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A carcinogenic hydrocarbon, 20 methylcholanthrene, was implanted in the right parietal 

region of C3H strain mice maintained in the animal colonies of Montefiore Hospital, New 

York and Kyoto University, and small precancerous lesions around the carcinogen were 

examined with the aid of electron microscope. 

Virus-like particles were found in the cytoplasms of phagocytes and reactive astrocytes 

during the precancerous stag白 of Montefiore colony mice. They were similar in fine 

structure to those reported with the use of 3-methylcholanthrene and had a doughnut-like 

appearance with outer and inner membranes or shells in transverse sections and tubular 

forms in longitudinal sections. Their size was about 77 mμ in outer diameter and around 

22 mμ in diameter of axial holes. The inner membrane consisted of two dense layers 

with about 8 mμ in total thickness. The formation of virus-like particles evidently involved 

the endoplasmic reticulum. Many inner shells of particles were visualized within the 

cistern, and their outer shells were derived from the membranous component of the endo-

plasmic reticulum. 

Examination of structural details of reactive cells, induced by 20-methylcholanthrene 

and 1,2,5,6-dibenzanthracene in mice from Kyoto University animal colony, could not reveal 

any virus-like particles during the precancerous stages. However, in both colonies, phago-

cytes and reactive astrocytes engulfed the carcinogen pellet which was surrounded by two 

layers of limiting membranes, into their cytoplasms, and their fine structures were identical 

with each other. 

In order to examine further details of clear cut difference in occurrences of the virus-

like particles in both colonies, small pieces of the tissue around the carcinogen pellets were 

ultracentrifuged. The fractionation studies also showed virus-like particles in microsomal 

fraction ( 43830×g for 30 min.) in Montefiore colony, not in Kyoto University colony. 
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In this series of experiments, 6 gliomas, 1 gliosarcoma, 2 intracranial sarcomas and 

1 squamous carcinoma were developed in 20 Kyoto University mice by intracerebral 

implantation of 20 methylcholanthrene powder. No difference in occurrence of brain 

tumor development was observed between either of mouse colonies. Although these particles 

represent immature or incomplete forms as an oncogenic virus, it might be reasonJbly 

assumed that C3Hmice of Montefiore Hospital colony showed a product arisen from an 

unknown specific interaction by the carcinogen or had latent viruses which were concentrated 

in an unknown way in the tissue in the neighbourhood of the chemical carcinogen. 

緒言

脳腫療の実験的研究，乙とlζ多環芳香族炭化水素に

よる神経謬腫の作製は， J'J:l'I字決ligmanand Shear50) 

或いは P配目的 により始めて成功しだ．続いて19」l年

以来， Zimmerman一派の多数の輝やかしい業績1）臼｝則

的）61)62）の｛也に， T ansley54>. Ru田ε148>.Per田e& Moore37> 

に至り，その成果は神経謬腫の組織発生，；，；；Jl[I，分｝11,

局在性等の問題lζ寄与する処がたであった．

しかし，実験的神経謬腫の組織が，人脳腫場組織と多

少異る事22)57)からも理解しうる隊lと，自然発生する人

脳腫楊の発生機構を，発痛剤により極めて不自然に腫

療を発生せしめた実験からは卜分lζ伺いえない．

処が近年， Simianvacuolating virus IおV』（））のハム

スケー及びラッテ脳内段聞による Ependymoma発生

]])14)28)43)57)' および！庁長下で人胎生グリア細胞の

T ransforma tion51 ＞，或いはRoussarcoma virusのハムス

ターおよび犬脳内接極による神経謬腫15)40)41)42）および

肉腫発生7）の報告があり，人脳腫湯組織にはウイルス

は発見されてこそいなし ＇iJ>. 乙れらは人脳臨場発＇ 1:1と

もウィルス関与の可能性を示唆するものであ乙．

これと関連して，1965年生田と ZimmermanはC3H7

ウス脳内に1,2, 5, 6-Dihem.anthracene を挿入 I~，，その

7 ウス脳腫蕩の前癌状態すなわち反応細胞の細胞質内

に，。lindrical或いは filamentousなウィルスtH:'rが
発現し，この利子は腫場形成後lこは発見されなかった

17）と報告した.fl）りに，との粒子がマウス脳腫場発生

lζ関与するウィルスなら（－＼，将オここのウイルス様粒子

の単離により， mvitro におけるoncogenesis或いは免

疫学的実験の可能性が生じ，現在，形態学的，生化学的，

更には治療上行きづまりの感を勺える脳腫場の研究に

新しいアプローチを与えるものと考えられる．

本実験では，徐々に解明されつつあるウィルス或い

は発癌剤による発癌機構に，一つの鍵を与える事を目

的として，ウィルス様粒子とマウスの極，ウィルスrn

粒子と発癌剤との関係を検討した．

第1章実験材料及び方法

1) 実験動物

京都大学純系動物センター飼育のC3Hマウス CK系

マウスと略す）およびN刊 York.Montefiore病院動

物室より分与された C3Hマウス17>(M系7ウスと略

す）を使用し，年令は生後1ヵ月自のものを雌雄同数

使った．

2) 実験方法

実験 I 

マウスを0.07°ふNemhutal6＞腹腔内注入により麻酔の

後，右頭頂骨を歯科用問｝ハーで穿孔し，乙の部の硬膜

を除去し，頭頂葉皮質下lと，1,2, 5, 6-dibemanthracene 

（半井化学製，以後DBと附す〕を加熱融解，冷却凝闘の

後 PelletI) SO）とし， 0）（いは精製された20-methylcholan・

threne （和光純薬製，以後20-MCと附す）粉末を挿入

した．頭皮はコロジオン液で閉鎖した．

マウス飼育はプラスチックケー？にて行ない，飼料

は箇形飼料を使用（クレア及びオリエンタル製）し

だ．

仰木作製は発癌物質を含む脳切片を切り出し， H劣

熊糖加5%ホルマリン燐酸緩衝液（pH=7. 4, O℃I IC 

て前閲定L，’占子顕微鏡襟木を採取した残りは， 10°0

i=i＝一l性ホルマリンj,',j',iJを，パラフイン包甥， H.E.染色を

行なった．

電子顕微鏡標本は，発癌物質周辺の 1×2mm小片を

前記ホルマリン前固定2時聞に続き， 1%オスEウ

ム・ 7ノレトン緩衝液9)1乙て2時間国定後，緩衝液ICて洗

浄L，漸強アセトン列を通して脱水を行ない， V田topal 

lζ包埋しt:. 超湾切片は p,irter-Blum MT-2 Ultra・ 

microtome，カラスナイフにて作製した．また超薄切片

作製にあたっては， Vestopalブロックより 1μIC切片を

切り，methyleneblue Azur JI混合液44）で染色し指標と

なした．超薄切片け，ウラニル55）及び鉛初）の二重染色
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の上， Hitachi 11-Aおよび11-D型電子顕微鏡lζて観

察した．

第1群； K系マウス脳内20-MC掃入lこより脳臆壌

を発生せしめた群．

観察動物数； 20-MC挿入後264日以上生存した20

匹．

観察期間； 20-MC掃入後264日より365日．

標本はH.E.染色のみを行なった．

第2群； K系マウス脳内へ1,2, 5. 6-DBを挿入した

群．

観察動物数； 48匹．但し，腫場形成したものは除去

しだ．

観察期間； DB挿入後6週より 1年6ヵ月． 4ヵ月

迄は各週，以後は月毎lζDB周辺部の脳組織を光学顕

微鏡及び電子顕微鏡標本となした．

第3群； K系マウス脳内へ20-MC粉末を挿入した

群．

観察動物数； 57匹．

観察期間； 20-MC挿入後4週より28週．

標本の作製は第2群lζ同じ．

第4群； M系マウス脳内へ20-MC粉末を挿入した

群．

観察動物数； 8匹．

沈澄

表 1

マウス悩組織

10%ホモヲネート

｜訓）（ g 

上澄

(10分）

再懸濁｜制xg (10分）

沈法 上｜澄

CI) I 

ド241)( g (10分）
沈澄 上澄

何） I附 0)( g (30分〕
沈澄 上澄
Cfil) I 43830×g 

I (30分）

沈澄 上澄

観察期間； 20-MC挿入後4週より 6週．

標本作製は第2群と同じ．

実験 JI 

(1) ウィルス様粒子の分商遠心

発癌物質によりマウス脳内反応細胞の細胞質中lζ発

現したウィルス様粒子が，果してマウスの Cりlc1nyの

相違lζ依存するものや否や，第21ζは，このウィルス

様純子が細胞分商のいずれの分画に入るか，今後の粒

子の単離の第一歩として，表1の如き条件で分回遠心

を行なった．

K及びM系マウス脳を各々切り出し，手早く発癌物

質を含めて3><2><4rnrn小片になし，溶媒を10%溶液

になる様にとり，Potter-Elvehjem型ホモゲナイザーに

て5分間均一化し，順次趨遠心を行ない，各沈澄を1

%オスミウム液で固定，以下実験Iと同様に電子顕微

鏡標本を作製し鏡検した． 溶媒は0.25M熊糖， 0.033

M Tris aminomethan, O.OlmM EDTA, pH=7.41ζ調

製した．ローターはHitachiRPS40Aを使用した．

第 1群； 20-MC脳内挿入後4ヵ月を経たK系マウ

スの発癌物質を含む脳小片の分画遠心を行なった．超

遠心1回l乙付きマウス15匹を使用した．

第2群； M系マウスl乙て第1群と同様の処置を行な

った．

(2) ウィルス機粒子のネガチプ染色

K及びM系マウスの発癌物質を含む脳極小片を

Hanks氏液l乙て洗浄した後， 2%燐タングステン

酸液邸中にとり， 脳小片をすりつぶし，液表面lζ

カーボン蒸着メッシュを勺：1，余分の液を鴻紙で

除去後，直ちに電子顕微鏡にて観察した．

第2章実験結果

1) 実験 I

(1) 第1群 20-MC脳内挿入によるK系マ

ウスの脳腫場発生

20-MC粉末脳内掃入後， 早期lζ皮下腫療を形

成して死亡するものがあり， ζれは明らかに肉腫

のみであった．その多くはFig.l Iζ代表されるが

如き Fibrosarcomaである．本実験では，乙の様な

早期lζ 頭部皮下腫場を形成したものを除外し，

(IV) I 175300 x g 
I c120分）

20-MC挿入後264日lζ頭部膨隆，るいそう，或い

は一般状態不良のものをと殺し，残りは全て365日

lζと殺した．その結果を表21ζ示す．

沈澄 上澄
(V) 

マウスm匹I二札 Glioma 5例， Medulloblastoma 

l例， Gliosarcomal例，頭蓋内肉腫， 頭蓋外肉
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表 2
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腫各2例，頭蓋内属平上皮癌1例てあつだ．

次lζ個々の臆蕩組織像について述べる．

mou留氏o.260; MC挿入後264臼， MC結晶は右頭

頂葉にあり，腫場組織は脳中心部では傍悩本部；z，背
側は脳表へ出て逆lと腹側へ拡っている．組織学的に

ほ．核が比較的明るく 幻円台川I[-；て，核小川、．クロ 7

チン分布が明瞭， l泡休は大き く好エオジン性の塁状か

多角状の細胞が柵状IC拡る部分と，核は円型均一， I設
染し，I）包ij；部は明るく honeycombed app田ranceを呈

する部分と入り，T;Ut.或いは一部では各h塊状をなし

ている．血管の増~tはみられるが放線冠状配列は認め

ない.AstrocytomaとOligodonorogliomaとの混合した

腫湯である 1F1日 2'・ 

mtracerebral, subcutaneous 

¥ intracereb叫

j intra-and extracerebral 

mouse :¥u. ：！ι-1 ;MC挿入後365日．腫場組織は右半

球中央部を占める．血管増生が多いが，内皮細胞の増

生は少い．血管を閉んで細胞が柵状の配列をなす．細

胞は多形性で不均一波染性の核を有し，少数の巨細胞，

M山刷、を有する．細胞は綾死巣をも放射柵状IC囲む．

Glioblastoma multiforme Iド11(.3）である．

mouse ：＼り 270；己0-MC挿入後365日，腫場組織は

右半球脳室上部より周囲lζ拡り，脳底より外側IC達す

る．組織学的］［（：）：，核は長惰円形で若干の多形性あ

り，不均一に濃染し，核小体は明｜僚，胞体自体も細長

く全体として尖った印象を与え，細胞訴の中lζ増生し

た微細血管が制枝状lζ入り込んでいる 1F収 -1＇・ま

た，乙の細胞の関lζ或いは塊りをなして一群の細胞が
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あり，核は円形濃染し胞｛本は明るい（Fig.5 ). また

極く一部には巨細胞も有り Glioblastoma綾の場所もあ

るが， EpendymomaとOligodendrogliomaの混合した

ものである．

mouse No. 271 ; 20-MC挿入後365日．腫場は右半球

皮質下の20-MC結品の周囲から発生し，左半球lζも

及んでいる． Pellet周囲には核，胞体共iζ紡雛形の細

胞もあるが，多くは胞体が大きし円或いは楕円核

細胞であり， 乙の他，巨細胞等有り，多形性の強い

Glsoblastoma multiformeである（Fig.6 ). 

mouse No. 273；皮下肉腫とは別lζ脳腫揚が存在し，

乙の両者の連絡は認められない． MC挿入後365日．

脳腫場組織は，右半球中心部を占めMC結局の周りに

発生し， 典型的な honeycombed appearanceを呈す

Oligodendroglioma (Fig. 7 ）. 皮下腫場は， Fig.1の

如く Fibrosarcomaである．

mouse No. 275 ; 20 MC挿入後365日．右頭頂葉皮質

下lζ黄色色素を喰食した細胞群lζ隣接して，小形の円

或いは楕円形の濃染核，狭い胞体の細胞集団があり，

一部脳実質内lζ浸潤している．核は濃染するが不均ー

に染る．また，周囲lと紫色にそまる不定形のものがみら

れる．細胞の配列に特別の傾向を認めない（Fig.8 l. 

Medulloblastomaである．

mouse No.276 ; 20-MC挿入後365日，脳実質内より脳

表l乙迄拡った腫療で，円或いは楕円形の多形性を示す

核および比較的大きい胞体を有する Glioma組織と，

大きな明るい長楕円或いは紡緩形の核および胞体の大

きい肉腫組織を示す部分が混在している.Gliosarcoma 

(Fig. 9 ). 

mouse No. 272 : 20 MC挿入後365日．紡緩形細胞群

が頭葦内に侵入している為脳実質が圧迫されている．

Fibrosarcoma (Fig.~101 

mouse No. 262 ; MC挿入後264日， 皮下lζ存在した

腫場で Fibrosarcomaである （fig.11>. 

mouse No. 261 ; 20-MC挿入後264日，脳底部の小腫

場塊，組織学的には脳膜lζ連続する細胞集団で，核は

濃染，多形性lと富み円型或いは紡錘形である.whorl 

形成は認めぬ． meningeal originの Sarcomaである

(Fig. 12〕．

mouse No.274 ; 20-MC挿入後365日．麗蕩細胞群は頭

蓋外より内部lζ侵入し強く脳実質を圧迫してし iる．胞

体は好境基性で，多形性l乙富む明るい楕円形核を有す

る細胞が多層lζ並ひ，脳とは一線を函し，場所によって

壊死部がある属平上皮癌の頭蓋内侵入である（Fig.13).

次lζMC挿入後，腰湯発生なく365日経過したものの組

織像を Fig.14（ζ示す.MC結品は存在するが反応細

胞が殆んど認められぬ.Fig. 15は105日経過したもの

で反応細胞の出現が明らかで，特lζ発癌物質をとり込

んだ喰食細胞がみられる．

(2) 第2,3及び 4群，発癌物質挿入後のK系及び

M系マウス脳局所の経時的電子顕微鏡学的観

察

脳内lζ挿入された発癒物質は，脳切片を肉眼的にみ

れは， 1,2, 5, 6-DB或いは20-MC共々可成り長い月日

の経過の後においても，脳実質内にくい込んだ状態で

変化がない織に観察される．

光学顕微鏡学的には， 1,2, 5, 6-DBは一つの比較的

大きな結晶であり，脳実質との反応はこの結品の全周

lζ一様に起るわけでないが， 20-MCは針状粉末で あ

る為その反応場所は多数である．乙れに対し＂~u子顕微

鏡学的には，脳実質内の1,2, 5, 6-DBおよび20-MC

の両者に差は見出せない．すなわち発癌物質の大きな

ものは，細胞外において細胞の一部lζ取り固まれ，ま

た小さいものは細胞内に喰食せられている （fig.16,

17). この様な発癌物質を胞体内lζ有する細胞の多く

は，偽足の多い，暗調な胞体およびクロマチンlζ富む

不整円形核を有する細胞であり，他は胞体の明るい楕

円核を有する細胞である．両者共に胞体内lζ微細線維

を有するが，前者の方が粗大である．

細胞内発癌物質の形態は，結晶が脱水包理中lζ溶出

し空胞となって認められ，その周囲は一層の限界膜で

はなく二重膜構造を有し，内膜は比較的直線状を示し，

外膜は内膜lζ沿うが多少不規則に走り，更に二層より

なり， unitmembraneを示す（Fig.16, 17). 

次に細胞質内発磁物質結品の近くには脂肪綴粒

(Fig. 18）や，形態内容も様々な densebody＇が多数み

られる.densP bodyの内容は均一なもの（Fig.16Jよ

り，微細頼粒状 （＿fig.17）を呈するも o~，層状或いは

二重膜円弧状 （Fig.18）を示すものなど多様で，発癌

物質をとり込んでいる様にみえるものもある．

ζの様な所見は，K系及びM系7 ウスlζ共通して観

察されるが，第2群，第3群すなわちK系マウス脳の

反応細胞には全観察期間を通じ，ウィルス様粒子の発

現を全く認めなかった．

第4群すなわちM系マウス脳内l乙， 20-MC挿入後

4週より 6週の聞に鏡検した8匹中5匹のマウ スlζ，

その発癌物質結晶を持つ上記の細胞中にウィルス綴粒

子の出現を認めた．
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乙の粒子は結晶を喰食した細胞の全てに存在すると

云うのではない．しかし，喰食せられた結晶の近辺lζ

多く認められ，その横断1l1iてはドーナツ型二重膜構造

を有し縦断面では管状を示し，その配列には一定の

規則は認められない（Fig.19, 201.横断固に於いて二

重膜を示すが，その外膜は小胞体膜lζ連絡し，数個の

外膜が連なり珠数状を呈するものもある．また内膜部

のみ数｛闘が，裸のまま小！泡休膜lこ囲れた腔l亡存在し，或

いはこの小胞体膜が一個の内膜部を包み，小胞休膜よ

りくびれを生じて存在するものもある（Fig.21.山 I.

乙の粒＇｛OJ同町士，横断面で二重膜構造を示し，外径

約77mμ，内径約22mμで外膜と内膜との間は比較的

宙子密度高く，内腔内にはリボゾーム様の粒子を認め

る事もある．内膜Ct，更に二層の膜構造よりなり，最も

電子密度高く，約 8mμの厚さを有する（Fig.22, 23). 

外膜は，不正円形て，中には尾状構造，星状を示すも

のもあるか，ほぽ正円形部の直径がI略77mμ で矢張り

二層の膜より形成されている．縦断1i1iでは竹の如き管

状を呈し，その長さは軒々であるが長いものは約1600

m11を呈する IFig. :!4!, 

小胞体院には，内膜部のみの粒子が寄在し，これに

はリボゾームの附着は認められない．小j泡体腔は拡大

し，その電子密度は比較的高く，乙の中l乙管状粒子の

内膜部が存在し，乙の小胞体腔外へ突出した部分は小

胞体膜を外側l乙被り細胞質内へ芽出するが如き形態を

示すものもある rFig. 25, 26). 

細胞外には，乙の粒子と全く同ーの粒子の存在を認

めなかった．

括

2り－MCによるK系マウスグリオーマの発生率u，マ
ウス20匹1十1,G lioma 5例，Gliosarcomal例，Mηdullobla-

stoma I例の結果を得だ．これは他種マウス，特lζM系

マウスにおける実験的脳腫場の発生率と比較しでも勝

さるともおとらぬ数値である．乙のK系及U:M系マウ

スl乙等しくど（）九氏、粉末を右頭頂葉l乙挿入し， 挿入局

所を経I時的~c電子顕微鏡的観察を行なうと， M系7 ウ

ス脳の所謂前癌状態と云うべき時期の反応細胞111に，

横断面にてドーナツ型の二重）民地造，縦断面で管状を

呈するウィルス様約fの発現するのを認めた． ζのウ

イルス様粒子（-J:,1J、胞（本と非常に密接な関係を有し，そ

の外膜は明らかに小胞休膜より形成され，又内膜もこ

の部で形成される可能性を示唆する所見を得た．

しかし，一方K系マウスにて全く同一処置を施した

にも拘わらず，ウィルス様粒子は全く一匹lζも認めら

れなかった．この点を除いては，両系lとは有意の差を

持つ所見はなかった．

粒子の出現の有無は，同じC3HでもColonyの相違に

よると考えられた．

21 実験 II

(1) ウイルス様粒子の分画遠心

tt澄をI電子顕微鏡的l乙観察すると，沈主主l（［は
核成分と大きなミエリンおよび小血管が主であり，沈

査2は殆んどなく，沈澄3は， ミトコンドリア，シナ

ップス， lysosome＞.沈透4iまミウロゾーム，沈益5は

ポストマイクロゾームであった．

第1群 K系7 ウスにはウィルス様粒子は全くどの

沈澄lとも認められなかった．

第2群 M系マウスにおいては，第4分画即ちミク

ロゾーム分画（43830 x g, 30分） ＇ζ，実験Iで観察し
たと同様のウィルス様粒子を認めた IF1巨 27,:!Kん

しかし，観察された粒子は少かったが，明らかに二重

膜より形成されている．

(2) ウイルス様粒子のネカチブ染色

M系マウス標本においてのみ，ウィルス様粒子と思

われるものを得た．管状でその中心部は，概ね中空で

ある．内外膜聞は白く描出されている．この大きさは

実験I結果で記載したものと同一である（Fig.29), 

この方法では，他の細胞成分も多く混入しているので

粒子の鑑別は煩雑であった．

小括

20 MC＿.挿入局所脳の分画遠心によるウィルス様粒

子の追求および乙のウイルス様粒子のネガチブ染色の

結果，実験Iで得た発癌物質による脳腫場前癌状態（［

発現するウィルス様粒子は， K系マウスlζは存在し

なく， M系マウスにのみ存在すると云う事実を確認し

えた．

まだ，乙のウイルス織粒子が，分画遠心法によれば

ミクロゾーム分画l乙混入して米ると云う結果を得た．

粒子の1:jニ！心部は概ね i:j~空と思われる像を得た．

第 3章総括並びに考按

多環芳香族炭化水素によるマウス脳腫湯の作製は，

Seligman氏 Shear50＞（とより20-MC、OJ}Jll熱，融解後，作

製された Cyli日ιlricalpelletを用いて始めて成功し， 20

匹中11匹lζGlioma, 2例におそらく meningealorigin 

と思われるFibrosarcomを得た．これ以前にもラソテ，
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マウス，モルモットを使用して， Oberling, Guerin & 

Guerin羽はベンヅピレン結局， Ilfeld20＞は 5% DB-ch-

olesterol pellet, A thias2＞は MCピーナッツ油液，WeiJ56>

はDB－ラード溶液を各々動物脳内l乙入れたか，何れも

negative data l乙終っている．

P配 rs36＞は， Seligman,Sh田r法制 l乙従い， 10<'.'oMC-

cholesterol pelletを作製し， アルビノマウス87匹中15

例に Glioma, 17例におrcoma,Sarcoma l二／ 1混合腫場3

例を得た．

Zimmerman, Arnold58＞は， 20-MCのcylindricalpellet 

をC3Hマウス脳内lζ埋没し， 57匹F/I Glioma 15例，

Sarcoma 5例，分類しえぬ腫場1例， Sarcoma中混合

腫場5例の成果をI.げた．

この様l乙化学的発癌物質による脳腫療の作製の成功

の鍵は使用動物と発癌物質の使用方法であろう．動物

はマウスが最適で，特lζC3H,C57BLなどに高率に脳

腫揚が発生する事はZimmerman,Arno!d60l，西J1!34）な

どにより明らかにされている．

また，発癌物質は，MC回）或いはベンツピレン， 1,2, 

5,6-DBの Pellet法が Seligman,Sh!".ar により始めら

れて以来乙の方法が一般的である．

本実験では， 1965年生田， Zimmermanが発癌物

質挿入後のマウス脳前癌状態反応細胞中l乙ウィルス僚

粒子が発現したとの報告17）の追試を， K系マウスで原

法通り行ったが，ウィルス様粒子の出現を認めず，更

に局所を光学顕微鏡で観察すると，発癌物質挿入によ

る脳局所の反応は Pellet全周より生ずるものでなく，

その周囲に局所的に発生して来る様lζ思われる．

また 1,2, 5, 6-DB pelletを打砕してマウス脳lζ挿入

すると， Pellet挿入時よりも腫場発生が多い事26）およ

び矢張りウィルス様粒子の発現には，乙れを中lζ発生

せしめる反応細胞が必須条件である為，一様に多数の

場所に反応細胞を出現せしめる様に粉末状発癌物質の

万が理想的であると考え，実験IにおいてDB以外ば，

20-MC精製結品粉末そのままを使用した． 同じ考え

から3-MC粉末を，生田，ZimmemanI6＞も筋肉内に挿入

している．

第1群の20-MC粉末脳内挿入実験では， 発癌物質

が粉末状である為，慎重な処置にもかかわらず脳内よ

りMC粉末が浮き出したり，当初より骨孔部脳膜lζ附

着したりして，術後2～4ヵ月の聞に局所頭皮部l乙腫

場を形成する事が多いが，これは全てFihrosarcomaで

あった．乙の僚に初期ic死亡したり，と殺した残りの

20匹について Glioma5例，Medullohlastoma1例，Glio-

sarcoma 1例， Sarcoma4例を得た．

Sarcomaの内2例は頭蓋内， 2例は頭蓋外であった

か， この内 1例は OligodendrけgliomaとFibro臼 rcoma

を独立して有していた．この20匹は術後264日及び365

日lζ標本作製したものである．

乙の結果は P町内部＞， Zimmerman58＞，川合25），西)1134)

等とほぼ同率で， K系マウスにおいても 20-MCを使

用して諸家の報告とほぼ等しく脳腫場を発生せしめう

る事を確認した．

本実験では，実験的脳腫場の組織発生およびその組

織像，発生期聞については諸家I）約22)25）お）34）知的制54)

的59)61)62）の報告があり，且つ実験目的と異なるので詳

述しないが， ζの実験で得た Gliomaにおいても，単一

の細胞成分から形成されているものは， I¥o.264, Glio-

blastoma multiforme, No. 273のOligodendrogliomaの

みである．他は大なり小なり他のグリア成分を含み，或

る部分では Astrocytoma，また或る部分では Oligoden-

droglioma，また或る部分ではお互いに50%の割合もあ

れば，代打.270の如く Ependymomaの細胞群の中lζ

Oligodendroglioma細胞が混在してくる場合があり，

また脳内にあっては Gliosarcomaだが脳外へ伸展し次

第にSarcoma成分が多く存在する腫蕩もある．

これは Zimmerman6llが主張する様に，いくつかの

成熟グリア細胞が発癌物質により同時に刺激され増殖

し腫場化する為に当然いくつかの細胞成分を有し，

Gliomaのどの型にも成り得る multipotentialtumorで

ある事を示している．人グリオーマも後天的lζ成熟グ

リア細胞が，何らかの発癌を来すAgent，例えはウィル

スなどの様なものに刺激され腫場化すると考えれば，

人グリオーマ組織も当然 multipotentialiげがあり，数

種の細胞成分から構成されるものもあって良心唯人

グリオームと組織学的に複雑さを示す化学的発癌物質

による脳腫場との相違は，その刺激が穏和であったか

否かによるとも考えられる．

次lζmouse¥o. 275bにみられた大脳半球内の腫蕩

は一見Medulloblastoma様である．実験的脳腫湯では，

Pelletが小脳lζ 挿入されれば好んで Medulloblastoma

が出来， これは小脳頼粒層から生ずるi1&tζNeurobla-

stomaと云うべきであると Zimmeman63＞は主張してい

る．西JiJ33）はマウス右頭頂1'~に Medulloblastoma を，

Peers36), Zimmerman59）も大脳皮質内にMedulloblastoma

を得ているが，その他の報告はない l¥u.275の腫場は

細胞がを［で，肢は類円形，不均一に，濃染し胞件は小さ

い．しかし， rosette等の特別の細胞配列を示さめ．

処々に変性細胞の如き紫色lζ染ったものがみられる．
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まと，腫場組織周辺（［入、tr<川 teの増殖を認める．

Ru日el.Rubinstein47＞は，Neuroblastomaは大きな多

角形細胞でvesiculatednucleiをもつものより成ると記

載し， Kernohan,Sayre27lの Neun旧、trocytomaの記載

とも本1霊場は異なる．矢張り MedulloblosJ・omaの中に

入れるのが最も妥当かと考える．また発生に関し奇形

的要素が強いとムわれる脳腫場も確かに存在する事は

事実であるが，その腫湯の 1っとムわれる Medullobal-

s¥"Omaも小脳虫部lζ限らず大脳においても後天的発癌

刺激により作りうるものである．

発純物質と反応細胞に関しては，既lζ光学顕微鏡的

lζは，伊If仏生田22），西JI[3~ ）（ζ詳細な報告があり，初

期には microglia,mast cell，更l亡生田， Zirr】merman17 ） 

は Ph，《

が経過すると MC色素をとり込んだ macrogliaの出現

が多くなると報告している．本実験もほぼ同様の結果

..i- ,11 ，＿ー
ノピi,, ·• 

電子顕微鏡学的には，生ElI. Zimmermanl7lは上記の

細胞の存在を認めるが必ずしも同定出来なしまたζ

れらの細胞の内のあるものは初期には白血球であり，

後期には A割引に）leであると報告している．しかし，

細胞内（［ :VIC結晶を喰食している細胞を電子顕微鏡下

でみると，確かに偽足を有しているか， ζれには2種

ある様tc思われる．その 1つは多くの偽足を有し．脂

肪頼p,dense bodyの多い，非常に細胞質が暗調を呈

し，十字は楕円か不規則なもので，胞体内lζ比較的粗な微

細線維を有するものである. 1つは明るい胞体に大き

な楕円核を持ち矢張り微細線維を細胞質内l乙有する．

乙の様な脳内反応細胞の細胞質内にウィルス様粒子

17）を認めるのであるが，筋組織16)39）においても同様の

細胞に全く同ーの粒子を認めている．従って， 2種の

細胞の内前者は形態学的にも Macrophageで，酵素活

性試験31）で mesenchymaloriginと証明されたのも当然

である．しかし，脳においては後者も認められglia細

胞と考えられる.MC挿入後1ヵ月頃の MC-pelletを

持つ細胞は，矢張り前者が多いか，後者である reactive

A,tr叩yteもみられる.Macrophageは， MC挿入後6

ヵ月頃になっても存在するか，乙の時期lζは既lζ後者

の万が多く認められ，乙の様な r田ctiveAst川、teの
喰食機能の存在を示すものである．

反応細胞中の Pelletは電子顕微鏡下では白い腔聞と

なってみられ二重の膜に囲まれている．その内膜は結

晶の形態を如実lζ示し直線的であζ．外膜は内膜lζ沿

ってはいるがやや不規則である．なお外膜を詳細lζ観

察すると，これは2層の膜より構成され，喰食時の細

胞膜由来で Phagosomesの限界膜である事を示してい

る．一方，内膜の成立に付いては明瞭ではないが，発

癌物質結品の直接周囲に何か或る細胞成分が密着し，

結晶部分のみが脱水包埋中lζ溶出し去り，膜となって

残されたと考えられない事もない．

まだ， Pelletを有する細胞の細胞質中にみられる形

態，内容共に多様性を示す densebody或いは脂肪頼粒

は，髄鞘崩壊過程中l乙観察されたもの52）と一致するも

のもあり Phagosomesの1っと考えられる．

京大（K）系マウスにおいて， DB及びMCを用い，

この様な脳内反応細胞中lζウィルス様粒子を検索した

が全く 1例にも認めなかった．これに対し， M系7ウ

スの20MC脳内挿入局所の反応細胞中lζ，二重膜構

造を有する管状のウイルス様粒子の発現を認めた． ζ

の粒子の発現に関しては，発癌物質がDB17lであれ，

MC及びベンツピレン1別であれ，また反応組織が脳組

織であれ筋組織であれ，全く同ーの粒子が出現し，と

れが発癌物質と反応細胞との相互作用によって生じる

のは確かであるが，本実験において，更にこの粒子の

出現は， Mぶ7 ウスl乙特有のものではないかと云う可

能性を示唆する結果を得だ．

何故全くこの粒子がK系マウスには出現せず， M系

マウスにのみ発生するものであろうか．電顕用超薄

切片は，発癌物質による脳組織反応の極く一端を伝え

るに過ぎない為， ζ乙l乙問題が生じ，これを解決する

為lζ発癌物質を含めてその周囲組織を採取し，分画超

遠心を行ないれ子の検索を行なった．乙の結果，ウィ

ルス様P.ヂはK系マウスには認めす， M系マウス脳の

ミクロゾーム分画に粒子の混入を認めた．今後この粒

子の精製には，更に密度匂配遠心法などを駆使し，粒

子の形態および生物学的活性を損わず抽出する方法を

講ぜねばならないと云う大きな問題が残されている．

ウィルス様粒子の微細構造は，横断面で内径約22

mμの中心部の囲りに約8mμの内膜があり，乙の部の

電子密度高く，乙の周囲を外膜が囲み，平均約77mμの

径を持っている．縦断面では管状であり，ネガチプ染

色の結以，中心部は概ね中空であろうと思われる．こ

の粒子は横断面のみとり上げれば Bernhard4lの分類IC

従えはλ型腫湯ウィルスに類似している．まだ，管状

であり且つ粗面小飽体院に径の小さい内膜部が存在す

る点などは狂犬病ウイルス29）（ζ類似している．この粒

子と他の腫助ウイルスおよび植物ウィルスとの類似な

いし相違点は既に生田， Zimmerman17ltとより挙げら
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れている如くであるか， oncogenicvirusとしては未熟

または不完全形と云わざるを得ない．化学的発婚物質

によるウィルス様粒子の出現の報告10)21)46)51)24）が既に

有り，また，このウィルス様粒子が発癌物質の脊在下に

のみ発生し，発／トーしたl盛場組織には認められぬ事実16)

は，この粒子のウィルス性45）を考えさせるに足りる．

然らば何故乙の粒子がK系マウスには発生せず， M系

マウスにのみ現れるのであろうか．

化学的発癌物質により発生したウィルス様粒子は，

若しウィルスならば，その成熟過程の何れにあるか定

かではないが， M系マウスの潜在性ウィルスであった

とみるのが1つの大きな可能性である.Kajimaら仰が

3-MC lζより発生した肉腫標本中に， A型及びC型ウ

イルスを認め，乙の粒子が同時実験の germ-freeマウ

スのみに存在し，他方の germ-freeラットには認めら

れず，腫場の有無lζ拘わらず乙のマウスの胸腺内に認

められた事により， ζのウィルスは単なる Passenger

virusか，実験動物lζ特有な潜在性ウィルスと考えた

と同様である．

次iζ粒子と発癌との関係は， Friedewald,Rousl3Jの

主張したこ段階説が考えられ，例えばC57BL/61ζレン

トゲン前照射後，その臓器ミンスを同系マウスlζ移殖

したよlζurethan処置をすると白血病が生じるめとか，

雑系新生マウスlζポリオーマウィルスを接種後発癌剤

を投与すると腫場発生率を上昇させうるm.また MC

およびBPによる皮下肉腫lζは，腫場形成前には認

められなかったウィルスの増殖がみられる51）などと同

様lζ，iniiiafo1gfactorとしてM系マウスにこの粒子が

不活型で存在し， 乙れに発癌物質が promotingfactor 

として加わった為lζウイルス織粒子が活性化されて現

れ，発癌への過程が始められたと考える事が出来る．

ウイルス様粒子の存在が全て腫場形成lζ連結している

とは限らぬ．何故ならば． ウィルス脳内接種動物全

例IC，脳腫揚が形成されない事から明らかである11)14)

15）制40)4142）術的.M系マウスの滞在性ウィルスを目下

検索中であるが，既lζ形成されたね子として発見され

るか否か問題がある．しかし， M系乳癌組織内lζ観察

された乳癌ウィルスは，明らかにとの粒子と形態学的

lζ異るものであった．

様粒子は認められない．粒子を持つ細胞は，結晶も得

在するが，正常の細胞活動を行なっていると恩われる

ものである．従ってウィルス様粒子を持つ細胞は，発

癌物質の影響をうけて細胞成分殊に遺伝子の活動状態

が全く変って， ζの関与の下tr細胞の営みを始めたと

考えられる．発癌剤と細胞の結びつきが，DNAめで

あれ，蛋白羽｝であれ，何らかの細胞内生化学的変化が生

じ，その一つの現れとしてウイルス様粒子が誘発形成

されたと考えられる．粒子はウィルスならば，その形

態から云えば未熟域いは不完全裂と考えられるか，類

似の小胞体内 tube-likestructureをマウス肝の過形成

結節にみられた事を Essner12＞が報告し，これは小胞体

内腔への蛋白， Lipoproteinの蓄積と推定している．一

心， Jensen23＞により植物綿阪の小胞体内にも管状構造

物が認められ，小胞体膜の Invagina lionによって形成

されると報告している．

本実験における純子も， 内膜の巾が約Smμ，内径

約22mμを有する事，外膜自体が可成り不規則であり，

H寺lζ珠数状をなし小胞体膜lζ連続している点を考慮す

れば，発癌物質による何か或る細胞内の変化の現れと

して，小胞体膜が複雑化し，迷路状となったと考えら

れる．

生田18)19）も小胞体膜の内陥により粒子が形成される

と考えている．一方粒子内膜部が直線的構造であり，

更に小胞体内腔が拡大し電子密度が増加している事

は，乙の粒子形成lζ更に 2次， 3次的変化がとの部で

行なわれている事を示唆するものと考える．

化学的発癌物質と共l乙腫蕩を形成するウイルスは，

oncogenicのものもあれば， non-oncogenicのものもあ

り，またール，形成される腫蕩も発癌物質のみで惹起

される腫療とは抗元的lζ異る初）かも知れぬが．組織学

的には異らす，その上，更に腫場細胞からはウィルス

は証明されぬ／：＇.＇），.ウィルスの発癌lζ対する役割は解明

されていない現在である．

本実験で観察されたウィルス緩粒子の脳麗場発生と

の関係は，乙の粒子の精製と ζれを用いた免疫学的検

索lζ待たねばならない．

第4章結 三五
回目

最後にウィルス様粒子の形成に関連して， ζの粒子 1) 京大系 CK系） C3Hマウス脳内に， 1,2. 5, 6ー

の本態の可能性にふれる．先ず電子顕微鏡下でみる dibenzanthracene pelletおよび 20-rnethylcholanthrene粉

と，余りにも発癌物質結品を喰食した細胞は， dense 末を挿入後，経時的lζ各々 1年6ヵ月の間，マウス－！8

body或いは脂肪頼粒は確かに多いか．正常の細胞小器 匹，および7ヵ月間，マウス57匹について，局所脳組織の

官は少し崩綾しつつあり，乙の様な細胞にはウィルス ’必子顕微鏡的検索を行なったが，生田の示したウィル
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ス隊粒fの発現を認めなかった． 正弘技師に深謝致します． 向本文の要旨は第幻回脳

:! l Montefiore病院系 1M系） C3Hマウス脳内IC

:!O Melhylcholanthreneを挿入し，術後』週目より反応

細胞中lζ償断面では二重膜構造を呈する外径約77mμ,

内径約22mμ のA型腫湯ウィルス様の構造を示し，外

膜と内膜との聞は比較的電子密度高く， ll!j[ζ内陸内lζ

リボゾーム様の粒子を入れる事がある杓子の出現を認

めた．

乙の粒子の内膜は更に2層の膜構造より成り，＇， U子

密度高く，約 Smμ の厚さを有する．縦断面では管状

を呈する．

3) K系マウス脳内に， 20-MC挿入後264日以上生

存した20匹のマウスに， Glioma 5例， Gli旧日rcoma1 

例， Medulloblastoma 1例，肉腫4例，（扇平上皮癌l

例を得た．

4) K及ひM！｛、マウスの：（トMC脳挿入局所を分画

遠心し， M系マウスのみに，ミクロゾーム分画にウィ

ルス禄p子の混入を認めだが， K系マウス脳分画には

との粒子を認めなかった．

5) この結果より， 20-MCによる脳腫場発生率が

ほぼ等しいK及乙＂M系マウスにおいて， M系マウスの

前癌状態の反応細胞中にのみ出現したウイルス様粒

子Ii.M系マウスl乙不活性型で存在した潜在性ウィル

スであり， 20MC により誘発顕在化したと云う腫場

発生の二段階説を適用し，粒子の潜在性ウィルスの可

能性を示唆した．

6) ウィルス様粒子の外膜が小胞体膜より形成さ

れ，外膜自体の不規則な事，小胞体の拡大，小胞体腔

の電子密度の増加などにより，粒子の形成は小胞休で

なされると考えた．

7) 発癌物質結晶を喰食する細胞は，脳では macro-

phageのみでなく，グリア細胞も存在する事，更に反

応細胞中の結品の形態， densebod＼，脂肪頼Plこは K

系及びM系マウスlζ有意の差を認めなかった．

稿を終るにあたり懇篤な御指導と御校闘を賜った恩

師半田晴教綬，叉本研究の遂行に終始暖かき御鞭縫と

御指導を戴いた谷栄一講師に深甚の謝意を俸げます．

更に分画遠心法について有意義な御示唆を賜った京

都大学ウイノレス研究所多村忠博士及び本研究に対し少

からぬ御助言と御討論を戴いた教室の飴谷敏男先生に

深く感謝致します．

叉電子顕微鏡観察に激励と御援助を戴いた天理よろ

ず相談所脳神経外科，松村治博｜，牧田泰正博士，東

神経外科学会シンポジウム「グリオーマの細胞学J
（於東京）で発表した．
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Fig. 1 m >u川＼什.273 : Fibr口S"Jrcomョdevelopedin the subctaneous region of head, showing numerous bands 

of spindle shapd cells. Mag. x l)IJIJ. Hem3toxylin－回目instain. 

Fig. 2 m::n.rse ¥". cl)IJ ト ln>eytomacells coexist with Oligodedroglioma cells. M<ig. ×600, H. and E. stain. 

Fig. 3 mouseトいど村4 Glioblastoma multiforme, showing polymorphies and pseudopallisade around necrosis目

Mιi日×600, H. an:l E. stain. 

Fig. 4 mouse :¥o. '.!70 : Ependymom:1 (left half) with Oligodendroglioma, showing mainly ependymoma por-

tion. Mag. / l)IJll. H. and E. stain. 

Fig. 5 High rmgnification. Epenゴynnm3with oligoden::lrogliom3. ( Jlig<>::lendrocytes are seen between epen-

dymom1 celk Mag. ×1200, H. and E.只lain

Fig. 6 m)u日＼＂. 271 : Glioblastom1 mu!Liforme, showing a) Tumor cells around carcinogen pellets (pl and 

b) pりlymorphies,,r nuclei anてia giant cell目 M斗I a）× IC:ll. b) x lilX), H. and E. 'lain 
Fig. 7 mouse ¥,,. 273 : Uligodendroglioma around山 rcinogenpellets (p), showing characterislic honey combed 

appe 1rances.九Li.• ~·× 6α）. H. and E. stain. 

Fig. 8 m<川町＼付己7:)b Medulloblastoma in right cerebral hemisphere, showing a cluster of tumor cells with 

a uniformed l¥ pe. Mag. x 1200, H. and E. stain 

Fig. 9 mouse ¥r人 276: Gliosヨrcom3in right cerebral hemisphere showed large spindle shaped sarcoma cells 

cuexi,td with glioma cells (g). Mag. ×600, H. and E. stain. 

Fig. 10 mouse ¥.,. 272 : Fibro日rcomaCompresses cerebral tissue (c) with intact meningen. l¥Ltg.×600, H. 

and E. stain. 

Fig. 11 mouse ＼り.262 : sulxutaneo肌 fibrosarcomainduced lη 二11-i¥l（、 Mιi日・ x 600, I-I. and E. stain. 

Fig. 12 mouse ］＼，人己61: Sarcoma originated from basal meningen. Mag. X 1200, H. and E. stain. 

Fig. 13 mouse ＼リ 274 S:1uamous cell carcinoma (sc), comp町、sing cerebral tissue (c) Ma日 x600,H. 

and !・:. stain. 

Fig. 14 mouse brain tissue with carcinogen pellets (p), showing no reaction 365 days after intracerebral im・ 

plantation of 20 MC. !vb以×600, H. and E. stain. 

Fig. 15 Cell r白 ctionsand pli;ig川口tes( h) around intracerebral carcinogen pellets Ip I 150 days after implan-

tation of '.JU-MC Mag.×600, I-I. and E. stain 
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Fig. 16 Carcinogen pellets (pl, homogenous dense bodies 1d1 and fine intracytoplasmic fibrils in cerebral reac-
tive cells of Kyoto University mice 14 weeks after intracerebral implantation ofコ11-M（、 Mag.x 33000. 
uranyl and lead staining. 
Fig. 17 Carcinogen pellet spaces I p I surrounded by two membranes and fine granular dense bodies I cl I in 
cerebral reactive cells of Iむ｛小 Universitymice 5 w肘い afterintracerebral implantation ofコト：＼1l‘ i¥bg. x 
20000 U. and L. double stain. 
Fig. 18 Dense body with double membrane structures in cerebral rc;i山、ccells of r,:，，山1University mice 5 
weぞい afterintracerebral implantation of 20-MC. Mag. x 90000. U. and L. double stain. 
Fig. 19, 20, 21 Virus-like particles ( v) in cerebral reactive cells of Montefiore mice 5 weeks after intracerebral 
implntation of 20-MC. Inner shells (i) with double membranes in cisterns of endoplasmic reticulums （日 j

are observed. No special arangement of virus-like particles are observed. Magnification: Fig. 19. x 39000, 
Fig. 20. x 39000, Fig. 21. x 32460. U. and L. double stain. 
Fig. 22 Virus帽likeparticles in cerebral reactive cells of Montefiore mice 6 weeh after intracerebral implanta-
tion of己ll-M（、 Theirouter membranes continue with ER-membranes Un I. :¥Liピ Xn250. uranyl and lead 

staming. 
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Fig. 23 Virus司likep3rticles in transverse sections, showing details of their structures. Particles s＜〕met1mes
contain ribosome like particles in axial holes. Some outer membranes of particles continue with ER-mem-
brane ( m I. Mag. x 78000. uranyl and lead staining. 
Fig. 24 Virus-like particles in longitudinal sections, showing their tubular f，汀日下 Mag. xf刊Hill. uranyl and 
lead staining. 
Fig. 25, 26 Tubular forms ( t J in cisterns of endoplasmic reticulums. Mag. Fig. 25, x 40000. Fig. '.!G. 
x 65000. uranyl and staining. 
Fig. 27, 28 Virus-like particles in microsomal fraction of cerebral reactive tissues around carcinogens of 
Montefiore mice. Mag. x 63630. uranyl and le-dd staining. 
Fig. 29 Negative stained virus-like particle in cerebral reactive tissue of Montefiore mice after intracerebral 
implantation of 20－乱1C.


