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水痘ウィルス (VZV)により Bi ochemi cal t ransformされた細胞中

のウィルス関連抗原の解析

(王査)
論文審査委員 教授高橋理明

(副査)
教授松代愛三 教授加藤四郎

論文内容の要旨

(目的)

ヘルベスウィノレスに属する vzvは初感染時には水痘を発症せしめ，その後知覚神経節に潜伏し加令

などの免疫力低下により再活性化されて帯状庖疹をおこすことが知られている。しかし，潜伏化や活性

化の機構は明らかではない。その原因の 1 つは未だ人間のモデノレとしての動物実験系が確立されていな

い点にある。 vzv にはウィルス特異チミジンキナーゼ( tk )が存在することが知られているので私達

はまず in vitroでのウィルスの潜伏感染系をうる目的で、マウス Ltk- (チミジンキナーゼ欠如L 細胞)

l� VZV を感染させ，選択培地で培養することで VZV の DNA が安定に細胞中に存在する系を確立し

た。そこで私はその細胞中にはどのような VZV 関連抗原が発現され 又培養条件を変化さす乙とでそ

の発現がどのように変化するかをしらべる目的で実験を試みた。

(方法及び成績)

1.用いた細胞は vzv の岡株及び河口株で生化学的に transform させた L (0) cl 3 , 

L(K) cl 1 であり乙れらは選択培地 (HAT) で培養された。又 L(O) cl 3 の非選択培地で培養された

細胞も同時に用いた。乙れらの細胞を対照細胞の Ltk- 細胞と共に〔おSJ メチオニンで 4 時間ラベル

した後に RIPA buffer で溶解し超遠心の後上清を抗 VZV 抗体(アフリカミドリ猿に頻回 VZV を

免疫する乙とにより作製した)と反応させ，免疫沈降の後 SDS -ポリアクリルアミド電気泳動法

(PAGE)にて分析を行った。その結果 L(O)cl 3 lé は分子量 135K ， 48K , 44K , 35Kの 4種のタンパ

クが見出されたが非選択培地培養細胞においてはこれらのタンパクはいずれもわずかしか見出されなか

った。 L(K)cll IC は 44Kのタンパクは見い出されなかった。乙のうち35K タンパクが最も強く現れる
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抗原で、あった。又 vzv のは欠知ウィルスを感染させた細胞中にはこの35K タンパクが誘導されなか

った。

2. つづいて上記の細胞を( 32pJ で一夜ラベルし同様の方法で分析を行った結果， 5 種のタンパク( 180K , 

81 K, 48 K, 44 K, 37 K) が見出された。再び L(K) cl 1 &L:は， 44 K タンパクは見出されず，又 L(O)

cl 3 でも非選択培地培養細胞においてはすべてのタンパクの発現が低かった。以上の結果より少な

くとも 7 種のウィルス関連抗原が細胞中に見出された。

3. 上記のように SDS -PAGE 上では培養条件でウィルス関連抗原の発現に差がある乙とが判明した

がつづ、いてウィルス特異tkの発現を検索した。方法としてLtk- ，選択培地培養 L(0)c13 ，非選択培地

培養 L(O)cl3細胞を採取し細胞破砕の後遠心しその上清を酵素原としてい4CJ チミジンのリン酸化を

をDEAEーセルロース上で検索した結果， L(0)cl3 を非選択培地で培養した場合のtk活性は選択培地

での培養細胞の 1/3 ぐらいに低下していた。

(総括)

1. VZV により biochemical transf orm されたL (0) cl 3 ，及びL (K)cl 1 を( 35 S J メチオニン及び

( 32pJ でラベルし，細胞 extract を抗 vzv血清と反応させ免疫沈降後 SDS -PAGEで分析を行うと

7 種のウィルス関連抗原が見出された。そのうち35K は特に強く認められ， 乙の35Kタンパクはtkー

ウィルス感染細胞中に見出されなかった乙とより，乙のタンパクはウィノレス特異 tk と思われる。

2. 乙の biochemical transform細胞は培地の条件で'tk 活性及び，その他のタンパクの発現も変化して

くる乙とより m VIVO の潜伏感染系でもこのように外的条件の変化で潜伏感染ウィルスの抗原発現も

変化する乙とが示唆される。

3. 以上のことより今後，細胞中のウィルス DNA の存在様式の解析を進めていくことにより私達の系

は，ウィルス潜伏感染の機構を知る手がかりとなりうると思われる。

論文の審査結果の要首

水痘ウィルス( VZV) は人に潜伏感染をお乙し種々の誘因で再活性化されて帯状庖疹となることが

知られているがその機構は解明されていない。本研究はその解明を目ざし in vitro での vzv の持続感

染系を得，細胞中 iと発現しているウィルス特異蛋白をしらべたものである。方法としては vzv をマウ

スの L (TK-) 細胞に感染させ vzv の TK (チミジンキナーゼ)をマーカーとしていわゆる biochemical

transf orma tin をお乙させる乙とに成功し更に transform した種々の細胞クローン中に 5 種のリン酸化

タンパクを含む 7 種のウィルス特異タンパクを見出した。今後乙の系は in vivo における潜伏感染及び

再活性化の機構を解明する上で大いに役立つものと思われる。

-154 ー




