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Synopsis.

本研究は,乳 癌嫌発系であるAKRマ ウスに自然発生 した乳癌の継代移植腫瘍からえられた培養細胞の電子

顕微的観察に関するものである.

A-419系 細胞, A-319系 細 胞, A-162系 細胞には多数のC型 ウィルス粒子を認め,組 織培養の継代と共にそ

の粒子の数は次第に減少した.こ の所見は,こ れら培養細胞をうるために材料として用いた腫瘍に多数のA型

およびB型 ウィルス粒子が認められ, C型 粒子は殆んど認め られなかった所見と対比 して興味がある.

一方
, A-600系 細胞は,少 数の未熟B型 粒子が認められるのみである第26代 継代移植腫瘍か らえられたもの

であるが,少 数の成熟B型 粒子が観察された.こ れら培養細胞のBioassayは 白血病についても,乳 癌につい

て も陰性の結果であった.こ れらの所見か らAKRマ ウスにおいては白血病ウィルスと乳癌ウィルスの間には

干渉作用が存在することが推論された.

緒 言

第1編 では乳癌嫌発系であるAKRマ ウスに自然

発生 した乳癌およびその継代移植腫瘍に認められた

ウィルス粒子の電子顕微鏡的研究について,第2編

ではそれ ら腫瘍組織から得られた長期培養細胞の光

学顕微鏡 レベルでの形態学的観察および培養細胞の

動物への戻 し移植実験について報告 した.

本論文では第2編 において報告した株細胞に認め

られたウィルス粒子の電子顕微鏡的研究について報

告する.

マウス乳癌の組織培養およびその培養細胞中のウ

ィルス粒子の観察はLasfarguesら1)2), Sanfordら3), 

Sykesら4), Miroffら5),そ の他の研究者によって試

みられ,既 にかな りの成果を収めている.

Lasfargues1)2)ら はマウス胎児の皮膚の器管培養

を行い,そ れにRⅢ マウス乳汁中の乳癌ウィルスを

加えてウ ィルスを増殖 させることに成功 した.さ ら

にC57 blackマ ウスの乳腺の組織培養に同様な処理

を行い,培 養細胞が上皮細胞のみの場合にはウィル

スの増殖は認め られず,間 質組織があって始めてウ

ィルスの増殖が認められるとし,脂 肪組織の必要性

を認めた.

Sanfordら2)はC3Hマ ウスの乳癌を長期組織培養

に移し,こ れ ら培養細胞の系の中には半年か ら1年

以上にわたって乳癌 ウィルスの活性を認めた ものが

あると報告している.

5ykesら3)は 乳癌好発系および嫌発系マウスの乳

癌組織を長期培養 し,前 者では培養細胞に特有な変

化が認め られ,細 胞の形態 も大きさも不規則であっ

たが,後 者の場合には石畳状 に上皮細胞様の増殖 を

示 し,細 胞の形態 も大 きさも一定 していたと云 う.
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さらに電顕的観察で,乳 癌好発系マウスの乳癌組

織由来の培養細胞では培養18ヶ 月,第69代 継代後 も

なお乳癌ウィルス粒子を認めたと報告している

Miroffお よびFeldman4)はC3Hマ ウスに自然発

生した乳癌 をaqent freeの(C3H×A) F1×C3H

マ ウスに継代移植を行い, Bioassayに よる検討で

も電子顕微鏡的観察で も乳癌 ウィルスを証明出来な

くなった後に組織培養に移 し,そ の培養細胞に再び

A型 およびB型 ウィルス粒子の出現 を認めたと報告

している

材料 お よび方 法

材料は第2編 で詳述 した株細胞A-419系, A-319

系, A-600系, A-162系 細胞である.

電 子顕微鏡的観察を行 うにあたっては,こ れ ら培

養細胞の培養液交換後2日 目にrubber policeman

を用 いて細胞を培養瓶からはがし, 1500r. p. m.で5

分間遠沈 し,上 清を捨てた後沈渣にベロナール緩衝

液加1%オ ス ミウム酸を注いで固定し, 10分 後 にそ

れをとり出して細切 して新 しいオス ミウム酸液に入

れ50分 間固定を行った.以 後は第1編 に述べたと同

じ方法を用いて電顕的観察を行った.

Bioassayに は,培 養細胞A-419系, A-600系,

 A-162系 の培養液を先ず1000r. p. m. 15分 間遠沈 し,

その上清を105,000r. p. m.で3時 間冷凍遠沈 して得

たペレットをC3Hfお よびBALB/C新 生児マウス

の背部皮下に注入 し12ヶ月にわたって観察 した.

結 果

A-419系, A-319系 培 養細胞の初代, 14日 目のも

のの電顕像は図lに 示す如くで,予 期に反 して,も

との腫瘍組織(第4代 動物継代移植腫瘍)

に認められたよ うなA型 およびB型 ウィル

ス粒子は殆んど認めることが出来ず,多 数

のC型 ウィルス粒子が観察 された.

このC型 粒子は形態的に白血病を発症 し

たAKRマ ウスの リンパ節に認められる粒

子に酷似 し,細 胞外に,あ るいは細胞膜か

らbuddingし ている所が認められた.細 胞

外に存在す る粒子は平均直径約90mμ で,

二重の外膜を有 し,中 心部に電子密度中等

度,平 均直径約50mμ の核様体が観察 され

た.こ のウィルス粒 子 にはかな りの大小

不同があり,ま たその外膜に も凹凸が見 ら

れた.し か しB型 粒子に認められたような

外膜のSpikeは 観 察 されなかった.こ れらウィル

ス粒子は組織培養によ り継代す るに従って次第に減

少 し(図2),第21代, 383日 目のA-419系 細胞では

図3に 示す如 く少数のC型 粒子を認めるのみとなった

このA-419系 細胞株の初代14日 の細胞を第2編 に

おいて述べた如 く新生児AKRマ ウスに戻 し移植 し

て1ヶ 月後に生 じた腺癌には多数のA型 およびB型

ウィルス粒子を認め, C型 粒子は観察 されなかった.

ところが,こ の腺癌組織か ら得 られたA-162系 細

胞では, A-419系 の培養細胞の場合と同様に初代14

日においては多数のC型 ウィルス粒子を認め, B型

粒子は殆んど観察 されなかった.こ れ らC型 粒子の

数は組織培養の継代 を重ねるに従 って減少 した.(図

4お よび図5)

一方
, A-600系 細胞ではA-419系 細胞, A-319系

細胞 と異 って初代および3代 において, AKR原 発乳

癌でみられたと同様の成熟型および未熟型のB型 ウ

ィルス粒子が少数細胞間隙に観察された.(図6)

次に培養液中のウ ィルスのBioassayの 結果は,

表1, 2に ま とめた如 く乳癌の発生 も白血病の発生

も認めず陰性であった.各 系培養細胞中に認められ

たウィルス粒子の消長をまとめたのが図7で ある.

表1　 A-419系 細 胞, A-600系 細 胞 培 養 液 の無 細

胞 液 のC3Hfマ ウ ス に お け るBioassay

Fig. 6.　 組 織培養細胞の 由来お よび観察 された

ウ ィルス様 粒子
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表2　 A-162系 細胞, A-600系 細胞培養液の無細

胞液のBALB/cマ ウスにおけるBioassay.

考 按

乳癌ウィルスの盛んな増殖を伴 う培養細胞株を樹

立することは,こ のウィルスの動態および諸種の条

件がその動態におよぼす影響を究明する上に極めて

重要である.

従 って,そ のような細胞株の樹立を試みた研究は

多く,諸 家1)2)3)4)5)によ りかな りの成果が得られて

いることは既に緒言の所で述べた.

私 も乳癌嫌発系AKRマ ウスに自然発生 した乳癌

に認め られた乳癌ウィルスの動態を追求すべ く,乳

癌 ウィルスの盛んな増殖を伴 う培養細胞株の樹立を

目的として本研究を始めたわけである.

しかしその結果は前述した如 くで, A-419系 細胞,

 A-319系 細胞, A-162系 細胞に認められたウィルス

は予期に反 して電子顕微鏡的には大多数がC型 粒子

であった.こ の場合に認められた粒子が白血病ウィ

ルスであるか,あ るいはHairstoneら6),お よびDm

ochowski7)ら によって報告 された変形乳癌ウィルス

粒子であるかが問題となるが,教 室の小塚ら8)9)の報

告によると蛍光抗体法による検索では,こ れ らの系

の培養細胞はAKR乳 癌 ウィルスに対する抗体とは

殆んど反応せず, AKR白 血 病ウィルスに対する抗

体 とよく反応 したという.こ の結果からす ると,私

の培養細胞に認められたC型 粒子は白血病ウィルス

に相当するもの と考えてよいと思われる.

B型 ウィルス様粒子を多数認めた乳癌組織を培養

した場合,認 め られる粒子の殆んどがC型 粒子に変

ったという報告は他に見ないが,類 似 した現象を記

載 したものにMouriquandら10)お よびLastargues

ら11)の報告がある.

Mouriquandら10)はPS系 マ ウスの乳癌を培養 し

た場合, 3日 目, 5日 目ではBお よびC型 ウィルス

粒子を認め,そ れ以後はC型 粒子のみが認められ,

 Bioassayで は乳癌の発生を見たと報告 している.

Lasfargues11)ら はC57BL/Haagマ ウスの正常乳

腺組織の培養細胞 にBittner agentを 含 む材料を

かけて長期培養を行った所,予 期に反 して電顕的に

多数のC型 粒子のみが認められ, Grossの 白血 病

ウィルスに対する抗体 と反応を示 し, Bioassayで

白血病の発生を高率に認めたと報告 している.

私の培養細胞に多数のC型 粒子が認められたとい

う現象そのものは, AKRマ ウスが白血 病好発系 で

あり,白 血病 ウィルスが正常の乳腺組織中あるいは

乳癌組織 中で盛んに増殖 し得るというFeldman12)

ら, Hiraki13)ら, Matsui14)ら, Dmochowski15)の 報

告を考慮すると驚 くにあた らない.只,私 のAKRマ

ウス乳癌の場合に認められたように,多 数のB型 粒

子を有する乳癌組織を培養に移す と多数のC型 粒子

を認めるようにな り,そ の初代培養細胞を動物に戻

し移植 して生 じた腺癌には再び多数のB型 粒子を認

め,そ の腺癌を培養に移す と再び多数のC型 粒子の

みを認めるようになるという現象は他に報告がなく

興味ある所見である.

この現象が示唆す るものは,私 の実験系において

は, In vivoと い う条件下ではB型 粒子が盛んに増

殖 し, In vitroと い う条件下ではC型 粒子が盛んに

増殖するのであろうこと,お よび他の報告16)17)18)に

も散見される如 くB型 粒子の増殖 とC型 粒子の増殖

の間には干渉作用が存在す るのではないかというこ

とである.

これに比較 して,動 物継代移植腫瘍第26代 の腫瘍

組織か ら得 られた細胞株A-600で 認 められた粒子が

C型 でな くB型 粒子であった という所見 もまた興味

がある. Sanfordら2)は,細 胞レベルで,乳 癌を動

物に長期継代移植 して腺癌組織像が安定維持 されて

いる腫瘍 を培養に移す と長期 にわたって上皮性の増

殖を示 したと報告しているが,私 のA-600系 培養細

胞の場合,長 期にわたって動物継代移植 をくり返 し,

その腫瘍組織でのB型 粒子の増殖が くり返 されてい

るうちにそれ が安定化して,培 養に移 してもなおB

型粒子の増殖を示すに至ったと推論したい.

培養液のBioassayの 結果が乳癌発生についても

白血病発生についてもいずれ も陰性であったという

ことについては,乳 癌 ウィルスと白血病ウィルスの

間に干渉作用が存在 していずれのウゥルスの効果 も

出なかった可能性,お よび接種 したウィルスの量が

白血病あるいは乳癌発症に導 くに充分でなかった可

能性が考えられる.

結局私の実験系では乳癌ウィルスの盛んな増殖 を

示す培養細胞株の樹立 という目的は果せなかったが
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AKRマ ウスにおいては乳癌ウィルスと白血病 ウィ

ルスの間に干渉が存在することを示唆する所見を得

たので報告する.

結 語

乳癌嫌発系であるAKRマ ウスに自然発生した乳

癌の継代移植腫瘍からえられた培養細胞の電子顕微

鏡的観察を行った.

A-419系 細胞, A-319系 細胞, A-162系 細胞には

多数のC型 ウィルス粒子が認められ,組 織培養の継

代 と共にその粒子の数は次第に減少 した.こ の所見

は,こ れ ら培養細胞 をうるために材料 として用いた

腫瘍に多数のA型 およびB型 ウィルス粒子が認めら

れ, C型 粒子は殆ん ど認められなかった所見と対比

して興味あるものと考えた.

一方A-600系 細胞は
,少 数の未熟B型 粒子が認め

られるのみの第26代 継代移植腫瘍から得 られたもの

であるが,少 数の成熟B型 粒子が観察 された.

これ ら培養細胞液のBioassayは 白血病について

も,乳 癌について も陰性の結果であった.

これ らの所見からAKRマ ウスにおいては白血病

ウィルスと乳癌ウ ィルスの間には干渉作用があるこ

とが推論された.
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Fig. 1 A-419系,初 代培養細胞の電子顕微鏡像.

細 胞外に多数のC型 ウィルス粒子を認める.

×42.000.

Fig. 2 A-419系,第21代 継代培養細胞の電子顕微

鏡像.細 胞外に少数のC型 ウィルス粒子を認

める.×31.500.

Fig. 3 A-162系,第12代 継代培養細胞の電子顕微

鏡像.細 胞外に少数のC型 ウィルス粒子を認

め る.×39.600.

Fig. 4 A-162系,第17代 継 代 培 養 細 胞 の電 子 顕 微

鏡 像.細 胞 外 に 認 め られ るC型 ウ ィル ス 粒 子

の 数 は次 第 に 減 少 す る.×36.000.

Fig. 5 A-600系,第3代 継 代 培 養 細 胞 の電 子 顕 微

鏡 像.細 胞 外 にB型 ウ ィル ス粒 子 を認 め る.

×39.600.
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Summary

This report is concerned with electronmicroscopic studies on tissue culture cells obtai

ned from a spontaneous mammary carcinoma and it's serially transplanted tumors of AKR mice.

Numerous type C virus particles were observed in A-419 line, A-319 line, and A-162 line

 of tissue culture cells. These particles showed a gradual decrease during the serial passages

 in vitro. This finding is interesting in view of the fact that numerous type A and B partic

les but no type C particles were observed in the tumors from which those tissue culture cells

 were derived. In contrast, mature type B particles were observed in A-600 line tissue cult

ure cells, whereas only a few immature type B particles were observed in the 26th transplant

 generation of the tumor from which A-600 line cells were derived.

The results obtained suggest a possible interference between type A and B particles and

 type C particles. Bioassays of tissue culture fluids from A-419, A-162, and A-600 lines indu

ced neither leukemia nor mammary carcinoma in test mice.
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