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論文内容の要旨

( (目的〕

非腫虜原性DNA型ウイルスである pox group 及び herpes group のウイルスは、感染後すみやかに細

胞DNAの合成を阻害するが、腫虜原性DNA型ウイルスである SV40 、 polyoma， adeno 12型ウイルスが

細胞に感染した場合には、 lytic infectionでも abortive infection で、も、細胞DNAの合成を induceす

ることが報告されている。これ等の結果は、細胞DNA を induce する能力が腫蕩ウイルスに共通する

特徴的な性質であることを示唆 L ている o adenovirus group の中で、 adeno 5 型はこれまで非腫蕩

原性とされ、又種々の感染細胞で細胞DNAの合成を阻止することが報告されている。 adeno 5 型ウ

イルスが感染細胞で細胞DNA合成を induce する能力を全く有していないかどうかを明かにすること

は、このウイルスの潜在腫蕩原性を論ずる上で重要な問題と考えられる。私は細胞DNA合成阻害剤

の存在又は不在下に種々の細胞にこのウイルスを感染させ、細胞DNA合成がinduce されるかどうか

を精細に調べた。

〔方法および成績〕

Ad 5 を人胎児腎 (HEK) 、肺 (HEL) 、ハムスター腎 (HamK) 培養細胞に感染させ、ウイルスの増

殖、 3H- thymidine の DNAへの取り込み及びその DNAの性質を、 membrane filter による DNA-DNA

hybridization法を用いて調べた。

1. 感染細胞を一定時間毎に所定濃度の 3H-dT を含む培養液で incubate した。所定の時刻に細胞を S­

SC で洗い、 DNA を pronase ， SDS，フエノール法で抽出し、そこに含まれる 3H-DNAの量、性質

についてホ食言すした。

2. 細胞及びウイルスの DNA を抽出し、 RNA を除去し、 100
0

C で10分間加熱後急冷することにより、

1 本鎖DNA とし、 これを membrane filter (Millipore )に乾燥固定した。 一方 3H-DNA は超音
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波処理、加熱急冷処理によって細片とし、その一定量を、 membrane に固定させた細胞又はウイル

ス DNA上に加えることにより hybridize させた。 60
0

C 、 24時間で anneal された 3H-DNA の量はシ

ンチレーションカウンターで計測した。

3. 細胞自体の scheduled DNA合成を阻止するために FU (13μg/m.e)と thymidine (0.5μg/m.e)を培

養液に添加した場合及び感染、非感染両細胞での酸可溶性分画の放射能比活性が出来る限り一定に

なるよう HAG (1 x 10-5 M aminopterine , 1 X 10-4 M hypoxanthine , 1 ぶ 10-5M glyc~ne) を加え

て細胞の endogenous な合成を阻止した場合についても感染によって細胞DNAに取り込まれる3H-dT

が増加するかどうかを調べた。

成績

1. HEK , HEL , HarnK に Ad5 を感染させると、感染細胞に取り込まれる 3H-dT の量は、いずれの系

でも 16時間頃から急速に増加し始めた。感染による DNA合成の誘導は、 HEKでは32時間まで、

HamKでは43時間以上、又HELでは112時間以上にわたって観察された。

2. 感染後新たに合成された 3H-DNAの性質を調べたところ、ウイルス DNAの合成は各系共感染後

16時間頃から始まり、 24~32時間でピークに達した。細胞DNAの誘導も 16~20時間でピークに達し

たが、その持続期間は細胞系により明かに異っていた。 HEKでは初期の 1 時期に誘導されるにすぎ

ないがHamKで、は28時間頃までに除々に低下しながら持続し、 32時間以降抑制された。又 HEL で

は100時間以上の持続が観察された。一方 CPE の発現は、 HEK， HamK , HEL の順に早くみられた。

3. FU処理した細胞に Ad 5 を感染させた場合も、 HAG処理した細胞に Ad 5 を感染させた場合も、

細胞DNA に取り込まれる 3H-dT の量は対照に比べ増加した。即ち、 FU処理により、 DNA に取り

込まれる 3H-dT の量は非感染細胞では完全に阻止されたが、感染細胞ではかなりの量に達し、感染

初期ではその大部分が細胞性であった。又 HAG の存在、不在にかかわらず、感染細胞に於て初期に

細胞DNA に取り込まれる 3H-dT の量は、非感染細胞に於るそれの約 3 倍に達した。

〔総括〕

人胎児腎、肺、ハムスター腎細胞に Ad 5が感染すると、ウイルスの増殖に先立つて、細胞DNA の

合成が誘導されることが種々の薬剤を使った実験によって確認された。 DNA誘導の持続期間は細胞に

よって異り、 Ad 5感染細胞の場合、 HEK， HamK , HEL の順に長かった。細胞DNA が感染によって

誘導されるメカニズムは不明で、あるが、その誘導期間がCPE発現の時期に重要な関連のあることが示

唆された。 Ad12その他ほとんど全ての DNA型腫蕩ウイルスが、その完全増殖系を問わず、感染によ

って細胞DNAの合成を誘導することから、 Ad 5 も本質的には、腫蕩化の potency を有するものと考

えられる。

論文の審査結果の要旨

アデノ 5 型ウイルス感染細胞に於て、ウイルス感染後新たに細胞DNA合成が誘導されることを、 D­

NA 合成阻害剤の存在下、初代培養細胞(人胎児肺、腎、ハムスター腎)を用いて認めている。即ち 5

FU を用い、細胞自体の scheduled DNA合成を極度に抑制しておいて、ウイルスを感染させた時、初
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期に合成される DNA は大部分が細胞性DNAであること、及びHAGT (hypoxanthine , aminopterin, 

glycine , thymidine) を用い細胞の endogenous な DNA 合成を限止しておいて 3H-thymidine を取り込

ませ、酸可溶性分画の放射能比活性を、感染、非感染の両細胞で出来るだけ一定にした条件でも、細

胞DNAへの 3H- thymidine のとり込みが感染細胞では非感染細胞の場合の約 3 倍に達したことを示し

ている。

従来、アデノ 5 型ウイルスはハムスターに対し非腫蕩原性とされてきているが、アデノ 12型ウイル

スその他殆ど全ての DNA型腫蕩ウイルスが、その完全増殖系、不完全増殖を問わず、感染によって細

胞の DNA合成を誘導することから、アデノ 5 型ウイルスも本質的には腫蕩化の potency を有すること

が考えられる。
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