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　　　　The　identification　of　adenoviruses　by　cleavage　patterns　with　restriction　endonucleases　was

presented．　The　results　obtained　are　as　follows；

　　　1）　Adenovirus　type　7（Ad7）（strain　Grider）DNA　and　infected　cell　DNA　were　cleaved　with

restriction　endonuclease　E初dIII，正勉〃zHI．，翫11　and　E60RI，　and　fractionated　by　agarose　gel　electropho－

resis．　Cleavage　patterns　of　adenovirus　DNA　could　be　clearly　observed　in　the　presence　of　infected

cell　DNAs．

　　　2）　翫11，H劾dIII　and　E60RI　cle．avage　patterns　of　Ad7（strain　Grider）DNA　were　identical　with

or　very　similar　to　those　of　Ad7（strain　Gomen）DNA　but　the　differences　among　these　DNAs　were

found　clearly　when　1勉勉HI　was　used　for　cleavage．

　　　3）　Cleavage　patterns　of　Ad3（strain　G．B）and　Ad7（strain　Grider）infected　cell　DNAs　with

HガηdIII，　Bα駕HI，　Sα．11　and　E60RI　were　studied．　By　cleavage　withβα規HI，　we　could　distinguish

between　Ad3　and　Ad7　DNAs．　And　each　DNA　from　adenoviruses　group　A（Ad12　and　Ad31），　B（Ad3

and　Ad7），　C（Ad2　and　Ad5），　D（Adg　and　Ad13）and　E（Ad4）had　a　specific　cleavage　pattern　with

動窺HI，　distinguishable　from　each　other．

　　　　These　results　indicate　that　we　can　identify　adenovirus　strains　by　the　cleavage　patterns　with

one　or　few　suitable　restriction　endonucleases　using　DNA　from　a　small　amount　of　infected　cells．
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1　緒 言

　ヒトマデ．ノウイルスは現在36．の血清型の分離の報告

があり｝殉そのうち31の型が一般に確認されているPア

デノウイルス（Ad）の同定に関しては，補体結合反応

および蛍光抗体法がアデノウイルス共通の抗原を検出

する目的で用いられ，一方，．赤血球凝集抑制反応およ

び中和反応が型別の決定に用いられている．しかしな

がら，赤血球凝集抑制反応および中和反応による同定

においては，型間で交差反応．を示す場合があるこど’6卍13｝
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また両方法による同定結果の不一致の例lo｝など正確な型

決定は時として困難である．さらに同一血清型内の

strain間の鑑別同定が不可能なため，血清学的同定法

だけでは正確な流行伝播の調査は難しい．

　近年，遺伝子DNAの解析に制限酵素切断法が導入

されDNA型ウイルス遺伝子の研究が著しく進んだ｝4）

我々は，制限酵素切断法をアデノウイルスの同定に利

用することを試みた結果，感染細胞DNAを制限酵素切

断パターンによって検討する正確かつ容易な同定法を

確立したので報告する．

2　実験材料および実験方法

2・1ウイルス
　アデノウイルス各群15）から選び，次の株を実験に用い

た．A群［Ad12（Huie），　Ad31（1315）］，　B群［Ad3

（G．B），　Ad7（Grider）］，　C群［Ad2（38－2），　Ad5

（Adenoid　75）］，　D群［Ad9（Hicks），　Ad13（A．A）］，

E群［Ad4（RI－67）］．

2・2　ウィルス感染細胞

　KB細胞を直径3cmのシャーレ又はルービン（底面

積160cm2）に5％仔牛血清を含むEagle’s　minimum

essential　medium（MEM）で単層培養し，アデノウイ

ルスをMOI（multiplicity　of　infection）1－10　PFU

（plaque－forming　units）／cellで接種し，明瞭な細胞変

性効果を見るまで37℃で培養した．

2・3　ウイルスDNAの精製

　Green　and　Pinaの方法1鋤に基づき，ウィルス感染

細胞を破壊，有機溶媒で細胞由来蛋白を変性除去し，

塩化セシウム密度勾配平衡遠心により，ウイルス粒子

を精製し，フェノール法でウイルスDNAの抽出精製を

行なった．

2・4　感染細胞DNAの精製

　既報1鼠19）に従って，ウイルス感染細胞より抽出した．

すなわちsodium　dodecylsulfate（SDS）およびpronase

で細胞を処理し，フェノール法で除蛋白を行ない核酸

を抽出した．さらにエタノール沈殿後，RNase処理し，

再度pronase処理およびフェノール抽出を行なって感

染細胞DNAを抽出精製した．

2・5制限酵素
　E60RI，　Bα吻HIはBoeringer－Manheim社，　SαJI

はNew　England　Biolabsより購入した．」田腕dIIIは

H2甥oρ雇1％s自慰昭η9磁Rd株よりLei　and

Nathans20｝の方法で精製した．

2・6制限酵素によるウイルスDNAの切断とアガロー

　　スゲル電気泳動法による生成フラグメントの分離

　基本的には，Se短kawa　and　Fujinaga21）の方法に

よった．感染細胞DNA　1μ9に対し1単位の制限酵素

を加え，370Cで3－5時間反応させた．反応混液の総量

は20－70μ1で，用いた反応用緩衝液は以下の通りであ

る．．8α勉HI〔6mM　Tris－HCI（pH7．5），6mM

MgC12，20mM　KCI，6mM　2－mercaptoethanol〕，

SαJI〔50mM　Tris－HCI（pH7．5），10mM　MgC12〕，

H励dllI〔20mM　Tris－HCI（pH7．4），7mM　MgC12，

60mM　NaCl，2mM　2－mercaptoethanol〕，　E60RI

〔100mM　Tris－HCI（pH7．5），10mM　MgC12，50mM

NaCl〕．反応終了後，反応混液を1．4％アガロース平

板ゲル（0．2×16×22cm）を用いて，泳動用緩衝液

〔36mM　Tris－HCI（pH8．1）32mM　KH2PO4，0．1mM

ethylenediaminetetraacetic　acid　disodium　salt

（EDTA）〕中で13時間50　V電気泳動を行ない，　ethi－

dium　bromide（0．5μg／mので15分間染色し，紫外

線照射の下で切断パターンの観察，写真撮影を行なっ

た．

3　実験成績

3・1感染KB細胞DNAの制限酵素切断パターン

　直径3cmのシャーレに培養したKB細胞（細胞数約

1．5×106個）にAd　7を接種し，3日後感染KB細胞

DNAをすなわち細胞DNAとウイルスDNAを分離す

ることなく抽出し，各種制限酵素で切断し，アガロー

スゲル電気泳動で調べたところ，Fig．1－aに示す切断パ

ターンが得られた．ウイルスDNAの制限酵素切断パ

ターンは，細胞DNAの存在で影響を受けることなく精

製ウイルスDNAを用いた場合（Fig．1－b）と同一であっ

た．このことは，ウイルスDNAの抽出精製を行なわな

くても，感染細胞より調製した細胞DNAを用いてウィ

ルスDNAの制限酵素切断パターンが検討できることを

輝くしている．

3．2Ad　7（strain　Grider）DNAの制限酵素切断パ

　　ターンを得るための感染細胞数

　MOI　2　PFU／cellでAd　7を接種してえられた感染細

胞DNAの量を変え，各制限酵素を用いて切断パターン

を調べたところ翫11，E初dIII，＆oRI，、B伽HIでは

各々0．4μ9，4μ9，2μ9，8－10μ9以上のDNA量で

明瞭な制限酵素切断パターンが認められた．

　Fig．2にAd　7　DNAおよびAd　7感染細胞DNAの

量を変えた研物dIII切断パターンを例示し，これらに

要する感染細胞数を算出，比較した．図に示されるよ

うにAd　7　DNAの場合0．4μ9，　Ad　7感染細胞DNA

の場合4μg以上で明瞭な制限酵素1盟πdIII切断パター
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ンが認められた．本実験では直径3cmのシャーレにKB

細胞を単層培養し（細胞数約1．5×106個），Ad　7を接

種，これより感染細胞DNAが約55μ9抽出されたの

で，感染細胞DNA　4μ9は1．1×105個の感染細胞より

得られたことになる．一方，ウイルスDNAは，ルービ

ン5本（細胞数約L5×108個）にAd　7を接種してこれ

よりAd　7　DNA約250μ9が抽出されたので，ウイル

スDNA　O．4μ9は2．4×105個の感染細胞より得られた
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Fig．1Cleavage　pattems　of　Ad7（strain　Grider）DNA　and　infected　celI

　　　　DNA　with　restriction　endonucleases，　Ad7　DNA（1μg）and
　　　　infected　cell　DNA（10μg）were　cleaved　with　H勿dIII，　Bα窺HI，

　　　　翫JI　and　EωRI．　The　digestion　products　were　electrophoresed　in

　　　　a1，4％agarose　slab　gel（0．2×16×22cm）at　50V　for　13　hrs．

　　　　After　electrophoresis，　the　gel　was　immersed　in　ethidium　bromide

　　　　（0．5μg／ml）for　15　min．　The　gel　was　photographed　under　UV

　　　　light．　Slot　a＝Ad7－infected　cell　DNA．　Slot　b＝Ad7　DNA．
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ことになる．しかしながら実際には，8μ9以上のAd　7

DNAが得られる程度のウイルス粒子がなけれぽ，ウイ

ルス精製のための塩化セシウム密度勾配においてその

粒子バンドを見出すことが難しいので，Ad　7　DNAを

精製ウイルス粒子から得るためには少なくとも4．8x105

個の感染細胞が必要である．従って制限酵素田ηdIII

切断パターンを検討する場合，精製ウイルス粒子より

抽出したウイルスDNAの代わりに感染細胞DNAを用
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Fi92　Cleavage　patterns　of　various　amounts　of　Ad7（strain　Grider）DNA

　　　　and　infected　ce11　DNA　with　H勿dIII．　Various　amounts　of　Ad7　DNA

　　　　and　i㎡ected　cell　DNA　were　cleaved　with　H伽dlII　and　the　diges－

　　　　tion　products　were　electrophoresed　as　described　in　the　legend　for

　　　　Fig．1．

　　　　Ad7　DNA：1．0μg（a），0。8μg（b），0．6μg（c），0．4μg（d），0．2μg（e）

　　　　Ad7－infected　cell　DNA：10μg（f），8μg（g），6μg（h），4μg（i），2μg（j）
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いることによって，要する感染細胞数は概ね1／40以下

になる．

3・3アデノウイルス各型の各種制限酵素切断パターン

　前述の実験で感染細胞DNAを用いてウイルスDNA

の制限酵素切断パターンを検討できることが明らかに

なったので，本方法を用いてAd　3（strain　G．B）DNA

およびAd　7（strain　Grider）DNAの各種制限酵素切

断パターンを検討し判別に都合の良い制限酵素の選択

を行なった（Fig．3）．　H♂ηdIII，翫11および＆oRIを

用いた場合Ad　3　DNAとAd　7　DNAは同一ないし酷

似した切断パターンを示した．これはこの両者がB群

に属しDNA－DNAホモロジーが高い15〕ことによる．一

方，門川HIを用いることにより，両者は明確に判別で

きた．Fig．4にアデノウイルス各型DNAの」艶〃zHI切
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Fig．3　Cleavage　patterns　of　Ad3（strain　GB）一and　Ad7（strain　Grider）一

　　　　infected　cell　DNAs　with翫腕dlII，翫吻HI，諏11　and　E60RL　Ad3－

　　　　and　Ad7－infected　cell　DNAs（10μg）were　cleaved　with　restric－

　　　　tion　endonucleases　and　the　digestion　products　were　electropho－

　　　　resed　as　described　in　the　legend　for　Fig．1．



424 鈴木信敬・上野哲治 札幌医誌

断パターンを示した．Ad　12で9本，　Ad　31で11本，

Ad　3で9本，　Ad　7で9本，　Ad　2で4本，　Ad　5で2

本，Ad　9で4本，　Ad　13で4本，　Ad　4で8本のウイル

スDNAのバンドが，それぞれ得られた．尚，明瞭な

Bα粥HI切断パターンをうるためには0．04μ9（Ad　5感

染細胞DNA）一14μ9（Ad　31感染細胞DNA）のDNA

量が必要であった．

　次に，Ad　7　DNAのE60RIフラグメントll｝Ad　12

DNAのE初dlllフラグメント22）およびAd　2　DNAの

＆Z勉HIフラグメント23｝を基準として，相対移動度と分

子量の関係（Fig．5）から各型DNAのフラグメントの

分子量を算出し，Table　1にまとめた．これよりえられ

た各型DNAの分子量は21．3－23．2×106　daltonとなっ

た．このように，七型により特異的な制限酵素切断パ
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Fig．4Cleavage　pattems　of　adenovirus－infected　cell　DNAs　with　B魏HI．

　　　　Adenovirus－infected　cell　DNAs（10－14μg）were　cleaved　with

　　　　Bα規HI　and　the　digestion　products　were　electrophoresed　as

　　　　descricbed　in　the　legend　for　Fig．1．
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　　　Electrophoretic　mobility　of　DNA　fragments（cm）

Relationship　between　molecular　weight　and　electrophoretic　mobility　of

Ad12　H腕dlll，　Ad7　EooRI　and　Ad2召α駕HI　fragments．

○：Ad12　H勿dIII　fragments12）　●　Ad7　EooRI　fragments11）

△：Ad2、磁隅HI　fragments『3〕

Table　1440」60蜘7”罐乃孟s（ゾ伽磁〃2伍力㎎耀鴻げα謡θηo麗撚Z）蝸sa

Fragments Ad　12　　Ad　31　　Ad　3 Ad　7 Ad　2　　Ad　5 Ad　g　　Ad　13　　Ad　4

A
B

C

D
E

F

G
H
I

J

K

5．2

3。3

2．8

2．8

2．6

1．9

1．5

0，8

0．7

4．3

3．8

2．9

2．8

2．1

1．4

1．3

1．2

0．8

0．4

0．3

6．2

5．5

2．9

2．4

2．3

1．5

1．1

0．8

0．5

6．2

5．6

2．9

2．2b

1．7

0．8

0．6

0．5

0．5

9．4

6．7

4．2

2．7

13．6

9．4

8，1

6．7

5．7

1．4

13．8

5．8

L4
1．3

5．8

4．7

4．6

2．7

2．4

1．2

1．0

0．6

Tota1 21．6 21．3 23．2 23．2 23．0 23．0 21．9　　　22．3　　　23．0

　　　（X105　daltons）

aMolecular　weights　of　the　fragments　of　each　serotype　DNA　except　Ad2　were　estimated　from

　their　electrophoretic　mobility　using　Ad12　H碗dIII，　Ad7　EooRI　and　Ad2　Bα吻HI　fragments　as

　size　markers（Fig．5）．

b　doublet

ターンが得られ型別にも利用できることがわかる。

4考 察

　アデノウイルスは，咽頭結膜熱，急性気道疾患，肺

炎，流行性角結膜炎等の疾患を起こす．従来，分離ウ

イルスの型別同定には赤血球凝集抑制反応および中和

反応が用いられているが，前述のように，共に正確な型

決定に困難が伴う場合があり争6噌13）また各型の抗血清を

準備しなければならず，実用的診断法として必ずしも

簡便でない。またこれらの血清学的方法では同一血清

型内のstrain間の鑑別が不可能である．

　31の型を含むヒトアデノウイルスは，ウィルスDNA

の塩基配列のホモロジーから，A－E群に分類されてい

る｝5）同一群に属するウィルスDNAのDNA－DNAホ

モロジーは48－69％（A群）から99－100％（C群）で

あるが異草間のウィルスDNAでは4－23％にすぎない．
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ウイルスDNAのホモロジーによる分類は，ウイルス遺

伝情報の表現型である赤血球凝集反応による分類や，物

理的，化学的，生物学的性質の異同と高い類似性を示
す｝5）

　そこで我々は，特異的に4喝塩基対を認識して2本

鎖DNAを切断する制限酵素を用いてウィルス遺伝子

DNAを直接解析することによる簡便なアデノウイルス

同定法を検討した．本研究では，咽頭結膜熱の主因で

あるAd　3およびAd　7241を中心に同定法の検討を行なっ

た．制限酵素は，アデノウイルスDNAを分析可能な数

の特異的フラグメントに切断する6塩基対認識の酵素

の中から研ηdIII，魚規HI，翫JIおよび＆oRIを選ん

で用いた．既報212臥26｝のごとく本実験で得られた

Ad　7（strain　Grider）DNAの制限酵素切断パターン

を同一血清型であるstrain　Gomenの場合と比較する

と，翫∬切断パターンは完全に同一であり，また

躍ηdllI，　EooRI切断パターンは酷似しているが，

動〃zHI切断パターンによって二つのstrain間の違いが

明確に区別される．このように，適当な酵素を用いる

ことによって同一血清型内のstrain間の鑑別同定が可

能であることがわかる．またB群に属するAd　3（strain

G．B）およびAd　7（strain　Gomen）DNAは10種の制

限酵素による切断部位のうち52箇所が一致しており，

14箇所の切断部位がいずれか一方にのみ認められる26）

が，本報告に明らかなごとく」％吻HIを用いることによ

りAd　3（strain　G，B）とAd　7（strain　Grider）間も明

確に判別できる．

　従来より，ウイルス遺伝子DNAの制限酵素切断パ

ターンの検討には，精製ウィルスDNAが用いられてき

た．しかしながら，ウイルスDNAの調製のためには，

精製ウイルス粒子を出発材料とするため，多量の感染

細胞と労力，時間が必要である．最近，Wadell　and

De　Jong27｝はHirt法28）によって感染細胞からウイルス

DNAを濃縮しAd　19の制限酵素切断パターンを検討し

た．しかし，ウイルスDNAの濃縮は必ずしも必要では

なく，我々は，ウイルス粒子精製を行なわず，感染細

胞からウイルスDNAと細胞DNAを分離せずに抽出し，

この制限酵素切断パターンを調べた．MOI　1－10　PFU／

ce11でウイルスを接種した感染細胞から得られた感染細

胞DNAを用いても，細胞DNAに影響されることなく

ウイルスDNAの制限酵素切断パターンが得られ，また

このとき必要な感染細胞数は直径3cmのシャーレに培

養されたKB細胞の1／4程度あるいはそれ以下で良い

ことがわかった．感染細胞DNAの抽出は，操作が簡便

で短時日に行なうことが可能であり，また感染細胞数

の多少にかかわらずこれに応じたDNAの収量が安定

して得られるという利点を尊している．

　このように本法は多数の検体を容易に詳しく分析す

ることが可能であり，血清学的同定法との併用によって

流行strainの同定および流行伝播の正確な把握等に大

きな力を発揮するものと考える．さらに本法にSouthern

blot　hybridization29｝を利用することによりウイルス

DNAの検出感度は飛躍的に向上し，早く少量の感染細

胞を用いても，また低い感染価を示すウイルスの場合

でも頻回の継代によるウイルスの増殖をはかることな

くウイルスDNAの制限酵素切断パターンの検討が可能

になると考えられ，現在実験をすすめている．

5　結 語

　制限酵素切断パターンによるアデノウイルス同定法

を検討した結果，以下の成績を得た．

1）Ad　7（strain　Grider）DNAおよび感染細胞DNA

の制限酵素翫Zl，　H腕dIII，翫勉HIおよびE60RI切

断パターンを比較した結果，アデノウイルス感染細胞

DNAを用いた場合もウイルスDNAの制限酵素切断パ

ターンを調べることができた．

2）Ad　7（strain　Grider）DNAの各制限酵素切断パ

ターンを検討した結果，＆～11，H勿dIIIおよびE60RI

切断パターンは同一血清型であるstrain　Gomenの場合

と同一もしくは酷似しているが，動吻HIを用いること

によって二つのstrain間の差異が明確に検出されるこ

とが確められた．

3）Ad　3（strain　G．B）およびAd　7（strain　Grider）

感染細胞DNAの制限酵素切断パターンを研物dIII，

翫窺HI，＆z11およびE60RIについて検討し，判別に適

当な制限酵素の選択を行なった．その結果，励〃zHIを

用いることによってA群（Ad　12，　Ad　31），　B群（Ad　3，

Ad　7），　C群（Ad　2，　Ad　5），　D群（Ad　9，　Ad　13），　E

群（Ad　4）の各型とも判別可能な制限酵素切断パター

ンが得られた．

　これらのことから，感染細胞DNAの制限酵素切断パ

ターン検討することにより，比較的容易に，少量の細

胞を用いてアデノウイルスstrainの同定が可能である

ことが判明した．

　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲いただいた藤

永葱教授，田川貞嗣教授に深く謝意を表します．

　尚，本研究の一部は，文部省科学研究助成金（藤永）

により行なわれた．
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