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論文審査委員 教授深井孝之助 教授釜洞醇太郎教授天野恒久

論文 内容 の要 旨

〔目的〕

日本脳炎ワイノレス(JEV) の感染成立のために本質的に重要な役割を演ずるりボ核酸 (RNA) の性

質を，その生物学的活性を測定する事によって明らかにしようとした。

〔方法及び成績〕

1. ワイノレス材料: JEV 材料は中山株感染成熟マワス脳の 10 必乳剤から， 8, 500xg, 15 分と

90, 000 x g , 90 分の分別遠心 2 回で、得られたもの。比較としてポリオワイノレス PV n 型 MEF-1 株を

用い， moi=l で感染させた HeLa 細胞の感染後 6 時間のものを使用した。

2. RNA抽出: GIERER and SCHRAMM の cold phenol 法に ethanol 沈澱 3 回と 1M NaCI 沈

澱を併用した。得られた RNA 分画の吸収スペクトノレは λmax= 258 m，u， λmin=230mん E260/E28 0

及び Emax/Emin は共に 2.00 Orcinol 法で定量された 225μg の RNA 中に，蛋白及び DNA はそ

れぞれ LOWRY 法， diphenylamine 法でいずれも検出されない。

3. 感染価(PFU)の測定 :JEV 及び JEV-RNA には10 日目ニワト P 匪の初代培養(CE)細胞を，

PV 及び PV-RNA には HeLa 細胞を indicator としてプラック定量法を行なう。但し RNA 分画

は 1M MgS04 液で稀釈し，室温で 15，.....，20 分間吸着させた。 JEV-RNA-CE 系に於て，高稀釈域で

は RNA 濃度とプラック数は比例し， JEV-RNA で、生じたプラックから抗 JEV 血清で中和される感染

性因子が回収され，更に正常マクス脳の RNA ではプラック形成がない事から，この系は JEV-RNA

感染性の特異的定量法といえる o PV-RNA は CF 細胞にプラックを作らず， JEV-RNA は HeLa

細胞にプラックを作らないロ

4. JEV-RNA の感染性が生き残り JEV によらないこと: JEV-RNA の PFU は， Ribonuc1ease 

に対する感受性， Trypsin に対する抵抗性，硫酸プロタミンによる，失活，有機溶媒に対する抵抗性，
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抗 JEV globulin との非反応性，酸及び熱に対する安定性，更に沈降係数の点で， JEV の PFU と

は区別される。従って PNA 分画の PFU は抽出操作後に生き残った JEV 壮子の PFU によるもの

ではないD

5. JEV-RNA の PFU の由来: JEV 材料を庶糖密度勾配遠心法(5 ""'23 %庶糖勾配， 30, 000 

rpm, EO 分)で分画し，各分固について，CLARKE and CASALS 法による JEV の血球凝集能(HA) ，

JEV の PFU 及び phenol 法で拍出した RNA の PFU を測定したo Phenol 法で拍出される RNA の

PFU は，約 200 S で沈降する JEV のHA 及び PFU のピークと一致する単一ピークで分布した。

故に JEV-RNA 分画の感染性は大部分 HA を有する JEV 粒子から抽出されたものといえよう。

6. JEV-RNA の沈降係数: YPHANTIS and WAUGH の方法で PFU を指標として測定した 9

回の連続実験の結果， JEV-RNA の S20 ・m として 46.28 士 3.43 S が得られた。この値は次の実験結

果で支持される。

7. JEV-RNA と PV-RNA の同時沈降実験: JEV-RNA と PV-RNA とを各々単独又は混合し，

薦糖密度勾配遠心法(5 ""'20% 震糖勾配， 37, 000 rpm, 150分)で分析した結果， JEV-RNA の PFU

は PV-RNA の PFU 及び細胞 RNA による E 260 のピークよりも速く沈降する単一ピークを示した。

JEV-RNA の沈降速度は塩濃度に強く依存するが，実験したいずれの塩濃度で、も， PV-RNA のそれ

よりも大であるo PV-RNA のピークを 35S の標準にとると JEV-RNA の沈降係数は 44S と推定

される。

8. CS2S04 中での buoyant density : JEV -RNA と RV-RNA を混合した試料及び各々単独の

試料について， CS2S04 密度勾配平衡遠心法(初密度1. 64, 33, 000 rpm, 24 時間)により buoyant

density を測定した。 JEV-RNA の PFU は PV-RNA の PFU 及び E260 のピークと同ーの分画に

単一ピークと分布し，その分画の密度は屈折率測定から 1.666-.. 1. 668 g/ cc と推定されるD

〔総括〕

JEV 感染マクス脳から phenol 法によって感染性を有する RNA 分画が得られ，その感染性を組

織培養細胞でのプラック法で検索した結果

1. JEV-RNA 分画の感染性は， HA を有する成熟 JEV 粒子から抽出されるが，生き残り JEV

粒子の感染性ではない。

2. JEV-RNA 分画の感染性因子は PV-RNAと同じ buoyant density (1. 67g/cc) を CS2S04 中

で示す高分子 RNA であり，その S20 ・m は 46.28 士 3.43 S で， PV その他小型ワイノレス RNA につ

いて報告されている値よりも大である。

3. GIERER 又は SPIRIN の経験的関係式を適用すると JEV-RNA の分子量は 4.9x 106 とな

る。 JEV の物理定数(直径 38 m ,u, S20 ・ w= 200 S, CsCl 中での密度1. 3) から球型として得られる

JEV の粒子量は 2.25x 107 であり，一粒子中に一分子 RNA の存在を仮定すれば JEV の RNA 含

量は 22% となる O



論文の審査結果の要旨

この論文の研究目的は，日本脳炎ワイノレス感染マワス脳から抽出されたリボ核酸 (RNA) 分画の感

染性を，組織培養細胞でのプラック定量法で追跡し，生物学的活性をもった生体高分子としての RNA

分画の感染性因子の基本的性状を明らかにしようとしたものである。

得られた結果は，

1) RNA 分画の感染性因子は，大部分が，成熟した日本脳炎ワイノレス粒子から抽出され，抽出操

作後に生き残ったワイノレス粒子で、はないD

2) そのものは，ポリオワイルス RNA と， Cs2504 中で同ーの buoyant density 1.67g/cc を示

す高分子の日本脳炎ワイノレス RNA そのものである口

3) 日本脳炎ワイノレス RNA の S20 ・m は 465 であり， ポリオワイノレス RNA の 355 よりも大き

い。これから推定される日本脳炎ワイノレス RNA の分子量は 4.9x106 である。

4) 粒子量 2.25x 107 の日本脳炎ワイルス 1 ケの中に 1 分子の RNA が存在するとすれば日本脳炎

ワイノレスの RNA 含量は 22 %となるD

RNA 型動物ワイノレス及びその感染組織から，いわゆる感染性 RNA が抽出されるという報告はい

くつかあるが，その感染性因子の本体に関する知見は数少ない。殊に，日本脳炎ウイノレスの属する節

足動物媒介ワイノレスの場合は殆んどが未知であったD この研究によって得られた結果は，その空白を

埋めるだけでなく，これまで一般にクイノレス RNA に対して主張されてきた分子量 2x 106 という値に

対して一つの疑問を投じた。ヌクレオタイド配列まで含めて，ワイノレス RNA の構造がそれぞれのワ

イノレスによって異なるのは当然であるが，大まかな物理化学的性質である沈降定数に於いても，日本

脳炎ワイノレス RNA とポリオワイノレス RNA の聞に明らかな差のあることが，同ーの実験の場に於い

て示されたD このことは， RNA型ワイノレスの RNA という一般概念をもってすべてのワイノレス RNA

に関する問題を理解せんとすることが過度の単純化であることを示唆し，ワイノレス学及び関連領域に

対し，寄与する所が大きいと考える口
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