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第1章　 緒 言

ヒト白血病の病 因 ウイル スとして, EBウ イルス

とC型 ウイルスが最 も強 く疑 われて いる.第1編1)

において著者はEBウ イルス感染系 ヒ トリンパ芽球

様株細胞 にマウスのRauscher白 血 病 ウイルス(R

LV)で あるC型 ウイル スを重複持 続感染 させ るこ

とに成功 し,持 続的に産生 されて くるC型 粒子が マ

ウスのgs-1抗 原を保有 してい 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 しないこと

を報告 した.今 回著者 はこの ようなEBウ イルスと

C型 ウイル スの重複持 続感染系 ヒ トリンパ芽球様株

細胞 を免疫抑制 した新生児ハ ムスターに移植 し,そ

の移植腫瘍 に もC型 粒 子の産生 を認めた.こ のC型

粒子感染系株細胞のハ ムスターへの造腫瘍性 は もと

のC型 粒子非感染系株細胞 に比較 し著明に低下 して

い ることが示 されたので,そ の理由 について若干の

免疫学的検討 を加 えた.

第2章　 材料 と方法

1. 細胞

移 植 に用 い た細胞 はHodgkin病 患者 リンパ節 よ

り培養樹立 した リンパ芽球様株細胞の クロー ン株細

胞(OUMS-6Cl)にRLVを 感染させた もの(OUMS-

6Cl-R2)で ある2).このOUMS-6ClとOUMS-6

Cl-R2の2系 の細胞 は形態学的 に も増殖態度 もまっ

た く同一で ある.さ らに膜蛍光 抗体 法の検索 には も

う1つ のEBウ イルス とC型 ウイルスの重複持続感

染 系 ヒ トリンパ芽 球 様 株 細 胞 で あ るOUMS-11a-R3)

お よ びEBウ ィ ル ス もC型 ウイ ル ス も感 染 して い な

い と され て い るMOLT細 胞4)も 用 い た. MOLT細

胞 は熊 本 大 学 微 生 物 学教 室 の 日沼 頼 夫 教 授 よ り戴 い

た もの で あ る.こ れ ら4系 の細 胞 は いず れ も, 37℃,

 5% CO2ふ らん 器 内 にて4～5日 毎 に継 代 培 養 され

た.

2. 培 養 液

ス トレプ トマ イ シ ン100r/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.

3. 動 物

我 々 の研 究 室 で 繁殖 させ た シ リア ンハ ム ス タ ー で

あ る.こ れ は固 形 食 料 と水 で飼 育 した.

4. 抗 血 清

ハ ム ス タ ー の 胸 腺 細 胞 に 対 す る抗 リンパ 球 血 清

(ALS)とOUMS-6Cl-R2細 胞 に対 す る抗 血 清 は

Leveyら5)の 方 法 に よ り作 製 した.す な わ ち生 後1

～2ヶ 月 のハ ム ス タ ー の 胸 腺 細胞 約109コ を2週 間

の 間隔 で体 重4kgの ウサ ギ に2回 静 注 し, 2回 目 の

静 注 よ り1週 間 目 に心 穿刺 に よ り採 血 し,分 離 した

血 清 を0.45μ の ミ リポ ア膜 で〓 過 後-20℃ に保 存 し

た.同 様 に してOUMS-6Cl-R2細 胞 約108コ を ウ

サ ギ に静 注 し抗 血 清 を作製 した.な お抗OUMS-6

Cl-R2血 清 は使 用 前 に ハ ム ス タ ーの 肝 粉 末 を 用 い

て 吸収 した.

5. 移 植

対 数 増 殖 期 に あ るOUMS-6ClとOUMS-6Cl-
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R2細 胞 をそ れ ぞ れ1,000回 転, 5分 間遠 沈 し, RPMI

 1640に 再 浮 遊 し,生 後24時 間 以 内 の 新生 児 ハ ム ス タ

ー の腹 腔 内 に1匹 あ た り107コ/0 .1ml注 入 し. ALS

の投 与 は そ の直 後 よ り始 めて週2回, 0.1mlず つ 腹

腔 内 に注 射 した.

6. 電 顕 的 観 察

ハ ムス ター に発 生 した腫 瘤 を細 切 し,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 して観 察 した.

7. 蛍光 抗 体 法

EBウ イル ス カプ シ ド抗 原 の検 索 はHenleら6)の

方 法 に よ り間 接 法 で 行 っ た.す な わ ち検 索 細胞 を

1,000回 転, 5分 間 遠 沈 し, pH 7.1～7.2の1/100モ

ル リン酸 緩 衝 食 塩 水(PBS)で 洗 浄後 少 量 のPBS

に再 浮遊 した.次 い で1枚 の カ バ ー ス リ ップ(6×

32mm)に5×105コ 程 度 の細 胞 を塗 抹 で きる よ うに加

減 して 塗 抹 し,室 温 で乾 燥 後 ア セ トン で10分 間 固定

した.こ の塗 抹 標 本 に無 標 識 抗 ヒ トIgGヤ ギ グ ロ ブ

リン抗 体(Hyland製)の10倍 稀 釈 液 を か ぶ せ, 37

℃, 30分 間 反 応 させ た後15分 間 に3回PBSを 代 え

て洗 浄 した.つ い で 高EBウ ィル ス抗 体 価 を示 す 血

清 を か ぶせ, 37℃, 30分 間 反 応 後PBSで 洗 浄,つ

いで20倍 稀釈 のfluorescein isothiocyanate (FITC)

標 識 抗 ヒ トIgGヤ ギ グ ロブ リン抗 体 をか ぶ せ,再 び

37℃, 30分 間 染 色 し,緩 衝 グ リセ リンで封 入 し観 察

した.

C型 ウ イル ス抗 原 の検 索 も同 様 に して8～10倍 に

稀 釈 した抗gs-1 (mouse sarcoma virus)ラ ッ ト

血 清 をか ぶ せ, 37℃, 1時 間 反 応 させ た 後PBSで

3回 洗 浄 し,つ い でFITC標 識抗 ラ ッ トγ-グ ロ ブ

リンヤ ギ 血清 の20倍 稀 釈 した もの を反 応 させ 観察 し

た.な お 抗gs-1ラ ッ ト血 清 は 米 国National Cancer

 InstituteのDr. R. J. Huebnerよ り 戴 い た も の

で あ る.

表1　 RLV非 感染(OUMS-6Cl)お よび感染 ヒ トリンパ芽球様

株細胞(OUMS-6Cl-R2)の 異種移植成績

膜染色の た めの抗OUMS-6Cl-R2血 清 はPBS

で適当に稀釈 した後OUMS-6Cl細 胞またはOUMS-

6Cl-R2細 胞 で完全 に吸収 した.そ の抗OUMS-6

Cl-R2血 清 を生の培養細胞の塗抹標本 にかぶせ, 37

℃, 30分 間反応 させた後FITC標 識抗 ウサギγ-グ

ロブ リンヤギ血 清で染色 し観察 した.

第3章　 実験結果

1. OUMS-6Cl-R2細 胞の移植

19匹(3腹)の 新生児 ハムス ターにOUMS-6Cl-

R2細 胞 を移 植 し,そ の う ち9匹 は1週 間以内 に

cannibalismで 死亡 し,以 後10匹 が生存 した.週2

回腹部 を触知 し,腫 瘤の形成 を観察 したが,外 見上

なん ら異常 を認めなかった.移 植後25～29日 目に10

匹すべて を屠殺 後剖検 し,う ち4匹 に腫瘤の形成 を

みた(表1).い ずれの腫 瘤 も直 経5mm以 下であっ

た. 4匹 の うち2匹 に は,肝 表面の腫瘤 と腸間膜 リ

ンパ節腫大 を, 1匹 には腎周囲腫瘤,肺 腫 瘤な らび

に少量 の腹水貯溜 を,の こ り1匹 には肝表面の腫瘤

のみ を認めた.こ れ らの腫 瘤と腹水 か ら塗 抹標本 を

作製 し検鏡 す る と,大 部 分 の細胞 は移植 に用いた

OUMS-6Cl-R2細 胞 とまった く同 じであった.組

織学的 にはこれ らの腫 瘤は未分化 リンパ肉腫の像を

呈 し,幼 若 な リンパ系細胞 の増殖 を,ま た一部の腫

瘤で は壊死巣 や多核白血球 の浸潤を認めた(写 真1).

これ らの腫瘤 よ りそれぞれ超薄切片 を作製 し電顕的

に観察 する と,い ずれの腫 瘤標本 に も成熟 または未

熟C型 ウイルス粒子 が認め られた(表2).こ れ ら

の ウイルス粒子 は,細 胞間隙およ び胞体 空胞 内に存
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写真1　 OUMS-6Cl-R2細 胞 の移植 腫瘍 の肝浸潤

表2.　 RLV感 染 ヒ トリンパ芽球様株細胞の移植

腫瘍 におけ るウ イルス粒 子の証明

写 真2　 写 真1に 示 した移植腫瘍 内のC型 ウ ィ

ルス粒子 ×32,300

写 真3　 移 植 に 用 い た もとの 細 胞(OUMS-

6Cl-R2)よ りbudding中 のC型 ウ ィ

ル ス 粒子 ×32 ,300



896　 林 建 彦

在 し,細 胞 膜 面 よ りbudding中 の もの もあ り(写 真

2),そ の 大 き さ,形 態 に お い てin vitroで 継 代維

持 され て い るOUMS-6Cl-R2細 胞 に認 め られ るC

型 ウ イル ス粒 子 とま っ た く同一 で あ っ た(写 真3).

な おEBウ イル ス粒 子 は ま っ た く認 め られなか った.

2. 移 植 腫 瘍 の再 培 養 と培 養 株 細 胞

腎周 囲腫 瘤 と腹水からの細胞 をin vitroに て再培

養 するこ とによ りリンパ芽球様株細胞が それぞれ樹

立 され,ヒ トの染色体構成 を有す ることが確認 され

た.さ らにこれ ら2系 の培養株 細胞 を蛍光抗体法 に

よ り検索 した ところ, 2.4～7.6%のEBウ イルスカ

プシ ド抗 原陽性細胞 と, 2.7～10.3%の マウスgs-1

抗原陽性細胞 が認め られた(表3).

表3　 RLV感 染 ヒ トリンパ芽球様株細胞 の移植腫瘍 と腹 水 よ り培養

樹立 した リンパ芽球様株細胞 の免疫学 的検索

写 真4　 (a) OUMS-6Clに て 吸 収 した抗OUMS-

6Cl-R2血 清 に よ るOUMS-6Cl-R2細 胞

の 膜 蛍 光 と(b)膜 蛍 光 陰 性 のMOLT細 胞

a.

b.

表4　 抗OUMS-6Cl-R2血 清 によるRLV

非感染および感染 ヒ トリンパ芽球様株細

胞の膜蛍光抗体 法

3. OUMS-6Cl細 胞の移植

対照 としてOUMS-6Cl細 胞 を7匹 の新生児 ハム

ス ターに移植 したが, 6匹 が1週 間以上生存 し,移

植後17～29日 目に頻死状態 において屠殺後剖検 した.

 6匹 全例 に著明 な腫瘤の形成 と腹 水の貯溜 が認 め ら

れた,腫 瘍細胞の浸潤は肝,腎,肺 な ど腹腔 内およ

び胸腔 内の諸臓器 に認め られた.こ れ らの腫 瘤を光

顕的 に観察す ると,多 数 の核分裂 を伴 った幼若 な リ

ンパ系細胞が シー ト状に浸潤増殖 し,未 分化 リンパ

肉腫の像 を呈 していた.さ らに この腫瘍細胞 はALS

処置 した新生 児ハ ムスターに継代移植可能で あった

(表1).

4. 膜蛍光抗体法

OUMS-6Cl細 胞 で吸収 した抗OUMS-6Cl-R2
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血清による膜染色で は, OUMS-6Cl-R2とOUMS-

11a-Rの2系 のRLV感 染 細胞 のほ とん どすべての

細胞が円周状 に蛍光陽性 であった.こ れ に対 しRLV

非感染系 のOUMS-6Cl細 胞 とMOLT細 胞 で はま

った く陰性 であった(写 真4のa, b).一 方OUMS-

6Cl-R2細 胞で吸収 した抗OUMS-6Cl-R2血 清 と

の反応では上記2系 のRLV感 染 細 胞 はま った く陽

性反応を呈 しなか った(表4).

第4章　 総括 な らびに考按

種 々の疾 患々者か ら樹 立 された ヒ トリンパ芽球様

株細胞 をマ ウス7),ラッ ト8),或い はハ ムスター9)の 新

生児 に移植 す るとそれ を腫瘍死 させ ることが報告 さ

れている.こ れ らの リンパ芽球様株細胞には, EB

ウイルスまたはEBウ イルスゲ ノムの存在 が確認 さ

れているが, C型 ウイルスの感染 は知 られて いない.

今回の実験 によ り, EBウ イル ス とC型 ウイルスの

重複持続感染系 ヒトリンパ芽球 様 株細胞がALS処

置 新生児 ハムスターに移植 可能 で,し か もin vivo

に生 じた腫瘍 もin vitro同 様C型 ウイルス粒子 を産

生 し続 けるこ とが明 らか となった.さ らに移植 腫瘍

か ら再培養 によ り樹立 され たヒ トリンパ芽球様株細

胞 にマ ウスのgs-1抗 原 が証 明 されぜこ とよ り, in

 vivoに 生 じた腫瘍 に認 め られ たC型 ウイルス粒 子

も,最 初 感染 に用 いたRLVで あると考 えることが

で きる. Gardnerら10)は ネコ白血 病 ウ イル ス を感

染 した ヒ ト横紋筋肉腫細胞 をネコの胎児 に移植 し,

移植腫瘍 か ら産生 され るウイルスが もとの白血病 ウ

イルス と同一 であったと報告 してい る.

表5　 RLV非 感染 および感染 ヒ トリンパ芽球 様株細胞 の移植腫瘍の比較

今回の実験 において もこれ までの異種移植 に関 す

る報告7)8)9)同様にEBウ イルスのみの感染状態 にあ

るOUMS-6Cl細 胞 を新生 児ハムス ターに移植す る

とそれを急速 に腫瘍 死 させ た.し か るにRLVを 重

複 感染 させたOUMS-6Cl-R2細 胞 の移植 ではハム

ス ターを腫瘍死 させ ることな く,小 腫瘍 を形成す る

に とどま り,そ の組織学的検査 において も腫瘍の退

行性変化 とも考 え られ る所見 が得 られ た(表5).

 Greenbergerら11)はC型 ウイルス を感染 させたマ

ウスの培養細胞 は,も との非感染細胞 に比較 して造

腫瘍性が減弱す ることを報告 して いるが,こ の点著

者の成績 と一致す る.

また今回 の実験 にお いて, RLV持 続 感染 系 細胞

はRLV非 感染 細胞 には存在 しない膜抗原 を有す る

ことが明 らかとなった.最 近Aoki12)が 示 唆 して い

るごとくRLV感 染細胞 にRLVの 膜 抗 原 と共通 の

膜抗原 が存在 して いるか否か はなお検討 されなけれ

ばな らない.い ずれ にせ よ ヒ トリンパ芽球様株細胞

にRLVを 感染 させ ることによ り細胞 は新 しい膜抗

原を獲得 し,抗 原性が高 め られ る結果,こ のよ うな

細胞 を異種移植 して も移植腫瘍が拒絶反応 を受 け易

くな り,致 死的腫瘍の増殖 をまた さない もの と考 え

られる.そ れで は何故ALS処 置 された新 生 児 ハム

ス ターが移植拒否能 を もって いるので あろ うか.今

回の実験 で も毎週2回ALSを 接種 したに もか か わ

らずすべてのハムスターで剖検時 にかな りの胸腺組

織が残存 してお り,な お軽度なが ら細胞性免疫能 を

保持 してい る可能性 が推測 された.こ の ことはALS

接種 と同時に胸腺摘 出を行 うと, ALS接 種 のみに比

較 して異 種 移植 が明 らかに容易 になるというMerk

ら13)の報告か らもうかが える.

OUMS-6Cl-R2細 胞 の移植 によ り発生 した腫瘍

内にはEBウ イルスを電顕的 に証 明す ることはで き

なか ったが,腫 瘍か ら再培養 した細胞 にEBウ イル

スカ プシ ド抗原 の存在 が確認 された ことは,前 述 の

C型 ウイルスの証明 と合せて ヒ トリンパ芽球様 株細

胞が異種宿主内で増殖 して も, EBウ イルス とC型 ウ

イルスの重複持続感染状態 は不変で あることを示唆

してい る.現 在進行 中のクローニ ングに よる分析 結

果によ ると,す べてのOUMS-6Cl-R2細 胞に はE

Bウ イルス とC型 ウイルスの2つ のゲ ノムが同時 に
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存在 するよ うで ある.

第5章　 結 語

今回著者 はEBウ イルス感染 ヒ トリンパ芽球様株

細胞にRLVを 重複感染 させ た後,抗 リンパ球 血清

(ALS)処 置新生児 ハムス ターに移植 し,そ の造腫

瘍性 を検討す るとともに移植腫瘍 の ウイルス産生能

につ き電顕的,な らびに免疫学 的検討 を加 え,つ ぎ

の如 き興味あ る事実 を明 らかに した.

1. EBウ イル スとC型 ウイルスの重複感染系 ヒト

リンパ芽球 様株細胞(OUMS-6Cl-R2)を 移植

した群 では, 10匹 中4匹 のみに退縮 性の小腫瘍の

発生 を認 めたが,対 照 としてのRLV非 感 染系 株

細胞(OUMS-6Cl)を 移植 した群で は,全 例 に

著明 な腫瘍の発生 を認めた.

2. OUMS-6Cl-R2細 胞 の移 植 腫瘍には電 顕的 に

C型 ウイルス粒子の存在 を確認 した.

3. OUMS-6Cl-R2細 胞 の移 植 腫瘍か ら再培養 に

よ り樹立 した ヒトリンパ芽球様株細胞 にはEBウ

イルスカプシ ド抗原 とマウスのgs-1抗 原の両者

が存在 した.

4. RLV感 染細胞 にはRLV非 感染細胞 には存在 し

ない新 しい膜抗原が認め られた.

以上の結果 よ りRLV感 染 に伴 うヒ トリンパ芽球

様株細胞のハ ムスターにお ける造腫瘍性低 下の理 由

としては,恐 らくC型 粒子の感染 によ り新たに生 じ

た膜抗原がALS処 置 ハ ムス ターにお いて も,よ り

著明 な免疫反応 を誘発 させ るためで あろ うと考 えら

れた.

稿 を終 るにあた り,恩 師平木潔教授,御 指導 いた

だいた三好勇夫講師 な らびに坪田輝彦,阿 部申次両

博士 に深謝 いた します.
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An Epstein-Barr virus (EBV) -positive human lymphoblastoid cell line chronically infected 

with Rauscher murine leukemia virus (RLV) was transplanted into antilymphocyte serum (ALS)

- treated newborn hamsters. Four of 10 hamsters transplanted developed nonlethal regressive tu

mors which continued to shed C-type virus. Lymphoblastoid cell cultures reestablished from the 
heterotransplanted tumor cells were positive for both EBV capsid and murine gs-1 antigens. In 

contrast, all the hamsters transplanted with its parent cell line without RLV infection succum

bed to lethal progressive tumors. The RLV-infected cells were shown to have cell surface an

tigen that was not found in the noninfected cells. It is postulated that new membrane antigen 

associated with C-type virus infection provoked more immunologic reaction even in ALS-treated 

hamsters, accounting for the reduced tumorigenicity of the RLV-infected human leukocytes.


