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Abstrac握一Cancercellselectiveinjuringreaction(CIR),whichis

standardizedwithnon-specificinjurybyHgC12,bynon-pathogenicbacteria

orthoseextractsisnowbeingestablishedbyourpreviousreports.

SuggestingthefirstactionsiteofCIRoncellmembrane,somemarginal

evidenceswereaccumulated.

Inanattemptoftheconfirmationoftheseideas,electronmicr"copic

studieswereundertakenbyusingthreecancercellsinjuredbys"ePZocwc妬

"g"zoly"Cws(Sustrain),extractsfromB"cj""sc"e@ds(Y-27strain)or

B"j"勿s""eWS(Y-30strain),andHgCl2.Ehrlichascitescen(ES),

culturedhumanbonegiant-celltumorcell(G-2)anditsHVJviruscarrier

cell(G-2-H)afterCIRassayweretreatedwiththemixtureofferritinand

colloidalgoldsolution,andsubmittedtoelectronmicrosc叩icobservation.

Theseobservationsgenerallyshowedthepartialdefectorobscurityof

plasmamembrane,thereductionofcenularribosome,andtheintracellular

invasionofferritinandgoldparticles，Anuniqueelectronmicroscopic

observationininjuredG-2andG-2-HbyY-30extractswasthelargeor

smallprotrusionofcytoplasmashowingamorphorousstructurewithout

cleardamagesonplasmamembrane.

Inthecomparisonofinjuringpatternsamongthreecancercells,ES

showedmorecellulardamagesatanearlyreactiontimethanculturedG-2

andG-2-H・Asimilarhighersensitivitytocellinjurywasobtainedin
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G-2-HthaninG-2・ThishigherresponsibilityforCIRinG-2-Hmight

bederivedfromsomeeffectsofHVJvirusgenomeoncellmembraneor

cellconditionssuggestingviralmodificationsofcellentity・HVJvirus

particlesinvariousstagesofvirusmaturationwereclearlyobservedin

everyG-2-Hcellshowingaproofofviralpersisteminfection.

緒

現在，細菌・ウイルス等微生物の示す抗腫瘍

性1,2）については，その作用面よりほぼ2つに

大別される．そ､の1つは，菌体成分主にlipo-

polysaccharideによる宿主の免疫機能，特に細

網内皮系の作用促進を介しての間接的抗腫瘍性

であり3'4)，他の1つは，或る種のウイルス及

び細菌1,2)によるoncolysis,即ちがん細胞直接

的傷害作用によるものが挙げられる．

後者，即ちがん細胞直接的傷害作用を示すも

のの中で，岡本，越村等の報告してきた弱病原

性溶血性連鎖球菌（溶連菌Su株5,6))は，その

作用機作が未だ完全に解明されていないとはい

え，甚だユニークな一面を有している．この解

析を目指して行われた一連の実験で，清水，波

多野等7-18'は，或る種の非病原性細菌のもつが

ん細胞選狭的物害能を，昇衆による非特異的傷

害性に対比せしめ,"･""γoのみで定量的に

表現し得るCIR{(CelllnjuringReaction)

assayを開発し，更にその至適反応条件を確立

するに至るた．その間に見出されたCIR陽性

菌一溶連菌と同様な活性を示す－の菌体レベル

＝

言

でのがん細胞傷害性の追求が更に一歩進めら

れ，傷害因子（即ちCIR因子）が，菌体もし

くはその培養鑪液より抽出分離され得ることが

判明した'9-22》．

そこで今回は，これら"""fsce""s(Y

-27株),B・〃g"s(Y-30株）からの抽出

有効CIR因子の，作用機作解明の1つの実験

として，"〃知OfreecellであるEhrlich腹

水がん細胞(ES),"〃"γo継代培養人がん細

胞G-2,及びそのHVJviruscaITier細胞

(G-2-H)各々に対する傷害像の電顕的観察

を行い，その一次的作用点を明らかにせんと試

みた．もし，それが細胞膜系にあると仮定する

ならば，（既にそれに対するいくつかの傍証が

得られている10-12>が)CIRの結果生ずるであ

ろう処の微小な膜欠損は,反応系に加えたhorse
◎

spleenferritin(粒子径約110A)及びcolloidal

gold(粒子径50～400A)の，細胞膜欠損部位

における侵入像や細胞質内取り込みを招来する

であろう．かかる形態学的変化を電顕的に証明

するために，以下の実験を行った．

、実験材料および実験方法

1．CIRassay び酸可溶性物質を，反応上清のOD260m典値

これについての詳細は既に報告されているが又はorcinol反応値として測定し，非特異的活

8-18》，その概略は，或る種の非病原性細菌乃至性をもつ昇求(HgC12)のそれと比較するとい

その抽出物質のもつがん細胞選択的傷害能によう方法である．従って,CIR値は次の如く表

り，細胞外へ流出せしめられた細胞内RNA及現される．

CIR値(%)=

[(Cell+

[(Cell+
X100

実際には，試料のDulbecco'sbuffred

saline(DBS)23)による2倍希釈系列を作り，
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その各々について種々の細胞一代表としては

ES－に対するCIR値を求め，それが50%を示

す希釈倍数をもってその試料の一単位と定義

し,CIRunit/mlで表わした．又，必要に応じ

て試料の人O型赤血球に対する溶血活性を測

定'9-22)し，蒸留水による溶血性と比較して，

HAunit/mlとして表現した．

2．Ehrlich腹水がん細胞(ES)浮遊液の調整

上記CIR活性の表示に多くの場合用いられ

たES細胞浮遊液を作るには,dd系白色マウ

ス(体重20～24g)にESO.2ml(5×10scells/

mouse)を腹腔内接種後,8～10日目の腹水を

採取し,DBSにて3回洗浄,DBSで約5×107

cells/mlとなるように再浮遊した．

3．人骨巨細胞腫由来継代培菱細胞(G-2)

及びそのParainfluenzavirus-HVJcarrier

細胞(G-2-H)の組織培謎

両細胞とも,Eagle液に10%仔牛血清加

mediumで，培養角瓶(4.0×10.0×4.0cm)

を用い，3～5日後にmonolayerとなるよう

に培養した．その基本的継代培養法は，通常の

trypsinization法23》に従った．

なおG-2-H細胞は,HVJvirusを実験的

に感染させた後，現在迄約50継代培養を重ね，

7ケ月以上を経過しているG-2細胞であるが，

細胞内virus増殖を示唆するcytopathic

effect(CPE)は光顕的に殆んど認められず，

増殖し続けている．しかもHVJvirusの持続

感染24,25>が,hemadsorption(HAD)26)として

継代毎に認められ,G-2細胞のviralmodifi-

cationが予想された細胞である．

4．使用細菌の培養及びCIR有効物質分離法

岡本，越村等5'6)のS""Z"wrzfs"ewzDIy-

〃cws(Su株),及びCIRassayによるスク

リーニングで,CIR陽性菌として見出された

14)Bec"〃sce""@s(Y-27株）と"B､.〃“恋（

Y-30株）である．これらの中,Su株は未だ活

性物質が完全に分離されていないため〃普通ブ

イヨンによる.semi-synchronization'7)を2回

行った後，ブイヨン又はTS培地'4》で37｡C

14hrs静置培養後,DBSにて2回洗鰈,OD

660m"=1.00の濁度にDBSで再浮遊した菌体

そのものを用い,Y-27,Y-30株よりは，各

CIR活性物質を抽出して,本実験は行われた．

Y-27株よりのCIR活性物質分離精製は，

当教室の矢吹が行った方法20F21)に従って,14

時間培養後の菌体をFrenchpreSserにかけ，

その上清を透析,Batch法(DEAE-cenulose,

pH7.8phosphatebuffer化0.8%NaCl)に

よる分画を経て，再透析後凍結乾燥して求めら

れた．又,Y-30株よりの抽出法はi同じく野

垣が用いた方法22)で,culturefluid上清をpH

8.4に修正後,1/100容のactivecarmn及び

DEAE処理,次いでcollodionbag漉過により

得られた．かくてY-27株,Y-30株抽出物質は

共に,Esに対するCIR活性が4～6CIR

unit/mlのものが実験に供された．

5.CIRにおけるferritin(Fe.),colloidal

gold粒子(Au)の取り込み．

前記ES,G-2及びG-2-H細胞に,Su株

菌体，及びY-27,Y-30株抽出有効物質を経時

的に作用せしめ，低速遠沈により反応上清を除

いた後，一度DBSで洗い'-､ド記の混合液を加

えてから4．Cで10分間振溌した．

混合液:DBS4ml+ferritin(N､B､C製,2回

再結晶化）

3ml+colloidalgold(R.C､C・製)lml.

ESの場合は,CIR後の細胞沈澄（約2.5x

107CellS)当り上記混合液をlml加えた．

培謎細胞の場合，強い傷害を受けた細胞はガ

ラ.ス面より剥離するため，反応_上清を軽く遠沈

して遊離した細胞を集め，混合液2mlに再浮

遊して元のbottleに戻し,4｡Cで10分間振

謝した．猶，この細胞表面の傷害部位よりこれ

ら微粒子の取り込み像を見る実験法は,Seeman

の方法27》を若干modifyしたものである．

6．電顕用試料作成法

混合液作用後のESには,2%glutaraldeh-

yde-DBS15分,1%osmicacid-phosphate

bufferedSaline(pH7.4)60分の二重固定を行
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化鉛法28)を施し，鏡検した.

猶,HVJviruscarTierstateを証明するた

め,G-2-H細胞及びG-2細胞(controlとし

て）に0.25%guineapigredcell-PBSを60

分間4°Cで作用せしめ,HVJvirus粒子の存

在，赤血球のG畠2-H細胞面への吸着状態を観

察し,viruscarrier細胞（持続感染細胞）の

電顕的確認も試みた．電顕的試料作成法は，前

記微粒子の取り込みを行わず，その他は全く同

様の操作を行った．

い，段階アルコールで脱水後,Epon812で包埋

した．各段階への移行は，低速遠沈を繰り返す

ことにより行ったも

組織培養細胞の場合は，上述のごとく,CIR

後混合液を作用させ,glutaraldehyde固定後，

rubberpolicemanで細胞をガラス面より静か

にはがし，遠心管に集め,=以後はESと同様の

操作を行った．

かくて超薄切片作製後，電子染色は酢酸ウラ

ニル次いで,ferritin粒子との鑑別を明らかに

するため,KarnovskyBstainingによる一酸

報告

H細胞を用いてCIRassayを行った処,Fig.

1の如き結果を得た．両細胞の傷害性を比較す

ると，共に濃度反応時間の至適条件で明らかに

強い傷害性を受げるが，特に反応時間90分迄

は,G-2-H細胞の方が常により高いCIR値

を示した2"＃.‘このことは,virus持続感染細胞

としてのG-2-Hにおけるviralmodification

と関連性があり，それがCIRresponsibility

の変化として捉えられたと考えられるであろ

う．

2.ES細胞に対するCIR後の電顕像

対照のDBSとの反応45分までは(Photo.

l-a,-b),細胞膜及び細胞内小器官(end｡pi-
asmicreticulum,mitochondria等）のunit

membrane構造30131》は保持され，細胞内rib-

osoIneの流出も殆んどなく,Fe,Au粒子の細

胞内取り込みは全くみられなかった．

CIRのgtandardとしての昇耒による非特

異的傷害後は,(Photo.2-a,-b)に示す如く，

反応15分の早期においてmitochondriaは膨

潤し，そのcristaeが厚膜化若しくは消失する

に至った．又,ribosomeの流出も著しく，細

胞質内にはvacuoleが多発し,Fe,Au粒子

が多く取り込まれていた．細胞膜は明らかに一

部欠損し，その部位からのFe,Au粒子の陥

入像が観察された．

.Su株菌体30分反応後は(Photo､3-a,-b,-C,

-d),何れも傷害は甚しく，その典型的な表現

実験

1．ES及びG-2,G-2-HにおけるCIR

assay

CIRassayに用いられたY-27株及びY-30

株抽出半精製物質は,ESに対しFig.1に示す

如く，各々 に6.4CIRunit/ml(2.1mg/ml

で),8．Ounit/ml(原液で)のCIR活性が認め

られた.しかもY-27株抽出物質(Y-27-FDL)

はこの濃度で溶血活性(HA=5.7u/ml)を示

したが,Y-30株抽出物(Y-30-CD)には殆ん

ど認められなかった(HA=<2.0u/ml)．ここ

で，これらY-27-FDL,Y-30-CDは，培養人

がん細胞(THEL)及び培養人正常細胞(PH

EL)に，濃度及び時間の至適条件で作用させ

ると，がん細胞をより選択的に傷害することが

既に認められている'9-22)．
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又,THELとは異る人がん継代培漣細胞で

あるG-2及びそのHVJviruscarrierG-2-
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としての膜構造の一部欠損,ribosomeの流出，

Fe,Au粒子の取り込みの3つの変化が認めら

れた．何れの場合にも，菌体が細胞と直接

contactした鏡検像は得られず，菌体の作用発

揮にそれが必要か否かの問題は,更に検討を要

するであろう．Photo.3-aの如く,vacuoleが

細胞膜の一部として多数隣接した状態を呈し，

multi-vesicularbodyの出現(Photo.3-b)

や，mitochondria内部にribosome様の微粒

子が認められることもあった(Photo､3-c).又，

photo､3-dの如く,virus-likeparticle(恐ら

くmurineleukemiavirusと考えられる）が

matrixらしきものを形成して居り,latent

virusがEsに感染増殖した結果,carrier

virus32》として観察されたものであろう．

Y-27-FDLとの反応15分においては(Photo.

4-a),既にribosomeの流出があり，細胞質

内には,electrondensebodyの出現があっ

た．45分反応後では(Photo,4-b),細胞内

organellaの膜模造は殆んど失われ,vacuole

も増加し,rib"omeの流出は更に進行してい

た．従って,Fe,Au粒子はvacuoleの中に

までも取り込まれ，核膜にも傷害像が認められ

た．

Y-30-CのCIR後では(Photo.5),Y-27-

FDLによる傷害像と特に著しい差異はないが，

その傷害程度は，反応時間にして約10分ずつ遅

れて出現した．又，傷害の末期には,lysosome

と思われるelectrondenseな小体が多く認め

られた．

3．G-2細胞におけるCIR後の電顕像

DBS60分反応後の対照系では(Photo､6-a),

細胞内小器官の膜系は完全に保持され,ribos-

omeの流出も殆んど認められない．又,Fも，

Au粒子は隣接した細胞の微小な間隙にも入り

込んでいたが(Photo.6-b),細胞質内には全

く見られず，殆んどは細胞外に存在していた．

ESの場合と同じく，非特異的傷害を示す昇

示を15分反応せしめると(Photo､7)細胞質内

はvacuoleが網状に連らなって生じ，いたる

処,Fe,Au粒子の取り込みが著明に認められ

た．

Y-27-FDL反応60分では(Photo,8-a,-b),

細胞質内にelectrondensebodyが多発し，
ribosomeの流出も著しく，部分的な細胞膜欠

損及びその部分からのFe,Au粒子の侵入像

(Photo.8-b),核膜等の変化も認められた．

Y-30-CDCを60分作用せしめると(Photo.

9-a,-b),ES細胞のときと全く異なり，細胞

質が部分的に膨化して袋状を呈し，その内部は

無構造で,ribosome様の均一な微粒子が粗に

散在していた．膨化部位の細胞膜は比較的鮮明

で,Fe,Au粒子の取り込みはあまり著明では

なかった．又，特異的な円形像を示す頼粒状或

いはは多層板状のミエリン塊が細胞質内に認め

られることもあった(Photo､9-b).他方，細

胞膜の欠損が著しく，細胞質内がFe,Au粒

子で充満された像(Photo､9-c)も得られた

が，細胞質の一部が膨化し，明らかに電子密度

小なる無構造を呈するのは共通していた．

4．HVJviruscarrier細胞(G-2-H)の電

顕的観察

前記G-2細胞との主なる相異点は,HVJ

virusが持続感染の形で常在し,ある条件下で，

細胞のいくらかにvirus増殖を起し，それが

細胞より遊離するため，常に20～30%のHAD

が認められることである．しかもHADが認め

られぬ細胞においても,virusgenome存在に

よる影響は，何らかの形で生じていると考えら

れる．その一面として，前記CIRresponsib-

ilityの上昇があげられるが，電顕的形態学上，

以下の特徴が捉えられた．即ち,HVJvirusの

細胞外遊離のあったと思われるG-2-H細胞

の細胞膜の一部には,myxovirusのユニーク

な細胞外放出パターンとしてのbuddingを思

わせる像(Photo.10-a)が認められた．細胞

表層には，遊離した完全なmaturevirus

particleが見られ，細胞質内には,Virus増殖

のmatrixらしきものが認められる場合もあり

(Photo.10-b),何れもvirusの存在を電顕的

に確認できた．更にモルモット血球のhem-

adsorptionを実験的に起させてみると，高密
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度無構造の赤血球が偽足様の形態をとって,G-

2-H細胞表面に接触し，その間にHVJvirus

粒子と思われるものが存在していた(Photooll

)．又,HVJvirus増殖(virus粒子のInat-

urationの進行）のやや進んだもの(Photo.

12-a,-b)においては，細胞内小器官のミエリ

ン化像が認められ,virusによるCPEへの一

過程と考えられた．

5G-2-HVJ細胞におけるCIR後の電顕像

先づ対照としてDBSとの反応系(60分）を

みると，未処理のG-2-H細胞像(Photo.10-

a,-b)と比較して，前記virusmaturationの

進行度に依って，若干ribosomeの流出はある

ものの,膜椛造は比較的鮮明に保たれ,Fe,Au

粒子の取り込みは少いもの(Photo.12-b)と，

virus増殖のCPEによると思われるFe,Au

粒子取り込みの若干認められる場合(Photo.

12-a)があった．しかしながら,virusmatu-

rationの進んでな．いものでは，傷害像として

のこれらの所見を欠くものが多かった．

昇求との反応15分では(Photo.13),budding

考

以上,Ehrlich腹水がん細胞(ES),培養人

がん細胞(G-2)及びそのHVJviruscarrier

細胞(G-2-H)を用い,BEc""'s属細菌抽出

物質による選択的傷害作用の，電顕レベルでの

解析を試みたが，一般に培謎細胞よりもESの

方が，同じ条件下でより早期に傷害をうけやす

かった．これは，ガラス面に半分自由表面をう

ばわれている培養細胞より，完全にfreecell

としてのESの方が，反応表面積が大きい事

によるものと考えられる．

一般に，生きている細胞は，多少ともFe,

Au等の微粒子を貧食する能力を有するといわ

れているが,前記対照としての培養細胞のDBS

反応系をみると，微粒子は極端な場合，隣接し

た細胞間隙にまで入り込んでいっても，細胞質

内には全く見られなかった．従って，本実験に

おいては，たとえ直接，細胞膜欠損傷害像が見

田

で遊離しつつあるHVJvirus粒子が,Hgq2

によるCIRの結果生じた細胞膜欠損部位から

放出されるのが認められた．又,ribosomeの

流出は著しく,Fe,Au粒子が不均一に多数取

り込まれていた．

Y-27-FDLによる反応の初期(30分）にお

いて(Photo、14-a),細胞質はribosomeが限

局的に流出し，そこにはpolysomeらしきもの

が粗に散在していた．更にmitochondriaを起

源とするらしいミエリン化像も時に見られ，細

胞表層には,HVJvirus粒子の存在も認めら

れた。進んで60分反応後では(PhOto・14-b),

細胞膜の欠損が著しく，従ってribosome流出

も全域にわたり,vacuoleは時にvirus粒子

を含んで居り,Fe,Au粒子の取り込みも著明．

で，その傷害像は核膜にも及んでいた・

Y-30-CDCを30分作用さぜた場合には；

(Photo、15-a,-b)先のG-2細胞のときと

同様，細胞質の一部にユニークな膨化像が認め

られ,Fe,Au粒子の取り込みがdiffuseに甚・

しい場合(Photo､15-a)と，比較的少い場合

(Photo、15-b)が見られた.‐

察

られなくても，微粒子の細胞内とり込みは，細‘

胞膜欠損部位発生の間接的証明になると考えら

れる．又，昇求によ;るあらゆる細胞に対する非

特異的傷害像と，他の細菌乃至その抽出CIR

因子によるものとは，反応時間を初めとしてそ

の傷害像も若干趣きを異にする事から，同じ

OD260m熈物質が細胞外へ流出されるといっ

ても，両者によるCIRの作用機作は異るもの

といえよう．このことは,HgCl2_とSu株菌体

によるESでのCIRの経時的測定の比較8)'及

び位相差顕微鏡的観察乃至CIR後のES細胞

をtoluidineblue染色した光顕的所見の差'o〉

等からも予想されていたが，今回の電顕レベル

での検討からも，それが裏付けられたといえ

る．

Y-30株有効物質による傷害像で,G-2及び．

G-2-H細胞のみに特異的な一部細胞質の膨
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化像が認められたのは，1つには細胞の差（マ

ウスと人の種属，"〃"oと”〃"γ0細胞と

いう起源等）によるものと考えられ，又他方に

は,ESの時使用されたY-30有効物質が，精

製の初期のものを用いたため，本来有する特異

性が，若干マスクされた可能性も考えられる．

又,Y-30sampleは現在その精製法につき

まとう2%NaClの高張液による非特異的傷

害性が，かかる膨化像を惹起せしめたのかも知

れぬという疑問が実験当初もたれたが，同じ高

張条件での対照には，かかる変化が全く認めら

れなかった点から，これはやはり得られたY字

30活性物質による特異的傷害像と言えよう.,但

しかかる特異像は高張の条件下におけるY-30

活性物質の作用特性と考えねばならぬかもしれ

ない．ちなみに,S地力勿勿COC"のa-toxin

でredcellを溶血せしめると，二段階の反応

系を有し，その初めのStepは酵素反応で，そ

の時は前記のごとく袋状の膨化像が認められる

という報告がある88)．従って,Y-30活性物質

は，その電顕的作用像の観察からみると精製の

終末産物としては，酵素として得られうる可能

性をもっているが，膨化像という特異的作用像

の出現に高張の条件が必要かどうかはその時点

で再検討の余地があろう．

…培養細胞におけるCIRassayをみると,G-

2細胞よりもHVJviruscarrierG-2細胞の

方が常に高いCIR値を示した．更に，αR反

応の比較的初期及び,viruscarriercenにお

いては細胞質内に，ミエリン化像が多く認めら

れた．この事は､基礎細胞質であるリン脂質タ

ンパク複合体からlyp"haneroseが起り，複

合体から遊離したリン脂質がj水をとって著し

く膨化する為生ずるのが本態といわれている8‘〉

結
7DD

Ehrlich腹水がん細胞(ES),G-2細胞(G-

2）及びそのHWviruscarrier細胞(G-

2-H)における．Ba℃""fs属細菌抽出物質に

よる選択的傷害性の一次的作用点を明らかにす

る目的で，それらの傷害反応(CeUInjUring

ReacfiOn=CIR)後,各細胞へのferritin(Fe),

が,CIRによる病的傷害及びvirusによる

cytolysis(CPEの一表現形として）によって，

細胞の終末変性段階における退行変性に関連し

:て出現したものと解釈されよう．

かくて,G-2に比してHWcarrierG-2-

Hは,virusmaturationに伴う細胞変性及

;び細胞膜の変異というbaseがあるためか，電

顕的CIR傷害像はG-2より早期に強く認め

られ，これが前述のCIRassayにおける被傷

害性の差を裏づけているものと考えられる．こ

れらHWvirusのpersistentinfectionをう

けた細胞に見られるCIRresponsibilityの変

化電顕的傷害像の差等の関連性は，最近いく

つかのoncogenicvirus(SV40,adenO等）

及びnon-oncOgenicvirus(herpes,vaccinia

等）の感染初期の細胞膜に出現するといわれる

viralspecificsurfaceantigen35）や，viral

heterogenizationをうけたtransplantation

antigen86,87)とも考え合せると，将来さらに検

討されるべき問題があるといえよう．

以上を通観して考えると，いづれの菌有効物

質についても，その傷害性は先づ細胞膜の欠損

から始まり，細胞内にlysosome,ミエリン像，

vacuole等が多発して，細胞内小器官の膜構造

が退化するに至り，同時にribosomeの細胞外

流出が進行し，終には核質まで傷害性が及ぶも

のと考えられる．

何れにしても，これら諸細胞膜系の傷害像か

らみて,CIR因子は細胞膜系傷害が一次的作

用点であるといえる．CIRについて，かかる

方向性をもった作用機作解明は，細胞一般の膜

構成の差の解析に有用であり，更に選択的特異

性との問題とからんで，がん・非がん細胞レベ

ルでの比較検討も可能になるといえよう．

論

CollOidalgold(Au)粒子取り込み及び細胞の

形態学的変化を，電顕的に観察し，次の結果を

得た、

1．G-2及びG-2-H細胞のCIRasSayを行

った処，両者とも至適反応条件で強い傷害性を

受けるが，一定の反応時間まではbG-2-H細
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胞の方が常により高いCIR値を示し，高い

CIRresponsibilityが証明された．

2．CIR後の細胞を電顕的に観察してみると，

対照としてのDBSとの反応系では，何れの細

胞間も反応時の経過に伴なって多少とも細胞内

小器官の膜構造が不鮮明となるが，細胞膜欠損

はなく，従ってribosomeの流出及びFe,Au

粒子の細胞内取り込みは全く見られなかった．

3．非特異的傷害能をもつ昇求を反応させる

と，反応時間15分で既に著明な傷害像（膜の部

分的欠損,riboSbme'流出:Fe,Ali粒子の取

り込み等）がみられた．

4．何れの細胞においても,Y-27抽出物(Y-

27-FDL)による傷害性の進行は先づ細胞膜の

一部欠損に始まり，細胞内にlysosome,ミエ

リン像,vacuole等細胞のautocytolysisの徴

候が顕著となり，従って細胞内小器官の退化，

ribosome流出が激化して，終には核質にまで

傷害が及ぶ事が明らかになった．

5．Y-30抽出物(Y-30-CD)によるCIR後

の電顕像では,ES細胞においては,Y-27-
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PhOto.1．Ehrlichascitescell(ES)incubatedwithDBSascontrolat37･Cf"15min(1-a)and

60min(1-b),subsequentlytreatedwithferritin(Fb)andcolloidalgold(Au)solution

for1Ominat4｡C.

a)andb)×20,000

b)Membraneousstructureofcellularorganellaisnotsoclearasa),butnoreductions

ofintracellularribosomeareobserved、

Photo.2.ESincubatedwithHgCl,asstandardofCIRforl5minandtreatedwithsimilar

coUn制盆1solution.

a)Thickenedmembanesofmitmlondria.×25,500

b)InvasionofFeandAu"rticlesonlackedpartofcellmembrane.×251000

Photo.8.ES,i雛似bated.唾典nativeiStrQ"""cushemolWicus.(SU･strain)≦f"30･min.
a)Junctionofmanyvacuolesoncellmembraneb×18,000

b)Appearanceofmulti-vesicularbodyintracellularlyandthreecocciextracellularly．×

25,000

c)Mitochondria･likebodiescontainingribosomeQlikeparticles.×20,000

d)Massofvirus-likeparticlessupposedtobemurineleukemiavirus．×21,000

Photo.4.ESincubatedwith､Y-27-FDLforl5min(4-a)and45min.､(4=b).

a).:4"eaIallCepf.electrOndensebodiesandreductionofinfraCelllllarribosomes．×｡‐｡●⑧蜂●｡Gももか～

25,000

b)VacuolescontainingmassofFbandAuparticles．×20,000

Photo，5．ESincubatedwithY-30-Cfor60min．×20,000

Highelectrondensebodysupposedtobelys"ome.

Photo.6.Culturedhumanbonegiant$elltumorcell(G=2)incubatedwithDBSfor･60min.

a)Membranecusstructureofcellorganellaisclearlypreserved.×23,000

b)FもtritinparticlesareObservedatintercellularspacebutnotincytoplasm.×200000

Photo、7．G-2cenincubatedwithHgCl，forl5min．×,25,叩O

Spaceofcytoplasmisfilledwithmanyvacuoles･Intracellularinvasionof"andAu

particlesisprominent.

Photo、8．G-2cellincubatedwithY-27-FDLformmin.

a)NumerousFbandAuparticiclesincytoplasm.×17,000

b)InvasionofFeandAumrticlesfromthelackedpartofplasmamembrane.

×21,000

Photo、9．G-2cellincubatedwithY-30-CDCfor60min.

a)mrtialprotmsionofcytoplasmsupposedtobeuniquefortheactionofY-30extr-

acts．×13,000

.b)Appearanceofmyeline-likebody.×21,000

c)Amorphorousstructureofelectronlowdensityincytoplasmicprotrusion.×23,000

Photo・10・Non-incubatedHVJviruscarrierG-2cell(G-2-H).

a)PartlythickenedcellmembranesupposedtobebuddingofHVJvirus.×22,000

b)MatureHVJviruspartielesoncellsUrfaceandvirusmatrix-likestructureincy-

toplasm×249000

Photo.11.HemadsorptiononG-2-H・Highelectrondenseb"yisredcellofguineapig・HVJ

virus-like"rticleoncellsurface．×209000

Photo.12.G-2-HcellincubatedwithDBSfor60min.

a)Virusmaturationincytoplasm.×25,000

－－－
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b)Virusmatrixandmyeline~likebodyincytOplasm．×219000

Photo.13．G-2-HcellincubatedwithHgCl,forl5min・HVJvirusparticlesonbudding.×25,000

Photo､14．G-2-HcellincubatedwithY-27-FDLfor30min(14-a)and60min.(14-b).

a)MyelineJikebodyincytoplasmandHVJvirusparticlesoncellsurface．×229000

b)VacuolescontainingvirusJikeparticles,andinvasionofF℃andAuparticlesin

cytoplasm．×25,000

Photo.15.G-2-HcellsincubatedwithY-30-CDCfor30min.

a)CytoPlasmisfilledwithnumerousFbanAuparticles.×209000

b)UniqueprotrusionofcytoPlasmwithoutmembranedestruction.×18,000

77
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