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OK-432の 吉 田肉腫お よびL 1210白 血病の各種薬 剤耐性株に対す る効果

星野 章.加 藤武俊 ・天羽弘行 ・太田和雄

愛知県がんセンター研究所化学療法部

(昭和46年12月21日 受付)

1. 緒 言

悪 性 腫 瘍 患 者 が,溶 血 性 連 鎖 状 球菌(溶 連 菌)に よ る

感 染,と くに 丹 毒 に か か る と腫 瘍 の 退 縮,治 癒 が 起 る こ

とは 古 くか ら多 数 の報 告 が あ る。

BUSCHは,1868年,肉 腫 患 者 に丹 毒 を 罹 患 さ せ て腫

瘍 の 縮 少 を み て お り1),1882年 にFEHLEISENは 溶 連菌

Streptococcms erysipelatisの 培 養 液 を 肉 腫 患 者 に 接 種

し,良 好 な成 績 を得 て い る2)。 ま た,COLEYも,1891年

に 手 術 不 能 の 肉腫 患 者 に丹 毒 を 感 染 させ て腫 瘍 を 完 全 に

治 癒 させ た3)Oし か し丹 毒 は 当時 か な り重 篤 な疾 患 で あ

りこれ に よ り死 を 招 く こ と も しば しば で あ り,こ の た め

生 菌 を含 まな いCOLEY's mixedtoxinな どが 考 案 され

たが,製 剤 の効 力 が 変 動 し,効 果 も不 定 で あ り,ま た作

用 機 序 に つ い て も明 らか に す る こ とが で き なか つ た4)。

1939年,岡 本 はRNAを 添 加 し た培 地 に溶 連 菌 を 培

養 す る と溶 血 毒 素Streptolysin S(SLS)の 産 生 が 著 し

く増 大 す る事 実,す なわ ち"RNA効 果"を 見 出 し たが5),

そ の 事 実 を 基 礎 に して,1954年 以 来,越 村,岡 本 らは

溶 連 菌 の 制 癌 作 用 に 関 して の 精 力 的 な研 究 を す す め,越

村 らは まず 溶 連 菌 の 生 菌 体 とEHRLICH腹 水 癌 細 胞 を

37℃ に てincubateす る とSLSの 産 生 が み ら れ る こ

と6),し か も このincubateし た 混 合 液 を マ ウス 腹 腔 内

に 接 種 して も腹 水 癌 増 殖 は 起 らな い こ とを 観 察 した7)。

これ は 溶 連 菌 が癌 細 胞 のRNAを 利 用 した た め に,癌 細

胞 のRNAが 荒 廃 を 起 し た と考 え られ て い る。 ま た,溶

連 菌 は現 在 まで10種 以 上 の実 験 腫 瘍 に 制 癌 作 用 を示 し,

制 癌 能 は菌 の 毒 力 と無 関 係 で あ る こ とが 認 め ら れ て い

る。

1964年,越 村 ら8,9)は, BERNHEIMER'S basal medium 

中 で,高 濃 度 のPenicillin存 在 下 で37℃, 20分 間,つ

い で45℃, 30分 間 処 理 す る と,制 癌 効 果 が10～20倍

強 力 に な り,Penicillin処 理 され た菌 はStreptolysin S 

産 生 能 が な い こ とを 見 出 し,こ の 菌 製 剤 がPC-B-45

(OK-431)で あ り,こ れ を凍 結 乾 燥 法 に よつ て 安 定 化 し

た もの がOK-432で あ るo本 実 験 に 用 い たOK-432は

中 外 製 薬 か ら提 供 さ れ た もの で あ る。

わ れ わ れ は,吉 田 肉 腫 お よびL 1210白 血 病 の 感 性 株

と各 種 薬 剤 の耐 性 株 を 用 い てOK-432の 抗 腫 瘍 効 果,

と くに 交 叉 耐 性 に つ い て 検 討 した の で報 告 す る。

II. 方 法

く吉田肉腫のin vivo assay>

吉田肉腫は100万 個を体重100～120g, 1群5匹(感

受性株では10匹)の 呑竜 ラットの腹腔内に移植し,72

時間後から,連 日10回 の薬剤の腹腔内投与を行ない,

治療群の平均生存 日数の対照群に対する延長率か ら,50

%以 下 は無効(-), 50～100%は やや有効(±),100%

以上 は有効(+),100%以 上で30日 以上生存するラッ

トのある場合を著効(廾),と 判定した9)。

<吉 田肉腫のin vitro-in vivo assay>

吉 田肉腫におけるinvitor-in vivo assay法 による薬

剤の効果検討を行なつた。すなわち,吉 田肉腫細胞の5×

106 cells/mlの ヘパ リン加HANKS浮 遊液を作製し,薬

剤を種々の濃度に加えて,37℃, 30分 間incubateし,

そのまま0.2ml,す なわち吉田肉腫100万 個を1群5匹

の呑竜ラット腹腔内に移植し,生 存 日数 と移植率から薬

剤の効果を判定した。この方法で薬剤の腫瘍細胞への直

接効果の有無を検討することが出来る。

<L 1210白 血病のin vivo assay>

L 1210白 血病は100万 個 を体重18～22g,1群5匹

のBDF1マ ウスの腹腔内に移植 し,24時 間後から隔 日

日10回 の薬剤の腹腔内投与を行ない,治 療群の平均生存

数の対照群に対する延長率か ら,25%以 下は無効(-),

25%以 上 は有効,と 判定した9)。

なお,交 叉耐性およびCollateral Sensitivityの 有無

は,薬 剤のoptimal doseの 耐性株に対する効果を感性

株に対する効果と比較して判定 した9)。

使用したOK-432は,実 験の都度,新 しく生 理食塩

水を加えて懸濁液 として注射またはin vitroに お け る

incubationに 使用 した。

III. 成 績

<吉 田肉腫感受性株>

図1は 吉田肉腫感受性株に対するOK-432の 効 果Tを

生存曲線で示 したものであり,黒 い棒 とその上の数字は

各群の平均生存日数を示し,%は 治療群の対照群(生 食

水注射群)に 対する平均生存 日数の延長率を 示 して い

る。

OK-43240KE/kg連 日投与の群では平均生存日数は

10.9日,延 命率は42%で あつた。20KE/kg投 与群で
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は 延 命 率135%以 上 で,30日 以 上 生 存 ラ ッ トが10匹

中3匹 認 め られ て,OK-432の 効 果 は 著 効(廾)と 判 定 さ

れ た 。10 KE/kg投 与 群 で は 延 命 率30%で 無 効(-)で

あつ た。

<吉 田 肉 腫 耐 性 株>

吉 田 肉 腫 感 受 性 株 に 対 しOK-432は 有 効 で あ る が,

そ のChemotherapy index (MTD/MED)は2～4倍 と

低 い こ とが 認 め られ た 。

図2-1は,Cyclophosphamide, Busulfan, Thio-TEPA 

の ア ル キ ル 化 剤 耐 性 株 に対 す るOK-432の 効 果 を 示 し

た も の で,Cyclophosphamide耐 性 株 で は,OK-432 40

KE/kg投 与 で は-14%で 無 効(-),20KE/kg投 与

で は32%以 上 で や や 有 効(±)で あ つ た 。Busulfan耐
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図1. EFFECT OF OK-432 ON ORIGINAL 
LINES OF YOSHIDA SARCOMA

図2. EFFECT OF OK-432 ON ORIGINAL AND RESISTANT LINES OF YOSHIDA SARCOMA

図3. EFFECT OF OK-432 ON ORIGINAL AND RESISTANT LINES 
OF YOSHIDA SARCOMA (IN VITRO-/N VIVO ASSAY)



600 CHEMOTHERAPY JULY 1972

性 株 に 対 し,20KE/kg投 与 で は66%以 上 で,30日 生

存 ラ ッ トが5匹 中1匹 認 め られ て 有 効(+)で あ つ た。

Thio-TEPA耐 性 株 で は40KE/kg投 与 で56%と や や

有 効(±)で あ つ た 。

図2-2はMitomycin C, Daunomycin, Chromomycin 

A3の 抗 生物 質 耐 性 株 に対 す るOK-432の 効 果 を示 した

も の で あ る。

Mitomycin C耐 性 株 で は20KE/kg投 与 で, 107%

以 上,30日 生 存 ラ ッ トは5匹 中l匹 で著 効(廾)を 示 し

た 。Daunomycin耐 性 株 で は40 KE/kg, 20 KE/kg投

与 の いず れ も無 効(-)で あ つ た 。Chromomycin A3耐

性 株 で は,40 KE/kg投 与 群 で71%以 上,30日 生 存 ラ

ッ トが5匹 中2匹 に認 め られ 有 効(十)と 判 定 さ れ た 。

図2-3は 代 謝 拮 抗 剤5-Fluorouracil, 6-Mercaptopu-

rineの 両 耐 性 株 に対 す る 効 果 を示 した もの で,OK-432

は,こ の 両 耐 性 株 に 無 効(-)で あつ た 。

<吉 田 肉 腫in vitro-in vivo assay>

図3は,吉 田 肉腫 細 胞 とOK-432を 試 験 管 内 で37℃,

30分 間incubateし てOK-432の 直 接 効 果 を み たin

vitro-in vivo assayの 成 績 を 示 した もの で あ る。

感 受 性 株 細 胞 とOK-432を 最 終 濃 度10 KE/mlに な

る よ うに 加 え て 培 養 した 群 で は,そ の 細 胞 を ラ ッ ト腹 腔

内 に 戻 し移 植 す る と,生 存 日数 の延 長 率 は102%以 上,

5匹 中2匹 が30日 以 上 生 存 し著 効(廾)を 示 した 。5 KE/

mlで は73%以 上 で,5匹 中1匹 が30日 生 存 し 有 効

(+)と 判 定 され た 。 す な わ ち吉 田 肉 腫 に 対 し てOK-432

は 直 接 抗 腫 瘍 作 用 を 有 す る こ とを示 す 成 績 と考 え られ る。

図3-1に 示 す と お り,Cyclophosphamide耐 性 株 で

は,10KE/ml処 置 群 で191%以 上,5匹 中2匹 が30

日以 上 生 存 し,5KE/mlで は170%以 上,5匹 中3匹

が30日 以 上 生 存 し,い ず れ の群 も著 効(廾)を 示 した 。

しか しBusulfan耐 性 株,Thio-TEPA耐 性 株 には 無 効

(-)で あつ た。

図3-2はMitomycin C, Daunomycin, Chromomycin 

A3の 各 耐 性 株 に 対 す るOK-432の 成 績 を 示 した も の で

あ り,Mitomycin C耐 性 株 とOK-432の10 KE/mlを

incubateし た 場 合 は,延 命 率90%以 上 で 有 効(+)で

あ つ た 。 しか しDaunomycin耐 性 株 で は 全 く無 効 で あ

つ た 。 い・つ ぼ う,Chromomycin A3耐 性 株 で は10 KE/

mlのincubationで 延 命 率90%以 上,5匹 中2匹 が

30日 以 上 生 存 し有 効(+)で あ つ た 。

図3-3は5-Fluorouracil, 6-Mercaptopurineの 両 耐

性 株 に対 す る 効 果 を 示 した も の で,5-Fluorouracil耐 性

株 で は10 KE/mlのincubationで,延 命 率 は122%以

上,5匹 中2匹 が30日 以 上 生 存 し著 効(廾)を 示 した 。

6-Mercaptopurine耐 性 株 で は10 KE/ml処 置 群 で41

%以 上 で あ り,や や 有 効(±)で あ つ た 。

表1は 前 記 の 吉 田肉 腫 の 各 種 耐 性 株 に 対 す るOK-432

のin vivoに お け る 効 果,な らび にin vitro-in vivo

に お の け る 効 果 を 総 括 した 表 で あ る。

In vivoに お い て はMitomycin C, Chromomycin A3 

の 両 耐 性 株 に 対 し て,OK-432は 感 受性 株 とほ ぼ 同 じ効

果 を 示 し た が,Cydophosphamide, Busulfan, Thio-

TEPAの 各 耐 性 株 が い ず れ も有 効(+),ま た は や や有 効

(±)と い う成 績 を 示 した 他 は,す べ て 無 効(-)で あ り交

叉 耐 性 を示 す 成 績 で あつ た 。

In vitro-in vivo assayで は,感 受 性 株 お よびCyclo-

phosphamide, 5-Fluorouracil耐 性 株 が 著 効(廾)を 示

し, Mitomycin C, Chromomycin A3, 6-Mercaptopurine 

の各 耐 性 株 が 有 効(+)ま た は や や 有 効(±)の 効 果 を示 し

た が,そ の 他 の 耐 性 株 に は 無 効 で あ つ た 。

<L 1210白 血 病 のin vivo assay>

図4はL 1210マ ウ ス 白 血 病 の 感 受 性 株,5-Fluorou-

racil, 6-Mercaptopurine, Amethopterinの 各 耐 性 株

に 対 しOK-432を 腹 腔 内 に投 与 した 実 験 の 成 績 を 示 し

た もの で あ る。L 1210白 血 病 マ ウ ス にOK-432の100

KE/kg, 20 KE/kgを 隔 日10回 投 与 した が,い ず れ の

表1 Effect of OK-432 on original and resistant 

lines of YOSHIDA sarcoma
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株 に お い て もOK-432は 全 く無 効 で あつ た。

IV. 考 按 な らび に 結 論

吉 田 肉腫 の感 受 性株 に 対 してOK-432は,in vivoに

お い て,ま たin vitro-in vivo法 に お い て もいず れ も有

効 で あつ た0各 種 薬 剤 の 耐 性 株 に お け るOK-432の 効 果

は感 受 性 株 に 比 して 劣 る。 しか しアル キ ル化 剤 の 耐 性 株

に お い てCyclophosphamide耐 性 株 にOK-432は 有 効

で あ る が,他 のBusulfan, Thio-TEPAの 耐性 株 に は

あ ま り有 効 で な く,こ の よ うな こ とか ら,各 薬 剤 とOK-

432の 有 効 性 に は 一 定 の 関 連 が な く,各 薬 剤 の 作 用 機 序

と,OK-432の 効 果 とは 関 係 が な い よ うに 考 え られ る。

また,わ れわ れ の成 績 でCyclophosphamide, Chromo-

mycin A3の 両 耐 性 株 に 対 す るOK-432のin vitro-in 

vivo assayの 効 果 が比 較 的 よい とい う結 果 で あ る が,

これ は こ の2株 が 原株 お よび 他 の 耐 性 株 と増 殖 態 度 が 異

な り,宿 主 の 影 響 を うけ や す い 腫 瘍 で あ り,incubation

後in vivoに も ど した 場 合 に,変 性 を うけ た 細 胞 が 宿 主

の影 響 を うけ や す く,そ の た め にOK-432の 効 果 が よ

く出 た とも考 え られ る 。

OK-432の 効 果 をin vivoとin vitro-in vivo法 と

比 較 す る と,invitro-invivoaSsayのeま うが 効 果 が よ

く感 度 が高 い。 これ はOKー432が 直 接 細 胞 障 害 作 用 を

有 す る こ とを 示 す 成 績 と考 え られ る。

しか し前 述 のCyclophosphamide,ChromomycinA3

耐 性 株 の実 験 結 果 は,OK-432が 直 接 作 用 の他 に宿 主 を

介 した 作 用 を有 す る こ とを示 唆 す る成 績 で あ る。

以上の結果から,OK-432は 腫瘍増殖を抑制する直接

作用の他に宿主を介した非特異的な作用をも有すると考

え られる。

またL 1210マ ウス白血病にはOK-432は 無効であつ

たが,こ れは腫瘍による感受性の差によるもの で あ ろ

う。

また多くの耐性株 と交叉耐性を有する成績は,そ れぞ

れの薬剤の作用機序と関連 したものではなく,耐 性腫瘍

の膜透過性の変化lo)等に基づく耐性腫瘍一般に認め られ

る非特異的薬剤抵抗性を示すものと考えられる。
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ANTITUMOR EFFECT OF OK-432 

CROSS RESISTANCE IN RESISTANT CELL LINES OF YOSHIDA SARCOMA 

AND OF L1210 LEUKEMIA 

AKIRA HOSHINO, TAKETOSHI KATO, HIROYUKI AMO and KAZUO OTA 

Laboratory of Chemotherapy, Aichi Cancer Center Research Institute, 

Chikusa-ku, Nagoya, Japan

Antitumor effect of OK-432, the lyophilized preparation of cell suspension of a low virulent strain 

of Streptococcus hemolyticus treated with penicillin G, was studied in the original and its resistant 

sublines of YOSHIDA sarcoma and of L 1210 leukemia. 

OK-432 showed tumor inhibitory effect to the original YOSHIDA sarcoma and the sublines resistant to 

cyclophosphamide, busulfan, thio-TEPA, mitomycin C and chromomycin A3 in in vivo experiments. 

In in vitro-in vivo assay experiments OK-432 was also effective against the original YOSHIDA sarcoma 

and the sublines resistant to cyclophosphamide, mitomycin C, chromomycin A3, 5-fluorouracil and 6- 

mercaptopurine. 

These results indicated that OK-432 posessed both direct and host-mediated antitumor activities in 

YOSHIDA ascites sarcoma. Cross resistance of OK-432 found in several resistant sublines did not cor-

relate to specific mode of action of the antitumor agents. 

Collateral sensitivity to OK-432 observed in the two sublines resistant to cyclophosphamide and 

chromomycin A3 might be attributed to elevated immunogenecity of these resistant sublines. 

OK-432 was not effective to L 1210 mouse leukemia.


