
2,3のヒト組織由来継代培養細胞へのEBウィルスゲ
ノムの移行:上咽頭癌のEBウィルス病因論についての
実験的研究

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/4600URL



190 金沢大学十全医学会雑誌 第84巻 第 2･3号 190-210 (1975)
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EBウィルスゲノムの移行

上咽頭癌のEB ウィルス病因論についての実験的研究

金沢大学大学院医学研究科耳鼻咽喉科学講座 (主任 :梅田 良三教授)

金 沢 大 学 が ん 研 究 所 ウ ィ ル ス 部 (主任 :波多野基一教授)

古 川 例

(昭和49年12月28日受付)

上咽頭癌は,台湾から華南,さらに東南 アジア地域

にかけて特に中国人に多発 し,同 じ東洋民族でも本邦

には少なく,欧米人にはまれな疾患である1)～3). しか

し臨床的には,その特殊な解剖学的位置関係か ら,多

岐にわたる症状を呈 し.診断.治療面に多 くの問題を

なげかけている.ところで今日.上咽頭癌 (Nasoph-

aryngealcarcinoma :NPC)研究の場に,1964年.

Epstein,Barrがアフリカの Burkittリンパ腫4)

(BL) 由来の樹立化細胞5)に見出したヘルペ ス型 ウ

イルス6) (Epstein･BarrVirus:EBV)の登場を見

るに至った.それは. Oldら丁)が,EBV保有細胞 か

ら分画 した可溶性抗原と,BL及び NPC患者血清 と

の間で.特異的沈降反応を証明 した ことに由 って い

る.時を同 じくして, Henleら8)ち,EBV保有細 胞

を榛的抗原 (viralcapsidantigen :VCA と考

えられる9)) とした蛍光抗体間接法で,BL 患者血清

中にその特異的抗体の存在を証明 して い る. さ らに

Kleinら川)1日は,蛍光抗体法 で細胞膜抗原 (viral

envelopeantigenと考えられる12)13)) と反応す る抗

体を BLや NPC患者血清中に証明 し, 日本で も伊

藤 ら14),川村 ら15)は,NPC患者血清中の抗 EBV抗体

価が高率に上昇することを報告 している.これらの知

見の集積から,EBV は NPCの仮設的病因 ウ ィル ス

として急速にクローズアップされるに至った. また ,

Henleら16)は,伝染性単核球症においてヘルペス型 ウ

ィルスの感染,発症,これにつづ く抗 EBV抗体の動

態が一致することを報告 し,EBV の生物学的活性 と

病態に関 して多 くの問題点を投げかけるに至った.

ところで,BLは,病理学的にリンパ腫 を示 し,そ

の組織培養細胞 もリンパ芽球系細胞17)で,又 EBV の

稜出は,このような細胞に限られてい ることなどか

ら,BLにおける EBVの病因的可能性 は強 く,腫壕

免疫学的証明18)19)もかなり進んでいる.しか し,NPC

由来組織の培養で樹立化され,EBV の検出 されたの

はすべて浮遊系の, Iymphoreticular細胞17)で ,莱

際の癌細胞である上皮性細胞の樹立化 , および in

vivo腫軌 こおける癌細胞からの EBV検出は.すべ

て不成功に終 っている20)21). ところが .最近 . zur

Hausenら22)23).Nonoyamaら純などの分子生物学

的 hybridization法や, Kleinら25) による EBV-

associatednuclearantigen(EBNA)を検 出す る蛍

光抗体補体法などの発展により,上咽頭癌細胞自体に

EBV ゲノム の 存在が見出されるに至り. NPC と

EBVの密接な関係が一層強 く示唆されてきた.そこで

著者は,NPCにおける EBVの病因的意義 を さ らに

明 らかにするため,invitroで EBV ゲ ノムの上

咽頭細胞への移行機序を,いくつかのヒト組織由来継

代培養細胞と比較 しながら以下の実験を行 った.

実験材料と方法

Ⅰ.使用細胞

1.上咽頭由来正常上皮性細胞 (2-27-Ad)

初代培養用の組織として,当料でアデノ トミーを施

行 した5才男子の摘出アデノイ ド組織を用い.上咽頭

TransferofEBV(Epstein-BarrVirus)･genomefrom LymphoblastoidCellsto Established

EpithelialCells Derived from Human Tissues :ExperimentalStudies on the Viral

EtiologyofNasopharyngealCarcinoma(NPC)Related to EBV Infection.Mitsuru Furu-

kawa,DepartmentofOtorhinolaryngology (Director:Prof.R. Umeda), School of

Medicine,KanazawaUniversity,DepartmentofVirology (Director:Prof.M.Hatano),

CancerResearch Institute,Kanazawa University.
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由来の正常上皮性細胞の樹立化を計った. Hanks液

中で,-サミで充分に細切 し,数回の洗浄遠心操作

級,ガーゼと金網メッシュを通過 してきた細切組織片

を集め.培養液 :20%仔牛胎児血清加 RPMト1640

(RF-20)で37oCに静置培養 した.その後の樹立化過

程は後述する.

2.ヒト末梢静脈血由来 リンパ芽球系細胞株 (FIL,

F2L)

今日,ヒト造血系細胞由来の多 くの培養株は,前述

のように EBV と密接な関係がある.すなわち,BL

又は白血病患者 リンパ球26)27)や.腫功そのものであ っ

たり.リンパ球を榛的とした EBVによる試験管内発

癌 (invitrotransformation28卜3日) をしたものが

大多数である.かかる細胞の感染性 EBV 産生頻度

は.陰性か. 甚だ少ないが32)33),EBVの内蔵 は否定

できない.そこで,EBV特異的抗原陰性の リンパ系

細胞樹立 のため . phytohemagglutinin(PHA)刺

激によるリンパ球の培養を試みた.まず,ヘパ リン加

末梢静脈血 10mlより,辻34)の,Conray 400-Ficol

法に従い, リンパ球を分離 した.一度,燐酸塩緩 衝

化食塩水 (PBS,pH7.2)で洗浄 した後.RF-20に ,

1×106cells/mlの細胞濃 度 で浮 遊 し, PHA-M

(Difco)100/Jg/ml存在下,37oCで培養 し.FIL,F2L

株が樹立された (詳細は後述).この,使用 リンパ球

の性状を, PHA刺激前後 の 3HIThymidineの取

り入み率35)から比較検討 した.

3.EBV産生細胞株

EBV産生細胞株として既知の,BL由来樹立化浮

遊 細 胞 株 P3HR･136),EB337)は 5×105cells/ml

の細胞濃度で培養された.継代は3-4日毎に行なわ

れ,培養液はそれぞれ RF-20.10%仔牛胎児血清 加

Eagle'sMEM (EF-10)を用いた.

4.単層培養系細胞株

その他 ,使用単層培養系細胞は.次のごとく. ヒ

ト.サル,ハムスター組織由来の継代培養細胞 で あ

る.

ヒト正常組織由来 : HeL (胎児肺)38), Hek(胎

児腎)39),Intestine-407(胎児小腸)10).chang'sLiver

(肝臓)〟),Detroi卜9842) (胸骨骨髄)

ヒト癌組織由来 : Hep-2(喉頭癌)43),KB (口腔

底痛)44),Hela(子宮癌)15).G2(骨髄巨細胞鹿)46)

サル正常組織由来 ･.VERO (ミドリザル腎膿).7)

-ムスター正常組織由来 :THEL(胎児肺)48)これら

は,いずれ も仔牛血清 2-20%加 Eagle'sMEM

(EC-2～EC-20)を用い.通常の トリブシニゼ ィショ

ン法19)により,継代培養された.
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Ⅱ.EBウィルスの抽出とその接種法

EBV産生株 : P3HR-1又は EB3細胞 よ り,細

胞抽出液を VCA産生の高い時期につ くり.EBウイ

ルス液とした.すなわち,Eagle'sMEM で 2×107

cells/mlに再 浮遊 し. -90oCで凍結 融解 3回後 .

3.000rpm,20分 , 4oCで遠心 した . その上清 の

milliporefilter(0.45〟)慮過液を EBV 原液 と し

た.EBVの接種には,単層培養細胞では, 1-1.5

×105cells/mlで培養 2-3日後,3回 Hanks液

で洗った細胞 シー トに EBV原液0.5mlを接種 した .

浮遊培養細胞では, 5×105cells/mlの細胞濃度 に

EBV液で再浮遊 し直 してEBV感染 を行 った.35oC,

2時間 EBV 吸着後. 単層培養細胞では EBV 液

をすててから,1度 Hanks液で細胞 を洗 った後 ,

培養液 (EC-2)に換えて培養 した .浮遊培養系 で

は.1.200rpm,10分遠心で EBV吸着細胞 を沈澱 さ

せ.同量の新鮮RF-20培養液に再浮遊 し.培 養 され

た .

Ⅲ.EBV特異的抗原検出の蛍光抗体法

蛍光抗体法はいずれも間接法で行われた.

1.使用血清

蛍光抗体法における第一次血清と して .過去 3年

間,当料で診療を受けた NPC患者血清18例 .上咽頭

に初発病巣のみられた細網肉腫患者(NPS)6例の初回

採血血清と,健康正常人血清10例 ,計34血清を56oC,

30分間非働化 して用いた.

2.蛍光抗体間接法 (Henle法8)の川村変法15))

EBV産生細胞株 (P】HR-1,又はEB3)を榛的細胞

とする披検血清の VCA抗体価測定.EBV接種細胞

での VCA検出に蛍光抗体間接法が用 い られた . 蛋

光抗体液は,抗 ヒトγ-グロブリンの蛍光色素 ラベル血

清 (HylandLab.USA.)杏,使用前, Sephadex-

G-50,DEAEセルロースクロマ トグラフィーで再精

製 したものを使用 した.VCA染色には.アセ トン固

定標本を用いた.

3.蛍光抗体補休法 (Anti･Complementimmun-

ofluorescence:ACIF)

披検細胞の EBVゲノム証明として, EBV-assoc･

iated nuclearantigen(EBNA)を検出する Klein

らの 蛍 光 抗 体 補 休 法 (ACIF test)25)を用いた.

EBNA(%)は,VCA(%)と同様に,披検細胞500以上に

対する蛍光娘色陽性細胞数の割合 (%)で求めた.

Ⅳ.OtIChterlony法による寒天ゲル内沈降反応

使用 NPC, 及び NPS 患者血清中. VCA 又 は

EBNA検出において.特異な態度を示 したもの につ

いて.その抗原検索のため,ヒス トンおよび.プロタ
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ミンとの Ouchterlony 法50)を行った.寒天ガラス

坂は既述の方法50)により作 られた.抗原として使用 し

たヒス トンは渡辺51)がJohnsの方法52)に従って抽出 し

た仔牛胸腺 ヒストン.Fl,F2(B).F3.F2(A)分画

の凍結乾摸 したものを適量希釈 して用いた.また同 じ

くプロタミンは,サケ精巣抽出プロタ ミン硫敢塩液

(清水武田製)を用いた.

V.HVJ (Sendai viruS又は.Hem&gglutin8-

tingVirusofJapan)の不活化

EBV接種又は産生細胞と各種継代培養細胞 の混合

培養を行い,EBV ゲノムの継代培養細胞への移行 を

みる際,その移行頻度をあげるため,不活化 HVJに

よる細胞融合を行った.実施にあたっては, Harris

ら53),Miggianoら54)の方法を参考にした.HVJ(名

古屋-1-60株)の発育鶏卵増殖 ウイルスは23.000rpm

60分の超遠心で半精製濃縮 し. Dulbecco's PBS

(DBS)49)で希釈 したもの (20,480HAU/ml)を直径4.5

cmのシャーレに1.5ml入れ, 手でよく振塗 しなが ら,

21 erg/mm2/sec の紫外線を5分間照射 して完全

に不活化 した.

その他,必要な事項は,各実験毎にふれることとす

る.

Fig.1 Fluorescentantibody staining ofEB

viralcapsidantigen(VCA)inP3HR･lcellsby

nasopharyngealcarcinoma(NPC),reticulumcell

sarcoma ofnasopharynx(NPS)and normal
human sera

Numbersof

posi占えvesera(%)

20 80 320 1280serumdHutionforstain

ing壬 ●:NPC. ▲---I------▲

:NPS.〇

〇:normalTable1. EBV antibody in NPC,NPSand normalhum

an seraAntiEBVtiter* Numbersofcases(%)NPC NPS Normal

1 : 20 0 0 1 (10)40 0 1 (16.7) 2 (20

)80 1 (5.6) 2 (33.3) 3 (30)160 1 (5.6) 2 (3

3.3) 早 (30)320 3 (16.7) 0 1 (10)640 8 (44.4) 0 0

1280 3 (16.7) 1 (16.7) 02560 2 (l

l.1) 0 0positivenumb.(%)** 13/18(

72.2) 1/6(16,7) 0/10★Posi

tivestaining ofEB viralcapsidantigen(VCA)withimmunofluorescenc
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実 験 成 練

I NPC,NPS患者および健康者の抗 EBV･VCA

抗体価の分布

NPC(18例).NPS(6例)および健康 者 (10例 )

の抗 EBV 抗体価を,EBV産生細胞 :P3HR-1を標

的細胞として,VCA で測定すると, Tablel,お よ

び Fig.1のごとくなった.これより.抗 EBV 抗

体価の有意な陽性限界を640倍以上とすると. その陽

性率は,NPC:72.2%(13/18),NPS:16.7% (1/

6)となり,健康者には 1例 もなかった.これか らも

NPC患者血清には.既報14)15)のごとく.高率に抗 EBV

抗体価の上昇があり, NPC と EBV 間の関連性 を

強 く暗示 していた.

Ⅱ.EBV保有細胞の EBV産生におよぽす BrdU

の影響

感染性 EBV を比較的大量 に産生 す る培 養系 は .

in vitroで EBV によ り transform した リスザ

193

ル白血球細胞 (B95-8株)55)を除き,今 日殆 どな い .

その中で,既報56)～59)に従い,EBV保有 P3HR-1 細

胞を用いて, BrdU存在による EBV 産生 の増 強効

果を,33oCと37oCにおいて検討 した .EBV 産 生率

は.VCA 陽性細胞率で表わ し,同時に.0.2% トリ

パ ン青染色による細胞の生存率 と, 総細 胞 数 を求 め

た.蛍光抗体染色用一次血清には, 健康 正常 人血 清

〔抗 EBV抗体価 (1:160)〕を10倍希釈 して用いた .

本実験では,培養液のRF-20に BrdU を 5-50FLg/

ml含 ませて , 1×106cells/mi の PaHR-1 細胞

〔実験開始時の細胞は VCA:3.2%,生存率 (TB不

染率)91%〕を浮遊 し,培養液の交換 .追加 な しで .

10日間培養 した.

結果は Fig.2 にみられるごと く.BrdUIO〝g/ml

以下の時.33oC,37oCのいずれで もほぼ濃 度 に比例

して,VCA は経時的に上昇 を示 した . しか しなが

ら,細胞の生存率は.逆に. BrdU 濃度増加 と共 に

日を追 って減少 した.培養温度で比較すると.VCA

Fig･2･ EffectofBrdU on EB-VCA formation,Viability and total

cellnumbersin P3HR-1cellscultured at33or37oC

330C 4d

5 10 25 5()ug/mlofBrdU370C 4d＼ A___一VCAorViability(%) :(VCApositivecellsorunstaine

dcellswithtrypen blue/more than 500
cellscounted)× 1000 0 :VCA,△
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率は33oCの方が37oCに比して常に1.4-2.7倍の増強

がみられた.VCA 陽性率の上昇につれて生存率 も低

下し,これに比例 して総細胞数も減少する傾向は.両

温度で同じであったが,細胞増殖に関しては37oCの

方がより盛んであった.これらのことは.′BrdU の

EBV産生の誘導は,宿主細胞の機能低下.おそらく

EBV放出の減少.即ち細胞内蓄積という間接的な原

因によることを示唆している.なお,この実験におい

て,VCA 陽性率の最高値は BrdU50〝g/ml.33oC,

7日後 の 16.2%で, これとほぼ同率 (13.2%) の

細胞が33oC.10日間の培養で得られたので,以後 EBV

抽出用細胞は.この条件下で培養された.

Ⅲ.1.上咽預由来正常上皮性細胞株.2-27-Ad細

胞の樹立化

Phot0.1 に示すごとく,ガラス面に固着 した細切

片よりの細胞増殖が,培養3-5日頃より認め られ,

1週間削 こ培養液を交換した. (この時,大部分が リ

ンパ球と思われる浮遊細胞の分離培養を試みたが樹立

化しなかった.)その後,細胞は順調に増殖 し, 2週

間目に線維芽細胞の細胞シートができあがり (Photo.

2),継代培養を施行した.以後継代をくりかえすごと

に上皮由来細胞の占める割合が次第に増加 し (Photo.

3).継代 4代頃より現在維持してい る2-27-Ad細

胞株が樹立された (Photo.4).なお,4代以降の継

代には.培養液 (EC-10)を用い,上咽頭由来正常上

皮性細胞とした.

2.PHA刺激による末梢血 リンパ球の幼若化 と樹

立化

ヒト末梢血 リンパ球は,PHA添加培養液で 2- 3

日後,殆どが芽球様細胞となり,ガラス面に附著 し

た.以後培養をさらに続けて,樹立化されたリンパ芽

球細胞株 (FIL,FlL)の場合は,ガラス面より再浮遊

し,すみやかに凝集塊をつくり,細胞数増加,生存率

一定化,培養液酸性化など樹立化のサインが明瞭であ

った.このようにして樹立化した例と.不成功例にお

けるリンパ球の PHA 刺激による幼若化率 は Table

2に示されている.幼若化率測定には 1×106cells

/mlの リンパ球を. PHA-M IOO〝g/ml添加培養

液 (10%自家血清加 RPMト1640)で37oC,66時間,

5%CO!中で培養後, 3H･TdR (1〃ci/ml)を加えて

さらに6時間培養した.かくて,5%TCA (三塩化

酢酸)を加え,その不溶性分画の 3H･TdR を測定

し,その取り込み率を指榛に幼若化率を検討 した.

これによると.樹立化 2例はともに.異種弁 (Ha一

Table2. Peripherallymphocytesemployed in culturesforthe

establishmentofcelllines

Peripheral lymphocytes
obtainedfrom

Cases .】iagnoslS

1.28y.0.♀2.28y.0.杏 MⅠAs暮+

MS3.32y.0.♀

As°4.30y.0.

早 WPW5.30y.0,

% nom al6.28y一0.杏 normal Not(SMitral va

lve replace-ment withH

anpockvalveAorticva
lve replaCe一meれtwith H

ancockvalvedi

rectsuturecutofK

ent'sbundle1) MI: MitralIn

sufficiency,ASl+MSⅠ:AorticStenosis&lnsufficiency 十MitralStenosis& In

sufficiency,ASD :AtrialSe

ptalDefect,WPW :WolトPerkinson･Wh

iteSyndrome2) Daysaftersurgic

aloperation3) cpm/5×1
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Table3. ACIF-testin NPC･tissues.lymphoblastoid celllinesand

monolayeredcelllinesusingvariousNPCorNPSseradilutedto
(1:10)

Serum No.Diagnosis VCAtiter NPC-tissue P3HR-1 FIL FILE… 12monol
ayere0. , Or Or

celllines(frozens

p.) EB3 F2Ll NPC 1:1280 + + - + -

2 NPC 320 - +

- 一十 -3 NPC 640 - + - +

-4 NPS 80 -

十 +5 NPC 64

0 - + +6 NPS

1280 + + +7 NPS 80 - + -

+ -8 NPC 1280

十 + - +9 NPC 640 - + - +10 NPS 160 - 十

+ll NPS 40 -

+ +12 NPC 2560 + + - + +(1
0cells)*-(2cells

)*13 NPC 640 +

+ -14 NPC 80

+ +15 NPC 6

40 十 - 十16 NPC 1280 - + - 十17 NPC 320 - 十 +

18 NPC 160 - +

+ -19 NPC 320

- + + -20 NPC 640 - + - + -21 NPC 2560 + + - + +(

10cells)*-(2ce11S)*22 NPC 640 - + - +

23 NPC 640 - + - +24 NPs 160

- + - +★(+):positivein2-27-
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ncock豚心臓弁)を移植された患者由来 リンパ球で.

他の心膿手術例や.健康正常人由来のものでは,長時

間の培養が不可能であった.更に,これら計 6例のヒ

トリンパ球の PHA刺激による 3H-TdR の取 り込

み率を,刺激 (-)の場合のそれと比較 してみると.

樹立化成功の2例では,それぞれ246,238となり,他

の非成功例4例の約2倍の取り込み率 (幼若化率)を

示した.

Ⅳ.NPC.NPS患者血清による NPC組織並びに

ヒト各種継代培養細胞系における EBV特異的

核内抗原 (EBNA)の検出

1.invivo 腫妨 (NPC)組織細胞における

EBNAの証明

生の癌細胞として, NPC(transitionalcellcar一

cinoma)患者からの生検組織を用い.クライオスタ

ット(サクラコールドトーム,CM-3型)で作製した

厚さ4〝の凍結切片で蛍光抗体法 (ACIF)を用いて.

EBNAを検索した.この鯨,第一次反応用血清には

NPC(18例),NPS(6例)患者血清の計24例 を各 々

(1:10)に希釈して用いた.

結果は Table3に示 したごとく,血清NO.1.

8,12,21,の NPC4血清と.N0.6の NPS血清

は生検組織切片で,明 らかに上皮性細胞にのみ.

EBNAを検出し得た (Photo.5).EBNA陽性を示 し

たこれら5血清は,すべて抗 VCA価 (1 :1280)

以上を示し,この種の反応には.高い抗 EBV抗体価

が要求されるものと思われた.

2.ヒト由来継代培養細胞における EBNA の証

明

EBV感染実験に先立ち.手持ちの細胞16株 (浮遊

培養系4株,単層培養系12株)について,EBV 感染

の有無を ACIFによる EBNA 検出で調べてみた.

使用血清は前項のものと同一で ある.EBNA陽性細

胞の出現は.細胞の生存率 とはぼ平行す ることを

P3HR-1細胞で確認できたので,常に生存率90%以

上の生細胞を用いれば.ACIFの判定は (+), (-)

で表わし得た.結果は Table3に示した.

これをみると,浮遊系細胞においては,BL由来樹

立化細胞株 (PaHRl1.EB))の 2例が共に EBNA

陽性で. 使用血清全 例 と反応 した (Photo.6).し

かし.著者が PHA刺激で樹立化 した F-L,F2L 細

胞は.共に全血清で陰性を示し.EBV ゲノム陰性株

であった.しかしながら,後にも詳述するが,これに

EBVを感染させた FILE細胞では.全血清が陰性

を示した.一方.単層培養系12株すべての細胞は,NPC

患者の NO.12.21の2例を除いた他の22血清で陰

性を示し,EBVゲノムの存在しない細胞株 と判定 し

た.

ところでNO.12,21の両血清は.単層培養系細胞12

株の中.ヒト以外の組織由来である VERO,THEL

細胞を除いた他の10細胞すべてと反応し.陽性像を与

えた.NO.12での染色パタ･-ンは.核内のまば らな

点状蛍光と.,･細胞質一様の強い頼粒状蛍光が明瞭に観

察された (Photo.10).しかし,NO.21では,校内に

のみ.粗な頼粒状蛍光を一様に認め. P3HR-1細胞

でみられた密な頼粒状蛍光 と明 らかに区別できた

(Photo.1日.

このように.ヒト由来の何れの細胞とも ACIF陽性

を示す血清 〔NPC患者血清の約11% (2/18)〕は,細胞

内の如何なる抗原性物質と反応するのかが問題 にな

る.先に吉田60)は.NPC患者血清中に抗核抗体 (he-

terophilicanti･nuclearantibody:ANA)を見

出し,それは核内抗原性物質としてヒストン.プロタ

ミンと反応すると述べている.そこで,寒天内沈降反

応により,仔牛胸腺由来ヒストンの4分画と,市販プ

ロタミンを抗原 としてその検討を加えた.結果は

Photo.7.8.9に示した.

これをみると.この2血清 (NO.12,21) は ヒス

トンの F2(B)分画 1mg/ml. プロタミン 2mg/

mlと反応して沈降線を示し,対象の正常 ヒト血清

〔抗 EBV抗体価 (1:160)〕では陰性であった.

これよりこの2血清は,EBVに非特異的な, ヒト細

胞に対する好異種性の抗細胞質抗体又は抗核抗体を含

むと判断され,EBV感染実験には使用できなかった.

又,この血清の供血者において,抗核抗体陽性既知疾

患引),例えば SLE(Systemiclupuserythemato･

sus)のごとき,パックにかくれた自巳免疫性疾患の

合併している可能性を臨床生化学的に検索 したが.既

知の自巳免疫疾患は見出されなかった.

V.ヒト継代培養細胞への EBV捷租による EBV

ゲノム移行の拭み

EBV感染成立 (EBVゲノムの移行)の証明は,前

述の EBNA,VCA両抗原の検出で行われた. この

際 EBV抗体陽性血清は.Table3の結果より,No.

1,6,8の何れかを用いた.

1.浮遊培養細胞系の場合

EBVゲノム陰性と判明したヒト末梢静脈血由来 リ

ンパ芽球系細胞,FILに EBV(抽出 ウィルス原液)

を接種後. EBNA.VCA陽性率を追求 した.

結果は Fig.3に示すごとく,接種後 2日日にお

いて EBNA:86.5%,VCA:8%を示し,明らかに

EBV感染の成立をみた.以後の継代培養での両抗原
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Fig.3.Fluorescentantibodystaining(EBNA or
VCA)inFIL cellsinfectedwith EB virus

EBNAorViabi一ity(%)
100

No. 1 2 3 4 7

9 10day s (2d)(3d)(4 d ) (9d) (18d) (23d) (26d )

Numb e rs of p a s sagesand d

ay smaintainedC> 0:EBNA(EBV-associatednuclear

antigen)S S :Viabilityof
cells0- - --○:VCA(EBviralcapsid antigen)

stainingwithNPC･serum,

No.1陽性率の推移をみると.EBNA は細

胞の生存率 に平行して多少変動 したが,VCAは漸

減傾向を示 した.しかし本実験の継代数 :10代,培

養日数 :26日間 ,完全消失することはなく,その後も

2%前後の陽性率を保持 した.このように,EBV感染に

より,明 らかに EBVゲノム保有細胞に transform

した ヒ トリンパ細胞株 FILE を Giemsa染

色して,元の F-L細胞と比較 しても,形態学的にほとんど

差異 を認め得なかった.2.単層培養細胞系の場

合ここでは,2-27-Ad.HeL,He

Kのいずれもヒト由来正常上皮性細胞を使用 し

た.これら3種の細胞 に,同条件で EBVを接種 し.

前項 1.と同様に両抗原を検索 したが.ウィルス接種

後,7日間の観察において結果はすべ

て陰性であった.ウィルス接種後. BrdUを5-

50fLg/ml添加十 両抗原の増強を計ったが .同

じく陰性で.形態学的にも細胞変性効果の出現はなかった

.以上のことから,EBV は生体において リンパ球 を横的宿主細胞とする好 リンパ組織性 ウィルスで,上皮

197性細胞への直接感染成立が困難であると考え ら

れた.このことは,現在,ヒトの EBV保有細胞が リ

ンパ系細胞に限られていることによく一致 している.Ⅵ.ヒ

ト由来 EBV保有 リンパ芽球系細胞株とヒト由来上皮性細胞株との

細胞k合による EBV感染 (EBVゲノムの移行)の

成立上皮性細胞での実験的 EBV感

娘は.不成功に終ったが,NPCの上皮性癌細胞に EBV ゲ

ノムが存在するという報告22ト24)とともに.著者 も

生 の癌細胞でTable3のごとく EBNAを検出

することができた.感染以外に EBV ゲノムの細胞内移行機序 を

考え る時.上咽頭はリンパ系組織が豊富である故に

,リンパ球と上皮性細胞の融合によるゲノムの移行が充分

考えられる.そこで,invitroでの細胞融

合によるEBVゲノム移行を不活化 HVJ 使用群と,対象の非使

用群で検討 した.1.BL由来 EBV保有 リンパ芽球

系細胞 (P3HR一日を用い,継代培養を行っ

た場合Table4-1)に示すごとき条件で混合培養し

,EBVゲノムの証明を前項と同様

に ACIFテス トで EBNAとして判定 した. この際の使用

DBSなどは血清 ,glucoseフリーで細胞洗浄.H

VJ希釈等に用い,細胞融合の効果を高めた.又 , 3種の上

皮性細胞 とP3HR-1細胞の HVJ存在下での融合細

胞形成率は.出現 した多核巨細胞の割合から求めた.この場合,上皮性細胞(2-2

7-Ad,HeL,Hekの何れか)又 は リンパ芽球系細胞 (P

3HR-1)は.各細胞の形態学的差から明らかに区

別され,更に上皮細胞同志あるいはリンパ球同志の

融合 (Photo.12)も同様に区別 され ,蛍光染色像から

も識別可能であった.かくて P3HR･1細胞との

融合をみると,2-27-Ad細胞が最も高く,培養3日

後,18.1%を示 し,HeL.HeK細胞ではそれぞれ2

.6%,3.7%であった. この時,多核巨細胞中の上皮性細

胞接が EBNA 陽性 を示す細胞 (Photo.13)は,2-27｣Ad:38.6%,HeL:

21.4%,HeK:21.1%を占め,かかる実
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の有軌 こかかわらず,出現 した EBNA 陽性 融合細 の有意 さを示 していた.

胞は継代培養とともにいづれも減少 し,このような融 2.P3HR-1細胞を用い,継代培養を行 わ なか っ

合細胞の増殖ないし維持は困難であった.ただ,継代 た場合

培養によるEBNA陽性細胞の残存傾向 も.2-27-Ad 前項の実験で困難であった, EBNA陽性融合細 胞

細胞では他の2っの細胞 に お けるもの よ り. 若干 の維持と増殖を向上せ しめるため.P3HR-1,2-27-

Table4.EBNA･Stainingofmonolayeredcelllines(2-27-Ad,HeLand

HeKcells)fused with EBV-positive lymphoblastoidcelllines

(P3HR-1 orFILE cells)by UV-inactivatedHVJ

1).P3HR-1cells

NumbersofPassages(day

CellsUV-inact. 0(3days) 1(6da

ys)HVJ p.n. p.
n. EBNAgiant EBNA 1glant

cells cells2-27-Ad (-)2-27-Ad+ (一) 12/513(2.3)35/537 0/128/35 7/530(1.
3)23/505 0/73/23P3HR-1 (6.5

) (22.9) (4.6) (13.0)2-27-Ad+ (+)P3HR-1

88/487 34/88 37/510 4/3

7(18.1) (38.6) (7T3) (10.8)HeL (-) 2/511(0.4)5/507(1.0) 0/2 3/525(0.6)6/491(1.2) 0/3HeL+ (-)P3,HR-1 0/5 0/

6HeL+ (十)P3HR-1 14/534

3/14 12/547 1/12(2.6) (21.4) (2.2) (8.3)HeK (-)HeK+ (-) 2/551(0.4)4/521
0/20/4 2/535(0.4)6/522 0/20/6PaH

R-1 (0.8) (1.1)HeK+ (
+)P3HR-1

19/508 4/19 25/505
1/25(3.7) (21.1) (5.0) (4.0) 2(9days

)p.n.gian
tcells E

BNA6/546

(1.1)25/527(4.7) 0/60

/2529/50
9 1/29(5.7) (

3,4)N.T. N.T.N.T. N.T.26/533(4,9) 0/26N.T. N.T.N.T

. N,T.34/527(6.5) 0/34p.n.giantcells:(polynucleargiantcells/countedcells)

× 100EBNA:(EBNA positivecells/polynucleargiantcells)× 1

00.testserum-N0.1 in Table3Cellfusion:A mixturecontaining both eq
ual volumes (0.5ml)ofepithelialcells(2×106cells/ml)andP3

HR-1cells(1×107cells/ml)wasreacted with 0.5mlofUV-inactivate

d HVJ(20,480HAU/ml)for20minutesat370Cfollowingareactionf

or15minutesat4oC.Thesereactedmixturesweresuccessivelyc
ultured at350C afterfurthersupplementationof5.Omlof
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2).P3HR-1cellswithoutpassages

JV-inact.HVJ culturedaysat35℃
3days 6days 9d

aysp.n.giantcells EBNA p.∩.giantcells EBNA p.n.giantce

lls EBNA(+) 45/553 6/45 34/536 3/3
4) 16/511 1/16(8.4) (13.3) (6.3

) (8.8) (3.1) (6.3)(+) 84/537 30/84
71/511 19/71 43/554 5/43*(15.6) (35.7

) (13.9) (26.8) (7.8) (ll.6)(+) 103/5
21 45/103 91/541 40/91 45/515 12/45*

(19.8) (43.7) (16.8) (44.0) (8.7) (26

.7)(-) 38/535 10/38 36/521 17/36*
26/530 7/26*(7.1) (26.3) (6.9) (47.2) (4.9) (26.9)

Cellfusionetc∴ Sameasin 1),exceptpassageculture.Mix
edcultu

res weremaintained for9dayswith appropriatemediumchange.★Ⅰn thesesamples,apositivestainingofcytoplasmain non-f
usedcellswasoccasional

ly observed.Ad両細胞間での融合後.継代培

養を行わず培養液の交換のみで維持した

場合を検討した.同時に両細胞の混合比率を (1:

1-1:10)に変えて行 った結果杏, Tabl

e 4-2)に示した.これによると.HVJ存在下

における融合細胞形成と,その中の EBNA 陽性細

胞の出現は.混合す るP3HR-1細胞が多いほど.

何れも高率に認められた.特に混合培養後 6日目にお

いて.各群とも最高値を示し,以後減少 した.しか し,

EBNA 陽性融合細胞は.この9日間の継続培養において,継代培養を

行った前項のものより,明らかに高率(最高値 :融合率,16-19%,EBNA率,43.7-44.0%)に維持さ

れた.このことは.HVJ非存在下 (2-2トAd:

P3HR-1 の細胞混合比は1:10の自然融合)で

も同様の傾向を示し.培養 6日目に融合細胞6.9%.

EBNA 陽性率47.2%のピークに達した.この場

合.培養 6日以降の融合細胞形成率が比較的低い (6.

9%)にもかかわ らず,HVJ存在下と同程度の

EBNA率が検出されたことは,かかる条件での自然融合から

, EBNA 陽性上皮性細胞株樹立の可能性を示唆している.

さらに注目すべきことは,(1:10)混合の6日目模本と

,9日目の各群において,融合してない単一一の2

-27-Ad細胞の細胞質に蛍光陽性像 (Photo.14

)が数としては少いものの,出現 したことである.しかし

,このような陰性細胞は蛍光抗体間接法 (VCA)では認め得 なか 199った.この細胞の出

現意義については考察で後述する.3.EBV持続感染

化正常 ヒト由来 リンパ芽球系細胞株 (FILE

)を用いた場合.そこで,P3HR-1細胞の代り

に FILE細胞を用い.浮遊状態での細胞融合に代

えて.単層培養した細胞と混合培養する方法が生体 レベルにより

近く,ゲノムの継代がより長く維持できないか

と考え.本実験を行った. (実験条件 は Table

4-1),2)と殆 ど同 じ)その結果を Table 4

-3)に示した.これより, EBV ゲノムの上皮性細胞への移行 は,H

VJ､存在下の場合,継代 1代 (培養 4日)において.2127-Ad:融合細胞10.8%中.36.8%,HeL:'3.8%

申.30%,HeK :4.5%申. 34.8%に認めた. 又

,HVJ非存在下でも,2-27-Ad細胞では継代 1代

,2代 (培養6日目)に渡って23.8%,12.

5%の EBNA陽性細胞の出現をみたが.HeL.

Hek両細胞 においては全く証明できなかった.ここで,E

BV ゲノムの移行した細胞の維持は期待に反 し, 1)

の実験とほとんど差がみられず,培養3代 (9日目)には全く消失した.ち

なみに3種上皮性細胞同志における,HVJ 誘発細胞融合率は2-27-Ad:8.0%,HeL:3.9%
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3).FILEcells

芦Cells UV-inact.HVJ Nu叩bersofpassages(days)

1(4days) 2(6days) 3(9da

ys)p.n.glantcel!S EBNA p.n".glantcells EBNA P.n.glantce

lls EBNA2-27-Ad (-) 6/526(1.1) 0/60/43 6/549(1.1) 0/60/17 7/51

8(1.4) 0/70/82-27-Ad (+) 43/535(8.0)21/515 17/507(3.4う8/507 8/531(1.5)6/5332-27-Ad+ (
)FLE 5/21 1/8 0/6(4.1)

(23.8) (1.6) (12.5) (1.1)2-27-Ad+ (+)FILE 57/529i (10,8) 21/57(36.8) 20/505(4

.0) 2/20(10.0) ll/540(2.0) 0/llHeL (-) 2/517(0.4) 0/20/21

1/518(0.2) 0/10/9 3/529(0.6) 0/30/4HeL (+ ) 21/543(3.9)5/510(1.0) 9/511(1.8)4/522(0~.8) 4/554(0.7)4/511(0.8)HeLFIL+E (-) 0/5 0/4

0/4HeL+ (+)FILE 20/522 6/20 ll/520

0/ll 5/547 0/5(3.8) (30.0) (2.1) (0.9)0/3 3/

518(0.6)HeK (-) 3/541(0.6) 0/30/25 3/530(0.6) 0/30/2HeK (+) 25/541(4.6)

5/518(1.0) 10/510(2.0)3/534(0.6) 0/10 2/527(0.4)2/527(0.4)HeK

FIL+E ト ) 0/5 0/3 0/2HeK

+ (+)FILE 23/511 8/23 ll/518 1/ll 5/544 0/5(4.5) (34.8) (

2.1) (9.1) (0.9)Cellfusion:Sameasin 1).exceptthreeepithelialcells(1×105/m
l)werepre-cultured for3daysat37

oC.も EBV ゲノムが移行し得た一つの誘因 と考え

られた.しかしこれら細胞の性状の差が何に由来する

のかは.更に今後の追求が必要と思われる.

考 察ヒトの悪性腺癌 (広

義の癌)が.ウィルスによっておこるかもしれない,という考えは,ヒト

以外の動物癌ウィルスの存在と.現代ウィルス学の発展過程で得ら

れつつある傍証的事実の集横から次第に広 く定着 しつつある. Epstein.Barrらによって Burkitt リンパ腫 (BL)培養細胞に発見された E

pstein･BarrVirus(EBV)は.

人癌ウィルスの一つの候補 として脚光をあぴている.これが,血清学的研究

を中心 にBLや.上咽頭癌 (NPC)と関連づけ られ

ている中で.著者は,上咽頭細胞への EBV ゲノムの移行機序

解明を試み,NPCにおける EBV の病因的意義を
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その位置する解剖学的位置が上咽頭であり.摘出組織

に上皮性細胞の含まれる可能性は大きい.さらに.ア

デノイドの組織培養で,上皮性細胞の出現をみたとい

う報告62)もある.かくて,樹立化された2-27-Ad細胞

は形態学的特徴から明らかに,上皮性細胞であると判

断 した.

ところで, Epstein,Achongの綜説63)に もあ る

ように,EBVは水平感染で伝播し.世界中広汎 にそ

の感染が認められ.ウィルスは咽頭上皮細胞内で増殖

し,唾液によって感染するとされている. しか し今

回,上咽頭由来上皮性細胞(2-27-Ad)をはじめとし

て,上皮性のヒト由来継代培養細胞を用いても, in

vitroで EBVの直接感染成立は証明 し得なか った.

この理由として.ウィルス感染性に要約されるウィル

ス側の条件 (高力価感染性 ウィルス抽 出の困難 さ)

と,標的細胞に EBV感染 レセプター様物質が欠けて

いるかもしれないという.細胞側の原因が考え られ

る.しかし,同一 EBVサンプルでもリンパ球 には,

すみやかに感染が成立 したことから考えると.特に後

者に主原因があるように患われる.そこでこのような

レセプターの問題点からリンパ球を考えると,現在 .

ヒトリンパ球には,ヒツジ赤血球 との ロゼ ッ ト形成

や.免疫学的 レセプター (C】補休 レセプター)を細胞

膜マーか-として,胸腺由来 リンパ球 :T細胞 と,骨

髄由来 リンパ球 :B細胞に分別し得るレセプター64)65)

が知られており,これを利用 して両細胞の分離培養も

試みられている66).さらに,T又は.B細胞への EBV

感染実験67)68)や,EBVで transform した リンパ球

のT又はBの同定から69),EBVの感染標的細胞 はBリ

ンパ球であると結論されている.前述のごとく,Bリ

ンパ球には補体 レセプター (従来 Immunoadher･

encereceptor:IA レセプターと称 されている)

が存在するところから, EBV の感染成立にかか る

IAレセプターが必要で.このようなレセプ ターを欠

く.一般上皮性細胞への感染は.本質的に不可能なの

かもしれない.

さて.著者が リンパ系細胞として EBV感染実験に

用いたヒト由来末梢血 リンパ球 は.T細胞 に対す る

chemicalmitogenである PHATO)刺激により樹立化

されたリンパ芽球系細胞株であった.このFIL,F2L細

胞樹立化に際して興味あることは.両者 とも PHA

刺激による3H-TdRの取り込み率が対象に比 し,約 2

倍の上昇を示 したことである.この場合,両細胞 は.

ともにブタの心膿弁 (Hancockvalve)を移植 され

た人由来で.換言すればかかる異種移植による宿主 リ

ンパ球の免疫反応.ことに細胞性免疫応答の関与が考
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えられる人からの末梢 リンパ球であった.加藤 らTl)

は,サルの歯を移植されたヒト3名において.異種 リ

ンパ球 (ヒトとサル)の混合培養後の芽球化率と,異

種移植の成否の関係を検討 し,生者不成功例ではヒト

リンパ球の芽球化率は対象より約 2倍上昇することを

観察 している.著者は,リンパ球混合培養の代 りに.

PHA刺激を用い,芽線化率を3H-TdRの取 り込 みか

ら検討 したが.この加藤らの報告から推察すると,前

述の異種 (ブタ)生体弁の生者は期待できないかもし

れない.これらに関連 した問題は,今後の移植免疫学

的研究への一つのアプロ-チとなるであろう.又.リ

ンパ球幼若化 (芽球化)冗進を細胞樹立化の要因と結

びつけることにはいくらか問題が残る.しかし,異種

抗原物質刺激をある期間行った生体か らの リンパ球

に.PHA刺激を行い,幼若化率が異常に高くなるよ

うな時,樹立化は容易であることを暗示 し,興味深い

ものといえよう.

一般には,ヒト肪帯血 リンパ球や,胎児 リンパ球

は,EBVの関与ではじめて樹立化され30)72)73),又樹立

化 リンパ芽球系細胞のほとんどに EBV特異的抗原が

検出されている74)75).この意味から,著者の得たFIL,

F2L細胞について蛍光抗体法によりVCA,EBNAを検

索 したが,共に陰性で,EBVゲノムの存在は否定され

た.このように樹立化 リンパ芽球細胞の中でも,EBNA

が陰性のものは,Kleinの報告25) 〔pHA transfor･

nedcordbloodcell(Dr.W.Leibold提供の

2株)〕や,更に,T細胞由来樹立化 リンパ球76), He･

rpesvirussaimiriにより transform したキ ヌ

ザルの リンパ球25)などが挙げられる.さらに,ド-L細

胞は,橘ら77)の方法で リンパ球の分別を行 った とこ

ろ,両細胞ともB細胞と同定され.また,EBV感染 に

より,VCA.EBNA両抗原の出現が認められた.これ

はBリンパ球が EBVの感染標的細胞であるとい う諸

家の報告と完全に一致 した.

一方,EBV直接感染の成功 しなかった上皮性細胞に

ついては,UV一不活化 HVJの存在下で,EBV ゲノ

ム保有 ヒトリンパ芽球系細胞 (P3HR-1,FILE)と混

合培養して融合細胞を出現させ,これに EBNA を証

明することができた.さらに.上皮性 2-2トAd細胞で

は,HVJ非存在下でも融合がおき,その中の上皮性

細胞核内に EBVゲノムの移行 (EBNAの出現)が認

められた.同様の EBNA の出現 は,VERO 細胞

(ミドリザル腎由来継代培養細胞)を用いても,率は

低いが認め得た.しかし同じ上皮性細胞でも.HeL.

HeK細胞の HVJ非存在下では,かかることがなく,

ゲノムの移行機序に細胞間の差がみられ.各組織由来
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継代培養細胞の違いが明白に反映された.同様に大里

ら78)は,P3HR-1細胞とヒト羊膜由来の FL細胞 と

の不活化 HVJによる細胞融合を行い,EBV ゲ ノム

の リンパ球細胞から上皮性細胞への移行を証明 してい

る.これによると.両細胞の融合は,全細胞の約 3%

で,融合細胞の50%以上に EBNAの陽性像を得 た と

している.従って.HeL,HeK両細胞は FL細胞 と

類似のak.合形成能をもつ細胞であり,これに比 し,2
-27-Ad細胞は.リンパ球細胞とはるかに高率に融合 し

あう細胞と考えられた.このことは,2-27-Ad細 胞

が,もともとリンパ系細胞の豊富な上咽頭粘膜組織 ,

あるいはリンパ系組織であるアデノイ ド由来の上皮性

細胞である故に,発生学的に,他の組織由来細胞より

リンパ球親和性が強いためと推察されたが.それが何

に基づくかは今後の追求に待ちたい.

以上のことは,生体においても EBV ゲノム保有 リ

ンパ球 (EBV transformedlymphoidcell)が上

咽頭上皮細胞と融合 し.上皮性細胞の核内へ EBV ゲ

ノムが移行することを証明 したものと考えられる.そ

こで,以上の成績をもとに NPCの EBV病因性に関

し,推論を加えたい･.まず.EBV感染を受 けた リン

パ系租織において,Bリンパ球が EBV宿主細 胞 とな

り,EBVゲノムが維持される.このような EBV ゲ

ノム保有 リンパ球が,上咽頭粘膜上皮 と時として細胞

融合 した時,上皮細胞内に移行 した EBVゲ ノムは.

核内で遺伝情報を発揮 し,癌化への契機となるかもし

れない.ことに,免疫担当細胞であるリンパ球 (この

場合はB細胞)で EBVが増殖すると,EBV 感染量

の増大と共に.B細胞担当の生体の免疫学的防染機構

は,T細胞へのB細胞の関与 も考えると,著 しくそ こ

なわれるであろう.その結果,癌細胞に対する免疫学

的抑制が少なくなり.腫妨細胞発生増大の頻度が高ま

り担癌状態.すなわち上咽頭癌の発生につながるよう

に推察される.このような免疫監視機構79)の異常化に

鹿妨発生の可能性を求めた場合,著者の調べた NPC

患者の約11% (2/18)に好異種性の抗核あるいは抗細

胞質抗体が認められた (NPC血清No.12,21) 事実

を考えあわせると,その可能性は非常に高い.吉田ら

60)の報告によると.このような抗核抗体は,NPC 患

者血清中に日本人で20%.中国人で44%存在 し.BL

患者では41血清中,疑わしさ2例以外 1例 もなかった

としている.このことは,NPCが中国民族 に何故多

発するかの民族的因子の一つにこのような免疫機構の

異常があるとも考えられ興味あることである.加 うる

に,この抗体が細胞核中の基本物質 で あ り.細胞増

殖,機能発揮,特に核内 DNAの制禁機構 に重要 な

役割を果すとされといるヒス トン80),又はプロタ ミン

のような物質と沈降反応を示 したことは,今後.ウィ

ルス癌化の機序解明などにも重要な意味を示唆 してい

る.又文献的にも殆ど例をみない抗細胞質抗体が NP

C患者血清 (No.12)に出現 したことは何 を意味 し

ているのであろうか.しか も Table4-2)で示 し

たごとく,NPC血清N0.1でも実験条件により,No.

12で観察されたと同様の蛍光陽性像が2-27-Ad細胞質

に出現 したことは甚だ意義が深い.一つには.両細胞

の自然融合の高い条件下で,直接感染 し得た EBVゲ

ノムの表現が時間と共に核から細胞質におよんだ結果

なのかもしれない.あるいは.EBVゲノ与の表現 が

細胞質にのみ発揮され,EBV特異的細胞質 内新抗原

をとらえうる未知の抗体が NPC患者血清に存在する

とも考えられる.何れにせよ.No.12の場合,このよ

うな未知ともいえる抗体が何故 EBV特異的範囲を越

えて,好異種性に出現 したかは将来残された問題であ

る.

ところでこのような抗体の意義を癌の悪液質か ら死

につながる-因子として考えられないであろうか.つ

まり,正常では異物 (抗原)として認織 し得ない桜内

物質に対 して抗体をつくり.さらに細胞質内の同様の

物質に対 しても抗体を作るに至ったことは.担癌生体

(NPC)において,抗核抗体の出現に加えて さらに医

学生物学的に細胞にとって重篤と患われる.かかる免

疫学的異常の出現から悪液質につながる方向性は.何

によって支配されるかなどは,今後の課題であ ろ う.

又 EBV oncogenesisの生体における直接証明が

不可能である以上,今後培養株化されるであろうNPC

由来癌細胞で. EBV ゲノムが確認 され るな らば ,

実験腫妨学的に NPCの EBV病因論はより確実なも

のになるかもしれない.この意味で.生の NPC由来

上皮性細胞における EBNA (EBVゲ ノム) の証明

と,実験的 EBVゲノム移行の成立に伴い観察 し得た

現象の示唆する所は非常に多いと考える.

結 輪

上咽頭癌 (NPC)と Epstein-Barrvirus(EBV)

の関連性において, invitro では リンパ系細胞

にのみ認められる EBVゲノムの移行 (EBV感染成

立)を,上咽頭由来上皮性細胞で試み.NPC病 因性

との結びつきを検討 した.その結果,次のごとき知見

が得 られた.

1.NPC,NPS(上咽頭肉腫)及 び健康者血清 の

申,抗EBV-VCA (viralcapsidantigen)抗体価:

640倍以上の陽性を示すものは.NPC患者血清に著 し
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く.健康者血清には全くなかった.

2.EBV保有細胞 (P3HR-1) の BrdU による

EBV産生の誘導は. BrdU 50〟g/ml, 33oC, 7日

間の培養が最も高く (VCA率 :16.2%).これより比

較的高力価 EBVが抽出できた.

3.アデノイド組織より,培養約 1カ月で上咽頭由

来正常上皮性細胞 :2-2トAd細胞株が.また PHA

(phytohemagglutinin)刺激により,ヒト末梢血由来

リンパ芽球 (HLBC)細胞株 (FIL,F2L)が樹立 され

た.

4.NPC生検組織および上述の両細胞も含めて ヒ

ト各種継代培養細胞16株 (浮遊系 :4,単層系 :12)

について, NPC18. NPS 6の計24血清を用いて,

EBNA(EBV-associated nuclearantigen)検出に

より.EBV感染の有無を検索した.その結果,NPC

生検凍結切片と EBV保有 HLBCで陽性を示し. ヒ

ト単層培養株 と PHA･transfr汀med HLBC に陰性

を示す3血清が,以後の EBV感染実験のために選択

された.一方 NPC患者血清中2例 (No.12,21)

は VERO (サル由来),THEL (-ムスター由来)

を除いたヒト由来の10細胞株すべてと反応する好異種

性を示し,No.12は主に細胞質と,No.21は核 と反

応する抗体を含んでいた.また.これら5例の抗 EB

V-VCA抗体価は.何れも1280倍以上の高力価を示 し

た.さらに,上述の2血清 (No.12,21)は.仔牛

胸線由来ヒストン,サケ精子由来プロタミンと寒天ゲ

ル内で,沈降線を形成した.

5.EBV保有 HLBCからの抽出 EBV を ヒ ト由

来上皮性継代培養細胞 3株(2-27-Ad,HeL.Hex)

に接種しても EBVの感娘(ゲノムの移行)は証明され

なかった.しか し PHA･transformed HLBC (Fん)

では接種後.EBNA:86.5%.VCA:8%が出現 し,

継代培養後も両抗原の消失はなく,EBV持続感染細

胞 (FILE)が成立した.

6.EBV直接感染の成立しなかったヒト由来上皮

性細胞 3株と,EBV保有HLBC(P3HR-1又はFILE)

の混合培養にUV一不活化 HVJを作用させて.両細胞

の融合を起させると,EBV ゲノムは上皮性細胞へ移

行した.樽に2-27-Ad細胞では,融合細胞形成率が高

く,HVJがなくてもゲノムの移行が可能で.他の上

皮性細胞に比し,リンパ球親和性が明 らかに高か っ

た.この鯨,2-27-Ad細胞に対するP3HR-1細胞の混

合比率を上げると HVJに関係なく,実験成績Ⅳ-2

のNo.12血清で認めたと同様の蛍光陽性像が2-27-Ad

細胞質に一部出現 した. しかし,EBNA陽性融合細

胞の維持 (EBV F･ノム保有上皮性細胞の樹立化) は
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困難で,2-3代継代.培養 9日前後に消失 した.

稿を終るに臨み.御指導,御校閲を賜わった恩師梅田

良三教授,がん研ウィルス部波多野基一教授に衷心より

謝意を表するとともに,多大の御助力と便宜を計って下

さったがん研病態生理部倉田日章教授.本学第-外科土

屋和弘先生に感謝致 します.又有益なる御助言をいただ

いたがん研ウィルえ部数童貞の諸先生方に深 く感謝致 し

ます.
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Abstract

ln orderto investigatean etiologicalroleofEpstein-Barrvirus(EBV)in Na-

sopharyngealcarcinoma(NPC),atransferofEBV一genometoculturedepithelialcells

derived from Nasopharynx wasattempted here.Thistransferorinfection ofEBV

is usually detected by immuno月.uorescent staining of EB viral capsid antigen

(EB-VCA)Or by moresensitivestaining ofEBNA (EBV-associatednuclearantigen)
inEBV-infected cells.

24 serafrom NPCorNPS(Nasopharyngealsarcoma)patientswerescreened for

theEBNAstainingbyACIF(anti･complementimmunofluorescence)test,usingafrozen

section materialfrom a･NPC patientand 16 cultured celllines.3 sera(NPC :2

andNPS:1)were,thus,SelectedfortheexperimentalEBV infection.These3sera

weredetermined to beusefulfrom theirpositiveEBNA stainingsforNPC-tissues

and EBV･carrying human lymphoblastoid cells(HLBC),Ortheirnegativeonesfor

human epithelialcellsand PHA (phytohemagglutinin)-transformedHLBC.Other2

NPCseraof24seragaveeithernuclearorcytoplasmicstaining10ofhumanepitheト

主alcelllinesexcept2non-humancelllines(VEROandTHELcells).Thisuniquestain･-

ingby2NPCseraappearedtobeheterophilicratherthanEBV-specific.Itsheterophi-

1icpropertieswerealsosuggestedbyaprecipitationtestinagarbetweenthesesera

andhistonefrcationetc‥
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BythisEBNAstaining,theexperimentalinfectionofEBV extractedfrom P3HR･l

cellsonEBV･genomefreeHLBC(FILcells)waseasilyconfirmed,whileitsinfection

on3humanepithelialcells(2･27-Ad,HeLandHeKcells)wasnegative.Therefore,

amixedculturebetweenP3HR･lorFILE (EBV-infected FIL cells)and each of3

epitheliyalcellswascarriedoutinthepresenceofUV-inactivatedHVJ(Sendaivirus).

Thiscultureshowedaformation ofpoly-nucleargiantcells,inwhichtheEBNA

stainingofeitherepithelialorlymphaticnucleus wasable to be identined.In

2-27-Adcells,theEBNA staining offusedcellswasfound morefrequentlythan

thoseinothertwocells,regardlessofHVJaction.Ineverycase,thefusedcells

betweenepithelialandlymphaticcellswiththepositiveEBNA stainingwerehard

tomaintainand following1-3passagesthey disappeared within 9days.

TheseresultsseemedtobeclearevidenceforthetransferofEBV-genomefrom

EBV-CarryingHLBCtohumanepithelialcells,Showingadifferentefficiencyofthe

transfer.Furthermore,theymightsuggestthepossibilityforacausalroleofEBV

inNPC,when itwasconsidered thatepithelialcellsofNPC harbouredtheEBV一

genomes demonstrated by EBNA･usingACIF test.
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Photo.1-4.Morphology ofnasoDharyngealcells,2-27-Adcells.derived
from adenoid tissues(×200)

2
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photo.5-6.ÅCIF testinNPC-tissue(EBNA positivestainingwith
NPC-N0.1serum,X800, Photo.5)andinP3HR-1cells(EBNA

positivestaining withNPC-N0.8serum.X1200.Photo.6)

P
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Photo.12.Cellfusion ofP3HR-1cellsin thepresenceofUV-in-
activated HVJ(Xl,200)

EBNApositivestainingwithNPC-N0.1

Photo.13.ACIF testincellsfusedbetweenP3HRrland 2-27-Adc

ellsNuclearstaining with NPC-N0.1serum (Ⅹ800)Cellfusio

nwithoutUV･inactivatedHVJPhoto.14.CytoplasmicstainingbyACIFtesti


