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学位論文題目 水痘帯状癒疹ウイルス (Vz V)により biochemicaltransform 

させたマウス細胞中のウイルス DNA，RNA，タンパクの解析
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(冨IJ査)
教授加藤四郎 教授羽倉 明

論文内容の要旨

[目 的]

VZVは一般に小児期に感染しその後ウイルスは体内の神経細胞に潜伏し，免疫機能の低下や加齢に

より再活性化され帯状癌疹となることが知られている。しかしその潜伏感染や再活性化の機構は未だ解

明されていない。一方invitroではVZVはヒトの細胞に感染させると細胞を破壊し完全増殖をするが，

マウスの細胞では不完全増殖をする。私共の研究室ではさきにVZVをマウス L細胞チミジンキナーゼ

欠如 (LTK-)細胞に感染させ，いわゆる biochemicaltransform細胞を得ているがその細胞中での

ウイルスDNA，RNA及びタンパクの発現の解析を行いInvJtroにおけるVZVの潜伏状態の解明を

目ざした。

[方 法]

1 )ウイルス及び細胞 VZV はOka及びKawaguchi株が用い，ウイルスの増殖にはヒ ト胎児繊維芽

細胞 (HE F)を用いた。又7 ウス細胞 (LT K-)をVZVでbiochemicaltransf ormさせた細胞

uαcl 3， 13， 33， cJ(附cl1，2， 3を用いた。

2) VZV-DNAのクローニング VZV (Oka株)のDNAをウイルス粒子より精製しSstl，Hind 

Eで切断しPU C12にてクローニングを行った。又クローニングされたSstlのG断片を更にAcclで

切断しDNAL断片のクローニングを行った (pkA-5 H)。

3)細胞DNAの調整 biochemical transf orm細胞を集めて洗浄後 SD S， P ronase Kを加えて溶

解した。更にフェノ-)レ+クロロフォノレム液で処理しイソプロパノーJレを加えてDNAを沈澱させた。

4) Southern blot 細胞より抽出したDNAをBamH1及びBglIIで切断し0.5%agarose中で泳動さ
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せ，ニトロセルロースにtransferしてinvitroでnicktransla teさせたウイルスDNAと反応させた。

5) Northern blot : biochemical transformさせた LTK+細胞をGuanidine/CsClを加えて細胞を

溶解し更にエタノーlレでRNAを沈澱させ精製し1.5%agarose中で泳動し更にニトロセルロースに

transferして材料とした。

6 )ウイルスタンパクの解析:LTK+細胞及び感染HEF細胞を35Sーメチオニンでラベルしdetergent

にて溶解後VZVの糖タンパクに対するモノクローン抗体 (McAb)で免疫沈澱させ更に SDSーポ

リアクリルアミド電気泳動 (SDS-PAGE)にて解析した。

7 )蛍光抗体法 :LTK+細胞をVZV-McAbを用いて間接法にて染色した。

[成績]

1 )マウス細胞中のウイルスDNAの検索:6種のLTK+細胞のDNAをBgillにて切断しウイルス D

NAとSouthernblotを行った結果いずれのbiochemicaltransform細胞にもウイルス感染HEF細

胞中よりのDNA切断パターンと同様のパターンが見いだされた。

2)マウス L(O)cl3細胞中のRNAを抽出しNorthernblot LPst一C，Hind ill-D及びpKA-5 H D 

NAクローンとのhybridizeさせた結果Pst-Cとは 4種の， Hind ill -Dとは 3種の， pKA-5 H 

(VZVのgplをコードしている)とは 2層のRNAが反応した。いずれの RNAもVZV感染HE

F細胞中にも見いだされた。

3) L(O)cl3細胞とgp1， II， lVと反応するMcAbと反応させ蛍光抗体法で抗原の有無を検索した結果

gp 1のMcAbのみが反応した。

4) L(O)cl3を358ーメチオニンでラベルし抗gp1 McAbと反応させSDS-PAGEにて分析した結果

分子量83-94，000の抗原と反応した。

[総括]

1) V ZVでbiochemicaltransformしたマウス細胞中にはVZV-DNAがほぼ完全な形で存在した。

2 )クローニングされたVZV-DNAを用いてマウス細胞よりのRNAとNorthern blottingを行っ

た結果ウイルス感染HEF細胞よりのRNAと同じ分子量のRNAが見いだされた。

3) 3-4%の細胞がVZV-糖タンパク gp1を発現していることが蛍光抗体及びSDS-PAGE

にて見いだされた。

以上の結果より VZVはマウス細胞ではabortiveな感染をおこし， biochemical transform細胞で、は

ウイルスDNA，RNAはlyticな感染とほぼ同様に見いだされるが，ウイルスタンパクは完全には発現

されていないことが判明した。このVZV感染系はVZVの潜伏感染の機構をinvitroレベルで解析す

るための有用な系となりうる可能性がある O

論文の審査結果の要旨

(1) V Z Vで、biochemicaltransformしたマウス細胞中にはVZV-DNAがほぼ完全な形で存在した。
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(2) クローニングされたVZV-DNAを用いてマウス細胞よりのRNAとNorthernblottingを行つ

た結果ウイルス感染細胞よりのRNAと同じ分子量のRNAが見出された。

(3) 3 --4 %の細胞がVZV一糖タンパク gp1を発現していることが蛍光抗体法及びSDS-PAG

Eにて見出された。

以上の結果より VZVはマウス細胞ではabortiveな感染をおこしbiochemicaltransf orm細胞で、は

ウイルスDNA，RNA はlyticな感染とほぼ同様に見出されるが，ウイルスタンパクは完全には発現さ

れていないことが判明した。このVZV感染系はVZVの潜伏感染の機構をinvitroレベルで解析する

ための有用な系となりうる可能性がある O
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