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論 文 の 内 容 の 要 旨

最近､B細胞はその解剖学的､機能的特徴および円owcytometryで検出された細胞表面マー

カーによりB-1a,B-1bと00rNendonalB細胞に分類されている｡B-1a細胞はCD5とCDllb両方

陽性で､B-1b細胞はCD5陰性､CDllb陽性を示すが､00nVendonalB細胞はCD5とCDllbとも

に陰性である｡ヒトの慢性リンパ性白血病の腫瘍細胞は大部分B-1a細胞から､はんの一部

分がB-1bから発生するが､ほとんど00m皿血皿1B細胞から発生しない｡しかし､地方病性

牛白血病鱒Bりの腫瘍細胞がどの種類B細胞から由来するのはまだ不明である｡

一方､地方病性牛白血病の場合に牌騰がリンパ節とはぼ同じようによく腫瘍細胞に浸潤

されるが､この時肺臓におけるリンパ球サブセットの変化および分布についてまだ不明で

ある｡

そこで､BINによって誘発されたリンパ肉腫のPhenotypeと細胞由来および牌臓における

リンパ球サブセットの変化および分布を明らかにすることを目的として実験を行った｡

EBLと診断された牛11頭と健康牛2頭を実験動物として使用した｡EBL牛の末梢血､腫瘍

組織､牌救および健康牛の末梢血､リンパ節､牌臓を用いて､甜%のパーコール比重遠心

法によるリンパ球を分離し､and-MHCclassII,anti-BB2,and-SIgM,anti｣IgGl,anti一Id32,

ami一入1ight chain,an6-BoCDllb,ami-BoCD3,anti-BoCD4,an6-BoCD5 and biotinyla(ed

and-BoCD5,anti-BoCm,antilVCl-N2,andan6-m-2Ra単クローン性抗体を用いて､単および
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二重染色を施してフローサイトメトリーにより解析した｡同時に腫瘍組織の凍結切片を作

製し､同様の抗体を用いて免疫組織学的に､ホルマリン固定材料をHE染色し病理組織学的

にそれぞれ検索した｡BLVプロウイルスゲノムを検出するために､腫瘍細胞のmAを抽出

し､BLVプロウイルスゲノムのPXregionをpr血erとしてFirstampl$icatbnにpr血すA

(7,781-780q)とB@,083-8,102)を､Se00nd amp16iGltionにpr血すC P,802-7821)とD

(8,062B･081)を使用し､neSteddoublePCR法によって行った｡EBL牛と健康牛の末梢血と牌

厳におけるリンパ球サブセットの差異を皿eSamPletイest@tatⅥⅣ,伽aas,hc,Bqkeley,

CA,)により解析した.

形態学的に11症例ⅢL牛の腫瘍細胞はいずれも円形から多形性を呈する核をもつ中型な

いし大型の即如n匝∝叩icなリンパ様細胞であった｡免疫組織学染色の結果により全症例の

腫瘍細胞がMHCchssII陽性で､BoCDllb陽性を示した11症例の中の8症例が同時にBoCD5

陽性を示した｡BoCDllbとBoCD5両方陰性を呈する1症例があった｡このほか9症例がB-B2

陽性､8症例が短Gl陽性､7症例が入1帥t血山陽性を示した｡SIgMを示すのはわずか1症例で

あった｡全ての症例はBoCD3,BoCD4,BoCD8,WCl-N2およびm-2Rα陰性であった｡11症例

の中に3症例のみが同じ匝飢0帥eを呈し､他の症例の間に匝飢嘲eの差異を認めた｡フロー

サイトメい｣-の解析も同じ結果を示した｡N彷td血ubbPCRにより全症例の腫瘍細胞の

mの中にBLVプロウイルスゲノムが検出された｡

3症例BL牛の牌臓は正常な脾臓の組織構造とはぼ同じであるが､赤牌髄あるいは周辺帯

において腫瘍細胞の散在性増殖が認められた｡2症例の白牌髄が腫瘍細胞のび慢性増殖に

よって､圧迫され萎縮していることが認められた｡いずれの症例においても腫瘍細胞の液

胞中心性増殖することが認められなかった｡EBL牛牌臓中のY8Tリンパ球の/トセントが正

常牛と比べれば､著しく低下し､形態学的に周辺帯においてYざn｣ンパ球が減少すること

が認められた｡

B-1aおよびB-1b細胞は健康牛の末梢血と牌臓の中に存在することがNaessensら(1992)によ

り証明されているが､申請者の研究によってもB-1a細胞が末梢血､牌臓およびt｣ンパ節の

中に存在することを認めた｡Sch粕化ら(1卵4)はBLVに感染された牛の末梢血中のCD5+B細

胞とCD5~B細胞からBい/プロウイルスを検出した｡本研究においても全症例のt｣ンパ肉腫

のmAの中に組み込まれることを証明した｡そこで､BLVに誘発されたリンパ肉腫は異なっ

たB細胞系､即ち､B-1a細胞､甘1b細胞および00Ⅳ飢血血B細胞から由来するが､おもに

B-1細胞から由来であることが示唆された｡その原因はBl細胞が自己再生と長命の性質を

持っており､BLVに長期間に持続性感染されているため､00Ve血皿dB細胞より癌化されや

すいと考えられた｡

最近､Y訂リンパ球がh扇Ⅶ造血系統の腫瘍に対して､自然的な免疫力を持つことが証明

されているが､今回の研究結果はBL末期段階にY訂l｣ンパ球が抑制されることを示唆した｡

牌臓において濾胞中心性の腫瘍性増殖が認められなかったことによって､腫瘍細胞は転移

してきたものと考えられた｡
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審 査 結 果 の 要 旨

ウシ白血病はウシ白血病ウイルスに起因するB細胞リンパ腫である｡最近､B細胞はその解剖学

的､機能的特徴およびFlowcytometTyで検出された細胞表面マーカーによりB-1a,B-1bとconvendonaJB

細胞の3種類に分類されている｡しかし､地方病性牛白血病(EBL)の腫瘍細胞がどの種類B細胞から由

来するのはまだ不明である｡

~方､地方病性牛白血病の場合に脾瞼がリンパ節とほぼ同じようによく腫瘍細胞に浸潤されるが､

この時肺臓におけるリンパ球サブセットの変化および分布についてまだ不明である｡

そこで､BLVによって誘発されたリンパ肉腫のphenotypeと細胞由来および肺臓におけるリンパ球サ

ブセットの変化および分布を明らかにすることを目的として実験を行った｡

EBLと診断された牛11頭と健康牛2頭を実験動物として使用した｡EBL牛の末梢血､腫瘍組織､脾臓

および健康牛の末梢血､リンパ衝､牌臓を用いて､60%のパーーコール比重遠心法によるリンパ球を分

離し､anti-MHCclassⅢ､anliこB-B2､anti-SIgM､anti-IgGl､and-IgG2､and-LIightchain､anti-BoCDll

b､aJlti-BoCD3､anti-BoCD4､anti-BoCD5およびbiotinyIatedanti-BoCD5､anti-BoCD8､aJlti-WCl-N2並

びに卸ti一札-2R且単クローン性抗体を用いて､単および二重染色を施してフローサイトメトリーにより解

析した｡同時に腫瘍組織の凍結切片を作製し､同様の抗体を用いて免疫組緩学的に検索した｡BLVプ

ロウイルスゲノムの検出を､腫瘍細胞のDN^を抽出し､BLVプロウイルスゲノムのpXregionをprimer

として､neSteddoublePCR法によって行ったo EBL牛と健康牛の末梢血と牌臓におけるリンパ球サブ

セットの差異をonesampleトtestにより解析した.

形態学的に11症例EBL牛の腫瘍細胞はいずれも円形から多形性を呈する核をもつ中型ないし大型の

prol叩phoc画cなリンパ様細胞であった0免疫組織学染色の結果､B-1a細胞から由来するもの8吼B-1b

細胞2例およびconventiona.B細胞l例であった｡このほか9症例がB-B2陽性､8症例がIgGl陽性､7症例

が)ughtchai･1陽性を示した｡SIgMを示すのはわずかl症例であった｡全ての症例はB｡CD3､B｡CD4､

BoCD8､WCトN2およぴm-2Ra陰性であった｡11症例の中に3症例のみが同じphenotypeを呈し､他の症

例の間にphenotypeの差異を認めたoフローサイトメトリーの解析も同じ結果を示した｡Nesteddouble

PCRにより全症例の腫瘍細胞のDNAの中にBLVプロウイルスゲノムが検出された｡

3症例のEBL牛の脾臓では組織構造は正常牛とほぼ同じであるが､赤牌髄あるいは周辺帯において

腫瘍細胞の散在性増殖が認められた｡2症例の白脾髄では腫瘍細胞のび慢性増殖によって､圧迫され萎

縮していた｡いずれの症例においても腫瘍細胞の濾胞性増殖は認められなかった｡EBL牛牌臓中のγ6T

リンパ球のパーセントが正常牛と比べて､著しく低下し､形態学的に周辺帯においてγ6Tリンパ球が減

少していた｡

以上､申請者の研究により地方病性ウシ白血病は主にB-1細胞から由来するが､その他のB細胞か

ら発生する場合もある｡また発症牛ではgdTリンパ球のパーセントが正常牛と比べて､著しく低下し､

腫瘍免疫が低下していることが示唆された｡

以上について､審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論文として十

分価値あるものと認めた｡
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