
マウス白血病 ウ ィルスのヒ ト培養

白血球への感染に関する研究

第1編

ヒ ト リンパ 芽球 様 株 細 胞 にお け るEBウ イル ス と

C型 ウ イル ス の重 複持 続 感染 の成 立

岡山大学医学部第2内 科教室(主 任:平 木潔教授)

林 建 彦

(受稿昭和50年4月9日)

第1章　 緒 言

C型RNAウ イル ス が マ ウ ス1)や ネ コ2)3)4)を は じ

め多 くの哺 乳 動 物 の 白血 病 の原 因 で あ る こ とが次 第

に明 らか と な って きた.サ ル に つ い て もKawakami

ら5)は テ ナ ガザ ルの リンパ 肉 腫 細 胞 か ら樹 立 した培

養 浮 遊 細 胞 にC型 粒 子 の 存 在 を 認 めて い る.ヒ トに

お いて はDmochowski一 派6)7)が 白血病 や リン パ腫

症 患 者 生 検 リン パ節 よ りC型 様 粒 子 を証明 し, Gallo

ら8)は ヒ ト白血 病 細 胞 よ りRNA-dependent DNA

 polymeraseを 発 見 し,さ らにSpiegelman一 派 は

ヒ ト白血 病9)お よ び リンパ 腫 細 胞10)よ りRauscher

白血 病 ウイル ス(RLV) RNAとhomologusなRNA

を検 出 し,或 い は ヒ ト白血 病 細胞 の核DNAにRLV

 RNAと 同 様 な 塩 基 配 列 が存 在 す る こ とを見 出 して い

る11).一方Burkittリ ン パ腫 培 養 細 胞 内 に発 見 され た

EBウ イ ル ス は その 後in vitroで ヒ トや サ ル の リン

パ球 を リン パ芽 球 様 株 細 胞 にtransformさ せ る12)

13)14)のみ な らず サ ル に リン パ腫 を惹起 させ る こ とが

報 告 され て い る15).さらにEBウ イル ス 類似 の ヘ ル ペ

ス型 ウ イ ル ス が ニ ワ ト リにMarek病 を16),また サ ル

に リンパ腫 や 白血 病 を惹 起 させ る17)18)19)20)こ と も知

られ る よ うに な って きた.

1971年 人 癌 患 者 由来 の 培 養 株 細 胞 にC型 粒 子 の持

続 的 産 生 を認 め た と い う報 告 が2つ の グル ー プ の研

究 者 に よ って 相 次 い で発 表 され た21)22).しか し動 物 の

C型 粒 子 のcontaminationか 否 か を め ぐって 賛 否両

論 が あ り23)24)い ま だ決 着 を み る に至 って いな い現 状

である.

著者は今回動物の白血病ウイルスがヒトの培養白

血球に感染し得るか否か,さ らに核酸構成の異なる

2種 類の腫瘍ウイルスが重複して持続感染可能か否

かを知 る目的で,教 室で樹立した ヒトの リンパ芽球

様株細胞ヘマウスのRLVを 感染 させることを試み,

その持続感染に成功したので持続的に産生 されるよ

うになったC型 粒子につき得 られた若干の知見を報

告する.

第2章　 材料 と方法

1. ウイルス

感染に使用したRLVは 米 国癌研究所のDr. F. J.

 Rauscherよ り白血病罹患マウスの10%脾 抽出液

(HL-67-1117H)と して供与 を受けたものである.

2. 細胞

被感染細胞はSMON患 者の末梢白血球より樹立

した リンパ芽球様株細胞(OUMS-11a)25)で ある.

この株細胞は培養開始(8-13-70)以 来浮遊状態

で増殖し, 4～5日 毎に継代培養 され,現 在92代 に

及んでいる.細胞は37℃ にて5% CO2ふ らん器内 に

てシャーレ培養 した.

3. 培養 液

ストレプトマイシン100γ/ml,ペ ニシリン100u/ml

を含 むRPMI 1640と 胎児ウシ血清を4:1の 割合に

混 じたものを使用した.

4. ウイルス感染

59代 目(培 養開始後14ヶ 月)の リンパ芽球様株細
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胞をRauscher白 血病マウスの10%脾 抽 出液のMi

llipore (0.45μ)〓 液1mlに て浮遊 させ, 37℃, 2

時間のウイルス吸着後,ウ イルス液を新しい培養液

と交換し,以 後非感染細胞と同様に4～5日 毎に継

代培養を続けた.

5. 電顕的観察

継時的に細胞浮遊液 を2,000回 転5分 間の遠沈に

よりpelletと して,グ ルタールアルデヒド,オス ミ

ック酸の2重 固定後,型 のごとくエポン包埋 し,超

薄切片を作製し,ウ ラニール酢酸,ク エン酸鉛にて

2重 染色し, Hitachi Ⅱ型電子顕微境で観察した.

第3章　 実験結果

1. 電 顕観察

RLV感 染細胞は,非 感染細胞 と形態学的にほぼ同

一で,今 日まで感染後1年 半(継 代100代)を 経て

いる.こ の感染細胞 を経時的に7回,超 薄切片 とし

て電顕によ り観察 したが,い ずれの材料にも多数の

C型 粒子が認められた(写 真1).ウ イルス粒子は細

胞外或いは胞体空胞内にあって,細 胞膜よりのbud-

dingも しばしば認められた(写 真2).ウ イルス粒

子の大 きさは,直 径約110～120mμ で,ド ーナツ型

の未熟ウイルスと中央に電子密度の高い核様体 を有

する成熟ウィルスの両者が混在し(写 真3),マ ウ

スの培養細胞で産生 されるRLV26)と 形 態学的 にま

つた く同一である.さ らにRLV感 染細胞には, EB

ウイルスも同時に存在する所見が観察された(写 真

4).こ れ に対 し, RLV非 感染細胞にはC型 ウイル

ス粒子をまったく認めなかった.経 時的電顕観察所

見を要約すると表1の ごとくな り, 1回 の感染操作

によ りC型 ウイルス粒子が活発にヒトの培養白血球

より産生 され続けていることが明らかとなった.

2. Bioassay

ヒトのリンパ芽球様株細胞より持続的に産生される

ようになったC型 ウイルス粒子の生物活性をみる目的

で, in vitroで の培養細胞への感染実験 とBALB/c

マウスに接種するin vivoで の実験を行 った.す な

わちin vitroで ウイルス感染に用いた培養細胞は,

教室で樹立 した3系 のリンパ芽球様株細胞27,28)と

BALB/cマ ウス胎児初代培養 細胞 とである.こ れ

らの細胞にC型 ウイルス持続産生系の培養液上清の

Millipore源 液1mlを 加 え, 37℃ にて2時 間感染さ

せた後, 3～12週 で電顕的に1～2回 観察した.し

かしいずれの場合にもC型 粒子の存在を認めなかっ

た(表2) . in vivoで の接種実験には,生 後24時 間

以内の新生児ならびに成熟BALB/cマ ウスを用い,

接種材料は感染後経時的に採取 したC型 粒子産生培

養細胞 とその培養液の混合物,ま たは無細胞培養液

上清で,こ れ らを0.2mlづ つ腹腔 内に注入 し, 2ヶ

月間白血病の発生を観察した.し か しこのbioassay

の結果はすべて陰性で,ヒ トの リンパ芽球様株細胞

より産生きれるこのC型 ウイルス粒子は,も はやマ

ウスに対して白血病を惹起 しない(表3)

表1　 Rauscher白 血病 ウイルス感染 ヒト細胞の

経時的電顕観察

表2　 ヒトの細胞よ り産生 されるC型 ウイルスの

培養細胞への感染実験

表3　 C型 粒子産生培養系材料のBALB/cマ ウ

スへの接種実験

※ 生後4週,そ の他は新生児マウス

つぎに前述のマウスへのウイルス接種実験におい
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林 論 文 附 図

写真1　 細胞間隙のC型 粒子 (×47.500)

写 真2　 細 胞 膜 面 よ りbudding中 のC型 粒 子 

(×47.500)
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林 論 文 附 図

写 真3　 未 熟 ウ イル ス(〓)と 成 熟 ウイ ル ス

 (×39.200)

写真4　 共存するEBウ イルス(〓)とC型 ウイ

ルス(〓) (×47.500)
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て, 2ヶ 月 間 観 察 し,白 血 病 の 発 生 をみ な か った マ

ウ スが,マ ウ スで 継 代 され て い るleukemogenicな

RLVのchallengeに 対 して免 疫 性 を獲 得 して い る

か 否 か を検 討 した. challengeに 使 用 した ウ イル ス

は, Rauscher白 血 病 マ ウ スの10%脾 抽 出 液 の10倍

稀 釈 液 の0.1mlで あ る.そ の結 果, RLV持 続 感 染 系

の培 養 細 胞 とそ の 培養 液 と の混 合 物 を最初 接種 され,

つ い でchallengeウ イル ス を 接種 され た群 での 白血

病 発 生 率 は, 23.5%で あ り, challengeウ イル ス の

み を 接種 され た群 で の 白 血病 発 生 率 の70%に 比 し,

前処 置 に よ りか な り白 血病 の発 生 が抑 制 され た(表

4).

表4　 ヒトの細胞よ り産生されるC型 粒子接種に

よるワクチン効果

第4章　 総括ならびに考按

EBウ イルスは我々日本人の培養白血球よりも容

易に証明することができ,リ ンパ芽球様株細胞の樹立

にとって重要な役割を演じているということができ

るが, C型 ウ イルスはこれ らいずれの培養系にお

いても電顕的に認められなかった. 1971年Priori

ら21)はBurkittリ ンパ腫症患者の胸水細胞由来の株

細胞にC型 粒子 を発見し,さ らにMcAllisterら22)

は株化 したヒトの横紋筋肉腫細胞を猫の胎児に移植

し,猫 に生 じたその腫瘍細胞を再び培養 してそのな

かにC型 粒子を発見した.こ れらのウイルスはその

後形態学的ならびに免疫学的に詳細に追求 された結

果,動 物のC型 粒子のcontaminationで あ る可能性

が大きくなってきている.一 方Wrightら29)は 人 の

胎児細胞へのRLVの 持続感染を報告 し,動 物の白

血病 ウイルスがヒトの胎児細胞に感染し得 ることを

示した.

著者は動物のC型 ウイルスがヒトの培養白血球に

ただ1回 の感染操作で容易に感染し,し かも感染後

1年 半以上を経た今 日までC型 粒子を持続的に産生

しつづけ,同 時 にEBウ イルスとの重複感染状態に

あることを見出した.こ れ らの事実は動物の白血病

ウイルスがヒトにも容易に感染し得る可能性を示唆

してお り,ひ いてはC型 ウイルスの垂直感染の考え

方 と共に,ヒ トにおけるC型 ウイルスゲノムの存在

をも疑わしめる.特 に興味あることは,核 酸構成 も

由来 もまったく異なるマウスのC型RNAウ イルス

とヒトのヘルペス型DNAウ イルスの2種 類のウイ

ルスが,同 一細胞系に重複感染状態にあることであ

る.こ の点RLVをBurkittリ ンパ腫由来の リンパ

芽球様株細胞に感染 させることにより,も ともと存在

していたEBウ イルスが消失 したとい うMaruy

amaら30)の 成績 と異なる.今 後C型 ウイルスが ヒト

の細胞になん らかの変化をおよぼしているか否か,

また起原をまった く異にする2種 類のウイルスがな

んらかのinteractionを もっているか否か等につい

ても検討 されなければな らない.

今 回の実験でヒトの細胞より持続的に産生 される

ようになったC型 ウイルスは, Wrightら29)の 報告

と同様にすでにleukemogenicityを 失 っている.こ

のようにマウス白血病ウイルスをヒトの培養細胞に

adaptさ せ ることによりleukemogenicityが 失われ

る理由としては,ウ イルス粒子がヒトの細胞膜を被

つて産生 されてくるために,ウ イルスの病原性ない

し抗原性に変化をきたすためではないかと考えられ

る31).一方 このC型 ウイルスのマウスに対するimmu

nogenicityに つ いての今回の検討では, C型 ウイル

ス持続産生系細胞とその培養液との混合物を接種さ

れたマウス群では,無 処置群に比較してchallenge

ウイルスによる白血病発生率が,約1/3に お さえら

れ,明 らかにimmunogenicityを 有 していることが

示唆された.こ のことは, RLVに 対 するワクチンと

して応用し得 る可能性を示しているといえよう.

つ ぎにこのC型 ウイルスが,最 初感染に用いた

RLVと 同一の ものであるか否かを蛍光抗体法によ

り分析 した結果32)このC型 ウイルス持続産生細胞は,

抗RLV山 羊血清や抗マウスgs-1ラ ッ ト血清 と特

異的に反応す ることが認められてお り,ま た米国の

Flow Labaratoryの 畑 中博士に検索を依頼した補

体結合法によってもこの細胞がマウスに特異的なgs

抗原を有していることが明 らかとなっている.こ の

ことはヒトの細胞より持続的に産生されるC型 ウィ

ルスがもともと感染に用いたRLVで あって,ヒ ト

由来のC型 ウイルスである可能性を否定するもので

ある.

第5章　 結 語

動物およびヒトの白血病の成因に関して, C型 ウ
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イルスとEBウ イルスの関与の可能性がますます有

力視 されつつある. EBウ イルスは我々 日本人を含

めて培養白血球 より容易に証明することができ,ま

た リンパ芽球様株細胞の樹立にとって重要な役割を

演じているとい うことができる.こ れに対 してC型

ウイルスは,い ずれの培養白血球系においても電顕

的に認め られていない.今 回著者はマウスのC型

RNAウ イルスであるRLVを ヒ トのリンパ芽球様株

細胞に感染させることに成功 し,電 顕的および生物

学的に次の如き興味ある事実を明 らかにした.

1. マウスのC型 ウイルスはヒト由来の培養白血

球に感染し,持 続的なC型 粒子の産生を起す.

2. 核酸構成のまったく異な るC型RNAウ イル

スとヘルペス型DNAウ イルスは同一細胞系におい

て重複持続感染状態となる.

3. ヒ ト由来の培養細胞より持続的に産生 される

ようになったC型 ウイルスは,マ ウスのgs抗 原 を

保有するにもかかわらず,も はやマウスに接種して

も白血病を惹起しない.

4. このC型 ウイルス持続産生系細胞とその培養

上清との混合液を前 もってマウスに接種しておくと,

そのマウスはRLVに 対 して免疫性を獲得する.

稿 を終るにあたり,恩 帥平木潔教授,御 指導いた

だいた三好勇夫講師ならびに坪田輝彦博士に深謝い

たします.

参 考 文 献

1) Gross, L.: Oncogenic Viruses. Pergamon Press, Oxford, 1970.

2) Jarrett, W. F. H., Martin, W. B., Crighton, G. W., Dalton, R. C., and Stewart, M. F.: Nature, 

202: 566, 1964.

3) Kawakami, T. G., Theilen, G. H., Dungworth, D. L., Munn, R. J., and Bell, S. G.: Science,

 158: 1049, 1967.

4) Rickard, C. G., Post, J. E., Noronha, F., and Barr, L. M: J. Nat., Cancer Inst., 42: 987,

 1969.

5) Kawakami, T. G., Huff, S. D., Buckley, P. M., Dungworth, D. L, and Synder, S. P.: Nature

 New Biol., 235: 170, 1972.

6) Dmochowski, L., and Grey, C. E.: Blood, 13: 1017, 1958.

7) Dmochowski, L., Yumoto, T., Grey, C. E., Hales, R. L., Langford, P. L., Taylor, H. G., Frei

reich, E. J., Shullenberger, C. C., Shively, J. A., and Howe, C. D.: Cancer, 20: 760, 1967.

8) Gallo, R. C., Yong, S. S., and Ting, R. C.: Nature, 228: 927, 1970.

9) Hehlmann, R. Kufe, D., and Spiegelman, S.: Proc. Nat. Acad. Sci., 69: 435, 1972.

10) Hahlmann, R., Kufe, D., and Spiegelman, S.: Proc. Nat. Acad. Sci., 69: 1727, 1972.

11) Baxt, W. G., and Spiegelman, S.: Proc. Nat. Acad. Sci., 69: 3737, 1972.

12) Pope, J. H., Horne, M. K., and Scott, W.: Int. J. Cancer, 4: 255, 1969.

13) Gerber, P., Whang-Peng, J., Monroe, J. H.: Proc. Nat. Acad. Sci., 63: 740, 1969.

14) Miller, G., Lisco, H., Kohn, H. I., and Stitt, D.: Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 137: 1459, 

1971.

15) Shope, T., Dechairo, D. and Miller, G.: Proc. Nat. Acad. Sci., 70: 2487, 1973.

16) Solomon, J. J., Witter, R. L., Nazeriom, K., Burmester, B. R.: Proc. Soc. Exp. Biol. Med.,

 127: 173, 1968.

17) Hunt, R. D., Melendez, L. V., King, N. W., Gilmore, C. E., Daniel, M. D., Williamson, M. E., 

and Jones, T. C.: J. Nat. Cancer Inst., 44: 447, 1970.

18) Ablashi, D. V., Loeb, W. F., Valerio, M. G., Adamson, R. H., Armstrong, G. R., Bennett, D.

 G, M and Heine U.: J. Nat. Cancer Inst., 47: 837, 1971.



マウス白血病 ウイルスのヒト培養白血球への感染に関する研究　 555

19) Melendez, L. V., Hunt, R. D., Dniel, M. D., Blake, B. J., and Garcia, F. G.: Science, 171 

1161, 1971.

20) Melendez, L. V., Hunt, R. D., King, N. W., Barahona, H. H., Daniel, M. D., Fraser, C. E. O.,

 and Garcia, F. G.: Nature New. Biol., 235: 182, 1972.

21) Priori, E. S., Dmochowski, L., Myers, B., and Wilbur, J. R.: Nature New. Biol., 232: 61,

 1971.

22) McAllister, R, M., Nicolson, M., Gardner, M. B., Rongey, R. W., Rasheed, S., Sarma, P. S., 

Huebner, R. J., Hatanaka, M., Oraszlan, S., Gilden, R. V., Kabigting, A., and Vermon, L.

: Nature New. Biol., 235: 3, 1972.

23) Shigematsu, T., Priori, E. S., and Dmochowski, L.: Nature, 234: 412, 1971.

24) Oraszlan, S., Bora, D., White, M. H. M., Toni, R., Foreman, C., and Gilden, R. V.: Proc.

 Nat. Acad., Sci., 69: 1211, 1972.

25) Miyoshi, I., Hasegawa, H., Tsubota, T., Masuji, H., and Hiraki, K.: Gann, 62: 413, 1971.

26) Miyoshi, I., Tsubota, T., Nagao, T., Takata, H., Irino, S., and Hiraki, K.: Gann, 60: 583,

 1969.

27) 三 好 勇夫,坪 田 輝 彦,長 谷川 晴 己,平 木潔:最 新 医 学, 28: 1165, 1973.

28) Miyoshi, I., Yoshimoto, S., Fujiwara, S., Hiraki, K., and Kimura, S.: Cancer, 33: 137, 1974.

29) Wright, B. S., and Koral, W.: Cancer Res., 29: 1886, 1969.

30) Maruyama, K., and Dmochowski, L.: Texas Rep. Biol. Med., 29: 83, 1971.

31) Mayyasi, S. A., Traul, K. A., Garon, C., Wright, B., and Maywood, N. J.: Proc. Am. Assoc.

 Cancer Res., 11: 54, 1970.

32) 入 野 昭 三,宇 野 潤 一 郎,三 好 勇夫,瀬 崎 達 雄,平 木 潔:医 学 の あ ゆ み, 86: 912, 1973.



556　 林 建 彦

Studies on the Infection of Human Cultured Leukocytes 

with Murine Rauscher Leukemia Virus

Ⅰ.  Persistent Dual Infection of Human Lymphoblastoid 

Cells with EB Virus and C Type Virus

by

Takehiko Hayashi

Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Kiyoshi Hiraki)

An EB virus-carrying lymphoblastoid cell line established from peripheral blood of a patient 

with SMON was super-infected in vitro with murine Rauscher leukemia virus. Since then, the 

cell line has been dually infected with both viruses for more than 1.5 years, as repeatedly dem

onstrated by the presence of herpes type virus particles and C type virus particles. The C type 

virus particles liberated from the human cultured leukocytes were no longer leukemogenic when 

inoculated into otherwise susceptible BALB/c mice, but this procedure rendered them considerably 

resistant to challenge infection with leukemogenic Rauscher leukemia virus that had been maint

ained by passage through BALB/c mice. The infectivity of the human cell-derived C type virus 

to other lymphoblastoid cell lines established from different patients and to primary BALB/c mouse 

embryo cells could not be demonstrated by the method employed. The implication of these findings 

is discussed in the light of possible viral etiology of human malignancy.


