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論文の内容の要旨

（目的）

　ヒト丁細胞白血病ウイルス1型（HTLW1）は，成人丁細胞白血病（ATL），HTLγ1関連脊髄症（HA1WTSP）や

葡萄膜炎などの原因ウイルスである事が分かっているが，これらの発症機構は不明である。従来，HTLHの感染

は，感染細胞と標的細胞が共存しないと感染しないことから，主に細胞接着を介したものであると言われてきた。

ウイルスの感染と増殖は，HTLW！関連疾患発症を理解する為に重要なステップであるが，良い無細胞感染系が無

い為に，HTLV－1ウイルスの感染や増殖機構は良く分かっていなかった。そこで，私達は，感染効率の良い無細胞

感染系を樹立し，HTLW1の感染初期段階について明らかにする事を目的とした。

（材料と方法）

1、材料

　ウイルス産生細胞1cη（ネコ腎臓細胞株），MT2，ATL－1K（ヒト丁細胞株）。

　標的細胞：Mo1t4，Jurkat，Hut78（ヒト丁細胞株），293T（ヒト腎臓細胞株），EL4，R1m1（マウス丁細胞株）。

2．方法

　A．高感染率ウイルスの準備と感染実験：ウイルス産生細胞c77細胞の培養上清を回収し，低い遠心力で細胞

　　やdebrisを除いてから，4℃で10万g2時間遠心した。その沈殿を培地でsuspendし，RNase一杜eeDNaseIで

　　3π1時間処理してから，直ぐに標的細胞へ感染させた。

　B．PC乱Southemb1ot及びRTPCR：感染後24時間培養し，細胞を溶解し，これをtemp1ateとしてPCRを行い，

　　細胞中のウイルスDNAを検出した。或いは，感染後1ヶ月問培養して，毎日一部の細胞を回収してDNAを

　　抽出し，PCRでウイルスDNAを検出した。また，感染細胞からRNAを抽出してRTTCRを行い，ウイルス

　　遺伝子の発現を検出した。

　C．定量PCR：ABI7700でTaqManpmbeを用いて高感度の定量PCRシステムを樹立し，細胞中のウイルスDNA

　　量を定量した。細胞数を補正する為に，ヒトβ一グロビン遺伝子量も定量した。

　D．ウイルスの標的細胞への吸着・侵入の検出1ウイルスと標的細胞を4℃或いは37℃で30分問incubateし，
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　細胞を洗浄した後に溶解し，ウイルスのgag蛋白質p19をEuSA法で検出した。

E　Neuraminidase処理：ウイルスや細胞をNe㎜aminidaseで37℃1時間処理してから，ウイルスの細胞への吸

　着や侵入を検出した。また，感染後20時聞培養してから，細胞溶解液中のウイルスDNAを定量PCRで検出

　した。

（結果）

1．遠心処理で濃縮したウイルスを用いて効率の良い無細胞HT亙一V－1感染系を樹立した。

2．無細胞感染系において，HTLV－1が，ヒト培養細胞よりマウス培養細胞により高効率で侵入した。

3．感染した細胞中のウイルスDNAは，ヒト培養細胞では長期にわたって存在したが，マウス細胞中では，より

　早く減少した。

4、感染した細胞中におけるHTLV－1ウイルス遺伝子の発現を検出する事が出来た。

5．ウイルスをNeura狐inidaseで処理する事により，無細胞感染系における肛LV－1の感染が促進された。

（考察。結論）

　本研究において樹立した高効率の無細胞HTLV－！感染系は，従来ほとんど不可能であったHTLV－1ウイルスの細

胞への感染の初期過程や増殖機構の研究に有用であると考えられる。また，これまで感染効率が極めて悪いと考6

えられていたマウスの細胞にも，効率良くHTLV－1ウイルスが侵入する事を明らかにした。HTLV－1のヒト細胞と

マウス細胞での感染性や増殖性の違いを利用して，ウイルス感染や増殖に必要な因子を同定する事も可能である

と考えられる。更にHTLV－1ウイルスをNeuraminidase処理すると感染が促進される事から，HTLV－1感染者におい

てNeuraminidaseを産生する微生物やウイルスの重複感染が起こる事によって，HTLV－！ウイルスの増殖が促進さ

れる可能性がある。

審査の結果の要旨

　本研究は，冊LV－1ウイルスの高効率な無細胞感染系を樹立した研究であり，従来ほとんど不可能であった

肛LV－1ウイルスの細胞への感染初期過程の研究への道を切り開いたものとして高く評価できる。また，ウイルス

粒子のNeuraminidase処理により，HTLV－1ウイルスの細胞への感染が促進される事を明らかにしており，HTLV－

1関連疾患の発症機構を研究する上で重要な示唆を与える研究成果であると考えられる。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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