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薬剤処理 ヒ ト神経由来細胞 く11 8 M G CI に お ける

風疹 ウイ ル ス 増殖 の 特異性

金沢 大 学が ん研 究所ウイル ス 部 く主任 こ 波田 野基 一 教授ン

尾 西

く昭 和6 2 年10 月2 8 日受付1
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神経 系細胞 に お ける 風疹 ウイ ル ス くr u b ell a v i r u s
，

R V 爛殖の 特異性 を検討 す るた め に， ヒ ト神経

膠芽腰由来118 M G C 細胞 を用 い て， サ イ ク リ ッ ク A M P くc A M P l
，

ジ ブ チリ ル サイ ク リ ッ ク A M P くdb －

c A M P l ，
パ パ ベ リ ン くP a v l ，

プ ロ ス タ グラ ン ジ ン E l くP E ll ，
デ キサ メ サ ゾ ン くD M l 存在下で の R V 増

殖 をみ た
．

そ の 結果
， 副作用 な く薬効発現 に 必要な 濃度 の こ れ ら薬剤 に よ る単独処理 118 M G C 細胞 で の

R V 増殖 は薬剤不含維持液で 処理 した対照と著 しい 差 は なか っ た ． また細胞形態 は
，
d b －

C A M P に よ っ て の

み突起の 伸長化 な どが み られ た が
，

こ の変化 は薬剤除去に よ り復元 す る可逆的な変化で あ っ た ．

一 方， d b －

c A M P
，
P a v

，
P E ． の それ ぞ れ と D M を混合 した細胞維持綬で処理 した場合， 細胞毒性はみ ら れず， 処理 日

数に も よる が ， 対照の 0 ．5 へ 2 ． 3 ％ に及 ぶ R V 増殖の 著明な抑制が認 め られ た ． こ の 抑制 は R V 感染価測定

tP F U a s s a yl お よ び
，

R V R N A 合成能 か らも明 らか で あっ た ． ま た ，
この 際， 薬剤処理 を中断す る と R V

の 増殖 は非処理 細胞 の 程度 に 回 復 した
．

ま た同様な
，

P a v と D M ま た は db ． c A M P と D M の 混合液処 理

118 M G C 細胞で コ ク サ ッ キ
ー

ウイ ル ス の 増殖は全く影響さ れ な か っ た ． 1 1 8 M G C 細胞 に 代わり 非神経系細

胞で ある V e r o 細胞 を同様処 理 す る と R V 増殖は 多少影響 され た が ， 1 1 8 M G C 細胞 の 場合 ほ ど強く 抑制 さ

れな か っ た
．
ま た 宿主 細胞機能変動の 観点か ら

，
P a v と D M 混合液で 処理 した 118 M G C 細胞と V e r o 細胞

に つ い て 細胞 D N A
，
R N A

，
蛋白合成 を検討 した ． そ の 結果

，
両細胞と も に 薬剤処理 に よ り

，
各合成は経時

的に低下 した
． その 低下程度は

，
V e r o 細胞よ り も118 M G C 細胞 で よ り顕著であ っ た ． しか しなが ら，

こ

れら い ずれ の 低下も 薬剤処理 を 中断す る こ と に よ り急速に 回復 した
． 以 上 の こ と か ら

，
1 1 8 M G C 細胞は各

薬剤処理 効果 と して の 細胞機能 の 変動と 関連 し つ つ
， R V 増殖能 を特異的に 左右 する も の と 考えら れ た ． こ

れら 薬剤は直接 また は 間接的に 細胞内 cA M P レ ベ ル の 上 昇と そ の 維 持 をも た らす こ と が知 られ て い る こ

とか ら
， 核酸，

蛋 白合成 な ど細胞機能変動を通 して 細胞の 静止 柑ま た は分化状態の 出現 も推定され た
．

こ

れ らの こ と は生 体内の 神経系細胞 に お ける， R V の 感染， 増殖， 再活性化は
，
各種生理活性物質に よる細胞

機能変動に 大 き く依存 し て い る こ と を示 唆し て い る と言 えよう
．

K e y w o r d s 風疹 ウイ ル ス， gl i ob l a st o m a c ell s
， 細 胞内c A M P

，
d e x a m et h a s o n e

，

細胞機能変化

風疹ウイ ル ス くr u b ell a vi r u s
，
R V l 感染に よ る先天

性風疹症 候群 くc o n g e nit al r u b ell a s y n d r o m e
，
C R S l

の発生 は
，
G r e g g

りの 報告以 来多数知 られ て い る ． そ の

後
， 臨床像と して は

， 低出生体重 や肝牌腰な どの 新生

児期の一一
一

過性障害， 白内障， 難聴な どの 永久 的障害
，

そし て発育経過 中に 発症す る遅発性 の 障害の 3 群 に 大

別さ れ るに 至 っ た
2I

．
こ の う ち遅発性の 障害は

， 遅発性

風疹症候群と して 比較的最近注目され て きた も の で内

分泌異常や精神発 達遅延， 中枢性言語障害， 痙攣， 脳

疾患な ど を幼 児期か ら思春期 に か け て 呈 す る
3 ト 61

． 上

記の う ち中枢神経系 くc e n t r al n e r v o u s s y s t e m
，
C N S J

の 障害出現 の 事実 は， R V の C N S へ の 感染お よ び そ

A b b r e vi a ti o n s こ C A M P
，

C y Clic a d e n o sin e T 3
，

，
5

，
－ m O n O p h o s p h at e ニ C N S

，
C e n t r al n e r v o u s

Sy St e m 三 C R S
，
C O n g e nit al r u b ell a s y n d r o m e ニd b － C A M P

，
N 6

－ 0
2 ，

－ dib u th y r y l c y clic a d e n o si n e －3
，

，

5
，

． m o n o p h o s p at e ニ D E A E
，
di e th yl a m in o e t h y l 三 D M

，
d e x a m et h a s o n e ニ E D T A

，
et h y l e n e di a m －
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の 持続や再活性化の 可能性 を強く 示唆 して い る と思 わ

れ る
．

ま た
， 出生後 の R V 感染 に お い て も そ の 合併症

と し て関節炎， 血小板減少性紫斑病 な どの ほ か に
， 低

頻度 なが ら脳炎 を中心 と し た C N S 関連疾患の 発 生 も

知 られ て い る
7 朔

． し か しな が ら，
こ の よ う な R V の

C N S 感染に つ い ての 臨床的報告が な さ れ て い る
一 方

で
，

そ の細胞 レ ベ ル で の 実験的検討は ， 動物の 神経系

細胞 で
一 部報告され て い るの み で ある鋸

．

そ こ で著者は と 卜神経系細胞 を用 い て そ の 細胞機能

の 変動に 関連す るい く つ か の 薬 剤， 例 えば細胞内サイ

ク リ ッ ク A M P レ ベ ル を上 昇さ せ る薬剤や糖質 コ ル チ

コ イ ドな どの 作用 に よ る 細胞機 能の 変化 と R V 増殖

と の関連性 に つ い て 以 下の ごと く検討 した
．

材料お よ び方法

I
． 細 胞

1 ． 1 1 8 M G C 細胞

ヒ ト神経膠芽腫由来の 株化細胞 川 で
，

1 0 ％仔牛血清

加 E a gl e
，

s m i n i m u m e s s e n ti al m e d i u m ほ a gl e
，

s

M E M l を用い て 3 r C で増殖 ， 維持培養は仔牛血清不

含の E a gl e
，

s M E M で 3 4
0

C で 行 っ た
．

2 ． V e r o 細胞

ア フ リ カ ミ ドリ猿腎由来の 株化細胞で あ り ，
R V の

感染価の測定や ウイ ル ス ス ト ッ ク の作成 に 使用 した ．

細胞 の増殖 は
，

2 ％仔牛血清加 E a gl e
，

s M E M で 3 T C

で行 い
， 維持培養は仔牛血清不含の E a gl e

，

s M E M を

用 い て 34
0

C で 培養 を行 っ た ．

工工． ウイ ル ス

R V は M － 33 株 を V e r o 細胞 で 増殖さ せ 一80
O

C に て

保存 したも の を用い た ．
コ クサ ッ キ

ー

ウイ ル ス A 群 9

型
，

B 群 3 塑は，
い ずれ も初代 ア フ リカ ミ ド リ猿腎細

胞 で 増殖 させ － 8 0
0

C で保存 した も の を用 い た ．

IIl ． 薬 剤

サ イ ク リ ッ ク A M P くa d e n o si n e
－ 3

，

，
5

，
一

C y Cli c

m o n o p h o s p h a t e
，

C A M P H S i g m a 社H l O山3
M l ， ジ ブ

チ リ ル サ イ ク リ ッ ク A M P くN
6

． 0
2 ，

－d i b u t y r yl

a d e n o si n e －3
，

，
5

，
－ C y Cli c m o n o p h o s p h a t e

，
d b －

C A M Pl

くSi g m a 社H l O
－ 3

M l ，
パ パ ベ リ ン く6 ． 7 d i m et h o x y

－1L

v e r a t r yl i s o q ui n oli n e
，
P a vl くSi g m a 社H lO－5

M l ，
プ

ロ ス タ グラ ン ジ ン E l くP E ．H 小野 薬品H I JL gJ
I
m ll ， デ

キ サ メサ ゾン く9 a
－fl u o r o

－1 6 a
－

m e th yl p r e d n i s ol o n e
，

D M H S i g m a 社H l O－5 M l を用 い 培養 細胞 を処 理 し

た ．
こ れ ら各薬剤のH 内に 示 した上 記濃度は組織培養

細胞 に お い て
， 細胞毒性 を示 さ ず， －．一般 的に 薬理 効果

を認め る とさ れ る 濃度 で ある ． な お デ キサ メ サ ゾンを

除 い て は
，
E a gl e

，

s M E M に 溶解 し デ キ サ メ サ ゾン は
，

エ タ ノ ー ル で 10－2
M に 溶解後，

更 に E a gl e
，

s M E M で

1 0．3 希釈し て使用 し た ．

I V ．
1 1 8 M G C 細胞 へ の ウイ ル ス 感染

組 織 培 養用 ガ ラ ス 製 中試 験 管 に 2 ． O x l O
5

ノm l の

1 1 8 M G C 細胞を 1 m l 加 え，
3 7

O

C で 1 Ej 培養し単層と

し た
．

その 後 ハ ン ク ス 液 で 細胞面 を 2 回 洗浄 し
， 各種

薬剤 を含む血 清不含の E a gl e
，

s M E M に 交換 し適当な

期間 34
0

C で 培養 した く前処更別 ．
その 後培養液を除去

し
，

ハ ン ク ス 液 で 2 回洗浄後
，

ウイ ル ス 液を各試験管

当 た り 0 ． 2 m l 接 種 くm ul ti pli c it y o f i n f e c ti o n
，

M O王 ニ 0 ． 21 ，
3 7

0

C
，
9 0 分吸着後

，
再び ハ ン ク ス液で 洗

浄 して 薬剤含有維持培地 を2 m l 加 え，
3 4

0

C で 適当な

期間培養 を続け た く後処理う
．
ま た

，
薬剤 を含有しない

E a gl e
，

s M E M で同様な期間推持培養 した も の を対照

と して使用 した ． なお 一 種類 の 薬剤に つ き 4 本 の 試験管

細胞 を使用 し
， 培養後，

培養液， 細胞 とも に 凍結融解

し， そ の 遠心上 清中の 全 ウイ ル ス 感染価 を測定し た．

V
． ウイ ル ス 感染価 の 測 定

R V の 感染価測定は以下の ごとく 実施 した ．
V e r o 細胞

を径 60 m m の プ ラ ス チ ッ ク シ ャ
ー レ C F al c o n 社I に

7 X l O
5

ノ5 m l 加 え
， 炭酸ガ ス ふ 卵器 で 37

0

C
，

4 日間単

層培養 した ． 細胞面 を ハ ンク ス 液 で 2 回 洗浄 し
， 試料

0 ．5 m l を接種，
3 4

0

C で 9 0 分吸 着 した ． 吸着後
， 細胞面

を ハ ン ク ス 液 で 2 回 洗浄し， 5 m l の
一 次寒天 重層を行

い
， 3 4

0

C ， 4 日間培養後， 更に 2 m l の 二 次寒天 重層を

行 っ た
．

一

次 寒 天 重 層 培 地 の 組 成 は
，

0 ．7 ％寒 天

くA G A R P U R I FI E D 偲
，
D if c o 社1 ，

0 ． 15 ％炭酸水素ナ

ト リ ウ ム
，

0 ． 0 1 ％ D E A E一デ キ ス ト ラ ン t Ph a r m a ci a

社l ，
2 ．5 JJ gノm l ア ン ホ テ リ シ ン B くGib c o 裾 を

E a gl e
，

s M E M に 含む も の で あ り
，

二 次寒天 重層培地

は こ れ に 0 ．0 1 ％に 中性紅 を含む も の を用 い た ．
プラ ッ

ク数の 計数は
，

感染後7 日目に 実施 した
．

なお
，

一

つ

の ウ イ ル ス 試 料の 一 希 釈段 階 に つ い て 2 へ 4 枚の

シ ャ
ー レ を用 い て それ ら の プラ ッ ク数の 平均値か らウ

イ ル ス 感染価 を算出 し， pl a q u e
－f o r m i n g u ni t CP F U ll

m l で 表 した
．
ま た コ ク サ ッ キw ウイ ル ス の 感染価は

，

R V の 場合と 同様に 準備 し た プ ラ ス チ ッ ク シ ャ
ー

レ 上

の V e r o 細胞 を用 い て 試料 0 ． 5 m l を感染し
，
感染後3

日目 に 二 次寒天 重層 を行 い
，

翌 日 プラ ッ ク 計数し算出

した
．

な お
，

寒天濃度 を
一

i丸 二 次と も 1 ％と した他

in e t et r a a c e tic a cid ニ FI T C
，

fl u o r e s c ei n is o thi o c y a n a t e 三工g G ，
i m m u n o gl o b uli n G i M E M

，

m in i m u m e s s e n ti al m ed iu m 三 M O I
，

m ulti plicit y of i nf e c ti o n 三 M V
，

m e a Sl e s vi r u s ニP a v
，

p a p a v e rin e ニ P B S
， p h o s p h a t e ．b uff e r ed s ali n e ニ P E l ， P r O S t a gl a n di n E l 三 P F U

， p l a q u e －f o r m i ng
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は R V の 感染価測定法と 同じ組成の 培地 を使用 し た ．

VI ．
ウ イ ル ス R N A 合成 の 測 定

N o r v a l の 方法
1 1I 準拠 して 行 っ た ．

つ ま り
，
3 7

0

C で 1

日 増 殖 培 養 し
，

S u b c o n fl u e n t の 単 層 培 養 と し た

118 M G C 細胞を薬剤 tP a v と D M l 含有維持培地 で 48

時間前処理 後，
M O工約 0 ．2 で R V を感 染 し， 同液 で

34
0

C 2 4 時間培養し た ． つ い で
，

1 0 ノノC iノnュ1 の
3
日 － ウ リ

ジ ンを含む 同液 に 交換 し， 3 4
0

C で 7 2 時間培養 を行 っ

た
．

その 後， 培養上 清 に 等量 の 冷飽和硫酸ア ン モ ニ ウ

ム を加え 0
0

C で 1 時 間放置 後， 10
，
0 0 0 x g 3 0 分 間

くS W 5 5 T i ロ
ー タ ー

，
B e c k m a n 社1 遠心 し た沈漆を 200

JLI T E 緩衝液 く10 m M t ri s
－ H C l

，
1 0 m M E D T A

，

p王i 7 ． 4うに 浮遊 した ． 次 に 同液 を 10 旬 6 0 ％薦精密度勾

配遠心 法 に よ っ て 30
，
0 00 r p m く同上 ロ ー タ ー I で 1 2

時間遠心 分画 し，
10 ％トリ ク ロ ル 酢酸 で 沈滞後

，
グ ラ

スフ ァイ バ ー ディ ス ク で濾過 し 3 H － ウ リ ジ ン の 放射活

性を液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測定 した

．
な

お ， 対照と して 薬剤非処理 の 培養に つ い ても 同様 に 測

定した
．

W ． 細胞 D N A 合成 の 測 定

薬剤処理の 細胞 へ の 影響 を調 べ る た め細胞の D N A

合成を測定した ． 3 7
O

C
，

1 日増殖 で s u b c o n fl u e n t の 単

層培養と した 118 M G C 細胞培養ま たは ， V e r o 細胞の

培養液 を除去 し E a gl e
，

s M E M で 細 胞面 を洗浄 した

94 7

後，
P a v と D M の 両方を含む 維持培養液で 4 8 時間前

処理 した ． その子乳 更 に 新し い 同液 に 交換 し， 経時的

に 同液に 2 声Ciノn ll の
3
汁 チ ミ ジン を添加 して 2 4 時間

パ ル ス ラ ベ ル を行 っ た ．
ラ ベ ル 後， 細胞 を水冷10 m M

P h o s ph a t e
－b tlff e r ed s a li n e くP B S H p H 7 ．2J で 2 回洗

浄し
，

0 ．6 ％ s o di u m d o d e c yl s ulf a t e くS D SJ を含む

1 0 m M T ri s－H C I－10 m M E D T A － 5 0 m M N a C l

くT E S H 緩衝液 くp H 7 ． 41 6 0 0 JLl を加 え室温30 分 処理

し
，
更 に 1 0 ％ トリ ク ロ ル 酢 酸で 沈澱後 グ ラ ス フ ァ イ

バ ー ディ ス ク で濾過 して 唱 － チ ミ ジ ン の 放射活性 を液

体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー

で測定 した ． な お
， 対

照 と して 薬剤 を含ま ない 維持培養液で培養 した細胞 に

つ い ても 同様 に 測定した ．

肌 細胞 の 蛋 白合成お よ ぴ R N A 合成の 測 定

前記細胞の D N A 合成 の 測定 と同様 な手順で 2 FE C i

ノm l の
3
H － プ ロ リ ン お よ び 2 ノ疋iノm l の

3
H － ウ リ ジ ン

を用 い て 2 4 時間パ ル ス ラ ベ ル を行 い
，
そ れぞ れ の 時期

に お ける 細胞 の 蛋白 合成お よ び R N A 合成 を測 定 し

た ．

I X
． 螢光抗体法

118 M G C 細胞 を8 チ ャ ン バ ー ス ライ ド くL a b ． T e k

社1 上 で 37
O

C
，

1 日増殖 させ
，

S u b c o n fl u e n t の 単層培

養と した ． 増殖培地 を除去， 細胞面 を ハ ン ク ス 液 で 洗

浄後
， 薬剤 くP a v と D M l 含有培養液に 交換 して 2 日

T a bl e l ． R e pli c a ti o n of R V ホ
i n l 1 8 M G C c ell s t r e a t e d w ith c A M P

．
d b p

c A M P o r

d e x a m e th a s o n e

P e ri o dくd a ylf o r

tr e a t m e n t i n

P r e－ P o s tL

R V ti te r くP F U l mi 1 p r o d u c e d i n l 1 8 M G C c e11s t r e a t e d w ith

C A M P d b －

C A M P D e x a m e th a s o n e E t h a n oI E a gl e

，

s

i nf e c ti o n i nf e cti o n く10L
3
M l 料 く1 0－3

M l く10
， 5
M l く10

－ 6
M l くx l O

， 3

1 M E M

0 3 3 ． 6 X l O
3

8 ． O X l O
3

く45つ
榊 ホ

く10 0つ

2 4 N T N T

3 2 ． 6 X l O
3

3 ． O X l O
3

く17 3つ く20 の

3 2 ． 9 X l O
3

3 ． O X l O
3

く181つ く18 7つ

N T 中 綿 傘 N T N T 8 ． O X l O
3

く10 の

2 ． 3 X l O
d

2 ． 9 X l O
d

3 ． 1 X l O
d

2 ． 9 X l O
d

く7 如 く1 0の く10 引 く10 の

N T N T N T

N T N T N T

1 ． 5 X l O
3

く10 0つ

1 ． 6 X l O
3

く1 0 0コ

ホ
R u b ell a vi r u s ．

輌
C o n c e n tr a ti o n ．

掴 R a ti o of v ir u s tit e r i n c u lt u r e tr e a te d wi th d r u g t o th a t tr e a t e d w ith E a gl e

，

s

M E M くc o n tr oII
窄 春 希 ホ N o t t e s t e d ．

u nit s 三 P R P
， p r O g r e S Si v e r u b ell a p a n e n c e p h alitis ニ R V

，
r u b ell a vir u s ニ S D S

，
S O di u m d o d e c yl

S ulf at e ニS S P E
，
S u b a c u t e s cl e o si n g p a n e n c e p h alitis ニ T E

，
t ri s － H C I 8 t E D T A 三 T E S

，
t ris 月 Cl ．

E D T A ． N a C l ．
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間前処理 し
，

R V を 0 ． 1 m l 接種 くM O工． 約 0 ． 21 して

37
Q

C ， 6 0 分間吸着， 洗浄後， 更 に 同様 な薬剤含有維持

培地 に て 34
0

C
，

4 日間培養 し た
．

その 後
，
上記ス ライ

ド を
，

4
0

C
，

1 0 分間 ア セ ト ン 固定 後， C o o n s ら
1 2l

，

W o o d s ら
瑚

の方法に よ っ て 染色 した ．
つ ま り

一

次血清

と し て ヒ ト血 清 く抗 R V 赤 血 球 凝 集 抑 制 抗 体価 こ

5121 0 ．5 m l と 5 X lO
7 偶の 1 18 M G C 細胞 を 37

0

C ，
2 時

F乳 続い て 4
0

C ，

一 晩反応さ せ非特異抗体を吸収除去 し

た も の を10 倍 希釈 し 使用 し た
．

ま た 二 次血 清 は
，

F l u o r e s c ein i s o th i o c y a n a t e くFI T Cl 標識抗 ヒ トI g G

ヤ ギ血清 くH yl a n d 社ン を 20 倍希釈 し て使用 した
．

ま

た
， 反 応は

，

一 次，
二 次と も に 37

0

C
，

1 時間で 行 っ た ．

成 績

I ． 細胞の 薬剤処理 に よ る R Y 増殖 へ の 影響

1 ． c A M P
，
d b － C A M P

，
D M 各単独 お よび混合液 に

よ る処理

c A M P また は
，
d b －

C A M P で 11 8 M G C 細胞 を処理 し

た場合， 前処理 の有無お よ び そ の期間の 長短 に か か わ

らず，
R V の増殖 に は非処 理 細胞 と 比較 し て 有意 な

差は認 めら れ な か っ た く表 い ．

ま た ，
D M 単独処理 に お い て も

， 非処理細胞や D M

の 10
－ 2

M 液作成時 に 使用 した エ タ ノ
ー ル 液 に よ る 処

理 細胞と の 差 は なか っ た く表 1 う．

薬剤処理 に よ る細胞形態 の 変化は ， C A M P や D M で

は見 ら れ な か っ たが ，
d b － C A M P の 処理 に お い て は処

理 開始後数時間以内か ら
， 細胞が 伸長化 し

， 更に 数本

の長 く細 い 突起 の伸長が 認め ら れた く図 1
，
A I ．

この

様な形 態は
，

薬剤処理 中に 持続 し て認め ら れた が
， 途

中薬剤 除去 した 場合 は
，
し だい に 元 の 形態に 復帰した

．

次に 薬剤 を混合 して使用 した場合の 影響に つ い て検

討 した ． c A M P と D M ま た は
， d b －

C A M P と D M との

混合液 で そ れ ぞれ 11 8 M G C 細胞 を処理 した場乱 後者

で R V の収量 は対照 の 1 ． 7
〆

－ 2 0 ．3 ％ へ と著 しく 減少し

た く表 2 1 ． と く に R V 感染前よ り も感 染後 の 処理を

行 っ た 場合そ の影響が 大き く現れ
， 前処理 な しで後処

理 の み で も収量は対照の 20 ％程度に 減少した
．
ま た感染

前後 と も に 処理 した場合 で は， 4 日間連 続薬剤前処理

した も の は ， 3 日 間 E a gl e
，

s M E M で 処理後， 感染前

日の 1 日 の み 薬剤処 理 し た も の よ り
一

層顕著な R V

収量 の 減少を認 めた ．

こ の よ う な ウイ ル ス 収量 の 減少が真 に ウイ ル ス 増殖

の 抑制 に起 因す るも の か否か を明ら か に す る ため に
，

d b ．

c A M P と D M と を混合 した E a gl e
，

s M E M 中での

R V の 34
0

C に お け る経時 的不 満化率 お よ び 同液処理

細胞 へ の R V の 吸 着率を調 べ た
．

その 結果
，

い ずれも

Fi g ．
1 ． M o r p h ol o g y of l 1 8 M G C c ell s u n t r e a t e d o r t r e a t e d w ith d b －

C A M P

く10
． 3

M l ．

A I C ell s t r e a t e d w ith th e d r u g f o r 2 4 h r ．

BI U n t r e a t e d c ell s くc ul tu r ed w ith E a gl e
，

s M E M f o r 24 h rI ．
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対照と した薬剤不 含E a gl e
，

s M E M の 場合 との 差は み

られず
，
本現象は薬剤に よる 不括化 また は

， 細胞 へ の

R V 吸着の 変動 に よ る もの で はな い こ とが 判明 した ．

なお
，
R V 感染後， 薬剤処理 を途中で 中止 した場合，

R V

増殖は回復す る こ とか ら本現象は可逆的で あ る こ とが

94 9

判 っ た ． また
，

こ の混合液処理 118 M G C 細胞の形態 は
，

d b － C A M P 単独処理 と同様 な変化 を示 したが 薬剤処理

を途中で 中止 し た場合 その 形態も また復元 した
．

次に
，

こ の よ う な R V 増殖 が 抑制さ れ る現 象 は，

1 1 8 M G C 細胞 と R V の 組 み合 わせ に 特異的な 現 象で

T a bl e 2 ． E ff e c t of a m i x t u r e of d b － C A M P 口0
． 3

M I a n d

d e x a m e th a s o n e く10
－ 5

M l o rl R V r e pli c a ti o n i n l 1 8 M G C

C ell s f o r 3 d a y s a ft e r t h e i n f e c ti o n

p e ri o d くd a yl f o r

t r e a t m e n t i n

P r e－ P o s t －

i nf e c ti o n
ホ

i n f e cti o n
水木

R V tit e rくP F U l m りp r o d u c e d

i n l1 8 M G C c ell s t r e a t e d

w ith a m i x t，u r e Of d b －

C A M P

a n d d e x a m e th a s o n e

寧傘
L

不1

4

4

n
U

n
U

3

3

0

3

0

9 ． 8 x l O
2

く16 ． 6つ輌 粕

1 ． O X l O
2

く1 ， 7フ

4 ． 9 X l O
3

く83 ． 1フ

1 ． 2 X l O
3

く20 ． 3つ

5 ． 9 X l O
3

く10 0つ

ホ C ult u r e w a s i n c u b a t e d f o r 4 d a y s in p r e
－i n f e c ti o n ．

輌
C ult u r e w a s i n c u b a t e d f o r 3 d a y s i n p o st －i nf e c ti o n ．

ホ車 中
T r e a t m e n t st a rt e d o n 4 th d a y of i n c u b a ti o n ．

熊木 ホ 串
R ati o of vi r u s tit e r i n c ult u r e tr e a t e d wi th d r u g to th a t

u n tr e a t e d

T a bl e 3 ． E ff e c t of a m ix t u re of d b－C A M P く1 0
－ 3

M l a n d d e x a m e th a s o n e く10
， 5

M l o n R V

r e pli c a ti o n 享n
p

o n
－ n e u r al c ell s くV e r o c ell sI o r C o x s a c k i e vi r u s A－9くC o x

A－91 r e pli c a tl O n l n l 1 8 M G C c e11 s

V ir u s tit e rくP F Ul m ll p r o d u c e d i n e a c h c e11 1i n e

K i n d of C e11s

v l r u S i nf e c t e d T r e a t e d ホ U n tr e a t e d

R V V e r o l ． 5 X l O
4

1 ． O X l O
4

C o x A －9 1 18 M G C 7 ． 9 X l O
2

1 ． 1 X l O
ユ

ヰ T r e a t m e n t wi t h d r u g s w a s p e rf o r r n e d f o r 2 d a y s i n p r e －i nf e c ti o n a n d 3 d a y s i n

p o s t－i nf e c ti o n f o r R V
，

a n d f o r e a c h 4 d a y s i n p r e
－

a n d p o s t －i nf e c ti o n f o r C o x A－9 ．

T a bl e 4 ． R e plic a ti o n o f R V i n l 1 8 M G C c ell s a n d V e r o c e11 s i n th e p r e s e n c e of

p a p a v e ri n e o r a m i x t u r e of p a p a v e ri n e a n d d e x a m e th a s o n e

P e ri o d くd a yl f o r R V tit e rくP F U l m l，p r o d u c e d i n th e c ult u r e t r e a t e d wi th
tr e a t m e n t l n

C ell

P r e
－ P o s t －

P a p a v e ri n e P a vく1 0．5
M I E a gl e

，

s

i n f e c ti 。 n i nf e c ti。n く1 0
－

5
M l

ホ
＋ D M く1 0

． 5

M l ＋ 串
M E M

11 8 M G C O 4 9 ． 6 X l O
3 く60 ． 0，

柚 木
9 ． 2 X l O

2

く5 ． 71 1 ． 6 X l O
4

く10 01

3 4 2 ． 6 X l O
3

く11 ． 8つ 1 ．O X lO
2

く0 ． 5う 2 ． 2 X l O
月

く10 0つ

V e r o 3 3 3 ．1 X l O
3

く31 ． の 1 ．1 X l O
3

く11 ． 1つ 1 ． O X l O
d

く10 0つ

傘
C o n c e n t r a ti o n ．

中 米
A m i x t u r e of p a p a v e ri n e くP a vl a n d d e x a m e th a s o n e くD M l ．

榊 ホ
R ati o ． R ef e r t o th e f o o t n ot e of T a b l e l ．
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Fi g ． 2 ． I m m u n o fl u o r e s c e n t a n tib o d y st ai n i n g o f l 1 8 M G C c ell s a t 4 d a y s af t e r r u b ell a v i r u s

i n f e cti o n ．

A I C ell s t r e a t ed w ith a m i x t u r e o f p a p a v e ri n e a n d d e x a m e th a s o n e ．

BI U n t r e a te d c ell s ．

2

す
O

l

火

E
d

U

－

P

中

霊
L

O

d

L

O

U

u

こ
u

萱
L

コ

ー

エ

M

5 1 0 1 5 2 0 5 1 0 1 5 2 0

F r a c t i o n n u m b e r

F i g ． 3 ． R N A s y n th e si s o f r u b ell a v i r u s i n l 1 8 M G C c ell s t r e a t e d w it h a m i x t u r e o f

p a p a v e ri n e く10
－ 5

M l a n d d e x a m e th a s o n e く10
， 5 M l ．
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あるか 否か を検討す る た め に
，

1 1 8 M G C 細 胞 に 代 わ

り，
V e r o 細 胞を用 い て db －

C A M P と D M の 混 合液 で

細胞を感染前後と も に 処理 し
， 同様 な実験 を行 っ た ．

その 結果，
V e r o 細胞 で は同薬剤 に よ る R V 増 殖の 抑

制は全く見 られ な か っ た く表 3う． また ， R V の代わ り

に コ ク サ ッ キ
ー ウ イ ル ス くA 群 9 型う を 用 い て

118 M G C 細胞で 前記 と 同様 に 実験 し た と こ ろ ウイ ル

ス 増殖 の 抑 制 は R V の 場合 ほ ど著 明 で は な か っ た

く表3l ． 以 上 の こと か ら db － C A M P と D M の 混合液で

処理 し た118 M G C 細 胞 で の R V 増 殖 の 抑 制 は
，

118 M G C 細胞 と R V と の 組 み 合 わ せ に 特異的 な 現象

と考えられ た ．

2 ． P a v お よ び P a v と D M 混 合液に よ る処理

前記，
d b －

C A M P と D M の 混合液 に よ る R V 増殖抑

く
一

一
1

t

J

れ

三

ど
l

－

1

ミ
己
三

苫
豆
ぶ
2
乙

L

■

小

－

一

事

d

4 8

l 中r l od さ－t t r l nl 書C t l 椚l ト巾けI

F ig ． 4 ． E ff e c t o f a m i x t u r e o f p a p a v e ri n e く10，
5
M l

a n d d e x a m e th a s o n e く1 0－5
M J o n r u b ell a vi r u s

r e pli c a ti o n i n l 1 8 M G C c ell s ．

A t th e in d i c a te d ti m e s th e m i x t u r e o f d r u g s w a s

r e m o v e d りl o r a d d e d り い ． A
，
d r u g s く1 i ム

，

d r u g s く十1 ．

9 51

制効果は
， 細胞内 c A M P レ ベ ル の 上 昇と関連 し て い る

可能性が推定さ れ た ． そ こ で， 同様 に細胞内 c A M P レ

ベ ル の 上 昇 作 用 を 有 す る P a v を 用 い て 1 1 8 M G C
，

V e r o の 両細胞 を処理 し R V 増殖 へ の 影響 を調 べ た
．

そ の 結果
，
1 1 8 M G C 細胞に お い て P a v と D M の 混 合

液 処理 に よ っ て 一 層顕著 な R V 増殖 の 抑 制が 認 め ら

れ た ． こ の場合， 感染前に 細胞の薬剤処理 を行う とそ

の抑制は ， 強く現れ る傾 向が あ っ た ． な お
，
V e r o 細胞

で も 11 8 M G C 細胞 ほ どで はな い が 多少 の 抑制 が み ら

れ た く表4 1 ．

また
，
間接螢光抗体法 に よ っ ても 同薬剤処理 R V 感

染11 8 M G C 細胞 で は，非処理 R V 感染細胞 に み ら れる

よ うな 細胞質内の 額粒状の 強 い 螢光や 細胞膜周囲の 螢

光 の 明ら か な減弱ま た は消失が認 め られ
，

R V 抗原の

産生の 低下が 観察さ れた く図2 1 ． し か し，
こ の 混合液

処 理 に よ り db －

C A M P の 場合 と 異な り118 M G C 細胞

の 形態 に特 に 目立 っ た変化は見 られ なか っ た ．

この よ う な R V の 増殖抑制は
， 図3 に 示 した と お り

ウイ ル ス R N A へ の
3
H － ウリ ジ ン の取 り込 み で み て も

薬剤処理細胞 に お ける R V 分画 く比 重 1 ． 1射 の ピ ー

ク

は薬剤非処理 細胞 の そ れ に 比 較 し著 しく 低値 で あ っ

た
．
な お

， 薬剤非処理細胞 で 見られ た分画番号 7 の ピ ー

ク は ， そ の 比 重 が M c C o m b s ら
川

の 報告と
一 致す る こ

とか ら
，

R V の 完全 Vi ri o n と考 えられ
， 分画番号18

，

1 9 の ピ ー

ク は V a n A I st y n e ら
1 51

の 報告 に も示 さ れ て

い る 不 完全な vi ri o n や それ を含 む宿主細胞膜断 片と

考 えられ る
．

上 記の ご と き顕著 な R V の 増殖抑制 を 示 し た P a v

と D M の混 合液 に よる 118 M G C 細胞の 処理 を R V 感

染後途 中で中止 した場合 は
，

R V の 増殖 は急速 に 回復

し薬剤に よる 抑制作用 は可逆的で あっ た く図4 う．
こ の

こ と は
， 前述 の db －

C A M P と D M と の 混合液 で の 場合

T a bl e 5 ． E ff e ct o f p r o st a gl a n di n E ．，
a n d m i x t u r e s of p r o st a gl a n di n

E l O r p a p a V e ri n e a n d d e x a m e t h a s o n e o n R V r e pli c a ti o n

i n l 1 8 M G C c ell s

D r u g u s e d f o r tr e at m e n t ホ R V tit e r p r o d u c e d くR ati o
，
％1 粕 ホ

P E ．りルg ノm り
輌

P E ．りp gノm l 汁 D M tl O．
5

M I

P a v く10．
5

M l ＋ D M りOr
5

M I

E a gl e
，

s M E M

1 ． 2 x l O
d

2 ． 8 X l O
2

2 ． 4 X l O
2

1 ． 2 X l O
4

へ

ノ

ー
ー

ノ

ー
l
ノ

t

－
ノ

0

3

0

0

0

．

．

0

1

2

2

1

く

く
ノ

し

く

ホ
T r e a t m e n t w ith d r u g s f o r 3 d a y s b ef o r e a n d 4 d a y s af t e r th e

Vir u s i nf e c ti o n ． P E ．， P r O S t a gl a n di n E ． ニ P E ． ＋ D M ， a mi x t u r e of

P r O S ta gl a n di n E ． a n d d e x a m e th a s o n e i P a v ＋ D M ，
a m i x t u r e of

p a p a v e ri n e a n d d e x a m e th a s o n e こ D M
，
d e x a m e th a s o n e こ P a v

，

p a p a v e ri n e ．

輌
C o n c e n tr a ti o n ，

水 木ホ R e f e r t o th e f o o t n o t e of T a b l e l ．
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と 同様 で あ っ た ． ま た
，

P a v と D M の 混 合 液 処 理

118 M G C 細 胞に お け る コ ク サ ッ キ
ー ウイ ル ス くB ． 31

の増殖 に つ い て も検討 した と こ ろ
，
処理 細胞 で の ウイ

ル ス カ価は 1 ． 6 X lO
4
P F U ノm l

，
無処理細胞の ウイ ル ス

カ価は 1 ． 8 X l O
4
P F U l m l で あ り ， 両者間に は差は認 め

られ な か っ た ． また
，
P a v と D M の 混合液お よび対照

と し た E a gl e
，

s M E M 中 で の 34
O

C に お け る R V の 不

川
す
芝

．

邑
U
－

，
－

コ
1

．

己
．
U

三

芸
－

，

，

－

き
一

．

H

M

0 24

工n c u b a t l o n p e r l o d くh rI

Fi g ．
5 ． C e11 u l a r D N A s y n th e si s o f l 1 8 M G C c ell s i n

th e p r e s e n c e o r ab s e n c e o f a m i x t u r e o f

p a p a v e ri n e く10
－ 5 M l a n d d e x a m e th a s o n e く10

． 5 M l ．

A
，
d r u g s く

－

1 ニ A
，
d r u g s く＋1 ．

A n a r r o w i n di c a t e s th e ti m e o f r e m o v al of th e

m i x t u r e o f d r u g s ．

西

括化率 に は差は み ら れ なか っ た ． 同様 に 細胞 へ の 吸着

率 に つ い て も細胞の 薬剤処理 の 有無 に よ る差は みられ

な か っ た
．

3 ． P E l
お よ び P E l と D M 混合液に よ る処理

P a v と同 じく 細胞 内 c A M P の レ ベ ル の 上 昇 を誘導

す ると さ れる P E l と D M の 混合液 を用 い て
，
11 8 M G C

細胞 を前記 P a v と D M の 場合と 同様 な条件 く前処理

3 日間， 後処理 4 日間うで 処理， 培養した と こ ろ R V の

増殖 は 著明 に抑制 さ れ た
．

しか し P E l 単独 で は全く

R V の 増殖 に 影 響 が み ら れ な か っ た く表 5 1 ． ま た

11 8 M G C 細胞の 形態 は P E l 単独 また は
，
D M との 混合

液の い ずれで も 変化が み ら れ なか っ た ．

工工 ． P a Y と D M 混 合液処理 に よ る 細胞機能の 変動

1 ． 細胞 D N A 合成 へ の 影響

118 M G C 細胞を 34
0

C
，
4 8 時間 P a v と D M の 混合液

で処理 した後
，
更に 新た な同液に 交換 し

， 経時的に
3
H －

チ ミ ジ ン で 24 時間 パ ル ス ラ ベ ル を行い
， 各時期に おけ

る
3
H ． チ ミ ジ ン の 取 り込 み か ら， 細胞の D N A 合成を

調 べ た ． その 結果，
48 時間の 薬剤前処理 後， 続い て薬

剤処理 を行 っ たも の の D N A 合成 は
， 対照の それ に 比

較 し
，
2 4 時間で は 63 ．6 ％，

4 8 時間で は 29 －4 ％， 72 時

間で は 16 ． 5 ％と経時的に 低下 した ． しか し ながら， 薬

剤処理 を中止 す る こ と に よ っ て それ 以 後の D N A 合成

は上 昇 に 転 じた
．

また薬剤 に よ る前処理 も ， その後の

処理 も 全く行 な わ な か っ た対 照 で は時 間経過 と共に

72 時間ま で D N A 合成 の 上 昇が み られ た く図5 1 ．

1 1 8 M G C 細 胞 に お け る こ の よ う な 薬剤処理 に よ る

D N A 合成 の抑制が V e r o 細胞 に お い て も認 めら れる

か否 か を同様 な方法で 検討 した ． その 結果，
V e r o 細胞

で は 48 時間の 薬剤 前処 理後 ， 初 め の 24 時 間で は
，

1 1 8 M G C 細胞 に も み られ た よう に
，
薬剤非処理細胞の

T a bl e 6 ． C o m p a r ati v e r a ti o of c e11 ul a r D N A s y n th e si s i n l 1 8 M G C

a n d V e r o c ell s tr e a t e d w ith a mi x t u r e of p a p a v e ri n e

く1 0－5
M l a n d d e x a m e th a s o n e く1 0－5

M l

L a b e11i n g

ti m e
輌

くb rう

C o m p a r a ti v
9

r a ti o く％l
＋

of c ell ul a r D N A

s y n th e si s l n C ell s t r e a t e d w it h d r u g s

1 1 8 M G C V e r o

6

4

5

3

9

6

6

2

1

ヰ T h e v al u e w a s e x p r e s s e d a s r a ti o o f c p m of
3
H －th y m i di n e

i n c o r p o r a t e d i n t o c ell ul a r D N A f r a c ti o n o f tr e a t e d c ult u re t o

th a t of u n t r e a t e d c u lt u r e ．

拍 T i m e af t e r p r e
－ tr e a t m e n t W ith d r u g s o r E a gl e

，

s M E M f o r 4 8

h r ．

ホ 拍
N o t t e s t e d ．



薬剤処理 ヒ ト神経 由来細胞 で の 風疹 ウイ ル ス 増殖

63 ％程度ま で に D N A 合成は抑制さ れ た ． しか し なが

ら， 次の 48 時間日で は 非処理 細胞 の 74 ％の D N A 合

成を示 し，
1 18 M G C 細胞 で見 ら れ た よ う な経 時的 な

D N A 合成 の よ り
一 層 の 低下 は み ら れ な か っ た く表

6 フ．
なお

，
V e r o 細胞は薬剤含有 に 関係な く培養液 の

交換なし で 72 時間以 上 維持す る と
， 細胞の

一 部が自然

に 致死的状態 と な る た め ，
こ の 時 点以 降 の 正 確 な

D N A 合成は把握で き な か っ た
．

2 ． 細胞の R N A お よ び蛋白合成 へ の 影響

細胞 D N A 合成の 測定と同様 な薬剤処理 条件 で 細胞

で
三
大

已
U

－

葛
霊
L

O
d

J

O

り
亡

－

害
ニ
O
L

チ
エ

M

0 2 4 J用
．

7 2 9 6 1 20 1 吊

9 5 3

の R N A と 蛋 白 合 成 を 調 べ た
．

そ の 結 果，
ま ず

1 18 M G C 細胞 に お い て は
，
4 8 時間の 薬剤前処理 お よ び

そ の 後 の 処理 の 有無に 拘 ら ず R N A
，
蛋白の 合成は 経

時的に 低下 した ． し か し な が ら ， そ の低下 の 程度 は

R N A
， 蛋白 と もに 薬剤処理 した も の が 常に 非処理 の 対

照よ り顕著で あ っ た ． また
，

薬剤処理 に より こ のよ う

に 低下 した R N A
，
蛋白の 合成 は， 途中72 時間目で 薬

剤不 含維持培養液に 交換す る こ と に よ り
一

転 して急速

に 合成 を再開 した ． そ して
，
ほ ぼ96 へ 1 20 時間目で ピ

ー

ク に 達 した後急速に 下降 した ． その 下 降は， 薬剤非処

す
O
I

一

瞥

ヱ

苫
雲
J

邑
－

O

U
亡

こ
u

l

匂

盲
－

王
巾

A
－

3

0 2 ヰ 1 8 72 9 6 1 2 0 い川

I n c u b 暮t l o n 叩 r l od 川 rI

F i g ． 6 ． C e11 u l a r R N A o r p r o t ei n s y n th e si s o f l1 8 M G C c ell s i n th e p r e s e n c e o r ab s e n c e o f a

m i x t u r e o f p a p a v e ri n e く10－
5
M l a n d d e x a m eth a s o n e く10－

5
M l ． A

，
d r u g s く

－

h A
，
d r u g s

く十1 ．

A n a r r o w i n di c a t e s th e ti m e of r e m o v al of th e m i x t u r e o f d r u g s ．

T a bl e 7 ． C o m p a r a ti v e r a ti o of c ell u l a r R N A o r p r o t ei n s y n th e si s i n l 1 8 M G C a n d

V e r o c ell s tr e a t e d w ith a m i x t u r e of p a p a v e ri n e く1 0
． 5

M l a n d d e x a m e th a－
s o n e く1 0q 5

M l

c ell

L a b elli n g

t l m e
ホ

くh rう

C o m p a r a ti v e r a ti o く％l ホ傘
of c ell ul a r s y n th e si s of

R N A P r o t ei n

1 1 8 M G C O
－

2 4

2 5 － 4 8

V e r o 4

8

2

4

一
一

0

52

5

9

2

3

6

8

0

2

5

7

2

8

1

3

7

1

．

L

J

4

ホ
T i m e aft e r p r e－t r e a t m e n t W ith d r u g s f o r 4 8 h r ．

ホホ
T h e v al u e w a s e x p r e s s e d a s r a ti o of c p m of t r e a t e d c e11s t o th a t of u n tr e a t e d

c ell s ．
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理 対照の 下降パ タ ー ン と類似 して い た く図6 I ．
ま た

，

V e r o 細胞 で も R N A と蛋 白の 合成 は
，

1 1 8 M G C 細胞

と ほ ぼ 同様な 傾向 を示 し た
．

し か し薬剤処 理 細胞 の

R N A
， 蛋白の 合成の 低下の 程度は 118 M G C 細 胞ほ ど

極端 で な く
，
V e r o 細胞 に 対す る P a v と D M の混 合液

処理 に よる 影響 は小 さい と 考え られ た く表 7フ．

考 察

R V の ヒ ト細胞に お ける増殖 は，
i n v i v o で は C R S

を呈 して い る胎 児の ウイ ル ス 検索 で 示 さ れ て い る よう

に 多くの 組織， 細胞に お い て知 られ て い る
1 61

．
i n v it r o

で は Pl o tk i n ら
川

の 報告に ある よ う に
， 肺， 脳下垂体，

皮膚
，

咽頭粘膜， 胸腺な ど に 由来した 各種 の 培養初代

細胞 で
，

また
，

W ell e r ら
1 朗

は， 羊膜 の 初代細胞 での 増

殖 をみて い る ． 更 に乳癌由来の 細胞
1 叶 や

， 滑膜に 由来 し

た 細胞20りこお け る増殖 も報告され て い る ．
こ の よう な

多様 な ヒ ト細胞 に お け る R V の 増殖 が 今 日 ま で 知 ら

れ ては い るが， 神経系細胞 に お ける 増殖 に つ い て の報

告 は見あた らな い
．

最近
，
C R S の 遅発性障害 と して

， 甲状腺機能異常や

糖 尿病な どの ほ か に
， 精神発 達遅延

，
行動異常

，
そ し

て 進行性風疹全脳炎2 い2 21
な ど神経系 に 関連 した 障害が

注目 され て い る ． とく に
， 進行性風疹全脳炎 くp r o－

g r e s si v e ru b ell a p a n e n c e p h aliti s
，
P R Pl は ，

C R S ま

た は 出生後 の R V 感染後， 数年経過後に 発病す る進行

性神経障害 で R V の再 括性化 に よ る も の と考 え ら れ

てお り
， 脳生検 か ら R V 分離を認 めた例 も報告さ れ て

い る
2 3I

． そ こで ，
これ ら R V に よ る神経系疾 患を考 える

上 で
， 今回著者が実施 した 118 M G C 細胞に よ る実験は

一

つ の モ デ ル と な り得 る と考 えら れ る
．
1 1 8 M G C 細胞

を用 い た こ の 実験で は
，

その 増殖培養が 容易な こ と
，

維持培養に お い て
，

い か な る種類の 血 清 も添加 す る必

要が な い こ と な どの 利点が あ っ た
． 特 に

， 後者は本研

究の よう に 各種生理 活性物質 に よる 神経系細胞 へ の 影

響を検討す る際
， 様々 な 生理 活性物質を含有す る で あ

ろう血清成 分の影響 を完全に 無視す る こ とが でき る こ

とか ら，
こ の 種の 実験 に ふ さ わ しい 細胞の 性格 で あ っ

た ．

使用薬剤の う ち， C A M P 単独 に よ る 118 M G C 細胞

の 処理 で
， 細胞の形態や R V の 増殖 に 影響が 見ら れな

か っ た の は
，

一 般的 に cA M P は細胞内郡 に 入 りに く い

性質が ある こ との ほか
，
こ の細胞が 外因性 の c A M P に

対す る感受 性が 低い の か， ま た は ， 特に 急速 に 細胞内

で 分 解す る こ と に よ る の か も しれ な い
．

ま た
，

d b －

c A M P に よる処理 に おt l て も
，

R V の 増殖に 影響 はな

か っ たが
， 細胞形態は短時間で著 しく変化 した

．
これ

はd b －

C A M P が 細胞 内で 分解 され ず c A M P と して の

作用 を発揮 した こ と に よ ると 考え られ， 細胞内 c A M P

の レ ベ ル の 上 昇 に よ り
， 細胞が静止 柏 へ と変化し更に

分化型 へ と移行 し た こ と に 件う 変 化と 考 えら れ た ．

c A M P の細胞増殖に 及 ぼ す効果に つ い て は
， 様々な細

胞 で 多数の 報告 があ る が
，
結果的に は

，
その 効果は細

胞 の種類 に 大き く依存 し
， 増殖促進 ま た は抑制に 働く

事が知 られ て い る 細
． そ し て

，
こ の よ う な細胞側の 変化

に よ っ て その 場に お ける ウイ ル ス 増殖 も また増強ある

い は 抑制 的 な 影 響 を 受 け る こ と が 報 告 さ れ て い

る
2 引 26I

．
c A M P に よ る細胞増殖抑制作用 に つ い て は

，

細胞 内 c A M P レ ベ ル を 上 げ る と 細胞 の D N A 合成が

低下 す る こ と
， 増殖相の 細胞 で は cA M P レ ベ ル が低

く
，

静止 相の細胞で は高 い こ と な どの実験的事実叩 か

ら示 唆 され た も の で あり ， 今回 の 実験で も ， 薬剤処理

後， 細胞の 増殖 が停止 し
， 細胞内 c A M P レ ベ ル の 上昇

が あ っ た こ とは充分 あ り得る こ と と 思わ れる
． そして

こ の 事 に よ り ， 既 に他 の 神経細胞 の 例
28 卜 抑 で 見られ

る よ う な細胞の 分化 が誘導さ れた と考え られ る ． また
，

使用 薬剤の
一 つ で あ る P a v の 作用 は細 胞内 ホ ス ホ ジ

ュ テ ラ ー ゼ 活性の 阻害 に よ っ て 細胞 内 c A M P レ ベ ル

を上 昇さ せ
，
結果的 に は ， d b － C A M P の 場合と同様， 細

胞 の 分化 を誘導 して い る と考 えら れた ． しか し
，

この

場合 118 M G C の 形態 は
，
d b －

C A M P 処理 で 見られたよ

う な著 しい 変化 は認 め られ な か っ た
．

その 理由に つ い

て は
， 明 ら か で は な い が P a v に よ る c A M P レ ベ ル の

上 昇作用 が 前記の ごと く 間接的で あ る こ と に
， 関係し

て い る の かも しれ な い
．

こ の よう に
，
d b －

C A M P
，
P a v

の ど ち ら に よ っ て も細胞 内 c A M P レ ベ ル の 上昇 によ

る分化が誘導 され た こ と は充分推定で き るが
，

こ れら

の 薬剤の単独 の 処理 で は
，

R V 増殖 に は影響が なか っ

た
．

こ の 事 は
，
R V 増殖 の抑制に は これ ら薬剤 に加えて

D M の 関与の 重要性を示 すも の で あ る
．

D M は
，

一 般

的に 他の 糖質 コ ル チ コ イ ド と同 じく その 作用機作はホ

ル モ ン
ー レ セ プ タ

ー 複合体が 活性化し， 核の ア クセ プ

タ
ー 部位 に 結合後， 特異 的な m R N A を 合成 する ．

そし

て
， 更に

， 新 しい 蛋 白合成な どを惹起せ しめ
， 最終的

に標 的細胞の ホル モ ン に よ る機能変化を もた らす もの

と さ れ て い る
3 用 2I

．
ま た

，

一 方で は細胞増殖 へ の 作用も

知 られ て い る ． それ は c A M P の 場合と 類似 して9 やは

り細胞の 種類 に 似存 し た増殖促進瑚 と 抑制細 の 相反す

る 二 つ の 作用 で ある ． 特 に ， 形質転換細胞で は
，
増殖

抑制 に 働く場合が 多い と され と い る
．

さ らに ， 多くの

器官 や組織の 細胞の 組織培養法に よ る研究で 糖質 コ ル

チ コ イ ド は
， 細胞の 分化誘導作用 を有 す る こ とが明ら

か に さ れ てき て い る
3 51

．
こ れ らの 作用 は今回の 実験に

お け る細胞の 状態 を考 える上 で非常に 興味深い もの で

あ る
．



薬剤処 理 ヒ ト神経由来細胞で の 風疹 ウイ ル ス増殖

使用 した 118 M G C 細胞の D M に 対す る レ セ プ タ
ー

の存否 に つ い て は 調 べ られ て はい ない の で
， 確定的な こ

とは言えな い が ，
こ の 実験 に よ っ て D M を db －

C A M P

または P a v に 追加す る と R V 増殖 へ の 影響が み ら れ

た．
この こ と か ら， 恐 らく D M に 対す る レ セ プ タ

ー

が

11 8 M G C 細胞 に 存在す る と 考え ら れ，
m R N A レ ベ ル

で細胞の 分化誘導の た めの 調節機能が 働い た こ とが推

定できる ． その 事が db －

C A M P また は P a v に よ る細胞

内 c A M P レ ベ ル の 上 昇 に 続く細胞 の 静止 相 あ る い は

G o 期 く形質発 現 の た め の 休止状態1 へ の 移行，
さら に

は細胞分化 へ の 過程 を助長 して い るの か も しれなt l
． あ

るい は
， 逆に D M の ホ ル モ ン 作用 と し て の 細胞分化の

誘導をdb －

C A M P や P a v に よ っ て 上 昇 した c A M P が

助長 してい る とも考 え られ る
．

い ずれ に して も， 細胞

内c A M P レ ベ ル を上 昇 さ せ る た め に 用 い た今 回 の 全

ての 方法 く直接的に は db －

C A M P の 添加， 間接的 に は

ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ阻害剤の P a v
，

アデ ニ ル 酸サ イ

クラ
ー

ゼ活性 を高め る P E l の 添加l に お い て D M の 共

存によ り細胞の 分化 が誘導さ れ ， 維持 され てい る と考

えられ
，

この 状態 は細胞の D N A
，
R N A

，
そ して 蛋白の

各合成の 低下現象と し て裏付け られ て い るよ う に 思 え

る ．
この よう な 11 8 M G C 細胞 の 分化 は

， 神経膠芽細胞

本来の 性質を発現 して い る こ とが 推定 され る が
，

その

様な細胞 で は R V の 増殖 は顕著 に 抑 制さ れ る こ と が

この 実験 に よ っ て 示 さ れ た
．
ま た この 現象は

，
1 1 8 M G C

細胞と R V の 組 み合わ せ に 特異的で あ っ た こ と は， こ

れらの 薬剤に 高 い感 受性 を示 す神経系細胞特有の 性質

による もの と考 えら れ るが
， 同細胞 で コ ク サ ッ キ ー ウ

イ ル ス の 増殖 に は全く影響が 無か っ た こ と は ， 細胞側

要因の み で な く ウイ ル ス 側に も本現 象を も た らす た め

の何等か の 特異的要因 の 存在が考 え られ る
．

しか し そ

の実態は明 ら か で は な い
．

こ の様 な ヒ ト神経 系細胞の 状態変化 と ウイ ル ス の 増

殖と の 関係は麻疹ウイ ル ス くm e a sl e s v i r u s
，
M V l に

おい て最近多数報告さ れて い る ． そ れ ら はい ず れ も亜

急性硬化性 全 脳炎 くs u b a c u t e s cl e o si n g p a n e n c e
－

ph alitis ， S S P E l の ウイ ル ス 学的解明の た め に研 究さ れ

て お り R V に お ける P R P 研 究の 参考 と な る か も しれ

ない
． M V の こ の 種の 研 究で は

，
ヒ トの 髄芽細胞脛 由

来の T E6 71 細胞 を用 い て M V の 増殖 を見 た と こ ろ
，

P a v で最 も顕著 に 増殖 抑制 を認め ， そ の 他 c A M P
，

db ．

c A M P
，
8－B r

－

C A M P
，

そ して P a v と 同じ く ホ ス ホ

ジュ ス テ ラ ー ゼ阻害剤の イ ソ プ チル メ チ ル キサ ン チ ン

等でも抑制が認 めら れ て い る3 引
． また 神経芽細胞腫由

射 M R － 32 細胞， 乏 枝神経膠腫由来 E G －1 細胞 そ し て

11 8 M G C 細胞な どを c A M P
，
d b －

C A M P
，
P a v で 処理 し

て M V の 増殖 を調 べ て み る と
，

こ れ ら の 薬剤に よ り程

955

度の 差は あ る も の の 全 ての 細胞 で M V 増殖 の抑制 と

細胞変性効果 の 抑制が 認め られ て い る
3 7I

．
ま た

，
王M R －

3 2 細 胞 で は P a v に よ っ て M V の g e n o m i c R N A
，

m R N A 合成 が抑制 され た こと な どの 報告が ある3 71
．

R V に っ い て は
，

M V の よう な ヒ ト神経系細胞 に お

ける研究 は見 られ な い が
，

ラ ッ トの グリ ア細胞 に お け

る研究で は通常 R V の 増殖が 行 な え な い ラ ッ ト グ リ

ア細胞 に db －

C A M P を添加処理 する こ と に よっ て R V

の 完全な増殖 が起 こ る こ と が知られ て い る
．

それ は
，

d b－C A M P に よる グ リア 細胞 の 分 化に 付随 して起 こ る

現 象で ある と され て い る 瑚
．

一 方， 糖質コ ル チ コ イ ドホ ル モ ン の 作用 に よ る ウイ

ル ス増殖 へ の 影響に つ い て は
， 今日ま で ポリ オ

ー

マ ウ

イ ル ス 39I
，

マ ウ ス 白血病 ウイ ル ス 相
，
サイ トメ ガ ロ ウイ

ル ス 頼
， 単純 ヘ ル ペ ス ウイ ル ス4 2I

な どの 報告は あ るが
，

そ れ らの メ カ ニ ズ ム は必 ずし も 明ら か と な っ て い な

い
．
R V 増殖に 関して は，1 叩 － エ ス トラ ジオ

ー ル を用 い

て
， 明らか に その レ セ プタ ー

を保有 して い る ヒ トの 乳

癌の 胸腔溶出液中に 由来 した継代細胞 くM C F － 7ン を処

理 し
，
R V の 増殖 を調 べ ると

，
7 0 ％程度増殖が抑制さ れ

たとの 報告が ある
4ユ1

． そ して その メ カ ニ ズム は
，
ホ ル モ ン

作用 に 因る宿 主細胞の m R N A 合成の 誘導と ウイ ル ス

が 誘導する m R N A 合成の 競合の 結果， 子孫 ビ リオ ン

へ の ウイ ル ス R N A が 減少した こ と に起因す る と して

い る
．
しか し

，
この 考え は

， 細胞 の R N A 合成や 蛋白合

成が薬剤処理 に よ っ て 低下を認 めた今回 の 実験 に お い

て は R V 増殖抑制 の根拠 と は な り得 な い と 考 え ら れ

る
．

今 回 の 実 験 で ヒ ト神経 系細胞に お ける R V の 増殖

は宿主細胞の 機能変動状態，
つ ま り増殖相か 静止 相か，

分化の 誘導が され て い るか どう か な どに よ っ て著 し い

影響を受 けて い る こ とが 示 唆され た ．
これ は生体内神

経系細胞 に お け る R V 増殖 を考える 際， 非常に 複雑な

要素を考慮 しな けれ ば な らな い こ と を意味す る もの で

ある
．

なぜ な ら
， 生体 内の 極めて 多数の 生 理活性物質

の 作用 や免疫機構，
それ らに 対応する宿主細胞の 分化

や 変化 の 程度 に 依 存 して R V の 増殖が 大き く 支配 さ

れ る こ とが 予 想され る か らで ある
．

ま た こ の よう な 多

様 な 影響 の 総 合的 結果 が R V の C N S へ の 感 染や 持

続， 更に は P R P 等の 発症に 繋が る再活性化 をも た ら

すも の で ある と考 えら れた
．

結 論

ヒ ト神経系由来細胞 く11 8 M G C 細胞l に お ける R V

の 増殖と細胞機能変動との 関連性に つ い て検討 し， 次

の 結論を得た
．

1 ． 1 1 8 M G C 細 胞 に お け る R V 増 殖 は
， 細 胞 を



9 5 6
尾

c A M P
，
d b ．

c A M P
，
P a v

，
D M

，
P E l の そ れ ぞれ 単独 で

処 理 した 場合， 著 しい 影響は な か っ た
．

しか し なが ら ，

細胞形態 は
，
d b －

C A M P 処理 の 場合の み 突起の 伸長化

な ど著 しい 変化が み られ ，
この 変化は可逆的で あ っ た ■

2 ． d b －

C A M P と D M の 混 合 液 で 118 M G C 細胞 を

処理した 場合 ，
R V 増殖 は著 しく 抑制さ れ た く対照 の

1 ． 7 ％1 ．
そ して 処理 の 中断 に よ り抑制 は回復 し た

．
し

か し同様 な処理 で コ ク サ ッ キ
ー

ウイ ル ス の 増殖 は抑制

さ れ な か っ た ．

一 方 ，
V e r o 細胞 を 同様 に 処 理 し て も

R V 増殖 は1 18 M G C 細胞の 場合 ほ ど大 きな 影 響 を受

け なか っ た ． ま た ，
d b ． c A M P と D M の 混 合液処理 に よ

り細胞形態 は，
d b ぺ A M P 単独処理 と同様な 変化 を示

し， その 変化 は可逆的で あ っ た
．

3 ． P a v と D M の 混合液処 理 118 M G C 細胞 に お い

て は
，

R V の 増殖は P F U に よ る感染 価測定 の み な ら

ず，
R V R N A 合成の面 か らも著 明に 抑制 され た く対

照の 0 ．5 N 2 ． 0 ％1 ．
こ の 抑制 は薬剤処理 の 中断 に よ り

回復 した ．

一 方，
コ ク サ ッ キ

ー ウイ ル ス の 11 8 M G C 欄

胞で の増殖 へ の 本処理 の影響 は
， 前 2 と同様 に 少な く ，

また 11 8 M G C 細胞は こ の薬剤処 理 に よ り形態変 化 を

示 さな か っ た ．

4 ． P E ． を D M との混合液 と して 剛 1
， 11 8 M G C 細

胞を処理 した と こ ろ
，
R V 増殖 の抑制 は前2

，
3 と ほぼ

同 じであ っ た く対照の 2 ． 3 ％う． ま た この 際， 細胞の 形

態変化は見 られ なか っ た ．

5 ． P a v と D M の混合液で 48 時間前処 理後 ， 更 に

新鮮 な同液 に て 118 M G C 細 胞を継続処 理 した場合， そ

の D N A 合成 は経時的 に 低下 した く処理 後72 時間で

対照の 16 ． 5 ％I ． ま た この 低下 は途中の 薬剤除去 に よ

り上 昇 に転 じた ．
ま た同様 に 処 理 した V e r o 細胞で は ，

D N A 合成の 著 しい 低下 は認 め られ な か っ た ．

6 ． 5 と同様 な条件 で細胞 の R N A 合成， 蛋白合成

を調 べ た結果， 11 8 M G C 細胞で は，
い ずれ も V e r o 細

胞 より ， 頗著な経時的低下 を示 し
，

こ の細胞の こ れ ら

薬剤 に 対す る高い 感受性が示 され た ． ま た
，

こ の 場合

にお い ても途 中の薬剤除去に よ り これ らの合成 は回復

に 転 じた ．

以上 の こ とか ら，
1 1 8 M G C 細胞 に お け る R V の増殖

は使用 薬剤 に よる細胞 内 c A M P レ ベ ル の 上 昇 く直接

的また は間接的いずれでもう と そ の 維持に 伴う 細胞機能

の 変動 と密接に関連 して い る こ と が示 唆さ れ た
．
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C A M P t r e at m e n t
，
b u t w a s

p r o v e d t o b e c o m p l e t el y r e v e r si b l e a 鮎 r r e m o v al o f th e d r u g － H o w e v e r
，
th e t r e a t m e n t o f R V

i n f b c te d c ell s w i th a m i x t u r e o f a n y o n e o f d b －

C A M P
，
P a v o r P E

l p l u s D M c a u s e d si g n i n c a n t

i n h i biti o n o f R V g r o w t h － T h e g r o w th w a s r e d u c e d t o O ．5 へ 亮 ．3 ％ o f th at o f u n tr e a te d c ells
，

d e p e n d i n g o n t h e t r e at m e n t p e ri o d s ． T h e s e i n h i b iti o n s w e r e e v al u a te d b y b o th R V p
l a q u e a s s ay

a n d R V R N A sy n th e si s a ss a y ，
a n d d i s a p p e a r e d u p o n r e m o v al o f t h e d r u g s ． S i m il a r tr e a t m e n ts O f

th e c ell s g a v e n o s lg n i 丘c a n t e ffb c ts o n th e g r o w t h o f C o x s a c k i e ty p e A －9 a n d ty p e B － 3 v i r u s e s ． I n

a d d iti o n
，

Si m il a r t r e a t m e n t d i d n o t st r o n g ly a ff t c t R V g r o w t h i n a n o n
－

n e u r a l c e11
，
V e r o c ells

d e ri v e d ff o m A ffi c a n g r e e n m o n k e y k i d n e y ，
S O m u C h a s th a t i n l 1 8 M G C c ell s －

F r o m a p o l n t Of

v i e w c o n c e r n l n g C h a n g e s i n c ell u l a r f u n c ti o n s
，

C e ll u l a r D N A
，
R N A

，
a n d p r o t ei n s s y n th e s e s w e r e

e x a mi n e d i n b o th l 1 8 M G C a n d V e r o c e11 s si m il a rl y t r e a t e d w it h a m i x t u r e o f P a v a n d D M －

T h e s e m a c r o m ol e c u l e s y n th e s e s i n th e t r e at e d l 1 8 M G C c e11 s w e r e s l g n i n c a n tly r e d u c e d
，
S h o w i n g

t h ei r r e c o v e ri e s aft e r r e m o v al o f th e d ru g S ． H o w e v e r
，
t h e s e r e d u c ti o n s i n th e tr e a t e d V e r o c ell s w e r e

n o t a s s l g n i凸c a n t a s t h o s e i n th e 1 1 8 M G C c ells ． F r o m th e a b o v e r e s u l ts
，
th e c h a r a c t e ri s ti c R V

g r o w th i n n e u r al 1 1 8 M G C c e ll s t r e a t e d w ith th e d r u g s s e e m e d t o b e cl o s el y r el a t e d t o th e ch a n g e s

o f c e 11 u l a r fu n cti o n s d u e t o th e d r u g s
，

e ffb cts ． S i n c e th e d r u g s e m p l o y e d h e r e h a v e b e e n a l r e a d y
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sh o w n t o h a v e d i r e c t o r i n d i r e c t a c ti v iti e s c a u si n g e l e v a ti o n a n d m a i n t e n a n c e of c ell u l a r c A M P

l e v el s
，
tr e a t m e n t O f th e c e ll s w i t h th e s e d r u g s m ig h t r e s u lt i n a n i n d u cti o n o f c ell d ifTb r e n ti a ti o n o r

st a ti c c ell g r o w t h th r o u g h s u c h c h a n g e s o f c ell u l a r f u n c ti o n s a s D N A
，

R N A a n d p r o t ei n s

sy n th e s e s － T h e s e c o n si d e r a ti o n s w o ul d r e a s o n a b ly c o n n e c t w it h th e p o ssi b ili ty th a t R V g r o w t h

o r r e a c ti v a ti o n i n th e n e u r a l c e 11 s m a y o c c u r th r o u g h c h a n g e s o f c ell u l a r fu n c ti o n s b y th e a c ti o n s

o f s e v e r al p h y s i o l o g l C a ll y a c ti v e s u b s t a n c e s i n v i v o ．


