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と くにMFC療 法におけ る併用効果
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上 気道ア レル ギーの免疫療法剤 として用 い られ ている細菌多価 ワクチ ンの1種 である Broncasma

Beena, は動物移植癌に対して抗腫瘍活性を示すことが知られている。今回は本剤および制癌剤併用

時における網 内系に対する影響 をマウスを用いて検討 した。

本 剤 のi.p.,s.c.お よびi.n.投 与 群 に お い て は,網 内 系 の 活性 が有 意 に増 加 した。 この 活性 化

の程度は投与 回数 とほぼ平行関係にあ り, phagocytic index[K] 値および corrected phagocytic in-

dex[a] 値の増加 として認められた。 さらにMFC療 法 (Mitomycin C+5-Fluorouracil+Cytosine

arabinoside) で発現する網内系機能の抑制は本剤との併用により防止された。

ま た, Broncasma Berna および Zymosan 投与群では,胸 腺および脾臓の摘出臓器重量体重比

が著 しく増加 した。一方,MFC投 与群では,各 臓器重量 とも減少 したが, Broncasma Berna の併

用 によ り防止され た。以上 によ り,臨 床上,広 く行なわれ てい るMFCTherapyに おいて発現する

副 作用の1つ である網 内系機能の抑制 に対 して, Broncasma Berna は有効であ ることが明 らか と

な った。

緒 言

微生物の産生す る内毒素,ミ コパ クテ リアお よびある

種 の病原菌や腐生菌 が,網 内系機能 を促進す ることがす

で に明 らかに されている。

著者 らは,前 報 で9細 菌 多 価 ワクチンの1種 である

Broncasma Bernaは マウスに移 植 されたEhrlich腹

水 腫瘍 に対 して抗腫瘍作用 を示す ことを報告 したが,本

剤 も網 内 系 機 能に影響 を及ぼすのではないか と考え、

carbon clearance法 に より検討 した。 また,製 癌 剤 併

用 時に発現す るといわれ る網 内 系 機 能 の低下に対す る

Broncasma Bernaの 作用態度 につい て も検討を加え

た。 さらに各臓器重量(肝 臓,脾 臓,胸 腺,肺 臓 および

腎 臓)へ の影響について も考察 を加えたので報告す る。

実験材料および方法

I.実 験材料

(i)実 験動物:ICR/JCLマ ウス(日 本 クレア)雄,

5週 令 を購 入 し,ナ リエ ンタル固型飼料NMFと 水道水

を 自由に摂取 させ,温 度22±2℃,湿 度50～60%の 空

調 動物質 にて飼育管理を行なった。

(ii)使 用薬物

(a)Broncasma Berna (B)B:ス イ ス血 清 ワ クチ ン

研究所)

本剤は Pneunsococcus I,II,III,Micrococcus catar-

rhalis,Micrococcus tetragenes,Staphylococcus,Strep-

tococcus,Pieudomonas aeruginosa,Klebsiella Mese

moniae,Hemophillus influenzae の死菌混合液である。

(b)Zymosan(Zymosan A,No.Z-3003,Immuno-

logical reagent,ICN Pharmaceuticals,Inc,Sigma ŽÐ

製)

(C)他 の制癌剤: Mitomycin C(MMC),5-Fluorou-

racil (5-FU) 協和醸 酵. Cytosine arabinoside(Ara-

C):日 本新 薬

(iii)他 の 試 薬

ベ リカ ン イ ン ク (C11/1431 a):Gunther Wagner,
HannoverGermany, ゲ ラチ ン:Merck社 製 を用 いた。

他 の試薬は,市 販の特級品を用いた。

II.実 験 方法

(i)Carbon clearance test

BIOZZI2)ら の 方 法 を 採 用 し,ベ リカ ン イ ン ク(炭 末粒

子 浮 遊液)を 用 い原 液 を5,000r.p.m.で15分 間遠心
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した後,上 澄液を ゲラチ ン1%添 加生理食塩 水 で炭 末粒

子が16mg/mlに なる ように,5,6倍 に稀 釈 し 使 用 し

た。

測定は,16mg/mlの 稀釈ペ リカンィン クを マゥス10

g当 り0.1mlの 割合で尾静脈 内に注射 し.投 与5分 後

と30分 後にメランジュール を用 いマ ウス眼窩醇脈叢か

ら0.03ml採 血 し,0.1%炭 酸 ナ トリウム溶液3m1中

に溶血させた。 この溶血液 を日立分 光光度計(118形)を

用いて600nmに て測定 した。常法に よ り以下の算式に

従って.寅 食指数phagocyticindex[K]値 お よび訂正

食食指敬corrected phagoc ydcindex[a]値 を求めた。

但し,C1は ペ リカ ンイ ンク静注後,T1分 にあける炭

末濃度であ り,C2はT1分 における同濃度 である。

但 しW:マ ウス の体 重,WLS;マ ウス の肝 臓 お よび

脾臓の総重 量

(ii)Broncasma Bernaお よ び他 の 薬 剤 の 投 与 方 法

B.B.原 液0.2ml/mouseを1回 お よび 週3回,腹 腔

内(i.p),皮 下(亀c.)あ る い は 鼻腔 内(i.n.)投 与 を 行

なった゜RB.を1回 投 与,3回 投 与,6回 投 与 お よび

9回 投与 し た 後,各 投 与 群 と も24時 間 後 にcarbon

clearance testを 行 な って,食 食 指 数[K]値 を 求 め た 。

一方,Zymosmは40mg/kgを1回 投 与 お よび 週3回

.p.投 与 を行 ない,B.Bの 場 合 と同 様 に 測 定 を 行 な っ

た。

MFC(MMC 0.25mg/kg,5-Fu30mg/kgお よ び

Ara-C20MG/kgの 各 投 与 量 の113量 を 併用)0.2ml/

mguse単 独投 与 群 お よびMFC+B.B併 用 群 あ る いは

MFC十B.B10倍 稀 釈併用騨についても,1回 投与 馳よ

び遇3回i.p.投 与を して,[K]値 の測定 を行 なった。

対照群には,滅 噛生理食塊液0.2m1/mouseをi.P,投

与 した。

なお,採 血後直 ちに マウスを殺 し,肝 臓,脾 臓,胸

腺,肺 臓および 腎臓を摘出 して、 その臓器重量を 測定

し,訂 正寅食指数[a]値 を求めた。各投与群は,い ずれ

も同一実験 を2回 行ない,計10匹 の マウスの平均値 で

比較検討 を行な った。

III.實 験結県

(i)Broncasma Barnaの 投与経路 お よび投与量に

よるcarbon clearance値 の変動

B.B原 液 および10倍 稀釈液0.2ml/mouseをi.P.

投与 し,ま たB.B原 液0.2ml/mouseを&a.c.お よび

i.n.投 与を行ない,経 時的に寅食指数[K]値 を求め,

投与経路 あるいは投与量に よ り網 内系 に どの よ うな影響

を及ぼすかを調ぺ た。Fig.1に その結果を総括 して示 し

た。i.P.お よびi.n.投 与群の[K]値 は、s.c.投 与群

に比ぺ,高 値を示 した。B.B1回 投与 では,対 照群 に比

較 して,i.p.投 与群35.8%,i.n,投 与群では38.7%

の[K]値 の増 加を示 し,9回 投与群ではi.p.お よび

ｉ.n.投 与群 ともに約80%[K]値 が増加 し、Zymosan

40mg/kg投 与群 に相 当す る[K]値 の上昇 が認め られ

た。 この よ うに,B.Bのi.P.お よびi.n.投 与群では

顕 著な網 内系機能の尤進 が観察 された。 また,投 与経路

のいずれ の場合に も,投 与回数を増 すに従 い有意 な[K]

値 の増加が認め られた。

さらに,B.B原 液お よび10倍 稀釈液i.P.投 与群を

比較検討 した ところ,[K]値 は,原 液 のほ うがやや高値

を示 した。

(ii)MFCのcarbon clearance値 に及ぼす影 と

Fig.1 Fffect of Broncasma Berna or Zymosan by the administration route on the reticuloendothelial

   system in mice.

Broncasma Berna or Zymosan was given thre times a week.Each point represents the mean•}S.E.

of 10 animals.Significantly different from the control group at*P<0.05 or**P<0.01,respectively.
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Table 1 Influence of Broncasma Berna and MFC on the reticuloendothelial system and the relative

organ weight in mice

Broncasma Berna or MFC was given three times a week.

Each value represent the mean•}S,E.of 10 animals.

Significantly different from control group at*P<0.05,or**P<0.01,respectively.

Fig.2 Effect of intraperitoneal injection of Broncasma Berna and MFC,or combined administration of
Broncasma Berna and MFC on the reticuloendothelial system in mice.

Significantly different from the control group at*P<0.05 or**P<0.01,respectively.
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Fig.3 Relative organ weight in mice treated with i.p.injeciton of Broncasma Birna,MFC,Zymosan,
and combinated treatment with Broncasma Berna and MFC,

Broncasma Bernaの 併用 による回復効果

MMC,5-FUお よ びAra-C3者 併用,す な わ ち

MFCのcarbon clearance値 に対す る影響を調ぺた。さ

らにMFC投 与に よる網 内系機能の抑制が,BBを 併用

することに より防止 できるか ど うか検討 した.そ の結果

をTable1お よびFig.2に 示 した。

MFC1回i.p.単 独投与 群では,軽 度の一時的な網

内系機能の充進が認め られ たが,投 与回数を3回,6回,

9回 と増加す ることに[K]値 が著 しく低下 し,9回 投

与群では約31%の[K]値 の低下が認め られ た.

さらにMFCに よる網 内系機能の抑制をRBと 併用

することに より防止で きるか検討 した。MFCとB.B原

液および10倍 稀釈液1回i.P.併 用群ではほ とん ど効

果は認められなか ったが,MFCとB.B10倍 稀 釈液3

回および6回 併用群では対照 群 と同程度 の[K]値 を示

し,.9回 併用投与群で はMFC単 独投与群 の 約2倍 の

[K]値 の増加が認め られ た。 またMFCとB.B原 液併

用群ではさらに[K]値 は高 くな り,3回 併用投与群で

は単独投与群の約30%の[K]値 の増加 とな り,9回

併用投与群では110%の 著 明な網 内系機能の 尤進が 認

め られた。

(iii)Bromasma Bernaだ の臓器重量に及ぼす 影響 と

a-indexの 変動

B.B,MFCお よびBB+MFCi.P.併 用群 のcar-

bon dearance値 を測定後、各投与 群の胸腺,脾 臓,肝

臓,肺 臓および腎臓を摘 出 し,各 臓器重量を測定 し,そ

の結果を摘 出臓器重量体重比(%)と してFig.3お よび

Table1に 示 した。

腎臓の重量は,B.B,MFC,B.B+MFC併 用群お よ

びZym゜8a漉 投与群 ともに有意な変化は認め られなか っ

た。 しか し,他 の胸腺,脾 臓,肝 臓 および肺臓重量 は,

程度の差はあるが,B.Bお よびZymo8ani.p.投 与群で

は有意に増加 し,MF.i.P.投 与群で は 著 しく減 少 し

た。 さらにMFCに よる各臓器重量の減少はB.Bを 併

用す ることに より正常値あ るいはそれ以上に増加 した。

この傾向は,投 与回数の増加 とともに強化 され,と く

に胸腺お よび脾臓重量に著明に認め られ た。B.Bを 投与

す ることに よ り,胸 腺重量は正常値 の1.32～1.44倍,

脾臓重量は1.07～1.32倍 に増加 したが,MFCを 投与

す ると胸腺 は27～38%,脾 臓は10～40%減 少 した。こ

の減少傾向はB.Bと 併用する ことに よりほぼ正常値に

回復 した.

BIOZZI et al.2)に よると脾 臓重量体量比 と肝 臓 重 量

体重比 は[K]値 に影響す ることを ラッ トで報告 してい

る。 著者 らも彼 らが実験的に考案 したa-inde翼 を求め

て,検 討を行 なった。Table1に 示 したよ うにa-index

の傾 向はほぼK-indexの それ と 同様 で あ り,B.Bを

i.P.投 与す ることに よ り対 照群に比ぺa-indexは 有意

に増加 し,MFC投 与 に よりやや 減少 し,さ らにB.B

と併用 す ることに よ りa-indexは 正 常値 あるいはそれ

以上 に増加す ることが明 らか となった。

考 察

制癌剤 として使われているアル キル化剤,抗 生物質。

代謝拮抗剤な どは逆 に免疫機能 の抑制を招 くといわれ て

お り,そ の対策 として癌 免疫療法の癌治療における有用

性が大 き くクローズァ ヅプされ ている。すでに臨床的に

も担癌宿主の免疫機能がかな り低下す ることは明 白な事

実 である。
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生体 内では,丁 細胞お よびB細 胞を主体 としてさ らに

網 内系細胞(マ クロファージ)。骨髄系緬胞(好 中球,肥

胖 細胞)が 異物摂取,排 除,抗 体産生機能その他 の請機

能 に関与 してい ることが知 られ ている。

OLD8),BALNER4),BIOZZ15•`7),HALPERNI8),WOODRUFF8).

木村10)らは,B.G,Zymodsn,Corynebacterium Parvum

お よびOK-432が 網 内系機能を賦 活する ことを認め,さ

らにこれ らが癌の増 殖を抑制す ることを 発 見 した。一

方,SOKOLOFF11)ら に よ る とマ ウス,ラ ッ トにMMC

のよ うな抗腫瘍剤を投与す ると網 内系機能の低下が認め

られ るとい う。

す でに,著 者 らは8種 の死菌混合液であ る細菌多価 ワ

クチ ンB.Bは,EHRLICH腹 水腫瘍に抗腫瘍 活性 を 示

し,C3補 体活性化作用お よび肝薬物代謝酵素活性 を抑

制す ることを報告 した。本実験 では,B.Bが 網 内系機能

に どの ような影響を及ぼすかを検討 した。

B.Bの 投与経路に関 し て は,ac.投 与群に 比べ て

i.P.お よびi.n.投 与群 で著明な網 内系機能の充進が認

め られた。 これ らの ことか ら,今 後i.n.投 与に よる抗

腫瘍効果 の検討 も主要課題 と考え られる。 また,B.Bの

投与回数 の増加に伴 ってその機能 も強化 され,溶 連 菌製

剤のOK-432はs.c.投 与群に比べi.P.お よびi.v.

投 与群で著 しく網 内系活性が 上昇すると 報告さ れ てい

る12)。

本村10)や鈴木 ら13,によ る と,MMCの 連続投与に よ

り、 網 内系機能が低下す るが これ は,OK-432,SSMと

の併用であ る程度防止で きると報告 している。

著者 らは,EHRUCH腹 水腫瘍に対 して,B.Bと 各種

制癌剤 との併用効果 を検討 し,と くにB.BとMFCと

の 併用群に 著明な 延命効果 が 得 られ る こ とを 報告 し

た1)。そ こで,MFCの 網 内系に対する影響を調ぺた とこ

ろ,MFC1回 投与後 の[K]値 にほ とんど認め られな

か ったが,3回,6回,9回 と投与回数 の増加につれ,

網内系機能の抑制が顕著に発現 した。 しか し,MFCに

よる網 内系機能の抑制は,B.B10倍 稀釈液お よび原液

と併用することに よ りかな り回復 した。

現在,臨 床上繁用 されているMMC,5-FU,Ara-C

の ような制癌剤には程 度の差 こそあれ,網 内系機能の抑

制 作用が あることが認め られたが,本 研究 でB.Bに は

制癌剤に よる網 内系機能抑制を回復 させ る作用のある こ

とが 明ら か と な った。 鈴木 ら13}によ る と,MMCを

ICR/JCLマ ウス雄 とddYマ ウス雄に投与 してcarbon

clearance値 を比較す るとddYマ ウスのほ うが著 明に

低下する ことを報告 している。 この点か ら動物 の種差に

よって も網 内系機能には差異のあることが推定 され る。

今後 は,動 物の選択についても考慮する必要が あるよ う

に思われ る。

食食指敬[K]値 は,主 に肝臓 および脾臓 の網 系細胞

の異 物摂取能に よる ものであ り,肝 臓お よび鉾臓の重量

で大 きく左右され るため,各 々のclearance値 の変勘を

補正 しa-indexをHALPERN2)ら は考案 している。われ

わ れ も,a-indexに 関 して検討 したところ,ほ ぼK-in-

dexと 同様の傾向が露め られ た。 この こ とか ら,a-

indexは 員種動物聞 における網 内系機能の比較を してい

く上で重翼 な意味を もつ ように考 えられたo

RIGGI14),らはZymosanを 静注.することより,肝 臓,

腎臓重量は ほ とん ど愛化が 認め られないが,鉾 鷹 およ

び肺臓の 相対重量が 増加 したと 報告 してい るoま た,

OLD8),HALP2RN6),SCOTTら18)まCorynebacteriumc

parvumの 網 内系の賦活作用は,肝臓 と算 臓の相対重量

が増加 することに関係がある と報告 している。

著 者 らも,B.Bお よびMFCのi.P.投 与後の臓器重

量 につ いて検討を加えた ところ,い ずれの綬与鐸 とも腎

臓にはほ とん ど 変化は 認め られ なか ったが,胸 糠,鮮

腫,肝 臓お よび肺 臓の各量量はEB単 独投与 で有童に

増加 したoま た,MPC投 与群に よる各 屠 重量の減少

はB.Bと 併用す ることに よ り訪止された。 とくに,"

ンパ球や血漿細胞 中に分化 され るマクロ アージや他の

単核球細胞 の 増 生器官であ る 肝臓や 騨臓の 臓響重量齢

BB投 与に より増加 したこと,免 疲 系の センターともい

うべ き生体臓器であ る胸膿 お よび農臓の重量 も著明に増

加 した ことが注 目されたoBBの 投与に より陥 および

脾 臓におけ る網 内系機能が賦 活 され,貢 食指数[K]値

と訂正寅食指教[a]値 の有意 な 増加が 認められたこと

は,こ れ らの作用が本剤の抗腫瘍作用機悸に1つ の役鶴

を演 じて いることが示唆 され るo
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ACTIVATION OF RETICULOENDOTHELIAL SYSTEM BY

BRONCASMA BERNA,WITH SPECIAL REFERENCE TO

COMBINATION EFFECT WITH MFC THERAPY

HITOSHI ITO and HIROKO SUGISAWA

Department of Pharmacology,Mie University School of Medicine

KEISHIRO SHIMURA

Institute of Laboratory Animals,Mie University School of Medicine

Broncasma Berna(B.B)prepared from multivalent killed bacterial preparation demonstrated pre-
viously a growth-inhibiting effect against EHRLICH ascites carcinoma in mice.Its antitumor potency
was enhanced,under certain circumstances,in combination with mitomycin C,cytosine arabinoside,
cyclophosphamide and 5-fluorouracil.

In this work the effects of B.B,zymosan,MFC(combined administration of mitomycin C,5-fluoro-
uracil and cytosine arabinoside)and B.B with MFC on the phagocytic function of the reticuloendo-
thelial system(RES)of ICR mice were investigated.The function of the RES was estimated by
measuring the rate of clearance of colloidal carbon particles from systemic blood according to the
method of BIOZZI G.et al.

Either a single or multiple administration of B.B,made intraperitoneally,subcutaneously or in-
tranasally,markedly increased the mean value of phagocytic indexes.The phagocytic index level of
the intranasal administration group was nearly equal to that of the zymosan-treated group.Zymosan
is a well-known RES stimulant.The corrected phagocytic index was also enhanced markedly in the
B.B-treated groups.

The phagocytic index of MFC-treated group varied with the dose ;it decreased apparently with the
number of injection.The combined administration of B.B and MFC increased the phagocytic index to
a higher level than that of the mice receiving only MFC.

Furthermore,the weight of thymus and spleen was by the administration of B.B changed signifi-
cantly as compared with the control(P<0.05 and P<0.01,respectively).

In conclusion,it was clearly shown that the phagocytic function of the RES was stimulated in ICR
mice by the administration of B.B alone or in combination with MFC under certain conditions.


