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移植性培養細胞（THEL）のパラミキソウイルス・HVJ

持続感染化による移植能および細胞膜抗原性の変換

金沢大学大学院医学研究科ウイルス学講座（主任：波田野基一教授）

　　　　　　　　　山　　田　　　　燦

　　　　　　　　　　（昭和48年1月22日受付）

本論文の要旨は，昭和44年8月第17回，昭和46年10月第19回日本ウイ、ルス学会総会，お

よび昭和45年10月第29回，昭和47年10月第31回日本がん学会総会において報告された．

　腫瘍ウイルスたとえば，ポリオーマ，アデノ，SV40

などのウイルスに．よりがん化された細胞では，対応ウ

ィルスで免疫された動物への移植拒否により，ウイル

ス性腫瘍細胞としての移植抗原が，周知のごとく見出

されているD2）．さらに，ある移植性がん細胞にある

ウイルスが感染すると，細胞変性効果（CPE）を伴う

ことなしに，その移植性の低下する場合が数多く知ら

れて来だ）～9）．この場合，がん細胞が腫瘍ウイルスに

よるがん化で生じても3）～6）9）その他，化学発がん剤に

よるもの，あるいは，自然発がんによるもの7）8）でも

全く同様で，また感染に使用するウイルスが非腫瘍5）

あるいは腫瘍ウイルス1）の6）～9）であっても，その移植

性の低下現象に本質的な大きな差はない．疸し，移植

される生体（がん細胞と同系な動物）が，予め感染に

使用するウイルスにより免疫されていることがこの場

合は必要とされ，ウイルス性腫瘍細胞における移植抗

原検出過程に含まれる偶作によく類似しているといえ

よう．しかしながら，近年，小林ら10）～14）は，マウス

白血病ウイルスの一つである　Friendウイルスに感

染した移植性ラットがん細胞が，細胞変性効果を示さ

ないのに，非免疫の正常ラットに移植性を消失または

一過性の増殖後退卜することを報告している．この免

疫してない生体における移植性拒否の問題は，前述の

　Habelらのウイルス性腫瘍移植抗原1）2）または，

Svet－Moidavskyら3）～9）のウイルス感染がん細胞の

ウィルス免疫生体における移植性の低下と相通じるも

のがあるとはいえ，移植を受けた生体内部の反応（恐

らく免疫反応）が，量的にも質的にも移植前と異って

きたためと考えられる．

　我々は，先に樹立化しえたハムスター胎児肺細胞由

来の移植性培養細胞（THEL）15）およびそのパラミキ

ソウイルス：HVJ持続感染細胞（THEL・HV　J）の生

物学輝輝性質の差を比較検索中，両者の最も大きな差

が細胞膜にあることを確めえた16）．しかも，両者の移

植性の比較において，HVJ持続感染細胞（THEL－HV

J）は，ウイルスによる細胞変性効果を全く欠くにも

かかわらず，正常ハムスターにおいて，親細胞（TH

EL）よりはるかに低い移植性と，時に腫瘍が退縮す

ることを知った1η．そこで，前述のウイルス性腫瘍移

植抗原の産生戯作を考察しつつ，ウイルス持続感染が

ん細胞における移植性低下現象の本態として，その細

胞膜変換現象2）14）18）（生物学的にも血清学的にも）の

もつ重要な役割を，これらTHEL，　THEL・HVJ細胞系

で以下のごとく追求した．

実験材料および方法

1．試験管内がん化ハムスター胎児肺細胞（THEL－T

　　L）およびそのパラミキソウイルス：HVJ持続感

　　染細胞（THEL・HVJ＝TH）

一TLは，さきに矢吹15）が樹立化した細胞で，　THは，

後述のごとくして得られた，これらは，いずれも単層

静置培養され，継代の際には0．02％EDTAと0．1％プ

ロナーゼの等量混合液で，通常のトリプシナイゼーシ

ョン法19）によりはがし，洗薬後適当な細胞数に新鮮培

養液で再浮遊して継代培養された，培養液はいずれの

細胞も（Eagle　MEM＋10％非働化仔牛血清＋0，07～

0．14％重曹）を用いた，なお，TL，　TH両細胞とも必

要に応じて，既述の滅菌濾紙小片法20）21）で，クロー二
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ングを行い，得られたクローンについても実験が行わ

れた，

皿．ウイルス　　　　　　　　　　　　　　　　1

　パラミキソウイルス　：HVJ　（Hemagglutinating

virus　of　Japan）名古屋一1－60株を発育鶏卵で増殖

させたもの（通常，血球凝集価二HAU，1：2048前

後，TCID50／0．2m1ニ10了～B）を適宜希釈して用いた．

また，抗血清中のウイルス抗体の吸収およびブロッキ

ングの際には，30，000r，　p．　m．60～120分遠心後，10

～20倍に濃縮半精製されたウイルスが使われた．

皿．腫瘍形成能（移植能）試験

　市販のゴールデンハムスター雌雄（6～12週令）を

用いた．動物への接種には，トリプシニゼーション法

ではがされた両細胞とも，洗直後，　Hanks液に再

浮遊された，血球計算盤で細胞数を測定後，103～106／

0．2mlの細胞数をハムスター背部皮下に接種した．接

種後，廿日的に触知しうる腫瘍の長径と短径を測定

し，その平均径（mm）を腫瘍径とした，

IV．　X線照射

　東芝製Type　S54－D4装置を用い，ハムスター全

身照射は75cm，浮遊細胞照射は30cmの距離で，出力

は180kv（2次電圧），15mA，フィルター（0．5Cu，

0．5AL）の条件で行われた．

V．培養細胞膜系　cell　ghost（cg）および不溶性リ

　　ポ蛋白（1．L．　P）抽出法，

　Thomas＆Smithら22）23）の方法を改良して行っ

た．すなわち，ラバーポリスマンで集めた培養細胞

（TしまたはTH）に，　KCI，モノヨード酢酸，’クエン

酸ソーダを加え，waring　blenderで砕き，（10．0

00r，P，　m，20分）遠心し，その沈渣に，さらに同様の

操作を5～7回繰返した．最終回の上清にDNA，　RN

A，可溶性の蛋白が，ジフェニルアミン法，オルシ

ノール反応そしてトリクロール酢酸法で，それぞれが

検出されなくなるのを確めた沈渣を，細胞膜成分

cell　ghost（TLcg，　THcg）として用いた，この操作

はすべて低温（0～4。C）にて行った，LL．P．抽出

は，倉田ら24）の方法に準じ，これらのcgを1％　De・

oxycho【ate・Na塩（DOC）で溶かし，遠心上清

（10，000r．　p．　m．30分，4。C）中のリボ蛋白を5倍量

の冷アセトンで沈澱させ，えられた遠心（aoOOr．　p．　m．

30分，4。C）沈渣を冷生食水でさらに浮遊させて，1．LP．

溶液とした．

VI．　TL，　TH細胞膜成分（cgおよび1．　L．　P。），　HVJに

　　対する抗血清の作製

　細かくホモジナイズしたそれぞれのcg液を3kgの

健康な家兎の耳静脈よりゆっくり，70mg（湿重量と

田

して）1回接種し，あと2回，隔週毎にフロインド不

完全アジュバントと共に100mgあて筋注した．さら

に，1回のブースター接種を筋肉内に行った後，7～

14日目に全採血して抗cg血清がえられた．抗1．　L．　P．

血清はすべて耳静脈より，同様の過度免疫計画で，1

回10mgあて接種してつくられた．また，　HV　J抗血清

は，発育鶏卵増殖ウイルスを5mlあて家兎腹腔に，

隔週毎10回免疫した後えられた．なお，これら各抗血

清中のウイルス抗体価測定は，通常の血球凝集抑制試

験（HAI）25）で行い，　HAI価で示された。

V旺．Cytotoxic　test（CT）

　段階希釈した非良化抗血清0．1mlに，標的細胞（Tし

またはTH）0．1ml（106個／m1）を混合し，時々振遣し

ながら37。Cの恒温漕内で30分反応後，あらかじめHVJ

抗体のないことを確認した人血清を補体として0．1m1

を加え，さらに，370C30分反応させた．かくて（0．5

％）トリパンブルー染色を行い，その染色性出現で，

細胞膜障害の有無を顕微鏡下（10×10倍）で判定し

た．反応にっき300個の細胞を観察し，次のごとく

cytotoxic　index（CI）を算出した．、CI＝　〔コント

ロール血清での非染色細胞（％）一免疫血清での非染

色細胞（％）〕÷コントロール血清での非染色細胞

（％）

　Warrenz6）に準じ，かかる　cytotoxic　index（C　D

＝0．15以上を有意な値とみなし，それを示す希釈

倍数をCT価とした．このCTの際，各抗血清中のウイ

ルス抗体のブロッキングおよび吸収については各実験

毎に述べる．

孤．Ouchterloney法による寒天ゲル内沈降反応27）

　抽出細胞膜成分の抗原性の差をみるために行った，

寒天内拡散法としては，4％精製寒天ブロックを30

g，1．7％NaCi加0．05M　PBS（pH7．6イオン強度0．12）

45ml，蒸留水を6m1加え加熱し，0．1％マーゾニン

液9mlを加え，8×12cmのガラス板上に流し，寒天

ガラス板とした．抗原抗体孔は，直径8mm，間隔は

4mmとし，20。Cで，2～3日反応させながら観察

し，適当な時期に写真にとった，

D（．蛍光抗体（FA）法

　上述の各抗血清および抗HVJ血清よりの粗γ一グロブ

リンに，通常のごとくZB），蛍光色素をラベルして調整

し，TしおよびTHを直接染色した．後述のブロッキン

グ操作後のFAは，ラベルしていない各抗血清または

そのγ一グロブリンと細胞を反応させ，未反応のものを

肩息除去後，ラベル抗血清で染色して行われた．

X，Colony　inhibition　test（C．1．　T｝

Hellstro！n29），M611er　30）らの法に準じて行った．す
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なわち，正常または担TL，　TH腫瘍ハムスター脾を別

出し，軽くホモゲナイズして，2～3重のガーゼで濾

過し，さらに低張生食水処理で赤血球を破壊した後，

培養液に再浮遊し，脾細胞液（主としてリンホイド細

胞）とした．この脾細胞液と各TL，　TH浮遊液の細胞

比を決めてシャーレ内で混合し，37。C，炭酸ガスイ

ンキュベーターで，6日培養後，形成されたコロニー

をクリスタルバイオレット（0．1％）で染色して数え

た．．脾細胞を加えない場合の形成コロニーとの差を

（％）で表わし，C．1．　T．の　indexとした．

　その他の問題は各実験項目毎にふれることにする．

実　験結　果

1．TL細胞におけるHVJ持続感染（THEL・HV　J）の

　　成立

　Table　lに示すごとく，2×106個のTL細胞を（5．0

×5．0×3．5cm）の角びんでほぼ一杯の状態に培養

し，血球凝集価（HA）ニ2048unit／0．5ml，　TCID50／0，2

m1＝1075のウイルスを感染させた．その結果，　TLは

著明な細胞変性効果（CPE）を起したが，その生残細

胞を継代していくとCPEは次第に消失し，継代11代以

降，それらはほとんど認められなくなった．しかし，

HVJ感染サインの一つであるモルモット赤血球吸着現

象（HAD）を示す細胞は，継代毎に変動しながらも

（Tab［e　L）常に認められた．その外に，かかる細胞

の発育鶏卵内への直接接種による感染性HVJの検出，

抗HVJ血清の細胞培養液への添加および除去による細

胞上のHADの消失と復活，抗HVJ抗体による直接蛍

光抗体染色法での細胞質および細胞膜表面における点

あるいは穎粒状のウイルス抗原の検出　（Photo　1）な

どから，HVJ持続感染の成立が確認された．かかるH

VJ持続感染細胞　（THEL－HVJ＝TH＞は，もとのTHE

L（＝TL）細胞と　in　vitroでの培養で形態および

増殖速度にほとんど有意の差がなく，かっ細胞変性効

果（CPE）を示すこともなかった．

H，THEL，　THEL・HVJ細胞のハムスター移植性につ

　　いて

　この両細胞で，ハムスターへの移植性すなわち腫瘍

形成能について検討したのがFig．1，Fig．2である．

　Fig．1では，同一ハムスターの皮下へそれぞれ生細

Table　1．　Passage　History　of　THEL－HVJ　cells

THEL－117 （EC－10）

　　　　　　　　　　　　　十

gVJ　infection：HVJ（HA titer：2048／ml）10－1

↓

Passage　No．（DAYS） HAD（％） CPE EXPERIMENT
1（2D） 83．0 十

2（7D）
@　…　　：6（26D）

@　…　　：10（39D）

@　…　　：24（82D）

9．8@
…
　
：
1
．
5
　
…
　
：
5
6
．
0
　
…
　
：
3
2
．
0

す
…
丁
…
†
…
一

CIR　by　Y－27－FD

bIRby　Y－30－CDC
25（85D） 36．0

一 Hamster　inoculation
26（95D）
@　…　　：28（101D）

@　…　　＝54（189D）

36．0@
…
　
：
2
0
．
0
　
…
　
：
4
9
．
0

丁
…
τ
…
一

Egg　inoculation
@　：HVJ（＋）（64，

`nti－HVJ　serum　treatment

gamSter　inOCulatiOn

1024／ml）

55（191D） 17．0
一 Resting　Potential

Current－voltage　characteri一
stiCS

56（206D） 8．0
一

FA　staining



 196
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胞を3×104個あて2ヵ所ずつ接種し，その後触知しう

るに至った腫瘍の平均直径が示されている．これをみ

ると，THEL・HVJ（TH）形成腫瘍は，親のTHEL
（TL）のそれに比べて，触知しうるまでの潜伏期間

がはるかに長く，その腫瘍は小さいか，時に，45日間

の観察終了期間まで全く認めえなかった．しかも，た

とえ一旦増大しはじめても，その増大速度はTしのそれ

よりも遅かった．

　また，Fig．2のように，別々の個体に大量（1×106

個）のTしとTHを接種した場合には，　TL腫瘍の潜伏

期は，2～3日と短く，その増大は急速で，全例が接

種後30～40日前後で，ハムスターを腫瘍死させた．こ

れに比し．，同様．のTH接種では，　TL腫瘍より明らかに

小さい腫瘍が生じたが，その増大はFig．1のそれと同

じくゆるやかで，ほとんどが，80日以上生存しえた．

この場合，一旦大きくなった腫瘍が，自然に退縮する

例が時には見出された．Fig．1，Fig．2に用いられた

接種量の中間例えば，105個の両細胞の接種では，Fig．

1とほ．ぼ同じ結果がえられ，このTH腫瘍の自然退

縮現象は，常に106個以上のTH接種でのみ認められ

た．

　かかる移植性の低下，消失，または腫瘍の自然退縮

は，HVJ持続感染細胞（TH）でのみ，ユニークに見

出された，しかし，これらの一連の現象が，親細胞

（TL）の申の低移植性のある細胞にたまたまHVJが

持続感染して生じたのか，あるいは，HVJ持続感染成

立が常に惹起せしめるかどうかが，次に問題になる．

そこで，TLをクローニングし，いくつかのクローン

をえた．その中，クローニング前の親Tしとほぼ同じ

移植能（腫瘍形成能）を持つクローンTL－181－Cl－

1と，それより低い移植能をもつクローンTL－181－Cl

－9にHVJを感染させ，持続感染化を計った．

　すなわち，HA価2048　unit／0．5m1のHVJ液の1『1と

10曽3希釈液を両クローン細胞に全く同じ条件で感染さ

せたと一ころ，これらHVJ　IO冒1感染TL両クローン細胞は

軽いCPEを示したが，10－3感染TL両クローン細胞は全

くCPEを認めないにもかかわらず，ともに著明なHA

Dが認められた．しかし，いずれのHVJ感染細胞も損

失されることなく継代され，容易に持続感染細胞をう

ることができた．これらの新しくえられたHVJ感染後

14代継代の持続感染細胞と，その親であるTしのク

ローン（TL－181－Cl－1，TL－181－Cl－9）とで，ハム

スターへの移植性を同一条件で検討したのがFig．3で

ある．その結果，いずれの持続感染細胞も親クローン

Fig．3． Transplantability　of　cloned　THEL　Cells（C1－1　and　C1－9）
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細胞にくらべて，腫瘍出現の遅れ，およびその増大速

度の低下がみられ，Fig．1に示された結果と類似して

いた．このことより，TしにHVJが持続感染化すると，

ある特定の低移植性の細胞のみが選択されてさらに移

植性が低下するのではなく，このTL細胞は，かかる

持続感染化ですべて移植性が低下するものといえよ

う．

皿．X線照射ハムスターにおける移植性の比較

　上述のTL，　TH両細胞の移植性成立，低下ないし腫

瘍退縮などには，生体側のハムスター個体の免疫反応

が関与しているのであろうことは，特に腫瘍の自然退

縮する例（Fig．2）からも容易に推察された．そこでこ

の生体免疫反応の関与をより明らかにするため，Fig．

4に示すように，　550R全身照射したハムスター群

と非照射群をつくり，それぞれの群にTしとTHを接種

した．かくて，形成腫瘍の平均径の推移をみると，T

L接種では，X線照射野と未照射対照群の間に，殆ん

ど差が認あられなかった．これに対し，THを接種し

たグループでは，照射群の腫瘍は，非照射対照群にく

らべて明らかに増大し，その増大速度も若干促進され

た．これはX線照射により，ハムスター個体の免疫反

応が抑制されたため，TL細胞とは異るTH細胞のハム

スターに与える免疫的刺激に対し，X線照射ハムス

ターでは非照射ハムスターと異った弱い応答しか出来

なくなった結果と考えられる．

　Fig．4．　Tumor　Formation　after　Transplanta・

tion　of　THEL　and　THEL＿HVJ　Cells　in　X－
irradiated（550　R）Hamsters

Average　size　of　six　THEL（○）or　THEL＿HVJ
（●）tumors　is　shown　in　non－irradiated（……）

and　X＿irradiated（一）hamsters．　Three　hams・

ters　of　each　group　received　two　transplantations

of　THEL　cells（9×105）or　THEレHVJ　cells
（9×1050f　HAD＝80％）．　　　　　　　　　　／
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IV．　HVJ持続感染によるTHEL細胞膜の変化一特に，

　　移植免疫と関連して一

　HVJ持続感染細胞（TH）がもとの親TL細胞と異る

ことは明らかであるが，その異るどの部分がハムス

ターの免疫誘起に関与するのであろうか．特に，移植

性低下，消失などを惹起せしめる免疫の関与するもの

としては，一般に細胞膜に存在するといわれている移

植免疫抗原1）2）18）が我々の場合にも該当するであろう．

特に，ウイルス感染移植性がん細胞では，ウイルス抗

原以外に，ウイルスゲノムによって誘導されたと考え

られるウイルス特異的な細胞膜表面抗原が，ボックス

3D，ヘルペスシンプレックス32），アデノ33），　SV4034）35），

ポリオーマ36），EB3了），　Friend14）各ウイルスなど多

くのウイルス感染でみ出されている．特に，小林ら

は，かかる細胞膜抗原をもつに至った　Friendウイ

ルス感染ラット移植腫瘍の移植性消失を明らかにして

いるlo）～13）．小林らは，これを細胞表層膜の　Friend

ウイルス感染による変換14），およびかかる変換された

抗原を個体ぱ異物”と認識し，免疫学的に排除する方

向に反応する，すなわち，聖曹異物化現象　（Xenogeniz・

ation＞18）”としてとらえている．我々は，以前にTHお

よびTL両細胞膜の生物学的差をいくつか明らかにし

て来た．特に，　CIR　assay法38）39）によるTI｛の高C

IR感受性16），電気生理学的野抵抗性の著差16），抽出T

H細胞膜よりなる　cell　ghostのHADないし，　HVJ

蛍光抗体染色性16）などがいずれも両者の細胞膜の変化

としてとらえられた．そこでかかる細胞膜変化が，上

述のウイルスゲノム誘導の細胞膜表面抗原または移植

性免疫抗原そのものによるかどうか，あるいは，それ

が小林らの唱える賦異物化現象”として生体に働きうる

かどうかを次に検討した，

　1．　Cytotoxic　test（C．　T．）

まず，Smith＆Thomas法22）～24）によりえられたT

しおよびTn　cell　ghost（TLcg，THcg），さらにそ

れらより不溶性リボ蛋白（TH－ILP），ないしHVJでそ

れぞれ免疫した家兎抗TLcg，　THcg，　THILP，　HVJ

血清などを用い，両細胞を標的細胞として，cytoto．

xic　test（C・T）を行った．結果は，　Table　2，　Fig　5，

Fig　6，に示されている．

　これをみると，Table　2に示すごとく，抗cell

ghost血清すなわち抗TLcgおよびTHcg血清は，　Tし

またはTH両標的細胞と，交差的にC．　T．価で（1：32

～1：64）迄反応した．これは，TLをHVJ持続感染

化しても，大部分のTL細胞膜成分の抗原性が変わら

ず残存しているごとを示している．しかし，血球凝集

抑制試験（HAI）で見出されるウイルス抗体は，抗T
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Hcg血清にのみ含まれ，抗TLcg血清には見出されな

かった．そこで，これらの血清より，TしとTHのそれ

ぞれ生細胞（4×106個）で　Tab【e　2　に示される

ごどき交差的吸収操作を行い，CT価およびウィルス

抗体価（HAI価）の変動を追求した．その結果，抗TL

cg血清では，　TL細胞による吸収3回で両細胞に対す

るCT価は陰性化し，　CT関与抗体の吸収が明らかにさ

れた．それに対し，抗THcg血清では，　T　H細胞によ

る吸収で同様に両細胞に対するCT価が平行して低下

陰性化した．一しかしながら，TL細胞による吸収では，

TL細胞に対するCT価のみが陰性化し，　TH細胞に対

するCT価およびウイルス抗体価は，全く変動しなか

った，これらより，Tしがもともと保有する両細胞に

共通な抗原性と，HVJ持続感染によってTHのみに見

出されるに至ったHVJ自身およびそれに関連した新抗

原の存在が，かかるceU　ghost抗血清を用いた本

実験で表現され、たものと考えられる．

　そこで，HVJ自身に対する抗体，あるいはHVJゲノ

ムの存在（すなわち持続感染化）により，THに誘導

されたと思われるウイルス自身とは異るが，HVJ関連

新抗原に対する抗体が，かかるC．T．にいかに関与し

ているのかを次に検討した．そのたあに，TL，　TH両

細胞の共通抗原に対する抗体を含まぬように処理また

は選んだ抗血清を用い，その中のHVJ抗体（HAI抗

体）を過剰の半精製ウイルスにより，ブロック（Fig．

5）または吸収（Fig．6）して，　TH細胞を標的細胞

とするC．T，を行った．

　まず，ブロックには，TL細胞で共通抗体を完全に

吸収した抗THcg血清（HAI　1：64），未吸収の抗TH－

ILP血清（HAI　1：64）および本来，細胞共通抗体

を含まぬHVJ過度免疫血清（HAI＝1：2048）の3

者を，Fig．5のごとくえらんだ．この場合，抗TH・IL

P血清は，TL細胞で何回か吸収を試みたが，共通抗体

の吸収は不成功に終り，そのまま使用せざるをえなか

った．かくて，16～2048HAU／0．5m［の数段階に希釈

したウイルスを，1：8～1：2048に希釈した各抗

血清のそれぞれに組合せて加え，HAI抗体のブロッキ

ングを行った．ブロッキングの成立は，ウイルス・血

清混液にニワトリ血球（0．25％）浮遊生食水を1滴加

え，赤血球凝集反応が明らかに出現すれば，ウイルス

過剰のための反応出現とみて，ウイルス抗体はブロッ

クされたと考えた．その結果，高HAI価を示す抗HV　J

血清では，2048HA価のウイルスで，比較的低HAI価

を示す他の2血清（TL吸収抗THcgおよび未吸収抗T

H・ILP血清）では，128～512HA価以上のウイルスを

用いれば，低希釈（高濃度）の各抗血清でもHAI抗体

のブロックされることが判明した（Fig，5の曲線の（一9

がブロッキングの完全に生じた組合せを示す），かくて

ブロッキング成立を確認後，調べられたC．T．の変動

をみると，TL吸収抗THcg血清およびHVJ過度免疫血

Table2．　Cross　Cytotoxic　Test　by　Anti－THcg　and　Anti－TLcg　Rabbit　Serum　before　and　after

　　　　Absorption　with　THEL　or　THEL－HVJ　Cells

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　TL　　TH　HVIH欝i縮）

anti－THcgRS　original 1：32＊
@1

1：64 1：64

糞absorbed　w．　TL　cells　1α 1：16 1：64 1：64

〃　　　　　〃　　　2α ＜1：8

〃　　　　　〃　　　3α ＜1：8 1：64 1：64

absorbed　w．　TH　cells　1α 1：16 1：16

〃　　　　　〃　　　2α ＜1＝8 〈1：8

〃　　　　　〃　　　3α ＜1：8 ＜1：8

anti－TLcgRS　original 1：64 1：64 ＜1：2

abosrbed　w．　TL　cells　1α 1：64 1：64 ＜1：2

〃　　　　　〃　　　2α ＜1：8 1：16 ＜1：2

〃　　　　　〃　　　3α ＜1：8 〈1：8 ＜1：2

＊serum　dilution　giving　above　O．15　cytotoxic　index

葉30minutes　at　37℃and　overnight　at　4℃with　TL　or　TH　cells（4×106／ml）
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清では，1：8～1：32迄に有意のCT価の存在を認

えた，しかしながら，抗TH・ILP血清では，1：128

迄有意のCT価を認めた，この抗TH・ILP血清の場合，

各力価ウイルスによる　HAI抗体ブロッキング後で

も，TH細胞でのC．1，ないしCT価の変動が，他の2っ

の使用抗血清におけるものより遥かに少いこと，ま

た，その有意な終末点が高いことなどは，前述のTL

を用いて吸収不能であった両細胞への共通抗体による

反応の結果と解釈された．さらに，ここでウイルス抗

体を完全にブロックした後に，HVJ過度免疫血清中に

なお残存する抗体かTH細胞に有意のCT価を示したこ

とは，後に論ずることく，意義深いといわねばならぬ

であろう，

　ついで，抗THcg血清より，TL細胞による共通抗体

の吸収，HVJによるウイルス抗体の吸収を行ってえら

れた結果がFig．6である，ウイルス抗体吸収は，　Fig．

6に示すごとく，50mμ径の　membrane　fMter慮

過で，HVJを除いて行われ，最終濾過液に，　HVJの存

在のないことも血球凝集能陰性により確められた．か

かる最終段階の吸収血清では，上述の共通抗体および

ウイルス抗体はそれぞれ見出されないのに，TH細胞

には1：4～1：16迄，有意の反応を示すCT抗体の残存

が認められた，しかし，これらの有意の抗体量は，そ

のC．1．の低いこと（0．15～0．50）からみても，大量

　田

とは考えられなかうたが，その抗血清作製に用いられ

たTHcgに、共通抗原，ウイルス抗原以外の新抗原が

含ま認るに至っだことはほぼ誤りないといえよう．．

　2．抗細胞膜抗体による蛍光抗体染色性

　上述のC．T．で，観察しえたTH細胞膜におけるウ

イルスとは異る新抗原の存在を，同じ抗血清を用いた

蛍光抗体法（FA）で更に追求した，結果は　Table

3，Photo。1～3に示されている，

　まず，HVJ過度免疫血清によるFAで，　TH細胞は，

典型的な点または穎粒状の染色性を主として細胞質内

に，一部は細胞膜に強く示したが，核はほとんど染色

されていなかった（Photo．1），これらの染色性は，

アセトン固定で何ら影響をうけないことから　（Tabie

3》も，ウイルス抗原が染色されているのであろう．

この場合，TH細胞膜に弱いながらも環状蛍光が，未

固定の場合にのみ時に認められたが，これは上述のC．

T．の際，HVJ抗血清中に認められたと同じ様なTH

特異的抗体によるものと思われる，同じFAで，　TL細

胞は勿論何等蛍光染色されなかった．

　つぎに，抗THcg血清によるFAを行うと，未固定の

生TH細胞は，前述のHVJ抗血清による蛍光とは明ら

かに異る穏和な細胞膜のみの染色性を示した（Photo．

2＞，　この細胞膜染色性は，アセトン固定またはトリ

プシン処理で完全に消失し　〔Table　3），　いくつかの

Fig．5．　　Effect　of　HVJ－antibody　Blocking　by　semi・purified

　　　　HEしHVJ　Cells
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Fig．6． Cytotoxic　Test　of　THEL　and　THEL・HVJ　Cells　by

Absorption　with　THEL　Cells　and　Viruses

anti・THcg　Serum　before　and　after

Anti・THcg　serum　was　reacted　with　an　equal　volume　of　TL　cells　（5×106／m1）for

overnight　at　4。C　following　a　reaction　for　30　m．　at　37。C．This　absorption　cycle　with

TL　cells　was　repeated　4　times　on　the　supernatant　after　centrifugation（1，500　r．　P，

m．for　20　m．　at　4　。C）．

Antiserum　thus　obtained　was　further　reacted　wi　th　a　half　volume　of　semi・purified

viruses（HAU＝4096／0．5　m1）for　30　m．　at　room　temperature．　After　further　standing

for　overnight　at　4。C，　serum・virus　mixtures　were　filtrated　by　membrane　filter（づore

diameter，50　mμ）．　Cytotoxic　index　on　TL（●，▲）and　TH（○，△｝　cellswas　determined

in　r6SpeCtiVe　StepS．
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ウイルス感染で知られている細胞膜におけるsurface

antigen（S・ag｝3D～37）　としての特徴を示してい

た．同様の細胞膜蛍光染色は，抗TLcg血清とTL細胞

を含あた交差的組合せでも，前述のCTでえられた交

差的反応の結果と同様に観察された．

　そこで，CTにおけるブロッキングと同じ考えで，

TH細胞における．TL細胞との共通抗原およびウイルス

抗原を適当な抗血清でブロックした後，TH特異的抗

原のFAによる検出を試みた，いくつかの予備実験で，

抗TLcg血清および抗HVJ血清の　γ・gbbulin濃度，

作用時間を　．Table，3のごとく求め，　TL細胞の抗

TLcg血清による細胞膜FA染色が，また，　TH細胞の

抗HVJ血清によるウイルスFAが完全に消失すること

で，これらのブロッキングの成立を確認した．かかる

条件でブロック後，TH細胞を抗THcg血清でFA染色

すると，　Photo．2に認められた細胞膜蛍光染色

は，それよりはるかに弱まるが　（Photo．3，　Table

3），明らかに残存して認めることが出来た，かかる弱

い環状蛍光は，未固定の生TH細胞にブロック操作を

した時のみ見出され，トリプシン処理後のTH細胞を

同様に処理しても認められなかった　（Table　3）．さ

らに，前述の未固定生TH細胞に抗HVJ血清でFAを行

った時，時に散見される細胞膜の弱い環状蛍光とこれ

は甚だよく似ていた．この様な抗HVJ血清を一定条件

とはいえ，TH細胞のブロッキングに用いたが故に，

Photo．3に示されるTH特異的抗原の蛍光染色は，

甚しく弱くなったものと思われる．しかし，陰性対照

（TL細胞を抗TLcg血清と抗HVJ血清でプロッキン．グ

後，抗THcg血清でFA染色したもの）よりは，明らか

に有意の染色性を示した，

　3．Ouchterloney法（寒天ゲル内沈降反応法）に

　　　よる分析．

　かくて，CT，　FA法で見出されてきたTH細胞特異

的なHVJ関連新抗原をさらに，　Ouchter［oney法に
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Table　3． Stainability　of　THEL　and　THEL－HVJ　Cells　by　Fluorescent

Antibody　Staining　Method

Acet。n。　a）

¥　　　　　十

T。yp、i。b）

Fixation　or

sreatment
None

一 十 『

Bl。cki。g・）

`ntibody
一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

Anti－TLcg（3　mg／ml）and
`。ti．HV」（5　mg／ml）d）

¥　　　　　十　　　　　十

Staining

`nt　ibody

idilution）

Ant　i－

sHcg

i1：16）

Anti－

gVJ
i1：2）

Anti－

sHcg
i1：16）

Anti－

gVJ
i1：2）

Ant　i－THcg

i1：16）

Anti－

gVJ
i1：2）

THEL
sHEL－HVJ

（＋＋）e）

i＋＋）

（一）

i＋＋）

（一）

i一）

（一）

i＋＋）

（一）

i＋）

（一）

i一）

（一）

i一）

a）10m．　at　room　temperature

b）20m．　at　room　temperature　with　O．05％trypsin　in　phosphate　buffer

c）　2hr．　at　37。C

d）Concentration　ofγ一globulin／ml　was　determined　as　the　minimum　essential　conditions

　to　make　the　respective　stainability　negative・

e）（十十），strongly　positive；（十），　weakly　positive；（一），　negative

よる寒天ゲル内沈降反応で検討した，これには，各抗

血清と各　ceU　ghost抗原ないしその　DOC抽出

抗原，ウイルス抗原が，　Photo．4～6のごとく，

組合せて用いられた，　Photo，4は通常法に従った

が，　Photo，5では，寒天内での抗体簡易吸収法40）

を施した．すなわち，TLcg抗原（蛋白量で0．3mg／mD

を予あカップに入れ，　一晩20。Cに放置して充分寒

天内に拡散させ，生食水でカップを充分洗糠後，抗T

Hcg血清（CT価でTしに1：64，　THに1：256）を

入れてゲル内沈降反応を行った．また　Photo．6　で

は㍉試験管内でTLcg抗原（蛋白量として1．Omg／mけ

により，同じ抗血清を3回予め吸収し，さらにカップ

内に同じ濃度のTLcg抗原を入れ，上述の寒天内簡易

吸収法を施した後使用した．

　未吸収の抗THcg血清に対しては（Photo．4＞，　THc9，

TLcg抗原は共通の2～3本の強い沈降線をつく

り，この共通沈降線は，THおよびTL細胞培養上清

（血清無添加培養液で35。C　24時間培養）THmem，T

Lmemに含まれる抗原物質との反応にも共通であっ

た．・さらに，TLcg抗原との間には認めることが出来

なかったTH特異的と思われる2本の沈降線が，THc9

抗原との間に明らかに観察された．　また，THcgよ

りDOCで抽出されたTHDOC抗原との間にも，上

述のものと性状がやや異る，幅広く強い沈降線が見出

された．しかし，それは同様に抽出されたTLDOC抗

原との間には，認められなかった　（Photo．4）．

　次に，これらと全く同一の反応系を　Photo．5　の

ごとく，寒天内でTLcg抗原による簡易吸収を施した

抗THcg血清について行った．その結果，Photo，4

にみられた共通の2～3本の沈降線はほとんど消失

し，THcg抗原，　TH：DOC抗原との間に，　Photo．4

で認められた沈降線のみが，残存した．この残存した

ものが特異的抗原およびHVJ抗原による沈降線と考え

られた．

　そこで，TLcg抗原による共通抗体吸収をさらに

in　vitroと寒天内で徹底的に行った抗THcg血清，

および抗HVJ血清（HAI価1：8192／mDを用い，各

抗原濃度も適量に調整し，HVJ（HA価1：40，000／

m【）抗原も加えた反応系を　Photo．6のごとく検討

した．その結果，THcg抗原（4．Omg／m【）は，抗TH

cg血清（TLcg抗原による吸収ずみ）およびHV　J血清

の間で，互に完全にfuseする明瞭なる一本の沈降

線をつくった．さらに，濃度を1mg／m1に下げたTH

cg抗原は，同じ抗THcg血清との間に，弱いながらも

同様の一本の沈降線を示した．この抗THcg血清は，T

HDOC抗原濃度を4mg／mlに合わせたものの間にも，

類似した一本の沈降線を示したが，その沈降線は，前

記THcg抗原（1．Omg／ml）による沈降線と完全には
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fuse一せず，両者間の同一性は少ない様に考えられた．

しかしながら，この条件の抗THcg血清との反応で，

ウイルス抗原による沈降線が全く認められない所から

みると，これら上述の各沈降線は，それぞれのTH由

来抗原に特異的で，ウィルス抗原によるものではない

と解釈された．ここで使用された抗HVJ血清は，同じ

使用ウィルス抗原（HVJ）との間で，常にウィルス抗

原側にカップを横切づで認あられる沈降線をつくるこ

とが確められているr；こ．れかち考え一ると，このPhoto・

6においてみられたTHcg抗原（4．Omg／mi）のカッ

プを横切る沈降線は，この4．Omg／mlという過剰のT

Hcg抗原に含まれるに至ったウイルス抗原特異的なも

のであろう．かくて，ウイルス抗原と異るTH細胞特

異抗原が，抗THcg（TL抗原吸収ずみ）血清のみなら

ず，抗HVJ過度免疫血清を用いても検出出来たわけ

で，前述のCT，　FA法と全く同一の結論が，このゲル

内沈降反応でも得られることになった．

V．担TしまたはTH腫瘍ハムスター脾細胞によるTL

　　またはTH細胞のコロニー形成抑制試験　（C，1，

　　T．）

　この様なHVJ持続感染化による細胞膜表面の抗原変

換が，生体での移植性の低下をもたらすであろうこと

は，容易に推定できる．しかし，その生体側に与える

免疫学的本態は，何であろうか．最近，多くの研究者

により，移植性の低下および退縮に関与するものとし

て，細胞性免疫が一つの大きな役割を担っているもの

と考えられっっあるω～43）．我々もその問題に一歩近づ

く意味で，正常および担TしまたはTH腫瘍ハムスター

の脾細胞と，TL，　TH両細胞の　in　vitroでの反応

を行った．その結果，これら脾細胞は，TH細胞によ

り多く速やかに吸着し，TL細胞へのそれに比べて，

4～5倍高い吸着率を示すことが判明したm．しか

も，担TH腫瘍ハムスターの脾細胞は，　TH細胞に特に

よく吸着するが，TL細胞にも反応初期には，正常脾

細胞より吸着し易いことが明らかにされた．そこで，

吸着後，in　vitroでの増殖抑制すなわち結果的に

は細胞コロニー形成抑制がみられるかどうかをさらに

追求した，結果は　Table　4に示されている，

　かかるコロニー形成抑制試験（C．1．T．）で，担TH

腫瘍ハムズター脾細胞によるTHコロニー形成抑制率

は，65％前後と高いが，Tしのコロニーも約40％抑制

された，また，担TL腫瘍ハムスター脾細胞は，　TH，

TLをそれぞれ約42％，17％抑制した．さらに，正常ハ

ムスター脾細胞も，TH細胞コロニー形成抑制（約40

％）を示すが，TL細胞にはほとんど効果がなかった，

　これらの事より，TH細胞はTL細胞に較べて，生体

内に接種された場合に，免疫担当細胞を刺激し易い上

に，強く，速やかに免疫学的作用も受け易いことが想

像された．かくて，それが，ハムスターへの移植性の

低下および退縮という形で表現されるのではないかと

解釈される，特に，担TH腫瘍ハムスター脾細胞が，T

Hのみならず，TL細胞にもよく吸着し，コロニー形

成をある程度抑制することは，ハムスターの個体にT

しとTHを同時に接種した場合，　TH腫瘍の退縮と共に

TL腫瘍の増大が止ったり，極あて稀に多少とも一時

的に縮少することがあるのを裏書きしているといえよ

う，

VI．移植拒否性免疫誘導の試みについて

　上述の同時接種実験で認められた現象は，小林らの

　Friendウイルス感染ラット腫瘍細胞と未感染腫瘍

細胞を同時に接種すると，Friend感染腫瘍の退縮

につれて，非感染腫瘍も退縮するといういわゆる免疫

の”まきこみ．現象lo）18）とよく類似している．そこ

で，我々も移植性の高いTL細胞接種による腫瘍形成

を，細胞膜変換をうけているTH細胞での免疫操作に

より，かかる”まきこみ“現象を通して抑制出来ない

であろうかと考えて次の実験を行った，

　1．免疫期間と腫瘍細胞接種（チャレンジ）の関係

　免疫原として使用する細胞は，生に近い程，移植免

疫効果が強いと一般にいわれている4D42）44脚ので，我

々も出来る．だけ生め状態で免疫することを心がけた．

しかも免疫原として接種した細胞そのものが，腫瘤と

して増大しないようにするために，X線照射が妥当
の46）
ﾆ考えられたので，この方法を用いることにした．

かくて，確実に免疫原細胞としてのX線照射TL，　TH

細胞が腫瘍を作らない照射量として，5，000～10，000R

照射がえらばれた．このX線照射をうけたTHとTL細

胞を用いて，Fig，7．8．に示すごとく，ハムスター

を3回免疫し，最終免疫より日をかえて（0，7，14，

21日目）TL細胞をチャレンジし，その有効性をみた．

この際，腫瘍形成抑制（移植性拒否免疫の成立）は，

非免疫ハムスターに同様にチャレンジしたものと比較

して判定した．

　その結果，免疫原としてのX線照射TH，　TL細胞は

いずれも軽微な腫瘤をつくるが，2～3週以内に完全

に消失した．かかる条件下で，まず，X線照射TH免

疫群でみると，最終免疫後3週を経て，TLチャレン

ジをうけたハムスターで弱いながらも腫瘍形成の抑制

をみた．しかし，2週，1週，0日（同時）にチャレ

ンジしたものでは，その抑制もより軽微で，またバラ

ツキと，時に，腫瘍形成の増強が若干出現した（Fig・

7）．　X線照射TL免疫群では，一般にいずれの時期
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にチャレンジしても，非免疫ハムスターにおけるもの

より，かなりの腫瘍増強がみられ（Fig．8），かかる

ものは我々の初期の目的には不適と判断された．

　かくて，免疫後3週前後のチャレンジが最も有効と

認められた，しかし，特に，X線照射TL免疫群にみ

られた様な腫瘍形成の増強は，腫瘍細胞による免疫の

際，往々に認められることが古くより報告42）欄）され

ているので，この有効チャレンジ時期の決定は，かか

る実験では慎重に選ぶ必要があると思われた．

　2．免疫原への有効X線照射量の決定

　前項の実験では，免疫原としてのX線照射THまた

はTL細胞の腫瘍形成が確実にない条件として，大量

照射（5，000～10，000R）が選ばれたが，目的とする移

植拒否性免疫誘導に最適かどうかは，別に検討される

必要がある．何となれば，過剰のX線照射で抗原性の

破壊のあらわれる場合も知られている42）49）からであ

る，そこで，この問題がFig．9のごとく追求され
た．

　その結果，免疫原としてのOR－THは，ゆるやかに

増大する腫瘍（白丸点線で示す）をつくったが，接種

後約40日頃より，次第に退縮しはじめ，約15mm径の

まま約90日間存在し，ハムスターも健全に生存しえ

た．（これは前述のTH細胞の移植性の低下，退縮の事

実を示すものである．）これに比し，黒丸点線で示す

1．000R－THは，よりゆるやかに増大する腫瘍となっ

たが，他の黒三角，黒四角で示す2，000R一および3，000

R－THの腫瘍は，2～3mm径の腫瘍というよりは腫

瘤を7日までに形成したが，以後3週すなわちTしの

チャレンジ時期には全く消失していた．（前述の5，000

R～10，000R－THまたは一TL免疫の場合と全く同じ．）

　かくて，OR一，2，000R－THで免疫されたハムスター

への104TLチャレンジでは，チャレンジ後，約70日間

Table　4． Colony　Inhibition　Test　of　THEL　and　THEL－HVJ　Cells

　　　by　Co－culture　with　Spleen　Cells

Target　cells THEL THEL－HVJ

Spleen　cells THEL一 THEL一 Nor一
N。neb）
THEL一 THEL－　Normal None

HVJ一
tu．　a） mala）

HVJ一 tu．

tu．　a）
tu．

E。p1，　C．凡・）
98 142 132 47 72 132

136 152 133 55 82 136
C．R．d）

（0） （0） 64．7

}8．1＊

43．6
}9．3＊

一

Exp．2．　C．　N． 23 34 －23 23 36 60

33 35 25 28 42 73

C．R． （0） （0） 63．2
}10．3＊

39．7
}10．7＊

E。p3・）（C．凡） （21） （33） （40） （14） （23） （40）

（C．R．） （47．5） （17．5） （65．0） （42．5）

＼

Target　cells（100－200　cells／dish）pre－cultured　for　l　day　were　co－cultured　with　1，000×104

hamster　spleen　cells　per　dish．　Spleen　cells　from　tumor－bearing　hamsters　were　prepared　2

weeks　after士he　transplanta，tion　of　TL　or　TH　cells（5×105）．

a）THEL－HVJ　or　THEL　tumor－bearing　and　normal　hamster

b）Control　culture　without　spleen　cells

c）Number　of　cQIonies　per　dish

d）Mean　of　colony　reduction　ratio（％）±standard　deviation　and　significant　difference

　　〈P〈005）is　indicated　by　an　asterisk　No　statistically　significant　reduction　was塩ken

　asO．
e）Colonies　developing　after　the　co－cultivation　with　spleen　cells八among　tota1（40）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　わ　small　colonies．　Small　colonies　were　randomly　selected　and　marked　before　the

　CO－cultivation．
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全くTL腫瘍形成を認めえなかった．1，000R一，3，000R

－THで免疫されたハムスターでは約2～3週間腫瘍を

触知しえなかったが，その後次第に漸増する腫瘍を形

成した．非免疫対照ハムスターでは，約10El間の潜伏

期後，急激に増大する腫瘍を形成し，約4週で動物は

腫瘍死した，103TLチャレンジでもほぼ同様の傾向を

示し，腫瘍出現の全くないもの（OR－TH免疫ハムス

ター），対照に比し約30日間の潜伏期（腫瘍形成の抑

制）のみられたもの（2，000Rおよび3，000R－TH免疫

ハムスター），抑制が1週間みられたもの（1．000R－T

H免疫ハムスター）などであった．

　これらの結果より，X線照射THを免疫原とする場

合には，免疫原細胞の作る腫蕩が必ず退縮し，かっ有

効な免疫効果を招来することからみて，2，000R～3，0

00R照射がより適・当で，前項の5，000～10，000R照射は

必要でないことが判明した．これと対比して，X線照

Fig．7． Effect　of　Interval　between　Immunization　and　Challenge　on　THEL

in　Hamsters　immunized　w孟th　X・irradiated　THEL・HVJ．Cells
Tumor・formation

Immunization：
Challenge　　　　：

　　average

5，000－10，000Rirradiated　THEL・HVJ，

THEL，104　cells×2／hamster（＿＿＿）

5×106cells／hamster（………）
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射TLを免疫原として使用する場合には，免疫原とし

てのX線照射TLのつくる腫瘍が必ず消失するのには

8，000R以上の照射が必要な事が判った，

　かくて，X線照射TH細胞が移植拒否性免疫誘導の

ための免疫原として，条件（照射量，免疫期間など）

さえ考えれば，有効であることが判明したので，さら

に，動物数を増して検討を行うことにした．これらと

平行して，単一細胞レベルでの持続感染細胞（ウイル

スゲノムの保持）の分離を計るため，TH細胞のク

ローニングが行われた．いくつかのえられたTHク

ローン中で，ハムスターに接種しても，親THよりさ

らに移植性（腫瘍形成能）が低く，接種後20～40日ま

でに常に完全に自然退縮するクローン，TH－Cl－1が

えられたう。）．このTH－C1－1は，　HVJ持続感染のサイ

ンであるHAD，　HVJ蛍光抗体染色共に100％陽性であ

った．この細胞を免疫原にするならば，あらかじめX

Fig．8． Effect　of　Interval　between　Immunization　and　ChaUenge

in　Hamsters　immunized　with　X・irradiated　THEL　C　ells

on　THEL　Tumor－formation

Immunization：5，000－10，000　R　irradiated　THEL，5×106

Challenge　　：THEL，10』cells×2／hamster（＿＿＿）

average
tumor
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線照射の必要もなく，全く生の細胞の状態で免疫出来

ることが期待され，このTH－C1－1細胞も含めて以下

の実験が行われた．

　3．X線照射細胞免疫ハムスターにおけるTL腫瘍

　　　形成（移植）抑制実験

　すなわち，免疫原としてTL（8，000R），親TH（3，

000R）そして未照射TH－C1－1（OR）を，1匹あて106．

個，1ヶ所皮下に免疫後21日目に，TL細胞を1×104

／0．2m1チャレンジした，各免疫1群5匹あてTL腫瘍

の出来方を非免疫対照ハムスター群と比較した　（Ta・

ble　5）．各群の形成腫瘍径の平均とその標準偏差を

みると，TH℃1－1（OR）免疫群では，チャレンジ後

約21日間（免疫後44日間），TH（3，000R）免疫群で

は，同じく17日間（免疫後39日間）は，非免疫群に比

して，推計学的にも有意な腫瘍形成の抑制が認められ

た，以後も若干の抑制傾向がみられたが，個体差によ

るバラツキが大きくなった．TL（8，000R）免疫群で

は，抑制は全くみられず，かえって前述の腫瘍増強傾

Table　5．　THEL　Tumors　formed　in　Hamsters　immunized　with　X－irradiated　THEL，

　　　　　THEL－HVJ　or　non－irradiated　THEL－HVJ－C1－1　Cells

　　　　　Average　tumor　size（mm）±Standard　deviation（5　hamsters）

　　　　＊statistically　significant（P＜0．05）

　　　days　after
@　　　　　challengei㎜w．

4D 10D 17D 23D 26D

　NONE
icontrol） 0 0．65±0．09 5．10±3．16 10．80±7．90 14．00±10．12

THEL－HVJ
Cl－1，　irra． 0 　　　　　　＊O．16±0．01 1．53±1．20＊ 4．60±2．10＊ 6．10±21．09

w．　　OR

THEL－HVJ
　　　　　●垂≠窒?獅煤C1r． 0 　　　　　　＊O。40±0．04 　　　　　　＊Q．20±ユ．60 8．95±7．11 13．50：±11．40

w．3，000R

THEL
　　　　　・垂≠窒?獅ｿlr． 0．05±0．01 0．54±0．02 4．80±6．30 11．84±13．50 16。00±13．OO

w。8，000R

Immunization

Chal　lenge

1×106cells／hamster，　subcutaneously

1×104cells／hamster，　subcutaneously，

21　day　　after　immunization
‘

Table　6、　THEL　Tumor　formed　in　Hamsters　immunized　with　X－irradiated　THEL－HVJ　or

　　　　　THEL　Cells
　　　　　Average　tumor　size（mm）±Standard　deviation（8　hamsters）

　　　　＊statistically　significant（P＜0．σ5）

　　　days　after
@　　　　辿allengei㎜w．

4D 10D 17D 23D 26D

　NONE
iC・ntr・1） 0．16±0．04 1．40±0。54 4．60±3．32 8．80±6．80 1ユ．50±8．48

THEL－HVJ
　　　　．垂≠窒?獅煤@lrr． 　　　　　　＊O．04±：0．05 　　　　　　＊O．53±0．28 1．88±0．95＊ 　　　　　　＊T．90±3．255 9．10±4．80

w．3，000R

THEL
　　　　●垂≠窒?獅煤@lrr． 0．11±0．07 1．18±0．47 5．90±2．30 11．20±4．80 14．60±5．60
w．8，000R

Immunization：5×106　cells／hamster．6times（14，10，6day　before　and　9，11，15　day

　　　　　　　　after　challenge）　subcutaneously

Challenge　　：1×104　cells／hamster，14　day　after　the　first　immunization，　subcutaneously
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向が認められた．

　そこで，次に，TH（3，000R）．　TLぐ8．000　R）を免

疫原として，より大：量の免疫原でしかも頻回に免疫し

た場合の有効性が検討された，すなわち，TH（3，000

R），TL（8，000R）の両細胞を一回に5×106個／0．2mr

あて皮下に，　チャレンジ前14日，10日，6日，に3

回免疫し，TL104個／0．2m1ずつ1ヶ所皮下にチャレ
ンジ冒ｵた後，さらに9日，11日，15日に5×105個あ

て追加免疫した結果が（一群8匹）Table　6であ
る，

　これをみると，TH（3，000R）免疫群は前実験

（Tab［e　5）で示された移植抑制度よりさらに強くし

かも，やや長期間（チャレンジ後26日～30日まで）た

わたる抑制傾向が認められた．（推計学的には23日迄

の抑制が有意）．TL（8，000R）免疫群は，前述の結果

と同じく，抑制よりもむしろ，腫瘍増強傾向を示し

た，

　これら実験結果より，免疫原の質，その量の問題，

さらに免疫回数と時期が，移植抑制度（移植拒否免疫

の成立）に大きく影響することが推察された．

考 察

　以上，我々は，移植性培養がん細胞に　nononcog・

enic　virusであるパラミキソウイ」ルス：HVJが持

続感染することにより，誘導されるウイルス粒子以外

の関連新抗原と，その生体に与える免疫学的影響につ

いて実験を行って来た．先ず，かかる新抗原は，一般

に，ウイルスが種々の細胞に感染した過程で，宿主細

胞がその蛋白合成機構をつかって，感染ウイルスゲノ

ムの誘導で作り出す　Surface　antigen3D～37）と同一

と想像される。このウイルス抗原と異るという点につ

いては，ウイルス粒子を人工的にこわし，粒子の蛋白

被膜のサブユニット51）としたものと，さらに比較検討

する必要があると思われる．しかしながら，自然変性

などで生じたサブユニット抗原を若干含むと思われる

使用ウイルス抗原は，本実験のHVJ抗血清とゲル内沈

降反応で常に，一本の沈降線を，新抗原のそれとは異

る位置に示した．

　さらに，こ’の細胞膜の新抗原性物質は，トリプシン

処理，アセトン固定で不活化されるリボ蛋白であろう

ということが，蛍光抗体法により推測された，かかる

細胞膜表層の物質的変化（抗原としての）およびそれ

に付随した変化が，既述16）38）39）の　CIR　assayでの

高感受性への変換ないし，膜電位特性として表現され

たと考えてもよいであろう．ただ，cell　ghostsをさ

らにDOC，アセトンで抽出処理した膜成分（1．　L．　P，）

は，分子が小さくなり，大きさがそろう反面，リピッ

ドの部分が消失している可能性がある．従って，この

TH－ILPで免疫されて出来た抗体中には，　TH－cgで免

疫してえた抗体とは多少性状が異っているものがある

と考えられる．この相異から，抗TH－ILP血清は，生

のTしで何回吸収してもTL抗体価が消失せず，また寒

天ゲル内沈降反応で，DOC抽出抗原とは，もとのcg

抗原とやや趣を異にした沈降線を示したのであろ

う．この点も，今後さらに検討する余地がある．

　また，この新抗原が，前述の多くの研究者31）～37）の
　　　　　　　　　　　　　　ぜ
いうウイルス特異的細胞表面抗原（Surface　antigen，

S－ag）と全く同一のものかどうかは，　持続感染成

立ずみの細胞のみならず。ウイルス感染初期のウイル

ス抗原合成出現と比較しながら，ウイルス性細胞変性

に陥る前の感染細胞で決定されるべきであろう．さき

に，Haller52）はEhrlich腹水がん細胞にインフ

ルエンザウイルス：WSA株を感染させると，感染後

2時間という初期に，ウイルス抗原とは考えられぬ

新抗原の出現を蛍光抗体法で見出している．しかも，

この新抗原は，ウイルス感染耐過動物血清でのみ認め

られ，死滅化ウイルス免疫血清では検出できぬことを

明らかにした．その生物学的意義は未だ明らかではな

いが，かかる，新抗原と同様のものが，HVJ感染によ

りTL細胞にも誘導されるであろうことは，同様の性

質を示すパラミキソウイルスなる故に，容易に推定で

きる。

　同じく，感染ウイルスゲノム誘導による合成出現と

しても，　真に　de　novo　合成なのか，　あるいは

Burgerら53）54）およびSachsら55）のいうごとく，

豊℃ryptic　form”・として既存のものがウイルス感染に

より　聡exposed　form”として現われたのかどうか

は，我々の場合にも更に検討されねばならない．しか

しながら，ブロッキングまたは吸収しきれない（CT，

FA，ゲル内沈降反応など）形で，検出されたことは，

℃xposure”よりもむしろ　de　novo合成を示唆す

るものといえよう．

　これら新抗原について得られた多くの性状ないし結

果は，我々の持続感染細胞においても，諸家のみてい

る細胞表面抗原（S－ag）3D～37）と，ほとんど両者が一

致することを示した，とくに，細胞膜抗原としての性

格が，抗THcg血清のみならず，抗HVJ過度免疫血清

を用いても，CT，　FA，ゲル内沈降反応すべてで明ら

かにされたことは，前述の　Srag検出と全く軌を一

にして，さらにその一致性を裏付けるものといえよ
う．

　かかる細胞膜の抗原性変換をしたTHは，親細胞で
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あるTしとくらべてハムスターに対する移植性が非常

に低下し，時には腫瘍の退縮さえみられた．かかる現

象は，先に述べた　Svet－Moldavskyら4）のみたHV

J免疫マウスでのHVJ感染移植がん細胞の移植性低下

と一見類似していた．我々も当初の実験5B）で，ハムス

ターをHVJで免疫しておくと，TH腫瘍形成が，多少

ともさらに抑制される傾向のあることを見た．しかし

ながら，HVJ免疫をしない，正常ハムスターそれ自身

への移植性低下ないし自然退縮現象の解明こそ急務と

考えられた．かくて，生体側の免疫の関与が推定され

て，その免疫能を抑えたX線照射ハムスターでの実験

結果および担TH腫瘍ハムスター脾細胞による細胞コ

ロニー形成抑制試験（C，1．T．）の結果から，THにお

ける上述の細胞膜抗原性の変換が，次のごとく結びつ

けられた，すなわち，この変換細胞膜新抗原およびウ

イルス抗原が，ハムスターの免疫能を強く刺激し，賦

活すること，さらに，かかる変換細胞膜をもつTH細

胞自身が，活性化された免疫担当細胞の作用を受け易

くなって，生体（正常ハムスター）内では，増殖（腫

瘍形成＝移植性）が抑制され，または腫瘍退縮をみた

ものと考えられた，これが先述したごとく，小林らの

いう”異物化現象　〔Xenogenization）18），　の本態で

あろう．この場合”異物化“としての認識および反応

過程に，上述の変換新抗原のみならず，TH細胞自身

に含まれるに至ったウイルス抗原も，ある程度関与し

ているであろうことも，充分推察される，

　TH細胞に保有されるHVJゲノムの活性化により，

その　in　vitro培養での，ウイルス性細胞変性効果

（CPE）は全く認められないが，　in　vivoに接種さ

れた場合には，生体側の条件でCPEが起り，そのため

に移植性の低下や退縮が起るのではないかとの懸念も

全く否定はできない．しかしながら，X線照射ハムス

タ・一での実験結果は，かかる懸念をほとんど除外しう，

るであろう，また，　Svet－Moldavskyタイプのウイ

ルス免疫動物における実験3）～9）と同じ様な声作が，

たまたま，HVJ不顕性感染ハムスターへのTH接種に

より表現されて，その移植性低下などが生じたのでは

ないかという疑問もありうるであろう，しかしなが

ら，TH接種前にHAIでHVJ不顕性感染の有無をチェ

ックしてみると，HAI価が1：1以下であったハムス

ター群（不顕性感染なきもの）も，HAI価が上昇して

いるハムスター群　（不顕性感染陽性のもの）　も同じ

ようにTH腫瘍形成の抑制ないし退縮を示した．この

ことから，不顕性感染がとくに，これらの現象に主

役を演じているとは考えられなかった．また，ハムス

ター接種後，経時的に採血し，TH，　TしおよびHVJに

田

対する抗体価の推移をCT，　HAIで追跡したが，　T　H，

TL接種ハムスターともにCT価は陰性で，　TH接種ハ

ムスターのHAI価のみ上昇していた．このことと，担

TH：腫瘍ハムスターの脾細胞によるC．1．　T．の結果を

考え合わせると，移植性の低下や形成腫瘍の退縮の原

因は，流血抗体との反応ではなく，細胞性免疫の関与

していることが充分考えられる，とくに，細胞性免疫

の強力なる惹起を欠く程度のHVJ不顕性感染ハムス

ターでは，移植性低下ないし自然退縮に，かかる不顕

性感染がさらに強く影響するはずはないと思われた．

　一方，この様な抗原変換した細胞（TH）は，親の

Tしに比べて，免疫担当細胞に吸着破壊され易く，し

かも，免疫系を賦活化し易いことが，C。1．　T．などで

わかったが，その賦活化の程度は，より大量接種をう

けた時の方がより著しいであろう，TH接種腫瘍の退

縮が，106個以上接種した時のみ起り，105以下の接種

例でみられないことは，それを意味していると思われ

る．すなわち，接種TH細胞が先ず，賦活化した生体

側の免疫反応で早期に吸着破壊され，それがまた刺激

原となってさらに次の免疫反応をひき起すというサイ

クルを通しての移植拒否免疫力（生体側の免疫反応能

力に個体差はあるが）と，一方の接種細胞自身の生体

内での増殖とのバランスの問題が関与していると思わ

れる．このことに関連して，慣一サイミジンを用いた

オートラジオグラフィーにより，TL，TH両細胞の

celUife　cycleを検討した小西の結果57）では，　TH

は，in　vitroでTLより増殖サイクル（T．　C）が長

いのに，in　vivoでは逆にTしのそれより短縮する

（すなわち，分裂時間が短い）ことが明らかにされ

た．このことは，接種THの　in　vivoにおける形成

腫瘍がTしのそれより小さい（移植性の低下）という

ことと，一見矛盾を感じる．しかし，　Stee158）の

曜℃elUoss　factor”という概念を導入して，前述のご

とき生体における免疫力惹起と細胞増殖力のバランス

とを考えれば，解釈されうるとしている。本実験のC．

1．T．で見出された担THハムスター脾細胞のTH：に

対する態度は，まさにこのことを示しているものと思

われた．

　かかるTHによる免疫力の惹起は，先述の　聖曾Xeno・

genization”18）に通じるものであるが，それがさら

に，THと共通抗原を持つTしに対する移植拒否性免疫

の誘導ないし成立を示すことは，いわゆる免疫の”ま

きこみ，L2）18）現象にあてはまるといいうるであろう．

そのためには，生体側の細胞性免疫力賦活が，強力

に，しかも長時間つつくようにすればよいと推定さ

れ，我々もそれを琴線照射細胞による免疫で試みた．
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その結果，免疫の量的，質的問題，免疫回数，チャレン

ジ時期などにより，かかるHVJ持続感染細胞を免疫原

とする”まきこみ．は，大いに期待出来ると考えられ

た．

　さきにLindenmannら45）59）60），近くはBooneら

6D62），さらにAxlerら63）は，同じく非がんウイルス

（ミキソウイルス：インフルエンザウイルス）感染

腫瘍細胞ホモジネートのもつ同様の移植拒否免疫誘導

能力（非感染腫瘍細胞のホモジネートでは全くみられ

ない）を明らかにして，それを，かかる免疫における

　聖emyxovirus　effect”61）62）と唱えている．その効果

は，感染ウイルス抗原自身よりも，むしろウイルス感

染により出来た新細胞膜抗原に，移植拒否性免疫の誘

導作用があることによるのであろうと推定61）62）してい

る．そして，腫瘍の免疫学的治療または診断に応用し

うるごとき，腫瘍特異的移植抗原の精製濃縮への一般

的方法が，かかる“effect”より期待出来るであろう

とも述べている．この　Booneらのいう　璽電myxovi・

rus　effect”は，我々の今回観察しえた　paramyxo・

virus：HVJ持続感染細胞の示す同様の活性とおそら

く同一で，人への応用から考えれば，HVJの方が病原

性が少いと思われるので，将来への発農性はより大き

いといえよう，

　ただ，小林らのFriendウイルスによる同様の実

験1脳4）に比較すると，えられる免疫力に未だ若干お

よばめ所があるので，その点の改善（例えば免疫法，

量など）が，次にとりかかるべき大きな問題となろ

う．

結 論

　ハムスター胎児肺細胞由来の移植性培養細胞（TL）

と比較して，そのパラミキソウイルス：HVJ持続感

染細胞（TH）における抗原変換（特に，細胞膜表面

の抗原性の変換）および，ハムスターへの移植能なら

びに移植拒否性免疫誘導能について検討した．

　1．ハムスター胎児肺細胞由来の培養がん細胞（T

HEL＝TL）に，　HVJを感染後，生残細胞の継代培養
　　ぞ

により，細胞変性効果（CPE）を欠くにもかかわら

ず，血球吸着現象（HAD），抗HVJ血清による蛍光抗

体染色（FA）などが陽性で，親細胞（TL）と形態的

にも増殖速度もほとんど同じのHVJ持続感染細胞（T

HEL－HVJ＝TH）が得られた．

　2．かかるTL，　THのハムスターへの移植性をみる

と，THはTしに比べて，明らかに移植性が低下してい

た．特に，TH106個以上の接種腫瘍の自然退縮，消失

の現象およびTH腫瘍のX線（550R）照射ハムスター

における腫瘍形成増強現象すなわち，低下移植性の回

復などより，THの移植性の低下には，生体側（ハム

スター側）の免疫機構が強く関与していると考えられ

た．

　3，かかる免疫機構の賦活化に重要な役割をも

つものとして，TH細胞のHVJ持続感染化による細胞

表層膜の抗原性変換に着目し，その追求を行った．す

なわち，両細胞より調製した細胞膜成分より成る

cell　ghost，そのDOC抽出による不溶性リボ蛋白（IL

P）およびHVJに対する各抗血清をつくり，これらを

用いて，両細胞に対する　cytotoxic　test（CTT），

蛍光抗体染色（FA）さらに，寒天ゲル内沈降反応を

行った，かくて，両細胞共通抗体を完全に吸収し，ウ

ィルス抗体をブロックまたは吸収した抗THcg血清

に，non－viralの新抗原に対する抗体の存在が’，　CT

T，FA，ゲル内沈降反応いずれでも証明された．同

様の抗体は，HVJ過度免疫血清（TL由来抗原に対す

る抗体は全く含まない）にも，弱いながら存在するこ

とをこの3っの手技で認めることが出来た．

　4．かかるTH特異的抗体産生をもたらしたTH細胞

表層の変換抗原が，ウイルス抗原と相まって，THを

接種された生体の免疫系特に細胞性免疫（脾細胞に代

表されるリンホイド細胞系）を賦活化し，その結果，

上述の移植性の低下，ないし自然退縮を来すのであろ

う．このことは，担TL，　TH腫瘍ハムスター脾細胞に

よるTL，　TH細胞のコロニー形成抑制試験により確め

られた，

　5．そこで，TH細胞を免疫原として，　TL細胞に対

する移植拒否免疫誘導を試みた，まず，免疫原として

のTH細胞は，2．000R～3，000R照射野，1×106個以

上を用いて免疫し，3週間後に，TL細胞をチ’ヤレン

ジするスケジュールが有効であった．この場合，対照

として，TL細胞（5，000～10，000R）で，同じ免疫法

を行うと，移植拒否性免疫の誘導が全くみられず，か

えって腫瘍形成の増強効果が出現した，また，TH細

胞のクローニングでえられたTH－C1－1細胞は，移植

性がさらに低く，かっハムスターに106接種しても形

成腫瘤は，2～3週以内に全例が退縮した．このTH－

Cト1細胞は，X線照射をしなくとも常に退縮するの

で，免疫原としては好適で，TH親（3，000R），　TL

　（8，000R）細胞免疫と同様の免疫に用、いて，それら

の効果を比較した．その結果，生TH－C1．↓免疫群が最

も強力に，しかも長期間（約3～4週）TL細胞に対

する移植拒否免疫を示し，次いで，TH（3，000R）群

に有意の効果が認められた．しかしこの場合も，TL

　（8，000R）細胞免疫では，移植拒否よりむしろ前と
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同じく，TL腫瘍形成増強がみられた，さらに，免疫

量（約5倍）と免疫回数（6回）を増すことにより，移

植拒否性免疫誘導を，より強力にしかも長；期間継続さ

せうることが確あられた．
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Abstract

　　　The　establishment　of　persistent　infection　with　paralnyxovirus，　HVJ（hema－

991utinating　virus　of　Japan），　made　cultured　tumor　cells（THEL＝TL）less　tran・

splantable　without　viral　cytopathic　effect．　Parent　TL　cells　derived　from　embr－

yQnal　hamster　lung　cells　and　its　HVJ・carrier　cells（THEL－HVJ＝TH）showed

in　vitro　similar　properties　of　growth　and　morphology．　When　a　large　number

of　TH　cells（more　than　10｛，　cells）were　transplanted　into　hamsters，　occasional

reg　ession　of　TH　tumors　occurred．　This　transplantability　of　TH　cells　was　clearly

enhanced　in　X・rayirradiated（550　R）hamsters．　These　results　suggested　that

immunological　responses　hoPPening　to　hamsters　might　play　important　roles　in

the　lowered　transplantability　of　TH　cells．

　　　Using　several　antiserura　against　cell　ghosts（cg），　which　were　prepared　from

the　TL　or　TH　cell　membrane　insoluble　lipoproteins　extracted　from　cg，　and　HVJ，

the　antigenicity　of　both　TL　and　TH　cell　membrane　was　examined．　The　following

evidences　on　the　TH　cell　membrane　were　obtained　by　the　cytotoxic　test，　fl・

uorescent　antibody　staining　and　double・gel－diffusion　method　after　an　appropriate

bloking　or　absorption　of　cell　common　antibody　and　vilus　antibody　in　antisera

employed．　Namely，　the　TH　cell　membrane　has　not　only　both　HVJ　and　TL：
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TH cell common antigen, but also newly induced TH specific antigen. From
its characteristics obtained in these tests, this new antigen on HVJ-carrier cell

membrane seemed to be similar to the surface-antigen usually observed on
virus-infected cells.

   Thus, newly converted antigen on the cell membrane trgether with viral
antigen appeared to cause strong xenogenic immune responses in hamsters
transplanted with TH cells,resulting in the lowered transplantability observed
above. TH cell-colony inhibition test in vitro clearly proved a strong adsorption

of TH tumor-bearing or normal hamster spleen celle on TH cells, and dest-
ruction (inhibition)of TH cells by the same spleen cells. These might be results

of stimulation of cel!mediated immune systems and seemed to be identical ' v(7ith .

the above assumption.

  Therfore, the induction of transplantation immunity, which rejects or inhibits

TL tumor formation, was attempted by the imm.unization with X-ray-irradiated
TH cells. X-ray-irradiation with 3,OOO R, numbers of immunizing cells (more
than 10f' cells) and of immunization (more than 2-6 times), intervals between
immunization and challenge (usually 3 weeks), suitable selection of TH clone,
which showed reproducible tumor regression without X-ray-irradiation, etc. were

the essential factors for our purposes. Under these experimental conditions,
hamsters showed statistically significant immunity against TL tumor formation

for about one month, in contrast to the enhancement of TL tumor formation
rather than its inhibition after the same immunization with X-ray-irradiated
(8,OOO R) TL cells.

:

1



HVJ持続感染化培養がん細胞の移植能と抗原性変換 215

Photo．1－3．　Fluorescent　Antibody　Staining　（FA）of　THEL。HV　J

Photo．1．

Photo．2．

Photo．3．

by　Anti－HVJ　FA〔unfixed）

by　Anti・THcg　FA（unfixed）

by　Anti・THcg　FA　after　blocking　with

（unfixedl

Photo．　1

Cells

Anti・Anti－TLcg　and・HVJ　serum

PhQto．2

Photo．3
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Photo .4-6. Double Immunodiffusion Pattern
   Numbers descirbed in respective antigens mean

   as protein mg.
   a) Anti-THcg serum absorbed with TLcg antigen
   b) Anti-THcg serum absorbed with TLcg aiitigen

     with TLcg antigen (1.0 mg/ml) in agar

   c) HVJ, HAU/ml=40,OOO

   d> Anti-HVJ serurn, HAI/ml=8192

concentrations (mg/ml) of antigen

(O.3 mg/ml) in agar

(1.0 mg/ml) in vitro3 times and
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