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緒 言

Lentinus edodes mycelia(シ イタケ菌菌糸)の 子

実体か らの抽出物は抗腫瘍効果およびインターフェロ

ン誘導能があることがすでに報告されている1-6)。 ま

た,L. edodesを 培 養し,子 実体を作る前にそれから

温水で抽出した水溶性抽出物(LEM)お よびアルコ

ール不溶画分(LAP)に も抗腫瘍効果があ り,こ の

LEMお よびLAPの 抗 腫瘍効果は宿主の防御機構が

活性化された結果であることが示唆されている7)。 し

たがって,こ れらの防御機構活性化作用にマクロファ

ージ(Mφ)が 関与していることが推定される。 そこ

で,我 々はLEMお よびLAPを マウスに投与した

際のMφ の活性化作用について,monokine (lymph-

ocyte activating factor: LAF)産 性能,遊 走能,

貪食能,殺 菌能などを調べた。その結果,そ れ らを投

与されたマウスは細菌感染に対して抵抗性を示すのみ

ならず,そ れらマウスの腹腔滲出Mφ はLAF産 生

能,遊 走能,貪 食能,殺 菌能が高進していることを見

い出したので,そ れについて報告したい。

材 料 と 方 法

1. マウス。当教室にて自家繁殖させているC57BL/

6, BALB/c, B10.A(5R)の ♀および♂7～15週 令を

用いた。

2. LEM, LAPの 調製。Suganoら の方法によっ

た7)。 即 ちサ トウキビの搾粕と米ヌカの混合物の固体

培地中においてL. edodesを 培養し,子 実体を形成す

る前の段階において,40～50℃ の温水にて60時 間加

温して菌を自己融解させ,ま た,そ こに含まれる菌の

酵 素 に よっ て培 地 を部 分 消 化 さ せ た後 で,そ れ を60

℃ の温 水 に て抽 出後 ろ過 し,凍 結 乾 燥 した 粉 末 をL

EMと した。 次 にLEMを 水 に溶 か し,そ こに4倍 量

の エ タ ノー ル を 加 え,生 じた 不 溶 物 を 回 収 し てLAP

と した 。LEMお よびLAPは,特 に こ とわ らな い 限

り,い ず れ も リン酸 緩 衝 液(PBS, pH 7.2)に 溶解 さ

せ,ろ 過 滅 菌(Acrodisc, pore size 0.45μm, Gelman 

Science Inc., Michigan, USA)し た の ち に 使 用 し

た 。

3. LPS. Salmonella typhymurium LT2よ りphe-

nol抽 出法 に て 得 た8)。LPSはPBSに 溶 解 させ て 使

用 した 。

4. 大 腸 菌 の培 養 上 清 。Escherichia coli K-12株 を ブ

イ ヨ ン培 地 に て37℃ 24時 間 培 養 し,8000gで 遠 心 し

た 後,上 清 を ろ過 し,7%非 働 化 ウ シ胎 児 血 清(FCS)

加RPMI 1640培 地(Flow Laboratories Inc., Va, 

USA: 10mM Hepes, 100u/ml penicillin G, 100μg/

ml streptomycinを 含 む)に て1/20に 希 釈 した。

5. 腹 腔 滲 出細 胞 お よび 腹腔Mφ の 採 取 と培 養 。 無

処 置 マ ウス,あ る いは,あ らか じめ4日 前 に チ オ グ リ

コ レー ト培 地2mlを 腹 腔 内(ip)に 注 射 し た マ ウス

に,5mlのRPMI 1640培 地 を 用 い て,腹 腔 を洗 浄 し

て細 胞 を集 め,さ らに,RPMI 1640培 地 で3回 洗 浄 し

た も の を腹 腔 滲 出細 胞(PEC)と した 。 これ らPEC

は7% FCS加RPMI 1640培 地 に 浮 遊 させ(2×106

cells/ml),24穴 プ レー ト(マ ル チ プ レー ト,住 友 ベ ー

ク ライ ト,東 京)に 入 れ て,37℃ に て炭 酸 ガ ス培 養

器 で 培 養 した 。 ま た,こ のPECを1時 間 培 養 した後

で,3回 洗 い,非 付 着 細 胞 を除 い た も の をMφ と し

た 。 こ こで 用 いたMφ は95%以 上 がMφ で あ る こ と
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がGiemsa染 色 お よびnonspecific esterase染 色 に

よ り確 か め られ て い る 。 それ らMφ も7% FSC加

RPMI 1640培 地 を 加 え 更 に 培 養 を 続 け た 。

6. LAF活 性 の 誘 導 お よび 測 定 。PECあ る い はMφ

にLAPま た はLPSを 加 え て24時 間 培 養 しLAFを

産 生 させ る。 そ の培 養 上 清 を採 取,遠 心 後,上 清 を

PBS (pH 7.2),次 い でRPMI 1640培 地 に対 して 十 分

に 透 析 し,LAF試 料 と した 。LAF活 性 の測 定 はC3

H/HeJマ ウス の 胸 腺 細 胞 を 用 い たco-stimulating as-

say9)に よ り,4倍 希 釈 のLAF試 料 に お け る3H-

thymidineの 取 り込 み に よ って 行 な った 。

7. 走 化 性 の 測 定 。腹 腔Mφ の走 化 性 の測 定 はBoy-

denら10)に よ って 考 案 され,Horwitzら11)に よ って

改 良 され た 方 法 に従 っ た。 即 ち,Boyden chamber 

(Nuclepore Corp., Pleasanton, CA, USA)のlower 

chamberに は7% FSC加RPMI 1640培 地 に 溶 解 さ

せ たLAPあ るい は 大 腸 菌 培 軽 上 清 液 を 入れ,upper 

chamberに は無 処 置 マ ウ ス か ら 得 たPEC(常 在

PEC)を 加 えて,37℃ で3時 間 培 養 し,chamberを

隔 て るpore membrane (pore size 5μm)のporeを

通 り抜 け て 下 面 に遊 走 して き たMφ をGiemsa染 色

し,顕 微 鏡 に て 数 えた 。 結 果 は10視 野 あ た りの 遊 走 し

たMφ の 数 で 示 した 。

8. 貪 食 能 測 定 。 無 処 置 マ ウ ス あ るい は,あ らか じめ

3日 前 と1日 前 にLAP 100μgをip注 射 され た マ ウ

ス か らPECを 採 取 し,直 径35mmの プ ラス チ ッ ク

デ ィ ッシ ュ(Corning Glass Works, Corning, NY, 

USA)に1.5mlず つ 入 れ(2×106cells/ml),炭 酸

ガ ス培 養器 内 で37℃ 1時 間 培 養 した 。 培 養 後latex

 beads(直 径1μm, Poly-science Inc., Warrington, 

PA, USA)を 最 終 濃 度 で0.02%と な る よ うに 加 え,

再 び37℃ で20分 間培 養 した 。 次 に,RPMI 1640培 地

に て よ く洗 い,残 って い る付 着 細 胞 を 固定,染 色 し,

latex beadsを 貪 食 して い る細 胞 の割 合 を求 め た 。

9. 細 菌 。 教 室保 存 のPseudomonas aeruginosaお

よびSalmonella enteritidis No.11株 を 使 用 した 。

それ ぞ れ 普 通 寒 天 培 地 に20時 間 培 養,生 理 食 塩 水 に浮

遊 させ,OD630に て 吸光 度 を 測 定(Ultrospec II, 

LKB, Cambridge, England)す る こ と に よ り,標 準

曲線 と対 比 さ せ な が ら菌 数 を 求 め,そ の 菌 液0.2ml

を マ ウス の腹 腔 内 に 注 射 した 。

10. 感 染 防御 効 果 お よび 殺 菌 活 性 増 強 能 の測 定 。 マ ウ

ス に あ らか じめLEM, LAPあ るい はLPSを 腹 腔 に

注 射 し,特 に こ とわ らな い 限 り24時 間 後 に 菌 を 腹 腔 に

注 射 した。 感 染 防御 効 果 に つ い て は,感 染 後 時 間 を 追

図1

って生死を観察することにより,50%死 亡 時間を算出

し,ま た感染7日 後のマウスの生存率を調べることに

より求めた。殺菌活性については,感 染24時 間後に腹

腔を生理食塩水で洗浄することにより回収 され る菌

と,脾 臓を5mlの 生食水 とともにホモジナ イザ ー

(AM-1,日 本精機,東 京)に て破砕,そ こに含まれる

菌数とをそれぞれ定量培養することによって 測 定 し

た。

結 果

1. LAF活 性誘導能

まず最初にLAPの 刺激によってPECか らmono-

kineの 産生が誘導できるか どうかを調べる目的で,

チオグリコレー ト培地をあらか じめ注射したマウスか

ら得たPECのMφ(TGB-Mφ)にLAPあ るいは

LPS(陽 性対照)を 加えて培養しLAF活 性 を指標 と

して調べた。図1に 示したように,LAP 10ま たは100

μg/mlを 加 えて培養 した上清にはLPSを 加 えて培養

したMφ の上清同様に高いLAF活 性の誘導が認め

られた。しかし,LAP 1μgの 添加ではLAF活 性 は

認められなかった。この結果 より,適当な濃度のLAP

で刺激を与えられたマウスMφ はmonokineの1種

であるLAF12),す なわちIL-1を 産生することが明

らかとなった。

2. 走 化性。

次に,LAPのMφ に対する作用 として走化性を

Boyden chamberを 用いて調べた。図2に 示すよう

に,LAP 100μg/mlを 加えた場合,陽 性対照として

加えた大腸菌培養上清同様に,TGB-Mφ に対して強

い走化性が認められた。また,LAP 10μg/mlを 添加

した場合にもかな りの走化性が認められた。さらに,

こ こではデータとして示さないが,無 処置マウスの腹

腔Mφ(常 在Mφ)を 用いた実験でも同様な結果が得

られている。

-202-



昭和62年 第27巻 第2号 61

図2

〔表1〕 貪食能増強効果

BALB/cマ ウ ス(10週 令,♂)

3. 貪食能増強効果。

次に,生 体防御,特 に細菌感染防御 と密接な関係が

あると考えられ,ま たMφ の活性化の指標の1つ と

される貪食能に対するLAPの 作用を調べた。無処置

マウスとLAP投 与マウスからのMφ を用いて,そ

れ らのlatex beads貪 食能を比較すると(表1),1

個以上貪食 している割合はLAP 67.8%と,対 照の

37.7%よ り多 く,ま た,10個 以上貪食 している割合で

比較 してもLAP 44.6%と,対 照 の15.1%よ り多かっ

た。この実験ではlatex beadsの 貪食時間を20分 間に

設定しているが,40分 間にするとLAP投 与群,対 照

群の両群でほとんどすべてのMφ がlatex beadsを

10個 以上貪食 してしまう。 したがって,LAP投 与群

のMφ はlatex beads貪 食 の速度が高まっていると

考えられる。

4. 感染防御効果。

上記の結果 より,LAPはMφ の貪食能を高めてい

ることが明らか となったので,次 に,LAPを あ らか

じめ投与されたマウスが細菌感染防御能を付与されて

いるか否かを調べた。即ち,LAP 100μgを マ ウス腹

腔に投与 し,そ の24時 間後にP. aeruginosaを 感染さ

せ,マ ウスの生死を観察 した。LAP投 与群では対照

に比較して50%の マウスが死亡するまでの時間が明ら

かに延長してお り,ま た生存率も高かった(表2)。

5. 殺菌活性増強効果。

LAPを あ らか じめ投与することによって生 じる感

染防御効果は生体内での殺菌活性が増大 した為 と考え

られるので,そ れを確かめる為に,あ らかじめ,LEM

〔表2〕 P. areruginosaの 感 染a)に 対 す る感 染

防 御 効 果

a) P. aeruginosa 1×108個/マ ウ ス

C57BL/6マ ウ ス(7～10週 令,♀)

〔表3〕 P. aeruginosaの 感 染a)に 対 す る殺 菌 能

増 強 効 果

a) P. aeruginosa 4.8×107個/マ ウ ス

B10. A(5R)マ ウ ス(15週 令,♀)

〔表4〕 S. enteritidisの 感 染a)に 対 す る殺 菌 能

増 強 効 果

a) S. enteyitidis 1.2×106個/マ ウ ス

BALB/cマ ウ ス(12週 令,♂ ♀)

あ るい はLAPを 投 与 した マ ウ ス にP. aeruginosaあ

るい はS. enteritidisを 感 染 させ,24時 間 後 の 脾 臓 お

よび 腹 腔 に お け る生 残 菌 数 を 算 定 し て,殺 菌 活 性 を判

定 した 。P. aeruganosaを 感 染 させ た 場 合(表3),対

照 群 に 比 べ て,LEMお よびLAPを 投 与 され た 群 で

は,脾 臓 お よび 腹 腔 に お け る菌 数 が 著 し く減 少 した 。

S. enteritidisを 感 染 させ た 場 合 も同様 な 結 果 が 得 ら
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〔表5〕　 LEMの 投与時期の検討a)

a) S. enteritidis(1×106個/マ ウ ス)の 感 染 に対

す るBALB/cマ ウ ス(8～10週 令,♂)の 殺 菌 能

増 強 効 果 で 調 べ た 。

〔表6〕 LAPの 投 与 方 法 の 検 討a)

a) P. aeruginosa(7×107個/マ ウス)の 感 染 に対

す るC57BL/6マ ウ ス(8週 令,♂)の 殺 菌 能 増

強 効 果 で 調 べ た 。

〔表7〕 LAP投 与 に よ る腹 腔 細 胞 のpopulation

の変 化

a) 13週 令,♂ を 使 用 した 。

b) 12週 令,♂ を使 用 した 。

c) Not determined

れた(表4)。

LEMお よびLAPに は殺菌能増強効果が認められ

たが,よ り有効な投与方法を調べるた め に,ま ず,

LEM 100μgをS. enteritidis感 染 に先立って1回 投

与する際の投与時期の検討を行った。その結果,表5

に示す ように,S. enteritidisに 対するLEMの 殺菌

能増強効果は感染1,3ま たは5日 前に投与した場合

には認められたが,7日 前 に投与した場合にはあまり

認められなかった。次に,LAP 100μgを1～5回 投

与することによるP. aeruginosaに 対する殺菌能増強

効果を調べた(表6)。 そ の場合,1～3回 の投与で

は殺菌能増強効果が認め られるが,4回 以上の投与で

はあまり効果は認められなかった。

6. LAP投 与 による腹腔内の細胞集団の変化.

LEMやLAPを あ らか じめ投与することによって,

局所にMφ や好中球が増加 し,そ れら動員された食

細胞が感染抵抗性に関与している可能性がある。そこ

で次のような検討を行った。LAPをipに 接種し,24

時間後に採取 したPEC中 のMφ,好 球中の割合を調

べた(表7)。 そ こでは,LAP投 与によって全PEC数

はわずかながら増え,Mφ や 好球中も若干増加する傾

向が見られる。しかし,炎 症 と呼ぶにふさわしい程に

は好中球の浸潤は認められない。この結果か ら,LAP

をip投 与 しても急性炎症はほとんど起こらないこと,

従 って,顕 著な食細胞の動員は起こらないことが示唆

された。

考 察

L. edodes myceliaの 水溶性抽出物(LEM)お よび

そのアルコール不溶画分(DAP)に はin vivo投 与 で

ラットの腹水肝癌AH414の 増殖を阻止することが知

られている7)。われわれは既にLEMは マ ウスに対す

る致死毒性が極めて低いこと,in vitroで マ ウスの

脾細胞にmitogenicな 作用があるが,胸 腺細胞には

mitogenicな 作用はほとんど見られないことなどを報

告した13)。この論文ではLEMあ るいはLAPをin 

vitroで マ ウスMφ に作用させると,LAFが 産生さ

れ,走 行性が高ま り,ま たマウスのin vivoに 投与

するとPECの 中の食細胞の貪食能が高まり,感 染抵

抗性を与え,腹 腔内や脾臓の中で感染菌の増殖が著し

く阻止されることを示した。

LEMに 見 られるそれらの活性はLAPに も大体保

持されていることから,LEMの 中の活性成分はアル

コール沈殿によってLAPに 移行したと考えてよかろ

う。LAPを 化学分析すると,そ れは主に糖(57.6%)

とタンパ ク(24.8%)か らなっている7)。主 な糖はxy-

lose (30.2%), galactose (20.3%), glucose (19.9), 

arabinose (17.4%),そ してmannose (9.5%)で あ

る。しかしなが ら,LAPの 活性本体についての分子

構造は現在の所全 く明らかにされていない。また,こ

れ ら活性成分がL. edodes myceliaそ の物に由来す

るのか,あ るいはL. edodesを 培養 した培地成分に由
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来す るのかも明らかでない。培地にはサ トウキビの搾

粕と米ヌカが用いられているが,サ トウキビの搾粕に

も抗腫瘍効果の有ることが報告 され て い る こ とか

ら14),LAPの 活性成分がL. edodesの 酵素によって

消化された培地成分に由来する可能性 も残 され て い

る。

LAF活 性 の測定に,マ ウス胸腺細胞を用いたco-

stimulating assay9)が 使用されたが,LAPに はLE

Mあ るいはLPSと 同様に,マ ウス胸腺細胞に対して

mitogenicな 作用がないので,そ こで現われ た 活 性

(図1)はLAPがMφ に作用 して生 じたLAFに よ

る活性と考えてよかろう。 さらに,わ れわれはLAP

をin vitroで マ ウスの脾臓細胞またはMφ に作用さ

せてinterferon (IFN)の 産生についても調べたが,

殆 どその産生は認め られなかった(未 発表データ)。

即ち,LAF活 性測定の際に陽性対照として用いたLP

SはMφ に対して強力なLAFやIFN-α/β 誘導作用

を持つことが知 られているが15)16),LAPに はLAF誘

導作用はあるがIFN誘 導作用は見られない。 これは

LAPのmonokines誘 導 作用はLPSに 比べて選択性

が有ることを示している。既に,in vitroでLEMは

胸線細胞に対 して殆 どmitogenicityを 示 さず,脾 臓

細胞に対 しても多クローン性B細 胞活性作用は示さな

いにもかかわらず,脾 臓細胞にはmitogenicな 作用を

示すことが知られていたが13),そ の脾臓細胞に対する

mitogenicな 作用はLEMの 脾臓細胞に含まれるT細

胞やB細 胞に対する直接的なmitogenicityと 考 える

よりも,む しろMφ によるLAF産 生を介してのそ

れ らリンパ球分裂作用と考えればよく説明できる。

食細胞はある種の刺激に反応して陽性あるいは陰性

の走行性を示す。大腸菌の培養ろ液は強い陽性走化性

物質であ り,そ の中 に含 まれ るformylmethionly 

peptides17)やlipids18)が 走行性を起こすことが知 ら

れている。LAPに もかな り強い陽性走化性作用が見

られた(図2)。 また,LAPの 刺激を受けたMφ は

貪食性が高まっていて,短 時間に多数の粒子を貪食で

きた(表1)。 これ らの成績はLAP刺 激がMφ の

microfilamentの 運動を高めるように働いていること

が示唆される。また,こ れらMφ の走化性や貪食性の

高まりは細菌感染に対する抵抗性の増大とも或る程度

関連することが推定される。

あらか じめLAPをip投 与されたマウスの24時 間

後のPEC数 や その細胞構成の変化を調べてみると,

僅 かながら全PEC数 が増え,Mφ や好中球に若干増

加の傾向が見られるが,炎 症と呼ぶほどには好中球は

増 加 しな い(表7)。 した が っ て,LEMやLAPを 投

与 した後 生 体 に 見 られ る感 染 防 御 効 果 や 殺 菌 性 の高 ま

りは,腹 腔 内 へ の食 細 胞 の動 員 も若 干 は あ る だ ろ う

が,む しろ 個 々のMφ の 機 能 充 進 に基 づ くも の と思

わ れ る。

P. aeruginosaは ヒ トお よび 動 物 に 日和 見感 染 を起

こ し,S. enteritidisも ヒ トに腸 炎 を起 こす と と もに

マ ウ ス に全 身 性 疾 患(Salmonellosis)の 原 因 とな る こ

とは よ く知 られ て い る 。 あ ら か じ めLactobacillus 

caseiやCorynebacterium payvum (Propionibacter-

ium acnes)の 菌 体 を 投 与 され た マ ウ スはP. aerugi-

nosaの 感 染 に た い して抵 抗 性 を 示 し,腹 腔 や 脾 臓 内

の感 染菌 の増 殖 を 著 し く抑 制 す る こ とが 報 告 され て い

る が19),LAP投 与 に よ って も明 らか に この 菌 に 対 す

る抵 抗 性 が 増 大 し,体 内 で 菌 の 増 殖 を 抑 制 した(表2,

3,6)。LAPの 投 与 回 数 を4回 以 上 に 増 や して も効

果 は そ れ 以 上 増 加 しな い こ とは(表6),LAPに よ る

Mφ の 刺 激 効 果 に は 限 度 が あ る こ とが わ か る。 マ ウス

に 自然 感 染 を お こすS. enteritidisに 対 して もLEM

の 投 与 は 有 効 で あ った(表4,5)。LPSやmuramyl 

dipeptide (MDP)な どの細 菌 由 来 のimmunomodu-

latorsを,あ らか じめ1-3日 前 に マ ウス に投 与 す る

と,S. enteritidisやSalmonella typhimuriumの

感 染 に抵 抗 を示 し,菌 の増 殖 を 阻 止 す るが,感 染 の 後

に投 与 した もの で は そ の効 果 を 示 さ な い20-23)。LEM

やLAPも そ れ らimmunomodulatorsの 場 合 と同様

に 感 染1-3日 前 に投 与 す る の が最 も著 しい 効 果 が 得

られ る。 これ はLEMやLAPを 含 め て,こ れ ら

immunomodulatorsが 効 果 を現 わ す た め に はMφ を

活 性 化 す る時 間 が必 要 で あ る こ とを 示 して い る。LEM

やLAPに は毒 性 が殆 ん ど見 られず,ま た 炎 症 を 起 こ

す こ と もな い の で,副 作 用 を 心 配 す る こ と も な く,そ

のimmunomoulatorsと して の 効 果 が 期 待 で き る。

結 語

抗 腫 瘍 効 果 が 知 られ て い るL. edodes myceliaか

らの 水 溶 性 抽 出 物LEMお よび そ の ア ル コー ル不 溶 画

分LAPの マ ウスMφ に対 す る生 物 活 性 を調 べ た と

ころ,in vitroに お い てLAF活 性 誘 導 能 お よび走 化

性 促 進 作 用 が 認 め られ た 。 また,LAPを あ らか じめ

マ ウ スの 腹 腔 に注 射 して お く と,腹 腔Mφ の貪 食 性 が

高 ま り,P. aeruginosaの 腹 腔 感 染 に対 して感 染 防御

効 果(50%マ ウス 死亡 時 間 の延 長 と生 存 率 の 上 昇)が

認 め られ た 。 さ らに,LEMあ るい はLAPを あ らか

じめ 投 与 され た マ ウス で はP. aeruginosaお よびS.
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enteritidis No.11の 腹腔感染において腹腔および脾

臓内の感染菌の増殖を著しく抑制することが観察 され

た。LEMお よびLAPに は 直接の抗菌作用は認めら

れないので,そ れらの抗菌効果は宿主,特 にそのMφ,

に依存していることが示唆された。
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(図 の 説 明)

図1 LAF活 性の誘導。BALB/cマ ウス(♀,8-10週 令)の チオグリコレー ト培地誘導腹腔滲出Mφ (TGB-

Mφ)を 用 いた。LPSは 陽性対照 として用いた。

図2 Mφ の走化性。C57BL/6マ ウス(♂,15週 令)の チオグリコレー ト培地誘導腹腔滲出Mφ を用いた。大

腸菌培養上清は陽性対照として使用した。
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