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緒 言

近 年,臨 床 面 に於 て も,こ れ ま で の 手 術,放

射 線,化 学 療 法 に加 え て,種 々の 免疫 賦 活 剤 を

用 い た非 特 異 的 免 疫 療 法 が 行 なわ れ て お り,新

しい 免 疫 賦 活 剤 の 開 発 も行 な わ れ て い る.

一 方
,こ れ ら免 疫 賦 活 剤 の うちBCG及 び その

類 似 物 質Corynebacterium parvum1)やOK-432

は癌 細 胞 に 対 す る直 接 効 果 を 有 す るが,そ の 他

の 免疫 賦 活 剤 は 宿 主 介 在 性 に効 果 を現 わ し,そ

の作 用機 序 が複 雑 で あ り,未 解 明 な 点 も 多 い.

今 回,新 しい免 疫 賦 活 剤 で あ るSchizophyllan

(SPG)2)とNK-421(Bestatin)3), 4)を 用 い, C3H

/Heマ ウ ス にsyngeneicなMH-134 Hepatoma

 cellを 移 植 し,こ れ ら薬 剤 を 単独 な い し, mito

mycin C(MMC)と 併 用 投 与 し,マ ウ ス へ の延

命 効 果 とantibody dependent cell-mediated

 cytotoxicity(ADCC)活 性, natural killer(NK)

活 性 を通 して の 免 疫 能 の 動 態 を検 討 した.

SPGは,担 子 菌 の 一 種 で あ る スエ ヒロ タ ケ

(Schizophyllum commune Fries)の 培 養 液 よ

り菌子 体 を除 去 して 得 られ る グル コー ス の み よ

りな る重 合体 で あ る.そ の基 本 構 造 は β-1.3グ ル

コシ ド結 合 を す る 直 鎖 の グル コー ス 残 基3個 に

1個 の 割 合 で1分 子 の グ ル コー ス が β-1.6グ ル

コ シ ド結 合 を 介 して 分 岐 しで い る5).

NK-421は,梅 沢 らに よ りア ミノペ プ チ ダ ー ゼ

B阻 害 物質 と してStreptomyces olivoreticuliの

培 養 炉 液 中 に 発 見 さ れ, 2-hydroxy-3-amino-4-

phenyl-butylic acidにL-leucineが つ いた 構 造 の

分子式C16H24N2O4の 低分子(分 子量308)ペ プ

チ ッ ドである6).

二つの薬剤 とも,担 癌宿 主に対 す る免疫賦活

作用 を有す るこ とで注 目されている。

実験材 料お よび方法

1)実 験動物

静岡実験動物研究 所 よ り購 入した10～12週 令

のC3H/He雄 性マ ウス を1群10匹 と して用いた.

2)腫 瘍 細胞

C3H/Heマ ウス由来 のMH-134 Hepatama

 cellを 腹 水 型で同種継代 し, 12日 目の腫瘍細 胞

を採取 後生理食塩水 で5×105cell/0.1m1に 調

整 し,マ ウス腹腔 内ない し背部皮下に移植 した.

3)使 用薬剤

a) SPG;科 研 製薬K. K.よ り供与 され た1バ

イア ル10mg/mlの 製剤 を使用直前に生理食塩 水

で,必 要 な各濃度に希釈 して用いた. 250mg/kg

の高濃度 投与には1バ イアル200mgの 特殊製 剤

を用 いた.

b) NK-421;微 生物 化学研 究所,日 本化薬 株

式会社 よ り供 与 された1バ イアル10mgの 製 剤

をやは り使用 直前に生理 食塩 水で希釈 して用い

た.

c) MMC;協 和 醗酵工業K. K.製1バ イアル

2mgのMMCを 同様に希釈 し各濃度 で用いた.

なお各薬剤 は,マ ウ ス1匹 に対す る1回 投与量

が0.1mlと な る様 に調 整 した.

4) SPGの 単独 治療実験

a)腹 腔 内投 与;腹 腔内へ移植 したMH-134
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5×105 cellsの 腫瘍 に対 し, 1回0.4mg/kg, 10

mg/kg, 250mg/kgの いずれかの量のSPGを 連

日10回 腹 腔内へ 投与 し,延 命効 果 に よ り至適 投

与量 を検 討 した.

b)皮 下 投 与;背 部 皮下 に移植 したMH-134

5×105cellsの 腫瘍 に対 し腹 腔 内投 与 と同様 の

各薬 剤量 を,腫 瘍 よ り遠 位皮 下(腹 部 皮下)に

投与 し,さ らに投与 開始 を移植 翌 日の 他6日 目,

または11日 目に行 い至適 投与 量及 び投 与開始 時

期 を検討 した.

5) SPGとMMCと の併用 治療 実験

a)両 薬剤 の至適 投与 タイ ミン グ; 1mg/kg

のMMCをMH-134 5×105cellsの 腫 瘍 移植3

日 目, 7日 目, 11日 目のいず れか に1回,腹 腔

内投 与 した. SPGは,移 植 翌 日, 3日 目, 5日

目, 7日 目, 9日 目の いずれ か よ り投 与 を開始

し, 1回10mg/kgを 連 日5回 腹 部皮下 に投与 し,

各intervalの 組 み 合 わ せ か ら, combinatian

 therapyを 行 う上 での至 適 投 与 タイ ミン グ を検

討 した.

b)併 用投与 時のMMCの 投与量 の検 討; MH

-134 5×105cells腫 瘍 移植3日 目に0 .2, 1, 3,

 5mg/kgの い ずれか の量 のMMCを 腹 腔内 に投

与 し, 5日 目よ りSPG 10mg/kgを1回 量 として

連 日5回 皮下 投与 を行 い, SPGと 組み 合 わせ る

MMCの 至 適投 与量 を検討 した.

c)腫 瘍 切 除後のMMC, SPGの 併 用投 与実

験; MH-134 5×105cellsの 腫瘍 を背部 皮下に移

植 した17日 目に,塊 状に隆起 した腫瘍 根部 を結紮,

その上 よ り腫 瘍切 除 を行 った.術 後3日 目に

MMC 1mg/kgを 投 与 した群,さ らにMMCに

加 えて,術 後5日 目よ り1回10mg/kgのSPG

を連 日5回 投与 した群 を作 り,手 術 の み を行 っ

た コン トロー ル群 と比較 して術後 治療 につ いて

の検討 を行 っ た.

6) NK-421の 治療 実験

a)腹 腔内 投与;腹 腔 内 へ 移 植 したMH-134

 5×105cellsの 腫 瘍 に村 し, NK-422 1, 10, 25

mg/kgの いずれかの量 を1回 量 とし,移 植 翌 日

よ り連 日10回 腹 腔内 投与 して,延 命効 果に つ い

て検 討 した.

b)皮 下 投与;背 部 皮下 にMH-134 5×105

cells腫 瘍 移植 し, 0.1, 1, 10, 25mg/kgの い

ず れ か の 量 のNK-421を 腫 瘍 よ り遠 位 皮 下(腹

部 皮 下)に 投 与 し,延 命 効 果 を 検 討 した.

7) ADCC活 性, NK活 性 の 測 定

effector細 胞 に は,各 実 験 群 のC3H/Heマ ウ

ス よ り無 菌 的 に 摘 出 され た 脾 臓 を細 切 し, No

 150 wire mesheで ろ過 し,混 入 し た 赤 血 球 を

0-75% NH4Cl-trisbuffer(pH 7.65)を 用 い て 溶

面 除 去,洗 浄 後 浮 遊 調 整 し た.

標 的 細 胞 に はADCCで は 新 鮮 ニ ワ トリ赤 血 球

(CRBC)を 使 用 し た.す な わ ちCRBC 1×107

cells/mlに 対 し, 200μCiのNa2〔51Cr〕O4を 加

え5%CO2, 37℃1時 問 標 識 し,洗 浄 の 後 マ イ

ク ロ プ レ ー ト(Falcon, No 3042, U. S. A)にwell

あ た り1×105 cells/100μlを 分 注 し,ウ サ ギ 抗

CRBC抗 体,擬 集 価1:5000を 加 え30分 培 養 し

た.

NK活 性 は,標 的 細 胞 に 麻 疹 ウ イ ル ス 感 染

HeLa細 胞(M-HeLa)を5×103cells/well用 い,

 5%CO2, 37℃ で12時 間 培 養 後, wellあ た り2μ

CiのNa2〔51Cr〕O4を 加 え6時 間 標 識 を行 っ た.

な お,リ ン パ 球 の 抗Thy-1処 理 に は, Hybri

doma由 来 のmonoclonal IgM anti Thy-1, 2抗

体(Olac社)の1000倍 希 釈 し た もの を用 い, 4℃,

 30分 間 反 応 させ,そ の 後 遠 沈, 25%モ ル モ ッ ト

乾 燥 補 体 液(極 東 社)を 加 え,さ らに37℃, 40

分 反 応 さ せ 洗 浄 を行 っ た.別 に 補 体 の み で 処 理

し た も の を対 照 と し た.

測 定 は,マ イ ク ロ テ ス トプ レ ー ト上 に分 注 さ

れ た 各 標 的 細 胞 に, effector細 胞 を加 え, ADCC

活 性 で はE/T ratioを5:1, NK活 性 で は100

:1と し て37℃, 5%CO2下12時 問 培 養 後 遠 沈,

上 清 を100μ1採 取 し γspectrometerで 測 定 を行

っ た.対 照 に は, effector細 胞 の代 わ り と して

培 養 液 の み を加 え た もの を用 い た(図1).

%specific lysis及 び 抗Thy-1抗 体 処 理 に よる

%reductionは 次 式 に て 算 出 した.

% specific lysis=
experimental cpm-spontaneuos cpm/

total cpm-spontaneous cpm
•~100

% reduction=100
- %cytotoxicity of cells treated with anti Thy-1 pulus

 / %cytotoxicity of cells treated with C only
•~100

本測定の対照 としたマ ウスは,前 述SPG, MMC

併 用 治療実 験群 の うち最 も延命 効果 の認 め られ
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図1　 ADCC活 性, NK活 性の 測定

た群, SPG, MMC各 単 独 治療 群,及 びNK-421

 0.1mg/kg～100mg/kgを1回 量 として移植 翌

日よ り10日 間連 日経 口投与 した 各群 であ り,測

定 は移 植3日 目よ り19日 目の間 に行 った.

実 験 結 果

1) SPG単 独 治療 成績

MH-134腫 瘍1×105cells/0.1mlを 腹 腔 内 移

植 し,そ の翌 日よ り連 日10日 間SPG0.4mg, 10

mg, 250mg/kg/dayの 各 量 を1回 量 として腹

腔内投与 した実 験 では,対 照 群 の平均 生存 日数

(MSD)が11.7±5.8日 で あ る の に 対 し, SPG

投 与 群 で は0.4mg/kg投 与 群 で14.3±5.7日, 10

mg/kg投 与 群 で16.2±5.4日, 250mg/kg投 与

群 で11.7±6.0日 で あ り10mg/kg投 与 群 で は20

日以 上 の生 存 マ ウ ス が2匹 認 め ら れ た,他 群 は

20日 以 内 に 全 例 死 亡 し た.

次 にMH-134腫 瘍 を 同 量 皮 下 移 植 し た 群 に,

各 薬 量 を連 日10日 間 腹 部 皮 下 投 与 した 実 験 で は,

対 照群 のMSDが27.6±11.2日 に 対 し, SPG0.4

mg/kg投 与 群 で27.3±15.7日, 10mg/kg投 与

群 で33.8±17.5日 と最 も延 命 効 果 が 高 く, 250
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表1　 SPG単 独 投 与 に よ る延 命効 果

↑: MH-134腫 瘍 細 胞5×105cellsをi. p.ま た はs. c.でC3H/Heマ ウ ス に移植

↓: SPGを0.4mg/kg, 10mg/kg, 250mg/kgでi. p.ま たはs. c.投 与

SPGを10mg/kgで 腫 瘍 移植 翌 日よ り投 与 開 始 した と き最 も有 効

mg/kg投 与群 で26.7±11.7日 のMSDで あ り,

対 照群 が44日 目で全例 死 亡 した のに対 し60日 以

上 の生 存例 が0.4mg/kg投 与群 で1匹, 10mg/

kg投 与 群 で2匹 認め られ た.

SPG単 独投 与 では,腹 腔内腫 瘍 に対す る腹腔

内薬剤 投与,皮 下腫瘍 に村 す る薬 剤皮下 投与 と

も, 10mg/kg/day投 与 群 に最 も延 命 効 果 が認

め られた(表1).

2) SPGとMMCと の併 用効 果

背部 皮下 にMH-134腫 瘍1×105cells/0.1ml

を移 植 したマ ウスに, SPGとMMCを 種々 の投

与 開始 日時 の組 み合 わせ で併用,治 療実 験 を行

った(図2).

A群 は担癌 無 治療, B群 は腫 瘍移 植3日 目に

1mg/kgのMMCの み の腹腔 内 単独 投与, C群

は5日 目よ り10mg/kg/dayのSPGを 連 続5回

腹部 皮 下に単 独投 与, D群 はB群 と同様 のMMC

投与 に加 え腫瘍 移植 翌 日 よ りSPG 10mg/kg/

dayを5回 投 与, E群 は同様 のMMC投 与 に加

え移植5日 目 よ りSPGを 投与 開始, F群 は 同様

のMMC投 与 に加 え移植9日 目よ りSPGの 投与

を開始 した群 で あ る.

A無 治療対 照群 のMSDが28.4±9.0日 であ っ

た のに対 し, B群 はMMC単 独 投 与で は37.0±

14.9日, C群 のSPG単 独 投与群 で は35.9±16.7

日であ っ た. D群 ～F群 のMMCを 移 植3日 目

に一 律投 与 し, SPGの 投 与開 始 日時 を種 々 設定

した併用 投与群 の うち, E群 す なわ ち移植3日

目にMMCを 投 与 し,移 植後5日 目にSPGの 投

与 を開 始 した群 に 最 も延 命 が認 め られ,こ の

MSDは44.5±11.8日 であ った(p<0.01).

G群, H群 は5日 目にSPGを 投与 開始 しMMC

は 各々7日 目, 11日 目に 投与 を行 っ た.前 述E

群 及びG群, H群 を比較 した場合, SPGの 投与

開始 を一 律 として, MMCの 投 与 日時 を別 々に

設定 した併 用治 療実 験 であ る.こ の場合 に も,

や は りE群 に最 も優 れ た延 命効 果が認 め られ,

 MMCとSPGの 併用 治療 に於 て は,腫 瘍 移植3

日日にMMCを 投 与 し, 5日 目よ りSPGの 投 与

を開始す るのが, MMCとSPGの 至適 な併 用投

与 イ ン ター バ ル と思 わ れ た.

次 に,こ のE群 と同様 の投 与 間隔 でMMCと
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図2　 SPGとMMCと の 併用 に よる延 命 効 果

〓: MMC/mg/kgをi. p.投 与, ↓: 5PG 10mg/kgをs. c.投 与

MMCをMH-134腫 瘍 細 胞5×105cells移 植3日 後 に投 与 し, 5

日後 よ りSPG 10mg/kg/dayで 連続5回 投 与 した群 が最 も有効

SPGを 投 与 し,か つSPGの 投与 量 もE群 に用 い

たの と同様 の至適 投与 量 と考 え られ る10mg/

kgと し,移 植3日 目に投与 す るMMCの 投 与 量

のみ を0.2mg/kg, 1mg/kg, 3mg/kg, 5mg/

kgと 変化 させ て みて,両 剤併用時 に於け るMMC

の至適 投与 量 を検 討 した.

MMC 5mg/kgの 単 独大 量 投与 に よ り有 意 な

腫瘍 の縮 小 はあ る もの の(p<0.001),こ との

ほか延命効 果 が少 な く,こ れ にSPGを 併 用 した

場合,移 植20日 目及 び29日 目に於 て, 5mg/

kgのMMC単 独投 与 に比 し各々生 存マ ウス は2

匹多 く認め られ た.こ れ は1mg/kgのMMCと

SPGを 併 用 した場合 と差 が な く,両 剤 の併 用 投

与では, 1mg/kgのMMC投 与 が至適 であ る と

思 われた(表2).

さ らに,腫 瘍 移植 後, MMC, SPGを 投 与 す

るこれ まで の実験 に加 えて,よ り実 際の 外科 に

於け る治療 ケー スに近 いモ デル として,腫 瘍 を

背部移植 後17日 目に切 除 した後,前 述 の二 剤 の

至 適投 与法 に よ り治療 を試 みた.

手術 日を0日 とし,術 後45日 まで観 察 を行 っ

た.第 一群 は,手 術施 行のみ で投 薬 を行 な わず,

平均 生 存 日数(MSD)が28.1±11.8日 であ った.

それに 対 して,腫 瘍 移植17日 目に腫瘍 摘 出 し,

術後3日 目にMMC1mg/kgを 腹 腔 内 投 与 した

群 ではMSDが32.9±12.2日,更 にその上 にSPG

を術 後5日 目よ り10mg/kg/dayで 連 日5日 間

投与 した群 のMSDは34.8±11.4日 とな った(図

3).こ の結果 は腫瘍 摘 出後 に, MMC, SPG

を併 用す る免疫 化学 治療 を行 うと,よ り延 命 が

み られ る事 を示 した.

3) NK-421の 治療 成績

NK-421 1, 10, 25mg/kg/dayの 各投与量 を

MH-134腫 瘍5×105cellsを 腹腔 内移植 したマ ウ

スに対 して,翌 日か ら連 日10回 腹 腔内 投与 を行

ったが,各 群 とも平均 生 存 日数 は 無治療 コ ン ト

ロー ル と差 は なか った .

また0.1, 1, 10, 25mg/kg/dayの 各 量 を,
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表2　 MMCとSPGの 併用 治療に於 けるMMCの 至適投与量

MMCをMH-134腫 瘍細胞5×105cells移 植3日 後に投与 し, 5日

後 よりSPG 10mg/kg/dayで 連続5回 投与.

腫瘍 の縮小,延 命効果 を比較 した場合,両 剤の併用投与では, 1

mg/kgのMMC投 与が至適 と思われた.

5×105cellsの 同腫瘍 を背部 皮下 に移植 したマ

ウ スに移植 翌 日よ り連 日10日 間皮下 投 与 したが,

 MSDで は,非 投 与群 と投 与群の間 に有 意 な差 は

認め られ なか った.し か しLD50は 非投 与群 に対

し投与 群 で2～3日 間の延 命傾 向 が現 れて お り,

非投 与群 が42日 間で全 例死 亡 した後 も,投 与 群

では全群 ともさ らに3～4日 間少数 の マ ウスが

生 存 した(表3).

4) SPG投 与に於 け るADCC, NK活 性 の変 化

健 常 マ ウ ス,担 癌 生 食投 与群, MMC 1mg/

kgを 腫瘍 移植3日 目に腹 腔 内投与 した群(MMC

単独 投 与群), SPG 1回10mg/kgを 腫瘍 移植5

日目 よ り連続5回 皮下 投与 した群(SPG単 独 投

与群),前 述 した最 も延 命効果 の認め られ た とこ

ろの腫瘍 移植3日 目に1mg/kgのMMCを 腹 腔

内に 投与 し,併 わせ て移植5日 目よ りSPGを10

mg/kg/day連 続5回 皮下 投 与 した群(SPG,

 MMC併 用群)の 計5群 につ い て,経 日的にAD

CC, NK活 性 を測定 した,な お腫瘍 は,同 様 に

MH-134腫 瘍5×105cells背 部皮 下 に移植 した,

 SPG単 独 投 与群 では,薬 剤投与 の 終 了 した移植

9日 目頃 よ りADCC活 性 の急 激 な上昇 がは じま

り, 12日 目に49%と ピー クに達 した.こ れ は,

担癌 対 照群 に較べ 約20%の 活性 増加 であ った.

この後 徐 々に活性 増 強 は復元 に 向か い, 17日 目

に は対 照群 と同 等に な った.し か しMMC単 独

投与 群 では,測 定の 全経 過 を通 して,対 照群 に

較べ10%強 のADCC活 性の低 下 を認 めた(図4).

一 方 これ に対 し
, MMCにSPGを 至 適 タイ ミ

ン グで併用 投与 した場合, MMC単 独 投与 の場

合 の様 に 活性は 低下 す る こ とな く, 12日 日頃 ま

で担癌 対照群 の 活性 レベ ル を維 持 し,そ の後 さ
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図3　 腫瘍切除手術後のMMCとSPGの 併用投

与による延命効果

腫瘍摘出　腫瘍移植17日 目に施行

MMC　 術後3日 目に1mg/kgを 腹腔内投与

SPG　 術後5日 目よ り10mg/kg/dayで

連 日5日 間皮下投与

図4　 SPGの 担 癌マ ウ ス脾 細 胞のADCC活 性 に

与 え る影 響

〓: MMC/mg/kg, i. p.投 与, ↓: SPG10mg

/kg/day, s. c.投 与. MH-134腫 瘍 細 胞5×105

cells, s. c.移 植 後SPG単 独 投 与 でADCC活 性 は

12日 後 に 最高 とな る, MMCとSPGの 併 用 投与

はADCC活 性 の 増 強 を復 活 させ た.

らに 上 昇 し14日 目に ピ ー ク を 認 め,移 植19日 目

も担 癌 対 照 群 レベ ル を 維 持 した.

これ ら 各群 のADCC活 性 の 増 減 が,い ず れ

の 細 胞 分 画 に 関 わ っ て 生 じて い るの か に つ い て,

担 癌10日 目 の 健 常 マ ウ ス 及 び 前 項 各 処 理 群 の マ

ウ ス に つ い て 検 討 を行 っ た.

健 常 群 に 較 べ,担 癌 対 照 群 で は,非 付 着 細 胞

(nonadherent)分 画 に 強 い 活 性 増 強 が 認 め られ,

表3　 NK-421単 独投与による延命効果
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図5　 SPGのplastic dish処 理 脾 細 胞のADCC

活性 に 与 え る影 響

実 験 方 法 は図4に 同 じで, ADCC活 性 は 腫瘍 移

植10日 目に 測 定 した. MMC+SPG併 用 群 で,

脾 細胞 のnonadherent cellにADCC活 性 が高 か

った.

図6　 SPGの 担癌マウス脾細胞のNK活 性に与

える影響

実験方法は図4に 同 じ担癌対照

担癌対照群では腫瘍の増殖 とともにNK活 性 は

低下 して行 く. SPGの 投与群 では, NK活 性 を

若干上昇せ しめ るが,健 常群以上の強い活性 上

昇 は認め られなかった.

MMC投 与群 では,こ の分 画 が抑 制 を受 け て い

るのが 認め られ た. MMC投 与 に加 えて,至 適

タイ ミン グでSPGを 併用 した群 では, MMC単

独投 与 の場合 に抑 制 を受 け てい たnonadherent

分画 は,強 い活性 の 回復 が認 め ちれた. SPGの

単 独投 与 では,付 着 細 胞(adherent),非 付着細

胞(nonadherent)両 分 画の 増強 に大 きな 遍 りは

なく,またunfractionated分 画 に比 して若干 の 活

図7　 MH-134担 癌 マ ウ ス脾 細胞 のADDC活 性

に お よぼ すNK-421の 影 響

MH-134 Hepatoma 5×105cellsを 背 部 皮 下 に

移 植. NK-421を 移 植 翌 日よ り連 日10日 間 経 口

投 与.各 投 与群 では,移 植3日 目頃 よ り活 性 が

増 強 し, 7日 目に ピー ク を認 め た. 100mg/kg

の投 与 群 で は 活性 上 昇 の ピー クが 弱い .

性 低下 が認 め られ た(図5).

同様 に して 各群 に つ いて, NK活 性 の変化 を

経 日的 に検 討 した.そ の結 果,腫 瘍 細 胞移 植前

の健 常マ ウスでは, 15.6±2.2%のNK活 性 があ

り,担 癌 対 照群 では腫 瘍 の増殖 と ともに次 第に

NK活 性 の低下 して行 く状態が認め られた. SPG

の投 与群 で は,こ の様 に低 下 して い くNK活 性

を若 干上 昇せ しめ る傾 向 を示 したが,健 常群 以

上 の 強 い活性上 昇 は認 め られず, MMC投 与群,

 MMC, SPG併 用 群 で も著 明 な活性変 化は 認め

られ なか っ た(図6).

5) NK-421投 与 に於 け るADCC, NK活 性の変

化

NK-421を5, 10, 50, 100mg/kg/dayの 各

doseを1回 投与 量 とし, MH-134 Hepatoma

 5×105cellsを 背 部 皮 下 に移 植 したマ ウス に,

移植 翌 日よ り連 日10日 間経 口投与 を行 い,経 時

的 にADCC活 性 を測定 した.

各投与群 では,移 植3日 目頃 よ り活性 が増 強

し, 7日 目に ピー クを認め14日 目には 担癌 対 照

群 と同等 の 活性 レベ ルに復 した, 100mg/kgの

投 与群 では活性 上 昇 の ピー クが弱 く,他 の投与
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図8　 MH-134担 癌10日 目の マ ウ ス脾 細 胞の 抗

Thy-1抗 体 と補 体 処理 に よ るADCC活 性

の変 化 に お よぼ すNK-421の 影響

腫瘍 移植10日 目の各 群 の脾 細 胞 を,抗Thy 1,

 2IgM抗 体 及 び補体 で処 理 し, T細 胞 の 活性 を

除 去 した場 合,担 癌 対 照群 の減弱 率 に対 し, NK-

421投 与群 の 減 弱率 は低 い値 を示 した.

表4　 MH-134担 癌10日 目の マ ウ ス脾細 胞の 抗

Thy-1抗 体 と補 体 処理 に お け るADCC活

性 の%Reductionに お よぼ すNK-421の

影響

(mean•}S. D)

群の1/2以下 であ った(図7).

次 に腫瘍 移植10日 目の 各群 の脾 細胞を,抗Thy

1, 2IgM抗 体 及 び補体 で処 理 し, T細 胞 の活性

を除去 した場合,担 癌 対照群 の減 弱率26.2±2.6

%に 対 し, NK-421投 与 群 の減 弱 率 は5mg/kg

投与群 で18.3±4.5%, 10mg/kg投 与群 で14.9

±4.2%と 低 い値(p<0.01, p<0.001)が 認め

られた(図8,表4). NK活 性 に於 ては,担 癌

対照群 では 腫瘍 の増殖 と ともに徐 々に活性 が低

下 して い くのが 認め られ た. NK-421の50mg/

kg, 100mg/kg投 与 群 では,対 照 とほぼ変 らず,

 10mg/kg投 与群 では,健 常マ ウスの レベ ル まで

図9　 MH-134担 癌 マ ウ ス脾 細胞 のNK活 性 に

お よぼすNK-421の 影 響

MH-139 Hepatoma 5×105cellsを 背部 皮 下 に

移 植, NK-421を 移 植翌 日 よ り連 日10日 間 経 口

投 与. 10mg/kg投 与群 では,健 常マ ウスの レベ

ル までの 有 意 な(p<0.01)NK活 性 の上 昇 が 認

め られ た.

の 有 意 な(p<0.01)NK活 性 の上 昇 が 認 め ちれ

た.し か し健 常 群 以 上 の 活性 の 上 昇 は 認 め られ

な か っ た(図9).

考 察

SPGは,担 子 菌 の 一 種Schizophyllum commune

 Fries(ス エ ヒ ロ タ ケ)の 培 養 液 よ り粘 液 性 物 質

と して 抽 出 さ れ た無 味,無 臭 の 白色 粉 末 で,蛋

白 質 を 含 有 しな い 多 糖 体 で あ る.水 に 溶 解 し,

透 明 な粘 調 な 液 体 と な る5)同 様 に,カ ワ ラ タ ケ

か ら採 取 され た 製 剤 と して, PSK6)が 知 ら れ る.

ま たNK-421はStreptomyces olivoreticuliの 培

養 液 中 よ り,細 胞 膜 上 に 局 在 す るenzymeに 対

す るinhibitorと し て 発 見 さ れ た 物 質 で あ り,

 aminopeptidase Bとleucine aminopeptidase

の 活 性 を 阻害 す るdipeptideで あ り7),両 剤 と も

levamisole8),9)の 如 き完 全 な 化 学 合 成 品10)と し

て の 薬 剤 と,誕 生 の 経 緯 を異 に し て い る.こ れ

ま で にbacillus calmette Guerine(BCG)11)を

は じめ と し て,各 種 の 免 疫 賦 活 作 用 を有 す る 薬

剤 に つ い て の 研 究 が な さ れ て い る.こ れ ら の 中

に は,癌 細 胞 に 直 接 にcytostaticに 作 用 す る 薬

剤 も知 られ て い る が,今 回使 用 したSPG, NK-

421は,担 癌 宿 主 介 在 性 に作 用 す る薬 剤 で あ り,

そ の 免 疫 機 構 を通 し て 抗 腫 瘍 性 を発 現 す る12).

現 在 ま で知 ら れ て い る免 疫 賦 活 剤 の 多 くは,
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その効果 を最 も発現 させ うる一定 の投 与量,す

なわ ち至 適投 与量 が あるが,こ れは宿 主側 の免

疫機 構 とか らみ あわせ て,治 療 効 果 を上 げ る上

で重 大 な問題 と考 え られて い る. SPGで は,今

回 のマ ウ ス同 系腫瘍MH-134 Hepatomaに 対 す

る単 独投 与実験 で示 した ご と く, 10mg/kgを

10回 投与 した群 に最 も延 命傾 向が 認め られ,こ

の量 が至適 投与 量 に近 い と思 われ た.こ れ よ り

かけ 離れ て 多過 ぎて も,少 な過 ぎて も, 10mg/

kg投 与群 の 成績 に及ば なか った.4の 成 績 は,

投 与経 路 をintraperitoneal(i. p), subcutane

ous(s. c)に 変 えて 行 ってみ て も同様 であ った.

また, s. c.投 与 では, 10mg/kg/day投 与群につい

いて,移 植翌 日よ り種々 投与開 始時 を変 え て効

果 の違 い を検 討 したが,移 植7日 後 までに投与

を開始 した場 合 に良 好な結 果が 得 られ てお り,

 levamisoleの 投 与開始 時期 が,そ の 結果 と密接

な関連 を有 して い るこ と13)と同 様の 意味 と思 わ

れ る.至 適投 与 時期が,免 疫賦 活剤 の効 果に大

き く影響 す る こ とは,至 適 投与 量の 問題 と考 え

併せ 興 味深 い。

NK-421の 単独 投与 に於 ては, MH-134 Hepa

toma cellを 用 いた本実験系では明確 なMSDの 延

長 を認め なか ったが,こ れ までにHh rlich腫 瘍 系

を用 い て5～50mg/kgの 比較的広 い投与 領域が

報告 され ている14).

しか し,こ れ らの至適 投与 量,至 適 投与 開始

時期 を踏 まえた上 で も,臨 床 面 に於 ては現 在免

疫賦 活剤 単独 で癌 を治 そ う と考 え るの は不 可能

に近 く,主 腫瘍 の 外科 的切 除,放 射線 照射,化

学療 法 をまず用 いて,腫 瘍 の縮小 を計 り,そ の

上 で免 疫 賦活剤 を用 い る こ とが必要 条 件 とされ

てい る15).免 疫 賦活 剤 と化学 療法 剤 を併 用 す る

場合,そ の併 用 時期,タ イ ミン グが 問題 で あ り16)

これ を無視 した不適 当 な投与 は,相 加 相乗効 果

をあげ る事 は で きない.こ れ ま で も, BCG,

 corynebacterium parvum, levamisole等 につ

いて,化 学療 法 剤 との併用 効 果に 関す る同様 な

検討 が な されて い るが17),18),19)多糖体 系の免疫賦

活剤であ るPSKに つ いて も,化 学療法剤 との併 用

投与 の タイ ミングの重 要性 が指摘 されてい る20),21).

SPGとMMCと の併 用投 与 を行 な った今 回の

検討 で も,種 々 の組み 合 わせ の中 で,腫 瘍 移 植

3日 後 にMMCを 投与 し, 1日 お いて移 植5日

目よ りSPGの 投与 を開始 した場 合 に最 も著 明な

延命 効果 が発 現 した.こ の こ とに よ り, SPGと

化学療 法 剤 との併 用療 法 に於 て は,ア トランダ

ム な併 用 を行 な うの ではまな く,至 適 投与 時期 を

踏 ま えた投与 タイ ミン グが 必要 であ る事 を示 し

て い る.

免疫 賦 活剤 と化学 療法 剤 の併 用に於 け る問題

点 として,こ れ までcell cycleや,免 疫賦 活剤に

よる肝酵素 活性 障害 に よ る抗癌 剤 の失 活等 が指

摘 されて い る22)が,本 実 験 に見 る ご とく,抗 癌

剤投与 直 後 よ りのSPG投 与 よ り,む しろ数 日経

て後 の投与 開始 が効 果的 で あ る とい う,一 種 の

静 置期 間 ともい うべ きものの意 味づ け には,宿

主側 の各種 の免 疫応 答機構 の複 雑 な相 互作用が,

微 妙 に関与 してい る事 に は相違 ない。

腫瘍切 除 を行 な った後 でのマ ウスへ の薬剤投

与 実験 で は,手 術 に加 え至適 と思 われ る タイ ミ

ン グで, MMCとSPGと 併 用 した群 は,手 術の

み行 なっ た群 に 比べMSDで6. 7日 の延 命 を認め

たが,手 術 に加 えMMCの み を投与 した群 に比

べ て約2日 間の延 命 しか現 れ なか った.こ の原

因 と して,手 術施 行 日を含め,免 疫 化学療 法の

開始時期 が 遅れ た事 も考 え られ,表1で 示 した

ご と く, SPG単 独治療 で も遅 れてか らの投与は

延 命効果 が 劣 る傾 向 にあ り,移 植17日 目に切 除

手 術 を し,移 植22日 目よ りSPGの 投与 を始め る

条件 では, MMCと の併 用効果 も十 分 発現 しな

か っ たの では と思 われた,同 条件 で腫瘍 移植 を

行 な った後,無 治療 で放 置 した担癌 マ ウスの平

均生 存8数 は, 27. 6日 で あ るこ とか ら,手 術施

行 時期 は,す でに相 当の 進行癌 であ る.ま た,

これ よ りさ らに遅 れ て,移 植31日 目になお生存

して いるマ ウ スに,切 除 手術 を行 い, MMCと

SPGのcombination therapyを 行 なったが,手

術 のみ行 ない放 置 した コ ン トロール群 と大差が

なか った.

これ らの こ とか ら,手 術施 行 時期 と,そ れに

続 く免疫 化 学療 法 の開始 時期 の 設定 は,成 績向

上 の上 で,密 接 な関連 を有 して い る と考 え られ

る.臨 床面 に於 て も, MMC, SPGの 術 後併 用

療 法 で, Stage I, II, IVに は無 効 で, Stage

 IIIにのみ 有効 で あっ た との報告 が あ る23).今 後
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さらに術 後生体 のimmunoresponceを 踏 まえた

上での,よ り詳 細 なimmunochemotherapyの

検討が必要 とな ろ う.

免疫賦 活剤 の よ り有効 な投与 法 を検 討す る上

で,そ れ らが宿 主の 免疫機 構 を通 して作用 す る

以上,如 何な る免疫 担 当細 胞が働 き抗 腫瘍 性が

発現 され るのか を知 る事 は不可避 で あ る.ま た,

効 果的 な化 学療 法剤 との併 用治療 法 を確立 す る

上 で,二 剤 の併 用投与 時 と各々 の単独 投与 時 と

に於 け る,生 体 内の免疫 系の変化 を知 る事 が,

強 く求め られて い る.

これ までSPGの 免疫賦 活効果 と して,細 胞性

免疫 能で は,マ クロフ ァー ジの 活性 化, Tリ ン

パ球 機能増 強 と しての リンパ球 幼 若化能 の増 強,

(TD)細 胞増 強能 としての遅延 型 皮膚 反応 の促

進等 が報告 され てお り,ま た液性 免疫能 に関 し

ては,免 疫 グ ロブ リン産 生 の促 進が 報告 され て

いる24),25),26),27).

NK-421の 細胞性 免疫能 増加 につ いて は,担 癌

マ ウスのマ クロ ファー ジのsuper oxideの 産生

増加, T-cell数 の増加,胃 癌 患者 血清 に よるIg

産 生抑制 に対す る保 護作用,骨 髄 中の好 中球 系

細胞への増 殖促 進作 用28),29),30),31)等が報 告 され

てい る.

従 来,宿 主側 の抗腫 瘍性 をに な う もの として,

主 に キラーT細 胞(cytotoxic T lymphocyte:

 CTL), macrophage等 が指 摘 され てい るが,

今 回行 ったADCC活 性 は, K-cell,単 球,多 核

白血球, Tγ-cell等 が,主 にその 活性 に関 わ っ

ている もの と考 え られ てお り32),33),それ らの相

互 的な 関連 等 なお 未 知 の 部 分 も多 い.一 般 に

ADCC活 性 は,担 癌 の進行 とと もに増 強 し,担

癌末期 では低下 す る とされ てお り, levamisole

投与に よる この活性 の増 強 な ども報 告 され てい

る34).今 回のSPG及 びNK-421の 単 独投 与 に よ

って も, ADCC活 性 はま,著 し く増 強 されて い る.

SPGの 単 独投 与.では,投 与 終 了頃か ら,急 性

な活性 増強 を認め,対 照群 よ り約20%の 上 昇 を

示 してい る.こ の活性 増強 の主体 とな る細 胞 を

検索すべ く, effector細 胞 をプ ラスチ ックデ ィ

シュヘ の付着,非 付 着 脾細 胞に わけ検 索 した が,

両細胞 の能 力に於 ては,ほ ぼ同等 と思 われ た.

担癌 マ ウスへMMCを 単 独 で 投 与 した場 合,

 adherent, non-adherent両 細胞群 で,ほ ぼ等 し

くADCC活 性 の低 下 を認め たが,こ のMMC投

与 に加 えて,至 適投 与 量,至 適 投与 間 隔でSPG

を併 用投 与 した場合 は, MMC単 独投 与 で低 下

したADCC活 性 は増強 され,特 にnon-adherent

細胞 分面 に その効果 が著 明にあ らわれ た.こ れ

まで も,化 学療 法剤 が免疫 抑制 的に働 く事 が指

摘 されて い るが35),今 回のADCC活 性 の検討 に

よ り, SPGが, MMCの 免疫 抑制効 果 か らの離

脱 を促 進 させ る事 が 明確 とな り, MMCとSPG

の併用 に よ る延 命効果 増強 の一 因 とな って いる

もの と思 われた.

NK-421投 与 に よるADCC活 性の増 強は,投 与

量に よ り活性 増 強の程 度に差 を認め,最 も強 い

増強 を示 したの は5mg/kg投 与群 であった.こ

の活性 増強の主体 をなす細 胞を検すべ く,抗Thy-

1.2抗 体 と補体 処理 を行 って, T細 胞 を除いて み

る と,活 性増 強 は減弱 す る ものの,担 癌 対照群

に比べ 著明 でな く, NK-421投 与 に よるADCC

活性 の 増強 は, non T細 胞が 主体 と思 われた.

同様 にADCC活 性 を増 強 させ る ものに セフ ァラ

ンチ ンが知 られ るが,こ の場合 の活性 増 強は,

 T細 胞非 活化 で著 明に低下 を示す ことか らT cell

主体 の 活性 増強 と考 え られて い る36).

一 方NK活 性 は
,担 癌 の進行 と ともに低下 し

て行 くこ とが知 られて いる.こ のNK活 性 を示

す細 胞集 団は,お そ ら くは, non-T-cell(K cell)

が主体 であろう と思 われるが,こ れ らは, ADCC

活性 担 当 リンパ球 に含 まれ るもので あ るとの報

告37),38),39)もあ り,担癌 生体 の免疫 機構 を解析 す

る上 で, ADCC活 性 と同様,近 年 注 目 を集め て

い る.

今 回の実 験 で,担 癌 マ ウス に投 与 したSPG,

 NK-421で は,単 独投与 に よって,担 癌 に よ り低

下 したNK活 性 を回復せ しめ,正 常 レベ ル ま で

の増強 を示 した.ま たMMCの 単 独投 与 では,

 NK活 性 の増 強が認 め られず,こ れ にSPGを 併

用 しで も同様で あった. Ge-13240)が 正 常 レベ ル

の2倍 もの 活性 増強作 用 を有す る41)のに 比べ る

と, SPG, NK-421のNK活 性 増 強効 果 は,若

干弱 い とも言 える.



538 岡 哲 秀

結 語

C3H/Heマ ウ スにMH-134腫 瘍 を腹 腔内 お よ

び皮 下へ 移植 し,免 疫 賦 活剤 であ るSPG, NK-

421を 宿 主に 投与 し実験 を行 った. SPAは 単 独 で

種 々投 与量 を変 え,ま た投与 開始 時期 を変 え,

さ らにMMCと 併 用 した免疫 化学 療法 を行 い,

抗腫 瘍効 果 とADCC活 性, NK活 性 に 及ぼ す効

果 をみ た.ま た抗 癌剤 と免疫 賦 活剤 の併用 投与

の至 適 投与 タイ ミン グで,腫 瘍切 除 後実験 モ デ

ルに も投与 を試 みた. NK-421で は,各 種投 与 量

で治療 を試 み,同 様 の活性 測定 を行 っ た.

SPGの 単独 投与 では,腹 腔 内へ 移植 した腫瘍

へ の腹 腔 内投 与,背 部 皮下腫 瘍 に対 して の遠位

皮下 投 与 とも,最 も優 れ た延 命効 果 を認め た の

は, 10mg/kg/day投 与 を移 植 翌 日よ り連 日10

日間投 与 した場合 で あ り,遅 れ て よ りの投 与 開

始 は,同 量 で も成績が 劣 った.以 上 よ り,至 適

投与 量 は, 10mg/kg/dayで あ り,至適 投与 時 期

は,担 癌 早期 であ る と思 われ た.

SPGとMMCと の併用 投与 では, 1mg/kgの

MMCと 腫 瘍 移 植3日 目に腹 腔 内投 与 し, 1日

おい て移植5日 目よ り10mg/kg/dayのSPGを

5日 間 皮下 投与 す るのが,他 の どの 様 な組み 合

わせ の 投与 法 よ り優 れ た延 命が 得 られ,最 も至

適 な併 用投 与 タイ ミン グであ る と思 わ れた.ま

たMMCは, 1mg/kgが, SPGと の併用 投与 に

おけ る至適 量 と思わ れ た.

腫 瘍切 除 後の 治療実 験 では,切 除後,前 述 の

投 与 タイ ミングにの っ とったMMCとSPGの 併

用群 に 最 も延 命 が認め られ,術 後併 用療 法の 延

命効 果 が示唆 された.

NK-421単 独投 与 では.十 分 な延 命率 の増加

が 認め られ なか った が,各 薬 量すべ て の投与 群

で,無 治療群 最長 生存 日数 よ りさ らに数 日延 命

す る小 数例 を認め た。

ADCC活 性 の検 討 では, SPGの 単 独投 与 に よ

って, ADCC活 性 は増 強 され, MMCの 単 独 投

与 では 活性 が 抑制 され る事 が示 された. MMC

とSPGを 前述 の至 適投 与 タイ ミン グで併 用 した

場合, MMCの 影 響 で 活性 が 抑制 され る事 は な

く, SPG単 独 投与 の場 合 と同程 度 に増 強 され た.

この点 をさ らに,各 細 胞分 画別 に解析 を行 って

み る と,担 癌 に よって増 強 されて くる非 付着 細

胞 分面 を, MMCが 抑 制す る事 に よ り, ADCC

活性 の低 下 が生 じて お り, SPGの 併 用 で,こ う

した抑制 が解 除 され る事が 明確 とな った. SPG

の単独 投与 では,付 着,非 付 着 いずれ の分画 に

も,増 強的 に作 用 して いる事 が示 され た.ま た,

担癌 に よ り低 下 したNK活 性 を健常 レベ ル まで

増 強 させ る様 子 が認め られた.

NK-421の 投 与 は, 5mg/kg/day～50mg/kg

/dayの 広 範 囲の投 与量 で, ADCC活 性 を増強 さ

せ た.最 も強 い活性増 強 を示 す授与 量 は, 5mg

/kgな い し10mg/kgで あ り, 100mg/kgに 及 ぶ

大 量投 与 は,む しろADCC活 性増 強作 用の劣 る

事 が示 された.こ うした活性 を示 す分 画か らT

細胞 を除去 して も,活 性 の減 弱 は軽微 で, NK-

421の 作 用 して い る分画 が, non T細 胞 である事

が推定 され た.ま たNK-421は, SPGと 同様,

担癌時 のNK活 性 を健 常 レベ ル まで 回復 させ る

作用 を有 して い る事 が示 された.

稿を終えるにあた り,御 指導,御 校 閲を賜った恩

師折田薫三教授に深甚な る謝意 を捧げるとともに,

直接御指導 いただいた三輪恕昭 講師及び実験に協力

して下 さいました小野 稔氏に深 く感謝いた します.

本論文 の要 旨は第28回 お よび第29回 日本化学療法

学会総会,第41回 日本癌学会総 会において発表 した.
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Antitumor effects and augmentation of cellular immunity
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Antitumor activities and effects on cellular immunity of Schizophyllan (SPG), a highly 

purified polysaccharide extracted from the culture filtrate of Schizophyllum commune 
Fries, and Bestatin (NK-421), an inhibitor of aminopeptidase B discovered in the culture 

broth of Streptomyces olivoreticuli, were investigated. The optimal dose of SPG 

monotherapy to manifest an antitumor effect on MH-134 hepatomas transplanted into 

C3H/He mice was 10mg/kg, both intraperitoneally (i. p.) and subcutaneously (S. C.). The 

optimal timing of SPG monotherapy was observed in the group which was treated from 1 

day after tumor transplantation, resulting in the most prolonged mean survival (MS) and 

the highest survival rate. In combined therapy with SPG and mitomycin C (MMC), the 

most prolonged MS was observed in the group which was treated with MMC on day 3 after 

tumor transplantation and combined with SPG from day 5. Moreover, the effectiveness 
continued when the same combined therapy was conducted after the removal of transplant

ed tumors. The highest ADCC activity by spleen cells harvested from the mice in the SPG 

monotherapy group was obtained on day 12 after tumor transplantation. The ADCC 

activity tended to become lower in the MMC monotherapy group, but in the combined 

therapy group with optimal timing, the highest ADCC activity mediated by non-adherent 

cells was observed on day 14 after tumor transplantation. Suppressed NK cell activity in 

tumor-bearing mice was increased to normal levels by SPG monotherapy. On the other 

hand, NK 421 monotherapy did not manifest a satisfactory antitumor effect regarding 

survival rate, although it potentiated ADCC activity over a wide range of doses, 

particularly 5 and 10mg/kg. The main cellular component exhibiting ADCC activity 
induced by NK 421 therapy seemed to be non-T-cells. By NK-421 monotherapy, the 

suppressed NK cell activity in tumor-bearing mice was restored up to the normal level.


