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ヒ ト肝癌由来 P L CノP R F ノ5 細胞 ク ロ ー ン の 腫瘍原性 と

他 ウ イ ル ス 重 複 感 染 効 果

金沢大学が ん研 究所 ウイ ル ス 部 く主任 二 波田野 基 一 教授ン

吉 江 忠 正

く昭 和5 9年8 月1 1 日 受付I

H B V くh e p a titi s B v i r u sl 感染の 試験管内解析 は
， 現在未だ 不可能な の で

，
H B v 持続感染 ヒ ト由来

継代培養細胞 こP L CノP R Fノ5 を用 い て その 一 端の追求 を試み た ． その 方法 と して
， 本細胞 の軟寒天 内 コ ロ

ニ ー 形成法に よる ク ロ
ー

ニ ン グで 得た 各ク ロ ー ン細胞株の H B s A g くh e p a ti ti s B s u rf a c e a n ti g e nl と A F P

くa
－f e t o p r o t ei nl 産生能を見， 同時に ヌ ー

ド マ ウ ス 腫瘍原性 を比較 した
．

つ い で ヱれ ら の性状 に及ぼす 他ウ

イ ル ス 重感染効果と薬剤処理効果も検討 した
． 得 られ た計 11 ク ロ

ー ン細胞株 の H B s A g と A F P 産生能の

間には H B s A g 高屋生ク ロ
ー ン細胞株 は A F P 産 生も 高い と い う 相関が見出さ れ た ． H B s A g 高及 び低産生

ク ロ
ー

ン 細胞株の両者 をヌ ー

ド マ ウス に 移植す る と
， 高座生ク ロ

ー

ン細胞株の方が よ り高い 造腫瘍性 を示

した ．
これ ら ， 高及 び低産生の 両 ク ロ ー ン 細胞株 に H S V ．2 くb e r p e s si m pl e x v i r u s t y p e 2J の細胞溶解性

重感染をさ せ ると
，
H B s A g お よ び A F P の何れ も産生抑制が 認め ら れ た

． 同様 の H C M V くh u m a n c yt o m e
．

g al o vi ru Sl 量感染と D X M くd e x a m e th a s o n el 処理 で は， 両者の 産生増加傾 向を示 し
，

H VJ w くh e m a g gl u
．

ti n a ti n g v i r u s o f J a p a n
，

wi 1d s t r a i nJ 重 感染で は A F P の み の産生 低下 を み た ． しか しな が ら
，

H VJ ts

くt e m p e r a t u r e s e n siti v e m u t a n tl に よ る持続量感染化細胞 で は
， 両者の 変化は なか っ た

．
こ れ ら よ り ， 重

感染す る D N A 型及び R N A 型ウイ ル ス 種類の差及び 細胞溶解性 か持続性 か の感染形態 に よ っ て も H B V

ゲ ノム 表現 と し て H B s A g お よ び肝細胞 ゲ ノ ム 表 現と して の A F P 産生 へ の 異 な る 影響 が 明 らか に さ れ

た ．

E e y w o r d s h u m a n h e p a t o m a c ell li n e
， Cl o n e

，
h e p atitis B s u rf a c e a n ti g e n

くH B s A gJ ， a
－f et o p r o t ei n くA F PI， Vir u s s u p e r －in f e cti o n

．

肝炎を惹起 させ 得る ウイ ル ス に は
，
黄 熟 エ ン テ ロ

，

ヘ ル ペ ス
， 風疹な ど肝以外の 組織に も ウイ ル ス 感染を

起 こ させ 得るい
ものと

， 肝自身を主要侵襲組織と す る A

型肝炎ウイ ル ス くh e p a titi s A V i r u s
，
H A V l ， B 型肝

炎 ウイ ル ス Ch e p a titi s B V i r u s
，
H B V l ，

およ び非 A

非 B 肝炎 ウイ ル ス 亡n o n － A n o n
－ B h e p a ti ti s V i r u s

，

N A N B H V l が知 られ てい る
．

こ れ ら のう ち ， H A V を

除く H B V 及び N A N B H V 感染 は
，肝癌 を惹き起 こ す

確率が高い と され て い る ． 特に H B V 感染 は
，

急性肝

炎， 慢性肝炎， 肝硬変そ して 肝癌 ， 特 に肝細胞癌 へ と

移行 し易い
2I

． また ， H B V の 抗原が血 清中に 見い だ さ

れ る無症候性 キ ャ リヤ
ー

の存在 も周知の 通 り で ある
．

こ の 無症候性 キ ャ リヤ
ー

の数は ， 日本で は
，

人 口 の約

2 ％以上 と推定 され て お り
潮

， 無症候 性 キ ャ リ ヤ
ー

に

よ る H B V の 家族 内感 乳 母子 垂 直感染が 問題 と な っ

て い る ．

H B V の感染実験 は， わ官 め 0 で はチ ン パ ン ジ
ー

な ど

の高等霊 長類の 一 部で しか で き ず
，
i n vi t r o の 細胞培

養 で の E B V の 感染実験は 不可能 と さ れ て き た
4I

． し

か し
，

1 9 76 年， 南 ア フ リ カの A l e x a n d e r ら に よ り，

H B s 抗原 くh e p a titi s B s u rf a c e a n ti g e n
，
H B s A gl ，

a － フ ェ ト プ ロ テイ ン くa ．f et o p r o t ei n
，
A F P l 陽性肝細

A b b r e vi a ti o n s 二 A F P
，

a
－f et o p r o t ei n

，
a r a A ， a d e n in e －

a r ab in o sid e ， C P E
，
C y t O p at hi c eff e ct

，

D X M
，
d e x a m et h a s o n e ， E D T A

，
et h y l e n e di a m i n et et r a a c e t at e

，
FI T C ， fl u o r e s c ei n is ot hi o c －

y a n at e ，
H A D

，
h e m a d s o r p ti o n

，
H A V

，
h e p a titis A vi r u s

，
H B s A g ，

h e p atitis B s u rf a c e



ヒ ト肝癌細胞 へ の ウ イ ル ス 重複感染

胸痛患者解剖材料 か ら
，

H B s A g 産生 肝癌細胞株5 糊
が

樹立さ れ た ． それ が， P L C I P R F 15 細胞くP L C l で
，
H B V

感染の 実態検索を 玩 乙直川 で あ る程度可能 に した
．

そ

の後，
引き 続き H B s A g 産 生 を示 す と 卜肝癌細胞培養

株が い く つ か 樹立 化 さ れ ， 現 在b u 甘一1
，

－4
，

7I
，
H e p 3 B 8，

，

M a hl a v u
9 I

，
H C C － M 川

な どが あ り ， こ れ らの 細胞株 を

用い た実験 に よ り
，

E B s A g 産生 に つ い て い く つ かの

知見が 得られ て い る ．

一 方 ，
A F P は

， 本来胎児期に 肝， 卵黄糞細胞 か ら主

として 産生 され
，

消化器 か らも わ ずか に 産生1 1I
さ れ て

いる蛋白 で
， 生後 間も な く消失す るが 内胚葉性組織の

癌化に 伴 い 再び塵 生さ れ て来る こ とが 多い
． 特 に 原発

性肝細胞癌1 21
， 卵黄糞癌 用 で 上昇が 著 しく， 胃癌 川

で も

A F P の 塵生 を認め る も の が 報告さ れ て い る が あ ま り

多くは ない
． その こ と よ り，

A F P 産生の 上 昇 は
， 非特

異的なが ら， 肝細胞癌
， 卵黄褒癌の 腰 瘍 マ

ー カ ー

と な

り得ると さ れ て い る ．

A l e x a n d e r ら
1 51 の 報告 に よ る と， P L C 細 胞 は A F P

産生を して い ない とさ れ て い たが
， 近年 その 産生 の 報

告
1 6 － 川

がみ られ るよ う に な っ た ． さ ら に
，
P L C 細胞の

ク ロ
ー ニ ン グ化細胞株に お い て は

，
H B s A g 産生 量 と

形態が 各々 に 若干 異 な り
1 9 劇

薬剤感受 性 に お い て も

差9
憧 示 す こ とが 見 い だ さ れ て い る ．

そ こ で今回 ， H B V 持続感染細胞 P L CノP R Fノ5 細胞

の ク ロ ー ニ ン グ を 行 な い
， 得 ら れ た 細 胞 の 性 状 を

H B s A g と A F P 産生能 よ り比較 した ．
これ らの う ち

，

特に H B s A g 高産生 ク ロ ー ン と低塵 生 ク ロ
ー ン に つ い

て ヌ
ー

ド マ ウ ス へ の 腰 瘍原性 を比 較検討 した ． さ ら に
，

D N A 型 ウ イ ル ス ニ 単 純 ヘ ル ペ ス 2 型 ウ イ ル ス

くh e r p e s si m pl e x vi r u s t v p e 2
，
H S V － 21 ，

ヒ ト サイ ト

メガ ロ ウイ ル ス くh u m a n c yt o m e g al o vi r u s
，
H C M V J

と R N A 型 の H VJ くS e n d ai vi r u sJ 各 ウイ ル ス の 細胞

溶解性感 粗 さら に H VJ の 持続感染く何 れ も ウイ ル ス

重複感染 に 該 当1 に よ る影響 を H B s A g お よ び A F P

各産生能の 指標 か ら検討 した
．

材 料 と 方 法

1 ． 使用細胞と 培養条件

ク ロ
ー

ン 化 と ウ イ ル ス 重 複 感染 に 用 い た細 胞 は

P L C 細胞で
，

1 0 ％ 仔牛血清加 E a gl e の M E M くmi ni －

m u m e s s e n ti al m e d i u m l で培養さ れ た ．
H V J 感染価

の 測定に 用 い た L L C － M K 2 くr h e s u s m o n k e y k id n e y 由

来卜細胞は， 5 ％仔牛血 清加 の M E M で 培養さ れ た
．

6 21

P L C 細胞と L L C － M K 2 細胞 の 継代，
およ びウイ ル ス 細

胞溶解性感染実験 は 37
0

C で行 な っ た
．

H V J 持続感染

細胞 は 34
0

C で 継代 し
， 細胞 の 継 代 は

，
0 ． 02 ％E D T A

くeth yl e n ed i a mi n e t e t r a a c e t a t el と 0 ． 2 5 ％ト リプ シ ン

m if c o
，
U

． S ． A ．1 を用 い て 行 っ た
．

2 ． ウイ ル ス

D N A 型 ウイ ル ス の H S V ．2 こ 1 9 6 株 は F L 細胞 くヒ

ト羊膜由勅 で 増殖 させ
，
全細胞が細胞変性効果くc yt o

－

p a th i c e ff e c t
，
C P E l を示 した 時

，
培養液を遠心 して

そ の 上 清を ウイ ル ス 原液と して －

8 0
0

C に 保存 した
．

H

C M V こ T o w n e 株は ヒ ト胎児肺由来初代繊維芽細胞

で 増殖 させ
， 凍結融解後， 遠心上 浦を

－

80
0

C に 保存 し

た ． R N A 型 ウイ ル ス と して H V J こ 名古屋 1
－

6 0 株

を用 い た ． 豆V J 野性株 くH V J wi l d s tr a in
， H V J w l

は発育鶏卵を用 い
，
3 7

0

C で増殖さ せ
， 持続感染細胞樹

立 化に 用 い た H VJ は
， 温度感受 性変異株 G 2 H くts1

2 り

で
， 発育鶏卵 に 32

0

C で 増殖させ て何れ も
－

8 0
0

C に 保存

した ．

3 ． P工二C 細胞の ク ロ ー ニ ン グ

ク ロ ー ニ ン グは軟寒天 内コ ロ ニ ー 形式法 細 に 準 じて

行 な っ た ． 6 0 m m の シ ャ
ー レ に 0 ．5 ％寒天 くDif c o

，
U ．

S ． A
．1 を含む増殖培地4 m l を加 え， 囲化後， 支持層と

し
，

そ の 上 に 0 ． 4 ％寒天 を含 む 培地 3 m l に 2 ノ 1
－ノ 1 0 x

l O
2 前後の P L C 細胞 を混合 して重層 した

．
3 へ 4 週間，

3 7
0

C
， 5 ％炭酸ガ ス 恒温器で培養 した ． 形成さ れ た コ

ロ ニ ー を パ ス ツ ー ル ピペ ッ ト に よ り採取 して 35 m m

シ ャ
ー レ に 移し

，
10 ％牛胎児血清加 E a gl e の M E M で

培養を続 けた ．
シ ャ

ー

レ の 40 へ 5 0 ％ま で細胞が増殖 し

た 時 に
，
0 ． 0 2 ％E D T A と 0 ．2 5 ％ トリ プ シ ン処理 に よ

り ， 細胞 をはが し
， 通常の 継代培養 を行な っ た

．

得られ た各 ク ロ
ー ン 細胞株 に お ける H王ヨs A g お よ び

A F P の 産 生を比較す る ため に 培養 ビ ン く1 オ ン ス1 に

5 X l O
5 偶の 細胞 く1 x l O

5

ノm り の細胞濃度1 を まき
，

3

日目に 培養液 を交換 した ． その 時の 上 清と 6 白目の上

浦 を－20
O

C に 保存 し
， 後 日 H B s A g お よ び A F P 量 を

測定 した ． 細胞増殖能の 比 較は培養6 日日後細胞数算

定 に よ り行な っ た
．

4 ． ク ロ ー ン 細胞株 の ヌ ー

ド マ ウ ス で の 造腰癌性

ヌ ー

ド マ ウ ス は B A L B I C
，

n u J n u を用 い た ． 各 ク

ロ
ー

ン 細胞株 の 造腰 壕性 を比 較検 討する目的で 1 匹 あ

た り 5 x l O
6 個の 細胞 を皮下 に 接種 して 9 週 間観 察 し

た
． 腫 瘍 を形成 した マ ウ ス 4 匹か ら は 6 週目に 採血 し

，

血 清を 分離 して H B s A g およ び A F P 量 を測定す る ま

a n tig e n
，

H B V
，
h e p atit is B vi r u s

，
H C M V

，
h u m a n c y t o m e g al o vi r u s

，
H 8 t E

，
h e m a t o x y li n －

e o sin
，

H S V － 2
，
h e r p e s si m pl e x vi r u s t y p e 2

，
H V J ，

h e m a g gl uti n ati n g vir u s of J a p a n くS e n d ai
Vi r u sJ ，

H V J t s
，

H V J t e m p e r a t u r e s e n siti v e m ut a n t
，

H V J w
，

H V J w ild st r ai n
，

I F A
，



6 22 吉

で － 2 0
0

C に保存 した
．

．
対照 と して同 じ適齢の マ ウ ス の

血清も
ー

2 0
0

C に 同時に 保存 した ． また 血 清を採取 した

マ ウ ス の 腰 瘍 はホ ル マ リ ン 固定 して
，

ヘ マ ト キ シ リ

ン ． エ オ ジ ン 染色くh e m at o x yli n
－

e O Si n s t ai ni n g ， H 8 z

E l ，
ま た は アル デ ヒ ド ． フ ク シ ン 染色

231 くald e h yd e －

f u c h si n st ai ni n gl で 病理 標本を作成 した
．

5 ． ウイ ル ス 重感染

い 細胞溶解性感染

末ク ロ
ー ニ ン グ の P L C 細胞，

ま た は ク ロ
ー ン 細胞

株 を 1 オ ン ス ボ トル に 8
ノ

ー 1 0 X l O
5 個 く1 ． 6

へ
ノ 2 ． O X lO

5

c ell sl m ll ま き ，
2 4 時間後 に H S V －2 ま た は H VJ w を

m ul ti pli ci t y o f i nf e cti o n くm ． 0 ．i ．l こ 1 ． 0 す なわ ち 1 ■O

pl a g u e
．f o rm i n g u ni t くp ， f ． u ．I 細 胞 で 感染 さ せ た ．

H C M V は m ． 0 ．i ニ 1 0 で 感染させ た
． 何 れ も 1 時間吸

着後，
H a n k

，

s 液また は M E M で 細胞を洗源 し， 培養液

を加え培養し た ． H C M V 感染実験 に は
，
1 0

－ 6
M の デ キ

サ メ サ ゾン くd e x a m e th a s o n e
，
D X M l を含 む培養液 を

加 えた
．

こ れ ら各 ウイ ル ス 重感染後， 継時的 に 培養上

浦 を採取 し，

－

2 0
0

C に 保存 した ．

2 1 H V J 持続感染珊胞の 樹立 化

ク ロ ー ン 細 胞 株 に H VJ t s を m ． 0 ．
i ニ 0 ． 1 ま た は

1 ．0 で 重感染さ せ
， 3 7

0

C で 1 時間吸着後，
H a n k

，

s 液で

洗淋 して
， 培養液 を加 え 34

0

C で培養 した ． 感染後
，

2

旬 3 日目 よ り CP E が 出現 し， 大部分の 細胞 は 脱落 し

た ． しか し， 約 1 ケ月間， 週 1 回培養液を交換 しなが

ら培養 を続け ， その 残存 した細胞 の継代に よ り ， 増殖

可能 な細胞 を得た ．
こ の細胞 の H V J 持続感染樹 立化

の 確認 は
，

モ ル モ ッ ト赤血球 吸着現 象 くh e m a d s o r p
－

ti o n
，
H A D l と蛍光抗体染色法 くi m m u n ofl u o r e s c e n t

l

an tib o d y s t a in i n g ，
I F A l 陽性 お よ び L L C － M K 2 細

胞 を用 い て の H VJ ブ ラ ッ ク 法制 珊 で 確認 し得 る 培養

液 中 へ の感染性 E VJ 出現に 依 っ た
．

持続感染樹立の確認後，
H B s A g お よ び A F P 産生量

に 変化が あ るか どう か をみ るた め に
，

1 オ ン ス 培養 ビ

ン に 5 X lO 5 個く1 ．O X l O
5
c ell sl m lぅの 細胞 を まき ， 継時

的に 上 帯 を採取 し
－

2 0
0

C に保存 す ると共 に
， 増殖 した

細胞数を算定した ．

6 ． H B s A g ，
A F P の 測定

い H B s A g の 測定

H B s A g 産生量は， ラ ジ オイ ム ノ ア ッ セ イくr a d i o i m
－

m u n o a s s a y ，
R I A I と 逆受身赤血 球凝集法 くr e v e r s e

p a s si v e h e m a g gl u ti n a ti o n
，
R P H A l を用 い て測定 し

た ． R I A に は A U S R I A くダイ ナポ ッ ト社
，

東京うキ ッ

江

卜を
，

R P 王1 A に は市販 く富士臓器 ， 東京1 キ ッ トを使

用 し た ．

2 1 A F P の 測定

A F P 産生量 は， R工A 法 で 同じ く市販 く栄研化学札

東京ユ キ ッ ト を使用 し て 測定 した ．

7 ． 螢光抗体染色法 く工F Al

l l H B s A g の 検索

H B s A g の検 索 は螢光抗体 間接法で 行な っ た
．

一 次

抗体 は抗 H B s A g モ ル モ ッ ト血 清くミ ド リ十最 大阻

を用 い
，

二 次抗体 に は ， 螢光色素くfl u o r e s c ei n i s o th i o c
－

y a n a t e
，
F I T Cl で ラ ベ ル さ れ た抗 モ ル モ ッ トI g G ヤギ

血 清を使用 した ．

H B s A g の 検 索 は ，
カ バ ー ス リ ッ プ 上 で 培養 した

P L C 細胞 をア セ ト ン で 10 分 間固定 後，

一 次抗体を

37
0

C 3 0 分 反 応 さ せ た ．
つ い で P ． B ． S ． くp h o s p h a te

b uff e r ed s ali n el で 3 回 洗油後，
さ ら に 二 次 抗体 を

37
0

C 3 0 分で 反応さ せ
，
洗源後オ リ ン パ ス 蛍光顕 微鏡で

観察 し た ．

2 う H VJ 抗原の 染色

H V J 特異抗原 は H VJ w で 免疫 し た家兎か ら得た抗

血清に F工T C を ラ ベ ル
2 り

し， 螢光抗体直接法に て観察

した
．

3 う A F P の 染色

抗 A F P 血清 は市販く協和発酵， 東京I を用 い て
， 螢

光抗体直接法 で A F P の 染色 を行な っ た ．

成 績

工 ． P L C 細胞 の ク ロ
ー

ニ ン グ

ク ロ
ー ニ ン グ前の P L C 細胞 を抗 H B s A g 血 清と抗

A F P 血 清を用 い て IF A 法 で 染色 す るとく図1 a
，
b l ，

細胞 質に 螢光陽性物質が 見出され た ．

一 方，
H B s A g お

よ び A F P の 産 生 は
，

P L C 細 胞培 養上 浦 中に 何れ も

RI A 法で 検出され
， 持続感染化 H B V ゲ ノ ム の 表現と

肝由来細胞の 確認が で きた ．

1 ． ク ロ ー ン 細胞株 の 形態

軟寒天 内コ ロ ニ
ー 形成法 に よ り ，

P L C 細胞の ク ロ
ー

ニ ン グで ， 最終的 に 1 1 個 の ク ロ ー ン細胞株を分離し得

た ．
これ ら

，
11 ク ロ

ー ン細胞件の 形態学的差は ほとん

ど認 め られ ず， ほ ぼ均 一

な細胞か ら な る もの と
，

不ぞ

ろい の 細胞 か ら な るも の と に 区別で き たが
，

そ れ程明

確な 差と はい えな か っ た ．

2 ． ク ロ
ー ン細胞株の 増殖性

1 1 ク ロ
ー ン 細胞株 に お け る細胞増殖，

H B s A g お よ

i m m u n ofl u o r e s c e n t a n tib o d y ， I F N
，

i n t e rf e r o n
，

M E M
，

m i ni m u m e s s e n ti al m ed i u m
，

N A N B H V
，

n O n － A n o n － B h e p a titis v ir u s ， P L C
，

P L CI P R F1 5
，

R I A
，

r a di oi m m u n o a ss a y ，

R P H A
，
r e V e r S e p a S Siv e h e m a g gl u tin ati o n ．
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Fi g ． 1 － M o r p h o l o g y o f u n cl o n ed P L C c e11 s ． aン
S t ai n i n g b y a n ti － H B s A g

－I F A
ホ

くX 5 0 0l ，
b J S t a i n ．

i n g b y a n ti － A F P －I F A
． ＋

くX 50 0J
ホ
a n ti － H B s A g

－I F A
，

a n ti －h e p a titi s B vi r u s s uf a c e

a n ti g e n －i m m u n o fl u o r e s c e n t a n tib o d y 三
川

a n ti －

A F P
，
a n ti － a －f e t o p r o t ei n

－i m m u n o fl u o r e s c e n t a n ti －

b o d y ．

び A F P の 産 生 に 違 い が あ る か をみ る た め に
，

それ ぞ

れの ク ロ ー ン細胞株 を実験 方法 で述 べ た ごと く ， 3 7
0

C

で培養 した ． 細胞増殖 は 6 日後 の 細胞 数で
，
H B s A g お

よ び A F P 産生量 は 3 日 臥 6 日 目の 培養上 清 で そ れ

ぞれ測定し た く表 い ．

細胞増殖 をみ る と
， 細胞 増殖 が も と の u n cl o n e d 親

細胞く6 日 乱 1 ． 35 X lO
6

イ剛 に 比 べ 良好の ク ロ
ー

ン細

胞株は H 4
，
H 5 お よ び M 6 で あ っ た

． 高値 を示 したク

ロ
ー ン細胞株くH 4うに比 べ て

， 細胞増殖能 の 低い ク ロ
ー

ン細胞株几81 で は
，
両者の 間に 1 ． 6 5 倍 の 羞が あ っ た

．

その 他 の ク ロ
ー ン 細胞 株 の 培 養 6 日 目 の 細 胞 数 は

1 ．2 ヘ
ノ

1 ．4 X l O
6

偶の 範 囲で あ っ た
．

3 ． ク ロ
ー ン細胞株 の H B s A g 産 生 能

各ク ロ ー ン細胞株3 日培養上 浦中の H B s A g 産生 能

は
，

H 3 ， H 4 お よ び H 9 ク ロ ー ン細胞株 で 親株に 比 し
，

有意と 思わ れ る高値が見 出さ れ た ． 逆に 低産生細胞株

はL7 ， L 8 お よ び Ll O で あ っ た ．
これ ら， 3 日目に 高値

を示 した ク ロ
ー ン 細胞株 は

，
6 日目も 高く

， 同様 に 低

623

産生ク ロ ー ン細胞株の 6 日日も低値で あ っ た
．

そ こ で増殖後の 細胞数の 差 に よる H B s A g 塵 生量 に

遠い があ る か も しれ な い の で
， 最も細胞数が 少ない L 8

を基準と し て仮の比 を算定し た
．
L 8 の細胞数く6 日日1

を A く1 ．0 6 X l O
6

1 ， 他の ク ロ
ー ン細胞株の 細胞数く6 日

目1 を B と し
，

BノA で細胞数比 を算出 した ． 次 い で
，

L 8 く6 日 削 の H B s A g 量 ニ 9 くc ． p ． m x l O
－

31 を C と

し
， 他の ク ロ ー ン細胞株の H B s A g 量く6 日目l を D と

す ると， DI C は H B s A g 産生量 の 比 と なる ． そ こ でくDI

C ＋ BI Al を求め る と
，

細胞数比 も考慮 に入 れ た L 8 の

H B s A g 産生能 を1 ．0 0 と した時の比率が得 られ た
．

上 記の 式 で計算 し た比 率で比 べ て みて も
，

H B s A g

産 生の 高い ク ロ
ー ン細胞株，

H 3
，
H 4 およ び H 9 は高値

を示 し た
． 同様に

， 低い 塵生ク ロ
ー ン細胞株，

L l
，
L 2

，

L 7 ，L l O は低値 を示 した
． 他 の M 6

，
M ll も かか る比 率

で み ると低産 生 ク ロ
ー ン で あ っ た く表 1コ．

4 ． ク ロ ー ン 細胞株の A FP 産生能

A F P の 塵 生 に 関 して は
，

3 日 後の 培養液中に 商 い

A F P 産 生 が み られ た ク ロ
ー ン細胞株は

，
H 3

，
M 6 お よ

び H 9 で あ っ た
．

ま た低い ク ロ
ー ン細胞株 は

，
L 2

，
L 7

お よび Ll O で あ っ た ． さ ら に
，

6 日目で高値を示 した

の は
，

H 3
，
H 4

，
H 5

，
M 6 お よ び H 9 で あ り

， 低値 を示

したク ロ
ー

ン細胞株 は
，

L l
，
L 2

，
L 7

，
L l O お よ び M l l

で あ っ た ． そ こ で や はり
， 細胞 数当 りに 算定比較 した ．

その 結果，
H 3

，
H 4

，
H 5

，
M 6 およ び H 9 が 高値 を示 し，

L l
，
L 2

，
L 7

，
L 8

，
L l O お よび M l l が低値に 属 して い た

く表 り ．

5 ． H B s A g と A F P 産生 能の 相関

各ク ロ
ー ン 細胞株 に お け る H B s A g と A F P の 産 生

量 は相関が あ るよ う に み えたの で
， 表1 に 示 され て い

る H B s A g と A F P の そ れ ぞ れ の 比 を プ ロ ッ ト し た

く図2 1 ． そ の結果
，

一 般 に H B s A g 高産生ク ロ
ー ン 細

胞株 は A F P 債 も 高い と い う 傾向 を示 し
， 未 ク ロ

ー ン

化親細胞は
，

H B s A g お よ び A F P 産生 量 と も に
，

ほぼ

中間に 位 置 した ． 親細胞株 よ り H B s A g お よ び A F P

と も高座生 ク ロ ー ン細胞株 は4 個 くH 3
，
H 4

，
H 5

，
H 9う，

低い それ は 6 個 くLl
，
L 2

，
L 7

，
L 8

，
L l O

，
M l 11 で あ っ

た
．

そ こ で
，

以下 の 実験に は
， 高 ク ロ

ー

ン 細胞株と して

H 4 と H 9
，
低 い ク ロ ー ン 細胞株 と して Ll と L l O を用

い た
．

工工 ． ク ロ ー ン細胞 の 腫 瘍原性

H B s A g お よ び A F P の 産 生能 と ヌ ー

ド マ ウ ス で の

腫 瘍原 性と の 間 に
， 相関性が ある か を次に 検討 した ．

すな わ ち高塵 生 ク ロ
ー ン細胞株 くB 4 お よ び H 91 と低

塵生 ク ロ
ー ン 細胞 株 くLl お よ び L 抽 それ ぞれ 細 胞

5 x l O
6

個 を マ ウス 皮下に 移植 した
． 接種後，

3 週後半



6 2 4

T a bl e l ． C ell g r o w th
，
H B s A g くh e p a titi s B v ir u s s u rf a c e a n tig e nJ a n d A F P くa

．f e t o p r o t ei nン
p r o d u c ti o n o f cl o n e d P L C I P R F 1 5 c ell s

cl o n e d c ult u r e n u m b e r o f
H B s A g A F P

N o ． d a y s C ell s く1 0
41

R I A
a

r a ti o
b

n gJ
l
m l n gl 10 4

c ell s

L 1 3 1 2 39 9
6 四 10 0

． 7 9 6 ． 6 1

L 2 3 1 2 27 6
6 1 3 7 21 1 ． 81 5 ． 8 0

L 7 3 7 1 5 9
6 1 2 9 1 0 0 ． 9 2 3

．
7 3

L 8 3 6 25 7
6 田 9 1 ． 0 0 5 ．6 0

L l O 3 口 159
6 1 3 1 8 0 ． 7 2 2 ．5 0

M 6 3 23 1 21 6
6 16 0 29 2 ． 1 3 17 ． 0 6

M l 1 3 田 328
6 1 2 7 1 4 1 ． 3 0 5 ． 6 1

H 3 3 6 7 1 9 18

6 1 4 5 8 0 6 ． 4 9 2 0 ． 1 9

H 4 3 5 7 7 85
6 1 7 5 8 6 5 ． 8 4 1 3 ． 3 3

H 5 3 2 0 45 5
6 1 69 6 0 4 ． 1 4 1 4 ． 8 9

H 9 3 3 4 1 28 9
6 1 44 5 9 4 ． 8 2 19 ． 8 6

田 863
1 3 5 2 8 2 ． 4 5 1 7 07 1 2 ， 6 8

M e di u m ch a n g e w a s d o n e o n th e th i rd d a y ． H B s A g a n d A F P i n th e c ult u r e m e di u m w e r e

a s s a y e d o n th e thi r d a n d si x th d a y aft e r th e i n o c u l a ti o n o f 5 x l O
5

c ell sノb o ttl e ．

R I A
a

，

1 2 5Iくc ，p － m ． X l O
－

31 こ r a ti o
b

，
t e n t a ti v e r a ti o s e x p r e s s ed b y a f o r m ul a こ

o f o th e r Cl o n e d c ell s く6dl
H B s A g of L 8

n 坤
n um b e r o f L 8 く6dJ

よ り 5 週 の間に 腫瘍が 出現 し始め， 8
〆

－ 9 週 ま で 経過

を みた ．

腫瘍形成 は H B s A g お よ び A F P の 高い ク ロ ー ン 細

胞株接種 マ ウス で は ， 9 匹 中 4 匹く44 ． 4 ％1 ， 低 い 産 生

ク ロ ー ン細胞株接種で 11 匹 申 3 匹く27 ． 2 ％1 で あ っ た
．

全体 で は 20 匹 中7 匹 に 腫瘍形成 をみ
，

そ の 形成率 は

35 ． 0 ％で あ っ たく表2 I ．
こ れ よ り ，

一 般 に H B s A g 高

産生 ク ロ
ー

ン 細胞 は低産生 ク ロ ー ン細胞 に 比 べ
，

ヌ ー

ド マ ウス で の 腫墳形成率 は若 干高い こ と が 示 唆さ れ

た
．

しか し なが ら ， 出現 した腫瘍の 大き さに は， 高塵

生ク ロ
ー ン細胞株 と低塵生 ク ロ

ー

ン細胞株 に は差 は認

めら れ ず， 腫 瘍の 大きさ は ， 5 週目で平均 3 X 4 m m

で あっ た ．

腫 瘍 を形成 し た マ ウス よ り 血 清 を採取 し
，

H B s A g

と A F P の 測定 を行な っ た ．
H B s A g の 測定 に は， 少量

の 血清しか 得ら れな か っ た た め に
，
R P E A 法の み しか

行 な え な か っ た
． 測 定 し た マ ウ ス に は H 4 お よ び Ll

ク ロ
ー

ン細胞株 を移植 し
，
腫 瘍が 出現 した マ ウス 2 匹

ずつ を用 い
， 未接種 マ ウ ス 2 匹 を対照 と し た ．

その 結

果 は
，

表3 に 示 した よう に腫 瘍が 形成され た マ ウ スの

全 て の 血 清中に ，
か な り 高い 値の A F P が 検出され， 細

胞末接種対照 マ ウ ス 血 清中に は
，

A F P は 検出で き な

か っ た ． H B s A g は
，

H 4 ク ロ
ー

ン 細胞株接種後，
腫瘍

を形成 した 1 匹 の マ ウ ス 血 清中の み に 検出で き た ．

形成さ れ た腫瘍 を病理 学的 に 検 索 し た と こ ろ く図

3 a
， b l

，
腫瘍細胞は ヒ ト肝細胞癌 に 極め て 類似した

形態 を示 して い た ． ま た B B s A g を有す る肝細胞を濃

い 紫 に 染色す る アル デ ヒ ド ． フ ク シ ン 法で み る と ， 細

胞質が 染色さ れ る細胞 が少数認 め られ
，

H B s A g の 存

在が 確認さ れ たく図3
，

C う．

III ． H B s A g お よ び A F P 産 生 に 及 ぼ す H S V －2
，

H C M V ま た は H V J 重 感染の 影 響
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■ L 2

r M l l

品 錘 1

0
月

■

聾
H

ひ

嘩
ぷ
岩

u n c l o n e d

■ ト1 6

椚 鵠ノ1 0
4

c e l 珂

2 0

Fi g ． 2 ． R el a ti o n sh i p b e t w e e n H B s A g r a ti o
＋

a n d

A F P p r o d u c ti o n i n cl o n e d P L C c ell s
，

N o ． L l －

M ll
ヰ ホ

．

栴
T h e s a m e r a ti o a s sh o w n i n T a bl e l ．

＋ ホ

C l o n e d

C ell s
，
N o ． L l ． M l l a r e th e s a m e cl o n e d a s s h o w n

in T a b l e l ．

T a bl e 2 ． T u m o r l g e ni cit y o f cl o n ed P L C c e ll s b y a

tr a n s pl a n t a ti o n o f 5 x l O 6
c e11 sノm o u s e

cl o n ed n o ． of m i c e n o ． of t u m o r t u m o r

C ell s tr an S pl a n t e d ta k e at 5 w e e k s i n cid e n c e

r ％1

H 4

H 9

5 2

4ノ9く9 う く4 1
4 2 く4 4 ．4J

6 2

3 ハ1く1 い く3 ナ
5 1 ほ7 ． 2フ

T a bl e 3 ． V al u e s of H B s A g a n d A F P i n n u d e

mi c e
，

s s e r a w ith t u m o r o c c u r r e n c e a t 6
W e e k s a ft e r P L C c e lls tr a n s pl a n t a ti o n

n o ． of H B s A g A F P

m l C e くR P H A l
綿

くn gノm ll

ロ
H 4

ホ
28 8 7 ． 7

2 ＋ 2 2 6 7 2
． 2

ロ
L l

ホ
2 74 07 ． 4

2 74 9 6 ． 1

C O n t r O l l 0 ． 5

くn o n －tr a n S pl a nt e dJ 2 0
． 4

．
5 x lO 6

c ell sl m o u s e tr an S pl a n t a t e d
，

琳
r e v e r s e p a s si v e h e m a g gl u tin a ti o n ．

1 ． H S V － 2 重感染の 影響

H S V －2 を m － 0 ．i ニ 1 ． 0 で
，未ク ロ

ー

ン化頼細胞株 P L C

細胞に 感染させ た
． 感染後 8

，
24

， 4 8 ， 72 時間後の培

養上 清中 の H B s A g お よ び A F P の 産 生量 を 測 定 し

た ．
ウイ ル ス 感染に よ る C P E は 8 時間後 に 最 抑 こ認

め られ
，

4 8 時間後 に は全面 C P E とな っ た ．

H B s A g お よ び A F P の 培養液中 へ の 産生量は
，
ほと

ん どの 細胞に C P E の認め ら れ な い 8 時間で す で に 未

感染細胞 に 比べ て ， 軽度の低下 を認め た ． しか し
，
C P E
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の著明 に な る感染後 24 時間以降 は両者 と も抑制 さ れ

た く図 4う．
こ れ は C P E に よ る細胞崩壊 に よ るも の と

考 えられ た
．

そ こで
， 同様 の実験 を

，
ク ロ ー ン細胞 楓 H 9 お よ び

L lO を用 い て 行な っ た ． す な わ ちH S V －2 を m ． 0 ．i ニ 1 ．0

で 感染さ せ
，
H B s A g お よ び A F P の産生量 を経時的 に

測定した ． 図 4 の実験 で感染後8 時 間くC P E 軽度 出筆削

で す で に H B s A g お よ び A F P 産生と も に抑制 さ れ て

い たの で
， 感染後 8 時間ま で を 2 時間間隔 で測定 した

．

図5 に 示 す よ う に
， 感染 後 4 句 8 時 間か ら軽度 に

，

H B s A g お よ び A F P 産生 と も に 抑制 され 始め た
．
さ ら

に 重感染が 進む と 図に は示 して な い が 12 へ 2 4 時 間後

に は両者 とも対照の的 場 へ 庖 に 著明 に 低下して い た ．

し か も C P E 出 現前 ま で を み る と
，

H B s A g お よ び

A F P と も に H 9 ク ロ
ー

ン細胞 株 の 方が 抑制 傾向が 強

く
，

L l O ク ロ ー ン細胞株で は軽度で あ っ た
．

2 ． H C M V 量 感染の 影響

H C M V 重感染 は H 9 ク ロ ー ン 細胞株 の み を 用 い て

行な っ た
．

H C M V はi n vi tY V で は上 皮性細胞 での 増

殖は ない と され て い るが
， 当教室の T a n a k a ら

2 町に よ

り， H C M V を高 m ． 0 ． i ． で P L C 細胞に 感染さ せ D X M

で処理 す る と
，

H C M V は確か に 増殖す る こ と が 明ら

か に さ れ てい る ． そ こ で H C M V を m ． 0 ． i ．

ニ 1 0 で感染

させ， 1 時間後 に D X M l O－8
M 含有培養液 で 処理 し，

感染後12， 2 4
，

4 8 ， 7 2 お よび 96 時間後の培養上清 の

H B s A g お よ び A F P 産生量 を測定 した ．

8 2 4 4 8 7 2 抽 r I

C p E ＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋＋

t l m e a f t e r tl S V －

2 i n f e e t土o rl

F i g ． 4 ． P r o d u c ti o n o f H B s A g a n d A F P i n u n cl o n ed

P L C c ell s s u p e r
．i n f e c t e d w ith H S V －2 くh e r p e s

Si m pl e x vi ru S t y p e 2l ．

■
，

H B s A g i O
，
A F P ニ

ー

ー
ー

，
u ni n f e c t e d c ell s i

－

，

H S V －2 i n f e c t e d c ell s ．

江

C P E は初期 くe a rl yl C P E を24 時 間より 認めた が
，

ごく少数 で
， 感染後 96 時間で も 1 ％以下であ っ た

．

か か る状態 で H B s A g 塵 生 は H C M V 末感染 D X M

未処理 の 対照 細胞よ り も ， 感染後 4 8 時間頃 よ り 一 般に

その 産生 能 を軽度に 増強 し始 め
， 感染後 96 時間後で も

その 傾 向が ひ き続 き み られ た 個 6フ．
こ れ に 比 べ A F P

産 生 は 感 染 後 72 時 間 ま で 差 は な く，
9 6 時 間 で は

H C M V 未感乳 D X M 未処理 対照 細胞 は横 ば い に な

ハ

M

－
O

一

光

弓
d

．

U

こ
爪

N

一

－

g
s

雲

2 4 6 8 くb r I

t i m e a f t e r H S V － 2 i n f c t i o n

4 6 8 くh rI

t i rn e a f t e r H S V
－ 2 i n f e c t i o n

F i g ． 5 ． E ff e c t o f s u p e r
－i n f e c ti o n w ith H S V － 2 i n

Cl o n e d P L C c ell s くH 9 a n d L l Ol o n th e p r o d u c ti o n

O f H B s A g くaJ a n d A F P くbl ． 中 一 中
，

u n i n f e c te d

H 9 ニ ー
－ ．一書

，
u ni n f e c t e d L l O

，
0 －0

，
H S V －2 i n

．

f e c t e d H 9 ニ 0 ．

－－0
，
H S V －2 i n f e c t e d L lO ．
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r
．

．0
一

X

弓
d
．

リ

コ
爪

コ
．

冨
仏

呂

5

へ

1

そ
ぎ

N

O

霊
山

短

2 4 4 8 7 2 9 6 くh r I
t i m e a f t e r H C M V i n f e c t i o n

フ4 j 8 7 2 9 6 くh り
t i m e a f t e r H 蝕 V i n f e c t i o n

F ig ． 6 ． P r o d u cti o n of H B s A g くal a n d A F P くbJ i n

Cl o n e d P L C c ell s くH 9J s u p e r －i n f e ct e d w ith H C M V

th u m a n c y t o m e g al o v ir u sJ i n th e p r e s e n c e of D X M

くd e x a m eth a s o n eI ． ． －．
，

C O n t r O1 3 0 －0
，

W ith
D X M く廿 6

M h ．－，一中
， H C M V i n f e c ti 。n i n th e

p r e S e n c e o f D X M く1 0
－ 6
M J ニ 0 －，－0

，
H C M V i n －

f e cti o n ．
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り
，
H C M V 感染細胞も 同様 であ っ た． D X M 処理細胞

と D X M 処理 ．H C M V 感染細胞は
， 前記対照細胞 よ り

明ら か に 高く A F P を産 生 し続 け てい た く図6ン．

H C M V 感 染お よ び D X M 処理 の 両者，
ま た は どち

ら か 一 方の 感 猟 処理 で H B s A g お よ び A F P の 抑制

は なく む し ろ
一

般 に す べ て増強気味で あっ た ．

3 ． H V J w 重 感染の 影響

H S V －2 重 感染 と同様 に
，

ま ず親細胞株 を用 い て，

H VJ w を m ． 0 ． i ニ 1 ． 0 で感染させ ， 感染後 4
，
1 2

，
24 お

よ び 4 8 時間後 の 培 養上 浦で H B s A g お よ び A F P 量

を測定 した
．
C P E は感染後2 4 時間 に 最初に み られ， 4 8

時間後 に は
，

ほぼ細胞全面が C P E と なる細胞溶 解性

感染像 を呈 した ．

H B s A g の 塵生 は
，
C P E 陰性の24 時間まで は

，
H VJ w

感染 の 影響 は ほ と ん ど認 め られ な か っ た ． C P E 陽性

48 時間後 に は
， 感染細胞に 軽度の H B s A g 産生の 抑制

が み ら れ た ． A F P も同様に 感染後 24 時間まで は 未感

染対照 と ほぼ 同量の 産生が 認め られ たが
，
4 8 時間以後

の 産生 は
，

著明 に 抑制され た く図 7I ．

次に
，
H 9 ク ロ

ー ン 細胞株 と Ll ク ロ
ー ン細胞株 を用

い て 96 時間ま で
，
H B s A g お よ び A F P 塵生 に 及 ぼす ，

H VJ w 量感染効果 を測定 した
．

H 9 ク ロ
ー ン 細胞株 で

は H B s A g は C P E 陽性の 48 時間まで は
，
．感染細胞 一

未感染細胞 とも ほ ぼ 同量で ある が ， C 王
，
E のさ ら に進ん

だ
，
7 2 お よ び 96 時間後で は

，
感染細胞の 方が む し ろ高

く な っ て い た
．

L l ク ロ ー ン細胞株 で は72 時間後 ま で

は
，
H B s A g 産生量 は感染細胞 ．未感染細胞 と も同 じで

あ っ た が
，

9 6 時間後で は同量か や や増量し てい た く図

8 a l ．

一 方
，

A F P 産生 は
，

H 9 ク ロ
ー ン 細胞株で は

4 1 2 2 4 4 8 くh rJ
C p E

－ 十 十十

t i m e a f t e て 甘V J w 土 n f e c t i o n

F i g ． 7 ． P r o d u cti o n o f H B s A g a n d A F P i n u n cl o n e d

P L C c ell s s u p e r －i nf e c t ed w ith H V J w くH V J w ild

St r ai nン．

－

，
H B s A g ニー

． －

，
A F P 三 0

，
u n i n f e ct e d

P L C c ell s ニ ー
， H V J w in f e ct ed c ell s ．
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C P E が 全面 に 拡が るの と ほ ぼ 一 致 して
，

4 8 時間 以後

急激な抑制が み られ た
．

L l ク ロ ー ン細胞株で も 72 時

間後よ りや はり産 生抑制が み ら れ た く図 8 b フ．

これ らの 結果 よ り ， H VJ w 重感染 は H B s A g の 産生

に は あま り影響を与 えず，
む し ろ軽度の 増強 を示 す の

C P E

モ
ー

盲
仁

N

ヨ

ニ
袈

1 2 2 4 4 8 7 2 9 6 くb r I

－

＋ ＋十 ＋＋＋ ＋ ＋ ＋

t i m e a f t e r 打V J w i n f e c t i o n

C p E －

tユニe a f t eニ
＋

H ，．w ニニ言e c t i ．ニ
＋＋

Fi g ． 8 ． E ff e ct o f H V J w s u p e r ．i n f e c ti o n i n cl o n e d

C ell s くH 9 a n d L い o n th e p r o d u c ti o n o f H B s A g くaJ

a n d A F P くbl ．
書

M

書
，

u n i n f e c t e d H 9 ニ 0 － 0
，

H V J w i n f e c t e d H 9 ニ ー
一 ． ．

書
，
u n i n f e ct e d L l i O．．－－ 0

，

H V J w i n f e ct ed L l
．

に
， A F P 産生量に 対 して は強 い 抑制効果 が生 じたく図

8 b ン．

4 ． H V J t s の 持続感染化の 影響

こ の 感染実験 に 用 い た ク ロ ー ン細胞株 は B 4
， H 9 ク

ロ
ー ン 細胞株 と L l

，
L l O ク ロ ー ン 珊胞株 で あ っ た．

m
．

0 ．i ニ 0 ． 1 h l で 感 染後2 へ 3 日 目よ りC P E が 出現

し， 10 旬 2 0 日後 に は C P E は全体 に 拡が っ た ． 培養液は

週 1 回 交換 し続 ける と
， も はや C P E の 認め られ な い

増殖細胞が 得 られ た ． その 後，
か く の 如く して 得られ

た H V J t s 持続感染細胞 は
，

5 〆 1 － 6 日 に 1 回 の 割で 継

代 した
．

感染後
，
1 0 代 く約 90

〆
－ 1 0 0 日後う の細胞 を用 い

， 細

胞増殖，
H B s A g お よ び A F P 産 生を未感染細胞の それ

と比 べ た
． 用い た H V J t s 感染細胞 は

，
H A D 陽性細胞

80 ％以 上く図9 al 抗 H VJ ．I F A で や は り 80 ％以 上く図

9 b l の 細胞 に H V J t s ゲ ノ ム の発現 を確認 して い る ．

さ ら に L L C － M K 2 細胞上 で の プ ラ ッ ク法 に よ り
， 培養

液 中に 産生さ れ る H VJ t s の感染価 を測定す る と ， 1 0
2

旬 1 0 3

p ．
f

． u J m l の感染性 ウイ ル ス が 認め られ
，

H VJts

持続感染樹立化 が証明 で き た ．

これ ら持続感 染細胞と未感染細胞 の 形態学的差 はほ

と ん どみ られ な か っ た
．

こ の よう に
，
H VJ t s 持続感染

Fi g ． 9 ． H e m a d s o r p ti o n t H A D J p a t t e r n a n d

i m m u n o fl u o r e s c e n t a n tib o d y u F A l o f cl o n e d P L C

c ell s くH 91 p e r si s t e n tl y i n f e c t ed wi th H V J t s t H VJ

t e m p e r a t u r e
－

S e n Siti v e m u t a n tl ． aJ H A D くX 2 0 0l ，

bl工F A くX 5 0 01 ．
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が樹立化さ れ た ク ロ
ー ン 細胞 を

，
ボ ト ル あた り 5 X l O

5

個 く10 X l O
4
c ell sl m 11 に 植込 み

， その後 1
，

3
，

5 お

よ び 7 日 目 に 細 胞数 を 数 え
，

さ ら に 培 養上 清 中の

H B s A g お よ び A F P の 産 生量を測定 した
．

その結果，
H 4

，
L l 両 ク ロ

ー ン細胞株 で
， 細胞増殖は

629

H V J t s 感 染細 胞 と 未感 染細 胞 で は ほ と ん ど 差 は な

か っ た く表 4 a
，

b う．

H B s A g 産生量 は H 4 ク ロ ー ン 細胞株 で は， 7 日目

に H V Jt s 持続感染細胞 で や や低 くな っ たが
，

一 方，
L l

ク ロ
ー ン 細胞 株で は逆 に 持続感染細胞 で や や 高 か っ

T a bl e 4 ． C ell gr o w th
，
H B s A g a n d A F P p r o d u cti o n of u ni n f e c t ed o r H V J ts p e r si s te n tl y i n f e c te d cl o n ed

C ell s

al H 4 cl o n e

c ult u r e

d a y s

H 4 H 4 H V J t s

n u m b e r of H B s A g A F P n u m b e r of H B s A g A F P
C ells くX l O 4り くRI AI

棉

くn gl m lJ C ell s くX l O 4り くRI AI
韓 ＋

くn gノm 11

ロ 4 3 4
．4 33 ． 9 3 9 4 ．9 1 0 ． 0
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5 1 3 4 1 0 ． 0 2 7 3 ． 2 1 2 4 1 0 ． 0 4 3 2
，
7

7 2 3 5 2 8 ． 3 1 4 4 3 ． 3 2 2 7 2 5 ． 5 11 9 8 ． 2

c ult ur e

d a y s

L l L I H V J t s

n u m b e r of H B s A g A F P n u m b e r of H B s A g A F P
C e11 s くX lO 4り くRI Al

咽
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くn gJ
J
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ホ
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F ig ． 10 ． E ff e c t o f H V J ts p e r si st e n t i n f e c ti o n o n th e p r o d u c ti o n of H B s A g a n d A F P i n cl o n e d H 4 t aJ
a n d L l くbI c ell s ． H B s A g ニ ー－－e

，
H V J t s i n f e ct e d c ell s 三 0 岬 0

， u ni n f e ct ed c ell s ニ A F P i
書 い一一書

， H VJ t s i n f e c t e d c ell s 三 0 －－－0
， u ni n f e ct e d c ell s ．
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た
．

A F P 産生量 は
，

H 4
，
L l 両 ク ロ

ー ン細胞株と も 7 日

目 の未感染細胞に比 べ
，
H 4 ク ロ ー ン細胞株で 約20 ％，

L l ク ロ ー ン細 胞株 で約 35 ％の 産生低下が あ っ た
．

し

か し， H 4 ク ロ ー ン細胞株 は 5 日目 ま で は未感染細胞

に 比 べ 高値
．
を示 して い た ． L l ク ロ ー ン細胞株は 3 日目

を除い て全て低値で あっ た ． く表 4 a
， い

そ こ で H B s A g お よ び A F P の 塵生 量 を細胞数 に よ

る差で修正 して み た く図1 の．
H 4 お よ び L l 両 ク ロ

ー

ン細胞株で は ，
H B s A g の 草生 は H V J t s 感染細胞 ， 末

感染細胞と も に ほ ぼ 一 致 した横 ば い を示 した
．
A F P の

産生 は H 4 ク ロ
ー ン細胞で は 7 日目を 除い て持続感染

細胞が や や高 く，
L l ク ロ

ー ン細 胞株 で は
， 有意の 差は

み られ な か っ た
．

さ ら に 一 般 に A F P は 日 が経 つ に連

れ増強す る傾向を示 した ．

考 察

現在世界各国で多数知 られ て い る H B V 感染無症候

者へ 他の ウイ ル ス が 重感染 した 場合
， 持続潜伏感染 し

て い る H B V がい か に 変化 した か を みた例 は ほ と ん ど

知 られ てい な い
． た だ ， H A V が 急性 に 量感染 し た例で

は
，

H A V 感染症候の 急性期 に H B s A g が 血清中で低

下 した とも事 変化はな か っ た と も報告され て い る
2 71 細

一 般 に 生体 レ ベ ル で のか か る 他ウイ ル ス 重感染例の

追求は 困難な場合が 多い
． そ こ でi n vi t r o で の か か る

重複感染 に よ る変化を み る目的 で
，

まず ヒ ト肝癌由来

継代培養細胞 こP L C 細胞 の ク ロ
ー

ニ ン グ を行 な っ た ．

こ の P L C 細胞 は個々 の 細胞 に よ り性状 が異 な る こ と

が
，

す で に S a u n d e r s ら
2 91

に よ り 報 告 さ れ て い る ．

S a u n d e r s ら
2 91 の ク ロ ー ニ ン グ で は 全て の 細胞 ク ロ

ー

ン は， H B s A g を産生 して お り ，
ク ロ ー ン 細胞株間 に著

明 な差は な い と してい る ． し か しな が ら
， 今 回の ク ロ

ー

ン細胞株 の H B s A g 塵生 畳 を測定 した結果
，
W E N

1 9
や

中込
2 01

も 報告 し て い る よ う に
，

H B s A g は 全 て の ク

ロ
ー ン細胞株で産 生さ れ ， ク ロ

ー

ン細胞株 ごと に その

産生能 が異な っ てい た
．

た だ ， 形態学的 に は際立 っ た

差 を何 ら認め なか っ た
15 榊 I

． 本実験 に 使用 し た P L C 細

胞 D N A に は
，

H B V ゲ ノ ム は少 な くと も 6 個く完全型

4 個， 不完全型 2 胤 は組み込 まれ てい る と され て い

る
3 0 － 3 2I各 ク ロ

ー ン 細胞株 間 で H B s A g 産 生能 に 差 が

認 め られ た の は
，

こ の 様 な組 み 込 ま れ た H B V ． D N A

の 数が 各ク ロ
ー ン 間で 異な る こ と に よ る の か， 或い は

組み込ま れ た H B V ． D N A の作 動 して い る 数が 異な る

こ と に よ る のか は不明で あ るが ， 両者の 可能性が あ る

で あろう ．

A F P は前述 した よう に
， P L C 細胞 で は近年 に な っ

て産生が確認さ れ るよ う に な っ た
川 1 8ユ瑚

． 今 臥 我々 の

江

ク ロ
ー ン 細胞 で も

，
抗 A F P －I F A 法 で確 認し RI A で も

検出で き た
．

こ れ ら ク ロ
ー ン細胞株に よ り その 塵生量

は明 ら か に 異な っ て い た
．

一 九 ヒ ト肝癌患者の 血清

中の H B s A g 量 と A F P 量 は必 ず しも 相関性が な い と

報告 され て い る 細
． そ こ で

， 我々 の ク ロ
ー

ン化 P L C 細

胞各棟で こ の 間題 を追求し てみ た
． その 結果， 細胞増

殖 の よ い ク ロ
ー ン 細胞 株 は H B s A g 産 生 畳 も 高く

，

A F P 産生 畳 も それ に つ れ て 高い 傾向が あ り
， 逆 もはぼ

成 り立 つ こ と か らみ る と
， 細胞増殖 の 良さ 悪 さ と関係

し て い るの で は な い だ ろ う か
． しか も

， 細胞増殖能を

加味 した 我々 の 算定比 率で比 較 して も， 両者と も高い

ク ロ
ー ン細胞株 と

，
両者と も低い ク ロ ー ン細胞株とい

う相関性 をも っ た 2 つ に 分類で き た ．

ヒ ト生体 レ ベ ル で の A F P の 上 昇 は， 肝炎ま た は肝

硬変か ら肝癌， 特 に肝細胞癌 へ 移行 した 時に 著明 に認

め られ る こ と が知 られ て お り ， 腫 瘍原性と 関係が ある

と さ れ て い る
細

． そ こ で H B s A g お よ び A F P 産生の

高い ク ロ
ー ン 細胞株 と低 い ク ロ

ー ン細胞株 を ヌ ー

ドマ

ウ ス に 移植 し
， 腫壕原性 を比 較検討 して み た ． 高いク

ロ
ー ン細胞株 を移殖 し た マ ウス は 9 匹 中4 匹く4 4 ． 4 ％コ

に 腰痛が 3 － 5 週 で 出現 し， 低 い ク ロ
ー ン細胞株は11

匹中 3 匹く26 ． 2 ％うに 同様 に 出現し た ．
P L C 細胞をヌ ー

ド マ ウ ス に 移植 し た報 告は い く つ か あ り， 生者 率が

80 へ 9 0 ％で あ っ た
3 5 －

叩 と も ，
2 0 へ 3 0 ％の 生者率で あ っ

た
3 掴 8I

とも 報告され て い る
．
生 者率が 異な る の は

，
継代

数が増 す こと に よ る腫瘍庶性 の低下， 移植 する細胞数

の 違い
，
ヌ ー ド マ ウ ス の 系に よ るの か

， ま た は使用 ヌ ー

ド マ ウス の 週齢の 違 い な どに よ っ て異な っ てく るもの

と思わ れ る
． 今回 の 移植 で は H B s A g お よ び A F P 産

生能の 高い ク ロ
ー ン細胞株の 方が 生者率が 若干高い よ

う で あ っ たが
， 移植 ヌ ー

ド マ ウ ス の 数を さ らに 増して

検討 しな けれ ば な ら ない で あ ろう ．

B a s s e n di a n e
3 3I

，
S h o u v al ら

35Jは
，

P L C 細胞 の 移植

後
，

腰瘍 が 出現 し た ヌ ー

ド マ ウ ス の 全 て の 血 清よ り

H B s A g が検出 で き た と報告 して い る ． 今 回の 我々 の

場合 は
， 腰瘍形成 した 4 匹の 血 清軋 1 検体 だ けが陽

性 で あ っ た
． 検 出に は R P H A 法 しか 行 な わ な か っ た

た め
， そ の 感度が 鈍い た めの 検 出もれ で あ るか もしれ

ない
．

しか し，
A F P は 4 匹 す べ て か ら検出され

， 対照

の 未接種 マ ウ ス か らは A F P は検 出され な か っ た ．
マ

ウ ス A F P と 市販 さ れ て い る 抗 ヒ ト A F P と で は交叉

す る こ とが ない 叫
の で，

ヒ トが 検出で きた こ と占ま
， 移植

P L C ク ロ
ー

ン 細胞 よ り産 生 さ れ た も の と 言 える であ

ろ う ．

一 方
， 病理標本 を見る と ， 形成腰 瘍は典型 的なじ 卜

肝癌像 を呈 して い た
．
B a s s e n d i n e ら

331
は腺病と診断で

き る と し て い るが ， 今回 の を見る 限り， 肝細胞癌のよ



ヒ ト肝癌細胞 へ の ウイ ル ス 重 複感染

うで あ っ た ．
ア ル デ ヒ ド

． フ ク シ ン 染色で
， 細胞の

一

部に 細胞質が濃紫 に 染色 され る と こ ろが あ り
，
H B s A g

が確認され た ．

P L C 細胞 をい ろ い ろ な 薬剤処理 に よ り
，

H B s A g 産

生量に 変化がある こ とが 多く報告さ れ て い る
． 特に ス

テロ イ ドホ ル モ ン に よ る H B s A g の 産生 増加97 391
は よ

く知 ら れ て お り
，

ま た， ア デ ニ ン ア ラ ピ ノ シ ド
3 9 刷

くa d e ni n e a r a b i n o sid e
，

a r a A l シ ク ロ ヘ キ シ ミド
1 51

くc y cl o h e x i mi d el ， イ ン タ ー フ ェ ロ ン 瑚 くi n t e rf e r o n
，

I F N l 処理 で H B s A g 産生は抑制さ れ て い る
． 我々 は こ

れ ら薬剤処理 の 代わ り に D N A 型 ウイ ル ス
，

H S V r2
，

H C M V と R N A 型 ウイ ル ス
，

H V J の 量 感染 に よ る

H B s A g と A F P 産生能へ の 影響をみ た
． 前者で は核 へ

の， 後者 で は細胞質 へ の影 響と して そ こ に 予 想され る

代謝機能の ウイ ル ス 重 感染 に よ る 変化が
， H B V ゲ ノ

ム また は肝癌ゲ ノ ム 発現 ヘ ビう 影響す るか をみ たか っ

たわけで あ る
．

H V J の細胞溶解性感染 で は
，
H VJ に よ る C P E が拡

が っ ても H B s A g の産生量 は変化 しな い か
， また は， や

や増量 してい た ．
こ れ に 反 し

，
H S V －2 感染は

，
H S V に

よる C P E が 出現 す る前
，

す な わ ち細胞の 形態変化 の

見られ る前に す で に H B s A g 産生が あ る程度抑制 され

てい た ． H C M V 量 感染に D X M を併用 したの は
， 前述

した理 由に よ る た め で
，

H C M V 感 染お よ び D X M 処

理細胞で は未感染細胞 よ りも い ずれ も H B s A g 産生畳

は増量気味 であ っ た
．

H V J 細胞溶解性感染が H B s A g

の合成系に 影響を与 えずに 細胞死 に 至 り，
H S V －2 の場

合は細胞核内の D N A 合成 に 依存 し て
，

H B s A g 合成

の阻害 を示 した た めで あ ろう
． a r a A と ス テ ロ イ ド ホ

ル モ ン の 併用 に よ り H B s A g 産生
3 9Iが 増強さ れ る の は

H C M V と D X M 併用 に 似て い る ． H C M V は感染に よ

り細胞の D N A 合成 を高め 頼
，

a r a A は p o l y m e r a s e を

阻害す る 珊 瑚 が H B s A g 産生 に 対し て は 阻害 し な い た

めに
， 両者併用 で は H B s A g 産生 が増強さ れ るの で あ

ろう ． H S V －2 と ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 併用 効果は その

点あま り期待 で き な い で あ ろ う ． H S V 感染 は細胞の

D N A 合成 をす べ て抑制す ると され て い る た め
4 21 H S V

感染と a r a A の 併用 はよ り 抑制 的 H B s A g 産生 結果 が

期待で き る かも しれ な い
．

H S V － 2 お よ び H VJ 細胞溶解性感染 で は A F P 産生

が抑制さ れ
，

H C M V 細胞溶解性感染お よ び D X M 処

理で はそれ が増強さ れ て い た ．

H C M V 感染お よ び D X M 処理 に よ る A F P 塵 生 増

強お よ び H S V －2 感 染 に よ る 産 生 抑制 も， や は り

H B s A g 産生 へ の 影響と 同様の 機能 に よ る と考 えら れ

る
．

H V J 感染 に よ る A FP 産生 抑制は細胞 の C P E 出現

631

とほ ぼ
一 致 して い る こ とか ら， この 現象は細胞依存性

で あ ろう ．

一 般 に A F P は内胚葉性の癌化用 1 引に よ り産

生され るが
， 本来 は胎児期の み に 作ら れ る蛋白で ある

．

そ れが 癌化に 伴い 細胞 の D N A に組 み込まれ て い る ゲ

ノ ム が 胎児化 し， 発現され る と思わ れ る
．
A F P 産生腫

瘍に
，

玩十戒 叩 ，
玩 1戒ね で抗 A F P 抗体を作用さ せ る

と腫瘍発育の抑制が あり
4 3I 叫

， A F P 産生と その 抑制は

腰痛細胞増殖 に も依存 して い る と言 えよ う ． た だ今 回

の実験 で
，
A F P 抑制が ク ロ

ー ン細胞株に よ り異な っ て

い た の は， H VJ に 対す る各ク ロ
ー ン 細胞株の 感受性の

遠い に よ る と考 えら れ る ． しか し
， 何れ も 多少の 差 は

あ れ
一 般 に A F P 産生 は抑制 さ れ た の は E VJ に よ る

C P E と関連深 い と 言え よう ．

H V J 持続 感染 成立 後の H B s A g お よ び A F P 産 生

に は あ ま り変化 がな か っ た ． そう で あれ ば
，
九H 油川 で

の H B V 無症候性キ ャ リヤ ー に 他の ウイル ス が 慢性重

感染 し て い て も あま り影響が な い よ う に思わ れ る ．

結 論

H B V 持続 感染 ヒ ト肝癌 由来 継代 培 賓細 胞 P L Cノ

P R Fノ5 細胞 を ク ロ ー ン 化 し， 各ク ロ ー ン細胞 株の 性

状， 腫瘍庶 性， 他 の ウイ ル ス くH S V － 2
，
H C M V お よ び

H VJ 量感 染お よ び 薬剤 くD X 抑 処理 に よ る 影響 を

H B s A g お よ び A F P 産生 の面よ り検討 して
， 以下の成

績を得た ．

1 ． P L C 細胞 の 軟寒天 内コ ロ ニ ー 形成法 に よ る ク

ロ
ー ニ ン グ を行な い

， 1 1 ク ロ
ー ン細胞株 を得 た

．
こ れ

ら ク ロ ー ン細胞株 す べ て は H B s A g お よ び A F P 腐生

能 をも っ て い た
． し か し， ク ロ

ー

ン 細胞株間 には
，

こ

れ ら の 塵 生能に か な り の差 が認 め ら れ
，

一

般 に 高い

H B s A g 産生株 は A F P 産生能 も高 い 相 関が見 出さ れ

た ．

2 － ク ロ
ー

ニ ン グ した細胞株 のう ち H B s A g 高産生

ク ロ
ー

ン細胞株と 低い ク ロ
ー

ン 細胞株 を ヌ ー

ド マ ウス

に 移植 した
．

H B s A g 高産生ク ロ
ー

ン 細胞株の 方が よ

り高 い腫瘍原性 を示 す傾向が あ っ た ．

3 ■ ク ロ ー ン 細 胞 株 へ の H S V － 2 の 重 感 染 で は
，

C P E の 出 現 す る 2 へ 3 時 間 前 よ り H B s A g お よ び

A F P 両者の 産 生抑制 が見ら れ
，
C P E が拡が る に 連れ

，

それ らの 産生抑制 はさ ら に 著明と な っ た
．

4 ． 同様 の ク ロ ー ン細胞株 へ の H C M V 重 感 艶 ま

た は D X M 処理 で は， H B s A g 産生能の 軽度の増 強を

認め た ．

一 方
，
A F P 産生も未感染， 未処理対照 に比 し，

有意の 上昇化傾向 を示 した
．

5 ． H V J w の 重 感 染 し た ク ロ ー ン 細胞 株 で は，

H B s A g 産生 は未感染細胞 と ほぼ 等し か っ たが ， A F P

産生は C P E の 拡が り と共に 抑制さ れ た ．



6 3 2

6 ． ク ロ
ー ン 化 PL C 細胞 に H VJ t s 重 感 染 を 行 な

い
，
H VJ t s 持続感染 P L C 細胞 を樹立 した

．
そ の 細胞の

H B s A g お よ び A F P の 産生 をみ る と
，
両者と も著明 な

変動を認め ず， H VJ t s ゲ ノ ム の 内在化は H B V ゲ ノ ム

発現に 影響な い も の と判断さ れ た ．

以上 よ り H B V 保有ク ロ
ー ン 化 P L C 細胞 は

，
重感染
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21 ト2 1 4 く19 7 51 ．

42I B e n － P o r t
，
T ． 鹿 K a pl a n

，
A ． S ． こ R e pli c a ti o n

－

b i o ch e m i c al a s p e c ts
， p 1 6 3－2 20 － h l A ． S ． K a pl a n

くe d ．J ，
T h e h e r p e s vi r u s e s ． A c a d e mi c P r e s s I n c ．

，
N e w

Y o r k
，
19 7 3 ．

4 3I T s u k a d a
，
Y －

，
M ik u n i

，
M ．

，
W a t a b e ， H ．

，
N i s hi

，

S ． 鹿． Hi r a i
，
I L こ E ff e c t o f a n ti －

al ph a －f e t o p r o t ei n
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S e ru m O n S O m e C ult u r e d t u m o r c ell s ． I n t ． J ． C a n c e r
， g e ni c a c ti v it y o f a n ti s e r u m t o a l ph a － f e t o p r o t ei n ．

13
，
1 8 7 － 19 5 く19 741 ． N a t u r e

，
2 5 9

，
2 2 2

－

2 2 4 く1 9 7 61 ．

瑚 M i z ej e w sk i
， G ． J ． 及 G ri rLl e y ，

P ． M ． こ A b o r t o
－

E ff e ct of D N A o r R N A V i ru S S u p e r －i nf e cti o n o n t h e P r o d u c tio n of H ep atitis B V i ru S S u rf a c e

A n tig e n くH B s A gンa n d cE － F et op r o t ei n くA F PJ in C lo n e d C e11s o f H u m a n H e p at o m a C e u L in eこP L CI
P R FI 5 P er sist e n tly lm f e ct ed w it h H ep a titis B V ir u s くH B VJ T a d a m as a Y o shi e

，
D e

p a rt m e n t of

V ir ol og y ，
C a n c e r R e se a r ch I n stit u t e

，
K a n a z a w a U n i v e r sit y ，

K a n a z a w a 9 2 0 － J ． J u z e n M e d ． S o c ．

9 3 ，
6 2 0 － 6 3 4 く1 9 8 41

K e y W o rd sこ h ep atiti s B vir u s s u rf a c e a n tig e n ， Ck －f et o p r o t ei n
，
h u m a n h e p at o m a c ell li n e

， C l o n e
，

Vi r u s s u p er －i n fe c ti o n

A b s tr a c t

I n o r d e r t o a n al y z e v a ri o u s c h a r a c t e ri sti c s o f H B V i n f e c ti o n still u n k n o w n i n vit r o st u d y ，
S O m e

e x p e ri m e n t al t ri al s w e r e m a d e u si n g h u m a n h e p a t o m a c ell li n e ニ P L CI P F R l 5 p e r si s t e n tl y i n f e c t e d

W it h H B V ． T h e c ell s cl o n e d b y t h e i r c o l o n y f o r m i n g ab ilit y b y t h e s o ft a g a r m e t h o d w e r e t e st e d

i n t h e i r t u m o rig e n i cit y i n n u d e mi c e
，
B A L BI c

，
n u l n u

．
T h ei r a c ti vit y o f H B s A g o r A F P p r o d u c

－

ti o n i n t h e c u lt u r e w a s d e t e r m i n e d b y r a d i o i m m un O a S S a y ．

S u b s e q u e ntl y ，
t h e e ff e c t s o f D N A o r R N A v i r u s s u p e r

－i n f e cti o n i n t h e cl o n e s a n d t r e at m e n t

W it h d r u g s w e r e e x a m in e d o n t h ei r H B s A g o r A F P p r o d u c ti o n a c ti vit y ． I n el e v e n cl o n e d c ell s

O b t a i n e d h e r e
I
t h e cl o n e s h a v i n g a h ig h l y p r o d u ci n g a c ti vit y o f H B s A g g e n e r all y i n d i c a t e d a h ig h

a cti v it y f o r A F P p r o d u c ti o n
，

S h o w l n g a Cl o s e r el ati o n s h i p b et w e e n b o t h a c ti v iti e s o f t h e cl o n e s ．

T r a n s p l a n t a ti o n i n t o n u d e m i c e w it h t h e H B s A g hi g hl y p r o d u ci n g cl o n e s h o w e d a r el ati v ely

h ig h e r t u m o rig e n i cit y t h a n t h a t o f t h e l o w l y p r o d u c i n g cl o n e ． C y t o l y ti c al －

S u P e r
－i n f e cti o n f o r t h e

h ig h ly o r l o w ly p r o d u ci n g cl o n e s w it h h e r p e s si m p l e x v i r u s t y p e 2 c a u s e d a n i n h i b it o r y e f f e ct o n

b o t h H B s A g a n d A F P p r o d u cti o n s ． H o w e v e r
，

a t r e a t m e n t W it h d e x a m e t h a s o n e f oll o w i n g t h e

S u P e ri n f e c ti o n o f t h e s e cl o n e s w it h h u m a n c y t o m e g a l o v i r u s r e v e al e d a n e n h a n ci n g e ff e ct o n

t h e m ． S i m 丑a r s u p e r －i n f e cti o n w it h H V J w くh e m a g gl u ti n a ti n g vi r u s o f J a p a n
，

W il d st r ai n l r e s u lt e d

i n r e d u cti o n o f A F P p r o d u c ti o n al o n e
，
b u t p e r sist e n t i n f e c ti o n w it h H V J y s くt e m p e r a t u r e s e n si －

ti v e m u t a n t sJ s h o w e d n o sig n ifi c a n t e ff e c t s o n t h e p r o d u cti o n o f b o t h H B s A g a n d A F P ． T h e r e
－

f o r e
，

t h e o b t a in e d r e s u lt s s h o w t h a t t h e e f fe c t s o f v a ri o u s t y p e s o f in f e c ti o n くc y t o l y ti c al o r

P e r Sist e n tl s u c h a s b y D N A o r R N A v i r u s o n H B s A g p r o d u ti o n c a n cl e a rl y b e d i sti n g u i s h e d f r o m

e a c h o t h e r i n a n e x p r e s si o n o f H B V g e n o m e o r A T P p r o d u cti o n a s o n e o f h e p ati c c ell g e n o m e s ．


