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トリ赤芽球症ウイルス R株 (AEV-R) の発癌遺伝子
RNAの解析

￡鷲豊島久真男
r繋加藤四郎教授松原謙一

論文内容の要旨

トリ赤芽球症ウイルス (Avian Erythroblastosis Virus : AEVと略す)は， MC29 , MH 2 など

と共に，急性白血病をわこす C-type RNA ウイルスである。このウイルスは in vivo で接種したヒ

ヨコに赤芽球系の白血病をおこし， 2 ~ 3 週間後には宿主を死に致らしめる。又筋肉に接種するとそ

の部分に肉腫を形成することが知られている。 in vitro では，ニワトリ骨髄由来の造血細胞に感染し

赤芽系の幹細胞を形質転換(transform) する。又ニワトリ胎児線維芽細胞(CEF) に感染するとこれを

transform する。以上のように AEVは異なる target cell を transform する能力つまり multiple

òncogenicity を持つ大変興味深いウイルスであり，このウイルスの研究及びtarget cell との相互関

係の研究は， トリの白血病ウイルスの研究にとどまらず，ウイルスによる発癌に新たなる知見を提供

することが期待される。そこで AEVの RNAの遺伝子構造を中心とし，その生物学的性状を調べて

以下のような知見を得た。

〔方法〕

virus : AEV-R は家衛試の清水博士より分与された。

cell :微研観音寺研究所より供給される SPF ニワトリの11 日卵 c/o gs- , chfーを 2 代培養した

ものを用いた。細胞維持のために日水製 199Medium(10% TPB , 5 %Calf Serum, 1 % 

Chick Serun) を用いた。

ウイルスの精製:感染培養上清を 8， OOOrpm , 10分遠心し， Cell debris を落した後，上清を9， 000

rpm , 16時間遠心する。 沈溢を STE buffer( O.lM NaCI , O.OlMTris , pH 7.4, 1 mMEDTA) で
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suspend し 15%-30%(W/V) ショ糖密度勾配遠心にかけ，密度1.16 付近を集めて，精製ウイルス標

品とした。

RNAの抽出:精製ウイルスに 200刈 /mi の proteinase K, 1 % SDS 及び carrier RNA を加え

て3r ， 20分放置後，飽和フェノールで 2 回，クロロホルムで 1 回抽出した。塩濃度を0.2M に調整し

た後， 2.5vol エタノールを加えてー20"Cに 2 時間以上放置後，遠心により回収した。

polyacrylamide disk gel 電気泳動: 2.4% acrylamide gel (0.02MNaCl , 0.04MTris pH 7.4, 

2 mMEDTA , 2.4% Urea) で 100V ， 4 - 6 時間泳動し，凍結させた後，ガラス管から取り出し gel

slicer で 1mm間隔に切り， RNA が [3HJ で標識されている時は， gel solubi lizer で溶出した後，シ

ンチレーション・カウンターで測定した。 [32PJ で標識されている時は， Cerenkov 光を測った。

agarose slab gel 電気泳動:シーケム・アガロース (LE) を最終濃度1.5% になるようにした。用

いたバッファ一系は(90mM Tris , pH 7 .4, 90mM Boric acid 2.5mM EDTA , 0.1 % SDS) である。

泳動は 100 V で約 4 時間行った。ゲル乾燥後 autoradiogram でRNAの移動度を確認した。ウイル

ス RNA は主に agarose gel から elution buffer( O.lM NaCl , 50mM Tris pH 7 .4, 1 mM EDTA , 

0.5%SDS) で室温で行った。

2 次元 gel 電気泳動:ウイルス RNA は carrier RNA 40刈とともに， RNaseT , 20unit で (3r， 20 

分) digest した。 1 次元目は 8 % acrylamide (6M Urea , Citric acid pH 3.30) で 850V， 6 -8 

時間泳動した。 2 次元目は22% acrylamide (pH 8.3, Boric acid) で 500V ， 14-16時間泳動した。

泳動の目安として BPB を用いた。 autoradiogram には Kodak RX-1 Film を用い，増感紙 Dnpont

Cronex Lightning Plus を用いた。

〔結果〕

(i) AEVの defectiveness A E V を c/o CEF 上でテストした結果，いわゆる defective virus 

であることが確認された。 NP(Non producer)細胞で、あることを確認した細胞に Rous Associated 

Virus-1 (RAV-1) を重感染することによって AEVゲノムを含んだ Virus 液を回収した。このこと

から AEV stock は少くとも二つ以上の virus species からなり， erythroblas tos is をおこし，

CEF を transform する能力を持つが，それ自身では複製できないもの及び， helper として用い

た Lymphatic leukemia virus RAV-1 を含んで、いる。

(ii) AEV RNA の fingerprinting analysis AEV(RAV-1) を 3H-Uridine でラベルし， viral RNA 

を抽出後 polyacrylamide disk gel で電気泳動した。その結果， 35S と約30S に band が確認され

た。 marker RNAの位置から 35S が RAV-1 の RN A , 30S が AEV の RNA を表わしているこ

とが推察される。そこで 32p でラベルした AEV(RAV-1) のRNA を agarose slab gel で電気泳

動し， band から RNA を elute し， RNase T，で、 digest 後， acrylamide 2 次元電気泳動で finger­

print を作製した。得られた pattern の中で特異性の高い spot のみを比較した。 30S RNA には 6

個の35S RNA と共通な spot 及び， 7 個の unique な spot が見られた。又， AEV 本来の helper

virus の oligonucleotide map と照らし合わせて考えると， 30S の spot のうち 35S と共通な 6 コの

spot はすべて 5'側と Y側の両端に分布していることがわかった。
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〔総括〕

以上の事柄をまとめると， AEVの transformation には 30S RNA ゲノムが必要で、あり， AEV-R 

に由来する 2 種のRNAのうち 308 RNA にunique な spot が存在することから， AEVの oncωog伊en凶1吋iト. 

city は 30S RNA カ

ノムの中央に，約ゲノム sige の半分の長さで持っていることなどが示唆される。 30S R N A は，増

殖能に大幅な欠損があるため，その複製には， Lymphatic leukemia virus の helper としての働き

が必要で、ある。

論文の審査結果の要旨

本研究は， トリ赤芽球症ウイルス R株に特異的な遺伝子RNA が約308 の大きさを持つこと，アク

リルアミド二次元ゲル電気泳動法によって，この遺伝子RNA がヘルパー・ウイルス RNA にほ存在

しない 7 個の固有な oligonucleotide を持つこと，更にその oligonucleotide が30S R N A の map 上

でほぼ中央に30S ゲノムの半分の大きさで位置づけられることなど， トリ赤芽球症ウイルス R株の発

癌遺伝子を世界に先がけて分離・同定したものである。

現在，このウイルスは世界の多くの研究室で盛んに研究が進められ，腫蕩ウイルス研究の重要な分

野となっている。

以上の研究は，単に赤芽球症ウイルス R株の発癌遺伝子RNAの解析にとどまらず，今後C型RN

A腫蕩ウイルスの研究に寄与するところ大と考えられる。よって本論文は博士論文として価値あるも

のと認める。
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