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〔目的〕

ポックスウイ Jレス感染細胞は細胞質、B 、型封入体においてウイノレス DNA 合成が発現することが

加藤らにより明らかにされ，ウイノレス DNA 合成と細胞核 DNA 合成の関係を追求する上に好適な系

となっている。更に加藤らは，この系につきポックスウイノレスの増殖を示す細胞の核 DNA 合成が抑

制を受けることを認めている。この現象の細胞周期との関係，又細胞周期がウイノレス増殖に及ぼす影

響を調べるために，過剰 thymidine (Tdr) の 2 回処理法による同調培養細胞とポックスウイノレスの

系を用いて研究した。

〔方法〉

1 )培養細胞の同調。 Bootsma (1964) によって開発された過剰 Tdr を 2 回細胞に作用させる

方法を用いた。c10ning を行なった FL 細胞を過剰 Tdr (0.625mgjml) を含む培地で20時間培養し，

Tdr 除去後更に20時間培養した後，第 2 回の過剰 Tdr 処理を行なった。 2 回目の Tdr 除去後，各

2 時間ごとにレイトン管より細胞を取り出した。 取り出す前 1 時間ば 3H-Tdr (lμcjml) で pulse

label し 7こ。

2) ウイノレス感染。 使用したポックスウイ jレスは， 牛痘ウイノレス (LBred ‘A、 v-) とエクトロ

メリヤウイノレス (Hampsted ‘A、 v+) である。 Tdr 除去後 2 時間のづれでウイノレスを細胞に moi 10 

-5 で感染させ感染後 7 時間又は 9 時間に細胞を取り出した。取り出す前 1 時間は 3H-Tdr (lμcjml) 

で pulse label した。又採取材料の 1 部で産生ウイノレス量を測定した。

3) autoradiography (AR) 。 採取した細胞標本は全てメタノーjレ固定後， 2%過塩素酸処理し

て Kodak NTB2 による dipping AR を行なった。露出時間は 3 日間。 後染色には，ギムザ染色を

用いた。
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〔成績〕

(A) FL 細胞の同調実験。 同調 FL 細胞(非感染)は Tdr 除去後 4""6 時間自には90%以上

の細胞が核 DNA 合成を示し， 10時間頃より急速に核 DNA 合成を示す細胞は減少し， 20時間では 5

%以下になった。 mitotic index はTdr 除去後11.......15時間自に15-20%に達した。

(B) 同調 FL 細胞の感染実験。 同調後の各点で牛痘ウイノレスを感染させ，更に 7 時間後に標本

をとった実験結果を例にして述べる。

1 )ウイノレス DNA 合成を示す細胞の核 DNA 合成の同調。 各時点、の標本につき， 、B 、型封入

体含有細胞(、B 、細胞)の百分率，、B 、細胞にして核が label されているもの，ミB、を持たない

細胞にして核が label されているものの百分率，更に向調細胞の非感染実験における核が label され

ているものの百分率をそれぞれとって plot し，それらの推移を比較した。この場合，核あたり 10 コ

以上の銀粒子数を持つものを label された核として計算した。細胞同調の何れの点を見ても、B、細

胞の百分率は，略ぼ一定値を示して著しい変動を認め難い。然し label された核の百分率の推移は，

、 B" の有無に無関係に非感染同調細胞のものと一致している。即ち細胞核 DNA 合成の周期は，ウ

イルス DNA 合成を示す細胞の百分率に著しい影響を与えない。又ウイノレス DNA 合成を示す細胞

ば，その細胞の生理的な S 期に一致して核 DNA 合成を営むことがわかる。

2) ウイノレス DNA 合成を示す細胞の核 DNA 合成の抑制。 乙の S 期に発現する DNA 合成の量

的な関係を調べるため上述の標本につき核あたり 50コ以上の銀粒子数を持つものを label された核と

して同様の百分率曲線を取ると共に，核 DNA 合成細胞の百分率の最も高い標本につ色 、 B 、細胞

と、B 、を持たない細胞の核上の銀粒子数を計算して比較すると， ミ B 、細胞の核 DNA 合成は明瞭

な抑制を受けていることがわかった。上述の実験結果は，エクトロメリヤウイノレスを用いた場合にも

全く同様である。

3) 納胞核 DNA 合成周期のウイノレス増殖に及ぼす影響。 同調後の各点で，牛痘ウイノレスを感染

させ更に 9 時間後に採取した標本につきウイノレス感染価を測定した。感染価は， 何れも 3.2-5.8x

106 pfujml を示し， 、 B 、細胞の出現率とともに著しい変動を示さない。即ち細胞核 DNA 合成周期

は， ウイノレスの増殖に著しい影響を示さない。

4) 核分裂像とウイノレス DNA 合成を示す細胞。 mitotic index は感染群では著しい低値を示し，

感染細胞は大部分M期に入り難い乙とが考えられる。然し 1 部に核分裂像を示す細胞にして封入体を

持つものがあり，勿も封入休は DNA 合成を示した。

〔総括〕

1 )ポックスウイノレス感染細胞は， ウイノレス DNA 合成を営みつつその細胞の S 期に一致する核

DNA 合成を同時に営む。 然しその核 DNA 合成は量的に抑制を受けている。

2) ウイノレス感染にあたり，細胞の核 DNA 合成の周期は， ウイノレス封入体形成とともに感染性ウ

イルスの産生に著しい影響を与えない。

3) 核分裂像を示す細胞にして，封入体形成とともにその DNA 合成活性を示すものを観察した。
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論文の審査結果の要旨

著者は， 動物細胞の同調に最も好適な方法として過剰 thymidine 2 回処理法を初めて動物ウイノレ

ス研究の分野に導入し，宿主細胞核の DNA 合成と，細胞質に於けるポックスウイノレス DNA 合成の

関係を研究した結果， 1) ウイ lレス感染は，細胞のG期， S Jt!l を通じて同様に成立すると共に，ウイ

ノレス封入体の形成，並びに，感染性ウイノレスの形成に，殆ど影響を与えない。 2) ウイ Jレス DNA 合

成を示す細胞は，核 DNA 合成の抑制が認められるが，決してその停止ではなく，その細胞の生理的

S 期に一致する核 DNA 合成を示す。

従来ウイ Jレス核酸合成と細胞周期との関係を細胞レベソレで明確に把握した例が無く，動物ウイノレス

学上重要な知見をもたらした論文と考える。
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