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In this study, the author tried to determine whether the immunopotentiating action of BCG 

was related to its various effects on tumors.

The immunologic responses to sheep red blood cells (sRBC) were used as the indicator of 

the immunopotentiating action of BCG. Delayed type hypersensitivity (DTH) was evaluated by 

footpad reaction and Jerne's hemolytic plaque test was used to determine the humoral immune 

response.

The author investigated the immunoprophylactic effect of BCG on the development of tumors 

induced by 20-Methylcholanthrene (MCA) and also investigated the anti-tumor effect of BCG on 

a transplanted MCA-induced fibrosarcoma.

1) The level of DTH to sRBC reached the highest peak 5 weeks after BCG priming. The 

humoral immune response reached its maximum in 7 to 11 weeks.

2) In the experiment of MCA-tumorigenesis, the rate of tumor appearance increased by 

BCG given at the same time as MCA exposure. On the other hand, BCG proved to be somewhat

 effective for tumor protection when it was given 4 weeks after MCA exposure. A significant, 

but temporary protection against tumorigenesis was obtained by BCG given 8 weeks after MCA

 exposure.

The rate of tumor appearance increased by Wax D given at the same time as MCA exposure, 

or 8 weeks after MCA exposure. On the other hand, Wax D proved to be exceedingly effective 

in preventing the development of tumors when it was administered 4 weeks after MCA exposure.

3) When MCA was administered to mice, DTH and humoral immune response to sRBC 

markedly decreased. BCG administration antagonized these immuno-suppressive effects.

 When BCG was given 1 week after MCA exposure, BCG recovered the decreased level of 

DTH by MCA in 4 to 8 weeks. The humoral immune response, however, was markedly increased 

12 weeks after MCA administration.

4) In the experiment dealing with transplanted MCA-induced fibrosarcoma, the inhibition of 

tumor growth was noticed in mice receiving BCG administration before tumorgrafting. On the 

other hand, if BCG was administered after tumorgrafting rather than before, tumor growth was 

enhanced.
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5) In tumor-bearing mice, the level of DTH to sRBC was not increased but rather decreased 

by BCG administration although the humoral immune response to sRBC was strongly increased. 

When BCG and cyclophosphamide were used in combination, the level of DTH was greatly 

increased in spite of the fact that humoral immune response was totally arrested.

6) Sera of tumor-bearing mice, when injected, accelerated the growth of a transplanted 

tumor although sera of normal mice did not do so.

緒 論

BCG免 疫療法は,G.Mathe1)が1969年 に急性 リンパ

芽球性白血病の患者に,緩 解後大量のBCG生 菌を皮内

接種 し,接 種群に明らかな緩解期の延長,ま たは再発の

阻止がみ られた と報告 して以来,人 の悪性腫瘍の治療法

として大きな関心を集めるようになつた。最近では,こ

のBCG生 菌に始まる免疫療法も生菌のみならず,Cell

 Wall Skeleton (CWS)2)-4)・Methanol Extraction Re-

sidue (MER)5)6)等 のBCG菌 体成分や,他 の種々の免疫

賦活物質が 日常の臨床例に用い られるまでになつてきた。

しか しなが ら,現 時点ではこれらのBCGを は じめとす

る免疫療法に確実な治療効果を期待するには,な お多 く

の未解決の問題が残されている。

これまでに報告された多 くの動物実験では,BCGが 抗

腫瘍効果を発揮するどころか,か えつて腫瘍発生や腫瘍

発育を促進 したとの報告も数多 くある。Weiss7)は1966

年にすでに,BCGが 移植腫瘍の発育を促進したことを

指摘 し,そ れ以後,Ankerst8)やLavring)ら がBCGに

よる腫瘍発生の促 進 を報 告 し,ま たStjernswardlo),

 Piessens11), Bansal12)ら はBCGに よる腫瘍発育の促進

を報告している。これら数多 くのBCGに よる腫瘍促進

効果の発現は免疫療法の期待とは反する結果であ り,現

在,悪 性腫瘍の治療法に有効性が大き く期待され,一 般

化されはじめた免疫療法に一つの警告を与えるものとし

て看過することはできない。

本研究ではBCGが 腫 瘍に及ぼ す 効 果 に つ い て,

20-Methylcholanthrelle (MCAと 略)を 用いた腫瘍発生

実験とMCA誘 発肉腫を用いた移植腫瘍実験で検討を行

ない,BCGが そ の接種時期の相違によつて,腫 瘍抑制

効果から促進効果に至るまでの多様な効果を発現するこ

とを明らかにした。 またBCG接 種 によつて惹起される

免疫賦活作用を,ヒ ツジ赤血球に対する免疫反応を用い

て検討を行ない,BCG接 種 による多様な腫瘍効果の発

現機構の解明を試みた。

実験材料ならびに実験方法

(1)　実 験動物

主 として8週 から12週 齢のC3H/He雄 マ ウスを使用

した が,Cyclophosphamide(CYと 略)を 用 い た 実 験 に

は 雌 マ ウ スを 使 用 した 。 実 験 マ ウス は す べ て 九大 純 系動

物 飼 育 セ ン タ ーか ら供 給 を 受 け た 。

(2) BCGの 接 種 法

BCGは 市 販 の 日本 株(日 本 ビー シ ー ジ ー 製 造 株 式 会

社)を 使 用 し,1mg/0.05mlの 生 理食 塩 水(生 食)浮

遊 液 と してマ ウ ス の足 蹠 に 接 種 した 。 そ の 接種 時 期 は 各

実 験 の 目的 に よつ て 選 定 した 。

(3)　 ヒ ツ ジ赤血 球 に対 す る足 蹠反 応Footpad Reaction

 (FPRと 略)と プ ラー ク形 成 細 胞,Plaque Forming

 Cell (PFCと 略)の 測 定 法

ヒ ツ ジ赤血 球 は 生 食 で3回 よ く洗 浄 し,1×107/0.05

mlの 浮 遊 液 と して使 用 した 。1×107個 の ヒ ツジ赤 血 球

を マ ウ ス足 蹠 に 感 作 し,そ の4日 後 にFPRと 脾PFCお

よび 所 属 リン パ節 であ る膝 窩 リンパ 節 のPFCを 測 定 し

た 。 な おBCG接 種 群 に お い て は ヒ ツジ赤 血 球 感作 は 常

にBCG接 種 と同一 部 位 に行 なつ た 。FPRはMiller

 and Mackaness13)に 従 い,1×108個 の ヒ ツジ赤 血 球 を

感 作 の対 側 足 蹠 に 注 射 し,24時 間後 の足 蹠 の腫 脹 をdial

 gauge caliper ("Oditest" H. C. KROPLIN GMBH)で

0.01mm目 盛 で測 定 した 。PFCはJerne's hemolytic

 Plaque method14)を 用 い て測 定 した 。

(4) MCAの 投 与 法

20-MCAを オ リー ブ 油に 溶 解 し,0.5mg/0.1mlと

して マ ウス の大 腿 部 皮 下 に 注 入 した 。 腫 瘍発 生 は注 入 部

位 の触 知 可 能 な腫 瘤 形 成 に よつ て判 定 した 。

(5) WaxDの 投 与 法

Lederer and Asselineau15)の 方法 に よつ てH37Ra菌

か ら抽 出 した もの をDrakeo16-VRに 溶解 し,300μg/

0.05mlをMCAと 同 側 の足 蹠 に 注 射 した 。 投 与 時 期

は各 実 験 に よつ て選 定 した 。

(6)　腫 瘍 細 胞 浮 遊 液

MCA誘 発 肉腫 を 同 系 マ ウ スに6代 以 上 継 代 移 植 し,

腫 瘍 の性 質 が 一 定 した も のを 実 験 に 用 い た 。 腫 瘍 塊 を 無

菌 的 に 切 り出 し,細 か く刻 み,そ れ を37℃ の0.2596ト リ

プ シ ン含 有Dulbecco's PBSでmagnetic stirrerを 用 い,

15分 か ら20分 間 よ く擬 拝 し,細 胞 浮 遊 液 を採 取 した 。 細

胞 浮 遊 液 は ガ ーゼ 濾 過 後Hanks液 で3回 よ く洗 浄 し用

い た 。 腫 瘍 細 胞 の生 存 率 はtrypan blueを 用 い たdye
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exclusion testに よつて計算した。

(7)　腫瘍移植

マウスの背部を剃毛 し,各 実験によつて選定した腫瘍

細胞数を0.1mlの 浮遊液として,皮 下に移植した。移

植腫瘍の発育は腫瘤の長径と短径を計測し,Attiav and

 Weiss16)の 法によつて腫瘍体積(ml)と して表 した。

(8)　腫瘍移植マウス

マウス背部皮下に5×104個 の腫瘍細胞を移植するか,

または尾静脈 より1×105個 を静注 移 植 し,腫 瘍皮下移

植の場合では移植後28日 で,静 注移植の場合は移植後30

日で"腫 瘍移植マウス"と して実験に使用 した。

(9) CYの 投与法

CYは エ ンドキサン(シ オノギ社製)の100mgバ イ

アルを使用 し,ヒ ツジ赤血球感作の2日 前にマウス腹腔

内に4mgを 投与 した。

(10)　腫瘍マウス血清

背部皮下に腫瘍を移植 し,腫 瘤が径20mm以 上に成

長 したマウスか ら心臓穿刺にて採血 し,血 清を分離後,

56℃,30分 で非働化 したものを腫瘍マウス血清として用

いた。

(11)　摘脾マウス

マウスにエーテル吸入麻酔を行ない,左 上側腹部の皮

膚を切開 し,脾 の位置を確認 し,腹 膜を切開 した後,脾

臓を摘出した。脾臓摘出後は絹糸で腹膜,皮 膚を縫合し

た。 この脾摘出術による死亡は5%以 下であつたが,手

術侵襲の影響をできるだけ避けるため,摘 脾の4週 後に

実験に用いた。

(12)　有意差の検定

FPR, PFC,腫 瘍 の体積は平均値の対照との有意差を

Studentのt-testに よつて検定 した。腫瘍発生の検定に

はlife table method17)とcensored rank test18)を用

いた。

実 験 結果

I. BCGに よる ヒツジ赤血球に対する免疫反応の賦

活作用

BCGに よつて惹起される免疫賦活作用についてヒツ

ジ赤血球を抗原 とした免疫反応 を 用 い,delayed type

 hypersensitlvity (DTHと 略)をFPRで,抗 体産生系を

脾および膝窩 リンパ節のPFCで 検討 した。BCG(1mg)

を正常C3H/Heマ ウスの足蹠にあらか じめ1,3,5,7,11

週 前に接種 し,1×107の ヒツジ赤血球をBCGの 接種部

位に感作した。FPRとPFCは 感作4日 後に行なつた。

マウスは各群5匹 を使用 した。結果は図1で 示すように

ヒツジ赤血球単独感作ではFPR(平 均 ±標準偏差 ×0.1

mm)は6.6±1.0で あ るのに対 し,BCG接 種群では,

BCG接 種か らヒツジ赤血球感作までの期間が3週 の場

合のFPRは9.1±1.2(p<0.025),5週 では10.9±0.7

図1 BCGに よ る 足 蹠 反 応 の 賦 活

BCG(1mg)を1,3,5,7,11週 前にマ ウスの右足蹠に接種 し,1×107

の ヒッジ赤血球をBCGの 接種 と同一部位 に 感 作 し,そ の4日 後に

FPRを 行 なつた 。各点は各群5匹 の平均を示 し,縦 線は標準偏差を示

す 。

図2 BCGに よ る 脾 お よ び リ ン パ 節PFCの 賦 活

BCG(1mg)を1,3,5,7,11週 前にマウスの右 足蹠 に接種 し,1×107

の ヒッジ赤血球をBCGの 接種 と同一部位に感作 し,そ の4日 後に脾

(○ …○)お よび膝窩 リソパ節(●-●)PFCを 測定 した。 各点は各群

5匹 の平均を示 し,縦 線は標 準誤 差を示す 。

(p<0.01),ま た7週 で は8.6±1.1(p<0.05)と なつ て,

BCG接 種 はFPRを 有 意 に 賦 活 した 。 一 方,図2で 示

す よ うに ヒ ツジ赤 血 球 単 独 感 作 で は 脾PFC(平 均 ±標

準 誤差)は62±40で あ る の に対 し,BCG接 種 群 で は,

BCG接 種 か ら ヒツ ジ赤 血 球 感 作 ま で の 期 間 が5週 の場

合 の脾PFCは2,000±310(p<0.01),7週 で は5,100±

1,160(p<0.025),ま た11週 で は6,240±2,180(p<0.05)

とな り,BCG接 種 は 脾PFCを 有 意 に増 加 し,特 に7

週 以 上 で は 単 独 感 作 の80倍 か ら100倍 に も達 した 。 また

図2に 示 す よ うに ヒ ツジ赤 血 球 単 独感 作 で は膝 窩 リンパ

節PFCは400±50で あ るの に対 し,BCG接 種 群 では,
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BCG接 種 からヒツジ赤血球感作までの期 間が5週 の場

合の膝窩 リンパ節PFCは2,100±940(p<0.05)ま た

7週 では860±60(p<0.05)と なつて,BCG接 種 は膝窩

リンパ節PFCに 対 しても有意にこれを増加 した。

II.　腫瘍発生実験

(1) MCA腫 瘍発生に対するBCGお よびWaxDの

効果

C3H/Heマ ウスの大腿部皮下にMCA(0.5mg)を 注

入 し,BCG(1mg)ま たはWaxD(300μg)をMCAと 同

時投与,4週 後投与,8週 後投与と変えて,そ の効果を

比較検討 した。MCAに よる腫瘍発生率は特に実験途

中での非腫瘍死亡マウスを考慮 し,life table method17)

を用いて表に示した。また各群の腫瘍発現の差について

はcensored rank test18)を用 いて検定を行なつた。

表1はBCGま たはWaxDをMCAと 同時投与 し

た結果を示す。MCA単 独投与群の腫瘍発現に比較し,

BCG接 種群では腫瘍発現が有意に速められ(p<0.025),

またWaxD投 与群においてもMCA単 独投与群に比較

し,腫 瘍発現が著 しく速め られた(p<0.001)。 表2は

BCGま たはWaxDをMCA投 与 の4週 後に投与した

結果を示す。MCA投 与 の4週 後にBCGを 接種した群

ではMCA単 独投与群に比較し,腫 瘍発現が遅延 され

る傾向がみ られ,ま たMCA投 与 の4週 後にWaxDを

投与 した群においては,MCA単 独投与群に比較 し,腫

瘍発現が有意に遅延された(p<0.025)。 なお,こ の表2

に示された結果については,他 の実験結果と比較し,最

終的なMCAに よる腫瘍発生率が低 く,ま たBCG接 種

群やWaxD投 与群に非腫瘍死亡マウスが多 くみられて

いるので,こ のことを十分考慮 しておかねばならないと

思われる。 表3はBCGま たはWaxDをMCAと 同

表1 MCA腫 瘍発生に対するBCGお よびWaxDの 効果

(その1.MCAとBCGま たはWaxD同 時投与群)

20-MCA(0.5mg)を0.1mlの オ リーブ油に溶解 し,マ ウスの右大腿部皮下 に注入 した 。

BCG(1mg)ま たはWaxD(300μg)をMCA投 与 と同 日に右足蹠に注射 した。

BCGは 生食 浮遊液で,ま たWaxDはDrakeo16-VRに 溶解 し使用 した。

なおMCA注 入部位に触 知可能 な腫瘤形成 を腫瘍発生 とした。

表2 MCA腫 瘍発生に対するBCGお よびWaxDの 効果

(その2.BCGま たはWaxDの4週 後投与群)

20-MCA(0.5mg)を 右大腿 部皮下 に注入 し,4週 後にBCG(1mg)ま たはWaxD300μgを 右足蹠に注射 した.
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表3 MCA腫 瘍発生に対するBCGお よびWaxDの 効果

(その3.BCGま たはWaxDの 同時投与群および8週 後投与群)

20-MCA(0.5mg)を 右大腿部皮下に注入 し,BCG(1mg)ま たはWaxD(300μg)を 右足蹠にMCAと 同日(同 時 投与群)お よび8週 後(8週

後投与群)に 注射 した。

表4 MCA腫 瘍 発 生 に対 す るWaxDお よびDrakeolの 効 果

(そ の4.WaxDま た はDrakeolの4週 後 投 与 群)

20-MCA(0.5mg)を 右大腿部皮下に注入 し,Drakeol6-VR(0.05ml)ま たはWaxD(300μg)をMCA投 与後4週 で右 足蹠 に注射した 。

時投与した結果 と,BCGま たはWaxDをMCA投

与の8週 後に投与した結果を示す。BCGをMCAと 同

時接種した群ではMCA単 独投与群に比較 し,わ ずか

であるが腫瘍発現が速 め られ,ま たWaxDをMCA

と同時投与した群においては,MCA単 独投与群に比較

し,腫 瘍発現が有意に速められた(p<0.05)。 一 方BCG

をMCA投 与の8週 後に接種 した群ではMCA単 独投

与群に比較し,腫 瘍発現が著 しく遅延され(p<0.05),

またMCA投 与後8週 でのWaxD投 与群ではMCA単

独投与群に比較し,腫 瘍発現が速められる傾向が示され

た。表4はDrakeolま たはWaxDをMCA投 与の

4週 後に投与した結果を示す。MCA投 与 の4週 後 に

Drakeolを 投与 した群ではMCA単 独投与群に比較し,

腫瘍発現が速められる傾向が示され,MCA投 与の4週

後にWaxDを 投与した群ではMCA単 独群に比べ,

わずかであるが腫瘍発現が遅延された。なおWaxD投

与群の腫瘍発現をDrakeol投 与群のそれ と比較 した場

合ではMCA投 与4週 後のWaxD投 与は腫瘍発現を

有意に遅延 した(p<0.025)。 以上表1か ら表4ま でに示

されたように,BCGはMCA腫 瘍発生に対 して,MCA
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表5 MCAに よるヒツジ赤血球に対する免疫反応の抑制とBCGに よる回復

MCA(0.5mg)を マウス背部皮下 に投与 し,MCA投 与後1,4,8,12週 でヒッジ赤 血球(1×107)の 右足蹠感作を行ない,4日 後に足蹠反応 と

PFCを 測定 した。

BCG(1mg)はMCA投 与後1週 で右足蹠に接種 した。 なおMCA投 与後4,8,12週 はBCG接 種群ではBCG接 種後3,7,11週 にあた る。検

定はStudentのt-検 定に よる。N. S.は 有意差な し。

と同時接種で腫瘍発現を速 め,MCAの4週 後接種で

は腫瘍発現をわずかであるが遅延させ,MCA投 与の8

週後接種にて顕著に腫瘍発現を遅延させた。またWaxD

はMCA投 与 と同時投与でMCAに よる腫瘍発現を著し

く速め,MCA投 与の4週 後投与では腫瘍発現を遅延 さ

せ,MCA投 与 の8週 後投与にて腫瘍発現を速めた。

(2) MCAに よるヒツジ赤血球に対する免疫反応の抑

制とBCGに よる回復

MCAの 免疫抑制作用とBCG接 種 による免疫能の回

復についてヒツジ赤血球を抗原 とした免疫反応を用いて

検討した。各マウスにMCA(0.5mg)を 背部皮下に投与

し,投 与後1,4,8,12週 と経時的にMCAが ヒツジ赤血

球に対する反応に与える影響を検討 した。BCGの 効果

についてはMCA投 与後1週 でBCG(1mg)を 足蹠に接

種し,そ の効果をみた。ヒツジ赤血球は1×107を 足 蹠

に感作し,そ の4日 後にFPRとPFCを 測定 した。

結果を表5に 示す。MCAがFPRに 与 える影響をみ

ると,MCA投 与後1週 では対照のマ ウス のFPRが

8.8±1.3で あるのに対 し,MCA処 置マウスのFPRは

5.0±1.2(p<0.025)で あ り,こ のFPRの 低下はMCA

投与後4週 および8週 においても同様に認められた。 ま

たMCAに よる腫瘍発現がみ られるMCA投 与後12週

となると対照の正常マウスのFPRが6.5±0.5で ある

のに対 して,MCA処 置 マ ウス のFPRは1.4±1.0

(p<0.01)と 極端に低下 した。一方,MCA投 与後4週

ではMCA単 独処置マウスのFPRは6.2±1.1で あ る

のに対し,BCG接 種 マ ウス のFPRは12.4±1.8

(p<0.01)と な り,MCA投 与後8週 で比較するとそれ

ぞれ4.6±2.4と9.4±3.6(p<0.025)とBCG接 種 す

図3 MCAに よる足蹠反応抑制効果 とBCGに

よる回復

棒 グラフは 対照群を100と した ときの割合を表す。

ることでMCAに よつて抑制されたFPRが 図3に 示

す ように対照の正常マウスのFPRの レベル以上に回復

された。 しか しMCAに よつて極端にFPRが1.4±1.0

と低下 したMCA投 与後12週 ではBCG接 種群におい

てもFPRは5.7±1.6で あ り,対 照の正常マウスのFPR

6.5±0.5以 下 であつた。次にMCAが 脾PFCに 与え

る影響をみると,MCA投 与後1週 か ら12週に至るまで

MCA処 置マウスの脾PFCは 対照の正常マウ ス の脾

PFCの50%前 後 であ り,MCAは 顕著二に脾PFCを 減少

させた。一方,MCA処 置後1週 でBCGを 接種した群

についてみると,MCA投 与後8週 ではMCA単 独処置

マウスの脾PFCが100±24で あるのに対 して,BCG
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図4 MCAに よるPFCの 抑制効果 とBCGに よ

る回復

棒 グラフは対照群 を100と した ときの割合を表す。

接種群 の脾PFCは2,610±750(p<0.025)で あ り,

MCA投 与後12週 で比較すると,そ れぞれ120±35と

4,470±1,230(p<0.025)とBCG接 種はMCAに よつて

抑制 された脾PFCを 図4に 示すように対照、の正常マウス

の脾のPFC10倍 か ら25倍 に も増加した,ま たMCAの

膝窩 リンパ節PFCに 与える影響をみると,MCA投 与

後1週 でMCA処 置マウスのPFCは 対照の正常マウスの

PFCの58%で あ り,MCA投 与後4週,8週,12週 では

極端に低下 し,対 照の正常マウスと比較すれば10%か ら

25%と なつて,MCAは 膝窩 リンパ節PFCに 対 しても強

い抑制作用を示 した。一方,MCA処 置後1週 でBCGを

接種 した群についてみると,MCA投 与後4週 ではMCA

単独処置マウスの膝窩 リンパ節PFCは90±23で あ るの

に対 してBCG接 種群のPFCは780±120(p<0.01)で

あ り,MCA投 与後8週 ではそれぞれ50±10と760±240

(p<0.01)で あ り,BCG接 種はMCAで 抑制された膝

窩 リンパ節PFCを 図4で 示す ように対照の正常マウス

のPFC以 上 に増加した。 しかしMCA処 置 によつて膝

窩 リンパ節PFCが12±5と 極端に低下したMCA投 与

後12週 ではBCG接 種群においてもPFCも33±6と 対

照の正常マウスのPFCの110±25よ り著 しく低値であ

つた。

III.　移植腫瘍実験

(1) BCGに よる移植腫瘍の発育抑制と発育促進

MCA誘 発 肉腫(fibrosarcoma)を 用 いて,BCGが 移

植腫瘍に及ぼす効果について検討 した。 は じめにBCG

(1mg)を マウス足蹠に接種 し,3週 後に1×105の 腫瘍

細胞を背部皮下に移植 した。図5は 移植後の腫瘍発育を

示す。腫瘍移植後25日 では無処置対照群の腫瘍の大きさ

図5 BCGに よ る 移 植 腫 瘍 の 発 育 抑 制 効 果

C3H/Heマ ウスにBCG(1mg)を 足蹠接種 し,3週 後にMCA誘

発肉腫細胞(1×105)を 背部皮下に移植 した。BCG接 種群,対 照群 とも

に9匹 の平均を示す。 縦線は各群の標準誤差を示 し,t-検 定は*,p<

0.05**,p<0.025***,p<0.01を 表す 。

図6 BCGに よ る移植 腫 瘍 の発 育 促 進 効 果

MCA誘 発肉腫細胞(1×105)をC3H/Heマ ウスの背部皮下に移植

し,移植腫瘍が腫瘤を形成 した後(移植後10日目)に足蹠にBCG(1mg)

を接種した。BCG接 種群は9匹,対 照群は5匹 の平均を示す。縦線は

各群の標準誤差を示し,t-検定は*,p<0.05を 表す。

は0.67±0.19mlで あ るの に対 し,BCG前 処 置 群 は

0.20±0.07ml(p<0.05)で あ り,移 植 後27日 で は 無 処

置 対 照 群 の1.00±0.29mlに 対 し,BCG接 種 群 は0.32

±0.10ml(p<0.025),ま た,移 植 後32日 では 無 処 置対

照 群 の1.93±0.4mlに 対 し,BCG接 種 群 は0.64±0.16

ml(p<0.01)で あつ た。 腫 瘍 移 植 前3週 で のBCG接 種

は移 植 腫 瘍 の発 育 を有 意 に 抑 制 した 。 次 に1×105の 腫

瘍 を マ ウス 背 部皮 下 に移 植 し,腫 瘤 形 成 が 明 らか に なつ

た 腫 瘍 移 植 後10日 目にBCG(1mg)を 足 蹠 に接 種 した 。

図6は 移 植 後 の 腫 瘍 発 育 を 示 す。 腫 瘍 移植 後21日 で は 無

処 置 対 照 群 の腫 瘍 の大 き さは0.46±0.08mlあ るの に対
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表6　 腫瘍皮下移植マウスにおけ るBCGの 足 蹠反応賦活作用

MCA誘 発肉腫細胞(5×104)を マウス皮下 に移植 し,7日 後にBCG(1mg)を 右 足蹠 に接 種 した。腫瘍移植後28日

で ヒッジ赤 血球(1×107)の 右足蹠感 作を石 ない,そ の4日 後に足蹠反応 を行 なつた。CYは4mgを ヒツジ赤 血球感作

の2日 前に腹腔内に投 与した。各群5匹 の平均を示す。検定はStudentのt一 検定に よる。N. S.は 有意差な し。

表7　 腫瘍皮下移植マウスにおけるBCGのPFC賦 活作用

MCA誘 発肉腫細胞(5×104)を マウス皮下 に移植 し,7日 後にBCG(1mg)を 右足蹠 に接種 した。腫 瘍移植 後28日 で ヒツジ赤血球(1×107)の

右足蹠感作 を行な い,そ の4日 後にPFCを 測定 した 。CYは4mgを ヒツジ赤血球感作の2日 前に腹腔内に投 与した。 各群5匹 の平 均 を 示 す 。

検定はStudentのt-検 定による。N. S.は 有意差な し。

表8　 腫瘍静注移植マウスにおけるBCGの 足蹠反応賦活

MCA誘 発肉腫細胞(1×105)を マ ウス尾静脈 よ り静注移植 し,10日 後にBCG(1mg)を 右足蹠に接種 した。腫瘍移植後

30日 で,前 に腹腔 ヒツジ赤血球(1×107)の 右足蹠 感作を行 ない,そ の4日 後 に足蹠反応 を行 なつた 。CYは4mgを ヒツジ赤血

球感作の2日 内に投与 した。各群5匹 の平均を示す。検定はStudelltのt-検 定 による。N. S.は 有意差な し。

し,BCG処 置群では0.87±0.13ml(p<0.05)で あ り,

移植後26日 では無処置対照群の0.82±0.10mlに 対 し,

BCG接 種群は1.58±0.23ml(p<0.05)で あつた。 移

植腫瘍が腫瘤形成 した後でのBCG接 種は腫瘍発育を有

意に促進 した。

(2)腫 瘍移植マウスにおけるヒツジ赤血球に対する免

疫反応 と,BCGお よびCYの 併用効果

5×104のMCA誘 発肉腫細胞をマウス背部に皮下移

植 し,径 が10mmか ら20mmの 腫 瘤を形成 したマウス

を腫瘍皮下移植マウスとし,また1×105の 腫瘍細胞を尾

静脈より静注し,腫 瘍が肺に多数の腫瘤を形成 したマウ

スを腫瘍静注移植マウスとして用いて,腫 瘍移植マウス

におけるヒツジ赤血球に対する免疫反応 と,そ れに及ぼ

すBCGの 効果について検討 した。腫瘍皮下移植マウス

では腫瘍移植後7日 目にBCG(1mg)を 足 蹠に接種 し,

腫瘍移植後28日 目に1×107の ヒツジ赤血球をBCG接

種部に感作した。FPRとPFCは 感作後4日 目に行なつ

た。また腫瘍静注移植マウスでは腫瘍移植後10日 目に

BCG(1mg)を 足 蹠に接種 し,腫 瘍移植後30日 目に腫瘍

皮下移植の場合と同様にヒツジ赤血球に対する反応をみ

た。表6は 腫瘍皮下移植マウスのFPRとBCGの 効果を

示す。対照の正常マウスFPRが10.0±1.6で あ るのに

対 し,腫瘍皮下移植マウスのFPRは6.2±2.0(p<0.025)

と顕著に低下 した。 また,こ の腫瘍皮下移植マウスでは

BCG接 種 した群においてもFPRは7.7±0.20(N. S.)

であつて,BCG接 種によるFPRの 有意の賦活はみられ
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表9　 腫瘍静注移植マウスにおけるBCGのPFC賦 活作用

MCA誘 発 肉腫細胞(1×105)を マウス尾静脈 よ り静注移植 し,10日 後にBCG(1mg)を 右足蹠に接種 した。 腫瘍移植後30日 で ヒツジ赤血球

(1×107)の 右足蹠 感作を行ない,4日 後 にPFCを 測定 した。CYは4mgを ヒツジ赤 血球感作の2日 前に腹腔内に投与 した。各群5匹 の平均を示

す 。検定 はStudentのt-検 定に よる。N. S.は 有意差な し。

図7　 腫 瘍 マ ウ ス 血 清 に よ る 移 植 腫 瘍 の 発 育 促 進 効 果

MCA誘 発肉腫細胞(3×104)をC3H/Heマ ウスの背部皮下に移植

し,腫 瘍移植後0,5,10,15,お よび20日 で0.2ml(計1.0ml)の 腫瘍

マウス血清 または正常 マウス血清を腹腔内に注射 した。腫瘍マ ウス血清

群 は10匹,正 常 マウス血清群 は17匹 の平均を示す。縦線は各群の標準誤

差 を示 し,t-検 定は*,p<0.05を 表す。

なかつた。表7は 腫瘍皮下移植マウスの脾PFC,膝 窩

リンパ節PFCとBCGの 効果を示す。脾PFCに つ い

ては,対 照の正常マウスの脾PFCが125±40で あるに

対 し,腫瘍皮下移植マウスの脾PFCは380±95(p<0.05)

と有意な増加 が み られ,こ の腫瘍皮下移植 マ ウス に

BCG接 種すると脾PFCは3,280±660(P<0.01)と 極

端に増加 した。また膝窩 リンパ節PFCに ついては対照

の正常マウスのPFCが125±40で あ るのに対 し,腫 瘍

皮下移植マウスのPFCは40±5(N. S.)と 減少がみら

れ,こ の腫瘍皮下移植マウスにBCGを 接種すると,膝

窩 リソパ節PFCは1,950±470(P<0.01)と なつて,

BCG接 種 によつて膝窩 リンパ節PFCの 顕著な増加が

みられた。表8は 腫瘍静注移植マウスのFPRとBCG

の効果を示す。対照の正常マウスのFPRが6.4±1.2

であるのに対 し,腫 瘍静注移植マウスのFPRは6.7±

図8　 摘 脾 に よ る 移 植 腫 瘍 の 発 育 抑 制 効 果

C3H/Heマ ウスの脾摘 出を 行 な い,4週 後にMCA誘 発肉腫細胞

(2×105)を 移植 した 。 摘脾群,対 照群 ともに8匹 の平均を示す。縦線

は標準 誤差を示 し,t-検 定は**,p<0.025***,p<0.01を 表す。

0.5と ほぼ同じであつた。 しか し,こ の腫瘍静注移植マ

ウスにBCGを 接種するとFPRは3.9±0.8(p<0.01)

とかえつてBCG接 種によつて低下 した。表9は 腫瘍静

注移植マウスの脾PFC,膝 窩 リンパ節PFCとBCGの 効

果を示す。脾PFCに ついては対照の正常マ ウス の脾

PFCが190±130で あ るのに対 し,腫 瘍静注移植マウス

の脾PFCも190±90と 同 じであつた。 また,こ の腫

瘍静注移植マウスにBCGを 接種す る と脾PFCは

3,200±1,250(p<0.01)と 顕著に増加した。膝窩 リンパ

節PFCに ついては対照の正常マウスのPFCが90±20

であ るのに対 し,腫 瘍静注移植マウスのPFCは140±40

(N. S.)であ り,こ の腫瘍静注移植マウスにBCGを 接種

すると膝窩 リンパ節PFCは360±50(P<0.025)と 有意

に増加した。一方,こ の腫瘍皮下移植マウスおよび静注

移植マウスにおけるヒツジ赤血球に対する反応を検討 し

た際にCYの 併用効果についても検討した。CYは ヒツ

ジ赤血球感作の2日 目に腹腔内に4mgを 注射した。表

6に 示すように,腫 瘍皮下移植マウスのFPRは6.2±

2.0で あ り,BCG接 種群においても7.7±2.0(N. S.)で
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あつてBCGに よる賦活は示されなかつた。 しか しBCG

とCYの 併用群ではFPRは14.8±3.4(p<0.01)と 顕

著に増強された。 また表8に 示す ように腫瘍静注移植マ

ウスのFPRは6.7±0.5で あ り,BCG接 種群において

はFPRは3.8±0.8(p<0.01)と かえつて低下したのに

対 し,BCGとCYの 併用群 で はFPRは11.9±1.3

(p<0.01)と 顕著に増強された。 なお脾PFC,膝 窩 リ

ソパ節PFCはCY併 用群ではすべて完全に抑制 され

た。

(3) MCA誘 発 肉腫に対する腫瘍マウス血清と摘脾の

効果

MCA誘 発肉腫を マウス背部に移植し,径 が20mm以

上 の腫瘤形成がみられ るマウスか ら血清を採取 し,こ れ

をマウス血清として用いた。 マウス背部皮下に3×104

の腫瘍細胞を移植 し,腫瘍移植後0,5,10,15,20日 にそれ

ぞれ0.2mlの 腫瘍マウス血清を腹腔内に投与 した。対

照群にはC3H/He正 常 マウス血清を 同様に投与した。

図7は 移植後の腫瘍発育を示す。腫瘍移植後40日 におい

て正常マウス血清投与群の腫瘍の大き さは0.96±0.22

mlで あ るのに対し,腫 瘍マウス血清投与群では2.17±

0.64ml(p<0.05)と なつて腫瘍マウス血清は腫瘍 発育

を有意に促進 した。 次にC3H/Heマ ウスの摘脾を行な

い,摘 脾の4週 後に2×105の 腫瘍細胞をマウス背部皮

下に移植 した。図8は 移植後の腫瘍発育を示す。腫瘍移

植後28日 では無処置対照群の腫瘍の大きさは1.64±0.21

mlで あるのに対 し,摘 脾群では0.94±0.16(p<0.025)

であ り,腫 瘍移植後31日 では無処置対照群の2.37±0.28

mlに 対 し,摘 脾群は1.19±0.19ml(p<0.01)と なつ

て腫瘍移植の4週 前の摘脾は腫瘍発育を有意 に 抑 制 し

た。

考 察

BCGの 抗腫瘍効果に関する研究はかなり古 くか ら行

なわれ,こ れ まで多 くの興味ある結果が報告されている。

腫瘍発生に関 して,Old19)(1961年)は マウスにMCAを

用 いた実験でMCA投 与後86日 でBCGを 接種 し,MCA

に よる腫瘍発現が遅延 したと述べ,そ の後,Lemonde20)

(1966年)は ハムスターにPolyomavirus, Sjogren21)(1969

年)は マウスにAdenovirus Type12,徳 永22)(1974年)

は マウスにMCAを 用 いて腫瘍誘発を行ない,BCGが

腫瘍発現を抑制したと報告して い る。 またAnkerst8)

(1972年)は マウスにAdenovirus Type12を 感染させ,

感染後4週 でBCGを 接種すると腫瘍発現の抑制がみ ら

れ,感 染後9週 でBCG接 種 した場合は反対に腫瘍発現

が促進 され ることを指摘 し,BCGの 抗腫瘍効果の発現

にはその接種時期が重要であると述べている。その後,

このBCGの 接種時期の重要性はLavrin9)(1975年)が

行なつたMCAを 用 いた実験においても述べられている。

一方,移 植腫瘍に関 してはOld19)(1961年)やWeiss23)

(1961年)が 数種類のマウス移植腫瘍を用いた実験で,

BCGを 腫瘍移植の1週 前または4週 前に接種すること

によつて移植腫瘍の発育抑制がみられたと報告 している。

その後,Weiss7)(1966年)は マウスの移植腫瘍を用いて,

BCGの 接種時期とその効果について詳細な検討を行な

い,一 般に腫瘍移植前のBCG接 種は腫瘍発育を抑制し,

腫瘍移植後のBCG接 種は腫瘍発育を促進すると述べて

いる。また,こ のようなBCG接 種時期とその効果発現

に関 してBansal12)(1973年)は ラットのPolyoma-induced

 sarcoma (PW13)を 用いた実験でBCGを 腫瘍移植の2

週前,ま たは腫瘍移植と同時に接種すると,腫 瘍発育が

抑制され,移植腫瘍が触知可能な腫瘤形成 した後のBCG

接種では,か えつて腫瘍発育が促進されたと述べている。

本実験ではC3H/Heマ ウスにおいてMCAに よ る腫

瘍誘発を行ない,BCGま たはWaxDが このMCAに

よる腫瘍誘発に与える効果をその投与時期をかえ,比 較

検討 した。BCGの 場合では,BCGをMCA投 与 と同

時接種(表1,3)す ると,MCAに よる腫瘍発現が速め

られ,MCA投 与 の4週 後(表2)に 接種すると腫瘍発

現がわずかに遅延され,MCA投 与の8週 後(表3)に

接種すると腫瘍発現が顕著に遅延された。 またWaxD

の場合では,WaxDをMCAと 同時投与(表1,3)

す るか,ま たはMCA投 与の8週 後(表3)に 投与する

ことでMCAに よる腫瘍発現が速められ,MCA投 与

の4週 後(表2,4)に 投与すると腫瘍発現が遅延 され

た。 このようにBCGやWaxDはMCAに よる腫

瘍発現に対 し,そ の投与時期によつて腫瘍発 現 の抑 制

か ら促進 までの多様な効果を発現することが示された。

一般にBCGに よる免疫賦活作用として は,網 内系の

賦活19)24)25)と抗体産生および細胞性免 疫 の賦活13)な ど

が よく知 られ,ま た,こ れ らの免疫賦活作用はBCGを

接種 して2週 か ら4週 後に最も強 く発現され る と述 べ

られている13)19)24)25)。しかし,こ れ までBCGの 免疫賦

活作用を長期間にわたつて検討 した報告はない。本実験

では正常C3H/Heマ ウスに おけるヒツジ赤血球に対す

る免疫反応を用い,BCG接 種 によつて惹起される免疫

賦活作用をBCG接 種11週 後 まで検討した。BCGの 足

蹠接種では,BCG接 種 後5週 でFPRで 表 されるDTH

の強 い賦活(図1)が 現れ,7週 以後,特 に11週 後では

脾PFCで 表 される抗体産生の顕著な賦活(図2)が 発

現された。この実験結果はBCGの 免疫賦活 作用 では

DTHの 賦 活時期 と抗体産生の賦活時期が異なつて発現

されるとい うことを示 してい る。なおCF126), C57BL

 (unpublished data)等 の他の系のマウスにおいてもBCG

に よつてDTHの 賦活時期と抗体産生の賦活時期が異な

つて発現されることが確認されている。これまで腫瘍誘

発に使用される化学物質はそれ自体が免疫能を抑制する
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作用をもつことはよく知られてい る。MCAに よる抗

体産生の抑制作用と して,MCA処 置 マウ ス では ヒ

ツジ赤血球に対する脾PFCが 著 しく低下す る こ とが

Stjernsward27)に よつて報告されている。 しか しMCA

に よる細胞性免疫の抑制に関 して は,Stjernsward27)

が同種移植片拒絶反応を用い,ま たRees28)はGVH

を用 いて検討 し,MCAに よる細胞性免疫の抑制は 明

らかでなかつたと述べている。 本実験ではMCA処 置

マウス(表5)で は ヒツジ赤血球に対す る脾PFC,膝

窩 リンパ節PFCは 低下 し,ま た,前 述のように同種移

植片拒絶反応や,GVHを 用 いる方法ではみることがで

きなかつたMCAの 細胞性免疫の抑制をも,ヒ ツジ赤

血球に対するFPRを 用 いることで明らかに確認 で き

た。また,こ のFPRの 低下はMCA投 与の1週 後です

でに著明にみられ,特 にMCAに よる腫瘍発現がみ られ

るMCA投 与後12週 では極端に低下し,こ のFPRの

低下で表される細胞性免疫の障害と腫瘍発現との相関が

示唆された。 一方,Stjernsward29)は このMCAに よ

る脾PFCの 低下はBCG接 種 によつて回復 され うると

述べている。本実験においてもMCA投 与によつて低下

したFPRはMCA投 与後1週 でBCGを 接種すること

によつて,MCA投 与後4週,8週 において正常マウス

のFPR以 上 に回復され(図3),ま たMCAに よつて低

下 した脾PFCは,BCG接 種 によつてMCA投 与後8

週,12週 で正常マウスの脾PFCの10倍 か ら30倍に も増

加 した(図4)。 このようにBCGはMCA処 置 マウスの

低下 したDTH,抗 体産生ともに回復 しうるが,DTH賦

活 の発現時期 と抗体産生賦活の発現時期が異なることが

示された。MCA腫 瘍誘発実験ではMCA投 与後8週

のBCG接 種は腫瘍発現を遅延した が,こ の場合では

MCAに よる腫瘍発現がみ られるMCA投 与後12週 ご

ろがBCGに よるDTHの 賦 活時期に一致する。 また

BCGのMCA同 時接種では腫瘍発現が速められたが,

この場合ではMCAに よる腫瘍発現時期がBCGに よ

る抗体産生の顕著な賦活時期に一致することがわかる。

また,以 前30)にWaxDの 免疫賦活に関 してはWaxD

投与後3週 から4週 で抗体産生の賦活が出現し,WaxD

投与後9週 以後になつてDTHの 賦活がみられ る こと

を報告している。WaxDをMCA投 与後4週 で投与す

ると腫瘍発現が遅延されたが,こ の場合ではMCAに

よる腫瘍発現の時期がWaxDのDTHの 賦活時期 に

一致する。またMCA投 与 の8週 後 にWaxDを 投与

するとMCAに よる腫瘍発現は速め られ,こ の場合で

はMCAに よる腫瘍発現時期はWaxDの 抗体産生の

賦活時期に一致 する。 このようにBCG,WaxDい ず

れの場合にも,腫 瘍発現時期が著 しい抗体産生の賦活と

一致 したときに腫瘍発現が速められていることがわかる。

このことか らこの腫瘍発現が速め られる機序としては,

Hellstr6m31)32),Baldwin33),Ankerst8)が 指 摘 した

blocking factor(s)の 関与が最 も大であると考えられ る。

なおWaxD投 与によつて腫瘍発現が速められたことに

ついてはDrakeo1(表4)がMCAの 腫瘍発現を速め

ているし,ま た,こ れまで完全フロイン ドアジュバン ト

自体がT細 胞を抑制すると述べた報告34)35)もあ り,こ の

点も考慮する必要があると思われる。移植腫瘍実験では,

BCGの 腫瘍移植前接種(図5)は 腫 瘍発育を抑制 し,

移植腫瘍の腫瘤形成後のBCG接 種(図6)は 腫瘍発育

を促進 した。正常マウスでのBCGに よつて惹起される

免疫賦活作用(図1,2)か ら す ると,腫 瘍移植の3週

前にBCGを 接種 した場合では,移 植された腫瘍が生着

し,発 育する時期にBCGに ょつてDTHの 強 い賦活

が発現されていることがわかる。また,腫 瘍皮下移植マ

ウス(表6,7)や 腫瘍静注移植マウス(表8,9)に おけ

るBCGの 免疫賦活からすると,腫 瘤形成後のBCG接

種 はDTHの 賦活は発現されず,抗 体産生のみ の著 し

い賦活が発現されていると思われる。Bansal12)がPW13

を使用 した実験で腫瘤形成後のBCG接 種による腫瘍発

育の促進機序にはblocking factorが 関与 していると述

べていることからしても,腫 瘤形成後のBCG接 種 で抗

体産生のみの著しい賦活が発現され るこ とがblocking

 factorの 産生を高め,腫 瘍発育を促進すると考えること

ができる。更に本実験 で は腫瘍 マウス血清(図7)は

Bansal36)の報告と同様に腫瘍発育を促進 し,ま た摘脾は

M6ller37),Pollack38),Milas39)の 指摘 した ように腫瘍

発育を抑制 し,間 接的ではあるが,こ のMCA誘 発 肉

腫の形成にblocking factorが 関与していることが示 さ

れた。一方,Hellstrom40)やCurrie41)が 人の癌の血清

中にこのblockingfactorを 証 明し,人 の癌の進展機序

においてもこのblocking factorが もつ意味は極めて大

きいと述べていることは,BCGが ある条件でblocking

 factorの 産生を促進するということが臨床的に も極 め

て重要な問題であることを示唆 して い る。 なお腫瘍移

植マウスでBCGとCYの 併用42)は抗体産生を抑制し,

DTHの みを顕著に賦活 したが,こ のようなCY43)44)の

併用 というものは,抗 体産生を抑制することでblocking

 factorの 産生を減少 し,BCGの 抗腫瘍効果発現に対 し

て有効に働 く可能性を示唆 しているのかもしれない。近

年,免 疫反応を抑制する機序については,こ のblocking

 factorの 他 に免疫反応を抑制 す るT細 胞(い わゆる

SupPressor T cell)の 概念が提唱され,特 にHardin45),

Ha46),Zenbala47)ら は細胞性免疫を抑制するT細 胞の存

在を指摘 し,更 にFujimoto48)49)ら は移植腫瘍を用いた

実験で,腫 瘍免疫にもこのSupPressor T cellが 存在す

ると述べている。本実験に用いたMCA誘 発肉腫 につ

いても,Fujimotoら の手技に従つてこのSupPressor T

 cellの 関与について検討したところ,明 らかにその存在
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が示唆される結果がみ られ,BCGの 多様な腫瘍効果発

現にも,こ のSuppressor T cellが 関与 している可能性

もあると思われ,今 後検討 しなければな6らないと考えて

いる。

以上総括すると,癌 に対するBCG免 疫療法の有効性

はBCGに ょつて,い かなる免疫賦活作用がひき出され

るかにかかつていると思われ,抗 体産生のみを賦活する

条件では,BCG接 種がかえつて癌の進展を促進する危

険が常にあると考えなければならない。

結 論

(1)　正 常C3H/Heマ ウスにおけるBCGの 免疫賦活

をヒツジ赤血球を抗原 とした免疫反応でみると,ヒ ツジ

赤血球をBCG接 種後5週 で感作 した場合はPTHの 賦

活が顕著に発現され,BCG接 種11週 で感作 した場合は

DTHの 賦 活は発現されず,抗 体産生のみ著 しく賦活さ

れた。

(2) MCA腫 瘍発生実験においては,BCGをMCA

と同時接種すると腫瘍発現がわずかに 遅 延 され,8週

後に接種すると腫瘍発現が顕著に遅 延 され た。一方,

WaxDをMCAと 同時投与,あ るいは8週 後に投与す

ると腫瘍発現が速められ,4週 後に投与すると腫瘍発現

が遅延された。

(3) MCA処 置 マウスではDTHお よび抗体産生とも

に抑制された。MCA投 与後1週 でBCGを 接種すると,

MCA投 与後4週 か ら8週 ではDTHは 正常 レベ ル 以

上に回復 され,12週 では再び抑制傾向が示された。 一方,

抗体産生はBCG接 種 によつて,MCA投 与後8週 か ら

12週 で極端に賦活された。

(4) BCGの 移植腫瘍に対する影響をみると,BCGの

移植前接種は移植腫瘍の発育を抑制 し,移 植腫瘍の腫瘤

形成後のBCG接 種は逆に腫瘍発育を促進 した。

(5)　腫瘍移植マウスにおいては,ヒ ツジ赤血球に対す

るDTHは 低下 し,抗 体産生系はむしろ亢進を示 した。

この腫瘍移植マウスにBCGを 接種した場合はDTHの

賦活は発現されず,抗 体産生のみ極端に賦活された。一

方,BCGとCYの 併用はこれ ら腫瘍移植マウスにおい

一て抗体産生を抑制し
,強 いDTHを 発 現した。

(6)　腫 瘍マウス血清は移植腫瘍の発育を促進 し,一 方,

移植前の摘脾は逆に腫瘍発育を抑制 した。

(稿を終わるにあたり,ご 指導 とこ校閲を賜わつ た 恩

師杉山浩太郎教授,石 橋凡雄講師に衷心 より感謝いたし

ます。なお,本 研究の要旨は第50回,第51回 日本結核病

学会において発表いたしました。)
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