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論文内容の要旨

逆転写酵素を保有する内因性レトロウイルスはヒト発癌過程においても関与していることが強く示

唆されている。しかし現在まで，発癌因子を保有するヒト・レトロウイルスを分離同定したという報

告は少ない。ただ，横紋筋肉腫，転移性腺癌ならびに白血病細胞から悪性変換能を有するレトロウイ

ルスを分離したとする報告を散見するのみである。

一方，ヒト悪性黒色腫の生検組織およびその株化細胞には，レトロウイルスの著明な発現を認める

と報告されている。

そこで，著者はヒト無色素性黒色腫由来の株化細胞(以下Melanoma細胞と略す)を超微形態学的

ならびにウイルス学的に検索した結果，この細胞に著明なレトロウイルスの発現を認めた。よって，

このレトロウイルスの生物学的特性，特にヒト線維芽細胞への感染性および悪性変換能について解析

した。

Melanoma 細胞はイーグルの最少必須培地に仔牛血清を10%の割合に含むように調整した増殖培養

液を用いて，炭酸ガス培養器中で370C にて培養した。この Melanoma単層培養細胞をマツソン染色す

ると，全体の細胞集団の 2%の細胞にメラニン頼粒の存在が認められた。また，この細胞を電子顕微

鏡にて観察すると，細胞質にプレメラノソームおよびメラノソームが存在し，メラノサイトと同様の

構造を示したO この実験結果より， Melanoma 細胞はメラノサイト由来の細胞であることを明らかに

した。このMelanoma細胞は増殖培養液に寒天を 0.3% の割合に含む軟寒天培地中で37
0

C にて培養す

ると，約85%の細胞はコロニーを形成した。また，ヌードマウス皮下に Melanoma細胞 (lQ1個)を移

植すると腫壌を形成した。故に，この Melanoma 細胞は悪性変換した細胞であることが明らかにされ
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た。すでに，悪性変換したマウス黒色腫由来の細胞を 5-bromodeoxyuridine (BUdR) で処理すると

悪性変換能が抑制されると報告されている。そこで， Melanoma 細胞を BUdR処理して，軟寒天培地

中でのコロニー形成能ならびに細胞増殖能に対する影響を検索した。その結果， Melanoma細胞は

BUdR処理により，コロニー形成率は1. 7% に低下し，また細胞増殖能も強く抑制された。

悪性変換した Melanoma細胞を超微構造学的に観察すると，内因性A， BわよびC型ウイルス粒子

の発現を認めた。また， Melanoma 細胞は培養上清中に 逆転写酵素活性を保有するレトロウイルス

粒子を産生し，この粒子密度は蕪糖密度にして1. 17g/cm 3 であった。

そこで， Melanoma細胞の産生するレトロウイルスの悪性変換能につき検索を行った。すなわち，

Melanoma レトロウイルスを含む Melanoma細胞抽出滅液ならびに培養上清を初代ヒト線維芽細胞に

接種し，継代培養を行った。 3 代継代培養を行い，約50日間培養すると，悪性変換した細胞の集落で

あるフォーカスが出現した。また，フォーカスを形成した単層培養細胞は軟寒天培地中でコロニーを

形成したので， Melanoma レトロウイルスは悪性変換能を保有していることが示唆された。Melanoma

レトロウイルスの内因性逆転写酵素反応により合成されたDNA は宿主細胞の染色体DNA との聞に

相補性が認められた。この実験結果より， Melanoma レトロウイルスはプロウイルス DNA として宿

主細胞染色体DNA に組み込まれていることが明らかになった。そこで Melanoma レトロウイルス

のプロウイルス DNA が組み込まれている Melanoma 細胞染色体DNAで初代ヒト線維芽細胞を処理

したところ，フォーカスが形成された。また，フォーカスを形成した細胞集落の一部にメラニン頼粒

の存在が認められた。この実験結果は， Melanoma レトロウイルスの悪性変換能を発現する遺伝子も

また， DNA に逆転写され，宿主細胞染色体DNA に組み込まれていることを強く示唆している。

次に，この Melanoma レトロウイルス遺伝子の水平伝播の可能性を検索するため， Melanoma細胞

に非腫場原性RNA ウイルスである風疹ウイルスを感染させ，風疹ウイルス持続感染Melanoma 細胞

(以下 Melanoma (M-33) と略記する)を確立し，産生された感染性ウイルスの生物学的特性につ

き解析を行った。 Melanoma (M -33) 細胞には，間接蛍光抗体法により風疹ウイルスの特異抗原を細

胞質に認めた。また， Melanoma (M-33) 細胞は抗原性において，風疹ウイルス野生株と Melanoma

レトロウイルスの合いの子ウイルスを産生していることを，ウイルスのプラック形成能に対する抗血

清による中和試験にて明らかにした。そこで，この合いの子ウイルスの悪性変換能を検討するために，

初代ヒト線維芽細胞に感染させ，フォーカス形成の有無を検索したところ，この合いの子ウイルスは，

初代ヒト線維芽細胞を悪性変換させることは出来なかった。しかし， Melanoma (M -33) 細胞では，

非感染Melanoma 細胞と比較して レトロウイルスの産生が増強された。

論文の審査結果の要旨

本研究は，ヒト無色素性黒色腫由来の株化細胞の産生するレトロウイルスの生物学的特性を多角的

に解析したものである。この研究で，初めて明らかにされた事実は次のとおりである。 1 )ヒト無
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色素性黒色腫由来の transform した株化細胞 (Melanoma) はレトロウイルスを産生し，このレトロウ

イルスは初代ヒト培養細胞を transform させる。 2) Melanoma細胞染色体DNAで初代ヒト培養細胞

に transfection が成立し， transform した細胞の集落であるフォーカスが形成される。 3) non-

oncogenic RNAウイルスである風疹ウイルスの持続感染した Melanoma細胞 (Melanoma (M-33) J 

は，抗原性において風疹ウイルスとレトロウイルスとの合の子ウイルスを産生している。但し，この

合の子ウイルスは逆転写酵素並びに transform能を保有していない。しかし， 4) Melanoma( M-33) 

細胞においては親株細胞である Melanoma細胞と比較して，レトロウイルスの産生がより活性化され

ている。

本論文で述べられた以上の知見は ヒト悪性黒色腫の発現機序を明らかにする上で，大きな意義を

持つ。またレトロウイルスと non-oncogenic RNA ウイルスとの遺伝子相互作用が生物学的観点から

深く解析されている。したがって梁川哲雄君の業績は，発展性に富んだ優れた研究であり，歯学博士

の学位を得る資格があると認める。
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