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論文内 容の要 t::. 
E!I 

poxvirus は増殖にあたり，細胞質内に 2 種類の封入体を形成するが，そのうち B型封入体と名づ

けられたものは，すべての pox 群ウイノレス感染細胞に共通して見出される口鍾光抗体法及び 3H-thy­

midine の autoradiography を用いて， この封入体が，ウイノレスの NP 抗原の限局部位であると

共に， ウイノレス DNA合成の場である事が証明された。本研究は，動物ウイノレス学に初めて dipping

a u toradiogra phy を導入し，銀粒子数計算による定量的研究により，牛痘ウイノレスの増殖を，封入体

の大きさと感染細胞のDNA合成との関係において追求しようとするものである。

〔方法並びに成績〕

ウイノレスの定量:

牛痘ウイノレス (LB red 株)が， Vero 細胞(猿腎細胞由来)に plaque を形成することを見出し，

発育鶏卵衆尿膜上の pock 法と plaque 法とを比較した結果，感度がほぼ等しい事を認めた。以後

の定量実験はすべて plaque 法によった。

ウイノレスの増殖実験:

FL細胞を培養管あたり 2 X 105 コの剖合に分散し ， 1096仔牛血清を合むLE培地で培養する。

2 日後に牛痘ウイノレスを 4 種類の MOI (13, 5, 1, 0.1) でそれぞれ感染させ 11時間吸着後，経時

的に材料を採り， plaque 法によるウイノレスの定量を行なうと共に，一部は材料採取前 1 時間， 3H-thy­

midine を含む培養液で培養し，採取した材料はメタノーノレ固定後更に 2% perchloric acid 40 C 40 

分処理し， dipping autoradiography を行なった。これを Giemsa 染色で観察し，感染細胞の形態

と銀粒子の分布並びに数量をしらべ，ウイルス増殖曲線と対比したQ

-181 ー



実験結果:

MOI13では，細胞は一般に高度の cell rounding 等の細胞障害性を示し，形態学的研究は困難で

あるG

MOI の如何を間わず，同じ大きさの封入体の出現のパターンはほぼ等しく， 封入体の大きさが，

細胞レベノレにおける感染の時間的過程と関連のある事が示された。 2μ 以下の封入体を持つ細胞は感

染後 2 時間で発現し， 6 時間で最も高い百分率を示し，更に 12時間後に第 2 の山が認められた。即ち

既に第 2 段の感染が始まっている事を示す。

B型封入体を大きさにより分類し，それぞれの封入体上の銀粒子数を計算して plot すると， 5 ,...._, 

10μ の封入体が最も銀粒子数が多く，同時に同一条件でしらべた正常細胞核又は封入体を持たない細

胞の核に認められる銀粒子数とその分布に近い。 DNA合成を行なっている核及び封入体につき，単

位面積あたり銀粒子数を換算すると，封入体における銀粒子密度が高い。即ち封入体の大きさはDN

A合成量に関係があり，最も激しい時は核のDNA量に匹敵し得る。

核の銀粒子数は感染の進行と共に減少するが，細胞を封入体の大きさ別に分類し，それぞれの細胞

核に一致する銀粒子数を計算すると，封入体を形成する細胞は，封入体の大きさに関係なく，核の銀

粒子数の著しい減少を認めた。即ち細胞核のDNA合成は，ウイノレス DNA合成の発現と共に抑制を

受ける。

〔総括〕

1) dipping autoradiography は， stripping autoradiography に比較して操作が容易であり，特

に染色効果が鮮明で，動物ウイノレス感染細胞の autoradiography の銀粒子数計算による比較定量を

可能にした。

2) 牛痘ウイノレスは Vero 細胞に plaque を形成し， ウイノレスの定量 lこ利用できる。その感度は

発育鶏卵の築尿膜の pock forming unit と同程度である。

3 )封入体の大きさは，細胞レベルにおける感染の過程を示し，封入体ω発現即ちウイノレスの DN

A合成の初期は，感染後 2 H与問で認められる也

4) 従来 MOI を 1 以上にして得られた増殖曲線から， 1 段増殖と芯えられていた状態も，封入体

を指肢として分析すると感染の phase において非常な heterogeneity のある事が示された口

5) B型封入体の大きさは，ウイノレス DNA合成量と関係があり， 5 --10μ の封入体が単位時間あ

たり最も激しい DNA 合成を営む事，又その強さは対照の正常細胞核又は封入体形成を示していな

い細胞核の DNA 合成量に匹敵する事を見出した。 DNA 合成量を単位面積あたりに換算すると，

封入体は核 lこ数倍する高密度の DNA 合成を示し，特に 2μ 以下の封入体において著明である口

6 )感染細胞の核 DNA 合成は，ウイノレ・ DNA 合成の発現と共に不;連続に著しい抑制を叉け，

細胞レベノレにおけるウイノレスの増殖と，細胞増殖の共存は認められない。

-182 ー



論文の審査結果の要旨

ポックスウイノレスは，増殖にあたり細胞質内に B型封入体を形成する。加藤らは，盤光抗体法及び

3H-thymidine のオートラジオグラフイーを用いて， この封入体がウイノレス NP抗原の限局部位であ

ると共にウイノレス DNA合成の場である事を証明した。 著者は， 動物ウイノレス学に初めて dipping 

autoradiography を導入し，その安定した後染色性を利用し牛痘ウイノレスの B型封入体のDNA合成

に関して銀粒子数計算による定量的研究を可能にした。又著者は， 牛痘ウイノレスが Vero 細胞(猿

腎細胞由来)に plaque を形成する事を見出し， このウイノレスの定量を安定化した。これらの自ら確

立した方法を用いて著者は牛痘ウイノレス-FL細胞の相互関係を研究し以下の事実を明らかにした。

1) B型封入体の大きさは，細胞レベノレにおけるウイノレス感染の時間的過程を示し，初期は 2 時間

で認められる。

2 )感染性ウイノレスの上昇は， B型封入体曲線と一致する。

3) B型封入体の大きさは，ウイノレス DNA合成量と関係があり， 5 --10μ の封入体が単位時間あ

たり最も激しい DNA合成を営みその強さは，対照の正常細胞核に匹敵する。 DNA合成量を単位面

積あたりに換算すると封入体は核に数倍する高密度のDNA合成を示し， 4寺 lこ 2μ 以下の封入体にお

いて著明である。

4) 感染細胞の核DNA合成は，ウイノレス DNA合成の発現と共に不連続に著しい抑制を受け細胞

レベノレにおけるウイノレスの増殖と，細胞増殖の共存は，認められない。

以上の研究結果は， B型封入体がウイノレス増殖部位であるばかりでなく， ウイノレス感染の経過と D

NA合成の量的な指標である事を示したもので，ウイルス増殖機構の研究上重要な知見である口又ウ

イノレス増殖を示す細胞が決して分裂増殖し得ない事を証明しウイルス炎症論の基本的解析に貢献した

ものであると考える D
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