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第1章　 緒 言

癌細胞 中に特異抗原 が存在す るか否かについては,

これまで議論 の多 々あ るところである.生 体が癌に

対 する抵抗力 を有す るものと仮定 し,こ れを助長促

進 することによつて癌 をある程度阻止できないであ

ろ うか とい う考えの基礎 となつてい るのが癌免疫の

問題であ る,癌 にも免疫があ るとの考えは移植癌に

始 まり,20世 紀初期,す でに移植癌が一旦消失 した

後ではその動物は同一癌の再移植に抵抗性を もつこ

とが知 られた. 1910年Rousは このよ うな免疫 は癌

細胞と同様に胎児細胞の増殖 も阻止することを知 り,

またHaaland59)は 癌の自家移植 免疫 は成立 しな い

とした. 1929年Woglom42)は 綜説を書 き,免 疫に

よ る癌治療の見通 しは極 めて暗いと結論 した,か か

る状況下でGorer60)は 移植免疫 におい て抗原 の存

在を確認 し,つ いてSnell57)は 多 くのisogenic line

のマウスを用 いて移植組織の運命 を決定する抗原の

存否がhiatocompatibility geneに よつて 決定 され

ることを明 らかにした.そ の後移植癌に対す る免疫

は, delayed typeのhyperseneitivityで 知 られ る

ように,細 胞の移入に よ るadoptive immunization

が可能な こと,す なわち,リ ンパ細胞が関与 してい

ることがわかつ たが,さ らに体 液性因子も協同的に

働 くことが知 られた.こ うして移植癌に対す る宿主

の抵抗性は正常組織の移植 と同様おそ らく宿主 動物

のすべての細胞 に存在す る組織適合抗原 によるもの

であ るとされた.

このよ うな癌の特異抗原の証 明を企てた実験 は次

の3群 に分 かたれ る,
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1.癌 患者 あるいは担癌動物の血清 と腫瘍組織抽

出液との間の免疫反応 を証明 しよ うとす る方法

2.癌 細胞で異種動物を免疫 して,そ こに正常組

織に対 する抗体 とは異なる抗体を発見 しよ うと

い うもの.

3.動 物を癌組織で免疫 し,そ の動物 の癌移植に

対す る抵抗性 の増強 と免疫反応との関連を調べ

よ うとい う方 法.

本実験では この中か ら第2の 方法を選 んだ,す な

わち,癌 組織を用いて異種動物 を感作 し,感 作動物

血清中に癌の抗体が出現す るか,ま た存在す るとす

ればその抗体が時間的経過によつていかに変化す る

かを検 討 した.

異種動 物 を 癌組織 で 感 作 して 腫瘍 特異 抗体 を

作 る試 み は 多 くの 研 究 者 に よつ て な され て い

る1-13) 18-19) 22-23) 26-29) 35) 39-44) 57) 59-60).古 く1910年 代に

はLamberも6-7), Phelps8), Pybus及 びWhitehead9)

らは 抗 血 清 はin vitroで は無 効 だ と した が,

 Lumeden11-13)以 来腫瘍特異抗体は存在す る もの と

された.こ れ ら多 くの文献中,異 種動物を感作 した

場合,そ の抗体 の消長について時間を追つて観察 し

た文献はない。卵白アルブ ミンを抗原 として家兎を

感作 した三 宅14)は,約6ケ 月間その抗体 を 追究 し

てい る.彼 によれば,卵 白に対する家兎血清 中の抗

体価 はAdjuvant法 で 感 作 後, 8～20週 が極期で

あるとい う,一 般に異種動物 を 癌組織 で 感作 した

後 の 腫瘍抗体 は 感作後数週間 が高 い と され て い

る15-17) 20) 22-23) 27-28)が,明 らかな根拠 はない.

血清な どの抗腫瘍性を何を用いて調べ るかという

ことは,重 要な問題であるが, 1つ は生物学的にin

 vitroで これ ら検体 と腫瘍細胞 とをincubate し,そ

の後感受性動物 に移植 して,そ の移植能や増殖能 に

いかな る変動 が出るかをみる,い わゆる中和実験が

もつ とも良い方 法であろ う。何 となれ ば,腫 瘍細胞

は感受性動物 に移植 されて初 めて,正 常細胞 とは異

なる悪性の態度 を示す ものであ るか らであ る.次 に

生化学 的な癌細胞の特長 は, Warburgの 発癌 説33-34)

の基礎に もなつてい るごと く,嫌 気性解糖能 が異常

に亢進 していることである.従 つて, in vitaoで 検

体た る血清や臓器が,腫 瘍細胞の嫌気性解糖能 にい

かな る影響を与え るかを調べ ることも意義が大 きい

と思われ る.

以上の理由 か ら,本 実験 で はEhrlich腹 水癌細

胞で家兎を感作 し,感 作前 と感作後の経時的変化を

血清蛋白分屑,抗 血清の嫌気性解糖実験,抗 血清の

腫瘍細胞との中和実験 とを用いて検討 してみた.

第2章　 実 験 方 法

第1節　 実 験 動 物

実験動物には市販雑系家兎および岡 山大学 医学部

マウスコロニーに て 育成 され た 雌雄 のC57 Black

マウ界で,生 後4～5週 の ものを購入 し,体 重20g

前後 にした ものを使用 した.マ ウスの飼料はオ リエ

ンタル酵母製の実験 用固形飼料MFお よび新鮮野菜

を用いた.家 兎 は体重2kg.以 上 の雄を用い,飼 料

には市販豆腐粕と人参などの野菜を与えた.

第2節　 実 験 腫 瘍

実験 に使用 した悪性腫瘍は岡山大学癌源研究所よ

り分与 されたEhrlich腹 水腫瘍であ る.

実験にあたつてはC57 BL.マ ウスの腹腔 内 に継

代移植を行ない,移 植後1週 か ら10日以内の非血性

の ものを供 した.使 用時, Ehrlich癌 は 生理食塩水

で数回洗浄 し35),で きるだけ癌 細胞のみ にす るよ

う心 がけた.

第3節　 採血法

家兎 を仰臥位 に固定 し,胸 部胸骨左縁部よ り,心

臓穿刺を施行 し,左 室 より約10ml.の 血液を吸引

し,室 温にて凝血 させて血清を分離 した,分 離 した

血清は岡山大学 中央研究室 の冷凍室にて-40℃ に

保存 し21),用 に応 じて以下の実験に供 した.

採血 は早朝空腹時を選び,実 験に際し血清は56℃

30分加熱 して非 働化 した ものを用いた.

モルモ ッ トの採血 は,動 物を両手で保持 し,術 者

が胸骨左縁で心臓穿刺によつて採血 し,血 清を分離

採取 した.モ ルモ ッ ト血清は補体 として供 し,抗 腫

瘍性を検す る以下の実験 に は,　Ehrlich腹 水癌細胞

で吸着 した新鮮血清 を使用 した.

第4節　 血清蛋 白分屑 測定法

濾紙電気泳動法61)に より血 清蛋白 を分劃 し,同

時 に血清 蛋白濃度 も測定 した.

濾紙電気 泳動器は夏 目製作所製の小林式濾紙電気

泳動装置を用 い,整 流器はSB型,泳 動箱 は直列式

のものを使用 した.

緩衝液はべロナール緩衝液で,電 極槽には2%塩

化 カ リウム溶液を入 れ,ブ リッジは2%塩 化 カ リ溶

液に3%の 割合で寒天末を加 えたものを入れて使用

した.

濾紙 は東洋濾紙No. 51を 用い,血 清試料 として

は新鮮血清0.04ml.を 置いた.

泳動条件 は5mA., 250Volt.で5～5.5時 間泳
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動 し,泳 動後直 ち に タイヨー電気定 温乾燥器にて

110℃, 10分 間乾燥 し, Amidoschwartz 10B染 色液

で20分 間染色,以 後2%酢 酸 液を用いて脱色 した.

脱色後110℃, 10分 間再乾燥 し,パ ラフィンにて

透明化 したのち,ア タゴ自記積分計付濾紙 泳動用濃

度計AG-4型 で記録 して百分比を求めた.同 時に

蛋白濃度を 日立蛋白屈折計を用いて測定 し,各 分屑

の蛋白濃度 も計算 した.

以上の実験 条件は厳格に守 り,誤 差を少 な くす る

よう心 がけた.

第5節　 腫瘍細胞の嫌 気性解糖測定法

後で述 べる実験群 の抗血清の腫瘍細胞の嫌気性解

糖に対 する抑制効果をみるために施行 した.

柳本製作所製 のWarburg検 圧計を用い,容 器は

主室 と側室2個 を有す る容器を使つた.

実験方法31-34) 38)は,主 室 に生理食塩水で洗浄 した

腫瘍細胞4×106個(0.5ml), Ca++を 除いたKrebs

 Ringer Bicarbonate緩 衝液35)(pH 7.4)0.5ml.,

 1/10M.ブ ドウ糖溶液0.5ml.を 入れ,側 室1に 非

働化せ る抗血清,側 室2に 補体45)を 加 えた.

容器をセ ッ トし,窒 素ガスを容器1つ につ き,毎

分1.5 1., 3分間通 して嫌気性 とした.

検圧計は37.5℃ に保ち実験開始 と間時に側室1

を主室に加え, 30分 後側室2の 補体を加えた.観 察

時間は180分 で打切つた.

第1項　 予備実験

第4節 の血清蛋 白分屑測定によ り, γ-Globulin上

昇の確認 された3回 感作群第1例 第3週 目の血清を

用いて,腫 瘍細胞4×106個 に対 していか程 の血清 と

補体を加えれば,嫌 気性解糖を最 も強 く抑制す るか

をみ るために,側 室1・2に 加 える血清 と補体の量

を変 えて実験 した.

血清 と補体の量について は,次 のような組合せで

施行 した.

第2項　 本 実験

予 備 実験 よ り側 室1に 血 清0.3mL, Krebs Ringer

 Bicarbonate緩 衝 液0.2ml.,側 室2に 補 体0.3ml.,

 Kreba Ringer Bicarbonate緩 衝 液0.2ml.を 加 え た

もの に最 も好成 績 を えた の で,本 実 験 は この 方 法 を

採 用 した.

第6節　 中和 実 験

次 に述 べ る腫 瘍 細 胞 感 作家 兎 血 清 と腫 瘍 細 胞 との

中 和実 験 を 施行 した.

実 験方 法 は あ らか じめin vitroで 中和 した の ち,

マ ウ スに 移 植 して 腫 瘍 細胞 の移 植 能 を み る方 法 を採

用 した.

腫瘍細胞2400万 個,抗 血清0.6ml.補 体0.6ml.

を 混 じ, 37℃ 1時 間孵卵器内 で 時々攪拌 しな が

らincubateし た. incubateし た腫瘍細胞をマウス

1匹 につき4×106個 マウス腹腔内に移植 し,そ の移

植能 と生存 日数を検索 した36-37).

マウスは1血 清につ き6匹 つつ使用 し,半 数生存

日数であらわ し,対 照 として正常血清を作用 させた

ものを設けた.

第7節　 腫瘍細胞による家兎の感作方法

a)静 注感作法
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感 作1回 量 と し て 腫 瘍細 胞 約3×108個 を 生 理食

塩 水5ml.に 浮 游 させ て 家兎 の 耳 静脈 よ り静 注 し

た22) 25) 27-28) 35).前 述 の ご と く,腫 瘍細 胞 は生理 食 塩

水 で 洗 浄 して,赤 血 球,腹 水 を 除 い た.

b) FreundのAdjnvant法

(1) FreundのAdjuvant調 製 法

FreundのAdjuvant剤 は 流動 パ ラ フ ィ ン2ml.

に乾 燥B. C. G. 4mg.を 加 え て よ く混 和 して お き,

別 にFalva oil 1ml.に, Ehrlich腫 瘍細 胞3×108

個 を生 理 食塩 水 にpackし た も の1～2ml.を 加 え

て 乳剤 と し,こ の乳 剤 を結 核 死 菌 加 流 動 パ ラフ ィン

に 加 え て充 分 混 和 した.

結 核 死 菌 は倉 敷 中央 病 院 病 理 研究 部 よ り分 譲 され

た もの で あ る.

(2) Adjuvant法 に よ る感 作 法

(1)で 作 つ たAdjuvant剤14) 24) 29) 44) 47-49)を1回 量

と して,家 兎 肩 胛 骨 間筋 肉内 に 注入 した.

第8節　 実 験 群

家 兎 を 静注 法 とAdjuvant剤 に よ る 筋 注 法 の2

方 法 で 感 作 した.

第1項　 静注 群

a) 1回 感 作 群: Ehrlich腫 瘍細 胞3×108個 を1

回 静注 した もの.

b) 3回 感 作群:同 量 を3日 間 隔 で3回 静 注 した

もの.

c) 6回 感 作 群:同 量 を 同間 隔 で6回 静 注 し た も

の.

1群 に2匹 の家 兎 を供 した. 2回 目以 後 の感 作 に

際 して,急 速 に静 注 す る とshock症 状 を 呈 す る た

め,約15分 を費 し,脱 感 作 しつ つ徐 々 に注入 した.

第2項　 Adjuvant群

前述 のAdjuvant剤 を7日 間隔2回 筋 注 した.本

法には2匹 の家兎を供 した.

第3項　 対照群

各群家兎 の感作前血 清(正 常血清)を 対照 とした.

家兎 は個体差が大 きいため,そ れぞれ同一家兎 につ

き感作前の ものを対照 として,感 作後 の値 と比較 し

た.

以上1・2・3項 の各群につ き,血 清蛋白分屑測

定,嫌 気性解糖実験,中 和実験を施行 した.

なお,嫌 気性解糖実験 と中和実験 は最 も長 く生存

した家兎を各群 から1匹 つつ選んで実験 した.

第3章　 実 験 成 績

第1節　 血清の蛋白分屑と蛋 白濃度

第1項　 静注群

a) 1回 感作群

1回 感作群で は, γ-Globulin値 は第1例 ・第2例

の最高値はそれぞれ20.6%, 18.1%で(表1),そ

の最高値はいずれ も3週 にあ り, 9週 では対照 とほ

とんど同 じ値 を示 した.し か も γ-Globulinの 変動

はすべて正常範 囲内に とどまつている.

Albuminは γ-Globulinが増加す るに した がつて

相対 的に減少 し,週 を追 つ て γ-Globulinが減少す

るにつれて再 び回復 して く る. Albuminの 絶対値

には減少傾向は少ない.

血清蛋 白濃度は多少 増加す る.

b) 3回 感作群

表2に 示すように, γ-Globulin値 は第1例 では3

週で最高に達 し, 27.1%で,感 作後6～9週 にやや

減少 したのち, 11週 以後再び軽度に上昇 した. 13週

の経過観察中 γ-Globulin値 はすべて感作前 よ り高

くなつた.

第2例 では急激に蛋 白濃度が増加 し, γ-G1obulin

表1　 1回 感 作 群 家 兎 血 清 蛋 白 分 屑

第1例
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第2例

表2　 3回 感 作 群 家 兎 血 清 蛋 白 分 屑

第1例

第2例

値 も2週 よ り著 明な 上 昇 を み, 2週 に37.1%, 3週

に36.6%と な つ た. 6週 採血 前 に死 亡 した た め6週

以 上 の観 察 が で きな か つ た.

Albuminは1週 目よ り減 少 傾 向 を み せ,両 例 と

も, Albuminと γ-Globulinは 反 比 例 の 関係 にあ る.

血 清蛋 白濃 度 は感 作 後 急激 に増 加 し, 3～4週 に

7.6～7.8g/dlと 感 作 前 と く らべ1.4～1.5g/dlも

増 加 してい るが そ の後 は漸 減 す る.

c) 6回 感作群

成績 は表3に 一括 した.す なわ ち両例 とも, 4週

に γ-Globuli臓が最高値 に達 し,そ れぞれ33.9%,

 31.3%に なつた. 7～9週 以後漸減 し,第1例 では

24週 以後再 び相対的上昇をみたが,絶 対量では漸減

傾向を示す.第1例 で は36週 間観察 で きた が, γ-

Globulin値 は36週 でも感作前よ り少 し高 くな つ て

い る.
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表3　 6回 感 作 群 家 兎 血 清 蛋 白 分 屑

第1例

第2例

本群 において も γ-Globulin値 とAlbumin値 は

反比例す る傾向が強 く認め られた.

血清蛋 白濃度は感作 とともに増加 し, γ-Globulin

の上昇が その大部分を占めるが,第1例 では9週 よ

り,第2例 では24週 よりほぼ感作前 に復 している.

第2項　 Adjuvant群

一般にAdjuvant群 では静注群に比 し γ-Globulin

の上昇が緩慢 で,し か も長 く持続 するのが,表4を

みて最 も特長 的であ る.第1例 では4週 に18.9%で

あつた γ-Globulinは16週 まで徐 々に上昇 し,第2

例では6週 に31.5%を 示 してか ら,　16週 まで30%前

後を持続 してい る.絶 対量でみ ると両例ともほぼ16

週 まで漸増 してい る.

血清蛋白濃度 も γ-Globulin値 の増加 と と もに増

し,第1例 では12～16週 に高 い傾向があり,第2例

で も16週 まで感作前 よりも高 い値を持続 してい る.

Albuminは 相対的に 減少 し,第2例 で は 絶対値

の減少 も著 しいが, α-お よ び β-Globutinに は特

長的な変化はみ られない.

第2節　 血清の腫瘍細胞嫌気性解糖抑制作用

第1項　 予備実験

表5に 示すよ うに,血 清のみで補体を加えないも

の(VI)で も対照に比 してかな りの抑制効果 はある

が,補 体 のみで血清を加えない場合(VII)に は全 く

対照(VIII・IX)と 変 らない.正 常血清と補体を加 え

た(IX)も 腫瘍細胞 と緩衝液 のみの対照(VIII)と 同

程度である.

感作後の血清と補体を加 えたものは,い ずれ も対

照(VIII・IX)に 比 し抑制効果をみ るが,そ の中で も

抗血溝0.3ml.補 体0.3ml.の 組合せが最もす ぐれ
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表4　 Adjuvant群 家 兎 血 清 蛋 白 分 屑
第1例

第2例

表5　 嫌 気 性 解 糖 抑 制 実 験(予 備実験)

(註) VIは 補体を加 えない もの VIIは抗血清を加えず補体のみ もの

VIIIは抗血清も補体 も加えず腫瘍細胞 のみの対照*:抗 血清の代 りに正常血清使用



84 武 田 淳 志

てい る.

第2項　 実験群

a) 1回 感作群

対照 が2つ あ り, 1つ は正常家兎血清(感 作前

を加 えたもの,今1つ は緩衝液のみで血清 ・補体の

いずれ も加え ない もの で,こ れ を腫瘍対照(TC)

と呼び,前 者を単に対 照(So)と 呼ぶ.

図1　 1回 感作群家兎血清の嫌気性解糖抑制作用

1回 感作群 では腫 瘍対照は180分 値183μl.で 感作

群で は4週(S4)を 除 き, 1～9週 い ず れ も146～

195μl.で 抑制力 は 弱 い(図1). 4週 では180分

値180μl.で やや抑制力を有 してい る.

b) 3回 感 作群

3回 感作群 では図2の ごと く,腫 瘍対照 の180分

図2　 3回 感作群家兎血清の嫌気性解糖抑制作用

値201μl.に 対 し, 6週 では25μI.し か上 昇 しな

かつたの を始 め, 2・3・4週 で38μl.以 下の強

い抑制効果を示 した. 7週 か ら13週 までは50μl.

前後で腫瘍対照と対照のほぼ1/4に 当る. 1週 のみ

は116μl.で 抑制 は少な かつ た.対 照 で は180分

値187μl.で 腫 瘍対照 とほぼ一致 してい る.

c) 6回 感作群

本群 では, 180分値 で腫瘍対照が199μl.で 各週

の値 は,最 も抑制力の強かつた12週 の22μl.と,

最 も抑制力の弱かつ た36週 の61μl.の 間に入 つ て

い る.こ れは腫瘍対照の1/9か ら3/10に 相当 す る.

実験群 の抑制作用 は12・16週 が最 も強 く, 6・9週

が これ に次ぎ, 32・36週 が最 も弱 くなつてい る(図

3).

図3　 6回 感作群家兎血清 の嫌気性解糖抑制作用

d) Adjuvant群

Adjuvant群 では静注群 と異 なり, 2週 で は強い

抑制効果な く4週 以後になつて抑制効果をみせてお

り, 12～16週 で最 も強い掬制効果を示 してい る.す

なわち,図4に 示 す よ うに180分 値 で 腫瘍対照が

198μl.を 示 し, 2週 は93μl.と 約1/2で, 4週 以

後20週 までは腫瘍対照 の1/5か ら1/10,対 照 と比ベ

て も大体1/4か ら1/7と強い抑制がみ られ る.

第3項　 小 括

10感 作群では4週 以外 には嫌気性解糖抑制力は

ほ とんどな く,　1回 感作のみで は種瘍細胞抑制力は

甚だ弱いことを示 してい る.

3回 感作群では, 1週 では作用は弱いが, 2週 以

後7週 までかなりの抑制力を見せ るが7週 以後やや

抑制力 が落 ちる.補 体を加えた後 カーブがゆるやか
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図4　 Adiuvant群 家兎血清の嫌気性解糖抑制作 用

になつて上昇傾向が落 ちるのが特長的である.

6回 感作群で は2週 以後36週 まで抑制力を見せ る.

 12週 が最 も強 くその前後はやや弱まるが, 6回 感作

を反覆 してお くと,そ の感作家兎血清が長期 にわた

つて腫瘍細胞の嫌気性解糖 を抑制することがわか る.

本群で も,補 体 を加え ると作用が強化され解糖は停

止状態になる.

いま血清蛋 白分屑の γ-Globulinの 成績 と関連 し

てみ ると, γ-Globulinが最高値よ りかな り下つ た12

週に嫌気性解糖抑制力が最も強 く,感 作前に近ずい

た36週 で もかな りの抑制力をみていることは興味深

い.

Adjuvant群 では12・16週 に最高の 抑制力 をみ

せ20週 までその作用があまり変 らない点 が注 目され

る. Adjuvantの 特長 として抗原 が徐 々に 吸収 され

ることと関連があるものと考え られ る.

第3節　 腫瘍細胞 との中和実験

第1項　 実験 群

a) 1回 感作群

中和実験の結果をすべて表にまとめれば,表6の

通 りで, 1回 感作群では,感 作前の血清ではその半

数生存 目数は15日 であつた.実 験群の感作血清では

3週 のものが, 18日 となつたのを始め,す ベて感作

前 とほとんど変 らぬ半数生存 日数であつて,中 和実

験 では有意の差 は認め られない.

b) 3回 感作群

感作前の半数生存 日数 は13日 で比較的短かいが,

感作す ると2週 以後9週 までほぼ30日 以上を示 し,

この間の血清の腫瘍細胞中和能 は高いことが確認 さ

れた。 とくに3週 では40日 間観察中6例 中1例 も腫

瘍死 しなかつ た. 1週 では21日 であま り延長 しなか

つた. 13週 にはやや短かい生存 日数 となつている.

c) 6回 感作群

感作前は14日 で半数死亡 し,こ れに対 し2週 が21

日となつた他, 32週 まで30日 以上であ り, 4週 か ら

32週 までは強い 中和能を有す ることが示 されている.

なかで も12・16週 では40日以上で, 20週 に至つては

60日 間の観察期間中1例 も腫瘍死 しなかつた.

d) Adjuvant群

感作前が14日 であ り, 4週 か ら20週 まで30日 以上

を示 し,ほ ぼ一定のかな り強い腫瘍細胞中和能 のあ

ることがわかる. 16週では60日 間観察 中1例 も腫瘍

死 していない.

表6　 中 和 実 験(半 数生存 日数)
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第2項　 小 括

1回 感作群 では中和実験で半数生存 日数の延長は

ほとんど認 め られないが, 3回 感 作群では2週 か ら

9週 まで強い延長がみ られた,

 6回 感作群 では4週 か ら32週までほぼ一定 の強い

生存 日数延長がみ られ,感 作血清と腫瘍細胞を中和

することによつて強 く腫瘍の移植能を低下 させ るこ

とが知 られた.

Adjuvant群 では16週 まで徐 々に生存 日数 の 延長

がみ られ20週 でもほぼ同等の 延長 が あ る.い ま γ-

Globulin値 および嫌気性解糖抑制力 と比較 して考

察す ると, γ-Globulin値が一番高いのは12・16週 で,

嫌気性解糖抑制力の強 い の も12・16週,ま た中和

実験 で最 も長い 生存 日数 を示すの も12・16週 で,

 Adjuvant群 では3つ の実験で ほ ぼ平行す る成績を

えた.こ れに対 し6回 感作群 で は γ-Globulin値が

最高値 か らやや低下 した12・16週 に嫌気性解糖抑制

力 が強 く,中 和実験で も12・16・20週 が最 もよい成

績であ り, γ-Globulin値 とは平行 していないのが注

目され る.

第4章　 総括な らびに考按

本実験 により, Ehrlich腹 水腫瘍細胞で家兎 を感

作す ると,感 作家兎血清中 の γ-Globulinが 上昇 し

Albuminの 減少す ることが確認さ れ た.こ の 変化

は1回 静注感作のみで は軽度で,静 注3回 以上 また

はFreundのAdjuvant　 2回 筋注では著明で あ る.

感作を繰 り返す ことによつて血清蛋 白濃度 も上昇す

る. γ-Globulinの 上昇する時期と蛋 白濃度の上昇す

る時期はすベての例でほぼ一致する.静 注3回 ・6

回感作群, Adjuvant群 ではAlbuminの 減少 と γ-

Globulinの 増加 とはとくによく反比例 の傾 向が み

られた. Adjuvant群 で特 長的であつたの は抗原 の

吸収が徐 々であ るためか, γ-Globulinの上昇時期が

静注群 に比 して遅いことで,静 注群で最高値を示す

3～4週 頃には未 だγ-Giobuiin値は低い. Adjuvant

群で γ-Globulinが最高とな るのは12～16週 で あ る. 

Adjuvant剤 では抗原量が少ないにも拘 らず,抗 原

の吸収が緩徐でその持続 も長 く14) 47-53),し か も γ-

Globulinの 最高値は静注群の最高値 と変 らぬ 高 い

値 を示すのが特長 であ る.

従来,腫 瘍細胞で異種動物を感作す る場合,多 く

の人22) 28-29)は, 1乃 至数回感作後大量の 抗原 で 再

感 作 した後のsecondary reactionの 時期に採血す る

と,高 い血 中抗体価がえ られ るとして,抗 腫瘍性抗

体 の場合で もこの時期に採血 して いる.本 実験 にお

いて も1回 のみの感作では不十分で, 3乃 至6回 静

注感作を反覆す ると感作後3乃 至4週 に γ-Globulin

値がかな り高 くなつている.腫 瘍抗体が γ-Globulin

に含 まれてい ることの証明 は本実験では確認しなか

つたが, Wiseler29)ら は, Ehrlich癌 細胞 を家兎へ

静注,筋 注,腹 腔 内,皮 下,皮 内へ注入 して感作 し

たのち4週 目が抗体価が高いといつてお り,本 実験

の成 績に一致 して いる.

腫瘍細胞に対す る異種免疫血清の蛋白分屑を測定

した実験は非常 に少ないが,教 室 の 三村54)は 同種

腫瘍 であ るBrown-Pearce腫 瘍上清を用いて家兎を

免疫 し,免 疫後1週 では, Albuminは 変化な く, γ-

Globulinが 僅かに増加 してい ることを報告 している

が,そ の後 の追究はな されていない.腫 瘍細胞以外

の抗原による異種動物感作血清 の蛋 白分屑をみたも

の として,山 根鋤 はチフス菌凝集素,山 羊溶血素,

馬沈降素な どを抗原 としてい ず れ も γ-Globulinの

増加 とAlbuminの 減少 をみており,本 実験 におけ

る癌細胞抗原 の場合と同 じような態度をみせている.

三宅14)は 卵白Albuminを 抗原 と して家兎を感作

してい るが, 1週2回3週 連続静注例の血清蛋白分

屑 は, 4週 にAlbuminが13.3%減 少で最低値を示

し,同 じ週 に γ-Globulinは15.4%増 加 して最高値

となつている.同 時 に抗体価 は4週 に28倍 とな り

最高値 を示 したといい,腫 瘍細胞における本実験と

平行 した関係に あ るの は注 目 され る. 30週 で γ-

Globulin値 が感作前より高い こと も共通 してい る.

 Adjuvant剤2回 筋注家兎 では,三 宅14)に よれば,

 Albuminの 減少は絶対量では12週 に最 も多 く減少

し, γ-Globulinも同 じく12週に最 も増加 してお り,

抗体価は9週 か ら20週 まで29倍 を示 したとい う.本

実験 における腫瘍細胞感作に よ る γ-Globulinの変

化とまたよ く似てい る.

つ ぎに嫌気性解糖実験であ るが, 1回 感作群では

4週 に僅かに抑制作用 をみたほか無効であった. 1

回静注感作のみでは γ-Globulinの上昇 も少 な く,

嫌気性解糖実験 でも抑制効果 は少なかつた.こ の事

実か ら静注群では,抗 原 量が少ない場合には追加免

疫によ りeecondary reactionを 起 さ せ な くて は無

効であることがわかつ た. 3回 感作群 にな ると2週

以後にか な り強 い抑制作用 が み られガ血 清 の γ-

Globulin値 にこほぼ平行す るよ うな 結果 をみ た.し

かし γ-Globulinの 最高値を示す血 清 の 嫌気性解糖

抑制力が最 も強いとは限 らない. 6回 感作群では静

注群中最 も強い抑制効果 があ り, γ-Globulinのあま

り上昇 していない2週 を除 き,強 い抑制作用がある
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ことを知つた.と くに興 味 あ るこ と は γ-Globulin

が感作前の ものより僅かに高い32週 以後の血清で も

2週 よりは るかに強い抑制力を有 してい ることであ

る.こ の ことは6回 感作すれば長期にわたつて嫌気

性解糖 を抑制 しうることを物語 つている. Adjuvant

剤で感作 した場合には, 4週 以後20週 まで強い抑制

効果が認め られ た.抗 原量は少ないにも拘 らず, 6

回 静注群 と同程度の抑制力 をみせているのは特記 す

べ きことで あ る. Adjuvant法 で は γ-Globulin値

が4週 以後漸増 し,大 体 γ-Globulinの 高い時期に

抑制力が強い傾向を示 してい る.

Flax22)はEhrlich腹 水腫瘍細胞 の5%浮 游液5

ml.を 加 えたAdjuvant剤1回 筋注 に, 5%浮 游液1

ml.づ つ5つ のmultiple portal injectionを3回 繰

り返 した家兎抗血清を用いて,嫌 気性解糖を調べて

いる.採 血 は3週 間の免疫期間後4乃 至6週 で施行

して いるが,こ れによ ると抗血清に補体を加 えた時

にのみ180分 値が腫瘍対照の1/2の 値で抑制効果 のあ

ることを示 している.

Bicikeら20)はEhrlich腹 水癌細胞 で ラ ッ トを免

疫 して作 つ た ラッ ト抗血 清 のEhrlich腫 瘍細胞に

対 す る嫌気性解糖抑制作用をみて い るが,非 働化

抗血清を用 いた 場合 に は+80.0μl.と な つ たの

に対 して,同 量の抗血清では僅 か に+4.4μl.で 著

しい抑制作用をみせ たことを報 じている.一 方非働

化 した抗血清に補体 を加え ると,組 織呼吸の抑制 と

Glycineの 利用が著 しく低下することも確認 してい

る.

腫瘍細胞の嫌気性解糖抑制 には抗血清の他に,補

体が必要な ことは多 くの人が認めて い る. Flax22),

 Bickisら20)の例で も補 体を加えた時 には抗血清のみ

よりはるかに有効であ るといつて い る, Easty and

 Ambrose35)も 補体がその 作用を失 え ば,抗 血清 は

腫瘍細胞に対する細胞障害作用を失 な うことを認め

た.補 体の必要性 につ いて は さ らにKalfayan36),

 winn21)も 認めて お り, Winnは6C3HED腫 瘍細

胞抗血 清に種 々の割合で補体を加 え た と こ ろ,補

体を0.5ml.以 上加えた場合 は全 く腫瘍死せず,補

体を加 えないと全例腫瘍死す ること を み て い る,

 Ross and Lepow45-46)は,正 常人羊膜細胞に対する

免疫学 的細胞抑制作用には補体のC´1, C´2, C´3,

 C´4成分 と同時にCa++とMg++が 必要 であると

いつてい る. Ca++に ついては, Ca++が 癌細胞に

抑制的に働 くとされているので,本 実験で腫 瘍細胞

障害作用をみ る際 にはCa++を 抜 いたKrebe Ringer

 Bicarbonate緩 衝液を使用 してい る.本 実験 におい

ては,予 備実験 にて補体のみで は全 く抑制作用な く,

抗血清 のみで も作用弱 く,抗 血清 と補体を加えて初

めて強い抑制を認めたので補体を加えて実験を施行

した,

本実験 において,対 照すなわち感作前の正常家兎

血清では,腫 瘍の嫌気性解糖 抑制作用を認めなかつ

た. Horn28)も 正常家兎血清 にはEhrlich癌 細胞に

対 す る抑 制 作 用 は な い とい い, Nungester and

 Fischer26)もmouse lymphosarcoma 6C3HEDを 用

い て この ことを確認 して い る. Imagawaら15),

 Lumsden12), Werderら55)は これに反 す る結果を

出 しており,正 常家兎血清には易熱性細胞抑制物質

があ るといつてい る.本 実験 に 用 い た家兎血清 は

56℃30分 間非働化の操作を加 えているので,正 常

血清に嫌気性解糖抑制 作用がみ られぬのは当然とい

えよ う. Kalfayan36)は 家兎正常血清 とincubateさ

れたB-P腫 瘍 は家兎に移植性を有す るが,抗 血清

とincubateし た場合には移植不能 であつた ことを

確認 してお り,正 常血 清には細胞抑制物質を含む と

して もそれは抗血清の力と比べ ると看過できるもの

と考えて よかろ う.

中和実験に お い て は,あ らか じめ抗血清 とin

vitroで 補体 とともに腫瘍細胞 に作用 させて,し か

るのち移植 したので あるが, 1回 感 作群では腫瘍細

胞の移植能は落ちず,抗 血清 は無効であつた.一 方,

 3回 ・6回 感作群で は初期の血清を除き,腫 瘍の移

植性の低下は著 しく,全 く発癌 しないもの もあつ た.

このよ うに中和実験では嫌気性解糖 実験 とほぼ平行

した結果 をえてお り,ま だ3回 感作群では13週 にや

や半数生存 日数延長効果の低下がみ られるけれ ども,

 6回 感作群 にな ると4週 以後36週 まですべて有効で

あつたのは注 目される点 で あ る. Adjuoant群 では

2週 では延命効果は少なかつたが, 4週 以後20週 ま

で大体均一的な延命 効果をえた.中 和実験 において

は,中 和 したことによつて全 く腫瘍の移植能を失な

つた もの も多 くあ り,抗 血清中に腫瘍細胞 障害作用

がかなりあ ることが明 らかとなつた.

Burmester58)はAvian lymphoid tumor antiserum

で37℃ 24時 間腫瘍細胞をincubateす ると,腫 瘍の

増殖を抑制す る(正 常血清 では93.5%増 殖,抗 血清

では15.7%)こ とによつて,そ の中和効果を認めて

いる.異 種 免疫実験 ではないが, Kidd56)はBrown-

Pearce腫 瘍細胞を抗血 清と37℃, 2～3時 間incu

bateす る中和実験 で完全に腫瘍増殖を 阻止 す るの
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を認 めてお り, Kalfayan36)もB-P腫 瘍細胞を特異

抗体 と37℃2時 間incubateし て 後,家 兎筋 肉内

に移 植す ると移植 不能になつたと報告 している.

以上の ごと く, Ehrlich腫 瘍細 胞で異種動物であ

る家兎を感作す ると,静 注感作法で は1回 量3×108,

すなわち3億 個 の腫瘍細胞 を3回 以上静注す ること

によつ て 家兎 の血 清中 にEhrlich細 胞 に対 す る

cytotoxic actionが 現 われ ることを知つ た.そ の出

現の時期 については,静 注感作群では2週 より現わ

れ,そ のpeakは3回 感作群で4～9週, 6回 感作

群では4～20週 であつ た. Adjuvant群 で は3億 個

の腫瘍細胞 を2回 筋注す ると4週 より強いcytotoaie

 actionを 示 し,そ のpeakは8～16週 で, 20週 にな

つて もその作用は殆んど低下 しないことを知つ た.

すなわ ちAdjuvant法 は少量の抗原 によ り静注大量

感作と変 らぬ強いcytotoxic actionを もたらし,そ

の発現時期は遅れ るけれども,そ の有効性は全 く同

等で少 しも劣 らぬことがわかつ た.

か くの ごとく,腫 瘍細胞で感作 した家兎血清 には

このよ うなcytotoxic actionが あるけれども,正 常

家兎血清 は,非 働化す ると補体 を加えてもcytotoxic

 actionを 有 しないのは極めて意義あ る事実 といわね

ばな らない.

以上,本 実験によ り, γ-Globulin値 と嫌気性解糖

抑制効果 と中和実験 の結果か ら,腫 瘍細胞で感作さ

れ た家兎の血清 中には腫瘍の発育 を抑制す る何 らか

の因子が存在 していることが明 らかとなつた.

第5章　 結 論

Ehrlich腹 水腫瘍細胞を用 いて家兎を 感作 して え

た血清 につ き,そ の γ-Globulin値 と腫瘍細胞の嫌

気性解糖実験,さ らに中和実験 とを用 いて抗 腫瘍性

抗体の有無を検討 した結果,次 の成績 をえた.

1)感 作 によつて γ-Globulin値は増加 しAlbumin

値は減少 する.静 注群 では1回 感作群 は変化が少な

く, 3回 ・6回 感作itな ると 著 しい. Adjnvant

群では2回 感作で著 しい変化がみ られる.

2)腫 瘍細胞の 嫌気性解糖抑制作用 は,静 注群で

は1回 感作群で はほ とんどみ られず, 3回 ・6回 感

作群では強 く認 められ る. Adjuvant群 は長期 に わ

たつて強い抑制作用を有す る.

3)中 和実験で は静注群 の 中, 1回 感作群 は無効

であるが, 3回 ・6回 感作群およびAdjuvant群 で

は著 しく延命効果がみ られ る.

4) γ-Globulin値 の 上昇時期 と,嫌 気性解糖およ

び中和実験で とくに抑制効果 を有す る時期 とは,静

注6回 感作群では γ-Globulin値 の上昇 に遅れて抑

制効果 の最高値 が現 われ るが,他 の群では大体一致

してい る.

稿を終 るにのぞみ御指導,御 校閲を賜わつた陣内

教授,お よび 田中助教授に深甚の謝意を表 するとと

もに,本 実験について種 々御 指導,御 援助を賜わつ
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Part I. Antitumor Antibody in Unadsorbed Immunized Rabbit Sera
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Rabbits were immunized with Ehrlich ascitic tumor cells by intravenous injections or 

intramuscular injections of Freund's adjuvant. Rabbits were bled periodically, with the antisera 

being separated from the blood. Using these sera, the ƒÁ-Globulin titre was examined by paper

electrophoresis, anaerobic glycolysis with Warburg's manometry, and for life prolongation 

studies by neutralization. I wanted to know whether the antisera contained the antitumor 

antibody or not.

1. After immunization, the ƒÁ-Globulin titre in rabbits sera increased, with the Albumin 

titre decreasing. In the once intravenously injected group, such change was insignificant, but 

remarkable in the groups injected 3 or 6 times. In the adjuvant group, almost identical change 

occurred as in the latter two groups.

2. The inhibitory action of antisera on anaerobic glycolysis of tumor cells was weak in 

the groups injected 3 or 6 times. The antisera of the adjuvant group also had strong inhibitory 

action for a long duration following slow initiation.

3. Antisera of the once intravenously injected group were ineffective in the neutralization 

test. But in the groups injected 3 or 6 times and in the adjuvant group, it was very effective, 

resulting in life prolongation of the mice.

4. The peak of the ƒÁ-Globulin titre preceded the peak of glycolysis and neutralization 

in the group injected 6 times, whereas in the adjuvant group, peaks of the three coincided.


