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論文内容の要旨

〔目的〕

色素性乾皮症Xeroderma Pigmentosum (以下XP) は，紫外線に，毛細血管拡張性運動失調AC

axia Telangiectasia (以下AT) は， γ線lと高感受性で、あり，共に高頻度に発癌の起こる常染色体劣

性遺伝性疾患である。乙れらについて，遺伝子座の決定を含め，精力的な研究がお乙なわれているが，現

在までのと乙ろまだ確定的な知見は得られていない。その理由のーっとして，通常の培養細胞では数代~

数十代の継代の後老化が起こり，いずれ死滅してしまうため研究するのに充分な検体が得られないことに

ある。そのため，細胞の株化がお乙なわれている。線維芽細胞の株化には S V 40ウイルスによる形質転換

が，しばしば用いられている。しかしながら，完全に形質転換を起乙し，株化できる率は極めて低い。本

研究では， SV40形質転換細胞としてXP cell line 2 株， AT cell line 1 株の細胞の特徴と性質

を解析し，また SV40ウイノレスゲノムの挿入部位の検討をおこない，挿入部位近傍の制限酵素地図を作製

した。

〔方法ならびに成績〕

1. 材料

UV感受性をしめすXP cell 1 ine として， X P 2 0 S -S V 40 と XP-Tll-l の 2 株。 γ線感受性を

しめすAT cell line として， AT-T28 1 株。他IC ，放射線感受性に関しては野生型をしめす SV40

transformant の WA38VA13，ヒトリンパ芽球様EBtransformant HLBGJ，ヒト初代培養線維

芽細胞HFB l， HFB2 を用いた。乙の内XP20S-S V40とWI38VA13は， SV40ウイルスの infecr 

ionlとより，またXP-Tll-l 及びAT-T28は，大腸菌EK-2 ベクターpBR 3221ζクローニン夕、、された
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S V40全ゲノム (pSV40) の transfection'とより樹立された細胞株で=ある。

2. 染色体分析

コンベンショナノレギムザ法 lとより 50ずつの分裂中期細胞の染色体数をカウントした。また， Qバンド法

lとより分染して，染色体分析を行った。 XP-T11-1 及びAT-T28共にその親株である， XP 5 N 1 と

AT10S の核型は46 ， XYであった。継千切設320代でXP-Tll-1 の核型のmode は 102 ， XXyy とな

っていた。

AT-T28は， subcloning を 3 回繰り返し， T28 -2 , T28-2-2 , T28-2-2-2 という subclone

を得ているが， T28-2-2 の60代(通算継代数174代)迄は，染色体数は42- 3 の低二倍体を示していた

が， T28-2-2 の 264代Gm算継代数378代)以降は，染色体数60付近の低三倍体を示した。

3. 紫外線， γ線感受J性

紫外線，または 60Coγ 線の線量を変えて照射し，コロニー形成能を指標に生存曲線を作製した。 XP

-Tll-1 及びAT-T28は，それぞれ親株である XP 5 N I, AT 10Sと同様の感受性を示した。

4. SOllthern blot hybridiza tion 

XP-Tll- l, AT-T28-2-2 , WI 38VA13, XP20S -S V40 より抽出した DNAをいくつかの制

限酵素で切り， 0.8 労アガロースで電気泳動をおこなった後，ナイロンメンブレンにブ、ロッティングをし

た。 32p で標識した SV40及び、pBR322 をプローブとしてサザンブ〉ロット ハイブリダイゼーションをお

こなった。その結果， SV40DNAの染色体上での挿入部位，コピー数に差がみられた。 XP-Tll-1 と

WI38VA13では，ーカ所に 1 コピーが， AT-T28-2-2 と XP20S-SV40 では，数カ所に複数コピー

の SV40DNA の挿入が観察され， infection , transfection といった樹立方法の違いによる一定の

傾向というものはみられなかった。また乙れから制限酵素地図を作製したと乙ろ， SV40の ori と large

Tの coding region はいずれの場合も保存されていた。

AT-T28の subclone における染色体数の変化は先に述べたとおりであるが，各 subclone での SV

40のコピー数の変化を調べたところ， plQidy の変化とともに，挿入されている S V40のコピー数は減少

していた。

5. Northern blot hybridizat卲n 

SV401argeT , fíbronection , c-myc，各遺伝子の発現を調べた。 large T については組み込

まれた SV40DNA のコピー数が多いほど， mRNA が増加していた。 fibronec t ion'C::関しては，一般

に形質転換細胞ではmRNA がさがるといわれているように，初代培養細胞に比べSV 40 t ransf ormaｭ

nt では， mRNA レベソレが低下していた。細胞株による c-myc のmRNA レベルの差は，顕著ではなかっ

た。

SV40による細胞の t rans f orma tíon では，ウイルスがextrachromosomeにある場合でも一過性

に形質転換が起乙るがいずれphenotype は元に戻ってしまう。ウイルスが宿主 DNA にうまく組み込ま

れ， T抗原を安定に作り続けられる場合にのみ不死性を獲得できると考えられる。現在までのところ，

SV40による子融佐芽細胞の形質転換に於て， S V40DNA が挿入される染色体上の部位に一定の規則性はな

いとされているが詳細な検討はなされていない。 XP -Tll-1 , AT-T28, W 138 V A13での S V40の挿
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入部位のクローニングを続けており，その点の解明を急いでいる。

〔総括〕

1. S V4mとより形質転換されたXP cell line 及び， AT cell line は，株化後も親株の特徴である

放射線感受性を持っていた。

2. SV4mとより形質転換された cell 1 ine 4 株について SV40の染色体上での帰入部位，コピー数に差

がみられたが， S V40 ワイノレスの infec t ion , pSV 40の transfection といった細胞株の樹立方法の

違いによる一定の傾向はみられなかった。しかしながら， large T の発現はコンスタン卜にお乙なわれて

い?こ。

3. AT-T28の subclone で，染色体の rearrangement の増加，染色体数の変化，染色体DNA 中

の S V40のコピー数の減少傾向等がみられた。

論文の審査結果の要旨

本論文において色素性乾皮症及び血管拡張性運動失調症患者由来の線維芽細胞を SV40ウイルス DNA

によって形質転換した細胞株における SV40DNAの宿主細胞染色体中での存在様式を解析した。染色体

中に挿入された SV40DNAは，その中に初期遺伝子である large T抗原をコードする領域を完全な形で

含み， large T抗原のメッセンジャー RNA として転写されていた。 SV40形質転換細胞株は継代を経る

につれ，染色体数が低 2 倍体から低 3 倍体へと変化し，染色体中の SV 40DNA は，その大部分が欠落し

たが， large T領域を含む一定の挿入部位は保存された。乙れらの事実により， SV40ワイルスによる細

胞形質転換に largeT抗原領域が必要で、ある乙とが明かとなった。

よって本論文は，ウイルスによる細胞形質転換について新しい知見をもたらすものであり，学位論文に

値すると考えられる。
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