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緒 言

ヒトアデノウィルス12型(Ad12) 1)は強発癌

性のDNAウ ィルスで,新 生ハムスターに高率

に腫瘍 を誘発 し,ま た他のげっ歯類に対 しても

造腫瘍能を持つている2, 3).発 癌遺伝子の局在部

位はウィルス左端部1.3～11.2マ ップ単位に位置

するE1領 域 であ り, Ad12誘 発腫〓 あるいは ト

ランスフォーム細胞では宿主細胞DNA中 に少

なくともE1領 域遺伝子が組み込まれている2,  3)

本実験では, Ad12をC3Hf/OK4)マ ウス新生仔

に接種 して得 られた腫瘍IC株, D株 における

E1領 域遺伝子の組み込みと発現についてSouth

ern, Northern及 びin situ hybridization法 に

より検討 した,

材 料および方法

腫瘍組織

C3Hf/OKマ ウス新生仔の脳内及び皮下に

Ad12 (Huie株)1)を 接種 して得られた腫瘍を

同系のマ ウスの皮下に継代維持 しているIC株

(143代), D株(416代)5)を 用 いた.対 照 とし

てG3Hf/OKマ ウ スに自然発生 した肝癌を同系

に継代維持 しているP株(196代)5)及 び同系

成熟マウス肝組織 を用いた.

DNAprobeの 作 成

Adl2のE1領 域 に対するprobeは,成 書の

方 法6, 7)を 一 部 変 更 し,が ん研 究 振興 財 団

(JCRB)よ り入手 したplasmid gARC8)よ り

作成 した。Plasmidを 含 むE. coliはHE培 地

(yeast extract 10g, KH2PO434g, KOH 8.4

g, glucose10g/1)で 培 養 し た. CsClに よ る 超

遠 心 に よ り分 離 し たplasmid DNAをEcoRI,

 BamHI (TOYOBO)に て切 断 後0.9% agarase

gelで 泳 動 し, E1領 域 を含 むDNA (EcoRI-C

fragment)をDNA CELL(草 野 科 学 器 械 製 作

所)を 用 い て ゲ ル よ り分 離,精 製 した.得 ら れ

たDNA 1μg相 当 はnick translation kit

 (BRL)を 用 い てbiotin-11-dUTP (BRL)で

標 識, Cephadex-G50カ ラ ム(Pharmacia)を

通 して 精 製 し, Southern hybridizationあ る い

はin situ hybridizationに 使 用 し た.ま た,

32P -dCTP (Amersham)を 用 い て 同 様 に 標 識 ,

精 製 し(0.56×10Bcpm/1μg DNA) Northern

hybridizationに 使 用 し た.

Ad12 whole genomeに 対 す るprobeは, 10

% calf bovine serum (Flow Laboratories)加

Eagle MEM(阪 大 微 生 物 病 研 究 全)で 培 養 し た

HeLa細 胞(Flow Laboratories)に106.5

TCID50/mlのAd12 Huie株(岡 山 大 学 矢部 教

授 よ り付 与 さ れ た)を 感 染 増 殖 させ,そ の ウ ィ

ル ス を分 離 しDNAを 抽 出 した6).得 られ たAd12

DNA 1μgをnick translation kitを 用 い

32P -dCTPで 標 識, Cephadex-G 50カ ラ ム を通

して 精 製 し(0.68×108cpm,/lμgDNA) South

ern hybridizationに 使 用 した.

D NA及 びRNAの 精 製

IC, D, P株 の 腫 瘍 及 び マ ウ ス 肝 臓 を, 0.5M

 Tris. Cl, 20mM EDTA, 10mM NaCI, 1

% SDS, 0.4mg/ml proteinase Kで37℃ 一 晩 処 理

143



144　 森 川 智 子

した.終 濃 度100μg/mlに な る よ うにRNaseを

加 え, 37℃, 1時 間incubate後,フ ェ ノー ル,

ク ロ ロ フ ォ ル ム に よ る抽 出,エ タ ノー ル 沈 澱 を

行 いT10E1buffer (10mM Tris, 1mM EDTA)

に 溶 解 し,試 料DNAと し た.

Fig. 1•@ Integration patterns of Ad12 DNA in Ad12-induced mouse tumors. Ad12 DNA (1, 5, 10, 20, 

50 genome equivalent per cell) was mixed with each 20,ug of mouse liver DNA. DNA from 

tumors and Ad12 DNA were cleaved with EcoRI restriction nuclease. The 32P-labeled Ad12 

fragment was used as hybridization probe. (A, B, C, D, E: Ad12 EcoRl fragment, IC: IC tumor, 

D: D tumor, P: P tumor, Ad: Ad12)

また, IC, D株 の 腫 瘍 お よび マ ウ ス 肝, Ad12

感 染HeLa細 胞 のRNAを グ ア ニ ジ ン チ オ シ

ア ネ ー ト法6)に よ り抽 出 し た.

Southern blot hybridization

試 料DNA20μgを 制 限 酵 素EcoRI, BamHI,

 PstI (TOYOBO)で 切 断 後0.9% agarose gel

で 泳 動 し,ニ トロ セ ル ロー ス 膜 にblottingを 行

っ た6, 7).ま た,対 照 と し て二 倍 体 細 胞DNAあ

た り1, 5, 10, 20, 50コ ピー に 相 当 す るAd12 DNA

を20μgの マ ウ ス肝DNAと 混 合 して 泳 動 し た.

 20μgDNA中 に含 ま れ る二 倍 体 細 胞 あ た りの ウ

イ ル スDNA量 は,細 胞1個 あ た りの 総DNA

量 を13pg,ア デ ノ ウ ィ ル ス 塩 基 数 を35,000bp,

 1塩 基 対 を600g/molと して 算 出 した9).

ビ オ チ ン化probeを 用 い た 場 合, blotting後

prehybridization solution (50% deionized for

mamide, 5xSSC, 5xDenhardt's solution, 25

mM Sodium phosphate (pH 6.5), 0.5mg/ml

 freshly denatured shared herring sperm

 DNA)中 で42℃, 4時 間 反 応 させ た. Prehybrid

ization solutionを 除 き, hybridization solution

 (45% deionized formamide, 5xSSC, 1xDen

hardt's solution, 20mM sodium phosphate (pH

 6.5), 5% dextran sulfate, 0.2mg/ml freshly

denatured herring sperm DNA, 0,1～0.5μg/

ml freshly denatured probe DNA)中 で42℃,

一 晩 反 応 させ た
. 2xSSC, 0.1% SDSで 室 温
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3分2回, 0.2xSSC, 0 .1% SDSで 室 温3分2

回, 0.16xSSC, 0.1% SDSで50℃15分2回 洗

浄 後2xSSCで 洗 浄 し, Blu GENE kit (BRL)

に よ り発 色 させ た .

32Pで 標 識 したAd12 whole genomeをprobe

と した 場 合,成 書 に従 いhybridizationを 行 っ

た6).オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー 後,ク ロ マ トス キ

ャ ナ ー(Schimadzu)に よ る 対 照 の バ ン ドと の

比 較 に よ り,組 み 込 ま れ て い る ウ ィル ス ゲ ノ ム

数 を推 定 した.

Northern blot hybridization

20μgのIC株, D株,マ ウ ス肝 臓RNA及 び

5kgのAd12感 染HeLa細 胞RNAを0 .9%

 agarose gelで 泳 動, blottingを 行 っ た6).

 Blotting後,32Pで 標 識 したAd12 EcoRI-C

 fragmentをprobeと しSouthern法 と同 様 に

hybridizationを 行 っ た .ク ロ マ トス キ ャ ナ ー に

よ り, IC株, D株 のmRNAの 発 現 量 も比 較

し た.

Fig. 2•@ Southern hybridization of DNA from 

tumors using the biotinylated Ad12 

EcoRI-C fragment as hybridization 

probe. DNA from tumors was cleaved 

with EcoRI. (Lv: mouse liver tissue)

Fig. 3•@ Schematic representation of Ad12 El region specific sequences in EcoRI, BamHI and Pstl

 cleaved DNA from tumors. The biotinylated Ad12 EcoRI-C fragment was used as hybridization 

probe.
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In situ hybridization

IC, D, P株 腫 瘍 の 凍 結 切 片 を作 成 した.対

照 と してchamber slide (Miles Scientific)中

で10% calf bovine serum加Eagle MEMを 用

い て 培 養 し,Ad12を 感 染,増 殖 させ たAd12感

染HeLa細 胞 を 用 い た.切 片 及 び 培 養 細 胞 は4

% paraformaldehydeで 固 定 し10),藤 多 ら の 方

法11)に 従 っ てhybridizationを 行 っ た.一 部0.2

mg/ml proteinase K処 理 を 行 い, proteinase

 K処 理 に よる効 果 も比 較 した.発 色 はperoxidase

conjugated streptavidinあ るい はalkaline

phosphatase conjugated streptavidinを 用 い て

行 っ た. Alkaline phosphataseを 用 い た 場 合,

 Blu GENE kitを 用 い て 発 色 させ た. Peroxidase

を用 い た 場 合, N. V. Naoumovら の 方 法12)に

従 っ た が,ウ サ ギ 抗 ビ オ チ ンIgG処 理 後 は

Stravigen kit(ニ チ レ イ)を 用 い 発 色 させ た.

Fig. 4•@ El region specific mRNA in IC, D 

tumors and HeLa cells infected with 

Ad12. The 32P-labeled Ad12 EcoRI-C 

fragment was used as hybridization 

probe.

結 果

Southern blot hybridization

Ad12 whole genomeをprobeと し た サ ザ ン

法 で は, IC株, D株 と もEcoRI fragment B,

 D, E,と 一 致 し た バ ン ドが 認 め られ た が, EcoR I

C fragmentと 一 致 す るバ ン ドは 認 め ら れず,対

照 の バ ン ド以 外 の 部 分 に バ ン ドが 認 め られ た.

 B, C, D, Eの バ ン ドに 相 当 す る領 域 と反 応 し

た こ とか ら, IC, D株 い ず れ も ウ ィル ス ゲ ノ ム

の60%以 上 の 領 域 が 組 み 込 ま れ て い る こ とが 確

認 で き た.尚, Aあ る い はC未 確 認 の 約20 Kbp

の バ ン ドが 認 め ら れ た.組 み 込 ま れ て い る ウ ィ

ル ス ゲ ノ ム数 は, IC株 で は 二 倍 体 細 胞 あ た り平

均 約9コ ピー, D株 で は約23コ ピー で あ った(Fig.

 1).

Ad12 EcoRI-C fragmentをprobeと し た

Southern法 に お い て, IC株DNAのEcoRI

断 片 で は 約6.4Kbの 部 分 に, D株DNAの

EcoRI断 片 で は 約5.8, 6.4, 14.0Kbの 部 分 に

バ ン ドが 認 め られ た(Fig . 2).IC株DNAの

BamHI, PstI断 片 で は そ れ ぞ れ 約13Kb, 4.0Kb

の 部 分 に 弱 くバ ン ドの 形 成 が み られ た. D株DNA

のBamHI断 片 で は 約13.0, 21.0Kb, PstI断 片

で は約4.0, 4.4, 7.6Kbの 部 分 に バ ン ドの 形 成

が み られ た(Fig. 3). PstI断 片 の4.4Kbの バ

ン ド以 外 は い ず れ も対 照 のAd12自 体 のDNAの

バ ン ド と一 致 しな いoff-size bandsと して 認 め

ら れ た.対 照 と して 用 い たP株,マ ウ ス 肝 で

はAd12 whole genome及 びEcoRI-C frag

mentと の 反 応 は 認 め られ な か っ た(Fig. 1-

2).

Northern blot hybridization

D株, IC株 で は1.2～6.4Kbの 部 分 に ス メ ア

ー 状 に 陽 性 所 見 が 得 ら れ
, D株 で は1.5～1.8Kb

の 部 分 で 特 に 強 い 反 応 が 認 め ら れ た, D株 の発

現 量 はIC株 の 約1.4倍 で あ っ た.な お,対 照 の

Ad12を 感 染 させ たHeLa細 胞 のmRNAで は,

 1.3～3.2Kbの 位 置 に4本 のバ ン ドを認 めた(Fig.

 4).

In situ hybridization

IC, D株 で は,明 か な 陽性 所 見 は 得 られ な か

っ た. Ad12感 染HeLa細 胞 で は,個 々 の 細 胞
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Fig. 5•@ In situ hybridization of HeLa cells infected with Ad12 using the biotinylated Ad12 EcoRI-C 

fragment as hybridization probe.

a) Detection by alkaline phosphatase (•~360).

b) Detection by peroxidase (•~360).

によって染色状態に差があったが,核 内および

細胞質内に陽性像がみ られた. CPEの 強 い細胞

が特に強く染 まっていた. Alkaline phosphatase,

 peroxidaseど ちらを使用してもAd12感 染HeLa

細胞 はほぼ同程度の発色であった(Fig 5a, b).

考 察

アデノウィルスは,直 鎖状2本DNA(約35,000

塩 基対,分 子量約2, 3×107ダ ル トン)を ゲノム

として持つ 中型サイズのDNAウ ィルスである.

 1962年 に ヒトアデ ノウィルスによ リハムスター

に腫瘍 を誘発 できること13, 14),ま た, 1964年 には

ハムスターの培養細胞を トランスフォームでき

ること15, 16)が報告 され,そ の後アデノウィルス

の腫瘍原性 につ いて種々の研究がな され てき

た3, 17, 18).ヒ トアデ ノウィルスでは,発 癌遺伝子

の局在部位はウィルス遺伝子左端の1.3～11.2マ

ップ単位 に位置す るE1領 域であることが明ら

かになっている3, 17, 18).アデ ノウィルス発癌では,

細 胞DNAに アデ ノウィルスゲノムが組み込ま

れるが,ゲ ノム全域が組み込 まれる場合や,ゲ

ノムの一部分が組み込まれる場合があ り,.組 み

込 まれ るゲノム数 もさまざまである3. 17).げっ歯

類のAd12誘 発腫瘍では,腫 瘍細胞DNA中 に

ウィルスDNAの ほぼ全域が1～20コ ピ-程 度

含 まれ てい る場合 が 多い と報告 され て い る
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が3, 9, 17, 19, 20),わ れ われの実験でも, IC株, D株

いずれに もウィルスゲノムの60%以 上 の領域が

組み込まれてお り,組 み込 まれているゲノム数

は二倍体細胞あた りIC株 では約9コ ピー, D株

では約23コ ピーであった. E1領 域 をprobeと

したSouthernで は, Ad12誘 発腫瘍ではE1

領域のprobeと 反応す るバン ドが対照のAd12

 E1領 域 のバン ドより分子量の大 きいoff-size

bandsと して認め られ,ウ ィルス産端都で細胞

DNAと 結 合 していることが報告されている9).

また, Ad12誘 発ハムスタ-腫 瘍あるいはAd5,

 Ad2で トランスツォームしたラット細胞では,

組 み込 まれているウィルスゲ ノム数に比 して

off-size bandsの 数 が少ないことか ら,左 端部

を含むウィルスDNAと それに連なる細胞DNA

が反復 している可能性が示唆されている9, 17, 21, 22).

今 回検索 したAd12話 発 マウス腫瘍でも同様の様

式で組み込まれ,反 復 している可能性が考 えら

れた。

アデ ノウィルス話発腫瘍あるいは トランスフ

ォーム細胞では, E1領 域及び一部の他の初期遺

伝子のmRNAへ の 発現 が報告 されてい る

が19, 22, 23, 24), IC株, D株 においてもE1領 域の

発現が認められた.ラ ッ トあるいはハムスター

のAd12誘 発腫瘍や トランスフォーム細胞では,

細胞DNA中 に組み込まれているAd12ゲ ノム

数 と発現 され るmRNA量 との間には明かな相

関関係はな く,ウ ィルス1)NAの 発現にはDNA

の メチ レーションあるいは未知の魏の因子が間

与 していることを示唆 した報告がある17, 24). IC株,

 D株 の 比較においては,組 み込まれているゲノ

ム数の多いD株 のほ うがIC株 よりもmRNA

の発現量は多 く,よ り多くのウィルスDNAが

mRNAに 転写 されている可能性 も考えられた.

 IC株, D株 の特徴は,細 胞内にC型 粒子及

び小胞体 内A型 粒子の顕著な産生がみ られるこ

とである25, 26).化 学 物質で誘発 した腫瘍27)や 自

然発生 した腫瘍28), 29),あ る いは他種 の動 物に

Ad12を 接種 して得られた腫瘍30)で は,こ れらの

ウィルス粒子は認め られないか認められて も少

量 であるので, C3Hf/OKマ ウスはこおける内在

性 ウィルス粒子の発現にはAd12が 何 らかの形で

関与 していると考 えられている26, 29).アデ ノウィ

ルスE1領 域は,ハ ムスターのAd12誘 発腫瘍

において小胞体 内A型 粒子遺伝子の近傍に組み

込まれていたという報告があ り31),また,ア デノ

ウィルスElAタ ンパ クが小胞体内A型 粒子

やHTLV-I,Ⅱ,HⅣ のLTRを 活性化すると

いう報告 もある32, 33, 34).我々 の維持 している腫瘍

においても,組 み込 まれたアデノウィルス遺伝

子がC型 ウィルス及び小胞体内A型 粒子の内

在性遺伝子の 発現に頬 してcisに 働 いているの

か, transに 働 いているのかは興味深い点であり,

さ らに検討すべ き問題である.

Southern, Northern法 に より腫瘍細胞中に

E1領 域遺伝子の組み込み と発現が確認された

が,ビ オチン化probeを 用 いたin situ hybridiza

tion法 に おいては, IC株, D株 においては明

かな陽性所見を得 ることはできなかった.ビ オ

チン化probeを 用 いた検 出では感度の点で問題

があったのかもしれないが,よ り短いprobeを

用 いるなどするとまだ手技的に も検出感度が向

上す るか もしれない.し かし,対 照のAdl2

HeLa細 胞では陽性所見を認め,病 理組織学的

にウィルスの増殖は検出できるという結果が得

られた.発 色にはalkaline phosphataseを 用 い

た方が感度がよい という報告や35), peroxidase

を用 いた方が感度がよいという報告があるが36),

今 回の実験においてはまほぼ 同程度であった.

Alkaline ghosphataseを 用 いた場合には通常の

対比染色 としてよく使われるヘマ トキシりンや

ギムザ染色 と色調が似ているため,や や難点が

あると思われる.ま た,パ ラフィン切片の場合

はhybridizationの 前処置 として界面活性剤処

理のみで充分であるとの報告があったが11), Ad12

を感染 させたHeLa細 胞 の場合はproteinase K

処理 を加えたほ うが鮮明な像 を得 ることができ

た.ビ オチン化probeは やや感度の面で問題は

あるが,実 験場所の劉約を受けず,人 体への影

響 もなく,長 期間安定で手軽に使用でき,病 理

組織学的にも応用の再能性が考えられる.

結 論

アデノウィルス誘発マウス腫瘍移植継代株IC,

 Dに於 けるアデノウィノレス発癌遺伝子E1領 域

の組み込みと発現について検討 した.腫 瘍DNA



ヒ トアデ ノウイルス12型 誘発腫瘍　 149

中に はウィルスゲ ノムのはぼ全域がIC株 では

二倍体細胞あた り約9コ ピー, D株 では約23コ

ピー組み込 まれていた.ウ ィルスゲ ノム左端部

は細胞DNAと 結合 しており,少 な くとも3種

類以上の構造の異なる細胞DNAと の結合様式

があり, E1領 域 を含むウィルスDNAと それ

に連 なる細胞DNAが 反復 している可能性が示

唆 された.両 株 ともウィルスDNAの 発 現を示

していたが,よ り多いウィルスゲノムが組み込

まれていたD株 ではIC株 の約1.4倍 量 の発現

が認め られた.

本研究において終始御指導を賜った大森正 樹教授,

御助言,激 励を頂いた小林雀二助教授をはじめ第一

癖理学の諸先生に深甚なる謝意を表します.ま た,

 DNAの 取扱いをご指導頂いた本学微生物学講座の

松下治先生,片 山誠一先生に深謝致 します.

(本論文の要旨は平成元年10月,第48回 日本癌学会

総会において発表した.)
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Integration and expression of human adenovirus type 12 (Ad12) were studied on two 

A412-induced tumor lines of C3Hf/OK mouse origin (IC and D tumors). Southern hybridization 

using whole Ad12 genome as probe demonstrated that DNA of IC and D tumors contained 

about 9 and 23 copies, respectively, of the entire Ad12 genome eqivalent per diploid cell. Left 

ends of Ad12 DNA appeared as off-size bands, indicating their linkage to different cellular 

DNAs. Southern hybridization using an Ad12 EcoRI-C fragment containing the El region as 

a probe revealed that integration sites were much fewer than presumed numbers of integrated 

Ad12 genomes. These results suggested that the viral and cellular DNA complex was repeated 

at integration sites. Northern hybridization using an Ad12 EcoRI-C fragment as a probe 

showed that the El region was transcribed in both IC and D tumors. Much more intensive 

expression in the D tumor suggested possible dependence of the expression of the El region on 

the copy numbers of Ad12 genomes.


