 2 時間イ ン キ エ
ペ p ト され た S a r c o m a

1 8 0 細胞

写真 8 . 末処置 L12 1 0 白血病細胞

写 真9 ･ 6 0 F と 2 時間 イ ン キ エ
ペ ー ト さ れ たL12 10 白

血病 細胞

写真10 . 末処置吉田 肉腫細胞

写 真11 ･ 6 0 F と 2 時間 イ ン キ エ
ペ ー

ト さ れ た 吉 田肉

腫細胞

写真12 . 未処置 A H - 1 3 肝癌細胞

写 真 13 . 6 0 F と 2 時間イ ン キ ュ ベ ー

ト さ れ た A H -

1 3 肝 癌細胞

A b s t r a c t

I t w a s d e m o n s t r at e d t h a t 6 0 F i s ol a t e d f r o m c elトf r e e e x t r a ct o f a n ti c a n c e r h e m o l y ti c

S t r e p t O C O C Ci S u s t r ai n p o s s e s s e d th e a n ti c n a c e r a cti v i t y a g ai n s t E h rli c h c a r ci n o m a c ells

i n t h e i n v it r o -i n ui v o a s s a y s y s t e m a n d i n t h e i n v i v o a s s a y s y st e m . A s a c o n ti n u at i o n

Of t h i s st u d y o n t h e a n ti c a n c e r f a ct o r( s) f r o m g r o u p A s t r e p t o c o c ci
, a m O r p h o l o g i c al

i n 月. u e n c e o f 6 0 F u p o n S a r c o m a 1 8 0 c ell s ,
E h rli c h c a r ci n o m a c el ls

,
L 1 2 1 0 1 e u k e m i c c ell s

,

a s ci t e s h e p at o m a A H ･ 1 3 c e11 s a n d Y o s hi d a s a r c o m a c ell s w a s o b s e r v e d w i t h t h e

S C a n ni n g ele ct r o n mi c r o s c o p e a n d t h e n t h e i n fl u e n c e o f 6 0 F u p o n t h e i n v a si v e n e s s of

t u m o r c ell s w a s t e st e d i n t h e in u it r o - i n u i v o a s s a y s y s t e m .

A ft e r a m i x t u r e o f t h e t u m o r c ells s u s p e n si o n i n M / 1 5 p h o s p h at e - b uff e r e d s ali n e

ad d e d t o l % f et al c al f s e r u m (P B S S) a n d a s ol u ti o n of 6 0 F i n P B S S w a s i n c u b at e d at

3 7
0

c
,
t h e t u m o r c ell s w e r e u s e d t o m a k e t h e p r e p a r ati o n f o r t h e s c a n n i n g el e ct r o n

m i c r o s c o p e t e s t a n d t h e mi Ⅹt u r e W a S i nj e c t e d i n t r a p e ri t o n eil l y i n t o e x p e ri m e nt al

a n i m als .

T h e r e s u lt s o b t ai n e d w e r e a s f o 1l o w s ;

1 . T h e d e c r e a s e o r e v a n e s c e n c e o f m i c r o v il li a n d t h e a p p e a r a n c e o f b l e b s w e r e o b s e r v e d

i n S a r c o m a 1 8 0 c ell s . E h rli c h c a r ci n o m a c e11 s , L 1 2 1 0 1 e u k e m i c c ell s a n d Y o s h i d a

S a r C O m a C e11 s .

2 . T h e s w elli n g of m i c r o v i11i w a s o b s e r v e d i n S a r c o m a 1 8 0 c el l s , E h r li c h c a r ci n o m a

C ell s
,
a S C it e s h e p at o m a A H - 1 3 c ells a n d Y o s h i d a s a r c o m a c e11 s .

3 . T h e 6 0 F c a u s e d a d e 丘n i t e i n hi b i ti o n of i n v a si o n p o w e r o f S a r c o m a 1 8 0 c ell s , a S Cit e s

h e p at o m a A H - 1 3 c e11 s a n d Y o s h id a s a r c o m a c e lls a s w ell a s E h rli c h c a r ci n o m a c ells i n

e x p e ri m e n t al a n i m al s
,
b u t 6 0 F w a s i n eff e cti v e i n L 1 2 1 0 1 e u k e m i c c ell s .
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