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ク ロ レ ラ 由 来 酸 性 多 糖,ク ロ ンA

2.制 癌 活性および免疫賦活化作用

小宮山寛機 ・広川 弓子 ・諸 田 隆 ・梅 沢 巌

北 里 研 究 所

(昭和60年11月28日 受付)

クロレラピレノイ ドーサより抽出,精 製 した酸性多糖体 クロンAの 制癌活性および免疫賦活化作

用についてマウスを用い検討 した。 クロンAはSarcoma180担 癌 マウスに対 し広い薬量範囲で延

命効果を示 した。 また,Syngeneicな 腫瘍 であ るIMC carcinoma,Meth-A fibrosarc。ma,B-

16 melanoma,Lewis lung carcinomaに 対 してもip投 与で効果が認められ,さ らにMeth-A

細胞 とクロンAを 混合し皮下に移植 した場合には著 しい増殖抑制がみられた。

次いでクロンAを 投与 して宿主の反応を調べたところ,マ クロファージの腫瘍細胞に対する殺細

胞活性を増強 しリンパ球の幼若化および網内系機能の充進作用が観察された。 また,ク ロンAを 投

与されたマウスの血清中にLA(セ ル ロプラス ミン)あ るいはLB(ヘ モペキシン)様 物質 の産生

がみられた。

これら結果からクロンAは 生体の免疫を賦活化 して制癌活性を表わすものと思われる。

先 に わ れ わ れ は ラ ム ノー ス を主 成 分 とす る ク ロ レラ由

来酸 性 多糖 ク ロ ンAを 分 離 し,そ の物 性 を 明 らか に す る

と と もに イ ソタ ー フ ェ ロ ン誘起 能,ウ イル ス感 染 防 御 作

用,Ehrich腹 水 癌 に 対 す る 効 果 な どを報 告 した1)。 そ

の 後 さ らに ク ロンAの 生 物 学 的 性 質 に つ い て研 究 した と

こ ろ,各 種 マ ウス腫 瘍 に対 し制 癌 活 性 が 認 め られ,本 作

用 が宿 主 介 在 性 作 用 で あ る こ とを 明 らか に した の で 報 告

す る。

1.実 験 方 法

1.薬 剤

クロ ンAは 先 に述 べ た 方 法1}に よ り乾 燥 ク ロ レ ラ よ り

熱 水 抽 出 し,メ タ ノ ー ル沈 殿,DEAEセ ル ロ ー ス,

DEAEセ フ ァー セ ル,セ フ ァデ ッ クスG75カ ラ ムな ど

を 用 い て精 製 した 。 使 用 に際 し,生 理 食 塩 水 に て溶 解 希

釈 して用 い た。

2-マ ウス可 移 植 性 腫 瘍 に 対 す る効果

Table1に 用 いた 腫 瘍 の種 類,動 物 種,移 植細胞数,

移 植 場 所,投 与経 路 につ い て示 した 。使 用 したマウスは

す べ て 静 岡 県 実験 動 物 農 業 協 同組 合 よ り購 入 した。Sar-

coma180,IMC carcinoma,Meth-A fibrosarcomaお よ

びP388 leukemiaは 腹 水 型 で継 代 さ れ た も の,B16

melanomaお よびLewis lung carcinomaは 皮下固型で

継 代 され た も の を それ ぞれ 用 いた 。 各腫 瘍細胞をマウス

に移 植 した 日をDay0と し,連 日(Days1～5,7～11

の10日 間)ま た は 間 歓 投 与(Days1,3,5,7,9)を 行な

った 。 投 与 量 お よび 経 路 は ク ロ ンA1.56～100mg/kg/

dayを 腹 水型 腫 瘍 に は 毎 日ip投 与,固 型腫 蕩にはivに

間 欲投 与 した。

混 合 移 植 の 場 合 はMinimum essential medium

(MEM)培 地 で 溶 解 し試 験 管 内 でMeth-A fibrosarco-

ma細 胞 と ク ロ ンAを30分 間37℃ に 静 置 した後,

BALB/cマ ウ ス に1×106個scに 移 植 した。

効 果 の判 定 は,腹 水腫 瘍 の場 合 は 宿主 の延命 日数を調

Table 1 Tumor used in this experiment
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べ延命率Increase in life span(ILS)を 算 出 し,固 型

腫瘍の場合は腫 瘍 の大 き さを ノギ スに て 短 径 と長 径 を計

測し腫瘍増殖抑 制 率 を算 出 した 。

3.宿 主の免疫能 に関 す る作 用

(1)マ クロフ ァー ジに 対 す る作 用

1)Cytostatic actlvity

ddY6週 齢雌 マ ウス に ク ロ ンAを25お よび100mg/

kg ip投 与 し,4日 後 に 腹 腔 浸 出 細 胞(PEC)を

Hank's液 を 用 いて採 取 し,同 液 で2回 洗 浄 後,10%

FCSを 含むRPMI-1640に 懸 濁 し2.5×106個/mlに 調

製し,こ れ を96穴 マ イ ク ロプ レー トに0.2ml各 群3

well宛 播 き37℃1時 間5%CO2で 静 置 させ た 。次 い

で上清を捨て注射 器 に てRPMI-1640培 地 を 噴射 させ,

非付着細胞 を3回 洗 い流 し,こ れ に マ ウス癌 細胞(EL-

4)浮 遊液0.2ml(2×104個)を 加 え,37℃ で3日 間 培

養し,培 養終 了5時 間前 に3H-TdR(1μCi/ml)を 加 え

た。これをCell harvesterに て ガ ラス炉 紙 上 に 集 め,冷

5%TCAで 洗 浄 し細 胞 中 に 取 り込 まれ た放 射 活性 を液

体 シ ンチ レー シ ョン カ ウ ン タ ーに て 測 定 し,3H-TdRの

細 胞 内取 り込 み 量 を 調 べ た。

2)Cytolytic activity

Cytostatic activity測 定 の 場 合 と 同様 に して 得 た

PECのCytolytic activityを 主 と して橋 本 ら の方 法2)に

準 じて 調 べ た 。 あ らか じめ3H-uridineを 取 り込 ませ た

EL-4細 胞 とPECを37℃ で16時 間 作用 させ 残 存 細

胞 の放 射 活 性 をCytostatic activityと 同 様 に測 定 した 。

(2)脾 細 胞 に対 す る作 用

ddYマ ウ スを 放 血 致 死 させ 脾 臓 を摘 出 後 ,ス テ ン レ

ス メ ッ シ ュを 用 い て 単 細 胞 と した後2.5×105個/mlの

割 合 でRPMI-1640培 地(10%Fetal calf serum添 加)

に 浮 遊 さ せ た 。 次 い で96穴 マ イ ク ロプ レー トに0.2

ml宛 播 い た。

次 い で ク ロ ンAを 添 加 し37℃72時 間 培 養 後3H-

TdRを 加 え て さ ら に37℃5時 間 培 養 し,こ れ をCell

Table 2 Antitumor activity of Chlon A on Sarcoma 180 and Meth-A fibrosarcoma (ip-ip)

*P<0
.05 ** P<0.01

Mice were given with Chlon A from days 1 to 5 and 7 to 11.
Numbers in parenthesis indicate number of cured mice/7 treated mice .Cured mice were excluded from the calculation
of ILS(%).
Zymosan was purchased from SIGMA chemical company (ST . Louis,USA).

Table 3 Antitumor activity of Chlon A on IMC carcinoma, P388 leukemia,

Lewis lung carcinoma and B-16 melanoma(ip-ip)

*P<0
.05 **P<0

.01
Mice were given with Chlon A from days 1 to 5 and 7 to 11 .
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harvesterに て ガ ラス〓 紙 上 に取 り 水 洗 乾 燥 後 液 体 シ ン

チ レー シ ョ ンカ ウ ン ター に て脾 細 胞 に取 り込 まれ た3H-

TdRの 放 射能 を測 定 し,脾 細 胞 の 幼 若 化 を 判 定 した 。

(3)網 内系 機 能 に対 す る作 用

ddYマ ウス(6w♂)に ク ロンAを2日 間iv投 与 し,

3日 目に カ ー ボ ン液(Pelikan"Fount India"を 生理 食

塩 水 で5倍 に希 釈 した液)を0.25ml iv注 射 し,経 時 的

に眼 窩 静 脈 よ り0,025ml採 血 した。 こ の 血 液 を3.5

mlの0.01M Na2CO3溶 液 に懸 濁 させ,650nmの 吸光

度 を測 定 す るこ とに よ り血 中 カ ーボ ン濃 度 を調 べ 網 内系

細 胞 の カ ーボ ン粒 子 摂 取 能 をHALPERNら の式3)よ り求

め た 貧 食 指 数 に よ り判 定 した 。

C=C010-kt

k:貧 食 指 数

C:t時 の墨 汁 粒 子 血 中 濃 度

C0:注 射 時 の 墨 汁 粒 子血 中濃 度

(4)血 清画 分

ddY(6w♀)のivに クロ ンAを 投 与 し3,5,7,9日

後 に採 血 し血 清 をポ リア ク リル ア ミ ドク レデ ィエ ン トゲ

ル電 気 泳動 で分 画 した 。

II.結 果

(1)制 癌 作 用

クロ ンAの 制癌 作用 を マ ウス腫 瘍 を用 い て 調 べ た。

Table2お よびTable3に 示 す よ うに,腹 水 腫瘍 群 で は

Sarcoma180に 対 し最 も優 れ た 効 果 を示 し,6.3mg/kg

10日 間投 与 でILS256%で あ った。 次 い でsyngeneic

な 腫 瘍 で あ るIMC carcinoma,Meth-A fibrosarcoma

Table 4 In vivo growth of Meth-A cells mixed

with Chlon A

*P<0
.05 **P<0.01

Numbers in parenthesis indicate percent inhibition of

tumor growth.

Meth-A cells suspended in minimum essential medium

were admixed with Chlon A in vitro
,and incubated for

30 minutes at 37•Ž.After incubation,tumor cells were

inoculated subcutaneously into BALB/c mice
,and tumor

growth was measured periodically by calipers.

などにも約50%前 後 のILSが 認められた。皮下移植し

たSarcoma180固 型腫瘍に対する作用を調べるために

移植後ivよ り間歇投与してその後の腫瘍の増殖度合を

観察した。その結果,移 植後14～20日 頃まではおおむ

ね増殖は抑制されているが,そ の後,抑 制が持続する例

と腫瘍が急速に増殖してくる例 とに分けられた(Fig.

1)。

Meth-Aと クロンAを あらかじめin vitroで 混合し

て皮下に移植した場 合,移 植後14日 目ではクロンA

200mg/kgで 増殖抑制率90%を 示 し著しい増殖抑制効

Fig. 1 Antitumor activity of Chlon A on Sarcoma 180 solid tumors .
Mice were given Chlon A iv on days 1, 3, 5, 7 and 9. Broken
line indicates mean tumor size of control .

Days after tumor inoculation
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Fig. 2 Effect of Chlon A on the cytolytic acti-

vity of peritoneal exudate cells.

Adherent peritoneal exudate cells (PEC) of

ddY mice were collected on day 1 or 4 after

injection of Chlon A and were mixed with

EL-4 cells previously labeled with 3H-uridine.

After incubation for 16 hours, the radioactivity

of EL-4 cells was measured.(1-T/C)•~100

(%).The mean radioactivity of the control

group was 5,931 cpm.

Table 5 Lymphoproliferative effect of Chlon A

Spleen cells from normal mice were mixed with Chlon

A,incubated for 72 hours at 37•Ž,and the uptake of 3H-

TdR into spleen cells was measured .

果がみ られた(Table4)。

(2)マ クロ ファー ジ に対 す る作 用

正常マ ウスに クロ ンAをip投 与 し,1日 ま た は4日

後に腹腔 よ り得 た マ ク ロフ ァー ジ の腫 瘍 細 胞 に対 す る細

胞障害作用を調べ た。 そ の結 果,Cytolytic activityで は

Fig. 3 Effect of Chlon A on the cytostatic

activity of peritoneal exudate cells.

Adherent peritoneal exudate cells(PEC)of

ddY mice were collected on day 1 or 4 after in-

jection of Chlon A. Then 3H-TdR (1ƒÊg/ml)

was added to the cell mixture,and incubation

was further continued for 5 hours.The uptake

of 3H-TdR into EL-4 cells was measured.(1-

T/C)•~100(%).The mean radioactivity of

the control group was 6,332 cpm.

Table 6 Carbon clearance in mice treated with Chlon A

*P<0 .1
Normal ddY mice received Chlon A(once a day for 2

days,iv).On day3,mice were injected iv with India ink
(Pelican Fount India) and blood was withdrawn periodi-
cally from the retro-orbital plexus.Phagocytic activity

was measured by the method of HALPERN3).

い ずれ の場 合 に も活 性 が み られ た が 特 に25mg/kg投

与 後4日 目で60%以 上 の 細 胞 破壊 効果 が 認 め ら れ た

(Fig.2)。Cytostatic activityで は い ずれ の 場 合 に も

80～100%の 増 殖 抑 制 効 果 が 認 め られ た。(Fig.3)

(3)リ ンパ 球 の 幼若 化

リンパ 球 の 幼 若 化 を 調べ る ため に マ ウ ス脾 細胞 を調 製

し,こ れ に クロ ンAを 加 え て3日 間 培 養 し3H-TdRの

取 り込 み を調 べ た 。 そ の 結 果,ク ロ ンA1,000μg/mlの

濃 度 で は無 添 加 群 の24倍 の3H-TdRの 取 り込 み が み

られ,LPS 12.5μg/mlと ほ ぼ 同 程 度 の幼 若 化 率 で あ っ



306 CHEMOTHERAPY
APR. 1986

Fig. 4 Effect of Chlon A on the electrophore-
tic pattern of mouse serum.

Chlon A was injected iv into normal ddY mice
on day 0, and sera were obtained on days 3,
5, 7, and 9. Sera were subjected to polyacryl-
amide gel electrophoresis on gradient gel. After
electrophoresis, the gel was stained with 15
Amidoblack 10B solution.

Day 3 Day 5

Cont. 6.3 25 100 6.3 25 100

Gel: 4-30% gradient (polyacryl amide)
Buffer: 0.025 M Tris-0 .19 M glicine1
0 mA, 17 hrs.

た。 また この幼 若 化 は クロ ンAの 濃 度 に依 存 し て お り

3.9μg/mlで も3.8倍 の増 加 が み られ た(Table5)。

(4)カ ーボ ンク リア ラ ンス

網 内系 機 能 に 対 す る ク ロ ンAの 作 用 を調 べ るた め に,

ク ロ ンAで 処置 され た マ ウ スに カー ボ ン液 を注 射 し経 時

的 に血 中 よ りの カ ーボ ンの 消 失度 合 を 調 べ た｡そ の結

果,Table6に 示 す よ うに 貧 食 指 数k値 は 対 照 群 では

0.0079,6.25mg/kg投 与 群 で0.0113 ,次 い で25お よ

び100mg/kg投 与 群 で あ り,ク ロ ンAを 投 与 す る こ とに

よ り網 内 系 機能 の亢 進 す る傾 向 が み られ た。

(5)血 清画 分

ク ロ ンAを 投 与 され た マ ウス の血 清 画 分 をポ リア ク リ

ル ア ミ ド電 気 泳 動 で 調べ た と こ ろ,Fig.4に 示 す よ うに

投 与3日 目 よ り分 子 量 約14万 の 画分,お よび トラ ンス

フ ェ リン と思 わ れ る画 分 近 くに2種 類 の 成 分 が 見 ら れ

た 。 これ ら成 分 は 投 与後3日 目が 顕 著 で あ った が9日 後

で も観 察 され た。

III.考 察

クロレラ由来酸性多糖クロンAの マウス腫瘍に対する

効果を調べたところ,種 々の腫瘍に対 し優れた制癌活性

が認められた。制癌活性の特徴としては明確な薬量相関

が認められず効果を表わす範囲は比較的広い
。

クロ ンAはin vitroで 各 種 細 胞 に作 用 させ て も殺細髄

作 用 を 示 さな い こ とか ら宿 主 介 在性 の制 癌作用 と考えら

れ る。 事 実,先 の 論 文1)で 述 べ た よ うに クロ ンAはIFN

誘 起 能 を有 し,ま た本 研 究 で示 した よ うにマ クロファー

ジ の細 胞 障 害 作 用 お よび 網 内系 機 能 を 亢進 させ,さ らに

は 顕 著 な リ ンパ 球 の幼 若 化 を 引 き起 こ した。

-方 ,ク ロ ンAを 投 与 され た マ ウス の血 清画分にある

種 の 成 分 の 出 現 が 見 られ た。 これ は画 分 の位置か ら推察

す る と レ ンチ ナ ン,TC-13,LPS,OK-432を 投与 され

た動 物 の血 清 中 で 観察 され て い る4～6)LBあ る いはL
A

と名 付 け られ た マ クロ フ ァー ジ細胞 障 害 作用 を増強させ

るヘ モペ キ シ ン7,8)また は,腫 瘍 増 殖 抑 制作 用のあるセル

ロ プ ラ ス ミン9)で あ る こ とが 考 え られ る。

既 知 多糖 類 で制 癌 活性 が 報 告 され て い る例は多 いが,

それ らの 中 でLentinanお よびTC-13に リンパ球の幼

若 化,あ る い は カ ー ボ ン ク リア ラ ンスの賦 活化作用はほ

とん ど認 め られ て い な い5,10)の で クロ ンAの 作用はこれ

ら物 質 とは や や 異 な って い る と思 わ れ る。特 に リンパ球

の 幼若 化 が顕 著 で あ るこ とが 注 目され るが,こ の作用が

制 癌 活 性 に ど の程 度 関 与 して い るか は現在 の ところ不明

で あ る。

クロ レラ抽 出 物 の 制 癌 活 性 につ い ては以 前 より種 報々

告 され て きて い るが11～15),い ずれ の場 合 も糖,蛋 白質,

核 酸 な ど よ り成 る粗 抽 出物 で物 性 と して明 らかにされて

い る報 告 は ほ とん ど見 られ な い。 先 に報 告 した ようにク

ロ ンAは ラ ム ノー ス を 主 成 分 と した 酸性 の多糖体であ

り,酸 性 多 糖 は多 彩 な生 理 作 用 を 有 してい ることか らク

ロ レラ の示 す 生 理 作 用 には クロ ンAが 大 き く関与 してい

る と思 わ れ る。

稿 を終 るに 臨 み血 清 の ポ リア ク リル ア ミ ド電気泳動を

行 な っ て いた だ い た北 里 研 究所,東 洋 医学研 究所の山田

陽 城 博 士 に 感 謝 い た し ます。
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AN ACIDIC POLYSACCHARIDE CHLON A, FROM

CHLORELLA PYRENOIDOSA

2. ANTITUMOR ACTIVITY AND IMMUNOLOGICAL RESPONSE

KANKI KOMIYAMA, YUMIKO HIROKAWA, TAKASHI MOROTA

and IWAO UMEZAWA

The Kitasato Institute

Chlon A, an acidic polysaccharide purified from the hot water extract of Chlorella pyrenoidosa,
possessed antitumor activity against transplantable murine tumors in vivo. In allogeneic systems,
Chlon A showed remarkable life prolongation effects in mice bearing Sarcoma 180 with a broad
optimal dose range. Chlon A was also active in syngeneic systems such as IMC carcinoma, Meth-A
fibrosarcoma, B 16 melanoma and Lewis lung carcinoma growing in the intraperitoneal cavity.
When Meth-A cells were admixed with Chlon A and inoculated Sc, remarkable growth inhibition
of tumor cells was observed . Chlon A enhanced cytotocicity of mice macrophages for EL-4 tumor
cells in vivo, lymphoproliferative effects in vitro , and carbon clearance activity (reticuloendothelial
system) in vivo. The electrophoretic pattern showed that LA (ceruloplasmin) and/or LB (hemopexin)-
like components rapidly appeared in serum proteins of mice receiving Chlon A. These findings
indicate that Chlon A is a potent modifier of some biological responses .


