病原体検査学実習（ウイルス・ファージ編）


病原体検査学実習（ウイルス・バクテリオファージ）

A　実習日程

1 ウイルス学

１回：組織培養（ウイルス感染細胞の用意）

２回：ウイルス材料の採取とウイルス感染

３回：プラークの定量的観察と蛍光抗体法によるウイルス観察

　　 ②バクテリオファージ学

１回：ファージ材料の採取と増殖

２回：ファージの定量

３回：プラークの観察

実習は、テーブル（ウイルス）と班（バクテリオファージ）の単位で行う。
B　ウイルス学……口腔内ウイルスの分離

【実習の目的】

　　ウイルスの採取、増殖、定量法や抗血清による観察法を習得し、ウイルスの特性を知る。細菌や真菌との違いやその違いが病原体として感染症学的にどのように係わるか考察する。また、ウイルス学実習では原則的に無菌室、クリーンベンチ（安全キャビネット）、厳密なガラス器具等の洗浄、水は超純水あるいは２回蒸留水など実験室の高度な管理が必要とされる。さらに厳しい無菌操作と実験室内感染防止が要求される。ウイルスを扱うことでウイルスを身近な病原体として、それを克服する予防方法、検査方法、遺伝子療法への応用方法の問題を考える機会としてもらいたい。教科書325-p～337-pを必読のこと！！
　　１回　組織培養（ウイルス感染細胞の用意）
　１）培養細胞株の植え換え

　　【方法】

1 培養細胞KB（ヒト上皮性上顎腺癌細胞）の培養平板を用意する。倒立顕微鏡でその細胞の特徴を確認する。観察が大切！！
2 細胞培養シャーレの培地を新しい10 mlピペットで吸い取リ、オートクレーブのバケツに捨てる。

3 シャーレにトリプシン・EDTA液を新しい10 mlピペットで約７ ml加える。

4 37℃で約10分間おき、細胞がシャーレより剥がれたことを倒立顕微鏡で確認する。

5 シャーレに培養用培地を新しい10 mlピペットで約３ml加え、トリプシン・EDTA液の反応を止める。

6 そのピぺットで、反応液の5 mlを小試験管（アルミキャップ付き）に移す。

7 遠心機で、1000 rpm（200g）の回転で、10分間の遠心を行う。

8 上静を、静かに斜めにしてオートクレーブバケツに捨てる。沈査部分に細胞がある。
9 培養用培地を小試験管に、新しい１ mlピペットでピペット先の汚染をしないように2回で２ml加え、そのピペットで軽くピペッティングして細胞分散浮遊液をつくる。

10 別の1 mlピペットで細胞液を血球計算盤に載せて、細胞数を測定（細胞数/ｍl）する。

⑪新しいシャーレ５枚に、10 mlピペットを用いて5 mlずつ培養用培地を加える。さらに細胞数を計算して5万細胞/シャーレになるように加える。細胞がシャーレ全体に分散するようシャーレを軽く揺する。細胞がシャーレ全体に分散するようシャーレを軽く揺する。上記⑨細胞浮遊液の0.2 mlずつを新しい1 mlピペット、その5枚のシャーレに加え、細胞がシャーレ全体に分散するようシャーレを軽く揺する。
⑫炭酸ガス培養器で培養する。

　　【材料】

1 細胞株　KB細胞（cell line・不死化細胞）
テーブル単位でそれぞれ細胞培養シャーレ１枚を用いる。

2 培養用培地

組成表

基礎培地（Eagle必須基礎培地）…アミノ酸・グルコース・核酸・塩類など

重炭酸ナトリウム…炭酸ガスと重炭酸ナトリウムでバッファー化してある。

血清…通常ウシ胎児血清を10%量に含む（増殖因子）。
抗生物質…ペニシリンとストレプトマイシンを抗菌剤として使う。
全体で約150 mlを用いる。

3 トリプシン液

組成表

トリプシン…細胞表層の蛋白を分解して、シグナルを入れる。

EDTA…細胞表層のカルシウムやマグネシウムを奪いシャーレから剥がす。

全体で約20 mlを用いる。

4 その他

10 ml、1 mlピペット（１缶ずつ）・10 ml、1 mlのゴムキャップ（１個ずつ）・５ cm シャーレ（３x5枚）・倒立顕微鏡（２台）・小試験管（アルミキャップ付き・３個）・遠心機（１台）・キムワイプ（１箱）・血球計算盤（１個）・コロニーカウンター（１個）・炭酸ガス培養器（１台）・トレイ（3枚）・オートクレーブバケツ（１個）

２回　ウイルス感染

1） ウイルス材料の採取

　　【方法】

1 テーブル３の代表４人が綿棒で軽く口腔粘膜をこする。SARSの検査をする気持ちで、真剣にやると得るもの多し！！
2 綿棒を滅菌性食水（５ ml）の中に入れ、液中で軽く振り溶かし出す。

3 生食水を1 ml注射器に約0.5 ml採り、ミリポアー濾過フィルターを付けて、濾過液の0.1 ml を後に述べる培養細胞に感染させる。
2） 分離ウイルスの感染

　  【方法】

1 培養細胞のシャーレ５枚の培地を10 mlピペット１本で除く。

2 別の10 mlピペット１本で血清を含まない培地（1xEと表示）を空シャーレの5枚に約5 ml加える。

3 その培地を別の10 mlピペット１本で除く（つまり血清を洗う）。

4 血清を含まない培地を５枚のシャーレに別の10 mlピペットで1.5 mlずつ加える。

5 前項のフィルターの濾過液、つまり１）の③の４人の口腔内分離液をそれぞれ４枚のシャーレに0.1 mlさらに加える。

6 対照として感染をしない、つまり口腔内分離液0.1 mlを加えないシャーレをおく。本当は無処理生食水0.1 mlを加える方がいいけれどもこの実験では省略する。つまり机あたり５枚のシャーレを用いる。うち１枚は対照用である。
7 37℃、30分間感染させる（時々軽く揺する）。

8 濾過液を含む４枚のシャーレと対照の１枚の培地液をそれぞれ別々の10 mlピペットで除く。

9 血清を含まない培地（表示は１x E）を別の10 mlピペットで約5 ml加え、軽く揺すって細胞を洗う。そしてその５枚を、別々の10 mlピペットで培地を除く。
⑩氷冷1% MC培地を新しい10 mlピペットで約5 mlずつ５枚のシャーレ加える。通常は、red agar 培地（Eagle基礎培地に寒天とニュートラルレッドを加えたもの）を用いる。

⑪37℃、炭酸ガス培養器で培養する。

　　３）標準ウイルス液の感染（テーブル１と２―ワクシニア、テーブル３－ヘルペス）
【方法】
①ウイルス液を希釈する。希釈方法はそれぞれのウイルス原液を滅菌生食水で1.8 mlと0.2 mlの10倍希釈し、2種ウイルス希釈液、100～10-3の４本ずつを用意してある。
②培養細胞のシャーレ５枚の培養培地を新しい10 mlピペット１本で除く。

③別の10 mlピペット１本で血清を含まない培地（1xEと表示）を空シャーレの5枚に約5 ml加える。

④その培地を別の10 mlピペット１本で除く（つまり血清を洗う）。

⑤血清を含まない培地（1xEと表示）を５枚のシャーレに新しい1 mlピペットで1 mlずつ加える。血清は中和抗体がある可能性があるから。
⑥上記の①のウイルス希釈液の、希釈倍数の高い方から1mlピペットで0.2 mlずつ４枚のシャーレにウイルス液を加える。残りは、非感染の対照用シャーレとする。
⑦37℃、20分間感染させる（時々軽く揺する）。

⑧ウイルスを含む４枚のシャーレと対照の１枚シャーレの培地液を、希釈倍数の高い方から新しい10 mlピペットで除く。

⑨血清を含まない培地（表示は１x E）を別の10 mlピペットで約5 ml加え、軽く揺すって細胞を洗う。そしてその５枚を、別々の10 mlピペットで培地を除く。

⑩氷冷1% MC培地を新しい10 mlピペットで約5 mlずつ５枚のシャーレ加える。通常は、red agar 培地（Eagle基礎培地に寒天とニュートラルレッドを加えたもの）を用いる。
⑪37℃、炭酸ガス培養器で培養する。

【材料】
　　☆材料採取用

綿棒（４本）・滅菌ウイルス試験管と滅菌生食水（5 ml x 4）・1 ml注射器（４本）・濾過フィルター（４個）

☆標準ウイルス液の希釈
a:ワクシニア　ウイルス（vaccinia virus）希釈液（テーブル１と２）、100～１０－３の4本ずつ
b:ヘルペス　ウイルス（herpes simplex virus typeⅠ）希釈液（テーブル３）、100～１０－３の4本ずつ
希釈用ウイルス試験管（３×２）・希釈用滅菌ウイルス試験管と生食水（1.8 ml×6）・10 mlと1ml用ゴムキャップ（数個）
· その他

前回培養したKB細胞培養シャーレ（５枚×３）・10 mlピペット(２缶)・1 mlピペット(２缶)・血清不含培地（1×Eと表示、約50  ml）・低温1%MC培地（Eagle培地に1%量のメチルセルロースを加えたもので、低温で液状、37℃で固体状となる。約100 ml）・オートクレーブバケツ（１個）・氷冷用ボックスと氷（少々）・炭酸ガス培養器（１台）
　　３回　プラークの観察と蛍光抗体法によるウイルス観察
1） プラークの観察（デモ）

　【方法】　

1 1%MC 培地を10 mlピペットで除き、

2 生食水を約5 ml加えて、それを除き、

3 メタノールを約1 ml加えて、５分間の固定し、それを除き、

4 つぎに、メタノール・アセトン（１：１）を約1 ml加えて、5分間の後固定し、それを除き、

5 乾燥させて、ギムザ染色する。

6 肉眼的、顕微鏡的にウイルス感染細胞群（変性細胞群＝プラーク）を観察して、数を数えて定量する。

    【材料】

       ウイルス感染細胞培養・10 mlピペット・生食水・メタノール・メタノールとアセトン（1:1）・ギムザ液・普通顕微鏡

　　【参考】

　　　 多くの場合は、red agar培地で培養後、ニュートラルレッドを取り込まない細胞の群（白い斑点をプラークという）

２）蛍光抗体法によるウイルス観察（デモ）

　【方法】

1 KB細胞にvaccinia virusを感染させる。

2 3~5日後、感染細胞を、メタノールやアセトンで固定する。

3 細胞に、抗vaccinia virus(ウサギ)血清を載せて、１時間反応させる。

4 その一次抗体液を良く洗い落とす。

5 細胞に、抗ウサギ（ヒツジ）蛍光色素FITC結合血清を載せて、１時間反応させる。

6 その二次抗体液を良く洗い落とす。

7 標本面に、グリセリン液を載せ、カバーグラスをさらに載せて、

8 蛍光顕微鏡で観察する。

Ｃ　バクテリオファージ学…環境中のファージの分離

　【実習の目的】

　　ファージの採取、増殖、定量法を習得し、ファージの特性を知る。ファージに病原性を示すものはないが、それは分子生物学やウイルス学の魁となり、現在も遺伝子工学分野でも多用されている。また、ファージは薬剤耐性、病原性遺伝子の伝達においても重要な働きをして、人類を脅かしている。ここではファージの取り扱いを通して、ファージを利用する方法を考察してもらいたい。

　１回　ファージ材料の採取と増殖

1） ファージ材料の採取

【方法】

1 ファージの標的菌として大腸菌（Escherchia coli B）の菌液10 mlを（10８CFU/ml、２本/班）用意する。

2 ファージが存在していると思われる材料の水を班１，３，５，７，９，１１は10 mlピペット１本を用い試験管に約５ml採取する。ただし、班２，４，６，８，１０はフT２ァージ液を用いるので採取する必要はない。
3 その5 mlの材料液に、雑菌を死滅させるためクロロホルム２滴を加える。

4 良く攪拌して５分間静置し、1 mlピペットで上層（水層）の0.1 mlを前記の①の大腸菌液の１本に加える。残り１本は対照として加えない。
5 班２，４，６，８，１０はクロロホルム処理しないで、そのまま1 mlピペットでT２ファージ液の0.1 mlを大腸菌液の１本に加える。１本は対照とする。
6 37℃で、１日間の培養を行う。後は低温保存し次回に判定する。大腸菌がファージにより溶菌されると、大腸菌液は透明化する。

　【材料】

　　　10 ml の大腸菌液（２本/班×１１，）・空試験管（１本/奇数班、計６本）・クロロホルム液(少量)・T２ファージ液（0.5 ml/本/偶数班×5）・1 mlと10 mlピペット（２缶ずつ）・1 mlと10 mlピペットのゴムキャップ（数個）・オートクレーブバケツ（数個）
２回　ファージの定量
1） ファージの定量法（プラーク形成）

【方法】

1 大腸菌（E. coli B、10 9CFU/ ml）の菌液を0.5 ml/本、８本/班ずつ用意する。

2 普通寒天の寒天成分を１/3（0.5% agar）にした軟寒天培地(50℃に保温してある)を試験管に5 ml/本、８本/班ずつ用意する。

3 奇数班は、前回に材料の水を加え透明化した大腸菌液試験管の１本を用いる。その試験管の上清液を、1 ml注射器で約0.5ｍl取り、濾過フィルターを付けて、その0.２ mlを用いて1.8 mlの希釈用滅菌生食水に入れ、順次別々の1 mlピペットで、1.8 mlと0.2 mlの10倍希釈し、10-1～10-7の７本を作る。
4 偶数班は、T２ファージ液を加えた試験管を同様に、濾過し、希釈する。

5 希釈倍数の高い方から1 mlピペットで0.1 mlずつ、①の大腸菌液の７本に加え、軽く試験官を振り混ぜる。残りの１本は対照用として無添加である。
6 その混合液を室温で1５分間静置して、大腸菌へのファージの吸着を行う。

7 その７本の吸着混合液のそれぞれ全部を、試験管を傾けて②の既に用意された７本の軟寒天培地試験管に加え、それをそれぞれ７枚の寒天培地の上に重層する。平板に内容を記入しておく。
8 対照として大腸菌のみの①の１本の大腸菌液を、②の既に用意された軟寒天寒培地試験管に注ぎ、１枚の平板に重層する。
9 15分間静置した後に培養に移す。

【材料】

　前回のファージ増殖検査試験管(２本/班x11)・大腸菌の菌液（0.5 ml /本、8本/班X11）・50℃軟寒天培地（５ml/本、 ８本/班X11）・寒天平板培地（８枚/班X11）・希釈用小試験管（７本/班X11）・希釈用生食水（1.8 ml×7×11）・ウォータバス(１台)・1 ml注射器（1個/班）・濾過フィルター（1個/班）・オートクレーブバケツ（数個）
３回　プラークの観察

1） プラークの観察

【方法】

1 寒天平板に形成された細菌の変性群（溶菌群）によって作られた斑点をプラークという。顕微鏡でそのプラークを低倍率で観察する。T２ファージとの差があるかどうか？
2 プラーク数を数え、定量する。

【材料】

プラーク形成寒天平板(8枚/班)・顕微鏡（各自）
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