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緒 言

発癌 の過程 において,生 体 内に発生 した変異

細胞あるいは腫瘍細胞 を排 除 し生体 の恒常性 を

維持す るために,生 体は種 々の免疫監視機構 を

発動させて宿主の防御 を演 じている と考 えられ

ている1)2).宿主 の免疫能 を免疫賦活剤(Biologi

cal response modifiers, BRM)に よ り賦活す

ることにより,発 癌の抑制が可能であ り,ま た

その機序 としてNK細 胞が大 きな役割 を果た し

ていることを認めた3).腫瘍 監視機構においてエ

フェ クター細胞 としてその役割 を担 っている免

疫担当細胞はNK細 胞の他にT細 胞やマ クロフ

ァージがある.マ ウスを用いて, OK-432, Ge-132

によ るmethylcholanthrene (MC)誘 発 肉腫の

発症抑制におけるこれ ら免疫担当細胞の役割に

ついて解析 した.

材 料 と 方 法

1. 実 験動物お よび腫瘍の作製

実験には, C3H/HeJ 6週 齢 雄性マウスを用い,

 3-methylcholanthrene(和 光 純薬)1mg/bodyを

マ ウスの背部に皮下注射 し肉腫 を作成 した4).ま

た実験には1群30匹 の マウスを用いた.腫 瘍 は

経時的に観察 し,腫 瘍径 が5mm以 上 になった時

点を腫 瘍の発症 とした.

2. 薬剤 の投与方法

OK-432(中 外 製薬)お よびGe-132(浅 井 ゲル

マニ ウム研究所)はMC注 射 前2週 間 と注射後

8週 間投与す る前後投与にて行 った3).また生理

的食塩水のみ投与する群 を対照群 とした.NK細

胞,T細 胞 お よびマ クロファー ジ機 能 をそれ ぞ

れ 抑 制 す る 目的 で,抗 ア シア ロGM1抗 体

(AGM1)5)6)(和 光 純薬),抗 マ ウス胸腺細胞抗

体(Thy)7)(和 光 純薬)お よびcarrageenan

 (CAR)8) (Sigma)を 下 記のごと く,腹 腔 内へ

投与 した.

AGM1お よびThyは 滅 菌蒸留水 に溶解 し,1

回0.1ml (1mg/ml)をMC注 射 前のOK-432,

 Ge-132前 投 与時(2週 間)に 計4回 腹腔 内へ投

与 した.ま たCARは1mg/bodyを 生理 的食塩

水0.2mlに 溶解 し,同 様に計4回 腹腔内へ投与 し

た(図1).

3. 末梢 血LGL比 率 の測定

AGM1, Thy処 理 による影響 をみ るため, OK-

432, Ge-132前 投 与の前後(そ れぞれ2週 間投与)

において,末 梢血のlarge granular lymphocyte

 (LGL)の 比率 を測定 した.LGL比 率 はMay-

Giemsa染 色 した塗抹標本にて200個 分 類 し求め

た.

4. 脾 細胞 のNK活 性 の測定

AGM1, Thyお よびCAR処 理 によるNK活

性への影響 をみ るため,LGL比 率 と同様 にOK-
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432, Ge-132前 投 与 の 前 後 に お いて,脾 細 胞 のNK

活 性 を測 定 し た.NK活 性 の 測 定 は,K562を

target cellと す る51Cr release assayに て 行 っ

た3).

図1　 OK-432, Ge-132の 前 後 投 与 群 にお け る抗 ア シ ア ロGM1抗 体,抗 マ ウ ス胸 腺 細 胞 抗 体 お よ びcarrageenan

の 投 与 方 法

5. 検 定 方 法

それぞれの実験結果は, student's t testま た

はMann-Whitney testお よび χ2 testに て検定

した.

結 果

1. OK-432前 後 投与群における肉腫発症に対す

る抗ア シアロGM1抗 体,抗 マウス胸腺細胞

抗体お よびcarrageenanの 影 響(図2)

OK-432前 後 投与群 に対 して,NK細 胞,T細

胞 およびマ クロファージ機能を抑制す るために,

そ れぞれ抗 アシア ロGM1抗 体(AGM1),抗 マ

ウス胸腺細 胞抗体(Thy)あ るいはcarrageenan

 (CAR)をMC注 射 前に投与 して,各 群 の腫瘍

発症率 を経 時的に観察 した.

○-○ 対 照 群 

●-● OK-432前 後投与群

 ●----● OK-432+AGM,

 ●---● OK-432+Thy

 ●-● OK-432+CAR

図2　 OK-432前 後投与群における肉腫発症に対する

抗アシアロGM1抗 体,抗 マウス胸腺細胞抗体

およびcarrageenanの 影響

○-○ 対 照 群

 ●-● Ga-132前 後 投 与 群

 ●----● Ga-132+AGM1

 ●---●Ga-132+Thy

 ●-● Ga-132+CAR

図3　 Ge-132前 後投与群における肉腫発症に対する

抗アシアロGM1抗 体,抗 マウス胸腺細胞抗体

およびcarrageenanの 影響

AGM1の 投 与にて,MC注 射 後10,12,14週

の時点での腫瘍発生率 が58.8%,88.2%,94.1

%とOK-432前 後 投与群の 同時期 の腫瘍発生率

5.6%,5.6%,43.8%に 比 して有意に(p<0.001,

 p<0.001, p<0.01)腫 瘍発 生は促進 していた.

またCARの 投 与にて も,8,10,12週 の腫 瘍

発生率が33.3%,86.7%,100%で あ り,OK-432

前 後投与群 の同時期の腫瘍発生率5.0%,5.6%,

5.6%に 比 して有意の(p<0.05, p<0.001, p<
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0.001)腫 瘍発生の促進が認め られた.し かしThy

投 与 では,12,14,16,18週 の腫瘍発生率が0

%,50.0%,66.7%,100%と,OK-432前 後 投与

群 と同程度の腫瘍発症 の抑制が認め られた.

さ らに腫瘍発生の促進が認め られたAGM1お

よびCAR投 与 群 と対照群 とを比較 すると,

AGM1の 投与 では10週 で有 意に(p<0.05)腫 瘍

発生率 が高 く,CARの 投 与 でも10,12週 で有意

に(p<0.001, p<0.001)腫 瘍 発生率 が高値 を

示 していた.

2. Ge-132前 後 投与群 における肉腫発症に対す

る抗アシアロGM1抗 体,抗 マウス胸腺細胞

抗体 およびcarrageenanの 影響(図3)

AGM1の 投 与にて,MC注 射 後10,12週 の 時

点での腫瘍発生率が58.8%,100%とGe-132前

後投与群 の同時期 の腫瘍発生率12.5%,18.8%

に 比 して有意に(p<0.01, p<0.001)腫 瘍 発生

は促進 していた.ま たThy投 与群 では,8,12,

14週 の 腫瘍発生率 が33.3%,80.0%,86.7%で

あ り,CAR投 与 群では8,10,12,14週 の腫瘍

発生率は30.0%, 60.0%, 90.0%, 100%と,Ge-

132前 後 投 与群 の同時期 の腫 瘍発 生率5.6%,

 12.5%, 18.8%, 50.0%と 比 較す るとThy投 与

群 では各時期 で有意の(p<0.05, p<0.001, p<

0.05)腫 瘍 発生の促進が認め られ,ま たCAR投

与群 でも同様 に有意に(p<0.05, p<0.01, p<

0.001, p<0.001)腫 瘍 発生は促進 していた.

また対照群 と比較 しても,AGM1投 与群 では12

週(p<0.01)で,CAR投 与群 では12,14週 で

有意の(p<0.05, p<0.01)腫 瘍発生の促 進が

認められた.

図4　 MC投 与後12週 目における各群の腫瘍発生率

図5　 OK-432投 与マウスにおける末梢血LGL比 率

に及ぼす抗アシアロGM1抗 体,抗 マウス胸腺

細胞抗体の影響

図6　 Ge-132投 与マウスにおける末梢血LGL比 率

に及ぼす抗アシアロGM1抗 体,抗 マウス胸腺

細胞抗体の影響

3. MC投 与後12週 目におけ る各群 の腫瘍発生

率(図4)

OK-432お よびGe-132の 前 後投与群において

AGM1, Thyあ るいはCARの 投与 による影響

は,図2,3の ご とくMC注 射 後12週 目に最 も

顕著 に認め られた.

Ge-132前 後 投与群 の腫瘍発生率は18.8%で あ

ったが,同 時 にAGM1, Thyあ るいはCARに

て処理す ると腫瘍発生率 はそれ ぞれ100%, 80.0

%, 90.0%と 有意 に肉腫発症の促進 が認め られ

た.ま た対照群 の腫瘍発生率58.3%と 比 較 して

もAGM1あ るいはCARの 投 与 にて肉腫発症が

さらに促進 していた.OK-432前 後 投与群 の腫瘍

発生率5.6%に 対 して,AGM1あ る いはCARで

処 理す ると腫瘍発生率はそれぞれ88.2%, 100%

と有 意の促進が認め られ,さ らに対照群 と比較

しても肉腫発症が促進 していた.し か しThyに

よ り処理するとOK-432前 後 投与と同様に対照群

に比 し,腫 瘍発症は抑制 された ままであった.
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4. OK-432お よびGe-132投 与 正常マウスにおけ

る末梢血LGL比 率 に及ぼす抗 アシア ロ

GM1抗 体,抗 マウス胸腺細胞抗体 の影響

OK-432を2週 間投与 した場合,末 梢 血LGL

比率 は1.5±1.3%よ り6.8±3.0%と 有 意の上

昇が認め られた(p<0.05).ま た対照群 の2.8±

1.0%に 比 して も有意に高値 を示 していた(p<

0.05). OK-432投 与 マウスをAGM1で 処 理す る

とLGL比 率 は0%とOK-432投 与群 および対

照群に比 し有意に低値 を示 していた(p<0.05).

しか しThy処 理 では3.8±1.3%と 対 照群,OK-

432投 与 群 と比較 して も有意の差は認められなか

った(図5).Ge-132投 与 した場合 もLGL比 率

は1.5±1.3%よ り6.8±1.0%と 有 意の上昇が

認め られた(p<0.05).ま た対照群に比 して も

有意に上昇 して いた(p<0.05). Ge-132投 与 マ

ウスをAGM1で 処理す るとLGL比 率 は0.3±

0.5%とGe-132投 与群 および対照群に比 して有

意 に低値 を示 していた(p<0.05).し か しThy

処 理 ではOK-432の 場合 と同様 に3.5±3.1%と

対 照群,Ge-132投 与群 と差は認め られなかった

(図6).

5. OK-432お よびGe-132投 与 正常マウスにおけ

る脾細胞NK活 性に及ぼす抗アシアロGM1

抗 体,抗 マ ウス胸腺細胞抗体お よびcar

rageenanの 影 響

OK-432 2週 間投与によ りNK活 性は対照群

の3.1±1.2%に 比 して5.5±0.8%と 有 意の活

性 の上昇が認め られた(p<0.05). OK-432投 与

マウスをそれぞれAGM1, Thy, CARに て処

理すると2週 間後にはAGM1処 理 では0.9±1.0

%と 有 意の低下が認め られ(p<0.05), Thy処

理 では17.1±8.9%, CAR処 理 では6.9±2.6

%とOK-432投 与 群に比 し有意の差 は認められな

か った(図7).Ge-132を 投与 した場合,NK活

性 は対照群 の3.1±1.2%に 比 して8.5±2.0%

と有 意の上昇が認め られ た(p<0.05). AGM1

で処理す ると1.3±0.1%と 有 意の低下が認め ら

れ(p<0.05), Thy処 理 では8.9±2.7%, CAR

処 理 では7.2±2.1%とGe-132投 与 群に比 し有

意 の差は認め られなかった(図8).

図7　 0K-432投 与マウスにおける脾細胞NK活 性

に及ぼす抗アシアロGM1抗 体,抗 マウス胸腺

細胞抗体, carrageenanの 影響

図8　 Ge-132投 与 マ ウ スにお け る脾 細 胞NK活 性 に

及 ぼ す 抗 ア シ ア ロGM1抗 体,抗 マ ウ ス胸 腺 細

胞 抗 体,carrageenanの 影 響

考 察

宿主は生体 に発生 した腫瘍に対 して 自己の恒

常性 を維持 するため,腫 瘍に対す る自然抵抗性

をつか さどる免疫学的監視機構 を有 している1)2).

これ はT細 胞9), naturalkiller (NK)細 胞10),

マ クロファージ11)などのエフェクター機構によっ

て遂行 されている と考え られている.

マ ウスにmethylcholanthrene (MC)に よ り

化 学誘 発癌 を作製 し,免 疫賦 活剤(Biological

 response modifiers, BRM)で あ るOK-432お

よびGe-132を 投 与す ることに より腫瘍の発生が

抑制 されることが認め られた3).こ の実験系にお

いてそれぞれのエフェ クター機構 の果 たす役割

を明 らかにす るため,NK細 胞,T細 胞 あ るい

はマ クロファー ジ機能 をそれ ぞれ抑制す る抗ア

シア ロGM1抗 体(AGM1)5)6),抗 マ ウス胸腺細

胞抗体(Thy)7)あ る いはcarrageenan (CAR)8)

をOK-432お よびGe-132の 前 投与時に同時 に投

与 し,そ の腫瘍発生に及ぼす影響 と機序 を検討

した.
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Ge-132前 後 投与群 に比 しAGM1, Thy, CAR

を 同時に前投与す ると,こ れ らのすべての群 に

おいて有意の腫瘍発生の促進が認め られた.ま

た対照群 と比較 してもAGM1, CARで は腫瘍

の発生がさらに促進 していた.し か しOK-432に

お いては, AGM1, CARを 前投与 した場合のみ,

OK-432前 後 投与群 および対照群 と比較 して腫瘍

発生の促進が認められ,Thyの 前投与では腫瘍

発生は抑制 されたままであった.

以上 より本実験系ではOK-432を 投 与 した場合

はNK細 胞,マ クロファ-ジ が,Ge-132を 投 与

した場合 はNK細 胞,T細 胞,マ クロファー

ジがそれぞれ腫瘍発症の抑制に働 いたと考 え ら

れる.OK-432お よびGe-132の 作 用機序 として移

植腫 瘍を用いた系では主にマ クロファー ジとT

細 胞が抗腫瘍効果 を果 たしているといわれてい

るが12～16),今 回行 ったC3H/HeJマ ウ スを用い

たMC誘 発 肉腫 の抑制にはOK-432, Ge-132と

もマ クロファー ジとともにNK細 胞が重要 な働

きを担っていることが明らかになった.OK-432

とGe-132が 異なる点はT細 胞機能 を抑制 しても,

OK-432で は腫瘍発症は抑制されたままであった

が,Ge-132で はむ しろ発症は促進 されてお り,

Ge-132はT細 胞に も作用 してい るこ とが考 えら

れた.

MCは 変 異原性 を有するばか りでなく17), MC

投 与後一過性 に免疫抑制作用が ある18～21)といわ

れている. OK-432, Ge-132は これ らを前投与す

ることにより,エ フェクター細胞 を賦活 させ発

癌の過程において生 じた変 異細胞の排除に働 く

ばか りでな く,後 投与によ りMCに て低下 した

免疫能の回復に も働いていることが考 えられた.

これ らの総合的 な結果 として発癌 を抑制,遅 延

させた と考え られ る.ま たエフェクター細胞機

能 を抑制 して宿主 を免疫不全状 態に した場合,

発 癌の促進が認め られた.こ のこ とは先天性免

疫不全患者や免疫抑制剤 あるいは抗癌剤 を投与

された患者に悪性腫 瘍の発生率 が高い とい う事

実22～24)を支 持す るものである.す なわ ち生体に

は癌に対 して免疫学的監視機構 を有 してお り1)2),

これ らが破綻 あるいは機能が低下 した場合,癌

が容易 に発症す ることが考 えられる.ま た高齢

者におけ る免疫能の低下 は,年 齢が進むほ ど癌

の発生率が高 くなる一 因とも考 えられている25).

高 齢者 は癌が発症 した場合,手 術,化 学療法,

放 射線療法等の治療 に困難が伴 う。 この ような

困難 を打破す るには,ま ず癌 を予防す ることが

重要なこ とと思われる.癌 の予 防には発癌 を促

進す る環境因子の除去や食物,生 活習慣 の改善

等,種 々考 えられる26)が,最 近 では前癌状 態よ り

癌への移行 を予防す るため レチノイ ド等による

chemopreventionが 試 み られてい る27).今 回の

実験か らBRMに よ り宿主の免疫能 を賦 活す る

ことで癌 を予防で きる可能性が ある.大 久野 島

の毒 ガス傷害者に対 してNocardia rubra Cell

 Wall Skelton (N-CWS)を 投与 した群では悪性

腫瘍の発生数が少なかった とい う報告28)や,慢 性

肝炎,肝 硬変患者 に小柴胡湯 を投与 した場合,

肝 癌の発生が有意に低かったという報告29)があ り,

既 に少数なが らヒトにも応用 されつつある.BRM

は現在癌患者に免疫療法剤 として投与 されてい

るが,期 待 されたほ どの臨床効果 は得 られてい

ない.し か しBRMは 今 後 さらに増加傾 向にあ

る悪性腫瘍の予防に十分応用で きることが期待

で きる.

結 論

マ ウスmethylcholanthrene (MC)誘 発 肉腫

の発症抑制 を認めたOK-432お よびGe-132の 前

後投与において,NK細 胞,T細 胞 あるいはマ

クロファー ジ機能 をそれぞれ抑制す るこ とに よ

り,腫 瘍発生に及ぼす影響 と機序 を検討 した.

1. OK-432と 同時 に, AGM1, CARを 前 投

与する と前後投与群 さらに対照群 と比較 して有

意の腫瘍発生の促進が認め られ た.し か しThy

の 前投与では発症への影響 は認め なかった.

2. Ge-132前 後 投与においては, AGM1, Thy,

 CARを 前 投与 した場合,3者 とも前後投 与群 に

比 し有意の腫瘍発生 を促進 していた.ま た対照

群 と比較す るとAGM1, CARが 腫 瘍発生 を促

進 していた.

3. OK-432お よびGe-132の 前 投与にて,正 常

マ ウス末梢血LGL比 率 お よび脾細胞NK活 性

の有意の上昇を認め,AGM1を 同時に投与すると

これ らは有意に低下 したが, Thy, CARの 投 与

では変動 は認めなかった.
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以上 よ りMC誘 発 肉腫の発症抑制 に対 して,

OK-432で はNK細 胞 とマ クロフ ァー ジが,Ge-

132で はNK細 胞,T細 胞 お よびマ クロファー

ジの関与が考 え られ た.

稿 を終えるにあた り御指導,御 校閲を賜った木村郁

郎教授に深甚の謝意を表 します.ま た御指導いただ

いた片岡幹男講師に深謝致 します.(尚,本 論文の要

旨は第1回JBRM学 術集会総会(大 阪)に て発表

した.)
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Studies on immunoprophylactic effects of OK-432 and 

Ge-132 on methylcholanthrene-induced mouse sarcoma 

Part 2. The role of effector cells in antitumor activity 

of OK-432 and Ge-132

Mamoru TAMAI
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 Okayama 700, Japan

 (Director: Prof. I. Kimura)

The suppressive effects of OK-432 and Ge-132 on 3-methylcholanthrene (MC) carcinogenesis 

have been confirmed. To clarify the mechanism of this suppression, we investigated the effects 

of anti-asialo GM1 antibody (AGM1), anti-thymocyte antibody (Thy) and carrageenan (CAR), 

which eliminate NK cells, T cells and macrophages, respectively, on the growth of MC induced 

sarcoma. The suppressive effect of Ge-132 in mice was abolished by prior AGM1, Thy or CAR 

treatment; moreover, these compounds enhanced the development of tumors. In mice treated 

with OK-432, AGM1 or CAR enhanced the development of tumors, as well; however, Thy 

treatment did not alter tumor incidence.

Prior treatment with AGM1 reduced the percentage of large granular lymphocytes and NK 

activity, which were increased by OK-432 or Ge-132 treatment; however Thy or CAR did not 

alter these parameters.

These results indicate that NK cells and macrophages play an important role in the defense 

against MC induced sarcoma in OK-432-treated mice, while T cells as well as NK cells and 

macrophages do so in Ge-132-treated mice.


