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論文内容要旨

                〔目 的〕

  生物学的BRM (Biological Response Modifier) である溶連菌製剤OK-432は

 癌免疫療法剤と して広く臨床に て使用されており, 有効例が多数報告されている。 OK-432

 の抗腫瘍効果はOK-432が直接あるいはOK-4 32により誘起されたIFNrある いは IL

 2等のメ ディエーターを介 し活性化されたEffector 細胞により発揮されることが既に明らかに

 されている。 しか し腫瘍部位から自 己腫瘍を傷害するKill er 細胞が得られたとする報告は少な

 い。 目己腫瘍を傷害するKiller 細胞の腫瘍部位からの誘導を, BAL B/c マウスとその同

 系腫瘍 BAMC-1 を用 いて試み た。

                〔材料と方法〕

  マウスおよび腫瘍系:BALB/Cマウスは6～8週齢, 雌 (日本チャールズリバー) を用い,

 BAL B/c nu/翁u (ヌー ド) マウスは10～12週齢 (日本ク レア) を使用 した。 腫瘍は BAL

 B/c マウス にメ チルコラ ントレンで誘発 した BAMC- 1をマウス腹腔内にて継代維持 し使用 し

 た。

  in vivo抗腫瘍実験:BALB/c マウスにBAMC-1,1×105 個をip移植し, その 2, 4, 6,8

 およ びlo日後にOK-432をip投与 し, 生存率により抗腫瘍効果を検討した。

  winn assay およびadoptive transfer:BAMC-1 移植後, OK-432を隔日5回投

 与した12日目の腹腔滲出細胞 (PEC) を採取しeffector 細胞と した。 この PEC, 1×107

 個 BAMC-1,.1 ×105 個 を混合 した後 BAL B/Cマウスの腹腔 内へ移植し, 生存率よ りその

 効果を判定した (winn assay)。 またBAMC-1, 1×105 個 ip 移植1日後に, 前記PEC

 1×107 を ip 移入し, その抗腫瘍性を検討した (adoptive transter)。

  in vitro 細胞傷害試験:4時間の51 Cr 遊離試験を行った。 target 細胞としてBAMC-

 1, Meth -A,EL-4, B16, P815 (以上NK抵抗性) およびYAC-1, RL♂1 (以

 上NK感受性) さらにヒト由来細胞のK56 2, T24, KATO3を用いた。

                〔結果および考察〕

  oK-432の抗腫瘍効果はBALB/cマウスにBAMc-1, 1xlo5 個ip移植後, o

 K～432を隔日5回投与し検討した。 その結果無処置対照群は移植15日後までに全例腫瘍死

 した。 一方OK-432, 0.1籠9投与群は移植50日後でも80%以上のマウスが腫瘍死を免れ,
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 著しい抗腫瘍効果が認められた。 投与量が 0.1囎以上あるいはそれ以下では効果が減少した。 次

 に丁細胞機能欠損のヌー ドマ ウスまたは抗 Thymocyte 血清投与により丁細胞機能 を低下させた

 マウスを用い, OK-432の抗腫瘍効果を検討した。 その結果, OK-432投与群は無処置

 対象群に比較し有意な延命効果が認められたが全例腫瘍死した。 以上の結果からOK-432の

 抗腫瘍効果の発現には丁細胞の関与が重要であると推察された。

  引き続きOK-432投与マ ウスの腫瘍局所から同系腫瘍BAMC-1を傷害す るeff eetor

 細胞の分離を試みた。 前記スケジュールに従いOK-432をip投与 し, 移植12日後のマウス

 からPECを採取 し, その抗腫瘍性について検討した。 まずPECとBAMC-1を混合 しBA

 LB/cマウスの腹腔内へ移入する wi nn 中和テストを行った。 無処置対照群は全例腫瘍死 した

 が, PECと腫瘍細胞を混合し移入した群は癌の生着が全く認められなかった。 この効果はPla-

 stic nonadherent cell (PNA cell) に認められ, Plastc adherent ce11(PA

 ce11) の活性はかなり低下していた。 さらに, この12日目のPECはBAMC-1移植1日後

 に腹腔内へadptive transfer しても著しい抗腫瘍効果を示 し, 全例腫瘍死を免れた。 乙の効

 果もPNA cellに認められ, 抗腫瘍活性の非常に強いeffector 細胞がOK-432により腫瘍

 局所に誘導されることが明らかとなった。

  次いで in vivo において抗腫瘍効果を示したPECの in vitroにおける killer 活性を4

 時間の51Cr 遊離試験にて測定 した。 その結果, PECは同系腫瘍BAMC-1 を傷害すると共
 にNK抵抗性のB16メラノーマ, EL4およびNK感受性のYAC- 1, RL♂1, さらにヒ

 ト由来のK56 2, T24, PLC, KATO3をも傷害した。 以上の結果から12日目のPE

 CはNK抵抗性および感受性細胞を含む広範囲な killer spectrum を有したLAK様活性を

 示すことが明らかとなった。 このLAK様活性を示す12日目のPECの characterization

 を行った結果, 同系腫瘍BAMC-1を傷害する kiiler 細胞はThy 1+, AsGM 1+ であり, Y
 AC-1を傷害するKiller 細胞はAsGM1+, Thy 1』であった。 さらに cold target inhibition
 テス トの結果からも, このPECには2種類以上の killer population の存在が示唆された。

  正常マウスにOK-432を投与 してもad optive transfe rによって抗腫瘍効果を示すkiller

 細胞は得られず, 胆癌マウス, つまり癌抗原存在下にOK-432を投与 す'ることによってのみ

 有効な細胞が誘導可能であった。
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 審査結果の要旨

  溶連 菌 製剤 の OK-432 はBCG生 菌 と共 に菌体 由 来 のBRM (biological response modifier)

 と して癌免疫療法に広く使用されている。 OK-432は初めそれ自身に直接的抗腫瘍効果があるこ

 とで注目されたが, 現在その抗腫瘍効果の主体 は生体免疫賦活作用 による ものであると考え られ

 ている。 これま でヒ トおよ び実験動物を用 いた研究からOK-432の 免疫系に対する作用と して,

 IFN-r, IL-1, IL-2の産生増強, natural killer (NK) の活性増強, 細胞障害性マクロ

 ファージ・多核白血球の誘導, さらにキラー丁細胞の誘導促進などが明 らかにされている。 この

 ようにOK-432には免疫賦活作用が知られているが, 実際に腫瘍部位において活動する effector

 cells に関する報告は殆どない。 著者はOK-432で誘発される抗腫瘍 effector cells を直接腫

 瘍部位から採り出し, その性状の解析を試みた。

  実験系としてマウスに同系腫瘍 (BAMC-1) を ip 移植したものを用いている。 OK-432投

 与によってこれらマウスは腫瘍死から免れるが, マウスに抗 七hymocyte 血清を投与したり, あ

 るいはヌー ドマウスを用いるとOK-432の抗腫瘍効果が見られない。 従って, OK-432の抗腫瘍

 効果発現には丁細胞が深く関与 していることが分かった。 さらに, OK-432投与後に腫瘍移植し

 た腹腔 浸出液中に, 移 植腫瘍細胞に対する ef£ector cells が存在 することを in vivo (Winn

 中和テス ト) 並びに in vitro (細胞障害試験) で証明した。 これら effector cells の中には

 その標的細胞特異性からLAK (1ymphocyte-activated killer) 様細胞が含まれていることも

 明らかにされた。 また, effector cells がThy 1+ AsGM 1+ とThy r AsGM 1+ の少

 なく とも2種類の細胞群か ら構成されていること も証明された。

  以上のよう に著者はBRMの1つと して注目されているOK -432の抗腫瘍作用 機序の解析を行

 ない, その最終的 effector cells の存在を直接的に証明 し, かっそれらの性状をも明らかにし

 た。 これらの研究成果はOK-432に留ま らず他のBRMの抗腫瘍作用機序を理解する上で重要な

 知見となり得る ものであり医学博士の授与 に値する ものと判定され た。
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