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化 学 療 法 学 的 活 性 を もつ 生 体 成 分 の 研 究4

悪性 腫瘍 をもつたマ ウスの腹水中 の抗 腫瘍 因子 につ いて

豊 島 滋 ・藤 田 晴 久

慶応大学薬化学研究所生物薬品化学研究室

(42年9月4日 受 付)

我 々は 培 養 細 胞 に お い てInterferon生 産 刺戟 的 因 子

ごを加 え な くと も抗 ウ ィル ス 活 性 を もつ 物 質 を 生産 す る こ

.とを 見 出 し,こ の 抗 ウ ィル ス活 性 高 分 子 物 質 をAnti・

'virin(以 下
,AVと 略 す)と 仮称 した。 前 報 に おい て我

我 は このInterferonと 異 な る高 分 子 ウ ィルス 増 殖 阻 止

物 質 の性 状 と抗 ウ ィル ス効 果 に つ い て報 告 した1～3)。我

我 は今 日まで のAVの 研究 か ら,た ん に培 養 細 胞 の み

でな く,一 般 に 細 胞 は そ の 置 か れ た 条件 下 で広 く化 学 療

法 学 的 活 性 を もつ 物 質 を 生 産 して い る の で は ない か と考

え,この 想 定 を 確 め る 目的 でEHRuCH細 胞 及 びSar-

coma180細 胞 接 種 マ ウ スの 腹 水 中 に 抗 腫 瘍 因 子 が 存 在

す るか 否 か に つ い て検 討 した の で,そ の結 果 につ い て報

告 す る。

実験 材 料 お よび 実 験 労 法

1)EH-virinお よびSarco-virinの 調 整i

我 々はEIIRLICK細 胞 接 種 マ ウ スの 腹 水 よ り採 取 した

も のをEH-virin(以 下,EHVと 略 す),Sarcoma-180

接 種 マ ウス の腹 水 よ り採 取 した もの をSarco-virin(以

第1図EH--virin(Sarcovirin)の 調i整 法

碁鼎 留18。)紬 雛 マウス
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1
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下,SAVと 略す)と 呼んでいる。そ れ らの粗材料の一

般的な調整法は第1図 に示す とお りであ る。

2)EH--virin(Sarco-virin)の 硫安分画

粗EHVを 硫安塩析 に より分函を行 なつた。 す な わ

ち第1図 の よ うに調 整iした組EHVを34%か ら68%

飽和 の硫安 分画を行 ない,硫 酸 イナ ンの検出され な くな

るまで,各 分画を4℃ で蒸留水に対 して透析 し各分画 の

蛋白質 をLOWRyの 方法4)で測定 した。 粗EHVお よび

その硫 安分画 の蛋 白量は表1に 示す通 りであ る。

3)抗 腫瘍性試験

抗腫瘍性は ① 体重増加,② 腫瘍細 胞数 の増加 お よび

③ 延 命効果 の3点 で評価 した。す な わ ち体重23～25g

の ♀のマウスを1群5匹 ず つ使用 した。EHRLICH細 胞

またはSarcoma180細 胞をマウス体重10g当 り1G6個

腹腔内に接種 し,そ の後EHV(そ の硫安分画)ま た は

SAV(そ の硫 安 分 画)を マ ウス体重10g当 り5・Omg

蛋白量を4日 間腹腔 内に投与 し,10日 間 マウスの体重増

加 を測定す ると共に,細 胞接種10日 後 の全腫瘍細胞数

を測定 したoま た,こ れ らの内の1群 について延命 日数

を検 討 した。

4)抗 ウ ィルス試験

EHVの 抗 ウtル ス効果を ポ リオ ウ ィル スを用い て 次

の方法 で検討 した。 す なわ ち培養管内でmonolayerに

なつたHep#2細 胞に ポ リオウ ィル ス1型(MAHONEY

株)をmoi=1に な るよ うに接種 し,37℃ で60分 間

吸着後,未 吸着 ウ ィル スを洗い去 り,こ れに2%牛 血清

第1表EH-virin及 び そ の 硫 安

分 画 の タ ンパ ク量

分 画 *タ ンパ ク量mg/ml

粗EHvirin

34%飽 和

40%

50%e

62%

68%

上

〃

〃

〃

〃

清

F-1

F-2

F-3

F-4

F-5

F-6

10.3

3.5

3.8

4.0

2.3

1,5

1.0

*LOWRyの 方 法 で 測 定
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加YLE培 地0.7m1とEHVO.3m1を 加 え23時 間

37℃ で培養 し,游 出され た細 胞外 ウ1ル ス量 を プ ラ ヅ

ク形成法 を用 いて測定 してPFU/mlに よ り現 した。

5)腫 瘍細 胞数 の測定法

EIIRLICH細 胞お よびSarcoma180細 胞接種後10日

目のマ ウスを頸 動脈切 除で放 血死 させ た。 次にマ ウスの

腹 壁を上 に して小穴 をあけ,適 当な容器 に腹 水 を 採 取

し,そ の後腹 腔内をphosphatebuffersaline(PBS)で

よ く洗 い,も はや腫瘍細胞が認 め られ な くなるまでPBS

で くり返 し洗溝 しその都度 の洗液 を腹水 と混合 して全容

量 を測定 した。

次に この細胞浮游液 をPBSで 適 当に 稀釈 し血球計算

板 で腫瘍 細胞数 を測定 し,そ の細胞 数に前記 の全容量 を

乗 じた ものを全腫瘍細 胞数 とした。 そ してこの全腫瘍細

胞数をマ ウスの体重109当 りの腫瘍細 胞数 として表現

した。

実 験 結 果

(1)EHRLICH細 胞接種 マウスの腹 水中に見出され

る抗腫瘍因子

D粗EH--virinの 抗腫瘍性

粗EHVに 抗腫瘍 性の活 性が存 在するか否か をみるた

めにマ ウス体重 ユ09当 り粗EHVO.5ml(約5.Omg

i蛋白量),0.3m1,0.2mlをEHRLICH細 胞を腹腔 内に

接 種直 後 よ り1日1回,4日 間腹腔内投与 し,経 時的に

体 重を測定 し体 重増 加率か らその抑制程 度を調べた。第

2図 に示す よ うに,EHVO・5ml投 与群 は無処置 の対照

群 と比 較 して72.8%の 体 重増加抑 制を示 した。

カ2図 勘肋 ゐ細胞接種 マウスの体璽
s増 加に及ぼす粗E〃ヴかln4)
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またEHVの み投与 した群 でEHVに よる毒性 は認め

られなかつた ので,以 後の実験 で0.5mLを 使用 するこ

とに した。

2)正 常 マウス腹水中の抗腫瘍性

次に先ず確 めておかねばな らない ことは粗EHVの よ

うな抗腫瘍性を もつ た因子 が腫瘍 細胞を接種 しない正常

マ ウスの腹水 中に も存在す るか否 かであ る。 この点に・)

いて検討 した。
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第2表EHRLICH細 胞接 種 マ ウスに 及 ぼ すEH--viτin硫 安 分 画 の 影 響

実 験 群*

EH細 胞 のみ 接 種

EH十F-1

EH十F-2

EH十F--3

EH十F-4

EH十F-5

EH十F-6

EH十MitomycinC**

EH十Toyomycin、**

細 胞 増 加 抑 制 効 果

接種細胞数 全腫瘍細胞数

1.0×106/109体 種

〃

'ノ

"

〃

〃

〃

〃

〃

8.5±0.6(×107)/10g

5.2±0.5

3.2±0.4

2,3土0.3

3。2土0.2

3,8土0.3

0.8土0.1

2.9土0.3

2.4土0.2

〃

'

ノ

ノ

ノ

"

ノ

'

ノ

ノ

ノ

のー

ノ

'

細胞増加抑制

39.0%

61.0

73.0

65.0

45.0

90.0

65.0

72.0

延 命 効 果

平均死亡 日数

15土2.5日

20+2.5

22±2.3

30+2.0

19+2。5

21±2.5

20+2.0

27土2.3

25土2.3

*1日1回 ,細 胞接種直後 よ り4日 間腹腔内投与
**1/10LD60量 を1日1回 ,細 胞接種直後 よ り4H間 腹腔内投与

沖5図Sareoma180細 胞接種 マウス

の体 重増加 に及ぼす粗 だ〃幽

vノ肋 の影 響
体重増加

1(しセント

40/

30/

20/

_4〆

Sイ80棲 種Sarcoma180細 龍接種後の日数

工Sarc。ma/80細tediesatsaLk9羊

π5iarc。ma180細 煎 種後 粗 ε"蜥 ノηを

投与した群

すなわ ちEHRLICH細 胞接種マ ウスに正常 マ ウス より

採取 した腹水を マウス体重10g当 り5・Omg蛋 白量を

1臼1回,4日 間腹腔内投与 した。第3図 に 示 す よ う

に,腫 瘍細 胞を接種 して いない マウスの腹水中には著 名

な抑制効果をもつ ものは見出 されなかつた。

以上の結果か ら正常 マウスの腹水中には抗腫瘍性の活

性因子は存 在せず,粗EHVの よ うな活性因子は接種腫

瘍細胞の増殖 に伴 な う生産物質 であ ると考え られ る。

3)EH-virinの 硫安分 画の抗腫瘍性

粗EHVの 硫安塩析 に よ る各分画 をマウス体重109

当 り5.Omg蛋 白量を ユ日1回,4日 間腹腔 内 投与 し,

体重増加率は第4図 に,全 腫瘍 細胞数 お よび延命 日数を

第2表 に示 した。

体重増加抑制率ではEHRLICH細 胞接種対照群 と比較

沖6図Sarcoノ ηαZ30細 胞接 種 マウ又初

体 重増加 に及ぼすEH・・yi'rin硫安

分 画 の影 響
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してF-1分 画は56%,F-2は58%,F-3は74%,F"一 一

4は79%e,F・-5は89%そ してF-・6は68%で あ り,

これ ら各分画 のみ の投与群でマ ウスに対 する毒性は認め

られなか つ た。以上の結果か らF-3分 画が,体 重増加

抑制,全 腫瘍細胞数 の増加お よび延命 日数のいずれか ら

も対照群 と比較 して有意の阻止効果が認 められ る。そ し

て このF・-3分 画の阻止程 度はMitomycinCお よ び

Toyomycinの1110LDso量 を1日1回4日 間 腹腔内投

与 した結果 とほぼ同程度 の効果 と評価 し得 るものであつ

た0

4)EH-virinのSarcoma180細 胞 接種マ ウスに対

す る抗腫瘍性:Sarc。ma180細 胞接種 マウスにEHVを

投与 し抗腫瘍性を調べた。粗EHV投 与に よる体重増加
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第3表Sarcoma180細 胞 接 種 マ ウ ス に及 ぼすEH-virin硫 安 分 画 の影 響

実 験 群*

S-180の み 接 種

S-180十F-1

S-180十F-2

S-180十F-3

S-180十F-4

S-180十F-5

S-180十F-6

S-180十MitomycinC**

S--180十Toyomycin**

細 胞 増 加 抑 制 効 果 i 延 命 効 果

接種細胞数 全腫瘍細胞数 細胞増加抑制 平均死亡日数

1.o×106/109体 重

ノノ

ノノ

ノノ

〃

〃

'

ノ

ノ

ノ

〃

8.2土o.6(×107)/109

7.3土O.5

7.0土0.7

4.2±0.4

5.8+0.3

7.3土0.6

7.0土0.9

1。5土0.3

1.0土0.4

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

11.0%

14.7

48.8

30.0

11、0

14.7

81.0

88.0

18土2.6日

21土2.2

23土2.0

27土2.3

19土1.8

19土2.0

19土1.6

28土2.6

28土1.6

*1日1回
,細 胞 接 種 直 後 よ り4日 間腹 腔 内 投与

一**1/10LD
so量 を1日1回,細 胞接 種 直 後 よ り4日 間 腹 腔 内 投 与

カ7図Sarcoma/80細 胞 接種マウス

の体 重増加 に及ぼす粗Sarca
一γか加の影響

体重増加

40

'3G

.20

JO

/
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//ン π
/。 〆 。副ガ

4710

Sづ180棲種Sarco〃7a180棲 穫 後の日数

ISareoノ ηα190細 龍のみを接種 した群

πSareoma180細 抱棲種後.粗 ∫aハごo-vかinを

投与 した群

率 を第5図 に,EHV硫 安分画投与に よる効 果 を第6図

と第3表 に示 した。

第6図 お よび第3表 の結果 か ら明 らかな如 く,粗EHV

お よびその=硫安 分 画 のF-3分 画 にSarcoma180に 対

す る抗腫瘍性 が認め られ た。 このこ とはEHVが 腫瘍抗

・体 と異質 の ものであるこ とを示 して いる。

(II)Sarcoma180細 胞接種 マウス腹水 中 の 抗腫 瘍

牲

1)粗Sarco-virinのSarcema180接 種 マウスに対

す る抗腫瘍性:EHVと 同 じ操作 で粗SAVをSarcoma

180細 胞接」種マ ウスの体重109当 り5.Omg蛋 白量を

腹腔 内投与 した結果 を第7図 に示 した。第7図 に示す よ

うに体重増加率 ではEHVのEH細 胞に対 す る と同程

度 の抗腫瘍性が認め られた。

2)粗Sarco-virinのEHRLIcH細 胞 接 種 マウスに

カ8図Ehr//ch細 胞接種マウスの

体重増力0に及ぼす粗SC～roひ

γか加 の影 響

体重増加
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だ〃細飽 ε加～たん細胞接種 後の日数

接 種

IEhr//ch細fK1の み を接 種 した群

πEhrlich細 龍 棲種 後3α 声ゆ0一乾励 を

投 与 した群

対す る抗腫瘍性:EHRLICH細 胞接種マ ウス に粗SA-V

を腹腔内に投与 した場合 の結果を第8図 に示す。第8図

に示 され るよ うにEHRLICH細 胞接種後10日 目の体重

増加抑制は60.8%,全 腫瘍細胞数 の増加抑制は46・6%

であ り,平 均死亡 日数 も延長が認め られた。

3)Sarce-virinの 硫安分画のSarcoma180お よび

EHRLICH細 胞接 種マ ウスに対す る抗腫瘍性,次veSAV

の硫安分画部の抗腫瘍性につ いて検 討 したがEHVの 硫

安分画 と同様,SAVの 硫安分画部 のF-3画 分が,最 も

強 い非 特異的な抗腫 瘍性を示 した。 す な わ ちSarcoma

180細 胞接種マ ウスの体重増加抑制は75%,全 腫瘍細胞

数 の増加抑制 では65%,ま た,EIIRLICEI細 胞接種 マウ

スに対 しては,体 重 増加抑鋼 が45%,全 腫瘍細 胞数増加

抑制 では40%で あつた。 このよ うに抗腫瘍性 は非特異

的であ るが,ど ちらか とい えば,そ の抑制効果は抗腫瘍
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第4表 粗EH…virinのpolioウ イル ス増 殖 抑

制 効 果

PFU加1 阻止率(%)

VC*

EHViO**

EHV15***

1.5×107

1.0×105

7。2×106

99.3

52.0

*Polio-1型MAHONEY株 ウ ィル ス の み を 接 種

した 群
**Polioウ ィル スを接 種 した の ち

,EHRLICH細

胞接 種 後10日 目に採 取 したEHVを 投与 した

群
***Polioウ4ル ス を接 種 した の ち

,EHRLICH細

胞接 種 後15日 目に採 取 したEHVを 投 与 した

群

因子の生産系 と して用いた細胞系 と力価測定 に用 いた腫

瘍細胞系が 同一系 の場合のほ うが一層強 い活性 が認 めら

れ るようであつた。

考 察

我 々はAVの 研究 か ら出発 して,悪 性腫瘍細 胞 を 接

種せ られたマウスの腹水中に抗腫瘍因子の生 産され るこ

とを明 らかに した。それは蛋白性性格の高分子物質 であ

つて,そ の活性は生産に用いた腫瘍細胞にのみ作用す る

のではな くてそ の他の腫瘍細胞に も作用 するので,そ う

とう広い範 囲の抗腫瘍 スペ ク トルを もつ ものではないか

と考え られる。 また,こ の非特異的な活性物質は抗 ウィ

ルス効果を もつ ことが ポ リオウ ィル スに対す る効果の検

討から認め られた(第4表)。 このよ うに我 々が 仮称 し

ているEHVと かSAVな どは1種 の生体防禦機構 に関

与するものであ り腫瘍細 胞の ような侵入因子に対 して普

遍的に作用す る機能を もつてい るのか も知れ ない。すな

わ ち腫瘍細胞の よ うな侵入因子に対 して,特 異的免疫機

構 と並 んで,非 特異的に侵入因子 に作用す るこの防禦機

能は,生 体防禦反応の中では,お そら く重要 な役割をは

た しているのではないか と考えている。

要 約

悪性腫瘍細飽を接種せ られ たマウスの腹水中に蛋白性

性格の活性因子が見出 され た。 この因子には抗 ウ ィルス

および抗腫瘍の2つ の作用 が認め られ,腫 瘍生体 と異な

る活性物質 であ る。そ して50%o硫 安分画部に最 も強V…

活性が認め られ,そ の抑制効果はMitomycinCお よび

Toyomycinの ユ/10LD5。 量投与 とほぼ同程度 の 力価 を二

示 した。
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         STUDIES ON THE HIGH MOLECULAR 

SUBSTANCES POSSESSING CHEMOTHERAPEUTIC ACTIVITY. IV

An Antitumor Substance found in Ascites of Tumor bearing Mice

               SHIGESHI TOYOSHIMA & HARUHISA FUJITA 

Division of Biochemical Pharmacology, Pharmaceutical Institute, Keio Gijuku University

 EH Virin, an antitumor substance found in ascites of  EHRLICH ascites tumor bearing mice,  was 
investigated. This substance possessed the two inhibitory activity of antitumor effect and antiviral 
one and was different from tumor antibody. 

 By using the ammonium sulfate fractionation method, the highest activity  of EH Virin was found to 
be in the 50% saturated fraction. The antitumor effect of this substance equivalents to the  thera, 

peutic  effect of 1/10  LD50 of mitomycin C or toyomycin.




