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論文内容の要旨

ヒト子宮頚癌の発生にヒトパピローマウイルス (HPV) の感染が重要であることが近年明かになり

つつある。 HPV のうち 16型遺伝子はひろく子宮頚癌組織中に検出されることが知られ， HPV 16型初期

遺伝子である E6/E7 領域はマウス株化培養細胞をトランスフォームし，ヒト上皮初代培養細胞を不

死化させることが判明してきた。しかしながら HPV を用いた動物実験が困難であることより，現在に

至るまで HPV16型遺伝子の m VIVO に於ける機能の解析は進んでいない。本研究では，マウス子宮，

腔部に HPV16型の E6/E7 遺伝子を組み込んだキメラレトロウイルスを感染させることにより，子

宮，腔上皮組織に HP16型 E6/E7 遺伝子を導入し，その遺伝子の m VIVO における発現と上皮性変化

の解析を目的とした。またウイルス感染後に MNNG や TP あを同組織に処置し その相乗効果による

発癌誘発を試みた。

(方法)

マウスレトロウイルスベクタ- pZinpNeoSV (X) 1 に HPV16型 E6/E7 遺伝子を組みんだpZipNeo

SV(X)1 ベクターそれぞれをマウス W2 細胞にトランスフェクトした。それらの細胞培養上清よえい

キメラレトロウイルス ZE67 と HPV を含まないコントロールウイルスZNeoを回収し，超櫨過，超遠心

法により濃縮した。

実験 1) 53匹の CD- 1 nu/nu マウスと 16匹の C67BL/6 J マウスを 2 つのグループにわけ，それぞ

れのウイルス (ZE 67 TOZNeo) を各マウス腫内に週 2 回 Moloney へルパーウイルスと共に 1 x104 G 41 

8 r.c. u 単位注入した。
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実験 2) 19匹の CD- 1 nu/nu マウスと， 25匹 C57BL/6 J マウスに各ウイルスを感染させた後それ

ぞのマウスに MNNG50μg を 2 回， TPA 10ng 週 2 回計 6 回腔内に処置した。

3 箇月毎に各マウスより腔スメアーを採取し，細胞診を行い， CD-1 nu/nu マウスは 9 箇月， C57 

BL/6 J マウスは15箇月後に屠殺し組織学的検討を加えた。なお子宮，腫細胞中の HPV DNA の存

在は E 6 primer による PCR-Southern blotting 法，組織中の E 6 /E 7 rriRNA の発現は E6/E7 -

riboprove を用いた組織 in situ hybridization 法により検討を行った。

(成績)

細胞診では，実験 1 )感染後 3 箇月以内に ZE67処置群の25例中 7 例 ZNeo 処置群の25例中 2 例に軽

度異型細胞，一部に koilocyte 様細胞がみられ， 9 箇月後には ZE67処置群の 9 例に高度異型細胞を認め

たが，コントロール (ZNeo) 群では高度異型細胞は認めなかった。

実験 2) ZE67+MNNG 処置群では約12箇月後 2 例， 15か月後 6 例に癌細胞の出現を認め， ZE67+ Y 

PA 処置群では 6 箇月後 1 例 9 箇月後 2 例に癌細胞の出現を認め，一方， ZNeo+MNNG 群や ZNeo 十

TPA 群では癌細胞は細胞診上認められなかった。

組織学的検討では，実験 1) ZE 67処置群39例中22例に高度異形成， 11例に軽度異形成がみられ， ZNeo 

処置群では， 30例中 1 {9IJ に高度異形成， 8 例に軽度異形成を認めたが， ZE67ウイルス処置群で、はコント

ロールウイルス処置群に比べ異形成の発生は有意に増加した (p<O.OOl)。実験 2) ZE 67 ウイルス十M

NNG 群では， 15例中 6 例に肩平上皮癌が発生し， ZE67ウイルス十TPA 群では13例中に 2 例に同種の癌

が発生した。一方， ZNeo+ MNNG 群では10例中 2 例に同様の癌が発生したが， ZNeo+TPA 群では癌

発生を認めなかった。

HPV16型 DNA は実験 1) ZE 67ウイルス群の異形成22例中17例正常 5 例中 2 例に認められ ZNeo

ウイルス群では認めなかった。実験 2) ZE67+MNNG , ZE67+TPA 両群の癌細胞全例にこのHPV

DNA を員忍めた。

HPV16E 6/E7 mRNA の発現は ZE67ウイルスを処置したマウスの正常上皮や軽度異形成上皮

の傍基底部に発現し，基底部の発現はみられず，高度異形成や癌組織では上皮のほぼ全層にわたり発現

していたが，基底部や癌巣外側部では発現が低下していた。全体的に癌組織では E6/E7 mRNA の

発現増加を認めた。

(総括)

1 )マウスキメラレトロイルスを用い HPV 16E6/E7 型遺伝子をマウス子宮，腫上皮への m VIVlO 

導入に成功した。その結果，子宮，腫上皮は E6/E7 遺伝子発現により異形成が誘発されるが，癌

化には至らないことが判明した。

2) 子宮，臆上皮は， HPV と MNNG と TPA などの発癌誘導物質との共同作用により，癌化する可能

性が示唆された。

3) HPV 16型 E6/E7mRNA の発現が悪性化に伴って変化したこと，また HPV 遺伝子の導入や発

癌誘導物質の処置後，高度異形成や癌細胞の出現までに長い期間が必要であったことより，癌化に至

るまでに多くの細胞側遺伝子の変異や修飾が必要と考えられた。

。
。



論文審査の結果の要旨

本研究は， HPV 16型 E6/E7 遺伝子を導入したムスレトロウイルスを作成し，同ウイルスをマウス

腫内に感染させることにより， HPV 16型 E6/E7 遺伝子の m VIVlO導入に成功している。その毛か，

E6/E7 遺伝子の作用により子宮，腔上皮に前癌状態である高度異形成が誘発されることを証明し，ま

た TPV や MNNG等の追加処置により扇平上皮癌の発生がみられることを明らかにしている。この論

文は，ヒト子宮頚癌に高率に検出される HPV16型遺伝子が癌発生にきわめて重要なファクターである

ことを動物実験で初めて明らかにしたものであり，博士号授与に値するものと考えられるO
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