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A hot-water extract was prepared from delipidated Mycobacterium bovis, strain ECG. Chemical 

analyses revealed that this extract consisted of neutral sugars, peptides and nucleic acids which were 

presumably derived from the cytoplasmic fraction. When this extract was in jected into guinea pigs 

in combination with Freund's incomplete ad juvant plus egg white albumin as antigen, an increase 

of antibody titer was observed and delayed hypersensitivity to egg white albumin as evidenced by 

positive skin and corneal reactions was induced. Thus the hot-water extract was found to be 

 ad juvant-active. However it seems unlikely that its ad juvant activity was due to the concomitant 

presence of nucleic acids, since the ad juvant activity was retained even after removal of nucleic 

acids.

No undesirable side effects were observed in mice which had received intraperitoneal in jections 

for 20 consecutive days of 0.25mg of this extract.

An antitumor activity was observed when this extract was in jected intraperitoneally after an 

intraperitoneal inoculation into mice of Sarcoma 180 cells or Ehrlich carcinoma cells. A combined 

effect on Sarcoma 180 and Ehrlich carcinoma was found when this extract was in jected in com

bination with Mitomycin C or cyclophosphamide, respectively. Intraperitoneal injections of this 

extract prolonged the survival time of C3H/He mice which had received an intraperitoneal inoculation 

of 5•~103 cells of a syngeneic ascites hepatoma, MH134.

緒 言

FreundとMcDermott1)が 結 核 菌 を鉱 物 油 と 共 に

water-in-oil emulsionと して 投 与 す る と,同 時 に 投 与

した抗原に対して流血中の抗体の上昇とその抗原に対す

る遅延型過敏症を引き起 こすことができると報告して以

来,結 核菌はアジュバン トとして広 く用いられるように

なつた。その後アジュバン ト活性を有する菌体成分の研

*From the Research Institute for Tuberculosis and Cancer, Tohoku University, 4-1 Seiryocho, Sendai,

 Miyagi 980 Japan.
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究からペプタイ ドを含む糖脂質がこの活性を有すること

が明らかにされ,細 胞壁およびその代謝産物と考えられ

るwaxDが そ の中心であると考えられ るように なつ

た2)。1972年,1973年 に有機溶媒で脱脂したMycobac-

teriumに 水素添加3),酵 素処理4)5),超 音波処理6)7)後に

得られる水溶性物質がアジュバン ト活性をもつことが相

ついで報告され,こ のうちHiuの 報 告した,水 素添加

後に得 られ る水溶1生アジュバン トがマウスのL1210白

血病に対して抗腫瘍性をも有することが発表され,当 時

盛んにな りつつあつた抗酸菌による腫瘍の免疫療法 とい

う観点からも多 くの注目を集めた。我 々も水溶性アジュ

バン トとして,有 機溶媒で脱脂したHCGか ら熱水抽出

によつて得られる物質を作成 し,そ の化学的分析と生物

活性および抗腫瘍性の検討を行なつてきた。その結果に

ついては昭和51年 から本学会総会で報告を続け,そ の要

旨は一部発表しているが8)～11),今回未発表の成績もつげ

加えまとめて報告したい。なお,す でに発表した文献中

では熱水抽出物がアジュパン ト活性を もつことを強調す

る意味でHot-water Soluble Adjuvantと 称 していたが,

そ の後の研究によりこの物質は均一とは 考 え に くく,

抗腫瘍性 も有す るの で単 に熱水抽出物(Hot Water

 Extract)と 称するのが適当と考えられ る。

方 法

熱水抽出物(Hot Water Extract以 下HWEと 略)の

作成法(図1)

Sauton培 地 に4～6週 間生育させたBCG日 本株を

Buchnerロ ー ト上で蒸留水で洗い,ア セ トンで乾燥させ

たのち,エ ーテル:エ タノール混液(1:1),ク ロロホル

ムで抽出し,次 にクロロホルム:メ タノール混液による

抽出を行なうが,メ タノール含量を1:9か ら5:5ま

で順次上げ,ろ 液に何 も抽出されなくなるまで行なう。

脱脂菌体を乾燥後,蒸 留水で洗い冷水可溶画分を除き,

再 び蒸留水に懸濁 して100℃,20分 間加熱し,ろ 紙を通

してか ら残渣に蒸留水を加えて同様に加熱しろ紙を通す。

集めたろ液は径0.45μmの フィルターを通してから濃縮

し3倍 量のアセ トンを加えて4℃ におき,生 じる沈殿を

蒸留水に対して透析し,凍 結乾燥を行ないHWEと した。

化学的分析

中性糖はフェノール硫酸法とAnthrone12)法,ア ミノ

糖はElson-Morgan法 の81ixの 変法13),ニ ン ヒドリン

腸性物質はYemm-Cocking14)法,核 酸 はSchmidt,

 Thannhauser15)お よびSchneider16)の 方法で定量 した。

脂質の分析は5%KOHで 水解後,酸 性 としエーテル可

溶画分をメチルエステル化し薄層クロマ トグラフィーで

行 なつた。

ス トレプ トマイシン(SM)に よる除核酸

HWEを 蒸留水にとかし1/10量 の10%硫 酸SM溶 液

図1　 脱脂BCG由 来 の熱水抽出物の作成法

を滴下し4℃ で10,000×g,30分 遠心し,上 清を流水に

対して透析してSMを 除き,凍 結乾燥を行なつた。定

量により核酸は認 め られ ず,こ れをSM-HWEと し

た。

1.　 アジュバン ト活性の検討

体重250～300gの モルモットの足蹠 に0.1mlの フ

ロイント不完全アジュバン ト(FIA)と 共に2mgの 卵白

アルブミンと0.2mgのHWEま たはSM-HWEを

watcr-in-oil cmulsionと して感作後21日 目に皮膚反応

および角膜反応17)を行 ない,28日 目に心臓穿刺により採

取 した血中の卵白アルブミンに対する抗体を定量沈降反

応18),間 接赤血球凝集反応19)によつて測定 した。

2.　 内毒素に対する感受性

HWEと8CG各0.3mgをddlマ ウス(♂)の 尾

静脈に注射後14日 目にSalmonclla enteritidisか ら

Westphalの 方法20)で抽 出した内毒素を尾静脈に注射し

て72時 間以内に死亡するマウスの数を観察した。

3.　 肝および脾重量に対する影響

健康なddlマ ウスを用い,

a) 0.2mlの 生理食塩水にとかしたHWE0.25mgを

連 日20日 間腹腔内に注射した。

b) HWE0.25mgお よび0.5mgを 生理食塩水にと

かし7日 間隔で2回 尾静脈から注射した。a)とb)い ず

れも最終注射の14日 後に屠殺 し肝,脾 重量を測定した。

4.　 抗腫瘍性の検討
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用いたマウスは東北大学動物センターから購 入 した

ddIと 船橋実験農場から購入したddYと C3H/ Heい

ずれも雄であ り実験開始時6週 齢とした。Sarcoma 180

(S180)お よびEhrlich carcinoma(EC)はddl, ddYに

腹水肝癌MH13421)はC3H/Heに それぞれ腹水腫瘍 と

して継代しておき接種直前に採取 し,ト リパンブルー排

除試験で生細胞数を判定 し生理食塩水で希釈して必要な

細胞数を0.2mlの 生理食塩水と共にすべて腹腔内に接

種した。HWEお よびSM-HWEは0.2mlの 生理食

塩水に溶解 し腹膣内に投与した。いずれの実験において

も対照群には0.2mlの 生理食塩水のみを腹腔内に注射

した。有意差の判定にはStudentのt-testを 用 いた。

1)　 同種腫瘍に対する効果

a)　投与時期の検討

S180細 胞3×105個 を接種すべきddIマ ウスのI群

にHWE0.25mgをS180接 種7日 前から1日 前まで

連 日7日 間,II群 には5日 前から1日 前までとS180接

種後1日 目か ら5日 目まで,III群 にはS180接 種 後1日

目か ら7日 目まで連 日投与を行なつた。EC細 胞1×105

個 を接種したddIマ ウスに対しても同様の実験を行な

つた。

b)　投与期間の検討

S180細 胞4×105個 を接種 したddlマ ウスのI群 に

はHWE0.25mgをS180接 種後1日 目か ら7日 間,

II群には14日 間,III群 には21日 間それぞれ連 日投与し

た。

c)　投与量の検討

S180細 胞3×105個 を接種したddIマ ウスにHWE

0.005mg,0.01mg,0.1mgお よび0.25mgをS180接

種 後1日 目か ら20日 間投与した。次にS180細 胞4×105

個 を接種したマウスにHWE0.25mg,0.5mgお よび

1.0mgを 同様に投与した。

d) SM-HWEの 抗腫瘍性

S180細 胞3×105個 をddIマ ウスに接種後1日 目か

らHWEお よびSM-HWE各0.25mgを20日 間投与

した。同様の実験をS180接 種後7日 目から行なつた。

e) Mytomyci亘C(MMC)お よびcyclophosphamide

(CY)とHWEの 併用効果

S180細 胞3×106個 をddYマ ウスに接種 し1群 には

MMC0.02mgをS180接 種 後1,3,5お よび7日 目

に腹腔内に投与し,II群 にはHWE0.25mgを S180接

種後1日 目から7日 間連 日投与 した。 皿群には MMC

とHWEをI,II群 に投与したと同じ方法で投与 した。

EC細 胞2×106個 をddIマ ウスに接種後2日 目にI

群にはCY2mgを,II群 には4mgを 腹腔内に注射し

た。III群とIV群 はCY2mgお よび4mgを 投与した他

にHWE0.25mgをEG接 種2日 後から連 日7日 間投

与した。

2)　 化学発癌に対するHWEの 効果

メチルコラン トレン(MCA)0.5mgを オクタノイン

にとかして背部に筋注すべきddYマ ウス90匹 を3群 に

分け,I群 にはMCA注7日 前か ら1日 前までHWE

0.25mgを 連 日7日 間投与しておき 五群 に はMCA注

1日 後から7日 間投与を行 なつ た。 皿群を対照群とし

た。

3)　 同系腫瘍に対する効果

C3H/Heマ ウスに同系腫瘍であるMH134を 接種後

1日 目からHWEの 投与量,投 与期間を変えて効果を

検討 した。

結 果

HWEは 淡黄色の粉末として得られ,収 量は脱脂乾燥

菌体の3%で あつた。中性糖は50～60%で あ り,ペ ーパ

ークロマ トグラフィーとガスクロマ トグラフィーに より

グルコースとマンノースが主であると考えられた。アミ

ノ糖は1～2%で あ り,水 解条件を変えてもこの値を超

えなかつた。このうち80%が グルコサ ミンであ り,ム ラ

ミソ酸は10%以 下 であつた。ニンヒドリン陽性物質は10

～15%で ,核 酸は10～15%で あつた。エーテル可溶画分

は約10%で あ りミコール酸は検出されなかつた。

1.　 アジュバン ト活性

表1にHWEとSM-HWEの アジュバント活性をま

表1 HWEお よびSM-HWEの アジュバント活性

1)　 卵 白アル ブ ミソ2mgを 含むwater-in-oil emulsion0.1mlを モルモ ッ トの右足蹠に感作 した。

2)　 定量沈 降反応 によ り測定。

3)　 陽性を示す最大希釈倍数の逆数で示す。

4) 10mm以 上の硬結を陽性 とした。

5)　 軽度混濁以上を陽性 とした。
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とめた。HWEもSM-HWEも 明 らかな活性を示 して

いるが両者の間に有意の差は認められない。核酸を除い

てもアジュバン ト活性は失われないことがわかつた。

2.　 内毒素に対する感受性

BCGを 静脈内に投与されたマウスは細菌内毒素に対

して感受性が亢進 していることが知られているが22)23),

今 回の実験でもBCG0.3mgを 静注しておいたマウス

は内毒素0.015mgに よ り50%が 死亡した。HWEを 静

注 しておいた群では内毒素0.2mg投 与によつても死亡

例はな く,無 処置対照群のLD50が0.3mgだ つたので

HWEは 内毒素に対して感受性を増さないと判定した。

3.　 肝および脾重量に対する影響

HWEを 腹腔内に20日 間投与しても2回 静注しても肝,

脾腫大は認められなかつた。体重減少,下 痢も認められ

ず,死 亡例は1例 もなかつた。

4.　 抗腫瘍性の検討

1)　 同種腫瘍に対する効果

a)　投与時期の検討

I群 では効果が認められず,前 投与の効果はないと判

定された。III群に延命効果が 認め られHWEはS180

に対 してもECに 対しても腫瘍細胞接種後に投与 す る

のがよいと判定した。

b)　投与期間の検討

生理食塩水のみを投与したマウスは23日 目までにすべ

て死亡したが40日 目の生存マウス数はI群 で25%,II群

で40%,III群 で50%で あ り,各 群で注射の副作用によつ

て死亡する例が認められなかつたので21日 間連続投与が

よいと判定された。

c)　 投 与 量 の検 討

S180接 種 後40日 目 の生 存 マ ウス は 0.005mg 投 与 群

で15%,0.01mg群30%, 0.1mg群40%, 0.25mng群

は50%で あ つ た。2回 目の 実 験 で は0.25mg投 与 群 と

0.5mg投 与群 で40%,1.0mg群 で30%で あっ た 。1.0

mg投 与 群 の マ ウス の 中 に は 毛 ば立 ち体 重 減 少 を 認 め,

腹 水貯 留 な しに 死 亡 す る例 が 認 め られ た 。 以 上 の実 験 か

ら1回 投 与量 は0.25mgが 適 当 と考 え られ た 。

d) SM-HWEの 抗 腫 瘍 性

S180接 種 後1日 目か ら投 与 した 場 合 は40日 目 の生 存

数 はHWE投 与群,SM-HWE投 与群 と も45%で あ り,

7日 目か ら投 与 した 場 合 はHWE投 与 群 で30%,SM-

HWE群 で35%で あ つ た 。 結 核 菌 由来 の核 酸 に 抗 腫 瘍 性

あ りとす る報 告24)25)が あ るがHWEの 抗腫 瘍 性 は核 酸

に よる もの では ない と考 え られ た 。

e) MMCお よびCYとHWEの 併 用 効 果

S180接 種 マ ウスに 対 してMMCを 用 い た 実 験 で は40

日 目の生 存 数 はI群 で60%,II群 で20%,III群 で90%で

あつ た。EC接 種 マ ウ スに 対 してCYを 用 い た実 験 で は

I群 の生 存 日数 は22.4±3.1日,II群23.4±5.1日, III

群25.9±4.2日,IV群27.3±5.2日 で あ り,I群 とII群,

II群 とIV群 の間 に 有 意 差 あ りと判 定 され た 。

2)　 化 学 発 癌 に 対 す るHWEの 効 果

MCA注 射 後 す べ て の マ ウス に90日 目 まで に 腫 瘍 が発

現 し,150日 目 まで に は す べ て死 亡 した 。 腫瘍 発 現 ま で

の 日数 は3つ の群 の間 に 差 は 認 め られ な か つ た。 生存 日

数 はI群 で123.5±7.1日 で あ り,II群13593±4.4日, III

群 で121.6±6.7日 であ つ た 。

表2 HWEのC3H/Heマ ウスにおけるMH134に 対する効果

C3H/He♂ マウスの腹腔 内にMH134細 胞 を接種 し,24時 間後か らHWEを 連 日腹腔 内に投与 した。
*p<0
.05の 場合であ りsignificantと 判定 された。
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3)　 同系腫瘍に対する効果

C3H/Heマ ウスにMH134を 接種した場合のHWE

投与に関する5回 の実験結果を表2に まとめた。接種細

胞数が,8×104個 の場合は延命効果が認められなかつた

が,4～5×103個 の場合はHWEを1回 量 として0.2mg

以上を投与すると延命効果を認める場合があつた。

考 察

結核菌はアジュバン トとして広 く用いられてお り,活

性部位の検討,基 本構造の解明について多 くの研究がな

されてきた。局在部位の検討からこの活性が細胞壁にあ

ることがわか り,Lederer26)一 門による広範な脂質分析

の結果からアジュバン ト活性はペプタイ ドを含む糖脂質

にあると考えられるようになつた。 この物質は ミコール

酸を含み,水 にはとけない物質 で ある。 しかし1972,

1973年 に有機溶媒で脱脂した抗酸菌体(ま たは細胞壁)を

種々の方法で処理した後に得られる水溶性物質3)～7)がア

ジュバン ト活'性を有することが報告され,後 にStewart-

Tull27)は 人型結核菌の培養ろ液から,熊 沢28)はHiuの

方法を用いて人型結核菌からそれぞれ水溶性物質を得,

アジュバン ト活性を認めている。以上の水溶性アジュバ

ン トのうちより詳しく研究されているのはAdamら4)5)

が作成した,酵 素処理後に得られる物質で種 々の生物活

性も報告されている29)。また以上の水溶性アジュバント

は細胞壁由来の物質であると考えられ,そ の後の研究に

よりアジュバント活性に必要な基本構造の最 小 単 位 は

Muramyl-di-peptide (MDP)す なわちN-acetylmur-

amyl-l-alanyl-d-iso-glutamineで あ ることが確認されて

いる30)～33)。しかし我々の得た熱水抽出物は細胞壁由来

とい うよりも細胞質由来と考えられる。すなわち従来報

告されている水溶性アジュバン トの化学組成と比較する

と中性糖の構成成分がアラビノースとガラク トースでは

な くグルコースとマンノースであること,細 胞壁に特有

とされるジアミノピメリン酸含量が非常に低いこと,ア

ミノ糖含量 も低 く,核 酸が認められ ることなどである。

結核菌と類縁のノカルディアか ら得 られる水溶性物質の

うち,細 胞壁由来のペプチ ドグリカンを欠 く画分にもア

ジュバント活性のあることが報告され てお り34),更 に

東35)は前述のMDPの ムラミン酸部分を種々の糖で置換

した物質のアジュバン ト活性を検討した結果,グ ルコー

スで置換 しても活性を発揮すると報告 している。結核菌

から得 られる核酸にアジュバン ト活性が認められるとい

う報告36)が あ るがHWEを ス トレプ トマイシン処理に

より除核酸をしても活性が認められた のでHWEの ア

ジュバント活性はMDPを 主 とする細胞壁成分によるも

のではないと考えられる。

抗酸菌体あるいはその菌体成分を 用 い て の抗腫瘍性

の検討については近年数多 くの報告がなされ て い る。,

Mycobacteriumに 限つてみても8CG生 菌,死 菌の他に,

コー ドファクター37),メ タ ノール抽出残渣(MER)38)39),

細胞壁画分または細胞壁骨格(CWS)40)な ど実験腫瘍の

成績をもとにMER,CWSに つ いてはすでに臨床的応

用もなされている41)～44)。しかし投与法,副 作用につい

てなお解決すべき問題が残されている。水溶性アジュバ

ン ト投与に より活性化されたマクロファージがin vitro

で抗腫瘍性を発揮することは報告され て い るが45),in

 vivoで の効果についてはおおむね否定的である46)47)。こ

れは水溶性物質を大量に作成して実験に用いることが困

難なうえに,生 菌や細胞壁画分と比べて抗腫瘍性が極め

て弱いからであろう。したがつてBCG生 菌,細 胞壁 と

並行して水溶性物質を1～2回 投与しただけの場合は無

処置対照群との間に有意差なしとされてしまうようであ

る。HWEと 非常によく似た化学的組成を示す,Cory-

nebacterium由 来 のフェノール:水 抽出物の水層の抗腫

瘍性48)についても同様であ り統計学的には有意差なしと

判定されるものの投与法,回 数を変えることにより効果

が認められるかも知れない成績を示している。更に免疫

療法一般についても言われているように49),接 種細胞数

が多い場合には免疫療法剤単独では無効のことが多 く,

HWEの 場合も同種腫瘍の場合は107個 以上,同 系腫瘍

の場合は105個 以上接種すると効果は認められなかつた。

したがつて水溶性物質の抗腫瘍性の検討にあたつてはマ

ウスの腹水腫瘍に対して細菌内毒素由来の水溶性部分の

効果を認めた8utlerとNowotny50)の 報告のように,

接種細胞数を少なくする必要があろう。

細胞質由来と考えられる物質の抗腫瘍性に関しては,

Corynebacteriumの 細胞質由来の物質が弱いながら活性

を有することが認められてお り51),し たがつて細胞質由

来と考えられる物質も抗腫瘍性を有すると考 え て も よ

い。

HWEの 抗腫瘍性の作用機序についてはS180細 胞,

MH134細 胞 を生理食塩水中で,種 々の濃度にとかした

HWEと 共に37℃ で60分incubateし て も生細胞数の

減少はなく,マ ウスの腹腔内に接種 してもHWE処 理を

しない場合と比べて生存 日数に変化は認められないので,

HWEは 腫瘍細胞に直接的な障害を与えるものではな く

生体の機能を介 して抗腫瘍性を発揮するものと考えられ

る。

以上BCG由 来の熱水抽出物は細胞質由来の成分が主

であると考えられ,ア ジュバン ト活性をもち,マ ウスの

腹水腫瘍に対 しては同種腫瘍だけでなく同系腫瘍に対し

ても弱いなが ら抗腫瘍性を有することが認められたが,

今後の問題として,分 画による活性成分の検出の他,抗

腫瘍性に対しては腫瘍細胞接種部位とHWE投 与経路の

検討,同 系腫瘍に対 して化学療法剤との併用効果の有無,
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作用機序の解明などが重要と考えられ,現 在引き続いて

実験中である。
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