
第4号　　（1白67）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　39－（605）

血清肝炎恢復患者の胸水内細胞にみられた

染色体異常について・

同召不042‘ド　5　月30日　受付

　　　　　信州大学医学部細『菌学教室

田波洋　山田喜紹　田崎忠勝
信州大学医学部附楓痛院中央倹査部病浬検査室

　　　　　（部長：芦i塚忠政教授）

丸山雄造

信州大学医学部学生
村上昇

CHROMOSOMAL ABNORMALITIES IN HEPATIC CELLS OF A 

SERUM HEPATITIS PATIENT DURING CONVALESCENCE 

Yoh Tanami, Yoshitsugu Yamada and Tadakatu Tazaki

　　　Department　of　Bacteriology，　Faculty　of　Medicine，　Shinshu　University

Yuzo Maruyama

　　　　　Centra1　Clinical　Laboratories，　Sh三nshu　University　Hospita1

　　　　　　　　　　　　　（Director：Prof．　T，　Tozuka）

Noboru Murakami

　　　　　　　Student　of　Faculty　of　Medicine，　Shinshu　University

　　　　　　　　　　まえがき　　　　　　　　　　　　　患者の病歴
　Nicholsら①（1962）が麻疹患者にっいて見出して　　　本報告に関係があると考えられる狽日について，以

以来，数多くのウイルス感染症，即ち，麻疹，流行性　　　下簡単にのべる。

耳下腺炎，水痘，風疹などの際に流【llL中白血L球に染色　　　　患者名　Y．　M．46才．男．会社員．

系ないしは染色体切断，融合，転移などの核型異常が　　　1965年9月15日，信州大学医学部附属病院（丸田外

おこることが報告された⑥～⑩。最近に至つて，伝染　　　科）で胃潰瘍のため腎切除術をうけ，そのとき三人の

性および血清肝炎患着でも同様の核型異常（コ三に染色　　供血者から夫々100認ずつの新鮮血輸血をうけた。手

糸切断）がおこることが確認され，ウイルス性肝炎の　　　術後の経過は良好であつたが，同年10月5日黄痘が発

際の新しい知見として注目を惹いている④～⑦・⑭。　　症し，GOTおよびGPT値の上昇がみられた。上の

　このことはヒト白血球が肝炎ウイルスに感受性をも　　手術時にうけた輸血による血漕肝炎と推定され，治療

つことを階示し，白血球培養による肝炎ウイルスの分　　　によりトランスアミナーゼ値礁低下し11月2日退院し

離培養の可能性を示騰する。　　　　　　　　　　　　　た。

　私どもは血清肝炎恢復過程にある患者の貯留胸水中　　　翌1966年2月16日全身倦怠を訴えて，松本市A病院

の細胞（多数の肝細胞を含む）の核型分析を行つたと　　　を訪れた。当時黄疽は認められずGOT・GPT櫨は夫

ころnon－randomな傾向をもつ核型異常を見出し　　　々50および55単位で軽度の上昇が認めら；｝Lた。また・

た。現在のところ，この核型異常が」血清肝炎の結果生　　　肝一横指を触知し・肝炎の既住から一応その遷延化を

じたという確証はないが上の諸報告と考えあわせてみ　　　疑い経過を観察した。4月19日の検査ではGOT値が

るとき興味深い成績と考えられるので参考までにここ　　　97単位・GPT値は137単位で明らかな上昇を示して

に報告したい。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　いた。肝は2横指触知したが柔かかった。

　　　　＿一．．t．－t　　　－．＿＿＿　　　　．＿＿＿．＿　　　　4月26日同病院に入院。5月6日肝生検を実施。そ

　ee本研究の要旨は，昭和41年U月t日本組織培養学　　　の結果ではグ氏鞘へのリンパ球等の浸潤はなく，小葉

　　会第22回研究会（東京）“疾患と組織培養”に関　　　間結合織の増生が目立つ程度で著変は認められていな

　　するシンポジウムで報告した。　　　　　　　　　い。
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Fig．1．　Smear　preparations　for　cytological　examination　of　a　specimen　taken　from　the

　　pleural　effusion　of　a　serum　hepatitis　patient．　There　can　be　seen　many　hepatic　cells

　　that　are　seemingly　malignant，　having　large　nuclei，　basophilic　cytoplasm　and　show－

　　ing　aniSOCytOSiS。

　　Cells　in　picture　c　（right）　are　forming　a　pseudo－gall　duct．

　　Giemsa　stain．　Magnification：×500．

　5月16日信州大学医学部附属病院小田内科に転入　　　5月現在までのところでは，悪性腫瘍を疑わせるよう

院。主訴は食思不振，全身倦怠感，38°C前後の発　　　な所見は全く得られていない。

熱。当時皮膚はやや黄疽ぎみ，黄疽指数は10，血清

GOT，　GPT値は夫々40と66単位であった。　　　　　　　　　　　　　細胞培養と核型分析法

　6月16日患者は右胸部の痙痛を訴え，X線検査によ　　　細胞培養法上の患者から，1966年6月27日と，7

つて右胸水貯留を見出した。6月17日採取した胸水の　　　月25日夫々採取した胸水について次の要領で胸水内細

沈渣の細胞診の結果，多数の好中球，中皮細胞ととも　　　胞の培養を行った。

に肝癌細胞を疑わせる大型異型細胞が観察された（図　　　　採取した胸水（約10mのに等量のEagle－Hanks培

1）。血液平板培養による胸水の細菌検索は陰性であっ　　　養液（10％仔牛血清，Penicillin－G　100　units／彫，

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Streptomycin　IOOptg／認添加）をまぜ，数本の培養

　6月27日，再び胸水約70認を採取し，細胞診および　　　角瓶に分注して37°Cで静置培養した。翌日までに中

細胞培養を行つた。細胞診では前と同様の異型細胞が　　　皮細胞と肝細胞はガラス壁に固着し，増殖の態勢を示

多数見出された。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　していたが，リンパ球，好中球などは萎縮して了い展

　7月6日，1cJ　8AU（500μc）を静注し，1時間後に　　　開を示さなかつた。

肝部位のシソチレーシヨソ・スキヤニングを行つた　　　培養液は2N3日毎に交換した。

が，肝腫瘍を疑わせるような所見は得られなかつた。　　　核型分析法　いわゆる乾燥法によつた。その手順の

　7月25日，胸水60meを採取。夫々細胞診と細胞培養　　あらましは次の通りである。6月27日採取した胸水の

に供した。細胞診の結果先の異型細胞の著減が認めら　　　培養（第1回目の培養と呼ぶ）では4日目に，7月25

れた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　日採取した胸水の培養（第2回目の培養と呼ぶ）では

　8月に入ると，全身状態の恢復とともに，胸水貯留　　　培養開始後14日目に細胞の増殖が顕著になつて来たの

が減少し，9月7日のX線検査に至つてその完全な消　　　で核型分析を行つた。

失が認められた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　コルヒチン処理に先だち，前日に新しい培養液に交

　1966年11月8日退院。　　　　　　　　　　　　　　　換して細胞の増殖率を高めておき，コルヒチン（2μg

　以後，経過観察のため時折来院しているが，1967年　　　／mのを含む新しい培養液で8－・　10時間培養する。
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EDTA処理（室温5分）で細胞をガラス壁からはが　　　に滴下し，急に乾かして染色体の分離をおこさせる。

し，ゆるい回転（500rpm，5分）で細胞を簗め，　　　　染色体の染色には45％酷酸溶液に1％の割にゲソチ

1・12％クエン酸水溶液に浮べて低滲透圧処理（室温15　　アナ紫を溶かした液を用い，核型分析はすべて顕微鏡

一20分）をする。再び，低速回転で細胞を遠心沈澱　　　写真陳に基ずいて行つた。

し，カルノア液に再浮跡させて固定（5分）する。再　　末梢血中の白血球培養は行わなかつた。

ぴ遠心操作によつて細胞を集め，1／10量のカルノア液

にうかべて濃い細胞浮游液をつくる。これを0°Cにひ　　　　　　　　　　　成　　績

やした溜浄のせガラス（予かじめHC三アルコールで　　　　夫々第1回と錐2圓細胞培養についてえられた染色

よく磨いたのち，蒸溜水に浸し冷蔵庫に保存する）上　 体数の頻度分布を図2に示す。
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Fig．2．　Frequency　distributions　of　chroエnosQme　numbers　per　cell　in　cell

　　cultures　originated　from　pleural　effusions　of　a　serum　hepatitis

　　patient　during　convalescence．　工t　is　noted　that　in　the　first　ce11　cul－

　　ture（above）which　contained　many　hepatic　cells，　cells　with　subdi－

　　p1Qidy　of　45　chromosomes　were　predominant。　Whereas，　m　the　second

　　ce11　culture（below），　whlch　contained　only　a　sma11皿umber　of　hepa－

　　tig　cells，　euploidy　cells　with　46　chromosomes　were　predQ皿inant．
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　ここに．見られるように，胸水貯留の最も多かつた6　　　　　　　　　　　　考え方
月27日に採取した第1回培養材料では45本の染色体を　　　Nicholsら①’v③（1962，1｛63，：1．96・1）が麻疹患者

もつSubdiploidの核型が最も多く全体の47％な占め　　　の白」血L球7こ高頻度に染色糸（体）切断力亀おこることな

ているのに対し，胸水減少期の7月25日採取材料（第　　　報告して以来，ウイルス病と染色体異僧の関係が注意

2圃培養）については，正常のdiplold型（46本）が　　　をひくようになつた。

最多数（66％）であることが注回される。病雌の項で　　　　生体レベルの伽見では黄熱ウィルス生ワクチン接種

のべたように，第1回麟材料中には撚の異期II胞　の際（H・md・n⑥，／964），流行1生耳下】1麟，繍麟

が含齢ていたが，第2回培剣オ糊・には同細蹴ご　（A・1・＠，1963）e：高嚇i度で染色醐断が鳳Ll、1され

く僅かしか含まれていなかつた。それ故，錦1回同の　　　ている。

培養で高頻度に見出されたsubdiploidの核型は，恐　　　　ln　vltro培醤細胞へのウイルス感染実験では，単純

らく肝由来の異型細胞の核型異常を反映しているもの　　ヘルペス・ウィルス／チャィ蒜一ズ・ハムスタ，一細胞

と推量される。　　　　　　　　　　　　　　　　　　系（Hamper＆正illlisun⑩，ユ963）のほか，　SV40，

　第ユ園培養において見出された異常核型のidio－　　Poly（，ma，　Rous　sal’COIIIEiウイルス等の1睡瘍ウイル

gramのいくつかを次に示す。　　　　　　　　　　　　ス感染に際し，染磁体切断や1時建閉）傾向をもった染色

　図3に示す核型はE群染（皇体（No．1C）・v18）のうち　　　体異常がみられている⑪。

のひとつを欠いた45本型で，この形式の異常が股も多　　　内悔ら⑫（1965）にょれば，興味漂いことには，ln

く見出された（表1）。　　　　　　　　　　　　　　　vl》Oでシリアソ。ハムスターに腫賜をっくるヒト由

　図4揮6に示す核型ではD群（No．13N15）染色側望　　来アデノ・ウィルス：L2型および18型をln　vttroでハ

の一員と，E群の一員とがterminal　fusiQnをおこ　　　ムスター・胎児細胞に感染させた場禽藩しい染色体切断

しており，その結果染色体数はみかけ上45本となつて　　　をおこさず，逆に造踵瘍性でない5型と7型の感染の

いる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　際に，激しい染色体切断がみられたという。

　図ηこはD群染色体のひとつが欠失したことによる　　　　いずれにしても，一般的な考え方として，多くのウ

45本型の核型を示す。　　　　　　　　　　　　　　　　イルス感染症に．おいて，患特の体細胞に染色体レベル

　図8には，第2回圏培養で最も多くみられた正常核　　　の‘‘病変”がおこる，点は紀憶する必要があろう。

型の1例を示す。　　　　　　　　　　　　　　　　　ウイルス性肝炎（伝染｛｛i三および1血L漕肝炎）の際にみ

　以上各種の異常核型の出現頻度分布を畿1にまとめ　　　られる末梢i血白1白L球の染色体切断はとくにB群（No．

て示した。ここにみられるように，染色体の欠失ない　　4～5）やD群（No，13～15）染色体の畏腕中部に．好発

しは融合の異常が，D，　E群を中心におこつている　　するという（EレAlfi④，1965；Aya＆Makino④，

non－randomなものである点が興味深く思われる。　　　1966；Aya，　Makino＆Hirayarna⑦，　ll・966）。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　その他，染色．体・切断，転移，chromatid　illter瞬

Table　1．　Frequency　distribtttion　of　abnormal　　　change，その他の染色体異常も見出されているが，

　　karyotypes　seen　in　cells　obtained　from　　　　細胞あたりの染色体数の異常例は・般には認められな

　　・leu「al　effpsl°ns°f　a　se「um　hepatitis　いという。

　　patient　during　convalescence．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　私どもの例についてみるとぎ，上に示された核型異

　　　　Abnormalities　　　　　　Frequencies　　　常が果して血清肝炎の結果生じたものかどうか，現在

Missi・g・f・w。　m・mbers・f・h・　3　　のところ朧できないが・紬体畷空i㌻駐にD・E

group　C，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　群を中心におこつている点に興味を抱いている。

M。n…my・f。・am・mb・r　i・・th・　g　　本儲にみられた核型賭が・　iltttkFtttの悪樋瘍の

group　E．　　　　　　　　　　　　　　　　　核型異常を反映しているという可能性は，少くとも現

Ter・nin・1　fu・i・n　b・tween　rnembers　4　　時点（1967年5月）において・悪性腫瘍の兆t・が全く

belonging　to　the　groups　D／E・　　　　　　　　　　　認められない象爽と一致しない。

MOnosomy　for　a　member　in　the　　　l　　　　　　　　　　　X　　　　×　　　　×

9「oup　D・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　終りに本題に関連があると思われる事柄として，次

Monosomy　for　a　membe「in　groups　　1　　　　の報告をつけ加えたい。　Stoller＆CQIIman⑬
D　and　E・　「espectively・ @　＿＿．．．＿　（・965）はか珊ラリアのピ・トリア州・おける鰍
　　　　　　　　（Total　　　　　　　　18）　　　　性肝炎の流行時期に約，．．一年遅れてD。wn・s　syndrom



         "i
     IllSi'i""":'Nil.".a･e

   tt ygW          XX i} fi sig e"k xx kk "3, xk pa,te kfi Xpt,   dv st ""

      1-N-3 --4,5- 6-l2
   -SX h aekk es.k i} XM iN }', ilx .".'zaxmg Ais .. ,N 8*

      13-i5 -- -16---ls --rg,2o- -21･22- xy                   -T
                     defect
Fig. 3. The karyotype has 45 chromosomes with monosomy for a member

  in the group E (No. 16 to 18). This chromosomal deletion was detected

  most frequently.
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Fig. 4. The karyotype is subdiploid (45 chromosomes) with an end-to-end

  alignment of the members belonging to the D and E groups. Thus, a

  member of the E group was apparently lost.
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　　Fig．5．　The　karyotype　is　similar　to　that　in　Fig．4．
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Fig．6．　The　karyotype　is　similar　to　that　in　Fig．4．　A　terminal　fusion　is

　　indicated　by　a　black　arrow．　Chromatid　breaks　are　seen　in　large　meta－

　　centric　chromoso皿es　as　indicated　by　white　arrQws．
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Fig. 7. The karyotype was subdiploid also (45 chromosomes) with one
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Fig. 8. This shows a normal euploidy karyotype which was predominant in the
 second cell culture in which there was only a small number of hepatic cells.
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chromosomes were predominant. This obser-- led to show any sign of neoplasrn, Although

vation indicates that the abnorma! karyotypes it is plausible, results presented here do not

of the first specimen are probably assoclated provide conclusive evidence that these chro-

with the hepatic cells which appeared tran- mosomal changes are assoeiated specifically

siently in the pleural effusions. with serum hepatitis lnfection. More evidence

   The hepatic cells appeared in the pleural is required to confirm a direct relationship

effusions were see:ningly rnalignant in charac-- between serum hepatitis virus infection and

ter. However, clinjcal examinations (X--ray and specific chromosomal abnormalities.

scintillation scanning) of the liver region fai-"
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