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ヒ ト中枢神 経系由来細胞 に お ける ヒ トサイ トメ ガ ロ

ウイ ル ス 持続感染成立 と維持 の 機構解明

金沢 大学が ん研究所 ウイ ル ス 部 く主任 二 波 田野 基．v－H．ノ
ー 教授I

小 倉 動

く昭 和6 2 年 1 月 9 日受付ン

生体内で の ヒ トサイ トメ ガ ロ ウイ ル ス くH C M V l に よ る 中枢神経系細胞傷 害椀構解明の モ デ ル 実験

と して
，

ヒ ト中枢神経 系由来 細胞 と H C M V の i n uit7 V 相互 作 用 に つ い て 検 討 し た ．
H C M V 野 生 株

くH C M V w tl 感染くm ． 0 ．i ．
ニ 1 01 gl i o b l a s t o m a く1 1 8 M G C， お よ び n e u r o b l a s t o m a くI M R － 3 2 仁和胞 で は有

意な ウイ ル ス 増殖が 認めら れ た が
，

0 1i g o d e n d r o gli o m a くK G C H 細胞で の ウ イ ル ス 増殖 は み られ なか っ た
．

H C M V w t 感染11 8 M G C 細胞の 継代培養 に よ り
，
H C M V 持続感染細胞が 樹立 化さ れ た ．

こ の H C M V 持統

感染細胞 く118 M G CノT o w n el か ら は
，

感染後 360 日 く50 継付 以上 に 渡り ， 1 0
2

へ 1 0
5

p ．f lu ．1 1 0
6 細胞の 感

染性ウイ ル ス くH C M V pil が持続的 に 産生さ れ た
． 樹立 化118 M G CI T o w n e 細胞 か ら は ， 温度感受 性変異

ウィ ル ス
， 欠損干渉 ウイ ル ス は産生 され ず

，
さ ら に

，
イ ン タ

ー フ ェ ロ ン様活性物質も検 出され ず
，

こ の 持

統感染細胞成立 ． 維持の 機序 と し て 産生 ウ イ ル ス 再感染と非感染細胞増殖 の 平 衡 が示 唆さ れ た ■ さ ら に
，

長期継代維持さ れ た持続感染細胞 由来 H C M V pi は
，

もと の 野 生型 ウイ ル ス くH C M V w tl と比 べ 以 下の 性

状に おい て異 な っ て い た ．
1 1 H C M V pi の 増殖 は

，
H C M V w t と 比 較 し遅 く， さ ら に ，

ウ イ ル ス 産生鼓も

低か っ た ． 2 1 H C M V pi 感染細胞 に は，
H C M V w t 感 熱 こよ っ て は検 出さ れ な い 分子 量 73

，
O O O の H C M V

特異的前初期蛋白が 誘導さ れ た ． 31 H C M V pi お よ び H C M V w t 由来 D N A 間 に は構造上 の 適い が 認 め

られ た
。 以上の 結果より， 長期持続感染細胞 由来 H C M V pi は H C M V w t の 増殖能 に 関す る変異株で あ る こ

と を示 し，
こ の 変異 ウイ ル ス 出現が 持続感 染成立

． 維持 に 重要な 役割 を果す もの と 考 えら れ た ．

K e y w o rd s H C M V
，
C N S c ell lin e s

， p e r Sis t e n t i nf e cti o n
，
V a ri a n t vi ru S

S m ith
lLお よ び R o w e

21
に よ り 最初 に 分離 さ れ た ヒ ト

サ イ トメ ガ ロ ウイ ル ス くh u m a n c y t o m e g al o v i r u s
，
以

下 H C M V l は
，

ヘ ル ペ ス ウイ ル ス 科に 属 し，
ヒ ト を唯

一

の 宿主とす る大型 の D N A 型 ウイ ル ス で あ る
．

一 般

に
，
H C M V の 初感染は不顕性感染 で あ る が

，
疲学的調

査結果よ り
， 本邦成人 の 80 へ 9 0 ％が ウイ ル ス 抗体を保

持す る
引 こ と か ら， 広く ヒ ト を侵襲 す る代表 的ウ イ ル

ス と 考 えられ て い る ． H C M V 感染様式 の 特徴 と して

持続感染 およ び潜伏感染が知 られ て お り
，
潜伏 ウイ ル

ス は， 宿主 の 免疫機能の低下 に よ り潜伏状態 か ら活性

化 され ， 種々 の 感染症， 例 え ば
，

肝炎， 問質性肺炎 な

A b b r e vi a ti o n s ニ a Ct D ，
a Ct in o m y cin D i C H

，

どを誘発 す る
4I

． 特 に 妊 婦 に お け る胎 児の 先天性 感染

は
，
全出生児 の 0 ， 5 へ 2 ．0 ％と高 く

5I

，
既知の 胎 内感染国

子 の 中で も最 も頻度が 高い と され て い る ．
こ れ ら先天

性感染児の 3 へ 1 0 ％は
，
古典的巨細胞封入 体症 くcy t o －

m e g ali c i n cl u si o n di s e a s el と して 肝脾腫 ， 寅痘 ， 小

頭症 な ら び に 脳石 灰 化像 な ど重篤な 臨床 症 状 を 呈 す

る
61

． さ ら に
， 新生 児期ま た は乳児期 に お い て無症 状 を

呈 す る感染児 で も
，

そ の 後の 追跡調査 よ り
，
軽度の 知

能低下，
情緒 障害 あ る い は聴 力障 害が 高 率 に 認 め ら

れ
71

，
神経学的後遺 症が 問題 とな っ て い る

．
こ の よ う な

長期予 後 に 認 め られ る 障害 ほ，
H C M V の ヒ ト 中枢神

c y cl o h e x i m id e i C ． p ． e ■

，
C y t O p a ti c eff e c t 三 D I P

，

d ef e c ti v e i n t e rf e rin g p a rti cl e 三 D M E M
，

D ulb e c c o
，

s m o difie d E a g le
，

s m e di u 町 E
，

e a rl y 三

H C M V ニ h u m a n c y t o m e g al o v ir u s 三 H C M V pi ， p e r Sist e n tl y i nf e c t ed H C M V i H C M V w t
，

H C M V w ild t y p e 三 H E L
，
h u m a n e m b r y o n ic l u n g J E

，
i m m e di a t e e a rly J E A

，
i m m e di a t e
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経系細胞 に お ける持続感染化 に 基 づ く 可能性が 示 唆さ

れ てし－る
81

．
し か し なが ら ，

これ まで H C M V と と 卜中

枢神経 系細胞と の 相互作用に 関す る研究は
，

ほと ん ど

進展 して お ら ず
，

H C M V 誘発 中枢 神経 系細 胞傷 害の

メ カ ニ ズ ム は不明 で ある ．

本研究で は
，

ヒ ト中枢神経系由来細胞で の H C M V

増殖 能の 検討，
な ら び に H C M V 持続感染細胞 の樹立

化 を計り
，

ヒ ト中枢神経細胞 で の H C M V 持続感 染成

立 と維持の 機序を明 ら か に し
，

上記神経細胞で の 発症

機構 を解明す る こ と を目的と し た ．

材料お よ び方法

I
． 使用 細胞と堵養条件

ヒ ト 中枢神経 系 由来細 胞 と し て
，

n e u r O bl a st o m a

く工M R －3 2l
91

， gli o bl a st o m a く1 1 8 M G C l 州
， お よ び

Oli g o d e n d r o gli o m a 朕G Cl
l11 の 3 株化細胞 を用 い た ．

I M R － 3 2 お よ び 11 8 M G C 細 胞 は
，

1 0 ％仔 牛 血 清 加

D u lb e c c o
，

s m o d ifi e d E a gl e
，

s m ed i u m くD M E M J く日

水， 東京1 で
，
K G C 細胞 は，1 0 ％牛胎児血清 を含む D M －

1 6く1 く極東
，

東京1 培地によ り増殖させた
．

ヒ ト胎児肺線

椎芽細胞 くH E L 細胞うは
，
4 ケ用命胎児肺 よ り調整し，

10 ％仔牛血清添加 D M E M で増殖 さ せ た
1 21

．
ウ イ ル ス

感染 K G C 細胞 は 5 ％牛胎児血清加 D M ，1 6 0
， 他 2 細

胞 は
，
5 ％仔牛血清添加 D M E M に よ り維持 した ． 細胞

の 継 代 は， 0 ．0 2 ％ e th yl e n di a mi n e t e t r a a c e t a t e と

0 ． 2 5 ％ト リプ シ ン のif c o
，
D e tr oi t

，
U ．S ． A ．1 に よ り分

散後， 細胞濃度 1 ． 0 へ 2 ． O X l O 5
c ell sノm l に 調整し

，
37

0

C

で増殖継代 した ．

H
． ウイ ル ス

H C M V は
，

T o w n e 株 を使用 した ． ス ト ッ ク ウイ ル

ス は低 m ulti pli c it y of i n f e c ti o n くm
．0 ．i ．1 で 感染させ

た H E L 細胞 の
，

す べ て に 細 胞 変性 効 果 くcy t o p a ti c

e ff e c t ， C ． p ．e ．1 が 出現後， 培養液を 遠心 分離 く1
，
50 0 X

G
，
1 0 分1 し

， そ の 上清を－80
0

C に 保存 し た
用

．

工工1 ． ウ イ ル ス 感染価 の 測 定

培養 ビ ン く1 オ ン スう 中で 単層培 養され た 各細胞 に

H C M V を m ． 0 ．i ．

二 1 0 pl a q u e f o r m i n g u n i t くp エu ．1l

C ell で 感染させ
，

3 7
0

C ， 9 0 分吸 着 させ ， 以 後の ウ イ ル

ス a s s a y に 用 い た
．

全ウイ ル ス 童 測定に は， 感染細

を培養上 清と共 に 凍結融解後，
さ ら に

，
ソ ニ フ ァ イ ア

S D － 12 くB r a n s o n
，
C h i c a g o

，
U ．S ． A ．1 に よ り超音 波処

理 く50 ワ ッ ト
，

3 0 秒うし たも の を使用 し た ． ま た
， 細

胞外放出ウイ ル ス 量測定に は
， 感 染細胞培養液の 遠心

く1
，
5 0 0 X G

，
1 0 分 卜上浦を用 い た ． ウイ ル ス 感染価 は

，

H E L 細胞上 で の プ ラ ッ ク法1 2， 川 に よ り測定し
， p ．f 皿 ノ

m l で 表示 し た ． ま た
，

C ell a s s o ci a t e d v i r u s 量は
， 全

ウ イ ル ス 重か ら細胞外放出 ウイ ル ス 量 を減 じ p 上uノ

10
6

細胞 で表示 した
． 感染中心憧憬

，
田 中らの 方法

1 4
りこ

従 い 算定 した
．

1 V
． ウ イ ル ス 抗原 の 検出

H C M V 特 異的抗原E 前初期抗原 u m m e d i a t e e a rl y

a n ti g e n
，
I E A l

151 と後期抗原く1 a t e a n ti g e n
，
L A l

刷
コ は

，

間接螢光抗体 くin di r e c t i m m u n o fl u o r e s c e n c e ， I Fl

法 用 に よ り検出し た ． その匝乳 1 次抗体 に は
， 抗工E A

抗体価1 ニ16 およ び 抗L A 抗体価1 ニ64 0 を含む と 卜

血清 を用い
，

2 次抗体 は， fl u o r e s c e n t －i s o th i o c y a n a t e

標識抗 ヒ ト Ig G ヤギ血清を使用 した
．

V
． 免疫沈降法 お よ ぴポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気

泳動法 くp ol y a c r yl a mi d e g el el e c t r o p h o r e si s ，

P A G 即

H C M V 特異的前初期 くIEl お よ び初期 くe a rl y ，
El

蛋白 の 合成 は， Bl a n t o n と T e v e th i a の 方法 瑚 に 従 い

分析 し た ．
2 5 －

C m
2 プ ラ ス チ ッ ク フ ラ ス コ C F al c o n

，

C o c k e y s vill e
，

U ．S ． A ．1 内 で 培 養 し た H E L 細 胞 に

H C M V を m ． 0 ．i ．

ニ 5 で感染さ せ た
．

1 時間吸着後，

3S
S

標 識 メ チ オ ニ ン く30 ノJ C iノm lニ 放 射 比 活 性 111 0 C iノ

m m o u くA m e r s h a m
，
B u c k i n gh a m s hi r e

，
U ． K ．1 を含

む メ チオ ニ ン不含培養維持 掛 こて
，

2 時間間隔で 感染

後 7 時間迄
，
I E 蛋白 をパ ル ス 標識 した

． 各パ ル ス 標識

I E 蛋白を， 5 0 0 JJl 抽 出綬衡液 く30 m M N a C l
，
1 0 ％ グ

リ セ ロ ー ル
，
1 m M C a C 1 2 ，

0 ．5 m M M g C 1 2 ，
2 m M

E D T A
，
0 ． 5 ％ N P －4 0

，
0 ．0 00 3 ％ フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル

フ ォ ニ ル フ ル オ ライ ド
，
2 0 m M T ri s － H C I

， p H 9 ． Ol

に て 抽 出 し， 上 述 の I E A 抗体 陽性 ヒ ト血清 1 叫1 と

4
0

C
，
1 4 時間反応に よ り， 免疫沈降1 射

さ せ た ． さ ら に
，

2 0 JLl の プ ロ テ イ ン A セ フ ァ ロ ー ズ C L 4 B くフ ァ
ー

マ

シ ア，
ウ プ サ ラフを加 え， 抗原抗体反応物を回収後，

1 0 ％

ス ラ ブ ゲ ル を用 い た P A G E を行な っ た ．

さ ら に
，
サイ ク ロ へ キ シ ミ ド くc y cl o h e x i m id e

，
C H l

処理 に よ る IE 蛋白分析は
， J e a n g と G ib s o n の 方法

2Ol

に 従 っ た ．
ウ イ ル ス 感 染前 1 時 間よ り C H く50 ノJ gノ

m ll くSi g m a
，
S t ． L o ui s

， U ．S ． A ．1 で 前処理 し た H E L

細胞 に
，
C H 存在下に お い て

，
H C M V を m ． 0 ．i ．

こ 5 で 感

染させ た ． 1 時間吸 着後， 感染細胞 をさ ら に C B を含

む維持液中に 保 ち， I E m R N A 合成を増幅さ せ た
． 感

染 17 時 間 後 C H を 除 き ，
ア ク チ ノ マ イ シ ン D

e a rl y a n tig e n ニ I F
，
in d ir e c t i m m u n ofl u o r e s c e n c e ニ K

，
k il od alt o n 三 K b

，
k il o b a s e 三 L A

，
l a t e

a nti g e n 三 m ． 0 ．i ．
，

m ultip li cit y of i nf e c ti o n ニ P A G E
， P Ol y a c r y l a m id e g el el e c t r o p h o r e sis i p ．f ． u ．

，

pl a q u e －f o r m l n g u nit ．



6 0

くa c ti n o m y ci n D
，

a C t D ニ 5 JL gl m ll くSi g m al 添加 メ

チ オ ニ ン 不含維持液中で
，

感染細胞 を 2 時 間
35
S － メ チ

オ ニ ン標識 した ． その 後， 標識I E 蛋白を抽 出し，
P A G E

に よ り分離分析し た
． 分子 量 マ

ー カ ー

と して
， 放射標

識 ミオ シ ン， フ ォ ス フ ォ リ ラ
ー ゼ

， 牛血 清 アル ブ ミ ン
，

卵 白 ア ル ブ ミ ン
， 炭 酸 脱 水 素 酵 素

，
リ ゾ チ

ー ム

くA m e r sh a m H 分子 量は
，

それ ぞ れ 200 ，
9 2 －5

，
6 9

，
4 6

，

3 0
，

1 4 k il o d alt o n くKlコ を用 い た
．

Vl ． 柑 蛋白合成 の p ul s e － C b a s e 分 析

IE 蛋白合成の p ul s e
．

c h a s e 実験 は， G ib s o n の 方法
2 り

に よ り行な っ た ．

3 5
S － メ チオ ニ ン標識 C H 増幅工E 蛋 白

を
，

a C t D く5 JJ gl m ll 存在下で
，
1 8 時間非標識 メ チ

オ ニ ン で ch a s e した
．
I E 蛋白を抽 出し， 免疫沈降後，

前述の 如く P A G E 法に よ り分離分析 した
．

VIl ． H C M Y 粒 子 の 精製 お よ ぴ ウ イ ル ス D N A の 抽

出

H C M V 粒子 の 精製は， T a lb o t と A l m eid a の 方法2 21

に 従い 行 な っ た ．
H E L 細胞 に H C M V を m ． 0 ．i ．

ニ 0 ． 0 1

感染させ
，
8 0 ％の 細胞 が c ．p ． e ． を示 した 時， 培養維持液

を交換 し た
．
5 日後， 培養維持液 を集め

，
7

，
0 0 0 X G

，
2 0

分遠心後， 上 清を タイ プ21 ロ
ー タ

ー くべ ツ ク マ ン
，
カ

リ フ ォ ル ニ アう で 56
，
0 00 X G

，
9 0 分遠心 し，

その 沈査

を濃縮 ウイ ル ス と した ． 濃縮 ウイ ル ス を 50 0 ノJl 援衡液

く100 m M N a C l i l O m M T ri s
－ H C I

， p H 7 －41 で 再浮

遊 し
，
1 5 ％か ら 30 ％の酒石 酸カ リ ウ ム 密度勾配遠心 を

行な い
，

ウイ ル ス バ ン ド を分離 した ． 精製 ウイ ル ス を
，

さ ら に
，

1 00 JL gl m l プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K くSi g m al ，

0 ． 5 ％サ ル コ シ ル N L 9 6 を含む 200 m M E D T A くp H

8 ． OI 中 で 50
b

C
，

3 時間消化後，
フ ェ ノ ー ル 抽 出を 2 回

線返 しウイ ル ス D N A を得 た
．

V肌 E C M V D N A の 制限酵素切 断 と電 気泳動

ウ イ ル ス D N A 構 造 解 析 の た め
， 抽 出 ウ イ ル ス

D N A を制 限酵素 E c o R I
，
助 JIL H I

，
H iIl d u l ， X b a I

く宝 ，
京 齢 で切 断 した

．
0 ． 1 ノ上g の D N A と 20 単位 の

上 記制 限酵 素を 37
0

C
，

2 時間反応 後，
さ ら に

，
切 断

D N A 断片 を
，
0 ． 6 ％ アガ ロ

ー ス ゲ ル を用 い た電気泳動

に よ り分離 した ．
D N A の長 さ の 標準 マ

ー カ ー

と し て
，

ガ盲犯d 工工工切断入 フ ァ
ー

ジ D N A 断片23ン仁分子 量23 ． 3
，

9 ． 3
，

6 ．5
，
4 ． 3

，
2 ．2

，
1 ． 9 kil o b a s e くK blコ を用 い た ．

旺 ． ウ イ ル ス D N A 断 片の サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

法

H C M V D N A 断 射ま
，
サ ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法2 4I

に

ょ り ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス膜 に 転写 した

．
膜上 の D N A 断

片 は， Ri g y ら の こ
ツ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 法

2 引に よ

り
3 2 P － d C T P く10 0 FL Ci i 放 射 比 活 性 3

．
00 0 C iJ m m ol

，

A m e r s h a m l で放射標識 さ れ た H C M V 野生株 D N A

プ ロ
ー

プと の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法 に より検 出 し

た ．

成 績

工 ． ヒ ト中枢神経 系由来細胞 に お け る H C M V の 増

殖

一

般 に
，

玩 1政 和 で の B C M V 増殖 は
，

二 倍体 ヒ ト

線推芽細胞 に お い て 最も効率的で あ る こ とが 知 られ て

い るい
．

そ こ で
，

ヒ ト 中 枢 神 経 系 由 来 細 胞 株 で の

H C M V の 増殖能 を 知 る 目的 で
，
I M R －3 2

，
1 1 8 M G C

，

K G C
，
お よ び B E L 細胞に

，
H C M V を m ． 0 ．i －

ニ 10 で 感

染させ
， 経 日的に 全感染性 ウイ ル ス 童 を測定 し， 各細

胞間での ウイ ル ス 増殖能 の 差 を比 較検討 した ．

図1 に 示 し たよ う に
，
H E L 細胞で の ウイ ル ス 増殖は

3 日目 よ り開始 さ れ，
5 日 目 に は 3 ． O X l O

7

p ．f ． u ノn－1

の 感染性 子孫 ウイ ル ス が 検出され た ．

一 方J M R －3 2 お

よ び 11 8 M G C 両細胞 に お け る感 染性 ウイ ル ス の 産 生

は
， 感染後 4 日目 よ り開始さ れ ，

5 日目の ウイ ル ス産

生量 は約 1 0
5

p ．
f

．
u ノm l で あ っ た

．
しか しな が ら

，
K G C

細胞 で は， 有意な ウイ ル ス増殖 は認め ら れ な か っ た －

こ の 結果 は
，

感染 5 日後の 細胞 に 合成 され た H C M V

コ
E

十
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．
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T i m e a f t e r v i r u s i n f e c t i o n くd a Y I

F i g ． 1 ． R e pli c a ti o n o f H C M V i n v a ri o u s h u m a n

C N S c ell li n e s ． S u b c o n fl u e n t m o n o l a y e r s o f

I M R －3 2 くO l ，
1 1 8 M G C くe l ，

K G C くA l o r H E L くEj l

c ell s w e r e i n f e c t ed wi th H C M V a t a n m ．0 ．i ． of l O ．

A ft e r 9 0 m i n
，

C ell s w e r e w a s h e d w ith H a n k s
，

b al a n c ed s alt s o l u ti o n a n d m a i n t e n a n c e m e di u m

w a s a d d e d ． A t th e i n d i c a t e d ti m e s
，
t h e c ell s

w e r e d i s r u pt e d b y f r e e zi n g a n d th a w i n g o n c e
，
a n d

b y s o n i c a ti o n －
T h e t o t al a m o u n t o f in f e c ti o u s

v i r u s w a s th e n m e a s u r ed b y pl a q u e a s s a y o n H E L

c ell s ．
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Fi g ． 2 － P r o d u c ti o n o f i n f e cti o u s H C M V i n p e r si s t e n tl y i n f e ct e d l1 8 M G C c ell s
．

T h e

C e ll s w e r e i n f e ct e d wi th H C M V a t a n m ． 0 エ o f l O a n d s u b s e q u e n tly s u b c u lt u r ed o n c e

a w e e k a t a s plit r a ti o o f l こ3 t A t th e i n d i c a t e d ti m e s a f t e r i n f e c ti o n
，

V i r u s tit e r s

i n th e c ult u r e s u p e r n a t a n t く0
，
l o g l O p ．f ．u J m ll a n d c ell e x t r a c t くe

， l o g l O P ．f ． u ノ10
6

C ell sン，
O r in f e c ti o u s c e n t r e ti t e r s く口I w e r e d e t e r m i n e d ．

F i g ． 3 ． I m m u n o fl u o r e s c e n c e p h o t o m i c r o g r a ph o f
H C M V p e r si s t e n tl y i n f e ct e d l 1 8 M G C c ell s ． A t

6 5 O d a y s a f t e r i n f e c ti o n
， C ell s w e r e fi x e d w i th

a c e t o n e a n d s t ai n e d w ith h u m a n c o n v al e s c e n t

S e r u m a n d w it h a n ti － h u m a n i m m u n o gl o b uli n G

g o a t s e r u m c o n J u g a t ed w i th fl u o r e s c ei n i s o－
th i o c y a n a t e くX 4 0 0J ．
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特異的 L A く核内封入 体うを 汀 法に よ り染色 する こ と

に よ っ て さ ら に 確認され た ． 即ち
，

H E L
，
I M R － 32

仁
お

よ び11 8 M G C 細胞で は ， 95 ％以 上 の 細胞が L A 陽性 で

あ っ た が
，

K G C 細胞 では
，

わずか 3 ． 3 ％の 細胞が L A

陽性に す ぎ な か っ た ． これ ら の 結果は
，
1 M R －3 2 お よ び

11 8 M G C 細胞 で の ウ イ ル ス 産生能は ， H E L 細胞に 比

べ 約 10 0 分 の 1 で あ り
，

こ れ ら 2 種細胞 は 日C M V 増

殖 に対 し て s e m i －

p e r mi s si v e で ある こ とが 示 さ れた ．

H ． ヒ ト中枢神経系由来細胞 に お け る H C M Y 持続

感染 の 樹立 化

H C M V に よ り誘発 され た先天 性巨細胞封 入体症 患

者で は
， 長期間中枢神経細胞 に ウイ ル ス が持続感染 す

る こ と が示 唆さ れ てい る即
．

こ の 事実を考慮し て
， 各種

細胞 に お ける H C M V 持続感染樹立化の 可能性 を次 に

検 討 し た
．
I M R－32 ， 1 18 M G C お よ び K G C 細 胞 に

H C M V を m ． 0 ．i ．

ニ 10 で 感染後， 遇 に 1 度， 細胞数を 3

倍に 稀釈 した割合 で 継代培 養を繰返 し
， 継代毎に 感染

性 ウ イ ル ス 量，
L A 陽 性細胞 艶 お よび 感染中心 価を そ

れ ぞれ 測定し た
．

その 結果
，
K G C 細胞で は

， 感染後 7 日目 に は L A 陽

性細胞数は 約 10 ％で あ っ たが
，
3 回の 継代 に よ り ，

L A

陽性細胞お よ び感染性ウイ ル ス とも に 検出不能とな っ

た ． 工M R－32 細胞で は
， 感染後7 日目に は

，
ウ イ ル ス特

異的 c ．p ． e ． の 出現に よ り 90 ％以 上 の 細胞が 脱落 し た ．

その 生存細胞 は総代可能 で あり
， 感染後60 日間 は

，
1 0

1

へ 1 0
6

p ．f ． u ．ハ0
6

細胞 の 感染性 ウイ ル ス 産生が 認 め られ

た ． しか し
，

2 ケ月以上 の 継代培養の 結果
，
感染性 ウ



6 2

ィ ル ス お よ び L A 合 成 は 完全 に 停 止 し た ■

一 方 ，

H C M V 感 染118 M G C 細 胞 で は ， 感染 後 6 日 迄 に 約

90 ％以上 の細胞 が c ． p ．e ． を示 し死 滅 した が
，

生存 細胞

の 培養 に よ り H C M V 持続感染が樹立 さ れ た ． 図 2 に

示 した ごと く， H C M V 持続感染 118 M G C 細胞 く以後

118 M G CI T o w n el か ら は
， 細胞内 ウイ ル ス 量 と して

10
2

へ 1 0
5

p ．f ． uノ10
6 細胞 ， ま た ， 培 養液中 に は 2 X l O

l

へ 1 0
4

p ．f ． uノ m l の 感染性 ウイ ル ス が
，

感染後300 日以

上 く40 継代以上う持続的 に産 生され た ． 各継代時で の

感染 中心価 は約 0 ． 1 へ 1 5 ％で あ っ た ．
さ ら に

，
1 F 法に

ょ り検出さ れ た L A 陽性細胞数 は
，

0 ． 1 句 60 ％を示 し
，

感染 中心価数と ほ ぼ比例 してい た ．

1Il ． H C M Y 持続感染 118 M G CノT o w H e 細胞の 性状

118 M G C J T o w n e 細 胞 自 身 の 増 殖 能 は
，

非 感 染

118 M G C 細胞に 比 べ 有意 な差 異は 認め られ な か っ た
．

細 胞形態の特徴 と して 1 句 1 0 ％の 細胞 に c ． p ．e ． が 常 に

検 出さ れ
，

こ れ らの 細胞の 大部分に は， H C M V 特異的

核内封入 体， す な わ ち L A 抗原が 1 F 染色 に よ り検 出

され た く図3 ナ．

1 1 8 M G C I T o w n e 細胞産 生 H C M V 旧 C M V pil の

H E L 細胞上 で の ブ ラ ッ ク 形成能 を 34
0

C と 3 9
0

C で 比

8

コ
已

七
n

．

叫
．

d

O

一

打
T
V

3

2

上

山
U
■
局

中

巨
岩
U
H

0

較 し た ． 両温度 に お い て形成さ れ た プ ラ ッ ク の 軌 形

態お よ びサ イ ズに は有意 な差 は認め ら れ な か っ た ． さ

ら に
，
1 1 8 M G C I T o w n e 細胞 を 39

0

C で 7 日間培養 して

も，感 染性 ウイ ル ス 産生お よ び L A 合成能に は 34
0

C 培

養細胞と 比 べ 有意な 差 は認め られ ず
，

温度感受性 変異

株 の出現 は 否定され た ． そ こ で 次に ， 欠損干渉 ウイ ル

ス くd ef e cti v e i n t e rf e ri n g p a rti cl e ，
D I P l 出現の 可能

性 を 検 討 し た
．

H C M V pi 感 染 H E L 細 胞 へ の 親 株

H C M V くH C M V w tl の 垂感染 は，
H C M V w t 増殖 を全

く干渉 しな か っ た ．
さ ら に

，
1 1 8 M G C I T o w n e 細胞内合

成 H C M V pi
－ D N A をセ シ ウ ム ク ロ ライ ド 密度平衡勾

配遠心法 に よ り分析 した 結果 ，
DI P 由来 D N A 分子 に

相 当 す る D N A
2 引

は 検 出 さ れ な か っ た ．
さ ら に

，

1 1 8 M G CI T o w n e 細胞培養液 中に は， イ ン タ ー フ ェ ロ

ン様活性物質 も認め ら れ な か っ た
．

一 方 ，
H C M V 特異

抗 体 仲 和抗 体 価 こ 1 ニ6 4う 存 在 下 で の 118 M G C ノ

ノ

T o w n e 細胞 の 3 週 間の継代培 養は
，
感 染性 ウイ ル ス

お よ び L A 合成能を完全 に 抑制 した ．

打 ． 持続感染 ウイル ス の 増殖性

長期継 代維 持 さ れ た 118 M G CノT o w n e 細 胞 か ら 塵

生 さ れ る H C M V pi の プ ラ ッ ク は
，

H C M V w t 形成 プ

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

T i m e a f t e r v i r u s i n f e c t i o n くd a y l

Fi g ． 4 ．
R e pli c a ti o n o f H C M V w t a n d H C M V pi i n H E L t al o r l 1 8 M G C くbl c ell s ．

s u b c o n fl u e n t m o n o l a y e r s o f c ul t u r e s w e r e i n f e c t e d w ith H C M V w t く0 l o r H C M V pi

く■1 a t a n m ．0 ．i ． o f l ．
H C M V pi w a s o b t ai n e d f r o m l 1 8 M G C I T o w n e c u lt u r e a t 4 3 0

d a y s p o st ．i n f e c ti o n a n d g r o w n o n c e i n H E L c ell s a t a n m ． o j － Of O ，1 ． A f t e r a 9 0 m i n

a d s o r p ti o n p e ri o d
，

C ell s w e r e w a s h e d w ith H a n k s
，

b al a n c e d s alt s ol u ti o n a n d

m ai n t e n a n c e m e d i u m w a s a d d e d ． A t t h e i n di c a t e d ti m e s th e t o t al a m o u n t o f

i n f e c ti o u s vi r u s w a s m e a s u r e d ．



ヒ ト中枢神経系に お け る H C M V 持続感染

ラ ッ ク と比 べ サ イ ズの 縮少と出現時間の 遅延 が 観察さ

オL
，

ウ イ ル ス 増殖能 に お け る変異 が 示唆 され た
．

そ こ

で ， H E L お よ び 1 1 8 M G C 細胞 に お ける H C M V pi の

増殖能 を H C M V w t の それ と 比 較検 討 した
．

H E L お

よ び 11 8 M G C 細 胞に
，

H C M V w t ま たは H C M V pi を

n l Oユ ニ 1 で 感染後， 経目的に 全感染性 ウ イ ル ス蛍 を測

定し た
－
H E L 細胞 で の H C M V w t と H C M V pi の 感染

性 ウ イ ル ス の 合成は
，

それ ぞj L 感染後 2 日 目と 3 日 目

に 開始 さ れ
，

H C M V pi の 潜伏期 は H C M V w t よ り 1

日 良 か っ た ． さ ら に
， 感 染 5 日 後 に 認 め ら れ た

H C M V pi 最大産生主副ま， H C M V w t に 比 べ 約IO 分の

1 で あ っ た く図 4 al
． w，一 方， 1 1 8 M G C 細胞 に お け る

H C M V pi の 増 殖 で は
， 感 染 性 ウ イ ル ス の 出 現 は

H C M V w t に 比 べ 2 日遅 く 5 H H に 開始さ れ ， 感染 6

日目 で の 最大ウ イ ル ス産生起 も約 100 分の 1 低か っ た

く図4 lコI ．

くaI
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V ． 持続感染ウ イル ス の I E 蛋白合成能

H C M V pi の 増殖性 の 低下 を分 子 レ ベ ル で解析 す る

た め に ， H C M V pi 感 染 H E L お よ び1 18 M G C 細胞 に

誘 導さ れ る H C M V 特 異 的IE 蛋白 を 免疫 沈 降 乳

P A G E 法 で 解 析 し た ． 図 5 a に 示 し た ご と く
，

H C M V w t 感染 H E L ル ー ン 2 I お よ び 11 8 M G C 細

胞 亡レ ー ン 5 コ に は
，

分 子 量72 K と 78 K の 2 つ の 主

要1 E 蛋 白が感染後 3 時間以 内に 合成さ れ た ．

一 方
，

H C M V pi 感染 H E L C L
J
，

－ ン 3 1 お よ び1 1 8 M G C 細胞

ル ー

ン 6 うに お ける 主要工E 蛋 白 く72 と 78 El の合成

は， H C M V w t に 比 べ 著しく低下 し た． 興味深 い こ と

に
，

H C M V pi 感染 H E L 細胞で は
，

H C M V w t 感染細

胞に は 誘導さ れ な い 73 K I E 蛋 白が 新た に 合成さ れ

た ．
こ の H C M V pi 感染細胞に 出現する 73 K I E 蛋白

は
，
C H 増幅I E 蛋白分析法に よ っ ても

， 同様 に検 出さ

れ る こ と か ら
，

7 3 K I E 蛋 白は免疫沈降に よ り出現し

叫 9 2 ． 5 K

E
6 9 Iく

ト

■ 4 6 1く ト

■ 3 0 R

済
茫

悶
1－－

バ誼
絹

汁

盛
－．パ

ー
．．

細
り

魔 東 恥 適 幽払

Fi g ． 5 ． A n al y si s o f I E p r o t ei n s s y n th e si z ed i n H E L o r l 1 8 M G C c ell s in f e c t e d wi th
H C M V w t o r H C M V pi ■ くaI S u b c o n fl u e n t m o n ol a y e r s o r H E L く1 ，

2
，
3I o r l 1 8 M G C く4 ，

5
，
6I w e r e i n f e ct e d w ith H C M V w t く2 ，

5l o r H C M V pi p r e p a r e d a s d e s c ri b e d i n th e

l e g e n d t o F i g ． 4 く3 ，
6J a t a n m ． 0 －i － O f 5

，
O r m O C k －i n f e ct e d り，

4I ． A ft e r a l h
a d s o r p ti o n p e ri o d u n a d s o rb ed v i r u s w a s r e m o v e d a n d th e c ult u e r s w e r e p ul s e －

1 a b ell e d w i th 亡35
Sj m e th i o ni n e f o r 2 h i n m e th i o n i n e

－ f r e e m a in t e n a n c e m e di。 m ． I E

p r o t ei n s w e r e e x t r a c t e d
，
i m m u n o p r e ci pit a t ed b y h u m a n s e ru m

， a n d s e p a r a t ed b y
S D S － P A G E a s d e s c rib e d u n d e r M e th o d s ． くbI S u b c o n fl u e n t m o n ol a y e r s o f H E L c ell s

W e r e i n f e ct ed wi th H C M V w t く2J o r H C M V piく3l o r m o c k ．i n f e c t e d 旧i n th e p r e s e n c e

O f C H
－ A t 1 8 h th e C H － C O n t a i n i n g m e di u m w a s r e m o v e d

，
a n d c ell s w e r e l a b ell e d

f o r 2 h w ith E
35
Sコ m e th i o n in e in m eth i o ni n e

－f r e e m ai n t e n a n c e m e d i u m c o n t ai ni n g
a c t D － T h e r a d i ol a b ell e d c ul tu r e s w e r e i m m e d i a t el y s ol u bili z e d

，
a n d p r ot ei n s w e r e

S e P a r a t ed b y S D S － P A G E － T h e m ol ． w t ． o f I E －

S p e Ci fi c p r o t e in s a r e p r e s e n t e d
，

an d
a r r o w h e a d s i n d i c a t e th e m ol ． w t ， O f s t a n d a r d s ．
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た 非特 異的産 物 で は な い こ と が 確 認 さ れ たく図 5 bう．

H C M V w t と H C M V pi に よ るI E 蛋白 合成 を 経 時

的比 較 した結果，
H C M V w t 感染 H E L 細胞で は ， 感染

後 3 時間迄 に 72 と 78 K の 主 要 旺 蛋 白 が 合 成 さ れ

く図6 こ レ ー ン 2 1 ， 感染後 3 へ 5 時間 で は ，
こ れ らIE

蛋白の 合成量 はさ ら に 増大 した ．
こ の 期閣内に は

，
主

要 E 蛋白と して分子 量118 ，
8 8

，
6 8 K の 蛋 白の バ ン ド

も検出さ れ た くレ
ー ン 3 う．

一

方 ，
H C M V pi 感染 H E L

細胞 で は
，
感 染後 3 時間迄 に は

，
7 3 K I E 蛋白の み が

合成 さ れ くレ ー ン 5 う，
そ の 合成量は ， 感染後経時的に

減少 した くレ
ー ン 6

，
7う． ま た ， 7 2 と 78 K 主 要工E 蛋

白 の 合成 は
， 感染 後 3

心 5 時 間 に 初 め て 認 め ら れ

くレ ー ン 6う
，

さ ら に
，

主 要 E 蛋 白 の 合 成 に も ま た

H C M V w t に 比 べ 2 時 間の 遅 延 が み ら れ た くレ ー ン

7つ．

Vl ． ク ロ
ー ン 化 H C M Y pi の 性質

H C M V pi く感 染 後430 日 の 11 8 M G C I T o w n e 細 胞

産 封 を B E L 細胞上 で 3 回 プ ラ ッ ク純化 した ク ロ ー

ン 化 H C M V pi を得 た ． 得 ら れ た 4 ク ロ
ー ン の H E L

細 胞 に お け る 増 殖 能 な ら び に 托 蛋 白 合 成 能 を

H C M V w t と比較 し た
．

4 つ の ク ロ ー ン 化 H C M V pi

の 最大 ウイ ル ス 産生量 は
，

H C M V w t の それ に 比 べ 何

れ も 5 － 1 0 倍低か っ た ． さら に
， 感染後 3 時間迄 に 合

成 さ れ る工E 蛋白は 73 K 蛋白の み で
， 図4 こ レ

ー ン 3

1 2 3 4 5 6 7

F i g ． 6 ． T i m e c o u r e s o f I E a n d E p r o t ei n s y n th e si s ■

H C M V w t く2 ，
3

，
4l o r H C M V pi く5 ，

6
，
7I a t a n m －0 ．

i ． o f 5
，

O r m O C k －i n f e c t e d くい． T h e c ult u r e s w e r e

p u l s e
－1 a b e11 e d w ith E

3 5
Sコ m e th i o n i n e a t l t o 3 h

く2 ，
51 ，

3 t o 5 h く3 ，
61 ，

a n d 5 t o 7 h く4 ，
71 a f t e r

i n f e c ti o n ．
I E p r o t ei n s w e r e e x t r a c t e d ，

i m m u n o
－

p r e ci pit a t ed
，

a n d s e p a r a t e d b y S D S － P A G E ． T h e

m o l ． w t ． o f l E －

a n d E －

S p e Cifi c p r o t ei n s a r e

p r e s e n t e d
，

a n d th e a r r o w h e a d s i n d i c at e th e m ol ．

w t ． o f s t a n d a r d s ．

に 示 した 未 ク ロ
ー ン 化 H C M V pi と 同様の 結果 が 認 め

られ た くデ
ー

タ 省略l ．
こ の よ う に

，
H C M V pi は ， そ

の 増殖性 お よ び I E 蛋白合成能 に 閲 し H C M V w t と 異

なる性状 を有 す る ウイ ル ス で あ る こ と が 示 さ れ た
．

v11
． 持 続 感 染 樹 立 後 早 期 お よ び 後 期 細 胞 由 来

H C M Y pi の 比較

H C M V pi の 増殖 能 な ら び に IE 蛋白 合成能 の 適 い

が
，

長期持続感染の 結果生 じた もの か どう か を検討す

る た め
， 感 染後比較的早期 く4 9 日っと比 較的後 期 く490

別 の 11 8 M G CJ T o w n e 細胞よ り H C M V pi を分離し，

H E L 細胞 に お け る IE 蛋白合 成能 を P A G E に よ り比

較 した ． 感染後早期由来 H C M V pi が感染後 3 時間迄

に 誘導す るI E 蛋白は ， 7 2 と 78 K で あ り ，
H C M V w t

と比 べ 差 異 は 認 め ら れ な か っ た く図 7 こ レ
ー ン 2

，

3 1 ．

一 方 ， 感染後後期 由来 H C M V pi は
，

7 3 K I E 蛋

1 2 3 4

7 8 K L

盲墓誌二戸

Fig ． 7 ． C o m p a r i s o n o f I E p r o t ei n s y n th e si s

b e t w e e n sh o r t－t e r m a n d l o n g
－t e r m P e r Si s t e n t

i n f e c ti o n s ． H C M V pi w a s o b t a i n e d f r o m

l 1 8 M G CI T o w n e c u lt u r e s a t 4 9 a n d 49 0 d a y s af t e r

i n f e c ti o n ．
S u b c o n fl u e n t m o n ol a y e r s o f H E L

c ell s w e r e i n f e c t e d w ith H C M V w t o r H C M V pi a t

a n m ． 0 ．i ． o f 5
，

O r m O C k－i n f e c t e d ． A ft e r l h

a d s o r pti o n
，
i n f e ct ed c u lt u r e s w e r e l a b ell e d w ith

仁
3 5
Sコ m e th i o n i n e f o r 2 h － I E p r o t ei n s w e r e

e x t r a c t e d
，
i m m u n o p r e ci pit a t ed

，
a n d s e p a r a t e d b y

S D S － P A G E ． く11 ，
m O C k －i n f e c t e d c u lt u r e s こく21 ，

H C M V w t －i n f e c t e d c ul t u r e s ニく3I ，
C ul t u r e s i n f e c t e d

w ith H C M V pi o b t a in e d a t 4 9 d a y s ニく41 ，
C ul t u r e s

i n f e c t e d w i th H C M V pi o b t a i n e d a t 4 9 0 d a y s ■

T h e m ol ．
w t ． o f I E －

S p e Cifi c p r o t e i n s a r e

p r e s e n t ed
，

a n d th e a r r o w h e a d s i n di c a t e t h e m o l ．

w t ． o f st a n d a r d s ．



ヒ ト中枢神経系に お ける H C M V 持続感染

自の み を合成し た くレ
ー

ン 4 l ． r
一

九 両 H C M V pi の

H E L 細胞で の 増殖能 を比 較 した 結果，感染後早期由来

H C M V p i の 最大 ウ イ ル ス 産生 量 く4 ． O X l O
6

p ．f ． u ．l m l

l は ，
H C M V w t の それ く2 ． 5 X l O 6

p ．f ． uノ m ll に 比 し差

は 認 め ら れ な か っ た ． し か し
， 感 染 後 後 期 由 来

H C M V pi 感 染 H E L 細胞 で の そ の 産生 ウ イ ル ス 量 は

H C M V w t の約 20 分の 1 と低 か っ た ．

VIH
． 7 3 K I E 蛋白の 性状

H C M V pi 感染細胞に 誘 導さ れ る 73 K I E 蛋白の 性

状を 調べ る ため
， C H 増幅 江 蛋白 を さ ら に 18 時間非

標識 メ チ オ ニ ン で c h a s e し ， P A G E 法に よ り 分析 し

1 2 3 4 5
研 桝

撒 こ
三

二
三訂

廃車 革

■ 2 0 0 R

ア8 K
l

一

課テ
歯 励

■ 9 2 ■ 5 R

励 感 懐 ヤ ． 6 9 R

喝 仁 囁野 間． 御仁 硝
一 4 6 R

鞠

く 3 0 王く

■ 1 4 ． 3 R

Fi g ． 8 ． P u l s e
．

c h a s e a n al y si s o f 7 3 K I E p r o t ei n

S y n th e si s ． S u b c o n fl u e n t m o n ol a y e r s o f H E L c ell s

W e r e i n f e c t e d w ith H C M V w t o r H C M V pi

くp r e p a r e d a s d e s c rib ed in th e l e g e n d t o Fi g ． 41 ，
O r

m o c k －i n f e c t e d i n th e p r e s e n c e o f C H ． A t 18 h

th e C H －

C O n t a i n l n g m e d i u m w a s r e m o v ed ． a n d

C ell s w e r e l a b ell e d f o r 2 h wi th r
3 5
Sコ m e thi o n in e

i n m e thi o n i n e
－f r e e m a in t e n a n c e m e di u m c o n t a in ．

in g a c t D ． A t th e e n d o f th e l a b elli n g p e ri o d ， O n e

C ul t u r e w a s i m m e di a t el y p r o c e s s ed f o r s u b －

S e q u e n t I E p r o t e in a n al y s I S b y i m m u n o－
P r e Ci pit a ti o n a n d S D S － P A G E ． T h e o t h e r c ult u r e

W a S ri n s e d t h r e e ti m e s w ith g r o w th m e d i u m
，

a n d

i n c u b a t e d f o r a n a d d iti o n al 1 8 h i n a ct D－C O n t a i n ．

1 n g m e d i u m L T h e c ult u r e s w e r e th e n si m il a rl y

p r o c e s s e d f o r I E p r o t ei n a n a l y si s ． くり，
m O C k －

i n f e ct e d c ul t u r e s l a b ell e d f o r 2 h こく2I ， H C M V w t －

in f e c t e d c ul t u r e s l a b e11 e d f o r 2 h 三く3J ，
H C M V w ト

i n f e c t e d c ul t u r e s c h a s e d f o r 1 8 h ニく4ン， H C M V pi
－

i n f e c t e d c ul t u r e s l a b ell e d f o r 2 h ニく5l ，
H C M V pi

－

i n f e c t e d c ul t u r e s c h a s e d f o r 1 8 h ． T h e m o l ． w t ．

O f I E －

S p e Cifi c p r o t ei n s a r e p r e s e n t ed
，

an d th e

a r rh o w h e a d s i n d i c a t e th e m ol ． w t ． of st a n d a rd s
．

6 5

た
．
図8 に 示 し た よう に ， H C M V pi 感染細胞 で合成 さ

れ た 73 K I E 蛋 白は
，
1 8 時間 ch a s e 後で も分子 量の 変

化ま た は それ の 消 失は 認 め ら れ な か っ た くレ
ー

ン こ

4
，

5 う．

1 X ． H C M V w t ， D N A と H C M V pi － D N A の 比較

上 述 の ご とく
，

H C M V pi と H C M V w t と 間で 生物

学的差が 著明に み られ た ので， ウイ ル ス ゲ ノ ム と して

II C M V pi ． D N A が H C M V w t － D N A と 構造 上 違 い を

持 つ か どう か を
， 制限酵素切断分析に よ り次 に 比較 し

た
．

H C M V pi
． D N A と H C M V w t － D N A の 制 限 酵

E c o R I
，
励 研 H工 ま たは 月ブ乃d I m こよ る切断断片の 電

気泳動 パ タ ー ン に は 両ウイ ル ス D N A 間での 差異は認

め ら れ な か っ た く図 9 ニ レ ー ン a l
，
a 2

，
b l

，
b 2

，

C l
．
お よ び c 21

．
しか しな が ら ， 制限酵素 g 占戊 I 切

断 H C M V pi － D N A 断片に は
，
H C M V w t － D N A と比較

し少な く と も 3 つ の 電気泳動移動魔 の異な る バ ン ドが

検 出され た レ ー

ン こd l
， d 2 I ．

ねI くbI くcI くdI
1 2 1 2 1 2 1 2

2 3
． 3 R b ト

9 ． 3Iくb ト

6 ． 5 R b ト

4 ． 3 Iくb ト

2 ． 2 R b

l ． 9 K b ヒ

Fi g － 9 ． R e st ri c ti o n e n z ym e a n a l y si s o f D N A

d e ri v e d f r o m H C M V w t くl an e S リ a n d H C M V pi

口a n e s 2I v i ri o n s ． D N As w e r e p r e p a r e d a n d

di g e st ed wi th E c o R H aJ ， 励 m H Iくbl ，
H i n d IIIくcI

O r X b a I くdl a s d e s c rib e d M a t e ri al s a n d

M e th o d s ． D i g e st e d D N A f r a g m e n t s w e r e

el e c tr o p h o r e s e d o n a O ．6 ％ a g a r o s e g el
，

a n d th e n

t r a n s f e r r e d t o n it r o c ell u l o s e fil t e r s ． T h e D N A

f r a g m e n t s o n th e filt e r s w e r e bl o トh y b rid i z ed

W ith
3 2
P －1 a b ell e d H C M V w t D N A

． T h e b l 。tS

W e r e a u t o r a d i o g r a ph ed b y e x p o s u r e t o K o d a k X －

O m a t A R fil m a t －70
0

C f o r 2 4 h ． A r r o w h e a d s a t

th e ri gh t h a n d sid e i n d i c a t e D N A f r a g m e n t s

p r e s e n t in H C M V pi b u t a b s e n t i n H C M V w t ．

M o l e c u l a r si z e s K b f o r A － D N A f r a g m e n t s

d i g e st e d wi th H i n d III a r e i n di c a t e d a t th e l ef t

h a n d sid e ．
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考 察

H C M V の と 卜感染は， 妊婦に お い て時 と し て胎 児

の 中枢神経系 へ の ウイ ル ス 侵襲 を来た し， 小頭症， 無

脳児お よ び脳 石灰化像 な ど を呈す る
6－こ と が知 ら れ て

い る ．
さ ら に

，
不顕性感染児の

一 部 に も
，
成長 に 伴い

神経学的後遺症 く知能指数低下， 情緒障害な どう が 現

わ れ る とさ れ
7I

，
H C M V は中枢神経系細胞 に 長期間潜

伏持 続感染 す る可能性が 示 唆さ れ て い る
8I

． し か しな

が ら
， 中枢神経系 に お ける H C M V 潜伏持続感染細胞

や， その持続感染成立の機序 は こ れ まで解明 され て い

な い
．

W r o b l e s k a ら
27
鳩 ， i n vit r v T の H C M V と ヒ

ト 中枢神経系細胞 と の相互作用 を検討 し，
ヒ ト脳初代

培養細胞 で の H C M V の増殖を確認 し，
そ こ で の ウイ

ル ス 産生量は
，
H E L 細胞 に 比べ お よ そ 100 分の 1 で あ

る と報告 した ． しか し，
こ の実験系で は ， 起源 の 異な

る 各種神経系細胞間で の H C M V 感受性の 差異 に は ふ

れ て な い
． そ こ で

， 著者は ， 3 種の 由来を 異に す る ヒ

ト 中枢神経系由来株 化細胞 を用 い
，

H C M V と の相互

作用 に より詳細 に検討 した
．
用い た 3 種細胞株 の うち

，

K G C く01i g o d e n d r o gli o m al 細胞 で は 有 意な H C M V

増殖 は認 めら れ なか っ た が，11 8 M G C くgl i o b l a st o m al

細 胞 お よ びI M R － 3 2 くn e u r o b l a s t o m al 細 胞 で は
，

H C M V の商 m ． o ．
i ． く1 0 p ．f ． uノc ell， 感染 に よ り ウイ ル

ス 増殖 を確認 した
．

こ れ ら2 種細胞株 で の ウイ ル ス 感

染性 は H E L 細胞の お よ そ 100 分 の 1 で あ り ， 前述 の

W r。bl e s k a ら
2 7101 報告 と ほ ぼ

一 致 した 結果 が 得 ら れ

た ． この 結果は
，

ヒ ト中枢神経系細 胞の う ち
，

ニ ヨ
ー

ロ ン 系ま たは グリ ア系細胞 は
，
H C M V の 高 m ． 0 ．i 感染

に より
，

ウイ ル ス 増殖 を許容す る こ と を意味 し
， 従来，

マ ウス サイ トメ ガ ロ ウイ ル ス 感染 マ ウ ス で認 め られ た

病理学拍観察結果2 8 卜 抑
と

一 致 した
．

一 方 ， 上 記 3 種細

胞株 へ の H C M V 低 m ． 0 ．i ． く1 p ．f ． u ．l c elll 感染で は
，

1 1 8 M G C 細胞 で の み ウイ ル ス 増殖 が 認 め ら れ た く未

発表 デ
ー タつ．

こ れ らの結果 よ り ， 妊婦に お け る胎児の

H C M V 濃厚感染 は， 胎児 の全脳組 織 へ の ウイ ル ス 侵

襲が誘発 され， 無脳児，
小頭脳 な ど の重篤症状 を 引き

ぉ こ す も の と考 え られ る ．

一 九 少量 の ウイ ル ス 感染

は， グリ ア 系組織の み での ウイ ル ス 増殖 を許容 し
， 脳

炎 な どの 軽度の 症状を呈す る可能性 を示 唆 して い る ．

さ ら に
，

H C M V 感染118 M G C 細胞 で は
， 長期継代維

持可能 な E C M V 持続感染細胞が 樹立化 され た －
これ

まで 生体内で の R C M V 脳内持続感染細胞種 は不明 で

あ っ た が
，

本研究 で得 た結果は
，

グリ ア系細胞で は長

期間 H C M V が 持続感染す る こ と を 意味 し
，
さ ら に

，
知

能障害， 情緒不安な どの臨床症 状を 引き お こす 可能性

に連 な る事 実と思わ れ る ．

以前よ り種々 の ウイ ル ス の 玩 乙厨川 で の 持続感染系

の樹立お よび そ の 推持 に 関す る報告 は多い が， その 成

立機序 と して ， い 温度感受性変異株の 産生
3 り 3 2，

，
2う

欠損干渉 ウイ ル ス の 出現
331 細

， 3 フ ィ ン タ
ー フ ェ ロ ン

様活性物質 の誘導
3 5 ほ 引

な ど種々 の 因子 が単独 も しく は

複数で 関与 して い る こ と が知 ら れ てい る ．
しか しな が

ら， 今 回 樹 立 化 さ れ た H C M V 持 続 感 染 11 8 M G C I

T 。 W n e 細胞で は， 上 述 の い か な る 因子 も証明 で き ず，

以前モ引IH こよ り 報告さ れ た H C M V 持続感染 系
37I 3 8
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成立機序 と同様の 感染性 ウイ ル ス の 再感染 と非感染細

胞の 増殖 の平衡保持 に よ る も の と考 えら れ た ．

そ こ で
，

ウイ ル ス の 再感染と非感染細胞 の 平衡化に

ょ る持続感染系成立機序の 分子 生物学的解明 を目指し

た研究が 開始 され た ．
こ れ に 関 してパ古川ほヤー

， 持続感

染ウ イ ル ス 由来 H C M V と 親株 H C M V 由来 D N A の

構造 の違 い を報告 して い る ． 1 1 8 M G C J T o w n e 細 胞の

場合は
， 産 生され る持続感染ウイ ル ス くH C M V pil が

親 株 H C M V くH C M V w tl と 比 べ H E L お よ び

11 8 M G C 細胞 で の 増殖 が 著 しく低 い 変異株 で あ る こ

とが 示 され た
．

さ らに
，

この 増殖能低下 の分子 レ ベ ル

で の解析 に よ り
，
著者の 得た H C M V pi は

，
H C M V w t

感染細胞 に 誘 導され ない 分子 量73 K 工E 蛋白を先 に 合

成 し，
H C M V pi に よる 主要IE 蛋白 く72 と 78 Kl およ

び後 の 主 要 E 蛋白 の合成 は H C M V w t よ り 2 時間遅

れ て 出現 した ．
こ の よ う に

，
H C M V pi の 増殖能の 低下

は， 新 た に 誘導さ れ た 7 3 K 工E 蛋白に 起 因す る と思わ

れ た
． 従 来， H C M V I E 遺 伝 子 の 発 現 は， 後 期 の

H C M V ゲ ノ ム 発現 の引き 金と して働 き
3 9 刷

，
さ ら に

，

主要 72 K I E 蛋白が全 H C M V I E 遺伝子 の 発現 を自

己制限 し てい る 叫 と報告さ れ て い る ． と こ ろ で
， 著者の

見 出した 73 K I E 蛋白 は
， 従来の 主 要 72 K I E 蛋白の

前駆体 で な く ，
H C M V pi に よ り 新た に 誘 導 さ れ た 安

定な蛋 白で ある こ とが 示 さ れ て い る ． こ れ ら の 諸事実

を関連 づ け る と ，
この 73 K I E 蛋白 は， 何 らか の 原因

で 主 要 72 K I E 蛋 白の 微少変化に よ り生 じ その 結果

本来の 機能 を保持 せ ず， 正 常 な 72 K I E 蛋白合成お よ

び そ の機能の 発現 を競合的 に 阻害 し
，

増殖 を遅延せ し

め て い る可能性が 強く 示唆 さ れ た ． また
，
H C M V pi 由

来 D N A は
，

H C M V w t 由来 D N A と構造 に 違 い が 認

め られ た も の の
，

その 適 い と 7 3 K H E 蛋白の 合成と の

関連 性 に 関 して は ，
D N A の よ り詳細 な解析 に よ り 明

確 に され るで あろ う
．

ま た ，
1 1 8 M G CI T o w n e 細胞よ り産生 さ れ る変異 ウ

イ ル ス の 出現 は
，
持続感 染樹 立後後期 く約 300

へ 4 0 0 日

以後う 細胞 で のみ 認め られ
， 持続感染樹立後早期 く1

ケ月 前後う 細胞か ら は検出で き な い こ とか ら
，

変異ウ

イ ル ス 出 現 に は
，
長 期 持 続 感染 の 過 程 が 必 要 で

，
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H C M V w t の 全て ま た は
，

一

部の ウ イ ル ス の 変異 に よ

り出現 した と思わ れ る ． その 変異ウイ ル ス の 出現が
，

本 来 H C M V w t 中に 一 部存 在 し て い た 変異 ウイ ル ス

の選 択的優位 な増殖の結果生 じた の か どう か は現在不

明 で あ る ．
い ず れ に せ よ

， 樹立 化 さ れ た 118 M G Cノ

T o w n e 細胞の 安定な 維持に は 必須の 因子 で あ ると 考

え られ る
．

こ れ ら を総合 して
， H C M V の 玩 班加 での

中枢神経系に お ける 持続感染は
， 細胞病原性の低下 し

た ウイ ル ス の グ リ ア細胞 での 増殖 に よ る細胞の
一

部損

傷 と治癒の平衡 を保ち なが ら成立 し
，
そ の結果と し て

，

生体 に お け る軽度の 知能低下， 情緒不安な どを 引きお

こ す と 考えれ ば それ 程大 きな 矛盾 は な い
．

こ の よ う に
， 今 回樹 立 化 し た H C M V 持 続 感 染

118 M G CノT o w n e 細 胞 は，
ヒ ト 中 枢 神 経 系 で の

H C M V 持続感染成立機序解明の た め の基礎的お よび

臨床的研究を お こ な う う えで 現在 最も有効な モ デ ル 系

と思わ れ る ．

結 論

ヒ ト中枢神経系 由来細胞 くn e u r o bl a s t o m a
，

I M R －

3 2 三 gl i o b l a st o m a
，

11 8 M G C ニ O li g o d e n d r o gli o m a ，

K G Cl に お ける H C M V の 増殖性 の 検討な ら び に ウイ

ル ス 持続感染細胞 の樹立化と そ の 維持の 機序 の 解明を

こ こ ろ み以 下の成績 を得た
．

1 ． I M R ，3 2 お よ び11 8 M G C 細胞で は
， 感染性 ウイ

ル ス の 有意な増殖が 認 められ たが
，
K G C 細胞 での ウイ

ル ス 増殖は み ら れ な か っ た
．
I M R －3 2 お よ び 11 8 M G C

細胞 での H C M V 最大産生量は
，
H E L 細胞 に 比 べ お よ

そ 100 分の 1 と低 か っ た ．

2 ． H C M V 感染 118 M G C 細胞 の 継 代培養 に よ り
，

H C M V 持続感染細胞 く118 M G C I T o w n el が 樹立化さ

れ
， その 細胞 か ら は感染後 360 日 く50 継代1 以 上 に 渡

り
， 持続的に 感染性ウ イ ル ス くH C M V p り が 産 生され

た ．

3 ． 1 18 M G CノT o w n e 細胞 か ら は
， 温度感受性変異

イ乳 欠損干 渉 ウイ ル ス
， お よ びイ ン タ ー フ ェ ロ ン様活

性物質の 摩生 は認め ら れ なか っ た ． 従 っ て
，

こ の 持続

感 染 細 胞 成 立 ■ 維 持 の 機 序 は
，

産 生 ウ イ ル ス

くH C M V pil の 再感 染と非感染細胞 の 増殖と の 平 衡に

基づ く こ と が 示唆 され た
．

4 ． H C M V pi は
，

その 増殖性 ，
ウ イ ル ス 特異的王E

蛋 白 合 成 能 お よ び D N A 構 造 に お い て 親 H C M V

くH C M V w tl と明 ら か に 異 な る 変 異 ウ イ ル ス で あ っ

た ． こ の 変異 ウイ ル ス の 出現 は
，
1 18 M G CI T o w n e 細胞

の 成立 ． 維持に 重要 な役割を果 し てい る 可能性が 示唆

され た
．

5 ． H C M V pi の 増殖性，
I E 蛋 白合成能 と D N A 構

67

造 に お け る各変異は
， 持続感染成立初期 く約 1 ケ月前

後1 に お い て は見られ ず
， 後期 く約 300 日以持別 に 初

めて 出現 し た ．
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