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序 論

Baltimore(1)及 びTemin & Mizutani(2)に よ っ

て,1970年 に それ ぞれ 独 立 に,二 種 のRNA型 腫 瘍

ウイ ル スのvirion中 に, DNAポ リメ ラ ーゼ活 性 が

存 在 す る こ とが,見 出 され,し か も,そ の反 応 が,

ウ イ ル スRNAを 鋳 型 に した. RNA依 存DNAポ リ

メ ラ ー ゼ(Reverse transcriptase,逆 転 写 酵 素)

に よ る もの で あ る こ とが確 認 され た.そ の後,他 の

RNA型 腫 瘍 ウイルス に も逆 転 写 酵 素 活性 が存 在 す る

こ とが認 め られ(3, 4, 5, 6, 7)さ らにvirion

中 に は,DNA依 存DNAポ リメ ラ ーゼ 活性 も存 在 す

る こ とが 明 き らか に な っ た(7, 8, 9).

一 方
, Hill & Hillova(10)はPrague株 の ラ ウス肉

腫 ウ イル ス(PRーRSV)で トランスフ ォームした ラッ ト

細 胞(XC細 胞)か らDNAを 分 離 し,鶏 胎 線維 芽

細 胞(CEF)に 感 染(DNAト ラ ンス フ ェ クシ ョン)

させ る こ とに よ り, CEFが トラ ン ス フ ォー ムす る と

同時 に,こ のCEFか らPR-RSVそ の ものが 回収

され る こ と を見 出 した.即 ち, XC細 胞 のDNA中 に

は, PR-RSVの 完 全 な プ ロウ イ ル スDNAが 組 込 ま

れ て い た こ とが示 され た。

一 般 に , RNA型 腫 瘍 ウ イ ル ス は,感 受性 細 胞 に感

染 す れ ば,そ の ウ イ ル ス ゲ ノ ムで あ るRNAは,

 virion中 に存 在 す る逆 転 写 酵 素 に よ り,プ ロウ ィル

スDNAに 逆 転 写 され,DNA依 存DNAポ リメラー ゼ

によ り二 重 鎮DNAと な り,最 終 的 に,宿 主 細 胞 染色

体DNA中 に組 込 まれ,安 定 化 され る.こ の プ ロ ゥ

イル スDNAが 宿 主 細 胞 の どの 部 位 で 合 成 され るか

一 細 胞質 か,核 か一 に 関 して は, Hatanaka et

 al. (11), Kakefuda et al. (12)及びDales & Hanafusa

(13)の間で 互 い に 相 反す る結 果 が 報 告 され て い る.

本研 究 に お いて,ト リ肉 腫 ウ イル ス の プ ロウ イ ル

スDNAの 合 成 が,宿 主 細 胞 の どの部 位 で行 な われ

るか を検 索 す るた め に, Prescott et al. (14)に よ

り見 出 され た, cytochalasin B存 在下 で遠 心 操 作

を行 な う方 法 に よ って, CEFをenucleate(脱 核)

し,そ の脱 核 したCEF(cytoplast)にB77株 の ト

リ肉 腫 ウ イ ル ス(B77-ASV)を 感 染 させ た。 その

結 果,プ ロウ イル スDNAは, CEFのcytoplast

内 で,核 の 直接 的 作 用 な く合 成 され 得 る こ と,し か

も,そ のDNA合 成 が,逆 転 写 酵 素 の 特 異 的 阻 害剤 に

よ り阻止 され る こ と を,オ ー トラ ジオ グ ラフ ィー で

確 認 した の で報 告 す る.

材 料 と 方 法

(1) 細 胞

財 団 法人 阪 大 微 生 物 病 研 究 会 観 音 寺 研 究所 よ り供

与 され たspecific pathogen free, ALV-gs(一),

 C/BEの 受 精鶏 卵 を, 11日 間 艀 化 させ た 胎児 か ら,

ト リプシ ン処 理 に よ って 得 た 鶏 胎 線維 芽 細胞(CEF)

をprimary cultureし た. growth mediumと して

は, 10%仔 牛血 清, 10% triptose phosphate broth

及 び100μg/mlペ ニ シ リン を含 むEagle´s MEMを

使 用 した.

(2) ウ イル ス

ト リ肉 腫 ウイルスのB77株(B77-ASV, subgroup

 C)を 使 用 し た.こ の ウ イル ス は,南 カ リフ ォル ニア

大 学 のP. K. Vogt博 士 よ り恵 与 され た もの を継

代 した もの で あ る.約108FFU/mlの 感 染 価の ウイル

ス を含 む 培 養 液上 清0.1-0.5mlを, secondary cu

ltureし たCEFに, 2μg/mlのpolybrene存 在 下
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に感 染 させ.継 代 を く り返 して い る もの を使 用 した.

(3) Enucleation procedure

a) Plastic disc coverslipの 作 製

新 しい100mm-フ ァル コ ン製培 養 用 プ ラ ス チ ック

シ ャー レの底 部 よ り,日 立超 遠 心機 ロー ターRPS-

25-2Aの 遠 心 管 の 内径 に合 わ せ て 円盤 状 に切 り出

した もの を, plastic disc coverslipと し, 95%エ

タ ノー ル で洗 浄 後,1 5W殺 菌 燈直 下20cmに て30分

照 射 して滅 菌 後使 用 した.

b) Cell seeding

Primary culture 3日 目 で.ほ ぼconfluentに な

ったCEFを0 .05%ト リプ シ ン を含 むphosphate

 buffer saline(PBS)で 処 理 して 剥離 し,遠 心 して

ト リプ シン を除 い た後growth mediumにsuspend

した.そ のcell suspensionを 上 記 のcoverslipを

入 れ た100㎜-培 養 用 プ ラ ス チ ッ ク シ ャー レに2-

3x106/dishの 細 胞 濃度 に な るよ うにseedingし,

一 晩 培養 した.

c) Enucleation medium

Dimethyl sulfoxide(DMSO)中 に1㎎/mlの

濃 度 にcytochalasin B (CB) (Aldrich製)を 溶 解

し, 4℃ に て 貯 蔵 した.こ のCB溶 液 を加 え.最 終

的 に10μg/mlCB, 10%仔 牛 血 清 を含 むEagle´s

 MEMをenucleation mediumと して 使 用 した.

d) Enucleation

あ らか じ め37℃ に 暖 め たenucleation mediumを

入 れ た遠 心 管 に,細 胞 の付 着 した面 を底 部 に向 けて

coverslipを 固 定 し,日 立 ロー ターRPS-25-2A

にて. 10000rpm(17500xg), 37±2℃ で15分 間

遠 心 す る こ と に よ って脱 核CEF(cytoplast)を 調

製 した.

e) Cytocha1asin Bの 除 去

遠 心 後, coverslipを 遠 心 管 か ら取 り出 し, gr

owth mediumで 洗 い, CBを 除 いた 後,新 しいgr

owth medium中 に入 れ て, 37℃, 30分incubateし

た.こ の 間 に, CBに よ るcytoplastの 形 態 変 化 は,

正 常 のCEF様 に回復 す る,

(4) Cytoplastへ の ウイ ル ス感 染

Cytoplastをpolybreneで 前処 理 し,約108FFU/

mlの 感 染 価 のB77-ASVを 含 む培養 液 上清 を,各

coverslip当 り0.05mlず つ 加 え,室 温 で約10分 間

ウ イル ス を吸着 させ た後inoculation medium(10

μCi/ml3H-チ ミジ ン 〔specific activity 50Ci

/㎜ol〕, 2μg/ml polybreneを 含 むgrowth m

edium)を 加 え, CO2-incubatorで39℃ 6.5時 間

incubateし た.コ ン トロー ルのcytoplastに は.ウ

イル ス を含 まな い 培養 液 でmock infectionを 行 ない,

同 じ条 件 でincubateし た.

(5) N-demethyl rifampicinに よ るDNA合 成 阻害

上 記 の 方 法 でB77-ASVを 吸 着 させ たcytoplast

に, Gruppo Lepetit社(Milano, Italy)よ り恵 与

され たN-demethyl rifampicin(AF/AP)400μg

/mlを 含 むinoculation mediumを 加 え.同 条 件 下で

incubateし,ウ イル ス感 染 に よ るDNA合 成 が阻 害

され 得 るか ど うか を検索 した.

(6) 固定 お よ びDNase I処 理

6.5時 間incubation後, coverslipをPBSで3

回 洗 い, 99.5%メ タ ノー ル で5分 間 固定 した.ウ イ

ル ス を感 染 させ たcoverslipの う ち数 枚 を.固 定 後

10μg/ml RNase free DNase I(Worthington

 Biochemical Corporation製)を 含 む10mM Tris

-HCI, 0 .15M NaCl, 3mM MgCl2(pH 7.7)で,

 37℃, 1時 間処 理 した.他 のcoverslipはDNase

 Iを 含 まな い 同緩 衝 液 中 で,同 条件 下 で処 理 した.

(7) 光 顕 オ ー トラ ジオ グ ラ フ ィー

以上 の操 作 の 後,す べ て のcoverslipを2%過 塩 素

酸(PCA)で. PCAを 交 換 しな が ら3回 洗 い,酸

可 溶 性 分 画 を除 い た.そ の 後,オ ー トラ ジ オ グ ラ フ

ィー 用乳 剤(SAKURA NR-M2)をcoverslip

にcoatし,暗 箱 中 に入 れ4℃ で4週 間 露 出 した後,

現像,定 着 操 作 を施 し. Giemsa染 色 後,光 学 顕微

鏡 で 観察 した.

(8) 電 顕 オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー

3H-チ ミジ ン存 在 下 でB77-ASVを 感 染 させ た

cytoplastをPBS中 でpolicemanに よ り剥離 し.遠

心 後 ペ レ ッ トを2%四 酸 化 オ ス ミウ ム を含 む0.1M

 cacodylate buffer(pH 7.2)で1時 間固 定後,エ

タノ ール,プ ロ ピレ ン オ キ シ ドに よ る一 連 の脱 水 処

理 を施 し, Epon 812に 包 埋 した(15).包 埋 試料

を,ガ ラ スナ イ フを操 着 したSoval MT-2ウ ル ト

ラ ミク ロ トー ムで超 薄 切 片 と し, 1%酢 酸 ウ ラニ ル.

ク エ ン酸 鉛 で染色 後,電 顕 オ ー トラジ オ グ ラ フ ィー

用 乳 剤(SAKURA NR-H2)でcoatし.暗 箱 中

に入 れ, 4℃, 3週 間露 出 した.露 出後,現 像,定

着 処 理 を行 ない,ク エ ン酸 鉛 で後 染 色 して,日 立11

-C電 子顕 微 鏡 にて 観察 した.

実 験 結 果

Enucleation(脱 核)

Coverslip上 で一 晩 培養 したCEFを, cytochala-
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sinB (CB)存 在 下37±2℃ で遠 心 す る こ とに よ り,

 coverslip上 のCEFは95%以 上 がenucleate(脱

核)さ れ, cytoplastと な って い た.「 材 料 と方 法」

の 項 に記 した 条件 で,一 枚 のcoverslip当 り平均2

×105のcytoplastが 得 られ た. coverslip上 のCE

Fの 一 部 は,遠 心 操 作 中 に剥 離 し,核(Karyopl

ast)と 共 に,遠 心 管 底 に ペ レ ッ ト と して 集 め られ

る.脱 核 操 作 後, CBを 含 ま な いgrowth medium中

で, 37℃, 30分incubateす る こ とに よ り,形 態変化

を来 た して いたcoverslip上 のcytoplastは,も と

の線 維 芽 細 胞 様形 態 に 回復 す る,

光 顕 オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー

B77-ASⅤ をCEFcytoplastにmoi(multipli

city of infection)約25で 吸着,感 染 後, 3H-チ

ミジ ン10μCi/mlを 含 むinoculation mediumで6.5

時 間incubateす る と,そ のcytoplast内 にphoto

positive grainの 出現 す る こ とが,光 顕 オ ー トラ ジ

オ グ ラ フ ィー で確 か め られ た(図2).一 方, mock

 infectionに て同 操 作 を行 な った コン トロ ール のcy

toplast内 に は,オ ー トラ ジオグ ラフ上 で, photo

positive grainの 出現 は ほ とん ど見 られ なか っ た

(図1).た だ,残 っ た一 部 のintact cellの 核 内

に はphotopositive grainが 高 密 度 に 出現 して いた

(図1).

RNase free DNase I処 理

ウ イル ス感染 したcytoplastを,メ タノ ー ル固 定

後, 10μ9/mlのRNase free DNase Iで 処理 す るこ

とに よ り, photopositive grainの 出現 は見 られ ず,

核 の残 っ た一部 の細 胞 は,核 内DNAが 部 分消 化 さ

れ て,そ のphotopositive grainの 密 度 が減 少 し

て い た(図3).故 に,こ のphotopositive grainは,

 B77-ASⅤ 感 染 によ りcytoplast内 で新 た に合 成 さ

れ た酸 不 溶 性高 分 子DNAで あ り, 3H-チ ミジ ン が 分

解 後,DNA合 成 以 外 に利 用 され た こ とによ り出現 し

た もの で は な い と考 え られ る.

N-demethyl rifampicin(AF/AP)処 理

B77-ASⅤ 吸着.感 染 後,逆 転写 酵 素 の特 異 的阻

害剤 で あ るN-demethyl rifampicin(AF/AP)400

μ9/mlを 含 むinoculation mediumでincubateす

る と,そ のcytoplast内 のphotopositive grainの 出

現 が,ほ ぼ完 全 に阻害 され る(図4).こ の実 験 事

実 か ら,上 記 のphotopositive grainの 出現 は, B

77-ASV virion中 に含 まれ る逆 転写 酵 素反 応 に よ

り合成 され た プ ロ ウ ィル スDNAに よ る もの と考 え

られ る.一 方,一 部 のintact cellの 核 内DNA合 成 は,

 400μg/ml AF/APで は,ほ とん ど阻害 され な か っ

た(図4).

電 顕 オ ー トラジ オ グ ラ フ ィー

B77-ASV感 染 に よ るcytoplast内DNA合 成 が,

ミトコ ン ド リア に よ る もの で は な い こ と を証 明 す る

為 に, 3H-チ ミジ ン存 在 下 でB77-ASVを 感 染

させ たcytoplastを 集 め,超 薄 切 片 と し,電 顕

オ ー トラ ジオ グ ラ フ ィー にて 観 察 し た.図5に 示 さ

れ る如 く,ほ とん どすべ てのphotopositive grain

は,ミ トコ ン ド リア とは無 関 係 に細 胞 質 内 に 出現 し

て い た.こ の観察 結 果 か ら, B77-ASV感 染 に よ る

cytoplast内DNA合 成 は, B77-ASVそ の もの に

よ る もの で あ り,ウ イ ル ス感 染 によ り活 性化 され た

ミ トコ ン ド リア によ る もので は ない と考 え られ る.

考 察

RNA型 腫 瘍 ウイ ル スが 感 受 性 細 胞 に 感 染 す れ ば,

そ の ウ イル スゲ ノ ムで あ るRNAは, virion中 に存

在 す る逆 転写 酵 素 に よ りプ ロ ウ イル スDNAに 逆 転

写 され,宿 主細 胞核 内DNAの 中 に 組込 ま れ安 定 化

され る.こ の プ ロ ウイ ル スDNAの 合 成 が,宿 主細胞

内 の どの 部位 で 行 な わ れ るか に関 して は,互 い に相

反 す る結 果 が報 告 され て い る. Hatanaka et al.

(11) は,マ ウス肉 腫 ウ イル ス を マ ウ ス胎児 細 胞 に

感 染 させ,DNA合 成 が その 細 胞 の細 胞 質 内 で起 って

い るこ とを,オ ー トラジ オ グ ラ フ ィー で証 明 して い

い る.一 方, Dales & Hanafusa(13)は,ト リの

RNA型 腫 瘍 ウ イル スが, CEFのphagocytic vacu

olesに 取 り込 まれ, virionの ま ま速 か に核 に移 行

し,細 胞 質 内で のDNA合 成 は見 られ なか った,し た

が って,プ ロ ウ イル スDNAは, CEFの 核 内 で合 成

され る と判 断 して い る.そ の 後, Kakefuda et al. (12)

は,マ ウ ス肉腫 ウ イル ス をマ ウ ス3T3/BALB細

胞 に感 染 さ せ る と,形 質 膜 にassociateし て,プ

ロ ウイ ル スDNA合 成 が 開 始 され るこ と を,電 顕 オ

ー トラジ オ グラ フ ィー,及 び そ の ウ イ ル ス感 染 細 胞

の 形 質 膜 分 画 を 分 離 し て示 した.さ らにVarmus

 et al.(16)は, Pekin duck embryo fibroblastに

B77-ASⅤ を感 染 させ,時 間 を追 って 細 胞 分 画 を

行 な い,そ の細 胞 質 分 画 にB77-ASV・RNAに 相補

的 なDNAが 存 在 す るこ と,又 脱 核 した そ の細 胞 の

cytoplastにB77-ASVを 感 染 させ,そ れ か ら 抽 出

したDNAに も, B77-ASVのRNA及 びcDNAに

相補 的 な ものが存 在 す る こ と を報 告 して い る.

本研 究 に おい て, CB存 在 下 で遠 心 す る こ とに よ
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り得 た脱 核CEFを 使 い.そ の 中 で プ ロ ウイ ル スDN

A合 成 の,オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー に よ る直 接 的 観

察 を行 な った. CB存 在 下 で の 遠 心 操 作 に よ るenu

cleationで は,細 胞 構 成 成 分 の細 抱外 へ の漏 出 は ほ

とん どな くcytoplastを 作 る こ とが 出来 る.こ の よ

うに して 作 られ たcytoplastは. 3H-ロ イ シ ンの取 り

込 み で見 る限 り,脱 核 後 約12時 間 は蛋 白 合成 能 を有

し,一 方, DNA合 成,RNA合 成 活 性 は,ほ とん ど

示 さな い こ とが報 告 きれ て い る(14, 17, 18).又,

脱 核 操 作 中 の核 構 成 成 分 のcytoplast内 へ の 漏 出 に

関 して は, CBに よ る脱 核機 構 か ら考 えて,非 常 に

少 な い もの と思 は れ る.事 実,核 内DNAポ リメ ラー

ゼ ーαのcytoplastへ の 漏 出 が,こ の脱 核 操 作 で は ほ

とん ど見 出 され な か っ た との報 告 が あ る(19)し た

が って,こ の方 法 に よ り得 られ たcytoplastは,ほ

ぼ も との細 胞 の細 胞 質 に等 し く,か つ核 か らの特 別

な影 響 の な い もの と考 えて 良 い.

このcytoplastにB77-ASVを 感 染 させ れ ば3H-

チ ミジ ンの 取 り込 み によ るphotopositive grainの

出 現 が,そ のcytoplast内 に見 られ る.一 方, mock

 infectionに よ る コ ン トロ ール のcytoplastに は,

 photopositive grainの 出 現 は 見 られ なか った こ と

か ら,こ のgrainは, B77-ASV感 染 に よ り直 接 的

に惹 起 され た もの と考 え られ る.し か もこのgrain

が,メ タ ノ ール 固 定 後 の, RNase free DNase I

処 理 に よ り,ほ ぼ完 全 に 消失 す る こ とか ら,酸 不 溶

性 高 分 子DNAに 取 り込 まれ た3H-チ ミジ ンに よ るも

の で あ り, 3H-チ ミジ ンが 分解 され た後, DNA合 成

以 外 に利 用 され た こ とに よ り出現 し た もの で は な い.

Rifamycin-SVの 誘 導 体 の 中 に,逆 転 写 酵 素反応

を強 く阻害 す る もの が 見 出 され,し か も,こ れ ら

rifamycin-SVの 誘導 体 の 中 に, KB細 胞DNAポ リ

メ ラ ー ゼ反応 を,あ ま り効 果 的 に は阻害 しな い もの

の 存 在 す る こ とが知 られ て い る(20).こ れ らri

famycin-SVの 誘 導 体 の 中 で, N-demethyl rifamp

icin(AF/AP)は,逆 転写 酵 素 反応 に充 分 な阻害

効 果 を現 わ す に は,や や大 量(400μg/ml)を 必要 と

す るが,逆 転写 酵 素 に対 す る特 異性 は 高 く,こ の 濃

度 で は,マ ウ ス肉 腫 ウ イル ス のDNA依 存DNA合 成

反応(21),及 び仔 牛胸 線 のDNA依 存RNAポ リメ

ラー ゼ反 応(22)も 阻 害 しな い こ とが 見 出 され て い

る.こ のAF/APを400μ9/ml存 在 させ る こ と に

よ り, B77-ASV感 染cytoplast内 のphotopositi

ve grainの 出現 が,ほ ぼ完 全 に 阻害 き れ る こ と が

観 察,確 認 され た(図4).し た が って, B77-ASV

感 染cytoplast内 のDNA合 成 は逆 転 写 酵 素 反 応 に

よ る もの で あ る と判 断 出 来 る.

と ころ で,ウ イ ル ス感 染 に よ り,細 胞 内 ミ トコ ン

ドリア のDNA合 成 が上 昇 す る とい う報 告 が あ る.

 Vesco & Basilico (23)は, 3T3マ ウ ス細 胞 に ポ リ

オ ー マ ウ イル ス を感 染 させ る と,感 染 後24時 間 か

ら34時 間 の 間 に,核 内DNA合 成 と共 に ミ トコン ドリ

アDNA合 成 も活 性 化 され, maximumに 達 す るこ と

を 見 出 して い る.ま た, Furukawa et al. (24)

は,ヒ ト ・サ イ トメガ ロ ウ イル ス をWI-38細 胞 に感

染 させ,そ の 後12時 間 か ら18時 間 の 間 に,ミ トコ ン

ド リア のDNA合 成 活 性 が1.5-5倍 上 昇 す る こ と,

しか も,ウ イル スの複 製 及 び核 内DNA合 成 に先 立 っ

て,ミ トコ ン ド リアDNA合 成 の 亢 進 が 見 られ る こ

とを報 告 して い る.し た が っ て, B77-ASV感 染 に

よるCEF cytoplast内DNA合 成 に 対 す る ミ トコン

ドリアの 関与 を, AF/APに よ る阻 害 に加 え,よ り

一 層 確 実 に検 討 す る為 に
,超 薄 切 片 電 顕 オー トラ ジ

オ グ ラ フ ィー を行 な った.そ の結 果, photopositive

 grainは,ほ とん ど,ミ トコ ン ドリア以 外 の 細 胞 質

内 に出 現 して い る ことが確 認 され た(図5).故 に,

 B77-ASV感 染cytoplast内DNA合 成 は,ミ トコ

ン ド リアに よ る もの では な い と考 え られ る.

以 上 の こ とよ り, CEFに 感 染 したB77-ASVの

プ ロ ウ イル スDNAは,核 の 関 与 な く,そ の細 胞 質 内

で 合 成 が開 始 され る もの と思 わ れ る.

結 論

感 受性 細 胞 に感 染 したRNA型 腫 瘍 ウ イ ル ス の プ

ロ ウイ ル スDNAが,そ の 細 胞 の どの部 位 で 合成 され

るか-細 胞質 か,核 か-を 検 索 す るた め に,脱 核 鶏

胎 線 維 芽細 胞(CEF-cytoplast)に トリ肉腫 ウ イル

ス(B77-ASV, subgroup C)を 感 染 させ,そ のcytopl

ast内 で の プ ロウ イル スDNA合 成 に 関 して,光 顕 ・

電 顕 オー トラ ジオ グ ラフ ィー, DNase I処 理 お よ

び逆 転 写 酵 素 の 特 異 的 阻害 剤 に よ る阻害 効 果 に つ い

て検 討 し,以 下 の 結 論 を 得 た.

1. 10μg/mlのcytochalasinBの 存 在 下で, 37±2℃,

 17500xg, 15分 の遠 心 操 作 を行 な うこ とに よ りC

EFを 脱核 した.脱 核 率 は95%以 上 で あ っ た.

2. このcytoplastにB77-ASVを 吸着 。 感 染 後.

 cytoplast内 で新 た に合 成 きれ て 来 るDNAを

3H-チ ミジ ンで ラベ ル す る と
,オ ー トラ ジ オ グ ラ

フ上 に, photopositive grainが 出現 す る.

Mock infectionを 行 な っ た コ ン トロ ー ル の
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cytoplast内 に は, grainは 見 られ な い.

3. このB77-ASV感 染cytoplastを 固 定 後, RN-

ase free DNase Iで 処 理 す る と, photopositive

 grainは 消失 す る.

4. CytoplastにB77-ASVを 吸 着,感 染 後,逆 転

写 酵 素 の特 異 的阻 害 剤 で あ るN-demethyl

 rifampicin(AF/AP)400μg/ml存 在 下 で

incubateす る と, cytoplast内photopositive

 grainの 出現 が,ほ ぼ完 全 に阻 止 され る.

5. B77-ASV感 染cytoplastを 超 薄 切 片 と し,

電 顕 オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イー を行 な うと, pho

topositive grainは,ミ トコ ン ドリア と は無 関

係 に,細 胞 質 の部 位 に出 現 す る.

6. 以 上 の 実験 事 実 よ り, B77-ASVプ ロウ ィ ル

スDNAは,核 の 関与 な く,宿 主CEF細 胞 質 内

で合 成 が開 始 され る と考 え られ る。
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図 附 説 明

図1.　 Mockinfectionを 行 な った.コ ン トロ ール

cytoplastの 光 顕 オ ー トラ ジ オグ ラ フ 核 の 残

った一 部 の細 胞 に は,そ の核 内 にphotopositive

 grainが 密 に見 られ る.

図2.　 B77-ASV感 染cytoplastの 光 顕 オ ー トラ ジオ

グ ラ フ.コ ン トロ ール に は見 られ なか ったph

otopositive gasinがcytoplst内 にdiffuseに

出現 して い るの が 認 め られ る.

図3.　 メ タノ ール 固定 後, RNase free DNase I処

理 を行 な っ た, B77-ASV感 染cytoplastの

光 顕 オ ー トラ ジオ グラ フ.

Cytoplast内 のphotopositive grainは ほ ぼ完 全

に消失 し,核 の残 っ て い た細胞 の核 内DNAは

部 分 消 化 され,そ のphotopositive grainの 存

在 密 度 が 減少 して い る.

図4.　 B77-ASV感 染 後, N-demethyl rifampicin

(AF/AP)存 在 下 でincubateし たcytoplast

の光 顕 オー トラ ジ オ グ ラ フ. Cytoplast内photo

positive grainの 出現 は,ほ ぼ 完 全 に阻 止 され

て い るが,核 内 には,コ ン トロー ル と同 様, gr

ainは 密 に存 在 して い る.

図5.　 B77-ASV感 染cytoplastの 超 薄 切 片電 顕 オ

ー トラジ オ グ ラ フ.ほ とん どのphotopositive

 grainは,ミ トコ ン ドリア とは 無 関係 に,細 胞

質 内 に見 られ る.右 下 の ミ トコ ン ド リア と一 致

してphotopositive grainが 見 られ る.
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Autoradiographic studies on proviral DNA synthesis 

in enucleated chick embryo fibroblasts

 infected with avian sarcoma virus

by

Terukazu TANAKA
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(Director: Prof. Takuzo Oda)

After infection of RNA tumor viruses to susceptible cells, viral RNA is reversely trans
cribed into proviral DNA. In order to disclose the site of proviral DNA synthesis in the cells, 
chick embryo fibroblasts (CEF) were enucleated by centrifugation in the presence of cyto
chalasin B, and the enucleated CEF (cytoplasts) were infected with B77 strain of avian sarcoma 
virus (B77-ASV).

Incorporation of 3H-thymidine into DNA in the cytoplasts was investigated by autoradio

graphy. Photopositive grains were observed in cytoplasts infected with B77-ASV, but not in 
mock-infected cytoplasts.

The photopositive grains in the cytoplasts infected with B77-ASV disappeared almost 
completely by DNase I treatment. N-demethyl rifampicin, which is a specific inhibitor of 
reverse transcriptase, inhibited the appearance of photopositive grains. 

   The B77-ASV-infected cytoplasts were ultrathinsectioned for electron microscopic auto
radiography. The photopositive grains appeared in the cytoplasm without relation to mito

chondria.
These results indicate that the proviral DNA synthesis is initiated in the cytoplasm of 

B77-ASV-infected chick embryo fibroblast without the direct participation of nucleus.


