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緒 言

リンパ球 はその由来 と機能的分化の過程 で発

現する細胞膜の表面形質により,胸 腺由来のT

細 胞,骨 髄由来のB細 胞並びにT, B細 胞の表面

形質を有しないnull細 胞にわけられるようになっ

た.こ のよ うなT, B, null細 胞 の区分は,ヒ ト

の リンパ増殖性疾患の腫瘍細胞にも応用 さ托 こ

れ ら疾患の本態解明に重要な手掛 りを与えるも

の と期待されている.ヒ ト急性 リンパ性 白血病

(ALL)に つ いても表面 形質の検索が多 くの症

例で検討されているが, ALLの 大 多数 はnull

細 胞型ALL で あ る1～3).しか しなが らnull細 胞

に関する研究はこれまでにほとんどな く,そ の

生物学的特徴やT, B細 胞 との関係はいまだ明

らかでない.こ れ らの諸問題 を解明するために

もnull細 胞 をin vitroで 長期間培養す ることは

きわめて重要である.著 者はnull細 胞 型ALL

患 者 の末梢白血球 を培養 し,患 者 白血病細胞由

来 と考 えられ るnull細 胞 株(NALL-1)を 培 養

樹立す るこ とに成功 し,種 々の検索を加えたの

で報告する.

症 例

患者は14才 の男性で,生 来健康であったが,

 1975年8月 初 旬に発熱,全 身倦怠感,下 痢 をき

た し,同 年8月14日 岡 山大学附属病院に入院 し

た.入 院時血液検査にて末梢 白血球数7,700,リ

ンパ芽球48%で, ALLと 診 断され,直 ちにneo

carzinostatin(N), vincristine(V), predni

solone(P)の 併 用化学療法 を受けた. NVPの

化学療法2コ ースで完全寛解 とな り,さ らにNVP

1コ ー ス, NV 2コ ー スの強化療法終 了後1975

年10月2日 退院 した.退 院後は外来通院にて,

 cyclophosphamide, 6-mercaptopurine, metho

trexateに よる維持療法を受けていたが,同 年12

月下 旬再発をきたした. NVPにdaunorubicin

(D), cytosine arabinoside(A)を 併 用した強力

な化学療法を受 けたが,著 明な効果は認め られ

ず,持 続性鼻出血,発 熱,貧 血をきたし, 1976

年3月16日 再 度岡山大学附属病 院に入院 した.

再 入院時血液検査では末梢 白血球数188,000,リ

ンパ芽球98%で,直 ちにVADPの 併用化学療法

を受けた,し か し.白血病細胞は頑固な抵抗性 を

示 し,同 年4月14日 脳 出血をきたし死亡 した.

実験材料及び実験方法

1)培 養方法

1976年3月16日,患 者か らヘパ リン処理 の注

射器にて10meの 末梢静脈血 を採取 した.採 血時

患者の末梢 白血球数は188,000/mm3で,そ の98%

が リンパ芽球(写 真1), 2%が リンパ球であっ

た.採 血された血液は6%デ キス トランと5:

1に 混 和 し, 37℃ ふ卵器内に45分 間垂直に静置

し,上 層の 白血球 に富む浮遊液 を遠沈管に移 し,

 10mM hepes buffer(Sigma製)と 抗生物質(100

 u penicillin/meと100μg streptomycin)を 加 え

たRPMI 1640(Flow Laboratories製)に て1
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写真1患 者末梢血塗抹標本.多 教のリンパ芽球を認める. 1,200倍

回 洗滌 した.得 られた白血球 を培養液にて1×

l07個/meの 濃度に浮遊 させ,直 径35mmの ガ ラス

シャ-レ に2.5meず つ植 え込み, 37℃ の7.5%炭

酸 ガスふ卵器にて静置培養 した.培 養液には,

 RPMI 1640に20%胎 児牛血清(GIBCO製)を

加えたものとRPMI 1640に20%ヒ ト臍帯血清を

加 えたものの2種 類 を用いた.培 養液は3～4

日ごとに半量 を更新 し,細 胞株樹立後は5～7

日ごとに細胞の継代 を行なった.

2) E, EA, EACロ ゼ ットおよび細胞表面免

疫 グロプ リン(Ig)

これ らの検索はいずれ もJondalとKlein4)の

方法に準 じて行なった.ヒ ツジ赤血球(E)

はAlsever液 中で4℃ に保存 し, phosphate bu

ffered saline(PBS)に て3回 洗浄後検 索に用いた.

家 兎抗E抗 体: E5×109個 を計10回 静 注し,そ

の1週 間後に採血 し,抗E抗 体 を得た.得 られた

抗E抗 体 をセファデ ックスG200カ ラムクロマ ト

グラフ ィーにてIgG(7S)分 画 及びIgM(19S)

分画 に分離 した.そ れぞれEと37℃1時 間の反

応で凝集 を起こさない最少希釈濃度すなわち,

 IgG分 画 は400倍 希 釈でEAロ ゼ ットに, IgM分

画 は20倍 希 釈でEACロ ゼ ッ トに使用した.

Eロ ゼ ッ ト:被 検細 胞を4×106/meに 胎 児牛

血清に浮遊 させ たもの と,同 じく1%Eの 胎児

牛血清浮遊液 を0.1meず つ等量混合 し, 500rpm

3分 間遠沈後4℃1時 間反応 させた.そ の後静か

に再浮遊 させ,そ の1滴 をスライ ドグラスにと

り400倍 に て鏡検 した.被 検細胞 を300個 以上数

え, Eが3個 以上付着 した細胞 をEロ ゼット陽

性 と判定 した.

EAロ ゼ ッ ト:抗E抗 体IgG分 画(A)で5%

Eを37℃30分 間反応させ(EA), 3回 洗 浄後1

%EAと した. 1%EAと4×106/meの 被 検細

胞のPBS浮 遊 液を0.1meず つ 等量混合 し, 500

rpm 3分 間遠沈後37℃30分 間 反応 させ, Eロ ゼ

ットと同様 に陽性細胞 を算定 した.

EACロ ゼ ット:抗E抗 体IgM分 画(A)を

5%Eに37℃30分 間反応 させ, 3回 洗 浄後,更

に10倍 希 釈新鮮A系 マ ウス血清(C)を 等量加

えて37℃30分 間complementを 反応させ(EAC),

 PBSに て3回 洗浄後1%EACと 被 検細胞4×

106/meを0.1meず つ 等量混合 し, 500rpm 3分 間

遠沈後37℃30分 間反応 させ, Eロ ゼ ッ トと同様
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に陽性細胞を算定 した.

細胞表面Ig: FITC標 識ヤギ抗 ヒ トIg(μ,α,

γ鎖)はHyland製 の ものを使用した.被 検細胞

をPBSで3回 洗浄後, 4×105個 の 細胞を10倍

希釈の抗血清0.3meに 浮遊 させ, 4℃30分 間反応

させた.つ いでPBSに て3回 洗浄後50%グ リセ

リン緩衝液で封入し,オ リンパス螢光顕微鏡(落

射型)で 観察 した.細 胞300個 以上 を数 え,明 ら

かに膜螢光を発す るものを陽性 と判定 した.

3) EBNAの 検索

ReedmanとKlein5)の 螢光抗体補体法の変法

により行なった.細 胞の塗沫標本 を一晩乾燥後,

四塩化炭素 で室温にて15分 間固定 し,ま ず非動

化 したEBNA陽 性 血清 とEBNA陰 性血清に補

体(EBNA陰 性 血清の非動化 していない血清)

を混 じた もの(い ずれ も最終リ濃度10倍 希釈)を

37℃30分 間反応させ た.次 いでbalanced salt

solution(BSS)で 洗 浄後抗 ヒ トβIC/βIAヤ ギ

FITC標 識抗体(40倍 希 釈)を37℃30分 間 作用

させ た.再 びBSSで 洗浄後50%グ リセ リン緩衝

液 を滴下 し,カ バーグラスをかぶせてオ リンパ

ス螢光顕微鏡(落 射型)で 観察した.コ ン トロ

ール としてRaji細 胞 とMOLT細 胞 を用いた.

4)電 子 顕微鏡観察

培養細胞を10分 間2,000回 転 で遠沈 し, cell

pelletを 作 り, 2.5%グ ル タールアルデ ヒ ドで1

時 間固定 した後, 1%オ ス ミウム酸で30分 間固

定 した.つ いでエチルアルコリル系列で脱水 し,

プ ロピレンオキサイ ドを経てエ ポン812に 包埋

した. LKBウ ル トラ トームを用いて ガ ラスナ

イフで超薄切 片を作成 し,酢 酸 ウラニルお よび

クエン酸鉛で重染色を施 し, Hitachi HS-8型

電子顕微鏡で観察 した.

5)染 色体分析

染色体分析 はMoorheadら5)の 方 法に準 じて

行 なった.培 養シャーレに コル ヒチン(1r/me)

を加 え, 60分 間作用 させた後0.9%ク エ ン酸 ソ-

ダによ り低調処理 を行ない,メ タノールと氷酢

酸の等量混合液により固定 し,細 胞 をスライ ド

グラスに滴下 し,乾 燥後 ギムザ染色 を行 ない,

顕 微鏡写真撮影により染色体分析 した.つ ぎに

Kajiiら7)の 方 法ひよりbandingに よる染色体分

析 を行なった.す なわち前述の方法で作成 した

ギムザ染色標本につ き写真撮影 した後標本 を脱

色 し,ト リプシン処理 を行ない,再 びギムザ染

色 して鏡検 した.

結 果

1)ヒ ト白血病性null細 胞株(NALL-1)の

樹 立 とその形態

RPMI 1640に20%胎 児牛血清を加えた培養液

に浮遊 させ た培養細胞は徐々に変性 し, 14日 目

にはほ とんど生細胞は認め られなかった.一 方

RPMI 1640に20%ヒ ト臍帯血血清を加 えた培養

液に浮遊 させた培養細胞は7日 目には生細胞率

が50%と な ったが,そ の後漸次増加 し,培 養開

始後18日 目に最初の継代 を行なった.そ の後は

安定 した増殖 を示 し,現 在培養30ヶ 月, 120代 に

及んでいる.細 胞株(NALL-1)樹 立 後はRP-

MI 1640に20%胎 児牛血清を加えた培養液内で

もよく増殖 し,現 在はRPMI 1640に15%の 胎 児

牛血清を加 えた培養液中にて維持 されている.

 NALL-1細 胞は細胞塊を形成することな く,浮

遊状態で増殖 し,大 多数がほぼ球形 を示 した(写

真2), NALL-1細 胞の倍加時間はRPMI 1640

に20%胎 児牛血清 を加 えた培養液内では72時 間

であった. May-Grunwald-Giemsa染 色標本上,

 NALL-1細 胞 の直径は12～24μ(平 均16.8μ)で,

形態学的には リンパ芽球様 で,患 者末梢血中の

白血病細胞(写 真1)に 類 似 し,細 胞質に乏 し

く,大 きなほぼ円形の核 と1～ 数個の著明な核

小体 を有 し,少 数の ものに胞体 内に小空胞が認

め られた(写 真3).

2)電 子 顕微鏡観察

NALL-1細 胞 の多くの ものは類円形を示 し,

核 は大き く,小 さな切れ込みが小数の ものに認

め られた.狭 い細胞質には多数の リボゾーム と

や ヽ大型の ミトコン ドリアが少数存在 し,時 に

1～ 数個の脂肪顆粒が見 られた(写 真4).多 く

の ミトコン ドリアには数個 の ミトコン ドリア内

顆粒が認め られた.そ の他 ゴル ジ体や粗面小胞

体が少数存在 した.ウ イルス様粒子は認め られ

なかった.

3)表 面形質

患者末梢血 リンパ芽球はEロ ゼ ッ ト形成能 を

欠き,か つ細胞表面Ig陰 性であった.
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写真2 NALL-1株 の位相差像.浮 遊状態で増殖し,細 胞集塊を形成しない. 150倍

写 真3 NALL-1細 胞 の塗 沫 標 本. 1,200倍
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写 真4 NALL-1細 胞 の電 顕 像.核 小 体 が 著 明 で,少 数 の ミ トコ ン ドリア と脂 肪 顆 粒 が 存

在 す る. 7,500倍

NALL-1細 胞の表面形質の検索は細胞株樹立

後隔月に6回 行なったが,患 者末梢血 リンパ芽

球 と同様にEロ ゼ ッ ト形成能および細胞表面Ig

は共に陰性 であった. EACレ セ プター は数%

(1～8.1%)のNALL-1細 胞 に認め られたが,

 EAレ セ プタリは証明 されなかった.

4) EBNA

NALL-1細 胞 につ きEBNAの 有 無 を反復検

索 したが,い ずれの細胞 も常に陰性 であった.

一方
, Raji細 胞 とMOLT細 胞 をコン トロール

として用 いたが, EBVゲ ノム陽性のRaji細 胞

はEBNA陽 性 を呈 し, EBVゲ ノム陰性のM-

OLT細 胞 はEBNA陰 性 であった.従 ってNA

LL-1細 胞 のEBVゲ ノムは陰性である と言 うこ

とができる.

5)染 色体分析

培養開始後7ヶ 月目に50個 の核板について染

色体分析を行なった.染 色体数は40～44本 の 範

囲にあ り,モ ー ドは43で あった.

Giemsa-banding法 により,小 さい1本 のマリ

カー染色体 とX, Y染 色体の欠損 を認めた(写

真5),そ の他複雑なbanding異 常が存在 した.

患者の末梢血 リンパ芽球についても染色体分析を

行なったが, 3個 の 分析可能な核板が得 られ,

これ らすべては43本 の染色体 を有 し,上 述のマ

ーカー染色体 も存在 し
, NALL-1細 胞 と患者の

白血病細胞 との共通な染色体異常が見出された.

考 察

従来悪性疾患患者のみならず正常人の骨髄あ

るいは末梢血か らも多数の ワンパ芽球様細胞株

の樹立が報告 されている8, 9).し か し,例 外的な

一部の細胞株 を除き
,細 胞形態,増 殖態度, B

細 胞 の表面形質, EBVゲ ノムの存在および正常

染色体構成を有す る点等共通 した特徴 を有 して

お り,こ れら細胞株は正常B細 胞がEBVに よ

りtransformさ れた結果培養樹立 した もの と考

えられている9).今 回 著者がALL患 者末梢血よ

り培養樹立 したNALL-1株 は次の事項よ り患者白

血病細胞に由来 しているもの と考 えられ る.i)

 EBVゲ ノムを有 しない. ii) NALL-1細 胞は患

者白血病細胞 と同様 にT又 はB細 胞の表面形質
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写真5 NALL-1株 の核型.染 色体数のモー ドは

は43本 で,生 染色体を欠き, 1本 のマー

カー染色体(M)を 有す.

を持たない. iii) NALL-1細 胞 は染色体異常 を

有 し,同 じ染色体異常が培養前の患者 白血病細

胞に も見出されている. iv) NALL-1細 胞 の倍

加時間は72時 間で,こ れ までに報告 されている

ヒ ト白血病細胞の生体内における倍加時間(50

～70時 間)10)に ほぼ一致する
. v) NALL-1細

胞 と患者白血病細胞は形態学的に類似 している.

以上 よりNALL-1細 胞 はこれまで多数報告 さ

れている前述のEBV陽 性 リンパ芽球様細胞 株

と全 く異な り,白 血病性null細 胞株 といえる.

近年 になって,よ うらくALL患 者11～18),や 骨

髄性 白血病患者19～22)より白血病性細胞株が数株

樹立されでいるが,今 日なお白血病細胞 を長期

間培養することは容易 なこ とではな く, ALL患

者 より白血病性null細 胞 株 を樹立した との報告

は現在 まで数少ない14～16).最近Minowadaら23)

は3才 の女 児患者で急性転化 をきたした慢性骨

髄性 白血病患者 より白血病性non T/non B細

胞株の樹立 を報告 しているが,こ の細胞株はPh1

染 色体 が陽性 であ り, NALL-1株 とは明 らかに

異なっている.

ALLの 大 多数はnull細 胞型であるが1～3), null

細 胞 の細胞起原やT, B細 胞 との関係は未だ充

分に解 明されていない. Davis24)はstem cell

に由 来す るnull細 胞が分化 し, Tあ るいはB細

胞になると推論 している. Fuら25)はnull細 胞

型ALL 4例 にHL-B alloantigenを 証 明し,こ

れらALLをB細 胞由来と考えている.またChess

ら26)は ヒ ト末梢血よ りcolumn-immunoabsor

bent chromatographyとErosette-depletion

techniqueを 用 いて分離されたnull細 胞 の大多

数が培養3日 目までに細胞表面Igが 陽性になっ

たと報告 してい る.一 方, Minowadaら はTお

よびnull細 胞型ALLの 全 例にterminal deo

xynucleotidyl transferaseの 高 い活性 を,ま た

B細 胞型ALLで は低い活性 を見 出 しており,

この点においてはnull細 胞はT細 胞に類似 し,

 B細 胞 とは異なることを意味 している. NALL-1

細 胞 は培養樹立後30ヶ 月を経過 しているが,現

在までEロ ゼ ッ ト形成能および表面Igは 共に全

く陰性 であ り, Tあ るいはB細 胞への分化は認

め られていない.

次 にNALL-1株 の樹立がRPMI 1640に ヒ ト

臍帯血清 を加 えた培養液内においてのみ成功し,

 RPMI 1640に 胎児牛血清を加えた培養液内では.

す みやかに変性 したことは注 目に値する.こ の

こ とはヒ ト臍帯血清 中にこの種の白血病細胞が

in vitroで の持続 的増殖 を開始するに必要なな

んらかの物質を含んでい る可能性 を示 唆 して

いる.

NALL-1株 はnull細 胞の細胞学的特徴 を解明

するのに役立つばか りでな く,白 血病抗原等の

免疫学的研究および抗 白血病剤のス クリリニン

グ等に大いに有用である と考えられる.

ま と め

14才 の 急性 リンパ性 白血病患者の末梢血より

白血病性null細 胞株(NALL-1)を 培養樹立 し

た. NALL-1細 胞 はTお よびB細 胞の表面形質

を持 たず,ま たEBVゲ ノムは陰性 であった.



ヒ ト白血病性null細 胞 株に関す る研究 307

NALL-1細 胞 は細胞集塊 を形成す ることな く浮

遊状態で増殖 し,倍 加時間は72時 間であった.

形 態学的には白血病細胞に類似 し,胞 体は狭 く,

核 はほぼ円形で大 きく, 1～ 数 個の著明な核小

体が認め られた.染 色体構成はhypodiploidで,

 1本 の小さいマーカー染色体が認め られたが,

同 じ染色体異常が培養前の 白血病細胞にも見出

された.以 上よ りNALL-1株 は従来 多数報告さ

れているEBV陽 性 リンパ芽球様細胞株 と異なり,

患者 白血病細胞に由来 した白血病性null細 胞株

と考えられる.

稿 を終えるにあたり,御 指導いただいた木村郁郎

教授,三 好勇夫構師,平 木俊吉博士ならびに染色体

分析について御指導いただいた本学癌研病理増地広

助教授に深謝いたします.
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Studies on a human leukemic null cell line

Part I. Establishment of a human leukemic null cell line 

Hiroshi DABASAKI

Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School,

Okayama 700, Japan

(Director: Prof. I. Kimura)

A new cell line (NALL-1) was established in vitro from the peripheral blood of a patient 
with acute lymphoblastic leukemia (ALL). NALL-1 cells had neither properties of T and B 
cells nor Epstein-Barr virus (EBV). Many characteristics of the NALL-1 line were distinct 
from those of numerous EBV-positive lymphoblastoid cell lines previously established. The 
NALL-1 line grew as single-cell suspension cultures with a doubling time of 72 hours and con
sisted of primitive lymphoid cells with large nuclei, prominent nucleoli and scanty cytoplasm. 
Chromosome analysis of NALL-1 cells revealed a hypodiploid karyotype with a minute marker 
chromosome. NALL-1 cells are considered to have originated from the donor's leukemic cells 
on the basis of their cytoplasmic, morphologic and functional features.


