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緒 言

hairy ce111 eukemia (HCL)は 臨 床病理学 的

に明瞭な疾患単位 であるが, hairy cellの 由 来

に関 しては未だ多 くの議論がある。大 多数の症

例において異常細胞はBリ ンパ球 であると考 え

られているが2),3),5),6),7),10),21),25),26),31),一部 の研

究者達はそれ らが単球起源である と考えている

11),19),29)
.ま た,最 近Tリ ンパ球の性質 をもった

HCLも 報 告 されている4), 17).著 者 はhairy cell

に関 する詳細な観察を行 う目的で,同 一HCL

患者 からHCL株 と正常 リンパ芽球様細胞株を

培養樹立 し,両 者の細胞株 を比較検討 した.そ

の結果本患者のhairy cellがBリ ンパ球の性質

を有 していることが明 らか となった.以 下その

概要 につ いて述べ る.

対 象および方法

症例

患者(Z. K.)は69才 の 男性で, 1975年8月,

肝脾腫 にて岡山大学医学部付属病院第二内科に

入院 した.患 者は入院前数 ヶ月間易疲労性 を自

覚 していた.脾 臓は肋骨弓下5cm,肝 臓 は3cm

触 知 した.リ ンパ腺腫脹はなかった.ヘ モグロ

ビンは11.8g/dl,白 血球数は57,000/mm3,血

小板数は87,000/mm3で あ った.末 梢血お よび

骨髄塗沫標本は90%以 上 リンパ球様細胞で占め

られ,そ の大多数 は位相差顕微鏡 にて毛様の細

胞質突起を示 した.こ れらの細胞は酒石酸抵抗

性酸フォスファターゼ陰性であった.電 子顕微

鏡観察では稀に細胞質にribosome-lamellar

 complexが 認 められた.ラ テックス.粒子の貪食

能は陰性であった.末 梢血単核球 をFicoll-

Conrayに よ り分離 し,表 面マー カ-の 検索 を

行 った ところ, κ light chainよ り成 るIgGが

大 多数の細胞表面に認め られた(表1) .羊 赤 血

球(E)に 対 す るレセプター,補 体(EAC)に 対 す

るレセプターは少数の細胞にのみ認め られ , IgG
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表1　 患 者 白血球, ZK-H細 胞, ZK-N細 胞 の

表 面 マ ー カー の比 較(%)

NT=Not tested.

のFc(EA)に 対するレセプターは高率 に認めら

れた. Epstein-Barr (EB)ウ イルスカプシ ド抗

原に対する血清抗体価は1:160陽 性 であった

が, EBウ イルス早期抗原に対する抗体は陰性

であった.患 者は比較的無症状だったので摘脾

は施行 されず,診 断後4年 の現在生存中である.

な お本症例の臨床事項については別に報告 され

ている15).

細 胞培養

1977年4月6日, 10mlの 静脈血をヘパ リンを

入れた注射器にて採取 した.こ の時の 白血球数

は53,700/Tmm3で, 95%が リンパ球様細胞であ

った.デ キス トランに より分離 した白血病細胞

を直径35mmのpetriシ ャーレにて, RPMI

 1640に10%牛 胎 児血清 と10%人 臍 帯血血清 と抗

生物質 を加 えた培養液で培養 した.植 え込み時

細胞の濃度は5×106/m1に 調整 した.培 養は37

℃, 7.5%CO2ふ らん器内で行 った,培 養液は

1週 間に2回 交換 した.細 胞株が樹立 された後

は3～4日 毎に継代培養が行われた. 6ヶ 月後

に同一患者 より末梢 白血球 を分離 し, RPMI 16

40に20%牛 胎 児血清 と抗生物質 を加 えた培養液

にて同一の環境で培養 した.

細胞観察

細胞は倒立位相差顕微鏡にて観察す るととも

に,メ イー グリュンワル ドーギムザ染色を施 し

て観察 した.酒 石酸抵抗性酸フォスファターゼ

染色 と αナフチル酪酸エステ ラーゼ染色はWi

llcoxら22)の 方 法によ り行 った.細 胞の貪食能

は1×106個 の細胞 を1×108個 の ラテックス粒

子(0.8μm)と と もに37℃1時 間培養す ること

によ り観察 した.

細胞表面マーカー

細胞のE, EA, EACに 対 す るレセプターにつ

いて検索す るとともに,表 面免疫 グロブ リンに

ついて もFITC標 識 山羊抗 ヒト免疫 グロプ リン,

 IgG, IgA, IgM, κ, λ light chain抗 血清 を用い

て直接蛍光抗体法に より検索 した.こ れら検索

はJondalとKlein12)の 方 法に従 った.

EBウ イルス関連核抗原(EBNA)

EBNAの 検 出は抗補体蛍光抗体法16)の変法14)

に よ り行った.

電子顕微鏡観察

透過型電子顕微鏡観察には,細 胞を2.5%グ

ル タールアルデ ヒドで2時 間固定 した後, 1%

オス ミウム酸 で1時 間固定 し,エ チルアルコー

ル系列 で脱水 し,エ ポキシ樹脂に封埋 した.切

片を酢酸ウラニルとクエン酸鉛で重染色しゼ日

立HS-8電 子 顕微鏡 により観察 した.走 査型電

子顕微鏡観察には,透 過型電子顕微鏡観察の場

合 と同様に細胞を処理 した後臨界点法により乾

燥 した.標 本は金でコーテ ィングし,日 立S-

450電 子 顕微鏡で観察 した.

染 色体分析
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染色体分析はギムザ染色標本 とギムザバン ド

標本 を既述の方法14)に よ り作成 し分析 した.

結 果

細胞増殖様式

1977年4月6日 に培養開始 して2か 月後に初

めて継代培養 された.細 胞は次の3か 月間ゆっ

くりと増殖 し,そ の後3～4日 毎に規則的に継

代培養できるようになった.こ の細胞株はZK

Hと 名づけられ, doubling timeは76時 間で小

さな細胞集塊 を形成 しながら浮遊状態で増殖 し

た,一 方, 6か 月後に培養開始された細胞は培

養開始1か 月後に増殖 し始め, 3-4日 毎 に継

代培養可能 となろた.こ の細胞株はZK-Nと 名

づけ られ, doubling timeは29時 間 で,大 きな

細胞集塊 を形成しなが ら浮遊状態で増殖 した.

細 胞形態

位相差顕微鏡下で観察す ると,ほ とんどすべ

てのZK-H細 胞は くりの とげ様の外観を呈 し,

多数 の細長い細胞質突起を示 した(図1a).長

い微絨毛 には,ま っす ぐなもの,曲 がった もの,

枝分れ した もの等があ り,細 胞の直径位の長 さ

であった.膜 様の細胞質突起 もまた一部の細胞

に観察された.患 者の白血病細胞 と異なってZ

K-H細 胞の多くは2, 3個 の明瞭 な核小体 を示

した.メ イー グリュンワル ドーギムザ染色標本

上毛様突起はそれほ ど著明でなか ったが,そ れ

で もなお大部分のZK-H細 胞 の表面に認め られ

た(図2),好 塩 基性の細胞質は比較的豊富で,

しば しば空胞を有 していた. ZK-H細 胞 は酒石

酸抵抗性酸フォスファターゼ もαナフチル酪酸

エ ステラーゼ もともに陰性であった.こ れらの

細胞はラテックス粒子 を貪食 しなか った.透 過

型電子顕微鏡観察では指 状の細胞質突起 と偽 足

を示した.核 は楕円形で,弯 入あるいは分葉 し,

大 きな核小体 が認められた.細 胞質は しばしば

脂肪粒子, tubuloreticular inclusion,細 線 維束

等 を含ん でいたが, ribosome-lamellar complex

は 観察 されなか った(図3).同 様 に走査 型電子

顕微鏡観察で も多数の細胞質突起すなわち長短

の微絨毛や膜状の突起 を認めた(図4).こ れ ら

の電子顕微鏡所見は位相差顕微鏡所見 とよ く相

図1. ZK-H細 胞(a)とZK-N細 胞(b)の 位 相 差 像
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図2. ZK-H細 胞 のMay-Gunwald-Giemsa染 色 標本

図3. ZK-H細 胞の透過電顕像



Hairy cell leukemiaに 関 す る研 究 293

図4. ZK-H細 胞 の走 査 電顕 像

関 した,

一 方,ほ とん どのZK-N細 胞 は位相差顕微鏡

にて手鏡様の形態を示 し,尾 部の一部 より毛様

の突起 を示す もの もあった(図1b).メ イーグ リ

ュンワル ドーギムザ染色では辺縁の平滑な円形,

楕 円形あるいは手鏡様の細胞よ り成 り,好 塩基

性の細胞質は乏 しい ものか ら豊富なものまで様

々であった.多 くの細胞に2～3個 の核小体 を

認めた.

細胞表面マー カー

ZK-H株 については三回表面マーカーを検索

したが,培 養細胞の90%以 上 が常に表面IgG,

 κ light chainを 保 有 していた(表1). EAとEA

Cレ セ プターはそれ ぞれ15～29%と92～95%の

細 胞に認め られた.こ れ らの表面マーカーは細

胞樹立後EACレ セ プ ター陽性細胞の増加 を除

き,培 養前の 白血病細胞のそれに一致 していた.

患者の白血病細胞と培養細胞の両方に表面免疫

グロブ リンlgG-κ が 存在す るこ とは白血病細

胞の単 クローン性 を示すものである,一 方, Z

K-N株 については二 回表面マー カー を検索 した

が,い ずれの場合に も培養細胞はIgG, IgM, Ig

Aお よびk, λ light chain陽 性 であった(表1).

 EAとEACは 培 養細 胞の3%と53%に そ れぞ

れ認められた.こ れ らの表面マーカーは患者の

白血病細胞 と異なってお り,異 なった免疫 グロ

プ リン陽性細胞が存在す るこ とはZK-N株 が 多

クロー ン性であるこ とを示す ものである.

EBNA

ZK-H細 胞 はin vitro培 養5か 月後および16

か 月後の二回検査 したが, 100%の 細 胞がEBNA

陽性 であった.し か るに,患 者の培養前のhai

ry cel1は2度 検査 したが,全 くEBNA陰 性 で

あった.一 方, ZK-N細 胞 はin vitro培 養7か
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表2　 ZK-H細 胞 とZK-N細 胞の 比 較

NT=Not tested.

月後 に検査 したが, 100%の 細胞がEBNA陽 性

であった.

染 色体構成

患者の末梢白血球について2回(1977年4月

と9月)PHAを 加 えることな く培養24時 間後

に染色体分析を試みたが,い ずれのサ ンプルか

らも分裂細胞が得 られなかった. ZK-H株 の染

色体構成について培養開始後6か 月後(細 胞株

樹立後1か 月後)に 検索された.染 色体の数は

44個 ～48個 の範囲にあ り, 50個 の 分裂中期の細

胞の うち40個 が染色体数47本 であった.ギ ムザ

バン ドによる分析を行なった18個 の細胞の うち

16個 がNo. 2ト リソ ミーを有 していた(図5).こ

れ ら16個 の 細胞の うち9個 においてはNo. 2ト

リソ ミーが唯一の異常であったが,そ の他の7

個 の細胞においてはat randomな 染 色体数の

変化がみられた. No. 2ト リ ソ ミー を欠いてい

た2つ の細胞の うち1個 は正常核型で,他 はNo. 

9とNo. 10ト リソ ミー を示 した. ZK-N株 の 染色

体構成は培養開始7か 月後(細 胞株樹立後6か

月後)に 検索され,染 色体数,構 成ともに正常

であった.表2はZK-H細 胞 とZK-N細 胞 の比

較を示す.

考 按

本研究において著者はHCL患 者 末梢血 より

新 しいhairy cellの 培 養株(ZK-H)を 培 養樹

立 した.こ の細胞株 はそれが由来 した患者の白

血病細胞 と同 じ表面形質を持っていた.す なわ

ち両方 とも毛様の表面形態 を示 し,表 面免疫 グ

ロプ リンの特異性はIgG, κであった,こ れにも

かかわらず両者の細胞は次の2点 で異なった,

す なわち患者の白血病細胞がEBNA陰 性 であ

ったのに対 して, ZK-H株 はEBNA陽 性 であ

った.ま た,ほ とん どのZK-H細 胞 が明瞭な核

小体 をもった りンパ芽球様細胞であったが,培

養前の 白血病細胞は成熟 リンパ球様細胞であっ

た.こ れまで報告 されたhairy ce11株 にヘルペ

スタイプのウイルス20),27)あるいはEBNAが 検

出されており(Goldeよ りの私信), ZK-H株

を含めてこれ らすべ ての細胞株はin vitroで の

EBウ ィルスに よるトランスフォー メイション

によ り培養樹立 された可能性が考 えられる.他

の可能性 はこれ らの細胞株はin vitroで パ ッセ

ンジャー ウイルスとしてEBウ イルスの感染を

受けた ものであ り, EBウ イ ルスは細胞株の樹

立には直接的関係 を有 しなかったという考えで

ある. Bリ ンパ球のみがEBウ イルスに対する

表面 レセプ ター をもっているこ とは周知 の事実

であ り9),12), EBNAの 存在はZK-H株 がBリ ン

パ球由来であることを一層支持す るものである.

 ZK-H細 胞 の 白血病細胞 としての悪性度は,抗

リンパ球血清処置新生児ハムスターにZK-H細

胞 を移植 した場合侵潤性 の腫瘍が発生すること

によ り示 された13).こ の場合ハムスターに発生

した腫瘍が ヒ トのHCLに 極 めて類似 した特有

の組織像 を呈 したこ とは甚だ興 味深い.

in vitroでhairy cellを 増 殖させ ようとする

試みはいくつかの研究グループによってなされて

いる.し か し, hairy cellは 一般 に成熟した形

態を有 してお り,そ の分裂能力は低い と考えら

れる1),5)の で,あ る研究者達の失敗1),2)は 予期

され ないことではなかった.他 方, Sinkovics

ら20)は2人 のHCL患 者 の脾臓 より長期培養 し

た細胞について簡単に報告 した.こ れ らの培養

細胞は多数の長い表面絨毛,酒 石酸抵抗性酸フ

ォスファターゼ,表 面IgGお よびヘルペスタイ

プのウイルスを有 していた, Goldeと その共同

研究者達 もまた3人 のHCL患 者 か ら2系 のB

細 胞株7),18)と1系 のT細 胞株17),18)の樹 立を報告
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図5　 ZK-H細 胞の核型

した. B細 胞 株はIgMを 合 成 し, T細 胞株はE

ロゼ ットを形成 した. B細 胞 株はいずれ もEB

NA陽 性 であった(Goldeよ りの私信).

HCLに 関 す る細胞遺伝学的研究は少な く,

現 在 まで2, 3の 報告がなされているに過 ぎな

い.バ ンデ ィング法が導入される前にYamら23)

は, HCL患 者 の脾細胞にAグ ルー プの過剰染

色体を観察 した.最 近, Golombら8)はHCL

患者20例 の染色体 を研究 し, 2人 の患者に共通

した染色体 異常を見出した.そ れ らの うち1例

はY染 色体 を欠き, No. 12の 染 色体が トリソ ミ

ーであった(46
, X, +12).他 の1例 もまたY

染 色体 を欠 き,そ の長腕がNo. 12の 染 色体に非

常に よく似た過剰染色体 をもっていた(46, X,

 +mar).い ずれの患者 も急速に病気が進行 した

ので,こ の ような染色体異常の存在は強力な化

学療法の施行を正当化するか もしれないこ とを

示唆 した.著 者のHCL患 者 においては,そ の

培養細胞がNo. 2ト リソ ミー を示 したが,摘 脾

術 も化学療法 も行な うことな く部分寛解に入 り,

 4年 の 観察期間中ほ とん ど無症状に経過 してい

る.ま た,や や遅れてこの患者か ら樹立 された



296 疋 田 隆 雄

正常 リンパ芽球様細胞株は核型上正常で,手 鏡

様の形態および多クローン性の表面免疫 グロプ

リンを有することより複数の正常Bリ ンパ球 に

由来するものと考 えられる.

HCLに 共 通 した唯一の特有 な所見は細胞形

態であ り33),貪 食能 をもつ あるいは もたないB

リンパ球2),3),5),6),7),10),21),24),25),26), Tリ ンパ球17),

あ る いは単球由来11),19)などの異質な疾患群であ

ると考えることができる。また, HCLを 未知

の新 しい細胞由来 と考えることもで きる.事 実,

 HCLを 未知 の新 しい細胞由来 と考える研究者

もいる28),30),32).白血病細胞 と正常細胞の両者が

混在するHCL患 者材料についての分析は必ず

しも正確な結果 を生む とは限らない.そ れ故,

各 タイプのHCLよ りそれぞれhairy cell株 が

in vitroで 樹立 されることが望 まれる.異 なっ

たタイプの純粋な培養細胞集団につ き比較研究

す ることはHCLの 本 態の解明に役立つ ものと

思われる.

結 語

69才 の同一HCL患 者 の末梢血 よりHCL株

(ZK-H)と 正 常 リンパ芽球様細胞株(ZK-N)を

培 養樹立 した. ZK-H細 胞 と患者のhairy ce11

は 同 じ表面形質 を示 した.す なわち両方 とも表

面免疫 グロプ リンIgG, κ light chainを 保 有し,

絨 毛様の表面構造を呈 した.こ れに対 し, ZK-

N細 胞 は絨毛様の表面構造 を欠いてお り,種 々

の表面免疫 グロプ リンを保有する細胞よ り成る

多クロー ン性であった. ZK-H株 とZK-N株 は

ともにEBNAを 保 有 したが,患 者の新鮮 白血

病細胞はこの抗原 を欠いていた. ZK-H株 の染

色体数は47に モー ドを有 し, No. 2ト リソミーが

見 られた.こ れに対 し, ZK-N株 は 正常の染色

体 を有 した. ZK-H株 にBリ ンパ球tropicな

EBウ イルス と表面免疫 グロプ リンを認めたこ

とより,こ の患者のhairy cellはBリ ンパ球の

性質を有 しているもの と考えられた.

稿 を終えるにあたり,御 指導,御 校閲いただいた

木村郁郎教授,お よび三好勇夫講師に深謝いたしま

す.
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Studies on hairy cell leukemia 

Part I. Establishment of a hairy cell leukemia line 

and its characteristics

Takao HIKITA

Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. I. Kimura)

A hairy cell leukemia (HCL) line, ZK-H, and a normal lymphoblastoid cell line, ZK-N, 
were established from the peripheral blood of a 69-year-old male patient. The ZK-H cells 

and the patient's original hairy cells shared the same surface properties; both possessed mem
brane-bound IgG with kappa light chains and villous surface structures. The ZK-N cells were 
devoid of villous surface structures and polyclonal in that they consisted of cells having dif
ferent membrane-bound heavy and light chains. Both the ZK-H and ZK-N lines carried Epstein
Barr virus (EBV)-determined nuclear antigen, but the patient's fresh leukemic cells lacked 
this antigen. The ZK-H line had a hyperdiploid chromosome constitution of 47 and trisomy 
No. 2, but the ZK-N line had a normal chromosome constitution. The presence of membrane
bound immunoglobulin and B-cell tropic EBV in the ZK-H line provides evidence of the B-cell 
nature of.HCL in this patient.


