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癌性胸膜炎胸水中の好中球遊走因子に関する研究
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緒 言

悪性疾患にともなう癌性胸膜炎は日常しばし

ばみられ,その治療には主に局所療法がなされ,

胸水の排除と薬剤の胸腔内投与が行われている.

投与される薬剤には胸膜刺激剤,免 疫賦活剤

(BRM: biological response modifiers),抗 癌

剤などがある1).中 でもBRMで あるOK-432

は癌性胸腹膜炎に対 して最 もよく用いられ,臨

床的に有効であることがわかっている2). OK-432

は全身的に投与された場合,種 々の免疫担当細

胞を賦活することにより抗腫瘍効果を発揮する

ことが明らかにされてお り3),胸水あるいは腹水

中に投与された場合 も好中球,リ ンパ球,マ ク

ロファージなどの細胞が出現することが報告さ

れている4).この様に癌性胸腹膜炎は薬剤投与に

対する宿主の反応を観察することが可能であり,

癌治療のモデル的側面を持っていると言える.

そこでOK-432が 局所に投与された場合の宿主

の反応の機序を解明するため,投 与早期に胸水

中に遊出してくる好中球の動態と好中球誘導に

関与する因子について解析した.

対 象 と 方 法

1.対 象

対象症例は21例の癌性胸膜炎患者で,そ の内

訳は男性13例,女 性8例 で,年 齢中央値は70歳

であった.癌 性胸膜炎の原因となった悪性腫瘍

の組織型は肺癌19例,胃 癌1例,乳 癌1例 で,

全例細胞診にて癌性胸膜炎と診断されている.

2.検 体 採取方法

OK-432は 生理的 食塩水 に溶解 して5KEを1

回,胸 腔内に注入 した.注 入前 と,注 入後6時

間後, 24時 間 後, 48時 間後 の胸水 を採取 した.

採 取 した胸水は細胞数 を算定 した後 に遠沈 し,

細 胞成分 と液性成分に分離 した.細 胞成分 は塗

沫標本 を作成 し, May-Giemsa染 色 にて分類 を

行 った.液 性成分 は-40℃ で冷凍保 存 し,液 性

成分の解析 に供 した.

3.好 中球遊走活性の測定

正常人のヘパ リン化静脈血にデ キス トランを

加 え,室 温で30分 静 置 した後,白 血球 を豊富に

含 む上清 をFicooll-Hypaque液 上 に重層 し400

g×30分 間遠沈 し,試 験管 の底に沈下 した赤血球

と顆粒球 の層 を採取 し,赤 血球 を蒸留水 で溶血

させ た後, Hanks液 で2回 洗浄 した.次 いで

PRMI 1640中 に好中球が2×106/mlと な るよ う

調整浮遊 した.

遊 走活性 の測定はBoyden法 に よ り行 った5).

即 ち好 中球 浮遊液200μlをblined well型 の

chamberの 上 室 に入れ,下 室に胸水25μlを 充満

し,中 間に孔径5μmのmillipore filterを 置 き,

 37℃, 90分 間 反させた.反 応後filterを 取 り出

しアル コール固定 しHarris Hemtoxylin液 に

て15分 間染色,青 化試薬で2分 間反応,脱 水後

HSRに て 包埋 した.走 性の判定 は顕微鏡下(オ

リンパスBH-RFC型)400倍 に てfilter表 面 よ

り50μmの 距離にある平面 まで遊走 してきた全視

野 中の細胞数 を5視 野数 えて,そ の平均値 を遊

走活性(cells/hpf)と し表 した.
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4.胸 水 中C5aの 測定

補体分第5成 分であるC5aはRIA法 に より,

ヒ ト補体C5a(des Arg)-125 I assay system

 kit(Amersham社)を 用 いて測定 した.前 処置

として胸水200μlと 沈降試薬200μlを 微量遠沈管

に注入混和後,室 温で5分 間静置 し,遠 沈後上

清 を測定 した.検 体50μlとbuffer 50μlを ポ リチ

ューブに注入 し, tracer 50μlと抗C5a抗 体 を

加 え,室 温 で1時 間静置 した後, 2次 抗50μl加

え15分 間 静置 し, 17.5%ポ リエチレングリコ

ール(PEG)を 添加 し沈澱形成後,遠 心分離 し

た.こ れをγ-カ ウンターにて測定 した. C5a標 準

品を用いて検量線を作成 し,検 体 濃度 を算定 し

た.

5.胸 水 中IL-8, IL-1β, IL-6の 測 定

Interleukin-8(IL-8)は, enzym linked im

muunoassay(ELISA)に よ るQuantikine

 Human IL-8 Immunoassay KIT(R&D社)を

用いて測定 した.抗IL-8モ ノクローナル抗体

を固相化 されたmicrotiter plateに 検体100μl

と希釈用buffer100μlを 入れ,室 温で2時 間反応

後3回 洗浄 し, horseradish peroxidase標 識 抗

IL-8ポ リ クローナル抗体200μlを 加え,室 温で

2時 間静置 した後, 3回 洗浄 した.さ らにhydro

gen peroxide, tetramethylbenzidineよ り成 る

発色液200μlを 加 え20分 反 応 後, 2N sulfuric

 acidを50μl加 えて反応 を停 止 させ, ELISA

 readerに て450nmで 吸 光度 を計測 した. IL-8標

準 品 を用 いて検量線 を作成 し,検 体のIL-8濃

度 を求め た.

Interleukin-1β(IL-1β)はIL-1β Immunoas

say KIT(Medogenix社)を 用 いて, 2-step

 sandwitch法 に 基づ くELISA法 に よ り測定 し

た. Interleukin-6(IL-6)もIL-1β と同様 の方

法で, IL-6 Immunoassasy KIT(Genzyme社)

を用 いて測定 した.

6.血 清 お よび胸水 中sIL-2R測 定

可溶性interleukin-2 receptor(sIL-2R)も,

 ELISA法 に よ りCELLFREE INTERLEU

KIN-2RECEPTOR TEST KIT(T-CELL

 SCIENCE社)を 用いて測定 した.

7.結 果 の 検 定 法

それぞれの実験結果はstudent't testま たは

ノンパラメ トリック法にて検定 した.

結 果

1. OK-432投 与 前後 の胸水中細胞組成

の推移

胸腔内にOK-432を 注 入 し,そ の前後 で胸水

中に遊走 してきた細胞組成の変動 をみた.好 中

球の比率 をみ ると,投 与前では4.4±1.6%で あ

ったものが,投 与6時 間後には86.1±4.0%と 有

意の増加 が認め られた(p<0.01).さ らに24時

間後には63.8±7.9%, 48時 間後には56.2±7.6

%と24時 間以降は減少が認め られ たものの,投

与前に比べ る と有意に増加 していだ(p<0.01).

また単核球 の比率は投与前は93.6±1.5%で, 6

時 間後は12.9±4.0%, 24時 間 後は34.7±8.1%,

 48時 間 後では41.9±4.7%と6時 間後に有意の比

率の低下が認め られた(p<0.01).次 にOK-432

投与 前後の胸水 中の好中球数 と単核球数 を求め

てみた.好 中球数は投与前は, 260±490個/cmm,

 6時 間 後は20600±11500個/cmm, 24時 間後では

8700±6000個/cmm, 48時 間後は2600±1200個/

cmmで あ った.好 中球 は投与後,比 率 のみなら

ず絶対数 も有意 に増加 していた(p<0.01).し

か し,単 核球数は投与前4700±2600個/cmm, 6

時 間後 は3500±600個/cmm, 24時 間後は4800±

7300個/cmm, 48時 間後は1600±1000個/cmmと

有 意の変化は認め られなかった(表1).

2.胸 水 中好中球遊走活性

Boyden法 でみた胸水の好 中球遊走活性はOK

-432投 与 前 で は39 .5±19.5,投 与6時 間後 で

87.0±45.1, 24時 間後 で40.1±26.0, 48時 間後

38.0±11.4と6時 間後(p<0.01)に ピー クを有

す る上昇 が認め られた.こ れはOK-432投 与後

の好 中球 増加 の推移 と一致 していた(表1).な

おOK-432(0.1KE/ml)をchemoattractantと

して用 いた場合 には好中球 の遊走は認め られな

かった.

3.胸 水 中のC5a活 性

OK-432は 補 体系 を活性化す ることが知られて

お り,補 体成分の中で白血球遊走活性 を持つ と

されているC5aの 測定 を行 った.投 与前に胸水中

C5aが 測 定可能 であった症例は12例 中5例(42%)

で あ り, 5例 の 平均値 は14.6±2.2ng/mlで あっ
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表1　 OK-432投 与による癌性胸水中の細胞組成 と好中球遊走活性の変動

* OK-432投 与 前 に対 して有 意. p<0.01

図1　 癌性胸水中のC5aとOK-432投 与の影響

た. OK-432を 投 与す ると,注 入前 に測定感度

以下であった3例 が注入後に測定可能にな り,

 12例 中8例(67%)が 測 定可能であった.ま た

その平均は86.4±103.3ng/mlと 注 入前に比 し有

意の上昇が認め られ た(p<0.01)(図1).

4.胸 水 中および血清 のIL-8活 性

好中球遊走因子の内でケモカインに属す るIL

-8の 解 析 を行 った
. OK-432投 与 前の胸水中IL

-8活 性 は2063±598pg/mlと
,既 に胸水 中にIL

-8活 性 が存在す ることが判明 した.さ らに投与

6時 間後では9218±3049pg/mlと 有 意に上昇 し

(p<0.01), OK-432に よ り更に高濃度のIL-

8活 性 が誘導 されていた.血 清IL-8活 性 をみ

図2　 血清および癌性胸水中のIL-8活 性 と胸水中

IL-8活 性 に及ぼすOK-432投 与の影響

ると健常人では今 回の測定法では検 出で きなか

ったが,癌 性胸膜炎 を有す る肺癌患者10例 中5

例 にその活性が認め られ, 29.0±24.1pg/mlで あ

った.癌 性胸膜炎患者胸水 中には血清の約1000

倍 のIL-8活 性 が認め られた(図2).

5.胸 水 中好 中球数,好 中球 遊走活性,

 IL-8活 性 の関連

OK-432投 与24時 間後 の好 中球数,好 中球遊

走活性, IL-8活 性 の相関 をこれ らの項 目が同時

に観察 できた11症 例について検討 した.好 中球

遊走活性 と好中球数の間にはr=0.86と 有 意の正

の相関(p<0.01)が 認 め られ,好 中球遊走活性

の高い症例ほ どより多 くの好 中球が胸水 中に動

員 されていることが判明 した. IL-8活 性 と好中

球数の間にもr=0.93と 有 意の(p<0.01)正 の

相関がみ られ,ま たIL-8と 好 中球 遊走活性の

間に もr=0.85と 有 意の(p<0.01)正 の相関関
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表2　 OK-432投 与24時 間後の胸水中好中球数,好

中球遊走活性, IL-8活 性 の関連

図3　 癌性胸水中のIL-1β 活性とOK-432投 与の

影響

係が認め られ た(表2). C5aと 好 中球 数,好 中

球遊走活性の相関 もみてみたが,相 関関係 は認

め られなかった.こ の ことよりIL-8はOK-432

投 与 後の胸水 中への好 中球動員 に大 き く寄 与 し

ているこ とが窺 われた.

6.胸 水 中のIL-1β 活 性お よびIL-6活 性

炎症性サ イ トカインであ るIL-1β お よびIL

-6のOK-432投 与 の影響 につ いて観察 した
.胸

水中IL-1β 活性 はOK-432投 与 前には認 めら

れなか ったが,投 与後は17例 中13例 に検 出され

図4　 癌性胸水中のIL-6活 性 とOK-432投 与の影

響

242.78±343.78pg/mlと 投 与前 に比 し有意の上

昇が認め られた(p<0.01)(図3). IL-6に つ

いては投与前は2.69±2.52ng/mlで あ ったが,投

与後は9.35±3.59ng/mlと 有 意の上昇が認められ

た(p<0.01)(図4).

7.血 清 お よび胸水中sIL-2R活 性

血清sIL-2Rは 健 常人では387±135U/mlに 対

し,肺 癌患者では679±402U/mlと 有意に上昇し

ていた(p<0.01).癌 性 胸膜炎患者胸水 中のsIL

-2Rは2304±411U/mlと 健 常人
,肺 癌患者のい

ずれの血清値 に比 して も有 意の高値 を示 してい

た(p<0.01).し か しOK-432を 投与 しても胸

水 中sIL-2Rは2094±305U/mlと 投 与前後で有

意な変動 は認め られなか った(図5).

考 察

悪性疾患 において胸水の貯 留は 日常診療でし
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図5　 血清および癌性胸水中のsIL-2R活 性 と胸水

中sIL-2R活 性 に及ぼすOK-432投 与の影響

ば しば遭遇す る合併症 である.こ れは癌性胸水

あるいは癌性胸膜炎 と呼ばれ,悪 性疾患の中で

は特 に肺癌,乳 癌,悪 性 リンパ腫等で よくみ ら

れる1).肺癌 の進展期症例 では30-50%に 認め ら

れ,予 後あるいはQOL(quality of life)を 大 き

く左右す る因子の一つ である6).癌性 胸水の治療

は全 身的な化学療法やBRMは あ ま り期待 でき

ず,主 に局所療法がなされている.局 所療法は

胸水 の排 除 と胸 腔 へ の 薬 剤 の 注 入 で あ り,

 tetracyclineな どの胸 膜 刺 激剤, OK-432,

 Nocardia-CWS, WPGな ど のBRMや

Adriamycin, Bleomycinな どの抗癌剤が用いら

れている1).この 中で抗癌剤は直接的 な抗腫瘍効

果 と非特異的炎症反応 を惹起すると思われるが,

胸 膜刺激剤やBRMは 非 特異的炎症反応 ばか り

でな く,細 胞性免疫 反応 を介 して効果 を発揮す

るもの と思 われ る7).細胞 性免疫反応は癌に対す

る生体 防御反応において重要 な役割 を担 ってい

ることが明らかに されてお り,こ の様 な担癌宿

主の免疫の賦活に用 いられ る薬剤がBRMで あ

る。 多 くのBRMの 中 で癌性胸膜炎の治療に臨

床的に最 もよ く用い られ,有 効性が認め られて

いるものにOK-432が あ る. OK-432はStrepto

coccus pyogenes(A群3型)Su株 由 来の菌体 成

分で,全 身的に投与 された場合NK細 胞, Tリ

ンパ球,マ クロファー ジ,好 中球 などの免疫担

当細胞を賦活 して非特異的に担癌宿 主の抗癌抵

抗性 を発揮す るとされている3). OK-432が 癌 性

胸膜炎 の治療に用 いられた場合 もこれ らの免疫

担当細胞の胸水 中への動員,集 積に より効果 を

発揮するものと考えられる.そ こでOK-432に

より賦活される免疫担当細胞の中で特に好中球

に注目し, OK-432が 胸腔内に投与された場合

如何なる機序で胸腔内に動員されるかについて

検討した.

癌性胸膜炎胸水中の細胞組成をみると,少 数

の単核球 と癌細胞が認められるのみであり,時

には癌細胞は認められないこともある.胸 腔内

にOK-432が 投与された場合の胸水中の細胞組

成の変動を経時的に観察 したが,投 与前数%で

あった好中球は6時 間後には約80%ま で著増し,

以後漸減 していた.好 中球の絶対数も比率 と同

様に6時 間後にピークを有する増加が認められ

た.一 方単核球比率は6時 間後に低下し,そ の

後増加していたが,絶 対数をみると24時間後に

やや増加するものの,大 きな変動は認められな

かった.し かし48時間以降も観察すると次第に

マクロファージ, Tリ ンパ球が増加してくると報

告されている4).そ こでOK-432投 与後著増が

みられた好中球の胸水中への遊出に関与する因

子について解析 した.胸 水中の好中球遊走活性

をBoyden法 により測定 したところ好中球の増

加 と比例して6時 間後に増加 していた.し か し

OK-432自 体には好中球遊走活性は認められず,

この好中球遊走活性の上昇は明らかにOK-432

により誘導されたものと考えられた.

好中球遊走因子はこれまで多 くの物質が明ら

かにされている.代 表的なものとして補体由来

因子,ア ラキ ドン酸由来因子,サ イトカイン類,

細菌由来因子などが上げられる8).そ こでOK-

432に より如何なる因子が胸中に誘導されるか

を検討するため,ま ず補体由来のC5aの 検討を

行った.癌 性胸水中のC5aは60%の 患者でその

活性は認められず,残 り40%の 患者でわずかな

活性が認められた.し かしOK-432が 投与され

た6時 間後には70%の 患者にC5a活 性が認めら

れ,そ の平均も著明に増加していた. Fujimura

等は癌性腹水にOK-432を 投与 した場合に認め

られる好中球遊走活性は大部分がC5aで あり,

抗C5a抗 体により腹水中に認められた遊走活性

は消失すると報告している9).またKondo等 は

補体源 として新鮮ヒト血清または新鮮凍結漿を

OK-432と 同時に腹腔内に投与すると,そ の臨
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床効果 を高めたと報告 してお り, C5aの 重 要性

を強調 している10).

しか し前述の如 く好 中球遊走因子はC5a以 外

に多数報告 されてお り, C5a以 外 にOK-432に

よ り好中球遊走 因子が誘導 されるか否か につい

て検討 した. Yoshimura等 はLPS刺 激 ヒ ト末

梢血単核球培養上清血清中に ヒ ト好中球 に対 し

強い遊走活性 を持つ物質 を同定 し11),現 在 では

Neutrophil attractant protein-1(NAP-1)ま

た はinterleukin-8(IL-8)と して広 く知 られて

いる.今 回の検討 では健常人血清 中にはIL-8活

性 は検出で きなかった.し か し癌性胸膜炎患者

ではその半数に活性が認め られ,し か も癌性胸

水 中には血清中の約1000倍 の 活性が認め られた.

 Sakamoto等 は 肺癌細胞な どの腫 瘍細胞がIL-

8を 産 生 してい ると報告 してお り12), OK-432投

与前 に認め られた胸水中のIL-8は 腫 瘍由来で

ある可能性 が示唆された.更 にOK-432が 投 与

され るとIL-8活 性 の有意の上昇が認め られ,

しか もOK-432投 与後の胸水 中IL-8活 性 は好

中球数,好 中球遊走活性 との間に正の相関関係

がみ られ, IL-8は 好 中球遊走に対 して大 きな役

割 を果 たしているもの と考え られ た.好 中球遊

走因子はC5aやIL-8以 外 にもlipid mediator

であ るLTB4やplatelet activating factor

(PAF)が あ るが,こ れ らの因子については今

回は検討で きてお らず, OK-432投 与時 の好 中

球遊走に関与 している可能性が残 された4).

好 中球の炎症局所への集積には好 中球遊走因

子の濃度差が重要であることは言 うまでもない.

 C5aの 胸 水中活性 はOK-432投 与前 は認め られ

なか った ものの, IL-8は 投 与前にかな り高濃度

で存在 して いた.し か し胸水 中には好 中球は殆

ん ど認め られず,好 中球遊走因子の濃度差のみ

では好 中球遊走 の機序 を総 て説明することは出

来ず,こ れ以外 の機序 を考 える必要 がある.好

中球 が血管外へ遊出す る場合には,好 中球の血

管内皮細胞上 でのrolling(転 が り),内 皮 細胞

へのsticking(粘 着),組 織 へのmigration(走

化)の 過程 を経 るとされてい る13,14).この 様な好

中球 の血管内よ り組織への遊出の過程は好中球

および血管内皮 に発現され る種々の接着分子に

より媒介 されることが報告 されている13,14).好中

球遊 出に関与する接着分 子 としてはL-セ レクチ

ン(LECAM-1), E-セ レ クチン(ELAM-1),

 P-セ レ クチン(GMP-140)な どのセ レクチンフ

ァ ミリーや好中球 に発現 されるMac-1やLFA

-1な どの インテグ リンフ ァミリー とその リガン

ドとして内皮細胞に発現 されるICAM-1が あ る.

セ レクチ ンやICAM-1は 通常 白血球や血管内皮

には発現 されておらず, IL-1, TNF-α, IL-6な

どの炎症性サイ トカインによって初めて誘導さ

れ るとされている14). TNF-α はOK-432に よ り

癌性胸水中に誘導 され るこ とがすでに明らかに

されてお り15),従 っ て胸水中IL-1β お よびIL-

6のOK-432投 与 時の変動 を検討 した.そ の結

果IL-1β お よびIL-6は 投 与後活性の著 しい上

昇が認め られ,接 着分子 の誘導にこれ ら炎症性

サイ トカインが働いた と考 えられた.こ れ らの

ことによ りOK-432投 与 時の好 中球遊走には次

のよ うな機序 が考 えられる.即 ちOK-432に よ

り炎症性サイ トカインが誘導 されると血管内皮

や好 中球にセレ クチ ンが発現 し, rollingが おこ

る.次 いでIL-8な どのキモカインやC5aな ど

の好 中球遊走因子に より好 中球 が活性化(trig-

gering)さ れ ると,そ の表面に発現 していたイン

テグ リンファ ミリーの発現増強 と質的変化が起

こり,血 管内皮に誘導 され たICAM-1と の結合

に よりstickingが 惹起 され る.最 後に好 中球遊

走因子に対す る走化性に よりmigrationが お こ

り,胸 水 中への好 中球の集蔟が起 こったと考え

られた.こ の様 な好 中球遊 出に接着分子が関与

していることはC5aに よる皮膚への好中球浸潤

がインテグ リンファ ミリーに対す るモノクロー

ナル抗体(抗CD18抗 体,抗CD11-CD18)に よ り

ほぼ完全に抑制 され16,17),また ラッ トのカラゲナ

ン胸膜炎の白血球浸潤が抗ICMA-1抗 体 により

抑制 され る18)こ となどか らも明 らかである.

癌 性胸膜炎局所療法の最終 目的は胸水中の腫

瘍細胞の根絶 と胸膜 の癒 着である. OK-432は

胸水 中に好 中球 を誘導 し,誘 導 された好中球は

OK-432に よ り更に活性化 されて抗腫瘍性に働

くと考え られる19).更に好 中球 は蛋白分解酵素や

スーパー オキサ イ ドを放 出して,胸 膜の損傷や

線維化 を惹起するもの と思われ る20).肺の線維化

との関連 が示唆 されている可溶型インターロイ
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キン2レ セプター も検討 したところ21),胸水 中で

は血清に比 し高値 を示 していたが, OK-432投

与 では変化 は認め られず,胸 膜の線維化への関

与については更に検討が必要であると思われ る.

更 にOK-432に よ り誘導 されたIL-1β, IL-6,

 TNF-α な どは線維芽細胞を増殖 させる作用 を有

してお り22),これ らのサイ トカインも線維化に関

与 して いるこ とが考 えられた.

結 論

癌性胸膜炎患者胸水 中の好 中球遊走因子の解

析 を行 うとともに,こ れら因子に対するOK-432

投 与 の影響 について検討 した.

1.癌 性 胸膜炎患者21例 にお いてOK-432胸

腔 内投与によ り6時 間後に ピー クを有す る胸水

中の好 中球数お よび比率 の有意の増加が認め ら

れた.

2. Boyden法 にて測定 した胸水の好 中球遊走

活性はOK-432投 与後6時 間で有意の上昇が認

め られた.

3.好 中 球遊 走活性 の時間的 推移 は好 中球

数,比 率 の時間的推移 と一致 して いた.ま たOK

-432投 与 後の好 中遊走活性 と好中球数の間には

有意の正の相関関係が認め られた.

4. OK-432投 与後,胸 水 中のC5aお よびIL

-8の 有 意の増加が認め られた
.ま たOK-432投

与 後のIL-8活 性 と好中球数および好中球遊走

活性 の間に も有意の正 の相関が認め られた.

5. OK-432投 与 後胸水 中のIL-1β お よびIL

-6の 有 意の上昇が認め られ た
.

6.癌 性 胸水 中のsIL-2Rは 血 清値 より有意

の高値 を示 していたが, OK-432を 投 与 して も

変動は認め られなか った.

以 上 よりOK-432は 好 中球遊走因子お よび炎

症性サイ トカインを誘導 して胸水中に好 中球 を

動員 し,こ れ ら好 中球 は腫瘍細胞障害性 に働 き,

更 に線維化 を惹起 して胸膜癒着 を起 こす もの と

考 えられた.

本論文を擱筆するにあたり,御 懇篤なる御指導な

らびに御校閲を賜った恩師木村郁郎教授に深甚の謝

意を表します.ま た,終 始懇篤なる御指導を賜った

片岡幹男講師,大 熨泰亮助教授,医 療短期大学部中

田安成教授に深謝致します.

(尚,本 論文の要旨は第21回 日本臨床免疫学会総

会(札 幌)に て発表した.)
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To investigate the mechanism of neutrophil migration into the pleural effusion in patients 

undergoing intrapleural immunotherapy with the streptococcal agent OK-432 for malignant 

pleurisy, we examined the levels of neutrophil chemotactic factor in the pleural fluid. Pleural 

fluid was collected before and after instillation of OK-432 in 19 patients with lung cancer, one 

with breast cancer, and one with gastric cancer. First, we evaluated the neutrophil 

chemotactic activity measured by Byoden's method and the change of the cellular composition 

of pleural fluid. Neutrophil chemotactic activity was significantly increased 6 hours after the 

instillation of OK-432, as were the differential neutrophil count and the absolute number of 

neutrophils. Moreover, there was a close correlation between the absolute neutrophil count 

and the neutrophil chemotactic activity. We also measured the levels of complement compo

nent C5a and interleukin-8 (IL-8), which are thought to be neutrophil chemotactic factor, 

before and after intrapleural injection of OK-432. The IL-8 and C5a levels were significantly 

elevated after OK-432 injection. The change of the IL-8 level was associated with a marked 

increase both in the neutrophil chemotactic activity and in the neutrophil absolute count. In 

addition, we evaluated the cytokine levels (IL-1ƒÀ, IL-6 and soluble interleukin-2 receptor) of 

pleural fluid before and after OK-432 treatment. The OK-432 treatment induced a marked 

increase in the levels of IL-1ƒÀ and IL-6. However, the pleural fluid level of sIL-2R was not 

significantly elevated, although it was significantly higher than the serum level.

These findings suggest that OK-432 intrapleural injection induces neutrophil chemotactic 

factors (IL-8 and C5a) and cytokines (IL-1ƒÀ and IL-6), which attracts neutrophils into the 

pleural space, which may be involved in the mechanism of the sclerosing effect of OK-432.


