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緒 言

近年,外 科療法,放 射線療法,化 学療法,免

疫療法など各分野における悪性腫瘍の治療法は

著 しい進歩をとげ,い まや各治療法の集約によ

って “治療”への方向付けが現実となりつつあ

ることは言 うまでもない.な かでも,各 種制癌

剤の開発,投 与スケジュールなどの検討から化

学療法効果の向上は著しく,急 性白血病,悪 性

リンパ腫など造血器腫瘍では高い寛解率と長期

生存例,さ らには治癒症例の輩出が報告されて

いる1～3).

すでに周知の如 く,悪 性腫瘍の化学療法は
“宿主 -腫 瘍-薬 剤”の相関に立脚 したもので

あり,現 在もなお抗腫瘍活性の増強,低 毒性,

薬剤耐性の克服などを目的とし,数 多くの薬剤

が大きく二つの方向から開発されている.す な

わち天然物質あるいは化学合成による新規の開

発と一方では既存薬剤の構造修飾の面からの開

発とがあり4,5),いまなお選択的に腫瘍細胞に対

してのみ殺作用を発揮する薬剤はなく,副 作用

としての正常組織への影響,な かでも造血抑制

へ の対策が新制癌剤 の開発,臨 床応用 と表裏一

体の問題 として常 に提起 されてい ることも事実で

ある.と くに骨髄 が腫瘍細胞の増殖 の場 である急

性 白血病 では,発 症時 か ら白血病細胞 による正

常造血巣の圧排 が存在し,か つ"total leukemic

 cell kill"6)を 達 成す るための強力な多剤併用療

法 か ら寛解 導入療法中の骨髄低 形成 は必発 であ

り,白 血病細胞の撲滅 と同時 によ り一層重篤 な

正 常造血の抑制 が惹起 される.な かでも造血抑

制 に随伴す る顆粒球減少 は白血病死 因の大部分

を占める感染症の誘因 となっているが7,8),こ の

ことは多剤併用療法 にて強 力な寛解 導入 をはか

る進行癌 においても同様 であ り,制 癌剤 によっ

て惹起 される造血抑制 に対す る何 らかの予防的

対策の早急 な確立 がその臨床管理 において強 く

要求 されるもの と考 えられ る.

さて, Bestatin[3-(R)-amino-2-(S)-hydroxy-

4-phenylbutanoyl-(S)-leucine]C16H24N2O4

(図-1)は,梅 沢 ら9)に よ ってstreptomyces

 olivoreticuliの 培 養濾液中 に発見 された分子量

308.21のpeptideで,哺 乳動物 の細胞表面に存

在す る加水分解酵素 であるaminopeptidaseの
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構 造:

化 学 式: C16H24N2O4

分 子 量: 308.21

図1　 Bestatinの 構 造,化 学 式,分 子 量

なかで もとくにaminopeptidase-B及 びleucine

 aminopeptidaseの 活性 を阻害す ることが確認

されてお り,そ の免疫賦 活作用,宿 主介在型抗

腫瘍 活性 に対 し基礎的,臨 床的検討 が加 えられ

てい る10～14).近 年,各 種の免疫賦活剤の造血能

賦 活作用 がこれ らの薬剤 の有す る多面的生物学

的 活性 のひ とつと して注 目 され,溶 連菌 製剤

OK-432, BCG, Corynebacterium parvum等

に関す るその方面 からの基礎的,臨 床的検討 が

なされているが15～18), Bestatinの 造 血能賦活効

果 に関す る体系的 な検討 はない.本 研究 におい

て著者 は癌化学療法下に惹起 され る造血抑制 の

防止対策 に関 し基礎的検討 を加 えることを目的

としたが,ま ず本編ではBestatinのcyclophos

phamide(CPA)誘 発 骨髄 抑制 からの回復に対す

る影響並びに放射線照射後のマウスautologous

 CFUsへ の影響 を検討 し,臨 床応用への可能性

について評価せん とした.

実 験材料並びに実験方法

実験動物:岡 山大学医学部 附属マ ウスコロニ

ーにて継代飼育 された生後14週
,体 重24～26g

のC57BL,雌 ハ ツカネズ ミを用いた.

薬剤: Bestatinは,日 本化薬K. K.(東 京)よ

り供与 されたもの を用い,実 験毎 に生理的食塩

水(生 食水)に て溶解後,至 適濃度にて稀釈調整

し, 0.45ミ クロンのMilipore filterに て濾過後

無菌的に用 いた. CPAは 市販 されているもの を

用い, Bestatin同 様 実験 毎に生食水で溶解 し,

 300mg/kg/0.2mlに 調 整後無菌的 に用いた.

CPA誘 発 造血抑制 に及ぼすBestatinの 影響

: Bestatin群,生 食水群 とも5匹 のマウスで構

成し,ま ず前者 にはBestatin 0.05mg/kg/0.2ml

(血液 所見に影響 を及ぼ さない最大投与量)を,

後 者には生食水0.2mlを-day 5か ら-day 1ま

で の5日 間連 日腹腔 内(i. p.)に 投 与 した.つ い

で,両 群 に対 しCPA 300mg/kg/0.2mlをday

 0にi. p, 1回 投 与 し,そ の後の血液所見(赤 血球

数,白 血球数,血 小板数,顆 粒球数)をday 0,

 3, 5, 7, 9に 検 討 した.尚,採 血はマウス尾静脈

よ り行 い,通 常 の血球計算法 に従 い各種血球数

をBurker-Turkの 計算盤 を用いて算定 し,末

梢 白血球の分類 は,採 血 と同時 に作製 した塗抹

標本 をMay-Giemsa染 色 後血 球200個 分 類 を

行い算出 した.

骨 髄有核細胞数(NCC)へ の 影響 につ いては,

 Bestatin群,生 食水群 とも各 々15匹 で構成 し,

 -day 5か ら-day 1の5日 間Bestatin 0 .05mg/

kg/0.2mlま たは生食水0.2mlをi. p.投 与,さ ら

にday 0にCPA 300mg/kg/0.2mlをi. p. 1回 投

与後, day 0, 3, 5, 7, 9に 各 群3匹 ずつ屠殺,左

右大腿骨 を摘出後,大 腿骨1.0cmあ た りのNCC

を生 食水1.0mlの 浮 遊液 にしてBurker-Turk

計算 盤 を用 いて算定 した.尚,他 方 の大腿骨骨

図2　 マ ウ スautologous CFUsの 検 討
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髄 は細胞 分類 に供 し, May-Giemsa染 色 後 血

球200個 分類 を行った.

マウスautologous CFUsに 及ぼすBestatin

の影 響:図2の 如 くBestatin群,生 食水 群 と

もに各々5匹 のマウスで構成 し,放 射線照射24

時 間前 に各 群 にBestatin 0.05mg/kg/0.2ml,

生食 水0.2mlを 各1回i. p.投 与 を行った.放 射

線照射は, KXC-18東 芝 製X線 深部治療器(電

圧180KVP,電 流25mA,フ ィルターCu 0.5cm

+Al 0.5cm,管 球動物間距離50cm, 59rad/min)

にて650radの 全 身照射 を行 い,脾 コロニー数

の算定は照射後8日 目に脾臓 を摘 出 し, Bouin

氏液 にて固定後肉眼的 に行った.

実 験 成 績

第1節　 C57BLマ ウス末梢血液並びに骨髄 所

見 に及ぼすBestatinの 影 響

Bestatin 0.005mg/kg, 0.05mg/kg, 0.5mg

/kg, 5.0mg/kg,を5日 間連 日i. p.投 与 し,投

与前後の赤血球数,白 血球数,血 小板数の変化

を検討 した.そ の結果は図3に 示す如 くで,赤

血球数の投与前値 は(997±103)×104/cmm,投

与後0.005mg/kg群 では(1020±108)×104/cmm,

 0.05mg/kg群 で は(1075±200)×104/cmm, 0.5

mg/kg群 で は(1082±174)×104/cmm, 5.0mg

/kg群 で は(1060±168)×104/cmm,白 血 球 数 の

投 与 前 値 は(16.0±3.3)×103/cmm,投 与 後 は各

々(14.6±3.8)×103/cmm, (15.5±1.6)×103

/cmm, (19.0±1.2)×103/cmm, (19.4±1.8)×

103/cmm,血 小 板 数 の 投 与 前 値 は(38.2±6.9)×

104/cmm,投 与 後 は各 々(37.8±4.0)×104/cmm,

 (39.3±4.2)×104/cmm, (42.3±3.8)×104/cmm,

 (40.2±4.1)×104/cmmとBestatin 0.5mg/kg,

 5.0mg/kgの 各 濃 度 で 白 血 球 数 の 増 加 が 認 め ら

れ た 以 外 に 赤 血 球 数,白 血 球 数,血 小 板 数 の 有

意 な 変 化 は 示 さ れ な か っ た.

Bestatin群,生 食 水 群 のNCCに つ い て 検 討

した結 果 は 図6に 示 す 如 くで,ま ずBestatin投

与 前 後 のNCCを 比 較 す る と-day 5に お け る

大 腿 骨1.0cmあ た り のNCC値 は(8.2±3.8)×

106, day 0で はBestatin群(6.75±0.85)×106,

生食 水 群(7.20±2.0)×106と 有 意 差 は 認 め ら れ

な か っ た.

第2節　 C57BLマ ウ ス に お け るCPA誘 発 造

血 抑 制 か らの 回 復 過 程 に及 ぼ すBes

tatinの 影 響

第1項　 末 梢 血 液 所 見 の 検 討

Bestatin群,生 食 水 群 に お け るCPA 300mg

/kg, day 0投 与 後 の 赤 血 球 数,白 血 球 数,血

小 板 数 の 変 化 は 図4に 示 す 如 くで,赤 血 球 数,

×: Control, 0.2ml of PSS, i. p. from-day 5 to-day 1.

○: Bestatin, 0.005mg/kg, i. p. from-day 5 to-day 1.

●: Bestatin, 0.05mg/kg, i. p. from-day 5 to-day 1.△

: Bestatin, 0.5mg/kg, i. p. from-day 5 to-day 1.

▲: Bestatin, 5.0mg/kg, i. p. from-day 5 to-day 1.

Peripheral blood was examined on day O.

図3　 Bestatinの 末梢血液所見に及ぼす影響
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血小板数 は両群に有意差 を認 めなかった.一 方,

白血球数 につ いてみるとday 3で 両 群 とも最低

-: Control, 0.2ml of PSS, i. p. from-day 5 to-day 1.
-----: Bestatin, 0.05mg/kg, i. p. from-day 5 to-day 1.

CPA(Cyclophosphamide), 300mg/kg, i. p., on day 0.

図4　 BestatinのCPA誘 発造血抑制からの

回復過程に及ぼす影響(末 梢血)

〓: Control, 0.2ml of PSS, i. p. from-day 5 to-day 1.

〓: Bestatin, 0.05mg/kg, i. p. from-day 5 to-day 1.

CPA(Cyclophosphamide), 300mg/kg, i. p. on day 0.

図5　 BestatinのCPA誘 発 造血抑制からの

回復過程に及ぼす影響(末 梢血)

値[Bestatin群(1.0±0.33)×103/cmm,生 食 水

群(1.4±0.97)×103/cmm]を 示 し た が,そ の 後

の 回 復 過 程 を比 較 す る とday 7に お け る 白 血 球

数 はBestatin群 で(17.7±3.8)×103/cmm,生

食 水 群 で(10.7±3.6)×103/cmmとBestatin群

で 有 意(p<0.01)に 白 血 球 数 の 回 復 促 進 が 認 め

ら れ た.

つ ぎ に 両 群 に お け る 顆 粒 球 数(桿 状 核 球+分

節 核 球)の 変 化 に つ い て 検 討 し た が,そ の 結 果

は 図5に 示 す 如 く で,　 day 0に お け る 顆 粒 球 数

はBestatin群(3.4±0.8)×103/cmm,生 食 水 群

(3.0±0.3)×103/cmm, day 3で は 両 群 と も

agranulocytosisの 状 態 を 呈 し,そ の 後day 5,

 7, 9に お い て は 生 食 水 群 が 各 々(0.5±0.03)×

103/cmm, (2.5±0.4)×103/cmm, (3.2±0.4)×

103/cmmで あ っ た の に 比 し, Bestatin群 で は

各 々(1.5±0.4)×103/cmm, (5.2±1.9)×103

/cmm, (5.6±0.6)×103/cmmとBestatin群 で

CPA誘 発 無 顆 粒 球 状 態 か らの 有 意(p<0.05)な

回 復 促 進 効 果 が 認 め られ た.

第2項　 骨 髄 所 見 の 検 討

CPA 300mg/kg投 与 後 のNCCに つ い て 検 討

し た が, day 3でBestatin群(1.58±0.72)×106,

生 食 水 群(2.3±0.29)×106と もに 最 低 値 を示 し,

-: Control, 0.2ml of PSS, i. p. from-day 5 to-day 1.
------: Bestatin, 0.05mg/kg, i. p. from-day 5 to-day 1.

CPA(Cyclophosphamide), 300mg/kg, i. p., on day 0.

図6　 BestatinのCPA誘 発 造血抑制から

の回復過程に及ぼす影響(骨 髄)
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そ の 後Bestatin群 に お け るday 5, 7, 9の 値 は

(8.71±0.69)×106, (13.5±3.11)×106, (15.8±

4.25)×106,一 方 生 食 水 群 で は 各 々(5.49±1.77)

×106, (10.45±1.43)×106, (10.9±1.38)×106

とBestatin群 で 骨 髄 抑 制 か ら の 回 復 が 有 意(p

〓: Control, 0.2ml of PSS, i. p, from-day 5 to-day 1.

〓: Bestatin, 0.05mg/kg, i. p. from-day 5 to-day 1.

CPA(Cyclophosphamide), 300mg/kg, i. p., on day 0.

図7　 BestatinのCPA誘 発造血抑制からの

回復過程 に及ぼす影響(骨 髄)

図8　 Bestatinの マ ウ スautologous

 CFUsに 及 ぼ す 影 響

<0.05)に 促進 されることが示 された.

つ ぎに末梢血 と同様 に骨髄内顆粒球数(桿 状

核球+分 節核球)の 推移 を検討 したが,そ の結

果は図7に 示 す如 くでday 5以 後 の回復過程 に

おいてBestatin群 で顆粒球数の増加が有意(p

<0.05)に 促 進 されることが認 め られた.尚,赤

芽球系細胞 につ いては有意の変化 は認め られな

かった.

第3節　 C57BLマ ウスautologous CFUsに

及 ぼすBestatinの 影響

Bestatin群,生 食水群のautologous CFUs

は図8に 示す如 くで,生 食水群 のコロニー数 が

5.4±3.4で あったのに比しBestatin群 では19.4

±3.6とBestatin群 で 有意(p<0.01)に 高 い値

が認め られた.

考 察

各種制癌剤の開発 とその積極的な臨床応用は,

成 分輸血,抗 菌性化学療法等補助療法の進歩 と

相俟 って急性 白血病,悪 性 リンパ腫 など造血器

悪性腫瘍 の治療成績 を著 しく向上 させ,治 癒症

例の輩 出 をもたらすに至った1～3).し か し,い ま

だに腫瘍細胞 に対 してのみ選択的 に殺作用 を発

揮す る薬剤は なく,そ の投与 に際 しては正常組

織への影響,な かでも造血抑制 に随伴 する感染

症への予防的対策 が極めて重要 な課題 となって

いる19,20).ち なみに急性 白血病症例 を対 象 とし

た教室 の成績21)で は,好 中球数500/cmm未 満

時の42%が 有熱期間 にあた り,肺 炎症例の73%

は好 中球数500/cmm未 満,敗 血 症例 ではほ と

んどの症例が250/cmm未 満 の時 に発 症 した も

のであ り,末 梢好中球数が担癌患者の感染合併

において重要 な比重 を占めていることが報告 さ

れている.す でに癌化学療法時の感染合併 につ

いては,予 防,治 療 に関する報告がな されてい

るが22～24),な か でも感染予防については外来菌

の侵入防止 と体内菌叢の抑制 を目的 とした各種

抗生物質の経 口投与,含 嗽,吸 入が行 われ評価

されている.さ らに,無 菌室療法 と併用す るこ

とによ り,肺 炎の合併率が有意 に減少 すること

が認 め られている25).ま た癌化学 療法による造

血抑制の問題 は,化 学療法施行中の感染合併 と

い う急性期 的問題のみ ならず,長 期 に亘 る維持
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・強化療法 の施 行に際 し,宿 主の耐容性 といっ

た面で も重要 な問題 を提起 す るものであろ う.

す で にこれまでい くつ かの免疫賦活剤 を導入 し

た免疫化学療法が,そ の臨床効果 において評価

されており急性白血病 にBCGを 用いたVogler

ら26), Powelら27)はBCGの 造 血能賦 活作用 が

よ り効果的 な再寛解導入療法 を可能 とし,そ の

結果 として生存期間の延 長が得 られ るのでは な

いか と してい る.ま た,教 室 の 依光28,29)は,

 OK-432に 対 し基礎 的,臨 床的検討 を加 え,本

剤が放射線照射後のマ ウスautologous CFUs

を増加 させ ること,本 剤 と制癌剤 との同時連 日

投与が好中球減少防止 といった点で評価 され る

投与法 ではないかとしている.こ のようにBCG,

 OK-432等 の 免疫賦活剤 が宿主免疫能の賦活以

外 に骨髄造血能 を賦活 させるとい うことは,そ

の多面的生物活性という点 か ら興味 あるのみ な

らず,癌 化学療法下 に惹起 される造血抑制への

対策 といった点 で極めて高い有用性 をもつので

はないかと考 えられ る.

さて, Bestatin[3-(R)-amino-2-(S)-hydroxy-

4-phenylbutanoyl-(S)-leucine]C16H24N2O4は,

梅 沢 らによりstreptomyces olivoreticuliの 培

養濾液中に発見された低分子量,低 毒性生のpeptide

で,そ の薬理作用 としては,基 礎実験 において

酵素阻害作 用30,31),免 疫 能賦活作用32,33),抗 腫

瘍作用34,35),等 が認 め られてい る.臨 床試験 で

は各種 固型腫瘍36,37),造 血 器腫瘍 に対 し経 口投

与 が施 行 され,特 に高齢者急性非 リンパ性 白血

病 において寛解期 間,生 存期間が延長 した と報

告 されている38),本 編 において著 者 は本剤 の造

血能賦 活作用 を, CPA誘 発 造血抑制からの回復

過程へ の影響 と放射線 照射後 のマ ウスautolo

gous CFUsへ の影響の面か ら検討 した わけで

あるが,本 剤は顆粒球系細胞の回復 を有意に促

進 させ ると共に,放 射線照射マウスのautologous

 CFUsを 増 加 させることが確認 された.本 剤 の

顆粒球増加作用の機序 に関 しては,生 体 内の顆

粒球 プールからの遊出,あ るいはまた骨髄幹細

胞 を介 しての増加機序が想定 されるが,マ ウス

autologous CFUsに 対 す る増加作用か らして

作 用機序の一つは骨髄幹細胞 レベルにあるもの

と考え られ る.

丸 山 ら39)は, Corynebacterium parvumの

造 血能賦 活作用 を今回報告 したと同 じ実験系で

検討 した結果, CFUsの 有意 の増加 を認 め,さ

らにHSATT(high specific activity tritiated

 thymidine)を 用 いたsuicide assayか らこの

CFUsの 増 加は,静 止期細胞 のcell cycleへ の

導入 にあ るのではないかとしている.依 光28)は, 

s-phase specific agentで あるcytosine arabino

side(Ara-C)とOK-432の 併 用効果 を検討 し,

 Ara-CとOK-432の 同 時投与 あるいはAra-C

投 与後 にOK-432を 投 与 した場合共 に末梢好中

球の最低値 からの回復 は生食水群 に比 し有意差

を認 めなかったが, OK-432を 前 投与 した場合

末梢好中球の最低値 か らの回復 が抑制 され るこ

とを認 め, OK-432の 前 投与 によってcell cycle

に導 入 された細胞 がAra-Cのtargetと なった

た めで は ない かとしている.今 回認 め られた

Bestatinの 成績 も一つにはCFUsのcell cycle

へ の導入, self renewalの 亢進 によって発現 さ

れた もの と推察 され るが,今 後IL-3の 関 与 に

ついても考慮す る必要があろう.ま た赤血球数,

血 小板数 に関 しては図4の 如 く増加作 用は認め

られなかった.こ れは,今 回投与 したCPA(300

mg/kg)の 赤血球造血,血 小板造血 に及ぼす抑

制作用 が,顆 粒球系細胞 に対す る抑制作用 に比

し軽度で ありその結果赤血球系,血 小板系への

分化促進 が,顆 粒球系細胞へ の分化促進 に比 し

微弱 であったためではないか とも考 えられる.

以 上Bestatinは, CPA誘 発 造血抑制,と く

に顆粒球系細胞 の回復 を有意 に促進 させ ること,

放 射線照射後のマウスautologous CFUsを 有

意 に増加 させ るこ とを明 らか にしたが,こ れま

で各種薬剤の骨髄幹細胞への影響 は多 くの場合

donor-recipient systemで 検討 されており,今

回明 らかに したCPA誘 発 造血抑 制か らの回復

促進効果 とマ ウスautologous CFUsへ の 影響

は,癌 化学療法あ るいは放射線療 法施行下での

造血抑制 に対す る本剤の有用性 を示 す ものであ

り,今 後 その臨床応用 が評価 され るものと考 え

られ る.

結 論

今回,癌 化学療法下にみられる造血抑制の防
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止に関す る検討 を目的 とし,新 免疫賦活剤 とし

て開発 されたBestatinのCPA誘 発 造血抑制 か

らの回復 に対す る影響並 びに放射線照射後 のマ

ウスautologous CFUsへ の 影響 について検討

した.そ の結果,

1) Bestatinは, CPA誘 発 造血抑制 か らの

回復過程 において有意(p<0.01)の 顆粒球系細

胞の回復促進効果 を示 した.

2) Bestatinは,放 射線照射後のマウスau

tologous CFUsを 有 意(p<0.01)に 増 加 させ,

本 剤の造血能賦活作 用におけ る作用点が骨髄幹

細胞 にあることが確認 された.

3) CPA誘 発 造血 抑制 からの回復促進効果

における実験 系並びにマウスautologous CFUs

の 実験系は,癌 化学療法 あるいは放射線療法施

行下での造血状態を示 しており,両 実験系にお

けるBestatinの 造血能賦活作用は,癌 化学療

法下の造血抑制の防止対策として本剤の臨床応

用の有用性を示すものと考えられた.

今後本剤の臨床応用は担癌生体における免疫

賦活といった点のみでなく,一 般的な造血能賦

活といった面でも評価されるものと思われる.

尚,本論文の要旨は第40回日本癌学会総会(札幌)

にて発表した.

稿を終えるにあたり御指導,御 校閲を賜った恩師

木村郁郎教授並びに御指導いただいた高橋 功講師,

岡山大学医療技術短期大学部喜多嶋康一教授に深甚

なる謝意を表します.
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Experimentail studies on the prevention of myelosuppression

 during cancer chemotherapy

Part I: Accelerated recovery from cyclophosphamide induced

 myelosuppression by administration of Bestatin,

 3-(R)-amino-2-(S)-hydroxy-4-phenylbutanoyl-(S)-leucine,

 in mice

Kozaburo UCHIDA

Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Ikuro Kimura)

The hemopoietic potential of Bestatin, a new immunomodulator prepared from the culture 
medium of Streptomyces olivoreticuli, was studied concerning its effects on the recovery from 
cyclophosphamide (CPA)-induced myelosuppression and on autologous CFUs in irradiated mice. In 
mice treated with CPA (300mg/kg, i. p., day 0), the recovery from granulocytopenia and 
myelosuppression was significantly accelerated by administration of Bestatin (0.05mg/kg, 
i. p., -day 5 to -day 1). Bestatin, administrated i. p. at a dose of 0.05mg/kg on -day 1, increased 
the number of autologous CFUs in irradiated mice, indicating that Bestatin acted at the 
level of multipotent stem cells. These result indicate that Bestatin may be useful in the 
clinical management of myelosuppression induced not only by cancer chemotherapy but also 
by radiation therapy.


