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止(MIF)活 性

は じ め に

癌 治療 にお いて,手 術,放 射 線療 法,化 学 療

法 に加 えて 第4の 治療法 として,免 疫 療法 が行

われ てい る。免疫 療 法 を効 果 た ら しめ るため に

は,癌 腫 を可能 な 限 り減 少 させ るこ とが最 少 限

必要 であ ろ う と一般 に 認識 され て い る1).現在行

われ てい る免疫療 法 に は,免 疫 賦 活剤 を用 いた

非特 異的療 法が,施 行 操 作 が簡 単 な こ と と,現

在 では特異 的免疫 療 法に 劣 らな い効 果 を有 す る

ため,主 として 用 い られて い る.非 特 異 的 な免

疫賦活 剤 もBCG,コ リネバ クテ リウム 等 の細 菌

製剤 をは じめ,多 糖体,低 分 子 化合 物 な どの種

々の薬 剤が あ り,数 多 くの研 究 が行 われ て い る.

コリネバ クテ リウムに関 しては, 1964年Halpern2)

らがマ ウス網 内系に強 い賦活作用 を もた らす こ と

を示 し, 1966年Woodruffら3)がCorynebacter

lum Parvumに マ ウス 自然発 生乳 癌 とMethyl

cholanthrene誘 発のfibrosarcomaに 強 い抗腫

瘍効果 があ る こ とを報 告 して以 来,そ の網 内系

賦活作用,体 液性 ・細 胞性 免 疫へ の影響,感 染

抵抗,抗 腫 瘍効 果 な どに 関 して数 多 くの報 告 が

なされ てい る4).

コ リネバ クテ リウム の抗 腫 瘍効 果 の 作用 機序

については今 なお不 明な点が 多いが, Woodruff5)

お よびScott6), 7)らの研 究 よ り,全 身性 の投 与 で

は,お そら くマ ク ロフ ァー ジ を介す る非特 異 的

な抗腫 瘍効 果が 主 で あ り,局 所性 の投 与 ではT

細胞 を介す る効 果 が主 とな る とい う, 2つ の 異

なった作用機序が考えられている.

本実験において,近 交系マウスと同系腫瘍を

用い,コ リネバクテリウムの腹腔内投与におけ

る,単 独での抗腫瘍効果並びに化学療法併用に

おける抗腫瘍効果を検討し,つ づいて最 も抗腫

瘍効果の高かった実験系において,遅 延型過敏

反応とマクロファージ遊走阻止活性を指標 とし

て,コ リネバ クテ リウムの細胞性免疫能に及ぼ

す影響をあわせて検討した.

実 験材 料 および 方法

1.実 験材 料

1)実 験動 物

静 岡実 験動 物 研 究所 よ り入手 した純 系C3H/

Heマ ウス ・雄 ・8～10週 令 とモルモ ッ ト ・体重

250-400gを 使 用 した.

2)実 験腫 瘍

C3H/Heマ ウス腹腔 で継代 維持 して い るマ ウ

ス腹 水肝 癌 由来MH 134腫 瘍 を用 い た.

3)コ リネバ クテ リウム

フ ラン スのMerieux社 製4mg/2mlア ン プル

で,キ ッセ イ薬 品KKよ り提供 され た もの を使 用

した.ま た, 6mg/mlに 濃度 調 整 され た製 剤 も

同社 よ り提供 され,使 用 量 に応 じて生理 的食塩

水 で希 釈 し, 1回 投与 量 を0.2mlと してマ ウ ス

腹 腔 内 に投与 した.

本 剤 に用 い られ た菌 は, 1974年 に改訂 され た

Bergey's manual8)の 第8版 では, Propionibac

terium acnesと 分 類 され て い るが,す でに 多

909



910 中 村 憲 治

くの 報告 にお いてCorynebacterium parvumの

名 称 が使 用 されて い る こ とか ら,本 編 に お いて

はCorynebacterium parvum (C. parvumと 略

す)の 名称 をその まま用 い る こ と とした。

4)抗 癌 剤

a) Mitomycin C(MMCと 略 す)

2mg/vialの もの を生 理 的 食塩 水 で希釈 し1

mg/kgを1回 量 と して 用 いた.

b) 5-Fluorouracil(5-FUと 略す)

250mg/5mlの ア ンプル を生 理 的 食塩 水 で希 釈

し, 25㎎/kgを1回 量 と して用 いた.

5)腫 瘍 抗 原の 作成9), 10)

MH 134腫 瘍 をTC-199 medium(千 葉 県血 清

研 究所)に 浮 遊 させ,超 音 波破 壊装 置(海 上 電

機株 式 会社)を 用 いて, 20KC, 150mAで7～8

分 間破 壊 した後3000r. p. m. 20分 間遠 沈 し,こ の

上 清 を可 溶性 抗 原 として用 い た.そ の 蛋 白濃度

はFolin-Lowry法11)に よ り測 定 し,マ クロ フ ァ

ー ジの非 特 異的遊 走 阻 止の 出現 しな い100mcg/

mlを 使 用 した.

6)エ フ エ クター細 胞 の採 取 法

経 日的 にマ ウスの 両側 腋 窩 リンパ節 また は脾

臓 を無 菌 的 に摘 出 した. P-4シ ャー レの 中 で こ

れ らを細切 後, 30分 放 置 しガ ラ ス壁 に付 着す る

細 胞 を除 去 し80メ ッシュ ブ イル ター で 濾 過 後

0.83% NH4CL trisbufferで 赤 血球 を破壊 し,

 1000r. p. m. 10分 遠 沈 洗 浄 した.こ れ を3回 くり

返 し,最 後 に, TC-199 mediumに5×106 cells/

mlで 浮 遊 させ,リ ンパ 節 リンパ球 また は脾 細胞

と して使 用 した.

7)マ クロ フ ァー ジの採 取 法

モル モ ッ ト腹腔 内に 流動 バ ラ フ イ ン20mlを 注

入 し, 5～7日 後 に腹 水 を採 取, 1000r. p. m. 5

分 遠 沈 洗 浄 を くり返 してパ ラフ ィン を除 いた後,

 TC-199 mediumに 浮遊 させ て10×106 cells/ml

に調 整 した.

2.実 験 方 法

1) C. parvumの 単独 投 与 法

MH 134腫 瘍 細 胞5×105 cells/0.1mlを マ ウ

ス背 部皮 下 に 移植 し,腫 瘍 の 生着 が確 認 で き る

5日 目よ りC. parvumを 投与すべ く以下 の6群

を作 っ た.す な わ ちa) C. parvum 0.6mg 1回 投

与群, b)C. parvum 0.4mg 1回 投 与群, c) C.

 parvum 0.6mg連 日5回 投 与群, d) C. parvum

 0.4mg連 日5回 投 与群, e) C. parvum 0.2mg

連 日5回 投 与群, f)生 理的 食塩水の み投 与 した

対 照 群 と し,各 群 につ き経 日的 に腫 瘍 の長径 と

短 径 を医療 用 ノギ ス を用 いて 測定 し,そ の平 均

値 を腫瘍 径 と し,さ らに生 存 日数 を観察 して抗

腫 瘍 効果 とした.

2) C. parvumと 化学 療 法剤 との併 用 投与 法

化 学療 法 と して, MMC 1mg/kg, 5-FU 25mg/

kgを0.1謡 中に含 まれる ように 生理 的 食塩 水 で調

整後,腹 腔 内 へ投 与 し, M. F療 法(M. F.と略す)

と した. MH 134腫 瘍5×105 cells/0.1mlを マ

ウ ス背部 皮 下 に移 植 し,移 植 後5日 目にM. F.

を投 与 し以 下 の5群 を設 けた.す な わ ちa)5

日 目にM. F.を 投 与 し, 7日 目よ りC. parvum

 0.6mg連 日5回 投 与 した群, b)5日 目 にM. F.

を投 与 し, 7日 目よ りC. parvum 0.4mg連 日5

回投 与 した群, c)5日 目にM. F.を 投与 し, 7

日 目よ りC. parvum 0.2mg連 日5回 投与 した群,

 d) M. F.を5日 目に投与 し, 7日 目 よ り生理 的

食塩 水 を連 日5回 投 与 した群, e)生 理 的 食塩

水 のみ 投 与 した対照 群,の 各群 につ き腫瘍 径 と

生存 日数 を観 察 した.

3) C. parvumの 投 与 時期 選択

M. F.とC. parvum 0.4mg 5回 投 与に おけ る投

与 時期 に よる抗 腫瘍 効 果 の差 をみ るため に, M

H 134腫 瘍5×105 cells/0.1mlを マウス背部皮

下 に移 植 後以 下 の6群 を設 け た.す な わ ちa)

 M. F.を5日 目に投 与, 7日 目よ りC. parvum

を連 日投 与 し た群, b) M. F.を5日 目に 投 与,

 10日 目 よ りC. parvumを 連 日5回 投 与 した

群, c) M. F.を5日 目に 投 与, 15日 目 よ りC.

 parvumを 連 日5回 投 与 した 群, d) 5日 目・

6日 目 とC. parvumを 投 与, 7日 目にM. F.

を投 与, 8日 目 よ り10日 目 ま でC. parvumを

連 日投 与 し た群, e) 5日 目よ りC. parv㎝ を

連 日5回 投 与, 11日 目にM. F.を 投 与 した群,

 f)非 治療 の 対 照群 と し,各 群 の腫 瘍 径 と生 存 日

数 を観 察 した.

4)遅 延 型 過敏 反 応(DTH)の 検 索法

Asherson12), Ptakl3)ら の方 法 を改 善 した,夏

梅 ・右 田 ら14)のhapten型 抗 原塩 化 ピ クリルを用

い る方 法 を参 考 に以 下 の 如 く実施 した.マ ウス
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Fig. 1 Effect of Immunochemotherapy with C. parvum and M. F. on Increase in Ear Thickness

M. F.: Mitomycin C1mg/kg, 5-Fluorouracil 25mg/kg

_??_: MH 134 ascites hepatoma 5•~105 cells/0.lml s. c.

S: Sensitization with 6.0% picryl chloride in alcohol

C: Challenge with 1.0% picryl chloride in olive oil

M: Measurement of increase in ear thickness

の腹部 を約2.0×1.5cmの 範 囲に わ た って剃 毛 し,

露出 した腹部 皮膚 に市 販 の綿棒 を用 いて,感 作

抗原 であ る塩化 ピク リル6%エ タノー ル溶 液 を

均一 に塗布 した.感 作7日 後 にマ ウス の耳 の厚

さをDial thickness gauge(尾 崎 製作 所,東 京,

 Picock type G)を 用いて測定 した.つ いで テ ス

ト用抗原 であ る塩化 ピ ク リル1%オ リー ブ 油溶

液 を両耳 の表裏 に 塗布 し, 24時 間後 に再 度両 耳

の厚 さを測 定 した.テ ス ト用 抗原 塗布 前 後 の耳

の厚 さの増 加 を求 め,左 右 の 平均 値 を10-2mmの

単位 で あ らわ した.感 作 を行 な って い ない マ ウ

スに も同様 に テ ス ト用 抗原 を塗布 し,耳 の厚 さ

の増加 を求 め,感 作 群 の値 よ り差 引 い て,こ れ

をもってDTHの 強 さ と した.こ れ らの検査 を

健常群,担 癌 無処 置群, G. parvum投 与群, M.

 F.とC. parvum併 用 投与 群 につ き, Fig. 1に 示

す如 くMH 134腫 瘍5×105 cells/0.1mlを マ ウ

ス背部 皮下 に移植 と同 時 に感 作 を行 な い, 7日

目, 18日 目, 28日 目のDTHを 検 索 した.

5)マ ク ロフ ァー ジ遊 走 阻 止能 の検 索 法

George & Vaughan15)の 毛 細管 直接 法 に 準 じ

て,エ フ ェ クター細 胞 とマ クロ フ アー ジ を1:4

の割合 に混合 して毛 細管 に 封 入 した.こ れ を5

%炭 酸 ガスふ 卵器 で37℃, 24時 間培養 後,マ ク

ロフアー ジの遊 走面積 を測 定 した.マ クロフ ァ

ー ジ 遊 走 阻 止 因 子(Macrophage migration in

hibition factor, MIF)の 活 性 を次 式 の ご と く遊

走 指 数(Migration index, M. I.)で 表 わ し, M. I.

値 が85%以 下 を 陽 性 と し た.

M. I.(%)=
感作群の遊走面積

/無感作群の遊走面積
×100

MH 134腫 瘍5×105 cells/0.1ml背 部 皮 下 に

移 植 後, a)担 癌 無 処 置 群, b)5日 目 よ りC.

 parvum 0.4mg連 日5日 投 与 群, c)5日 目にM.

 F,投 与7日 目 よ りC. pamlm 0.4mg連 日5回 投

与 群,に つ きMIF活 性 の 変 化 を 経 日的 に 検 索

し た.

実 験 結 果

1) MH 134腫 瘍 に 対す るC. parvum単 独 投

与 の効 果

腫 瘍 径 で み る と,対 照群 に比較 し腫 瘍移 植 後

2週 目よ り各 群 に有 意 な腫 瘍 増殖 抑 制 が 認め ら

れ る よ うに な り, 3週 目で著 明 な腫 瘍 増殖 抑 制

が 認 め られ た.し か し4週 目で は, C. parvum

 0.4mg連 日5回 投 与群 を除 き腫瘍 増殖抑制は認 め

られ なか った(Fig. 2).平 均 生 存 日数 では, C.

 parvum 0.6mg連 日5回 投与 群, C. parvum 0.4

mg連 日5回 投 与群, C. parvum 0.6mg 1回投 与群

の3群 に 有意(p<0.05)な 延 命効 果 が 認め られ
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Fig. 2 Antitumor Effect of C . parvum on MH 134 tumor 

C. p.: Corynebacterium parvum

•œ-•œ Control, •›-•› C. p. 0.6mg•~5

•¢ -•¢ C . p. 0.4mg•~5, • -•  C. p. 0.2mg•~5

•~ -•~ C . p. 0.6mg, •£-•£ C. p. 0.4mg

Fig. 3 Antitumor Effect of C. parvum on MH 134 tumor

*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001

N. S.: Not significant
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Fig. 4 Antitumor Effect of Immunochemotherapy with C. parvum 

and M. F. on MH 134 tumor

C. p.: Corynebacterium parvum, M. F.: MMC 1mg/kg, 

5-FU 25mg/kg

•œ-•œ Control, •›-•› M.F.+C.p. 0.6mg•~5

•¢ -•¢ M.F .+C.p. 0.4mg•~5

•  -•  M .F.+C.p. 0.2mg•~5, •~-•~ M. F.

Fig. 5 Antitumor Effect of Immunochemotherapy with C. parvum 

and M. F. on MH 134 tumor

*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001

N. S.: Not significant



914 中 村 憲 治

Fig. 6 Antitumor Effect of Immunochemotherapy with C. parvum 

and M. F. on MH 134 tumor

C. p.: Corynebacterium parvum, M. F.: MMC 1mg/kg,

 5-FU 25mg/kg•œ-•œ 

Control•›-•› 

M. F. d. 5, C. p. d. 7-d. 11•¢

-•¢ M . F. d. 5, C. p. d. 10-d. 14•~

-•~ M . F. d. 5, C. p. d. 15-d. 19• 

-•  M . F. d. 7, C. p. d. 5, d. 6, d. 8-d. 10•£

-•£ M
. F. d. 11, C. p. d. 5-d. 9

Fig. 7 Antitumor Effect of Immunochemotheraphy with C. parvum
 and M. F. on MH 134 tumor

***: p<0.001, N. S.: Not significant
C. p.: Corynebacterium parvum
M. F.: MMC 1mg/kg, 5-FU 25mg/kg
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Fig. 8 Effect of Immunochemotherapy with

 C. parvum and M. F. on Increase in 

Ear Thickness•œ-•œ 

Healthy control,•›

-•› Tumor control•~

-•~ C . parvum 0.4mg•~5•¢

-•¢ M . F.+C. parvum 0.4mg

•~ 5

Table 1 Effect of Immunochemotherapy 

with C. parvum and M. F. on Incre

ase in Ear Thickness

•›•›•›

: p<0.001, •›: p<0.05 as compared 

with healthy control, *** p<0.001 as 

compared with tumor control, N. S.: Not 

significant, ( ): number of mice

た.特 にC. parvum 0.4mg連 日5回 投 与群 に お

いて は,平 均 生 存 日数42.7日, T/C 167%と 著

明 な延 命効 果 が 認め られ た(p<0.001) (Fig. 3).

2) C.parvumとM. F.療 法 の併 用効 果

腫 瘍 径 でみ る と, 2週 目ではM. E単 独 投 与

群 に は 有意 な腫 瘍 増殖 抑 制 は認 め られ なか っ た

が, C.parvumとM. F.併 用群 においては有意 差

が 認め られ(p<0.05), 3週 目には 治療 各 群 と

も有意 な腫 瘍 抑 制 が認 め られ た.し か し治 療 各

群 間 の有 意差 は 認 め ちれ なか つた. M. F.単 独投

与 群 に腫 瘍増 殖 抑制 が 良 い よ うにみ える傾 向 が

うか が われ た(Fig. 4)が,こ れ を平 均 生存 日数

でみ る と, M. F.単 独群 では有意 な延 命効 果 は認

め られ なか つた.併 用 治療 群 中で は, M. F.とC.

parvum 0.4mg連 日5回 投 与群 に お いて,平 均 生

存 日数52.2日, T/C 189%と 著 明 な延 命効 果 が

認め られ た(p<0.001) (Fig. 5).こ の 結 果 は,

 C. parvum単 独 投 与 で最 も抗 腫 瘍効 果 の 認 め ら

れ たC. parvum 0.4mg連 日5回 投 与群 の 平均 生

存 日数 よ りも長 期 に 及 び, M. F.併 用に よる抗腫

瘍効 果 が強 く表 われ て い る もの と思 われ た.

3) C. parvumの 投 与開 始 時期 と抗 腫 瘍効 果

腫 瘍 径 でみ る と, 2週 目 ・3週 目に各 群 に 有

意 な腫 瘍増 殖 抑制 が 認 め られ た が,特 に, M. F.

を5日 目に投 与 し, 7日 目よ りC. parwm 0.4

mgを 連 日5回 投 与 した群 とC. parvum 0.4mgを

5日 目 ・6日 目 と投 与 し, 7日 目にM. Fを 投

与, 8日 目か ら10日 目にC. parvum 0.4mgを 投

与 した群 に 著 明 であ った(Fig. 6).こ れ を平均 生

存 日数 でみ る と, M. Eを5日 目に投 与 し, 7日

目よ りC. parvum 0.4mgを 連 日投 与 した群 に最

も強 い延 命 効果 が 認 め られ た(p<0.001)が,そ

の他 の群 は 対 照群 と有意 差 は 認め られ なか つた

(Fig. 7).こ れ らの 抗腫 瘍効 果 のin vivo実 験 よ

り, C. parvum単 独 で は,腫 瘍 移 植 後5日 目 よ

りC. parvum 0.4mg連 日5回 投 与 した場 合, M.

 F.併 用 治療 では, M. F.を5日 目に投 与 し, 7日

目よ りC. parvum 0.4mg連 日5回 投 与 した場 合

に,著 明 な抗 腫瘍 効 果 が 認め られ た.以 下 の実

験 に は,こ の両 者 の投 与方 法 を用 いて検 索 を行

な った.
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Fig. 9 Effect of Immunochemotherapy with C. parvum and M. F. on MIF activity•œ-•œ 

Tumor control, •›-•› C.parvum 0.4mg•~5••

-•• M . F.+C.parvum 0.4mg•~5

Fig. 10 Effect of Immunochemotherapy with C. parvum and M. F. on MIF activity•œ

-•œ Tumor control
, •›-•› C. parvum 0.4mg•~5••-•• 

M. F.+C.parvum 0.4mg•~5
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4) C. parvumの 細 胞 性 免疫 能 に与 える効 果

a)遅 延 型過敏 反応(DTH)

担癌 無処 置群 のDTHは,腫 瘍 移植 後18日 目

において41.5%と,健 常 群 に 比較 して有 意 なD

THの 低下 が認 め られ たが,そ れ に対 し治療 群

であるC.parvum投 与群 でのDTHは, 90.3%,

 M. F.併 用群 での そ れは91.5%と,健 常 群 との

有意差 は認め られ なか った.ま た,担 癌 無 処 置

群に比べ, C.parvum投 与群, M. F.併 用群 とも

に有意 なDTHの 低下 抑 制 が認 め られ た.腫 瘍

移植後28日 目に お いて は,健 常群 に比 較 し,担

癌無処 置群 では24.6%, M. F.併用群 では53.2%

と有意 なDTHの 低 下 が認 め られ たが, C.par

vum投 与 群 では,そ の低 下 は認 め られ なか った.

また担癌 無処 置群 に比較 し, C.parvum投 与群,

 M. F.併 用群 で は,両 者共 有 意差 は 認め られ なか

ったが, DTHの 低下抑制がみ られ る傾 向が うか

が われた(Fig. 8, Table 1).

b)MIF活 性

リンパ節 リンパ球 をエ フ ェ クター細 胞 と して

用 いた場 合,担 癌 群 で は,6日 目前 後 で 活性 が

62±10%と 最 強 とな り15日 目には 消失 した. C.

parvum投 与群 で は, 8日 目に42±6%と 活性

が最 強 とな り徐 々 に消退 して い ったが, 15日 目

までは活性 が陽性 を保 持 した. M. F.併 用群 では,

 M. F.投 与翌 日すなわ ち腫 瘍移 植 後6日 目に一 時

活性が な くな ったが, 8日 目には44±5%と 活

性が最 強 とな り, 19日 目まで陽 性 を示 した. C.

 parvum投 与群, M. F.併 用群 とも,担 癌群 に比

較 しMIF活 性が強 く長期 間陽性 に持続 し,な か

でもM. F.併 用群が よ り長期 間陽性 で持 続す る傾

向が認 め られた(Fig. 9).脾 細胞 をエ フェ クター

細胞 として用 いた場合,担 癌 群 で は, 6日 目か

ら8日 目に かけ70±10%と 活性 が最 強 とな つた

が, 15日 目には 活性 が消 失 した. C. parvum投

与群 では, 8日 目に50±5%と 活性 が 最 強 とな

り15日 目まで陽性 を持 続 し,以 後徐 々に 消退 し

た. M. F.併 用 群 で は, M. E投 与後 の活性 消失は

み られ ず, 8日 目に41±7%と 最 強 とな り, 19

日目まで陽性 を持 続 し以 後 消失 した(Fig. 10).

 MIF活 性 は,リ ンパ節 リンパ球 よ り脾 細 胞 に活

性が長 く保 たれ る傾 向 であ り, M. F.併 用群 に活

性が強 く,長 期 に持続 す る傾 向 が 認め られ た.

考 察

癌 の免 疫療 法 は, 1960年 代 に お け るMathe16)

らの 急性 リンパ 芽球 性 白血病 に対 す るBCGの

投 与 及び 同種 白血病 細 胞 に よ るワ クチ ン療 法 で

寛解期 と延命期 間が延長 した とい う報告, Morton17)

らのBCGの 腫瘍 内注 入に よる腫瘍退 縮例 の報告,

 Klein18)ら の 遅延型過敏 反応惹起 に よ る,皮 膚癌

退 縮 の報 告が 出 され て以 来,関 心 が 強 くな り現

在 まで数 多 くの 報告 が な され 注 目を集め てい る.

一 方
,癌 は,手 術 的 に完全 に 摘 出 され た と考 え

られ て も,再 発 ・転 移 を起 こ し患 者 を死 に致 ら

しめ るこ とが 少 な くな く,ま た手 術 的 に も完全

に摘 出す るこ とが不 可能 な例 も多 くあ る.こ の

よ うな患 者 に,い か に放 射 線 ・化 学 療法 を行 な

って も早 晩死 亡 す る こ とが 多い.ま た癌 その も

のが,そ の進 行 に伴 い,宿 主 の免 疫 能 を低下 さ

せ る こ とも周知 の通 りで あ る.免 疫 療法 は,担

癌 宿 主 の免疫 能 を増 強 させ 抗腫 瘍 効 果 を もた ら

す とと もに,手 術や 放 射線 療 法,化 学療 法 に よ

る免疫 能 低下 を抑制 す るため,癌 に対 す る第4

の治 療法 とい うこ とが で きよ う.

癌 の免 疫療 法 は,大 き く非 特 異 的療 法 と特 異

的療 法 に分類 され るが,現 在 は 免疫 賦 活 剤 を用

い る非特 異 的免 疫療 法 が 主 と して 用 い られ て い

る.す な わ ち免 疫能 の低 下 してい る担癌 宿 主 に

免疫 賦活 剤 を投 与 す る こ とで,非 特 異的 に免 疫

能 を高め,そ の抗腫 瘍 効 果 を もた らそ うとす る

もの で あ る.こ の 様 な免 疫賦 活 剤 に は,細 菌 由

来のBCG, C. parvum, OK 432を は じめ,多 糖

体 の レンチ ナ ン,低 分 子 化合 物 のlevamisoleな

ど数 多 くの薬 剤が 今 日研 究 され,ま た臨 床 で も

使 用 され てい る.野 本19)らはimmunopotentia

torを 免疫刺激剤 と免疫 賦活 剤 に分 け, BCG生 菌

やOK 432等 の細菌 よ りの製剤 を免 疫刺 激 剤 とし

て い るが, C. parvumは この範 ち ゅ うに入 る も

の で あろ う.各 々の 作用 機 序 は異 なる もの と考

え られ, Tarnowski20)ら も各種 免 疫賦 活 剤 を 共

通 の実験 系 を用 い てそ の効 果 を検 討 し, BCG・

C. parvumの 有効 性 を示 して い る.

C. parvumに つ いて は, Halpern2)ら が,こ の

菌 の細網 内皮 系 の賦 活作 用 と制 癌 作用 の 可能 性

につ いて報 告 して以 来,数 多 くの研 究 が な され,
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臨 床効 果 も報 告 され てい る.し か し,ど の 薬剤

にお い て も至 適 投与 量 が あ る よ うに,免 疫 賦 活

剤 に お いて もそれ が存 在す るは ずで あ り, C.

 parvumに おいて も同様 と考 え られる.ま た,投

与 経 路,投 与時 期 も問 題 とな る. Scott6), 7)らは

C57BL/6×DBA/2F1マ ウス とmastocytoma

 P 815を 用 い た実験 で,腫 瘍 移植 後2日 目にC.

parvum 700mcgを 静脈 内投与 した場 合,最 も抗

腫 瘍効 果 が 認め られ,過 量 では減 弱 す る と して

い る.ま た6日 目に70mcgの 腫 瘍 内投 与 した場

合, 44%に 腫 瘍 の完 全退 縮 が み られ た として い

る. Pumell21)ら は, BALB/c×DBA/2Flマ

ウス と自然発 生乳 癌 を用 いた実 験 で,腫 瘍移 植

後6日 目に, C. parvumを 投与 し, 140mcgか

ら1400mcgの 腹腔 内投与 に効 果 が 認め られ た と

して い る. Mi1as22)ら は, C3Hf/Buマ ウス とメ

チル コラ ン トレ ン誘 発fibrosarcomaを 用 い,腫

瘍 移植 後3日 目に0.25mgのC. parvumとC. gra

nulosumを 静 脈 内投 与 し, C. parvumの80%, 

C. granulosumの67%に 完 全退 縮 をみ て い る.

投与 経 路 につ いて の実 験 をみ る と, Woodruff23)

らは, CBAマ ウス とメチ ル コ ラ ン トレ ン誘 発

fibrosarcomaを 用 いた実 験 で,腫 瘍 移 植 後3日

目にC.parvum 0.7mgを 投与 し,そ の投 与経 路

の検 討 を してい る.こ れに よる と,腫 瘍 内>静

脈 内>腹 腔 内>腫 瘍 周辺>皮 下 投与 の順 に効 果

が 強 く認め られ た と してい る.ま たFisher24), 25)

らは,腹 腔 内>静 脈 内>皮 下 投 与 の順 に効 果 が

認め られ た としてい る.本 邦 に お い ては,服 部26)

らがddNマ ウ ス とEhrlich腫 瘍 を用 い, C. liq

uefaciensの 腹 腔 内投 与 が妥 当 で あ る と し,原 田27)

はC3H/Heマ ウ ス とメチ ル コラ ン トレ ン誘 発

fibrosarcomaを 用 い た実験 で, C. liquefaciens

 1mgを 腫 瘍移 植 後7日 目に行 ない,腫 瘍 内,静

脈 内投 与 に 有意 な抗腫 瘍効 果 を認め て い る.

この よ うに, C. parvumの 投 与量 ・投与 時期 ・

投 与経 路 と もに,使 用 され てい る実 験 系 の違 い

に よ り一 定 して い な いが, C. parvum単 独 で抗

腫 瘍 効 果 を期 待 す るに は,比 較 的早 期 で腫 瘍 細

胞数 が 少 な い時期 よ り投与 す るこ とが 必要 と思

わ れ る.し か し,臨 床 で癌 と認 識 され る のは,

種 々の検 査 で形 態 的 な異常 が 認め られ た時 点 よ

りであ り,本 実験 にお い て も腫 瘍 移植 後5日 目

で,腫 瘍 生着 が確 認 され る時 点 よ り治 療 を開始

し,投 与 経路 と して腹 腔 内 を選択 し,そ の効 果

を調 べ た.本 実験 にお い て, C. parvum 0.4mg

連 日5回 投与 群 に著 明 な抗 腫 瘍効 果 が 認め られ,

 1回 投 与や 他 の連 日5回 投 与群 よ り有意 な抗 腫

瘍 効 果 が 認め られ, C. parvum単 独 投与 に おい

て は, 0.4mg連 日5回 が 至適 投 与 量 と考 えられた.

化 学療 法 剤 と免 疫 賦 活剤 との併 用 に関 して細

川28)らは,両 者 の種 類 と,そ の投 与 時期 の違 い

に よ り,単 独 で は得 られ な い相 乗 効果 が得 られ

る場 合 と逆 に効 果 が相 殺 され る場 合 が あ る とし

て,投 与 時 期 の 重 要 性 を示 して い る.ま た

Sansing29)ら は,併 用 時の投与間隔 に厳 密 な一定

の期 間 の必 要性 を示 し,免 疫療 法 開始 時 には一

定 量 の リンパ 系細 胞 の存 在 が 必要 で あ る として

い る.こ の よ うに免疫 賦 活 剤 を化 学療 法剤 と併

用 す る場 合,併 用 時期 の検 討 は重要 な問題 と考

え られ る. C. parvumと 化 学療 法 剤 との併 用 に

関 して,諸 家 の報 告 をみ る と, Purnell30)ら は,

 C. parvum, BCG, Bordetella-pertussis, leva

misoleに おけ る単 独効 果 とcyclophosphamide

の併 用効 果 を, BALB/c×DBA/2FIマ ウス と

自然 発生 乳 癌 を用 いた実 験 よ り, C.parvumの

有 効 性 を示 して お り, BCGな どよ りも強 い抗腫

瘍 効 果 を もって い る と して い る.ま たCurrie31)

らは, CBAマ ウス とfibrosarcomaを 用 いた実

験 でcyclophosphamide投 与 後12日 目にC.par

vumを 投与 した場 合 に著 しい効 果 をみ た として

い る.そ の他,種 々 の化 学 療 法剤 を併 用 した報

告 が あ るが, MMC・5-FUを 使 用 した実験 に関

して, Fisher32)ら は, C3HB/FeJマ ウ ス と自然

発 生 乳癌 を用 いた実 験 で, 5-FU 90mg/kg投 与後

4日 目に, C. parvum 1.4mgを 毎 週1回 投 与 し

た時 に,有 効 な抗 腫 瘍効 果 をみ た と してお り,

さ らに ア ル キル化 剤 との併 用 が, 5-FUと の 併

用 よ りも効 果 的 だ と報告 してい る.本 邦 にお い

て,服 部26)らはddNマ ウス とEhrlich腫 瘍 を用

い,腫 瘍 の腹 腔 内移 植 後2日 目にMMC 1mg/kg

を腹 腔 内 投与 した その 後 コ リネ0.5mgを2回 腹

腔 内投 与 した場合 に著 しい効 果 をあげ た として

い る.ま た 山縣33),34)は,同 様のマ ウ ス と腫瘍 系

を用 い,腫 瘍 を背部 皮 下 に移 植 し, MMC・Cy

clophosphamide. 5-FUの 併 用 におけ るコ リネの
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腹腔 内 ・腫瘍 内投与 に つ き詳 細 に検討 して い る.

これに よる と, MMCあ るい はCyclophospha

mide投 与後2日 目に コ リネ を投与 す る と良 い成

績 が得 られ,特 に2日 目 ・4日 目と2回 投与 す

る と最 も良 い抗腫 瘍 効 果が 得 られ た と し, 5-FU

の併 用 ではあ ま りす ぐれ た相 乗効 果 は得 られな

かったが,こ れは実 験 計画 の まず さに よ る と報

告 して いる.加 藤35)らはBDFIマ ウス とL1210

マウス白血病 を用い,各種 免疫賦活剤 と化学療法剤

との併用 を検討 している中で, MFC療 法 とコ リネ

の併用に関 して, MFC投 与後 コ リネ10mg/kg/day

の1日1回 隔 日に10日 間腹 腔 内投与 した場 合,

著明 な延 命効 果が 認 め られ た として い る.こ の

よ うな報告 か ら,一 般 的に化 学 療 法剤 を先 に投

与す る ことで腫瘍 の減 少 をはか り,同 時 に これ

よ り障 害 された宿 主 の免 疫能 を免疫 賦 活剤 で高

め る とい う方法 で両 者 を投与 した場 合 に,よ り

良い効 果が得 られ る よ うで あ るが,併 用時 の投

与間隔 には確 立 され た もの はな い よ うであ る.

本実験 にお いて,腫 瘍 移植 後5日 目にM. F.療

法 を行 い,そ の2日 後 す な わち腫瘍 移 植 後7日

目よ りC. parvum 0.4mg連 日5回 投 与 し た

場合 に著 明 な抗 腫 瘍 効 果 が 得 られ,そ れ 以 外

の投 与 法 で は対 象群 と有 意 差 は 認め られ なか

つた。

次 に, C. parvum投 与 にお い て抗腫 瘍効 果 が

み られ る場 合 に,担 癌 宿主 の 細胞性 免 疫能 が ど

の ように変 化 す るか を知 る 目的 で, hapten型 抗

原であ る塩 化 ピク リル に よ るDTHと 腫瘍 特 異

抗原に対す るT細 胞 の反 応 をMIF活 性 で測 定

した.

Degrand & Raynaud 36)によれば , C. parvum

はDTHを 増強 す る と報 告 してお り. Asherson37)

 & Allwood38)に よればC . parvumの 前処置 でこ

れが抑制 され る と報告 して い る.ま た,藤 原39)

もC. parvumの 前 処 置 でDTHが 抑 制 され るこ

とを報告 してい る. C. parvumがDTHを 増 強

したり抑制 した りす るの は,感 作抗原 とC. parvum

との投与時期 と方法 に 左右 され る よ うに思 われ

る40). Scott41)ら はSRBCに 対 す るDTHの 反 応

を調べ て,感 作前 にC. parvumを 投与 す れば 抑

制 され,同 日も し くは それ以 後 に投 与 した場 合

は有意 な抑 制 が認 め られ なか つた として い る
.

本実 験 に お いて,担 癌 宿 主 のDTHが,健 常 マ

ウスの そ れに 比べ 低下 して い るが,こ れ にC.

 parvumを 投与 す る こ とに よ り,か な りのDTH

低 下 抑制 が 認め られ た.さ らにM. F.併 用 投 与

の場 合 にお い て も,同 様 のDTHの 低 下抑 制 が

認め られ た.腫 瘍 移植 後7日 目 に お け るM. F.

併 用群 でのDTHが 他 の群 に比 較 し,や や 低 下

してい る傾 向が うかが え るが,M.F投 与 による

影 響 が表 わ れ て い るのか も しれ な い.し か し,

 18日 目 ・28日 目のDTHは,担 癌 群 よ り も低 下

抑 制 が認 め られ, C. parvum投 与 に よる細 胞性

免疫能 の 回復 が 表現 され て いるもの と考 えられた.

 MIF活 性 に及ぼすC. parvumの 影響 は, Pineiro42)

らの 犬 を用 い たStreptolysin 0に 対 す る実験 と,

 Gauthier-Rahman43)ら の モ ル モ ッ トを用 い た

Ovalbuminに 対す る実験 以 外 に見 られず,担 癌

体 に おけ る検 討 は今 回の成 績 が初 め て で あ る.

今 回 の成 績 の如 く,リ ンパ 節 リンパ球 と脾 細 胞

をエ フ ェ クター 細胞 として用 い た場 合,担 癌 群

では,共 に15日 目頃 まで に活性 が 失 われ るの に

対 し, C. parvum投 与群 な らび にM. F.併 用 群

ともに,担 癌 群 よ り も強 い活性 が 示 され,よ り

長 期 に 活性 が持 続 す る傾 向が 認 め られ,腫 瘍 特

異的 免疫 能 が増 強 されて い る もの と考 え られ た.

 DTH, MIF活 性 と もに,担 癌宿 主の細胞 性免疫

能 がC. parvum投 与 に よ り,強 く増 強 され る も

の と推測 で きる結果 であ り, in vivoで の効果 を

あ わせ る と, C. parvumは 有 効 な免 疫 賦 活剤 で

あ る と考 え られ た.

現 在,腫 瘍 免疫 に働 く免疫 応 答機 構 に は,マ

クロ ファー ジ, T細 胞 系, K細 胞, NK細 胞 な

どが 解 明 され て きて お り, C. parvumは これ ら

の細 胞群 に 対 して も活性 を もた らす こ とが報告

され て い る44), 45), 46), 47).し か し,実際 に種 々の 免

疫 機 構が,生 体 内で どの 様 に作動 してい るの か

は不 明 で あ り,こ の解 析 が今 後 の課 題 と して 残

され て い る.

結 論

C3H/Heマ ウス と同 系の マ ウス腹水肝癌MH.

 134を 用 い た実験 で, Corynebacterium parvum

の 抗腫 瘍効 果 とそ の細 胞性 免疫 能 に 及ぼ す影 響

を調べ,以 下 の 如 き知 見 を得 た.
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1) C. parvum単 独 投 与 に お いて,背 部 皮下

腫瘍 移 植 後5日 目よ り, C. parvum 0.4mg連 日

5回 腹 腔 内投 与群 に著 明 な抗腫 瘍 効果 が 認 め ら

れ た.

2) M. F. (Mitomycin C+ 5-FU)併 用 にお

いて,腫 瘍 移 植 後5日 目にM. F.を 投 与 し, 7日

目 よ りC. parvum 0.4mg連 日5回 投 与群 に,著 明

な抗腫 瘍効 果 が 認め られ た.

3)塩 化 ピク リルに た いす る遅 延型 過敏 反応

と腫瘍 抗 原 に たいす るマ ク ロフ ァー ジ遊 走 阻止

活性 を測 定 した とこ ろ, C. parvum投 与 に よ り

担癌 宿 主 の細 胞性 免疫 能 を強 く回復 させ る と考

え られ た.

4)本 実験 よ り, C. parvumは 有 効 な免 疫賦

活 剤 で あ り,化 学療 法 との併 用 で よ り効 果 を高

め られ る と考 え られ た.

稿 を終 えるにあた り,御 指導 ・御校閲 いただ きま

した恩 師折 田薫三教授,な らびに終始直接御指導い

ただ きま した三輪恕昭講師 に深謝 します.な お本論

文 の要 旨は,第28回 日本化学療法学会西 日本地方会,

第29回 日本化学療法学会総会で発表 した.
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The antitumor effects and effect on cell-mediated immunity

 of Corynebacterium parvum

Kenji NAKAMURA

First Department of Surgery, Okayama University Medical School

(Director: Prof. K. Orita)

The antitumor effects and influence on cell-mediated immunity of Corynebacterium 

parvum (C. parvum) were studied using C3H/He mice and syngenic mouse ascites hepato

ma MH 134 tumor.

With the administration of C. parvum alone, a significant antitumor effect was obtained 

in the group given 0.4mg per day intraperitoneally for 5 consecutive days from the fifth 

day after transplanting 5•~105 cells/0.1ml of MH 134 tumor subcutaneously on the back. 

A significant antitumor effect was also obtained when C. parvum was combined with 

MF chemotherapy (Mitomycin C 1mg/kg, 5-Fluorouracil 25mg/kg), in the group given 

MF i. p. on the fifth day and 0.4mg/day of C. parvum i. p. for 5 consecutive days from 

the seventh day after tumor transplantation.

The cell-mediated immunity in these two groups was investigated by using the delayed 

type hypersensitivity (DTH) and macrophage migration inhibition factor (MIF activity). 
The results were: no decrease in DTH was shown compared with the tumor-bearing un
treated group. MIF activity was marked compared with the tumor-bearing untreated 

group and tended to persist for a long period. From these findings, it was concluded 
that C. parvum was an effective immunopotentiator which yeilded an antitumor effect 
by restoring the cell-mediated immunity of the tumor bearing host. The effect seemed 
to be enhanced when used in combination with chemotherapy.


