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博士論文の要旨

　申請者は、腎糸球体構成細胞由来と思われる腫瘍の報告が未だなされていな

いことに興味を持ち、ウィルスによる培養糸球体構成細胞のトランスフォーメ1

一ション実験を行ってきた。ラット培養糸球体メサンギウム細胞をヒトアデノ

ウィルス12型でトランスフォームさせ、不死化細胞株を得る試みを行った。ま

た得られた不死化細胞株の造腫瘍性についても検討した。

　6～8週の雄Wistarラットの腎臓から糸球体を単離し培養した後、均一化し

た細胞を4回以上継代し培養メサンギウム細胞として使用した。ヒトアデノウ

ィルス12型を培養細胞に添加し継代を繰り返し、均一なtransformed細胞群

を得た。ラットの腎被膜下にポケットを作成しtransformed細胞を挿入、移植

した。transformed細胞を移植後9日目で屠殺し、細胞移植した被膜下部位を

観察した後、腎臓を単離した。その後組織学的、免疫組織学的検索を行った。

　培養ラットメサンギウム細胞にアデノウィルス12型を感染させ継代培養す

ると一様の形態と成長パターンを取る細胞群となる。元のメサンギウム細胞は

線維芽細胞のように紡錘状であるのに比して、これらの細胞は小型の核細胞比1

の大きな細胞で、上皮細胞様の集団を形成する。この均一化した細胞は100代

以上継代してもその形状、増殖度を変化させることはなく不死化したと考える

ことが出来る。不死化した根拠は、抗ヒトアデノウィルス12型EIA抗体による

免疫染色により、トランスフォームした細胞がEIA抗原陽性となることからも

明らかである。免疫組織化学的検索から、トランスフォームした細胞はα平滑

筋actinおよびvimentinが陽性であるがcytokeratin、desminは陰性であった。

腎被膜下に移植されたトランスフォーム細胞は3週程で腫瘍塊を形成してくる

が周囲腎組織との境界は明瞭で固形腫瘍として敷石状に増殖していた。組織学

的所見では腫瘍周囲にリンパ球、マクロファージの細胞浸潤を認めた。また腫

瘍中心部に壊死を伴っていた。腫瘍細胞は中型で紡錘形の核を持ちクロマチン

が凝集していた。核胞体比は大きく幼若性の目立っものであった。腫瘍中には
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小血管の増生を認めるがangiOgeneSiSとして目立っ程ではなかった。以上の所

見から、この腫瘍はundifferentiated　malignant　tumorと考えた。

　ヒトアデノウィルス12型が培養げっ歯動物細胞をトランスフォームするこ

とは良く知られている。トランスフォームの責任遺伝子はEIAとEIBであるこ

とが判明しているが本研究で得られたトランスフォーム細胞の細胞質中にも

EIA遺伝子産物が免疫組織学的に検出された。トランスフォームする前のメサ

ンギウム細胞は比較的大型で紡錘状の線維芽細胞様形態を取り、突起を交差し

ながら増殖するが、トランスフォームした細胞は小型で上皮細胞様の配列をと

り、細胞増殖も著しい。また100代以上の継代培養後も形態変化は認められず、

Wistar　ratの腎被膜下への移植後の造腫瘍性、腫瘍の細胞形状も維持されてい
る。

　今回得られたトランスフォーム細胞は市販Wistar　ratの培養糸球体メサン

ギウム細胞由来であり市販Wistar　ratは純系化されていないので同種組織を移

植すると組織適合抗原が一致しないことから移植拒絶反応を起こす。私どもの

ヒトアデノウィルス12型トランスフォーム細胞は移植すると造腫瘍性を示し、

可移植性で、宿主の拒絶免疫反応も極めて弱い。同じアデノウィルスでも石型

でトランスフォームした培養細胞は造腫瘍活性を示さない。この分子機構とし

て12型EIAは5型EIAと異なり感染細胞の主要組織適合抗原系クラス1遺伝子

の発現を強く抑制し、その結果、12型でトランスフォームされた細胞は移植宿1

主の免疫監視機構を免れるとも解釈される。

　申請者のヒトアデノウィルス12型トランスフォーム細胞はkeratin（一），

Vimentin（＋），α平滑筋aCtin（＋）の形質を示し、間葉系細胞の特徴を維持し

ているが、desminは陰性化し、形態も明らかに変化し、敷石上の配列を示すな

ど上皮細胞類似の性格を獲得していた。被膜下に増生した腫瘍は未分化で幼若

性が目立ち悪性腫瘍と考えられるが、ヒトのmetanephric　Wilms　tumorに見ら

れる尿細管様構造物は認められず、平滑筋細胞、横紋筋細胞への分化も認めら

れない。すなわち本来の糸球体メサンギウム細胞と、かけ離れた細胞に変異し

たことになる。ウィルスによる細胞形質転換は各種ウィルスに依存するが、宿

主細胞の性状にも支配されるのかもしれない。現在まで、げっ歯動物において、

糸球体固有細胞由来腫瘍を確実に示す報告が認められない事は注目に値する

が、この事実と糸球体細胞固有の性状を維持したウィルス誘導トランスフォー

ム細胞を確立するのが困難な事とは関連しているか否かは不明であり細胞生物

学的に興味ある問題と言える。
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（論文審査の要旨）

　これまでげっ歯動物において腎糸球体構成細胞由来と思われる腫瘍の報告
はない。本研究は、まずラットメサンギウム細胞をヒトアデノウィルス12型’
でトランスフォームさせ、不死化細胞株を得る試みを行った。次に得られた
不死化細胞株の造腫瘍性についても検討した。一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　6～8週の雄Wistarラットの腎臓から単離糸球体を得て初代培養し、継代
培養後、培養メサンギウム細胞を得た。この培養メサンギウム細胞にヒトア、
デノウィルス12型をtranfectさせ、コロニー形成してくる細胞を継代培養
した。この継代培養した細胞は60代の継代でも均一な形態を示し、ヒトアデ
ノウィルス12型EIA抗原陽性であることから不死化transformed細胞であ1
ると判定した。この細胞の免疫組織学的検索ではα平滑筋actinおよび
vimentinが陽性であるがcytokeratin、　desminは陰性であり間葉系の特徴を
維持しつつ上皮細胞類似の細胞形態を示していた。この不死化transformed
細胞を雄Wistarラット腎皮膜下へ移植すると、境界鮮明な腫瘍を形成した。
腫瘍細胞の形態は敷石状の小型上皮細胞に類似していて、腫瘍の中心部に壊
死を伴っていた。腫瘍細胞は中型で紡錘形の核を持ちクロマチンが凝集して
いて、核胞体比は大きく幼若性の目立つものであり、病理組織学的には
undifferentiated　malignant　tumorであると考えられた。
　以上、ラット培養糸球体メサンギウム細胞をヒトアデノウィルス12型でト
ランスフォームし不死化細胞株を得、その細胞群が造腫瘍性を有することを
明らかにした点に新規性があり、本研究の学位論文としての価値を認める。


