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論文内容要旨

 匿緒言】

 BALB/cマウスを用いた,Doublegraftedtumorsystemによる実験において,PSKを腫瘍内

 に投与した結果,遠隔部の腫瘍も消失,或いは縮小することが,すでに報告されている。さらに,

 PSK投与後,腫瘍内にMac4陽性細胞の浸潤が起こることが認められている。本研究では,この

 メカニズムの解析を目的として,脾細胞の産生するマクロファージ走化因子(MCF)に注目し

 て解析を行った。

 ζ実験材料および方法】

 ○マウス=BALB/c,メス,6-9週令

 ○腫瘍細胞:SyngeneicMethA腫瘍細胞

 ○薬剤:PSK(呉羽化学工業より分与)

 Oマウス脾細胞培養上清の採取:正常(N),担癌無処置(M),PSK投与正常(PN),及びPSK

 投与担癌(PM)マウスの脾細胞2×106個を10%FCS-RPMI1640,2μg/mlConcanavarinA

 lmlにて37℃,24時間培養後,脾細胞を洗い,FCS£reeRPMI16401mlを加えてさらに24時

 間培養した。培養後,遠心して上清を採取し,これをConASupematant(CS)とした。

 OMCF活性の測定:3%チオグリコレート1m1を腹腔内投与後,72時間後に採取した。,マウ

 ス腹腔内浸出細胞を,20%脾細胞培養上清を下層に満たしたBoydenChamber上層に加え,37

 ℃,4時間培養後,上下層間のポリカーボネート膜をギムザ染色し,膜穴から遊走したマクロ

 ファージを,1000倍顕微鏡下にて10視野算定した。

 O高速液体クロマトグラフィー(HPLC):War七ersMode1510(Warters)を,SynchropacGC

 300カラム(Synchrom,Inc)に接続し,0.1MKH2PO4(PH7.2),流速0.5ml/minにより溶

 出させたCSを,254nmにおける吸光度を測定し,グラフに描出した。

 OSDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE):10%ポリアクリルアミド含有の平板ゲ

 ルを用いて,HPLC分画後のCSの精製度を測定した。

 OlnvivoにおけるMe七hA腫瘍に対するPSK,及びCSの抗腫瘍効果:BALB/cマウスの側

 腹皮内に1×106個のMethA肉腫細胞を移植し,PSK(5mg/m1/mouse),又はCS(0.1ml

 /mouse)を3日目より5日目まで(治癒のtimecourse実験では6-8日目および10-12日

 目)連日3回腫瘍内投与し,経日的に抗腫瘍効果を観察した。
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 【実験結果及び考察】

 マウス皮下にMethA移植後,縫目的にPSKを腫瘍内に投与した結果,移植後3-6日まで

 にPSK投与を開始したマウスでは腫瘍が消失し,同時にConA刺激脾細胞からのMCF産生が

 認められた。

 MethA移植後,3-5日まで3回PSKをi,t、投与したマウス脾細胞を10日目に採取した結果,

 MCFの産生はPMマウスのみで観察され,N,M,PNマウスでは検出されなかった。さらに,

 脾細胞のCSlm正をマウス腹腔内に投与した結果,PM-CSは24時間,及び96時間において著しく

 マウス腹腔内の遊走細胞を増加させた。また,PM-CS自体が微力ながら抗腫瘍効果を有するこ

 とが認められた。

 次に,補体を用いたNegativeSelectionを行った結果,MCF産生細胞は,Lyt-1+,L3T4+,

 Lyむ一2一細胞であった。

 PMマウスにおけるMCF産生のメカニズムを解析するために,インドメタシン1x10『6Mを

 脾細胞培養時に加え,SupressorMacrophageを抑制した結果,PMマウスではインドメタシン

 の有無に拘らずMCFが産生され,NマウスではいずれもMCF産生は認められなかった。しか

 し,Mマウスではインドメタシン無添加ではMCF産生が認められなかったのに対し,添加時に

 はPMマウス同様にMCF産生が観察された。このことから,PSK投与により,Suppresser

 Macrophageが抑制され,その結果としてMCF産生が誘発され,腫瘍治癒の引き金となってい

 ることが示唆された。

 PM-CS内に存在するMCFの分離,精製を目的として,HPLCを行った結果,分子量300,000

 以上(Fr.1)及び,分子量約100,000(Fr,2)の2っの分画にMCF活性が認められた。

 さらにSDS-PAGEにより分子量を確認した結果,Fr.2は分子量約100,000の単一のバンドとして

 示された。

 最後にFr.2のinvivo抗腫瘍効果を調べた結果,Fr、2はPM-CSと同程度の弱い抗腫瘍活性を

 示した。

 以上の結果より,PSKは担癌状態におけるSuppresserMacrophageの誘導を阻害し,その結

 果,HelperTCe11からMCFが産生されることにより,PSK投与部,及び遠隔部の腫瘍局所にマ

 クロファージが集積し,抗腫瘍効果の発現に重要な役割を果たしていると考えられる。
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 審査結果の要旨

 BALB/cマウスを用いたDoubleglaftedtumorsytemによる実験において,PSKを腫瘍内に

 投与した結果,処置部のみならず,遠隔部の腫瘍も消失,あるいは縮小することがすでに報告さ

 れている。さらに,PSK投与後,腫瘍内にMac-1陽性細胞の浸潤が起こることが認められている。

 本研究はマクロファージの集積がPSKの作用機作発現の引き金であると推定し,PSK処置とマ

 クロファージ走化因子産生機構の関係を解析したものである。

 マウス皮下にMe七hA腫瘍細胞を移植後,経日的にPSKを腫瘍内に投与した結果,移植後3

 ～6日までにPSK投与を開始したマウスでは腫瘍が消失し,同時にConAで刺激した脾細胞か

 らのMCF産生が認められた。MethA移植後,3～5日まで連日3回PSKをi.t.投与したマウ

 ス脾細胞を10日目に採取した結果,MCFの産生はPSK投与担癌(PM)マウスのみで観察され,

 正常(N),担癌(M),及びPSK投与正常(PN)マウスでは認められなかった。さらに,脾細

 胞培養上清(CS)1m1を正常マウス腹腔内に投与した結果,PM-CSは24時間,及び96時間にお

 いて著しくマウス腹腔内の遊走細胞を増加させた。また,PM-CS自体が微弱ながら抗腫瘍作用

 を有することが確認された。次に、補体を用いたNegativeSelectionを行った結果,NCF産生細

 胞はLyt-1+,L3T4+,Lyt-2一細胞であった。

 PMマウスにおけるMCF産生のメカニズムを解明するために,インドメタシン1×!06Mを

 脾細胞培養時に加え,抑制性Macrophageを抑制した結果,PMマウスではインドメタシンの有

 無に拘らずMCFが産生され,NマウスではいずれもMCF産生は認められなかった。しかし,

 Mマウスではインドメタシン!無添加にはMCF産生が認められなかったのに対し,添加時には

 PMマウス同様にMCF産生が観察された。このことから,PSK投与により,担癌状態において

 出現する抑制性Macrophageが抑制され,その結果としてMCF産生が誘発され,腫瘍治癒の引

 き金となっていることが示唆された。

 PM-CS内に存在するMCFの分離,精製を目的として,HPLCを行った結果,分子量300kD以

 上(Fr,1)及び,分子量約100kD(Fr.2)の2っの分画にMCF活性が認められ,さらにSDS-

 PAGEによりFr.2は分子量約100kDの単一のバンドであることが確認された。精製後のFr、2も,

 PM-CSと同程度の弱い抗腫瘍作用を有しており,Fr.2がPM-CS内のMCFであると考えられる。

 以上の結果より,PSKは担癌状態における抑制性Macro擁ageの誘導を阻害し,その結果,

 HelperTce11からMCFが産生されることにより腫瘍局部にマクロファージが集積し,抗腫瘍効

 果の発現に重要な役割を果たしていると考えられる。本研究は癌治療におけるMCFの作用を明

 らかにしたものであり,抗癌剤の作用機作の解明において重要な知見を与えた。よって,本論文

 は博士号授与に値する。
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