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In our department, Microwave Tissue Coagulator (MTC) has been maked use of the coagu・

lation for the malignant tumor that expects to destroy the tumor lesions and to increase the 

anti-tumor immunity. This report revealed whether the interleukin 2 (IL-2) producing activity 

of spleen cells was augmented in use of the microwave coagulation (MC) with OK-432 in 

expenmental tumor, or not. 

The. IL-2 activity of spleen cells, ratio of tumor growth and viability percentage were experi-

mented in BALB/c mice after MC  and/or OK-432 injection toward the transplanted Meth A 

fibrosarcoma. All experimental mice were injected OK-432 subcutaneously (s.c.), after that, 

mice were divided to the following groups; Group 1 control (no treatment), Group 2: OK-432 

s.c., Group 3: Group 2十MC toward the tumor, Group 4: Group z+OK-432 injected 

intratumorously (i.t.), Group 5: Group 2+MC, OK-432 i.t., Group 6: Group 5十OK-432s.c. 

after treatment. Tumor growth of each group was investigated every few days. Viability 
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percentage of each group was compiled statistically by Kaplan-Meyer’s method. IL-2 producing 

activity of spleen cells was searched by the method of Gillis. 

The tumor growth in Group 3, 5 and 6 was significantly inhibited as compared with that of 

Group 1, 2 and 4. Viability percentage in Group 3, 5 and 6 was significantly higher as compared 

with that of Group 1. From the view point of IL-2 producing activity of spleen cells, immunity 

of Group 5 and 6 was more augmented. 

Depending upon the facts above mentionedヲtheclinical application was done. The patients 

of study were inoperable gastroenterological cancer bearers. The patients treated by both 

MTC and OK 432 i.t. were improved in symptoms and signs‘still more, IL-2 procucing activity 

of peripheral mononuclear cells was more augmented as compared with that of the patients of 

either MTC or OK-432 i.t. alone. 

As mentioned above, synergy of MC、andOK 432 toward the malignant tumor was proved 

and it was suggested that the beneficial effect was due to the high level of IL-2 producing activity. 

緒 雪量
匡司

切除不能悪性腫蕩をいかに制御するかは大きな問題

であり，化学療法，免疫療法をはじめ種々の試みがな

されており，ある一定の効果を上げている。しかし免

疫化学療法をおとなうにあたり tumorreductionが重

要であるのは異論のない点である。私たちは数年前よ

りtumorreductionをめざして腫蕩lζ対する Micro-

wave coagulationを施行し，腫蕩抗原性の増強山8＞お

よび転移抑制効果38＞をはじめとする抗腫蕩効果を報告

してきた．また Streptococcalpreparation (OK-432) 

は，腫場細胞に対しての直接的殺細胞効果23'19>とBio回

logical Response Modifier （以下BRMと略す）として

の宿主介在作用が報告されてきている。今回腫湯IC対

する microwavecoagulationで可及的lζtumorre-

ductionを行ない，さらに OK432を腫蕩内投与す

る，すなわち異なる作用機序の BRMを併用する事

で，より強い抗腫蕩効果が得られるか否かを研究した．

また Interleukin2 （以上 IL-2と略す）は PHA刺激

リンパ球培養上清中に出現する Tcell glowth factor 

として発見され山，その非用は，抗原刺激を受けたT

細胞の増殖，naturalkiller細胞活性化，Interferon-yの

誘導および細胞障害性T細胞の誘導＂ Iζ働くとされて

いる．それゆえ IL-2産生能は BRMの作用の示標と

なり得ると思われたので，基礎的実験ではマウス牌リ

ンパ球の IL-2生能を，臨床応用ではヒト末梢血リン

パ球の IL2産生能を示標として測定した．

基礎的検討

実験材料および実験方法

(1）実験材料

実験動物には8～10週齢雄性 BALB/cマウス（静

岡実験動物センター）を用い，実験腫湯にはBALB/c

マウスから methylcholanthrene により誘発された

Meth-A fibrosarcomaを用いた.Meth-Aは10%非働

化牛胎児血清（fetalcalf serum, FCS, GIBCO Dia-

gnostics Laboratories, Madison, Wilconsin）を添加さ

れた培養液 RPMI-1640(Nissui Pharmaceutical Co, 

LTD, Tokyo）の培地において， 5%Co2, 37。Cの条

件下で継代培養した.microwave coagulationは当料

で開発した MicrowaveTissue Coagulator品目》（以下

MTCと略す）により施行した.MTCは発振周波数

2450MHz，波長12cmのものを使用し，monopolar型

アンテナとして電極長5mmのものを使用した.OK-

432 （中外製薬 KK，東京より供与）は使用直前に生理

食塩水（以下生食と略す〉で溶解した．なお OK-432

の IKEは溶連菌乾燥菌体の O.lmgを含有する．

(2) 担腫場7 ウスの作成

継代培養中の Meth-Aを Eagle’sMEM (Niss山
Pharmaceutical CO, LTD, TOKYO）で3回洗浄後，

Q. 04% Trypan blue dye exclusion法山にて生細胞を

2×106/ml k調整し， 7 ウスあたり 0.5 ml (1/106個）

を左後肢皮下に移植した．なお移植率は100%であっ

た．
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(3）実験方法（Fig.l) 

Fig. l IC実験のプロトコールを示した.Group 1 (n 

=14）はコントロール群で Meth-A1 × 10• 個移植後 1

週間lζ3回（約2日毎），生食 1mlを皮下注し腫蕩

移植後14日めに生食 lmlを腫蕩内投与した群であり

Group 2から6は， Meth-A移植後1週間に3回生食1

ml Ir溶解した OK-4321. 0 KEずつ皮下注射し，そ

の後14日めに， Group2 (n=l3）は生食lm！腫蕩内局

注群， Group3(n=22）は 25W,15秒間で3回腫蕩を

MTC処置した群， Group4 (n = 22）は生食 lmlに溶

解した OK-4323司OKEを腫場内投与した群， Group

5 (n=23）は MTC処置後残存する腫蕩へ OK432 

3.0KEを局注した群，および Group6(n=22）は

Group 5 Iζ加えてさらに処置後1週間に3回， OK-

432 1. 0 OKEずつ皮下注射した群である．各グルー

プの腫蕩体積の推移は経目的lζ腫蕩の長径，短径，厚

さの積Iζ 1T/6を乗じて示した．生存率に関しては腫

蕩移植後30日めに5×104個の Meth-Aを腹腔内投与
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Mで3回洗浄し completemedium （以上CMと略す）

に 2.5×106/mlの濃度に調整した.CMは RPM!-

1640 IC FCS （最終濃度10%),5×10-sM 2 mercapto・

ethanol, 100 U/ml penicillin と 100μg/ml strepto・ 

mycin (GIBCO, Laberatories, Madison, Wisconsin）お

よび0.3 g/1000 ml glutamine (Nissui Pharmaceutical 

Co, LTD, TOKYO）を加え7%NaHC03で pH7.1 

～7.4に調整したものを用いた．単核球浮遊液を96穴

平底7 イクロプレート（Corning,No. 25820）に lOμg/

第55巻

し，各グループ毎に第 survivalrateで求めた.Fig. l. 

の opencircleはIL-2の assayを施行した日である

が， IL-2産生能の測定法を以下に示す。

(4）牌の IL-2産生能測定法.，

i) IL-2活性の誘導

マウスをエーテル麻酔下に頚椎脱臼法ICより屠殺し

無菌的lζ牌を摘出し， Eagle’sMEM lOmlで血球成分

を可及的に単細胞化した後， tris-bufferedNH.Cl (pH 

7. 2）で赤血球を溶解し，単核球浮遊液を作成後 ME

日外宝li92 

The tumor volume of Group 1, control group and Group 2 increased day by day. On the 18th day 

after tumor transplantation. the tumor volume of Group 3. 4 5 and 6 was suppressed as compared 

with that of Group 1 and 2 (P・ 0.011. and disparity in volume was similarly recognized between 

Group 4 and Group 3 . .S. 6 IP・ 0.011. 
On the 25th day after tumor transplantation. the tumor volume of Group 3, 5 and 6 was suppressed 

as compared with of Group 1. 2 and 4 
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ml concanavarine A, Con A, type IV (Sigma chemical 

company, ST. LOUIS, USA）を加えて， 24時間，

37。c,55'ぢC02下に培養した.24時間培養後の super-

natant，すなわち ConA-sup.の IL-2活性を測定した．

ii) standard IL-2 (T Cell growth factor, TCGF）の

作成

Wistar系ラットの牌細胞を CMで 1×107/mllζ調

整後， 75cm2培養フラスコ（Corning,No. 25110）にて

10 μg/ml, Con Aを加えて48時間培養後，その ConA『

sup.を standardIL 2 (TCGF）として用いた．

iii) Cloned mouse cytolytic T lymphocyte line 

(CTLL）の作成

IL 2 dependent Killer T cell line (CTLL）は，

BALB/cの牌単核球を 10% TCGF 存在下に15%

FCS加 CMを培地として20日以上継代培養したもの

を実験lζ供した．なお培地は3日毎lζ更新し， clone

化した．

iv) Con A-sup.のIL-2活性測定法

96穴平底マイクロプレートに各 well あたり10%

FCS加 CMで調整した 1×105/mlCTLLを 100μ1

と ConA-sup. 100 ulを加え24時間培養した．培養終

了5時間前lと各 wellあたり lμCiの 3HThymidine 

(New England Nuclear, Boston, Massachusetts）を加

え， glassfiber filterで cellharvest後，キシレン液体

シンテレーション法にて DNA合成能（3HThymi-

dine uptake）を測定した．測定はtriplicateで施行し，

平均 cpmを求めた.IL-2 1 unitは standardIL-2の

長高値と最低値の平均値の cpmとし，測定された IL

-2活性は以下の式で求めた．

cpm of sample cpm of minimum 

of IL-2＝ー一一一一cpm of mean cpm of minimum 

II .結果

(!) 各群における腫療体積の推移（Fig.2) 

l×106個 MethAを移植後， Group1すなわちコン

トローJレ群は経目的lζ腫蕩体積は増加した. Group 2, 

OK-432皮下注単独群では Group1とほとんど差が

なく経目的に腫場体積は増加した． Group 3，腫蕩の

MTC処置群では処置後腫蕩体積は約505'ちに抑制され

For each group. on the 30th day alter tumor transplantation. 5X tO・MethA were rechallenged ontraperitoneally 
In Group t. all mice d暗dless than 37 days 

By generalized wilcoxon te剖 therewas a significant difference between Groupt and Group3.5.6(p.-0.051 
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たが，以後経目的にはやはり増加した.Group4, OK 

432腫場内局注群では局注後やや腫場増殖が抑制さ

れ， Group1, 2と有意差を認めた.Group 5, MTC + 
OK-432局注群では Group3よりさらに腫場体積は

減少し， Group6, Group 5 ＋処置後 OK-432皮下注

群と同じような経過をとった．腫場移植後18日めで

Group 1, 2とGroup3～6およびGroup4とGroup3,

5, 6の聞にいずれも Student’st検定で1%以下の危

険率で有意差を認めた.25日めでは Group1, 2, 4と

Group3, 5,6は1%以下で有意差を認めたが，Group3 

と Group5, 6の間には有意差を認めなかった．

(2）生存率（Fig.3)

Group I，すなわちコントロール群では腫蕩移植後

37日で全例死亡した.Group 2もGrouplとほとんど

同じ経過であった.Group 4では，Group1, 2に比べて

Units/ml IL・2activity 

200 

150 

100 

50 

若干生存率が良かったが，有意差は認めなかった．

Group 3では1匹， Group6では2匹生存するマウス

があった．なお， generalizedWilcoxon検定で，Group

lとGroup3, 5, 6の聞には5%以下の危険率で有意差

を認めた．

(3) Interleukin 2産生能（Fig.4) 

腫蕩処置前および処置後の牌単核球の IL2産生能

の変化を Fig.4に示した.Group lでは時間の経過と

ともに，すなわち腫脹の増大とともに IL-2産生能は

抑制された.Group 2の推移は Grouplとほぼ同様で

あったが，腫場移殖後23日め，すなわち terminalstage 

においては GroupIのような著明な IL-2産生能の抑

制は認めなかった.Group 3では処置後上昇傾向にあ

り，処置後9日でピークとなった.Group 4では処置

後2日めより上昇しはじめ，一時抑制されたが9日め
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Fig. 4. Interleukin 2・producingactivity of spleen cells 
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The left figure shows the additional effect of OK-432 to microwave coagulation. and the right shows the additional effect of 

microwave coagulation to OK-432. Both figures show the IL-2 activity of Group 5 1n more augmented as compared with that of 

Group 3 or 4 through the experimental course 
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Fig. 5. Synergy of microwave coagulation and OK-432 for interleukin 2-producing activity 

では再上昇し， terminalstage においても良好な産生

能を示した Group5, MTCと OK-432の併用群では

処置後2日めにピークとなり漸次下降するが，処置後

9日めでも良好な IL2産生能を保っていた.Group 

6でも全経過を通じて良好な産生能を保っていた．

MTCとOK-432の併用群と単独使用群の IL-2産生

能について比較検討すると， Fig.5左図lと示す知く

Group 5ではGroup3 K比べて処置後2臼めで高値を

とった．同右図では Group5は Group4Iζ比して処

置後2～4日で安定した高値をとった．
以上より腫蕩IC対して MTCと OK-432を併用す

る事で安定した IL-2産生能が得られ，その併用効果

が認められた．以上の基礎的実験的結果に基づいて，

臨床応用を試みた．

臨床的検討

］.対象

対象は当科に入院した切除不能消化器癌症例10例で，

その内訳を Table1.に示した．いずれの症例も入院

直後，すなわち化学療法等の癌lζ対する治療を施して

いない時期および処置後8～12日めに静脈血をへパリ

ン加注射器lζて 20ml採血し，末梢血単核球の IL-2

産生能を検討した. Table lの症例 1' 3は内視鏡下

にMTC処置を施行し，他の症例はいずれも全身麻酔

下開腹の上，腫蕩に対して MTC処置またはOK-432

20～30KE腫蕩内局注，動脈内注入，または両者併用

lとより処置した．

日． 末檎血単核球 IL-2産生能測定法

対象症例より処置前後にへパリン加静脈血 20mlを

採血し， Eagle’sMEM lζて倍量に希釈後， Ficoll-

Conray比重遠沈法（20。C,1400 rpm, 30分間）にて単

核球を分離し MEMKて3回洗浄した.IL-2誘導は

96穴平底7 イクロプレートを使用し， 10%FCS加

CMで単核球を 2.5×106/mll乙調整し phytohemag-

glutinine (PHA-P, Difeo laboratories. Detroit Michi-

gan USA) 10 μg/mlで24時間刺激した．その培養上清，

すなわち PHA-sup.100μ1あたりの IL2活性を前

述の如く CTLL,standard IL 2を用いて測定した．

m. 結果（Fig.6)

IL-2産生能が処置により上昇した症例は， Group

(1): MTC処置群では3例中2例， Group(2):OK-432 

局注群では4例中3例，およびGroup(3）：両者併用群
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Table 1. The clinical C品目 examined

All c回目 wereinoperable gastroenterological 

cancer l>earers. 

Group (1): :¥licrowa¥'e coagulation 

No Age Sex Diagnosis 

1. 70 五I esophageal cancer 

2. 74 F gall uiadder cancer 

3. 84 ¥I esophageal cancer 

Group (2): OK-432 intratumoral or intraarterial 

m1ect10n 

No Age Sex Diagnosis 

4. 68 pancreatic cancer 

5. 65 :¥[ hepatocellular carcinoma 

6. 75 F gastric cancer 

7. 76 :¥[ hepatocellular carcinoma 

Group (3）・ 'Vlicrowavecoagulation + OK・432
injection 

'.'io Age Sex D阻gnosis

8. 62 :VI pancreatic cancer 

9. 58 ¥I gall bladder cancer 

10. 59 五I hepatocellular carcinoma 

では3例中2例であった．なお術前値に比べて術後

150%以上の IL2活性を示した症例は Group(1）では

症例2のみ， Group(2）では症例6のみと各々 1例ずつ

であったが， Group(3）では症例9'10の2例で著明な

IL-2産生能の上昇を認めた．なお Group(3）の症例9

は肝南葉へのぴまん性浸潤をきたした切除不能胆重量癌

で，開腹の上，主病巣を MTC処置の後，肝門部腫粛

に対して OK-43230 KEを局注した.CA 19-9は術

前 21000ng/mlあったが，術後9000ng/ml iまで減少

し術後胆管造影で肝内胆管から総胆管への胆管開通が

認められ一時的に PTCDが不要となった．しかし術

後45病日に肝不全で死亡した．また症例10は，切除不

能肝癌であり開腹の上，固有肝動脈より OK-43230 

KEを動注し娘結節に対して MTC処置を加えた症例

であるが．術後超音波検査で腫場内填死が著明であり

右季肋部痛の愁訴も改善し術後30病日で軽快退院した．

以上のように MTCと OK432両者併用により 2例

の有効例を得る事ができた．なお，副作用は OK-

432に伴う発熱が全例認められたがいずれも Indome-

thacin投与により解熱し、ショック等の重篤な副作用

は認めなかった．

考 察

MTCは当教室の田伏らにより開発され，そのす

ぐれた止血能により主として肝切除20.so・3ヘ牌部分切

除品9》に応用されている．また勝尾側切除においても

勝液漏出等の合併症の軽減に役立ち山，内視鏡的応用

として出血性潰蕩の止血wおよび腫蕩凝固術叩に用

いられるようになり，さらには超音波ガイドによる肝

生検ICおける後出血および腫蕩散布の予防に効果があ

る33》とされている．また MTCIとより腫療を凝固し

た場合，腫蕩抗原性の増強lζよりT細胞を介した免疫

系の賦活が誘導されるという実験結果山8》および腫蕩

凝固により牌は膨大し，腫蕩の肺への自然転移率が抑

制された38）とする報告等により MTCの抗腫場効果

が論じられているが，いまだその機序は十分には解明

されていない．今回著者らは腫蕩の MTC処置によ

り7 ウスの実験系では牌リンパ球の，ヒトの実験系で

は末梢血リンパ球の IL-2産生能が上昇する結果を

得た．腫蕩の microwavecoaglation ICより麗蕩重量

が減少し，腫蕩による生体への suppression効果の

減弱がマウスでは Lyt！＋リンパ球の IL-2産生能を

高めたのか， もしくは microwavecoagulation によ

り腫蕩関連抗原の増強をきたし macrophageを介し

て Lytl＋リンパ球が賦活化されたのか，今後検討す

る必要があると恩われた．また OK432との併用に

よりさらに高い IL-2活性を誘導できるという興味深

い結果を得た.OK・432による抗腫湯効果の作用機

序は次第に明らかになりつつある．すなわち腫蕩細胞

に対する直接抗腫療効果が Sakuraiら加により in

vitroで証明され， Onoら聞も OK-432が腫湯細胞の

核酸合成を阻害する事実を認めた．また OK-432の

宿主介在作用として，すなわち BRM としての作用

は（i）好中球の活性化37>，好中球活性化因子（NAF）の

増強39り（ii）＜クロフマージの活性化8•34•2へ (iii)Natural 

Killer (NK）細胞の活性化時M ヘ liv)cytotoxic T細胞

の活性化5・山 ｛y)interferon-y誘起作用品26＞，同IL-1,IL 

-2および NK細胞活性化因子（NKAF）の誘起s，等々

が実験的lζ報告されてきた．一方臨床的には OK-432

の腫場内投与は頭頭部腫蕩患者lζ対して施され，腫携

の縮小，消失がもたらされた報告35,27)をはじめとし，

肝細胞癌患者ペ胃癌患者山3・40’，乳癌患者20ら肺癌患

者加に応用され有効な治療法であると報告されている．

しかしながら悪性腫湯治療の原則は大部分の固型癌lζ
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Fig. 6. Interleukin 2-producing activity of peripheral mononuclear ells in the clinical cases 

IL-2-producing activity of case 9 and 10 in Group (3) was augmented, and still 

more, these clinical symptoms and signs improved. 

おいては外科的切除がすべての治療に優先するが，切

除不能腫蕩IC対して免疫化学療法を施行する場合にお

いても tumorreductionを先行して施行できればより

効果的であると考えられ， microwavecoagulation によ

りできるだけ tumorreductionを施した後，種々の

BRMを作用させる事は悪性腫蕩治療の原則にかなっ

た方法であると考える．今回，著者らの基礎実験では

担腫蕩マウスにまず腫蕩の microwavecoagulation に

よる tumorreductionを施し，さらに OK-432を腫場

内局注する事で腫蕩増殖の抑制，良好な生存率が得ら

れ，かっ牌リンパ球の IL-2産生能の増強を認めた．

また臨床例では両者併用lとより 3例中2例の切除不能

消化器癌lζ対して有効であった．以上の結果によりた

とえ切除不能と判断しでも積極的に開腹しmicrowave

coag叫ati on による tumorreductionを施行した後，

OK-432等の BRMを腫蕩内局注する事による治療効

果を期待してさらに症例を重ねてその効果を検討する

ことは意義のある trialと考える．

結 語

BALB/c ＜ ウスに syngeneicMeth A fibrosarcoma 

を移植し担腫場マウスを作成し， OK-432前感作の後，

腫湯に対して microwavecoagulation による tumor

reductionを施行後， OK432を腫蕩内局注するとと

により腫蕩増殖抑制効果，生命延長効果，および牌リ

ンパ球の IL-2産生能の増強を認めた．また臨床例で

は両者併用により 3例中2例に末梢血リンパ球 IL-2

産生能の著明な上昇を認め，かつ臨床症状の改善を認

める有効例を経験した事から，今後切除不能消化器癌

lζ対しでも積極的に開腹し microwavecoagulation に

よる tumorreductionの後， OK-432の腫蕩内投与を

試みたい．

稿を終えるにあたり IL-2assayに御指導，御協力いただ

きました和歌山県立医科大学第2病理学講座斎藤晃治教授，
西原亨講師に深謝いたします．なお本論文の要旨は第23回日
本癌治療学会総会ワークショップ〔1985年11月，広島）なら
びに第4回 MicrowaveSurgery研究会（1985年12月，東京〉

で発表した．
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