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3　　　　　　 HPV18 型 による子宮頚部扁平上皮

細胞の 不死化 とcigarette　smoke 　condensatc で の悪性

形質転換

4　　　　　　 HPV18DNA に よる子宮頚 部由来

不死化 細胞株樹立過程に お け る HPV 遺伝子の 変化
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［目的］喫煙は子宮頚癌の 発癌機構の 中で ，

Humann 　Papillomavirus （HPV ）感染に ひ き続 く

cofactor の
一

つ と して重要視 され て い る 。 今回，

こ の 可能性の 証明と癌化機構の 解明に有用なモ デ

ル の 確立を試み た。

1方法］正常子宮頚部扁平上皮細胞に全長HPV18

型DNA を導入 し不死化細胞株を確立した 。 こ の 細

胞株 をCigarrete　smoke 　condensate （CSC ）を添加 し

た培養液で培養 し、細胞を ヌ
ー

ドマ ウ ス に接種す

る こ とに より腫瘍形成能を調べ た 。 また、悪性形

質転換の 前後にお けるHPV −DNA 及び RNA の 状態

をサザンプ ロ ッ ト， ノ
ーザ ン プロ ッ トとRT −PCR

で 検討 した 。 さ らにそれぞれ の 細胞株の in　 vitro で

の 分化能を collag   ge1に よ る 三次元培養法で 調べ

た 。

［成績］確立され た不死化細胞株で はHPV −DNA は

宿主DNA にintegrateされ ，　E21E4 領域は欠如 して い

た 。 三次元培養法に よる分化 ア ッ セ イで はCIN　I

様の組織嫌を示 し，腫瘍形成能は認め られなか っ

つ た。そして ， こ の 細胞株に対する CSC 処理 に よ

り，腫瘍形成 能 を持つ ク ロ
ー

ンを得た 。 こ の クロ

ーン はHPV −RNA の 発現が若干増強 して い る もの

の ，HPV の DNA 増幅並びに ス プラ イシ ン グ形式は

腫瘍形成能の 獲得の 前後で は変化は認められなか

っ た 。 しか し，分化ア ッ セ イで は （JIN　Mtw の 組織

を構築 した。

1結論］HPV による子宮頚癌発癌の cofactDr として ，

喫煙 の 関与が強く示唆された 。 また ，

一
連の 細胞

株 は子宮頚癌の癌化過程を反映 して お り，多段階

発癌機構の 解明に有用なin　Vitroシ ス テ ム とな ると

思わ れた 。

［目的］子宮頚部病 変で の HPV −DNA の イ ン テグレ

ー
シ ョ ン の 重要性を調べ るため に，HPV18 −DNA

を導入 した子宮頚部由来不死化細胞株の crisis 前

後で の 比較検討をし た
。

［方法］正常子宮頚部扁平上皮細胞 にHPV18 −DNA

を導入 し，不死化細胞株 （HEC −18）を樹立 した ．

HEC −18の crisis 前後 にお い て ， サ ザ ン プロ ッ テ ィ

ン グ，二 次元電気泳動 によるサザン プ ロ ッ テ ィ ン

グ，ノ
ーザ ンプ ロ ツ テ ィ ン グ，RNA 　−PCR で

HPV18 −DNA ，　 RNA の 変化を調 べ た 。 また ，シ リ

コ ン 膜を利用 した ヌ ードマ ウス にお ける in　vivO

irnplantationとoollagen 　gelに よる三次元培養法で

そ の 分化能を調べ た 。 さ らに ，ヌ ードマ ウ ス で そ

の 腫瘍形成能 を検討 した。

［成績］crisis 前 は 100 コ ピー
以上の エ ピゾーム 状

態の HPV −DNA を含ん で い たが ，そ の後はすべ て

イ ン テグレー
トされ ， しか も数 コ ピー

になっ て い

た 。 full−length　E2　represso τ は ，　 cl
−isis前は発現 して

い たが，その 後は発現 して い なか っ た 。 unspli （nd

E60ncogene は どちらで も発現 して い なか っ た。　in

vivo 　implantationで は どち らもCIN　I 様の 組織像を

示 し，差 は見られ なか っ た。三次元培養法で は，

crisis後 は角化傾向が見られ た 。 ヌ
ー

ドマ ウス に

は どちら も腫瘍を形 成する こ と は で きなか っ た 。

【結論］HPV18 −DNA の イ ン テグ レー
シ ョ ン は ， 悪

性化に は充分で はな い が ，不死 化の 確立 とそ の 安

定性に お い て 重要 で あ る こ とが示 唆 された 。
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