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D N A 型 膿 瘍 ウ イ ル ス S V 4 0
1)
ま た は ポ リ オ ー

マ ウ

イ ル ス
2) に よ り , ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ た細 胞で . は

じ めて 検出さ れ た ウ イ ル ス 特 異 的細 胞表層抗原 (C ell

S u rf a c e ( S) a n ti g e n) は . 非腫 瘍 ウ イ ル ス 一例 え ば ,

麻疹 ウ イ ル ス
3)

, 単純 性 庖 疹 ウ イ ル ス q) お よ び ボ ッ ク

ス ウ イ ル ス
5j6 )

一感染細胞膜 に も同 様 に 誘 導 さ れ る こ と

が , そ の 後明 ら か に さ れ た . か ＼ る S 抗 原 は .

一 般

に , ウ イ ル ス D N A 合成以 前 の 感 染 初 期 に 山現 し
5 )

.

その 生物学的性状 か ら も ,
ウ イ ル ス 構 成 抗 原 (＼′i r al

( V ) a n ti g e n) や , 多 く の 腫 瘍 ウ イ ル ス 誘導 の T

(t u m o I
･

) 抗原 と も . 明 らか に 区 別 さ れ て い る
2 )

. し か

し . そ の 生物学的意 義に 関 す る 知 見 は . か ゝ る S 抗

原が ウ イ ル ス 感 染と 免疫 , 特 に 細 胞 性 免疫 の 成立 に 重

要 な役割 を 果 し て い る と 示唆 さ れ て は い る丁)8) が , ま だ

不 十分と い え よ う .

著者ら は , 先に . い く つ か の 樹立 化 継代 培 養細胞を

用 い , 牛痘 ウ イ ル ス ( C O W P O X V i r u s = C P V ) の S

抗原産 生を . 蛍光抗体 法 で 比 較 検索 中 . こ の S 抗 原

産生 は細胞種 の 違 い に よ り . 著 明 な 差 異 を 示す こ とを

観察し た . し か も , こ の 低 産 生 性細 胞 ( T H E L お よ

び G 2 細胞 な ど) に お け る S 抗原 塵 生 が . C P V の

ト リ プ シ ン 処 理 に よ り有意 に 増 強 さ れ る こ と を認 め た
9)

. さ ら に ,

パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス : H V J を 持 続 感 染

化し た低産生性 細 胞 に . C P V を 重 感 染 L た場合に も .

同様の 増 強が見 出さ れ . C P V 増 殖 初 期に 必 要 な 細 胞

機能 の H VJ 感 染 に よ る 瓦 進 が . 強 く ノjミ唆 さ れ る に 至

っ た
仙

. そ こ で , 著 者は , 前述 S 抗原 の 生 物 学 的意

義解明を考慮 し つ ゝ
, H V J 持 続感 染 細 胞 に お け る ,

C P V- S 抗原 産 生増強 の 機 作を . H V J 野 生 嫌 お よ び

温度感受性変異株持続感 染化 か ら , 以 下の ご とく 追求

T h e I三n h a n c e d F o n 11 a ti o n o f C o w l〕O X

( S e n d a i V i r u s )-C a r ri e r C e 11 s : A n a l y si s o f

し た .

実験 材料と方 法

Ⅰ . 使 用細 胞 お よ び培 養条件

T H E L (
ハ ム ス ター 肺 由 来) 細 胞

圧服 -
ぉ よ び そ の

H VJ 持続感染細胞 ( T H E L一Ii V J )
12)
は . す べ て1 0

仔牛血清加 E a gL e の M E h /1 に よ り . V E R O ( ア フ

リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 由 来) 細 胞
13 )

ぉ よ び そ の H V J 持続

感染細胞 ( V E R O M H V J ) は , E a gle の M E M に 2

% 仔牛血清を 加 え て 培 養さ れ た . こ れ らの 培 養 に は ,

通常35
0

c
. 実験に よ り32

0

な い し37
0

C が用 い ら れた .

Ⅱ . ウイ ル ス

1 . c o w p o x v i ru S (C P V ) : l . B R 株 を V E R O

細胞で 増殖さ せ , 部分精製ま た は . J o klik の 方法
14 )

に 従 い . s u c r o s e 密 度 勾配 遠JL ､ に よ り . 高度精 製 し

て 用 い ら れ た . こ れ ら は . ウ イ ル ス 凝集 を な くす 目 的

で , 使用 直前 に 短 時間音 波処 理 さ れ た .

2 . H V J (S e n d a i v i r u s ま た は Il e m a g gl u ti n a L-

i n g V i r u s o f J a p a Il) : 発育 鶏胎 児 (1() 日卵) 継 代

(37
0

c ) 名古屋- 1 - 6 0 株 を l-I lリ 野生 株 ( fl ＼り 0 )

と して 用 い た . 温 度感 受 性 ( t s ) 変異株 は , ト川
r

J 持

続感染 T t-1E L 細胞 ( T Ⅲ二L l l V J ) を 音波処 理 (30 ワ

･

ソ ト , 6 0 抄 ,
B l- a 11 S O 【1 S () Il =i e り し , そ の5 ,U (川 国

転 - 1 5 分遠心 ヒ清 を抽 出 t s 変 果株 (l爪
′

｣l〕i t s ) と L

て月】い た . さ ら に , 抽出 t s 変 毘株 を 発育 鶏胎 児 ( 8

日卵) で 3 代 以 上低 温 (ニ〕2
0

c ) 継 代 L て 仁 卯 馴 化 t s

変晃 株 ( H V J p it s E ) と し た .

Ⅲ . ウ イ ル ス の 感 染価 測定

1 . C P V の 感染 価 は , す べ て V E 目し) 細 胞 巨. の

pl a q u e a s s a y
g) 川
に よ り . Ⅰ

)
F U しP l 叫 u e r O r n lit l g

V i r u s - S p e c i fi c C e ll S しけf LI C e A n ti g e n i n 11 V J

t h e E n h a n ci n g M e c h a n i s ll l b y l n f e c ti o n w i t h

H V J W il d T )′ P e a n d T e m p e l
･

a t u l
･

e
- S e n si t̀i v e M u t a n t s , 3 u n ji T a n a k a , D e p a r tlll e n し O r

V i r o l o g y (l) i r e c t o r : P r o f . M . H a t a n o ) , C a n c e I
･

R e s e a r c h I n s ti t u t e . K a n a z a w a U n i v e l
･

si t y .
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u n i t) と して 測定さ れ た .

2 ･ H V J の 感染価測定は , K a s h i w a z a k i ら の 方

法.5) に より , V E R O 細胞 上 の CI U ( C e u i n f e c ti ｡ u S

u n i t) で 表示さ れ た .

Ⅳ . 抗 C P V 血清

高度免疫抗 C P V 血清 は U e d a ら の 方法
5 )
に 従 い

家兎で 作製 さ れ , 中和抗体価 1 : 5 , 0 0 0 倍以 上 の 血清

が 蛍光抗体液作製 に 用 い られ た .

Ⅴ . 蛍光抗体 ( F A) 法

上記 , 高度免疫抗 C P V 血清か ら , 粗γ- グ ロ ブ リ ン

分画を調整 し , こ れ に 浜島らの 方法-8) に 従 っ て , 蛍 光

色素 ( F 汀C) ガ ラ ベ ル さ れ . 蛍光抗体液 と し て 使 用

さ叫た ･ S 抗原の 検出に は . カ バ ー ス リ ッ プ 上 に 培

養 し た 細胞に , C y t O Si n e a r a b i n o si d e ( C A ) ( 2 0

FL g / m l) の 存 在下で ウ イ ル ス を 感染 ( 5 pf u / c ell ) さ

せ ･ 未固定で 染色し た5) 川) . Ⅴ 抗原 は . C A 非 存 在下

で ウ イ ル ス を 感染 さ せ , ア セ ト ン 固定後染色さ れ た5) .

S ま た は Ⅴ 抗原陽性細胞数の 測 定 は , 5 0 0 個 以 上 の

細胞を カ ウ ン ト して , それ ぞ れ 細胞膜 に 典型 的環状蛍

光 ( S 抗原) を有す る細胞数 . ま た は 細胞質 に 蛍光

(Ⅴ 抗原) の み られ る 細胞数を数え , 各 々 の パ ー セ

ン ト ( % ) で 表わ した .

Ⅵ . 細胞粗抽出液 の作製

R o u x び ん で 単層培養 した 各種細胞 を , E D T A と

少量の プ ロ ナ ー ゼ で は が し , E a gl e の M E M に 浮 遊

( 4 . 4 × 1 0
7
個細 胞/ m l) し た . こ れ ら細胞浮遊液 を音

波処理 ( 30 ワ ッ ト 6 0 秒) し て 破壊 し . こ れ を 細胞 の

粗抽出液 と し た . こ れ ら細胞粗抽出液 は , ラ イ ソ ゾ
ー

ム 由来の 粗酵素液 と して , ∫門 口 か 0 で の C P V の

外膿 ( o u t e r m e m b r a n e) 脱穀 ( u n c o a ti n g) 活性 測

定実験 に 用 い ら れた .

Ⅶ . 細胞分 画法

Alli s o n らの 方法
m
に 基 づ い て 行 わ れ た . 1 . 5 ～

2 ･ 0 × 1 0
8
個 細 胞 を , 低 韻 G e y の 溶液 で 処 理 後 .

0 ･ 1 2 5 M s u c r o s e 溶液 (0 . 0 1 M p h o s p h a t e b u ff e r
,

p H 8 . 5 に 溶解) 中 に 浮遊 して . テ フ ロ ン の ホ モ ジ ナ

イ ザ
一 に よ り90 % 以上 の 細胞 が裸核 に な る まで ホ モ ジ

ナ イ ズし た ･ こ の ホ モ ジ ネ
ー

トの ( 2 , 0 0 0 g . 1 5 分)

遠心上清 は さ ら に . ( 1 2 , 0 0 地 , 6 0 分) 再 遠 心 し て ,

上漕と沈査 に 分別 さ れ た . 2 , 0 0 0 g 遠心 沈 査 は ｢ 核 と

砕片｣ 分 軋 12 , 8 0 0 g 再遠心 沈 査 は ｢ ラ イ ソ ゾ ー ム ｣

分画, さ ら に , その 上清 は ｢ 上 清｣ 分 画 と さ れ た .

｢核 と砕片｣ お よ び ｢ ラ イ ソ ゾ ー

ム ｣ 分画は , 使用直

前 に音波処理 ( 30 ワ ッ ト . 40 秒) さ れ , ｢ 上清｣ 分 画

も含 めて , 酵素活性な い し. C P V 外膿 の 脱 殻活性 の

測定 に 使用さ れ た .

中

Ⅷ . ラ イ ソ ゾ
ー ム 酵素活性の 測定

上碍 ( Ⅵ , Ⅶ) の 方法 で 得ら れ た , 細胞 粗 抽‡lモ液

と細胞各分画 は酵素 液 と し て . 各酵素 反 応 の 至 適濃度

で用 い ら れ た . p r o t e a s e お よ び β-･g l u c u r o n i d a s e

活性 は , A lli s o n ら の 方法
】了)
に よ り , a C i d p h o s p h a -

t a s e 活性 は . B e s s e y ら の 方法
18)
に 従 っ て 測 定さ

れ た .
こ れ ら の 酵素活性 は , い ず れ も細胞当りで 表示

さ れ た .

Ⅸ . 赤血球吸 着 ( H A D) 法

H VJ 持続感染細胞 に お け る H V J 遺 伝子 発 現 の 示

標 と し て , H A D 陽性細胞数を 測 定し た . 3 5
0

C な い し

37
0
c で7 2 時 間ま ば ら に 単 層培 養 さ れ た H V J 持 続 感

染細胞 を , リ ン 酸緩 衝化食塩水 , P H 7 . 2 ( P B S ) で 一

回洗浄後 , こ れ に , 0 .3 % モ ル モ ッ ト赤血球浮遊 液 を

加え た ･ 3 0 分 間, 4
0

c で 放 置 後 .
P B S で 末 吸 着血球

を洗 い 去り , 総計 . 5 0 0 個以 上 の 細胞 を数 え . そ の 中

の 血球吸着陽性細胞数の 割合 を % で 表示 し た .

そ の 他必 要 な実験方法 は . 各項目 で ふ れ る こ と に す

る .

実 験 成 績

Ⅰ . H V J 持続 感染細胞 へ の C P V 重感染 によ る

C P V - S 抗原 産生 の 増強

1 ■ H V J 持続 感染 細胞 に お ける C P V-S 抗 原 産生

増強効果

まず , T H E L お よ び V E R O 細胞 と こ れ ら の H V J

持続 感染細胞 に C P V を 感染し , 経時的に C P V -S

抗原陽性細胞数 の 変化 を測定 し た( Fi g . 1 ( a t b ) ) . そ

の 結果 , T H E L 細胞 で は , そ の 産生 が き わ めて 低 く ,

G 2 ( ヒ ト骨 巨細胞 腫 由来) 細胞 柑) と 同じく C P V - S

抗原低産生性細胞 で あ っ た . こ れ ら に 比 べ る と ,

H e L a ( ヒ ト子宮癌由来) 細胞
20)
な ど 多 く の 細胞 は ,

V E R O 細胞と 同様 に C P V - S 抗原 高産生性細胞 で あ

っ た
9 )1 0)

. か ゝ る S 抗原低産生性細胞 ( T H E L , G 2 )

で は . C P V の M O I ( m u l ti pli ci ty o f i nf e c ti o n)

を あ げ て も , S 抗原産生 に は 特 に 増 強 は な か っ た .

一 方 .
S 抗 原低産生性細胞 を 持続 感 染 化 さ せ る と ,

そ こ で の C P V
岬

S 抗原 産生増強 は , 特 に T H E L の

H VJ 持続 感染細胞 ( T H E し H V J ) に お い て 著明 で あ

っ た ( F i g . 1 ( a)) . さ ら に , C P V- V 抗原 の 産 生

も , T H E L 細胞 で は V E R O 細胞 よ り低 く . そ の

H VJ 持 続感染化で . S 抗原と 同様 に . 著し く増強さ

れ た .

と こ ろ で t C P V- S 抗原 産生 に 増強が 認 め ら れ た

T H E L - H V J 細胞 は , H V J 野生 株 ( H V J o ) 感染 に よ

り 得 られ た 日V J 持続感染細胞で . し か も , 樹立 後約

d
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H V J 持続感染イヒに よ る C O W p O X V i m s の S 抗原塵生増強

0 2 4 6 8 0 2 4 6 8

丁うnl e a f t e r C P 〉 j n f e c t j o n いt r)

Fi g . 1 . S -

a n ti g e n f o r m a ti o n i n T H E L , V E R O a n d t h ei r H V J - C a r ri e r

C e ll s i n f e c t e d w i th C P V
,
5 p f u / C ell .

( a ) c 上山…Ⅷ
り C

,
T H E L c e ll s ; ⑳

- ･ ･ ･

= ◎ , T H E L
- H V J c ell s .

( b ) (二) 一一一一○ , V E R O c e11 s ; ⑳
‥ - " ･ ⑳

,
V E R O - H V J c ell s .

T a b l e l . R el a ti o n s h ip b e t w e e n e s t a b li s h m e n t o f p e r s i s t e n t i n f e c ti o n wi t h

H V J w il d ty p e o r t s -

m u t a n t a n d S -

a n tig e n f o r m a t i o n b y C P V s u p e ri n f e c t e d .

5 p f u / c ell

a) O b s e r v at i o n at 8 h r s a ft e r C PV i nf e c t i o n . b) m oi = l . O ci u/ C ell . c) A v e r a g e o f 5 e x p e ri m e n t s .

H V L
1

0 , Wi ld t y p e ; HVJ pi t s , t S m u t a n t e Xt r a C t e d f r o m TH Eト rlVJ ; 11V J pi t s ･ t , t S m u t a nt P a S S ag ed i n

d e v el op l ng C hうck e nlb r )
′

O S .

6 年 を経 , 現在 こ の 細 胞より 検 出 さ れ る H VJ は す べ

て . 3 7
0

C 以 上で は増 殖 し 得 な い , 温 度 感受性 ( ts ) 変

異株で あ る こ と が最 近 明 らか に さ れ た
2 ‖

.

こ の 事実か ら , 上述の C P V
-

S 抗 原 産 生増強 は ,

持続感染化に よ り . あ る特殊 な細胞 の 選 択さ れ た 結

果 , も た らさ れ て い る 可能性が 生 じた .

2 . H V J 持続 感染成立過 程 に お け る C P V-S 抗 原

産 生能

そ こ で . こ の 可能 性を 否定 す る た め , 新た に H V J

1 1 7

持続感染化を計 り . その 成立 過 程 で の 検討 を 試 み た .

そ の ため に , H V J o , お よ び t s 変 異株 ( H V J p = s .

H V J p i ts∬E ) を t 新た に T H E L 細 胞 に 持続 感染化 さ

せ , 継代代数毎に 規細胞と 比 較 し て , C P V S 抗原 産

生能を検討し た( T a bl e l ) .

その 結果 . H V J p i ts ま た は Ⅰ-rIV J p it s E 感染 T H E L

細胞 は . 感染後 は と ん ど C P E ( 細 胞 変性効 果) を ホ

さず .
H A D お よ び 抗 H VJ 血清に よ る F A 陽性 細

胞数 は90 % 以 上認め ら れ た . ま た , こ の 性質 は 細胞 の
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継代に よ っ て も変化 な く , t S 変異 株 に よ る 持 続感染

化 は感染後直 ちに 成立 し た と 考え ら れ た ･ か ゝ る持続

感染成立細胞 に お ける C P V一-S 抗原 産 生 は ･ 感 染 後

絶代 2 代 の 細胞で す で に 有意 に 増 強さ れ , 継代10 代以

降の 細胞 で は , 従来 の 持続感染細胞 ( T H E L - H V J )

に み ら れ る増強率 と ほ ゞ
一

致 し た .

一 方 . H V J o 感染 T H E L 細胞 は . 感染直後の 軽度

の C P E と ∴縫代 8 代 に 出現 し た 著名な C P E を 経 て .

残存細胞の 総代 に よ り , 持続 感 染が漸 く 成立し た ･ し

か し . 成立直後の 継代1 0 代頃の 細胞で は , C P V- S 抗

原産生 は逆 に 親細胞 より 低 く( 抑 制) ･ 継代2 0 代 の 細

胞で 漸こ増強 に 転 じ た . しか し なが ら , こ の 頃の 持続

感染細胞内の R V J o は .

ヘ ム ア グ ル チ エ ン 産 生 の 温

度感受性
22 )
か らみ る と , す で に 約45 % が t s 変異株化

して い ると 考え ら れ た .

こ れ らの 結果 か ら ,
H V J 持続感染細胞 に お け る

CP V-S 抗原産生の 増強 ほ , T H E L 細 胞中の 特殊 な細

胞 ( C P V- S 抗原産生が高率) の 選 択的持続感染 に よ

るも の で は な く . ま た , S 抗原 産 生 の 確 実 な 増強 に

は , 持続感染細胞内の H VJ が 殆 ど ts 変異抹 と し て

存在す る必 要性 を示唆 して い る ･

3 . C P V
- S 抗原産生能 へ の H V J 持続感染 細胞培

養温度効 果

中

前記 の 方法 で . 新た に 樹立 化し た 各種 H V J 持続感

染細胞 を , t S 変晃 株遺 伝子機能の P e r m i s s i v e な

3 2
O

c ま た は n o n p e r m i s si v e な37
Q
c で , そ れ ぞ れ

7 2 時間培養後 ,3 5
0

C に お け る C P V
-

S 抗原産生を親

胞と比較 した . こ ゝ で t V E R O 細 胞 は高 産 生性細胞

と して 比較の た め , 以 後 の 実 験 に 用 い ら れ た .

T a b l e 2 に 示 さ れ た よ う に . 3 2
O
C 培 養後 の 持続感染

細胞 に お け る C P V→S 抗原産生 は , 規( T H E L ) 細胞 の

約 2 ～ 2 . 7 倍 に い ず れ も 増強さ れ た . こ れに 比 べ て , 37

o

c 培 養後の t s 変異 株持続感染細胞 ( r H E し H V J .

T H E L ( H V J pi t s ) お よ び T H E L ( H V J p it s- E )) の

H A D 陽性細胞数は い ず れ も 1 % 以 下 に 低 下 し , 同

時 に , 3 2
0
C 培養細胞 で 認 め ら れ たS 抗 原産生増強能

は , す べ て 消失 し て 親細胞の レ ベ ル に な っ た . しか し

なが ら . 3 7
0
C 培 養後 の 野 生株樹 立化持 続感 染細 胞

( T H E L ( H V J o )N 3 8 ) の H A D 陽 性細 胞 数は , なお依 然

と し て 約半数 が陽性 で . 持続 感 染細 胞内の H V J の 約

半数 は , 未だ t s 変質 化 して い な い 野生株の ま ゝ と 考

え ら れ た , し か も . か ゝ る T H E L ( H V J o )- 3 8 細胞

の37
0

C 培養後 . 重感染 し た C P V の S 抗原産生 に は

殆 ど増強が 認 め られ なか っ た . さ ら に , 本 来 , S 抗

原産生 の 高 い V E R O 細 胞で は , こ の 培 養温 度効 果 は

全 く み ら れ な か っ た .

T a b l e 2 . E f f ed t o f c u l t u r e t e m p e r a t u r e o f T H E L a n d it s

H V J - C a r ri e r c ell s o n S
- a n ti g e n f o r m a t i o n b y C P V

S u p e ri n f e ct e d

a) O bs e r v at i o n a f t e r 8 h r s a t 35 ℃ i n c el l s i n fe c t e d o r s up e ri n
f e c t e d

w i th C PV , 5 p f u / C e ll . b) C ul t u r e d f o r 72 h r s b ef o r e C PV i nf e c t i o n ･

†1A D p o s i ti v e c el l s , C u l t u re at 3 2
C

C : al l H V ･J - C a r ri e r c ell s > 90 %

c ul tu r e at 3 7
O

c : TH EL (= VJ o ) c e ll
= 45 繋

o t h e r HV J - C a r ri e r c el l s くl 鴛
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か く して ,
H V J 遺 伝 子 機能 が37

0

C で P e r m i s s i v e

な 野生 株 と し て 約 半数細胞 内に 存在す る持続感染細

胞で は .
H V J o p e r m i s s i v e な3 7

Q

C 培 養で , C P V -S

抗 原 産生増強能 が 失 わ れ る こ と , お よ ぴ3 2
0

C で

p e r m i s si v e な t s 変異株が 主 に 存 在す る持続感染細

胞を P e r m i s si v e な温 度で 培 養 した 時に の み , 増 強

が著明 で あ る こ と か ら , C P V - S 抗原産 生増強 の 機作

は , 主 と し て t t s 変異株遺 伝 子 機能 に よ る こ と が 大

き い と 考え ざ る を 得な か っ た .

Ⅱ .
C P V の u n c o ati n g ( 脱 殻) の 問 題

1 . T H E L お よ びそ の H V J 持続感染細胞 に お け

る C P V 増殖初期 パ タ ー ン の 比 較

一 般 に , T H E L 細胞 へ の C P V 吸 着率 は V E R O

細胞 に 比 べ ると 低か っ た が ,
H V J 持続感染化 に よ り .

そ の 吸着率が 有意 に 上昇 す る こ と は な か っ た .

一 方 .

各種持続感染細胞内C P V の 産 生 は , C P V 感染後 8 時

間に お い て す で に 規細胞 に 比 べ , 著し く 増強 さ れ た .

こ れ ら の 実験成績 を考 え ると , H V J 持続 感染細胞 に

おけ る S 抗原 産生 の 増強 は . 特 に , 細胞内 H V J 遺

伝子機能 に よ る C P V 初期増殖の 促 進に 由 来す ると 予

想さ れ た . そ こ で , 親 ( T H E L ) 細胞 と各種 H V J 持
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続感染細胞の 両者に C P V を 感 染 ま た は重感染 さ せ .

細胞内 C P V 感染価 の 経時的変化を 測定 し , C P V 増

殖の 初期 パ タ ー ン を 相互 に 比 較検討 し た .
こ の 実験

は , す べ て の ウ イ ル ス と 同じ く , 吸 着侵 入 した細胞内

C P V の 外股 ( o u t e r m e m b l
･

a n e) が , 脱殻 ( u n c o a ･

ti n g) さ れ る と , 感敵性 の孝剣11 で き な い e cli p s e

p h a s e ( 暗黒期) に 入 る
23)
こ と に 基づ い て い る .

そ の 結果 ,
F i g . 2 に み られ る よう に , S 抗 原低産

生性親細胞( T H E L ) に お い て は . 吸着侵入 した 感染

CP V が 感染2 時間迄著 しく 細胞内に 蓄積 し, そ の 有意

の 低下 t す な わ ち e cli p s e p h a s e の 出現 は , 他 の す

べ て の 細胞に お け る もの よ り . きわ め て 遅か っ た .

一

方 . こ の パ タ ー ン に 比 べ , S 抗原高産生性 VE R O 細

胞お よ ぴ , S 抗原産生が増強さ れ た各種 H V J 持続

感染細胞で は , 感染性 C P V の 蓄積が 極めて 少く 速や

か に 低下 して . 若 干 の 差 はあ る もの の . 吸着侵 入 C P V

は . 直ち に 脱殻 さ れ る こ と を 示 して い た . さ ら に ,

C P V 感染後 6 時間の 比較 で も粗細胞で は､ 他 の 細胞

と 異な り . o n e s te p の 増 殖 開始がみ ら れ ぬ と い う

差 を 認め た .

2 . 細胞粗抽出液 ( C P V 外 股脱穀酵素含有) と

0 0 . 5 1 . 0 1 . 5 2 . n 3 , 〔 4 . 0 5 . [ 6 , q

T う【Iほ d F t e †
{

C P 〉 †n f e c t l o n ( H r )

Fi g . 2 ,
I n f e c ti v i t y o f i n t r a c ell u l a r v i r u s a t

i n f e c ti o n w i th C P V ,
5 p f u / C e ll .

◎1uW･〟M ⑳ , T H E L ; △･-･岬- △ , T H E L
- H V J ;

しつ､rY."山山○ , T H E L ( H V J p i t s
- E ); □w-】d r] ,

V i r u s -i n f e c t e d c ell s w e r e w a s h e d. t w i c e

a n ti - S e ru m (1 : 1 0 0) b e f o r e t r e a t m e n t i n

d iff e r e n t s t a g e s af t e r

△
… ･ ･ - A

,
T H E L ( H V J p it s);

T H E L ( H V J o ) - 3 0 ; 駈 ･-- "
一

同
,
V E R O c e11 s ･

w i th M E M c o n t ai n i n g v i r u s

s o n ifi e r
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C P V と の 反応

一 般 に , p O X V i r u s の 外股脱殻 ほ . 宿主 細胞既存

の 酵素 (u n c o a ti n g e n z y m e) に よ っ て 行 わ れ る
2 3)

と さ れ て い る . こ れ より . 前述 の 規細胞 とそ の H VJ

持続感染細臥 さ ら に V E R O 細胞 に お け る C P
V 増

殖初期の パ タ ー ン の 差異 一 特 に e cli p s e p h a s e 出

現の 差 - は , 各細胞既存 の 外膿脱穀酵素活性 の 逢 い に

由来す る可能性が考え られ た . そ こ で , 各細 胞の 粗抽

出液 と高度精製 C P V と を反 応 さ せ ･ わ7 U 汀 和
一

で の

CP V 脱殻効率 ( 感染価低下活性) を 比 較測定 した ･

そ の 結果 ( T a bl e 3 ) , 多 く の 場合 , 反応120 分迄

C P V 感染価 は反 っ て 上昇 した . す な わ ち , 親細胞粗抽

出液と C P V と の 反応 で は , 2 0 分 よ り 感染価 は上昇 し

始 め . 3 0 分 で 最高 に 達 し , 以 後そ の 上昇率 は少 くな っ

た が , 反応120 分で も な お 若干 認 め ら れ た .
こ れ に 対

し , V E R O 細 胞粗抽出液 と反 応 さ せ ると , 感 染価上

昇 の 最高値 はすで に10 分で 生 じ . 以後 丁臼E L 細 胞 に

比 べ る と著明 に 低下 して い っ た . こ れ ら脱穀の 進行過

程で 一 反 っ て 感染価 が上昇す る と い う こ と は , 部分的

な或 る未完成な脱穀状態 の CP V が 生 じた た め で 一 着

者 らが 先 に 報告 した
9)
c p v の 至適 ト リ プ シ ン 処 理 効

果と甚 だ近 い と い え よ う ･ な お こ の 問題 に 関 し て は ･

申

後に N P
-

40 処理 C P V と して も 論 じ ら れ る で あ ろ

う .

一 方 , t S 変異 株持続感染細 胞 粗抽出液 と C P V と

の 反応 で は , 上述 の 親細胞に 比 し て 反応 が さ ら に 促進

さ れ , 1 0 な い し20 分で 感染価は 最 高に 上 昇し た . さ ら

に , 興 味あ る こ と に は , 持続感 染 H V J の ほ と ん ど

が
, 野生株の T H E L ( H V J o ) 継代13 代抽 出液 と の 反

応で は , そ の 感染価上昇 低 下 パ タ ー ン は , 規細胞と は

と ん ど同 じで あ っ た . し か し な が ら , 持続感染細胞内

H V J の 約90 % が t s 変異株化 し て い る継代42 代細

胞抽出液 と の 反応 で は , 上 述の ごと く , 反応20 分で 最

高 に 上昇 し , 以 後の 上昇低下 は規細胞よ り も 1 s 変 異

株持続感染細胞 の パ タ
ー ン に 近 か っ た ･ ち な み に ･ 持

続 感染細胞内含有 H V J 粒 子 自身ま たは H VJ 粒子 含

有 の ノ イ ラ ミ ニ デ ー ス が
. かか る C P V の 感染価を 上

昇低下 さ せ る 可 能性 は , 対 照 実 験
刷
で 完全に 否定さ

れ た .

同様 の 実験を . t s 変 異 株遺 伝 子 発 現 の n o n p e r -

m i s si v e な , 3 7
0

C で7 2 時間培養各細胞よ り の 粗 抽山

液 を用 い て 行 っ た .

そ の 結果は , T a b l e 2 に お け る37
O

C 培養後の C P V -

S 抗原産生増強 へ の 培養 温 度 効 果 の 場 合 と 同 じ く t

T a b l e 3 . I n f e c ti v i t y o f C P V i n c u b at e d w it h c ell e x t r a ct s

f r o m T H E L a n d it s H V J -

C a r ri e r c e ll s c u lt u r e d a t 3 5 ℃

% i n f e c t i v i t y o f C P V i n c u b a t e d
f o r

C e l l e x t r a c t s
口 1 0 2 0 3 0 6 0 1 2 0 m うn

M EM ( c o n t r o l ) l C O 1 0 0 1 0 0 1 91 9 3 7 g

T H E L

丁目E L - H V J

TH EL ( H V Jp i t s )

T ‖EL ( H V J p i t s
-

E )

丁目EL ( H V J o ト1 3

T H E L ( HV J o ) - 4 2

9 B 1 2 q 1 4 4 1 3 4 1 2 6

1 4 9 1 5 9 1 0 4 1 0 3 9 8

1 4 4 1 3 5 1 2 7 1 1 4 1 0 7

1 3 4 1 4 9 1 2 6 1 1 4 = )3

9 4 1 3 6 1 4 1 1 1 2 1 n 4

1 4 8 1 5 4 1 4 7 1 2 3 1 1 8

v E RO 1 6 0 1 5 0 1 1 6 9 2 7 5

★ 4 .4 x 1 0
7
c e ll s / ml i n E a gl e

,

s ;
･1E(･1 , S O n i c a ti o n a t 3C v/ f o r l m i n ･

川D p o si ti v e c ell s a ft e r c u l ti v a t i o n a t 35 ℃こ a1 1 = Ⅶ
-

C a r r i e r c e ll s > 9 0 乞･

Hig hly p u r if i e d C PV(一 x 1 0
7
pf u/ m l) u as i n c u b a t e d vJi t h e q u

a一 v o- u m e o f c e ll e x t r a c t s

f o r i n di c a t e d p e ri od a t 37
く

【 .
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各種持続感染細胞粗抽出液 の 亮引生は , い ず れ も 親細胞

粗抽出液 の 示す 活性 に 低 下し , 培 養温 度効 果 が認 め ら

れ た .
こ れ ら より , C P V 感染価 上 昇低 下 ( 脱 殻) 徳

性は , 持続感染細胞上 で の H V J . 特 に t s 変 異 株 の

遺伝子機能発現 と明 らか に 相 関 し て い た .

3 . N o n i d e t P岬40 ( N P-4 0 ) と C P V との 反 応

一 人工 的脱穀の モ デ ル 実験 .

上述 の ごと 垂 , 各細胞粗抽出液と C P V と の 反応

( 脱殻) 過 程 に 認 め ら れ た C P V 感染価 上昇 の 機作を解

析す る目的で . さ ら に C P V を d e t e r g e n t : N P -4 0

と 反応 させ , 人工 的脱穀の モ デ ル 実験 を試 み た . こ れ

は . N P山40 が p o x v i r u s の 外膿を 分解 し . 徐 々

に C O r e を露出す る
2 り
,
い わ ば f 乃 U か 0 で 外股

の
"

u n c o a ti n g
''

を 行う作用 の あ る こ と に 基 づ い て

行わ れ た .

そ の 結果 を Fi g . 3 に 示 した . 最 終濃度0 .1 % N P -4 0

は , C P V の 感染価 を反 応10 分で す で に . 1 0 0 分 の 1

以 下に 低 下 させ た が . 0 . 0 1 % お よ び 0 .0 0 1 % N P -4 0

は , 1 0 な い し20 分 で い っ たん C P V の 感染価 を上昇さ

せ , そ れ以 後 の 反 応 で 感染価を 低 下さ せ た . こ の 結果

は. C P V の 外膜が N Ph-4 0 に よ っ て , あ る 程 度 以 上

に 分解 さ れ る と , C P V 粒子 は 宿 主 細 胞 に も は や 吸 着

し得ず . 感染 力を失 う が . 外膜の 部分的分解 を受 けた
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ウ ィ ル ス粒子 は . む し ろ . 感 染細胞内で 脱穀さ れ易 く

な り . そ の た め 感染価 が 上 昇 す ると 解 さ れ た . そ れ

故 , 前述の 各細胞 粗抽出液 と の 反応に よ っ て も たらさ

れ た C P V の 感染価上昇な い し低 下 は, 至 過渡度 の

N P-40 と の 反応 に み られ た パ タ ー

ン と 全く 同 一 の 機

作 に よ る も の と 考え ら れた .

以 上 , 1 ～ 3 の 結果 より . T H E L 細胞で は , C P V

脱殻の 第1 の ス テ ー ジ で あ る 外膜の 睨好
3)
に 必要 な細

胞塊能が . S 抗原 高産生性 V E R O 細胞 に 比 べ る と .

非能率的で あ っ た が , 持続感 染 t s 変異株の 遺伝子 発

現 に よ り , 細 胞内 C P V の 脱 穀機青削ま, 有意に 促 進さ

れ ると 考え ら れ る .

Ⅲ . C P V 外膜 の 脱穀活性本態の 解析

こ れ ま で み て き た H VJ 持続 感染細胞 上で の C P V ･ S

抗原産生増強 は, 細胞 内 H V J t s 変異 株 に よ る 細胞

機能の 冗進
≡
す な わ ち ,

C P V の 外膜脱穀 を促進 す る

こ と に 基づ い て い る こ とが . 卜述の 段階まで で 明 らか

に さ れ た . そ れ 故. C P V の 外躁脱穀活性 の 本態 は何

で ある か の 追求を 次に 試 み た . そ の た め , A【li s o n

ら の 方法
l‖
に より . ラ イ ソ ゾ ー

ム に 焦点 を合 わ せ て ,

T H E L お よ び T H E L ( H V J pi t s - E) 細胞の 分画 を作

り . 各細胞分画 と C P V とを 反 応させ て み た .

そ の 結果 (F i g . 4 ( a . b ) ) , 親細 胞お よ び H V J 持

0 1 0 2 0 3 0

I n c u b a t j o n p e r j od ( トl †∩)

Fi g . 3 . E ff e c t o f N o n id e t P -4 0 ( N P -4 0) o n C P V i n f e c ti vi t y .

H i g h l y p u rifi e d C P V (1 ×1 0
7

p f u / m l) w a s i n c u b a t e d wi t h e q u a l

V O l u m e o f M E M ( c o n t r o l) ( 鞍) a n d N P - 4 0 a t fi n a l c o n c e n t r a ti o n o f

O . 1 ( ○) , 0 . 0 1 ( ◎) a n d O . 0 0 1 % ( 息) f o r i n d i c a t e d p e ri o d s a t 3 7 ℃ .
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続感染 T H E L 細胞由来の い ず れ で も , 前述 ( Ⅱ) に

み られ た よう な C P V 感染価の 上 昇 低 下 は , ｢ 核と砕

片｣ お よ び ｢ 上清｣ 分画 に 比 べ , ｢ ラ イ ソ ゾ ー ム ｣ 分

画 との 反応に お い て , 最 も著明 に 認 め ら れ た . さ ら

に , 親細胞と 日VJ 持続感染細胞 との 比 較で は . 後者

の ｢ ラ イ ソ ゾ ー

ム ｣ 分画 の 活性 ( 感染価 の 上 昇お よ び

低下度) が , や ゝ 強 い 傾 向を 示 し た . こ れ より , C P V

の 外股脱穀 は , 主 と して ラ イ ソ ゾ ー

ム 由来 の 酵 素作

用 に よ る と考え られ た .

Ⅳ . E V J 持続感染細胞内の ラ イ ソ ゾ ー ム 酵素活性

1 . H V J 持続感染化 に よ る ラ イ ソ ゾ
ー ム 酵素活性

の 増強

上述 の 猪突験で t
C P V 外膿 の 脱殻 に は宿 主 細胞 の

ライ ソ ゾ ー ム 酵素が , 重要 な役割 を果 して い る こ と が

示唆さ れ た . そ れ故 . C P V ･ S 抗原産生 の 増強さ れ た

H VJ 持続 感染細胞 で は , 当然 ラ イ ソ ゾ
ー

ム 酵 素 活性

も増強さ れ て い る と考 え ら れ る . そ こ で , 親細胞 およ

び各種 H VJ 持続感染 T H E L 細胞 に お け る , ラ イ ソ

ゾ ー ム 由 来 酵素 : a C i d p h o s p h a t a s e , p r O t e a S e

お よ ぴ β･ gl u c u r o n i d a s e の ( 全活性 / 細 胞) を 比

較測定 した . な お . p r o t e a s e 活性 は, T H E L 細 胞

で は , p H 5 . 0 と p H 8 . 0 ～ 9 . 0 の こ 点 が 至 適 p H を示

し, V E R O 細 胞で は , P H 4 . 0 が 至 適 p H で あ っ た .

中

酵素活性測定 に は , 3 5
0

c 2 日培養後 , ほ ゞ m o n o _

l a y e r ､ の 完成 し た細胞を 用 い た .

そ の 結果 を T a b l e 4 に 示 した . t s 変異 株持続感染細

胞 で は , 持続 感染 成立 直後の 細胞 ( 継代2 代) で す で

に , 親細胞 に 比 べ る と 各酵素徳性 はい ず れ も 上昇傾向

が詰 め ら れ た . しか しな が ら . S 抗 原 産 生 が 規細胞

よ り逆 に 低下 した H VJ o 持 続 感染成立直後 の 細胞

( 継代 9 代) で は , ラ イ ソ ゾ
ー ム 酵 素 活性 も 同 様 に 低

く , S 抗原産生が増強 に 転 じ た頃 の 細胞 ( 継代1 8 代)

で は , す べ て の 酵素活性 は増強さ れて い た .

か く して , H V J 持続感染成立 に 伴う , ラ イ ソ ゾ ー

ム 酵素活性の 増強 と , C P V 外 膜脱 穀 の 促 進 , さ ら に .

S 抗原産生増強 の 動 き に は . は ゞ 比 例関係が 認 め ら

れ た .

2 . ラ イ ソ ゾ
ー

ム 分画 処理 C P V に よ る S 抗原 産

生増強

前記 ,
ラ イ ソ ゾ ー ム 分 画と の 反応後 . 感染価上昇 の

み られ た C P V は , 無処 理 C P V に 比 べ , 細胞 内で 脱

穀 され 易 く , か ゝ る 反 応 ( 処 理) 後の ウ ィ ル ス 感 染

T H E L 細胞 の , S 抗 原 産 生は 当然増強が期待さ れ た .

そ れ故 . こ の 点 を 追求 し ,
S 抗原 産生 増 強 と C P V

脱穀 の 促進 , さ ら に ,
ラ イ ソ ゾ

ー ム 酵素 活性 の 増強と

の 関係 を よ り 確実に せ ん とし た . す な わ ち . C P V 外

0 1 0 2 0 3 0 6 0 1 2 0 0 1 0 2 0 3 0 6 0

I n c u b a t うo n p e rう o d ( M うn )

Fi g . 4 . I n f e c ti v it y o f C P V i n c u b a t e d w it h n u c l e i a n d d e b ri s , 1 y s o s o m a l

a n d s u p e r n a t a n t f r a c ti o n s p r e p a r e d f r o m ( a) T H E L a n d (b) T H E L

( H V J p it s
- E) c e ll s .

H i g h l y p u rifi e d C P V (1 × 1 0
7

p f u / m l) w a s i n c u b a t e d wi th e q u al

v o l u m e ( 1 . 4 m g p r o t ei n ) o f n u cl e i a n d d e b ri s ( ○
- - - -

-
- ○) , 1 y s o s o m a l

( ◎
榊 ◎) , S u p e m at a n t ( ム

ー A ) a n d s u c r o s e ( c o n t r o l)( 囚･
" -

-
‥

隠)

f r a c ti o n s f o r i n di c a t e d p e ri o d s a t 3 7 ℃ .
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膜脱穀活性 ( ラ イ ソ ゾ
ー

ム 酵素活性) の 増 強さ れ た

T H E L ( H V J p i ts, E ) 細胞 由来 ラ イ ソ ゾ
ー

ム 分画 と ,

種々 の 時間 i 乃 U けr o で 反応 さ せ た C P V を , そ れ

ぞ れ T H E L 細胞に 感染 ( 処理 前 の 感染価 で . 5 pf u

/ C ell) さ せ , 感染 8 時間の S 抗原 産 生 を みた .

そ の 結果 ( F i g . 5 ) t ラ イ ソ ゾ ー ム 分画 と 反 応 さ せ

さ

;
エ
リ

ヱ
∪

サ

言
訳

た C P V の 感染価は . 反 応10 分 で 対照 ( s u c r o s e) に

比 べ , 約40 % 上 昇 し , 3 0 分以 後 , 次第 に 低下 して . 前

述 の 結果 ( Fi g . 4 ( b ) ) と ほ ゞ 同 様 で あ っ た ( F i g . 5

( a )) .

～ 方 , 1 0 分間 反 応させ た CP V の T fi E L 細 胞

へ の 感染 は , 無処 理 C P V 感 染 に 比 べ , C P V一¶S 抗原

産生 を . 約55 % 増強さ せ , 3 0 分以上 反応 さ せ た もの で

T a b l e 4 . L y s o s o m a l e n z y m e a c ti v i ti e s o f T H E L a n d it s

H V J- C a r ri e r c ell s

a) p M p
-

ni t r op h e n ol / 0 ･ 5 h r′8 x l O
5
c ell s ･ b) p

M t y r o si n e /h r/8 x 1 0
6
c e11 s ･

c) y
M p h e n oI ph t h al ei n/ h r/ 8 x 1 0

6
c e11 s ･

*

･1 v e r ag e of 3 di f f e r r e n t e x p e ri m e nt 5
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12 0 0
1 0 2 0 3 0 6 0

T r e a t n l e n t P e rう od (M j n) o f C P〉

F ig . 5 . E ff e c t o f t r e a t m e n t o f C P V w i th l y s o s o m a l f r a c ti o ll f r o m T H E L

( H V J p i t s ･ E) c ell s o n ( a) i n f e c ti v i t y a ll d (b ) S -

a n ti g e n f o l
･

m a ti o n i n

T H E L c ell s .

V i r u s i n f e c ti o n f o r S - a n ti g e n f o r m a ti o n : 5 pf u / c e ll (i n f e c ti v it y b ef o r e

t r e a t m e n t) . ◎トーW -- ◎ , t r e a t e d ･ wi th l y s o s o m a l f r a c ti o n ; 固- - … 一 団
,
t r e a t e d

W it h s u c r o s e ( c o n t r o l) .

1 2 〔)
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は 次第 に 低下減少 し , 感染価 上 昇低下 パ タ ー ン と 似て

い た (F i g . 5 ( b ) ) . か く て , ラ イ ソ ゾ ー ム 分 画処 理

CP V に よ る感染価 の 上 昇 低下 ( 胱殻活性の 強さ) と

S 抗原産生 の 増減 と は , は ゞ 比 例 して い た .

Ⅴ . C P V- S 抗原 産生 と C P V 初期 m e s $ e n g 即

R N A ( m
-

R N A ) お よ び初期窒 白合成の 関係 .

次 に . 上述の H VJ 持続感 染細 胞 に お け る C P V r S

抗原産生増強 に 閲 し .

一

つ の 見方 と し て t S 抗 原 の

本態 の 面 より 追求 した .

一 般 に . p o x v i r u s の S

抗原 は . ウ ィ ル ス 脱殻後に 合成 さ れ る 初期 m - R N A

に よ っ て コ ー ドさ れ , ウ ィ ル ス D N A 合 成以 前 に 形

成さ れ る初期蛋白で あ ると 考え られ て い る
5)

. そ こ で .

H V J 持続感染細胞 に お ける C P V 外膜の 脱殻促進が ,

引き 続い て S 抗原合成 に 必 要な , 初期 m - R N A お

よび 初期蛋白 ( S 抗原) 合成の 促 進 に つ な が る か ど

う か を 次に 検討 し た . す なわ ち . C P V 感染 前 ま た は

感染後 , 種々 の 時 間 に a c ti n o m y ci n D ( A c t D ) ま

た は P u r O m y Ci n (P u r o ) を添 加 し . こ れ ら の 薬剤

存在下で , C P V 感染8 時間 後 の S 抗 原 の 合 成 を み

た . A c tD
I
P u r o の 使用 濃度 は , そ れぞ れ 使用 細胞

の R N A お よび 空白合成阻害 に 必 要十分 で , か つ 形

態学的障害 の 認 め られ な い 程度
10)
を 用 い た .

そ の 結果 , T a b l e 5 に 示 した よ う に , S 抗原高産生

性 V E R O 細胞 を み る と ,
A c tD は C P V 感染 1 時

間以 後に ,
P u r o は 3 時間以 後 に 添 加 した場合 , S

抗原合成の 阻害 は も はや み られ なか っ た . こ の 結 果 .

中

V E R O 細 胞で は , C P V 感染後 1 時間以 内に 合成さ れ

る m -R N A に よ っ て コ ー ドさ れ , 3 時 間迄 に 合成

さ れ る 蛋白が , S 抗原 で あ る と 考え られ た .

一

方 ,

T 日E L 細胞で は , S 抗原の 合成阻 害が , 南桑割 に よ っ

て と も に C P V 感染 4 時 間迄 み ら れ , V E R O 細 胞 に

比 べ , 著 明な差 を示 し た . し か し , t S 変 異 株 持続感

染 T H E L 細胞 ( T H E L- H V J と T H E L ( H V J p it s
-

E ) )

お よ び , 野 生 株 樹 立 化 持 続 感 染 T H E L 細 胞

( T H E L ( H V J o )) で . す で に 持続感 染 H VJ の ほ と ん ど

が t s 変異株 で あ る継代5 8代 の 細 胞 で は , T H E L 細

胞 に お け る パ タ ー

ン と 明 らか な 差 を 示 し た . す な わ

ち , A c t D に よ る 阻害は , 規 細胞 よ り い ず れ も3 時間

短縮 さ れ , さ ら に , P u r o に よ る 阻害 も 1 時 間 短縮

さ れ ,
V E R O 細 胞の パ タ ー

ン に よ り近 づ い て きた .

こ れ ら の 結果 は ,
tS 変異 株持続感染細胞 で は , 前

述の 細胞内 C P V 外膜の 脱殻促 進 に 引き 続 き . S 抗

原合成に 不可欠な初期 m - R N A 合 成 さ ら に 初 期 蛋

白合成 も促進さ れ て い る こ と を示 して い る .

Ⅵ .
H V J 重複感 染に よ る C P V- S 抗原 産生 の 増

強 .

こ れ ま で . H V J 持続感 染細 胞 に C P V を 重感染 す

る こ と に より , S 抗原産生が 増 強さ れ る こ と を み て

き たが , 同 じ現象 は , C P V 感染 細 胞 に 後か ら H V J

を重複感染 して も認 め ら れ た . こ の 増強の 機作 は ,

一

部報告 し た
25)
よう に , 持続感染 H VJ に よ る 増強機作

と同 一

で あ る と考 え ら れ たが , 野 生株 ( H V J o ) お よ

T a b l e 5 . S
-

a n ti g e n f o r m a ti o n i n r e s p e c ti v e c ell s b y C P V i n th e p r e s e n c e o f

a c ti n o m y ci n D o r p u r o m y ci n a d d e d a t v a ri o u s i n t e r v a l s b e f o r e a n d a f t e r

V i ru S i n f e c ti o n
,
5 p f u / C e11

★
a c ti n o m y ci n D , 5 u g/ m l .

* *

p u r o n y ci n } 一O ug/ ml ･
+
,
S- a n t i g e n p o s i ti v e ;

-

,
S - a n t ig e n n e g a tうv e ･

O b s e r v a ti o n of S - a nti g e n w a s d o n e a t 8 h r s af t e r C PV i n f e c t i o n ･
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F ig . 6 . E f f e c t o f s u p e ri n f e c ti o n w it h H V J o n C P V S
･

a n tig e n f o r m a ti o n

i n T H E L c ell s .

T H E L c ell s i n f e c t e d w it h C P V (5 pf u / C e ll) f o r 2 h r s at 3 5 ℃ w e r e

s u p e ri n f e c t e d w it h H V J o ( 畷) o r H V J p it s
･ E ( 息) (1 ci u / c ell) f o r 2 h r s

a t ( a) 3 5 0 r (b ) 3 7 ℃ a n d m ai n t a i n e d a t 3 5 0 r 3 7 ℃ , r e S p e Ct i v el y ･

( ⑳) , W it h o u t s u p e ri n f e c ti o n ( c o n t r o l) ･

び t s 変異 株 ( H V J p i t s鮒E) を用 い て . 改 め て 検 討 し

直し た . す なわ ち ,
T H E L 細胞 に C P V を3 5

0
C で 2

時間吸 着感染後 ,
H V J o ま た は H V J p it sr E を35

0

c

ま た は t s 変 温 株 遺 伝 子 機能 の n o n p e r mi s s i v e

な3 7
0

C で , 2 時 間重 複感染 し . 以 後 そ れ ぞ れ の 温 度

で 培養 し て . 経時的 に S 抗原 産生 を み た .

そ の 結 果 を Fi g - 6 に 示した . 3 5
0

c で は . H V J o ま

たは H V J pi t s- E の い ず れの H V J 重複感染 に よ っ

て も , S 抗原産 生 は 著明 に 増強さ れ た ( F i g . 6 ( a ) ) .

一 方 , 3 7
0

C で の 重複 感染に よ る 増強 効 果 は , H V J o

に の み み ら れ ､ H V J pi t s- E 感 染 で は 無効 で あ っ た

(F i g . 6 ( b )) .

こ の 結果お よ び 既 述の 持続感染細胞 で の 結果 の 総合

は , 後述 の 考察の 項で 改め て ふ れ た い . た ゞ . H V J

野生株 は t s 変異 株と 同 様に . 本来 S 抗 原産生増強

能を持 っ が , 持続感 髄 状態 で の 増 強 に は . 前述の ごと

く . 野生株 と して より も t s 変異 株 と して の 存在が 重

要で あ る
2り こ と は明 らか で あ っ た .

1 2 5

考 察

著者は , C P V の S 抗原 産 生 が , T H E L 細胞の

H V J 持続 感染細胞 ( T H E L- H V J ) 上 で , 有意 に 増 強

さ れ る 現 象
川)
に つ い て ,

H V J 野 生株 お よ び t s 変 異

株 の 特性を利 用 し て , そ の 嘩強機作解 明を こ こ に 試み

た . こ の 際, 著者が 最 初 に 懸念 し た S 抗原産 生 能 の

高い 特殊な細胞 の 選 択的 H VJ 持続感 染化と い う可能

性 は , 野生株 お よ び t s 変異株 に よ る . 所持続感 染細

胞樹立化過程 を通 して の 再検 討で . は じ め て 完 全 に 否

定さ れ , 本質 的に 持続感染 H VJ 特に t s 変異 株の 遺

伝子機能に 基 づ い て い る こ と が 明 ら か に さ れ た .

一

方 . C P V- S 抗原 産 生 増 強効 果 は , 後 か ら感 染 さ せ た

H VJ ( す な わ ち , C P V- H V J ) の 電 櫨感染 に よ っ て も

t s 変異株遺伝子 発現 の P e r m i s s i v e な3 5
O

c な ら

ば . H V J 野生株 ま た は t s 変異 株 を問 わず . ど ち ら

の ウ ィ ル ス で も 同様 に 認 め られ た . しか し な が ら , 樹

立直後の 野生株持続感染細胞 へ 重感染し た C P V の

S 抗原産生 は . 培養温 度如 何 に 拘 わ ら ず , 全 く 増 強

さ れな か っ た . た ヾ . か ゝ る持続 感染 細胞内に t s 変
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晃株が 検出さ れ る 頓に な っ て は じ め て 増 強に 転ず る こ

と が判明 し . 上述の 重複感染 と の 間に 多少 の 矛盾が生

じ た . しか し . 最近 . H V J 野 生 株樹 立化持続感染

H e L a 細胞で も , あ る期間の 継代後はL: め て . t s 変

異株が 出現 し , 安定 な H V J 持続感染 細 胞の 維持 に .

t s 変異株化 と そ の 存在が 重要 な役割を 果 す こ と が 示

唆さ れ た
21)

. こ の 事実 を考え 合 わせ る と , 野生株 は 本

来 S 抗原産生増強能 を持 つ が , そ の 機能発揮 は持続

感染化 した 場合 , や ゝ趣 き を真 に し て い る と い え よ

う . すな わ ち , 不安定な H V J 持 続 感染細胞 の 時代

( 樹立化直後) は , 野生株が 多く t s 変異 株 は少い た

め , 野生株産生 イ ン タ ー フ ェ
ロ ン ( 野生株 は t s 変 異

株より その 産生が 多 い
‡-)
) に よ る S 抗原 産生抑制

( 恐 らく 脱穀以後の S 抗原 産 生 過 程 へ の 抑制) の 方

が 強く現 わ れ る た め と推定さ れ た . ち な み に , 野生株

を 予め35 ま た は37
0

C , 2 時間 感 染さ せ た T H E L 細 胞

へ
.
C P V を重感染 させ て も C P VrS 抗 原産生増強

は全く み られ な い と い う 結果 も同 様 に 観察 し て い る

25)
. こ れ に 比 べ , C P V 感染細胞 へ の H V J 重複 感染

の 場合 に は , 先 に 感染 して C P V- S 抗 原 合 成が 開始

さ れて い る細胞内で は , 後か ら感染 し た野生株産生 イ

ン タ
ー フ ェ

ロ ン は t も は や無効 で あ る と 考 え ら れ る

( イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 作用 機作 を考 え て も こ の 可能性

は甚だ 高 い と い え る) .

さて , か ゝ る S 抗原産生増強の 機作 は . 親 細 胞 お

よ ぴ H VJ 持続感染細胞両者に お け る , C P V 初 期増

殖 パ タ
ー

ン の 差 , さ らに 両細胞粗抽出液と C P V と の

上れ ぴ∫抒0 で の 反 応 の 差異か ら . H V J 持続 感染細胞

に お け る C P V の 外膜脱穀活性の 促 進に 基 因 す る こ と

が 明ら かモこ され た . p o x v i 血 S の 脱殻 効率 は , 細

胞の 種棟 , 生理 的状態 に よ っ て 大 きく 左右さ れ る
28 )
と

い わ れ て い る . S 抗原低産生性 T H E L 細 胞 は , 高 産

生性 V E R O 細胞 に 比 べ る と , C P V 脱殻 は き わ め て

非能率的で あ る が . H V J 持続感染化 に よ り , 脱 殻 の

効率 は明ら か に 促進 さ れ た . そ の 結 果, そ の 後の S

抗原合成に 不可欠な C P V 遺 伝子 の 初親機能 ( 初期

m
-

R N A , 初期蛋白の 合成) も 効率よ く促進さ れ る こ

とが 判明 した .

著者 は , 細胞粗抽出液 (C P V 外股の 脱穀酵素含有)

な い し N P
-

4 0 を C P V と 反 応 さ せ .
i n v i t r o で

の C P V 脱穀活性を測定 した が . こ の 反応 の 初 期 (1 0

～ 3 0 分) に おい て , C P V の 感 染価 は必 ず い っ た ん 上

昇す る こ と を認 め た .

一 方 .
S a r o v ら

2丁】
は . v a c ci -

n i a v i r u s が L 細胞内で 脱 穀 さ れ る過程で , 沈降速

度が わ ずか に遅 い だ け で , 成熟粒子 と きわ め て 類似 し

た 中間体 (i n t e r m e d i a t e) が 出現 す る こ と を 報告 し

て い る . こ の 中間体の 持 つ 感 染 力は 不 明 で あ る が . 細

胞粗抽出液な い し N P-40 と の 反 応 に よ っ て も たら さ

れ た C P V の 感染価 上昇 も , か ゝ る 中 間体 の 出現 を意

味す るの か もし れ な い .

と こ ろで ,
ウ ィ ル ス の 脱殻 と ラ イ ソ ゾ ー ム 酵素の 関

係 を示唆す る報告 は い く つ か あ る
= )2a)
が . p o x v i r u s

の 脱殻 に 関す る詳細 な機作 は , 現 在 なお 不 明 で あ る .

著者は , 上述 の 細 胞粗抽出液 と C P V と の 反 応 に み ら

れ た感染価上昇と い う 現 象 に 着目 し , 宿主 細胞の 保有

す る C P V 外膜の 脱殻活性の 本態を 解析 し . ラ イ ソ

ゾ ー ム 酵素が 重要な役割を演 じて い る こ と を っ き と め

梅た . しか も , こ の 中間的部分的脱穀の 結 果 と思 わ れ

る感染価の 上 昇 は , 蛋 白分解 酵素の 基質で あ る カ ゼ イ

ン ま た は ヘ モ グ ロ ビ ン に よ っ て , 桔抗的に 阻害さ れ る

2g)
こ と か ら , C P V の 外股脱殻活 性 の 本態 は , 蛋白分解

酵素 で あ る こ と が考 え ら れ た . しか し , S a r o v ら の

報告
27)
に よ れ ば , P O X V i r u s の 外膜 脱殻 の メ カ ニ

ズ ム は 不 明だ と しな が ら も , 蛋 白分解 酵素の 関与はな

い と さ れ て い る . そ れ 故 . ラ イ ソ ゾ
ー

ム 由来の 蛋白分

解酵素が . C P V 粒子 の 凝集 (a g g r e g a ti o n ) 解離

(di s p e r si o n ) に 働き , 粒子数の 増 加 を き た して C P V血

S 抗原産生の 増強 とな っ た 可 能性 も否定で き な い . し

か し . C P V は使用 直前 に 必 ず 音波処理 し , 凝集 解離

を予め行 っ て い る こ と , お よ び 既 報の ト リ プ シ ン 効果

9)
な どを 考え る と , こ の 可 能性 は少 い と 思 わ れ る . し

か しな が ら . 確実 な C P V 脱 殻 に 関 与す る本態解 明 に

は , ラ ジ オ ア イ ソ ト
ー プ ラ ベ ル ウ ィ ル スの 使 用 な ど .

よ り定 量的分析 が今後 必要 と 思 わ れ た .

以上 . H V J 持続 感染細胞 上 で の , C P V - S 抗原 産

生増強 の 機作 を , C P V 感染初 期段階に 焦点 を 合 わ せ

て 解析 して き た . 近年 , P O X V i r u s 誘 導 の S 抗原

が . 感染細胞よ り 分離さ れ
30)
, そ の 性状 も 次第 に 明 ら

か に さ れ つ つ あ る . とり わ け . か ゝ る 分 離 S 抗 原

が , 細胞性免 疫 の 成立 と密接 に 関 係 し て い る こ と が 示

され た
り

. こ れ ら を背景 に し て , 如 何 な るが ん 細 胞 に

も効率 よく C P V-S 抗原産 生 を行 い う る 方法 を , 既

報 の ト リ プ シ ン 効 封
)
と共 に , H V J 持 続 感染化 を通

し て こ ゝ に 明ら か に し 得た の で , か ゝ る C P V 誘導

S 抗原 に よ る が ん 細胞 ( T H E L ) 膜 抗 原 の 変 換 と い

う , 著者 ら の 最 終目的に も明 る い 見通 し が切 り 開 か れ

た .

総 括 ･

著者 は ,

ハ ム ス タ ー 肺由来移植性培養細胞 : T H E L

に 比 べ . そ の H VJ 持続感染化細胞 ( T H E L r H V J )

上で , C P V
-

S 抗原合成が , 著 明 に 増強さ れ る 機作 を
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鮮明す る た め , H V J 野生 味お よ び t s ( 温 度 感受性)

変異株持続感染の 影響 を 検討 し , 以 下 の 成績 を 得 た ･

1 . t s 変異 株 ( H VJ pi t s お よ び H V J pi t s
- E ) に よ

る持続感染化 は , 極 めて 速 や か に 成立 し , そ れ に 重感

染し た C P V の S 抗原 産生 も ･ 著明 に 増 強 さ れ た ･

しか し , 野生株 ( H V J o ) に よ る持続感 染化 は . ts 変男

株に 比 べ , よ り長時間を要し ･ 持続感染細胞内 に t s

変異株の 検出さ れ る 頃 ( H V J 感染後継代20 代頃) か ら

量感染 C P V の S 抗 原産生 は 増 強に 転じ た .

2 . こ れ ら t s 変異 株持続感染細胞を .
t s 変異 株 遺

伝子発現の n o n p e r m i s s i v e な3 7
0
c で , 7 2 時 間 培

養後 ,
C P V を 量 感染す る と . 持続感 染 細 胞の C P V-S

抗原産生増強能 は , 全く 消失 し た ･ こ れ より , 持続感

染細胞 に お け る C P V の S 抗原 産 生 増強能 は, t S 変

異株遺伝子機能 に よ る こ と が 示唆さ れ た ､

3 . 規( T H E L ) 細胞 お よ びそ の H V J 持続 感染細胞

へ の C P V 吸着率 に は有意の 差 は な か っ た が , 粗細胞

に お け る C P V 増穂初潮 に み られ た 吸 着感染性 C P V

の 細胞内蓄積は . 持続 感染細 胞 に 殆 ど認 め ら れ なか っ

た .

4 . 至適濃度の N P-40 を作用 さ せ る と .
C P V は そ

の d e g r a d a ti o n の 初期過程で . い っ た ん 感染価の 上

昇をみ た . 同 じ現 象 は , 細胞 粗抽 出液 と C P V と の

i れ ぴ か 0 の 反 応 で も認 め ら れ , 特 に , 持続感染細胞

粗抽出液 と の 反 応 に 著 しく か つ 速 や か に 出現 し た . こ

れよ り , N Pu 4 0 作用 に よる C P V 外膜 の 部 分的除去

( 脱穀) と 同様 の 機作が , 細 胞 の H V J 持続感染化 に

より増強さ れ た と考 え ら れた .

5 . こ の C P V 感 染価 の 上 昇 ( 外 股 の 部分的脱穀)

は , 細胞の ラ イ ソ ゾ ー ム 分画 と 反 応 さ せ た時 ､ 特に 著

明で あ っ た .

か く して , H V J , 特 に t s 変異 株持続感染成立 に 伴

う ライ ソ ゾ
ー

ム 酵素活性の 増 強 と , 脱 殻 の 促 進, さ ら

に ,
C P V の S 抗原 産 生 増強の 動 き に は , ほ ゞ 比 例

関係 が認 め られ た .

稿 を終 る に臨 み . 御指導 , 御校閲 を賜 わ っ た 波多野基

一

教授 に謝意 を表す る と と もに , 御助言 . 御協力い ただ

きま し た ウ ィ ル ス 郎 の 培 さん に 心 か ら 感謝 い た しま す .
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A b s t r a c t

I n o u r p r e v i o u s r e p o rt s w e d e s c ri b e d a n e n h a n c e d f o r m a ti o n o f c o w p o x v i r
･

u s
-

S P e Ci 丘c c el l s u r f a c e a n ti g e n ( C P V S -

a g ) i n = V J ( = e m a g gl u ti n a ti n g V i r u s o f J a p a n )
- C a r r i e r T H E L c e11 s s u p e ri n f e ct e d w i th C P V ･ I n o r d e r t o a n a l y z e th i s e n h a n c e m e n t

a n e s t a b l i s h m e nt o f c a r ri e r s t a t e w it h H V J w il d t y p e ( H V J o) a n d t e m p e r a t u r e
-

S e n S iti v e (t s ) m u t a n ts w a s n e w l y d o n e i n T H E L c e ll s ･ T h e s e n e w l y e s t a b li s h e d t s - C a r ri e r

C u lt u r e s r e p r o d u c i b l y g a v e t h e e n h a n c e d f o r m a ti o n o f C P V S -

a g W h e n c u l t u r e d at 3 2 -
3 5
0

c
, b u t n o t a t 3 7

0

c ･ N o e n h a n c e m e n t w a s o b s e r v e d e v e n a t 35
0

c i n n e w H V J o -

C a r ri e r

C ul t u r e s u n t il m o r e t h a n h a lf H V J o i n t h e m t u r n e d i n t o t s m u t a n t s a ft e r s u b s e q u e n t

P a S S a g e S ･ T h i s e v i d e n c e s e e m e d t o s u g g e s t th a t e n h a n c e m e n t m i g h t b e d u e t o th e g e n e

f u n c ti o n o f t s m u t a n t r a t h e r t h a n H V J o .

C o n c e r n i n g th e e n h a n c e m e n t o f C P V S
･

a g f o r m a ti o n , a n i n t r a c e l l u l a r C P V g r o w th

a t t h e i ni ti al s t a g e o f i n f e c ti o n w a s c o m p a r e d b e t w e e n T H E L a n d H V J - C a r ri e r c e ll s .

I t w a s r e v e al e d th e r e b y t h a t th e e cli p s e p h a s e o f C P V i n H V J ･ C a r r i e r c e ll s c a m e

a b o u t i n s h o rte r p e r i o d s t h a n t h a t i n T H E L c el l s , S u g g e S ti n g t h ei r h i g h e r a c ti v it i e s

t o c a u s e C P V u n c o a ti n g ･ I n t h e c o u r s e o f a r ti n c i a l d i s r u p ti o n o f C P V p a rti cl e b y

O p ti m al c o n c e nt r a ti o n of d et e r g e n t : N P
-

40 i n v it r o . i n f e c ti v i t y o f t r e a t e d C P V w a s

m a d e t o i n c r e a s e A r s t a n d t o d e c r e a s e l a te r ･ T h e s e c h a n g e s o f i n f e c ti v it y a p
･

p e a r e d t o d e p e n d o n t h e g r a d e o f d e g r a d ati o n o f C P V o u t e r m e m b r a n e ( u n c o ati n g) .

I n th e si m i l a r r e a c ti o n o f C P V w it h c r u d e c e ll e x t r a c t s o r l y s o s o m a l f r a c ti o n f r o m
H V J ･ C a r ri e r c e 11 s t h e C P V i n f e c ti v i t y c h a n g e d r n o r e r a pi d l y a n d m a r k e d l y th a n t h a t

W i t h p a r e n t a l o n e s ･ T h e r e s u lt s i n d i c a t e d th a t t h e c e ll u l a r o r l y s o s o m a l e n z y m e a c ti v i
-

ti e s c a u si n g d i s r u p ti o n o f C P V o u t e r m e m b r a n e ( u n c o a ti n g ) w e r e si g n i n c a n tl y a c c e l e r ･

at e d o n l y i n t s
･ C a r r i e r c e ll s a t t h ei r p e r m i s si v e t e m p e r a t u r e (3 5

0

c ) . F o ll o w i n g t h e s e

a c c el e r at i o n s , S y n t h e si s o f e a rl y m
- R N A s a n d p r o t ei n s c o d e d b y C P V g e n o m e , W h i c h

S e e m e d t o b e e s s e n ti a l t o C P V S -

a g f o r m a ti o n ,
W a S S h o w n t o b e p r o m o t e d r e m a r k a b l y

i n th e s a m e c e ll s .


