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 論文内容'要旨

 〔研究目的〕

 HeLa-S5細胞からク・一ン化して裾られたS5丁細胞は,その増殖にセリンを要求する。ま

 たS5丁細胞におけるNewca8t■edi8eaGevirus(以下NDV)の増殖もやはリセリン

 を要求する。一方ポリオウイルスの増殖にはこのようなセリン要求性がみられないことからウこの

 現象偉NDVに特異的と考えられる。この論文ではNDV増殖過程に澄けるセリン要求段階及びそ

 の役割を検討した。

 〔材料と方法〕

 実験に用いた組織培養細胞はHeLa-S5をクローン化して得たS3丁細胞の継代株で,培養液

 としては10%牛血清加YLE(0.4%Yeastex七ract及び0、5%'Lac七a工bumin

 hydrOly8ateを0.45%のglu.co8eを含むEarle氏液に添加したもの)を使用した。

 NDVの感染には通常血清なしの了しEを用い,必要に応じてEagleの基礎培地(Eaglet8

 MEM)を使用した。NDVとポリオウイルス感染価測定はそれぞれ鶏胎児細胞,s5丁細胞を用

 いたプラーク法で測定した。

 〔実験結果〕

 10%牛血清加YLEで継代しているS5丁細胞をセリンを含んでいないところのEagle18

 MEMで培養すると細胞増殖は全くみられぬが,これにりmMのセリンを添加すると10%牛血清加

 YLEで培養した時と同程度の細胞増殖がみられる。YLEを用いた場合のS5丁細胞に蔚ける

 NI)V増殖過程をみるに,感染価は4時間の■agPhaseの後に急激に対数的に増加し8時間で

 極値に達する。YLEの代りにセリンを含まぬMEMを用いた場合は,赤血球凝集素(HA)及び

 感染性ウイルスの増加は全くみられない。感染初期にこの系にセリン(1mM)を添加した場合には

 NDVはYLEを用いた場合と同様の経過で増殖する。一方s5丁細胞に沿けるポリオウイルスの

 増殖はMEMを用いた場合とYLEを用いた場合とで違いがみられないことから,NDV増殖の除

 のセリン要求性はNDVに特異的な現象と考えられる。次にMEMを用いてNDVをS5Tに灘1

 させ,感染後種々の時間にセリンを添加することにより,NDV増殖のどの過程にセリンが要求さ

 れるかを検討した。その結果,セリン要求性の立場からNDV増殖過程を5つの段階に分けられた。

 感染後2時間以内にセリンを添加した場合には,ウイルス増殖過程は正常の場合と変りがない。蓑ll

 'ら感染2時間迄の過程はセリン非要求性である(第1段階)。次に感染後4時間日にセリンを添方詫

 た場合にはlagpha8eの2時間延長がみられ以後の過程は正常と同様に進展する。しかし4聴

 聞以後に与えた場合にはこの■agPhaseの延長は次第に短縮され,感染後8時間日に与えた∫善
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 合には直ちにウイルスの増殖が開始する。即ち正常感染時にみられるlagPha3e後半の2～4

 時間迄の過程はセリン存在下では2時間で終了するが,セリン非存在下では6時間を必要とする比

 較的セリン要求性の時期である(第2段階)。しかしこの段階迄進んでもなおセリンを添加しなけ

 れば感染価の立ち上りは見られない。即ち感染価の対数的増殖過程の開始は外から与えられセリン

 に依存している(第5段階)。第5段階の過程の途中でセリンを除くとそれ以後の成熟ウイルスの・

 産生は低下する。つ玄り対数的にウイルスが増殖している時期においてもセリン要求性反応は進ん

 でいる。次にセリン非存在下にウイルス特異R餌Aの合成及びウイルス抗原の合成を調べた。.アク

 チノマイシンD(2μg/釦1)添加により宿主RNAの合成を抑えた条件でセリン非存在下にND▽

 を感染させ,5H-Uridineの酸不溶性分画へのと当込みでウイルス特異RNAの合成を調べた

 ところ,NDV特異的RNAの合成はセリン添加時と同程度に起こることがわかった。さらに螢光

 抗体法で見るかぎりNDV特異的抗原合成もセリン非存在の条件でセリン添方'醗ど庵搬に見られる。.

 〔考按〕

 NDV増殖の過程をセリン要求性の立場から5つに分けられ得る。即ち第1段階;感染後0～2

 時間迄のセリン非要求性の過程,第2段階;感染後2～4時間迄のセリン比較的要求性の過程及び

 第5段階;感染4時間以後のセリン要求性の過程である。こ¢)うち第2段階はセリン存在下では2

 時間で終了するが,非存在では約6時間を必要とする。この過程はセリン非存在下にS3丁細胞内

 で少量ずつ供給されるセリンによってまか左われるが,第5段階の対数的増加の過程は細胞内のセ

 リン供給のみでは懐かない得ないと考えられる。また第5段階の過程を維持するためには絶えず細

 胞外からのセリン供給を必要とする。しかしながらこの盈DV増殖に於けるセリン要求性の過程が

 宿主細胞の遺伝子またはウイルス遺伝子のどちらの支配下にあるのか,嘘た既に述べた生物学的に

 異なったゼ'.リ.ン要求性の過程がそれぞれ生化学的に異なった反応に基づくのかは不明である。セリ

 ン非存在下にはNDVのHAが産生されないことから,セリンがHAペプチッドの合成に用いられ

 る可能性は考えられる。楼たNDV増殖におけるセリン要求性過程はアクチダイオンの存在下で抑

 制されることも・'セリンが蛋白素材の一つとして利用されている可能性を示している。一方セリン

 非存在下にも或る種の抗原合成が螢光抗体法で見る限り殆んど正常程度に行われていることは,セ『

 リンが蛋白以外の反応に利用されていることを示唆する。事実脂質を含むセンダイウイルスや

 Ve8icularstolna七i七i8virusがNDVと同様セリン非存在下で増殖せず,脂質を含

 まぬポリオウイルスは増殖し得るということはセリンが代謝面で成る種のウイルスに必要な脂質の

 前駆物質として利用される可能性を除外することはできない。

 〔結論〕

 コ,実験に用いたs5丁細胞はその増殖にセリンを要求する。

 2.S5丁細胞に蔚けるNDVの増殖もセリンを要求しその要求性からNI)Vの増殖過程を次の5

 段階に分けることが出来た。第1段階;感染後0～2時間のセリン非要求過程。第2段階;感染

 後2～4時間の比較的セリン要求性の過程。第5段階;感染4時間以後の絶対白勺セリン要求過程。

 5,NDV増殖に髪求されるセリンの役割について考按した。

 一ig6一



 審査結果の要旨

 HeLa-S5細胞よリク・一ン化して得られたS5丁細胞は,ぞの増殖に不必須アミノ酸の一

 種であるセリンを要求する。またこのS5丁細胞1{むける皿ewcas七!eDiseaεeVirU8

 (NDV)の増殖も,セリンを添加しなけ'ればみられない。しかしポリオウイルスの増殖にはこ

 のようなセリン要求性かみられないことから,こ二う現象はM〕vに特異的と考えられる。

 本蘇究はNDV増殖に於けるセリンの作用板紙を明らかにすることを目的としている。

 YLE液で増殖させたs5丁細胞の培養液をセリンを含有しないEagle's玉肌Mに置換し,

 これにNDVを感染させ,感染後一定の時間を経てセリノを添加し,その後のNDVの増殖を

 PlaqU・eassayによる感染価測定により観察したものである。その結果よりNDV増殖過程

 を5段階に分けている。即ち感染後2時間迄のセリン非要求性の第1段階,感染後2-4時間の

 比較的セリン要求性の第2段階,感染4時間以後の絶対的セリン・要求過程の第5段階である。

 第1段1著はセリン存在,非存在にかかわらず同様に進行するが,第2段階¢)2時間を進むのにセ

 リン非存在下では6時間を要している。この第2段階はセリン非存在下にお・いて,細胞内で少し

 づつ供給されるセリンでまかなわれていると考えられる。し.かし第5段階の対数的増殖過程の立

 ち上りは外からセリン添加を行なわ老いと観察ざれないので,NDVの対数的増殖過程のために

 は細胞外から4)セリン供給を必要とナるとしている。

 次にセリン非存在下に,NDv感染後のウイル・ス特異RNAの合成及びウイルス特異抗原の合

 成を調べたところ,両者共セリン添加時と同程度に合成されていることを認めている。

 以上の結果よリセリンがNDV増殖にかいて、単参る蛋白素材として利用されるのか,又はそ

 の代謝産物が利用されるのか不明であるが,NDV増確過程にセリン依存性の差による3段階が

 あり,セリンはRNA合成後」)過程て最も必要度が高いことが明らかにされたもので,ウイルス

 増殖機転について示唆するところが大きい。よって学位授与に1直するものと認める。
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